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บทท่ี 3 

ระเบียบวิธีการวิจัย 
 

 งานวิจัยนี้เพื่อท าการเตรียมสารสกัดไลโคปีนจากมะเขือเทศ และเตรียมอนุภาคน าส่งแบบถุงท่ีมี
ความคงสภาพ จากนั้นน าสารสกัดไลโคปีนมาท าการกักเก็บด้วยอนุภาคน าส่งแบบถุงเพื่อศึกษา
เปรียบเทียบประสิทธิภาพฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระในหลอดทดลอง (In vitro) ของสารสกัดไลโคปีนท่ีกักเก็บ
และท่ีไม่ได้กักเก็บในอนุภาคน าส่งแบบถุง 
 วิธีวิจัยเริ่มจากการสกัดสารส าคัญจากมะเขือเทศด้วยวิธีการหมักแบบมาเซอเรชัน และน ามาท า
การแยกสารรบกวนออกเพื่อให้ได้สารสกัดท่ีมีสารส าคัญไลโคปีนเข้มข้นขึ้นโดยใช้คอลัมน์โครมาโทกราฟี
และตรวจสอบเอกลักษณ์สารสกัดไลโคปีนโดยใช้นิวเคลียร์แมกเนติคเรโซแนนซ์และแมสสเปกโทรเมทรี 
และวิเคราะห์หาปริมาณด้วย HPTLC พร้อมท้ังตรวจสอบความถูกต้องวิธีวิเคราะห์ HPTLC จากนั้นเตรียม
อนุภาคน าส่งแบบถุงจากสารแอสคอร์บิคแอซิด-6-ปาล์มมิเตท และคอเลสเตอรอล โดยน าต ารับท่ีเตรียม
ได้มาท าการประเมินคุณลักษณะทางเคมีกายภาพและสภาพความคงตัว ซ่ึงจากข้อมูลท่ีได้น ามาท าการ
เลือกสูตรต ารับท่ีมีสภาพความคงตัวและน ามาท าการกักเก็บสารสกัดไลโคปีนในอนุภาคน าส่งแบบถุงเพื่อ
ท าการศึกษาเปรียบเทียบความคงสภาพของสารสกัดไลโคปีนท่ีกักเก็บและไม่ได้กักเก็บในอนุภาคน าส่ง
แบบถุงทางด้านฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH Assay  
 
3.1 เคร่ืองมือ อุปกรณ์ และสารเคมี 
 3.1.1 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 

1) เครื่อง HPTLC, Camag® ประกอบด้วยเครื่องหยดสารอัตโนมัติ (Linomat 5)  
เครื่องเดนซิโตมิเตอร์ (Densitometer) และเครื่องคอมพิวเตอร์ 

2) เครื่องแมสสเปกโทรมิ เตอร์  (Mass spectrometer, MicrOTOF, Bruker 
Daltonics, USA) 

3) เครื่องนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโทรมิเตอร์ (Nuclear magnetic 
resonance spectrometer, Fourier 300, Bruker, USA) 

4) เครื่องเขย่าสารด้วยคล่ืนความถี่สูง (Ultrasonic bath 40 Hertz (Hz), Branson® 
2510, USA) 

5) เครื่องยูวีวิสิเบิลสเปคโทรโฟโตมิเตอร์ (UV-VIS Spectrophotometer V-630, 
Jasco, Japan) 

6) เครื่องกล่ันระเหยระบบสูญญากาศแบบหมุน (Rotary evaporator, Heizbad HB 
digit, Heidolp®, Germany) 

7) เครื่องวัดอนุภาค (รุ่น DelsaTM Nano C, Particle analyzer, Beckman Coulter, 
Japan) 

8) กล้องจุลทรรศน์แบบส่องผ่าน (Transmission electron microscope : TEM, 
Technai, Netherland)  

9) กล้องจุลทรรศน์ชนิดแสงโพลาไรซ์ (Polarized light microscope, Nikon®, 
Japan) 

10) เครื่องอินฟราเรดสเปคโตรมิเตอร์ (Fourier Transform Infrared Spectrometer : 
FT-IR, รุ่น Spectrum 100, PerkinElmer ® , USA)  
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11) เครื่องปั่นเหว่ียง (รุ่น UNIVERSAL 320 R, Hettich®, Germany) 
12) เครื่องคนผสมชนิดแม่เหล็ก (Magnetic stirrer) (รุ่น MR 3001, Heidolph®, 

Germany) 
13) ตู้อบลมร้อน (Hot air oven) (รุ่น 800, K.K. Scientific Co., Ltd.) 
14) ตู้เย็น 
15) ตู้แช่แข็ง 
16) เครื่องช่ัง 2 ต าแหน่ง (Sartorius®, Germany)  
17) เครื่องช่ัง 4 ต าแหน่ง (Mettler®, Switzerland ) 
18) ไมโครปิเปต (Micropipette) 
19) บีกเกอร์ (Beaker) ขนาด 50, 100, 250, 400, 600, 1000 ml 
20) ขวดแก้วสีชาขนาด 5 ลิตร 
21) กระบอกตวง (Cylinder) ขนาด 10, 50, 100 ml 
22) ขวดปรับปริมาตร (Volumetric flask) ขนาด 5, 10, 25 ml 
23) ขวดก้นกลม (Round bottom flask) ขนาด 500 และ 1000 ml 
24) กรวยกรอง (Funnel) 
25) หลอดทดลอง (Test tube) 
26) ท่ีวางหลอดทดลอง (Rack) 
27) หลอดหยด (Dropper) 
28) แท่งแก้วคน (Stirring rod) 
29) กระดาษกรอง (Filter paper, Whatman no. 1) 
30) แผ่น HPTLC aluminium sheet, Silica gel 60 F254, Merck®, Germany 
31) แท้งค์แก้ว (Glass chamber) 
32) คอลัมน์ ยาว 55 cm เส้นผ่าศูนย์กลาง 2 cm  
33) ส าลี 
34) แผ่นอลูมิเนียมฟอยล์ 
35) ถาดสแตนเลส 

