
บทท่ี 3 
 

การทดลอง 
 

สารเคมี 
1. benzoyl peroxide gel:  Panoxyl gel® (Stiefel Laboratories(Pte)Ltd. Singapore) 
2. carbopol 941 (หจก.ซี เอ็ม เคมีคอล แอนด แล็บ ซับพลายส กรุงเทพฯ) 
3. cetiol HE (Cognis Thai Ltd. กรุงเทพฯ) 
4. cremophor A25 (The sun chemical co.Ltd. กรุงเทพฯ) 
5. cyclomethicone (บริษัทหน่าํเซียน จํากัด กรุงเทพฯ) 
6. chloroform (LAB-SCAN Co.Ltd.Ireland) 
7. clindamycin gel:  Clindalin gel®(Union Drug Laboratories Ltd. กรุงเทพฯ) 
8. ethanol 95% (องคการสุรา) 
9. eumulgin B2 (ไทยสงวนวัฒนเคมีภณัฑ จํากัด กรุงเทพฯ) 
10. ethylene diamine tetraacetic acid,EDTA (Fluka Switzerland) 
11. gallic acid (Sigma Chemical Co., USA.) 
12. Folin-Denis reagent (Merck Germany) 
13. hexane (LAB-SCAN Co .Ltd. Ireland) 
14. hide-powder (Sigma-Aldrich Co., Germany) 
15. isopropyl palmitate (Fluka Switzerland ) 
16. methyl paraben (Sigma Chemical Co., USA.) 
17. potassium dihydrogen orthophosphate (Asia Pacific Specialty Chemical Ltd.) 
18. propylene glycol (บริษัทเอกตรงเคมีภัณฑ จํากัด กรุงเทพฯ) 
19. propyl paraben (Sigma Chemical Co., USA.) 
20. sodium metabisulfite (Sigma Chemical Co., USA.) 
21. tannic acid (USP grade Riedel)
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เคร่ืองมือและอุปกรณ 
1. anaerobic jar 
2. autopipette 
3. autoclave (Hiclave HVE-50) 
4. brookfield (model DV-III programmable rheometer) 
5. freeze dryer (Christ. Alpha2-4, Germany) 
6. gaspak® 
7. hot air oven (Thelco.Model 27) 
8. incubator (National Appliance Co.USA.Model 332) 
9. loop เขี่ยเชื้อ  
10. ring สํารับทดสอบเชื้อ 
11. rotary evaporator (Eyela N-N series) 
12. soxhlet apparatus 
13. spectrophotometer (Milton Roy Spectronic 1001 plus) 
14. spray drier (Spray drier SD-04) 
15. tip ขนาด 100 µL,1000 µL 
16. tube ขนาด 10 ml. 
17. water bath 
18. กาวเทป (transpore® บริษัท 3M จํากดั กรุงเทพฯ) 
19. กระดาษกรอง 
20. เครื่องชั่ง 
21. เครื่องบด 
22. เครื่องปนชนิดมีใบพัด (Heidolph) 
23. เครื่องโกนขนไฟฟา 
24. เครื่องวัดความมัน (Sebumeter) 
25. จานเลี้ยงเชื้อขนาดเสนผานศนูยกลาง 10 cm 
26. ชุดสกัดขนาด 5 L 
27. ชุดล็อคกระตาย 
28. ผากอซ 
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เชื้อจุลินทรียท่ีใชทดสอบ 
1. Staphylococcus  aureus (ATCC 25923) 
2. Propionibacterium acnes แยกไดจากผูปวย 

 
อาหารเลี้ยงเชือ้ 

1. Mueller Hinton Agar (Merk Ltd, Germany) 
2. Mueller Hinton Broth (Merk Ltd, Germany) 
3. Tryptic soy Agar (Oxoid Ltd, Basingstoke, Hampshire, England) 
4. Tryptic soy Broth (Oxoid Ltd, Basingstoke, Hampshire, England) 

 
สัตวทดลอง 
 กระตายสีขาว พันธุ New Zealand white น้ําหนักระหวาง  2.0- 2.5  กิโลกรัม เพศผู   
อายุ  8-9  เดือน  จํานวน 3  ตัว จากคณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชยีงใหม 
 
พืชสมุนไพร 

กระบือเจด็ตัว ( Excoecaria cochinchinensis Lour.) วงศ  Euphorbiaceae เก็บจากสวน
สมุนไพร คณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม จังหวัดเชยีงใหม เก็บสมุนไพรชวงเวลา เดือน 
พฤษภาคม – ตุลาคม 2547 
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แผนการดําเนนิงาน 

