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 งานวิจัยนี้ มีวัตถุประสงค เพ่ือศึกษาการซึมผานแผนก้ันผิวหนังหมูในหลอดทดลองของ

สารประกอบฟลาโวนอยดในสารสกัดใบขลูจากตํารับไมโครอิมัลชัน สกัดใบขลูดวยวิธีการหมักดวย       

ตัวทําละลายเอทานอลรอยละ 99 วิเคราะหหาปริมาณสารประกอบฟนอลิกรวมและฟลาโวนอยดรวม 

ดวยวิธี  Folin-Ciocalteu assay และAluminium chloride method ตามลําดับ พบวา สารสกัด       

มีปริมาณสารประกอบฟนอลิกรวมเทากับ 54.61±0.53 mgGAE/กรัมสารสกัด และปริมาณสารประกอบ        

ฟลาโวนอยดรวมเทากับ 536.18±2.31 mgQE/กรัมสารสกัด วิเคราะหหาปริมาณสารออกฤทธิ์ 4,5-Di-O-

caffeoylquinic acid ในสารสกัดใบขลูดวยวิธี High performance liquid chromatography พบวา 

สารส กั ด ใบ ขลู มี ป ริ ม าณ ส ารออกฤท ธิ์  4,5-Di-O-caffeoylquinic acid เท า กั บ  9.359 ug/mL            

การทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบจากใบขลู ดวยวิธี DPPH assay พบวา สารสกัดท่ีสกัด

มีคาความเขมขนของสารสกัดท่ีกําจัดอนุมูลอิสระได 50% เทากับ 0.4638±0.058 mg/mL เทียบกับ     

สารควบคุมเชิงบวกวิตามินซี สารสกัดใบขลูไมมีความเปนพิษตอเซลลไฟโบรบลาสตผิวหนังมนุษย ทดสอบ

ดวยวิธี SRB assay เตรียมตํารับไมโครอิมัลชันในรูปแบบน้ํามันในน้ําดวยแบบจําลองภาพ pseudo-

ternaryphase diagrams พบวา ตํารับท่ีเหมาะสมประกอบดวยสารสกัดใบขลู 0.2 รอยละโดยน้ําหนัก 

ตรวจสอบลักษณะทางกายภาพของตํารับไมโครอิมัลชันท่ีมีสารสกัดใบขลูดวยเครื่องอิเล็กตรอนแบบ    

สองผาน พบวา ไมโครอิมัลชันท่ีเตรียมไดมีลักษณะรูปรางเปนทรงกลม มีขนาดอนุภาคเฉลี่ยเทากับ 

24.397±1.20 nm และมีคาการกระจายตัวเฉลี่ยเทากับ 0.397±0.05 ประเมินตํารับไมโครอิมัลชันท่ี     

มีสารสกัดใบขลูทางเคมีกายภาพ พบวา ไมโครอิมัลชันมีสีเขียวใส เปนเนื้อเดียวกัน และมีความหนืด



ข 

เล็กนอย มีคาสี L*a*b* เทากับ +8.29±0.76, +2.27±0.07, +0.26±0.09 ตามลําดับ มีคาความเปนกรดดาง 

(pH) เทากับ 6.08 ประเมินความคงตัวของไมโครอิมัลชันท่ีเตรียมไดท่ีสภาวะอุณหภูมิหองเปนเวลา 3 เดือน 

อุณหภูมิรอนสลับเย็นเปนเวลา 6 รอบ อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และ 4 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 เดือน 

ผลการประเมิน พบวา ไมโครอิมัลชันท่ีมีสารสกัดมีความคงตัวดี ไมเปลี่ยนแปลงทุกสภาวะท่ีทดสอบโดยเทียบ

กับสภาวะเริ่มตน และผลการประเมินการแพรซึมผานผิวหนังในหลอดทดลอง พบวา สารสกัดใบขลูท่ีเตรียม

ในรูปแบบไมโครอิมัลชันสามารถแพรผานชั้นผิวหนัง Stratum corneum ได จากผลการศึกษาท้ังหมดแสดง

ใหเห็นวาไมโครอิมัลชันท่ีมีสารสกัดจากใบขลูสามารถนําไปประยุกตใชในผลิตภัณฑเครื่องสําอางสําหรับ

ผิวหนังได 
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This study was aimed to study the porcine skin as the barrier membrane in vitro 

permeation of flavonoids in Pluchae indica leaf extract from the microemulsion formula. 

Dried leaves of P. indica was extracted with ethanol 99% using a maceration technique. 

The total phenolics and total flavonoids content in the crude extract were determined 

by Folin-Ciocalteu assay and Aluminium chloride method, respectively. Total phenolic 

and total flavonoid contents in the extract were 54.61±0.53 mg GAE/g extract and 

536.18±2.31 mg QE/g extract, respectively. The 4,5-Di-O-caffeoylquinic acid content in 

the crude extract was 9.359 μg/mL, determined by HPLC method. The antioxidant 

potential of extract determined by DPPH assay. Result found that the extract showed a 

possessed the antioxidant activity with an EC50 value of 0.4638±0.058 mg/mL compared 

with L-ascorbic acid, used as a positive control. The extract had not cytotoxicity to 

normal human skin fibroblast cell, according to SRB assay. The formulation of 

microemulsion containing the extract was prepared by pseudo-ternary phase diagrams. 

The optimal formula consisted of the extract 0.2 %w/w. The prepared formula provided 

a mean particle size of 24.397±1.20 nm with average minimum polydispersity index (PDI) 



ง 

of 0.397±0.05. The morphology of the prepared microemulsion was assessed by 

transmission electron microscopy (TEM) result found that prepared microemulsion 

shown a spherical shape. The physical appearance of prepared microemulsion showed a 

dark green color with homogeneously formula and slightly viscosity. The color L*a*b* 

values was +8.29±0.76,  +2.27±0.07, +0.26±0.09, respectively. The pH value was 6.08. 

Physiochemical stability of the prepared microemulsion was evaluated; storage at room 

temperature for 3 months, heating-cooling cycle for 6 cycles, 50 0C and 4 0C for 1 

month. The results found that the prepared microemulsion showed a good stability. 

Finally, the extract prepared in microemulsion could penetrate the stratum corneum as 

a skin barrier. The sum of the findings indicated that possible applications for the 

microemulsion containing P. indica extract in skin cosmetic products. 
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รอยละของการต านอนุ มู ล อิสระ DPPH ของสารส กัดหยาบใบขลู ท่ี        

ความเขมขนตาง ๆ   

รอยละของการตานอนุมูลอิสระ DPPH ของสารควบคุมเชิงบวก (Positive 

control) วิตามินซีท่ีความเขมขนตาง ๆ  

ผลการทดสอบความเปนพิษของสารสกัดตอเซลลไฟโบรบลาสตผิวหนังมนุษย

ผลการประเมินลักษณะทางเคมีกายภาพของไมโครอิมัลชันท่ีมีและไมมีสาร

สกัดใบขลู 

ผลการประเมินความคงตัวทางเคมีกายภาพของไมโครอิมัลชันท่ีมีสารสกัด   

ใบขลู 

คาการดูดกลืนแสงของสารมาตรฐานกรดแกลลิกท่ีความยาวคลื่น 765       

นาโนเมตร 

ผลการวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลิกรวมของสารสกัดใบขลู 

คาการดูดกลืนแสงของสารมาตรฐานเควอซิทินท่ีความยาวคลื่น 415         

นาโนเมตร 

ผลการวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยดรวมของสารสกัดใบขลู 

ผลการตานอนุมูลอิสระ DPPH ของสารสกัดใบขลู 

ผลการตานอนุมูลอิสระ DPPH ของสารควบคุมเชิงบวกวิตามินซี 
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ลักษณะโครงสรางท่ีเปนอิฐ (brick) และปูน (mortar) 

แผนภาพของผิวหนังชั้นสตราตัมคอรเนียม แสดง A เปนลักษณะของคอรนีโอไซต

ท่ีเรียงตัวเหมือนกอนอิฐ  B แสดงคอรนีโอไซตและสวนไขมันท่ีอยูในชองวาง

ระหวางคอรนีโอไซตท่ีเรียงตัวเปน lipid lamellar 2-3 ชั้นสลับกับชั้นน้ํา C แสดง

ความหนาของ ชั้น lipid lamellar D แสดงตําแหนงของชั้นไขมันมีข้ัวและไมมีข้ัว
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ของ lipid lamellar ท่ีมีไขมัน 85% และมีโครงสราง desmosomes 15% ของ

พ้ืนท่ีท้ังหมด 

กระบวนการแบ งสวน (partition) และการแพร  (diffusion) ของสารผาน      

คอรนีโอไซตในชั้นสตราตัมคอรเนียม 

ลักษณะของใบขลู 
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บทที่ 1 

 บทนํา  

 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

 

การประเมินการซึมผานสารสําคัญผานผิวหนังในหลอดทดลอง จะอาศัยหลักการแพรและใช

อุปกรณทดสอบท่ีประกอบดวย 3 สวน คือ สวนให (donor) สวนรับ (receptor) โดยมีแผนก้ัน 

(barrier) ซ่ึงมักจะเปนผิวหนังหรือแผนจําลองเปนวิธี ท่ี ไดรับความนิยมใชในหองปฏิบัติการ           

เปนแนวทางเบื้องตนกอนการคัดสรรสูตรตํารับท่ีใหการปลดปลอยสารสําคัญเขาสูผิวหนัง ซ่ึงนอกจาก

จะใชหาปริมาณและอัตราเร็วการซึมผานแลวยังชวยใหไดขอมูลรับรองความปลอดภัย (safety) กอน

การทดสอบในคนไดระดับหนึ่ง ดังนั้นจึงบรรจุเปนหนึ่งในขอปฏิบัติการทดสอบขององคกรระหวาง

ประเทศเชน สมาคมผูผลิตอุตสาหกรรมและผูคาผลิตภัณฑเครื่องสําอางในยุโรป (COLIPA, 1997) 

การเลือกแผนก้ัน (barrier) ท่ีใชในการทดสอบจะเนนใหเลียนแบบความสามารถของเซลลผิวหนัง    

ชั้นบนสุดของคน คือ ชั้นสตราตัมคอรเนียม (stratum corneum) ซ่ึงตองประกอบดวยชั้นไขมันเรียง

ตัวเปนสองชั้นท่ีบรรจุแนนหนา (densely-packed lipid bilayers) ในชองวางระหวางเซลลของ

ผิวหนังมีลักษณะเปนชองแคบและคดเค้ียว (narrow and tortuous tunnels) ทําใหจํากัดอัตรา  

การซึมผานผิวหนัง (rate limiting) ได แตขณะเดียวกันก็สามารถเปลี่ยนแปลงโครงสรางดวยตัวทํา

ละลายจําพวกไกลคอล (glycol) หรือแอลกอฮอล (alcohols) (Barry, 2001; Williams & Barry, 

2004) หากสารสามารถซึมผานสวนก้ันนี้ไป จะมีโอกาสผานเขาไปสูระบบภายในรางกายได การใช

ผิวหนังของคนมีขอจํากัดหลายประการ (Gabbanini et al., 2009) อาทิเชน ผิวหนังท่ีใชตองไดจาก

คน ซ่ึงขณะตัดออกตองยังมีชีวิตอยู อายุการใชงานไมนานและตองเก็บรักษาดวยการควบคุมอยางดี     

ความแตกตางระหวางผิวหนังบริเวณตาง ๆ ทําใหมีความนิยมใชผิวหนังบริเวณหนาทองของ

อาสาสมัครท่ีเขารับการผาตัดและมีการตัดผิวหนังบริเวณหนาทองออก ดวยขอจํากัดตาง ๆ ดังกลาว

จึงมีความพยายามในการสรรหาแผนก้ันสังเคราะหหรือผิวหนังอ่ืน ๆ เชน คราบงู (Priprem et al., 

2008) ผิ วหนั งหนูหรือหนั งห มู  (Diembeck et al., 1999; Meyer et al., 1987) ผิ วหนั งห มู มี

โครงสรางและสวนประกอบใกลเคียงกับผิวหนังคน จึงมีงานวิจัยแสดงคุณลักษณะของการซึมผาน

ผิวหนังเทียบไดใกลเคียงกับผิวหนังคน (Kanikkannan et al., 2000; อรุณศรี ปรีเปรม และคณะ, 

2554) แมจะมีขอตกลงระงับการจําหนายผลิตภัณฑเครื่องสําอางท่ีทําการทดสอบในสัตวทดลอง (6 th 

Amendment to the Cosmetics Directive 93/35/EEC) ตั้ งแ ต เดื อน ม กราค ม  พ .ศ . 2531      

เปนตนมา แตก็มีขอแนะนําใหใชไดในกรณีการประเมินการซึมผานผิวหนังในหลอดทดลองโดยมิได

เปนผลกระทบตอสัตวโดยตรง (COLIPA, 1997)  
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การนําพืชสมุนไพรมาประยุกตใชในผลิตภัณฑเครื่องสําอางไดรับความนิยมเพ่ิมสูงข้ึน 

สมุนไพรท่ีมีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ (free radical scavenging) จะเปนความตองการในการคัดเลือก

นํามาใชประโยชน เพ่ือหวังผลในการเปนสารตานการอักเสบ ชะลอวัย (Malhotra & Subban, 

2008; Javanmardi et al., 2003) การลดริ้วรอยและลดความหมองคล้ําท่ีผิวหนังทําใหเครื่องสําอาง

ท่ีมีสารตานอนุมูลอิสระจากสารสกัดพืชไดรับความนิยมของผูบริโภคและเพ่ิมมูลคาของผลิตภัณฑ             

ในทองตลาด สารสําคัญในสมุนไพรท่ีใหฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระท่ีสําคัญ คือ สารในกลุมโพลีฟนอล     

สารกลุมฟนอลิก และสารกลุมฟลาโวนอยด (Zheng & Wang, 2001) การท่ีมีสารในกลุมเหลานี้ใน

ปริมาณท่ีสูงก็มีสวนทําใหฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระสูงข้ึนดวย และนาจะมีผลท่ีดีตอผิวหนังเพ่ิมข้ึนดวย   

ขลูมีชื่อภาษาอังกฤษ คือ Indian Marsh Fleabane ชื่อวิทยาศาสตร คือ Pluchea indica Less.  

