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คาํนํา 
 

 ในปัจจบุนั ปัญหาผมหงอกก่อนวยัจดัเป็นปัญหาท่ีสําคญัหนึ่งท่ีมีผลตอ่บคุลิกภาพของทัง้ผู้หญิง

และผู้ ชาย สาเหตุของผมหงอกก่อนวัย นอกจากปัจจัยภายนอกต่างๆ เช่น ความเครียดและสารเคมี

รวมทัง้มลภาวะแล้ว ยงัเกิดจากผลทางพนัธุกรรมท่ีมีความบกพร่องของเมลาโนไซด์ในการสร้างเม็ดสีของ

เซลล์รากผม ในขณะนี ้ยงัไมมี่วิธีการรักษาแตเ่ป็นการแก้ไขท่ีปลายเหต ุโดยวิธีการย้อมผมซึ่งการย้อมผม

ด้วยผลิตภัณฑ์ยาย้อมส่วนใหญ่ท่ีเป็นสารเคมี โดยเฉพาะยาย้อมผมประเภทถาวร ต้องนําเข้าจาก

ต่างประเทศ นอกจากยาย้อมจะไม่ใช่วิธีการแก้ปัญหาท่ีต้นเหตแุล้วยงัอาจก่อการแพ้และระคายเคือง

รวมทัง้เป็นสารก่อมะเร็งต่อผู้ บริโภคอีกด้วย ประเทศไทยเป็นประเทศในภูมิภาคอาเซียนซึ่งมีความ

หลากหลายทางชีวภาพสงู มีผลิตภณัฑ์จากธรรมชาตโิดยเฉพาะอยา่งย่ิงจากสมนุไพรท่ีมีงานวิจยัและภูมิ

ปัญญาพืน้บ้านท่ีพบว่าสามารถกระตุ้นการสร้างเม็ดสีเมลานินหรือ melanogenesis และช่วยให้ผมดก

ดําได้ อย่างไรก็ตาม สารสําคญัจากผลิตภณัฑ์ธรรมชาติเหล่านี ้ไม่คงตวัและถกูดดูซึมเข้าสู่เซลล์รากผม

ได้ยากเน่ืองจากขนาดโมเลกลุท่ีใหญ่ จดุประสงค์ของโครงการวิจยัท่ี 3 นี ้(ในชดุโครงการวิจยัเร่ือง “การ

วิจยัและพฒันาเพ่ือให้ได้เวชสําอางจากสารสกัดสมุนไพรพืน้บ้านไทยโดยเก็บกักในอนภุาคขนาดนาโน

เพ่ือใช้สําหรับผมหงอกก่อนวัย”) จึงเป็นการพัฒนาการเก็บกักสารสกัดจากสมุนไพรพืน้บ้านไทยใน

อนภุาคนาโน เพ่ือใช้รักษาอาการผมหงอกก่อนวยั ผลจากโครงการวิจยันีน้อกจากจะช่วยเพิ่มมูลคา่ของ

สมนุไพรพืน้บ้านไทย โดยใช้เทคโนโลยีนาโนแล้ว ยงัจะช่วยให้ได้ผลิตภณัฑ์ช่วยให้ผมดําจากธรรมชาติท่ี

มีประสิทธิภาพและปลอดภยัรวมทัง้ชว่ยลดการนําเข้าท่ีจะชว่ยเศรษฐกิจของประเทศได้อีกทางหนึง่ด้วย 

 สดุท้ายนี ้คณะผู้ วิจยัหวงัวา่ผลงานวิจยันีจ้ะมีประโยชน์ในการนําผลิตภณัฑ์จากธรรมชาติออกสู่

เชิงพาณิชย์ได้ ในท่ีสดุนี ้คณะผู้ วิจยัขอขอบคณุ คณะเภสชัศาสตร์ มหาวิทยาลยัอบุลราชธานีท่ีได้ให้ทุน

สนับสนุนโครงการวิจัยนีใ้นปีงบประมาณ 2552-2554 เป็นระยะเวลา 3 ปี จนได้ผลงานวิจัยตาม

วตัถปุระสงค์ 
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บทสรุปผู้บริหาร 
 

ในปัจจบุนั ปัญหาผมหงอกก่อนวยัจดัเป็นปัญหาท่ีสําคญัหนึ่งท่ีมีผลตอ่บคุลิกภาพของทัง้ผู้หญิง

และผู้ ชาย สาเหตุของผมหงอกก่อนวัย นอกจากปัจจัยภายนอกต่างๆ เช่น ความเครียดและสารเคมี

รวมทัง้มลภาวะแล้ว ยงัเกิดจากผลทางพนัธุกรรมท่ีมีความบกพร่องของเมลาโนไซด์ในการสร้างเม็ดสีของ

เซลล์รากผม ในขณะนี ้ยงัไมมี่วิธีการรักษาแตเ่ป็นการแก้ไขท่ีปลายเหต ุโดยวิธีการย้อมผมซึ่งการย้อมผม

ด้วยผลิตภัณฑ์ยาย้อมส่วนใหญ่ท่ีเป็นสารเคมี โดยเฉพาะยาย้อมผมประเภทถาวรท่ีต้องนําเข้าจาก

ต่างประเทศ นอกจากยาย้อมจะไม่ใช่วิธีการแก้ปัญหาท่ีต้นเหตแุล้วยงัอาจก่อการแพ้และระคายเคือง

รวมทัง้เป็นสารก่อมะเร็งต่อผู้ บริโภคอีกด้วย ประเทศไทยเป็นประเทศในภูมิภาคอาเซียนซึ่งมีความ

หลากหลายทางชีวภาพสงู มีผลิตภณัฑ์จากธรรมชาตโิดยเฉพาะอยา่งย่ิงจากสมนุไพรท่ีมีงานวิจยัและภูมิ

ปัญญาพืน้บ้านท่ีพบว่าสามารถกระตุ้นการสร้างเม็ดสีเมลานินหรือ melanogenesis และช่วยให้ผมดก

ดําได้ อย่างไรก็ตาม สารสําคญัจากผลิตภณัฑ์จากธรรมชาติเหล่านี ้ไม่คงตวัและยงัถกูดดูซึมเข้าสู่เซลล์

รากผมได้ยากเน่ืองจากขนาดโมเลกลุท่ีใหญ่ จดุประสงค์ของโครงการวิจยัท่ี 3 นี ้(ในชดุโครงการวิจยัเร่ือง 

“การวิจยัและพฒันาเพ่ือให้ได้เวชสําอางจากสารสกดัสมนุไพรพืน้บ้านไทยโดยเก็บกกัในอนภุาคขนาดนา

โนเพ่ือใช้สําหรับผมหงอกก่อนวยั”) จึงเป็นการพฒันาการเก็บกักสารสกัดจากสมุนไพรพืน้บ้านไทยใน

อนภุาคนาโน เพ่ือใช้รักษาอาการผมหงอกก่อนวยั โครงการวิจยันีไ้ด้ศกึษา Specification ของสารสกัด

ต่างๆ ด้วยนํา้ เมธานอล เอทธิลอซิเตตและ   เฮกเซนของสมุนไพรพืน้บ้านท่ีคัดเลือกมาซึ่งได้แก่ 

กวาวเครือขาว หม่อน ย่านาง บวับกและอญัชนั จํานวน 20 ตวัอย่าง พบว่าสารสกัดทุกตวัมีความเป็น

กรดและสารสกดัท่ีมีความคงตวัในกรดแก่ กรดอ่อน ด่างแก่ ดา่งอ่อน oxidizer และ reducer คือ สาร

สกัดกวาวเครือด้วยนํา้ เมธานอลและเฮกเซน สารสกัดหม่อนด้วยเมธานอลและเฮกเซนและสารสกัด

ย่านางด้วยเมธานอล สารสกดัส่วนใหญ่ให้ผลบวกกบั glycoside, flavonoid, carotenoid, tannin และ 

xanthone ในการทดสอบฤทธ์ิต้านปฏิกิริยาออกซิเดชัน่ สารสกดันํา้และเอทธิลอซิเตตของย่านางและสาร

สกัดเฮกเซนของอญัชนัมีฤทธ์ิสูง ส่วนสารสกัดท่ีไม่มีฤทธ์ิต้านเอนไซมโทโรซิเนสได้แก่ สารสกัดนํา้ของ

อญัชนั ย่านางและบวับก สารสกัดเมธานอลของบวับก สารสกดัเอทธิลอซิเตตของบวับกและกวาวเครือ

และสารสกดัเฮกเซนของยา่นาง ในการทดสอบกระบวนการกระตุ้นการสร้างเม็ดสีเมลานินและโปรตีนใน 

B16F10 สารสกัดท่ีมีแนวโน้นกระตุ้นการสร้างเม็ดสีเมลานินได้แก่ สารสกัดเอทธิลอซิเตตของกวาวเครือ 

หม่อน ย่านางและบวับก และสารสกดัด้วยนํา้ของย่านาง เม่ือนําสารสกดัหยาบเหล่านีม้าเก็บกกัในนีโอ

โซมพบว่ามีความคงตวัทางกายภาพท่ีอุณหภูมิห้องและ 4 °C เป็นเวลา 3 เดือน แต่ไม่คงตวัท่ี 45 °C 

จากการจดัทํา specification ของนีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดัเหล่านีพ้บว่าสารแขวนตะกอนนีโอโซมมี pH 

เป็นกรดและ 
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ทกุสูตรมีความคงตวัในกรดแก่ กรดอ่อน ด่างแก่ ด่างอ่อน oxidizing และ reducing agent สารสกัด

หยาบทุกตวัมีฤทธ์ิต้านปฏิกิริยาออกซิเดชัน่สงูกว่าสารสกดัท่ีเก็บกกัในนีโอโซมแต่ต่ํากว่าสารมาตรฐาน

วิตามินซีและวิตามินอี ทัง้สารสกัดท่ีเก็บกักและไม่เก็บกักในนีโอโซมมีฤทธ์ิยบัยัง้เอ็นไซม์ไทโรซิเนสต่ํา 

เม่ือเก็บกกัสารสกดัในนีโอโซมไมส่ามารถกระตุ้นการสร้างเม็ดสีเมลานิน อาจเน่ืองจากสารสําคญัในสาร

สกดัไม่ถกูปลดปล่อยออกมาจากนีโอโซม ได้นําสารสกดัหยาบทัง้ 5 ตวัข้างต้นมาเตรียมเป็นสารสกดัก่ึง

บริสุทธ์ิด้วยวิธีการแยกส่วนการละลายด้วยนํา้ เฮกเซนและเมธานอล ได้สารสกัดหยาบละ 3 fractions 

รวมเป็นทัง้สิน้ 15 fractions โดย fraction 1, 3 และ 3 ของสารสกดัหยาบบวับกด้วยนํา้ สารสกดัหยาบ

กวาวเครือด้วยเอทธิลอซิเตตและสารสกดัหยาบหมอ่นด้วยเอทธิลอซิเตตได้ % yield สงูสดุเท่ากบั 77.55, 

26.8 และ 26.76% ของสารสกัดหยาบตามลําดบั สารสกัดก่ึงบริสทุธ์ิส่วนใหญ่ให้ฤทธ์ิจับอนุมูลอิสระ 

รองลงมาคือ ฤทธ์ิยบัยัง้ lipid peroxidation แตมี่จํานวน fraction ท่ีมีฤทธ์ิจบัโลหะน้อยท่ีสดุ Fractions 

จากสารสกดัหยาบกวาวเครือขาวและย่านางด้วยเฮกเซนมีฤทธ์ิกระตุ้นการสร้างเม็ดสีเมลานินประมาณ

113 และ104% ตามลําดบัโดย fraction จากกวาวเครือมีฤทธ์ิของเอนไซม์ไทโรซิเนสสงูสดุ (171%) ทัง้นี ้

fractions ทัง้หมดมีฤทธ์ิสงูกว่าสารสกดัหยาบได้คดัเลือก fraction จากสารสกดัหยาบกวาวเครือมาเก็บ

กกัในนีโอโซม พบว่าสามารถเก็บกกัได้สงูสดุ 2% ได้สารแขวนตะกอนขาวขุ่นและไม่ตกตะกอน เม่ือเก็บ

กกั fraction จากกวาวเครือในนีโอโซมพบว่ามีความคงตวัทางกายภาพ เม่ือเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิต่างๆ (27, 

4, 45 °C) เป็นเวลา 3 เดือน มากกว่า fraction ท่ีละลายใน propylene glycol นอกจากนี ้fraction ท่ีเก็บ

กกัในนีโอโซมยงัมีปริมาณ linoleic acid เหลืออยู่ประมาณ 2 เท่ามากกว่า fraction ท่ีไม่ได้เก็บกกัในนีโอ

โซมเม่ือเก็บท่ีอุณหภูมิต่างๆ เป็นเวลา 3 เดือน ในการทดสอบการซึมผ่านทางรูขุมขนของสารสกัดก่ึง

บริสทุธ์ิกวาวเครือท่ีเก็บกักในนีโอโซม พบว่า นีโอโซมสามารถเพิ่มประสิทธิภาพการนําส่ง linoleic acid 

ในสารสกัดก่ึงบริสทุธ์ิกวาวเครือ โดยมีคา่ฟลกัซ์และปริมาณการซึมผ่านรูขมุขนใน 1 รูขมุขนมากกว่าใน

รูปแบบสารละลายโดยเฉล่ีย 1.86 และ 2.18 เท่าตามลําดบั ในการประเมินราคาต้นทนุ ราคาคาดคะเน

ของสารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิกวาวเครือมีคา่ประมาณ 60,000 บาทตอ่กิโลกรัม และสารแขวนตะกอนนีโอโซมท่ี

เก็บกกัสารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิกวาวเครือ 2% มีราคาประมาณ 2,400 บาทตอ่กิโลกรัม ผลจากโครงการวิจยันี ้

นอกจากจะช่วยเพิ่มมลูค่าของสมุนไพรพืน้บ้านไทย โดยใช้เทคโนโลยีนาโนเพ่ือใช้รักษาอาการผมหงอก

แล้ว ยังจะช่วยให้ได้ผลิตภัณฑ์ช่วยให้ผมดําจากผลิตภัณฑ์ธรรมชาติท่ีมีประสิทธิภาพและปลอดภัย

รวมทัง้ช่วยลดการนําเข้าผลิตภณัฑ์ยาย้อมผมจากตา่งประเทศท่ีจะช่วยเศรษฐกิจของประเทศได้อีกทาง

หนึง่ด้วย 
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บทคัดย่อภาษาไทย 
 

โครงการวิจยันีเ้ป็นโครงการวิจยัท่ี 3 ท่ีอยู่ในชดุโครงการวิจยัเร่ือง “การวิจยัและพฒันาเพ่ือให้ได้

เวชสําอางจากสารสกดัสมนุไพรพืน้บ้านไทยโดยเก็บกกัในอนภุาคขนาดนาโนเพ่ือใช้สําหรับผมหงอกก่อน

วยั” ท่ีมีวตัถปุระสงค์เพ่ือพฒันาการเก็บกกัสารสกดัจากสมนุไพรพืน้บ้านไทยในอนภุาคขนาดนาโนเพ่ือ

รักษาอาการผมหงอกก่อนวยั โครงการวิจัยนีไ้ด้ศึกษา Specification ของสารสกัดต่างๆ ด้วยนํา้ เมธา

นอล เอทธิลอซิเตตและเฮกเซนของสมนุไพรพืน้บ้านท่ีคดัเลือกมาซึ่งได้แก่ กวาวเครือขาว หม่อน ย่านาง 

บวับกและอญัชนั จํานวน 20 ตวัอย่าง พบว่าสารสกดัทกุตวัมีความเป็นกรดและสารสกดัท่ีมีความคงตวั

ในกรดแก่ กรดอ่อน ดา่งแก่ ดา่งอ่อน oxidizer และ reducer คือ สารสกดักวาวเครือด้วยนํา้ เมธานอล

และเฮกเซน สารสกัดหม่อนด้วยเมธานอลและเฮกเซนและสารสกัดย่านางด้วยเมธานอล สารสกัดส่วน

ใหญ่ให้ผลบวกกบั glycoside, flavonoid, carotenoid, tannin และ xanthone ในการทดสอบฤทธ์ิต้าน

ปฏิกิริยาออกซิเดชัน่ สารสกดันํา้และเอทธิลอซิเตตของย่านางและสารสกดัเฮกเซนของอญัชนัมีฤทธ์ิสูง 

ส่วนสารสกดัท่ีไม่มีฤทธ์ิต้านเอนไซมโทโรซิเนสได้แก่ สารสกัดนํา้ของอญัชนั ย่านางและบวับก สารสกัด

เมธานอลของบวับก สารสกดัเอทธิลอซิเตตของบวับกและกวาวเครือและสารสกดัเฮกเซนของย่านาง ใน

การทดสอบกระบวนการกระตุ้นการสร้างเม็ดสีเมลานินและโปรตีนใน B16F10 สารสกดัท่ีมีแนวโน้นกระตุ้น

การสร้างเม็ดสีเมลานินได้แก่ สารสกัดเอทธิลอซิเตตของกวาวเครือ หม่อน ย่านางและบวับก และสาร

สกัดด้วยนํา้ของย่านาง เม่ือนําสารสกัดหยาบเหล่านีม้าเก็บกักในนีโอโซมพบว่ามีความคงตัวทาง

กายภาพท่ีอณุหภูมิห้องและ 4 °C เป็นเวลา 3 เดือน แต่ไม่คงตวัท่ี 45 °C จากการจดัทํา specification 

ของนีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดัเหลา่นีพ้บวา่สารแขวนตะกอนนีโอโซมมี pH เป็นกรดและทกุสตูรมีความคง

ตวัในกรดแก่ กรดอ่อน ด่างแก่ ดา่งอ่อน oxidizing และ reducing agent สารสกัดหยาบทกุตวัมีฤทธ์ิ

ต้านปฏิกิริยาออกซิเดชัน่สงูกวา่สารสกดัท่ีเก็บกกัในนีโอโซมแตต่ํ่ากวา่สารมาตรฐานวิตามินซีและวิตามิน

อี ทัง้สารสกดัท่ีเก็บกกัและไมเ่ก็บกกัในนีโอโซมมีฤทธ์ิยบัยัง้เอ็นไซม์ไทโรซิเนสต่ํา เม่ือเก็บกกัสารสกดัในนี

โอโซมไม่สามารถกระตุ้นการสร้างเม็ดสีเมลานิน อาจเน่ืองจากสารสําคญัในสารสกัดไม่ถูกปลดปล่อย

ออกมาจากนีโอโซม ได้นําสารสกดัหยาบทัง้ 5 ตวัข้างต้นมาเตรียมเป็นสารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิด้วยวิธีการแยก

ส่วนการละลายด้วยนํา้ เฮกเซนและเมธานอล ได้สารสกัดหยาบละ 3 fractions รวมเป็นทัง้สิน้ 15 

fractions โดย fraction 1, 3 และ 3 ของสารสกดัหยาบบวับกด้วยนํา้ สารสกดัหยาบกวาวเครือด้วยเอ

ทธิลอซิเตตและสารสกัดหยาบหม่อนด้วยเอทธิลอซิเตตได้ % yield สูงสุดเท่ากับ 77.55, 26.8 และ 

26.76% ของสารสกดัหยาบตามลําดบั สารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิส่วนใหญ่ให้ฤทธ์ิจบัอนมุลูอิสระ รองลงมาคือ 

ฤทธ์ิยบัยัง้ lipid peroxidation แตมี่จํานวน fraction ท่ีมีฤทธ์ิจบัโลหะน้อยท่ีสดุ Fractions จากสารสกดั

หยาบกวาวเครือขาวและยา่นาง 
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ด้วยเฮกเซนมีฤทธ์ิกระตุ้นการสร้างเม็ดสีเมลานินประมาณ113 และ104% ตามลําดบัโดย fraction จาก

กวาวเครือมีฤทธ์ิของเอนไซม์ไทโรซิเนสสูงสุด (171%) ทัง้นี ้ fractions ทัง้หมดมีฤทธ์ิสูงกว่าสารสกัด

หยาบได้คดัเลือก fraction จากสารสกัดหยาบกวาวเครือมาเก็บกักในนีโอโซม พบว่าสามารถเก็บกกัได้

สงูสดุ 2% ได้สารแขวนตะกอนขาวขุ่นและไม่ตกตะกอน เม่ือเก็บกกั fraction จากกวาวเครือใน  นีโอโซม 

พบว่ามีความคงตวัทางกายภาพเม่ือเก็บไว้ท่ีอณุหภูมิต่างๆ (27, 4, 45 °C) เป็นเวลา 3 เดือน มากกว่า 

fraction ท่ีละลายใน propylene glycol นอกจากนี ้fraction ท่ีเก็บกักในนีโอโซมยงัมีปริมาณ linoleic 

acid เหลืออยู่ประมาณ 2 เท่ามากกว่า fraction ท่ีไม่ได้เก็บกักในนีโอโซมเม่ือเก็บท่ีอุณหภูมิตา่งๆ เป็น

เวลา 3 เดือน ในการทดสอบการซมึผา่นทางรูขมุขนของสารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิกวาวเครือท่ีเก็บกกัในนีโอโซม 

พบวา่ นีโอโซมสามารถเพิ่มประสิทธิภาพการนําส่ง linoleic acid ในสารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิกวาวเครือ โดยมี

คา่ฟลกัซ์และปริมาณการซึมผ่านรูขมุขนใน 1 รูขมุขนมากกว่าในรูปแบบสารละลายโดยเฉล่ีย 1.86 และ 

2.18 เท่าตามลําดบั ในการประเมินราคาต้นทุน ราคาคาดคะเนของสารสกัดก่ึงบริสุทธ์ิกวาวเครือมี

ค่าประมาณ 60,000 บาทต่อกิโลกรัม และสารแขวนตะกอนนีโอโซมท่ีเก็บกักสารสกัดก่ึงบริสุทธ์ิ

กวาวเครือ 2% มีราคาประมาณ 2,400 บาทตอ่กิโลกรัม ผลจากโครงการวิจยันีน้อกจากจะช่วยเพิ่มมลูคา่

ของสมุนไพรพืน้บ้านไทย โดยใช้เทคโนโลยีนาโนเพ่ือใช้รักษาอาการผมหงอกแล้ว ยังจะช่วยให้ได้

ผลิตภณัฑ์ชว่ยให้ผมดําจากผลิตภณัฑ์ธรรมชาติท่ีมีประสิทธิภาพและปลอดภยัรวมทัง้ช่วยลดการนําเข้า

ผลิตภณัฑ์ยาย้อมผมจากตา่งประเทศท่ีจะชว่ยเศรษฐกิจของประเทศได้อีกทางหนึง่ด้วย 
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บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 
 

 This research project is the third research project of the project set of “Research and 

Development of Cosmeticeuticals Containing the Extracts from Thai Traditional Medicinal 

Plants Entrapped in Nanoparticles for White Hair Treatment”. This project has performed the 

specifications of the selected 20 extracts of the selected Thai traditional medicinal plants 

(Kwao Krua, Pennywort, Butterfly Pea, Mulberry and Yanang) that was extracted by methanol, 

ethyl acetate and hexane. All extracts had acidity property. The extracts which were stable in 

weak acid, weak base, strong acid, strong base, oxidizing and reducing agents were the 

Kwao Krua extracts with water, methanol and hexane, the Mulberry extracts with methanol 

and hexane and the Yanang extracts with methanol. Most extracts gave positive results with 

glycoside, flavonoid, carotenoid, tannin and xanthone. For antioxidative activities, aqueous 

and ethyl acetate extracts of Yanang and the hexane extract of Butterfly Pea indicated high 

activity. The extracts which exhibited no tyrosinase inhibition activity were the aqueous extract 

of Butterfly Pea, Yanang and Pennywort, the ethyl acetate extract of Pennywort and Kwao 

Krua, and the hexane extract of Yanang. The extracts which had the tendency to stimulate the 

melanin and protein production in B16F10 were the ethyl acetate extracts of Kwao Krua, 

Mulberry, Yanang and Pennywort and the aqueous extract of Yanang. When these extracts 

were entrapped in niosomes, the niosomes were physically stable at room temperature and 

4°C for 3 months, but not stable at 45°C. For the specification of the niosomes entrapped with 

these extracts, they were suspension with the acidic pH. All formulations were stable in weak 

acid, weak base, strong acid, strong base, oxidizing and reducing agent. All crude extracts 

not entrapped in niosomes indicated higher antioxidant activity than the extracts entrapped in 

niosomes, but lesser activity than vitamin C and vitamin E. Both extracts entrapped and not 

entrapped in niosomes gave low tyrosinase inhibition activity. When entrapped in niosomes, 

the extracts did not stimulate the melanin production. This may be due to the unability to be 

released from the niosomes of the bioactive compounds in the extracts. Fiffteen semi-purified 

fractions were prepared from the 5 crude extracts by solvent partition method with water, 

hexane and methanol. Fractions nos. 1, 3 and 3 of the crude extracts of Pennywort by water, 

Kwao Krua by ethyl acetate and Mulberry by ethyl acetate showed the highest percentage 

yields of 77.55, 26.8 and 26.76% of the crude extract, respectively. Most semi-purified 
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extracts gave free radical scavenging activity, followed by lipid inhibition activity and the least 

number of the fractions exhibited chelating activity. Fractions from the crude extracts of Kwao 

Krua and Yanang by hexane indicated melanin production activity of about 113 and 104%, 

respectively. The fraction from Kwao Krua gave the highest tyrosinase activity (171%). All 

fractions showed higher activity than their corresponding crude extracts. The fraction 2 from 

the Kwao Krua crude extract was selected to entrap in niosomes. The maximum loading of 

this fraction in niosomes was 2%. The opaque white dispersion with no layer separation was 

obtained. Niosomes entrapped with this fraction showed chemical stability at 4, 27 and 45°C 

for 3 months higher than the fraction dissolved in propylene glycol. Also, the fraction 

entrapped in niosomes gave higher linoleic acid contents of 2 times more than the fraction not 

entrapped in niosomes when kept for 3 months at various temperatures. For transfollicular 

absorption study, when the fraction entrapped in niosomes, the transfollicular absorption was 

enhanced. The fluxes and cumulative amount per one follicle of the fraction entrapped in 

niosomes were more than the fraction in solution of 1.86 and 2.18 times, respectively. For cost 

estimation, the estimated cost of the semi-purified fraction of Kwao Krua (fraction2) was about 

60,000 Baht per kilogram, while the niosomal dispersion entrapped with 2% of fraction 2 was 

about 2,400 Baht per kilogram. The results from this project can not only increase the value of 

the Thai traditional medicinal plants by nanotechnology for white hair treatment, but also the 

effective and safe cosmeceutical from natural products for hair darkening and the decrease of 

the imported hair darkening products from abroad to assist the Thai economics will be 

obtained, as well. 
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เนือ้หางานวจิัย 
 

ผลงานวิจัยโดยสรุปมีดังต่อไปนี ้: 
 

1. การจดัทํา specification ของสารสกัดกวาวเครือ หม่อน ย่านาง อญัชนัและบวับก ได้รับสารสกัด

กวาวเครือ หม่อน ย่านาง อญัชนัและบวับกท่ีสกดัด้วยนํา้ methanol, ethyl acetate และ hexane 

จํานวน 20 ตวัอย่างจาก คณะเภสชัศาสตร์ มหาวิทยาลยัอุบลราชธานี และได้ทําการศึกษาสมบตัิ

ทางเคมี กายภาพและ phytochemistry ของสารสกดัเหลา่นี ้ดงัรายละเอียดในภาคผนวก 1 และ 2 

2. การทดสอบ anti-oxidative activity ของสารสกดักวาวเครือ หม่อน ยา่นาง อญัชนัและบวับก ได้

ทําการศกึษาฤทธ์ิต้านปฏิกิริยาออกซิเดชัน่ของสารสกดักวาวเครือ หม่อน ยา่นาง อญัชนัและบวับก 

ด้วยวิธี DPPH และ tyrosinase inhibition activity ซึง่แตล่ะสารสกดัท่ีสกดัด้วยวิธีการท่ีตา่งกนั

ให้ผลแตกตา่งกนั ทัง้นี ้สารสกดัท่ีไมมี่ฤทธ์ิยบัยัง้ enzyme tyrosinase นา่จะเป็นสารสกดัท่ีจะนํามา

พฒันาสําหรับการรักษาอาการผมหงอกได้ ซึง่ได้แก่ สารสกดันํา้จากอญัชนั ยา่นางและบวับก สาร

สกดัเมธานอลจากบวับกและสารสกดัเอธิลอะซีเตทจากบวับกและกวาวเครือและสารสกดัเฮกเซน

จากยา่นาง ดงัรายละเอียดในภาคผนวก 3 

3. การทดสอบฤทธ์ิการกระตุ้นการสร้างเม็ดสี melanin ใน melanoma cell (B16F10) ของสารสกดั        

กาวเครือ หม่อน ย่านาง อญัชนัและบวับกท่ีสกดัด้วยนํา้ methanol, ethyl acetate และ hexane 

จํานวน 20 ตวัอยา่ง พบว่าสารสกดัท่ีมีแนวโน้มในการกระตุ้นการสร้างเม็ดสีเมลานินได้แก่ สารสกดั 

ethyl acetate ของกวาวเครือ หม่อน ยา่นางและบวับกและสารสกดันํา้ของย่านาง ดงัรายละเอียดใน

ภาคผนวก 4 

4. การเก็บกักสารสกัดสมุนไพรท่ีมีฤทธ์ิกระตุ้ นการสร้างเม็ดสีเมลานินในอนุภาคขนาดนาโน              

(นีโอโซม) ผลการศึกษาฤทธ์ิของสารสกัดสมุนไพรพืน้บ้านในหลอดทดลอง  พบว่า สารสกัด

กวาวเครือด้วย ethyl acetate , สารสกัดหม่อนด้วย ethyl acetate , สารสกัดย่านางด้วย ethyl 

acetate และสารสกดับวับกด้วยนํา้และ ethyl acetate มีฤทธ์ิกระตุ้นการสร้างเม็ดสีเมลานินได้ดี จึง

คดัเลือกสารสกดัทัง้ 5 ชนิดมาเก็บกกัในนีโอโซมท่ีประกอบด้วย Tween 61 และ cholesterol ใน

อตัราส่วนโมลาร์ 1 ต่อ 1 และทําการศกึษาลกัษณะทางกายภาพและความคงตวัของนีโอโซมท่ีเก็บ

กกัสารสกดัดงักลา่วเป็นเวลา 6 เดือน พบวา่ maximum loading ของสารสกดัในนีโอโซมมีคา่เท่ากบั 

0.5, 0.25, 0.125, 0.25 และ 0.25% ตามลําดบั และอนุภาคนีโอโซมท่ีเก็บกักสารสกัดดงักล่าวมี

ความคงตวัดี ไม่ตกตะกอน มีขนาดอนภุาคโดยเฉล่ียอยู่ในช่วง 150-300 nm มีค่า zeta potential 

เป็นลบในช่วง -20 ถึง -50 mV และมีค่า pH อยู่ในช่วง 4.5-5.5 ซึ่งทุกตํารับมีความคงตวัดีใน

อณุหภูมิตา่งๆ ในระยะเวลา 3 เดือนแรกท่ีดําเนินการศกึษา ส่วนในช่วงเดือนท่ี 4-6 พบว่าตํารับนีโอ

โซมไมมี่ความคงตวั (ภาคผนวก 5 และภาคผนวก 6)  
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5. การศกึษาฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของสารสกดัสมนุไพรท่ีมีฤทธ์ิกระตุ้นการสร้างเม็ดสีเมลานินท่ีเก็บกกั

และไมเ่ก็บกกัในนีโอโซม ในการทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดสมุนไพรและนีโอโซมท่ี

เก็บกักสารสกดัสมุนไพรท่ีมีฤทธ์ิกระตุ้นการสร้างเม็ดสีเมลานินด้วย DPPH assay พบว่า สารสกัด

ด้วย ethyl acetate ของกวาวเครือ ย่านาง หม่อน บวับกและสารสกดัด้วยนํา้ของบวับกมีฤทธ์ิต้าน

อนมุลูอิสระ โดยมีคา่ SC50 เท่ากบั 4.24, 5.34, 5.95, 5.97และ 4.73 mg/ml ตามลําดบั ส่วนนีโอ

โซมท่ีเก็บกกัสารสกดัด้วย ethyl acetate ของกวาวเครือ  ย่านาง หม่อน บวับก และสารสกดัด้วยนํา้

ของบวับกมีฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระน้อยกว่าสารสกดั โดยมีคา่ SC50 ของนีโอโซมมีคา่ เท่ากบั 99.73, 

138.23, 128.74, 112.64 และ 108.21 mg/ml ตามลําดบั (ภาคผนวก 7) 

6. การศกึษาฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนสของสารสกดัสมนุไพรท่ีมีฤทธ์ิกระตุ้นการสร้างเม็ดสีเมลานินท่ี

เก็บกักและไม่เก็บกกัในนีโอโซม  ในการศึกษาฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนสในหลอดทดลอง พบว่า

สารสกัดมีฤทธ์ิยับยัง้เอนไซม์ต่ําเม่ือเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน โดยสารสกัดย่านางด้วย ethyl 

acetate มีฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนสสงูท่ีสดุ มีคา่ IC50 เท่ากบั 485.483 mg/ml  ส่วนนีโอโซมท่ี

เก็บกกัสารสกดับวับกด้วย ethyl acetate พบว่าสามารถยบัยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนสได้สงูสดุ โดยมีคา่ 

IC50 เทา่กบั 700.20 mg/ml (ภาคผนวก 8) 

7. การศกึษาฤทธ์ิกระตุ้นการสร้างเม็ดสีเมลานินของสารสกดัสมนุไพรท่ีมีฤทธ์ิกระตุ้นการสร้างเม็ดสีเม

ลานินท่ีเก็บกักและ ไม่เก็บกักในนีโอโซมในเซลล์มะเร็งหนู B16F10  ในการศึกษาฤทธ์ิกระตุ้นการ

สร้างเม็ดสีเมลานินในเซลล์มะเร็งหนู B16F10 ของสารสกัดสมุนไพรท่ีเก็บกักและไม่เก็บกกัในนีโอ

โซม พบว่าสารสกัดสมุนไพรท่ีไม่เก็บกักในนีโอโซมสามารถกระตุ้นการสร้างเม็ดสีเมลานินและ

โปรตีนได้ แตนี่โอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดัสมนุไพรไม่สามารถกระตุ้นการสร้างเม็ดสีเมลานิน เน่ืองจาก

เซลล์มะเร็งหน ูB16F10 อาจไมส่ามารถยอ่ยนีโอโซมแตกออก จงึทําให้เซลล์ไม่สามารถนําสารสกดัท่ี

เก็บกกัในนีโอโซมเข้าเซลล์ นอกจากนีส้่วนประกอบของนีโอโซมยงัอาจทําให้เกิดพิษตอ่เซลล์ ซึ่งทํา

ให้เซลล์มีการเจริญลดลง และไม่สามารถสร้างเม็ดสีเมลานินได้ ซึ่งถ้าหากนํานีโอโซมไป

ทําการศกึษาใน in vivo ซึ่งมีเอนไซม์ในร่างกาย ท่ีสามารถย่อยให้ นีโอโซมแตกออกได้ นีโอโซมอาจ

สามารถปลดปลอ่ยสารสกดัออกมา เพ่ือออกฤทธ์ิตามต้องการได้ (ภาคผนวก 9) 

8. ได้นําสารสกดั 5 ตวั ซึ่งได้แก่สารสกัดหยาบด้วย ethyl acetate ของกวาวเครือขาว บวับก ย่านาง 

และหม่อน และสารสกัดหยาบด้วยนํา้ของบวับกมาเตรียมเป็นสารสกัดก่ึงบริสุทธ์ิด้วยเทคนิคการ

แยกสว่นการละลายซึ่งได้สารสกดัละ 3 fractions รวมเป็น 15 fractions พบว่า fractions ท่ีให้ yield 

สูงท่ีสุด คือ fraction ท่ี 1 จากสารสกัดหยาบบวับกด้วยนํา้โดยนํา้ (77.55%) และ fraction ท่ีให้ 

yield น้อยท่ีสุด คือ fraction ท่ี 3 จากสารสกัดหยาบบัวบกด้วยนํา้โดย methanol (0.09%) 

(ภาคผนวกท่ี10) จากการทดสอบฤทธ์ิต้านปฏิกิริยาออกซิเดชนั สารสกัดท่ีให้ฤทธ์ิจบัอนุมูลอิสระ 

DPPH สงูท่ีสดุ คือ fraction จากสารสกดัหยาบย่านางด้วย ethyl acetate โดย methanol (SC50 = 
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0.16 ± 0.04 mg/ml) แตมี่ฤทธ์ิจบัอนมุลูอิสระต่ํากว่าสารมาตรฐานวิตามินซี (SC50= 0.05 ± 0.00 

mg/ml) 3.2 เท่า และต่ํากว่าสารมาตรฐานวิตามินอี (SC50= 0.09 ± 0.02 mg/ml) 1.77 เท่า  สาร

สกัดท่ีให้ฤทธ์ิจบัโลหะสูงท่ีสุด คือ fraction จากสารสกัดหยาบกวาวเครือขาวด้วย ethyl acetate 

โดย methanol (CC50 = 1.06 ± 1.03 mg/ml) โดยให้ฤทธ์ิจบัโลหะต่ํากว่าสารมาตรฐาน EDTA 

(CC50 = 0.30 ± 0.22 mg/ml) 3.53 เท่า ส่วนสารสกดัท่ีให้ฤทธ์ิยบัยัง้การเกิด lipid peroxidation สงู

ท่ีสดุ ได้แก่ fraction จากสารสกดัหยาบหม่อนด้วย ethyl acetate โดย hexane (IPC50 = 0.03 ± 

0.01 mg/ml) โดยให้ฤทธ์ิยบัยัง้การเกิด lipid peroxidation ต่ํากว่าสารมาตรฐานวิตามินอี (IPC50 = 

0.02 ± 0.01 mg/ml) 1.5 เท่า แตใ่ห้ฤทธ์ิยบัยัง้ lipid peroxidation สงูกว่าสารมาตรฐานวิตามินซี 

(IPC50 = 0.48 ± 0.22 mg/ml) 16 เท่า (ภาคผนวกท่ี 11) จากการศกึษาผลของสารสกดัหยาบและ 

fraction จากสารสกัดหยาบต่อกระบวนการสร้างเม็ดสีเมลานิน พบว่า สารสกัดหยาบท่ีสามารถ

กระตุ้นการสร้างเม็ดสีเมลานิน ได้แก่ สารสกัดหยาบบัวบกด้วยนํา้ (ร้อยละ100.86+3.8) ส่วน 

fraction จากสารสกดัหยาบท่ีสามารถกระตุ้นการสร้างเม็ดสีเมลานิน ได้แก่ fraction จากสารสกัด

