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 ไดทําการลดขนาดของโมเลกุลคอนดรอยทินซัลเฟต (Chondroitin sulfate) ขนาดโมเลกุลใหญ
น้ําหนกัโมเลกลุ (Mv) 78.105 กิโลดอลตันที่สกัดจากกระดูกออนอกไกดวยเอนไซนปาเปน โดยการฉายรังสี
แกมมาปริมาณรังสี 317 – 500 กิโลเกรย กับคอนดรอยทินซัลเฟต ในรูปของแข็งที่ความดนัและอุณหภูมิ
ปกติ ไดคอนดรอยทินซัลเฟตโมเลกุลขนาดเล็กที่มนี้ําหนักโมเลกุล 20 – 10 กิโลดอลตัน ซึ่งเหมาะสมตอ
การดูดซึมในระบบยอยอาหารของรางกาย และทําการพิสูจนยืนยันวาเปนสารคอนดรอยทินซัลเฟตและหา
น้ําหนกัโมเลกลุดวยเครื่อง FTIR และ Viscometer ตามลําดับ คา G(s)-value ที่ไดจากการคํานวณมี
คาประมาณ 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 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 

ปจจุบันผูสูงอายุกําลังประสบปญหาเกี่ยวกับโรคขออักเสบและขอเสื่อม (Osteoarthritis) 
เพิ่มมากขึ้น สงผลใหเกิดอาการเจ็บปวดตามขอตาง ๆ โดยเฉพาะผูหญิงที่มีอายุตั้งแต 50 ปข้ึนไป 
พบปญหาขอเขาอักเสบคอนขางมาก คุณภาพชีวิตของผูสูงอายุจึงลดลง สาเหตุสําคัญของโรคนี้
เกิดจากปริมาณคอนดรอยทินซัลเฟต (Chondroitin sulfate) ในขอกระดูกที่คอนดรอยทินซัลเฟต 
เปนสารที่มีการใชรักษาขอและกระดูกอักเสบมามากกวา 20 ปในประเทศทางทวีปยุโรป แต
ปจจุบันเริ่มมีการใชอยางแพรหลายทั่วไป เนื่องจากผลลัพธการรักษาที่นาพอใจจนเปนที่ยอมรับ
ของวงการแพทย สารชนิดนี้ไดรับการยอมรับในอเมริกาวาเปนสารที่ปลอดภัยและมีประสิทธิภาพ
สูง จึงมีการผลิตคอนดรอยทินซัลเฟตในรูปของอาหารเสริมออกมาจําหนายมากมาย จากผลวิจัย
พบวาคอนดรอยทินซัลเฟตมีอยูในกระดูกออนของสัตวชนิดตาง ๆ  ซึ่งจะพบไดมากในกระดูกอกไก 
กระดูกจระเขและครีบปลาฉลาม แตเนื่องจากคอนดรอยทินซัลเฟตที่สกัดออกมาไดนั้นเปนสารพอ
ลิเมอรที่มีขนาดโมเลกุลใหญ และยังเสื่อมสลายเมื่อผานกระบวนการยอยหรือการประกอบอาหาร
ทําใหรางกายไดรับปริมาณ คอนดรอยทินซัลเฟตนอยมาก ดังนั้นหากมีการเพิ่มคอนดรอยทิน 
ซัลเฟตขนาดโมเลกุลเล็กเขาสูรางกาย ซึ่งสามารถดูดซึมเขาสูระบบตาง ๆ ไดโดยตรง จะทําให
ผลการรักษาอาการโรคขอกระดูกอักเสบและเสื่อมมีประสิทธิภาพเพิ่มขึ้นมาก กระบวนการลด
ขนาดโมเลกุลของพอลิเมอรที่ใชกันทั่วไปอันไดแก กระบวนการทางเคมี และเอนไซมนั้น เปน
กระบวนการที่ยุงยาก และทําใหมีสารเคมีและเอนไซมเจือปนกับพอลิเมอรซึ่งยากตอการกําจัด แต
สําหรับการลดขนาดโมเลกุลของพอลิเมอรดวยกระบวนการทางรังสีนั้นมีขอดีที่ เหนือกวา
กระบวนการที่ใชกันอยูในปจจุบันหลายประการ โดยกระบวนการทางรังสีนั้นสามารถลดขนาดของ
โมเลกุลไดโดยไมยุงยาก อีกทั้งยังไดสารโมเลกุลเล็กที่มีความบริสุทธิ์สูงมาก เนื่องจากไมมีการใช
สารเคมีชนิดอื่นเขามาเกี่ยวของ  
 งานวิจัยนี้จะทําการศึกษาหาเงื่อนไขและปริมาณการฉายรังสีที่เหมาะสมตอการลดขนาด
ของโมเลกุลคอนดรอยทินซัลเฟตที่สกัดไดจากกระดูกอกไก เพื่อใหไดคอนดรอยทินซัลเฟต ที่มี
โมเลกุลขนาดเล็กอยูในระดับที่รางกายสามารถดูดซึมเขาไปใชประโยชนไดโดยตรง 
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1.2 วัตถุประสงคของการวิจยั 
  

เพื่อลดขนาดของโมเลกุลคอนดรอยทิน (Chondroitin sulfate) ที่สกัดจากกระดูกออน
อกไกใหมีขนาดโมเลกุลประมาณ 10,000 – 20,000 Da โดยการฉายรังสีแกมมา 

 
1.3 ขอบเขตของการวิจัย 
 

1.3.1. สกัดคอนดรอยทินซัลเฟตจากกระดูกออนอกไกใหมีความบริสุทธิ์ 
1.3.2. หาเงื่อนไขในการลดขนาดโมเลกุลของสารสกัดคอนดรอยทินซัลเฟตมีขนาด 

           โมเลกุล ประมาณ 10,000 – 20,000 Da โดยการฉายรังสีแกมมา ไดแก  
          ความเขมขนของคอนดรอยทินซัลเฟต, ปริมาณรังสี, สารตัวเติม 

 1.3.3. พิสูจนลักษณะสมบัติ และขนาดโมเลกุลของคอนดรอยทินซัลเฟตที่ได 
 1.3.4. หาคา Gs-value ของคอนดรอยทินซัลเฟต 
 
1.4 ขั้นตอนดําเนินการวิจยั 
 

 1.4.1. ศึกษาและคนควางานวิจัยที่เกี่ยวของ 
         1.4.2. สกัดคอนดรอยทนิซัลเฟตจากกระดูกออนอกไกโดยสกดัแยกโปรตีนออกดวย 

เอนไซมปาเปน พรอมทัง้ทดสอบเพื่อยนืยนัผลการสกัดคอนดรอยทินซัลเฟตและ
น้ําหนกัโมเลกลุโดย Gel Permeation Chromatography (GPC)  

 1.4.3. ทดลองหาเงื่อนไขในการลดขนาดโมเลกุลคอนดรอยทนิซัลเฟตที่สกัดไดใหมขีนาด 
โมเลกุลประมาณ 10,000-20,000 Da โดยการฉายรังสแีกมมา 

 1.4.4. ทดลองหาคา Gs-value ของการฉายรังสีแกมมากบัโมเลกุลคอนดรอยทินซัลเฟต 
 1.4.5. สรุป วจิารณผลการทดลองและเขยีนวทิยานิพนธ 
 
1.5 ประโยชนที่คาดวาจะไดรบัจากงานวิจยั 

 

เปนแนวทางสาํหรับการใชรังสีในการลดขนาดโมเลกุลคอนดรอยทนิซลัเฟตเพื่อใหได
โมเลกุลที่มีขนาดเล็กในระดบัโมเลกุลสารอาหารที่รางกายสามารถดูดซึมไปใชงานไดโดยตรง และ
เปนแนวทางในการผลิตคอนดรอยทนิซัลเฟตในอุตสาหกรรมอาหารเพื่อสุขภาพ (Tonic food) และ 
เครื่องสําอาง 
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1.6 เอกสารและงานวิจยัที่เกี่ยวของ 
1.6.1 รศ.ดร.วรรณวิบูลย กาญจนกุญชร [1] มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร และคณะไดทํา

การสกัดคอนดรอยทินซัลเฟตจากกระดูกของสัตวชนิดตางๆ เพื่อเปรียบเทียบชนิดและปริมาณของ 
คอนดรอยทินซัลเฟตพบวากระดูกอกไก และกระดูกจระเขเปนแหลงที่ดีสําหรับคอนดรอยทนิ
ซัลเฟตโดยพบคอนดรอยทินซัลเฟตชนิด A และ C เปนปริมาณมาก 

1.6.2 Robert J. Miller, Aviva Shiedlin [2] ไดทําการทดลองเพื่อหาวิธีการควบคุมการ
ลดขนาดของโมเลกุลพอลิเมอรโดยใชการฉายรังสีแกมมา โดยทดลองกับพอลิเมอรกลุมพอลิแซก
คาไรด งานวจิัยนี้ไดทาํการฉายรังสีดวยปริมาณรังสีตาง ๆ แลววัดขนาดโมเลกุลที่ได จากนัน้สราง
กราฟความสมัพันธระหวางปริมาณรังสีและขนาดโมเลกุล จากกราฟจะไดความสัมพันธ ซึง่
สามารถใชในการหาปริมาณรังสีเพื่อใชลดขนาดโมเลกลุใหมีขนาดตามตองการได  

1.6.3 Luigi De Ambrosi, Walter Recchai, Gianni Ferrari [3] ไดศึกษาวิธีการควบคุม
การเตรียมสารกลุม Glucoaminoglycans โมเลกุลเล็ก โดยใชการฉายรังสีแกมมากับสารที่เปน
ของแข็งและสารละลาย งานวิจยันี้ไดใหรายละเอยีดเกีย่วกับการเตรยีมสารตัวอยาง และสภาวะ
ตาง ๆ ที่ใชในการฉายรงัสีเพื่อใหไดโมเลกุลที่มีขนาดระหวาง 1000 - 35000 Da อีกทั้งยังแสดงให
เห็นวาการลดลงของขนาดโมเลกุลและปริมาณรังสทีี่ไดรับมี ความสัมพันธกันเปนเสนตรง  

1.6.4 Hidemitsu Uchisawa [4] และคณะ และ รศ. ดร. วรรณวิบูลย กาญจนกุญชร [1] 
และคณะ ไดทําการทดลองวัดสเปกตรัมของ Chondroitin-4-sulfate และ Chondroitin-6-sulfate 
ในสถานะที่เปนของแข็ง โดยการใชเทคนคิ Fourier Transform Infrared Spectroscopy โดยใช 
KBr เปนตัวประสาน โดยพบวาสเปกตรัมที่ใชการทดสอบยืนยนัคอนดรอยทนิซลัเฟต คือ ที่
ตําแหนง 854.5, 857 cm−1 และ ที่ตําแหนง 823.7, 826 cm−1 ตามลําดับ  

1.6.5   Michiru Ida [5] และ คณะ ไดทําการวดัขนาดโมเลกลุของคอนดรอยทนิซัลเฟต 
ขนาดใหญ ที่สกัดไดจาก Neural Stem Cell โดยการใชเทคนิค Gel permeation 
chromatography (GPC) และเทียบผลที่ไดจากเทคนิค GPC จากกราฟมาตรฐานจากสาร
มาตรฐานทีท่ราบน้าํหนักโมเลกุลที่แนนอน  

1.6.6 Kiichiro TANAKA [6] ทํางานวิจยัเรือ่ง Physicochemical Properties of 
Chondroitin Sulfate ซึ่งทาํการศึกษาเกี่ยวกับความสัมพันธระหวางน้าํหนักโมเลกุลของคอนดรอย
ทินซัลเฟตกับคาความหนืดที่แทจริง ([η ] intrinsic viscosity) โดยพบวาความสัมพันธของคา
ความหนืดที่แทจริงในสารละลายโซเดียมคลอไรด (NaCl) ความเขมขน 0.2 M ที่อุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส และ น้าํหนักโมเลกุลของคอนดรอยทินซัลเฟตที่สกัดไดจากกระดูกออนของปลาฉลาม
สามารถแสดงได ดังสมการ  [ ] 14.16105.6 rM−×=η

 



บทที่ 2 
 

แนวคิดและทฤษฎีที่เก่ียวของ 
 
2.1 ความรูเบ้ืองตนเกี่ยวกับคอนดรอยทินซัลเฟต (Chondroitin sulfate) [7]

 คอนดรอยทนิซัลเฟตหรือที่เรียกวาคอนดรอยทนิ (Chondroitin) เปนพอลิเมอรชีวภาพ
ชนิดหนึ่ง อยูในกลุมของ heteropolysaccharide ที่เรียกวา Glucoaminoglycans (GAGs) ซึ่ง
ประกอบดวยโมโนเมอรที่เปนน้าํตาลโมเลกุลเดี่ยว 2 ชนิด คือ D-glucuronic acid (GlcA) และ N-
acetyl-D-galactosamine (GalNAc) เชื่อมกันดวย glycosidic bond ดวยโครงสรางแบบ β-
configuration ทําใหมีรูปรางเปนสายโซตรง ความยาวของสายโซแตกตางกันไปขึ้นอยูกับปริมาณ
ของน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวที่เปนองคประกอบคอนดรอยทินซัลเฟตแบงออกเปนชนิดตาง ๆ ตาม
ตําแหนงของ sulfanation ได 5 ชนิด คือ Chondroitin sulfate A, B, C, D และ E โดย คอนดรอย
ทินซัลเฟตทีพ่บในไขขอกระดูก และพบในปริมาณมากม ี2 ชนิด ดังนี ้

Chondroitin sulfate A มีตําแหนงของ sulfanation อยูที่คารบอนตําแหนงที ่ 4 ของ
โมเลกุล N-acetyl-D-galactosamine (GalNAc) จึงเรียกอีกชื่อหนึง่วา Chondroitin-4-sulfate 
ลักษณะโมเลกุลของ Chondroitin-4-sulfate เปนดงันี ้

 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.1 โครงสรางโมเลกุลของ Chondroitin-4-sulfate 
 
Chondroitin-4-sulfate พบไดในสวนตาง ๆ ของรางกายมนษุย เชน กระดูกออน กระดูก 

กระจกตา ผิวหนงั และผนังหลอดเลือดแดง 
Chondroitin sulfate C มีตําแหนงของ sulfanation อยูที่คารบอนตําแหนงที ่ 6 ของ

โมเลกุล N-acetyl-D-galactosamine (GalNAc) จึงเรียกอีกชื่อหนึง่วา Chondroitin-6-sulfate 
ลักษณะโมเลกุลของ Chondroitin-6-sulfate เปนดงันี ้
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รูปที่ 2.2 โครงสรางโมเลกุลของ Chondroitin-6-sulfate 
 

โดยสามารถพบ Chondroitin-6-sulfate ไดในปลา กระดูกปลาฉลาม และในมนษุย ซึ่งใน
ธรรมชาตินัน้จะพบคอนดรอยทนิซัลเฟตในรูปของ isomeric mixtures ของคอนดรอยทนิซัลเฟต 
ทั้งสองชนิดนี ้

 
2.1.1  หนาทีข่องคอนดรอยทินซัลเฟตในรางกายของคนและสัตว [8, 9, 10]

คอนดรอยทินซัลเฟตเปน mucopolysaccharide โดยจะอยูในรางกายดวยการสรางพนัธะ
โควาเลนซกับโปรตีน ดังภาพ 

 
 
  
 
 
 
 

 
 รูปที่ 2.3 การจัดเรียงตวัของคอนดรอยทินซลัเฟตในขอตอกระดกูออน 
 
บริเวณกระดูกออนจะประกอบดวย collagen, proteoglycan, cartilage cells, 

glucosamine และน้าํ ซึง่ในสวนของ proteoglycan จะมี hyaluronic acid, chondroitin และ
โปรตีน เปนสวนประกอบ โดยคอนดรอยทินซัลเฟตจะสรางพนัธะอยูกับโมเลกุลของโปรตีนดังภาพ 
โดยสวนของคอนดรอยทนิซลัเฟตจะเปนสวนที่มีความยาวของโมเลกลุมากที่สุดและอยูในตําแหนง
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ทายสุดของโมเลกุลโปรตีน ซึ่งจะมีคอนดรอยทินซัลเฟตประมาณ 100 โมเลกลุจับอยูในแตละ
โมเลกุลของโปรตีน 

จากการจัดเรียงตัวของคอนดรอยทินซัลเฟตกับโปรตีน ทําใหคอนดรอยทนิซัลเฟต  
สามารถรักษาความชุมชื้นได โดยการดูดซับโมเลกุลของน้ําไวในพืน้ทีว่างระหวางคอนดรอยทนิ-
ซัลเฟตแตละโมเลกุล ดงันัน้คอนดรอยทนิซัลเฟตจงึชวยในการกระจายสารประกอบตางๆ ที่ถกู
ขนสงดวยเลือดเชน ออกซิเจนและสารอาหาร ซึ่งละลายมาในน้าํ ไปยังเนื้อเยื่อตางๆ ได ดังนั้น 
คอนดรอยทินซัลเฟตจึงเปนแหลงสะสมสารอาหารสําหรับไขขอของกระดูกออนซึ่งเปนบริเวณที่ไม
มีหลอดเลือดไปเลี้ยง นอกจากนีย้ังทําหนาที่ในการยับยัง้การทํางานของเอนไซมซึง่สลายขอกระดกู
ออน และทาํหนาที่ในการกระตุนการสรางขอกระดูกออนขึ้นมาใหมอีกดวย คอนดรอยทินซัลเฟต 
จึงทาํหนาที่ตางๆ เหลานีแ้ละชวยรักษาใหขอกระดูกออนมีการยืดหยุนและการคงรูปรางตอไปได 
กลไกในการกกัเก็บความชุมชื้นของคอนดรอยทินซัลเฟตเปนดังภาพ 

 

รูปที่ 2.4 กลไกการเกบ็กักความชุมชื้นของคอนดรอยทินซัลเฟต 
 

เนื่องจากคอนดรอยทินซัลเฟตมีประจุเปนลบ ดังนัน้จงึมีแรงผลักเกิดข้ึนระหวางโมเลกุล
ขางเคียง จงึทาํใหเกิดพื้นทีว่างใหโมเลกุลของน้าํ และสารอาหารตาง ๆ เขาไปอยูได ดังนัน้ 
คอนดรอยทินซัลเฟตจึงเปรียบเสมือนกับเปนแหลงน้าํและสารอาหารของขอกระดูกนั่นเอง 

ขอกระดูกมีลักษณะเปนเนือ้เยื่อที่เกิดจากการรวมตวัของเจล มีความหนาประมาณ 4-6 
mm. ปกคลุมอยูตามปลายกระดูก มีโครงสรางเปนตาขายที่เกิดจากเสนใยของ collagen พันกบั 
proteoglycans ซึ่งประกอบดวยคอนดรอยทนิซัลเฟตโดยบริเวณนี้จะนุมกวากระดกู ชวยใหกระดูก
ขอตอไมสัมผัสกันโดยตรงและสามารถเคลื่อนที่ไดอยางนุมนวล ดงันัน้ขอกระดูกจึงทาํหนาที่ในการ
ปองกนักระดกูและขอตอ และคอนดรอยทินซัลเฟตก็ทําหนาที่ในการปองกนัและรักษาขอกระดูก
นั่นเอง 
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ยู  
 
 

2.1.2 ประโยชน
มีการนาํค

มาเปนเวลานานก
รูปที่ 2.5 สวนผิวของขอกระดูกที่มีคอนดรอยทนิซัลเฟตอ
และการนาํคอนดรอยทินซัลเฟตมาใชประโยชน 
อนดรอยทินซัลเฟตมาใชประโยชนในการรักษาโรคและในอตุสากรรมดานตาง ๆ 
วา 20 ป ซึ่งประโยชนทีม่ีการใชงานกนัมากมีดังนี ้
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1. ใชเปนยาหรืออาหารเสริมในการบรรเทาและรักษาอาการของโรคขอและกระดูก
อักเสบในผูสูงอาย 

2. ใชในการรักษาและปองกนัอาการบวมแดงของแผลที่ผิวหนงัและในกระเพาะอาหาร 
3. ใชในการรักษาโรคขอสะโพกหาง (Hip dysphasia) และการเกิดขออักเสบที่ขอศอก 

ขอเขา และขอไหล ของสัตวพวก สุนัข แมว มา 
4. ใชเปนสวนประกอบในเครื่องสําอางตาง ๆ เชน ครีมปรับสภาพผม, ครีมบํารุงผิว และ

