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บทคดัยอ่ 

 

   การศึกษาน้ีเป็นการศึกษาการเตรียมไลโปโซมท่ีบรรจุนํ้ ามนักานพลู แบ่งการศึกษาออกเป็น 4 ขั้นตอน 

ขั้นตอนแรกสกดัสารปนเป้ือนออกจากฟอสฟาทิดิลโคลีน (PC) โดยใชเ้ทคนิคโครมาโตกราฟฟ่ี โดย PC ท่ี

ไดมี้การควบคุมคุณภาพโดยใช ้ วิธีวิเคราะห์ตาม Bartlett’s assay   ขั้นท่ีสองเตรียมไลโปโซมจาก PC 3 

แหล่ง คือ PC ท่ีสกดัจาก PC ความบริสุทธ์ิตํ่า(PPC)  PC ความบริสุทธ์ิตํ่าซ่ึงซ้ือมาจากบริษทัก่อนการสกดั

(CPC)  และ PC ความบริสุทธ์ิสูง (HPC)  ในการเตรียมไลโปโซมใช ้2 เทคนิค คือ reverse phase 

evaporation และ thin film method เปรียบเทียบอตัราส่วนโดยโมลของฟอสฟาทิดิลโคลีนต่อ

คอเลสเตอรอลท่ี 1:0 1:1 7:3 และ 9:1   ขั้นตอนท่ีสามคือการวดัขนาดและควบคุมขนาดไลโปโซมท่ีเตรียม

ไดจ้ากทั้ง 2 วิธี  ขั้นตอนสุดทา้ยไลโปโซมท่ีบรรจุนํ้ามนักานพลูท่ีเตรียมไดมี้การศึกษาทางกายภาพโดยใช้

กลอ้งจุลทรรศนอิ์เลก็ตรอนแบบส่องผ่านและการวิเคราะห์ทางเคมีโดยใชก๊้าซโครมาโตกราฟฟีในการหา

ปริมาณสารยจีูนอลซ่ึงเป็นสารสาํคญัในนํ้ามนักานพล ู  

ผลการศึกษาพบวา่ PPC CPC และ HPC มีปริมาณฟอสฟอรัสเท่ากบั ร้อยละ 68.67+ 3.90 % 

39.00 + 4.38% และ 70.00 + 4.25% ตามลาํดบั วิธีการเตรียมไลโปโซมแบบ thin film ท่ีอตัราส่วน 1:1 

ใหไ้ลโปโซมชนิดผนงัหลายชั้น โดยขนาดอนุภาคของไลโปโซม คือ 204.32±259.82, 246.99±125.16 และ 

243.45±165.76 นาโนเมตร ตามลาํดบั และพบวา่ไลโปโซมท่ีเตรียมจาก PPC และ CPC มีลกัษณะของผนงั

หลายชั้นเหมือนกบั HPC แต่ลกัษณะของไลโปโซมท่ีเตรียมจาก CPC มีลกัษณะของผนงัท่ีไม่ค่อยสมบูรณ์ 

และมีค่าการกระจายขนาดสูงกวา่ไลโปโซมท่ีเตรียมจาก PPC และ HPC เม่ือทาํการควบคุมขนาดของไล

โปโซมโดยนาํอนุภาคผา่น liposome extruder พบวา่ทาํใหก้ารกระจายตวัแคบลง โดยดูจาค่า poly 

dispersion index (PI) ท่ีลดลงโดยมีขนาดของไลโปโซมของ extruded HPC extruded CPC และ extruded 

HPC  200.76±0.58, 200.23±0.19 และ 200.35±0.43 นาโนเมตร ตามลาํดบั การศึกษาทางเคมีพบวา่ไลโป

โซมท่ีเตรียมไดจ้าก PPC สามารถบรรจุ Eugenol ไดใ้กลเ้คียงกบัไลโปโซมท่ีเตรียมจาก HPC  หลงัศึกษา

ความคงตวัโดยเกบ็ไวท่ี้ อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 3 เดือน  พบวา่รูปร่างของไลโปโซมท่ีเตรียม

จากทุกแหล่งของ PC ไม่มีการเปล่ียนแปลงอยา่งมีนยัสาํคญั ดงันั้น   PPC สามารถนาํมาใชเ้ตรียมไลโป

โซมท่ีมีความสามารถบรรจุนํ้ามนักานพลเูท่าๆกบัไลโปโซมท่ีเตรียมไดจ้าก HPC 
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Abstract 

This research particularly focuses on preparation of liposomes which can efficiently maintain 

stability and quality of clove oil.   The research method used in this study can be divided into four main 

steps.  First, phosphatidylcholine (PC) was purified by using techniques called column chromatrography 

and thin layer chromatrography. Each source of PC was chemically evaluated using Bartlett’s assay.  

Second, liposomes from three different sources of PC (i.e., purified PC from commercial PC (PPC), 

commercial PC (CPC) and commercial high-purified PC (HPC)) were prepared by using two different 

methods: thin film method and reverse evaporation.  Four different molar ratios of PC to cholesterol: 

1:0, 9:1, 7:3 and 1:1 were investigated.  Third, size and size distribution control were analyzed by 

extruding liposomes obtained from the two techniques through syringe extruders.  Finally, a physical 

study of liposome containing clove oil was performed using transmission electron microscopy (TEM), a 

chemical study of eugenol was performed using gas chromatography (GC) and a stability study was 

performed at a temperature of 4 degree Celsius for 3 months.,  

The research results showed that PPC, CPC and HPC contained 68.67+ 3.90 %, 39.00 + 4.38% 

and 70.00 + 4.25% of PC respectively (the amounts were calculated by weight using inorganic 

phosphorus).  Thin film method and 1:1 molar ratio of PC to cholesterol showed multilamellar structure 

in the liposome from every source with size of 204.32±259.82, 246.99±125.16 and 243.45±165.76 nm. 

PPC, CPC and HPC respectively. The multilamellar structure of liposome analyzed by using TEM 

showed that liposome from PPC and CPC were similar to that from HPC while liposome prepared by 

CPC showed incomplete multilamellar structure and high polydispersion index (PI) with size of 

200.76±0.58, 200.23±0.19 and 200.35±0.43 nm with extruded PPC, extruded CPC and extruded HPC 

respectively. The results showed that liposome extruded through a syringe extruder had low PI since 

size of liposome was controlled by membrane. In addition, results of the chemical study showed that the 

amount of eugenol contained in the liposome from PPC was nearly equivalent to that contained in the 

HPC.  After storage, in 4 °C for 3 month the morphology of liposome from each type of PC did not 

change significantly.   Liposome prepared by HPC or PPC could maintain eugenol after stability.  Thus, 

PPC could be a good source for liposome as comparing to HPC in term of quality of containing 

substance and stability. 
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บทนํา  (Introduction) 

 

ความสําคัญที่มาของปัญหา 

 

ปัจจุบนัการใชย้าชาในการลดความเจ็บปวดทั้งหมดเป็นยาแผนปัจจุบนัท่ีมีผลในการรักษาและ

ความปลอดภยัท่ีไดผ้่านการทดสอบทางเภสัชวิทยาและพิษวิทยาแลว้(1) นอกจากน้ีจากการศึกษาทางเคมี

พบวา่มีสารจากธรรมชาติหลายชนิดท่ีมีผลทาํใหเ้กิดอาการชาได ้เช่น นํ้ามนักานพลู(2) ซ่ึงเป็นนํ้ามนัท่ีสกดั

มาจาก Syzygium aromaticum (Linn.) มีสารสาํคญั คือ eugenol มีปริมาณร้อยละ 75 ถึง 88 นอกจากน้ียงัมี

สาร carryophyllene ปริมาณร้อยละ 5 ถึง 8 และ acetyleugenol ปริมาณร้อยละ 4 ถึง 15 มีคุณสมบติัเป็น

นํ้ามนัหอมระเหยสีเหลืองอ่อน ใส มีกล่ินและรสท่ีเป็นคุณสมบติัเฉพาะของนํ้ามนักานพลู มีสีเขม้ข้ึนเม่ือ

สัมผสักบัอากาศ สี สามารถละลายไดใ้นแอลกอฮอลท่ี์มีความเขม้ขน้ร้อยละ 70 ไดใ้นอตัราส่วนระหว่าง

นํ้ ามนักานพลูกบัแอลกอฮอล1์:2 เน่ืองจากสามารถเปล่ียนสีไดเ้ม่ือสัมผสัอากาศจึงควรเก็บในภาชนะ

ป้องกนัแสงและเก็บท่ีอุณหภูมิตํ่ากว่า 25 องศาเซลเซียส ทั้งน้ียงัไม่มีขอ้มูลเร่ืองของระยะเวลาในการเกิด

เปล่ียนแปลงของ ซ่ึงนํ้ามนักานพลมีูฤทธ์ิในการฆ่าเช้ือแบคทีเรีย ลดอาการปวดศีรษะไมเกรน รักษาอาการ