หยาบกวาวเครือขาวด้วย ethyl acetate โดย hexane (ร้อยละ 112.99+8.93) และ fraction จาก

สารสกดัหยาบย่านางด้วย ethyl acetate โดย hexane (ร้อยละ 103.82+19.60) จากการศกึษาฤทธ์ิ

ของเอนไซม์ tyrosinase พบว่า fraction จากสารสกดัหยาบกวาวเครือขาวด้วย ethyl acetate โดย 

hexane ซึง่เป็น fraction ท่ีสามารถกระตุ้นการสร้างเม็ดสีเมลานินได้ มีฤทธ์ิของเอนไซม์ tyrosinase 

สูงสุด (ร้อยละ 171.27+11.25) ในขณะท่ีสารสกัดหยาบบวับกด้วยนํา้ ซึ่งเป็นสารสกัดท่ีสามารถ

กระตุ้นการสร้างเม็ดสีเมลานินได้ มีฤทธ์ิของเอนไซม์ต่ํากว่าเซลล์กลุ่มควบคมุ (ร้อยละ99.46+6.78) 

ส่วน fraction จากสารสกัดหยาบอีก 2 ตวัโดย hexane ท่ีมีฤทธ์ิของเอนไซม์สูงกว่ากลุ่มควบคุม 

ได้แก่ สารสกดัหยาบหม่อนด้วย ethyl acetate และสารสกดัหยาบย่านางด้วย ethyl acetate (ร้อย

ละ 122.14+30.59 และ 115.12+12.87 ตามลําดบั) จากการศึกษาปริมาณโปรตีน พบว่า ทุกสาร

สกดัหยาบและ fraction จากสารสกดัหยาบมีจํานวนโปรตีนภายในเซลล์ลดลง เม่ือเปรียบเทียบกบั

เซลล์กลุ่มควบคุม ดังนัน้ fraction ท่ีเลือกมาพัฒนาต่อ คือ fraction ท่ี 2 จากสารสกัดหยาบ

กวาวเครือขาวด้วย ethyl acetate โดย hexane ซึ่งมี % yield เท่ากบั 20.99% แม้ไม่พบฤทธ์ิต้าน

ปฏิกิริยาออกซิเดชนัแตมี่ฤทธ์ิกระตุ้นการสร้างเม็ดสีเมลานินได้สงูสดุ (112.99%) และมีฤทธ์ิกระตุ้น

การทํางานของเอนไซม์ tyrosinase สงูสดุ (171.27%) (ภาคผนวกท่ี 12) 

9. การเก็บกกัสารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจากกวาวเครือขาว fraction 2 ในนีโอโซม พบว่าได้สารแขวนตะกอน

ของนีโอโซมท่ีมีสีขาวขุน่และไมต่กตะกอน (ภาคผนวกท่ี 13) 

10. การศึกษาความคงตวัทางกายภาพของนีโอโซมท่ีเก็บกัก 2 % (w/v) ของสารสกัดก่ึงบริสุทธ์ิจาก

กวาวเครือท่ีสกัดด้วยเอธิลอะซีเตตท่ี partition ด้วยเฮกเซนและนีโอโซมเปล่าไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง 
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(27±2ºC), 4±2ºC และ 45±2ºC เม่ือเวลาผ่านไป 3 เดือน พบว่านีโอโซมยังมีความคงตวัทาง

กายภาพ หรือเปล่ียนแปลงเพียงเล็กน้อย (ภาคผนวกท่ี 14) 

11. การศึกษาความคงตวัทางเคมีของนีโอโซมท่ีเก็บกัก 2 % (w/v) ของสารสกัดก่ึงบริสุทธ์ิ เม่ือเก็บ

ตวัอย่างไว้ท่ีอณุหภูมิตา่งๆ(4 + 2 , 30 + 2  และ 45 + 2 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 3 เดือน พบว่านี

โอโซมท่ีเก็บกกัสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจากกวาวเครือfraction 2  มีปริมาณ linoleic acid เหลืออยู่มากกว่า 

60% ทกุอณุหภูมิ โดยท่ีอณุหภูมิ 4 + 2 องศาเซลเซียส มีปริมาณ linoleic acid เหลืออยู่มากท่ีสดุ

เท่ากบั 81.76% ส่วนในสารละลายของสารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจากกวาวเครือ fraction 2 ใน propylene 

glycol มีปริมาณ linoleic acid ท่ีเหลืออยู่น้อยกว่า 50%โดยท่ีอณุหภูมิ 4 + 2 องศาเซลเซียส มี

ปริมาณ linoleic acid เหลืออยูม่ากท่ีสดุเทา่กบั 42.50% (ภาคผนวกท่ี 14) 

12. การทดสอบการซึมผ่านทางรูขมุขนของสารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจากกวาวเครือท่ีเก็บกกัในนีโอโซม พบว่า 

นีโอโซมสามารถเพิ่มประสิทธิภาพการนําส่งสารสําคญั (linoleic acid) ท่ีอยู่ในสารสกัดก่ึงบริสทุธ์ิ

กวาวเครือ fraction 2 ได้ทัง้ในผิวหนงัและรีซีฟเวอร์ โดยมีปริมาณสะสม คา่ฟลกัซ์ และ ปริมาณการ

ซมึผา่นรูขมุขนใน 1 รูขมุขน มากกว่าในรูปแบบสารละลายโดยเฉล่ีย 1.86 และ 2.18 เท่า ตามลําดบั

(ภาคผนวกท่ี 15) ในการศึกษานีค้ณะผู้ วิจัยได้รับการอนุมตัิให้ใช้สตัว์ทดลองตามความเห็นชอบ

ของคณะกรรมการจรรยาบรรณการใช้สัตว์ทดลอง คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม ่

(ภาคผนวกท่ี 16) 

13. การคํานวณต้นทนุการผลิตของสารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิกวาวเครือและนีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิ

จากกวาวเครือ พบว่า ราคาคาดคะเนของการผลิตสารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิกวาวเครือ fraction 2 ปริมาณ 

1 กิโลกรัม เท่ากบั 58,800 บาท และราคาคาดคะเนของการผลิตสารแขวนตะกอนนีโอโซมท่ีเก็บกัก

สารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิกวาวเครือ fraction 2 ปริมาณ 1 กิโลกรัม เท่ากบั 2,374.62 บาท (ภาคผนวกท่ี 

17) 
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ภาคผนวก 1 
การจัดทาํ specification ของสารสกัด กวาวเครือ  หม่อน  

ย่านาง  อัญชัน และบัวบก 
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การจัดทาํ specification ของสารสกัด กวาวเครือ  หม่อน  ย่านาง  อัญชัน และบัวบก 
 

วัตถุประสงค์    

เพ่ือการจดัทํา specification ของสารสกดัตา่งๆ 
 

ตัวอย่างสารสกัด (20 ตัวอย่าง) 

1. สารสกดักวาวเครือ ด้วยนํา้ 

2. สารสกดักวาวเครือ ด้วย methanol 

3. สารสกดักวาวเครือ ด้วย ethyl acetate 

4. สารสกดักวาวเครือ ด้วย hexane 

5. สารสกดัหมอ่น ด้วยนํา้ 

6. สารสกดัหมอ่น ด้วย methanol 

7. สารสกดัหมอ่น ด้วย ethyl acetate 

8. สารสกดัหมอ่น ด้วย hexane 

9. สารสกดัยา่นาง ด้วยนํา้ 

10. สารสกดัยา่นาง ด้วย  methanol 

11. สารสกดัยา่นาง ด้วย  ethyl acetate 

12. สารสกดัยา่นาง ด้วย  hexane 

13. สารสกดัอญัชนั  ด้วยนํา้ 

14. สารสกดัอญัชนั  ด้วย  methanol 

15. สารสกดัอญัชนั  ด้วย  ethyl acetate 

16. สารสกดัอญัชนั  ด้วย  hexane 

17. สารสกดับวับก  ด้วยนํา้ 

18. สารสกดับวับก  ด้วย  methanol 

19. สารสกดับวับก  ด้วย  ethyl acetate 

20. สารสกดับวับก  ด้วย  hexane 
 

สารเคมี 

1. 10%hydrochloric acid (กรดแก่) 

2. 10%sodium hydroxide (ดา่งแก่) 

3. 10%acetic acid (กรดอ่อน) 

4. 10%ammonium hydroxide (ดา่งออ่น) 
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5. 10%hydrogen peroxide (oxidizer) 

6. 10%feric chloride (reducer) 

7. 10%sodium acetate (ดา่งออ่น) 

 

วิธีการทดลอง 

สารสกดัสมนุไพรปริมาณ 0.1%ในนํา้ 

 

วดัคา่ pH 

 

หยดสารทดสอบทีละหยด(เขยา่ด้วยมือ)หยดุหยดเม่ือมีการเปล่ียนแปลง และ นบัจํานวนหยดหากไมมี่การ

เปล่ียนแปลงให้หยดจนครบ 50 หยดแล้วหยดุ 

 

สงัเกตและบนัทึกผลการเปล่ียนแปลงท่ีเกิดขึน้ในแตล่ะหยด(สี ความขุ่น ตะกอน) 

หมายเหต ุ สารสกดัท่ีละลายยาก(สกดัด้วย methanol, ethyl acetate, hexane)เตมิ 95% แอลกอฮอล์ลงไป 

15% 

 

ตารางท่ี 1.1 การทดสอบความคงตวัของสารสกัดกวาวเครือสกัดด้วยนํา้ 

ลกัษณะสารสกดัละลายนํา้ใส pH5.5 

สารทดสอบ ลักษณะของ สารสกัด 

10%HCl ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%NaOH ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%CH3COOH ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%NH4OH ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%H2O2 ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%FeCl3 ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%CH3COONa ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 
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ตารางท่ี 1.2 การทดสอบความคงตวัของสารสกัดกวาวเครือสกัดด้วย methanol 

ลกัษณะสารสกดัละลายนํา้ใส pH5 

สารทดสอบ ลักษณะของ สารสกัด 

10%HCl ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%NaOH ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%CH3COOH ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%NH4OH ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%H2O2 ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%FeCl3 ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%CH3COONa ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

 

ตารางท่ี 1.3 การทดสอบความคงตวัของสารสกัดกวาวเครือสกัดด้วย ethyl acetate 

ลกัษณะสารสกดัละลายนํา้ ขุน่ pH5 

สารทดสอบ ลักษณะของ สารสกัด 

10%HCl 5 หยดขุน่เลก็น้อย 

10%NaOH 5 หยดสเีข้มขึน้ 

10%CH3COOH ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%NH4OH 4 หยดสเีข้มขึน้ 

10%H2O2 ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%FeCl3 ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%CH3COONa ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

 

ตารางท่ี 1.4 การทดสอบความคงตวัของสารสกัดกวาวเครือสกัดด้วย hexane 

ลกัษณะสารสกดัละลายนํา้ ขุน่ pH5.5 

สารทดสอบ ลักษณะของ สารสกัด 

10%HCl ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%NaOH ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%CH3COOH ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%NH4OH ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%H2O2 ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%FeCl3 ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%CH3COONa ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 
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ตารางท่ี 1.5 การทดสอบความคงตวัของสารสกัดหม่อนสกัดด้วยนํา้ 

ลกัษณะสารสกดัละลายนํา้ สีนํา้ตาลออ่น pH5.5 

สารทดสอบ ลักษณะของ สารสกัด 

10%HCl ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%NaOH 1 หยดขุน่เลก็น้อย 

10%CH3COOH ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%NH4OH 1 หยดสเีข้มขึน้ 

10%H2O2 ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%FeCl3 ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%CH3COONa 10 หยดสเีข้มขึน้ 

 

ตารางท่ี 1.6 การทดสอบความคงตวัของสารสกัดหม่อนสกัดด้วย methanol 

ลกัษณะสารสกดัละลายนํา้ สีเขียวอ่อน pH5.5 

สารทดสอบ ลักษณะของ สารสกัด 

10%HCl ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%NaOH ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%CH3COOH ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%NH4OH ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%H2O2 ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%FeCl3 ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%CH3COONa ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

 

ตารางท่ี 1.7 การทดสอบความคงตวัของสารสกัดหม่อนสกัดด้วย ethyl acetate 

ลกัษณะสารสกดัละลายนํา้ สี เขียวอ่อนขุ่น pH5.5 

สารทดสอบ ลักษณะของ สารสกัด 

10%HCl ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%NaOH 1 หยดสเีข้มขึน้ 

10%CH3COOH ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%NH4OH ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%H2O2 ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%FeCl3 ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%CH3COONa ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 
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ตารางท่ี 1.8 การทดสอบความคงตวัของสารสกัดหม่อนสกัดด้วย hexane  

ลกัษณะสารสกดัละลายนํา้ สี เขียวอ่อนขุ่น pH5.5 

สารทดสอบ ลักษณะของ สารสกัด 

10%HCl ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%NaOH ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%CH3COOH ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%NH4OH ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%H2O2 ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%FeCl3 ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%CH3COONa ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

 

ตารางท่ี 1.9 การทดสอบความคงตวัของสารสกัดย่านางสกัดด้วยนํา้ 

ลกัษณะสารสกดัละลายนํา้ สีนํา้ตาลออ่น pH5.5 

สารทดสอบ ลักษณะของ สารสกัด 

10%HCl ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%NaOH 1 หยดสเีข้มขึน้ 

10%CH3COOH ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%NH4OH 1 หยดสเีข้มขึน้ 

10%H2O2 ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%FeCl3 ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%CH3COONa 5 หยดสเีข้มขึน้ 

 

ตารางท่ี 1.10 การทดสอบความคงตวัของสารสกัดย่านางสกัดด้วย methanol 

ลกัษณะสารสกดัละลายนํา้ สี เขียวอ่อนใส pH5.5 

สารทดสอบ ลักษณะของ สารสกัด 

10%HCl ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%NaOH ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%CH3COOH ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

 10%NH4OH ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%H2O2 ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%FeCl3 ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%CH3COONa ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 
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ตารางท่ี 1.11 การทดสอบความคงตวัของสารสกัดย่านางสกัดด้วย ethyl acetate 

ลกัษณะสารสกดัละลายนํา้ สี เขียวแกมเหลืองขุน่ pH5 

สารทดสอบ ลักษณะของ สารสกัด 

10%HCl 5 หยดขุน่เลก็น้อย 

10%NaOH 1 หยดสเีข้มขึน้ 

10%CH3COOH ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%NH4OH 1 หยดสเีข้มขึน้ 

10%H2O2 ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%FeCl3 ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%CH3COONa ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

 

ตารางท่ี 1.12 การทดสอบความคงตวัของสารสกัดย่านางสกัดด้วย hexane 

ลกัษณะสารสกดัละลายนํา้ สี นํา้ตาลขุน่ pH5 

สารทดสอบ ลักษณะของ สารสกัด 

10%HCl 10 หยดขุน่เลก็น้อย 

10%NaOH 1 หยดสเีข้มขึน้ 

10%CH3COOH ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%NH4OH ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%H2O2 ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%FeCl3 ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%CH3COONa ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

 

ตารางท่ี 1.13 การทดสอบความคงตวัของสารสกัดอัญชันสกัดด้วยนํา้ 

ลกัษณะสารสกดัละลายนํา้ สี นํา้เงินใส pH5.5 

สารทดสอบ ลักษณะของ สารสกัด 

10%HCl 1 หยดเปลีย่นเป็นสแีดง 

10%NaOH 1 หยดเปลีย่นเป็นสแีดง 

10%CH3COOH 1 หยดเปลีย่นเป็นสมีว่ง 

10%NH4OH 1 หยดเปลีย่นเป็นสคีราม 

10%H2O2 ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%FeCl3 1 หยดเปลีย่นเป็นสมีว่ง 

10%CH3COONa 1 หยดเปลีย่นเป็นสฟ้ีา 
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ตารางท่ี 1.14 การทดสอบความคงตวัของสารสกัดอัญชันสกัดด้วย methanol 

ลกัษณะสารสกดัละลายนํา้ สี นํา้ตาลอ่อนใส pH5.5 

สารทดสอบ ลักษณะของ สารสกัด 

10%HCl ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%NaOH 1 หยดสเีข้มขึน้ 

10%CH3COOH ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%NH4OH 1 หยดสเีข้มขึน้ 

10%H2O2 ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%FeCl3 1 หยดสเีข้มขึน้ 

10%CH3COONa 5 หยดสเีข้มขึน้ 

 

ตารางท่ี 1.15 การทดสอบความคงตวัของสารสกัดอัญชันสกัดด้วย ethyl acetate  

ลกัษณะสารสกดัละลายนํา้ สีเขียวขุน่ pH5 

สารทดสอบ ลักษณะของ สารสกัด 

10%HCl 3 หยดขุน่ขึน้ 

10%NaOH 1 หยดสเีข้มขึน้ 

10%CH3COOH ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%NH4OH 1 หยดสเีข้มขึน้ 

10%H2O2 ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%FeCl3 1 หยดสเีข้มขึน้ 

10%CH3COONa 5 หยดสเีข้มขึน้ 

 

ตารางท่ี 1.16 การทดสอบความคงตวัของสารสกัดอัญชันสกัดด้วย hexane 

ลกัษณะสารสกดัละลายนํา้ สีเขียวแกมเหลืองขุน่ pH5 

สารทดสอบ ลักษณะของ สารสกัด 

10%HCl 5 หยดขุน่ขึน้ 

10%NaOH 1 หยดสเีข้มขึน้ 

10%CH3COOH ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%NH4OH ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%H2O2 ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%FeCl3 ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%CH3COONa ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 
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ตารางท่ี 1.17 การทดสอบความคงตวัของสารสกัดบัวบกสกัดด้วยนํา้ 

ลกัษณะสารสกดัละลายนํา้ สี นํา้ตาลอ่อนขุน่ pH5.5 

สารทดสอบ ลักษณะของ สารสกัด 

10%HCl ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%NaOH 1 หยดสเีข้มขึน้ 

10%CH3COOH ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%NH4OH 1 หยดสเีข้มขึน้ 

10%H2O2 ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%FeCl3 ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%CH3COONa 5 หยดสเีข้มขึน้ 

 

ตารางท่ี 1.18 การทดสอบความคงตวัของสารสกัดบัวบกสกัดด้วย methanol 

ลกัษณะสารสกดัละลายนํา้ สี นํา้ตาลขุน่ pH5.5 

สารทดสอบ ลักษณะของ สารสกัด 

10%HCl ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%NaOH 1 หยดสเีข้มขึน้ 

10%CH3COOH ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%NH4OH 1 หยดสเีข้มขึน้ 

10%H2O2 ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%FeCl3 ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%CH3COONa 5 หยดสเีข้มขึน้ 

 

ตารางท่ี 1.19 การทดสอบความคงตวัของสารสกัดบัวบกสกัดด้วย ethyl acetate 

ลกัษณะสารสกดัละลายนํา้ สี เขียวแกมเเหลืองขุน่ pH5 

สารทดสอบ ลักษณะของ สารสกัด 

10%HCl 1 หยดขุน่ขึน้ 

10%NaOH 1 หยดสเีข้มขึน้ 

10%CH3COOH ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%NH4OH 1 หยดสเีข้มขึน้ 

10%H2O2 ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%FeCl3 ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%CH3COONa 3 หยดสเีข้มขึน้ 
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ตารางท่ี 1.20 การทดสอบความคงตวัของสารสกัดบัวบกสกัดด้วย hexane 

ลกัษณะสารสกดัละลายนํา้ สี นํา้ตาลขุน่ pH5 

สารทดสอบ ลักษณะของ สารสกัด 

10%HCl 5 หยดขุน่ขึน้ 

10%NaOH 1 หยดสเีข้มขึน้ 

10%CH3COOH ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%H2O2 1 หยดขุน่ขึน้ 

10%FeCl3 ไมเ่กิดการเปลีย่นแปลง 

10%CH3COONa 3 หยดสเีข้มขึน้ 

 

สรุปผลการทดลอง 

ตารางท่ี 1.21 สรุปผลการทดลอง 

ตัวอย่าง ลักษณะทางกายภาพ pH ความคงตัว 

กวาวเครือสกดัด้วยนํา้ ใส 5.5 คงตวัในทกุสภาวะ 

กวาวเครือสกดั methanol นํา้ตาลออ่นใส 5 คงตวัในทกุสภาวะ 

กวาวเครือสกดั ethyl acetate นํา้ตาลออ่นขุน่ 5 คงตวัในกรดออ่น ดา่งออ่น oxidizer reducer ไม่

คงตวัใน กรดแก่ ดา่งแก ่

กวาวเครือสกดั hexane นํา้ตาลออ่นขุน่ 5.5 คงตวัในทกุสภาวะ 

หมอ่นสกดันํา้ นํา้ตาลออ่นใส 5.5 คงตวัในกรดแก่ กรดออ่น oxidizer  reducerไมค่ง

ตวัใน ดา่งแก่  ดา่งออ่น 

หมอ่นสกดั methanol เขียวออ่นใส 5.5 คงตวัในทกุสภาวะ 

หมอ่นสกดั ethyl acetate เขียวออ่นขุน่ 5.5 คงตวัใน กรดแก่ กรดออ่น ดา่งออ่น oxidizer  

reducer ไมค่งตวัใน ดา่งแก ่

หมอ่นสกดั hexane นํา้ตาลออ่นขุน่ 5.5 คงตวัในทกุสภาวะ 

ยา่นางสกดั นํา้ นํา้ตาลออ่นขุน่ 5.5 คงตวัในกรดแก่ กรดออ่น oxidizer  reducerไมค่ง

ตวัใน ดา่งแก่ ดา่งออ่น 

ยา่นางสกดั methanol เขียวออ่นใส 5.5 คงตวัในทกุสภาวะ 

ยา่นางสกดั ethyl acetate เขียวแกมเหลอืงขุน่ 5 คงตวัใน กรดออ่น ดา่งออ่น  oxidizer  reducerไม่

คงตวัใน กรดแก่ ดา่งแก ่

ยา่นางสกดั hexane นํา้ตาลขุน่ 5 คงตวัใน กรดออ่น ดา่งออ่น oxidizer  reducer ไม่

คงตวัใน กรดแก่ ดา่งแก ่

อญัชนัสกดั นํา้ นํา้เงินใส 5.5 คงตวัใน oxidizer ไมค่งตวัใน กรดแก่ ดา่งแก่ กรด

ออ่น ดา่งออ่น reducer 
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ตารางท่ี 1.21 สรุปผลการทดลอง (ตอ่) 

ตัวอย่าง ลักษณะทางกายภาพ pH ความคงตัว 

อญัชนัสกดั methanol นํา้ตาลออ่นใส 5.5 คงตวัใน กรดแก่ กรดออ่น oxidizerไมค่งตวัใน 

ดา่งแก่ ดา่งออ่น กรดออ่น reducer 

อญัชนัสกดั ethyl acetate เขียวขุน่ 5 คงตวัใน ดา่งออ่นoxidizerไมค่งตวัใน กรดแก่ ดา่ง

แก่ กรดออ่น reducer 

อญัชนัสกดั hexane เขียวแกมเหลอืงขุน่ 5 คงตวัใน ดา่งออ่น กรดออ่น oxidizer reducer ไม่

คงตวัในกรดแก่ ดา่งแก ่

บวับกสกดันํา้ นํา้ตาลออ่นขุน่ 5.5 คงตวัในกรดแก่ กรดออ่น oxidizer reducerไมค่ง

ตวัใน ดา่งแก่ ดา่งออ่น 

บวับกสกดั methanol นํา้ตาลออ่นใส 5.5 คงตวัในกรดแก่ กรดออ่นoxidizer reducerไมค่ง

ตวัใน ดา่งแก่ ดา่งออ่น 

บวับกสกดั ethyl acetate เขียวแกมเหลอืงขุน่ 5 คงตวัใน  กรดออ่นoxidizer reducerไมค่งตวัใน 

กรดแก่ ดา่งแก่ ดา่งออ่น 

บวับกสกดั hexane นํา้ตาลขุน่ 5 คงตวัใน  กรดออ่นreducerไมค่งตวัใน กรดแก่ 

ดา่งแก่ ดา่งออ่น oxidizer 

 

 โดยสรุป สารสกดัทกุตวัมี pH เป็นกรด สารสกดัท่ีมีความคงตวัในทกุสภาวะคือ สารสกดักวาวเครือ

ด้วยนํา้ สารสกดักวาวเครือด้วย methanol สารสกดักวาวเครือด้วย hexane สารสกดัหมอ่นด้วย methanol 

สารสกดัหมอ่นด้วย hexane และสารสกดัยา่นางด้วย methanol 
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ภาคผนวก 2 
การทดสอบ phytochemistry ของสารสกัด กวาวเครือ  

หม่อน  ย่านาง  อัญชัน และบัวบก 
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การทดสอบ phytochemistry ของสารสกัด กวาวเครือ  หม่อน  ย่านาง  อัญชัน และบัวบก 
 

วัตถุประสงค์  

เพ่ือทดสอบพฤษเคมี (phytochemistry) ของสารสกดัตา่ง ๆ 

ตัวอย่างสารสกัด (20 ตัวอย่าง) 

21. สารสกดักวาวเครือ ด้วยนํา้ 

22. สารสกดักวาวเครือ ด้วย methanol 

23. สารสกดักวาวเครือ ด้วย ethyl acetate 

24. สารสกดักวาวเครือ ด้วย hexane 

25. สารสกดัหมอ่น ด้วยนํา้ 

26. สารสกดัหมอ่น ด้วย methanol 

27. สารสกดัหมอ่น ด้วย ethyl acetate 

28. สารสกดัหมอ่น ด้วย hexane 

29. สารสกดัยา่นาง ด้วยนํา้ 

30. สารสกดัยา่นาง ด้วย  methanol 

31. สารสกดัยา่นาง ด้วย  ethyl acetate 

32. สารสกดัยา่นาง ด้วย  hexane 

33. สารสกดัอญัชนั  ด้วยนํา้ 

34. สารสกดัอญัชนั  ด้วย  methanol 

35. สารสกดัอญัชนั  ด้วย  ethyl acetate 

36. สารสกดัอญัชนั  ด้วย  hexane 

37. สารสกดับวับก  ด้วยนํา้ 

38. สารสกดับวับก  ด้วย  methanol 

39. สารสกดับวับก  ด้วย  ethyl acetate 

40. สารสกดับวับก  ด้วย  hexane 
สารเคมี 

1. butanol 

2. acetic acid 

3. diehty ether 

4. sulfuric acid 

5. standard sucrose 

6. standard fructose 

7. standard glucose 

8. hydrogen peroxide 

9. potassium hydroxide 

10. methanol 

11. benzene 

12. ammonium hydroxide 
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13. potassium hydroxide 

14. dragendroff’s reagent 

15. hydrochloric acid 

16. nitric acid 

17. potassium iodide 

18. sulfuric acid, Merck 

19. chloroform 

20. ลวด magnesium 

21. calcium hydrochloride 

22. ethanol 

 

วิธีการทดลอง 

1 การทดสอบหา Anthraquinone 

ชัง่สารสกดัสมนุไพรท่ีต้องการทดสอบ 0.05 g 

↓ 
นําไปต้มกบั 2 ml ของ 0.5N KOH 

↓ 
เตมิ 0.5 ml ของ H2O2 (dilute) 

↓ 
ต้มประมาณ 30 นาที 

↓ 
เตมิ 100 µl ของ acetic acid 

↓ 
นําสารละลายท่ีได้มาสกดัด้วย 1 ml ของ benzene  

↓ 
นําชัน้ของ benzene มาเตมิ 1 ml ของ 25%NH4OH  

ผลบวกของปฏิกิริยาจะทําให้ชัน้ 25% NH4OH เปล่ียนสีเป็นสีชมพถึูงแดง 

 

2 การทดสอบหา Glycoside 

ชัง่สารสกดัสมนุไพรท่ีต้องการทดสอบ 0.05 g 

↓ 
สกดัด้วยนํา้กลัน่ และอุน่ใน water bath เป็นเวลา 10 min  

↓ 
นําสารสกดัท่ีได้ไปป่ันเหว่ียงด้วยเคร่ือง Centrifuge  

↓ 
แยกสารละลายสว่นใสออกมา  

↓ 
นํามา Spot ตวัอยา่งทัง้หมดลงในแผน่ TLC ปริมาณ 10 µl  
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Condition ของ TLC: 

 Stationary phase: silica gel 60 

 Mobile phase :  Butanol : Acetic acid : diethyl ether : water (9:6:1:3) 

 Detection : spraying with 10% H2SO4  และ heat 

 

3 การทดสอบหา Xanthrone 

ชัง่สารสกดัสมนุไพรท่ีต้องการทดสอบ 0.05 g 

↓ 
เตมิ 2 ml ของ methanol และอุน่ใน water bath เป็นเวลา 10 min  

↓ 
นําสารสกดัท่ีได้ไปป่ันเหว่ียงด้วยเคร่ือง Centrifuge 

↓ 
แยกสารละลายใสออกมา  

↓ 
เตมิ 100 µl ของ 5% KOH  

ผลบวกจะปรากฏตะกอนสีเหลืองขึน้  

 

4 การทดสอบหา Tannin 

ชัง่สารสกดัสมนุไพรท่ีต้องการทดสอบ 0.05 g 

↓ 
สกดัด้วย 2 ml Ethanol และอุน่ใน water bath เป็นเวลา 10 min  

↓ 
นําสารสกดัท่ีได้ไปป่ันเหว่ียงด้วยเคร่ือง Centrifuge  

↓ 
แยกสารละลายสว่นใสออกมา  

↓ 
ทําการทดสอบด้วย 100 µl Ca(OH)2 (sat.)  

ผลบวก คือ เกิดตะกอนสีเหลืองเทานํา้เงิน  
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5 การทดสอบหา Carotenoid 

ชัง่สารสกดัสมนุไพรท่ีต้องการทดสอบ 0.05 g 

↓ 
สกดัด้วย 2 ml Chloroform  

↓ 
นําสารสกดัท่ีได้ไปป่ันเหว่ียงด้วยเคร่ือง Centrifuge 

↓ 
แยกสารละลายสว่นใสออกมา  

↓ 
ทดสอบด้วย100 µl sulfuric acid เข้มข้นโดยทําการเปรียบเทียบกบั Control 

ผลบวกจะได้สารละลายสีนํา้เงินหรือสีเขียวอมนํา้เงิน  

 

 

6 การทดสอบหา Flavone 

ชัง่สารสกดัสมนุไพรท่ีต้องการทดสอบ 0.05 g 

↓ 
สกดัด้วย 2 ml methanol และอุน่ใน water bath เป็นเวลา 10 min  

↓ 
นําสารสกดัท่ีได้ไปป่ันเหว่ียงด้วยเคร่ือง Centrifuge 

↓ 
แยกสารละลายสว่นใสออกมา  

↓ 
ใสล่วด Magnesium ลงไปสารละลายสารสกดัพืชสมนุไพรต้ 

เตมิ 100 µl HCl (conc.)  

↓ 
ปฏิกิริยาท่ีเป็น Positive จะเป็นดงันีคื้อ 

Flavone จะปรากฏเป็นเหลือง 

Flavonol จะปรากฏเป็นสีแดงไปจนถึงสีแดงเข้ม 

Flavanone จะปรากฏเป็นสีแดงเข้มไปจนถึงสีแดงอมมว่ง 

Flavanonol จะปรากฏเป็นสีแดง  
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7 การทดสอบหา Alkaloid 

ชัง่สารสกดัสมนุไพรท่ีต้องการทดสอบ 0.05 g 

↓ 
สกดัด้วย 2 ml HCl( 2N) และอุน่ใน water bath เป็นเวลา 10 min  

↓ 
นําสารสกดัท่ีได้ไปป่ันเหว่ียงด้วยเคร่ือง Centrifuge 

↓ 
แยกสารละลายสว่นใสออกมา  

↓ 
ทดสอบด้วย 100 µl Dragendroff’s reagent 

ผลบวกจะเกิดตะกอนสีส้มเกิดขึน้ 

 

วิธีการเตรียม Dragendorff ’ s reagent  

1. ละลาย Bismuth nitrate 8 g ใน nitric acid, 30% W/V 12 ml  

2. ละลาย Potassium iodide 27.2 g ในนํา้กลัน่ 50 ml เทสารละลาย Potassium 

iodide ลงในสารละลาย Bismuth nitrate แล้วเตมินํา้จนครบปริมาตร 100 ml 

 

ผลการทดลอง 

ผลการทดลองแสดงไว้ในตารางท่ี 2.1  

 

อภปิรายและสรุปผลการทดลอง 

จากผลการทดสอบทาง phytochemistry พบว่า สารสกัดส่วนใหญ่ให้ผลบวกกับ

สารสําคญัประเภท glycoside (glucose and sucrose), flavonoid, carotenoid, tannin และ 

xanthone มากกว่า ประเภท alkaloid แต่ไม่พบผลบวกกับสารประเภท anthraquinoneและ 

glycoside (fructose)   
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ตารางท่ี 2.1 ผลการทดสอบพฤษเคมี (Phytochemistry) ของสารสกดัตา่งๆ 

ตัวอย่างสารสกัด ผลการทดสอบพฤษเคมี (Phytochemistry) 

พืช ตัวทาํละลาย Alkaloid Anthraquinone 
Glycoside 

Flavonoid Carotenoid Tannin Xanthone 
F G S 

-  Methanol - - - - - - + - +++ 

ยา่นาง  ethyl acetate - - - - - - ++++ - - 

ยา่นาง Hexane - - - - - - + + ++++ 

ยา่นาง นํา้ - - - + + ++ - - - 

ยา่นาง methanol - - - +++ ++ - ++++ - +++ 

หมอ่น ethyl acetate - - - - - - ++++ - ++ 

หมอ่น hexane - - - - - - - +++ + 

หมอ่น นํา้ - - - ++++ ++++ ++ - + + 

อญัชนั ethyl acetate - - - - - +++ - + + 

อญัชนั hexane - - - - - ++ - +++ + 

อญัชนั นํา้ - - - + + ++++ - - - 

อญัชนั methanol - - - ++ ++ - - ++ + 

กวาวเครือ methanol + - - +++++ +++++ +++ - - ++ 

หมายเหต:ุ ให้คะแนนจากน้อยไปมาก เป็น +1 ถึง +5 
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ตารางท่ี 2.1 ผลการทดสอบพฤษเคมี (Phytochemistry) ของสารสกดัตา่งๆ (ตอ่) 

ตัวอย่างสารสกัด ผลการทดสอบพฤษเคมี (phytochemistry) 

พืช ตัวทาํละลาย Alkaloid Anthraquinone 
Glycoside 

Flavonoid Carotenoid Tannin Xanthone 
F G S 

กวาวเครือ hexane - - - - - - - - + 

กวาวเครือ ethyl acetate + - - +++ +++++ - - - - 

กวาวเครือ นํา้          

บวับก methanol - - - - - - ++++ - + 

บวับก ethyl acetate          

บวับก นํา้ - - - - - + - - + 

บวับก hexane - - - - - - ++++ - - 

หมายเหต:ุ ให้คะแนนจากน้อยไปมาก เป็น +1 ถึง +5 
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ภาคผนวก 3 
การทดสอบ anti-oxidative activity ของสารสกัด 

กวาวเครือ  หม่อน  ย่านาง  อัญชัน และบัวบก 
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การทดสอบฤทธ์ิต้านปฏิกิริยาออกซิเดชันของสารสกัดอัญชัน ย่านาง บัวบก หม่อน 

และกวาวเครือขาว 

 

วัตถุประสงค์  

 เพ่ือฤทธ์ิต้านปฏิกิริยาออกซิเดชนัของสารสกดันํา เมธานอล เอธิลอะซีเตต และเฮกเซน

จากอญัชนั ยา่นาง บวับก หมอ่น และกวาวเครือขาว  

 

ตัวอย่างสารสกัด (20 ตัวอย่าง) 

41. สารสกดักวาวเครือ ด้วยนํา้ 

42. สารสกดักวาวเครือ ด้วย methanol 

43. สารสกดักวาวเครือ ด้วย ethyl acetate 

44. สารสกดักวาวเครือ ด้วย hexane 

45. สารสกดัหมอ่น ด้วยนํา้ 

46. สารสกดัหมอ่น ด้วย methanol 

47. สารสกดัหมอ่น ด้วย ethyl acetate 

48. สารสกดัหมอ่น ด้วย hexane 

49. สารสกดัยา่นาง ด้วยนํา้ 

50. สารสกดัยา่นาง ด้วย  methanol 

51. สารสกดัยา่นาง ด้วย  ethyl acetate 

52. สารสกดัยา่นาง ด้วย  hexane 

53. สารสกดัอญัชนั  ด้วยนํา้ 

54. สารสกดัอญัชนั  ด้วย  methanol 

55. สารสกดัอญัชนั  ด้วย  ethyl acetate 

56. สารสกดัอญัชนั  ด้วย  hexane 

57. สารสกดับวับก  ด้วยนํา้ 

58. สารสกดับวับก  ด้วย  methanol 

59. สารสกดับวับก  ด้วย  ethyl acetate 

60. สารสกดับวับก  ด้วย  hexane 

 

สารเคมี

1. Ferrous chloride 

2. Linoleic acid 

3. Ammonium thiocyanate 

4. DPPH 
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5. Vitamin C 

6. Vitamin E 

7. Kojic acid 

8. DMSO 

9. Distilled water 

10. 99.8% Ethanol 

11. 0.1M Phosphate buffer (pH 

6.8) 

12. Tyrosinase 

13. Tyrosine 

 

 

วิธีการทดลอง 

 การเตรียมตัวอย่างและสารมาตรฐาน 

1.1 เตรียมสารสกดัจากอญัชนั ยา่นาง บวับก หมอ่น และกวาวเครือขาวท่ีเตรียมด้วยวิธี 

aqueous, methanol, ethyl acetate and hexane extraction ท่ีความเข้มข้น 10, 1, 0.1, 0.01 

และ 0.001 mg/ml ตามลําดบั โดยใช้ 20%DMSO เป็นตวัทําละลาย 

1.2 เตรียมสารมาตรฐานได้แก่ วิตามินซี วิตามินอี และกรดโคจิก ท่ีความเข้มข้น 1, 0.1, 0.01, 

0.001 และ0.0001 mg/ml ตามลําดบั โดยใช้ 20%DMSO เป็นตวัทําละลาย 
 

2. การทดสอบฤทธ์ิต้านปฏิกริยาออกซิเดชัน 

2.1 การทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH assay 
 

เตมิสารตา่งๆตามตาราง 

A (Blank) B (Sample) 