ผลิตเพิ่มความชุมชื้นแกผิว เปนตน 
เนื่องจากคอนดรอยทินซัลเฟตเปนสารพอลเิมอรที่มีขนาดโมเลกุลตางๆ กนัทั้งเลก็และ

ใหญ อีกทั้งยังเสื่อมสลายเมื่อผานกระบวนการยอยหรือการประกอบอาหารทําใหรางกายไดรับ
ปริมาณคอนดรอยทินซัลเฟตนอยมาก ดงันัน้การเพิ่มคอนดรอยทนิซลัเฟตขนาดโมเลกุลเล็กเขาสู
รางกาย ซึง่สามารถดูดซึมเขาสูระบบตาง ๆ ไดโดยตรงในรูปของอาหารเสริม (Tonic food) จึงเปน
วิธีเพิ่มประสิทธิภาพการทาํงานของขอกระดูกคอนดรอยทินซัลเฟตเปนอยางด ี
 
2.2 โรคขอกระดูกอักเสบ (Osteoarthritis) [11, 12]

 จากขอมูลของการประชุมโรคขอสากล ณ รพ.ราชวถิี ระบุวา โรคกระดูกและโรคขอ
กลายเปนปญหาสาํคัญของผูสูงอาย ุ โดยพบวามีผูปวยโรคขอเขาเสื่อมในประเทศกวา 6 ลานคน 
และโรคขออักเสบ รูมาตอยด และโรคเกาต รวมกนัเกือบ 7 ลานคน อีกทั้งยังมีแนวโนมสูงขึ้น โดย
โรคขอเสื่อมพบมากในกลุมอายุมากวา 65 ปข้ึนไป มีถึงรอยละ 50 รองลงมาคือโรคกระดูกหัก อัน
เนื่องมาจากกระดูกพรุน โดยผูหญิงอายุมากกวา 50 ป มีถึงรอยละ 40 และมีแนวโนมจะเพิ่มข้ึน
ทุกๆ ป อยางไรก็ตาม กระดูกคนเราจะเริ่มเสื่อมเมื่ออาย ุ40 ปข้ึนไป เนือ่งจากแคลเซยีมในรางกาย
จะเริ่มเสื่อมสลายทาํใหประสิทธิภาพการทํางานของอวยัวะตางๆ ในรางกายจะลดลง คาดวาทั่ว
โลกมีผูปวยโรคนี้กวา 400 ลานคน ในอีก 20 ปขางหนา จะเพิม่ข้ึนอีกรอยละ 50 เนื่องจาก
ประชากรโลกมีชีวิตความเปนอยูที่ดีอายุยนืยาวขึ้น แตจากผลการใชชีวิตที่สุขสบายมากขึน้ ขาด
การออกกาํลังกาย ไมรับประทานผักใบเขยีว จะทาํใหเกดิโรคขอกระดูกและโรคขอมาก รวมทั้งเกดิ
มาจากอุบัติเหตุจราจรทําใหกระดูกหกักระดูกผิดรูปไป 
  โรคขอเสื่อมเปนความผิดปกติของขอที่พบไดบอยในผูคนชวงเขาสูวัยกลางคนและพบได
เพิ่มข้ึนเมื่ออายุมากขึน้เรื่อยๆ ลักษณะของโรคเกิดจากกระดูกออนผิวขอถูกทาํลายลงอยางชาๆจน
เปนเหตุใหมีการเปลี่ยนแปลงของโครงสรางของขอ ซึ่งไดแก มนี้ําสะสมในขอเพิ่มข้ึน กระดูกงอก
ผิดปกติ กลามเนื้อและเอน็รอบขอหยอนยาน การเปลีย่นแปลงทั้งหมดดังกลาวจะทําใหเคลื่อนไหว
ขอไดจํากัดรวมทั้งทาํใหเกิดอาการปวดและบวมที่ขอได 



 9

 โรคขอเสื่อมพบบอยในตําแหนงของขอทีต่องรับน้ําหนกัมากเชน ขอเขา ขอสะโพก ขอตอ
กระดูกสันหลงั เปนตน ขอเขาและขอสะโพกเสื่อมมกัทําใหเกิดความรําคาญเนื่องจากจะทําใหมี
อาการปวดหรอืไมสบายขอเมื่อตองยืนหรือเดิน ในขณะที่ขอตอกระดูกสันหลงัเสื่อมจะเปนเหตุให
ปวดหลงัและปวดตนคอหรอืคอแข็งตึงได แมวาขอเสื่อมจะพบในขอที่ตองรับน้าํหนัก แตก็สามารถ
พบที่ขอตางๆทั่วรางกายไดโดยเฉพาะขอทีเ่คยไดรับการบาดเจ็บ มีการติดเชื้อ หรือเคยมีขออักเสบ
นํามากอน สําหรับผูปวยขอนิ้วมือเสื่อมจะมีอาการปวด ชา หรือแข็งตึงขยับนิว้ลําบาก และตรวจ
พบกอนหรือปุมกระดูกโตขึ้นที่บริเวณขอนิว้มือดวย สวนใหญอาการปวดของโรคขอเสื่อมมักเกิดใน
ระหวางที่มีการใชงานของขอและจะดีข้ึนเมื่อไดพัก อาจมีอาการฝดตึงขอชวงสัน้ๆไมนานเกนิกวา
คร่ึงชั่วโมงในชวงเชาหลังตืน่นอนหรือภายหลงัอยูในอิริยาบถทาใดทาหนึ่งนานๆเชน หลังจากขับรถ 
เปนตน สําหรับผูปวยโรคขอเสื่อมที่มีอาการรุนแรงมากก็อาจมีอาการปวดขออยางมากและรุนแรง
เมื่อใชงาน รวมทั้งขาดความมั่นคงหรือเสถียรภาพของขอได  
 
2.2.1 กลไกการเกดิขอกระดูกอักเสบและโรคขอกระดูกเสื่อม 

โรคขอเสื่อมมีสาเหตุมาจากอายุทีม่ากข้ึนและการใชงานขอกระดูกที่ไมเหมาะสม โดยเมื่อ
อายุมากข้ึน ประสิทธิภาพของเอนไซมคอนดรอยทนิซัลเฟตจะลดนอยลง ทําใหปริมาณ 
คอนดรอยทินซัลเฟตในกระดูกออนลดลง ทําใหกระดูกออน (cartilage bone) ไมสามารถทาํหนาที่
เปนเบาะรองรบัน้ําหนกั และมีการสูญเสียคุณสมบัติของน้ําหลอเลีย้ง เมื่อมีการเคลื่อนไหวของ
กระดูกก็จะเกดิการเสียดสีและเกิดการสกึหรอของกระดกูออน เมื่อเกดิขอเสื่อมมากขึ้นกระดูกออน 
จะมีขนาดบางลง ผิวจะขรุขระ จะมีการงอกของกระดกูขึ้นมาที่เรียกวา osteophytes เมื่อมีการ
อักเสบเยื่อหุมขอก็จะสรางน้าํหลอเลีย้งขอเพิ่มข้ึนทําใหขอมีขนาดใหญ เอ็นรอบขอจะมีขนาดใหญ
ข้ึน กลามเนือ้จะลีบลง การเปลี่ยนแปลงของขอจะเปนไปอยางชาๆโดยที่ผูปวยไมทราบ ในรายที่
เปนรุนแรงกระดูกออนจะบางมาก ปลายกระดูกจะมาชนกนั เวลาขยบัขอจะเกิดเสยีงเสียดสีในขอ
ทําใหเกิดอาการบวมแดงและปวดหรือที่เรียกวาขอกระดกูอักเสบ 
                ตามปกติภายในขอประกอบไปดวยเยื่อบุขอ น้ําไขขอ และกระดูกออนผิวขอ กระดูก
ออนผิวขอจะทําหนาทีเ่ปนเสมือนตัวดูดซบัแรงกดภายในขอและปองกันมิใหกระดกูที่อยูภายใต
กระดูกออนกระแทกกับกระดูกอีกฝง หากกระดูกออนผิวขอเหลานี้ถกูทําลายไมวาดวยสาเหตุใดก็
ตามน้าํหนักหรือแรงกดที่กระทํากับขอก็จะสงผลใหกระดูกใตตอกระดูกออนผิวขอสัมผัสกัน 
กลามเนื้อและเอ็นรอบขอถูกยืดเปนเหตุใหเกิดอาการปวดตามมา ในปจจุบนัยังไมทราบวาอะไร
เปนสาเหตทุําใหกระดูกออนผิวขอถูกทําลาย แตปจจัยที่นาจะมีสวนรวมทาํใหกระดูกออนผิวขอถูก
ทําลายไดแก  



 10

1. น้ําหนกัตัว การที่มนี้ําหนกัตัวมากจะสงผลใหเกิดแรงกดภายในขอที่รับน้ําหนกัเพิม่ข้ึน
ตามไปดวย  

2. กิจกรรมบางอยางที่สงผลใหขอตองรับแรงกดมากจนเกนิไปเชน การนั่งคุกเขา หรือนั่ง
พับเพยีบ  

3. ปจจัยทางพันธุกรรมโดยเฉพาะในครอบครัวที่มีประวัตขิอและกระดูกออนผิวขอ
ออนแอ 

4. อายุ ผูสูงอายุมีโอกาสพบโรคขอเสื่อมมากขึ้น แตอยางไรก็ตามยงัไมมีขอสรุปชัดเจน 
เนื่องจากผูสูงอายุบางรายกไ็มพบโรคขอเสื่อม  

ภายในรางกายของเรานั้นมตีําแหนงของขอกระดูกที่สามารถเกิดการอักเสบหรือเสือ่มของ
ขอกระดูกไดหลายตําแหนง อยูหลายตําแหนง ซึง่ตําแหนงตาง ๆ ที่สามารถเกิดโรคไดแสดงดังภาพ 

 

รูปที่ 2.6 ตําแหนงตาง ๆ ของขอกระดูกภายในรางกาย 
 

2.2.2 กลุมเสี่ยงตอการเปนโรคขอกระดูกอกัเสบและขอกระดูกเสื่อม 
             โรคขอเสื่อมสามารถพบไดทุกวยั แตพบไดมากในผูสูงอาย ุ สําหรับผูปวยที่มีโรคขอเร้ือรัง
เชนโรครูมาตอยด โรคเกาต หรือผูที่ไดรับอุบัติเหตุที่ขอ ก็อาจจะเกิดโรคขอเสื่อมไดในขณะที่อายุยงั
ไมมาก จากการศึกษาพบวาผูที่อายุมากกวา 70 ป ตรวจพบลักษณะขอเสื่อมจากภาพถายรังสีได
รอยละ 70 แตมีเพียงครึง่หนึง่เทานั้นทีม่ีอาการผิดปกติ โรคขอกระดูกอักเสบและขอกระดูกเสือ่ม
พบในผูหญิงไดมากกวาผูชายเนื่องจากความแข็งแรงของกระดูกและกลามเนื้อนอยกวาผูชาย 
โดยเฉพาะขอเขาเสื่อมและขอนิ้วมือเสื่อม 
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2.2.3 ปจจัยทีท่ําใหเกิดขอเสื่อม  

1. อายุ อายุมากมีโอกาสเปนมากเนื่องจากอายุการใชงานมาก 
2. เพศหญงิจะเปนโรคขอเสื่อมมากกวาผูชาย 2 เทา 
3. น้ําหนกั ยิ่งน้ําหนกัตัวมากขอเขาจะเสื่อมเร็ว 
4. การใชขอเขา ผูที่นัง่ยองๆ นัง่ขัดขัดสมาธิ หรือนั่งพับเพยีบนานๆจะพบขอเขาเสื่อมเร็ว 
5. การไดรับบาดเจ็บบริเวณขอ ผูที่ไดรับอุบัติเหตุที่ขอเขาและแขนไมวาจะกระดูกขอแตก

หรือเอ็นฉีก จะเกิดขอเสื่อมได 
6. ความแข็งแรงของกลามเนื้อและกระดูก ผูที่ออกกําลังกายอยางสม่ําเสมอและไดรับ

แคลเซียมในปริมาณทีพ่อเพยีงจะชะลอการเสื่อมของขอตามสวนตาง ๆ 
 
2.2.4 อาการของโรคขอกระดูกอักเสบและเสื่อม 
 ตําแหนงทีม่กีารเกิดอาการขอกระดูกอักเสบและเสื่อมไดมากที่สุดคือ ขอตอหัวเขา ซึ่ง
อาการโดยทัว่ไปที่พบจะมีการอักเสบ บวม แดง ทําใหลักษณะของขอเกิดการเปลี่ยนแปลงไปซึ่ง
เห็นไดดังภาพ โดยการเปลี่ยนแปลงที่สังเกตไดจากภายนอกนั้นเปนผลเนื่องจากการงอกของ
กระดูกนัน้เอง 
 อาการที่สําคญัไดแก  

1. อาการปวดขอ เปนอาการที่สําคัญเริ่มแรกจะปวดเมื่อยตึงทัง้ดานหนาและดานหลัง
ของขอกระดูก เมื่อเปนมากขึ้นจะปวดบริเวณกระดูกเมือ่มีการเคลื่อนไหว ลุกนั่งหรือ
เดินขึ้นบนัไดไมคลองเหมือนเดิม 

2. มีเสียงในขอ เมื่อเคลื่อนไหวผูปวยจะรูสึกมีเสียงในขอและปวด 
3. อาการบวม ถาขอมีการอักเสบก็จะเกิดขอบวม  
4. ขอเขาโกงงอ อาจจะโกงดานนอกหรือโกงดานใน ทําใหขาสั้นลงเดินลําบากและมี

อาการปวดเวลาเดิน 
5. ขอยึดติด ผูปวยจะไมสามารถเหยยีดหรืองอขา แขนไดสุดเหมือนเดิมเนื่องจากมกีาร

ยึดติดภายในขอ 
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รูปที่ 2.7 ลักษณะภายในและภายนอกของหวัเขาปกต ิ(ขวา)  
และผูมีอาการขอกระดูกอักเสบ (ซาย) 

2.2.5 การวินิจฉัยโรคขอกระดูกอักเสบและขอกระดูกเสื่อม[13] 
             ผูที่สงสยัวานาจะเปนโรคขอเสื่อมคือผูที่มีอาการปวดขอในขณะที่มกีารใชงาน แพทยจะ
ยืนยนัการวนิจิฉัยโดยการตรวจรางกายพบปุมกระดูกบริเวณขอ ขอบวมขึ้น มีเสียงลัน่ในขอเมือ่มี
การเคลื่อนไหวขอ กลามเนือ้รอบขอลีบหรือออนแรง และขอขาดความมั่นคง โดยภาพถายรังสทีี่
ผิดปกติจะชวยยืนยันการวนิิจฉัยไดแมนยําขึ้น อยางไรก็ตามบางรายมีความจําเปนตองตรวจเลอืด
เพิ่มเติมเพื่อวนิิจฉัยแยกวาไมไดเปนโรคอื่นๆ ความผดิปกติที่เกิดขึน้จากอาการของโรคขอกระดูก
อักเสบและเสือ่มสามารถเหน็ไดจากการถายภาพรังสีเอกซ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.8 ภาพถายรังสเีอกซของกระดูกหวัเขาที่ปกต ิ(ซาย) และมีอาการกระดูกเสื่อม (ขวา) 
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2.2.6 การรกัษาโรคขอเขาเสื่อม 
 โรคขอเสื่อมเปนโรคของผูสูงอายุ หากเปนแลวจะไมสามารถรักษาใหเหมือนเดิม ดังนัน้
การรักษาขอเสื่อมจึงมีจุดประสงคเพื่อบรรเทาอาการเจบ็ปวด ปองกนัขอติด ปองกันขอโกงงอ เปน
ตน เปาหมายของการรักษาคือ ลดอาการปวดและรักษาการทํางานของขอใหสามารถใชงานได
ตามปกต ิ การรักษาจงึไมเพียงแคใหยาเพื่อบรรเทาอาการปวดเทานัน้แตจะตองรักษาดวยการทํา
กายภาพบาํบดัรวมดวย สําหรับผูที่เปนโรคขอเสื่อมรุนแรง การรักษาดวยการผาตัดจะมีบทบาท
สําคัญเพื่อทาํใหการทํางานของขอดีข้ึนได 

 การรักษาแบงออกไดเปน 3 วิธ ี
 1.    การทาํกายภาพบําบัด 
 2.    การรักษาโดยการใชยา 
 3.    การรักษาโดยการผาตดั  
2.2.6.1 การรกัษาโดยการทํากายภาพบําบัด 

การรักษาที่มหีลักฐานชัดเจนวามีประสิทธิภาพในการรกัษาโรคขอเสือ่มไดแก การออก 
กําลังกายโดยเฉพาะการบรหิารกลามเนื้อรอบขอ การใชอุปกรณชวยพยงุ และการใชความรอน
สําหรับการบําบัดดวยการทาํสปา การนวด หรือการฝงเข็มนัน้ พบวาชวยบรรเทาอาการปวดใน
ระยะสั้นๆ แตยังไมมหีลักฐานพิสูจนวามีประสิทธิภาพในการรักษาโรคขอเสื่อม  

รูปที่ 2.9 ทากายบริหารเพื่อลด
อาการบาดเจบ็เนื่องจากโรคขอ
กระดูกอักเสบและเสื่อม 
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2.2.6.2 การรกัษาโดยการใชยา 
 ในปจจุบันมียาที่ใชรักษาโรคขอเสื่อมหลายรูปแบบ ทั้งชนิดทาภายนอก ฉีดเขาขอและ
รับประทาน ยาทาภายนอกไดแก เจลที่ทําจากสวนประกอบของพรกิ หรือ Capsaicin gel ยา
รับประทาน ไดแก ยาตานการอักเสบกลุมที่ไมใชยาสเตียรอยด ยากลุมนี้มีฤทธิใ์นการบรรเทา
อาการปวดและลดอาการขอบวม สําหรับอาการปวดที่รุนแรงอาจตองพึง่ยาบรรเทาอาการปวด
กลุมอนพุันธของมอรฟน สําหรับการฉีดยาสเตียรอยดหรือน้ําไขขอเทียม (hyaluronic acid) นัน้จะ
มีประโยชนในโรคขอเสื่อมบางชนิดและในผูปวยบางรายเทานัน้  
2.2.6.3 การรกัษาโดยการผาตัด 
 แพทยจะพิจารณาผาตัดเปลี่ยนขอเทยีมในผูปวยที่มกีารทําลายของขออยางมากหรอืมี
การสูญเสียการทํางานของขอแลวเทานัน้ สําหรับอาหารเสริมที่ถูกนาํมาใชในการรักษาโรคขอ
เสื่อมซ่ึงมีอยูหลายประเภทนัน้ ปจจุบันยงัไมมีหลักฐานเพียงพอที่จะแสดงถึงประสทิธิภาพ และ
ความปลอดภยัในระยะยาว จากการศึกษาโดยสถาบนัวจิยัสุขภาพแหงชาติ (National Institute of 
Health) พบวาการใหคอนดรอยทินซัลเฟตหรือ glucosamine sulfate มีสวนชวยรักษาโรคขอเสื่อม
ในผูที่มีปญหาปวดขอปานกลางถงึรุนแรง แตยังไมมีหลกัฐานแนชัดถงึความปลอดภัยและปฏิกิริยา
กับยาอืน่ ดังนัน้ผูที่ตองการใชสารดังกลาวรวมกับยาทีเ่คยรับประทานอยูเดิมควรปรึกษาแพทย
หรือเภสัชกรกอน 
 
2.2.7 การดูแลตนเองเมื่อเปนโรคขอกระดูกอักเสบและขอกระดูกเสื่อม 
             โรคขอเสื่อมเปนโรคที่รักษาไมหายขาด แตผูปวยที่เปนโรคขอเสื่อมสามารถปรับเปลี่ยน 
สภาพแวดลอมใหเหมาะสมขึ้นได เชน การปรับเตียงใหสูงขึ้น เปลี่ยนจากสวมซึมชนิดนัง่ยองๆเปน 
ชักโครกแทน เปนตน นอกจากนีย้ังควรหลกีเลี่ยงการทําใหขอบาดเจ็บซํ้าๆหรือการกระทบกระแทก
ตอขอ การออกกําลงักายอยางสม่ําเสมอจะมีสวนชวยทําใหกลามเนือ้รอบขอแข็งแรงขึ้น การออก
กําลังกายเพื่อเสริมสรางความแข็งแรงของกลามเนื้อตนขาจะมีสวนชวยในการปองกนัการเกิดขอ
เขาเสื่อมได นอกจากนี้ผูที่มีรูปรางอวนการลดน้ําหนกัลงจะชวยลดอาการปวดและชะลอการ
ทําลายขอลงได 
 