วิงเวียนศีรษะ แกท้อ้งอืดทอ้งเฟ้อ ขบัลมและช่วยย่อยอาหาร เป็นตน้ และยงัมีฤทธ์ิท่ีสาํคญั คือ ทาํให้เกิด

อาการชาได ้โดยมกัใชเ้ป็นยาชาลดความเจ็บปวดจากอาการปวดฟันหรือจากการทาํฟัน เน่ืองจากสามารถ

ทาํใหเ้กิดอาการชาเฉพาะท่ีไดจ้ากการยบัย ั้งการสร้างสารสร้างความเจ็บปวด prostaglandin ท่ีเป็นผลมา

จาก eugenol ดงันั้นปริมาณการไดรั้บ eugenol เขา้สู่ร่างกายในแต่ละวนัไม่ควรเกิน 2.5 มิลลิกรัมต่อ

กิโลกรัม  ในปัจจุบนัยงัไม่มีการพฒันานํ้ามนักานพลใูหเ้ป็นรูปแบบท่ีมีความคงตวัและสามารถกกัเก็บสาร

หอมระเหยเอาไวไ้ด ้ในการใชใ้นการลดอาการปวดฟันมกัใชร่้วมกบั zinc oxide วิธีการใชโ้ดยใชส้าํลีจุ่ม

ส่วนผสมของนํ้ามนักานพลูและ zinc oxide แลว้ทาหรืออุดบริเวณท่ีปวด(3) จากการใชใ้นแบบดั้งเดิมน้ีทาํ

ให้นํ้ ามนักานพลูมีโอกาสสัมผสัอากาศไดม้ากทาํให้เกิดความไม่คงตวัและไม่สามารถรักษาคุณภาพของ

สารหอมระเหยไวไ้ด ้ดงันั้นจึงมีการพฒันานํ้ ามนักานพลูให้อยู่ในรูปท่ีมีความคงตวัโดยการเก็บกกัไว้

ในไลโปโซม 

 ไลโปโซม เป็นอนุภาคทรงกลมขนาดเลก็ซ่ึงมีผนงัเป็นสารไขมนัประเภท ฟอสโฟไลปิด ซ่ึงอาจมี

ผนงัชั้นเดียว (unilamellar vesicle) หรือหลายชั้น (multilamellar vesicle) ภายในอนุภาคไลโปโซมจะมีวฏั

ภาคนํ้ า (aqueous phase) และวฏัภาคนํ้ามนั (oil phase) ซ่ึงทั้งสองวฏัภาคสามารถบรรจุยาหรือสารท่ี

ตอ้งการได ้และในปัจจุบนัมีการวิจยัเก่ียวกบัการนาํไลโปโซม มาใช้เป็นตวัพายาหรือสารต่างๆเขา้สู่

ร่างกาย ซ่ึงเป็นการใชท้ั้งทางยาและเคร่ืองสาํอาง(4) ในการใชท้างยา เช่น ไลโปโซมท่ีบรรจุยาตา้นเช้ือรา 

เช่น แอมโฟเทอริซินบี(5) ยาตา้นมะเร็ง เช่น ดอกซอรูบิซิน(6) ยาตา้นไวรัส เช่น  ฟอสคาร์เนต(7)และยาตา้น

แบคทีเรีย เช่น เพนิซิลลิน(8) เป็นตน้ ส่วนในการใชท้างเคร่ืองสําอางนั้น มีการใชไ้ลโปโปโซมบรรจุ

วิตามินเอ เช่น เทรทิโนอิน(9) เป็นตน้ วิธีในการเตรียมไลโปโซมมีหลายวิธี เช่น ether injection, double 

emulsion technique, freeze drying, polyol dilution method แต่ในการศึกษาน้ีเลือกวิธี thin film method 

และ reverse phase evaporation ซ่ึงทั้งสองวิธีสามารถทาํใหเ้กิดไลโปโซมท่ีสามารถบรรจุยาหรือสารท่ีมี
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คุณสมบัติชอบนํ้ ามัน(lipophilic) ได้เน่ืองจากอาจสามารถทําให้เกิดไลโปโซมชนิด multilamellar 

liposome ซ่ึงทาํใหมี้จาํนวน bilayer หลายชั้นสาํหรับการกกัเก็บสารท่ีมีคุณสมบติั lipophilic ไดใ้นปริมาณ

สูง 

 การนาํไลโปโซมเก็บกกันํ้ ามนักานพลูมีคุณสมบติัเป็นสารหอมระเหยนาํมาใชท้างทนัตกรรม 

นอกจากอาจสามารถเพ่ิมความคงตวัของนํ้ามนักานพลูไดเ้น่ืองจากไลโปโซมจะช่วยป้องกนัการสลายตวั

และการระเหยของนํ้ ามนักานพลูท่ีกกัเก็บไวใ้นไลโปโซมแลว้ ไลโปโซมท่ีเตรียมข้ึนยงัมีผนงัภายนอกท่ี

เป็นส่วนประกอบไขมนัท่ีสามารถจบักบัไฮดรอกซีอะพาไทต์ (hydroxyapatite) ของฟันชั้นอินาเมล

(enamel) ซ่ึงทาํใหไ้ลโปโซมอาจจบักบัฟันไดแ้น่นและนานสารหรือยาท่ีกกัเก็บไวใ้นไลโปโซมสามารถ

ออกฤทธ์ิตามท่ีตอ้งการได ้พบว่าการกินอาหาร ด่ืมนํ้ า หรือกลืนนํ้ าลายไม่ทาํให้ไลโปโซมหลุดออกจาก

ฟัน(5)  

 

วตัถุประสงค์ 

1.  เพ่ือศึกษาไลโปโซมท่ีเตรียมไดจ้ากเลซิทินท่ีมาจาก soy bean  

2. เพ่ือศึกษาเปรียบเทียบไลโปโซมท่ีไดจ้ากวิธีการเตรียมไลโปโซมระหวา่งวิธี thin film method 

และ reverse phase evaporation 

3.  เพ่ือศึกษาหาอตัราส่วนประกอบไขมนัและคอเลสเตอรอลท่ีมีผลทาํให้คุณสมบติัทางเคมี

กายภาพของไลโปโซม 

4.    เพ่ือศึกษาหาปริมาณนํ้ามนักานพลท่ีูสามารถกกัเกบ็ในไลโปโซมไดอ้ยา่งเหมาะสม 

5.   เพ่ือศึกษาหาความคงตวัทางกายภาพและทางเคมีของไลโปโซมท่ีบรรจุ นํ้ามนักานพล ู

 

ขอบเขตการวจิยั 

การวิจยัน้ีเป็นการศึกษาถึง ไลโปโซมในการบรรจุสารหอมระเหย ทั้งน้ีจะมุ่งเนน้ดา้นการ

ปรับปรุงสูตรการเตรียม และวิธีการเตรียมไลโปโซมเพ่ือใหส้ามารถเกบ็กกัสารหอมระเหยใหมี้

ประสิทธิภาพดี ทั้งน้ีจะเร่ิมจากการสกดัเลซิตินจากเลซิตินจากถัว่เหลืองท่ีความบริสุทธิตํ่า จนเกิดเป็นไล

โปโซม ท่ีบรรจุนํ้ามนักานพลู 

 

ทฤษฏี และ แนวความคิดที่นํามาใช้ในการวจิัย 

 

การเตรียมสารหอมระเหยโดยการบรรจุใส่ในไลโปโซม นบัเป็นการพฒันาใหส้ารประเภทน้ีสามารถ

มีความคงตวัท่ีดี  อีกทั้งเป็นการนาํเอานวตักรรม ระบบนาํส่งยามาประยกุตใ์ชก้บังานดา้นสมุนไพร ซ่ึง

รูปแบบของการเกบ็กกัน้ีคาดวา่จะนาํมาพฒันาเพ่ือเป็นการผลิตในอุสาหกรรมเก่ียวกบัสารหอมระเหย ใน

ประเทศต่อไปได ้
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ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 

1. ทราบถึงผลของเลซิทินท่ีมาจาก soy bean ในการเตรียมไลโปโซม  

2. ทราบถึงการเปรียบเทียบผลของการเตรียมไลโปโซมจากวิธีการเตรียมไลโปโซมต่างวิธีในการ

เตรียมระหวา่ง thin film method และ reverse phase evaporation 

3.  ทราบถึงอตัราส่วนประกอบไขมนัต่อคอเลสเตอรอลท่ีทาํใหไ้ลโปโซมมีคุณสมบติัท่ีดี 

4.  ทราบถึงปริมาณนํ้ามนักานพลท่ีูสามารถกกัเกบ็ได ้

5.  ทราบถึงความคงตวัทางกายภาพและเคมีของไลโปโซม 

6.  สามารถนาํมาเป็นแนวทางในการพฒันาไลโปโซมท่ีสามารถกกัเกบ็นํ้ามนัหอมระเหยชนิดต่างๆทั้ง

ในระดบัหอ้งปฏิบติัการ และระดบัอุตสาหกรรมต่อไป 
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สารเคมี และวิธีดาํเนินการวิจยั (Material and Method) 

 

สารเคมี :  

 

