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 ไดทําการลดขนาดของโมเลกุลคอนดรอยทินซัลเฟต (Chondroitin sulfate) ขนาดโมเลกุลใหญ
น้ําหนกัโมเลกลุ (Mv) 78.105 กิโลดอลตันที่สกัดจากกระดูกออนอกไกดวยเอนไซนปาเปน โดยการฉายรังสี
แกมมาปริมาณรังสี 317 – 500 กิโลเกรย กับคอนดรอยทินซัลเฟต ในรูปของแข็งที่ความดนัและอุณหภูมิ
ปกติ ไดคอนดรอยทินซัลเฟตโมเลกุลขนาดเล็กที่มนี้ําหนักโมเลกุล 20 – 10 กิโลดอลตัน ซึ่งเหมาะสมตอ
การดูดซึมในระบบยอยอาหารของรางกาย และทําการพิสูจนยืนยันวาเปนสารคอนดรอยทินซัลเฟตและหา
น้ําหนกัโมเลกลุดวยเครื่อง FTIR และ Viscometer ตามลําดับ คา G(s)-value ที่ไดจากการคํานวณมี
คาประมาณ 1.8  
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 Low molecular weight chondroitin sulfate for body absorption was prepared by 
gamma irradiation-induced degradation of dried high molecular weight chondroitin sulfate 
78.105 kDa obtained by papain enzymatic extraction of chicken keel cartilages at room 
temperature-pressure. Optimum radiation dose to reduce the molecular weight (Mv) to 10 – 
20 kDa was in the range of 317 – 500 kGy. Characterization and molecular weight 
determination of the obtained chondroitin sulfate were done by FTIR and Ubbelohde 
Viscometer respectively. The overall G(s)-value for chondroitin sulfate calculated from this 
experiment was about 1.8. 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 

ปจจุบันผูสูงอายุกําลังประสบปญหาเกี่ยวกับโรคขออักเสบและขอเสื่อม (Osteoarthritis) 
เพิ่มมากขึ้น สงผลใหเกิดอาการเจ็บปวดตามขอตาง ๆ โดยเฉพาะผูหญิงที่มีอายุตั้งแต 50 ปข้ึนไป 
พบปญหาขอเขาอักเสบคอนขางมาก คุณภาพชีวิตของผูสูงอายุจึงลดลง สาเหตุสําคัญของโรคนี้
เกิดจากปริมาณคอนดรอยทินซัลเฟต (Chondroitin sulfate) ในขอกระดูกที่คอนดรอยทินซัลเฟต 
เปนสารที่มีการใชรักษาขอและกระดูกอักเสบมามากกวา 20 ปในประเทศทางทวีปยุโรป แต
ปจจุบันเริ่มมีการใชอยางแพรหลายทั่วไป เนื่องจากผลลัพธการรักษาที่นาพอใจจนเปนที่ยอมรับ
ของวงการแพทย สารชนิดนี้ไดรับการยอมรับในอเมริกาวาเปนสารที่ปลอดภัยและมีประสิทธิภาพ
สูง จึงมีการผลิตคอนดรอยทินซัลเฟตในรูปของอาหารเสริมออกมาจําหนายมากมาย จากผลวิจัย
พบวาคอนดรอยทินซัลเฟตมีอยูในกระดูกออนของสัตวชนิดตาง ๆ  ซึ่งจะพบไดมากในกระดูกอกไก 
กระดูกจระเขและครีบปลาฉลาม แตเนื่องจากคอนดรอยทินซัลเฟตที่สกัดออกมาไดนั้นเปนสารพอ
ลิเมอรที่มีขนาดโมเลกุลใหญ และยังเสื่อมสลายเมื่อผานกระบวนการยอยหรือการประกอบอาหาร
ทําใหรางกายไดรับปริมาณ คอนดรอยทินซัลเฟตนอยมาก ดังนั้นหากมีการเพิ่มคอนดรอยทิน 
ซัลเฟตขนาดโมเลกุลเล็กเขาสูรางกาย ซึ่งสามารถดูดซึมเขาสูระบบตาง ๆ ไดโดยตรง จะทําให
ผลการรักษาอาการโรคขอกระดูกอักเสบและเสื่อมมีประสิทธิภาพเพิ่มขึ้นมาก กระบวนการลด
ขนาดโมเลกุลของพอลิเมอรที่ใชกันทั่วไปอันไดแก กระบวนการทางเคมี และเอนไซมนั้น เปน
กระบวนการที่ยุงยาก และทําใหมีสารเคมีและเอนไซมเจือปนกับพอลิเมอรซึ่งยากตอการกําจัด แต
สําหรับการลดขนาดโมเลกุลของพอลิเมอรดวยกระบวนการทางรังสีนั้นมีขอดีที่ เหนือกวา
กระบวนการที่ใชกันอยูในปจจุบันหลายประการ โดยกระบวนการทางรังสีนั้นสามารถลดขนาดของ
โมเลกุลไดโดยไมยุงยาก อีกทั้งยังไดสารโมเลกุลเล็กที่มีความบริสุทธิ์สูงมาก เนื่องจากไมมีการใช
สารเคมีชนิดอื่นเขามาเกี่ยวของ  
 งานวิจัยนี้จะทําการศึกษาหาเงื่อนไขและปริมาณการฉายรังสีที่เหมาะสมตอการลดขนาด
ของโมเลกุลคอนดรอยทินซัลเฟตที่สกัดไดจากกระดูกอกไก เพื่อใหไดคอนดรอยทินซัลเฟต ที่มี
โมเลกุลขนาดเล็กอยูในระดับที่รางกายสามารถดูดซึมเขาไปใชประโยชนไดโดยตรง 
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1.2 วัตถุประสงคของการวิจยั 
  

เพื่อลดขนาดของโมเลกุลคอนดรอยทิน (Chondroitin sulfate) ที่สกัดจากกระดูกออน
อกไกใหมีขนาดโมเลกุลประมาณ 10,000 – 20,000 Da โดยการฉายรังสีแกมมา 

 
1.3 ขอบเขตของการวิจัย 
 

1.3.1. สกัดคอนดรอยทินซัลเฟตจากกระดูกออนอกไกใหมีความบริสุทธิ์ 
1.3.2. หาเงื่อนไขในการลดขนาดโมเลกุลของสารสกัดคอนดรอยทินซัลเฟตมีขนาด 

           โมเลกุล ประมาณ 10,000 – 20,000 Da โดยการฉายรังสีแกมมา ไดแก  
          ความเขมขนของคอนดรอยทินซัลเฟต, ปริมาณรังสี, สารตัวเติม 

 1.3.3. พิสูจนลักษณะสมบัติ และขนาดโมเลกุลของคอนดรอยทินซัลเฟตที่ได 
 1.3.4. หาคา Gs-value ของคอนดรอยทินซัลเฟต 
 
1.4 ขั้นตอนดําเนินการวิจยั 
 

 1.4.1. ศึกษาและคนควางานวิจัยที่เกี่ยวของ 
         1.4.2. สกัดคอนดรอยทนิซัลเฟตจากกระดูกออนอกไกโดยสกดัแยกโปรตีนออกดวย 

เอนไซมปาเปน พรอมทัง้ทดสอบเพื่อยนืยนัผลการสกัดคอนดรอยทินซัลเฟตและ
น้ําหนกัโมเลกลุโดย Gel Permeation Chromatography (GPC)  

 1.4.3. ทดลองหาเงื่อนไขในการลดขนาดโมเลกุลคอนดรอยทนิซัลเฟตที่สกัดไดใหมขีนาด 
โมเลกุลประมาณ 10,000-20,000 Da โดยการฉายรังสแีกมมา 

 1.4.4. ทดลองหาคา Gs-value ของการฉายรังสีแกมมากบัโมเลกุลคอนดรอยทินซัลเฟต 
 1.4.5. สรุป วจิารณผลการทดลองและเขยีนวทิยานิพนธ 
 
1.5 ประโยชนที่คาดวาจะไดรบัจากงานวิจยั 

 

เปนแนวทางสาํหรับการใชรังสีในการลดขนาดโมเลกุลคอนดรอยทนิซลัเฟตเพื่อใหได
โมเลกุลที่มีขนาดเล็กในระดบัโมเลกุลสารอาหารที่รางกายสามารถดูดซึมไปใชงานไดโดยตรง และ
เปนแนวทางในการผลิตคอนดรอยทนิซัลเฟตในอุตสาหกรรมอาหารเพื่อสุขภาพ (Tonic food) และ 
เครื่องสําอาง 
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1.6 เอกสารและงานวิจยัที่เกี่ยวของ 
1.6.1 รศ.ดร.วรรณวิบูลย กาญจนกุญชร [1] มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร และคณะไดทํา

การสกัดคอนดรอยทินซัลเฟตจากกระดูกของสัตวชนิดตางๆ เพื่อเปรียบเทียบชนิดและปริมาณของ 
คอนดรอยทินซัลเฟตพบวากระดูกอกไก และกระดูกจระเขเปนแหลงที่ดีสําหรับคอนดรอยทนิ
ซัลเฟตโดยพบคอนดรอยทินซัลเฟตชนิด A และ C เปนปริมาณมาก 

1.6.2 Robert J. Miller, Aviva Shiedlin [2] ไดทําการทดลองเพื่อหาวิธีการควบคุมการ
ลดขนาดของโมเลกุลพอลิเมอรโดยใชการฉายรังสีแกมมา โดยทดลองกับพอลิเมอรกลุมพอลิแซก
คาไรด งานวจิัยนี้ไดทาํการฉายรังสีดวยปริมาณรังสีตาง ๆ แลววัดขนาดโมเลกุลที่ได จากนัน้สราง
กราฟความสมัพันธระหวางปริมาณรังสีและขนาดโมเลกุล จากกราฟจะไดความสัมพันธ ซึง่
สามารถใชในการหาปริมาณรังสีเพื่อใชลดขนาดโมเลกลุใหมีขนาดตามตองการได  

1.6.3 Luigi De Ambrosi, Walter Recchai, Gianni Ferrari [3] ไดศึกษาวิธีการควบคุม
การเตรียมสารกลุม Glucoaminoglycans โมเลกุลเล็ก โดยใชการฉายรังสีแกมมากับสารที่เปน
ของแข็งและสารละลาย งานวิจยันี้ไดใหรายละเอยีดเกีย่วกับการเตรยีมสารตัวอยาง และสภาวะ
ตาง ๆ ที่ใชในการฉายรงัสีเพื่อใหไดโมเลกุลที่มีขนาดระหวาง 1000 - 35000 Da อีกทั้งยังแสดงให
เห็นวาการลดลงของขนาดโมเลกุลและปริมาณรังสทีี่ไดรับมี ความสัมพันธกันเปนเสนตรง  

1.6.4 Hidemitsu Uchisawa [4] และคณะ และ รศ. ดร. วรรณวิบูลย กาญจนกุญชร [1] 
และคณะ ไดทําการทดลองวัดสเปกตรัมของ Chondroitin-4-sulfate และ Chondroitin-6-sulfate 
ในสถานะที่เปนของแข็ง โดยการใชเทคนคิ Fourier Transform Infrared Spectroscopy โดยใช 
KBr เปนตัวประสาน โดยพบวาสเปกตรัมที่ใชการทดสอบยืนยนัคอนดรอยทนิซลัเฟต คือ ที่
ตําแหนง 854.5, 857 cm−1 และ ที่ตําแหนง 823.7, 826 cm−1 ตามลําดับ  

1.6.5   Michiru Ida [5] และ คณะ ไดทําการวดัขนาดโมเลกลุของคอนดรอยทนิซัลเฟต 
ขนาดใหญ ที่สกัดไดจาก Neural Stem Cell โดยการใชเทคนิค Gel permeation 
chromatography (GPC) และเทียบผลที่ไดจากเทคนิค GPC จากกราฟมาตรฐานจากสาร
มาตรฐานทีท่ราบน้าํหนักโมเลกุลที่แนนอน  

1.6.6 Kiichiro TANAKA [6] ทํางานวิจยัเรือ่ง Physicochemical Properties of 
Chondroitin Sulfate ซึ่งทาํการศึกษาเกี่ยวกับความสัมพันธระหวางน้าํหนักโมเลกุลของคอนดรอย
ทินซัลเฟตกับคาความหนืดที่แทจริง ([η ] intrinsic viscosity) โดยพบวาความสัมพันธของคา
ความหนืดที่แทจริงในสารละลายโซเดียมคลอไรด (NaCl) ความเขมขน 0.2 M ที่อุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส และ น้าํหนักโมเลกุลของคอนดรอยทินซัลเฟตที่สกัดไดจากกระดูกออนของปลาฉลาม
สามารถแสดงได ดังสมการ  [ ] 14.16105.6 rM−×=η

 



บทที่ 2 
 

แนวคิดและทฤษฎีที่เก่ียวของ 
 
2.1 ความรูเบ้ืองตนเกี่ยวกับคอนดรอยทินซัลเฟต (Chondroitin sulfate) [7]

 คอนดรอยทนิซัลเฟตหรือที่เรียกวาคอนดรอยทนิ (Chondroitin) เปนพอลิเมอรชีวภาพ
ชนิดหนึ่ง อยูในกลุมของ heteropolysaccharide ที่เรียกวา Glucoaminoglycans (GAGs) ซึ่ง
ประกอบดวยโมโนเมอรที่เปนน้าํตาลโมเลกุลเดี่ยว 2 ชนิด คือ D-glucuronic acid (GlcA) และ N-
acetyl-D-galactosamine (GalNAc) เชื่อมกันดวย glycosidic bond ดวยโครงสรางแบบ β-
configuration ทําใหมีรูปรางเปนสายโซตรง ความยาวของสายโซแตกตางกันไปขึ้นอยูกับปริมาณ
ของน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวที่เปนองคประกอบคอนดรอยทินซัลเฟตแบงออกเปนชนิดตาง ๆ ตาม
ตําแหนงของ sulfanation ได 5 ชนิด คือ Chondroitin sulfate A, B, C, D และ E โดย คอนดรอย
ทินซัลเฟตทีพ่บในไขขอกระดูก และพบในปริมาณมากม ี2 ชนิด ดังนี ้

Chondroitin sulfate A มีตําแหนงของ sulfanation อยูที่คารบอนตําแหนงที ่ 4 ของ
โมเลกุล N-acetyl-D-galactosamine (GalNAc) จึงเรียกอีกชื่อหนึง่วา Chondroitin-4-sulfate 
ลักษณะโมเลกุลของ Chondroitin-4-sulfate เปนดงันี ้

 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.1 โครงสรางโมเลกุลของ Chondroitin-4-sulfate 
 
Chondroitin-4-sulfate พบไดในสวนตาง ๆ ของรางกายมนษุย เชน กระดูกออน กระดูก 

กระจกตา ผิวหนงั และผนังหลอดเลือดแดง 
Chondroitin sulfate C มีตําแหนงของ sulfanation อยูที่คารบอนตําแหนงที ่ 6 ของ

โมเลกุล N-acetyl-D-galactosamine (GalNAc) จึงเรียกอีกชื่อหนึง่วา Chondroitin-6-sulfate 
ลักษณะโมเลกุลของ Chondroitin-6-sulfate เปนดงันี ้
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รูปที่ 2.2 โครงสรางโมเลกุลของ Chondroitin-6-sulfate 
 

โดยสามารถพบ Chondroitin-6-sulfate ไดในปลา กระดูกปลาฉลาม และในมนษุย ซึ่งใน
ธรรมชาตินัน้จะพบคอนดรอยทนิซัลเฟตในรูปของ isomeric mixtures ของคอนดรอยทนิซัลเฟต 
ทั้งสองชนิดนี ้

 
2.1.1  หนาทีข่องคอนดรอยทินซัลเฟตในรางกายของคนและสัตว [8, 9, 10]

คอนดรอยทินซัลเฟตเปน mucopolysaccharide โดยจะอยูในรางกายดวยการสรางพนัธะ
โควาเลนซกับโปรตีน ดังภาพ 

 
 
  
 
 
 
 

 
 รูปที่ 2.3 การจัดเรียงตวัของคอนดรอยทินซลัเฟตในขอตอกระดกูออน 
 
บริเวณกระดูกออนจะประกอบดวย collagen, proteoglycan, cartilage cells, 

glucosamine และน้าํ ซึง่ในสวนของ proteoglycan จะมี hyaluronic acid, chondroitin และ
โปรตีน เปนสวนประกอบ โดยคอนดรอยทินซัลเฟตจะสรางพนัธะอยูกับโมเลกุลของโปรตีนดังภาพ 
โดยสวนของคอนดรอยทนิซลัเฟตจะเปนสวนที่มีความยาวของโมเลกลุมากที่สุดและอยูในตําแหนง
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ทายสุดของโมเลกุลโปรตีน ซึ่งจะมีคอนดรอยทินซัลเฟตประมาณ 100 โมเลกลุจับอยูในแตละ
โมเลกุลของโปรตีน 

จากการจัดเรียงตัวของคอนดรอยทินซัลเฟตกับโปรตีน ทําใหคอนดรอยทนิซัลเฟต  
สามารถรักษาความชุมชื้นได โดยการดูดซับโมเลกุลของน้ําไวในพืน้ทีว่างระหวางคอนดรอยทนิ-
ซัลเฟตแตละโมเลกุล ดงันัน้คอนดรอยทนิซัลเฟตจงึชวยในการกระจายสารประกอบตางๆ ที่ถกู
ขนสงดวยเลือดเชน ออกซิเจนและสารอาหาร ซึ่งละลายมาในน้าํ ไปยังเนื้อเยื่อตางๆ ได ดังนั้น 
คอนดรอยทินซัลเฟตจึงเปนแหลงสะสมสารอาหารสําหรับไขขอของกระดูกออนซึ่งเปนบริเวณที่ไม
มีหลอดเลือดไปเลี้ยง นอกจากนีย้ังทําหนาที่ในการยับยัง้การทํางานของเอนไซมซึง่สลายขอกระดกู
ออน และทาํหนาที่ในการกระตุนการสรางขอกระดูกออนขึ้นมาใหมอีกดวย คอนดรอยทินซัลเฟต 
จึงทาํหนาที่ตางๆ เหลานีแ้ละชวยรักษาใหขอกระดูกออนมีการยืดหยุนและการคงรูปรางตอไปได 
กลไกในการกกัเก็บความชุมชื้นของคอนดรอยทินซัลเฟตเปนดังภาพ 

 

รูปที่ 2.4 กลไกการเกบ็กักความชุมชื้นของคอนดรอยทินซัลเฟต 
 

เนื่องจากคอนดรอยทินซัลเฟตมีประจุเปนลบ ดังนัน้จงึมีแรงผลักเกิดข้ึนระหวางโมเลกุล
ขางเคียง จงึทาํใหเกิดพื้นทีว่างใหโมเลกุลของน้าํ และสารอาหารตาง ๆ เขาไปอยูได ดังนัน้ 
คอนดรอยทินซัลเฟตจึงเปรียบเสมือนกับเปนแหลงน้าํและสารอาหารของขอกระดูกนั่นเอง 

ขอกระดูกมีลักษณะเปนเนือ้เยื่อที่เกิดจากการรวมตวัของเจล มีความหนาประมาณ 4-6 
mm. ปกคลุมอยูตามปลายกระดูก มีโครงสรางเปนตาขายที่เกิดจากเสนใยของ collagen พันกบั 
proteoglycans ซึ่งประกอบดวยคอนดรอยทนิซัลเฟตโดยบริเวณนี้จะนุมกวากระดกู ชวยใหกระดูก
ขอตอไมสัมผัสกันโดยตรงและสามารถเคลื่อนที่ไดอยางนุมนวล ดงันัน้ขอกระดูกจึงทาํหนาที่ในการ
ปองกนักระดกูและขอตอ และคอนดรอยทินซัลเฟตก็ทําหนาที่ในการปองกนัและรักษาขอกระดูก
นั่นเอง 
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ยู  
 
 

2.1.2 ประโยชน
มีการนาํค

มาเปนเวลานานก
รูปที่ 2.5 สวนผิวของขอกระดูกที่มีคอนดรอยทนิซัลเฟตอ
และการนาํคอนดรอยทินซัลเฟตมาใชประโยชน 
อนดรอยทินซัลเฟตมาใชประโยชนในการรักษาโรคและในอตุสากรรมดานตาง ๆ 
วา 20 ป ซึ่งประโยชนทีม่ีการใชงานกนัมากมีดังนี ้
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1. ใชเปนยาหรืออาหารเสริมในการบรรเทาและรักษาอาการของโรคขอและกระดูก
อักเสบในผูสูงอาย 

2. ใชในการรักษาและปองกนัอาการบวมแดงของแผลที่ผิวหนงัและในกระเพาะอาหาร 
3. ใชในการรักษาโรคขอสะโพกหาง (Hip dysphasia) และการเกิดขออักเสบที่ขอศอก 

ขอเขา และขอไหล ของสัตวพวก สุนัข แมว มา 
4. ใชเปนสวนประกอบในเครื่องสําอางตาง ๆ เชน ครีมปรับสภาพผม, ครีมบํารุงผิว และ

ผลิตเพิ่มความชุมชื้นแกผิว เปนตน 
เนื่องจากคอนดรอยทินซัลเฟตเปนสารพอลเิมอรที่มีขนาดโมเลกุลตางๆ กนัทั้งเลก็และ

