
บทที่ 3 

ระเบียบวธีิวจิัย 

(Methodology) 
  
3.1 ต ำรับยำเม็ดสมุนไพรต้ำนออกซิเดชัน 
3.1.1 วัตถุดบิและสำรเคมี 

1. ผกัติว้  เม็ก และกระโดนสด 
2. 95% ethanol commercial grade A 
3. 2,2-diphenyl picryl hydrazyl (DPPH) AR grade 
4. methanol AR grade 
5. ascorbic acid BP grade 
6. trolox AR grade 
7. deionized water 
8. น ำ้กลัน่ 
9. 1N  Folin-Ciodalteu reagent  AR grade 
10. 20% Sodium carbonate (w/v)  
11. 0.1 mg/ml  Tannic acid USP grade 
12. Avicel®  BP grade 
13. 15% PVP®K30 AR grade 
14. Magnesium stearate  BP grade 
15. talcum BP grade 
16. colloidal silicon dioxide (Aerosil®) BP grade 
17. sodium starch glycolate (Explotab®) BP grade 

3.1.2 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 
1. ชดุมีด – เขียง 
2. เคร่ืองชัง่ รุ่น AT 400 บริษัท Mettler Toledo® 
3. ขวดรูปชมพู ่(Erlenmeyer flask)  ขนำด 500 มล. 
4. ขวดปรับปริมำตร (Volumetric flask) ขนำด 10, 50 และ 100 มล. 
5. บีกเกอร์ ขนำด 50, 100, 150, 200, 250 และ 600 มล. 
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6. ขวดสีชำ ขนำด 2.5 ลิตร 
7. กระบอกตวง ขนำด 5, 10, 20, 50 และ 100 มล. 
8. แทง่แก้วคน, ช้อนเขำ 
9. กรวยกรอง, กระดำษกรอง เบอร์ 2 
10. หลอดหยด 
11. ลกูยำงแดง 
12. ผ้ำขำวบำง 
13. หลอดทดลอง 
14. เทอร์โมมิเตอร์ 
15. อะลมูิเนียมฟลอยด์, แผน่พำรำฟิล์ม 
16. นำฬิกำจบัเวลำ 
17. ไมโครปิเปต ขนำด 0 – 0.2 และ 0.1 - 1 มล. 
18. ปิเปต ขนำด 1, 2, 5 และ 10 มล. 
19. โกร่งและลกูโกร่ง 
20. แร่ง เบอร์ 14, 16, 60 และ 80 
21. sputula 
22. เคร่ือง rotary evaporator  รุ่น Rotavapor R – 124 บริษัท Bushi ® 
23. เคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ รุ่น 5900-02  บริษัท SCIENCTIFIC PROMOTION Co.,LTD 
24. cuvette (Quatz) 
25. เคร่ือง  Vortex รุ่น 604012-3 บริษัท SCIENCTIFIC PROMOTION Co.,LTD 
26. Ultrasonic bath  รุ่น B2210E-DTH บริษัท Bransonic ®   
27. เคร่ืองเขย่ำอำ่งน ำ้ควบคมุอณุหภมูิ รุ่น Maxi-shake บริษัท Heto ® 
28. เคร่ือง Shaking Water Bath รุ่น SDD-X บริษัท Labnet ® 
29. เคร่ืองอบแห้ง ( Hot Air Oven ) รุ่น TS8000 บริษัท Termaks ® 
30. เคร่ือง single punch tablet machine รุ่น 1-9-97 บริษัท YEO HENG Co.,LTD 
31. เคร่ือง disintegration tester รุ่น ZT52 บริษัท Erweka ® 
32. เคร่ือง Friabilator  รุ่น 45-1300 บริษัท Vankel ® 
33. Stroke monsanto บริษัท YEO HENG Co.,LTD 
34. micrometer caliper รุ่น SM – 112 บริษัท Teclock ® 
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3.1.3 ขัน้ตอนกำรวิจัย  แบง่ออกเป็น 6 สว่น  คือ  
1. กำรสกดัสำรจำกผกัติว้  เม็ก และกระโดน  
2. กำรหำปริมำณสำรประกอบฟีนอลิก ในสำรสกดัติว้ เม็ก และกระโดน ด้วยวิธี Folin-

Ciocalteu methods   
3. กำรทดสอบฤทธ์ิต้ำนออกซิเดชนั         DPPH Radical Scavenging Assay 
4. กำรเตรียมต ำรับยำเม็ด  
5. กำรควบคมุคณุภำพและกำรหำปริมำณสำรประกอบฟีนอลิกในยำเม็ด 
6. กำรทดสอบควำมคงตวัของสำรประกอบฟีนอลิกในสำรสกดัและต ำรับยำเม็ด   

 
1. กำรสกัดสำรในผักติว้ ผักเม็ก และ ผักกระโดน 
สว่นท่ีใช้ : ใบและยอดอ่อน 
วิธีท ำ 
ชัง่ผกัท่ีสบัละเอียดแล้ว 200 กรัม  หมกัใน 70% ethanol 300 ml  ใสล่งใน Erlenmeyer flask  

แล้วน ำไปเขย่ำด้วยเคร่ือง Shaking Water Bath นำน 24 ชม. (ป้องกนัแสง) 
 

เทสำรละลำยใน flask ออก  แล้วกรองด้วยผ้ำขำวบำง และเก็บสำรละลำยให้พ้นแสงท่ีอณุหภมูิ     
4 องศำเซลเซียส (สำรสกดัส่วนท่ี 1) 

 
หมกักำกท่ีได้อีกครัง้ด้วย 70% ethanol 300 ml แล้วน ำไปเขยำ่ด้วยเคร่ือง Shaking Water Bath 

นำน 24 ชม. (ป้องกนัแสง) 
 

เทสำรละลำยใน flask ออก  แล้วกรองด้วยผ้ำขำวบำง และเก็บสำรละลำยให้พ้นแสงท่ีอณุหภมูิ     
4 องศำเซลเซียส (สำรสกดัส่วนท่ี 2) 

 
น ำสำรสกดัทัง้ 2 สว่นมำรวมกนั แล้วท ำกำรระเหยตวัท ำละลำยออกด้วยเคร่ือง rotary evaporator  

โดยตัง้อณุหภมูิไมเ่กิน  40  องศำเซลเซียส  
 

เก็บสำรสกดัหยำบ (crude extract) ท่ีได้ให้พ้นแสงท่ีอณุหภมูิ 4 องศำเซลเซียส แล้วน ำไปหำ
ปริมำณสำรประกอบฟีนอลิก ในสำรสกดัติว้ เม็ก และกระโดน (ตำมข้อ 3.4.2)  ทดสอบฤทธ์ิต้ำน

ออกซิเดชนั (ตำมข้อ 3.4.3)  และเตรียมต ำรับยำเม็ด (ตำมข้อ 3.4.4) ตอ่ไป 
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2. กำรหำปริมำณสำรประกอบฟีนอลิกในสำรสกัดติว้ เม็ก และกระโดน ด้วยวิธี Folin-
Ciocalteu methods   
2.1 กำรเตรียมสำร reagent 

2.1.1 Folin-Ciodalteu reagent (1N)  
- ละลำย Folin-Ciodalteu reagent (2N) ในน ำ้กลัน่ ในอตัรำสว่น 1:1 

2.1.2 Sodium carbonate (Na2CO3) (20 %w/v) 
- ชัง่ Sodium carbonate 20 g ละลำยในน ำ้กลัน่ 100 ml เขย่ำให้ละลำยจนเป็น

เนือ้เดียวกนั 
2.2 กำรสร้ำงกรำฟมำตรฐำน (standard curve) 

2.2.1 กำรเตรียมสำรมำตรฐำน Tannic acid (0.1 mg/ml) 
- ชัง่ Tannic acid 25 mg ละลำยในน ำ้กลัน่ปรับปริมำตรจนครบ 25 ml จะได้

สำรละลำย Tannic acid 1 mg/ml (stock solution) 
- ปิเปต stock solution มำ 1 ml ปรับปริมำตรจนครบ 10 ml จะได้สำรละลำย 

Tannic acid 0.1 mg/ml  
2.2.2 เตมิสำรตำ่งๆ ดงัตำรำงท่ี 2 โดยทกุหลอดทดลองมีกำรท ำกำรทดลองซ ำ้ 3 ครัง้ 
2.2.3 ตัง้ทิง้ไว้ในท่ีมืดท่ีอณุหภูมิห้องเป็นเวลำ 40 นำที ก่อนน ำไปวดัค่ำกำรดดูกลืนแสง

(absorbance) ท่ี 725 nm แล้วน ำค่ำกำรดดูกลืนแสงมำหำค่ำเฉล่ีย แล้วท ำกำรเขียนกรำฟกับ
ปริมำณแทนนิน (mg) 
 