1 2 3 4 

20% DMSO                            50µl 

99.8% Ethanol                       50µl 

20% DMSO                            50µl 

0.5 mg/ml DPPH                    50µl 

Sample                                  50µl 

99.8% Ethanol                       50µl 

Sample                                  50µl 

0.5 mg/ml DPPH                    50µl 

 
บม่ท่ี 37°Cเป็นเวลา 30 นาที 

 
อา่นคา่การดดูกลืนแสงท่ี 515 nm ด้วยเคร่ือง 96-well reader 

 
คํานวณคา่ % scavenging activity จากสมการ 

%SC = [(A-B)/A)] x 100 

โดย A คือ คา่การดดูกลืนแสงของ blank 

          B คือ คา่การดดูกลืนแสงของ sample 

 
คํานวณคา่ SC50 (mg/ml) จากกราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่ %SC กบัความเข้มข้น 
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2.2 ฤทธ์ิต้านการสลายตัวของกรดไขมันไม่อิ่มตัวโดยวิธี ferrous-thiocyanate methods 

 

 

เตมิสารตา่งๆตามตาราง 

A (Blank) B (Sample) 

1 2 3 4 

0.1% Linoleic acid                      50µl 

20% DMSO                                50µl 

2mM NH4SCN                            50µl 

10% HCl                                     50µl 

0.1% Linoleic acid                      50µl 

20% DMSO                                50µl 

2mM NH4SCN                            50µl 

2mM FeCl2                                  50µl 

0.1% Linoleic acid                      50µl 

Sample                                        50µl 

2mM NH4SCN                            50µl 

10% HCl                                     50µl 

0.1% Linoleic acid                      50µl 

Sample                                        50µl 

2mM NH4SCN                            50µl 

2mM FeCl2                                  50µl 

 
บม่ท่ี 37°Cเป็นเวลา 60 นาที 

 
อา่นคา่การดดูกลืนแสงท่ี 490 nm ด้วยเคร่ือง 96-well reader 

 
คํานวณคา่ % lipid peroxidation activity จากสมการ 

%LC = [(A-B)/A)] x 100 

โดย A คือ คา่การดดูกลืนแสงของ blank 

          B คือ คา่การดดูกลืนแสงของ sample 

 
คํานวณคา่ LC50 (mg/ml) จากกราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่ %SC กบัความเข้มข้น 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

\\wasana\รายงานฉบบัสมบรูณ์\รวมไฟล์\รายงานฉบบัสมบรูณ์โครงการวิจยัท่ี 3.doc (w)  

29 

 

2.3 ฤทธ์ิต้านเอนไซม์ไทโรซิเนสโดยวิธี the modified dopachrome method 

 

เตมิสารตา่งๆตามตาราง 

A (Blank) B (Sample) 

1 2 3 4 

2mM tyrosine                              50µl 

20% DMSO                                50µl 

0.1M Phosphate buffer               50µl 

2mM tyrosine                              50µl 

20% DMSO                                50µl 

50 u/ml tyrosinase                       50µl 

2mM tyrosine                              50µl 

Sample                                        50µl 

0.1M Phosphate buffer               50µl 

2mM tyrosine                              50µl 

Sample                                        50µl 

50 u/ml tyrosinase                       50µl 

 
อา่นคา่การดดูกลืนแสงท่ี 450 nm ด้วยเคร่ือง 96-well reader (T0) 

 
บม่ท่ี 37°Cเป็นเวลา 60 นาที 

 
อา่นคา่การดดูกลืนแสงท่ี 450 nm ด้วยเคร่ือง 96-well reader (T60) 

 
คํานวณคา่ % tyrosinase inhibition activity จากสมการ 

%IC = [{(B-A)60 – (B-A)0}/ (B-A)0] x100 

โดย A คือ คา่การดดูกลืนแสงของ blank 

          B คือ คา่การดดูกลืนแสงของ sample 

 
คํานวณคา่ IC50 (mg/ml) จากกราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่ %SC กบัความเข้มข้น 

 

ผลการทดลอง 

 ตารางท่ี 3.1 แสดงฤทธ์ิต้านปฏิกริยาออกซิเดชนัของสารสกดันํา้ เมธานอล เอธิลอะซีเตต 

และเฮกเซน จากอัญชนั ย่านาง บวับก หม่อน และกวาวเครือขาว พบว่าสารสกัดทัง้หมดมีฤทธ์ิ

ต้านอนุมูลอิสระและฤทธ์ิต้านการสลายตวัของไขมันไม่อ่ิมตวั โดยสารสกัดนํา้จากย่านางมีฤทธ์ิ

ต้านอนมุลูอิสระสงูท่ีสดุ (SC50 = 0.871 ± 0.168 mg/ml) ซึ่งคิดเป็น 0.07 เท่าของสารมาตรฐาน

วิตามินซี ส่วนสารสกัดเอธิลอะซีเตตจากย่านางมีฤทธ์ิต้านการสลายตวัของไขมนัสงูสดุ (LC50 = 

0.001 ± 0.000 mg/ml) ซึง่คดิเป็น 3 เทา่ของสารมาตรฐานวิตามินอี  

 สําหรับการทดสอบฤทธ์ิต้านเอนไซม์ไทโรซิเนสพบว่าสารสกัดเฮกเซนจากอญัชนัมีฤทธ์ิ

สงูสดุ (IC50 = 0.005 ± 0.001 mg/ml) ซึ่งคิดเป็น 17.5 เท่าของสารมาตรฐานกรดโคจิก ส่วนสาร

สกัดนํา้จากอัญชัน ย่านาง และบวับก สารสกัดเมธานอลจากบวับก สารสกัดเอธิลอะซีเตตจาก

บวับกและกวาวเครือ และสารสกดัเฮกเซนจากยา่นางไมมี่ฤทธ์ิดงักลา่ว 
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ตารางท่ี 3.1 คา่ SC50, LC50 และ IC50 (mg/ml) ของสารสกดัจากอญัชนั ยา่นาง บวับก หมอ่น 

และกวาวเครือขาว  

samples 

Anti-oxidative activity 

Free radical 

scavenging 

(SC50 ±SD mg/ml) 

Lipid peroxidation 

 

(LC50 ± SD mg/ml) 

Tyrosinase 

inhibition 

(IC50 ± SD mg/ml) 

Vitamin C 

Vitamin E 

Kojic acid 

EDTA 

0.063 ± 0.006 

NT 

NT 

NT 

NT 

0.003 ± 0.002 

NT 

NT 

NT 

NT 

0.074 ± 0.008 

NT 

อัญชัน 

Butterfly Pea (Aqueous) 

Butterfly Pea (Methanol) 

Butterfly Pea (Ethyl acetate) 

Butterfly Pea (Hexane) 

ย่านาง 

Bamboo Glass (Aqueous) 

Bamboo Glass (Methanol) 

Bamboo Glass (Ethyl acetate) 

Bamboo Glass (Hexane) 

บัวบก 

Asiatic Pennywort (Aqueous) 

Asiatic Pennywort (Methanol) 

Asiatic Pennywort (Ethyl acetate) 

Asiatic Pennywort (Hexane) 

หม่อน 

Mulberry (Aqueous) 

Mulberry (Methanol) 

Mulberry (Ethyl acetate) 

Mulberry (Hexane) 

กวาวเครือขาว 

White Kwao Krua (Aqueous) 

White Kwao Krua (Methanol) 

White Kwao Krua (Ethyl acetate) 

White Kwao Krua (Hexane) 

 

1.717 ± 0.329 

2.854 ± 0.612 

1.016 ± 0.292 

2.439 ± 0.307 

 

0.871 ± 0.168 

0.897 ± 0.094 

2.071 ± 0.380 

1.735 ± 0.059 

 

1.281 ± 0.141 

2.912 ± 0.222 

1.988 ± 0.158 

6.052 ± 0.538 

 

1.578 ± 0.207 

3.008 ± 0.255 

2.506 ± 0.474 

3.068 ± 0.069 

 

12.917 ± 1.260 

11.211 ± 0.777 

1.794 ± 0.104 

2.369 ± 0.023 

 

0.093 ± 0.011 

0.032 ± 0.010 

0.002 ± 0.001 

2.292 ± 0.187 

 

0.040 ± 0.008 

0.002 ± 0.002 

0.001 ± 0.000 

0.032 ± 0.008 

 

0.017 ± 0.007 

6.637 ± 0.657 

0.022 ± 0.043 

0.005 ± 0.002 

 

0.564 ± 0.013 

0.369 ± 0.068 

0.345 ± 0.089 

0.677 ± 0.022 

 

0.022 ± 0.002 

0.045 ± 0.003 

0.009 ± 0.005 

0.483 ± 0.091 

 

NA 

0.078 ± 0.012 

0.010 ± 0.004 

0.004 ± 0.004 

 

NA 

0.329 ± 0.050 

0.184 ± 0.027 

NA 

 

NA 

NA 

NA 

0.118 ± 0.001 

 

1.746 ± 0.153 

0.026 ± 0.008 

0.025 ± 0.003 

0.068 ± 0.016 

 

0.009 ± 0.002 

2.665 ± 0.424 

NA 

0.261 ± 0.203 

หมายเหตุ : NT = Not tested, NA = No activity 
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สรุปผลการทดลอง 

 สารสกัดนํา้และเอธิลอะซีเตตจากย่านางและสารสกัดเฮกเซนจากอัญชันมีฤทธ์ิ 

antioxidant สงู ซึ่งสามารถนําไปพฒันาเพ่ือเป็นผลิตภณัฑ์เคร่ืองสําอางและเสริมอาหารได้ตอ่ไป 

ในขณะท่ีสารสกัดท่ีไม่มีฤทธ์ิยบัยัง้ enzyme tyrosinase น่าจะสามารถนําไปพฒันาสําหรับการ

รักษาอาการผมหงอกได้ 

 

เอกสารอ้างอิง 

Jung BK, Jong BK, Kang JC, Gabriele MK, Anthony DW (2006): Antioxidant Activity of 

 3,4,5-Trihydroxy  benzaldehyde Isolated from Geum japonicum. J. Food & 

 Drug Anal. 14(2), 190-193. 

Gulcin I (2006): Antioxidant and antiradical activities of l-carnitine. Life Sciences 78, 803 

 – 811. 

Long ZP, Hyang RP, Yun KP, Seung KL, Jeong HP, and Man KP (2000): Mushroom 

 Tyrosinase Inhibition Activity  of Some Chromones. J. Chem. Pharm. Bull., 

 50(3), 309-311. 
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ภาคผนวก 4 
การทดสอบผลของสารสกัดกวาวเครือ  หม่อน  

ย่านาง อัญชันและบัวบกต่อการกระตุ้นการสร้าง

เมด็สีเมลานินและโปรตีนของ melanoma cells 

(B16F10) 
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การทดสอบผลของสารสกัดกวาวเครือ  หม่อน  ย่านาง  อัญชันและบวับกต่อ

การกระตุ้นการสร้างเม็ดสีเมลานินและโปรตีนของ melanoma cells (B16F10) 
 

วัตถุประสงค์  

เพ่ือทดสอบผลของสารสกดัตอ่กระบวนการกระตุ้นการสร้างเม็ดสีเมลานินและโปรตีนของ

เซลล์มะเร็งหน ูB16F10 

สารสกัดท่ีทดสอบ (20 ตัวอย่าง) 

61. สารสกดัยา่นาง ด้วย methanol 

62. สารสกดัยา่นาง ด้วย  ethyl acetate 

63. สารสกดัยา่นาง ด้วย  hexane 

64. สารสกดัยา่นาง ด้วย  นํา้ 

65. สารสกดัยา่นาง ด้วย methanol 

66. สารสกดัหมอ่น ด้วย ethyl acetate 

67. สารสกดัหมอ่น ด้วย hexane 

68. สารสกดัหมอ่น ด้วย นํา้ 

69. สารสกดัอญัชนั ด้วย ethanol 

70. สารสกดัอญัชนั  ด้วย hexane 

71. สารสกดัอญัชนั  ด้วย  นํา้ 

72. สารสกดัอญัชนั  ด้วย  methanol 

73. สารสกดักวาวเครือ ด้วย methanol 

74. สารสกดักวาวเครือ ด้วย hexane 

75. สารสกดักวาวเครือ ด้วย ethyl acetate 

76. สารสกดักวาวเครือ ด้วย นํา้ 

77. สารสกดับวับก  ด้วย methanol 

78. สารสกดับวับก  ด้วย  ethyl acetate 

79. สารสกดับวับก  ด้วย  นํา้ 

80. สารสกดับวับก  ด้วย  hexane 

สารเคมี 

1.  Medium for mouse melanoma: DMEM + 10% FBS + 1% Penicillin/streptomycin 

solution 

2.  DMSO  



 

\\wasana\รายงานฉบบัสมบรูณ์\รวมไฟล์\รายงานฉบบัสมบรูณ์โครงการวิจยัท่ี 3.doc (w)  

34 

3.  Synthesis melanin (Sigma, St. Louis, MO) 

4.  Phosphate buffer saline, pH 7.4  

5.  2 N Sodium hydroxide 

6.  สารละลายสําหรับหาปริมาณโปรตีน โดย Bradford protein assay 

7.  Bovine serum albumin (BSA)  

Cell culture 

1. Mouse melanoma cell line (B16F10) ได้จากหน ูmice พนัธุ์ C57BL6 

วิธีการทดลอง 

1.  การเตรียม cell culture plate1  

กระจาย mouse melanoma cell line ท่ีแชแ่ข็งไว้ 

 
เลีย้งเซลล์ท่ีกระจายใน culture medium และเปล่ียน culture medium ทกุๆ 3 วนั 

 
ประเมิน culture cell จนได้จํานวนเซลล์ตามต้องการ 

2. การทดสอบผลของสารสกดัตอ่กระบวนการสร้างเม็ดสีเมลานินและโปรตีนของเซลล์มะเร็งหน ู

B16F10
(1-3) 

Seed เซลล์ 4x104 เซลล์/หลมุ ลงใน 24-well plate 

 
Incubate plate 24 ชัว่โมง เพ่ือให้เซลล์เกาะ (cell adherence) 

 
Treat เซลล์แตล่ะหลมุด้วยสารทดสอบ 72 ชัว่โมง 

(แตล่ะสารทดสอบในแตล่ะขนาด ทํา 3 ซํา้) 

 
ละลายเซลล์ใน 2 N NaOH 1000 ul/well ท่ี 60oC 1 ชัว่โมง 

 
นําไปหาปริมาณเมลานินในเซลล์ โดยวดัคา่การดดูกลืนแสงของแตล่ะเซลล์ท่ีความยาวคล่ืน 450 

นาโนเมตร และใช้สารละลายเมลานินสงัเคราะห์เป็นสารมาตรฐาน (0.0001-1 mg/ml) 

 
หาความเข้มข้นของโปรตีนในแตล่ะเซลล์ โดยใช้ Bradford protein assay และใช้ BSA เป็นสาร

มาตรฐาน (0-50 mg/ml) 

 
แสดงผลเป็นเปอร์เซ็นต์ในรูปปริมาณ intracellular melanin ตอ่ปริมาณโปรตีน โดยเปอร์เซ็นต์ท่ี

เปล่ียนแปลง ให้เปรียบเทียบกบัเซลล์กลุม่ control 



 

\\wasana\รายงานฉบบัสมบรูณ์\รวมไฟล์\รายงานฉบบัสมบรูณ์โครงการวิจยัท่ี 3.doc (w)  

35 

y = 0.0094x + 0.02
R2 = 0.9621

0

0.01

0.02

0.03

0.04

0.05

0.06

0.0001 mg/ml 0.001 mg/ml 0.01 mg/ml

ชุดข้อมูล1

เชิงเส้น (ชุดข้อมูล1)

 

ผลการทดลอง 

ตารางท่ี 4.1 คา่การดดูกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานเมลานิน (มก./มล.) 

ความเข้มข้นสารละลายมาตรฐาน      

เมลานิน (มก./มล.) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 450 nm 

0.0001 0.0304 

0.001 0.03655 

0.01 0.04915 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

กราฟมาตรฐานของเมลานินมาตรฐาน 
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ตารางท่ี 4.2 ผลของสารสกดัตอ่กระบวนการสร้างเม็ดสีเมลานินและการเจริญของเซลล์มะเร็งหน ู

B16F10 

 

ลาํดับ 

 

สาร 

ค่าการดดูกลืนแสงที่  

450 nm 

สาํหรับหาปริมาณ 

เมลานิน 

ค่าการดดูกลืนแสง

ที่ 595 nm 

สาํหรับหาปริมาณ 

โปรตีน 

% การเปลี่ยนแปลง

เม่ือเปรียบเทียบกับ 

control 

(ปริมาณเมลานินต่อ

ปริมาณโปรตีน) 

1 Control 

(2%DMSO+Medium) 

0.02939 0.09258 - 

2 Blank 

(Medium) 

0.0343 0.10675 16.71/15.30 

3 สารสกดักวาวเครือ ด้วย

นํา้ 

0.02865 0.1023 -2.52/10.5 

4 สารสกดักวาวเครือ ด้วย 

methanol 

0.02505 0.11035 -14.77/19.19 

5 สารสกดักวาวเครือ ด้วย 

ethyl acetate 

0.08735 0.0995 197.21/7.47 

6 สารสกดักวาวเครือ ด้วย 

hexane 

0.02955 0.11035 0.54/19.19 

7 สารสกดัหมอ่น ด้วยนํา้ 0.0361 0.1048 22.83/13.20 

8 สารสกดัหมอ่น ด้วย 

methanol 

0.0387 0.10705 31.68/15.63 

9 สารสกดัหมอ่น ด้วย 

ethyl acetate 

0.1751 0.1013 495.78/9.42 

10 สารสกดัหมอ่น ด้วย 

hexane 

0.0312 0.10705 6.16/15.63 

11 สารสกดัยา่นาง ด้วยนํา้ 0.04125 0.12095 40.35/30.64 

12 สารสกดัยา่นาง ด้วย  

methanol 

0.0323 0.1021 9.90/10.28 

13 สารสกดัยา่นาง ด้วย  

ethyl acetate 

 

0.2006 0.11385 582.55/22.97 
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ตารางท่ี 4.2 ผลของสารสกดัตอ่กระบวนการสร้างเม็ดสีเมลานินและการเจริญของเซลล์มะเร็งหน ู

B16F10 (ต่อ) 

 

ลาํดับ 

 

สาร 

ค่าการดดูกลืนแสงที่  

450 nm 

สาํหรับหาปริมาณ 

เมลานิน 

ค่าการดดูกลืนแสง

ที่ 595 nm 

สาํหรับหาปริมาณ 

โปรตีน 

% การเปลี่ยนแปลง

เม่ือเปรียบเทียบกับ 

control 

(ปริมาณเมลานินต่อ

ปริมาณโปรตีน) 

14 สารสกดัยา่นาง ด้วย  

hexane 

0.0315 0.1021 7.18/10.28 

15 สารสกดัอญัชนั  ด้วยนํา้ 0.0185 0.1026 -37.05/10.82 

16 สารสกดัอญัชนั  ด้วย  

methanol 

0.01975 0.0977 -32.8/5.53 

17 สารสกดัอญัชนั  ด้วย  

ethyl acetate 

0.02345 0.09375 -20.21/1.26 

18 สารสกดัอญัชนั  ด้วย  

hexane 

0.0216 0.0977 -26.51/5.53 

19 สารสกดับวับก  ด้วยนํา้ 0.03375 0.12155 14.83/31.29 

20 สารสกดับวับก  ด้วย  

methanol 

0.0291 0.10095 -0.99/9.04 

21 สารสกดับวับก  ด้วย  

ethyl acetate 

0.10525 0.11025 258.12/19.09 

22 สารสกดับวับก  ด้วย  

hexane 

0.031 0.10095 5.48/9.04 

 

อภปิรายและสรุปผลการทดลอง 

จากการศึกษาผลของสารสกัดต่างๆ ตอ่กระบวนการกระตุ้นการสร้างเม็ดสีเมลานินและ

โปรตีนของเซลล์มะเร็งหน ูB16F10 พบว่า สารสกดัท่ีมีแนวโน้มกระตุ้นการสร้างเม็ดสีเมลานิน ได้แก่ 

สารสกดักวาวเครือด้วย ethyl acetate สารสกดัหม่อนด้วย ethyl acetate สารสกดัย่านางด้วยนํา้ 

สารสกดัยา่นางด้วย ethyl acetate และสารสกดับวับกด้วย ethyl acetate   
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เอกสารอ้างอิง 

1.  Hirata N, Naruto S, Ohguchi K, Akao Y, Nazawa Y, Iinuma M, et al. Mechanism of the 

melanogenesis stimulation activity of (-)-cubebin in murine B16 melanoma cells. 

Biorg Med Chem. 2007; 15:4897-902. 

2.  ชวนพิศ   ดีเอกนามกลู. วิธีการวิเคราะห์หาปริมาณและคณุภาพของโปรตีน.ใน:สมาคม

เทคโนโลยีชีวภาพแหง่ประเทศไทย, บรรณาธิการ. หนงัสือคูมื่อปฏิบตัิการวิจยั

เทคโนโลยีชีวภาพ เทคนิคทางอณพูนัธุศาสตร์และพนัธุวิศวกรรม. หน้า 3.5-3.6.   

3.  Bradford protein assay procedure. Available from: URL: 

http://www.science.smith.edu/ departments/Biochem/Biochem_353/Bradford.html 

(cited 2009, Sep 16) 
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ภาคผนวก 5 
การเกบ็กักสารสกัดกวาวเครือ หม่อน ย่านาง อัญชัน  

และบัวบกในอนุภาคขนาดนาโน (นีโอโซม)  
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การเกบ็กักสารสกัด กวาวเครือ หม่อน ย่านาง และบัวบกเกบ็กักในอนุภาค

ขนาดนาโน (นีโอโซม) 

 

วัตถุประสงค์ : เพ่ือเตรียมอนภุาคขนาดนาโน (นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดัจากสมนุไพรท่ีมีฤทธ์ิช่วย

ให้ผมดํา) 

 

วัสด/ุอุปกรณ์/สารเคมี 

1. กระดาษชัง่สาร 

2. ช้อนตกัสาร 

3. เคร่ืองชัง่ไฟฟ้า 4 ตําแหนง่ 

4. ขวดก้นกลม 

5. หลอดทดลอง 

6. เคร่ืองระเหยแห้ง  rotavapor 

7. เคร่ือง ultrasonic  probe 

8. Water bath 

9. เคร่ือง centrifuge 

10. Ice  bath 

11. Beaker 

12. Tween 61 

13. Cholesterol 

14. Chloroform 

15. Methanol 

16. สารสกดักวาวเครือด้วย ethyl acetate 

17. สารสกดัหมอ่นด้วย ethyl acetate 

18. สารสกดัยา่นางด้วย ethyl acetate 

19. สารสกดับวับกด้วย ethyl acetate 

20. สารสกดับวับกด้วยนํา้ 

 

วิธีการเตรียม 

เตรียมนีโอโซมจาก Tween 61 และ cholesterol อตัราสว่น 1:1 (20mM) จํานวน100 กรัม 

1. ชัง่ Tween61 และ cholesterol ใสใ่นขวดก้นกลม 

2. ละลายด้วย chloroform 50 ml แล้วเขยา่จนละลายหมด 

3. ชัง่สารสกัดใส่ในหลอดทดลอง ละลายด้วย chloroform 5 ml (ยกเว้นสารสกัดกวาวเครือ

ละลายด้วย methanol) และเตมิลงในขวดก้นกลมท่ีมี Tween 61 และ cholesterol อยู ่

4. ระเหย  chloroform ออกด้วยเคร่ือง rotavapor จนแห้งเกิดฟิล์มเคลือบผิวขวดก้นกลม และตัง้

ทิง้ไว้   1 คืน 

5. กระจายตวัฟิล์มด้วยนํา้กลัน่ 100 ml โดยใช้ความร้อนจาก water bath อณุหภูมิ 50 – 55°C 

ชว่ยในการกระจายตวัฟิล์มจนหมด 

6. นําสารไปลดขนาดอนภุาคด้วย ultrasonic probe 10 นาที 

7. นําไป centrifuge ท่ี 5000 rpm นาน 1นาที แล้วเก็บนีโอโซมท่ีเตรียมได้ใสใ่นขวด  
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8. ประเมินลักษณะนีโอโซมท่ีเก็บกักสารสกัดด้วยกล้องจุลทรรศน์กําลังขยาย 1000 เท่า

เปรียบเทียบกบันีโอโซมเปลา่ 

9. ประเมินขนาดอนุภาคและค่า zeta potential ของนีโอโซมท่ีเก็บกักสารสกัดด้วยเคร่ือง 

zetasizer  

10. ศึกษาความคงตวัทางกายภาพของนีโอโซมท่ีเก็บกักสารสกัดโดยประเมินลกัษณะภายนอก 

การตกตะกอน คา่ pH ขนาดอนภุาคและศกัย์ซีต้า เม่ือเก็บท่ีอณุหภูมิตา่งๆ (4, อณุหภูมิห้อง 

(27±2) และ 45°C) เป็นเวลา     6 เดือน 
 

สูตรท่ีเตรียมได้  

ตํารับ 1 นีโอโซมท่ีเก็บกกั 0.5% สารสกดักวาวเครือด้วย ethyl acetate 

ตํารับ 2 นีโอโซมท่ีเก็บกกั 0.25% สารสกดัหมอ่นด้วย ethyl acetate 

ตํารับ 3 นีโอโซมท่ีเก็บกกั 0.125% สารสกดัยา่นางด้วย ethyl acetate 

ตํารับ 4 นีโอโซมท่ีเก็บกกั 0.25% สารสกดับวับกด้วยethyl acetate 

ตํารับ 5 นีโอโซมท่ีเก็บกกั 0.25% สารสกดับวับกด้วยนํา้และethyl acetate 

ตํารับ 6 นีโอโซมเปลา่ 
 

ผลการทดลอง (รูปท่ี 5.1-5.4 และตารางท่ี 5.1-5.13) 

 

 
 

รูปท่ี 5.1 ลกัษณะภายนอกของนีโอโซมเปลา่ และนีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดั หลงัเตรียมทนัที (t = 0 เดือน)  
 

ตํารับท่ี 1. นีโอโซมเปลา่      

ตํารับท่ี 2. นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดักวาวเครือ    

ตํารับท่ี 3. นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดัหมอ่น 

ตํารับท่ี 4. นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดัยา่นาง    

ตํารับท่ี 5. นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดับวับกด้วยนํา้ 

ตํารับท่ี 6. นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดับวับกด้วยนํา้ และ ethyl acetate 
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                              กวาวเครือ                                หม่อน                                        ย่านาง 
                                                     

                 
                               บัวบก                     บัวบกสกัดนํา้+สกัด ethyl acetate                 นีโอโซมเปล่า 
 

 

รูปท่ี 5.2 ลกัษณะอนภุาคนีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดัภายใต้กล้องจลุทรรศน์กําลงัขยาย 1000 เทา่ 

 

ตารางท่ี 5.1 ลักษณะภายนอก ขนาดอนุภาคและศักย์ซีต้าของนีโอโซมสูตรต่างๆหลังเตรียมทันที                     

                     ( t =0 เดือน) 

ตัวอย่าง 
ขนาดอนุภาค 

(นาโนเมตร) 

ศักย์ซีต้า 

(mv) 
ตะกอน 

ลักษณะ

ภายนอก 
pH 

ตํารับ 1 308.3±88.49 -20.9±0.24 ไมมี่ สีนํา้ตาลออ่น 4.5 

ตํารับ 2 172.8±8.22 -28.4±2.57 ไมมี่ สีเขียวเข้ม 5.0 

ตํารับ 3 176.6±28.59 -31.1±0.78 ไมมี่ สีเขียวเข้ม 5.5 

ตํารับ 4 213.9±33.48 -26.8±0.81 ไมมี่ สีเขียว 5.5 

ตํารับ 5 231.7±4.53 -21.9±0.79 ไมมี่ สีเขียว 5.5 

ตํารับ 6 154.10±0.95 -50.2±1.29 ไมมี่ สีคอ่นข้างใส 5.5 
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             อุณหภมิูห้อง        อุณหภมิู 4˚c        อุณหภมิู 45˚c 
 

รูปท่ี 5.3 ลกัษณะภายนอกของนีโอโซมเปล่า และนีโอโซมท่ีเก็บกักสารสกัด หลงัเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ

ตา่งๆ นาน 1 เดือน 
 

ตํารับท่ี 1. นีโอโซมเปลา่    

ตํารับท่ี 2. นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดักวาวเครือ    

ตํารับท่ี 3. นีโอโซท่ีเก็บกกัสารสกดัหมอ่น 

ตํารับท่ี 4. นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดัยา่นาง    

ตํารับท่ี 5. นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดับวับกด้วยนํา้ 

ตํารับท่ี 6. นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดับวับกด้วยนํา้ และ ethyl acetate 

 

     
                   อุณหภมิูห้อง                     อุณหภมิู 4˚c                  อุณหภมิู 45˚c 
 

      รูปท่ี 5.4 ลกัษณะภายนอกของนีโอโซมเปล่า และนีโอโซมท่ีเก็บกักสารสกัด หลงัเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ

ตา่งๆ นาน 2 เดือน 
 

ตํารับท่ี 1. นีโอโซมเปลา่    

ตํารับท่ี 2. นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดักวาวเครือ    

ตํารับท่ี 3. นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดัหมอ่น 

ตํารับท่ี 4. นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดัยา่นาง    

ตํารับท่ี 5. นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดับวับกด้วยนํา้ 

ตํารับท่ี 6. นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดับวับกด้วยนํา้ และ ethyl acetate               
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ตารางท่ี 5.2 ลกัษณะทางกายภาพของนีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดั เม่ือเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิตา่งๆ นาน 1 เดือน 

ตัวอย่าง ลักษณะภายนอก การตกตะกอน ค่า pH 

อุณหภูมิห้อง 4  ْ◌ C 45  ْ◌ C อุณหภูมิห้อง 4  ْ◌ C 45  ْ◌ C อุณหภูมิห้อง 4  ْ◌ C 45  ْ◌ C 
ตาํรับ 1  สนํีา้ตาลออ่น สนํีา้ตาลออ่น สนํีา้ตาลออ่นมเีม็ด oil +1 +1 ไมมี่ 5.0 5.0 4.5 

ตาํรับ 2  สเีขียวเข้ม สเีขียวเข้ม สเีขียวเข้มมเีมด็ oil +1 +1 ไมมี่ 5.0 5.0 5.0 

ตาํรับ 3  สเีขียวเข้ม สเีขียวเข้ม สเีขียวเข้มมเีมด็ oil +1 +1 ไมมี่ 5.5 5.0 5.5 

ตาํรับ 4 สเีขียว สเีขียว สเีขียวมีเมด็ oil +1 +1 ไมมี่ 4.5 4.5 4.5 

ตาํรับ 5 สเีขียว สเีขียว สเีขียวมีเมด็ oil +1 +1 ไมมี่ 5.0 4.5 5.5 

ตาํรับ 6 สคีอ่นข้างใส สคีอ่นข้างใส สคีอ่นข้างใส ไมมี่ ไมมี่ ไมมี่ 5.0 5.0 5.0 
 

ตารางท่ี 5.3 ขนาดอนภุาคและคา่ศกัย์ซีต้าของนีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดั เม่ือเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิตา่งๆ นาน 1 เดือน 

ตัวอย่าง ขนาดอนุภาค (nm) ค่าศักย์ซีต้า (mV) 

อุณหภูมิห้อง 4  ْ◌ C 45  ْ◌ C อุณหภูมิห้อง 4  ْ◌ C 45  ْ◌ C 
ตาํรับ 1 454.9±66.4 286.6±14.14 615.6±147.3 -25.6±0.15 -17.5±4.2 -18.2±0.68 

ตาํรับ 2 352±131.5 168.6±7.98 263.1±58.57 -23.4±0.86 -24.3±0.56 -18.9±1.1 

ตาํรับ 3 147.6±14.68 146.5±9.78 121.1±35.9 -29.1±0.85 -29.9±1.09 -33.6±0.36 

ตาํรับ 4 386.3±51.74 310.2±157.5 882.8±364.9 -12.5±0.81 -12.8±0.94 -11.0±0.24 

ตาํรับ 5 245.4±39.85 219.0±21.42 243.3±40.47 -25.7±0.89 -18.3±0.98 -26.4±0.51 

ตาํรับ 6 144.8±22.78 185.5±57.09 127.7±7.26 -13.6±0.37 -19.1±0.85 -18.7±0.49 
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ตารางท่ี 5.4 ลกัษณะทางกายภาพของนีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดั เม่ือเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิตา่งๆ นาน 2 เดือน 

ตัวอย่าง ลักษณะภายนอก การตกตะกอน ค่า pH 

อุณหภูมิห้อง 4  ْ◌ C 45  ْ◌ C อุณหภูมิห้อง 4  ْ◌ C 45  ْ◌ C อุณหภูมิห้อง 4  ْ◌ C 45  ْ◌ C 
ตาํรับ 1 สนํีา้ตาลออ่น สนํีา้ตาลออ่น สนํีา้ตาลออ่น  มีเมด็ oil +1 +1 ไมมี่ 5.0 5.0 4.5 

ตาํรับ 2 สเีขียว สเีขียวเข้ม สเีขียวเข้ม  มีเม็ด oil +1 +1 ไมมี่ 5.0 5.0 5.0 

ตาํรับ 3 สนํีา้ตาลอมเขียว สเีขียวเข้ม สเีขียวเข้ม  มีเม็ด oil +1 +1 ไมมี่ 5.0 5.0 5.5 

ตาํรับ 4 สเีขียว สเีขียว สเีขียว  มีเม็ด oil +1 +1 ไมมี่ 5.0 4.5 4.5 

ตาํรับ 5 สเีขียว สเีขียว สเีขียว  มีเม็ด oil +1 +1 ไมมี่ 5.5 5.0 5.5 

ตาํรับ 6 สคีอ่นข้างใส สคีอ่นข้างใส สคีอ่นข้างใส ไมมี่ ไมมี่ ไมมี่ 5.0 5.0 5.0 

 

ตารางท่ี 5.5 ขนาดอนภุาคและคา่ศกัย์ซีต้าของนีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดั เม่ือเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิตา่งๆ นาน 2 เดือน 

ตัวอย่าง ขนาดอนุภาค (nm) ค่าศักย์ซีต้า (mV) 

อุณหภูมิห้อง 4  ْ◌ C 45  ْ◌ C อุณหภูมิห้อง 4  ْ◌ C 45  ْ◌ C 

ตาํรับ 1 353.1±71.19 226.4±3.806 226.4±30.66 -23.8±0.983 -17.2±0.597 -16.5±0.559 

ตาํรับ 2 273.4±27.24 191.0±19.73 311.0±74.53 -26.7±1.49 -23.6±1.0 -22.3±1.33 

ตาํรับ 3 151.3±5.271 123.0±9.162 140.7±16.7 -29±0.865 -31.6±1.17 -47.2±1.14 

ตาํรับ 4 338.6±87.85 245.1±65.41 436.5±53.82 -12.1±0.324 -13.2±0.147 -29.9±0.12 

ตาํรับ 5 277.2±14.44 224.4±13.56 243.3±40.47 -25.4±0.787 -28.0±0.731 -30.5±1.14 

ตาํรับ 6 159.9±10.73 160.8±18.37 207.5±5.893 -20.5±0.933 -14.6±0.912 -19.5±0.536 
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ตารางท่ี 5.6 ลกัษณะทางกายภาพของนีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดั เม่ือเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิตา่งๆ นาน 3 เดือน 

ตัวอย่าง ลักษณะภายนอก การตกตะกอน ค่า pH 

อุณหภูมิห้อง 4  ْ◌C 45  ْ◌ C อุณหภูมิห้อง 4  ْ◌ C 45  ْ◌C อุณหภูมิห้อง 4  ْ◌C 45  ْ◌C 
ตาํรับ 1 สนํีา้ตาลออ่น สนํีา้ตาลออ่น สนํีา้ตาลออ่น  มีเมด็ oil +1 +1 ไมมี่ 5.0 5.0 4.5 

ตาํรับ 2 สเีขียว สเีขียวเข้ม สเีขียวเข้ม  มีเม็ด oil +1 +1 ไมมี่ 5.0 5.0 5.0 

ตาํรับ 3 สนํีา้ตาลอมเขียว สเีขียวเข้ม สเีขียวเข้ม  มีเม็ด oil +1 +1 ไมมี่ 5.0 5.0 5.5 

ตาํรับ 4 สเีขียว สเีขียว สเีขียว  มีเม็ด oil +1 +1 ไมมี่ 5.0 4.5 4.5 

ตาํรับ 5 สเีขียว สเีขียว สเีขียว  มีเม็ด oil +1 +1 ไมมี่ 5.5 5.0 5.5 

ตาํรับ 6 สคีอ่นข้างใส สคีอ่นข้างใส สคีอ่นข้างใส ไมมี่ ไมมี่ ไมมี่ 5.0 5.0 5.0 

 

ตารางท่ี 5.7 ขนาดอนภุาคและคา่ศกัย์ซีต้าของนีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดั เม่ือเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิตา่งๆ นาน 3 เดือน 

ตัวอย่าง ขนาดอนุภาค (nm) ค่าศักย์ซีต้า (mV) 

อุณหภูมิห้อง 4  ْ◌C 45  ْ◌C อุณหภูมิห้อง 4  ْ◌C 45  ْ◌C 

ตาํรับ 1 352.5±127.1 243.3±27.30 673.8±126.4 -26.1±1.09 -16.4±0.49 -14.8±0.90 

ตาํรับ 2 319.7±37.07 185.3±21.68 300.5±9.80 -24.7±1.03 -29.8±1.40 -23.2±1.42 

ตาํรับ 3 138.1±11.42 147.9±19.12 132.4±15.11 -23.5±0.75 -32.4±1.14 -48.4±1.48 

ตาํรับ 4 367.4±45.26 264.7±15.82 809.2±319.6 -11.8±0.51 -11.2±0.52 -9.77±0.33 

ตาํรับ 5 433.7±54.98 189.0±4.91 230.5±11.76 -18.0±0.79 -33.9±0.56 -27.8±0.68 

ตาํรับ 6 160.6±23.35 151.0±17.22 331.9±20.17 -21.4±1.51 -16.9±0.36 -19.4±0.70 
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ตารางท่ี 5.8 ลกัษณะทางกายภาพของนีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดั เม่ือเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิตา่งๆ นาน 4 เดือน 

