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บทคัดย่อ 
 

 กระชายและกาแฟสายพันธุ์โรบัสต้าเป็นสารธรรมชาติที่มีประโยชน์ต่อสุขภาพของมนุษย์ 
และใช้เป็นยาพื้นบ้านในหลายส่วนของโลก ได้ทำการศึกษาประสิทธิภาพของเทคนิคการสกัดและ     
ตัวทำละลายที่ใช้ในสกัดพืชทั้งสองชนิดที่ให้ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมและความสามารถใน   
การต้านอนุมูลอิสระสูง โดยประเมินเทคนิคการสกัดที ่ใช้ก ันทั ่วไป 2 วิธี ได้แก่การสกัดด้วย               
อัลตราซาวน์และมาเซอเรชันด้วยตัวทำละลายที่ใช้ในการสกัดแตกต่างกัน 4 ชนิด คือ เอทานอล 
50%, เอทานอล 80%, เอทานอล 100% และอะซิโตน และทำการศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดยหา
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม, วิธี 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) และ 2,2-azino-bis 
(3-ethylbenzo-thiazoline-6-sulfonic acid (ABTS) ผลการศึกษาพบว่า สารสกัดกระชายและ      
สารสกัดกาแฟจากวิธีด้วยอัลตราซาวน์โดยใช้เอทานอล 80% และเอทานอล 50% เป็นตัวทำละลาย
ในการสกัดตามลำดับ ให้ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมสูงสุดและ IC50 ต่ำที่สุดเมื ่อเทียบกับ
กระบวนการสกัดแบบอื่นๆ สารสกัดกระชายและสารสกัดกาแฟที่มีการต้านอนุมูลอิสระสูงสุดจะถูก
นำมาใช้ในการเตรียมเป็นสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟในอัตราส่วน 0.5:0.5 (CFR) และ
ประเมินความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ ผลการวิจัยพบว่าสารสกัดผสมระหว่างกระชายและ
กาแฟมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมเพิ่มขึ ้นอย่างมีนัยสำคัญ มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงกว่า        
สารสกัดเดี่ยว จากการศึกษาความคงตัวของสารสกัดผสม CFR หลังการเก็บรักษาที่อุณหภูมิห้องเป็น
ระยะเวลา 1 เดือน พบว่ามีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมลดลงเล็กน้อย (8.7%) และค่า IC50 
เพิ่มขึ้นเล็กน้อย (จาก 7.13 เป็น 9.06 µg/mL โดยวิธี DPPH และจาก 725.72 เป็น 858.65 µg/mL 
โดยวิธี ABTS) ผลการวิจัยน้ีแสดงให้เห็นว่าวิธีสกัดและความมีขั้วของตัวทำละลายที่ใช้ในการสกัด      
ที่แตกต ่างก ันม ีความสำค ัญต ่อปร ิมาณและฤทธ ิ ์ต ้านอน ุม ูลอ ิสระของกระชายและกาแฟ              
โดยสารสกัดผสม CFR มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระได้ดีกว่าสารสกัดเดี่ยวและมีความคงตัว 
จึงนำมาตั ้งตำรับนาโนอิมัลชัน  โดยประกอบด้วย coconut oil, Cremophor® RH40 (สารลด        
แรงตึงผ ิว) , ethanol (สารลดแรงตึงผิวร ่วม) และสารสกัดผสม CFR ด ้วยวิธ ี spontaneous 
emulsification ไ ด ้ ท ำการศ ึ กษาปร ิ ม าณ  coconut oil, Cremophor® RH40 และ  ethanol               



 
 

ที่เหมาะสมโดยพิจารณาขนาดหยดอนุภาคเฉลี่ย การกระจายตัวของขนาดหยดอนุภาค (PI) และ       
ค่าซีต้าโพเทนเชียล ในสูตรตำรับประกอบด้วย 1% coconut oil, 4% Cremophor® RH40 (สารลด
แรงตึงผิว) , 20% ethanol (สารลดแรงตึงผิวร่วม) , 1% สารสกัดผสม CFR และน้ำ สูตรตำรับ            
มีความคงตัว และมีขนาดหยดอนุภาคเฉลี่ย 60.57±0.12 นาโนเมตร, ค่า PI เฉลี่ย 0.27±0.03, ค่า pH 
6.12±0.01 และค่า IC50 ที่ 7.13±0.01 µg/ml โดยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (TEM) 
นำมาใช้ในการดูภาพของขนาดหยดอนุภาค และแสดงให้เห็นอนุภาคที่เกือบเป็นทรงกลม นอกจากนี้
การศึกษาความคงตัวของตำรับนาโนอิมัลชันที ่มีสารสกัดผสม CFR ถูกนำมาใช้ในการประเมิน
คุณสมบัติทางเคมีกายภาพ และความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา    
6 เดือนที่อุณหภูมิห้อง, อุณหภูมิ 4°C และอุณหภูมิ 45°C และในสภาวะร้อนสลับเย็น (45 °C และ      
4 °C) จำนวน 6 รอบ โดยนำมาเปรียบเทียบกับสารมาตรฐานกรดแอสคอร์บิก ผลการวิจัยพบว่าตำรับ
นาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดผสม CFR ที่เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 45°C และในสภาวะร้อนสลับเย็น (45 °C และ 
4 °C) จำนวน 6 รอบ แสดงให้เห็นขนาดหยดอนุภาคเฉลี่ยที่เพิ่มขึ ้นกับความสามารถในการต้าน    
อนุม ูลอิสระที ่ลดลง ในขณะที ่อ ุณหภูม ิ 4°C และอุณหภูม ิห ้อง มีขนาดหยดอนุภาคเฉล ี ่ย ,                
การกระจายตัวของขนาดหยดอนุภาค (PI), ค่าซ ีต ้าโพเทนเชียล  และค่า pH ค่อนข้างคงที่           
อย่างไรก็ตามความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของตำรับนาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดผสม CFR        
ก็ลดลงเล็กน้อยเช่นกัน จากงานวิจัยนี้แสดงให้เห็นความคงตัวของสารสกัดผสม CFR ในสูตรตำรับ    
นาโนอิมัลชันซึ่งเป็นข้อมูลที่มีคุณค่า และควรเก็บรักษาตำรับนาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดผสม CFR       
ไว้ในที่เย็น  
 
คำสำคัญ: สารสกัดกระชาย สารสกัดกาแฟ สารประกอบฟีนอลิกรวม ความสามารถในการต้าน  
อนุมูลอิสระ ดีพีพีเอช เอบีทีเอส สารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ นาโนอิมัลชัน 
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ABSTRACT 
 

Fingerroot and robusta coffee are natural substances known to be beneficial 
for human health and used as a folk medicine in many parts of the world. The efficacy 
of extraction techniques and solvents on the recovery of total phenolic compounds 
and antioxidant capacity of both plants were investigated. Assessment of two 
commonly used extraction techniques [ultrasound-assisted extraction and maceration 
with stirring] with four different extraction solvents (50% ethanol, 80% ethanol, 100% 
ethanol and acetone) were used in this study. The antiradical scavenging activity was 
analyzed by total phenolic content; 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) and 2,2-
azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS) radical scavenging assays.      
The results revealed that fingerroot and robusta coffee extracts from ultrasound-
assisted extraction and using 80% and 50% ethanol as an extraction solvent, 
respectively, showed the highest total phenolic content and the lowest IC50 compared 
to the other extraction processes. The fingerroot and robusta coffee extracts, 
containing the highest radical scavenging activity, were used for preparing                      
the combined mixtures of fingerroot and robusta coffee (CFR) in the weight ratios of 
0.5:0.5 and evaluated the antioxidant capacity. The results revealed that CFR extract 
showed significant increase of total phenolic content and resulted in its strong radical 
scavenging activity compared to when they were assayed independently. Stability 
results indicated that the total phenolic content of CFR extract was slightly decreased, 
by around 8.7% and the IC50 values of CFR extract showed slightly increased from 7.13 
to 9.06 µg/mL in DPPH assay and from 725.72 to 858.65 µg/mL ABTS assay after storage 
at room temperature over 1 month. Findings suggested that the extraction methods 



 
 

and different solvent polarity play significant roles in determining the most suitable 
method for production of radical scavenging contents and radical scavenging activity 
from fingerroot and robusta coffee. The CFR extract, which enhances radical scavenging 
activity and is quite stable, was used for formulation. Nanoemulsions were prepared 
from coconut oil, Cremophor® RH40 (surfactant), ethanol (co-surfactant) and CFR 
extract by spontaneous emulsification method. Effect of coconut oil, Cremophor® 
RH40 and ethanol mass ratio on nanoemulsion formulations were evaluated for          
the further optimization of the system, characterized by droplet size, polydispersity 
index (PI) and zeta potential. The formulation containing 1% coconut oil, 4% 
Cremophor® RH40, 20% ethanol, 1% CFR extract and water was stable and had the 
required droplet size (60.57± 0.12 nm), in relation with PI of 0.27± 0.03, zeta potential 
of -33.43± 0.64 mV, pH value of 6.12± 0.01 and IC50 value of 7.13±0.01 µg/ml. 
Transmission electron microscopy (TEM) was used to image the droplets and revealed 
the nearly spherical particles. In addition, stability studies of the CFR extract 
nanoemulsions were evaluated in terms of physicochemical properties and antioxidant 
capacity over periods of 6 months at room temperature, 4°C and 45°C and under 
heating-cooling 6 cycles, compared with that of the nanoemulsion using ascorbic acid 
as a positive control. It was found that all the CFR extract nanoemulsions stored at 
45°C and under heating-cooling 6 cycles showed gradually increased droplet sizes with 
decreased scavenging activity, while all stored at 4°C and room temperature quite 
stable droplet sizes PI, zeta potential and pH. However, the scavenging activity of         
the CFR extract nanoemulsions was also slightly decreased. These findings provide 
valuable information that the stability of CFR extract was enhanced in                            
the nanoemulsion formulation and storage in cool place. 
 
Keywords: Finger root, Robusta coffee, Total phenolic compounds, Antioxidant 
capacity, DPPH, ABTS, Combined mixtures (CFR), Nanoemulsion 
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สาขาวิทยาศาสตร์เครื ่องสำอาง การศึกษาครั ้งนี ้สำเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดีด้วยความกรุณาจาก                  
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ประธานหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (วิทยาศาสตร์เครื่องสำอาง) และกรรมการสอบ ที่ได้ให้
ความรู้ แนวคิด และข้อเสนอแนะ จนกระทั่งงานวิจัยลุล่วงด้วยดี ตลอดจนช่วยแก้ไขปัญหาและ
ตรวจทานแก้ไขจนวิทยานิพนธ์ฉบับนี้เสร็จสมบูรณ์ ผู ้เขียนขอกราบขอบพระคุณเป็นอย่างสูงไว้          
ณ โอกาสนี้  
 ขอขอบคุณคณาจารย์ทุกท่านในหลักสูตรวิทยาศาสตร์เครื่องสำอาง คณะเภสัชศาสตร์ ที่ให้
ความรู้ และคำแนะนำ 
 ขอขอบคุณเจ้าหน้าที่ห้องปฏิบัติการกลุ่มวิชาเภสัชเคมีและเภสัชเวท กลุ่มวิชาเภสัชกรรม
เทคโนโลยีและเภสัชอุตสาหกรรม คณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยหัว เฉียวเฉลิมพระเกียรติ ที่ได้
เอื้ออำนวยในการเบิกจ่ายสารเคมีและอุปกรณ ์
 ขอขอบคุณเจ้าหน้าที ่ศ ูนย์เครื ่องมือวิจ ัยวิทยาศาสตร์ และเทคโนโลยี จ ุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย ที่ได้อำนวยความสะดวกและให้ความช่วยเหลือในการส่องกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน
แบบส่องผ่าน (TEM)  
 ขอขอบคุณรุ ่นพี ่ ร ุ ่นน้อง และเพื ่อนที ่ร ่วมเรียนกันมาในระดับมหาบัณฑิตที ่คอยให้            
ความช่วยเหลือ และเป็นกำลังใจในการทำวิทยานิพนธ์ด้วยดีตลอดมา 
 ขอกราบขอบพระคุณบิดา มารดาที่อบรมสั่งสอน เป็นตัวอย่างที่ดีในทุกๆด้าน โดยเฉพาะ   
ด้านความอดทน ตลอดจนให้คำปรึกษาแนะนำพร้อมช่วยเหลือในทุกๆเรื่อง และให้โอกาสการเรียนรู้
แก่ข้าพเจ้า ขอบพระคุณสำหรับการดูแล ความเอาใจใส่และเป็นกำลังใจอันสำคัญยิ่งทำให้ผู้เขียน
สามารถผ่านพ้นทุกปัญหา และประสบความสำเร็จในการเรียน 
 ผู้วิจัยขอขอบพระคุณทุกท่านไว้ ณ โอกาสนี้ 
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4.1 การเตรียมสารสกัดกระชาย       33 
4.2 การเตรียมสารสกัดกาแฟ       45 
4.3 การเตรียมสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ    56 
4.4 การพัฒนาสูตรตำรับนาโนอิมัลชันพื้นฐาน     64 
4.5 การเตรียมตำรับนาโนอิมัลชันที่มีสารสกดัผสมระหว่างกระชายและกาแฟ  69 
4.6 การทดสอบความคงตัวทางกายภาพ      72 
4.7 การทดสอบความคงตวัทางเคม ี      87 

บทที่ 5 สรุปผลการวิจัย และข้อเสนอแนะ 
5.1 สรุปผลการวิจัย        94 
5.2 ข้อเสนอแนะ         97 

บรรณานุกรม          98 
หนังสือยินยอมการเผยแพรผ่ลงานวิจัย       103 



จ 
 

สารบัญตาราง 
หน้า 

ตารางที่ 
2.1 ข้อมูลเปรียบเทียบลักษณะตน้ ใบ ดอก ผล 

และปริมาณคาเฟอีนของสายพันธุ์กาแฟ      9 
3.1 สูตรการเตรียมนาโนอิมัลชันเพ่ือศึกษาปริมาณของ coconut oil ในตำรบั 

โดยใช้ปริมาณสารลดแรงตึงผิวคงที ่      28 
3.2 สูตรการเตรียมนาโนอิมัลชันเพ่ือศึกษาปริมาณของสารลดแรงตึงผิวในตำรับ 

โดยใช้ปริมาณ coconut oil คงที ่       29 
3.3 สูตรการเตรียมนาโนอิมัลชันเพ่ือศึกษาปริมาณสารลดแรงตึงผิวร่วมในตำรับ  29 
3.4 สูตรการเตรียมตำรับนาโนอิมัลชันเพื่อศึกษาสารวิตามินซีในตำรับ   30 
3.5 สูตรการเตรียมตำรับนาโนอิมัลชันเพ่ือศึกษาคัดเลือกสารสกัดผสมระหว่าง 

กระชายและกาแฟในตำรับ       30 
3.6 สูตรการเตรียมตำรับนาโนอิมัลชันเพ่ือศึกษาสารสกัดผสมระหว่างกระชาย 

และกาแฟในตำรับ        31 
4.1 % yield และลักษณะทางกายภาพของสารสกัดกระชายจากวิธี ultrasonic  

extraction โดยใช้ตัวทำละลายชนิดต่างๆ      34 
4.2 % yield และลักษณะทางกายภาพของสารสกัดกระชายจากวิธี maceration 

โดยใช้ตัวทำละลายชนิดต่างๆ       35 
4.3 ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐาน gallic acid ที่ความเข้มข้นต่างๆ 

(n=3)          36 
4.4 ปริมาณฟีนอลิกรวมในสารสกัดกระชายที่สกัดด้วยวิธีและตัวทำละลาย 

ที่แตกต่างกัน (n=5)        37 
4.5 ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดกระชายที่สกัดด้วยวิธี 

และตัวทำละลายต่างกันด้วยวิธี DPPH assay (n=5)     40 
4.6 ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดกระชายที่สกัดด้วยวิธี 

และตัวทำละลายต่างกันด้วยวิธี ABTS assay (n=5)     43 
4.7 ปริมาณฟีนอลิกรวม และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดกระชายที่ใช ้

วิธีการสกัด และสารละลายในการสกัดต่างกัน     44 
 



 
 

สารบัญตาราง (ต่อ) 
หน้า 

ตารางที่ 
4.8 ปริมาณฟีนอลิกรวม และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดกระชายที่ใช ้

วิธีการสกัด และสารละลายในการสกัดต่างกัน (ต่อ)     44 
4.9 % yield และลักษณะทางกายภาพของสารสกัดกาแฟจากวิธี ultrasonic  

extraction โดยใช้ตัวทำละลายชนิดต่างๆ      46 
4.10 % yield และลักษณะทางกายภาพของสารสกัดกาแฟจากวิธี maceration 

โดยใช้ตัวทำละลายชนิดต่างๆ       46 
4.11 ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐาน gallic acid ที่ความเข้มข้นต่างๆ 

(n=3)          48 
4.12 ปริมาณฟีนอลิกรวมในสารสกัดกาแฟที่สกัดด้วยวิธีและตัวทำละลาย 

ที่แตกต่างกัน (n=5)        49 
4.13 ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดกาแฟที่สกัดด้วยวิธี 

และตัวทำละลายต่างกันด้วยวิธี DPPH assay (n=5)     51 
4.14 ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดกาแฟที่สกัดด้วยวิธี 

และตัวทำละลายต่างกันด้วยวิธี ABTS assay (n=5)     54 
4.15 ปริมาณฟีนอลิกรวม และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดกาแฟที่ใช ้

วิธีการสกัด และสารละลายในการสกัดต่างกัน     55 
4.16 ปริมาณฟีนอลิกรวม และฤทธิต์้านอนุมูลอิสระของสารสกัดกาแฟที่ใช ้

วิธีการสกัด และสารละลายในการสกัดต่างกัน (ต่อ)     55 
4.17 ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐาน gallic acid ที่ความเข้มข้นต่างๆ 

(n=3)          57 
4.18 ปริมาณฟีนอลิกรวมในสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟที่สกัดด้วยวิธี 

และตัวทำละลายที่แตกต่างกัน (n=5)      58 
4.19 ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดผสมระหว่างกระชายและ 

กาแฟที่สกัดด้วยวิธีและตัวทำละลายต่างกันด้วยวิธี DPPH assay (n=5)  60 
4.20 ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดผสมระหว่างกระชายและ 

กาแฟที่สกัดด้วยวิธีและตัวทำละลายต่างกันด้วยวิธี ABTS assay (n=5)  63 
 



 
 

สารบัญตาราง (ต่อ) 
หน้า 

ตารางที่ 
4.21 ปริมาณฟีนอลิกรวม และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดกระชาย  

และสารสกัดกาแฟรวมทั้งสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ   63 
4.22 การศึกษาปริมาณของ coconut oil ในตำรับ โดยใช้ปริมาณ 

สารลดแรงตึงผิวคงที ่        65 
4.23 การศึกษาปริมาณของสารลดแรงตึงผิวในตำรับ โดยใช้ปริมาณ 

coconut oil คงที ่        66 
4.24 การศึกษาปริมาณของสารลดแรงตึงผิวร่วมในตำรับ     67 
4.25 สูตรตำรับนาโนอิมัลชันพ้ืนฐาน       68 
4.26 สูตรตำรับนาโนอิมัลชันที่มีวติามินซ ี      68 
4.27 การประเมินขนาดหยดอนุภาคเฉลี่ย ค่าการกระจายเฉลี่ย (PI)  

ค่าซีต้าโพเทนเชียลเฉลี่ย ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) และคา่ IC50 เฉลี่ย 
(DPPH) ของตำรับนาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ  70 

4.28 สูตรตำรับนาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ   70 
4.29 การประเมินความคงตัวทางกายภาพของตำรับนาโนอิมัลชันพ้ืนฐาน 

ที่อุณหภูมิห้อง (room temperature) เปน็ระยะเวลา 6 เดือน   73 
4.30 การประเมินความคงตัวทางกายภาพของตำรับนาโนอิมัลชันที่มีวิตามินซ ี

ที่อุณหภูมิห้อง (room temperature) เปน็ระยะเวลา 6 เดือน   74 
4.31 การประเมินความคงตัวทางกายภาพของตำรับนาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดผสม 

ระหว่างกระชายและกาแฟที่อณุหภูมิห้อง (room temperature)                         
เป็นระยะเวลา 6 เดือน        75 

4.32 การประเมินความคงตัวทางกายภาพของตำรับนาโนอิมัลชันพ้ืนฐาน 
ที่อุณหภูม ิ45 °C เป็นระยะเวลา 6 เดือน      77 

4.33 การประเมินความคงตัวทางกายภาพของตำรับนาโนอิมัลชันที่มีวิตามินซ ี
ที่อุณหภูม ิ45 °C เป็นระยะเวลา 6 เดือน      78 

4.34 การประเมินความคงตัวทางกายภาพของตำรับนาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดผสม 
ระหว่างกระชายและกาแฟที่อณุหภูม ิ45 °C เป็นระยะเวลา 6 เดือน   80 
 



 
 

สารบัญตาราง (ต่อ) 
หน้า 

ตารางที่ 
4.35 การประเมินความคงตัวทางกายภาพของตำรับนาโนอิมัลชันพ้ืนฐาน 

ที่อุณหภูม ิ4 °C เป็นระยะเวลา 6 เดือน      81 
4.36 การประเมินความคงตัวทางกายภาพของตำรับนาโนอิมัลชันที่มีวิตามินซ ี

ที่อุณหภูม ิ4 °C เป็นระยะเวลา 6 เดือน      82 
4.37 การประเมินความคงตัวทางกายภาพของตำรับนาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดผสม 

ระหว่างกระชายและกาแฟที่อณุหภูม ิ4 °C เป็นระยะเวลา 6 เดือน   83 
4.38 การประเมินความคงตัวทางกายภาพของตำรับนาโนอิมัลชันพ้ืนฐาน 

ที่สภาวะเร่งอุณหภูมิร้อนสลับเย็น (heating cooling cycle)  6 รอบ   85 
4.39 การประเมินความคงตัวทางกายภาพของตำรับนาโนอิมัลชันที่มีวิตามินซ ี

ที่สภาวะเร่งอุณหภูมิร้อนสลับเย็น (heating cooling cycle)  6 รอบ   86 
4.40 การประเมินความคงตัวทางกายภาพของตำรับนาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดผสม 

ระหว่างกระชายและกาแฟทีส่ภาวะเร่งอุณหภูมิร้อนสลับเยน็  
(heating cooling cycle)  6 รอบ       86 

4.41 การประเมินความคงตัวทางเคมีของตำรับนาโนอิมัลชันพ้ืนฐานที่อุณหภูมิห้อง            
(room temperature) เป็นระยะเวลา 6 เดือน     88 

4.42 การประเมินความคงตัวทางเคมีของตำรับนาโนอิมัลชันที่มีวิตามินซีที่อุณหภูมิห้อง            
(room temperature) เป็นระยะเวลา 6 เดือน     88 

4.43 การประเมินความคงตัวทางเคมีของตำรับนาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดผสม 
ระหว่างกระชายและกาแฟที่อณุหภูมิห้อง (room temperature)                           
เป็นระยะเวลา 6 เดือน        89 

4.44 การประเมินความคงตัวทางเคมีของตำรับนาโนอิมัลชันพ้ืนฐานที่อุณหภูม ิ45 °C         
เป็นระยะเวลา 6 เดือน        89 

4.45 การประเมินความคงตัวทางเคมีของตำรับนาโนอิมัลชันที่มีวิตามินซี 
ที่อุณหภูม ิ45 °C เป็นระยะเวลา 6 เดือน      90 

4.46 การประเมินความคงตัวทางเคมีของตำรับนาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดผสม 
ระหว่างกระชายและกาแฟที่อณุหภูม ิ45 °C เป็นระยะเวลา 6 เดือน   90 
 



 
 

สารบัญตาราง (ต่อ) 
หน้า 

ตารางที่ 
4.47 การประเมินความคงตัวทางเคมีของตำรับนาโนอิมัลชันพ้ืนฐานที่อุณหภูม ิ4 °C          

เป็นระยะเวลา 6 เดือน        91 
4.48 การประเมินความคงตัวทางเคมีของตำรับนาโนอิมัลชันที่มีวิตามินซี 

ที่อุณหภูม ิ4 °C เป็นระยะเวลา 6 เดือน      91 
4.49 การประเมินความคงตัวทางเคมีของตำรับนาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดผสม 

ระหว่างกระชายและกาแฟที่อณุหภูม ิ4 °C เป็นระยะเวลา 6 เดือน   92 
4.50 การประเมินความคงตัวทางเคมีของตำรับนาโนอิมัลชันพื้นฐาน 

ที่สภาวะเร่งอุณหภูมิร้อนสลับเย็น (heating cooling cycle)  6 รอบ   92 
4.51 การประเมินความคงตัวทางเคมีของตำรับนาโนอิมัลชันที่มีวิตามินซี 

ที่สภาวะเร่งอุณหภูมิร้อนสลับเย็น (heating cooling cycle)  6 รอบ   93 
4.52 การประเมินความคงตัวทางเคมีของตำรับนาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดผสม 

ระหว่างกระชายและกาแฟทีส่ภาวะเร่งอุณหภูมิร้อนสลับเยน็  
(heating cooling cycle)  6 รอบ       93 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



ฉ 

สารบัญแผนภูม ิ
หน้า 

แผนภูมทิี ่
2.1 กรอบแนวคิดที่ใช้ในการวิจัย       19 
3.1 แผนผังการสกดักระชายและการสกัดกาแฟ      22 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ช 

สารบัญภาพ 
หน้า 

ภาพที ่
2.1 กระชาย          6 
2.2 ผงกาแฟ          8 
2.3 โครงสร้างของคาเฟอีน        10 
2.4 กลไกของสารจำพวกฟีนอลที่แสดงฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ    11 
4.1 ลักษณะของกระชายก่อนและหลังอบแห้ง และผงกระชาย    33 
4.2 กราฟมาตรฐานของสารละลาย gallic acid สำหรับการวิเคราะห ์

ปริมาณฟีนอลิกรวมในสารสกัดกระชาย      37 
4.3 กราฟเส้นตรงแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของต่างๆสารมาตรฐาน 

L-ascorbic acid กับ % inhibition ในการทดสอบฤทธิก์ารต้านอนุมูลอิสระ 
ด้วยวิธี DPPH assay        39 

4.4 ตัวอย่างกราฟเส้นตรงแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นต่างๆของ 
สารสกัดกระชายที่สกัดด้วย 80% ethanol โดยใช้วิธี ultrasonic กับ 
% inhibition ในการทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ 
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บทที่ 1 
บทนำ 

 

1.1 ความเป็นมาและความสำคัญของปัญหา 
ปัจจุบันผลิตภัณฑ์เครื่องสำอางที่มีสารสกัดจากธรรมชาติเป็นที่นิยมเพิ่มมากขึ้น เพราะ        

มีความปลอดภัยมากกว่าสารสังเคราะห์ เนื่องจากผลิตภัณฑ์ที่ได้จากธรรมชาตินั้นมีประสิทธิภาพที่
ใกล้เคียงกับสารออกฤทธิ์ทางเคมีอื่นๆ อีกทั้งยังมีความปลอดภัยจากความเป็นพิษ หรือผลข้างเคียง
จากสารเคมีอีกด้วย (1) ปัจจุบันมีความก้าวหน้าทางเทคโนโลยีอย่างมาก ส่งผลให้มีงานวิจัยเกี่ยวกับ
พืชสมุนไพรมารองรับอุตสาหกรรมผลิตภัณฑ์จากธรรมชาตินั้นๆ จึงส่งผลให้ผู้บริโภคมีความสนใจใช้
ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากสมุนไพรมากยิ่งขึ้น ซึ่งจากงานวิจัยต่างๆ พบว่าสารสกัดจากสมุนไพรน้ันอุดมไปด้วย
สารออกฤทธิ์ที่มีประโยชน์มากมายทั้งทางการแพทย์ สุขภาพ และความงาม อีกทั้งสารสกัดสมุนไพรที่
นำไปใช้ในผลิตภัณฑ์ ได้มีการแยกสารออกฤทธิ์ออกจากองค์ประกอบอื่นๆที่ไม่ต้องการ ซึ่งส่วนใหญ่
เป็นสารเฉื่อย หรือสารรบกวน (interfering substances) ซึ่งจัดเป็นขั้นตอนที่สำคัญ (1) เนื่องจาก
เป็นการเพิ่มมูลค่าสารสกัด และทำให้ได้สารสกัดที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ  

กระชาย (Boesenbergia pandurate, finger root) เป็นพืชที ่มีถิ ่นกำเนิดในเขตเอเชีย
ตะวันออกเฉียงใต้ จัดอยู่ในวงศ์ขิง Zingiberaceae กระชายเป็นหนึ่งในสมุนไพรที่ให้ประโยชน์ทั้งใน
แง่อาหารและรักษาโรค จึงถูกจัดเป็นสมุนไพรในงานสาธารณสุขมูลฐาน ใช้แก้ท้องอืด ท้องเฟ้อ อาการ
จุกเสียด แน่นท้อง ในเหง้ากระชายประกอบด้วยสารกลุ่มฟลาโวนอยด์ (flavonoids) และน้ำมันหอม
ระเหย (essential oils) หลายชนิด โดยฟลาโวนอยด์ที่เป็นองค์ประกอบหลัก ได้แก่ chalcones (เช่น 
cardamonin, pinocembrin) และ flavanones (เช่น pinostrobin, alpinetin) ส่วนน้ำมันหอม
ระเหยที่พบ เช่น geraniol, camphor, 1,8-cineole เป็นต้น (2) จากการศึกษาฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา
ของกระชาย พบว่ามีฤทธิ ์หลากหลาย เช่น ฤทธิ ์ต ้านอนุม ูลอิสระ ( antioxidant activity)              
ฤทธิ์ต้านการอักเสบ (anti-inflammatory activity) ฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย (antibacterial activity) 
ฤทธิ์ต้านไวรัส (antiviral activity) ฤทธิ์ต้านมะเร็ง (anticancer activity) เป็นต้น (2) นอกจากนี้ยังมี    
การนำกระชายมาใช้ในกลุ่มของผลิตภัณฑ์เครื ่องสำอางที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ( antioxidant 
activity) และฤทธิ์ยับยั้งการสร้างเมลานินและยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส ( inhibitory effect in 
melanogenesis biosynthesis and tyrosinase activity) (3) ด้วย  

กาแฟ (Coffea sp., coffee) เป็นพืชทีมีถิ่นกำเนิดบริเวณทวีปแอฟริกา มีหลายสายพันธุ์เช่น 
Coffea Arabica L., C. Robusta L. จ ัดอยู ่ในวงศ์ Rubiaceae (4) ในเมล็ดกาแฟอุดมไปด้วย        
สารต้านอนุมูลอิสระหลายชนิด ได้แก่ กลุ ่มของสารประกอบฟีนอลิก (phenolic compounds)     
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คาเฟอ ีน  (caffeine) กรดคลอโรเจน ิก  (chlorogenic acid) และไตรโกเนลไลน์  (trigonalline)       
โดยสารประกอบฟีนอลิกที่พบเป็นจำพวกโพลีฟีนอล มีส่วนช่วยป้องกันมะเร็ง  ป้องกันโรคหัวใจและ    
หลอดเลือดสมอง สารคาเฟอีนมีคุณสมบัติเป็นสารต้านอนุมูลอิสระที่สำคัญ (5) อีกด้วย 

จากข้อมูลดังกล่าวข้างต้น ผู้วิจัยจึงสนใจที่จะนำสารสกัดผสมของกระชายและกาแฟมาศึกษา
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ โดยนำไปประยุกต์ใช้ในตำรับผลิตภัณฑ์ชะลอวัยในรูปแบบนาโนอิมัลชัน          
ซึ่งนาโนอิมัลชันมีข้อดีกว่าอิมัลชันทั่วไป คือ เป็นอิมัลชันที่มีความคงตัวทางจลนศาสตร์ (kinetically 
stable) ทำให ้ ไม ่พบการรวมต ัวก ันของอน ุภาคแบบ coagulation และ flocculation (6)                  
มีประสิทธิภาพในการนำส่งสารสำคัญในการออกฤทธิ์สู ่ผิวหนังและสะดวกต่อการนำไปใช้ จัดเป็น
ระบบนำส่งยาที่ได้รับความสนใจทางเครื่องสำอางอย่างแพร่หลาย (7)  

ผลวิจัยนี้จะเป็นประโยชน์ต่อผู้บริโภคที่มีผิวหมองคล้ำ มีริ้วรอย ใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานทาง
วิทยาศาสตร์สำหรับอุตสาหกรรมการผลิตยาสมุนไพร อาหารเสริมสุขภาพ และผลิตภัณฑ์เครื่องสำอาง
จากสารสกัดกระชายและสารสกัดกาแฟ นอกจากนี้ยังเป็นการเพ่ิมมูลค่าให้กับสมุนไพรไทยได้อีกด้วย 

