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บทคัดยอ 

 

 งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพิ่มความคงตัวของสารคาเทชิน ซึ่งเปนองคประกอบหลักที่พบใน

สารสกัดชาเขียว (Camellia sinesis) โดยพัฒนาในรูปแบบตํารับไมโครอิมัลชัน โดยศึกษาผลของ

อุณหภูมิ (80 และ 100ºc) เวลา (15 และ 30 นาที) และตัวทําละลาย (นํ้า, 40% ethanol และ 

70% ethanol) ในการสกัดชาเขียว 3 ชนิดไดแก ชาเขียวมัทฉะ ชาเขียวเซนฉะ และชาเขียวบันฉะ 

พบวาการสกัดชาเขียวมัทฉะดวย 40% ethanol ที่ 80ºc เปนเวลา 30 นาที มีฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ 

และปริมาณ total phenolics สูงที่สุด ดังน้ันจึงนําเอาสารสกัดชาเขียวมัทฉะมาต้ังตํารับไมโคร

อิมัลชันดวยการสรางแผนภาพไตรภาคเทียม โดยศึกษาผลของสารลดแรงตึงผิวผสม (span80: 

cremophor RH40; span80: kolliphor EL และ span80: kolliphor HS15 อัตราสวน 1:1) 

รวมกับการใชสารลดแรงตึงผิวรวม (isopropanol) วัฏภาคนํ้ามัน (jojoba oil) และวัฏภาคนํ้า และ

ประเมินคุณลักษณะของตํารับดังน้ี ความใส ขนาดและการกระจายอนุภาค การนําไฟฟา ความเปน

กรด-ดาง และความหนืด พบวาตํารับที่ประกอบดวยสารสกัดชาเขียว 0.5% สารลดแรงตึงผิวผสม 

(span: cremophor RH40 อัตราสวน 1:1) 49.90%, jojoba oil 24.31% และนํ้า: IPA (1:1) 

25.29% มีความคงตัว ขนาดอนุภาคอยูในชวงของไมโครอิมัลชัน ความหนืดตํ่า คาความเปนกรด-ดาง

และคาการนําไฟฟาอยูในชวงที่ยอมรับได และศึกษาสัณฐานวิทยา และโครงสรางของหยดวัฏภาค

ภายในดวย Transmission electron microscope (TEM) พบวามีลักษณะทรงกลม รวมถึงหา

เปอรเซ็นตคงเหลือของสารสาํคัญ caffeine, epicatechin และ epigallocatechin gallate ในตํารับ

ไมโครอิมัลชันโดยเปรียบเทียบกับตํารับเจลผสมสารสกัดชาเขียว พบวาตํารับไมโครอิมัลชันมี

เปอรเซ็นตสารสําคัญดังกลาวคงเหลือมากกวาตํารับเจล หลังเก็บทดสอบความคงตัวที่อุณหภูมิหอง 

และที่สภาวะเรงสลับอุณหภูมิ จึงสรุปไดวาระบบไมโครอิมัลชันสามารถชวยเพิ่มความคงตัวของ

สารสําคัญจากสารสกัดชาเขียวได        

 

คําสาํคัญ: ชาเขียว ฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ ไมโครอมิัลชัน แผนภาพไตรภาคเทียม
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ABSTRACT 
 

 The objective of the study was to develop microemulsion formulation for enhancing 

the stability of catechins, the major bioactive compounds in green tea (Camellia sinesis) 

extract. First, the effects of different extraction temperature (80 and 100ºc), time (15 and 30 

min) and solvents (water, 40% ethanol and 70% ethanol) on the total phenolic contents in 

three green teas (Matcha, Sencha and Bancha) were investigated. The results showed the 

Matcha green tea extract prepared by using 40% ethanol at 80ºc for 30 min gave the highest 

antioxidant activity and total phenolic contents. Thus, Matcha green tea extract was used in 

the microemulsion. Based on the single isotropic region produced in pseudoternary phase 

diagram, the effects of surfactant mixtures (span80: cremophor RH40; span80: kolliphor EL 

and span80: kolliphor HS15 [1:1]) on the phase behavior, cosurfactant (isopropanol, IPA), oil 

phase (jojoba oil) and water in the systems were evaluated. The selected microemulsion 

were investigated of characteristics, such as clarity, droplet size, polydispersity index (PI), 

conductivity, pH and viscosity. The results indicated that the clear w/o microemulsion 

containing 0.5% green tea extract, 49.90% surfactant mixtures consisting of span80 and 

cremophor RH40 at the ratio of 1:1, 24.31% jojoba oil, 25.29% water to IPA (1:1) remained 

stable and exhibited the droplet size in microemulsion range, low viscosity, acceptable pH 

and conductivity. Transmission electron microscope (TEM) was used to image the droplets 

and revealed the spherical particles. Furthermore, the percentages of the remaining of 

caffeine, epicatechin and epigallocatechin gallate contents in the microemulsions after 

stability test were analysed by comparison with the prepared green tea extract gel. It was 

found that the microemulsions contained the three active compounds higher than the gel 

after storage at room temperature and heating/cooling cycles. It could be concluded that 

the developed microemulsion system enhances the stability of green tea extract. 
 

Keywords: Green tea, Antioxidant activities, Microemulsion,  Pseudoternary phase diagram 
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บทท่ี 1 

บทนํา 

 

1.1 ความเปนมาและความสําคญัของปญหา 

 ในปจจุบันการดูแลสุขภาพจากผลิตภัณฑทางธรรมชาติกําลังไดรับความนิยมอยางกวางขวาง 

เน่ืองจากผลิตภัณฑที่ไดจากธรรมชาติน้ันมีประสิทธิภาพใกลเคียงกับสารออกฤทธ์ิทางเคมีอื่น ๆ อีกทั้ง

ยังมีความปลอดภัยจากความเปนพิษ หรือผลขางเคียงจากสารเคมีอีกดวย และในปจจุบันที่เทคโนโลยี

มีความรุดหนาไปอยางรวดเร็ว ทําใหมีงานวิจัยเกี่ยวกับพืชสมุนไพรมารองรับอุตสาหกรรมผลิตภัณฑ

จากธรรมชาติน้ัน ๆ จึงสงผลใหผูบริโภคหันมาใชผลิตภัณฑที่ไดจากสมนุไพรมากย่ิงข้ึน ซึ่งจากงานวิจัย

ตาง ๆ พบวา สารสกัดจากสมุนไพรลวนแลวแตอุดมไปดวยสารออกฤทธ์ิที่มีประโยชนมากมาย         

ทั้งทางการแพทย สุขภาพและความงาม ยกตัวอยางเชน ชาเขียว ซึ่งเปนเครื่องด่ืมที่ไมมีแอลกอฮอล  

ที่กําลังไดรับความนิยมทั่วโลก และมีแนวโนมเพิ่มข้ึนเรื่อย ๆ ผลิตภัณฑจากชาเขียวจึงไดรับการตอบ

รับจากผูบริโภคเปนอยางดี (1) 

ชา (Camelia sinensis) ถูกคนพบมากวา 1,000 ปกอนในทวีปเอเชียตะวันออกเฉียงใต  

แรกเริ่มใบชาถูกใชเปนยา หลังจากน้ันก็กลายเปนเครื่องด่ืมที่ไดรับความนิยมทั่วโลก เน่ืองจากมีกลิ่น 

ที่นาดึงดูดใจ รสชาติดี และมีประโยชนตอรางกาย (2) จําแนกชาออกไดเปน 3 ประเภทใหญ ๆ ไดแก   

ชาเขียว ชาอูหลง และชาดํา (3) ชาขียวเปนชาที่ไมผานการหมัก จึงมีองคประกอบทางเคมีสวนใหญ

คลายกับใบชาสด โดยมีสารโพลิฟนอล (polyphenols) ในกลุมคาเทชิน (catechins) อยูมากที่สุด  

ชาอูหลงเปนชาที่ผานการหมักบางสวน ขณะที่ชาดําเปนชาที่ผานการหมักอยางสมบูรณ (4) ซึ่งระดับ

การหมักน้ันก็จะทําใหชามีองคประกอบทางเคมีที่แตกตางกัน เพราะการหมักจะไปเรงปฏิกิริยา

ออกซิเดชันของเอนไซมโพลฟินอลออกซเิดส (polyphenol oxidase) เกิดการเปลี่ยนสาร catechins 

เปนสารประกอบเชิงซอนในกลุมทีเอฟลาวิน (theaflavins) สารสีสม หรือสม-แดง และสารกลุม  

ทีอะรูบิจิน (thearubigins) สารสีนํ้าตาล-แดง หรือนํ้าตาลเขม ทําใหชาดํามีสีเขม และรสฝาดกวา   

ชาเขียว และชาอูหลง (2, 5) กระบวนการผลิตชาเขียวทําโดยเลือกใบชาสดมาใหค่ัวในกระทะเปนเวลา

สั้น ๆ หรืออบดวยไอนํ้า ซึ่งการใชความรอนก็เพื่อยับย้ังการทํางานของเอนไซม polyphenol 

oxidase ไมใหเกิดการหมัก ทําใหชาเขียวมีคุณภาพที่ดีกวาชาอูหลง และชาดํา (6) สารประกอบ       

ฟนอลิกหลัก ๆ ที่พบในชาเขียว คือ catechins ไดแก epicatechin, epicatechin gallate, 

epigallocatechin และ epigallocatechin gallate โดยเฉพาะอยางย่ิง epigallocatechin gallate 

ที่ทําใหชาเขียวมีฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ (antioxidant activity) ดีที่สุด เพราะมีจํานวนหมู OH อยูใน

โครงสรางมากที่สุด (7) อีกทั้งชาเขียวยังอุดมไปดวยสารคาเฟอีน (caffeine) ซึ่งเปนองคประกอบที่

สงเสริมฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระของชาเขียวไดดี (5, 8) จากรายงานขององคการอาหารและการเกษตรแหง
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สหประชาชาติ (Food and Agriculture Organization of the United Nations; FAO) ป 2015 

พบวาการผลิต ชาทั่วโลก (ชาดํา ชาเขียว และอื่น ๆ) ในป 2013 มีอัตราการผลิตเพิ่มข้ึน 5.07     

ลานตันอยางมีนัยสําคัญ เมื่อเทียบกับป 2012 โดยที่การผลิตชาเขียวเพิ่มข้ึนคิดเปน 5.1% และคาดวา

จะมีอัตราการผลิตเพิ่มข้ึนเร็วกวาชาดําถึง 2.97 ลานตันในป 2023 (9) แสดงใหเห็นวาชาเขียวกําลัง

ไดรับความนิยมในดานการบริโภคอยางแพรหลาย และมีแนวโนมเพิ่มข้ึนอยางตอเน่ือง ผูวิจัยจึงมี

ความสนใจที่จะนําเอาสารสกัดชาเขียวมาใชใหเกิดประโยชนในดานอื่น ๆ เชน ดานเครื่องสําอาง เพื่อ

เปนแนวทางเพิ่มเติมในการพัฒนาผลิตภัณฑของชาเขียวที่แตกตางจากทองตลาดทั่ว ๆ ไป 

มีรายงานเกี่ยวกับประโยชนของชาเขียวตอสุขภาพของมนุษยมากมาย เชน ชาเขียวอุดม    

ไปดวยสาร polyphenols ที่มีฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ สามารถชะลอการแกของเซลล และยับย้ังการ

เติบโตของเซลลมะเร็ง (anticarcinogenic activity) โดยไมสงผลตอเซลลปกติอื่น ๆ  ในรางกายมนุษย 

(10) สาร catechins จากชาเขียวสามารถยับย้ังการเกิดมะเร็งผิวหนัง มะเร็งปอด มะเร็งหลอดอาหาร 

มะเร็งกระเพาะอาหาร มะเร็งตับ มะเร็งลําไสเล็ก มะเร็งลําไสใหญ มะเร็งกระเพาะปสสาวะ มะเร็ง

ตอมลูกหมาก และมะเร็งเตานมในสัตว เปนตน โดยเฉพาะสาร epigallocatechin gallate           

ที่มีความสามารถในการตอตานสารกอมะเร็งไดดีมาก สามารถยับย้ังการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย 

และเช้ือรา (antibacterial and antifungi activity) หรือแมแตมีฤทธ์ิปองกันการอักเสบได      

(anti-inflammatory effect) อีกทั้งมีความสามารถในการควบคุมนํ้าหนัก ตลอดจนการทดลองทั้ง  

in vitro และ in vivo ในสัตวและในคน พบวาสาร polyphenols ในชาเขียวสามารถปองกันแสง 

UVB ที่สามารถเหน่ียวนําใหเกิดความผิดปกติของผิวหนัง เชน ความชราภาพของผิวหนังเน่ืองจาก

แสงแดด (photoaging) ได (6, 11)  

จากฤทธ์ิทางชีวภาพที่หลากหลายของชาเขียวน้ัน ทําใหผูวิจัยเกิดความสนใจในการนําสาร

สกัดจากชาเขียวมาผลิตเปนผลิตภัณฑทางเครื่องสําอางโดยคํานึงถึงวาผลิตภัณฑน้ันสามารถเพิ่ม

ประสิทธิภาพของสารสําคัญที่ไดจากชาเขียวเปนอยางดี เชน สามารถปองกันสารสําคัญที่มีอยูใน

ผลิตภัณฑใหคงอยูไดตลอด ไมถูกทําลายไปจนหมดในระหวางการใชงาน หรือการเก็บรักษา และ

นําสงสารสําคัญเขาสูผิวหนังได จึงตองมีการพัฒนาสูตรของผลิตภัณฑน้ันใหมีระบบนําสง (topical 

delivery system) ที่มีอนุภาคขนาดเล็กมากถึงระดับนาโนเมตรเพื่อเพิ่มความสามารถในการซึมผาน

ของสารสําคัญเขาสูผิวหนังไดดี ผูวิจัยจึงมีแนวคิดที่จะพัฒนาตํารับไมโครอิมัลชัน (microemulsion) 