2.3 กระบวนการลดขนาดโมเลกลุ (Depolymerization process) [2, 3]

กระบวนการลดขนาดโมเลกลุของสารพอลเิมอรมีหลายวธิีดังนี ้
กระบวนทางเคมี (Chemical Process) วธิีการที่ใชไดแก 
 การทาํปฏิกิริยากับ oxidizing agents เชน hydrogen peroxide, nitrous acid, 

sodium peroxide, potassium permanganate และ อนุพนัธของ pyridine 
 การ de/re-esterification 
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 การ de/re-amination 
 Sulphuration 
กระบวนการทางเอนไซม (Enzymatic Process) ไดแกการใชเอนไซมในประเภทตาง ๆ 

เชน 
 การใช purified enzymes 
 การใช crude enzymes 

กระบวนการทางรังส ี(Radiation Process) วิธกีารที่ใชไดแก 
 การฉายรงัสีแกมมา (Gamma irradiation) 
 การฉายรงัสีอัลตราไวโอเลต (Ultraviolet ray irradiation) 

  
กระบวนการทางเคม ี และเอนไซมเปนกระบวนการลดขนาดโมเลกุลของคอนดรอยทิน

ซัลเฟตที่ใชกันทั่วไปสําหรับในอุตสาหกรรมในปจจุบนั ซึง่ทัง้สองวิธนีี้มขีอจํากัดและขอเสยีดังนี ้
 ไมสามารถควบคุมการแตกออกของโมเลกุลและการรักษาใหโครงสรางที่มี
ความสาํคัญคงอยูได 

 ทําใหไดโมเลกุลขนาดตาง ๆ มากมาย 
 ทําใหเกิดการรวมตัวของอนพุันธที่ไมสามารถนาํกลับมาใชในกระบวนการผลิตไดใหม 
ซึ่งยากตอการแยกออกจากสารที่มีขนาดโมเลกุลที่ตองการ 

 ข้ันตอนการทาํยุงยากเนื่องจากตองมกีารเตรียมสารตัวอยางใหอยูในรูปที่เหมาะสม 
และตองมีข้ันตอนในการทาํสารใหบริสุทธิจ์ากสารละลายและเอนไซมที่ใชใน
กระบวนการ 

 คาใชจายจากสารละลายตาง ๆ 
ปจจุบันจงึมีการใหความสนใจกับการใชกระบวนการทางรังสีมากข้ึน เนื่องจากมีขอดีที่

เหนือกวาวิธเีดิมที่ใชกนัอยู ดังนี ้
 ไมตองมีข้ันตอนในการเตรียมสารตัวอยาง โดยสามารถใชสารตัวอยางที่มีสถานะเปน
ของแข็งได 

 ใชไดกับพอลิเมอรหลากหลายชนิด 
 สามารถลดขนาดโมเลกุลของพอลิเมอรและควบคุมใหมีขนาดตามทีต่องการได  
 การฉายรงัสีสามารถทาํกับสารตัวอยางไดโดยตรงโดยไมตองใชสารละลายหรือ
เอนไซม 
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 ข้ันตอนไมยุงยาก โดยไมตองมีข้ันตอนการทําสารใหเยน็ เนื่องจากทาํการฉายกับสาร
ที่มีสถานะเปนของแข็งโดยตรงจึงไมมีสารละลายทีจ่ะดดูความรอนไว และไมมี
ข้ันตอนการทาํสารใหบริสุทธิ์เนื่องจากไมมีการใชสารเคมีหรือเอนไซมอ่ืนปนในกับสาร 

 ไมมีข้ันตอนอืน่ ๆ ที่จะมีผลตอโครงสรางของพอลิเมอรเขามาเกีย่วของ 
 ไมมีคาใชจายจากสารเคมีและเอนไซมตาง ๆ 

 
 คอนดรอยทินซัลเฟตทีพ่บในเนื้อเยื่อของสิ่งมีชีวิต มีขนาดโมเลกุลอยูในชวง 50,000 -
100,000 Da ซึ่งมีขนาดใหญเกินไปไมสามารถดูดซึมเขารางกายไดโดยตรง ดงันัน้จงึตองลดขนาด
โมเลกุลลงใหเปนประมาณ 16,900 Da จึงจะดูดซึมเขาสูรางกายไดดี [7]

 
2.4  กระบวนการลดขนาดของโมเลกุลของพอลิเมอรดวยการฉายรงัสีแกมมา  

(Gamma irradiation)[14]

 
2.4.1 ผลเบื้องตนทีเ่กิดในพอลเิมอรที่ถูกฉายรังส ี
 ปกติเมื่อมีการดูดกลืนพลงังานรังสโีดยสสารทั่วไปจะเกดิอันตรกิริยาขึน้ทัง้ในนิวเคลียส
และอิเล็กตรอนในวงโคจร แตถาพลงังานรงัสีนัน้มีคาต่าํกวา 10 MeV แลว อันตรกิริยาทีเ่กิดใน
นิวเคลียสจะมนีอยมากและคิดวาไมเกิดขึน้ไดโดยเฉพาะกับโมเลกุลสารอินทรียที่ประกอบดวยธาตุ
ที่มีอะตอมขนาดเล็ก เชน H, C, N, O, S เปนตน  
 เมื่อรังสีแกมมาหรือรังสีเอกซเกิดอันตรกิรยิากับอิเลก็ตรอนในวงโคจรจะมีกระบวนการ 3 
เกิดขึ้นคือ ผลจากโฟโตอิเลก็ตริก กระบวนการกระเจิงแบบคอมพตันและการเกิดคูของอิเล็กตรอน
บวกและลบ การจะเกิดรูปแบบใดมากนอยตางกันขึน้อยูกับพลงังานของรังสีนัน้และเลขอะตอม 
(ความหนาแนนของอิเล็กตรอนในวงโคจร) ของตัวกลางที่รังสีผาน ในทุก ๆ รูปแบบที่เกิดจะได
อิเล็กตรอนทุตยิภูมิที่มาจากอะตอมของตัวกลางเสมอ อิเล็กตรอนทุติยภูมิที่ไดจะมีพลังงานมาก
พอที่จะกอใหโมเลกุลขางเคยีงเกิดการเปลีย่นแปลงเปนไอออน อิเล็กตรอนและโมเลกุลในภาวะถกู
กระตุน (excited molecule) ตอไปได ในสารอินทรียยังเกิดอนุมูลอิสระ ซึ่งอนุภาคตาง ๆ เหลานี้
ทั้งหมดจะเปนอนุภาคหรือหมูทีว่องไว (active species) และชักนําใหเกิดปฏิกิริยาเคมีตอไปเปน
ลูกโซจนกวาจะรวมกนัเองกลายเปนโมเลกุลเดิมหรือโมเลกุลใหมที่สเทิน พอลิเมอรที่อยูในภาวะถกู
กระตุนจะเกิดไดทั้งจากปฏิกริิยาโดยตรงกบัรังสีและจากการรวมตัวของอนุมูลอิสระของพอลิเมอร
กับอิเล็กตรอนที่เกิดจากการไอออไนซ ผลที่ไดซึ่งเปนโมเลกุลสเทนิในภาวะถูกกระตุนสูงจะแตกตัว 
(dissociate) โดยเกิดสายโซขาดไดอนุมูลอิสระของพอลิเมอร 2 สายที่มีโมเลกุลเล็กลง หรือแยก
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ออกเปนอนุมลูอิสระอัลคิล และอนุมูลอิสระไฮโดรเจน โดยผลที่ไดอาจจะทาํใหเกิดการดีสพรอพ
พอรชันเปนโมเลกุลที่เลก็ลง 2 สาย หรือรวมตัวกลายเปนพอลิเมอรโมเลกุลเดิมที่สะเทิน  
 กลไกการเกิดสายโซขาดและเกิดคลอสลิงคของโพลิเมอรโดยรังสีสวนใหญแลวจะเกดิผาน
กระบวนการทีม่ีอนุมูลอิสระเปนตัวชักนาํ มสีวนนอยที่จะมีการเกิดโดยการชักนําโดยไอออน การที่
จะทราบวากลไกการเกิดจะเปนแบบใดจะใชสารบางชนดิที่จับอนุมูลอิสระไดดีเติมลงในโพลิเมอร
ถายงัเกิดผลเหมือนเดิมก็แสดงวากลไกเปนแบบชักนําโดยไอออน หรืออาจฉายรังสีที่อุณหภูมิต่าํ
มาก ๆ ซึ่งอนมุูลอิสระจะไมเคลื่อนที ่ไมวองไวในการเกดิปฏิกิริยาก็ได 

เมื่อทําการฉายรังสีแกสารพอลิเมอรจะทาํใหเกิดการเปลีย่นแปลงคุณสมบัติทางกายภาพ
ข้ึน การเปลีย่นแปลงที่เกิดขึน้ไดแก การเกดิเชื่อมโยง (Cross-link), การเสื่อสลาย (Degradation) 
และการตอกิ่ง (Grafting) เปนตน 

สําหรับพอลเิมอรที่มีโครงสรางโมเลกุลแบบมีกิ่งกาน การฉายรังสีจะทําใหไดพอลิเมอรนั้น
มีขนาดโมเลกลุเล็กลงคอนดรอยทินซัลเฟตเปนพอลิเมอรชนิดหนึ่งในกลุมของGlucoaminoglycan 
(GAGs) ซึ่งพอลิเมอรกลุมนีส้ามารถลดขนาดของโมเลกุลไดดวยการฉายรังสี ดังนัน้จึงสามารถลด
ขนาดโมเลกุลของคอนดรอยทินซัลเฟตไดดวยการฉายรงัสีเชนเดียวกนั 

เมื่อโมเลกุลของคอนดรอยทินซัลเฟตไดรับรังสีแลวจะเกิดการดูดกลนืและถายเทพลังงาน
ภายในโมเลกลุกอนที่จะเกิดการแตกตัวของโมเลกุล โดยทัว่ไปแลวพันธะทีม่ีความแข็งแรงนอย
ที่สุดในโมเลกลุจะเกิดการแตกออกเมื่อไดรับรังสี สําหรับสารประกอบพวก Aldehyde และ 
Ketone ไดรับรังสีการแตกออกของพนัธะระหวาง C-C จะเกิดนอยกวาพนัธะ C-O ดังนัน้กลไกใน
การลดขนาดโมเลกุลของคอนดรอยทนิซัลเฟตเมื่อไดรับรังสีที่คาดวาจะเกิดขึ้นเปนดังสมการในรูป
ที่ 2.10  
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สมการแสดงกลไกการเกดิปฏิกิรยิา 
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 รูปที่ 2.10 กลไกการเกิดปฏกิิริยาโดยการฉายรังสีแกมมาคอนดรอยทนิซัลเฟต 
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2.5 ปริมาณรังสทีี่บงถึงผลของรังสีที่ทาํใหเกิดการเปลี่ยนแปลงในโมเลกุลของสาร  
(G-Value) [14]

 ในกระบวนการเปลี่ยนแปลงในโมเลกุลของสารใดโดยรังสีสามารถทําใหการเปลีย่นแปลง
ไดหลายรูปแบบ ไดแก เกิดสารใหม เกิดอนมุูลอิสระ เกิด Species ใด ๆ หรือการลดลงของสารเดิม 
การเกิดการเชือ่มโยงของโมเลกุล การแตกของพันธะเคมใีด ๆ การตัดและการเชื่อมโยงของพอลิเม
อรหลังจากฉายรังสีสงผลตอคุณสมบัติ เชน น้ําหนกัโมเลกุล ความสามารถในการละลาย สมบัติ
เชิงกล การวัดสมบัติตาง ๆ เหลานี้ สามารถทําไดโดยการติดตามดูการเกิดปฏิกิริยาการตัดและการ
เชื่อมโยงที่เกิดขึ้นในการฉายรังสีพอลิเมอร ในกระบวนการทางรงัสี (Radiation Processing) มัก
ใชคา G-Value ซึ่งหมายถงึจํานวนของการเปลี่ยนแปลงดังกลาวที่เกิดขึ้นเมื่อมีการดูดกลืน
พลังงาน 100 eV ผลของรังสีที่ทาํใหเกิดการเปลี่ยนแปลงแบบตัดทอนโมเลกุล (G scissor, Gs-
value) และแบบเชื่อมโยงโมเลกุล (G crosslink, Gx-value) จึงมีความสําคัญตอการแสดงถึงความ
วองไวของสารพอลิเมอรตอการเปลี่ยนแปลงดวยรังส ีสําหรับคอนดรอยทนิซัลเฟตนัน้ เมื่อไดรับ
ปริมาณรังสีแลวจะทําใหเกดิการตัดทอนโมเลกุลใหมีขนาดเล็กลง ดังนัน้คา G-Value จึงจาํกัด
ความเปนคา Gs-Value (G scissor- Value) 
 
2.5.1 การคํานวณหาคา Gs-Value 

 เมื่อสรางความสัมพนัธระหวาง 
nM

1  กับปริมาณรังสีที่ไดรับ (Adsorbed dose, D) จะได

ความสัมพันธเปนเสนตรง ซึง่แสดงดังสมการ 
 

Ann N
DsG

MM ×
×

+=
100

)(11

0,

                                                      (1) 

  
 โดย  คือ น้ําหนกัโมเลกลุเฉลี่ยโดยจาํนวนเริ่มตน 0,nM

   คือ ปริมาณรังสีทีไ่ดรับ (Absorbed dose) มีหนวยเปนอิเลก็ตรอน
    โวลตตอกรัม 

D

   คือ น้ําหนกัโมเลกลุเฉลี่ยโดยจาํนวน nM

   คือ เลขอะโวกาโดร (Avogadro’s number) AN

 ดังนัน้เมื่อทราบน้ําหนกัโมเลกุลของสารหลงัจากการเปลีย่นแปลงดวยรงัสีก็จะสามารถหา
คา Gs-value ไดไมยาก คา Gs-value นี้จะเปลี่ยนแปลงไปตามสภาวะของการฉายรังสี ดังนัน้การ
ทราบคา Gs-value ของคอนดรอยทินซัลเฟตในการทดลองนี้จงึจะเปนประโยชนอยางมากในการที่
จะใชในการอางอิงและบงชีถ้ึงความยากงายของตัดทอนโมเลกุลของ คอนดรอยทินซัลเฟตดวยรงัสี  
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2.6 การหาขนาดโมเลกลุของโมเลกลุคอนดรอยทินซัลเฟต 
2.6.1 ความรูทัว่ไปเกี่ยวกับน้าํหนักโมเลกลุของพอลิเมอร [14, 15]

จากการทีพ่อลิเมอรมีชวงน้าํหนักโมเลกุลกวาง คือน้ําหนักโมเลกุลในแตละสายโซโมเลกุล
ไมเทากัน ดังนั้นจงึหาการกระจายตัวของน้ําหนกัโมเลกลุ และหาน้าํหนักโมเลกุลออกมาเปน
คาเฉลี่ย (Average molecular weight) 

การหาน้าํหนกัโมเลกุลของพอลิเมอร ซึง่จะตองหาในรปูของน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยซึง่มีอยู 2 
วิธีการคือ การหาน้ําหนกัโมเลกุลเฉลี่ยโดยจํานวน (number- average molecular weight) และ
การหาน้าํหนกัโมเลกุลเฉล่ียโดยน้าํหนัก (weight –average molecular weight) 

 
2.6.1.1 การหาน้ําหนักโมเลกลุเฉลี่ยโดยจํานวน (number- average molecular weight)  
 ถาสารพอลิเมอรหนัก W กรัม ประกอบดวย  

 monomer  มีน้ําหนกัโมเลกลุ  1N 1M

 dimer มีน้ําหนักโมเลกุล  2N 2M

 trimer มีน้ําหนักโมเลกุล  3N 3M

 จนถงึ imer มีน้ําหนกัโมเลกลุ  iN iM

และให nM เปนน้าํหนักโมเลกุลเฉล่ียโดยจาํนวน 
N เปนจํานวนโมเลกุลทัง้หมด ซึ่งเทากับ iN∑ ดังนั้นความสมัพนัธจะเปน 

 
iiiin MNMNMNMNMNMN +++=∑= …332211  
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2.6.1.2 การหาน้ําหนักโมเลกลุเฉลี่ยโดยน้ําหนกั (weight –average molecular weight) 

ถาสารพอลิเมอรหนัก W กรัม ประกอบดวย  
 monomer  มีน้ําหนกัโมเลกลุ  1N 1M

 dimer มีน้ําหนักโมเลกุล  2N 2M

 trimer  มีน้าํหนักโมเลกุล  3N 3M

 จนถงึ imer มีน้ําหนกัโมเลกลุ  iN iM

และให wM เปนน้าํหนักโมเลกุลเฉล่ียโดยน้ําหนัก 
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 ในกรณีที่ใชวิธวีัดความหนืดมาคํานวนหาน้ําหนกัโมเลกลุเฉลี่ย จะไดน้ําหนกัโมเลกลุเฉลี่ย
จากความหนดื (Viscosity –average molecular weight) : vM  คํานวณไดจาก 
 

a

ii

a
ii

v MN
MNM

1
1

⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
∑
∑

=
+

                                                      (5) 

 
 เมื่อ เปนคาคงที ่ของแตละระบบซึ่งไดจากการทดลอง และถา , a 1=a vM จะเทากับ 

wM โดยทัว่ไปคา จะอยูในชวง 0.5-0.8 ดังนั้นคา a vM  จะนอยกวา wM และมากกวา nM

เสมอเวนแตวาพอลิเมอรมกีารกระจายตัวของน้ําหนักโมเลกุลนอย คา vM , wM  , และ nM  จะ
ใกลเคียงกนั แผนภาพแสดงการกระจายตวัของน้าํหนักโมเลกุลของพอลิเมอรตามน้าํหนกัโมเลกุล
ชนิดตาง ๆ เปนดังนี ้
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รูปที่ 2.11 การกระจายตัวของน้าํหนักโมเลกุลตามลําดบัของน้ําหนักโมเลกุลชนิดตาง ๆ 
 
2.7 การทดสอบยืนยันและการวัดขนาดโมเลกลุของโมเลกุลของสารพอลิเมอร [16, 17]

 การพิสูจนเอกลักษณของสารและวัสดุพอลิเมอรถือวาเปนสิ่งที่มีความสําคัญเปนอยางยิ่ง
ตอการอธิบายคุณสมบัติและโครงสรางของพอลิเมอร โดยทั่วไปแลวการพิสูจนเอกลักษณจะทํา
การวิเคราะหคุณสมบัติตาง ๆ ดังนี้  
1.  การวิเคราะหน้ําหนกัโมเลกลุ ซึ่งสามารถทําไดโดยการใช เทคนิค Gel permeation 
 chromatography, Light scattering, Osmometry, Viscometry, หรือ Mass 
 spectroscopy เปนตน 
2. การหาลําดับของหนวยซ้ํา โดยการใช NMR spectroscopy 
3. การวิเคราะหหนวยสุดทายโดยการใชการไทเทรต, NMR spectroscopy หรือ FT-IR
 spectroscopy 
4. การทดสอบความบริสุทธิ์โดยการใช NMR spectroscopy, elemental analysis และ FT-
 IR spectroscopy 
 ปจจุบันนี้ไมมเีทคนิคใดเทคนิคหนึ่งที่สามารถทาํการพิสูจนเอกลกัษณของสารตัวอยางพอ
ลิเมอรดวยคณุสมบัติตาง ๆ ขางตนไดทัง้หมดทีเดียว  
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2.7.1 การทดสอบยืนยนัดวยเทคนิค Fourier Transform Infrared (FTIR) Spectroscopy [18, 19, 

20] 
 การทดสอบยนืยนัพอลิเมอรที่สกัดหรือเตรียมไดนั้น สามารถทําไดงายโดยการทาํการ
ทดสอบเทยีบกับสารมาตราฐาน หรือขอมลูพื้นฐานที่ไดมีการรายงานไวแลว 
 Infrared (IR) Spectroscopy เปนหนึ่งในเทคนิค Spectroscopic ทั่วๆ ไปที่ใชในทางเคมี
อินทรียและ เคมีอนินท รีย โดยทําการตรวจวัดการดูดกลืนรังสีอินฟราเรดของตัวอยางที่ความถี่
ตางๆ ซึ่งเปนลักษณะเฉพาะของแตละพันธะ หรืออาจเรียกไดวาเปน ลายพิมพโมเลกลุ 
            IR Spectroscopy สามารถแยกไดเปน 2 ประเภท คือ Dispersive Infrared 
Spectroscopy และ Fourier Transform Infrared Spectroscopy โดย FTIR จะเปนเครื่องมือที่มี
ประสิทธิภาพมากกวา 
 