 
 
 

 
 

ศึกษาค

ทดสอ

 

สกัดดวยกา
นํากากมา r

ศึกษาขอมูลกระบือเจ็ดตวัและการตั้งตํารับ 

ทดสอ
♦ ทดสอบ

เปรียบเ
♦ ทดสอบ
♦ ทดสอบ
♦ ทดสอบ

 

ÅÔ¢ÊÔ·¸
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ใบกระบือเจ็ดตัวอบแหงทีอุ่ณหภูม ิ50 °C เปนเวลา24 ช่ัวโมง 
 

รสกัดแบบตอเนือ่งเปน hexane, chloroform, ethanol  ตามลําดับ และ
eflux ดวยน้ํา สารสกัดน้ํามาทําใหแหงโดยวิธี spray dry 
การวิเคราะหเบื้องตนของสารสกัดโดยวิธี thin layer chromatography และการหา
ปริมาณแทนนนิรวมตามวิธี WHOและหาปริมาณสารประกอบฟโนลิกตามวิธี AOAC
ุณสมบตัิทางกายภาพ เคมี และการละลายของสารสกัดกระบือเจด็ตัว 

บฤทธิ์ตานเชื้อ S. aureus และP. acnes ของสารสกัดกระบือเจด็ตัว 

เตรียมผลิตภัณฑใชภายนอกรักษาสิวจากสารสกัดกระบือเจ็ดตวั 

บผลิตภัณฑรักษาสิวใชภายนอกจากสารสกัดกระบือเจ็ดตวัโดยวิธีดังนี ้
ฤทธิ์ตานเชื้อ S. aureus และP. acnes ของผลิตภัณฑทีเ่ตรียมขึ้น
ทียบกบัยาแผนปจจบุันรูปแบบคลายกันที่มจีําหนายในทองตลาด 
ความคงสภาพทางกายภาพ ,เคมีกายภาพ และจุลชีววิทยา 
ความพึงพอใจและการระคายเคืองผิวหนังเบื้องตนในอาสาสมัคร 
ความมันบนใบหนาและประสิทธิภาพการรักษาในอาสาสมัคร 
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วิธีการทดลอง 
 
1.  การเก็บพืชสมุนไพร 

ทําการเก็บใบกระบือเจ็ดตัว  สวนสมุนไพร  คณะเภสัชศาสตรมหาวิทยาลัยเชียงใหม  
จังหวัดเชียงใหม  เก็บสมุนไพรชวงเวลา เดือน พฤษภาคม – ตุลาคม 2547 
 
2.  การเตรียมใบกระบือเจ็ดตัว 

นําใบกระบือเจ็ดตัวมาลางใหสะอาด  อบใหแหงที่อุณหภูมิ 50 ºC  เปนเวลา  24 ช่ัวโมง   
 
3.  การเตรียมสารสกัดและการวิเคราะหเบื้องตนของสารสกัด 

3.1 การเตรียมสารสกัด 
3.1.1   การสกัดสารมีรายละเอียดดังนี้ 

นําผงใบกระบือเจ็ดตัวมาสกัดดวย Sohxlet apparatusโดยใชตัวทําละลายตามลําดับ 
ดังนี้ เฮกเซน  คลอโรฟอรม   95% เอทานอล   และนํากากไป reflux ดวยน้ํา  

3.1.2  การทําใหสารสกัดแหง 
(1)  สารสกัดจากตัวทําละลายอินทรียทําใหแหงโดยการระเหยเอาตัวทําละลายออกดวย 

Rotary evaporator 
       (2)  สารสกัดน้ํา ทําใหแหงโดยวิธี Spray dry ซ่ึงเปนสวนที่จะนําไปเตรียมเปน 

ผลิตภัณฑตอไป  
3.2 การทดสอบทางกายภาพ  เคมีกายภาพ และการละลายของสารสกัดกระบือเจ็ดตัว 

3.2.1   การทดสอบทางกายภาพ   
ศึกษา สถานะทางกายภาพ  สี  กล่ิน  โดยการตรวจสอบดวยประสาทสัมผัส 

3.2.2   การทดสอบทางเคมีกายภาพ 
       ทําการศึกษาคาความเปนกรดดางของสารสกัด โดยใชกระดาษวัดกรดดาง 

