
 

 

การเตรียมอนุภาค แคลเซียมแอลจิเนต/เอ็น-บิวทิลไคโตซาน เพ่ือควบคุมการปลดปล่อยกลูโคซามีน 

Preparation of calcium alginate/N-butyl chitosan particles for controlled release of glucosamine 

 

 

 

 

 

 

โดย 

นางสาวธาราวดี ธรรมนาญ 

นางสาวปิยพัชร์ จันทร์ชูชื่น 

 

 

 

 

 

 

รายงานนี้เป็นส่วนหนึ่งของการศึกษาตามหลักสูตร 

ปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต 

ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ 

จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

ปีการศึกษา 2557 





ค 
 

 

ชื่อโครงการ  การเตรียมอนุภาคแคลเซียมแอลจิเนต/เอ็น-บิวทิลไคโตซานเพ่ือควบคุมการปลดปล่อย 

   กลูโคซามีน 

ชื่อนิสิตในโครงการ นางสาวธาราวดี ธรรมนาญ เลขประจ าตัว 5433102623 

   นางสาวปิยพัชร์ จันทร์ชูชื่น เลขประจ าตัว 5433114123 

ชื่ออาจารย์ที่ปรึกษา ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.วราวฒุิ ตั้งพสุธาดล  

ชื่ออาจารย์ที่ปรึกษาร่วม ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.ปราณี โรจน์สิทธิศักดิ์ 

ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ปีการศึกษา 2557 

 

บทคัดย่อ 

 ในงานวิจัยนี้ได้ท าการเตรียมอนุภาคที่มีขนาดระดับไมโครเมตรจากกระบวนการ ionotropic gelation 
ระหว่าง แคลเซียมแอลจิเนต และเอ็น-บิวทิลไคโตซาน เพ่ือน าอนุภาคมาใช้ในการกักเก็บและควบคุมการปลดปล่อย
กลูโคซามีน ซึ่งสังเคราะห์เอ็น-บิวทิลไคโตซานโดยการท าปฏิกิริยากันระหว่างไคโตซานกับบิวทิรัลดีไฮด์  ที่มีระดับการ
แทนที่ของหมู่บิวทิลที่หมู่อะมิโนบนสายโซ่ไคโตซานเป็น 10, 30 และ 40% จากนั้นน าไปเตรียมอนุภาคเอ็น-บิวทิลไค
โตซาน-แคลเซียมแอลจิเนต โดยศึกษาขนาดของอนุภาคและสัณฐานวิทยาของอนุภาค ประสิทธิภาพในการกักเก็บและ
แบบแผนในการปลดปล่อยกลูโคซามีนจากอนุภาค และการบวมตัวของอนุภาคในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่มีพีเอช 1.2 และ 
7.4  วิเคราะห์ขนาด และสัณฐานวิทยาของอนุภาคเอ็น-บิวทิลไคโตซาน-แคลเซียมแอลจิเนต และอนุภาคไคโตซาน-
แคลเซียมแอลจิเนต ที่เตรียมได้ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด พบว่า อนุภาคมีขนาดเฉลี่ยคือ          
1.00 ± 0.05 มิลลิเมตร ประสิทธิภาพในการกักเก็บกลูโคซามีน (Entrapment efficiency: EE) ของอนุภาคไคโต
ซาน-แคลเซียมแอลจิเนต และอนุภาคเอ็น-บิวทิลไคโตซาน-แคลเซียมแอลจิเนตที่เตรียมจากเอ็น-บิวทิลไคโตซานโดยมี
ระดับการแทนที่เท่ากับ 10, 30 และ40% คือ 0.7, 0.47, 0.82, และ 0.57% ตามล าดับ โดยที่มีปริมาณกลูโคซามีนต่อ
น้ าหนักอนุภาค (Loading capacity: LC) คือ 0.53, 0.35, 0.43 และ 0.43% ตามล าดับ โดยค่า EE และ LC มีค่าต่ า
เมื่อเทียบกับงานวิจัยก่อนหน้า นอกจากนี้การบวมของอนุภาคในน้ าที่ pH 1.2 อนุภาคไม่บวมตัว และที่ pH 7.4 
พบว่าค่าดัชนีการบวมตัวมีค่าลดลง เมื่อเอ็น-บิวทิลไคโตซานมีระดับการแทนที่เพ่ิมขึ้น รวมทั้งพบว่าที่pH 7.4 อัตรา
การปลดปล่อยกลูโคซามีนของอนุภาคนั้นจะลดลง เมื่อเอ็น-บิวทิลไคโตซาน-แคลเซียมแอลจิเนต ที่มีระดับการแทนที่
เพ่ิมข้ึนจาก 10–40%  

 

ค าส าคัญ: ไคโตซาน, กลูโคซามีน, แอลจิเนต, ionotropic gelation 
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Abstract 

This work covers the preparation of micron-sized particles by ionotropic gelation between 
calcium alginate and N-butyl chitosan. The obtained particles were used to entrap glucosamine 
with the aim to produce a controlled release system. N-butyl chitosan was prepared by the 
reaction of chitosan with butyraldehyde, resulting in butyl group substitution of 10, 30, and 40% of 
all amino groups on chitosan chains. Then, the particles of calcium alginate/N-butyl chitosan were 
prepared. The size of particles, morphology, entrapment efficiency, release profile of glucosamine, 
and particle swelling in pH 1.2 and 7.4 phosphate buffer were investigated. The size and 
morphology of N-butyl chitosan-calcium alginate and chitosan-calcium alginate particle were 
measured by SEM. The average particle size was 1.00 ± 0.05 mm. Entrapment efficiencies (EE) of 
calcium alginate particle-chitosan or N-butyl chitosan with 10, 30, and 40% butyl group 
substitution were 0.70, 0 .47, 0.82, and 0.57%, respectively. Glucosamine loading capacities (LC) 
were 0.53, 0.35, 0.43, and 0.43% respectively. The EE and LC were rather low compared to results 
reported earlier. At pH 1.2,the particles did not swell, but at pH 7.4, the swelling index decreased 
when degree of butyl group substitution of N-butyl chitosan increased. The release of glucosamine 
loaded particles was investigated in phosphate buffer solution at pH 7.4. The results showed that 
glucosamine was released decreasingly, when the degree of substitution of butyl group was 
increased from 10 to 40%. 
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รูปที่ 3.3 1H NMR spectra ของเอ็น-บิวทิลไคโตซานที่มีอัตราส่วนโมลของ NH2:CHO  
            คือ (a) 1:0.25, (b) 1:1, (c) 1:1.45 และ(d) ไคโตซาน (ตัวท าละลาย: D2O/TFA)  
รูปที่ 3.4 แสดงกราฟ FT-IR ของไคโตซานและเอ็น-บิวทิลไคโตซาน ที่มี %DS แตกต่างกัน  
รูปที่ 3.5 แสดง HPLC โครมาโทแกรมของ phenylthiocarbonyl-glucosamine  
 ที่ความเข้มข้น 0.05 mg/mL ที ่flow rate 1.5 mL/min 
รูปที่ 3.6 แสดงการปลดปล่อยกลูโคซามีนของเอ็น-บิวทิลไคโตซานที่มี %DS แตกต่างกันที่ pH 7.4 
รูปที่ 3.7 แสดงลักษณะและพ้ืนที่ผิวของอนุภาคด้วยเทคนิคSEM โดยภาพลักษณะรูปร่าง 
            a) ไคโตซาน, c) เอ็น-บิวทิลไคโตซาน 10% DS, e) เอ็น-บิวทิลไคโตซาน 30% DS และ 
            g) เอ็น-บิวทิลไคโตซาน 40% DS  
            ภาพลักษณะพ้ืนผิว b) ไคโตซาน, d) เอ็น-บิวทิลไคโตซาน 10% DS,  
            f) เอ็น-บิวทิลไคโตซาน 30% DS และh) เอ็น-บิวทิลไคโตซาน40%DS 
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ค าอธิบายค าย่อ 

 

 %DD  Percentage of degree of deacetylation 

 %DS  Percentage of degree of substitution 

 1H-NMR Proton nuclear magnetic resonance 

 FT-IR  Fourier transform infrared spectroscopy 

 HPLC  High-performance liquid chromatography 

 SEM  Scanning electron microscope 

 oC  Degree Celsius 

 EE  Entrapment efficiency 

 LC  Loading capacity 

 PITC  Phenyl isothiocyanate 

 Eq  Equivalent  

 TFA  Trifluoroacetic acid 

 



 
 

 

 

บทที่1 

บทน า 

 

1.1ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

โรคข้อเสื่อมเป็นโรคที่พบว่ามีการสึกกร่อนของกระดูกอ่อน เนื่องจากมีปริมาณของโปรตีโอไกลแคน 
(proteoglycans) ลดลง ท าให้ความสามารถในการรองรับการเคลื่อนไหวของกระดูกข้อต่อลดลง เกิดอาการปวดขึ้น
เมื่อมีการลงน้ าหนัก หรือมีกิจกรรมบนข้อนั้นๆ จากการเปลี่ยนแปลงของกระดูกอ่อนที่พบในผู้ป่วยโรคข้อเสื่อม
ดังกล่าวนี้ จึงท าให้เกิดแนวคิดในการน าเอากลูโคซามีน (glucosamine) ซึ่งเป็นสารตั้งต้นของการสร้างโปรตีโอไกล
แคนที่เป็นองค์ประกอบในกระดูกอ่อนมาใช้เพ่ือรักษาหรือชะลอการเสื่อมของข้อในโรคข้อเสื่อม  โดยกลูโคซามีน คือ
สารประกอบน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยว (monosaccharide) มีความจ าเป็นต่อกระบวนการสังเคราะห์ของสิ่งมีชีวิตโดยปกติ
ถูกสร้างและพบในร่างกาย เนื่องจากกลูโคซามีนถูกน าไปใช้เป็นสารตั้งต้นในการสร้างสารขนาดโมเลกุลใหญ่ เช่น โปรตี
โอไกลแคน (proteoglycans), ไกลโคโปรตีน (glycoprotein), ไกลโคซามิโนไกลแคน (glycosaminoglycan),  
กรดไฮยาลูโรนิก (hyaluronic acid) โดยสารโมเลกุลขนาดใหญ่นี้พบในเนื้อเยื่อเกือบทุกชนิดของร่างกาย แต่จะพบ
ได้มากบริเวณกระดูกอ่อน (cartilage) ซึ่งจะอยู่ที่บริเวณส่วนปลายของกระดูกโดยเฉพาะที่ข้อต่อและมีผลยับยั้งการ
ท างานของสารอักเสบได้หลายชนิด จึงช่วยลดการอักเสบของข้อ1 นอกจากนี้กลูโคซามีนยังมีคุณสมบัติละลายน้ าได้ดี  
มีส่วนเกี่ยวข้องในการสร้างผิวข้อ เอ็น น้ าหล่อเลี้ยงข้อ ผิวหนังกระดูกและใช้รักษาโรคข้อเสื่อมได้ เมื่อน ากลูโคซามีน
มาใช้รักษาหรือช่วยชะลอการเสื่อมของข้อในโรคข้อเสื่อมพบว่ามีผลข้างเคียงน้อยจากการใช้ยา  มีความปลอดภัยสูง
ดังนั้นจึงมีงานวิจัยจ านวนมากที่สนใจน ากลูโคซามีนบรรจุใส่เข้าไปในระบบขนส่งยาเพ่ือใช้ในการรักษาผู้ป่วยโรคข้อ
เสื่อมได้อย่างมีประสิทธิภาพในหลายรูปแบบเช่น แคปซูล อนุภาค ไมโครอิมัลชันและครีม  เป็นต้น โดยมีจุดประสงค์
คือ ต้องการให้กลูโคซามีนสามารถกักเก็บและถูกปลดปล่อยออกมาจากระบบน าส่งยาในอัตราที่ช้าและควบคุมได้ 

