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บทสรุปสําหรับผูบริหาร (Executive Summary) 

 

 คลาริโธรมัยซินเปนยาตานเช้ือแบคทีเรียท่ีออกฤทธ์ิกวางในการรักษา สามารถยั้งยั้งเช้ือไดหลายชนิดและมี

ประโยชนในการรักษาโรคติดเช้ือมากมายไดแก โรคติดเช้ือในทางเดินหายใจ เชน ปอดอักเสบ หลอดลมอักเสบ การติด

เช้ือท่ีหู ไซนัสและลําคอ การติดเช้ือท่ีผิวหนังและเยื่อบุตางๆ รวมท้ังสามารถใชในการปองกันและรักษาการติดเช้ือ 

Mycobacterium avium complex (MAC) ในผูปวย HIV  นอกจากน้ีคลาริโธรมัยซินยังถูกใชเปนสวนประกอบสําคัญใน

สูตรยามาตรฐานในการรักษาผูปวยโรคกระเพาะอาหารและลําไสท่ีติดเช้ือ H. pylori อีกดวย  อยางไรก็ตามเน่ืองจาก

คลาริโธรมัยซินมีคุณสมบัติการละลายนํ้าไดนอยจึงสงผลทําใหชีวภาพหรอมใชของตัวยาท่ีต่ํา  การพัฒนายาในรูปแบบ

นาโนคริสตัลจะสามารถชวยเพิ่มพื้นท่ีผิวของอนุภาค คาการละลาย และอัตราการละลายของยา สงผลใหตัวยาสามารถ

ละลายไดรวดเร็วเพียงพอใหเกิดการดูดซึมไดอยางมีประสิทธิภาพ  นอกจากน้ีระบบนาโนคริสตัลมีขอดีพิเศษอื่นคือ

สามารถยึดเกาะกับผนังทางเดินอาหารซ่ึงจะสามารถเพิ่มการดูดซึมของตัวยาไดอีกทางหน่ึง  การละลายและดูดซึมท่ี

เพิ่มขึ้นสงผลใหชีวภาพพรอมใชของตัวยาเพิ่มขึ้นได  จากขอมูลดังกลาวน้ีจะเห็นไดวานาโนคริสตัลเปนระบบนําสงยาท่ี

มีประสิทธิภาพซ่ึงใหประโยชนสําคัญในการเพิ่มคุณสมบัติการละลายของตัวยา  จึงเปนท่ีนาสนใจเปนอยางยิ่งท่ีจะ

พัฒนาระบบนาโนคริสตัลของยาคลาริโธมัยซินเพื่อเพิ่มการละลายของยาสําหรับการนําสงทางปาก  จากการศึกษาน้ีจะ

ทําใหไดอนุภาคนาโนของยาคลาริโธรมัยซินในรูปผงแหงซ่ึงสามารถใชเปนสารตั้งตนในการผลิตยาเม็ด แคปซูล หรือ

แกรนูลตอไปในอนาคต สามารถทดแทนผลิตภัณฑนําเขาจากตางประเทศ และเปนการเพิ่มศักยภาพของการแขงขัน

ของประเทศตอไป 
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บทคัดยอ 

 

คลาริโธรมัยซินเปนยาตานเช้ือจุลชีพท่ีออกฤทธ์ิกวางในการยับยั้งเช้ือแบคทีเรีย มีคุณสมบัติการละลายนํ้าได

ต่ําและถูกจัดอยูใน BCS (Biopharmaceutical Classification System) class II มีรายงานวาชีวภาพพรอมใชของการ

นําสงทางปากของยาคลาริโธรมัยซินเพียง 50% เน่ืองจากอัตราการละลายท่ีต่ําของตัวยา  การวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคโดย

พัฒนาคลาริโธรมัยซินในรูปแบบของนาโนคริสตัลเพื่อเพิ่มการละลายของยาคลาริโธรมัยซินสําหรับการนําสงทางปาก  

โดยการศึกษาเทคนิควิธีการผลิตและปจจัยในการผลิต เชน ชนิดและปริมาณของสารลดแรงตึงผิว สารลดแรงตึงผิวรวม 

และปริมาณยาตั้งตนท่ีใชในการผลิต เพื่อหาสภาวะในการผลิตท่ีเหมาะสม  ผลการทดลองพบวา เทคนิคการผลิตนาโน

คริสตัลดวยวิธี precipitation-homogenization-lyophilization (PLH) จะใหประสทิธิภาพในการลดขนาดอนุภาคไดดีและ

ใชจํานวนครั้งการผานเครื่อง high pressure homogenizer นอยกวาเม่ือเปรียบเทียบกับเทคนิค high pressure 

homogenization (HPH)  โดยสูตรตํารับนาโนคริสตัลท่ีเหมาะสมคือสูตรตํารับ C1F2S01 และ C1F5S01 ซ่ึงมี

สวนประกอบของสารลดแรงตึงผิว poloxamer 407 2 %w/v และ 5 %w/v ตามลําดับ และสารลดแรงตึงผิวรวม SLS 

0.1 %w/v  นาโนคริสตัลของยาคลาริโธรมัยซินท่ีผลิตไดมีขนาดอนุภาคเฉล่ียประมาณ 400 nm และมีคาความตางศักย

ท่ีผิวอนุภาคมากกวา -30 mV  จากผลของ SEM พบวานาโนคริสตัลของยาคลาริโธรมัยซิน มีรูปรางอนุภาคคลาย

สี่เหล่ียมลูกบาศก  และเม่ือตรวจสอบความเปนผลึกและพหุสัณฐานของนาโนคริสตัลดวยเทคนิค DSC และ XRPD 

พบวานาโนคริสตัลของยาคลาริโธรมัยซินอยูในรูปผลึก (crystalline) และมีบางสวนอยูในรูปอสัณฐาน (amorphous)  

จากการศึกษาคาการละลาย (saturation solubility) และคุณสมบัติการละลาย (dissolution) ของตํารับนาโนคริสตัลของ

ยาคลาริโธรมัยซินในตัวกลางการละลายบัฟเฟอร pH 5.0 และ 6.8 พบวาตํารับนาโนคริสตัลมีคาการละลายท่ีสูงกวาและ

มีคุณสมบัติการละลายท่ีดีกวาผงยาคลาริโธรมัยซินท่ีไมผานกระบวนการลดขนาด  ท้ังน้ีนาจะเปนผลมาจากขนาด

อนุภาคท่ีลดลงในระดับนาโนของนาโนคริสตัล  โดยพบวาตํารับนาโนคริสตัลท่ีศึกษาท้ังสองตํารับมีคาการละลายและ

คุณสมบัติการละลายไมแตกตางกันมากนัก  เน่ืองมาจากนาโนคริสตัลท้ังสองตํารับมีขนาดอนุภาคท่ีใกลเคียงกัน  เม่ือ

ทําการศึกษาความเปนพิษตอเซลลของตํารับนาโนคริสตัล  พบวาเซลลเยื่อบุทางเดินอาหารสามารถมีชีวิตอยูไดตลอด

ระยะเวลาท่ีทําการศึกษาเม่ือใชความเขมขนของยาในตํารับนาโนคริสตัลไมเกิน 50 µM  นอกจากน้ีผลการศึกษาความ

คงตัวทางกายภาพ แสดงใหเห็นวานาโนคริสตัลของยาคลาริโธรมัยซินท้ังสองตํารับมีความคงตัวทางกายภาพท่ี

อุณหภูมิ 4 °C, 30 °C และ 45 °C ตลอดระยะเวลา 4 เดือนในการเก็บรักษา 

 

 

คําสําคัญ : นาโนคริสตัล, คลาริโธรมัยซิน, คาการละลาย, การละลาย, ความคงตัว  
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Abstract 

  

Clarithromycin is a board spectrum antibacterial agent which is poorly soluble in water.  It is 

classified in BCS (Biopharmaceutical Classification System) class II.  The oral bioavailability of clarithromycin 

is only 50% due to the slow dissolution rate.  The aim of this study was to develop clarithromycin 

nanocrystals having high dissolution for oral delivery.  In the experiment, the production technique and other 

factors involving the preparation such as type and amount of surfactant, co-surfactant, and initial drug loading 

were studied to obtain an optimized formulation.  The results indicated that the preparation of clarithromycin 

nanocrystals by precipitation-homogenization-lyophilization (PLH) method provided more effective and 

reduced the passing cycle through the high pressure homogenizer as compared with high pressure 

homogenization (HPH) method.  The optimized formulations were C1F2S01 and C1F5S01 which were 

consisted of poloxamer 407 as a surfactant 2 %w/v and 5 %w/v, respectively and SLS as a co-surfactant 0.1 

%w/v.  Nanocrystals of clarithromycin had mean particle size approximately of 400 nm and zeta potential 

higher than -30 mV.  The results from SEM showed that clarithromycin nanocrystals were in cubic-like shape. 

The DSC thermogram and x-ray diffraction pattern showed that clarithromycin nanocrystals were in crystalline 

state and/or partial amorphous form.  The results from saturation solubility and dissolution study indicated 

that the clarithromycin nanocrystals had higher saturation solubility and dissolution when compared to the 

clarithromycin powder and the coarse suspension in both dissolution buffer pH 5.0 and 6.8.  The better 

dissolution performance of nanocrystals would be the result from the reduction of the particle size into 

nanometer range.  The saturation solubility and dissolution profile of both nanocrystal formulations were 

comparable which were due to the similar size of the particles.  The results from cytotoxicity study of 

clarithromycin nanocrystals revealed that cellular monolayer was viable when the clarithromycin concentration 

in nanocrystals was less than 50 µM.  Moreover, the stability study suggested that both nanocrystal 

formulations had good physical stability at 4 °C, 30 °C and 45 °C for 4 months. 

     

Keywords: Nanocrystal, Clarithromycin, Saturation solubility, Dissolution, Stability 
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 photon correlation spectroscopy (ขวา) 

รูปที่ 2  การเปรียบเทียบอิทธิพลของปริมาณยาเริ่มตนท่ีใชในการผลิตท่ีมีตอการลดขนาดอนุภาค        14 

 nanocrystal ของ clarithromycin โดยการวัดดวยเครื่อง laser diffraction (ซาย)  

 และเครื่อง photon correlation spectroscopy (ขวา) 

  รูปที่ 3 การเปรียบเทียบอิทธิพลของสารลดแรงตึงผิวและสารลดแรงตึงผิวรวมท่ีมีตอการลดขนาด        15 

  อนุภาค nanocrystal ของ clarithromycin ท่ีเตรียมดวยเทคนิค PLH ซ่ึงทําการวัดดวย 

  เครื่อง laser diffraction (ซาย) และเครื่อง photon correlation spectroscopy (ขวา) 

 รูปที่ 4  ภาพถายอนุภาคดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนของ (A) ผงยาคลาริโธมัยซินท่ีไมผาน             16 

  กระบวนการลดขนาด (B) นาโนคริสตัลของยาคลาริโธมัยซินท่ีเตรียมดวยวิธี HPH และ 

   (C) นาโนคริสตัลของยาคลาริโธมัยซินท่ีเตรียมดวยวิธี PLH  

 รูปที่ 5  DSC thermogram ของผงยาคลาริโธมัยซินท่ีไมผานกระบวนการลดขนาด, poloxamer 407,     18 

  SLS และนาโนคริสตัลของยาคลาริโธรมัยซิน 

 รูปที่ 6  XRPD diffractogram ของผงยาคลาริโธมัยซินท่ีไมผานกระบวนการลดขนาด, poloxamer 407,  18 

  SLS และนาโนคริสตัลของยาคลาริโธรมัยซิน 

 รูปที่ 7  FT-IR spectra ของ (A) ผงยาคลาริโธมัยซินท่ีไมผานกระบวนการลดขนาด,          19 

  (B) poloxamer 407, (C) SLS และ (D) นาโนคริสตัลของยาคลาริโธรมัยซิน 

 รูปที่ 8 kinetics ของคาการละลายของผงยาคลาริโธรมัยซินเปลาท่ีไมผานกระบวนการลดขนาด        21 

  (clarithromycin), ผงยาคลาริโธรมัยซินท่ีไมผานกระบวนการลดขนาดซ่ึงผสมสาร 

  เพิ่มความคงตัวในสูตรตํารับ C1F2S01 (coarse suspension) และนาโนคริสตัลของยา 

  คลาริโธรมัยซินตํารับ C1F2S01 และ C1F5S01 ในตัวกลางการละลายบัฟเฟอร (A) pH 6.8  

  และ (B) pH 5.0 ภายใตสภาวะควบคุมอุณหภูมิท่ี 37 °C (n=3) (สวนขยายท่ีแทรกมาแสดง 

  kinetic ของคาการละลายของตวัอยางในชวงแรกของการทดลอง) 

 รูปที่ 9 dissolution profile ของผงยาคลาริโธรมัยซินเปลาท่ีไมผานกระบวนการลดขนาด       24 

  (clarithromycin), ผงยาคลาริโธรมัยซินท่ีไมผานกระบวนการลดขนาดซ่ึงผสมสารเพิ่มความ 

  คงตัวในสูตรตํารับ C1F2S01 (coarse suspension) และนาโนคริสตัลของยาคลาริโธรมัยซิน 

  ตํารับ C1F2S01 และ C1F5S01 ในตัวกลางการละลายบัฟเฟอร (A) pH 6.8 และ (B) pH 5.0  

  ภายใตสภาวะควบคุมอณุหภูมิท่ี 37 °C (n=3)  
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สารบัญรูป 

หนา 

 รูปที่ 10 อิทธิพลของความเขมขนของนาโนคริสตัลสูตรตํารับ C1F2S01 และ C1F5S01,          26 

  ผงยาคลาริโธรมัยซินเปลาท่ีไมผานกระบวนการลดขนาด และผงยาคลาริโธรมัยซินท่ีไม 

  ผานกระบวนการลดขนาดซ่ึงผสมสารเพิ่มความคงตัวเชนเดียวกับท่ีมีในสูตรตํารับ  

  C1F2S01 ตอ % cell viability ของ Caco-2 cell หลังการ incubate ท่ี 37 °C เปนเวลา   

  24 ช่ัวโมง (n=8) 

 รูปที่ 11 อิทธิพลของความเขมขนของนาโนคริสตัลสูตรตํารับ C1F2S01 และ C1F5S01,          27 

  ผงยาคลาริโธรมัยซินเปลาท่ีไมผานกระบวนการลดขนาด และผงยาคลาริโธรมัยซินท่ีไม 

  ผานกระบวนการลดขนาดซ่ึงผสมสารเพิ่มความคงตัวเชนเดียวกับท่ีมีในสูตรตํารับ   

  C1F2S01 ตอ % cell viability ของ NCI-N87 cell หลังการ incubate ท่ี 37 °C เปนเวลา 

   24 ช่ัวโมง (n=8) 

 รูปที่ 12 ขนาดอนุภาคเฉล่ีย (z-ave, column), polydispersity index (PI, diamond spot),          28 

  คาความตางศักยท่ีผิวอนุภาค (ZP) ของนาโนคริสตัลของยาคลาริโธรมัยซินสูตรตํารับ  

  C1F2S01 และ C1F5S01 ท่ีเวลาหลังการผลิต (ขาว) และหลังการเก็บรักษาเปนเวลา 4 เดือน 

  ท่ีอุณหภูมิ 4 °C (เทาออน), 30°C (เทา) และ 45°C (เทาเขม) 
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สารบัญตาราง 