จัดอยู ในวงศ  Asteraceae มีรายงานวิจัย พบวา ในสารสกัดใบขลูพบองคประกอบทางเคมี

ประกอบดวยสาร Caffeoylquinic derivatives (Arsiningtyas et al., 2014), กลุม flavonol aglycones 

(quercetin, kaempferol, myricetin) (Traithip, 2005; Andarwulan et al., 2010) และกลุ ม terpenoid 

(10S,11S-himachala3(12)-4-diene) (Widyawati et al., 2013) ซ่ึ ง จ า ก ร า ย ง า น วิ จั ย  พ บ ว า 

องคประกอบ  ทางเคมีหลัก ท่ีพบในสารสกัดใบขลู  ไดแก  อนุ พันธของ caffeoylquinic เชน            

3-O-caffeoylquinic acid, 4-O-caffeoylquinic acid, 5-O-caffeoylquinic acid, 3,4-O-dicaffeoylquinic acid, 

3,5-O-dicaffeoylquinic acid และ 4,5-O-dicaffeoylquinic acid (Shukri et al., 2011; Kongkiatpaiboon 

et al., 2018) การศึกษาฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา พบวา สารสําคัญกลุมนี้ มีฤทธิ์ตานออกซิเดชัน 

(antioxidant activity), ตานการอักเสบ (anti-inflammatory activity), ยับยั้ งการทํางานของ

เอนไซม HMG CoA reductase และเอนไซม alpha-glucosidase (Xu et al., 2012; Vongsak   

et al., 2013; Chen et al., 2014; Arantes et al., 2016; Motaal et al., 2016) 

นอกจากการคนพบสารสําคัญใหม ๆ โดยเฉพาะอยางยิ่งสารท่ีแยกสกัดมาจากสมุนไพรท่ีมี

ประสิทธิภาพตรงกับความตองการแลว การเตรียมใหอยูในรูปแบบผลิตภัณฑโดยใชหลักการของระบบ

นําสง (delivery system) เพ่ือสงเสริมการออกฤทธิ์ และ/หรือประสิทธิภาพของสารสําคัญ ชวยเพ่ิม

การแพรผานของสารสําคัญเขาสูผิวหนังชวยรักษาความคงตัวของสารสําคัญ และความคงตัวทาง

กายภาพของผลิตภัณฑใหคงไวไดนานยิ่งข้ึน ระบบนําสงในรูปแบบไมโครอิมัลชัน เปนอิมัลชันท่ีมี

ขนาดหยดวัฏภาคภายในขนาดเล็ก โดยมีขนาดอยูท่ี 10 ถึง 100 นาโนเมตร มีลักษณะโปรงใส หรือ

โปรงแสง สามารถเพ่ิมการละลายและสามารถเขาสูรางกายไดหลายวิธี เชน ทางปาก ทางผิวหนัง  

เปนตน ไมโครอิมัลชันแบงไดเปน 3 ชนิด ไดแก น้ํามันในน้ํา (oil in water) น้ําในน้ํามัน (water in 

oil) ไบคอนทินิวอัส (bicontinuous) และมีสารลดแรงตึงผิว (surfactant) หรือสารลดแรงตึงผิวรวม   

(co-surfactant) เปนตัวทําใหเกิดความคงตัวดวยฟลมระหวางผิว (interfacial film) และการท่ี 

ขนาดหยดของวัฏภาคภายในนั้นเล็ก จะสงผลใหสารสําคัญท่ีถูกกักเก็บอยูในหยดของวัฏภาคภายใน
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สามารถแพรผานเขาสูผิวหนังชั้นในมากข้ึน นอกจากนี้ยังทําใหปญหาการเกิดการแยกชั้นของวัฏภาค

น้ําหรือน้ํามันลดลง  

ดวยเหตุนี้คณะผูวิจัยจึงมีความสนใจท่ีจะศึกษาการสกัดสารสําคัญในกลุมฟลาโวนอยดจาก 

ใบขลู การทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ และทดสอบความปลอดภัย (cytotoxicity) แลวตั้งตํารับ   

กักเก็บสารสําคัญใหอยูในรูปแบบไมโครอิมัลชัน แลวศึกษาการซึมผานแผนก้ันผิวหนังหมูในหลอด

ทดลอง โดยควบคุมปจจัย เชน อุณหภูมิ คาความเปนกรดดาง (pH) เปนตน ตามวิธีการในขอกําหนด

การผานผิวหนังของ COLIPA   

 

วัตถุประสงคของการวิจัย 

 

1. เพ่ือศึกษาฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารสกัดใบขลู 

2. เพ่ือวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลิกรวมและปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยดรวม

ในสารสกัดใบขลู 

3. เพ่ือทดสอบความปลอดภัยของสารสกัดตอเซลลไฟโบรบลาสต 

4. เพ่ือตั้งตํารับไมโครอิมัลชันท่ีมีสวนผสมของสารสกัดใบขลู 

5. เพ่ือศึกษาการซึมผานแผนก้ันผิวหนังหมูในหลอดทดลอง 

 

ขอบเขตการวิจัย 

 

1. เตรียมสารสกัดใบขลู ดวยวิธีการหมัก (maceration technique) ดวยตัวทําละลาย     

เอทานอล 99% 

2. ทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารสกัดใบขลูดวยวิธี DPPH assay 

3. วิเคราะหหาปริมาณสารประกอบฟนอลิกรวมและปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยดรวมใน

สารสกัดใบขลู Folin-Ciocalteu assay และ Aluminium chloride method ตามลําดับ 

4. ทดสอบความปลอดภัยของสารสกัดตอเซลลไฟโบรบลาสต ดวยวิธี SRB assay 

5. ตั้งตํารับไมโครอิมัลชันในรูปแบบน้ํามันในน้ําดวยแบบจําลองแผนภาพ pseudo-ternary 

phase diagrams 

6. ทดสอบการซึมผานแผนก้ันผิวหนังหมูในหลอดทดลองดวย Franz diffusion cell 
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คําจํากัดความท่ีใชในงานวิจัย 

 

การซึมผาน (permeation) ในการนําสงสารทางผิวหนัง เปนปรากฏการณท่ีโมเลกุลของ

สารสําคัญเคลื่อนท่ีสูผิวหนัง โมเลกุลของสารนี้ตองละลายอยูในกระสายยาท่ีเปนของเหลว หรืออาจ

เปนโมเลกุลของสารท่ีสามารถเกิดการไหลไดดวยตัวเอง การถายโอนของมวลสารเปนตามกฎการแพร

ของฟคส (Fick’s diffusion law) แรงขับท่ีตองการเพ่ือใหเกิดการแพรนี้เปนพลังงานทางเทอรโม

ไดนามิกสของเกรเดียนสความเขมขน (concentration gradient) 

ไมโครอิมัลชัน เปนระบบตัวพานาโนชนิดไขมันชนิดหนึ่งท่ีมีสวนประกอบเปน น้ํามัน น้ํา และ

สารลดแรงตึงผิว ไมโครอิมัลชันเปนระบบท่ีดึงดูดผูใชจากการท่ีมีลักษณะโปรงแสง มีความหนืดต่ํา    

มีความคงตัวทางอุณหพลวัต (thermodynamic) ท่ีดี และมีวิธีการเตรียมท่ีงายจากการผสมสารเขา

ดวยกัน 

 

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

 

ไดตํารับไมโครอิมัลชันกักเก็บสารสกัดใบขลู ท่ีมีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระและมีสารฟลาโวนอยด 

และมีความปลอดภัยตอเซลลไฟโบรบลาสต แลวทดสอบการแพรผานแผนก้ันผิวหนังหมูในหลอด

ทดลอง เพ่ือใชเปนขอมูลเบื้องตนในการพัฒนาเปนตํารับผลิตภัณฑเครื่องสําอางตอไป 
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บทที ่2  

แนวคิด ทฤษฎี เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 

โครงสรางของผิวหนัง (Skin structure) 

 

 ผิวหนังคนเปนอวัยวะท่ีมีพ้ืนท่ีผิวมากท่ีสุดในรางกาย ทําหนาท่ีสําคัญในการปกปอง ควบคุม

อุณหภูมิ และการสูญเสียน้ําออกจากรางกาย และยังทําหนาท่ีในการปองกันไมใหสารแปลกปลอม 

เชน สารเคมี และจุลินทรียจากภายนอกเขาสูรางกาย (Sinko, 2006) โดยท่ัวไปผิวหนังประกอบดวย

สตราตัมคอรเนียม (stratum corneum) (10-20 ไมโครเมตร) ชั้นหนังกําพรา (epidermis) ท่ีมีชีวิต 

(ประมาณ 100 ไมโครเมตร) ชั้นหนังแท  (dermis) (0.1-0.5 เซนติเมตร) และเนื้อเยื่อไขมัน 

(subcutis) ซ่ึงติดอยูกับชั้นของกลามเนื้อ (ภาพท่ี 2.1) (วราภรณ จรรยาประเสริฐ, 2552) 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

ภาพท่ี 2.1 โครงสรางของผิวหนัง 

ท่ีมา: Scharffetter et al. (2000) 

 

 ช้ันหนังกําพรา (Epidermis layer)  

 สวนของชั้นหนังกําพราประกอบดวยชั้นตาง ๆ ดังนี้ สตราตัมคอรเนียม (stratum corneum 

หรือ  honey layers) สตราตั มลู ซิ ดั ม  (stratum lucidum) สตรา ตัมแกรนู โล ซั ม  (stratum 

 



6 

  

granulosum) สตราตัมสไปโนซัม (stratum spinosum) และสตราตัมบาเซล (stratum basale)  

ดังแสดงในภาพท่ี 2.2 

 ชั้นสตราตัมคอรเนียม หรือ honey layers เปนเซลลหนังชั้นนอกท่ีไมมีชีวิต ทําหนาท่ีสําคัญ

ในการเปนตัวก้ันการซึมผานของสารผานผิวหนัง ชั้นนี้ประกอบดวยเซลลคอรนีโอไซต (corneocyte 

cells) ซ่ึงเปนเซลลหกเหลี่ยม มีลักษณะแบน เรียงตัวซอนกัน 15-35 เซลล โดยมีโครงสรางแบบอิฐ

และปูน (brick and mortar model) คือ เซลลเรียงตอกันเหมือนกอนอิฐ โดยมีไขมันระหวางเซลล

ทําหนาท่ีเปนปูนยึดเซลลใหติดกัน แตละเซลลประกอบดวยมัดของเคราติน (keratin) (ประมาณ 

70%) และไขมัน (ประมาณ 20%) ท่ีถูกหอหุมดวยผนังเซลล ระหวางเซลลเปนไขมันและเดสโมโซม 

(desmosomes) ซ่ึงทําใหเซลลยืดติดกัน การจัดเรียงโครงสรางเชนนี้ทําใหเนื้อเยื่อสวนนี้ทนตอแรง

เฉือน ท่ีมากระทํา (Walters & Roberts, 2002) สวนของไขมันระหวางเซลลประกอบดวย

คอเลสเตอรอล (cholesterol) ประมาณ 27% เซราไมด (ceramides) ประมาณ 4% กรดไขมัน

อิสระ (free fatty acid) ประมาณ 9% คอเลสเตอรอลเอสเทอร (cholesterol ester) ประมาณ 

10% และคอเลสเตอรอลซัลเฟต (cholesterol sulfate) ประมาณ 2% ซ่ึงสัดสวนของสารประกอบ

เหลานี้มีปริมาณท่ีแตกตางกันข้ึนกับตําแหนงบนรางกาย  

 ชั้นสตราตัมบาเซล (stratum basale) ประกอบดวยเซลลเมลาโนไซต (melanocytes 

cells) เซลลแลงเกออานส (Langerhans cells) เซลลเมอเคิล (merkel cells) และเซลลคีราติโนไซต 

(keratinocyte cells) 2 ชนิด ท่ีทําหนาท่ีเปนเซลลตนกําเนิด (stem cells) และยึดผิวหนังชั้นนอกให

ติดกับเมมเบรนชั้นพ้ืน (basement membrane)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2.2 สวนประกอบของผิวหนังชั้นหนังกําพรา (Epidermis layer) 

ท่ีมา: Gray (1918) 
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 ช้ันหนังแท (Dermis layer)  

 ชั้นหนังแทมีความหนาประมาณ 0.1-0.5 เซนติเมตร ประกอบดวยชั้นรางแหของคอลลาเจน 

(collagen) เซลลสวนใหญเปนเซลลไฟโบรบลาสต (fibroblasts) ซ่ึงทําหนาท่ีในการสรางเนื้อเยื่อ

เก่ียวพัน (connective tissue) ท่ีประกอบดวยคอลลาเจน (collagen) ลามินิน (laminin) ไฟโบรอิน 

(fibroin) และไฟโบรเนคติน (fibronectin) (ภาพท่ี 2.1) ชั้นหนังแทเปนแหลงสารอาหาร ระบบคุมกัน 

และระบบคํ้าจุนชั้นหนังกําพรา รวมท้ังเก่ียวของในการควบคุมอุณหภูมิ ความดัน และความเจ็บปวด 

ชั้นหนังแทติดตอกับเสนเลือดแดง ตอมน้ําเหลือง ปลายประสาท ตอมไขมัน และตอมเหง่ือ รางแห

ของเสนเลือดจํานวนมากทําหนาท่ี ในการเปนแหลงสารอาหาร ออกซิเจน ซอมแซม และ             

การตอบสนองภูมิคุมกันใหกับผิวหนัง  

 ช้ันไขมันใตผิวหนัง (Subcutaneous fat layer)  

 ชั้นไขมันใตผิวหนัง หรือไฮโปเดอรมิส (hypodermis) เปนผิวหนังชั้นลึกท่ีสุด ประกอบดวย

เซลลไขมัน (fat cells) ไฟโบรบลาสต (fibroblasts) และแมคโคฟาจ (macrophage) ซ่ึงทําหนาท่ี

เปนฉนวนรางกาย และปกปองผวิหนังจากแรงกระแทกภายนอก  

 

การซึมผานผิวหนัง (Permeation) 