ซึ่งเปนระบบที่ประกอบไปดวยนํ้า นํ้ามัน และสารลดแรงตึงผิว ที่ละลายอยูดวยกันมีคุณสมบัติ

เหมือนกันทุกทิศทาง (isotropic property) ขนาดหยดวัฏภาคภายในอยูในชวง 10-140 นาโนเมตร 

มีลักษณะโปรงใส (transparent) หรือโปรงแสง (translucent) เน่ืองจากขนาดของหยดวัฏภาค

ภายในเล็กกวาหน่ึงในสี่ของความยาวคลื่นแสง จึงไมกระจายแสง ทําใหมองเห็นเปนอิมัลชันใส      

เมื่อสังเกตดวยตาเปลา (12) มีเสถียรภาพดีทางอุณหพลศาสตร (thermodynamically stable) และ
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ความหนืดตํ่า เตรียมไดงายสามารถเกิดข้ึนไดเองโดยไมจําเปนตองใชพลังงานจากภายนอกเขามา

เกี่ยวของ (13)  

สําหรับงานวิจัยน้ี ผูวิจัยไดศึกษาการสกัดชาเขียว 3 ชนิด ไดแก ชาเขียวมัทฉะ ชาเขียว    

เซนฉะ ชาเขียวบันฉะ ที่อุณหภูมิ และเวลาในการสกัดแตกตางกัน เพื่อศึกษาวาวิธีใดที่เหมาะสม

เพื่อใหไดสารสําคัญจากชาเขียวไดมากที่สุด รวมทั้งศึกษาฤทธ์ิ ตานอนุมูลอิสระของสารสกัดจาก     

ชาเขียว และเตรียมตํารับไมโครอิมัลชันชนิดนํ้าในนํ้ามันเพือ่กักเก็บสารสกัดชาเขียวมัทฉะ และศึกษา

ความคงตัวของสารสําคัญในตํารับไมโครอิมัลชันเปรียบเทียบกับตํารับเจลผสมสารสกัดชาเขียวมัทฉะ 

เน่ืองจากเปนตํารับที่พบบอย ๆ และมีความคงตัวโดยการเกิดเจลน้ันเปนการทําปฏิกิริยาระหวาง    

พอลิเมอรกับพอลิเมอร และระหวางพอลิเมอรกับตัวกลาง ทําใหระยะหางระหวางโมเลกุลลดลง      

โดยเกิดการพันกัน (crosslink) และมีการเช่ือมขามของสายโซพอลิเมอร เมื่อเกิดการเช่ือมขามมากข้ึน

สายโซ พอลิเมอรเหลาน้ันจะถูกตรึงไวพรอมกับการเคลื่อนที่ของสารละลายลดลง สารสําคัญที่ละลาย

อยูในวัฏภาคนํ้าไมเกิดการเคลื่อนที่ จึงลดการสัมผัสของสารสําคัญกับสิ่งกระตุนโดยตรงจากภายนอก

ได (14) นอกจากน้ีสวนประกอบของตํารับเจลไมมีวัฏภาคนํ้ามัน จึงสามารถสกัดเอาสารสําคัญที่ละลาย

อยูในวัฏภาคนํ้าออกมาไดดี   

 

1.2  วัตถุประสงคของงานวิจัย 

 1. เพื่อศึกษาสภาวะที่สามารถสกัดสารสําคัญจากชาเขียวไดมากที่สุด 

  2. เพื่อพัฒนาวิธีวิเคราะหที่มีความถูกตองแมนยํา และหาปริมาณ caffeine, epicatechin 

และ epigallocatechin gallate ในสารสกัดชาเขียว 

  3. เพื่อหาสภาวะ และอัตราสวนที่เหมาะสมในการต้ังตํารับไมโครอิมัลชัน 

  4. เพื่อเตรียมตํารับไมโครอิมัลชัน และตํารับเจลผสมสารสกัดจากชาเขียวมัทฉะ 

  5. เพื่อประเมินคุณลักษณะทางกายภาพ ทางเคมี และความคงตัวของตํารับไมโครอิมัลชัน

ผสมสารสกัดชาเขียวมัทฉะ 

  6. เพื่อวิเคราะหหาเปอรเซ็นตสาร caffeine, epicatechin และ epigallocatechin 

gallate คงเหลอืในตํารับไมโครอมิัลชันผสมสารสกัดชาเขียวมัทฉะเปรียบเทียบกบัตํารบัเจลผสมสาร

สกัดชาเขียวมัทฉะ หลังเก็บทดสอบความคงตัว 
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1.3  ขอบเขตการวิจัย 

  1. เปรียบเทียบสภาวะในการสกัดสารสําคัญจากชาเขียว 3 ชนิด ไดแก ชาเขียวมัทฉะ       

ชาเขียวเซนฉะ และชาเขียวบันฉะ โดยที่ทําการสกัดชาเขียวในสภาวะตาง ๆ แตกตางกัน เพื่อหา

สภาวะที่ไดสารสําคัญจากสารสกัดชาเขียวมากที่สุด ดังน้ี 

  - ใชอณุหภูมิที่ใชในการสกัดแตกตางกันที่ 80°c และ 100°c 

 - ใชตัวทําละลายแตกตางกัน คือ นํ้า, 40% ethanol และ 70% ethanol 

 - ใชเวลาในการสกัดแตกตางกันที่ 15 และ 30 นาท ี

  2. หาปริมาณ total phenolic ของสารสกัดชาเขียวชนิดตาง ๆ ดวยวิธี Folin’s ciocalteu  

  3. ศึกษาความแตกตางของฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระจากสารสกัดชาเขียวชนิดตาง ๆ ดวยเทคนิค 

DPPH และ ABTS assay 

  4. วิเคราะหหาปริมาณสารสําคัญ caffeine, epicatechin และ epigallocatechin gallate 

ในชาเขียวมัทฉะ ดวยเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง  

  5. ทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะหดวยเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง 

  6. หาขอบเขตของการเกิดไมโครอมิัลชันจากแผนภาพไตรภาคเทียม (pseudoternary 

phase diagram) เตรียมตํารบัไมโครอิมลัชันผสมสารสกัดชาเขียวมัทฉะ และเตรียมตํารับเจลผสม

สารสกัดชาเขียวมัทฉะ 

  7. ประเมินคุณลักษณะทางกายภาพ ทางเคมี และความคงตัวของตํารับไมโครอิมัลชันผสม

สารสกัดชาเขียวมัทฉะ และตํารับเจลผสมสารสกัดชาเขียวมัทฉะ 

  8. วิเคราะหหาเปอรเซ็นตสารสําคัญ caffeine, epicatechin และ epigallocatechin 

gallate คงเหลือในตํารับไมโครอิมัลชันผสมสารสกัดชาเขียวเปรียบเทียบกับตํารับเจลผสมสารสกัด 

ชาเขียว หลังเก็บทดสอบความคงตัว 

 

1.4  ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรบั 

  1. สามารถสกัดสารสําคัญ และพัฒนาวิธีวิเคราะหหาปริมาณสารสําคัญจากชาเขียวไดอยาง

ถูกตองแมนยํา และต้ังสตูรไมโครอิมัลชันเพื่อกักเก็บสารสําคัญจากชาเขียวได 

  2. เปนแนวทางในการนําองคความรูดานเทคโนโลยีการผลิตเครื่องสําอางมาประยุกตใชเพื่อ

เพิ่มประสิทธิภาพของสารสกัดจากชาเขียวใหเกิดประโยชนมากย่ิงข้ึนได  

  3. สามารถเผยแพรองคความรูดานเทคโนโลยีการผลิตเครื่องสําอาง และการสกัดสารจาก

ธรรมชาติในงานวิจัยน้ีออกสูสังคม หรือภาคอุตสาหกรรมอื่น ๆ ได 

  4. สามารถใชงานวิจัยน้ีตอยอด หรือพัฒนาผลิตภัณฑเครื่องสําอาง และการสกัดสารจาก

ธรรมชาติใหเกิดองคความรูใหม ๆ ที่มีประโยชนในอนาคตได 
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1.5 คํายอหรือสัญลักษณ 

 ºC     องศาเซลเซียส 

 %    รอยละ 

 IPA   ไอโซโพรพิลแอลกอฮอล Isopropyl alcohol 

 TEM    กลองจลุทรรศนอเิล็กตรอนแบบสองผาน  

                                 (Transmission Electron Microscope) 

 nm   นาโนเมตร 

 n   จํานวนซ้ํา 

 mean   คาเฉลี่ย 

 r2   สัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ (correlation coefficient) 

 SD   สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation) 

 % RSD   คาเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพันธ (relative standard deviation) 

 rpm   อัตราเร็วรอบตอนาท ี

 g   กรัม 

 mg   มิลลิกรมั 

 ml   มิลลิลิตร 

 % v/v   รอยละปริมาตรตอปรมิาตร 

 % w/v   รอยละนํ้าหนักตอปรมิาตร 

 % w/w   รอยละนํ้าหนักโดยนํ้าหนัก 

 mg/ml   มิลลิกรมัตอมลิลลิิตร 

 mM   มิลลิโมล 

 ml/min   มิลลิลิตรตอนาท ี

 mg/g dry weight มิลลิกรมัตอกรัมนํ้าหนักแหง 

 IC50   ความเขมขนของสารตานอนุมลูอสิระที่ทําใหปรมิาณอนุมลูอสิระ 

ลดลงครึ่งหน่ึงของปริมาณอนุมลูอสิระทั้งหมด 

 % inhibition  เปอรเซ็นตการยับย้ัง 

 kV   กิโลโวลต 

 P   ระดับนัยสําคัญทางสถิติ (critical p-value) 

 µS/cm2   ไมโครซีเมนตตอตารางเซนติเมตร 

 CP   เซนติพอยส (Centipoise) 

 HLB   Hydrophilic-Lipophilic Balance 
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 HPLC    โครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง  

    (High Performance Liguid Chromatography) 

 Peak area  พื้นที่ใตพีก 

 มก./กรัม  มิลลิกรมัตอกรัม 

 ซม.   เซนติเมตร 

 มม.   มิลลิเมตร   

    

  

  

     

 

 



 
 

 

บทท่ี 2 

แนวคิด ทฤษฎี และงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 

 

2.1 ชาเขยีว และประโยชนจากชาเขียว 

 1. ชาเขียว (Camellia sinesis) 

 

ภาพท่ี 1 (a) ไรชาเขียว  (b) ลักษณะยอดใบชาเขียว 

 
  (a)  

 
(b)  

ท่ีมา: (a) ไทยวิกิพีเดีย. 2015 : ออนไลน (15)   (b) ประโยชนดอทคอม. 2015 : ออนไลน (16) 

 

ชามีลักษณะเปนพุมไมเต้ีย ๆ ใบสีเขียวเขม และมันเงาลักษณะคอนขางกลม ดอกสีขาว ชมพู 

หรือแดงขนาดใหญ ผลสีนํ้าตาลเล็ก ๆ สภาวะการเพาะปลูกที่เหมาะสม คือ ชวงอุณหภูมิที่พอเหมาะ 

(15-20 °C) ความช้ืนสัมพัทธสูง และมีฝนตกตลอดป (3)  เปนพืชที่สามารถเก็บเกี่ยวไดตลอดทัง้ปข้ึนอยู

กับคุณภาพของใบชาน้ัน ๆ ดวย ชาที่เก็บไดจากชวงฤดูใบไมผลิ จะมีกลิ่นหอม จัดเปนชาเกรดดีที่สุด 

ชาถูกคนพบมากวา 1000 ปกอนในทวีปเอเชียตะวันออกเฉียงใต แรกเริ่มถูกใชเปนยา หลังจากน้ันก็
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กลายเปนเครื่องด่ืมที่ไดรับความนิยมทั่วโลก (2) เน่ืองจากมีกลิ่น และรสชาติที่นาดึงดูดใจ อีกทั้งยังมี

ประโยชนตอรางกาย (3)  สามารถจําแนกชาออกไดเปน 3 ประเภทใหญ ๆ ไดแก ชาเขียว ชาอูหลง  

และชาดํา (2) อยางไรก็ตาม ชาที่มีการผลิต และมีคนด่ืมมากที่สุดในโลกคือ ชาดํา (คิดเปน 78% ของ

ชาทั้งหมด) ไดรับความนิยมประเทศแถบยุโรป อเมริกา ศรีลังกา อินเดีย แอฟริกา และอินโดนีเซีย 

สวนชาเขียวมีการผลิตคิดเปน 20% ของชาทั้งหมด ไดรับความนิยมบริโภคกันมากในประเทศจีน และ

ญี่ปุน ขณะที่อูหลงมีการผลิตคิดเปนเพียง 2% เทาน้ัน นิยมบริโภคกันมากในประเทศจีนตอนใต      

ใตหวัน และเกาหลี (5, 7) 

ชาเขียวเปนชาที่ ไมผานการหมัก องคประกอบสวนใหญคลายใบชาสด โดยมีสาร 

polyphenols กลุม catechins อยูมากที่สุด ชาอูหลงเปนชาที่ผานการหมักบางสวนโดยจะใชเวลาใน

การหมักนอยกวาชาดํา ขณะที่ชาดําเปนชาที่ผานการหมักอยางสมบูรณ (4) ซึ่งระดับการหมักน้ันก็จะ

ทําใหชามีองคประกอบทางเคมีทีแ่ตกตางกัน เพราะการหมักจะไปเรงปฏิกิริยาออกซิเดชันของเอนไซม 

polyphenol oxidase เกิดการเปลี่ยนสาร catechins เปนสารประกอบเชิงซอนในกลุม 

theaflavins สารสีสม หรือสม-แดง และสารกลุม thearubigins สารสีนํ้าตาล-แดง หรือนํ้าตาลเขม 

ทําใหชาดํามีสีเขม และรสฝาดกวาชาเขียว และชาอูหลง (2, 5) กระบวนการผลิตชาเขียวทําโดยเลือกใบ

ชาสดมาใหค่ัวในกระทะเปนเวลาสั้น ๆ หรืออบดวยไอนํ้า ซึ่งการใชความรอนก็เพื่อยับย้ังการทํางาน