และเครื่องวัดพีเอช มิเตอร 
3.2.3   การทดสอบการละลาย 

ทําการศึกษาการละลายของสารสกัดในตัวทําละลายชนิดตาง ๆ ไดแก     น้ํากลั่น   
โพรพิลีนกลัยคอล   95 %เอทานอล  โพลีเอธิลีนกลัยคอล 200  โดยเติมตัวทําละลายลงในสารสกัด
ใหมีความเขมขนตาง ๆ กัน คือ 1:10, 1:100 โดยน้ําหนักตอปริมาตร เขยาดวย vortex mixer 
ที่อุณหภูมิหอง  สังเกตลักษณะสารละลายที่ได 
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3.2.4   การความคงตัวของสารสกัดที่คาพีเอช 4.0-6.5 
เตรียมสารละลายบัฟเฟอรที่พีเอช 4.0-6.5 แลวเติมสารสกัดในปริมาณที่เทากันใน 

แตละพีเอช เขยาดวย vortex mixer สังเกตลักษณะสารละลายที่ไดที่อุณหภูมิหอง   เมื่อสารละลายที่
ไดสัมผัสกับแสงและไมสัมผัสกับแสง  และสังเกตลักษณะสารละลายที่ไดในที่อุณหภูมิ 4 ºC  เปน
ระยะเวลา  1 เดือน  

3.3   การวิเคราะหเบื้องตนของสารสกัด  ศึกษาโดย 
3.3.1  วิธี Thin layer chromatography 

Technique  : one way, ascending 
Absorbent  : silica gel GF254 มีความหนา 0.25 mm 
Solvent system  : iso-butyl alcohol : glacial acid : water (3:1:1) 
Distance  : 8  เซนติเมตร 
Reference solution : tannic acid in water 
      gallic acid in water 
Sample solution  : สารสกัดกระบือเจ็ดตัวสวนน้ํา ความเขมขน 1% 
Detection  : ultraviolet light ที่ความยาวคลื่น 254  nm 

3.3.2   การหาปริมาณแทนนินรวมในสารสกัดกระบือเจ็ดตัว 
เนื่องจากมีรายงานดานฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรียของแทนนนิ  และการตรวจสอบ 

ทางพฤกษเคมเีบื้องตนของวทิยานิพนธธิดาสวรรค  อิทธิวิทยาวาทย (2546)  พบแทนนินเปน
องคประกอบของสารสกัดกระบือเจ็ดตวั  ดังนั้นการหาปริมาณแทนนนิรวมในใบกระบือเจ็ดตวัจึง
นาํมาใชควบคมุคุณภาพของพืช  ซ่ึงมีวิธีการทดลองดังนี้ 

การหาปริมาณแทนนินรวมตามวิธี WHO 41 มีขั้นตอนดังนี้  
1.  ช่ัง hide powder จํานวน 6 g เขยากับน้ํา 80 ml เปนเวลา 1 ช่ัวโมง กรองตะกอนทิ้ง  เก็บสวนที่
กรองไดมา 50 ml  ระเหยแหง  แลวอบที่ 105 ºC เปนเวลา 4 ช่ัวโมง  ช่ังน้ําหนักสารที่ได เรียกวา T0 

2.  ช่ังน้ําหนักผงสารสกัดกระบือเจ็ดตัวที่แนนอน  ลงในขวดรูปชมพู 
3.  เติมน้ํา 150 ml  ตมบนอางน้ําเปนเวลา 30 นาที  ทิ้งไวใหเย็นแลวปรับปริมาตรจนครบ 250 ml  
กรองเก็บสารสกัดโดยทิ้งสวน 50 ml แรก 
4.  แบงสวนที่กรองไดมา 50 ml  นํามาระเหยแหง แลวอบที่ 105 ºC  เปนเวลา  4 ช่ัวโมง  น้ําหนัก
สารที่ได  เรียกวา T1
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5.  แบงสวนที่กรองไดอีก 80 ml  นํามาผสมกับ hide powder  จํานวน 6 g  เขยาดวยเครื่องนาน 1 
ช่ัวโมง  กรองตะกอนทิ้ง  นําสวนที่กรองไดมา 50 ml  ระเหยแหงแลวอบที่ 105 ºC  เปนเวลา 4 
ช่ัวโมง  ช่ังน้ําหนักสารที่ได เรียกวา T2

6.  คํานวณหาปริมาณแทนนินรวมจากสูตร 
ปริมาณแทนนินรวม (%) =  [T1-( T2 - T0 )] x 500 

     w 
การหาปริมาณสารประกอบฟโนลิกตามวิธี AOAC Official Method 42 มีขั้นตอนดังนี้ 

1.  เตรียมสารเคมี 
1.1  Folin-denis reagent 
1.2  anhydrous sodium carbonate saturated solution 