40%Phosphatidylcholine (from soy bean, Fluka, Swizerland Lot 1105011 62604010) หรือ CPC 

96%Phosphatidylcholine (from soy bean, Calbiochem,  B64883) หรือ HPC 

Cholesterol (Sigma, USA Lot 111H8488) 

Chloroform,AR grade (Lab-Scan, Ireland 04101010) 

Methanol,AR grade(Fisher Scientific,  060054) 

Sodium hydroxide (BDH Laboratory Supplies, England 191294D036) 

Sodium chloride (Farmitalia Carlo Erba,Italy Cod 479687) 

Sodium dihydrogen phosphate (Merck,Germany Lot A768946 407) 

Disodium hydrogen phosphate (Merck,Germany Lot F997086 532) 

Potassium dihydrogen phosphate (Merck,Germany Lot A768946 507) 

Sulfuric acid (Merck,Germany Lot K23612831 651) 

Ammonium molybdate ( Fluka,Swizerland Lot 232685) 

Fisk-Subbarrow reducer (Sigma,USA Lot 084H78212) 

Hydrogen peroxide (Merck,Germany Lot B768946 615) 

 

เคร่ืองมอื และอุปกรณ์ : 

Analytical balance 

Rotary Evaporator 

Ultrasonic bath 

Vortex mixer 

Gas Chromatographer 

Ultraviolet Spectrophotometer 

pH meter 

Refrigerated centrifuge 

Inverted microscope 

Transmission Electron Microscope(Model JEM-200CX,JOEL®,Japan) 
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วธีิดาํเนินการวจิยั 

1. การวิเคราะห์เลซิตินเชิงคุณภาพและการวิเคราะห์ปริมาณฟอสฟอรัสในสารสกดัเลซิทิน  

 

1.1 การสกดัสารเลซิตินท่ีไดโ้ดยการใช ้    column chromatrography  ร่วมกบั thin layer 

chromatrography โดยใช ้silica gel 60 เป็น stationary phase ทั้งน้ีมีการเปล่ียนแปลงอตัราส่วนของ mobile 

phase  การบรรจุสารเลซิตินจะเร่ิมจากการละลายเลซิตินปริมาณ 1.5 กรัม ใน chloroform 10 มิลลิลิตร 

จากนั้นเกบ็สารท่ีสกดัจาํนวน 30 มิลลิลิตรต่อหลอด เพ่ือนาํไปศึกษาหาปริมาณเลซิตินตินต่อไป  ทั้งน้ีทาํ

การวิเคราะห์สารเลซิตินท่ีบริสุทธิโดยใช ้ TLC aluminium sheet โดยมี mobile phase เป็น 

chloroform:methanol 1:2  เม่ือmobile phase ถึงระดบัท่ีกาํหนดจะนาํ TLC ไปทาํแหง้แลว้ spray ดว้ย 

vanillin เพ่ือศึกษาหาค่า Rf value ต่อไป  ทั้งน้ีสารท่ีไดจ้ากการสกดัคือ  PPC 

 

1.2  การวิเคราะห์เชิงคุณภาพ และเชิงปริมาณของเลซิตินท่ีเตรียมได ้

การวิเคราะห์คุณภาพของเลซิตินท่ีเตรียมไดน้ั้น โดยศึกษาเชิงคุณภาพของ lecithin ท่ีเตรียม

ได ้ ดว้ยวิธี   FTIR spectrophotometer   การใช ้ Thin layer chromatography  และ ศึกษาหาปริมาณ 

phosphorus content วิธี Bartlett’s assay (10-23)  เร่ิมจากนาํ anhydrous potassium dihydrogen phosphate มา

อบใหแ้หง้ท่ีอุณหภูมิ 105 องศา นาน 4 ชัว่โมงในตูอ้บแบบ hot air oven  เตรียม stock solution ของสาร

โดยชัง่ 43.55 มิลลิกรัม ละลายในนํ้าท่ีมีการกลัน่ 2 คร้ัง ทั้งน้ีจะมีความเขม้ขน้ของฟอสฟอรัส เท่ากบั 3 

microole/ml  จากนั้นเตรียมสารละลายสารมาตรฐานของ phosphorus  ในปริมาณ 0.064 0.096 0.128 

0.192 0.224 0.256 micromol/ml   การเตรียม reagent สาํหรับทาํใหเ้กิดสีไดแ้ก่ การผสม กรดซลัฟริูก  5 

โมลลาร์ จาํนวน  5 มิลลิลิตร ลงในนํ้าปริมาณ  50 มิลลิลิตร หลงัจากนั้นเติม ammonium molybdate 0.44 

กรัม ลงในสารละลาย ผสมจนละลายหมดแลว้ปรับปริมาตรใหค้รบ 200 มิลลิลิตรดว้ยนํ้า  จากนั้นเตรียม

สารละลาย Friske Subbarrow โดยชัง่สารจาํนวน 0.8 กรัม ละลายนํ้า 5 มิลลิลิตร การเตรียมสารน้ีจะตอ้งทาํ

ใหม่ทุกวนัท่ีมีการศึกษา 

 การเตรียมตวัอยา่งในการวิเคราะห์ ทาํโดยการนาํสาร phospholipid มา 1 มิลลิกรัม ละลาย

ใน chloroform 1 มิลลิลิตร นาํสารละลายท่ีไดม้า 50 ไมโครลิตร เพ่ือทาํใหแ้หง้ จากนั้นมากระจายตวัในนํ้า

จาํนวน 5 มิลลิลิตร จากนั้นเติมกรดซลัฟริูค 0.4 มิลลิลิตร เขยา่และตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิ 180 องศา นาน 1 

ชัว่โมง  หลงัจากเยน็แลว้นาํมาเติมดว้ย hydrogen peroxide จาํนวน 0.1 มิลลิลิตร แลว้นาํไปไวท่ี้อุณหภมิู 

180 องศานาน 30 นาที  เม่ือตั้งไวใ้หเ้ยน็แลว้ เติมสารละลาย acid molybdate ท่ีเตรียมไวจ้ากขา้งตน้ 

ปริมาณ 4.6 มิลลิลิตร จากนั้นนาํมาใหเ้กิดสีกบัสาร Fiske & Subbarrow reducing agent และสารละลาย 

acid molydate นาํมาอุ่นในอ่างนํ้าร้อน นาน 7 นาที  นาํสารละลายทั้งหมดท่ีเตรียมได ้มาวดัค่าดูดกลืนแสง

ท่ี 800 นาโนเมตร นาํขอ้มลูต่างๆ เพ่ือนาํมาสร้างกราฟมาตรฐานของ phosphorus  และนาํขอ้มลูของเลซิ

ตินตินท่ีเตรียมได ้ แลว้นาํผลท่ีไดไ้ปวดัค่าการดูดกลืนแสง จากนั้นนาํค่าท่ีไดม้าหาค่า phosphorus ดว้ย 

สมการ 
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Phosphorus content = concentration x dilution factor x molecular weight of Phosphorus 

 

   2.   การเตรียมไลโปโซม 

การเตรียมไลโปโซมสาํหรับการศึกษาคร้ังน้ีจะเตรียมได ้ 2 วิธี คือ thin film method และ reverse 

phase evaporation ดงัมีขั้นตอนดงัน้ี 

 

2.1 Thin film method มีขั้นตอนในการเตรียม คือ นาํส่วนผสมของสารไขมนัและ

คอเลสเตอรอลในอตัราส่วนโมลต่างๆ (1:0  1:1 7:3 และ9:1) มาละลายในตวัทาํละลายอินทรีย ์10 มิลลิลิตร 

นาํสารละลายท่ีไดม้าทาํใหแ้หง้จนตวัทาํละลายระเหยหมดในภาวะท่ีกาํหนดความดนัท่ี 400 mmของ

ปรอท และอุณหภูมิท่ี 37 องศาเซลเซียส หลงัจากนั้นจึงเติมสารละลายนํ้าท่ีอาจมีหรือไม่มีสารหรือยาลงใน

แผน่ฟิลม์แลว้จึงเขยา่ผสมใหเ้ขา้กนัโดยใหมี้การพองตวัของเลซิตินอยา่งสมบูรณ์เป็นเวลา 2 ชัว่โมง 

แผน่ฟิลม์จะหลุดออกไดส้ารละลายคอลลอยดข์องไลโปโซม จากนั้นจะมีการเขยา่โดยเคร่ือง vortex mixer 

เป็นเวลา 20 นาทีเพ่ือใหเ้กิดเป็นไลโปโซม  ส่วนของขนาดอนุภาคท่ีได ้ จะมีการใชอุ้ปกรณ์ syringe ช่วย

ในการปรับขนาดใหไ้ดร้ะดบัท่ีตอ้งการและมีการกระจายตวัแคบ ซ่ึงจะมีการเปรียบเทียบระหวา่งขนาด

ของไลโปโซมท่ีผา่น และไม่ผา่นอุปกรณ์ลดขนาด 

 