การดูดกลืนรงัสีอินฟราเรด 
            ทีอุ่ณหภูมิสูงกวาอุณหภูมิศูนยองศาสมบูรณ อะตอมทุกตวัในโมเลกุลจะมีการสั่น
ตลอดเวลา เมื่อความถี่ของการสัน่มีคาเทากับความถี่ของรังสีอินฟราเรดทีฉ่ายมายังโมเลกุล 
โมเลกุลก็จะดดูกลืนรังส ี จํานวนแถบการดูดกลนืทัง้หมดที่สังเกตไดจะมีคาไมเทากับการสัน่มูล
ฐานของโมเลกุลทัง้หมด โดยจะมีคาลดลง ทั้งนี้เพราะจะมีบางแถบพลังงานที่ไมมีการตอบสนอง
ตอพลังงานในชวงรังสีอินฟราเรด 
             Fourier Transform Infrared (FTIR) Spectroscopy เปนหนึง่ในเทคนิคทางดาน 
Infrared Spectroscopic ที่มีประสิทธภิาพในการจําแนกประเภทของสารอินทรีย สารอนินทรีย 
และพันธะเคมใีนโมเลกุล ทัง้ที่เปนของแขง็ ของเหลว และแกส รวมถึงสามารถบอกถึงปริมาณ
องคประกอบที่มีอยูในโมเลกุลของสารผสมตัวอยางที่ไมทราบชนิด เทคนิค FTIR นี้มีความไวสูง 
และใชระยะเวลาในการตรวจสอบนอยกวาเทคนิคอื่นๆ 
 
สวนประกอบของ Fourier Transform Infrared Spectroscopy 
            ในระบบ FTIR มีสวนประกอบหลกัดวยกนั 3 สวน คือ แหลงกําเนิดรังส,ี Interferometer 
และเครื่องตรวจวัด 
 แหลงกาํเนิดรังสีของ FTIR เปนสารเฉื่อยทีถู่กทาํใหรอนจนมีอุณหภูม ิ1,000-1,800 องศา
เซลเซียส สารที่นยิมใช ไดแก เนินสต โกลเวอร (Nernst Glower) ซึ่งประกอบดวยออกไซดของพวก
ธาตุหายาก (rare earth oxides), โกลบาร (Globar) เปนแทงซิลิกอนคารไบด และขดลวดนิโครม 
(Nichrome Coil) ซึ่งสารทั้งสามจะใหรังสทีี่ตอเนื่องแตมีพลังงานที่แตกตางกัน สําหรับตัวแยกรังสี
ของ FTIR จะเปน Interferometer โดย Interferometer จะแยกลํารังสอีอก ทาํใหเกดิ Path 
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difference ระหวางลาํแสง แลวทําการรวมสัญญาณการแทรกสอดซึ่งเปนฟงกชนักบั Path 
difference โดยเครื่องตรวจวดั 
            เครื่องตรวจวัดทีน่ิยมใชมากที่สุดสําหรับ FTIR คือ Deuterated Triglycine Sulfate 
(DTGS) และ Mercury Cadmium Telluride (MCT) โดย DTGS เปนเครื่องตรวจวัดประเภท 
Pyroelectric ที่สามารถสงสญัญาณการตอบสนองไดอยางรวดเร็ว โดยจะทาํการตรวจวัดการ
เปล่ียนแปลงของอุณหภูมิ สําหรับ MCT เปนเครื่อง ตรวจวัดโฟตอนซึ่งขึ้นกับ quantum nature 
ของรังสี และใหผลการตอบสนองที่รวดเรว็มาก ขณะที่ DTGS ทาํงานที่อุณหภูมหิอง แต MCT จะ
ทํางานไดดีที่อุณหภูมิของไนโตรเจนเหลว (77 เคลวิน) ซึง่โดยทัว่ไป MCT จะเร็วกวาและมีความไว
มากกวา DTGS 
 
หลักการทาํงานของ Fourier Transform Infrared Spectroscopy 
            การทาํงานของ Fourier Transform Infrared Spectroscopy เร่ิมจากรังสีอนิฟราเรดจาก
แหลงกาํเนิดจะถูกฉายไปยงั Interferometer ซึ่งตัวที่นยิมใช คือ Michelson Interferometer ซึ่ง
ประกอบดวยกระจกที่สามารถเคลื่อนที่ได กระจกที่ตรึงอยูกับที ่โดยทั้งสองตั้งฉากซึ่งกันและกนั 
และตัวแยกแสงซึ่งเปนอุปกรณกึ่งสะทอนแสง โดยสวนใหญทาํมาจากการนาํฟลมบางของเจอรมา
เนียมวางลงบนKBr 
            ที่ตัวแยกแสง ลํารังสีคร่ึงหนึง่จะทะลุผานไปยงักระจกที่ตรึงอยูกับที ่และอีกครึ่งหนึ่งจะ
สะทอนไปยังกระจกที่สามารถเคลื่อนที่ได หลังจากนั้นลาํรังสีก็จะสะทอนจากกระจกกลับมา
รวมกันที่ตัวแยกแสง เกิดการแทรกสอดขึ้น หลังจากนั้นลํารังสีก็จะผานไปยังตวัอยาง และในที่สุดก็
จะตกลงบนเครื่องตรวจวัด 
            Path difference ระหวางลาํรังสทีีถู่กแยกออกเกดิขึ้นจากระยะทางสัมพทัธระหวางกระจก
ทั้งสอง ถาแขนยึดกระจกทัง้สองขางของ Interferometer ยาวเทากนั ลํารังสีทัง้สองก็จะเดินทาง
ดวยระยะทางที่เทากนั มีเฟสตรงกัน ทาํใหสัญญาณที่ไปถึงเครื่องตรวจวัดมีคามากที่สุด เมื่อ
กระจกเคลื่อนที่เปนระยะทาง λ /4 ระยะทางเดนิของรังสจีะเปลี่ยนเปน  λ /2 รังสีทั้งสองมีเฟส
ตางกนั 180 องศา การแทรกสอดจะอยูในตําแหนงหกัลาง เมื่อเคลื่อนกระจกเปนระยะทางอกี λ/4 
ระยะทางเดินของรังสีจะเปลี่ยนเปน  λ    รังสีทัง้สองลาํจะกลับมามีเฟสตรงกนั 
            เมื่อกระจกเคลื่อนทีด่วยความเร็วคงที ่ความเขมของสัญญาณที่เครื่องตรวจวัดวัดไดจะมี
ลักษณะของ Interferogram เปนรูปคลื่น sine โดยกราฟจะพล็อตระหวางการตอบสนองที่
เครื่องตรวจวัดบันทกึไดและเวลาที่กระจกมกีารเคลื่อนที ่ถาตัวอยางเกดิการดูดกลืนรังสีที่
คาความถี่นี ้ขนาดของแอมพลิจูด จะลดลงโดยสัมพันธกับปริมาณของตัวอยาง หลงัจากนัน้ใช 
Fourier Transform ซึ่งเปนฟงกชันทางคณิตศาสตรในการแปลงผลทีไ่ด (ข้ึนกับเวลา) ใหกลายเปน
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คาความเขมกบัความถี ่การไดมาซึ่งขอมูลของเทคนิค Fourier Transform Infrared 
Spectroscopy เปนดังนี ้
 

 
 

รูปที่ 2.12 การเปลี่ยนแปลงขอมูลของเทคนิค Fourier Transform Infrared Spectroscopy 
 

 นอกจากนี้ข้ันตอนการทํางานและสวนประกอบตาง ๆ ของเทคนิค Fourier Transform 
Infrared Spectroscopy สามารถสรุปออกมาไดดังนี ้

 

 
รูปที่ 2.13 แผนผังแสดงสวนประกอบของ Fourier Transform Infrared Spectrometer 

 
 



 26

การเตรยีมตวัอยางสําหรบัการวิเคราะหดวยวิธี FTIR 
 ไมวาจะเปนของแข็ง 

จึงตอง

นของแข็งซึ่งถกูละลายดวยตวัทาํละลายที่
ยู

ิ 

แรง

ละลายที่มีความเขมขนประมาณรอยละ 0.05-10 จะใชเซลลที่

ึกเกลือที่อยูบนวัสดุที่ยนิยอมใหอินฟราเรดทะลุผานถกูนํามาใชกับตวัอยางที่เปน

จะถกู

มเหลวหรือละลายไดยาก ตัวอยาง
ิด

            ตัวอยางหลายๆ ชนดิสามารถใหสเปคตรัมในชวงอินฟราเรด
ของเหลว หรือแกส แตอยางไรก็ดีมีวัสดุอีกหลายชนิดที่ไมยินยอมใหรังสีอินฟราเรดทะลุผาน
ทําการละลายในสารทีย่ินยอมใหรังสทีะลุผาน นอกจากนีอ้าจใชวิธกีารตรวจวัดการสะทอนหรือ
การแผของสเปคตรัมจากตัวอยางเหลานีไ้ดโดยตรง 
            เซลลสําหรบัใสของเหลวใชบรรจตุัวอยางที่เป
ยินยอมใหรังสอิีนฟราเรดทะลุผาน โดยตัวทําละลายที่นยิมใช ไดแก คารบอนเตตระคลอ ไรด ซึ่งอ
ในชวงระหวาง 4000-1330 cm -1 และคารบอนไดซัลไฟด ซึ่งอยูในชวง 1330-625 cm -1 สารทั้ง
สองนี้มีความเปนพษิสูง ดังนั้นจงึตองใชอยางระมัดระวงั หรืออาจใชเตตระคลอโรเอ ทิลีน หรือเม ท
ลี นคลอไรด ซึง่มีความเปนพษินอยกวามาแทนที่คารบอนเตตระคลอ ไรด และแทนทีค่ารบอนได
ซัลไฟดดวย n-hexane หรือ n- heptane สวนสารที่มีข้ัว เชน น้าํ หรือแอลกอฮอล จะไมนิยม
นํามาใชเปนตัวทาํละลายเพราะจะดูดกลนืรังสีอินฟราเรดในชวงความยาวคลืน่กลางอยางรนุ
และมีปฏิกิริยากับ alkali-metal halides เชน โซเดียมคลอไรด ซึ่งมักจะใชทําเซลลและ window 
ดังนัน้ ตัวอยางที่มนี้าํเปนตวัทําละลายจงึตองใชเซลลชนดิพิเศษ เชน BaF 2 , AgCl หรือ KRS-5 
(สารผสมระหวางแธลเลียมโบรไมดและแธลเลียมไอโอไดด ) และตรวจวัดดวย attenuated total 
reflectance (ATR) accessories 
            โดยทัว่ไปการวิเคราะหสาร
มีความหนา 0.1-1 มิลลิเมตร ถาเปนสารบริสุทธิ์มักจะใชเซลลที่มีความหนา 0.01-0.025 
มิลลิเมตร 
           ผล
ของเหลวกึ่งระเหยหรือไมระเหย โดยแผนของโซเดียมคลอไรด จะเปนวัสดุที่นยิมใชมากที่สุด 
โดยเฉพาะสําหรับของเหลวที่ไมละลายน้าํ ในขณะที่แผนผลึกซิลเวอรคลอไรด หรือแบเรียม
ฟลูออไรดจะนยิมใชสําหรับสารละลายหรือตัวอยางที่มปีฏิกิริยากับโซเดียมคลอไรด ตัวอยาง
หยดลงระหวางแผนผลึกเกลอืสองแผนจนเกิดเปนฟลมทีม่ีความหนาประมาณ 0.01 มิลลิเมตร 
แผนเกลือทัง้สองจะติดกันดวยแรงแคปลารีหรือถูกหนีบไวดวย screw-tightened holder หรือยึด
ไวดวย o-ring supported holder หรืออาจจะใชวิธหีลอมดวยอุณหภมูิที่เปนจุดหลอมเหลวของ
ของแข็งที่มีจุดหลอมเหลวต่ําแลวหยดลงบนแผนผลึกเกลือ 
            การอดัตัวอยางเหมาะสําหรับตัวอยางของแข็งทีห่ลอ
ปริมาณเล็กนอย (0.5-1.0 มิลลิกรัม) ผสมกับผงโพแทสเซียมโบรไมด แหง หรือ alkali halide ชน
อ่ืนๆ ประมาณ 100 มิลลิกรัม สารผสมจะถูกอัดลงบนแผน trans pa rent disk ที่ความดนัสูง เพื่อ
ไมใหเกิดผลจากการกระเจงิรังสีตัวอยางจะตองมีขนาดไมเกิน 2 ไมครอน สเปคตรัมที่ไดจาก
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เทคนิคนี้จะอยูในชวงระหวาง 3450-1640 cm -1 โดยลกัษณะของเซลลสําหรับอัดสารตัวอยาง
เปนของแข็งมลัีกษณะดังรูปที่ 2.13 

ที่

 
รูปที่ 2.14 เซลลสําหรับใสสารตัวอยางที่เปนของแข็ง 

 
          การบดเปนอีกทางเลือกหนึ่งสาํหรับตัวอยางที่เปนของแข็ง ตวัอยางประมาณ 1-5 

ube , 
  
มิลลิกรัมจะถกูบดแลวทาํการหยด mineral oil หรือที่เรียก Nujol หรือสารอื่นๆ เชน Fluorol
hexachlorobutadiene ลงไป 1-2 หยด แลวทาํการบดตอจนเปนเนื้อเดียวกนั เพื่อที่จะใหไดแถบ
สเปคตรัมทั้งหมดจึงตองใชสารตางๆ เหลานี้หลายชนิดเพราะสารแตละตัวจะดูดกลนืรังสี
อิ

ยางที่เปนกาซหรือของเหลวที่มีจดุเดือดต่ํา เซลลประเภทนี้

อดี-ขอจํากดัของการพิสจูนเอกลกัษณโดย FTIR 
สูง (โดยสวนใหญจะใชเวลาในการ

-
 
ส


ี่

นฟราเรดที่ความยาวคลื่นตางๆ กัน 
            เซลลสําหรับกาซจะใชกับตัวอ
สามารถเพิ่มระยะทางเดินของรังสีจากเพยีงไมกี่เซนติเมตรไปจนถึง 120 เมตร ไดโดยการสะทอน
รังสีอินฟราเรดดวยกระจกที่ติดอยูตรงปลายของเซลลซ้ําไปซ้ํามา เพือ่ใหไดสเปคตรัมที่เหมาะสม
ความดันของแกสจะขึ้นกับการดูดกลืนรังสีอินฟราเรดของตัวอยางและระยะทางเดนิของรังส ี
โดยทัว่ไปคาความดนัจะอยูที่ 50 ทอร ที่ระยะทาง 10 เซนติเมตร 
 
ข
            FTIR ใหผลการวิเคราะหที่รวดเร็วและมีความไว
วิเคราะหประมาณ 1-5 นาที) โดยมีอัตราสวนของสัญญาณตอสัญญาณรบกวน ( signal-to
noise; S/N ) ต่ํา อัตรา S/N จะแปรผันกับรากที่สองของปริมาณสัญญาณที่ตรวจวัดไดทั้งหมด
ความไวของเครื่องตรวจวัดสามารถเพิ่มข้ึนไดดวยการเพิ่ม S/N รวมกบัการเพิม่จํานวนรอบของแ
กน มีการใช circular optical aperture แทนที ่entrance slit ทําใหลํารังสมีีขนาดมากกวาแบบ 
Dispersive ถงึ 75-100 เทา มีกาํลังแสงสงูขึ้น เหมาะสาํหรับตัวอยางหรือเทคนิคบางเทคนิคที่มี
ขอจํากัดของกาํลังแสง นอกจากนี้ FTIR ยังใหประสิทธิภาพในการแยกสูงรวมทั้งมีความถูกตองไม
ต่ํากวา 0.01 cm-1 มีกลไกการทํางานที่งาย แต FTIR มีขอจํากัดในการเตรียมตัวอยางบางเทคนิคท
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ตองใชสารละลายทีย่ินยอมใหรังสีทะลุผานและตัวอยางจะตอง active ในชวงอนิฟราเรด 
นอกจากนี ้เครื่องมือที่ใชมีราคาคอนขางสงูและมีคาใชจายในการบํารุงรักษาสงู 
 
การประยุกตใชงาน 

TIR นั้นจะใชในการจําแนกประเภทของสารอินทรียทกุประเภทและ สาร
ล ิ

ิกิริยา

เปนสารพอลิเมอรชีวภาพชนิดหนึ่ง การพสูิจนยนืยนัผลการ
กัดแล

ของ รศ. 

นดรอยทนิ

-sulfate 
6-

            โดยทัว่ไป IR/F
ประกอบอ นินท รีย บางประเภท รวมถึงหมูฟงกชันในสารตัวอยาง เชน อินทรียวัตถ ุสี โลหะ โพ
เมอร พลาสติก เร ซิน่ สารเคลือบ ยา ยาฆาแมลง หรือสารปนเปอน เปนตน โดยทําการจับคู
สเปคตรัมของสารประกอบทีต่องการเขากบัสเปคตรัมอางอิง IR/FTIR ยังใชในการตรวจวัด
โครงสรางและสัณฐานของไอโซ เมอร ใชในการบงบอกองคประกอบของสารที่เปนตัวเกิดปฏ
หรือใชในการศึกษาการเคลือ่นไหวของปฏิกิริยา นอกจากนี้ยงัใชในการตรวจสอบปริมาณของสาร
ผสม สารที่ไมบริสุทธิ์หรือสารที่เติมเขาไปประมาณ 1 เปอรเซ็นต และในบางกรณนีั้นสามารถ
ตรวจสอบไดต่ําถึง 0.01 เปอรเซ็นต 
 สําหรับคอนดรอยทินซัลเฟต
ส ะชนิดของคอนดรอยทินซัลเฟตจงึสามารถทําไดโดยใชเทคนิค Fourier Transform 
Infrared Spectroscopy มีงานวิจยักอนในอดีตของ Hidemitsu Uchisawa และคณะ และ
ดร. วรรณวิบูลย กาญจนกุญชรและคณะไดทําการสกัดคอนดรอยทินซัลเฟตจากกระดูกออนของ
สัตวชนิดตาง ๆ แลวทาํการทดสอบยืนยันดวยเทคนิค Fourier Transform Infrared 
Spectroscopy โดยใช KBr เปนตัวประสาน หลังจากนั้นไดทําการยืนยนัชนิดของคอ
ซัลเฟตดวยตาํแหนงของสเปกตรัม โดย คณะของ Hidemitsu Uchisawa และคณะของ รศ. ดร. 
วรรณวิบูลย กาญจนกุญชร[1] ใชสเปกตรัมที่ตําแหนง 854.5, 857 cm−1 ในการยนืยนั 
Chondroitin-4-sulfate และที่ตําแหนง 823.7, 826 cm−1 ในการยนืยนั Chondroitin-6
ตามลําดับ โดยลักษณะสเปกตรัมของสารมาตรฐาน Chondroitin-4-sulfate, และ Chondroitin-
sulfate เปนไปตามรูป 2.14 (a) และ (b) ตามลําดับ ดงันัน้จึงสามารถใชตําแหนงและลักษณะของ
สเปกตรัมดังกลาวในการยนืยันชนิดของคอนดรอยทนิซลัเฟตได 
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 รูปที่ 2.15 ภาพแสดงสเปกตรัมจากการวเิคราะหดวยเทคนิค FTIR ของสารมาตรฐาน 
Chodroitin-4-sulfate (a) และ Chondroitin-6-sulfate (b) 
 
