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Licorice or Glycyrrhiza glabra is widely used herbal medicinal plants. The root of 

this plant has glycyrrhizin which has anti-tyrosinase and anti-inflammatory activities. The purpose 
of this research was to develop licorice extract into liposome form. Liposome was prepared by 
film hydration method using L-α Phosphatidyl choline, licorice extract, and stabilizing agents 
which were cholesterol and gamma-oryzanol dissolved with organic solvent mixture (Methanol: 
Dichloromethane) in 2:1 ratio. The organic solvent was evaporated and phosphate buffer pH 7.0 
was added into the mixture and the liposome was formed. The size of liposome was reduced by 
Ultrasonic probe. Next, the particle size and Zeta potential of liposome were measured and two 
good compositions were obtained. The compositions were L-α Phosphatidyl choline: cholesterol: 
licorice extract with the ratio of 85: 2.5: 1.5 and L-α Phosphatidyl choline: gamma-oryzanol: 
licorice extract with the ratio of 85: 2.0: 1.5. The particle size were 183.23±23.98 and 
270.07±15.49 nm while the Zeta potential were -7.85±0.45 and -7.09±1.06 mV, respectively. Flux 
were equal to 202.15 and 297.80 microgram per cm2. square centimeter from Franz Diffusion 
Cell’s method. Liposomal reservations encapsulation efficiency was 25.45% and 50% 
respectively. 

 
Quantitative analysis of Glycyrrhiza glabra extract by HPLC showed correlation 

coefficient value ( r2)  equal to 0.9999 with the concentrations range from 0.5-4.0 microgram per 
milliliter. The %RSD of intraday and interday precision were 0.09 and 0.18%, respectively. 
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ชะเอมเทศเป็นสมุนไพรท่ีนิยมใชก้นัอย่างแพร่หลาย  ส่วนของรากมีสารกลีเซอไรซิ

นซ่ึงเป็นสารท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสทาํให้ผิวขาว และลดการอกัเสบ การวิจยัคร้ังน้ีมี
วตัถุประสงคเ์พื่อพฒันาสารสกดัชะเอมเทศในรูปแบบลิโพโซม (Liposome)  ลิโพโซมจะถูกเตรียม
ดว้ยวิธีฟิลม์ไฮเดรชัน่ โดยใช ้L-α Phosphatidyl choline, สารสกดัชะเอมเทศ และสารเพิ่มความคง
ตวั 2 ชนิด คือ คลอเรสเตอรอล และแกมมาโอไรซานอล ละลายดว้ยตวัทาํละลายอินทรีย ์(Methanol 
: Dichloromethane) อตัราส่วน 2:1 จากนั้นระเหยตวัทาํละลายออกและจะทาํใหเ้กิดลิโพโซมโดยการ
เติม Phosphate buffer pH 7.0 ลงไป ทาํการลดขนาดดว้ยเคร่ืองอลัตราโซนิค จากนั้นทาํการวดัขนาด
อนุภาค และค่าความต่างศกัยไ์ฟฟ้าซีตา้ พบอตัราส่วนท่ีดีท่ีสุดเม่ือเก็บตวัอยา่งท้ิงไว ้1 เดือน คือ L-α 
Phosphatidyl choline : คลอเรสเตอรอล: สารสกดัชะเอมเทศ (85 : 2.5: 1.5)  และ L-α Phosphatidyl 
choline : แกมม่าโอไรซานอล: สารสกัดชะเอมเทศ (85 : 2.0: 1.5)  เม่ือนําไปวดัขนาดอนุภาคได้
เท่ากบั 183.23±23.98 และ 270.07±15.49 นาโนเมตร ตามลาํดบั ส่วนค่าความต่างศกัยไ์ฟฟ้าซีตา้ได้
ค่า -7.85±0.45 และ -7.09±1.06 มิลลิโวลต์  ตามลาํดบั ผลการทดสอบการปลดปล่อยผ่านดว้ยวิธี 
Franz Diffusion Cells พบวา่ค่าสมัประสิทธ์ิการปลดปล่อย (Flux) มีค่าเท่ากบั 202.15 ไมโครกรัม/นา
ที.ซม2. และ297.80 ไมโครกรัม/นาที.ซม2. เม่ือนาํมาทดสอบการกกัเก็บสารมีค่า เท่ากบัร้อยละ 25.45 
และ 50 ตามลาํดบั 

 
การวิเคราะห์หาปริมาณหาสารสกดัชะเอมเทศ ดว้ยวิธี HPLC พบว่า ความสัมพนัธ์เชิง

เส้นของสารมีค่าสัมประสิทธ์ิ r2 เท่ากบั 0.9999 โดยมีความเขม้ขน้ 0.5- 4.0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
ความแม่นยาํภายในวนัเดียวกนั (Intraday Precision) มีค่าเฉล่ีย % RSD เท่ากบัร้อยละ 0.09 และความ
แม่นยาํระหวา่งวนั (Interday Precision) มีค่าเฉล่ีย % RSD เท่ากบัร้อยละ 0.18 ตามลาํดบั 
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บทที ่1 
 

บทนํา 
 

1.1 ความสําคญัและทีม่าของปัญหางานวจิยั 
 

ในยคุของการเติบโตอยา่งรวดเร็วของผลิตภณัฑค์วามงาม กระแสในการดูแลสุขภาพก็
มีแนวโนม้เพิ่มมากข้ึน มีการนาํสมุนไพร พืชออแกนิก หรือสารจากธรรมชาติมาทาํเป็นผลิตภณัฑ์
ต่างๆ เช่น ผลิตภณัฑอ์าหารเสริม ผลิตภณัฑบ์าํรุงผิวกายและผิวหนา้ เป็นตน้ เพื่อความปลอดภยัใน
ระยะยาวและทดแทนการใช้สารเคมีหรือสารสังเคราะห์ นอกจากนั้นยงัเป็นการเพิ่มมูลค่าให้กบั
สินคา้และเพิ่มทางเลือกแก่ผูบ้ริโภคในการเลือกใชผ้ลิตภณัฑท่ี์มีความปลอดภยัและหลากหลายมาก
ข้ึน 

 
ชะเอมเทศ (Glycyrrhiza glabra L.) หรือ Licorice เป็นสมุนไพรท่ีนิยมใช้กันอย่าง

แพร่หลาย มีสารสําคญัคือ สาร Glycyrrhizin (หรือ Glycyrrhizic Acid หรือ Glycyrrhizinic Acid), 
Flavonoids, Glabridin, 24-Hydroxyglyrrhizin เป็นตน้ เป็นสมุนไพรท่ีนํามาใช้ในการรักษาอาการ
ต่างๆ เช่น ช่วยทาํให้ชุ่มคอ แกอ้าการไอ แกอ้าการคนั แกผ้ื่นเอ็กซีมา มีฤทธ์ิช่วยแกอ้าการปวดและ
ช่วยลดอาการอกัเสบต่างๆ (Tangri, Seth, Parmar & Bhargava, 1965)  นอกจากน้ีมีการศึกษาสาร
สกดั Licorice จากรากชะเอมเทศ ในการยบัย ั้งเอนไซมไ์ทโรซิเนส ดว้ยสารสกดัเอทานอลจากราก
ชะเอมเทศและใบและผลฟิกส์ โดยใชส้ารมาตรฐานเอนไซมไ์ทโรซิเนสและเอนไซมไ์ทโรซิเนสจาก
เห็ด Agaricus bisporusพบว่า สามารถยบัย ั้งการทาํงานของเอนไซมไ์ทโรซิเนสไดท้ั้ง 2 ชนิด (Nerya 
et al., 2006)  

 
ในปัจจุบนัในดา้นความงามมีการนาํสารสกดัจากชะเอมเทศมาใช้ในผลิตภณัฑ์เวช

สาํอาง เคร่ืองสาํอาง ช่วยลดความหมองคลํ้า ลดการระคายเคืองและตา้นออกซิเดชัน่ นอกจากน้ีสาร
สกัดชะเอมเทศยังมีฤท ธ์ิต้านการอัก เสบโดยการยับย ั้ งการผลิต  Superoxide Anion, ยับย ั้ ง 
Cyclooxygenase ซ่ึงนอกจากจะไดผ้วิขาวใสแลว้ ยงัช่วยลดร้ิวรอยอีกดว้ย (Phunrassame, 2016) 
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ปัญหาสําคัญท่ีสุดในการนําส่งยาผ่านทางผิวหนังคือการท่ียาไม่สามารถซึมผ่าน
ผิวหนังชั้ นสตราตัมคอร์เนียมได้ ลิโพโซมทําให้มีการปล่อยสารท่ีกักเก็บออกมา ช่วยเพิ่ม 
Bioavailability ของสารผ่านผิวหนังและออกฤทธ์ิได้นานมากข้ึน (Manosroi, A. & Manosroi, J., 
2007) 

 
งานวิจยัน้ีมีวตัถุประสงคท่ี์จะพฒันาสารสกดัรากชะเอมเทศในรูปแบบลิโพโซม โดยมี

การเปรียบเทียบสารเพ่ิมความคงตวั 2 ชนิด คือ คลอเรสเตอรอล และแกมมาโอไรซานอล โดยสาร
เพิ่มความคงตัวชนิดหลัง เป็นการใช้คร้ังแรกในการเตรียมลิโพโซม ซ่ึงแกมมาโอไรซานอลมี
องค์ประกอบของสเตอรอลท่ีคลา้ยกบัคลอเรสเตอรอล และส่วนของกรดเฟอรูลิกท่ีเป็นสารตา้น
อนุมูลอิสระท่ีดี งานวิจัยน้ีต้องการศึกษาคุณสมบัติพื้นฐานของลิโพโซมท่ีเตรียมข้ึน เพื่อเป็น
ประโยชน์ในการนาํไปประยกุตใ์ชต่้อไป 
 

1.2 วตัถุประสงค์ของงานวจิยั 
 

1.2.1 เพื่อนาํสารสกดัจากชะเอมเทศมาพฒันาในรูปแบบลิโพโซม 
1.2.2 เพื่อหาปริมาณสารสาํคญัของลิโพโซม โดยการซึมผา่นดว้ยวิธี Franz Diffusion 

Cell 
1.2.3 เพื่อวิเคราะห์หาสารสาํคญั ดว้ยวิธี Hight Performace Liquid Chromatography 

(HPLC) 
 

1.3 คาํถามงานวจิยั 
 

ในการศึกษาคร้ังน้ีสามารถเตรียมสารสกัดชะเอมเทศในรูปแบบลิโพโซมด้วยวิธี
ฟิลม์ไฮเดรชัน่ไดห้รือไหม 

 

1.4 ขอบเขตการดาํเนินการ 
 

1.4.1 จดัหาชะเอมเทศ 
1.4.2 การเตรียมสารสกดัสาระสาํคญัจากชะเอมเทศ 
1.4.3 การประเมินประสิทธิผลและประสิทธิภาพของสาระสาํคญั 
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1.4.4 การเตรียมตาํรับลิโพโซม 
1.4.5 การประเมินตาํรับพื้นลิโพโซม 
1.4.6 การเตรียมสาระสาํคญัในตาํรับพื้นลิโพโซม 
1.4.7 การประเมินประสิทธิผลและประสิทธิภาพของตาํรับลิโพโซม 
 

1.5 ประโยชน์ทีไ่ด้รับ 
 

1.5.1 ไดลิ้โพโซมท่ีมีสารสกดัชะเอมเทศท่ีมีประสิทธิภาพการซึมผา่นและมีความคง
ตวัท่ีดี 

1.5.2 เพิ่มมูลค่าใหก้บัชะเอมเทศ และกระจายรายไดสู่้ชุมชน 
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บทที ่2 
 

ทบทวนวรรณกรรมและงานวจิยัทีเ่กีย่วข้อง 
 
 

2.1 ชะเอมเทศ 
 

 
รูปท่ี 2.1 ลกัษณะของตน้ชะเอมเทศ 

ท่ีมา: Phunrassame, 2016 
 

ช่ือสมุนไพร ชะเอมเทศ 
ช่ืออ่ืนๆ  กาํเช่า กาํเชา้ (จีน-แตจ๋ิ้ว), กนัเฉ่า (จีนกลาง), ชะเอมจีน 
ช่ือสามญั  Licorice, Chinese Licorice, Russian Licorice, Spanish Licorice 
ช่ือวิทยาศาสตร์ Glycyrrhiza glabra L.  
ช่ือวงศ ์  จดัอยู่ในวงศ์ถัว่ (FABACEAE หรือ LEGUMINOSAE) และอยู่

ในวงศย์อ่ยถัว่ FABOIDEAE (PAPILIONOIDEAE หรือ PAPILIONACEAE) 
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2.1.1 ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ 
 
ลาํตน้ ตน้ชะเอมเทศ จดัเป็นไมพุ้ม่ท่ีมีอายนุาน มีลาํตน้สูงประมาณ 1-2 เมตร 
 
ใบ ใบเป็นใบประกอบแบบขนนก ออกเรียงสลบักนั มีใบย่อยประมาณ 9-17 ใบ มีสี

เขียวอมเหลือง ส่วนกา้นใบยอ่ยจะสั้นมาก 
 
ดอก ออกดอกเป็นช่อ กลีบดอกเป็นสีม่วงอ่อน ๆ ส่วนกา้นดอกสั้นมาก 
 
ผล หรือฝักชะเอมเทศ ผลมีลกัษณะเป็นฝักแบน ผวิภายนอกมีลกัษณะเรียบ 
 
ราก เรียวยาวรูปกระสวย ยาวประมาณ 15-30 เซนติเมตร อาจยาวไดถึ้ง 1 เมตร เส้น

ผ่านศูนยก์ลางประมาณ 5-20 เซนติเมตร เปลือกหุ้มรากดา้นนอกสีนํ้ าตาลอมแดง หรือสีนํ้ าตาลแก่ 
เน้ือเปลือกหยาบ มีเสน้ใยมาก เน้ือในรากมีสีเหลืองอ่อน ผวิเรียบเป็นเสน้ใย  
    

 
รูปท่ี 2.2 ลาํตน้ของชะเอมเทศ 

ท่ีมา: เมดไทย,  2555 
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รูปท่ี 2.3 ใบของชะเอมเทศ 

ท่ีมา: เมดไทย, 2555 
 

 
รูปท่ี 2.4 ลาํตน้ของชะเอมเทศ 

ท่ีมา: เมดไทย, 2555 
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รูปท่ี 2.5 ฝักและผลของชะเอมเทศ 

ท่ีมา: เมดไทย, 2555 
 

2.1.2 ลกัษณะทางกายภาพและเคมี 
 
ลกัษณะทางกายภาพและเคมีท่ีดีควรมีปริมาณความช้ืนไม่เกิน 12% w/w  ปริมาณเถา้

รวมไม่เกิน 7% w/w  ปริมาณเถา้ท่ีไม่ละลายในกรดไม่เกิน 2% w/w  ปริมาณสาร Glycyrrhizic Acid 
ไม่นอ้ยกวา่ 2% w/w ปริมาณสาร Glycyramarin ไม่นอ้ยกวา่ 1% w/w (ขอ้กาํหนดเภสชัตาํรับจีน)  

 
องคป์ระกอบทางเคมีเป็นสารกลุ่มไตรเทอร์ปีนอยดซ์าโปนิน ไดแ้ก่ Glycyrrhizin, 24-

Hydroxyglycyrrhizin 2-12% นอกจากน้ีย ังพบสารฟลาโวนอยด์ สี เห ลือง  ได้แ ก่  Iso-quiritin, 
Liquiritin เป็นตน้ (Yakugaku,, 2000)  

 
2.1.3 สรรพคุณของชะเอมเทศ 
 
ประเทศจีนนิยมนาํชะเอมเทศมาช่วยขจดัสารพิษท่ีสะสมในร่างกาย โดยรับประทาน

เป็นประจาํในปริมาณน้อยๆ นอกจากนั้นนาํมาทาํเป็นชาบรรเทาอาการเจ็บคอ แกไ้อ และลดการ
อกัเสบ นอกจากน้ีสรรพคุณพื้นบา้นไทย ใช้รากเป็นยาขบัเสมหะทาํให้ชุ่มคอ แก้ไอ แก้นํ้ าลาย
เหนียว แกค้อแหง้ ขบัลม แกค้นั บาํรุงร่างกาย ขบัเลือดเน่า และเจริญซ่ึงหทยัวาตใหส้ดช่ืน เน่ืองจาก
รากของชะเอม เทศพบสารสํ าคัญ คือ  ก ลี เซอไรซิน  Glycyrrhizin (Glycyrrhizic Acid ห รือ 
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Glycyrrhizinic Acid) Glabridin และ 24-Hydroxyglyrrhizin ซ่ึงสารเหล่าน้ีให้ความหวานมากกว่า
นํ้ าตาลทราย 50 - 100 เท่า รากชะเอมจึงถูกนําไปแต่งรสอาหาร ปรุงยาสมุนไพร หรือใช้แต่งรส
หวานในขนมและลูกอม (สํานักงานขอ้มูลสมุนไพร, 2554) ขั้นตอนสังเคราะห์และโครงสร้างทาง
เคมี Glycyrrhizic Acid จากชะเอมเทศ ดงัแสดงในรูปท่ี 2.7  