หนา 

ตารางที่ 1 สูตรตํารับ nanocrystal ของ clarithromycin ท่ีเตรียมโดยวิธี High pressure               5 

  homogenization (HPH) 

ตารางที่ 2  สูตรตํารับของอนุภาค nanocrystal ของ clarithromycin ท่ีเตรยีมโดยวิธี Precipitation-             5 

 lyophilization-homogenization (PLH) 

ตารางที่ 3  สูตรตํารับและขนาดอนุภาค nanocrystal ของ clarithromycin ท่ีเตรยีมโดยวิธี High         11 

 pressure homogenization (HPH) 

ตารางที่ 4 ขนาดอนุภาคและความตางศักยท่ีผิวอนุภาคของอนุภาค nanocrystal ของ clarithromycin         16 

 สูตรตํารับ C1F2S01 และ C1F5S01 ท่ีเตรียมดวยเทคนิค PLH 

ตารางที่ 5  คาตัวแปรทางสถิติของการละลายไดแก percent dissolution efficiency at 30 min         25 

 (%DE 30 min), relative dissolution rate at 30 min (RD 30 min), mean dissolution time  

 (MDT), difference factor (f1) และ similarity factor (f2) ของผงยาคลาริโธรมัยซินเปลาท่ีไมผาน 

 กระบวนการลดขนาด (clarithromycin), ผงยาคลาริโธรมัยซินท่ีไมผานกระบวนการลดขนาดซ่ึง 

 ผสมสารเพิ่มความคงตัวเชนเดียวกับท่ีมีในสูตรตํารับ C1F2S01 (coarse suspension) และ 

 นาโนคริสตัลของยาคลาริโธรมัยซินสูตรตํารับ C1F2S01 และ C1F5S01 
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สัญลักษณและคํายอ 

 

  nm   นาโนเมตร 

  µm   ไมโครเมตร 

  cm   เซนติเมตร 

  cm
2
   ตารางเซนติเมตร 

  µl   ไมโครลิตร 

  ml   มิลลิลิตร 

  mg   มิลลิกรัม 

  g   กรัม 

  min   นาที 

  mV   มิลลิโวลต 

  %   เปอรเซนต 

  pH   ความเปนกรดเบส 

  °C   องศาเซลเซียส 

  HPLC     High Pressure Liquid Chromatography 

  DSC   Differential Scanning Calorimetry 

  XRPD   X-ray Powder Diffraction 

  FT-IR    Fourier Transformed Infrared Spectroscopy 

  PCS   Photon Correlation Spectroscopy 

  LD    Laser Diffraction 

  Z-ave   Mean Particle Size 

  PI   Polydispersity Index 

  ZP   Zeta potential 

  RD   Relative Dissolution Rate 

  DE   Dissolution Efficiency  

  MDT   Mean Dissolution Time 

  f 1   Difference Factor 

  f2   Similarity Factor 
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รายงานฉบับสมบูรณ 

โครงการ “การพัฒนานาโนคริสตัลของคลาริโธมัยซินเพ่ือเพ่ิมการละลายสําหรับ 

การนําสงทางปาก” 
 

บทนํา 

 คลาริโธรมัยซินเปนยาตานเช้ือจุลชีพซ่ึงออกฤทธ์ิกวางในการรักษา  มีประโยชนในการรักษาโรคติดเช้ือได

หลายประเภท ไดแก โรคติดเช้ือในทางเดินหายใจ เชน ปอดอักเสบ หลอดลมอักเสบ การติดเช้ือท่ีหู ไซนัส และลําคอ  

การติดเช้ือท่ีผิวหนังและเยื่อบุตางๆ  รวมท้ังสามารถใชในการปองกันและรักษาการติดเช้ือ Mycobacterium avium 

complex (MAC) ในผูปวย HIV  นอกจากน้ีคลาริโธรมัยซินยังถูกใชเปนสวนประกอบสําคัญในสูตรยามาตรฐานในการ

รักษาผูปวยโรคกระเพาะอาหารและลําไสท่ีติดเช้ือ H. pylori  คลาริโธรมัยซินมีโครงสรางโมเลกุลเปน macrolide มี

นํ้าหนักโมเลกุลใหญ (M.W. 747.95 g/mol)  มีคุณสมบัติการละลายนํ้าไดต่ําและจัดอยูใน BCS (Biopharmaceutical 

Classification System) class II  คลาริโธรมัยซินมีชีวภาพพรอมใชเม่ือใหยาทางปากเพียง 50% เน่ืองมาจาก

ความสามารถในการละลายนํ้าไดต่ําของตัวยา
(1,2)

  การเพิ่มคาการละลายและอัตราการละลายของยาจะสงผลใหตัวยามี

การละลายท่ีรวดเร็วเพียงพอกับการดูดซึม ทําใหยาดูดซึมไดดีขึ้นและสงผลถึงประสิทธิภาพในการรักษาไดดีขึ้น 

 โดยท่ัวไป ยาท่ีละลายนํ้าไดนอยจะมีปริมาณยาท่ีสามารถดูดซึมนอยและมีชีวภาพพรอมใชท่ีต่ํา
(3)

  การลด

ขนาดอนุภาคเปนกลวิธีหน่ึงท่ีนิยมใชเพื่อเพิ่มการละลายของตัวยา  การเตรียมยาในรูปแบบของนาโนคริสตัลจะสงผล

ใหพื้นท่ีผิวของอนุภาค และคาการละลายและอัตราการละลายของตัวยาเพิ่มขึ้น   นําไปสูการเพิ่มขึ้นของชีวภาพพรอม

ใชของยา
(4)

  นอกจากน้ี อีกหน่ึงคุณสมบัติพิเศษของนาโนคริสตัลคือสามารถยึดเกาะกับผนังทางเดินอาหาร  ซ่ึงจะ

สามารถเพิ่มการดูดซึมของตัวยาไดอีกทางหน่ึง
(5,6)

  จากคําจํากัดความนาโนคริสตัล คือ อนุภาคผงยาซ่ึงมีขนาดอนุภาค

เฉล่ียอยูในชวงนาโน (นอยกวา 1000 nm)
(7) 

 โดยอนุภาคผงยานาโนคริสตัลท่ีกระจายตัวอยูในตัวกลางของเหลวไดแก 

นํ้า หรือสารอื่นเชน PEG  และมีสารเพิ่มความคงตัวเชนสารลดแรงตึงผิวหรือโพลิเมอร  ระบบดังกลาวจะถูกเรียกวา 

nanosuspension 

 เทคนิควิธีท่ีใชในการผลิตนาโนคริสตัลมีหลายวิธี ไดแก เทคนิค precipitation
(8)

, เทคนิค pearl milling
(9)

, 

เทคนิค high pressure homogenization
(10)

  เทคนิคเหลาน้ีเปนเทคนิคพื้นฐานในการเตรียมนาโนคริสตัล  ในทาง

ปฏิบัติพบวาเทคนิค high pressure homogenization เปนเทคนิคหน่ึงท่ีนิยมใช  เน่ืองจากสามารถใชผลิตนาโนคริสตัล

ไดงาย สามารถขยายการผลิตในระดับอุตสาหกรรมได และมีการปนเปอนของสารปนเปอนในผลิตภัณฑต่ํา
(11)

  อยางไร

ก็ตาม เทคนิคดังกลาวอาจมีขอจํากัดในกรณีท่ีอนุภาคตั้งตนมีความแข็งของอนุภาคสูงซ่ึงจําเปนตองใชความดันและ

จํานวนรอบในการผานเครื่อง high pressure homogenizer ท่ีมากขึ้น  จึงไดมีการพัฒนาเทคโนโลยีในการผลิตโดยใช

หลาย ๆ เทคนิคการผลิตผสมรวมกันเพื่อชวยลดจํานวนรอบการผานเครื่อง high pressure homogenizer และทําใหได

นาโนคริสตัลท่ีมีขนาดเล็กลง
(12)

  ตัวอยางเทคโนโลยีผสมดังกลาว ไดแก เทคนิค NanoEdge
®
 เปนเทคนิคผสมระหวาง 

precipitation และ high pressure homogenization
(13) 

 และเทคนิค SmartCrystal
®
 ซ่ึงเปนเทคนิคผสมหลาย ๆ 

กระบวนการ ไดแก  H42 เปนเทคนิคผสมระหวาง spray drying และ high pressure homogenization และ H96 เปน

เทคนิคผสมระหวาง lyophilization และ high pressure homogenization
(13)

  ในงานวิจัยน้ีไดทําการผสมเทคนิควิธีการ
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ผลิต 3 เทคนิคเขาดวยกันคือเทคนิค precipitation-lyophilization-homogenization (PLH) โดยมีวัตถุประสงคคือ 

เทคนิค precipitation จะชวยลดขนาดอนุภาคเริ่มตนใหมีขนาดเล็กเพียงพอท่ีจะสามารถผาน homogenization gap ได  

อยางไรก็ตามในเทคนิค precipitation มีการใช organic solvent ซ่ึงจําเปนตองมีการกําจัดออกเพื่อปองกันการโตขึ้น

ของอนุภาคในเวลาตอมา
(12)

 ดังน้ันการใชเทคนิค lyophilization ในขั้นตอนถัดมาจะสามารถกําจัด organic solvent ท่ี

หลงเหลืออยูได  นอกจากน้ีเทคนิคดังกลาวยังสงผลใหอนุภาคของยาท่ีไดมีความพรุนและความเปราะของอนุภาค

เพิ่มขึ้น
(14-16)

 ซ่ึงงายแกการลดขนาดดวยเทคนิค high pressure homogenization ในขั้นตอนสุดทาย 

 รายงานวิจัยหลายฉบับระบุวา นาโนคริสตัลสามารถเพิ่มการละลายของยาไดเปนอยางดี  ยกตัวอยางเชน การ

พัฒนานาโนคริสตัลของยา rutin เพื่อนําสงทางปากโดย Mauludin และคณะ พบวาอัตราการละลายของ rutin 

nanocrystal-loaded tablet ซ่ึงเตรียมโดยวิธี high pressure homogenization ใหคาสูงกวาอัตราการละลายของ rutin-

microcrystal-loaded tablet และตํารับท่ีมีในทองตลาด  ซ่ึงการละลายท่ีเพิ่มขึ้นของ rutin nanocrystal-loaded tablet 

สงผลใหชีวภาพพรอมใชของ rutin ในรางกายเพิ่มขึ้นตามมา
(17)

  นอกจากน้ี จากการศึกษาของ Kocbek และคณะ

พบวา nanosuspension ของยา ibuprofen ท่ีเตรียมดวยเทคนิค melt emulsification และ solvent diffusion สามารถ

เพิ่มอัตราการละลายของยาได  โดยพบวา ยาในตํารับ nanosuspension มากกวา 65% สามารถละลายไดภายใน 10 

นาทีแรก  ขณะท่ีตํารับยาท่ีมีขนาดระดับไมครอนจะมีการละลายไดเพียง 15% ซ่ึ งการละลายท่ีเพิ่มขึ้นของยาดังกลาว

สงผลใหเกิดการเพิ่มชีวภาพพรอมใช และชวยลดการระคายเคืองของยาในกระเพาะอาหารได
(18)

  ดังน้ันจึงเปนท่ี

นาสนใจอยางยิ่งท่ีจะพัฒนาระบบนาโนคริสตัลของยาคลาริโธรมัยซินเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการละลายของยาสําหรับ

การนําสงทางปาก  ผลจากการศึกษาน้ีจะทําใหไดผลิตภัณฑนาโนคริสตัลท่ีชวยเพิ่มการละลายของยา  ทําใหไดยาท่ีมี

ประสิทธิผลในการรักษาเพิ่มขึ้น  สามารถใชเปนสารตั้งตนในการผลิตยาเม็ด แคปซูล หรือแกรนูลตอไปในอนาคต  

สามารถทดแทนผลิตภัณฑนําเขาจากตางประเทศ และเปนการเพิ่มศักยภาพของการแขงขันของประเทศตอไป 

 

วัตถุประสงคของโครงการ 

1).  เพื่อพฒันาตํารับนาโนคริสตัลของยาคลาริโธมัยซินและตรวจสอบคุณลักษณะของอนุภาคนาโนดังกลาวในดาน 

ตาง ๆ ไดแก ขนาดอนุภาค ความตางศักยท่ีผิวอนุภาค รูปรางของอนุภาค ความเปนผลึกและพหุสัณฐานของ

อนุภาค 

2). เพื่อตรวจสอบอิทธิพลของปจจัยตาง ๆ ในสูตรตํารบั และกระบวนการผลิต ท่ีมีผลตอคุณสมบัติทางกายภาพ

ของนาโนคริสตัลของยาคลาริโธมัยซิน 

3). เพื่อตรวจสอบคาการละลาย คุณสมบัติการละลาย และความเปนพิษของนาโนคริสตัลของยาคลาริโธมัยซิน 
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วิธีดําเนินการทดลอง 

สารเคมีและอุปกรณ 

 สารเคมี: Clarithromycin (Suzhou Rovathin Foreign Trade, China), Poloxamer 407 (BASF, Germany), 

Poloxamer 188 (BASF, Germany), Polyvinyl alcohol (PVA) (Carlo Erba Reagenti, Italy), Tween 80 (S.Tong 

chemical, Thailand), Sodium lauryl sulfate (SLS) (S.Tong chemical, Thailand), Potassium dihydrogen 

orthophosphate A.R. grade (Fisher scientific, UK), Acetone A.R. grade (RCI-Labscan, Thailand), Acetonitrile 

HPLC grade (Burdick & Jackson, Korea), Sodium acetate trihydrate (VWR BDH Prolabo, Belgium), Acetic 

acid, glacial A.R. grade (RCI-Labscan, Thailand), Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco, UK), 

Roswell Park Memorial Institute medium 1640 (RPMI-1640, Gibco, USA) 

 อุปกรณ: High pressure homogenizer (APV-2000, SPX Flow Technology, Germany), High speed 

homogenizer (Ultra-Turrax
®
 T25, IKA, Germany), Freeze dryer (Alpha 1-4, Martin Christ 

Gefriertrocknungsanlagen GmBH, Germany), Zetasizer NanoZS (Malvern Instruments, Worcestershire, UK), 

Mastersizer 2000 (Malvern Instruments, Worcestershire, UK), Scanning electron microscope (JSM-6400, 

JEOL, Japan), Differential scanning calorimeter (DSC 8000, Perkin Elmer, USA), X-ray powder diffractometer 

(D8 Advance, Bruker AXS GmBH, Germany), Fourier Transform Infrared spectrometer (Nicolet 6700, Thermo 

Scientific, USA), Dissolution tester (Erweka ET 1500I, Erweka GmBH, Germany), High performance liquid 

chromatography (Shimadzu
®
 series 20AD, Shimadzu Corporation, Japan), Multi-well scanning 

spectrophotometer (Infinite
® 

F200, Tecan, Switzerland), Incubator (HERAcell
®
240, Thermo Electron LED, 

Germany) 

 