ตำรำงท่ี 2 ปริมำณสำรท่ีใช้ในกำรสร้ำงกรำฟมำตรฐำน (standard curve) 

Tube 
Std. Tannic Acid 

(0.1 mg/ml) 

(l) 

Distilled water 

(l) 

Folin reagent 

(l) 

Na2CO3 

(l) 

1 20 480 250 1250 
2 40 460 250 1250 
3 60 440 250 1250 
4 80 420 250 1250 
5 100 400 250 1250 
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2.3 กำรหำปริมำณสำรประกอบฟีนอลิก ในสำรสกัดติว้ เม็ก และกระโดน ด้วยวิธี 
Folin-Ciocalteu methods   
2.3.1 กำรเตรียมสำรตวัอยำ่ง 1 mg/ml  

- ชัง่ crude extract 50 mg ละลำยและปรับปริมำตรด้วยน ำ้กลัน่จนครบ 10 ml         
(stock solution)  

- ปิเปต stock solution มำ 2 ml ปรับปริมำตรจนครบ 10 ml จะได้สำรละลำย
เข้มข้น  1 mg/ml 

2.3.2 เตมิสำรตำ่งๆ ดงัตำรำงท่ี 2 โดยทกุหลอดทดลองมีกำรท ำกำรทดลองซ ำ้ 3 ครัง้ 
2.3.3 ตัง้ไว้ในท่ีมืดท่ีอณุหภูมิห้อง เป็นเวลำ 40 นำที ก่อนน ำไปวดัค่ำกำรดดูกลืนแสง 

(absorbance) ท่ี 725 nm แล้วน ำค่ำกำรดูดกลืนแสงมำหำค่ำเฉล่ีย และ
ค ำนวณหำปริมำณแทนนิน ในตวัอยำ่ง 1 กรัม 

 

ตำรำงท่ี 3 ปริมำณสำรท่ีใช้ในกำรหำปริมำณ total phenolic compound  ในสำรตวัอยำ่ง  

Tube 
Crude extract 

0.1 mg/ml 

(l) 

Amount of Crude 
extract 
(mg) 

Distilled 
water 

(l) 

Folin 
reagent  

(l) 

Na2CO3 

(l) 

Control 0 0 500 250 1250 
1 10 0.01 490 250 1250 
2 20 0.02 480 250 1250 
3 30 0.03 470 250 1250 
4 40 0.04 460 250 1250 

 
3.                                     DPPH Radical Scavenging Assay 

1. เตรียม stock solution DPPH 100 ul (DPPH = 2,2-diphenyl –picryl hydrazyl : 
MW=394.33)  โดย ชัง่ DPPH 3.943 mg และเติม methanol ให้มีปริมำตรเป็น 100 ml  
(ป้องกนัแสง)  แล้วน ำไป sonicate เป็นเวลำ 10 นำที 

2. กำรวิเครำะห์ 
1. vitamin C/Trolox : stock solution 0.1 mg/ml (100 µg/ml) ใน methanol 

Blank : MeOH 
1) เตมิสำรตำ่งๆ ดงัตำรำงท่ี  4  โดยทกุหลอดทดลองมีกำรท ำกำรทดลองซ ำ้ 3 ครัง้ 
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2) ผสมให้เข้ำกนั ทิง้ไว้ในท่ีมืดนำน 20 นำที  วดัคำ่กำรดดูกลืนแสง (Absorbance) 
ท่ี 517 nm  

3) ค ำนวณ % inhibition =    Abs control – Abs sample  X 100 
                                                                           Abs control 

4) Plot linear regresstion graph ระหวำ่ง % inhibition (Y) กบั Concentration 
(X)  แล้วน ำไปหำคำ่ ED50 
 

ตำรำงท่ี 4 ปริมำณสำรท่ีใช้ใน                 ปฏิกิริยำ           
Tube Final conc (µg/ml) Vvit C / trolox  (µl) VDPPH (µl) VMeOH (µl) Vtotal (µl) 

Control 0 0 1600 400 2000 
1 0.25 4 1600 396 2000 
2 0.5 8 1600 392 2000 
3 1 20 1600 380 2000 
4 2 40 1600 360 2000 
5 3 60 1600 340 2000 
6 4 80 1600 320 2000 

หมำยเหตุ : เตมิ DPPH หลงัตวัอ่ืนๆ โดยจะเร่ิมเตมิจำกหลอดท่ี 6 ไปยงัหลอด Control  
 

2. สมุนไพร: stock solution 1 mg/ml (1000 ug/ml) ใน deionized water 
Blank : MeOH : Deionized water = 1:1 

1) เตมิสำรตำ่งๆ ดงัตำรำงท่ี  5 โดยทกุหลอดทดลองมีกำรท ำกำรทดลองซ ำ้ 3 ครัง้ 
2) ผสมให้เข้ำกนั ทิง้ไว้ในท่ีมืดนำน 20 นำที  วดัคำ่กำรดดูกลืนแสง (Absorbance) ท่ี 

517 nm  
3) ค ำนวณ % inhibition =     Abs control – Abs sample   X 100 

                                                                      Abs control 
4)  Plot linear regresstion graph ระหวำ่ง % inhibition (Y) กบั Concentration (X)  

แล้วน ำไปหำคำ่ ED50 
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ตำรำงท่ี 5 ปริมำณสำรท่ีใช้ใน                 ปฏิกิริยำ           
Tube Final conc (µg/ml) Vsample (µl) VDPPH (µl) Vwater (µl) VMeOH (µl) 

Control 0 0 1600 200 200 
1 1 2 1600 198 200 
2 2 4 1600 196 200 
3 5 10 1600 190 200 
4 10 20 1600 180 200 
5 20 40 1600 160 200 
6 30 60 1600 140 200 
7 40 80 1600 120 200 
8 50 100 1600 100 200 
9 100 200 1600 0 200 

 

4.    เตรียม             
น ำสำรสกดักระโดน มำเตรียมต ำรับยำเม็ด 2 ต ำรับ คือ 
- ต ำรับท่ี 1 ในหนึง่เม็ดประกอบด้วยสำรสกดักระโดน 40 มิลลิกรัม จ ำนวน 200 เม็ด 
- ต ำรับท่ี 2 ในหนึง่เม็ดประกอบด้วยสำรสกดักระโดน 80 มิลลิกรัม จ ำนวน 300 เม็ด 
ซึง่มีสว่นประกอบในต ำรับดงัตอ่ไปนี ้

ตำรำงท่ี 6 แสดงสว่นประกอบของสำรท่ีใช้ในต ำรับท่ี 1 
ต ำรับที่ 1 สำรสกดักระโดน 40 mg ในยำเม็ดปริมำณ 300 mg  เตรียมจ ำนวน 200 เม็ด 

ส่วนประกอบในต ำรับ 
ปริมำณ 1 เม็ด

(mg) 
ปริมำณ 200 เม็ด

(g) 
ประโยชน์ในต ำรับ 

สำรสกดักระโดน 40 8 Anti-oxidant 
Avicel  PH 102 244.4 48.88 Diluent 
PVP K30  23.1 4.62 Binder 
Magnesium stearate 1% 0.615 Lubricant 
Talcum. 2% 1.230 Anti-adherent 
Aerosil® 0.2% 0.123 Glidant 
Explotab® 2% 1.230 Disintegrant 
Total 300 64.698  
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วิธีเตรียม 
ชัง่สำรสกดักระโดน แล้วละลำยในน ำ้จนหมด 

 
ชัง่ Avicel PH 102 แล้วผสมกบัสำรละลำยกระโดนในโกร่ง 

 
หยด  PVPK30  จนเกิดเป็น damp mass แล้วน ำไปผ่ำนแร่งเบอร์ 14  

 
น ำไปอบท่ีอณุหภมูิ 40 องศำเซลเซียส นำน  1 ชม. 40 นำที แล้วน ำมำผ่ำนแร่งเบอร์ 16 

 
ชัง่ Magnesium stearate  talcum  Aerosil® และ Explotab® แล้วน ำมำผสมกบัแกรนลูแห้ง ด้วย

วิธี rotomixir แล้วน ำไปตอกตำม target weight ท่ีค ำนวณไว้ 
 

 วิธีค ำนวณ target weight 
 ค ำนวณจำกน ำ้หนกัรวมของปริมำณท่ีเตรียม (64.698 g) 
 target weight =  64.698 / 200 
           =  323.49 mg  ประมำณ 323 mg 
 
ตำรำงท่ี 7 แสดงสว่นประกอบของสำรท่ีใช้ในต ำรับท่ี 2 
ต ำรับที่ 2  สำรสกดักระโดน 80 mg ในยำเม็ดปริมำณ 300 mg  ตอกจ ำนวน 300 เม็ด 