 
นอกจากน้ีชะเอมเทศยงัสามารถนาํมาใชเ้ป็นไวตเ์ทนนิงจากธรรมชาติ ช่วยลดการเกิด

ของเมด็สี ซ่ึงเป็นสาเหตุของความหมองคลํ้าเกิดจากกลไกการทาํงานของเอนไซมไ์ทโรซิเนส  ลดฝ้า
กระบนใบหนา้ ช่วยทาํใหผ้วิหนา้สวา่งกระจ่างใสข้ึนอยา่งเป็นธรรมชาติ  (รูปท่ี 2.6) ช่วยลดและตา้น
การอกัเสบของผิว โดยไม่ก่อให้เกิดผลขา้งเคียงต่อผิวหน้า มีการศึกษาสารสกดั Licorice จากราก
ชะเอมเทศ ในการยบัย ั้งเอนไซมไ์ทโรซิเนสดว้ยสารสกดัเอทานอลจากรากชะเอมเทศและใบและผล
ฟิกส์ โดยใชส้ารมาตรฐานเอนไซมไ์ทโรซิเนสและเอนไซมไ์ทโรซิเนสจากเห็ด Agaricus Bisporus 
พบวา่ สามารถยบัย ั้งการทาํงานของเอนไซมไ์ทโรซิเนสไดท้ั้ง 2 ชนิด (Nerya et al., 2006) 

 
  
 
  Tyrosine                     Dopa                     Dopaquinone   
                                                                                                          Leucodopachrome  
                                                                                                                     Dopachrome 
5,6-Cysteinyl-dopa   2,6-Cysteinyl-dopa             5,6 Hydroxyindole2,    5,6-Hydroxyindole                                     
                                                                                                                             Quinones 
  

 
รูปท่ี 2.6 การสร้างเมด็สีผวิ 

ท่ีมา : ผูว้ิจยั 

Dopachrome 
tautomerase 

 

        Eumelanins 
 Tyrosinse related protein 1 

+Cysteine 

5,6-Hydroxyindole-2- 
carboxylic acid  Benzothiazine  derivatives 

Pheomelanins       

Tyrosinase 
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รูปท่ี 2.7 ขั้นตอนสงัเคราะห์และโครงสร้างทางเคมี Glycyrrhizic Acid จากชะเอมเทศ 

ท่ีมา: Kojoma et al., 2010 
 

2.1.4 เภสัชวทิยาของชะเอมเทศ 
 
รายงานและผลการทดลองควรระมดัระวงัการรับประทานชะเอมเทศในผูป่้วยท่ีมีความ

ดนัโลหิตสูง หรือภาวะโพแทสเซียมตํ่า ไม่ควรใชช้ะเอมเทศในขนาดท่ีมากกวา่ 50 กรัมต่อวนั เกิน 6 
สัปดาห์ ทาํใหเ้กิดนํ้ าในร่างกาย เกิดอาการบวมท่ีมือและเทา้ สารโซเดียมถูกขบัออกนอ้ย ขณะท่ีสาร
โพแทสเซียมถูกขบัมากข้ึน ส่งผลให้ความดนัโลหิตสูงข้ึน และไม่ควรใชช้ะเอมเทศร่วมกบัยาขบั
ปัสสาวะ  (กลุ่ม  Thiazide) หรือยากลุ่ม  Cardiac glycoside เพราะชะเอมเทศจะมีผลทําให้สาร
โพแทสเซียมถูกขบัออกมาข้ึน และหลีกเล่ียงการใช้ร่วมกับยาขบัปัสสาวะ Spironolactone หรือ 
Amiloride เพราะจะให้ประสิทธิผลการรักษาโรคความดนัโลหิตลดลง (สาํนกังานขอ้มูลสมุนไพร, 
2554) 

 
สามารถลดการอัก เสบในคน  และหนู ท่ี ถูก เห น่ียวนําให้ เกิดการอัก เสบด้วย 

Carrageenan หรือ A-Chymotrypsin ส่วนสารสกัดบิวทานอล อีเทอร์ และนํ้ าตม้จากรากขนาด 20 
กรัม/กิโลกรัมและไม่ระบุขนาด ทดสอบโดยให้ทางสายยางเขา้สู่กระเพาะอาหารหนูขาวซ่ึงถูก
เหน่ียวนาํใหเ้กิดการอกัเสบดว้ยฟอร์มาลีน และทดสอบดว้ยวิธี Albumin Stabilizing พบว่า สามารถ
ลดการอกัเสบได ้เม่ือนาํยาชงจากตาํรับท่ีมีชะเอมเทศเป็นส่วนประกอบ ไม่ระบุขนาดรับประทาน 
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พบว่าสามารถลดการอกัเสบในคน สารสกดัตาํรับท่ีมีชะเอมเทศเป็นส่วนประกอบ ไม่ระบุขนาด 
ทดสอบในหนูขาวซ่ึงถูกเหน่ียวนาํให้เกิดการอกัเสบดว้ยฮีสตามีน พบว่าสามารถตา้นการอกัเสบ 
นอกจากน้ีสารสกัดนํ้ าร้อนและเอทานอล 95 % ขนาด  18 มิลลิกรัม /กิโลกรัม , 180 และ  500 
มิลลิกรัม/กิโลกรัม, 100 และ 200 มิลลิกรัม/กิโลกรัม, 1.1 มิกรัม/กิโลกรัม , 350 มิลลิกรัม/กิโลกรัม 
และไม่ระบุขนาด โดยป้อนทางปาก ให้ทางสายยางเข้าสู่กระเพาะอาหาร และฉีดเข้าช่องท้อง 
ทดสอบในหนูขาว หนูถีบจกัร และหนูเผือก ซ่ึงถูกเหน่ียวนาํให้เกิดการอกัเสบดว้ย Carrageenan, 
Dextran, Paw Immersion ในนํ้ าร้อน, กอ้นสาํลี  และ Adjuvant พบว่า สามารถลดการอกัเสบได ้เม่ือ
ให้ยาชงกบัสารสกดันํ้ าร้อนจากตาํรับท่ีมีชะเอมเทศเป็นส่วนประกอบ ขนาด 100 มก./กก. ทางสาย
ยางเข้ากระเพาะอาหารของหนูขาวหรือหนูถีบจักร ซ่ึงถูกเหน่ียวนําให้เกิดการอักเสบด้วย 
Carrageenan, Dextran, Paw Immersion ในนํ้ าร้อน , Adjuvant ก้อนสําลี  และ  Mustard พบว่า ไม่
สามารถลดการอกัเสบได ้

 
สารสกัดชะเอมเทศด้วยเอทธานอล มีฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือ Streptococcus Mutant ด้วยวิธี 

Agar Disk Diffusion Method ค่ า  Inhibition Zones เท่ ากับ  10-15 มิล ลิก รัม /มิล ลิ ลิตร  และ  ค่ า
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) น้ อ ยกว่ า  12 มิ ล ลิ ก รัม /มิ ล ลิ ลิ ต ร  และ  Minimum 
Bactericidal Concentration (MBC) เท่ากับ  25 มิลลิกรัม /มิลลิลิตร (A.Chaiya. 2013) สารสําคัญ
ป ร ะ ก อ บ ด้ ว ย  Glycyrrhizin (GL), 18β-Glycyrrhetinic Acid (GA), Liquiritigenin (LTG), 
Licochalcone A (LCA), Licochalcone E (LCE) And Glabridin (GLD) มีฤทธ์ิต้านไวรัสและเช้ือ
แบคทีเรีย (Liqiang, Rui, Bochuan & Ying., 2015)  

 
ภาควิชาเภสัชวิทยาและสรีรวิทยา จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั มีผลการศึกษาสารสกดั

ชะเอมเทศสามารถลดความเป็นเซลลต์น้กาํเนิดของเซลลเ์ดอร์มลัแพพิลลาไดอ้ย่างมีนัยสําคญัทาง
สถิติร่วมกับการลดระดับโปรตีนท่ีบ่งช้ีความเป็นเซลล์ต้นกําเนิดคือ CD133, ALDH1A1 และ
Integrinβ 1โดยกลไกการลดความเป็นเซลล์ตน้กาํเนิดผ่านการยบัย ั้ง β-Catein Signaling ซ่ึงสาร
สกดัชะเอมเทศลด ATP-Dependent Tyrosine Kinase ในรูป Active Form ทาํให้ Glycogen Synthase 
Kinase3β (GSK3β) เพิ่มข้ึนและ GSK3β ท่ีเพ่ิมข้ึนจะส่งผลให้ β-Catenin ถูกทาํลาย การลดลงของ 
β-Catenin จึงทาํให้ Transcription Factor ซ่ึงมีหน้าท่ีคงความเป็นเซลล์ตน้กาํเนิด คือ Oct4, Nanog 
และ Sox2 ลดลง ในส่วนของกรดกลีเซอไรซิกพบว่าสารดงักล่าวลดความเป็นเซลลต์น้กาํเนิดของ
เซลล์เดอร์มลัแพพิลลาโดยผ่านกลไกการออกฤทธ์ิเช่นเดียวกบัสารสกดัชะเอมเทศ (งานวิจยัดา้น
อุตสาหกรรม, 2561) 
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ประเทศญ่ีปุ่นมีการศึกษาใชส้ารสกดัจากรากชะเอมเทศเพื่อรักษาโรคตบัอบัเสบ และ
สามารถช่วยลดระดบัเอนไซม์ตบั (Amino-Transferase) ซ่ึงทาํให้เซลลต์บัดีข้ึน สถาบนัโรคมะเร็ง
แห่งชาติในสหรัฐ พบวา่ สารสกดัจากชะเอมเทศช่วยป้องกนัการทาํลายของรังสียวูี (UV) สามารถลด
ผลกระทบจากแดดเผาไดเ้น่ืองจากทาํปฏิกิริยาเสมือนสารตา้นอกัเสบ สารไฟโตเอสโตรเจนและฟลา
โวนอยดใ์นชะเอมเทศ มีคุณสมบติัช่วยต่อตา้นอนุมูลอิสระ ฆ่าเช้ือจุลินทรีย ์ตา้นการอกัเสบของผวิ 
 

2.2 แกมมาโอไรซานอล (Gamma-Oryzanol) 
 

สูตรโมเลกลุ   C40H58O4 
มวลโมเลกลุ   602.9 
สี   ขาวหรือขาวเหลือง 
ลกัษณะ  โปร่งใส คลา้ยผงแป้ง 
การละลาย ละลายไดใ้นนํ้ ามนั ละลายไดเ้ลก็นอ้ยในตวัทาํละลายอินทรีย ์ไม่ละลายนํ้ า

เป็นสารประกอบท่ีพบในนํ้ ามนัรําขา้ว มาจากส่วนผสมของเอสเทอร์ ประเภท Ferulic Acid Sterols 
และไตรเทอร์ปีน (Triterpene) เป็นสารธรรมชาติท่ีมีคุณค่าทางโภชนาการสูง  สารโอไรซานอลท่ีมี
คุณสมบติัเช่นเดียวกบัวิตามินอี มีฤทธ์ิการตา้นอนุมูลอิสระ และยงัเป็นสายโซ่ธรรมชาติท่ีดีในการ
ป้องกนั การเกิดออกซิเดชัน่ (Antioxidant) ของนํ้ ามนั ท่ีสาํคญั สามารถป้องกนัการออกซิเดชัน่ของ
กรดไขมัน อ่ิมตัวได้ดีกว่ าวิตามิน อีก ลุ่มโทโคฟีรอล  (Tocopherol) และกลุ่มโทโคไตรอี
นอล (Tocotrienols) ในร่างกายคนเราการเกิดออกซิเดชั่นนั้ นเป็นสาเหตุของการเกิดสภาวะท่ี
ผิดปรกติต่างๆ หรือโรค เช่น โรคมะเร็ง และโรคท่ีเก่ียวกบัหลอดเลือด เป็นตน้ นอกจากนั้นยงัมี
คุณสมบติัช่วยลดโคเลสเตอรอล (Cholesterol) ตวัเลว (LDL-C) ให้กบัร่างกายอีกดว้ย ในผลิตภณัฑ์
เพื่อสุขภาพและเคร่ืองสําอาง มีคุณสมบติัในการดูดแสงจึงสามารถปกป้องผิวหนงัจากแสงแดด ยงั
ช่วยป้องกนัการเกิดร้ิวรอยของผิวหนงั (Graf, 1992)  และช่วยลดอาการผิดปกติในสตรีท่ีกาํลงัหมด
ประจําเดือน  (Nakayama et al., 1987) มีผลการวิจัยของสถาบัน  วิจัยบรานสวิคส์  (Brunswick 
Laboratories) พบว่า โอไรซานอลมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระไดดี้กว่าวิตามินอีถึง 6 เท่า โครงสร้างทาง
เคมีของโอไรซานอล ดงัแสดงในรูปท่ี 2.8 และ 2.9 
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รูปท่ี 2.8 โครงสร้างทางเคมีโอไรซานอล 
ท่ีมา: Gamma-Oryzanol, 2016 

 
   

 
รูปท่ี 2.9 โครงสร้างทางเคมีวิตามินอี 

ท่ีมา: สยามเคมี, 2561 
 

รําขา้วถูกนาํมาสกดัเป็นนํ้ ามนัรําขา้วโดยนิยมใชเ้ฮกเซน แต่เฮกเซนเป็นสารท่ีมีความ
เป็นพิษสูง ระเหยง่ายและไวไฟ จึงสนใจศึกษาชนิดของตวัทาํละลายชนิดอ่ืนคือ ไอโซโพรพานอล 
เอทานอล เปรียบเทียบกบัการใชเ้ฮกเซนท่ีสภาวะการสกดัเดียวกนัพบว่า รําขา้วท่ีผา่นการคงสภาพ
ดว้ยวิธีการน่ึงและสกดัดว้ยไอโซโพรพานอลจะใหป้ริมาณนํ้ามนั วิตามินอีและแกมมา-โอไรซานอล
ไดสู้งท่ีสุด จากการศึกษาผลของอตัราส่วนรําขา้วต่อไอโซโพรพานอล (1 ต่อ 30, 1 ต่อ 45 และ 1 ต่อ 
60 กรัม/มิลลิลิตร) อุณหภูมิ (50, 60 และ 70 องศาเซลเซียส) และเวลา (1, 10 และ 20 ชัว่โมง) ในการ
สกดัต่อคุณภาพนํ้ ามนั พบว่าทั้ง 3 ปัจจยัมีผลต่อค่าปริมาณนํ้ ามนั วิตามินอีและแกมมา-โอไรซานอล
โดยพบว่า สภาวะท่ีมีสารดงักล่าวมากท่ีสุดคือ สภาวะการสกดัท่ีใชรํ้าขา้วต่อไอโซโพรพานอล 1 ต่อ 
30 กรัม/มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส และเวลา 20 ชั่วโมง (ปรีดาวรรณ ขอช่วยกลาง 
และวรนุช ศรีเจษฎารักข,์ 2553) 

 
Kiribuchi, Miura, Tokuda and Kaneda (1983) มีรายงาน g-oryzanol พบว่าช่วยยบัย ั้ง

การเกิด  lipid peroxidation ได้ดี  g-oryzanol (0.5% ~ 1%) สามารถยับย ั้ งการทําป ฏิ กิ ริยาของ
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ออกซิเดชนัเชิงความร้อนของนํ้ ามนัถัว่เหลือง ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของ G-Oryzanol ในรูปของกรด
เฟอรูริก  (Ferulic Acid) ขณะเดียวกัน  BHT และ  D-Tocopherol ก็มีความทนต่อความร้อนได ้
นอกจากน้ี Oryza Oil & Fat Chemical Co. Ltd. พบว่า มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของ G-Oryzanol ดว้ย
กรดอะมิโน ตามวิธีของ Rodins Iron การวดัระยะเวลาการเหน่ียวนําของเปอร์ออกไซด์บางชนิด 
พบวา่ มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระเพิ่มข้ึนของกรดอะมิโนซานอลและกรดอะมิโน 

 
นํ้ ามันรําข้าวสามารถยบัย ั้ งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งตับได้ แต่  Gamma-