วิธีการทดลอง 

(1) การเตรียม nanocrystals ของ clarithromycin 

 1.1 การเตรียม nanocrystal ของ clarithromycin ดวยเทคนิค High pressure homogenization (HPH)  

เตรียมสารละลายสารลดแรงตึงผิวในนํ้าตามปริมาณท่ีกําหนดไวในสูตรตํารับตามตารางท่ี 1  และกระจายผง

ยา clarithromycin 1%w/v ลงในสารละลายสารลดแรงตึงผิวดังกลาว  แลวนําไปปนผสมดวยเครื่องปนผสมความเร็วสูง 

(Ultra-Turrax T25, IKA, Germany)  เพือ่ลดขนาดอนุภาคเบื้องตนกอนนําไปผานเครื่อง high pressure homogenizer 

(APV-2000, SPX Flow Technology, Germany)  สารตัวอยางจะถูกปนผสมเพื่อลดขนาดอนุภาค และสุมออกมา

หลังจากผานกระบวนการ pre-milling และหลังจากการปนผสมท่ี 1500 bar ท่ี cycle 1, 5, 10, 15, 20, 25 และ 30 

ตามลําดับ  สารตัวอยางท่ีถูกสุมออกมาจะถูกนําไปวิเคราะหคุณลักษณะทางกายภาพของผลึกนาโน ไดแก การวัด

ขนาดอนุภาคดวยเครื่อง photon correlation spectroscopy (Zetasizer NanoZS, Malvern Instrument, UK) และ

เครื่อง laser diffraction (Mastersizer 2000, Malvern Instrument, UK) 
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1.2 การเตรียมอนุภาค nanocrystal ของ clarithromycin ดวยเทคนิค Precipitation-lyophilization-

homogenization (PLH)  

เตรียมสารละลายสารลดแรงตึงผวิในนํ้าในปริมาณท่ีกําหนดในสูตรตํารับตามตารางท่ี 2  และเตรียมสารละลาย

ของ clarithromycin ใน acetone  จากน้ันตกตะกอนโดยการหยดสารละลายของ clarithromycin ใน acetone ลงใน

สารละลายสารลดแรงตึงผิวโดยทําการควบคุมอุณหภูมิขณะตกตะกอนท่ี 8-10 °C และคนตลอดเวลาดวย magnetic 

stirrer  ตั้งท้ิงไวจน acetone ระเหยและนําไปทําใหเปนผงแหงดวยเครือ่ง lyophilizer (Alpha 1-4, Martin Christ 

Gefriertronungsanlagen GmbH, Germany)  ผงแหงดังกลาวจะถูกนํามากระจายตัวอีกครั้งในนํ้าเพื่อผานเครื่อง high 

pressure homogenizer โดยสารตัวอยางจะถูกปนผสมลดขนาดท่ี 1500 bar 30-70 cycle และถูกสุมออกมาหลังจาก

ผานกระบวนการ pre-milling และหลังจากการปนผสม ท่ี cycle 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60 และ 70 

ตามลําดับ  (การปนผสมลดขนาดจนถึง 70 cycle จะทําเฉพาะในสตูรตํารับ C3F2S01 และ C5F2S01 เพื่อศึกษา

อิทธิพลจากปริมาณตัวยาตอการลดขนาดอนุภาค)  สารตัวอยางท่ีถูกสุมออกมาจะถูกนําไปวิเคราะหคุณลักษณะทาง

กายภาพของ nanocrystal ไดแก การวัดขนาดอนุภาคดวยเครื่อง photon correlation spectroscopy (Zetasizer 

NanoZS, Malvern Instrument, UK) และเครื่อง laser diffraction (Mastersizer 2000, Malvern Instrument, UK)  

(2)  สมบัติทางกายภาพของ nanocrystal ของ clarithromycin 

 2.1 รูปรางของอนุภาค 

  ตรวจสอบรูปรางอนุภาคของผงยาคลาริโธมัยซินท่ีไมผานกระบวนการลดขนาด  นาโนคริสตัลของยาคลาริโธ

มัยซินท่ีเตรียมโดยวิธี HPH  และนาโนคริสตัลของยาคลาริโธมัยซินท่ีเตรียมโดยวิธี PLH  โดยใชกลองจุลทรรศน

อิเล็กตรอน (JSM-6400, JEOL, Japan)  การเตรียมตัวอยางกอนการตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนทําโดย

การนําตัวอยางท่ีตองการตรวจสอบมาเจือจางดวยนํ้ากล่ันจนมีความเขมขนท่ีเหมาะสม  สารตัวอยางดังกลาวจะถูก

กระจายลงบนแทนรองรับตัวอยาง และทําใหแหงภายใตสุญญากาศ  จากน้ันทําการเคลือบท่ีผิวสารตัวอยางท่ีตองการ

วัดดวยทองคํากอนทําการสองดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน 

2.2 ความเปนผลึกและพหุสัณฐานของนาโนคริสตัลของยาคลาริโธมัยซิน 

 ตรวจสอบความเปนผลึกและพหุสัณฐานของนาโนคริสตัลของยาคลาริโธมัยซินโดยอาศัยเทคนิค Differential 

scanning calorimetry (DSC) และเทคนิค X-ray powder diffraction (XRPD) ประกอบกัน  โดยมีรายละเอียด

ดังตอไปน้ี 

 Differential scanning calorimetry (DSC) : ประเมินความเปนผลึกและพหุสัณฐานดวยการใช DSC 8000 

Perkin Elmer  วิธีการโดยการช่ังสารตัวอยางประมาณ 1-2 มิลลิกรัม ใสใน aluminum pan และใช aluminum pan 

เปลาเปน reference ทําการเพิ่มอุณหภูมิจาก 30 °C เปน 250 °C แลวทําใหเย็นเปน 30 °C อีกครั้งโดยใชอัตราการ

เปล่ียนแปลงอุณหภูมิท่ี 10 °C/min  ประเมินจุดหลอมเหลว (melting point) และ enthalpy จาก DSC thermogram 

 X-ray powder diffraction (XRPD) : ประเมินความเปนผลึกและพหุสัณฐานดวยการใชเครื่อง x-ray 

diffractometer D8 Advance, Bruker AXS GmbH  วิเคราะหหา diffractogram ของสารตัวอยางโดยการเก็บขอมูล 2θ 
จาก 2° ถึง 70° โดยเวนระยะหางในการเก็บขอมูลครัง้ละ 0.04° ทุก 4 วินาที  
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ตารางที่ 1 สูตรตํารับ nanocrystal ของ clarithromycin ท่ีเตรยีมโดยวิธี High pressure homogenization (HPH) 

 

สูตรตํารับ 

 

ปริมาณยา 

(%w/v) 

สารลดแรงตึงผิวชนิดที่ 1 สารลดแรงตึงผิวชนิดที่ 2 

ชนิด 
ปริมาณ 

(%w/v) 
ชนิด 

ปริมาณ 

(%w/v) 

C1Tween 1 Tween 80 10 - - 

C1PVA 1 PVA 1 - - 

C1SLS 1 SLS 0.1 - - 

C1F188 

 

1 Poloxamer 188 5 - - 

C1F5 1 Poloxamer 407 5 - - 

C1F2 1 Poloxamer 407 2 - - 

C1F2S005 1 Poloxamer 407 2 SLS 0.05 

C1F2S01 1 Poloxamer 407 2 SLS 0.1 

 

 

 

ตารางที่ 2 สูตรตํารับของอนุภาค nanocrystal ของ clarithromycin ท่ีเตรียมโดยวิธี Precipitation-lyophilization-

homogenization (PLH) 

 

สูตรตํารับ 
ปริมาณยา 

(%w/v) 

สารลดแรงตึงผิวชนิดที่ 1 สารลดแรงตึงผิวชนิดที่ 2 

ชนิด ปริมาณ (%w/v) ชนิด ปริมาณ (%w/v) 

C1F2 1 Poloxamer 407 2 - - 

C1F5 1 Poloxamer 407 5 - - 

C1F2S01 1 Poloxamer 407 2 SLS 0.1 

C1F5S01 1 Poloxamer 407 5 SLS 0.1 

C3F2S01 3 Poloxamer 407 2 SLS 0.1 

C5F2S01 5 Poloxamer 407 2 SLS 0.1 
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 2.3 วิเคราะหการเกิด interaction ระหวางนาโนคริสตัลและสารลดแรงตึงผิวท่ีใชเพ่ิมความคงตัวของ

ระบบ 

 การเกิด interaction ระหวางนาโนคริสตัลและสารลดแรงตึงผิวท่ีใชเพิ่มความคงตัวของระบบสามารถ

ตรวจสอบไดโดยอาศัยเทคนิค Fourier transformed infrared spectroscopy (FT-IR)  ซ่ึง FT-IR spectra จะถูกบันทึก

ผลจากเครื่อง FT-IR spectrometer Nicolet 6700 Thermo Scientific ในชวงสเปคตรัม 4000 - 400 cm
-1
  สารตัวอยาง

ท่ีทําการวัดจะถูกนํามาบดผสมกับ KBr และทําการตอกใหเปนแผนบางใสดวยความดันไฮโดรลิกกอนนํามาวิเคราะห

ดวย FT-IR ในการวิเคราะหอาศัยเทคนิค transmittance โดยการ scan ผาน 32 ครั้งดวยความละเอียด 4 cm
-1
 

(3)  การศึกษาคาการละลาย (saturation solubility) ของนาโนคริสตัลของยาคลาริโธรมัยซิน 

 ศึกษาคาการละลาย (saturation solubility) ของสารตัวอยางท่ีตองการศึกษาในตัวกลางการละลายบัฟเฟอร 2 

ชนิดคือ 0.05M KH2PO4 buffer pH 6.8 และ 0.1M CH3COONa buffer pH 5.0  ในการทดลองหาคาการละลาย สาร

ตัวอยางนาโนคริสตัลของคลาริโธรมัยซินสูตรตํารับ C1F2S01 และ C1F5S01 จะนํามาศึกษาเปรียบเทียบกับสาร

ตัวอยางผงยาคลาริโธรมัยซินเปลาท่ีไมผานกระบวนการลดขนาดและสารตัวอยางผงยาคลาริโธรมัยซินท่ีไมผาน

กระบวนการลดขนาดซ่ึงผสมสารเพิ่มความคงตัวเชนเดียวกับท่ีมีในสูตรตํารับ C1F2S01  สารตัวอยางท้ัง 4 ชนิดจะถูก

นํามาช่ังแยกกันใสในหลอดทดลองในปริมาณท่ีมากเกินพอ  จากน้ันทําการเติมบัฟเฟอรตัวกลางการละลายท่ีตองการ

ศึกษาปริมาณ 5 ml ใสในหลอดทดลอง  นําหลอดทดลองดังกลาวไปเขยาในอางเขยาควบคุมอุณหภูมิท่ี 37.0±0.5 ºC 

เปนเวลา 72 ช่ัวโมง  ทําการสุมสารตัวอยาง 1 ml ณ เวลาท่ีกําหนด  และแทนท่ีดวยบัฟเฟอรตัวกลางการละลายเปลา

ในปริมาณท่ีเทากันโดยทันทีหลังจากการสุมตัวอยางแตละครั้ง  นําสารตัวอยางท่ีสุมไดมากรองดวย 0.2 µm 

membrane filter (Minisart
®
, Sartorius, Germany)  จากน้ันสารตัวอยางดังกลาวจะถูกนํามาเจือจางดวย HPLC 

mobile phase ใหมีความเขมขนท่ีเหมาะสมในการวิเคราะหหาปริมาณยาดวย HPLC ตอไป  ทําการทดลองซํ้า 3 ครั้ง

แลวพลอตกราฟระหวางความเขมขนของยาคลาริโธรมัยซิน (solubility) และเวลา  

  สําหรับการวิเคราะหหาปริมาณ clarithromycin ทําการวิเคราะหโดย HPLC spectrophotometer (Series 

20AD, Shimadzu Corporation, Japan) ใชสภาวะการวิเคราะหดวย isocratic mode ตามรายละเอียดดังตอไปน้ี 

  Stationary phase : Hypersil
®
 ODS C18 reversed-phase column, 250 mm × 4.6 mm, particle    

                 size of packing 5 µm (Thermo Scientific, Germany) 

 Mobile phase : Acetonitrile : KH2PO4 buffer pH 6.0 (65 : 35 v/v) 

 Flow rate : 1 ml/min 

 Column temperature : 40 °C 

 Detector wavelength : 210 nm 

 Injection volume : 50 µl 

ซ่ึงสภาวะดังกลาวให linearity ในชวงความเขมขน 1.563-200 μg/ml โดย R
2
 > 0.999 และมี intraday-interday 

precision นอยกวา 2 %  
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(4) การศึกษาคุณสมบัติการละลาย (dissolution) ของนาโนคริสตัลของยาคลาริโธรมัยซิน 

 ศึกษาคุณสมบัติการละลายของนาโนคริสตัลของยาคลาริโธรมัยซินสูตรตํารับ C1F2S01 และ C1F5S01 

เปรียบเทียบกับผงยาคลาริโธรมัยซินเปลาท่ีไมผานกระบวนการลดขนาด และผงยาคลาริโธรมัยซินท่ีไมผาน

กระบวนการลดขนาดซ่ึงผสมสารเพิ่มความคงตัวเชนเดียวกับท่ีมีในสูตรตํารับ C1F2S01  การทดสอบการละลายทําได

โดยการใชเครื่องทดสอบการละลาย USP apparatus 2 (Erweka ET 1500I, Germany)  ทดสอบการละลายของสาร

ตัวอยางซ่ึงมีปริมาณยาคลาริโธรมัยซิน 125 mg ในตัวกลางการละลายบัฟเฟอร 2 ชนิดคือ 0.05 M KH2PO4 buffer 

pH 6.8 และ 0.1 M CH3COONa buffer pH 5.0 โดยใชปริมาตรตัวกลางการละลายท่ี 900 ml ภายใตสภาวะควบคุม

อุณหภูมิ 37±0.5 °C และควบคุมการหมุนของ paddle ท่ี 50 rpm  สุมตัวกลางการละลายของสารตัวอยางปริมาตร 1 

ml ตามเวลาท่ีกําหนด และแทนท่ีดวยบัฟเฟอรตัวกลางการละลายเปลาในปริมาณท่ีเทากันโดยทันทีหลังจากสุม

ตัวอยาง  สารตัวอยางท่ีสุมไดจะถูกนํามากรองดวย 0.2 µm membrane filter (Minisart
®
, Sartorius, Germany) แลว

วิเคราะหหาปริมาณคลาริโธรมัยซินดวย HPLC spectroscophy ตอไป  ทําการทดลองซํ้า 3 ครั้ง 

  ทําการวิเคราะหคาตัวแปรทางสถิติของการละลาย โดยอาศัยตัวแปรดังตอไปน้ี 

  4.1 Relative dissolution rate (RD) คือ อัตราสวนระหวางเปอรเซนตยาท่ีถูกปลดปลอยจากตํารับท่ีทดสอบ 

(test formulation) ตอตํารับอางอิง (reference) ณ เวลาใดๆ  

  4.2 Percent dissolution efficiency (%DE) เปนคาท่ีใชเปรียบเทียบพฤติกรรมการละลายของแตละตํารับ 

โดย %DE คํานวณไดจากอัตราสวนระหวางพื้นท่ีใตกราฟการละลายจนถึงเวลา t ตอพื้นท่ีสี่เหล่ียมซ่ึงแสดงถึงการ