ใหญ อีกทั้งยังเสื่อมสลายเมื่อผานกระบวนการยอยหรือการประกอบอาหารทําใหรางกายไดรับ
ปริมาณคอนดรอยทินซัลเฟตนอยมาก ดงันัน้การเพิ่มคอนดรอยทนิซลัเฟตขนาดโมเลกุลเล็กเขาสู
รางกาย ซึง่สามารถดูดซึมเขาสูระบบตาง ๆ ไดโดยตรงในรูปของอาหารเสริม (Tonic food) จึงเปน
วิธีเพิ่มประสิทธิภาพการทาํงานของขอกระดูกคอนดรอยทินซัลเฟตเปนอยางด ี
 
2.2 โรคขอกระดูกอักเสบ (Osteoarthritis) [11, 12]

 จากขอมูลของการประชุมโรคขอสากล ณ รพ.ราชวถิี ระบุวา โรคกระดูกและโรคขอ
กลายเปนปญหาสาํคัญของผูสูงอาย ุ โดยพบวามีผูปวยโรคขอเขาเสื่อมในประเทศกวา 6 ลานคน 
และโรคขออักเสบ รูมาตอยด และโรคเกาต รวมกนัเกือบ 7 ลานคน อีกทั้งยังมีแนวโนมสูงขึ้น โดย
โรคขอเสื่อมพบมากในกลุมอายุมากวา 65 ปข้ึนไป มีถึงรอยละ 50 รองลงมาคือโรคกระดูกหัก อัน
เนื่องมาจากกระดูกพรุน โดยผูหญิงอายุมากกวา 50 ป มีถึงรอยละ 40 และมีแนวโนมจะเพิ่มข้ึน
ทุกๆ ป อยางไรก็ตาม กระดูกคนเราจะเริ่มเสื่อมเมื่ออาย ุ40 ปข้ึนไป เนือ่งจากแคลเซยีมในรางกาย
จะเริ่มเสื่อมสลายทาํใหประสิทธิภาพการทํางานของอวยัวะตางๆ ในรางกายจะลดลง คาดวาทั่ว
โลกมีผูปวยโรคนี้กวา 400 ลานคน ในอีก 20 ปขางหนา จะเพิม่ข้ึนอีกรอยละ 50 เนื่องจาก
ประชากรโลกมีชีวิตความเปนอยูที่ดีอายุยนืยาวขึ้น แตจากผลการใชชีวิตที่สุขสบายมากขึน้ ขาด
การออกกาํลังกาย ไมรับประทานผักใบเขยีว จะทาํใหเกดิโรคขอกระดูกและโรคขอมาก รวมทั้งเกดิ
มาจากอุบัติเหตุจราจรทําใหกระดูกหกักระดูกผิดรูปไป 
  โรคขอเสื่อมเปนความผิดปกติของขอที่พบไดบอยในผูคนชวงเขาสูวัยกลางคนและพบได
เพิ่มข้ึนเมื่ออายุมากขึน้เรื่อยๆ ลักษณะของโรคเกิดจากกระดูกออนผิวขอถูกทาํลายลงอยางชาๆจน
เปนเหตุใหมีการเปลี่ยนแปลงของโครงสรางของขอ ซึ่งไดแก มนี้ําสะสมในขอเพิ่มข้ึน กระดูกงอก
ผิดปกติ กลามเนื้อและเอน็รอบขอหยอนยาน การเปลีย่นแปลงทั้งหมดดังกลาวจะทําใหเคลื่อนไหว
ขอไดจํากัดรวมทั้งทาํใหเกิดอาการปวดและบวมที่ขอได 
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 โรคขอเสื่อมพบบอยในตําแหนงของขอทีต่องรับน้ําหนกัมากเชน ขอเขา ขอสะโพก ขอตอ
กระดูกสันหลงั เปนตน ขอเขาและขอสะโพกเสื่อมมกัทําใหเกิดความรําคาญเนื่องจากจะทําใหมี
อาการปวดหรอืไมสบายขอเมื่อตองยืนหรือเดิน ในขณะที่ขอตอกระดูกสันหลงัเสื่อมจะเปนเหตุให
ปวดหลงัและปวดตนคอหรอืคอแข็งตึงได แมวาขอเสื่อมจะพบในขอที่ตองรับน้าํหนัก แตก็สามารถ
พบที่ขอตางๆทั่วรางกายไดโดยเฉพาะขอทีเ่คยไดรับการบาดเจ็บ มีการติดเชื้อ หรือเคยมีขออักเสบ
นํามากอน สําหรับผูปวยขอนิ้วมือเสื่อมจะมีอาการปวด ชา หรือแข็งตึงขยับนิว้ลําบาก และตรวจ
พบกอนหรือปุมกระดูกโตขึ้นที่บริเวณขอนิว้มือดวย สวนใหญอาการปวดของโรคขอเสื่อมมักเกิดใน
ระหวางที่มีการใชงานของขอและจะดีข้ึนเมื่อไดพัก อาจมีอาการฝดตึงขอชวงสัน้ๆไมนานเกนิกวา
คร่ึงชั่วโมงในชวงเชาหลังตืน่นอนหรือภายหลงัอยูในอิริยาบถทาใดทาหนึ่งนานๆเชน หลังจากขับรถ 
เปนตน สําหรับผูปวยโรคขอเสื่อมที่มีอาการรุนแรงมากก็อาจมีอาการปวดขออยางมากและรุนแรง
เมื่อใชงาน รวมทั้งขาดความมั่นคงหรือเสถียรภาพของขอได  
 
2.2.1 กลไกการเกดิขอกระดูกอักเสบและโรคขอกระดูกเสื่อม 

โรคขอเสื่อมมีสาเหตุมาจากอายุทีม่ากข้ึนและการใชงานขอกระดูกที่ไมเหมาะสม โดยเมื่อ
อายุมากข้ึน ประสิทธิภาพของเอนไซมคอนดรอยทนิซัลเฟตจะลดนอยลง ทําใหปริมาณ 
คอนดรอยทินซัลเฟตในกระดูกออนลดลง ทําใหกระดูกออน (cartilage bone) ไมสามารถทาํหนาที่
เปนเบาะรองรบัน้ําหนกั และมีการสูญเสียคุณสมบัติของน้ําหลอเลีย้ง เมื่อมีการเคลื่อนไหวของ
กระดูกก็จะเกดิการเสียดสีและเกิดการสกึหรอของกระดกูออน เมื่อเกดิขอเสื่อมมากขึ้นกระดูกออน 
จะมีขนาดบางลง ผิวจะขรุขระ จะมีการงอกของกระดกูขึ้นมาที่เรียกวา osteophytes เมื่อมีการ
อักเสบเยื่อหุมขอก็จะสรางน้าํหลอเลีย้งขอเพิ่มข้ึนทําใหขอมีขนาดใหญ เอ็นรอบขอจะมีขนาดใหญ
ข้ึน กลามเนือ้จะลีบลง การเปลี่ยนแปลงของขอจะเปนไปอยางชาๆโดยที่ผูปวยไมทราบ ในรายที่
เปนรุนแรงกระดูกออนจะบางมาก ปลายกระดูกจะมาชนกนั เวลาขยบัขอจะเกิดเสยีงเสียดสีในขอ
ทําใหเกิดอาการบวมแดงและปวดหรือที่เรียกวาขอกระดกูอักเสบ 
                ตามปกติภายในขอประกอบไปดวยเยื่อบุขอ น้ําไขขอ และกระดูกออนผิวขอ กระดูก
ออนผิวขอจะทําหนาทีเ่ปนเสมือนตัวดูดซบัแรงกดภายในขอและปองกันมิใหกระดกูที่อยูภายใต
กระดูกออนกระแทกกับกระดูกอีกฝง หากกระดูกออนผิวขอเหลานี้ถกูทําลายไมวาดวยสาเหตุใดก็
ตามน้าํหนักหรือแรงกดที่กระทํากับขอก็จะสงผลใหกระดูกใตตอกระดูกออนผิวขอสัมผัสกัน 
กลามเนื้อและเอ็นรอบขอถูกยืดเปนเหตุใหเกิดอาการปวดตามมา ในปจจุบนัยังไมทราบวาอะไร
เปนสาเหตทุําใหกระดูกออนผิวขอถูกทําลาย แตปจจัยที่นาจะมีสวนรวมทาํใหกระดูกออนผิวขอถูก
ทําลายไดแก  
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1. น้ําหนกัตัว การที่มนี้ําหนกัตัวมากจะสงผลใหเกิดแรงกดภายในขอที่รับน้ําหนกัเพิม่ข้ึน
ตามไปดวย  

2. กิจกรรมบางอยางที่สงผลใหขอตองรับแรงกดมากจนเกนิไปเชน การนั่งคุกเขา หรือนั่ง
พับเพยีบ  

3. ปจจัยทางพันธุกรรมโดยเฉพาะในครอบครัวที่มีประวัตขิอและกระดูกออนผิวขอ
ออนแอ 

4. อายุ ผูสูงอายุมีโอกาสพบโรคขอเสื่อมมากขึ้น แตอยางไรก็ตามยงัไมมีขอสรุปชัดเจน 
เนื่องจากผูสูงอายุบางรายกไ็มพบโรคขอเสื่อม  

ภายในรางกายของเรานั้นมตีําแหนงของขอกระดูกที่สามารถเกิดการอักเสบหรือเสือ่มของ
ขอกระดูกไดหลายตําแหนง อยูหลายตําแหนง ซึง่ตําแหนงตาง ๆ ที่สามารถเกิดโรคไดแสดงดังภาพ 

 

รูปที่ 2.6 ตําแหนงตาง ๆ ของขอกระดูกภายในรางกาย 
 

2.2.2 กลุมเสี่ยงตอการเปนโรคขอกระดูกอกัเสบและขอกระดูกเสื่อม 
             โรคขอเสื่อมสามารถพบไดทุกวยั แตพบไดมากในผูสูงอาย ุ สําหรับผูปวยที่มีโรคขอเร้ือรัง
เชนโรครูมาตอยด โรคเกาต หรือผูที่ไดรับอุบัติเหตุที่ขอ ก็อาจจะเกิดโรคขอเสื่อมไดในขณะที่อายุยงั
ไมมาก จากการศึกษาพบวาผูที่อายุมากกวา 70 ป ตรวจพบลักษณะขอเสื่อมจากภาพถายรังสีได
รอยละ 70 แตมีเพียงครึง่หนึง่เทานั้นทีม่ีอาการผิดปกติ โรคขอกระดูกอักเสบและขอกระดูกเสือ่ม
พบในผูหญิงไดมากกวาผูชายเนื่องจากความแข็งแรงของกระดูกและกลามเนื้อนอยกวาผูชาย 
โดยเฉพาะขอเขาเสื่อมและขอนิ้วมือเสื่อม 
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2.2.3 ปจจัยทีท่ําใหเกิดขอเสื่อม  

1. อายุ อายุมากมีโอกาสเปนมากเนื่องจากอายุการใชงานมาก 
2. เพศหญงิจะเปนโรคขอเสื่อมมากกวาผูชาย 2 เทา 
3. น้ําหนกั ยิ่งน้ําหนกัตัวมากขอเขาจะเสื่อมเร็ว 
4. การใชขอเขา ผูที่นัง่ยองๆ นัง่ขัดขัดสมาธิ หรือนั่งพับเพยีบนานๆจะพบขอเขาเสื่อมเร็ว 
5. การไดรับบาดเจ็บบริเวณขอ ผูที่ไดรับอุบัติเหตุที่ขอเขาและแขนไมวาจะกระดูกขอแตก

หรือเอ็นฉีก จะเกิดขอเสื่อมได 
6. ความแข็งแรงของกลามเนื้อและกระดูก ผูที่ออกกําลังกายอยางสม่ําเสมอและไดรับ

แคลเซียมในปริมาณทีพ่อเพยีงจะชะลอการเสื่อมของขอตามสวนตาง ๆ 
 
2.2.4 อาการของโรคขอกระดูกอักเสบและเสื่อม 
 ตําแหนงทีม่กีารเกิดอาการขอกระดูกอักเสบและเสื่อมไดมากที่สุดคือ ขอตอหัวเขา ซึ่ง
อาการโดยทัว่ไปที่พบจะมีการอักเสบ บวม แดง ทําใหลักษณะของขอเกิดการเปลี่ยนแปลงไปซึ่ง
เห็นไดดังภาพ โดยการเปลี่ยนแปลงที่สังเกตไดจากภายนอกนั้นเปนผลเนื่องจากการงอกของ
กระดูกนัน้เอง 
 อาการที่สําคญัไดแก  

1. อาการปวดขอ เปนอาการที่สําคัญเริ่มแรกจะปวดเมื่อยตึงทัง้ดานหนาและดานหลัง
ของขอกระดูก เมื่อเปนมากขึ้นจะปวดบริเวณกระดูกเมือ่มีการเคลื่อนไหว ลุกนั่งหรือ
เดินขึ้นบนัไดไมคลองเหมือนเดิม 

2. มีเสียงในขอ เมื่อเคลื่อนไหวผูปวยจะรูสึกมีเสียงในขอและปวด 
3. อาการบวม ถาขอมีการอักเสบก็จะเกิดขอบวม  
4. ขอเขาโกงงอ อาจจะโกงดานนอกหรือโกงดานใน ทําใหขาสั้นลงเดินลําบากและมี

อาการปวดเวลาเดิน 
5. ขอยึดติด ผูปวยจะไมสามารถเหยยีดหรืองอขา แขนไดสุดเหมือนเดิมเนื่องจากมกีาร

ยึดติดภายในขอ 
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รูปที่ 2.7 ลักษณะภายในและภายนอกของหวัเขาปกต ิ(ขวา)  
และผูมีอาการขอกระดูกอักเสบ (ซาย) 

2.2.5 การวินิจฉัยโรคขอกระดูกอักเสบและขอกระดูกเสื่อม[13] 
             ผูที่สงสยัวานาจะเปนโรคขอเสื่อมคือผูที่มีอาการปวดขอในขณะที่มกีารใชงาน แพทยจะ
ยืนยนัการวนิจิฉัยโดยการตรวจรางกายพบปุมกระดูกบริเวณขอ ขอบวมขึ้น มีเสียงลัน่ในขอเมือ่มี
การเคลื่อนไหวขอ กลามเนือ้รอบขอลีบหรือออนแรง และขอขาดความมั่นคง โดยภาพถายรังสทีี่
ผิดปกติจะชวยยืนยันการวนิิจฉัยไดแมนยําขึ้น อยางไรก็ตามบางรายมีความจําเปนตองตรวจเลอืด
เพิ่มเติมเพื่อวนิิจฉัยแยกวาไมไดเปนโรคอื่นๆ ความผดิปกติที่เกิดขึน้จากอาการของโรคขอกระดูก
อักเสบและเสือ่มสามารถเหน็ไดจากการถายภาพรังสีเอกซ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.8 ภาพถายรังสเีอกซของกระดูกหวัเขาที่ปกต ิ(ซาย) และมีอาการกระดูกเสื่อม (ขวา) 
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2.2.6 การรกัษาโรคขอเขาเสื่อม 
 โรคขอเสื่อมเปนโรคของผูสูงอายุ หากเปนแลวจะไมสามารถรักษาใหเหมือนเดิม ดังนัน้
การรักษาขอเสื่อมจึงมีจุดประสงคเพื่อบรรเทาอาการเจบ็ปวด ปองกนัขอติด ปองกันขอโกงงอ เปน
ตน เปาหมายของการรักษาคือ ลดอาการปวดและรักษาการทํางานของขอใหสามารถใชงานได
ตามปกต ิ การรักษาจงึไมเพียงแคใหยาเพื่อบรรเทาอาการปวดเทานัน้แตจะตองรักษาดวยการทํา
กายภาพบาํบดัรวมดวย สําหรับผูที่เปนโรคขอเสื่อมรุนแรง การรักษาดวยการผาตัดจะมีบทบาท
สําคัญเพื่อทาํใหการทํางานของขอดีข้ึนได 

 การรักษาแบงออกไดเปน 3 วิธ ี
 1.    การทาํกายภาพบําบัด 
 2.    การรักษาโดยการใชยา 
 3.    การรักษาโดยการผาตดั  
2.2.6.1 การรกัษาโดยการทํากายภาพบําบัด 

การรักษาที่มหีลักฐานชัดเจนวามีประสิทธิภาพในการรกัษาโรคขอเสือ่มไดแก การออก 
กําลังกายโดยเฉพาะการบรหิารกลามเนื้อรอบขอ การใชอุปกรณชวยพยงุ และการใชความรอน
สําหรับการบําบัดดวยการทาํสปา การนวด หรือการฝงเข็มนัน้ พบวาชวยบรรเทาอาการปวดใน
ระยะสั้นๆ แตยังไมมหีลักฐานพิสูจนวามีประสิทธิภาพในการรักษาโรคขอเสื่อม  

รูปที่ 2.9 ทากายบริหารเพื่อลด
อาการบาดเจบ็เนื่องจากโรคขอ
กระดูกอักเสบและเสื่อม 
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2.2.6.2 การรกัษาโดยการใชยา 
 ในปจจุบันมียาที่ใชรักษาโรคขอเสื่อมหลายรูปแบบ ทั้งชนิดทาภายนอก ฉีดเขาขอและ
รับประทาน ยาทาภายนอกไดแก เจลที่ทําจากสวนประกอบของพรกิ หรือ Capsaicin gel ยา
รับประทาน ไดแก ยาตานการอักเสบกลุมที่ไมใชยาสเตียรอยด ยากลุมนี้มีฤทธิใ์นการบรรเทา
อาการปวดและลดอาการขอบวม สําหรับอาการปวดที่รุนแรงอาจตองพึง่ยาบรรเทาอาการปวด
กลุมอนพุันธของมอรฟน สําหรับการฉีดยาสเตียรอยดหรือน้ําไขขอเทียม (hyaluronic acid) นัน้จะ
มีประโยชนในโรคขอเสื่อมบางชนิดและในผูปวยบางรายเทานัน้  
2.2.6.3 การรกัษาโดยการผาตัด 
 แพทยจะพิจารณาผาตัดเปลี่ยนขอเทยีมในผูปวยที่มกีารทําลายของขออยางมากหรอืมี
การสูญเสียการทํางานของขอแลวเทานัน้ สําหรับอาหารเสริมที่ถูกนาํมาใชในการรักษาโรคขอ
เสื่อมซ่ึงมีอยูหลายประเภทนัน้ ปจจุบันยงัไมมีหลักฐานเพียงพอที่จะแสดงถึงประสทิธิภาพ และ
ความปลอดภยัในระยะยาว จากการศึกษาโดยสถาบนัวจิยัสุขภาพแหงชาติ (National Institute of 
Health) พบวาการใหคอนดรอยทินซัลเฟตหรือ glucosamine sulfate มีสวนชวยรักษาโรคขอเสื่อม
ในผูที่มีปญหาปวดขอปานกลางถงึรุนแรง แตยังไมมีหลกัฐานแนชัดถงึความปลอดภัยและปฏิกิริยา
กับยาอืน่ ดังนัน้ผูที่ตองการใชสารดังกลาวรวมกับยาทีเ่คยรับประทานอยูเดิมควรปรึกษาแพทย
หรือเภสัชกรกอน 
 
2.2.7 การดูแลตนเองเมื่อเปนโรคขอกระดูกอักเสบและขอกระดูกเสื่อม 
             โรคขอเสื่อมเปนโรคที่รักษาไมหายขาด แตผูปวยที่เปนโรคขอเสื่อมสามารถปรับเปลี่ยน 
สภาพแวดลอมใหเหมาะสมขึ้นได เชน การปรับเตียงใหสูงขึ้น เปลี่ยนจากสวมซึมชนิดนัง่ยองๆเปน 
ชักโครกแทน เปนตน นอกจากนีย้ังควรหลกีเลี่ยงการทําใหขอบาดเจ็บซํ้าๆหรือการกระทบกระแทก
ตอขอ การออกกําลงักายอยางสม่ําเสมอจะมีสวนชวยทําใหกลามเนือ้รอบขอแข็งแรงขึ้น การออก
กําลังกายเพื่อเสริมสรางความแข็งแรงของกลามเนื้อตนขาจะมีสวนชวยในการปองกนัการเกิดขอ
เขาเสื่อมได นอกจากนี้ผูที่มีรูปรางอวนการลดน้ําหนกัลงจะชวยลดอาการปวดและชะลอการ
ทําลายขอลงได 
 
2.3 กระบวนการลดขนาดโมเลกลุ (Depolymerization process) [2, 3]

กระบวนการลดขนาดโมเลกลุของสารพอลเิมอรมีหลายวธิีดังนี ้
กระบวนทางเคมี (Chemical Process) วธิีการที่ใชไดแก 
 การทาํปฏิกิริยากับ oxidizing agents เชน hydrogen peroxide, nitrous acid, 

sodium peroxide, potassium permanganate และ อนุพนัธของ pyridine 
 การ de/re-esterification 
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 การ de/re-amination 
 Sulphuration 
กระบวนการทางเอนไซม (Enzymatic Process) ไดแกการใชเอนไซมในประเภทตาง ๆ 