Oryzanol ไม่สามารถยบัย ั้งได ้โดยใชค้วามเขม้ขน้สูงกว่าผลิตภณัฑน์ํ้ ามนัรําขา้ว 10 เท่า และใหเ้วลา
เซลล์มะเร็งตับสัมผสักับสาร Gamma-Oryzanol เป็นเวลา 7 วนั ซ่ึงไม่สามารถระบุค่า IC50 อาจ
เน่ืองจากการท่ีผลิตภณัฑ์นํ้ ามนัรําขา้วมีลกัษณะและคุณสมบติัเป็นสารสกดัหยาบ (Crude Extract) 
จึงมีสารหลายชนิดท่ีสามารถทาํหน้าท่ีเป็นโคแฟกเตอร์ (Co-Factor) ช่วยการทาํงานของ Gamma-
Oryzanol ได้ ขณะท่ีสาร Gamma-Oryzanol บริสุทธ์ิไม่มีสารช่วยมาเร่งการทํางานได้ (ปภาวดี              
คล่องพิทยาพงษ,์ รุ้งตะวนั สุภาพผล, วรอนงค ์พฤกษากิจ และพรรณนารี ชยัวิชิต, 2558)  

 

2.3 ลโิพโซม 
 
อนุภาคท่ีมีขนาดเลก็กว่าระดบัไมครอน (Submicron) มีลกัษณะเป็นถุงกลมๆ ของสาร

ไขมนั โดยสารไขมนัเหล่าน้ีเป็นสารชนิดแอมฟิพาติก (Amphipathic) คือมีทั้งกลุ่มมีขั้ว (Polar) ชอบ
นํ้ าและกลุ่มท่ีไม่ชอบนํ้ าในโมเลกุล (Hydrophobic) ซ่ึงส่วนใหญ่เป็นไขมนัประเภท Phospholipids 
ทั้งจากธรรมชาติและสังเคราะห์ข้ึน เช่น ฟอสฟาติดิล โคลีนหรือเลซิติน (Phosphatidyl Choline),  
ฟอสฟาติดิล กลีเซอรอล (Phosphatidyl Glycerol) และฟอสฟาติดิล เอททาโนลามีน (Phosphatidyl 
Ethano Lamine) เป็นตน้ ฟอสโฟลิปิด (Phospholipids) โครงสร้างโมเลกุลประกอบดว้ยทั้งส่วนมีขั้ว  
ชอบนํ้ า (Hydrophilic) และส่วนท่ีไม่มีขั้ว (Nonpolar) ไม่ชอบนํ้ า จึงจดัเรียงตวัสลบักบัชั้นโมเลกุล
ของนํ้ าในสารละลายนํ้ าได้ เม่ืออยู่ในนํ้ าจะจดัเรียงตวัโดยนําส่วนท่ีมีขั้วหรือมีประจุหันออกหา
โมเลกุลนํ้ า ในขณะเดียวกนัจะเอาส่วนท่ีไม่มีขั้วหันเขา้หาส่วนท่ีไม่มีขั้วของโมเลกุลพวกเดียวกนั 
โดยจะอยูใ่นลกัษณะของการเรียงตวัเป็นแถวของโมเลกุลไขมนัซอ้นกนัเป็นผนงัสองชั้นหรือ Lipid 
Bilayer หากลิโพโซมมี Lipid Bilayer เพียงชั้นเดียว จะจดัเป็นลิโพโซมประเภท Unilamellar Bilayer 
Vesicles (ULVs) หากลิโพโซมมีชั้ นไขมันมากกว่าห น่ึ งชั้ น  จะจัด เป็น ลิโพโซมประเภท 
Multilamellar Bilayer Vesicles (MLVs) ตวัยาหรือสารสําคญัท่ีมีคุณสมบติัชอบนํ้ าจะกกัเก็บอยู่ใน
ส่วนของชั้นท่ีมีขั้ว ส่วนตวัยาหรือสารสาํคญัท่ีมีคุณสมบติัไม่ชอบนํ้าจะแทรกอยูใ่น Lipid Bilayer  
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ลิโพโซมส่วนใหญ่จะมีขนาดอยู่ในช่วง 50 นาโนเมตรจนถึงหลายร้อยนาโนเมตร 
สามารถแบ่งประเภทออกไดต้ามขนาดของอนุภาคหรือตามจาํนวนชั้นของ Lipid Bilayer ถา้แบ่งตาม
ขนาดของอนุภาคจะแบ่งได้เป็น  Small Unilamellar Vesicles (SUVs) โดยอนุภาคจะมีขนาด
ประมาณ 25-50 นาโนเมตร และ Large Unilamellar Vesicles (LUVs) โดยอนุภาคจะมีขนาดใหญ่
กว่า 100 นาโนเมตร หรือถ้าแบ่งตามจาํนวนชั้นของ Lipid Bilayer จะแบ่งได้เป็น Multilamella 
Vesicles (MLVs) คือลิโพโซมท่ีมี Lipid Bilayer มากกว่าหน่ึงชั้น และ Unilamellar vesicles (ULVs) 
คือลิโพโซมท่ีมี Lipid Bilayer เพียงหน่ึงชั้น ดงัแสดงในภาพท่ี 2.10 
 
 
 

 
รูปท่ี 2.10 ลกัษณะและชนิดต่างๆ ของลิโปโซม 

ท่ีมา: Vanugaranti & Perumal, 2009 
 

บริษทัลอรีอลัศึกษาและทดลองโดยใชเ้ทคนิคการวาวแสง พบว่า ลิโพโซมท่ีเก็บกกั
สาร Sodium (14C) Pyrrolidone Carboseylate สามารถซึมผ่านผิวและช่วยให้ผิวมีความชุ่มช้ืน 
เน่ืองจากสารประกอบดงักล่าวเป็นสารให้ความชุ่มช้ืนและสามารถดึงนํ้ าเขา้ผิวไดเ้ม่ือเก็บกักใน
รูปแบบลิโพโซม แลว้ยงัพบว่า เปปไทด์ในลิโพโซมสามารถเพิ่มประสิทธิภาพการทาํงานของไฟ
โบบลาส (Fibroblast) ของผวิหนงัไดเ้ป็น 2 เท่ามากกวา่เปปไทดท่ี์ไม่ไดเ้กบ็กกัในรูปแบบไลโปโซม
และทาํใหร้อยแผลหายเร็วข้ึนเป็น 4 เท่า (ลิโพโซม, 2558) 

 
2.3.1 ช่องทางการซึมผ่านผวิหนัง 
 
ช่องทางการซึมผา่นยาหรือสารเคมีเขา้สู่ผวิหนงั มี 3 ช่องทาง คือ 
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1) ช่องทางผ่านเขา้เซลล์ (Transcellular Route) คือ การท่ียาผ่านเขา้
ผิวหนังโดยทางเซลล์คอร์นิโอไซต์ในชั้นสตราตรัมคอร์เนียมแลว้ถูกดูดซึมผ่านเซลลช์ั้นต่างๆ จึง
ตอ้งผ่านทั้ งส่วนท่ีชอบนํ้ าและชอบนํ้ ามนัสลบักันไป โดยยาท่ีละลายในขมันจะซึมผ่านโปรตีน
ประเภทเคราติน  

2) ช่องทางผ่านท่อและต่อม (Appendageal Route) คือ การซึมผ่าน

ของสารผ่านท่อและต่อม ประกอบ ด้วย ต่อมเหง่ือ ต่อมไขมัน และทางท่อเปิดของรูขุมขน ยา
สามารถซึมผ่านไดสู้ง แต่พื้นท่ีซึมผ่านคิดเป็น 0.1 % ของผิวหนังทั้งหมดเท่านั้น ช่องทางน้ีเหมาะ
สาํหรับไอออนและสารท่ีมีโมเลกลุขนาดใหญ่ 

3) ช่องทางผ่านช่องว่างระหว่างเซลล์ (Intracellular Route) คือ การ
ซึมผ่านทางช่องว่างระหว่างเซลลใ์นชั้นสตราตมัคอร์เนียมซ่ึงมีไขมนัท่ีมีขั้วหลายชนิดเรียงซอ้นกนั
เป็นชั้นๆ และมีนํ้ ากกัเก็บอยูภ่ายในไขมนัเหล่าน้ี สารท่ีซึมผา่นจะตอ้งไม่ละลายดีจนเกินไป ยาท่ีผา่น
ช่องทางน้ีควรมีความสมดุลระหว่างการละลายในนํ้ าและนํ้ ามัน  ซ่ึงค่าท่ีซึมผ่านดีควรมีค่า
สมัประสิทธ์ิ การแบ่งภาคระหวา่งนํ้าและนํ้ามนัประมาณ 1 

 

2.3.2 กลไกการเพิม่การซึมผ่านผวิหนังของตัวยาหรือสารเคมีของลโิปโซม 

 
1) การแพร่ของตวัยาอิสระออกจากลิโพโซมแลว้ซึมผา่นผวิหนงั เป็น

การเพิ่มการซึมผา่นผวิหนงัโดยตวัยาท่ีอยูใ่นลิโพโซมจะแพร่ออกจากผนงัของลิโพโซมก่อน แลว้ตวั
ยาจึงค่อยถูกดูดซึมเขา้สู่ผวิหนงั 

2) การซึมผ่านผิวหนังโดยอาศยักลไกลของสารช่วยเพิ่มการดูดซึม 
เป็นการเพิ่มการซึมผ่านผิวหนังของลิโพโซมโดยอาศยัสารช่วยเพิ่มการดูดซึมชนิดต่างๆ เช่น สาร
กลุ่มสารลดแรงตึงผวิ เอทธานอล กลีเซอรีน เป็นตน้ 

3) การหลอมรวมของถุงลิโพโซมกบัชั้นสตราตมัคอร์เนียม เป็นการ
เพ่ิมการซึมผ่านผิวหนังโดยถึงลิโปโซมจะสามารถหลอมรวมตวักบัชั้นสตราตมัคอร์เนียม ทาํให้
สามารถซึมผ่านผิวหนังได ้ซ่ึงจะพบลิโพโซม ชนิดท่ีมีสภาพการไหล (Fludity) ในโครงสร้าง เช่น 
เอทโธโซม ทรานสเฟอร์โซม เป็นตน้ 

4) การซึมผ่านผิวหนังของลิโพโซมทั้งอนุภาค เป็นการเพิ่มการซึม
ผ่านผิวหนังโดยถุงลิโพโซมจะเปล่ียนแปลงรูปร่างให้สามารถแทรกตวัผ่านช่องว่างระหว่างเซลล์
ของผิวหนงัท่ีขนาดเลก็กว่าถุงลิโพโซมได ้ซ่ึงในลิโพโซมท่ีมีสภาพการไหล เช่น ทรานสเฟอร์โซม 
เป็นตน้ 
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5) การซึมผ่านทางรูขุมขน เป็นการซึมผ่านผิวหนังโดยถุงลิโพโซม
แทรกตวัผา่นทางรูขมุขนเขา้สู่ผวิหนงัในชั้นหนงัแท ้ 
  

2.3.3 การใช้ลโิพโซมในเคร่ืองสําอาง 
 
เพื่อเป็นตวัให้ความชุ่มช้ืนแก่ผวิ เน่ืองจากมีส่วนประกอบเป็นลิพิด และยงักกัเก็บและ

ปลดปล่อยสารออกฤทธ์ิเพื่อใหอ้อกฤทธ์ิไดน้านดว้ยการปลดปล่อยทีละนอ้ย สารท่ีถูกกกัเกบ็ในลิโพ
โซม เป็นสารท่ีละลายในนํ้ าหรือละลายในนํ้ ามนัก็ได ้นอกจากน้ีไม่ก่อให้เกิดการระคายเคืองต่อ
ผิวหนังหรืออาการแพ ้และยงัมีการศึกษาการใชลิ้โพโซมเพื่อนาํพาเมลานิน (Melanin), Protein ไป
ยงั Hair Follicles ซ่ึงลิโพโซมมีความสามารถในการเป็นตัวนําสารไปยงั Hair Follicles จึงถูก
นาํมาใชใ้นการเปล่ียนสีผม ป้องกนัหรือลดการขาดร่วงหรือควบคุมการเจริญเติบโตของเสน้ผม 

 
2.3.4 ส่วนประกอบของลโิพโซม 
 
ฟอสโฟลิพิด 

พบในส่วนประกอบของเยื่อหุ้ม ทาํหน้าท่ีเยื่อเลือกผ่านให้สารบาง
ชนิดผา่นเขา้ไปภายในเซลล ์อีกทั้งยงัเป็นตวัรับ (Receptor) ในการรับส่งสัญญาณทางประสาท การ
ออกฤทธ์ิของฮอร์โมน และยดึโครงสร้างของเซลลก์บัแมทริกซ์ (Matrix) ภายนอกเซลล ์มีคุณสมบติั
ทางเคมีและมีบทบาทสาํคญัในโครงสร้างและกระบวนการเมตาบอลิซึมในเซลล ์ฟอสโฟลิพิดชนิด
แรกท่ีถูกคน้พบคือ ฟอสฟาติดิลโคลีน หรือเลซิทิน (PC) มีมากท่ีสุดในสัตวแ์ละพืชชั้นสูง เลซิทินทาํ
พนัธะกบัหมู่ฟอสเฟต โดยพบเลซิทินบริสุทธ์ิจะเป็นข้ีผึ้งแขง็ สีขาว เม่ือโดนอากาศสีจะเขม้ข้ึน เม่ือ
ละลายนํ้ าจะได้สารละลายคอลลอยด์ เลซิทินทาํหน้าท่ีเป็นสารตา้นแรงตึงผิวในเซลล์ปอด เป็น
ส่วนประกอบในนํ้ าดีทาํหนา้ท่ีเป็น Emulsifying Agent ช่วยให้ไขมนัแตกตวั เป็นตวัทาํละลายคอเล
สเทอรอล เลซิทินพบมากในถัว่เหลือง ในปัจจุบนักระบวนการเมตาบอลิซึมและสรีรวิทยาของฟอส
โฟลิพิดไดรั้บความสนใจจากนกัวิจยัอยา่งมาก 

ฟอสโฟลิพิดเป็นลิพิดท่ีประกอบดว้ยหมู่ฟอสเฟตเอสเทอร์ ฟอสโฟ
ลิพิด โมเลกุลหน่ึงจะ ประกอบดว้ย กลีเซอรอล 1 โมเลกุล กรดไขมนั 2 โมเลกลุ และหมู่ฟอสเฟตอีก 
1 หมู่  ฟอสโฟลิพิด เม่ืออยูใ่นสารละลายท่ีมีนํ้ าเป็นตวัทาํละลาย อาจเกิดเป็นโครงสร้าง 2 ชั้น โดยมี
ส่วนท่ีเป็นไฮโดรคาร์บอนหันเขา้หากนั และส่วนท่ีมีขั้วหนัเขา้หาโมเลกุลของนํ้ า ดงัแสดงในภาพท่ี 
11 นอกจากน้ีสามารถใชเ้ป็นอิมลัซิไฟเออร์ (Emulsifier) ช่วยทาํให้อิมลัชนั (Emulsion) คงตวั และ
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เป็นสารเคลือบผิว ซ่ึงเคลือบบนผิวของผลึกเพื่อเพิ่มความสามารถในการละลายนํ้ าของยาท่ีไม่ชอบ
นํ้า 
 

             
 

  
 

 
 
 
 
 
 

 

 
 
 

รูปท่ี 2.11 โมเลกลุของฟอสโฟลิพิด 
ท่ีมา: ดดัแปลงมาจากอรษา พรริท, 2559 

 
โครงสร้างของฟอสโฟลิพิด แบ่งตามหมู่แอลกอฮอลท่ี์มีอยู่ในฟอส

โฟลิพิด สามารถแบ่งออกเป็น กลีเซอเรอฟอสโฟลิพิด (Glycerophospholipids) และสปิงโกมายอิลีน 
(Sphingo Myelins) 
  

กลีเซอเรอฟอสโฟลิพิด  
มกัพบในยูคาริโอติกเซลล์ มีกลีเซอรอลเป็นแกนกลาง กลีเซอเรอ

ฟอสโฟลิพิดท่ีเกิดข้ึนตาม ธรรมชาติทั้งหมดมี A-Structure และ L-Configuration ส่วนโครงสร้าง
ทางเคมีสามารถจาํแนกตามพนัธะส่วนหัว (Head Group) ความยาวและความอ่ิมตวัของสายโซ่ท่ี
ชอบไขมนั ชนิดของพนัธะระหว่างโมเลกุลแอลิแฟติก (Aliphatic Moieties) กบัแกนกลีเซอรอลและ
จาํนวนของสายแอลิแฟติก การเปล่ียนพนัธะส่วนหัวทาํให้เกิดกลีเซอเรอฟอสโฟลิพิดท่ีแตกต่างกนั 
เ ช่ น  ฟ อ ส ฟ า ติ ดิ ล โ ค ลี น  ( Phosphatidylcholine, PC) ฟ อ ส ฟ า ติ ดิ ล เอ ธ า น อ ล า มี น 

กลุ่มมีขั้ว 

หมู่ฟอสเฟต 

กลเีซอรอล 

กรดไขมัน 

กลุ่มมีขั้ว 

(ส่วนทีช่อบนํา้) 