ละลาย 100% ท่ีเวลาเดียวกัน ดังสมการท่ี 1 
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  4.3 Mean dissolution time (MDT) แสดงถึงเวลาเฉล่ียท่ียาใชในการละลาย 50% ซ่ึงคํานวณไดจาก    

สมการท่ี 2  
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1     (สมการท่ี 2) 

โดย  i = dissolution sample number 

       n = number of dissolution times 

       tmid = time at the midpoint between t i and t i−1 

  ΔM = amount of drug dissolved (µg) during t i to t i-1 

  4.4 Difference factor (f1) เปนคาท่ีใชประเมิน percent error ระหวางกราฟการละลาย 2 ตํารับท่ีตองการ

นํามาเปรียบเทียบกัน  ซ่ึงสามารถคํานวณไดจากสมการท่ี 3 
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โดย  i = dissolution sample number 

       n = number of dissolution times 

       Ti = dissolved amounts of test drug at each time point i 

  Ri = dissolved amounts of reference at each time point i 

คา f1 จะมีคาเขาใกลศูนยเม่ือ test drug และ reference มีการละลาย (dissolution profile) ท่ีเทากัน และคาดังกลาวจะ

เพิ่มขึ้นเม่ือการละลายของท้ังสองตํารับมีความแตกตางกัน 

  4.5 Similarity factor (f2) เปนคาท่ีใชในการบงบอกถึงความคลายคลึงกันของการละลาย (dissolution 

profile) ระหวางสองตํารับ ซ่ึงสามารถคํานวณไดจากสมการท่ี 4 

  [ ]




 −+=
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=∑ 100)/1(1log50
5.0

1

2
2 xTRnxf n

i ii  (สมการท่ี 4) 

โดย i = dissolution sample number 

       n = number of dissolution times 

       Ti = dissolved amounts of test drug at each time point i 

  Ri = dissolved amounts of reference at each time point i 

คา f2 จะมีคาเขาใกล 100 เม่ือ test drug และ reference มีการละลาย (dissolution profile) ท่ีเทากัน และคาดังกลาวจะ

เขาใกล 0 เม่ือการละลายของท้ังสองตํารับมีความแตกตางกัน โดยท่ัวไป dissolution profile ของสองตํารับจะถูก

พิจารณาวามีความเทาเทียมกันเม่ือคา f1 นอยกวา 15 (0-15) และคา f2 มากกวา 50 (50-100) 

(5) ศึกษาความเปนพิษตอเซลล (cytotoxicity) ของนาโนคริสตัลของยาคลาริโธรมัยซิน 

 5.1 การเพาะเล้ียงเซลลเนื้อเยื่อ (cell cultures) 

 ทําการเพาะเล้ียงเซลลเน้ือเยื่อ 2 ชนิดคือ Caco-2 cell ซ่ึงเปนแบบจําลองของเซลลเยื่อบุลําไสเล็กของมนุษย 

และ NCI-N87 cell ซ่ึงเปนแบบจําลองของเซลลเยื่อบุกระเพาะอาหาร โดยมีรายละเอียดดังตอไปน้ี 

 Caco-2 cell : ทําการเพาะเล้ียงใน 75 cm
2
 T-flasks ดวย Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) 

ซ่ึงผสมดวย 10% FBS, 1% NEAA และ 1% PEST 

 NCI-N87 cell : ทําการเพาะเล้ียงใน 75 cm
2
 T-flasks ดวย Roswell Park Memorial Institute medium 1640 

(RPMI-1640) ซ่ึงผสมดวย 10% FBS, 1% sodium pyruvate, 4.5 g/L D-glucose, 10 mM 4-(2-hydroxyethyl)-1-

piperazineethanesulfonic acid (HEPES), และ 1% PEST 

 เซลลเน้ือเยื่อท่ีเพาะเล้ียงจะถูกควบคุมภายใตสภาวะ 37 °C, 5% CO2, 90% relative humidity และทําการ

เปล่ียนอาหารเล้ียงเซลลทุกๆ 2 วัน  

 5.2 การทดสอบความเปนพิษตอเซลล (In vitro cytotoxicity) 

 ทําการเพาะเล้ียง Caco-2 cell และ NCI-N87 cell ลงใน 96-well plate ดวยความเขมขน 5000 cells/well 

และ 20000 cells/well ตามลําดับ  ทําการ incubate plate ท่ีเพาะเล้ียงไวขามคืนโดยควบคุมอุณหภูมิท่ี 37 °C เม่ือถึง

เวลาทดลองทําการเจือจางสารตัวอยางท่ีตองการทดสอบ (นาโนคริสตัลของคลาริโธรมัยซินสูตรตํารับ C1F2S01 และ 

C1F5S01, ผงยาคลาริโธรมัยซินเปลาท่ีไมผานกระบวนการลดขนาด และผงยาคลาริโธรมัยซินท่ีไมผานกระบวนการลด

ขนาดซ่ึงผสมสารเพิ่มความคงตัวเชนเดียวกับท่ีมีในสูตรตํารับ C1F2S01) ลงในอาหารเล้ียงเซลล เพื่อใหไดความ
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เขมขนตาง ๆ ดังตอไปน้ี 0, 5, 25, 37.5, 50, 100, 150 µM  จากนั้นเติมสารตัวอยางท่ีถูกเจือจางตามความเขมขน

ดังกลาวลงใน plate ที่เพาะเล้ียงเซลลไว  ทําการ incubate plate เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวทดสอบดวย MTT assay โดย

วิธีการ คือ ดูดสารตัวอยางท่ี incubate ทิ้ง  เติม MTT working solution ลงใน plate และ incubate ทิ้งไว 30 นาที  เม่ือ

ครบตามเวลา ดูด MTT working solution ทิ้งและเติม DMSO ลงใน plate เพ่ือละลาย formazan crystals ที่เกิดข้ึน  

จากนั้นวัด optical density ของ formazan ท่ีเกิดข้ึนดวย spectrophotometer (Infinite
®
 F200, Tecan, Switzerland) ท่ี

ความยาวคล่ืน 560 nm  เซลลที่ incubate ดวยอาหารเล้ียงเซลลเปลาซึ่งไมมีสารตัวอยางที่ตองการทดสอบจะใชเปนกลุม

ควบคุม (control group) ในการเปรียบเทียบ ทําการทดลองซ้ํา 8 คร้ัง คํานวณหา percent cell viability ตามสมการที่ 5 

100% ×=
cellcontrolofAbsorbance
celltreatedofAbsorbanceviabilitycell     (สมการท่ี 5) 

 

(6) ศึกษาความคงตัวทางกายภาพของนาโนคริสตัลของยาคลาริโธรมัยซิน 

  นาโนคริสตัลของยาคลาริโรมัยซินสูตรตํารับ C1F201 และ C1F5S01 ท่ีผานการ lyophilized และเก็บในรูปผง

แหงจะนําไปบรรจุในภาชนะบรรจุปดสนิทและเก็บในภูมิควบคุมท่ี 4 °C, 30 °C และ 45 °C เปนเวลา 4 เดือน  หลังจาก

การเก็บรักษานาโนครสิตัลของยาคลาริโรมัยซินจะถูกนํามาทดสอบความคงตัวทางกายภาพโดยการวัดขนาดอนุภาค

เฉล่ีย (z-ave), polydispersity index (PI) และคาความตางศักยท่ีผิวอนุภาค (zeta potential)  กอนการทดลองวัดขนาด

อนุภาคและความตางศักยท่ีผิวอนุภาคนาโนคริสตัลของยาคลาริโรมัยซินจะถกูนํามาเจือจางดวย deionized water จนมี

ความเขมขนท่ีเหมาะสมในการวัด 
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ผลการทดลองและวิจารณผล 

(1) การเตรียม nanocrystals ของ clarithromycin 

  1.1 การเตรียม nanocrystal ของ clarithromycin ดวยเทคนิค High pressure homogenization (HPH) 

ตารางท่ี 3 แสดงขนาดอนุภาค nanocrystal ของ clarithromycin  ซ่ึงผลการทดลองน้ีจะนําไปใชในการกําหนด

สูตรตํารับท่ีเหมาะสม  โดยการพิจารณาอิทธิพลของสารลดแรงตงึผิวและสารลดแรงตึงผิวรวม ตอการลดขนาดอนุภาค 

nanocrystal  ดังรายละเอียดตอไปน้ี 

  อิทธิพลของสารลดแรงตึงผิว 

ผลของขนาดอนุภาค nanocrystal ของ clarithromycin หลังจากการปนผสมดวยเทคนิค High pressure 

homogenization ท่ี 1500 bar 30 cycle แสดงใหเห็นในตารางท่ี 3  พบวาสูตรตํารบัท่ีมีการใช Poloxamer 407 เปน

สารลดแรงตึงผิวมีประสิทธิภาพสงูสุดในการลดขนาดอนุภาค nanocrystal ของ clarithromycin  ตามดวยสตูรตํารับท่ีใช 

PVA, SLS, Poloxamer 188 และ Tween 80 ตามลําดับ  นอกจากน้ัน สูตรตํารับท่ีใช Poloxamer 407 เปนสารลดแรง

ตึงผิวน้ียงัใหคาการกระจายขนาดของอนุภาค (PI-value) ต่ํากวา 0.5  ซ่ึงบงช้ีถึงความคงตัวของระบบท่ีดี  ดังน้ัน 

Poloxamer 407 จึงเปนสารลดแรงตึงผวิท่ีเหมาะสมในการพัฒนาตํารับ nanocrystal ของ clarithromycin ตอไป 

 อิทธิพลสารลดแรงตึงผิวรวม (co-surfactant) 

ผลการทดลองเม่ือใช Poloxamer 407 ปริมาณ 2%w/v เปนสารลดแรงตึงผิวหลักของตํารับ และใช SLS เปน

สารลดแรงตึงผิวรวม (co-surfactant) ในการลดขนาดอนุภาคของ nanocrystal ของ clarithromycin แสดงใหเห็นใน

ตารางท่ี 3  เม่ือเปรียบเทียบผลการทดลองระหวางสตูรตํารับท่ีไมมีการเติม SLS และ สูตรตํารับท่ีมีการเติม SLS เปน

สารลดแรงตึงผิวรวมในปริมาณ 0.05%w/v และ 0.1%w/v  พบวาสูตรตํารับท่ีมีการเติม SLS ปริมาณ 0.1%w/v ทําให

ขนาดอนุภาคของ nanocrystal ของ clarithromycin มีคาประมาณ 400 nm  และสามารถลดขนาดอนุภาค nanocrystal 

ของ clarithromycin ไดดีกวาสูตรตํารับท่ีไมมี SLS และ สูตรตํารับท่ีมี SLS ในปริมาณ 0.05%w/v  โดยสูตรตํารับท่ีมี

การเติม SLS ในปริมาณ 0.05%w/v ใหผลการลดขนาดอนุภาคไมแตกตางจากสูตรตํารับท่ีไมมีการเติม SLS  ดังน้ัน

การใช SLS เปนสารลดแรงตึงผวิรวมในปริมาณท่ีเหมาะสม (0.1%w/v) ในสูตรตํารับ สามารถชวยลดขนาดอนุภาคใน

การเตรยีม nanocrystal ของ clarithromycin ได 
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ตารางที่ 3  สูตรตํารับและขนาดอนุภาค nanocrystal ของ clarithromycin ท่ีเตรยีมโดยวิธี High pressure homogenization (HPH) 

 

สูตรตํารับ 

 

ปริมาณยา 

(%w/v) 

สารลดแรงตึงผิวชนิดที่ 1 สารลดแรงตึงผิวชนิดที่ 

 z-ave (nm)* PI* d(0.5) (µm) d(0.9) (µm) 
ชนิด 

ปริมาณ 

(%w/v) 
ชนิด 

ปริมาณ 

(%w/v) 

C1Tween 1 Tween 80 10 - - 3018±241 

 

0.564±0.105 3.167 5.203 

C1PVA 1 PVA 1 - - 893±74 0.743±0.191 1.786 4.695 

C1SLS 1 SLS 0.1 - - 851±132 0.690±0.081 2.373 11.874 

C1F188 

 

1 Poloxamer 

 

5 - - 1534±14 0.633±0.094 2.726 6.900 

C1F5 1 Poloxamer 

 

5 - - 732±81 0.429±0.040 0.694 1.651 

C1F2 1 Poloxamer 

 

2 - - 737±26 0.433±0.056 1.150 2.462 

C1F2S005 1 Poloxamer 

 

2 SLS 0.05 761±46 0.637±0.087 0.761 2.406 

C1F2S01 1 Poloxamer 

 

2 SLS 0.1 438±12 0.397±0.072 0.467 1.158 

*คาเฉล่ียของการทดลอง 3 ครั้ง 
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1.2 การเตรียมอนุภาค nanocrystal ของ clarithromycin ดวยเทคนิค Precipitation-lyophilization-

homogenization (PLH)  

 ผลจากการวิเคราะหขนาดอนุภาคสามารถสรุปปจจัยท่ีมีอิทธิพลตอการลดขนาดอนุภาค nanocrystal ของ 

clarithromycin ได ดังตอไปน้ี 

 อิทธิพลของเทคนิคในการเตรียมอนุภาค nanocrystal  

สูตรตํารับ C1F2S01 ถูกนํามาใชในการทดลองเพื่อเปรียบเทียบเทคนิคการผลิตระหวางวิธี High pressure 

homogenization (HPH) และวิธี Precipitation-lyophilization-homogenization (PLH) ผลการทดลองดังแสดงในรูปท่ี 1  

จากการทดลองพบวาเทคนิคท้ังสองสามารถลดขนาดอนุภาคของผลึกนาโนของยาคลาริโธมัยซินไดโดยมีขนาดอนุภาค

สุดทายประมาณ 400 nm  อยางไรก็ตามเทคนิค PLH มีประสิทธิภาพในการลดขนาดอนุภาคท่ีดีกวา เน่ืองจากใช

จํานวนครั้งการผานเครื่อง high pressure homogenizer ของอนุภาคผลึกนาโนท่ีนอยกวาเม่ือเปรียบเทียบกับเทคนิค 

HPH  โดยท่ีเทคนิค PLH สามารถลดขนาดอนุภาคของผลึกนาโนของยาคลาริโธมัยซินไดถึงในชวง 444-478 nm ดวย

การใชจํานวนรอบการปนผสมเพียง 5 รอบ  ในขณะท่ีเทคนิค HPH ตองใชจํานวนรอบในการปนผสมถึง 30 รอบเพื่อให

มีขนาดอนุภาคท่ีใกลเคียงกันในชวง 400 nm  

อิทธิพลของปริมาณยาท่ีใชในการผลิต 

จากการทดลองเปรียบเทียบอิทธิพลของปริมาณยาเริ่มตนในการผลิตท่ีมีตอการลดขนาดอนุภาคผลึกนาโน 

เทคนิค PLH ไดถูกนํามาใชในการผลิตอนุภาค nanocrystal ของ clarithromycin โดยการกําหนดใหมีปริมาณยาเริ่มตน