ส่วนประกอบในต ำรับ 
ปริมำณ 1 เม็ด 

(mg) 
ปริมำณ 300 เม็ด

(g) 
ประโยชน์ในต ำรับ 

สำรสกดักระโดน 80 24 Anti-oxidant 
Avicel  PH 102 204.4 61.32 Diluent 
PVP K30 15 4.5 Binder 
Magnesium stearate 3 0.898 Lubricant 
Talcum. 6 1.796 Anti-adherent 
Aerosil® 0.6 0.18 Glidant 
Explotab® 6 1.796 Disintegrant 
Total 300 94.49  
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วิธีเตรียม 
ชัง่สำรสกดักระโดน แล้วละลำยในน ำ้จนหมด 

 
ชัง่ Avicel PH 102 แล้วผสมกบัสำรละลำยกระโดนในโกร่ง 

 
หยด  PVPK30  จนเกิดเป็น damp mass แล้วน ำไปผ่ำนแร่งเบอร์ 14  

 
น ำไปอบท่ีอณุหภมูิ 40 องศำเซลเซียส นำน  2 ชม. แล้วน ำมำผำ่นแร่งเบอร์ 16 

 
ชัง่ Magnesium stearate   talcum  Aerosil® และ Explotab® แล้วน ำมำผสมกบัแกรนลูแห้ง ด้วย

วิธี rotomixir แล้วน ำไปตอกตำมน ำ้หนกัท่ีก ำหนด (target weight) ท่ีค ำนวณไว้ 
 วิธีค ำนวณน ำ้หนักที่ก ำหนด (target weight) 
 ค ำนวณจำกน ำ้หนกัรวมของปริมำณท่ีเตรียม (64.698 g) 
 น ำ้หนกัท่ีก ำหนด (target weight)        =  94.49 / 300 
            =  315 mg   
 
5. กำรควบคุมคุณภำพและกำรหำปริมำณสำรประกอบฟีนอลิกในยำเม็ด 

5.1 ลักษณะของเม็ดยำ 
สงัเกตลกัษณะทำงกำยภำพของเม็ดยำ ได้แก่ ขนำด รูปร่ำง  และสี 

5.2 กำรทดสอบควำมแปรปรวนของน ำ้หนักยำเม็ด (Weight variation test) 
วิธีท ำ   สุม่ตวัอย่ำงยำเม็ด 20 เม็ด  ชัง่น ำ้หนกัยำทีละเม็ดและหำคำ่เฉล่ียของน ำ้หนกัยำทัง้ 20 

เม็ด  จำกนัน้หำควำมแตกตำ่งของน ำ้หนกัยำแตล่ะเม็ดโดยเทียบจำกน ำ้หนกัเฉล่ีย แล้วค ำนวณหำ
คำ่ %variation 

กำรประเมินผล  ยำเม็ดจะเข้ำมำตรฐำนตำมก ำหนดของ USP 27/NF22  ต้องมียำ ≤ 2 เม็ดท่ี
มี %variation มำกกวำ่ท่ีก ำหนด และต้องไมมี่เม็ดไหนท่ีมี %variation มำกกวำ่ 2 เทำ่ของ 
%variation ท่ีก ำหนด 
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ตำรำงท่ี 8 แสดงเกณฑ์ weight variation tolerance ของยำเม็ด 
น ำ้หนักเฉล่ียตำม   
USP 27/NF2236  

(mg) 

ควำมแตกต่ำงของ
น ำ้หนักจำกค่ำเฉล่ีย 

(%) 

130 or less than 10.0 
130-324 7.5 

More than 324 5.0 
 

5.3 กำรทดสอบกำรแตกตัวของยำเม็ด (Disintegration Test) 
วิธีท ำ  เตรียม medium โดยใช้น ำ้กลัน่ใสใ่นบีกเกอร์ขนำด 1000 มล. ตัง้อณุหภมูิของ

เคร่ืองท่ี 37 องศำเซลเซียส และก ำหนดเวลำไว้ 30 นำที  สุม่ยำ 6 เม็ด  ใส่ Basket-rack 
Assemblyแล้วใส ่ disk ทบัลงบนเม็ดยำทกุเม็ด โดยสงัเกตด้ำนข้ำง disk จะเห็นเป็นรูปตวั V  
จำกนัน้จงึเร่ิมให้เคร่ืองท ำงำน แล้วคอยสงัเกตกำรแตกตวัของยำแตล่ะเม็ดและบนัทึกเวลำเม่ือถึง
จดุสิน้สดุของกำรแตกตวั คือ เม่ือไมมี่ชิน้สว่นใดของยำเม็ดค้ำงบนตะแกรงลวด   

กำรประเมินผล ต ำรับจะเข้ำมำตรฐำนตำม USP27/NF22 เม่ือ  ยำทัง้ 6 เม็ด แตกตวัหมด
ภำยใน 30 นำที หรือถ้ำมียำเม็ด 1หรือ 2 เม็ดแตกตวัไมห่มด ให้น ำยำเม็ดมำหำกำรแตกตวัเพิ่มอีก 
12 เม็ด และจะต้องมีไมน้่อยกวำ่ 16 เม็ด จำกทัง้หมด 18 เม็ดท่ีแตกตวัหมด  จงึจะถือวำ่กำรแตก
ตวัเข้ำมำตรฐำน 

5.4 กำรวัดควำมหนำ (Thickness) 
สุม่ยำเม็ด 6 เม็ด มำวดัควำมหนำด้วยเคร่ือง Thickeness gate แล้วน ำมำหำคำ่เฉล่ีย 

5.5 กำรวัดควำมแข็ง (Hardness) 
สุม่ยำเม็ด 6 เม็ด มำวดัควำมแข็งด้วยเคร่ือง Stroke Hardness Tester แล้วน ำมำหำ

คำ่เฉล่ีย 
5.6 กำรทดสอบควำมกร่อน (Friability test) 

  วิธีท ำ เคร่ืองมือใช้ทดสอบ คือ  friabilator 
- สุม่เม็ดยำมำทดสอบ 20 เม็ด  น ำไปชัง่น ำ้หนกัโดยปัดฝุ่ นผงท่ีตดิเม็ดยำออกให้หมด

ก่อน (Wo)  
- ใสเ่ม็ดยำทัง้หมดลงในเคร่ือง friabilator  และปิดฝำ  ตัง้ให้เคร่ืองหมนุ 100 ครัง้ ด้วย

อตัรำ 25 รอบ/นำที 
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- หลงัจำกท่ีเคร่ืองหยดุท ำงำน น ำเม็ดยำออกมำปัดฝุ่ น แล้วชัง่น ำ้หนกัอีกครัง้ (W) เพ่ือ
หำน ำ้หนกัท่ีเปล่ียนแปลงไป และค ำนวณหำ % friability จำกสตูร 

    % friability = 100x [1-(W/Wo)] 
  กำรประเมินผล  ต ำรับจะเข้ำมำตรฐำนตำม USP27/NF22 เม่ือมี % friability ไมเ่กิน 1%  
แตถ้่ำมีเม็ดยำเกิดกำรบิน่ หรือแตกหกั จะถือวำ่มี % friability เทำ่กบั 100 ถือว่ำ ไมผ่ำ่นเกณฑ์
มำตรฐำน 

5.7 กำรทดสอบหำปริมำณสำรฟีนอลิกในยำเม็ด 
กำรสกดัสำรส ำคญัออกจำกยำเม็ด 
1. สุม่ยำเม็ดท่ีตอกได้จำกแตล่ะต ำรับมำ 3 เม็ด บดให้ละเอียด แล้วแบง่ออกเป็น 3 สว่นเทำ่ ๆ 

กนั  
2. ละลำยผงยำด้วยสำรละลำย เมทำนอล :น ำ้ (60:40) ให้ได้สำรละลำยควำมเข้มข้น 5 

mg/ml  จำกนัน้น ำไป sonicate นำน 30 นำที  และน ำสำรละลำยใสมำกรองผำ่นกระดำษ
กรองเบอร์ 2    แล้วเตรียมสำรเพ่ือหำปริมำณ total  phenolic compound  ดงัตำรำงท่ี 9 

 
ตำรำงท่ี 9 กำรเตรียมสำรเพ่ือหำปริมำณสำรฟีนอลิกในยำเม็ด 
หลอดท่ี ปริมำณสำรสกัด 

5 mg/ml (l) 

Distilled water 

(l) 

Folin reagent    

(l) 