 

การซึมผาน (Permeation) ในการนําสงสารทางผิวหนัง เปนปรากฏการณท่ีโมเลกุลของ

สารสําคัญเคลื่อนท่ีสูผิวหนัง โมเลกุลของสารนี้ตองละลายอยูในกระสายยาท่ีเปนของเหลว หรืออาจ

เปนโมเลกุลของสารท่ีสามารถเกิดการไหลไดดวยตัวเอง การถายโอนของมวลสารเปนตามกฎการแพร

ของฟคส (Fick’s diffusion law) แรงขับท่ีตองการเพ่ือใหเกิดการแพรนี้เปนพลังงานทางเทอรโม

ไดนามิกสของเกรดเดียนสความเขมขน (concentration gradient) 

สวนบนของผิวหนังท่ีประกอบดวยโมเลกุลของเศษเซลลท่ียึดติดอยูจุลินทรีย ซีบัม และ     

สารอ่ืนมีผลไมมากนักตอการซึมผานของสาร สารท่ีซึมผานชั้นผิวหนังได 3 เสนทาง ไดแก 1) ผานทาง

ตอมเหง่ือ 2) ขามผานสตราตัมคอรเนียมท่ีอยูระหวางทอบนผิวหนัง 3) ผานทางรูขุมขนท่ีติดอยูกับ

ตอมไขมัน (Barry, 2001) ตามท่ีแสดงใหเห็นในภาพท่ี 2.3 
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ภาพท่ี 2.3 เสนทางการซึมผานของสารผานผิวหนัง 

ท่ีมา: Mathur et al. (2010) 

 

พ้ืนท่ีท่ีเปนสวนทอบนผิวหนังท่ีเอ้ือตอการขนสงสารมีเพียงรอยละ 0.1 ดังนั้นเสนทางนี้จึง

สงผลนอยตอการทําใหเกิดการแพรผานในสภาวะท่ีคงท่ี แตเสนทางนี้อาจเปนเสนทางท่ีสําคัญของ 

การซึมผานผิวของสารประเภทไอออนและโมเลกุลขนาดใหญท่ีมีข้ัวท่ีไมสามารถซึมผานผิวหนังชั้น        

สตราตัมคอรเนียม ทอบนผิวหนังท้ังหลายอาจใชเปนชองทางท่ีมีความสําคัญในชวงเวลาสั้น ๆ กอนท่ี

จะเกิดการแพรผานอยางคงท่ี นอกจากนั้นพอลิเมอร (polymers) และอนุภาคคอลลอยด (colloids) 

สามารถนําสงสูเปาหมายทางชองรูเปดเหลานี้ (Barry, 2001) 

ชั้นสตราตัมคอรเนียมเปนตัวก้ันท่ีสําคัญจากโครงสรางท่ีเปนอิฐ (brick) และปูน (mortar) 

คลายผนังตามท่ีไดกลาวมาแลว คอรนีโอไซต (corneocytes) ของคีราตินท่ีชุมชื้นประกอบเปน  

“กอนอิฐ (brick)” ท่ีฝงตัวอยูในสวนท่ีเปน “ปูน (mortar)” ท่ีประกอบดวยไขมันสองชั้นหลาย ๆ ชั้น

ของเซราไมด (ceramides) กรดไขมันอิสระ (free fatty acids) คอเลสเตอรอล (cholesterol) และ

คอเลสเตอรอลเอสเทอร (cholesterol ester) ชั้นสองชั้นนี้จะสรางเปนบริเวณก่ึงผลึก เจล และ   

ผลึกเหลว (liquid crystal) โมเลกุลสารสวนใหญแทรกผานผิวหนังทางเสนทางขนาดเล็กระหวางเซลล 

(intercellular microroute) (ภาพท่ี 2.4) ดังนั้นเทคนิคสวนใหญท่ีใชในการเพ่ิมการสงผานเมมเบรน 

(membrane) มีเปาหมายท่ีจะเปลี่ยนแปลง หรือสรางเสนทางลัดตอโครงสรางอิฐและปูนของผิวหนัง 

(Barry, 2001) 
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ภาพท่ี 2.4 ลักษณะโครงสรางท่ีเปนอิฐ (brick) และปูน (mortar) 

ท่ีมา: Barry (2001) 

 

ชองทางผานชองวางระหวางเซลล (Intercellular route) คือ การดูดซึมผานทางชองวาง

ระหวางเซลลในชั้นสตราตัมคอรเนียม ซ่ึงมีไขมันท่ีมีข้ัวหลายชนิดเรียงซอนกันเปนชั้น ๆ (lipid 

lamellar) และมีน้ําเก็บกักอยูระหวางชั้นเหลานี้ สารจะตองละลายไดบางในไขมันเหลานี้ แตตองไม

ละลายดีจนเกินไป มิฉะนั้นสารจะถูกกักไวในชั้นนี้ไมถูกปลอย และถูกดูดซึมหรือกระจายตัวไปยัง

ผิวหนังชั้นถัดไป สารท่ีถูกดูดซึมผานชองทางนี้ควรมีความสมดุลระหวางการละลายในน้ําและน้ํามัน 

ดังแสดงในภาพท่ี 2.5 แสดงแผนภาพของผิวหนังชั้นสตราตัมคอรเนียมโดย A เปนลักษณะของ      

คอรนีโอไซตท่ีเรียงตัวเหมือนกอนอิฐ B แสดงคอรนีโอไซตและสวนไขมันท่ีอยูในชองวางระหวาง    

คอรนีโอไซตท่ีเรียงตัวเปน lipid lamellar 2-3 ชั้นสลับกับชั้นน้ํา และ C แสดงความหนาของชั้น 

lipid lamellar และ D แสดงตําแหนงของชั้นไขมันมีข้ัวและไมมีข้ัวท่ีเรียงตัวเปน lipid lamellar ใน

ชองวางระหวางเซลล และ E แสดงสวนประกอบของ lipid lamellar ท่ี มีไขมัน 85% และมี

โครงสราง desmosomes 15% ของพ้ืนท่ีท้ังหมด จะเห็นวาชองวางระหวางเซลลมีสมบัติท้ังท่ีไมมีข้ัว 

และมีข้ัวจากสมบัติของชั้นไขมัน lipid lamellar และน้ําท่ีเก็บกักในระหวางชั้นไขมัน ดังนั้นสารท่ีจะ

ถูกดูดซึมผานชองนี้ ควรมีคาสัมประสิทธิ์การแบงสวนการละลาย (partition coefficient) ระหวาง 

octanol และน้ํา ประมาณ 1 
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ภาพท่ี 2.5 แผนภาพของผิวหนังชั้นสตราตัมคอรเนียม แสดง A เปนลักษณะของคอรนีโอไซตท่ี   

เรียงตัวเหมือนกอนอิฐ  B แสดงคอรนีโอไซตและสวนไขมันท่ีอยูในชองวางระหวางคอรนีโอไซตท่ีเรียง

ตัวเปน lipid lamellar 2-3 ชั้นสลับกับชั้นน้ํา C แสดงความหนาของ ชั้น lipid lamellar D แสดง

ตําแหนงของชั้นไขมันมีข้ัวและไมมีข้ัวท่ีเรียงตัวเปน lipid lamellar ในชองวางระหวางเซลล และE 

แสดงสวนประกอบของ lipid lamellar ท่ีมีไขมัน 85% และมีโครงสราง desmosomes 15% ของ

พ้ืนท่ีท้ังหมด 

ท่ีมา: Roberts & Cross (2002) 
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ชองทางผานเซลล (Transcellular route) คือ การท่ีสารผานเขาผิวหนัง โดยผานทาง

เซลลคอรนีโอไซต (corneocytes) ในชั้นสตราตัมคอรเนียม และถูกดูดซึมผานเซลลชั้นตาง ๆ ตอไป

เรื่อย ๆ ซ่ึงตองผานท้ังสวนชอบน้ํามันและชอบน้ํา (lipophilic and hydrophilic compartment) 

สลับกันไป คอรนีโอไซตของชั้นสตราตัมคอรเนียมเปนเซลลท่ีตายแลว มีโปรตีนประเภทคีราติน และ 

คีราโตไฮยาลีน (keratohyaline) สารท่ีละลายในน้ํามันจะถูกดูดซึมผานโปรตีนเหลานี้ ในขณะท่ีสารท่ี

มีข้ัว หรือละลายน้ําจะผานบริเวณท่ีมีน้ํารอบ ๆ โปรตีนเหลานี้  ดังแสดงท่ีภาพท่ี 2.6 ซ่ึงแสดง

กระบวนการการแบงสวน (partition) และการแพร (diffusion) ของสารผานคอรนี โอไซตใน        

ชั้นสตราตัมคอรเนียมโดย (1) คือ สารแบงสวน (partition) จากยาพ้ืน (base) มาอยูบนผิวหนัง     

(2) คือ สารซึมผาน (permeation) คอรนีโอไซต และ (3) คือ สารแพร (diffusion) เขาไปในชองวาง

ระหวางคอรนีโอไซต ดังนั้นความสามารถของสารในการซึมผานคอรนีโอไซตจึงข้ึนอยูกับการละลาย 

(solubility) ซ่ึงเก่ียวของกับคา partition coefficient และความสามารถในการแพร (diffusivity) 

รวมท้ังความแรงของปฏิกิริยาการจับกันระหวางสารกับยาพ้ืน และสารกับโปรตีนของคอรนีโอไซต 

และไขมันในชองวางระหวางเซลล สารท่ีจะแพรผานชองทางนี้ไดดีควรละลายไดท้ังในน้ําและน้ํามัน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2.6 กระบวนการแบงสวน (partition) และการแพร (diffusion) ของสารผานคอรนีโอไซตใน 

ชั้นสตราตัมคอรเนียม 

ท่ีมา: Rugh et al. (1998) 
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ขลู (Pluchea indica (L) Less.) 

 

1. ขอมูลท่ัวไป 

 ขลู มีชื่ อทองถ่ิน  เชน  หนวด ง่ัว หนวด ง้ิว หนาดงัว หนาดวัว  (อุดรธานี ) ข้ีป าน 

(แมฮองสอน) คลู ขลู (ภาคใต) ชื่อภาษาอังกฤษ คือ Indian Marsh Fleabane ชื่อวิทยาศาสตร คือ 

Pluchea indica (L.) Less. ชื่อพอง คือ Pluchea foliolosa DC., Corymbosa Roxb., Conyza 

indica Mig., Baccharis indica Linn. จัดอยูในวงศ Asteraceae 

  2. ลักษณะทางพฤกษศาสตร 

 ขลูเปนไมพุมขนาดเล็ก สูง 1-2 เมตร ข้ึนเปนกอ แตกก่ิงกานสาขามาก ลําตนกลมสี

น้ําตาลแดง หรือเขียว ลําตนและก่ิงกานมีขนละเอียดปกคลุม ใบเดี่ยว ออกแบบสลับ รูปไขกลับ กวาง 

1-5 เซนติเมตร ยาว 2.5-10 เซนติเมตร ปลายใบมน ปลายใบมีขนาดใหญกวาโคนใบ โคนใบสอบ 

ขอบใบหยักแบบฟนเลื่อย โดยรอบมีขนขาว ๆ ปกคลุม กานใบสั้นมาก เนื้อใบบาง แผนใบเรียบเปนมัน 

ใบคอนขางแข็งและเปราะ ใบมีกลิ่นหอมฉุน ดอกออกเปนชอท่ีปลายยอด หรือตามซอกใบ รูปกลม 

หลาย ๆ ชอมารวมกัน ดอกเปนฝอยสีขาวนวลหรือสีขาวอมมวง กลีบดอกแบงออกเปนวงนอกกับวง

ใน กลีบดอกวงนอกสั้นกวาวงใน กลีบดอกวงในเปนรูปทอ ดอกวงนอกกลีบดอกยาวประมาณ  3-3.5 

มิลลิเมตร ดอกวงในกลีบดอกจะเปนรูปทอมีความยาวประมาณ 4-6 มิลลิเมตร ปลายจักเปนซ่ีฟน 

ประมาณ 5-6 ซ่ี ภายในมีท้ังดอกตัวผูและดอกตัวเมียสีขาวอมมวงขนาดเล็กอยูเปนจํานวนมาก   

ปลายกลีบดอกหยักเปนซ่ีฟน 5-6 หยัก อับเรณูตรงโคนเปนรูปหัวลูกศรสั้น ๆ เกสรตัวเมียแยกเปน    

2 แฉกสั้น ๆ กานชอดอกยาวประมาณ 5-6 มิลลิเมตร ไมมีกานดอกยอย ริ้วประดับมีลักษณะแข็ง     

สีเขียว และเรียงกันประมาณ 6-7 วง วงนอกเปนรูปไข วงในคลายรูปหอกแคบ ปลายแหลม ผลเปน

ผลแหง ไมแตก รูปทรงกระบอก ขนาดเล็ก ยาวประมาณ 0.7 มิลลิเมตร ผลเปนสัน มีขนาดเล็กมาก  

มีเหลี่ยม 10 สัน มีรยางคไมมาก สีขาว ยาวประมาณ 4 มิลลิเมตร เมล็ดมีลักษณะเปนฝอยเล็ก ๆ เม่ือ

แกจะปลิวไปตามลม ยอดมีรสมันใชรับประทานเปนผักสด พบชอบข้ึนตามธารน้ํา ท่ีชื้นแฉะ          

โดยเฉพาะท่ีท่ีน้ําเค็มข้ึนถึง ใบออนใชรับประทานเปนผักจิ้มได ใบเม่ือนํามาผึ่งใหแหง จะมีกลิ่นหอม

คลายกลิ่นน้ําผึ้ง ใชชงดื่มแทนชา (นันทวัน บุณยะประภัศร และอรนุช โชคชัยเจริญพร, 2539;      

สุดารัตน  หอมหวล และพลชาติ หอมหวล, 2553) 
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ภาพท่ี 2.7 ลักษณะของใบขลู 

ท่ีมา: สุดารัตน หอมหวล และพลชาติ หอมหวล (2553) 

 