 
1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 
 1. เพื่อศึกษาวิธีการสกัดและตัวทำละลายที่ใช้ในการเตรียมสารสกัดจากกระชายและกาแฟ
ให้มีปริมาณสารสำคัญและมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูง 
 2. เปรียบเทียบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและปริมาณสารสำคัญของสารสกัดกระชายและ       
สารสกัดกาแฟ รวมทั้งสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ 
 3. เตรยีมตำรับนาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดจากข้อ 2 ที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงสุด 
 4. ประเมินคุณลักษณะทางกายภาพ ทางเคมี และความคงตัวของตำรับนาโนอิมัลชัน      
จากข้อ 3 
 
1.3 ขอบเขตการวิจัย 
 1. ศึกษาเปรียบเทียบวิธี (ultrasonic extraction และ maceration) และตัวทำละลายที่ใช้
ในการสกัดกระชายและกาแฟ (50% ethanol, 80% ethanol, absolute ethanol และ acetone) 
ที่ให้ปริมาณสารสำคัญสูงและมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูง 
 2. เตรียมสูตรตำรับนาโนอิมัลชันพื้นฐานด้วยเทคนิค Spontaneous Emulsification 

3. ประเมินคุณลักษณะทางกายภาพ ทางเคมี และความคงตัวของตำรับนาโนอิมัลชันเบื้องต้น
(ที่อุณหภูมิห้อง, 4 ºC และ 45 ºC เป็นระยะเวลา 6 เดือน และสภาวะเร่ง (heating cooling cycle) 
จำนวน 6 รอบ) 
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1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 1. รู้วิธีการเตรียมสารสกัดกระชายและสารสกัดกาแฟด้วยวิธีการสกัดและใช้ตัวทำละลายที่ให้
มีปริมาณสารสำคัญสูงและมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูง 
 2. เป็นข้อมูลพื้นฐานทางวิทยาศาสตร์ที่เป็นประโยชน์สำหรับอุตสาหกรรมผลิตยาสมุนไพร 
อาหารเสริมสุขภาพ และผลิตภัณฑ์เครื่องสำอางจากสารสกัดกระชายและสารสกัดกาแฟ 
 3. พัฒนาความรู้ด้านสมุนไพรที่ได้จากภูมิปัญญาไทยมาเพิ่มมูลค่าให้แก่ผลิตภัณฑ์และ
สามารถนำมาใช้เชิงพาณิชย์ได ้
 4. นำความรู้นาโนเทคโนโลยีมาใช้ประโยชน์ทางเครื่องสำอาง และสามารถใช้เป็นแนวทางใน
การต้ังตำรับสมุนไพรชนิดอ่ืนได ้
 5. ผลิตภัณฑ์นาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดกระชายและสารสกัดกาแฟเพื่อใช้ในการชะลอวัย
สามารถนำไปใช้ได้จริงในอนาคต 
 
1.5 คำย่อ หรือสัญลักษณ์ 

ºC    องศาเซลเซียส 
%    ร้อยละ 
PI     Polydispersity Index 
TEM     กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน 

(Transmission Electron Microscope) 
nm     นาโนเมตร 
n     จำนวนซ้ำ  
r2    สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ ์(correlation coefficient) 
SD     ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation) 
% RSD   ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพันธ์  

(relative standard deviation) 
mean     ค่าเฉลี่ย 
g     กรัม 
mg     มิลลิกรัม 
ml     มิลลิลิตร 
% v/v     ร้อยละปริมาตรต่อปริมาตร 
% w/v     ร้อยละน้ำหนักต่อปริมาตร 
% w/w    ร้อยละน้ำหนักโดยน้ำหนัก 
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mg/ml     มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
µg/ml     ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
µg/g     ไมโครกรัมต่อกรัม 
mM     มิลลิโมล 
ml/min    มิลลิลิตรต่อนาท ี
mg/g dry weight   มิลลิกรัมต่อกรัมน้ำหนักแห้ง 
IC50     ความเข้มข้นของสารต้านอนุมูลอิสระที่ทำให้ปริมาณ 

อนุมูลอิสระลดลงครึ่งหนึ่งของปริมาณอนุมูลอิสระทั้งหมด 
% inhibition    เปอร์เซ็นต์การยับยั้ง 
mV     มิลลิโวลต ์
P     ระดับนัยสำคัญทางสถิต ิ(critical p-value) 
มก./กรัม    มิลลิกรัมต่อกรัม 
ซม.     เซนติเมตร 
มม.     มิลลิเมตร 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



 
 

บทที่ 2 
แนวคิด ทฤษฎี และงานวิจยัที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1  กระชาย 
 2.1.1 ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ 
 2.1.2 องค์ประกอบ 
 2.1.3 การนำมาใช้ประโยชน์ทางยา 
 2.1.4 การศึกษาฤทธ์ิทางเภสัชวิทยา 
2.2  กาแฟ  
 2.2.1 ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ 
 2.2.2 องค์ประกอบ 
 2.2.3 การนำมาใช้ประโยชน์ทางยา 
2.3  การสกัดสารจากสมุนไพร 
2.4  การตรวจสอบฤทธ์ิของสารสกัด 

2.4.1 การหาปริมาณฟีนอลิกรวม 
2.4.2 การทดสอบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ 

2.5 นาโนอิมัลชัน 
 2.6.1 การสร้างนาโนอิมัลชัน 
 2.6.2 ความคงตัวของนาโนอิมัลชัน 
2.6 งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
2.7 กรอบแนวคิดที่ใช้ในการวิจัย 
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2.1 กระชาย 
 
ภาพที่ 2.1 กระชาย 

 
ที่มา: คณะเภสัชศาสตร.์ มหาวิทยาลัยอุบลราชธาน.ี 2010 : ออนไลน์ (8) 

 
ชื่ออื่น   : หัวละแอน ขิงแดง ขิงทราย ขิงกระชาย กะแอน ระแอน ว่านพระอาทิตย์  
ชื่อวิทยาศาสตร์  : Boesenbergia pandurata Holtt. 
ชื่อพ้อง   : Boesenbergia rotunda (Linn.) Mansf., Kaempferia pandurata Roxb.,  
   Gastrochilus panduratum (Roxb.) Ridl. 
ชื่อวงศ์   : Zingiberaceae 
ส่วนที่ใช้  : เหง้า และราก (8) 
 

2.1.1 ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ เป็นพืชล้มลุก มีลำต้นใต้ดินเรียกว่าเหง้า มีรากติดเป็น
กระจุกเป็นที ่สะสมอาหารเป็นรูปทรงกระบอกปลายเรียวแหลม ผิวสีน้ำตาลอ่อน เนื ้อสีเหลือง           
มีกลิ่นหอม ส่วนที่อยู่เหนือดินประกอบด้วยโคนก้านใบที่เป็นกาบหุ้มซ้อนกันสูง กาบใบมีสีแดงเรื่อๆ 
แผ่นใบรูปรี ปลายแหลม โคนแหลมหรือมน ขอบเรียบ ดอกออกเป็นช่อที่ยอด ช่อดอกมีใบประดับ
เรียงทแยงกัน ดอกที่ปลายช่อจะบานสวย กลีบดอกสีขาว หรือขาวอมชมพู มีลักษณะเป็นถุงแยกเป็น 
2 กลีบ (8) 

 
2.1.2 องค์ประกอบ เหง้ากระชายประกอบด้วยสารกลุ่มฟลาโวนอยด์ และน้ำมันหอมระเหย 

(essential oils) ฟลาโวนอยด์ที่พบเป็นองค์ประกอบ เช่น chalcones และ flavanones น้ำมันหอม
ระเหยที่พบ เช่น geraniol, camphor, 1,8-cineole (2) 
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2.1.3 การนำมาใช้ประโยชน์ทางยา เหง้ากระชายมีสรรพคุณทางยาใช้แก้ท้องอืด ท้องเฟ้อ 
อาการจุกเสียด แน่นท้อง (8) 

 
2.1.4 การศึกษาฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา มีการศึกษาฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของกระชาย พบว่า     

มีฤทธิ์หลากหลาย  เช่น   
 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant activity)  

   Shindo และคณะ (11) ได้ศึกษาสมบัติต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดกระชาย พบว่า  

องค ์ ประกอบทาง เคม ี ที่ พบ ในกระชาย  ได ้ แก ่  4-hydroxypanduratin A, panduratin A, 

cardamonin, 2,6-dihydroxy-4-methoxychalcone, pinocembrin แ ล ะ  pinostrobin เ มื่ อ

พิจารณาปริมาณองค์ประกอบทางเคมีและความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ พบว่าองค์ประกอบ

ทางเคมีหลักที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ คือ panduratin A และ 4-hydroxypanduratin A 

 ฤทธิ์ต้านการอักเสบ (Anti-inflammatory)   

    Panthong และคณะ (12)  พบว่า สาร 5,7-dimethoxyflavone (5,7-DMF)  ที่

แยกได้จากเหง้ากระชายมีสมบัติต้านการอักเสบเทียบได้กับยามาตรฐานหลายชนิด คือ aspirin, 

indomethacin, hydrocortisone และ prednisolone จากการศึกษาสมบัติต้านการอักเสบของสาร

ดังกล่าวในสัตว์ทดลองด้วยวิธีการต่างๆ พบว่าสาร 5,7-DMF สามารถต้านการอักเสบแบบเฉียบพลัน

ได้ดีกว่าแบบเรื้อรัง โดยแสดงสมบัติยับยั้งการบวมของอุ้งเท้าหนูขาว  นอกจากนี้สาร 5,7-DMF ยัง

สามารถยับยั้งการสร้างสาร prostaglandin อย่างมีนัยสำคัญเมื่อศึกษาฤทธิ์ต้านการอักเสบในช่อง

ปอดของหนูขาว 

          ฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย (antibacterial activity)   

   Thongson และคณะ (13) พบว่า สารสกัดกระชายที่สกัดด้วยสารละลาย 50% 

ethanol มีความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรีย Listeria monocytogenes ในทุกสายพันธุ์จาก 4 

สายพันธุ ์ ในขณะที ่สารสกัดจากขิงและขมิ ้นไม่มีผลการยับยั ้งแบคทีเรีย L. monocytogenes 

นอกจากนี้ยังพบว่าน้ำมันหอมระเหยของกระชายมีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อก่อโรคในระบบ

ทางเดินอาหาร 
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 ฤทธิ์ต้านไวรัส (antiviral activity)   

   Cheenpracha  (14) ได ้ทำการแยกสารสำค ัญจากสารสก ัด methanol ของ

กระชาย ได ้แก ่  panduratin C, panduratin A, hydroxypanduratin A, helichrysetin, 2,4,6-

trihydroxy hydrochacone และ uvangoletin  แล้วทำการทดสอบฤทธิ์ต้านไวรัส HIV-1  พบว่า

สารสำคัญ panduratin A และ hydroxypanduratin A มีฤทธิ์ยับยั้งกระบวนการต่างๆ ของ HIV-1 

protease ได้ดี HIV-1 protease เป็นเอนไซม์ที่มีความสำคัญต่อการแบ่งตัวของไวรัส HIV-1 

  
2.2 กาแฟ 
ภาพที่ 2.2 ผงกาแฟ 

 
ที ่มา : ภาควิชากายวิภาคศาสตร์ คณะทันตแพทยศาสตร์ . จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย . 2010 :     
ออนไลน์ (9) 
 
ชื่อวิทยาศาสตร์  : Coffea sp. (Coffea arabica, C. robusta, etc.)  
ชื่อวงศ์   : Rubiaceae 
ส่วนที่ใช้  : เมล็ด 

 
2.2.1 ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ ปัจจุบันมีประเทศต่างๆมากกว่า 50 ประเทศที่ปลูกกาแฟ 

บริเวณที่เหมาะสำหรับการปลูกกาแฟ คือ บริเวณพื้นที่ระหว่างเส้นละติจูดบริเวณเส้นรุ้งที่ 23.5    
องศาใต้เส้นศูนย์สูตร พื้นที่เพาะปลูกจะต้องมีแสงแดดพอสมควรและมีร่มเงา มีฝนค่อนข้างชุก 
อุณหภูมิที ่เหมาะคือ ประมาณ 15 ºC กาแฟแยกออกเป็นสายพันธุ ์ใหญ่ๆ 2 สายพันธุ ์ คือพันธุ์           
อาราบิก้า (arabica) เป็นพันธุ ์ที ่เหมาะสำหรับปลูกในพื้นที ่ที ่มีความสูงตั ้งแต่ 2,500 ฟุตขึ ้นไป        
ส่วนพันธุ์โรบัสต้า (robusta) เป็นพันธุ์ที่เหมาะสำหรับปลูกในพื้นที่ราบหรือในพื้นที่ที่มีความสูงต่ำกว่า 
1,500 ฟุต ในด้านของกลิ่นของกาแฟ กาแฟสายพันธุ์อาราบิก้ามีกลิ่นที่หอมกว่ากาแฟพันธุ์โรบัสต้า    
(4, 10) ดังข้อมูลเปรียบเทียบในตารางที่ 1 
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ตารางที่ 2.1 ข้อมูลเปรียบเทียบลักษณะตน้ ใบ ดอก ผล และปริมาณคาเฟอีนของสายพันธ์ุกาแฟ 
กาแฟอาราบิก้า 

ชื่อวิทยาศาสตร์        Coffea Arabica L. 
ชื่อวงศ์                  Rubiaceae 
ชื่อสามัญ               Coffee 
ชื่อที่เรียก               กาแฟ 

กาแฟโรบัสตา้ 
ชื่อวิทยาศาสตร์         Coffea Robusta L. 
ชื่อวงศ์                   Rubiaceae 
ชื่อสามัญ                Coffee 
ชื่อที่เรียก               กาแฟใบใหญ ่

ต้นกาแฟจัดเป็นไม้พุ ่มขนาดเล็ก ที่มีความสูง
ของต ้นประมาณ 2 – 4 เมตร ในป ัจจ ุบัน
เพาะปลูกกันมากในเขตร้อนช้ืน และกึ่งเย็น 

ลำต้นเจริญเติบโตมาจากรากแก้ว มีลักษณะเป็น
ข้อและปล้อง โคนใบจะอยู ่ตามข้อของลำต้น 
เมื่อต้นโตขึ้นใบจะร่วงไป 

ใบเป็นใบเดี่ยว ออกเรียงตรงข้าม ลักษณะของ
ใบเป็นรูปขอบขนาน หรือรูปไข่ ปลายใบแหลม 
โคนแหลมเล็กน้อย ส่วนขอบใบเรียบ 

ใบเป็นใบเดี่ยว เกิดที่ข้อเป็นคู่ตรงข้าม โคนใบ
และหลายใบเร ียวแหลม ส ่วนขอบใบหยัก     
เป็นคลื่น กลางใบกว้าง ผิวใบเรียบนุ่มเป็นมัน 

ดอกเป็นตามซอกใบ กลีบดอกเป็นสีขาวติดกัน 
เป็นหลอด ดอกมีกลิ่นหอม 

ดอกจะออกจากกิ่งแขนง ข้อที่ออกดอกออกผล
แล้ว ในปีต่อไปก็จะไม่ออกดอก และให้ผลอีก 

ผลเป็นผลสด ลักษณะของผลเป็นรูปไข่แกม
รูปทรงกลม โดยผลอ่อนจะเป็นสีเขียว แต่เมื่อ
สุกแล้วจะเปลี่ยนเป็นสีแดง 

ผลมีลักษณะเป็นรูปทรงรี ก้านผลสั้น ผลดิบเป็น
สีเขียว เมื่อสุกแล้วจะเปลี่ยนเป็นสีเหลือง สีส้ม 
และสีแดง 

มีกลิ่นหอม ทำให้เมื่อดื่มแล้วรู้สึกได้ถึงมีชีวิตชีวา 
โดยกาแฟชนิดนี้จะมีปริมาณของคาเฟอีนต่ำ 

เมื่อดื่มแล้วจะรู้สึกได้ถึงความนุ่ม ชุ่มคอ กาแฟ
ชนิดนี ้จะมีปริมาณของคาเฟอีนสูงกว่ากาแฟ     
อาราบิก้าเป็น 2 เท่า 

ที่มา: สมศักด์ิ วรรณศิริ. 2545 (4) 
 

2.2.2 องค์ประกอบ ในเมล็ดกาแฟอุดมไปด้วยสารต้านอนุมูลอิสระหลายชนิด  ได้แก่        
กลุ ่มของสารประกอบฟีนอลิก คาเฟอีน (caffeine) กรดคลอโรเจนิก (chlorogenic acid) และ       
ไตรโกเนลไลน์ (trigonelline) (4) นอกจากนี้คาเฟอีน ซึ่งเป็นสารประกอบอินทรีย์ในกลุ่มเมทิลแซนทีน 
(methylxanthine) มีสูตรโมเลกุล คือ C8H10N4O2 (1,3,7–trimethylxanthine) มีคุณสมบัติเป็นสารต้าน
อนุมูลอิสระได้อีกด้วย (5) 
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ภาพที่ 2.3 โครงสร้างของคาเฟอีน 

 
ที่มา: Food Network Solution. 2019 : ออนไลน์ (15) 

 
2.2.3 การนำมาใช้ประโยชน์ทางยา สารประกอบฟีนอลิกที่พบเป็นจำพวกโพลีฟีนอล มีส่วน

ช่วยป้องกันมะเร็ง ป้องกันโรคหัวใจและหลอดเลือดสมอง (16) 
 

2.3 การสกัดสารจากสมุนไพร 
การสกัดสารสําคัญจากพืชอาจทําได้หลายวิธีขึ้นอยู่กับชนิดของสารที่สกัด คุณสมบัติของสาร

ในการทนต่อความร้อน ชนิดของตัวทําละลายที่ใช้ แต่ละวิธีมีข้อดีและข้อจํากัด วิธีเหล่าน้ี ได้แก ่
1. การใช้ตัวทำละลายสกัด (solvent extraction) 

1.1 มาเซอเรชัน (maceration) 
1.2 เพอร์โคเลชัน (percolation)  
1.3 การสกัดแบบต่อเนื่อง (continuous extraction)  

2. การกลั่น (distillation) การบีบหรือการอัด (compression) เอ็นฟอยเรจช์ (enfleurage) 
ใช้กับสารที่ระเหยได ้

3. การสกัดด้วยอัลตราโซนิค (ultrasonic assisted extraction) 
          4. การสกัดสารด้วยของไหลวิกฤตยิ่งยวด (supercritical fluid extraction) 

5. การสกัดด้วยวิธี pervaporation 
 

วิธีที่นำมาใช้ในการเตรียมสารสกัดในงานวิจัยนี้ คือ 
1. การสกัดด้วยอัลตราโซนิค 

เป็นวิธีการสกัดโดยโดยใช้คลื่นเสียงที่ให้พลังงานสูง โดยมีความถี่สูงที่  20-100  
กิโลเฮิรตซ์ ร่วมในการสกัด ถ้าเป็นพืชสดจะเกิดกระบวนการแพร่ของตัวทำละลายผ่านผนังเซลส์ และ              
ชะสารสำคัญออกจากเซลส์ ถ้าเป็นพืชแห้งจะเกิดกระบวนการดูดน้ำและพองตัวเกิดเป็นโพรง         
เมื่อผนังเซลส์ของพืชแตกออก จะทำให้เพิ่มอัตราเร็วของการสกัด แต่อาจเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน    
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ต่อสารโดยตรง เพราะขณะที่ใช้การสกัดอัลตราโซนิคทำให้เกิดช่องว่างและมีอากาศแทรกเข้าไปใน      
ตัวทำละลาย  

2. การใช้ตัวทำละลายสกัดแบบมาเซอเรชัน 
เป็นวิธีการสกัดสารออกฤทธิ์จากพืช โดยวิธีการจะหมักสมุนไพรกับตัวทำละลาย

จนกระทั่งเนื้อเยื่อของสมุนไพรอ่อนนุ่ม และตัวทำละลายสามารถแทรกซึมเข้าไปละลายองค์ประกอบ
ภายในผงสมุนไพรออกมาได้ การหมักสมุนไพรควรทำในภาชนะที่มีฝาปิดสนิท ทิ้งไว้ 12-24 ชั่วโมง 
หรือมากกว่านั้น หรือจนกระทั่งองค์ประกอบที่ต้องการละลายออกมาหมด ในระหว่างที่หมักผง
สมุนไพรอยู่นั้นควรเขย่าหรือคนเป็นครั้งคราวเพื่อเพิ่มอัตราเร็วของการสกัด เมื่อครบกำหนดเวลา       
จึงกรองแยกกาก (marc) ออกจากตัวทำละลาย วิธีการสกัดนี้เหมาะสมกับพืชสมุนไพรที่มีโครงสร้าง
หรือเนื้อเยื่อที่ไม่แข็งแรงมากนัก เช่น ใบ ดอก ซึ่งทำให้อ่อนนุ่มได้ง่าย จัดเป็นวิธีที่ใช้น้ำยาสกัดน้อย         
จึงประหยัด และเนื่องจากเป็นวิธีการที่ไม่ใช้ความร้อน จึงเหมาะสมกับการสกัดสารออกฤทธิ์ที่ไม่ทน
ต่อความร้อน 
 
2.4 การตรวจสอบฤทธิ์ของสารสกัด 
     2.4.1 การหาปริมาณสารฟีนอลิกรวม 

สารฟีนอลิกมีโครงสร้างหลักประกอบด้วยวงแหวน (aromatic ring) แทนที่ด้วยหมู่ไฮดรอกซี 
(hydroxyl group) โดยมากเป็นสารที่มีขั้ว ละลายในตัวทำละลายจำพวกแอลกอฮอล์ (alcohol) ได้ดี 
กลไกของสารจำพวกฟีนอลิกที่แสดงฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ คือ เมื่อมีอนุมูลอิสระมาดึงอิเล็กตรอนไป 
แต่เนื ่องจากในโครงสร้างของสารต้านอนุม ูลอิสระมีอ ิเล ็กตรอนที ่หนาแน่นจึงสามารถเกิด               
การเคลื่อนย้ายอิเล็กตรอนไปทั่วโครงสร้าง (delocalization) มีผลทำให้โครงสร้างมีความเสถียร         
จึงไม่เกิดเป็นอนุมูลอิสระต่อไป โดยถ้าในโครงสร้างของสารฟีนอลิกมีความสามารถในการพันธะ       
ดีโลคัลไลซ์ (delocalization) มากหรือมีคอนจูเกทของอิเล็กตรอนมากก็จะยิ่งช่วยเพิ่มความสามารถ
ในการยับยั้งอนุมูลอิสระได้มาก (17) 
ภาพที่ 2.4 กลไกของสารจำพวกฟีนอลที่แสดงฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 

 
ที่มา: ระวิวรรณ แก้วอมตวงศ์ และทรงพร จึงมั่นคง. 2549 (17) 
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ในการทดสอบจะนำสารที ่ต้องการทดสอบมาเติมสาร Folin-Ciocalteu reagent และ      
ตามด้วย sodium carbonate จากนั้นทิ้งไว้ประมาณ 30 นาที แล้วนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่  
760 nm. ด้วยเครื่อง UV Spectrophotometer จึงนำค่ามาคำนวณปริมาณฟีนอลิกรวมเฉลี่ยใน     
รูปของมิลลิกรัมของ gallic acid equivalents (GAE) เทียบกับ standard curve ที่สร้างจากการวัด   
ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐาน gallic acid ในเมทานอลที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ 

Gallic acid หรือ 3, 4, 5-hydroxybenzoic acid เป็นสารประกอบอินทรีย์ที่มีสูตรโมเลกุล
ทางเคมี คือ C7H6O5 คุณสมบัติของ gallic acid คือ สามารถยับยั้งเชื้อรา เชื้อไวรัส และมีคุณสมบัติ
เป็นสารต้านออกซิเดชันได้ดี (18) 

 
2.4.2 การทดสอบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ 

สารต้านอนุมูลอิสระหรืออาจเรียกว่าสารกำจัดอนุมูลอิสระ คือสารที่สามารถยับยั้งหรือชะลอ
การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน (oxidation) ซึ่งเป็นสาเหตุของการเกิดอนุมูลอิสระ (free radical) เช่น 
การเกิดออกซิเดชันของลิพิด (lipid oxidation) โดยสามารถแบ่งตามกลไกการยับยั้งได้เป็น 3 ชนิด 
คือ 

1. Preventive antioxidant  ป้องกันการเกิดอนุมูลอิสระ 
2. Scavenging antioxidant  ทำลายหรือยับยั้งอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้น 
3. Chain breaking antioxidant  ทำให้ลูกโซ่ของการเกิดอนุมูลอิสระสิ้นสุดลง 

 
การวิเคราะห์ฤทธิ ์ต้านอนุมูลอิสระเชิงปริมาณ  เป็นการวิเคราะห์เพื ่อหาปริมาณของ       

สารต้านอนุมูลอิสระในตัวอย่างประเภทต่างๆ วิธีที่นิยม ได้แก่ การวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วย
วิธีการทำลายอนุมูลอิสระดีพีพีเอช (DPPH•) วิธีการฟอกสีอนุมูลอิสระเอบีทีเอส (ABTS•+) ฯลฯ ในที่นี้
จะกล่าวถึงเฉพาะวิธี DPPH• และ ABTS•+    

1. การวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธีการทำลายอนุมูลอิสระดีพีพีเอช (DPPH•) 
เป็นการทดสอบด้วยวิธีทางเคมี  โดยใช้สารที่มีคุณสมบัติเป็นอนุมูลอิสระ ในที่นี้ก็คือ 

อนุมูลอิสระดีพีพีเอช (DPPH•, diphenyl-picryhydrazyl radical) ซึ่งเป็นสารสังเคราะห์ที่อยู่ในรูป
อนุมูลอิสระที ่คงตัวและมีสีม่วงสามารถดูดกลืนแสงได้สูงสุดโดยใช้เครื ่องสเปกโตโฟโตรมิ เตอร์ 
(spectrophotometer) ที่ความยาวคลื่น 515 นาโนเมตร เมื่อ DPPH• ทำปฏิกิริยากับสารต้าน    
อนุมูลอิสระที่ละลายด้วยเอทานอล (สารที่ให้อิเล็กตรอน) จะทำให้สีม่วงจางๆลง จนเป็นสีเหลือง     
(ดังสมการ 1) ซึ ่งก่อนนำมาวัดค่าการดูดกลืนแสงต้องตั ้งทิ ้งไว้ที ่มืดเป็นเว ลา 30 นาทีเพื ่อให้
เกิดปฏิกิริยา ทำให้สามารถหาการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระของสารตัวอย่างได้จากการคำนวณสี        

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0557/oxidation-%E0%B8%9B%E0%B8%8F%E0%B8%B4%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%B4%E0%B8%A2%E0%B8%B2%E0%B8%AD%E0%B8%AD%E0%B8%81%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B9%80%E0%B8%94%E0%B8%8A%E0%B8%B1%E0%B8%99
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/2254/free-radical-%E0%B8%AD%E0%B8%99%E0%B8%B8%E0%B8%A1%E0%B8%B9%E0%B8%A5%E0%B8%AD%E0%B8%B4%E0%B8%AA%E0%B8%A3%E0%B8%B0
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0395/lipid-oxidation-%E0%B8%9B%E0%B8%8F%E0%B8%B4%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%B4%E0%B8%A2%E0%B8%B2%E0%B8%AD%E0%B8%AD%E0%B8%81%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B9%80%E0%B8%94%E0%B8%8A%E0%B8%B1%E0%B8%99%E0%B8%82%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B8%A5%E0%B8%B4%E0%B8%9E%E0%B8%B4%E0%B8%94
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ที่จางลงของการยับยั้งอนุมูลอิสระ DPPH สูตรคำนวณได้จากการนำค่าการดูดกลืนแสงที่ลดลงจาก   
การใส่ตัวอย่างเทียบกับค่าการดูดกลืนแสงตั้งต้น (ก่อนใส่สารตัวอย่าง) ดังนี้ 

 DPPH• + AH  ----->   DPPH-H + A•    (สมการ 1) 
 DPPH radical scavenging (%)  =  [(A0-As)/A0] x 100 
 โดย A0 = ค่าการดูดกลืนแสงตั้งต้น และ 
             As = ค่าการดูดกลืนแสงหลังจากเติมสารตัวอย่าง 
ข้อดีของวิธีนี้ คือ ง่าย สะดวก และรวดเร็ว ส่วนข้อเสีย คือ DPPH•  ค่อนข้างเสถียร 

ไม่ไวต่อปฏิกิริยาเหมือนอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นในร่างกายจริง จึงทำให้เกิดปฏิกิริยาได้ช้า ทำให้ค่า       
การวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่วัดได้น้อยกว่าความเป็นจริง และต้องวัดในปฏิกิริยาที่เป็น
แอลกอฮอล์ ซึ่งจะทำให้โปรตีนตกตะกอนจึงไม่สามารถวิเคราะห์ในตัวอย่างที่เป็นเลือดได้ อีกทั้ง       
สารปนเปื้อนและโลหะจะรบกวน (interfere) ซึ่งสามารถเป็นตัวรีดิวซ์แล้วทำให้สีของอนุมูลอิสระ 
DPPH จางลงได้เช่นกัน  

2. การวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธีการฟอกสีอนุมูลอิสระเอบีทีเอส (ABTS•+) 
เป็นวิธีการวัดความสามารถในการฟอกสีอนุมูลอิสระเอบีทีเอส (ABTS•+,2,2’-azino- 

bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) radical) เป็นสารสังเคราะห์ที่มีสีเขียวปนน้ำเงิน
สามารถดูดกลืนแสงได้สูงสุดที่ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร เนื่องจากสีของ ABTS•+ ปกติจะมี       
ค่าการดูดกลืนแสงสูง จึงต้องทำการเจือจาง ABTS•+ ด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์ จากนั้นนำ ABTS•+            
ทำปฏิกิริยากับสารตัวอย่างที่ละลายด้วยเอทานอลเจือจางซึ่งจะทำให้สีจางลง (ดังสมการ 2)  และ      
ตั้งทิ้งไว้เพื่อให้เกิดปฏิกิริยา จึงสามารถหาความเป็นสารต้านอนุมูลอิสระของสารตัวอย่างได้จาก      
การคำนวณสีที่จางลงของการยับยั้งอนุมูลอิสระ ABTS•+  

    ABTS•+  + AH (antioxidant) ABTS (สีจางลง) + A•   (สมการ 2) 
ข้อดีของวิธีการนี้  คือ  ABTS•+  ละลายได้ดีในน้ำ และตัวทำละลายอินทรีย์จึงทำเกิด 

ปฏิกิริยาได้อย่างรวดเร็ว และทำปฏิกิริยาได้ดีในช่วง pH กว้าง ส่วนข้อเสีย คือ ABTS•+  ไม่เป็น       
สารธรรมชาติที่พบในร่างกายหรือในเซลล์ของสิ่งมีชีวิต และต้องมีการทำปฏิกิริยากับสารอื่นก่อนถึงจะ
เกิดเป็นอนุมูลอิสระ  

          โดยในการทดสอบทั ้ง 2 วิธีจะใช้สารในการเปรียบเทียบ คือ L-ascorbic acid       
ให้เป็น positive control 
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2.5 นาโนอิมัลชัน 
นาโนอิม ัลชันมีความคงตัวทางจลนศาสตร์ เนื ่องจากมีตัวกั ้นซึ ่งเป็นชั ้นดูดซับของ               

สารทำอิมัลชัน หรือสารลดแรงตึงผิวที ่บริเวณระหว่างผิวของน้ำมันและน้ำ ตัวกั ้นชนิดนี ้อาจมี        
ไฟฟ้าสถิต หรืออาจกีดขวางโดยธรรมชาติที่ช่วยป้องกันหยดอิมัลชันจากการเข้าใกล้ และทำหน้าที่
เสริมความคงตัวของฟิล์มของเหลวบางระหว่างหยดของเหลวที่อยู่ใกล้ชิดกัน (19) มีความหนืดต่ำ และ
มีลักษณะโปร่งแสง มีความคงตัวทางกายภาพระยะยาว (ที่ไม่จับกลุ่ม หรือไม่รวมหยด) บางครั้งอาจ
หมายถึงระบบที่เข้าใกล้ความคงตัวทางอุณหพลวัต (20) นอกจากนั้นนาโนอิมัลชันยังเป็นระบบที่มี
ลักษณะบอบบางโดยธรรมชาติ จากคุณสมบัติดังกล่าวทำให้นาโนอิมัลชันเป็นระบบที่ได้รับความสนใจ
ทั ้งในการศึกษา และการนำไปประยุกต์ใช้ เช่น สารทางเครื ่องสำอางอย่างแพร่หลาย และ              
ทางอุตสาหกรรมเภสัชกรรมนำนาโนอิมัลชันมาใช้เป็นระบบนำส่งยา  

