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บทคดัย่อ 

 
  ในงานวิจยัน้ีเป็นการเตรียมอนุภาคขนาดนาโนท่ีบรรจุกลูโคซามีนจากการเกิดไอโอโนโทรปิคเจล
เลชัน่ของแคลเซียมคลอไรด ์ แอลจิเนต และไคโตซานหรืออนุพนัธ์ท่ีมีหมู่แอมโมเนียมซ่ึงมีประจุบวก
ถาวร 2 ชนิด คือ เอน็,เอน็,เอน็-ไทรเมทิลแอมโมเนียมไคโตซานคลอไรด ์(TMC, %DQ=35) และเอน็-[(2-
ไฮดรอกซิล-3-ไทรเมทิลแอมโมเนียม)โพรพิล]ไคโตซานคลอไรด ์ (HTCC, %DQ=11, 33) การโซนิเคต
เป็นเวลา 20 นาที เป็นผลใหข้นาดอนุภาคเลก็ลง 36.8% อยา่งไรกต็ามในงานวิจยัน้ีพบวา่ไม่มีความสมัพนัธ์
โดยตรงระหวา่งขนาดอนุภาคกบัการเปล่ียนนํ้าหนกัโมเลกลุของไคโตซาน การใช ้HTCC จะใหอ้นุภาคท่ี
มีขนาดเลก็กวา่การใชไ้คโตซานและ TMC ท่ีมีความเขม้ขน้ของสารละลายเท่ากนั เม่ือใช ้HTCC ท่ีมี DQ 
สูง (33%) จะใหอ้นุภาคท่ีมีขนาดเลก็กวา่ HTCC ท่ีมี DQ ตํ่า (11%) และลกัษณะของอนุภาคเป็นแบบมี
ชั้นหุม้แกนกลางดงัผลวิเคราะห์โดยกลอ้งจุลทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบส่องผา่น 

 
คาํสําคญั:   ไคโตซาน, แอลจิเนต, กลูโคซามีน, อนุภาคนาโน 
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Abstract 
 

Glucosamine-loaded nanoparticles were prepared based on ionotropic gelation 
method using calcium chloride, alginate, and chitosan or two chitosan derivatives that 
carried permanent positively charged ammonium groups. The two derivatives synthesized 
in this work were N,N,N-trimethylammonium chitosan chloride (TMC) with degree of 
quaternization (DQ) of 35% and N-[(2-hydroxyl-3-trimethylammonium)propyl]chitosan 
chloride (HTCC) with DQ of 11 and 33%. Appling the sonication for 20 min caused the 
reduction of particle size by 36.8%. However no direct relationship between molecular 
weight of chitosan and the particle size was observed. At the same concentration of 
cationic polymers, the use of HTCC tended to give smaller particle size than did the 
chitosan or TMC. The HTCC with high DQ (33%) when incorporated with alginate gave 
smaller particle size than the one with lower DQ (11%). The particle had a core-shell 
feature as characterized by transmission electron microscope 
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สารบัญเร่ือง 
   หนา้ 
 กิตติกรรมประกาศ ก 
 บทคดัยอ่ ข 
 สารบญัเร่ือง ง 
 สารบญัตาราง จ 
 สารบญัภาพ ฉ 

1 ความสาํคญัและท่ีมาของปัญหา 1 
2 วตัถุประสงคข์องโครงการวิจยั 2 
3 ขั้นตอนการดาํเนินงานวิจยั 2 
4 ผลการทดลองและวิจารยผ์ล 4 
 4.1  จดัเตรียม/จดัหาวตัถุดิบและทดสอบสมบติัของวตัถุดิบ 4 
 4.2 สงัเคราะห์อนุพนัธ์ท่ีมีประจุบวกถาวรของไคโตซาน 5 
 4.3 การศึกษาปัจจยัท่ีมีผลต่อการข้ึนรูปเป็นอนุภาคของแคลเซียมแอลจิเนต-

ไคโตซาน 
9 

 4.4 ประสิทธิภาพในการบรรจุกลูโคซามีนในอนุภาคท่ีเตรียมได ้ 12 
5 สรุปผลการทดลอง 13 
6 เอกสารอา้งอิง 14 
7 ผลผลิตท่ีไดใ้นปีท่ี 1 16 
8 การดาํเนินงานในช่วงต่อไป 16 
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สารบัญตาราง 
ตารางท่ี  หนา้ 

1 สมบติัของ แอลจิเนตและไคโตซานท่ีใชใ้นการศึกษาน้ี 4 
2 สมบติัของกลูโคซามีน 4 
3 ค่า chemical shift (δ) ของสญัญาณท่ีพบจากการวิเคราะห์สาร TMC ดว้ยโปรตอน

เอน็เอม็อาร์ 
6 

4 ค่า chemical shift (δ) ของสญัญาณท่ีพบจากการวิเคราะห์สาร HTCC ดว้ย
โปรตอนเอน็เอม็อาร์ 

7 

5 เปอร์เซ็นตข์องควอเทอไนเซชัน่ (%DQ) และช่วง pH ท่ีสารละลายไดใ้นนํ้าของ 
TMC และ HTCC ท่ีสงัเคราะห์ได ้

8 

6 ขนาดของอนุภาคและค่าศกัยซี์ตา้ท่ีระยะเวลาในการโซนิเคชนัต่างๆ 10 
7 ขนาดของอนุภาคและค่าศกัยซี์ตา้ท่ีนํ้ าหนกัโมเลกลุต่างๆ 10 
8 ขนาดและค่าศกัยซี์ตา้ของอนุภาคท่ีเตรียมจากพอลิเมอร์ประจุบวกแต่ละชนิดท่ี