2.2  Reverse phase evaporation มีขั้นตอนในการเตรียม คือ นาํส่วนผสมของสารไขมนัและ

คอเลสเตอรอลในอตัราส่วนโมลต่างๆ (1:0  9:1  7:3 และ 1:1) มาละลายในตวัทาํละลายอินทรีย ์  10 

มิลลิลิตร แลว้นาํสารละลายไขมนัน้ีมาผสมกบัสารละลายนํ้าท่ีมีหรือไม่มีสารหรือยา จากนั้นนาํของผสมน้ี

มาผสมใหเ้ขา้กนัในอ่างกาํเนิดคล่ืนความถ่ีสูง (sonicator bath) จนเกิดอิมลัชัน่เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นนาํ

อิมลัชัน่ท่ีไดม้าระเหยตวัทาํละลายอินทรียใ์นภาวะท่ีกาํหนดความดนัท่ี 400 mmของปรอท และอุณหภูมิท่ี 

37 องศาเซลเซียส เม่ือตวัทาํละลายอินทรียร์ะเหยหมดจะไดส้ารละลายแขวนตะกอนของไลโปโซม  ส่วน

ขนาดท่ีศึกษาจะเหมือนกบัการทดลองท่ีผา่นมา  

 

3. การประเมินคุณภาพของไลโปโซมในดา้นต่างๆ  

 

การศึกษาคุณลกัษณะของไลโปโซมท่ีเตรียมไดท้างดา้นกายภาพไดแ้ก่ การวดัขนาด การวดัการ

กระจายของขนาดอนุภาค การตรวจดูชนิดของไลโปโซมวา่เป็นชนิด multilamellar liposome หรือ 

unilamellar liposome ซ่ึงใช ้ เคร่ืองวดัขนาดชนิด submicron particle size analyzer  โดยการหยดสาร

กระจายตวัของไลโปโซม ท่ีผสมกบั 10 mM ของ สารละลาย sodium chloride ลงในเคร่ือง Zetasizer Nano 

S90 จากนั้นจะนาํขอ้มูลมาวิเคราะห์ 

 

4. การบรรจุนํ้ามนักานพลูลงในไลโปโซม  
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การเตรียมใส่นํ้ามนักานพลูในอตัราส่วนต่างๆ เพ่ือหาอตัราส่วนท่ีเหมาะสมในการบรรจุในไลโป

โซมไดม้ากท่ีสุด ทั้งน้ีจะไม่ใส่นํ้ามนักานพลูมากเกินความสามารถในการบรรจุลงในไลโปโซมได ้ โดย

กาํหนดเป็นปริมาณต่างๆของ clove oil ท่ีเติมลงไป  จากนั้นมีการประเมินโดยการใชเ้คร่ือง centrifuge ใน

สภาวะ 10000 รอบต่อนาที เป็นเวลา  15 นาที วา่มีการแยกชั้นออกมาหรือไม่ โดยผลการศึกษาจะพิจารณา

จากระดบัท่ีไม่มีการแยกชั้น 

     

      5. การศึกษาความคงตวัของไลโปโซมท่ีบรรจุนํ้ามนักานพล ู    

การศึกษาจะศึกษาทั้งวิธีทางกายภาพและทางเคมี โดยไลโปโซมท่ีนาํมาทดสอบความคงตวั

เป็นไลโปโซมท่ีเกบ็ไวท่ี้อุณหภูมิ 4 และ 25องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 เดือน 

5.1  การทดสอบความคงตวัทางกายภาพใช้วิธีการและเคร่ืองมือเดียวกบัการประเมินคุณภาพ

ของไลโปโซม  จะมีการเพ่ิมอุปกรณ์ศึกษาขนาดโดยใชก้ลอ้ง Transmission Microscope  

5.2  การทดสอบความคงตวัทางเคมีเป็นการหาปริมาณนํ้ ามนักานพลูท่ีเหลือในไลโปโซม โดย 

gas chromatrography ร่วมกบั mass spectrometer  สารท่ีตรวจสอบในกานพลูท่ีใชคื้อ eugenol ซ่ึงใน

เคร่ืองมือน้ีใช ้aquawax colume โดยมี detector เป็นแบบ FID   flow rate ของกาซ Heliumท่ีใช ้เท่ากบั 1.5 

ml/min  อุณหภูมิท่ีใชคื้อ 60 องศาเซลเซียสในช่วง 8 นาทีแรก จากนั้นเพ่ิมอุณหภูมิ 3 องศา จนครบ 180 

องศาภายในเวลา 5 นาที  อุณหภูมิท่ี injector port เท่ากบั 240 องศา ทั้งน้ีทาํการศึกษาค่าท่ีได ้3 ตวัอย่าง

(triplicate)  ทั้งน้ีไดเ้ตรียม standard eugenol (จาํนวนท่ีใชเ้ท่ากบั  0.5  1.25 2.  2.5  3.0 3.75 และ 4.5 

ไมโครลิตร) เพ่ือคาํนวณ eugenol ใน clove oil   ทั้งน้ีจะใช ้menthol เป็น internal standard   ตวัอย่างท่ีใช้

จะฉีดเขา้ GC MS ในปริมาตร 1.0 ไมโครลิตร 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



8 

 

 

 

ผลการทดลอง (Result) 

 

1.  การวิเคราะห์เลซิตินและการวิเคราะห์ปริมาณฟอสฟอรัสในสารสกดัเลซิทิน 

  

 จากการศึกษาโดยการปรับค่าความมีขั้วของ mobile phase สําหรับการแยก เลซิติน พบว่า

อตัราส่วนระหว่าง chloroform:methanol ท่ีสามารถแยกเลซิตินให้บริสุทธ์ิได ้ท่ีอตัราส่วน 4:1 และ 9:1    

ซ่ึงเม่ือเทียบกบัสารเลซิตินมาตรฐาน พบว่า มีค่า Rf value เท่ากบั 0.5  ซ่ึงในการทดลองน้ีพบว่า ใน

อตัราส่วน 4:1 สามารถแยก เลซิตินใหมี้ความบริสุทธ์ิไดใ้นช่วงท่ีเก็บหลอดท่ี 31-40   ส่วนอตัราส่วน 9:1 

ไดใ้นช่วงหลอดท่ี 80-100  เม่ือลองนาํเอาเลซิตินท่ีเตรียมไดจ้ากทั้ง 2 มาศึกษาแบบ preliminary study ใน

การเตรียม ไลโปโซม พบวา่ สารท่ีไดจ้ากอตัราส่วน  9:1 ไม่สามารถเตรียมไลโปโซมออกมาเป็นรูปร่างได ้   

ดงันั้นจึงเตรียมสารสกดัโดยใช ้mobile phase อตัราส่วน 4:1 (chloroform:methanol)  ขอ้มูลดงัแสดงใน 

appendix ท่ี 1 

  

   1.2 Quality control of lecithin  

 

งานวิจยัน้ีมีการควบคุมคุณภาพของเลซิตินท่ีสกดัได ้2 วิธีดว้ยกนั คือ Thin layer chromatography 

IR spectrophotometer และ  Bartlett’assay   

 

1.2.1 Thin layer chromatrography 

 

จากผลการศึกษา ท่ีเป็นการศึกษาร่วมระหว่าง TLC และการสกดั phosphatidyle choline จาก 

เลซิตินท่ีมีความบริสุทธิตํ่า   พบว่าค่า Rf ท่ีไดข้อง CPC และ PPC เท่ากบั 0.5 ซ่ึงเท่ากบัสารเลซิติน

มาตรฐาน ทั้งน้ีพบว่าใน CPC จะมีจุดใน TLC มากกว่าหน่ึงจุดทาํใหท้ราบถึงมีสารอ่ืนผสม ในขณะท่ี 

PPC พบวา่มีจุดเพียงจุดเดียวเหมือนสารมาตรฐาน ดงันั้นเลซิตินท่ีไดจ้ากสามแหล่งมีส่วนประกอบดว้ย 

phosphatidyl choline แต่ความบริสุทธ์ิต่างกนั 

 

1.2.2  การศึกษาของ IR spectrogram 

เพ่ือเป็นการยืนยนัลกัษณะโครงสร้างทางเคมีท่ีเหมือนกัน จึงนําสารเลซิตินจาก 3 แหล่งมา

วิเคราะห์โดยใช ้เคร่ือง IR spectrometer ได ้spectrogram  ดงัแสดงในรูปท่ี 1   พบว่าสารทั้ง 3 spectogram 

หลกั ท่ีไม่แตกต่างกนัในช่วงของความยาวคล่ืน ตั้งแต่ 1800 ซ่ึงบ่งบอกถึงส่วนประกอบทางเคมีท่ีคลา้ยกนั   
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รูปท่ี   1  แสดง IR spectrogram ของเลซิตินท่ีไดจ้ากทั้ง 3 แหล่ง (96% HPC, 40% CPC, extract 

PPC) 

 

1.2.2 Bartlett’s assay 

 

การหาปริมาณฟอสฟอรัส  โดยการนาํวิธี Bartlett’s assay มาใช ้ ไดก้ราฟแสดงความสมัพนัธ์