Na2CO3 

(l) 
Control 0 500 250 1250 
Sample 20 480 250 1250 

 
6. กำรทดสอบควำมคงตัวของสำรประกอบฟีนอลิกในสำรสกัดหยำบและต ำรับยำเม็ด   

ท ำกำรทดสอบหลงัจำกเก็บสำรสกัดหยำบท่ีอุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียสในบีกเกอร์ท่ีหุ้ม
ด้วยแผน่อลมูิเนียมและต ำรับยำเม็ดเก็บในกระปกุพลำสติกท่ีมีฝำปิดท่ีหุ้มด้วยแผ่นอลมูิเนียม แล้ว
เก็บไว้ในตู้ดดูควำมชืน้ท่ีอณุหภูมิห้อง โดยเก็บทัง้สำรสกดัหยำบและต ำรับยำเม็ดเป็นเวลำนำน 2 
เดือน แล้วน ำมำทดสอบหำปริมำณสำรประกอบฟีนอลิกท่ีเหลืออยู่  โดยกำรหำปริมำณ
สำรประกอบฟีนอลิกในสำรสกัดกระโดนให้ท ำกำรทดลองเช่นเดียวกับวิธีกำรทดลองกำรหำ
ปริมำณสำรประกอบฟีนอลิกในสำรสกัดติว้ เม็ก และกระโดน ด้วยวิธี Folin-Ciocalteu methods 
(ข้อ 2) ข้อ 2.3   ส่วนกำรหำปริมำณสำรประกอบฟีนอลิกในยำเม็ดท ำเช่นดวักบัวิธีกำรทดลอง  5 
(กำรควบคมุคณุภำพและกำรหำปริมำณสำรประกอบฟีนอลิกในยำเม็ด) ข้อ 5.7   
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3.2 ต ำรับลูกอมสมุนไพรกระตุ้นภูมิคุ้มกัน 
3.2.1 วัตถุดบิและสำรเคมี 

1. Hanks  Balance  salt  solution  (HBSS) 
2. Dyes  :  trypan  blue 
3. Medium  :  RPMI  1640 ,  Fetal  bovine  serum ,  antibiotics  and  antimycotic  

agent ,  Phosphate  buffer  solution 
4. Mitogen  :  Phytohaemagglutinin  (PHA) 
5. Ethanol  
6. Hydrochloric  acid 
7. Isopropanol 
8. MTT  3 - (4,5 – dimethylthiazol – 2 - yl) - 2,5 – diphenyl - tetrazolium  bromide 
9. ACK  lysing  solution  
10. Diethyl  ether 
11. Savlon 

3.2.2 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 
1. ชดุมีด – เขียง 
2. เคร่ืองชัง่ รุ่น AT 400 บริษัท Mettler Toledo® 
3. ขวดรูปชมพู ่(Erlenmeyer flask)  ขนำด 500, 1000, 2000 มล. 
4. ขวดปรับปริมำตร (Volumetric flask) ขนำด 10, 50 และ 100 มล. 
5. บีกเกอร์ ขนำด 50, 100, 150, 200, 250 และ 600 มล. 
6. กระบอกตวง ขนำด 5, 10, 20, 50 และ 100 มล. 
7. แทง่แก้วคน 
8. กรวยกรอง 
9. กระดำษกรอง เบอร์ 2 
10. ช้อนเขำสแตนเลส 
11. หลอดหยด 
12. ลกูยำงแดง 
13. ผ้ำขำวบำง 
14. ขวดเก็บสำรสกดัสมนุไพร 
15. เทอร์โมมิเตอร์ 



 71 

16. อะลมูิเนียมฟลอยด์ 
17. แผน่พำรำฟิล์ม 
18. ไมโครปิเปต ขนำด 0 – 0.2 และ 0.1 - 1 มล. 
19. ปิเปต ขนำด 1, 2, 5 และ 10 มล. 
20. ปิเปตจำร์ 
21. ปิเปตทิป 
22. ชดุผำ่ตดั (กรรไกร forcep) 
23. sterile vial 
24. sterile petridish 
25. ขวดใสมี่เดีย ขนำด 250, 500 มล. 
26. หวักรอง swinnex 
27. เมมเบรนฟิลเตอร์ 0.22 ไมครอน 
28. ฟองน ำ้ 
29. ผ้ำขนหน ู
30. ถงุมือ 
31. หน้ำกำก 
32. Disposable syring ขนำด 10 มล.  
33. Hot plate 
34. CO2  incubator  (SL  SHEL  LAB ,  USA) 
35. Laminar  air  flow  (Astec ,  SC1200 ,  England  and  Microflow ,  England) 
36. Hot  air  oven  (Hearaeus  Instrument ,  T6200 ,  Germany) 
37. Autoclave  (OMRON  cooperation ,  H88LL ,  Japan) 
38. Refrigerated  Centrifuge  (Hettick  Zentrifugen ,  1610 ,  Germany) 
39. ELISA  READER  (BIO-TEK  Instruments ,  Inc. ,  Elx 808 ,  USA) 
40. Phase-contrast  microscope  (Nikon ,  119 ,  Japan) ,  Reverted  microscope  

(Nikon ,  ECLIPESE TE 300 ,  Japan) 
41. Haemocytometer  (Neubaure  BOECO ,  Germany) 
42. Cell  counter  (Hand  Held  Tally  Counter ,  Diamond  24100 ,  Taiwon) 
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43. Glassware  and  Plasticware  :  96-well  microtiterplates  (TPP ,  Switzerland) ,  

cell  separator ,  disposable  0.22  m  membrane  filter ,  centrifuge  tubes  
(TPP ,  Switzerland) 

44. Microtiter  plate  shaker  (ELMI  shaker  ST3) 
45. Water  bath  (Heto-Holten  A/S  BWB22-2 ,  Denmark) 
46. เคร่ือง rotary evaporator  รุ่น Rotavapor R – 124 บริษัท Bushi ® 
47. เคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ รุ่น 5900-02  บริษัท SCIENCTIFIC PROMOTION Co.,LTD 
48. เคร่ือง  Vortex รุ่น 604012-3 บริษัท SCIENCTIFIC PROMOTION Co.,LTD 
49. Ultrasonic bath  รุ่น B2210E-DTH บริษัท Bransonic ®   
50. เคร่ืองเขย่ำอำ่งน ำ้ควบคมุอณุหภมูิ รุ่น Maxi-shake บริษัท Heto ® 
51. เคร่ือง Shaking Water Bath รุ่น SDD-X บริษัท Labnet ® 

3.1.3 ขัน้ตอนกำรวิจัย 
แบง่ออกเป็น 4 สว่น  คือ  

1. กำรสกดัสำรจำกผกัติว้  เม็ก และกระโดน  
2. กำรทดสอบเบือ้งต้นเพ่ือหำฤทธ์ิท่ีมีผลตอ่กำรเพิ่มจ ำนวน  T และ B-Lymphocytes  

ของสำรสกดัจำกติว้  เม็ก  กระโดน  
3. กำรเตรียมต ำรับเม็ดอมสมนุไพร 
4. กำรประเมินต ำรับเม็ดอมสมนุไพร 

 
1. กำรสกัดสำรจำกผักติว้  เม็ก และกระโดน  
สว่นท่ีใช้ : ใบและยอดอ่อน 
วิธีท ำ 
ชัง่ผกัท่ีสบัละเอียดแล้ว 200 กรัม  หมกัใน 70% v/v ethanol 300 ml  ใสล่งใน Erlenmeyer flask 

 
ตัง้ทิง้ไว้ 3 วนั โดยเขยำ่ด้วยมืออย่ำงสม ่ำเสมอ 

 
เทสำรละลำยใน flask ออก  แล้วกรองด้วยผ้ำขำวบำง และเก็บสำรละลำยให้พ้นแสงท่ีอณุหภมูิ     

4 องศำเซลเซียส (สำรสกดัส่วนท่ี 1) 
 

หมกักำกท่ีได้อีกครัง้ด้วย 70% v/v ethanol 300 ml แล้วตัง้ทิง้ไว้ 3 วนั เขยำ่สม ่ำเสมอ 
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เทสำรละลำยใน flask ออก  แล้วกรองด้วยผ้ำขำวบำง และเก็บสำรละลำยให้พ้นแสงท่ีอณุหภมูิ     

4 องศำเซลเซียส (สำรสกดัส่วนท่ี 2) 
 

น ำสำรสกดัทัง้ 2 สว่นมำรวมกนั แล้วท ำกำรระเหยตวัท ำละลำยออกด้วยเคร่ือง rotary evaporator  
โดยตัง้อณุหภมูิไมเ่กิน  40  องศำเซลเซียส 

