
 
 
 
 

 
 

 

บทที่ 3 
ระเบียบวิธีการศึกษา 

 
3.1 วัตถุดิบและสารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 
 1. SALACOS® PG-180 (polyglyceryl-10 oleate) จากบริษัท เคมีโก้อินเตอร์คอร์
ปอเรชั่น จ ากัด ประเทศไทย 
 2. SALACOS®  DG-180 (polyglyceryl-2 oleate) จากบริษัท เคมีโกอิ้นเตอรค์อร์ปอเรชั่น 
จ ากัด ประเทศไทย 
 3. SALACOS®  816T (cetyl ethylhexanoate) จากบริษัท เคมีโก้อินเตอร์คอร์ปอเรชั่น 
จ ากัด ประเทศไทย 
 4. SPAN® 80 (sorbitan monooleate) จากบริษัท วันรัต (หน่ าเซียน) จ ากัด ประเทศไทย 
 5. Propylene glycol จากบริษัท วันรัต (หน่ าเซียน) จ ากัด ประเทศไทย 
 6. สารสกัดเมล็ดองุ่นไทย จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย 
 7. Gravinol SL จากบริษัท Kikkoman Co,.Ltd., ประเทศญี่ปุ่น 
 8. Phosphate buffer saline จากบริษัท Sigma-Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 9. Acetonitrile (isocratic grade for liquid chromatography) จากบริษัท Merck 
ประเทศเยอรมัน 
 10. Ortho-phosphoric acid 85% (isocratic grade for liquid chromatography) 
จากบริษัท Merck ประเทศเยอรมัน 
 11. ACW-Kit, 120 measurements จากบริษัท Analytik Jena ประเทศเยอรมัน 
 12. ACL-Kit, 120 measurement จากบริษัท Analytik Jena ประเทศเยอรมัน 
 13. Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM) จากบริษัท Gibco Invitrogen 
ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 14. Fetal bovine serum จากบริษัท Gibco Invitrogen ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 15. Penicillin streptomycin จากบริษัท Biowest ประเทศฝรั่งเศส 
 16. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide ; MTT จาก
บริษทั Invitrogen ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 
3.2 เครื่องมือที่ใช้ในงานวิจัย 

1. Brookfield viscometer จากบริษัท Brookfield Engineering Laboratory ประเทศ
สหรัฐอเมริกา   

http://profile.yellowpages.co.th/34821110441002
http://profile.yellowpages.co.th/34821110441002
http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole
http://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl
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2. Delsa™ Nano C จากบริษัท Beckman Coulter Inc. ประเทศสหรัฐอเมริกา 
3. Mettler Toledo™ conductivity meter จากบริษัท Mettler Toledo Co,.Ltd. 

ประเทศสวิตเซอร์แลนด์ 
4. Eutech™ pH 700 จากบริษัท Eutech Instruments Pte Ltd. ประเทศสิงคโปร์ 
5. TECNAITM 20 TWIN transmission electron microscope จากบริษัท FEI company

ประเทศสหรัฐอเมริกา 
6. PHOTOCHEM™ จากบริษัท Analytik Jena ประเทศเยอรมัน 
7. Microplate reader จากบริษัท Tecan Group Ltd, ประเทศสวิตเซอร์แลนด์ 
8. Biological safety cabinet รุ่น MCV-13 จากบริษัท Sanyo ประเทศญี่ปุ่น 
9. CO2 incubator จากบริษัท Sanyo ประเทศญี่ปุ่น  
10. Waters™ HPLC system จากบริษัท Waters ประเทศสหรัฐอเมริกา  
11. Apollo C18 column (250×4.6 mm, 5 µm) จากบริษัท Alltech Associates 

ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 

3.3 วิธีการด าเนินงานวิจัย 
3.3.1 ศึกษาแผนภาพวัตภาคไตรภาคเทียม  
การทดลองนี้หาอัตราส่วนของวัตภาคน้ า วัตภาคน้ ามันและอิมัลซิฟายเออร์ที่เหมาะสมใน

การเกิดระบบไมโครอิมัลชันด้วยวิธีการไทเทรชัน (titration) ซึ่งสังเกตจากการเปลี่ยนแปลงลักษณะ
ของไมโครอิมัลชันด้วยตาจากของเหลวใสเนื้อเดียวกัน ไม่มีสีและความหนืดต่ าเป็นแมคโครอิมัลชันที่
มีลักษณะเป็นของเหลวขุ่น ทึบแสงหรือแยกชั้นและมีความหนืดเพ่ิมขึ้น จุดนั้นคือขอบเขตของระบบ  
ไมโครอิมัลชัน วิธีไทเทรตท าโดยเตรียมของผสมระหว่างวัตภาคน้ ามันและอิมัลซิฟายเออร์อัตราส่วน
ต่าง ๆ ตั้งแต่ 0.1:9.9 ถึง 9.9:0.1 หลังจากนั้นค่อย ๆ ไทเทรตน้ าลงไปครั้งละ 0.1 มิลลิลิตรแล้วคน
ผสมให้เข้ากัน บันทึกปริมาณวัตภาคน้ าที่ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงลักษณะของอิมัลชัน สารที่ใช้เป็น
วัตภาคน้ าในระบบ คือ น้ าปราศจากไอออน (deionized water) สารที่ท าหน้าที่เป็นวัตภาคน้ ามัน 
คือ cetyl ethylhexanoate (SALACOS® 816T) และสารที่ท าหน้าที่เป็นอิมัลซิฟายเออร์ คือ 
sorbitan monooleate (SPAN® 80), polyglyceryl-10 oleate (SALACOS® PG-180) และ 
polyglyceryl-2 oleate (SALACOS® DG-180) ในอัตราส่วน 1:1:2  

3.3.2 ศึกษาผลของตัวท าละลายร่วมที่มีต่อแผนภาพวัตภาคไตรภาคเทียม 
เลือกจุดที่เหมาะสมในการเกิดไมโครอิมัลชันจากแผนภาพวัตภาคไตรภาคเทียมที่แสดง

ขอบเขตของระบบไมโครอิมัลชันจากข้อ 3.3.1 เป็นอัตราส่วนที่จะน าไปใช้ศึกษาลักษณะของระบบ 
ไมโครอิมัลชันเมื่อเติมตัวท าละลายร่วมลงในระบบ โดยตัวท าละลายร่วมที่ใช้ในการศึกษา คือ 

https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&sqi=2&ved=0CEUQFjAC&url=https%3A%2F%2Fwww.beckmancoulter.com%2Fwsrportal%2Ftechdocs%3Fdocname%3DB08631AA.pdf&ei=lfqbUpC6EKa6iQeV64CQCg&usg=AFQjCNFs8hEz62QumgTHeeXd4LyStAKHYw&sig2=v05Ee7ccQ9VUXzQgayWPqg
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isopropyl alcohol, polyethylene glycol 400 และ propylene glycol ในอัตราส่วน 1:1 กับ
น้ า ก าหนดให้อิมัลซิฟายเออร์มีอัตราส่วนคงที่ แต่ปรับเพ่ิมอัตราส่วนของวัตภาคน้ าครั้งละ 5% ผสม
ให้เข้ากันด้วย vortex mixer แล้วปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง (superspeed 
centrifuge) ที่อัตราเร็ว 3,000 รอบต่อนาที สังเกตลักษณะของระบบไมโครอิมัลชันที่เกิดขึ้น โดยตัว
ท าละลายร่วมที่ท าให้สามารถเพ่ิมปริมาณวัตภาคน้ าในระบบไมโครอิมัลชันได้มากขึ้นจะถูกน าไปสร้าง
เป็นแผนภาพวัตภาคไตรภาคเทียมเพ่ือขยายขอบเขตของระบบไมโครอิมัลชัน 

3.3.3 การกักเก็บสารสกัดเมล็ดองุ่นไทยในระบบไมโครอิมัลชัน 
การทดลองในขั้นตอนนี้ท าโดยเลือกอัตราส่วนที่เหมาะสมในการเกิดไมโครอิมัลชันจาก

แผนภาพวัตภาคไตรภาคเทียมในข้อ 3.3.2 น ามาเจือจางด้วยวัตภาคภายนอกในอัตราส่วน 1:0, 
1:0.5, 1:1 และ 1:2  แล้วประเมินลักษณะทางเคมีและกายภาพที่เกิดขึ้น พร้อมทั้งทดสอบความคง
ตัวเบื้องต้นเป็นระยะเวลา 90 วัน สูตรที่มีความคงตัวดีจะเลือกน ามาใช้กักเก็บสารสกัดเมล็ดองุ่นไทย
ทีค่วามเข้มข้น 1% w/w ในสูตร  

สารสกัดเมล็ดองุ่นไทยความเข้มข้น 1% w/w ในสูตร จะถูกน าไปละลายในวัตภาคน้ า ผสม
ให้เกิดการละลายอย่างสมบูรณ์ด้วยเครื่อง vortex mixer และการ sonicate แล้วจึงน าไปผสมรวม
กับอิมัลซิฟายเออร์และวัตภาคน้ ามัน จะได้ไมโครอิมัลชันที่มีลักษณะเป็นของเหลว ใส มีสีน้ าตาลของ
สารสกัด จากนั้นประเมินลักษณะและความคงตัวทางกายภาพของระบบไมโครอิมัลชัน เพ่ือเลือกสูตร
ที่ดีที่สุดไปตรวจสอบความคงตัวทางเคมีของสารสกัดเมล็ดองุ่นไทยในระบบ ทดสอบความสามารถใน
การก าจัดอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์แอนไอออนและความเป็นพิษต่อเซลล์ในขั้นตอนต่อไป 

3.3.4 การตรวจสอบคุณสมบัติของระบบไมโครอิมัลชัน 
        1)  วัดค่าการน าไฟฟ้า 
        วัดค่าการน าไฟฟ้าของระบบไมโครอิมัลชันในหลอดทดลองขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 

1.5 เซนติเมตร ที่อุณหภูมิ 25±1 องศาเซลเซียสและความชื้น 50±5%RH ด้วยเครื่อง Mettler 
ToledoTM conductivity meter ท าซ้ า 3 ครั้งแล้วหาค่าเฉลี่ย 

        2)  วัดค่าความเป็นกรด-ด่าง  
        วัดค่าความเป็นกรด-ด่างของระบบไมโครอิมัลชันในหลอดทดลองเส้นผ่าศูนย์กลาง 

1.5 เซนติเมตร ที่อุณหภูมิ 25±1 องศาเซลเซียสและความชื้น 50±5%RH ด้วยเครื่อง EutechTM pH 
700 ท าซ้ า 3 ครั้งแล้วหาค่าเฉลี่ย  

        3)  วัดความหนืด 
        วัดค่าความหนืดของระบบไมโครอิมัลชันที่อุณหภูมิ 25±1 องศาเซลเซียส ความชื้น 

50±5 %RH ด้วยเครื่อง Brookfield viscometer โดยใช้หัววัดความหนืด s18 
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        4)  วัดขนาดอนุภาค 
        วัดขนาดอนุภาคและค่าดัชนีการกระจายขนาดอนุภาคด้วยเครื่อง Beckman 

Coulter รุ่น Delsa™ Nano C โดยใช้เทคนิค photon correlation spectroscopy (PCS)  
         5)  สัณฐานวิทยา 
         ตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาของระบบไมโครอิมัลชันด้วยกล้องจุลทรรศน์

อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน TECNAITM 20 TWIN transmission electron microscope ย้อมสี
ตัวอย่างด้วย uranyl acetate แล้วน าไปส่องภายใต้กล้องท่ีศักย์ไฟฟ้า 120 kV 