ของเอนไซม polyphenol oxidase ไมใหเกิดการหมัก ทําใหชาเขียวมีคุณภาพที่ดีกวาชาอูหลง    

และชาดํา (6) การผลิตชาเขียว เริ่มจากการเก็บยอดใบชาสดมา และตองผานการค่ัวไฟ หรืออบไอนํ้า 

เพื่อปองกันไมใหเกิดกระบวนการหมัก องคประกอบทางเคมีไมเปลี่ยนแปลงไป สามารถคงคุณคาของ

ปริมาณสาร catechins ไวไดใกลเคียงกับใบชาสด ทําใหชาเขียวมีสี กลิ่น และรสชาติที่ออนนุมกวา 

ชาดํา และชาอูหลง (4) มีรายงานขององคการอาหารและการเกษตรแหงสหประชาชาติ (Food and 

Agriculture Organization of the United Nations; FAO) ป 2015 พบวา การผลิตชาทั่วโลก   

(ชาดํา ชาเขียว และชาอื่น ๆ) ในป 2013 มีอัตราการผลิตเพิ่มข้ึน 5.07 ลานตันอยางมีนัยสําคัญ     

เมื่อเทียบกับป 2012 โดยที่การผลิตชาเขียวเพิ่มข้ึนคิดเปน 5.1% และคาดวาจะมีอัตราการผลิต

เพิ่ม ข้ึนเร็วกวาชาดําถึง 2.97 ลานตันในป 2023 (9) ชาเขียวโดยทั่วไปจะแบงตามภูมิภาค            

การเพาะปลูก การเก็บเกี่ยว และกระบวนการผลิต ยกตัวอยางเชน (3, 17) 

- ชาเขียวมัทฉะ (Matcha) ชาแรกของป เปนชาที่ปลูกโดยไดรับการดูแลเปนอยางดีในที่รม 

ไมใหโดนแดดกอนเก็บเกี่ยวประมาณ 3 สัปดาห สวนใหญจะเปนใบชาที่เหลือจากการแยกออกไปผลิต

เปนชาคุณภาพดีที่สุด น่ันคือ Gyokuro แลว แตก็ยังถือวาเปนชาที่มีคุณภาพดี ราคาแพง แตผลิตอยู

ในรูปผงละเอียด มีหลากหลายเกรด มักใชในพิธีชงชาสไตลญี่ปุน หรือนิยมนําไปผสมกับอาหารและ

เครื่องด่ืม เพื่อเพิ่มสีสันรสชาติ เชน ทําขนมโมจิ ขนมเคก ขนมวากาชิ ไอศกรีมชาเขียว นํ้าปน      

เปนตน เปนประเภทของชาเขียวญี่ปุนในรูปแบบผงละเอียด (powdered) ขณะที่ชาเขียวเซนฉะ และ  
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ชาเขียวบันฉะ อยูในรูปแบบใบชาบดหยาบ หรือไมบด (loose leaf) สามารถจําแนกชาเขียวญี่ปุน

ออกไดดังน้ี 

 

ภาพท่ี 2 ชาเขียวมัทฉะ 

 
ท่ีมา: beta.soccersuck. 2015 : ออนไลน (18) 

 

 - ชาเขียวเซนฉะ (Sencha) เปนชาที่มีคุณภาพรองลงมาจากชาเกียวคุโระ และชาเขียวมัทฉะ 

แตเปนชาที่มีการผลิตมากที่สุดในญี่ปุน มักนิยมนํามาผลิตเปนชาเขียวใหคนญี่ปุนด่ืมในชีวิตประจําวัน 

ชาชนิดน้ีจะถูกเก็บเกี่ยวเกี่ยวชวงตนฤดูรอน การเพาะปลูกจะใหชาโดนแสงแดดไดอยางเต็มที่จนถึง

เวลาที่จะเก็บเกี่ยว เมื่อเก็บเกี่ยวใบชาสดจะนําไปอบไอนํ้าอยางรวดเร็ว เพื่อปองกันการเกิดปฏิกิริยา

ออกซิเดชันของเอนไซม จึงทําใหสีและกลิ่นของชาถูกรักษาไวได 

 

ภาพท่ี 3 ชาเขียวเซนฉะ 

 
ท่ีมา: j-everyday. 2015 : ออนไลน (19) 
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 - ชาเขียวบันฉะ (Bancha) เปนชาที่เก็บหลังจากชาเขียวเซนฉะ คุณภาพจะรองลงมาจาก  

ชาเขียวเซนฉะ เปนชาที่เหลืออยูที่ยอดชา ใบมีขนาดใหญกวาที่นําไปผลิตเปนชาเขียวเซนฉะ หลังจาก

น้ัน จะนํามาผานการนวดใบชาเล็กนอย จะไดรสชาติออน ๆ เก็บเกี่ยวในชวงตนฤดูใบไมรวง  

 

ภาพท่ี 4 ชาเขียวบันฉะ 

 
ท่ีมา: j-everyday. 2015 : ออนไลน (20) 

 

 มีรายงานเกี่ยวกับองคประกอบทางเคมีในชาเขียวญี่ปุนแตละชนิด พบวา ชาเขียวมัทฉะ    

ชาเขียวเกียวคุโระ และชาเขียวเซนฉะ อุดมไปดวยไนโตรเจน ขณะที่พบปริมาณเพียงเล็กนอยใน     

ชาเขียวบันฉะ และโฮจิฉะ สวนสารแทนนิน (tannins) พบมากในชาเขียวคะมะอิริฉะ แตพบใน      

ชาเขียวมัทฉะ เกียวคุโระ และโฮจิฉะปริมาณเล็กนอย และองคประกอบอื่น ๆ ที่ละลายนํ้าไดพบมาก

ในชาเขียวมัทฉะ ชาเขียวเกียวคุโระ ชาเขียวเซนฉะ ชาเขียวบันฉะ ชาเขียวคะมะอิริฉะ และชาเขียว

โฮะจิฉะ ตามลําดับ และแอสคอรบิกแอซิดพบในชาเขียวเซนฉะ และชาเขียวบันฉะ แตพบเล็กนอยใน

ชาเขียวเกียวคุโระ และชาเขียวโฮะจิฉะ (21) ดังแสดงในตารางที่ 1 

 

ตารางท่ี 1  องคประกอบทางเคมีที่พบในชาเขียวแตละชนิด 

 
ท่ีมา: World Green Tea Association. 2015 : ออนไลน (21) 
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 2. ประโยชนจากชาเขียว 

 จากการศึกษาพบวาชาเขียวมีประโยชนมากมาย ยกตัวอยางเชน  

 - ฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ มีรายงานการวิจัย พบวาชาเขียวประกอบไปดวยสารที่มีข้ัว เชน 

catechins ฟลาโวนอยด (flavonoids) ฟนอลิกแอซิด (phenolic acid) ไกลโคไซด (glycosides) 

และอะไกลโคน (aglyclone) ที่ถือวาเปนสารประกอบที่ลวนแลวแตมีฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระที่ดีมาก  

อีกทั้งพบวาชาเขียวมีปริมาณสารประกอบฟนอลิกมากกวาในชาขาว ทําใหมีฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระที่

ดีกวา (22, 23)   

 - ฤทธ์ิยับย้ังการทํางานของเอนไซม collagenase และ elastase ซึ่งเอนไซมเหลาน้ีลวน

แลวแตทําใหเกิดการสูญเสียนํ้า และริ้วรอยของผิวหนังได มีงานวิจัยพบวาสารสกัดจากชาเขียวที่มี

สวนประกอบเปนสาร  catechins โดยเฉพาะ epigallocatechin gallate น้ันสามารถยับย้ัง        

การทํางานของเอนไซม collagenase และ elastase ได ในสารสกัดชาเขียวที่ใชเอนไซม tannase 

สามารถเปลี่ยนโครงสรางสารกลุม minor catechins ไปเปน major catechins ไดมากข้ึน         

ทําใหสารสกัดจากชาเขียวที่ treat ดวยเอนไซม tannase น้ันมีฤทธ์ิยับย้ังเอนไซม elastase ได

มากกวาเอนไซม collagenase จึงสามารถบอกไดวาสารสําคัญในชาเขียวมีประโยชนชวยปองกัน   

การเกิดความชราภาพของผิวหนังได (24)   

 - ฤทธ์ิตานจุลชีพ  (antimicrobial activity) มีรายงานวิจัยที่ศึกษาผลของสารสกัดชาเขียว  

ที่กักเก็บไวในตํารับไมโครอิมัลชัน เพื่อใชปองกันการติดเช้ือ Staphylococcus epidermidis และ

เช้ือ Escherichia Coli ในชองคลอด โดยใชเทคนิค disc diffusion พบวา ตํารับไมโครอิมัลชันที่กัก

เก็บสารสกัดชาเขียวสามารถยับย้ังเช้ือ 2 ชนิดน้ีไดดีกวาสารสกัดชาเขียวที่สกัดดวยนํ้า และสอดคลอง

กับงานวิจัยกอนหนาที่ศึกษาสารสกัดชาเขียวกักเก็บใน solid lipid nanoparticles โดยพบวา        

มีประสิทธิภาพในการยับย้ังเช้ือ Escherichia Coli ไดดี (25, 26) 

 - ปองกันความชราของผิวหนังจากแสงแดดได (antiphotoaging) สามารถปองกันรังสี UVA 

และ UVB โดยมีรายงานวาเมื่อทาสาร epigallocatechin gallate 3 mg/2.5 cm2 กอนออกไปเจอ

แสงแดดสามารถลดการเกิดผื่นแดง และการซึมผานผิวหนังเขาไปกระตุน leukocytes จาก UVB 

ลดลง ดังน้ัน สาร polyphenols ที่พบในชาเขียวสามารถปองกันการเกิดมะเร็งผิวหนังจากการถูก

แสงแดดได และการทาสารสกัด 0.2 mg/cm2 กอนออกแดด 30 นาที พบวา สามารถยับย้ังการ

เหน่ียวนําใหเกิดผื่นแดงไดอยางสมบูรณ และปองกันไมให DNA ถูกทําลาย และยังมีขอเสนอแนะอีก

วาสาร polyphenols ที่พบในชาเขียวน้ันสามารถปองกัน ไมใหเซลล keratinocytes ที่ช้ัน 

epidermis เกิดเปนเซลลมะเร็งโดยการรักษาดวยการฉายรังสีอัลตราไวโอเลต เอ (PUVA) (6) 
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 - ควบคุมนํ้าหนัก (body weight control) มีรายงานการวิจัยพบวา สารคาเฟอีน 

และธีอะนีน ที่พบในชาเขียวมีผลตอการควบคุมนํ้าหนักอยางมาก และปองกันการสะสมไขมันในหนู 

และมีรายงานอื่น ๆ อีกวาชาเขียวสามารถยับย้ังปฏิกิริยาการสราง fatty acid ไดอีกดวย เปนตน (10) 

 

2.2 องคประกอบในชาเขียว และวิธีการสกัดสารสําคัญ   

 1. องคประกอบในชาเขียว 

   ชาเขียวมีสวนประกอบทางเคมีดังตอไปน้ี โปรตีน 15-20% โดยนํ้าหนักแหง กรดอะมิโน      

1-4% โดยนํ้าหนักแหง เชน teanine หรือ 5-N-ethylglutamine, glutamic acid, tryptophane, 

glycine, serine, aspartic acid, tyrosine, valine, leucine, threonine, arginine และ lysine  

คารโบไฮเดรต 5-7% โดยนํ้าหนักแหง เชน cellulose, pectins, glucose, fructose และ sucrose 

ไขมัน เชน linoleic และ α-linoleic acids วิตามิน เชน วิตามิน B, C และ E สวนประกอบอื่น ๆ 

เชน caffeine, theophylline, chlorophyll, carotenoids และ trace elements 5%          

โดยนํ้าหนักแหง เชน Calcium, Magnesium, Chromium, Manganese, Iron, Copper, Zinc, 

Molybdenum, Selenium, Sodium, Phosphorus, Cobalt, Strontium, Nickel, Potassium, 

Fluorine และ Aluminium (10) ดังแผนภูมทิี่ 1 

 

แผนภูมิท่ี 1 องคประกอบที่พบในใบชาเขียวสด 

 
ท่ีมา:  World Green Tea Association. 2015 : ออนไลน (21) 
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   สารฟนอลิกเปนสารประกอบทุติยภูมิ (secondary metabolite) ที่เกี่ยวของกับความ

หลากหลายทางสรีรวิทยาของพืชน้ัน ๆ ซึ่งจะมีความสําคัญตอการเจริญเติบโต พัฒนาการ และกลไก

การปองกันตัวเอง ยอดใบชาประกอบดวยสารพฤกษเคมีในกลุม polyphenols ประมาณ 10-30% 

โดยนํ้าหนักแหง สาร  polyphenols น้ีสวนใหญเปนสารในกลุม flavonoids โครงสราง             

ของ  flavonoids จะแตกตางกันไปตามรูปแบบของพันธะคู และหมูแทนที่ ทําใหได flavonoids 

หลายๆ ชนิด โดยทั่วไปในผักและผลไมจะมี flavonoids 6 กลุม ไดแก ฟลาโวนอล (flavonols)   

ฟลาวานอล หรือ ฟลาวาน-3-ออล (flavanol หรือ flavan-3-ols) ฟลาวาโนน (flavanones)     

แอนโทไซยานิดิน (anthocyanidins) ฟลาโวน (flavones) และไอโซฟลาโวน (isoflavones)  

   catechins เปนช่ือเรียกเฉพาะของสารกลุม flavanol หรือ flavan-3-ols ที่พบมากที่สุด

ในชาเขียว ซึ่งมีประมาณ 60-70% ของ polyphenols ทั้งหมด catechins เปนสารไมมีสี ละลายนํ้า

ไดดี  มีรสชาติฝาด สาร catechins หลัก ๆ ที่พบในชาเขียว ไดแก epicatechin, gallocatechin, 

epicatechin gallate, epigallocatechin และ epigallocatechin gallate โดย catechins เหลาน้ี