 
เก็บสำรสกดัหยำบ (crude extract) ท่ีได้ให้พ้นแสงท่ีอณุหภมูิ 4 องศำเซลเซียส 

ทดสอบฤทธ์ิท่ีมีผลตอ่กำรเพิ่มจ ำนวน  T-Lymphocytes และเตรียมต ำรับเม็ดอมตอ่ไป 
 
2. กำรทดสอบเบือ้งต้นเพ่ือหำฤทธ์ิท่ีมีผลต่อกำรเพิ่มจ ำนวน  T และ B-Lymphocytes  

ของสำรสกัดจำกติว้  เม็ก  กระโดน 
2.1 กำรเตรียม  lymphocytes  (Splenectomy) 
กำรเตรียม  Lymphocytes 

1. น ำหน ู Balb/c  mice  เพศเมีย  อำย ุ 6-8  สปัดำห์  ท ำ  cervical  dislocation 
2. แชห่นใูนบีกเกอร์ท่ีมี 70 % v/v alcohol  ให้ชุม่  3  ครัง้  นำนครัง้ละ  5  นำที 
3. จบัหนนูอนตะแคงซ้ำย  ใช้กรรไกรตดัม้ำมออกมำแชใ่น  RPMI  +  10 %  FBS  ท่ีวำง 

บนถำดน ำ้แข็ง  ครูดผำ่น  sieve  sterile  ท่ีมี  RPMI  +  10 %  FBS  10  ml  จะได้  cell  
suspension  ออกมำ 

4. น ำ  cell  suspension  ท่ีได้ใสใ่น  centrifuge  tube  ป่ันเหว่ียงท่ี  1500  rpm  10 
นำที  อณุหภมูิ  4  องศำเซลเซียส  แล้วทิง้  supernatant 

5. เตมิ  ACK  lysing  buffer  ท่ีอุน่ใน  water  bath  ท่ี  37   ํC  10  ml  นำน  1-2  
นำที 

เพ่ือท ำให้เม็ดเลือดแดงแตก  จำกนัน้น ำไปป่ันเหว่ียงท่ี  1000  rpm  10  นำที  อณุหภมูิ  4  องศำ
เซลเซียส  ทิง้  supernatant  ท ำซ ำ้  3  ครัง้ 

6. เตมิ  HBSS  10  ml  น ำไปป่ันเหว่ียงท่ี  1000  rpm  10  นำที  อณุหภมูิ  4  องศ 
เซลเซียส  ทิง้  supernatant  3  ครัง้  จำกนัน้เตมิ  RPMI  2  ml  จะได้  cells  stock 

7. ปิเปต  cell  suspension  จ ำนวน  20  l  ผสมกบั  Trypan  blue  180  l  น ำไปนบั 
จ ำนวนเซลล์ด้วย  Hemacytometer  และหำ  %viability  ซึง่ไมค่วรต ่ำกวำ่  90-95%  แล้วปรับ
จ ำนวนเซลล์ให้ได้ตำมต้องกำร   
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2.2 กำรทดสอบฤทธ์ิ  T และ B-Lymphocytes  Proliferation  ด้วยวิธี  MTT  assay 
ตอนท่ี  1  กำร  titrate  หำจ ำนวนเซลล์  lymphocyte  ท่ีเหมำะสม 

 ควำมเข้มข้นของเซลล์  :  0.5 x 105  1 x 106  2 x 106  3 x 106  5 x 106  cells/ml 
กำรทดสอบ 

1. Control  :  เตมิ  media  100 l   
2. Cytotoxic  :  เตมิ  cell  50 l  + media  50 l   
3. T-Lymphocytes  Proliferation  :  cells  50  l  +  PHA  50  l  (PHA  ใช้ควำม

เข้มข้น  1 : 100) 
4. B-Lymphocytes  Proliferation  :  cells  50  l  +  PWM  50  l 
 

 
บม่ท่ีอณุหภมูิ  37  องศำเซลเซียส  คำร์บอนไดออกไซด์เข้มข้น  5 %  นำน  48  ชัว่โมง 
เตมิ  MTT  ควำมเข้มข้น  1  mg/ml  หลมุละ  50  l  บม่ท่ีอณุหภมูิ  37  องศำเซลเซียส   

คำร์บอนไดออกไซด์เข้มข้น  5 %  นำน  5  ชัว่โมง  และน ำไปป่ันเหว่ียงท่ี  2500  rpm  15  นำที  
อณุหภมูิ  25  องศำเซลเซียส  ทิง้  supernatant   
 เตมิ  0.04  M  HCl  in  isopropanol  หลมุละ  100  l  เขยำ่ด้วย  microtiter  plate  
shaker  ท่ี  300  rpm  1  ชัว่โมง  เพ่ือละลำย  formazan  product  ท่ีเกิดขึน้ 
 วดัคำ่กำรดดูกลืนแสงด้วย  ELISA  READER  ท่ีควำมยำวคล่ืน  562  nm  และใช้ควำม
ยำวคล่ืน  620  nm  เป็น  reference  wavelength 

ตอนท่ี  2  กำรทดสอบฤทธ์ิท่ีมีผลตอ่กำรเพิ่มจ ำนวน  T และ B-lymphocyte  ของสำรสกดั
จำกผกัพืน้บ้ำน  (ติว้  เม็ก  กระโดน)  โดยใช้วิธี  MTT  assay 

  สำรสกดัจำกพืชเข้มข้น  0  12.5  50  200  400  800  g/ml 
กำรทดสอบ 

1. Cytotoxic 
เตมิ  Lymphocyte  ควำมเข้มข้น  3 x 106  cells/ml  จ ำนวน  100  l  มำเตมิสำรสกดั 

สมนุไพรแตล่ะชนิดท่ีควำมเข้มข้นตำ่งๆ  จ ำนวน  100  l  ลงใน  1  well 
2. T-Lymphocytes  Proliferation   
เตมิ  PHA (PHA  ใช้ควำมเข้มข้น  1 : 100)  50  l  cell  lymphocyte  100  l  และสำร 

สกดัสมนุไพรท่ีควำมเข้มข้นตำ่งๆ  (เตรียม  4x)  50  l  ตอ่  1  well  (control  ;  PHA + cell + 
media) 
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บม่ท่ีอณุหภมูิ  37  องศำเซลเซียส  คำร์บอนไดออกไซด์เข้มข้น  5 %  นำน  48  ชัว่โมง 
เตมิ  MTT  ควำมเข้มข้น  1  mg/ml  หลมุละ  50  l  บม่ท่ีอณุหภมูิ  37  องศำเซลเซียส  
คำร์บอนไดออกไซด์เข้มข้น  5 %  นำน  5  ชัว่โมงและน ำไปป่ันเหว่ียงท่ี  2500  rpm  15  นำที  
อณุหภมูิ  25  องศำเซลเซียส  ทิง้  supernatant   
 เตมิ  0.04  M  HCl  in  isopropanol  หลมุละ  100  l  เขยำ่ด้วย  microtiter  plate  
shaker  ท่ี  300  rpm  1  ชัว่โมง  เพ่ือละลำย  formazan  product  ท่ีเกิดขึน้ 
 วดัคำ่กำรดดูกลืนแสงด้วย  ELISA  READER  ท่ีควำมยำวคล่ืน  562  nm  และใช้ควำม
ยำวคล่ืน  620  nm  เป็น  reference  wavelength 

3. B-Lymphocytes  Proliferation   
เตมิ  PWM 50  l  cell  lymphocyte  100  l  และสำรสกดัสมนุไพรท่ีควำมเข้มข้นตำ่งๆ   

(เตรียม  4x)  50  l  ตอ่  1  well  (control  ;  PWM + cell + media) 
บม่ท่ีอณุหภมูิ  37  องศำเซลเซียส  คำร์บอนไดออกไซด์เข้มข้น  5 %  นำน  48  ชั่วโมง 

เตมิ  MTT  ควำมเข้มข้น  1  mg/ml  หลมุละ  50  l  บม่ท่ีอณุหภมูิ  37  องศำเซลเซียส  
คำร์บอนไดออกไซด์เข้มข้น  5 %  นำน  5  ชัว่โมงและน ำไปป่ันเหว่ียงท่ี  2500  rpm  15  นำที  
อณุหภมูิ  25  องศำเซลเซียส  ทิง้  supernatant   
 เตมิ  0.04  M  HCl  in  isopropanol  หลมุละ  100  l  เขยำ่ด้วย  microtiter  plate  
shaker  ท่ี  300  rpm  1  ชัว่โมง  เพ่ือละลำย  formazan  product  ท่ีเกิดขึน้ 
 วดัคำ่กำรดดูกลืนแสงด้วย  ELISA  READER  ท่ีควำมยำวคล่ืน  562  nm  และใช้ควำม
ยำวคล่ืน  620  nm  เป็น  reference  wavelength 
 