ตัวอย่าง ลักษณะภายนอก การตกตะกอน ค่า pH 

อุณหภูมิห้อง 4   ْ◌C 45   ْ◌C อุณหภูมิห้อง 4  ْ◌ C 45  ْ◌ C อุณหภูมิห้อง 4  ْ◌ C 45  ْ◌ C 
ตาํรับ 1 สนํีา้ตาล สนํีา้ตาลออ่น สนํีา้ตาล  มีเมด็ oil +1 +1 ไมมี่ 5.0 5.0 4.5 

ตาํรับ 2 สเีขียว สเีขียวเข้ม สเีขียวเข้ม  มีเม็ด oil +3 +1 ไมมี่ 5.0 5.0 5.0 

ตาํรับ 3 สนํีา้ตาลอมเขียว สเีขียวเข้ม สเีขียวเข้ม  มีเม็ด oil +3 +2        +1 5.0 5.0 5.5 

ตาํรับ 4 สเีขียว สเีขียว สเีขียว  มีเม็ด oil +2 +1 +3 5.0 4.5 4.5 

ตาํรับ 5 สเีขียว สเีขียว สเีขียว  มีเม็ด oil +4 +2 +1 5.5 5.0 5.5 

ตาํรับ 6 สขีาวขุน่ สขีาวขุน่ สขีาวขุน่ ไมมี่ ไมมี่ ไมมี่ 4.5 5.0 4.5 

 

ตารางท่ี 5.9 ขนาดอนภุาคและคา่ศกัย์ซีต้าของนีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดั เม่ือเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิตา่งๆ นาน 4 เดือน 

ตัวอย่าง ขนาดอนุภาค (nm) ค่าศักย์ซีต้า (mV) 

อุณหภูมิห้อง 4  ْ◌ C 45  ْ◌ C อุณหภูมิห้อง 4  ْ◌ C 45  ْ◌ C 

ตาํรับ 1 302.2±8.14 231.9±28.22 516.6±87.2 -25.2±1.4 -18.8±0.67 -14.7±0.45 

ตาํรับ 2 288.6±25.92 195.7±32.75 331.9±61.7 -28.9±0.89 -27.5±1.34 -24.2±0.89 

ตาํรับ 3 296.7±96.1 129.8±7.75 242.0±16.74 -22.0±1.02 -34.1±1.47 -47.0±0.95 

ตาํรับ 4 571.5±8.55 294.8±55.48 515.0±35.63 -11.5±0.58 -15.2±0.89 -8.98±0.50 

ตาํรับ 5 875.2±83.1 198.8±21.6 310.7±15.1 -16.17±0.63 -27.1±0.94 -37.8±2.0 

ตาํรับ 6 166.8±23.9 145.7±15.66 418.4±27.27 -33.2±0.29 -17.5±0.49 -18.0±0.23 
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ตารางท่ี 5.10 ลกัษณะทางกายภาพของนีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดั เม่ือเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิตา่งๆ นาน 5 เดือน 

ตัวอย่าง ลักษณะภายนอก การตกตะกอน ค่า pH 

อุณหภูมิห้อง 4  ْ◌ C 45  ْ◌ C อุณหภูมิห้อง 4  ْ◌ C 45  ْ◌ C อุณหภูมิห้อง 4  ْ◌ C 45  ْ◌ C 
ตาํรับ 1 สนํีา้ตาล สนํีา้ตาลออ่น สนํีา้ตาล  มีเมด็ oil +1 +1 ไมมี่ 4.5 4.5 4.5 

ตาํรับ 2 สเีขียว สเีขียวเข้ม สเีขียวเข้ม  มีเม็ด oil +4 +2 ไมมี่ 5.0 5.0 5.0 

ตาํรับ 3 สเีขียว สเีขียวเข้ม สเีขียวเข้ม  มีเม็ด oil +4 +2        +3 4.5 5.5 5.0 

ตาํรับ 4 สเีขียว สเีขียว สเีขียว  มีเม็ด oil +2 +1 +3 4.5 4.5 4.5 

ตาํรับ 5 สเีขียว สเีขียว สเีขียว  มีเม็ด oil +5 +2 +2 4.5 5.5 5.5 

ตาํรับ 6 สขีาวขุน่ สขีาวขุน่ สขีาวขุน่ ไมมี่ ไมมี่ ไมมี่ 4.5 5.0 4.5 

 

ตารางท่ี 5.11 ขนาดอนภุาคและคา่ศกัย์ซีต้าของนีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดั เม่ือเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิตา่งๆ นาน 5 เดือน 

ตัวอย่าง ขนาดอนุภาค (nm) ค่าศักย์ซีต้า (mV) 

อุณหภูมิห้อง 4  ْ◌ C 45  ْ◌ C อุณหภูมิห้อง 4  ْ◌ C 45  ْ◌ C 

ตาํรับ 1 481.9±54.62 306.0±48.97 680.8±90.08 -17.9±1.06 --6.77±0.16 -16.0±1.64 

ตาํรับ 2 305.6±23.09 196.1±19.53 360.0±31.03 -35.3±3.34 -29.5±1.06 -22.2±0.74 

ตาํรับ 3 382.1±83.99 247.4±35.30 166.8±17.60 -20.4±0.03 -40.2±0.59 -55.5±3.97 

ตาํรับ 4 627.5±91.93 370.3±15.10 671.4±44.68 -9.62±0.96 -12.7±0.21 -5.68±0.56 

ตาํรับ 5 351.6±39.30 214.3±55.30 338.9±70.05 -20.5±1.59 -30.77±0.58 -42.3±1.81 

ตาํรับ 6 184.4±21.35 174.2±25.40 465.2±12.19 -23.2±2.49 -5.09±2.58 -16.2±0.44 
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ตารางท่ี 5.12 ลกัษณะทางกายภาพของนีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดั เม่ือเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิตา่งๆ นาน 6 เดือน 

ตัวอย่าง ลักษณะภายนอก การตกตะกอน ค่า pH 

อุณหภูมิห้อง 4  ْ◌ C 45  ْ◌ C อุณหภูมิห้อง 4  ْ◌ C 45  ْ◌ C อุณหภูมิห้อง 4  ْ◌ C 45  ْ◌ C 
ตาํรับ 1 สนํีา้ตาล สนํีา้ตาลออ่น สนํีา้ตาล  มีเมด็ oil +1 +1 ไมมี่ 4.5 4.5 4.5 

ตาํรับ 2 สเีขียว สเีขียวเข้ม สเีขียวเข้ม  มีเม็ด oil +4 +2 ไมมี่ 5.0 5.0 5.0 

ตาํรับ 3 สเีขียว สเีขียวเข้ม สเีขียวเข้ม  มีเม็ด oil +4 +2        +3 4.5 5.5 5.0 

ตาํรับ 4 สเีขียว สเีขียว สเีขียว  มีเม็ด oil +2 +1 +3 4.5 4.5 4.5 

ตาํรับ 5 สเีขียว สเีขียว สเีขียว  มีเม็ด oil +5 +2 +2 4.5 5.5 5.5 

ตาํรับ 6 สขีาวขุน่ สขีาวขุน่ สขีาวขุน่ ไมมี่ ไมมี่ ไมมี่ 4.5 5.0 4.5 
 

 

ตารางท่ี 5.13 ขนาดอนภุาคและคา่ศกัย์ซีต้าของนีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดั เม่ือเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิตา่งๆ นาน 6 เดือน 

ตัวอย่าง ขนาดอนุภาค (nm) ค่าศักย์ซีต้า (mV) 
อุณหภูมิห้อง 4  ْ◌ C 45  ْ◌ C อุณหภูมิห้อง 4  ْ◌ C 45  ْ◌ C 

ตาํรับ 1 553.6±72.80 256.4±56.73 699.8±63.19 -22.7±3.45 -14.3±2.47 -17.9±0.55 
ตาํรับ 2 230.6±8.34 203.6±20.53 315.2±89.83 -28.6±0.86 -30.4±0.66 -20.3±2.99 
ตาํรับ 3 377.0±16.30 289.20±25.51 353.3±22.30 -16.5±1.88 -35.5±0.92 -42.8±0.72 
ตาํรับ 4 696.0±39.40 303.10±45.10 840.3±27.10 -26.3±4.07 -14.8±0.96 -33.7±1.83 
ตาํรับ 5 773.6±66.7 271.8±7.83 855.0±66.70 -18.3±0.60 -28.7±0.88 -21.0±1.29 
ตาํรับ 6 184.8±9.39 202.1±56.30 507.6±80.50 -34.9±0.72 -28.2±1.73 -27.3±1.35 
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สรุปผลการทดลอง 

 

นีโอโซมท่ีเก็บกักสารสกัดกวาวเครือขาวท่ีสกัดด้วย ethyl acetate นีโอโซมท่ีเก็บกักสารสกัด

หมอ่นท่ีสกดัด้วย ethyl acetate นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดัย่านาง ท่ีสกดัด้วย ethyl acetate นีโอโซมท่ีเก็บ

กกัสารสกดับวับก สกดัด้วย ethyl acetate และนีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดับวับกท่ีสกัดด้วยนํา้และสกัด

ด้วย ethyl acetate มีตะกอนเล็กน้อยในเดือนท่ี 1 ท่ีอณุหภูมิ 4 ْ◌◌ْC และ อณุหภูมิห้อง ไม่ตกตะกอนท่ี 

45 ْ◌Cแต่มีเม็ดออยล์ลอยอยู่ด้านบน และตกตะกอนเพิ่มขึน้ในเดือนท่ี 4-6 ในทัง้ 3 อุณหภูมิโดยเร่ิม

เปล่ียนสีในเดือนท่ี 3 ท่ี 45 ْ◌C pH ไม่ค่อยเปล่ียนแปลงโดยอยู่ระหว่าง 4.5-5.5 ขนาดอนุภาค 

เปล่ียนแปลงเล็กน้อยท่ีอณุหภูมิ 4 ْ◌C ทัง้ 6 เดือน ท่ีอณุหภูมิห้องและ45 ْ◌C มีอนภุาคขนาดใหญ่ขึน้ใน

เดือนท่ี 1-6 ค่าศักย์ซีต้าเปล่ียนแปลงเล็กน้อยในทุกอุณหภูมิ โดยสรุปนีโอโซมท่ีเก็บกักสารสกัดในทุก

ตวัอย่างคอ่นข้างคงตวัท่ีอณุหภูมิ 4 ْ◌C และอณุหภูมิห้องในเวลา 3 เดือน แตไ่ม่คงตวัในเดือนท่ี 4-6 และ

ไมค่งตวัท่ีอณุหภมูิ 45 ْ◌C 
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ภาคผนวก 6 
การจัดทาํ Specification ของสารสกัดกวาวเครือ หม่อน 

ย่านาง และบัวบกที่เกบ็กักในอนุภาคขนาดนาโน 

(นีโอโซม) 
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การจัดทาํ Specification ของสารสกัดกวาวเครือ หม่อน ย่านาง บัวบกที่เกบ็กักใน

อนุภาคขนาดนาโน (นีโอโซม) 
 

วัตถุประสงค์ เพ่ือศกึษาความคงตวัในสารเคมีตา่งๆ ของนีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดัตา่งๆ  
 

ความคงตัวของนีโอโซมท่ีเก็บกักสารสกัดจากสมุนไพร 
 

วัสดุ /อุปกรณ์/ เคร่ืองมือ 

1. หลอดทดลอง 

2. หลอดหยดสาร 

3. เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 4 ตําแหนง่ 

4.  vortex
 

สารเคมี 

1. 10% hydrochloric acid 

2. 10% sodium hydroxide 

3. 10% acetic acid 

4. 10% ammonium hydroxide 

5. 10% hydrogen peroxide 

6. 10% ferric chloride 

7. 10% sodium acetate 

 

ตาํรับท่ีทดสอบ 

1. นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดักวาวเครือ 

2. นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดัหมอ่น 

3. นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดัยา่นาง 

4. นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดับวับกด้วยนํา้ 

5. นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดับวับกด้วยนํา้และ ethyl acetate 

6. นีโอโซมเปลา่ 
 

วิธีการทดลอง 

นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดัปริมาณ 0.1%ในนํา้ 

↓ 
วดัคา่ pH 

↓ 
หยดสารท่ีจะทดสอบทีละหยดจนครบ 50 หยด 

↓ 
สงัเกตและบนัทึกผลการเปล่ียนแปลงท่ีเกิดขึน้ในแตล่ะหยด (สี,ความขุน่,ตะกอน) 
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ผลการทดลอง 

ความคงตวัของนีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดัจากสมนุไพร 

ตารางท่ี 6.1  ลกัษณะของตวัอยา่งเม่ือกระจายในนํา้กลัน่ ( 0.1% ในนํา้) 

ตัวอย่าง ค่า pH 
ลักษณะของตัวอย่างเม่ือ

กระจายตัวในนํา้กล่ัน 

นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดักวาวเครือ 5.5 คอ่นข้างใส 

นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดัหม่อน 5.5 คอ่นข้างใส 

นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดัยา่นาง 6.0 คอ่นข้างใส 

นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดับวับกด้วยนํา้ 5.0 คอ่นข้างใส 

นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดัด้วยบวับกนํา้และethyl acetate 5.0 คอ่นข้างใส 

นีโอโซมเปลา่ 5.5 คอ่นข้างใส 
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ตารางท่ี 6.2 ความคงตวัของนีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดัจากสมนุไพรในสารทดสอบตา่ง ๆ 

สารทดสอบ 

ลักษณะการเปล่ียนแปลงเม่ือหยดสารทดสอบ 

นีโอโซมท่ีเก็บกัก

สารสกัด

กวาวเครือ 

นีโอโซมท่ีเก็บกัก

สารสกัดหม่อน 

นีโอโซมท่ีเก็บกัก

สารสกัดย่านาง 

นีโอโซมท่ีเก็บกัก

สารสกัดบัวบก

ด้วยนํา้ 

นีโอโซมท่ีเก็บกัก

สารสกัดด้วย

บัวบกนํา้และ 

ethyl acetate 

นีโอโซมเปล่า 

10%HCl 
ไมเ่กิดการ

เปล่ียนแปลง 

ไมเ่กิดการ

เปล่ียนแปลง 

ไมเ่กิดการ

เปล่ียนแปลง 

ไมเ่กิดการ

เปล่ียนแปลง 

ไมเ่กิดการ

เปล่ียนแปลง 

ไมเ่กิดการ

เปล่ียนแปลง 

10%NaOH 
ไมเ่กิดการ

เปล่ียนแปลง 

ไมเ่กิดการ

เปล่ียนแปลง 

ไมเ่กิดการ

เปล่ียนแปลง 

ไมเ่กิดการ

เปล่ียนแปลง 

ไมเ่กิดการ

เปล่ียนแปลง 

ไมเ่กิดการ

เปล่ียนแปลง 

10%CH3COOH 
ไมเ่กิดการ

เปล่ียนแปลง 

ไมเ่กิดการ

เปล่ียนแปลง 

ไมเ่กิดการ

เปล่ียนแปลง 

ไมเ่กิดการ

เปล่ียนแปลง 

ไมเ่กิดการ

เปล่ียนแปลง 

ไมเ่กิดการ

เปล่ียนแปลง 

10%NH4OH 
ไมเ่กิดการ

เปล่ียนแปลง 

ไมเ่กิดการ

เปล่ียนแปลง 

ไมเ่กิดการ

เปล่ียนแปลง 

ไมเ่กิดการ

เปล่ียนแปลง 

ไมเ่กิดการ

เปล่ียนแปลง 

ไมเ่กิดการ

เปล่ียนแปลง 

10%H2O2 
ไมเ่กิดการ

เปล่ียนแปลง 

ไมเ่กิดการ

เปล่ียนแปลง 

ไมเ่กิดการ

เปล่ียนแปลง 

ไมเ่กิดการ

เปล่ียนแปลง 

ไมเ่กิดการ

เปล่ียนแปลง 

ไมเ่กิดการ

เปล่ียนแปลง 

10%FeCl3 
ไมเ่กิดการ

เปล่ียนแปลง 

ไมเ่กิดการ

เปล่ียนแปลง 

ไมเ่กิดการ

เปล่ียนแปลง 

ไมเ่กิดการ

เปล่ียนแปลง 

ไมเ่กิดการ

เปล่ียนแปลง 

ไมเ่กิดการ

เปล่ียนแปลง 

10%CH3COONa 
ไมเ่กิดการ

เปล่ียนแปลง 

ไมเ่กิดการ

เปล่ียนแปลง 

ไมเ่กิดการ

เปล่ียนแปลง 

ไมเ่กิดการ

เปล่ียนแปลง 

ไมเ่กิดการ

เปล่ียนแปลง 

ไมเ่กิดการ

เปล่ียนแปลง 
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สรุปผลการทดลอง  

นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดักวาวเครือเม่ือกระจายตวัในนํา้ มีค่า pH = 5.5  นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกัด

จากหมอ่นเม่ือกระจายตวัในนํา้ มีคา่ pH = 5.5 นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดัย่านางเม่ือกระจายตวัในนํา้ มีคา่ pH 

= 6.0  นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดับวับกด้วยนํา้ เม่ือกระจายตวัในนํา้ มีคา่ pH = 5.0  นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดั

ด้วยบวับกนํา้และ ethyl acetate เม่ือกระจายตวัในนํา้ มีคา่ pH = 5.0  และนีโอโซมเปล่าเม่ือกระจายตวัในนํา้ 

มีคา่ pH = 5.5  นีโอโซมทกุตวัอย่างมีความคงตวัใน กรดแก่ กรดอ่อน ดา่งแก่ ดา่งอ่อน oxidizing agent และ  

reducing agent  
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ภาคผนวก 7 
การทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระของสารสกัดกวาวเครือ 

หม่อน ย่านาง และบัวบกที่เกบ็กักและไม่เก็บกัก 

ในอนุภาคขนาดนาโน (นีโอโซม) 
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การทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ (free radical scavenging activity) ของสารสกัดสมุนไพร

ที่เกบ็กักและไม่เกบ็กักในอนุภาคขนาดนาโน (นีโอโซม) เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน

(วิตามิน C และ E) 
 

วัตถุประสงค์ 

1. เพ่ือทดสอบฤทธ์ิต้านอนมุูลอิสระ (DPPH assay) ของสารสกัดกวาวเครือ,ย่านาง, หม่อน, และ

บวับก เปรียบเทียบกบัสารมาตรฐานวิตามิน C และวิตามิน E    

2. เพ่ือทดสอบฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระ (DPPH assay) ของนีโอโซมท่ีเก็บกักสารสกัดกวาวเครือ,

ยา่นาง, หมอ่น, และบวับก เปรียบเทียบกบัสารมาตรฐานวิตามิน C และวิตามิน E 

 

สารเคมี และวัสดุอุปกรณ์ 

1. 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), Fluka  

2. 96 well plate 

3. microplate reader 

4. absolute ethanol 

5. auto pipette 10-100 µl 

6. beaker 50, 1000 ml (Pyrex) 

7. distilled water 

8. filter apparatus 

9. freeze dryer (Christ, Alpha 1-2 LD) 

10. hot plate 

11. test tube 15 ml 

12. tip 10-100 µl 

13. top load balance (Sartorius CP3202S) 

14. กระดาษกรองเบอร์ 1 (Whatman) 

15. ตวัอยา่งสารสกดักวาวเครือ,ยา่นาง, หมอ่น, บวับกและบวับกนํา้ 

16. นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดัจากสมนุไพร 
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วิธีการทดลอง  

การทดสอบฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระ (DPPH assay) (รูปท่ี 7.1 และ 7.2) 

1. เตรียมสารละลาย DPPH 0.25 mg/ml ใน absolute methanol 

2. เตรียมตวัอย่างสารสกดัท่ีความเข้มข้น100 mg/ml แล้วนําไป centrifuge และนําสารสกดัส่วนใสมา

ทดสอบ ดงันี ้: 
 

วิธีการทดสอบ 

100 µl sample + 100 µl DPPH 

 

ทิง้ไว้ 30 นาที 28˚C 

 

วดัคา่ absorbance ท่ีความยาวคล่ืน 515 nm 

 

หา % inhibition activity 

 

เปอร์เซ็นต์การต้านอนมุลูอิสระหาได้โดยใช้สตูรตอ่ไปนี ้

% inhibition activity = (A-B/A) × 100 

โดยท่ี     A = blank ก่อนเตมิ DPPH – blank หลงัเตมิ DPPH 

B = sample ก่อนเตมิ DPPH – sample หลงัเตมิ DPPH 
 

คํานวณคา่ SC50 จากกราฟท่ี plot ระหวา่ง %Inhibition และความเข้มข้น (mg/ml) 

โดยคา่ SC50 คือ ความเข้มข้นของตวัอย่างท่ีสามารถจบัอนมุลูอิสระได้ 50 % 
 

 

ผลการทดลอง 

จากการศกึษาฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระ พบว่าสารสกดักวาวเครือด้วย ethyl acetate, ย่านางด้วย ethyl 

acetate, หม่อนด้วย ethyl acetate, บวับกด้วย ethyl acetate และบวับกนํา้ มีฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระใกล้เคียง

กนั และมีฤทธ์ิสงูกวา่นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดัสมนุไพรเหลา่นี ้(ตารางท่ี 7.1) แตส่ารสกดัสมนุไพรทกุตวัมีฤทธ์ิ

ต้านอนมุลูอิสระต่ํากวา่สารมาตรฐาน ascorbic acid (vitamin C) และ alpha-tocopherol (vitamin E) 
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ตารางท่ี 7.1 ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระของสารสกดัสมนุไพรตา่งๆ ท่ีเก็บกกัในนีโอโซม 

 

ตัวอย่าง SC 50 (mg/ml) a 

สารสกดักวาวเครือด้วย ethyl acetate 4.24 

สารสกดัยา่นางด้วย ethyl acetate 5.34 

สารสกดัหมอ่นด้วย ethyl acetate 5.95 

สารสกดับวับกด้วย ethyl acetate 5.97 

สารสกดับวับกด้วยนํา้ 4.73 

นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดักวาวเครือด้วย ethyl acetate 99.73 

นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดัยา่นางด้วย ethyl acetate 138.23 

นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดัหม่อน 128.74 

นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดับวับก Ethyl acetate 112.64 

นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดับวับก 108.21 

นีโอโซมเปลา่ -32.02 

วิตามิน C 0.036 

วิตามิน E 0.049 

  

สรุปผลการทดลอง 

 สกดักวาวเครือด้วย ethyl acetate, ย่านางด้วย ethyl acetate, หม่อนด้วย ethyl acetate, บวับกด้วย 

ethyl acetate และบวับกด้วยนํา้ มีฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ มีคา่ SC 50 เท่ากบั 4.24, 5.34, 5.95, 5.97และ 4.73 

mg/ml ตามลําดบั ส่วนนีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดักวาวเครือด้วย ethyl acetate, ย่านางด้วย ethyl acetate, 

หม่อนด้วย ethyl acetate, บวับกด้วย ethyl acetate และบวับกนํา้ มีฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระ โดยมีค่า SC 50 

เทา่กบั 99.73, 138.23, 128.74, 112.64 และ 108.21 mg/ml ตามลําดบั 
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รูปท่ี 7.1 การทดสอบ DPPH ของสารสกดัใน 96 well plate ในแตล่ะความเข้มข้น ท่ีทําการทดสอบ

เปรียบเทียบกบัสารมาตรฐานหลงัจากวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 515 nm 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 7.2 การทดสอบ DPPH ของนีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดัใน 96 well plate ในแตล่ะความเข้มข้น ท่ีทําการ

ทดสอบเปรียบเทียบกบัสารมาตรฐานหลงัจากวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 515 nm 
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ภาคผนวก 8 
การทดสอบฤทธ์ิยับยัง้เอนไซม์ไทโรซเินสของของสาร

สกัดกวาวเครือ หม่อน ย่านาง และบัวบกที่เกบ็กักและ 

ไม่เกบ็กักในอนุภาคขนาดนาโน (นีโอโซม) 
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การทดสอบฤทธ์ิยับยัง้เอนไซม์ไทโรซเินสของของสารสกัดกวาวเครือ หม่อน 

ย่านาง และบัวบกที่เกบ็กักและไม่เกบ็กักในอนุภาคขนาดนาโน (นีโอโซม) 

เปรียบเทยีบกับสารมาตรฐาน (วิตามิน C และ กรดโคจกิ) 
 

วัตถุประสงค์ 

เพ่ือทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนส ของสารสกดักวาวเครือ หม่อน ย่านาง และบวับก

ท่ีเก็บกกัและไม่เก็บกกัในอนภุาคขนาดนาโน (นีโอโซม) เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน(วิตามิน C 

และกรดโคจกิ) 

 

วัสดุ/อุปกรณ์/สารเคมี/ตัวอย่าง 

1. tyrosine      

2. mushroom tyrosinase     

3. distilled water     

4. 0.1 M phosphate buffer pH 6.8     

5. test tubes      

6. เคร่ืองชัง่ละเอียด (Precisa 240)   

7. autopipette   

8. beaker 

9. well reader 

10. ตวัอย่างสารสกดัจากกวาวเครือ ย่านาง หม่อน บวับกท่ีสกัดด้วย ethyl acetate และ

สารสกดับวับกด้วยนํา้ 

11. ตวัอยา่งนีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดัจากกวาวเครือ ย่านาง หม่อน บวับกท่ีสกดัด้วย ethyl 

acetate และสารสกดับวับกด้วยนํา้ 

 

วิธีการทดลอง 
 

เตรียมสารละลายมาตรฐานวิตามินซี และสารสกดัสมนุไพรท่ีเก็บกกัและไมเ่ก็บกกัในนีโอโซมท่ีความ

เข้มข้นตา่งๆ 

 

เตมิสารละลาย ดงัแสดงในตาราง ใน 96-well microplate reader 
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A B C D 

Tyrosine                 50µl 

Distilled water       40µl 

Phosphate buffer 100µl 

Distilled water       50µl 

Tyrosine                 50µl 

Distilled water       40µl 

Phosphate buffer 100µl 

Tyrosinase             50µl 

Tyrosine                 50µl 

Sample                   40µl 

Phosphate buffer 100µl 

Distilled water       50µl 

Tyrosine                 50µl 

Sample                   40µl 

Phosphate buffer 100µl 

Tyrosinase             50µl 

 

วดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี 450 nm ท่ี 0 นาที 

 

บม่ท่ีอณุหภมูิ 37 °C เป็นเวลา 60 นาที 

 

วดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี 450 nm ท่ี 60 นาที 

 

คํานวณ % Inhibition จากสมการ 

 

% Inhibition = (A-B) – (C-D) x 100 

                     (A-B) 

 

โดยท่ี A คา่การดดูกลืนแสงของ blank หลงัจากบม่, B คา่การดดูกลืนแสงของ blank ก่อนบม่ 

C คา่การดดูกลืนแสงของsampleหลงัจากบม่, D คา่การดดูกลืนแสงของsample ก่อนบม่ 

 

คํานวณคา่ IC50 จากกราฟท่ี plot ระหวา่ง %Inhibition และความเข้มข้น (mg/ml) 

โดยคา่ IC50 คือ ความเข้มข้นของตวัอยา่งท่ีสามารถยบัยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนสได้ 50 % 

 

ผลการทดลอง (ตารางท่ี 8.1) 
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ตารางท่ี 8.1 ค่า  IC 50 ของสารสกัดสมุนไพรท่ีเก็บกักและไม่เก็บกักในนีโอโซม 

 

ตัวอย่าง IC 50 (mg/ml) a 

สารสกดักวาวเครือด้วย ethyl acetate ND 

สารสกดัยา่นางด้วย ethyl acetate 485.483 

สารสกดัหมอ่นด้วย ethyl acetate 1269.902 

สารสกดับวับกด้วย ethyl acetate ND 

สารสกดับวับกด้วย ethyl acetate 5062.740 

นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดักวาวเครือด้วย ethyl acetate ND 

นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดัยา่นางด้วย ethyl acetate 4271.101 

นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดัหม่อนด้วย ethyl acetate 2722.989 

นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดับวับกด้วย ethyl acetate 700.1978 

นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดับวับกด้วยนํา้ ND 

วิตามิน C 0.24 

กรดโคจิก 0.049 

หมายเหตุ   ND คือ ไมส่ามารถคํานวณหาคา่ IC50 ได้ 

 

สรุปผลการทดลอง 

จากการทดลองพบว่าสารสกัดกวาวเครือ หม่อน ย่านาง และบวับกท่ีไม่เก็บกักในอนุภาค

ขนาดนาโน มีฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนสเพียงเล็กน้อย เม่ือเปรียบเทียบกบัสารมาตรฐานโดยสาร

สกัดย่านางด้วย ethyl acetate มีฤทธ์ิยับยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนสสูงท่ีสุด โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 

485.483 mg/ml ส่วนนีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดับวับกด้วย ethyl acetate มีฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์ไทโร

ซิเนสสงูท่ีสดุ โดยมีคา่ IC 50 เทา่กบั 700.1978mg/ml.  
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ภาคผนวก 9 
การทดสอบฤทธ์ิต่อกระบวนการสร้างเมด็ 

สีเมลานินและโปรตีนของเซลล์มะเร็ง B16F10 ของ

สารสกัดกวาวเครือ หม่อน ย่านาง และบัวบกที่เกบ็

กักและไม่เก็บกักในอนุภาคขนาดนาโน (นีโอโซม)  
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การทดสอบฤทธ์ิต่อกระบวนการสร้างเม็ดสีเมลานินและโปรตีนของเซลล์มะเร็ง 

B16F10 ของสารสกัดกวาวเครือ หม่อน ย่านาง และบัวบกที่เกบ็กักและไม่เกบ็กัก

ในอนุภาคขนาดนาโน (นีโอโซม)  
 

วัตถุประสงค์  

เพ่ือทดสอบผลต่อกระบวนการสร้างเม็ดสีเมลานินและโปรตีนของเซลล์มะเร็ง B16F10ของ

สารสกดักวาวเครือ หมอ่น ยา่นาง และบวับกท่ีเก็บกกัและไมเ่ก็บกกัในอนภุาคขนาดนาโน (นีโอโซม)  

 

สารทดสอบ 

81. สารสกดัยา่นางด้วย ethyl acetate 

82. สารสกดัหมอ่นด้วย ethyl acetate 

83. สารสกดักวาวเครือด้วย ethyl acetate 

84. สารสกดับวับกด้วย ethyl acetate 

85. สารสกดับวับกด้วยนํา้ 

86. นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดัยา่นางด้วย ethyl acetate 

87. นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดัหม่อนด้วย ethyl acetate 

88. นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดักวาวเครือด้วย ethyl acetate 

89. นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดับวับกด้วย ethyl acetate 

90. นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดับวับกด้วย ethyl acetate และนํา้ 

91. นีโอโซมเปลา่ 

 

สารเคมี 

1.  Medium for mouse melanoma: DMEM + 10% FBS + 1% Penicillin/streptomycin 

solution 

2.  DMSO  

3.  Synthesis melanin (Sigma, St. Louis, MO) 

4.  Phosphate buffer saline, pH 7.4  

5.  2 N Sodium hydroxide 

6.  สารละลายสําหรับหาปริมาณโปรตีน โดย Bradford protein assay 

7.  Bovine serum albumin (BSA)  
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Cell culture 

1. Mouse melanoma cell line (B16F10) ได้จากหน ูmice พนัธุ์ C57BL6 

 

วิธีการทดลอง 

1.  การเตรียม cell culture plate(1)  

กระจาย mouse melanoma cell line ท่ีแชแ่ข็งไว้ 

 
เลีย้งเซลล์ท่ีกระจายใน culture medium และเปล่ียน culture medium ทกุ 3 วนั 

 
ประเมิน culture cell จนได้จํานวนเซลล์ตามต้องการ 

 

2. การทดสอบผลตอ่กระบวนการสร้างเม็ดสีเมลานินและโปรตีนของเซลล์มะเร็งหน ูB16F10
(1-3) ของ

สารสกดัและนีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดั 

Seed เซลล์ 50x104 เซลล์/หลมุ ลงใน flask 

 
Incubate ใน CO2 incubator 24 ชัว่โมง เพ่ือให้เซลล์เกาะ (cell adherence) 

 
Treat เซลล์แตล่ะ flask ด้วยสารทดสอบ และ incubate 72 ชัว่โมง 

 
เก็บเซลล์แตล่ะ flask เพ่ือวดัปริมาณเม็ดสีเมลานินและปริมาณโปรตีน โดยวิธีตอ่ไปนี ้: 

 

ก. การหาปริมาณเม็ดสีเมลานิน: ละลายเซลล์ใน 2 N NaOH ท่ี 60oC 1 ชัว่โมง และนําไปวดัคา่การ

ดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร เปรียบเทียบกบัสารละลายมาตรฐานเมลานิน 

(0-0.1 มก./มล.) 

ข. การหาปริมาณโปรตีน: ปิเปต Bradford reagent ลงในสารละลายเซลล์ท่ีได้ แล้วนําไปวดัคา่การ

ดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร เปรียบเทียบกบัสารละลายมาตรฐาน bovine serum 

albumin 

 
แสดงผลการศกึษาในรูปเปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลง โดยเปรียบเทียบเซลล์ 

ท่ีทดสอบกบัเซลล์กลุม่ control 
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Standard melanin

y = 4.1597x - 0.0122
R2 = 0.9929
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ผลการทดลอง 

ตารางท่ี 9.1 คา่การดดูกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานเมลานิน (มก./มล.)  

ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานเม

ลานิน ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร 

0 0 

0.001 0.002 

0.005 0.0125 

0.01 0.028 

0.05 0.171 

0.1 0.416 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ตารางท่ี 9.2  ผลของสารสกดัสมนุไพรและนีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดัสมนุไพรตอ่กระบวนการสร้าง

เม็ด 

        สีเมลานินและโปรตีนของเซลล์มะเร็ง B16F10 

ลาํดับ สารทดสอบ % การเปลี่ยนแปลงเม่ือเปรียบเทียบกับ control 

(ปริมาณเมลานินต่อปริมาณโปรตีน) 

1 สารสกดัหมอ่นด้วย ethyl acetate  

ความเข้มข้น 1 มก./มล. 

+11.13/+86.27 

2 สารสกดักวาวเครือด้วย ethyl acetate  

ความเข้มข้น 1 มก./มล. 

+14.17/+66.67 

Standard Curve of melanin 
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ตารางท่ี 9.2  ผลของสารสกดัสมนุไพรและนีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดัสมนุไพรตอ่กระบวนการสร้าง

เม็ดสีเมลานินและโปรตีนของเซลล์มะเร็ง B16F10 (ตอ่) 

ลาํดับ สารทดสอบ % การเปลี่ยนแปลงเม่ือเปรียบเทียบกับ control 

(ปริมาณเมลานินต่อปริมาณโปรตีน) 

3 สารสกดัยา่นางด้วย ethyl acetate  

ความเข้มข้น 1 มก./มล. 

-* 

4 สารสกดัยา่นางด้วยนํา้ ความเข้มข้น 1 มก./มล. -* 

5 สารสกดับวับกด้วย ethyl acetate 

ความเข้มข้น 1 มก./มล. 

+51.09/+11.76 

6 นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดัหม่อนด้วย ethyl 

acetate ความเข้มข้น 1 มก./มล. 

-34.02/-68.08 

7 นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดัหม่อนด้วย ethyl 

acetate ความเข้มข้น 0.1 มก./มล. 

-31.96/-65.26 

8 นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดัหม่อนด้วย ethyl 

acetate ความเข้มข้น 0.01 มก./มล. 

-15.46/-33.80 

9 นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดักวาวเครือด้วย ethyl 

acetate ความเข้มข้น 1 มก./มล. 

-29.39/-64.79 

10 นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดักวาวเครือด้วย ethyl 

acetate ความเข้มข้น 0.1 มก./มล. 

-3.19/+95.93 

11 นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดักวาวเครือด้วย ethyl 

acetate ความเข้มข้น 0.01 มก./มล. 

-9.43/+7.20 

12 นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดัยา่นางด้วย  

ethyl acetate ความเข้มข้น 1 มก./มล. 

-* 

13 นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดัยา่นางด้วย  

ethyl acetate ความเข้มข้น 0.1 มก./มล. 

-* 

14 นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดัยา่นางด้วย  

ethyl acetate ความเข้มข้น 0.01 มก./มล. 

-* 

15 นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดับวับกด้วยนํา้และ ethyl 

acetate ความเข้มข้น 1 มก./มล. 

-28.11/-55.46 

16 นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดับวับกด้วยนํา้และ ethyl 

acetate ความเข้มข้น 0.1 มก./มล. 

-29.54/-53.69 
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ตารางท่ี 9.2  ผลของสารสกดัสมนุไพรและนีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดัสมนุไพรตอ่กระบวนการสร้าง

เม็ดสีเมลานินและโปรตีนของเซลล์มะเร็ง B16F10 (ตอ่) 

ลาํดับ สารทดสอบ % การเปลี่ยนแปลงเม่ือเปรียบเทียบกับ control 

(ปริมาณเมลานินต่อปริมาณโปรตีน) 

17 นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดับวับกด้วยนํา้และ 

ethyl acetate ความเข้มข้น 0.01 มก./มล. 

-9.96/+0.59 

18 นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดับวับกด้วย ethyl 

acetate ความเข้มข้น 1 มก./มล. 

-30.93/-66.67 

19 นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดับวับกด้วย ethyl 

acetate ความเข้มข้น 0.1 มก./มล. 

-25.03/-15.49 

20 นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดับวับกด้วย ethyl 

acetate ความเข้มข้น 0.01 มก./มล. 