ในการผลิตแตกตางกัน คือ 1, 3 และ 5 %w/v (สูตรตํารับ C1F2S01, C3F2S01 และ C5F2S01 ตามลําดับ) ผลการ

ทดลองแสดงใหเห็นในรูปท่ี 2  พบวาในการลดขนาดอนุภาคใหอยูในระดับนาโน (< 1,000 nm) ผลึกของอนุภาคจําเปน

จะตองผานเครื่อง high pressure homogenizer 1, 25 และมากกวา 70 รอบ สําหรับสูตรตํารับ C1F2S01, C3F2S01 

และ C5F2S01 ตามลําดับ  ซ่ึงอาจสรุปไดวาปริมาณยาเริ่มตนในการผลิตท่ีสูงขึ้นอาจสงผลใหประสิทธิภาพในการลด

ขนาดอนุภาคลดลงซ่ึงจําเปนจะตองใชพลังงานหรือรอบในการปนผสมท่ีเพิ่มขึ้นเพื่อลดขนาดอนุภาคใหอยูในระดับนาโน 

 อิทธิพลของสารลดแรงตึงผิวและสารลดแรงตึงผวิรวม 

ผลการทดลอง preliminary study (ตามขอ 1.1) พบวาการใชสารลดแรงตึงผิว Poloxamer 407 เปนสารลด

แรงตึงผิวหลัก และ SLS เปนสารลดแรงตึงผิวรวมชวยเพิ่มความคงตัวของอนุภาค nanocrystal ของ clarithromycin  

จึงใชสารท้ังสองในการผลิต nanocrystal ของ clarithromycin ในการทดลองเพื่อเปรียบเทียบอิทธิพลของสารลดแรงตึง

ผิวท่ีมีตอการลดขนาดอนุภาคผลึกนาโน  โดยเตรียม nanocrystal ของ clarithromycin ดวยเทคนิค PLH ดวยการ

กําหนดปริมาณสารลดแรงตึงผิวหลัก (Poloxamer 407) ใหมีปริมาณแตกตางกันในสูตรตํารับ (2 และ 5 %w/v) ใน

สภาวะท่ีมีการเติมและไมเติมสารลดแรงตึงผิวรวม (0.1 %w/v SLS)  และประเมินผลกระทบของปริมาณสารลดแรงตึง

ผิวท่ีมีตอการลดขนาดอนุภาคผลึกนาโน  โดยการเปรียบเทียบขนาดอนุภาคท่ีเตรียมไดจากสูตรตํารับท่ีมีปริมาณสารลด

แรงตึงผิวตางกัน (สูตรตํารับ C1F2 และ C1F5) ดังรูปท่ี 3  พบวาสูตรตํารับท่ีมีปริมาณ Poloxamer 407 5 %w/v 

(C1F5) สามารถลดขนาดอนุภาคไดเร็วกวาสูตรตํารับท่ีมีปริมาณ Poloxamer 407 2 %w/v (C1F2)  และผลของการ

เตมิสารลดแรงตึงผิวรวม (0.1 %w/v SLS) ตอการลดขนาดอนุภาคผลึกนาโน แสดงใหเห็นในรูปท่ี 3  พบวาสูตรตํารับท่ี

มีการเติม SLS (สูตรตํารับ C1F2S01 และ C1F5S01) มีประสิทธิภาพลดขนาดอนุภาคไดเร็วกวาสูตรตํารับท่ีไมมีการ

เตมิ SLS (สูตรตํารับ C1F2และ C1F5)  
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รูปที่ 1  การเปรียบเทียบขนาดอนุภาคของ nanocrystal ของ clarithromycin ท่ีเตรียมดวยเทคนิค High pressure homogenization (HPH) และเทคนิค Precipitation-lyophilization-

homogenization (PLH) ซ่ึงทําการวัดดวยเครื่อง laser diffraction (ซาย) และเครื่อง photon correlation spectroscopy (ขวา) 
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รูปที่ 2  การเปรียบเทียบอิทธิพลของปริมาณยาเริ่มตนท่ีใชในการผลิตท่ีมีตอการลดขนาดอนุภาค nanocrystal ของ clarithromycin โดยการวัดดวยเครื่อง laser diffraction (ซาย) และ

เครื่อง photon correlation spectroscopy (ขวา) 
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รูปที่ 3  การเปรียบเทียบอิทธิพลของสารลดแรงตึงผวิและสารลดแรงตึงผิวรวมท่ีมีตอการลดขนาดอนุภาค nanocrystal ของ clarithromycin ท่ีเตรียมดวยเทคนิค PLH ซ่ึงทําการวัดดวย

เครื่อง laser diffraction (ซาย) และเครื่อง photon correlation spectroscopy (ขวา) 
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จากผลการทดลองขางตน พบวา nanocrystal ของ clarithromycin สูตรตํารับ C1F2S01 และ C1F5S01 ท่ี

เตรียมดวยเทคนิค PLH ใหขนาดอนุภาคผลึกนาโนและความตางศักยท่ีผิวอนุภาคดังแสดงในตารางท่ี 4 เปนสูตรตํารับ

ท่ีเหมาะสมและนาสนใจในการนําไปศึกษาคุณสมบัติของอนุภาค nanocrystal ตอไป 

 

ตารางที่ 4 ขนาดอนุภาคและความตางศักยท่ีผิวอนุภาคของอนุภาค nanocrystal ของ clarithromycin สูตรตํารับ 

C1F2S01 และ C1F5S01 ท่ีเตรียมดวยเทคนิค PLH 

 

สูตรตํารับ z-ave (nm) PI d(0.5) (µm) d(0.9) (µm) 
ความตางศักย

ที่ผิวอนุภาค 

(mV) 

C1F2S01 460±10 0.423±0.044 0.396±0.020 2.352±0.236 -36.0 

C1F5S01 386±17 0.304±0.028 0.339±0.006 1.067±0.076 -32.7 

 

 

(2)  คุณสมบัติทางกายภาพของ nanocrystal ของ clarithromycin 

 2.1 รูปรางของอนุภาค 

 จากภาพถายอนุภาคดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนรูปท่ี 4 พบวา อนุภาคของนาโนคริสตัลของยาคลาริโธมัย

ซินท่ีเตรียมดวยวิธี PLH (รูปท่ี 4C) และ HPH (รูปท่ี 4AB) มีขนาดเล็กกวาผงยาคลาริโธมัยซินท่ีไมผานกระบวนการลด

ขนาด (รูปท่ี 4A) อยางเห็นไดชัด  อยางไรก็ตาม รูปรางอนุภาคของนาโนคริสตัลของยาคลาริโธมัยซินท่ีเตรียมดวยวิธี 

PLH และ HPH ดังกลาวมีรูปรางอนุภาคคลายสี่เหล่ียมลูกบาศก (cubic-like shape) ซ่ึงไมแตกตางจากรูปรางของผงยา

คลาริโธมัยซินท่ีไมผานกระบวนการลดขนาด  

 

 

    

 

      

 

 

รูปที่ 4  ภาพถายอนุภาคดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนของ (A) ผงยาคลาริโธมัยซินท่ีไมผานกระบวนการลดขนาด 

(B) นาโนคริสตัลของยาคลาริโธมัยซินท่ีเตรียมดวยวิธี HPH และ (C) นาโนคริสตัลของยาคลาริโธมัยซินท่ีเตรียมดวยวิธี 

PLH  
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2.2 ความเปนผลึกและพหุสัณฐานของนาโนคริสตัลของยาคลาริโธมัยซิน 

 การประเมินความเปนผลึกและพหุสัณฐานของนาโนคริสตัลของยาคลาริโธรมัยซินสามารถพิจารณาไดจาก

ขอมูลการวิเคราะหดวย DSC ประกอบกับขอมูลการวิเคราะหดวย XRPD  จากการศึกษาท่ีเคยมีรายงานมา ช้ีใหเห็นวา 

คลาริโธรมัยซินมีพหุสัณฐานในรูปของผลึก (crystalline) อยางนอย 5 รูปแบบคือ Form I, Form II, Form IV, Form V 

และ Form O และรูปอสัณฐาน (amorphous) โดยทุกพหุสัณฐานจะมีฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาเทาเทียมกัน  อยางไรก็ตาม

พบวา Form II เปนรูปผลึกท่ีมีความคงตัวสูงสุดและมีวางจําหนายในรูปยาท่ัวไป  จากผลการทดลองในการวิเคราะห

ดวย DSC (ดังแสดงในรูปท่ี 5) พบวา ผงยาคลาริโธรมัยซินเปลาท่ีไมผานกระบวนการลดขนาดมี DSC thermogram 

ตรงกับรูปผลึก Form II โดยมีจุดหลอมเหลว (endothermic melting peak) ชัดเจนอยูท่ีประมาณ 226 °C  สําหรับ

poloxamer 407 และ SLS ซ่ึงใชเปนสารเพิ่มความคงตัวของระบบมีการเปล่ียนแปลงคาพลังงานแบบดูดความรอน 

(endothermic peak) ท่ีประมาณ 50 °C และ 100 °C ตามลําดับ  ขณะเดียวกันพบวา peak ท่ีแสดงจุดหลอมเหลวของ

นาโนคริสตัลของยาคลาริโธรมัยซินมีขนาดเล็ก ไมชัดเจน และมีการเคล่ือนออกไปเล็กนอยท่ีประมาณ 235 °C  การ

เปล่ียนแปลงดังกลาวอาจมีผลเน่ืองมาจากความเปนผลึกของคลาริโธรมัยซินท่ีลดลง  โดยการเปล่ียนแปลงไปอยูในรูป

ผลึกอื่นท่ีมีความคงตัวนอยกวาหรืออยูในรูปอสัณฐาน  ซ่ึงเม่ือนํามาประกอบกับขอมูลการวิเคราะหดวย x-ray 

diffractometer (แสดงในรูปท่ี 6) พบวา x-ray diffractogram ของผงยาคลาริโธรมัยซินเปลาท่ีไมผานกระบวนการลด

ขนาดมีลักษณะของผลึกรูปแบบ Form II ซ่ึงมี diffraction peak ท่ีเปนลักษณะเฉพาะท่ีตําแหนง 2θ ดังตอไปน้ี 

8.5°±0.2, 9.5°±0.2, 10.8°±0.2, 11.5°±0.2, 11.9°±0.2, 12.4°±0.2, 13.7°±0.2, 14.1°±0.2, 15.2°±0.2, 

16.5°±0.2, 16.9°±0.2, 17.3°±0.2, 18.1°±0.2, 18.4°±0.2, 19.0°±0.2, 19.9°±0.2 และ 20.5°±0.2  โดยพบวานาโน

คริสตัลของคลาริโธรมัยซินมี diffraction peak ขึ้นท่ีตําแหนงดังกลาวเชนเดียวกัน  ซ่ึงบงบอกวานาโนคริสตัลของคลา

ริโธรมัยซินท่ีไดจากการเตรียมอยูในรูปของผลึกรูปแบบ Form II ขณะเดียวกันยังพบ diffraction peak ของนาโน

คริสตัลของคลาริโธรมัยซินเกิดขึ้นในตําแหนง 2θ ตําแหนงใหมดังตอไปน้ี 5.2°±0.2, 6.7°±0.2, 10.2°±0.2, 

12.3°±0.2, 14.2°±0.2, 15.4°±0.2, 15.7°±0.2 และ 16.4°±0.2  ซ่ึงตําแหนงดังกลาวเปนลักษณะเฉพาะของผลึก

รูปแบบ Form I  นอกจากน้ียังพบวาความสูงของพีค (intensity) ซ่ึงบงบอกความเปนผลึกของนาโนคริสตัลของคลา

ริโธรมัยซินมีขนาดเล็กลงเม่ือเปรียบเทียบกับความสูงของพีค (intensity) ของผงยาคลาริโธรมัยซินเปลาท่ีไมผาน

กระบวนการลดขนาด  ท่ีอาจบงบอกไดวาหลังกระบวนการผลิตนาโนคริสตัลของยาคลาริโธรมัยซินบางสวนจะเกิดการ

เปล่ียนแปลงสัณฐานจากรูปแบบผลึกท่ีคงตัว Form II ไปเปนรูปแบบผลึก Form I หรือรูปแบบอสัณฐาน (amorphous) 

ท่ีมีความคงตัวนอยกวา  ซ่ึงเหตุการณดังกลาวสามารถเกิดขึ้นไดเน่ืองจากในกระบวนการผลิตมีการใชพลังงานสูงใน

การลดขนาดอนุภาค (high pressure homogenization) และการทําใหเย็นอยางรวดเร็วในขั้นตอน lyophilization  

ดังน้ันจึงอาจสรุปไดวานาโนคริสตัลของยาคลาริโธรมัยซินภายหลังกระบวนการผลิตจะอยูในรูปผลึก (crystalline) Form 

II และ Form I และมีบางสวนในรูปแบบอสัณฐาน (amorphous)  นาโนคริสตัลของยาคลาริโธรมัยซินในรูปผลึก 

(crystalline) จะมีขอดีในเรื่องความคงตัวของนาโนคริสตัล  ขณะเดียวกันนาโนคริสตัลบางสวนซ่ึงอยูในรูปอสัณฐาน 

(amorphous) จะสงผลใหเกิดขอดีในการเพิ่มการละลายของยาควบคูกัน 
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รูปที่ 5  DSC thermogram ของผงยาคลาริโธมัยซินท่ีไมผานกระบวนการลดขนาด, poloxamer 407, SLS และนาโน

คริสตัลของยาคลาริโธรมัยซิน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 6  XRPD diffractogram ของผงยาคลาริโธมัยซินท่ีไมผานกระบวนการลดขนาด, poloxamer 407, SLS และนา

โนคริสตัลของยาคลาริโธรมัยซิน 
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  2.3 วิเคราะหการเกิด interaction ระหวางนาโนคริสตัลและสารลดแรงตึงผิวที่ใชเพ่ิมความคงตัวของ

ระบบ 

 จาก FT-IR spectra (แสดงในรูปท่ี 7) พบวา คลาริโธรมัยซินเปลาท่ีไมผานกระบวนการลดขนาดฃมี peak 

ลักษณะเฉพาะขึ้นท่ีตําแหนง 1692 cm
-1
  แสดงถึง C=O stretching ของหมู ketone, ตําแหนง 1733 cm

-1
 แสดงถึงหมู 

carbonyl ในวง lactone, ตําแหนง 1170-1053 cm
-1
 แสดงถึง C-O stretching ของ ether, ตําแหนง 2974-2940 cm

-1
 

แสดงถึง C-H stretching ของหมูแทนท่ี alkyl-CH3 และตําแหนง 3473 cm
-1
 แสดงถึง O-H stretching ในโครงสราง

ของยาคลาริโธรมัยซิน  ผลการทดลอง พบวา นาโนคริสตัลของยาคลาริโธรมัยซินให peak ของ FT-IR spectra ใน

รูปแบบและตําแหนงเดียวกับคลาริโธรมัยซินเปลาท่ีไมผานกระบวนการลดขนาด โดยไมพบตําแหนงของ peak ท่ี

เกิดขึ้นใหมซ่ึงแสดงถึงการเกิด interaction กันระหวางยาและสารลดแรงตึงผิวท่ีใชในระบบ  จึงอาจสรุปไดวา ภายหลัง