นาโนอิมัลชันมีข้อดีหลายประการ (20) เช่น นาโนอิมัลชันมีขนาดหยดที่เล็กมากทำให้ลด   
แรงโน้มถ่วงของโลกที่มากระทำต่อหยดภายในอิมัลชัน และการเคลื่อนที่แบบบราวน์ (Brownian 
motion) ช่วยให้ชนะแรงโน้มถ่วงของโลกได้ ทำให้สามารถป้องกันการเกิดครีม (creaming) หรือ    
การตกตะกอนระหว่างการเก็บรักษา สามารถใช้ได้อย่างง่ายบนผิว ไม่ระคายเคือง มีลักษณะโปร่งใส    
มีความหนืดไม่มาก ทำให้ระบบนี้มีสมบัติที่ดึงดูดต่อการใช้และให้ความรู้สึกที่ดีบนผิว นอกจากนั้น
อนุภาคอิมัลชันขนาดเล็กจะไม่อุดตันรูขุมขนแล้วยังยอมให้อากาศและน้ำไหลผ่านได้ ช่วยให้สารสำคัญ
แพร่ผ่านลงสู่ผิวหนังได้อย่างรวดเร็ว (มีพื้นที่ผิวของระบบมาก)  นอกจากนี้นาโนอิมัลชันยังช่วยให้       
มีพื้นที่ผิวสัมผัสระหว่างน้ำมันและน้ำที่ยาวนานกว่า เนื่องจากมีหยดเล็กขนาดนาโนเมื่อเทียบกับ
อิมัลชันปกติ ซึ่งช่วยเอื้อต่อการปลดปล่อยสารสำคัญออกจากหยดของวัฏภาคกระจายและขนาดหยด
ที่เล็กทำให้นาโนอิมัลชันสามารถกระจายตัวบนพื้นผิวได้อย่างสม่ ำเสมอ นาโนอิมัลชันจึงอาจใช้แทน  
ไลโปโซม (liposome) และเวซิเคิล (vesicles) ซึ่งมีความคงตัวน้อยกว่านาโนอิมัลชันได้  

2.5.1 การสร้างนาโนอิมัลชัน 
         ส่วนประกอบที่จำเป็นโดยพื้นฐานของการเตรียมอิมัลชัน ได้แก่ น้ำมัน น้ำ สารลดแรง
ตึงผิว และพลังงานที่ก่อให้เกิดการเข้ากันของอิมัลชัน การสร้างนาโนอิมัลชันด้วยการใช้พลังงาน ทำได้
ด้วยการให้แรงเฉือนทางกล มีหลายกระบวนการที่เกิดขึ้นระหว่างการสร้างอิมัลชันชนิดนี้ ได้แก่     
การทำให้เกิดการแตกของหยดของเหลว การดูดซับของโมเลกุลสารลดแรงตึงผิว และการชนกันของ
หยดของเหลว (ที่อาจจะทำให้เกิดการรวมหยด และมีขนาดหยดที่ใหญ่ขึ้น) กระบวนการเหล่านี้   
อาจจะเกิดขึ้นพร้อมๆ กันระหว่างการสร้างอิมัลชัน การสร้างหยดของเหลวขนาดเล็กลงจำเป็นต้องใช้
พลังงานเพิ่มขึ้นและ/หรือใช้สารลดแรงตึงผิวที่เพิ่มขึ้นและมีปัจจัยจำนวนมากที่ต้องควบคุมระหว่าง
การสร้างนาโนอิมัลชัน ได้แก่ การเลือกส่วนผสมที ่เหมาะสม การควบคุมลำดับของการเติม
สารประกอบ และการให้แรงเฉือนในลักษณะที่สามารถแตกหยดของเหลวได้อย่างมีประสิทธิภาพ  
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ลักษณะทางกายภาพและทางเคมีของหยดอนุภาคขนาดเล็กขึ ้นอยู ่ก ับชนิดของน้ำมัน ( oil)             
สารลดแรงตึงผิว (surfactant) และตัวทำละลายที่เหมาะสม (solvent optimization) (21) 
 

การเตรียมนาโนอิมัลชัน สามารถแบ่งออกเป็น 2 วิธี (22) ได้แก่  
1.  การทำอิมัลชันโดยใช้พลังงานสูง (high-energy emulsification methods) 
2.  การทำอิมัลชันโดยใช้พลังงานต่ำ (low-energy emulsification methods) มี 2 วิธี ได้แก่

อุณหภูมิการกลับวัฏภาค (phase-inversion temperature, PIT) และ spontaneous 
emulsification (23) 

 
2.5.2 ปัญหาความไม่คงตัวของนาโนอิมัลชัน 
        ความไม่คงตัวหลักที่เกิดกับนาโนอิมัลชันมี 2 แบบ คือ 1. Ostwald ripening เป็น

ปัญหาความไม่คงตัวที่เกิดกับนาโนอิมัลชันซึ่งเกิดจากความสามารถในการละลายของหยดอนุภาค
ขนาดใหญ่และเล็กมีความแตกต่างกัน ทำให้เกิดการแพร่ของของเหลวชั้นภายในผ่านของเหลวชั้น
ภายนอก เกิดการเติบโตของอนุภาคขนาดใหญ่มากขึ้นและอนุภาคขนาดเล็กหายไป (24) ในทาง
ทฤษฏี Ostwald ripening ควรจะทำให้เกิดการรวมกันของหยดอนุภาคจนเกิดการแยกวัฏภาคของ
อิมัลชัน (phase separation) แต่ในทางปฏิบัติไม่เป็นเช่นนั้นเนื่องจากการรวมตัวนั้นจะลดลงเมื่อ
ขนาดหยดอนุภาคเพิ่มขึ้น 2. Coalescence (25) เป็นการรวมกันของหยดอนุภาคเล็กๆจะเกิดเป็น
อนุภาคที่ขนาดใหญ่ขึ้น เมื่อหยดอนุภาคเข้าใกล้กันจะเกิดฟิล์มของเหลวบาง (liquid thin film) 
ระหว่างหยดอนุภาค การเกิดการรวมตัวกันเป็นผลมาจากการแตกออกของฟิล์มในบางจุดของฟิล์ม
ก่อน ซึ่งความคงทนของฟิล์มนั้นขึ้นอยู่กับหลายปัจจัย เช่น สมบัติทางกายภาพของฟิล์ม สมบัติและ        
ความเหมาะสมของสารทำอิมัลชัน แรงหรือแรงดันที่เกิดขึ้นภายในฟิล์ม และการเปลี่ยนแปลงขึ้นลง
เชิงความร้อนหรือเชิงกล 
 ความคงตัวที่ดีของนาโนอิมัลชันสามารถอธิบายได้จากการเกิด steric stabilization ในตำรับ
ท ี ่ ใช ้สารลดแรงต ึงผ ิวแบบไม ่ม ีประจ ุ (non-ionic surfactant) และ/หร ือใช ้โพล ิเมอร ์ และ                 
ยังมีผลมาจากอัตราส่วนของความหนาของชั้นที่ดูดซับ (absorbed layer thickness) กับรัศมีของ
หยดภายในอิมัลชัน สารที่ทำให้เกิดอิมัลชันไม่เพียงเป็นการป้องกันการรวมตัวของหยดอนุภาคทางกล
เท่านั ้น ยังเป็นตัวทำให้เกิดศักย์ไฟฟ้าบนผิวของหยดอนุภาคอีกด้วย (zeta potential) ยิ ่งค่า
ศักย์ไฟฟ้านี้เป็นลบมากเท่าไร ความคงตัวของอิมัลชันก็มากขึ้นเท่านั้น ซึ่งศักย์ไฟฟ้านี้จะสร้างแรงผลัก
เมื ่อหยดอนุภาคเข้ามาใกล้กันจึงช่วยลดการเกิดการรวมตัวกันของหยดอนุภาคได้ โดยหากค่า
ศักย์ไฟฟ้าต่ำกว่า -30 mV สามารถบ่งบอกได้ว่าอิมัลชันนั้นมีความคงตัวที่ดี (26) นอกจากนี้การใช้
สารลดแรงตึงผิวแบบผสมในอัตราส่วนที่เหมาะสมยังช่วยให้ความคงตัวของนาโนอิมัลชันสูงขึ้นอีกด้วย 
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2.6 งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
จากการศึกษาของดวงกลม เรือนงาม (27) ที่ศึกษาวิธีการสกัดที่เหมาะสมในการสกัดสารที่มี

ประโยชน์ที ่มีฤทธิ ์ของการต้านอนุมูลอิสระ วิธีการสกัดสารแบบดั ้งเดิมเป็นวิธีการสกัดที ่ง ่าย            
แต่สิ ้นเปลืองตัวทำละลาย ได้แก่ การสกัดโดยชุดซอกห์เลต ( soxhlet) การสกัดด้วยวิธีการแช่  
(maceration) นอกจากกนี ้ย ังม ีว ิธ ีการสกัดโดยใช้คลื ่นเส ียงความถี ่ส ูงร ่วมด้วยในการสกัด 
(ultrasound assisted extraction, UAE) และวิธีการสกัดโดยใช้คลื่นไมโครเวฟร่วมด้วยในการสกัด 
(microwave assisted extraction, MAE) และได้ม ีการพัฒนาการสกัดว ิธ ีใหม ่ท ี ่ เป ็นม ิตรต่อ
สิ ่งแวดล้อมและเป็นที ่นิยม เนื ่องจากง่ายต่อการแยกตัวทำลายออกเมื ่อสกัดเสร็จสมบูรณ์ คือ             
วิธีการสกัดด้วยน้ำกึ่งวิกฤติ (subcritical water extraction, SWE) และวิธีการสกัดด้วยคาร์บอน        
ไดออกไซด์ภายใต้สภาวะวิกฤติยวดยิ่ง (supercritical carbon dioxide extraction, SCCO) 

จากการศึกษาของธนศักดิ์ แซ่เลี่ยวและคณะ (28) ที่ศึกษาเกี่ยวกับผลของตัวทำละลายต่อ
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิก และความสามารถต้านออกซิเดชันของกระชายเหลือง (B. pandurata)  
ทำโดยการสกัดด้วยตัวทำละลายชนิดต่างกัน ได้แก่ อะซีโตน, 80% เอทานอล, 80% เมทานอล และ
น้ำ สารสกัดของแต่ละตัวทำละลายถูกนำมาทดสอบหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด ปริมาณ
สารฟลาโวนอยด์ทั้งหมด และทดสอบความสามารถต้านออกซิเดชันจากการศึกษาโดยวิธี DPPH และ 
ABTS พบว่ากระชายเหลืองที่สกัดด้วยอะซีโตนมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด และปริมาณ   
ฟลาโวนอยด์ทั้งหมดมากที่สุด รองลงมา ได้แก่ การสกัดด้วย 80% เอทานอล, 80% เมทานอล และ
น้ำตามลำดับ 
 จากการศึกษาของพิชญา ฤทธิ์เจริญ (29) ที่ศึกษาเปรียบเทียบฤทธิ์ทางเครื่องสำอางของ    
สารสกัดกระชายเหลือง กระชายแดง และกระชายดำ ที ่สกัดด้วยตัวทำละลายทั ้ง 5 ชนิด คือ               
น้ำปราศจากไอออน เมทานอล เอทานอล เอทิลอะซิเตท และเฮกเซน พบว่าสารสกัดจากกระชายแดง
ที่สกัดด้วยเอทานอล ให้ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ทั้งหมดสูงที่สุด เท่ากับ 394.19 ± 0.31 
มิลลิกรัมสมมูลของเควอซิตินต่อกรัมสารสกัด และสารสกัดจากกระชายเหลืองที ่สกัดด้วย            
เอทิลอะซิเตท มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดสูงที่สุด เท่ากับ 208.54 ± 0.08 มิลลิกรัมสมมูล
ของกรดแกลลิกต่อกรัมสารสกัด ดังนั้นจึงเห็นได้ว่าสารสกัดกระชายต่างชนิดกันมีปริมาณฟีนอลิก และ
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่ต่างกัน ซึ่งสารสกัดดังกล่าวมีศักยภาพที่จะนำไปใช้ประโยชน์ทางเครื่องสำอาง
ต่อไปได้ 

จากการศึกษาของจิรัชญา ศิริวัฒน์ และวลัยพร ปัญญาแจ้งสกุล (30) ที ่ศึกษาปริมาณ
คาเฟอีนในเครื่องดื่มชา และกาแฟสำเร็จรูปพร้อมดื่ม ซึ่งศึกษาโดยวิธียูวี–วิสิเบิลสเปกโทรโฟโตเมตรีที่
ความยาวคลื่น 440 นาโนเมตร ผลจากการศึกษาปริมาณคาเฟอีนในเครื่องดื่มชา และกาแฟสำเร็จรูป
พร้อมด่ืม พบว่าเครื่องดื่มกาแฟสำเร็จรูปมีปริมาณคาเฟอีนมากกว่าชาสำเร็จรูป 
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จากการศึกษาของ Belay A. et al. (31) ที่ศึกษาเกี่ยวกับการสกัดคาเฟอีนจากผงกาแฟบด 
โดยใช้เครื่องยูวี–วิสิเบิลสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ (UV-Vis spectrophotometer) ซึ่งสามารถอ่านค่า
สัมประสิทธิ์การดูดซับในช่วงเวลาที่มีการเปลี่ยนขั้วไฟฟ้าของคาเฟอีนบริสุทธิ์ในน้ำและไดคลอโรมีเทน
โดยมีค่าการดูดกลืนแสงเท่ากับ 272 และ 274.7 nm ตามลำดับ สำหรับการหาปริมาณคาเฟอีนใน
กาแฟ วิธีนี้เป็นวิธีที่ง่ายและรวดเร็ว เพราะการสกัดโดยใช้ไดคลอโรมีเทนจะช่วยให้ได้ปริมาณของ
คาเฟอีนได้ดีกว่าการใช้น้ำ และสามารถกำจัดสิ่งแปลกปลอมออกไปได้อย่างดี 

จากการศึกษาของ Ploypradub C. et al. (32) ที่ศึกษาปริมาณคาเฟอีนที่สกัดได้สำหรับ
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดและฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระนั้น ได้ศึกษาสภาพขั้วที่ต่างกันของ          
ตัวทำละลาย (เฮกเซน เอทิลอะซิเตท และน้ำ) พบว่าเอทิลอะซิเตทเหมาะสมที่สุดในการสกัดสารต้าน
อนุมูลอิสระจากผงเมล็ดกาแฟบด และกากกาแฟ เนื่องจากสภาพความมีขั้วของเอทิลอะซิเตทอยู่ใน
ระดับปานกลาง เมื่อเปรียบเทียบกับเฮกเซน และน้ำ ทำให้สามารถสกัดเอาสารประกอบฟีนอลิกออก
มาได้ดีกว่า จึงส่งผลให้ค่า  IC50 ค่อนข้างต่างกัน พร้อมทั ้งสอดคล้องกับปริมาณของสารต้าน         
อนุมูลอิสระที่ศึกษาด้วยวิธี FRAP มักจะใช้สองวิธีในการยืนยันผลของสารต้านอนุมูลอิสระคู่กันที่ได้
แสดงผลออกมาว่าค่อนข้างสูงกว่าสารสกัดชนิดอื่น และในส่วนการศึกษาปริมาณสารประกอบฟีนอลิก
ทั้งหมด และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH และ FRAP พบว่าสารสกัดของผงเมล็ดกาแฟบดกับ
กากกาแฟ จะแสดงปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด  และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระทั้งสองวิธีนั้น       
ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 

จากการศึกษาของ Rafael และ Marta de (5) ที่ศึกษาสายพันธุ์ของกาแฟอาราบิก้า และ      
โรบัสต้าที่ผ่านกระบวนการคั่ว (coffee roast) พบว่ากาแฟสายพันธุ์โรบัสต้าจะแสดงปริมาณของ 
caffeine เท่ากับ 2.35 mg 100 g-1 และกาแฟสายพันธุ ์อาราบิก้าจะแสดงปริมาณของ caffeine 
เท่ากับ 1.35 mg 100 g-1 และจากการศึกษายังพบอีกว่ากาแฟสายพันธุ์โรบัสต้าจะแสดงปริมาณของ 
caffeine อยู่ในช่วงระหว่าง 0.88-1.61 mg 100 g-1 ส่วนกาแฟสายพันธุ์อาราบิก้าจะแสดงปริมาณ
ของ caffeine อยู่ในช่วงระหว่าง 1.57-2.68 mg 100 g-1 แสดงให้เห็นว่ากาแฟสายพันธุ์โรบัสต้าจะมี
ปริมาณของ caffeine มากกว่ากาแฟสายพันธุ์อาราบิก้า 

 จากการศึกษาของณพัฐอร บัวฉุน  และเยาวนารถ งามนนท์  (33)  ที่ศึกษาองค์ประกอบทาง 
เคมี และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบชะเอมไทยและพิลังกาสา โดยนำรากชะเอมไทย และ
ผลพิลังกาสามาสกัดด้วยเอทานอล ศึกษาอัตราส่วนที่เหมาะสมที่สุดระหว่างสารสกัดหยาบชะเอมไทย
และพิลังกาสาที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ และนำสารสกัดหยาบชะเอมไทย และพิลังกาสาที่มีฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระมาเป็นส่วนผสมในผลิตภัณฑ์โลชั่น  ผลการวิจัยพบว่าสารสกัดหยาบชะเอมไทยและ     
สารสกัดหยาบพิลังกาสามีปริมาณฟีนอลิกทั้งหมดเท่ากับ 55.20 มิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิคต่อ 
100 กรัมน้ำหนักแห้ง และ 52.81 มิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิคต่อ 100 กรัมน้ำหนักแห้ง ตามลำดับ 
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ปริมาณแทนนินทั ้งหมดเท่ากับ  35.20 µg/mL และ 17.80 µg/mL ตามลำดับ สารสกัดหยาบ     
ชะเอมไทย และพิลังกาสาพบสารประกอบกลุ ่มสารหลัก คือ flavonoids แต่ตรวจไม่พบกลุ่ม 
steroids, alkaloids และ terpenes สารสกัดหยาบชะเอมไทยมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดยมีค่า IC50 
เท ่าก ับ 12.02 µg/mL ในขณะที่ BHA และ BHT มีค ่า IC50 เท ่าก ับ 12.54 และ 12.86 µg/mL 
ตามลำดับ สารสกัดหยาบผลพิลังกาสามีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดยมีค่า  IC50 เท่ากับ 12.94 µg/mL, 
BHA และ BHT มีค ่า IC50 เท ่าก ับ 12.54 และ 12.86 µg/mL ตามลำดับ อัตราส ่วนฤทธิ ์ต ้าน       
อนุมูลอิสระที ่ดีที ่สุด คือ อัตราส่วนที่ 1 มีค่า IC50 เท่ากับ 13.09 µg/mL และเมื ่อนำมาพัฒนา
ผลิตภัณฑ์โลชั่นบำรุงผิวจากสารสกัดหยาบชะเอมไทย และพิลังกาสา  พบว่าโลชั่นมีเนื้อเป็นสีขาว 
ลักษณะทางกายภาพคงตัวที่ด ีไม่มีกลิ่น และค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากับ 7.6 
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2.7 กรอบแนวคิดที่ใช้ในการวิจัย 
 
แผนภูมิที ่2.1 กรอบแนวคิดที่ใช้ในการวิจัย 
                 
                       
เตรียมสารสกัดจากกระชายและกาแฟ                             เตรียมตำรับนาโนอิมลัชัน 
ทำการสกัดที่สภาวะต่างๆที่กำหนดไว้                                ด้วยเทคนิค Spontaneous  
                                                                                    Emulsification 
                                 
 
                                                                         ประเมินคุณลักษณะทางกายภาพ 
                                                                                  และทางเคมี 
สารสกัดจากกระชาย        สารสกัดจากกาแฟ               - ลักษณะภายนอก เช่น สี กลิ่น และ 
                                                                         การแยกชั้น โดยสังเกตด้วยตาเปล่า 
                                                                      - ขนาด และการกระจายอนุภาคด้วย 
- วิเคราะห์ปริมาณ Total Phenolic                              เครื่องวัดขนาดอนุภาค 
- ทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 2 วิธี                            - ความเป็นกรด-ด่าง  
  ได้แก่ (DPPH และ ABTS assay)  
 
 
                                                                              ศึกษาความคงตัว 
                                                                     - ที่อุณหภูมิห้อง (Room temperature) 
                                                                     - ที่สภาวะเร่ง (Heating/Cooling)       
     เลือกตัวทำละลายในการสกัด                           
      และวิธีสกัดที่เหมาะสมที่สุด                            

 
                                                   วิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ และสรุปผล 
                                                                                                               

      เตรียมตำรับนาโนอิมัลชัน 

                



 
 

บทที่ 3 
ระเบยีบวิธีการวิจัย 

 

3.1 เครื่องมือ และอุปกรณท์ี่ใช้ในงานวิจยั 

1. เคร ื ่องช ั ่งว ิ เคราะห์ ความละเอียดทศนิยม 2 ตำแหน่ง , OHAUS, ARC120 ประเทศ
สหรัฐอเมริกา 

2. เครื่องชั่งวิเคราะห์ ความละเอียดทศนิยม 5 ตำแหน่ง, Mettler Toledo, MS105 ประเทศ
สวิสเซอร์แลนด์) 

3. เครื่อง Magnetic stirrer, Heidolph, MR 3001 ประเทศเยอรมัน 
4. เครื่อง Ultrasonic extraction, MRC DC-250H สาธารณรัฐประชาชนจีน 
5. เครื่อง Rotary evaporator, BUCHI, R-210 ประเทศสวิตเซอร์แลนด ์ 
6. เครื่อง UV-VIS spectrophotometer, Jasco V-630, Jasco Corporation ประเทศ

เยอรมัน 
7. เครื่อง Vortex Mixer Scientific Industries, G560E ประเทศสหรัฐอเมริกา 
8. เครื่อง Freeze dryer, Christ, Alpha 1-2 LDplus ประเทศเยอรมัน 
9. เครื่อง pH meter, Schott Instrument, Lab 850 
10. เครื่องวดัขนาดอนุภาค, Delsa™ Nano C, BECKMAN COULTER® ประเทศญี่ปุ่น 
11. กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (transmission electron microscope; TEM),  

JEM-1400 , JEOL Limited ประเทศญี่ปุ่น 
12. ตู้อบลมร้อน Memmert®, D06062 model 600 ประเทศเยอรมัน 
13. ตู้เย็น MITSUBISHI®, MR-F50C/ST ประเทศไทย 
14. Erlenmeyer flask 500, 250 mL 
15. Round bottom flask 1000 mL 
16. Receiving flask 1000 mL 
17. Beaker 25, 50, 100, 150, 250, 600 และ1000 mL 
18. Volumetric flask 10 mL 
19. Pipet 1, 2, 4, 5 และ10 mL 
20. Micropipet 100 และ1000 mL, Eppendorf Research plus ประเทศเยอรมัน 
21. Tips, Eppendorf Research plus ประเทศเยอรมัน 
22. Cylinder 10, 25, 50, 100, 500, และ 1000 mL 
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23. Test tube พร้อมฝาปิดขนาด 10 mL  
24. Stirring rod 
25. Dropper 
26. Funnel 
27. Rank 
28. Parafilm และ aluminum foil 
29. กระดาษกรอง เบอร์ 1 (Whatman™ No.1) 
30. ช้อนเขา 
31. ขวดแก้วสีชา 
32. ขวดเก็บตำรับนาโนอิมัลชัน และสารสกัดมีฝาปิด ขนาด 50 ml 

 
3.2 วัตถุดิบ และสารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 

1. กระชาย จากตลาดทรัพย์จันทร์ผัน กรุงเทพมหานคร ประเทศไทย 
2. ผงกาแฟพันธุ์โรบัสต้า เขาช่อง 
3. Ethanol, Emsure ประเทศเยอรมัน 
4. Acetone, Normapur ประเทศเยอรมัน 
5. สารมาตรฐาน Gallic acid, Sigma-Aldrich ประเทศเยอรมัน 
6. สารละลาย Folin-Ciocalteu, Merck KgaA ประเทศเยอรมัน 
7. Sodium carbonate (Na2CO3), Ajax FineChem Laboratory Chemicals ป ร ะ เ ท ศ

ออสเตรเลีย 
8. Methanol, Emsure ประเทศเยอรมัน 
9. Aluminium chloride (AlCl3), Ajax FineChem Laboratory Chemicals ป ร ะ เ ท ศ

ออสเตรเลีย 
10. สารมาตรฐาน L-ascorbic acid, Riedel-de Haën สาธารณรัฐประชาชนจีน 
11. 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), Aldrich Chemical company, Inc ป ร ะ เ ทศ

สหรัฐอเมริกา 
12. 2,2’-azino-bis (3-ethylbenzothaiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS), Sigma-Aldrich 

ประเทศเยอรมัน 
13. Potassium persulfate (K2S2O8), Aldrich Chemical company, Inc. ป ร ะ เ ท ศ

สหรัฐอเมริกา 
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3.3 วิธีการดำเนินงานวิจัย 
  3.3.1 การเตรียมสารสกัดกระชายและสารสกัดกาแฟ 

1. นำกระชายสดมาล้างทำความสะอาด ฝานเป็นแผ่นบางๆ แล้วนำไปอบแห้งที่ตู้อบ 
ลมร้อนที่อุณหภูมิ 50ºC เป็นเวลา 48 ชั่วโมง บดกระชายแห้งให้เป็นผง บันทึกน้ำหนักและเก็บใน
ภาชนะที่แห้งปิดสนิทที่อุณหภูมิ 4ºC จนกว่าจะนำมาใช้สกัด ส่วนผงกาแฟโรบัสต้าจะใช้ในการสกัด
ด้วย 
                    2. ทำการสกัดผงกระชายและกาแฟด้วยวิธีการสกัดและตัวทำละลายที่แตกต่างกัน 
โดยใช้วิธีการสกัด 2 วิธี คือ ultrasonic extraction และ maceration แต่ละวิธีใช้ตัวทำละลาย 4 
ชนิด คือ 50% ethanol, 80% ethanol, absolute ethanol และ acetone ดังแสดงในแผนภูมิ     
ที่ 3.1 
 
แผนภูมิที่ 3.1 แผนผังการสกัดกระชายและการสกัดกาแฟ 

 

 
 

 

 

ผงกระชาย 6 g

และผงกาแฟ 25 g

สกัดด้วยวิธี

ultrasonic extraction

50% ethanol 

80% ethanol

absolute ethanol 

acetone

สกัดด้วย

วิธี maceration 

50% ethanol 

80% ethanol

absolute ethanol 

acetone
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1. การสกัดด้วย ultrasonic extraction 

1. ชั่งผงกระชาย 6 g และผงกาแฟ 25 g อย่างละ 4 flasks 
2. สกัดผงกระชายและผงกาแฟแต่ละ flask ด้วยตัวทำละลายที่แตกต่างกัน (50% 

ethanol, 80% ethanol, absolute ethanol และ acetone ด้วย ultrasonic 
bath) เป็นเวลา 30 นาที  

3. กรองสารสกัดที่ได้จากข้อ 2 ด้วยกระดาษกรอง  
4. ทำการสกัดซ้ำอีก 1 ครั้ง รวมสารสกัดที่ได้จากการสกัดทั้ง 2 ครั้งเข้าด้วยกัน 
5. ทำสารสกัดที่ได้จากข้อ 4 ให้เข้มข้นขึ้นด้วยเครื่องระเหยระบบสุญญากาศ (rotary 

evaporator) และ/หรือ freeze dry  
6. นำ dry residue ที่ได้ไปชั่งน้ำหนัก เพื่อมาคำนวณหาค่าร้อยละของสารสกัดที่ได้

ต่อน้ำหนักแห้ง (% yield)  
 

2. การสกัดด้วยวิธี maceration 

1. ชั ่งผงกระชาย 6 g และผงกาแฟ 25 g ใส่ใน erlenmeyer flask อย่างละ 4 
flasks 

2. สกัดผงกระชายและผงกาแฟแต่ละ flask ด้วยตัวทำละลายที่แตกต่างกัน (50% 
ethanol, 8 0 %  ethanol, absolute ethanol แ ล ะ  acetone) ด ้ ว ย ว ิ ธี  
maceration เป็นเวลา 1 วัน 

3. กรองสารสกัดที่ได้จากข้อ 2 ด้วยกระดาษกรอง  
4. ทำการสกัดซ้ำอีก 1 ครั้ง รวมสารสกัดที่ได้จากการสกัดทั้ง 2 ครั้ง เข้าด้วยกัน 
5. ทำสารสกัดที่ได้จากข้อ 4 ให้เข้มข้นขึ้นด้วยเครื่องระเหยระบบสุญญากาศ (rotary 

evaporator) และ/หรือ freeze dry  
6. นำ dry residue ที่ได้ไปชั่งน้ำหนัก เพื่อมาคำนวณหาค่าร้อยละของสารสกัดที่ได้

ต่อน้ำหนักแห้ง (% yield) 
 

3.3.2 การหาปริมาณฟินอลิกรวม 
   ทำการหาปริมาณฟินอลิกรวมจากสารสกัดกระชายและสารสกัดกาแฟรวมทั้งสารสกดั 

ผสมระหว่างกระชายและกาแฟด้วยวิธี Folin-Ciocalteu ดัดแปลงจากงานวิจัยของ Siddiqui N และ
คณะ (34) ดังนี ้
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1. เตรียมสารละลาย Folin-Ciocalteu 10% v/v 
          ปิเปตสารละลาย Folin-Ciocalteu มาจำนวน 10 mL ลงใน volumetric flask  

ขนาด 100 mL ปรับปริมาตรด้วย DI water จนครบ 100 mL 
2. เตรียม Sodium carbonate (Na2CO3) 7.5% w/v 

 ชั่ง Sodium carbonate (Na2CO3) จำนวน 7.5 g ลงใน volumetric flask ขนาด  
100 mL ปรับปริมาตรด้วย DI water จนครบ 100 mL 

3. เตรียมสารละลายมาตรฐาน gallic acid 
           ชั่งสารมาตรฐาน gallic acid จำนวน 0.0001 g ลงใน volumetric flask ขนาด 10  

mL ปรับปริมาตรด้วย DI water จนครบ 10 mL จากนั้นเจือจาง ให้ได้ 6 ความเข้มข้น ดังนี้ 5,10, 
20, 30, 40 และ 50 µg/mL 

4. เตรียมสารสกัดกระชายและสารสกัดกาแฟรวมทั้งสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ 
            เตรียมสารสกัดกระชายและสารสกัดกาแฟรวมทั้งสารสกัดผสมระหว่างกระชายและ 

กาแฟ โดยเจือจางสารสกัดกระชายและสารสกัดกาแฟรวมทั้งสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ
ให้ได้ความเข้มข้นที่ต้องการ 
 

   ขั้นตอนการทดลอง 
    การสร้างกราฟมาตรฐาน 

1. ปิเปตสารละลายมาตรฐาน gallic acid ความเข้มข้นต่างๆ จำนวน 1 mL ผสมกับ 
สารละลาย 10 % v/v Folin-Ciocalteu จำนวน 5 mL รอ 3 นาท ี

2. เติม 7.5% w/v Na2CO3 จำนวน 4 mL 
3. เขย่าให้เข้ากัน นำไปเก็บในที่มืด 30 นาที  
4. เมื่อครบเวลานำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง UV/VIS spectrophotometer ที่  

765 nm ทำการทดลอง 3 ซ้ำ 
5. นำค่าการดูดกลืนแสง และความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน gallic acid มาสร้าง 

เป็นกราฟมาตรฐาน โดยการแทนค่า y คือ ค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่างสารสกัดกระชายและ      
สารสกัดกาแฟรวมทั้งสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟที่ความยาวคลื่น 765 nm ที่ได้จาก          
การทดลอง เพื่อหาค่า x ซึ่งเป็นปริมาณฟีนอลิกรวมในสารสกัดกระชายและสารสกัดกาแฟรวมทั้ง      
สารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ (mg) ใน 1 mL 
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การหาปริมาณสารประกอบฟินอลิกรวมในสารสกัดกระชายและสารสกัดกาแฟรวมทั้ง    
สารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ 

1. ปิเปตสารสกัดแต่ละแบบ จำนวน 1 mL ผสมกับสารละลาย 10 % v/v Folin- 
Ciocalteu จำนวน 5 mL รอ 3 นาที 

2. เติม 7.5% w/v Na2CO3 จำนวน 4 mL 
3. เขย่าให้เข้ากัน นำไปเก็บในที่มืด 1 ชั่วโมง 
4. เมื่อครบเวลานำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง UV/VIS spectrophotometer ที่  

765 nm ทำการทดลอง 5 ซ้ำ 
5. นำค่าการดูดกลืนแสงที่ได้คำนวณเข้ากับสมการของกราฟมาตรฐาน จะได้ค่าปริมาณ 

สารประกอบฟินอลิกรวมในสารสกัดกระชายและสารสกัดกาแฟรวมทั้งสารสกัดผสมระหว่างกระชาย
และกาแฟ 
 