กำรแปลผล 
 ค ำนวณหำคำ่  Lymphocyte  proliferation  index  (P.I.)  ซึง่เป็นกำรเปรียบเทียบคำ่กำร
ดดูกลืนแสงของสำรสกดัสมนุไพรกบัคำ่กำรดดูกลืนแสงท่ีไมมี่สมนุไพร  โดย  ค ำนวณหำคำ่  
Lymphocyte  proliferation  index  จำก 
 

OD  (cell + extract + mitogen)  -  OD (extract + media)   
        OD  (cell + mitogen + media)  -  OD (media)   

 
 หำกคำ่  Lymphocyte  proliferation  index  มีคำ่เทำ่กบั  1  แสดงวำ่สำรสกดัสมนุไพรไม่
มีผลตอ่กำรเพิ่มจ ำนวนของ  T-Lymphocytes   
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 หำกคำ่  Lymphocyte  proliferation  index  มีคำ่มำกกวำ่  1  แสดงวำ่สำรสกดัสมนุไพร
มีผลตอ่กำรกระตุ้นและเพิ่มจ ำนวนของ  T-Lymphocytes   
 หำกคำ่  Lymphocyte  proliferation  index  มีคำ่น้อยกวำ่  1  แสดงวำ่สำรสกดัสมนุไพร
มีผลยบัยัง้กำรเพิ่มจ ำนวนของ  T-Lymphocytes  หรือเป็นพิษตอ่เซลล์   
 
3. กำรเตรียมต ำรับเม็ดอมสมุนไพร 

กำรตรียมต ำรับลกูอมสมนุไพรใช้วิธี  Molding  method  โดยเตรียมเป็น 3 แบบ ดงันี ้
3.1 Hard  cand 

 
ตำรำงท่ี 10  แสดงสตูรต ำรับกำรเตรียมเม็ดอมสมนุไพร (Hard  candy) 
 

สำรในต ำรับ ปริมำณที่เตรียม (กรัม) 
สำรสกดัสมนุไพร - 

Sucrose 30.0 
Glucose  syrup  (แบะแซ) 20.0 

Water qs. 
 
วิธีเตรียม 

1. ชัง่  Sucrose , Glucose  syrup  ตำมปริมำณท่ีก ำหนด 
2. หลอม  Sucrose  บนกระทะ  Teflon  (ป้องกนักำรติดภำชนะหลอม) จน  Sucrose  มี

ลกัษณะข้นหนืด  (สีน ำ้ตำลอ่อน) 
3. เตมิ  Glucose  syrup  (แบะแซ) และคนอยำ่งตอ่เน่ือง แล้วทิง้ให้อณุหภมูิต ่ำลง 
4. เตมิสำรสกดัสมนุไพรในปริมำณท่ีก ำหนด 
5. หยอดใสแ่มพ่ิมพ์  
6. ทิง้ไว้ให้เย็น 
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     3.2 Jelly (เยลล่ี) 
 
ตำรำงท่ี 11   แสดงสตูรต ำรับกำรเตรียมเม็ดอมสมนุไพร (Jelly) 
สว่นท่ี 1  

สำรในต ำรับ ปริมำณที่เตรียม (กรัม) 
Sucrose 18.25 

Glucose  syrup  (แบะแซ) 20.0 
Water 24.30 

Citric acid 0.51 
Sodium chloride qs. 

 
สว่นท่ี 2 

สำรในต ำรับ ปริมำณที่เตรียม (กรัม) 
สำรสกดัสมนุไพร 0.50 

Gelatin 8.0 
Water 14.24 

 
วิธีเตรียม 

1. ชัง่  Sucrose , Glucose  syrup  ตำมปริมำณท่ีก ำหนดแล้วละลำยน ำ้โดยใช้ควำมร้อน
ชว่ย (1) 

2. แบง่น ำ้มำสว่นหนึง่เพ่ือละลำย Citric acid และ Sodium chloride (2) 
3. คอ่ยๆ โปรยเจลำตนิลงในน ำ้เย็น ตัง้ทิง้ไว้สกัพกั แล้วกระตุ้นด้วยควำมร้อน (3) จนละลำย 
4. ผสม (3) ลงใน (1) คนให้เข้ำกนัอย่ำงตอ่เน่ือง 
5. ทิง้ไว้ให้อณุหภมูิต ่ำลง 
6. เตมิ (2) และสำรสกดัสมนุไพรโดยเตมิกรดเป็นล ำดบัสดุท้ำยเสมอ 
7. น ำแมพ่ิมพ์มำทำด้วยกลีเซอรีนเตรียมไว้หยอดใสแ่มพ่ิมพ์ 
8. ทิง้ไว้ให้เย็น (ถ้ำมีฟองอำกำศก็ให้ช้อนฟองออก) 
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     3.3 Chocolate (ช็อคโกแลต) 
 
ตำรำงท่ี 12 แสดงสตูรต ำรับกำรเตรียมเม็ดอมสมนุไพร (Chocolate) 

สำรในต ำรับ ปริมำณที่เตรียม (กรัม) 
สำรสกดัสมนุไพร 0.25 
Chocolate base 7.71 

Sucrose 10.00 
 
วิธีเตรียม 

1. หลอม Sucrose จนละลำย แล้วทิง้ให้อณุหภมูิต ่ำลงเล็กน้อย (1) 
2. หลอม Chocolate base โดยใช้ควำมร้อนจำกไอน ำ้ แล้วน ำไปเทลงใน (1) 
3. ทิง้ให้อณุหภมูิต ่ำลงเล็กน้อย 
4. เตมิสำรสกดัสมนุไพรตำมปริมำณท่ีก ำหนด 
5. หยอดใสแ่มพ่ิมพ์ แล้วทิง้ไว้ให้เย็น 

 
4. กำรประเมินต ำรับเม็ดอมสมุนไพร 

ท ำกำรประเมินลกัษณะทำงกำยภำพ โดยประเมินรูปร่ำง ,  สี ,  กลิ่นและรสของต ำรับท่ี
เตรียมได้ โดยอำสำสมคัร 
 
3.3 ต ำรับแผ่นฟิล์มสมุนไพรเพื่ออนำมัยในช่องปำก 
3.3.1 วัตถุดบิและสำรเคมีในกำรเตรียมและพัฒนำแผ่นฟิล์มสมุนไพร 

1. Tacca flour (ตรำหอนำฬิกำ) ของเจริญชยั จ ำหนำ่ย 

2. Xanthan gum (Keltrol) ของบริษัท ฟำร์มำ่ (ไทย) จ ำกดั 
3. Gelatin160 Bloom BP. ของบริษัท วิทยำศรม จ ำกดั 

4. Pectin (Pectin Powder 150) ของบริษัท ศรีจนัทร์สหโอสถ จ ำกดั 
5. Pullulan ของบริษัท Hayashibara จ ำกดั 
6. Carrageenan ของบริษัท วิทยำศรม จ ำกดั 
7. HPMC 4000 BP. ของบริษัท เอกตรงเคมีภณัฑ์ (1985) จ ำกดั 
8. HEC ของบริษัท ฟำร์มำ่ (ไทย) จ ำกดั 
9. Glycerin ของบริษัท Italmar จ ำกดั 
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10. Listerine ของบริษัท Pfizer จ ำกดั 
11. น ำ้กลัน่ 
12. สำรแตง่สีเขียว (50% Green Pea color) 
13. สำรแตง่กลิ่นชำเขียว 

14. Equal ของบริษัท เมอร์ริชนัท์ (ประเทศไทย) จ ำกดั 
15. สมนุไพรเม็ก 

3.3.2 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ในกำรเตรียมและพัฒนำแผ่นฟิล์มสมุนไพร 
1. Magnetic stirrer and magnetic bar 
2. Beaker and stirring rod 
3. Cylinder 
4. Dropper 
5. ช้อนเขำ 
6. Analytical balance (Mettler Toledo) 
7. Teflon plate 

8. ตู้อบ (Termaks Model TS 8000) 

9. Desiccator (Patron Dry-Cabinet) 

10. Sonicator (Bransonic Ultresonic Cleaner) 

11. Disintegration tester (Erweka รุ่น ZT52) 
12. Thermometer  

13. เคร่ืองวดัควำมหนำผิวเคลือบ (MINITEST 600) 
3.3.3 วัตถุดบิและสำรเคมีในกำรประเมินประสิทธิภำพในกำรยับยัง้เชือ้ของแผ่นฟิล์ม

สมุนไพรเม็ก 
1. สมนุไพรเม็ก 

2. Listerine ของบริษัท Pfizer จ ำกดั 
3. Base film ท่ีคดัเลือก 
4. Tryptic Soy Broth ของ MERCK 
5. Agar ของ MERCK 
6. น ำ้กลัน่ 
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3.3.4 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ในกำรประเมินประสิทธิภำพในกำรยับยัง้เชือ้ของแผ่นฟิล์ม
สมุนไพรเม็ก 
1. Magnetic stirrer and magnetic  