เพ่ือให้การรักษาด้วยกลูโคซามีนมีประสิทธิภาพจึงต้องพัฒนาระบบน าส่งยาซึ่ง ระบบการน าส่งยา (drug 
delivery system) คือการเตรียมยาในรูปแบบต่างๆ เพ่ือที่จะสามารถควบคุมปริมาณการปลดปล่อยยา และสามารถ
น าส่งยาไปยังบริเวณอวัยวะเป้าหมายที่ต้องการได้ เพ่ือให้เกิดประสิทธิภาพสูงสุดในการรักษารวมทั้งยังลดผลข้างเคียง
จากการใช้ยา การพัฒนาออกแบบรูปแบบและระบบน าส่งยาจึงเป็นสิ่งส าคัญ โดยมีการน าสารพอลิเมอร์จากธรรมชาติ
เข้ามาใช้ในระบบการน าส่งยา หน้าที่หลักของพอลิเมอร์ในระบบน าส่งยาคือ ช่วยควบคุมการปลดปล่อยยาให้เกิดช้าๆ 
และคงที่ในปริมาณที่ต้องการ เป็นตัวช่วยป้องกัน และน าส่งยาไปยังบริเวณเป้าหมายในร่างกาย โดยไม่ท าให้ยาเกิด
การปลดปล่อยหรือตัวยาถูกท าลายไปก่อนพอลิเมอร์ที่เลือกน ามาใช้ในงานด้านนี้จะต้องมีคุณสมบัติ คือ มีความเข้ากัน
กับเนื้อเยื่อในร่างกาย (biocompatible) สามารถย่อยสลายได้ในร่างกาย (biodegradable) และสามารถย่อยสลาย
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ในร่างกายได้เมตาบอไลซ์ (metabolite) จากการย่อยสลายที่ไปเป็นองค์ประกอบของเนื้อเยื่อเกี่ยวพันจึงท าให้ไม่เป็น
พิษโดยในงานจะเลือกพอลิเมอร์ที่สกัดมาจากธรรมชาติมาใช้ในการควบคุมการน าส่งยาโดยจะใช้แอลจิเนต (alginate) 
และไคโตซาน (chitosan) มาท าการศึกษาการเตรียมเป็นระบบน าส่งยา 

ไคโตซาน (chitosan) เป็นไบโอพอลิเมอร์ประเภทพอลิแซคคาไรด์จากธรรมชาติที่ผลิตได้จากการเปลี่ยนหมู่อะ
เซตาไมด์ (-NHCOCH3) ของไคตินให้เป็นหมู่แอมิโน (-NH2) หรือเรียกว่ากระบวนการดีอะเซทิเลชัน (deacetylation) 
โดยไคติน (chitin) นั้นเป็นสารที่มีปริมาณมากในธรรมชาติ พบมากในโครงสร้างเปลือกแข็งของสัตว์พวก กุ้ง ปู แกน
หมึก แมลง นอกจากนี้ยังพบในผนังเซลล์ของพวกรา ยีสต์ และจุลินทรีย์อีกหลายชนิด  ดังนั้น ไคโตซานจึงเป็นพอลิ
แซคคาไรด์มีลักษณะเป็นสายตรงที่ประกอบด้วยเอ็น-แอซิติลกลูโคซามีน (N-acetylglucosamine) และเอ็น-กลูโคซา
มีน  (N-glucosamine) ไคโตซานมีคุณสมบัติที่ ดี หลายประการ ได้ แก่  มีคุณ สมบั ติ เข้ ากัน ได้กับสิ่ งมี ชี วิต
(biocompatibility)สามารถย่อยสลายได้เองตามธรรมชาติ (biodegradable) ไคโตซานจึงเป็นพอลิเมอร์ที่มีความ
ปลอดภัยเมื่อน ามาใช้กับสิ่งมีชีวิตและสิ่งแวดล้อม ไม่มีความเป็นพิษ ไม่มีผลข้างเคียงที่เป็นอันตราย การน าไคโตซาน
ไปใช้ประโยชน์ต้องพิจารณาเปอร์เซ็นต์ดีอะเซทิเลชันและน้ าหนักโมเลกุลของไคโตซาน โดยประจุบวกของไคโตซาน
(เมื่ออยู่ในสภาวะกรด) สามารถเกิดการเชื่อมขวางกับสารที่มีประจุลบอย่างแอลจิเนตได้2 

แอลจิเนต (alginate) เป็นพอลิแซคคาไรด์จากธรรมชาติมีส่วนประกอบคือ กรดกูลูโรนิก (guluronic) และกรด
แมนูโรนิก (manuronic acid) พบมากในสาหร่ายทะเลสีน้ าตาล แอลจิเนตมีสมบัติเกาะติดเยื่อเมือก สามารถเข้ากัน
ได้กับร่างกาย และมีความเป็นพิษต่ า เป็นพอลิเมอร์ที่มีประจุเป็นลบ (polyanionic polymer) สามารถเกิดการเชื่อม
ขวางได้โดยการเติมสารที่มีประจุบวกลงไป ท าให้สามารถก่อเจลได้อย่างรวดเร็วกับสารที่มีประจุสองบวกเช่น Ca2+, 
Ba2+และ Zn2+ จึงถูกน ามาใช้อย่างกว้างขวางในการเตรียมไมโครแคปซูลหรือเจลที่มีความหนืดสูง3 

 

1.2 งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

จากงานวิจัยก่อนหน้านี้เกี่ยวกับการเตรียมอนุภาคไคโตซาน-แอลจิเนต เพ่ือใช้ในการกักเก็บและปลดปล่อยสาร
ออกฤทธิ์ มีดังนี้ 

A. K. Anal et al. (2005)4 ท าการพัฒนา multilayer beads เพ่ือปรับปรุงคุณภาพในการควบคุมการส่งยา
แอมพิซิลิน มีการเตรียมบีดจากการรวมไคโตซาน Ca2+ หน้าที่เป็นไอออนบวก และแอลจิเนตเป็นไอออนลบพบว่า 
multilayer beads ปลดปล่อยยาที่กักเก็บเพียงแค่ 40% ภายในเวลา 24 ชั่วโมง 

Gazori  et al. (2009)5 ได้เตรียมอนุภาคไคโตซาน-แอลจิเนตโดยใช้ปลดปล่อยสารประเภทแอนติเซนซ์ซึ่งเป็น
สารที่ใช้ส าหรับยับยั้งการท างานของยีนที่ก่อให้เกิดมะเร็ง โดยอนุภาคนั้นถูกเตรียมด้วยวิธี  pre-gel โดยการหยด
แคลเซียมคลอไรด์ลงไปในโซเดียมแอลจิเนตจากนั้นเติมสารละลายไคโตซาน/แอนติเซนซ์เพ่ือท าให้เกิดอนุภาคระดับนา
โนพบว่าสภาวะที่เหมาะสมคือ pH 5.3 โดยอัตราส่วนของแอลจิเนตต่อไคโตซานอยู่ที่ 1:1 (w/w) และอัตราส่วนของ
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แคลเซียมคลอไรด์ต่อแอลจิเนต 0.002:1 (w/w) โดยอนุภาคที่เตรียมได้มีประสิทธิภาพในการบรรจุเท่ากับ  95.6% 
และมีขนาดเฉลี่ย 194 นาโนเมตรและค่าศักย์ซีต้าประมาณ +30 mV 

Parveen et al. (2010)6 ได้เตรียมอนุภาคไคโตซาน-แอลจิเนตเพ่ือใช้บรรจุคาร์โบพลาตินที่ใช้รักษาเรติโน 
บลาสโตมาหรือโรคมะเร็งจอประสาทตาที่พบมากในทารกพบว่าอนุภาคที่บรรจุคาร์โบพลาติน (carboplatin) มีขนาด
ประมาณ 300 นาโนเมตรแสดงค่าศักย์ซีต้าสูงประมาณ  +36 mV มีการห่อหุ้มตัวยาประมาณ 20% โดยน้ าหนัก
ส าหรับการศึกษาการปลดปล่อยในหลอดทดลองพบว่ามีการปลดปล่อยตัวยาที่รวดเร็วประมาณ  25% ในช่วง 24 
ชั่วโมงแรกตามด้วยการปลดปล่อยตัวยาช้าลงจนถึง 55% ในเวลา 15 วัน 

พรพรหม เพ็งอ่ิม (2010)7 ได้ท าวิจัยเกี่ยวกับการบรรจุกลูโคซามีนคลอไรด์ลงในอนุภาค 3 ชนิดคือแอลจิเนต-ไค
โตซาน,แอลจิเนต-N,N,N-trimethylammonium chitosan chloride (TMC) และแอลจิเนต-N-[(2-hydroxyl-3-
trimethylammonium)propyl] chitosan chloride (HTCC) อาศัยหลักการของ ionotropic gelation ซึ่งท าการ
เตรียมอนุภาคโดยใช้สารละลาย CaCl2 เพ่ือให้ Ca2+ จับกับแอลจิเนตและกลูโคซามีนก่อนจากนั้นท าการห่อหุ้มอนุภาค
ด้วยไคโตซานหรืออนุพันธ์ของไคโตซานโดยขนาดของอนุภาคขึ้นอยู่กับระยะเวลาที่ใช้ในการโซนิเคตและพบว่าแอลจิ
เนต-TMC (35% degree of quaternization) จะให้ขนาดอนุภาคใหญ่สุดในขณะที่แอลจิเนต-HTCC ที่มีประจุบวก
มาก(33% degree of quaternization) จะให้ขนาดอนุภาคที่เล็กที่สุดเมื่อท าการบรรจุกลูโคซามีนลงไปในอนุภาค
พบว่าสามารถบรรจุกลูโคซามีนได้ประมาณ 5% โดยน้ าหนักและขนาดอนุภาคที่ได้ไม่แตกต่างจากขนาดของอนุภาคที่
ไม่ได้บรรจุกลูโคซามีนและมีประสิทธิภาพการกักเก็บกลูโคซามีนค่อนข้างต่ า คือเพียงแค่ 0.7 -1.0% หลังจากนั้น        
วิทยา ภมรวรานนท์ (2013)8 ได้เตรียมอนุภาคระดับนาโนเมตรโดยเตรียมจาก Ca2+, แอลจิเนต, และไคโตซานหรือ
เอ็น-บิวทิลไคโตซาน เพ่ือกักเก็บกลูโคซามีนไฮโดรคลอไรด์พบว่า เอ็น-บิวทิลไคโตซานที่มีการแทนที่ของหมู่บิวทิลสูง
จะส่งผลให้การเพ่ิมข้ึนของประสิทธิภาพการกักเก็บกลูโคซามีนเพ่ิมขึ้นคือ 67% 

เนื่องจากงานวิจัยของวิทยา ภมรวรานนท์ พบว่า เอ็น-บิวทิลไคโตซานที่มีการแทนที่ของหมู่บิวทิลเมื่อเทียบกับ
ไคโตซานจะส่งผลให้ประสิทธิภาพในการกักเก็บกลูโคซามีนเพ่ิมขึ้น แต่การสังเคราะห์ เอ็น-บิวทิลไคโตซานมีอุปสรรค
คือ ไคโตซานที่ท าปฏิกิริยากับบิวทีรัลดีไฮด์ละลายไม่หมด ส่งผลให้อัตราส่วนของ ไคโตซานต่อบิวทีรัลดีไฮด์ที่อยู่ใน
สารละลายที่จะท าปฏิกิริยานั้นไม่เท่ากับอัตราส่วนที่ก าหนดไว้ รวมทั้งกลูโคซามีนเป็นสารที่มีความสามารถในการ
ละลายได้ดีและปลดปล่อยอย่างรวดเร็วในสารละลายบัฟเฟอร์ ท าให้การหาค่า LE (loading efficiency) คลาดเคลื่อน 
อันเป็นผลสืบเนื่องมาจากขนาดของอนุภาคที่เตรียมได้มีขนาดเล็กมาก ไม่สามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปล่า ในงานนี้จึง
ต้องการศึกษาค่า LE ของระบบนี้ใหม่ โดยเตรียมอนุภาคให้มีขนาดใหญ่ขึ้น เพ่ือที่จะสามารถแยกอนุภาคได้ถูกต้อง 
และน าไปวิเคราะห์เชิงปริมาณต่อไปได้อย่างไม่มีความคลาดเคลื่อน 

ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเป็นการสังเคราะห์เอ็น-บิวทิลไคโตซานโดยมีระดับการแทนที่ของหมู่บิวทิลบนหมู่แอมิโนของ
ไคโตซานจ านวน 3 ระดับ คือมีหมู่บิวทิลเท่ากับ 10, 30 และ 50 % เพ่ือเตรียมอนุภาคของเอ็น-บิวทิลไคโตซาน- 
แคลเซียมแอลจิเนตที่บรรจุกลูโคซามีน โดยผู้วิจัยมุ่งหวังว่าเอ็น-บิวทิลไคโตซาน - แคลเซียมแอลจิเนต จะมี
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ประสิทธิภาพในการกักเก็บและสามารถควบคุมการปลดปล่อยกลูโคซามีนออกจากระบบน าส่งยาในอัตราที่ช้าและ
ควบคุมได้ดีกว่าอนุภาคที่เตรียมจากไคโตซาน-แคลเซียมแอลจิเนต อีกท้ังยังสนใจเกี่ยวกับการบวมตัว (swelling) ของ
อนุภาคเอ็น-บิวทิลไคโตซาน–แคลเซียมแอลจิเนต เปรียบเทียบกับอนุภาค ไคโตซาน - แคลเซียมแอลจิเนต โดย
การศึกษาในสภาวะเลียนแบบกระเพาะอาหารและล าไส้เล็กที่ pH 1.2 และ pH 7.4 นอกจากนี้ผู้วิจัยต้องการควบคุม
ของอนุภาคให้มีขนาดที่ใกล้เคียงกันคือ 1.0-2.0 มิลลิเมตร พร้อมทั้งศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อขนาดของอนุภาค  สัณฐาน
วิทยาของอนุภาคแบบแห้งด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning Electron Microscope: SEM) 
วิเคราะห์ประสิทธิภาพในการกักเก็บและปลดปล่อยกลูโคซามีนของอนุภาคและพิสูจน์เอกลักษณ์ของไคโตซานและ
เอ็น-บิวทิลไคโตซานด้วยเทคนิค HPLC, 1H-NMR และ FT-IR 

 

1.3 วัตถุประสงค์และขอบเขตงานวิจัย 

1. สังเคราะหเ์อ็น-บิวทิลไคโตซานที่มรีะดับการแทนที่ของหมู่บิวทิลเป็น 10, 30 และ50% 

2. เตรียมและพิสูจน์เอกลักษณ์ของอนุภาคไคโตซาน-แคลเซียมแอลจิเนต และเอ็น-บิวทิลไคโตซาน–แคลเซียม
แอลจิเนต 

3. ศึกษาแบบแผนการปลดปล่อยกลูโคซามีนจากอนุภาคไคโตซาน-แคลเซียมแอลจิเนต และเอ็น-บิวทิลไคโต
ซาน–แคลเซียมแอลจิเนตที่เตรียมได้ 

 

1.4 ทฤษฎีที่เกี่ยวข้อง 

1.4.1 ไคโตซาน  

 ไคโตซาน (chitosan) คือพอลิเมอร์ประเภทพอลิแซคคาไรด์จากธรรมชาติที่ได้มาจากกระบวนการดีอะเซทิเล
ชัน (deacetylation) ของไคติน (chitin) ซึ่งเป็นพอลิเมอร์ที่พบมากในธรรมชาติรองจากเซลลูโลส โดยพบใน
โครงสร้างเปลือกแข็งของสัตว์พวก กุ้ง ปู แกนหมึก แมลง นอกจากนี้ยังพบในผนังเซลล์ของพวกรา ยีสต์ และจุลินทรีย์
อีกหลายชนิดโครงสร้างของไคตินและไคโตซานแสดงดังรูปที่ 1.1 

(a) 
 

 
(b)  

 

รูปที่ 1.1 โครงสร้างทางเคมีของ (a) ไคติน (b) ไคโตซาน 
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โครงสร้างทางเคมีของไคโตซาน คือพอลิแซคคาไรด์สายตรง ประกอบด้วยหน่วยย่อยคือ เอ็น–แอซิติลกลูโคซามีน    
(N-acetylglucosamine) และเอ็น-กลูโคซามีน (N-glucosamine) จัดเรียงตัวแบบสุ่มในสายพอลิเมอร์ โดยจ านวน 
เอ็น-กลูโคซามีน ในไคโตซานแทนด้วย Degree of deacetylation (%DD) ข้อดีของไคโตซาน คือ สามารถย่อยสลาย
ได้ในธรรมชาติ เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม เป็นพอลิเมอร์ประจุบวก (ในสภาวะกรด) จึงสามารถเกิดสารเชื่อมขวางกับ   
พอลิเมอร์ที่มีประจุลบได้เกาะติดเยื่อเมือก จากข้อดีที่กล่าวมาจึงมีการน าไคโตซานไปประยุกต์ใช้งานในหลายด้าน อาทิ
เช่น ด้านวิศวกรรมเนื้อเยื่อท าหน้าที่เป็นโครงเลี้ยงเซลล์ และด้านการน าส่งยา แต่การจะน าไคโตซานมาใช้งานนั้นต้อง
พิจารณาความเหมาะสมของคุณสมบัติของไคโตซานซึ่งจะขึ้นอยู่กับ มวลโมเลกุล และ %DD เช่น ด้านระบบน าส่งยา 
จะเลือกใช้ไคโตซานที่มีมวลโมเลกุล และ %DD สูง เนื่องจากย่อยสลายได้ช้าเมื่อเทียบกับไคโตซานที่มีมวลโมเลกุลและ 
%DD ต่ า เพื่อปรับปรุงการกักเก็บยาและลดอัตราการปลดปล่อยยา9 

1.4.2 แอลจิเนต  

 แอลจิเนต (alginate) เป็นพอลิแซคคาไรด์จากธรรมชาติมีส่วนประกอบคือ กรดกูลูโรนิก (guluronic, G) 
และกรดแมนูโรนิก (manuronicacid, M) ในโมเลกุลประกอบด้วย homopolymeric regions ของ G และ M ที่
เรียกว่า G- และ M-blocks ดังรูปที่ 1.2 พบมากในสาหร่ายทะเลสีน้ าตาล แอลจิเนตมีสมบัติเกาะติดเยื่อเมือก 
สามารถเข้าได้กับร่างกาย และมีความเป็นพิษต่ า เป็นพอลิเมอร์ที่มีประจุเป็นลบ (polyanionic polymer) สามารถ
เกิดการเชื่อมขวางได้โดยการเติมสารที่มีประจุบวกลงไป ท าให้สามารถก่อเจลได้อย่างรวดเร็วกับสารที่มีประจุสองบวก
เช่น Ca2+, Ba2+ และ Zn2+ จึงถูกน ามาใช้อย่างกว้างขวางในการเตรียมไมโครแคปซูลหรือเจลที่มีความหนืดสูงในด้าน
การน าส่งยามีการน าแอลจิเนตมาประยุกต์ใช้งานร่วมกับกับไคโตซาน ซึ่งไคโตซานและแอลจิเนตจะก่อตัวเป็น 
polyelectrolyte complex โดย ionic interaction ระหว่างหมู่คาร์บอกซิเลตของแอลจิเนต และหมู่แอมิโนของไค
โตซาน10 แอลจิเนตสามารถเกิดเป็นเจลแข็งได้ในสภาวะที่มีแคลเซียมไอออนและเป็นเจลที่เสถียรต่อความร้อนนิยมใช้ 
CaCl2 ซึ่ง Ca2+ ท าหน้าที่เป็น crosslinking agent จะจับกับ G block บนสายของแอลจิเนตจากนั้นจะเกิดการ
ปรับตัวของสายพอลิเมอร์เกิดเป็น egg box model ท าให้เกิดโครงสร้างแบบเจล11 ดังแสดงในรูปที่ 1.3 แอลจิเนตที่มี
ปริมาณกูลูโรเนต (guluronate) สูงจะเกิดเจลแข็งที่เสถียรต่อความร้อนและแอลจิเนตที่มีปริมาณแมนูโรเนต 
(mannurinate) สูงจะเกิดเจลที่อ่อนกว่านอกจากนี้การละลายของแอลจิเนตยังขึ้นอยู่กับค่า  pH โดยแอลจิเนตจะ
ตกตะกอนเมื่อ pH ต่ ากว่า 3.5 หรือสภาวะทีม่ีแคลเซียมไอออน 
 

 

รูปที่ 1.2 โครงสร้างทางเคมีของแอลจิเนต 
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EtOH 

2% v/v AcOH 

1)pH 5 

2) NaCNBH3 

โดยกระบวนการ ionotropic gelation เป็นวีธีการหนึ่งที่นิยมใช้ในการขึ้นรูปอนุภาคทรงกลมโดยอาศัยหลักการเกิด
เจลหรือการตกตะกอนร่วมของพอลิเมอร์สองชนิดที่มีประจุตรงข้ามกัน โดยเริ่มต้นนั้นพอลิเมอร์แต่ละชนิดจะละลาย
อยู่ในน้ า เมื่อน าสารละลายทั้งสองมาผสมกันจะเกิดแรงดึงดูดระหว่างประจุท าให้พอลิเมอร์ทั้งสองชนิดยึดเกาะกันไม่
ละลายน้ าอีกต่อไป ทั้งนี้ถ้าปรับสภาวะการตกตะกอนให้เหมาะสมจะสามารถท าให้ตกตะกอนออกมาเป็นอนุภาคขนาด
เล็กได1้2 

 

รูปที่ 1.3 การเกิด egg box model11 

 

 

รูปที่ 1.4 กระบวนการ iontropic gelation ของไคโตซาน และแอลจิเนต 

 

1.5 ขั้นตอนการด าเนินงาน 

1.5.1. ค้นคว้าเอกสารข้อมูลที่เกี่ยวข้อง จัดหาอุปกรณ์และสารเคมี 

1.5.2. สังเคราะห์ เอ็น-บิวทิลไคโตซาน ที่มรีะดับการแทนที่ของหมู่บิวทิลเป็น 10% 30% และ50% โดยแสดง
ปฏิกิริยาดังนี้ 

 

 

 

1.5.3. เตรียมอนุภาคไคโตซาน-แคลเซียมแอลจิเนต และเอ็น-บิวทิลไคโตซาน-แคลเซียมแอลจิเนตที่มีขนาด 
1.0-2.0 มิลลิเมตรเพ่ือใช้กักเก็บและปลดปล่อยสารกลุโคซามีน ด้วยวิธี ionotropic gelation โดย coagulation 
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fluid ประกอบด้วย 0.80% (w/v) ไคโตซานหรือเอ็น-บิวทิลไคโตซาน และ 3.0% (w/v) CaCl2 และใช้อัตราส่วนของ
ไคโตซานต่อแอลจิเนตคือ 10: 1 (v/v) ซึ่งปริมาณยากลูโคซามีนที่ใช้คือ 2% (w/v) ในสารละลายแอลจิเนต 

1.5.4. วิเคราะห์สมบัติอนุภาคโตซาน-แคลเซียมแอลจิเนต และเอ็น-บิวทิลไคโตซาน-แคลเซียมแอลจิเนต  

1.5.4.1. ขนาด, สัณฐานวิทยาของอนุภาคโดยเทคนิค SEM และประจุในสารละลายโดยเทคนิค zeta 
potential 