-1.95/+69.64 

21 นีโอโซมเปลา่ความเข้มข้น 1 มก./มล. +1.03/+128.32 

 หมายเหตุ 

1. + หมายถึง การเปล่ียนแปลงท่ีเพิ่มขึน้เม่ือเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม และ – หมายถึง การ

เปล่ียนแปลงท่ีลดลงเม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุ 

2. *สารสกัดย่านางด้วยนํา้และ ethyl acetate มีสี ซึ่งอาจทําให้ผลการทดสอบผิดพลาด จึงไม่ได้

รายงานผลการทดสอบ  

 

อภปิรายและสรุปผลการทดลอง 

1. การศึกษาผลของสารสกัดต่อกระบวนการสร้างเม็ดสีเมลานินและโปรตีนของเซลล์มะเร็งหน ู

B16F10 พบว่า สารสกัดท่ีมีแนวโน้มกระตุ้นการสร้างเม็ดสีเมลานิน ได้แก่ สารสกัดกวาวเครือด้วย 

ethyl acetate สารสกดัหม่อนด้วย ethyl acetate สารสกดัย่านางด้วยนํา้ และ ethyl acetate และ

สารสกดับวับกด้วย ethyl acetate  

2. ได้นําสารสกดัท่ีมีแนวโน้มกระตุ้นการสร้างเม็ดสีเมลานินและโปรตีนของเซลล์มะเร็งหนู B16F10 

มาเก็บกักในนีโอโซม เพ่ือเพิ่มการนําส่งเข้าสู่เซลล์ แล้วนํานีโอโซมท่ีเตรียมได้ไปประเมินผลการ

กระตุ้นการสร้างเม็ดสีเมลานินและโปรตีนของเซลล์มะเร็งหน ูB16F10 เปรียบเทียบกบัสารสกดัท่ีไม่ได้

เก็บกกัในนีโอโซม พบวา่สารสกดัสามารถกระตุ้นการสร้างเม็ดสีเมลานินและโปรตีนได้ แตนี่โอโซมท่ี

เก็บกกัสารสกดัไมส่ามารถกระตุ้นการสร้างเม็ดสีเมลานินได้  

3. จากผลการศกึษานีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดัตอ่การกระตุ้นการสร้างเม็ดสีเมลานินและโปรตีนของ

เซลล์ พบวา่สารสกดัอาจถกูเก็บกกัอยูใ่นนีโอโซม ทําให้ไมส่ามารถถกูปลดปลอ่ยออกมา เพ่ือเข้าสู่ 

 



 

\\wasana\รายงานฉบบัสมบรูณ์\รวมไฟล์\รายงานฉบบัสมบรูณ์โครงการวิจยัท่ี 3.doc 

71 

 

เซลล์ นอกจากนีส้่วนประกอบของนีโอโซมท่ีเก็บกักสารสกัด เช่น สารลดแรงตึงผิว อาจก่อให้เกิด

ความเป็นพิษตอ่เซลล์ จงึทําให้เซลล์มีการเจริญลดลง และไมส่ามารถสร้างเม็ดสีเมลานินได้ 

 

เอกสารอ้างอิง 

1.  Hirata N, Naruto S, Ohguchi K, Akao Y, Nazawa Y, Iinuma M, et al. Mechanism of the 

melanogenesis stimulation activity of (-)-cubebin in murine B16 melanoma cells. Biorg 

Med Chem. 2007; 15:4897-902. 

2.  ชวนพิศ ดีเอกนามกลู. วิธีการวิเคราะห์หาปริมาณและคณุภาพของโปรตีน. ใน: สมาคม

เทคโนโลยีชีวภาพแหง่ประเทศไทย, บรรณาธิการ. หนงัสือคูมื่อปฏิบตัิการวิจยัเทคโนโลยีชีวภาพ 

เทคนิคทางอณพูนัธุศาสตร์และพนัธุวิศวกรรม. หน้า 3.5-3.6.   

3.  Bradford protein assay procedure. Available from: URL: 

http://www.science.smith.edu/departments/Biochem/Biochem_353/Bradford.html (cited 

2009, Sep 16) 
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ภาคผนวกที่ 10 
การเตรียมสารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจากสารสกดัหยาบของ

ยา่นาง หม่อน กวาวเครือขาวและบวับก 
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การเตรียมสารสกัดกึ่งบริสุทธ์ิจากสารสกัดหยาบของย่านาง หม่อน กวาวเครือ

ขาวและบัวบก 
 

1. วัตถุประสงค์ เพ่ือเตรียมสารสกัดก่ึงบริสุทธ์ิจากสารสกัดหยาบของย่านาง หม่อน กวาวเครือ

ขาวและบวับก 
 

2. สารเคมี และวัสดุอุปกรณ์ 

 

วัสด/ุอุปกรณ์ 

1. กรวยแยก (separatory funnel) 

2. บีกเกอร์ 

3. Hot plate stirrer 

4. Megnetic stirrer 

5. เคร่ืองระเหยแห้งสญุญากาศ 

6. ขวดก้นกลม 
 

สารเคมีท่ีใช้ทดสอบ 

1. Hexane 

2. Ethyl acetate 

3. Methanol 

4. นํา้กลัน่ 

5. สารสกดัหยาบของกวาวเครือขาวด้วย ethyl acetate 

6. สารสกดัหยาบของใบบวับกด้วย ethyl acetate 

7. สารสกดัหยาบของใบบวับกด้วยนํา้ 

8. สารสกดัหยาบของใบยา่นางด้วย ethyl acetate 

9. สารสกดัหยาบของใบหมอ่นด้วย ethyl acetate 
 

3. วิธีการทดลองและผลการทดลอง 

 ได้ทําการเตรียมสารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิของสารสกดัหยาบทัง้ 5 ตวัอยา่งด้วยวิธีการแยกส่วนการละลาย

ดงันี ้: 

3.1 การแยกสารสกดัหยาบของกวาวเครือขาวท่ีสกดัด้วย ethyl acetate 

- นํามาแยก fractions ได้ fraction 1 (นํา้), fraction 2 (hexane) และ fraction 3 

(methanol) 
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3.2 การแยกสารสกดัหยาบของใบบวับกท่ีสกดัด้วย ethyl acetate 

- นํามาแยก fractions ได้ fraction 1 (นํา้), fraction 2 (ethyl acetate) และ fraction 

3 (methanol) 
 

3.3 การแยกสารสกดัหยาบของใบบวับกด้วยนํา้ 

- นํามาแยก fractions ได้ fraction 1 (นํา้), fraction 2 (hexane) และ fraction 3 

(methanol) 
 

3.4 การแยกสารสกดัหยาบของยา่นางด้วย ethyl acetate 

- นํามาแยก fractions ได้ fraction 1 (นํา้), fraction 2 (hexane) และ fraction 3 

(methanol) 

3.5 การแยกสารสกดัหยาบของหมอ่นด้วย ethyl acetate 

- นํามาแยก fractions ได้ fraction 1 (นํา้), fraction 2 (hexane) และ fraction 3 

(methanol) 
 

4. สรุปผลการทดลอง 

 การเตรียมสารสกัดก่ึงบริสุทธ์ิจากสารสกัดหยาบของย่านาง หม่อน กวาวเครือขาวและ

บวับก จํานวน 5 ตวัอยา่ง สามารถสรุปผลได้ดงัตารางท่ี 10.1 ตอ่ไปนี ้

ตารางท่ี 10.1  ผลการเตรียมสารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจากสมนุไพรตา่งๆ 
 

ลาํดับท่ี สารสกัดหยาบ  Fractions (%yield) 
1 2 3 

1 สารสกดัหยาบกวาวเครือ
ขาวด้วย ethyl acetate  

11.09 20.99 26.8 

2 สารสกดัหยาบบวับกด้วย 
ethyl acetate 

1.8 2.07 11.6 

3 สารสกดัหยาบบวับกด้วย
นํา้  

77.55 1.58 0.09 

4 สารสกดัหยาบยา่นางด้วย 
ethyl acetate 

13.8 2.8 20.66 

5 สารสกดัหยาบหมอ่นด้วย 
ethyl acetate  

21.99 0.3404 26.76 

 

เอกสารอ้างอิง 

1. Hideaki Otsuka., Purification by solvent extraction using partition coefficient, 

Methods in Biotechnology, Volume 20, 269-273, 2005 

 

 

http://www.springerlink.com/content/1940-6061/
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ภาคผนวกที่ 11 
 

การทดสอบฤทธ์ิต้านปฏิกิริยาออกซิเดชนัของ 

สารสกดักึ่งบริสทุธ์ิจากสารสกดัหยาบของยา่นาง 

หม่อน กวาวเครือขาวและบวับก 
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การทดสอบฤทธ์ิต้านปฏกิริิยาออกซเิดชันของสารสกัดกึ่งบริสุทธ์ิ (fraction) จาก

สารสกัดหยาบของย่านาง หม่อน กวาวเครือขาวและบัวบก 
 

1. วัตถุประสงค์ 

เพ่ือทดสอบฤทธ์ิต้านปฏิกิริยาออกซิเดชนัทางเคร่ืองสําอาง โดยการทดสอบฤทธ์ิจบัอนุมูล

อิสระ (DPPH free radical scavenging activity) ฤทธ์ิจบัโลหะ (ferrous metal ion chelating 

activity) และฤทธ์ิยบัยัง้การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัในไขมนัไม่อ่ิมตวั (lipid peroxidation activity) 

รวมทัง้ฤทธ์ิยับยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนสของสารสกัดก่ึงบริสุทธ์ิจากสารสกัดหยาบของย่านาง หม่อน 

กวาวเครือขาว และบวับก จํานวน 20 ตวัอย่าง เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน (ascorbic acid, 

EDTA, และ α-tocopherol และ kojic acid) 
 

2. สารเคมี และวัสดุอุปกรณ์ 

2.1  สารสกัดและ fraction ของสารสกัดท่ีทดสอบ 

1. สารสกดัหยาบยา่นางด้วย  ethyl acetate  

2. fraction สารสกดัย่านางด้วย ethyl acetate (โดยนํา้)     (fraction 1) 

3. fraction สารสกดัย่านางด้วย ethyl acetate (โดย hexane) (fraction 2) 

4. fraction สารสกดัย่านางด้วย ethyl acetate (โดย methanol) (fraction 3) 

5. สารสกดัหยาบหมอ่นด้วย ethyl acetate 

6. fraction สารสกดัหม่อนด้วย ethyl acetate (โดยนํา้)    (fraction 1) 

7. fraction สารสกดัหม่อนด้วย ethyl acetate (โดย hexane) (fraction 2) 

8. fraction สารสกดัหม่อนด้วย ethyl acetate (โดย methanol) (fraction 3) 

9. สารสกดัหยาบกวาวเครือด้วย ethyl acetate 

10. fraction สารสกดักวาวเครือด้วย ethyl acetate (โดยนํา้)   (fraction 1) 

11. fraction สารสกดักวาวเครือด้วย ethyl acetate (โดย hexane) (fraction 2) 

12. fraction สารสกดักวาวเครือด้วย ethyl acetate (โดย methanol) (fraction 3) 

13. สารสกดัหยาบบวับกด้วย ethyl acetate 

14. fraction สารสกดับวับกด้วย ethyl acetate (โดยนํา้)    (fraction 1) 

15. fraction สารสกดับวับกด้วย ethyl acetate (โดย hexane) (fraction 2) 

16. fraction สารสกดับวับกด้วย ethyl acetate (โดย methanol) (fraction 3) 

17. สารสกดัหยาบบวับกด้วยนํา้ 

 

 



 

\\wasana\รายงานฉบบัสมบรูณ์\รวมไฟล์\รายงานฉบบัสมบรูณ์โครงการวิจยัท่ี 3.doc 

77 

 

18. fraction สารสกดับวับกด้วยนํา้ (โดยนํา้)     (fraction 1) 

19. fraction สารสกดับวับกด้วยนํา้ (โดย hexane)   (fraction 2) 

20. fraction สารสกดับวับกด้วยนํา้ (โดย methanol)  (fraction 3) 

 

2.2 สารเคมี 

 1. 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) (Sigma-Aldrich Corp.,St. Louis, MO, U.S.A.) 

2. Absolute ethanol  (องค์การสรุา, Bangkok, Thailand)  

3. Ascorbic acid (Carlo Erba Reagenti SPA, Milatino, Italy) 

4. α-tocopherol  (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, U.S.A.) 

5. EDTA  (Promega Corporation, Medison, WI, U.S.A.) 

6. Ferrosine (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, U.S.A.) 

7. Ferric chloride (FeCl2) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, U.S.A.) 

8. Linoleic acid  (Sigma-Aldrich Corp.,St. Louis, MO, U.S.A.) 

9. Ammonium thiocyanate (NH4SCN) (Sigma-Aldrich Corp.,St. Louis, MO, U.S.A.) 

10. Dimethyl sulfoxide (DMSO)   (Sigma-Aldrich Corp.,St. Louis, MO, U.S.A.)                                                                                               

 

2.3 วัสดุอุปกรณ์ 

1. Microcentrifuged tube         (Hycon, BIOMED Co.,Ltd., Bangkok, Thailand) 

2. Balance  (Sartorius AG, Goettingen, Germany) 

3. Microplate reader   (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, California,  

  U.S.A ) 

4. 96-well plates   (Sterilin, Newport, United Kingdom) 

5. Beaker   (Pyrex, Scilabware Limited, Staffordshire, UK) 

6. Autopipette   (Biohit Group, Helsinki, Finland) 

 

3. วิธีการทดลอง 

3.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐานและตัวอย่างสารสกัด 

3.1.1 ละลายสารมาตรฐาน ascorbic acid และ EDTA ด้วยนํา้กลัน่ ส่วนสารมาตรฐาน  α-

tocopherol ละลายด้วย absolute ethanol เจือจางด้วยตวัทําละลายท่ีเหมาะสมให้มี

ความเข้มข้น 0.001, 0.01,  0.1, 1 และ 10 mg/ml 
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3.1.2 นําตวัอย่างจากสารสกดัก่ึงบริสุทธ์ิจากสารสกัดหยาบย่านาง หม่อน กวาวเครือขาว 

และบวับกทัง้ 20 ตวั มาละลายด้วย absolute ethanol และเจือจางด้วยนํา้กลัน่ให้มี

ความเข้มข้น 0.001, 0.01,  0.1, 1 และ 10 mg/ml  

 

3.2 การทดสอบฤทธ์ิต้านปฏิกิริยาออกซิเดชัน 

3.2.1 ฤทธ์ิจับอนุมูลอิสระ free radical scavenging activity ด้วยวิธี DPPH assay มี

ขัน้ตอนดงันี ้
 

เตรียมสารละลายมาตรฐานและสารสกดัสารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจากสารสกดัหยาบยา่นาง หมอ่น 

กวาวเครือขาว และบวับก ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ 

 

เตมิสารละลายลงใน 96-well microplate ดงัแสดงในตารางท่ี 11.1 
 

ตารางท่ี 11.1  ปริมาณและลําดบัการเตมิสารละลายท่ีใช้ทดสอบ DPPH ลงใน 96-well plate  

 A B C D 

EtOH                                 

100µl 

EtOH                          

100µl 

DPPH                                  

100µl 

EtOH                            

100µl 

EtOH                     

100µl 

Sample                  

100µl 

DPPH                         

100µl  

Sample                       

100µl 

 

บม่เพาะท่ีอณุหภมูิ 28±2 °C เป็นเวลา 30 นาที 

 

วดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี 515 nm  

 

คํานวณ % free radical scavenging activity จากสมการ 

% free radical scavenging activity        =       [(A-B)/(A)]   × 100 

โดย A คือ คา่การดดูกลืนแสงของ blank และ B คือ คา่การดดูกลืนแสงของตวัอยา่ง 

 

คํานวณคา่ความเข้มข้นท่ีสามารถ scavenging อนมุลูอิสระได้ 50%  ) IC50) 
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3.2.2 การทดสอบฤทธ์ิ chelating activity ด้วยวิธี ferrous iron–ferrozine complex 
 

เตรียมสารละลายมาตรฐาน และตวัอยา่งสารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจากสารสกดัหยาบยา่นาง หมอ่น 

กวาวเครือขาว และบวับก ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ 

 

เตมิสารละลาย  ลงใน 96-well microplate ดงัแสดงในตารางท่ี 11.2 

 

ตารางท่ี 11.2 ปริมาณและลําดบัการเตมิสารละลายท่ีใช้ทดสอบ chelating inhibition ลงใน 96-

well plate  

A B C D 

Ferrozine                        

10 µl 

นํา้กลัน่                           

50 µl 

H2O                               

50 µl 

2.4% HCl                       

10 µl 

Ferrozine                           

10 µl 

นํา้กลัน่                              

50 µl 

H2O                                   

50 µl 

FeCl2                                 

10 µl 

Ferrozine                       

10 µl 

Sample                          

50 µl 

H2O                               

50 µl  

2.4%HCl                       

10 µl 

Ferrozine                       

10 µl 

Sample                          

50 µl 

H2O                               

50 µl 

FeCl2                             

10 µl 

 

บม่เพาะท่ีอณุหภมูิ 28±2°C เป็นเวลา 10 นาที 

 

วดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี 570 nm  

 

คํานวณ % chelating effect จากสมการ 

% chelating effect  =  [(A-B)/A]   x 100 

 โดย A คือ คา่การดดูกลืนแสงของ blank และ B คือ คา่การดดูกลืนแสงของตวัอยา่ง 

 

คํานวณคา่ความเข้มข้นท่ีสามารถจบัโลหะได้ 50% (IC50) 
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3.3.3 การทดสอบฤทธ์ิ lipid peroxidation inhibition ด้วยวิธี ferric iron-thiocyanate complex 

 

เตรียมสารละลายมาตรฐานและสารสกดัสารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจากสารสกดัหยาบยา่นาง หมอ่น 

กวาวเครือขาว และบวับก ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ 

 

เตมิสารละลายลงใน 96-well microplate ดงัแสดงในตารางท่ี 11.3 

 

ตารางท่ี 11.3 ปริมาณและลําดบัการเตมิสารละลายท่ีใช้ทดสอบ lipid peroxidation activity ลงใน 96-

well plate 

 A B C D 

Linoleic acid                        

50 µl 

นํา้กลัน่                        

50 µl 

NH4SCN                               

50 µl 

2.4% HCl                              

50 µl 

Linoleic acid                        

50 µl 

นํา้กลัน่                        

50 µl 

NH4SCN                              

50 µl 

FeCl2                                     

50 µl 

Linoleic acid                     

50 µl 

นํา้กลัน่                     

50 µl 

NH4SCN                            

50 µl 

10%HCl                            

50 µl 

Linoleic acid                         

50 µl 

นํา้กลัน่                        

50 µl 

NH4SCN                               

50 µl 

FeCl2                                     

50 µl 

 

บม่เพาะท่ีอณุหภมูิ 37±2°C เป็นเวลา 60 นาที 

 

วดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี 490 nm  

 

คํานวณ % Lipid peroxidation inhibition จากสมการ 

% Lipid peroxidation inhibition   =    [(A-B)/A]   x 100 

 โดย A คือ คา่การดดูกลืนแสงของ blank และ B คือ คา่การดดูกลืนแสงของตวัอยา่ง 

 

คํานวณคา่ความเข้มข้นท่ีสามารถยบัยัง้การเกิด lipid peroxidation ได้ 50% (IC50) 
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4. ผลการทดลอง 

จากผลการทดสอบฤทธ์ิต้านปฏิกิริยาออกซิเดชนัของสารสกดัหยาบและสารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิ

จากสารสกัดหยาบของย่านาง หม่อน กวาวเครือขาว และบวับก จํานวน 20 ตวัอย่าง พบว่า สาร

สกัดท่ีให้ฤทธ์ิจบัอนุมูลอิสระสูงท่ีสุด 3 ลําดบัแรก ได้แก่ fraction จากสารสกัดหยาบย่านางด้วย 

ethyl acetate โดย methanol (SC50 = 0.16 ± 0.04 mg/ml), สารสกดัหยาบย่านางด้วย ethyl 

acetate (SC50 = 0.21 ± 0.14 mg/ml) และ fraction จากสารสกดัหยาบบวับกด้วย ethyl acetate 

โดย methanol (SC50 = 0.23 ± 0.09 mg/ml) แตมี่ฤทธ์ิจบัอนมุลูอิสระต่ํากว่าสารมาตรฐานวิตามินซี 

(SC50= 0.05 ± 0.00 mg/ml) 3.2, 4.2 และ 4.6  เท่า และต่ํากว่าสารมาตรฐานวิตามินอี (SC50= 

0.09 ± 0.02 mg/ml) 1.77, 2.33 และ 2.55  เท่า ตามลําดบั นอกจากนีส้ารสกดัท่ีให้ฤทธ์ิจบัโลหะสงู

ท่ีสดุ ได้แก่ fraction จากสารสกดัหยาบกวาวเครือขาวด้วย ethyl acetate โดย methanol (CC50 = 

1.06 ± 1.03 mg/ml) และ fraction จากสารสกัดหยาบบวับกด้วย ethyl acetate โดย methanol 

(CC50 = 18.35 ± 7.10 mg/ml)โดยให้ฤทธ์ิจบัโลหะต่ํากว่าสารมาตรฐาน EDTA (CC50 = 0.30 ± 

0.22 mg/ml) 3.53 และ 61.17 เท่า ตามลําดับ ส่วนสารสกัดท่ีให้ฤทธ์ิยับยัง้การเกิด lipid 

peroxidation สูงท่ีสุด 3 ลําดบัแรก ได้แก่ fraction จากสารสกัดหยาบหม่อนด้วย ethyl acetate 

โดย hexane (IPC50 = 0.03 ± 0.01 mg/ml), สารสกดัหยาบหม่อนด้วย ethyl acetate (IPC50 = 

0.06 ± 0.02 mg/ml) และ fraction จากสารสกดัหม่อนด้วย ethyl acetate โดย methanol (IPC50 = 

0.08 ± 0.06 mg/ml) โดยให้ฤทธ์ิยบัยัง้การเกิด lipid peroxidation ต่ํากว่าสารมาตรฐานวิตามินอี 

(IPC50 = 0.02 ± 0.01 mg/ml) 1.5, 3.0 และ 4.0 เท่า แตใ่ห้ฤทธ์ิยบัยัง้ lipid peroxidation สงูกว่า

สารมาตรฐานวิตามินซี (IPC50 = 0.48 ± 0.22 mg/ml) 16, 8 และ 6 เท่า ตามลําดบั ดงัแสดงใน

ตารางท่ี 11.4  

 

ตารางท่ี 11.4 ฤทธ์ิต้านปฏิกิริยาออกซิเดชนั (ฤทธ์ิจบัอนมุลูอิสระ [SC50 (mg/ml)] ฤทธ์ิจบัโลหะ 

[CC50(mg/ml)] และฤทธ์ิยบัยัง้การเกิด lipid peroxidation [IPC50 (mg/ml)]) จํานวน 20 ตวัอยา่ง  

ตัวอย่าง 

DPPH 
Metal 

chelating 

Lipid 

peroxidation 

SC50 (mg/ml) 
CC50 

(mg/ml) 
IPC50 (mg/ml) 

1. สารสกดัหยาบยา่นางด้วย  ethyl acetate  0.21 ± 0.14 - 0.09 ± 0.06 

2. fraction จากสารสกดัหยาบยา่นางด้วย ethyl 

acetate โดยนํา้  (fraction ท่ี 1) 

0.66 ± 0.32 - - 

3. fraction จากสารสกดัหยาบยา่นางด้วย ethyl 

acetate โดย hexane  (fraction ท่ี 2) 

*ND *ND *ND 
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ตารางท่ี 11.4 ฤทธ์ิต้านปฏิกิริยาออกซิเดชนั (ฤทธ์ิจบัอนมุลูอิสระ [SC50 (mg/ml)] ฤทธ์ิจบัโลหะ 

[CC50(mg/ml)] และฤทธ์ิยบัยัง้การเกิด lipid peroxidation [IPC50 (mg/ml)]) จํานวน 20 ตวัอย่าง 

(ตอ่) 

 

ตัวอย่าง 

DPPH 
Metal 

chelating 

Lipid 

peroxidation 

SC50 (mg/ml) 
CC50 

(mg/ml) 
IPC50 (mg/ml) 

4. fraction จากสารสกดัหยาบยา่นางด้วย ethyl 

acetate โดย methanol  (fraction ท่ี 3) 

0.16 ± 0.04 - - 

5. สารสกดัหยาบหมอ่นด้วย ethyl acetate 2.27 ± 0.10 - 0.06 ± 0.02 

6. fraction จากสารสกดัหยาบหมอ่นด้วย ethyl 

acetate โดยนํา้  (fraction ท่ี 1) 

- - - 

7. fraction จากสารสกดัหยาบหมอ่นด้วย ethyl 

acetate โดย hexane  (fraction ท่ี 2) 

- - 0.03 ± 0.01 

8. fraction จากสารสกดัหยาบหมอ่นด้วย ethyl 

acetate โดย methanol  (fraction ท่ี 3) 

0.32 ± 0.05 - 0.08 ± 0.06 

9.สารสกดัหยาบกวาวเครือขาวด้วย ethyl 

acetate 

1.31 + 0.58 - - 

10. fraction จากสารสกดัหยาบกวาวขาวเครือ

ด้วย ethyl acetate โดยนํา้  (fraction ท่ี 1) 

2.10 ± 0.95 - - 

11. fraction จากสารสกดัหยาบกวาวขาวเครือ

ด้วย ethyl acetate โดย hexane  (fraction ท่ี 2) 

- - - 

12. fraction จากสารสกดัหยาบกวาวเครือขาว

ด้วย ethyl acetate โดย methanol  (fraction ท่ี 

3) 

- 1.06 ± 1.03 - 

13. สารสกดัหยาบบวับกด้วย ethyl acetate 2.65 ± 0.74 - - 

14. fraction จากสารสกดัหยาบบวับกด้วย ethyl 

acetate โดยนํา้  (fraction ท่ี 1) 

*ND *ND *ND 

15. fraction จากสารสกดัหยาบบวับกด้วย ethyl 

acetate โดย hexane  (fraction ท่ี 2) 

*ND *ND *ND 

16. fraction จากสารสกดัหยาบบวับกด้วย ethyl 

acetate โดย methanol  (fraction ท่ี 3) 

0.23 ± 0.09 18.35 ± 7.10 - 

17. สารสกดัหยาบบวับกด้วยนํา้ 71.71 ± 6.83 - - 
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ตารางท่ี 11.4 ฤทธ์ิต้านปฏิกิริยาออกซิเดชนั (ฤทธ์ิจบัอนมุลูอิสระ [SC50 (mg/ml)] ฤทธ์ิจบัโลหะ 

[CC50(mg/ml)] และฤทธ์ิยบัยัง้การเกิด lipid peroxidation [IPC50 (mg/ml)]) จํานวน 20 ตวัอย่าง 

(ตอ่) 

 

ตัวอย่าง 

DPPH 
Metal 

chelating 

Lipid 

peroxidation 

SC50 (mg/ml) 
CC50 

(mg/ml) 
IPC50 (mg/ml) 

18. fraction จากสารสกดัหยาบบวับกด้วยนํา้ 

โดยนํา้  (fraction ท่ี 1) 

0.27 ± 0.08 - - 

19. fraction จากสารสกดัหยาบบวับกด้วยนํา้ 

โดย hexane  (fraction ท่ี 2) 

*ND *ND *ND 

20. fraction จากสารสกดัหยาบบวับกด้วยนํา้ 

โดย methanol  (fraction ท่ี 3) 

0.51 ± 0.07 - - 

21. วิตามินซี 0.05 ± 0.00  0.02 ± 0.01 

22. วิตามินอี 0.09 ± 0.02  0.48 ± 0.22 

23. EDTA  0.30 ± 0.22  

หมายเหตุ : 

SC50 :  ความเข้มข้นของตวัอยา่งท่ีสามารถ scavenging radicals ได้ 50% 

CC50 :  ความเข้มข้นของตวัอยา่งท่ีสามารถ chelating โลหะ ได้ 50% 

IPC50 :  ความเข้มข้นของตวัอยา่งท่ีสามารถยบัยัง้ lipid peroxidation ได้ 50% 

-      :  ไมมี่ฤทธ์ิดงักลา่ว 

*ND :  ไมไ่ด้ทําการทดสอบ เน่ืองจากสารสกดัมีปริมาณไมเ่พียงพอ 

 

5. อภปิรายผลการทดลอง 

 สารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิสว่นใหญ่จากสารสกดัหยาบย่านาง หม่อน กวาวเครือขาว และบวับก ให้

ฤทธ์ิจับอนุมูลอิสระ รองลงมา คือ ฤทธ์ิยบัยัง้การเกิด lipid peroxidation แต่ให้ฤทธ์ิจับโลหะมี

จํานวนน้อยท่ีสดุ ซึง่สารละลายท่ีใช้ในการแยก fraction สารสกดัหยาบ เพ่ือให้ได้สารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิ 

พบว่าสารละลายท่ีให้ฤทธ์ิจบัอนมุลูอิสระสงูลดลงตามลําดบั ดงันี ้methanol > นํา้ > hexane และ

จากผลการทดลอง สารสกัดหยาบให้ฤทธ์ิต้านปฏิกิริยาออกซิเดชันต่ํากว่าสารสกัดก่ึงบริสุทธ์ิ  

นอกจากนีส้ารสกัดหยาบบวับกท่ีสกัดด้วยนํา้ยังให้ฤทธ์ิต้านปฏิกิริยาออกซิเดชันต่ํากว่าสารสกัด
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หยาบบวับกท่ีสกัดด้วย ethyl acetate เม่ือนําสารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจากสารสกดัหยาบย่านาง หม่อน 

กวาวเครือขาว และบวับก มาเปรียบเทียบกัน สามารถเรียงลําดบัการให้ฤทธ์ิจบัอนุมูลอิสระ ดงันี ้

ย่านาง > หม่อน > บวับก (สกดัด้วย ethyl acetate) > กวาวเครือขาว > บวับก (สกดัด้วยนํา้)  ส่วน

ฤทธ์ิจบัโลหะสามารถเรียงลําดบัการให้ฤทธ์ิได้ดงัตอ่ไปนี ้กวาวเครือขาว > บวับก (สกดัด้วย ethyl 

acetate) ส่วนสารสกัดอ่ืนไม่มีฤทธ์ิจบัโลหะ นอกจากนีส้ามารถเรียงลําดบัการให้ฤทธ์ิยับยัง้ lipid 

peroxidation ดงันี ้หมอ่น > ยา่นาง สว่นสารสกดัอ่ืนไมมี่ฤทธ์ิยบัยัง้ lipid peroxidation  

 

6. สรุปผลการทดลอง 

 จากการทดสอบฤทธ์ิต้านปฏิกิริยาออกซิเดชนั สารสกดัท่ีให้ฤทธ์ิจบัอนมุลูอิสระ DPPH สูง

ท่ีสดุ คือ fraction จากสารสกดัหยาบย่านางด้วย ethyl acetate โดย methanol (SC50 = 0.16 ± 

0.04 mg/ml) แตมี่ฤทธ์ิจบัอนมุลูอิสระต่ํากว่าสารมาตรฐานวิตามินซี (SC50= 0.05 ± 0.00 mg/ml) 

3.2 เท่า และต่ํากว่าสารมาตรฐานวิตามินอี (SC50= 0.09 ± 0.02 mg/ml) 1.77 เท่า  สารสกดัท่ีให้

ฤทธ์ิจับโลหะสูงท่ีสุด คือ fraction จากสารสกัดหยาบกวาวเครือขาวด้วย ethyl acetate โดย 

methanol (CC50 = 1.06 ± 1.03 mg/ml) โดยให้ฤทธ์ิจบัโลหะต่ํากว่าสารมาตรฐาน EDTA (CC50 = 

0.30 ± 0.22 mg/ml) 3.53 เท่า ส่วนสารสกดัท่ีให้ฤทธ์ิยบัยัง้การเกิด lipid peroxidation สงูท่ีสุด 

ได้แก่ fraction จากสารสกดัหยาบหม่อนด้วย ethyl acetate โดย hexane (IPC50 = 0.03 ± 0.01 

mg/ml) โดยให้ฤทธ์ิยบัยัง้การเกิด lipid peroxidation ต่ํากว่าสารมาตรฐานวิตามินอี (IPC50 = 0.02 

± 0.01 mg/ml) 1.5 เท่า แตใ่ห้ฤทธ์ิยบัยัง้ lipid peroxidation สงูกว่าสารมาตรฐานวิตามินซี (IPC50 

= 0.48 ± 0.22 mg/ml) 16 เทา่ 

 

7. เอกสารอ้างอิง 

1. Gulcin I. (2006). Antioxidant and antiradical activities of l-carnitine. Life Sci. 78, 803 – 

811. 

2. Bong K.J., Bum K.J., Jin C.K., Konig G.M., Wright A.D. 2006. Antioxidant activity of 

3,4,5-trihydroxy benzaldehyde isolated from Geum japonicum. J Food Drug Anal. 14(2), 190-193.  
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ภาคผนวกที่ 12 
 

การทดสอบฤทธ์ิกระตุ้นการสร้างเม็ดสีเมลานินของสาร

สกดักึ่งบริสทุธ์ิจากสารสกดัหยาบ 

ของยา่นาง หมอ่น กวาวเครือขาวและบวับก 
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การทดสอบฤทธ์ิกระตุ้นการสร้างเม็ดสีเมลานิน ของสารสกัดกึ่งบริสุทธ์ิจากสารสกัด

หยาบของย่านาง หม่อน กวาวเครือขาวและบวับก 
 

1. วัตถุประสงค์  

เพ่ือศึกษาผลของสารสกัดหยาบและ fraction จากสารสกัดหยาบต่อกระบวนการสร้างเม็ดสี        

เมลานินและโปรตีนของเซลล์มะเร็งหน ูB16F10 

 

2. สารเคมี และวัสดุอุปกรณ์ 

สารสกัดหยาบและ fraction ของสารสกัดหยาบท่ีนํามาทดสอบ 

1. สารสกดัหยาบของย่านางด้วย  ethyl acetate 

2. fraction จากสารสกดัหยาบยา่นางด้วย ethyl acetate โดยนํา้  (fraction ท่ี 1)  

3. fraction จากสารสกดัหยาบยา่นางด้วย ethyl acetate โดย hexane (fraction ท่ี 2) 

4. fraction จากสารสกดัหยาบยา่นางด้วย ethyl acetate โดย methanol (fraction ท่ี 3) 

5. สารสกดัหยาบของหม่อนด้วย ethyl acetate 

6. fraction จากสารสกดัหยาบหมอ่นด้วย ethyl acetate โดยนํา้  (fraction ท่ี 1)   

7. fraction จากสารสกดัหยาบหมอ่นด้วย ethyl acetate โดย hexane  (fraction ท่ี 2) 

8. fraction จากสารสกดัหยาบหมอ่นด้วย ethyl acetate โดย methanol  (fraction ท่ี 3) 

9. สารสกดัหยาบของกวาวเครือด้วย ethyl acetate 

10. fraction จากสารสกดัหยาบกวาวเครือขาวด้วย ethyl acetate โดยนํา้  (fraction ท่ี 1)   

11. fraction จากสารสกดัหยาบกวาวเครือขาวด้วย ethyl acetate โดย hexane (fraction ท่ี 2) 

12. fraction จากสารสกดัหยาบกวาวเครือขาวด้วย ethyl acetate โดย methanol (fraction ท่ี 3) 

13. สารสกดัหยาบของบวับกด้วย ethyl acetate 

14. fraction จากสารสกดัหยาบบวับกด้วย ethyl acetate โดยนํา้   (fraction ท่ี 1)   

15. fraction จากสารสกดัหยาบบวับกด้วย ethyl acetate โดย hexane  (fraction ท่ี 2) 

16. fraction จากสารสกดัหยาบบวับกด้วย ethyl acetate โดย methanol  (fraction ท่ี 3) 

17. สารสกดัหยาบของบวับกด้วยนํา้ 

18. fraction จากสารสกดัหยาบบวับกด้วยนํา้ โดยนํา้    (fraction ท่ี 1)   

19. fraction จากสารสกดัหยาบบวับกด้วยนํา้ โดย hexane   (fraction ท่ี 2) 

20. fraction จากสารสกดัหยาบบวับกด้วยนํา้ โดย methanol   (fraction ท่ี 3) 
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สารเคมี 

1.  Medium for mouse melanoma: DMEM + 10% FBS + 1% Penicillin/streptomycin 

solution 

2.  Absolute ethanol  

3.  Synthesis melanin (Sigma, St. Louis, MO) 

4.  Phosphate buffer saline, pH 7.4  

5.  Mushroom tyrosinase 

6.  2 N Sodium hydroxide 

7.  Bradford dye reagent สําหรับหาปริมาณโปรตีน โดย Bradford protein assay 

8.  Bovine serum albumin (BSA)  

9. Dopa 

10. Cell lysis buffer 

11. Cocktail protease inhibitor 
 

Cell culture 

1. Mous7e melanoma cell line (B16F10) ได้จากหน ูmice พนัธุ์ C57BL6 
 

3. วิธีการทดลอง 

 1.  การเตรียม cell culture plate(1)  

กระจาย mouse melanoma cell line ท่ีแชแ่ข็งไว้ 

 
เลีย้งเซลล์ท่ีกระจายใน culture medium และเปล่ียน culture medium ทกุๆ 3 วนั 

 
ประเมิน culture cells จนได้จํานวนเซลล์ตามต้องการ 

 

 2. การศกึษาผลของสารสกดัและ fraction ของสารสกดัตอ่การสร้างเม็ดสีเมลานิน(1-3)  

Seed เซลล์จํานวน 10x105 เซลล์/well ลงใน 6-well plate 

 
Incubate plate 24 ชัว่โมง เพ่ือให้เซลล์เกาะ (cell adherence) 

 
Treat เซลล์แตล่ะหลมุด้วยสารทดสอบเป็นเวลา 72 ชัว่โมง 

(แตล่ะสารทดสอบในแตล่ะขนาด ทํา 3 ซํา้) 

 
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Wash เซลล์ด้วย PBS จํานวน 2-3 ครัง้ 

 
Lyse เซลล์ด้วย Cell lysis buffer ท่ีผสม cocktail protease inhibitor และ incubate ท่ี 4°C 30 นาที 

 
Harvest เซลล์และ supernatant ลงใน microcentrifuge tube 

 
Centrifuge เพ่ือเก็บ supernatant และเซลล์ 

 
ปิเปต supernatant เพ่ือทดสอบ tyrosinase activity และปริมาณโปรตีน 

 
ละลายเซลล์และ supernatant ท่ีเหลือใน NaOH ท่ี 60oC 1 ชัว่โมง 

 
นําไปหาปริมาณเมลานิน โดยวดัคา่การดดูกลืนแสงของเซลล์ท่ีความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร และใช้

สารละลายเมลานินสงัเคราะห์เป็นสารมาตรฐาน 

 
แสดงผลการทดสอบปริมาณ melanin ในรูปเปอร์เซ็นต์ท่ีเปล่ียนแปลงเปรียบเทียบกบัเซลล์กลุม่ control 

 

3. การศกึษาฤทธ์ิของเอนไซม์ tyrosinase(1-3)   

ปิเปต supernatant จากเซลล์ท่ี treat ด้วยสารสกดัและ fraction สารสกดั 

ลงใน 96-well plate 

 
ปิเปตสารละลาย 0.05% dopa ลงใน 96-well plate ท่ีมี sample อยู่ 

 
Incubate ท่ี 37°C 120 นาที 

 
วดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 490 นาโนเมตร และใช้สารละลาย mushroom tyrosinase เป็น