2. Autoclave (Tomy ES-135) 
3. Incubator (Heraeus B 6420) 
4. ตู้  Laminar air flow 
5. Bunsen burner 

6. Micropipette (Transferpipette) 
7. Pipette และลกูยำงแดง 
8. 0.45 µm Millipore filter  
9. Sterile forcep 
10. Sterile paper disc ขนำดเส้นผำ่นศนูย์กลำง 6 mm 
11. Cotton swab 
12. Inoculating loop and needle 
13. Test tube 
14. Bottle 
15. Beaker and stirring rod 
16. Cylinder 
17. ช้อนเขำ 
18. Analytical balance (Mettler Toledo) 
19. Petridish 
20. Aluminium foil 
21. Agar plate 
22. Culture tube  
23. Foggy 
24. Cool room  

25. UV Spectrophotometer (Jenway 6305 UV/Vis Spectrophotometer) 
26. Quatz cuvette 
27. ไม้บรรทดั 
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3.3.5 ขัน้ตอนกำรวิจัย 
แบง่ออกเป็น 6 สว่น  คือ  

1. กำรเตรียม Base film ของแผน่ฟิล์ม 
2. กำรพฒันำ Base film ของพอลิเมอร์ 
3. กำรประเมินประสิทธิภำพของแผน่ฟิล์ม 
4. กำรบรรจสุมนุไพรลงในแผน่ฟิล์ม 
5. กำรประเมินประสิทธิภำพของแผน่ฟิล์มสมนุไพรเม็ก 
6. ประเมินประสิทธิภำพในกำรยบัยัง้เชือ้ของแผน่ฟิล์มสมนุไพรเม็ก 

 
1. กำรเตรียม Base film ของแผ่นฟิล์ม 
 กำรเตรียม Base film ของแผ่นฟิล์ม โดยท ำกำรเปล่ียนแปลงชนิดและควำมเข้มข้นของ 
พอลิเมอร์ ได้แก่ Tacca flour, Pectin, Pullulan, Gelatin, HPMC และ Xanthan gum ท่ีควำม
เข้มข้นตำ่งๆ กนั เพ่ือหำควำมเข้มข้นท่ีเหมำะสมในกำรเตรียม Base film  

วิธีกำรทดลอง 
1. ชัง่ Tacca flour, Pectin, Pullulan และ Gelatin ท่ีควำมเข้มข้นตำ่งกนั คือ Tacca flour, 

Pullulan ร้อยละ 5, 10 และ15 โดยน ำ้หนกั Pectin ร้อยละ 10 และ15 โดยน ำ้หนกัและ 
Gelatin ร้อยละ 5 และ10 โดยน ำ้หนกั ส่วน HPMC ร้อยละ 2 โดยน ำ้หนกัและ Xanthan 
gum ร้อยละ 1.67 โดยน ำ้หนกั เตรียมพอลิเมอร์ชนิดละ 30 g 

2. น ำไปต้มและป่ันบน Magnetic stirrer  
3. น ำสำรละลำยพอลิเมอร์ท่ีมีฟองอำกำศไปไล่ฟองด้วยวิธีกำรแช่เย็น หรือ Degas ด้วย

เคร่ือง Sonicator 
4. เทพอลิเมอร์แตล่ะชนิดท่ีได้ลงใน Teflon plate ขนำด 5 x 8 cm โดยเกล่ียสำรละลำยให้มี

ควำมหนำสม ่ำเสมอกนัและบำงท่ีสดุ 
5. อบในตู้อบท่ีอณุหภมูิ 40-45 °C เป็นเวลำ 24 ชัว่โมง 
6. ลอกแผน่ฟิล์มออกจำก Teflon plate 
7. บนัทกึคณุสมบตัทิำงกำยภำพและควำมหนำของแผน่ฟิล์มท่ีได้ 
8. เก็บแผน่ฟิล์มท่ีได้ไว้ภำยในตู้ดดูควำมชืน้  
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2. กำรพัฒนำ Base film ของพอลิเมอร์ 
 ท ำกำรเลือกควำมเข้มข้นพอลิเมอร์เด่ียวๆ ท่ีเหมำะสมตัง้แต ่2 ชนิดขึน้ไปมำผสมกนั โดย
ท ำกำรเปล่ียนแปลงทัง้ชนิดและควำมเข้มข้น เพ่ือพฒันำสตูรต ำรับได้ Base film ท่ีเหมำะสม 

วิธีกำรทดลอง 
1. ตัง้สตูรต ำรับ Base film ท่ีเหมำะสม และชัง่สำรเป็นร้อยละ โดยน ำ้หนกัตำมท่ีก ำหนดใน

สตูรต ำรับ เตรียมต ำรับละ 30 g ซึง่มีสตูรต ำรับดงันี ้
 
ตำรำงท่ี 13 สตูรต ำรับ Base film 
สตูร
ต ำรับ
ท่ี 

สว่นประกอบใน Base film 
Tacca 
flour 

Pectin Xanthan 
gum 

Gelatin HPMC Carrageenan HEC Glycerin 

1 5% 5% - - - - - - 
2 5% 5% - - - - - 2% 
3 5% 5% - - 1.5% - - 0.25% 
4 10% 5% - - - - - - 
5 5% - 1.67% - - - - - 
6 10% - 1.67% - - - - - 
7 5% - - - - 5% - - 
8 5%     5%  2% 
9 10% - - - - 5% - - 
10 5% - - 5% - - - - 
11 5% - - 5% - - - 0.25% 
12 5% - - 5%    2% 
13 5% - - 10% - - - - 
14    5%    2% 
15    5%   5% 2% 
16    5%    0.25% 
17    10%    2% 
18    10%   2% 2% 
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ตำรำงท่ี13  สตูรต ำรับ Base film (ตอ่) 
สตูร
ต ำรับ
ท่ี 

สว่นประกอบใน Base film 
Tacca 
flour 

Pectin Pullulan Gelatin HPMC PVP90 HEC Glycerin 

19 5% - 10% - - - - - 
20 5% - 10% - - - - 0.25% 
21 - 5% 10% - - - - - 
22 - - 10% 2% - - - - 
23 - - 10% - - 2% - - 
24 - - 10% - - - 2% - 
25 - - 10% - 1.5% - - - 
26   10% - 1.5% - - 0.25% 
27 - - 10% - 1.5% - - 1% 
28 - - 10% - 1.5% - - 2% 
29 - - - 5% - 5% - 2% 
30 - - - 10% - 2% - 2% 

 
2. น ำไปต้มและป่ันบน Magnetic stirrer 
3. น ำต ำรับท่ีมีฟองอำกำศไปไลฟ่องด้วยวิธีกำรแชเ่ย็น หรือ Degas ด้วยเคร่ือง Sonicator 
4. เทแตล่ะต ำรับท่ีได้ลงใน Teflon plate ขนำด 5 x 8 cm โดยเกล่ียสำรละลำยให้มีควำม

หนำสม ่ำเสมอกนัและบำงท่ีสดุ 
5. อบในตู้อบท่ีอณุหภมูิ 40-45 °C เป็นเวลำ 24 ชัว่โมง 
6. ลอกแผน่ฟิล์มออกจำก Teflon plate 
7. บนัทกึคณุสมบตัทิำงกำยภำพและควำมหนำของแผน่ฟิล์มท่ีได้ 
8. เก็บแผน่ฟิล์มท่ีได้ไว้ภำยในตู้ดดูควำมชืน้  
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3. กำรประเมินประสิทธิภำพของแผ่นฟิล์ม 

3.1   วดัควำมหนำของแผน่ฟิล์มด้วยเคร่ืองวดัควำมหนำผิวเคลือบ (MINITEST 600) 
กำรวดัควำมหนำของแผน่ฟิล์มวดัเป็นจ ำนวน 5 ครัง้ แล้วน ำมำหำคำ่เฉล่ีย 