3.3.5 ทดสอบความคงตัวทางกายภาพ 
เก็บตัวอย่างระบบไมโครอิมัลชันประมาณ 30 กรัม ในภาชนะขวดแก้วปิดสนิท น ามา

ทดสอบความคงตัวทางกายภาพ โดยการทดสอบจะท าซ้ า 3 ครั้ง หาค่าเฉลี่ยที่สภาวะเร่งแบบสลับ
อุณหภูมิ (heating-cooling) คือ เก็บไมโครอิมัลชันในสภาวะเร่งที่อุณหภูมิ 45±1 องศาเซลเซียส
และความชื้น 70±5 %RH เป็นเวลา 1 สัปดาห์ แล้วจึงสลับมาเก็บที่อุณหภูมิ 5±1 องศาเซลเซียส
และความชื้น 45±5 %RH เป็นเวลา 1 สัปดาห์ การสลับเช่นนี้เรียกว่าการทดสอบแบบสลับอุณหภูมิ 
1 รอบ  

ส าหรับการทดสอบความคงตัวเบื้องต้นเพ่ือหาสูตรที่เหมาะสมในการกักเก็บสารสกัดเมล็ด
องุ่นไทยจะเก็บตัวอย่างทั้งสิ้น 6 รอบการสลับอุณหภูมิ หรือประมาณ 90 วัน และสูตรที่ใช้กักเก็บสาร
สกัดเมล็ดองุ่นไทยจะทดสอบที่สภาวะเร่งแบบสลับอุณหภูมิทั้งสิ้น 10 รอบ หรือประมาณ 150 วัน 
แล้วประเมินความคงตัวทางกายภาพตามข้อ 3.3.4 

3.3.6  วิเคราะห์ปริมาณสารส าคัญ (OPCs) ด้วยวิธี  high-performance liquid 
chromatography (HPLC)  

        1) เตรียมสารละลายมาตรฐานเข้มข้น  
        ชั่งสาร Gravinol SL® ซึ่งใช้เป็นสารมาตรฐาน OPCs ในงานวิจัยนี้ ที่ปริมาณ 10 

มิลลิกรัมลงใน microcentrifuge tube ละลายด้วยเอทานอลปริมาตร 1 มิลลิลิตร น าไป sonicate 
เพ่ือช่วยให้ละลายอย่างสมบูรณ์ได้เป็นสารละลายมาตรฐานเข้มข้นที่มีความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร  

        2) เตรียมสารละลายมาตรฐานเจือจางท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ  
        ปิเปตสารละลายมาตรฐานเข้มข้นลงใน microcentrifuge tube แล้วเจือจางด้วย   

เอทานอลให้ได้สารละลายมาตรฐานที่มีความเข้มข้น 4,025, 2,025, 810, 405 และ 81 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตรตามล าดับ 

         

https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&sqi=2&ved=0CEUQFjAC&url=https%3A%2F%2Fwww.beckmancoulter.com%2Fwsrportal%2Ftechdocs%3Fdocname%3DB08631AA.pdf&ei=lfqbUpC6EKa6iQeV64CQCg&usg=AFQjCNFs8hEz62QumgTHeeXd4LyStAKHYw&sig2=v05Ee7ccQ9VUXzQgayWPqg
https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&sqi=2&ved=0CEUQFjAC&url=https%3A%2F%2Fwww.beckmancoulter.com%2Fwsrportal%2Ftechdocs%3Fdocname%3DB08631AA.pdf&ei=lfqbUpC6EKa6iQeV64CQCg&usg=AFQjCNFs8hEz62QumgTHeeXd4LyStAKHYw&sig2=v05Ee7ccQ9VUXzQgayWPqg
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        3) เตรียมสารละลายตัวอย่าง 
        สารละลายตัวอย่างเตรียมโดยการชั่งตัวอย่าง 0.3 กรัม แล้วน ามาละลายในเอทานอล 

760 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันด้วย vortex mixer แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงแยกส่วนใส (supernatant) 
เพ่ือน าไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิค high-performance liquid chromatography 

        4) ตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ (method validation) 
        ตรวจสอบความจ าเพาะเจาะจง (specificity) ของวิธีวิเคราะห์ เพ่ือดูผลรบกวนของ

สารอ่ืนที่มีต่อ OPCs ซึ่งเป็นสารส าคัญที่ใช้เป็น marker ในการวิเคราะห์ ตัวอย่างที่วิเคราะห์ คือ 
Gravinol SL® สารสกัดเมล็ดองุ่นไทย ไมโครอิมัลชันที่ไม่มีสารสกัดเมล็ดองุ่นไทย ไมโครอิมัลชันที่มี
สารสกัดเมล็ดองุ่นไทย และเอทานอล 

        หาค่าความเป็นเส้นตรง (linearity) โดยสร้างกราฟมาตรฐาน (calibration curve) 
ของ Gravinol SL® โดยฉีดสารมาตรฐาน Gravinol SL® ทั้งสิ้น 5 ความเข้มข้น แล้วศึกษาค่าความ
เป็นเส้นตรงระหว่างความเข้มข้นต่อพ้ืนที่ใต้กราฟ (peak area) ของสารมาตรฐาน ค านวณหาค่า
สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (correlation coefficient; R2) เกณฑ์การยอมรับได้โดยทั่วไปจะต้องมีค่า
มากกว่า 0.995  

        ทดสอบความแม่นย า (precision) เพ่ือหาความแมนย าของวิธีวิเคราะห์จากการ
วิเคราะห์ ซ้ ากันหลาย ๆ ครั้ง โดยวิเคราะห์ใน 2 ลักษณะ คือ ความแม่นย าในวันเดียวกัน 
(repeatability) โดยวิเคราะห์ตัวอย่างไมโครอิมัลชันที่มีสารสกัดเมล็ดองุ่น 10 ซ้ าในวันเดียวกัน และ
ความแม่นย าระหว่างวัน (reproducibility) คือ วิเคราะห์โดยการท ากราฟมาตรฐานเป็นเวลา 3 วัน 
เกณฑ์การยอมรับต้องมีค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (relative standard deviation; % RSD) 
น้อยกว่า 2 

        ทดสอบความเที่ยง (accuracy) ท าโดยใช้วิธีเติมสารละลายมาตรฐาน (standard 
addition) ที่ทราบความเข้มข้นแน่นอนลงในสารละลายตัวอย่าง แล้วน าไปวิเคราะห์หาปริมาณ
สารละลายมาตรฐานที่เติมลงในตัวอย่างด้วยวิธี HPLC แล้วค านวณผลเป็นค่าร้อยละการกลับคืน    
(% recovery) โดยจะยอมรับความเที่ยงของวิธีวิเคราะห์ได้เมื่อมีค่า % recovery อยูในช่วงตั้งแต่ 
80-120 % (25) 

        5) วิธีวิเคราะห์ปริมาณ OPCs 
        วิเคราะห์หาสาร oligomeric proanthocyanidins ในระบบไมโครอิมัลชันที่มีสาร

สกัดเมล็ดองุ่นไทยความเข้มข้น 1% ในสูตร ซึ่งเป็นตัวอย่างที่เก็บในสภาวะเร่งแบบสลับอุณหภูมิ 
วิเคราะห์ตามวิธีของ Suwanagul et al. (26) ด้วยเครื่อง WatersTM HPLC/UV system โดยใช
คอลัมน์ reverse phase ชนิด C18 (ความสูง 250 มิลลิเมตรและเส้นผ่าศูนย์กลาง 4.6 มิลลิเมตร) 
เฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) ประกอบด้วย 0.3% phosphoric acid ในน้ า และ acetonitrile 
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ตามตารางที่ 3 อัตราการเคลื่อนที่ 0.7 มิลลิลิตรตอนาที ปริมาตรที่ฉีดตัวอย่างวิเคราะห์ครั้งละ 20 
ไมโครลิตร ท าการวิเคราะห์ซ้ าตัวอย่างละ 3 ครั้ง แล้ววัดคาดูดกลืนแสงด้วย 966 diode array 
detector (WatersTM, USA) ที ่278 นาโนเมตร 

 
ตารางท่ี 3 อัตราส่วนของเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) ที่ใช้ในระบบ 

Time (min) Mobile Phase Ratio of Mobile Phase 

0-45 Acetonitrile 10-15% Gradient 

45-60 Acetonitrile 15-60% Gradient 
60-80 Acetonitrile 60% Isocratic 

80-82 Acetonitrile 60-10% Gradient 

82-102 Acetonitrile 10% Isocratic 
 
3.3.7  วิเคราะห์ประสิทธิภาพการก าจัดอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์แอนไอออนด้วยเทคนิค 

โฟโตเคมิลูมิเนสเซนส์  
        1) เตรียมสารละลาย 
        ชุดตรวจฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระในกลุ่มสารที่ละลายน้ า (antioxidant capacity of 

water soluble compound; ACW) 
        สารละลายมาตรฐานเข้มข้นกรดแอสคอร์บิก (ascorbic acid) เตรียมจากการเติมตัว

ท าละลายของระบบ (Reagent 1) ปริมาตร 490 ไมโครลิตรและกรดก ามะถัน (H2SO4) ปริมาตร 10 
ไมโครลิตรลงในขวดที่บรรจุกรดแอสคอร์บิก (Reagent 4) ผสมให้เข้ากันด้วย vortex mixer เป็น
เวลา 20 วินาที แล้วเตรียมเป็นสารละลายมาตรฐานด้วยการเจือจางสารที่เตรียมได้กับ Reagent 1 
อัตราส่วน 1:100 จะได้สารละลายมาตรฐานกรดแอสคอร์บิกท่ีมีความเข้มข้นเท่ากับ 1 นาโนโมล 
(nmol) อยู่ในสารละลายมาตรฐาน 10 ไมโครลิตร 

        ชุดตรวจฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระในกลุ่มสารที่ละลายไขมัน (antioxidant capacity 
of lipid soluble compound; ACL) 

        สารละลายมาตรฐานเข้มข้น Trolox® เตรียมจากการเติมตัวท าละลายของระบบ 
(Reagent 1) ปริมาตร 500 ไมโครลิตรลงในขวดที่บรรจุ Trolox® (Reagent 4) ผสมให้เข้ากันด้วย 
vortex mixer นาน 20 วินาที แล้วเตรียมเป็นสารละลายมาตรฐานเจือจาง ด้วยการเจือจางกับ 
Reagent 1 ในอัตราส่วน 1:100 จะได้สารละลายมาตรฐานที่มีความเข้มข้นกรดแอสคอร์บิกเท่ากับ 1 
นาโนโมลในสารละลายมาตรฐาน 10 ไมโครลิตร 
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        2) วิธีวิเคราะห์ตัวอย่าง 
        การทดสอบนี้ใช้เทคนิคโฟโตเคมิลูมิเนสเซนส์ที่มีแหล่งก าเนิดของรังสียูวีอยู่ในระบบ

ภายในเครื่อง PHOTOCHEMTM เพ่ือใช้ให้พลังงานกระตุ้นให้สารลูมินอล (luminol) แตกตัวเกิดเป็น
อนุมูล O2

•- จึงสามารถใช้เปรียบเทียบประสิทธิภาพการก าจัดอนุมูลอิสระได้ โดยใช้ชุดทดสอบที่ใช้กับ
สารละลายในน้ า (ACW reagent kit) แสดงผลเป็นความสามารถในการยังยั้งอนุมูล O2

•- ของ
ตัวอย่างทดสอบเทียบกับกรดแอสคอร์บิก (ascorbic equivalent) และเมื่อทดสอบในลักษณะ
เดียวกัน แต่ท ากับชุดทดสอบที่ใช้กับสารละลายในไขมัน (ACL reagent kit) แล้วแสดงผลเป็น
ความสามารถในการยังยั้งอนุมูล O2