  ละลาย anhydrous sodium carbonate 35 g ในน้ํา 100 ml ที่อุณหภูมิ 70-80 ºC  
  แลวทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง  แลวกรองผลึกออกดวยกระดาษกรองเบอร 1 

1.3  สารละลาย standard tannic acid ความเขมขน  0.1 mg/ml 
  ละลาย standard tannic acid  จํานวน 5  mg    ในน้ํา 50  ml 
2.  เตรียมกราฟมาตรฐานของ standard tannic acid   

2.1  ดูดสารละลายกรดแทนนิกมาตรฐาน ขนาด 10,50,100,150,200 µL ลงใน volumetric 
flask ขนาด 10 ml  ตามลําดับ 

2.2  เติมน้ํากลั่น 7.5 ml ลงในขอ 2.1 ตามลําดับ 
2.3  เติม Folin-denis reagent ขนาด 0.5 ml 
2.4  เติม anhydrous sodium carbonate saturated solution 1 ml 
2.5  ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น ผสมใหเขากัน 
2.6  วัดคา absorbance ที่ 760 nm  แลวพลอตกราฟระหวางคา absorbance กับคาความ

เขมขนของ standard tannic acid  (µg/10 ml) โดยแกน Y เปนคา absorbance และแกน X เปนคา
ความเขมขนของ standard tannic acid   เพื่อนําไปคํานวณหาปริมาณของ standard tannic acid ใน
สารละลายของสารสกัดกระบือเจ็ดตัวตอไป   
3.  เตรียมสารสกัดความเขมขน 0.1 mg/ml 

3.1 ละลายผงสารสกัด 1 mg  ในน้ํากลั่น 10 mlใน volumetric flask ขนาด 10 ml  เตรียม
ทั้งหมด 3 คร้ัง 

3.2 วัดคา absorbance ที่ 210 nm และ 760 nm 
4.  เตรียมกราฟมาตรฐานของ standard gallic acid เชนเดียวกับขอ 2 
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4.  การทดสอบฤทธิ์ตานเชื้อจุลชีพท่ีเปนสาเหตุเกิดสิวของสารสกัดกระบือเจ็ดตัว 
4.1  การจําแนกชนิดของเชื้อโดยวิธีทางชีวเคมี 43, 44 

     4.1.1.  เชื้อ S. aureus จําแนกดวย  การดูลักษณะรูปรางของเชื้อดวยการยอมการติด
สีแกรม, coagulase test,  glucose, PR mannitol  และการสลายเม็ดเลือดแดง (hemolysis) 

    4.1.2.  เชื้อ P. acnes จําแนกดวย การดูลักษณะรูปรางของเชื้อดวยการยอมการติด
สี  แกรม , catalase test, indole test และ nitrate test 

4.2  การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 43, 44 

 4.2.1  การเตรียม Mueller Hinton-Agar (MHA) 
ช่ัง Mueller-Hinton Agar 34 g เติมน้ํากลั่นใหครบ 1 L  ใหความรอน 

พรอมกับคนไปดวยจนวุนละลายหมด  ดูดอาหารเลี้ยงเชื้อใสหลอดทดลอง หลอดละ 10 ml  ปดฝา
หลวม ๆ แลวนําไปทําใหปราศจากเชื้อดวย autoclave ที่อุณหภูมิ 121 ºC  เปนเวลา 15 นาที  แลวเท
ลงในจานเพาะเชื้อที่ทําใหปราศจากเชื้อแลว  ทิ้งใหแข็ง  นํามาผึ่งผิวหนาใหแหง  ใชทดสอบทันที
หรือเก็บไวใน ตูเย็น 4 ºC  
  4.2.2  การเตรียม Tryptic Soy Agar (TSA) 

เตรียมเชนเดียวกันกับการเตรียม MHA แตใช Tryptic Soy Agar 40 g และ 
เติมน้ํากลั่นใหครบ 1 L 

4.3  การเตรียมสารละลายเชื้อ 43, 44 

  4.3.1  สารละลายเชื้อ S. aureus (ATCC 25923) 
     (1) ใชหวงเขี่ยเชื้อแตะยอดโคโลนีของเชื้อที่มีลักษณะคลายกัน 4-5 
โคโลนีจากวุนเลี้ยงเชื้อ  ใสลงใน Mueller Hinton-Broth (MHB) 2 ml แบบ aseptic  technique แลว
นําไป incubate ที่อุณหภูมิ  35-37 ºC  เปนเวลา  4  ช่ัวโมง 

