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บทที ่3 

วธีิด ำเนินกำรวจิยั 

3.1 สำรเคมี 

1. Absolute ethanol (Analytical grade, Merck, Germany) 
2. Acetone (Analytical grade, RCI Labscan Ltd., Thailand) 
3. Acetonitrile (HPLC grade, RCI Labscan Ltd., Thailand) 
4. Aluminum chloride (Analytical grade, Ajax Finechem Pty Ltd., Thailand) 
5. Beta arbutin (Sigma-Aldrich Inc., USA) 
6. Butylated hydroxytoluene (Sigma-Aldrich Inc., USA) 
7. Ceteareth-25 (Sigma-Aldrich Inc., USA) 
8. 3,4-Dihydroxy-L-phenylalanine (L-DOPA) (Sigma-Aldrich Inc., USA) 
9. Dipotassium hydrogen phosphate (K2HPO4) (Analytical grade, Sigma-Aldrich Inc., USA) 
10. Ethyl acetate (Analytical grade, RCI Labscan Ltd., Thailand) 
11. Hexane (Analytical grade, RCI Labscan Ltd., Thailand) 
12. Hydrochloric acid (Analytical grade, Ajax Finechem Pty Ltd., Thailand) 
13. Hydrogenated palm glycerides (Gattefosse, France) 
14. Isopropyl myristate (Sigma-Aldrich Inc., USA) 
15. Kojic acid (Sigma-Aldrich Inc., USA) 
16. Methanol (HPLC grade, RCI Labscan Ltd., Thailand) 
17. Methyl paraben (Sigma-Aldrich Inc., USA) 
18. Mushroom tyrosinase (Sigma-Aldrich Inc., USA) 
19. Olive oil (Cesar, Spain) 
20. Patulatin (คณะเภสัชศาสตร์ มหาวทิยาลยัเชียงใหม่, ประเทศไทย) 
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21. Phosphotungstic acid (Electron Microscopy Sciences, USA) 
22. Polyethylene glycol 400 (Srichand United dispensary Co., Ltd, Thailand) 
23. Pomegranate (คณะเภสัชศาสตร์ มหาวทิยาลยัเชียงใหม่, ประเทศไทย) 
24. Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) (Sigma-Aldrich Inc., USA) 
25. Propyl paraben (Sigma-Aldrich Inc., USA) 
26. Quercetagetin (คณะเภสัชศาสตร์ มหาวทิยาลยัเชียงใหม่, ประเทศไทย ) 
27. Quercetin (Sigma-Aldrich Inc., USA) 
28. Rutin (Sigma-Aldrich Inc., USA) 
29. Silica gel high-purity grade (7734 grade, Merck, Germany) 
30. Sodium hydroxide (Analytical grade, RCI Labscan Ltd., Thailand) 
31. Sodium nitrate (Analytical grade, Ajax Finechem Pty Ltd., Thailand) 
32. Sorbitan oleate (Sigma-Aldrich Inc., USA) 
33. Stearyl alcohol (Sigma-Aldrich Inc., USA) 
34. Vitamin C (Sigma-Aldrich Inc., USA) 

3.2 อุปกรณ์และเคร่ืองมือ 

1. Analytical balance (Sartorius® BP610, Germany) 
2. Brick and mortar (IKEA®, Thailand) 

3. Carbon-coated copper grid (Electron Microscopy Sciences, USA) 
4. Cellulose membrane (Sigma-Aldrich Inc., USA) 
5. Cuvette uv (synthetic quartz glass, Hellma®, Germany) 
6. Cylinder (Witeg, DIFFICO, Germany) 
7. Deep freezer (Sanyo, Japan) 
8. Filter paper No.1 (WhatmanTM, China) 
9. Franz diffusion cell (Crown Glass Co. Inc., USA) 
10. Franz diffusion Instrument (HAAKE Goerzallee 249, Germany) 
11. Glass bottle 500 ml, 1000 ml (Schott Duran®,  Germany) 
12. High performance liquid chromatography (Agilent® hp1100, USA) 
13. High Pressure homogenizer (AVESTIN C3, Canada) 
14. Homogenizer (Yellow line DI 25 basic, IKA Werke GmbH & Co. KG, Germany) 