มีอยูประมาณ 90% ของ catechins ทั้งหมด สวน catechins ที่พบรองมา ไดแก gallocatechin, 

catechin, gallocatechin gallate และ catechin gallate โครงสรางของ catechins (4, 27)        

(ภาพที่ 5)  

 2. การสกัดสารสําคญัจากชาเขียว 

  กระบวนการสกัดจะเกี่ยวของกับการแยกสารกลุม polyphenols ออกจากเน้ือเย่ือของ

พืชโดยการเลือกตัวทําละลายที่เหมาะสม ในระหวางการสกัดตัวทําละลายจะแพรเขาไปยังวัตถุดิบพืช

ที่เปนของแข็ง และละลายเอาสารที่มีข้ัวคลายกันออกมา เน่ืองจาก  catechins เปนสารที่มีข้ัว        

จึงสามารถละลายไดดีในตัวทําละลายที่มีข้ัว เชน นํ้า methanol ethanol และ acetone ในระหวาง

การสกัดดวยตัวทําละลายมีข้ัว สวนประกอบอื่น ๆ เชน caffeine หรือ คลอโรฟลล (chlorophyll) 

มักจะถูกสกัดออกมาดวย ในกรณีของชาเขียว theanine และ caffeine มีความสามารถใน         

การละลายมากกวา catechins เพราะมีนํ้าหนักโมเลกุลเล็กกวา catechins ดังน้ันจึงมักถูกสกัด

ออกมากอน (11) ในงานวิจัยของ Rusak et al. (23) พบวาปริมาณสาร polyphenols และฤทธ์ิตาน

อนุมูลอิสระของชาเขียว และชาขาวข้ึนอยูกับสภาวะ และตัวทําละลายที่ใชในการสกัด โดยในงานวิจัย

น้ันไดทดลองเปรียบเทียบชาในรูปแบบใบชาแหง และถุงชาที่สกัดดวยตัวทําละลาย 3 ชนิดคือ (a) นํ้า

ที่ 80°c, (b) นํ้าที่ 80°c ผสมกับนํ้ามะนาวค้ันสด 5 ml, (c) เอทานอล (10%, 40% และ 70%) โดยที่

ใชเวลาในการสกัดแตกตางกันที่ 5, 15 และ 30 นาที ผลการทดลองพบวา ชาเขียวที่อยูในรูปแบบใบ

ชาแหงมีปริมาณสาร polyphenols มากกวาในชาขาว และในรูปแบบชาถุง อีกทั้งการสกัดดวย 40% 

เอทานอล เปนเวลา 30 นาที ทําใหมีฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระดีที่สุด และยังมีงานวิจัยของ Jun et al. (22) 

ไดเปรียบเทียบฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระในหลอดทดลอง และสารออกฤทธ์ิทางธรรมชาติที่สกัดจาก      
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ชาเขียวดวยวิธีการสกัดแตกตางกัน 5 วิธี คือ ultrahigh pressure extraction, microwave 

extraction, ultrasonic extraction, soxhlet extraction, heat reflux extraction ผลที่ไดพบวา 

การสกัดชาเขียวดวยวิธี ultrahigh pressure น้ันมีฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระสูงที่สุด โดยมีเปอรเซ็นตการ

ยับย้ัง (%inhibition) เทากับ 80.4% ที่เวลาการสกัด 15 นาที และ 82.2% ที่เวลาการสกัด 30 นาที 

และปริมาณสาร polyphenols ที่สกัดดวยวิธีน้ีมีปริมาณมากที่สุดเมื่อเทียบกับวิธีอื่น ๆ อยางมี

นัยสําคัญ 

 

ภาพท่ี 5 โครงสรางของ catechins 

 
 

ท่ีมา: สถาบันชามหาวิทยาลัยแมฟาหลวง. 2015 : ออนไลน (27) 
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2.3 การตรวจสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห (method validation) (28) 

การตรวจวิเคราะหดวยเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) น้ันควรจะมี 

การตรวจสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห (validation method) ซึ่งหมายถึง กระบวนการของ      

การประเมินวิธีวิเคราะหหรือผลผลิต เพื่อใหแนใจวาวิธีวิเคราะหที่พัฒนาข้ึนมาน้ันเปนวิธีที่ใหผล

ถูกตอง มีประสิทธิภาพ และเช่ือถือได ในงานวิจัยน้ีมีพารามิเตอรที่กําหนดในการตรวจสอบความ

ถูกตองของวิธีวิเคราะห ดังน้ี  

1. ความเปนเสนตรง หรือความสัมพันธเชิงเสนตรง (linearity) 

 ความสัมพันธเชิงเสนตรงเปนพารามิเตอรที่แสดงความสามารถของวิธีวิเคราะหที่แสดงถึง

ความสัมพันธระหวางความเขมขนของสารในตัวอยางกับคาที่วัดได ใหคาที่วัดไดเปนสัดสวนโดยตรง

กับความเขมขนของสารในตัวอยาง ทําโดยการสรางกราฟเสนตรงแสดงความสัมพันธระหวางผลที่

วิเคราะหไดกับปริมาณของสารมาตรฐานที่ความเขมขนตาง ๆ กัน อยางนอย 5 ความเขมขน     

รายงานคาเปนสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ (correlation coefficient : r2) และสมการซึ่งแสดงถึง    

จุดตัดแกน Y (y-intercept) เกณฑการยอมรับคา r2 ตองมากกวา 0.995 (29)  

2. ความแมนยํา (accuracy) 

 ความแมนยําของวิธีวิเคราะหเปนการวัดความถูกตองของวิธีวิเคราะห หรือหาความ

ผิดพลาดของวิธีการโดยการตรวจสอบวาใกลเคียงกับคาที่แทจริง (true value) เพียงใด               

ซึ่งจะพิจารณาจาก  คารอยละการกลับคืน (% recovery) และคาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพันธ 

(relation standard deviation: RSD) สวนใหญจะใชวิธี standard addition (spiked sample 

หรือ spiked recovery) โดยการเติมสารมาตรฐานที่ทราบความเขมขนที่แนนอนอยางนอย 3 ระดับ

ลงในตัวอยางที่ตองการวิเคราะห แตละระดับทําการทดลอง 3  ซ้ํา ในการทดลองน้ีทําที่ระดับ 80, 

100 และ 120% จากน้ันคํานวณหา % recovery จากสมการตอไปน้ี 

% recovery = (Ca - Cb / Cc) x 100 

Ca = ปริมาณสารสําคัญที่วิเคราะหไดจากตัวอยางทีเ่ติมสารมาตรฐาน  

  Cb = ปรมิาณสารสําคัญที่วิเคราะหไดจากตัวอยางที่ไมเติมสารมาตรฐาน  

  Cc = ปรมิาณสารมาตรฐานที่เติมลงในตัวอยาง 

 เกณฑการยอมรับคา % recovery ตองอยูในชวง 80-120% (29) 

 3. ความเที่ยง (precision) 

 เปนพารามิเตอรที่ใชแสดงถึงความแปรปรวนของผลการวิเคราะหเมื่อทําการทดลองซ้ํา   

หรือการกระจายผลของการวิเคราะหจากคาเฉลี่ยเมื่อทําซ้ํา ความแปรปรวนและการกระจายของ   

ผลการวิเคราะหจากคาเฉลี่ยจัดเปน random error อันเน่ืองมาจากผูวิเคราะห เครื่องมือ สารเคมี        

และสิ่งแวดลอมตาง ๆ ซึ่งยากตอการควบคุมใหเหมือนเดิมทุกครั้ง คาที่ใชแสดงถึงความเที่ยงคือ      
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คารอยละสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพันธ (percentage relative standard deviation: %RSD) 

สวนใหญนิยมทําการวิเคราะหสารซ้ํา 6 ครั้ง คาความเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพันธ (%RSD) ไมเกิน 2 

โดยในการทดลองน้ี จะทําการทดสอบดังน้ี 

 - ทดสอบความเที่ยงในวันเดียวกัน (intra day หรือ repeatability) ทําการวิเคราะหสาร

ซ้ํา 6 ครั้งในวันเดียวกัน 

 - ทดสอบความเที่ยงตางวัน (inter day หรือ reproducibility) นําสารที่ตองการทดสอบ

ตัวเดียวกับที่ทดสอบ intra day มาทดสอบซ้ํา 6 ครั้ง ในวันที่ 4 ถัดจากวันที่ทําการทดสอบ intra 

day 

 เกณฑการยอมรับตองมีคา %RSD ไมเกิน 2% (29) 

 

2.4 การวิเคราะหหาปริมาณสารสําคัญดวยเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง (High 

Performance Liquid Chromatography ; HPLC) 

 เทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง คือ เทคนิคการแยกสารภายใตความดัน      

เปนเทคนิคการแยก และวิเคราะหสารที่ประยุกตมาจากเทคนิค column chromatography 

โดยรวมเทคนิคการวิเคราะหสารเชิงคุณภาพ (qualitative analysis) และเชิงปริมาณ (quantitative 

analysis) ไวดวยกัน ทําใหการวิเคราะหทําไดรวดเร็ว หลักการทํางานคือ เปนเทคนิคในการแยกสาร

ผสมโดยใชเครื่องสูบแรงดันสูง (high pressure pump) สูบตัวทําละลายที่ทําหนาที่เปนเฟสเคลื่อนที่ 

(mobile phase) พาสารตัวอยางที่ถูกฉีดเขาทางชองฉีดสาร (injector) ผานอนุภาคที่เปนเฟส      

อยูกับที่ (stationary phase) ซึ่งบรรจุอยูในคอลมัน (column) สารผสมจะเคลือ่นที่ผานคอลมัน และ

ถูกแยกออกมาผานเขาสูเครื่องตรวจวัด (detector) ที่เวลาแตกตางกัน สัญญาณที่วัดไดจะอยูในรูป

สัญญาณไฟฟาตามเวลา และปริมาณของสารแตละตัวที่ตรวจวัดได จากน้ันสัญญาณก็จะถูกสงไปยัง

เครื่องบันทึกสัญญาณ และแสดงผลออกมาเปนโครมาโทแกรม (chromatogram) (30) ดังแสดงในภาพ

ที่ 6 
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ภาพท่ี 6 สวนประกอบ และการทํางานของ HPLC 

 
  

 จากหลักการที่กลาวมาน้ัน เทคนิค HPLC จะใช mobile phase เปนของเหลว            

และถูก pump ผานคอลัมนภายใตความดันสูง เน่ืองจากใชตัวดูดซับที่มีขนาดอนุภาคเล็กลงมาก    

จึงสามารถเพิ่มประสิทธิภาพของ column ได ดังน้ันจึงทําใหมีการเคลื่อนที่ของตัวทําละลายและ   

ตัวถูกละลาย เกิดการแยกไดเร็วข้ึน เวลาที่ใชในการวิเคราะหก็ลดลงดวย (31) 

 การวิเคราะหดวยเทคนิค HPLC สามารถแบงตามสภาพความมีข้ัวของ mobile phase และ  

stationary phase ไดเปน 2 ประเภท ดังน้ี 

 1. normal phase chromatography เปนเทคนิคที่ mobile phase ไมมีข้ัว             

สวน stationary phase มีข้ัว 

 2. reversed phase chromatography เปนเทคนิคที่ mobile phase มีข้ัว              

สวน stationary phase ไมมีข้ัว 

 การจะเลือกรูปแบบ HPLC ใดมาใชวิเคราะหข้ึนอยูกับสภาพข้ัวของสารตัวอยาง             

แตในปจจุบันรูปแบบ reverse phase chromatography นิยมใชกันมาก เน่ืองจากมีขอดี ดังตอไปน้ี 

 - เปน column ที่คอนขางเสถียร 

 - สามารถใช mobile phase ที่มีราคาถูก เชน นํ้า หรือเมทานอล 

 - สมดุล column เกิดข้ึนไดเร็ว เหมาะแกการทํา gradient elution 

 - ใชแยก nonionic ion และสารประกอบที่แตกตัวเปนไอออนได  

 - สามารถทํานายลําดับของสารที่ถูกชะออกออกจาก column ไดเพราะ retention time 

เพิ่มข้ึน ถาสภาพความมีข้ัวของสารตัวอยางลดลง 

 การวิเคราะหหาปริมาณของ catechins โดยการใชเทคนิค HPLC รูปแบบ reversed phase 

chromatography ได ยกตัวอยางเชน งานวิจัยของ Saito et al. (32) ไดพัฒนาเทคนิค HPLC เพื่อ

ความรวดเร็วในการวิเคราะหสาร epigallocatechin gallate, epicatechin, catechin และ 
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caffeine รวมถึงเปรียบเทียบปริมาณ catechins ที่วิเคราะหไดจากชาเขียวที่ปลูกในประเทศบราซิล 

แตเก็บเกี่ยวที่ชวงเวลาแตกตางกัน คือ เก็บเกี่ยวชวงฤดูใบไมผลิ  ฤดูรอน และฤดูใบไมรวง 

เปรี ยบ เที ยบกับ ตัวอย างชา เ ขียวจากประ เทศญี่ปุ น  จีน  และชา ดํา ในประเทศบราซิ ล                    

โดยใช RP-18 column และ mobile phase เปนสวนผสมระหวาง water: acetonitrile: 

methanol: ethyl acetate: glacial acetic acid อัตราสวน 89: 6: 1: 3: 1 (โดยปริมาตร)       

จากงานวิจัยพบวา ชาเขียวจากประเทศจีนมีปริมาณสาร catechins มากที่สุด  

 

2.5 การทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ (antioxidant activity) (3, 33)  

 สารตานอนุมูลอิสระ (antioxidant) คือสารที่สามารถเขาทําปฏิกิริยากับอนุมูลอิสระ        

ทําใหอนุมูลอิสระน้ันหมดฤทธ์ิไป กลไกการทํางานของสารตานอนุมูลอิสระมีดวยกันหลายกลไก ไดแก 