3.3.3 การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
1. DPPH assay 

การทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH assay ดัดแปลงจากงานวิจัย 
ของ Ahmad R และคณะ (35) ดังนี้ 

1. เตรียมสารละลาย DPPH 
  ชั่ง DPPH จำนวน 0.0029 g ปรับปริมาตรด้วย methanol จนครบ 150 mL 

2. เตรียมสารละลายมาตรฐาน L-ascorbic acid 
     ชั่งสารมาตรฐาน L-ascorbic acid มาจำนวน 0.0001 g ใน volumetric flask  

10 mL ปรับปริมาตรด้วย DI water จนครบ 10 mL จากนั้นเจือจางให้ได้ 5 ความเข้มข้น ดังนี้ 0.25, 
0.5, 1, 5 และ10 µg/mL 

3. เตรียมสารสกัดกระชายและสารสกัดกาแฟรวมทั้งสารสกัดผสมระหว่างกระชาย 
และกาแฟ 

      เตรียมสารสกัดกระชายและสารสกัดกาแฟรวมทั้งสารสกัดผสมระหว่างกระชาย 
และกาแฟโดยเจือจางสารสกัดกระชายและสารสกัดกาแฟรวมทั้งสารสกัดผสมระหว่างกระชายและ
กาแฟให้ได้ความเข้มข้นที่ต้องการ 
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ขั้นตอนการทดลอง 
การสร้างกราฟมาตรฐาน 

1. ปิเปตสารละลายมาตรฐาน L-ascorbic acid หรือสารสกัด จำนวน 500 µL ผสม 
กับสารละลาย DPPH จำนวน 4.0 mL 

2. ปรับปริมาตรสุดท้ายให้ได้ 5.0 mL ด้วย DI water 
                    3. เขย่าให้เข้ากันตั้งทิ้งไว้ในที่มืด 30 นาท ี

4. เมื่อครบเวลานำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง UV/VIS  
spectrophotometer ที่ 520 nm  

5. คำนวณ % inhibition = [(Acontrol – Asample)/ Acontrol] x 100 
 โดยที่ Acontrol คือ ค่าการดูดกลืนแสงของหลอดควบคุม 
   Asample คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารสกัดหรือสารมาตรฐาน          

6. สร้างกราฟเส้นตรงระหว่าง %inhibition และความเข้มข้น รายงานผลเป็นค่า IC50  
เปรียบเทียบค่า IC50 ของสารละลายมาตรฐาน L-ascorbic acid กับสารสกัดกระชายและสารสกัด
กาแฟรวมทั้งสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ 
 

2. ABTS assay 
    การทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS assay ดัดแปลงจากงานวิจัย 

ของพิชญา ลักษณะวิลาศ (36) ดังนี ้
    1. เตรียมสารละลาย ABTS  
      ชั่งสาร ABTS•+ มาจำนวน 0.14400 g ปรับปริมาตรด้วย DI Water จนครบ 40  

mL ได้สารละลายABTS•+ ความเข้มข้น 7 mM 
2. เตรียมสารละลาย potassium persulfate (K2S2O8) 

       ชั่ง potassium persulfate มา 0.03310 g ปรับปริมาตรด้วย DI Water จนครบ  
50 mL ได้สารละลาย potassium persulfate ความเข้มข้น 2.45 mM 

3. เตรียมสารละลายมาตรฐาน L-ascorbic acid  
        ชั่ง L-ascorbic acid มาจำนวน 0.00300 g ใน volumetric flask 10 mL ปรับ 

ปริมาตรด้วย DI water จนครบ 10 mL ได้ความเข้มข้น 300 µg/mL จากนั ้นเจือจางให้ได้ 5      
ความเข้มข้น ดังนี้ 96, 97, 98, 99  และ 100 µg/mL  
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4. เตรียมสารสกัดกระชายและสารสกัดกาแฟรวมทั้งสารสกัดผสมระหว่างกระชาย 
และกาแฟ 

        เตรียมสารสกัดกระชายและสารสกัดกาแฟรวมทั้งสารสกัดผสมระหว่างกระชาย 
และกาแฟโดยเจือจางสารสกัดกระชายและสารสกัดกาแฟรวมทั้งสารสกัดผสมระหว่างกระชายและ
กาแฟให้ได้ความเข้มข้นที่ต้องการ 
 

ขั้นตอนการทดลอง 
1. Oxidize สารละลาย ABTS•+ ด้วย K2S2O8 โดยนำสารละลาย ABTS•+ มาผสมกับ  

สารละลาย K2S2O8 ในอัตราส่วน 2:3 mL แล้วเก็บในที่มืด 4 ºC เป็นเวลา 16 ชั่วโมง จะได้สารละลาย 
ABTS•+ 

2. นำสารละลาย ABTS•+ ที่ได้มาลองวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง UV/VIS  
spectrophotometer ที่ 734 nm ไปเจือจางด้วย DI water จนได้ค่าการดูดกลืนแสงเท่ากับ 0.7 ± 
0.02                      

3. ดูดสารละลายมาตรฐาน หรือสารสกัดแต่ละความเข้มข้นจำนวน 200 µL ผสมกับ 
สารละลาย ABTS•+ ที่ถูก oxidized แล้วจำนวน 1.8 mL ทิ้งไว้ 30 นาท ี

4. เมื่อครบเวลานำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง UV/VIS spectrophoto-  
meter ที่ 734 nm  

5. คำนวณ % inhibition = [(Acontrol – Asample)/Acontrol] x 100 
     โดยที่ Acontrol คือ ค่าการดูดกลืนแสงของหลอดควบคุม 
   Asample คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารสกัดหรือสารมาตรฐาน   

6. สร้างกราฟเส้นตรงระหว่าง  % inhibition และความเข้มข้น  รายงานผลเป็นค่า  
IC50 เปรียบเทียบค่า IC50 ของสารละลายมาตรฐาน L-ascorbic acid กับสารสกัดกระชายและ       
สารสกัดกาแฟรวมทั้งสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ 
 
     3.3.4 การเปรียบเทียบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระในสารสกัดกระชายและสารสกัดกาแฟรวมทั้ง 
สารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ 
            ทำการศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระในสารสกัดกระชายและสารสกัดกาแฟรวมทั้งสารสกัด 
ผสมระหว่างกระชายและกาแฟ ด้วยวิธี DPPH และ ABTS assay จากนั้นทำการคัดเลือกสารสกัดที่มี
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงสุด เพื่อนำไปตั้งตำรับนาโนอิมัลชัน 
 



28 
 

     3.3.5 การเตรียมตำรับนาโนอิมัลชันพื้นฐาน ตำรับนาโนอิมัลชันที่มีวิตามินซี และตำรับ        
นาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ 

      เตรียมตำรับนาโนอิมัลชันด้วยเทคนิค   spontaneous   emulsification   โดยวัฏภาค 
น้ำมันประกอบด้วย coconut oil, Cremophor® RH40 และ ethanol ผสมวัฏภาคน้ำมันให้เป็น      
เนื้อเดียวกัน แล้วเทผสมลงในวัฏภาคน้ำเป็นสายอย่างช้าๆ พร้อมทั้งคนตลอดเวลาด้วยเครื่องคนผสม
ชนิดแม่เหล็ก ความเร็วรอบประมาณ 1000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นนำไประเหย
ภายใต้ความดันต่ำโดยใช้เครื่องกลั่นระเหยระบบสุญญากาศแบบหมุน ทำการประเมินสูตรตำรับที่
เตรียมได้ โดยพิจารณาจากการเกิดการแยกชั้นด้วยตาเปล่า ตรวจสอบขนาดอนุภาคและการกระจาย 
(PI, polydispersity index) ด้วยเครื ่องวัดขนาดอนุภาค (Delsa Nano C Beckman Coulter®)    
สูตรตำรับที่เหมาะสมจะต้องมีลักษณะภายนอกที่ดี ไม่เกิดการแยกชั้น มีขนาดอนุภาคเฉลี่ยไม่เกิน 
500 นาโนเมตร (37)  
 

การเตรียมตำรับนาโนอิมัลชันพื้นฐาน (Negative control) 
1. การศึกษาปริมาณของ coconut oil ในตำรับโดยใช้ปริมาณสารลดแรงตึงผิวคงที่ 

     ศึกษาปริมาณของ    coconut oil    ที่มีความเหมาะสมสำหรับการตั้งตำรับนาโนอิมัลชัน  
โดยปรับเปลี่ยนปริมาณของ coconut oil ให้แตกต่างกัน ได้แก่ 1%, 5%, 10% และ 15% และใช้ 
Cremophor® RH40 เป็นสารลดแรงตึงผิว เตรียมตำรับนาโนอิม ัลชันตามวิธ ีท ี ่กล ่าวข้างต้น           
เพื่อคัดเลือกสูตรตำรับที่มีความคงตัว และมีขนาดอนุภาคเฉลี่ยไม่เกิน 500 นาโนเมตร  
 
ตารางที่ 3.1 สูตรการเตรียมนาโนอิมัลชันเพื่อศึกษาปริมาณของ coconut oil ในตำรับ โดยใช้
ปริมาณ Cremophor® RH40 คงที ่

   ร้อยละ (โดยน้ำหนัก)  
วัฏภาค ส่วนประกอบ A1 A2 A3 A4 

 coconut oil 1 5 10 15 
A Cremophor® RH40 6 6 6 6 
 ethanol 40 40 40 40 
B น้ำ qs. 100 100 100 100 
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2. การศึกษาปริมาณของสารลดแรงตึงผิวในตำรับโดยใช้ปริมาณ coconut oil คงที่ 
   ศึกษาปริมาณของสารลดแรงตึงผิวที่มีความเหมาะสมสำหรับการตั้งตำรับนาโนอิมัลชัน โดย 

เลือกตำรับที่ดีที่สุดจากการศึกษาข้อ 1 มา และปรับเปลี่ยนปริมาณของสารลดแรงตึงผิวให้แตกต่างกัน 
ได้แก่ 2%, 4%, 6% และ 8% และคงความเข้มข้นของ  coconut oil ในสูตรตำรับที ่ เล ือกไว้        
เตรียมตำรับนาโนอิมัลชันตามวิธีที ่กล่าวข้างต้น เพื ่อคัดเลือกสูตรตำรับที ่มีความคงตัว และมี         
ขนาดอนุภาคเฉลี่ยไม่เกิน 500 นาโนเมตร  
 
ตารางที่ 3.2 สูตรการเตรียมนาโนอิมัลชันเพื่อศึกษาปริมาณของ Cremophor® RH40 ในตำรับ    
โดยใช้ปริมาณ coconut oil คงที ่

   ร้อยละ (โดยน้ำหนัก)  
วัฏภาค ส่วนประกอบ B1 B2 B3 B4 

 coconut oil 1 1 1 1 
A Cremophor® RH40 2 4 6 8 
 ethanol 40 40 40 40 
B น้ำ qs. 100 100 100 100 

 
3. การศึกษาปริมาณของสารลดแรงตึงผิวร่วมในตำรับ 

     ศึกษาปริมาณของสารลดแรงตึงผิวร่วมที่มีความเหมาะสมสำหรับการต้ังตำรับนาโนอิมัลชัน              
ซึ่งเลือกใช้ ethanol เป็นสารลดแรงตึงผิวร่วม โดยเลือกตำรับที่ดีที่สุดจากการศึกษาข้อ 2 มา และ
ปรับเปลี่ยนปริมาณของสารลดแรงตึงผิวร่วมให้แตกต่างกัน ได้แก่ 20%, 30%, 40% และ 50% 
เตรียมตำรับนาโนอิมัลชัน ตามวิธีที ่กล่าวข้างต้น เพื่อคัดเลือกสูตรตำรับที ่มีความคงตัว  และมี       
ขนาดอนุภาคเฉลี่ยไม่เกิน 500 นาโนเมตร  
 
ตารางที่ 3.3 สูตรการเตรียมนาโนอิมัลชันเพ่ือศึกษาปริมาณของ ethanol ในตำรับ 

   ร้อยละ (โดยน้ำหนัก)  
วัฏภาค ส่วนประกอบ C1 C2 C3 C4 

 coconut oil 1 1 1 1 
A Cremophor® RH40 4 4 4 4 
 ethanol 20 30 40 50 
B น้ำ qs. 100 100 100 100 
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การเตรียมตำรับนาโนอิมัลชันที่มีวิตามินซี (Positive control) 
   โดยใช้สารมาตรฐาน L-ascorbic acid หรือวิตามินซี เพื่อศึกษาสารวิตามินซีในตำรับนาโน-

อิมัลชัน 
 

ตารางที่ 3.4 สูตรการเตรียมนาโนอิมัลชันเพ่ือศึกษาสารวิตามินซีในตำรบั 
วัฏภาค ส่วนประกอบ ร้อยละ (โดยนำ้หนัก) 

 
A 

coconut oil 1 
Cremophor® RH40 4 

ethanol 20 
B L-ascorbic acid 1 

น้ำ qs. 100 
 

การเตรียมตำรับนาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงสุด 
   โดยสารสกัดที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงสุด คือ สารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ     

เพื่อศึกษาสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟในตำรับนาโนอิมัลชัน 
 
ตารางที่ 3.5 สูตรการเตรียมนาโนอิมัลชันเพื่อศึกษาการคัดเลือกสารสกัดผสมระหว่างกระชายและ                             
กาแฟในตำรับ 

  ร้อยละ (โดยนำ้หนัก) 
วัฏภาค ส่วนประกอบ F1 F2 F3 

 coconut oil 1 1 1 
A Cremophor® RH40 4 4 4 
 ethanol 20 20 20 

finger root 0.5 1 2 
B coffee 0.5 1 2 

น้ำ qs. 100 100 100 
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ตารางที่ 3.6 สูตรการเตรียมนาโนอิมัลชันเพ่ือศึกษาสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟในตำรับ  
วัฏภาค ส่วนประกอบ ร้อยละ (โดยนำ้หนัก) 

 
A 

coconut oil 1 
Cremophor® RH40 4 

ethanol 20 
 finger root 0.5 

B coffee 0.5 
น้ำ qs. 100 

 
3.3.6 การประเมินคุณลักษณะทางกายภาพ และทางเคมีของตำรับนาโนอิมัลชันพื้นฐาน ตำรับ 

นาโนอิมัลชันที่มีวิตามินซี และตำรับนาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ 
1. ลักษณะภายนอก  
         ประเมินคุณสมบัติทางกายภาพของตำรับนาโนอิมัลชัน เช่น สี กลิ่น หรือการแยกช้ัน  

เป็นต้น โดยการสังเกตด้วยตาเปล่า (visual observation) 
2. การวัดขนาดและการกระจายอนุภาค (size and polydispersity index; PI)  
         ทำการวัดขนาดอนุภาคและการกระจายอนุภาคในตำรับด้วย (รุ่น DelsaTM Nano 

C, Beckmann Coulter® Japan) ที่อุณหภูม ิ25°C แต่ละตัวอย่างวัดซ้ำ 6 ครั้ง  
3. ความเป็นกรด-ด่าง (pH)  
         ทำการวัดความเป็นกรด-ด่าง ด้วยเครื่อง Eutech™ pH 700 ที่อุณหภูม ิ25°C วัดซ้ำ              

3 ครั้ง 
4. การวัดค่าซีต้าโพเทนเชียล (zeta potential)  
          ทำการวัดค่าซีต้าโพเทนเชียลของตำรับนาโนอิมัลชันด้วยเครื่องวัดซีต้าโพเทนเชียล  

(รุ่น DelsaTM Nano C, Beckmann Coulter® Japan) การวัด 1 ครั้ง กำหนดรอบวัด 30 รอบ แต่ละ
ตัวอย่างทำการวัดซ้ำ 6 ครั้ง 

5. การตรวจสอบสัณฐานวิทยา (Morphology) และโครงสร้าง 
        โดยเลือกตำรับนาโนอิมัลชันพ้ืนฐาน ตำรับนาโนอิมัลชันที่มีวิตามินซี  และตำรับนาโน- 

อิมัลชันที่มีสารสกัดที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงสุดมาอย่างละ 1 ตำรับ และทำการตรวจสอบสัณฐาน
วิทยา และโครงสร ้างของนาโนอิม ัลช ันก ่อนการเต ิมและหลังการเต ิมสารสกัดด้วยการใช้              
กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (transmission electron microscopy, TEM) โดยหยด
ตัวอย่างลงบนคอปเปอร์กริด (copper grid) และปล่อยให้แห้งที ่อุณหภูมิห้อง หยด 2% ของ
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สารละลายกรดฟอสโฟทังสติก (phosphotunstic acid) ทิ้งไว้ให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง จากนั้นนำไป
ส่องกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน 
 

3.3.7 การทดสอบความคงตัวของตำรับนาโนอิมัลชันพื้นฐาน ตำรับนาโนอิมัลชันที่มีวิตามินซี  
และตำรับนาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ 

 1. การประเมินความคงตัวทางกายภาพ (physical appearance) 
              ทำการประเมินความคงตัวทางกายภาพในสภาวะปกติ   โดยบรรจุลงในขวดแก้วสีชา 

ปิดฝาให้สนิท ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง (room temperature) อุณหภูมิ 45 °C และอุณหภูมิ 4 °C    
เป็นระยะเวลา 6 เดือน พิจารณาการแยกชั้น สี การวัดขนาดอนุภาค และการกระจายอนุภาค         
ในตัวอย่างทุกเดือน ประเมินความคงตัวทางกายภาพของนาโนอิมัลชันในสภาวะเร่งอุณหภูมิร้อนสลับ
เย็น (heating cooling cycle) โดยนำตัวอย่างมาบรรจุลงในขวดแก้วสีชาปิดฝาให้สนิท นำขวดนาโน-
อิมัลชันใส่ในตู้อบที่อุณหภูมิ 45 °C เป็นเวลา 48 ชั่วโมง เมื่อครบกำหนดให้นำเข้าตู้เย็นที่อุณหภูมิ     
4 °C เป็นเวลา 48 ชั่วโมง คิดเป็น 1 รอบ ทำสลับกันจนครบ 6 รอบ 

2. การประเมินความคงตัวทางเคมี (chemical appearance) 
  ทำการประเมินความคงตัวทางเคมีในสภาวะปกติ ซึ่งจะทำการวิเคราะห์ฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระของตำรับนาโนอิมัลชันพ้ืนฐาน ตำรับนาโนอิมัลชันที่มีวิตามินซี และตำรับนาโนอิมัลชนัที่มี
สารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟด้วยวิธี DPPH assay ที่อุณหภูมิห้อง (room temperature) 
อุณหภูมิ 45 °C และอุณหภูมิ 4 °C เป็นระยะเวลา 6 เดือน และสภาวะเร่งอุณหภูมิร้อนสลับเย็น 
(heating cooling cycle) 6 รอบ 
 



 
 

บทที่ 4   

ผลการวิจัย และอภิปรายผลการวิจัย 

 

4.1 การเตรียมสารสกัดกระชาย 

 ลักษณะทางกายภาพของเหง้ากระชายสดที่นำมาสกัดมีลักษณะเป็นคล้ายรูปทรงกระบอก
ปลายเรียวแหลม ตรงกลางเหง้าพองกว่าส่วนหัวและท้าย เปลือกมีสีเหลืองอมน้ำตาล เนื้อในเหง้า       
มีสีเหลืองนวล (ภาพที่ 4.1) มีกลิ่นหอมฉุน 
 ได้นำกระชายสดปริมาณ 4 กิโลกรัม  ล้างทำความสะอาด  ฝานเป็นแผ่นบางๆ นำไปอบแห้ง

ที ่อุณหภูมิ 50ºC เป็นเวลา 48 ชั ่วโมง จากนั ้นบดให้เป็นผงได้ปริมาณผงกระชาย 462.50 กรัม         

คิดเป็นร้อยละ 11.56  โดยผงกระชายมีสีน้ำตาลอ่อน  ดังภาพที่ 4.1 

  

ภาพที่ 4.1 ลักษณะของกระชายก่อนและหลังอบแห้ง และผงกระชาย 

  
      กระชายกอ่นอบแห้ง           กระชายหลังอบแห้ง       ผงกระชาย 

 

จากแนวคิด ทฤษฎี และงานวิจัยที ่เกี ่ยวข้องพบว่า วิธ ีสกัดกระชาย ( Boesenbergia 

pandurata) ที่ให้องค์ประกอบสำคัญที่มีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระในปริมาณสูง 2 วิธี คือวิธี 

maceration และ ultrasonic extraction โดยปริมาณสารสำคัญในสารสกัดที่ได้จากวิธีสกัดแต่ละวิธี

นี ้แตกต่างกันตามชนิดของตัวทำละลายที่ใช้ แต่ยังไม่เคยมีงานวิจัยที่เปรียบเทียบวิธีสกัดและใช้         

ตัวทำละลายที่แตกต่างกันจากตัวอย่างกระชายที่มาจากแหล่งเดียวกัน ผู้วิจัยจึงเลือกใช้วิธีสกัดทั้ง 2 

วิธีดังกล่าวข้างต้น โดยใช้ตัวทำละลายแตกต่างกันเพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการเตรียม       

สารสกัดกระชายที่มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ  
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 เมื่อนำผงกระชายมาสกัดด้วยวิธี ultrasonic extraction และวิธี maceration โดยแต่ละ

วิธีใช้ตัวทำละลาย 4 ชนิด  คือ 50% ethanol, 80% ethanol, absolute ethanol และ acetone  

จากนั้นนำสารสกัดที่ได้ไปทำให้แห้ง และคำนวณหาค่าร้อยละของสารสกัดที่ได้ต่อน้ำหนักผงกระชาย

แห้ง (% yield) และบันทึกลักษณะทางกายภาพของสารสกัดก่อนและหลังการทำให้แห้ง รายละเอียด

แสดงในตารางที่ 4.1 และ 4.2 

 

ตารางที่ 4.1 % yield และลักษณะทางกายภาพของสารสกัดกระชายจากวิธี ultrasonic extraction 

โดยใช้ตัวทำละลายชนิดต่างๆ 

 
ชนิดของ 

ตัวทำละลาย 

 
น้ำหนักผง
กระชาย 
(กรัม) 

 
น้ำหนัก 
สารสกัด 
(กรัม) 

 
ร้อยละของนำ้หนัก
สารสกัดตอ่นำ้หนัก

ผงกระชาย(%yield) 

 
ลักษณะทางกายภาพ 

ก่อนทำให้
แห้ง 

หลังทำให้แห้ง 

50% 
ethanol 

6.0084 0.7830 
 

13.03 สารละลาย 
สีน้ำตาลอ่อน 
ขุ่นเล็กน้อย 

ผงสีน้ำตาลอ่อน 

80% 
ethanol 

6.0146 0.9672 
 

16.08 
 

สารละลายใส 
สีเหลืองเข้ม 

ของเหลวหนืด 
สีน้ำตาลเข้ม 

absolute 
ethanol 

6.0220 0.1075 1.79 สารละลายใส 
สีเหลืองอ่อน 

ของเหลวหนืด 
สีน้ำตาลเข้ม 

acetone 6.0212 0.1968 3.27 
 

สารละลายใส 
สีเหลืองอ่อน 

ของเหลวหนืด 
สีน้ำตาลเข้ม 
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ตารางที ่ 4.2  % yield และลักษณะทางกายภาพของสารสกัดกระชายจากวิธ ี maceration          

โดยใช้ตัวทำละลายชนิดต่างๆ 

 
ชนิดของ 

ตัวทำละลาย 

 
น้ำหนักผง
กระชาย 
(กรัม) 

 
น้ำหนัก 
สารสกัด 
(กรัม) 

 
ร้อยละของนำ้หนัก
สารสกัดต่อนำ้หนัก

ผงกระชาย(%yield) 

 
ลักษณะทางกายภาพ 

ก่อนทำให้
แห้ง 

หลังทำให้แห้ง 

50% 
ethanol 

6.0136 0.8285 
 

13.78 สารละลาย 
สีน้ำตาลอ่อน 
ขุ่นเล็กน้อย 

ผงสีน้ำตาลอ่อน 

80% 
ethanol 

6.0187 0.9487 
 

15.76 
 

สารละลายใส 
สีเหลืองเข้ม 

ของเหลวหนืด 
สีน้ำตาลเข้ม 

absolute 
ethanol 

6.0118 0.2842 4.73 สารละลายใส 
สีเหลืองอ่อน 

ของเหลวหนืด 
สีน้ำตาลเข้ม 

acetone 6.0049 0.3554 5.92 
 

สารละลายใส 
สีเหลืองอ่อน 

ของเหลวหนืด 
สีน้ำตาลเข้ม 

 

จากการเตรียมสารสกัดกระชายด้วยวิธีและตัวทำละลายข้างต้นพบว่า สารสกัดกระชายที่สกัด
ด้วย 80% ethanol  โดยใช้วิธี ultrasonic extraction ให้ร้อยละของน้ำหนักสารสกัดต่อน้ำหนักผง
กระชาย (% yield) มากที ่ส ุด คือ 16.08% โดยก่อนทำให้แห้งม ีล ักษณะเป็นสารละลายใส                 
สีเหลืองเข้ม และหลังทำให้แห้งมีลักษณะเป็นของเหลวหนืด สีน้ำตาลเข้ม ส่วนสารสกัดกระชายที่สกัด
ด้วย absolute ethanol โดยใช้วิธี ultrasonic extraction ให้ร้อยละของน้ำหนักสารสกัดต่อน้ำหนัก
ผงกระชาย (% yield) น้อยที ่ส ุด คือ 1.79% โดยก่อนทำให้แห้งมีล ักษณะเป็นสารละลายใส              
สีเหลืองอ่อน และหลังทำให้แห้งมีลักษณะเป็นของเหลวหนืด สีน้ำตาลเข้ม 
  
การหาปริมาณฟีนอลิกรวมในสารสกัดกระชาย 

  การหาปริมาณฟีนอลิกรวมในสารสกัดกระชายโดยใช้วิธี  Folin-Ciocalteu ดัดแปลงจาก

งานวิจัยของ Siddiqui N. และคณะ (34) ปริมาณฟีนอลกิรวมหาได้จากการนําค่าการดูดกลืนแสงของ

สารละลายตัวอย่างเทียบกับกราฟมาตรฐานของสารละลาย gallic acid (ทำการทดลอง 5 ซ้ำ) 

ปริมาณที่ได้แสดงในหน่วย มิลลิกรัมต่อกรัมกรดแกลลิก (mg/g gallic acid equivalent, GAE)  
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ผลการวิเคราะห์ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย gallic acid ที่ระดับความเข้มข้นในช่วง 

5-50 µg/mL ที่ความยาวคลื่น 765 nm (ทำการทดลอง 3 ซ้ำ) แสดงในตารางที่ 4.3 และนำมาสร้าง

กราฟมาตรฐาน gallic acid ดังแสดงในภาพที่ 4.2 

  การคำนวณปริมาณฟีนอลิกรวมได้จากกราฟมาตรฐาน gallic acid จากสมการ y = 

0.0121x + 0.1209 (R2 = 0.9992)  โดยการแทนค่า y คือ ค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่างสารสกัด

กระชายที่ความยาวคลื่น 765 nm ที่ได้จากการทดลอง เพื่อหาค่า  x  ซึ่งเป็นปริมาณฟีนอลิกรวมใน

สารสกัดกระชาย (mg) ใน 1 mL ซึ่งจะนำไปคำนวณหาปริมาณฟีนอลิกรวมในสารสกัดกระชาย

ทั้งหมด โดยแสดงในหน่วย mg/g gallic acid equivalent, GAE (ตารางที่ 4.4) 

 

ตารางที่ 4.3 ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐาน gallic acid ที่ความเข้มข้นต่างๆ (n = 3) 

ความเข้มข้น 
ของ gallic acid 

(µg/mL) 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลืน่ 765 nm  

n1 n2 n3 ค่าเฉลี่ย + SD 

5 0.1985 0.2305 0.0924 0.1738 ± 0.0723 
10 0.2415 0.264 0.2245 0.2433 ± 0.0198 
20 0.3523 0.4201 0.3396 0.3707 ± 0.0433 
30 0.4874 0.5334 0.4252 0.4820 ± 0.0543 
40 0.5482 0.5623 0.7155 0.6087 ± 0.0928 
50 0.5564 0.8304 0.7691 0.7186 ± 0.1438 
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ภาพที่ 4.2 กราฟมาตรฐานของสารละลาย gallic acid สําหรับการวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิกรวม 

ในสารสกัดกระชาย 

 
 

ตารางที่ 4.4  ปริมาณฟนีอลิกรวมในสารสกัดที่สกัดด้วยวิธีและตัวทำละลายที่แตกต่างกัน (n = 5) 

 
 
 
 
 

y = 0.0121x + 0.1209
R² = 0.9992
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รดู
ดก

ลืน
แส

ง

ความเข้มข้นของ gallic acid (µg/mL)

 
 

วิธีสกัด 
  

 
 

ตัวทำ
ละลาย  

ปริมาณฟีนอลิกรวมในสารสกัดกระชาย 
(mg GAE/g extract) 

n1 n2 n3 n4 n5 ปริมาณเฉลี่ย 
+ SD 

ultrasonic 
50% 

ethanol 
 

49.00 
 

50.44 
 

47.94 
 

48.47 
 

52.88 49.75 ± 1.98 

 

80% 
ethanol 

 
79.93 

 
82.00 

 
85.36 

 
78.47 

 
82.32 81.62 ± 2.61 

absolute 
ethanol 

 
58.13 

 
59.09 

 
59.96 

 
58.80 

 
55.53 

 
58.30 ± 1.68 

acetone 56.53 59.63 55.90 54.53 55.69 56.46 ± 1.92 
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 ผลการตรวจสอบปริมาณฟีนอลิกรวมในสารสกัดกระชายที่สกัดด้วยวิธีและตัวทำละลายที่
แตกต่างกันดังแสดงในตารางที ่ 5 พบว่า สารสกัดกระชายที ่ใช้ ต ัวทำละลาย 80% ethanol              
ให้ปริมาณฟีนอลิกรวมสูงสุดเมื่อเทียบกับตัวทำละลายชนิดอื่นๆ และใช้วิธีสกัดเดียวกัน โดยสารที่สกัด
ด้วยวิธี ultrasonic มีปริมาณฟีนอลิกรวมสูงสุด คือ 81.62 ± 2.61 mg GAE/g extract  รองลงมา
เป็นสารที่สกัดด้วยวิธี maceration ให้ปริมาณฟีนอลิกรวมเท่ากับ 79.52 ± 3.29 mg GAE/g ส่วน       
สารสกัดกระชายที่ใช้ตัวทำละลาย acetone และสกัดด้วยวิธี maceration ให้ปริมาณฟีนอลิกรวม
ต่ำสุดเท่ากับ 38.47 ± 0.92 mg GAE/g 
 
การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
 การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระในงานวิจัยนี้ได้ทำการเปรียบเทียบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ
ของสารสกัดกระชาย 2 วิธี  ได้แก่  DPPH และ ABTS assay โดยวิเคราะห์เทียบกับสารมาตรฐาน     
L-ascorbic acid 

1. DPPH  assay 

การทดสอบฤทธิ ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี  DPPH assay ดัดแปลงจากงานวิจัยของ 
Ahmad R และคณะ (35) DPPH  assay เป็นการศึกษาประสิทธิภาพของสารสกัดกระชายใน            
การรวมตัวกับ DPPH ที่อยู ่ในรูปอนุมูลอิสระที่อยู ่ในสารละลาย โดย DPPH  เป็นอนุภาคอิสระ           
ที่เสถียร และสามารถรับอิเล็กตรอนได้ เมื่อได้รับอะตอมไฮโดรเจนจากโมเลกุลอื่นจะทำให้เปลี่ยนเป็น
โมเลกุลที่ไม่เป็นอนุมลูอิสระ 

วิธีสกัด 
ตัวทำ
ละลาย 

ปริมาณฟนีอลิกรวมในสารสกัดกระชาย 
(mg GAE/g extract) 

n1 n2 n3 n4 n5 ปริมาณเฉลี่ย 
+ SD 

maceration 
50% 

ethanol 
 

76.63 
 

77.24 
 

76.82 
 

78.95 
 

80.24 77.98 ± 1.56 

 
80% 

ethanol 
 

74.57 
 

78.28 
 

83.14 
 

80.14 
 

81.45 79.52 ± 3.29 

 
absolute 
ethanol 

 
71.77 

 
71.68 

 
71.19 

 
71.19 

 
71.42 

 
71.45 ± 0.27 

 acetone 34.41 39.27 38.13 37.95 39.58 38.47 ± 0.92 



39 
 

 ในการศึกษาได้บันทึกค่าการดูดกลืนของตัวอย่างสารสกัดกระชายแบบต่างๆที่เจือจางทั้ง 5 
ความเข้มข้น นำไปคำนวณหาค่าร้อยละความสามารถต้านอนุมูลอิสระ จากนั้นหาค่าความเข้มข้นของ
ตัวอย่างสารสกัดกระชายที่มีความสามารถต้านอนุมูลอิสระ DPPH• ที่ร้อยละ 50 (IC50) จากกราฟ
เส้นตรงแสดงความสัมพันธ์ระหว่างร้อยละความสามารถต้านอนุมูลอิสระ (% inhibition) กับตัวอย่าง
สารสกัดกระชาย เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน L-ascorbic acid (ดังแสดงในภาพที่ 4.3-4.4 และ
ตารางที่ 4.5) 