กลุ่มไม่มีขั้ว 

(ส่วนทีไ่ม่ชอบนํา้) 
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(Phosphatidylethanolamine, PE) ฟอสฟาติดิลเซอรีน (Phosphatidylserine, PS) ฟอสฟาทิดิด แอซิด 
(Phosphatidic Acid, PA) ฟอสฟาติดิลอินโนซิทอล เป็นตน้ ดงัแสดงในภาพท่ี 2.12 

 

 
รูปท่ี 2.12 โครงสร้างของกลีเซอเรอฟอสโฟลิพิดชนิดต่างๆ 

ท่ีมา: Phospholipid Structures, 2012 
 

จากรายงานการศึกษาความสัมพนัธ์ระหว่างความสามารถในการ
นําพาสารของลิโพโซมและฟอสฟาติดิลโคลีน  พบว่าประสิทธิภาพการกักเก็บของ  Egg 
Phophatidylcholine (EPC) สูงกว่า Soybean Phosphatedylcholine (SPC) และอัตราการร่ัวไหลตํ่า
กวา่ SPC ดงันั้น EPC จึงมีความ สามารถในการนาํพาสารไดดี้กวา่ (Wang & Sun, 2008) 
 

สฟิงโกมายอิลีน 
มีอะตอมคาร์บอน เท่ากบั 18 อะตอม เม่ือหมู่แอมิโนและหมู่ไฮดรอก

ซิล หรือไดไฮโดรสฟิงโกซีน อนุพนัธ์เกิดพนัธะฟอสเฟตเอสเทอร์อีก จะเรียกว่า สฟิงโกฟอสโฟ
ลิพิดสปิง ในปี ค.ศ. 1884 Thudicum ไดอ้ธิบายถึง สฟิงโกมายอิลีน (Sphingomyelins, SMs) เป็นคร้ัง
แรก จนถึงปี ค.ศ.1927 Pick และBielschowsky ไดพ้ิสูจน์โครงสร้างว่าเป็น N-Acylsphingosine-1-
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Phospha Tidylcholine สฟิงโกมายอิลีนเป็นส่วนประกอบสําคญัในเซลล์สมอง แมว้่า PC และ SM 
จะมีโครงสร้างโมเลกลุใกลเ้คียงกนั แต่ยงัมีขอ้แตกต่างกนัคือ  

1) แกนโครงสร้างของ SM คือ Sphingosine ส่วน 
แกนของ PC คือ กลีเซอรอล  

2) ในแต่ละโมเลกลุโดยเฉล่ียของ SM ประกอบดว้ย
พนัธะคู่ 0.1-0.35 cis เอไมด์เช่ือมกบัสายเอซิล ส่วน PC โมเลกุลโดยเฉล่ียของ SM ประกอบด้วย
พนัธะคู่ 1.1-1.5 cis และจุดอ่ิมตวัของส่วนท่ีไม่ชอบนํ้าของ SM สูงกวา่ PC 

ฟอสโฟลิพิดมีคุณสมบติัเป็น อิมลัซิไฟเออร์, สเตบิไลเซอร์ หรือ สาร
ช่วยการกระจายตวั ในตวันาํพายาในขนาดนาโนและไมโครถูกนาํมาทดสอบโดยนาํเอาฟอสโฟลิพิด
จากไข่แดงบริสุทธ์ิ (Lecithins ,PELs) ทั้งสามชนิดท่ีมีค่าไอโอดีนต่างกัน (ค่า IV)  คือ PEL (IV = 
76), R-20 (IV = 20) และ R-5 (IV = 2) นาํมาทดสอบหาขนาดของลิโพโซม และหาประสิทธิภาพ
การกกัเก็บสารของ Calcein ค่าท่ีไดแ้ตกต่างกนัข้ึนอยูก่บัความสามารถในการละลายของเลซิทินใน
ตวัทาํละลายประเภทไขมนั และเติมไฮโดรเจนในเลซิทิน ซ่ึงมีความสัมพนัธ์กนัอย่างมีนัยสําคญั
ระหวา่งขนาดของลิโพโซม และประสิทธิภาพการกกัเกบ็สารของเลซิทินท่ีไม่ใชไ้ฮโดรเจน แต่ไม่อยู่
ใน R-20 และ R-5 ท่ีเติมไฮโดรเจน เม่ือใช ้PELs ท่ีเติมไฮโดรเจนในผนงัของลิโพโซม ควรเลือกตวั
ทาํละลายไขมนัเพื่อให้เลซิตินละลายในสภาพการเตรียมการเพื่อให้ไดป้ระสิทธิภาพในการกกัเก็บ
สารท่ีดีข้ึน (Fumiyoshi & Tomoko, 2014) 

 
สารเติม 
 

สารเติมมี 2 ประเภท นอกเหนือจากฟอสโฟลิพิด  
ประเภทแรกไดแ้ก่ คอเลสเตอรอล (Cholesterol) ได

ไฮโดรคอเลสเตอรอล (Dihydrocholesterol) สเตอรอล (Sterol) เป็นตน้ สารเหล่าน้ีทาํให้คุณสมบติั
ทางกายภาพและเคมีของฟอสโฟลิพิดในการสร้างถุงท่ีมีความแขง็แรงมากข้ึน โดยทัว่ไปนิยมใชค้อส
เลสเตอรอลเป็นสารเพ่ิมความคงตวัร่วมกบัฟอสโฟลิพิดใหก้บัตาํรับลิโพโซม  

ประเภทท่ีสอง ได้แก่  สารปรับพีเอช  บัพเฟอร์ 
(Buffer) สารกันเสีย และสารท่ีมีประจุสําหรับเติมท่ีเป็นประจุบวกท่ีนิยมใช้ เช่น สเตียริลเอมีน 
(Starylamine) และสารเติมประจุลบ เช่น ไดซิทิลฟอสเฟต (Dicetyphophate) กรดฟอสฟาติดิก 
(Phosphatidic Acid) สารเหล่าน้ีใชเ้พ่ือเพิ่มความคงตวัดว้ยการป้องกนัหรือลดการรวมหรือรวมตวั
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กนั และอาจทาํให้เกิดช่องว่างระหว่างชั้นเพิ่มข้ึนส่งผลให้เพิ่มประสิทธิภาพการกกัเก็บสารบางชนิด
ได ้

2.3.5 การเตรียมลโิพโซม 
 
การเตรียมลิโพโซมมีหลายวิธี การเลือกใชข้ึ้นอยูแ่นวคิดของนกัวิจยั โดยคาํนึงถึงการ

เตรียมท่ีเหมาะสมกบัสมบติัของตวัยา การกกัเก็บและประสิทธิภาพท่ีดีของลิโพโซม ตวัอยา่งวิธีการ
เตรียมลิโพโซมมีดงัน้ี 

วิธีฟิลม์ไฮเดรชนั (Film Hydration Method) เป็นวิธีการเตรียมท่ีนิยม
ใช้มากท่ีสุด โดยใช้ฟอสโฟลิพิด ซ่ึงเป็นสารตั้งตน้ในการทาํลิโพโซม มาละลายในตวัทาํละลาย
อินทรียท่ี์เหมาะสม แลว้ทาํใหเ้กิดฟิลม์ของฟอสโฟลิพิดดว้ยการระเหยตวัทาํ ละลายออก และทาํการ
รีไฮเดรต (Rehydrate) ฟิลม์ท่ีเกิดข้ึนดว้ยการเติมนํ้ าหรือละลายบพัเฟอร์ หรือนํ้ าท่ีอุณหภูมิสูงกว่าค่า 
Tc  ของฟอสโฟลิพิด หลังจากเขย่า ฟิล์มจะกลายเป็นฟองห่อหุ้มสารออกฤทธ์ิแขวนลอยอยู่ใน
สารละลาย จะสร้างเป็นลิโพโซม MLV ดงัแสดงในรูปท่ี 2.13  
 
 

 
รูปท่ี 2.13 ขั้นตอนการเตรียมลิโพโซมดว้ยวิธีฟิลม์ไฮเดรชนั 

ท่ีมา: Lasic, 1996  
 

วิ ธี ฉีดด้วยตัวทําละลาย  (Solvent Injection Method) เป็นการฉีด
สารละลายไขมนัหรือลิพิดในตวัทาํละลายท่ีมีความดนัไอสูง เช่น ฟลูโอโรคาร์บอน (Fluorocarbon) 
อีเทอร์ (Ether) หรือเอทานอล (Ethanol) ลงในวฎัภาคนํ้ าท่ีมีปริมาตรมากภายใตส้ภาวะความดัน
อุณหภูมิวฎัภาคนํ้ าท่ีใชต้อ้งอยเูหนือค่า Tc  เม่ือความดนัลดลงจะทาํให้เกิดการระเหยของตวัละลาย
ระหวา่งทาํการฉีด เกิดการสร้างเป็นลิโพโซมชนิด LUV 

เติมฟอสโฟลิพิด
และสารเติมลง
ในตวัทาํละลาย 

ระเหยตวัทาํละลาย 

ฟิลม์ 

เติมสารละลายนํ้า 
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2.3.6 การศึกษาสภาพแวดล้อมของผนังไลโปโซม ด้วยเทคนิคทางสเปคโทรสโกปี 

(Spectro -Scopic Technique) 
 
หลกัการศึกษาทางสเปคโทรสโกปีเป็นการใชพ้ลงังานรังสีในช่วงอลัตราไวโอเลต-วิสิ

เบิล (UV–Vis) ซ่ึงแบ่งไดเ้ป็น 2 ประเภท คือ การดูดกลืน และการเรืองแสง ในส่วนของสเปคโทรส
โกปีของการใชสเปคโทรสโกปในชวงอลัตราไวโอเลต-วิสิเบิล (UV–Vis) จะใชค้ล่ืนแม่เหลก็ไฟฟ้า 
ความยาวคล่ืนในช่วงประมาณ 200 ถึง 700 นาโนเมตร  เพื่อวดัค่าการดูดกลืนแสงของสารตวัอย่าง 
ซ่ึ ง เป็นสั ด ส่วนโดยตรงกับระยะทางท่ี แ ส่ งส่องผ่ าน  (Path Length, b) และความ เข้มข้น 
(Concentration, c) ของสารท่ีดูดกลืนแสงซ่ึงสัมพนัธกนัตามกฎของเบียร์ (Beer’s Law)  เน่ืองจาก
โมเลกุลท่ีแตกต่างกนั จะดูดกลืนรังสีท่ีความยาวคล่ืนท่ีแตกตางกนั ดงันั้นสเปคตรัมของการดูดกลืน
แสงจะแสดงจาํนวนของแถบการดูดกลืนแสง (Absorption Bands) ท่ีสอดคลองกบัหมู่โครงสร้าง
ภายในโมเลกุล การเรืองแสง (Fluorescence Spectroscopy) จะเป็นการเปล่ียนระดับพลงังานจาก
สภาวะกระตุน้ (Excited State) เป็นสภาวะพื้น (Ground State) ในขณะท่ีสเปคโทรสโกปีของการ
ดูดกลืนแสง (Absorption Spectroscopy) เป็นการเปล่ียนระดบัพลงังานจากสภาวะพ้ืน เป็นสภาวะ
กระตุน้ 

 
ส่วนการใช้เทคนิคสเปคโทรสโกปีของการเรืองแสง (Fluorescence Spectroscopy) 

เป็นวิธีการท่ีมีความไวสูงกว่าสเปคโทรสโกปของการดูดกลืนแสง (Absorption Spectroscopy) โดย
คล่ืนแม่เหลก็ไฟฟ้าจะถูกปล่อยออกมาจากสารท่ีถูกวิเคราะห์ เพื่อใหเ้กิดการปล่อยพลงังานจากระดบั
สภาวะกระตุน้กลบัสู่สภาวะพ้ืน ซ่ึงสารท่ีถูกวิเเคราะห์จะถูกกระตุน้ใหมี้พลงังานสูงโดยการดูดกลืน
รังสี ในช่วงอลัตราไวโอเลต-วิสิเบิล และกระบวนการกระตุน้และคลายการกระตุน้ ซ่ึงจะพบใน
ระหว่างการวดัการเรืองแสง ดังนั้นเคร่ืองมือวดัจะประกอบดว้ยตวัรับความยาวคล่ืน 2 ชนิด คือ 
Excitation Beam และ Emission Beam12  

 
ในการศึกษาเก่ียวกบัคุณสมบติัของไลโปโซม เทคนิคทางสเปคโทรสโกปี สามารถใช้

ศึกษาสภาพแวดลอมของผนังสองชั้นไลโปโซมได ้จากรายงานการวิจยัของ Rao และคณะ (2012) 
ซ่ึงทาํการศึกษาทางสเปคโทรสโกปีของอนัตรกิริยาระหวางคอเลสเตอรอลท่ีต่อกบัพอลิเอทิลีนไกล
คอล  (Chol-PEG-Chol) และไลโปโซม  โดย  ทําการเตรียมตํารับไลโปโซมจาก  Dimyristoyl 
Phosphatidylcholine (DMPC) แ ล ะ  Dimethyl Dioctadecylammonium Bromide (DOD AB) แ ล้ ว
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ศึกษาผลของการแทรกตวัของคอเลสเตอรอลเขา้ไปในผนังสองชั้นไลโปโซมทั้ ง 4 สูตรตาํรับท่ีมี
สัดส่วนของ DMPC: DODAB: Cholesterol แตกต่างกัน คือ Liposome  1 (DMPC:DODAB Molar 
Ratio = 9.9: 11), Liposome  2 (DMPC:DODAB molar ratio = 1:1), Liposome 3 (DMPC: DODAB: 
Cholesterol Molar Ratio = 8:1:1) และ Liposome  4 ( DMPC: DODAB: Cholesterol Molar Ratio = 
6:1:3) จากนั้นทาํการติดสีโมเลกุลด้วยสี 2 ชนิด คือ  Nile Red ซ่ึงจะแทรกเขา้ไปในผนังสองชั้น
ของไลโปโซม และ Pinacyananol Chloride (PIN) ซ่ึงเป็นโมเลกุลท่ีอยใูนชั้นน้าํขา้งนอก (วรนันท ์ 
รังสิมาวงศ ์และ ธนะเศรษฐ ์งา้วหิรัญพฒัน์, 2559) 
 

2.4 การทดสอบการปลดปล่อยของสารสําคญัทางยา (Franz Diffusion Cell) 
  

เป็นเคร่ืองมือท่ีใชใ้นการทดสอบการซึมผา่น หรือการปลดปล่อยของสารสาํคญัทางยา 
เคร่ืองสาํอาง ผา่นเมมเบรน ผิวหนงัส่ิงมีชีวิต หรือผิวหนงัสังเคราะห์ เป็นการทดสอบเบ้ืองตน้ก่อน
การคดัสรรสูตรตาํรับท่ีให้การปลดปล่อยสารสําคญัเขา้สู่ผิวหนังซ่ึง นอกจากจะใชห้าปริมาณและ
อตัราเร็วการซึมผ่านแลว้ยงัช่วยให้ไดข้อ้มูลรับรองความปลอดภยั (Safety) ก่อนการทดสอบในคน
ไดร้ะดบัหน่ึง แผน่กั้นท่ีใชใ้นการทดสอบใหเ้ลียนแบบความสามารถของเซลลผ์วิหนงัชั้นบนสุดของ
คนคือชั้นสตราตมัคอร์เนียม (Stratum Corneum) เป็นชั้นท่ีประกอบดว้ยชั้นไขมนัเรียงตวัเป็นสอง
ชั้นรวมตวัอย่างแน่นหนา (Densely-Packed Lipid Bilayers) ใน ช่องว่างระหว่างเซลลข์องผิวหนงัมี
ลกัษณะเป็นช่องแคบ ทาํให้จาํกดัอตัราการซึมผ่านผิวหนัง (Rate Limiting) ไดแ้ต่ขณะเดียวกนั ก็
สามารถเปล่ียนแปลงโครงสร้างด้วยตัวทําละลายจําพวกไกลคอล(Glycol) หรือแอลกอฮอล ์
(Alcohols) โดยอาศยัหลกัการแพร่และใชอุ้ปกรณ์ทดสอบท่ีมี 3  ส่วน  คือ ส่วนให ้ (Donor) ส่วนรับ 
(Receptor) โดยมีแผน่กั้น (Barrier)  ดงัแสดงในรูปท่ี 2.14 หลกัการทดสอบดงัต่อไปน้ี  
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รูปท่ี 2.14 ส่วนประกอบของเคร่ือง Franz Diffusion Cell 

ท่ีมา: สุปรีดี สงัฆรักษ,์ 2559 
 

การเตรียมสารตวัอยา่ง 
 
ในกรณีสารตัวอย่างเป็นของเหลว  ใช้ Pipette หรือ  Micropipette ดูดตัวอย่าง  1 

มิลลิลิตร ลงใน Donor cell  
1) ปิดด้านนบนของ  Donor chamber ด้วย  Acrylic top plate เพื่ อ