    (2)  เทียบความขุนกับ McFarland No.0.5  ถาเชื้อมีความขุนมากใหเจือจาง 
ดวยอาหารเหลวที่ใชเตรียม  เพื่อใหไดเชื้อประมาณ 108 CFU/ml 

4.3.2   สารละลายเชื้อ P . acnes 
    (1)  ทําเชนเดียวกันกับการเตรียมเชื้อ S. aureus   แตใชอาหารเหลวเปน 

Tryptic  Soy  Broth (TSB) 
    (2)  นําไป incubate ที่สภาวะไรออกซิเจนเปนเวลา 18 ช่ัวโมง  แลวจึง 

นํามาปรับความขุนใหเทยีบเทา McFarland No.0.5 
 
 

 

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d



 27

4.4   การเตรียมสารละลายที่จะทดสอบ 
  เตรียมสารละลายของสารสกัดในความเขมขน 0.5, 1, 1.5 %w/v ในน้ํากลั่น   
 4.5   การทดสอบฤทธิ์ตานเชื้อจุลชีพของสารสกัดโดยวิธี well diffusion method 43-50

  ทําการทดสอบกับเชื้อ 2 ชนิดคือ S .aureus (ATCC25932) และ P. acnes 
   1.  วางวงแหวนเสนผานศูนยกลาง 12 mm   บนเพลทที่ไดจากขอ 4.2.1 และ4.2.2 ใหหาง 

กันพอสมควร 
   2.  นําอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรยีมจากขอ4.2.1และ4.2.2 มาหลอมที่อุณหภูมิประมาณ 50 ºC  
   3.  ดูดเชื้อที่เตรียมไว 0.1 ml ใสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อทีห่ลอมไว  และมีอุณหภูมิไมเกิน  

45 ºC  จํานวน 10 ml  ผสมใหเชื้อกระจายตัวดีในอาหารแลวเทลงในเพลทที่วางวงแหวนไว รอให
วุนแข็งตวัแลวนําวงแหวนออก สําหรับเชือ้ S .aureus (ATCC25932)  ใชอาหารจากขอ 4.2.1  สวน
เชื้อ P. acnes ใชอาหารจากขอ 4.2.2   

   4.  ดูดสารสกัดหรือยาที่ตองการทดสอบจํานวน 100 µL ลงในแตละหลุม 
   5.  สําหรับเชื้อ S. aureus นําไป incubate ที่อุณหภูมิ 35-37 ºC  เปนเวลา  18-24  ช่ัวโมง    

สวนเชื้อ P. acnes ใหเรียงเพลทลงใน anaerobic jar แลวใส gaspak ปดฝาทันท ี นําไป incubate  
ที่อุณหภูมิ 35-37 ºC  เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 

   6. วัดเสนผานศูนยกลางของ inhibition zone ที่เกิดขึ้นโดยทําการวัดใน 3 ทิศทาง แตละ 
ทิศทางทํามุมกัน 60 ° หาคาเฉลี่ย และบันทึกผล 

4.6  การหาอัตราในการฆาเชื้อจุลชีพของสารสกัดกระบือเจ็ดตัว(time killing assay) 43-50

  เปนการเปรียบเทียบประสทิธิภาพของยาและการเปลี่ยนแปลงความไวของยาตอ
เชื้อจุลชีพ ในระยะเวลาตาง ๆ กันหลังจากที่ไดนํายาที่ความเขมขนที่เหมาะสมมาทดสอบกับ
เชื้อ  นับโคโลนีที่เกิดขึน้ แลวนํามาพล็อตกราฟระหวางจํานวนโคโลนีกับเวลา มีขั้นตอนดังนี ้

4.6.1.  การเตรียมเชื้อที่นํามาทดสอบ 
        เตรียมสารละลายเชื้อแบคทีเรียแตละชนิดที่จะศึกษาใหมีความเขมขนเริ่มตน 

ประมาณ5 x 107 CFU/ml  (เทียบกับ 0.5 McFarland) 
            4.6.2.  การเตรียมสารละลายกระบือเจ็ดตวั  