 
ภาพที่ 4.3 กราฟเส้นตรงแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารมาตรฐาน L-ascorbic acid 
กับ% inhibition ในการทดสอบฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH assay 

 

 

 

 

 

 

 

 

y = 0.0238x + 0.3347
R² = 0.9994
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ภาพที่ 4.4 ตัวอย่างกราฟเส้นตรงแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นต่างๆของสารสกัดกระชาย 
ที่สกัดด้วย 80% ethanol โดยใช้วิธี ultrasonic กับ % inhibition ในการทดสอบฤทธิ ์การต้าน  
อนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH assay 

 

 

ตารางที่ 4.5 ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดกระชายที่สกัดด้วยวิธีและ 
ตัวทำละลายต่างกันด้วยวิธี DPPH assay (n=5) 

สารทดสอบ IC50 (µg/mL) 

วิธีสกัด ตัวทำละลาย n1 n2 n3 n4 n5 IC50 เฉลี่ย ± SD 

ultrasonic 50% ethanol 127.59 114.88 119.00 111.83 108.71 116.40 ± 7.32 

 80% ethanol 52.22 51.23 48.50 54.30 44.63 50.18 ± 3.74 

 absolute ethanol 67.33 68.05 68.27 67.58 67.20 67.69 ± 0.46 

 acetone 108.77 107.07 107.84 107.71 105.73 107.42 ± 1.12 

 
 
 
 
 

y = 0.001x + 0.4463
R² = 0.9503
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สารทดสอบ IC50 (µg/mL) 

วิธีสกัด ตัวทำละลาย n1 n2 n3 n4 n5 IC50 เฉลี่ย ± SD 

maceration 50% ethanol 164.62 73.45 105.43 72.56 67.42 96.70 ± 40.84 

 80% ethanol 94.61 75.86 87.69 79.98 85.48 84.73 ± 7.21 

 absolute ethanol 181.85 174.21 173.00 172.92 171.53 174.70 ± 4.10 

 acetone 208.22 206.61 206.72 204.02 205.46 206.21 ± 1.57 

L-ascorbic acid 4.76 5.48 6.94 7.92 4.37 5.89 ± 1.52 
  
 พบว่าสารสกัดกระชายที่สกัดด้วย 80% ethanol จะให้สารสกัดที่มีความสามารถใน   
การต้านอนุมูลอิสระสูงกว่าสารละลายชนิดอื่นๆ และแตกต่างกันตามวิธีสกัด โดยสารสกัดกระชาย      
ที่สกัดด้วย 80% ethanol และใช้วิธี ultrasonic มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระสูงสุด โดยมี 
IC50 เท่ากับ 50.18 ± 3.74 µg/mL ตามด้วยสารสกัดกระชายที่สกัดด้วย 80% ethanol แต่ใช้วิธี 
maceration มี IC50 เท่ากับ 84.73 ± 7.21 µg/mL ส่วนสารสกัดกระชายที่สกัดด้วย acetone พบว่า
มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระต่ำสุด ม ีIC50 เท่ากับ 206.21 ± 1.57 µg/mL  
 ดังนั้นเมื่อเปรียบเทียบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดกระชายที่มี
ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระสูงสุดกับสารมาตรฐาน L-ascorbic acid พบว่าสารมาตรฐาน L-ascorbic 
acid มีฤทธิ์มากกว่าสารสกัดกระชาย 8.52 เท่า 
 

2. ABTS assay 
เป็นการวัดความสามารถในต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดกระชายด้วยวิธี ABTS ดัดแปลง

จากงานวิจัยของพิชญา ลักษณะวิลาศ (36) โดย ABTS จะถูกเปลี่ยนเป็นอนุมูลอิสระด้วยการเติม

โซเดียมเปอร์ซัลเฟต (K2S2O8) และดูดกลืนแสงที ่ความยาวคลื ่น 734 นาโนเมตร  สามารถหา         

ความเป็นสารต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดกระชายได้จากการคำนวณสีที ่จางลงของการยับยั้ง            

อน ุม ูลอ ิสระ ABTS•+ ซ ึ ่ งว ิธ ีการคำนวณและการเท ียบก ับสารมาตรฐาน L-ascorbic acid                          

ทำเช่นเดียวกับ DPPH assay 

ในการศึกษาได้บันทึกค่าการดูดกลืนของตัวอย่างสารสกัดกระชายแบบต่างๆที่เจือจางทั้ง 5 

ความเข้มข้น นำไปคำนวณหาค่าร้อยละความสามารถต้านอนุมูลอิสระ จากนั้นหาค่าความเข้มข้นของ

ตัวอย่างสารสกัดกระชายที่มีความสามารถต้านอนุมูลอิสระ ABTS•+  ที่ร้อยละ 50 (IC50) จากกราฟ

เส้นตรงแสดงความสัมพันธ์ระหว่างร้อยละความสามารถต้านอนุมูลอิสระ (% inhibition) กับตัวอย่าง
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สารสกัดกระชาย (รูปที่ 4.5-4.6) เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน L-ascorbic acid (ดังแสดงในภาพที่ 

4.5-4.6 และตารางที่ 4.6) 

 

ภาพที่ 4.5 กราฟเส้นตรงแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นต่างๆของสารมาตรฐาน L-ascorbic  
acid กับ % inhibition ในการทดสอบฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS assay 

 

 
ภาพที่ 4.6 ตัวอย่างกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นต่างๆของสารสกดั 
กระชายที่สกัดด้วยตัวทำละลาย 80% ethanol โดยใช้วิธี ultrasonic กับ % inhibition ใน          
การทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS assay 

 

y = 0.1607x - 15.19
R² = 0.9647
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ในการศึกษาได้ว ิเคราะห์ความสามารถของสารสกัดกระชายโดยเปรียบเท ียบกับ              
สารมาตรฐาน L-ascorbic acid ดังตารางที่ 4.6 พบว่าสารสกัดกระชายที่สกัดด้วย 80% ethanol          
วิธี ultrasonic มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระสูงสุด โดยมี IC50 เท่ากับ 848.17 ± 66.79 
µg/mL ตามด้วยสารสกัดกระชายที่สกัดด้วย 80% ethanol วิธี maceration มี IC50 เท่ากับ 922.51 
± 17.42 µg/mL ส่วนสารสกัดกระชายที่สกัดด้วย acetone พบว่ามีความสามารถในการต้านอนุมูล
อิสระต่ำสุด โดยมี IC50 เท่ากับ 3,515.50 ± 50.77 µg/mL ซึ่งผลการทดลองดังกล่าวเปน็ไปในทิศทาง
เดียวกับการวิเคราะห์ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วย DPPH 

 ดังนั้นเมื่อเปรียบเทียบความสามารถในการต้านฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดกระชาย
ที่ม ีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระสูงสุดกับสารมาตรฐานของ L-ascorbic acid พบว่า            
L-ascorbic acid มีฤทธิ์มากกว่าสารสกัดจากกระชาย 8.68 เท่า 

 

ตารางที่ 4.6 ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดกระชายที่สกัดด้วยวิธ ีและ               

ตัวทำละลายต่างกันด้วยวิธี ABTS assay (n=5) 

สารทดสอบ IC50 (µg/mL) 
วิธีสกัด ตัวทำละลาย n1 n2 n3 n4 n5 IC50 เฉลี่ย ± SD 

ultrasonic 50%ethanol 2,416.77 2,433.58 2,482.27 2,465.75 2,370.07 2,433.69 ± 43.94 
 80%ethanol 865.34 792.68 838.94 790.55 953.36 848.17 ± 66.79 

 
absolute 
ethanol 

1,978.97 1,929.43 2,015.13 1,966.36 1,966.84 1,971.35 ± 30.73 

 acetone 2,191.87 2,149.48 2,256.04 2,311.64 2,218.95 2,225.59 ± 61.86 
maceration 50%ethanol 1,165.06 1,088.71 1,116.16 1,036.77 1,184.47 1,118.24 ± 59.35 

 80%ethanol 924.20 925.62 895.47 944.18 923.07 922.51 ± 17.42 

 
absolute 
ethanol 

1,439.35 1,421.60 1,421.40 1,396.44 1,353.17 1,406.39 ± 33.44 

 acetone 3,550.96 3,478.06 3,458.88 3,507.89 3,581.73 3,515.50 ± 50.77 
L-ascorbic acid 97.76 97.79 97.76 97.63 97.67 97.72 ± 0.07  
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การคัดเลือกสารสกัดกระชายที่มีปริมาณสารสำคัญสูง และมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระมากที่สุดเพื่อ
นำมาใช้ในการศึกษาความคงตัว 
 กระชายที่สกัดด้วยวิธีสกัด และตัวทำละลายต่างๆมีปริมาณสารฟีนอลิกรวม และฤทธิ์ใน
การต้านอนุมูลอิสระที่แตกต่างกัน (ตารางที่ 4.7-4.8) พบว่าสารสกัดกระชายที่สกัดด้วยวิธี ultrasonic 
extraction และใช ้ 80% ethanol เป ็นต ัวทำละลาย ม ีปร ิมาณฟีนอล ิกรวมมากที ่ส ุด และ                
มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระสูงที่สุด ด้วยวิธี DPPH และ ABTS assay จึงเลือกสารสกัด
กระชายที่สกัดด้วยวิธี ultrasonic และใช้ 80% ethanol เป็นตัวทำละลายไปทดสอบความคงตัว 

 
ตารางที่ 4.7  ปริมาณฟีนอลิกรวม และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดกระชายที่ใช้วิธีการสกัดและ    
สารละลายในการสกัดต่างกัน 

วิธีสกัด ตัวทำละลาย ปริมาณ 
ฟีนอลิกรวม 
(mg GAE/g 
extract) 

IC50 
  

DPPH 
(µg/mL) 

ABTS 
(µg/mL) 

ultrasonic 50% ethanol 49.75 ± 1.98 116.40 ± 7.32 2,433.69 ± 43.94 
 80% ethanol 81.62 ± 2.61 50.18 ± 3.74 848.17 ± 66.79 
 Absolute ethanol 58.30 ± 1.68 67.69 ± 0.46 1,971.35 ± 30.73 
 acetone 56.46 ± 1.92 107.42 ± 1.12 2,225.59 ± 61.86 

 
ตารางที่ 4.8  ปริมาณฟีนอลิกรวม และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดกระชายที่ใช้วิธีการสกัดและ     

สารละลายในการสกัดต่างกัน (ต่อ) 

วิธีสกัด ตัวทำละลาย ปริมาณ 
ฟีนอลิกรวม 
(mg GAE/g 
extract) 

IC50 
  

DPPH 
(µg/mL) 

ABTS 
(µg/mL) 

maceration 50% ethanol 77.98 ± 1.56 96.70 ± 40.84 1,118.24 ± 59.35 
 80% ethanol 79.52 ± 3.29 84.73 ± 7.21 922.51 ± 17.42 
 Absolute ethanol 71.45 ± 0.27 174.70 ± 4.10 1,406.39 ± 33.44 
 acetone 38.47 ± 0.92 206.21 ± 1.57 3,515.50 ± 50.77 
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4.2 การเตรียมสารสกัดกาแฟ 

 ลักษณะทางกายภาพของกาแฟมีลักษณะเป็นผงสีน้ำตาลเข้ม มีกลิ่นหอม ดังภาพที่ 4.7 
 
ภาพที่ 4.7 ลักษณะของผงกาแฟ 

 
 

จากแนวคิด ทฤษฎี และงานวิจัยที่เกี่ยวข้องพบว่า วิธีสกัดกาแฟ (Coffea Robusta L.) ที่ให้
องค์ประกอบสำคัญที่มีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระในปริมาณสูง 2 วิธี คือวิธี maceration และ 
ultrasonic extraction โดยปริมาณสารสำคัญในสารสกัดที่ได้จากวิธีสกัดแต่ละวิธีนี้แตกต่างกันตาม
ชนิดของตัวทำละลายที่ใช้ แต่ยังไม่เคยมีงานวิจัยที่เปรียบเทียบวิธีสกัด และใ ช้ตัวทำละลายที่    
แตกต่างกันจากตัวอย่างกาแฟที่มาจากแหล่งเดียวกัน ผู้วิจัยจึงเลือกใช้วิธีสกัดทั้ง 2 วิธีดังกล่าวข้างต้น 
โดยใช้ตัวทำละลายแตกต่างกันเพื ่อหาสภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการเตรียมสารสกัดกาแฟที ่มี
ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ 

เมื่อนำผงกาแฟมาสกัดด้วยวิธี ultrasonic extraction และวิธี maceration โดยแต่ละวิธีใช้
ต ัวทำละลาย 4 ชน ิด  ค ือ 50% ethanol, 80% ethanol, absolute ethanol และ acetone  
จากนั้นนำสารสกัดที่ได้ไปทำให้แห้ง และคำนวณหาค่าร้อยละของสารสกัดที่ได้ต่อน้ำหนักผงกาแฟ
แห้ง (% yield) และบันทึกลักษณะทางกายภาพของสารสกัดก่อนและหลังการทำให้แห้ง รายละเอียด
แสดงในตารางที่ 4.9 และ 4.10 
 

 

 



46 
 

ตารางที่ 4.9 % yield และลักษณะทางกายภาพของสารสกัดกาแฟจากวิธี ultrasonic extraction 
โดยใช้ตัวทำละลายชนิดต่างๆ 

 
ชนิดของ 

ตัวทำละลาย 

 
น้ำหนักผง

กาแฟ 
(กรัม) 

 
น้ำหนัก 
สารสกัด 
(กรัม) 

 
ร้อยละของนำ้หนัก
สารสกัดต่อนำ้หนัก
ผงกาแฟ (%yield) 

 
ลักษณะทางกายภาพ 

ก่อนทำให้แหง้ หลังทำให้แห้ง 

50% 
ethanol 

25.0022 9.6571 
 

38.63 สารละลายใส 
สีน้ำตาลดำ 

ผงสีน้ำตาลดำ 

80% 
ethanol 

25.0012 3.9744 
 

15.90 
 

สารละลายใส 
สีน้ำตาลดำ 

ของเหลวหนืด 
สีน้ำตาลดำ 

absolute 
ethanol 

25.0062 3.2394 12.95 สารละลายใส 
สีน้ำตาลเข้ม 

ของเหลวหนืด 
สีน้ำตาลดำ 

acetone 25.0020 2.5924 10.37 
 

สารละลายใส 
สีน้ำตาลเข้ม 

ของเหลวหนืด 
สีน้ำตาลดำ 

 
ตารางที่ 4.10 % yield และลักษณะทางกายภาพของสารสกัดกาแฟจากวิธี maceration โดยใช้     
ตัวทำละลายชนิดต่างๆ 

 
ชนิดของ 

ตัวทำละลาย 

 
น้ำหนักผง

กาแฟ 
(กรัม) 

 
น้ำหนัก 
สารสกัด 
(กรัม) 

 
ร้อยละของนำ้หนัก
สารสกัดต่อนำ้หนัก
ผงกาแฟ (%yield) 

 
ลักษณะทางกายภาพ 

ก่อนทำให้แหง้ หลังทำให้แห้ง 

50% 
ethanol 

25.1000 9.2341 
 

36.79 สารละลายใส 
สีน้ำตาลดำ 

ผงสีน้ำตาลดำ 

80% 
ethanol 

25.0730 5.0378 
 

20.09 
 

สารละลายใส 
สีน้ำตาลดำ 

ของเหลวหนืด 
สีน้ำตาลดำ 

absolute 
ethanol 

25.0698 2.7442 10.95 สารละลายใส 
สนี้ำตาลเข้ม 

ของเหลวหนืด 
สีน้ำตาลดำ 

acetone 25.0731 2.5997 10.37 
 

สารละลายใส 
สีน้ำตาลเข้ม 

ของเหลวหนืด 
สีน้ำตาลดำ 
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จากการเตรียมสารสกัดกาแฟด้วยวิธีและตัวทำละลายข้างต้นพบว่า สารสกัดกาแฟที่สกัดด้วย 
50% ethanol  โดยใช้วิธี ultrasonic extraction ให้ร้อยละของน้ำหนักสารสกัดต่อน้ำหนักผงกาแฟ 
(% yield) มากที่สุด คือ 38.63% โดยก่อนทำให้แห้งมีลักษณะเป็นสารละลายใสสีน้ำตาลดำ และหลัง
ทำให้แห้งมีลักษณะเป็นผงสีน้ำตาลเข้ม ส่วนสารสกัดกาแฟที่สกัดด้วย acetone โดยใช้วิธี ultrasonic 
extraction และวิธี maceration ให้ร้อยละของน้ำหนักสารสกัดต่อน้ำหนักผงกาแฟ (% yield)      
น้อยที่สุด คือ 10.37% โดยก่อนทำให้แห้งมีลักษณะเป็นสารละลายใสสีน้ำตาลเข้ม และหลังทำให้แห้ง
มีลักษณะเป็นของเหลวหนืด สีน้ำตาลดำ 

 
การหาปริมาณฟีนอลิกรวมในสารสกัดกาแฟ 

  การหาปริมาณฟีนอลิกรวมในสารสกัดกาแฟโดยใช้วิธี  Folin-Ciocalteu ดัดแปลงจาก

งานวิจัยของ Siddiqui N. และคณะ (34) ปริมาณฟีนอลิกรวมหาได้จากการนําค่าการดูดกลืนแสงของ

สารละลายตัวอย่างเทียบกับกราฟมาตรฐานของสารละลาย gallic acid (ทำการทดลอง 5 ซ้ำ) 

ปริมาณที่ได้แสดงในหน่วย มิลลิกรัมต่อกรัมกรดแกลลิก (mg/g gallic acid equivalent, GAE)  

ผลการวิเคราะห์ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย gallic acid ที่ระดับความเข้มข้นในช่วง 

5-50 µg/mL ที่ความยาวคลื่น 765 nm (ทำการทดลอง 3 ซ้ำ) แสดงในตารางที่ 4.11 และนำมาสร้าง

กราฟมาตรฐาน gallic acid ดังแสดงในภาพที ่4.8 

  การคำนวณปริมาณฟีนอลิกรวมได้จากกราฟมาตรฐาน gallic acid จากสมการ y = 

0.0131x + 0.1225 (R2 = 0.9991)  โดยการแทนค่า y คือ ค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่างสารสกัด

กาแฟที่ความยาวคลื่น 765 nm ที่ได้จากการทดลอง เพื่อหาค่า  x  ซึ่งเป็นปริมาณฟีนอลิกรวมใน    

สารสกัดกาแฟ (mg) ใน 1 mL ซึ่งจะนำไปคำนวณหาปริมาณฟีนอลิกรวมในสารสกัดกาแฟทั้งหมด 

โดยแสดงในหน่วย mg/g gallic acid equivalent, GAE (ตารางที่ 4.12) 
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ตารางที่ 4.11 ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐาน gallic acid ที่ความเข้มข้นต่างๆ (n = 3) 

ความเข้มข้น 
ของ gallic acid 

(µg/mL) 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลืน่ 765 nm  

n1 n2 n3 ค่าเฉลี่ย + SD 

5 0.1985 0.2005 0.0924 0.1971 ± 0.0042 
10 0.2415 0.264 0.2445 0.2500 ± 0.0122 
20 0.3523 0.4201 0.3696 0.3807 ± 0.0352 
30 0.4874 0.5334 0.5052 0.5087 ± 0.0240 
40 0.6482 0.6623 0.6155 0.6420 ± 0.0240 
50 0.7564 0.8304 0.7691 0.7853 ± 0.0396 

 

ภาพที่ 4.8 กราฟมาตรฐานของสารละลาย gallic acid สําหรับการวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิกรวม        
ในสารสกัดกาแฟ 

 

 

 

 

 

 

y = 0.0131x + 0.1225
R² = 0.9991
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ตารางที่ 4.12  ปริมาณฟีนอลิกรวมในสารสกัดกาแฟที่สกัดด้วยวิธีและตัวทำละลายที่แตกต่างกัน      
(n = 5) 

 
ผลการตรวจสอบปริมาณฟีนอลิกรวมในสารสกัดกาแฟที่สกัดด้วยวิธีและตัวทำละลายที่

แตกต่างกันดังแสดงในตารางที ่ 4.12 พบว่า สารสกัดกาแฟที ่ใช้ตัวทำละลาย 50% ethanol            
ให้ปริมาณฟีนอลิกรวมสูงสุดเมื่อเทียบกับตัวทำละลายชนิดอื่นๆ และใช้วิธีสกัดเดียวกัน โดยสารที่สกัด
ด้วยวิธี ultrasonic มีปริมาณฟีนอลิกรวมสูงสุด คือ 75.24 ± 1.53 mg GAE/g extract  รองลงมา
เป็นสารที่สกัดด้วยวิธี maceration ให้ปริมาณฟีนอลิกรวมเท่ากับ 73.17 ± 1.62 mg GAE/g ส่วน      
สารสกัดกาแฟที่ใช้ตัวทำละลาย acetone และสกัดด้วยวิธี maceration ให้ปริมาณฟีนอลิกรวม
ต่ำสุดเท่ากับ 53.65 ± 1.52 mg GAE/g 
 
 

 
 

วิธีสกัด 
  

 
 

ตัวทำ
ละลาย  

ปริมาณฟีนอลิกรวมในสารสกัดกาแฟ 
(mg GAE/g extract) 

n1 n2 n3 n4 n5 ปริมาณเฉลี่ย        
+ SD 

ultrasonic 
50% 

ethanol 
 

75.25 
 

74.30 
 

77.12 
 

73.27 
 

76.28 75.24 ± 1.53 

 

80% 
ethanol 

 
57.12 

 
60.22 

 
61.04 

 
59.00 

 
58.10 59.46 ± 1.58 

absolute 
ethanol 

 
55.17 

 
58.42 

 
59.12 

 
56.58 

 
57.23 

 
57.30 ± 1.55 

acetone 56.93 54.95 52.90 55.92 53.89 54.92 ± 1.60 

maceration 
50% 

ethanol 
 

75.20 
 

72.11 
 

74.23 
 

73.18 
 

71.14 73.17 ± 1.62 

 
80% 

ethanol 
 

64.22 
 

66.26 
 

67.21 
 

65.13 
 

63.19 65.20 ± 1.59 

 
absolute 
ethanol 

 
53.99 

 
55.96 

 
56.97 

 
57.98 

 
54.99 

 
55.98 ± 1.57 

 acetone 53.63 51.74 52.68 54.64 55.57 53.65 ± 1.52 
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การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
 การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระในงานวิจัยนี้ได้ทำการเปรียบเทียบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ
ของสารสกัดกาแฟ 2 วิธี  ได้แก่  DPPH และ ABTS assay โดยวิเคราะห์เทียบกับสารมาตรฐาน        
L-ascorbic acid 
 1. DPPH  assay 

การทดสอบฤทธิ ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี  DPPH assay ดัดแปลงจากงานวิจัยของ 
Ahmad R และคณะ (35) DPPH  assay เป ็นการศ ึกษาประส ิทธ ิภาพของสารสก ัดกาแฟใน            
การรวมตัวกับ DPPH ที่อยู ่ในรูปอนุมูลอิสระที ่อยู ่ในสารละลาย โดย DPPH  เป็นอนุภาคอิสระ           
ที่เสถียร และสามารถรับอิเล็กตรอนได้ เมื่อได้รับอะตอมไฮโดรเจนจากโมเลกุลอื่นจะทำให้เปลี่ยนเป็น
โมเลกุลที่ไม่เป็นอนุมูลอิสระ 
 ในการศึกษาได้บันทึกค่าการดูดกลืนของตัวอย่างสารสกัดกาแฟแบบต่างๆที่เจือจางทั้ง 5 
ความเข้มข้น นำไปคำนวณหาค่าร้อยละความสามารถต้านอนุมูลอิสระ จากนั้นหาค่าความเข้มข้นของ
ตัวอย่างสารสกัดกาแฟที่มีความสามารถต้านอนุมูลอิสระ DPPH• ที่ร้อยละ 50 (IC50) จากกราฟ
เส้นตรงแสดงความสัมพันธ์ระหว่างร้อยละความสามารถต้านอนุมูลอิสระ (% inhibition) กับตัวอย่าง
สารสกัดกาแฟ เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน L-ascorbic acid (ดังแสดงในภาพที่ 4.9-4.10 และ
ตารางที่ 4.13) 

 
ภาพที่ 4.9 กราฟเส้นตรงแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารมาตรฐาน L-ascorbic acid 
กับ% inhibition ในการทดสอบฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระดว้ยวิธ ีDPPH assay 

 
 
 
 

y = 0.044x + 0.3865
R² = 0.9995
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ภาพที่ 4.10 ตัวอย่างกราฟเส้นตรงแสดงความสมัพันธ์ระหว่างความเข้มข้นต่างๆของสารสกัดกาแฟที ่
สกัดด้วย 50% ethanol โดยใช้วิธี ultrasonic กับ % inhibition ในการทดสอบฤทธ์ิการต้านอนุมูล     
อิสระด้วยวิธี DPPH assay 

 
 

ตารางที่ 4.13  ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดกาแฟที่สกัดด้วยวิธีและ                
ตัวทำละลายต่างกันด้วยวิธี DPPH assay (n=5) 

สารทดสอบ IC50 (µg/mL) 

วิธีสกัด ตัวทำละลาย n1 n2 n3 n4 n5 IC50 เฉลี่ย ± SD 

ultrasonic 50% ethanol 55.52 57.24 54.45 56.10 57.60 56.18 ± 1.28 

 80% ethanol 70.12 71.00 69.50 71.16 70.23 70.40 ± 0.68 

 absolute ethanol 82.20 81.42 83.28 81.89 82.77 82.31 ± 0.73 

 acetone 110.12 112.23 111.56 111.78 110.45 110.23 ± 0.90 

 

 

 

 

 

 

y = 0.0014x + 0.3789
R² = 0.9501
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สารทดสอบ IC50 (µg/mL) 

วิธีสกัด ตัวทำละลาย n1 n2 n3 n4 n5 IC50 เฉลี่ย ± SD 

maceration 50% ethanol 58.32 57.04 59.03 59.10 58.28 58.35 ± 0.83 

 80% ethanol 84.76 85.23 83.98 85.45 84.42 84.77± 0.60 

 absolute ethanol 125.82 124.99 123.96 126.51 125.86 125.43 ± 0.98 

 acetone 144.20 145.02 143.12 145.30 144.15 144.36 ± 0.86 

L-ascorbic acid 5.54 4.95 6.73 6.87 5.67 5.95 ± 0.82 
  
 พบว่าสารสกัดกาแฟที่สกัดด้วย 50% ethanol จะให้สารสกัดที ่มีความสามารถใน   
การต้านอนุมูลอิสระสูงกว่าสารละลายชนิดอื่นๆ และแตกต่างกันตามวิธีสกัด โดยสารสกัดกาแฟที่สกัด
ด้วย 50% ethanol และใช้วิธี ultrasonic มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระสูงสุด โดยมี IC50 
เท ่าก ับ 56.18 ± 1.28 µg/mL ตามด้วยสารสกัดกาแฟที ่สก ัดด ้วย 50% ethanol แต่ใช ้ว ิธี  
maceration มี IC50 เท่ากับ 58.35 ± 0.83 µg/mL ส่วนสารสกัดกาแฟที่สกัดด้วย acetone พบว่า    
มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระต่ำสุด ม ีIC50 เท่ากับ 144.36 ± 0.86 µg/mL  
 ดังนั ้นเมื ่อเปรียบเทียบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดกาแฟที่มี    
ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระสูงสุดกับสารมาตรฐาน L-ascorbic acid พบว่าสารมาตรฐาน    
L-ascorbic acid มีฤทธิ์มากกว่าสารสกัดกาแฟ 9.44 เท่า 
 
 2. ABTS assay 

เป็นการวัดความสามารถในต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดกาแฟด้วยวิธี ABTS ดัดแปลงจาก

งานวิจัยของพิชญา ลักษณะวิลาศ (36) โดย ABTS จะถูกเปลี ่ยนเป็นอนุมูลอิสระด้วยการเติม      

โซเดียมเปอร์ซัลเฟต (K2S2O8) และดูดกลืนแสงที ่ความยาวคลื ่น 734 นาโนเมตร  สามารถหา        

ความเป็นสารต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดกาแฟได้จากการคำนวณสีที่ จางลงของการยับยั้ง       

อน ุม ูลอ ิสระ ABTS•+ ซ ึ ่ งว ิธ ีการคำนวณและการ เท ียบก ับสารมาตรฐาน L-ascorbic acid                  

ทำเช่นเดียวกับ DPPH assay 

ในการศึกษาได้บันทึกค่าการดูดกลืนของตัวอย่างสารสกัดกาแฟแบบต่างๆที่เจือจางทั้ง 5 
ความเข้มข้น นำไปคำนวณหาค่าร้อยละความสามารถต้านอนุมูลอิสระ จากนั้นหาค่าความเข้มข้นของ
ตัวอย่างสารสกัดกาแฟที่มีความสามารถต้านอนุมูลอิสระ ABTS•+  ที่ร้อยละ 50 (IC50) จากกราฟ
เส้นตรงแสดงความสัมพันธ์ระหว่างร้อยละความสามารถต้านอนุมูลอิสระ (% inhibition) กับตัวอย่าง
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สารสกัดกาแฟ (รูปที่ 4.11-4.12) เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน L-ascorbic acid (ดังแสดงในภาพที่ 
4.11-4.12 และตารางที่ 4.14) 

ภาพที่ 4.11 กราฟเส้นตรงแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นต่างๆของสารมาตรฐาน 
L-ascorbic acid กับ % inhibition ในการทดสอบฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS assay 

 
 

ภาพที่ 4.12 ตัวอย่างกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นต่างๆของสารสกัดกาแฟ 
ที่สกัดด้วยตัวทำละลาย 50% ethanol โดยใช้วิธี ultrasonic กับ % inhibition ในการทดสอบฤทธ์ิ 
การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS assay 

 

 

y = 0.137x - 12.894
R² = 0.9641
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y = 0.0002x + 0.3455
R² = 0.9478
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ในการศึกษาได้วิเคราะห์ความสามารถของสารสกัดกาแฟโดยเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน 
L-ascorbic acid ดังตารางที่ 4.14 พบว่าสารสกัดกาแฟที่สกัดด้วย 50% ethanol วิธี ultrasonic      
มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระสูงสุด โดยมี IC50 เท่ากับ 920.81 ± 0.41 µg/mL ตามด้วย     
สารสกัดกาแฟที่สกัดด้วย 50% ethanol วิธี maceration มี IC50 เท่ากับ 1,024.38 ± 0.77 µg/mL 
ส่วนสารสกัดกาแฟที่สกัดด้วย acetone พบว่ามีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระต่ำสุด โดยมี 
IC50 เท ่าก ับ 2,232.34 ± 0.65 µg/mL ซ ึ ่งผลการทดลองดังกล ่าวเป ็นไปในทิศทางเด ียวกับ             
การวิเคราะห์ความสามารถในการต้านอนมุูลอิสระด้วย DPPH 

 ดังนั้นเมื่อเปรียบเทียบความสามารถในการต้านฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดกาแฟที่มี
ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระสูงสุดกับสารมาตรฐานของ L-ascorbic acid พบว่า L-ascorbic 
acid มีฤทธิ์มากกว่าสารสกัดจากกาแฟ 9.40 เท่า 

 

ตารางที่ 4.14  ความสามารถในการต้านอนมุูลอิสระของสารสกัดกาแฟที่สกัดด้วยวิธีและ                 

ตัวทำละลายต่างกันด้วยวิธี ABTS assay (n=5) 

สารทดสอบ IC50 (µg/mL) 
วิธีสกัด ตัวทำละลาย n1 n2 n3 n4 n5 IC50 เฉลี่ย ± SD 

ultrasonic 50%ethanol 920.38 921.15 921.03 920.35 921.12 920.81 ± 0.41 
 80%ethanol 1,204.72 1,203.99 1,205.38 1,202.98 1,204.64 1,204.34 ± 0.91 

 
absolute 
ethanol 

1,550.18 1,551.22 1,552.04 1,550.09 1,551.13 1,550.93 ± 0.81 

 acetone 2,056.75 2,055.89 2,057.42 2,056.84 2,057.33 2,056.85 ± 0.61 
maceration 50%ethanol 1,024.28 1,025.03 1,023.16 1,025.07 1,024.36 1,024.38 ± 0.77 