•- ของตัวอย่างที่ใช้ทดสอบเทียบกับอนุพันธุ์วิตามินอี (Trolox® 
equivalent) ซึ่งทั้งสองระบบตรวจวิเคราะห์ จะแสดงผลที่ได้จะเทียบเท่ากับความเข้มข้นของกรด
แอสคอร์บิกและ Trolox® ในหน่วยนาโนโมล ตามล าดับ    

       ตัวอย่างทดสอบในการทดลองนี้ ประกอบด้วย ตัวอย่างไมโครอิมัลชันที่มีสารสกัดเมล็ด
องุ่นไทยความเข้มข้น 1% ในสูตร, สารสกัดเมล็ดองุ่นไทย, sorbitan monooleate, polyglyceryl-
10 oleate, polyglyceryl-2 oleate, cetyl ethylhexanoate และ propylene glycol โดยท า
การวิเคราะห์ความสามารถในการก าจัดอนุมูล O2

•- ทั้งในชุดทดสอบ ACW reagent kit และ ACL 
reagent kit 

       การตรวจวัดความสามารถในการก าจัดอนุมูล O2
•- ในชุดทดสอบ ACW reagent kit 

สารตัวอย่างทดสอบจะถูกเจือจางด้วย Reagent 1 ที่ให้มาในชุดทดสอบ แล้วเติมสารละลายบัฟเฟอร์ 
(Reagent 2) สารละลายลูมินอล (Reagent 3) และสารละลายของสารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐานที่
ละลายในน้ า คือ  กรดแอสคอร์บิก (Reagent 4) ตามล าดับ  ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่อง vortex 
mixer นานประมาณ 5 วินาที  จากนั้นวัดผลด้วยเครื่อง PHOTOCHEMTM แปลผลความสามารถใน
การจับอนุมูลอิสระ (O2

•- scavenging activity) เทียบกับกราฟมาตรฐานของกรดแอสคอร์บิกด้วย 
PCLsoft software ที่ให้มาพร้อมเครื่อง PHOTOCHEMTM   

        ส าหรับในชุดทดสอบ ACL reagent kit มีความแตกต่างจาก ACW reagent kit โดย
ตัวท าละลาย (Reagent 1) เป็นเมทานอล จากนั้นเติมสารละลายบัฟเฟอร์ (Reagent 2) สารละลาย     
ลูมินอล (Reagent 3) และสารละลายของสารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐานที่ใช้ คือ Trolox® 
(Reagent 4) ซึ่งมีในชุดทดสอบตามล าดับ ผสมด้วย vortex mixer นาน 5 วินาที แล้ววัดผลด้วย
เครื่อง PHOTOCHEMTM แปลผลเทียบกับกราฟมาตรฐาน Trolox® ด้วย PCLsoft software   
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3.3.8 ประเมินความเป็นพิษต่อเซลล์ (cytotoxicity)  
        1) การเพาะเลี้ยงเซลล์ (culturing of cells) 
        ในการตรวจสอบความเป็นพิษของระบบไมโครอิมัลชันที่มีสารสกัดเมล็ดองุ่นไทย 1% 

ในสูตร จะทดสอบกับเซลล์ normal human dermal fibroblast (NHDF) โดยก่อนการทดสอบท า
การเลี้ยงเซลล์ (cell culture) ให้มีปริมาณหรือจ านวนเซลล์เพียงพอต่อการทดสอบแต่ละครั้งโดย
เลี้ยงเซลล์ NHDF ในอาหารเลี้ยงเซลล์ส าเร็จรูปชนิด Dulbecco’s modified eagle medium 
(DMEM) เติม fetal bovine serum (FBS) เพ่ือให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 10% ใน DMEM และ
เติมยาต้านจุลชีพ (antibiotics) คือ penicillin streptomycin (เป็น 1% ความเข้มข้นสุดท้ายใน 
DMEM) น าเซลล์ไปบ่มเพาะที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสในตู้บ่มเลี้ยงเซลล์ชนิดที่มีก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ 5% (5% CO2 incubator) เป็นเวลาประมาณ 2-3 วัน โดยเซลล์จะเจริญเติบโต
แบบชั้นเดียว (monolayer) และเกาะยึดกับผนังภาชนะเลี้ยงเซลล์ (tissue culture flask) ขนาด 
25 ตารางเซนติเมตร ตรวจดูการเจริญเติบโตของเซลล์ด้วยการส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิดภาพ
หัวกลับ (inverted microscopy) เมื่อเซลล์มีการเจริญเติบโตสมบูรณ์เต็มที่ จึงท าการ sub-culture 
เพ่ือให้เซลล์หลุดออกจากภาชนะเลี้ยงเซลล์ โดยวิธีการ  trypsinization ด้วยการเติม 0.25% 
trypsin-EDTA (ปริมาตร 1 มิลลิลิตร) เพ่ือย่อยผนังเซลล์ให้แต่ละเซลล์หลุดเป็นเซลล์เดี่ยว (single 
cell) จากนั้นนับจ านวนเซลล์โดยใช้ hemocytometer ท าการค านวณและเตรียมเซลล์ให้มีความ
เข้มข้น 1x105 เซลล์ต่อมิลลิลิตร น าไปเลี้ยงต่อใน 96-well plate ด้วย fresh DMEM (ส่วนประกอบ
ดังอธิบายข้างต้น) ปริมาตร 200 ไมโครลิตรต่อหลุม (well) เซลล์ใน 96-well plate จะถูกน าไป
เลี้ยงต่อตามสภาวะการเลี้ยงเซลล์มาตรฐานดังกล่าวข้างต้น เป็นเวลา 24 ชั่วโมงเพ่ือเตรียมความ
พร้อมเซลล์ก่อนการทดสอบกับสารตัวอย่าง ขั้นตอนในการเลี้ยงเซลล์กระท าในสภาวะปลอดเชื้อ
ภายในตู้นิรภัยทางชีวภาพ (biological safety cabinet, class II) 

        2) การเตรียมสารละลายตัวอย่างทดสอบ 
        เตรียมสารละลายตัวอย่างเข้มข้นโดยชั่งไมโครอิมัลชันที่มีสารสกัดเมล็ดองุ่น 1% ใน

สูตร ปริมาณ 100 มิลลิกรัม ละลายให้เป็นเนื้อเดียวในเอทานอล 1 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วย
สารละลาย phosphate buffer saline ให้ครบ 10 มิลลิลิตร จากนั้นท าการเจือจางแบบ serial 
dilution ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ DMEM (ไม่เติม FBS และ antibiotics) ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้าย
เท่ากับ 4,000, 3,000, 2,000, 1,000 และ 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เพ่ือน าไปทดสอบกับเซลล์
ต่อไป 
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        3) วิธีการทดสอบกับเซลล์ 
        น าเซลล์ NHDF ที่เตรียมโดยการเลี้ยงใน 96-well plate มาเติมสารละลายตัวอย่าง

ทดสอบที่ความเข้มข้นต่าง ๆ โดยใช้ปิเปตดูดสารละลาย DMEM เดิมที่อยู่ในแต่ละหลุมออก แล้วจึง
เตรียมหลุมเซลล์ที่ใช้เป็นตัวควบคุม คือ เติมเฉพาะอาหารเลี้ยงเซลล์คือ DMEM แทนตัวอย่างทดสอบ 
จากนั้นน าเซลล์ที่ทดสอบอยู่ใน 96-well plate กลับไปเพาะเลี้ยงใน 5% CO2 incubator เป็นเวลา 
24 ชั่วโมง หลังครบ 24 ชั่วโมงของการทดสอบท าการดูด DMEM ที่มีตัวอย่างทดสอบออกแล้วเติม
สารละลาย MTT ใน DMEM ลงไปหลุมละ 200 ไมโครลิตร ซึ่งจะได้ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 
4,000 , 3,000 , 2,000 , 1,000 และ 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จึงน าเซลล์กลับไปเลี้ยงต่อที่ 37 
องศาเซลเซียสใน 5% CO2 incubator เป็นเวลา 3 ชั่วโมง เพ่ือรอการเกิดปฏิกิริยาของสารละลาย 
MTT กับเอนไซม์ภายในไมโทคอนเดรีย (mitochondria) ของเซลล์ (ปฏิกิริยานี้จะเกิดได้เฉพาะกับ
เซลล์ที่ยังมีชีวิตอยู่เท่านั้น) จากนั้นน าเซลล์ใน plate ไปวัดค่าความเข้มสีที่เกิดขึ้นด้วยเครื่อง 
microplate reader ที่ความยาวคลื่น 532 นาโนเมตร ซึ่งความเข้มสีจะสัมพันธ์กับอัตราการมีชีวิต
ของเซลล์ ค านวณผลเป็นค่าร้อยละของเซลล์ที่มีชีวิต (% viability) ตามสมการที่ 2  

%viability = (ค่าดูดกลืนแสงของเซลล์ที่ไดร้ับตัวอย่าง/ค่าดดูกลืนแสงของเซลล์ควบคุม) x 100%      (2)                    
3.3.9 การวิเคราะห์ทางสถิติ 
ผลการทดลองที่ได้จะน ามาวิเคราะห์โดยใช้โปรแกรมทางสถิติ เพ่ือวิเคราะห์ความแปรปรวน

ทางเดียว (one-way ANOVA) และเปรียบเทียบเชิงพหุคูณด้วยวิธี Tukey’s honestly significant 
difference (HSD) ที่ระดับนัยส าคัญทางสถิติเท่ากับ 0.05 (p<0.05) 
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3.4 ระยะเวลาที่ใช้ในการศึกษา 
 
แผนภูมิที่ 2 แผนการด าเนินงาน 

การด าเนินงาน 
ปี พ.ศ. 2556 ปี พ.ศ. 2557 

ก.ค. ส.ค. ก.ย. ต.ค. พ.ย. ธ.ค. ม.ค. ก.พ. มี.ค. เม.ย. พ.ค. มิ.ย. ก.ค. ส.ค. ก.ย. ต.ค. พ.ย. ธ.ค. 