http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=5&cad=rja&sqi=2&ved=0CDAQFjAE&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FHigh-performance_liquid_chromatography&ei=62xkUJXOHtHOrQev_YHACQ&usg=AFQjCNFtV5nkDJT4ltiNeZJ1DPHj8ZDrhg
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15. Hot air oven (Memmert/UM500, Germany) 
16. HPLC analytical column (Mightysil® C-18, Japan) 
17. Micro-centrifuge tube 1.5 ml (Hycon Plastics Inc., USA) 
18. Micropipettes 1-200 µl, 1-1000 µl ( Pipetman®, Gilson Co. Ltd., France) 
19. Microplate reader (DTX-880 multimode detector) (Beckman Coulter Inc., USA) 
20. Nylon membrane filter 47 mm, 0.45 μm (Filtrex®, Union Science Co., Ltd, Thailand) 
21. Particle size analyzer (Zetasizer ZS, Malvern Instrument Ltd., Germany) 
22. pH meter (EX-20, Horiba Ltd., Japan) 
23. Refrigerated micro centrifuge (Avanti30, Beckman, USA) 
24. Rotary evaporator (Rotavapor R-210, Buchi Labortechnik AG, Switzerland) 
25. Sephadex G50 (Sigma-Aldrich Inc., USA) 
26. Seintillation vial 20 ml (Kimble®, USA) 
27. Sonicator (S 30 H Elmasonic, Elma®, Germany) 
28. Suction apparatus (pump VCP 8101, Sparmax®, Taiwan) 
29. TLC alumina sheet (Silica gel 60 GF254, , Merck, Germany) 
30. TLC developing tank (general glassblowing co. Inc., USA) 
31. Transmission electron microscope (JEM-2010 electron microscope, Jeol Ltd., Japan) 
32. UV cabinet (Camag, Switzerland) 
33. UV spectrophotometer (UV-2450, Shimadzu, Japan) 
34. Vacuum flask 500 ml (Pyrex®, USA) 
35. Vortex (Vortex-Genie 2, Scientific®, USA) 
36. Water bath incubator (WNB 14, Memmert GmbH & Co. KG, Germany) 
37. 96-well microplate (Nunc®) (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) 
38. Zeta cell (DTSIO 60, Malvern Instrument Ltd., Germany) 

 
3.3 วตัถุดิบสมุนไพร 

ดอกดาวเรือง (Tagetes erecta Linn.) ท่ีผูว้ิจยัน ามาศึกษาในคร้ังน้ีได้รับความอนุเคราะห์จาก
โครงการการพฒันาผลิตภณัฑ์เวชส าอางนาโนจากสารสกดัดอกดาวเรืองไทย ไดผ้่านการตรวจสอบ
เอกลักษณ์พืชสมุนไพร การจดัท าตวัอย่างพืชแห้ง (Herbarium specimen) และเก็บไวท่ี้พิพิธภณัฑ์
สมุนไพร คณะเภสัชศาสตร์ มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ 
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3.4 กำรสกดัสำรส ำคัญจำกดอกดำวเรือง  

น าดอกดาวเรืองท่ีท าความสะอาดแลว้มาอบแห้งดว้ยตูอ้บ (hot air oven) ท่ีอุณหภูมิ 50ºC แลว้
น าไปบดเพื่อลดขนาด น าผงดอกดาวเรืองแห้งท่ีทราบน ้ าหนักแน่นอนมาสกดัแบบต่อเน่ืองโดยชุด
เคร่ืองมือซอกเลต (Soxhlet’s apparatus) ดว้ยตวัท าละลายอินทรีย ์ไดแ้ก่  เฮกเซน เอทิลอะซิเตท และ
เอทานอล ตามล าดับ  ดังแผนภำพที่ 3.1 ระเหยตวัท าละลายอินทรีย์ออกด้วยเคร่ืองระเหยภายใต้
สูญญากาศ (rotary evaporator) จะไดส้ารสกดัหยาบ (crude extract) 3 ชนิด คือ สารสกดัหยาบดว้ยเฮ
กเซน (hexane extract หรือ HE) สารสกัดหยาบด้วยเอทิลอะซิเตท (ethyl acetate extract หรือ EE) 
และสารสกดัหยาบดว้ยเอทานอล (ethanol extract หรือ AE) น าสารสกดัหยาบท่ีไดน้ี้ไปทดสอบหา
ปริมาณ ฟลาโวนอยด์ และน าสารสกดัหยาบท่ีมีฟลาโวนอยด์สูงท่ีสุดไปแยกต่อดว้ยเทคนิค Vacuum 
Column Chromatography (VCC) ด้วยวิธีชะตัวท าละลายไล่ขั้ ว (gradient elution) ของตวัท าละลาย
เคล่ือนท่ี (mobile phase) จากขั้วต ่าไปสูง[13] 

 

 

 

 

 

 

 

แผนภำพที่ 3.1 แสดงขั้นตอนการสกดัสารจากดอกดาวเรืองดว้ยตวัท าละลายอินทรีย ์

3.5 กำรวเิครำะห์สำรประกอบฟลำโวนอยด์ในสำรสกดัหยำบ 

3.5.1) กำรตรวจสอบสำรประกอบฟลำโวนอยด์ในสำรสกดัด้วยวธีิ Shinoda test  

น าสารสกดัหยาบท่ีสกดัได ้0.2 mg/ml ใส่แมกนีเซียมลงไป 2-3 ช้ินเล็กแลว้หยด
สารละลายไฮโดรคลอริกเขม้ขน้ 2-3 หยด เม่ือเวลาผา่นไป สารสกดัท่ีมีฟลาโวนอยดเ์ป็น
องค์ประกอบจะให้สารละลายเปล่ียนสีไปจากเดิม   โดยสารละลายท่ีมีสารประกอบ  

ดอกดาวเรืองบด

แหง้ 

Residue สารสกดัดว้ย n-Hexane (HE) 