ความเขม้ขน้ต่าง ๆ 
11 

9 ค่า pH ของอนุภาคท่ีเตรียมจากพอลิเมอร์ประจุบวกท่ีต่างกนั 12 
10 ปริมาณกลูโคซามีนท่ีบรรจุอยูใ่นอนุภาคดว้ยวิธีการบรรจุท่ีแตกต่างกนั 13 
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สารบัญภาพ 
ภาพท่ี  หนา้ 

1 สมการการสงัเคราะห์ Phenylthiocarbonyl-glucosamine จากกลูโคซามีน 3 
2 ภาพแสดงโครงสร้างและโปรตอนเอน็เอม็อาร์สเปกตรัมของ TMC (ในสารละลาย 

D2O/trifluoro acetic acid) ท่ีสงัเคราะห์โดยการทาํปฏิกิริยาของ 
ไคโตซาน กบั CH3I  

5 

3 ภาพแสดงโครงสร้างและโปรตอนเอน็เอม็อาร์ของ HTCCs (ในสารละลาย D2O) ท่ี
สงัเคราะห์ โดยการทาํปฏิกิริยาของไคโตซาน กบั GTMAC ปริมาณ 4 และ 6 โมล  

7 

4 ภาพถ่ายจากกลอ้งจุลทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบส่องผา่นของอนุภาคแคลเซียมแอลจิเนต-
ไคโตซาน (ความเขม้ขน้ของแอลจิเนต = 0.60 mg/ml, ระยะเวลาในการโซนิเคต = 20 
min, ความเขม้ขน้ของไคโตซานนํ้าหนกัโมเลกลุ 220 กิโลดาลตนั = 0.30 mg/ml, 
ยอ้มดว้ย 1% phosphotungstic acid) 

9 
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1. ความสําคญัและทีม่าของปัญหา 
กลูโคซามีนเป็นอะมิโนโมโนแซคคาไรดท่ี์ไดจ้ากการไฮโดรไลซ์ไคตินหรือไคโตซานซ่ึงเป็นสาร

สกดัมาจากสตัวป์ระเภทท่ีมีขอ้-ปลอ้ง อาทิ กุง้ ปู และแกนปลาหมึก เป็นตน้ [1] องคก์ารอาหารและยา 
(FDA) ไดจ้ดัใหก้ลูโคซามีนอยูใ่นกลุ่มอาหารเสริมท่ีมีศกัยภาพในการบาํบดัโรคขอ้เส่ือม [2] นอกจากน้ี
ยงัพบวา่กลูโคซามีนเป็นองคป์ระกอบของไกลโคโปรตีนท่ีพบในเน้ือเยือ่เก่ียวพนั (connective tissue) 
โดยเฉพาะในสารพอลิแซคคาไรดท่ี์มีช่ือวา่กลูโคซามิโนไกลแคน (glucosaminoglycans หรือ GAG) ท่ี
เป็นองคป์ระกอบของกระดูกอ่อนในขอ้ต่อ [3-4] และยงัพบในนํ้าไขขอ้กระดูกอีกดว้ย นอกจากน้ียงัมี
ผูร้ายงานวา่ กลูโคซามีนสามารถทาํหนา้ท่ีกระตุน้และควบคุมกระบวนการสงัเคราะห์ GAG ไดด้ว้ย [5]  

Bruyere และคณะ [6] ไดร้ายงานถึงผลของการใหผู้สู้งอายท่ีุป่วยเป็นโรคขอ้เส่ือมกินกลูโคซา
มีนเพื่อบาํบดัอาการของโรค โดยใหกิ้นเป็นสารเสริมอาหารทุกวนัปริมาณ 1500 มิลลิกรัมต่อวนั เป็น
เวลา 1-3 ปี และ Messier และคณะ [7] ใหผู้ป่้วยกินกลูโคซามีนคู่กบัคอนโดอิติน (chondroitin) ใน
ปริมาณ 1500/1200 มิลลิกรัมต่อวนั ซ่ึงไดผ้ลลพัธ์ตอบสนองดา้นการรักษาทางคลินิคเป็นอยา่งดี อยา่งไร
กต็ามถา้ไดรั้บกลูโคซามีนในปริมาณ 5,000-15,000 มิลลิกรัมต่อนํ้าหนกัตวั จะทาํใหเ้กิดอนัตรายต่อ
ร่างกายได ้ [8] ดงันั้นจึงมีนกัวจิยัจาํนวนมากพยายามคิดคน้และพฒันาการนาํกลูโคซามีนไปบรรจุใน
แคปซูล หรือเตรียมข้ึนในรูปแบบของไมโครอีมลัชัน่และครีม เพื่อท่ีจะสามารถใหส้ารดงักล่าวแก่ผูป่้วย
ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพในการรักษามากข้ึน อยา่งไรกต็ามมีงานวิจยันอ้ยมากท่ีศึกษาการบรรจุกลูโคซาน
มีนในอนุภาคนาโนท่ีเตรียมจากพอลิเมอร์ธรรมชาติ โดยเฉพาะไคโตซานและแอลจิเนต 

ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงเป็นการพฒันาวิธีการบรรจุกลูโคซามีนในอนุภาคท่ีมีขนาดเลก็จนถึงระดบั 
นาโนเมตร โดยใชห้ลกัการไอโอโนโทรปิคเจลเลชัน่ (ionotropic gelation) ซ่ึงเป็นการจบัตวักนัของสาย
โซ่พอลิเมอร์ 2 ชนิดท่ีมีประจุตรงขา้มกนัคือประจุบวกและลบทาํใหเ้กิดเป็นอนุภาคข้ึน โดยอนุภาค
ดงักล่าวประกอบดว้ยพอลิเมอร์จากธรรมชาติ 2 ประเภทท่ีเขา้กบัส่ิงมีชีวิตได ้ คือแอลจิเนตซ่ึงเป็น 
พอลิแซคคาไรดท่ี์มีหมู่คาร์บอกซิลิกซ่ึงสามารถเกิดประจุลบได ้ และไคโตซานซ่ึงเป็นพอลิแซคคาไรดท่ี์
มีหมู่อะมิโนท่ีสามารถเกิดเป็นหมู่ท่ีมีประจุบวก รวมไปถึงการวิจยัในการใชอ้นุพนัธ์ของไคโตซานท่ีมี
ประจุบวกถาวร 2 ชนิดคือ คือ N,N,N-trimethylammonium chitosan chloride (TMC) และ N-[(2-
hydroxyl-3-trimethylammonium)propyl]chitosan chloride (HTCC) แทนการใชไ้คโตซานอีกดว้ย ซ่ึงยงั
ไม่มีผูใ้ดศึกษาการเตรียมอนุภาคนาโนแอลจิเนต-ไคโตซานหรืออนุพนัธ์ท่ีบรรจุกลูโคซามีนมาก่อน ซ่ึง
งานน้ีไดศึ้กษาปัจจยัต่าง ๆ ไดแ้ก่ ระยะเวลาในการโซนิเคตในกระบวนการเตรียมอนุภาค นํ้าหนกั
โมเลกลุของไคโตซาน และความเขม้ขน้ของพอลิเมอร์ประจุบวก ท่ีมีผลต่อลกัษณะทางกายภาพของ
อนุภาคท่ีบรรจุกลูโคซามีนท่ีพฒันาข้ึน   
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2. วตัถุประสงค์ของโครงการวจัิย 
เพื่อพฒันาวิธีการเตรียมอนุภาคขนาดเล็กจนถึงระดบันาโนเมตรของไคโตซาน และแคลเซียม 

แอลจิเนตท่ีบรรจุกลูโคซามีน โดยศึกษาปัจจยัท่ีมีผลต่อการข้ึนรูปอนุภาค และประสิทธิภาพในการ
บรรจุกลูโคซานมีนเพื่อใชเ้ป็นขอ้มูลพื้นฐานในการพฒันาสูตรตาํหรับท่ีมีส่วนผสมของอนุภาคท่ีบรรจุ
กลูโคซามีนดงักล่าวท่ีสามารถนาํไปใชใ้นการบาํบดัโรคขอ้เส่ือมต่อไป 

 
3. ขั้นตอนการดาํเนินงานวจัิย 

3.1 คน้ควา้ขอ้มูล เอกสารท่ีเก่ียวขอ้งกบังานวจิยั 
3.2 วิเคราะห์สมบติัพื้นฐานของไคโตซานท่ีนาํมาศึกษา ไดแ้ก่ มวลโมเลกลุ และ degree of 

deacetylation (DD) ของไคโตซาน 
3.3 สงัเคราะห์อนุพนัธ์ท่ีมีประจุบวกถาวรของไคโตซาน 2 ชนิด คือ N,N,N-trimethylammonium 

chitosan chloride (TMC) และ N-[(2-hydroxyl-3-trimethylammonium)propyl]chitosan chloride 
(HTCC) ท่ีมีปริมาณประจุบวกต่าง ๆ กนั 

3.4 เตรียมอนุภาคนาโนดว้ยเทคนิคไอโอโนโทรปิคเจลเลชัน่ โดยหยดสารละลายแคลเซียมคลอไรด ์
(0.67 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ลงในสารละลายแอลจิเนต (0.6 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 
ภายใตก้ารกวนอยา่งต่อเน่ืองเป็นเวลา 30 นาที และทาํการโซนิเคชัน่ท่ีระยะเวลาต่างๆ จากนั้นหยด
สารละลายไคโตซานปริมาตร 4 มิลลิลิตรลงในสารแขวนลอยอนุภาคนาโน โดยอนุภาคจะเกิดข้ึนใน
ขณะท่ีหยดสารละลายไคโตซานลงไปในของผสมและกวนอยา่งต่อเน่ืองอีก 30 นาที ก่อนท้ิงไวข้า้มคืน
เพื่อใหเ้กิดสมดุลและทาํการตรวจสอบสมบติั หลงัจากนั้นแยกอนุภาคนาโนโดยใชเ้คร่ืองอลัตร้าเซนตริฟิวจ ์
(ลา้งดว้ยนํ้า 1 คร้ัง) และทาํแหง้ดว้ยเทคนิคทาํแหง้เยอืกแขง็ (สาํหรับการบรรจุกลูโคซามีนนั้นจะทาํการ
ผสมกลูโคซามีนในสารละลายแอลจิเนตก่อน แลว้จึงหยดสารละลายแคลเซียมคลอไรดล์งไปในสารละลาย 
แอลจิเนตหรือผสมกลูโคซามีนลงในสารละลายแคลเซียมคลอไรด ์แลว้จึงหยดสารละลายผสมลงในสารละลาย
แอลจิเนตตามวิธีท่ีกล่าวไวข้า้งตน้) โดยศึกษาตวัแปรต่อไปน้ี 

- เวลาของการโซนิเคตสารละลายผสมของแคลเซียมคลอไรดแ์ละสารละลายแอลจิเนต ดงัน้ี 0, 10, 
20, 30, และ60 นาที 

- นํ้าหนกัโมเลกลุของไคโตซาน ไดแ้ก่ 71, 180, 220, 300, และ 583 กิโลดาลตนั 
- ความเขม้ขน้ของพอลิเมอร์ประจุบวก 
3.5 วิเคราะสมบติัของอนุภาคนาโน ดงัน้ี 

- วิเคราะห์สณัฐานวิทยาและขนาดของอนุภาคโดยใชก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบส่องผา่น 
- วิเคราะห์หาขนาดและค่าศกัยซี์ตา้ของอนุภาคดว้ยเคร่ือง zeta sizer 
- วิเคราะห์หาปริมาณกลูโคซามีนในอนุภาคนาโน โดยนาํอนุภาคท่ีไดห้ลงัการทาํแห้งเยือกแขง็