ปองกันการสรางอนุมูลอิสระ การเขาทําปฏิกิริยากับอนุมูลอิสระไดโดยตรง ความสามารถจับกับโลหะ

หนัก (metal chelating) การปองกันการเริ่มตนปฏิกิริยาลูกโซ (chain reaction) ของลิปดเปอร

ออกซิเดชันไมใหปฏิกิริยาดําเนินตอไป และวิธีศึกษาฤทธ์ิของสารตานอนุมูลอิสระมีหลายวิธี 

ยกตัวอยางเชน  

 1. DPPH assay  

 เปนวิธีการที่งาย และไดรับความนิยมอยางกวางขวาง สารที่ใชคือ อนุมูลอิสระ DPPH 

หรือ 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl เปนสารอนุมูลอิสระที่มีความคงตัว ดูดกลืนแสงไดดีที่ความ

ยาวคลื่น 515 nm หลักการคือ สารอนุมูลอิสระ DPPH เปนสารสีมวงอมนํ้าเงิน เมื่อถูกรีดิวซโดยสาร

ตานอนุมูลอิสระจะเปลี่ยนจากสีมวงไปเปนสีเหลือง ซึ่งการเปลี่ยนสีน้ันจะสัมพันธโดยตรงกับจํานวน

ของอิเล็กตรอนที่เกิดพันธะกับไฮโดรเจนที่ไดจากสารตานอนุมูลอิสระ 

 จากรายงานการวิจัยของ Komes et al. (3) ไดศึกษาการสกัดชาเขียว 11 ชนิด และ

ทดสอบฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระดวยวิธี DPPH พบวา ชาเขียว Twinning ในรูปแบบชาถุง มีฤทธ์ิตาน

อนุมูลอิสระมากที่สุด โดยใชอุณหภูมิในการสกัด 80°c  ที่ 15 นาที การคํานวณการตานอนุมูลอิสระ

จะรายงานเปนคา % scavenging capacity โดยคํานวณไดจากสมการ ดังน้ี 

% inhibition = (Acontrol – Asample / Acontrol) × 100 

Acontrol = คาการดูดกลืนแสงของ DPPH + ตัวทําละลายในตัวอยาง 

Asample  = คาการดูดกลืนแสงของตัวอยางที่ทําปฏิกิริยากับ DPPH 

 2. Oxygen radical absorbance capacity (ORAC) 

 เปนวิธีที่มีสารอนุมูลอิสระสังเคราะห และสารเรืองแสง เมื่อสารอนุมูลอิสระเขาทํา

ปฏิกิริยากับสารเรืองแสงจะกลายเปนสารที่ไมเรืองแสง ดังน้ัน เมื่อเติมสารตานอนุมูลอิสระเขาไป   

จะไปทําปฏิกิริยากับสารอนุมูลอิสระ ทําใหยังคงมีสารเรืองแสงอยู ไมจางหายไป จึงวัดคาความเขม
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ของแสงไดเพิ่มข้ึนตามความสามารถของสารตานอนุมลูอสิระ สารเรืองแสงที่ใช คือ fluorescein หรือ

อาจใช beta-phicoerythrin แทนได สวนสารอนุมูลอิสระที่ใช คือ อนุมูลอิสระ peroxyl ซึ่งไดมา

จากการใหความรอนแกสารต้ังตน 2’-azo-bis(2-amidinopropane)-dihydrochloride (ABAP)   

ซึ่งวิธีการน้ีใชวัดไดเฉพาะสารที่มีกลไกการออกฤทธ์ิยับย้ังอนุมูลอิสระ peroxyl เทาน้ัน ถาในสารสกัด

มีสารตานอนุมูลอิสระที่มีกลไกอื่นๆ รวมดวย จะไมถูกตรวจพบ อาจทําใหไดคาที่ตํ่ากวาความเปนจริง 

 3. Total antioxidant scavenging capacity (TOSC) 

  วิธีน้ีจะคลายกับวิธี ORAC คือจะดูปฏิกิริยาการยับย้ังอนุมูลอิสระ peroxyl เหมือนกัน 

หลักการคือใหสารตานอนุมูลอิสระเขาแยงจับกับอนุมูลอิสระ ทําใหผลผลิตทางปฏิกิริยาออกซิเดชันที่

ใชสารอนุมูลอิสระเปนสารต้ังตนปรมิาณลดลง สารต้ังตนที่ใชในปฏิกิริยาน้ี คือ alpha-keto-gamma-

methiolbutyric acid (KMBA) มาทําปฏิกิริยากับอนุมูลอิสระ peroxyl ไดกาซเอทธิลลีน 

(ethylene) ออกมา เมื่อเติมตัวอยางสารตัวอยางที่มีสารตานอนุมูลอิสระ ก็จะเขาแยงจับกับอนุมูล

อิสระ ทําใหไปยับย้ังการผลิตการ ethylene ออกมา ผลผลิตที่ไดก็นอยลงตามปริมาณอนุมูลอิสระที่

เหลืออยู จากน้ันนําไปวัดความสามารถในการยับย้ังอนุมูลอิสระโดยใช gas chromatography    

เพื่อวัดปริมาณกาซที่เกิดข้ึน การรายงานผลจะรายงานเปนคา TOSC value โดยคํานวณจากสมการ

ตอไปน้ี 

TOSC value = 100-(AUCsample / AUCcontrol × 100) 

  โดยที่   AUCsample = พื้นที่ใตกราฟของตัวอยาง 

   AUCcontrol = พื้นที่ใตกราฟของสารมาตรฐาน 

 ดังน้ัน ถา TOSC value = 0 แสดงวาตัวอยางน้ันไมมีฤทธ์ิ antioxidant activity แตถา 

TOSC value = 100 แสดงวาตัวอยางน้ันสามารถยับย้ังการผลิตกาซ ethylene ไดอยางสมบูรณ 

ควรรายงานผลการศึกษาเปน TOSC value ตอหนวยของสารที่จะศึกษา เชน TOSC value/mg 

extract หรือ TOSC value/ml extract 

 4. Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) 

 วิธีน้ีจะหลักการคลายกับ ORAC แตจะวัดสีของอนุมูลอิสระที่หายไปจากการเขาทํา

ปฏิกิริยาโดยตรงกับสารตานอนุมูลอิสระ  วัดโดยใช diode-array spectrophotometer สารอนุมูล

อิสระที่ใช คือ cat-ion radical ABTS (ABTS•+) ซึ่งเปนสารอนุมูลอิสระที่คงตัว สีเขียวแกมนํ้าเงิน 

ดูดกลืนแสงไดดีที่ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร ถานํามาใชในปฏิกิริยาจะถูกสารตานอนุมูลอิสระ

รีดิวซใหเปนสารไมมีสี คือ ABTS (2,2’-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6 sulfonic acid) 

ประสิทธิภาพ หรือฤทธ์ิ antioxidant activity คิดเทียบกับคาความเขมขนของสารตานอนุมูลอิสระ

มาตรฐาน 
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 5. ABTS assay 

 วิธีน้ีพัฒนามาจากวิธี TEAC assay โดยใหสารตานอนุมูลอิสระเขาทําปฏิกิริยากับอนุมูล

อิสระ ABTS•+ ที่เตรียมข้ึนใหม (freshly prepared) วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 734 นาโนเมตร 

คํานวณหาคา % inhibition จากสมการตอไปน้ี  

% inhibition = (Acontrol – Asample / Acontrol) × 100 

Acontrol = คาการดูดกลืนแสงของ ABTS + ตัวทําละลายในตัวอยาง 

Asample  = คาการดูดกลืนแสงของตัวอยางทีท่ําปฏิกริิยากับ ABTS 

 6. Ferric reducing antioxidant power  (FRAP) 

 วิธีน้ีเปนวิธีที่วัดประสิทธิภาพของสารตานอนุมูลอิสระจากความสามารถรีดิวซสาร ferric 

ion ใหเปนสาร ferrous โดย โดยใชสารต้ังตนคือ FRAP reagent ประกอบดวย 2,3,5-triphenyl-

1,3,4-triaza-2-azoniacyclopenta-1,4-diene chloride (TPTZ) ทําปฏิกิริยากับ FeCl3 เกิดเปน

สารเชิงซอน Fe3+-TPTZ (สารไมมีสี) เมื่อสารเชิงซอนน้ีถูกรีดิวซโดยสารตานอนุมูลอิสระ จะไดเปน

สารประกอบเชิงซอน Fe2+-TPTZ (สีนํ้าเงิน) เกิดข้ึน ซึ่งสามารถวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 

593 นาโนเมตร รายงานผลเปนคา FRAP value มีหนวยเปนมิลลิโมล/ลติรของ FeSO4•7H2O ซึ่งเปน

สารมาตรฐานที่เตรียมเปน calibration curve เพื่อใชเทียบปริมาณของ Fe2+-TPTZ ที่เกิดข้ึน 

 

2.6 ไมโครอิมัลชัน (microemulsion)  

 ไมโครอิมัลชัน หมายถึง  อิมัลชันที่มีขนาดของหยดวัฏภาคภายในเล็กประมาณ 10-140    

นาโนเมตร มีลักษณะโปรงใส (transparent) หรือโปรงแสง (translucent) เน่ืองจากขนาดของ

หยดวัฏภาคภายในเล็กกวาหน่ึงในสี่ของความยาวคลื่นแสง จึงไมกระจายแสง ทําใหมองเห็นเปน

อิมัลชันใสเมื่อสังเกตดวยตาเปลา (12) แนวคิดเกี่ยวกับไมโครอิมัลชันถูกเสนอเปนครั้งแรกเมื่อตน       

ป 1940 โดย Hoar และ Schulman ไดคนพบสารละลายใสระบบวัฏภาคเด่ียวดวยการไทเทรต

อิมัลชันที่มีลักษณะขุนขนดวย hexanol ซึ่ งภายหลัง Schulman และคณะ ได เรียกวา              

“ไมโครอิมัลชัน” และใหคํานิยามวา ไมโครอิมัลชันคือระบบที่ประกอบดวย นํ้า นํ้ามัน และ 

amphiphile ซึ่งเปน isotropic น่ันคือคุณสมบัติเหมือนกันทุกทิศทาง (isotropic character) และ

เปนระบบที่มีความคงตัวทางอุณหพลศาสตร (thermodynamically stable) อีกทั้งยังเปนระบบที่

สามารถเกิดข้ึนไดเอง เมื่อสวนประกอบในตํารับมีความเหมาะสม โดยที่ไมตองอาศัยพลังงานจาก

ภายนอกเพื่อชวยในการลดขนาดของหยดวัฏภาคภายใน ไมโครอิมัลชันโดยปกติจะประกอบดวย

สวนประกอบ 3-4 ชนิด เชน นํ้ามัน นํ้า สารลดแรงตึงผิว และสารลดแรงตึงผิวรวม หรืออาจมีการเติม

แอลกอฮอล ซึ่งมีความยาวโมเลกุลปานกลาง ไมโครอิมัลชันมีทั้งชนิดนํ้าในนํ้ามัน และชนิดนํ้ามันในนํ้า 

โดยข้ึนอยูกับชนิดของนํ้ามัน และสารลดแรงตึงผิว อัตราสวนของนํ้าตอนํ้ามัน และอุณหภูมิ (13) 
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นอกจากน้ีก็ยังมีงานวิจัยเกี่ยวกับไมโครอิมัลชันเปนจํานวนมาก อยางไรก็ตามมีนักวิจัยหลาย ๆ ทาน  

ที่ยังมีขอคิดเห็นแตกตางกันเกี่ยวกับธรรมชาติที่แทจรงิของไมโครอมิัลชัน และความเหมาะสมของการ

กําหนดช่ือของสารผสมขางตนวา “ไมโครอิมัลชัน” ในบางกรณีก็อาจถูกเรียกวา transparent 

microemulsion หรือ micellar emulsion ซึ่งการเลือกใชคําที่แตกตางกันน้ี เน่ืองมาจากแนวคิด 

หรือมุมมองที่แตกตางกันของนักวิจัย แตอยางไรก็ตามในทางปฏิบัติแลวถือวาหมายถึงระบบเดียวกัน 
 โครงสรางภายในของไมโครอิมัลชันประกอบดวย ไมเซลลขนาดใหญ หรือไมเซลลขยาย 

(swollen micelle) กระจายตัวอยูในวัฏภาคภายนอก โดยองคประกอบที่จัดเปนวัฏภาคภายใน    

จะรวมตัวอยูภายในไมเซลลน้ัน ซึ่งลักษณะดังกลาวคลายคลึงกับระบบสารละลายที่เกิดข้ึนโดยกลไก  

การเพิ่มการละลายดวยไมเซลล (micellar solubilization) จึงทําใหไมโครอิมัลชันมักถูกเรียกวา 

micellar solution หรือ solubilized system หรือ swollen micelle หรือ micellar emulsion 

อยางไรก็ตาม ไมโครอมิัลชันจะแตกตางจาก micellar solubilization system เล็กนอยในแงขนาด

ของไมเซลล โดยไมเซลลใน micallar solubilization จะมีขนาดเล็กกวาคือ ประมาณ 5-20          

นาโนเมตร ในขณะที่ ไมเซลลในไมโครอิมัลชันจะมีขนาดประมาณ 10-140 นาโนเมตร                 

ไมวาไมโครอิมัลชันจะเปนชนิดพิเศษ หรือเปน micellar solubilization system ก็ตาม           

โดยภาพรวมแลวไมโครอิมัลชัน หมายถึง ระบบกระจายตัวของของเหลวสองชนิดที่ไมเขากัน        

โดยของเหลวชนิดหน่ึงกระจายตัวเปนหยดเล็กประมาณ 10-140 นาโนเมตร อยูในของเหลวอีกชนิด

หน่ึง เห็นเปนของเหลวเน้ือเดียว และมีลักษณะโปรงแสงหรือโปรงใสเมื่อมองดวยตาเปลา (12) 

 2.6.1 ชนิดของไมโครอิมัลชัน  (12) 