เชน 
 การใช purified enzymes 
 การใช crude enzymes 

กระบวนการทางรังส ี(Radiation Process) วิธกีารที่ใชไดแก 
 การฉายรงัสีแกมมา (Gamma irradiation) 
 การฉายรงัสีอัลตราไวโอเลต (Ultraviolet ray irradiation) 

  
กระบวนการทางเคม ี และเอนไซมเปนกระบวนการลดขนาดโมเลกุลของคอนดรอยทิน

ซัลเฟตที่ใชกันทั่วไปสําหรับในอุตสาหกรรมในปจจุบนั ซึง่ทัง้สองวิธนีี้มขีอจํากัดและขอเสยีดังนี ้
 ไมสามารถควบคุมการแตกออกของโมเลกุลและการรักษาใหโครงสรางที่มี
ความสาํคัญคงอยูได 

 ทําใหไดโมเลกุลขนาดตาง ๆ มากมาย 
 ทําใหเกิดการรวมตัวของอนพุันธที่ไมสามารถนาํกลับมาใชในกระบวนการผลิตไดใหม 
ซึ่งยากตอการแยกออกจากสารที่มีขนาดโมเลกุลที่ตองการ 

 ข้ันตอนการทาํยุงยากเนื่องจากตองมกีารเตรียมสารตัวอยางใหอยูในรูปที่เหมาะสม 
และตองมีข้ันตอนในการทาํสารใหบริสุทธิจ์ากสารละลายและเอนไซมที่ใชใน
กระบวนการ 

 คาใชจายจากสารละลายตาง ๆ 
ปจจุบันจงึมีการใหความสนใจกับการใชกระบวนการทางรังสีมากข้ึน เนื่องจากมีขอดีที่

เหนือกวาวิธเีดิมที่ใชกนัอยู ดังนี ้
 ไมตองมีข้ันตอนในการเตรียมสารตัวอยาง โดยสามารถใชสารตัวอยางที่มีสถานะเปน
ของแข็งได 

 ใชไดกับพอลิเมอรหลากหลายชนิด 
 สามารถลดขนาดโมเลกุลของพอลิเมอรและควบคุมใหมีขนาดตามทีต่องการได  
 การฉายรงัสีสามารถทาํกับสารตัวอยางไดโดยตรงโดยไมตองใชสารละลายหรือ
เอนไซม 
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 ข้ันตอนไมยุงยาก โดยไมตองมีข้ันตอนการทําสารใหเยน็ เนื่องจากทาํการฉายกับสาร
ที่มีสถานะเปนของแข็งโดยตรงจึงไมมีสารละลายทีจ่ะดดูความรอนไว และไมมี
ข้ันตอนการทาํสารใหบริสุทธิ์เนื่องจากไมมีการใชสารเคมีหรือเอนไซมอ่ืนปนในกับสาร 

 ไมมีข้ันตอนอืน่ ๆ ที่จะมีผลตอโครงสรางของพอลิเมอรเขามาเกีย่วของ 
 ไมมีคาใชจายจากสารเคมีและเอนไซมตาง ๆ 

 
 คอนดรอยทินซัลเฟตทีพ่บในเนื้อเยื่อของสิ่งมีชีวิต มีขนาดโมเลกุลอยูในชวง 50,000 -
100,000 Da ซึ่งมีขนาดใหญเกินไปไมสามารถดูดซึมเขารางกายไดโดยตรง ดงันัน้จงึตองลดขนาด
โมเลกุลลงใหเปนประมาณ 16,900 Da จึงจะดูดซึมเขาสูรางกายไดดี [7]

 
2.4  กระบวนการลดขนาดของโมเลกุลของพอลิเมอรดวยการฉายรงัสีแกมมา  

(Gamma irradiation)[14]

 
2.4.1 ผลเบื้องตนทีเ่กิดในพอลเิมอรที่ถูกฉายรังส ี
 ปกติเมื่อมีการดูดกลืนพลงังานรังสโีดยสสารทั่วไปจะเกดิอันตรกิริยาขึน้ทัง้ในนิวเคลียส
และอิเล็กตรอนในวงโคจร แตถาพลงังานรงัสีนัน้มีคาต่าํกวา 10 MeV แลว อันตรกิริยาทีเ่กิดใน
นิวเคลียสจะมนีอยมากและคิดวาไมเกิดขึน้ไดโดยเฉพาะกับโมเลกุลสารอินทรียที่ประกอบดวยธาตุ
ที่มีอะตอมขนาดเล็ก เชน H, C, N, O, S เปนตน  
 เมื่อรังสีแกมมาหรือรังสีเอกซเกิดอันตรกิรยิากับอิเลก็ตรอนในวงโคจรจะมีกระบวนการ 3 
เกิดขึ้นคือ ผลจากโฟโตอิเลก็ตริก กระบวนการกระเจิงแบบคอมพตันและการเกิดคูของอิเล็กตรอน
บวกและลบ การจะเกิดรูปแบบใดมากนอยตางกันขึน้อยูกับพลงังานของรังสีนัน้และเลขอะตอม 
(ความหนาแนนของอิเล็กตรอนในวงโคจร) ของตัวกลางที่รังสีผาน ในทุก ๆ รูปแบบที่เกิดจะได
อิเล็กตรอนทุตยิภูมิที่มาจากอะตอมของตัวกลางเสมอ อิเล็กตรอนทุติยภูมิที่ไดจะมีพลังงานมาก
พอที่จะกอใหโมเลกุลขางเคยีงเกิดการเปลีย่นแปลงเปนไอออน อิเล็กตรอนและโมเลกุลในภาวะถกู
กระตุน (excited molecule) ตอไปได ในสารอินทรียยังเกิดอนุมูลอิสระ ซึ่งอนุภาคตาง ๆ เหลานี้
ทั้งหมดจะเปนอนุภาคหรือหมูทีว่องไว (active species) และชักนําใหเกิดปฏิกิริยาเคมีตอไปเปน
ลูกโซจนกวาจะรวมกนัเองกลายเปนโมเลกุลเดิมหรือโมเลกุลใหมที่สเทิน พอลิเมอรที่อยูในภาวะถกู
กระตุนจะเกิดไดทั้งจากปฏิกริิยาโดยตรงกบัรังสีและจากการรวมตัวของอนุมูลอิสระของพอลิเมอร
กับอิเล็กตรอนที่เกิดจากการไอออไนซ ผลที่ไดซึ่งเปนโมเลกุลสเทนิในภาวะถูกกระตุนสูงจะแตกตัว 
(dissociate) โดยเกิดสายโซขาดไดอนุมูลอิสระของพอลิเมอร 2 สายที่มีโมเลกุลเล็กลง หรือแยก
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ออกเปนอนุมลูอิสระอัลคิล และอนุมูลอิสระไฮโดรเจน โดยผลที่ไดอาจจะทาํใหเกิดการดีสพรอพ
พอรชันเปนโมเลกุลที่เลก็ลง 2 สาย หรือรวมตัวกลายเปนพอลิเมอรโมเลกุลเดิมที่สะเทิน  
 กลไกการเกิดสายโซขาดและเกิดคลอสลิงคของโพลิเมอรโดยรังสีสวนใหญแลวจะเกดิผาน
กระบวนการทีม่ีอนุมูลอิสระเปนตัวชักนาํ มสีวนนอยที่จะมีการเกิดโดยการชักนําโดยไอออน การที่
จะทราบวากลไกการเกิดจะเปนแบบใดจะใชสารบางชนดิที่จับอนุมูลอิสระไดดีเติมลงในโพลิเมอร
ถายงัเกิดผลเหมือนเดิมก็แสดงวากลไกเปนแบบชักนําโดยไอออน หรืออาจฉายรังสีที่อุณหภูมิต่าํ
มาก ๆ ซึ่งอนมุูลอิสระจะไมเคลื่อนที ่ไมวองไวในการเกดิปฏิกิริยาก็ได 

เมื่อทําการฉายรังสีแกสารพอลิเมอรจะทาํใหเกิดการเปลีย่นแปลงคุณสมบัติทางกายภาพ
ข้ึน การเปลีย่นแปลงที่เกิดขึน้ไดแก การเกดิเชื่อมโยง (Cross-link), การเสื่อสลาย (Degradation) 
และการตอกิ่ง (Grafting) เปนตน 

สําหรับพอลเิมอรที่มีโครงสรางโมเลกุลแบบมีกิ่งกาน การฉายรังสีจะทําใหไดพอลิเมอรนั้น
มีขนาดโมเลกลุเล็กลงคอนดรอยทินซัลเฟตเปนพอลิเมอรชนิดหนึ่งในกลุมของGlucoaminoglycan 
(GAGs) ซึ่งพอลิเมอรกลุมนีส้ามารถลดขนาดของโมเลกุลไดดวยการฉายรังสี ดังนัน้จึงสามารถลด
ขนาดโมเลกุลของคอนดรอยทินซัลเฟตไดดวยการฉายรงัสีเชนเดียวกนั 

เมื่อโมเลกุลของคอนดรอยทินซัลเฟตไดรับรังสีแลวจะเกิดการดูดกลนืและถายเทพลังงาน
ภายในโมเลกลุกอนที่จะเกิดการแตกตัวของโมเลกุล โดยทัว่ไปแลวพันธะทีม่ีความแข็งแรงนอย
ที่สุดในโมเลกลุจะเกิดการแตกออกเมื่อไดรับรังสี สําหรับสารประกอบพวก Aldehyde และ 
Ketone ไดรับรังสีการแตกออกของพนัธะระหวาง C-C จะเกิดนอยกวาพนัธะ C-O ดังนัน้กลไกใน
การลดขนาดโมเลกุลของคอนดรอยทนิซัลเฟตเมื่อไดรับรังสีที่คาดวาจะเกิดขึ้นเปนดังสมการในรูป
ที่ 2.10  
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สมการแสดงกลไกการเกดิปฏิกิรยิา 
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 รูปที่ 2.10 กลไกการเกิดปฏกิิริยาโดยการฉายรังสีแกมมาคอนดรอยทนิซัลเฟต 
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2.5 ปริมาณรังสทีี่บงถึงผลของรังสีที่ทาํใหเกิดการเปลี่ยนแปลงในโมเลกุลของสาร  
(G-Value) [14]

 ในกระบวนการเปลี่ยนแปลงในโมเลกุลของสารใดโดยรังสีสามารถทําใหการเปลีย่นแปลง
ไดหลายรูปแบบ ไดแก เกิดสารใหม เกิดอนมุูลอิสระ เกิด Species ใด ๆ หรือการลดลงของสารเดิม 
การเกิดการเชือ่มโยงของโมเลกุล การแตกของพันธะเคมใีด ๆ การตัดและการเชื่อมโยงของพอลิเม
อรหลังจากฉายรังสีสงผลตอคุณสมบัติ เชน น้ําหนกัโมเลกุล ความสามารถในการละลาย สมบัติ
เชิงกล การวัดสมบัติตาง ๆ เหลานี้ สามารถทําไดโดยการติดตามดูการเกิดปฏิกิริยาการตัดและการ
เชื่อมโยงที่เกิดขึ้นในการฉายรังสีพอลิเมอร ในกระบวนการทางรงัสี (Radiation Processing) มัก
ใชคา G-Value ซึ่งหมายถงึจํานวนของการเปลี่ยนแปลงดังกลาวที่เกิดขึ้นเมื่อมีการดูดกลืน
พลังงาน 100 eV ผลของรังสีที่ทาํใหเกิดการเปลี่ยนแปลงแบบตัดทอนโมเลกุล (G scissor, Gs-
value) และแบบเชื่อมโยงโมเลกุล (G crosslink, Gx-value) จึงมีความสําคัญตอการแสดงถึงความ
วองไวของสารพอลิเมอรตอการเปลี่ยนแปลงดวยรังส ีสําหรับคอนดรอยทนิซัลเฟตนัน้ เมื่อไดรับ
ปริมาณรังสีแลวจะทําใหเกดิการตัดทอนโมเลกุลใหมีขนาดเล็กลง ดังนัน้คา G-Value จึงจาํกัด
ความเปนคา Gs-Value (G scissor- Value) 
 
2.5.1 การคํานวณหาคา Gs-Value 

 เมื่อสรางความสัมพนัธระหวาง 
nM

1  กับปริมาณรังสีที่ไดรับ (Adsorbed dose, D) จะได

ความสัมพันธเปนเสนตรง ซึง่แสดงดังสมการ 
 

Ann N
DsG

MM ×
×

+=
100

)(11

0,

                                                      (1) 

  
 โดย  คือ น้ําหนกัโมเลกลุเฉลี่ยโดยจาํนวนเริ่มตน 0,nM

   คือ ปริมาณรังสีทีไ่ดรับ (Absorbed dose) มีหนวยเปนอิเลก็ตรอน
    โวลตตอกรัม 

D

   คือ น้ําหนกัโมเลกลุเฉลี่ยโดยจาํนวน nM

   คือ เลขอะโวกาโดร (Avogadro’s number) AN

 ดังนัน้เมื่อทราบน้ําหนกัโมเลกุลของสารหลงัจากการเปลีย่นแปลงดวยรงัสีก็จะสามารถหา
คา Gs-value ไดไมยาก คา Gs-value นี้จะเปลี่ยนแปลงไปตามสภาวะของการฉายรังสี ดังนัน้การ
ทราบคา Gs-value ของคอนดรอยทินซัลเฟตในการทดลองนี้จงึจะเปนประโยชนอยางมากในการที่
จะใชในการอางอิงและบงชีถ้ึงความยากงายของตัดทอนโมเลกุลของ คอนดรอยทินซัลเฟตดวยรงัสี  
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2.6 การหาขนาดโมเลกลุของโมเลกลุคอนดรอยทินซัลเฟต 
2.6.1 ความรูทัว่ไปเกี่ยวกับน้าํหนักโมเลกลุของพอลิเมอร [14, 15]

จากการทีพ่อลิเมอรมีชวงน้าํหนักโมเลกุลกวาง คือน้ําหนักโมเลกุลในแตละสายโซโมเลกุล
ไมเทากัน ดังนั้นจงึหาการกระจายตัวของน้ําหนกัโมเลกลุ และหาน้าํหนักโมเลกุลออกมาเปน
คาเฉลี่ย (Average molecular weight) 

การหาน้าํหนกัโมเลกุลของพอลิเมอร ซึง่จะตองหาในรปูของน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยซึง่มีอยู 2 
วิธีการคือ การหาน้ําหนกัโมเลกุลเฉลี่ยโดยจํานวน (number- average molecular weight) และ
การหาน้าํหนกัโมเลกุลเฉล่ียโดยน้าํหนัก (weight –average molecular weight) 

 
2.6.1.1 การหาน้ําหนักโมเลกลุเฉลี่ยโดยจํานวน (number- average molecular weight)  
 ถาสารพอลิเมอรหนัก W กรัม ประกอบดวย  

 monomer  มีน้ําหนกัโมเลกลุ  1N 1M

 dimer มีน้ําหนักโมเลกุล  2N 2M

 trimer มีน้ําหนักโมเลกุล  3N 3M

 จนถงึ imer มีน้ําหนกัโมเลกลุ  iN iM

และให nM เปนน้าํหนักโมเลกุลเฉล่ียโดยจาํนวน 
N เปนจํานวนโมเลกุลทัง้หมด ซึ่งเทากับ iN∑ ดังนั้นความสมัพนัธจะเปน 
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2.6.1.2 การหาน้ําหนักโมเลกลุเฉลี่ยโดยน้ําหนกั (weight –average molecular weight) 

ถาสารพอลิเมอรหนัก W กรัม ประกอบดวย  
 monomer  มีน้ําหนกัโมเลกลุ  1N 1M

 dimer มีน้ําหนักโมเลกุล  2N 2M

 trimer  มีน้าํหนักโมเลกุล  3N 3M

 จนถงึ imer มีน้ําหนกัโมเลกลุ  iN iM

และให wM เปนน้าํหนักโมเลกุลเฉล่ียโดยน้ําหนัก 
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 ในกรณีที่ใชวิธวีัดความหนืดมาคํานวนหาน้ําหนกัโมเลกลุเฉลี่ย จะไดน้ําหนกัโมเลกลุเฉลี่ย
จากความหนดื (Viscosity –average molecular weight) : vM  คํานวณไดจาก 
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 เมื่อ เปนคาคงที ่ของแตละระบบซึ่งไดจากการทดลอง และถา , a 1=a vM จะเทากับ 

wM โดยทัว่ไปคา จะอยูในชวง 0.5-0.8 ดังนั้นคา a vM  จะนอยกวา wM และมากกวา nM

เสมอเวนแตวาพอลิเมอรมกีารกระจายตัวของน้ําหนักโมเลกุลนอย คา vM , wM  , และ nM  จะ
ใกลเคียงกนั แผนภาพแสดงการกระจายตวัของน้าํหนักโมเลกุลของพอลิเมอรตามน้าํหนกัโมเลกุล
ชนิดตาง ๆ เปนดังนี ้
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รูปที่ 2.11 การกระจายตัวของน้าํหนักโมเลกุลตามลําดบัของน้ําหนักโมเลกุลชนิดตาง ๆ 
 
2.7 การทดสอบยืนยันและการวัดขนาดโมเลกลุของโมเลกุลของสารพอลิเมอร [16, 17]

 การพิสูจนเอกลักษณของสารและวัสดุพอลิเมอรถือวาเปนสิ่งที่มีความสําคัญเปนอยางยิ่ง
ตอการอธิบายคุณสมบัติและโครงสรางของพอลิเมอร โดยทั่วไปแลวการพิสูจนเอกลักษณจะทํา
การวิเคราะหคุณสมบัติตาง ๆ ดังนี้  
1.  การวิเคราะหน้ําหนกัโมเลกลุ ซึ่งสามารถทําไดโดยการใช เทคนิค Gel permeation 
 chromatography, Light scattering, Osmometry, Viscometry, หรือ Mass 
 spectroscopy เปนตน 
2. การหาลําดับของหนวยซ้ํา โดยการใช NMR spectroscopy 
3. การวิเคราะหหนวยสุดทายโดยการใชการไทเทรต, NMR spectroscopy หรือ FT-IR
 spectroscopy 
4. การทดสอบความบริสุทธิ์โดยการใช NMR spectroscopy, elemental analysis และ FT-
 IR spectroscopy 
 ปจจุบันนี้ไมมเีทคนิคใดเทคนิคหนึ่งที่สามารถทาํการพิสูจนเอกลกัษณของสารตัวอยางพอ
ลิเมอรดวยคณุสมบัติตาง ๆ ขางตนไดทัง้หมดทีเดียว  
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2.7.1 การทดสอบยืนยนัดวยเทคนิค Fourier Transform Infrared (FTIR) Spectroscopy [18, 19, 

20] 
 การทดสอบยนืยนัพอลิเมอรที่สกัดหรือเตรียมไดนั้น สามารถทําไดงายโดยการทาํการ
ทดสอบเทยีบกับสารมาตราฐาน หรือขอมลูพื้นฐานที่ไดมีการรายงานไวแลว 
 Infrared (IR) Spectroscopy เปนหนึ่งในเทคนิค Spectroscopic ทั่วๆ ไปที่ใชในทางเคมี
อินทรียและ เคมีอนินท รีย โดยทําการตรวจวัดการดูดกลืนรังสีอินฟราเรดของตัวอยางที่ความถี่
ตางๆ ซึ่งเปนลักษณะเฉพาะของแตละพันธะ หรืออาจเรียกไดวาเปน ลายพิมพโมเลกลุ 
            IR Spectroscopy สามารถแยกไดเปน 2 ประเภท คือ Dispersive Infrared 
Spectroscopy และ Fourier Transform Infrared Spectroscopy โดย FTIR จะเปนเครื่องมือที่มี
ประสิทธิภาพมากกวา 
 
การดูดกลืนรงัสีอินฟราเรด 
            ทีอุ่ณหภูมิสูงกวาอุณหภูมิศูนยองศาสมบูรณ อะตอมทุกตวัในโมเลกุลจะมีการสั่น
ตลอดเวลา เมื่อความถี่ของการสัน่มีคาเทากับความถี่ของรังสีอินฟราเรดทีฉ่ายมายังโมเลกุล 
โมเลกุลก็จะดดูกลืนรังส ี จํานวนแถบการดูดกลนืทัง้หมดที่สังเกตไดจะมีคาไมเทากับการสัน่มูล
ฐานของโมเลกุลทัง้หมด โดยจะมีคาลดลง ทั้งนี้เพราะจะมีบางแถบพลังงานที่ไมมีการตอบสนอง
ตอพลังงานในชวงรังสีอินฟราเรด 
             Fourier Transform Infrared (FTIR) Spectroscopy เปนหนึง่ในเทคนิคทางดาน 
Infrared Spectroscopic ที่มีประสิทธภิาพในการจําแนกประเภทของสารอินทรีย สารอนินทรีย 
และพันธะเคมใีนโมเลกุล ทัง้ที่เปนของแขง็ ของเหลว และแกส รวมถึงสามารถบอกถึงปริมาณ
องคประกอบที่มีอยูในโมเลกุลของสารผสมตัวอยางที่ไมทราบชนิด เทคนิค FTIR นี้มีความไวสูง 
และใชระยะเวลาในการตรวจสอบนอยกวาเทคนิคอื่นๆ 
 