มาทาํปฏิกิริยากบั phenylisothiocyanate เกิดเป็นอนุพนัธ์ดงัสมการในภาพท่ี 1 
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C NH
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O
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HO
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NH2

O

HO

HO

HO

NH2

Na2HPO4 , MeOH

paracetamol
PITC

Glucosamine

Phenylthiocarbonyl-
glucosamine  

 
ภาพที ่1 สมการการสงัเคราะห์ Phenylthiocarbonyl-glucosamine จากกลูโคซามีน 

 
จากนั้นวิเคราะห์สารท่ีไดด้้วยเคร่ือง HPLC ตามวิธีของ Tekko และคณะ [9] และคาํนวณ

ประสิทธิภาพการกกัเกบ็กลูโคซามีนและปริมาณกลูโคซามีนต่อนํ้าหนกัของอนุภาคจากสูตร 
 

ประสิทธิภาพการกกัเกบ็สาร (%)   =     ปริมาณกลูโคซามีนในอนุภาคท่ีวเิคราะห์ได ้  x 100 
ปริมาณกลูโคซามีนเร่ิมตน้ท่ีใส่ 

 
ปริมาณกลูโคซามีนต่อนํ้าหนกัของอนุภาค (%)  =     ปริมาณกลูโคซามีนในอนุภาคท่ีวิเคราะห์ได ้x 100 

นํ้าหนกัแหง้ของอนุภาค 
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4. ผลการทดลองและวจิารย์ผล 
4.1 จัดเตรียม/จัดหาวตัถุดิบและทดสอบสมบัติของวตัถุดิบ 

ทาํการจดัหาวตัถุดิบ ไดแ้ก่ แอลจิเนต ไคโตซาน และกลูโคซามีน ตลอดจนวิเคราะห์สมบติัของ
สารแต่ละตวั ดงัแสดงในตารางท่ี 1 และ 2 ตามลาํดบั 

 
ตารางที ่1 สมบติัของแอลจิเนตและไคโตซานท่ีใชใ้นการศึกษาน้ี 
พารามิเตอร์ แอลจิเนต* ไคโตซาน 1 ไคโตซาน 2 ไคโตซาน 3 ไคโตซาน 4 ไคโตซาน 5 

แหล่งท่ีมา 
สาหร่ายสี
นํ้าตาล 

เปลือกกุง้ เปลือกกุง้ เปลือกกุง้ เปลือกกุง้ เปลือกกุง้ 

ความช้ืน (%) 9.12 ± 0.07 10.52 ± 0.07 10.65 ± 0.28 8.96 ± 0.24 9.72 ± 0.41 10.84 ± 1.51 
นํ้าหนกัโมเลกลุ  

(กิโลดาลตนั) 
80-120 70 179 220 300 583 

Degree of 
Deacetylation 

(DD) (%) 
- 84 89 87 92 82 

guluronic acid 
content  

0.39 - - - - - 

* ข้อมลูจากผู้ผลิต (Sigma Chemicals, St Louis, MO, USA) 

 
ตารางที ่2 สมบติัของกลูโคซามีน* 
พารามิเตอร์ กลูโคซามีน 
สูตรโครงสร้าง C6H13NO5 
ลกัษณะภายนอก ของแขง็สีขาว 
Refractive index (n20D) 1.330 
นํ้าหนกัโมเลกลุ (กรัม/โมล) 179.17 

* ข้อมลูจากผู้ผลิต (Sigma Chemicals, St Louis, MO, USA) 
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4.2 สังเคราะห์อนุพนัธ์ทีมี่ประจุบวกถาวรของไคโตซาน  
ในงานน้ีไดส้งัเคราะห์อนุพนัธ์ท่ีมีประจุบวกถาวรของไคโตซาน 2 ชนิด คือ N,N,N-trimethylammonium 

chitosan chloride (TMC) และ N-[(2-hydroxyl-3-trimethylammonium)propyl]chitosan chloride (HTCC) 
โดยใชไ้คโตซานท่ีมีนํ้ าหนกัโมเลกลุ 220 กิโลดาลตนั และ DD เท่ากบั 87% มาใชใ้นการสงัเคราะห์ 

 
- N,N,N-trimethylammonium chitosan chloride (TMC) 
TMC สังเคราะห์ไดจ้ากการนาํไคโตซานมาทาํปฏิกิริยาเมทิลเลชัน่กบัเมทิลไอโอไดด ์(methyl 

iodide) ตามวิธีการ Sieval และคณะ [10] และวิเคราะห์โครงสร้างดว้ยวิธีโปรตอนเอน็เอม็อาร์ (ภาพท่ี 2) 
โดยตาํแหน่งของพีกและโครงสร้างแสดงไวใ้นตารางท่ี 3  

 

O

HO
N(CH3)3

OH O

O HO
N(CH3)2

OH

O
O HO

NHCH3

OH

O
O

HO
NH2

OH

O
O

HO
NH

O

OH

C O

CH3  

 
ภาพที ่2 ภาพแสดงโครงสร้างและโปรตอนเอน็เอม็อาร์สเปกตรัมของ TMC (ในสารละลาย 

D2O/trifluoro acetic acid) ท่ีสงัเคราะห์โดยการทาํปฏิกิริยาของไคโตซาน กบั CH3I  
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ตารางที ่3 ค่า chemical shift (δ) ของสญัญาณท่ีพบจากการวิเคราะห์สาร TMC ดว้ยโปรตอนเอน็เอม็อาร์ 

Chemical shift (δ) (ppm) สญัญาณ H ของหมู่ 
2.00 
2.80 
3.0 
3.15 
3.28 
3.30 
3.35 