ระหวา่งปริมาณ inorganic phosphorus และ ค่าการดูดกลืนแสง ท่ี 800 nm ดงัแสดงในกราฟรูปท่ี    2 

 

 
 

รูปท่ี  2   กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งค่าดูดกลืนแสงและความเขม้ขน้ของ ฟอสฟอรัส 

 

 

 

 

0 
0 . 1 
0 . 2 
0 . 3 
0 . 4 
0 . 5 
0 . 6 
0 . 7 
0 . 8 
0 . 9 

0 0 . 05 0 . 1 0 . 15 0 . 2 0 . 25 0 . 3 
CONCENTRATION OF INORGANIC PHOSPHOTURS(UMOL/ML) 

ABSORBANCE 



10 

 

 และสามารถคาํนวณหาค่าความสมัพนัธ์ดงักล่าว  โดยแสดงเป็นสมการ เสน้ตรง คือ 

 

Y= 3.144 X+0.0201     (R2=0.9968) 

 

โดย ค่า Y คือ ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 800 nm 

X คือความเขม้ขน้ของ phosphorus (micromole/ml) 

 

เม่ือคาํนวณหาปริมาณค่าความเขม้ขน้ของฟอสฟอรัสในเลซิตินท่ีไดจ้าก 3 แหล่ง มีค่าแสดง

ตามตารางท่ี  1    โดยไดป้ริมาณฟอสฟอรัสจาก HPC CPC และ PPC เท่ากบั   70.00  39.00 และ 68.67% 

ตามลาํดบั  ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นว่า PPC มีปริมาณฟอสฟอรัสใกลเ้คียงกบั HPC ทั้งน้ีเป็นการยืนยนัถึงการ

สกดั CPC ท่ีทาํใหเ้ลซิตินมีความบริสุทธ์ิเพ่ิมข้ึน จึงมีปริมาณฟอสฟอรัสเพ่ิมข้ึนจนมีปริมาณใกลเ้คียงกบั 

HPC  ดงันั้นขั้นตอนในการสกดัน้ีสามารถทาํใหไ้ดเ้ลซิตินท่ีมีคุณภาพสูงข้ึน (ภาคผนวกท่ี 3)   

 

  

 

       ตารางท่ี  1     แสดงถึงปริมาณของ ฟอสฟอรัส ในเลซิตินต่างชนิด 

ชนิดของเลซิตนิ 

 

ปริมาณ ของ inorganic phosphorus คํานวณ

โดยวธีิ Bartlett's assay 

 

PPC 68.67 + 3.90 % 

CPC 39.00 +4.38 % 

HPC 70.00 +4.25 % 
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2. การเตรียม ไลโปโซม 

 

2.1 การเตรียมโดย วธีิ Thin film method 

 

การเตรียมไลโปโซมโดยวิธี thin film method จากเลซิติน ทั้ง 3 ชนิด โดยมีการปรับอตัราส่วน

โดยโมลระหวา่ง เลซิตินต่อคลอเลสเตอรอลเป็น 1:0  9:1 7:3  และ 1:1  พบวา่การใชเ้ลซิตินทั้ง 3 ชนิด ใน

อตัราส่วน 1:0  7:3 และ 1:1 ทาํใหเ้กิดไลโปโซมชนิด Multilamellar vesicles ในขณะท่ีอตัราส่วน 9:1 จะ

เกิด Unilamellar vesicles  ศึกษาจากกลอ้งจุลทรรศน ์ดงัแสดงในตารางท่ี   2 – 4  จากผลการทดลองน้ีได้

ตั้งสมมติฐานวา่หากตอ้งการเกบ็กกัสารในปริมาณท่ีมาก จะสามารถเลือกใชไ้ลโปโซมท่ีมีผนงัหลายชั้น

เท่านั้น (ภาคผนวกท่ี 2 เป็นตวัอยา่งค่าท่ีไดจ้ากการวดัขนาดของไลโปโซมโดยใชเ้คร่ือง Zeta Sizer) 
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ตารางท่ี   2 ตารางแสดงผลลกัษณะทางกายภาพของไลโปโซมท่ีเตรียมโดยวิธี thin film จาก PCP         
ประเภทเลซิติน อตัราส่วน เลซิ

ติน:คลอ

เลสเตอรอล 

ลกัษณะทางกายภาพ (x1000) ขนาดอนุภาค (nm) 

PCP 1:0  

 
 

230.56+162.47 

 

 

1:1  

 
 

204.32+259.82 

7:3  

 
 

219.48+121.23 

9:1  

 
 

178.98+103.56 
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ตารางท่ี 3 ตารางแสดงผลลกัษณะทางกายภาพของไลโปโซมท่ีเตรียมโดยวิธี thin film จาก HCP         

ประเภทเลซิติน อตัราส่วน เลซิ

ติน:คลอ

เลสเตอรอล 

ลกัษณะทางกายภาพ (x1000) ขนาดอนุภาค (nm) 

HPC 1:0  

 
 

225.26+148.29 

 1:1  

 
 

 

246.125+125.16 

7:3  

 
 

 

 

204.43+122.75 

9:1  

 

189.34+96.56 
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ตารางท่ี 4  ตารางแสดงผลลกัษณะทางกายภาพของไลโปโซมท่ีเตรียมโดยวิธี thin film จาก CPC     

ประเภทเลซิติน อตัราส่วน เลซิ

ติน:คลอ

เลสเตอรอล 

ลกัษณะทางกายภาพ (x1000) ขนาดอนุภาค (nm) 

CPC 1:0  

 
 

225.26+148.59 

 1:1  

 
 

246.99+125.16 

7:3  

 
 

204.43+122.75 

9:1  

 
 

192.87+99.34 
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2.2 Reverse phase evaporation 

การเตรียมไลโปโซมโดยวิธี reverse phase evaporation จากเลซิติน ทั้ง 3 ชนิด  โดยมีการปรับ

อตัราส่วนโดยโมลระหวา่ง เลซิตินต่อคลอเลสเตอรอลเป็น 1:0  9:1 7:3  และ 1:1 พบวา่ทุกอตัราส่วนทาํให้

เกิดไลโปโซมชนิด Unilamellar vesicles ดงัแสดงในตารางท่ี  5 – 7 จากการเตรียมโดยวิธีน้ีพบวา่ไลโป

โซมท่ีไดมี้ลกัษณะเป็นแบบเดียว ซ่ึงทาํใหไ้ม่สามารถเกบ็กกัสารท่ีเป็น hydrophobic ไดใ้นปริมาณท่ีมาก

เม่ือเทียบกบัแบบ multilamellar vesicles  (ภาคผนวกท่ี 2 เป็นตวัอยา่งค่าท่ีไดจ้ากการวดัขนาดของไลโป

โซมโดยใชเ้คร่ือง Zeta Sizer) 
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ตารางท่ี 5 ตารางแสดงผล ลกัษณะทางกายภาพของไลโปโซม ท่ีเตรียมโดยวิธี reverse phase evaporation 

เตรียมจาก PCP         

ระบบของไล

โปโซม 

อตัราส่วน เลซิ

ติน:คลอ

เลสเตอรอล 

ลกัษณะทางกายภาพ (x1000) ขนาดอนุภาค (nm) 

PCP 1:0  

 
 

215.79+87.45 

 

1:1  

 
 

212.46+176.78 

7:3  

 
 

215.48+109.78 

9:1  

 
 

178.98+103.56 
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ตารางท่ี  6 ตารางแสดงผล ลกัษณะทางกายภาพของไลโปโซม ท่ีเตรียมโดยวิธี reverse phase evaporation 

เตรียมจาก HPC      

ระบบของไลโป

โซม 

อตัราส่วน เลซิ

ติน:คลอ

เลสเตอรอล 

ลกัษณะทางกายภาพ (x1000) ขนาดอนุภาค (nm) 

HPC 1:0  

 
 

224.32+132.47 

1:1  

 
 

240.23+159.84 

7:3  

 
 

218.74+112.93 

9:1  

 

 

 

195.76+57.98 
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ตารางท่ี  7 ตารางแสดงผล ลกัษณะทางกายภาพของไลโปโซม ท่ีเตรียมโดยวิธี reverse phase evaporation 

เตรียมจาก CPC         

ระบบของไลโป

โซม 

อตัราส่วน เลซิ

ติน:คลอ

เลสเตอรอล 

ลกัษณะทางกายภาพ (x1000) ขนาดอนุภาค (nm) 

CPC 1:0  

 
 

219.78+134.74 

1:1  

 
 

240.58+132.67 

7:3  

 
 

217.56+134.98 

9:1  

 
 

192.87+99.34 

     

โดยลกัษณะทางสณัฐานแลว้พบวา่ ไลโปโซมท่ีไดจ้าก เลซิตินทั้ง 3 ชนิดมีลกัษณะเป็นดงัตารางท่ี   8 
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ตารางท่ี  8    แสดงสณัฐาณของไลโปโซมท่ีไดจ้ากเลซิตินทั้ง 3 ชนิด 

 