1.ทบทวนวรรณกรรม                                     

2.ศึกษาการเกิด 
pseudo-ternary 
phase diagram 

                                    

3.พัฒนาสูตรนาโน
อิมัลชันและทดสอบ
ความคงตัวทาง
กายภาพ 

                                    

4.ทดสอบความเป็นพิษ
ของผลิตภณัฑ์  

                                    

5.ทดสอบ
ความสามารถในการ
ต้านอนุมูลอสิระ 

                                    

6.ทดสอบความคงตัว
ทางเคมีของสารส าคัญ
ในผลิตภัณฑ ์

                                    

7.สรุปและอภิปรายผล                                     

8.เขียนรายงาน                                     

9.น าเสนอผลงานใน
การประชุมวิชาการ
นานาชาติ 

                  



 
 
 
 

 
 

 

บทที่ 4 
ผลการวิจัย 

 
4.1 แผนภาพวัตภาคไตรภาคเทียม  

งานวิจัยนี้เริ่มต้นจากการศึกษาแผนภาพวัตภาคไตรภาคเทียม  โดยท าการทดลองเบื้องต้น
เพ่ือหาขอบเขตของระบบไมโครอิมัลชันที่จะเกิดขึ้นจากวิธีไทเทรชัน ระบบที่ศึกษาในงานวิจัยนี้
เลือกใช้ cetyl ethylhexanoate เป็นวัตภาคน้ ามัน ใช้ sorbitan monooleate, polyglyceryl-10 
oleate และ polyglyceryl-2 oleate ในอัตราส่วน 1:1:2 เป็นอิมัลซิฟายเออร์ผสม ซึ่งเมื่อค านวณ
ค่า HLB (hydrophilic-lipophilic balance) ของอิมัลซิฟายเออร์ผสมจะได้เท่ากับ 8.85 
โดยประมาณ (การค านวณแสดงใน ภาคผนวก ก.) วิธีการไทเทรชันท าโดยการไทเทรตน้ าปราศจาก
ไอออน ซึ่งท าหน้าที่เป็นวัตภาคน้ าลงไปในของผสมระหว่างวัตภาคน้ ามันและอิมัลซิฟายเออร์ บันทึก
ค่าอัตราส่วนของทั้ง 3 วัตภาคที่ท าให้เกิดการเปลี่ยนลักษณะของอิมัลชัน จากแมคโครอิมัลชันที่มี
ลักษณะเป็นของเหลวขุ่นเปลี่ยนเป็นไมโครอิมัลชันที่มีลักษณะเป็นของเหลวใสเมื่อมองด้วยตาเปล่า 
แล้วจึงน าอัตราส่วนดังกล่าวไปสร้างแผนภาพวัตภาคไตรภาคเทียมได้ดังแสดงในภาพที่ 6 ก าหนดให้
เรียกเป็นระบบ A  

 
ภาพที่ 6 ขอบเขตการเกิดไมโครอิมัลชันที่แสดงในแผนภาพวัตภาคไตรภาคเทียม 
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จากแผนภาพวัตภาคไตรภาคเทียมในภาพที่ 6 แสดงขอบเขตของการเกิดไมโครอิมัลชันใน
พ้ืนที่สีเทา พบว่าต้องใช้อิมัลซิฟายเออร์ 29.25% ถึง 73.59% โดยน้ าหนัก จึงสามารถเกิดระบบ    
ไมโครอิมัลชันที่มีน้ าเป็นวัตภาคภายในได้ 5.66% ถึง 7.40% และลักษณะของระบบไมโครอิมัลชันที่
เกิดข้ึนมีลักษณะเป็นของเหลวใส ไม่แยกชั้น  

จากข้อมูลขอบเขตการเกิดระบบไมโครอิมัลชันดังกล่าว ท าให้สามารถเลือกอัตราส่วนที่
เหมาะสมในการเตรียมเป็นสูตรไมโครอิมัลชันได้ ซึ่งในงานวิจัยนี้เลือกจุดที่ประกอบด้วย cetyl 
ethylhexanoate 64.44% อิมัลซิฟายเออร์ผสม 31.1% และน้ าปราศจากไอออน 4.46% เพ่ือใช้
เป็นระบบไมโครอิมัลชันต้นแบบในการศึกษาผลของตัวท าละลายร่วมที่มีต่อแผนภาพวัตภาคไตรภาค
เทียมในขั้นตอนต่อไป 

 
4.2 ผลของตัวท าละลายร่วมที่มีต่อแผนภาพวัตภาคไตรภาคเทียม 

การศึกษาขั้นตอนนี้เลือกจุดที่มีส่วนประกอบเป็นวัตภาคน้ ามัน คือ cetyl ethylhexanoate  
64.44%  อิมัลซิฟายเออร์ผสม 31.10% และวัตภาคน้ า คือ น้ าปราศจากไอออน 4.46%  จากผลการ
ทดลองตามข้อ 4.1 เป็นอัตราส่วนของระบบไมโครอิมัลชันตั้งต้น เพ่ือน ามาศึกษาเปรียบเทียบผลใน
แง่ลักษณะกายภาพ เมื่อเพ่ิมตัวท าละลายร่วมเข้าไปแทนที่วัตภาคน้ าในระบบ ซึ่งตัวท าละลายร่วมที่
น ามาศึกษาในครั้งนี้ คือ  isopropyl alcohol (IPA), glycerin (GLY), polyethylene glycol 400 
(PEG 400) และ propylene glycol (PG) แสดงลักษณะทางเคมีในตารางที่ 4 ตัวท าละลายร่วม
เหล่านี้จะถูกผสมรวมกับน้ าปราศจากไอออนในอัตราส่วน 1:1 เพ่ือใช้เป็นวัตภาคน้ าในการสร้าง
แผนภาพวัตภาคไตรภาคเทียม  

การศึกษาผลของตัวท าละลายร่วมท าโดยการเพ่ิมปริมาณวัตภาคน้ าเข้าไปในระบบไมโคร
อิมัลชันต้นแบบที่เลือกจากข้อ 4.1 ก าหนดให้อิมัลซิฟายเออร์มีอัตราส่วนคงที่ แต่ปรับเพ่ิมอัตราส่วน
วัตภาคน้ าครั้งละ 5% เข้าไปในระบบ การเพ่ิมปริมาณวัตภาคน้ าแต่ละครั้งเรียกเป็นสูตร A1, A2, A3 
และ A4 ตามล าดับ ผสมส่วนประกอบทั้งหมดให้เข้ากัน แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงที่อัตราเร็ว 3,000 รอบ
ต่อนาที เพ่ือเปรียบเทียบความคงตัวทางกายภาพของระบบที่ใช้ตัวท าละลายร่วมต่างชนิดกัน 
แสดงผลการทดลองแสดงในตารางที่ 5 พบว่า ระบบที่ใช้ isopropyl alcohol, glycerin และ 
polyethylene glycol 400 เป็นตัวท าละลายร่วมผสมกับน้ าอัตราส่วน 1:1 มีลักษณะทางกายภาพ
ของไมโครอิมัลชันในสูตร A1IPA, A1GLY และ A1PEG400 คงเดิม คือ เป็นของเหลวใสเนื้อเดียว ซึ่ง
ทั้ง 3 สูตรดังกล่าวเป็นอัตราส่วนไมโครอิมัลชันตั้งต้น แต่เมื่อเติมตัวท าละลายร่วมผสมกับน้ าลงไป
เพ่ิมขึ้นอีก 5% ของระบบ คือ ที่ปริมาณ 9.45% ในสูตร A2IPA, A2GLY และ A2PEG400 ท าให้
ระบบไมโครอมิัลชันเกิดความไม่คงตัวทางกายภาพ เปลี่ยนจากของเหลวใสเนื้อเดียวเป็นของเหลวขุ่น
หรือแยกชั้น และพบการแยกชั้นอย่างชัดเจนเมื่อปริมาณวัตภาคน้ าเพ่ิมข้ึน  
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เมื่อใช้ propylene glycol เป็นตัวท าละลายร่วมผสมกับน้ าอัตราส่วน 1:1 เติมเข้าไปใน
ระบบไมโครอิมัลชัน พบว่า ในสูตร A4PG เป็นสูตรที่สามารถเติมวัตภาคน้ าได้ปริมาณสูงถึง 19.45% 
ของระบบ โดยใช้อิมัลซิฟายเออร์ผสม 31.10% และ cetyl ethylhexanoate 49.45% และเกิดเป็น
ระบบไมโครอิมัลชันที่มีลักษณะใส ไม่แยกชั้น ข้อมูลนี้ท าให้สามารถคาดคะเนการขยายขอบเขต
บริเวณท่ีเกิดไมโครอิมัลชันได้ว่า หากใช้ propylene glycol เป็นตัวท าละลายร่วมผสมกับวัตภาคน้ า
ในอัตราส่วน 1:1 จะท าให้สามารถเพ่ิมปริมาณวัตภาคภายในขึ้นได้ถึงสูงถึง 19.45% โดยประมาณใน
สูตร ทั้งนี้ยังต้องยืนยันว่า propylene glycol ท าให้เกิดการขยายพ้ืนที่ของระบบไมโครอิมัลชันด้วย
การสร้างเป็นแผนภาพวัตภาคไตรภาคเทียมอีกครั้ง  

จากภาพที่ 7 เมื่อสร้างแผนภาพวัตภาคไตรภาคเทียมโดยใช้ propylene glycol ผสมกับน้ า
ในอัตราส่วน 1:1 เป็นวัตภาคน้ า (ก าหนดให้เรียกเป็นระบบ B) พบว่าขอบเขตของระบบไมโคร
อิมัลชันมีการขยายบริเวณขึ้นจากระบบ A ที่แสดงในข้อ 4.1 สามารถเพ่ิมปริมาณวัตภาคภายในได้
มากขึ้น โดยไม่จ าเป็นต้องใช้อิมัลซิฟายเออร์ในปริมาณมากเท่าเดิม ดังนั้น propylene glycol จึง
เป็นตัวท าละลายร่วมที่เหมาะสมในการท าระบบไมโครอิมัลชัน 
 
ตารางท่ี 4 ลักษณะทางเคมีของตัวท าละลายร่วม (27) , (28) 

 Isopropyl 
alcohol 

Glycerin 
Polyethylene 

glycol 400 
Propylene 

glycol 

Molecular 
Formula 

C3H8O C3H5(OH)3 H(OCH2CH2)nOH CH3CHOHCH2OH 

Molegular 
Weight 

(g/mole) 
60.1 92.09 380 - 420 76.1 

Dielectric 

Constant  (ε) 
18.3 47-68 12.4 32.1 

Structure 
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ตารางท่ี 5 แสดงลักษณะกายภาพของระบบไมโครอิมัลชันเมื่อเติมตัวท าละลาย 

Formulations %Oil 
%Surfactant 

Mixture 
%Water+Cosolvent 

Ratio 1:1 
Physical Property 
(ลักษณะกายภาพ) 

A1IPA 64.45 31.10 4.45 อิมัลชันใสเป็นเนื้อเดียว 
A2IPA 59.45 31.10 9.45 อิมัลชันส่วนบนค่อนข้างใส      

แยกช้ัน มีตะกอนขาวขุ่น 
A3IPA 54.45 31.10 14.45 อิมัลชันส่วนบนขุ่น แยกช้ัน       

มีตะกอนขาวขุ่น 
A4IPA 49.45 31.10 19.45 อิมัลชันขาวขุ่น แยกช้ัน 

A5IPA 44.45 31.10 24.45 อิมัลชันขาวขุ่น แยกช้ัน 
A1GLY 64.45 31.10 4.45 อิมัลชันใสเป็นเนื้อเดียว 
A2GLY 59.45 31.10 9.45 อิมัลชันใสเป็นเนื้อเดียว 
A3GLY 54.45 31.10 14.45 อิมัลชันขาวขุ่น 
A4GLY 49.45 31.10 19.45 อิมัลชันขาวขุ่น 

A5GLY 44.45 31.10 24.45 อิมัลชันขาวขุ่น 
A1PEG400 64.45 31.10 4.45 อิมัลชันใส เป็นเนื้อเดียว 

A2PEG400 59.45 31.10 9.45 อิมัลชันส่วนบนค่อนข้างใส  
แยกช้ัน มีตะกอนขาวขุ่น 

A3PEG400 54.45 31.10 14.45 อิมัลชันส่วนบนค่อนข้างใส  
แยกช้ัน มีตะกอนขาวขุ่น 

A4PEG400 49.45 31.10 19.45 อิมัลชันส่วนบนค่อนข้างขุ่น  
แยกช้ัน มีตะกอนขาวขุ่น 

A5PEG400 44.45 31.10 24.45 อิมัลชันส่วนบนขุ่น แยกช้ัน      
มีตะกอนขาวขุ่น 

A1PG 64.45 31.10 4.45 อิมัลชันใสเป็นเนื้อเดียว 
A2PG 59.45 31.10 9.45 อิมัลชันใสเป็นเนื้อเดียว 

A3PG 55.45 31.10 14.45 อิมัลชันใสเป็นเนื้อเดียว 
A4PG 49.45 31.10 19.45 อิมัลชันใสเป็นเนื้อเดียว 
A5PG 44.45 31.10 24.45 อิมัลชันขาวขุ่น 
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 ภาพที่ 7 แผนภาพวัตภาคไตรภาคเทียมเมื่อใช้ propylene glycol เป็นตัวท าละลายร่วมผสมกับน้ า
ในอัตราส่วน 1:1 