2.7.2 การวัดขนาดโมเลกลุของพอลิเมอร 
 เนื่องจากพอลเิมอรเปนสารที่มีขนาดโมเลกุลตางๆ กันการระบุขนาดโมเลกุลของพอลิเมอร
จึงระบุเปนคาเฉลี่ย สมบัติตาง ๆ ทางกายภาพของสารละลายพอลิเมอรมีสวนสาํคัญในการเลือก
วิธีการหาน้าํหนักโมเลกุล สมบัติของพอลเิมอรที่นาํมาใชในการหาขนาดโมเลกุลไดแก ความหนืด
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ของสาร(Viscosity), หมูฟงกชัน, คุณสมบัติคอลลิเกทฟิ (Colligative property), การกระจายแสง 
(Light scattering) เปนตน  
 สําหรับวธิีการที่ใชในการหาขนาดโมเลกุลมีหลายวธิี ซึง่ปจจุบันมกีารใชเทคนิคตาง ๆ ที่นาํ
สมัยเพื่อใชในการหาขนาดโมเลกุลของพอลิเมอรมากมาย ไดแก 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) เปนตน  
 การใช Viscometer เปนวิธกีารเดียวที่ใชเครื่องมือนอย ไมยุงยากสามารถจัดเตรียมขึ้นมา
ใชงานไดเอง แตคาที่ไดนั้นจะเปนคาเทยีบเคียง ซึง่อาจจะมีความผิดพลาดเกิดขึน้ไดมาก จงึนิยม
ใชเครื่องมือชนิดอื่นที่มีความแมนยาํและใหคาสัมบูรณมากกวา 
 
2.7.2.1 การวัดขนาดโมเลกลุของพอลิเมอรดวยเทคนิครวม Matrix Assisted Laser 
Desorption/Ionization Time-of-Flight (MALDI-TOF) Mass Spectrometry [22, 23] 
 การใชเทคนิครวม Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight 
(MALDI-TOF) Mass Spectrometry เปนวิธีการที่มีประสิทธิภาพอยางมากในการวิเคราะหหา
น้ําหนกัโมเลกลุ ลําดับของหนวยซ้ํา และความบริสุทธิ์ ซึง่ผลที่ไดจะมีความถูกตองสงูและใชเวลา
ในการวิเคราะหที่ส้ันมาก 
 Mass Spectrometry (MS) เปนเทคนิคมีการนํามาใชในการวิเคราะหน้ําหนกัโมเลกลุมาก
วา 50 ป แตการนําเทคนิค MS มาใชวเิคราะหชีวโมเลกลุที่มีขนาดใหญ หรือพอลิเมอรสังเคราะห
จะมขีอจํากัดอยางมาก เนือ่งจากสารเหลานี้มีความสามารถในการกลายเปนไอต่ํา และความ
เสถียรตอความรอนต่ํา เทคนิค MALDI-MS สามารถใชในการวัดชีวโมเลกุลและพอลเิมอร
สังเคราะหทีม่ขีนาดใหญถงึ 200 kDa ได โดยใชหลักการของการทาํใหสารแตกตัวเปนไอออน 
(Ionization) และการทาํใหกลายเปนไอ (Vaporization) โดยไมทําใหสารเกิดการเสื่อมสลาย 
เทคนิค MALDI นัน้ขึ้นอยูกบัการดูดกลืนรังสีอัลตราไวโอเลตของตัวกลาง โดยทีพ่อลิเมอรจะถูก
ผสมเขากับตัวกลาง โดยตวัทําละลายจะทําหนาทีป่องกันการรวมตัวกันของพอลิเมอร จากนั้นสาร
ตัวอยางในตัวกลางจะถกูนาํไปวางบน probe tip ในเครื่อง ภายใตสภาวะสุญญกาศตัวทําละลาย
จะถูกกําจัดออก เหลือไวแตเพียงผลึกของโมเลกุลพอลิเมอรที่เปนเนื้อเดียวกนั แยกออกจาก
โมเลกุลของตวักลาง จากนัน้ลําของแสงเลเซอรที่ความถี่คาหนึ่งจะถายเทพลังงานใหกับสาร
ตัวกลางและทาํใหเกิดการกลายเปนไอขึ้นบางสวน ทาํใหพอลิเมอรกลายเปนไอและเกิดการแตก
ตัวเปนประจ ุการเพิม่ความถี่การยิง่แสงเลเซอรจะชวยปรับปรุงเพิ่ม signal-to-noise ratio and the 
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peak shapes ซึ่งจะเพิ่มความถูกตองของการวัดน้าํหนกัโมเลกุล การเปลี่ยนแปลงของสารและ
ตัวกลางเมื่อไดรับพลังงานจากเลเซอรเปนดังรูปที่ 2.15 
 

 
  

รูปที่ 2.16 แสดงการเปลีย่นแปลงของสารและตัวกลางเมื่อนําไปวเิคราะหดวยเทคนคิ  
MALDI-TOF MS 

 
 Matrix Assisted Laser Desorption Ionization Time-of-flight Mass Spectrometry 
(MALDI-TOF MS) เปนเทคนิคการตรวจวเิคราะหโดยใชหลักการตรวจวัดมวลโมเลกลุของอิออน
อิสระในสภาวะสุญญากาศสูง ซึ่งวิธ ีMALDI (Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization) จะ
สามารถตรวจวัดสารที่มโีมเลกุลใหญอยางเชน โปรตีน ไดโดยใชสารตัวอยางในปริมาณนอยใน
ระดับ picomole เทคโนโลย ีMALDI ไดถูกนํามาประยกุตใชในทางชวีเคมีเปนจํานวนมาก โดย
สามารถตรวจวัดเพื่อหาจุดทีเ่หมาะสมของการยอยดวยเอนไซม, การวนิิจฉัยโปรตนี, หรือการใช
สําหรับควบคมุคุณภาพในการสังเคราะหเปปไทด เปนตน วิธี MALDI ถูกใชเปนวิธีสําหรับการทาํ 
N-terminal และ C-terminal protein/peptide sequencing อีกทั้งยังสามารถใชไดกบัการ 
Conformation อยางรวดเร็วของ post translational modifications และการ quantitation ของยา
และ chelators ซึ่งจะ conjugated ตอกับ monoclonal antibodies ได TOF/TOF หรือ MS/MS 
เปนเทคนิคพเิศษที่ถูกออกแบบมาใหใชกบัเครื่อง Bruker Auto flex II TOF/TOF mass 
spectrometer ซึ่งสามารถแยก full fragment ion spectra ไดภายในหนึ่งชวงแสกน ซึ่งจะชวยลด
ระยะเวลาการตรวจวิเคราะหและปริมาณตัวอยางที่จะตองใชลงไปไดเปนอยางมากเมื่อเทียบกับวธิี 
segmented FAST spectra with corresponding reduced reflector potentials หลักการ
พื้นฐานของ TOF/TOF or MS/MS ก็คือการ boost ความตางศักย ซึง่จะชวยเพิ่ม kinetic energy 
ใหกับ parent ion และ fragmented ion ซึ่งจะสามารถตรวจพบไดทั้ง parent ion และ 
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fragmented ion ไดพรอมกัน วิธีนีจ้ะสามารถวิเคราะหหาลาํดับของกรดอะมิโนในชิ้นสวนของเปป
ไทด หรือโปรตนีได โปรตีน พอลิเมอร สารประกอบอินทรียสังเคราะห อีกทัง้ยังใชในการหาน้ําหนัก
โมเลกุลของพอลิเมอรที่มีขนาดใหญในระดับ 1 – 100 kDa ได แผนภาพแสดงการทาํงานพื้นฐาน
ของเทคนิค MALDI-TOF MS เปนดังภาพ และสวนประกอบของเครื่อง MALDI-TOF MS เปนดัง
ภาพ 
 

 
 

รูปที่ 2.17 แผนภาพแสดงการทํางานพื้นฐานของเทคนิค MALDI-TOF MS 
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รูปที่ 2.18 อุปกรณของเครื่อง MALDI-TOF MS 
 เนื่องจากการใชเทคนิค MALDI-TOF MS ในการวัดขนาดโมเลกุลของพอลิเมอรจะให
น้ําหนกัโมเลกลุออกมาเปนคาสัมบูรณ อีกทัง้เทคนิคนีย้ังมีขอดีอีกมาก ทั้งสามารถวิเคราะหได 
ใชไดกับสารหลากหลายชนดิ การวิเคราะหไมยุงยาก ใชเวลาในการวิเคราะหส้ัน ราคาในการ
วิเคราะหถูกกวาวธิีวิเคราะหที่ใชสารมาตรฐานเปนตัวเปรียบเทียบมาก ทาํใหมกีารนาํเทคนิค 
MALDI-TOF MS มาใชในการวิเคราะหน้าํหนกัโมเลกุลของคอนดรอยทินซัลเฟตในงานวิจัยตาง ๆ 
เปนจํานวนมาก เชน ในงานวิจัยของ Ariane Nimptsch วิเคราะหลําดับของคอนดรอยทนิซัลเฟต 
และน้ําหนกัโมเลกุลที่ผานการยอยแลวดวยเทคนิค MALDI-TOF MS ลักษณะของสเปกตรัมที่ได
จากการวิเคราะหเปนดังรูป 2.18 
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 รูปที่ 2.19 ลักษณะสเปกตรมัของคอนดรอยทนิซัลเฟตจากการวิเคราะหดวยเทคนคิ 
MALDI-TOF MS 
 
2.7.2.2 การวัดขนาดโมเลกลุของพอลิเมอรดวยเทคนิค Gel permeation chromatography 
(GPC) [24]

 Gel permeation chromatography (GPC) หรือที่รูจกักันในนามของ size exclusion 
chromatography (SEC) เปนเทคนิคการแยกทางโครมาโตกราฟเทคนิคหนึง่ทีเ่กี่ยวของกับการ
เคลื่อนที่ของสารที่มีสถานะเปนของเหลวผานคอลัมนทีม่ตีัวกลางที่เปนโพลงซึง่นําหนาที่ในการ
แยก เทคนิค GPC เปนเทคนิคทีท่ํางานไดอยางรวดเร็วสามารถแยกสารโอลิโกเมอรและพอลิเมอร
ไดอยางรวดเรว็โดยการแยกนั้นจะอาศัยความแตกตางของขนาดของโมเลกุลในสารละลาย เทคนคิ 
GPC จึงมีความสาํคัญอยางมากสาํหรับงานวิจยัทางชวีวทิยา และวิธกีารนี้เปนทางเลือกหนึ่งที่
ไดรับความนิยมอยางสูงในการนํามาใชวิเคราะหหาขนาดโมเลกุลของพอลิเมอรและการกระจาย
ตัวของขนาดโมเลกุลของพอลิเมอรที่สังเคราะหได 
 ตัวกลางทีท่ําหนาที่ในการแยกจะเปนของแข็งมีโครงสรางเปนโพรง เชน แกว ซิลิกา หรือ 
เจลที่ไดรับการเชื่อมตอโมเลกุล ซึง่จะมีโพรงที่มเีสนผานศูนยกลางที่เหมาะสมตอการแยกนัน้ 
สําหรับวัฏภาคเคลื่อนทีท่ี่ใชจะเปนพวกน้าํ หรือบัฟเฟอรสําหรับการแยก และตัวทําละลายอนิทรยี
ซึ่งเหมาะสมกบัตัวอยาง และลักษณะของคอลัมน การเคลื่อนที่ของวัฏภาคเคลื่อนที่อาจจะอาศยั
การไหลตามแรงโนมถวง หรือใชแรงดันสูงเพื่อใหไดอัตราการไหลตามตองการ สารตัวอยางจะถกู
นําเขามาทางสวนตนของคอลัมน เมื่อเคลื่อนที่ผานคอลัมน โมเลกุลขนาดเล็กจะเสียเวลาผานโพรง
ที่คดเคี้ยวมาก ขณะทีโ่มเลกุลใหญจะสามารถผานโพรงไปไดเร็วกวา ดังนั้นจึงมีขนาดของโพรงที่
พอเหมาะตอการเคลื่อนที่ผานของโมเลกลุขนาดใหญไดเร็ว ทําใหโมเลกุลที่มีขนาดใหญสามารถ
เคลื่อนที่ออกมาจากคอลัมนไดกอนโมเลกุลที่มีขนาดเล็กกวา โดยจะมีอุปกรณการวัดความเขมขน
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อยูที่ปลายของคอลัมนเพื่อวดัปริมาณของสารตัวอยางทีอ่อกมาจากคอลัมน นอกจากนี้แลว 
Detector ยังสามารถใชในการวัดขนาดโมเลกุลที่ออกมาจากคอลัมนไดอยางตอเนื่อง โดยปริมาตร
ของตัวทาํละลายที่ไหลผานจะเปนตัวติดตามเพื่อใชในการหาคาเฉลีย่ของขนาดโมเลกุลที่ชะ
ออกมาจากคอลัมน 
 เมื่อสารตัวอยางเคลื่อนที่ออกมาจากคอลมัน สัญญาณจาก Detector วัดความเขมขนจะ
เพิ่มข้ึนเหนือระดับปกติ จากนัน้จะเพิ่มข้ึนจนสงูสุด แลวลดคาลงสูระดับปกติ ซึง่สัญญาณนี้จะบง
บอกถึงความเขมขนของสาร และถูกบันทกึไวในรูปของปริมาตรของสารละลายที่ใชชะคอลัมน 
สําหรับการวัดนําหนกัโมเลกลุของสารนัน้จะใชหลักของการกระเจิงแสงหรือการวัดความหนืดซึ่งจะ
ใหสัญญาณทีข้ึ่นอยูกับน้ําหนักโมเลกุลและจะเพิม่ข้ึนตามการเพิ่มข้ึนของน้าํหนักโมเลกุล 
 

 
รูปที่ 2.20 แผนภาพแสดงการทํางานของเทคนิค Gel permeation chromatography 

 ปจจุบันมกีารนําเทคนิค Gel permeation chromatography มาประยุกตใชในดานตาง ๆ 
มากมาย มกีารนาํมาใชวดัขนาดโมเลกลุของพอลิเมอรสังเคราะหมากกวา 50 ชนิด ซึง่
ประกอบดวย เรซิน ยางธรรมชาติและยางสังเคราะห เซลลูโลสเอสเทอร โพลโิอเลฟน โพลิเอไมด 
โพลิเอสเทอร โพลิสไตรีน และสารพอลิเมอรอ่ืน ๆ เปนตน นอกจากนี้ ความสามารถในการวัด
น้ําหนกัโมเลกลุ และการกระจายตวัของน้าํหนักโมเลกุลยังถกูนาํมาประยุกตใชในงานดานตาง ๆ 
อีกมากมาย ไดแก การศึกษาความยาวของสายพอลิเมอร อันตรกิริยาในสารละลาย การศึกษาทาง
รังสี การศึกษากลไกการสลายตัว กลไกในการเกิดปฏิกริิยาและการควบคุมปฏิกิริยาการเกิดพอลิ
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เมอร และพัฒนากระบวนการทางพอลิเมอร สําหรับในดานของพอลิเมอรธรรมชาตินัน้ เทคนิค Gel 
permeation chromatography มีประโยชนอยางมากสําหรับระบบการแยกและการวิเคราะห สาร
พอลิเมอรชีวภาพ เชน พวกกรดอะมิโนและอนุพนัธ เอนไซม แอนติบอต้ี คอลาเจน และ
สารประกอบทีเ่กี่ยวของ แปงและโปรตีนตาง ๆ  
 เนื่องจากที่คอนดรอยทนิซัลเฟตเปนสารในกลุม heteropolysaccharide ที่เรียกวา 
Glucoaminoglycans (GAGs) ที่มนี้ําหนักโมเลกุลสูง จึงสามารถทาํการวิเคราะหน้ําหนกัโมเลกุล
ไดดวยเทคนิค Gel permeation chromatography มงีานวิจยัจาํนวนไมนอยที่นาํเทคนิค Gel 
permeation chromatography มาใชในการวิเคราะหน้าํหนักโมเลกุลของคอนดรอยทินซัลเฟตที่
สกัดได หรือทีไ่ดจากกระบวนการสลายโมเลกุล เชน ในงานวิจยัของ Michiru Ida และคณะไดทํา
การพิสูจนเอกลักษณและหนาที่ของคอนดรอยทินซัลเฟตใน Milieu ของ Neural Stem Cells โดย
ใชเทคนิค Gel permeation chromatography เปนตน 
 Gel permeation chromatography ไมใชวิธีการวัดแบบสัมบูรณดังนัน้ระบบจึงตองไดรับ
การปรับเทยีบคาจากสารพอลิเมอรที่ทราบน้ําหนกัโมเลกลุที่แนนอนซึง่ไดรับการระบุน้ําหนกั
โมเลกุลจากวธิีการวัดที่ใหคาสัมบูรณ เชน light scattering, osmometry, mass spectroscopy 
หรือ analytical ultracentrifugation สารพอลิเมอรที่เหมาะสมตอการปรับเทียบคาของระบบควรที่
จะมีความยาวของสายพอลิเมอรอยูในชวงที่ตองการพิจารณา และมีโครงสรางที่คลายคลึงกนั โดย
ในการวิเคราะหสารมาตรฐานนัน้ลักษณะของกราฟที่ไดจะเปนดงันี ้
 

time or volume 

Crud at void 
volume due to 
dirty injector 

Water spike 

Ve

DRI 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.21 ลักษณะของกราฟที่ไดจากวิเคราะหสารมาตรฐานดวยเทคนิค GPC 
 โดยจะนาํคา Ve ที่ไดจากการวิเคราะหสารมาตรฐานแตละชนิดมาสรางเปนกราฟ
มาตรฐานระหวางคา log ของน้าํหนักโมเลกุลและเวลาของการชะหรอืปริมาตร (elution time or 
elute volume) ดังภาพ 
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log M 

VeV

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.22 กราฟมาตรฐานของการวิเคราะหน้ําหนกัโมเลกุล 
 จากกราฟมาตรฐานจะเหน็วาสารทีน่้ําหนกัโมเลกุลมากจะออกมาจากคอลัมนในตาํแหนง
ที่ใกลเคียงกับ Vo เนื่องจากสารพอลิเมอรที่มีขนาดใหญมาก ๆ จะไมสามารถเคลื่อนที่เขาไปในรู
พรุนของคอลมันได ดงันี้จงึถูกชะออกมาที่ปริมาตรของรูพรุน Vo (void volume) และโดยปกติแลว
จะใช log (M) มาสรางกราฟแทนการใชคาของน้าํหนักโมเลกุล (M)  
 กราฟมาตรฐานจะถกูนาํมาสรางขึ้นใหมดงัภาพเพื่อใชในการวิเคราะหการกระจายตัวที่
คอนขางกวางของสารบางชนิด 
 
 
 
 
 
  

Ve

logM 

A DRIA

MA

VeA

DRI 

 
 
 
 
 

รูปที่ 2.23 กราฟมาตรฐานเพื่อใชในการวิเคราะหสารที่มกีารกระจายตวักวาง 
 จากกราฟดังกลาว จะทาํการเลือกจุดเพื่อใชเปนตัวแทนในการวิเคราะห เมื่อพิจารณาจุด 
A ที่ตําแหนงปริมาตร Ve

A อานคาน้ําหนกัโมเลกุลจากกราฟมาตรฐานไดคา MA และเมื่อลากจาก
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จุด A ไปยังแกน DRI ทางขาวมือจะไดคา DRIA จากนัน้ทําการเลือกจดุตาง ๆ อีกเทาที่ตองการแลว
ทําการวิเคราะหเชนเดียวกัน โดยคา DRI ทีไ่ดจะเปนขึ้นอยูกับความเขมขนของสารพอลิเมอรดวย 

DRI  ∝  c ( in g/mL) 
 คาคงที่ของอัตราสวนที่ไดจะเทากับ dn/dc หรือที่เรียกวาคาการเปลีย่นแปลงของดัชนีหัก
เหเฉพาะ แตอยางไรก็ตามในเทคนิค GPC นั้นไมจําเปนตองหาคา dn/dc ก็สามารถที่จะหา
น้ําหนกัโมเลกลุเฉลี่ยตามน้ําหนกัไดจากความสัมพันธดงันี ้
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∑
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และสามารถหาน้าํหนักโมเลกุลเฉลี่ยตามจาํนวนไดจากความสัมพนัธดงันี ้
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 โดยทัว่ไปแลวการวิเคราะหคาเฉลี่ยเชน Mn และ Mw เปนวิธีแบบเกา หลักการโดยรวมของ
เทคนิค GPC นัน้คือการสรางภาพของการกระจายตัวของน้ําหนักโมเลกุล อยางไรก็ตามคาทาง
สถิติของ Mn และ Mw เปนวธิีที่สะดวกและใหคาทางสถิติทีย่อมรับไดในการหาการกระจายตวั 
อัตราสวนของ Mw:Mn จะเปนตัวอธิบายลักษณะการกระจายตัวของสาร กราฟทีไ่ดจากเทคนิค 
GPC จะเปลีย่นแปลงไปบางตามลักษณะของคอลัมนและระยะเวลา แตอัตราสวนระหวาง Mw:Mn 
จะไมเปล่ียนแปลงตามปจจัยเหลานัน้ 
 