RATIO THIN FILM METHOD REVERSE PHASE 

EVAPORATION 

1:0 MULTILAMELLAR UNILAMELLAR 

9:1 UNILAMELLAR UNILAMELLAR 

7:3 MULTILAMELLAR UNILAMELLAR 

1:1 MULTILAMELLAR UNILAMELLAR 

 

3. Evaluation of liposome 

การประเมินไลโปโซมท่ีเตรียมจากเลซิตินความบริสุทธ์ิสูง โดยดูลกัษณะทางกายภาพ และขนาด

อนุภาคไลโปโซมท่ีเตรียมได ้ การประเมินผลทางกายภาพโดยนาํไลโปโซมท่ีเตรียมไดไ้ปตรวจสอบ

ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์  เพ่ือศึกษาลกัษณะรูปร่าง(Morphology) ของไลโปโซมโดยใชก้ารยอ้มสีท่ีละลาย

ในนํ้ามนั (Dye) ผสมลงขณะทาํการตรวจสอบ  เพ่ือใหเ้ห็นจาํนวนชั้นไดช้ดัเจน  และการประเมินผลขนาด

อนุภาคของไลโปโซม โดยเคร่ืองวดัขนาดอนุภาคระดบันาโนเมตร (Particle size analyzer) ดว้ยเทคนิค 

Photon correlation spectroscopy    ไดผ้ลการศึกษาดงัน้ี 

 

การหาขนาดอนุภาคไลโปโซมโดยใชเ้คร่ืองParticle size analyzer (Zetasizer™) ซ่ึงเป็นเทคนิค 

Photon correlation spectroscopy   พบวา่ขนาดของไลโปโซมท่ีไดมี้ขนาดไม่แตกต่างกนัตามชนิดของเลซิ

ติน เน่ืองจากมีค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานท่ีสูงมาก และ วิธีการเตรียมดงัแสดงตามตารางท่ี 2  ถึง 7 ท่ี ผา่น

มาแลว้ 

โดยลกัษณะทางกายภาพของไลโปโซมท่ีตอ้งการของการศึกษาน้ี คือ ไลโปโซมชนิด 

Multilamellar vesicle ตามสมมุติฐานท่ีเม่ือเกิดไลโปโซมชนิด Multilamellar vesicle แลว้จะสามารถบรรจุ

นํ้ามนักานพลไูดม้ากข้ึน ตามจาํนวนชั้น(Lamellar) ท่ีเพ่ิมข้ึน   เน่ืองจากตามทฤษฎีชั้น(Lamellar) เป็นชั้น

ของฟอสโฟไลปิดท่ีหนัดา้นไม่มีขั้ว(Nonpolar) เขา้หากนัจึงน่าจะสามารถกกัเกบ็สารท่ีมีคุณสมบติัไม่มีขั้ว

ไวไ้ด ้  ซ่ึงนํ้ามนักานพลกูเ็ป็นสารท่ีมีคุณสมบติัไม่มีขั้วจึงน่าจะถกูกกัเกบ็ไวต้ามชั้นท่ีเกิดในอนุภาคไลโป

โซม  ดงันั้นหากมีชั้นเกิดข้ึนมากน่าจะทาํใหส้ามารถกกัเกบ็นํ้ามนักานพลไูดม้ากข้ึนดว้ย    จากผลการ

ทดลองน้ีจึงเลือกใชอ้ตัราส่วนของ 1:1  และ 7:3 เพ่ือศึกษาถึงความคงตวัต่อไป นอกจากน้ีเพ่ือใหข้นาด

อนุภาคท่ีมีการกระจายตวันอ้ยจึงตอ้งมีขั้นตอนการปรับขนาดดว้ยอุปกรณ์การปรับขนาดของไลโปโซม 

ซ่ึงพบวา่ ขนาดอนุภาคท่ีไดมี้การกระจายท่ีแคบอยา่งมีนยัสาํคญั ตามตารางท่ี 9 
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ตารางท่ี  9 แสดงขนาดของอนุภาคของไลโปโซมท่ีเตรียมได ้จากอตัราส่วน 1:1 จากเลซิติน 3 แหล่ง 

 

ชนิดของเลซิติน ขนาดของไลโปโซม (nm) 

PPC 204.32 ± 259.82 

CPC 246.99 ± 125.16 

HPC 243.45 ± 165.76 

extruded PPC 200.76 ± 0.58 

extruded CPC 200.23 ± 0.19 

extruded HPC 200.35 ± 0.43 

 

 

 

4. Incoporation of clove oil in liposome 

 

การเตรียมไลโปโซมจากเลซิตินความบริสุทธ์ิสูงโดยวิธี thin film method ท่ีทาํใหเ้กิดไลโป

โซมชนิด multilamellar vesicle ท่ีอตัราส่วนโดยโมลระหว่างเลซิตินต่อคอเลสเตอรอล 1:0 7:3 และ 1:1  

นาํผลการศึกษาท่ีไดม้าเตรียมไลโปโซมท่ีบรรจุนํ้ ามนักานพลู โดยการผสมนํ้ามนักานพลูลงในส่วนท่ี

เป็นเลซิติน คอเลสเตอรอลและคลอโรฟอร์ม โดยเปล่ียนแปลงปริมาตรนํ้ามนักานพลูท่ีใส่  10 20 30 40 

50 และ 60 ไมโครลิตร ตามลาํดบั และทาํการแยกไลโปโซมกบันํ้ามนักานพลูส่วนเกินออกโดยใชก้าร

หมุนเหว่ียงดว้ยความเร็วสูง(Ultracentrifugation) ท่ีความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาท่ี เป็นเวลา 15 นาที  

ซ่ึงจากการทดลองพบว่าท่ีสภาวะดงักล่าวสามารถแยกสารแขวนลอยไลโปโซมท่ีบรรจุนํ้ ามนักานพลู

ออกเป็น 3 ชั้น ไดแ้ก่ ชั้นล่างสุด(ไลโปโซมท่ีบรรจุนํ้ามนักานพลู)  ชั้นกลาง(นํ้ามนักานพลูส่วนท่ีเหลือ)

และชั้นบนสุดเป็นส่วนนํ้า(ท่ีใชเ้ตรียมไลโปโซม)  ซ่ึงปริมาตรของนํ้ามนักานพลูท่ีบรรจุในไลโปโซม

นอ้ยจนสามารถบรรจุลงในไลโปโซมไดห้มดจะพบเพียงชั้นของไลโปโซมกบัชั้นนํ้า หากปริมาตรของ

นํ้ามนักานพลท่ีูบรรจุในไลโปโซมมากเกินจะพบส่วนของชั้นท่ีเป็นนํ้ามนักานพลูส่วนท่ีเหลือและจะทาํ

ใหไ้ลโปโซมท่ีไดเ้สียสภาพเป็นไลโปโซมท่ีจบัตวักนัเป็นกอ้นเม่ือตั้งท้ิงไวจ้ะหลอมรวมเป็นกอ้นไขมนั

ซ่ึงเป็นลกัษณะท่ีไม่ตอ้งการในการศึกษาคร้ังน้ี   พบว่าท่ีอตัราส่วน 1:0 และ 7:3 สามารถบรรจุนํ้ามนั

กานพลู ได ้10 ไมโครลิตร  ในขณะท่ีอตัราส่วน 1: 1 สามารถบรรจุนาํมนักานพลูไดถึ้ง 20 ไมโครลิตร 

ดงันั้นการศึกษาต่อของไลโปโซมจึงเลือก อตัราส่วนเพียง 1:1  ดงัแสดงในตารางท่ี  10 
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ตารางท่ี  10    แสดงปริมาณของนํ้ามนักานพลท่ีูสามารถบรรจุในไลโปโซม 

อตัราส่วน ปริมาณมากท่ีสุดของ

นํ้ามนักานพใูน HPC 

ไลโปโซม 

ปริมาณมากท่ีสุดของ

นํ้ามนักานพใูน PPC 

ไลโปโซม 

ปริมาณมากท่ีสุดของ

นํ้ามนักานพใูน CPC 

ไลโปโซม 

1:0 10 10 10 

7:3 10 10 10 

1:1 20 10 10 

 

 

5. การควบคุมคุณภาพของนํ้ามนักานพลู 

 

การศึกษาการควบคุมคุณภาพและปริมาณของนํ้ ามนักานพูจะศึกษาจากสารสําคญัในนํ้ ามนัไดแ้ก่ 

eugenol ดว้ยวิธี GC  และ GC MS 

 

5.1 การศึกษาเอกลกัษณ์ของ eugenol ในนํ้ามนักานพลดูว้ย GC –MS  

จากการหาค่า retention time ของ peak ท่ีไดจ้าก  GC chromatogram พบว่ามีค่าเท่ากบั 21.67 

นาที เม่ือเทียบผลในค่ามาตรฐานโดยมี menthol เป็น internal standard พบว่ามีค่าเท่ากบัค่ามาตรฐาน  ดงั

แสดงในรูปท่ี 3  และ  รูปท่ี 4 

 
 

รูปท่ี   3แสดง GC chromatogram ของ eugenol 
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รูปท่ี  4 แสดง peak  ของสารมาตรฐานสาํหรับระบบ GC MS 