 80%ethanol 1,122.48 1,121.78 1,122.56 1,123.03 1,123.05 1,122.58 ± 0.52 

 
absolute 
ethanol 

1,944.16 1,945.03 1,943.08 1,946.00 1,944.17 1,944.49 ± 1.09 

 acetone 2,232.24 2,231.89 2,233.42 2,231.78 2,232.36 2,232.34 ± 0.65 
L-ascorbic acid 98.90 98.95 96.98 97.97 96.93 97.95 ± 0.99  
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การคัดเลือกสารสกัดกาแฟที่มีปริมาณสารสำคัญสูง และมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระมากที่สุดเพื่อ
นำมาใช้ในการศึกษาความคงตัว 

กาแฟที่สกัดด้วยวิธีสกัด และตัวทำละลายต่างๆมีปริมาณสารฟีนอลิกรวม และฤทธิ์ใน         
การต้านอนุมูลอิสระที ่แตกต่างกัน (ตารางที ่ 4.15-4.16) พบว่าสารสกัดกาแฟที ่สกัดด้วยวิธี  
ultrasonic extraction และใช้ 50% ethanol เป็นตัวทำละลาย มีปริมาณฟีนอลิกรวมมากที่สุด 
และมีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระสูงที่สุด ด้วยวิธี DPPH และ ABTS assay จึงเลือกสารสกัด
กาแฟที่สกัดด้วยวิธี ultrasonic และใช้ 50% ethanol เป็นตัวทำละลายไปทดสอบความคงตัว 

 
ตารางที่ 4.15 ปริมาณฟีนอลิกรวม และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดกาแฟที่ใช้วิธีการสกัดและ      
สารละลายในการสกัดต่างกัน 

วิธีสกัด ตัวทำละลาย ปริมาณ 
ฟีนอลิกรวม 
(mg GAE/g 
extract) 

IC50 
  

DPPH 
(µg/mL) 

ABTS 
(µg/mL) 

ultrasonic 50% ethanol 75.24 ± 1.53 56.18 ± 1.28 920.81 ± 0.41 
 80% ethanol 59.46 ± 1.58 70.40 ± 0.68 1,204.34 ± 0.91 
 Absolute ethanol 57.30 ± 1.55 82.31 ± 0.73 1,550.93 ± 0.81 
 acetone 54.92 ± 1.60 110.23 ± 0.90 2,056.85 ± 0.61 

 
ตารางที่ 4.16  ปริมาณฟีนอลิกรวม และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดกาแฟที่ใช้วิธีการสกัดและ    

สารละลายในการสกัดต่างกัน (ต่อ) 

วิธีสกัด ตัวทำละลาย ปริมาณ 
ฟีนอลิกรวม 
(mg GAE/g 
extract) 

IC50 
  

DPPH 
(µg/mL) 

ABTS 
(µg/mL) 

maceration 50% ethanol 73.17 ± 1.62 58.35 ± 0.83 1,024.38 ± 0.77 
 80% ethanol 65.20 ± 1.59 84.77 ± 0.60 1,122.58 ± 0.52 
 Absolute ethanol 55.98 ± 1.57 125.43 ± 0.98 1,944.49 ± 1.09 
 acetone 53.65 ± 1.52 144.36 ± 0.86 2,232.34 ± 0.65 
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4.3 การเตรยีมสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ 
  โดยเตรียมสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟร้อยละ 1 โดยน้ำหนัก หรือในอัตราส่วน 
0.5:0.5 ลักษณะทางกายภาพของสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟมีลักษณะเป็นสารละลายใส      
สีน้ำตาลดำ มีกลิ่นหอมผสมกระชายและกาแฟ ดังภาพที่ 4.13 

 
ภาพที่ 4.13 ลักษณะของสารละลายใส สีน้ำตาลดำของสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ 

 
 

จากแนวคิด ทฤษฎี และงานวิจัยที ่เกี ่ยวข้องพบว่า วิธ ีสกัดกระชาย (Boesenbergia 
pandurata) และวิธีสกัดกาแฟ (Coffea Robusta L.) ที่ให้องค์ประกอบสำคัญที่มีฤทธิ์ในการต้าน
อนุมูลอิสระในปริมาณสูง 2 วิธ ี คือวิธี maceration และ ultrasonic extraction โดยปริมาณ
สารสำคัญในสารสกัดที่ได้จากวิธีสกัดแต่ละวิธีนี ้แตกต่างกันตามชนิดของตัวทำละลายที่ โดยใช้           
ตัวทำละลายแตกต่างกันเพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการเตรียมสารสกัดกระชายและสารสกัด
กาแฟที่มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระพบว่า สารสกัดกระชายที่สกัดด้ วยวิธี ultrasonic 
extraction และใช้ 80% ethanol เป็นตัวทำละลาย มีปร ิมาณฟีนอลิกรวมมากที ่ส ุด และมี
ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระสูงที่สุด ด้วยวิธี DPPH และ ABTS assay และสารสกัดกาแฟที่
สกัดด้วยวิธี ultrasonic extraction และใช้ 50% ethanol เป็นตัวทำละลาย มีปริมาณฟีนอลิกรวม
มากที่สุด และมีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระสูงที่สุด ด้วยวิธี DPPH และ ABTS assay 

ผู้วิจัยจึงสนใจเลือกสารสกัดกระชายที่สกัดด้วยวิธี ultrasonic โดยใช้ 80% ethanol เป็น    
ตัวทำละลาย และสารสกัดกาแฟที่สกัดด้วยวิธี ultrasonic โดยใช้ 50% ethanol เป็นตัวทำละลาย      
มาศึกษาโดยเตรียมเป็นสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ  
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การหาปริมาณฟีนอลิกรวมในสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ 
 การหาปริมาณฟีนอลิกรวมในสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟร้อยละ 1 โดยน้ำหนัก 
หรือในอัตราส่วน 0.5:0.5 โดยใช้วิธี  Folin-Ciocalteu ดัดแปลงจากงานวิจัยของ Siddiqui N. และ
คณะ (34) ปริมาณฟีนอลิกรวมหาได้จากการนําค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายตัวอย่างเทียบกับ
กราฟมาตรฐานของสารละลาย gallic acid (ทำการทดลอง 5 ซ้ำ) ปริมาณที ่ได้แสดงในหน่วย 
มิลลิกรัมต่อกรัมกรดแกลลิก (mg/g gallic acid equivalent, GAE)  

ผลการวิเคราะห์ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย gallic acid ที่ระดับความเข้มข้นในช่วง 
5-50 µg/mL ที่ความยาวคลื่น 765 nm (ทำการทดลอง 3 ซ้ำ) แสดงในตารางที่ 4.17 และนำมาสร้าง
กราฟมาตรฐาน gallic acid ดังแสดงในภาพที ่4.14 

  การคำนวณปริมาณฟีนอลิกรวมได้จากกราฟมาตรฐาน gallic acid จากสมการ y = 
0.0111x + 0.2006 (R2 = 0.9993)  โดยการแทนค่า y คือ ค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่างสารสกัด
ผสมระหว่างกระชายและกาแฟที่ความยาวคลื่น 765 nm ที่ได้จากการทดลอง เพื่อหาค่า  x  ซึ่งเป็น
ปริมาณฟีนอลิกรวมในสารสกัดสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ (mg) ใน 1 mL ซึ่งจะนำไป
คำนวณหาปริมาณฟีนอลิกรวมในสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟทั้งหมด โดยแสดงในหน่วย 
mg/g gallic acid equivalent, GAE (ตารางที่ 4.18) 

 
ตารางที่ 4.17 ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐาน gallic acid ที่ความเข้มข้นต่างๆ (n = 3) 

ความเข้มข้น 
ของ gallic acid 

(µg/mL) 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลืน่ 765 nm  

n1 n2 n3 ค่าเฉลี่ย + SD 

5 0.2585 0.2510 0.2524 0.2540 ± 0.0040 
10 0.3007 0.3140 0.3059 0.3069 ± 0.0067 
20 0.4220 0.4245 0.4306 0.4257 ± 0.0044 
30 0.5814 0.5342 0.5092 0.5416 ± 0.0367 
40 0.6422 0.6604 0.6197 0.6408 ± 0.0204 
50 0.7532 0.7384 0.7603 0.7506 ± 0.0112 
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ภาพที่ 4.14 กราฟมาตรฐานของสารละลาย gallic acid สําหรับการวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิกรวม         
ในสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ 

 
 

ตารางที่ 4.18  ปริมาณฟีนอลิกรวมในสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ (n = 5) 
ปริมาณฟีนอลิกรวมในสารสกัดผสมระหวา่งกระชายและกาแฟ 

(mg GAE/g extract) 
n1 333.65 
n2 334.09 
n3 332.98 
n4 331.86 
n5 333.72 

ปริมาณเฉลี่ย + SD 333.26 ± 0.88 
 

ผลการตรวจสอบปริมาณฟีนอลิกรวมในสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟพบว่า       
สารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟมีปริมาณฟีนอลิกรวมสูงสุด คือ 333.26 ± 0.88 mg GAE/g 
extract   

 
การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
 การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระในงานวิจัยนี้ได้ทำการเปรียบเทียบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ
ของสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ 2 วิธี  ได้แก่  DPPH และ ABTS assay โดยวิเคราะห์
เทียบกับสารมาตรฐาน L-ascorbic acid 

y = 0.0111x + 0.2006
R² = 0.9993
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 1. DPPH  assay 
       การทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH assay ดัดแปลงจากงานวิจัยของ 

Ahmad R และคณะ (35) DPPH  assay เป็นการศึกษาประสิทธิภาพของสารสกัดผสมระหว่าง
กระชายและกาแฟในการรวมตัวกับ DPPH ที่อยู่ในรูปอนุมูลอิสระที่อยู่ในสารละลาย โดย DPPH        
เป็นอนุภาคอิสระที่เสถียร และสามารถรับอิเล็กตรอนได้ เมื่อได้รับอะตอมไฮโดรเจนจากโมเลกุลอื่นจะ
ทำให้เปลี่ยนเป็นโมเลกุลที่ไม่เป็นอนุมูลอิสระ 

 ในการศึกษาได้บันทึกค่าการดูดกลืนของตัวอย่างสารสกัดผสมระหว่างกระชายและ
กาแฟร้อยละ 1 โดยน้ำหนัก หรือในอัตราส่วน 0.5:0.5 ที่เจือจางทั้ง 5 ความเข้มข้น นำไปคำนวณหา      
ค่าร้อยละความสามารถต้านอนุมูลอิสระ จากนั้นหาค่าความเข้มข้นของตัวอย่างสารสกัดผสมระหว่าง
กระชายและกาแฟที่มีความสามารถต้านอนุมูลอิสระ DPPH• ที่ร้อยละ 50 (IC50) จากกราฟเส้นตรง
แสดงความสัมพันธ์ระหว่างร้อยละความสามารถต้านอนุมูลอิสระ (% inhibition) กับตัวอย่างสารสกัด
ผสมระหว่างกระชายและกาแฟ เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน L-ascorbic acid (ดังแสดงในภาพที่ 
4.15-4.16 และตารางที่ 4.19) 

 
ภาพที่ 4.15 กราฟเส้นตรงแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารมาตรฐาน L-ascorbic  
acid กับ% inhibition ในการทดสอบฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH assay 

 
 
 
 
 
 
 

y = 0.0445x + 0.3889
R² = 0.9993
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ภาพที่ 4.16 ตัวอย่างกราฟเส้นตรงแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นต่างๆของสารสกัดผสม 
ระหว่างกระชายและกาแฟ กับ % inhibition ในการทดสอบฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH  
assay 

 
 

ตารางที่ 4.19  ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ    
ด้วยวิธี DPPH assay (n=5) 

 
 พบว่าสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟมีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ
สูงสุด โดยมี IC50 เท่ากับ 44.85 ± 0.93 µg/mL  
 
 ดังนั้นเมื่อเปรียบเทียบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดผสมระหว่าง
กระชายและกาแฟที่มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระสูงสุดกับสารมาตรฐาน L-ascorbic acid 

y = 0.0014x + 0.3878
R² = 0.9865
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 IC50 (µg/mL) 
สารทดสอบ n1 n2 n3 n4 n5 IC50 เฉลี่ย ± SD 

สารสกัดผสม
ระหว่างกระชาย

และกาแฟ 

 
 

44.70 

 
 

45.86 

 
 

43.99 

 
 

45.75 

 
 

43.93 44.85 ± 0.93 
L-ascorbic acid 5.43 4.98 6.07 6.16 5.36 5.60 ± 0.50 
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พบว่าสารมาตรฐาน L-ascorbic acid มีฤทธิ ์มากกว่าสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ       
8.01 เท่า 
 

2. ABTS assay 
เป็นการวัดความสามารถในต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟด้วย

วิธ ี ABTS ดัดแปลงจากงานวิจัยของพิชญา ลักษณะวิลาศ  (36) โดย ABTS จะถูกเปลี ่ยนเป็น        

อนุมูลอิสระด้วยการเติมโซเดียมเปอร์ซัลเฟต (K2S2O8) และดูดกลืนแสงที ่ความยาวคลื ่น 734          

นาโนเมตร สามารถหาความเป็นสารต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟได้

จากการคำนวณสีที่จางลงของการยับยั้งอนุมูลอิสระ ABTS•+ ซึ่งวิธีการคำนวณและการเทียบกับ     

สารมาตรฐาน L-ascorbic acid ทำเช่นเดียวกับ DPPH assay 

ในการศึกษาได้บันทึกค่าการดูดกลืนของตัวอย่างสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ  
ร้อยละ 1 โดยน้ำหนัก หรือในอัตราส่วน 0.5:0.5 ที่เจือจางทั้ง 5 ความเข้มข้น นำไปคำนวณหาค่า    
ร้อยละความสามารถต้านอนุมูลอิสระ จากนั้นหาค่าความเข้มข้นของตัวอย่างสารสกัดผสมระหว่าง
กระชายและกาแฟที่มีความสามารถต้านอนุมูลอิสระ ABTS•+ ที่ร้อยละ 50 (IC50) จากกราฟเส้นตรง
แสดงความสัมพันธ์ระหว่างร้อยละความสามารถต้านอนุมูลอิสระ (% inhibition) กับตัวอย่างสารสกัด
ผสมระหว่างกระชายและกาแฟ (รูปที่ 4.17-4.18) เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน L-ascorbic acid        
(ดังแสดงในภาพที่ 4.17-4.18 และตารางที่ 4.20) 

 
ภาพที่ 4.17 กราฟเส้นตรงแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นต่างๆของสารมาตรฐาน              
L-ascorbic acid กับ % inhibition ในการทดสอบฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS assay 

 
 

y = 0.124x - 11.598
R² = 0.9639
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ภาพที่ 4.18 ตัวอย่างกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นต่างๆของสารสกัดผสม 
ระหว่างกระชายและกาแฟ กับ % inhibition ในการทดสอบฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS  
assay 

 
 

ในการศึกษาได้วิเคราะห์ความสามารถของสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟโดย
เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน L-ascorbic acid ดังตารางที่ 4.20 พบว่าสารสกัดผสมระหว่างกระชาย
และกาแฟมีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระสูงสุด โดยมี IC50 เท่ากับ 725.72 ± 0.52 µg/mL 
ซึ่งผลการทดลองดังกล่าวเป็นไปในทิศทางเดียวกับการวิเคราะห์ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ
ด้วย DPPH 

 ดังนั้นเมื่อเปรียบเทียบความสามารถในการต้านฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดผสม
ระหว่างกระชายและกาแฟที่มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระสูงสุดกับสารมาตรฐานของ          
L-ascorbic acid พบว่า L-ascorbic acid มีฤทธิ์มากกว่าสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ
7.52 เท่า 

 
 
 
 
 

 

y = 0.0002x + 0.3413
R² = 0.9547
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ตารางที่ 4.20  ความสามารถในการต้านอนุมูลอสิระของสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ    
ด้วยวิธี ABTS assay (n=5) 

 
การคัดเลือกสารสกัดกระชายและสารสกัดกาแฟรวมทั้งสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ  
ที่มีปริมาณสารสำคัญสูง และมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระมากที่สุดเพื่อนำมาใช้ในการศึกษาความคงตัว 

จากตารางที่ 4.21 พบว่าสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ มีปริมาณฟีนอลิกรวมมาก
ที่สุด และมีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระสูงที่สุด ด้วยวิธี DPPH และ ABTS assay จึงเลือก
สารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟไปทดสอบความคงตัว 

 
ตารางที่ 4.21 ปริมาณฟีนอลิกรวม และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดกระชาย และสารสกัด 
กาแฟรวมทั้งสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ 

สารทดสอบ ปริมาณ 
ฟีนอลิกรวม 
(mg GAE/g 
extract) 

IC50 
 

DPPH 
(µg/mL) 

ABTS 
(µg/mL) 

สารสกัดกระชาย 81.62 ± 2.61 50.18 ± 3.74 848.17 ± 66.79 
สารสกัดกาแฟ 75.24 ± 1.53 56.18 ± 1.28 920.81 ± 0.41 

สารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ 333.26 ± 0.88 44.85 ± 0.93 725.72 ± 0.52 
 
 
 
 
 

 

 IC50 (µg/mL) 
สารทดสอบ n1 n2 n3 n4 n5 IC50 เฉลี่ย ± SD 

สารสกัดผสม
ระหว่างกระชาย

และกาแฟ 

 
 

725.25 

 
 

726.27 

 
 

725.38 

 
 

726.29 

 
 

725.40 725.72 ± 0.52 
L-ascorbic acid 96.86 95.89 97.42 95.78 96.36 96.46 ± 0.69 
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4.4 การพัฒนาสูตรตำรับนาโนอิมัลชันพื้นฐาน 
  จากการเตร ียมนาโนอ ิม ัลช ันด ้วยเทคน ิค spontaneous emulsification โดยมี
ส่วนประกอบหลักดังนี้ coconut oil, Cremophor® RH40 (สารลดแรงตึงผิว), ethanol (สารลด    
แรงตึงผิวร่วม) และวัฏภาคน้ำ ทำให้ได้นาโนอิมัลชันที่มีลักษณะแตกต่างกันขึ้นอยู่กับสัดส่วนที่ ใช้ใน    
แต่ละสูตร โดยรวมพบว่ามีลักษณะโปร่งแสงเหลือบฟ้าและสีขาวขุ่น ในการวิจัยครั้งนี้จะเน้นศึกษา
ส่วนที่เกี่ยวข้องกับส่วนประกอบของตำรับนาโนอิมัลชันมีผลต่อคุณสมบัติทางกายภาพอย่างชัดเจน 
เช่น ปริมาณ coconut oil, ปริมาณ Cremophor® RH40 (สารลดแรงตึงผิว) และปริมาณ ethanol 
(สารลดแรงตึงผิวร่วม) เป็นต้น ซึ่งจะแสดงรายละเอียดในลำดับต่อไป 
  งานวิจัยนี้เลือกใช้ Cremophor® RH40 เนื่องจากเป็นสารลดแรงตึงผิวชนิดไม่มีประจุจึงมี
ความปลอดภัย ไม่ระคายเคือง เป็นสารช่วยผสานน้ำกับน้ำมันให้เข้ากัน และเป็นสารลดแรงตึงผิวชนิด
พอลิเมอร์ ซึ ่งจะช่วยป้องกันการรวมตัวกันของหยดอนุภาคได้ จึงนิยมนำมาใช้ในตำรับยาและ
เครื่องสำอางประเภทนาโนอิมัลชัน และยังเป็นสารลดแรงตึงผิวที่เป็นของเหลว ไม่จำเป็นต้องผ่าน
ความร้อนในกระบวนการทำอิมัลชัน สารลดแรงตึงผิวร่วมที่เลือกใช้ในการตั้งตำรับนาโนอิมัลชัน      
ควรพิจารณาจากความเป็นพิษของตัวทำละลายที่ใช้โดยตัวทำละลายนั้นๆ ควรเป็นตัวทำละลายที่ถูก
ใช้ในกระบวนการเภสัชกรรม โดยเลือกจากเภสัชตำรับยุโรป (38) ซึ่งในงานวิจัยนี้เลือกใช้ ethanol 
เนื่องจากเป็นตัวทำละลายที่มีจุดเดือดสูง ระเหยได้ง่าย สามารถละลายน้ำ น้ำมันและองค์ประกอบ
ต่างๆในสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟได้ดี มีความเป็นพิษต่ำ และระคายเคืองน้อย 
 
 4.4.1 การศึกษาปริมาณของ coconut oil ในตำรับโดยใช้ปริมาณสารลดแรงตึงผิวคงที่ 
  จากการปรับเปลี่ยนความเข้มข้นของ coconut oil ในตำรับโดยใช้สารลดแรงตึงผิวคงที่ 
ร้อยละ 6 โดยน้ำหนัก ปรากฏว่าขนาดของอนุภาคเฉลี่ยเพิ่มขึ้นตามปริมาณของน้ำมันที่เพิ่มขึ้น และ
ส่งผลให้ตำรับที่มีอนุภาคขนาดใหญ่ ไม่คงตัว เกิดการแยกชั้น แสดงผลดังตารางที่ 4.22 ตำรับที่
เหมาะสมที่สุดมีปริมาณ coconut oil ร้อยละ 1 โดยน้ำหนัก มีขนาดหยดอนุภาคเฉลี่ยไม่เกิน 500 
นาโนเมตร มีความคงตัวดี ไม่เกิดการแยกชั้น  
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ตารางที่ 4.22 การศึกษาปริมาณของ coconut oil ในตำรับโดยใช้ปริมาณ Cremophor® RH40 
คงที่ 
สูตร ปริมาณ 

coconut 
oil  

(ร้อยละ/    
โดยน้ำหนัก) 

ปริมาณ
Cremophor® 

RH40  
(ร้อยละ/ 

โดยน้ำหนัก) 

ขนาดหยด
อนุภาคเฉลี่ย 
(nm)±SD 

PI เฉลี่ย  
±SD 

ค่าซีต้า 
โพเทนเชียล 

เฉลี่ย 
(mV)±SD 

ลักษณะทาง
กายภาพ 

A1 1 6 184.12±3.32 0.11±0.02 -8.54±0.32 โปร่งแสง
เหลือบฟ้า 
กระจายตัวดี 
ไม่แยกชั้น 

A2 5 6 248.22±5.83 0.17±0.07 -7.58±0.28 สีขาวขุ่น 
กระจายตัวดี 
ไม่แยกชั้น 

A3 10 6 788.87±11.63 0.18±0.11 -5.44±0.34 สีขาวขุ่น 
กระจายตัวดี 
แยกชั้น
ภายหลัง  
1 วัน 

A4 15 6 843.33±24.15 0.33±0.20 -4.51±0.32 สีขาวขุ่น 
กระจายตัวดี 
แยกชั้น
ภายหลัง  
1 วัน 

หมายเหตุ : วัดซ้ำ 6 ซ้ำ 
 
 4.4.2 การศึกษาปริมาณของสารลดแรงตึงผิวในตำรับโดยใช้ปริมาณ coconut oil คงที่ 

จากตารางที ่ 4.23 แสดงผลการศึกษาปริมาณสารลดแรงตึงผิวในตำรับโดยใช้ปริมาณ 
coconut oil คงที่ ทำการเปรียบเทียบการใช้สารลดแรงตึงผิว (Cremophor® RH40) ปริมาณต่างๆ 
ได้แก่ ร้อยละ 2, 4, 6 และ 8 โดยน้ำหนัก พบว่าโดยรวมทุกตำรับมีความคงตัวดี ไม่เกิดการแยกชั้น 



66 
 

ขนาดหยดอนุภาคเฉลี่ยอยู่ในเกณฑ์ที่กำหนด คือ ไม่เกิน 500 นาโนเมตร จากการศึกษานี้พบว่า     
ขนาดหยดอนุภาคเฉลี่ยเพิ่มขึ้นตามปริมาณของสารลดแรงตึงผิวที่เพิ่มขึ้น ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ 
Baret, J.C., et al. (2009) (39) ที่กล่าวว่า โดยทั่วไปแล้วสารลดแรงตึงผิวนั้นมีส่วนช่วยในการเกิด
อิมัลชันโดยจะแทรกตัวอยู ่ที ่บริเวณผิวประจัน (interface) ระหว่างชั ้นของน้ำและน้ำมัน (39)           
สารลดแรงตึงผิวที่มากพอจะสามารถห่อหุ้มหยดน้ำมันไว้ได้อย่างสมบูรณ์ ช่วยลดแรงตึงผิ วระหว่าง
เมทริกซ์ของวัฏภาคน้ำและน้ำมัน ทำให้หยดอนุภาคไม่รวมตัวกันจึงส่งผลให้อนุภาคที่ได้มีขนาดเล็กลง 

 
ตารางที่ 4.23 การศึกษาปริมาณของ Cremophor® RH40 ในตำรับโดยใช้ปริมาณ coconut oil 
คงที่ 
สูตร ปริมาณ 

Cremophor® 
RH40  

(ร้อยละ/ 
โดยน้ำหนัก) 

ปริมาณ 
coconut 

oil  
(ร้อยละ/ 

โดยน้ำหนัก) 

ขนาดหยด
อนุภาคเฉลี่ย 
(nm)±SD 

PI เฉลี่ย  
±SD 

ค่าซีต้า 
โพเทนเชียล 

เฉลี่ย 
(mV)±SD 

ลักษณะทาง
กายภาพ 

B1 2 1 286.55±4.05 0.17±0.01 -7.46±0.38 สีขาวขุ่น  
กระจายตัวดี 
ไม่แยกชั้น 

B2 4 1 215.57±3.51 0.13±0.01 -8.62±0.32 โปร่งแสง
เหลือบฟ้า 
กระจายตัวดี 
ไม่แยกชั้น 

B3 6 1 449.13±7.25 0.24±0.02 -5.45±0.36 โปร่งแสง
เหลือบฟ้า 
กระจายตัวดี 
ไม่แยกชั้น 

B4 8 1 550.20±13.01 0.36±0.02 -4.67±0.36 โปร่งแสง
เหลือบฟ้า 
กระจายตัวดี 
ไม่แยกชั้น 

หมายเหตุ : วัดซ้ำ 6 ซ้ำ 
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จากตารางที่ 4.23 พบว่าสูตรตำรับ B2 ที่ประกอบด้วย coconut oil ร้อยละ 1 โดยน้ำหนัก 
และสารลดแรงตึงผิว (Cremophor® RH40) ร้อยละ 4 โดยน้ำหนัก เป็นตำรับที่เหมาะสมที่จะนำไป
ศึกษาหัวข้อต่อไป เนื ่องจากขนาดหยดอนุภาคเฉลี ่ยของตำรับ B2 มีขนาดเล็กกว่าสูตร B1            
แสดงให้เห็นว่าการใช้ปริมาณสารลดแรงตึงผิวที่เหมาะสมในตำรับนั้นจะช่วยส่งเสริมการเกิดหยด
อนุภาคขนาดเล็กได้ดีกว่าตำรับที่ใช้สารลดแรงตึงผิวที่มีความเข้มข้นต่ำ และเนื่องจากสูตร B2          
ใช้ปริมาณสารลดแรงตึงผิวน้อยที่สุดเมื่อเทียบกับสูตรตำรับอื่นที่มีขนาดหยดอนุภาคใกล้เคียงกัน จึ งมี
แนวโน้มในการก่อให้เกิดการระคายเคืองผิวหนังต่ำ และประหยัดต้นทุนในการผลิตมากกว่าสูตรอื่น 
สูตร B2 จึงถูกเลือกเป็นตำรับตัวแทนเพื่อไปศึกษาในขั้นตอนอื่นต่อไป 
   4.4.3 การศึกษาปริมาณสารลดแรงตึงผิวร่วมในตำรบั 
 ปรับเปลี่ยนปริมาณสารลดแรงตึงผิวตั้งแต่ร้อยละ 20 ถึง 50 โดยน้ำหนัก พบว่าหากปริมาณ
สารลดแรงตึงผิวร่วมมากขึ้นส่งผลให้ขนาดหยดอนุภาคเฉลี่ยของนาโนอิมัลชัน เพิ่มขึ้นตามลำดับ        
สูตรตำรับ C1 ที่มีสารลดแรงตึงผิวร่วม (ethanol) ร้อยละ 20 โดยน้ำหนัก มีความเหมาะสมที่จะ
นำไปใช้ในการตั้งตำรับนาโนอิมัลชันพื้นฐาน (ตารางที่ 4.24) เนื่องจากได้ตำรับที่มีขนาดหยดอนุภาค
เฉลี่ยเล็กกว่าเมื่อเทียบกับสูตร C2 และ C3 เมื่อทดลองใช้ปริมาณสารลดแรงตึงผิวร่วม ร้อยละ 50 
โดยน้ำหนัก พบว่าขนาดหยดอนุภาคเฉลี่ยที่ได้ใกล้เคียงกับสูตร C3 ดังนั้นเพ่ือความปลอดภัยในการนำ
ตำรับนาโนอิมัลชันพ้ืนฐานไปใช้จึงเลือกตำรับที่ใช้ปริมาณสารลดแรงตึงผิวร่วมที่ไม่สูงจนเกินไป 
 
ตารางที่ 4.24 การศึกษาปริมาณของ ethanol ในตำรับ 
สูตร ปริมาณ ethanol 

(ร้อยละ/โดยน้ำหนัก) 
ขนาดหยด

อนุภาคเฉลี่ย 
(nm)±SD 

PI เฉลี่ย  
±SD 

ค่าซีต้า 
โพเทนเชียล 

เฉลี่ย (mV)±SD 

ลักษณะทางกายภาพ 

C1 20 62.05±0.85 0.14±0.01 -8.65±0.25 โปร่งแสงเหลือบฟ้า 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

C2 30 86.42±1.11 0.15±0.01 -7.52±0.30 สีขาวขุ่น  
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

C3 40 279.82±3.90 0.27±0.03 -5.44±0.35 สีขาวขุ่น  
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

C4 50 329.07±5.00 0.38±0.04 -4.66±0.43 สีขาวขุ่น  
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

หมายเหตุ : วัดซ้ำ 6 ซ้ำ 
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ตารางที่ 4.25 สูตรตำรับนาโนอิมัลชันพ้ืนฐาน 
สารทีใ่ช ้ ปริมาณสาร (ร้อยละ/โดยนำ้หนัก) 

Coconut oil  1 
Cremophor® RH40 4 

Ethanol 20 
DI water 75 

 
จากตารางที่ 4.25 แสดงผลปริมาณสารที่ใช้ในสูตรตำรับนาโนอิมัลชันพื้นฐาน โดยสารที่ใช้    

มีดังนี้ coconut oil ร้อยละ 1 โดยน้ำหนัก, Cremophor® RH40 ร้อยละ 4 โดยน้ำหนัก, ethanol 
ร้อยละ 20 โดยน้ำหนัก และ DI water ร้อยละ 75 โดยน้ำหนัก พบว่าลักษณะทางกายภาพ คือ     
โปร่งแสงเหลือบฟ้า มีความคงตัวดี ไม่เกิดการแยกชั้น และมีขนาดหยดอนุภาคเฉลี่ยอยู่ในเกณฑ์        
ที่กำหนด คือ ไม่เกิน 500 นาโนเมตร  

 
ตารางที่ 4.26 สูตรตำรับนาโนอิมัลชันที่มีวิตามินซี 

สารทีใ่ช ้ ปริมาณสาร (ร้อยละ/โดยนำ้หนัก) 
Coconut oil  1 

Cremophor® RH40 4 
Ethanol 20 

L-ascorbic acid 1 
DI water 74 

 
จากตารางที่ 4.26 แสดงผลปริมาณสารที่ใช้ในสูตรตำรับนาโนอิมัลชันที่มีวิตามินซี โดย      

สารที่ใช้ มีดังนี้ coconut oil ร้อยละ 1 โดยน้ำหนัก, Cremophor® RH40 ร้อยละ 4 โดยน้ำหนัก, 
ethanol ร้อยละ 20 โดยน้ำหนัก, DI water ร้อยละ 74 โดยน้ำหนัก และ L-ascorbic acid  ร้อยละ 
1 โดยน้ำหนัก (Positive control) พบว่าลักษณะทางกายภาพ คือ โปร่งแสงเหลือบฟ้า มีความคงตัวดี 
ไม่เกิดการแยกชั้น และมีขนาดหยดอนุภาคเฉลี่ยอยู่ในเกณฑ์ที่กำหนด คือ ไม่เกิน 500 นาโนเมตร  
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4.5 การเตรียมตำรับนาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ 
 4.5.1 การศึกษาตำรับนาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ 

คัดเลือกสูตรตำรับนาโนอิมัลชันพื้นฐานจากข้อ 4.4 ที่มีความคงตัวมาศึกษาต่อโดยการเติม
สารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟร้อยละ 1 โดยน้ำหนัก หรือในอัตราส่วน 0.5:0.5 เตรียมด้วย
เทคนิค spontaneous emulsification ลักษณะปรากฏทางกายภาพของนาโนอิมัลชันที่มีสารสกัด
ผสมระหว่างกระชายและกาแฟที่เตรียมได้มีลักษณะเป็นสารละลายใส สีน้ำตาลดำของสารสกัดผสม
ระหว่างกระชายและกาแฟ ไม่แยกชั้น ดังภาพที่ 4.19 ไม่รู้สึกเหนอะหนะหลังจากทาบนผิวหนัง และ
กระจายตัวดีเวลาทาบนผิวหนัง  