Residue 

Residue สารสกดัดว้ย EtOAc (EE) 

สารสกดัดว้ย 95% EtOH (AE) 

n-Hexane 

EtOAc 

95% EtOH 
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ฟลาโวน ให้สีส้มถึงแดง    ฟลาโวนอลให้สีแดงถึงแดงเขม้     ฟลาวาโนนให้สีแดงเขม้
ถึงแดงม่วง   และบางคร้ังอาจใหสี้เขียวหรือน ้าเงิน [62-63] 

3.5.2) กำรวเิครำะห์ปริมำณสำรประกอบฟลำโวนอยด์ (total flavonoid content) ในสำรสกดั 

การวิเคราะห์ปริมาณฟลาโวนอยด์  (total flavonoid content) ท่ีใช้ศึกษาน้ีได้
ปรับปรุงมาจาก Rohman A [64]   เป็นการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค spectrophotometric 
method  โดยน าสารละลายของสารสกัดท่ีทราบความเข้มข้นแน่นอนและให้ค่าการ
ดูดกลืนแสงในช่วง 0.2-0.8 ปริมาตร 1 ml และ รูติน (rutin) ซ่ึงใช้เป็นสารมาตรฐาน 
ปริมาตร 1 ml ท่ีความเข้มข้น 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 และ 0.5 mg/ml ใส่ในขวดวดัปริมาตร
ขนาด 10 ml เจือจางด้วยน ้ าปราศจากไอออน (deionized water) 4 ml เติม 5% NaNO3 
300 µl ทิ้งไว ้5 นาที ก่อนท่ีจะเติม 10% AlCl3 300 µl และ NaOH 1 M 300 µl ท่ีนาทีท่ี 6 
ตามล าดับ จากนั้นปรับปริมาตรสารละลายทั้ งหมดให้เป็น 10 ml ด้วยน ้ าปราศจาก
ไอออน  น าส ารละลายสีชมพู ท่ี ได้ไปวัดค่ าก ารดูดก ลืนแสง ด้วย เค ร่ือง  UV 
spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 510 nm น าผลการทดลองท่ีไดม้าสร้างความสัมพนัธ์
ของกราฟมาตรฐานระหว่างค่าการดูดกลืนแสง (แกน y) และค่าความเขม้ขน้ของสาร
มาตรฐาน (แกน x)  เพื่อหาสมการเส้นตรงพร้อมค านวณหาปริมาณฟลาโวนอยด์ในสาร
สกดัและแปรผลในหน่วย เทียบเท่ารูตินเป็นมิลลิกรัมต่อน ้ าหนักสารสกดัแห้ง 1 กรัม 
(mg rutin equivalent (RE)/ g dry material of extracts) 

3.6 กำรแยกสำรสกดัหยำบ EE ด้วยเทคนิค Vacuum Column Chromatography (VCC)  

น าสกดัหยาบ EE ซ่ึงมีปริมาณฟลาโวนอยด์สูงสุด ปริมาณ 10 g มาแยกผ่านซิลิกาเจล  (silica 
gel 60) จ านวน 190 g ท่ีบรรจุในคอลมัน์ (Sintered glass column) ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 10 cm โดย
บดผสมสารสกดัหยาบ EE กบัซิลิกาเจลแล้วโปรยบน Sintered glass column ให้ชั้นน้ีมีความสูงไม่
เกิน 0.5 cm  โปรยซิลิกา้เจลเปล่าทบับนผงสารสกดัอีกชั้นหน่ึงใหมี้ความสูงไม่เกิน 0.5 cm วางทบัดว้ย
กระดาษกรองเบอร์ 1 เจาะรู สุดท้ายปิดทบัดัวยส าลี  ดงัภำพที่  3.1  จากนั้น ชะคอลมัน์สุญญากาศ 
(vacuum column) ด้วยตวัท าละลายเคล่ือนท่ี (mobile phase) แบบไล่ขั้ว (gradient elution) จากขั้วต ่า
ไปสูง คือ จากตวัท าละลายอินทรีย์ 100% เฮกเซน ถึง 30%  เมทานอลในเอทิลอะซิเตท โดยชะระบบ
ดว้ยปริมาตร 200 ml ต่อคร้ัง แลว้เก็บ fraction ท่ีได ้ระเหยตวัท าละลายอินทรียอ์อก และรวม fraction 
ท่ีมีรูปแบบโครมาโทแกรมบน TLC เหมือนกนัเขา้ดว้ยกนั  แลว้น า fraction ท่ีไดไ้ปวิเคราะห์หาฟลา
โวนอยดต์ามวธีิท่ีระบุไวใ้นขอ้ 3.5 [13] 
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ภำพที ่3.1 แสดงล าดบัการบรรจุคอลมัน์เพื่อแยกสารดว้ยเทคนิค VCC 

3.7 กำรทดสอบฤทธ์ิยับยั้ งกำรท ำงำนของเอนไซม์ไทโรซิเนสในสำรสกัดที่มีฟลำโวนอยด์เป็น
องค์ประกอบด้วยวธีิ mushroom tyrosinase inhibitory assay  