สวนประกอบของ Fourier Transform Infrared Spectroscopy 
            ในระบบ FTIR มีสวนประกอบหลกัดวยกนั 3 สวน คือ แหลงกําเนิดรังส,ี Interferometer 
และเครื่องตรวจวัด 
 แหลงกาํเนิดรังสีของ FTIR เปนสารเฉื่อยทีถู่กทาํใหรอนจนมีอุณหภูม ิ1,000-1,800 องศา
เซลเซียส สารที่นยิมใช ไดแก เนินสต โกลเวอร (Nernst Glower) ซึ่งประกอบดวยออกไซดของพวก
ธาตุหายาก (rare earth oxides), โกลบาร (Globar) เปนแทงซิลิกอนคารไบด และขดลวดนิโครม 
(Nichrome Coil) ซึ่งสารทั้งสามจะใหรังสทีี่ตอเนื่องแตมีพลังงานที่แตกตางกัน สําหรับตัวแยกรังสี
ของ FTIR จะเปน Interferometer โดย Interferometer จะแยกลํารังสอีอก ทาํใหเกดิ Path 



 24

difference ระหวางลาํแสง แลวทําการรวมสัญญาณการแทรกสอดซึ่งเปนฟงกชนักบั Path 
difference โดยเครื่องตรวจวดั 
            เครื่องตรวจวัดทีน่ิยมใชมากที่สุดสําหรับ FTIR คือ Deuterated Triglycine Sulfate 
(DTGS) และ Mercury Cadmium Telluride (MCT) โดย DTGS เปนเครื่องตรวจวัดประเภท 
Pyroelectric ที่สามารถสงสญัญาณการตอบสนองไดอยางรวดเร็ว โดยจะทาํการตรวจวัดการ
เปล่ียนแปลงของอุณหภูมิ สําหรับ MCT เปนเครื่อง ตรวจวัดโฟตอนซึ่งขึ้นกับ quantum nature 
ของรังสี และใหผลการตอบสนองที่รวดเรว็มาก ขณะที่ DTGS ทาํงานที่อุณหภูมหิอง แต MCT จะ
ทํางานไดดีที่อุณหภูมิของไนโตรเจนเหลว (77 เคลวิน) ซึง่โดยทัว่ไป MCT จะเร็วกวาและมีความไว
มากกวา DTGS 
 
หลักการทาํงานของ Fourier Transform Infrared Spectroscopy 
            การทาํงานของ Fourier Transform Infrared Spectroscopy เร่ิมจากรังสีอนิฟราเรดจาก
แหลงกาํเนิดจะถูกฉายไปยงั Interferometer ซึ่งตัวที่นยิมใช คือ Michelson Interferometer ซึ่ง
ประกอบดวยกระจกที่สามารถเคลื่อนที่ได กระจกที่ตรึงอยูกับที ่โดยทั้งสองตั้งฉากซึ่งกันและกนั 
และตัวแยกแสงซึ่งเปนอุปกรณกึ่งสะทอนแสง โดยสวนใหญทาํมาจากการนาํฟลมบางของเจอรมา
เนียมวางลงบนKBr 
            ที่ตัวแยกแสง ลํารังสีคร่ึงหนึง่จะทะลุผานไปยงักระจกที่ตรึงอยูกับที ่และอีกครึ่งหนึ่งจะ
สะทอนไปยังกระจกที่สามารถเคลื่อนที่ได หลังจากนั้นลาํรังสีก็จะสะทอนจากกระจกกลับมา
รวมกันที่ตัวแยกแสง เกิดการแทรกสอดขึ้น หลังจากนั้นลํารังสีก็จะผานไปยังตวัอยาง และในที่สุดก็
จะตกลงบนเครื่องตรวจวัด 
            Path difference ระหวางลาํรังสทีีถู่กแยกออกเกดิขึ้นจากระยะทางสัมพทัธระหวางกระจก
ทั้งสอง ถาแขนยึดกระจกทัง้สองขางของ Interferometer ยาวเทากนั ลํารังสีทัง้สองก็จะเดินทาง
ดวยระยะทางที่เทากนั มีเฟสตรงกัน ทาํใหสัญญาณที่ไปถึงเครื่องตรวจวัดมีคามากที่สุด เมื่อ
กระจกเคลื่อนที่เปนระยะทาง λ /4 ระยะทางเดนิของรังสจีะเปลี่ยนเปน  λ /2 รังสีทั้งสองมีเฟส
ตางกนั 180 องศา การแทรกสอดจะอยูในตําแหนงหกัลาง เมื่อเคลื่อนกระจกเปนระยะทางอกี λ/4 
ระยะทางเดินของรังสีจะเปลี่ยนเปน  λ    รังสีทัง้สองลาํจะกลับมามีเฟสตรงกนั 
            เมื่อกระจกเคลื่อนทีด่วยความเร็วคงที ่ความเขมของสัญญาณที่เครื่องตรวจวัดวัดไดจะมี
ลักษณะของ Interferogram เปนรูปคลื่น sine โดยกราฟจะพล็อตระหวางการตอบสนองที่
เครื่องตรวจวัดบันทกึไดและเวลาที่กระจกมกีารเคลื่อนที ่ถาตัวอยางเกดิการดูดกลืนรังสีที่
คาความถี่นี ้ขนาดของแอมพลิจูด จะลดลงโดยสัมพันธกับปริมาณของตัวอยาง หลงัจากนัน้ใช 
Fourier Transform ซึ่งเปนฟงกชันทางคณิตศาสตรในการแปลงผลทีไ่ด (ข้ึนกับเวลา) ใหกลายเปน
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คาความเขมกบัความถี ่การไดมาซึ่งขอมูลของเทคนิค Fourier Transform Infrared 
Spectroscopy เปนดังนี ้
 

 
 

รูปที่ 2.12 การเปลี่ยนแปลงขอมูลของเทคนิค Fourier Transform Infrared Spectroscopy 
 

 นอกจากนี้ข้ันตอนการทํางานและสวนประกอบตาง ๆ ของเทคนิค Fourier Transform 
Infrared Spectroscopy สามารถสรุปออกมาไดดังนี ้

 

 
รูปที่ 2.13 แผนผังแสดงสวนประกอบของ Fourier Transform Infrared Spectrometer 
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การเตรยีมตวัอยางสําหรบัการวิเคราะหดวยวิธี FTIR 
 ไมวาจะเปนของแข็ง 

จึงตอง

นของแข็งซึ่งถกูละลายดวยตวัทาํละลายที่
ยู

ิ 

แรง

ละลายที่มีความเขมขนประมาณรอยละ 0.05-10 จะใชเซลลที่

ึกเกลือที่อยูบนวัสดุที่ยนิยอมใหอินฟราเรดทะลุผานถกูนํามาใชกับตวัอยางที่เปน

จะถกู

มเหลวหรือละลายไดยาก ตัวอยาง
ิด

            ตัวอยางหลายๆ ชนดิสามารถใหสเปคตรัมในชวงอินฟราเรด
ของเหลว หรือแกส แตอยางไรก็ดีมีวัสดุอีกหลายชนิดที่ไมยินยอมใหรังสีอินฟราเรดทะลุผาน
ทําการละลายในสารทีย่ินยอมใหรังสทีะลุผาน นอกจากนีอ้าจใชวิธกีารตรวจวัดการสะทอนหรือ
การแผของสเปคตรัมจากตัวอยางเหลานีไ้ดโดยตรง 
            เซลลสําหรบัใสของเหลวใชบรรจตุัวอยางที่เป
ยินยอมใหรังสอิีนฟราเรดทะลุผาน โดยตัวทําละลายที่นยิมใช ไดแก คารบอนเตตระคลอ ไรด ซึ่งอ
ในชวงระหวาง 4000-1330 cm -1 และคารบอนไดซัลไฟด ซึ่งอยูในชวง 1330-625 cm -1 สารทั้ง
สองนี้มีความเปนพษิสูง ดังนั้นจงึตองใชอยางระมัดระวงั หรืออาจใชเตตระคลอโรเอ ทิลีน หรือเม ท
ลี นคลอไรด ซึง่มีความเปนพษินอยกวามาแทนที่คารบอนเตตระคลอ ไรด และแทนทีค่ารบอนได
ซัลไฟดดวย n-hexane หรือ n- heptane สวนสารที่มีข้ัว เชน น้าํ หรือแอลกอฮอล จะไมนิยม
นํามาใชเปนตัวทาํละลายเพราะจะดูดกลนืรังสีอินฟราเรดในชวงความยาวคลืน่กลางอยางรนุ
และมีปฏิกิริยากับ alkali-metal halides เชน โซเดียมคลอไรด ซึ่งมักจะใชทําเซลลและ window 
ดังนัน้ ตัวอยางที่มนี้าํเปนตวัทําละลายจงึตองใชเซลลชนดิพิเศษ เชน BaF 2 , AgCl หรือ KRS-5 
(สารผสมระหวางแธลเลียมโบรไมดและแธลเลียมไอโอไดด ) และตรวจวัดดวย attenuated total 
reflectance (ATR) accessories 
            โดยทัว่ไปการวิเคราะหสาร
มีความหนา 0.1-1 มิลลิเมตร ถาเปนสารบริสุทธิ์มักจะใชเซลลที่มีความหนา 0.01-0.025 
มิลลิเมตร 
           ผล
ของเหลวกึ่งระเหยหรือไมระเหย โดยแผนของโซเดียมคลอไรด จะเปนวัสดุที่นยิมใชมากที่สุด 
โดยเฉพาะสําหรับของเหลวที่ไมละลายน้าํ ในขณะที่แผนผลึกซิลเวอรคลอไรด หรือแบเรียม
ฟลูออไรดจะนยิมใชสําหรับสารละลายหรือตัวอยางที่มปีฏิกิริยากับโซเดียมคลอไรด ตัวอยาง
หยดลงระหวางแผนผลึกเกลอืสองแผนจนเกิดเปนฟลมทีม่ีความหนาประมาณ 0.01 มิลลิเมตร 
แผนเกลือทัง้สองจะติดกันดวยแรงแคปลารีหรือถูกหนีบไวดวย screw-tightened holder หรือยึด
ไวดวย o-ring supported holder หรืออาจจะใชวิธหีลอมดวยอุณหภมูิที่เปนจุดหลอมเหลวของ
ของแข็งที่มีจุดหลอมเหลวต่ําแลวหยดลงบนแผนผลึกเกลือ 
            การอดัตัวอยางเหมาะสําหรับตัวอยางของแข็งทีห่ลอ
ปริมาณเล็กนอย (0.5-1.0 มิลลิกรัม) ผสมกับผงโพแทสเซียมโบรไมด แหง หรือ alkali halide ชน
อ่ืนๆ ประมาณ 100 มิลลิกรัม สารผสมจะถูกอัดลงบนแผน trans pa rent disk ที่ความดนัสูง เพื่อ
ไมใหเกิดผลจากการกระเจงิรังสีตัวอยางจะตองมีขนาดไมเกิน 2 ไมครอน สเปคตรัมที่ไดจาก
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เทคนิคนี้จะอยูในชวงระหวาง 3450-1640 cm -1 โดยลกัษณะของเซลลสําหรับอัดสารตัวอยาง
เปนของแข็งมลัีกษณะดังรูปที่ 2.13 

ที่

 
รูปที่ 2.14 เซลลสําหรับใสสารตัวอยางที่เปนของแข็ง 

 
          การบดเปนอีกทางเลือกหนึ่งสาํหรับตัวอยางที่เปนของแข็ง ตวัอยางประมาณ 1-5 

ube , 
  
มิลลิกรัมจะถกูบดแลวทาํการหยด mineral oil หรือที่เรียก Nujol หรือสารอื่นๆ เชน Fluorol
hexachlorobutadiene ลงไป 1-2 หยด แลวทาํการบดตอจนเปนเนื้อเดียวกนั เพื่อที่จะใหไดแถบ
สเปคตรัมทั้งหมดจึงตองใชสารตางๆ เหลานี้หลายชนิดเพราะสารแตละตัวจะดูดกลนืรังสี
อิ

ยางที่เปนกาซหรือของเหลวที่มีจดุเดือดต่ํา เซลลประเภทนี้

อดี-ขอจํากดัของการพิสจูนเอกลกัษณโดย FTIR 
สูง (โดยสวนใหญจะใชเวลาในการ

-
 
ส


ี่

นฟราเรดที่ความยาวคลื่นตางๆ กัน 
            เซลลสําหรับกาซจะใชกับตัวอ
สามารถเพิ่มระยะทางเดินของรังสีจากเพยีงไมกี่เซนติเมตรไปจนถึง 120 เมตร ไดโดยการสะทอน
รังสีอินฟราเรดดวยกระจกที่ติดอยูตรงปลายของเซลลซ้ําไปซ้ํามา เพือ่ใหไดสเปคตรัมที่เหมาะสม
ความดันของแกสจะขึ้นกับการดูดกลืนรังสีอินฟราเรดของตัวอยางและระยะทางเดนิของรังส ี
โดยทัว่ไปคาความดนัจะอยูที่ 50 ทอร ที่ระยะทาง 10 เซนติเมตร 
 
ข
            FTIR ใหผลการวิเคราะหที่รวดเร็วและมีความไว
วิเคราะหประมาณ 1-5 นาที) โดยมีอัตราสวนของสัญญาณตอสัญญาณรบกวน ( signal-to
noise; S/N ) ต่ํา อัตรา S/N จะแปรผันกับรากที่สองของปริมาณสัญญาณที่ตรวจวัดไดทั้งหมด
ความไวของเครื่องตรวจวัดสามารถเพิ่มข้ึนไดดวยการเพิ่ม S/N รวมกบัการเพิม่จํานวนรอบของแ
กน มีการใช circular optical aperture แทนที ่entrance slit ทําใหลํารังสมีีขนาดมากกวาแบบ 
Dispersive ถงึ 75-100 เทา มีกาํลังแสงสงูขึ้น เหมาะสาํหรับตัวอยางหรือเทคนิคบางเทคนิคที่มี
ขอจํากัดของกาํลังแสง นอกจากนี้ FTIR ยังใหประสิทธิภาพในการแยกสูงรวมทั้งมีความถูกตองไม
ต่ํากวา 0.01 cm-1 มีกลไกการทํางานที่งาย แต FTIR มีขอจํากัดในการเตรียมตัวอยางบางเทคนิคท
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ตองใชสารละลายทีย่ินยอมใหรังสีทะลุผานและตัวอยางจะตอง active ในชวงอนิฟราเรด 
นอกจากนี ้เครื่องมือที่ใชมีราคาคอนขางสงูและมีคาใชจายในการบํารุงรักษาสงู 
 
การประยุกตใชงาน 

TIR นั้นจะใชในการจําแนกประเภทของสารอินทรียทกุประเภทและ สาร
ล ิ

ิกิริยา

เปนสารพอลิเมอรชีวภาพชนิดหนึ่ง การพสูิจนยนืยนัผลการ
กัดแล

ของ รศ. 

นดรอยทนิ

-sulfate 
6-

            โดยทัว่ไป IR/F
ประกอบอ นินท รีย บางประเภท รวมถึงหมูฟงกชันในสารตัวอยาง เชน อินทรียวัตถ ุสี โลหะ โพ
เมอร พลาสติก เร ซิน่ สารเคลือบ ยา ยาฆาแมลง หรือสารปนเปอน เปนตน โดยทําการจับคู
สเปคตรัมของสารประกอบทีต่องการเขากบัสเปคตรัมอางอิง IR/FTIR ยังใชในการตรวจวัด
โครงสรางและสัณฐานของไอโซ เมอร ใชในการบงบอกองคประกอบของสารที่เปนตัวเกิดปฏ
หรือใชในการศึกษาการเคลือ่นไหวของปฏิกิริยา นอกจากนี้ยงัใชในการตรวจสอบปริมาณของสาร
ผสม สารที่ไมบริสุทธิ์หรือสารที่เติมเขาไปประมาณ 1 เปอรเซ็นต และในบางกรณนีั้นสามารถ
ตรวจสอบไดต่ําถึง 0.01 เปอรเซ็นต 
 สําหรับคอนดรอยทินซัลเฟต
ส ะชนิดของคอนดรอยทินซัลเฟตจงึสามารถทําไดโดยใชเทคนิค Fourier Transform 
Infrared Spectroscopy มีงานวิจยักอนในอดีตของ Hidemitsu Uchisawa และคณะ และ
ดร. วรรณวิบูลย กาญจนกุญชรและคณะไดทําการสกัดคอนดรอยทินซัลเฟตจากกระดูกออนของ
สัตวชนิดตาง ๆ แลวทาํการทดสอบยืนยันดวยเทคนิค Fourier Transform Infrared 
Spectroscopy โดยใช KBr เปนตัวประสาน หลังจากนั้นไดทําการยืนยนัชนิดของคอ
ซัลเฟตดวยตาํแหนงของสเปกตรัม โดย คณะของ Hidemitsu Uchisawa และคณะของ รศ. ดร. 
วรรณวิบูลย กาญจนกุญชร[1] ใชสเปกตรัมที่ตําแหนง 854.5, 857 cm−1 ในการยนืยนั 
Chondroitin-4-sulfate และที่ตําแหนง 823.7, 826 cm−1 ในการยนืยนั Chondroitin-6
ตามลําดับ โดยลักษณะสเปกตรัมของสารมาตรฐาน Chondroitin-4-sulfate, และ Chondroitin-
sulfate เปนไปตามรูป 2.14 (a) และ (b) ตามลําดับ ดงันัน้จึงสามารถใชตําแหนงและลักษณะของ
สเปกตรัมดังกลาวในการยนืยันชนิดของคอนดรอยทนิซลัเฟตได 
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 รูปที่ 2.15 ภาพแสดงสเปกตรัมจากการวเิคราะหดวยเทคนิค FTIR ของสารมาตรฐาน 
Chodroitin-4-sulfate (a) และ Chondroitin-6-sulfate (b) 
 
2.7.2 การวัดขนาดโมเลกลุของพอลิเมอร 
 เนื่องจากพอลเิมอรเปนสารที่มีขนาดโมเลกุลตางๆ กันการระบุขนาดโมเลกุลของพอลิเมอร
จึงระบุเปนคาเฉลี่ย สมบัติตาง ๆ ทางกายภาพของสารละลายพอลิเมอรมีสวนสาํคัญในการเลือก
วิธีการหาน้าํหนักโมเลกุล สมบัติของพอลเิมอรที่นาํมาใชในการหาขนาดโมเลกุลไดแก ความหนืด
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ของสาร(Viscosity), หมูฟงกชัน, คุณสมบัติคอลลิเกทฟิ (Colligative property), การกระจายแสง 
(Light scattering) เปนตน  
 สําหรับวธิีการที่ใชในการหาขนาดโมเลกุลมีหลายวธิี ซึง่ปจจุบันมกีารใชเทคนิคตาง ๆ ที่นาํ
สมัยเพื่อใชในการหาขนาดโมเลกุลของพอลิเมอรมากมาย ไดแก Viscometer, Gel Permeation 
Chromatography (GPC), Laser Light Scattering (LAS), Gel Electrophoresis (GE), Sodium 
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), Capillary 
Electrophoresis (CE), Matrix Assisted Laser Desorption Ionization Time-of-flight Mass  
Spectrometry (MALDI-TOF MS) เปนตน  
 การใช Viscometer เปนวิธกีารเดียวที่ใชเครื่องมือนอย ไมยุงยากสามารถจัดเตรียมขึ้นมา
ใชงานไดเอง แตคาที่ไดนั้นจะเปนคาเทยีบเคียง ซึง่อาจจะมีความผิดพลาดเกิดขึน้ไดมาก จงึนิยม
ใชเครื่องมือชนิดอื่นที่มีความแมนยาํและใหคาสัมบูรณมากกวา 
 