 3. สรรพคุณทางยา 

 ขลูเปนพืชท่ีชอบข้ึนตามธารน้ําโดยเฉพาะท่ีน้ําเค็มข้ึนถึง พบท่ัวไปในเขตรอน เชน 

ประเทศอินเดีย จีน ฟลิปปนส มาเลเซีย ไทย เปนตน เปนพืชท่ีปลูกงาย โดยใชก่ิงแกปกชํา ข้ึนไดใน

ดินแทบทุกชนิด ในตํารายาไทยใชท้ังตนตมกินเปนยาขับปสสาวะ แกเบาหวาน ตมน้ําอาบแกผื่นคัน 

น้ําค้ัน ใบสดรักษาริดสีดวงทวาร ท้ังตนสด หรือแหง เตรียมเปนยาตมรับประทานขับปสสาวะ แกโรค

นิ่วในไต แกปสสาวะพิการ เปนยาชวยยอย แกริดสีดวงทวารหนัก ริดสีดวงจมูก แกเบาหวาน         

แกประดง แกเลือดลม และผื่นคันตามผิวหนัง เปลือกตน เมล็ด แกริดสีดวงทวาร แกกระษัย เปนยา

อายุวัฒนะ โดยนํามาตมน้ํารับประทาน หรือตมน้ําแลวใชไอรมทวารหนัก แกริดสีดวงจมูก โดยตาก

แหงแลวเตรียมเปนยาสูบ ใบ มีกลิ่นหอม ตมน้ําดื่ม แทนเปนน้ําชา ฝาดสมาน แกไข ขับปสสาวะ ขับ

เหง่ือ แกกระหายน้ํา แกบิด แกประดง แกเลือดลม แกริดสีดวงทวาร แกแผลอักเสบอาจใชใบสดตํา

พอกบริเวณท่ีเปน และตมน้ําอาบบํารุงประสาท รากรับประทานเปนยาฝาดสมาน แกบิด แกไข     

ขับเหง่ือ แกแผลอักเสบ ใชรากสดตําพอกบริเวณท่ีเปนแผล (นันทวัน บุณยะประภัศร และอรนุช   

โชคชัยเจริญพร, 2539; สุดารัตน  หอมหวล และพลชาติ หอมหวล, 2553) 

  4. องคประกอบทางเคมีท่ีพบในใบขลู 

   มีรายงานวิจัย พบวา ในสารสกัดใบขลู มีองคประกอบทางเคมีประกอบดวยสาร

Caffeoylquinic derivatives (Arsiningtyas et al., 2014 ), ก ลุ ม  flavonol aglycones (quercetin, 

kaempferol, myricetin) ((Traithip, 2005; Andarwulan et al., 2010) และกลุ ม  terpenoid 

(10S,11S-himachala3(12)-4-diene) (Widyawati et al., 2013) ซ่ึ งจ าก ราย งาน วิ จั ย  พ บ ว า

องคประกอบทางเคมีหลัก ท่ีพบในสารสกัดใบขลู  ไดแก  อนุ พันธของ caffeoylquinic เชน              

3-O-caffeoylquinic acid, 4-O-caffeoylquinic acid, 5-O-caffeoylquinic acid, 3,4-O-dicaffeoylquinic acid, 
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3,5-O-dicaffeoylquinic acid และ 4,5-O-dicaffeoylquinic acid (Shukri et al., 2011; Kongkiatpaiboon     

et al., 2018)  

 
 

ภาพท่ี 2.8 โครงสรางทางเคมีของ 4,5-O-dicaffeoylquinic acid 

ท่ีมา: Tabassum et al. (2016) 

 

การศึกษาฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา พบวา สารสําคัญกลุมนี้มีฤทธิ์ตานออกซิเดชัน (antioxidant 

activity) ตานการอักเสบ (anti-inflammatory activity) ยับยั้งการทํางานของเอนไซม HMG CoA 

reductase และเอนไซม alpha-glucosidase (Xu et al., 2012; Vongsak et al., 2013; Chen  

et al., 2014; Arantes et al., 2016; Motaal et al., 2016) 

 

ไมโครอิมัลชัน (Microemulsions) 

 

ระบบอิมัลชันนํามาใชทางเภสัชกรรมอยางแพรหลาย เชน ใชเพ่ิมการละลาย ดวยการทําให

เกิดการเพ่ิมการละลาย (solubilisation) ของตัวยาหรือสารท่ีไมละลายน้ํา โดยตัวยาสวนใหญเปนสาร

ท่ีละลายน้ํามากและอยูในรูปสารชอบลิปด ไมโครอิมัลชันยังไดนํามาพัฒนาใชเปนระบบนําสงสําหรับ

ชองทางตาง ๆ เชน ทางปาก ทางผิวหนัง และทางตา เปนตน ไมโครอิมัลชันสามารถใชเปนระบบ

นําสงยาสามารถเพ่ิมการดูดซึมสารผานผิวหนังเมนเบรนและผิวหนังไดอยางมีประสิทธิภาพพรอมใช

ทางชีวภาพ (bioavaiability) ของสาร ทําใหมีการพัฒนาและศึกษาวิจัยท่ีเก่ียวของกับการนําระบบ 

ไมโครอิมัลชันเพ่ือใชในการนําสงสารตาง ๆ อยางมากมายท้ังยา อาหารเสริม และเครื่องสําอาง 

ไมโครอิมัลชัน คือ อิมัลชันท่ีมีขนาดหยดวัฏภาคภายใน 10-100 นาโนเมตร (Burguera & 

Burguera, 2012) มีลักษณะโปรงแสงหรือโปรงใส เปนระบบท่ีมีความเสถียรภาพดีทางอุณหพล-

ศาสตร (thermodynamic) (Ashara et al., 2014) และสามารถเกิดไดเองโดยไมตองอาศัยแรง หรือ



15 

  

ความรอนในการเตรียม ไมโครอิมัลชันเปนระบบท่ีประกอบไปดวย น้ํามัน (oil) น้ํา (Water) และสาร

ลดแรงตึงผิว (surfactant) และสารลดแรงตึงผิวรวม (co-surfactant) (Abbasi & Radi, 2016) แบง

ออกเปน 3 ประเภท ไดแก ไมโครอิมัลชันชนิดน้ํามันในน้ํา (oil in water, o/w) ไมโครอิมัลชันชนิดน้ํา

ใน น้ํ า มั น  (water in oil, w/o) แ ล ะ ไม โค ร อิ มั ล ชั น ช นิ ด ต อ เนื่ อ งแ บ บ คู  (bicontinuous)     

(Lawrence & Rees, 2000) ซ่ึงเปนไมโครอิมัลชันท่ีไมสามารถแยกไดวาเปนชนิดใดเนื่องจากมี

ปริมาณของน้ํา และน้ํามันใกลเคียงกัน ทําใหเกิดรูปแบบของสารลดแรงตึงผิวแผกระจายตอเนื่อง   

กันไป ไมโครอิมัลชันท้ัง 3 ชนิดแสดงดังภาพท่ี 2.9 

(ก)                                 (ข)    (ค) 

ภาพท่ี 2.9 ไมโครอิมัลชนัชนิดตาง ๆ; (ก) ไมโครอิมัลชันชนิดน้ํามันในน้ํา (oil in water, o/w)        

(ข) ไมโครอิมัลชันชนิดน้ําในน้ํามัน (water in oil, w/o) และ (ค) ไมโครอิมัลชันชนิด

ตอเนื่องแบบคู (bicontinuous) 

ท่ีมา:  Lawrence & Rees (2000)  

 

ระบบไมโครอิมัลชันมีหลายแบบ โดยจะเก่ียวของกับระบบสารละลายไมเซลล เนื่องจากท้ัง

สองระบบมีโครงสรางคลายคลึงกันมาก เม่ือดูจากสวนประกอบของระบบไมโครอิมัลชัน ท่ี

ประกอบดวยน้ํามัน น้ําและสารลดแรงตึงผิวจะคลายกับระบบอิมัลชันมากแตกตางกันท่ีขนาดและ

รูปรางของหยดของเหลวท่ีกระจายในวัฏภาคตอเนื่อง ซ่ึงสะทอนถึงความแตกตางระหวางความคงตัว

ทางอุณหพลวัตของท้ังสองระบบ ไมโครอิมัลชันเปนระบบท่ีมีความคงตัวทางอุณหพลศาสตร

(thermodynamic) แตไมคงตัวทางจลนศาสตร และหลังเก็บไวระยะหนึ่งอาจเกิดการรวมตัวของหยด

ของเหลวท่ีนําไปสูการแยกชั้นได  ในทางตรงขามไมโครอิมัลชันมีความคงตัวทางอุณหพลวัตจึงไมเกิด

การแยกชั้นของอิมัลชันขนาดเล็ก 
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ตารางท่ี 2.1 ขอแตกตางระหวางไมโครอิมัลชัน นาโนอิมัลชัน และอิมัลชัน 

สมบัติ 
อิมัลชัน 

นาโนอิมัลชัน แมคโครอิมัลชัน ไมโครอิมัลชัน 

ลักษณะท่ีมองเห็น โปรงแสง ทึบแสงเปนน้ํานม โปรงใส 

ขนาดหยดของเหลวภายใน 20-200 นาโนเมตร > 1 ไมโครเมตร 10-100  

นาโนเมตร 

ความคงตัว จลนศาสตร - อุณหพลวัต 

การสราง ตองการพลังงาน - เกิดข้ึนไดเอง 

ความเขมขนของสารลดแรงตึงผิว ต่ํา - สูง 

ท่ีมา: วราภรณ จรรยาประเสรฐิ (2552) 

 

การเตรียมไมโครอิมัลชัน 

ไมโครอิมัลชันจะเกิดข้ึนเม่ือแรงตึงระหวางผิวอยู ในชวง 104 หรือ 105 dyne/cm3 

อัตราสวนขององคประกอบตาง ๆ มีความสําคัญตอการเตรียมไมโครอิมัลชันมาก ไมโครอิมัลชัน    

สวนใหญจะประกอบดวยสารกออิมัลชัน 10-30% วิธีท่ีใชในการเตรียมไมโครอิมัลชัน คือเตรียมเปน

อิมัลชันกอนแลวทําการไทเทรตดวยตัวกออิมัลชันรวมดวยการกวนผสมธรรมดาจนไดลักษณะตํารับ  

ท่ีใส การเตรียมไมโครอิมัลชันตองมีการเปลี่ยนแปลงวัฏภาคน้ํามันโดยใชสารกออิมัลชันรวมท่ีมี      

คา HLB (Hydrophile-lipophile balance) เทากับน้ํามันท่ีใช ในกรณีท่ีใชสารกออิมัลชันไมมีประจุ

อุณหภูมิจะสงผลตอคา HLB โดยมีผลตอการแทรกตัวของสารกออิมัลชันระหวางวัฏภาค การเพ่ิม

อุณหภูมิของระบบจะลดคาการละลายของสารกออิมัลชันท่ีไมมีประจุในน้ําและทําใหความเขมขนของ

สารกออิมัลชันท่ีไมมีประจุไปอยูระหวางวัฏภาคหรือในวัฏภาคน้ํามันมากข้ึน ในกรณีนี้คา HLB ของ

สารทําอิมัลชันจะลดลง แตในทางกลับกันถาอุณหภูมิมีคาต่ําลงผลท่ีไดจะตรงขามกับท่ีไดกลาวมา   

สารลดแรงตึงผิวท่ีมีคา HLB ระหวาง 3-6 จะสนับสนุนการเกิดไมโครอิมัลชันชนิดน้ําในน้ํามัน (w/o) 

ในขณะท่ีสารลดแรงตึงผิวท่ีมีคา HLB 8-18 จะสนับสนุนการเกิดไมโครอิมัลชันชนิดน้ํามันในน้ํา (o/w) 

สารลดแรงตึงผิวควรมีลักษณะ ดังนี้ 

1) สามารถลดแรงตึงผิวไดต่ํามาก 

2) ทําใหฟลมยืดหยุนและกอตัวรอบหยดของเหลว 

3) มีคา HLB เหมาะสมท่ีจะทําใหเกิดความโคงระหวางรอยตอ เพ่ือใหเกิดไมโครอิมัลชันชนิด 

w/o, o/w หรือ bicontinuous 
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Zhu et al. (2008) ไดพัฒนาการตั้งตํารับไมโครอิมัลชันสําหรับการนําสงยา penciclovir 

ซึมผานทางผิวหนังท่ีประกอบไปดวย oleic acid, cremorphor EL และ ethanol ท่ีแทรกซึมผาน

ผิวหนังหนู  ผลการศึกษา พบวา ไมโครอิมัลชันดี ท่ีสุดประกอบดวย oleic acid (5%, w/w), 

cremorphor EL (20%, w/w), ethanol (30%, w/w) และน้ํา (45% w/w) โดยมีอนุภาคขนาด

เสนผาศูนยกลางเฉลี่ย 36.5 nm และมีการละลายของตัวยา penciclovir ในตํารับอิมัลชันเปน 7.41 

mgg-1 มีคาการซึมผานผิวหนังหนูในไมโครอิมัลชันเปนประมาณ 3.5 เทาของครีมในทองตลาด สรุป

คือ  ความสามารถในการซึมผานของตัวยา penciclovir เพ่ิม ข้ึนอยางมีนั ยสําคัญจากสูตร              

ไมโครอิมัลชันเม่ือเทียบกับครีมในทองตลาด 

Badawi et al. (2009) ศึกษาการเตรียมและประเมินไมโครอิมัลชันท่ี มีสวนประกอบ 

salicylic acid โดยเตรียมเจลเบสไมโครอิมัลชันท่ีประกอบดวย 35%w/w Isopropyl palmitate 

(IPM), 20% water, and 45% Tween 80 (surfactant): Propylene glycol (PG) (co-

surfactant) ในอัตราสวน 15:1 ผสมกับ salicylic acid 2%, 5% และ 10% โดยจากการประเมิน

ความคงตัว พบวา การเตรียมดวย Salicylic acid 10% จะมีความคงตัวท่ีสุด  

Noridayu et al. (2011) ทํ าการศึกษาตํ ารับ ไม โครอิ มัลชั น โดย ใช  laser confocal 

scanning microscopy ในการสองภาพการซึมผานและการกระจายตัวของไมโครอิมัลชัน 

fluorescently-labelled microemulsion โดยใช 0.1 %w/v Nile red ซ่ึงประกอบดวย 15.4 % 

oleic acid, 30.8 % tween 20, 30.8 % transcutol และ 23 %w/w water พบวา ไมโครอิมัลชัน