3.2 วดัควำมร่อน โดยดจูำกควำมสำมำรถในกำรลอกออกจำก Teflon plate ได้ง่ำย 
3.3 วดัอตัรำเร็วกำรละลำยของแผน่ฟิล์มในน ำ้ โดยใช้เคร่ือง Disintegration tester  
  กำรวัดอัตรำเร็วกำรละลำยของแผ่นฟิล์มในน ำ้  โดยใช้เคร่ือง Disintegration tester 
เน่ืองจำกแผ่นฟิล์มจดัเป็นรูปแบบผลิตภณัฑ์ท่ียงัไม่มีเกณฑ์มำตรฐำนในกำรทดสอบกำรละลำยท่ี
แน่นอน แตส่ภำวะกำรละลำยของแผ่นฟิล์มมีควำมคล้ำยคลึงกับกำรแตกตวัของยำเม็ดชนิดแตก
ตวัเร็วในปำก  ดงันัน้ กำรใช้เคร่ือง Disintegration tester ทดสอบเช่นเดียวกบัยำเม็ดชนิดแตกตวั
เร็วในปำกจะช่วยให้สังเกตกำรละลำยของแผ่นฟิล์มได้อย่ำงชัดเจน และวัดอัตรำเร็วได้อย่ำง
แม่นย ำ นอกจำกนีก้ำรใช้เคร่ือง Disintegration tester ยงัสำมำรถควบคมุปัจจยัได้หลำยทำงให้
คล้ำยคลงึกบัร่ำงกำย ทัง้ทำงด้ำนกำรควบคมุอณุหภมูิให้คงท่ีเท่ำกบัอณุหภูมิร่ำงกำย และมีกำรใช้
น ำ้เป็น medium ซึง่มี pH ใกล้เคียงกบัน ำ้ลำย  

 วิธีกำรทดลอง 

1. เติมน ำ้กลัน่ใน Beaker ท่ีใช้เฉพำะกบัเคร่ือง Disintegration tester (Erweka รุ่น 
ZT52) ตำมมำตรฐำนเภสชัต ำรับองักฤษ (BP) ปริมำตร 600 ml 

2. ควบคมุอณุหภมูิให้คงท่ีท่ี 37  0.5 °C 

3. น ำแผ่นฟิล์มต ำรับท่ีต้องกำรทดสอบ ขนำด 2 x 3 cm และแผ่นฟิล์ม Listerine 
มำต ำรับละ 3 แผ่น ใส่ลงใน Basket rack ช่องละ 1 แผ่น และใส่ Disk ลงไปด้วย 
เพ่ือป้องกนักำรลอยตวัของแผน่ฟิล์ม 

4. เร่ิมกำรท ำงำนของเคร่ือง และสงัเกตกำรละลำยของแผน่ฟิล์ม 
5. บนัทกึเวลำท่ีแผน่ฟิล์มแตล่ะแผน่ละลำยหมด 

 
4. กำรบรรจุสมุนไพรลงในแผ่นฟิล์ม 

วิธีกำรทดลอง 

1. คดัเลือกต ำรับ Base film พอลิเมอร์ท่ีเหมำะสม คือ มีควำมหนำแผ่นฟิล์มอยู่ในช่วง 40-
60 µm มีควำมร่อนง่ำย มีควำมกรอบและแข็งน้อย-ปำนกลำง โดยเตรียมปริมำณ
ประมำณ 95 g 
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2. บรรจสุำรสกดัสมนุไพรเม็กท่ีใช้น ำ้เป็นตวัท ำละลำยลง Base film พอลิเมอร์ท่ีคดัเลือก โดย
ใช้ควำมเข้มข้นของสมนุไพรเม็กเทำ่กบั 2 เทำ่ของ MIC คือ 5 mg/ml 

3. แตง่กลิ่น และรส ถ้ำต ำรับมีฟองอำกำศให้ไลฟ่องด้วยเคร่ือง Sonicator 
4. เทต ำรับท่ีได้ลงใน Teflon plate ขนำด 5 x 8 cm โดยเกล่ียสำรละลำยให้มีควำมหนำ

สม ่ำเสมอกนัและบำงท่ีสดุ 
5. อบในตู้อบท่ีอณุหภมูิ 40-45 °C เป็นเวลำ 24 ชัว่โมง 
6. ลอกแผน่ฟิล์มสมนุไพรเม็กออกจำก Teflon plate 
7. บนัทกึคณุสมบตัทิำงกำยภำพและควำมหนำของแผน่ฟิล์มสมนุไพรเม็กท่ีได้ 
8. เก็บแผน่ฟิล์มสมนุไพรเม็กท่ีได้ไว้ภำยในตู้ดดูควำมชืน้  

 
5. กำรประเมินประสิทธิภำพของแผ่นฟิล์มสมุนไพรเม็ก 

1.5.1 วัดควำมหนำของแผ่นฟิล์มสมุนไพรเม็ก ด้วยเคร่ืองวัดควำมหนำผิวเคลือบ 

(MINITEST 600) 
กำรวดัควำมหนำของแผน่ฟิล์มวดัเป็นจ ำนวน 5 ครัง้ แล้วน ำมำหำคำ่เฉล่ีย 

1.5.2 วดัควำมร่อน โดยดจูำกควำมสำมำรถในกำรลอกออกจำก Teflon plate ได้ง่ำย 
1.5.3 วดัอตัรำเร็วกำรละลำยของแผ่นฟิล์มสมนุไพรเม็กในน ำ้ โดยใช้เคร่ือง Disintegration 

tester  
กำรวัดอัตรำเร็วกำรละลำยของแผ่นฟิล์มสมุนไพรเม็กในน ำ้  เพ่ือเปรียบเทียบว่ำ

หลังจำกท่ีมีกำรเติมสมุนไพรเม็กลงใน Base film แล้วอัตรำกำรละลำยของแผ่นฟิล์ม
สมนุไพรเม็กแตกตำ่งจำกเดมิหรือไม ่ 

 วิธีกำรทดลอง 

1. เติมน ำ้กลัน่ใน Beaker ท่ีใช้เฉพำะกบัเคร่ือง Disintegration tester (Erweka รุ่น 
ZT52) ตำมมำตรฐำนเภสชัต ำรับองักฤษ (BP) ปริมำตร 600 ml 

2. ควบคมุอณุหภมูิให้คงท่ีท่ี 37  0.5 °C 
3. น ำแผ่นฟิล์มสมนุไพรเม็ก ขนำด 2 x 3 cm มำทดสอบกำรละลำย โดยใส่ลงใน 

Basket rack ช่องละ 1 แผ่น และใส่ Disk ลงไปด้วย เพ่ือป้องกนักำรลอยตวัของ
แผน่ฟิล์ม 

4. เร่ิมกำรท ำงำนของเคร่ือง และสงัเกตกำรละลำยของแผน่ฟิล์มสมนุไพรเม็ก 
5. บนัทกึเวลำท่ีแผน่ฟิล์มสมนุไพรเม็กแตล่ะแผน่ละลำยหมด 
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6.  กำรประเมินประสิทธิภำพในกำรยับยัง้เชือ้ของแผ่นฟิล์มสมุนไพรเม็ก 

เชือ้ที่ใช้ในกำรทดสอบ 

1. Staphylococcus aureus ATCC 25923 

2. Streptococcus faecalis ATCC 29212 

3. Bacillus subtilis ATCC 6633 

วิธีกำรทดลอง 
 น ำแผ่นฟิล์มสมนุไพรมำประเมินประสิทธิภำพในกำรยบัยัง้เชือ้ โดยใช้วิธี Disc-diffusion 
assay เพ่ือประเมินฤทธ์ิในกำรยับยัง้เชือ้ของแผ่นฟิล์มสมุนไพรเม็กว่ำสำมำรถยับยัง้เชือ้              
S. aureus, S. faecalis และ B. subtilis ได้เชน่เดียวกบัสมนุไพรเม็ก 

1. น ำ Base film, แผ่นฟิล์มสมนุไพรเม็ก, สำรสกดัเม็ก และ Listerine มำละลำยด้วย
น ำ้ จำกนัน้กรองด้วย 0.45 µm Millipore filter ในตู้  Laminar air flow 

2. ท ำสญัลกัษณ์แทนต ำแหนง่ตำ่งๆ บน Agar plate โดย 
 1 = Base film (Negative control) 
 2 = แผน่ฟิล์มสมนุไพรเม็ก 
 3 = สำรสกดัเม็ก (Positive control) 

 4 = Listerine 
3. จำกนัน้ปิเปตสำรละลำยท่ีได้ 25 µl ลง  Sterile paper disc ปล่อยไว้ให้แห้ง แล้วกลบั

ด้ำนพร้อมหยดสำรลำยซ ำ้อีกครัง้ด้วยปริมำณ 25 µl และปลอ่ยไว้ให้แห้ง 
4. เตรียมเชือ้ท่ีน ำมำทดสอบ โดยเลีย้งใน Tryptic Soy Broth (TSB) แล้วปรับควำมขุ่น

ให้ได้เทำ่กบั Mc Farland standard No. 0.5 
5. ท ำกำร Swab โดยใช้ Cotton swab จุ่มเชือ้ แล้ว spread ลงบน Tryptic Soy Agar 

(TSA) 

6. วำง Paper disc ท่ีแห้งแล้วลงบน Plate จำกนัน้น ำไป Incubate ท่ีอณุหภูมิ 37 C  
นำน 24 ชัว่โมง 

7. วดัเส้นผำ่นศนูย์กลำงของ Inhibition zone  
 

 