ป้องกนัการระเหยของสารตวัอยา่ง และปิดส่วน Sampling port ดว้ยแผน่พาราฟิลม์ เพื่อป้องกนัการ
ระเหยของ Medium เร่ิมจบัเวลาในการทดลอง (Start 0 ชัว่โมง)  

2) ทาํการทดสอบการซึมผา่น หรือการปลดปล่อยของสารสาํคญัตาม
เวลาท่ีกาํหนด เช่น 30 นาที, 1, 2, 4, 5 และ 24 ชัว่โมง โดยท่ีแต่ละจุดเวลาจะทาํการสุ่มสารละลายใน 
Receptor chamber 1 มิลลิลิตร เพื่อวิเคราะห์หาปริมาณสารสาํคญั และแทนท่ีสารละลายท่ีสุ่มออกมา
ดว้ย Medium เพื่อรักษาสภาวะ Sink condition  

3) เม่ือส้ินสุดระยะเวลาในการศึกษาท่ี 24 ชัว่โมง เก็บตวัอย่างท่ีคา้ง
อยูบ่น Donor chamber ไปวิเคราะห์จะไดข้อ้มูลของปริมาณสารสาํคญั ท่ีคา้งอยูบ่น Membrane หรือ
ผวิหนงัสตัวท์ดลองท่ี 24 ชัว่โมง (สุปรีดี สงัฆรักษ,์ 2559) 
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2.5 เค ร่ืองโครม าโทกราฟี ของเหลวสมรรถนะสู ง  (High Performance Liquid 
Chromatography, HPLC) 
 

เป็นเคร่ืองมือใชส้าํหรับแยกสารประกอบท่ีผสมอยูใ่นตวัอย่าง สามารถวิเคราะห์สาร
ไดห้ลายชนิด เช่น สารอินทรีย ์สารประกอบทางชีวภาพ โพลีเมอร์ สารประกอบท่ีเสียสภาพไดง่้าย 
สารประกอบท่ีระเหยยาก ไอออนขนาดเล็ก ไมโครโมเลกุลตัวอย่างท่ีนํามาวิเคราะห์ ต้องเป็น
ของแขง็หรือของเหลวตอ้งละลายได ้100 % (ผา่นการกรอง) การแยกสารไดส้ารนั้นตอ้งมีอตัราการ
เคล่ือนท่ีท่ีแตกต่างกนัภายในคอลมัน์ สารประกอบท่ีถูกแยกจะเคล่ือนท่ีไปตามความยาวทั้งหมดของ
คอลมัน์ โดยมี Mobile Phase เป็นตวัพาไป โดยกระบวนการแยกสารประกอบจะเกิดข้ึนระหวา่งเฟส 
2 เฟส คือ เฟสอยู่กบัท่ี (Stationary Phase) หรือ คอลมัน์ (Column) กบัเฟสเคล่ือนท่ี (Mobile Phase) 
ซ่ึงจะถูกแยกออกมาในเวลาท่ีต่างกนั สารผสมท่ีอยูใ่นตวัอยา่ง สามารถถูกแยกออกจากกนัได ้ข้ึนอยู่
กบัความสามารถในการเขา้กนัไดดี้ของสารนั้นกบัเฟสท่ีเคล่ือนท่ีกบัเฟสท่ีเคล่ือนท่ีสารนั้นก็จะถูก
แยกออกมาก่อน ส่วนสารท่ีเขา้กนัไดไ้ม่ดีกบัเฟสท่ีเคล่ือนท่ี หรือเขา้กนัไดดี้กบัเฟสอยูก่บัท่ีก็จะถูก
แยกออกมาทีหลงั โดยสารท่ีถูกแยกออกมาไดน้ี้จะถูกตรวจวดัสัญญาณดว้ยตวัตรวจวดัสัญญาณ 
(Detector) และสัญญาณท่ีบนัทึกไดจ้ากตวัตรวจวดัจะมีลกัษณะเป็นพีค (Peak) ซ่ึงจะเรียกว่า โครมา
โตแกรม (Chromatogram)  

 
ส่วนประกอบของเคร่ือง HPLC 

1) Mobile Phase / Solvent : ตัวทําละลายท่ีใช้ในการแยกตัวอย่าง 
เป็นเฟสเคล่ือนท่ีมีลกัษณะเป็นของเหลว ทาํหน้าท่ีในการนําสารตวัอย่างและตวัทาํละลายเขา้สู่ 
Stationary Phase (หรือ คอลมัน์) เพื่อใหเ้กิดกระบวนการแยกภายในคอลมัน์  

2) Degaser : ทําหน้าท่ีกําจัดฟองอากาศ อากาศท่ีมีอยู่ใน  Mobile 
Phase เพื่อไม่ใหฟ้องอากาศเขา้สู่ Column และ Detector  

3) Pump : ทําหน้าท่ี ดึงตัวทําละลาย  (Mobile Phase) เข้าสู่ระบบ 
HPLC เน่ืองจากในการแยกสารผสมในเทคนิค HPLC จะอาศยัหลกัการไหลของเฟสเคล่ือนท่ีผ่าน
เฟสอยูก่บัท่ีท่ีมีขนาดอนุภาคเลก็มาก จึงทาํใหเ้กิดความตา้นทานการไหล ระบบป๊ัมมีความสาํคญัมาก
ในการท่ีจะทาํใหเ้กิดความดนัสูงเพื่อท่ีจะเอาชนะแรงตา้นทาน  

4) Injector / Autosampler : ทาํหนา้ท่ีในการฉีดสารตวัอยา่งเขา้ระบบ 
HPLC  
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5) Column : หรือจะเรียกว่า Stationary Phase มีลกัษณะเป็นของแขง็
หรือเจล เป็นเฟสอยู่กบัท่ี ทาํหน้าท่ีให้เกิดกระบวนการแยกของสารท่ีสนใจ โดยการบวนการแยก
เกิดข้ึนระหวา่ง Mobile Phase กบั Stationary Phase  

6) Detector : คือ  ตัวตรวจวัดสัญญาณ  ทําหน้าท่ีในการตรวจวัด
สัญญาณของสารท่ีสนใจไดจ้ากกระบวนการแยก มีหลายชนิดดว้ยกนั การเลือกใชข้ึ้นกบัตวัอยา่งท่ี
สนใจวา่สามารถตอบสนองกบั Detector ชนิดไหนไดดี้  
 

 
รูปท่ี 2.15 ส่วนประกอบของเคร่ือง HPLC 

ท่ีมา : ผูว้ิจยั 
ขอ้ควรปฏิบติัในการใช ้
 
ส่ิงท่ีควรระมดัระวงัอยา่งยิ่งในการใชเ้คร่ืองโครมาโทกราฟเหลวความดนัสูง คือ การ

ดูแลรักษาคอลมัน์ให้มีอายกุารใชง้านนานท่ีสุด และมีประสิทธิภาพสูงในการแยกสาร การใชง้านท่ี
ผดิ หรือขาดการดูแลจะทาํใหค้อลมัน์ซ่ึงมีราคาค่อนขา้งแพงเสียหายแบบถาวร 

1) กรองสารตวัอยา่งก่อนฉีดเขา้สู่คอลมัน์เพื่อป้องกนัคอลมัน์อุดตนั 
2) ระวังการเกิดฟองอากาศในเข็มท่ีใช้ดูดสารตัวอย่างหรือสาร

มาตรฐาน 
3) ลา้งเขม็ฉีดสารตวัอยา่งและสารมาตรฐานทุกคร้ังทั้งก่อนและหลงั

การใชง้าน 
4) ใชเ้ฉพาะสารเคมีเกรด HPLC เท่านั้น สาํหรับเป็นเฟสเคล่ือนท่ี 
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5) น้าํกลั่นควรมีความบริสุทธ์ิสูง โดยการกลั่น  2-3 คร้ัง รวมทั้ ง
ภาชนะต่างๆ ท่ีใชใ้นการวิเคราะห์ตอ้งลา้งใหส้ะอาดจริง ๆ 

6) สารละลายท่ีใชเ้ป็นเฟสเคล่ือนท่ี ควรมีการกรองส่ิงสกปรกออก
ก่อนใชง้าน 

7) สารละลายท่ีใช้เป็นเฟสเคล่ือนท่ี  ควรทําการกําจัดแก๊สหรือ
ฟองอากาศออกก่อนใชง้าน โดยใชเ้คร่ืองอลัตราโซนิก หรือเคร่ืองดูดสุญญากาศ 

8) ตรวจสอบพีเอชของเฟสเคล่ือนท่ีให้อยูในช่วงพีเอช 2-7 เพื่อ
ป้องกนัซิลิกาในคอลมัน์ถูกทาํลาย 

9) ลา้งทาํความสะอาดคอลมัน์ทุก ๆ คร้ัง หลงัจากใชง้านเสร็จ 
10) ก่อนเก็บคอลัมน์ในระยะยาว ควรล้างทําความสะอาด บรรจุ

คอลมัน์ดว้ยสารละลายท่ีผูผ้ลิตกาํหนด (Hickers, Schenmken, Steinrauf & Mc Whorler, 1980) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 27

 
 

บทที ่3 
 

วธีิการดาํเนินงานวจิยั 
 

3.1 เคร่ืองมือทีใ่ช้ในการวจิยั 
 

3.1.1 อุปกรณ์เคร่ืองมือ 
 

1) เคร่ือง Evaporator   (มหาวิทยาลยัรังสิต) 
2) เคร่ือง Sonocator    (มหาวิทยาลยัรังสิต) 
3) เคร่ือง Nanoparicle Size   (มหาวิทยาลยัรังสิต) 
4) เคร่ือง Scanning Electron Microscope (SEM) (ศูนยน์าโน

เทคโนโลยแีห่งชาติ) 
5) เคร่ือง HPLC    (มหาวิทยาลยัรังสิต) 
6) ชุดทดสอบ Franz Diffusion Cells  (มหาวิทยาลยัรังสิต) 

 
3.1.2 สารเคมี 
 

1) Absolute Methanol  (RCI Labscan, ไทย) 
2) Ethanol 95%   (RCI Labscan, ไทย) 
3) Acetic Acid   (RCI Labscan, ไทย) 
4) KH2PO4    (Ajax Finechem, ออสเตเรีย) 
5) K2HPO4    (Ajax Finechem, ออสเตเรีย) 
6) HPLC Water   (RCI Labscan, ไทย) 
7) L--α Phosphatidyl Choline (Sigma Aldrich, 

สหรัฐอเมริกา) 
8) Membrane Filter   (Whatman, สหรัฐอเมริกา) 
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9) Parafilm M   (Sigma Aldrich, 
สหรัฐอเมริกา) 

10) Silica Gel   (Merck, สหรัฐอเมริกา) 
11) Acetonitrile   (RCI Labscan, ไทย) 
11) Dichloromethane  (RCI Labscan, ไทย) 
12) Glycyrrhizic Acid ammonium salt  (Sigma Aldrich, 

สหรัฐอเมริกา) 
13) รากชะเอมเทศ   (เวชพงศโ์อสถ, ไทย) 
14) Gamma Oryzanol  (Wako, ญ่ีปุ่น) 

 
3.1.3 อุปกรณ์เคร่ืองแก้วและอืน่ๆ 

 
1) Beaker 
2) Cylinder 
3) Stirring Rod 
4) Round Bottom Flask 
5) Round Bottom Flask Joint 
6) Micropopette 
7) Metal Stand and Clamp 
8) Column Chromatography 
9) Desiccator 
10) Erlenmeyer Flask  
11) Test Tube 
12) Volumetric Flask 
13) Vial 
14) อลูมิเนียมฟรอยด ์
15) สายยาง 
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3.2 วธีิและขั้นตอนในการวจิยั 
 

3.2.1 การสกดัสารสกดัจากชะเอมเทศ 
 
ชั่งรากชะเอมเทศ 100 กรัม นํามาบดหยาบ ใส่ลงในบีกเกอร์ จากนั้ นเตรียมตัวทาํ

ละลาย  เอทานอล 500 มิลลิลิตร และนํ้ า 100 มิลลิลิตร เทใส่บีกเกอร์ท่ีมีรากชะเอมเทศบดหยาบ ตั้ง
ท้ิงไว ้1 สัปดาห์ คนส่วนผสมทุกวนั วนัละ 1 คร้ัง เม่ือครบกาํหนดแลว้กรอง และนาํสารละลายไป
ระเหยแห้งดว้ยเคร่ือง Rotary Evaporator เทสารสกดัท่ีระเหยไดล้งใน Evaporating Dish  แลว้นาํไป
ตั้งไฟใหค้วามร้อนเพื่อระเหยตวัทาํละลายท่ีเหลือออก 

 
3.2.2 การวิเคราะห์สารสกัดชะเอมเทศด้วยวิธีโครมาโทกราฟีแบบแผ่นบาง (Thin 

Layer Chroma- Tography, TLC) 
 
เป็นการเปรียบเทียบสารสกดัชะเอมเทศกบัสารมาตรฐาน Glycyrrhizic Acid โดยสาร

ท่ีมีค่า Rf ภายใตส้ภาวะเดียวกนั จะเป็นสารเดียวกนัเม่ือเทียบกบัสารมาตรฐาน ใชโ้ครมาโทเพลต แต่
ละแผน่หยดสาร 3 จุด โดยจุดหน่ึงเป็นสารมาตรฐาน จุดตรงกลางคือผสมสารมาตรฐานและสารสกดั 
และอีกจุดเป็นสารสกดั จากนั้นนาํโครมาโทเพลตใส่ลงในโถตวัทาํละลายเคล่ือนท่ี ภายในโถบรรจุ
ซ่ึงมีตวัทาํละลาย C2H5OH :H2O: C4H8O2  1:1:3 โดยปริมาตร ปิดฝาโถ และตั้งท้ิงไวจ้นตวัทาํละลาย
สูงข้ึนประมาณสามในส่ีของโครมาโทเพลต นาํออกมาทาํเคร่ืองหมายท่ีตวัทาํละลายเคล่ือนท่ีมาถึง 
(Solvent Front) ท้ิงไวใ้ห้แห้ง จากนั้นนาํมาอ่านโครมาโทเพลต ภายใตแ้สงยวูี ซ่ึงตอ้งใชต้วัดูดซบัท่ี
ผสมอินดิเคเตอร์ฟลูออเรสเซนต ์(Fluorescent Indicator)  เม่ือแผ่นโครมาโทเพลตกระทบแสงยวูี ท่ี
ช่วงความยาวคล่ืน 254 นาโนเมตร จะสะทอ้นแสงออกมาเป็นสีเขียว (ดงัรูปภาคผนวกท่ี 1) ดงันั้น
เม่ือสารตวัอย่างท่ีสามารถดูดซับแสงยูวีไดต้รงจุดใด ก็จะเกิดเป็นจุดสีม่วงข้ึนท่ีจุดนั้นๆ ขั้นตอน
ต่อไปนํามาวิเคราะห์ผลการทดลอง โดยการวดัระยะทางท่ีตัวทาํละลายเคล่ือนท่ีไปถึง และวดั
ระยะทางท่ีสารเคล่ือนท่ีดว้ยเช่นกนั หน่วยเซนติเมตร หาค่า Rf ดงัสมการท่ี 1 

 
    Rf      = ระยะทางท่ีสารเคล่ือนท่ี  
             ระยะทางท่ีตวัทาํละลายเคล่ือนท่ี 
ถา้ Rf เท่ากนัและสีเหมือนกนั แสดงวา่อาจเป็นสารเดียวกนั 
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3.2.3 วธีิการเตรียม Phosphate Buffer pH  7.0 
 
ชั่ง K2HPO4 (Dipotassium Hydrogen Orthophosphate) 1.04 กรัม ลงในบีกเกอร์ท่ี 1 

และชัง่ KH2PO4 (Potassium Dihydrogen Orthophosphate) 0.9470 กรัม ลงในบีกเกอร์ท่ี 2 แลว้เทนํ้ า 
100มิลลิลิตร ลงไปทั้งสองบีกเกอร์ คนให้ละลาย เตรียมบีกเกอร์ท่ี 3 จากนั้นเทสารละลาย K2HPO4 
มา 80 มิลลิลิตร และสารละลาย KH2PO4 มา 20 มิลลิลิตร นาํมาผสมกนัในบีกเกอร์ท่ีสาม 