                         ความเขมขนต่ําสุดของสารสกัดกระบือเจด็ตัวที่สามารยบัยั้งการเจริญของ 
เชื้อ S. aureus (ATCC25923) และ P. acnes มีคาเทากับ 1.25 mg/ml ดังนั้นตองเตรียมสารสกัดใหม ี
ความเขมขนเริม่ตนเทากับ 500 mg/ml (400 เทาของ MIC ) 
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           4.6.3  ขั้นตอนการทดสอบหาเวลาในการฆาเชื้อของสารสกัด 
1.  ผสมสารสกัดหรือยาที่เตรียมไดในขอ 1 จํานวน 0.1 ml ลงใน MHB จํานวน 9.8 ml จะไดความ
เขมขนของยาเปน 4 เทาของ MIC 
2.  เตรียม MHB จํานวน 9.9 ml เปนหลอดควบคุม 
3.  เติมเชื้อที่เตรียมไวลงในหลอดทดลองแตละหลอดจํานวน 0.1 ml 
4.  ผสมใหเขากันโดยเร็ว แลวดูดไป 0.1 ml ใสลงในน้ําเกลือเพื่อเจือจางลง คร้ังละ 10 เทา  จากนัน้
หยดสารละลายเชื้อจํานวน 0.02 ml โดยเริม่ที่ความเขมขนต่ําสุดกอนดวย calibrated pipette ลงบน
จานอาหารเลี้ยงเชื้อ ความเขมขนละ 3 หยด บมเชื้อที่ 37 ºC  เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
5.  ทําการทดลองเชนเดยีวกนักับขอ 3.4 ที่เวลา 1, 2, 4, 6, 8, 12, 16 และ 24 ช่ัวโมงภายหลังเติมเชื้อ
ที่เตรียมไวจํานวน 0.1 ml 
6.  นับจํานวนโคโลนีที่คํานวณไดแลวนําไปเขียนกราฟในกระดาษ semilog 
5.  การเตรียมตํารับของสารสกัดกระบือเจ็ดตัว 

4.1 ตํารับไฮโดรเจล 17,51,52

 ในตํารับเจลจะมีองคประกอบดังนี้  
-สารกอเจล   คือ คารโบพอล 941  
-สารเพิ่มความชุมชื้นแกผิวหนัง เลือกใช คอื โพรไพลีน กลัยคอล 
-สารกันเสีย เลือกใช คือ เมทลิ พาราเบน   โพรพิล  พาราเบน 
-สารตานออกซิเดชันเลือกใช คือ โซเดียม เมตะไบซัลไฟท  
-สารจับโลหะ เลือกใช คือ EDTA  

 4.2 ตํารับ transparent oil in water gel 19-24,53

ในตํารับอิมัลชันจะมีองคประกอบดังนี้  
- สารกอเจล เลือกสารกอเจล คือ eumulgin B2 , cetiol HE , cremophor A25 
-สารเพิ่มความชุมชื้นแกผิวหนัง เลือกใช คอื โพรไพลีน กลัยคอล 
-สารกันเสีย เลือกใช คือ เมทลิ พาราเบน   โพรพิล  พาราเบน 
 -สารตานออกซิเดชันเลือกใช คือ โซเดียม เมตะไบซัลไฟท  
-สารจับโลหะ เลือกใช คือ EDTA  
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5.  การทดสอบความคงตัวของผลิตภณัฑท่ีเตรียมขึ้น 17

 5.1  การทดสอบในสภาวะเรง  โดย 
       -Freeze-Thraw cycle นําผลิตภัณฑไปไวที่อุณหภูม ิ 4-8 ºC เปนเวลา 48 ช่ัวโมง        

และที่อุณหภูม ิ45  ºC เปนเวลา 48 ช่ัวโมง สลับอุณหภูมริอน-เยน็ เปนจํานวน  7 รอบ สังเกตผลการ
ทดลอง 

      -การปนเหวี่ยง นาํผลิตภณัฑไปไวปนเหวีย่งที่  4000 rpm  นาน 30 นาที ที่อุณหภมูิหอง    
สังเกตผลการทดลอง 
 5.2   การทดสอบความคงตัวของผลิตภัณฑที่เตรียมขึ้นในสภาวะการทดสอบตางๆ ดังนี้ 

         นําผลิตภัณฑตัง้ไวที่อุณหภูม ิ4-8 ºC และ อุณหภูมิหอง 32-38 ºC   เปนเวลา   2, 4 
เดือน และอณุหภูมิ 45  ºC  เปนเวลา 2 และ 6 เดือน  แลวนํามาตรวจสอบคุณสมบัติทางกายภาพ เชน 
ดูการแยกชั้น  การเปลี่ยนสี  กล่ิน  การตกตะกอน คุณสมบัติทางเคมกีายภาพ เชน คาพีเอช คาความ
หนืด  คณุสมบัติการไหล  และการทดสอบประสิทธิภาพการตานเชื้อแบคทีเรีย 
 