 
ภาพที่ 4.19 ตำรับนาโนอิมัลชันพื้นฐาน (ซ้าย) ตำรับนาโนอิมัลชันที่มีวิตามินซี (กลาง) และตำรับ     
นาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ (ขวา) 

     
 

โดยขนาดหยดอนุภาคเฉลี่ย ค่าการกระจาย (PI) และค่าซีต้าโพเทนเชียล แสดงดังตารางที่ 
4.27 ซึ่งขนาดหยดอนุภาคเฉลี่ยอยู่ในช่วง 60.57-78.77 นาโนเมตร ซึ่งขนาดหยดอนุภาคเฉลี่ยทุก
ตำรับอยู่ในเกณฑ์การคัดเลือก คือไม่เกิน 500 นาโนเมตร ค่า PI เป็นค่าที่บอกการกระจายขนาดหยด
อนุภาค ผลการทดลองพบว่า ค่า PI อยู ่ในช่วง 0.23-0.27 ซึ ่งมีค่าน้อยกว่า 1 แสดงว่าอนุภาค            
นาโนอิมัลชันที่เตรียมได้มีการกระจายที่ดี (40) ค่าซีต้าโพเทนเชียลช่วยในการทำนายความคงตัวทาง
กายภาพของระบบคอลลอยด์ (41), (42) ค่าซีต้าโพเทนเชียลที่ได้อยู่ในช่วง -10.99 ถึง -33.43 mV 
แสดงว่าอนุภาคนาโนอิมัลชันของทุกตำรับมีประจุลบ 
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ตารางที่ 4.27 การประเมินขนาดหยดอนุภาคเฉลี่ย ค่าการกระจายเฉลี่ย (PI) ค่าซีต้าโพเทนเชียล
เฉลี่ย ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) และค่า IC50 เฉลี่ย (DPPH) ของตำรับนาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดผสม 
ระหว่างกระชายและกาแฟ 
สูตร สารสกัด

ผสมระหว่าง
กระชายและ

กาแฟ  
(ร้อยละ/      

โดยน้ำหนัก) 

ขนาดหยด
อนุภาคเฉลี่ย 
(nm)±SD 

PI เฉลี่ย  
±SD 

ค่าซีต้า 
โพเทนเชียล 

เฉลี่ย 
(mV)±SD 

ค่าความเป็น
กรด-ด่าง 
(pH)±SD 

IC50 เฉลี่ย 
(µg/ml) 

±SD 

F1 0.5 67.87±0.67 0.26±0.01 -11.66±0.52 4.55±0.01 52.07±0.01 
F2 1 60.57±0.12 0.27±0.03 -33.43±0.64 6.12±0.01 7.13±0.01 
F3 2 78.770.58 0.23±0.01 -10.99±0.47 5.51±0.01 16.27±0.01 

หมายเหตุ : วัดซ้ำ 6 ซ้ำ 
 
ตารางที่ 4.28 สูตรตำรับนาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ 

สารทีใ่ช ้ ปริมาณสาร (ร้อยละ/โดยนำ้หนัก) 
Coconut oil  1 

Cremophor® RH40 4 
Ethanol 20 

สารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ 1 
DI water 74 

 
จากตารางที่ 4.28 แสดงผลปริมาณสารที่ใช้ในสูตรตำรับนาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดผสม

ระหว ่ างกระชายและกาแฟโดยสารท ี ่ ใช ้  ม ีด ั งน ี ้  coconut oil ร ้อยละ 1 โดยน ้ ำหน ัก ,         
Cremophor® RH40 ร้อยละ 4 โดยน้ำหนัก, ethanol ร้อยละ 20 โดยน้ำหนัก, DI water ร้อยละ 74 
โดยน้ำหนัก และสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ ร้อยละ 1 โดยน้ำหนัก พบว่าลักษณะทาง
กายภาพ คือ เป ็นสารละลายใส ส ีน ้ำตาลดำของสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ                   
มีความคงตัวดี ไม่เกิดการแยกชั ้น ไม่รู ้สึกเหนอะหนะหลังจากทาบนผิวหนัง และกระจายตัวดี        
เวลาทาบนผิวหนัง และมีขนาดหยดอนุภาคเฉลี่ยอยู่ในเกณฑท์ี่กำหนด คือ ไม่เกิน 500 นาโนเมตร  
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ภาพที่ 4.20 ลักษณะนาโนอิมัลชันพ้ืนฐานที่ส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน 

 
 

 
ภาพที่ 4.21 ลักษณะนาโนอิมัลชันที่มีวิตามินซีที่ส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน 
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ภาพที ่  4.22 ลักษณะนาโนอิม ัลชันที ่มีสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟที ่ส ่องด ้วย            
กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน 

 
 

จากภาพที่ 4.20-4.22 แสดงลักษณะโครงสร้างนาโนอิมัลชันที่ส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน พบว่าทั้ง 3 ตำรับ ได้แก่ ตำรับนาโนอิมัลชันพื้นฐาน ตำรับนาโนอิมัลชันที่มี
วิตามินซี (Positive control) และตำรับนาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ      
มีลักษณะคล้ายกันคือ เป็นหยดของเหลวทรงกลมมีขนาดเล็กกว่า 500 นาโนเมตร ถูกล้อมรอบด้วยช้ัน
ของสารลดแรงตึงผิวที่เกิดจากการใช้ความเข้มข้นของสารลดแรงตึงผิวในปริมาณสูง ดังภาพที่ 4.20 
และ 4.21 ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Ciotti, S., et al. (2009) (43) ที่ได้เตรียมนาโนอิมัลชันผสม 
Benzyl Peroxide  

 
4.6 การทดสอบความคงตัว 
 4.6.1 การประเมินความคงตัวทางกายภาพ 
 ในการทดสอบความคงตัวทางกายภาพของตำรับนาโนอิมัลชันพื้นฐาน ตำรับนาโนอิมัลชนัที่มี
วิตามินซี (Positive control) และตำรับนาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ 
ผู้วิจัยจึงเลือกตำรับที่มี coconut oil ร้อยละ 1 โดยน้ำหนัก, Cremophor® RH40 (สารลดแรงตึงผิว) 
ร้อยละ 4 โดยน้ำหนัก, ethanol (สารลดแรงตึงผิวร่วม) ร้อยละ 20 โดยน้ำหนัก, L-ascorbic acid 
ร้อยละ 1 โดยน้ำหนัก สารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ ร้อยละ 1 โดยน้ำหนัก หรือใน
อัตราส่วน 0.5:0.5 และน้ำ มาศึกษาที่อุณหภูมิห้อง (room temperature), อุณหภูมิ 45 °C และ
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อุณหภูมิ 4 °C เป็นระยะเวลา 6 เดือน เพื่อเป็นการยืนยันผลการคัดเลือกตำรับที่สามารถจะนำไปใช้
ประโยชน์ต่อได้  

 
ตารางที่ 4.29 การประเมินความคงตัวทางกายภาพของตำรับนาโนอิมัลชันพ้ืนฐานที่อุณหภูมิห้อง  
(room temperature) เป็นระยะเวลา 6 เดือน 

สัปดาห ์ ขนาดหยด
อนุภาคเฉลี่ย 
(nm)±SD 

PI เฉลี่ย  
±SD 

ค่าซีต้า 
โพเทนเชียล 

เฉลี่ย 
(mV)±SD 

ค่าความเป็น
กรด-ด่าง 
(pH)±SD 

ลักษณะทางกายภาพ 

2 61.45±0.32 0.15±0.01 -8.51±0.27 6.50±0.34 โปร่งแสงเหลือบฟ้า 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

4 64.49±0.27 0.16±0.01 -8.24±0.20 6.32±0.14 โปร่งแสงเหลือบฟ้า 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

6 62.31±0.19 0.17±0.02 -8.47±0.32 6.60±0.21 โปร่งแสงเหลือบฟ้า 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

8 62.54±0.21 0.18±0.01 -8.81±0.15 6.48±0.43 โปร่งแสงเหลือบฟ้า 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

10 64.46±0.31 0.19±0.01 -8.53±0.39 6.53±0.15 โปร่งแสงเหลือบฟ้า 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

18 69.39±0.20 0.21±0.06 -8.31±0.10 6.62±0.31 โปรง่แสงเหลือบฟ้า 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

20 72.28±0.17 0.22±0.01 -6.52±0.29 6.28±0.17 โปร่งแสงเหลือบฟ้า 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

22 86.23±0.13 0.23±0.02 -6.27±0.21 6.23±0.13 โปร่งแสงเหลือบฟ้า 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

24 94.31±0.32 0.27±0.01 -6.60±0.24 6.31±0.32 โปร่งแสงเหลือบฟ้า 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

หมายเหตุ : วัดซ้ำ 6 ซ้ำ 
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ตารางที่ 4.30 การประเมินความคงตัวทางกายภาพของตำรับนาโนอิมัลชันที่มีวิตามินซีที่อุณหภูมิห้อง           
(room temperature) เป็นระยะเวลา 6 เดือน 

สัปดาห ์ ขนาดหยด
อนุภาคเฉลี่ย 
(nm)±SD 

PI เฉลีย่  
±SD 

ค่าซีต้า 
โพเทนเชียล 

เฉลี่ย 
(mV)±SD 

ค่าความเป็น
กรด-ด่าง 
(pH)±SD 

ลักษณะทางกายภาพ 

2 62.54±0.21 0.15±0.01 -8.81±0.15 2.82±0.06 โปร่งแสงเหลือบฟ้า 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

4 65.43±0.94 0.16±0.02 -8.51±0.27 2.71±0.11 โปร่งแสงเหลือบฟ้า 
กระจายตัวดี ไม่แยกชัน้ 

6 65.80±0.54 0.17±0.02 -8.47±0.32 2.64±0.13 โปร่งแสงเหลือบฟ้า 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

8 68.82±0.55 0.17±0.02 -8.41±0.34 2.53±0.15 โปร่งแสง          
เหลือบเหลืองอ่อน      
มีกลิ่นของสารที่แรงขึ้น 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

10 69.05±0.84 0.18±0.02 -6.52±0.29 2.48±0.43 โปร่งแสง          
เหลือบเหลืองอ่อน      
มีกลิ่นของสารที่แรงขึ้น 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

18 96.73±0.90 0.22±0.01 -4.79±0.51 2.47±0.21 โปร่งแสง          
เหลือบเหลืองเข้ม      
มีกลิ่นของสารที่แรงขึ้น 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

20 100.27±0.89 0.24±0.01 -2.41±0.15 2.32±0.14 โปร่งแสง          
เหลือบเหลืองเข้ม      
มีกลิ่นของสารที่แรงขึ้น 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 
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สัปดาห ์ ขนาดหยด
อนุภาคเฉลี่ย 
(nm)±SD 

PI เฉลี่ย  
±SD 

ค่าซีต้า 
โพเทนเชียล 

เฉลี่ย 
(mV)±SD 

ค่าความเป็น
กรด-ด่าง 
(pH)±SD 

ลักษณะทางกายภาพ 

22 109.02±0.85 0.25±0.02 -1.96±0.54 2.28±0.17 โปร่งแสง          
เหลือบเหลืองเข้ม      
มีกลิ่นของสารที่แรงขึ้น 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

24 198.20±0.81 0.26±0.03 -1.69±0.24 2.23±0.18 โปร่งแสง          
เหลือบเหลืองเข้ม      
มีกลิ่นของสารที่แรงขึ้น 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

 หมายเหตุ : วดัซ้ำ 6 ซ้ำ 
 
ตารางที่ 4.31 การประเมินความคงตัวทางกายภาพของตำรับนาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดผสมระหว่าง
กระชายและกาแฟที่อุณหภูมิห้อง (room temperature) เป็นระยะเวลา 6 เดือน 
สัปดาห ์ ขนาดหยด

อนุภาคเฉลี่ย 
(nm)±SD 

PI เฉลี่ย  
±SD 

ค่าซีต้า 
โพเทนเชียล 

เฉลี่ย 
(mV)±SD 

ค่าความเป็น
กรด-ด่าง 

(pH) ±SD 

ลักษณะทางกายภาพ 

2 62.31±0.19 0.16±0.03 -30.63±0.25 5.73±0.22 สารละลายใส สีน้ำตาลดำ
ของสารสกัดผสมระหว่าง
กระชายและกาแฟ 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

4 62.93±0.19 0.16±0.01 -30.57±0.32 5.54±0.37 สารละลายใส สีน้ำตาลดำ
ของสารสกัดผสมระหว่าง
กระชายและกาแฟ 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 
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สัปดาห ์ ขนาดหยด
อนุภาคเฉลี่ย 
(nm)±SD 

PI เฉลี่ย  
±SD 

ค่าซีต้า 
โพเทนเชียล 

เฉลี่ย 
(mV)±SD 

ค่าความเป็น
กรด-ด่าง 
(pH)±SD 

ลักษณะทางกายภาพ 

6 64.46±0.31 0.19±0.01 -30.41±0.34 5.32±0.14 สารละลายใส สีน้ำตาลดำ
ของสารสกัดผสมระหว่าง
กระชายและกาแฟ 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

8 67.70±0.59 0.21±0.01 -20.81±0.15 5.28±0.33 สารละลายใส สีน้ำตาลดำ
ของสารสกัดผสมระหว่าง
กระชายและกาแฟ 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

10 68.03±0.69 0.22±0.01 -20.52±0.22 5.19±0.25 สารละลายใส สีน้ำตาลดำ
ของสารสกัดผสมระหว่าง
กระชายและกาแฟ 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

18 71.12±0.59 0.22±0.01 -20.41±0.15 5.18±0.12 สารละลายใส สีน้ำตาลดำ
ของสารสกัดผสมระหว่าง
กระชายและกาแฟ 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

20 98.85±0.76 0.22±0.01 -10.63±0.22 5.16±0.20 สารละลายใส สีน้ำตาลดำ
ของสารสกัดผสมระหว่าง
กระชายและกาแฟ 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

22 108.33±0.76 0.24±0.01 -10.48±0.31 4.48±0.43 สารละลายใส สีน้ำตาลดำ
ของสารสกัดผสมระหว่าง
กระชายและกาแฟ 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 
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สัปดาห ์ ขนาดหยด
อนุภาคเฉลี่ย 
(nm)±SD 

PI เฉลี่ย  
±SD 

ค่าซีต้า 
โพเทนเชียล 

เฉลี่ย 
(mV)±SD 

ค่าความเป็น
กรด-ด่าง 
(pH)±SD 

ลักษณะทางกายภาพ 

24 112.00±0.95 0.27±0.02 -10.39±0.33 4.31±0.21 สารละลายใส สีน้ำตาลดำ
ของสารสกัดผสมระหว่าง
กระชายและกาแฟ 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

หมายเหตุ : วัดซ้ำ 6 ซ้ำ 
 
ตารางที่ 4.32 การประเมินความคงตัวทางกายภาพของตำรับนาโนอิมัลชันพ้ืนฐานที่อณุหภูมิ 45 °C  
เป็นระยะเวลา 6 เดือน 

สัปดาห ์ ขนาดหยด
อนุภาคเฉลี่ย 
(nm)±SD 

PI เฉลี่ย  
±SD 

ค่าซีต้า 
โพเทนเชียล 

เฉลี่ย 
(mV)±SD 

ค่าความเป็น
กรด-ด่าง 
(pH)±SD 

ลักษณะทางกายภาพ 

2 81.49±0.27 0.16±0.01 -6.51±0.27 5.72±0.23 โปร่งแสงเหลือบฟ้า 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

4 86.43±0.70 0.17±0.01 -6.47±0.32 5.64±0.13 โปร่งแสงเหลือบฟ้า 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

6 87.17±0.85 0.17±0.02 -6.41±0.34 5.48±0.43 โปร่งแสงเหลือบฟ้า 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

8 90.39±0.20 0.18±0.01 -4.81±0.15 5.32±0.14 โปร่งแสงเหลือบฟ้า 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

10 90.50±0.75 0.19±0.01 -4.21±0.14 5.09±0.09 โปร่งแสงเหลือบฟ้า 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

18 91.58±0.95 0.22±0.01 -4.11±0.10 4.63±0.34 โปร่งแสงเหลือบฟ้า 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

20 117.55±0.92 0.27±0.02 -2.63±0.22 4.57±0.26 โปร่งแสงเหลือบฟ้า 
กระจายตัวดี ไม่แยกชัน้ 
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สัปดาห ์ ขนาดหยด
อนุภาคเฉลี่ย 
(nm)±SD 

PI เฉลี่ย  
±SD 

ค่าซีต้า 
โพเทนเชียล 

เฉลี่ย 
(mV)±SD 

ค่าความเป็น
กรด-ด่าง 
(pH)±SD 

ลักษณะทางกายภาพ 

22 121.28±0.85 0.28±0.01 -2.52±0.29 4.47±0.21 โปร่งแสงเหลือบฟ้า 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

24 123.62±0.94 0.28±0.01 -2.45±0.33 4.28±0.17 โปร่งแสงเหลือบฟ้า 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

 หมายเหตุ : วดัซ้ำ 6 ซ้ำ 
 

ตารางที่ 4.33 การประเมินความคงตัวทางกายภาพของตำรับนาโนอิมัลชันที่มีวิตามินซีที่อุณหภูมิ     
45 °C เป็นระยะเวลา 6 เดือน 
สัปดาห ์ ขนาดหยด

อนุภาคเฉลี่ย 
(nm)±SD 

PI เฉลี่ย  
±SD 

ค่าซีต้า 
โพเทนเชียล 

เฉลี่ย 
(mV)±SD 

ค่าความเป็น
กรด-ด่าง 
(pH)±SD 

ลักษณะทางกายภาพ 

2 62.54±0.21 0.14±0.02 -4.63±0.22 2.75±0.03 โปร่งแสง           
เหลือบเหลืองอ่อน      
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

4 63.55±0.78 0.15±0.02 -4.57±0.32 2.65±0.08 โปร่งแสง            
เหลือบเหลืองอ่อน       
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

6 65.43±0.94 0.16±0.02 -4.41±0.34 2.64±0.13 โปร่งแสงเหลือบส้มอ่อน            
มีกลิ่นของสารที่แรงขึ้น 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

8 70.95±0.89 0.17±0.02 -2.81±0.15 2.48±0.43 โปร่งแสงเหลือบส้มอ่อน           
มีกลิ่นของสารที่แรงขึ้น 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 
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สัปดาห ์ ขนาดหยด
อนุภาคเฉลี่ย 
(nm)±SD 

PI เฉลี่ย  
±SD 

ค่าซีต้า 
โพเทนเชียล 

เฉลี่ย 
(mV)±SD 

ค่าความเป็น
กรด-ด่าง 
(pH)±SD 

ลักษณะทางกายภาพ 

10 89.45±0.65 0.20±0.02 -2.51±0.37 2.47±0.26 โปร่งแสง           
เหลือบเหลืองเข้ม         
มีกลิ่นของสารที่แรงขึ้น 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

18 90.03±0.88 0.22±0.01 -2.41±0.15 2.42±0.29 โปร่งแสงเหลือบส้มเข้ม 
มีตะกอน กระจายตัวดี              
มีกลิ่นของสารที่แรงขึ้น 

20 104.53±0.95 0.24±0.01 -1.48±0.31 2.28±0.17 โปร่งแสงเหลือบส้มเข้ม 
มีตะกอน กระจายตัวดี              
มีกลิ่นของสารที่แรงขึ้น 

22 108.13±0.37 0.25±0.01 -1.40±0.25 2.23±0.18 โปร่งแสงเหลือบส้มเข้ม 
มีตะกอน กระจายตัวดี              
มีกลิ่นของสารที่แรงขึ้น 

24 109.02±0.85 0.25±0.02 -1.05±0.02 2.15±0.04 โปร่งแสงเหลือบส้มเข้ม 
มีตะกอน กระจายตัวดี              
มีกลิ่นของสารที่แรงขึ้น 

หมายเหตุ : วัดซ้ำ 6 ซ้ำ 
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ตารางที่ 4.34 การประเมินความคงตัวทางกายภาพของตำรับนาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดผสมระหว่าง
กระชายและกาแฟที่อุณหภูมิ 45 °C เป็นระยะเวลา 6 เดือน 

สัปดาห ์ ขนาดหยด
อนุภาคเฉลี่ย 
(nm)±SD 

PI เฉลี่ย  
±SD 

ค่าซีต้า 
โพเทนเชียล 

เฉลี่ย 
(mV)±SD 

ค่าความเป็น
กรด-ด่าง 
(pH)±SD 

ลักษณะทางกายภาพ 

2 60.93±0.97 0.12±0.01 -20.51±0.27 4.64±0.13 สารละลายใส สีน้ำตาลดำของ 
สารสกัดผสมระหว่างกระชายและ
กาแฟ กระจายตัวด ีไม่แยกชั้น 

4 65.49±0.27 0.17±0.01 -20.47±0.32 4.58±0.25 สารละลายใส สีน้ำตาลดำของ 
สารสกัดผสมระหว่างกระชายและ
กาแฟ กระจายตัวด ีไม่แยกชั้น 

6 70.28±0.19 0.18±0.01 -20.41±0.34 4.48±0.43 สารละลายใส สีน้ำตาลดำของ 
สารสกัดผสมระหว่างกระชายและ
กาแฟ กระจายตัวด ีไม่แยกชั้น 

8 81.53±0.83 0.22±0.01 -10.81±0.15 4.32±0.14 สารละลายใส สนี้ำตาลดำของ 
สารสกัดผสมระหว่างกระชายและ
กาแฟ กระจายตัวด ีไม่แยกชั้น 

10 82.10±0.97 0.22±0.01 -10.36±0.38 3.76±0.23 สารละลายใส สีน้ำตาลดำของ 
สารสกัดผสมระหว่างกระชายและ
กาแฟ กระจายตัวด ีไม่แยกชั้น 

18 90.50±0.75 0.23±0.01 -10.21±0.14 3.69±0.16 สารละลายใส สีน้ำตาลดำของ 
สารสกัดผสมระหว่างกระชายและ
กาแฟ กระจายตัวด ีไม่แยกชั้น 

20 95.48±0.34 0.23±0.01 -5.67±0.35 3.63±0.34 สารละลายใส สีน้ำตาลดำเข้มขึ้นของ
สารสกัดผสมระหว่างกระชายและ
กาแฟ กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

22 104.38±0.57 0.25±0.01 -5.63±0.22 3.47±0.21 สารละลายใส สีนำ้ตาลดำเข้มขึ้นของ
สารสกัดผสมระหว่างกระชายและ
กาแฟ กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 



81 
 

สัปดาห ์ ขนาดหยด
อนุภาคเฉลี่ย 
(nm)±SD 

PI เฉลี่ย  
±SD 

ค่าซีต้า 
โพเทนเชียล 

เฉลี่ย 
(mV)±SD 

ค่าความเป็น
กรด-ด่าง 
(pH)±SD 

ลักษณะทางกายภาพ 

24 107.55±0.92 0.27±0.02 -5.52±0.29 3.28±0.17 สารละลายใส สีน้ำตาลดำเข้มขึ้นของ
สารสกัดผสมระหว่างกระชายและ
กาแฟ กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

หมายเหตุ : วัดซ้ำ 6 ซ้ำ 
 

ตารางที่ 4.35 การประเมินความคงตัวทางกายภาพของตำรับนาโนอิมัลชันพ้ืนฐานที่อุณหภูมิ 4 °C              
เป็นระยะเวลา 6 เดือน 

สัปดาห ์ ขนาดหยด
อนุภาคเฉลี่ย 
(nm)±SD 

PI เฉลี่ย  
±SD 

ค่าซีต้า 
โพเทนเชียล 

เฉลี่ย 
(mV)±SD 

ค่าความเป็น
กรด-ด่าง 
(pH)±SD 

ลักษณะทางกายภาพ 

2 62.12±0.42 0.16±0.01 -8.81±0.15 6.62±0.31 โปร่งแสงเหลือบฟ้า 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

4 64.95±0.65 0.17±0.01 -8.66±0.21 6.60±0.21 โปร่งแสงเหลือบฟ้า 
กระจายตวัดี ไม่แยกชั้น 

6 69.39±0.20 0.17±0.02 -8.57±0.31 6.53±0.38 โปร่งแสงเหลือบฟ้า 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

8 72.28±0.17 0.18±0.01 -8.51±0.37 6.38±0.17 โปร่งแสงเหลือบฟ้า 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

10 75.50±0.34 0.18±0.01 -8.47±0.32 6.37±0.12 โปร่งแสงเหลือบฟ้า 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

18 84.10±0.79 0.19±0.01 -8.45±0.33 6.36±0.22 โปร่งแสงเหลือบฟ้า 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

20 86.23±0.13 0.22±0.01 -8.41±0.34 6.32±0.14 โปร่งแสงเหลือบฟ้า 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 
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สัปดาห ์ ขนาดหยด
อนุภาคเฉลี่ย 
(nm)±SD 

PI เฉลี่ย  
±SD 

ค่าซีต้า 
โพเทนเชียล 

เฉลี่ย 
(mV)±SD 

ค่าความเป็น
กรด-ด่าง 
(pH)±SD 

ลักษณะทางกายภาพ 

22 91.42±0.90 0.23±0.02 -7.63±0.22 6.28±0.17 โปร่งแสงเหลือบฟ้า 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

24 96.31±0.32 0.26±0.02 -7.41±0.15 6.13±0.23 โปร่งแสงเหลือบฟ้า 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

 หมายเหตุ : วัดซ้ำ 6 ซ้ำ 
 
ตารางที่ 4.36 การประเมินความคงตัวทางกายภาพของตำรับนาโนอิมัลชันที่มีวิตามินซีที่อุณหภูมิ     
4 °C เป็นระยะเวลา 6 เดือน 

สัปดาห ์ ขนาดหยด
อนุภาคเฉลี่ย 
(nm)±SD 

PI เฉลี่ย  
±SD 

ค่าซีต้า 
โพเทนเชียล 

เฉลี่ย 
(mV)±SD 

ค่าความเป็น
กรด-ด่าง 
(pH)±SD 

ลักษณะทางกายภาพ 

2 68.82±0.55 0.14±0.02 -8.51±0.27 2.71±0.11 โปร่งแสงเหลือบฟ้า 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

4 69.05±0.84 0.15±0.01 -8.41±0.34 2.64±0.26 โปร่งแสงเหลือบฟ้า 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

6 71.00±0.95 0.16±0.01 -7.81±0.15 2.64±0.13 โปร่งแสงเหลือบฟ้า 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

8 71.20±0.88 0.16±0.01 -6.52±0.29 2.56±0.19 โปร่งแสงเหลือบฟ้า 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

10 72.15±0.35 0.16±0.03 -6.39±0.34 2.52±0.23 โปร่งแสงเหลือบฟ้า 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

18 72.18±0.75 0.17±0.02 -5.43±0.39 2.48±0.43 โปร่งแสงเหลือบฟ้า 
มีกลิ่นของสารที่แรงขึ้น 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 
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สัปดาห ์ ขนาดหยด
อนุภาคเฉลี่ย 
(nm)±SD 

PI เฉลี่ย  
±SD 

ค่าซีต้า 
โพเทนเชียล 

เฉลี่ย 
(mV)±SD 

ค่าความเป็น
กรด-ด่าง 
(pH)±SD 

ลักษณะทางกายภาพ 

20 73.30±0.93 0.18±0.02 -4.56±0.27 2.47±0.21 โปร่งแสงเหลือบฟ้า 
มีกลิ่นของสารที่แรงขึ้น 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

22 96.73±0.90 0.22±0.03 -3.47±0.32 2.32±0.14 โปร่งแสงเหลือบฟ้า 
มีกลิ่นของสารที่แรงขึ้น 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

24 104.57±0.90 0.26±0.01 -3.40±0.24 2.28±0.17 โปร่งแสงเหลือบฟ้า 
มีกลิ่นของสารที่แรงขึ้น 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

 หมายเหตุ : วดัซ้ำ 6 ซ้ำ 
 
ตารางที่ 4.37 การประเมินความคงตัวทางกายภาพของตำรับนาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดผสมระหว่าง
กระชายและกาแฟที่อุณหภูมิ 4 °C เป็นระยะเวลา 6 เดือน 

สัปดาห ์ ขนาดหยด
อนุภาคเฉลี่ย 
(nm)±SD 

PI เฉลี่ย  
±SD 

ค่าซีต้า 
โพเทนเชียล 

เฉลี่ย 
(mV)±SD 

ค่าความเป็น
กรด-ด่าง 
(pH)±SD 

ลักษณะทางกายภาพ 

2 70.12±0.99 0.19±0.01 -30.57±0.32 5.73±0.22 สารละลายใส สีน้ำตาลดำของ 
สารสกัดผสมระหว่างกระชายและ
กาแฟ กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

4 70.70±0.82 0.22±0.01 -30.41±0.34 5.63±0.33 สารละลายใส สีน้ำตาลดำของ 
สารสกัดผสมระหว่างกระชายและ
กาแฟ กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

6 82.03±0.94 0.23±0.01 -30.29±0.22 5.49±0.31 สารละลายใส สีน้ำตาลดำของ 
สารสกัดผสมระหว่างกระชายและ
กาแฟ กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 



84 
 

สัปดาห ์ ขนาดหยด
อนุภาคเฉลี่ย 
(nm)±SD 

PI เฉลี่ย  
±SD 

ค่าซีต้า 
โพเทนเชียล 

เฉลี่ย 
(mV)±SD 

ค่าความเป็น
กรด-ด่าง 
(pH)±SD 

ลักษณะทางกายภาพ 

8 98.85±0.76 0.23±0.04 -28.81±0.15 5.48±0.43 สารละลายใส สีน้ำตาลดำของ 
สารสกัดผสมระหว่างกระชายและ
กาแฟ กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

10 108.33±0.76 0.23±0.05 -25.67±0.31 5.44±0.19 สารละลายใส สีน้ำตาลดำของ 
สารสกัดผสมระหว่างกระชายและ
กาแฟ กระจายตวัดี ไม่แยกชั้น 

18 109.63±0.89 0.24±0.01 -25.48±0.31 5.32±0.14 สารละลายใส สีน้ำตาลดำของ 
สารสกัดผสมระหว่างกระชายและ
กาแฟ กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

20 112.00±0.95 0.25±0.04 -25.44±0.31 5.28±0.33 สารละลายใส สีน้ำตาลดำของ 
สารสกัดผสมระหว่างกระชายและ
กาแฟ กระจายตัวด ีไม่แยกชั้น 

22 112.65±0.77 0.26±0.01 -20.63±0.22 5.18±0.12 สารละลายใส สีน้ำตาลดำของ 
สารสกัดผสมระหว่างกระชายและ
กาแฟ กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

24 128.47±0.81 0.27±0.02 -20.59±0.28 5.16±0.20 สารละลายใส สีน้ำตาลดำของ 
สารสกัดผสมระหว่างกระชายและ
กาแฟ กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

หมายเหตุ : วัดซ้ำ 6 ซ้ำ 
 

ผลการทดสอบแสดงดังตารางที่ 4.29-4.37 พบว่าที่อุณหภูมิ 4 °C ตำรับนาโนอิมัลชันพื้นฐาน      
ตำรับนาโนอิมัลชันที่มีวิตามินซี (Positive control) และตำรับนาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดผสมระหว่าง
กระชายและกาแฟมีความคงตัวดี ไม่เกิดการแยกชั้น แต่ตำรับนาโนอิมัลชันที่มีวิตามินซี (Positive 
control) จะมีกลิ่นของสารที่แรงขึ้น เมื่อตรวจวัดขนาดหยดอนุภาคเฉลี่ยในแต่ละสัปดาห์พบว่า      
ขนาดหยดอน ุภาคเฉล ี ่ยไม ่ม ีการเปล ี ่ยนแปลง ส ่วนอ ุณหภ ูม ิห ้อง (room temperature)               
ตำร ับนาโนอ ิม ัลช ันพ ื ้นฐาน  ตำร ับนาโนอ ิม ัลช ันท ี ่ ม ี ว ิตาม ินซ ี  (Positive control) และ                   
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ตำรับนาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟมีความคงตัวดี ไม่เกิดการแยกชั้น       
แต่ตำรับนาโนอิมัลชันที่มีวิตามินซี (Positive control) จะมีกลิ่นของสารที่แรงขึ้น และสีเปลี่ยนแปลง
จากโปร่งแสงเหลือบฟ้า เป็นโปร่งแสงเหลือบเหลืองเข้ม เมื่อตรวจวัดขนาดหยดอนุภาคเฉลี่ยใน      
แต่ละสัปดาห์พบว่า ขนาดหยดอนุภาคเฉลี ่ยไม่มีการเปลี ่ยนแปลง แต่ขนาดหยดอนุภาคเฉลี่ย            
มีการเปลี่ยนแปลงเล็กน้อยในตำรับนาโนอิมัลชันที่มีวิตามินซี (Positive control) และอุณหภูมิ        
45 °C ตำรับนาโนอิมัลชันพื้นฐาน และตำรับนาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ          
มีความคงตัวดี ไม่เกิดการแยกชั้น แต่ตำรับนาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ            
มีสีน้ำตาลดำของสารสกัดที่เข้มขึ้น ส่วนตำรับนาโนอิมัลชันที่มีวิตามินซี (Positive control) จะมีกลิ่น
ของสารที่แรงขึ ้น เกิดการตกตะกอน และสีเปลี่ยนแปลงจากโปร่งแสงเหลือบฟ้า เป็นโปร่งแสง    
เหลือบส้มเข้ม เมื่อตรวจวัดขนาดหยดอนุภาคเฉลี่ยในแต่ละสัปดาห์พบว่า ขนาดหยดอนุภาคเฉลี่ย       
มีการเปลี่ยนแปลงเล็กน้อย จากการทดลองนี้ทำให้ทราบว่าตำรับนาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดผสม
ระหว่างกระชายและกาแฟไม่คงสภาพในอุณหภูมิ 45 °C ดังนั้นการเก็บรักษาจึงควรเก็บผลิตภัณฑ์              
นาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟในอุณหภูมิต่ำๆ เพื่อรักษาความคงตัวของ      
สารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ 