การเตรียมนาโนคริสตัลของยาคลาริโธรมัยซินไมพบการเปล่ียนแปลงโครงสรางทางเคมีของตัวยาหรือการเกิด 

interaction กันระหวางตัวยากับสารลดแรงตึงผิวท่ีใชเพิ่มความคงตัวของระบบ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 7  FT-IR spectra ของ (A) ผงยาคลาริโธมัยซินท่ีไมผานกระบวนการลดขนาด, (B) poloxamer 407, (C) SLS 

และ (D) นาโนคริสตัลของยาคลาริโธรมัยซิน 

 
(3)  การศึกษาคาการละลาย (saturation solubility) ของนาโนคริสตัลของยาคลาริโธรมัยซิน 

 การเพิ่มคาการละลาย (saturation solubility) เปนคุณสมบัติสําคัญซ่ึงเปนวัตถุประสงคในการผลิตนาโน

คริสตัล โดยการเพิ่มขึ้นของคาการละลายเปนผลมาจากขนาดอนุภาคท่ีลดลงและการเพิ่มขึ้นของ dissolution pressure 

ท่ีผิวโคงของอนุภาคนาโนคริสตัลซ่ึงสามารถอธิบายไดดวย Ostwald-Freundlich theory และ Kelvin equation  จากผล

การทดลองหาคาการละลายในตัวกลางการละลายบัฟเฟอรตางชนิดกัน พบวา คาการละลายของตํารับคลาริโธรมัยซิน

ในบัฟเฟอร pH 5.0 จะมีคาสูงกวาในบัฟเฟอร pH 6.8 (แสดงในรูปท่ี 8)  จากการทดลองหาคาการละลายในบัฟเฟอร 

pH 6.8 (รูปท่ี 8A) หลังจาก 72 ช่ัวโมงพบวานาโนคริสตัลของยาคลาริโธรมัยซินตํารับ C1F2S01 และ C1F5S01, ผง



BRG5680020 การพัฒนานาโนคริสตัลของคลาริโธมัยซินฯ  20 
 

ยาคลาริโธรมัยซินท่ีไมผานกระบวนการลดขนาดซ่ึงผสมสารเพิ่มความคงตัวในสูตรตํารับ C1F2S01 และผงยาคลาริโธร

มัยซินเปลาท่ีไมผานกระบวนการลดขนาด มีคาการละลายเทากับ 2.93±0.11, 3.10±0.31, 2.09±0.13 และ 0.57±0.13 

mg/ml ตามลําดับ  ซ่ึงพบวานาโนคริสตัลของยาคลาริโธรมัยซินมีคาการละลายเพิ่มสูงขึ้นประมาณ 6 เทา อยางมี

นัยสําคัญ (p < 0.05) เม่ือเปรียบเทียบกับผงยาคลาริโธรมัยซินเปลาท่ีไมผานกระบวนการลดขนาด  และเชนเดียวกัน

จากผลการทดลองหาคาการละลายในบัฟเฟอร pH 5.0 (รูปท่ี 8B) พบวาหลังจาก 72 ช่ัวโมงคาการละลายของนาโน

คริสตัลของยาคลาริโธรมัยซินตํารับ C1F2S01 และ C1F5S01, ผงยาคลาริโธรมัยซินท่ีไมผานกระบวนการลดขนาดซ่ึง

ผสมสารเพิ่มความคงตัวในสูตรตํารับ C1F2S01 และผงยาคลาริโธรมัยซินเปลาท่ีไมผานกระบวนการลดขนาดมีคา

เทากับ 17.51±0.556, 18.57±1.20, 15.08±0.95 และ 14.42±0.29 mg/ml ตามลําดับ ซ่ึงจากผลการทดลองแสดงให

เห็นวานาโนครสิตัลของยาคลาริโธรมัยซินใหคาการละลายท่ีสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญประมาณ 1.5 เทาเม่ือเปรียบเทียบ

กับผงยาคลาริโธรมัยซินเปลาท่ีไมผานกระบวนการลดขนาด (p < 0.05)  อยางไรก็ตามผลการทดลอง พบวา คาการ

ละลายของนาโนคริสตัลท้ังสองตํารับ (C1F2S01 และ C1F5S01) ในแตละตัวกลางการละลายบัฟเฟอรจะมีคาไม

แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p > 0.05) ซ่ึงการเทาเทียมกันของคาการละลายดังกลาวอาจเปนผลมาจากขนาดอนุภาค

ของนาโนคริสตัลท่ีเทากันในสูตรตํารับท้ังสอง 

 เม่ือพิจารณา kinetics ของคาการละลาย พบวา นาโนคริสตัลของยาคลาริโธรมัยซินมีคาการละลายเพิ่มขึ้น

อยางรวดเร็วภายใน 1 ช่ัวโมงแรกของการละลาย จากน้ันคาการละลายจะคอย ๆ ลดลงมาแลวคงท่ีภายใน 6-12 ช่ัวโมง  

ปรากฏการณดังกลาวสามารถอธิบายไดเน่ืองจากในชวงแรกของการละลายอนุภาคนาโนคริสตัลซ่ึงมีขนาดเล็ก (nano-

sized) และมีพื้นท่ีผิวในการละลายสูงสงผลใหคาการละลายเริ่มตนมีความเขมขนมาก  อยางไรก็ตามเน่ืองจากในตํารับ

นาโนคริสตัลยังคงมีอนุภาคบางสวนท่ีมีขนาดใหญ (micro-sized)  ซ่ึงอนุภาคขนาดใหญดังกลาวจะทําหนาท่ีเปน nuclei  

ทําใหเกิดการ recrystallization เปนอนุภาคขนาดใหญและสงผลใหคาการละลายลดลงในชวงเวลาถัดมา  ดวยเหตุน้ีจึง

ควรมีอนุภาค micro-sized ในปริมาณนอยท่ีสุดเทาท่ีเปนไปไดในตํารับนาโนคริสตัล เพื่อรักษาคาการละลายและความ

คงตัวของระบบ 
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รูปที่ 8  kinetics ของคาการละลายของผงยาคลาริโธรมัยซินเปลาท่ีไมผานกระบวนการลดขนาด (clarithromycin), ผงยาคลาริโธรมัยซินท่ีไมผานกระบวนการลดขนาดซ่ึงผสมสารเพิม่

ความคงตัวในสูตรตํารับ C1F2S01 (coarse suspension) และนาโนคริสตัลของยาคลาริโธรมัยซินตํารับ C1F2S01 และ C1F5S01 ในตัวกลางการละลายบัฟเฟอร (A) pH 6.8 และ (B) 

pH 5.0 ภายใตสภาวะควบคุมอุณหภูมิท่ี 37 °C (n=3) (สวนขยายท่ีแทรกมาแสดง kinetics ของคาการละลายของตัวอยางในชวงแรกของการทดลอง) 

*มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญระหวางผงยาคลาริโธรมัยซินเปลาท่ีไมผานกระบวนการลดขนาดกับสารตัวอยางตํารบัอื่นๆ (p < 0.05) 

* * * 

* * 
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(4) การศึกษาคุณสมบัติการละลาย (dissolution) ของนาโนคริสตัลของยาคลาริโธรมัยซิน  

  การศึกษาการละลายของนาโนคริสตัลของยาคลาริโธรมัยซินสูตรตํารับ C1F2S01 และ C1F5S01 

เปรียบเทียบกับผงยาคลาริโธรมัยซินเปลาท่ีไมผานกระบวนการลดขนาด และผงยาคลาริโธรมัยซินท่ีไมผาน

กระบวนการลดขนาดซ่ึงผสมสารเพิ่มความคงตัวเชนเดียวกับท่ีมีในสูตรตํารับ C1F2S01 ในตัวกลางการละลาย

บัฟเฟอร pH 6.8 (แสดงในรูปท่ี 9A) พบวา ภายใน 10 นาทีแรก เปอรเซนตคลาริโธรมัยซินท่ีละลายออกมาจากผงยา

คลาริโธรมัยซินเปลาท่ีไมผานกระบวนการลดขนาด, ผงยาคลาริโธรมัยซินท่ีไมผานกระบวนการลดขนาดซ่ึงผสมสาร

เพิม่ความคงตัวเชนเดียวกับท่ีมีในสูตรตํารับ C1F2S01 และนาโนคริสตัลของยาคลาริโธรมัยซินสูตรตํารับ C1F2S01 

และ C1F5S01 มีคาเทากับ 4.91±1.28%, 39.24±3.7%, 78.81±18.89% และ 68.05±10.15% ตามลําดับ  ซ่ึงเห็นได

ชัดเจนวา นาโนคริสตัลของยาคลาริโธรมัยซินท้ังสองตํารับสามารถเพิ่มเปอรเซนตการละลายของคลาริโธรมัยซินได

ตั้งแตในชวง 10 นาทีแรกของการละลาย  นอกจากน้ี พบวาอัตราการละลายของนาโนคริสตัลจะเพิ่มขึ้นและเริ่มเขาสู 

plateau ท่ีประมาณ 80% ภายใน 20 นาทีของการละลาย  ขณะท่ี ณ เวลาเดียวกันผงยาคลาริโธรมัยซินเปลาท่ีไมผาน

กระบวนการลดขนาดและผงยาคลาริโธรมัยซินท่ีไมผานกระบวนการลดขนาดซ่ึงผสมสารเพิ่มความคงตัวเชนเดียวกับท่ี

มีในสูตรตํารับ C1F2S01 ใหเปอรเซนตการละลายเพียงประมาณ 15% และ 50% ตามลําดับ  หลังจากการละลายท่ี 

120 นาที นาโนคริสตัลของยาคลาริโธรมัยซินสูตรตํารับ C1F2S01 และ C1F5S01 ใหการละลายไดสูงสุดท่ี 

84.89±2.77% และ 87.49±2.96% ตามลําดับ  ในขณะเดียวกันผงยาคลาริโธรมัยซินเปลาท่ีไมผานกระบวนการลด

ขนาดและผงยาคลาริโธรมัยซินท่ีไมผานกระบวนการลดขนาดซ่ึงผสมสารเพิ่มความคงตัวเชนเดียวกับท่ีมีในสูตรตํารับ 

C1F2S01 จะใหเปอรเซนตการละลายสูงสุดเพียง 50.31±0.96% และ 79.51±1.88% ตามลําดับ 

การศึกษาการละลายของนาโนคริสตัลของยาคลาริโธรมัยซินสูตรตํารับ C1F2S01 และ C1F5S01 

เปรียบเทียบกับผงยาคลาริโธรมัยซินเปลาท่ีไมผานกระบวนการลดขนาด และผงยาคลาริโธรมัยซินท่ีไมผาน

กระบวนการลดขนาดซ่ึงผสมสารเพิ่มความคงตัวเชนเดียวกับท่ีมีในสูตรตํารับ C1F2S01 ในตัวกลางการละลาย

บัฟเฟอร pH 5.0 (แสดงในรูปท่ี 9B) พบวาการละลายของตํารับยาคลาริโธรมัยซินท่ี pH 5.0 มีการละลายท่ีดีกวาท่ี pH 

6.8  โดยนาโนคริสตัลของยาคลาริโธมัยซินท้ังสองตํารับจะมีการละลายไดดีกวาผงยาคลาริโธรมัยซินเปลาท่ีไมผาน

กระบวนการลดขนาดและผงยาคลาริโธรมัยซินท่ีไมผานกระบวนการลดขนาดซ่ึงผสมสารเพิ่มความคงตัวเชนเดียวกับท่ี

มีในสูตรตํารับ C1F2S01  การศึกษาพบวาภายใน 10 นาทีแรกเปอรเซนตการละลายของผงยาคลาริโธรมัยซินเปลาท่ี

ไมผานกระบวนการลดขนาด, ผงยาคลาริโธรมัยซินท่ีไมผานกระบวนการลดขนาดซ่ึงผสมสารเพิ่มความคงตัว

เชนเดียวกับท่ีมีในสูตรตํารับ C1F2S01 และนาโนคริสตัลของยาคลาริโธรมัยซินสูตรตํารับ C1F2S01 และ C1F5S01 มี

คาเทากับ 63.89±2.87%, 64.09±5.88%, 71.40±5.82% และ 90.34±3.76% ตามลําดับ  ภายใน 20 นาทีของการ

ละลายนาโนคริสตัลจะมีเปอรเซนตการละลายเพิ่มขึ้นถึง 90% ขณะท่ีผงยาคลาริโธรมัยซินเปลาท่ีไมผานกระบวนการ

ลดขนาดและผงยาคลาริโธรมัยซินท่ีไมผานกระบวนการลดขนาดซ่ึงผสมสารเพิ่มความคงตัวเชนเดียวกับท่ีมีในสูตร

ตํารับ C1F2S01 สามารถละลายไดเพียง 70%  นอกจากน้ียังพบวาหลังจากการละลายครบ 120 นาที นาโนคริสตัล

สามารถใหเปอรเซนตการละลายสูงสุดไดถึง 95%  ในขณะเดียวกัน ผงยาคลาริโธรมัยซินเปลาท่ีไมผานกระบวนการลด

ขนาดและผงยาคลาริโธรมัยซินท่ีไมผานกระบวนการลดขนาดซ่ึงผสมสารเพิ่มความคงตัวเชนเดียวกับท่ีมีในสูตรตํารับ 

C1F2S01 จะสามารถใหเปอรเซนตการละลายสูงสุดไดประมาณ 80% 
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 เม่ือวิเคราะหคาตัวแปรทางสถิติของการละลาย (แสดงในตารางท่ี 5) พบวานาโนคริสตัลของยาคลาริโธรมัย

ซินสูตรตํารับ C1F2S01 และ C1F5S01 มีคา relative dissolution rate at 30 min (RD 30 min) เพิ่มขึ้น 4.31 และ 

4.36 เทา ในตัวกลางการละลายบัฟเฟอร pH 6.8  และเพิ่มขึ้น 1.24 และ 1.28 เทาในตัวกลางการละลายบัฟเฟอร pH 

5.0 เม่ือเปรียบเทียบกับผงยาคลาริโธรมัยซินเปลาท่ีไมผานกระบวนการลดขนาด  เม่ือพิจารณาคาตัวแปร mean 

dissolution time (MDT) ของนาโนคริสตัลของยาคลาริโธรมัยซินท้ังสองสูตรตํารับ พบวา มีคาต่ํากวาผงยาคลาริโธรมัย

ซินเปลาท่ีไมผานกระบวนการลดขนาดและผงยาคลาริโธรมัยซินท่ีไมผานกระบวนการลดขนาดซ่ึงผสมสารเพิ่มความคง

ตัวเชนเดียวกับท่ีมีในสูตรตํารับ C1F2S01  ซ่ึงบงบอกวาตํารับนาโนคริสตัลใชเวลาเฉล่ียในการละลาย 50% นอยกวา

และมีอัตราการละลายท่ีสูงกวาตํารับผงยาท่ีไมผานการลดขนาด  นอกจากน้ียังพบวา percent dissolution efficiency 

at 30 min (%DE 30 min) ซ่ึงแสดงถึง dissolution performance ของนาโนคริสตัลท้ังสองตํารับมีคาสูงกวาผงยาคลา

ริโธรมัยซินเปลาท่ีไมผานกระบวนการลดขนาดและผงยาคลาริโธรมัยซินท่ีไมผานกระบวนการลดขนาดซ่ึงผสมสารเพิ่ม