 
3.2.4 การเตรียมตํารับพืน้ของลโิพโซม 
 
เตรียมฟอสฟาติดิลโคลีน (Phosphatidyl Choline, PC) 85 มิลลิกรัม ซ่ึงใชเ้ป็นสารตั้ง

ตน้ในการสร้างลิโพโซม กบัคลอเรสเตอรอล หรือแกมมาโอไรซานอล ซ่ึงเป็นสารเพิ่มความคงตวั
โดยปรับอตัราส่วนของสารทั้ง 2 ชนิดเป็น 5 ระดบั คือ 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 และ 3.0 มิลลิกรัม แต่ละ
อตัราส่วนจะใชบ้ฟัเฟอร์ 2 ชนิด คือ Phosphate Buffer และ HPLC Water โดยชัง่ PC และสารเติมลง
ในขวดก้นกลมแบบมีขอ้ต่อ (Round Bottom Flask) จากนั้ นละลายด้วย Organic Solvent Mixture 
(Methanol : Dichloromethane, 2:1) ปริมาณ  10 มิลลิลิตร นําไปทําให้ เกิดเป็นฟิล์มบาง(ดังรูป
ภาคผนวกท่ี 3) โดยระเหยแห้งดว้ยเคร่ือง Rotary Evaporator (ดงัรูปภาคผนวกท่ี 2) จากนั้นนาํสารท่ี
ระเหยแหง้มาท้ิงคา้งคืนไวใ้นโถดูดความช้ืน (ดงัรูปภาคผนวกท่ี 4)  และเติมบฟัเฟอร์ละลายให้หมด 
แลว้นาํไปลดขนาดอนุภาคดว้ยเคร่ืองโซนิคเคท จากนั้นตั้งท้ิงไวใ้นอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
เพื่อดูลักษณะทางกายภาพ และนําไปวดัขนาดอนุภาคและค่าความต่างศักย์ไฟฟ้าซีต้า(ดังรูป
ภาคผนวกท่ี 5)  ดว้ยเคร่ืองวดัขนาดนาโน (NanoPlus, USA) 

 
3.2.5 การเติมสารสกดัชะเอมเทศลงในลโิพโซม 
 
เตรียมสูตรตาํรับพื้นท่ีคงตวัโดยเพิ่มสารสกดัชะเอมเทศ จาํนวน 5 ความเขม้ขน้ คือ 

0.5, 1.0, 1.5, 2.0 และ 2.5 ละลายดว้ย Organic Solvent Mixture (Methanol : Dichloromethane, 2:1) 
ปริมาณ 10 มิลลิลิตร นาํไประเหยแห้งดว้ยเคร่ือง Evaporator จากนั้นนาํสารท่ีระเหยแห้งมาท้ิงคา้ง
คืนไวใ้นโถดูดความช้ืน และเติมบฟัเฟอร์ละลายใหห้มด แลว้นาํไปลดขนาดอนุภาคในเคร่ืองโซนิค
เคท จากนั้นตั้งท้ิงไวใ้นอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ชัว่โมง เพื่อดูลกัษณะทางกายภาพ และนาํไปวดั
ขนาดอนุภาคและค่าความต่างศกัยไ์ฟฟ้า  
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3.2.6 การวดัขนาดอนุภาค (Particle)  
 
นาํตาํรับลิโพโซมท่ีตอ้งการมาวดัขนาด โดยดูดสารตวัอยา่งมา 1 มิลลิลิตร เจือจางดว้ย 

HPLC Water 25 เท่า เทลงใน Cuvette นาํเขา้เคร่ืองและทาํการวดัท่ีอุณหภูมิ 25 ºC วดัซํ้ า 3 คร้ัง แลว้
นาํค่าท่ีไดม้าหาค่าเฉล่ีย (Average, x̅) และค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (SD) 

 
3.2.7 การวดัค่าความต่างศักย์ไฟฟ้าซีตา (Zeta Potential) 
 
นาํลิโพโซมท่ีเจือจางตาํรับแลว้ ใชก้ระบอกฉีดสารดูดมาประมาณ 1 มิลลิลิตร สวมเขา้

กบัเซลลท่ี์ใชว้ดัค่าความต่างศกัยไ์ฟฟ้าซีตา ทาํการฉีดสารในกระบอกฉีดให้สารผา่นเขา้เซลล ์หากมี
ฟองอากาศให้ไล่ฟองออกโดยการผลกักระบอกฉีดสารเขา้-ออกจนฟองหายไป นาํเซลล์ใส่ลงใน
เคร่ือง และทาํการวดัท่ีอุณหภูมิ 25 ºC ทาํการวดั 3 คร้ัง  แลว้นาํค่าท่ีไดม้าหาค่าเฉล่ียและค่าเบ่ียงเบน
มาตรฐาน  

 
3.2.8 การส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์อเิลก็ตรอน 
 
นําตัวอย่าง ท่ี ต้องการไป ถ่ ายภาพด้วยกล้องอิ เล็กตรอน  (Scanning Electron 

Microscope, SEM) ท่ีศูนยน์าโนเทคโนโลยแีห่งชาติ (Nanotec) 
 
3.2.9 การทดสอบการเกบ็กกัสารสกดัชะเอมเทศ 
 
การหาปริมาณการเก็บกกัสารในลิโพโซมจะถูกแยกออกจากสารท่ีไม่ถูกเก็บกกั โดย

วิธี Sephadex G-50 MiniColumn Centrifugation โดยใช ้Sephadex G-50 500 ไมโครลิตร (μl) แช่ใน
Water (For HPLC) 100 มิลลิลิตร ท้ิงให้พองตวัหน่ึงคืนแลว้เทนํ้ าออกและบรรจุเจลลงในหลอดเขม็
ฉีดยา ใส่ในหลอด Micro Tube แลว้หมุนเวี่ยง (ดงัรูปภาคผนวกท่ี 6)  จนนํ้ าหมดจากคอลมัน์เปล่ียน
หลอด Micro Tube นาํมาหมุนเวี่ยงท่ี 3,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที จากนั้นเอาเตรียมลิโพโซม 
200 ไมโครลิตร หมุนเหวี่ยงท่ี 1,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที และเติม Water (For HPLC) 200 
ไมโครลิตร หมุนเหวี่ยงท่ี 3,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที จะไดลิ้โพโซมท่ีปราศจากสารสกดัท่ี
ไม่ถูกเกบ็กกั อยูใ่นหลอด Micro Tube จากนั้นนาํไปหาปริมาณการเกบ็กดัสารดว้ยเคร่ืองโครมาโทก
ราฟี (High Performance Liquid Chromatography, HPLC)   
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3.2.10 การวเิคราะห์เชิงปริมาณของสารสกดัชะเอมเทศในตํารับลโิพโซม 
 
โดยวิธี Reversed Phase HPLC Chromatography Conditions 

Column  : Luna C-18 (4.6x15 cm) 
Mobile Phase : 1% ( v/v)  Acetic Acid in Water/ Acetonitrile 

(Gradient System) 
Flow-Rate  : 0.8 ml/ min 
Detector  : 254 nm 
Injection Volume : 10 μl 

 
3.2.11 การวเิคราะห์หาปริมาณสารสกดัชะเอมเทศ ด้วยวธีิ HPLC 
 
นําลิโพโซม ปริมาณ 0.20 มิลลิลิตร เติม Triton x-100 ปริมาณ 0.05 มิลลิลิตร ลงใน

ขวดวดัปริมาตร 1 มิลลิลิตร แลว้นาํเขา้เคร่ืองหมุนเหวี่ยงให้สารไขมนัตกตะกอน นาํสารละลายชั้น
บน มาวิเคราะห์หาปริมาณสารสกดัชะเอมเทศดว้ยเคร่ือง HPLC โดยใชค้อลมัน์ Luna C-18 (4.6x15 
เซนติเมตร) ระบบตัวทาํละลาย Isocratic (Acetronitrile: 1% Acetic Acid, 80:20) โดยมีอัตราการ
ไหลของตวัทาํละลาย (Mobile Phase) 0.8 มิลลิลิตรต่อนาที ตรวจวดัดว้ยเคร่ือง UV Detector ท่ี 254 
นาโนเมตร และปริมาณการฉีดท่ี 10 ไมโครลิตร 

 
3.2.12 การทดสอบการปลดปล่อยของตํารับลโิพโซม  
 
เตรียม Phosphate Buffer pH 7.4 

ชัง่สาร K2HPO4 6.804 กรัม ลงในบีกเกอร์ท่ี 1 และชัง่ KH2PO4 8.709 
กรัม ลงในบีกเกอร์ท่ี 2 แลว้เทนํ้า 50 มิลลิลิตร ลงไปทั้งสองบีกเกอร์ คนใหล้ะลาย เตรียมบีกเกอร์ท่ี 3 
จากนั้นเทสาร ละลาย K2HPO4 มา 9.9 มิลลิลิตร และสารละลาย KH2PO4 มา 40.1 มิลลิลิตร ตวงนํ้ า 
500 มิลลิลิตร ใส่ในบีกเกอร์ท่ีสามและเทบีกเกอร์ท่ี 1 กบั 2 ลงไปผสมกนั จากนั้นใส่แผน่ Cellulose 
Membrane ลงในบีกเกอร์ท่ี 3 ใชก้ระดาษฟลอยด์ปิดปากบีกเกอร์ ท้ิงไว ้1 คืน หลงัจากนั้นให้เติม 
Tween 20 2% ลงในบีกเกอร์ คนใหเ้ขา้กนั 

นํามาทดสอบดว้ยเคร่ือง Franz Diffusion Cell เติมสูตรตาํรับนาโน
อิมัลชันของสารสกัดชะเอมเทศ ลงใน Donor Chamber เพื่อให้ส่วนของเมมเบรนได้สัมผสักับ 
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Phosphate Buffer pH 7.4 ได้อย่างต่อเน่ือง และด้วยการไหลของ Phosphate Buffer ใน Receptor 
Chamber ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ±1 องศาเซลเซียส หลงัจากนั้นเก็บตวัอย่างในปริมาตร 5 
มิลลิลิตร ซ่ึงในการเก็บตวัอย่างจะมีการเติม Phosphate Buffer เขา้ไปเพื่อแทนท่ีตวัอย่างท่ีถูกเก็บ
ออกมาในปริมาณท่ีเท่ากนัโดยเก็บตวัอย่างในช่วงเวลา 30 นาที 1, 2, 3, 4, 5 และ 24 ชัว่โมง (ดงัรูป
ภาคผนวกท่ี 7) เพื่อนาํไปวิเคราะห์หาปริมาณสารสกดัชะเอมเทศ ดว้ยวิธี HPLC 
 

3.2.13 การเตรียม Standard Stock Solution 
 
ชั่งสารมาตรฐาน Glycyrrhizic Acid 0.5 มิลลิกรัม ใส่ลงใน Volumetric Flask ขนาด 

25 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ยเมทานอล  
 
3.2.14 การตรวจสอบความถูกต้องของวธีิวเิคราะห์ ด้วย Linearity of Method 
 
การศึกษาความสัมพนัธ์เชิงเส้น (Linearity) เตรียมสารละลายมาตรฐาน Glycyrrhizic 

Acid จํานวน  5 ความเข้มข้น  โดย  Pipette Standard Stock Solution ปริมาณ  0.5, 1, 2, 3 และ  4 
มิลลิลิตร ลงใน Volumetric Flask ขนาด 20 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ยเมทานอล นาํมากรองผ่าน 
Membrane Filter 0.20 ไมโครเมตร และนาํสารตวัอยา่งท่ีผา่นการกรองไปวดัค่าดว้ยเคร่ือง HPLC ทาํ
การฉีด 10 ไมโครลิตร ความเขม้ขน้ 3 คร้ัง จากนั้นทาํการ Plot กราฟระหว่างความเขม้ขน้กบั Peak 
Area ท่ีได ้หลงัจากนั้นคาํนวณหาค่า Correlation Coefficient (R-square, r2)  โดยค่า r2 ควรอยูใ่นช่วง 
0.9995-0.9999 

 
3.2.15 การศึกษาความแม่นยาํของวธีิวเิคราะห์  
 
Intraday Precision (Repeatability) คือ การทาํการทดลองซํ้ าหลายๆ คร้ังในช่วงเวลา

เดียวกัน โดยผูท้าํการทดลองและสภาวะการทดลองรวมทั้ งห้องปฎิบัติการเดียวกัน ทาํการฉีด
สารละลายมาตรฐาน Glycyrrhizic Acid จาํนวน 1 ความเขม้ขน้ คือ ท่ีความเขม้ขน้ 0.3 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร (ทาํการฉีดซํ้า 6 คร้ัง) %RSD ของ Peak Area ท่ีไดน้ั้นจะตอ้งนอ้ยกวา่ 2% 

 
Interday Precision (Reproducbility) คือ การศึกษาความแม่นยาํระหวา่งวนั โดยทาํการ

ทดลองซํ้ าแต่ต่างกันวันสองวัน  เตรียม  Mobile Phase ใหม่  ทําการฉีดสารละลายมาตรฐาน 
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Glycyrrhizic Acidจาํนวน 1 ความเขม้ขน้ คือ ท่ีความเขม้ขน้ 0.3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (ทาํการฉีดซํ้ า 
6 คร้ัง) %RSD ของ Peak Area ท่ีไดน้ั้นจะตอ้งนอ้ยกวา่ 2% 
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บทที ่4 
 

ผลการวจิยั 
 

4.1 การเตรียมตาํรับพืน้ของลโิพโซม 
 

สูตรตาํรับลิโพโซมทาํการเตรียมดว้ยวิธีฟิลม์ไฮเดรชัน่ โดยใชต้วัทาํละลายอินทรียท่ี์
เหมาะสมละลายฟอสโฟลิพิด นาํไประเหยตวัทาํละลายอินทรียอ์อกจนเกิดเป็นฟิลม์ จากนั้นทาํให้
ฟิลม์น้ีกลบัมาเปียกซํ้าอีกคร้ัง 

 
ขั้นตอนการเตรียมประกอบดว้ย Phosphatidyl Choline (PC) เป็นส่วนประกอบหลกั 

และสารเพิ่มความคงตวั คือ คลอเลสเตอรอล และ แกมม่าโอไรซานอล โดยเตรียมปรับอตัราส่วน 
1.0, 1.5, 2.0, 2.5 และ 3.0 มิลลิกรัม ตามลาํดับ ใช้ buffer 2 ตัว คือ  Phosphate Buffer pH 7.0 และ 
HPLC Water โดยชั่งฟอสฟาติดิลโคลีน และสารเพ่ิมความคงตัว ในขวดก้นกลมแบบมีข้อต่อ 
( Round Bottom Flask)  จ า ก นั้ น นํ า ม า ล ะ ล า ย ด้ ว ย  Organic Solvent Mixture ( Methanol: 
Dichloromethane 2:1) ปริมาณ 10 มิลลิลิตร นาํไประเหยแหง้ดว้ยเคร่ือง Evaporator จากนั้นนาํสารท่ี
ระเหยแห้งมาท้ิงคา้งคืนไวใ้นโถดูดความช้ืน และเติมบฟัเฟอร์ท่ีเตรียมไวล้ะลายให้หมด แลว้นาํไป
ลดขนาดอนุภาคในเคร่ืองโซนิคเคท จากนั้ นตั้งท้ิงไวใ้นอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ชั่วโมง เพื่อดู
ลกัษณะทางกายภาพ ตามตารางท่ี 4.1-4.2 

 
เม่ือตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ลกัษณะทางกายภาพท่ีดี ควรโปร่งแสง

หรือโปร่งใส ไม่ตกตะกอน     
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ตารางท่ี 4.1 อตัราส่วนและลกัษณะทางกายภาพของตาํรับพื้นลิโพโซมท่ีใชส้ารเพิ่มความคงตวั 
                   (คอลเลสเตอรอล)        

อตัราส่วน 
PC:คลอเลสเตอรอล (มิลลิกรัม) 

ลกัษณะทางกายภาพ 

85:1.0 โปร่งแสง ตกตะกอน 
85:1.5 โปร่งแสง ไม่ตกตะกอน 
85:2.0 โปร่งแสง ไม่ตกตะกอน 
85:2.5 โปร่งแสง ไม่ตกตะกอน 
85:3.0 โปร่งแสง ไม่ตกตะกอน 

 
ตารางท่ี 4.2 อตัราส่วนและลกัษณะทางกายภาพของตาํรับพื้นลิโพโซมท่ีใชส้ารเพิ่มความคงตวั 
                   (แกมม่าโอไรซานอล)      

อตัราส่วน 
PC:แกมม่าโอไรซานอล (มิลลิกรัม) 

ลกัษณะทางกายภาพ 

 
85:1.0 โปร่งแสง ไม่ตกตะกอน 
85:1.5 โปร่งใส ไม่ตกตะกอน 
85:2.0 โปร่งแสง ไม่ตกตะกอน 
85:2.5 โปร่งแสง ไม่ตกตะกอน 
85:3.0 ทึบแสง ไม่ตกตะกอน 

 