สะสมตัวภายในเซลลของชั้น stratum corneum นอกจากนี้จากการวิเคราะหภาพท่ีถายบนชั้น 

stratum corneum  พบวามีการซึมผานท่ีดี จากการใชวิธี tape stripping และวิเคราะหดวย liquid 

chromatography mass spectroscopy  ผลการศึกษา พบวา การซึมผานของไมโครอิมัลชันในชั้น 

stratum corneum และแสดงใหเห็นถึงการทํางานของไมโครอิมัลชันรวมกับโครงสรางผิวหนัง 

Acharya et al. (2013) ศึ กษ าก าร เต รี ย มและการป ระ เมิ น ผลขอ งก ารนํ าส งย า 

carbamazepine ในระบบไมโครอิมัลชัน ท่ีประกอบดวย oleic acid, tween 80, propylene 

glycol (PG) และ water จากการศึกษา พบวา ระบบไมโครอิมัลชันท่ีมีอัตราสวนหนึ่งตอหนึ่งของ 

tween 80 และ propylene glycol ท่ี 37.5% สามารถใชในการเปนตัวพาสําหรับนําสงยาผาน

ผวิหนังไดดี 

 

กรอบแนวคิดในการวิจัย 

 

ศึกษาการสกัดสารสําคัญในกลุมฟลาโวนอยดจากใบขลู ทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ และ

ทดสอบความปลอดภัย (cytotoxicity) แลวตั้งตํารับกักเก็บสารสําคัญใหอยูในรูปแบบไมโครอิมัลชัน 
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แลวศึกษาการซึมผานแผนก้ันผิวหนังหมูในหลอดทดลอง โดยควบคุมปจจัย เชน อุณหภู มิ             

คาความเปนกรดดาง (pH) เปนตน ตามวิธีการในขอกําหนดการผานผิวหนังของ COLIPA 
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บทที ่3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 

วัตถุดิบท่ีใชในการวิจัย 

 

 ใบขลู (ใบสด) จากหมูบานทาจอด หมูท่ี 7 ตําบลบอ อําเภอขลุง จังหวัดจันทบุรี เก็บพืช

ในชวงเดือนกันยายน ปพ.ศ. 2560 

 

เครื่องมือท่ีใชในการวิจัย 

 

 1. เครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุน (Rotary Vacuum Evaporator) ยี่หอ Buchi รุน R-

205/V ประเทศสวิตเซอรแลนด 

 2. เครื่องชั่งไฟฟา 4 ตําแหนง ยี่หอ Mettler Toledo ประเทศเยอรมนี 

 3. เตาใหความรอน ยี่หอ IKA ประเทศเยอรมนี 

 4. เครื่องปนเหวี่ยงแบบตั้งโตะ รุน Rotofix 32A ยี่หอ Hrllich ประเทศเยอรมนี 

 5. เครื่องอานปฏิกิริยาบนไมโครเพลท รุน EZ Read 2000 ยี่หอ Biochrom ประเทศอังกฤษ 

 6. ตูอบลมรอน (Oven) ยี่หอ Amerex รุน Incumax CV250 ประเทศจีน 

 7. เครื่องวัดขนาดอนุภาคระดับนาโนเมตร (Zetasizer Nanoseries) ยี่หอ Malvern รุน 

ZEN 3600 ประเทศอังกฤษ 

 8. กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน (Transmission Electron Microscope) รุน 

JEM-2100 ยี่หอ Jeol ประเทศญี่ปุน 

 9. เครื่องวัดคาความเปนกรดดาง (pH meter) ยี่หอ OHAUS รุน Starter 2100 ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 

 10. เครื่ องวัดความหนื ด  (Viscometer) ยี่ ห อฺ  Brookfield รุน  DV-I Prime ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 

 

สารเคมีท่ีใชในการวิจัย 

 

 1. Aluminum chloride (AlCl3, AR grade) (Lot no.F2A261) บริษัท Chemicals จํากัด 

ประเทศออสเตรเลีย  
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 2. L-Ascorbic acid (AR Grade) (Lot no: 1007089) บริษัท Carlo Erba จํากัด ประเทศ

อิตาลี 

 3. 2,2-diphenyl-1-picrylhtdrazyl (DPPH) (AR Grade) (Lot no: STDB 2362v) บริษัท 

Sigma-Aldrich จํากัด ประเทศสหรัฐอเมริกา 

 4. Ethanol 99.9% (AR Grade) บริษัท RCL Labscan จํากัด ประเทศไทย 

 5 . Folin-Ciocalteu reagent (Lot no: BCBK 6010v) บ ริ ษั ท  Sigma- Aldrich จํ า กั ด 

ประเทศสหรัฐอเมริกา 

  6. Gallic acid (Lot no: 098k0245) บริษัท Sigma-Aldrich จํากัด ประเทศสหรัฐอเมริกา 

 7. Oleic acid (AR Grade) (Lot no: 0000511527) บริ ษัท  Applichem Panreac ITW 

จํากัด ประเทศเยอรมนี 

 8. Sodium carbonate (Na2CO3, Lot no. 1201007) ยี่หอ AJAX ประเทศออสเตรเลีย 

 9 . Tween80  (Polysorbate80 ) (Cosmetic grade) บริ ษั ท วั นรั ต (หน่ํ าเซี ยน) จํ ากั ด 

กรุงเทพมหานคร ประเทศไทย 

 10. Propylene glycol (cosmetic grade) บริษัท วันรัต (หน่ําเซียน) จํากัด กรุงเทพมหานคร 

ประเทศไทย 

 11. Quercetin (Lot no: SLBV2993) บริษัท Sigma-Aldrich จํากัด ประเทศสหรัฐอเมริกา 

 12. 4,5-Di-O-caffeoylquinic acid บริษัท Sigma-Aldrich จํากัดประเทศสหรัฐอเมริกา 

 

วิธีการดําเนินการวิจัย 

  

1. การเตรียมพืช และกระบวนการสกัด 

นําใบขลู ท่ีเก็บไดจากจังหวัดจันทบุรีมาลางทําความสะอาด แลวนําไปอบใหแหงท่ี

อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ชั่วโมง หลังจากนั้นนํามาบดใหละเอียดดวยเครื่องบด 

(Blender) นํ าใบขลู ท่ีบดแลว ทําการสกัดโดยวิธีการหมัก (Maceration technique)  ดวย          

ตัวทําละลายเอทานอล (99% ethanol, EtOH)  เปนเวลา 72 ชั่วโมง จากนั้นนําสารสกัดออกมา

กรอง ทําการสกัดซํ้าอีก 2 ครั้ง และระเหยเอาตัวทําละลายออกดวยเครื่องระเหยสารแบบลดความดัน 

(Rotary Vacuum Evaporator) จะไดสารสกัดหยาบชั้นเอทานอล (Ethanolic extract) ทําการชั่ง

และบันทึกน้ําหนักของสารสกัดหยาบท่ีได เพ่ือคํานวณหารอยละของน้ําหนัก (%Yield) ของ         

สารสกัดหยาบ และเก็บไวในขวดสีชา และอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเพ่ือใชในการวิเคราะหตอไป 
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2. การวิเคราะหหาปริมาณฟนอลิกรวม (total phenolic content) 

 การวิเคราะหหาปริมาณสารประกอบฟนอลิกรวมในสารสกัดหยาบจากใบขลู ดวยวิธี 

Folin–Ciocalteu assay (ดั ดแปลงจาก Maizura et al., 2011) เตรียมสารส กัด ใบขลู ให มี       

ความเขมขนของสารสกัดเทากับ 1 mg/mL ปเปตตสารตัวอยางมา 25 μL แลวเติมสารละลาย 10% 

Folin-Ciocalteu reagent ปริมาตร 125 μL บมท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง 4 นาที จากนั้นเติมสารละลาย 

5% Na2CO3 ปริมาตร 100 μL ผสมใหเขากัน ตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที และนําไปวัด

คาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร ดวยเครื่อง Microplate reader ทําการทดลอง 

3 ครั้ง เทียบกับสารมาตรฐาน gallic acid และนําคาท่ีไดมาทําการวิเคราะหหาปริมาณสารประกอบ    

ฟนอลิกรวมในรูปแบบ mgGAE/ g สารสกัด 

3. การวิเคราะหหาปริมาณฟลาโวนอยดรวม (total flavonoid content)  

 การวิเคราะหหาปริมาณฟลาโวนอยดรวมในสารสกัดหยาบใบขลู ทดสอบดวยวิธี  

aluminium chloride method (ดัดแปลงตามวิธีของ Meda et al., 2005) โดยเติมสารละลาย 

AlCl3 เขมขน 2%  ปริมาตร 100 μL ผสมกับสารสกัดจากใบขลู ในตัวทําละลายเอทานอล        

(ความเขมขน 1.0 mg/mL) ปริมาตร 100 μL ตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที แลวนําไป  

วัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง Microplate reader ท่ีความยาวคลื่น 415 นาโนเมตร ทํา         

การทดลอง 3 ครั้ง นําคาการดูดกลืนแสงท่ีไดมาทําการวิเคราะหหาปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด

รวมในสารสกัดโดยเทียบจากกราฟสารมาตรฐาน quercetin คํานวณในรูป QE/g สารสกัด 

4. การวิเคราะหหาปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยดในสารสกัดหยาบใบขลู 

    การวิเคราะหหาปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยดในสารสกัดหยาบใบขลู ตรวจสอบโดย

วิธี High performance liquid chromatography (HPLC) ระบบของเครื่อง HPLC ประกอบดวย 

ใช คอลัมน แบบ  reverse phase column (C18), ฉีดสารตั วอย างปริมาตร 2  μL, DAD-UV 

detector ท่ีความยาวคลื่น 280 nm, ระบบ mobile phase ((A) 0.1% Phosphoric acid ในน้ํา 

และ (B) 0.1% Phosphoric acid ใน  methanol ใช ระบบ  gradient elution อัตราการไหล      

0.8 mL/min ปริมาณสารฟลาโวนอยดในสารสกัดคํานวณเทียบจากกราฟมาตรฐานของ 4,5-Di-O-

caffeoylquinic acid 

5. การทดสอบฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระ (free radical scavenging activity) 

    การทดสอบฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระของสารสกัดจากใบขลู ทดสอบดวยวิธี DPPH assay 

(ดัดแปลงจาก Itsarasook et al., 2014) โดยเตรียมสารสกัดจากใบขลูใหมีความเขมขนตาง ๆ โดยใช

เอทานอลเปนตัวทําละลาย จากนั้นผสมสารละลายสารสกัดท่ีความเขมขนตาง ๆ ปริมาตร 75 μL กับ

สารละลาย 0.2 mM DPPH ปริมาตร 150 μL เขยาให เขากัน และตั้งท้ังไวในท่ีมืด 30 นาทีท่ี

อุณหภูมิหอง นําไปวัดคาดูดกลืนแสงท่ี 515 nm ดวยเครื่อง Microplate reader จากนั้นนําขอมูลท่ี
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ไดไปคํานวณหาคา Free radical scavenging activity (%) โดยใชวิตามินซี (L-ascorbic acid) เปน

สารมาตรฐาน ทําการทดลอง 3 ครั้ง (triplicate) 

 

  Free radical scavenging activity (%) = [( Acontrol – Asample)/ Acontrol] x 100 

 

  เม่ือ Asample คือ คาการดูดกลืนแสงท่ีวัดไดของสารผสมระหวางสารละลาย DPPH กับสาร

ตัวอยาง และ Acontrol คือ คาการดูดกลืนแสงท่ีวัดไดของสารละลาย DPPH 

  จากนั้ น คํานวณ หาคาการกําจัดอนุ มูล อิสระได  50%  (half maximal effective 

concentration, EC50) โดย ใช โป รแกรม  Graph Pad Prism Graph Pad Software ประ เท ศ

สหรัฐอเมริกา) 

 6. การทดสอบความเปนพิษ (Cytotoxicity) ของสารสกัดใบขลูตอเซลลไฟโบรบลาสต 

    ทดสอบความเปนพิษของสารสกัดใบขลูตอเซลลไฟโบรบลาสตผิวหนังมนุษย (พลาสเสจท่ี 

41) ดวยวิธี Sulforhodamine B colorimetric assay (ดัดแปลงจากวิธีของ Vichai et al., 2006) 

โดยเตรียมสารสกัดใหมีความเขมขน 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1 และ1.0 mg/mL ในตัวทําละลาย 

DMSO (10% ในอาหารเลี้ยงเซลล DMEM) และทําการบมสารสกัดท่ีความเขมขนตาง ๆ กับเซลล    

ไฟโบรบลาสตท่ีสภาวะ 37 0C และ 5%CO2 เปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนําเซลลท่ีผาน      

การทดสอบไปยอมดวยสี Sulforhodamine B (SRB) แลวคํานวณรอยละการมีชีวิตรอดของเซลล 

(Cell viability) เทียบกับตัวอยางควบคุม ในการทดสอบใชสาร Sodium lauryl sulfate เปนสาร

มาตรฐาน และทําการทดลองซํ้า 4 ครั้ง 

7. การเตรียมไมโครอิมัลชันชนิดน้ํามันกระจายในน้ํากักเก็บสารสกัดใบขลู 

    เตรียมไมโครอิมัลชันในรูปแบบน้ํามันกระจายในน้ํา (Oil in water microemulsion) 

โด ย วิ ธี  Pseudo-ternary phase diagram เต รี ย ม วั ฏ ภ า ค น้ํ า  (DI water + tween 80 + 

propylene glycol) คนผสมจนเขากันดี เตรียมวัฏภาคน้ํามัน (oleic acid + สารสกัดใบขลู) คอย ๆ 

เทวัฏภาคน้ํามันลงในวัฏภาคน้ํา คนผสมจนเขากัน 

8. การประเมินตํารับไมโครอิมัลชันทางเคมีกายภาพ  

8.1 วัดขนาดและดัชนีการกระจายตัวของอนุภาค 

   นําไมโครอิมัลชันไปเจือจางดวยน้ํากลั่น แลวนําไปวัดขนาดและดัชนีการกระจายตัว

ของอนุภาค โดยใชเครื่องวัดขนาดอนุภาค (Particle analyzer) 