  

5.2 การศึกษาเชิงปริมาณ eugenol ในนํ้ามนักานพลู 

 

จากการศึกษาหา area under the curve ของ GC chromatogram เทียบกบัปริมาณ eugenol 

มาตรฐาน สามารถสร้างกราฟมาตรฐานเพ่ือหาปริมาณของ eugenol ได ้ดงัแสดงในรูป 5 ทั้งน้ีการใช ้area 

under the curve เน่ืองมาจากมีความกวา้งของ peak อยูใ่นส่วนของนํ้ามนักานพู 

 

 
รูปท่ี   5 แสดง calibration curve ของ ปริมาณนํ้ามนักานพล ู

 

y  =  0 . 5935 x  +  0 . 0228 
R 2   =  0 . 9944 

0 

0 . 5 

1 

1 . 5 

2 

2 . 5 

3 

0 1 2 3 4 5 
conc(ul/ml) 

ratio 
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จากกราฟ สามารถสร้างความสมัพนัธ์ระหวา่งปริมาณของ eugenol และ   ไดค่้า อตัราส่วนพ้ืนท่ี

ของeugenol ต่อ พ้ืนท่ีของ menthol 

 

 

Y = 0.5935x + 0.0228 (r2 = 0.9944) 

 

โดย y คือ ค่า อตัราส่วนพ้ืนท่ีของeugenol ต่อ พ้ืนท่ีของ menthol 

            x คือ ความเขม้ขน้ของ eugenol (ไมโครลิตรต่อมิลลิลิตร) 

 จากการศึกษาพบวา่ eugenol ในนํ้ามนักานพล ู คิดเป็น 24.12 + 0.01 %  ซ่ึงทาํใหท้ราบวา่

นํ้ามนักานพท่ีูจาํหน่ายในทอ้งตลาดตกมาตรฐาน และเม่ือนาํมาผสมลงใน ไลโปโซม ท่ีเตรียมจากเลซิ

ตินทั้ง 3 ชนิด ท่ีเตรียมจากอตัราส่วนอตัราส่วน (1:1)  พบวา่ปริมาณท่ีใส่ลงในไลโปโซมท่ีง 3 แบบมี 

eugenol ดงัแสดงในตาราง 11 

 

 

ตารางท่ี  11 แสดงปริมาณของ eugenol ในไลโปโซมท่ีเตรียมไดจ้าก 3 ชนิด 

  1 2 3 4 5 6 7 8 9 

AVERAGE 

%EUGENOL 

 SD %RSD 

PPC 24.47 24.46 24.45 24.45 24.40 24.39 24.46 24.41 24.38 24.43 0.034 0.139 

CPC 23.76 23.78 23.88 23.73 23.95 23.85 23.74 23.71 23.84 23.80 0.082 0.344 

HPC 24.32 24.48 24.46 24.42 24.25 24.17 24.15 24.11 24.37 24.30 0.138 0.570 

 

 

พบวา่ปริมาณของ eugenol เม่ือบรรจุลงใน ไลโปโซมแลว้มีค่าไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญั  

โดยเทียบกบัปริมาณของนํ้ามนักานพท่ีูใส่ลงในไลโปโซม 

 

 

6.  การศึกษาถึงความคงตวัของไลโปโซมท่ีมีการบรรจุนํ้ามนักานพ ู

   

6.1 การศึกษาความคงตวัทางเคม ี 

ในการศึกษาน้ีจะใชร้ะยะเวลา 3 เดือน ในการศึกษาสภาพของไลโปโซมท่ีมีนํ้ามนักานพ ูบรรจุอยู ่ 

ปริมาณคงเหลือของนํ้ ามนักานพูจะใชเ้คร่ือง  Gas Chromatography  เป็นเคร่ืองตรวจวดั ซ่ึงไดท้าํการ

ทดลองเพ่ือหาสภาวะของการวิเคราะห์ เป็นท่ีเรียบร้อยแลว้  ระยะเวลาของการเห็น peak ของสารจะใช้

เวลา 30 นาทีต่อหน่ึงตวัอยา่ง   ผลการศึกษาดงัแสดงในตารางท่ี 12 
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ตารางท่ี 12 แสดงถึงปริมาณของ Eugenol ในไลโปโซม เป็นระยะเวลา 3 เดือนท่ี4 องศาเซลเซียส 

 

SOURCE  OF 

LIPOSOME 

ORIGIN(0 MONTH) STABILITY(3 MONTH) 

%EUGENOL %ENTRAPMENT %EUGENOL %ENTRAPMENT 

PPC 24.43±0.034 99.78±0.138 24.45±0.017 99.93±0.068 

CPC 23.80±0.082 97.33±0.334 23.81±0.087 97.28±0.357 

HPC 24.44±0.027 99.93±0.561 24.39±0.102 99.68±0.418 

 

จากการศึกษาพบวา่ปริมาณ eugenol ในนํ้ามนักานพ ูเม่ือคาํนวณจากความเขม้ขน้แลว้มีค่าไม่เปล่ียนแปลง  

ดงันั้นการบรรจุนํ้ามนักานพใูนไลโปโซมจึงสามารถรักษาคุณภาพของนํ้ามนักานพไูวไ้ดภ้ายในระยะเวลา 

3 เดือนในสภาวะ ท่ีเกบ็รักษา 4 องศาเซลเซียส 

6.2 ความคงตวัทางกายภาพ   

จากการศึกษาดว้ยกลอ้ง  TEM พบวา่ ลกัษณะทางกายภาพของไลโลโซมท่ีเตรียมก่อนและหลงั

การศึกษความคงตวัยงัคงรักษารูปแบบไวไ้ด ้ดว้ยการเกบ็รักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียลใน สารละลาย

ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 5.5  ดงัแสดงในตารางท่ี 13  ทั้งน้ีเม่ือท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียล พบวา่ลกัษณะ

ของไลโปโซมเส่ือมคุณภาพไป 
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ตารางท่ี 13 แสดงลกัษณะทางกายภาพ ก่อนและหลงัการศึกษาความคงตวั ศึกษาภายใตก้ลอ้ง TEM 

 

ระบบไลโปโซม   ลกัษณะทางกายภาพก่อนการศึกษา ลกัษณะทางกายภาพหลงัการศึกษา 

 

CPC 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

HPC 
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สรุปและวิจารณ์ผลการศึกษา 

1. ในการเตรียมเลซิติน 

จากการศึกษาดว้ยวิธีการสกดั โดยประยุกตวิ์ธีของ Yechezkel และ Shimon 24 พบว่าอตัราส่วนของ 

mobile phase ท่ีใชคื้อ chloroform:methanol:water 65:25:4 ทั้งน้ีการไม่เพ่ิมกรดลงใน mobile phase 

เน่ืองมาจากการลดการเกิด acid hydrolysis ท่ีอาจเกิดข้ึนกบั เลซิติน แต่เม่ือทาํการทดลองพบว่าmobile 

phase ท่ีเหมาะสมในการเตรียมการสกดัไดแ้ก่ Chloroform: methanol 4:1 จะใหผ้ลในการแยกเลซิตินได้

รวดเร็วและมีปริมาณท่ีไดข้องเลซิตินมากกว่าอตัราส่วน 9:1 ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากการปรับขั้วของ mobile 

phase และเลซิติน 

เม่ือทาํการศึกษาถึงปริมาณเลซิตินท่ีได้จากการสกัดพบว่าจะได้เลซิตินท่ีมีความบริสุทธ์มากข้ึน

เทียบเท่ากบัสารบริสุทธ์ิ ท่ีซ้ือจากบริษทั ทั้งน้ีปริมาณท่ีคาํนวณจากวิธี Barrette นั้นยงัมีค่าท่ีนอ้ยกว่า

ปริมาณท่ีระบุไวท่ี้ฉลากของเลซิตินอาจเน่ืองมากจากวิธีน้ีจะเป็นวิธีท่ีบอกปริมาณรวมของฟอสฟอรัสท่ีอยู่

สารทั้งหมด   

ในการศึกษาน้ีพบว่าการสกดัเลซิตินท่ีเป็นชนิดท่ีมีขายตามทอ้งตลาด นั้นจะใชเ้วลาในการสกดั และ 

ยงัข้ึนกบัความมีประสบการณ์ของผูวิ้จยั  อย่างไรก็ตามการสกดัก็สามารถนาํ mobile ท่ีใชแ้ลว้มาใชอี้ก

หลายคร้ังได ้เม่ือพิจารณาแลว้พบวา่การสกดัดว้ยวิธน้ีอาจเป็นวิธีทางเลือกเพ่ือประหยดังบประมาณได ้

 

2. การเตรียมไลโปโซม 

ในการเตรียมไลโปโซมสามารถเตรียมทั้งไดท้ั้งวิธี thin film และ phase evaporation  จากเลซิตินทั้ง

สามชนิด ดว้ยอตัราส่วนท่ีผสมกบั cholesterol 1:0  9:1 7:3 และ 1:1  ทั้งน้ีการเติมcholesterol ลงในสูตร