3.1.2 วัตถุดิบและสารเคมี  
1) มะเขือเทศสด จากตลาดสดในประเทศ  
2) ก๊าซไนโตรเจน (Nitrogen gas) 
3) คอเลสเตอรอล (Cholesterol, Fluka) 
4) เซฟาเด็กซ์แอลเอช 20 (Sephadex® LH 20, Sigma-Aldrich)  
5) ไดคลอโรมีเทน (Dichloromethane) 
6) ไดเซทธิลฟอสเฟต (Dicetyl phosphate, Sigma-Aldrich) 
7) 2,2-ไดฟีนิล-1-พิคริลไฮดราซิล (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl, Sigma-Aldrich) 
8) เมทธานอล (Methanol, Merck) 
9) สารมาตรฐานไลโคปีน (Lycopene standard-L-9879, Sigma-Aldrich) 
10) อะซีโตน (Acetone) 
11) เอทธิลอะซีเตท (Ethyl acetate) 
12) เอทธานอล (Ethanol) 
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13) แอสคอร์บิคแอซิด-6-ปาล์มิเตท (Ascorbic acid-6-palmitate, Sigma-Aldrich) 
14) เฮกเซน (Hexane) 
15) น้ าปราศจากไอออน (Deionized water)   
 

3.2 วิธีการศกึษาวิจัย 
3.2.1 เตรียมสารสกัดไลโคปีนจากมะเขือเทศ 
การเตรียมสารสกัดไลโคปีนจากมะเขือเทศ ตามข้ันตอนดังนี้ 

1) การเตรียมมะเขือเทศ 
   น ามะเขือเทศสดมาล้างด้วยน้ าให้สะอาด เช็ดให้แห้ง น ามาแยกเอาส่วนขั้วสีเขียวและ
แกนสีขาวออกหั่นให้เป็นช้ินเล็กขนาดประมาณ 1x1 เซนติเมตร บันทึกน้ าหนักสด น าไปอบให้แห้งท่ี
อุณหภูมิ 65-70 °C  เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ช่ังน้ าหนักแห้ง  

2) ท าการหมักมะเขือเทศแห้งด้วยการหมักแบบมาเซอเรชัน 
   น ามะเขือเทศแห้งท่ีเตรียมได้จากข้อ 1) ใส่ในขวดแก้วสีชา เติมตัวท าละลายเอทธิล  
อะซีเตทในอัตราส่วน 1:10 (w/v) และเก็บไว้ในท่ีมืด ไม่ให้ถูกแสง ประมาณ 7 วัน หรือสังเกตุว่า
สารละลายเป็นสีส้มแดงเข้ม ท าการกรองแยกสารสกัดเอทธิลอะซีเตทออกจากกากมะเขือเทศโดยกรอง
ผ่านกระดาษกรอง 
   น าสารสกัดมะเขือเทศในเอทธิลอะซีเตทมาท าให้เข้มข้นขึ้นโดยแยกตัวท าละลายเอ
ทธิลอะซีเตท ออกด้วยเครื่องกล่ันระเหยระบบสูญญากาศแบบหมุน ท่ีอุณหภูมิ 45 °C ความดัน 270 บาร์ 
ความเร็ว 60 รอบต่อนาที (ภาพที่ 5) หลังจากตัวท าละลายระเหยหมดแล้วให้น าสารสกัดมะเขือเทศเก็บไว้
ในท่ีมืดอุณหภูมิ -4 °C เพื่อไปท าการแยกสารรบกวนดังข้อ 3) 

 
ภาพท่ี 5 การแยกสารละลายเอทธิลอะซีเตทออกจากสารสกัดจากมะเขือเทศด้วยเครื่องกล่ันระเหยระบบ
สูญญากาศแบบหมุน  

 
 

 
 
 

3) การแยกสารรบกวนจากสารสกัดมะเขือเทศด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟี  
   น าสารสกัดมะเขือเทศท่ีได้จากข้อ 2 มาแยกสารรบกวนด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟี
โดยใช้เซฟาเด็กซ์แอลเอช 20 ขนาดอนุภาค 25-100 µm เป็นวัฏภาคคงท่ีซ่ึงบรรจุลงในคอลัมน์แก้วความ
ยาว 55 cm เส้นผ่าศูนย์กลาง 2 cm โดยให้มีความสูงของวัฏภาคคงท่ีประมาณ 30 cm วัฏภาคเคล่ือนท่ี
คือ อะซีโตน ดังภาพที่ 6  
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ภาพท่ี 6 การท าคอลัมน์โครมาโทกราฟี 

 

   
 
 

  ท าการละลายสารสกัดมะเขือเทศเข้มข้นด้วยอะซีโตนจนกระท่ังละลายหมดแล้วค่อย  ๆ  
เทสารละลายสกัดมะเขือเทศลงในคอลัมน์ท่ีเตรียมไว้จนกระท่ังหมด จากนั้นค่อย ๆ เติมอะซีโตนลงใน
คอลัมน์โดยรักษาให้ระดับสูงกว่าผิวหน้าของวัฏภาคคงท่ีเล็กน้อย ท าการเก็บสารละลายท่ีถูกชะออกมา
จากคอลัมน์ ให้ท าการเก็บสารเป็นส่วน ๆ เรียกสารท่ีเก็บแยกแต่ละส่วนว่า แฟรกชัน (Fraction) และ
เนื่องจากสารสกัดมะเขือเทศเป็นสารมีสี ซ่ึงท าให้สามารถสังเกตุสีของสารท่ีถูกชะออกมาจากคอลัมน์ได้ 
จึงท าการเก็บสารตามสีท่ีแยกออกมา และน าสารแฟรกชันแต่ละสีไปท าการตรวจสอบเอกลักษณ์
สารส าคัญไลโคปีนตามวิธีข้อ 3.2.2, 2) จากผลท่ีได้ให้ท าการรวบรวมแฟรกชันท่ีพบสารส าคัญไลโคปีน 
(แผนภูมิท่ี 2) เพื่อน าไปท าการตรวจวิเคราะห์หาปริมาณสารส าคัญไลโคปีนด้วยเทคนิค HPTLC (ภาพท่ี 
7) 
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แผนภูมิท่ี 2 การแยกสารส าคัญไลโคปีนจากสารสกัดมะเขือเทศด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟี 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 7 เครื่องรงคเลขผิวบางแบบสมรรถนะสูง 
 

 
 
 

3.2.2 ตรวจเอกลักษณ์และวิเคราะห์หาปริมาณสารส าคัญไลโคปีนด้วยรงคเลขผิวบางแบบ
สมรรถนสูง  
 น าแฟรกชันสารสกัดตามสี ท่ีได้จากการแยกด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟี มาท าการตรวจ
เอกลักษณ์สารส าคัญไลโคปีนด้วยเทคนิค HPTLC โดยวิธี External standard technique โดยท าการ
ตรวจวิเคราะห์สารส าคัญไลโคปีน ตามข้ันตอนดังนี้คือ   