 
 
4.3 การกักเก็บสารสกัดเมล็ดองุ่นในระบบไมโครอิมัลชันและความคงตัว 

งานวิจัยนี้ต้องการเตรียมอิมัลชันที่มีขนาดเล็กในระดับนาโนเมตร หรืออาจเรียกว่า “นาโน
อิมัลชัน” เพ่ือใช้กักเก็บสารสกัดเมล็ดองุ่นไทยพันธุ์ Vitis vinifera cv. Ribier (Pok Dum) ที่ได้รับ
ความอนุเคราะห์จากฝ่ายเภสัชและผลิตภัณฑ์ธรรมชาติ สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่ง
ประเทศไทย จึงเลือกเตรียมผลิตภัณฑ์โดยอาศัยเทคโนโลยีการเกิดไมโครอิมัลชัน  จากข้อมูล
การศึกษาจากแผนภาพวัตภาคไตรภาคเทียมในภาพที่ 7 

จากภาพที่ 7 แสดงขอบเขตของระบบไมโครอิมัลชันที่ใช้ propylene glycol เป็นตัวท า
ละลายร่วมในระบบ ท าให้สามารถคาดคะเนอัตราส่วนที่เหมาะสมในการเกิดไมโครอิมัลชันได้ 
อัตราส่วนที่เลือกใช้ในงานวิจัยนี้ คือ อัตราส่วนที่จุด B1PG , B2PG และ B3PG ของแผนภาพวัตภาค
ไตรภาคเทียม ซึ่งจะใช้เป็นสูตรไมโครอิมัลชันตั้งต้น ก าหนดให้เป็นสูตร  B1PG 1:0, B2PG 1:0 และ 
B3PG 1:0 น ามาเจือจางด้วยวัตภาคภายนอก ในอัตราส่วนการเจือจางระบบไมโครอิมัลชันตั้งต้นต่อ 
cetyl ethylhexanoate ที่อัตราส่วน 1:0.5, 1:1 และ 1:2 จากวิธีการดังกล่าวท าให้เกิดระบบไมโคร
อิมัลชันจากแผนภาพวัตภาคไตรภาคเทียมทั้งสิ้น 12 สูตร คือ B1PG 1:0, B1PG 1:0.5, B1PG 1:1, 
B1PG 1:2, B2PG 1:0, B2PG 1:0.5, B2PG 1:1, B2PG 1:2, B3PG 1:0, B3PG 1:0.5, B3PG 1:1
และ B3PG 1:2  
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B1PG 

1:0 
B1PG 

1:0.5 
B1PG 

1:1 

จากตารางที่ 5 แสดงสมบัติทางเคมีและกายภาพของระบบไมโครอิมัลชัน ผลการทดสอบ 
พบว่าทั้ง 12 สูตรมีค่าเฉลี่ยความหนืดอยู่ในช่วง 27±0.2 ถึง 1,022±5.5 เซนติพอยส์ (centipoise; 
cPs) และมีสมบัติการไหล (rheological properties) เป็นแบบนิวโทเนียน (Newtonian) คือ เมื่อ
ให้แรงในอัตราเฉือน (shear rate) ที่เพ่ิมข้ึน ของเหลวจะมีค่าความเค้นเฉือน (shear stress) เพ่ิมขึ้น 
ดังแสดงตัวอย่างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างอัตราเฉือนกับค่าความเค้นเฉือนในภาคผนวก จ ระบบไม
โครอิมัลชันนี้มีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ในช่วง 5.7±0.12 ถึง 6.9±0.12 ซึ่งเป็นค่าที่ใกล้เคียงกับ
ความเป็นกรด-ด่างของผิว และมีค่าการน าไฟฟ้า (conductivity) อยู่ในช่วง 0.00 ถึง 1.85±0.270 
ไมโครซีเมนต์ต่อเซนติเมตร (µS/cm)  

ลักษณะทางกายภาพเบื้องต้นของระบบไมโครอิมัลชันทั้ง 12 สูตรดังแสดงในภาพที่ 8 พบว่า 
ระบบไมโครอิมัลชันที่เตรียมไดส้่วนใหญ่มีลักษณะโปร่งใส (transparent) และมีเพียงสูตร B3PG 1:2 
เท่านั้นที่มีลักษณะเป็นโปร่งแสง (translucent) และเมื่อพิจารณาผลการวัดขนาดอนุภาคที่วัดด้วย
เทคนิค photon correlation spectroscopy พบว่า ไมโครอิมัลชันสูตร B1PG 1:0, B2PG 1:0 และ 
B3PG 1:0 มีค่าเฉลี่ยขนาดอนุภาคเท่ากับ 0.5±0.1, 4±0.1 และ 5.0±0.0 นาโนเมตรตามล าดับ และ
เมื่อเจือจางไมโครอิมัลชันด้วยวัตภาคภายนอก จะท าให้ค่าเฉลี่ยของขนาดอนุภาคมีแนวโน้มใหญ่ขึ้น
ตามอัตราส่วนการเจือจางท่ีเพ่ิมข้ึน โดยมีค่าในช่วงตั้งแต่ 2.0±0.5 ถึง 72.0±1.3 นาโนเมตร ดังแสดง
ในตารางที่ 7  

ระบบไมโครอิมัลชันทั้ง 12 สูตรที่เตรียมได้จะถูกประเมินลักษณะทางกายภาพและเคมี
เบื้องต้นเป็นระยะเวลา 90 วัน เพ่ือหาสูตรที่มีความคงตัวทางกายภาพดีแล้วจึงน าไปใช้ในการกักเก็บ
สารสกัดเมล็ดองุ่นต่อไป 

 
 

ภาพที่ 8 ลักษณะทางกายภาพของระบบไมโครอิมัลชัน 
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ตารางท่ี 6 ผลการประเมินสมบัติทางเคมีและกายภาพของระบบไมโครอิมัลชัน (n=3) 

หมายเหตุ :    cPs      หมายถึง   centipoise  
      µs/cm  หมายถึง   microsiemens per centimeter 
      nm      หมายถึง   nanometer 
    

ในเบื้องต้นได้ท าการประเมินความคงตัวของระบบไมโครอิมัลชันทั้ง 12 สูตรโดยเก็บตัวอย่าง
ที่สภาวะเร่งแบบสลับอุณหภูมิ (45±1°C/70±5 %RH และ 5±1°C/45±5 %RH) เป็นเวลา 90 วัน 
ผลการศึกษาพบว่ามีสูตรที่มีความคงตัวดีจ านวน 6 สูตร คือ B1PG 1:0, B1PG 1:2, B2PG 1:1, 
B2PG 1:1, B3PG 1:0 และ B3PG 1:0.5 โดยทั้ง 6 สูตรดังกล่าวมีค่าเฉลี่ยขนาดอนุภาคในวันที่ 90 
แตกต่างจากวันแรกเพียงเล็กน้อย ดังข้อมูลที่แสดงในตารางที่ 7 ซึ่งไมโครอิมัลชันทั้ง 6 สูตรนี้จะถูก
คัดเลือกเพ่ือน ามาใช้ในการกักเก็บสารสกัดเมล็ดองุ่นไทย Vitis vinifera cv. Ribier (Pok Dum)   

 
 
 

Formulations 
Viscosity 

(cPs) 
Rheological 

Behavior 
pH 

Conductivity 
(µs/cm) 

Mean 
Droplet 

Size 
(nm) 

B1PG 

1:0 1,022 ± 5.5 Newtonian 5.7± 0.12 0.08±0.070 0.5 ± 0.1 

1:0.5 173 ± 1.1 Newtonian 6.1± 0.09 0.02±0.027 7.4 ± 0.9 

1:1 65 ± 1.7 Newtonian 5.9±0.07 0.06±0.040 2.2 ± 0.5 

1:2 31 ± 0.6 Newtonian 6.1±0.16 0±0.006 3.9 ± 0.4 

B2PG 

1:0 314 ± 0.9 Newtonian 5.9±0.13 0 3.6 ± 0.1 

1:0.5 78 ± 0.3 Newtonian 5.9±0.28 0.12±0.026 6.3 ± 0.6 

1:1 46 ± 0.3 Newtonian 6.0±0.12 0.12±0.030 4.4 ± 0.5 

1:2 27 ± 0.3 Newtonian 6.9±0.12 0.07±0.026 9.3 ± 0.1 

B3PG 

1:0 76 ± 0.5 Newtonian 6.0±0.40 0.01±0.006 5.2 ± 0 

1:0.5 54 ± 0.2 Newtonian 6.4±0.30 0.06±0.040 15.9 ± 0.8 

1:1 47 ± 0.3 Newtonian 5.9±0.08 0.47±0.029 34.6 ± 0.5 

1:2 27 ± 0.2 Newtonian 6.1±0.19 1.85±0.270 71.8 ± 1.3 



 
 
 
 

 
 

38 
 

 

ตารางที่ 7 ค่าเฉลี่ยขนาดอนุภาคของระบบไมโครอิมัลชันเมื่อเก็บที่สภาวะเร่งแบบสลับอุณหภูมิที่
ระยะเวลา 90 วัน (n=3, ค่าเฉลี่ย ± S.D.) 

Formulations 

Mean Droplet Size  (nm) 

Initial 30 Days 60 Days 90 Days 

B1PG 

1:0 0.5 ± 0.1 0.2 ± 0.2 0.3 ± 0.3 0.1 ± 0.2 

1:0.5 7.4 ± 0.9 Unstable* 

1:1 2.2 ± 0.5 Unstable* 

1:2 3.9 ± 0.4 4.9 ± 0.2 4.6 ± 0.3 6.0 ± 0.8 

B2PG 

1:0 3.6 ± 0.1 3.0 ± 0.2 5.7 ± 0.7 Unstable* 

1:0.5 6.3 ± 0.6 5.0 ± 0.1 9.6 ± 3.7 Unstable* 

1:1 4.4 ± 0.5 7.0 ± 0.5 4.4 ± 1.7 4.6 ± 0.1 

1:2 9.3 ± 0.1 10.0 ±1.5 6.0 ± 1.7 5.3 ± 1.0 

B3PG 

1:0 5.2 ± 0 8.9 ± 0.2 7.8 ± 0.3 5.4 ± 0.2 

1:0.5 15.9 ± 0.8 10.9 ± 0.2 10.9 ± 0.2 8.1 ± 0.2 

1:1 34.6 ± 0.5 Unstable* 

1:2 71.8 ± 1.3 Unstable* 

หมายเหตุ: nm  หมายถึง  nanometer 
  unstable*  หมายถึง  เกิดความไม่คงตัวทางกายภาพจากกลไก Ostwald ripening 
 
การกักเก็บสารสกัดเมล็ดองุ่นในระบบอิมัลชันส าหรับงานวิจัยครั้งนี้ จะใช้สารสกัดเมล็ดองุ่น

ที่สกัดจากองุ่นพันธุ์ Vitis vinifera cv. Ribier (Pok Dum) ความเข้มข้น 1% ในสูตรเป็นความ
เข้มข้นต้นแบบในการศึกษาความเหมาะสมของระบบทั้งทางกายภาพและทางเคมี พิจารณาจาก
ปัจจัยต่าง ๆ ได้แก่ ความคงตัวทางกายภาพ ขนาดอนุภาค การกระจายขนาดอนุภาค และความคง
ตัวทางเคมีของสารพฤกษเคมี (สารส าคัญ) ในสารสกัดเมล็ดองุ่นไทย โดยสารสกัดจะถูกละลายอยู่ใน
วัตภาคภายในของระบบไมโครอิมัลชันชนิดน้ าในน้ ามัน ส่วนประกอบในสูตรดังแสดงในตารางที ่8 
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ตารางท่ี 8 ส่วนประกอบในระบบไมโครอิมัลชันของสารสกัดเมล็ดองุ่นไทย 