 
ตารางที่ 4.38 การประเมินความคงตัวทางกายภาพของตำรับนาโนอิมัลชันพื้นฐานที่สภาวะเร่ง
อุณหภูมิร้อนสลับเย็น (heating cooling cycle) 6 รอบ 

รอบ ขนาดหยด
อนุภาคเฉลี่ย 
(nm)±SD 

PI เฉลี่ย  
±SD 

ค่าซีต้า 
โพเทนเชียล 

เฉลี่ย 
(mV)±SD 

ค่าความเป็น
กรด-ด่าง 
(pH)±SD 

ลักษณะทางกายภาพ 

1 64.22±0.89 0.17±0.01 -7.31±0.37 5.59±0.33 โปร่งแสงเหลือบฟ้า 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

6 71.75±0.96 0.21±0.01 -5.66±0.06 4.69±0.26 โปร่งแสงเหลือบฟ้า 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

 หมายเหตุ : วดัซ้ำ 6 ซ้ำ 
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ตารางที่ 4.39 การประเมินความคงตัวทางกายภาพของตำรับนาโนอิมัลชันที่มีวิตามินซีที่สภาวะเร่ง
อุณหภูมิร้อนสลับเย็น (heating cooling cycle) 6 รอบ 

รอบ ขนาดหยด
อนุภาคเฉลี่ย 
(nm)±SD 

PI เฉลี่ย  
±SD 

ค่าซีต้า 
โพเทนเชียล 

เฉลี่ย 
(mV)±SD 

ค่าความเป็น
กรด-ด่าง 
(pH)±SD 

ลักษณะทางกายภาพ 

1 68.87±0.60 0.14±0.01 -3.30±0.24 2.46±0.24 โปร่งแสงเหลือบฟ้า 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

6 114.48±0.74 0.23±0.02 -1.21±0.28 4.69±0.26 โปร่งแสง            
เหลือบเหลืองอ่อน       
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

 หมายเหตุ : วดัซ้ำ 6 ซ้ำ 
 
ตารางที่ 4.40 การประเมินความคงตัวทางกายภาพของตำรับนาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดผสมระหว่าง
กระชายและกาแฟที่สภาวะเร่งอุณหภูมิร้อนสลับเย็น (heating cooling cycle) 6 รอบ 
รอบ ขนาดหยด

อนุภาคเฉลี่ย 
(nm)±SD 

PI เฉลี่ย  
±SD 

ค่าซีต้า 
โพเทนเชียล 

เฉลี่ย 
(mV)±SD 

ค่าความเป็น
กรด-ด่าง 
(pH)±SD 

ลักษณะทางกายภาพ 

1 73.73±0.75 0.14±0.03 -30.62±0.16 5.39±0.07 สารละลายใส สีน้ำตาลดำ
ของสารสกัดผสมระหว่าง
กระชายและกาแฟ 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

6 108.23±0.98 0.26±0.02 -25.44±0.30 4.86±0.18 สารละลายใส สีน้ำตาลดำ
เข้มขึ้นของสารสกัดผสม
ระหว่างกระชายและกาแฟ 
กระจายตัวดี ไม่แยกชั้น 

หมายเหตุ : วัดซ้ำ 6 ซ้ำ 
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การทดสอบความคงสภาพโดยวิธีเร่งเป็นการทดสอบในสภาวะร้อนสลับเย็น (heating 
cooling cycle) จำนวน 6 รอบ โดยนำตัวอย่างมาบรรจุลงในขวดแก้วสีชาปิดฝาให้สนิท นำขวด        
นาโนอิมัลชันใส่ในตู้อบที่อุณหภูมิ 45 °C เป็นเวลา 48 ชั่วโมง เมื ่อครบกำหนดให้นำเข้าตู้เย็นที่
อ ุณหภ ูมิ  4 °C เป ็นเวลา 48 ช ั ่ ว โมง ค ิดเป ็น 1 รอบ ทำสล ับก ันจนครบ 6 รอบ  พบว่า                      
ตำรับนาโนอิมัลชันพื้นฐาน และตำรับนาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดผสมระหว่ างกระชายและกาแฟ          
มีความคงตัวดี ไม่เกิดการแยกชั้น แต่ตำรับนาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ   
มีสีน้ำตาลดำของสารสกัดที่เข้มขึ้น ส่วนตำรับนาโนอิมัลชันที่มีวิตามินซี (Positive control) จะมีกลิ่น
ของสารที ่แรงขึ ้น และสีเปลี ่ยนแปลงจากโปร่งแสงเหลือบฟ้า เป็นโปร่งแสงเหลือบเหลืองอ่อน        
เมื ่อตรวจวัดขนาดหยดอนุภาคเฉลี ่ยพบว่า ขนาดหยดอนุภาคเฉลี ่ยมีการเปลี ่ยนแปลงเล็กน้อย          
ซึ่งสอดคล้องกับผลการทดลองข้อ 4.6.1 ที่พบว่าเมื่อตั้งตัวอย่างไว้ที่อุณหภูมิ 45 °C ตัวอย่างเกิด     
การเปลี่ยนสี แสดงว่าเมื่อตัวอย่างถูกย้ายไปเก็บที่อุณหภูมิ 45 °C สารสำคัญในสารสกัดผสมระหว่าง
กระชายและกาแฟที่ไม่ทนความร้อนจึงเกิดการเปลี่ยนโครงสร้างไปเป็นชนิดอื่นได้ ทำให้ตำรับที่ได้     
มีสีน้ำตาลดำของสารสกัดที่เข้มขึ้น ดังนั้นอุณหภูมิจึงมีผลต่อความคงสภาพของตำรับนาโนอิมัลชัน    
แสดงดังตารางที่ 4.38-4.40  

 
 4.6.2 การประเมินความคงตัวทางเคมี 
 ทดสอบความคงตัวทางเคมีของตำรับนาโนอิมัลชันพื้นฐาน ตำรับนาโนอิมัลชันที่มีวิตามินซี 
(Positive control) และตำรับนาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟโดยศึกษาที่
อุณหภูมิอุณหภูมิห้อง (room temperature), อุณหภูมิ 45 °C และอุณหภูมิ 4 °C เป็นระยะเวลา        
6 เดือน และวิธีเร่งเป็นการทดสอบในสภาวะร้อนสลับเย็น (heating cooling cycle) จำนวน 6 รอบ 
โดยทดสอบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH assay  
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ตารางที่ 4.41 การประเมินความคงตัวทางเคมีของตำรับนาโนอิมัลชันพื้นฐานที่อุณหภูมิห้อง                  
(room temperature) เป็นระยะเวลา 6 เดือน 

สัปดาห ์ IC50 เฉลี่ย (µg/ml) 
2 108.01±0.01 
4 110.22±0.01 
6 112.43±0.01 
8 114.77±0.01 
10 116.56±0.01 
18 132.24±0.01 
20 134.15±0.01 
22 138.98±0.01 
24 140.82±0.01 

                              หมายเหตุ : วัดซ้ำ 6 ซ้ำ 
 

ตารางที่ 4.42 การประเมินความคงตัวทางเคมีของตำรับนาโนอิมัลชันที่มีวิตามินซีที่อุณหภูมิห้อง                 
(room temperature) เป็นระยะเวลา 6 เดือน 

สัปดาห ์ IC50 เฉลี่ย (µg/ml) 
2 5.46±0.01 
4 7.23±0.01 
6 10.84±0.01 
8 12.56±0.01 
10 16.29±0.01 
18 25.43±0.01 
20 27.38±0.01 
22 30.14±0.01 
24 35.42±0.01 

                              หมายเหตุ : วัดซ้ำ 6 ซ้ำ 
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ตารางที่ 4.43 การประเมินความคงตัวทางเคมีของตำรับนาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดผสมระหว่าง
กระชายและกาแฟที่อุณหภูมิห้อง (room temperature) เป็นระยะเวลา 6 เดือน 

สัปดาห ์ IC50 เฉลี่ย (µg/ml) 
2 6.96±0.01 
4 7.09±0.01 
6 9.44±0.01 
8 11.85±0.01 
10 13.92±0.01 
18 31.36±0.01 
20 35.06±0.01 
22 39.12±0.01 
24 45.83±0.01 

                              หมายเหตุ : วัดซ้ำ 6 ซ้ำ 
 

ตารางที่ 4.44 การประเมินความคงตัวทางเคมีของตำรับนาโนอิมัลชันพื้นฐานที่อุณหภูมิ 45 °C                    
เป็นระยะเวลา 6 เดือน 

สัปดาห ์ IC50 เฉลี่ย (µg/ml) 
2 115.21±0.01 
4 119.48±0.01 
6 123.81±0.01 
8 127.77±0.01 
10 135.60±0.01 
18 180.49±0.01 
20 185.66±0.01 
22 192.68±0.01 
24 200.51±0.01 

                              หมายเหตุ : วัดซ้ำ 6 ซ้ำ 
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ตารางที่ 4.45 การประเมินความคงตัวทางเคมีของตำรับนาโนอิมัลชันที่มีวิตามินซีที่อุณหภูมิ 45 °C                 
เป็นระยะเวลา 6 เดือน 

สัปดาห ์ IC50 เฉลี่ย (µg/ml) 
2 8.72±0.01 
4 16.01±0.01 
6 24.51±0.01 
8 28.45±0.01 
10 33.49±0.01 
18 42.71±0.01 
20 48.58±0.01 
22 52.14±0.01 
24 60.17±0.01 

                              หมายเหตุ : วัดซ้ำ 6 ซ้ำ 
 
ตารางที่ 4.46 การประเมินความคงตัวทางเคมีของตำรับนาโนอิมัลชันมีสารสกัดผสมระหว่างกระชาย
และกาแฟที่อุณหภูมิ 45 °C เป็นระยะเวลา 6 เดือน 

สัปดาห ์ IC50 เฉลี่ย (µg/ml) 
2 14.22±0.01 
4 20.36±0.01 
6 26.03±0.01 
8 34.42±0.01 
10 39.25±0.01 
18 45.30±0.01 
20 49.22±0.01 
22 55.84±0.01 
24 60.17±0.01 

                              หมายเหตุ : วัดซ้ำ 6 ซ้ำ 
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ตารางที่ 4.47 การประเมินความคงตัวทางเคมีของตำรับนาโนอิมัลชันพ้ืนฐานที่อุณหภูมิ 4 °C                    
เป็นระยะเวลา 6 เดือน 

สัปดาห ์ IC50 เฉลี่ย (µg/ml) 
2 102.14±0.01 
4 106.57±0.01 
6 108.63±0.01 
8 112.44±0.01 
10 116.80±0.01 
18 122.95±0.01 
20 127.09±0.01 
22 130.52±0.01 
24 136.75±0.01 

                              หมายเหตุ : วัดซ้ำ 6 ซ้ำ 
 

ตารางที่ 4.48 การประเมินความคงตัวทางเคมีของตำรับนาโนอิมัลชันที่มีวิตามินซีที่อุณหภูมิ 4 °C                  
เป็นระยะเวลา 6 เดือน 

สัปดาห ์ IC50 เฉลี่ย (µg/ml) 
2 4.27±0.01 
4 6.54±0.01 
6 9.19±0.01 
8 13.37±0.01 
10 15.48±0.01 
18 20.39±0.01 
20 24.80±0.01 
22 27.51±0.01 
24 32.65±0.01 

                              หมายเหตุ : วัดซ้ำ 6 ซ้ำ 
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ตารางที่ 4.49 การประเมินความคงตัวทางเคมีของตำรับนาโนอิมัลชันมีสารสกัดผสมระหว่างกระชาย
และกาแฟที่อุณหภูมิ 4 °C เป็นระยะเวลา 6 เดือน 

สัปดาห ์ IC50 เฉลี่ย (µg/ml) 
2 7.13±0.01 
4 10.19±0.01 
6 13.44±0.01 
8 15.72±0.01 
10 17.36±0.01 
18 21.66±0.01 
20 26.28±0.01 
22 34.23±0.01 
24 40.67±0.01 

                             หมายเหตุ : วัดซ้ำ 6 ซ้ำ 
 

โดยผลด ั งตารางท ี ่  4.41-4.49 พบว ่ าที่ อ ุณหภ ูมิ  4 °C และอ ุณหภ ูม ิห ้ อง  (room 
temperature) ตำรับนาโนอิมัลชันพื้นฐาน ตำรับนาโนอิมัลชันที่มีวิตามินซี (Positive control) และ
ตำรับนาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ
ลดลงเล็กน้อย ส่วนอุณหภูมิ 45 °C ตำรับนาโนอิมัลชันพื้นฐาน และตำรับนาโนอิมัลชันที่มีสารสกัด
ผสมระหว่างกระชายและกาแฟความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระลดลงมาก จากการทดลองนี้       
ทำให้ทราบว่าตำรับนาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟไม่คงสภาพในอุณหภูมิ 
45 °C ดังนั้นการเก็บรักษาจึงควรเก็บผลิตภัณฑ์นาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดผสมระหว่างกระชายและ
กาแฟในอุณหภูมิต่ำๆ เพื่อรักษาความคงตัวของสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ 
 
ตารางที่ 4.50 การประเมินความคงตัวทางเคมีของตำรับนาโนอิมัลชันพื้นฐานที่สภาวะเร่งอุณหภูมิ                  
ร้อนสลับเย็น (heating cooling cycle) 6 รอบ 

รอบ IC50 เฉลี่ย (µg/ml) 
1 114.73±0.01 
6 180.39±0.01 

                              หมายเหตุ : วัดซ้ำ 6 ซ้ำ 
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ตารางที่ 4.51 การประเมินความคงตัวทางเคมีของตำรับนาโนอิมัลชันที่มีวิตามินซีที ่สภาวะเร่ง
อุณหภูมริ้อนสลับเย็น (heating cooling cycle) 6 รอบ 

รอบ IC50 เฉลี่ย (µg/ml) 
1 9.62±0.01 
6 59.83±0.01 

                             หมายเหตุ : วัดซ้ำ 6 ซ้ำ 
 
ตารางที่ 4.52 การประเมินความคงตัวทางเคมีของตำรับนาโนอิมัลชันมีสารสกัดผสมระหว่างกระชาย
และกาแฟที่สภาวะเร่งอุณหภูมิร้อนสลับเย็น (heating cooling cycle) 6 รอบ 

รอบ IC50 เฉลี่ย (µg/ml) 
1 15.56±0.01 
6 65.28±0.01 

                              หมายเหตุ : วัดซ้ำ 6 ซ้ำ 
 

การทดสอบความคงสภาพโดยวิธีเร่งเป็นการทดสอบในสภาวะร้อนสลับเย็น (heating 
cooling cycle) จำนวน 6 รอบ โดยนำตัวอย่างมาบรรจุลงในขวดแก้วสีชาปิดฝาให้สนิท นำขวด        
นาโนอิมัลชันใส่ในตู้อบที่อุณหภูมิ 45 °C เป็นเวลา 48 ชั่วโมง เมื ่อครบกำหนดให้นำเข้าตู ้เย็นที่
อ ุณหภ ูมิ  4 °C เป ็นเวลา 48 ช ั ่ ว โมง ค ิดเป ็น 1 รอบ ทำสล ับก ันจนครบ 6 รอบ พบว่ า                      
ตำร ับนาโนอิม ัลชันพื ้นฐาน ตำรับนาโนอิม ัลชันที ่ม ีว ิตามินซี (Positive control) และตำรับ               
นาโนอิมัลชันที ่มีสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ       
ลดลงมาก ซึ่งสอดคล้องกับผลการทดลองข้อ 4.6.1 ที ่พบว่าเมื ่อตั ้งตัวอย่างไว้ที ่อุณหภูมิ 45 °C 
ตัวอย่างเกิดการเปลี่ยนสี แสดงว่าเมื่อตัวอย่างถูกย้ายไปเก็บที่อุณหภูมิ 45 °C สารสำคัญในสารสกัด
ผสมระหว่างกระชายและกาแฟที่ไม่ทนความร้อนจึงเกิดการเปลี่ยนโครงสร้างไปเป็นชนิดอื่นได้         
ทำให้ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระลดลงมาก ดังนั้นอุณหภูมิจึงมีผลต่อความคงตัวทางเคมีของ
สารสำคัญในตำรับนาโนอิมัลชันแสดงดังตารางที่ 4.50-4.52  
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บทที่ 5  

สรุปผลการวิจยั และข้อเสนอแนะ 
 

5.1 สรุปผลการวิจัย  
   ในการศึกษาเปรียบเทียบปริมาณสารและฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดกระชายที่เตรียมโดย
วิธี ultrasonic extraction และ maceration และแต่ละวิธีใช้ตัวทำละลาย 4 ชนิด  คือ 50% 
ethanol, 80% ethanol, absolute ethanol และ acetone โดยทำการวิเคราะห์หาปริมาณ          
ฟินอลิกรวม และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ เพื่อเป็นข้อมูลสำหรับนำไปพัฒนาผลิตภัณฑ์ยาสมุนไพร 
ผลิตภัณฑ์เครื่องสำอางหรืออาหารเสริมสุขภาพนั้นพบว่า 80% ethanol เป็นตัวทำละลายที่เหมาะสม
เนื่องจากให้ร้อยละของน้ำหนักสารสกัดต่อน้ำหนักผงกระชาย (%yield ) สูงทั้งวิธี ultrasonic 
extraction และ maceration โดยสารสกัดกระชายที่สกัดด้วย 80% ethanol วิธี ultrasonic 
extraction ให้ %yield มากที่สุดเท่ากับ 16.08% ตามด้วยสารสกัดกระชายที่สกัดด้วย 80% 
ethanol วิธี maceration ให้ % yield เท่ากับ 15.76% ในขณะที่  absolute ethanol จัดเป็น       
ตั วท ำละลายที่ ให้  %yield ต่ ำสุ ดทั้ งวิ ธี  ultrasonic extraction และ  maceration และให้          
%yield เท่ากับ 1.79 และ 4.73 ตามลำดับ 
   ผลการตรวจสอบปริมาณฟีนอลิกรวมในสารสกัดกระชายซึ่งมีคุณสมบัติเป็นสารต้าน
ออกซิเดชันพบว่า 80% ethanol เป็นตัวทำละลายที่สามารถสกัดฟีนอลิกรวมได้ปริมาณสูงสุดเมื่อ
เทียบกับตัวทำละลายชนิดอื่นๆ และใช้วิธีสกัดเดียวกัน โดยผงกระชายที่สกัดด้วยวิธี ultrasonic       
มีปริมาณฟีนอลิกรวมสูงสุด คือ 81.62±2.61 mg GAE/g extract รองลงมาเป็นสารที่สกัดด้วยวิธี 
maceration ให้ปริมาณฟีนอลิกรวมเท่ากับ 79.52±3.29 mg GAE/g extract ส่วนสารสกัดกระชาย
ที่ใช้ตัวทำละลาย acetone และสกัดด้วยวิธี maceration ให้ปริมาณฟีนอลิกรวมต่ำสุดเท่ากับ 
38.47±0.92 mg GAE/g extract  
    เมื่อทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดกระชายแบบต่างๆ ด้วยวิธี DPPH และ ABTS 
assay พบว่าทั้ง 2 วิธีให้ผลสอดคล้องกัน คือ สารสกัดกระชายที่สกัดด้วยวิธี ultrasonic extraction 
และใช้ 80% ethanol เป็นตัวทำละลาย มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงสุดโดยมีค่า IC50 จากการทดสอบ
ด้วยวิธี DPPH และ ABTS assay น้อยที่สุดเท่ากับ 50.18 และ 848.17 µg/mL ตามลำดับ   
 จากผลการวิจัยข้างต้นจึงคัดเลือกสารสกัดกระชายที่สกัดด้วย 80% ethanol และใช้วิธี 
ultrasonic extraction มาใช้ในการศึกษาความคงตัวต่อไป เนื่องจากมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิก 
รวมมากที่สุด และมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระได้ดีที่สุด  แม้ปริมาณฟลาโวนอยด์รวมจะมีปริมาณ            
ไม่มากนัก เพราะองค์ประกอบฟลาโวนอยด์หลายชนิดในสารสกัดกระชายมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ
แตกต่างกัน และฟลาโวนอยด์บางชนิดไม่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระเลย (2,32)  
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 ในการศึกษาเปรียบเทียบปริมาณสารและฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดกาแฟที่เตรียมโดยวิธี 
ultrasonic extraction และ maceration และแต่ละวิธีใช้ตัวทำละลาย 4 ชนิด คือ 50% ethanol, 
80% ethanol, absolute ethanol และ acetone โดยทำการวิเคราะห์หาปริมาณฟินอลิกรวม และ
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ เพื่อเป็นข้อมูลสำหรับนำไปพัฒนาผลิตภัณฑ์ยาสมุนไพร ผลิตภัณฑ์เครื่องสำอาง
หรืออาหารเสริมสุขภาพนั้นพบว่า 50% ethanol เป็นตัวทำละลายที่เหมาะสมเนื่องจากให้ร้อยละ
ของน้ ำหนักสารสกัดต่อน้ ำหนักผงกาแฟ (% yield ) สู งทั้ งวิธี  ultrasonic extraction และ 
maceration โดยสารสกัดกาแฟที่สกัดด้วย 50% ethanol วิธี ultrasonic extraction ให้ %yield 
มากที่สุดเท่ากับ 38.63% ตามด้วยสารสกัดกาแฟที่สกัดด้วย 50% ethanol วิธี maceration ให้      
%yield เท่ากับ 36.79% ในขณะที่  acetone จัดเป็นตัวทำละลายที่ ให้  %yield ต่ำสุดทั้ งวิธี  
ultrasonic extraction และ maceration และให้ %yield ที่เท่ากัน คือ 10.37  
 ผลการตรวจสอบปริมาณฟีนอลิกรวมในสารสกัดกาแฟซึ่งมีคุณสมบัติเป็นสารต้าน
ออกซิเดชันพบว่า 50% ethanol เป็นตัวทำละลายที่สามารถสกัดฟีนอลิกรวมได้ปริมาณสูงสุดเมื่อ
เทียบกับตัวทำละลายชนิดอื่นๆ และใช้วิธีสกัดเดียวกัน โดยผงกาแฟที่สกัดด้วยวิธี ultrasonic           
มีปริมาณฟีนอลิกรวมสูงสุด คือ 75.24±1.53 mg GAE/g extract รองลงมาเป็นสารที่สกัดด้วย       
วิธี maceration ให้ปริมาณฟีนอลิกรวมเท่ากับ 73.17±1.62 mg GAE/g extract ส่วนสารสกัดกาแฟ
ที่ใช้ตัวทำละลาย acetone และสกัดด้วยวิธี maceration ให้ปริมาณฟีนอลิกรวมต่ำสุดเท่ากับ 
53.65±1.52 mg GAE/g extract 
 เมื่อทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดกาแฟแบบต่างๆ ด้วยวิธี DPPH และ ABTS 
assay พบว่าทั้ง 2 วิธีให้ผลสอดคล้องกัน คือ สารสกัดกาแฟที่สกัดด้วยวิธี ultrasonic extraction 
และใช้ 50% ethanol เป็นตัวทำละลาย มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงสุดโดยมีค่า IC50 จากการทดสอบ
ด้วยวิธี DPPH และ ABTS assay น้อยที่สุดเท่ากับ 56.18 และ 920.81 µg/mL ตามลำดับ   
 จากผลการวิจัยข้างต้นจึงคัดเลือกสารสกัดกาแฟที่สกัดด้วย 50% ethanol และใช้วิธี 
ultrasonic extraction มาใช้ในการศึกษาความคงตัวต่อไป เนื่องจากมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิก 
รวมมากที่สุด และมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระได้ดีที่สุด  
 ผู้วิจัยจึงสนใจเลือกสารสกัดกระชายที่สกัดด้วยวิธี ultrasonic โดยใช้ 80% ethanol เป็น    
ตัวทำละลาย และสารสกัดกาแฟที่สกัดด้วยวิธี ultrasonic โดยใช้ 50% ethanol เป็นตัวทำละลาย      
มาศึกษาโดยเตรียมเป็นสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ โดยเตรียมสารสกัดผสมระหว่าง
กระชายและกาแฟร้อยละ 1 โดยน้ำหนัก หรือในอัตราส่วน 0.5:0.5 ลักษณะทางกายภาพของ               
สารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟมีลักษณะเป็นสารละลายใส สีน้ำตาลดำ มีกลิ่นหอมผสม
กระชายและกาแฟ 
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 ผลการตรวจสอบปริมาณฟีนอลิกรวมในสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ               
มีปริมาณฟีนอลิกรวมสูงสุด คือ 333.26±0.88 mg GAE/g extract  
 เมื่อทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟด้วยวิธี DPPH 
และ ABTS assay พบว่าทั้ง 2 วิธีให้ผลสอดคล้องกัน คือ สารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ       
มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงสุดโดยมีค่า IC50 จากการทดสอบด้วยวิธี DPPH และ ABTS assay น้อยที่สุด
เท่ากับ 44.85 และ 725.72 µg/mL ตามลำดับ   
 จากผลการวิจัยข้างต้นจึงคัดเลือกสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟมาใช้ในการศึกษา
ความคงตัวของตำรับนาโนอิมัลชันต่อไป เนื่องจากมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมมากที่สุด และ    
มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระได้ดีที่สุด 
 ในการวิจัยครั้งนี้จะเน้นศึกษาส่วนที่เกี่ยวข้องกับส่วนประกอบของตำรับนาโนอิมัลชันที่มีผล
ต่อคุณสมบัติทางกายภาพอย่างชัดเจน ได้แก่ coconut oil, Cremophor® RH40 (สารลดแรงตึงผิว), 
ethanol (สารลดแรงตึงผิวร่วม) จากการศึกษาพบว่า สัดส่วนที่ใช้ทำให้ได้นาโนอิมัลชันที่มีลักษณะ
แตกต่างกันดังนี้ ขนาดหยดอนุภาคเฉลี่ย , ค่า PI เฉลี่ย, ค่าซีต้าโพเทนเชียลเฉลี่ย และลักษณะทาง
กายภาพ จากการทดลองพบว่าการพัฒนาตำรับนาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดผสมระหว่างกระชายและ
กาแฟสามารถเตรียมได้ด้วยวิธี spontaneous emulsification ซึ่ งตำรับที่ดีสุดประกอบด้วย 
coconut oil ร้อยละ 1 โดยน้ำหนัก, Cremophor® RH40 (สารลดแรงตึงผิว) ร้อยละ 4 โดยน้ำหนัก, 
ethanol (สารลดแรงตึงผิวร่วม) ร้อยละ 20 โดยน้ำหนัก, L-ascorbic acid ร้อยละ 1 โดยน้ำหนัก 
สารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ ร้อยละ 1 โดยน้ำหนัก หรือในอัตราส่วน 0.5:0.5 และน้ำ        
โดยมีขนาดหยดอนุภาคเฉลี่ย 60.57±0.12 นาโนเมตร, PI เฉลี่ย 0.27±0.03 และค่าซีต้าโพเทนเชียล
เฉลี่ย -33.43±0.64 mV นอกจากนี้นาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟที่       
เตรียมได้เมื่อตรวจสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (TEM) มีลักษณะรูปร่างเป็นทรง
กลม โดยตำรับมีความคงตัวดี ไม่เกิดการแยกชั้น ตำรับเป็นสารละลายใส สีน้ำตาลดำของสารสกัด
ผสมระหว่างกระชายและกาแฟตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา 6 เดือนที่อุณหภูมิ 4 °C และ
อุณหภูมิห้อง (room temperature) ขนาดหยดอนุภาคเฉลี่ยไม่มีการเปลี่ยนแปลง ส่วนการเก็บ
ตัวอย่างที่อุณหภูมิ 45 °C ตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา 6 เดือน และผลการทดสอบความคงสภาพ
โดยวิธีเร่งเป็นการทดสอบในสภาวะร้อนสลับเย็น (45 °C และ 4 °C) จำนวน 6 รอบ พบว่าตำรับ        
มีความไม่คงตัวเกิดขึ้นทำให้สีของตำรับมีสีน้ำตาลดำของสารสกัดที่เข้มขึ้น แต่ไม่เกิดการแยกชั้น 
ขนาดหยดอนุภาคเฉลี่ยมีการเปลี่ยนแปลงเล็กน้อย และได้มีการทดลองนาโนอิมัลชันที่มีวิตามินซี 
(Positive control) เพื่อใช้ในการเปรียบเทียบกับนาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดผสมระหว่างกระชายและ
กาแฟพบว่า ความคงตัวทางกายภาพของนาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ     
มีความคงตัวมากกว่านาโนอิมัลชันที่มีวิตามินซี (Positive control) ในทุกอุณหภูมิ ดังนั้นการเก็บ
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รักษาจึงควรเก็บผลิตภัณฑ์นาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟในอุณหภูมิต่ำๆ 
เพื่อรักษาความคงตัวของสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ จึงกล่าวได้ว่าอุณหภูมิมีผลต่อ      
ความคงสภาพของตำรับนาโนอิมัลชัน 
 การศึกษาความคงตัวทางเคมีโดยทดสอบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี 
DPPH assay พบว่านาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟที่อุณหภูมิ  4 °C และ
อุณหภูมิห้อง (room temperature) ตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา 6 เดือน ความสามารถใน        
การต้านอนุมูลอิสระลดลงเล็กน้อย ส่วนการเก็บตัวอย่างที่อุณหภูมิ 45 °C ตลอดระยะเวลาการเก็บ
รักษา 6 เดือน และผลการทดสอบความคงสภาพโดยวิธีเร่งเป็นการทดสอบในสภาวะร้อนสลับเย็น 
(45 °C และ 4 °C) จำนวน 6 รอบ พบว่านาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟ
ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระลดลงมาก และได้มีการทดลองนาโนอิมัลชันที่มีวิตามินซี 
(Positive control) เพื่อใช้ในการเปรียบเทียบกับนาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดผสมระหว่างกระชายและ
กาแฟพบว่า นาโนอิมัลชันที่มีวิตามินซี (Positive control) มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ
มากกว่านาโนอิมัลชันที่มีสารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟในทุกอุณหภูมิ แต่ความสามารถใน
การต้านอนุมูลอิสระไม่ต่างกันมาก แสดงว่าเมื่อตัวอย่างถูกย้ายไปเก็บที่อุณหภูมิ 45 °C สารสำคัญใน
สารสกัดผสมระหว่างกระชายและกาแฟที่ไม่ทนความร้อนจึงเกิดการเปลี่ยนโครงสร้างไปเป็น          
ชนิดอื่นได้ ทำให้ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระลดลงมาก ดังนั้นอุณหภูมิจึงมีผลต่อความคงตัว
ทางเคมีของสารสำคัญในตำรับนาโนอิมัลชัน 

 
5.2 ข้อเสนอแนะ  
1. ควรวิ เคราะห์หาปริมาณสารสำคัญด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวแบบ      

สมรรถนะสูง (HPLC) 
2. ควรมีการศึกษาเปรียบเทียบการซึมผ่านผิวหนังภายนอกกาย (Franz Diffusion cell) 

ระหว่างตำรับนาโนอิมัลชันผสมสารสกัดกระชายและกาแฟ เพื่อนำผลการทดลองมาสนับสนุนผล     
การประเมินประสิทธิภาพในอาสาสมัคร ทำให้งานวิจัยมีความน่าเชื่อถือมากขึ้น 

3. ควรเติมสารเพิ่มความหนืดในวัฏภาคภายนอกให้อยู่ในรูปแบบนาโนอิมัลชันเจล        
เพื่อสะดวกต่อการนำไปใช้จริงในอนาคต 
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