1) วัฎภาคเคลื่อนท่ี (Mobile phase) ท่ีเหมาะสม 
  น าสารมาตรฐานไลโคปีนและสารสกัดมะเขือเทศ streak ลงบนแผ่น HPTLC ด้วย
เครื่องหยดสารอัตโนมัติในปริมาณแถบละ 1 µl โดยแต่ละแถบมีความกว้าง 0.6 cm แล้วน าแผ่น HPTLC 
มาใส่ในแท็งค์แก้วเพื่อท าการดีเวลลอป โดยระบบของวัฏภาคเคล่ือนท่ี ได้แก่ เมทธานอล:เฮกเซน:เอทธิล 
อะซีเตท อัตราส่วน 45:40:15  จากนั้นน าแผ่น HPTLC ท่ีดีเวลลอปแล้วไปตรวจสอบค่าพื้นท่ีใต้พีคด้วย
เครื่องเดนซิโตมิเตอร์ของเครื่อง HPTLC ท่ีความยาวคล่ืน 472 nm รายงานผลเป็นค่า Relative front 
(Rf) 

     สารละลายสารสกัดจากมะเขือเทศ 

  คอลัมน์โครมาโทกราฟี วัฏภาคคงท่ี : เซฟาเด็กซ์แอลเอช 20     
วัฏภาคเคล่ือนท่ี : อะซีโตน 
 
 
 

เก็บแฟรกชันสารสกัดตามสีท่ีแยกออกมา 

แฟรกชันท่ีมีสารส าคัญไลโคปีน 

 รงคเลขผิวบางแบบสมรรถนะสูง ตรวจสอบเอกลักษณ์สารส าคัญ 
ไลโคปีนตามวิธีข้อ 3.2.2, 2) 
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2)  การตรวจหาองค์ประกอบไลโคปีนในแฟรกชันท่ีได้จากคอลัมน์โครมาโทกราฟี 

   ท าการตรวจหาองค์ประกอบไลโคปีนในแฟรกชันท่ีได้จากคอลัมน์โครมาโทกราฟีโดย
การน าแฟรกชันสารสกัดมะเขือเทศ มาท าการ streak ลงบนแผ่น HPTLC ด้วยเครื่องหยดสารอัตโนมัติ ท่ี
ปริมาณ 1 µl  โดยแต่ละแถบมีความกว้าง 0.6 cm แล้วน าแผ่น HPTLC มาท าการดีเวลลอปในแท้งค์แก้ว
ด้วยระบบวัฏภาคเคล่ือนท่ี เมทธานอล:เฮกเซน:เอทธิลอะซีเตท อัตราส่วน 45:40:15 หลังการดีเวลลอป
น าแผ่น HPTLC ไปตรวจสอบค่าพื้นท่ีใต้พีคด้วยเครื่องเดนซิโตมิเตอร์ของเครื่อง HPTLC ท่ีความยาวคล่ืน 
472 nm น าแฟรกชันท่ีมีสารส าคัญไลโคปีนเป็นองค์ประกอบมารวมกันแล้วน าไปท าให้เข้มข้นขึ้นด้วย
เครื่องกล่ันระเหยระบบสูญญากาศแบบหมุน เก็บสารสกัดไลโคปีนใส่ขวดสีชาท่ีอุณหภูมิ -4 °C เพื่อน าไป
ตรวจหาปริมาณไลโคปีนด้วยวิธี HPTLC ต่อไป (แผนภูมิท่ี 3) 
 
แผนภูมิท่ี 3 การตรวจเอกลักษณ์สารส าคัญไลโคปนีด้วย HPTLC 
 

 
 
 

 
 
 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 

   
 
 
 

3) การตรวจวิเคราะห์หาปริมาณสารส าคัญไลโคปีนในสารสกัดมะเขือเทศ 
 ท าการวิเคราะห์หาปริมาณสารส าคัญไลโคปีน โดยท าตามข้ันตอนดังนี้ 

  i)   การเตรียมสารละลายมาตรฐาน (Standard solutions)  
   เตรียมสารละลายมาตรฐานไลโคปีนในอะซีโตนให้มีความเข้มข้น 0.30 mg/ml ท า
การ streak สารละลายมาตรฐานไลโคปีนลงบนแผ่น HPTLC ด้วยเครื่องหยดอัตโนมัติ ในปริมาณแตกต่าง
กัน 5 ระดับ คือ 0.6, 1.2, 1.8, 2.4 และ 3.0 µg ตามล าดับ โดยแต่ละแถบมีความกว้าง 0.6 cm แต่ละ
ระดับปริมาณ streak ซ้ า 3 ครั้ง จากนั้นน าแผ่น HPTLC ไปดีเวลลอปในแท้งค์แก้ว ด้วยวัฏภาคเคล่ือนท่ี 

       HPTLC 

 ความยาวคล่ืน 472 nm        เครื่องเดนซิโตมิเตอร์ของเครื่อง HPTLC 

วัฏภาคคงที่ - แผ่น HPTLC    
วัฏภาคเคล่ือนที่ - เมทธานอล : เฮกเซน : เอทธิลอะซีเตท   
                     ที่  45 : 40 : 15 
 
 
 
 

แฟรกชันสารสกัดมะเขือเทศ 

  สารสกัดบนแผ่น HPTLC ท่ีดีเวลลอปแล้ว 

    พื้นท่ีใต้กราฟของสารส าคัญไลโคปีน 

    รวมแฟรกชันท่ีมีสารส าคัญไลโคปีน 

              สารสกัดไลโคปีน 

กล่ันระเหยระบบสูญญากาศแบบหมุน อุณหภูมิ 45 ºC 
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เมทธานอล:เฮกเซน:เอทธิลอะซีเตท ท่ี 45:40:15 หลังการดีเวลลอปน าแผ่น HPTLC ไปตรวจสอบค่าพื้นท่ี
ใต้พีคด้วยเครื่องเดนซิโตมิเตอร์ของเครื่อง HPTLC ท่ีความยาวคล่ืน 472 nm 

 ii)  การหาสมการจากการสร้างกราฟมาตรฐาน 
    น าค่าเฉล่ียของพื้นท่ีใต้พีคท้ัง 5 ระดับมาสร้างกราฟมาตรฐานระหว่างปริมาณของ
สารละลายมาตรฐานไลโคปีนกับพื้นท่ีใต้พีค ได้สมการจากการสร้างกราฟมาตรฐาน 