2.7.2.3 การวัดขนาดโมเลกลุของพอลิเมอรดวยการวัดความหนืด [26, 27, 28]  
 เมื่อทําการละลายพอลเิมอรดวยตัวทําละลายจะทําใหไดที่มีความหนดื ดังนัน้จึงมีการใช
พอลิเมอรเปนสารในการเพิม่ความหนืด หรือทําใหขนในแชมพู หรือแมแตไอศกรีม จากผลในการ
ทําใหหนืดนัน้จึงสามารถใชในการประมาณน้ําหนกัโมเลกุลของพอลิเมอรได ความหนืดที่เกิดขึ้นใน
สารละลายพอลิเมอรนั้นเกิดจากการทีพ่อลิเมอรเคลื่อนที่ไดชามาก และมากกวาโมเลกุลขนาดเลก็ 
ดังนัน้เมื่อละลายพอลเิมอรในตัวทําละลาย การที่พอลิเมอรเคลื่อนที่ชาจึงทําใหสารละลายทั้งหมด
หนืด ผลจากการทาํใหสารหนืดจึงทําใหสามารถประมาณน้าํหนักโมเลกุลของพอลิเมอรได
เนื่องจากสารที่มีน้าํหนกัโมเลกุลมากกวาจะทาํใหไดสารละลายพอลเิมอรที่มีความหนืดมากกวา 
พอลิเมอรที่มนี้ําหนกัโมเลกลุมาก จะถูกลอมรอบดวยน้าํจํานวนมาก ทําใหมีปริมาณที่ใหญและกีด
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ขวางการเคลือ่นที่ของสารละลาย นอกจากนี้แลวโมเลกุลพอลิเมอรขนาดใหญจะมีแรงกระทาํกบั
ตัวทําละลายมากกวา จึงมีผลใหการเคลื่อนที่ของโมเลกุลตัวทําละลายชาลงไปดวย ดงันัน้
สารละลายที่ไดจึงมีความหนืดสูง เนื่องจากพอลเิมอรทุกชนิดจะแสดงความสมัพันธระหวาง
น้ําหนกัโมเลกลุและความหนืด ดังนั้นการวัดความหนืดจึงสามารถใชในการหาน้ําหนักโมเลกุลได 
 
การวัดความหนืดของสารละลายพอลิเมอร 
 
 เครื่องมือที่ใชหาน้ําหนกัโมเลกลุโดยวัดความหนืดของสารละลาย คอื ออสทวาลดวิสโค
มิเตอร(Ostwald viscometer) และ อับเบโลฮด วิสโคมเิตอร (Ubbelohde viscometer) ลักษณะ
ของเครื่องมือเปนดังรูป  
 
 
 

รูปที่ 2.24 Ostwald viscometer (ซาย) และ Ubbelohde 
viscometer (ขวา) 
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ปลอยสารละลายพอลิเมอรไหลผานทอ แลวจับ
เวลาที่สารละลายเคลื่อนที่ผานจากตําแหนง a ไป b 

รูปที่ 2.25 การวัดความหนดื 
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การวัดความหนืดของสารละลายพอลเิมอรสามารถทําไดงายโดยใชอุปกรณที่มีลักษณะ

ังภาพ จากนัน้ทาํการวดัเวลาการเคลื่อนที่ของสารปริมาตรหนึง่ เพื่อใหมั่นใจวาทําการวดัที่
ริมาณเทากนัทกุครั้ง จงึทําการวัดเวลาเมื่อสารละลายอยูในระดับเสนแรกคือ เสน a จับเวลา
นกระทั่งสารละลายเคลื่อนมาถงึตําแหลงลาง คือเสน b การที่ตองมีกระเปราะระหวางตําแหนง
ั้งสองเพื่อเพิม่ปริมาตร และทําใหงายตอการเหน็ความแตกตางของระยะเวลาในสารละลายตาง
นิดกนั โดยเวลาที่สารเคลือ่นที่ผานจุด a และจุด b คือ efflux time จากนัน้ทําการวดั efflux time 
องสารละลายพอลิเมอรทีต่องการหาขนาดโมเลกุลที่ความเขมขนตาง ๆ และทาํการเปรียบเทยีบ 
fflux time (t) กับ efflux time ของสารละลายบริสุทธิ์ที่ไมมพีอลิเมอรละลายอยู ซึ่งมีคาเปน t0 
ํานวณหาคาความหนืดสัมพัทธ (ηr, relative viscosity) ของสารละลายตามสมการ  

sityviscorelative
solventouroftimeefflux

solutionoftimeefflux
=  

 

rt
t η=
0

 

 
หรือทําการคํานวณหาคาความหนืดเฉพาะ (ηsp, specific viscosity) ไดตามสมการ 

( ) sityviscospecific
solventouroftimeefflux

solventoftimeeffluxsolutionoftimeefflux
=

−  
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sp
o

t
tt η=−

0
 

 
 จากนั้นทําการหารความหนดืเฉพาะดวยความเขมขนของสารพอลิเมอรจะไดคาความ
หนืดที่ลดลง (ηred, reduced viscosity) ดังสมการ  
 

sityviscoreduced
ionconcentrat
sityviscospecific

=  
 

red
sp

c
η

η
=  
 

 นําคาความหนืดที่ลดลง (ηred, reduced viscosity) ที่ความเขมขนตาง ๆ ของสารละลาย
พอลิเมอร ชนดินั้นที่วัดไดไปสรางกราฟแสดงความสมัพันธกับความเขมขน โดยให ηred เปนแกน 
y และความเขมขนเปนแกน x ลักษณะของกราฟที่ไดเปนดังรูป 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปที่ 2.26 กราฟความสัมพนัธระหวาง ηred และความเขมขน 
 

 จากกราฟ ความสัมพันธที่ไดจะเปนเสนตรง ซึง่เมื่อทําการ Extraporate ไปที่ความเขมขน
ของสารละลายเปน 0 โดยการลากกราฟตอไปถึงแกน y จะไดจุดตัดแกน y คือคาความหนืดที่
แทจริง ([η ] intrinsic viscosity)  
 ตามความสัมพันธเชิงเสนจะไดสมการความสัมพันธระหวางคาความหนืดที่ลดลง ηred 
และความเขมขนดังนี ้

 



 42

bmxy +=  
 
[ ] [ ]ηηη +′= ckred

2  
 
 จากสมการความชันของเสนตรงคือคา k' [η ] และจุดตัดแกน y คือคาความหนืดทีแ่ทจริง 
[η ] ซึ่งคา [η ] ที่ไดนี้จะมีความสาํคัญเปนอยางมากในการหาน้าํหนกัโมเลกุลของสารพอลิเมอร 
 การหาคาความหนืดที่แทจริงสามารถทาํอกีวิธหีนึง่ โดยการใชความหนืดสัมพัทธ (ηr, 
relative viscosity) เพื่อนาํมาหา inherent viscosity (ηinh) ดังสมการ 
 

( ) sityviscoinherent
ionconcentrat

sityviscorelative
=

ln
 

 

inh
r

c
ηη

=
ln

 
 

 จากนั้นนําคา inherent viscosity (ηinh) ของแตละความเขมขนมาสรางกราฟ
ความสัมพันธระหวาง ηinh และความเขมขน โดยกราฟที่ไดจะมีลักษณะดังรูป 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 เชนเดียวกับกราฟความสัมพันธกอนหนา ความสัมพนัธที่ไดนี้จะเปนเสนตรง ซึง่เมื่อทาํ
การ Extraporate ไปที่ความเขมขนของสารละลายเปน 0 โดยการลากกราฟตอไปถึงแกน y จะได
จุดตัดแกน y คือคาความหนืดที่แทจริง ([η ] intrinsic viscosity)  

รูปที่ 2.27 กราฟความสัมพนัธระหวาง ηinh และความเขมขน 

 ตามความสัมพันธเชิงเสนจะไดสมการความสัมพันธระหวางคา ηinh และความเขมขน
ดังนี ้
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bmxy +=  
 
[ ] [ ]ηηη +′′= ckinh

2  
 

 จากคาความหนืดที่แทจริงที่หาไดไมวาจากวธิีการที่ 1 หรือ 2 สามารถนาํไปใชในการหา
น้ําหนกัโมเลกลุของพอลิเมอรไดจากสมการ Mark-Houwink 
 
สมการ Mark-Houwink (Mark-Houwink Equation) [29]

 สมการ Mark–Houwink เปนสมการที่ใชในการอธิบายความสัมพันธระหวางคาความหนืด
ที่แทจริง ([η ] intrinsic viscosity) ของพอลิเมอรกับน้าํหนกัโมเลกุล ซึ่งสมการเปนดังนี ้
 

[ ] aKM=η  
 

 โดยที ่ [η ] คือคาความหนดืที่แทจริง, K และ a คือคาคงที่ซึง่ขึ้นอยูกับธรรมชาติของสาร
พอลิเมอร, ชนิดของตัวทําละลาย, อุณหภูมิ และ Mv คือ viscosity average molecular weight 
ในกรณีที่ไมมกีารทดลองเรื่องความหนืดของสารพอลิเมอรชนิดหนึ่งมากอน ทาํใหไมมีการระบุคา 
K และ a ไวกอน การหาคาของ K และ a สามารถทาํไดโดยการใชสารละลายพอลเิมอรมาตรฐาน
ที่ทราบน้าํหนกัโมเลกุลที่แนนอนจากการวดัของเทคนิคทีใ่หคาน้าํหนักโมเลกุลสมบูรณ เชน 
เทคนิค light scattering และทําการทดลองหาความหนดืที่แทจริง เพือ่หาคา K และ a 
 สมการ Mark-Houwink สามารถเปลี่ยนเปนสมการเสนตรงไดดวยฟงกชัน logarithm ดังนี ้
 

[ ] a
vKM=η  

 
[ ] vMaK logloglog +=η  

 
 เมื่อ Mv คือ น้าํหนักโมเลกุลเฉล่ียโดยความหนืด (Viscosity Average Molecular Weight) 
ทําการสรางกราฟความสัมพันธโดยใหคา log [η ] เปนแกน y และคา log Mv จะไดกราฟเสนตรง
ที่มีความชนัเปนคา a และสามารถหาคา K ไดจากจุดตัดแกน y ดังนั้นเมื่อได K และ a ก็จะทาํให
ไดสมการ Mark–Houwink สําหรับใชกับสารพอลิเมอรชนิดนัน้ ที่สภาวะดงักลาว 
 แตสําหรับสารพอลิเมอรบางชนิดที่มกีารศกึษาไวกอนแลว จะมีการนาํเสนอสมการ Mark–
Houwink ที่ระบุถึงคา K และ a ที่สภาวะหนึ่งไวเรียบรอยแลวทาํใหการหาน้ําหนักโมเลกุลของสาร
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พอลิเมอรชนิดนั้นทําไดงายขึน้ เชนในงานวจิัยเรื่อง Physicochemical Properties of Chondroitin 
Sulfate ของ Kiichiro TANAKA[30] ซึ่งทาํการศึกษาเกี่ยวกับความสัมพันธระหวางน้าํหนักโมเลกุล
ของคอนดรอยทินซัลเฟตกับคาความหนืดที่แทจริง ([η] intrinsic viscosity) โดยพบวา
ความสัมพันธของคาความหนืดที่แทจริงในสารละลายโซเดียมคลอไรด (NaCl) ความเขมขน 0.2 M 
ที่อุณหภูม ิ 25 องศาเซลเซียส และน้ําหนกัโมเลกุลของคอนดรอยทินซัลเฟตที่สกัดไดจากกระดูก
ออนของปลาฉลามสามารถแสดงไดดังสมการ  
 

[ ] 6 1.16.5 10 vMη −= × 4  
 
 ความสัมพันธดังกลาวนี้สามารถนาํไปใชในการหาน้ําหนักโมเลกุลของคอนดรอยทนิ 
ซัลเฟตที่สภาวะดังกลาวไดโดยการใชคาความหนืดที่แทจริงทีห่าได 



บทที่ 3 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 

3.1 วัสดุอุปกรณและสารเคมี 
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 กระดูกออนอกไก 
3.1.16 น้ํากลั่น 
อุปกรณและเครื่องมือทางวิทยาศาสตร 
3.1.17 บีกเกอร 
3.1.18 กระบอกตวง 
3.1.19 กรวยแกว 
3.1.20 ปเปต 
3.1.21 ชอนตักสาร 
3.1.22 กระดาษกรอง Whatman เบอร 4 
3.1.23 แผน dialysis 
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3.1.24 กระดาษยูนิเวอรแซลอินดิเคเตอร 
3.1.25 Hot plate 
3.1.26 Heater 
3.1.27 ชุดเครื่องกลั่น 
3.1.28 ชุดปมอากาศขนาดเล็ก และสายยาง 
3.1.29 มีดปลายแหลม 
3.1.30 เทอรโมมิเตอร 
3.1.31 ชุด Viscometer ชนิด Ubbelohde viscometer ของบริษัท Cannon 
3.1.32 เครื่อง High Speed Centrifuge Machine ของศูนยเครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร

และเทคโนโลยี จฬุาลงกรณมหาวิทยาลัย 
3.1.33 เครื่อง freeze dry 
3.1.34 เครื่อง Fourier Transform Infrared Spectroscopy Perkin Elmer รุน 

Spectrum One ของศูนยเครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย 

3.1.35 เครื่องฉายรังสีแกมมาจาก Co-60 ของภาควิชานิวเคลียรเทคโนโลยี คณะ
วิศวกรรมศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

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 
มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีพระจอมเกลาธนบรีุ 

3.1.39 อุปกรณวัดปริมาณรังสี (Dosimeter) 
3.1.40 เตาอบ 
3.1.41 เครื่องชั่ง 4 ตําแหนง 

3.2  วิธีการดําเนินการวิจัย 
3.2.1 การสกัดปาเปนและการทําใหบริสุทธิ์จากยางมะละกอสด[31, 32] 

3.2.1.1 การสกัดปาเปนเริ่มจากนํามะละกอดิบที่สดมากรีดที่ผิวตามแนวขวางเพื่อเก็บน้ํา
ยางมะละกอจนไดยางมะละกอหนัก 10 กรัม 

3.2.1.2 เติม NaCl ปริมาณ 2 กรัม ลงในยางมะละกอทันที และคนใหเกลือละลาย 
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3.2.1.3 ทิ้งสารละลายที่ไดใหตกตะกอนเปนเวลาประมาณ 2 – 3 ชั่วโมง แลวนําไปกรอง
เพื่อแยกตะกอนเก็บไว แลวตากแดดใหแหง 

3.2.1.4 นําจะไดตะกอน (paste) ที่ไดไปเก็บไวในภาชนะที่ปดแนนไมมีอากาศเขา เชน 
ถุงพลาสติก กลอง หรือกระปองที่อุณหภูมิหอง จนกวาจะนํามาใชในขั้นตอน
ตอไป 

3.2.1.5 การทําใหปาเปนบริสุทธิ์ทําไดโดยการนําตะกอนของแข็งของปาเปนที่สกัดได
ปริมาณ 3 กรัมมาละลายในน้ํากลั่นปริมาตร 15 mL 

3.2.1.6 นําสารละลายที่ ไดไปปนเพื่อแยกตะกอนดวยเครื่องปนแยก  (Centrifuge 
Machine)  

 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 3.1 ตะกอนของปาเปนที่สกัดไดกอนทําใหบริสุทธิ ์

 
3.2.1.7 นําสารละลายที่ไดไปเก็บไวที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส จากนั้นเติมเอทานอล

ปริมาตร 60 mL ลงไป แลวทิ้งใหสารละลายตกตะกอน 
3.2.1.8 นําสารละลายที่ตกตะกอนไปปนเพื่อแยกตะกอนดวยเครื่อง Centrifuge ทิ้ง

สารละลายใส แลวเก็บตะกอนที่ไดไว 
3.2.1.9 นําตะกอนที่ไดไปทําใหแหงดวยเครื่อง Vacuum Dryer จะไดตะกอนสีขาวของ

ปาเปนที่มีความบริสุทธิ์สูง 
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รูปที่ 3.2 ปาเปนบริสุทธิท์ี่สกัดได 
 

3.2.2 การเตรียมกระดูกออนอกไก 
3.2.2.1 นํากระดูกออนอกไกสดมาทําความสะอาดเพื่อกําจัดเศษเนื้อและคราบตาง ๆ 

จากนั้นตมในน้ํารอนอุณหภูมิ 90 – 95 °C เปนเวลา 10 นาที แลวลางในน้ํา
สะอาด 

3.2.2.2 เก็บกระดูกออนอกไกที่ไดไวในตูแชแข็งที่อุณหภูมิ – 18 °C จนกวาจะใชงาน 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3.3 กระดูกออนอกไกแชแข็งที่นาํมาใชในการสกัดคอนดรอยทินซัลเฟต 
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3.2.3 การสกัดคอนดรอยทินซัลเฟตดวยเอนไซมปาเปน (Method of Nakano) [33] 
3.2.3.1 นํากระดูกออนอกไกแหงที่แชแข็งไวปริมาณ 10 กรัม สับหรือปนจนเปนชิ้นเล็ก ๆ  
3.2.3.2 ไฮโดรไลซกระดูกออนอกไกดวยเอนไซนปาเปน (4 มิลลิกรัม/กรัมของกระดูกออน

อกไก) ปริมาณ 40 มิลลิกรัม ในสารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.0 
ความเขมขน 0.1 M ที่มี EDTA 0.005 M, crytein hydrochloride 0.005 M และ 
sodium azide 0.02%) ที่อุณภูมิ 65 °C เปนเวลา 48 ชั่วโมง ภาพแสดงการจัดตั้ง
อุปกรณเปนไปตามรูปที่ 3.4 และสารละลายที่ไดแสดงไวในรูปที่ 3.5 

3.2.3.3 นําสารละลายใสที่ไดมาเติม trichoroacetic acid จนมีความเขมขนสุดทายเปน 7 
%โดยมวลตอปริมาตร ตั้งทิ้งไวขามคืนที่อุณหภูมิ 4 °C 

3.2.3.4 นําสารละลายไป Centrifuge ที่ความเร็ว 132,000×g อุณหภูมิ 4 °C เปนเวลา 30 
นาที แยกโปรตีนที่ตกตะกอนทิ้งแลวเก็บสารละลายใสสวนลอยไว 

3.2.3.5 นําสารละลายใสสวนลอยไป dialyzed ในน้ํากลั่นเปนเวลา 24 ชั่วโมง 
3.2.3.6 เติม cetylpyridinium chloride 1.5 กรัม ลงในสารละลาย glucoaminoglycans 

(GAGs) ที่ได จะไดตะกอนแขวนลอยในสารละลายตามรูปที่ 3.6 แลวนําไป 
Centrifuge ที่ความเร็ว 6320×g เปนเวลา 30 นาที 

3.2.3.7 เก็บตะกอนที่ไดไว แลวลางดวยสารละลาย sodium chloride ความเขมขน 0.4 M 
ปริมาตร 40 ml แลวนําไป Centrifuge ที่ความเร็ว 6320×g เปนเวลา 30 นาที 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3.4 การตั้งอุปกรณในการสกัดคอนดรอยทินซัลเฟต 
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รูปที่ 3.5 สารละลายที่ไดหลังจากการตั้งสกัดเปนเวลา 48 ชั่วโมง 
 

3.2.3.8 เก็บตะกอนที่ไดไว แลวละลายดวยสารละลาย sodium chloride ความเขมขน   
2.1 M ปริมาตร 100 ml 

3.2.3.9 เติมสารละลาย potassium thiocyanate ความเขมขน 1 M ลงไปเพื่อ
ตกตะกอน  cetylpyridium thiocyanate 

3.2.3.10 รองตะกอนที่ไดทิ้งดวยกระดาษกรอง Whatman เบอร 4 นําสารละลายที่ไดไป 
dialyzed ในน้าํกลั่น 

3.2.3.11.  นาํสารละลายที่ไดไปทําการ freeze dry แลวอบใหแหงที่อุณหภูมิ 60 °C เปน 
เวลา 5 ชั่งโมง จะไดคอนดรอยทนิซัลเฟตที่แหง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3.6 ภาพแสดงการตกตะกอน GAG ทั้งหมดที่ไดจากการสกัดกระดกูออนอกไก 
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รูปที่ 3.7 สารละลายคอนดรอยทินซัลเฟตที่ไดกอนนําไปทําใหแหง 
 