1.5.4.2. การบวมตัวของอนุภาค (swelling) ในสภาวะpH 1.2 และ pH 7.4 

1.5.4.3. การกักเก็บยาและการปลดปล่อยยาโดยน าอนุภาคที่บรรจุกลูโคซามีนแล้วมาแช่สารละลายโซเดียม 
ซิเตรทและเปลี่ยนกลูโคซามีนให้อยู่ในรูปอนุพันธ์ phenylisothiocyanate (PITC) แล้วหาปริมาณของกลูโคซามีน
ด้วยเทคนิค HPLC 

1.5.5. วิเคราะห์ข้อมูล สรุปผล และเขียนรายงาน 

  

1.6ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

ได้อนุภาคเอ็น-บิวทิลไคโตซาน–แคลเซียมแอลจิเนตทีส่ามารถควบคุมขนาดของอนุภาคท่ีเตรียมได้ และมี
ประสิทธิภาพในการกักเก็บ และควบคุมการปลดปล่อยกลูโคซามีนที่สูงขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับอนุภาคไคโตซาน– 
แคลเซียมแอลจิเนต



 
 

 

 

บทที่ 2 

การทดลอง 

 

2.1. อุปกรณ์สารเคมีและเครื่องมือที่ใช้ในการทดลอง 

2.1.1 วัสดุอุปกรณ์ที่ใช้ในการทดลอง 

 - ขวดรูปกรวย    - หลอดฉีดยาพร้อมเข็ม 10 มิลลิลิตร 

 - ช้อนตักสาร    - กระจกนาฬิกา 

 - ยูนิเวอร์แซลอินดิเคเตอร์   - กระบอกตวง 

 - บีกเกอร์     - ปิเปต 

 - ไมโครปิเปต    - หลอดหยด 

 - หลอดทดลอง    - ขวดก าหนดปริมาตร 

 - แท่งแม่เหล็กคนสาร   - อลูมิเนียมฟอย 

 - พาราฟิล์ม    - หลอดฉีดยา 10 มิลลิลิตร 

 - Nylon filter 0.45 micron 

 

2.1.2 สารเคมี 

- Sodium Alginate น้ าหนักโมเลกุล 120,000 ดาลตัน (Sigma- Aldrich,USA) 

- Chitosan น้ าหนักโมเลกุล 100,000 ดาลตัน%DD 95%  

   (SeafreshChitosan, Co., Ltd, Thailand) 

- Glucosamine Hydrochloride, GH (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,USA) 

  - Calcium Chloride, CaCl2 (Carlo Erba, France) 
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- Glacial Acetic Acid, CH3COOH (Merck, Germany)  

- Acetone, CH3COCH3 (Merck, Germany) 

- Sodium Hydroxide, NaOH (Merck, Germany) 

- Ethanol, EtOH (Carlo Erba, France) 

-Butyraldehyde, C4H8O (Merck, Germany) 

- Methanol HPLC Grade, MeOH (Carlo Erba, France) 

- Sodium Cyanoborohydride, NaCNBH3 (Merck, Germany) 

- Ortho-Phospholic Acid, H3PO4 (Carlo Erba, France) 

- Phenylisothiocyanate, PITC (Acros Organics, USA) 

- n-Heptane, C7H16 (Carlo Erba, France) 

- Sodium acetate, CH3COONa (Carlo Erba, France) 

- AcetonitrileHPLC Grade, ACN (RCL Labscan) 

- Sodium citrate, C6H5Na3O7 (Sigma- Aldrich,USA) 

- Deuterated oxide, D2O (Merck, Germany) 

- Trifluoroacetic acid, TFA (Acros Organics, USA) 

 

2.1.3 เครื่องมือที่ใช้ในการทดลอง  

 - เครื่องชั่งไฟฟ้า (XT220A, Precisa, Switzerland) 

 - เครื่องให้ความร้อน (HS7, IKA MAG) 

 - Ultrasonic Bath (Elmasonic S80H, Elma, Germany) 

 - Vortex mixer (Vortex Genie 2, Scienticfic industries) 

 - pH Meter (Corning, USA) 
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 - เครื่องปั่นเหวี่ยงแบบตั้งโต๊ะ (EBA20, Hettichzentrifugen, Germany) 

 - Freeze dryer (Labconco, USA) 

 - ตู้อบ (Memmert, Germany) 

 - 1H-NMR (400 MHz, Varian Mercury 400 Spectrometer, USA) 

 - Zetasizer (Malvern, UK) 

  - High Performance Liquid Chromatography: HPLC (Water Cooperation, USA) 

 - Fourier Transform Infrared Spectrometer: FT-IR (Nicolet 6700,  

   Thermo scientific, USA) 

 - Scanning Electron Microscope: SEM (JSM-6400) with EDX 

 - Syringe Pump (NE–1000, Single Syringe Pump) 

 

2.2 วิธีการทดลอง 

 

2.2.1 วิธีการตกตะกอนไคโตซานให้บริสุทธิ์ 

เตรียมสารละลายไคโตซาน (100,000 ดาลตัน %DD 95%) ความเข้มข้น1% w/v ในสารละลาย 2% v/v 
กรดแอซีติก (acetic acid) ทิ้งไว้ประมาณ 2-3 วัน กรองไคโตซานส่วนที่ไม่ละลายออกด้วยผ้าขาวบางจากนั้นน าไคโต
ซานส่วนที่ละลายเป็นสารละลายใสมาท าการตกตะกอนด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) 15% w/vแล้วล้างตะกอน
ด้วยน้ า จนกระท่ังน้ าล้างมี pH เป็น 7 จากนั้นท าให้แห้งด้วยการ freeze dry 

 

2.2.2 วิธีการสังเคราะห์เอ็น-บิวทิลไคโตซาน (N-butyl chitosan) 

เตรียมละลายไคโตซานความเข้มข้น 1% w/v (ชั่งไคโตซาน ~0.5 g) ในสารละลาย 2% v/v กรดแอซีติก 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร คนให้เข้ากันด้วยแท่งแม่เหล็กคนสารจนสารละลายหมดจากนั้นเตรียมสารละลายบิวทิรัลดีไฮด์
(butyraldehyde) ในเอทานอล (EtOH) 35 มิลลิลิตรตามสัดส่วนโมลที่ค านวณเทียบกับโมลของหมู่แอมิโนไคโตซาน
ละลาย โดยแบ่งบิวทิรัลดีไฮด์ที่ละลายเอทานอลออกเป็นสองส่วน ส่วนแรกน ามาเติมลงในสารละลายไคโตซานโดยทิ้ง
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EtOH 

2% v/v AcOH 

1) pH 5 

2) NaCNBH3 

ไว้เป็นเวลา 2 ชั่วโมง เมื่อครบ 2 ชั่วโมงแล้วน าส่วนที่สองมาเติมลงในสารละลายไคโตซาน แล้วทิ้งไว้เป็นเวลา 2 ชั่งโมง
จากนั้นท าการปรับ pH ของสารละลายเป็น 4.8-4.9 ด้วย 0.1 โมลาร์โซเดียมไฮดรอกไซด์ วัด pH ของสารละลายด้วย
เครื่องpH meter จากนั้นเติมโซเดียมไซยาโนโบโรไฮไดรด์ (NaCNBH3) มากเกินพอ (3 eq เทียบกับ mol ไคโตซาน) 
ทิ้งไว้ 24 ชั่งโมง จากนั้นตกตะกอนด้วย 15% w/v โซเดียมไฮดรอกไซด์พร้อมทั้งควบคุม pH ขณะตกตะกอนให้ได้ pH 
10 จะได้ตะกอนขาวของเอ็น-บิวทิลไคโตซาน (N-butyl chitosan) จากนั้นล้างตะกอนเอ็น-บิวทิลไคโตซานด้วยเอทา
นอล, 30% v/v เอทานอลและน้ าแล้วน าตะกอนไป freeze dry เพ่ือให้ตะกอนแห้งโดยปริมาณบิวทิรัลดีไฮด์ที่ใช้ใน
การทดลอง เป็น 0.0658 มิลลิลิตร (0.25 eq), 0.2624 มิลลิลิตร (1.00 eq) และ 0.3791 มิลลิลิตร (1.45 eq) เพ่ือให้
เอ็น-บิลทิลไคโตซานมีระดับการแทนที่ ที่แตกต่างกัน  

 

 

 

รูปที่ 2.1 สมการแสดงการสังเคราะห์เอ็น-บิวทิลไคโตซานจากไคโตซาน 

น าไปวิเคราะห์เพ่ือตรวจสอบโครงสร้างและเปอร์เซ็นต์การแทนที่ของหมู่บิวทิลบนหมู่แอมิโนของไคโตซาน
ด้วยเทคนิค 1H-NMR โดยน า 1% ไคโตซานละลายใน 1% TFA ใน D2O โดย Degree of substitution (%DS) 
ค านวณได้จาก สมการ 

 Degree of substitution (%DS) ={
∫ N-CH2CH2CH2CH3

2× ∫ -H2
} ×100     (1)                     

 โดย ∫ N-CH2CH2CH2CH3คือ integral peak ของ  H จาก C-2 (CH2) ใน butyl group ของไคโต

ซาน (δ=1.5) 

  ∫ -H 2 คือ integral peak ของ H ที่ ต าแหน่งที่2 ของ glucopyranose ring (δ=3.0) 

 

2.2.3 วิธีการเตรียมอนุภาคไคโตซาน-แคลเซียมแอลจิเนต และเอ็น-บิวทิลไคโตซาน-แคลเซียมแอลจิเนต 

การเตรียมอนุภาคไคโตซาน-แคลเซียมแอลจิเนตและเอ็น-บิวทิลไคโตซาน–แคลเซียมแอลจิเนต ดัดแปลงจาก
Anal, A. K. et al. (2005)4 เตรียมสารละลายไคโตซาน 1% w/v ใน 1% v/v กรดแอซิติก, เอ็น-บิวทิลไคโตซาน 1% 
w/v ใน 1% v/v กรดแอซิติก ปรับ pH ของสารละลายเป็น 4.5 ± 0.1 จากนั้นเตรียม Coagulation fluid 50 
มิลลิลิตร ประกอบด้วย เอ็น-บิวทิลไคโตซาน 1% w/v หรือไคโตซาน 1% w/v ใน 1%v/v กรดแอซีติก 40 มิลลิลิตร 
+ แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2) 15% w/v 10 มิลลิลิตร ในอัตราส่วน 0.8:3 คนสารให้เข้ากันด้วยแท่งแม่เหล็กคนสาร

O
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CH2CH2CH3
+ 
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ประมาน 5-10 นาที เตรียมกลูโคซามีน 2% w/v ในสารละลาย 2% w/v แอลจิเนตที่ปรับpH เป็น 5.5 ± 0.1 จากนั้น
บรรจุสารละลายแอลจิเนตที่มีกลูโคซามีนด้วยกระบอกฉีดยาขนาด 10 มิลลิลิตร ใช้หัวเข็มเบอร์ 18 น าไปใส่เครื่อง 
Syringe Pump ตั้ง flow rate 40 mL/hr แล้วหยดสารละลายแอลจิเนตที่มีกลูโคซามีน 5 มิลลิลิตร ลงไปใน
สารละลาย Coagulation โดยท าการคนสารด้วยแท่งแม่เหล็กคนสารด้วยความเร็ว (stir) 200 rpm เมื่อหยดเสร็จ 
น าไป stir ทิ้งไว้ 15 นาที แล้วกรองเม็ดบีดออกเพ่ือน าไปล้างในน้ า DI 3 ครั้ง เก็บน้ าล้างแต่ละรอบ, coagulation 
(สารละลายไคโตซาน/เอ็น-บิวทิลไคโตซาน + CaCl2 ก่อนท าการหยด สารละลายกลูโคซามีนในแอลจิเนตลงไป), post 
coagulation (สารละลายไคโตซาน/เอ็น-บิวทิลไคโตซาน + CaCl2 หลังท าการหยด สารละลายกลูโคซามีนในแอลจิ
เนตลงไปและท าการกรองอนุภาคแล้ว) เพ่ือน าไปวัด pH และวิเคราะห์ค่าศักย์ซีต้า (zeta potential) 