  ไมโครอิมัลชันเปนระบบจตุภาค (quaternary system) ซึ่งประกอบไปดวยนํ้า นํ้ามัน 

สารลดแรงตึงผิว และสารลดแรงตึงผิวรวม โดยแบงออกไดเปน 2 ประเภท ดังน้ี 

  1. ไมโครอิมัลชันชนิดนํ้ามันกระจายในนํ้า (oil in water microemulsion) จะมี

นํ้ามันละลายอยูภายในไมเซลลขยายของสารลดแรงตึงผิว ดังภาพที่ 7 (ก) 

 2. ไมโครอิมัลชันชนิดนํ้ากระจายในนํ้ามัน (water in oil microemulsion) จะมีนํ้า

ละลายอยูภายในไมเซลลขยายของสารลดแรงตึงผิว โดยสารลดแรงตึงผิวที่มีประจุจะเกิดไมเซลลแบบ

ผกผันในนํ้ามัน ดังภาพที่ 7 (ข) 

 3. bicontinuous structure มีโครงตาขายของนํ้าในเมทริกซของนํ้ามัน และฟลม

ของสารลดแรงตึงผิวมีลักษณะเปนแผนตอเน่ือง (continuous sheet) จนมองไมออกวาวัฏภาคนํ้า

หรือนํ้ามันเปนวัฏภาคภายในดังภาพที่ 7 (ค)   
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ภาพท่ี 7 ชนิดของไมโครอมิลัชัน 

 
(ก) ไมโครอมิัลชันชนิดนํ้ามันในนํ้า (ข) ไมโครอมิัลชันชนิดนํ้าในนํ้ามัน (ค) bicontinuous structure 

ท่ีมา: ประภาพร บุญม.ี 2552 (34) 

  

 ความแตกตางระหวางแมคโครอิมัลชัน (macroemulsions) และไมโครอิมัลชัน

(microemulsion) (12) 

 ไมโครอิมัลชันมีคุณสมบัติที่แสงสามารถผานได ลักษณะโปรงใส ( transparent) หรือ     

โปรงแสง (translucent) ขณะที่แมคโครอมิัลชันจะทึบแสง แมคโครอมิัลชันแมจะมีลักษณะกายภาพ

คงตัว แต ในที่ สุดก็จะเกิดการรวมตัวกันของหยดอนุภาคภายในใหญ ข้ึน และเสียสภาพ                

แตไมโครอมิัลชันจะตรงขาม เพราะมีความคงตัวทาง thermodynamics แมคโครอิมัลชันตองอาศัย

แรงหรือพลังงานจากภายนอกในการลดขนาดอนุภาคภายใน แตไมโครอมิัลชันสามารถเกิดไดเองตาม

ธรรมชาติ ซึ่งลักษณะที่เกิดข้ึนไดเองน้ีสารลดแรงตึงผิวจะเปนตัวกําหนดวาจะเปนไมโครอิมัลชันชนิด

นํ้าในนํ้ามัน หรือนํ้ามันในนํ้า ย่ิงกวาน้ันไมโครอิมัลชันสามารถเพิ่มสัดสวนของวัฏภาคภายในไดถึง  

20-40% โดยที่ไมทําใหความหนืดเพิ่มข้ึน ดังน้ันไมโครอิมัลชันก็เปนอีกหน่ึงตัวเลือกที่ดีที่สามารถ

นําไปใชไดทั้งทางเครื่องสําอาง และเภสัชกรรม  

 ในปจจุบันไมโครอิมัลชันเปนอีกรูปแบบหน่ึงในการผลิตผลิตภัณฑหน่ึงที่ไดรับความนิยมมาก

ในงานวิจัยดานวิทยาศาสตรเครื่องสําอาง เน่ืองจากเหตุผลดังตอไปน้ี 

 1. ไมโครอิมัลชันมลีักษณะใสและนาใช  

 2. ไมโครอิมัลชันเปนระบบที่มีเสถียรภาพทาง thermodynamics จึงมีอายุสินคา (shelf 

life) ยาวนานข้ึน  

 3. ไมโครอิมัลชันสามารถเกิดข้ึนไดเอง (spontaneous formation) เมื่อระบบมีชนิดและ

ความเขมขนของวัฏภาคนํ้า นํ้ามัน สารลดแรงตึงผิว และสารลดแรงตึงผิวรวมที่เหมาะสมจึงผลิตได

งายโดยการคนผสมธรรมดา ไมตองใชเครื่องมือซับซอน ซึ่งตางจากอิมัลชัน (emulsion) และ        

นาโนอิมัลชัน (nanoemulsion) โดยที่สองรูปแบบหลังน้ีตองอาศัยพลังงานในกระบวนการผลิตสูง 
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 4. โครงสรางระดับไมโคร (micro-structure) ทําใหไมโครอิมัลชันสามารถนําสงสารสําคัญ

ทางเครื่องสําอางเขาสูผวิหนังไดดีกวารูปแบบอมิัลชันธรรมดา ซึ่งการนําสงสารสาํคัญทางเครื่องสําอาง

เขาสูผิวหนังในช้ันลาง ๆ ของหนังกําพรามีความสําคัญตอประสิทธิภาพของสารสําคัญทาง

เครื่องสําอางบางชนิดไดแก สารปรับผิวขาว (whitening agent) สารตานอนุมูลอิสระ เปนตน 

 แตก็ยังมีขอเสียคือ เน่ืองจากไมโครอิมัลชันเปนระบบที่ตองใชสารลดแรงตึงผิวปริมาณมาก 

เพื่อชวยใหคาแรงตึงผิวมีคานอยที่สุด ดังน้ันอาจกอใหเกิดการระคายเคืองตอผิวหนังได  

 2.6.2  สารลดแรงตึงผิว (Surfactant) (12) 

 เปนสารที่มีโมเลกลุประกอบดวยสวนที่ไมชอบนํ้า (hydrophobic) และสวนที่ชอบนํ้า 

(hydrophilic) เมื่อกระจายสารลดแรงตึงผิวลงในนํ้า จะเกิดการเรียงตัวของสารลดแรงตึงผิว        

โดยหันสวนหัวที่ชอบนํ้าออกหานํ้า และหันสวนหางที่ไมชอบนํ้าเขาหากัน เพื่อใหสวนที่ไมชอบนํ้า

สัมผัสนํ้านอยที่สุด สามารถแบงสารลดแรงตึงผิวออกไดเปน 4 กลุมใหญ ๆ ดังน้ี 

 1. สารลดแรงตึงผิวที่มีประจุลบ (anionic surfactant) เปนสารลดแรงตึงผวิที่มีประจุ

ลบอยูบนสวนหัวที่ชอบนํ้า ซึ่งเกิดจาการแตกตัวของหมูที่มีประจุลบเชน carboxylate, sulfate หรือ 

sulfonate ในโมลเลกุล และโดยมากจะอยูในรูปเกลือ สวนที่ไมชอบนํ้ามักเปนสายโซของ

ไฮโดรคารบอนตรงที่อิ่มตัวหรือไมอิ่มตัว มีจํานวนคารบอนอะตอมประมาณ 12-18 อะตอม         

สารลดแรงตึงผิวกลุมน้ีนิยมใชอยางกวางขวางมาก เน่ืองจากราคาไมแพง และไมกอใหเกิดการระคาย

เ คือง เหมื อนสารลดแรง ตุงผิ วประจุบวก  ตั วอย า ง เช น  aluminium monosrearate,            

calcium stearate, magnesium stearate, sodium lauryl sulfate เปนตน 

 2. สารลดแรงตึงผิวที่มีประจุบวก (cationic surfactant)  เปนสารลดแรงตึงผิวที่

แตกตัว ใหประจุบวก สารกลุมน้ีถูกดูซับอยูบนสารที่มีประจุลบไดดี เชน ผิวหนัง เสนผม รวมทั้งเซลล       

ของจุลินทรีย มักนิยมนํามาใชเปนสารทําลายเช้ือโรค แตคอนขางระคายเคือง และเปนอันตรายตอ

เน้ือเย่ือลูกนัยนตา 

 3. สารลดแรงตึงผิวที่มีหมู amphoteric สารลดแรงตึงผิวกลุมน้ีมีทั้งประจุบวกและ

ประจุลบในโมเลกุล จะแสดงออกประจุบวก ประจุลบ หรือไมมีประจุข้ึนกับคา pH ของระบบ ในทาง

เครื่องสําอางสารลดแรงตึงผิวชนิดน้ีนิยมนํามาใชกับผลิตภัณฑชําระลางผิวหนา เสนผม เน่ืองจากไม

เกิดการระคายเคือง และยังชวยลดปริมาณการใชสารลดแรงตึงผิวชนิดประจุลบในสูตรตํารับ จึงนิยม

ใชเตรียมแชมพูสําหรับทารก เชน lecithin  

 4. สารลดแรงตึงผิวไมมีประจุ (nonionic surfactant) สารลดแรงตึงผิวกลุมน้ีไมมี

ประจุ  ในโมเลกุลจึงไมกอใหเกิดการระคายเคืองเหมือนกับสารลดแรงตึงผิวที่มีประจุ และสารลดแรง

ตึงผิวกลุมน้ีสามารถเขาไดกับสารลดแรงตึงผิวหลายชนิด แตมีขอเสียคือ อาจจะลดประสิทธิภาพของ

สารกันเสียบางชนิด คุณสมบัติของสารกลุมน้ีข้ึนกับคุณสมบัติสวนที่ชอบนํ้า และสวนที่ไมชอบนํ้า  



24 
 

 

โดยสวนที่ชอบนํ้ามักเปนกลุม polyoxyethylene, polyoxypropylene อนุพันธของ polyol และ

หมู hydroxyl สวนที่ไมชอบนํ้ามักเปนกรดไขมัน หรือแอลกอฮอลไขมันที่อิ่มตัวหรือไมอิ่มตัว       

ทั้งน้ีการปรับเปลี่ยนขนาดของสวนที่ชอบนํ้า และความยาวของสวนที่ไมชอบนํ้ามีผลตอคา 

Hydrophilic-Lipophilic Balance (HLB) ซึ่งเปนพารามิเตอรที่ใชในการจําแนกกลุมของสารลดแรง

ตึงผิว นอกจากน้ีอาจใชสารกออมิลัชันหลายชนิดรวมกัน เน่ืองจากจะทําใหเกิดฟลมเชิงซอนที่แข็งแรง 

โดยนิยมใชสารลดแรงตึงผิว 2 ชนิดรวมกัน คือ สารทีมีคา HLB สูง รวมกับสารที่มีคา HLB ตํ่า เพื่อให

สามารถปรับคา HLB เกิดเปนชนิดของอิมัลชันที่ตองการได และมีความคงตัว 

 ขอดีของการเลือกใชสารกออมิัลชันหลายชนิดรวมกัน  

 - ทําใหเกิดฟลมเชิงซอนที่มีความแข็งแรงมาก 

 - สามารถปรับความหนืดไดตามตองการ 

 - ทําใหอิมัลชันแผกระจายบนผิวหนังไดดี 

 - สามารถปรับใหไดคา HLB ที่เหมาะสมได  

 บทบาทของสารลดแรงตึงผิวในการเกิดไมโครอิมลัชัน (35) 

 สารลดแรงตึงผิวเมื่ออยูในระบบที่มีนํ้าและนํ้ามัน จะจัดเรียงตัวเปนฟลมที่แข็งแรงอยูที่

บริเวณผิวประจันระหวางวัฏภาคนํ้ามันกับวัฏภาคนํ้า ดังภาพที่ 8 

 

ภาพท่ี 8 ลักษณะจําลองของฟลมที่ผิวประจันระหวางวัฏภาคนํ้าและวัฏภาคนํ้ามัน เมื่อในระบบมี 

สารลดแรงตึงผวิชนิดเดียว 

 
ท่ีมา: Pakpayat et al. 2011 (35) 

 

 การใชสารลดแรงตึงผิว 2 ชนิดรวมกัน เชน ของผสมระหวาง decyl glucoside กับ 

sorbitan monolaurate ของผสมระหวาง polyoxyethylene-20-sorbitan monooleate กับ 

sorbitan monooleate ของผสมระหวาง polyoxyethylene-20-sorbitan monooleate กับ 

sorbitan monolaurate เปนตน สามารถทําใหไดฟลมที่แข็งแรงมากข้ึน รวมถึงทําใหฟลมมีความโคง 

(curvature) เพิ่มข้ึน ดังภาพที่ 9 ฟลมที่ผิวประจันระหวางวัฏภาคนํ้ามันกับวัฏภาคนํ้าน้ีทําใหระบบมี
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เสถียรภาพ โดยทําใหวัฏภาคนํ้ามันกับวัฏภาคนํ้าซึ่งเปนของเหลวที่ไมสามารถผสมเขาดวยกัน 

(immiscible liquids) สามารถกระจายรวมอยูดวยกันได 

 นอกจากการใชสารลดแรงตึงผิวสองชนิดรวมกันแลว อาจใชสารในกลุมแอลกอฮอลสาย

โมเลกุลขนาดสั้นหรอืปานกลาง เชน ethanol, isopropanol และ butanol เปนตน และสารในกลุม 

polyhydroxy compound เชน glycerin, propylene glycol และ 1,3-butylene glycol เปนตน 

เพื่อทําหนาที่เปนสารลดแรงตึงผิวรวมในระบบไมโครอิมัลชันไดดวย 

 

ภาพท่ี 9 ลักษณะจําลองของฟลมที่ผิวประจันระหวางวัฎภาคนํ้าและวัฏภาคนํ้ามัน เมื่อในระบบสาร

ลดแรงตึงผิวสองชนิดรวมกัน 

 
ท่ีมา: Pakpayat et al. 2011 (35) 

 