 iii) การวิเคราะห์หาปริมาณสารส าคัญไลโคปีนในสารสกัดมะเขือเทศ 
   น าสารสกัดมะเขือเทศท่ีได้มา streak ลงบนแผ่น HPTLC ด้วยเครื่องหยดอัตโนมัติ 
ในปริมาณ 0.3, 0.4 และ 0.5 µl โดยแต่ละแถบมีความกว้าง 0.6 cm แต่ละระดับปริมาณ streak ซ้ า 3 
ครั้งจากนั้นน าแผ่น HPTLC ไปดีเวลลอปในแท้งค์แก้ว ด้วยวัฏภาคเคล่ือนท่ี เมทธานอล:เฮกเซน:         
เอทธิลอะซีเตท ท่ี 45:40:15 หลังการดีเวลลอป น าแผ่น HPTLC ไปตรวจสอบค่าพื้นท่ีใต้พีคด้วยเครื่อง
เดนซิโตมิเตอร์ของเครื่อง HPTLC ท่ีความยาวคล่ืน 472 nm โดยน าค่าเฉล่ียของพื้นท่ีใต้พีคมาท าการ
ค านวณปริมาณของสารส าคัญไลโคปีนในสารสกัดมะเขือเทศจากสมการของกราฟมาตรฐาน 

3.2.3 ตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์รงคเลขผิวบางแบบสมรรถนะสูง    
 การตรวจสอบความถูกต้อง ความเหมาะสมของวิธีวิเคราะห์ท่ีใช้เพื่อให้แน่ใจว่าผลการวิเคราะห์ท่ี
ได้มีความน่าเช่ือถือ โดยมีการวิเคราะห์ดังนี้  

1) ความจ าเพาะเจาะจง (Selectivity)  
  การทดสอบความจ าเพาะเจาะจงเป็นการประเมินการวิเคราะห์ว่าสภาวะท่ีใช้สามารถ
วิเคราะห์สารส าคัญไลโคปีนจากสารสกัดมะเขือเทศ  ท าการวิเคราะห์โดยน าสารมาตรฐานไลโคปีนและ
สารสกัดไลโคปีนจากมะเขือเทศ streak ลงบนแผ่น HPTLC ด้วยเครื่องหยดสารอัตโนมัติ ในปริมาณแถบ
ละ 1 µl โดยแต่ละแถบมีความกว้าง 0.6 cm แล้วน าแผ่น HPTLC มาท าการดีเวลลอปในแท้งค์แก้วด้วย
ระบบของวัฏภาคเคล่ือนท่ี เมทธานอล:เฮกเซน:เอทธิลอะซีเตท อัตราส่วน 45:40:15 จากนั้นน าแผ่น 
HPTLC ท่ีดีเวลลอปแล้วไปตรวจสอบค่าพื้นท่ีใต้พีคด้วยเครื่องเดนซิโตมิเตอร์ของเครื่อง HPTLC ท่ีความ
ยาวคล่ืน 472 nm รายงานค่า Relative front (Rf)  

2) ความเป็นเส้นตรงหรือความสัมพันธ์เชิงเส้น (Linearity)  

   การหาความสัมพันธ์เชิงเส้นเป็นการทดสอบโดยการหาความสัมพันธ์ระหว่างความ
เข้มข้นของสารมาตรฐานไลโคปีนกับพื้นท่ีใต้พีค น ามาสร้างกราฟมาตรฐาน ท าให้ได้กราฟมาตรฐาน
ของไลโคปีน ซ่ึงค่าความสัมพันธ์เชิงเส้นแสดงด้วยค่าสัมประสิทธิสหสัมพันธ์ (Correlation coefficient: 
r) โดยเกณฑ์การยอมรับค่า r ในการวิเคราะห์ทางเภสัชกรรมมีค่ามากกว่าหรือเท่ากับ 0.998 (Ferenczi-
Fodor et al.  2001)  
   การวิเคราะห์ท าโดยเตรียมสารละลายมาตรฐานไลโคปีนในอะซีโตนให้มีความเข้มข้น 
0.30 mg/ml ท าการ streak สารละลายมาตรฐานไลโคปีนลงบนแผ่น HPTLC ด้วยเครื่องหยดอัตโนมัติ 
ในปริมาณแตกต่างกัน 5 ระดับ คือ 0.6, 1.2, 1.8, 2.4 และ 3.0 µg ตามล าดับ โดยแต่ละแถบมีความ
กว้าง 0.6 cm แต่ละระดับปริมาณ streak ซ้ า 3 ครั้ง จากนั้นน าแผ่น HPTLC ไปดีเวลลอปในแท้งค์แก้ว 
ด้วยระบบของวัฏภาคเคล่ือนท่ี เมทธานอล:เฮกเซน:เอทธิลอะซีเตท อัตราส่วน 45:40:15 หลังการ        
ดีเวลลอปน าแผ่น HPTLC ไปตรวจสอบค่าพื้นท่ีใต้พีคด้วยเครื่องเดนซิโตมิเตอร์ของเครื่อง HPTLC ท่ี
ความยาวคล่ืน 472 nm น าค่าเฉล่ียของพื้นท่ีใต้พีคท้ัง 5 ระดับมาสร้างกราฟมาตรฐานระหว่างปริมาณ
ของสารละลายมาตรฐานไลโคปีนกับพื้นท่ีใต้พีค รายงานค่า r ท่ีได้ 
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3) ความแม่น (Accuracy ) 

   การทดสอบความแม่นของวิธีวิเคราะห์ ท่ีพัฒนาได้ ท าโดยการเติมสารละลาย
มาตรฐานไลโคปีนที่ทราบความเข้มข้นแน่นอนลงในสารสกัดไลโคปีนจากมะเขือเทศ โดยให้สารละลาย
มาตรฐานไลโคปีนมีระดับความเข้มข้นท่ี 3 ระดับคือ ท่ีร้อยละ 80, 100 และ120 ของปริมาณสารส าคัญ 
ไลโคปีนในสารสกัดมะเขือเทศ แต่ละระดับความเข้มข้นท าการวิเคราะห์ซ้ า 3 ครั้ง และรายงานค่าความ
แม่นเป็นร้อยละการกลับคืน (% Recovery) โดยการเตรียมสารสกัดมะเขือเทศให้มีความเข้มข้น 10 % 
ของสารสกัดเริ่มต้น ซ่ึงเตรียมโดยการน าสารสกัดมะเขือเทศมา 1 ml และปรับปริมาตรด้วยอะซีโตนเป็น 
10 ml น าสารมาตรฐานไลโคปีนปริมาณ 0.46, 0.57 และ 0.71 µg เติมลงในสารสกัดมะเขือเทศ 1 µl 
น าสารละลายท่ีผสมแล้ว streak บนแผ่น HPTLC ด้วยเครื่องหยดอัตโนมัติแถบละ 1 µl โดยแต่ละแถบมี
ความกว้าง 0.6 cm แต่ละระดับปริมาณ streak ซ้ า 3 ครั้ง น าผลวิเคราะห์ค่าพื้นท่ีใต้กราฟที่ได้มาค านวณ
ร้อยละการกลับคืน โดยเกณฑ์การยอมรับของร้อยละการกลับคืนอยู่ในช่วง  95-105 (Ferenczi-fodor   
et al.  2001) ค านวณค่าร้อยละการกลับคืนได้ดังนี้ 
 