2.7.2.1 การวัดขนาดโมเลกลุของพอลิเมอรดวยเทคนิครวม Matrix Assisted Laser 
Desorption/Ionization Time-of-Flight (MALDI-TOF) Mass Spectrometry [22, 23] 
 การใชเทคนิครวม Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight 
(MALDI-TOF) Mass Spectrometry เปนวิธีการที่มีประสิทธิภาพอยางมากในการวิเคราะหหา
น้ําหนกัโมเลกลุ ลําดับของหนวยซ้ํา และความบริสุทธิ์ ซึง่ผลที่ไดจะมีความถูกตองสงูและใชเวลา
ในการวิเคราะหที่ส้ันมาก 
 Mass Spectrometry (MS) เปนเทคนิคมีการนํามาใชในการวิเคราะหน้ําหนกัโมเลกลุมาก
วา 50 ป แตการนําเทคนิค MS มาใชวเิคราะหชีวโมเลกลุที่มีขนาดใหญ หรือพอลิเมอรสังเคราะห
จะมขีอจํากัดอยางมาก เนือ่งจากสารเหลานี้มีความสามารถในการกลายเปนไอต่ํา และความ
เสถียรตอความรอนต่ํา เทคนิค MALDI-MS สามารถใชในการวัดชีวโมเลกุลและพอลเิมอร
สังเคราะหทีม่ขีนาดใหญถงึ 200 kDa ได โดยใชหลักการของการทาํใหสารแตกตัวเปนไอออน 
(Ionization) และการทาํใหกลายเปนไอ (Vaporization) โดยไมทําใหสารเกิดการเสื่อมสลาย 
เทคนิค MALDI นัน้ขึ้นอยูกบัการดูดกลืนรังสีอัลตราไวโอเลตของตัวกลาง โดยทีพ่อลิเมอรจะถูก
ผสมเขากับตัวกลาง โดยตวัทําละลายจะทําหนาทีป่องกันการรวมตัวกันของพอลิเมอร จากนั้นสาร
ตัวอยางในตัวกลางจะถกูนาํไปวางบน probe tip ในเครื่อง ภายใตสภาวะสุญญกาศตัวทําละลาย
จะถูกกําจัดออก เหลือไวแตเพียงผลึกของโมเลกุลพอลิเมอรที่เปนเนื้อเดียวกนั แยกออกจาก
โมเลกุลของตวักลาง จากนัน้ลําของแสงเลเซอรที่ความถี่คาหนึ่งจะถายเทพลังงานใหกับสาร
ตัวกลางและทาํใหเกิดการกลายเปนไอขึ้นบางสวน ทาํใหพอลิเมอรกลายเปนไอและเกิดการแตก
ตัวเปนประจ ุการเพิม่ความถี่การยิง่แสงเลเซอรจะชวยปรับปรุงเพิ่ม signal-to-noise ratio and the 
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peak shapes ซึ่งจะเพิ่มความถูกตองของการวัดน้าํหนกัโมเลกุล การเปลี่ยนแปลงของสารและ
ตัวกลางเมื่อไดรับพลังงานจากเลเซอรเปนดังรูปที่ 2.15 
 

 
  

รูปที่ 2.16 แสดงการเปลีย่นแปลงของสารและตัวกลางเมื่อนําไปวเิคราะหดวยเทคนคิ  
MALDI-TOF MS 

 
 Matrix Assisted Laser Desorption Ionization Time-of-flight Mass Spectrometry 
(MALDI-TOF MS) เปนเทคนิคการตรวจวเิคราะหโดยใชหลักการตรวจวัดมวลโมเลกลุของอิออน
อิสระในสภาวะสุญญากาศสูง ซึ่งวิธ ีMALDI (Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization) จะ
สามารถตรวจวัดสารที่มโีมเลกุลใหญอยางเชน โปรตีน ไดโดยใชสารตัวอยางในปริมาณนอยใน
ระดับ picomole เทคโนโลย ีMALDI ไดถูกนํามาประยกุตใชในทางชวีเคมีเปนจํานวนมาก โดย
สามารถตรวจวัดเพื่อหาจุดทีเ่หมาะสมของการยอยดวยเอนไซม, การวนิิจฉัยโปรตนี, หรือการใช
สําหรับควบคมุคุณภาพในการสังเคราะหเปปไทด เปนตน วิธี MALDI ถูกใชเปนวิธีสําหรับการทาํ 
N-terminal และ C-terminal protein/peptide sequencing อีกทั้งยังสามารถใชไดกบัการ 
Conformation อยางรวดเร็วของ post translational modifications และการ quantitation ของยา
และ chelators ซึ่งจะ conjugated ตอกับ monoclonal antibodies ได TOF/TOF หรือ MS/MS 
เปนเทคนิคพเิศษที่ถูกออกแบบมาใหใชกบัเครื่อง Bruker Auto flex II TOF/TOF mass 
spectrometer ซึ่งสามารถแยก full fragment ion spectra ไดภายในหนึ่งชวงแสกน ซึ่งจะชวยลด
ระยะเวลาการตรวจวิเคราะหและปริมาณตัวอยางที่จะตองใชลงไปไดเปนอยางมากเมื่อเทียบกับวธิี 
segmented FAST spectra with corresponding reduced reflector potentials หลักการ
พื้นฐานของ TOF/TOF or MS/MS ก็คือการ boost ความตางศักย ซึง่จะชวยเพิ่ม kinetic energy 
ใหกับ parent ion และ fragmented ion ซึ่งจะสามารถตรวจพบไดทั้ง parent ion และ 
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fragmented ion ไดพรอมกัน วิธีนีจ้ะสามารถวิเคราะหหาลาํดับของกรดอะมิโนในชิ้นสวนของเปป
ไทด หรือโปรตนีได โปรตีน พอลิเมอร สารประกอบอินทรียสังเคราะห อีกทัง้ยังใชในการหาน้ําหนัก
โมเลกุลของพอลิเมอรที่มีขนาดใหญในระดับ 1 – 100 kDa ได แผนภาพแสดงการทาํงานพื้นฐาน
ของเทคนิค MALDI-TOF MS เปนดังภาพ และสวนประกอบของเครื่อง MALDI-TOF MS เปนดัง
ภาพ 
 

 
 

รูปที่ 2.17 แผนภาพแสดงการทํางานพื้นฐานของเทคนิค MALDI-TOF MS 
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รูปที่ 2.18 อุปกรณของเครื่อง MALDI-TOF MS 
 เนื่องจากการใชเทคนิค MALDI-TOF MS ในการวัดขนาดโมเลกุลของพอลิเมอรจะให
น้ําหนกัโมเลกลุออกมาเปนคาสัมบูรณ อีกทัง้เทคนิคนีย้ังมีขอดีอีกมาก ทั้งสามารถวิเคราะหได 
ใชไดกับสารหลากหลายชนดิ การวิเคราะหไมยุงยาก ใชเวลาในการวิเคราะหส้ัน ราคาในการ
วิเคราะหถูกกวาวธิีวิเคราะหที่ใชสารมาตรฐานเปนตัวเปรียบเทียบมาก ทาํใหมกีารนาํเทคนิค 
MALDI-TOF MS มาใชในการวิเคราะหน้าํหนกัโมเลกุลของคอนดรอยทินซัลเฟตในงานวิจัยตาง ๆ 
เปนจํานวนมาก เชน ในงานวิจัยของ Ariane Nimptsch วิเคราะหลําดับของคอนดรอยทนิซัลเฟต 
และน้ําหนกัโมเลกุลที่ผานการยอยแลวดวยเทคนิค MALDI-TOF MS ลักษณะของสเปกตรัมที่ได
จากการวิเคราะหเปนดังรูป 2.18 
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 รูปที่ 2.19 ลักษณะสเปกตรมัของคอนดรอยทนิซัลเฟตจากการวิเคราะหดวยเทคนคิ 
MALDI-TOF MS 
 
2.7.2.2 การวัดขนาดโมเลกลุของพอลิเมอรดวยเทคนิค Gel permeation chromatography 
(GPC) [24]

 Gel permeation chromatography (GPC) หรือที่รูจกักันในนามของ size exclusion 
chromatography (SEC) เปนเทคนิคการแยกทางโครมาโตกราฟเทคนิคหนึง่ทีเ่กี่ยวของกับการ
เคลื่อนที่ของสารที่มีสถานะเปนของเหลวผานคอลัมนทีม่ตีัวกลางที่เปนโพลงซึง่นําหนาที่ในการ
แยก เทคนิค GPC เปนเทคนิคทีท่ํางานไดอยางรวดเร็วสามารถแยกสารโอลิโกเมอรและพอลิเมอร
ไดอยางรวดเรว็โดยการแยกนั้นจะอาศัยความแตกตางของขนาดของโมเลกุลในสารละลาย เทคนคิ 
GPC จึงมีความสาํคัญอยางมากสาํหรับงานวิจยัทางชวีวทิยา และวิธกีารนี้เปนทางเลือกหนึ่งที่
ไดรับความนิยมอยางสูงในการนํามาใชวิเคราะหหาขนาดโมเลกุลของพอลิเมอรและการกระจาย
ตัวของขนาดโมเลกุลของพอลิเมอรที่สังเคราะหได 
 ตัวกลางทีท่ําหนาที่ในการแยกจะเปนของแข็งมีโครงสรางเปนโพรง เชน แกว ซิลิกา หรือ 
เจลที่ไดรับการเชื่อมตอโมเลกุล ซึง่จะมีโพรงที่มเีสนผานศูนยกลางที่เหมาะสมตอการแยกนัน้ 
สําหรับวัฏภาคเคลื่อนทีท่ี่ใชจะเปนพวกน้าํ หรือบัฟเฟอรสําหรับการแยก และตัวทําละลายอนิทรยี
ซึ่งเหมาะสมกบัตัวอยาง และลักษณะของคอลัมน การเคลื่อนที่ของวัฏภาคเคลื่อนที่อาจจะอาศยั
การไหลตามแรงโนมถวง หรือใชแรงดันสูงเพื่อใหไดอัตราการไหลตามตองการ สารตัวอยางจะถกู
นําเขามาทางสวนตนของคอลัมน เมื่อเคลื่อนที่ผานคอลัมน โมเลกุลขนาดเล็กจะเสียเวลาผานโพรง
ที่คดเคี้ยวมาก ขณะทีโ่มเลกุลใหญจะสามารถผานโพรงไปไดเร็วกวา ดังนั้นจึงมีขนาดของโพรงที่
พอเหมาะตอการเคลื่อนที่ผานของโมเลกลุขนาดใหญไดเร็ว ทําใหโมเลกุลที่มีขนาดใหญสามารถ
เคลื่อนที่ออกมาจากคอลัมนไดกอนโมเลกุลที่มีขนาดเล็กกวา โดยจะมีอุปกรณการวัดความเขมขน
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อยูที่ปลายของคอลัมนเพื่อวดัปริมาณของสารตัวอยางทีอ่อกมาจากคอลัมน นอกจากนี้แลว 
Detector ยังสามารถใชในการวัดขนาดโมเลกุลที่ออกมาจากคอลัมนไดอยางตอเนื่อง โดยปริมาตร
ของตัวทาํละลายที่ไหลผานจะเปนตัวติดตามเพื่อใชในการหาคาเฉลีย่ของขนาดโมเลกุลที่ชะ
ออกมาจากคอลัมน 
 เมื่อสารตัวอยางเคลื่อนที่ออกมาจากคอลมัน สัญญาณจาก Detector วัดความเขมขนจะ
เพิ่มข้ึนเหนือระดับปกติ จากนัน้จะเพิ่มข้ึนจนสงูสุด แลวลดคาลงสูระดับปกติ ซึง่สัญญาณนี้จะบง
บอกถึงความเขมขนของสาร และถูกบันทกึไวในรูปของปริมาตรของสารละลายที่ใชชะคอลัมน 
สําหรับการวัดนําหนกัโมเลกลุของสารนัน้จะใชหลักของการกระเจิงแสงหรือการวัดความหนืดซึ่งจะ
ใหสัญญาณทีข้ึ่นอยูกับน้ําหนักโมเลกุลและจะเพิม่ข้ึนตามการเพิ่มข้ึนของน้าํหนักโมเลกุล 
 

 
รูปที่ 2.20 แผนภาพแสดงการทํางานของเทคนิค Gel permeation chromatography 

 ปจจุบันมกีารนําเทคนิค Gel permeation chromatography มาประยุกตใชในดานตาง ๆ 
มากมาย มกีารนาํมาใชวดัขนาดโมเลกลุของพอลิเมอรสังเคราะหมากกวา 50 ชนิด ซึง่
ประกอบดวย เรซิน ยางธรรมชาติและยางสังเคราะห เซลลูโลสเอสเทอร โพลโิอเลฟน โพลิเอไมด 
โพลิเอสเทอร โพลิสไตรีน และสารพอลิเมอรอ่ืน ๆ เปนตน นอกจากนี้ ความสามารถในการวัด
น้ําหนกัโมเลกลุ และการกระจายตวัของน้าํหนักโมเลกุลยังถกูนาํมาประยุกตใชในงานดานตาง ๆ 
อีกมากมาย ไดแก การศึกษาความยาวของสายพอลิเมอร อันตรกิริยาในสารละลาย การศึกษาทาง
รังสี การศึกษากลไกการสลายตัว กลไกในการเกิดปฏิกริิยาและการควบคุมปฏิกิริยาการเกิดพอลิ
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เมอร และพัฒนากระบวนการทางพอลิเมอร สําหรับในดานของพอลิเมอรธรรมชาตินัน้ เทคนิค Gel 
permeation chromatography มีประโยชนอยางมากสําหรับระบบการแยกและการวิเคราะห สาร
พอลิเมอรชีวภาพ เชน พวกกรดอะมิโนและอนุพนัธ เอนไซม แอนติบอต้ี คอลาเจน และ
สารประกอบทีเ่กี่ยวของ แปงและโปรตีนตาง ๆ  
 เนื่องจากที่คอนดรอยทนิซัลเฟตเปนสารในกลุม heteropolysaccharide ที่เรียกวา 
Glucoaminoglycans (GAGs) ที่มนี้ําหนักโมเลกุลสูง จึงสามารถทาํการวิเคราะหน้ําหนกัโมเลกุล
ไดดวยเทคนิค Gel permeation chromatography มงีานวิจยัจาํนวนไมนอยที่นาํเทคนิค Gel 
permeation chromatography มาใชในการวิเคราะหน้าํหนักโมเลกุลของคอนดรอยทินซัลเฟตที่
สกัดได หรือทีไ่ดจากกระบวนการสลายโมเลกุล เชน ในงานวิจยัของ Michiru Ida และคณะไดทํา
การพิสูจนเอกลักษณและหนาที่ของคอนดรอยทินซัลเฟตใน Milieu ของ Neural Stem Cells โดย
ใชเทคนิค Gel permeation chromatography เปนตน 
 Gel permeation chromatography ไมใชวิธีการวัดแบบสัมบูรณดังนัน้ระบบจึงตองไดรับ
การปรับเทยีบคาจากสารพอลิเมอรที่ทราบน้ําหนกัโมเลกลุที่แนนอนซึง่ไดรับการระบุน้ําหนกั
โมเลกุลจากวธิีการวัดที่ใหคาสัมบูรณ เชน light scattering, osmometry, mass spectroscopy 
หรือ analytical ultracentrifugation สารพอลิเมอรที่เหมาะสมตอการปรับเทียบคาของระบบควรที่
จะมีความยาวของสายพอลิเมอรอยูในชวงที่ตองการพิจารณา และมีโครงสรางที่คลายคลึงกนั โดย
ในการวิเคราะหสารมาตรฐานนัน้ลักษณะของกราฟที่ไดจะเปนดงันี ้
 

time or volume 

Crud at void 
volume due to 
dirty injector 

Water spike 

Ve

DRI 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.21 ลักษณะของกราฟที่ไดจากวิเคราะหสารมาตรฐานดวยเทคนิค GPC 
 โดยจะนาํคา Ve ที่ไดจากการวิเคราะหสารมาตรฐานแตละชนิดมาสรางเปนกราฟ
มาตรฐานระหวางคา log ของน้าํหนักโมเลกุลและเวลาของการชะหรอืปริมาตร (elution time or 
elute volume) ดังภาพ 
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log M 

VeV

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.22 กราฟมาตรฐานของการวิเคราะหน้ําหนกัโมเลกุล 
 จากกราฟมาตรฐานจะเหน็วาสารทีน่้ําหนกัโมเลกุลมากจะออกมาจากคอลัมนในตาํแหนง
ที่ใกลเคียงกับ Vo เนื่องจากสารพอลิเมอรที่มีขนาดใหญมาก ๆ จะไมสามารถเคลื่อนที่เขาไปในรู
พรุนของคอลมันได ดงันี้จงึถูกชะออกมาที่ปริมาตรของรูพรุน Vo (void volume) และโดยปกติแลว
จะใช log (M) มาสรางกราฟแทนการใชคาของน้าํหนักโมเลกุล (M)  
 กราฟมาตรฐานจะถกูนาํมาสรางขึ้นใหมดงัภาพเพื่อใชในการวิเคราะหการกระจายตัวที่
คอนขางกวางของสารบางชนิด 
 
 
 
 
 
  

Ve

logM 

A DRIA

MA

VeA

DRI 

 
 
 
 
 

รูปที่ 2.23 กราฟมาตรฐานเพื่อใชในการวิเคราะหสารที่มกีารกระจายตวักวาง 
 จากกราฟดังกลาว จะทาํการเลือกจุดเพื่อใชเปนตัวแทนในการวิเคราะห เมื่อพิจารณาจุด 
A ที่ตําแหนงปริมาตร Ve

A อานคาน้ําหนกัโมเลกุลจากกราฟมาตรฐานไดคา MA และเมื่อลากจาก
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จุด A ไปยังแกน DRI ทางขาวมือจะไดคา DRIA จากนัน้ทําการเลือกจดุตาง ๆ อีกเทาที่ตองการแลว
ทําการวิเคราะหเชนเดียวกัน โดยคา DRI ทีไ่ดจะเปนขึ้นอยูกับความเขมขนของสารพอลิเมอรดวย 

DRI  ∝  c ( in g/mL) 
 คาคงที่ของอัตราสวนที่ไดจะเทากับ dn/dc หรือที่เรียกวาคาการเปลีย่นแปลงของดัชนีหัก
เหเฉพาะ แตอยางไรก็ตามในเทคนิค GPC นั้นไมจําเปนตองหาคา dn/dc ก็สามารถที่จะหา
น้ําหนกัโมเลกลุเฉลี่ยตามน้ําหนกัไดจากความสัมพันธดงันี ้
 

Mw = 
∑
∑

i i

ii i

c
Mc  = 

A

A
A

A
A

DRI
MDRI

∑
∑                                                 (6) 

  
และสามารถหาน้าํหนักโมเลกุลเฉลี่ยตามจาํนวนไดจากความสัมพนัธดงันี ้
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 โดยทัว่ไปแลวการวิเคราะหคาเฉลี่ยเชน Mn และ Mw เปนวิธีแบบเกา หลักการโดยรวมของ
เทคนิค GPC นัน้คือการสรางภาพของการกระจายตัวของน้ําหนักโมเลกุล อยางไรก็ตามคาทาง
สถิติของ Mn และ Mw เปนวธิีที่สะดวกและใหคาทางสถิติทีย่อมรับไดในการหาการกระจายตวั 
อัตราสวนของ Mw:Mn จะเปนตัวอธิบายลักษณะการกระจายตัวของสาร กราฟทีไ่ดจากเทคนิค 
GPC จะเปลีย่นแปลงไปบางตามลักษณะของคอลัมนและระยะเวลา แตอัตราสวนระหวาง Mw:Mn 
จะไมเปล่ียนแปลงตามปจจัยเหลานัน้ 
 
2.7.2.3 การวัดขนาดโมเลกลุของพอลิเมอรดวยการวัดความหนืด [26, 27, 28]  
 เมื่อทําการละลายพอลเิมอรดวยตัวทําละลายจะทําใหไดที่มีความหนดื ดังนัน้จึงมีการใช
พอลิเมอรเปนสารในการเพิม่ความหนืด หรือทําใหขนในแชมพู หรือแมแตไอศกรีม จากผลในการ
ทําใหหนืดนัน้จึงสามารถใชในการประมาณน้ําหนกัโมเลกุลของพอลิเมอรได ความหนืดที่เกิดขึ้นใน
สารละลายพอลิเมอรนั้นเกิดจากการทีพ่อลิเมอรเคลื่อนที่ไดชามาก และมากกวาโมเลกุลขนาดเลก็ 
ดังนัน้เมื่อละลายพอลเิมอรในตัวทําละลาย การที่พอลิเมอรเคลื่อนที่ชาจึงทําใหสารละลายทั้งหมด
หนืด ผลจากการทาํใหสารหนืดจึงทําใหสามารถประมาณน้าํหนักโมเลกุลของพอลิเมอรได
เนื่องจากสารที่มีน้าํหนกัโมเลกุลมากกวาจะทาํใหไดสารละลายพอลเิมอรที่มีความหนืดมากกวา 
พอลิเมอรที่มนี้ําหนกัโมเลกลุมาก จะถูกลอมรอบดวยน้าํจํานวนมาก ทําใหมีปริมาณที่ใหญและกีด
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ขวางการเคลือ่นที่ของสารละลาย นอกจากนี้แลวโมเลกุลพอลิเมอรขนาดใหญจะมีแรงกระทาํกบั
ตัวทําละลายมากกวา จึงมีผลใหการเคลื่อนที่ของโมเลกุลตัวทําละลายชาลงไปดวย ดงันัน้
สารละลายที่ไดจึงมีความหนืดสูง เนื่องจากพอลเิมอรทุกชนิดจะแสดงความสมัพันธระหวาง
น้ําหนกัโมเลกลุและความหนืด ดังนั้นการวัดความหนืดจึงสามารถใชในการหาน้ําหนักโมเลกุลได 
 
การวัดความหนืดของสารละลายพอลิเมอร 
 
 เครื่องมือที่ใชหาน้ําหนกัโมเลกลุโดยวัดความหนืดของสารละลาย คอื ออสทวาลดวิสโค
มิเตอร(Ostwald viscometer) และ อับเบโลฮด วิสโคมเิตอร (Ubbelohde viscometer) ลักษณะ
ของเครื่องมือเปนดังรูป  
 
 
 

รูปที่ 2.24 Ostwald viscometer (ซาย) และ Ubbelohde 
viscometer (ขวา) 
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ปลอยสารละลายพอลิเมอรไหลผานทอ แลวจับ
เวลาที่สารละลายเคลื่อนที่ผานจากตําแหนง a ไป b 