ความคงตัวเชนเดียวกับท่ีมีในสูตรตํารับ C1F2S01  ดังน้ันคาดังกลาวจึงเปนการช้ีใหเห็นถึง dissolution performance 

ท่ีเพิ่มขึ้นของนาโนคริสตัลท้ังสองตํารับ  นอกจากน้ัน เม่ือพิจารณา difference factor (f1) และ similarity factor (f2) 

ของนาโนคริสตัลของยาคลาริโธรมัยซินเปรียบเทียบกับผงยาคลาริโธรมัยซินเปลาท่ีไมผานกระบวนการลดขนาด พบวา

นาโนคริสตัลท้ังสองสูตรตํารับใหคา f1 มากกวา 15 และคา f2 นอยกวา 50 ซ่ึงบงบอกวาตํารับนาโนคริสตัลท้ังสองมี 

dissolution profile ท่ีแตกตางจากผงยาคลาริโธรมัยซินเปลาท่ีไมผานกระบวนการลดขนาด จากคาตัวแปรทางสถิติ

สําหรับการละลายดังกลาว  จึงอาจสรุปไดวาการเตรียมยาคลาริโธรมัยซินในรูปแบบนาโนคริสตัลสงผลใหยามี

ความสามารถในการละลายไดดีขึ้นซ่ึงเปนผลเน่ืองมาจากขนาดอนุภาคท่ีเล็กลงในระดับนาโน, พื้นท่ีผิวอนุภาคท่ีเพิ่มขึ้น 

และการเพิ่มขึ้นของคาการละลาย 
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รูปที่ 9  dissolution profile ของผงยาคลาริโธรมัยซินเปลาท่ีไมผานกระบวนการลดขนาด (clarithromycin), ผงยาคลาริโธรมัยซินท่ีไมผานกระบวนการลดขนาดซ่ึงผสมสารเพิ่มความคง

ตัวในสูตรตํารับ C1F2S01 (coarse suspension) และนาโนคริสตัลของยาคลาริโธรมัยซินตํารับ C1F2S01 และ C1F5S01 ในตัวกลางการละลายบัฟเฟอร (A) pH 6.8 และ (B) pH 5.0 

ภายใตสภาวะควบคุมอณุหภูมิท่ี 37 °C (n=3)  
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ตารางท่ี 5 คาตัวแปรทางสถิติของการละลายไดแก percent dissolution efficiency at 30 min (%DE 30 min), 

relative dissolution rate at 30 min (RD 30 min), mean dissolution time (MDT), difference factor (f1) และ 

similarity factor (f2) ของผงยาคลาริโธรมัยซินเปลาท่ีไมผานกระบวนการลดขนาด (clarithromycin), ผงยาคลาริโธรมัย

ซินท่ีไมผานกระบวนการลดขนาดซ่ึงผสมสารเพิ่มความคงตัวเชนเดียวกับท่ีมีในสูตรตํารับ C1F2S01 (coarse 

suspension) และนาโนคริสตัลของยาคลาริโธรมัยซินสูตรตํารับ C1F2S01 และ C1F5S01 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(5) การศึกษาความเปนพิษตอเซลล (cytotoxicity) ของนาโนคริสตัลของยาคลาริโธรมัยซิน 

Formulations in acetate buffer  
pH 5.0 

Statistical values  
%DE 30 min RD 30 min MDT  f1 f2 

Clarithromycin  56.67 - 11.94 - - 
Coarse suspension  57.10 1.01 12.88 1.31 90.84 

Formulation C1F2S01  68.74 1.24 9.34 20.60 46.73 
Formulation C1F5S01 76.58 1.28 6.42 26.90 41.21 

Formulations in phosphate buffer  
pH 6.8 

Statistical values  
%DE 30 min RD 30 min MDT  f1 f2 

Clarithromycin  9.69 - 47.34 - - 
Coarse suspension  40.81 3.42 19.16 153.09 27.03 

Formulation C1F2S01  67.19 4.31 7.61 226.97 18.20 
Formulation C1F5S01 61.79 4.36 10.86 220.24 19.09 
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จากผลการทดลองหา % cell viability ของ Caco-2 cell และ NCI-N87 cell ดวย MTT assay หลังจากการ 

incubate ดวยสารตัวอยางเปนเวลา 24 ช่ัวโมง (ดังแสดงในรูปท่ี 10 และ 11 ตามลําดับ) พบวาเซลลท้ังสองชนิดใหผล

การทดลองเปนไปในทิศทางเดียวกัน  โดยเซลลจะสามารถมีชีวิตอยูไดตลอดระยะเวลาท่ีทําการศึกษาเม่ือความเขมขน

ของคลาริโธรมัยซินในตํารับไมเกิน 50 µM  อยางไรก็ตามเม่ือความเขมขนของคลาริโธรมัยซินในตํารับเพิ่มขึ้นมากกวา 

50 µM พบวา % cell viability จะลดลง โดยเฉพาะอยางยิ่งสารตวัอยางนาโนคริสตัลของคลาริโธรมัยซินตํารับ 

C1F2S01 และ C1F5S01 พบวาเม่ือทําการ incubate cell monolayer ท้ังสองชนิดดวยตํารับนาโนคริสตัลดังกลาวท่ี

ความเขมขน 100 และ 150 µM % cell viability ของเซลลท่ี incubate ดวยตํารับนาโนคริสตัลจะลดลงต่ํากวา 80% 

เม่ือเปรยีบเทียบกับกลุมควบคุม (p < 0.05) ซ่ึงอาจแสดงถึงความเปนพิษตอเซลลของตํารับนาโนคริสตัลเม่ือใชใน

ปริมาณท่ีสูงขึ้น   

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 10  อิทธิพลของความเขมขนของนาโนคริสตัลสูตรตํารับ C1F2S01 และ C1F5S01, ผงยาคลาริโธรมัยซินเปลาท่ี

ไมผานกระบวนการลดขนาด และผงยาคลาริโธรมัยซินท่ีไมผานกระบวนการลดขนาดซ่ึงผสมสารเพิ่มความคงตัว

เชนเดียวกับท่ีมีในสูตรตํารับ C1F2S01 ตอ % cell viability ของ Caco-2 cell หลังการ incubate ท่ี 37 °C เปนเวลา 

24 ช่ัวโมง (n=8) 

* แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญระหวาง % cell viability ของตํารับกับกลุมควบคุมของแตละตํารับน้ันๆ 
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รูปที่ 11  อิทธิพลของความเขมขนของนาโนคริสตัลสูตรตํารับ C1F2S01 และ C1F5S01, ผงยาคลาริโธรมัยซินเปลาท่ี

ไมผานกระบวนการลดขนาด และผงยาคลาริโธรมัยซินท่ีไมผานกระบวนการลดขนาดซ่ึงผสมสารเพิ่มความคงตัว

เชนเดียวกับท่ีมีในสูตรตํารับ C1F2S01 ตอ % cell viability ของ NCI-N87 cell หลังการ incubate ท่ี 37 °C เปนเวลา 

24 ช่ัวโมง (n=8) 

* แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญระหวาง % cell viability ของตํารับกับกลุมควบคุมของแตละตํารับน้ันๆ 
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(6) การศึกษาความคงตัวทางกายภาพของนาโนคริสตัลของยาคลาริโธรมัยซิน 

  รูปท่ี 12 แสดงผลการศึกษาความคงตัวทางกายภาพของนาโนคริสตัลของยาคลาริโธรมัยซินภายหลังการผลิต

และภายหลังการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 °C, 30 °C และ 45 °C เปนเวลา 4 เดือน  จากผลการทดลองพบวาหลังการ

เก็บรักษาเปนเวลา 4 เดือนในทุกสภาวะอุณหภูมิ นาโนคริสตัลท้ังสองสูตรตํารับ (C1F2S01 และ C1F5S01) มีขนาด

อนุภาคเฉล่ีย (z-ave) และ polydispersit index (PI) ไมแตกตางจากนาโนคริสตัลท่ีไดหลังจากการผลิตใหม (p > 0.05) 

นอกจากน้ีเม่ือพิจารณาคาความตางศักยท่ีผิวอนุภาคพบวาหลังการเก็บรักษาเปนเวลา 4 เดือนในทุกสภาวะอุณหภูมิ 

นาโนคริสตัลของยาคลาริโธรมัยซินยังคงมีคาความตางศักยท่ีผิวอนุภาคสูงกวา |30 mV| ซ่ึงบงบอกวานาโนคริสตัลของ

ยาคลาริโธรมัยซินท้ังสองสูตรตํารับ (C1F2S01 และ C1F5S01) มีความคงตัวทางกายภาพตลอดระยะเวลาการเก็บ

รักษา 4 เดือน ซ่ึงอาจเปนผลเน่ืองมาจากนาโนคริสตัลดังกลาวอยูในรูปแบบของผงแหงซ่ึงสามารถปองกันการเกิดการ

เกาะกลุมกันของอนุภาคและการโตขึ้นของอนุภาคได 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 12  ขนาดอนุภาคเฉล่ีย (z-ave, column), polydispersity index (PI, diamond spot), คาความตางศักยท่ีผิว

อนุภาค (ZP) ของนาโนคริสตัลของยาคลาริโธรมัยซินสูตรตํารับ C1F2S01 และ C1F5S01 ท่ีเวลาหลังการผลิต (ขาว) 

และหลังการเก็บรักษาเปนเวลา 4 เดือนท่ีอุณหภูมิ 4 °C (เทาออน), 30°C (เทา) และ 45°C (เทาเขม) 
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สรุปผลการทดลอง 

  

การเตรียมนาโนคริสตัลของยาคลาริมัยซิน พบวาเทคนิคการผลิตนาโนคริสตัลดวยวิธี precipitation-

homogenization-lyophilization (PLH) ใหประสิทธิภาพในการลดขนาดอนุภาคไดดีและใชจํานวนครั้งการผานเครื่อง 

high pressure homogenizer นอยกวาเม่ือเปรียบเทียบกับเทคนิค high pressure homogenization (HPH) โดยสูตร

ตํารับ C1F2S01 และ C1F5S01 ซ่ึงมีสวนประกอบของสารลดแรงตึงผิว poloxamer 407 2 %w/v และ 5 %w/v 

ตามลําดับ และสารลดแรงตึงผิวรวม SLS 0.1 %w/v เปนสูตรตํารับท่ีเหมาะสมโดยใหขนาดอนุภาคท่ีเล็กและมีการ

กระจายขนาดท่ีสมํ่าเสมอ นาโนคริสตัลของยาคลาริโธรมัยซินหลังการผลิตมีขนาดอนุภาคเฉล่ียประมาณ 400 nm และ

คาการกระจายขนาดอนุภาคประมาณ 0.3-0.4  และพบวาความตางศักยท่ีผิวอนุภาคมีคามากกวา -30 mV ซ่ึงแสดงถึง

ความคงตัวของระบบ การทดสอบลักษณะทางกายภาพของอนุภาคนาโนคริสตัลพบวาอนุภาคมีรูปรางคลายสี่เหล่ียม

ลูกบาศก อยูในรูปผลึก (crystalline) และมีบางสวนอยูในรูปอสัณฐาน (amorphous)  การประเมินความเปนผลึกและ

พหุสัณฐานของนาโนคริสตัลของยาคลารโิธรมัยซินสามารถพิจารณาไดจากขอมูลการวิเคราะหดวย DSC ประกอบกับ

ขอมูลการวิเคราะหดวย XRPD แสดงใหเห็นวา นาโนคริสตัลของยาคลาริโธรมัยซินภายหลังกระบวนการผลิตจะอยูใน

รูปผลึก (crystalline) Form II และ Form I และมีบางสวนในรูปแบบอสัณฐาน (amorphous)  และผลจาก FT-IR 

ช้ีใหเห็นวา ภายหลังการเตรียมนาโนคริสตัลของยาคลาริโธรมัยซินไมพบการเปล่ียนแปลงโครงสรางทางเคมีของตัวยา

หรือการเกิด interaction กันระหวางตัวยากับสารลดแรงตึงผิวท่ีใชเพิ่มความคงตัวของระบบ 

จากการศึกษาคาการละลาย (saturation solubility) และคุณสมบัติการละลาย (dissolution) ในตัวกลางการ

ละลายบัฟเฟอร pH 5.0 และ 6.8 พบวาตํารับนาโนคริสตัลมีคาการละลายท่ีสูงกวาและมีคุณสมบัติการละลายท่ีดีกวาผง

ยาคลาริโธรมัยซินท่ีไมผานกระบวนการลดขนาด ซ่ึงนาจะเปนผลมาจากขนาดอนุภาคท่ีลดลงในระดับนาโนของนาโน

คริสตัล โดยคาการละลายและคุณสมบัติการละลายของตํารับนาโนคริสตัลท้ังสองท่ีทําการศึกษาไมแตกตางกันมากนัก

เน่ืองมาจากนาโนคริสตัลท้ังสองมีขนาดอนุภาคท่ีใกลเคียงกัน ผลการศึกษาความเปนพิษตอเซลลพบวาเซลลเยื่อบุ

ทางเดินอาหารสามารถมีชีวิตอยูไดตลอดระยะเวลาท่ีทําการศึกษาเม่ือใชความเขมขนของยาในตํารับนาโนคริสตัลไม

เกิน 50 µM และพบวานาโนคริสตัลของยาคลาริโธรมัยซินท้ังสองตํารับมีความคงตัวทางกายภาพท่ีอุณหภูมิ 4 °C, 30 

°C และ 45 °C ตลอดระยะเวลา 4 เดือนในการเก็บรักษา 
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Introduction 

The poor solubility of drug is a major problem which can limit the development of highly 
potent pharmaceutics.  The drugs with low solubility will confine the bioavailability and the 
absorption, especially drugs in class II of the Biopharmaceutical Classification System (BCS).  
Several strategies have been employed to overcome these limitations including physical and chemical 
modifications.  Techniques used in the physical modification are decreasing particle size 
(micronization, nanonization), formation of polymorphs/pseudopolymorphs (including solvates), 
complexation/solubilization (by means of using surfactants or cyclodextrins, conjugation to 
dendrimers, and an addition of co-solvents) and preparation of drug dispersions in carriers (eutectic 
mixtures, non-molecular solid dispersions, solid solutions).  For the chemical modification, the used 
technique is the synthesis of soluble prodrugs and salts (1-5). 

Particle size reduction has been a much smarter approach that can be applied to nonspecific 
formulation for many years.  The nanocrystals were invented at the beginning of the 1990s and the 
first products appeared very fast in the market from the year 2000 onwards.  Additionally, drug 
nanocrystals are a universal approach generally applied to all poorly soluble drugs for the reason that 
all drugs can be disintegrated into nanometer-sized particles (6).  Drug nanocrystals are nanoscopic 
crystals of the parent compound with the dimension of less than 1 µm.  They are composed of 100% 
drug without carriers and typically stabilized with surfactants or polymeric steric stabilizers.  A 
dispersion of drug nanocrystals in an liquid medium and stabilized by surface active agents is so-
called nanosuspensions.  The dispersion medium can be water, aqueous or nonaqueous media e.g. 
liquid polyethylene glycol (PEG) and oils.  The nanosuspensions can be used to formulate compounds 
that are insoluble in both water and oil and to reformulate existing drugs to remove toxicologically 
less favourable excipients (2, 4, 7). 
 