% Recovery =  A – B  x 100 
                    C 
 
    โดย A = ปริมาณไลโคปีนที่วิเคราะห์ได้จากสารสกัดมะเขือเทศท่ีเติมสารมาตรฐาน 
       ไลโคปีน 
     B = ปริมาณไลโคปีนในสารสกัดมะเขือเทศ 
      C = ปริมาณสารมาตรฐานไลโคปีนที่เติมลงไปในสารสกัดมะเขือเทศ 
 

4) ความเท่ียง (Precision)   
   ความเท่ียงของการวิเคราะห์แสดงถึงล าดับความใกล้ของผลการทดสอบระหว่างชุด
ข้อมูลท่ีวัดได้โดยใช้ตัวอย่างท่ีเป็นเนื้อเดียวกันภายใต้สภาวะท่ีก าหนด โดยท าการวิเคราะห์ความเท่ียง
ภายในวันเดียวกัน (Intra-day precision) และการวิเคราะห์ความเท่ียงต่างวัน (Inter-day precision) 
ดังนี้ 
   การวิเคราะห์ความเท่ียงภายในวันเดียวกันโดยใช้สารสกัดไลโคปีนจากมะเขือเทศมาท า
การstreak ท่ีปริมาณ 0.3, 0.4 และ 0.5 µl ตามล าดับโดยแต่ละแถบมีความกว้าง 0.6 cm และแต่ละ
ระดับปริมาณท าการ streak ซ้ า 3 ครั้ง และท าการวิเคราะห์ความเท่ียงต่างวัน โดยการทดสอบสารสกัด
จากมะเขือเทศตัวอย่างเดียวกับท่ีทดสอบในการท าซ้ าครั้งแรกมาทดสอบซ้ าในวันท่ี 5 นับจากวันท่ีทดสอบ
การท าซ้ าครั้งแรกและวิธีท าการทดลองแบบเดียวกับครั้งแรก  โดยผลการทดสอบท่ีได้ควรมีค่าร้อยละส่วน
เบียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (Percentage of relative standard deviation : %RSD)  2 และ  3  
ส าหรับการวิเคราะห์ความเท่ียงภายในวันเดียวกัน และการวิเคราะห์ความเท่ียงต่างวัน ตามล าดับ 
(Ferenczi-fodor et al.  2001)  

3.2.4 ตรวจเอกลักษณ์สารสกัดไลโคปีนด้วยนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์ 
 น าสารสกัดไลโคปีนจากมะเขือเทศละลายในตัวท าละลาย โดยใช้คลอโรฟอร์ม-ดี (CDCl3) ซ่ึงเป็น
สารมาตรฐานภายในและตัวท าละลายมาตรวจด้วยเครื่องนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์ท่ีคล่ืนความถี่ 
300 เมกกะเฮิร์ตซ์ โดยเครื่องเช่ือมต่อกับระบบคอมพิวเตอร์ ได้โปรตอนสเปคตรัมของสารที่ตรวจสอบ  
 



 
 
 
 

 
 

41 

 
3.2.5 ตรวจเอกลักษณ์สารสกัดไลโคปีนด้วยแมสสเปกโทรเมทรี 

 น าสารสกัดไลโคปีนจากมะเขือเทศมาตรวจด้วยเครื่องแมสสเปกโทรมิเตอร์ โดยใช้สารละลาย
โซเดียมฟอร์เมทเป็นสารวัดเทียบของเครื่องและก๊าซไนโตรเจนเป็นแหล่งก าเนิดท่ีอุณหภูมิ 150 ºC อัตรา
การไหล 4.0 ลิตร/นาที ศักย์ไฟฟ้าสูงท่ี 5.0 กิโลโวลต์ โดยตรวจ m/z ในช่วง 100-800 รายงาน       
แมสสเปคตรัมของสารที่ตรวจสอบ 

3.2.6 การเตรียมอนุภาคน าส่งแบบถุงท่ีไม่ได้กักเก็บและท่ีกักเก็บสารสกัดไลโคปีน 
 จากงานวิจัยของ Gopinath, D. และคณะ (2004) ท าการเตรียมอนุภาคน าส่งแบบถุงด้วยวิธี
ฟิล์มไฮเดรชัน พบว่าสารแอสคอร์บิคแอซิด-6-ปาล์มมิเตท สารเดียว ไม่สามารถเกิดเป็นอนุภาคน าส่งแบบ
ถุงได้ เมื่อเติมสารคอเลสเตอรอล จึงสามารถเกิดเป็นอนุภาคน าส่งแบบถุงได้แต่ไม่มีความคงสภาพ เมื่อท า
การเติมสารไดเซทธิลฟอสเฟตซ่ึงเป็นสารที่ให้ประจุลบในอัตราส่วนร้อยละ 10 พบว่าอนุภาคน าส่งแบบถุง
มีความคงสภาพ แต่จากรายงานวิจัยไม่พบข้อมูลการศึกษาระยะเวลาของความคงสภาพ ผลจากงานวิจัย
ได้สูตรต ารับท่ีดีกว่าสูตรต ารับอ่ืนมีอัตราส่วนของ สารแอสคอร์บิคแอซิด-6-ปาล์มมิเตท:คอเลสเตอรอล ท่ี 
1:1  
 จากการทบทวนในงานวิจัยดังกล่าว ผู้ท าวิจัยมีความสนใจท าการพัฒนาสูตรต ารับ โดยใช้
อัตราส่วนของ สารแอสคอร์บิคแอซิด-6-ปาล์มมิเตท:คอเลสเตอรอล ท่ี 1:1 และเติมสารไดเซทธิลฟอสเฟต
ในอัตราส่วนต่างกัน และศึกษาความคงสภาพเพื่อเลือกสูตรต ารับท่ีมีความคงสภาพในการกักเก็บสาร
สกัดไลโคปีน โดยข้ันตอนการเตรียมมีดังนี้ 