6.  การทดสอบฤทธิ์ตานเชื้อจุลชีพของผลิตภัณฑท่ีเตรียมขึ้นเปรียบเทยีบกับยาแผนปจจุบันรูปแบบ 
คลายกันท่ีมีจําหนายในทองตลาด ใชวิธี well diffusion method ซ่ึงมีวธีิการทดลองดังที่กลาวขางตน 
 
7.  การทดสอบการระคายเคืองผิวหนังเบือ้งตนในกระตายและอาสาสมัคร  ควบคูกับการทดสอบ
ความ 
พึงพอใจตอผลิตภัณฑท่ีเตรยีมขึ้นในอาสาสมัคร 

7.1  การทดสอบการระคายเคอืงผิวหนงัเบื้องตนของผลิตภัณฑในกระตาย 53

สัตวทดลองที่ใช : กระตายสีขาวพันธุ New Zealand white น้ําหนักระหวาง 2.0-2.5 กิโลกรัม  
เพศผูอายุ 7-8  เดือน จํานวน 3 ตัว 

สารที่ทดสอบ : ผลิตภัณฑรักษาสิวรูปแบบเจลจากสารสกัดกระบือเจด็ตัว ทั้งหมด 3 ตํารับ 
  7.1.1  การเตรียมและคัดเลือกสัตวทดลอง 

คัดเลือกเฉพาะกระตายที่มีสุขภาพแข็งแรงดี  ไมเคยผานการทดสอบ กอนทําการ 
ทดสอบใหโกนขนที่หลังกระตายทั้ง 2 ขางของแนวกระดูกสันหลัง  ทิ้งไว 24 ช่ัวโมง  หลังโกน
เสร็จตรวจสอบความผิดปกติของผิวหนังกระตาย 
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  7.1.2  การทดสอบ 
แบงหลังกระตายออกเปน 2 ดานตามแนวสันหลัง  ปดดวยผาก็อซ  ขนาด 25 X 25  

mm  ซ่ึงปายผลิตภัณฑที่เตรียมไวจํานวน 0.5 g/patch   โดยเรียงจากดานศีรษะมาสูหางของกระตาย  
หุมผิวหนังกระตายดวยพลาสติกเพื่อกันการระเหย  เมื่อครบ 4  ช่ัวโมง  นําผาก็อซออกเช็ดดวยน้ํา  
ทิ้งใหแหง 
  7.1.3  การประเมินผล 

ใหคะแนนอาการแดง (erythema) และอาการบวม (edema) ของแตละตําแหนง 
ภายหลังเอาผาก็อซออกที่เวลา 1, 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง ตามระบบ Draize scoring system  ดังแสดง
ในภาคผนวกตาราง ข.1  ในการจดัประเภทของการระคายเคือง  คะแนนเฉลี่ยของอาการแดงและ
อาการบวมในกระตายทั้ง 3 ตัว ณ เวลาตาง ๆ แทนดวย Primary Dermal Irritation (PDI)  เมื่อนาํ
ผลบวกของคา PDI  ณ เวลา 1, 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง  หารดวยจํานวนชวงเวลาที่ประเมิน  คาทีไ่ด
เรียกวา Primary Dermal Irritation Index (PDII) ซ่ึงคานี้จะนําไปใชจดัประเภทของการระคายเคือง
ของผลิตภัณฑดังแสดงในภาคผนวกตาราง ข.2 
 

7.2  การทดสอบความพงึพอใจตอผลิตภัณฑรักษาสิวจากสารสกัดกระบือเจ็ดตัวของ
อาสาสมัคร 54

 การทดสอบอาการระคายเคืองของผิวหนังอาสาสมัครตอผลิตภัณฑจะดําเนินการตามวิธี  
Modified Draize Irritation Method ของ OECD ดังนี ้

7.2.1 การเตรียมและคัดเลือกอาสาสมัคร 
อาสาสมัคร: คัดเลือกอาสาสมัครสุขภาพแข็งแรงดีอายตุั้งแต 18 - 45 ป   

ไมเปนโรคผิวหนัง  สีผิวบริเวณทีจ่ะทดสอบสม่ําเสมอ  เปนเพศชาย 15 คน   
และเพศหญิง 15 คน 

สารที่ทดสอบ: ผลิตภัณฑรักษาสิวรูปแบบเจลจากสารสกัดกระบือเจด็ตัว ทั้งหมด 3 ตํารับ 
7.2.2 การทดสอบ 
การทดสอบจะปดยาที่บริเวณตนแขนดานนอก  จํานวน 6 จุดดวยผากอต 