 การศึกษาน้ีใชว้ธีิ mushroom tyrosinase inhibitory assay ท่ีปรับปรุงมาจาก Likhitwitayawuid 
และคณะ [65] ท าการทดลองโดยใชเ้ทคนิค spectrophotometric method ดงัน้ี น าสารละลายของสาร
สกดัแต่ละความเขม้ขน้ ท่ีปริมาตร 40 µl มาผสมกบั mushroom tyrosinase (240 หน่วยต่อมิลลิลิตร) 
ปริมาตร 40 µl ซ่ึงละลายในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ (pH 6.8 ความเขม้ขน้ 0.02 M) ใน 96-well 
plate จากนั้น เติม L-DOPA บ่มไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 20 นาที แลว้จึงน าสารละลายไปวดัค่าการดูดกลืน
แสงท่ีความยาวคล่ืน 450 nm จากนั้น น าค่าการดูดกลืนแสงของตวัอยา่งแต่ละความเขม้ขน้มาสร้าง
ความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าความเขม้ขน้ (แกน x) และค่า % inhibition (แกน y) ซ่ึงหาไดจ้ากสมการ      
% tyrosinase inhibition เพื่อหาสมการเส้นตรงพร้อมทั้งค  านวณหาค่า IC50 และเปรียบเทียบ
ความสามารถในการยบัย ั้งเอนไซมไ์ทโรซิเนสกบัสารมาตรฐานซ่ึงไดแ้ก่ kojic acid, β-arbutin, 
vitamin C, quercetin, quercetagetin และ patulatin [3, 5, 65] 

หมายเหตุ   % tyrosinase inhibition = 
[(A−B)−(C−D)]

(A−B)
× 100 

                              โดยท่ี     A = ค่าการดูดกลืนแสงเม่ือไม่มีสารละลายตวัอยา่ง แต่มีเอนไซม ์
     B = ค่าการดูดกลืนแสงเม่ือไม่มีสารละลายตวัอยา่งและเอนไซม ์
     C = ค่าการดูดกลืนแสงเม่ือมีสารละลายตวัอยา่งและเอนไซม ์
     D = ค่าการดูดกลืนแสงเม่ือมีสารละลายตวัอยา่ง แต่ไม่มีเอนไซม ์
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3.8 กำรพฒันำต ำรับตัวพำอนุภำคนำโนไขมันชนิด NLC เปล่ำ  

3.8.1 กำรเตรียมต ำรับ NLC เปล่ำ  

การพฒันาต ารับตวัพาอนุภาคนาโนไขมนัชนิด NLC ด้วยเทคนิคการป่ันผสมโดยใช้
ค ว าม ดัน สู ง  (high pressure homogenization) แบบ ใช้ อุณ ห ภู มิ สู ง  (hot homogenization 
technique) มีวธีิการดงัน้ี 

ขั้นตอนท่ี 1: การคดัเลือกสารท่ีจะน ามาตั้งต ารับ NLC เปล่าซ่ึงจะตอ้งประกอบดว้ย สาร
ท่ีเป็นไขมนัแขง็ ไขมนัเหลว สารลดแรงตึงผวิ และน ้า  

ขั้ นตอนท่ี  2: ในแต่ละต ารับ  NLC ท่ีพัฒนาข้ึนจะมีการค านวณค่า Hydrophilic - 
Lipophilic Balance (HLB) จากค่า required HLB ของไขมนัและน ้ ามนัท่ีใช้ในต ารับนั้นๆ เพื่อ
น ามาท านายหาปริมาณ และอตัราส่วนสารลดแรงตึงผิวท่ีใชใ้นต ารับไดอ้ยา่งเหมาะสม และท า
ใหต้ ารับเกิดความคงตวัท่ีดี  

ขั้นตอนท่ี 3: จากนั้นเตรียมสูตรต ารับตั้งตน้ โดยเร่ิมจากการผสมไขมนัแข็ง ไขมนัเหลว 
และสารลดแรงตึงผิวท่ีอุณหภูมิเทียบเท่าจุดหลอมไขมนัแขง็ (75 ºC) ดว้ยเคร่ืองผสมให้เป็นเน้ือ
เดียว (homogenizer) ด้วยความเร็วรอบ 10,000 rpm จากนั้นน าไปผสมให้เป็นเน้ือเดียวกันท่ี
ความดนัสูง แบบใชอุ้ณหภูมิสูง 75 ºC โดยทัว่ไปใชค้วามดนั 1000 บาร์ จ  านวน 5 รอบเม่ือเสร็จ
แลว้ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 24 ชัว่โมง  

ขั้นตอนท่ี 4: ต ารับ NLC เปล่าท่ีไดถู้กน ามาพิจารณาเพื่อปรับสูตรต ารับ จากปัจจยัต่างๆ
ท่ีส่งผลต่อลกัษณะต ารับท่ีตอ้งการและความคงตวัของต ารับ ซ่ึงโดยปกติแลว้ต ารับ NLC ท่ีถูก
พัฒนาข้ึนควรมีลักษณะเน้ือต ารับเป็นของเหลว ไม่หนืด และมีคุณสมบัติแขวนลอย 
(suspension) ในลกัษณะอนุภาคไขมนัของแขง็แขวนลอยในของเหลวไดอ้ยา่งคงตวั ซ่ึงปัจจยัท่ี
ตอ้งการพฒันาจากต ารับตั้งตน้ ไดแ้ก่  