1) การเตรียมอนุภาคน าส่งแบบถุง 
   เตรียมอนุภาคน าส่งแบบถุงตามอัตราส่วนในสูตรต ารับท่ี 1-7 ดังตารางท่ี 1 ด้วยวิธี
ฟิล์มไฮเดรชัน (Film hydration method) โดยน าสารแอสคอร์บิคแอซิด-6-ปาล์มมิเตท  คอเลสเตอรอล 
และไดเซททิลฟอสเฟท ตามอัตราส่วน ผสมกันในตัวท าละลายไดคลอโรมีเทน 10 ml ในขวดก้นกลมแล้ว
ท าให้เกิดฟิล์มด้วยการระเหยเอาส่วนของตัวท าละลายอินทรีย์ออกด้วยเครื่องกล่ันระเหยระบบสูญญากาศ
แบบหมุนท่ีอุณหภูมิ 55 ºC ความดันบรรยากาศปกติ ความเร็ว 80 รอบต่อนาที จนกระท่ังตัวท าละลาย
ระเหยหมดและเกิดฟิล์ม แล้วน ามาท าให้แห้งต่อด้วยการใช้แก๊สไนโตรเจนเป่าเพื่อให้ตัวท าละลายระเหย
หมดอย่างสมบูรณ์  หลังจากนั้นท าให้ฟิล์มนี้กลับมาเปียกอีกครั้งด้วยการเติมน้ าไม่มีอิออน (Deionized 
water) 10 ml ท าให้ฟิล์มรอบขวดหลุดออกและกระจายอยู่ในน้ าด้วยเครื่องคนผสมชนิดแม่เหล็ก 
(Magnetic stirrer) ท่ีอุณหภูมิ 65 ºC ฟิล์มท่ีหลุดออกมาจะสร้างเป็นอนุภาคน าส่งแบบถุงชนิด MLV 
น าไปลดขนาดอนุภาคด้วยคล่ืนเสียงโดยน าขวดไปแช่ในอ่างคล่ืนเสียงความถี่สูง (Ultrasonic bath) 
ประมาณ 30 นาที น าสูตรต ารับท่ีเตรียมได้ไปท าการตรวจสอบคุณลักษณะเฉพาะและสภาพความคงตัว
ตามข้อ 3.2.7  

2) การเตรียมอนุภาคน าส่งแบบถุงท่ีกักเก็บสารสกัดไลโคปีน 
  จากสูตรต ารับท่ีเลือกจากผลในข้อ 1) เพื่อมาท าการกักเก็บสารสกัดไลโคปีน โดย
วิธีการบรรจุสารสกัดไลโคปีนในอนุภาคน าส่งแบบถุง ท าโดยการเติมสารสกัดไลโคปีน ลงไปในตัวท า
ละลายไดคลอโรมีเทน 10ml จากนั้นน าไปเติมลงในสารแอสคอร์บิคแอซิด-6-ปาล์มมิเตท คอเลสเตอรอล 
และไดเซททิลฟอสเฟท ตามอัตราส่วนในสูตรต ารับ ในขวดก้นกลมแล้วน าไปท าให้เกิดฟิล์มด้วยการระเหย
เอาส่วนของตัวท าละลายอินทรีย์ออกด้วยเครื่องกล่ันระเหยระบบสูญญากาศแบบหมุนท่ีอุณหภูมิ 55 ºC 
ความดันบรรยากาศปกติ ความเร็ว 80 รอบต่อนาที จนกระท่ังตัวท าละลายระเหยหมดและเกิดฟิล์ม แล้ว
น ามาท าให้แห้งต่อด้วยการใช้แก๊สไนโตรเจนเป่าเพื่อให้ตัวท าละลายระเหยหมดอย่างสมบูรณ์ หลังจากนั้น
ท าให้ฟิล์มนี้กลับมาเปียกอีกครั้งด้วยการเติมน้ าไม่มีอิออน 10 ml ท าให้ฟิล์มรอบขวดหลุดออกและ
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กระจายอยู่ในน้ าด้วยเครื่องคนผสมชนิดแม่เหล็ก (Magnetic stirrer) ท่ีอุณหภูมิ 65 ºC ฟิล์มท่ีหลุด
ออกมาจะสร้างเป็นอนุภาคน าส่งแบบถุงชนิด MLV น าไปลดขนาดอนุภาคด้วยคล่ืนเสียงโดยน าขวดไปแช่
ในอ่างคล่ืนเสียงความถ่ีสูง (Ultrasonic bath) ประมาณ 30 นาที 
 
ตารางท่ี 1 อัตราส่วนสารในสูตรต ารับอนุภาคน าส่งแบบถุง 

 

สาร 
สูตรต ารับอนุภาคน าส่งแบบถุง (%µmol) 

1 2 3 4 5 6 7 

แอสคอร์บิคแอซิด-6-ปาล์มิเตท  50 47.5 45 44 42.5 41 40 

คอเลสเตอรอล 50 47.5 45 44 42.5 41 40 

ไดเซทธิลฟอสเฟต  0 5 10 12 15 18 20 
 

3.2.7 การตรวจสอบคุณลักษณะเฉพาะและสภาพความคงตัวของอนุภาคน าส่งแบบถุงท่ีไม่ได้
กักเก็บและกักเก็บสารสกัดไลโคปีน 
 น าสารจากสูตรต ารับอนุภาคน าส่งแบบถุงต ารับท่ี 1-7 มาท าการตรวจสอบดังนี้ 

1) สัณฐานวิทยาของอนุภาค 
1.1) ตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์ชนิดแสงโพลาไรซ์โดยใช้แสงปกติและแสงโพลาไรซ์ 

  น าสารที่เตรียมได้ไปตรวจดูลักษณะอนุภาคเบื้องต้นด้วยกล้องจุลทรรศน์ชนิด
แสงโพลาไรซ์โดยใช้แสงปกติและแสงโพลาไรซ์  โดยน าสารท่ีต้องการตรวจหยดลงบนแผ่นกระจกสไลด์
ประมาณ 1 หยด จากนั้นปิดด้วยแผ่นปิดสไลด์ น าไปตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์ชนิดแสงโพลาไรซ์โดยใช้
แสงปกติและแสงโพลาไรซ์ ท่ีก าลังขยาย 100 เท่า (100x) ท าการบันทึกภาพ 