3.2.4 การฉายรังสีคอนดรอยทินซัลเฟต 
3.2.4.1 นําคอนดรอยทินซัลเฟตของแข็งที่ไดแบงใสในภาชนะบรรจุพลาสติกทรงกระบอก

ที่มีฝาปดแนน เพื่อใชในการฉายรังสี 
3.2.4.2 วางภาชนะบรรจุคอนดรอยทินซัลเฟตในกระบอกอลูมิเนียมแลววางในชองฉาย

ของเครื่องฉายรังสี Gammacell ของภาควิชานิวเคลียรเทคโนโลยีในตําแหลงที่
ทราบอัตราปริมาณรังสีที่แนนอนเทากับ 0.692 kGy/ชั่วโมง และเครื่องฉายรังสี 
Gammacell 220excel ซึ่งใหรังสีแกมมาจาก Co-60 ของสํานักงานปรมาณูเพื่อ
สันติในตําแหนงที่ทราบอัตราปริมาณรังสีที่แนนอนเทากับ 14.286 kGy/ชั่วโมง 

3.2.4.3 ฉายรังสีดวยปริมาณรังสีสะสมตาง ๆ เพื่อลดน้ําหนักโมเลกุลของคอนดรอยทิน 
ซัลเฟตดตามที่ตองการ 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3.8 ภาชนะที่ใชในการบรรจุสารเพื่อฉายรังสีแกมมา 
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รูปที่ 3.9 ตัวอยางคอนดรอยทินซัลเฟตที่ผานการฉายรังสีดวยปริมาณรังสีตาง ๆ กนั โดยเรียงจาก

ปริมาณรังสีนอยไปมาก จากซายไปขวา 
 

3.2.5 การทดสอบยืนยันสารทีส่กัดไดวาเปนคอนดรอยทินซัลเฟตดวยเทคนิค Fourier 
Transform Infrared (FTIR) Spectroscopy[1] 

 นําสารที่สกัดไดปริมาณ 2 mg ผสมกับผงโพแทสเซียมโบรไมดปริมาณ 100 – 200 mg 
แลวนําไปอัดในเซลลสําหรับใสตัวอยางดวยเครื่องอัดแรงดัน จากนั้นนําไปวิเคราะหดวยเครื่อง 
Fourier Transform Infrared Spectrometer แลวบันทึกสเปกตรัมในชวงอินฟราเรดตอนกลาง 
(mid-infared) เพื่อเปรียบเทียบกับขอมูลพื้นฐานที่มีการรายงานไวแลว 
 
3.2.6 การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลคอนดรอยทินซัลเฟตที่สกัดไดดวยเครื่อง Matrix 

Assisted Laser Desorption Ionization Time-of-flight Mass Spectrometry[34] 
 นําคอนดรอยทินซัลเฟตที่ไดจากการฉายรังสีตัวอยางละ 10 µg ละลายในสารละลาย 

50% ACN (acetonitrile) ในน้ําที่ใชเปนสารตัวกลางแลวทําการวิเคราะหดวยเครื่อง Matrix 
Assisted Laser Desorption Ionization Time-of-flight Mass Spectrometry บันทึกสเปกตรัมที่
ได 

 
3.2.7 การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลคอนดรอยทินซัลเฟตดวยเครื่อง  Gel permeation 

chromatography (GPC) [35] 
 นําคอนดรอยทินซัลเฟตที่ไดจากการฉายรังสีตัวอยางละ 4 µg ละลายในสารละลาย

โซเดียมคลอไรด แลวทําการวิเคราะหดวยเครื่อง Gel permeation chromatography (GPC) โดย
ใชสารละลายโซเดียมคลอไรด 1.2 M เปนสารละลายในการชะคอลัมน บันทึกสเปกตรัมที่ได 
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3.2.8 การทดลองหาน้ําหนกัโมเลกลุคอนดรอยทินซัลเฟตกอนและหลังการฉายรงัสีดวย 
Ubblelodhe Viscometer  [30] 
3.2.8.1 เตรียมสารละลายคอนดรอยทนิซลัเฟตกอนและหลังการฉายรังสีที่ความเขมขน

ตาง ๆ 4 ความเขมขน โดยอยูในชวงไมเกิน 0.2 %w/v ในสารละลายโซเดียมคลอ
ไรด ความเขมขน 0.2 M แลวตั้งทิง้ไวในที่เย็นเปนเวลา 1 คืน  

3.2.8.2 ควบคุมอุณหภูมิของสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.2 M, สารละลายคอนดรอยทนิ 
ซัลเฟตที่เตรียมได และระบบวัดความหนดื (Viscometer) ใหคงทีท่ี่อุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซยีส โดยใช water bath และวัดอุณหภูมิดวยเทอรโมมิเตอรเปนระยะ 

3.2.8.3 ทําการวัดความหนดืของสาร โดยเริ่มจากสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.2 M ป
เปตสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.2 M ปริมาตร 15 มิลลิลิตร ใสใน Viscometer 
ในหลอดที ่1 จากนั้นใชนิ้วอดุที่ปลายหลอดที่ 2 พรอมกบัใชลูกยางดูดสารละลาย
ใหข้ึนมาตามทอในหลอดที่ 3 จนสารละลายขึ้นมาสูงจนเต็มกระเปราะบนเหนือ
ตําแหนง Graduation Marks แลวปลอยเปดนิ้วและนําลูกยางออก เพื่อปลอยให
สารละลายไหลลงมาตามหลอด Capillary เร่ิมจับเวลาเมื่อสารละลายไหลมาถงึ
ตําแหนง Graduation Marks บน และหยดุจับเวลาเมื่อสารละลายเคลื่อนลง
มาถงึต่ําแหนง Graduation Marks ลาง บันทกึคาเวลาทีไ่ด ซึ่งคาที่ไดคือ efflux 
time ของสารละลายหรือ t0
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รูปที่ 3.10 Ubblelohde Viscometer และตําแหนงที่ใชในการวัดความหนืด 
 

 3.2.8.4 เทสารละลายที่อยูในหลอดออกทัง้หมด แลวทาํการทดลองตามขอ 3.2.8.3 ซ้ําอีก
   สองครั้ง 

 3.2.8.5 ทําการวัดสารละลายคอนดรอยทนิซัลเฟตที่เตรยีมไวโดยเริ่มจากสารละลายคอน
   ดรอยทิน ซัลเฟตที่เตรียมจากคอนดรอยทนิ ซัลเฟตที่ไมไดรับการฉายรังสีตามวธิี
   ที่อธิบายไวขางตนกับสารละลายทกุความเขมขนที่เตรียมไว ทาํซ้ําและบันทึขอมูล 
   ลางคอลัมนดวยน้าํแลวตามดวยสารละลายโซเดยีมคลอไรด 0.2 M แลวจึงไปทาํ
   การทดลองกบัสารละลายคอนดรอยทนิซลัเฟตชุดอื่น ๆ จนครบ 

 

(3) (2) (1) 



บทที่  4 
 

ผลการวิเคราะหขอมูล 
 
4.1 ผลการสกัดปาเปนและการทําใหบริสุทธิ์จากยางมะละกอสด 

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 ผลการสกัดคอนดรอยทินซัลเฟตดวยเอนไซมปาเปน 
ตารางที ่4.2 ผลการสกดัคอนดรอยทนิซัลเฟตดวยเอนไซมปาเปน 

 
น้ําหนัก (g) 

ครั้งที ่
กระดูกออนอกไก 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 การฉายรังสีคอนดรอยทนิซัลเฟตดวยรังสีแกมมาที่ปริมาณรังสีตาง ๆ 

เพื่อลดขนาดโมเลกุล 
 

 คอนดรอยทินซัลเฟตชุดที่ ปริมาณรังสีที่ไดรับ (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 ผลการทดสอบยืนยันคอนดรอยทินซัลเฟตดวยเทคนิค Fourier Transform Infrared 

(FTIR) Spectroscopy 
 ผลการวิเคราะหระบุวา สารที่นําไปวิเคราะหเปนสารประกอบในกลุมคารบอนิล 
(Carbonyl) โดยมีหมูคีโตน และเอไมดเปนองคประกอบ โดยมีสเปกตรัมที่สําคัญดังนี้ 

ตารางที่ 4.4 ตาํแหนง, ลักษณะของสเปกตรัมที่สําคัญ และหมูฟงกชนัทีน่าจะเปน 
 

ตําแหนง (cm-1) ลักษณะ หมูฟงกชันทีน่าจะเปน 

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 ผลการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลคอนดรอยทินซัลเฟตดวยเครื่อง Matrix Assisted 
Laser Desorption Ionization Time-of-flight Mass Spectrometry 
 
 จากการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลคอนดรอยทินซัลเฟตที่ผานการฉายรังสีแกมมาดวย
ปริมาณรังสีตาง ๆ ดวยเทคนิค Matrix Assisted Laser Desorption Ionization Time-of-flight 
Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS) ดวย mode ตาง ๆ ผลที่ไดแสดงดังรูป 4.2 ก-ฉ ซึ่งแสดง
ใหเห็นวาไมมีสเปกตรัมที่แสดงถึงน้ําหนักโมเลกุลเกิดขึ้นเลย 

 
รูปที่ 4.2 Mass spectrum ของการวิเคราะหคอนดรอยทินซัลเฟตที่ผานการฉายรังสีดวย

ปริมาณรังสีตาง ๆ ดวยเทคนิค MADI-TOF 
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รูปที่ 4.2 (ก) Mass spectrum ของคอนดรอยทินซัลเฟตที่ไดรับปริมาณรังสี 246 kGy จากการวิเคราะหดวย Reverse Negative mode 
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รูปที่ 4.2 (ข) Mass spectrum ของคอนดรอยทินซัลเฟตที่ไดรับปริมาณรังสี 246 kGy จากการวิเคราะหดวย Linear Positive mode 
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รูปที่ 4.2 (ค) Mass spectrum ของคอนดรอยทินซัลเฟตที่ไดรับปริมาณรังสี 213 kGy จากการวิเคราะหดวย Reverse Negative mode 
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รูปที่ 4.2 (ง) Mass spectrum ของคอนดรอยทินซัลเฟตที่ไดรับปริมาณรังสี 77 kGy จากการวิเคราะหดวย Reverse Negative mode 
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รูปที่ 4.2 (จ) Mass spectrum ของคอนดรอยทินซัลเฟตที่ไดรับปริมาณรังสี 46 kGy จากการวิเคราะหดวย Linear Positive mode 
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รูปที่ 4.2 (ฉ)  Mass spectrum ของคอนดรอยทินซัลเฟตที่ไดรับปริมาณรังสี 46 kGy จากการวิเคราะหดวย Linear Negative mode 
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4.6 ผลการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลคอนดรอยทินซัลเฟตดวยเครื่อง  Gel Permeation 
Chromatography (GPC) 

  
 ไมสามารถทําการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลคอนดรอยทินซัลเฟตไดดวยเครื่อง Gel 
Permeation Chromatography (GPC)  
 
4.7 ผลการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยโดยความหนืด (Viscosity average molecular 
weight) ของคอนดรอยทิน ซัลเฟตดวย Viscometer   
 

ตารางที่ 4.5 ผลการวัดคาความหนืดที่แทจริง และน้าํหนกัโมเลกุลเฉล่ียโดยความหนืดของ 
คอนดรอยทินซัลเฟตที่ไดรับปริมาณรังสีแกมมาตาง ๆ 

 

ปริมาณรังสี (kGy) ความหนืดที่แทจริง [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 
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รูปที่ 4.3 กราฟความสัมพนัธระหวางน้าํหนักโมเลกุลเฉลี่ยโดยความหนืดและปริมาณรังสีที ่
คอนดรอยทินซัลเฟตไดรับ 

y = 72091e-0.0041x
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รูปที่ 4.4 กราฟความสัมพนัธระหวางคา Log ของน้ําหนกัโมเลกุลเฉล่ียโดยความหนืด 
และปริมาณรังสีที่คอนดรอยทนิซัลเฟตไดรับ 

y = 72091e-0.0041x

R2 = 0.9891
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รูปที่ 4.5 กราฟความสัมพนัธระหวางน้าํหนักโมเลกุลเฉลี่ยโดยความหนืด 
และคา Ln ของปริมาณรังสทีี่คอนดรอยทนิซัลเฟตไดรับ 

 

y = -21989x + 146663
R2 = 0.9906
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 จากกราฟที่ 4.3 จะไดสมการเสนตรงแสดงความสัมพันธระหวางน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยโดย
ความหนืดของคอนดรอยทินซัลเฟต (คา y) และคา Ln ของปริมาณรังสีที่คอนดรอยทินซัลเฟต (คา 
x) ไดรับ สมการความสัมพันธดังกลาวเปนดังนี้  
 

14666321989 +−= xy  
 
 ดังนั้นปริมาณรังสีที่เหมาะตอการลดขนาดโมเลกุลคอนดรอยทินซัลเฟตใหมีขนาดเปน 
20000 – 10000 Da คือ 317 – 500 kGy 
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4.8 ผลการคํานวณหาคา G(s)-Value 
 
ตารางที่ 4.6 น้ําหนกัโมเลกลุเฉลี่ยโดยความหนืดและปริมาณรังสีที่คอนดรอยทนิซลัเฟตไดรับ 

 
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 กราฟความสัมพนัธระหวาง 1/น้าํหนักโมเลกุลเฉล่ียโดยความหนืด และปรมิาณรังสี 
(eV/g) ที่คอนดรอยทินซัลเฟตไดรับในชวงน้ําหนกัโมเลกลุ 48.2 – 78.1 kDa 

ที่ Dose rate 0.69 kGy/hr 
 

y = 1.658218E-26x + 1.229711E-05
R2 = 9.240001E-01

0.000000

0.000005

0.000010

0.000015

0.000020

0.000025

0 1E+20 2E+20 3E+20 4E+20 5E+20

Dose (eV/g)

1/
M

W
 (

1/
D

a)

 
 
 นําสมการที่ไดจากกราฟที่ 4.4 ไปหาคา G(s) – value ตามความสัมพันธระหวางน้ําหนัก
โมเลกุลเฉลี่ยโดยความหนืดกับปริมาณรังสีที่ไดรับดังนี้ 
 

Ann N
DsG

MM ×
×

+=
100

)(11

0,  
 
            จากสมการความสัมพันธที่ได ( ) 526 10229711.110658218.1 −− ×+×= xy  
คาความชันในสมการ 

( )
AN

sGslope
×

=×= −

100
10658218.1 26  

( ) 9986.0=sG  
 ดังนัน้ G(s)- value ของคอนดรอยทินซัลเฟตในชวงน้าํหนกัโมเลกุล 78.1 – 48.2 kDa ที่ 
Dose rate 0.69 kGy/hr มคีาเทากับ 0.999
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รูปที่ 4.7 กราฟความสัมพนัธระหวาง 1/น้าํหนักโมเลกุล และปริมาณรงัสี (eV/g) 
ที่คอนดรอยทนิ ซัลเฟตไดรับ ในชวงน้ําหนักโมเลกุล 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 ของคอนดรอยทินซัลเฟตในชวงน้ําหนักโมเลกุล 48.2 – 27.4 kDa ที่ 
Dose rate 14.3 kGy/hr มีคาเทากับ 0.971 
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รูปที่ 4.8 กราฟความสัมพนัธระหวาง 1/น้าํหนักโมเลกุล และปริมาณรงัสี (eV/g) 
ที่คอนดรอยทนิซัลเฟตไดรับ ในชวงน้ําหนกัโมเลกุล 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 ของคอนดรอยทินซัลเฟตในชวงน้ําหนักโมเลกุล 27.4 – 9.37  kDa ที่ 
Dose rate 14.3 kGy/hr มีคาเทากับ 2.59 
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รูปที่ 4.9 กราฟความสัมพนัธระหวาง 1/น้าํหนักโมเลกุล และปริมาณรงัสี (eV/g) 
ที่คอนดรอยทนิซัลเฟตไดรับ ในชวงน้ําหนกัโมเลกุลทัง้หมด 

 

y = 2.998296E-05x + 4.625708E-07
R2 = 9.061233E-01
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 ดังนั้น G(s)- value ของคอนดรอยทินซัลเฟตในชวงน้ําหนักโมเลกุล 78.1 – 9.37  kDa  
มีคาเทากับ 1.81 
 

 



บทที่  5 
 

สรุปผลการวจิัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

 

5.1 สรุปและอภิปรายผลการวิจัย 

5.1.1 งานวิจัยนี้มีความจําเปนที่จะตองใชเอนไซมปาเปน เพื่อใชในการเตรียม
คอนดรอยทินซัลเฟตจากกระดูกออนอกไก แตเนื่องจากเอนไซมปาเปนมีราคาสูง จึงทําการสกัด
เอนไซนปาเปนเพื่อใชงานเองโดยเลือกวิธีการสกัดที่งายและใชตนทุนในการสกัดต่ํา การสกัดใช
โซเดียมคลอไรดหรือเกลือแกงเปนสารในการสกัดปาเปนออกจากน้ํายางมะละกอดิบ ผลการสกัด
เอนไซมปาเปนเปนที่นาพอใจไดรอยละของการสกัดเฉลี่ย (%extraction) เทากับ 5.22 และเมื่อนํา
เอนไซมปาเปนที่สกัดไดไปทําใหบริสุทธิ์มากขึ้นโดยการตกตะกอนซ้ําดวยเอทานอลพบวาไดรอย
ละของการนําเอนไซมปาเปนกลับคืนเฉลี่ย (%recovery) 84.7 ซึ่งนับวาสูงมาก โดยสวนของ
น้ําหนักที่หายไปนาจะเปนของโซเดียมคลอไรดที่เหลือจากการสกัดและสิ่งเจือปนอ่ืน ๆ ทําใหได
เอนไซมปาเปนผงละเอียดสีขาว ที่มีความบริสุทธิ์สูง 

5.1.2   การสกัดคอนดรอยทินซัลเฟตจากกระดูกออนอกไกไดรอยละของการสกัด
เฉลี่ย (%extraction) สูงกวารอยละ 46.5 โดยการสกัดเริ่มจากการใชเอนไซมปาเปนเพื่อยอย
โปรตีนในกระดูกออนและองคประกอบอื่น ๆ ของกระดูกไกโดยใชปาเปน 4 มิลลิกรัม/กรัมของ
กระดูกออนอกไก และทําการสกัดตัวอยางกระดูกออนอกไกที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปน
เวลานานประมาณ  48 ชั่วโมง จากนั้นจึงทําการตกตะกอนโปรตีนที่ไมตองการออกดวย 
Trichloroacetic acid (TCA) ทําใหเหลือแตสวนของสารประกอบ Glycosaminoglycans 
(GAGs) หรือ mucopolysaccharides ในสารละลาย ใช Cetylpyridinium chloride เพื่อ
ตกตะกอน Glycosaminoglycans (GAGs) ไดเปนสารประกอบ Cetylpyridinium-GAG แยกออก
จากสารละลาย จากนั้นใชความสามารถในการละลายในตัวทําละลายที่แตกตางกันเพื่อแยก
สารประกอบในกลุมของ Glycosaminoglycans (GAGs) ชนิดตาง ๆ ออกจากคอนดรอยทิน
ซัลเฟตที่ตองการ โดยใชสารละลายโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0.4 M เพื่อละลาย 
Hyaluronidase ออกจากสารประกอบ  Cetylpyridinium-GAG แลวจึงละลายสารประกอบ 
Cetylpyridinium-CS ที่เหลือดวยสารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขน 2.1 M สารละลายที่ไดคือ
สารละลายของ Cetylpyridinium-CS ใช Potassium Thiocyanate แยก Cetylpyridinium ออก
โดยตกตะกอนเปนสารประกอบ Cetylpyridinium Thiocyanate ดังนั้นสารละลายที่เหลือคือ



 75

สารละลายของคอนดรอยทินซัลเฟตนําสารละลายที่ไดไปทําใหแหงจะไดผงคอนดรอยทินซัลเฟต 
สีขาวอมเหลือง เมื่อเปรียบเทียบปริมาณคอนดรอยทินซัลเฟตที่สกัดไดซึ่งคอนขางสูงและสูงกวา
งานวิจัยที่ไดใชวิธีการสกัดแบบเดียวกัน แสดงใหเห็นถึงประสิทธิภาพของเอนไซมปาเปนที่สกัดใช
เองและระบบการสกัดวามีประสิทธิภาพสูงในการสกัดคอนดรอยทินซัลเฟตออกจากกระดูกไก อีก
ทั้งยังมีตนทุนในการสกัดต่ําอีกดวย  