1. การปรับและเปล่ียนสารลดแรงตึงผิว ดว้ยการเพิ่ม/ลด ทีละ 2% เพื่อให้ใช้ในต ารับ
นอ้ยท่ีสุดและท าใหเ้กิดความคงตวัแก่ต ารับได ้ 

2. การปรับอตัราส่วนไขมนัแข็งต่อไขมนัเหลว ด้วยการเพิ่ม/ลดทีละ 0.5% เพื่อปรับ
เน้ือของต ารับให้เหลว หรือไม่หนืดจนเป็นครีม และอนุภาคไขมนัท่ีแขวนลอยตอ้ง
เป็นของแขง็ 

3. เปล่ียนชนิดไขมนัแข็ง เพื่อปรับเน้ือของต ารับให้มีความเป็นเน้ือเดียวกนั และไม่ท า
ใหต้  ารับเกิดความหนืด 
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3.8.2 กำรทดสอบลกัษณะทำงกำยภำพของต ำรับ NLC เปล่ำ 

1) กำรวัดขนำดอนุภำค วัดกำรกระจำยตัวของขนำดอนุภำคและวัดค่ำศักย์ไฟฟ้ำซีต้ำ
ของอนุภำค NLC เปล่ำ 

การวดัขนาดอนุภาค ดชันีการกระจายตวัของขนาดอนุภาค (Polydispersity Index-
PdI) และค่าศักย์ไฟฟ้าซีต้าของอนุภาค (Zetapotential-ZP) ด้วยการใช้เคร่ือง Photon 
Correlation Spectrophotometer (Zetasizer®) โดยน า NLC ท่ี เจือจางด้วยน ้ าปราศจาก
ไอออน โดยมีอตัราส่วน NLC ต่อน ้ าปราศจากไอออนเป็น 1:1,000 (v:v) บรรจุใน Zeta 
cell แบบโปร่งใสใหเ้ตม็ และวดัภายใตอุ้ณหภูมิควบคุมท่ี 25 ºC 

 

2) กำรวิเครำะห์รูปร่ำงสัณฐำนของอนุภำค NLC เปล่ำ ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน
แบบส่องผ่ำน 

 กลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผา่น (Transmission Electron Microscopy หรือ 
TEM) สามารถวิเคราะห์รูปร่างสัณฐานของอนุภาค NLC ได ้และนอกจากน้ียงัสามารถ
บอกขนาดอนุภาคไดโ้ดยคร่าวๆ โดยตวัอยา่งจะถูกเจือจางดว้ยน ้ าปราศจากไอออนให้มี
อัตราส่วน  NLC ต่อน ้ าปราศจากไอออนเป็น 1:10 (v:v) จากนั้ น น าไปหยดลงบน 
carbon-coated copper grid ท่ีวางอยูบ่นกระดาษกรอง 3 คร้ัง เสร็จแลว้วางทิ้งไว ้30 นาที 
ท่ีอุณหภูมิห้อง เพื่อให้แห้งสนิท แลว้จึงน าไปยอ้มดว้ย 2 % phosphotungstic acid ทิ้งไว ้
30 นาที ท่ีอุณหภูมิห้องในท่ีมืดสนิท จากนั้นน าออกมาเก็บไว ้ในภาชนะท่ีมืดแห้งสนิท
ส าหรับรอการวเิคราะห์  โดยวเิคราะห์ท่ีก าลงัไฟฟ้า 80 kV และท่ีก าลงัขยาย 100,000 เท่า 

3.8.3 กำรทดสอบควำมคงตัวของต ำรับ NLC เปล่ำ ด้วยสภำวะเร่งจำกอุณหภูมิ 

เก็บต ารับ  NLC ท่ีบรรจุในภาชนะแก้วโป ร่งแสงระบบปิด ไว้ท่ี อุณหภู มิ  4 ºC 
อุณหภูมิหอ้ง (มีแสง และไม่มีแสง) และ 45 ºC เป็นเวลา 3 เดือน นอกจากน้ีน าต ารับไปทดสอบ
ความคงตวัแบบวงจรร้อนสลบัเยน็ (Heating-cooling cycle) โดยเก็บท่ี 4 ºC เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
สลบักบั 45 ºC 48 ชัว่โมง  (คือ 1 วงจร) ท าสลบักนัทั้งหมด 6 วงจร เม่ือครบก าหนด น าต ารับท่ี
ผา่นการทดสอบความคงตวัดงักล่าวมาวเิคราะห์ความคงตวัทางกายภาพ จากการสังเกต สี กล่ิน 
และการแยกชั้น และจากการวดัขนาดอนุภาค ดชันีการกระจายตวัของขนาดอนุภาคและค่า
ศกัยไ์ฟฟ้าซีตา้ของอนุภาค (ดงักล่าวในหัวขอ้ 3.8.2 ขอ้ 1) และเปรียบเทียบผลการทดสอบกบั 
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NLC หลงัเตรียมเสร็จ เพื่อคดัเลือก  NLC  ท่ีคงตวัดี  มีลกัษณะภายนอกท่ีดี  ต ารับไม่เกิดการ
แยกชั้น  มีขนาดอนุภาคเฉล่ีย ในระดบันาโนเมตร  มีค่า PdI ท่ีต ่าและมีศกัยไ์ฟฟ้าไม่ต ่ากว่า ± 
30 mV เพื่อน าไปกกัเก็บสารสกดัดาวเรืองต่อไป 