ส่วนประกอบ อัตราส่วน 
สารสกัดเมล็ดองุ่นไทย Vitis vinifera cv. Ribier (Pok Dum) 1% 

cetyl ethylhexanoate 60-70% * 
sorbitan monooleate/polyglyceryl-10 oleate/ 
polyglyceryl-2 oleate 

10-20% * 

propylene glycol 10-20% * 

deionized water 10-20% * 
     หมายเหตุ:   *  หมายถึง  อัตราส่วนโดยประมาณ  

 

เมื่อพิจารณาเรื่องคงตัวทางกายภาพและขนาดอนุภาคของไมโครอิมัลชันสูตร B1PG 1:0, 
B1PG 1:2, B2PG 1:1, B2PG 1:2, B3PG 1:0 และ B3PG 1:0.5 ที่มีสารสกัดเมล็ดองุ่นไทยความ
เข้มข้น 1% ในสูตร พบว่า เมื่อสารสกัดเมล็ดองุ่นไทยถูกกักเก็บในวัตภาคภายในของไมโครอิมัลชัน   
มีผลท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงขนาดอนุภาคเพ่ิมขึ้นในสูตร B1PG 1:0, B1PG 1:2, B2PG 1:1 และ 
B2PG 1:2 ซึ่งแตกต่างจากสูตร B3PG 1:0 และ B3PG 1:0.5 ที่ไม่มีความแตกต่างของขนาดอนุภาค
เมื่อเทียบกับขณะที่ยังไม่กักเก็บสารสกัดเมล็ดองุ่นไทย และเมื่อเก็บไมโครอิมัลชันที่กักเก็บสารสกัด
เมล็ดองุ่นไทยที่สภาวะเร่งแบบสลับอุณหภูมิเป็นระยะเวลา 150 วัน หรือประมาณ 10 รอบของการ
สลับอุณหภูมิ พบว่าสูตร B1PG 1:0, B1PG 1:2 และ B2PG 1:1 มีความคงตัวทางกายภาพที่
ระยะเวลาน้อยกว่า 30 วัน และสูตร B2PG 1:2 มีขนาดอนุภาคเปลี่ยนแปลงเพ่ิมขึ้นจากวันแรกของ
การเตรียมไมโครอิมัลชันอย่างชัดเจน มีความคงตัวทางกายภาพที่ระยะเวลาไม่เกิน 120 วัน จึงพบว่า
สูตรที่มีความคงตัวทางกายภาพดีท่ีสุด คือ B3PG 1:0 และ B3PG 1:0.5 ซึ่งมีความคงตัวทางกายภาพ 
คือ ไม่เกิดการแยกชั้นหรือตกตะกอน ที่ระยะเวลามากกว่า 150 วัน ในสภาวะการทดสอบแบบสลับ
อุณหภูมิ  
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ภาพที่ 9 การเปลี่ยนแปลงค่าเฉลี่ยขนาดอนุภาคของระบบไมโครอิมัลชันสูตร B3PG 1:0 (       ) และ 
B3PG 1:0.5 (       )  เมื่อเก็บท่ีสภาวะเร่งแบบสลับอุณหภูมิเป็นเวลา 150 วัน (n=3, ค่าเฉลี่ย±S.D.) 

 
 
 

ภาพที่ 10 ระบบไมโครอิมัลชันสูตร B3PG 1:0 และ B3PG 1:0.5 ที่มสีารสกัดเมล็ดองุ่นไทยความ
เข้มข้น 1% ในสูตร

B3PG 1:0 B3PG 1:0.5 
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เมื่อพิจารณาการเปลี่ยนแปลงขนาดอนุภาคของระบบไมโครอิมัลชันสูตร B3PG 1:0 และ 
B3PG 1:0.5 เปรียบเทียบตั้งแต่วันแรกจนถึงวันที่ 150 แสดงผลเป็นกราฟในภาพที่ 9 พบว่าในระบบ
ไมโครอิมัลชันสูตร B3PG 1:0 เกิดการเปลี่ยนแปลงขนาดอนุภาคเพียงเล็กน้อยเมื่อเทียบกับสูตร 
B3PG 1:0.5 โดยมีค่าเฉลี่ยขนาดอนุภาคในวันที่ 150 ของการเก็บในสภาวะเร่งแบบสลับอุณหภูมิอยู่
ที ่9±0.8 และ 31±0.9 นาโนเมตร ตามล าดับ  

จากข้อมูลความคงตัวทางกายภาพข้างต้น ท าให้ทราบว่าระบบไมโครอิมัลชันสูตร B3PG 1:0 
และ B3PG 1:0.5 เป็นสูตรที่มีความคงตัวทางกายภาพดีที่สุดเมื่อใช้ในการกักเก็บสารสกัดเมล็ดองุ่น
ไทยความเข้มข้น 1% ลักษณะของระบบไมโครอิมัลชันดังกล่าวแสดงในภาพที่ 10 นอกจากข้อมูล
ข้างต้นแล้ว ยังต้องพิจารณาถึงการกระจายขนาดอนุภาค โดยแสดงเป็นค่าดัชนีการกระจายตัว 
(polydispersity index; PDI) ผลการทดลองแสดงในตารางที่ 9 พบว่า ระบบไมโครอิมัลชันสูตร 
B3PG 1:0 และสูตร B3PG 1:0.5 มีค่าดัชนีการกระจายขนาดอนุภาคเท่ากับ 0.295 ± 0.0290 และ 
0.347 ± 0.0226 ตามล าดับ โดยค่าการกระจายขนาดอนุภาคในระบบไมโครอิมัลชันสูตร B3PG 1:0 
แสดงค่า D10, D50 และ D90 เท่ากับ 3.1±0.25, 7.9±0.15 และ 20.6±3.68 นาโนเมตร ตามล าดับ 
ในขณะที่สูตร B3PG 1:0.5 แสดงค่า D10, D50 และ D90 เท่ากับ 7.1±1.79, 18.5±0.75 และ 
53.7±20.92 นาโนเมตร ตามล าดับ และพบว่าเมื่อเก็บทั้งสองสูตรที่สภาวะเร่งแบบสลับอุณหภูมิเป็น
ระยะเวลา 150 วัน ค่าดัชนีการกระจายขนาดอนุภาคไม่มีการเปลี่ยนแปลงดังแสดงในภาพที่ 11 

การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา (morphology) มีความส าคัญอย่างยิ่ง เนื่องจากท าให้
ทราบถึงรูปร่างและลักษณะของวัตภาคภายในของระบบ ในงานวิจัยนี้ใช้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน
แบบส่องผ่าน TECNAITM 20 TWIN transmission electron microscope (TEM) ในการถ่ายภาพ
ระบบไมโครอิมัลชันสูตร B3PG 1:0 และสูตร B3PG 1:0.5 ที่กักเก็บสารสกัดเมล็ดองุ่นไทยอยู่ใน   
วัตภาคภายใน โดยทั้งสองสูตรถูกย้อมสีด้วย uranyl acetate แล้วน าไปส่องภายใต้กล้อง TEM โดย
ให้ศักย์ไฟฟ้าที่ 120 kV ปรากฏภาพลักษณะของระบบไมโครอิมัลชันทั้ง 2 สูตรแสดงในภาพที่ 12 
พบว่า มีลักษณะเป็นทรงกลมของวัตภาคภายในที่กระจายตัวอยู่ในวัตภาคภายนอก จากภาพถ่าย 
TEM สามารถคาดคะเนขนาดของระบบไมโครอิมัลชันที่มีสารสกัดเมล็ดองุ่นไทยได้ว่ามีขนาดเล็กกว่า 
100 นาโนเมตร ซึ่งสอดคล้องกับผลการวัดขนาดอนุภาคด้วยเทคนิค  photon correlation 
spectroscopy  
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ตารางท่ี 9 ค่าเฉลี่ยขนาดอนุภาค ค่าดัชนีการกระจายขนาดอนุภาค และค่าการกระจายขนาด
อนุภาคของระบบไมโครอิมัลชันสูตร B3PG 1:0 และ B3PG 1:0.5 

Parameters Formulations 
B3PG 1:0 B3PG 1:0.5 

Mean droplet size (nm) 6.6 ± 0.32 14.6 ± 0.46 
PDI 0.295 ± 0.0290 0.347 ± 0.0226 
D10 3.1 ± 0.25 7.1± 1.79 
D50 7.9 ± 0.15 18.5 ± 0.75 
D90 20.6 ± 3.68 53.7 ± 20.92 

 หมายเหตุ: nm   หมายถึง   nanometer  
   PDI    หมายถึง  polydispersity index 

  D10   หมายถึง  particle size for cumulative 10% finer (nm) 
  D50   หมายถึง  median particle size (nm) 
  D90   หมายถึง  particle size for cumulative 90% finer (nm) 

 
ภาพที่ 11 ค่าดัชนีการกระจายขนาดอนุภาคของระบบไมโครอิมัลชันสูตร B3PG 1:0 (       ) และ 
B3PG 1:0.5 (       ) เมื่อเก็บที่สภาวะเร่งแบบสลับอุณหภูมิเป็นเวลา150 วัน (n=3, ค่าเฉลี่ย ± S.D.) 
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ภาพที่ 12 ภาพถ่าย TEM ของระบบไมโครอิมัลชันสูตร B3PG 1:0 และ B3PG 1:0.5 ที่มีสารสกัด
เมล็ดองุ่นไทย 1% ในสูตร 

 

 
 

4.4 ประสิทธิภาพการก าจัดอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์แอนไอออน  
ระบบไมโครอิมัลชันสูตร B3PG 1:0 และ B3PG 1:0.5 ที่มีสารสกัดเมล็ดองุ่นไทยความ

เข้มข้น 1% ในสูตร ถูกน ามาประเมินความสามารถในการก าจัดอนุมูลอิสระชนิด O2
•- ด้วยเทคนิค 

photochemiluminescence  ในการทดสอบจะท าการเปรียบเทียบความสามารถในการก าจัด
อนุมูล O2

•- ของระบบไมโครอิมัลชันทั้ง 2 สูตรกับกรดแอสคอร์บิกและ Trolox® ซึ่งเป็นสารต้าน
อนุมูลอิสระมาตรฐานในชุดตรวจฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารที่ละลายในน้ า (ACW reagent kit) 
และละลายในไขมัน (ACL reagent kit) ตามล าดับ  

จากตารางที่ 10 พบว่า เมื่อตรวจวัดด้วย ACW reagent kit ตัวอย่างไมโครอิมัลชันสูตร 
B3PG 1:0 และ B3PG 1:0.5 ที่มีสารสกัดเมล็ดองุ่นไทยความเข้มข้น 1% ในสูตรปริมาณ 10 
ไมโครกรัมสามารถก าจัดอนุมูล O2

•- ได้เทยีบเท่ากับความสามารถของกรดแอสคอร์บิกที่ความเข้มข้น 
1.719±0.0923 และ 1.628±0.1309 นาโนโมล ตามล าดับ และเมื่อตรวจวัดด้วย ACL reagent kit 
มีฤทธิ์เทียบเท่ากับ Trolox® ที่ความเข้มข้น 1.474±0.0066 และ 1.482±0.0311 นาโนโมล จาก
ข้อมูลนี้แสดงให้เห็นว่า ระบบไมโครอิมัลชันที่มีสารสกัดเมล็ดองุ่นไทย 1% ในสูตรแสดงฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระได้ทั้งในชุดตรวจฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารที่ละลายในน้ าและละลายในไขมัน  