สารมาตรฐาน 

 
แสดงผลการทดสอบในรูปเปอร์เซ็นต์ท่ีเปล่ียนแปลงเปรียบเทียบกบัเซลล์กลุม่ control 

4. การศกึษาปริมาณโปรตีนของเซลล์มะเร็งหน ูB16F10
(1-3)  

ปิเปต supernatant จากเซลล์ท่ี treat ด้วยสารสกดัและ fraction สารสกดั ลงใน 96-well plate 

 
ปิเปต Bradford dye reagent ลงใน 96-well plate ท่ีมี sample อยู่ 

 
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 
วดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร และใช้สารละลาย bovine serum albumin เป็น

สารมาตรฐาน (0 – 1 mg/ml) 

 
แสดงผลการทดสอบในรูปเปอร์เซ็นต์ท่ีเปล่ียนแปลงเปรียบเทียบกบัเซลล์กลุม่ control 

 
 

4. ผลการทดลอง 

1. การศกึษาผลของสารสกดัและ fraction ของสารสกดัตอ่การสร้างเม็ดสีเมลานิน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 12.1  กราฟมาตรฐานของเมลานินมาตรฐาน (ug/ml) 

 
 

ตารางท่ี 12.1 ผลการศกึษาสารสกดัหยาบและ fraction จากสารสกดัหยาบตอ่การสร้างเม็ดสีเมลานิน 

ลาํดับ ตัวอย่าง ปริมาณเม็ด 

สีเมลานิน 

(ug/ml) 

% การเปลี่ยนแปลง

เม่ือเปรียบเทียบกับ 

control 

1 Control (absolute ethanol + DMEM) 34 100 
2 สารสกดัหยาบยา่นางด้วย  ethyl acetate 

ความเข้มข้น 1 mg/ml 
26 73.27+3.59 

3 fraction จากสารสกดัหยาบยา่นางด้วย ethyl 

acetate โดยนํา้ ความเข้มข้น 1 mg/ml 

(fraction ท่ี 1)  

23 65.46+4.60 
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ตารางท่ี 12.1  ผลการศกึษาสารสกดัหยาบและ fraction จากสารสกดัหยาบตอ่การสร้างเม็ดสีเมลานิน  

            (ตอ่) 

ลาํดับ ตัวอย่าง ปริมาณเม็ด 

สีเมลานิน 

(ug/ml) 

% การเปลี่ยนแปลง

เม่ือเปรียบเทียบกับ 

control 

4 fraction จากสารสกดัหยาบยา่นางด้วย ethyl acetate 

โดย hexane ความเข้มข้น 1 mg/ml (fraction ท่ี 2) 

31 103.82+19.60 

5 fraction จากสารสกดัหยาบยา่นางด้วย ethyl acetate 

โดย methanol ความเข้มข้น 1 mg/ml (fraction ท่ี 3) 

21 61.02+0.81 

6 สารสกดัหยาบหมอ่นด้วย ethyl acetate ความเข้มข้น 

1 mg/ml 

29 72.79+19.28 

7 fraction จากสารสกดัหยาบหมอ่นด้วย ethyl acetate 

โดยนํา้ ความเข้มข้น 1 mg/ml (fraction ท่ี 1)  

26 75.37+3.11 

8 fraction จากสารสกดัหยาบหมอ่นด้วย ethyl acetate 

โดย hexane ความเข้มข้น 1 mg/ml (fraction ท่ี 2) 

33 95.87+11.80 

9 fraction จากสารสกดัหยาบหมอ่นด้วย ethyl acetate 

โดย methanol ความเข้มข้น 1 mg/ml (fraction ท่ี 3) 

21 61.93+2.09 

10 สารสกดัหยาบกวาวเครือขาวด้วย ethyl acetate ความ

เข้มข้น 1 mg/ml 

22 64.30+0.40 

11 fraction จากสารสกดัหยาบกวาวเครือขาวด้วย ethyl 

acetate โดยนํา้ ความเข้มข้น 1 mg/ml (fraction ท่ี 1) 

22 63.69+1.26 

12 fraction จากสารสกดัหยาบกวาวเครือขาวด้วย ethyl 

acetate โดย hexane ความเข้มข้น 1 mg/ml  

(fraction ท่ี 2) 

38 112.99+8.93 

13 fraction จากสารสกดัหยาบกวาวเครือขาวด้วย ethyl 

acetate โดย methanol ความเข้มข้น 1 mg/ml  

(fraction ท่ี 3) 

26 68.70+10.05 

14 สารสกดัหยาบบวับกด้วย ethyl acetate  28 71.34+14.65 

15 fraction จากสารสกดัหยาบบวับกด้วย ethyl acetate 

โดยนํา้ ความเข้มข้น 1 mg/ml (fraction ท่ี 1) 

25 78.50+7.99 

16 fraction จากสารสกดัหยาบบวับกด้วย ethyl acetate 

โดย hexane ความเข้มข้น 1 mg/ml (fraction ท่ี 2) 

23 60.90+9.38 

17 fraction จากสารสกดับวับกด้วย ethyl acetate โดย 

methanol ความเข้มข้น 1 mg/ml (fraction ท่ี 3) 

20 63.48+5.95 
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ตารางท่ี 12.1  ผลการศกึษาสารสกดัหยาบและ fraction จากสารสกดัหยาบตอ่การสร้างเม็ดสีเมลานิน 

              (ตอ่) 

ลาํดับ ตัวอย่าง ปริมาณเม็ด 

สีเมลานิน 

(ug/ml) 

% การเปลี่ยนแปลง

เม่ือเปรียบเทียบกับ 

control 

18 สารสกดัหยาบบวับกด้วยนํา้ ความเข้มข้น 1 mg/ml 35 100.86+3.80 

19 fraction จากสารสกดัหยาบบวับกด้วยนํา้ โดยนํา้  

ความเข้มข้น 1 mg/ml (fraction ท่ี 1) 

30 75.18+20.07 

20 fraction จากสารสกดัหยาบบวับกด้วยนํา้ โดย 

hexane ความเข้มข้น 1 mg/ml (fraction ท่ี 2) 

-* - 

21 fraction จากสารสกดัหยาบบวับกด้วยนํา้ โดย 

methanol ความเข้มข้น 1 mg/ml (fraction ท่ี 3) 

20 59.84+2.47 

22 Theophylline ความเข้มข้น 50 µg/ml 48 144.81+5.07 

หมายเหตุ *มีปริมาณสารน้อย ไมพ่อสําหรับการทดสอบ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

รูปท่ี12.2 กราฟแสดงผลของสารสกดัหยาบและ fraction จากสารสกดัหยาบตอ่ปริมาณเม็ดสีเมลานิน 

      TP = Theophylline 
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2. การศกึษาฤทธ์ิของเอนไซม์ tyrosinase 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 12.3 ปริมาณเอนไซม์ tyrosinase มาตรฐาน (ug/ml) 

 
 

ตารางท่ี 12.2 ผลการศกึษาฤทธ์ิของตวัอยา่งตอ่เอนไซม์ tyrosinase  

ลาํดับ ตัวอย่าง ปริมาณเอนไซม์ 

tyrosinase 

(ug/ml) 

% การเปลี่ยนแปลง

เม่ือเปรียบเทียบกับ 

control 

1 Control (absolute ethanol + DMEM) 40.26 100 

2 สารสกดัหยาบยา่นางด้วย  ethyl acetate ความเข้มข้น 

1 mg/ml 

34.39 85.42+8.53 

3 fraction จากสารสกดัหยาบยา่นางด้วย ethyl acetate 

โดยนํา้ ความเข้มข้น 1 mg/ml  (fraction ท่ี 1) 

36.35 90.28+7.25 

4 fraction จากสารสกดัหยาบยา่นางด้วย ethyl acetate 

โดย hexane ความเข้มข้น 1 mg/ml (fraction ท่ี 2) 

46.35 115.12+12.87 

5 fraction จากสารสกดัหยาบยา่นางด้วย ethyl acetate 

โดย methanol ความเข้มข้น 1 mg/ml (fraction ท่ี 3) 

14.83 36.83+14.54 

6 สารสกดัหยาบหมอ่นด้วย ethyl acetate ความเข้มข้น 

1 mg/ml 

33.30 82.72+15.48 

7 fraction จากสารสกดัหยาบหมอ่นด้วย ethyl acetate 

โดยนํา้ ความเข้มข้น 1 mg/ml (fraction ท่ี 1) 

33.96 84.34+6.84 

8 fraction จากสารสกดัหยาบหมอ่นด้วย ethyl acetate 

โดย hexane ความเข้มข้น 1 mg/ml (fraction ท่ี 2) 

49.17 122.14+30.59 

9 fraction จากสารสกดัหยาบหมอ่นด้วย ethyl acetate 
โดย methanol ความเข้มข้น 1 mg/ml (fraction ท่ี 3) 

37.00 91.90+20.51 

10 สารสกดัหยาบกวาวเครือด้วย ethyl acetate ความ
เข้มข้น 1 mg/ml 

18.09 44.92+12.53 



 

\\wasana\รายงานฉบบัสมบรูณ์\รวมไฟล์\รายงานฉบบัสมบรูณ์โครงการวิจยัท่ี 3.doc(A,N) 

93 

 

ตารางท่ี 12.2 ผลการศกึษาฤทธ์ิของตวัอยา่งตอ่เอนไซม์ tyrosinase  (ตอ่) 

ลาํดับ ตัวอย่าง ปริมาณเอนไซม์ 

tyrosinase  

(ug/ml) 

% การเปลี่ยนแปลงเม่ือ

เปรียบเทียบกบั  

control 

11 fraction จากสารสกดัหยาบกวาวเครือขาวด้วย 
ethyl acetate โดยนํา้ ความเข้มข้น 1 mg/ml 
(fraction ท่ี 1) 

13.09 32.51+18.52 

12 fraction จากสารสกดัหยาบกวาวเครือขาวด้วย 
ethyl acetate โดย hexane ความเข้มข้น 1 mg/ml 
(fraction ท่ี 2) 

68.96 171.27+11.25 

13 fraction จากสารสกดัหยาบกวาวเครือขาวด้วย 
ethyl acetate โดย methanol ความเข้มข้น 1 
mg/ml (fraction ท่ี 3) 

45.48 135.64+32.07 

14 สารสกดัหยาบบวับกด้วย ethyl acetate  38.09 94.60+9.16 
15 fraction จากสารสกดัหยาบบวับกด้วย ethyl 

acetate โดยนํา้ ความเข้มข้น 1 mg/ml  
(fraction ท่ี 1) 

40.26 100.00+18.64 

16 fraction จากสารสกดัหยาบบวับกด้วย ethyl 
acetate โดย hexane ความเข้มข้น 1 mg/ml 
(fraction ท่ี 2) 

18.96 47.08+8.25 

17 fraction จากสารสกดัหยาบบวับกด้วย ethyl 
acetate โดย methanol ความเข้มข้น 1 mg/ml 
(fraction ท่ี 3) 

12.00 29.81+14.67 

18 สารสกดัหยาบบวับกด้วยนํา้ ความเข้มข้น 1 
mg/ml 

40.04 99.46+6.78 

19 fraction จากสารสกดัหยาบบวับกด้วยนํา้ โดยนํา้  
ความเข้มข้น 1 mg/ml (fraction ท่ี 1) 

39.61 98.38+8.26 

20 fraction จากสารสกดัหยาบบวับกด้วยนํา้ โดย 
hexane ความเข้มข้น 1 mg/ml (fraction ท่ี 2) 

-* - 

21 fraction จากสารสกดัหยาบบวับกด้วยนํา้ โดย 
methanol ความเข้มข้น 1 mg/ml (fraction ท่ี 3) 

10.91 27.11+7.85 

22 Theophylline ความเข้มข้น 50 µg/ml 67.00 146.86+19.50 
 

หมายเหตุ *ปริมาณสารท่ีได้มีน้อย ไมพ่อสําหรับการทดสอบ 
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รูปท่ี 12.4 กราฟแสดงผลของสารสกดัหยาบและ fraction จากสารสกดัหยาบตอ่ฤทธ์ิของเอนไซม์ tyrosinase 

  

 

3. การศกึษาปริมาณโปรตีนของเซลล์มะเร็งหน ูB16F10 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี12.5 กราฟมาตรฐานของสารละลาย bovine serum albumin มาตรฐาน (mg/ml) 
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ตารางท่ี 12.3 ผลการศกึษาปริมาณโปรตีน  

ลาํดับ สาร 
ปริมาณโปรตีน 

(mg/ml) 

% การเปลี่ยนแปลง

เม่ือเปรียบเทียบกับ 

control 

1 Control (absolute ethanol + DMEM) 2,221.69 100 
2 สารสกดัหยาบยา่นางด้วย ethyl acetate ความเข้มข้น 

1 mg/ml  
1,999.77 70.60+27.45 

3 fraction จากสารสกดัหยาบยา่นางด้วย ethyl acetate 
โดยนํา้ ความเข้มข้น 1 mg/ml   
(fraction ท่ี 1) 

1,216.69 54.068+1.00 

4 fraction จากสารสกดัหยาบยา่นางด้วย ethyl acetate 
โดย hexane ความเข้มข้น 1 mg/ml (fraction ท่ี 2) 

1,940.92 76.89+14.81 

5 fraction จากสารสกดัหยาบยา่นางด้วย ethyl acetate 
โดย methanol ความเข้มข้น 1 mg/ml (fraction ท่ี 3) 

1,359.38 66.28+7.19 

6 สารสกดัหยาบหมอ่นด้วย ethyl acetate ความเข้มข้น 
1 mg/ml 

1,701.31 66.51+14.24 

7 fraction จากสารสกดัหยาบหมอ่นด้วย ethyl acetate 
โดยนํา้ ความเข้มข้น 1 mg/ml (fraction ท่ี 1) 

1,893.23 90.82+7.92 

8 fraction จากสารสกดัหยาบหมอ่นด้วย ethyl acetate 
โดย hexane ความเข้มข้น 1 mg/ml (fraction ท่ี 2) 

1,941.69 91.04+5.15 

9 fraction จากสารสกดัหยาบหมอ่นด้วย ethyl acetate 
โดย methanol ความเข้มข้น 1 mg/ml (fraction ท่ี 3) 

1,329.77 64.87+7.09 

10 สารสกดัหยาบกวาวเครือขาวด้วย ethyl acetate ความ
เข้มข้น 1 mg/ml 

1,189.00 64.53+15.56 

11 fraction จากสารสกดัหยาบกวาวเครือขาวด้วย ethyl 
acetate โดยนํา้ ความเข้มข้น 1 mg/ml (fraction ท่ี 1) 

985.92 53.41+12.77 

12 fraction จากสารสกดัหยาบกวาวเครือขาวด้วย ethyl 
acetate โดย hexane ความเข้มข้น 1 mg/ml  
(fraction ท่ี 2) 

1,849.77 100.02+23.70 

13 fraction จากสารสกดัหยาบกวาวเครือขาวด้วย ethyl 
acetate โดย methanol ความเข้มข้น 1 mg/ml 
(fraction ท่ี 3) 

1,593.23 67.89+5.40 

14 สารสกดัหยาบบวับกด้วย ethyl acetate  1,850.15 69.36+19.69 
15 fraction จากสารสกดัหยาบบวับกด้วย ethyl acetate 

โดยนํา้ ความเข้มข้น 1 mg/ml  (fraction ท่ี 1) 
1,847.08 71.01+17.15 

16 fraction จากสารสกดัหยาบบวับกด้วย ethyl acetate 
โดย hexane ความเข้มข้น 1 mg/ml (fraction ท่ี 2) 

1,535.92 60.82+11.75 
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ตารางท่ี 12.3 ผลการศกึษาปริมาณโปรตีน (ตอ่) 

ลาํดับ สาร ปริมาณโปรตีน 

(mg/ml) 

% การเปลี่ยนแปลง

เม่ือเปรียบเทียบกับ 

control 

17 fraction จากสารสกดัหยาบบวับกด้วย ethyl 
acetate โดย methanol ความเข้มข้น 1 
mg/ml (fraction ท่ี 3) 

1,250.92 54.84+2.07 

18 สารสกดัหยาบบวับกด้วยนํา้ ความเข้มข้น 1 
mg/ml 

1,904.00 98.20+17.68 

19 fraction จากสารสกดัหยาบบวับกด้วยนํา้ โดย
นํา้ ความเข้มข้น 1 mg/ml (fraction ท่ี 1) 

1,605.92 69.55+3.87 

20 fraction จากสารสกดัหยาบบวับกด้วยนํา้ โดย 
hexane ความเข้มข้น 1 mg/ml (fraction ท่ี 2) 

-* - 

21 fraction จากสารสกดัหยาบบวับกด้วยนํา้ โดย 
methanol ความเข้มข้น 1 mg/ml  
(fraction ท่ี 3) 

1,144.00 55.31+5.40 

22 Theophylline ความเข้มข้น 50 µg/ml 1,981.88 146.86+19.50 
หมายเหตุ *ปริมาณสารท่ีได้มีน้อย ไมพ่อสําหรับการทดสอบ 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 12.6 กราฟแสดงผลของสารสกดัหยาบและ fraction จากสารสกดัหยาบตอ่ปริมาณโปรตีน 

 

อภปิรายและสรุปผลการทดลอง 

1. การศกึษาผลของสารสกดัหยาบและ fraction จากสารสกดัหยาบตอ่กระบวนการสร้างเม็ดสี

เมลานิน พบว่า สารสกดัหยาบท่ีสามารถกระตุ้นการสร้างเม็ดสีเมลานิน ได้แก่ สารสกดัหยาบบวับกด้วย

นํา้ (ร้อยละ100.86+3.8) ส่วน fraction จากสารสกัดหยาบท่ีสามารถกระตุ้นการสร้างเม็ดสีเมลานิน 
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ได้แก่ fraction จากสารสกัดหยาบกวาวเครือขาวด้วย ethyl acetate โดย hexane (ร้อยละ 

112.99+8.93) และ fraction จากสารสกัดหยาบย่านางด้วย ethyl acetate โดย hexane (ร้อยละ 

103.82+19.60)   

2. การศกึษาฤทธ์ิของเอนไซม์ tyrosinase พบว่า fraction จากสารสกดัหยาบกวาวเครือขาวด้วย 

ethyl acetate โดย hexane ซึ่งเป็น fraction ท่ีสามารถกระตุ้นการสร้างเม็ดสีเมลานินได้ มีฤทธ์ิของ

เอนไซม์ tyrosinase สงูสุด (ร้อยละ 171.27+11.25) ในขณะท่ีสารสกดัหยาบบวับกด้วยนํา้ ซึ่งเป็นสาร

สกัดท่ีสามารถกระตุ้นการสร้างเม็ดสีเมลานินได้ มีฤทธ์ิของเอนไซม์ต่ํากว่าเซลล์กลุ่มควบคมุ (ร้อยละ

99.46+6.78) ส่วน fraction จากสารสกัดหยาบอีก 2 ตวัโดย hexane ท่ีมีฤทธ์ิของเอนไซม์สูงกว่ากลุ่ม

ควบคมุ ได้แก่ สารสกัดหยาบหม่อนด้วย ethyl acetate และสารสกัดหยาบย่านางด้วย ethyl acetate 

(ร้อยละ 122.14+30.59 และ 115.12+12.87 ตามลําดบั) 

3. การศกึษาปริมาณโปรตีน พบว่า ทกุสารสกดัหยาบและ fraction จากสารสกดัหยาบมีจํานวน

โปรตีนภายในเซลล์ลดลง เม่ือเปรียบเทียบกบัเซลล์กลุม่ควบคมุ 

4. สารมาตรฐาน theophylline ในความเข้มข้น 50 g/ml ซึ่งใช้เป็น positive control พบว่า 

theophylline สามารถกระตุ้นการสร้างเม็ดสีเมลานินได้สงูกว่าสารสกดัหยาบและ fraction จากสารสกดั

หยาบ ในร้อยละ 144.81+5.07 แตส่ารมาตรฐานมีฤทธ์ิของเอนไซม์ tyrosinase ต่ํากว่า fraction จาก

สารสกดัหยาบกวาวเครือขาวด้วย ethyl acetate โดย hexane (ร้อยละ 146.86+19.50) 

5. Fraction จากสารสกัดมีฤทธ์ิกระตุ้นการสร้างเม็ดสีเมลานินสูงกว่าสารสกัดหยาบ อาจ

เน่ืองจากตวัทําละลายท่ีใช้ในการ fraction สามารถละลายสารสําคญัออกจากสารสกดัหยาบและทําให้

สารสําคญัออกฤทธ์ิได้ดีกวา่สารสกดัหยาบซึง่ประกอบด้วยสารสําคญัหลายชนิดรวมกนัอยู ่
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Chem. 2007; 15:4897-902. 

2.  ชวนพิศ ดีเอกนามกูล. วิธีการวิเคราะห์หาปริมาณและคุณภาพของโปรตีน. ใน: สมาคม

เทคโนโลยีชีวภาพแห่งประเทศไทย, บรรณาธิการ. หนงัสือคูมื่อปฏิบตัิการวิจยัเทคโนโลยีชีวภาพ เทคนิค

ทางอณพูนัธุศาสตร์และพนัธุวิศวกรรม. หน้า 3.5-3.6.   
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ภาคผนวกที่ 13 
 

การเก็บกกัสารสกดักึ่งบริสทุธ์ิจากกวาวเครือ fraction 2 

ในนีโอโซม 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

\\wasana\รายงานฉบบัสมบรูณ์\รวมไฟล์\รายงานฉบบัสมบรูณ์โครงการวิจยัท่ี 3.doc(A,N) 

99 

 

การเกบ็กักสารสกัดกึ่งบริสุทธ์ิจากกวาวเครือ fraction 2 ในนีโอโซม 

 

วัตถุประสงค์ เพ่ือเก็บกกัสารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจากกวาวเครือ fraction 2 ในนีโอโซม 

 

วัสดุอุปกรณ์และสารเคมี 

1.  ขวดก้นกลม    8.  water bath 

2.  บีกเกอร์     9.  สารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิกวาวเครือขาว fraction2 

3.  เคร่ืองชัง่ไฟฟ้า    10. Tween 61 

4.  เคร่ืองระเกยแห้งสญุญากาศ  11. Cholesterol 

5.  เคร่ือง Ultrasonic probe   12. Chloroform 

6.  หลอด centrifuge ขนาด 50 มล.  13. นํา้กรอง 

7.  เคร่ือง centrifuge 

 

วิธีการเตรียม (เตรียม 100 กรัม ด้วยอตัราสว่น Tween 61 / Cholesterol = 1.1) 

1. ชัง่ Tween 61 และ Cholesterol  ใสใ่นขวดก้นกลมละลายด้วย 50 ml. ของ chloroform 

2. ชัง่สารสกดักวาวเครือขาว fraction2 ปริมาณ 2.0 กรัมละลายด้วย chloroform10มล.ผสมลงใน

สารละลายข้อ1 

3. ระเหยเอา chloroform ออกด้วยเคร่ืองระเหยแห้งสุญญากาศอณุหภูมิ 50 ْ◌C จนหมด กระจาย

ตวัฟิล์มด้วยนํา้กรอง 100 มล. หมนุใน water bath อณุหภมูิ 50 ْ◌C จนกระจายตวัหมด 

4. นําไปลดขนาดอนภุาคด้วยเคร่ืองUltrasonic probe นาน10นาที 

5. นําไป centrifuge 5000 rpm นาน1นาที 

6. แบ่งบรรจขุวดเพ่ือนําไปศกึษาความคงตวัทางเคมีและกายภาพและทดสอบการซึมผ่านรูขมุขน

ทางผิวหนังเปรียบเทียบกับสารละลายสารสกัดก่ึงบริสุทธ์ิกวาวเครือขาว fraction2  2% ใน 

propylene glycol 

 

ผลการทดลอง  

นีโอโซมท่ีเตรียมได้มีลกัษณะเป็นสารแขวนตะกอนสีขาวขุ่นและไมต่กตะกอน 
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ภาคผนวกที่ 14 
 

การศกึษาความคงตวัทางกายภาพและเคมีของ 

นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดักึ่งบริสทุธ์ิจากกวาวเครือ 

fraction 2 
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การศึกษาความคงตัวทางกายภาพและเคมีของนีโอโซมที่เกบ็กักสารสกัดกึ่งบริสุทธ์ิ

จากกวาวเครือ fraction 2 
 

ตอนท่ี 1: การศึกษาความคงตัวทางกายภาพของนีโอโซมท่ีเก็บกักสารสกัดกึ่งบริสุทธ์ิจาก

กวาวเครือ fraction 2 
 

บทนํา 

  การนําสารจากธรรมชาตมิาใช้ประโยชน์มกัเกิดปัญหาความไม่คงตวั มีกลิ่นหรือมีรสชาติไม่ดี ก่อ

การระคายเคือง ไม่ติดผิว ไม่ละลายนํา้  ดดูซึมผ่านผิวหนงัไม่ดี มีปัญหาความไม่เข้ากนักบัส่วนประกอบ

ตา่งๆ ในตํารับและหมดฤทธ์ิเร็ว ในปัจจบุนั มีการนําเทคโนโลยีสมยัใหม่ตา่งๆมาใช้ในการแก้ปัญหา เช่น 

การใช้เทคโนโลยีเอนแคปซูเลชนั ได้แก่ การนําแคปซูลขนาดเล็ก ถุงขนาดนาโน (ไลโปโซมและนีโอโซม) 

และการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนกับไซโคลเด็กซ์ตริน (cyclodextrin) เป็นต้น มาเก็บกักสารสกัดและ

นํา้มนัหอมระเหยจากสมนุไพรตา่งๆ ในอนภุาคเหล่านีแ้ล้วนํามาผสมเป็นส่วนประกอบในผลิตภณัฑ์ เพ่ือ

เพิ่มประสิทธิภาพและความคงตวัของสารสกดัและผลิตภณัฑ์ 

 นีโอโซม (niosomes) เป็นอนุภาคขนาดเล็กท่ีมีลกัษณะเป็นถุงกลมท่ีเก็บกักสารละลายนํา้ไว้ 

ภายในช่องตรงกลางเช่นเดียวกบัไลโปโซม และเก็บกักสารละลายไขมนัในผนงันีโอโซมโดยผนงันีโอโซม

ประกอบด้วยสารลดแรงตงึผิวชนิดไม่มีประจ ุ(non-ionic surfactant) ซึ่งมีราคาถกูกว่าฟอสโฟลิพิดท่ีใช้

เตรียมไลโปโซม นอกจากนีนี้โอโซมยงัมีความคงตวักวา่และมกัมีขนาดอนภุาคเล็กกวา่ไลโปโซม  
 

วัตถุประสงค์ 

 เพ่ือศกึษาความคงตวัทางกายภาพ (การแยกชัน้ สี กลิ่น คา่ความเป็นกรดดา่ง ขนาดอนุภาค และ

คา่ศกัย์ซีต้า) ของนีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจากกวาวเครือท่ีสกดัด้วยเอธิลอะซีเตต ท่ีpartition 

ด้วยเฮกเซนเปรียบเทียบกับนีโอโซมเปล่า และสารละลายสารสกัดก่ึงบริสุทธ์ิจากกวาวเครือท่ีสกัดด้วย

เอธิลอะซีเตต ท่ีpartition ด้วยเฮกเซนท่ีละลายใน propylene glycol เม่ือเก็บไว้ท่ีอณุหภูมิตา่งๆ [4ºC, 

อณุหภมูิห้อง (27±2ºC) และ 45ºC] เป็นเวลา 3 เดือน เปรียบเทียบกบัเม่ือเวลาเร่ิมต้น 
 

สารตัวอย่าง  

1. นีโอโซมท่ีเก็บกกั 2% (w/v) สารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจากกวาวเครือท่ีสกดัด้วยเอธิลอะซีเตต ท่ี

partition ด้วยเฮกเซน 

2. สารละลาย 2% (w/v) สารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจากกวาวเครือท่ีสกดัด้วยเอธิลอะซีเตต ท่ีpartition ด้วย

เฮกเซนท่ีละลายใน propylene glycol 

3. นีโอโซมเปลา่ 
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สารเคมี 

1. Distilled water (NPRDC, Chiang Mai University, Thailand) 

เคร่ืองมือ/อุปกรณ์ 

1. Particle size analyzer (Zetasizer ZS, Malvern, England) 

2. Microcentrifuge tube  (Eppendorf, Hamburg, Germany) 

3. Micropipettes (BIO-RAD, Milan, Italy) 

4. Automatic balance 4 digits  (Satoruis, Canada) 

5. Vortex mixers (Scientific industry, USA) 

6. Beaker (Pyrex, Asbash, Germany) 

7. Insulin syringe (Nipro corp., Osaka, Japan) 

8. Tissue paper (Scott, Thailand) 

9. pH-indicator strips (Merck, England) 

  

วิธีการทดลอง 

แบง่นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดั นีโอโซมเปลา่ และสารสกดัท่ีละลายใน propylene glycol  

ใสข่วดแก้ว ปิดฝาให้แนน่สนิท  

 

  ประเมินลกัษณะทางกายภาพของตวัอยา่ง 

 

 

 

 

 

 

 

 

     ประเมินเป็นเวลา 3 เดือนโดยให้: 

   T0 คือ เวลาเร่ิมต้นหลงัจากเตรียมเสร็จทนัที 

         T1 คือ เม่ือเวลาผา่นไป 1 เดือน 

         T2 คือ เม่ือเวลาผา่นไป 2 เดือน  

         T3 คือ เม่ือเวลาผา่นไป 3 เดือน   

ประเมินลกัษณะทางกายภาพของตวัอยา่งได้แก่ 

สี กลิ่น และการแยกชัน้ ด้วยตาเปล่า และวดัคา่

ความเป็นกรดดา่ง โดยใช้กระดาษลิตมสั (litmus)  

 

ปิเปตตัวอย่าง ปริมาตร 50 µl ลงใน 

microcentrifuge tube แล้วเจือจางด้วย 

distilled water ปริมาตร 1,450 µl และผสม

ให้เป็นเนือ้เดียวกนัด้วย vortex แล้ววดัขนาด

อ นุ ภ า ค  ( nm±SD) แ ล ะ ค่ า ศั ก ย์ ซี ต้ า 
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ผลการทดลองและอภปิรายผลการทดลอง 

จากผลการทดสอบความคงตวัทางกายภาพของนีโอโซมท่ีเก็บกกั 2 %(w/v) สารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิ

จากกวาวเครือท่ีสกัดด้วยเอธิลอะซีเตตท่ี partition ด้วยเฮกเซนเปรียบเทียบกับนีโอโซมเปล่า  และ

สารละลาย 2 % (w/v) สารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจากกวาวเครือท่ีสกดัด้วยเอธิลอะซีเตตท่ี partition ด้วยเฮกเซน

ท่ีละลายใน propylene glycol พบว่านีโอโซมท่ีเก็บกกั 2 % (w/v) สารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจากกวาวเครือท่ี

สกดัด้วยเอธิลอะซีเตตท่ี partition ด้วยเฮกเซนและนีโอโซมเปล่ามีความคงตวัทางกายภาพ โดยไม่เกิด

การเปล่ียนแปลงของสี กลิ่น ค่าความเป็นกรด-ด่าง และไม่เกิดการแยกชัน้ ท่ีอุณหภูมิห้อง (27±2ºC), 

4±2ºC และ 45±2ºC เม่ือเวลาผ่านไป 3 เดือน แต่สารละลาย 2 % (w/v) สารสกัดก่ึงบริสุทธ์ิจาก

กวาวเครือท่ีสกดัด้วยเอธิลอะซีเตตท่ี partition ด้วยเฮกเซนท่ีละลายใน propylene glycol ไม่มีความคง

ตวัทางกายภาพ เกิดการเปล่ียนแปลงของสีจากสีเหลืองใสเป็นสีเหลืองซีด และขุ่น กลิ่นเหม็นหืน และเกิด

การตะกอนเล็กน้อย คา่ความเป็นกรด-ดา่งไม่เกิดการเปล่ียนแปลง (วดัด้วยกระดาษลิตมสั) เม่ือเก็บไว้ท่ี

อณุหภูมิห้อง (27±2ºC) และ 4±2ºC ส่วนท่ีอณุหภูมิ45±2ºC ไม่เกิดการเปล่ียนแปลงของสี แต่มีกลิ่น

เหม็นหืน และเกิดการตะกอนเล็กน้อย และค่าความเป็นกรด-ด่างไม่เกิดการเปล่ียนแปลง (วัดด้วย

กระดาษลิตมสั) เม่ือเวลาผา่นไป 3 เดือน ดงัแสดงในรูปท่ี 14.1 – 14.3  และตารางท่ี 14.1 – 14.3 เม่ือ

วดัขนาดอนภุาค (nm) พบว่านีโอโซมมีความคงตวัดีท่ีอณุหภูมิห้อง (27±2ºC) และ 4±2ºC เม่ือเวลาผ่าน

ไป 2 เดือน  ขนาดอนภุาคของนีโอโซมท่ีเก็บกกั 2 % (w/v) สารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจากกวาวเครือท่ีสกดัด้วย

เอธิลอะซีเตตท่ี partition ด้วยเฮกเซนมีขนาดอนุภาคลดลงน้อยกว่านีโอโซมเปล่า  ในขณะท่ีอุณหภูมิ 

45±2ºC ขนาดอนภุาคของนีโอโซมท่ีเก็บกกั 2 % (w/v) สารสกัดก่ึงบริสุทธ์ิจากกวาวเครือท่ีสกดัด้วย

เอธิลอะซีเตตท่ี partition ด้วยเฮกเซนมีขนาดลดลง แต่ขนาดอนภุาคของนีโอโซมเปล่าเพิ่มขึน้ ค่าศกัย์

ซีต้า (mV) ของตวัอยา่งนีโอโซมทัง้ 2 ตวัอยา่ง มีคา่ศกัย์ซีต้าเป็นลบ นีโอโซมท่ีเก็บกกั 2 % (w/v) สารสกดั

ก่ึงบริสุทธ์ิจากกวาวเครือท่ีสกัดด้วยเอธิลอะซีเตตท่ี partition ด้วยเฮกเซนมีค่าศกัย์ซีต้าเพิ่มขึน้เม่ือ

เปรียบเทียบกบันีโอโซมเปลา่ ซึง่มีคา่ศกัย์ซีต้าลดลง แตท่ี่อณุหภูมิ 4±2ºC และ 45±2ºC นีโอโซมท่ีเก็บกกั 

2 % (w/v) สารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจากกวาวเครือท่ีสกดัด้วยเอธิลอะซีเตตท่ี partition ด้วยเฮกเซนมีคา่ศกัย์

ซีต้าลดลง แตนี่โอโซมเปลา่มีคา่เป็นลบเพิ่มขึน้ ซึ่งแตกตา่งจากเม่ือเวลาเร่ิมต้น (T0) อย่างมีนยัสําคญั (p  

≤ 0.05) อาจเน่ืองมาจากนีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจากกวาวเครือเกิดการสลายตวั เม่ือสมัผสั

กบัอณุหภูมิสงู (45±2ºC) เป็นเวลานาน ดงัแสดงในตารางท่ี 14.1 – 14.3 และรูปท่ี 14.4 – 14.9 ทัง้นี ้

การเก็บไว้ท่ีอณุหภูมิห้องและอณุหภูมิต่ํา (4±2ºC) ช่วยชะลอการเพิ่มขนาดอนภุาคนีโอโซมได้ดีกว่าการ

เก็บไว้ท่ีอณุหภูมิสงู (45±2ºC) นีโอโซมท่ีเก็บกกั 2 % (w/v) สารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจากกวาวเครือท่ีสกดัด้วย

เอธิลอะซีเตตท่ี partition ด้วยเฮกเซนมีขนาดอนุภาคใหญ่กว่านีโอโซมเปล่าประมาณ 1 เท่า และมีค่า

ศกัย์ซีต้าเป็นลบใกล้เคียงกบันีโอโซมเปล่า  อย่างไรก็ตาม การเก็บนีโอโซมท่ีเก็บกกั 2 % (w/v) สารสกดั

ก่ึงบริสุทธ์ิจากกวาวเครือท่ีสกัดด้วยเอธิลอะซีเตตท่ี partition ด้วยเฮกเซนและนีโอโซมเปล่าไว้ท่ี
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อณุหภูมิห้อง (27±2ºC), 4±2ºC และ 45±2ºC เม่ือเวลาผ่านไป 3 เดือน นีโอโซมยงัมีความคงตวัทาง

กายภาพหรือเปล่ียนแปลงเพียงเล็กน้อย  

 

   

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 14.1 นีโอโซมเปล่า ท่ีอณุหภมูิห้อง (27±2ºC), 4±2ºC และ 45±2ºC เม่ือเวลาผา่นไป 3 เดือน 

 

 
รูปท่ี 14.2 นีโอโซมท่ีเก็บกกั 2% (w/v) สารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจากกวาวเครือท่ีสกดัด้วยเอธิลอะซีเตต ท่ี 

partition ด้วย เฮกเซน ท่ีอณุหภมูิห้อง (27±2ºC), 4±2ºC และ 45±2ºC เม่ือเวลาผา่นไป 3 เดือน 

 

 
รูปท่ี 14.3 2% (w/v) สารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจากกวาวเครือท่ีสกดัด้วยเอธิลอะซีเตต ท่ี partition ด้วยเฮกเซน 

ละลายใน propylene glycol ท่ีอณุหภมูิห้อง (27±2ºC), 4±2ºC และ 45±2ºC เม่ือเวลาผา่นไป 3 เดือน

อุณหภูมิห้อง 

(27±2ºC) 

 

อุณหภูมิ 

4±2ºC 

 

อุณหภูมิ 

45±2ºC 

 

อุณหภูมิห้อง 

(27±2ºC) 

 

อุณหภูมิ 

4±2ºC 

 

อุณหภูมิ 

45±2ºC 

 

อุณหภูมิห้อง 

(27±2ºC) 

 

อุณหภูมิ 

4±2ºC 

 

อุณหภูมิ 

45±2ºC 
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ตารางท่ี 14.1 ลกัษณะทางกายภาพของนีโอโซมท่ีเก็บกกั 2% (w/v) สารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจากกวาวเครือท่ีสกดัด้วยเอธิลอะซีเตต ท่ีpartition ด้วยเฮกเซน เปรียบเทียบ

กบันีโอโซมเปล่า และสารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจากกวาวเครือท่ีสกดัด้วยเอธิลอะซีเตต ท่ีpartition ด้วยเฮกเซนละลายใน propylene glycol เม่ือเก็บไว้ท่ีอณุหภูมิห้อง (27+ 