3.9 กำรพฒันำต ำรับตัวพำอนุภำคนำโนไขมันชนิด NLC ทีก่ักเก็บสำรสกดัดอกดำวเรืองทีม่ีฤทธ์ิยับยั้ง
กำรท ำงำนของเอนไซม์ไทโรซิเนส 

3.9.1 กำรเตรียมต ำรับ NLC ทีก่กัเกบ็สำรสกดัจำกดอกดำวเรือง 

การเตรียมต ารับ NLC ท่ีกกัเก็บสารสกดัดอกดาวเรืองนั้น มีขั้นตอนการเตรียมคลา้ยกบั
การเตรียมต ารับ NLC เปล่า (ในหวัขอ้ 3.8.1) เพียงแต่ผสมสารละลายสารสกดัดอกดาวเรือง ซ่ึง
ไดแ้ก่ สารสกดัหยาบเอทิลอะซิเตท (EE) ปริมาณ 1%w/w ในต ารับ และสารสกดั F8 ท่ีไดจ้าก
การแยก EE ดว้ยเทคนิค VCC ปริมาณ 0.2%w/w ในต ารับ ในไขมนัหลอม สุดทา้ย NLC ท่ีกกั
เก็บสารสกดัดอกดาวเรืองดงักล่าวท่ีพฒันาไดจ้ะถูกน าไปทดสอบความคงตวัทางเคมีกายภาพ
ของสารสกดัในต ารับ 

3.9.2 กำรทดสอบลกัษณะทำงกำยภำพของต ำรับ NLC ทีก่กัเกบ็สำรสกดัดอกดำวเรือง 

 1). กำรวดัขนำด วดักำรกระจำยตัว และวดัค่ำศักย์ไฟฟ้ำซีต้ำของอนุภำค NLC ทีก่กั
เกบ็สำรสกดัดอกดำวเรือง 

ใชว้ธีิการทดสอบดงัการทดลองท่ี 3.8.2 หวัขอ้ท่ี 1 

 2). กำรวิเครำะห์รูปร่ำงสัณฐำนของอนุภำค NLC ที่กักเก็บสำรสกัดดอกดำวเรือง 
ด้วยกล้องจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบส่องผ่ำน 

ใชว้ธีิการทดสอบดงัการทดลองท่ี 3.8.2 หวัขอ้ท่ี 2 

3.9.3 กำรทดสอบควำมคงตัวของต ำรับ NLC ทีก่กัเก็บสำรสกัดดอกดำวเรืองด้วยสภำวะเร่งจำก
อุณหภูมิ 

ใชว้ธีิการทดสอบดงัการทดลองท่ี 3.8.3   

3.9.4 กำรทดสอบควำมคงตัวของสำรสกดัจำกดอกดำวเรืองทีก่กัเกบ็ในต ำรับ NLC  
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1) กำรวิเครำะห์ปริมำณสำร quercetagetin ในสำรสกัดดอกดำวเรืองที่กักเก็บในต ำรับ 
NLC 

จากรายงานการศึกษาของ Phrutivorapongkul และคณะ สามารถแยกสาร 
quercetagetin ซ่ึงเป็นสารส าคญักลุ่ม flavonol จากสารสกดัดอกดาวเรืองได้[13] ดงันั้น 
จึงใช้ quercetagetin เป็น marker ในการควบคุมคุณภาพของสารสกดัดอกดาวเรืองและ
เป็นตวัช้ีวดัในการหาปริมาณกักเก็บและการปลดปล่อยสารส าคญัของสารสกัดดอก
ดาวเรืองในตวัพาอนุภาคนาโนไขมนั (NLC) ท่ีพฒันาได้โดยใช้เคร่ือง HPLC ในการ
วิเคราะห์หาปริมาณสารส าคญั รวมถึงการศึกษาความคงตวัของสารสกดั โดยใช้เคร่ือง 
UV spectrophotometer ในการวิเคราะห์หาปริมาณสารส าคญัดงักล่าว โดยเปรียบเทียบ
กับสารละลายของสารสกัด EE และสารสกัด F8 ใน Polyethylene glycol 400 (PEG 
400)  