(a) (b)   

รูปที่ 2.2 (a) การหยด Dope ลงใน coagulation fluid (b) ลักษณะเม็ดบีดที่เตรียมได้ 

 

2.2.4 วิธีการวิเคราะห์หาปริมาณกลูโคซามีน 

ตามปกติแล้วหมู่แอมิโนที่อยู่ในโครงสร้างของกลูโคซามีนสามารถดูดกลืนแสงยูวีได้ที่ความยาวคลื่นแสงมาก

ที่สุด (max 195 นาโนเมตร) ซึ่งเป็นช่วงความยาวคลื่นค่อนข้างต ่า ในการวิเคราะห์จึงต้องน ากลูโคซามีนไปท าอนุพันธ์
กับฟีนิลไอโซไทโอไซยาเนต  (phenylisothiocyanate, PITC) เพ่ือให้ได้ผลิตภัณฑ์เป็น  phenylthio-carbonyl-
glucosamine ซึ่งมีค่าการดูดกลืนแสง ยูวีได้ที่ความยาวคลื่นแสงมากที่สุด 245 นาโนเมตร13 
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รูปที่ 2.3 การสังเคราะห์อนุพันธ์ Phenylthiocarbonyl-glucosamine  

การตรวจวัดปริมาณกลูโคซามีนที่อยู่ในบีด ต้องท าลายบีดก่อนเพ่ือให้กลูโคซามีนออกจากบีดให้หมดโดยการ
น าบีดแห้งประมาณ 10 มิลลิกรัม แช่ในสารละลาย 0.1 โมลาร์โซเดียมซิเตรตเป็นเวลา24 ชั่วโมง จากนั้นกรองเอา
สารละลายไปท าปฎิกิริยากับฟีนิลไอโซไทโอไซยาเนต (PITC) โดยปิเปตสารละลายตัวอย่างมา 400 ไมโครลิตร ใส่ขวด
แก้วขนาด 5 มิลลิลิตรเติม 0.3 โมลาร์ โซเดียมอะซิเตรต (CH3COONa) 250 ไมโครลิตร และเมทานอล 200 
ไมโครลิตร เขย่าและทิ้งไว้ 15 นาทีแล้วเติม 1% ฟีนิลไอโซไทโอไซยาเนตในเมทานอล 250 ไมโครลิตรน าไปผสมให้เข้า
กันด้วยเครื่อง Vortex เป็นเวลา 30 วินาทีก่อนน าไปให้ความร้อนด้วยอ่างน้ าร้อนที่อุณหภูมิ 80 oC เป็นเวลา 30 นาที
แล้วตั้งทิ้งไว้ให้เย็นจากนั้นเติมเอ็น-เฮปเทน (n-heptane) 200 ไมโครลิตร เพ่ือสกัดฟีนิลไอโซไทโอไซยาเนตผสมให้
เข้ากันด้วยเครื่อง vortex 1 นาที โดยแยกเอาสารละลายส่วนล่างซึ่งเป็นชั้นของน้ า มากรองผ่าน 0.45 µm syringe 
filter membrane จากนั้นน าไปวิเคราะห์ด้วยวิธี reverse phase HPLC โดย condition HPLC ที่ใช้คือ 

 Column  Reversed phase C18 column (Vertical, 250 × 4.6 mm) 
 Mobile phase  Acetonitrile: 0.1%v/v Phosphoric acid in Milli Q water (10: 90) 
 Flow rate  1.5 mL/min 
 Detector  UV-visible detector at wavelength 245 nm 
 Injection volume 100 µm  
 Run time  10 min 
 Retention time 5.5 min 
 

ค านวณประสิทธิภาพการกักเก็บกลูโคซามีน (Entrapment efficiency: EE) และปริมาณกลูโคซามีนต่อ
น้ าหนักของอนุภาค (Loading capacity: LC) จาก  

  ประสิทธิภาพการกักเก็บยา (%) = 
ปริมาณกลูโคซามีนท่ีวิเคราะห์ได้

ปริมาณกลูโคซามีนเริ่มต้น
×100   (2) 
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ปริมาณกลูโคซามีนต่อน้ าหนักของอนุภาค (%) = 
ปริมาณกลูโคซามีนท่ีวิเคราะห์ได้

น้ าหนักแห้งของบีด
×100  (3) 

2.2.5 การศึกษาการปลดปล่อยยาของอนุภาคที่เตรียมได้ 

น าอนุภาคที่เตรียมได้ชั่งน้ าหนักมา 50 มิลลิกรัม แช่ในสารละลายบัฟเฟอร์ (pH 1.2 และ pH 7.4) ปริมาตร 
50 มิลลิลิตรใส่ในขวดรูปกรวยขนาด 250 มิลลิลิตรที่อุณหภูมิ 37±0.1℃ จากนั้นเก็บสารละลายปริมาตร 2 มิลลิลิตร
โดยทุกครั้งที่เก็บสารละลายต้องท าการเติมสารลายบัฟเฟอร์กลับเข้าไปใหม่ 2 มิลลิลิตรที่เวลา 0.5, 1, 1.5, 2, 4, 6, 8, 
10, 12, 24, 48, 72 และ 96 ชั่วโมง จากนั้นน าสารละลายที่เก็บไว้เพ่ือหาปริมาณกลูโคซามีนที่ปลดปล่อยออกมาใน
แต่ละช่วงเวลามาท าเป็นอนุพันธ์ของกลูโคซามีนตามวิธีในหัวข้อ 2.2.4 แล้วหาปริมาณของกลูโคซามีนที่ถูกปลดปล่อย
ออกมาแต่ละช่วงเวลาด้วยเทคนิค HPLC 

 

2.2.6 การศึกษาสัณฐานวิทยาและลักษณะการบวมตัว (swelling) ของอนุภาคที่เตรียมได้ 

 ศึกษาสัณฐานวิทยาของอนุภาคท่ีเตรียมได้โดยการน าไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิค SEM ซึ่งตัวอยา่งจะเป็นเม็ดบีด
มีลักษณะกลม การเตรียมตัวอย่างก่อนที่จะน าไปวิเคราะห์ท าได้โดยการน าเม็ดบีดมาท าการเคลือบผิวหน้าด้วยทอง
และคาร์บอน ก่อนที่จะน าไปท าการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค SEM 

น าอนุภาคท่ีเตรียมได้มาศึกษาการบวมตัว (swelling) ของอนุภาค โดยชั่งน้ าหนักของอนุภาคมา 10 มิลลิกรัม 
น ามาแช่ในสารละลายบัฟเฟอร์ pH 1.2 และ pH7.4 โดย pH 1.2 แช่เป็นเวลา 4 ชั่วโมง ส่วน pH 7.4 แช่เป็นเวลา 
30 นาที ซับน้ าส่วนเกินออกหลังแช่ จากนั้นน าไปชั่งน้ าหนักหลังแช่ไว้ในสารละลายบัฟเฟอร์น ามาค านวณค่าดัชนีการ
บวมตัว (swelling index) ดังสมการ 

 Swelling index =  
น้ าหนักของอนุภาคหลังแช่ในสารละลาย−น้ าหนักของอนุภาคก่อนแช่ในสารละลาย

น้ าหนักของอนุภาคก่อนแช่ในสารละลาย
  (4)

 

 



 

 

 

บทที่ 3 

ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 

 

3.1 การสังเคราะห์เอ็น-บิวทิลไคโตซาน (N-butyl chitosan) และ%butyl substitution  

 การสังเคราะห์ เอ็น-บิวทิลไคโตซานสามารถสังเคราะห์ได้โดยกระบวนการ reductive butylation ที่หมู่   
แอมิโนของไคโตซาน โดยใช้เอทานอลช่วยละลายเอ็น-บิวทิลไคโตซาน เนื่องจากบิวทิรัลดีไฮด์ไม่สามารถละลายใน  
2% v/v กรดแอซิติก เช่นเดียวกับที่ใช้ละลายไคโตซาน โดยหมู่แอมิโนจะเป็น nucleophile เข้าท าปฏิกิริยากับ หมู่
คาร์บอนิลของแอลดีไฮด์ จะได้เป็น imine ก่อนที่จะเติม reducing agent (NaCNBH3) ต้องปรับ pH ของสารละลาย
ให้สูงขึ้นจาก pH 3.8-4.0 เป็น 4.8-4.9 ด้วย NaOH เนื่องจากถ้ามี H+ ในสารละลายมากเกินไป H+ จะไปท าปฏิกิริยา
กับ hydride ion (H-) ที่ได้จาก reducing agent จะท าให้ปริมาณ H-  มีไม่เพียงพอที่จะท าปฏิกิริยาอย่างสมบูรณ์ จึง
ต้องเติม reducing agent มากเกินพอ เพ่ือให้เกิดปฏิกิริยารีดักชันได้สมบูรณ์ ในงานนี้เลือกใช้โซเดียมไซยาโนโบโร  
ไฮไดรด์ (NaCNBH3) เนื่องจากเป็นสารที่ท าปฏิกิริยาได้อย่างเฉพาะเจาะจงกับ imine โดยสุดท้ายจะได้เป็น 
secondary amine  

ผลการสังเคราะห์ เอ็น-บิวทิลไคโตซาน แสดงในตารางที่ 3.1 โดยการค านวณปริมาณร้อยละสารที่ได้จาก หมู่
แอมิโน 1 หมู่ ท าปฏิกิริยากับ butyraldehyde 1 โมเลกุล 

ตารางที่ 3.1 แสดงอัตราส่วนโดยโมลของ NH2: CHO ลักษณะทางกายภาพและร้อยละสารที่ได้ (%yield) 

Mol ratio 
NH2 : CHO 

ลักษณะทางกายภาพ %Yield 

1:0.25 
1:1 

1:1.45 

ผงของแข็งสีขาวขุ่น 
ผงของแข็งสีขาวขุ่น 
ผงของแข็งสีขาวขุ่น 

81 
80 
82 

 

ตารางที่ 3.2 ค่า chemical shift (𝛿) ของ N-butyl chitosan จากการวิเคราะห์ด้วย proton-NMR 

Chemical shift 
(𝛿) (ppm) Assignment 

Area integration of each equivalent of 
butyraldehyde 

0.25 1 1.45 
0.7 -NH-CH2-CH2-CH2-CH3 68.3 148.0 179.2 
1.2 -NH-CH2-CH2-CH2-CH3 34.0 95.8 104.9 
1.5 -NH-CH2-CH2-CH2-CH3 19.5 61 80.4 
3.0 H-2 of chitosan 100 100 100 
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โครงสร้างของไคโตซาน(chitosan) และเอ็น-บิวทิลไคโตซาน (N-butyl chitosan) 
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รูปที่ 3.1 โครงสร้างทางเคมีของไคโตซาน (chitosan) 

 

 

 

รูปที่ 3.2 โครงสร้างทางเคมีของเอ็น-บิวทิลไคโตซาน (N-butyl chitosan) 

 

 

รูปที่ 3.3 1H NMR spectra ของเอ็น-บิวทิลไคโตซานที่มีอัตราส่วนโมลของ NH2:CHO คือ (a) 1:0.25, (b) 1:1,       
(c) 1:1.45 และ(d) ไคโตซาน (ตัวท าละลาย: D2O/TFA) 
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 จากผล 1H-NMR สามารถบอกได้ว่าในสารผลิตภัณฑ์ไม่มีแอลดีไฮด์เหลืออยู่ เนื่องไม่เห็นพีกของ H ที่ต่ออยู่