2ºC) เป็นเวลา 3 เดือน 

ตัวอย่าง 
T0 (0 เดือน) T1 (1 เดือน) 

สี กล่ิน pH 
แยก

ชัน้ 
ขนาดอนุภาค  

(nm) 

ศักย์ไฟฟ้า 

(mV) 
สี กล่ิน pH 

แยก

ชัน้ 
ขนาดอนุภาค 

(nm) 

ศักย์ไฟฟ้า 

(mV) 

นีโอโซมเปลา่ ขาวขุน่ ไมมี่กลิ่น 5.0 
ไมแ่ยก

ชัน้ 

152.20 ± 

10.22 

-29.03 ± 

1.77 
ขาวขุน่ ไมมี่กลิ่น 5.0 

ไมแ่ยก

ชัน้ 
97.25±2.00* 

-

40.07±1.89* 

สารสกดักึ่งบริสทุธ์ิจากกวาวเครือที่เก็บกกั

ในนีโอโซม 

ขาวขุน่อม

นํา้ตาลออ่น 

เขียวและ

ฉนุ 
5.0 

ไมแ่ยก

ชัน้ 

196.53 ± 

2.76 

-56.30 ± 

1.61 

ขาวขุน่อม

นํา้ตาลออ่น 
เขียวและฉนุ 5.0 

ไมแ่ยก

ชัน้ 

180.90±1.97

* 

-

49.80±1.56* 

สารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจากกวาวเครือที่ละลาย

ใน propylene glycol 

เหลืองออ่นขุ่น

เล็กน้อย 

propylen

e glycol 
5.0 

ไมแ่ยก

ชัน้ 
- - 

เหลืองออ่น

ขุ่นเล็กน้อย 

propylene 

glycol 
5.0 

ไมแ่ยก

ชัน้ 
- 

- 

ตัวอย่าง 

T2 (2 เดือน) T3 (3 เดือน) 

สี กล่ิน pH 
แยก

ชัน้ 

ขนาด

อนุภาค 

(nm) 

ศักย์ไฟฟ้า 

(mV) 
สี กล่ิน pH 

แยก

ชัน้ 

ขนาดอนุภาค 

(nm) 

ศักย์ไฟฟ้า 

(mV) 

นีโอโซมเปลา่ ขาวขุน่ ไมมี่กลิ่น 5.0 
ไมแ่ยก

ชัน้ 

106.63±1.8

0* 
-40.63±1.27 ขาวขุน่ ไมมี่กลิ่น 5.0 

ไมแ่ยก

ชัน้ 

104.17±0.95

* 

-

37.10±1.23* 

สารสกดักึ่งบริสทุธ์ิจากกวาวเครือที่เก็บกกั

ในนีโอโซม 

ขาวขุน่อม

นํา้ตาลออ่น 

เขียวและ

ฉนุ 
5.0 

ไมแ่ยก

ชัน้ 

195.93±4.1

9 
-42.20±0.92* 

ขาวขุน่อม

นํา้ตาลออ่น 
เขียวและฉนุ 5.0 

ไมแ่ยก

ชัน้ 

199.45±5.23

* 

-

39.61±4.14* 

สารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจากกวาวเครือที่ละลาย

ใน propylene glycol 

เหลืองออ่น ขุ่น

เล็กน้อย 

propylen

e glycol 
5.0 

ไมแ่ยก

ชัน้ 
- - 

เหลืองออ่น

ขุ่นเล็กน้อย 

propylene 

glycol 
5.0 

ไมแ่ยก

ชัน้ 
- - 

หมายเหตุ :  * แตกตา่งจากท่ีเวลาเร่ิมต้น (T0) อย่างมีนยัสําคญั (p ≤ 0.05) 
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ตารางท่ี 14.2 ลกัษณะทางกายภาพของนีโอโซมท่ีเก็บกกั 2% (w/v) สารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจากกวาวเครือท่ีสกดัด้วยเอธิลอะซีเตต ท่ีpartition ด้วยเฮกเซน เปรียบเทียบ

กบันีโอโซมเปล่า และสารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจากกวาวเครือท่ีสกดัด้วยเอธิลอะซีเตต ท่ีpartition ด้วยเฮกเซนละลายใน propylene glycol เม่ือเก็บไว้ท่ีอณุหภูมิ 4 + 2ºC 

เป็นเวลา 3 เดือน 

ตัวอย่าง 
T0 (0 เดือน) T1 (1 เดือน) 

สี กล่ิน pH แยกชัน้ ขนาดอนุภาค (nm) ศักย์ไฟฟ้า (mV) สี กล่ิน pH แยกชัน้ 
ขนาดอนุภาค 

(nm) 

ศักย์ไฟฟ้า 

(mV) 

นีโอโซมเปลา่ ขาวขุน่ ไมมี่กลิ่น 5.0 
ไมแ่ยก

ชัน้ 
152.20 ± 10.22 -29.03 ± 1.77 ขาวขุน่ ไมมี่กลิ่น 5.0 

ไมแ่ยก

ชัน้ 
103.10±1.11* 

-

44.67±4.15* 

สารสกดักึ่งบริสทุธ์ิจากกวาวเครือที่เก็บกกั

ในนีโอโซม 

ขาวขุน่อม

นํา้ตาลออ่น 
เขียวและฉนุ 5.0 

ไมแ่ยก

ชัน้ 
196.53 ± 2.76 -56.30 ± 1.61 

ขาวขุน่อม

นํา้ตาลออ่น 
เขียวและฉนุ 5.0 

ไมแ่ยก

ชัน้ 
176.57±4.55* -51.6±1.85 

สารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจากกวาวเครือที่

ละลายใน propylene glycol 

เหลืองออ่นขุ่น

เล็กน้อย 

propylene 

glycol 
5.0 

ไมแ่ยก

ชัน้ 
- - 

เหลืองออ่นขุ่น

เล็กน้อย 

propylen

e glycol 
5.0 

ไมแ่ยก

ชัน้ 
- 

- 

ตัวอย่าง 
T2 (2 เดือน) T3 (3 เดือน) 

สี กล่ิน pH แยกชัน้ ขนาดอนุภาค (nm) ศักย์ไฟฟ้า (mV) สี กล่ิน pH แยกชัน้ 
ขนาดอนุภาค 

(nm) 

ศักย์ไฟฟ้า 

(mV) 

นีโอโซมเปลา่ ขาวขุน่ ไมมี่กลิ่น 5.0 
ไมแ่ยก

ชัน้ 
108.3±0.95* -40.87±1.46* ขาวขุน่ ไมมี่กลิ่น 5.0 

ไมแ่ยก

ชัน้ 
185.33±1.36* 

-

45.50±0.46* 

สารสกดักึ่งบริสทุธ์ิจากกวาวเครือที่เก็บกกั

ในนีโอโซม 

ขาวขุน่อม

นํา้ตาลออ่น 
เขียวและฉนุ 5.0 

ไมแ่ยก

ชัน้ 
182.80±1.18* -46.93±1.00* 

ขาวขุน่อม

นํา้ตาลออ่น 
เขียวและฉนุ 5.0 

ไมแ่ยก

ชัน้ 

516.10±63.5

4* 

-

16.83±0.61* 

สารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจากกวาวเครือที่

ละลายใน propylene glycol 

เหลืองออ่นขุ่น

เล็กน้อย 

propylene 

glycol 
5.0 

ไมแ่ยก

ชัน้ 
- - 

เหลืองออ่นขุ่น

เล็กน้อย 

propylen

e glycol 
5.0 

ไมแ่ยก

ชัน้ 
- - 

หมายเหตุ :  * แตกตา่งจากท่ีเวลาเร่ิมต้น (T0) อย่างมีนยัสําคญั (p ≤ 0.05) 
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ตารางท่ี 14.3 ลกัษณะทางกายภาพของนีโอโซมท่ีเก็บกกั 2% (w/v) สารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจากกวาวเครือท่ีสกดัด้วยเอธิลอะซีเตต ท่ีpartition ด้วยเฮกเซน เปรียบเทียบ

กบันีโอโซมเปลา่ และสารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจากกวาวเครือท่ีสกดัด้วยเอธิลอะซีเตต ท่ีpartition ด้วยเฮกเซนละลายใน propylene glycol เม่ือเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิ 45 + 2ºC 

เป็นเวลา 3 เดือน 

ตัวอย่าง 

T0 (0 เดือน) T1 (1 เดือน) 

สี กล่ิน pH 
แยก

ชัน้ 

ขนาดอนุภาค 

(nm) 

ศักย์ไฟฟ้า 

(mV) 
สี กล่ิน pH แยกชัน้ 

ขนาดอนุภาค 

(nm) 

ศักย์ไฟฟ้า 

(mV) 

นีโอโซมเปลา่ ขาวขุน่ ไมมี่กลิ่น 5.0 
ไมแ่ยก

ชัน้ 

152.20 ± 

10.22 

-29.03 ± 

1.77 
ขาวขุน่ ไมมี่กลิ่น 5.0 

ไมแ่ยก

ชัน้ 
193.17±4.12* 

-

42.53±1.99* 

สารสกดักึ่งบริสทุธ์ิจากกวาวเครือที่เก็บกกั

ในนีโอโซม 

ขาวขุน่อม

นํา้ตาลออ่น 
เขียวและฉนุ 5.0 

ไมแ่ยก

ชัน้ 
196.53 ± 2.76 

-56.30 ± 

1.61 

ขาวขุน่อมนํา้ตาล

ออ่น 
เขียวและฉนุ 5.0 

ไมแ่ยก

ชัน้ 
174.57±0.85* 

-

47.43±1.50* 

สารสกดักึ่งบริสทุธ์ิจากกวาวเครือที่ละลาย

ใน propylene glycol 

เหลืองออ่นขุ่น

เล็กน้อย 

propylene 

glycol 
5.0 

ไมแ่ยก

ชัน้ 
- - 

เหลืองออ่นขุ่น

เล็กน้อย 

propylen

e glycol 
5.0 

ไมแ่ยก

ชัน้ 
- 

- 

ตัวอย่าง 
T2 (2 เดือน) T3 (3 เดือน) 

สี กล่ิน pH แยกชัน้ 
ขนาดอนุภาค 

(nm) 

ศักย์ไฟฟ้า 

(mV) 
สี กล่ิน pH แยกชัน้ 

ขนาดอนุภาค 

(nm) 

ศักย์ไฟฟ้า 

(mV) 

นีโอโซมเปลา่ ขาวขุน่ ไมมี่กลิ่น 5.0 
ไมแ่ยก

ชัน้ 
260.47±2.96* 3.37±2.70* ขาวขุน่ ไมมี่กลิ่น 5.0 

ไมแ่ยก

ชัน้ 

253.83±10.14

* 

-

33.98±1.63* 

สารสกดักึ่งบริสทุธ์ิจากกวาวเครือที่เก็บกกั

ในนีโอโซม 

ขาวขุน่อม

นํา้ตาลออ่น 
เขียวและฉนุ 5.0 

ไมแ่ยก

ชัน้ 
169.47±5.07* 37.30±2.23* 

ขาวขุน่อมนํา้ตาล

ออ่น 
เขียวและฉนุ 5.0 

ไมแ่ยก

ชัน้ 

178.43±88.16

* 

-

36.80±0.98* 

สารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจากกวาวเครือที่ละลาย

ใน propylene glycol 

เหลืองออ่นขุ่น

เล็กน้อย 

propylene 

glycol 
5.0 

ไมแ่ยก

ชัน้ 
- - 

เหลืองออ่นขุ่น

เล็กน้อย 

propylen

e glycol 
5.0 

ไมแ่ยก

ชัน้ 
- - 

หมายเหตุ :  * แตกตา่งจากท่ีเวลาเร่ิมต้น (T0) อย่างมีนยัสําคญั (p ≤ 0.05) 
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รูปท่ี 14.4 ขนาดอนภุาค (nm) ของนีโอโซมท่ีเก็บกกั 2% (w/v) สารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจากกวาวเครือท่ี

สกัดด้วยเอธิลอะซีเตต ท่ี partition ด้วยเฮกเซนเปรียบเทียบกับนีโอโซมเปล่า เม่ือเก็บไว้ท่ี

อณุหภมูิห้อง (27±2ºC) เป็นเวลา 3 เดือน 

 

 
รูปท่ี 14.5 ขนาดอนภุาค (nm) ของนีโอโซมท่ีเก็บกกั 2% (w/v) สารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจากกวาวเครือท่ี

สกดัด้วยเอธิลอะซีเตต ท่ี partition ด้วยเฮกเซนเปรียบเทียบกบันีโอโซมเปล่า เม่ือเก็บไว้ท่ีอณุหภูมิ 

4±2ºC เป็นเวลา 3 เดือน 

* 
* * 

* * * 

* 

* 



 

\\wasana\รายงานฉบบัสมบรูณ์\รวมไฟล์\รายงานฉบบัสมบรูณ์โครงการวิจยัท่ี 3.doc(A,N) 

109 

 
รูปท่ี 14.6 ขนาดอนภุาค (nm) ของนีโอโซมท่ีเก็บกกั 2% (w/v) สารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจากกวาวเครือท่ี

สกดัด้วยเอธิลอะซีเตต ท่ี partition ด้วยเฮกเซนเปรียบเทียบกบันีโอโซมเปล่า เม่ือเก็บไว้ท่ีอณุหภูมิ 

45±2ºC เป็นเวลา 3 เดือน 

 
รูปท่ี 14.7 คา่ศกัย์ซีต้า (mV) ของนีโอโซมท่ีเก็บกกั 2% (w/v) สารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจากกวาวเครือท่ี

สกัดด้วยเอธิลอะซีเตต ท่ี partition ด้วยเฮกเซนเปรียบเทียบกับนีโอโซมเปล่า เม่ือเก็บไว้ท่ี

อณุหภมูิห้อง; 27±2ºC เป็นเวลา 3 เดือน 

* 
* 

* * 

* * * 
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รูปท่ี 14.8 คา่ศกัย์ซีต้า (mV) ของของนีโอโซมท่ีเก็บกกั 2% (w/v) สารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจากกวาวเครือ

ท่ีสกดัด้วยเอธิลอะซีเตต ท่ี partition ด้วยเฮกเซนเปรียบเทียบกบันีโอโซมเปล่า เม่ือเก็บไว้ท่ีอณุหภูมิ 

4±2ºC เป็นเวลา 3 เดือน 

 
รูปท่ี 14.9 คา่ศกัย์ซีต้า (mV) ของของนีโอโซมท่ีเก็บกกั 2% (w/v) สารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจากกวาวเครือ

ท่ีสกดัด้วยเอธิลอะซีเตต ท่ี partition ด้วยเฮกเซนเปรียบเทียบกบันีโอโซมเปล่า เม่ือเก็บไว้ท่ีอณุหภูมิ 

45±2ºC เป็นเวลา 3 เดือน 

 

 

 

* * * 

* * 
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สรุปผลการทดลอง 

 จากผลการทดสอบความคงตวัทางกายภาพพบว่านีโอโซมท่ีเก็บกกั 2 % (w/v) สารสกดัก่ึง

บริสทุธ์ิจากกวาวเครือท่ีสกดัด้วยเอธิลอะซีเตตท่ี partition ด้วยเฮกเซน และนีโอโซมเปล่า มีความคง

ตวัทางกายภาพมากกว่าสารละลาย 2 % (w/v) สารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจากกวาวเครือท่ีสกดัด้วยเอธิล 

อะซีเตตท่ี partition ด้วยเฮกเซนละลายใน propylene glycol ทัง้เก็บในอณุหภูมิห้อง(27±2ºC), 

4±2ºC และ 45±2ºC เม่ือเวลาผ่านไป 3 เดือน นอกจากนีก้ารเก็บกักสารสกัดก่ึงบริสุทธ์ิจาก

กวาวเครือท่ีสกัดด้วยเอธิลอะซีเตตท่ี partition ด้วยเฮกเซนในนีโอโซมทําให้สารสกดัมีความคงตวั

ทางกายภาพเพิ่มขึน้ โดยไม่เกิดการแยกชัน้ มีคา่ความเป็นกรดดา่ง กลิ่น และสี ไม่เปล่ียนแปลงเป็น

เวลา 3 เดือน แตข่นาดอนภุาคมีขนาดใหญ่ขึน้เม่ือเก็บท่ีอณุหภูมิ 45±2ºC จึงควรเก็บตวัอย่างให้พ้น

แสงหรือในตู้ เย็น (อณุหภมูิ 4±2ºC)  

 

เอกสารอ้างอิง :  

1. Manosroi, A., Chutoprapat, R., Masahiko., A.,  Manosroi, W., and Manosroi, J. (2011) 

Anti-aging efficacy of topical formulations containing niosomes entrapped with rice 

bran bioactive compounds, Pharmaceutical biology, in press.  

2. Manosroi, A.,Chutoprapat, R., Sato, Y., Miyamoto, K., Hsueh, K., Abe, Masahiko., 

Manosroi, W., and Manosroi, J. (2010), Antioxidant Activities and and Skin Hydration 

Effects of  Rice Bran Bioactive Compounds Entrapped in Niosomes. Journal of 

Nanoscience and Nanotechnology, 10: 1-9.  
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ตอนท่ี 2: การศึกษาความคงตัวทางเคมีของนีโอโซมท่ีเก็บกักสารสกัดกึ่ งบริสุทธ์ิจาก

กวาวเครือ fraction 2  

 

สารตัวอย่าง 

1. นีโอโซมเก็บกกัสารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจากกวาวเครือ fraction 2 

2. สารละลายของสารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจากกวาวเครือ fraction 2 ใน propylene glycol 

 

สารเคมี 

1. Acetonitrile (Labscan, Bangkok, Thailand) 

2. Acetic acid (Labscan, Bangkok, Thailand)  

3. Methanol (Labscan, Bangkok, Thailand) 

4. Linoleic acid (Tokyo Chemical Industrial, Tokyo, Japan) 

 

เคร่ืองมือ/อุปกรณ์ 

2. Micro centrifuge tube (Eppendorf, Hamburg, Germany) 

3. Micropipettes (BIO-RAD, Milan, Italy) 

4. เคร่ือง Centrifuge (Hettich Zentrifugen Universal 32R, Kirchkengern, Germany) 

5. Volumetric flask (Pyrex, Asbash, Germany) 

6. Beaker (Pyrex, Asbash, Germany) 

 

วิธีการทดลอง 

HPLC condition สาํหรับการวิเคราะห์หาปริมาณของ linoleic acid  

HPLC  : LC 1200 UV/VIS Detector, LC 1100 HPLC Pump 

Column  : Luna C18 10 micron 250×4.0 mm “Phenomenex U.S.A” 

Mobile phase : 0.1% acetic acid in acetonitrile /water (95:5) 

Flow rate : 1 ml/min 

Detection : 205 nm. 
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การเตรียมสารมาตรฐาน 

วิธีการเตรียมสารมาตรฐาน  

ชัง่นํา้หนกัสารมาตรฐาน 0.010 g ละลายใน mobile phase ปริมาตร 1 ml  

↓ 
นําสารละลายไป centrifuge 7,000 rpm เป็นเวลา 10 min  

↓ 
ดดูสารละลายใสออกมา 100 ไมโครลิตรแล้วปรับปริมาตรให้เป็น 1 ml (1 mg/ml) 

↓ 
นําสารละลายไป centrifuge 7,000 rpm เป็นเวลา 10 min 

↓ 
นําสารละลายมาเจือจางให้ได้ความเข้มข้น 0.5, 0.25, 0.125 และ 0.0625 mg/ml 

 นําไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง HPLC โดยฉีดปริมาณ 20 ไมโครลิตร 

↓ 
นํา peak area ท่ีได้มาสร้าง standard curve 

 

วิธีการเตรียมตัวอย่างสารสกัด 

ชัง่นํา้หนกัตวัอยา่ง 100 mg 

↓ 
นําไปละลายใน methanol ปริมาตร 1 ml  

↓ 
นําสารละลายไป centrifuge 10,000 rpm เป็นเวลา 10 min 

↓ 
นําไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง HPLC โดยฉีดปริมาณ 20 ไมโครลิตร 

 

ผลการวิเคราะห์หาปริมาณของ linoleic acid 

 สารมาตรฐาน linoleic acid ท่ีความเข้มข้นตา่งๆเม่ือนํามาวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC จะ

ได้โครมาโทแกรมดงัรูปท่ี 14.10 นําพืน้ท่ีใต้พีคและความเข้มข้นของสารมาตรฐาน linoleic acid ท่ี

นําไปวิเคราะห์มาสร้างกราฟมาตรฐานจะได้กราฟมาตรฐานดงัรูปท่ี 14.11 แล้วนําสมการของกราฟ

มาตรฐานท่ีได้ไปคํานวณหาปริมาณ linoleic acid ในสารสกัดท่ีต้องการวิเคราะห์ รูปท่ี 14.12 

แสดงโครมาโทแกรมของนีโอโซมเก็บกกัสารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจากกวาวเครือ fraction 2 
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รูปท่ี 14.10 โครมาโทแกรมของสารมาตรฐาน linoleic acid ท่ีความเข้มข้น 0.25 mg/ml 

 

y = 26141475.19x
R2 = 0.93
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รูปท่ี 14.11 calibration curve ของสารมาตรฐาน linoleic acid 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 14.12 โครมาโทแกรมของนีโอโซมเก็บกกัสารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจากกวาวเครือ fraction 2 ท่ีเวลา

เร่ิมต้น 
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ตัวอย่างการคาํนวณหาปริมาณ linoleic acid ในตัวอย่าง 

จากโครมาโทแกรมในรูปท่ี 14.12 ท่ี retention time = 7.623 มี peak area = 2968972 

แทนคา่ลงในสมการจาก  calibration curve: y = 26141475.19x 

เม่ือ y=2968972 จะได้ x= 0.11 mg/ml  

ฉีดสารละลายนีโอโซม 20 µL 

 ในสารละลายนีโอโซม  1000 µl จะมี linoleic acid เทา่กบั      0.11 mg 

 นําสารละลายนีโอโซมไปฉีด       20 µl จะมี linoleic acid เทา่กบั  0.0022 mg  

เตรียมสารละลายนีโอโซม  100 mg/ml 

 ในตวัทําละลาย    1000 µl  มีนีโอโซม  100 mg  

 เม่ือนําไปฉีด        20 µl  มีนีโอโซม              2 mg 

ดงันัน้ นีโอโซม   2 mg    มี linoleic acid          0.0022 mg 

 นีโอโซม     100 mg จะมี linoleic acid            0.11 mg  

จากการคํานวณหาปริมาณ linoleic acid ในนีโอโซมเก็บกักสารสกัดก่ึงบริสุทธ์ิจาก

กวาวเครือ fraction 2 ท่ีเวลาเร่ิมต้นพบว่ามีปริมาณ linoleic acid  เท่ากบั 0.11% สําหรับตวัอย่าง

อ่ืนๆสามารถคํานวณได้เช่นเดียวกนั  ผลการคํานวณหาปริมาณ linoleic acid ได้แสดงไว้ในตาราง

ท่ี 14.4 

 

ตารางท่ี 14.4 ปริมาณ linoleic acid ในนีโอโซมเก็บกกัสารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจากกวาวเครือ fraction 2 

และสารละลายของสารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจากกวาวเครือ fraction 2 ใน propylene glycol เม่ือเก็บท่ี

อณุหภมูิตา่งๆเป็นเวลา 3 เดือน 

ตัวอย่าง อุณหภูมิ 

 linoleic acid (mg/100 g) 

เร่ิมต้

น 

1 

เดือน 

2 

เดือน 

3 

เดือน 

นีโอโซมเก็บกกัสารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจาก

กวาวเครือ 

fraction 2 

4 + 2 0C 0.11 0.11 0.10 0.09 

30 + 2 0C 0.11 0.08 0.08 0.08 

45 + 2 0C 0.11 0.08 0.08 0.07 

สารละลายของสารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจาก

กวาวเครือ 

fraction 2 ใน propylene glycol 

4 + 2 0C 0.10 0.06 0.04 0.04 

30 + 2 0C 0.10 0.05 0.04 0.04 

45 + 2 0C 0.10 0.05 0.04 0.03 
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นําปริมาณ linoleic acid มาคิดเป็นเปอร์เซ็นของ linoleic acid ท่ีเหลืออยู่เปรียบเทียบกับ

ปริมาณ linoleic acid เร่ิมต้นท่ีชว่งเวลาตา่งๆเม่ือเก็บท่ีอณุหภูมิตา่งๆเป็นเวลา 3 เดือนได้แสดงไว้ใน

ตารางท่ี 14.5  

 

ตารางท่ี 14.5 เปอร์เซ็นของ linoleic acid ท่ีเหลืออยู่เม่ือเปรียบเทียบกบัปริมาณ linoleic acid 

เร่ิมต้นใน นีโอโซมเก็บกกัสารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจากกวาวเครือ fraction 2 และสารละลายของสารสกดั

ก่ึงบริสทุธ์ิจากกวาวเครือ fraction 2 ใน propylene glycol เม่ือเก็บท่ีอณุหภมูิตา่งๆเป็นเวลา 3 เดือน 

ตัวอย่าง อุณหภูมิ 
% linoleic acid ท่ีเหลืออยู่ 

เร่ิมต้น 1 เดือน 2 เดือน 3 เดือน 

นีโอโซมเก็บกกัสารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจากกวาวเครือ 

fraction 2 

4 + 2 0C 100.00 97.64 90.12 81.76 

30 + 2 0C 100.00 74.89 71.47 69.38 

45 + 2 0C 100.00 69.75 69.69 62.04 

สารละลายของสารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจากกวาวเครือ 

fraction 2 ใน propylene glycol 

4 + 2 0C 100.00 55.87 43.91 42.50 

30 + 2 0C 100.00 45.37 41.69 35.85 

45 + 2 0C 100.00 45.63 39.93 32.12 

 

จากกราฟรูปท่ี 14.13-14.14 พบว่าท่ีเวลาผ่านไป 3 เดือนในนีโอโซมท่ีเก็บกักสารสกดัก่ึง

บริสทุธ์ิจากกวาวเครือfraction 2 มีเปอร์เซ็นต์ linoleic acid ท่ีเหลืออยู่มากกว่า 60 % ในทกุอณุหภูมิ

และท่ีอณุหภูมิ 4 + 2 องศาเซลเซียส มีเปอร์เซ็นต์ linoleic acid เหลืออยู่มากท่ีสดุเท่ากบั 81.76% 

ส่วนในสารละลายของสารสกัดก่ึงบริสุทธ์ิจากกวาวเครือ fraction 2ใน propylene glycol มี

เปอร์เซ็นต์ linoleic acid ท่ีเหลืออยู่น้อยกว่า 50%  ตัง้แตเ่ดือนแรกทัง้ 3 อณุหภูมิ  ดงันัน้การเก็บกกั

สารสกัดก่ึงบริสุทธ์ิจากกวาวเครือfraction 2 ในนีโอโซมจึงเป็นการเพิ่มความคงตวัให้กับ linoleic 

acid ท่ีมีอยู่ในสารสกัดกวาวเครือfraction 2 ได้โดยเฉพาะการเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ 4 + 2 องศา

เซลเซียส 
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รูปท่ี 14.13 เปอร์เซ็นต์ linoleic acid ท่ีเหลืออยูใ่นนีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจาก

กวาวเครือfraction 2 เก็บท่ีอณุหภมูิ 4, 30และ45 องศาเซลเซียส เม่ือเวลาเร่ิมต้น 1, 2 และ 3 เดือน  
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รูปท่ี 14.14 เปอร์เซ็นต์ linoleic acid ท่ีเหลือในสารละลายสารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจากกวาวเครือ

fraction 2ในpropylene glycol เก็บท่ีอณุหภมูิ 4, 30และ45 องศาเซลเซียส เม่ือเวลาเร่ิมต้น 1, 2 

และ 3 เดือน  
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สรุปผลการทดลอง  

 เม่ือเก็บตวัอย่างไว้ท่ีอณุหภูมิตา่งๆ(4 + 2 , 30 + 2  และ 45 + 2 องศาเซลเซียส) 3 เดือน 

พบว่านีโอโซมท่ีเก็บกกัสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจากกวาวเครือfraction 2  มีปริมาณ linoleic acid เหลืออยู่

มากกว่า 60% ทกุอณุหภูมิ โดยท่ีอณุหภูมิ 4 + 2 องศาเซลเซียส มีปริมาณ linoleic acid เหลืออยู่

มากท่ีสุดเท่ากับ 81.76% ส่วนสารละลายของสารสกัดก่ึงบริสทุธ์ิจากกวาวเครือ fraction 2ใน 

propylene glycol มีปริมาณ linoleic acid ท่ีเหลืออยู่น้อยกว่า 50%โดยท่ีอณุหภูมิ 4 + 2 องศา

เซลเซียส มีปริมาณ linoleic acid เหลืออยูม่ากท่ีสดุเทา่กบั 42.50% 

 

 

เอกสารอ้างอิง 

 1. Aranya Manosroi, Warintorn Ruksiriwanich, Masahiko Abe, Hideki Sakai, 

Worapaka Manosroi and Jiradej Manosroi., Biological activities of the rice bran extract 

and physical characteristics of its entrapment in niosomes by supercritical carbon dioxide 

fluid, Journal of Supercritical Fluids, 54, 137–144, 2010 
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ภาคผนวกที่ 15 
การทดสอบการซมึผา่นทางรูขมุขนของสารสกดักึ่ง

บริสทุธ์ิจากกวาวเครือท่ีเก็บกกัในนีโอโซม 
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การทดสอบการซมึผ่านทางรูขุมขนของสารสกัดกึ่งบริสุทธ์ิจากกวาวเครือที่เกบ็

กักในนีโอโซม 

 
1. วัตถุประสงค์  

เพ่ือทดสอบการซึมผ่านทางรูขุมขนของสารสกัดก่ึงบริสุทธ์ิจากกวาวเครือท่ีเก็บกักในนีโอ

โซม โดยวิธี Franz diffusion cell และใช้เทคนิค follicular closing technique ปิดรูขมุขนบนผิวหนงั

ของหม ูและวิเคราะห์หาปริมาณกรดไขมนั linoleic acid โดย HPLC 

 

2. วัสดุ อุปกรณ์และสารเคมี 

2.1 วัสดุและอุปกรณ์ 

- Franz diffusion cell (diffusion cells and systems, Permegear, USA) 

- Centrifuge (Univeral 32 R, Hettich Zentrifugen, Germany) 

- Stainless scissors (Mira, Germany) 

- Forcep (Mira, Germany) 

  - Transfer-pipette (Brand, Wertheim, Germany) 

  - Vortex (Scientific Industries, New York, U.S.A.) 

  - Sonicate bath (Tru-sweep, Crest ultrasonic, Malaysia) 

  - Analytical balance (Precisa gravimetrics AG, Dietikon, Switzerland) 

 

2.2 สารเคมี 

  - นํา้ยาทาเลบ็ (Lab 2000, Samutprakarn, Thailand) 

  - Acetonitrile (Lab scan, Bangkok, Thailand)  

- Linoleic acid standard (Sigma Co, St. Louis, Mo, USA) 

- Acetic acid (Lab Scan, Bangkok, Thailand) 

- Distilled water 

 

3. ผิวหนังท่ีนํามาทดสอบ 

 ผิวหนังของลูกหมูบริเวณด้านหลงั โดยใช้ลูกหมูท่ีมีอายุไม่เกิน 7 วนั นํา้หนักไม่เกิน 2 

กิโลกรัม เม่ือตายแล้วต้องแชเ่ย็นเพ่ือเตรียมนํามาใช้ทําแลบ (ฟาร์มเบทาโกร อ.บ้านโฮง่ จ.ลําพนู) 

 

 



 

\\wasana\รายงานฉบบัสมบรูณ์\รวมไฟล์\รายงานฉบบัสมบรูณ์โครงการวิจยัท่ี 3.doc(A,N) 

121 

 

4. ตัวอย่างท่ีนํามาทดสอบ  

1. นีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิกวาวเครือ F2 (fraction 2) 

2. สารละลายของสารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิกวาวเครือ F2 (fraction 2) 

 

5. วิธีการทดลอง [1] 
 

5.1 การเตรียมผิวหนังของลูกหมู 

นําผิวหนงัด้านหลงัของลกูหมมูาเลาะเอาชัน้ไขมนัออกจนหมด เก็บใน Incomplete DMEM 

ท่ี 4 °C เม่ือต้องการใช้จึงนําออกมาล้างในนํา้กลัน่ โกนขนออกจนหมด และเปิดรูขุมขนบนผิวหนงั

ทัง้หมดโดยใช้กาวตราช้าง หยดลงบนผิวหนงัแล้วใช้แผ่นสไลด์ปิดลงบนผิวหนัง ทิง้ไว้ประมาณ 5 

นาที แล้วจงึดงึแผน่สไลด์ออก 
 

5.2 การปิดรูขุมขนโดยใช้ follicular closing technique 

 นําสีทาเล็บมาปิดบนรูขมุขนแตล่ะรู พร้อมกับนบัจํานวนรูขุมขนท่ีทําการบล็อกไว้ [2] โดย

บล็อกจนหมดทัง้พืน้ท่ีท่ีกําหนดไว้ (ขนาดประมาณ 3x3 ซม.) ทิง้ไว้ให้แห้งประมาณ 5 นาที และนบั

จํานวนรูขุมขนของผิวหนังอีกแผ่นหนึ่งท่ีมีพืน้ท่ีเท่ากับแผ่นท่ีบล็อกไว้ ผิวหนังท่ีมีจํานวนรูขุมขน

ใกล้เคียงกบัแผน่แรก จะนํามาจบัคูก่นัเพ่ือใช้ในการทดลองตอ่ไป 
 

5.3 การศึกษาการนําส่งผ่านสารทางรูขุมขน 

การนําส่งผ่านสารทางรูขุมขนของสารตวัอย่างโดย vertical Franz diffusion cells ซึ่ง

ทําการศึกษาเป็นคู่ เพ่ือเปรียบเทียบการซึมผ่านของสารผ่านทางผิวหนงัท่ีมีการปิดกัน้รูขุมขนและ

ไม่ได้ปิดกัน้ ผลตา่งของการซึมผ่านระหว่างผิวหนงัคูนี่จ้ึงเป็นปริมาณสารท่ีสามารถผ่านทางรูขมุขน 

โดยสารตวัอย่างท่ีใช้ในการทดลองคือ นีโอโซมท่ีเก็บกักสารสกัดก่ึงบริสุทธ์ิกวาวเครือ F2 และ

สารละลายของสารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิกวาวเครือ F2  

ผิวหนงัแตล่ะคูท่ี่ทําการปิดกัน้รูขมุขนและนบัจํานวนรูขมุขนของผิวหนงัแตล่ะคูไ่ว้แล้ว จะถกู

นํามาขึงบน Franz diffusion cells และทําการล็อกไว้โดยใช้ donor โดยหนัด้าน dermis ให้สมัผสั

กบั PBS (pH 7.4 ) ท่ีอยู่ใน receiver จากนัน้ใส่สารตวัอย่างปริมาณ 500 ul ลงไปบนผิวหนงัในช่อง 

donor ของ Franz diffusion cells เปิด magnetic bar เพ่ือให้มีการไหลเวียนของ PBS ภายใน 

receiver (100 rpm) และควบคมุอณุหภูมิของ receiver ไว้ท่ี 37 ± 2°C  จากนัน้เม่ือครบเวลา 1, 2, 

4 และ 6 ชัว่โมง จึงหยุดการทดลองของผิวหนงัแต่ละคู่ ดูดสารตวัอย่างท่ีเหลืออยู่ด้านบนออก 

คลายล็อกท่ียดึ donor ไว้ นําผิวหนงัท่ีผา่นการทดลองแล้วมาล้างในนํา้กลัน่ ซบัให้แห้ง strip สาร 
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ตวัอย่างท่ีเหลือบนผิวหนงัออก 1 ครัง้ โดยใช้เทป (3M Scotch MagicTM) และนํา้หนกักดทับ

ประมาณ 300 กรัม นาน 10 วินาที  
 

5.4 การสกัดกรดไขมัน linoleic acid จากผิวหนังท่ีผ่านการทดลอง 

นําผิวหนงัไปสกดัเอากรดไขมนั linoleic acid ท่ีใช้เป็น marker ของสารสกัดก่ึงบริสุทธ์ิ

กวาวเครือ F2 โดยใช้กรรไกรผา่ตดั ตดัยอ่ยหนงับริเวณท่ีมีการซึมผ่านของสารตวัอย่าง แล้วสกดักรด

ไขมนั linoleic acid โดยใช้สารละลายท่ีใช้สกดั 1 ml ซึ่งประกอบด้วย 10 % triton-X100 500 ul 

และ mobile phase (95% acetonitrile +0.1 % acetic acid) 500 ul โดยนําไป sonicate นาน 10 

นาที นํามากรองให้ได้สารละลายใส จากนัน้จงึไปวิเคราะห์โดย HPLC 
 

5.5 การสกัดกรดไขมัน linoleic acid จาก receiver 

เม่ือสิน้สดุการทดลองแตล่ะคูข่องผิวหนงั ดดูเอาสารละลายท่ีอยู่ใน receiver ออกมา นําไป

แช่แข็งท่ี - 40°C และนําไป freezed dry จนแห้ง จากนัน้นํามาละลายกลบัด้วยสารละลายท่ีใช้สกดั 

1 ml ซึ่งประกอบด้วย 10 % triton-X100 จํานวน 500 ul และ mobile phase (95% acetonitrile 

+0.1 % acetic acid) จํานวน 500 ul และ vortex ให้ละลายจนหมด จากนัน้นํามากรองให้ได้

สารละลายใส แล้วจงึนําไปวิเคราะห์โดย HPLC 
 

5.6 การวิเคราะห์กรดไขมัน linoleic acid โดย HPLC 

 HPLC  : LC 1200 UV/VIS Detector, LC 1100 HPLC Pump 

Column : Luna C18 10 micron 250×4.0 mm “Phenomenex U.S.A” 

Mobile phase : acetonitrile/distilled water ผสม 0.1% acetic acid 

 95:5+0.1% acetic acid 

Flow rate : 1 ml/min 

Detection : 205 nm 
  

การคํานวณหาปริมาณสะสม (cumulative amounts) คา่ฟลัก๊ซ์ (flux) และปริมาณสารท่ีซึม

ผา่น 1 รูขมุขน (transfollicular penetration per one hair follicle) ตามสมการตอ่ไปนี ้

Cumulative amounts (ng/cm2)  =  (FAopen- FAblock) 

 

Fluxes (ng/cm2/hour)   =   (FAopen- FAblock) 

 

 

 