เพ่ือเพ่ิม rigidity ของไลโปโซม ทาํใหไ้ม่แตกง่าย 

การเตรียมโดยวิธี thin film จะไดไ้ลโปโซมท่ีมีลกัษณะเป็น multilamellar ทุกอตัราส่วนยกเวน้ 9:1 

ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจาก ในอตัราส่วนน้ีทาํใหเ้กิดการมว้นตวัของ Cholesterol และเลซิตินหมุนเป็นลกัษณะ

เป็นชั้นเดียวจึงทาํใหไ้ดเ้ป็นแบบ unilamellar ส่ิงท่ีเกิดข้ึนพบวา่การกระจายของอนุภาคมีการกระจายตวัสูง

มา แต่เม่ือนาํมาผ่านเคร่ืองเพ่ือปรับขนาดลงแลว้พบว่าอนุภาคท่ีไดมี้ขนาดสมํ่าเสมอ และมีค่าการกระจาย

ตวันอ้ยลงมาก ดงันั้นหากตอ้งการเการกระจายขนาดท่ีแคบจาํเป็นตอ้งใชเ้คร่ืองควบคุมขนาดประกอบ 

การเตรียมไลโปโซมดว้ยวิธี REV จะไดล้กัษณะท่ีเป็น unilamellar ท่ีมากกว่า multilamellar  ซ่ึง

สอดคลอ้งกบัการศึกษาท่ีไดศึ้กษาแลว้ของ Susan (1992)25 และ Omar (2005)26 ซึงในการศึกษาคร้ังน้ีจะไม่

ถกูนาํมาใชเ้น่ืองจากสมมติฐานของปริมาณชั้นของไลโปโซมกบัการกกัเก็บนํ้ามนักานพ ู

เพ่ือสามารถบรรจุนํ้ ามนักานพลูให้มีปริมาณสูง จึงเลือกไลโปโซมชนิดท่ีเป็น multilamellar  ซ่ึง

สามารถเตรียมไดด้ว้ยวิธี TF  พบว่าปริมาณนํ้ามนักานพลูท่ีสามารถบรรจุไดใ้นไลโปโซม หาไดจ้ากวิธี 

centrifugation สอดคลอ้งกบัผลการศึกษาของ Lucia (1996)27 ป่ันแยก retinoic acid บรรจุในไลโปโซม 
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3. การวิเคราะห์ปริมาณของ นํ้ามนักานพลู 

 

การวิเคราะห์นํ้ ามนักานพลูท่ีไดจ้ะศึกษาส่วนประกอบสําคญัคือ eugenol ทั้งเชิงปริมาณและเชิง

คุณภาพไดด้ว้ยเคร่ือง DC MS spectrometer  พบว่าคุณภาพของนํ้ามนักานพลูท่ีไดม้าศึกษาคร้ังน้ีไม่เขา้

มาตรฐานตาม BP ซ่ึงกาํหนดไว ้ 75 - 88 % แต่ท่ีไดจ้ากการศึกษาเท่ากบั 24.5 % จึงทาํใหเ้ห็นชดัว่านํ้ ามนั

กานพลท่ีูมาจาํหน่ายในทอ้งตลาดมีค่านอ้ยกว่ามาตรฐาน อาจเกิดเน่ืองจากการเก็บรักษา  ดงันั้นหากมีการ

เกบ็กกัท่ีดีอาจจะช่วยเร่ืองของความคงตวัได ้

 

4. ความคงตวัของนํ้ามนักานพลใูนไลโลโซม 

จากการศึกษาความคงตวัทั้งกายภาพและทางเคมีของไลโปโซมท่ีบรรจุนํ้ามนักานพลู เป็นระยะเวลา 3 

เดือนโดยเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส ในสารละลายฟอสเฟตบฟัฟเฟอร์ ท่ี pH เท่ากบั5.5 จะ

พบวา่ไลโปโซมสามารถรักษาคุณภาพของนํ้ามนักานพลูใหมี้ปริมาณท่ีไม่เปล่ียนแปลงในเชิงคุณภาพของ 

eugenolท่ีวิเคราะห์ แต่เชิงกายภาพพบว่ามีการเห่ียวของไลโปโซมเกิดข้ึนแมน้จะเก็บไวใ้นสภาพ isotonic 

ก็ตาม ทั้ งน้ีลกัษณะท่ีเป็นชั้นประเภท multilamellar ยงัพบได  ้ ในขณะท่ีเก็บไวท่ี้ อุณหภูมิ 25 องศา

เซลเซียส ไลโปโซมมีการเสียสภาพไป 

 

5. ไลโปโซมท่ีเตรียมไดจ้ากการสกดัเลฅิติน สามารถเก็บกกันํ้ามนักานพลไูดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 

ทั้งน้ีหากตอ้งการขยายการศึกษาถึงระดบัขั้นตรวจสอบการรักษาควรจะตอ้งมีการวิจยัท่ีตอบรับต่อไป

เพ่ือคาํนวนหาขนาดยาท่ีใชใ้หเ้หมาะสมและมีความปลอดภยัท่ีดี 

 

 ขอ้เสนอแนะ 

1. ในการศึกษาน้ีจะมุ่งเนน้การลดมลูค่าตน้ทุนในการผลิตไลโปโซม โดยมุ่งเนน้เร่ืองของสารเลซิ

ติน ซ่ึงการสกดัควรจะเตรียมโดยบุคลากรท่ีไดรั้บการฝึกฝนเป็นอยา่งดี 

2. เม่ือพฒันาไลโปโซมประเภทน้ีไดก้ส็ามารถประยกุตใ์ชก้บัสารท่ีตอ้งการรักษาคุณภาพชนิดอ่ืนๆ

ได ้ 
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ภาคผนวก  (Appendix) ท่ี 1 

 

การสกดัสารเลซิตินเพื่อเพิ่มความบริสุทธ์ิ 

 

การสกดัสารดว้ยตวัทาํละลายท่ีมีส่วนผสมต่างๆกนัระหวา่ง chloroform และ methanol   

   

Fraction chloroform methanol Rf 

1-9 100 0 1=0,5=0 

10-15 100 1 10=0,15=0 

16-23 100 5 20=0 

24-28 100 10 25=0 

29-32 80 20 30=0 

33-45 75 25 35=0.7,38=0.7 

46-58 70 30 45=0.7,50=0.7,0.5 

55=0.7,0.5 

59-82 65 35 60=0.7,0.5 

65=0.7,0.5 

70=0.5,75=0.5 

80=0.5 

83-88 60 40 86=0.5 

89-92 55 45 90=0.5 

93-105 50 50 100=0,105=0 

106-116 45 55 110=0 

117-123 40 60 120=0 

 

ปริมาณสารท่ีไดจ้ากแต่ช่วงของตวัทาํละลายผสม   

 

Fraction weight(g) % 

1-79 0.53 35.33 

80-100 0.85 56.67 

101-123 0.12 8.00 
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Table    study of extraction lecithin from  9:1(chloroform:methanol) as mobile phase 

 

Fraction Rf 

1-20 15=0 

21-40 25=0 

41-50 40=0.7 

61-80 50=0.7 

81-100 90=0.5,100=0.5 

101-120 110=0,115=0 

121-125 120=0,125=0 

 

Table   %yield of lecithin from 9:1 as mobile phase 

 

Fraction weight(g) % 

1-80 1.0400 69.33 

81-100 0.0551 3.673 

101-125 0.4049 26.99 

 

Table   study of extraction lecithin from  4:1(chloroform:methanol) as mobile phase 

Fraction Rf 

1-10 5=0 

11-20 15=0.7 

21-30 25=0.7 

31-40 35=0.5 

41-50 45=0 

Table   %yield of lecithin from 4:1 as mobile phase 

 

Fraction weight(g) % 

1-30 0.9210 61.40 

31-40 0.5150 34.33 

41-50 0.0640 4.27 

  

ภาคผนวก  (Appendix) ท่ี 2 
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 ตวัอยา่งขอ้มลูจากเคร่ือง zeta sizer ในการวดัขนาดอนุภาค 
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ภาคผนวก  (Appendix) ท่ี 3 

 

ขอ้มลูการหาฟอสฟอรัสโดยวิธี Barrett’s  
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ภาคผนวก  (Appendix) ท่ี 4 

ขอ้มลูการหาปริมาณ eugenol ในการเตรียมกราฟมาตรฐาน  และในไลโปโซม 
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ภาคผนวก  (Appendix) ท่ี 5 

ขอ้มูลการวาดกราฟมาตรฐานของ eugenol 
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ขอ้มูล ค่า accuracy และ precision ในการศึกษา 

 
 

 

ขอ้มูล ค่า accuracy และ precision ในการศึกษา 
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ภาคผนวก  (Appendix) ท่ี 6 

ขอ้มูลของ eugenol ในการศึกษาความคงตวั 
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Journal of STREC 3(1), 37-50, 1993. 
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11. Sotanaphun, U., Suttisri, R., Lipipun, V. and Bavovada, R.  (28-30 Oct. 1997).  
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7. ผลงานทางวิชาการ  
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