กับหมู่คาร์บอนิลของแอลดีไฮด์ซึ่งจะขึ้นที่ ช่วง  = 9.00-10.00 ppm การค านวณหาเปอร์เซ็นการแทนที่ของหมู่
บิวทิล (DS = degrees of substitution) บนไคโตซานที่ท าปฏิกิริยากับบิวทิรัลดีไฮด์แต่ละ mole equivalent 
สามารถค านวณจากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค 1H-NMR (จากรูปที่ 3.3 และตารางที่ 3.2) โดยอินทิเกรตพ้ืนที่ใต้พีกใน
การค านวณ เนื่องจาก H ต าแหน่งที่ 11 อยู่ใกล้กับ N จึงท าให้ถูก deshield ท าให้ไม่เห็นพีก พีกจะไปขึ้นที่เดียวกับ

พีกของ backbone ของไคโตซาน14 (ช่วง = 4.80-2.80 ppm) ส่วน H ต าแหน่งที่ 9 และ 8 เมื่อพิจารณาจาก
อัตราส่วนของอินทิเกรตพ้ืนที่ใต้พีก ระหว่าง H ต าแหน่งที่ 10:H ต าแหน่งที่ 9:H ต าแหน่งที่ 8 จะต้องมีค่าเป็น 2:2:3 
จากตารางที่ 3.2 พบว่าอัตราส่วนของ อินทิเกรตพ้ืนที่ใต้พีก ระหว่าง H ต าแหน่งที่ 10:H ต าแหน่งที่ 9:H ต าแหน่งที่ 8 
ของ เอ็น-บิวทิลไคโตซานที่มีอัตราส่วนโดยโมลของNH2:CHO 1:0.25, 1:1 และ1:1.45 มีอัตราส่วนอินทิเกรตพ้ืนที่ใต้
พีกมีค่าเป็น 1:1.74:3.50, 1:1.57:2.43 และ1:1.3:2.23 ตามล าดับ ซึ่งจะเห็นได้ว่าค่าอินทิเกรตพ้ืนที่ใต้พีกของ H 
ต าแหน่งที่ 9 และ 10 มีค่ามากเกินจริง เนื่องจากเป็นพีกของ H ของ reducing form ของบิวทิรัลดีไฮด์ (บิวทานอล) 
ที่เราก าจัดไม่หมดจากสารผลิตภัณฑ์ จากข้อมูลดังกล่าวจึงใช้ พ้ืนที่ใต้พีกของ H ต าแหน่งที่ 10 ในการค านวณหา
เปอร์เซ็นการแทนที่ของหมู่บิวทิล แสดงผลดังตารางที่ 3.3 

ตารางที ่3.3 แสดงเปอร์เซ็นต์การแทนที่ของหมู่ butyl บนสายโซ่ไคโตซาน 

Mol ratio of 
–NH2: CHO 

Integration value 
%DS H-2 

of chitosan 
H-10 

of butyl group 
1:0.25 100 19.5 9.7 

1:1 100 61 30.5 
1:1.45 100 80.4 40.2 
1:1.5 100 80.5 40.3 

  

 จากผลการทดลองจะพบว่าเมื่อเพ่ิมอัตราส่วนโมลของบิวทิรัลดีไฮด์ จะส่งผลให้ DS มีค่าเพ่ิมขึ้น แต่เมื่อเพ่ิม 
โมลของบิวทิรัลดีไฮด์มากเกิน 1.45 โมลจะพบว่า %DS มีค่าไม่มากไปกว่า 40% เนื่องจากเมื่อมีการแทนของหมู่บิวทิล
เข้าไปในหมู่อะมิโนของไคโตซานมากขึ้นท าให้โครงสร้างของโมเลกุลมีความเกะกะส่งผลให้หมู่คาร์บอนิลของแอลดีไฮด์
เข้าท าปฏิกิริยากับหมู่อะมิโนของไคโตซานได้ลดลง ในงานวิจัยนี้จึงศึกษา %DS ที่ใช้ในการเตรียมอนุภาคเอ็น/บิวทิล
ไคโตซาน–แคลเซียมแอลจิเนตโดยใช้เอ็น-บิวทิลไคโตซานที่มี %DS คือ 10, 30 และ40% ซึ่งจากวัตถุประสงค์ก่อน
หน้านี้จะท าการศึกษา %DS ที่ใช้ในการเตรียมอนุภาคเอ็น/บิวทิลไคโตซาน–แคลเซียมแอลจิเนตคือ 10, 30 และ 50% 

 เมื่อพิจารณากราฟ FT-IR กับโครงสร้างของไคโตซานและเอ็น-บิวทิลไคโตซานจะพบว่าพีกของ N-H 
stretching อยู่ที่ประมาณ 3400–3250 cm-1, O-H stretchingของหมู่ไฮดรอกซีอยู่ที่ประมาณ 3500–3200 cm-1, 
C-H stretching ของแอลเคน อยู่ที่ประมาณ 3000 – 2850 cm-1, C=O stretching ของหมู่อะซิติล อยู่ที่ประมาณ 
1655 cm-1 และN-H bending ของ 1o –NH2 อยู่ที่ประมาณ 1615 ± 15 cm-1 จะสังเกตเห็นว่า NH2 bending ของ 
1o –NH2 มีค่าลดลง เนื่องจากเกิดการแทนที่ของหมู่บิวทิลที่หมู่แอมิโนมากข้ึน 
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รูปที่ 3.4 แสดงกราฟ FT-IR ของไคโตซาน และเอ็น-บิวทิลไคโตซาน ที่มี %DS แตกต่างกัน 

 

3.2 การเตรียมอนุภาคไคโตซาน-แคลเซียมแอลจิเนต และเอ็น-บิวทิลไคโตซาน-แคลเซียมแอลจิเนต 

 การเตรียมอนุภาคไคโตซาน-แคลเซียมแอลจิเนต และเอ็น-บิวทิลไคโตซาน-แคลเซียมแอลจิเนต ดัดแปลงจาก 
A. K. Anal et al. (2005)4 โดยใช้วิธี ionotropic gelation ในงานนี้ท าการเปรียบเทียบระหว่างอนุภาคไคโตซาน-
แคลเซียมแอลจิเนตและเอ็น-บิวทิลไคโตซาน-แคลเซียมแอลจิเนต ที่มี DS แตกต่างกันคือ 10, 30 และ40% 

ตารางที่ 3.4 แสดงผล Zeta potential และ pH ของสารละลายในการเตรียมอนุภาคไคโตซาน-แคลเซียมแอลจิเนต 

สารละลาย Zeta potential (mV) pH 
Coagulation 25.90 4.38 

Post Coagulation 24.03 4.46 
น้ าล้างอนุภาคครั้งที่ 1 33.04 4.73 
น้ าล้างอนุภาคครั้งที่ 2 -4.05 4.89 
น้ าล้างอนุภาคครั้งที่ 3 0.1370 4.92 

 

 ค่าศักย์ซีต้า (zeta potential) เป็นค่าที่วัดประจุบนพ้ืนผิวของอนุภาคที่แขวนลอยอยู่ในสารละลายหรือวัด
ประจุของสารละลาย ซึ่งในงานนี้ใช้วัดประจุของสารละลาย จากตารางที่ 3.4 พบว่าค่าศักย์ซีต้าของสารละลาย 
coagulation (สารละลายไคโตซาน/เอ็น-บิวทิลไคโตซาน + CaCl2 ก่อนท าการหยดสารละลายกลูโคซามีนในแอลจิ
เนตลงไป) ลดลงจาก 25.90 mV มาเป็น 24.03 mV จะบ่งบอกถึงว่ามีประจุบวกในสารละลาย coagulation fluid 
บางส่วนไปเกาะกับแอลจิเนตซึ่งมีประจุลบ รวมตัวเป็นอนุภาค นอกจากนี้เมื่อพิจารณาค่าศักย์ซีต้าของน้ าล้างอนุภาค

Chitosan 

 

N-butyl chitosan 10%DS 

 
N-butyl chitosan 30%DS 

 
N-butyl chitosan 40%DS 
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ครั้งที่ 1 มีค่าสูงกว่า Post Coagulation (สารละลายไคโตซาน/เอ็น-บิวทิลไคโตซาน + CaCl2 หลังท าการหยด
สารละลายกลูโคซามีนในแอลจิเนตลงไปและท าการกรองอนุภาคออกจากสารละลายแล้ว ) แสดงว่าขณะล้างอนุภาค
มีกลูโคซามีนถูกปลดปล่อยออกมาจากอนุภาค โดยค่าศักย์ซีต้า ในตารางที่ 3.5-3.7 ใช้หลักการวิเคราะห์แบบเดียวกัน 

ตารางที่ 3.5 แสดงผล Zeta potential และ pH ของสารละลายในการเตรียมอนุภาค เอ็น-บิวทิลไคโตซาน 10%DS-
แคลเซียมแอลจิเนต 

สารละลาย Zeta potential (mV) pH 
Coagulation 29.75 4.48 

Post Coagulation 43.87 4.58 
น้ าล้างอนุภาคครั้งที่ 1 17.32 4.85 
น้ าล้างอนุภาคครั้งที่ 2 8.985 4.92 
น้ าล้างอนุภาคครั้งที่ 3 1.569 5.20 

 

ตารางที่ 3.6 แสดงผล Zeta potential และ pH ของสารละลายในการเตรียมอนุภาค เอ็น-บิวทิลไคโตซาน 30%DS-
แคลเซียมแอลจิเนต 

สารละลาย Zeta potential (mV) pH 
Coagulation 18.18 4.54 

Post Coagulation 18.80 4.52 
น้ าล้างอนุภาคครั้งที่ 1 22.09 4.67 
น้ าล้างอนุภาคครั้งที่ 2 3.39 5.04 
น้ าล้างอนุภาคครั้งที่ 3 0.67 5.04 

 

ตารางที่ 3.7 แสดงผล Zeta potential และ pH ของสารละลายในการเตรียมอนุภาค เอ็น-บิวทิลไคโตซาน 40%DS-
แคลเซียมแอลจิเนต 

สารละลาย Zeta potential (mV) pH 
Coagulation 15.10 4.33 

Post Coagulation 16.65 4.33 
น้ าล้างอนุภาคครั้งที่ 1 17.92 4.54 
น้ าล้างอนุภาคครั้งที่ 2 11.03 4.74 
น้ าล้างอนุภาคครั้งที่ 3 0.08 5.01 
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3.3 การวิเคราะห์หาปริมาณกลูโคซามีนในอนุภาคไคโตซาน-แคลเซียมแอลจิเนต และ เอ็น-บิวทิลไคโตซาน-
แคลเซียมแอลจิเนต 

 เมื่ อ น ากลู โคซ ามี น ไป ท าป ฎิ กิ ริ ย ากั บ phenylisothiocyanate (PITC) เพ่ื อ ให้ ได้ ผ ลิ ตภั ณ ฑ์ เป็ น
phenylthiocarbonyl-glucosamine โดยมีค่าการดูดกลืนแสงยูวีที่สูงที่สุดอยู่ที่ความยาวคลื่นแสงเท่ากับ 245 นาโน
เมตร วิเคราะห์หาปริมาณกลูโคซามีนในอนุภาคไคโตซาน-แคลเซียมแอลจิเนต และเอ็น-บิวทิลไคโตซาน-แคลเซียม
แอลจิเนต ด้วยเทคนิค HPLC ดังแสดงในโครมาโทแกรมของสาร phenylthiocarbonyl-glucosamine รูปที่ 3.5 มี 
retention time คือ 5.495 และ 6.506 นาที ด้วยเหตุที่สัญญาณของอนุพันธ์ที่ได้นี้ปรากฏขึ้นที่สองต าแหน่ง เพราะ 
glucosamine ที่ใช้นี้อยู่ในรูปของ anomeric คือมีโครงสร้างแบบ alpha และ beta 

 

รูปที่ 3.5 แสดง HPLC โครมาโทแกรมของ phenylthiocarbonyl-glucosamine ที่ความเข้มข้น 0.05 mg/mL ที ่
flow rate 1.5 mL/min  