3.50-4.40 
4.55, 5.3-5.7 

4.90 

-COCH3 
-NHCH3 
-N(CH3)2 

H-2 
-N+(CH3)3 
6-OCH3 
3-OCH3 

H−2′,3,4,5,6,6′ 
H-1 

DOH 
 
 
- N-[(2-hydroxyl-3-trimethylammonium)propyl]chitosan chloride (HTCC) 
HTCC สังเคราะห์ไดจ้ากการนาํไคโตซานมาทาํปฏิกิริยาการเปิดวงของสารไกลซิดิลไตรเมทิ

ลแอมโม-เนียมคลอไรด ์(GTMAC) ภายใตส้ภาวะกรดตามวิธีการ Seong และคณะ [11] และวิเคราะห์
โครงสร้างดว้ยวิธีโปรตอนเอน็เอม็อาร์ (ภาพท่ี 3) โดยตาํแหน่งของพีกและโครงสร้างแสดงไวใ้นตาราง
ท่ี 4 
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ภาพที ่3 ภาพแสดงโครงสร้างและโปรตอนเอน็เอม็อาร์ของ HTCCs (ในสารละลาย D2O) ท่ีสงัเคราะห์ 

โดยการทาํปฏิกิริยาของไคโตซาน กบั GTMAC ปริมาณ 4 และ 6 โมล  
 
ตารางที ่4 ค่า chemical shift (δ) ของสญัญาณท่ีพบจากการวิเคราะห์สาร HTCC ดว้ย 

    โปรตอนเอน็เอม็อาร์ 

Chemical shift (δ) (ppm) สญัญาณ H ของหมู่ 

2.00 

2.50 

2.90 

3.20 

3.40 

3.50-4.40 

4.15 

4.80 

-COCH3 

-CH2CH(OH)CH2 N
+(CH3)3 

H-2 

-N+(CH3)3 

- CH2 N
+(CH3)3 

H−2′,3,4,5,6,6′ 
-CH(OH)CH2 N

+(CH3)3 

DOH 
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สามารถนาํขอ้มูลของการวิเคราะห์ดว้ยโปรตอนเอ็นเอ็มอาร์มาใช้ในการหาปริมาณของหมู่
แอมโมเนียมไอออนซ่ึงมีประจุเป็นบวกบนสายโซ่ (degree of quaternization) ไดโ้ดยสามารถคาํนวณได้
จากเปอร์เซ็นต์การแทนท่ีของหมู่เมทิลบนสายโซ่ จากขอ้มูลท่ีได้จากการวิเคราะห์พื้นท่ีใตพ้ีกของ
สัญญาณโปรตอนของหมู่เมทิล 3 หมู่ เทียบกบัจาํนวนโปรตอนในหน่วยซํ้ าวงกลูโคไพราโนสทั้งหมด 
ดงัแสดงในสมการต่อไปน้ี 

 

( ) 100
66,6,5,4,3,2

9)(
)(%

''

33
×
⎥
⎥
⎦

⎤

⎢
⎢
⎣

⎡

×−
=

∫
∫ +

DDH

CHN
DQtionquaternizaofDegree

 
 

โดยท่ี         คือ พื้นท่ีใตพ้ีกของโปรตอน 9 อะตอมของหมู่เมทิล 3 หมู่ท่ีต่ออยูก่บั ∫ +
33 )(CHN

ไนโตรเจน (δ = 3.00 ppm)         
  '' 6,6,5,4,3,2−∫H คือ พื้นท่ีใตพ้กีของโปรตอน 6 อะตอมในวงกลูโคไพราโนสท่ีตาํแหน่ง     

    δ 3.50-4.40 ppm  
และ DD       คือ ค่า degree of deacetylation ของไคโตซานซ่ึงเท่ากบั 87% หรือ 0.87  

 
 ไดผ้ลการคาํนวณค่า DQ ดงัแสดงในตารางท่ี 5 นอกจากน้ีไดศึ้กษาการละลายนํ้าของอนุพนัธ์ 
ไคโตซานท่ีสงัเคราะห์ไดน้ี้ในนํ้าท่ีมีค่า pH ต่างๆ กนั พบวา่ TMC ท่ีสงัเคราะห์ข้ึนมี DQ เท่ากบั 35% 
และสามารถละลายนํ้าไดใ้นสภาวะท่ีเป็นกรด (pH = 1-6.5) ในขณะท่ี HTCC ซ่ึงมี DQ เท่ากบั 11% และ 
33% สามารถละลายนํ้าไดท้ั้งในสภาวะท่ีเป็นกรด กลาง และด่าง (pH = 1-14) 
 
ตารางที ่5 เปอร์เซ็นตข์องควอเทอไนเซชัน่ (%DQ) และช่วง pH ท่ีสารละลายไดใ้นนํ้าของ TMC และ 
HTCC ท่ีสงัเคราะห์ได ้

ชนิดของสารท่ี
สงัเคราะห์ได ้

Degree of quaternization (%DQ) ช่วง pH ของนํ้าท่ีละลายได ้

TMC 
HTCC1 
HTCC2 

35 
11 
33 

1-6.5 
1-14 
1-14 
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4.3 การศึกษาปัจจัยทีมี่ผลต่อการขึน้รูปเป็นอนุภาคของแคลเซียมแอลจิเนต-ไคโตซาน 

-ผลของการโซนิเคชันในขัน้ตอนการทาํ pre-gel (Ca2+-alginate) 
วิธีการข้ึนรูปอนุภาคนาโนดดัแปลงมาจาก De และ Robinson [12] และ Lertsutthiwong และ