(gauze patch) ขนาด 25X25  mm ซ่ึงปายผลิตภัณฑ จํานวน 0.5 g/patch  ใชผิวหนังเปลาเปนตัว
ควบคุม  ปดผิวหนังดวยพลาสติกเพื่อกันการระเหย เปนเวลา 4 ช่ัวโมง  จากนั้นนําผากอซออก  เช็ด
ดวยน้ําอุนทิ้งใหแหง  สังเกตผลที่เวลาตาง ๆ คอื ที่เวลา 1, 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง   หลังเอาผากอซอ
อก  ดูอาการแดง (erythema) และอาการบวม (edema) 
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สวนการทดสอบความพึงพอใจในอาสาสมัครจะใชอาสาสมัครกลุมเดียวกับการทดสอบ 
การระคายผิวหนัง  โดยหัวขอที่จะประเมนิผลิตภัณฑจะเกี่ยวของกับ สี  กล่ิน  ลักษณะ และการ 
กระจายตัวของผลิตภัณฑ 
 
8.  การทดสอบความมันของผลติภัณฑไฮโดรเจล 
 การทดสอบความมันบนใบหนาในอาสาสมัครของผลิตภัณฑไฮโดรเจล  ดังนี้ 

8.1  การเตรียมและคัดเลือกอาสาสมัคร 
อาสาสมัคร :  คัดเลือกอาสาสมัครสุขภาพแข็งแรงดีอายุตั้งแต 18 -25 ป  

ไมเปนโรคผิวหนงั สีผิวบริเวณทีจ่ะทดสอบสม่ําเสมอ  ไมใชผลิตภัณฑ
เครื่องสําอางอื่นรวมขณะที่ทาํการทดสอบ  เปนเพศชาย 5 คน และเพศหญิง 5 คน 
เปนคนหนามนังาย 

สารที่ทดสอบ :  ผลิตภัณฑรักษาสิวรูปแบบไฮโดรเจลจากสารสกัดกระบือเจ็ดตวั  
8.2  การทดสอบ 
การทดสอบจะใหอาสาสมัครทาผลิตภัณฑไฮโดรเจลที่หนาผาก หรือ จมูก หรือ คาง (ที

โซน) ทุกวัน เปนระยะเวลา 14 วัน จะวดัความมันบนใบหนาในวนัที่ 0, 7 และวันที่ 14  โดยกอนที่
จะวดัความมนั จะเชด็ทําความสะอาดบริเวณที่จะวัดดวยน้ํากลั่น ทิ้งใหแหง 10 นาที แลวจึงวัดความ
มันดวยเครื่อง sebumeter ซ่ึงเครื่องจะวดัออกมาเปนตวัเลขบอกระดบัความมัน ยิง่ตัวเลขมีคามาก   
หนามีความมนัมาก  ตัวเลขมีคานอย หนามีความมันนอย 
 
9.  การทดสอบประสิทธิภาพของผลิตภัณฑรักษาสิวรูปแบบเจลจากสารสกัดกระบือเจ็ดตัวใน 
อาสาสมัคร 

การทดสอบประสิทธิภาพของผลิตภัณฑรักษาสิวรูปแบบเจลจากสารสกัดกระบือเจด็ตัวใน     
     อาสาสมัครดังนี ้

9.1  การเตรียมและคัดเลือกอาสาสมัคร 
อาสาสมัคร :  คัดเลือกอาสาสมัครสุขภาพแข็งแรงดีอายุตั้งแต 18-25 ป   

          เปนสิวอักเสบ ไมใชผลิตภัณฑเครือ่งสําอางรักษาสิวอ่ืนรวมขณะที่ทําการ  
          ทดสอบเปนเพศชาย  5  คน  และเพศหญิง 5 คน 

สารที่ทดสอบ :  ผลิตภัณฑรักษาสิวรูปแบบเจลจากสารสกัดกระบือเจด็ตัว ทั้งหมด 3 ตํารับ 
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9.2  การทดสอบ 
การทดสอบจะใหอาสาสมัครแตละคนทาผลิตภัณฑรักษาสิวรูปแบบเจลจากสารสกัด

กระบือ เจด็ตัว ทั้งหมด 3 ตํารับ บริเวณที่เปนสิวอักเสบ เปนระยะเวลา 3 วัน สังเกตการเปลี่ยนแปลง
และการลดการอักเสบของสิวอักเสบ  
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