การหาสวนประกอบที่เหมาะสมในการเกิดไมโครอิมัลชัน สามารถทําไดหลายวิธี ไดแก วิธี

เปลี่ยนอุณหภูมิเพื่อใหกลับวัฏภาค (phase inversion temperature method) วิธีไทเทรต  

(titration method) วิธีหาความเบี่ยงเบนในการชอบนํ้าและชอบนํ้ามัน (hydrophilic-lipophilic 

deviation method) และวิธีผสมตัวอยางทีละหลอด (preparing samples of different ratios of 

components in individual tubes) ในการศึกษาครั้งน้ีผูวิจัยสนใจวิธีไทเทรต จึงจะขอกลาวถึง

หลักการทําวิธีไทเทรตดังน้ี 

 2.6.3 วิธีไทเทรต (titration method) (35) 

  วิธีน้ีเปนการหาสัดสวนของสวนประกอบที่เหมาะสมในการเกิดไมโครอิมัลชัน โดยการ

ผสมวัฏภาคนํ้ามันกับของผสมระหวางสารลดแรงตึงผิวและสารลดแรงตึงผิวรวมเขาดวยกัน แลวจึงทํา      

การไทเทรตดวยนํ้าโดยคนตลอดเวลา โดยหลังจากการเติมนํ้าในระบบทุกครั้งน้ันตองคนใหสารเขากัน

ดี และคอยจนกระทั่งระบบเขาสูสมดุล (equilibrium) จึงทําการไทเทรตตอ จนกระทั่งถึงจุดที่ระบบ 

มีลักษณะใส จุดน้ีคือจุดที่ เริ่มเกิดไมโครอิมัลชัน จากน้ันจึงทําการไทเทรตตอจนถึงจุดที่ระบบ          
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มีลักษณะขุนหรือเริ่มเกิดการแยกช้ัน จุดน้ีคือจุดสิ้นสุดการเกิดไมโครอิมัลชัน ใหทําการทดลอง

เชนเดียวกันน้ีกับสวนผสมของวัฏภาคนํ้ามันกับสารลดแรงตึงผิวและสารลดแรงตึงผิวรวมในสัดสวนอื่น

จนครอบคลุมทุกสัดสวน หลังจากน้ันจึงนําปริมาณของวัฏภาคตาง ๆ ที่ทดลองไดระบบไมโครอิมัลชัน

ไปทําการเขียนกราฟในแผนภาพไตรภาคเทียม (pseudoternary phase diagram) ก็จะทําใหทราบ

ขอบเขตของการเกิดไมโครอิมัลชัน (microemulsion zone) ดังภาพที่ 10 แสดงตัวอยางของผลลัพธ 

หรือขอบเขตของการเกิดไมโครอิมัลชันที่ไดจากการไทเทรตของผสมระหวาง dioctylcyclohexane 

(วัฏภาคนํ้ามัน) กับสารผสมระหวาง decyl glucoside: sorbitan monolaurate (สารลดแรงตึงผิว: 

สารลดแรงตึงผิวรวม) และนํ้า 

 

ภาพท่ี 10 ตัวอยางแผนภาพไตรภาคเทียมแสดงขอบเขตการเกิดไมโครอมิัลชัน (บริเวณที่ระบายดวย

ลายเสนเฉียง)  

 
ท่ีมา: Pakpayat et al. 2011 (35) 

  

 มีงานวิจัยที่ไดทําการศึกษาเกี่ยวกับการผลิต และพัฒนาตํารับไมโครอิมัลชันมากมาย 

ยกตัวอยางเชน 

ประภาพร บุญมี (34) ไดทําการศึกษาอิทธิพลของโครงสรางระดับไมโครของไมโครอิมัลชัน 

และชนิดของสารลดแรงตึงผิวตอประสิทธิภาพในการซึมผานผิวหนังของยาที่ไมชอบนํ้าและยาที่ชอบ

นํ้า ซึ่งลักษณะของไมโครอิมัลชันในระบบที่ประกอบดวย isopropyl palmitate (IPP): นํ้า: (brij 97: 

1-butanol; 2:1) และ IPP: นํ้า: (aerosol OT (AOT): 1-butanol; 2:1) จากเทคนิคการทดลอง

หลายวิธี และศึกษาอิทธิพลของชนิดของไมโครอิมัลชันและระบบสารลดแรงตึงผิวตอการซึมผาน
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ผิวหนังของยาที่มีความชอบนํ้าแตกตางกัน โดยใชยาชาเฉพาะที่ 3 ชนิด คือ ลิโดเคน (lidocaine)    

เตตราเคน (tetracaine) ไดบูเคน (dibucaine) และเกลือไฮโดรคลอไรด (hydrochloride salts) 

เปนตัวแทนของยาที่ไมชอบนํ้าและยาที่ชอบนํ้า ตามลําดับ จากการทดลองวัดการนําไฟฟา ความหนืด 

cryo-field emission scanning electron microscopy (DSC cryo-FESEM) และ nuclear 

magnetic resonance (NMR) พบวาทั้งระบบ IPP: นํ้า: (brij 97: 1-butanol; 2:1) และ IPP: นํ้า: 

(AOT: 1-butanol; 2:1) ใหขอบเขตของไมโครอิมัลชันในเฟสไดอะเเกรมไตรภาคเทียมคลายคลึงกัน 

และมีจุดเปลี่ยนจากไมโครอิมัลชันชนิดนํ้าในนํ้ามันและเปนชนิดนํ้ามันในนํ้าที่มีความเขมขนนํ้า

ใกลเคียงกัน โดยที่มีปริมาณนํ้า 30%-35% โดยนํ้าหนัก สําหรับระบบที่มีสารผสมของสารลดแรงตึง

ผิว 45% โดยนํ้าหนัก นอกจากน้ีผลของการศึกษาลักษณะช้ีใหเห็นวาสามารถใช Fluorescence 

Resonance Energy Transfer (FRET) เปนเทคนิคทางเลือกในการศึกษาลักษณะไมโครอิมัลชันที่

เตรียมดวย AOT ได การผสมยา 1% โดยนํ้าหนัก ลงในไมโครอิมัลชันทั้งชนิดนํ้าในนํ้ามันและนํ้ามันใน

นํ้าซึ่งประกอบดวยสารผสมของสารลดแรงตึงผิว 45% โดยนํ้าหนัก และอัตราสวนวัฏภาคภายใน

ตอวัฏภาคนอกเปน 15%: 39% โดยนํ้าหนัก ไมมีผลเปลี่ยนแปลงชนิดของไมโครอิมัลชัน ผลจาก

การศึกษาการซึมผานของยาเขาสูหนังกําพราของมนุษยที่เตรียมดวยการแยกดวยความรอน โดยใช          

franz diffusion cell แสดงใหเห็นวาธรรมชาติของไมโครอิมัลชันเปนปจจัยสําคัญในการนําสงยาทาง

ผิวหนัง สําหรับไมโครอิมัลชันทุกระบบ ไมโครอิมัลชันชนิดนํ้ามันในนํ้าซึ่งมียาที่ไมชอบนํ้าใหผล     

การซึมผานผิวหนังสูงที่สุด การซึมผานของยาที่มีนํ้าหนักโมเลกุลตํ่ามีคามากกวาการซึมผานของยา    

ที่มีนํ้าหนักโมเลกุลสูง ไมโครอิมัลชันที่เตรียมดวย AOT ใหผลการซึมผานของยากลุมลิโดเคนที่สูงกวา

ไมโครอิมัลชันที่เตรียมดวย brij 97 ในขณะที่การซึมผานของยากลุมเตตราเคนจากไมโครอิมัลชัน        

ที่เตรียมดวย brij 97 มีคาสูงกวาสําหรับยากลุม  dibucaine ประสิทธิภาพการซึมผานจาก            

ไมโครอิมัลชันทั้ง 2 ระบบมีคาใกลเคียงกัน ความแตกตางของประสิทธิภาพการซึมผานของยาจาก   

ไมโครอิมัลชัน 2 ระบบของสารลดแรงตึงผิวน้ี อาจเกิดจากผลของความแตกตางในการเพิ่ม

ประสิทธิภาพการซึมผานของสารลดแรงตึงผิว และอัตรกิริยาระหวางยากับสารลดแรงตึงผิว 

Huang et al. (36) ไดศึกษาการนําสงสาร sodium nonivamide acetate (SNA) ซึ่งเปน

อนุพันธของ capsaicin ดวยไมโครอิมัลชัน โดยวัตถุประสงคในการศึกษาน้ีคือ เพื่อเตรียมตํารับ      

ไมโครอิมัลชันที่นําสงสาร SNA โดยที่ไมโครอิมัลชันที่เตรียมไดประกอบดวย สารลดแรงตึงผิวผสม

ระหวาง tween80: span20 และใช ethanol เปนสารลดแรงตึงผิวรวม วัฏภาคนํ้ามันใช isopropyl 

myristate และนํ้าเปนวัฏภาคภายนอก ศึกษาผลขององคประกอบของไมโครอมิัลชันที่มีสวนผสมของ

อัตราสวนนํ้ามัน สารลดแรงตึงผิว และนํ้า โดยที่ทําการปรับเปลี่ยนสารลดแรงตึงผิวรวม คุณสมบัติ

ของ polymer ตอการนําสงสารเขาสูผิวหนัง ขนาดอนุภาคเฉลี่ยที่ไดประมาณ 64-208 nm          

ไมโครอิมัลชันแสดงประสทิธิภาพในการนําสงสารเขาสูผิวหนัง โดยเพิ่มข้ึน 3.7-7.1 fold เมื่อเทียบกับ
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ตัวควบคุม ระบบไมโครอิมัลชันที่มีเอทานอลเปนสารลดแรงตึงผิวรวมมีประสิทธิภาพในการนําสงสาร

เขาสูผิวหนังสูงที่สุด ผลของการใส polymer ลงในตํารับไมโครอิมัลชันทําใหมีความหนืดเพิ่มข้ึน    

ทําใหการนําสงสารเขาสูผิวหนังลดลง อยางไรก็ตาม จากรายงานผลการทดลองกอนหนาน้ี           

ทําใหทราบวาการนําสงสาร SNA เขาสูผิวหนังอิมัลชันก็ยังสูงกวา SNA ที่อยูในตํารับทั่วไปที่เกิด

ระเหยได (buffer pH 4.2 และมีเอทานอล 25%)  ดังน้ันไมโครอิมัลชันจึงมีประสิทธิภาพในการนําสง

สารเขาสูผิวหนังดีกวา SNA ในตํารับทั่วไป  

 Shakeel et al. (37) ไดศึกษาการนําสงสาร caffeine ซึ่งถือวาเปนยาตานมะเร็งเขาสูผิวหนัง

ดวยนาโนอิมัลชันชนิดนํ้าในนํ้ามัน โดยเตรียมนาโนอิมัลชันไดจากแผนภาพไตรภาคเทียม ในปจจุบันน้ี

คาเฟอีนไดรับความสนใจในการศึกษาเกี่ยวกับการรักษามะเร็งหลายชนิด ซึ่งมีการพิสูจนวาการใช

คาเฟอีนสามารถปองกันมะเร็งผิวหนังจากการสัมผัสของแสงแดดได ดังน้ันจึงไดพัฒนาตํารับ         

นาโนอิมัลชันที่สามารถนําสงคาเฟอีนเขาสูผิวหนัง และประเมินผลตรวจสอบสิ่งที่สนใจ โดยเตรียม

ตํารับนาโนอิมัลชันดวยวิธีไทเทรตดวยเฟสนํ้ามัน ศึกษาความคงตัวของนาโนอมิัลชันโดยดูลักษณะทาง

กายภาพ ขนาดอนุภาค ความหนืด และดัชนีหักเหแสง (refractive index) สวนการนําสงสารเขาสู

ผิวหนังศึกษาใน in vitro โดยใชเครื่องมือ Franz diffusion cell และใชหนังของหนูเปน 

membrane โดยศึกษาการซึมผานของสารเขาสูผิวหนังเปรียบเทียบกับตํารับสารละลายสารคาเฟอีน

ธรรมดา พบวาการนําสงคาเฟอีนเพิ่มข้ึนในตํารับนาโนอิมัลชันอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) เมื่อเทียบ

กับตํารับสารละลายคาเฟอีนธรรมดา คา steady-state flux (Jss) เทากับ 147.55 ± 8.21 

µg/cm2/h และคา permeability coefficient (Kp) ที่วัดไดจากตํารับนาโนอิมัลชัน (C12)      

เทากับ  1.475 × 10-2 ± 0.031 × 10-2 cm/h  คา enhancement ratio (Er) เทากับ 17.37 ในสูตร

ที่ C12 ซึ่งมีคาสูงที่สุดเมื่อเทียบกับสูตรอื่นๆ ทั้งหมดสามารถสรุปไดวานาโนอิมัลชันชนิดนํ้าในนํ้ามัน

เปนตัวนําสงคาเฟอีนเขาสูผิวหนังที่ดีมาก ซึ่งในการทดลองน้ีไดเตรียมนาโนอิมัลชันจากแผนภาพไตร

ภาคเทียมที่ประกอบดวย สารลดแรงตึงผิว (transcutol-HP) ผสมกับสารลดแรงตึงผิวรวม (IPA)     

จากน้ันช่ังสวนผสมระหวางสารลดแรงตึงผิวและสารลดแรงตึงผิวรวมกับนํ้า และทําการไทเทรตดวย

เฟสนํ้ามัน  

 Constantinides et al. (38) ทําการเตรียมสูตรตํารับ และการศึกษาลักษณะทางกายภาพของ

ไมโครอิมัลชันชนิดนํ้าในนํ้ามันที่และประกอบดวย กลีเซอไรด (glycerides) สายกลางหรือสายยาว 

การทําใหเกิดไมโครอิมัลชันชนิดนํ้าในนํ้ามันที่มีขนาดวัฏภาคภายในเล็กที่สุดประมาณ 5-30 nm น้ัน

ประกอบดวย นํ้ามัน  สารผสมของสารลดแรง ตึงผิว HLB ตํ่าและสูงผสมกัน  และ นํ้า             

ตรวจสอบการเกิดไมโครอิมัลชันโดยการทํา pseudoternary phase diagram วัฏภาคนํ้ามัน

ประกอบดวยกลีเซอไรด สายกลาง หรือสายยาว และใช mono-/diglycerides หรือ sorbitan ester 