รูปที่ 2.25 การวัดความหนดื 
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การวัดความหนืดของสารละลายพอลเิมอรสามารถทําไดงายโดยใชอุปกรณที่มีลักษณะ

ังภาพ จากนัน้ทาํการวดัเวลาการเคลื่อนที่ของสารปริมาตรหนึง่ เพื่อใหมั่นใจวาทําการวดัที่
ริมาณเทากนัทกุครั้ง จงึทําการวัดเวลาเมื่อสารละลายอยูในระดับเสนแรกคือ เสน a จับเวลา
นกระทั่งสารละลายเคลื่อนมาถงึตําแหลงลาง คือเสน b การที่ตองมีกระเปราะระหวางตําแหนง
ั้งสองเพื่อเพิม่ปริมาตร และทําใหงายตอการเหน็ความแตกตางของระยะเวลาในสารละลายตาง
นิดกนั โดยเวลาที่สารเคลือ่นที่ผานจุด a และจุด b คือ efflux time จากนัน้ทําการวดั efflux time 
องสารละลายพอลิเมอรทีต่องการหาขนาดโมเลกุลที่ความเขมขนตาง ๆ และทาํการเปรียบเทยีบ 
fflux time (t) กับ efflux time ของสารละลายบริสุทธิ์ที่ไมมพีอลิเมอรละลายอยู ซึ่งมีคาเปน t0 
ํานวณหาคาความหนืดสัมพัทธ (ηr, relative viscosity) ของสารละลายตามสมการ  

sityviscorelative
solventouroftimeefflux

solutionoftimeefflux
=  

 

rt
t η=
0

 

 
หรือทําการคํานวณหาคาความหนืดเฉพาะ (ηsp, specific viscosity) ไดตามสมการ 

( ) sityviscospecific
solventouroftimeefflux

solventoftimeeffluxsolutionoftimeefflux
=

−  
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sp
o

t
tt η=−

0
 

 
 จากนั้นทําการหารความหนดืเฉพาะดวยความเขมขนของสารพอลิเมอรจะไดคาความ
หนืดที่ลดลง (ηred, reduced viscosity) ดังสมการ  
 

sityviscoreduced
ionconcentrat
sityviscospecific

=  
 

red
sp

c
η

η
=  
 

 นําคาความหนืดที่ลดลง (ηred, reduced viscosity) ที่ความเขมขนตาง ๆ ของสารละลาย
พอลิเมอร ชนดินั้นที่วัดไดไปสรางกราฟแสดงความสมัพันธกับความเขมขน โดยให ηred เปนแกน 
y และความเขมขนเปนแกน x ลักษณะของกราฟที่ไดเปนดังรูป 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปที่ 2.26 กราฟความสัมพนัธระหวาง ηred และความเขมขน 
 

 จากกราฟ ความสัมพันธที่ไดจะเปนเสนตรง ซึง่เมื่อทําการ Extraporate ไปที่ความเขมขน
ของสารละลายเปน 0 โดยการลากกราฟตอไปถึงแกน y จะไดจุดตัดแกน y คือคาความหนืดที่
แทจริง ([η ] intrinsic viscosity)  
 ตามความสัมพันธเชิงเสนจะไดสมการความสัมพันธระหวางคาความหนืดที่ลดลง ηred 
และความเขมขนดังนี ้
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bmxy +=  
 
[ ] [ ]ηηη +′= ckred

2  
 
 จากสมการความชันของเสนตรงคือคา k' [η ] และจุดตัดแกน y คือคาความหนืดทีแ่ทจริง 
[η ] ซึ่งคา [η ] ที่ไดนี้จะมีความสาํคัญเปนอยางมากในการหาน้าํหนกัโมเลกุลของสารพอลิเมอร 
 การหาคาความหนืดที่แทจริงสามารถทาํอกีวิธหีนึง่ โดยการใชความหนืดสัมพัทธ (ηr, 
relative viscosity) เพื่อนาํมาหา inherent viscosity (ηinh) ดังสมการ 
 

( ) sityviscoinherent
ionconcentrat

sityviscorelative
=

ln
 

 

inh
r

c
ηη

=
ln

 
 

 จากนั้นนําคา inherent viscosity (ηinh) ของแตละความเขมขนมาสรางกราฟ
ความสัมพันธระหวาง ηinh และความเขมขน โดยกราฟที่ไดจะมีลักษณะดังรูป 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 เชนเดียวกับกราฟความสัมพันธกอนหนา ความสัมพนัธที่ไดนี้จะเปนเสนตรง ซึง่เมื่อทาํ
การ Extraporate ไปที่ความเขมขนของสารละลายเปน 0 โดยการลากกราฟตอไปถึงแกน y จะได
จุดตัดแกน y คือคาความหนืดที่แทจริง ([η ] intrinsic viscosity)  

รูปที่ 2.27 กราฟความสัมพนัธระหวาง ηinh และความเขมขน 

 ตามความสัมพันธเชิงเสนจะไดสมการความสัมพันธระหวางคา ηinh และความเขมขน
ดังนี ้
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bmxy +=  
 
[ ] [ ]ηηη +′′= ckinh

2  
 

 จากคาความหนืดที่แทจริงที่หาไดไมวาจากวธิีการที่ 1 หรือ 2 สามารถนาํไปใชในการหา
น้ําหนกัโมเลกลุของพอลิเมอรไดจากสมการ Mark-Houwink 
 
สมการ Mark-Houwink (Mark-Houwink Equation) [29]

 สมการ Mark–Houwink เปนสมการที่ใชในการอธิบายความสัมพันธระหวางคาความหนืด
ที่แทจริง ([η ] intrinsic viscosity) ของพอลิเมอรกับน้าํหนกัโมเลกุล ซึ่งสมการเปนดังนี ้
 

[ ] aKM=η  
 

 โดยที ่ [η ] คือคาความหนดืที่แทจริง, K และ a คือคาคงที่ซึง่ขึ้นอยูกับธรรมชาติของสาร
พอลิเมอร, ชนิดของตัวทําละลาย, อุณหภูมิ และ Mv คือ viscosity average molecular weight 
ในกรณีที่ไมมกีารทดลองเรื่องความหนืดของสารพอลิเมอรชนิดหนึ่งมากอน ทาํใหไมมีการระบุคา 
K และ a ไวกอน การหาคาของ K และ a สามารถทาํไดโดยการใชสารละลายพอลเิมอรมาตรฐาน
ที่ทราบน้าํหนกัโมเลกุลที่แนนอนจากการวดัของเทคนิคทีใ่หคาน้าํหนักโมเลกุลสมบูรณ เชน 
เทคนิค light scattering และทําการทดลองหาความหนดืที่แทจริง เพือ่หาคา K และ a 
 สมการ Mark-Houwink สามารถเปลี่ยนเปนสมการเสนตรงไดดวยฟงกชัน logarithm ดังนี ้
 

[ ] a
vKM=η  

 
[ ] vMaK logloglog +=η  

 
 เมื่อ Mv คือ น้าํหนักโมเลกุลเฉล่ียโดยความหนืด (Viscosity Average Molecular Weight) 
ทําการสรางกราฟความสัมพันธโดยใหคา log [η ] เปนแกน y และคา log Mv จะไดกราฟเสนตรง
ที่มีความชนัเปนคา a และสามารถหาคา K ไดจากจุดตัดแกน y ดังนั้นเมื่อได K และ a ก็จะทาํให
ไดสมการ Mark–Houwink สําหรับใชกับสารพอลิเมอรชนิดนัน้ ที่สภาวะดงักลาว 
 แตสําหรับสารพอลิเมอรบางชนิดที่มกีารศกึษาไวกอนแลว จะมีการนาํเสนอสมการ Mark–
Houwink ที่ระบุถึงคา K และ a ที่สภาวะหนึ่งไวเรียบรอยแลวทาํใหการหาน้ําหนักโมเลกุลของสาร
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พอลิเมอรชนิดนั้นทําไดงายขึน้ เชนในงานวจิัยเรื่อง Physicochemical Properties of Chondroitin 
Sulfate ของ Kiichiro TANAKA[30] ซึ่งทาํการศึกษาเกี่ยวกับความสัมพันธระหวางน้าํหนักโมเลกุล
ของคอนดรอยทินซัลเฟตกับคาความหนืดที่แทจริง ([η] intrinsic viscosity) โดยพบวา
ความสัมพันธของคาความหนืดที่แทจริงในสารละลายโซเดียมคลอไรด (NaCl) ความเขมขน 0.2 M 
ที่อุณหภูม ิ 25 องศาเซลเซียส และน้ําหนกัโมเลกุลของคอนดรอยทินซัลเฟตที่สกัดไดจากกระดูก
ออนของปลาฉลามสามารถแสดงไดดังสมการ  
 

[ ] 6 1.16.5 10 vMη −= × 4  
 
 ความสัมพันธดังกลาวนี้สามารถนาํไปใชในการหาน้ําหนักโมเลกุลของคอนดรอยทนิ 
ซัลเฟตที่สภาวะดังกลาวไดโดยการใชคาความหนืดที่แทจริงทีห่าได 



บทที่ 3 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 

3.1 วัสดุอุปกรณและสารเคมี 
สารเคมี 
3.1.1 ยางมะละกอสด 
3.1.2 Sodium chloride (NaCl) 
3.1.3 Ethanol (C2H5OH) 
3.1.4 Sodium phosphate monobasic (NaH2PO4.H2O) 
3.1.5 Sodium phosphate dibasic (Na2HPO4.7H2O) 
3.1.6 Ethylenediaminetetra acetic 

acid(EDTA)(HOCOCH2)2NCH2CH2N(HOCOCH2)2 
3.1.7 Cystein hydrochloride (monohydrate) (HSCH2CH(NH2)COOH.HCl.H2O) 
3.1.8 Sodium azide (NaN3) 
3.1.9 Trichloroacetic acid (CCl3COOH) 
3.1.10 Cetylpyridinium chloride (monohydrate) (C12H38ClN.H2O) 
3.1.11 Potassium thiocyanate (KSCN) 
3.1.12 1,9-dimethylmethylene blue(chloride) 
3.1.13 Glycine CH2NH2COOH 
3.1.14 Hydrochoric acid (HCl) 
3.1.15 กระดูกออนอกไก 
3.1.16 น้ํากลั่น 
อุปกรณและเครื่องมือทางวิทยาศาสตร 
3.1.17 บีกเกอร 
3.1.18 กระบอกตวง 
3.1.19 กรวยแกว 
3.1.20 ปเปต 
3.1.21 ชอนตักสาร 
3.1.22 กระดาษกรอง Whatman เบอร 4 
3.1.23 แผน dialysis 
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3.1.24 กระดาษยูนิเวอรแซลอินดิเคเตอร 
3.1.25 Hot plate 
3.1.26 Heater 
3.1.27 ชุดเครื่องกลั่น 
3.1.28 ชุดปมอากาศขนาดเล็ก และสายยาง 
3.1.29 มีดปลายแหลม 
3.1.30 เทอรโมมิเตอร 
3.1.31 ชุด Viscometer ชนิด Ubbelohde viscometer ของบริษัท Cannon 
3.1.32 เครื่อง High Speed Centrifuge Machine ของศูนยเครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร

และเทคโนโลยี จฬุาลงกรณมหาวิทยาลัย 
3.1.33 เครื่อง freeze dry 
3.1.34 เครื่อง Fourier Transform Infrared Spectroscopy Perkin Elmer รุน 

Spectrum One ของศูนยเครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย 

3.1.35 เครื่องฉายรังสีแกมมาจาก Co-60 ของภาควิชานิวเคลียรเทคโนโลยี คณะ
วิศวกรรมศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

3.1.36 เครื่องฉายรังสีแกมมาจาก Co-60  Gamma cell 220excel ของสํานักงาน
ปรมาณูเพื่อสันติ 

3.1.37 เครื่อง Matrix Assisted Laser Desorption Ionization Time-of-flight Mass 
Spectrometry ของภาควิชาเทคโนโลยชีวีภาพ คณะวทิยาศาสตร 
มหาวิทยาลยัมหิดล 

3.1.38 เครื่อง Gel permeation chromatography (GPC) ของคณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีพระจอมเกลาธนบรีุ 

3.1.39 อุปกรณวัดปริมาณรังสี (Dosimeter) 
3.1.40 เตาอบ 
3.1.41 เครื่องชั่ง 4 ตําแหนง 

3.2  วิธีการดําเนินการวิจัย 
3.2.1 การสกัดปาเปนและการทําใหบริสุทธิ์จากยางมะละกอสด[31, 32] 

3.2.1.1 การสกัดปาเปนเริ่มจากนํามะละกอดิบที่สดมากรีดที่ผิวตามแนวขวางเพื่อเก็บน้ํา
ยางมะละกอจนไดยางมะละกอหนัก 10 กรัม 

3.2.1.2 เติม NaCl ปริมาณ 2 กรัม ลงในยางมะละกอทันที และคนใหเกลือละลาย 
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3.2.1.3 ทิ้งสารละลายที่ไดใหตกตะกอนเปนเวลาประมาณ 2 – 3 ชั่วโมง แลวนําไปกรอง
เพื่อแยกตะกอนเก็บไว แลวตากแดดใหแหง 

3.2.1.4 นําจะไดตะกอน (paste) ที่ไดไปเก็บไวในภาชนะที่ปดแนนไมมีอากาศเขา เชน 
ถุงพลาสติก กลอง หรือกระปองที่อุณหภูมิหอง จนกวาจะนํามาใชในขั้นตอน
ตอไป 

3.2.1.5 การทําใหปาเปนบริสุทธิ์ทําไดโดยการนําตะกอนของแข็งของปาเปนที่สกัดได
ปริมาณ 3 กรัมมาละลายในน้ํากลั่นปริมาตร 15 mL 

3.2.1.6 นําสารละลายที่ ไดไปปนเพื่อแยกตะกอนดวยเครื่องปนแยก  (Centrifuge 
Machine)  

 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 3.1 ตะกอนของปาเปนที่สกัดไดกอนทําใหบริสุทธิ ์

 
3.2.1.7 นําสารละลายที่ไดไปเก็บไวที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส จากนั้นเติมเอทานอล

ปริมาตร 60 mL ลงไป แลวทิ้งใหสารละลายตกตะกอน 
3.2.1.8 นําสารละลายที่ตกตะกอนไปปนเพื่อแยกตะกอนดวยเครื่อง Centrifuge ทิ้ง

สารละลายใส แลวเก็บตะกอนที่ไดไว 
3.2.1.9 นําตะกอนที่ไดไปทําใหแหงดวยเครื่อง Vacuum Dryer จะไดตะกอนสีขาวของ

ปาเปนที่มีความบริสุทธิ์สูง 
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รูปที่ 3.2 ปาเปนบริสุทธิท์ี่สกัดได 
 

3.2.2 การเตรียมกระดูกออนอกไก 
3.2.2.1 นํากระดูกออนอกไกสดมาทําความสะอาดเพื่อกําจัดเศษเนื้อและคราบตาง ๆ 

จากนั้นตมในน้ํารอนอุณหภูมิ 90 – 95 °C เปนเวลา 10 นาที แลวลางในน้ํา
สะอาด 

3.2.2.2 เก็บกระดูกออนอกไกที่ไดไวในตูแชแข็งที่อุณหภูมิ – 18 °C จนกวาจะใชงาน 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3.3 กระดูกออนอกไกแชแข็งที่นาํมาใชในการสกัดคอนดรอยทินซัลเฟต 
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3.2.3 การสกัดคอนดรอยทินซัลเฟตดวยเอนไซมปาเปน (Method of Nakano) [33] 
3.2.3.1 นํากระดูกออนอกไกแหงที่แชแข็งไวปริมาณ 10 กรัม สับหรือปนจนเปนชิ้นเล็ก ๆ  
3.2.3.2 ไฮโดรไลซกระดูกออนอกไกดวยเอนไซนปาเปน (4 มิลลิกรัม/กรัมของกระดูกออน

อกไก) ปริมาณ 40 มิลลิกรัม ในสารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.0 
ความเขมขน 0.1 M ที่มี EDTA 0.005 M, crytein hydrochloride 0.005 M และ 
sodium azide 0.02%) ที่อุณภูมิ 65 °C เปนเวลา 48 ชั่วโมง ภาพแสดงการจัดตั้ง
อุปกรณเปนไปตามรูปที่ 3.4 และสารละลายที่ไดแสดงไวในรูปที่ 3.5 

3.2.3.3 นําสารละลายใสที่ไดมาเติม trichoroacetic acid จนมีความเขมขนสุดทายเปน 7 
%โดยมวลตอปริมาตร ตั้งทิ้งไวขามคืนที่อุณหภูมิ 4 °C 

3.2.3.4 นําสารละลายไป Centrifuge ที่ความเร็ว 132,000×g อุณหภูมิ 4 °C เปนเวลา 30 
นาที แยกโปรตีนที่ตกตะกอนทิ้งแลวเก็บสารละลายใสสวนลอยไว 

3.2.3.5 นําสารละลายใสสวนลอยไป dialyzed ในน้ํากลั่นเปนเวลา 24 ชั่วโมง 
3.2.3.6 เติม cetylpyridinium chloride 1.5 กรัม ลงในสารละลาย glucoaminoglycans 

(GAGs) ที่ได จะไดตะกอนแขวนลอยในสารละลายตามรูปที่ 3.6 แลวนําไป 
Centrifuge ที่ความเร็ว 6320×g เปนเวลา 30 นาที 

3.2.3.7 เก็บตะกอนที่ไดไว แลวลางดวยสารละลาย sodium chloride ความเขมขน 0.4 M 
ปริมาตร 40 ml แลวนําไป Centrifuge ที่ความเร็ว 6320×g เปนเวลา 30 นาที 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3.4 การตั้งอุปกรณในการสกัดคอนดรอยทินซัลเฟต 
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รูปที่ 3.5 สารละลายที่ไดหลังจากการตั้งสกัดเปนเวลา 48 ชั่วโมง 
 

3.2.3.8 เก็บตะกอนที่ไดไว แลวละลายดวยสารละลาย sodium chloride ความเขมขน   
2.1 M ปริมาตร 100 ml 

3.2.3.9 เติมสารละลาย potassium thiocyanate ความเขมขน 1 M ลงไปเพื่อ
ตกตะกอน  cetylpyridium thiocyanate 

3.2.3.10 รองตะกอนที่ไดทิ้งดวยกระดาษกรอง Whatman เบอร 4 นําสารละลายที่ไดไป 
dialyzed ในน้าํกลั่น 

3.2.3.11.  นาํสารละลายที่ไดไปทําการ freeze dry แลวอบใหแหงที่อุณหภูมิ 60 °C เปน 
เวลา 5 ชั่งโมง จะไดคอนดรอยทนิซัลเฟตที่แหง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3.6 ภาพแสดงการตกตะกอน GAG ทั้งหมดที่ไดจากการสกัดกระดกูออนอกไก 
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รูปที่ 3.7 สารละลายคอนดรอยทินซัลเฟตที่ไดกอนนําไปทําใหแหง 
 

3.2.4 การฉายรังสีคอนดรอยทินซัลเฟต 
3.2.4.1 นําคอนดรอยทินซัลเฟตของแข็งที่ไดแบงใสในภาชนะบรรจุพลาสติกทรงกระบอก

ที่มีฝาปดแนน เพื่อใชในการฉายรังสี 
3.2.4.2 วางภาชนะบรรจุคอนดรอยทินซัลเฟตในกระบอกอลูมิเนียมแลววางในชองฉาย

ของเครื่องฉายรังสี Gammacell ของภาควิชานิวเคลียรเทคโนโลยีในตําแหลงที่
ทราบอัตราปริมาณรังสีที่แนนอนเทากับ 0.692 kGy/ชั่วโมง และเครื่องฉายรังสี 
Gammacell 220excel ซึ่งใหรังสีแกมมาจาก Co-60 ของสํานักงานปรมาณูเพื่อ
สันติในตําแหนงที่ทราบอัตราปริมาณรังสีที่แนนอนเทากับ 14.286 kGy/ชั่วโมง 

3.2.4.3 ฉายรังสีดวยปริมาณรังสีสะสมตาง ๆ เพื่อลดน้ําหนักโมเลกุลของคอนดรอยทิน 
ซัลเฟตดตามที่ตองการ 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3.8 ภาชนะที่ใชในการบรรจุสารเพื่อฉายรังสีแกมมา 
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รูปที่ 3.9 ตัวอยางคอนดรอยทินซัลเฟตที่ผานการฉายรังสีดวยปริมาณรังสีตาง ๆ กนั โดยเรียงจาก

ปริมาณรังสีนอยไปมาก จากซายไปขวา 
 

3.2.5 การทดสอบยืนยันสารทีส่กัดไดวาเปนคอนดรอยทินซัลเฟตดวยเทคนิค Fourier 
Transform Infrared (FTIR) Spectroscopy[1] 

 นําสารที่สกัดไดปริมาณ 2 mg ผสมกับผงโพแทสเซียมโบรไมดปริมาณ 100 – 200 mg 
แลวนําไปอัดในเซลลสําหรับใสตัวอยางดวยเครื่องอัดแรงดัน จากนั้นนําไปวิเคราะหดวยเครื่อง 
Fourier Transform Infrared Spectrometer แลวบันทึกสเปกตรัมในชวงอินฟราเรดตอนกลาง 
(mid-infared) เพื่อเปรียบเทียบกับขอมูลพื้นฐานที่มีการรายงานไวแลว 
 