1.2) ตรวจสอบลักษณะรูปร่างอนุภาคด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็คตรอนแบบส่องผ่าน  
    น าสารท่ีเตรียมได้ไปตรวจสอบลักษณะรูปร่างอนุภาคด้วยกล้องจุลทรรศน์

อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (FEI®, Netherland TECNAI T20 G2) โดยการหยดสารท่ีต้องการตรวจลงบน
คอปเปอร์กริดท่ีหุ้มด้วยฟิล์มคาร์บอน (Carbon film-covered copper grid) และปล่อยให้สารแห้งท่ี
อุณหภูมิห้อง จากนั้นหยดสารละลายยูเรนิลอะซีเตท  2% (2% Uranylacetate) ท าความสะอาด
สารละลายท่ีเกินด้วยกระดาษกรอง ตั้งคอปเปอร์กริดท่ีเตรียมไว้ให้แห้งท่ีอุณหภูมิห้อง น าคอปเปอร์กริด
ไปท่ีเตรียมได้ไปส่องดูด้วยกล้อง และท าการบันทึกภาพ 

2) วัดขนาดอนุภาค กระจายของอนุภาค  
        น าสารที่เตรียมได้ ไปตรวจวัดขนาดอนุภาคและการกระจายของอนุภาคด้วยเครื่องวัด

ขนาดอนุภาค (Delsa TM Nano C, Particle analyzer, Japan) ซ่ึงใช้หลักการวัดการกระเพื่อมของความ
เข้มแสง (Dynamic laser light scattering : DLLS) ท าโดยการน าสารท่ีเตรียมได้ใส่ลงในควอทซ์       
คิวเวตต์ (Quartz cuvette) จากนั้นใส่ลงในช่องส าหรับตรวจการวัดขนาดของเครื่องซ่ึงเช่ือมต่อกับ
คอมพิวเตอร์ที่มีระบบประมวลผล ได้ผลเป็นขนาดอนุภาคและค่าการกระจายอนุภาค โดยแต่ละตัวอย่าง
ท าการตรวจวัดซ้ า 3 ครั้ง ท าการบันทึกผล  

3) วัดศักย์ไฟฟ้าซีต้าของอนุภาค 
        น าสารเดียวกันท่ีท าการวัดขนาดอนุภาคแล้วมาท าการวัดศักย์ไฟฟ้าซีต้าโดยการใช้เข็ม 
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ฉีดยาขนาด 1 ml ดูดสาร 0.8 ml แล้วฉีดลงในช่องใส่สารของชุดวัดศักย์ไฟฟ้าของเครื่อง จากนั้นน าไปใส่
ลงในช่องส าหรับตรวจวัดค่าศักย์ไฟฟ้าซีต้าของเครื่องซ่ึงเช่ือมต่อกับคอมพิวเตอร์ท่ีมีระบบประมวลผล 
โดยแต่ละตัวอย่างท าการตรวจวัด 3 ครั้ง ท าการบันทึกผล   

4) การตรวจวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง Fourier transform infrared spectrometer 
(FT-IR)  

        น าสารจากสูตรต ารับอนุภาคน าส่งแบบถุงท่ีไม่ได้กักเก็บและท่ีกักเก็บสารสกัดไลโคปีน 
สารสกัดไลโคปีน และสารสกัดไลโคปีนที่น ามาผสมกับอนุภาคน าส่งแบบถุง (Physical mix) ไปตรวจด้วย
เครื่อง Fourier transform infrared spectrometer ซ่ึงใช้เทคนิค Attenuated total reflectance 
(ATR) โดยการท าความสะอาดเพลทสแตนเลสของเครื่อง FT-IR ซ่ึงเช่ือมต่อกับระบบคอมพิวเตอร์ ท าการ
บันทึกอากาศเป็นสเปคตรัมพื้นเริ่มต้น (background) จากนั้นใส่สารที่ต้องการทดสอบลงบนเพลทสแตน
เลสและท าการตรวจในช่วงคล่ืน 4000-650 cm-1 จะได้สเปคตรัมของสารที่ตรวจสอบ 

5) ตรวจสอบสภาพความคงตัวของอนุภาคน าส่งแบบถุงท่ีกักเก็บและท่ีไม่ได้กักเก็บ
สารสกัดไลโคปีน  

5.1)  น าอนุภาคน าส่งแบบถุงสูตรต ารับท่ี 1-7 ท่ีเตรียมได้เก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ 4±2 ºC 
และท่ีอุณหภูมิห้อง (28±2 ºC) สังเกตุลักษณะทางกายภาพของสูตรต ารับท่ีเตรียมขึ้นว่ามีการตกตะกอน
ของสารเพิ่มขึ้นหรือไม่ และท าการวัดขนาดอนุภาค การกระจายอนุภาค และวัดศักย์ไฟฟ้าซีตาร่วมด้วย 
โดยท าการตรวจตั้งแต่เริ่มต้นและทุกๆ เดือน เป็นระยะเวลา 3 เดือน  

5.2)  จากผลการทดลองในข้อ 5.1) ท่ีได้ท าการเลือกสูตรต ารับท่ีมีสภาพความคงตัว
น ามาท าการเตรียมอนุภาคน าส่งแบบถุงท่ีกักเก็บสารสกัดไลโคปีนและท าการศึกษาสภาพความคงตัวดัง
ข้อ 5.1) 

3.2.8 ตรวจสอบฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดไลโคปีนและสารสกัดไลโคปีนท่ีกักเก็บ
ในอนุภาคน าส่งแบบถุงด้วยวิธี DPPH Assay (Brand-Williams et al.  1995, Liu Donghong  et 
al.  2008) 
 ในการตรวจฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดไลโคปีนและสารสกัดไลโคปีนท่ีกักเก็บใน
อนุภาคน าส่งแบบถุงด้วยการทดสอบฤทธ์ิต้าน DPPH• นั้น เนื่องจากไลโคปีนในสารสกัดมะเขือเทศจะท า
ปฏิกิริยากับอนุมูล DPPH•  ได้สารสีน้ าตาลด า ซ่ึงดูดกลืนแสงท่ี 515 nm  ดังนั้นเพื่อหลีกเล่ียงการรบกวน
การดูดกลืนแสงจากสารสีน้ าตาลท่ีเกิดขึ้น จึงทดสอบฤทธ์ิต้าน DPPH• ท่ีความยาวคล่ืน 540 nm ซ่ึงเป็น
ความยาวคล่ืนท่ี DPPH ดูดกลืนแสงได้อย่างมีนัยส าคัญและไม่มีการรบกวนจากสีน้ าตาลด าท่ีเกิดขึ้น  โดย
ท าการเตรียมสารดังนี้ 