 จากนั้นสร้างกราฟเพ่ือแสดงความสัมพันธ์ระหว่างพ้ืนที่ใต้พีกกับความเข้มข้นของกลูโคซามีน เพ่ือหาปริมาณ
กลูโคซามีนในอนุภาค ได้สมการเส้นตรง y = 58.13x106X + 0.221 ค่า R2 = 0.993 ซึ่งมีค่าเข้าใกล้ 1 แสดงว่าความ
เขม้ข้นของกลูโคซามีนมีความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงกับพ้ืนที่ใต้พีก 
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ตารางที่ 3.8 แสดงประสิทธิภาพในการกักเก็บยา (Entrapment efficiency:%EE) และ ปริมาณกลูโคซามีนต่อ
น้ าหนักอนุภาค (Loading capacity:%LC) ของอนุภาคท่ีเตรียมได้ 

Sample ประสิทธิภาพในการกักเก็บยา (%EE) ปริมาณกลูโคซามีนต่อน้ าหนักอนุภาค 
(%LC) 

Chitosan 0.70 0.53 
N-butyl chitosan 10%DS 0.47 0.35 
N-butyl chitosan 30%DS 0.82 0.13 
N-butyl chitosan 40%DS 0.57 0.43 

  

 จากตารางที่ 3.8 จะพบว่าประสิทธิภาพในการกักเก็บยา (%EE = encapsulation efficiency) จากการ
ทดลองมีค่าที่ต่ า เมื่อเทียบกับงานวิจัยก่อนหน้านี้ Anal, A. K. et al. (2005)4  ซึ่งได้เตรียมบีดไคโตซาน-แคลเซียม
แอลจิเนตกักเก็บแอมพิซิลินได้ค่า %EE เท่ากับ 75.7 และจากงานวิจัยของวิทยา ภมรวรานนท์ (2012)8 ที่เตรียม
อนุภาคระดับนาโนเมตรของไคโตซาน -แคลเซียมแอลจิเนต และอนุพันธ์ของไคโตซาน-แคลเซียมแอลจิเนตได้
ประสิทธิภาพในการกักเก็บยาอยู่ในช่วง 5.2-9.6% ปัจจัยที่ส่งผลให้งานนี้มีประสิทธิภาพการกักเก็บยาต่ า เนื่องจาก 
กลูโคซามีนสามารถละลายน้ าได้ดีจึงเกิดการปลดปล่อยกลูโคซามีนอย่างรวดเร็วในช่วงหลังจากที่เตรียมอนุภาคเสร็จ
แล้ว และในกระบวนการล้างอนุภาคด้วยน้ าดีไอออไนซ์จากผลศักย์ซีต้าของน้ าล้างครั้งที่ 1 จะพบว่ามีค่าเป็นบวก
มากกว่า post coagulation รวมถึงขั้นตอนการท าให้อนุภาคแห้งนั้นท าด้วยการน าไปทิ้งให้แห้งเองที่อุณหภูมิห้อง ซึ่ง
ในช่วงเวลาระหว่างการทิ้งให้แห้งนั้นจะยังคงมีน้ าอยู่จ านวนหนึ่งที่จะท าให้กลูโคซามีนถูกปลดปล่อยออกมาอยู่
ตลอดเวลานอกจากนี้ การใช้วิธีทิ้งให้แห้งเองนั้นจะยังคงมีน้ าหลงเหลืออยู่ในอนุภาค ท าให้น้ าหนักของอนุภาคที่ต้องใช้
ในการค านวณหาประสิทธิภาพการกักเก็บยามีค่าสูงเกินจริงส่งผลให้เมื่อค านวณค่าประสิทธิภาพในการกักเก็บยาของ
อนุภาคจะค่าลดลง  ปัญหาดังกล่าวจะต้องได้รับการแก้ไขในขั้นตอนการท าให้อนุภาคแห้ง โดยต้องท าให้อนุภาคแห้ง
อย่างรวดเร็ว โดยใช้การอบแบบสุญญากาศ รวมทั้งในการล้างอนุภาคจะต้องล้างเพียง 1 ครั้งเพ่ือลดการสูญเสียกลูโค
ซามีนไปในขั้นตอนการล้าง 

 

3.4 การปลดปล่อยกลูโคซามีนของอนุภาคไคโตซาน-แคลเซียมแอลจิเนต และ เอ็น-บิวทิลไคโตซาน-แคลเซียม
แอลจิเนต 

 ท าการศึกษาการปลดปล่อยกลูโคซามีนของอนุภาคไคโตซาน-แคลเซียมแอลจิเนต และเอ็น-บิวทิลไคโตซาน-
แคลเซียมแอลจิเนตที่ pH 1.2 และ pH 7.4 พบว่าที่ pH 1.2 ไม่มีการปลดปล่อยกลูโคซามีนออกมาจากอนุภาคที่
เตรียมได้ ส่วนการศึกษาที่ pH 7.4 นั้นไม่สามารถน าข้อมูลจากโครมาโทแกรมมาใช้ได้เนื่องจาก Baseline ของโครมา
โตแกรมไม่คงที่ ท าให้ผลการทดลองที่ได้บางชุดข้อมูลไม่สามารถน ามาใช้ในการรายงานผลการทดลองได้ จากกราฟ
แสดงการปลดปล่อยกลูโคซามีนของเอ็น-บิวทิลไคโตซานที่มี %DS แตกต่างกันที่ pH 7.4 เมื่อพิจารณาที่ 10 ชั่วโมง
แรกพบว่าเอ็น-บิวทิลไคโตซานมี %DS ที่สูงขึ้นอัตราการปลดปล่อยกลูโคซามีนของอนุภาคนั้นจะลดลง เนื่องจากเมื่อ
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เอ็น-บิวทิลไคโตซานมี %DS เพ่ิมขึ้นท าให้มีสมบัติความไม่ชอบน้ ามากขึ้นจึงส่งผลให้สามารถลดอัตราการปลดปล่อย
กลูโคซามีนได้ 

 

รูปที่ 3.6 แสดงการปลดปล่อยกลูโคซามีนของเอ็น-บิวทิลไคโตซานที่มี %DS แตกต่างกันที่ pH 7.4 

 

3.5 การศึกษาขนาด สัณฐานวิทยาและการบวมตัวของอนุภาคไคโตซาน-แคลเซียมแอลจิเนต และเอ็น-บิวทิลไค
โตซาน–แคลเซียมแอลจิเนต 

 ศึกษาสัณฐานวิทยา พ้ืนผิวและขนาดของอนุภาคที่เตรียมได้ด้วยเทคนิค SEM แสดงดังรูปที่ 3.8 จะพบว่า
อนุภาคที่เตรียมได้มีรูปทรงเป็นทรงกลม โดยพ้ืนผิวมีลักษณะขรุขระ และไม่สังเกตเห็นคราบผงเกาะอยู่ที่พ้ืนที่ผิว ซึ่ง
เส้นใยที่เห็นเกาะอยู่บนอนุภาคคือเส้นใยจากกระดาษที่เกิดขึ้นในขั้นตอนการท าให้อนุภาคแห้งโดยได้มีการวางทิ้งไว้ให้
แห้งบนกระดาษ จากตารางที่ 3.9 จะพบว่าสามารถควบคุมขนาดของอนุภาคท่ีเตรียมได้โดยขนาดเฉลี่ยของอนุภาคคือ 
1,000 ไมโครเมตร (1.00 ± 0.05มิลลิเมตร) ซึ่งสอดคล้องกับวัตถุประสงค์ที่ต้องการเตรียมอนุภาคให้มีขนาด 1.0-2.0 
มิลลิเมตร 

ตารางที่ 3.9 แสดงขนาดของอนุภาคไคโตซาน-แคลเซียมแอลจิเนต และเอ็น-บิวทิลไคโตซาน–แคลเซียมแอลจิเนตที่
เตรียมได ้

ตัวอย่าง เส้นผ่านศูนย์กลาง (ไมโครเมตร) 
chitosan 1071.70±30.21 

N-butyl chitosan 10%DS 970.93±41.43 
N-butyl chitosan 30%DS 1003.30±35.58 
N-butyl chitosan 40%DS 974.41±31.68 
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การปลดปล่อยกลูโคซามีนที่ของ เอ็น-บิวทิลไคโตซานที่มี %DS แตกต่างกันที่ pH 7.4

N-butyl chitosan 10%DS

N-butyl chitosan 30%DS

N-butyl chitosan 40%DS
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รูปที่ 3.7 แสดงลักษณะและพ้ืนที่ผิวของอนุภาคด้วยเทคนิคSEM โดยภาพลักษณะรูปร่าง a) chitosan, c) N-butyl 
chitosan 10%DS, e) N-butyl chitosan 30%DS แล ะg) N-butyl chitosan 40%DSภ าพลั กษ ณ ะ พ้ื น ผิ วb) 
chitosan, d) N-butyl chitosan 10%DS, f) N-butyl chitosan 30%DS และh) N-butyl chitosan 40%DS 

 

a) b) 

d) c) 

e) f) 

g) h) 
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 การศึกษาการบวมตัว (Swelling) ของอนุภาคนั้นท าการศึกษาที่ pH 1.2 และ pH 7.4 โดยที่ pH1.2 ท าการ
ทดลองเป็นเวลา 4 ชั่วโมงเพ่ือจ าลองภาวะและเวลาที่อนุภาคท่ีอยู่ในกระเพาะอาหาร ส่วน pH 7.4 ท าการทดลองเป็น
เวลา 30 นาที จ าลองภาวะดูดซึมท่ีล าไส้เล็ก ผลการทดลองแสดงในตารางที่ 3.10 ที ่pH 7.4 จะมีค่า swelling index 
สูง เนื่องจากแอลจิเนตสามารถละลายหรือบวมตัวได้ในภาวะที่เป็นเบส  

ตารางที ่3.10 แสดง Swelling index ของอนุภาคท่ีเตรียมได้ที่ pH 1.2 และ pH 7.4  

Sample Swelling index 
pH 1.2 pH 7.4 

chitosan 0.465 6.06 
N-butyl chitosan 10%DS 0.566 12.6 
N-butyl chitosan 30%DS 0.648 11.3 
N-butyl chitosan 40%DS 0.702 2.34 

 

จากค่า Swelling index พบว่าที่ pH 1.2 อนุภาคไม่มีการบวม เนื่องจากแอลจิเนตไม่บวมหรือแตกออกในสภาวะที่
เป็นกรด เมื่อพิจารณาการบวมของอนุภาคในสภาวะที่มี pH 7.4 พบว่าอนุภาคมีการบวมมากภายในเวลาเพียง 30 
นาที โดยค่า swelling index จะมีค่าลดลงเมื่อ %DS ของเอ็น-บิวทิลไคโตซานมีค่าเพ่ิมมากขึ้นซึ่งสามารถอธิบาย
สมบัติในการปลดปล่อยยาได้โดย แสดงว่าเอ็น-บิวทิลไคโตซานสามารถลดการบวมตัวของอนุภาคได้ ส่งผลให้สามารถ
ปลดปล่อยกลูโคซามีนจากอนุภาคช้าลง ซึ่งสอดคล้องกับผลการปลดปล่อยกลูโคซามีนของเอ็น-บิวทิลไคโตซานที่มี 
%DS แตกต่างกัน ที่ pH 7.4  

 

 



 

 

 

บทที่ 4 

สรุปผลการทดลอง 

 

4.1 สรุปผลการทดลอง 

 ในงานวิจัยนี้สามารถสังเคราะห์เอ็น-บิวทิลไคโตซาน ที่มีระดับการแทนที่ด้วยหมู่บิวทิลเป็น 10, 30 และ40%
และสามารถเตรียมอนุภาคไคโตซาน-แคลเซียมแอลจิเนต และเอ็น-บิวทิลไคโตซาน-แคลเซียมแอลจิเนตด้วย
กระบวนการ ionotropic gelation โดยอาศัยหลักการเกิดเจลหรืออนุภาคขนาดเล็กของพอลิเมอร์ที่มีประจุตรงกัน
ข้ามคือ ไคโตซานหรือเอ็น-บิวทิลไคโตซานที่มีประจุบวก กับแอลจิเนตที่มีประจุลบ โดยอนุภาคที่เตรียมได้มีขนาดเฉลี่ย 
1.00 ± 0.05 มิลลิเมตร  