8.2 วัดความหนืด 

วัดความหนืดของไมโครอิมัลชัน ท่ี อุณหภู มิหอง โดยใช เครื่องวัดความหนืด 

(Viscometer) 
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8.3 วัดคาความเปนกรดดาง 

วัดคาความเปนกรดดางของไมโครอิมัลชันท่ีอุณหภูมิหอง โดยใชเครื่อง pH meter 

   8.4 ลักษณะรูปรางของไมโครอิมัลชัน  

   ตรวจสอบลักษณะรูปรางของหยดวัฏภาคภายในของไมโครอิมัลชัน โดยการใชกลอง

จุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน (Transmission electron photomicrograph, TEM) 

9. การทดสอบความคงตัวไมโครอิมัลชัน 

ทดสอบความคงตัวของไมโครอิมัลชันท่ีมีและไมมีสารสกัดในสภาวะเรงโดยทดสอบท่ี

อุณหภูมิหองเปนระยะเวลา 3 เดือน อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเปน

ระยะเวลา 1 เดือน อุณหภูมิรอนสลับเย็นเปนอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส (48 ชั่วโมง) และอุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส (48 ชั่วโมง) นับเปน 1 รอบ ศึกษาท้ังหมด 6 รอบ บันทึกผลการทดลองเปนลักษณะ

ทางเคมีกายภาพของไมโครอิมัลชัน ไดแก สี กลิ่น คาความเปนกรดดาง (pH) ความหนืด ขนาด

อนุภาค ดัชนีการกระจายตัวของอนุภาคและการแยกชั้น 

10. การทดสอบการซึมผานแผนกั้นผิวหนังหมูในหลอดทดลอง (in vitro permeation) 

 การทดสอบการซึมผานแผนก้ันผิวหนังหมูในหลอดทดลอง ดัดแปลงตามวิธีของอรุณศรี 

ปรีเปรม และคณะ (2555) โดยอุปกรณเซลลทดสอบการแพรชนิดแนวนอนสีชา (Amber glass 

horizontal diffusion cells) ท่ีประกอบดวยการประกบใหแผนก้ันผิวหนังหมูอยูระหวางสวนใหกับ

สวนรับในสวนใหของเซลลทดสอบ ทําการทาตํารับไมโครอิมัลชันท่ีมีสารสกัดใบขลูปริมาณ 1 กรัม  

ลงในสวนให (Donor) แลวทดสอบการแพรของสารผานผิวหนังหมูลงไปในสวนรับ (Receptor)       

ท่ีบรรจุ Phosphate buffer pH 7.4 ท้ังในสวนใหและสวนรับปนดวยความเร็ว 100 รอบตอนาที 

และควบคุมอุณหภูมิ 32 ± 1ºC เก็บตัวอยางสารละลายในสวนรับท่ีเวลาตาง ๆ เพ่ือนําไปวิเคราะห        

ปริมาณฟลาโวนอยด ดวยวิธี HPLC หลังจากเก็บตัวอยางปริมาตร 1 mL จากสวนรับท่ีเวลาเก็บ 0, 

30 นาที , 1, 2 , 4, 6 และ 8 ชั่วโมง แลวให เติม Phosphate buffer pH 7.4 (อุณหภูมิ37 ºC) 

ปริมาณเทากับท่ีเก็บไปวิเคราะหไปแทนท่ีเพ่ือใหเกิดการซึมผานตอเนื่องในสวนรับ 

 

การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 

 

วิเคราะหโดยใชขอมูลท่ีแสดงผลคาเฉลี่ย (n=3) สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน เปรียบเทียบขอมูล

ทางสถิติแบบ Student’s t-test โดยใชโปรแกรม Quick Cal (Graphpad software, ประเทศ

สหรัฐอเมริกา) ท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95% (P≤ 0.05) 
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บทที่ 4  

ผลการวิจัย 

 

การสกัดใบขลู (Extraction) 

 

 จากการสกัดผงใบขลูดวยวิธีการหมักในตัวทําละลายเอทานอล รอยละ 99 พบวา ไดสารสกัด

หยาบใบขลูท่ีมีลักษณะสีเขียวเขม มีความหนืด (ดังภาพท่ี 4.1) และมีคารอยละของสารสกัดหยาบตอ

น้ําหนักพืชแหง (% yield) เทากับ 11.865 จากนั้นเก็บไวในขวดสีชา และอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

เพ่ือใชในการวิเคราะหตอไป 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4.1 ลักษณะของสารสกัดหยาบใบขลู 

 

การวิเคราะหหาปริมาณฟนอลิกรวม (Total phenolic content) 

 

 การวิเคราะหหาปริมาณสารประกอบฟนอลิกรวมของสารสกัดหยาบจากใบขลู ดวยวิธี 

Folin–Ciocalteu assay ผลการวิเคราะห พบวา สารสกัดหยาบใบขลู มีปริมาณสารประกอบ           

ฟนอลิกรวม เทากับ 54.61±0.53 mg GAE/g extract คํานวณเทียบจากกราฟมาตรฐาน (Standard 

curve) ของกรดแกลลิก (y= 5.2234x+0.1618, R2 = 0.9976)  

 

การวิเคราะหหาปริมาณฟลาโวนอยดรวม (Total flavonoid content) 

 

 การวิ เคราะหหาปริมาณฟลาโวนอยดรวมในสารสกัดหยาบใบขลู  ทดสอบดวยวิธี 

Aluminium chloride method ผลการวิเคราะห พบวา สารสกัดหยาบใบขลูมีปริมาณสารประกอบ           
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ฟลาโวนอยดรวมเทากับ 536.18±2.31 mgQE/ g extract คํานวณเทียบจากกราฟมาตรฐาน 

(Standard curve) ของเควอซิทิน (y= 1.8012x+0.1369, R2 = 0.9995)  

 

การวิเคราะหหาปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยดในสารสกัดหยาบใบขลู 

  

 ผลการวิเคราะหหาปริมาณสาร 4,5-Di-O-caffeoylquinic acid ในสารสกัดใบขลู ดวยวิธ ี

HPLC พบวา  จากโครมาโทแกรม  (ภ าพ ท่ี  4 .2 ) ในสารส กัด  1  mL มีป ริมาณ  4 ,5 -Di-O-

caffeoylquinic acid 9.359 ug เทียบกับกราฟมาตรฐานของสาร 4,5-Di-O-caffeoylquinic acid 

(y=637169x, R2=0.9950) (ภาพท่ี 4.3) 
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ภาพท่ี 4.2 โครมาโทแกรมของสารสกัดใบขลู 

 

 

 

 

          26 



27 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4.3 โครมาโทแกรมของสารมาตรฐาน 4,5-Di-O-caffeoylquinic acid 

27 
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การทดสอบฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระ (Free radical scavenging activity) 

 

 การทดสอบฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระ DPPH ของสารสกัดหยาบใบขลู ทดสอบดวยวิธี DPPH 

assay ท่ีความเขมขนตาง ๆ ผลการทดสอบดังแสดงในตารางท่ี 4.1 

 

ตารางท่ี 4.1 รอยละของการตานอนุมูลอิสระ DPPH ของสารสกัดหยาบใบขลูท่ีความเขมขนตาง ๆ   

 

 จากขอมูลในตารางท่ี 4.1 แสดงใหเห็นวา สารสกัดหยาบใบขลู มีแนวโนมใหรอยละการตาน

อนุมูลอิสระ DPPH เพ่ิมข้ึน เม่ือความเขมขนของสารสูงข้ึน (Dose-dependent curve) เม่ือนําขอมูล

จากตารางพลอตกราฟแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขน (Log concentration) และรอยละ

ของการตานอนุมูลอิสระ DPPH เพ่ือหาคาการกําจัดอนุมูลอิสระได 50% (half maximal effective 

concentration, EC50) โดยใชโปรแกรม Graph Pad Prism จากการทดสอบ พบวา สารสกัดหยาบ

ใบขลู มีคา EC50 เทากับ 0.4638±0.058 mg/mL ดังแสดงในภาพท่ี 4.4 

 

 

 

 

 

 

 

 

ความเขมขนของสารสกัดใบขลู  

(mg/mL) 
รอยละของการตานอนุมูลอิสระ DPPH  

EC50± SD 

(mg/mL) 

0.05 2.78±1.75 0.4638±0.058 

0.1 6.52±1.97  

0.25 17.97±2.53  

0.5 32.49±3.82  

1.0 60.23±2.23  

2.5 65.11±1.84  

5.0 54.59±0.72  
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ภาพท่ี 4.4 ผลการตานอนุมูลอิสระ DPPH ของสารสกัดใบขลู  

  

 การทดสอบฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระ DPPH ของสารควบคุมเชิงบวกวิตามินซี ทดสอบดวยวิธี 

DPPH assay ท่ีความเขมขนตาง ๆ ผลการทดสอบดังแสดงในตารางท่ี 4.2 

 

 ตารางท่ี 4.2 รอยละของการตานอนุมูลอิสระ DPPH ของสารควบคุมเชิงบวก (Positive control)  

วิตามินซีท่ีความเขมขนตาง ๆ   

 

ความเขมขนของวิตามินซี 

(mg/mL) 

รอยละของการตานอนุมูลอิสระ DPPH  

(%DPPH free radical scavenging 

activity) 

EC50± SD 

(mg/mL) 

0.0005 3.50±1.25 0.0114±0.0004 

0.001 5.01±2.52  

0.0025 9.20±1.94  

0.005 20.81±3.63  

0.01 33.55±1.06  

0.025 75.00±1.01  

0.05 81.48±1.50  

0.10 82.64±1.30  

Log concentration (mg/mL) 
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 จากขอมูลในตารางท่ี 4.2 แสดงใหเห็นวา สารควบคุมเชิงบวกวิตามินซี มีแนวโนมใหรอยละ

การตานอนุมูลอิสระ DPPH เพ่ิมข้ึน เม่ือความเขมขนของสารสูงข้ึน เม่ือนําขอมูลจากตารางพลอต

กราฟแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขน (Log concentration) และรอยละของการตานอนุมูล

อิสระ DPPH เพ่ือหาคาการกําจัดอนุมูลอิสระได 50% (half maximal effective concentration, 

EC50) โดยใชโปรแกรม Graph Pad Prism จากการทดสอบ พบวา สารควบคุมเชิงบวกวิตามินซี มีคา 

EC50 เทากับ 0.0114±0.0004 mg/mL ดังแสดงในภาพท่ี 4.5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4.5 ผลการตานอนุมูลอิสระ DPPH ของวิตามินซี 

 

 จากผลการทดสอบฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระของสารสกัดใบขลู (P. indica extract) ดวยวิธี 

DPPH assay ซ่ึงเปนวิธีท่ีนิยมใชเปนวิธีเบื้องตนในการทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระจากสารท่ีมาจาก

ธรรมชาติ ในการทดสอบนี้ทดสอบเทียบกับสารตานอนุมูลอิสระท่ีใหผลเชิงบวก คือ วิตามินซี        

(L-ascorbic acid) พบวา สารสกัดใบขลูมีความสามารถในการตานอนุมูลอิสระนอยกวาวิตามินซี

ประมาณ 40 เทา ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากวิตามินซี เปนสารบริสุทธิ์ท่ีมีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระโดยตรง สวน

สารสกัดใบขลูท่ีนํามาทดสอบเปนสารสกัดหยาบท่ีมีองคประกอบทางเคมีหลากหลาย เชน สารกลุม 

ฟลาโวนอยด ฟนอลิก และ Caffeoylquinic derivatives เปนตน จึงทําใหเม่ือทดสอบดวยวิธีนี้    

สารสกัดจึงมีประสิทธิภาพในการตานอนุมูลอิสระท่ีนอยกวาวิตามินซี 
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การทดสอบความเปนพิษ (cytotoxicity) ของสารสกัดใบขลู 

  

 ตารางท่ี 4.3 พบวา สารสกัดไมมีความเปนพิษตอเซลลไฟโบรบลาสตผิวหนังมนุษยท่ี     

ความเขมขน 0.0001-1.0 mg/mL โดยมีรอยละการมีชีวิตรอดของเซลลอยูระหวาง 96.84-97.13 

สวน Sodium lauryl sulfate มีความเปนพิษตอเซลลท่ีความเขมขน 0.1 และ 1.0 mg/mL โดยมี

รอยละการรอดชีวิตของเซลลเทากับ 32.28±4.35 และ 8.10±1.81 ตามลําดับ จากผลการทดสอบ

ชี้ใหเห็นวาสารสกัดใบขลูท่ีสกัดดวยเอทานอลรอยละ 99 มีความปลอดภัยตอเซลลและไมทําใหเซลล

ตาย 

 

ตารางท่ี 4.3 ผลการทดสอบความเปนพิษของสารสกัดตอเซลลไฟโบรบลาสตผิวหนังมนุษย 

ตัวอยาง 
รอยละการรอดชีวิตของเซลล (Cell viability) 

0.0001 0.001 0.01 0.1 1.0 

สารสกัด (mg/mL) 96.84±4.15 97.11±3.14 96.93±3.33 97.13±3.05 97.10±2.87 

Sodium lauryl 

sulfate (mg/mL) 

95.83±4.26 96.02±3.07 96.04±2.30 32.28±4.35 8.10±1.81 

 

การเตรียมไมโครอิมัลชันชนิดน้ํามันในน้ํากักเก็บสารสกัดใบขลู 

 

 เตรียมไมโครอิมัลชันในรูปแบบน้ํ ามันในน้ํ า (Oil in water microemulsion) ดวยวิธี 

Pseudo-ternary phase diagram (ภาพท่ี 4.6) ตํารับท่ีเหมาะสมประกอบดวย oleic acid 1.0 

%w/w, DI water 74 %w/w, tween 80 20 %w/w, propylene glycol 5.0 %w/w และสาร

สกัดใบขลู 0.23%w/w ผลการทดลอง พบวา ไมโครอิมัลชันท่ีกักเก็บสารสกัดใบขลูมีลักษณะสีเขียว