1.1) จัดท ำกรำฟมำตรฐำนของ quercetagetin ด้วย UV spectrophotometer 

เตรียมสารมาตรฐาน quercetagetin ท่ีความเข้มขน้ 3.5, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 
และ 11 ppm จากนั้น น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 360 nm น าค่า
การดูดกลืนแสงของแต่ละความเขม้ขน้ท่ีไดม้าสร้างความสัมพนัธ์กราฟระหวา่ง
ค่าการดูดกลืนแสง (แกน y) กบัความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน (แกน x) เพื่อน า
สมการเส้นตรงท่ีไดไ้ปหาความเขม้ขน้ของสารเป้าหมายในตวัอย่างและแปรผล
ความเขม้ขน้ของสารเป้าหมายท่ีไดเ้ป็นปริมาณสาร 

1.2) กำรทดสอบควำมคงตัวของ quercetagetin ในสำรสกดัดอกดำวเรืองทีก่กัเก็บ
ในต ำรับ NLC 

ละลายต ารับ NLC ในตวัท าละลายเอทานอล ในอตัราส่วนโดยปริมาตร
ของต ารับต่อเอทานอล เป็น 1:5 ในหลอดป่ันเหวี่ยง ผสมให้เขา้กนัด้วย vortex 
นาน 1 นาที ต่อดว้ย sonicate 30 นาที เป็นจ านวน 2 คร้ัง เพื่อใหอ้นุภาค NLC แตก
ตัว แล้วจึงน าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 10,000 rpm เป็นเวลา 15 นาที ท่ี
อุณหภูมิ 4 ºC น าสารละลายส่วนบน (supernatant) ท่ีได้ไปใช้วิเคราะห์ปริมาณ
สารส าคญัด้วยเคร่ือง UV spectrophotometer โดยเจือจางสารละลายให้ได้ความ
เขม้ขน้ท่ีมีค่าการดูดกลืนแสงช่วง 0.2 - 0.8 และใชส้ภาวะการทดสอบเช่นเดียวกบั
การจดัท ากราฟมาตรฐาน ซ่ึงมี quercetagetin เป็นสารส าคญัส าหรับเปรียบเทียบ
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ความคงตวัของสารสกดัดอกดาวเรือง (EE และ F8) ท่ีกกัเก็บในต ารับ NLC ซ่ึง
แสดงในรูปแบบความเขม้ขน้ (ppm) 

2) กำรวเิครำะห์ควำมสำมำรถในกำรยบัยั้งกำรท ำงำนของเอนไซม์ไทโรซิเนสของสำร
สกดัดอกดำวเรืองทีก่กัเกบ็ในต ำรับ NLC 

ละลายต ารับ NLC ในตวัท าละลายเอทานอล ในอตัราส่วนโดยปริมาตรของต ารับ 
ต่อเอทานอล เป็น 3:5 ในหลอดป่ันเหวี่ยง ผสมให้เขา้กนัดว้ย vortex นาน 1 นาที ต่อดว้ย 
sonicate 30 นาที เป็นจ านวน 2 คร้ัง เพื่อให้อนุภาค NLC แตกตวั แลว้จึงน าไปป่ันเหวี่ยง
ท่ีความเร็วรอบ 10,000 rpm เป็นเวลา 15 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 ºC น าสารละลายส่วนบน 
(supernatant) ท่ีไดไ้ปใชว้ิเคราะห์ความสามารถในการยบัย ั้งเอนไซมไ์ทโรซิเนส ดงัการ
ทดลองท่ี 3.7  และแปรผลการทดลองเป็นร้อยละการยบัย ั้งเอนไซมไ์ทโรซิเนส 

3.9.5 กำรทดสอบประสิทธิภำพกำรกกัเกบ็สำรสกดัดอกดำวเรืองในต ำรับ NLC 

1.1) จั ดท ำกรำฟ มำตรฐำนของ  quercetagetin ด้ วย  High Performance Liquid 
Chromatography (HPLC) 

เตรียมสารมาตรฐาน หรือ quercetagetin ท่ีความเข้มข้น 12.5, 25, 50, 100, 200, 
300 และ 400 ppm จากนั้นน าไปกรองผ่านไนล่อนเมมเบรน (nylon membrane) ท่ีมีรู
พรุนขนาด 0.45 µm แลว้จึงน าไปวเิคราะห์ดว้ย HPLC ท่ีมีสภาวะดงัต่อไปน้ี 

1) เคร่ือง High performance liquid chromatography (Agilent® hp1100, USA) 
2) คอลมัน์ คอลมัน์ C18 ( 4.6 mm× 250 mm) 
3) ตัวท าละลายเคล่ือนท่ี  (mobile phase) อะซิโตนไนไตร: เมทานอล: น ้ า

  ปราศจากไอออน ในอตัราส่วน  1:1:3 (v/v/v)       
4) ระบบชะตวัท าละลาย ระบบเดียว (isocratic elution) 
5) ระยะเวลาท่ีอยูใ่นคอลมัน์ (run time) 15 นาที 
6) ปริมาตรท่ีท าการวิเคราะห์ (injection volume) 10 µl 
7) อตัราการไหล (flow rate) 0.8 มิลลิลิตรต่อนาที 
8) เคร่ืองตรวจวดั (detector) ยวู ีท่ีความยาวคล่ืน 360 nm 