4.2 การวดัขนาดอนุภาค ค่าความต่างศักย์ไฟฟ้าซีต้า ของตาํรับลโิพโซม 
 

นาํตาํรับลิโพโซมมาวดัขนาดอนุภาค โดยปิเปต (Pipette) มา 1 มิลลิลิตร เจือจางดว้ย 
HPLC Water 25 เท่า เทลงใน Cuvette นาํเขา้เคร่ืองและทาํการวดัท่ีอุณหภูมิ 25 ºC วดัซํ้ า 3 คร้ัง แลว้
นาํค่าท่ีไดม้าหาค่าเฉล่ีย (Average) และค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (SD) เพื่อหาขนาดอนุภาค ค่าความต่าง
ศกัยไ์ฟฟ้าเซตา้ และดชันีการกระจายตวั ตงัตารางท่ี 4.3 และตารางท่ี 4.5 
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ตารางท่ี 4.3 สูตรท่ี 1 (PC และคลอเรสเตอรอล) ตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 1 วนั 
อตัราส่วน (mg) 

(PC:คลอ
เรสเตอรอล) 

ขนาดอนุภาค 
(nm) 

PDI 
ความต่าง

ศกัยไ์ฟฟ้า (mV) 
ลกัษณะทางกายภาพ 

85 :1.0 136.07±0.84 0.24±0.009 -5.06±0.63 ตกตะกอน 
85 :1.5 138.13±1.09 0.29±0.01 -22.60±1.82 โปร่งใสไม่ตกตะกอน 
85 :2.0 183.57±7.89 0.28±0.03 -30.41±1.48 ตกตะกอน 

85 :2.5 214.27±15.29 0.26±0.03 -10.76±1.01 
โปร่งแสงไม่
ตกตะกอน 

85 :3.0 299.93±55.38 0.29±0.05 -2.85±1.08 
โปร่งแสงไม่
ตกตะกอน 

 
อตัราส่วนท่ีไม่แยกชั้น นํามาตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 เดือน มาวดัขนาด

อนุภาคและค่าความต่างศกัยไ์ฟฟ้าซีตา้อีกคร้ัง ดงัตารางท่ี 4.4 
 

ตารางท่ี 4.4 สูตรท่ี 1 (PC และคลอเรสเตอรอล) ตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 1 เดือน 
อตัราส่วน (mg) 

(PC:คลอเรสเตอรอล) 
ขนาดอนุภาค 

(nm) 
PDI 

ความต่างศกัยไ์ฟฟ้า 
(mV) 

85 :1.5 211.20±2.33 0.42±0.02 -8.14±1.56 
85 :2.5 154.97±3.64 0.31±0.01 -1.33±3.60 
85 :3.0 355.37±19.18 0.26±0.02 -2.15±0.10 

 
ตารางท่ี 4.5 สูตรท่ี 2 (PC และแกมม่า โอไรซานอล) ตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง เป็น เวลา 1 วนั 

อตัราส่วน (mg) 
(PC:แกมม่าโอไรซา

นอล) 

ขนาดอนุภาค 
(nm) 

PDI 
ความต่าง
ศกัยไ์ฟฟ้า 

(mV) 
ลกัษณะทางกายภาพ 

85 :1.0 145.30±5.53 0.28±0.02 +4.32±0.21 ตกตะกอน 
85 :1.5 199.03±0.56 0.31±0.03 -1.41±0.67 โปร่งใสไม่ตกตะกอน 

85 :2.0 136.53±1.22 0.28±0.01 -8.20±0.09 
โปร่งแสงไม่
ตกตะกอน 
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ตารางท่ี 4.5 สูตรท่ี 2 (PC และแกมม่า โอไรซานอล) ตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง เป็น เวลา 1 วนั (ต่อ) 
อตัราส่วน (mg) 

(PC:แกมม่าโอไรซา
นอล) 

ขนาดอนุภาค 
(nm) 

PDI 
ความต่าง
ศกัยไ์ฟฟ้า 

(mV) 
ลกัษณะทางกายภาพ 

85 :2.5 137.63±1.04 0.30±0.01 -6.88±0.26 
โปร่งแสงไม่
ตกตะกอน 

85 :3.0 133.90±2.13 0.33±0.00 -2.71±0.80 ทึบแสงตกตะกอน 
 

อตัราส่วนท่ีไม่แยกชั้น นํามาตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 เดือน มาวดัขนาด
อนุภาคและค่าความต่างศกัยไ์ฟฟ้าซีตา้อีกคร้ัง ดงัตารางท่ี 4.6 
 
ตารางท่ี 4.6 สูตรท่ี 2 (PC และแกมม่าโอไรซานอล) ตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 1 เดือน 

อตัราส่วน (mg) 
(PC:แกมม่าโอไรซานอล) 

ขนาดอนุภาค 
(nm) 

PDI 
ความต่างศกัยไ์ฟฟ้า 

(mV) 
85 :1.5 220.20±16.07 0.49±0.04 -3.79±1.10 
85 :2.0 129.87±1.49 0.26±0.01 -9.16±0.38 
85 :2.5 291.00±36.84 0.29±0.04 -6.88±2.80 

 

4.3 การเพิม่สารสกดัชะเอมเทศในตาํรับพืน้ลโิพโซม 
 

อตัราส่วนท่ีเลือกจากสูตรท่ี 1: PC และคลอเรสเตอรอล คือ 85 : 2.5 นาํมาเพ่ิมสารสกดั
ชะเอมเทศลงไปในตาํรับลิโพโซม ดงัตารางท่ี 4.7 
 
ตารางท่ี 4.7 สูตรท่ี 1 PC: คลอเรสเตอรอล :สารสกดัชะเอมเทศ ตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา                 

1 วนั  

อตัราส่วน (mg) 
(PC:คลอเรสเตอรอล :สารสกดัชะเอมเทศ) 

ขนาดอนุภาค 
(nm) 

PDI 
ความต่างศกัยไ์ฟฟ้า 

(mV) 
85 : 2.5 :0.5 794.83±5.76 0.44±0.01 -8.5±0.44 
85 : 2.5 :1.0 2003.57±165.96 1.04±0.08 -16.45±0.54 
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ตารางท่ี 4.7 สูตรท่ี 1 PC: คลอเรสเตอรอล :สารสกดัชะเอมเทศ ตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา                 
1 วนั (ต่อ)  

อตัราส่วน (mg) 
(PC:คลอเรสเตอรอล :สารสกดัชะเอมเทศ) 

ขนาดอนุภาค 
(nm) 

PDI 
ความต่างศกัยไ์ฟฟ้า 

(mV) 
85 : 2.5 :1.5 821.50±47.67 0.49±0.02 -13.97±0.84 
85 : 2.5 :2.0 2632.97±580.58 0.76±0.44 -15.92±1.05 
85 : 2.5 :2.5 1718.97±1137.58 0.91±0.60 -9.08±0.61 

 
เม่ือตั้ งท้ิงท่ีไวอุ้ณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 เดือน นํามาวดัค่าขนาดอนุภาคและค่าต่าง

ศกัยไ์ฟฟ้าซีตา้อีกคร้ัง (ตารางท่ี4.8) 
 

ตารางท่ี 4.8 สูตรท่ี 1 PC: คลอเรสเตอรอล :สารสกัดชะเอมเทศ ตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา                  
1 เดือน     

อตัราส่วน (mg) 
(PC:คลอเรสเตอ รอล :
สารสกดัชะเอมเทศ) 

ขนาดอนุภาค 
(nm) 

PDI 
ความต่าง
ศกัยไ์ฟฟ้า 

(mV) 

ลกัษณะทาง
กายภาพ 

85 : 2.5 :0.5 211.63±1.04 0.33±0.01 -5.8±0.37 
โปร่งใส 

มีตกตะกอน 

85 : 2.5 :1.0 336.37±9.71 0.23±0.01 -6.26±1.04 
โปร่งใส 

ไม่ตกตะกอน 

85 : 2.5 :1.5 183.23±23.98 0.26±0.05 -7.85±0.45 
โปร่งใส 

ไม่ตกตะกอน 

85 : 2.5 :2.0 311.13±25.38 0.28±0.04 -8.93±1.06 
โปร่งใส 

ไม่ตกตะกอน 

85 : 2.5 :2.5 207.57±4.78 0.33±0.02 -9.96±0.19 
โปร่งใส 

ไม่ตกตะกอน 
  

อตัราส่วนท่ีเลือกจากสูตรท่ี 2 : PC และแกมม่าโอไรซานอล คือ 85 : 2.0 นาํมาเพ่ิมสาร
สกดัชะเอมเทศลงไปในตาํรับลิโพโซม ดงัตารางท่ี 4.9 
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ตารางท่ี 4.9 สูตรท่ี 2 PC :แกมม่าโอไรซานอล :สารสกดัชะเอมเทศ ตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 
1 วนั    

อตัราส่วน (mg) 
(PC:แกมม่าโอไรซานอล: 
สารสกดัชะเอมเทศ) 

ขนาดอนุภาค 
(nm) 

PDI ความต่างศกัยไ์ฟฟ้า 
(mV) 

85 : 2.0 :0.5 556.00±132.87 0.42±0.03 -18.9±0.80 
85 : 2.0 :1.0 654.47±98.04 0.42±0.02 -31.4±0.22 
85 : 2.0 :1.5 404.60±31.60 0.42±0.02 -17.29±1.40 
85 : 2.0 :2.0 2414.03±187.69 1.11±0.04 -4.3±0.32 
85 : 2.0 :2.5 443.53±50.24 0.39±0.05 -19.1±0.75 

  
เม่ือตั้ งท้ิงท่ีไวอุ้ณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 เดือน นํามาวดัค่าขนาดอนุภาคและค่าต่าง

ศกัยไ์ฟฟ้าซีตา้อีกคร้ัง ดงัตารางท่ี 4.10 
 
ตารางท่ี 4.10  สูตรท่ี 2 PC :แกมม่าโอไรซานอล :สารสกดัชะเอมเทศ ตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิห้อง  เป็น

เวลา 1 เดือน 
อตัราส่วน (mg) 

(PC:แกมม่าโอไรซานอล: 
สารสกดัชะเอมเทศ) 

ขนาดอนุภาค 
(nm) 

PDI 
ความต่าง
ศกัยไ์ฟฟ้า 

(mV) 
ลกัษณะทางกายภาพ 

85 : 2.0 :0.5 238.20±5.00 0.34±0.02 2.38±0.97 โปร่งใสไม่ตกตะกอน 
85 : 2.0 :1.0 405.70±6.53 0.27±0.004 -19.50±0.65 ตกตะกอน 
85 : 2.0 :1.5 270.07±15.49 0.38±0.03 -7.09±1.06 โปร่งใสไม่ตกตะกอน 
85 : 2.0 :2.0 223.8±27.69 0.40±0.04 -6.30±0.70 ตกตะกอนทึบแสง 
85 : 2.0 :2.5 160.67±6.09 0.33±0.01 -6.6±1.13 โปร่งใสไม่ตกตะกอน 

 

4.4 การส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์อเิลก็ตรอน 
 

นาํสูตรตาํรับลิโพโซมไปส่งตรวจดว้ยกลอ้ง SEM (Scanning Electron Microscope) ท่ี
ศูนยน์าโนเทคโนโลยีแห่งชาติ (Nanotec) เพ่ือดูลกัษณะโครงสร้างของลิโพโซม พบว่า ลิโปโซม
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สูตร PC: คลอเรสเตอรอล :สารสกดัชะเอมเทศ  พบว่ามีผนงัลิโปโซมชดัเจน ลิโปโซมขนาดใหญ่มี
ขนาดประมาณ 10 - 30 ไมครอน และภายในบรรจุลิโปโซมขนาดเลก็ (รูปท่ี 4.2) 
 

 

 
รูปท่ี 4.1 แสดงรูปร่างของลิโปโซมสูตร PC: คลอเรสเตอรอล :สารสกดัชะเอมเทศ (85 : 2.5: 1.5 mg) 

(บน) เป็นกาํลงัขยาย 500 เท่า (ล่าง) เป็นกาํลงัขยาย 2000 เท่า  
 

ลิโปโซมสูตร PC: แกมม่าโอไรซานอล :สารสกดัชะเอมเทศ พบว่าลิโปโซมมีขนาด
เลก็กว่าสูตรท่ีมีคอลเลสเตอรอล และมีขนาด 2 - 5 ไมครอน ซ่ึงจะเป็นแบบ SUV (Small Unilamella 
Vesicle) ภาพจาก SEM จะเห็นอนุภาคขนาดใหญ่เป็นส่วนใหญ่ อนุภาคขนาดเลก็มองไม่ชดัเจน และ
บางส่วนแตกออกเน่ืองจากการเตรียมตวัอยา่งในการวดั SEM (รูปท่ี 4.3) 
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รูปท่ี 4.2 แสดงรูปร่างของลิโปโซมสูตร PC:แกมม่าโอไรซานอล :สารสกดัชะเอมเทศ (85 : 2.0: 1.5 

mg) (บน) เป็นกาํลงัขยาย 3000 เท่า (ล่าง) เป็นกาํลงัขยาย 5000 เท่า 
 

4.5 การศึกษาการกกัเกบ็สารสกดัลโิพโซมของสูตรตาํรับลโิพโซม 
 

ก าร ศึ ก ษ าห าป ริ ม าณ ก าร กั ก เก็ บ ส าร  ใช้ วิ ธี  Sephadex G-50 MiniColumn 
Centrifugation โดยสามารถแยกสารสกัดท่ีไม่ถูกกักเก็บออกจากตาํรับลิโพโซม และนําไปหา
ปริมาณการกกัเกบ็ดว้ยเคร่ือง HPLC ดงัตารางท่ี 4.11 – 4.12 
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ตารางท่ี 4.11 แสดงผลการศึกษาค่าการกักเก็บสารสกัดชะเอมเทศของสูตรตาํรับลิโพโซม PC :
แกมม่าโอไรซานอล: สารสกดัชะเอมเทศ (85 : 2.0: 1.5)    

ตวัอยา่ง Peak Area (คร้ังท่ี1) Peak Area (คร้ังท่ี2) Peak Area (คร้ังท่ี3) 
Free Drug 31320 32314 32585 

Total 63654 62303 66608 
%EE 50.8 48.13 51.08 

Average %EE 50.00 
Average %RE 50.00 

 
ตารางท่ี 4.12 แสดงผลการศึกษาค่าการกกัเก็บสารสกดัชะเอมเทศของสูตรตาํรับลิโพโซม PC:คลอ

เลสเตอรอล : สารสกดัชะเอมเทศ (85 : 2.5: 1.5)    
ตวัอยา่ง Peak Area (คร้ังท่ี1) Peak Area (คร้ังท่ี2) 

Free Drug 36648 37665 
Total 50777 48958 
%EE 27.83 23.06 

Average %EE 25.45 
Average %RE 74.55 

 
สูตรคาํนวณหาปริมาณการกกัเกบ็สาร (%EE, Encapsulation Efficiency) 

%EE = {(Total – Free Drug)/Total} x 100 
สูตรคาํนวณ %RSD 

%RSD    = (SD/ X̄) x 100              
สูตรคาํนวณ 

%RE = (Peak Area Free Drug/ Peak Area Total) x 100 
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4.6 การวิเคราะห์เชิงปริมาณสารสกัดชะเอมเทศของตํารับลิโพโซม  ด้วยวิธี High 
Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

 
การวิเคราะห์สารสกัดชะเอมเทศ ในสภาวะท่ีเหมาะสมโดยที  Mobile Phase คือ 

Acetonitrile และ ร้อยละ 1 ของ Acetic Acid ใน  HPLC Water ใช้ระบบ  Gradient System โดยมี
อัตราส่วน  90:10, 20:80, 90:10 ท่ี เวลา 0, 15 และ  20 นาที  ตามลําดับ  ดังตารางท่ี  4.13 โดยมี
อตัราส่วนการเคล่ือนท่ีของสารเท่ากบั 0.80 มิลลิลิตรต่อนาที คอลมัน์ท่ีใชคื้อ Luna C18 (5 μm, 4.6 
mm ID x 15 cm) วดัท่ีความยาวคล่ืน 254 นาโมเมตร ใช้ปริมาณการฉีดท่ี 10 ไมโครลิตร สามารถ
วิเคราะห์สารมาตรฐาน มีค่า Relation Time เท่ากบั 2.524 ตามรูปท่ี 4.13 
 
ตารางท่ี 4.13 ระบบ Gradient System ของ Mobile Phase 

เวลา (นาที) 1% (v/v) Acetic Acid in Water Acetonitrile 
0 90 10 
15 20 80 
20 90 10 

 

 
รูปท่ี 4.3 HPLC Chromatogram ของสารมาตรฐาน Glycyrrhizic Acid 
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4.7 การศึกษาการปลดปล่อยของสารสกดัชะเอมเทศในตาํรับลโิพโซม 
 