เขมใส และมีความหนืดนอย (ภาพท่ี 4.7) 
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ภาพท่ี 4.6 แผนภาพเฟสไดอะแกรมของไมโครอิมัลชันชนิดน้ํามันในน้ํา 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4.7 ลักษณะทางกายภาพภายนอกของไมโครอิมัลชันท่ีมีและไมมีสารสกัดใบขลู 

 

 จากการเตรียมตํารับไมโครอิมัลชัน พบวา สารสกัดละลายไดดีใน Oleic acid เนื่องจาก 

Oleic acid เปนวัฏภาคน้ํามันท่ีสามารถละลายสารสกัดใบขลูไดดี และเพ่ิมประสิทธิภาพการนําสง

ทางผิวหนัง (Penetration enhancer) เนื่องจากสามารถเพ่ิมอัตราการไหลในไขมัน Stratum 

corneum ซ่ึงเปนการเสริมสรางการซึมผาน และในการเตรียมไมโครอิมัลชันใชปริมาณของ Oleic 

acid 1.0 %w/w เนื่องจากถาปริมาณของ Oleic acid สูงกวา 5.0 %w/w อาจกอใหเกิดการระคาย

เคืองตอผิวหนังได (Zhu et al., 2008) ในการเตรียมใช Tween 80 เปนสารลดแรงตึงผิว เนื่องจากมี    

คา HLB เทากับ 15 ซ่ึงจะสนับสนุนการเกิดไมโครอิมัลชันชนิดน้ํามันในน้ํา และมีสวนประกอบของ 

Propylene glycol ทําหนาท่ีเปนสารลดแรงตึงผิวรวม เนื่องจากสามารถละลายเขากันกับ Tween 

80 และสารสกัดไดดี คณะผูวิจัยใช Propylene glycol 5.0 %w/w เนื่องจากปริมาณท่ีสูงกวานี้อาจ

ทําใหรูสึกรอนเวลาสัมผัสผิว (Acharya et al., 2013) 

 

มีสารสกัด ไมมีสารสกัด 
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การประเมินลักษณะของไมโครอิมัลชันกักเก็บสารสกัดใบขลู 

 

ประเมินการกระเจิงแสงของไมโครอิมัลชันท่ีมีสารสกัดและไมมีสารสกัด โดยปรากฏการณ

ทินดอลล (Tyndall effect) ซ่ึงจะแสดงสมบัติการกระเจิงแสงของสารคอลลอยด วิธีการ คือ การฉาย

แสงผานสารคอลลอยด จากนั้นอนุภาคคอลลอยดจะชวยกระเจิงแสงทําใหสามารถมองเห็นลําแสงใน

คอลลอยดได จากภาพท่ี 4.8 เปนการนําไมโครอิมัลชันมาสองผานดวยลําแลงเลเซอร พบวา ท้ัง       

ไมโครอิมัลชันท่ีมีสารสกัดและไมมีสารสกัดสามารถกระเจิงลําแสงได แสดงใหเห็นวาตํารับท่ีเตรียมได

เปนไมโครอิมัลชัน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4.8 ลักษณะลําแสงท่ีสองผานระบบคอลลอยดไมโครอิมัลชัน 

 

 ประเมินลักษณะทางเคมีกายภาพของไมโครอิมัลชันท่ีมีและไมมีสารสกัดใบขลู โดยประเมิน

ขนาดหยดวัฏภาคภายใน (Droplet size) และดัชนีการกระจายตัว (Polydispersity index, PDI) 

ดวยเครื่อง Nanoparticles analyzer วัดคาสี (Color) ของตํารับดวยเครื่อง Chroma meter วัดคา

ความเปนกรดดาง (pH) ดวยเครื่อง pH meter และวัดความหนืด (Viscosity) ดวยเครื่องวัด     

ความหนืด (Viscometer) แสดงผลในตารางท่ี 4.4  
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ตารางท่ี 4.4 ผลการประเมินลักษณะทางเคมีกายภาพของไมโครอิมัลชันท่ีมีและไมมีสารสกัดใบขลู 

 

* หมายเหตุ 

คา L* = คาความสวาง (- คือ สีดําหรือสีทึบ, + คือ สีขาวหรือสวาง) 

คา a* = แสดงความเปนสีแดงและเขียว (+ คือ มีสีเปนไปทางแดงมาก, - คือ มีสีเปนไปทางสีเขียวมาก)  

คา b* = แสดงความเปนสีเหลืองและสีน้ําเงิน (+ คือ มีสีเปนไปทางสีเหลืองมาก, - คือ มีสีเปนไปทางสีน้ําเงินมาก

ไมโครอิมัลชัน 
ขนาดอนุภาค  

(นาโนเมตร) 
ดัชนีการกระจายตัว 

คาสี คาความเปนกรดดาง 

(pH) 
ความหนืด (cP) 

L* a* b* 

ไมมีสารสกัดใบขลู 11.25±1.20 0.257±0.00 +10.37±0.06 +2.21±0.09 -0.17±0.04 6.08 16.3 ±0.3 

มีสารสกัดใบขลู 24.40±1.20 0.397±0.05 +8.29±0.76 +2.27±0.07 +0.26±0.09 6.08 18.3±4.16 
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ผลการประเมินลักษณะทางเคมีกายภาพของไมโครอิมัลชันกักเก็บสารสกัดใบขลู พบวา     

ไมโครอิมัลชันท่ีเตรียมไดมีขนาดหยดวัฎภาคภายในเทากับ 24.40±1.20 นาโนเมตร และมีคาดัชน ี

การกระจายตัวเทากับ 0.397±0.05 (ภาพท่ี 4.9) มีคาสีอยูในโทนสีเขียวเขม คาความเปนกรดดาง 

(pH) เทากับ 6.08 ซ่ึงเปนคาท่ีมีความปลอดภัยเม่ือใชกับผิวหนัง โดยคาความเปนกรดดางท่ีเหมาะสม

สําหรับผลิตภัณฑเครื่องสําอางควรอยูในชวง 5-7 และมีความหนืดเล็กนอย เม่ือเปรียบเทียบกับตํารับ

ไมโครอิมัลชันท่ีไมมีสารสกัด พบวา แตกตางอยางไมมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95% 

(p≤0.05) 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4.10 แสดงขนาดหยดวัฏภาคภายใน และการกระจายตัวของหยดวัฏภาคภายในของ             

ภาพท่ี 4.9 ขนาดและการกระจายตัวของหยดวัฏภาคภายในของไมโครอิมัลชันท่ีมีสารสกัดใบขลู 

 

 เม่ือนําไมโครอิมัลชันท่ีกักเก็บสารสกัดหยาบใบขลูตรวจสอบลักษณะทางกายภาพภายใต

กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน (Transmission Electron Microscope, TEM) จากภาพ

พบวา ไมโครอิมัลชันมีลักษณะรูปรางเปนทรงกลม และขนาดอนุภาคอยูในระดับนาโน ซ่ึงผลท่ีได

ใกลเคียงกับคาขนาดอนุภาคท่ีวัดขนาดดวยเครื่องวัดขนาดอนุภาค แสดงดังภาพท่ี 4.10 
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ภาพท่ี 4.10 ลักษณะรูปรางของไมโครอิมัลชันท่ีมีสารสกัดใบขลูภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน

แบบสองผานกําลังขยาย 25000 เทา 

 

การประเมินความคงตัวของตํารับไมโครอิมัลชันทางเคมีกายภาพ 

 

 ประเมินความคงตัวของไมโครอิมัลชันท่ีมีและไมมีสารสกัดใบขลูภายใตสภาวะอุณหภูมิหอง

เปนระยะเวลา 3 เดือน อุณหภู มิ  4 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 1 เดือน อุณหภู มิ  50           

องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 1 เดือน และสภาวะอุณหภูมิรอนสลับเย็น (45 องศาเซลเซียส 48 

ชั่วโมง สลับ 4 องศาเซลเซียส 48 ชั่วโมง) จํานวน 6 รอบ โดยประเมินจากขนาดหยดวัฏภาคภายใน 

(Droplet size) ดัชนีการกระจายตัว (Polydispersity index, PDI) คาสี (Color) คาความเปนกรด

ดาง (pH) และความหนืด (viscosity) ผลการประเมินแสดงในตารางท่ี 4.5 
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ตารางท่ี 4.5 ผลการประเมินความคงตัวทางเคมีกายภาพของไมโครอิมัลชันท่ีมีสารสกัดใบขลู 

 
สภาวะ 

ขนาดอนุภาค  

(นาโนเมตร) 

ดัชนีการ

กระจายตัว 

คาสี คาความเปนกรดดาง 

(pH) 

ความหนืด 

(cP) L* a* b* 

เริ่มตน 24.40±1.20 0.397±0.05 +8.29±0.76 +2.27±0.07 +0.26±0.09 6.08 18.3±1.16 

อุณหภูมิหอง 14.043±0.09 0.280±0.02 +10.22±0.67 +2.03±0.13 -0.07±0.13 5.92 18.0±0.45 

4 องศาเซลเซียส 10.64±0.60 0.137±0.06 +7.12±0.05 +1.91±0.11 +0.53±0.06 6.00 17.5±0.92 

50 องศาเซลเซียส 10.67±0.19 0.190±0.04 +8.41±0.13 +2.01±0.09 +0.28±0.05 5.57 17.0±0.73 

รอนสลับเย็น 16.84±0.19 0.215±0.01 +16.93±0.34 +0.05±0.04 +0.29±0.22 5.78 17.2±0.95 
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 จากผลการประเมินความคงตัวทางเคมีกายภาพของไมโครอิมัลชันท่ีมีสารสกัดภายใตสภาวะ

ตาง ๆ พบวา ไมโครอิมัลชันท่ีเตรียมได มีความคงตัวดีในทุกการประเมิน เม่ือเปรียบเทียบกับสภาวะ

เริ่มตนพบวา แตกตางอยางไมมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95% (p≤0.05) 

 

การทดสอบการซึมผานแผนกั้นผิวหนังหมูในหลอดทดลอง (In vitro permeation) 

 

 จากการทดสอบการซึมผานแผนก้ันผิวหนังหมูในหลอดทดลองของสารสกัดใบขลูจากตํารับ 

ไมโครอิมัลชัน และทําการตรวจวัดปริมาณของสาร 4,5-Di-O-caffeoylquinic acid ดวยวิธี HPLC 

พบวาไมพบสาร 4,5-Di-O-caffeoylquinic acid ในชั้นผิวหนัง Stratum corneum แตพบปริมาณ

สาร 4,5-Di-O-caffeoylquinic acid ในชั้นผิวหนัง (Epidermis และ Dermis) ปริมาณเทากับ 0.823 

μg/mL ท่ีระยะเวลาการซึมผาน 30 นาที จากผลการทดสอบชี้ใหเห็นวา สารสกัดท่ีเตรียมใหอยูใน

รูปแบบไมโครอิมัลชันสามารถแพรผานชั้นผิวหนังแผนก้ัน นั่นคือ สามารถผานชั้นผิว Stratum 

corneum ได และแพรผานอยูในชั้นผิวหนังชั้นลางลงมาได จากผลการทดสอบสามารถประยุกตใช 

ไมโครอิมัลชันท่ีกักเก็บสารสกัดใบขลูในผลิตภัณฑเครื่องสําอางสําหรับผิวหนังได 
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บทที ่5 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

 

สรุปและอภิปรายผลการวิจัย 

 

สกัดใบขลูท่ีบดละเอียดเปนผงแลวดวยวิธีการหมัก (Maceration technique) ในตัวทํา

ละลายเอทานอลรอยละ 99 พบวา ไดสารสกัดหยาบใบขลูท่ีมีลักษณะสีเขียวเขม มีความหนืด และมี

คารอยละของสารสกัดหยาบตอน้ําหนักพืชแหง (% yield) เทากับ 11.865 

การวิเคราะหหาปริมาณสารประกอบฟนอลิกรวมของสารสกัดหยาบจากใบขลู ดวยวิธี 

Folin–Ciocalteu assay ผลการวิเคราะห พบวา สารสกัดหยาบใบขลู มีปริมาณสารประกอบ           

ฟนอลิกรวม เทากับ 54.61±0.53 mg GAE/g extract และ วิเคราะหหาปริมาณฟลาโวนอยดรวมใน

สารสกัดหยาบใบขลู ทดสอบดวยวิธี Aluminium chloride method ผลการวิเคราะห พบวา     

สารสกัดหยาบใบขลูมีปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยดรวมเทากับ 536.18±2.31 mgQE/g extract 

และจากผลการวิเคราะหหาปริมาณสารออกฤทธิ์ 4,5-Di-O-caffeoylquinic acid ดวยวิธี HPLC 

พบวา สารสกัดใบขลูมีปริมาณ 4,5-Di-O-caffeoylquinic acid เทากับ 9.359 μg/mL 

การทดสอบฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระ DPPH ของสารสกัดหยาบใบขลู ทดสอบดวยวิธี DPPH 

assay จากการทดสอบ พบวา สารสกัดหยาบใบขลู มีคา EC50 เทากับ 0.4638±0.058 mg/mL จาก

ผลการทดสอบฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระของสารสกัดใบขลู (P. indica extract) ดวยวิธ ีDPPH assay 

ซ่ึงเปนวิธีท่ีนิยมใชเปนวิธีเบื้องตนในการทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระจากสารท่ีมาจากธรรมชาติ ใน

การทดสอบนี้ทดสอบเทียบกับสารตานอนุมูลอิสระท่ีใหผลเชิงบวก (Positive control) คือ วิตามินซี 

(L-ascorbic acid) (EC50 เทากับ 0.0114±0.0004 mg/mL) พบวา สารสกัดใบขลูมีความสามารถใน

การตานอนุมูลอิสระนอยกวาวิตามินซีประมาณ 40 เทา ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากวิตามินซีเปนสารบริสุทธิ์

ท่ี มีฤทธิ์ตานอนุ มูลอิสระโดยตรง สวนสารสกัดใบขลู ท่ีนํามาทดสอบเปนสารสกัดหยาบท่ีมี