1) เตรียมสารละลาย DPPH2 
  ละลายสาร 2,2-ไดฟีนิล-1-พิคริลไฮดราซิล 236.60 mg ในเอทธานอล 200 ml ด้วย

ขวดปรับปริมาตร (ความเข้มข้น 3x10-3 mol/L) 
2) เตรียมสารสกัดไลโคปีน อนุภาคน าส่งแบบถุง และสารสกัดไลโคปีนท่ีกักเก็บใน

อนุภาคน าส่งแบบถุง 
 น าสารสกัดไลโคปีนมาเตรียมให้มีความเข้มข้น 2.12, 1.70, 1.48 และ 1.27 

µmol/mlตามล าดับ  
  เตรียมอนุภาคน าส่งแบบถุงตามสูตรต ารับท่ี 4 (ตารางท่ี 1) 
 เตรียมสารสกัดไลโคปีนท่ีกักเก็บในอนุภาคน าส่งแบบถุงตามสูตรต ารับท่ี 4 ท าการกัก

เก็บสารสกัดไลโคปีนท่ีความเข้มข้น 2.12, 1.70, 1.48 และ 1.27 µmol/ml ตามล าดับ 



 
 
 
 

 
 

44 

 
3) การตรวจฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH Assay   

 ท าการตรวจฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระภายใต้สภาวะการเก็บดังนี้ 
i) ภายในห้อง ท่ีมีแสง  ท่ี อุณหภูมิห้อง (28±2 ºC)  น ามาท าการตรวจสอบ

ประสิทธิภาพฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระซ้ าทุก 24 ช่ัวโมง เป็นเวลา 5 วัน โดยท าการตรวจสอบสารสกัด   
ไลโคปีนท่ีความเข้มข้น 2.12, 1.70, 1.48 และ 1.27 µmol/ml  สารสกัดไลโคปีนท่ีกักเก็บในอนุภาค
น าส่งแบบถุงตามสูตรต ารับท่ี 4 ท าการกักเก็บสารสกัดไลโคปีนท่ีความเข้มข้น 2.12, 1.70, 1.48 และ 
1.27 µmol/ml และอนุภาคน าส่งแบบถุงตามสูตรต ารับท่ี 4 

ii) เก็บในท่ีมืด ท่ีอุณหภูมิ  4±2 ºC และท่ีอุณหภูมิห้อง (28±2 ºC) เป็นเวลา 3 เดือน
น ามาท าการตรวจสอบประสิทธิภาพฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระ โดยท าการตรวจสอบสารสกัดไลโคปีนท่ี
ความเข้มข้น 2.12 µmol/ml  สารสกัดไลโคปีนที่กักเก็บในอนุภาคน าส่งแบบถุงตามสูตรต ารับท่ี 4 ท า
การกักเก็บสารสกัดไลโคปีนที่ความเข้มข้น 2.12 µmol/ml และอนุภาคน าส่งแบบถุงตามสูตรต ารับท่ี 4 
  วิธีการตรวจสอบท าดังนี้ 
  น าเอทธานอลท่ีใช้เป็นตัวท าละลายมาวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน    
540 nm ให้ได้ค่าการดูดกลืนแสง (Absorbance) เท่ากับ 0.00  
  น าเอทธานอลปริมาณ 400 µl มาเติมสารละลาย DPPH ปริมาณ 3600 µl วัดค่า
การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 nm เป็นค่า Absorbance of control (Abscontrol) 
  น าเอทธานอลปริมาณ 400 µl มาเติมในสารสกัดไลโคปีน อนุภาคน าส่งแบบถุง 
หรือสารสกัดไลโคปีนที่กักเก็บในอนุภาคน าส่งแบบถุงปริมาณ 3600 µl วัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาว
คล่ืน 540 nm เป็นค่า Absorbance of blank (Absblank) 
  น าสารสกัดไลโคปีน อนุภาคน าส่งแบบถุง และสารสกัดไลโคปีนท่ีกักเก็บในอนุภาค
น าส่งแบบถุง ซ่ึงเก็บภายใต้สภาวะการเก็บตามข้อ i) และ ii) ตรวจสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระโดยใช้สาร
ปริมาณ 400 µl เติมลงในสารละลาย DPPH ปริมาณ 3600 µl (ความเข้มข้น 3 x 10-3 mol/L) วัดการ
ดูดกลืนคล่ืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 nm ท าการวัดทุก 10 นาที จนกระท่ังครบ 60 นาที ท าการบันทึก
ค่าการดูดกลืนคล่ืนแสง เป็นค่า Absorbance of sample (Abssample) 
  รายงานฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดไลโคปีน และสารสกัดไลโคปีนท่ี   
กักเก็บในอนุภาคน าส่งแบบถุง เป็นค่า % Scavenging capacity หาได้จากสมการดังนี้ 
 
  % Scavenging Capacity = 100 - [(Abssample-Absblank)x 100] / Abscontrol 
  
เมื่อ  Abssample  :  ค่าการดูดกลืนแสง ท่ีวัดได้ของสารสกัดมะเขือเทศ อนุภาคน าส่งแบบถุงหรือ                 
    สารสกัดมะเขือเทศท่ีกักเก็บในอนุภาคน าส่งแบบถุงและสารละลาย DPPH 
      Absblank   : ค่าการดูดกลืนแสงท่ีวัดได้ของสารสกัดไลโคปีนที่ไม่ได้กักเก็บหรือ                   
         สารสกัดไลโคปีนท่ีกักเก็บในอนุภาคน าส่งแบบถุงในเอทธานอล 
 Abscontrol  :  ค่าการดูดกลืนแสงท่ีวัดได้ของสารละลาย DPPH และเอทธานอล 
  
  ในการหาค่า % Scavenging capacity ของสารสกัดไลโคปีนท่ีกักเก็บในอนุภาค
น าส่งแบบถุง ให้น าค่า % Scavenging capacity ของอนุภาคน าส่งแบบถุงมาหักออกด้วย เนื่องจาก
อนุภาคน าส่งแบบถุงท่ีเตรียมจากสารแอสคอร์บิคแอซิด-6-ปาล์มมิเตทเป็นสารที่มีฤทธ์ิทางชีวภาพ  
  