Special features of nanocrystals to enhance oral bioavailability  

Drug nanocrystals possess outstanding features enabling to solve the problems of poorly 
soluble drugs, including an increase in saturation solubility, an increase in dissolution velocity, and an 
increased adhesiveness to surface/cell membranes (6). 
An increase in saturation solubility  

The saturation solubility is a function of the crystalline structure (i.e. lattice energy) and 
particle size.  The polymorphic modification with highest energy and lowest melting point leads to the 
best solubility.  Occasionally, during the production, homogenization process generates amorphous 
fraction with high inner energy that contributes to an increase in solubility of substance.  Regarding 
the particle size aspect, the saturation solubility of drug increases with a decrease in particle size 
according to the Ostwald-Freundlich equation.  However, this effect is not substantial for large 
particles but will be pronounced for materials that have a mean particle size of less than 1-2 µm, 
especially well under 200 nm (2-4, 8-11). 
An increase in dissolution velocity 

The size reduction of nanocrystals leads to an increased surface area, resulting in an increase 
in the dissolution velocity according to the Noyes-Whitney.  In addition, the size reduction of 
nanocrystals also leads to an increased saturation solubility which provides two advantages.  Firstly, 
dissolution velocity is enhanced due to an increase in concentration gradient.  Secondly, the increased 
saturation solubility contributes to an increase in concentration gradient between gut lumen and blood; 
therefore, permeation and absorption by passive diffusion are further promoted.  Furthermore, the 
particle size reduction results in a decreased diffusional distance according to Prandtl equation, which 
consequently increases the dissolution velocity as described by Noyes-Whitney equation (2-4, 8-11). 
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An increased adhesiveness to surface/cell membranes 
 An increased adhesiveness of nanomaterials is usually due to larger contact area of small 
particles as compared to large particles.  Similar to other nanoparticles, drug nanocrystals show strong 
adhesiveness to tissue which leads to an improvement in oral absorption of poorly soluble drugs (2, 
3). 

The high drug loading of nanocrystals is one aspect that makes nanocrystals efficiently 
transport the drug into cells, reaching a sufficiently high therapeutic concentration for 
pharmacological effect (6, 10).  Another special feature of drug nanocrystals is a long-term stability.  
The nanosuspension provides good physical stability due to an absence of aggregation and Ostwald 
ripening.  In addition, prevention of aggregation is achieved by an addition of ionic surfactants, non-
ionic surfactants or polymers. 

The properties of drug nanocrystals are summarized in Table 1 (4). 
 

Table 1  Properties of drug nanocrystals that give benefits over the microsized particles 
            Properties of drug nanocrystals 

1. Particle size below 1 µm 
2. 100% Drug, no carrier 
3. Generally needed to be stabilized by surface active agent 
4. Crystalline or amorphous structure (Amorphous state offering advantages) 
5. Increase in saturation solubility 
6. Increase in dissolution velocity 

 
Preparation of nanocrystals 

The techniques to produce drug nanocrystals are divided into two basic approaches, the 
bottom up and the top down technologies. 
Bottom up processes (2, 4, 6) 

This technique is known as a classical precipitation process.  In this process, it is necessary 
to control the structure of the particles and avoid the growth of the particles by controlling influence 
factors and adding stabilizers such as surfactants.  However, a basic disadvantage of precipitation 
processes is the use of organic solvents which is needed to be removed leading to high production 
costs.  Hence, in pharmaceutical industry, the bottom up processes has not been employed for the 
production of the marketed drug. 
Top down processes (1-4, 6, 12)  

In this process, large crystals in the micrometer range are reduced to the nanodimension by 
diminuting; such as a milling process and high pressure homogenization.  For the milling method, dry 
milling (e.g. jet milling) is not efficient to obtain a size in the nanometer range; therefore, wet milling 
is applied.  The classical milling process is the pearl mill (bead mill), being the NanoCrystalTM 
technology which is an important technology used to produce four FDA-approved drugs; Rapamune®, 
Emend®, Tricor®, and Megace ES® (13).  The common problem of this technology is an erosion of 
milling material and an adherence of product to the inner surface area of the mill.  For the 
homogenization method, three important technologies to produce nanocrystals are Microfluidizer 
technology (IDD-PTMTM technology), Piston gap homogenization in water (Dissocubes® technology) 
and in water mixtures or in nonaqueous media (Nanopure® technology).  An important advantage of 
this method is a considerably high productivity with low microparticles and low level of 
contamination from erosion of the homogenizer wall. 
Other techniques for the production of drug nanocrystals (2, 4, 6, 11, 12) 

Although high pressure homogenization has been frequently used, due to its simplicity, 
feasibility in large-scale production and low product contamination (11), it still encounters some 
limitations.  For the high hardness solid drug, an extreme pressure and more homogenization cycles 
are considerably required.  Moreover, the particle size of starting material must be small enough to 
pass through a homogenizer gap to avoid its blockage.  Therefore, combination technologies have 
been developed to facilitate the nanocrystal production to reduce the passage number of 
homogenization or to provide very small particles prior to homogenization.  The patented 
combination technologies are, for example, NanoEdge® (a combination of precipitation and high 
pressure homogenization) (12) and SmartCrystal® (e.g. H42 process: a combination of spray drying 
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with high pressure homogenization, and H96 process (a combination of lyophilization and high 
pressure homogenization) (11). 

Recently, a novel tri-combination technology called “Precipitation-lyophilization-
homogenization (PLH) method” for preparation of nanocrystals was published by Janyaprasert group 
(14).  In the first step of this technique; the drug is dissolved in an organic solvent and mixed with an 
aqueous phase, resulting in a precipitation of preferably friable and small crystals.  Secondly, 
lyophilization is applied which leads to the modification of the starting material and removal of the 
organic solvent used in precipitation step.  In the final step, high pressure homogenization is 
performed to break dawn crumbly particles into the nanosized particles.  Diagram of preparation by 
PLH technique is shown in Figure 1.  It was reported that PLH technique is an effective method to 
reduce of the size of clarithromycin nanocrystals to 400 nm with homogenous size distribution as 
compared to conventional high pressure homogenization (HPH) as seen in Figure 2 (14). 

 
Figure 1 Production of drug nanocrystals by precipitation-lyophilization-homogenization (PLH). 
 

(A) (B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 2 SEM microphotographs of (A) conventional suspension, and (B) nanosuspensions prepared by 
precipitation-lyophilization-homogenization (PLH) method of clarithromycin formulation (14). 

 
Among other technologies, the following supercritical fluid methods are mentioned in the 

production such as rapid expansion of supercritical solution (RESS), rapid expansion from 
supercritical to aqueous solution (RESAS), solution-enhanced dispersion by the supercritical fluids 
(SEDS), spray freezing into liquid (SFL), evaporative precipitation into aqueous solution (EPAS), and 
aerosol solvent extraction (ASES). 
 
In vivo performances of drug nanocrystals in oral administration routes 

Drug nanocrystals improve the absorption of drug due to two major mechanisms via firstly, 
an improvement of solubility and dissolution rate and secondly, the bioadhesion to the intestinal wall.  
The drug nanocrystals impressively improve the bioavailability of perorally administered poorly 
soluble drugs as observed by changes of pharmacokinetic parameters of blood profiles, including an 
increase in area under the blood concentration-time curve (AUC), an increase in maximum plasma 
concentration (Cmax), and a decrease in time to maximum plasma concentration (Tmax) (15-17).   

The second mechanism of nanocrystals to improve the drug absorption is due to the 
mucoadhesion to biological mucosa (GI mucosa) which positively enhances the oral bioavailability.  
Owing to the strong adhesiveness of nanocrystals to GI mucosa, the drugs provide the higher 
concentration gradient and prolong residence and contact time in the GIT.  Moreover, a variation in 
bioavailability resulting from fed/fast state of the poorly soluble drug is minimized due to a uniform 
dispersion of the nanosuspension in the GIT. 

Finally, drug nanocrystals are a safe and well tolerated formulation as compared to the 
conventional products since they can avoid occurrence of an unwanted toxicity caused by the use of 
organic cosolvent or solubilizer.  In addition, several advantages of drug nanocrystals in oral delivery 
include i) fine particle size, ii) safe composition, and iii) tolerance to various sterilizations (17, 18). 
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Abstract  
Clarithromycin is classified in BCS class II having low bioavailability due to very low 
dissolution behavior. The main purpose of this study was to investigate an efficiency of 
precipitation-lyophilization-homogenization (PLH) method to prepare clarithromycin 
nanocrystals to increase its dissolution. The factors influencing particle size reduction and 
physical stability were assessed. The results showed that the PLH technique provided an 
effective and rapid reduction of particle size of nanocrystals to 460±10 nm with homogeneity 
size distribution after only the fifth cycle of homogenization as compared to the conventional 
high pressure homogenization method which achieved the same size after 30 cycles. The 
smallest nanocrystals were obtained by using the combination of poloxamer 407 (2 %w/v) 
and SLS (0.1 %w/v) as stabilizers which could prevent the particle aggregation over 3-month 
storage at 4 oC. The nanocrystals were identified as cubic particles by SEM and existed in 
crystalline and/or partial amorphous form as investigated by DSC and XRPD. The saturation 
solubility of the clarithromycin nanocrystals was increased by 1.5- and 6-folds higher than 
clarithromycin powder in buffer pH 5.0 and 6.8, respectively. The dissolution profiles of 
clarithromycin nanocrystals at pH 5.0 and 6.8 were significantly different from 
clarithromycin powder and the marketed product (f1 value>15 and f2 value<50). 

 
Keywords: nanocrystals; clarithromycin; precipitation-lyophilization-homogenization; 
poorly soluble drug; dissolution; dissolution 
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บทความสําหรับเผยแพร 

 

คลาริโธรมัยซินเปนยาตานเช้ือแบคทีเรียท่ีออกฤทธ์ิกวางในการรักษา สามารถยั้งยั้งเช้ือไดหลายชนิดและมี

ประโยชนในการรักษาโรคติดเช้ือมากมายไดแก โรคติดเช้ือในทางเดินหายใจ เชน ปอดอักเสบ หลอดลมอักเสบ การติด

เช้ือท่ีหู ไซนัสและลําคอ การติดเช้ือท่ีผิวหนังและเยื่อบุตางๆ รวมท้ังสามารถใชในการปองกันและรักษาการติดเช้ือ 

Mycobacterium avium complex (MAC) ในผูปวย HIV  นอกจากน้ีคลาริโธรมัยซินยังถูกใชเปนสวนประกอบสําคัญใน

สูตรยามาตรฐานในการรักษาผูปวยโรคกระเพาะอาหารและลําไสท่ีติดเช้ือ H. pylori อีกดวย  อยางไรก็ตามคลาริโธรมัย

ซินมีคุณสมบัติการละลายนํ้าไดต่ําและพบวาชีวภาพพรอมใชของการนําสงทางปากของยาคลาริโธรมัยซินมีเพียง 50% 

เน่ืองจากอัตราการละลายท่ีต่ําของตัวยา  การวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพื่อเพิ่มการละลายของยาคลาริโธรมัยซินสําหรับการ

นําสงทางปากโดยการพัฒนาคลาริโธรมัยซินในรูปแบบของนาโนคริสตัล  

จากการทดลองไดทําการศึกษาเทคนิควิธีการผลิตและปจจัยในการผลิตเชน ชนิดและปริมาณของสารลดแรง

ตึงผิว สารลดแรงตึงผิวรวม และปริมาณยาตั้งตนท่ีใชในการผลิต เพื่อหาสภาวะในการผลิตท่ีเหมาะสม ผลการทดลอง

พบวาเทคนิคการผลิตนาโนคริสตัลดวยวิธี precipitation-homogenization-lyophilization (PLH) ใหประสิทธิภาพในการ

ลดขนาดอนุภาคไดดีและใชจํานวนครั้งการผานเครื่อง high pressure homogenizer นอยกวาเม่ือเปรียบเทียบกับ

เทคนิค high pressure homogenization (HPH) โดยสูตรตํารับ C1F2S01 และ C1F5S01 ซ่ึงมีสวนประกอบของสาร

ลดแรงตึงผิว poloxamer 407 2 %w/v และ 5 %w/v ตามลําดับ และสารลดแรงตึงผิวรวม SLS 0.1 %w/v เปนสูตร

ตํารับท่ีเหมาะสมโดยใหขนาดอนุภาคท่ีเล็กและมีการกระจายขนาดท่ีสมํ่าเสมอ อนุภาคนาโนคริสตัลของยาคลาริโธรมัย

ซินมีขนาดอนุภาคเฉล่ียประมาณ 400 nm และมีความตางศักยท่ีผิวอนุภาคมากกวา -30 mV ซ่ึงแสดงถึงความคงตัว

ของระบบ  การตรวจสอบทางกายภาพพบวานาโนคริสตัลมีรูปรางอนุภาคคลายสี่เหล่ียมลูกบาศก อยูในรูปผลึก 

(crystalline) และมีบางสวนอยูในรูปอสัณฐาน (amorphous)  การศึกษาคาการละลาย (saturation solubility) และ

คุณสมบัติการละลาย (dissolution) พบวาตํารับนาโนคริสตัลมีคาการละลายท่ีสูงกวาและมีคุณสมบัติการละลายท่ีดีกวา

ผงยาคลาริโธรมัยซินท่ีไมผานกระบวนการลดขนาด  และเม่ือทําการศึกษาความเปนพิษตอเซลลของตํารับนาโนคริสตัล

พบวาเซลลเยื่อบุทางเดินอาหารสามารถมีชีวิตอยูไดตลอดระยะเวลาท่ีทําการศึกษาเม่ือใชความเขมขนของยาในตํารับ

นาโนคริสตัลนอยกวา 50 µM  นอกจากน้ีจากผลการศึกษาความคงตัวทางกายภาพพบวาท่ีอุณหภูมิ 4 °C, 30 °C และ 

45 °C เปนเวลา 4 เดือน นาโนคริสตัลของยาคลาริโธรมัยซินท้ังสองตํารับมีความคงตัวทางกายภาพตลอดระยะเวลาท่ี

เก็บรักษา 
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กิจกรรมที่เก่ียวของกับการนําผลจากโครงการไปใชประโยชน 

1. การเผยแพรงานวิจัย 

1.1 จัดทําเปนรายงานการวิจัย เผยแพรใหผูสนใจใชศึกษาและคนควา 

1.2 การตีพิมพในวารสารวิชาการระดับประเทศหรือนานาชาติ งานวิจัยน้ีมีขอมูลทางวิชาการท่ีเปนประโยชน

ท่ีควรจะเผยแพรใหเปนประโยชนตอนักวิจัยอื่นๆ 

1.3 รวบรวมขอมูลเพือ่จัดทําเปนเอกสารเผยแพรใหผูสนใจ 

2. การนําผลไปชในเชิงพาณิชย 

2.1 นําผลการวิจัยไปขยายการผลิตในระดับอุตสาหกรรมยา เพื่อจําหนายภายในประเทศทดแทนการนําเขา

ผลิตภัณฑจากตางประเทศ เปนการเพิ่มศักยภาพการแขงขันของประเทศ 
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