เมื่อน าสารองค์ประกอบอ่ืนในสูตร คือ สารสกัดเมล็ดองุ่นไทย, sorbitan monooleate, 
polyglyceryl-10 oleate, polyglyceryl-2 oleate, cetyl ethylhexanoate และ propylene 
glycol  มาทดสอบความสามารถในการก าจัดอนุมูล O2

•- พบว่า สารที่แสดงความสามารถในการ
ก าจัดอนุมูล O2

•- สูงที่สุดใน ACW system คือ สารสกัดเมล็ดองุ่นไทย โดยมีความสามารถก าจัด

B3PG 1:0 B3PG 1:0.5 
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อนุมูล O2
•- ได้สูงที่สุด เทียบเท่ากรดแอสคอร์บิกความเข้มข้น 420±19.2 นาโนโมล และ sorbitan 

monooleate และ polyglyceryl-10 oleate สามารถก าจัดอนุมูลอิสระได้เล็กน้อยเทียบเท่ากรด
แอสคอร์บิกความเข้มข้น 0.254±0.0459 และ 0.241±0.0260 นาโนโมล ตามล าดับ ในขณะที่ 
polyglyceryl-2 oleate, cetyl ethylhexanoate และ propylene glycol ไม่สามารถก าจัด
อนุมูล O2

•- ได้ เมื่อทดสอบท่ีความเข้มข้นสูงสุดเท่ากับ 30 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
เมื่อพิจารณาผลการทดสอบความสามารถการก าจัดอนุมูล O2

•- ใน ACL system พบว่า 
สารสกัดเมล็ดองุ่นไทย, sorbitan monooleate, polyglyceryl-10 oleate, polyglyceryl-2 
oleate สามารถก าจัดอนุมูล O2

•- ได้เทียบเท่ากับสารมาตรฐาน Trolox® ที่ความเข้มข้น 
1.958±0.0389, 0.871±0.2314, 0.628±0.0276 และ 0.259±0.0402 นาโนโมล ตามล าดับ ขณะที่
อิมัลซิฟายเออร์ polyglyceryl-2 oleate สามารถก าจัดอนุมูล O2

•- ได้เฉพาะใน ACL system คือ มี
ฤทธิ์เทียบเท่ากับสารมาตรฐาน Trolox® ที่ความเข้มข้น 0.259±0.0402 นาโนโมล ส าหรับวัตภาค
น้ ามัน คือ cetyl ethylhexanoate และตัวท าละลายร่วม คือ propylene glycol ไม่สามารถก าจัด
อนุมูล O2

•- ได้เมื่อทดสอบท่ีความเข้มข้นสูงสุดเท่ากับ 30 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
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ตารางท่ี 10 ความสามารถในการก าจัดอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์แอนไอออน (n=2, ค่าเฉลี่ย ± S.D.) 

Sample 

Antioxidant Capacity 
(nmol/10 µg of Sample) 

Ascorbic Acid 
Eqv. (nmol) 

Trolox® Eqv. 
(nmol) 

B3PG 1:0     

(1% grape seed extract) 
1.719 ± 0.0923 1.474 ± 0.0066 

B3PG 1:0.5   

(1% grape seed extract) 
1.628 ± 0.1309 1.482 ± 0.0311 

Grape seed extract 420 ± 19.2 1.958 ± 0.0389 

Sorbitan monooleate 0.254 ± 0.0459 0.871 ± 0.2314 

Polyglyceryl-10 oleate 0.241 ± 0.0260 0.628 ± 0.0276 

Polyglyceryl-2 oleate N/A 0.259 ± 0.0402 

Cetyl ethylhexanoate N/A N/A 

Propylene glycol N/A N/A 
  หมายเหตุ:  nmol หมายถึง nanomole  
        µg     หมายถึง microgram  
         Eqv.  หมายถึง equivalent 
         N/A   หมายถึง ไม่สามารถก าจัดอนุมูลได้ที่ความเข้มข้น 30 microgram per millilitre 
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4.5 การวิเคราะห์ปริมาณสารส าคัญ  (OPCs)  ด้วยวิธี  high-performance  liquid 
chromatography (HPLC) 

ในงานวิจัยนี้ท าการตรวจวัดปริมาณสาร oligomeric proanthocyanidins ซึ่งเป็นสารที่พบ
มากในสารสกัดเมล็ดองุ่นไทย จึงใช้เป็นตัวชี้วัดความคงตัวและควบคุมคุณภาพของสารพฤกษเคมีใน
เมล็ดองุ่นไทยเมื่อถูกกักเก็บในระบบไมโครอิมัลชัน แล้วเก็บตัวอย่างไว้ที่สภาวะเร่งแบบสลับอุณหภูมิ
เป็นเวลา 150 วัน โดยใช้เทคนิค high performance liquid chromatography ตามวิธีของ 
Suwanagul et al. (26) ในการวิเคราะห์ใชคอลัมน์ reverse phase ชนิด C18 เฟสเคลื่อนที่
ประกอบด้วย 0.3% phosphoric acid ในน้ า และ acetonitrile ดังแสดงในตารางที่ 3 อัตราการ
เคลื่อนที่ 0.7 มิลลิลิตรตอนาที ปริมาตรที่ฉีดตัวอย่างวิเคราะห์ครั้งละ 20 ไมโครลิตร และวัดคา
ดูดกลืนแสงด้วย 966 diode array detector ที่ความยาวคลื่น 278 นาโนเมตร แล้วเทียบปริมาณ
สาร OPCs กับกราฟมาตรฐานของสาร OPCs ที่วิเคราะห์จาก Gravinol SL® ซ่ึงใช้เป็นสารมาตรฐาน
ในวิจัยนี้  

4.5.1 การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ 
ตัวแปรที่ใช้ทดสอบความถูกต้องและความน่าเชื่อถือของวิธีวิเคราะห์ ในงานวิจัยนี้  คือ 

ความจ าเพาะเจาะจง (selectivity), ความสัมพันธ์เชิงเส้น (linearity), ความแม่นย า (precision) 
และความเท่ียงตรง (accuracy)  

        1) ความจ าเพาะเจาะจง 
        ความจ าเพาะเจาะจงของการวิเคราะห์ท าเพ่ือทดสอบว่าสารองค์ประกอบอ่ืนที่มีใน

ระบบไม่มีผลรบกวนการวิเคราะห์ปริมาณสาร OPCs ที่อยู่ในระบบไมโครอิมัลชัน ท าโดยการ
เปรียบเทียบโครมาโทแกรมระหว่างสาร Gravinol SL® (ภาพที่ 13) ซึ่งเป็นสารมาตรฐาน OPCs ที่ใช้
ในงานวิจัยนี้ สารสกัดเมล็ดองุ่นไทยความเข้มข้น 1% ในเอทานอล (ภาพที่ 14) ระบบไมโครอิมัลชัน
สูตร B3PG 1:0 และ B3PG 1:0.5 ที่มีสารสกัดเมล็ดองุ่นไทยความเข้มข้น 1% ในสูตร (ภาพที่ 15 
และภาพที่ 16) ระบบไมโครอิมัลชันสูตร B3PG 1:0 และ B3PG 1:0.5 ที่ไม่มีสารสกัดเมล็ดองุ่นไทย 
(ภาพที่ 17 และภาพที่ 18) และ 95% เอทานอล (ภาพที่ 19) ซึ่งเป็นตัวท าละลายที่ใช้ในการ
วิเคราะห์ พบว่า Gravinol SL® แสดงพีค (peak) ของ OPCs ที่เวลาประมาณ 63 นาที ตรงกับพีคที่
ปรากฏในโครมาโทแกรมของระบบไมโครอิมัลชันสูตร B3PG 1:0 และ B3PG 1:0.5 ที่มีสารสกัด
เมล็ดองุ่นไทยความเข้มข้น 1% ในสูตร ขณะที่โครมาโทแกรมของระบบไมโครอิมัลชันสูตร B3PG 1:0 
และ B3PG 1:0.5 ที่ไม่มีสารสกัดเมล็ดองุ่นไทยและ 95% เอทานอล ไม่ปรากฏพีคที่สามารถค านวณ
พ้ืนที่ใต้พีค (area under the curve) จากโครมาโทแกรมดังกล่าวได้ 
 



 
 
 
 

 
 

47 
 

 

ภาพที่ 13 โครมาโทแกรมของ Gravinol SL® เมื่อตรวจวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC  

 
 
ภาพที่ 14 โครมาโทแกรมของสารสกัดเมล็ดองุ่นไทยความเข้นข้น 1% ในเอทานอลเมื่อตรวจ
วิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC 
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ภาพที่ 15 โครมาโทแกรมของระบบไมโครอิมัลชันสูตร B3PG 1:0 ที่มีสารสกัดเมล็ดองุ่นไทยความ
เข้มข้น 1% เมื่อตรวจวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC 

 
 
ภาพที่ 16 โครมาโทแกรมของระบบไมโครอิมัลชันสูตร B3PG 1:0.5 ที่มีสารสกัดเมล็ดองุ่นไทยความ
เข้มข้น 1% เมื่อตรวจวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC 
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ภาพที่ 17 โครมาโทแกรมของระบบไมโครอิมัลชันสูตร B3PG 1:0 ที่ไม่มีสารสกัดเมล็ดองุ่นเมื่อตรวจ
วิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC 

 
 

ภาพที่ 18 โครมาโทแกรมของระบบไมโครอิมัลชันสูตร B3PG 1:0.5 ที่ไม่มีสารสกัดเมล็ดองุ่นเมื่อ
ตรวจวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC 
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ภาพที่ 19 โครมาโทแกรมของ 95% เอทานอลเมื่อตรวจวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC 

 
         
        2) ความสัมพันธ์เชิงเส้นตรง 
        ท าโดยการวิเคราะห์สารมาตรฐาน Gravinol SL® จ านวนทั้งสิ้น 5 ความเข้มขน คือ 

81, 405, 810, 2,025 และ 4,050 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร วิเคราะห์ซ้ า 3 ครั้ง แล้วน าคาที่ไดมาเขียน
กราฟระหว่างความเขมขนสารมาตรฐานในหนวยมิลลิกรัมตอลิตรกับพ้ืนที่ใต้กราฟ เมื่อค านวณผล
แล้วได้สมการเส้นตรง คือ y = 24043x – 2000000  และมีค่า R2 เท่ากับ 0.9998 ดังแสดงในตาราง
ที่ 11 

 
ตารางท่ี 11 ผลวิเคราะห์ปริมาณ OPCs ในสารมาตรฐาน Gravinol SL® 

Concentration 
(µg/mL) 

Area Under the Curve  

1st Day 2nd Day 3rd Day Average S.D. 
% 

RSD 

81 616368 605332 621259 614319 8159 1.33 

405 7806779 7792083 7695066 7764642 60701 0.78 

810 17638915 17738915 18127086 17834972 257872
0 

1.45 

2,025 45506538 46612436 46579320 46059487 781988
0 

1.36 

4,050 95055940 96570312 96292805 95973019 806243
1 

0.84 

R2 0.9998 0.9999 0.9999 0.9998 
 หมายเหตุ: µg/mL หมายถึง ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
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        3) ความแม่นย า 
        ความแมนย าของวิเคราะห์ทราบได้จากการวิเคราะห์ตัวอย่างซ้ าหลายครั้ง ความ

แตกตางของผลการวิเคราะหที่ไดจากการวิเคราะหซ้ าแสดงเปน % RSD ซึ่งจะยอมรับความถูกต้อง
ของวิธีวิเคราะห์เมื่อ % RSD มีค่าน้อยกว่า 2 ในงานวิจัยนี้ท าการวิเคราะห์ใน 2 ลักษณะ คือ 
การศึกษาความแม่นย าในวันเดียวกัน (repeatability) และการศึกษาความแม่นย าต่างวัน 
(reproducibility) 