องคประกอบทางเคมีหลากหลาย เชน สารกลุมฟลาโวนอยด ฟนอลิก และ Caffeoylquinic 

derivatives เปนตน จึงทําใหเม่ือทดสอบดวยวิธีนี้สารสกัดจึงมีประสิทธิภาพในการตานอนุมูลอิสระท่ี

นอยกวาวิตามินซี 

การทดสอบความเปนพิษ (Cytotoxicity) ของสารสกัดตอเซลลไฟโบรบลาสตผิวหนังมนุษย

ดวยวิธี SRB assay พบวา สารสกัดไมมีความเปนพิษตอเซลลท่ีความเขมขน 0.0001-1.0 mg/mL 

โดยมีรอยละการมีชีวิตรอดของเซลลอยูระหวาง 96.84-97.13 

เตรียมไมโครอิมัลชันในรูปแบบน้ํามันกระจายในน้ํา (Oil in water microemulsion) ดวย

วิธี Pseudo-ternary phase diagram ไดตํารับไมโครอิมัลชันท่ีเหมาะสมประกอบดวย Oleic acid    
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1.0  %w/w, DI water 74 %w/w, tween 80 20 %w/w, propylene glycol 5.0 %w/w และ

สารสกัดใบขลู 0.23 %w/w พบวา ไมโครอิมัลชันท่ีกักเก็บสารสกัดใบขลูมีลักษณะสีเขียวเขมใส และ

มีความหนืดนอย ในการเตรียมไมโครอิมัลชันใชปริมาณของ oleic acid 1.0 %w/w เนื่องจากถา

ปริมาณของ Oleic acid สูงกวา 5.0%w/w อาจกอใหเกิดการระคายเคืองตอผิวหนังได (Zhu et al., 

2008) ในการเตรียมใช tween 80 เปนสารลดแรงตึงผิว เนื่องจากมีคา HLB เทากับ 15 ซ่ึงจะ

สนับสนุนการเกิดไมโครอิมัลชันชนิดน้ํามันในน้ํา และมีสวนประกอบของ Propylene glycol        

ทําหนาท่ีเปนสารลดแรงตึงผิวรวม เนื่องจากสามารถละลายเขากันกับ Tween 80 และสารสกัดไดดี 

คณะผูวิจัยใช Propylene glycol 5.0 %w/w เนื่องจากปริมาณท่ีสูงกวานี้ อาจทําใหรูสึกรอนเวลา

สัมผัสกับผิวหนัง (Acharya et al., 2013) 

 ประเมินลักษณะทางเคมีกายภาพของไมโครอิมัลชันท่ีมีและไมมีสารสกัดใบขลู พบวา        

ไมโครอิมัลชันมีขนาดหยดวัฏภาคภายใน (Droplet size) เทากับ 24.40±1.20 นาโนเมตร และมีคา

ดัชนีการกระจายตัว (Polydispersity index, PDI)  เทากับ 0.397±0.05 มีคาสีอยูในโทนสีเขียวเขม 

คาความเปนกรดดาง (pH) เทากับ 6.08 ซ่ึงเปนคาท่ีมีความปลอดภัยเม่ือใชกับผิวหนัง โดยคา     

ความเปนกรดดางท่ีเหมาะสมสําหรับผลิตภัณฑเครื่องสําอางควรอยูในชวง 5-7 และมีความหนืด

เล็กนอย 

 เม่ือนําไมโครอิมัลชันท่ีกักเก็บสารสกัดหยาบใบขลูตรวจสอบลักษณะทางกายภาพภายใต

กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน (Transmission Electron Microscope, TEM) พบวา    

ไมโครอิมัลชันมีลักษณะรูปรางเปนทรงกลม และขนาดอนุภาคอยูในระดับนาโน ซ่ึงผลท่ีไดใกลเคียงกับ

คาขนาดอนุภาคท่ีวัดขนาดดวยเครื่องวัดขนาดอนุภาค 

 ประเมินความคงตัวของไมโครอิมัลชันท่ีมีและไมมีสารสกัดใบขลูภายใตสภาวะอุณหภูมิหอง

เปนระยะเวลา 3 เดือน อุณหภู มิ  4 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 1 เดือน อุณหภู มิ  50            

องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 1 เดือน และสภาวะอุณหภูมิรอนสลับเย็น (45 องศาเซลเซียส 48 

ชั่วโมง สลับ 4 องศาเซลเซียส 48 ชั่วโมง) จํานวน 6 รอบ โดยประเมินจากขนาดหยดวัฏภาคภายใน 

(Droplet size) ดัชนีการกระจายตัว (Polydispersity index, PDI) คาสี (Color) คาความเปนกรด

ดาง (pH) และความหนืด (Viscosity) จากผลการประเมิน พบวา ไมโครอิมัลชันท่ีเตรียมได มี     

ความคงตัวดีในทุกตัวแปรท่ีประเมินในทุกสภาวะท่ีมีการทดสอบ เม่ือเปรียบเทียบกับสภาวะเริ่มตน 

พบวา แตกตางอยางไมมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95% (p≤0.05)  

 ประเมินการแพรผานผิวหนังของสารสกัดใบขลูจากตํารับไมโครอิมัลชัน ดวยวิธี Franz 

diffusion cell พบวา สารสกัดท่ีเตรียมใหอยูในรูปแบบไมโครอิมัลชันสามารถแพรผานชั้นผิวหนัง  

แผนก้ัน นั่นคือ สามารถผานชั้นผิว Stratum corneum ได และแพรผานอยูในชั้นผิวหนังชั้นลาง    

ลงมาได เนื่องจากสารสกัดท่ีเตรียมในรูปแบบไมโครอิมัลชันละลายไดดีใน Oleic acid ซ่ึง Oleic acid 
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มีคุณสมบัติในการเพ่ิมประสิทธิภาพการนําสงทางผิวหนัง (Penetration enhancer) สามารถเพ่ิม  

อัตราการไหลในไขมัน Stratum corneum จึงสงผลใหสารประกอบฟลาโวนอยด 4 ,5-Di-O-

caffeoylquinic acid ซ่ึงเปนสารออกฤทธิ์หลักในสารสกัดใบขลูสามารถซึมผานผิวหนังชั้น Stratum 

corneum ได 

จากผลการทดสอบท้ังหมดชี้ใหเห็นวาสารสกัดใบขลูมีประสิทธิภาพในการตานอนุมูลอิสระ 

และไมมีความเปนพิษตอเซลลผิวหนัง และเม่ือเตรียมใหอยูในรูปแบบไมโครอิมัลชัน มีความคงตัวท่ีดี

ในทุกสภาวะท่ีทดสอบ นอกจากนี้ยังสามารถแพรซึมผานเขาสูผิวหนังได จึงสรุปไดวา สามารถ

ประยุกตใชไมโครอิมัลชันท่ีกักเก็บสารสกัดใบขลูในผลิตภัณฑเครื่องสําอางสําหรับผิวหนังได 

 

ขอเสนอแนะในการนําผลการวิจัยไปใช 

 

ตํารับไมโครอิมัลชันสามารถกักเก็บสารสกัดใบขลูท่ีมีสารประกอบฟลาโวนอยด แลวแพรผาน

แผนก้ันผิวหนังหมูในระดับหลอดทดลองได และขอมูลท่ีไดจากการทดลองสามารถใชเปนแนวทางใน

พัฒนาเปนผลิตภัณฑเครื่องสําอางสําหรับผิวหนังในระดับอุตสาหกรรมตอไปได                  

 

ขอเสนอแนะในการทําวิจัยครั้งตอไป 

 

การนําไมโครอิมัลชันท่ีเตรียมไดไปพัฒนาเปนผลิตภัณฑเครื่องสําอาง และศึกษาการแพ   

การระคายเคืองตอผิวหนัง 
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ภาคผนวก ก 
 

การคํานวณหารอยละของสารสกัดหยาบตอน้ําหนักพืชแหง (%Yield)  
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%Yield = [น้ําหนักของสารสกัดท่ีได (กรัม)/ น้ําหนักพืชแหง (กรัม)] x100 

          = (23.73/200) x 100 

          = 11.865 

 

ดังนั้น สารสกัดหยาบใบขลูท่ีสกัดดวยเอทานอลรอยละ 99 มีปริมาณรอยละของสารสกัดหยาบ

ตอน้ําหนักพืชแหงเทากับ 11.865 
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ภาคผนวก ข 
 

การวิเคราะหหาปริมาณสารประกอบฟนอลิกรวมและฟลาโวนอยดรวมในสารสกัดใบขลู 
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ตารางท่ี ข-1 คาการดูดกลืนแสงของสารมาตรฐานกรดแกลลิกท่ีความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร 

ความเขมขนของกรดแกลลิก 

(mg/mL) 

คาดูดกลืนแสงท่ีความยาว

คล่ืน 765 นาโนเมตร คาเฉล่ีย 
สวนเบ่ียงเบน

มาตรฐาน 
1 2 3 

0.010 0.138 0.141 0.131 0.137 0.005 

0.025 0.245 0.241 0.230 0.239 0.008 

0.050 0.415 0.407 0.415 0.412 0.005 

0.100 0.718 0.709 0.724 0.717 0.008 

0.250 1.538 1.541 1.530 1.536 0.006 

0.500 2.724 2.761 2.724 2.736 0.021 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี ข-1 กราฟมาตรฐานของกรดแกลลิก 

 

ตารางท่ี ข-2 ผลการวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลิกรวมของสารสกัดใบขลู 

ความเขมขนสารสกัด

ใบขลู  

(mg/mL) 

คาการดูดกลืนแสงท่ี 

ความยาวคล่ืน 765 นาโนเมตร  

(คาเฉล่ีย ± S.D.) 

ปริมาณสารประกอบฟนอลิกรวม 

(mgGAE/g extract ± S.D.) 

2.0 0.732±0.01 54.61±0.53 
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ตารางท่ี ข-3 คาการดูดกลืนแสงของสารมาตรฐานเควอซิทินท่ีความยาวคลื่น 415 นาโนเมตร 

ความเขมขนของเควอซิทิน 

(mg/mL) 

คาดูดกลืนแสงท่ีความยาว

คล่ืน 415 นาโนเมตร คาเฉล่ีย 
สวนเบ่ียงเบน

มาตรฐาน 
1 2 3 

0.039 0.220 0.181 0.190 0.197 0.020 

0.078 0.298 0.261 0.303 0.287 0.023 

0.156 0.412 0.416 0.408 0.412 0.004 

0.312 0.709 0.713 0.705 0.709 0.004 

0.625 1.261 1.234 1.280 1.258 0.023 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี ข-2 กราฟมาตรฐานของเควอซิทิน 

 

ตารางท่ี ข-4 ผลการวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยดรวมของสารสกัดใบขลู 

ความเขมขนสาร

สกัดใบขลู 

(mg/mL) 

คาการดูดกลืนแสงท่ี  

ความยาวคล่ืน 415 นาโนเมตร  

(คาเฉล่ีย ± S.D.) 

ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยดรวม  

(mgQE/g extract ± S.D.) 

1.0 1.103±0.004 536.18±2.31 
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ภาคผนวก ค 

 

การทดสอบการตานอนุมูลอิสระ DPPH  
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ตารางท่ี ค-1 ผลการตานอนุมูลอิสระ DPPH ของสารสกัดใบขลู 

ความเขมขนของ

สารสกัด 

(mg/mL) 

คาการดูดกลืนแสง 

ท่ีความยาวคล่ืน 515 นาโนเมตร 

คาเฉล่ีย±S.D. รอยละการตานอนุมูลอิสระ 

DPPH 

คาเฉล่ีย±S.D. EC50  

(mg/mL±S.D.) 

1 2 3 1 2 3 

Blank 0.777 0.780 0.818 0.792±0.02 - - - - 0.4638±0.058 

0.05 0.779 0.777 0.754 0.770±0.01 1.64 1.89 4.80 2.78±1.75 

0.1 0.738 0.757 0.726 0.740±0.02 6.82 4.42 8.33 6.52±1.97 

0.25 0.670 0.630 0.649 0.650±0.02 15.40 20.45 18.06 17.97±2.53 

0.5 0.569 0.512 0.523 0.535±0.03 28.16 35.35 33.96 32.49±3.82 

1.0 0.334 0.299 0.312 0.315±0.02 57.83 62.25 60.61 60.23±2.23 

2.5 0.288 0.260 0.281 0.276±0.02 63.64 67.17 64.52 65.11±1.84 

5.0 0.358 0.355 0.366 0.360±0.01 54.80 55.18 53.79 54.59±0.72 
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ตารางท่ี ค-2 ผลการตานอนุมูลอิสระ DPPH ของสารควบคุมเชิงบวกวิตามินซี 

ความเขมขนของ

วิตามินซี 

(mg/mL) 

คาการดูดกลืนแสง 

ท่ีความยาวคล่ืน 515 นาโนเมตร 

คาเฉล่ีย±S.D. รอยละการตานอนุมูลอิสระ 

DPPH 

คาเฉล่ีย±S.D. EC50  

(mg/mL±S.D.) 

1 2 3 1 2 3 

Blank 0.745 0.777 0.795 0.772±0.03 - - - - 0.0114±0.0004 

0.0005 0.752 0.749 0.734 0.745±0.01 2.59 2.98 4.92 3.50±1.25 

0.001 0.738 0.750 0.712 0.733±0.02 4.40 2.85 7.77 5.01±2.52 

0.0025 0.716 0.686 0.701 0.701±0.01 7.25 11.14 9.20 9.20±1.94 

0.005 0.610 0.584 0.640 0.611±0.03 20.98 24.35 17.10 20.81±3.63 

0.01 0.515 0.520 0.504 0.513±0.01 33.29 32.64 34.72 33.55±1.06 

0.025 0.198 0.197 0.184 0.193±0.01 74.35 74.48 76.17 75.00±1.01 

0.05 0.152 0.130 0.147 0.143±0.01 80.31 83.16 80.96 81.48±1.49 

0.1 0.134 0.124 0.144 0.134±0.01 82.64 83.94 81.35 82.64±1.29 

0.25 0.147 0.126 0.146 0.140±0.01 80.96 83.68 81.09 81.91±1.53 
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