จากนั้น น า HPLC chromatogram ท่ีได ้มาสร้างกราฟความสัมพนัธ์ระหวา่งพื้นท่ี
ใตก้ราฟ (แกน y) กบัความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน (แกน x) เพื่อน าสมการเส้นตรงท่ี

http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=5&cad=rja&sqi=2&ved=0CDAQFjAE&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FHigh-performance_liquid_chromatography&ei=62xkUJXOHtHOrQev_YHACQ&usg=AFQjCNFtV5nkDJT4ltiNeZJ1DPHj8ZDrhg
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ได้ไปหาความเขม้ข้นของสารเป้าหมายในตวัอย่างและแปรผลความเข้มขน้ของสาร
เป้าหมายท่ีไดเ้ป็นปริมาณสาร  

1.2) กำรแยกสำรสกดัดอกดำวเรืองทีก่กัเกบ็ใน NLC ออกจำกต ำรับ 

วิธีการทดสอบน้ีปรับปรุงมาจาก Junyaprasert และคณะ [66] โดยน าต ารับ NLC 
ท่ีกกัเก็บสารสกดัดอกดาวเรือง ซ่ึงได้แก่  EE และ F8 ไปท าการแยกสารสกดัท่ีถูกกกั
เก็บใน NLC ออกจากสารสกดัท่ีไม่ถูกกกัเก็บใน NLC โดยใช้ Sephadex column ท่ีมีน ้ า
กลัน่และเอทานอลอตัราส่วน 1:4 (v/v) เป็นเฟสเคล่ือนท่ี  เก็บ fraction ท่ีแยกไดข้องสาร
สกดัท่ีถูกกกัเก็บใน NLC ซ่ึงจะออกมาก่อน และสารสกดัท่ีไม่ถูกกกัเก็บในNLC ท่ีออก
ตามมา จากนั้น ขจดัตวัท าละลายออกจากแต่ละ fraction ท่ีเก็บได ้แลว้น าสารสกดัแห้ง
ดงักล่าวท่ีเก็บไดใ้ส่หลอดป่ันเหวีย่ง แลว้เติมเมทานอลไปละลายท่ีปริมาตร 5 ml เท่ากนั
ทั้ง 2 fraction  ส าหรับสารสกดัท่ีกกัเก็บใน NLC ท่ีละลายในเมทานอลจะผสมให้เขา้กนั
ดว้ย vortex นาน 1 นาที ต่อดว้ย sonicate 30 นาที เป็นจ านวน 2 คร้ัง เพื่อใหอ้นุภาค NLC 
แตกตวั แลว้จึงน าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 10,000 rpm เป็นเวลา 15 นาที ท่ีอุณหภูมิ 
4 ºC น าสารละลายส่วนบน (supernatant) ท่ีได้ไปใช้วิเคราะห์หาปริมาณสารสกดัด้วย
เคร่ือง HPLC แล้วค านวณหาปริมาณสาร และค่าร้อยละประสิทธิภาพการกักเก็บ ดัง
สมการขา้งล่างน้ี 

หมายเหต ุ% ประสิทธิภาพการกกัเก็บ = 
[ปริมาณสารสกดัท่ีกกัเก็บ]

[ปริมาณสารสกดัท่ีใส่เร่ิมตน้]
× 100 

 

3.9.6   กำรทดสอบกำรปลดปล่อยสำรสกดัดอกดำวเรืองในต ำรับ NLC 

ทดสอบหาปริมาณสารสกัดดอกดาวเรืองท่ีถูกปลดปล่อยจาก NLC โดยใช้ Franz 
diffusion cells (ดงัแสดงในภำพที่ 3.2) ใชเ้ยือ่สังเคราะห์ ชนิดเซลลูโลส  (cellulose membrane) 
กั้นระหว่างต ารับซ่ึงอยู่ท่ี  donor site (ใส่สารสกัด 3 ml) และสารละลายเอทานอลผสมน ้ า
ปราศจากไอออน ในอตัราส่วนน ้ าต่อเอทานอล เป็น 1: 4 ท่ีอยู่ใน receptor medium เม่ือครบ
ก าหนดเวลา ซ่ึงไดแ้ก่ 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12  และ 24 ชัว่โมง จึงดูดเอาสารละลายในส่วน receptor 
chamber ออกมาวเิคราะห์ปริมาณสารดว้ยเคร่ือง HPLC โดยมีการแทนท่ีดว้ยสารละลายใหม่ทุก
คร้ัง โดยผลการปลดปล่อยมีการเปรียบเทียบสารละลายของสารสกดัใน PEG 400 เพื่อเป็นตวั
แปรควบคุม  [67-68] ทั้งน้ี ในการวิเคราะห์ปริมาณสารดว้ยเคร่ือง HPLC จะใชส้ภาวะวิเคราะห์
เดียวกบัท่ีแสดงในหวัขอ้ 3.9.5 ขอ้ 1.1 
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ภำพที ่3.2 แสดง Franz diffusion cells [69] 