คณะ [13] หลกัการ คือ เม่ือหยดสารละลาย CaCl2 ลงในสารละลายแอลจิเนตจะเกิด pre gel (สภาวะก่อน
การเกิดเจล) และจะเกิดเป็นเจลสมบูรณ์เม่ือหยดสารละลายไคโตซานลงไป โดยภาพท่ี 4 แสดงการเกิด
อนุภาคท่ีมีลกัษณะเป็นแบบ core and shell นัน่คือส่วนของ Ca-alginate อยูต่รงกลางเป็นส่วนท่ีไม่ติดสี 
เน่ืองจากสียอ้ม phosphotungstic acid มีประจุลบ และท่ีขอบเป็นพอลิเมอร์ประจุบวกคือ ไคโตซานหรือ
อนุพนัธ์ของไคโตซานซ่ึงสามารถยอ้มติดสีของ phosphotungstic acid ไดด้ว้ยแรงไอออนิก จึงมีลกัษณะ
ทึบแสง 

 

 
ภาพที ่ 4 ภาพถ่ายจากกลอ้งจุลทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบส่องผา่นของอนุภาคแคลเซียมแอลจิเนต-ไคโตซาน 
(ความเขม้ขน้ของแอลจิเนต = 0.60 mg/ml, ระยะเวลาในการโซนิเคต = 20 min, ความเขม้ขน้ของไคโตซาน
นํ้าหนกัโมเลกลุ 220 กิโลดาลตนั = 0.30 mg/ml, ยอ้มดว้ย 1% phosphotungstic acid) 
 

ตารางท่ี 6 แสดงผลของการโซนิเคตท่ีระยะเวลาต่างๆ โดยพบว่า เม่ือเพิ่มระยะเวลาในการโซนิเคต 
จาก 0 ถึง 20 นาที ขนาดของอนุภาคลดลงจาก 750 นาโนเมตร เป็น 475 นาโนเมตร ทั้งน้ีเน่ืองมาจากการ
โซนิเคตมีผลทาํใหส้ายโซ่พอลิเมอร์ของอลัจิเนตถูกตดัขาด หรือมีการแตกออกของอนุภาค pre gel ทาํให้
อนุภาคมีขนาดเลก็ลง อยา่งไรก็ตามหากเพิ่มระยะเวลาในการโซนิเคชนัมากข้ึนถึง 60 นาที พบว่า ขนาด
ลดลงเพียงเลก็นอ้ยอยา่งไม่มีนยัสาํคญั ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากว่าการโซนิเคตสามารถตดัสายโซ่พอลิเมอร์
ของอลัจิเนตไดใ้นความยาวค่าหน่ึงเท่านั้น จึงทาํใหไ้ดข้นาดอนุภาคท่ีมีขนาดใกลเ้คียงกนัมากข้ึน ดงันั้น
เพ่ือเป็นการประหยดัพลงังานและเวลาในการทาํเตรียมอนุภาค จึงเลือกเวลาในการโซนิเคตท่ี 20 นาที
สาํหรับใชใ้นการศึกษาในลาํดบัต่อไป 
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ตารางที ่6 ขนาดของอนุภาคและค่าศกัยซี์ตา้ท่ีระยะเวลาในการโซนิเคชนัต่างๆ 
ระยะเวลาในการโซนิเคชนั (นาที) ขนาดอนุภาค (นาโนเมตร) ค่าศกัยซี์ตา้ (มิลลิโวลล)์ 

0 751 ± 37 -32 ± 0.6 
10 515 ± 35 -31 ± 1.8 
20 475 ± 30 -30 ± 1.6 
30 463 ± 11 -29 ± 0.4 
60 464 ± 7.0 -29 ± 1.7  

 

  ในกรณีของค่าประจุท่ีผิวของอนุภาคหรือค่าศกัยซี์ตา้ พบว่า การโซนิเคตไม่มีผลต่อประจุท่ีผิว
ของอนุภาค ทั้งน้ีเน่ืองจากอตัราส่วนโดยมวลระหว่างอลัจิเนตต่อแคลเซียมคลอไรดต่์อไคโตซานเท่ากบั 
10:2.33:1 ซ่ึงจะเห็นไดว้่าแอลจิเนตมีปริมาณมากกว่าไคโตซานถึง 10 เท่า ดงันั้นประจุสุทธิของอนุภาค
จึงแสดงประจุลบของแอลจิเนตท่ีมีมากกวา่ 
 

 -ผลของน้ําหนักโมเลกลุเร่ิมต้นของไคโตซาน 
ในส่วนของการทดลองน้ีทาํการศึกษาผลของนํ้าหนกัโมเลกลุของไคโตซานท่ีมีต่อขนาดของ

อนุภาค ซ่ึงจากผลการทดลองในตารางท่ี 7 พบวา่ ขนาดอนุภาคไม่มีความสมัพนัธ์โดยตรงกบัการเปล่ียน
ค่านํ้าหนกัโมเลกลุตั้งแต่ 71-583 กิโลดาลตนั ทั้งน้ีเน่ืองจากแอลจิเนตมีปริมาณมากกวา่ไคโตซานถึง 10 
เท่า ดงันั้นการเปล่ียนค่านํ้าหนกัโมเลกลุของไคโตซานจึงไม่น่าจะมีแนวโนม้ต่อการเปล่ียนแปลงขนาด
ของอนุภาค 

  
ตารางที ่7 ขนาดของอนุภาคและค่าศกัยซี์ตา้ท่ีนํ้ าหนกัโมเลกลุต่างๆ 

ค่าศกัยซี์ตา้  นํ้าหนกัโมเลกลุของไคโตซาน  ขนาดอนุภาค  
กิโลดาลตนั) ( (นาโนเมตร) (มิลลิโวลล)์ 

 