5.1.3 เมื่อนําคอนดรอยทินซัลเฟตที่สกัดไดไปทําการทดสอบยืนยันดวยเทคนิค 
Fourier Transform Infrared (FTIR) Spectroscopy ผลการวิเคราะหระบุวา สารที่นําไปวิเคราะห
เปนสารประกอบในกลุมคารบอนิล (Carbonyl) โดยมีหมูคีโตน และเอไมดเปนองคประกอบ โดย
ในผลการวิเคราะหพบลักษณะและตําแหนงสเปกตรัมของสเปกตรัมที่ใชยืนยันหมูไฮดรอกซิล, 
แอลคิล, คารบอกซิล, คีโตน, เอไมด ซึ่งเปนองคประกอบของ D-glucuronic acid (GlcA) และ N-
acetyl-D-galactosamine (GalNAc) ที่เปน monomer ทั้งสองชนิดของคอนดรอยทินซัลเฟต 
ดังนั้นสารที่นําไปวิเคราะหจึงนาจะเปนคอนดรอยทินซัลเฟตจริง เพื่อเปนการยืนยันผลการสกัด
คอนดรอยทินซัลเฟตใหแมนยํามากขึ้น จึงมีการนําผลการวิเคราะหที่ไดไปเปรียบเทียบกับงานวิจัย
ที่มีการยืนยันตําแหนงสเปกตรัมที่ใชในการยืนยันการมีอยูของคอนดรอยทินซัลเฟตพบวาผลการ
วิเคราะหที่ไดมีสเปกตรัมที่ตําแหนง 830.84 และ 842.47 cm-1 ซึ่งใกลเคียงกับตําแหนงสเปกตรัม
ของ Chondroitin-6-sulfate และ Chondroitin-4-sulfate ที่ไดรับการยืนยันจากคณะของ 
Hidemitsu Uchisawa[21] และคณะของ รศ. ดร. วรรณวิบูลย กาญจนกุญชร[1] ดังนั้นจึงสามารถ
สรุปไดวาการสารที่ไดจากการสกัดกระดูกออนอกไกเปนคอนดรอยทินซัลเฟตจริง ซึ่งประกอบดวย
คอนดรอยทินซัลเฟตทั้งสองชนิดคือ Chondroitin-6-sulfate และ Chondroitin-4-sulfate 
  5.1.4 หลังจากการนําคอนดรอยทินซัลเฟตของแข็งที่สกัดไดไปทําการฉายรังสี
เพื่อใหไดรับรังสีในปริมาณตาง ๆ ในอุณหภูมิหอง และความดันปกติ ไดเลือกทําการวิเคราะห
น้ําหนักโมเลกุลของคอนดรอยทินซัลเฟตดวยเทคนิค Matrix Assisted Laser Desorption 
Ionization Time-of-flight (MALDI-TOF MS) ซึ่งใหคาน้ําหนักโมเลกุลที่เปนคาสัมบูรณ ใน Mode 
ตาง ๆ ซึ่งประกอบดวย Reverse Negative mode, Linear Positive mode และ Linear 
Negative mode ผลการวิเคราะห ไมพบตําแหนงสเปกตรัมใด ๆ ที่แสดงถึงน้ําหนักโมเลกุลและ
การแตกองคประกอบของคอนดรอยทินซัลเฟตเลย พบแตสเปกตรัมของ Background เทานั้น ที่
เปนเชนนี้เนื่องจากเทคนิค (MALDI-TOF MS) สามารถใชในการวิเคราะหสารประกอบ
คารโบไฮเดรตไดนอยมาก เนื่องจากความสามารถในการปลดปลอยพลังงานที่ไดรับมาจากแสง
เลเซอรอยูอัตราที่ต่ํามากของสารประกอบชนิดนี้โดยเฉพาะสารประกอบ polysaccharide ที่มี
ความเปนกรดสูงอยางคอนดรอยทินซัลเฟต ทําใหสารประกอบพวกคอนดรอยทินซัลเฟตแตกตัวได
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ยากมากในสภาวะที่เปนกรดเชนนี้ การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของคอนดรอยทินซัลเฟต สามารถ
ทําไดโดยการเติมสารบางชนิดเขาไปเพื่อปรับสภาวะความเปนกรดใหกลายเปนกลาง แตวิธีการ
เหลานั้นก็สามารถใชกับการกับการวิเคราะหคอนดรอยทินซัลเฟตที่มีขนาดโมเลกุลตํ่าในระดับ 
disaccharide ถึงระดับ oligosaccharide (< 4000 Da) ไดเทานั้น เพราะคอนดรอยทินซัลเฟตที่มี
ขนาดใหญจะไมสามารถแตกตัวไดในสภาวะของเครื่อง MALDI-TOF ดังนั้นคอนดรอยทินซัลเฟต 
ในงานวิจัยนี้ที่มีขนาดสูงถึง 10000 – 100000 Da จึงไมสามารถวิเคราะหไดดวยเทคนิคนี้ 
  5.1.5 เทคนิค Gel Permeation Chromatography (GPC) เปนเทคนิคที่มีการ
นํามาใชในการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของสารพอลิเมอร โดยใหผลเปนคาสัมพัทธ เทคนิคนี้มี
การนํามาใชงานกันอยางกวางขวางเนื่องจากวิธีการวิเคราะหที่งายและใชไดกับพอลิเมอรหลาก
หลายชนิด แตการวิเคราะหจะแยกระบบการวิเคราะหเปนคอลัมนสําหรับสารพอลิเมอรที่ละลาย
ในตัวทําละลายอินทรีย กับสารพอลิเมอรที่ละลายในตัวทําละลายที่เปนน้ํา เนื่องจากงานวิจัยเรื่อง
น้ําหนักโมเลกุลของพอลิเมอรในประเทศไทย มุงความสนใจไปที่ผลิตภัณฑที่สกัดดวยสารอินทรีย 
เชน พอลิเมอรในกลุมยางเปนหลัก ดังนั้นเครื่อง Gel Permeation Chromatography (GPC) จึง
เปนระบบที่ใชกับตัวทําละลายอินทรียเทานั้น แตสําหรับคอนดรอยทินซัลเฟตตองการวัดขนาด
โมเลกุลในงานวิจัยนี้ตองใชระบบวัดที่ใชตัวทําละลายที่เปนน้ําเพราะคอนดรอยทินซัลเฟตเปนสาร
ที่ละลายไดดีในตัวทําละลายที่เปนน้ํา (aqueous solvent) ไมสามารถละลายไดในตัวทําละลาย
อินทรีย เชน เตตระไฮโดรฟลูแรน คลอโรฟลอม และไดคลอโรมีเทน ที่ใชเปนตัวทําละลายใน
ระบบวัดของเครื่อง GPC จึงทําใหไมสามารถวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของคอนดรอยทินซัลเฟต
ดวยเครื่อง GPC ที่มีอยูได  
  5.1.6 การหาน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยโดยความหนืดของคอนดรอยทินซัลเฟตดวย 
Viscometer โดยใช Viscometer ชนิด Ubbelohde viscometer พบวาคอนดรอยทินซัลเฟตที่สกัด
ไดจากกระดูกออนอกไกมีน้ําหนักโมเลกุล (Mv) 78.1 kDa ซึ่งอยูในชวงที่ของรายงานที่ระบุวา
น้ําหนักโมเลกุลของคอนดรอยทินซัลเฟตที่สกัดไดจากกระดูกออนของสัตวจะมีน้ําหนักโมเลกุลอยู
ในชวง 50000 – 100000 Da เมื่อทําการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของคอนดรอยทินซัลเฟตที่ไดรับ
ปริมาณรังสีตาง ๆ พบวาน้ําหนักโมเลกุลลดลงตามปริมาณรังสีไดรับเพิ่มข้ึนดังแสดงไวในตารางที่ 
4.5 จากนั้นสรางกราฟความสัมพันธระหวางน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยโดยความหนืดของคอนดรอยทิน
ซัลเฟต กับปริมาณรังสีที่ไดรับ และกราฟความสัมพันธระหวางน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยโดยความ
หนืดกับคา Ln ของปริมาณรังสีที่ไดรับดังแสดงในกราฟรูปที่ 4.1 และ 4.2 พบวาความสัมพันธที่ได
เปนความสัมพันธแบบเอ็กโพเนนเชียล ซึ่งเปนไปตามที่มีนําเสนอไวในการงานวิจัยในอดีต แสดง
ใหเห็นวาในชวงแรก การลดขนาดโมเลกุลของคอนดรอยทินซัลเฟตดวยรังสีแกมมานั้นสามารถทํา
ไดงาย แตเมื่อขนาดโมเลกุลของคอนดรอยทินซัลเฟตลดลงถึงระดับประมาณ 500 Da แลว การ
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ลดขนาดโมเลกุลดวยรังสีแกมมาจะทําไดยาก จึงตองใชปริมาณรังสีมากขึ้นเพื่อลดขนาดโมเลกุล
ใหเล็กลง จากนั้นนําสมการแสดงความสัมพันธเสนตรงที่ไดจากกราฟที่ 4.2 มาใชในการ
คํานวณหาปริมาณรังสีที่ตองการเพื่อใชลดขนาดโมเลกุลคอนดรอยทินซัลเฟต ใหมีน้ําหนักโมเลกุล
อยูในชวง 20000 – 10000  Da ซึ่งเปนน้ําหนักโมเลกุลที่รางกายสามารถดูดซึมได คอื 317 – 500 
kGy ซึ่งนับเปนปริมาณรังสีที่คอนขางสูง การที่ปริมาณรังสีที่ใชในการลดขนาดโมเลกุลของคอน-
ดรอยทินซัลเฟตมีปริมาณสูงนั้นอาจมาจากการที่น้ําหนักโมเลกุลที่ตองการเปนชวงปลายของ
ความสัมพันธแบบเอ็กโพเนนเชียลจึงตองการปริมาณรังสีที่มาก และเนื่องมาจากการฉายรังสีคอน
ดรอยทินซัลเฟตนั้นใชคอนดรอยทินซัลเฟตที่เปนของแข็งมีลักษณะเปนผง ลักษณะของสารที่
จัดเรียงตัวกันแนนอาจจะทําแรดิคัลที่เกิดจากการฉายรังสีรวมตัวกันไดงายทําใหโมเลกุลของคอน- 
ดรอยทินซัลเฟตกลับมารวมตัวเปนโมเลกุลขนาดใหญดังเดิม ไมแตกออกเปนโมเลกุลขนาดเล็ก 
แตผลการทดลองนี้ก็ไดแสดงใหเห็นวาการลดขนาดโมเลกุลคอนดรอยทินซัลเฟตที่เปนของแข็งให
มีขนาดตามที่ตองการนั้นสามารถทําไดโดยไมตองเติมสารเจือปนอ่ืนเลย 
  5.1.7 ตามสมการความสัมพันธเพื่อหาคา G(s) – value นั้นเปนความสัมพันธ
ระหวางปริมาณรังสีที่ไดรับกับน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยโดยจํานวน แตเนื่องจากวาไมสามารถหา
วิธีการวิเคราะหที่ใหคาน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยโดยจํานวนได จึงประมาณวาคอนดรอยทินซัลเฟต
เปนพอลิเมอรที่มีการกระจายตัวของน้ําหนักโมเลกุลตํ่ามาก ทําใหน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยโดย
จํานวนและน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยโดยความหนืดมีคาใกลเคียงกันมาก จึงสามารถใชคาเฉลี่ยโดย
ความหนืดในการคํานวณหาคา G(s) – value ได จากผลขอมูลน้ําหนักโมเลกุลและปริมาณรังสีที่ใช
สามารถนํามาสรางกราฟเพื่อหาคา G(s)-value ของการลดขนาดโมเลกุลคอนดรอยทินซลัเฟตไดดงั
กราฟที่ 4.4 – 4.6 ซึ่งไดทําการหาและแสดง คา G(s)-value ของการลดขนาดโมเลกุลคอนดรอยทิน
ซัลเฟตในชวงน้ําหนักโมเลกุลและ Dose rate ตาง ๆ ไว จากผลการคํานวณคา G(s)-value จากแต
ละชวง พบวามีคา G(s)-value ที่คอนขางสูง แสดงใหเห็นวาการตัดโมเลกุลของคอนดรอยทิน 
ซัลเฟตใหมีขนาดเล็กลงนั้นสามารถทําไดงาย เมื่อเปรียบเทียบคา G(s)-value ในแตละชวงที่ทําการ
วิเคราะห พบวาคา G(s)-value ในแตละชวงน้ําหนักโมเลกุลมีคาแตกตางกันไปโดยพบวาคา G(s)-
value โดยรวมของน้ําหนักโมเลกุลในชวง 78.1 – 9.37  kDa มีคาเทากับ 1.81 ซึ่งแสดงใหเห็นวา
ทุกพลังงาน 100 eV ที่ใหแกคอนดรอนทินซัลเฟตที่มีน้ําหนักโมเลกุลในชวงดังกลาว จะทําใหเกิด
การตัดโมเลกุลคอนดรอยทินซัลเฟตใหมีขนาดเล็กลง 1.81 โมเลกุล การที่คา G(s)-value ในชวง
น้ําหนักโมเลกุลตาง ๆ มีคาแตกตางกันนั้นมีปจจัยหลายประการ ประการหนึ่งที่สําคัญคืออัตรา
การใหปริมาณรังสี หรือ Dose rate โดยอัตราการใหปริมาณรังสีที่มากจะมีผลตอปริมาณของ
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อนุมูลอิสระที่จะใหเกิดการเสื่อมสลายของโมเลกุลคอนดรอยทินซัลเฟต ดังนั้นคา G(s)-value ที่
นําเสนอจึงจะสามารถนําไปใชไดในสภาวะการทดลองเชนเดียวกันนี้เทานั้น 

5.2 ขอเสนอแนะ 

จากผลการหาปริมาณรังสีทีใ่ชในการลดน้าํหนักโมเลกุลคอนดรอยทินซัลเฟตใหมี
ขนาด 10 – 20 kDa ตองใชปริมาณรังส ี317 – 500 kGy ซึ่งสูงกวาปรมิาณที่องคการอนามัยโลก
ระบุไว โดยองคการอนามัยโลกไดกําหนดไววาหากมกีารฉายรังสีอาหารเกินกวา 10 kGy จะตองมี
ผลการทดลองผลของรังสีในอาหารกับการเปลี่ยนแปลงทางพนัธุกรรมของสัตว เชน หมู แตสําหรับ
ภายในประเทศไทยนัน้ไดมีการกําหนดไววาไมอนุญาตใหมีการฉายรงัสีอาหารเกนิกวา 10 kGy 
โดยไมมีขอยกเวน ดงันัน้จึงควรมีการทาํการทดลองเรื่องการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมเพิ่มข้ึนใน
อนาคตเพื่อใหเปนไปตามขอกําหนดขององคการอนามัยโลก และอาจจะทําการทดลองเพื่อลด
ปริมาณรังสีทีต่องใช โดยการเปลี่ยนจากการฉายรังสคีอนดรอยทินซัลเฟตในสถานะของแข็งเปน
การฉายรงัสีสารละลายคอนดรอยทินซัลเฟตในน้ํา, สารละลายโซเดียมคลอไรด หรือสารละลายอืน่ 
ๆ เพื่อเพิ่มการเกิดอนุมูลอิสระในการทําใหเกิดการเสื่อมสลายของโมเลกุลคอนดรอยทนิซัลเฟตซึง่
จะมีผลใหใชปริมาณรังสีนอยลงได แตการกระทาํดังกลาวก็ตองมีการเพิ่มข้ันตอนในการกําจัดตัว
ทําละลายและการทาํคอนดรอนทนิซัลเฟตใหบริสุทธิ์อีกขั้นตอนหนึง่ 
  งานวิจัยนี้มีประโยชนอยางมากตอการพัฒนาดานอุตสาหกรรมการผลิตคอน
ดรอยทินซัลเฟตในแงของการสนองตอบความตองการของผูบริโภคเพื่อประโยชนอันสูงสุด และใน
แงของการประหยัดตนทุนในการผลิต โดยไดทําการวิจัยเพื่อใหไดเงื่อนไขการผลิตที่งาย นั่นคือ 
การลดขนาดโมเลกุลคอนดรอยทินซัลเฟตในสถานะของแข็ง ภายใตอุณหภูมิหองและความดัน
ปกติ ดงันั้นงานวิจัยชิ้นนี้จึงจําเปนตองมีผลการทดลองที่แมนยําเปนอยางสูง แตเนื่องจากการขาด
ความพรอมทางดานเครื่องมือวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลสัมบูรณของประเทศไทยทําใหตองทําการ
วิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลดวยวิธีเปรียบเทียบแทนซึ่งอาจจะทําใหเกิดความผิดพลาดขึ้นบาง แมจะ
ไมมากนักเนื่องจากคาที่ใชแสดงผลเปนคาเฉลี่ย แตหากไดทําการทดลองซ้ําดวยเครื่องมือที่
เหมาะสมกวาก็จะชวยเพิ่มความถูกตองแมนยําไดมากขึ้น ถึงอยางไรก็ดี งานวิจัยชิ้นไดเสนอ
แนวทางที่เปนประโยชนอยางมากตอวงการอุตสาหกรรมซึ่งสามารถนําไปประยุกตใชจริงไดไมยาก 
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ภาคผนวก ก 
การคํานวณหาน้ําหนักโมเลกลุของคอนดรอยทินซลัเฟตจากผลการวัดความหนืด 

 
ตัวอยางการคํานวณหาน้าํหนักโมเลกลุเฉลี่ยโดยความหนืดของคอนดรอยทินซัลเฟตที่
ไดรับปริมาณรังสี 46.482 kGy 
 
ตารางที่ ก.1 ผลการจับเวลาเพื่อวัดความหนืดของสารละลายคอนดรอยทินซัลเฟต 
 

t ความเขมขน 
(%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 

* ความเขมขน 0.000 %w/v คือสารละลายโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0.2 M ที่ใชเปนตัวทําละลายในการวัด
ความหนืดของคอนดรอยทินซัลเฟต 
** คาเฉล่ียที่ไดนี้คือ คา t0

 
 คํานวณหาคาความหนืดสัมพัทธ (ηr, relative viscosity) ของสารละลายตามสมการ  
 

sityviscorelative
solventouroftimeefflux

solutionoftimeefflux
=  

 

rt
t η=
0

 

 จากนั้นนําคา ηr ทีไดไปคํานวณหาคา inherent viscosity (ηinh) ดังสมการ 
 

( ) sityviscoinherent
ionconcentrat

sityviscorelative
=

ln
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inh
r

c
ηη

=
ln

 

ตารางที่ ก.2 คาความหนืดสัมพันธ (ηr) คา ln(ηr) และ คา inherent viscosity (ηinh) 
 

ความเขมขน 
(%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 

 
 จากนั้นนําคา inherent viscosity (ηinh) ของแตละความเขมขนมาสรางกราฟ
ความสัมพันธระหวาง ηinh กับความเขมขน โดยกราฟทีไ่ดจะมีลักษณะดังนี ้
กราฟที่ ก.1 ความสมัพนัธระหวาง ηinh กบัความเขมขนของคอนดรอยทินซัลเฟต 
 

y = -4.8173x + 1.9533
R2 = 0.8985
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 ความสัมพันธที่ไดนี้จะเปนเสนตรง โดยมจีุดตัดแกน y เปนคาความหนืดที่แทจริง ([η ] 
intrinsic viscosity) ตามความสัมพันธเชิงเสนจะไดสมการความสมัพันธระหวางคา ηinh และ
ความเขมขนดังนี ้

[ ] [ ]ηηη +′′= ckinh
2  

 
 สมการเสนตรงที่ไดเปนดงันี ้

9533.18173.4 +−= xy  
 

 ซึ่งคาความหนืดที่แทจริง ([η ]) = 1.9533 นําคา [η ] ที่ไดไปคํานวณหาน้ําหนกัโมเลกุล
เฉล่ียโดยความหนืดของคอนดรอยทนิซัลเฟต จากสมการ Mark-Houwink ของคอนดรอยทิน
ซัลเฟต 

[ ] 14.16105.6 rM−×=η  
 

 ดังนัน้คอนดรอยทินซัลเฟตที่ไดรับปริมาณรังสี 46.5 kGy มีน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยโดยความ
หนืด (Mv) 63.8 kDa 
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