การเตรียมอนุภาคนั้นใช้อัตราส่วนโดยน้ าหนักของพอลิเมอร์ประจุบวก/แคลเซียมคลอไรด์/แอลจิเนตเท่ากับ 
0.8:3.0:2.0 โดยขนาดของอนุภาคที่เตรียมได้ขึ้นกับขนาดของหัวเข็มที่เลือกใช้เพ่ือหยดสารละลายในกระบวนการขึ้น
อนุภาค ซึ่งในงานวิจัยนี้ใช้หัวเข็มเบอร์ 18 แต่จากการหาปริมาณกลูโคซามีนที่กักเก็บในอนุภาคนั้น พบว่าประสิทธิภาพ
ในการกักเก็บกลูโคซามีนมีค่าต่ า โดยค่าประสิทธิภาพในการกักเก็บยา (Entrapment Efficiency) ที่ดีที่สุดของ
งานวิจัยนี้คือ 0.82% ซึ่งเป็นค่าของอนุภาคเอ็น/บิวทิลไคโตซาน (30% butyl group substitution) –แคลเซียมแอลจิ
เนตเมื่อเทียบกับค่าประสิทธิภาพในการกักเก็บกลูโคซามีนของอนุภาคไคโตซาน -แคลเซียมแอลจิเนตรวมทั้ง
ความสามารถในการกักเก็บยากลูโคซามีนต่อน้ าหนักของอนุภาค (loading capacity) ในงานวิจัยนี้มีค่าต่ า โดยที่
อนุภาคไคโตซาน-แคลเซียมแอลจิเนตมีค่าความสามารถในการกักเก็บยาเท่ากับ 0.53% ซึ่งดีกว่าอนุภาคของเอ็น-
บิวทิลไคโตซาน-แคลเซียมแอลจิเนต นอกจากนี้เมื่อศึกษาการปลดปล่อยยากลูโคซามีนของอนุภาค พบว่าที่สารละลาย
บัฟเฟอร์ pH 1.2 ไม่มีการปลดปล่อยกลูโคซามีนออกมาจากอนุภาคที่เตรียมได้ แต่เมื่อศึกษาที่ pH 7.4 เอ็น-บิวทิลไค
โตซาน-แคลเซียมแอลจิเนต ที่มี % DS ที่สูงขึ้นนั้นกลับมีอัตราการปลดปล่อยกลูโคซามีนของอนุภาคนั้นจะลดลง 
เนื่องจากเมื่อ เอ็น-บิวทิลไคโตซานมี %DS เพ่ิมขึ้นท าให้สายโซ่พอลิเมอร์มีสมบัติความไม่ชอบน้ ามากขึ้น จึงส่งผลให้
อัตราการปลดปล่อยกลูโคซามีนน้อยลง อีกทั้งยังศึกษาขนาดของอนุภาคและสัณฐานวิทยาของอนุภาคด้วยเทคนิค 
SEM ซึ่งผลเป็นอย่างที่กล่าวไว้ข้างต้นคือ เป็นอนุภาคทรงกลมที่มีขนาดเฉลี่ย 1.0 มิลลิเมตร พ้ืนผิวของอนุภาคมี
ลักษณะขรุขระและมีร่องหลุม รวมทั้งศึกษาการบวมน้ าของอนุภาค ที่สภาวะเลียนแบบกระเพาะอาหาร pH 1.2 และ
สภาวะล าไส้เล็ก pH 7.4 พบว่าที่ pH 7.4 พบว่าค่าดัชนีการบวมตัวมีค่าลดลงเมื่อเอ็น-บิวทิลไคโตซานมีระดับการ
แทนที่เพ่ิมขึ้น รวมทั้งพบว่าที่ pH 7.4 อัตราการปลดปล่อยกลูโคซามีนของอนุภาคนั้นจะลดลง เมื่อเอ็น-บิวทิลไคโต
ซาน-แคลเซียมแอลจิเนต ที่มีระดับการแทนที่เพ่ิมข้ึน 
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4.2 ข้อเสนอแนะ 

 ในงานวิจัยนี้จากผลการทดลองพบจุดบกพร่องหลายส่วนแต่สามารถแก้ไขปรับปรุงและด าเนินการขณะท า
การทดลองได้ คือ สาเหตุที่ท าให้งานวิจัยนี้มีค่าประสิทธิภาพการกักเก็บยาต่ า อาจจะเกิดจากกระบวนการล้างอนุภาค
หลังผลิตอนุภาคขึ้น และขั้นตอนการท าให้อนุภาคแห้งโดยการทิ้งอนุภาคให้แห้งเองที่อุณหภูมิห้อง ดังนั้นจึงสามารถ
แก้ไขได้ด้วยการล้างอนุภาคด้วยน้ าดีไอออไนซ์เพียง 1 รอบโดยใช้เวลาน้อยที่สุดหรือไม่ต้องล้างอนุภาคเพ่ือลดการ
สูญเสียยาไปในขั้นตอนการล้าง เพราะกลูโคซามีนสามารถละลายน้ าได้ดีมาก และถ้าจะท าอนุภาคให้แห้งคือให้ท าการ
อบแห้งด้วยระบบสุญญากาศทันที เพราะถ้าทิ้งอนุภาคไว้ที่อุณหภูมิห้องอนุภาคจะยังคงเปียกและมีน้ าอยู่ท าให้ยาที่
บรรจุอยู่ในอนุภาคถูกปลดปล่อยออกมาได้ขณะทิ้งไว้ให้แห้ง ถ้าอนุภาคไม่แห้งดีจะยังคงมีน้ าเหลืออยู่ภายในอนุภาคท า
ให้น้ าหนักอนุภาคที่ต้องใช้ในการค านวณหาค่าประสิทธิภาพการกักเก็บยาและปริมาณยาต่อน้ าหนักอนุภาคนั้นมีค่า
น้อย 
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ภาคผนวก ก 

Calibration Curve 

 

 ตารางที ่1ก แสดงพ้ืนที่ใต้ของกลูโคซามีนที่ความเข้มข้นต่างๆ  

 

ความเข้มข้นของกลูโคซามีน (mg/mL) พ้ืนทีใ่ต้พีกของกลูโคซามีน 

0.001 77132 
0.005 315067 
0.01 634495 
0.02 1392723 
0.05 3447224 
0.1 6645903 
0.2 1147589 

 

 

รูปที ่1ก Standard calibration curve ของกลูโคซามีน 

 

 ปริมาณกลูโคซามีน (mg) = 
พ้ืนที่ใต้พีก-0.221

58.13×106 ×ปริมาตรของสารละลายตัวอย่าง (mL) 

 

y = 58.13x + 0.221
R² = 0.993
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 ตารางที ่2ก แสดงพ้ืนที่ใต้พีกของอนุภาคท่ีเตรียมได้ 

 

อนุภาค พ้ืนที่ใต้พีกของกลูโคซามีน 
Chitosan 654478 
N-butyl chitosan 10%DS 480118 
N-butyl chitosan 30%DS 567596 
N-butyl chitosan 40%DS 550538 
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ภาคผนวก ข 

1H-NMR 

 

 

รูปที่ 1ข แสดง1H-NMR ของไคโตซานที่ท าการตกตะกอนให้บริสุทธิ์ 

 

 

 

รูปที่ 2ข แสดง1H-NMR ของเอ็น-บิวทิลไคโตซานที่มีอัตราส่วน ไคโตซาน: บิวทิลรัลดีไฮด์ เท่ากับ 1:0.25 วันที่ท าการ
สังเคราะห์ 04/12/2557 
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รูปที่ 3ข แสดง1H-NMR ของเอ็น-บิวทิลไคโตซาน ที่มีอัตราส่วน ไคโตซาน: บิวทิลรัลดีไฮด์ เท่ากับ 1:0.25 วันที่ท าการ
สังเคราะห์ 15/01/2558 

 

 

รูปที่ 4ข แสดง1H-NMR ของเอ็น-บิวทิลไคโตซาน ที่มีอัตราส่วน ไคโตซาน: บิวทิลรัลดีไฮด์ เท่ากับ 1:0.25 วันที่ท าการ
สังเคราะห์ 12/02/2558 
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รูปที่ 5ข แสดง1H-NMR ของเอ็น-บิวทิลไคโตซาน) ที่มีอัตราส่วน ไคโตซาน: บิวทิลรัลดีไฮด์ เท่ากับ 1:1 วันที่ท าการ
สังเคราะห์ 26/02/2558 

 

 

รูปที่ 6ข แสดง1H-NMR ของเอ็น-บิวทิลไคโตซาน ที่มีอัตราส่วน ไคโตซาน: บิวทิลรัลดีไฮด์ เท่ากับ 1:1วันที่ท าการ
สังเคราะห์ 09/03/2558 
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รูปที่ 7ข แสดง1H-NMR ของเอ็น-บิวทิลไคโตซาน ที่มีอัตราส่วน ไคโตซาน: บิวทิลรัลดีไฮด์ เท่ากับ 1:1.45 วันที่ท าการ
สังเคราะห์ 09/02/2557 

 

 

รูปที่ 8ข แสดง1H-NMR ของเอ็น-บิวทิลไคโตซาน ที่มีอัตราส่วน ไคโตซาน: บิวทิลรัลดีไฮด์ เท่ากับ 1:1.45 วันที่ท าการ
สังเคราะห์ 12/02/2557 
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รูปที่ 9ข แสดง1H-NMR ของเอ็น-บิวทิลไคโตซาน ที่มีอัตราส่วน ไคโตซาน: บิวทิลรัลดีไฮด์ เท่ากับ 1:1.45 วันที่ท าการ
สังเคราะห์ 26/12/2557 
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ประวัติผู้วิจัย 

 

 นางสาวธาราวดี  ธรรมนาญ เกิดเมื่อวันที่ 10 เดือน เมษายน พ.ศ. 2536 ที่จังหวัดสมุทรปราการ ส าเร็จ
การศึกษาชั้นมัธยมศึกษาตอนปลาย สายสามัญ แผนก วิทย์-คณิต จากโรงเรียนนวมินทราชินูทิศ เตรียมอุดมศึกษา
พัฒนาการ จังหวัดสมุทรปราการ เมื่อปีการศึกษา 2553 เข้าศึกษาหลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต ภาควิชาเคมี คณะ
วิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เมื่อปีการศึกษา 2554 

 ที่อยู่ที่สามารถติดต่อได้หลังจบการศึกษาระดับปริญญาตรี 58/88 หมู่ 5 หมู่บ้านกรุงสยามวิลล่า ถนน
เทพารักษ์ ต าบลบางพลีใหญ่ อ าเภอบางพลี จังหวัดสมุทรปราการ 10540 

 นางสาวปิยพัชร์  จันทร์ชูชื่น เกิดเม่ือวันที่ 27 เดือน ตุลาคม พ.ศ. 2535 ที่กรุงเทพมหานคร ส าเร็จการศึกษา
ชั้นมัธยมศึกษาตอนปลาย สายสามัญ แผนก วิทย์-คณิต จากโรงเรียนฤทธิยะวรรณาลัย กรุงเทพมหานคร เมื่อปี
การศึกษา 2553 เข้าศึกษาหลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
เมื่อปีการศึกษา 2554 

 ทีอ่ยู่ที่สามารถติดต่อได้หลังจบการศึกษาระดับปริญญาตรี 171/2062 หมู่ 2 แขวงคลองถนน เขตสายไหม 
กรุงเทพมหานคร 10220 
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