71 
180 
220 
300 
583 

725 ± 31.2 
702 ± 24.7 
533 ± 12.5 
709 ± 36.2 
562 ± 7.15 

-28.9 ± 0.7 
-29.8 ± 1.7 
-29.3 ± 1.1 
-28.7 ± 1.3 
-26.4 ± 4.6 

ในกรณีของค่าประจุท่ีผวิของอนุภาคหรือค่าศกัยซี์ตา้ พบวา่ไม่เปล่ียนแปลงเม่ือนํ้าหนกัโมเลกลุ
ของไคโตซานเปล่ียนไป นัน่คือนํ้าหนกัโมเลกลุของไคโตซานไม่มีผลต่อประจุท่ีผวิของอนุภาคนัน่เอง 
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- ผลของความเข้มข้นของสารละลายพอลเิมอร์ทีมี่ประจบุวก 
 เม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของสารละลายไคโตซานหรือ HTCC หรือ TMC ทาํใหข้นาดอนุภาคใหญ่
ข้ึน (ตารางท่ี 8) ทั้งน้ีเน่ืองจากแรงดึงดูดระหวา่งประจุบวกของไคโตซาน หรืออนุพนัธ์ของไคโตซานกบั
ประจุลบของแอลจิเนต ดงันั้นเม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของไคโตซานหรืออนุพนัธ์ทาํใหมี้ปริมาณของประจุ
บวกมาเกาะท่ีผวิของอนุภาคมากข้ึน ส่งผลใหข้นาดอนุภาคใหญ่ข้ึน แต่สาเหตุท่ีความเขม้ขน้ของ TMC 
เท่ากนั 0.60 mg/ml ไม่มีขอ้มูลนั้น เน่ืองมาจากเกิดการตกตะกอนของขนาดอนุภาคท่ีมีขนาดใหญ่สามารถ
เห็นไดด้ว้ยตาเปล่า และสาเหตุท่ีขนาดอนุภาคท่ีเตรียมจากแอลจิเนตกบั HTCC มีขนาดเลก็กวา่อนุภาคท่ี
เตรียมจากแอลจิเนตกบั TMC หรือไคโตซาน อาจเน่ืองมาจากผลของค่า pH ดงัแสดงในตารางท่ี 9 ท่ี pH 
เท่ากบั 3.41 (ไคโตซาน) หรือ 3.48 (TMC) แอลจิเนตบางหน่วยเท่านั้นท่ีใหป้ระจุลบจึงเกิดแรงดึงดูดกบั
ประจุบวก (ionic attraction) ของไคโตซานหรือ TMC ไดน้อ้ยหรือการเกิดอนุภาคเป็นการเกาะกนัแบบ
หลวมๆ แต่ท่ี pH เท่ากบั 6.33 เกือบทุกหน่วยของแอลจิเนตใหป้ระจุลบท่ีสามารถเกิดแรงดึงดูดกบัประจุ
บวกของ HTCC ดงันั้นจึงเกิดแรงดึงดูดท่ีมากข้ึนหรือการเกิดอนุภาคเป็นการเกาะกนัแน่นข้ึนมากกวา่กรณี
ของไคโตซานและ TMC มีผลใหไ้ดข้นาดอนุภาคท่ีเลก็กวา่ และในทาํนองเดียวกนั HTCC ท่ีมี %DQ สูง
จะมีปริมาณประจุบวกมากกวา่ HTCC ท่ีมี %DQ ตํ่า ดงันั้นจึงสามารถเกิดแรงกระทาํกบัประจุลบของ 
COO- ท่ีผวิของอนุภาคไดม้ากกวา่หรือเกาะกนัแน่นกวา่ จึงไดข้นาดอนุภาคท่ีเลก็กวา่ ดงันั้น HTCC ท่ีมี 
%DQ สูงจะใหข้นาดอนุภาคเลก็กวา่ HTCC ท่ีมี %DQ ตํ่า ในกรณีของค่าศกัยไ์ฟฟ้าซีตา้ พบวา่ ค่าความ
เขม้ขน้ของพอลิเมอร์ประจุบวกไม่มีผลต่อค่าศกัยไ์ฟฟ้าซีตา้ 
 
ตารางที ่8 ขนาดและค่าศกัยซี์ตา้ของอนุภาคท่ีเตรียมจากพอลิเมอร์ประจุบวกแต่ละชนิดท่ีความเขม้ขน้
ต่าง ๆ 

CTS 11%HTCC 33%HTCC TMC 
Concentration 

(mg/ml) 
Size 
(nm) 

zeta 
(mV) 

Size 
(nm) 

zeta 
(mV) 

Size 
(nm) 

zeta 
(mV) 

Size 
(nm) 

zeta 
(mV) 

0.15  369±20 -23±1.1 317±14 -27±3.1 302±7.6 -23±2.3 401±15 -21±1.9 
0.30 498±18 -23±0.5 496±35 -31±2.0 446±1.4 -29±1.1 628±58 -25±0.9 
0.45 687±8.4 -23±1.3 662±35 -27±2.6 511±30 -30±1.6 931±32 -24±1.0 
0.60 850±55 -21±1.6 769±35 -26±1.3 582±9.5 -29±0.9 - - 
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ตารางที ่9 ค่า pH ของอนุภาคท่ีเตรียมจากพอลิเมอร์ประจุบวกท่ีต่างกนั 
Cationic polymer pH 

Chitosan 
TMC 
HTCC 

3.48 
3.41 
6.33 

 
 

4.4 ประสิทธิภาพในการบรรจุกลูโคซามีนในอนุภาคทีเ่ตรียมได้ 
ศึกษาประสิทธิภาพในการบรรจุกลูโคซามีนโดยการนาํอนุภาคท่ีบรรจุกลูโคซามีนแลว้มาแช่ใน