2.46 

2.46 × 6 
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Transfollicular penetration per one HF (ng/one HF) =    (FAopen- FAblock) 

 

ซึ่ง FAopen คือปริมาณของกรดไขมนั linoleic acid ในผิวหนงัท่ีไม่มีการปิดกัน้รูขุมขน FAblock คือ

ปริมาณของกรดไขมนั linoleic acid ในผิวหนงัท่ีมีการปิดกัน้รูขุมขนและ HF คือ รูขุมขน (hair 

follicle)  

 

6. ผลการทดลอง 

 จากการทดสอบการซึมผ่านของสารสกัดก่ึงบริสุทธ์ิกวาวเครือ F2 ท่ีอยู่ในนีโอโซม และ

สารละลาย พบว่า นีโอโซมเก็บกกัสารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิกวาวเครือ F 2 สามารถนําส่งสารสําคญักรด

ไขมนั linoleic acid   ได้ดีกว่า ในรูปแบบสารละลาย ดงัแสดงในตารางท่ี 15.1 และรูปท่ี 15.1 

ทัง้นีอ้าจเป็นเพราะ นีโอโซมสามารถเพิ่มประสิทธิภาพในการนําส่งสารได้ เน่ืองจากมีขนาดของ

อนุภาคท่ีเหมาะสมในการผ่านทางรูขุมขน โดยพบว่า อนุภาคท่ีมีขนาดประมาณ 200 nm ซึ่ง

ใกล้เคียงกบัอนภุาคของนีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิกวาวเครือ F2 สามารถซึมผ่านทางรูขุม

ขนได้ดีเทา่กบั อนภุาคขนาด 20 nm [3] และนีโอโซมยงัมีองค์ประกอบท่ีมีสมบตัิใกล้เคียงกบัผิวหนงั

โดยมีความเป็น non polar มากกวา่กรดไขมนั ทําให้ง่ายตอ่การซึมผ่านมากขึน้นอกจากนีนี้โอโซมยงั

ชว่ยเพิ่มความคงตวัของสารสําคญัท่ีอยูใ่นสารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิกวาวเครือ F2 ด้วย เน่ืองจากมีการเก็บ

กกัสารสําคญัไว้ภายในอนภุาค ทําให้ลดการทําลายจากแสงและความร้อนจากสิ่งแวดล้อมภายนอก 

เม่ือเปรียบเทียบอัตราการซึมผ่านทางรูขุมขนของนีโอโซมท่ีอยู่ในผิวหนัง พบว่ามีปริมาณสะสม 

(4.785 ng/cm2) คา่ฟลัก๊ซ์ (0.797 ng/cm2/h) และปริมาณการซึมผ่านรูขมุขน 1 รูขมุขน (0.074 ng/ 

1 hair follicle) มากกว่าในรูปแบบสารละลาย (2.577 ng/cm2, 0.429 ng/cm2/h และ 0.040 ng/ 1 

hair follicle) โดยเฉล่ียเป็น 1.86 เท่า ในทํานองเดียวกนักบัในรีซีฟเวอร์ท่ีการซึมผ่านทางรูขมุขนของ

กรดไขมนัท่ีเก็บกกัในนีโอโซมดีกวา่รูปแบบสารละลาย แตมี่ปริมาณสารน้อยกว่าท่ีอยู่ในผิวหนงั โดย

มากกว่า 2.18 เท่า ดังตารางท่ี 15.1 เม่ือพิจารณาเก่ียวกับเวลาท่ีใช้ในการซึมผ่าน พบว่า เม่ือ

เวลานานขึน้ สารตวัอยา่งสามารถซมึผา่นผิวหนงัได้มากขึน้ ดงัรูปท่ี 15.1  

 

 

 

 

 

 
 

numbers of HF 
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ตารางท่ี 15.1 การซึมผ่านของสารผ่านทางรูขุมขนของ linoleic acid ในสารสกัดกึ่งบริสุทธ์ิ

กวาวเครือ F2 ท่ีอยู่ในนีโอโซม และสารละลาย 

สารตวัอยา่ง 

ผิวหนงั รีซีฟเวอร์ 

ปริมาณสะสม 

(ng/cm2) 

คา่ฟลกัซ์ 

(ng/cm2/h) 

ปริมาณการ

ซมึผา่นใน 1 รู

ขมุขน 

(ng/number 

of HF) 

ปริมาณ

สะสม 

(ng/cm2) 

คา่ฟลกัซ์ 

(ng/cm2/h) 

ปริมาณการ

ซมึผา่นใน 1 

รูขมุขน 

(ng/number 

of HF) 

สารละลายของ

สารสกดัก่ึง

บริสทุธ์ิ

กวาวเครือ F 2 

2.577 0.429 0.040 1.560 0.260 0.024 

นีโอโซมเก็บกกั

สารสกดัก่ึง

บริสทุธ์ิ

กวาวเครือ F 2 

4.785 0.797 0.074 3.408 0.568 0.052 

 

 

 
รูปท่ี 15.1 ปริมาณสะสมของกรดไขมนั linoleic acid ท่ีซมึผา่นทางรูขมุขนของหนงัหม ูท่ีเวลา 1, 2, 

4 และ  6 ชัว่โมง ในผิวหนงัและรีซีฟเวอร์ 
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7. สรุปผลการทดลอง 

นีโอโซมสามารถเพิ่มประสิทธิภาพการนําส่งสารสําคญั (linoleic acid) ท่ีอยู่ในสารสกดัก่ึง

บริสทุธ์ิกวาวเครือ F2 ได้ทัง้ในผิวหนงัและรีซีฟเวอร์ โดยมีปริมาณสะสม ค่าฟลกัซ์ และปริมาณการ

ซมึผา่นรูขมุขนใน 1 รูขมุขน มากกวา่ในรูปแบบสารละลายโดยเฉล่ีย 1.86 และ 2.18 เทา่ ตามลําดบั 

 

8. เอกสารอ้างอิง 
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Sterry, L. J, The role of hair follicles in the percutaneous absorption of caffeine, Br. J. Clin. 

Pharmacol., 65 (2008) 488-492. 

[3] R. Alvarez-Roman, A. Naik, Y.N. Kalia, R.H. Guy, H. Fessi, Skin penetration and 

distribution of polymeric nanoparticles, Journal of Controlled Release, 99 (2004) 53-62. 
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ภาคผนวกที่ 16 
หนงัสืออนมุติัการใช้สตัว์ของโครงการวิจยั 

โดยความเหน็ชอบของคณะกรรมการจรรยาบรรณ 

การใช้สตัว์ทดลอง คณะแพทยศาสตร์ 

มหาวิทยาลยัเชียงใหม่ 
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ภาคผนวกที่ 17 
การคํานวณต้นทนุการผลติสารสกดักึง่บริสทุธ์ิจาก

กวาวเครือ fraction 2 และนีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดักึง่

บริสทุธ์ิจากกวาวเครือ fraction 2 
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การคํานวณต้นทุนการผลิตสารสกัดกึ่งบริสุทธ์ิจากกวาวเครือ fraction 2 และ     

นีโอโซมที่เกบ็กักสารสกัดกึ่งบริสุทธ์ิจากกวาวเครือ fraction 2 
 

การคาํนวณต้นทุนมีรายละเอียด ดังตารางท่ี 17.1 และ 17.2 ดังนี ้

 

ตารางท่ี 17.1 การคํานวณต้นทนุการผลิตสารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิจากกวาวเครือ fraction 2 ปริมาณ 

1 กิโลกรัม 

วตัถุดบิ / ตวัทาํละลาย ปริมาณทีใ่ช้ ราคา / กโิลกรัม ต้นทุน (บาท) 

กวาวเครือขาว 250 กิโลกรัม  150 37,500 

ตวัทาํละลายท่ีใช ้ Ethyl acetate     100 L 

Hexane              100 L 

MeOH               100 L 

80/L 

64/L 

19/L 

8,000 

6,400 

1,900 

ค่าไฟฟ้า + แรงงาน 5,000 

ตน้ทุนการผลิตสารสกดั 1 กิโลกรัม 58,800 

 

ตารางท่ี 17.2 การคํานวณต้นทุนการผลิตสารแขวนตะกอนนีโอโซมทีเก็บกักสารสกัดก่ึงบริสุทธ์ิ

กวาวเครือ fraction 2 ปริมาณ 1 กิโลกรัม 

ตวัอย่าง / สาร ปริมาณทีใ่ช้ ราคา / กโิลกรัม ต้นทุน (บาท) 

สารสกดัก่ึงบริสุทธ์ิ 20 g 58,800 1,176 

Tween 61 13.12 g 1,000 13.12 

Cholesterol 3.867 g 6,600 25.5 

Chloroform 500 ml 800 / 2.5 L 160 

ค่าไฟฟ้า + แรงงาน 1,000 

รวม 2,374.62 
 

* ต้นทนุการผลิตสารแขวนตะกอนนีโอโซม 1 กิโลกรัม 

 

สรุปผลการคาํนวน : 

- ราคาคาดคะเนของการผลิตสารสกัดก่ึงบริสุทธ์ิกวาวเครือ fraction 2 ปริมาณ 1 

กิโลกรัม เทา่กบั 58,800 บาท 

- ราคาคาดคะเนของการผลิตสารแขวนตะกอนนีโอโซมท่ีเก็บกักสารสกัดก่ึงบริสุทธ์ิ

กวาวเครือ fraction 2 ปริมาณ 1 กิโลกรัม เทา่กบั 2,374.62 บาท 
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หมายเหตุ : % yield ของสารสกดัหยาบจากผงกวาวเครือเท่ากบั 2% ในขณะท่ีสารสกดัก่ึงบริสทุธ์ิ 

fraction 2 จากสารสกัดหยาบเท่ากับ 20 % ดงันัน้สารสกัดก่ึงบริสุทธ์ิ fraction 2 มาจากผง

กวาวเครือเท่ากับ 0.4 % เพราะฉะนัน้สารสกัด fraction 2 ปริมาณ 20 กรัม มาจากสารสกัด

กวาวเครือขาว 100 กรัม ถ้าต้องการสารสกัด fraction 2 ปริมาณ 1,000 กรัม ต้องใช้สารสกัด

กวาวเครือขาวด้วย ethyl acetate ประมาณ 5 กิโลกรัม กวาวเครือขาวปริมาณ 1,000 กรัม สกดัด้วย 

ethyl acetate  ได้สารสกดัประมาณ 20 กรัม ถ้าต้องการสารสกดักวาวเครือปริมาณ 5 กิโลกรัมต้อง

ใช้กวาวเครือขาว 250 กิโลกรัม สําหรับตวัทําละลายท่ีใช้ เช่น ethyl acetate, methanol และ 

hexane สามารถนํากลบัมาใช้ใหมไ่ด้ 
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กจิกรรมที่เก่ียวข้องกับการนําผลจาก

โครงการไปใช้ประโยชน์ 
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กจิกรรมที่เก่ียวข้องกับการนําผลจากโครงการไปใช้ประโยชน์ 
 

1. ได้นําเสนอผลงานวิจยัในการประชมุวิชาการประจําปีการแพทย์แผนไทย การแพทย์พืน้บ้าน 

การแพทย์ทางเลือกแหง่ชาต ิครัง้ท่ี 7 งานมหกรรมสมนุไพรแห่งชาติครัง้ท่ี 7 ระหว่างวนัท่ี 1-

3 กนัยายน 2553 ณ ศนูย์แสดงสินค้าและการประชมุอิมแพ็ค เมืองทองธานี จ. นนทบรีุ ใน

หวัข้อเร่ือง “ฤทธ์ิกระตุ้นการสร้างเมลานินและโปรตีนของเซลล์มะเร็งหน ูB16F10 ของสาร

สกดัจากสมนุไพรไทยท่ีเก็บกกัในนีโอโซม” 

2. ได้นําเสนอผลงานในการประชมุระดบันานาชาติ Natpro 4 ท่ีจงัหวดัเชียงใหม่ วนัท่ี 28-30 

พฤศจิกายน 2555 เร่ือง Effects of crude extracts, fractions and fractions loaded in niosomes 

on melanogenesis in B16F10 melanoma cells 

3. ได้นําเสนอผลงานในการประชมุระดบันานาชาติ Natpro 4 ท่ีจงัหวดัเชียงใหม่ วนัท่ี 28-30 

พฤศจิกายน 2555 เร่ือง Inhibition of 5-α reductase and MMP-2 activity of White 

Kwao Krua (Pueraria mirifica Airy Shaw et Suvatab) extracts prepared by scCO2 

fluid 
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ฤทธ์ิกระตุ้นการสร้างเมลานินและโปรตีน ของเซลล์มะเร็งหนู B16F10 ของสารสกัด

จากสมุนไพรไทยที่เกบ็กักในนีโอโซม 
อรัญญา มโนสร้อย๑,๒, ภกัวดี ไชยกลุ๒, ชตุินนัท์ ประสทิธ์ิภริูปรีชา๓, ลกัษณา เจริญใจ๓, วนัดี รังสวีจิิตรประภา๓, วรผกา มโนสร้อย๔,  จีรเดช มโนสร้อย๑,๒ 
๑ศนูย์วิจยัและพฒันาผลติภณัฑ์ธรรมชาติ สถาบนัวจิยัวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลยัเชียงใหม ่
๒คณะเภสชัศาสตร์ มหาวทิยาลยัเชียงใหม ่
๓คณะเภสชัศาสตร์ มหาวิทยาลยัอบุลราชธานี 
๔คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลยัเชียงใหม ่
  
หลักการและเหตุผล ผมหงอกเป็นลกัษณะทางกายภาพท่ีมีเส้นผมสีขาวบนหนงัศีรษะ เกิดจากเมลาโนไซท์ในเซลล์รูขมุขน

ท่ีหยุดการผลิตเมลานิน ในปัจจุบัน ยังไม่มียาท่ีมีข้อบ่งใช้ในการรักษา มีเพียงการรักษาด้วยผลิตภัณฑ์เคร่ืองสําอาง

ประเภทนํา้ยาย้อมผมเพ่ือปิดผมขาว ซึ่งก่อให้เกิดอาการไม่พึงประสงค์ตา่งๆ  การใช้สมนุไพรโดยเฉพาะตามตํารายาสมนุไพร

เป็นทางเลือกท่ีมีความปลอดภัยมากกว่า อย่างไรก็ตาม การใช้สมุนไพรต่าง  ๆในการรักษาอาการผมหงอกยงัไม่มีข้อมูลท่ี

สามารถยืนยนัประสิทธิภาพในการกระตุ้นการสร้างเมลานิน 

วัตถุประสงค์ เพ่ือศกึษาฤทธ์ิกระตุ้นการสร้างเมลานินและโปรตีนของเซลล์มะเร็งหน ูB16F10 ของสารสกดัจากสมนุไพรไทย

ท่ีไมเ่ก็บกกัและเก็บกกัในนีโอโซม  

วิธีดาํเนินการ นําสารสกดักวาวเครือ หมอ่น ยา่นาง อญัชนั และบวับกท่ีสกดัด้วยนํา้ เอธิลอะซีเตท เมธานอล และเฮกเซน ใน

ความเข้มข้น ๒๕๐ มคก./มล. มาทดสอบฤทธ์ิกระตุ้นการสร้างเมลานินและโปรตีนโดยใช้เซลล์มะเร็งหน ูB16F10 เปรียบเทียบ

กบัสารมาตรฐาน theophylline ในขนาด ๒๕๐ มคก./มล. แล้วนําสารสกดัสมนุไพรท่ีสามารถกระตุ้นการสร้างเมลานินมาเก็บกกั

ในนีโอโซมท่ีประกอบด้วย Tween 61/cholesterol ในอตัราส่วนโมลาร์ ๑ ตอ่ ๑ และประเมินลกัษณะทางกายภาพ ตลอดจนการ

กระตุ้นการสร้างเมลานินและปริมาณโปรตีนของนีโอโซมท่ีเก็บกกัสารสกดัสมนุไพร โดยทําการทดสอบ ๓ ซํา้ 

ผลการศึกษา สารสกดัท่ีสามารถกระตุ้นการสร้างเมลานินและโปรตีนของเซลล์มะเร็งหนู B16F10 ได้สงู คือ สารสกดับวับก

ด้วยเอธิลอะซีเตท (ร้อยละ ๕๑.๐๙, ๑๑.๗๖) สารสกดัยา่นางด้วยนํา้ (ร้อยละ ๔๐.๓๕, ๓๐.๖๔) สารสกดัย่านางด้วยเอธิลอะซี

เตท (ร้อยละ ๓๖.๕๐, ๒๒.๙๗) สารสกดักวาวเครือด้วยเอธิลอะซีเตท (ร้อยละ ๑๔.๑๗, ๗.๔๗) และสารสกดัหม่อนด้วยเอธิล            

อะซีเตท (ร้อยละ ๑๑.๑๓, ๙.๔๒)  ซึ่งสารสกดับวับกมีฤทธ์ิใกล้เคียงกบัสารมาตรฐาน theophylline (ร้อยละ ๕๕.๐๕, -๖.๖๒) 

เม่ือนําสารสกดัดงักลา่วมาเก็บกกัในนีโอโซมแล้วเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิตา่งๆ  เป็นเวลา ๓ เดือน พบวา่นีโอโซมท่ีเก็บไว้ท่ีอณุหภูมิ 

๔ องศาเซลเซียส มีความคงตวัทางกายภาพดีท่ีสดุ การประเมินฤทธ์ิกระตุ้นการสร้างเมลานินและโปรตีน พบว่านีโอโซมท่ีเก็บ

กกัสารสกดัไมส่ามารถกระตุ้นการสร้างเมลานิน เน่ืองจากเซลล์มะเร็งหน ูB16F10 อาจไม่สามารถย่อยนีโอโซม จึงทําให้เซลล์

ไมส่ามารถนําสารสกดัท่ีเก็บกกัในนีโอโซมเข้าเซลล์ นอกจากนีส้่วนประกอบของนีโอโซมยงัอาจทําให้เกิดพิษตอ่เซลล์ ซึ่งทํา

ให้เซลล์มีการเจริญลดลง และไม่สามารถสร้างเมลานินได้ อย่างไรก็ตาม หากนํานีโอโซมไปทดสอบใน in vivo ซึ่งมีเอนไซม์ใน

ร่างกาย ท่ีสามารถยอ่ยนีโอโซม อาจสามารถปลดปลอ่ยสารสกดัออกมา เพ่ือออกฤทธ์ิตามต้องการได้ 

ข้อสรุป สารสกดัสมนุไพรไทยสามารถกระตุ้นการสร้างเมลานินและโปรตีนของเซลล์มะเร็งหนไูด้เรียงจากมากไปน้อยดงันี ้สาร

สกดับวับกด้วยเอธิลอะซีเตท สารสกดัยา่นางด้วยเอธิลอะซีเตท สารสกดัยา่นางด้วยนํา้  สารสกดักวาวเครือด้วยเอธิล        อะซี

เตท  และสารสกดัหมอ่นด้วยเอธิลอะซีเตท ในขณะท่ีเม่ือนําสารสกดัเหล่านีม้าเก็บกกัในนีโอโซมไม่พบการกระตุ้นการสร้างเม

ลานิน ซ่ืงสารสกดัอาจมีความคงตวัสงูในนีโอโซม แตอ่าจถกูปลดปล่อยออกมาจากนีโอโซมได้ในการศกึษา in vivo ซึ่งจะต้อง

ทําการศกึษาตอ่ไป 
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Effects of crude extracts, fractions and fractions loaded in niosomes on melanogenesis in 
B16F10 melanoma cells 

 
Aranya Manosroi1,2, Puxvadee Chaikul1, Pisit Chainonthee2, Laksana Charoenchai3, Chutinun 
Prasitpuripreecha3, Wandee Rungseevijitprapa3, Worapaka Manosroi4 and Jiradej Manosroi1,2 
1Faculty of Pharmacy, Chiang Mai University, Chiang Mai 50200, Thailand  
2Natural Products Research and Development Center (NPRDC), Science and Technology 
Research Institute (STRI), Faculty of Pharmacy, Chiang Mai University, Chiang Mai 50200 
Thailand  
3Faculty of Pharmaceutical Sciences, Ubon Ratchathani University, Ubon Ratchathani 34190, 
Thailand  
4Faculty of Medicine, Chiang Mai University, Chiang Mai 50200, Thailand 
E-mail addresses: a.manosroi@gmail.com 
 
Introduction and Objective   
Melanogenesis, the pigment formation process in melanocytes, involves the enzymatic 
oxidation of tyrosine to melanin. The decreased melanogenesis leads to the hypopigmentation 
state occurring both in the skin and hair. The objective of this study was to perform the in vitro 
melanogenesis effects of plant crude extracts, the semi-purified fractions of the plant crude 
extracts and the semi-purified fraction of the plant crude extract loaded in niosomes in B16F10 
melanoma cells.  
Methods  
The 20 crude extracts prepared by different extraction processes of Pueraria mirifica (White 
Kwao Krua), Clitoria ternatea (Blue Pea), Centella asiatica (Asiatic Pennywort), Morus alba 
(Mon) and Tiliacora triandra (Ya Nang) were evaluated for in vitro melanogenesis 
stimulation. The five top crude extracts were selected for the semi-purified plant fraction 
preparation. The semi-purified plant fractions were then investigated for melanogenesis 
induction activity in comparing to their crude extracts. The fraction with the highest 
melanogenesis induction was selected to load in niosomes composing of Tween61 and 
cholesterol. The semi-purified fraction loaded in niosomes and the blank niosomes were 
evaluated for melanogenesis effects in comparing to theophylline (a positive reference). 
Results  
The top five crude extracts which gave high melanogenesis stimulation were the aqueous and 
ethyl acetate extracts of Asiatic Pennywort, the ethyl acetate extract of Ya Nang, the ethyl 
acetate extract of White Kwao Krua and the ethyl acetate extract of Mon. The crude extract and 
its semi-purified fractions, especially the hexane fraction, of White Kwao Krua showed the 
highest melanin induction and tyrosinase activity of 1.46 and 2.06 folds of the control, 
respectively. Also, the hexane fraction of White Kwao Krua extract loaded in niosomes 
demonstrated higher melanin induction than the free fraction and crude extract, but lower than 
the blank niosomes.           
Conclusion  
The crude extract and semi-purified fractions of White Kwao Krua demonstrated the high in 
vitro melanogenesis induction activity. This may be from the biological active compounds, 
such as saturated fatty acids and the phytoestrogenic compounds, in White Kwao Krua. The 
lower melanin induction of White Kwao Krua fraction loaded in niosomes may be from the 
tightly entrapped of the bioactive compounds in the niosomal vesicles that cannot be released 
to penetrate into the cells.         
 
Keywords: Melanogenesis, White Kwao Krua, Niosomes, Plant extracts, Hypopigmentation 
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Inhibition of 5-α reductase and MMP-2 activity of White Kwao Krua (Pueraria mirifica 

Airy Shaw et Suvatab) extracts prepared by scCO2 fluid 
 
Aranya Manosroi1,2, Korawinwich Boonpisuttinant1, Worapaka Manosroi3, and Jiradej 
Manosroi1, 2 
 
1Faculty of Pharmacy, Chiang Mai University, Chiang Mai 50200, Thailand  
2Natural Products Research and Development Center (NPRDC), Science and Technology 
Research Institute (STRI), Faculty of Pharmacy, Chiang Mai University, Chiang Mai 50200 
Thailand 
3Faculty of Medicine, Chiang Mai University, Chiang Mai 50200, Thailand 
E-mail addresses: pmpti005@chiangmai.ac.th, wataru_dream@hotmail.com 
peng_tle@hotmail.com, pmpti006@chiangmai.ac.th 
 
Introduction and Objective   

The main cause of hair loss is from the high expression of testosterone 5-α redutase 
type 1 (SRD5A1) gene predominated in human scalp skin, especially in the dermal papilla as 
well as the imbalance of the MMP-2 level which causes inflammatory response around the 
lower portion of the hair follicles and scalps. The objective of this study was to compare the 5-
α redutase type 1 mRNA expression and MMP-2 activities of the White Kwao Krua (WKK) 
extract prepared by ethyl acetate maceration (WKK1) and the supercritical carbondioxide fluid 
(scCO2) extraction. 
Methods  

The bioactive contents (daidzein, genistein, puerarin, flavone and linoleic acid) of the 
extracts from the tuberous roots of WKK prepared by ethyl acetate maceration (WKK1) and 
the supercritical carbondioxide fluid (scCO2) with the fluid carbon dioxide at the flow rate of 
20 g/min and ethanol as a co-solvent at 1% w/v (WKK2), 5% w/v (WKK3) and 10% w/v 
(WKK4) were investigated by HPLC. The free radical scavenging activity of the WKK 
extracts were determined by the DPPH assay. The inhibition of SRD5A1 mRNA expression on 
DU-145 cell line and MMP-2 on human skin fibroblasts were also investigated. 
Results  

The WKK1 and WKK3 extracts gave the highest extraction yields (1.08 and 0.24%), 
the bioactive compound contents (daidzein, genistein, puerarin, flavone and linoleic acid of 
0.36, 0.17, 0.00, 0.61 and 0.45%; 0.06, 0.02, 2.04, 0.02 and 13.20%) and free radical 
scavenging activity (SC50 of 2.32 ± 0.35 and 3.30 ± 0.60 mg/ml). The WKK3  (0.5 mg/ml) 
which gave no cytotoxicity (90% cell viability) on human skin fibroblasts exhibited the highest 
testosterone 5α-reductase type 1 (SRD5A1) mRNA expression, and MMP-2 inhibitions at 24 
hr (p < 0.05) of 23.31 and 48.69%, respectively. The linoleic acid together isoflavone and 
flavone contents in the WKK extracts appeared to be responsible for these inhibition effects.  
Conclusion  

This study has demonstrated that the WKK extract prepared by scCO2 with 5% ethanol 
as a co-solvent (WKK3) has the potential to be developed as a cosmetic product for anti-hair 
loss treatment. 
Keywords: Testosterone 5-α redutase type 1, Matrix metalloprotenase-2, Pueraria mirifica, 
White Kwao Krua, Supercritical carbon dioxide, Anti-hair loss 
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ตารางเปรียบเทียบวัตถุประสงค์กจิกรรมที่วางแผนไว้ 

กจิกรรมที่ดาํเนินการมาและ 

ผลที่ได้รับตลอดโครงการ 
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ตารางเปรียบเทียบวัตถุประสงค์กิจกรรมท่ีวางแผนไว้กิจกรรมท่ีดาํเนินการมาและ 

ผลท่ีได้รับตลอดโครงการ 

 

กิจกรรม 
ปีท่ี 1 ปีท่ี 2 ปีท่ี 3 

1-6 7-12 1-6 7-12 1-6 7-12 
1. การคดัเลือกสมนุไพร       

2. การเตรียมสารสกดัสมนุไพร       

3. การศกึษาสมบตัิตา่งๆ ของสารสกดัจาก

สมนุไพร 

      

4. การพฒันาอนภุาคขนาดนาโนและการเก็บ 

กกัสารสกดัสมนุไพรในอนภุาคขนาดนาโน 

      

5. การศกึษาสมบตัิทางเคมีและกายภาพและ 

ความคงตวัของอนภุาคขนาดนาโนท่ีพฒันาได้ 

      

6. การศกึษาฤทธ์ิชว่ยให้ผมดํา       

7. การศกึษาการดดูซมึผา่นรูขมุขน       

8. การคํานวณต้นทนุการผลิต       

9. การนําเสนอผลงาน       

 

หมายเหตุ      แผนการดาํเนินงานวิจัยท่ีได้เสนอไว้  

             งานวิจัยท่ีได้ดาํเนินการจริง 
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ตารางแผนงานเปรียบเทียบกับ output ท่ีเสนอในข้อเสนอโครงการและท่ีได้จริง 
 

กจิกรรมที่เสนอในข้อเสนอโครงการ กจิกรรมที่ได้ทาํจริง 

1. การคดัเลือกสมนุไพร ได้คัดเลือกสมุนไพร 5 ตัว คือ กวาวเครือขาว หม่อน 

ย่านาง อญัชันและบัวบก แล้วนํามาเตรียมเป็นสารสกัด

หยาบแล้วจัดทํา specification และ phytochemistry 

ของสารสกดัหยาบ (ภาคผนวกที่ 1,2) 

2. การเตรียมสารสกดัสมนุไพร ได้นําสมนุไพรท่ีคดัเลือกมาเตรียมเป็นสารสกดัหยาบและ

สารกึง่บริสทุธ์ิ (ภาคผนวกที่ 10) 

3. การศกึษาสมบติัตา่งๆ ของสารสกดัจากสมนุไพร ได้ทดสอบฤทธ์ิต่างๆ ของสารสกัดหยาบและสารกึ่ง

บ ริสุท ธ์ิ ของสมุน ไ พร ท่ี คัด เลื อกมา ซึ่ ง ไ ด้แ ก่  ฤท ธ์ิ 

antioxidant, ฤทธ์ิกระตุ้นการสร้างเม็ดสีและฤทธ์ิยับยัง้

เอน็ไซม์ไทโรซิเนส (ภาคผนวกที่ 3, 4, 8, 11, 12) 

4. การพฒันาอนภุาคขนาดนาโนและการเก็บ 

กกัสารสกดัสมนุไพรในอนภุาคขนาดนาโน 

ได้นําสารสกดัหยาบและสารสกดักึ่งบริสทุธ์ิของสมนุไพร

ท่ีคดัเลือกมาเก็บกกัในอนุภาคขนาดนาโนแล้วศกึษาฤทธ์ิ

และคณุสมบติัตา่งๆ รวมทัง้การจดัทํา specification ของ

ตํารับท่ีพฒันาได้ (ภาคผนวกที่ 5, 6, 7, 8, 9, 13) 

5. การศกึษาสมบติัทางเคมีและกายภาพและ 

ความคงตวัของอนภุาคขนาดนาโนท่ีพฒันาได้ 

ได้ศึกษาความคงตัวทางกายภาพและเคมีของอนุภาค

ขนาดนาโน (นีโอโซม) ท่ีเก็บกักสารสกัดกึ่งบริสุทธ์ิของ

กวาวเครือ เม่ือเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิต่างๆ เป็นเวลา 3 เดือน 

(ภาคผนวกที่ 13) 

6. การศกึษาฤทธ์ิช่วยให้ผมดํา ได้ทําการศกึษาฤทธ์ิช่วยให้ผมดําของสารสกดัหยาบและ

สารสกัดกึ่งบริสุทธ์ิของสมุนไพรท่ีคดัเลือกทัง้ท่ีไม่ได้เก็บ

กักและเก็บกักในนีโอโซม โดยได้ศึกษาฤทธ์ิกระตุ้นการ

สร้างเม็ดสีเมลานินและโปรตีนของเซลล์มะเร็ง B16F10 

(ภาคผนวกที่ 4,9,12) 

7. การศกึษาการดดูซมึผ่านรูขมุขน ได้ศึกษาการดูดซึมผ่านรูขุมขนของสารสกัดกึ่งบริสุทธ์ิ

จากกวาวเครือขาวท่ีเก็บกักในนีโอโซมบนผิวหนังของหู

หมโูดยใช้ Franz diffusion cells (ภาคผนวกที่ 15) และ

ได้รับอนุมัติการใช้สัตว์ทดลองจากคณะแพทยศาสตร์ 

มหาวิทยาลยัเชียงใหม ่(ภาคผนวกที่ 16) 

8. การคํานวณต้นทนุการผลิต ได้คํานวณต้นทุนการผลิตสารสกัดกึ่งบริสุทธ์ิกวาวเครือ

ขาวท่ีไม่ได้เก็บกักและเก็บกกั 2% ในนีโอโซมโดยมีราคา

ต่อกิโลกรัมเท่ากับประมาณ 60,000 และ 2,400 บาท 

ตามลําดบั (ภาคผนวกที่ 17) 

9. การนําเสนอผลงาน ได้นําเสนอผลงานในการประชุมวิชาการระดับประเทศ

และนานาชาติดงัในกิจกรรมท่ีเก่ียวข้องกบัการนําผลงาน

โครงการไปใช้ประโยชน์ 
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ตารางแผนงานเปรียบเทยีบกับ output ที่เสนอในข้อเสนอโครงการและที่ได้จริง 
 

output กรณีท่ีล่าช้า (ผลสาํเร็จไม่ถงึ 

100%)ให้ระบุสาเหตุและการ

แก้ไขท่ีดาํเนินการ 
กิจกรรมในข้อเสนอโครงการ/หรือ 

จากการปรับแผน 

ผลสาํเร็จ (%) 

1. การคดัเลือกสมนุไพร 100 % - 

2. การเตรียมสารสกดัสมนุไพร 100 % - 

3. การศกึษาสมบตัิตา่งๆ ของสารสกดัจาก

สมนุไพร 

100 % - 

4. การพฒันาอนภุาคขนาดนาโนและการ

เก็บกกัสารสกดัสมนุไพรในอนภุาคขนาด

นาโน 

100 % - 

5. การศกึษาสมบตัิทางเคมีและกายภาพ

และความคงตวัของอนภุาคขนาดนาโนท่ี

พฒันาได้ 

100 % - 

6. การศกึษาฤทธ์ิชว่ยให้ผมดํา 100 % - 

7. การศกึษาการดดูซมึผา่นรูขมุขน 100 % - 

8. การคํานวณต้นทนุการผลิต 100 % - 

9. การนําเสนอผลงาน 100 % - 
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สรุปค่าใช้จ่ายโครงการวิจัย 
 

ช่ือโครงการ  “การพัฒนาการเก็บกักสารสกัดจากสมุนไพรพืน้บ้านไทยในอนุภาคขนาดนาโน 
        เพ่ือใช้รักษาผมหงอก” (Research and Development of Extracts from Thai  
        Traditional Medicinal Plants in Nanoparticles for White Hair Treatment) 

 
1. ปีงบประมาณ 2552  
 1.1. งบประมาณท่ีได้รับ       320,500      บาท 

1.2. การใช้เงิน 
 

หมวด รายการ จาํนวนเงนิ (บาท) 
- ค่าจ้างผู้ช่วยวิจัย 
 
 
 
 
 
 
 
- ค่าวัสด ุ
 
 
- ค่าใช้สอย 

ผู้ชว่ยวิจยั (นกัศกึษาปริญญาเอก) 2 คน 
เดือนละ 10,000 บาท เพ่ือ : 
- เตรียมสารสกดั 
- ศกึษาสมบตัแิละฤทธ์ิตา่งๆ ของสารสกดั 
- จดัทํารายงาน 
- วิเคราะห์/ประเมินผล 
- เตรียมผลงานวิจยัเพ่ือนําเสนอผลงาน 
 
คา่สมนุไพรตา่งๆ ท่ีใช้ในงานวิจยั 
(ใบแทนใบเสร็จ) 
 
คา่จ้างเหมาเตรียม ล้างและอบสมนุไพรและ
ล้างเคร่ืองแก้ว 1 คน เดือนละ 5,000 บาท 
 

240,000 
 
 
 
 
 
 

 
20,500 

 
 

60,000 

 รวมปีที่ 1 320,500 
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2. ปีงบประมาณ 2553 
 2.1 งบประมาณท่ีได้รับ  347,200  บาท 
 2.2 การใช้เงนิ 

 

หมวด รายการ จาํนวนเงนิ (บาท) 
- ค่าจ้างผู้ช่วยวิจัย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
- ค่าวัสด ุ
 
 
 
- ค่าใช้สอย 

ผู้ชว่ยวิจยั (นกัศกึษาปริญญาเอก) 2 คน 
เดือนละ 12,000 บาท เพ่ือ : 
- พฒันาอนภุาคขนาดนาโน 
- ศกึษาสมบตัทิางเคมี-กายภาพของอนภุาค
ขนาด 
  นาโน 
- ศกึษาฤทธ์ิช่วยให้ผมดําในเซลล์เพาะเลีย้งใน 
  หลอดทดลอง 
- ศกึษาการดดูซมึผา่นหนงัหม ู
- เตรียมสารสกดัสมนุไพร 
- เขียนรายงาน/ วิเคราะห์/ ประเมินผล 
- เตรียมผลงานวิจยั/ นําเสนอผลงานวิจยั 
 
สารเคมีตา่งๆ เชน่ Tween 61, Cholesterol, 
อาหารเลีย้งเซลล์ RPMI, อาหารหม,ู ลกูหม,ู 
เคร่ืองแก้วตา่งๆ (ใบแทนใบเสร็จ) 
 
คา่จ้างเหมาเตรียมหนงัหม ู/ล้างเคร่ืองมือ 
เคร่ืองแก้วตา่งๆ 1 คน  6 เดือนๆ ละ 5,000 
บาท 
 

288,000 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

29,200 
 
 
 

30,000 

 รวมปีที่ 2 347,200 
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3. ปีงบประมาณ 2554 
 3.1 งบประมาณท่ีได้รับ  370,800  บาท 
 3.2 การใช้เงนิ 
 

หมวด รายการ จาํนวนเงนิ (บาท) 
- ค่าจ้างผู้ช่วยวิจัย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
- ค่าวัสดุ 
 
 
 
- ค่าใช้สอย 

ผู้ชว่ยวิจยั (นกัศกึษาปริญญาเอก) 2 คน 
เดือนละ 12,000 บาท เพ่ือ : 
- พฒันาอนภุาคขนาดนาโน 
- ศกึษาสมบตัทิางเคมี-กายภาพของอนภุาค 
  ขนาดนาโน 
- ศกึษาฤทธ์ิช่วยให้ผมดําในเซลล์เพาะเลีย้งใน 
  หลอดทดลอง 
- ศกึษาการดดูซมึผา่นหนงัหม ู
- เตรียมสารสกดัสมนุไพร 
- การคํานวณต้นทนุการผลิต 
- เขียนรายงาน/ วิเคราะห์/ ประเมินผล 
- เตรียมผลงานวิจยั/ นําเสนอผลงานวิจยั 
 
สารเคมีตา่งๆ เชน่ Tween 61, Cholesterol, 
อาหารเลีย้งเซลล์ RPMI, อาหารหม,ู ลกูหม,ู 
เคร่ืองแก้วตา่งๆ (ใบแทนใบเสร็จ) 
 
คา่จ้างเหมา 1 คน เพ่ือเตรียมสมนุไพร/ อบ/ 
ล้างเคร่ืองแก้ว/ เตรียมหนงัหม ูฯลฯ เดือนละ 
5,000 บาท 
 

288,000 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
22,800 

 
 
 

60,000 

 รวมปีที่ 3 370,800 

 

 

 

                                            ลงช่ือ____________________________________ 
                                                          (ศาสตราจารย์ ดร.ภญ. อรัญญา  มโนสร้อย ) 
                                                                      หวัหน้าโครงการวิจยัท่ี 3 
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