3.2.6 การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลคอนดรอยทินซัลเฟตที่สกัดไดดวยเครื่อง Matrix 

Assisted Laser Desorption Ionization Time-of-flight Mass Spectrometry[34] 
 นําคอนดรอยทินซัลเฟตที่ไดจากการฉายรังสีตัวอยางละ 10 µg ละลายในสารละลาย 

50% ACN (acetonitrile) ในน้ําที่ใชเปนสารตัวกลางแลวทําการวิเคราะหดวยเครื่อง Matrix 
Assisted Laser Desorption Ionization Time-of-flight Mass Spectrometry บันทึกสเปกตรัมที่
ได 

 
3.2.7 การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลคอนดรอยทินซัลเฟตดวยเครื่อง  Gel permeation 

chromatography (GPC) [35] 
 นําคอนดรอยทินซัลเฟตที่ไดจากการฉายรังสีตัวอยางละ 4 µg ละลายในสารละลาย

โซเดียมคลอไรด แลวทําการวิเคราะหดวยเครื่อง Gel permeation chromatography (GPC) โดย
ใชสารละลายโซเดียมคลอไรด 1.2 M เปนสารละลายในการชะคอลัมน บันทึกสเปกตรัมที่ได 
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3.2.8 การทดลองหาน้ําหนกัโมเลกลุคอนดรอยทินซัลเฟตกอนและหลังการฉายรงัสีดวย 
Ubblelodhe Viscometer  [30] 
3.2.8.1 เตรียมสารละลายคอนดรอยทนิซลัเฟตกอนและหลังการฉายรังสีที่ความเขมขน

ตาง ๆ 4 ความเขมขน โดยอยูในชวงไมเกิน 0.2 %w/v ในสารละลายโซเดียมคลอ
ไรด ความเขมขน 0.2 M แลวตั้งทิง้ไวในที่เย็นเปนเวลา 1 คืน  

3.2.8.2 ควบคุมอุณหภูมิของสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.2 M, สารละลายคอนดรอยทนิ 
ซัลเฟตที่เตรียมได และระบบวัดความหนดื (Viscometer) ใหคงทีท่ี่อุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซยีส โดยใช water bath และวัดอุณหภูมิดวยเทอรโมมิเตอรเปนระยะ 

3.2.8.3 ทําการวัดความหนดืของสาร โดยเริ่มจากสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.2 M ป
เปตสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.2 M ปริมาตร 15 มิลลิลิตร ใสใน Viscometer 
ในหลอดที ่1 จากนั้นใชนิ้วอดุที่ปลายหลอดที่ 2 พรอมกบัใชลูกยางดูดสารละลาย
ใหข้ึนมาตามทอในหลอดที่ 3 จนสารละลายขึ้นมาสูงจนเต็มกระเปราะบนเหนือ
ตําแหนง Graduation Marks แลวปลอยเปดนิ้วและนําลูกยางออก เพื่อปลอยให
สารละลายไหลลงมาตามหลอด Capillary เร่ิมจับเวลาเมื่อสารละลายไหลมาถงึ
ตําแหนง Graduation Marks บน และหยดุจับเวลาเมื่อสารละลายเคลื่อนลง
มาถงึต่ําแหนง Graduation Marks ลาง บันทกึคาเวลาทีไ่ด ซึ่งคาที่ไดคือ efflux 
time ของสารละลายหรือ t0
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รูปที่ 3.10 Ubblelohde Viscometer และตําแหนงที่ใชในการวัดความหนืด 
 

 3.2.8.4 เทสารละลายที่อยูในหลอดออกทัง้หมด แลวทาํการทดลองตามขอ 3.2.8.3 ซ้ําอีก
   สองครั้ง 

 3.2.8.5 ทําการวัดสารละลายคอนดรอยทนิซัลเฟตที่เตรยีมไวโดยเริ่มจากสารละลายคอน
   ดรอยทิน ซัลเฟตที่เตรียมจากคอนดรอยทนิ ซัลเฟตที่ไมไดรับการฉายรังสีตามวธิี
   ที่อธิบายไวขางตนกับสารละลายทกุความเขมขนที่เตรียมไว ทาํซ้ําและบันทึขอมูล 
   ลางคอลัมนดวยน้าํแลวตามดวยสารละลายโซเดยีมคลอไรด 0.2 M แลวจึงไปทาํ
   การทดลองกบัสารละลายคอนดรอยทนิซลัเฟตชุดอื่น ๆ จนครบ 

 

(3) (2) (1) 



บทที่  4 
 

ผลการวิเคราะหขอมูล 
 
4.1 ผลการสกัดปาเปนและการทําใหบริสุทธิ์จากยางมะละกอสด 

ตารางที ่4.1 ผลการสกดัปาเปนจากยางมะละกอ 
 

น้ําหนัก (g) 
ครั้งที ่ ยางมะละกอ

สด ตะกอนปาเปน ปาเปนบริสุทธ์ิ 
%extraction %recovery 

1 28.46 1.48 1.23 5.19 83.60 
2 25.32 1.16 0.99 4.57 85.15 
3 12.31 0.73 0.62 5.90 85.28 

เฉล่ีย 5.22 84.68 
 
การคํานวณ 
%extraction = (น้ําหนักตะกอนปาเปน/น้ําหนักน้ํายางสด) × 100 
%recovery = (น้ําหนักปาเปนบริสุทธิ์/น้ําหนักตะกอนปาเปน) × 100 
 

4.2 ผลการสกัดคอนดรอยทินซัลเฟตดวยเอนไซมปาเปน 
ตารางที ่4.2 ผลการสกดัคอนดรอยทนิซัลเฟตดวยเอนไซมปาเปน 

 
น้ําหนัก (g) 

ครั้งที ่
กระดูกออนอกไก Chondroitin sulfate 

% extraction 

1 10.02 4.78 47.71 
2 10.00 4.54 45.40 
3 10.00 4.63 46.30 

เฉล่ีย 46.47 
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4.3 ผลการฉายรังสีคอนดรอยทินซัลเฟต 
ตารางที่ 4.3 การฉายรังสีคอนดรอยทนิซัลเฟตดวยรังสีแกมมาที่ปริมาณรังสีตาง ๆ 

เพื่อลดขนาดโมเลกุล 
 

 คอนดรอยทินซัลเฟตชุดที่ ปริมาณรังสีที่ไดรับ (kGy) Dose rate(kGy/hr) 

1 46 0.69 
2 77 0.69 
3 163 14.29 
4 213 14.29 
5 246 14.29 
6 277 14.29 
7 346 14.29 
8 513 14.29 

 
4.4 ผลการทดสอบยืนยันคอนดรอยทินซัลเฟตดวยเทคนิค Fourier Transform Infrared 

(FTIR) Spectroscopy 
 ผลการวิเคราะหระบุวา สารที่นําไปวิเคราะหเปนสารประกอบในกลุมคารบอนิล 
(Carbonyl) โดยมีหมูคีโตน และเอไมดเปนองคประกอบ โดยมีสเปกตรัมที่สําคัญดังนี้ 

ตารางที่ 4.4 ตาํแหนง, ลักษณะของสเปกตรัมที่สําคัญ และหมูฟงกชนัทีน่าจะเปน 
 

ตําแหนง (cm-1) ลักษณะ หมูฟงกชันทีน่าจะเปน 

3444.83 Broad, Singlet 
-OH stretching, -NH 
stretching (amine) 

2068.87 Stretch, Singlet - CH stretching 

1677.13, 1655.05 Stretch, Doublet -C=O stretching (ketone, 
amide) 

842.47, 830.84 Medium Stretch, Doublet Chondroitin-4-sulfate, 
Chondroitn-6-sulfate[1, 4]
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รูปที่ 4.1 FTIR spectrum ของค ินซัลเฟตที่สกัดได 
อนดรอยท
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4.5 ผลการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลคอนดรอยทินซัลเฟตดวยเครื่อง Matrix Assisted 
Laser Desorption Ionization Time-of-flight Mass Spectrometry 
 
 จากการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลคอนดรอยทินซัลเฟตที่ผานการฉายรังสีแกมมาดวย
ปริมาณรังสีตาง ๆ ดวยเทคนิค Matrix Assisted Laser Desorption Ionization Time-of-flight 
Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS) ดวย mode ตาง ๆ ผลที่ไดแสดงดังรูป 4.2 ก-ฉ ซึ่งแสดง
ใหเห็นวาไมมีสเปกตรัมที่แสดงถึงน้ําหนักโมเลกุลเกิดขึ้นเลย 

 
รูปที่ 4.2 Mass spectrum ของการวิเคราะหคอนดรอยทินซัลเฟตที่ผานการฉายรังสีดวย

ปริมาณรังสีตาง ๆ ดวยเทคนิค MADI-TOF 
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รูปที่ 4.2 (ก) Mass spectrum ของคอนดรอยทินซัลเฟตที่ไดรับปริมาณรังสี 246 kGy จากการวิเคราะหดวย Reverse Negative mode 
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รูปที่ 4.2 (ข) Mass spectrum ของคอนดรอยทินซัลเฟตที่ไดรับปริมาณรังสี 246 kGy จากการวิเคราะหดวย Linear Positive mode 

 
 

60 

 



 62

รูปที่ 4.2 (ค) Mass spectrum ของคอนดรอยทินซัลเฟตที่ไดรับปริมาณรังสี 213 kGy จากการวิเคราะหดวย Reverse Negative mode 
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รูปที่ 4.2 (ง) Mass spectrum ของคอนดรอยทินซัลเฟตที่ไดรับปริมาณรังสี 77 kGy จากการวิเคราะหดวย Reverse Negative mode 
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รูปที่ 4.2 (จ) Mass spectrum ของคอนดรอยทินซัลเฟตที่ไดรับปริมาณรังสี 46 kGy จากการวิเคราะหดวย Linear Positive mode 
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รูปที่ 4.2 (ฉ)  Mass spectrum ของคอนดรอยทินซัลเฟตที่ไดรับปริมาณรังสี 46 kGy จากการวิเคราะหดวย Linear Negative mode 
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4.6 ผลการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลคอนดรอยทินซัลเฟตดวยเครื่อง  Gel Permeation 
Chromatography (GPC) 

  
 ไมสามารถทําการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลคอนดรอยทินซัลเฟตไดดวยเครื่อง Gel 
Permeation Chromatography (GPC)  
 
4.7 ผลการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยโดยความหนืด (Viscosity average molecular 
weight) ของคอนดรอยทิน ซัลเฟตดวย Viscometer   
 

ตารางที่ 4.5 ผลการวัดคาความหนืดที่แทจริง และน้าํหนกัโมเลกุลเฉล่ียโดยความหนืดของ 
คอนดรอยทินซัลเฟตที่ไดรับปริมาณรังสีแกมมาตาง ๆ 

 

ปริมาณรังสี (kGy) ความหนืดที่แทจริง [η ] 
น้ําหนักโมเลกุล 

(Mv, kDa) 
0 2.458 78.1 

46 1.953 63.9 
77 1.417 48.2 
163 1.017 36.0 
213 0.784 28.7 
246 0.745 27.4 
277 0.553 21.1 
346 0.469 18.3 
513 0.219 9.37 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 66

รูปที่ 4.3 กราฟความสัมพนัธระหวางน้าํหนักโมเลกุลเฉลี่ยโดยความหนืดและปริมาณรังสีที ่
คอนดรอยทินซัลเฟตไดรับ 

y = 72091e-0.0041x

R2 = 0.9891
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รูปที่ 4.4 กราฟความสัมพนัธระหวางคา Log ของน้ําหนกัโมเลกุลเฉล่ียโดยความหนืด 
และปริมาณรังสีที่คอนดรอยทนิซัลเฟตไดรับ 

y = 72091e-0.0041x

R2 = 0.9891
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รูปที่ 4.5 กราฟความสัมพนัธระหวางน้าํหนักโมเลกุลเฉลี่ยโดยความหนืด 
และคา Ln ของปริมาณรังสทีี่คอนดรอยทนิซัลเฟตไดรับ 

 

y = -21989x + 146663
R2 = 0.9906
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 จากกราฟที่ 4.3 จะไดสมการเสนตรงแสดงความสัมพันธระหวางน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยโดย
ความหนืดของคอนดรอยทินซัลเฟต (คา y) และคา Ln ของปริมาณรังสีที่คอนดรอยทินซัลเฟต (คา 
x) ไดรับ สมการความสัมพันธดังกลาวเปนดังนี้  
 

14666321989 +−= xy  
 
 ดังนั้นปริมาณรังสีที่เหมาะตอการลดขนาดโมเลกุลคอนดรอยทินซัลเฟตใหมีขนาดเปน 
20000 – 10000 Da คือ 317 – 500 kGy 
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4.8 ผลการคํานวณหาคา G(s)-Value 
 
ตารางที่ 4.6 น้ําหนกัโมเลกลุเฉลี่ยโดยความหนืดและปริมาณรังสีที่คอนดรอยทนิซลัเฟตไดรับ 

 
Dose rate 
(kGy/hr) 

ปริมาณรังส ี
(kGy) 

ปริมาณรังส ี
(D, eV/g) 

น้ําหนักโมเลกุล 
(Mv, kDa) 

1/(Mv) 

0.69 0 0 78.1 1.28×10-5

0.69 46 2.80×1020 63.9 1.57×10-5

0.69 77 4.64×1020 48.2 2.08×10-5

14.29 163 9.82×1020 36.0 2.78×10-5

14.29 213 1.28×1021 28.7 3.49×10-5

14.29 246 1.48×1021 27.4 3.65×10-5

14.29 277 1.67×1021 21.1 4.74×10-5

14.29 346 2.09×1021 18.3 5.48×10-5

14.29 513 3.09×1021 9.37 1.07×10-4
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รูปที่ 4.6 กราฟความสัมพนัธระหวาง 1/น้าํหนักโมเลกุลเฉล่ียโดยความหนืด และปรมิาณรังสี 
(eV/g) ที่คอนดรอยทินซัลเฟตไดรับในชวงน้ําหนกัโมเลกลุ 48.2 – 78.1 kDa 

ที่ Dose rate 0.69 kGy/hr 
 

y = 1.658218E-26x + 1.229711E-05
R2 = 9.240001E-01
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 นําสมการที่ไดจากกราฟที่ 4.4 ไปหาคา G(s) – value ตามความสัมพันธระหวางน้ําหนัก
โมเลกุลเฉลี่ยโดยความหนืดกับปริมาณรังสีที่ไดรับดังนี้ 
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 ดังนัน้ G(s)- value ของคอนดรอยทินซัลเฟตในชวงน้าํหนกัโมเลกุล 78.1 – 48.2 kDa ที่ 
Dose rate 0.69 kGy/hr มคีาเทากับ 0.999
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รูปที่ 4.7 กราฟความสัมพนัธระหวาง 1/น้าํหนักโมเลกุล และปริมาณรงัสี (eV/g) 
ที่คอนดรอยทนิ ซัลเฟตไดรับ ในชวงน้ําหนักโมเลกุล 27.4 – 48.2 kDa 

ที่ Dose rate 14.3 kGy/hr 
 

y = 1.612288E-26x + 1.299104E-05
R2 = 9.821331E-01
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 ดังนั้น G(s)- value ของคอนดรอยทินซัลเฟตในชวงน้ําหนักโมเลกุล 48.2 – 27.4 kDa ที่ 
Dose rate 14.3 kGy/hr มีคาเทากับ 0.971 
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รูปที่ 4.8 กราฟความสัมพนัธระหวาง 1/น้าํหนักโมเลกุล และปริมาณรงัสี (eV/g) 
ที่คอนดรอยทนิซัลเฟตไดรับ ในชวงน้ําหนกัโมเลกุล 9.37 – 27.4 kDa ที่ Dose rate 14.3 kGy/hr 

 

y = 4.298562E-26x - 2.813982E-05
R2 = 9.778090E-01
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 ดังนั้น G(s)- value ของคอนดรอยทินซัลเฟตในชวงน้ําหนักโมเลกุล 27.4 – 9.37  kDa ที่ 
Dose rate 14.3 kGy/hr มีคาเทากับ 2.59 
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รูปที่ 4.9 กราฟความสัมพนัธระหวาง 1/น้าํหนักโมเลกุล และปริมาณรงัสี (eV/g) 
ที่คอนดรอยทนิซัลเฟตไดรับ ในชวงน้ําหนกัโมเลกุลทัง้หมด 

 

y = 2.998296E-05x + 4.625708E-07
R2 = 9.061233E-01
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 ดังนั้น G(s)- value ของคอนดรอยทินซัลเฟตในชวงน้ําหนักโมเลกุล 78.1 – 9.37  kDa  
มีคาเทากับ 1.81 
 

 



บทที่  5 
 

สรุปผลการวจิัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

 

5.1 สรุปและอภิปรายผลการวิจัย 

5.1.1 งานวิจัยนี้มีความจําเปนที่จะตองใชเอนไซมปาเปน เพื่อใชในการเตรียม
คอนดรอยทินซัลเฟตจากกระดูกออนอกไก แตเนื่องจากเอนไซมปาเปนมีราคาสูง จึงทําการสกัด
เอนไซนปาเปนเพื่อใชงานเองโดยเลือกวิธีการสกัดที่งายและใชตนทุนในการสกัดต่ํา การสกัดใช
โซเดียมคลอไรดหรือเกลือแกงเปนสารในการสกัดปาเปนออกจากน้ํายางมะละกอดิบ ผลการสกัด
เอนไซมปาเปนเปนที่นาพอใจไดรอยละของการสกัดเฉลี่ย (%extraction) เทากับ 5.22 และเมื่อนํา
เอนไซมปาเปนที่สกัดไดไปทําใหบริสุทธิ์มากขึ้นโดยการตกตะกอนซ้ําดวยเอทานอลพบวาไดรอย
ละของการนําเอนไซมปาเปนกลับคืนเฉลี่ย (%recovery) 84.7 ซึ่งนับวาสูงมาก โดยสวนของ
น้ําหนักที่หายไปนาจะเปนของโซเดียมคลอไรดที่เหลือจากการสกัดและสิ่งเจือปนอ่ืน ๆ ทําใหได
เอนไซมปาเปนผงละเอียดสีขาว ที่มีความบริสุทธิ์สูง 

5.1.2   การสกัดคอนดรอยทินซัลเฟตจากกระดูกออนอกไกไดรอยละของการสกัด
เฉลี่ย (%extraction) สูงกวารอยละ 46.5 โดยการสกัดเริ่มจากการใชเอนไซมปาเปนเพื่อยอย
โปรตีนในกระดูกออนและองคประกอบอื่น ๆ ของกระดูกไกโดยใชปาเปน 4 มิลลิกรัม/กรัมของ
กระดูกออนอกไก และทําการสกัดตัวอยางกระดูกออนอกไกที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปน
เวลานานประมาณ  48 ชั่วโมง จากนั้นจึงทําการตกตะกอนโปรตีนที่ไมตองการออกดวย 
Trichloroacetic acid (TCA) ทําใหเหลือแตสวนของสารประกอบ Glycosaminoglycans 
(GAGs) หรือ mucopolysaccharides ในสารละลาย ใช Cetylpyridinium chloride เพื่อ
ตกตะกอน Glycosaminoglycans (GAGs) ไดเปนสารประกอบ Cetylpyridinium-GAG แยกออก
จากสารละลาย จากนั้นใชความสามารถในการละลายในตัวทําละลายที่แตกตางกันเพื่อแยก
สารประกอบในกลุมของ Glycosaminoglycans (GAGs) ชนิดตาง ๆ ออกจากคอนดรอยทิน
ซัลเฟตที่ตองการ โดยใชสารละลายโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0.4 M เพื่อละลาย 
Hyaluronidase ออกจากสารประกอบ  Cetylpyridinium-GAG แลวจึงละลายสารประกอบ 
Cetylpyridinium-CS ที่เหลือดวยสารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขน 2.1 M สารละลายที่ไดคือ
สารละลายของ Cetylpyridinium-CS ใช Potassium Thiocyanate แยก Cetylpyridinium ออก
โดยตกตะกอนเปนสารประกอบ Cetylpyridinium Thiocyanate ดังนั้นสารละลายที่เหลือคือ
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สารละลายของคอนดรอยทินซัลเฟตนําสารละลายที่ไดไปทําใหแหงจะไดผงคอนดรอยทินซัลเฟต 
สีขาวอมเหลือง เมื่อเปรียบเทียบปริมาณคอนดรอยทินซัลเฟตที่สกัดไดซึ่งคอนขางสูงและสูงกวา
งานวิจัยที่ไดใชวิธีการสกัดแบบเดียวกัน แสดงใหเห็นถึงประสิทธิภาพของเอนไซมปาเปนที่สกัดใช
เองและระบบการสกัดวามีประสิทธิภาพสูงในการสกัดคอนดรอยทินซัลเฟตออกจากกระดูกไก อีก
ทั้งยังมีตนทุนในการสกัดต่ําอีกดวย  