สารละลายโซเดียมซิเตรด (sodium citrate) ขา้มคืน เพ่ือให้อนุภาคแตกออกเน่ืองจากซิเตรตจะเขา้ไป
รบกวนการจบัตวักนัระหว่างพอลิเมอร์ ส่งผลให้กลูโคซามีนละลายออกมาไดห้มด จึงหาปริมาณกลูโค
ซามีนดว้ยเทคนิค HPLC ไดอ้ยา่งถูกตอ้งมากข้ึน โดยจะตอ้งทาํปฏิกิริยากบั PITC ก่อนการวิเคราะห์
เพื่อให ้UV detector สามารถตรวรจวดัปริมาณสารได ้

ในงานวิจยัน้ีไดศึ้กษาการบรรจุกลูโคซามีนดว้ยวิธีการ 2 วิธี คือ วิธีท่ีหน่ึง: ละลายกลูโคซามีน
ลงในสารละลายแอลจิเนตก่อนแลว้จึงหยดแคลเซียมคลอไรดล์งไป ส่วนในวิธีท่ีสอง: ละลายกลูโคซามีน
ลงในสารละลายแคลเซียมคลอไรดก่์อนแลว้จึงหยดลงในสารละลายแอลจิเนต ผลการทดลองแสดงใน
ตารางท่ี 10 พบว่าการบรรจุกลูโคซามีนในอนุภาคแบบท่ี 1 มีประสิทธิภาพในการกกัเก็บยาไดม้ากกว่า
การบรรจุแบบท่ี 2 ทั้งน้ีอาจอธิบายไดว้่า เม่ือนาํกลูโคซามีนในรูปของกลูโคซามีนไฮโดรคลอไรด์มา
ละลายอยู่ในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์จะเกิดแรงผลกักนัระหว่างหมู่แอมโมเนียมของกลูโคซามีน
กบั Ca2+ ซ่ึงเม่ือนาํไปหยดลงในสารละลายแอลจิเนตจึงทาํใหป้ระสิทธิภาพการกกัเก็บกลูโคซามีนแบบ
น้ีนอ้ยกว่าแบบท่ีหน่ึง ซ่ึงประจุบวกของกลูโคซามีนเกิดแรงดึงดูดกบัประจุลบบนสายโซ่แอลจิเนตก่อน 
ทาํใหก้ลูโคซามีนถูกกกัไวก่้อนบางส่วน เม่ือหยดสารละลายแคลเซียมคลอไรดล์งไปเพื่อใหเ้กิดเป็น pre-
gel จนเกิดเป็นอนุภาคท่ีสมบูรณ์จึงกกัเกบ็กลูโคซามีนไดใ้นปริมาณท่ีมากกวา่ 
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ตารางที ่10 ปริมาณกลูโคซามีนท่ีบรรจุอยูใ่นอนุภาคดว้ยวิธีการบรรจุท่ีแตกต่างกนั 
วิธีท่ี 1: 

กลูโคซามีนผสมใน 
สารละลายแอลจิเนต 

วิธีท่ี 2: 
กลูโคซามีนผสมใน 

สารละลายแคลเซียมคลอไรด ์
ตวัอยา่ง 

ประสิทธิภาพใน
การกกัเกบ็ 

กลูโคซามีน (%) 

ปริมาณยาต่อ
นํ้าหนกัของ
อนุภาค (%) 

ประสิทธิภาพ
ในการกกัเกบ็ 
กลูโคซามีน (%) 

ปริมาณยาต่อ
นํ้าหนกัของ
อนุภาค (%) 

ACP 
AH11P 
AH33P 
ATP 

0.941±0.14 
0.802±0.14 
0.960±0.17 
0.693±0.10 

3.914±0.59 
5.868±1.00 
6.540±1.19 
4.089±0.62 

0.714±0.17 
0.655±0.12 
0.558±0.10 
0.581±0.15 

3.218±0.76 
4.924±0.90 
4.793±0.83 
2.995±0.77 

หมายเหต:ุ ACP คือ alginate-chitosan nanoparticles containing glucosamine 
 AH11P คือ alginate-HTCC (DQ=11%) nanoparticles containing glucosamine 
 AH33P คือ alginate-HTCC (DQ=33%) nanoparticles containing glucosamine 

 ATP คือ alginate-TMC  nanoparticles containing glucosamine 
 
5. สรุปผลการทดลอง 

อนุภาคนาโนแอลจิเนต-ไคโตซาน (หรืออนุพนัธ์ของไคโตซาน) สามารถใชบ้รรจุกลูโคซามีน
ดว้ยเทคนิคเจลเลชัน่ ซ่ึงอนุภาคท่ีเตรียมไดมี้ขนาดเลก็สุดประมาณ 300 นาโนเมตร และปัจจยัท่ีมีผลต่อ
ขนาดของอนุภาค ไดแ้ก่ ระยะเวลาในการโซนิเคต ความเขม้ขน้และชนิดของพอลิเมอร์ประจุบวกท่ีใช ้
โดยสภาวะท่ีเหมาะสมในการเตรียมข้ึนอยูก่บัขนาดของอนุภาคท่ีตอ้งการ นอกจากน้ีประสิทธิภาพในการ
บรรจุข้ึนอยูก่บัตาํแหน่งท่ีเติมกลูโคซานมีนในกระบวนการเตรียมอนุภาค  
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8. การดําเนินงานในช่วงต่อไป  

- ศึกษาเสถียรภาพทั้งทางกายภาพและทางเคมีของอนุภาคท่ีบรรจุกลูโคซามีน เช่น การคงตวั
ของอนุภาค และของยากลูโคซามีน รวมไปถึงการคงอยูข่องปริมาณยาในอนุภาคท่ีเกบ็ไวใ้นระบบท่ีมีนํ้า
และแบบแหง้ 

- ตรวจสอบประสิทธิภาพในการปลดปล่อยสารกลูโคซามีนจากอนุภาคนาโนท่ีเตรียมได ้ 
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