        ตารางที่ 12 แสดงผลการศึกษาความแม่นย าในวันเดียวกัน โดยท าการวิเคราะห์
ตัวอย่างไมโครอิมัลชันสูตร B3PG 1:0 และ B3PG 1:0.5 ที่มีสารสกัดเมล็ดองุ่นไทยความเข้มข้น 1% 
ทั้งสิ้น 10 ครั้ง ผลการค านวณได้ % RSD เท่ากับ 1.87 และ 1.19 ตามล าดับ ซึ่งเป็นค่าที่ยอมรับได้ 
ดังนั้น วิธีนี้จึงเป็นวิธีที่มีความแม่นย าในการวิเคราะห์สูง 

        ส าหรับการวิเคราะห์ความแม่นย าต่างวัน อาศัยผลวิเคราะห์สาร Gravinol SL® ที่ 5 
ความเข้มข้น ดังแสดงในตารางที่ 11 โดยท าการวิเคราะห์ต่างวันเป็นเวลา 3 วัน ค านวณค่า % RSD 
ได้เท่ากับ 1.33, 0.78, 1.45, 1.36 และ 0.84 ซึ่งเป็นค่าท่ียอมรับได ้

        4) ความเที่ยงตรง  
        ท าการทดสอบความเที่ยงตรงของวิธีวิเคราะห์ เมื่อเติมสารละลายมาตรฐานที่ทราบ

ความเข้มข้นลงในสารละลายไมโครอิมัลชันสูตร B3PG 1:0 และ B3PG 1:0.5 ไดผลการทดลองดัง
ตารางที่ 13 แล้วน าไปวิเคราะห์หาปริมาณสารมาตรฐานที่เติมลงไป ได้ค่า %recovery อยูในช่วง
ตั้งแต่ 88.59±0.528 % ถึง 94.76±0.677 % ซึ่งเป็นไปตามเกณฑ์การยอมรับของงานวิจัยนี้ 
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ตารางท่ี 12 ผลการศึกษาความแม่นย าของการวิเคราะห์ตัวอย่างในวันเดียวกัน  

Injection 

B3PG 1:0 B3PG 1:0.5 

Area Under 
the Curve 

Concentration 
Founded (µg/mL) 

Area Under 
the Curve 

Concentration 
Founded 
(µg/mL) 

1 20325075 762 23517278 895 

2 20251722 759 24013304 916 

3 20427859 766 23836831 908 

4 20711483 778 23503018 894 

5 20231937 758 23732782 904 

6 20483348 769 23339533 888 

7 20197337 757 24113809 920 

8 20585046 773 24008633 915 

9 20188522 756 23921059 912 

10 19447161 726 23916768 912 

ค่าเฉลี่ย 20284949 761 23790302 906 

S.D. 342565.8 14.3 258390.0 10.8 

% RSD 1.69 1.87 1.09 1.19 
  หมายเหตุ: µg/mL หมายถึง microgram per millilitre 

    % RSD หมายถึง % relative standard deviation 
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ตารางท่ี 13 แสดงค่า % recovery ในการทดสอบความเที่ยงตรงของวิธีวิเคราะห์ 

Formulations 
Concentration 
Added (ug/mL) 

Concentration 
Founded (ug/mL) 

% Recovery % RSD 

B3PG 1:0 
Unspike 315.73 ± 4.451 - - 
1,012.5 959.44 ± 6.855 94.76 ± 0.677 0.71 

2,025 1793.92 ± 10.855 88.59 ± 0.528 0.60 

B3PG 1:0.5 
Unspike 338.01 ± 7.194 - - 
1,012.5 956.84 ± 11.095 94.50 ± 1.096 1.16 

2,025 1,821.12 ± 8.171 89.93 ± 0.404 0.45 
  หมายเหตุ: µg/mL หมายถึง microgram per millilitre 

      % RSD หมายถึง % relative standard deviation 
  

4.5.2 ผลการวิเคราะห์ปริมาณ OPCs  
การวิเคราะหเชิงเปรียบเทียบเพ่ือหาปริมาณ OPCs ในระบบไมโครอิมัลชันสูตร B3PG 1:0 

และ B3PG 1:0.5 ที่เตรียมขึ้น เมื่อเก็บในสภาวะเร่งแบบสลับอุณหภูมิ (45±1°C/70±5%RH และ 
5±1°C/45±5%RH) ที่เวลาต่างๆ ท าการวิเคราะห์ตัวอย่างด้วยเทคนิค HPLC ในวันแรกของการ
เตรียมไมโครอิมัลชันที่มีสารสกัดเมล็ดองุ่นไทยความเข้มข้น 1% ในสูตร (0 day) เปรียบเทียบกับเมื่อ
ระยะเวลาผ่านไป 60, 120 และ 150 วัน โดยใช OPCs เป็น marker ในการวิเคราะห์ ตามวิธีที่
อธิบายโดย Suwanakul et al. (26) ที่ผ่านการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ตามข้อมูลที่
แสดงข้างต้นแล้ว เมื่อน าผลวิเคราะห์ที่ได้ไปสร้างกราฟเปรียบเทียบปริมาณ OPCs ที่เวลาต่าง ๆ 
พบว่า ที่วันแรกของการเตรียมไมโครอิมัลชันสูตร B3PG 1:0 มีปริมาณ OPCs เท่ากับ 770±8.0 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรของตัวอย่าง เมื่อเวลาผ่านไปครบ 150 วัน พบว่าปริมาณ OPCs ในสูตร 
B3PG 1:0 วิเคราะห์ได้เท่ากับ 797±19.6 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรของตัวอย่าง ซึ่งปริมาณ OPCs ที่
วิเคราะห์ได้เปลี่ยนแปลงอยางไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับวันแรกของการเตรียม
ระบบไมโครอิมัลชันที่มีสารสกัดเมล็ดองุ่นไทยสูตร B3PG 1:0 ดังแสดงในภาพที่ 20 และเมื่อ
ค านวณหา %recovery ของปริมาณ OPCs ในระบบไมโครอิมัลชันสูตร B3PG 1:0 พบว่า มีค่า 
%recovery อยู่ในช่วง 68.4% ถึง 71.2% ดังแสดงในภาคผนวก ฉ    

ภาพที่ 21 แสดงปริมาณ OPCs ในระบบไมโครอิมัลชันสูตร B3PG 1:0.5 ที่วันแรกของการ
เตรียมสูตร พบว่ามีปริมาณ OPCs เท่ากับ 928±51.0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรของตัวอย่าง เมื่อครบ
ระยะเวลา 150 วัน มีปริมาณ OPCs ที่วิเคราะห์ได้เท่ากับ 976±10.2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรของ
ตัวอย่าง ซึ่งเป็นการเปลี่ยนแปลงอยางไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เช่นเดียวกับสูตร B3PG 1:0 
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ค านวณ %recovery ของปริมาณ OPCs ในระบบไมโครอิมัลชันสูตร B3PG1:0.5 มีค่า %recovery 
อยู่ในช่วง 78.7% ถึง 83.2% ดังแสดงในภาคผนวก ฉ    

 
ภาพที่ 20 ปริมาณ OPCs ในระบบไมโครอิมัลชันสูตร B3PG 1:0 เมื่อเก็บที่สภาวะเร่งแบบสลับ
อุณหภูมเิป็นระยะเวลา 150 วัน (n=3, ค่าเฉลี่ย±S.D.) 

 

ภาพที่ 21 ปริมาณ OPCs ในระบบไมโครอิมัลชันสูตร B3PG 1:0.5 เมื่อเก็บที่สภาวะเร่งแบบสลับ
อุณหภูมิเป็นระยะเวลา 150 วัน (n=3, ค่าเฉลี่ย±S.D.) 
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4.6 ผลการประเมินความเป็นพิษต่อเซลล์  
ในงานวิจัยนี้ใช้วิธีการทดสอบความเป็นพิษของระบบไมโครอิมัลชันที่มีต่อเซลล์ไฟโบรบ

ลาสท์ที่ได้จากผิวหนังมนุษย์ (normal human dermal fibroblast; NHDF) ซึ่งได้รับการพัฒนาจาก
ผิวหนังของผู้ป่วยโรคเนื้องอกในสมอง โดยใช้วิธี MTT assay ตามที่อธิบายไว้ในหัวข้อ 3.3.8 
ก าหนดให้มีเซลล์ควบคุม (control) คือ เซลล์ที่ปราศจากสารทดสอบ และเซลล์ทดสอบ (treated 
cells) คือ เซลล์ที่เลี้ยงในสารละลายไมโครอิมัลชันที่มีสารสกัดเมล็ดองุ่นไทย (B3PG 1:0 และ B3PG 
1:0.5) ที่ความเข้มข้น 4,000 , 3,000 , 2,000 , 1,000 และ 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 
24 ชั่วโมง เมื่อค านวณค่าการดูดกลืนแสงยูวีของเซลล์ควบคุมและเซลล์ที่ได้รับสารตัวอย่างที่ความ
ยาวคลื่น 532 นาโนเมตรตามสมการที่ 2 จะได้ค่า % cell viability ซึ่งหมายถึง อัตราการมีชีวิตของ
เซลล์เมื่อสัมผัสสารตัวอย่างที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ซึ่งแสดงผลเป็นกราฟความสัมพันธ์ระหว่างความ
เข้มข้นของระบบไมโครอิมัลชันที่มีสารสกัดเมล็ดองุ่น (แกน X) กับ % viability (แกน Y) ดังแสดงใน
ภาพที่ 22 พบว่าค่าการมีชีวิตของเซลล์ในการทดสอบลดลงสัมพันธ์กับความเข้มข้นของระบบไมโคร
อิมัลชันของสารสกัดเมล็ดองุ่นไทยสูตร B3PG 1:0 และ B3PG 1:0.5 ที่ได้รับเพ่ิมขึ้น ที่ค่า R2 เท่ากับ 
0.9565 และ 0.9534 ตามล าดับ  

 

 

ภาพที่ 22 ค่าร้อยละการมีชีวิตของเซลล์เมื่อทดสอบกับระบบไมโครอิมัลชันสูตร B3PG 1:0 (       )    
และ B3PG 1:0.5(       ) (n=2, ค่าเฉลี่ย±S.D.)   
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จากกราฟความสัมพันธ์ดังกล่าวสามารถค านวณหาความเข้มข้นของระบบไมโครอิมัลชันที่มี
สารสกัดเมล็ดองุ่นไทยความเข้มข้น 1% ในสูตรที่ท าให้เซลล์ตายลงครึ่งหนึ่งจากจ านวนเซลล์ทั้งหมด 
หรือ ค่า IC50 ได้ดังแสดงในตารางที่ 14 ระบบไมโครอิมัลชันสูตร B3PG 1:0 และ B3PG 1:0.5 ที่มี
สารสกัดเมล็ดองุ่นไทย 1% ในสูตร มีค่า IC50 เท่ากับ 3,083 และ 2,344 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
ตามล าดับ  

 
ตารางที่ 14 ค่า IC50 ของสารสกัดเมล็ดองุ่นไทยในระบบไมโครอิมัลชันเมื่อทดสอบกับเซลล์ NHDF 
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

Formulations IC50   (µg/mL) 

B3PG 1:0 3,083 

B3PG 1:0.5 2,344 
                         หมายเหตุ : IC50      หมายถึง  ความเข้มข้นท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของเซลล์ได้ 50% 

                            µg/mL  หมายถึง  microgram per millilitre 

 