5.1.3 เมื่อนําคอนดรอยทินซัลเฟตที่สกัดไดไปทําการทดสอบยืนยันดวยเทคนิค 
Fourier Transform Infrared (FTIR) Spectroscopy ผลการวิเคราะหระบุวา สารที่นําไปวิเคราะห
เปนสารประกอบในกลุมคารบอนิล (Carbonyl) โดยมีหมูคีโตน และเอไมดเปนองคประกอบ โดย
ในผลการวิเคราะหพบลักษณะและตําแหนงสเปกตรัมของสเปกตรัมที่ใชยืนยันหมูไฮดรอกซิล, 
แอลคิล, คารบอกซิล, คีโตน, เอไมด ซึ่งเปนองคประกอบของ D-glucuronic acid (GlcA) และ N-
acetyl-D-galactosamine (GalNAc) ที่เปน monomer ทั้งสองชนิดของคอนดรอยทินซัลเฟต 
ดังนั้นสารที่นําไปวิเคราะหจึงนาจะเปนคอนดรอยทินซัลเฟตจริง เพื่อเปนการยืนยันผลการสกัด
คอนดรอยทินซัลเฟตใหแมนยํามากขึ้น จึงมีการนําผลการวิเคราะหที่ไดไปเปรียบเทียบกับงานวิจัย
ที่มีการยืนยันตําแหนงสเปกตรัมที่ใชในการยืนยันการมีอยูของคอนดรอยทินซัลเฟตพบวาผลการ
วิเคราะหที่ไดมีสเปกตรัมที่ตําแหนง 830.84 และ 842.47 cm-1 ซึ่งใกลเคียงกับตําแหนงสเปกตรัม
ของ Chondroitin-6-sulfate และ Chondroitin-4-sulfate ที่ไดรับการยืนยันจากคณะของ 
Hidemitsu Uchisawa[21] และคณะของ รศ. ดร. วรรณวิบูลย กาญจนกุญชร[1] ดังนั้นจึงสามารถ
สรุปไดวาการสารที่ไดจากการสกัดกระดูกออนอกไกเปนคอนดรอยทินซัลเฟตจริง ซึ่งประกอบดวย
คอนดรอยทินซัลเฟตทั้งสองชนิดคือ Chondroitin-6-sulfate และ Chondroitin-4-sulfate 
  5.1.4 หลังจากการนําคอนดรอยทินซัลเฟตของแข็งที่สกัดไดไปทําการฉายรังสี
เพื่อใหไดรับรังสีในปริมาณตาง ๆ ในอุณหภูมิหอง และความดันปกติ ไดเลือกทําการวิเคราะห
น้ําหนักโมเลกุลของคอนดรอยทินซัลเฟตดวยเทคนิค Matrix Assisted Laser Desorption 
Ionization Time-of-flight (MALDI-TOF MS) ซึ่งใหคาน้ําหนักโมเลกุลที่เปนคาสัมบูรณ ใน Mode 
ตาง ๆ ซึ่งประกอบดวย Reverse Negative mode, Linear Positive mode และ Linear 
Negative mode ผลการวิเคราะห ไมพบตําแหนงสเปกตรัมใด ๆ ที่แสดงถึงน้ําหนักโมเลกุลและ
การแตกองคประกอบของคอนดรอยทินซัลเฟตเลย พบแตสเปกตรัมของ Background เทานั้น ที่
เปนเชนนี้เนื่องจากเทคนิค (MALDI-TOF MS) สามารถใชในการวิเคราะหสารประกอบ
คารโบไฮเดรตไดนอยมาก เนื่องจากความสามารถในการปลดปลอยพลังงานที่ไดรับมาจากแสง
เลเซอรอยูอัตราที่ต่ํามากของสารประกอบชนิดนี้โดยเฉพาะสารประกอบ polysaccharide ที่มี
ความเปนกรดสูงอยางคอนดรอยทินซัลเฟต ทําใหสารประกอบพวกคอนดรอยทินซัลเฟตแตกตัวได
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ยากมากในสภาวะที่เปนกรดเชนนี้ การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของคอนดรอยทินซัลเฟต สามารถ
ทําไดโดยการเติมสารบางชนิดเขาไปเพื่อปรับสภาวะความเปนกรดใหกลายเปนกลาง แตวิธีการ
เหลานั้นก็สามารถใชกับการกับการวิเคราะหคอนดรอยทินซัลเฟตที่มีขนาดโมเลกุลตํ่าในระดับ 
disaccharide ถึงระดับ oligosaccharide (< 4000 Da) ไดเทานั้น เพราะคอนดรอยทินซัลเฟตที่มี
ขนาดใหญจะไมสามารถแตกตัวไดในสภาวะของเครื่อง MALDI-TOF ดังนั้นคอนดรอยทินซัลเฟต 
ในงานวิจัยนี้ที่มีขนาดสูงถึง 10000 – 100000 Da จึงไมสามารถวิเคราะหไดดวยเทคนิคนี้ 
  5.1.5 เทคนิค Gel Permeation Chromatography (GPC) เปนเทคนิคที่มีการ
นํามาใชในการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของสารพอลิเมอร โดยใหผลเปนคาสัมพัทธ เทคนิคนี้มี
การนํามาใชงานกันอยางกวางขวางเนื่องจากวิธีการวิเคราะหที่งายและใชไดกับพอลิเมอรหลาก
หลายชนิด แตการวิเคราะหจะแยกระบบการวิเคราะหเปนคอลัมนสําหรับสารพอลิเมอรที่ละลาย
ในตัวทําละลายอินทรีย กับสารพอลิเมอรที่ละลายในตัวทําละลายที่เปนน้ํา เนื่องจากงานวิจัยเรื่อง
น้ําหนักโมเลกุลของพอลิเมอรในประเทศไทย มุงความสนใจไปที่ผลิตภัณฑที่สกัดดวยสารอินทรีย 
เชน พอลิเมอรในกลุมยางเปนหลัก ดังนั้นเครื่อง Gel Permeation Chromatography (GPC) จึง
เปนระบบที่ใชกับตัวทําละลายอินทรียเทานั้น แตสําหรับคอนดรอยทินซัลเฟตตองการวัดขนาด
โมเลกุลในงานวิจัยนี้ตองใชระบบวัดที่ใชตัวทําละลายที่เปนน้ําเพราะคอนดรอยทินซัลเฟตเปนสาร
ที่ละลายไดดีในตัวทําละลายที่เปนน้ํา (aqueous solvent) ไมสามารถละลายไดในตัวทําละลาย
อินทรีย เชน เตตระไฮโดรฟลูแรน คลอโรฟลอม และไดคลอโรมีเทน ที่ใชเปนตัวทําละลายใน
ระบบวัดของเครื่อง GPC จึงทําใหไมสามารถวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของคอนดรอยทินซัลเฟต
ดวยเครื่อง GPC ที่มีอยูได  
  5.1.6 การหาน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยโดยความหนืดของคอนดรอยทินซัลเฟตดวย 
Viscometer โดยใช Viscometer ชนิด Ubbelohde viscometer พบวาคอนดรอยทินซัลเฟตที่สกัด
ไดจากกระดูกออนอกไกมีน้ําหนักโมเลกุล (Mv) 78.1 kDa ซึ่งอยูในชวงที่ของรายงานที่ระบุวา
น้ําหนักโมเลกุลของคอนดรอยทินซัลเฟตที่สกัดไดจากกระดูกออนของสัตวจะมีน้ําหนักโมเลกุลอยู
ในชวง 50000 – 100000 Da เมื่อทําการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของคอนดรอยทินซัลเฟตที่ไดรับ
ปริมาณรังสีตาง ๆ พบวาน้ําหนักโมเลกุลลดลงตามปริมาณรังสีไดรับเพิ่มข้ึนดังแสดงไวในตารางที่ 
4.5 จากนั้นสรางกราฟความสัมพันธระหวางน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยโดยความหนืดของคอนดรอยทิน
ซัลเฟต กับปริมาณรังสีที่ไดรับ และกราฟความสัมพันธระหวางน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยโดยความ
หนืดกับคา Ln ของปริมาณรังสีที่ไดรับดังแสดงในกราฟรูปที่ 4.1 และ 4.2 พบวาความสัมพันธที่ได
เปนความสัมพันธแบบเอ็กโพเนนเชียล ซึ่งเปนไปตามที่มีนําเสนอไวในการงานวิจัยในอดีต แสดง
ใหเห็นวาในชวงแรก การลดขนาดโมเลกุลของคอนดรอยทินซัลเฟตดวยรังสีแกมมานั้นสามารถทํา
ไดงาย แตเมื่อขนาดโมเลกุลของคอนดรอยทินซัลเฟตลดลงถึงระดับประมาณ 500 Da แลว การ
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ลดขนาดโมเลกุลดวยรังสีแกมมาจะทําไดยาก จึงตองใชปริมาณรังสีมากขึ้นเพื่อลดขนาดโมเลกุล
ใหเล็กลง จากนั้นนําสมการแสดงความสัมพันธเสนตรงที่ไดจากกราฟที่ 4.2 มาใชในการ
คํานวณหาปริมาณรังสีที่ตองการเพื่อใชลดขนาดโมเลกุลคอนดรอยทินซัลเฟต ใหมีน้ําหนักโมเลกุล
อยูในชวง 20000 – 10000  Da ซึ่งเปนน้ําหนักโมเลกุลที่รางกายสามารถดูดซึมได คอื 317 – 500 
kGy ซึ่งนับเปนปริมาณรังสีที่คอนขางสูง การที่ปริมาณรังสีที่ใชในการลดขนาดโมเลกุลของคอน-
ดรอยทินซัลเฟตมีปริมาณสูงนั้นอาจมาจากการที่น้ําหนักโมเลกุลที่ตองการเปนชวงปลายของ
ความสัมพันธแบบเอ็กโพเนนเชียลจึงตองการปริมาณรังสีที่มาก และเนื่องมาจากการฉายรังสีคอน
ดรอยทินซัลเฟตนั้นใชคอนดรอยทินซัลเฟตที่เปนของแข็งมีลักษณะเปนผง ลักษณะของสารที่
จัดเรียงตัวกันแนนอาจจะทําแรดิคัลที่เกิดจากการฉายรังสีรวมตัวกันไดงายทําใหโมเลกุลของคอน- 
ดรอยทินซัลเฟตกลับมารวมตัวเปนโมเลกุลขนาดใหญดังเดิม ไมแตกออกเปนโมเลกุลขนาดเล็ก 
แตผลการทดลองนี้ก็ไดแสดงใหเห็นวาการลดขนาดโมเลกุลคอนดรอยทินซัลเฟตที่เปนของแข็งให
มีขนาดตามที่ตองการนั้นสามารถทําไดโดยไมตองเติมสารเจือปนอ่ืนเลย 
  5.1.7 ตามสมการความสัมพันธเพื่อหาคา G(s) – value นั้นเปนความสัมพันธ
ระหวางปริมาณรังสีที่ไดรับกับน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยโดยจํานวน แตเนื่องจากวาไมสามารถหา
วิธีการวิเคราะหที่ใหคาน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยโดยจํานวนได จึงประมาณวาคอนดรอยทินซัลเฟต
เปนพอลิเมอรที่มีการกระจายตัวของน้ําหนักโมเลกุลตํ่ามาก ทําใหน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยโดย
จํานวนและน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยโดยความหนืดมีคาใกลเคียงกันมาก จึงสามารถใชคาเฉลี่ยโดย
ความหนืดในการคํานวณหาคา G(s) – value ได จากผลขอมูลน้ําหนักโมเลกุลและปริมาณรังสีที่ใช
สามารถนํามาสรางกราฟเพื่อหาคา G(s)-value ของการลดขนาดโมเลกุลคอนดรอยทินซลัเฟตไดดงั
กราฟที่ 4.4 – 4.6 ซึ่งไดทําการหาและแสดง คา G(s)-value ของการลดขนาดโมเลกุลคอนดรอยทิน
ซัลเฟตในชวงน้ําหนักโมเลกุลและ Dose rate ตาง ๆ ไว จากผลการคํานวณคา G(s)-value จากแต
ละชวง พบวามีคา G(s)-value ที่คอนขางสูง แสดงใหเห็นวาการตัดโมเลกุลของคอนดรอยทิน 
ซัลเฟตใหมีขนาดเล็กลงนั้นสามารถทําไดงาย เมื่อเปรียบเทียบคา G(s)-value ในแตละชวงที่ทําการ
วิเคราะห พบวาคา G(s)-value ในแตละชวงน้ําหนักโมเลกุลมีคาแตกตางกันไปโดยพบวาคา G(s)-
value โดยรวมของน้ําหนักโมเลกุลในชวง 78.1 – 9.37  kDa มีคาเทากับ 1.81 ซึ่งแสดงใหเห็นวา
ทุกพลังงาน 100 eV ที่ใหแกคอนดรอนทินซัลเฟตที่มีน้ําหนักโมเลกุลในชวงดังกลาว จะทําใหเกิด
การตัดโมเลกุลคอนดรอยทินซัลเฟตใหมีขนาดเล็กลง 1.81 โมเลกุล การที่คา G(s)-value ในชวง
น้ําหนักโมเลกุลตาง ๆ มีคาแตกตางกันนั้นมีปจจัยหลายประการ ประการหนึ่งที่สําคัญคืออัตรา
การใหปริมาณรังสี หรือ Dose rate โดยอัตราการใหปริมาณรังสีที่มากจะมีผลตอปริมาณของ
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อนุมูลอิสระที่จะใหเกิดการเสื่อมสลายของโมเลกุลคอนดรอยทินซัลเฟต ดังนั้นคา G(s)-value ที่
นําเสนอจึงจะสามารถนําไปใชไดในสภาวะการทดลองเชนเดียวกันนี้เทานั้น 

5.2 ขอเสนอแนะ 

จากผลการหาปริมาณรังสีทีใ่ชในการลดน้าํหนักโมเลกุลคอนดรอยทินซัลเฟตใหมี
ขนาด 10 – 20 kDa ตองใชปริมาณรังส ี317 – 500 kGy ซึ่งสูงกวาปรมิาณที่องคการอนามัยโลก
ระบุไว โดยองคการอนามัยโลกไดกําหนดไววาหากมกีารฉายรังสีอาหารเกินกวา 10 kGy จะตองมี
ผลการทดลองผลของรังสีในอาหารกับการเปลี่ยนแปลงทางพนัธุกรรมของสัตว เชน หมู แตสําหรับ
ภายในประเทศไทยนัน้ไดมีการกําหนดไววาไมอนุญาตใหมีการฉายรงัสีอาหารเกนิกวา 10 kGy 
โดยไมมีขอยกเวน ดงันัน้จึงควรมีการทาํการทดลองเรื่องการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมเพิ่มข้ึนใน
อนาคตเพื่อใหเปนไปตามขอกําหนดขององคการอนามัยโลก และอาจจะทําการทดลองเพื่อลด
ปริมาณรังสีทีต่องใช โดยการเปลี่ยนจากการฉายรังสคีอนดรอยทินซัลเฟตในสถานะของแข็งเปน
การฉายรงัสีสารละลายคอนดรอยทินซัลเฟตในน้ํา, สารละลายโซเดียมคลอไรด หรือสารละลายอืน่ 
ๆ เพื่อเพิ่มการเกิดอนุมูลอิสระในการทําใหเกิดการเสื่อมสลายของโมเลกุลคอนดรอยทนิซัลเฟตซึง่
จะมีผลใหใชปริมาณรังสีนอยลงได แตการกระทาํดังกลาวก็ตองมีการเพิ่มข้ันตอนในการกําจัดตัว
ทําละลายและการทาํคอนดรอนทนิซัลเฟตใหบริสุทธิ์อีกขั้นตอนหนึง่ 
  งานวิจัยนี้มีประโยชนอยางมากตอการพัฒนาดานอุตสาหกรรมการผลิตคอน
ดรอยทินซัลเฟตในแงของการสนองตอบความตองการของผูบริโภคเพื่อประโยชนอันสูงสุด และใน
แงของการประหยัดตนทุนในการผลิต โดยไดทําการวิจัยเพื่อใหไดเงื่อนไขการผลิตที่งาย นั่นคือ 
การลดขนาดโมเลกุลคอนดรอยทินซัลเฟตในสถานะของแข็ง ภายใตอุณหภูมิหองและความดัน
ปกติ ดงันั้นงานวิจัยชิ้นนี้จึงจําเปนตองมีผลการทดลองที่แมนยําเปนอยางสูง แตเนื่องจากการขาด
ความพรอมทางดานเครื่องมือวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลสัมบูรณของประเทศไทยทําใหตองทําการ
วิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลดวยวิธีเปรียบเทียบแทนซึ่งอาจจะทําใหเกิดความผิดพลาดขึ้นบาง แมจะ
ไมมากนักเนื่องจากคาที่ใชแสดงผลเปนคาเฉลี่ย แตหากไดทําการทดลองซ้ําดวยเครื่องมือที่
เหมาะสมกวาก็จะชวยเพิ่มความถูกตองแมนยําไดมากขึ้น ถึงอยางไรก็ดี งานวิจัยชิ้นไดเสนอ
แนวทางที่เปนประโยชนอยางมากตอวงการอุตสาหกรรมซึ่งสามารถนําไปประยุกตใชจริงไดไมยาก 
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ภาคผนวก ก 
การคํานวณหาน้ําหนักโมเลกลุของคอนดรอยทินซลัเฟตจากผลการวัดความหนืด 

 
ตัวอยางการคํานวณหาน้าํหนักโมเลกลุเฉลี่ยโดยความหนืดของคอนดรอยทินซัลเฟตที่
ไดรับปริมาณรังสี 46.482 kGy 
 
ตารางที่ ก.1 ผลการจับเวลาเพื่อวัดความหนืดของสารละลายคอนดรอยทินซัลเฟต 
 

t ความเขมขน 
(%w/v) ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3 เฉลี่ย 

0.0000* 866 864 862 864** 
0.0282 907 914 906 909 
0.0565 957 957 960 958 
0.1130 990 988 998 992 
0.2260 1073 1053 1068 1064.5 

* ความเขมขน 0.000 %w/v คือสารละลายโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0.2 M ที่ใชเปนตัวทําละลายในการวัด
ความหนืดของคอนดรอยทินซัลเฟต 
** คาเฉล่ียที่ไดนี้คือ คา t0

 
 คํานวณหาคาความหนืดสัมพัทธ (ηr, relative viscosity) ของสารละลายตามสมการ  
 

sityviscorelative
solventouroftimeefflux

solutionoftimeefflux
=  

 

rt
t η=
0

 

 จากนั้นนําคา ηr ทีไดไปคํานวณหาคา inherent viscosity (ηinh) ดังสมการ 
 

( ) sityviscoinherent
ionconcentrat

sityviscorelative
=

ln
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ηη
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ตารางที่ ก.2 คาความหนืดสัมพันธ (ηr) คา ln(ηr) และ คา inherent viscosity (ηinh) 
 

ความเขมขน 
(%w/v) t t0 ηr ln(ηr) ηinh

0.0282 909 864 1.0521 0.0508 1.7976 
0.0565 958 864 1.1088 0.1033 1.8282 
0.1130 992 864 1.1482 0.1382 1.2228 
0.2260 1064.5 864 1.2321 0.2087 0.9236 

 
 จากนั้นนําคา inherent viscosity (ηinh) ของแตละความเขมขนมาสรางกราฟ
ความสัมพันธระหวาง ηinh กับความเขมขน โดยกราฟทีไ่ดจะมีลักษณะดังนี ้
กราฟที่ ก.1 ความสมัพนัธระหวาง ηinh กบัความเขมขนของคอนดรอยทินซัลเฟต 
 

y = -4.8173x + 1.9533
R2 = 0.8985
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 ความสัมพันธที่ไดนี้จะเปนเสนตรง โดยมจีุดตัดแกน y เปนคาความหนืดที่แทจริง ([η ] 
intrinsic viscosity) ตามความสัมพันธเชิงเสนจะไดสมการความสมัพันธระหวางคา ηinh และ
ความเขมขนดังนี ้

[ ] [ ]ηηη +′′= ckinh
2  

 
 สมการเสนตรงที่ไดเปนดงันี ้

9533.18173.4 +−= xy  
 

 ซึ่งคาความหนืดที่แทจริง ([η ]) = 1.9533 นําคา [η ] ที่ไดไปคํานวณหาน้ําหนกัโมเลกุล
เฉล่ียโดยความหนืดของคอนดรอยทนิซัลเฟต จากสมการ Mark-Houwink ของคอนดรอยทิน
ซัลเฟต 

[ ] 14.16105.6 rM−×=η  
 

 ดังนัน้คอนดรอยทินซัลเฟตที่ไดรับปริมาณรังสี 46.5 kGy มีน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยโดยความ
หนืด (Mv) 63.8 kDa 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

นางสาวพิมพสิรี  พรอมวงษ เกิดเมื่อวันที่ 9 พฤษภาคม พ.ศ. 2527 สําเร็จ
การศึกษาปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต (เคมี) จากภาควิชาเคม ีคณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลยั ในป พ.ศ. 2548 และเขาศึกษาตอในหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑติ (นิวเคลยีร
เทคโนโลย)ี ทีภ่าควิชานิวเคลียรเทคโนโลยี คณะวิศวกรรมศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในป
การศึกษา 2550
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