ผลการศึกษาของการทดลองการซึมผา่น แสดงการปลดปล่อยสารสกดัชะเอมเทศของ
ตาํรับลิโพโซมสูตร PC: แกมม่าโอไรซานอล: สารสกดัชะเอมเทศ (85 : 2.0: 1.5)  ให้ค่าลดลงตาม
ระยะเวลาท่ีนานข้ึนดว้ยกราฟความสัมพนัธ์เชิงเส้น ดงัแสดงในรูปท่ี 4.5 ซ่ึงมีค่าความชนัของกราฟ 
(Slope) จากสมการเชิงเส้นเท่ากบั 76.434 และสูตรตาํรับลิโพโซม PC :คลอเรสเตอรอล: สารสกดั
ชะเอมเทศ (85 : 2.5: 1.5) ให้ค่าลดลงตามระยะเวลาท่ีนานข้ึนดว้ยกราฟความสัมพนัธ์เชิงเส้น ดงั
แสดงในรูปท่ี 4.6 ซ่ึงมีค่าความชนัของกราฟ (Slope) จากสมการเชิงเสน้เท่ากบั 19.42 

 
การคาํนวณหาค่า Flux (J) คือ ปริมาณสารท่ีซึมผ่านผิวหนังต่อหน่วยเวลา พื้นท่ี (ไม

โคร กรัม/นาที.ซม.2) โดยมีค่าพื้นท่ีหนา้ตดัของ Franz Diffusion Cells เท่ากบั 1.767 ซม.2 
 

 
รูปท่ี 4.4 กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งความเขม้ขน้สะสมของสารสกดัชะเอมเทศ 
กบัเวลา (นาที) ของสูตร PC: แกมม่าโอไรซานอล: สารสกดัชะเอมเทศ (85 : 2.0: 1.5)   
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รูปท่ี 4.5 กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งความเขม้ขน้สะสมของสารสกดัชะเอมเทศ 
กบัเวลา (นาที) ของสูตร PC: คลอเรสเตอรอล: สารสกดัชะเอมเทศ (85 : 2.5: 1.5)   

 
สูตรการคาํนวณ 

Flux (J)   = (Q/A) x t. 
เม่ือ          Q/t      =     Slope 
           A      =       Area 
คาํนวณค่า Flux (J)  
PC: แกมม่าโอไรซานอล: สารสกดัชะเอมเทศ    =    526.22/1.767 
         =    297.80 ไมโครกรัม/นาที .ซม.2 
PC: คลอเลสเตอรอล: สารสกดัชะเอมเทศ     =     357.2/1.767 
         =     202.15 ไมโครกรัม/นาที.ซม.2 
 

4.8 Linearity of Method 
 

การศึกษาความสัมพนัธ์เชิงเส้น ไดผ้ลการวิเคราะห์เป็นสัดส่วนกบัความเขม้ขน้ของ
สารนาํเสนอในรูปแบบความสัมพนัธ์เชิงเส้นท่ีไดจ้ากการวิเคราะห์ตวัอย่างท่ีมีความเขม้ขน้ตํ่าสุด
จนถึงสูงสุด ใชต้วัแปรสองตวัคือ การดูดกล่ืนแสงและความเขม้ขน้ ซ่ึงมีความสัมพนัธ์เป็นเส้นตรง 
ทาํการฉีดสารละลายมาตรฐาน Glycyrrhizic Acid จาํนวน 5 ความเขม้ขน้ ไดแ้ก่ 0.5, 1, 2, 3 และ 4 
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ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยผูท้าํการทดลองคนเดียวในสภาวะแวดลอ้มและเคร่ืองมือเดียวกนั ทาํ
การฉีดคร้ังละ 10 ไมโครลิตร ซํ้ า 3 คร้ัง นาํมาหาค่าเฉล่ีย และคาํนวณค่าสัมประสิทธ์ิ (Correlation 
Coefficient: R2) ดงัตารางท่ี 4.14 
 

ตารางท่ี 4.14 แสดงผลและค่าเฉล่ียของ Peak Area ท่ีมีความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน Glycyrrhizic 
Acid 0.5 – 4 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

สารมาตรฐาน 
Glycyrrhizic Acid 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

Peak Area 
(คร้ังท่ี 1) 

Peak Area 
(คร้ังท่ี 2) 

Peak Area 
(คร้ังท่ี 3) 

Average 

0.5 13870 14740 13060 13890 
1 28908 29000 28491 28800 
2 55000 53958 69733 59564 
3 100297 87799 100071 96056 
4 116372 136092 132446 128303 

 

 
รูปท่ี 4.6 แสดงความสมัพนัธ์เชิงเสน้ระหวา่ง Peak Area และสารมาตรฐาน Glycyrrhizic Acid ท่ี

ความเขม้ขน้ 0.5 – 4 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
 

เม่ือวิเคราะห์ความสัมพนัธ์เชิงเส้นแลว้ จะไดส้มการเส้นตรง คือ y = 32971x - 3917.6 
เม่ือ X คือ สารมาตรฐาน Glycyrrhizic Acid และมีค่าสัมประสิทธ์ิสัมพนัธ์ (R2) คือ 0.9999 ดงัแสดง
ในรูปท่ี 4.7 
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4.9 Precision of Method  
 

ความแม่นยาํของการทดลองและวิเคราะห์ซํ้ าๆกนัหลายๆคร้ัง ความต่างของผลการ
ทดลองและวิเคราะห์ ท่ีไดจ้ากการการทดลองและวิเคราะห์ซํ้ าๆ จะแสดงค่าเป็น ค่าสัมประสิทธ์ิ
ความแปรปรวน หรือ SD ค่าท่ีไดจ้ะตอ้งมีค่านอ้ยกวา่ 2 %RSD  

 
วิธีการวิเคราะห์มี 2 วิธี 1) Repeatability คือ ความแม่นยาํของการวิเคราะห์ท่ีเกิดจาก

การวิเคราะห์ซํ้ าๆ ในสภาพแวดลอ้มเดียวกนั คือ วิธีการทดลอง, ห้องปฎิบติัการ, เคร่ืองมือและผู ้
วิเคราะห์เดียวกนั 2) Reproducibility คือ ความแม่นยาํท่ีเกิดจากการทดลองและวิเคราะห์ซํ้ าๆ ใน
สภาพแวดลอ้มเดียวกนัโดยใชว้ิธีเดียวกนั แต่ผูว้ิเคราะห์ เคร่ืองมือ และห้องปฎิบติัการแตกต่างกนั 
ระดบัความแม่นยาํข้ึนกบัความเขม้ขน้ของตวัอยา่ง 

 
Intraday Precision เป็นการวิเคราะห์สารมาตรฐาน Glycyrrhizic Acid ท่ีความเขม้ขน้ 4 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ฉีดซํ้ า 6 คร้ัง โดยผูท้าํการทดลองตนเดียวในสภาวะแวดลอ้มและเคร่ืองมือ
เดียวกนั ดงัตารางท่ี 4.15 และรูปท่ี 4.8 
 
 ตารางท่ี 4.15 ความแม่นยาํของการวิเคราะห์ของ Glycyrrhizic Acid แบบ Intraday Precision 

Injection Peak Area 
1 125442 
2 125024 
3 125325 
4 125412 
5 125259 
6 125458 

Average 125320 
SD 119 

%RSD 0.09 
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รูปท่ี 4.7 กราฟเสน้ตรงของการศึกษาความแม่นยาํในการวิเคราะห์สารมาตรฐาน Glycyrrhizic Acid 

แบบ Intraday Precision ท่ีความเขม้ขน้ 4 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
 

Interday Precision เป็นการวิเคราะห์สารมาตรฐาน Glycyrrhizic Acid ท่ีความเขม้ขน้ 4 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ฉีดซํ้า 6 คร้ัง ทาํการทดลองซํ้ าแต่ต่างกนั 2 วนั โดยการเตรียม Mobile Phase 
ใหม่ และเคร่ืองมือในการทดลองใหม่ ดงัตารางท่ี 4.16 และ รูปท่ี 4.9 
 
ตารางท่ี 4.16 ความแม่นยาํของการวิเคราะห์ของ Glycyrrhizic Acid แบบ Interday Precision 

Injection Peak Area 
7 122954 
8 122219 
9 122048 
10 122116 
11 122354 
12 122285 

Average 122329 
SD 216 

%RSD 0.18 
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รูปท่ี 4.8 ความแม่นยาํในการวิเคราะห์สารมาตรฐาน Glycyrrhizic Acid แบบ Interday Precision ท่ี

ความเขม้ขน้ 4 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นกราฟเสน้ตรง 
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บทที ่5 
 

สรุปผลและข้อเสนอแนะ 
 

5.1 สรุปผลการวจิยั 
 

รากชะเอมเทศนาํมาสกดัสารเอง จะไดป้ริมาณสารสาํคญัท่ีตอ้งการ มากกวา่รากชะเอม
เทศแบบสกดัสําเร็จรูป เม่ือทาํการทดสอบดว้ยวิธี โครมาโทกราฟีแบบแผ่นบาง การสกดัสารจาก
ชะเอมเทศ หมัน่คนสารทุกวนัจนครบระยะเวลา เพื่อใหส้าระสาํคญัออกมามากข้ึน 

 
การทดลองเลือกวิธีการเตรียมลิโพโซมดว้ยวิธีไฮเดรชัน่ มีวิธีการท่ีไม่ยุง่ยาก และเป็น

วิธีท่ีนิยมใชก้นัมากท่ีสุด จากการทดลองสูตรท่ี 1 (PC: คลอเรสเตอรอล :สารสกดัชะเอมเทศ) ค่า
ขนาดอนุภาคและความต่างศกัยไ์ฟฟ้าซีตา้เม่ือท้ิงไว ้1 วนั จะมีค่าขนาดอนุภาคขนาดใหญ่มากเม่ือ
เทียบกบัสูตรท่ี 2 (การท่ีขนาดใหญ่ อาจเน่ืองมาจากกระบวนการลดขนาดอนุภาคเกิดไม่สมบูรณ์) 
ส่วนค่าความต่างศกัยไ์ฟฟ้าซีตา้มีค่าค่อนขา้งตํ่าทั้ง 2 สูตร หลงัจากตั้งท้ิงไว ้1 เดือน นาํสูตรทั้ง 2 มา
วดัอีกคร้ัง พบว่าค่าขนาดอนุภาคของมีขนาดเลก็ลง อยูใ่นเกณฑท่ี์ดี อตัราส่วนท่ีดีท่ีสุดของสูตรท่ี 1 
คือ 85 :2.5 :1.5 มีความคงตวัท่ีดีและค่าขนาดอนุภาคมีขนาดเลก็กว่าสูตรท่ี 2 เลก็นอ้ย ส่วนค่าความ
ต่างศกัยไ์ฟฟ้าซีตา้นอ้ยลงทั้ง 2 สูตร จากนั้นนาํอตัราท่ีดีท่ีสุดของแต่ละตาํรับไปส่งตรวจท่ีศูนยน์าโน
เทคโนโลยีแห่งชาติเพื่อถ่ายภาพด้วยกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอน พบว่า ลิโปโซมสูตร PC: คลอ
เรสเตอรอล :สารสกดัชะเอมเทศ  พบว่ามีผนงัลิโปโซมชดัเจน ลิโปโซมขนาดใหญ่มีขนาดประมาณ 
10 - 30 ไมครอน และภายในบรรจุลิโปโซมขนาดเลก็ ส่วนลิโปโซมสูตร PC: แกมม่าโอไรซานอล :
สารสกัดชะเอมเทศ พบว่าลิโปโซมมีขนาดเล็กกว่าสูตรท่ีมีคอลเลสเตอรอล และมีขนาด 2 - 5 
ไมครอน ซ่ึงจะเป็นแบบ SUV (Small Unilamella Vesicle) ภาพจาก SEM จะเห็นอนุภาคขนาดใหญ่
เป็นส่วนใหญ่ อนุภาคขนาดเลก็มองไม่ชดัเจน และบางส่วนแตกออกเน่ืองจากการเตรียมตวัอยา่งใน
การวัด  SEM ขนาดท่ีได้จาก  SEM มีขนาดเล็กกว่าท่ีว ัดจาก  Dynamic Light Scattering (DLS) 
เน่ืองจากวิธีหลงัจะเป็นขนาดของ hydrodynamic particle diameter ซ่ึงจะรวมชั้นของเหลวท่ีมีประจุ
หุม้รอบอนุภาคอีก 2 ชั้น จึงทาํใหข้นาดใหญ่กวา่ความเป็นจริง (Hackley and Cloqston, 2011) การใช้
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แกมม่าโอไรซานอลมีขอ้ดีท่ีเม่ือลิโพโซมแตกออก ปลดปล่อยสารสาํคญัภายในเขา้สู่ผวิหนงั  แกมม่า
โอไรซานอลท่ีมีส่วนของกรดเฟอรูลิก จะสามารถทาํหน้าท่ีเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระในผิวหนังได้
ดว้ย  ซ่ึงไม่เคยมีการรายงานมาก่อน   

 
การวิเคราะห์หาปริมาณการกกัเก็บสารสกดัชะเอมเทศในลิโพโซมโดยวิธี Sephadex 

G-50 MiniColumn Centrifugation สามารถแยกสารสกัดท่ีไม่ถูกกักเก็บออกจากตาํรับลิโพโซม 
จากนั้ นนําไปหาปริมาณการกักเก็บสารสําคัญในลิโพโซมของแต่ละสูตร สูตรท่ี 1 (PC: คลอ
เรสเตอรอล :สารสกดัชะเอมเทศ) มีค่าเท่ากบั 25.45 และสูตรท่ี 2 PC :แกมม่าโอไรซานอล: สารสกดั
ชะเอมเทศ (85 : 2.0: 1.5) มีค่าเท่ากบั 50 ซ่ึงถือว่าปริมาณการกกัเก็บสารสาํคญัของสูตรท่ี 2 มากกว่า 
สูตรแรก 

 
จากการวิเคราะห์สารมาตรฐาน Glycyrrhizic Acid ดว้ยวิธี HPLC มีค่าการดูดกลืนแสง

ท่ี 254 นาโนเมตร คอลมัน์ท่ีใชใ้นการวิเคราะห์คือ คือ Luna C18 (5 μm, 4.6 mm ID x 15 cm) อตัรา
การเคล่ือนตวัของสารละลาย 0.8 มิลลิลิตรต่อนาที ใช้ระบบ Gradient 1% Acetic Acid ใน HPLC 
Water และ Acetonitrile เวลาท่ีใชใ้นการวิเคราะห์ทั้งระบบ 20 นาที สามารถวิเคราะห์สารมาตรฐาน 
Glycyrrhizic Acid เป็นเวลาวิเคราะห์หาค่าเฉล่ียของ Peak Area ท่ีมีความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน 
Glycyrrhizic Acid 5 ระดบัความเขม้ขน้ คือ 0.5, 1, 2, 3 และ 4 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และวิเคราะห์
ปริมาณสารท่ีปลดปล่อย พบว่า Calibration Curve ของสารมาตรฐาน  Glycyrrhizic Acid มีค่า
ความสัมพนัธ์เชิงเส้นระหว่าง Peak Area กับความเขม้ขน้สาร r2 เท่ากับ 0.9999 สมการ คือ y = 
32971x - 3917.6 

 
จากการวิเคราะห์หาค่า Flux ของ PC: แกมม่าโอไรซานอล: สารสกดัชะเอมเทศ เท่ากบั 

297.80 ไมโครกรัม/นาที .ซม.2 และค่า Flux ของ PC: คลอเลสเตอรอล: สารสกดัชะเอมเทศ เท่ากบั 
202.15 ไมโครกรัม/นาที.ซม.2 

 
การวิเคราะห์หาปริมาณสารมาตรฐาน Glycyrrhizic Acid โดยวิธี HPLC พบวา่ค่าความ

แม่นยาํภายในวนั (Intraday Precision) มีค่า %RSD เท่ากบั 0.09 และค่าแม่นยาํระหว่างวนั (Interday 
Precision) มีค่า %RSD เท่ากบั 0.18 
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5.2 ข้อเสนอแนะ 
 

ในการศึกษาการวิจยั พบว่า ค่าความศกัยไ์ฟฟ้าซีตา้มีค่าน้อยเกินไป ควรศึกษาพฒันา
ค่าความศกัยไ์ฟฟ้าซีตา้ใหอ้ยูใ่นค่าท่ีเหมาะสมมากข้ึน 
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รูปท่ี 1 การส่องแผน่ TLC ภายใตแ้สงยวูี 254 นาโนเมตร 

 

 
รูปท่ี 2 เคร่ืองระเหยแหง้ (Evaporator) 
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รูปท่ี 3 หลงัจากระเหยแหง้ เกิดเป็นฟิลม์ 

 

 
รูปท่ี 4 นาํขวดกน้กลมท่ีมีตาํรับลิโพโซม (ฟิลม์) ใส่ในโถดูดความช้ืน 
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รูปท่ี 5 เคร่ืองวดัขนาด และวดัค่าความต่างศกัยไ์ฟฟ้าซีตา้ 

 

 
รูปท่ี 6 เคร่ืองหมุนเวี่ยงเพื่อศึกษาการกกัเกบ็สารลิโพโซม 
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รูปท่ี 7 ชุดทดสอบการปลดปล่อยสาร 
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