(สารลดแรงตึงผวิที่มีคา HLB ตํ่า) ใช tween80 เปนสารลดแรงตึงผวิที่มีคา HLB สูง การเตรียมไมโคร
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อิมัลชันทําไดโดยงายเพียงแคเติมสวนประกอบที่เหมาะสมจากน้ันคนดวยมือใหเขากันดี ในกรณีน้ี   

ไมโครอิมัลชันประกอบไปดวยกลีเซอไรดสายยาวและ sorbitan ester และใชอุณหภูมิสูง (40-60°C) 

เพื่อชวยลดความหนืด อีกทั้งละลายสวนประกอบทั้งหมดใหเขากันในระหวางการเตรียมเปน          

ไมโครอิมัลชัน จํากัดอัตราสวนของนํ้า (< 10% w/w) ซึ่งสามารถละลายในไมโครอิมัลชันชนิดนํ้า    

ในนํ้ามันที่ประกอบดวยกลีเซอไรดสายยาวและ sorbitan ester สวนไมโครอิมัลชันที่ประกอบดวย 

กลีเซอรไรดสายกลาง (mono-/ di-/ triglycerides) สามารถเตรียมที่อุณหภูมิหองไดเลย และ

สามารถเพิ่มปริมาณของนํ้าไดสูงถึง 40% (w/w) ไดไมโครอมิัลชันที่มีสวนประกอบดังน้ี captex 355: 

capmul MCM: tween80: saline (65: 22: 10: 3 w/w) โดยมีคาการนําไฟฟาเทากับ            

0.54 µmhos/cm ความหนืด 56.7 cP ดัชนีหักเหแสงเทากับ 1.449 ความหนาแนนเทากับ 0.9677 

และขนาดหยดวัฏภาคภายในเฉลี่ยเทากับ 15.2 ± 4.1 nm (การกระจายอนุภาค 0.153)           

สวนไมโครอิมัลชันที่ประกอบดวยกลีเซอไรดสายยาวมีสวนประกอบดังน้ี monoglycerides 

(soybean oil): arlacel 186: tween80: saline (65: 22: 10: 3 w/w) ซึ่งมีคาการนําไฟฟาเทากับ 

0.177 µmhos/cm ความหนืด 125.1 cP ดัชนีหักเหแสงเทากับ 1.471 ความหนาแนนเทากับ 0.901 

และขนาดหยดวัฏภาคภายในเฉลี่ยเทากับ 10.3 ± 2.5 nm (การกระจายอนุภาค 0.114)  

 นิภาพร ประเสริฐวิทย และคณะ (39) ไดศึกษาการพัฒนาตํารับยาทาตานเช้ือราในระบบไมโคร

อิมัลชันที่มีนํ้ามันเปนสวนประกอบ ระบบไมโครอิมัลชันซึ่งใชนํ้ามันถ่ัวเหลืองเปนวัฏภาคนํ้ามันไดถูก

พัฒนาข้ึนโดยใช cremophor RH 40 รวมกับ span 80 เปนสารลดแรงตึงผิว และใช absolute 

ethanol  เปนสารลดแรงตึงผิวรวม โดยทําการศึกษาที่สัดสวนของสารลดแรงตึงผิวตอ absolute 

ethanol เทากับ 2:1 พบวาเมื่อเพิ่มสัดสวนของ cremophor RH 40: span 80 จาก 1:5 เปน 1:3 

และ 1:2 ตามลําดับ บริเวณที่เกิดไมโครอิมัลชันบน ternary phase diagram เพิ่มมากข้ึน แตเมื่อ

สัดสวนเพิ่มข้ึนเปน 2:3 ปรากฏวาบริเวณที่เกิดไมโครอิมัลชันกลับลดลง น่ันคือ cremophor RH 40: 

span 80 (1:2) เปนสัดสวนของสารลดแรงตึงผิวที่ทําใหเกิดขอบเขตไมโครอิมัลชันมากที่สุด ซึ่ง

อิมัลชันที่เกิดข้ึนเปนชนิดนํ้ามันในนํ้า เมื่อเพิ่มสัดสวนของสารลดแรงตึงผิวตอ absolute ethanol 

จาก 2:1 เปน 3:1 และ 4:1 พบวาบริเวณที่เกิดไมโครอิมัลชันไมไดเพิ่มมากข้ึน และไมโครอิมัลชันที่

เกิดข้ึนมีทั้งชนิดนํ้ามันในนํ้าและนํ้าในนํ้ามัน นอกจากน้ียังพบผลึกเหลวในวัฏภาคนํ้าอีกดวย                 

เมื่อใส ketoconazole สัดสวน 2% w/w พบวาระบบไมโครอิมัลชัน และผลึกเหลวสามารถละลาย

ยาไดดี มีบางสัดสวนที่ยาอาจมีผลชวยทําใหเกิดระบบผลึกเหลว เน่ืองจากพบ ketoconazole ในผลึก

เหลวซึ่งเปนสารลดแรงตึงผิวในวัฏภาคภายนอก และ ketoconazole สามารถละลายไดใน 

absolute ethanol ซึ่งทําหนาที่เปนสารลดแรงตึงผิวรวม ดังน้ัน ketonozole อาจสงผลตอ       

การจัดเรียงตัวของสารลดแรงตึงผิว และสารลดแรงตึงผิวรวมในระบบไมโครอิมัลชันและผลึกเหลว 
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นอกจากน้ี หากบริ เวณใดมีปริมาณสารลดแรงตึงผิว  และสารลดแรงตึงผิวรวมนอยจะพบ            

การตกตะกอนของยาได   

 Trotta et al.(40) ไดศึกษาพฤติกรรมวัฏภาคของระบบไมโครอมิัลชันที่ประกอบดวย lecithin 

และ lysolecithin เปนสารลดแรงตึงผิว โดยศึกษาจาก phase diagram ทําการทดลองที่อุณหภูมิ 

25°C และศึกษาแผนภาพไตรภาคเทียมจากระบบที่ประกอบดวยนํ้า isopropyl myristate สารลด

แรงตึงผิวผสมระหวาง lecithin: lysolecithin ที่อัตราสวนตาง ๆ กัน และสารลดแรงตึงผิวรวมคือ 

ethanol ซึ่ง lysolecithin ไดมาจากกระบวนการ hydrolysis ดวยเอนไซมของ soybean lecithin 

โดยที่อัตราสวนของสารลดแรงตึงผิวผสมระหวาง lysolecithin: lecithin เปนไปตามสัดสวนตอไปน้ี 

0.7:1, 1.4:1, 2.1:1 สําหรับระบบที่มี 1-butanol สวนระบบที่มี 1-propanol หรือ ethanol        

ใหสัดสวนเทากับ 1.4:1 และใหอัตราสวนของสารลดแรงตึงผิวและสารลดแรงตึงผิวรวมดังน้ี 1:2, 1:1 

และ 2:1 สําหรับระบบที่มี 1-butanol สวนอัตราสวน 1:1 และ 1:2 สําหรับระบบที่มี 1-propanol 

และ ethanol ระบบที่พฤติกรรมวัฏภาคเกิด liquid crystalline พบเฉพาะที่มีสวนประกอบของ    

1-butanol อัตราสวน 2:1 ขอบเขตวัฏภาคการเกิดไมโครอิมัลชันข้ึนอยูกับสารลดแรงตึงผิวรวม 

อัตราสวนของสารลดแรงตึงผิวผสม (lysolecithin: lecithin) และอัตราสวนของสารลดแรงตึงผิวตอ

สารลดแรงตึงผิวรวม  

Li et al.(41) ไดศึกษาเกี่ยวกับผลของการผสมสารลดแรงตึงผิวชนิดไมมีประจุตอการเตรียม   

ไมโครอิมัลชันชนิดนํ้ามันในนํ้า โดยศึกษา phase diagram ของสวนประกอบดังน้ี capmul PG8 

(propylene glycol monocaprylate) เปนเฟสนํ้ามัน และใช tween 20 และ cremophor EL 

(polyoxly 35 castor oil) เปนสารลดแรงตึงผิว ปริมาณที่เลือกไดจาก phase diagram มีดังน้ี 

O20T80 (capmul PG8 20%, tween20 80%), O20C80 (capmul PG8 20%, cremophor EL 

80%), O20T40C40 (capmul PG8  20%, tween20  40% และ cremophor EL  40%) ซึ่งทํา    

การโหลดยา plurbiprofen ที่ 0%, 1%, 2.5% และ 5% (w/w) โดยใชวิธีการไทเตรต สําหรับการใช

สารลดแรงตึงผิวเพียงตัวเดียว เชน O20T80 หรือ O20C80 ทําใหไดอิมัลชันลัษณะขุน ขนาดอนุภาค

เพิ่มข้ึนตามปริมาณการโหลดยาที่เพิ่มข้ึน สําหรับการใหสารลดแรงตึงผิว 2 ชนิดผสมกัน O20T40C40 

ไดไมโครอิมัลชันที่มีลักษณะใส ขนาดอนุภาคภายในเล็ก (10-11 nm) ไมโครอิมัลชันที่ประกอบดวย 

O20T40C40 พบวามีความคงตัวที่อุณหภูมิหองเมื่อเก็บที่ 20 วัน โดยไมมีการเปลี่ยนแปลงของหยด     

วัฏภาคภายในจากการโหลดยาที่ความเขมขนตางๆ การเจือจางปริมาณนํ้า simulate gastic fluid 

หรือ simulate intestinal fluid ลวนไมทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของขนาดหยดวัฏภาคภายในของ

ไมโครอิมัลชัน 
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2.7 กรอบแนวคิดท่ีใชในงานวิจัย  

แผนภูมิท่ี 2 กรอบแนวคิดที่ใชในการวิจัย 

  

 

 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

เตรียมสารสกัดจากชาเขียว 

    -  ซื้อขาเขียว 3 ชนิด จากหางสรรพสินคา

ในไทย 

    -  ทําการสกัดทีส่ภาวะตางๆ ที่กําหนดไว 

เตรียมตํารับไมโครอิมัลชัน 

    -  ศึกษาแผนภาพไตรภาคเทียม 

    -  ศึกษาผลของสารลดแรงตึงผิวรวมที่

มีตอแผนภาพไตรภาคเทียม 

    -  เลือกตํารบัไมโครอมิัลชัน 

สารสกัดจากชาเขียว 

ประเมินคุณลักษณะทางกายภาพ และ
ทางเคมีของตํารับไมโครอิมัลชันท่ีเตรียม
ไดเปรียบเทียบกับตํารับเจล 
 
     -  ลักษณะภายนอก เชน สี กลิ่น ความ
ใส และการแยกช้ัน โดยสังเกตดวยตาเปลา 
     -  ประเภทของไมโครอิมลัชัน 
     -  ขนาด และการกระจายอนุภาค 
     -  การนําไฟฟา 
     -  ความเปนกรด-ดาง 
     -  ความหนืด 
      

ตํารับไมโครอิมลัชันพื้นฐาน (ไมไดกัก

เก็บสารสกัดจากชาเขียวมัทฉะ)   

เตรียมตํารับไมโครอิมลัชัน                                 

(กักเก็บสารสกัดจากชาเขียวมัทฉะ) และ

ตํารับเจลผสมสารกัดชาเขียวมทัฉะ  

    -  วิเคราะหหาปริมาณ total phenolic 

    -  ทดสอบฤทธ์ิตานอนุมลูอิสระ 2 วิธี 

ไดแก (DPPH และ ABTS assay) 

    -  วิเคราะหหาปริมาณสารสําคัญดวย

เทคนิค HPLC 

    -  ตรวจสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห 

(validation method) 

ศึกษาความคงตัว 

    - ที่อุณหภูมิหอง (room 

temperature) 

    - ที่สภาวะเรง (heating/cooling) 

วิเคราะหสถิติ และสรุปผล 

นําตํารับไมโครอิมลัชันผสมสารสกัดชาเขียว 

มัทฉะไปศึกษาสัณฐานวิทยา และโครงสราง  

นําตํารับไมโครอิมลัชันผสมสารสกัดชา

เขียวมัทฉะ และตํารบัเจลผสมสารสกัดชา

เขียวมัทฉะมาวิเคราะหสารสําคัญคงเหลือใน

ตํารับดวยเทคนิค HPLC  



 
 

 

บทท่ี 3 

ระเบียบวิธีการวิจัย 

 

3.1 เครื่องมือ และอุปกรณท่ีใชในงานวิจัย  

 1. เครื่องช่ัง 2 ตําแหนง Mettler Toledo™ รุน ML 3002E/01 ประเทศสวิสเซอรแลนด 

 2. เครื่องช่ังวิเคราะห ความละเอียดทศนิยม4 ตําแหนง Mettler toledo รุน ML 204/01 

ประเทศสวิตเซอรแลนด 

 3. เครื่องวัดความหนืด Brookfield Model DV-II+ Pro viscometer with small sample 

adapter (spindle เบอร S18) ประเทศสหรัฐอเมริกา 

4. เครื่องวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH meter) Schott Instrument รุน Lab 850  

5. เครื่องวัดคาการนําไฟฟา (conductivity meter) Mettler Toledo™ บริษัท Mettler 

Toledo Co., Ltd. ประเทศสวิตเซอรแลนด 

 6. เครื่องวัดขนาดอนุภาค รุน Delsa™ Nano C บริษัท BECKMAN COULTER® ประเทศ

ญี่ปุน 

7. เครื่องแยกสารดวยเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง (High Performance 

Liquid Chromatography; HPLC) บริษัท Thermo Electron Corporation ประเทศสหรฐัอเมริกา 

 8. เครื่องทําระเหยสุญญากาศแบบหมุน (rotary evaporator) รุน LABOROTA 4011, 

Heidolph®ประเทศเยอรมัน 

9. กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน (transmission electron microscope; TEM)  

รุน TECNAI™ 20 TWIN บริษัท FEI Company ประเทศสหรัฐอเมริกา 

10. คอลัมน ACE 10 C18 reversed phase (250 x 4.6 mm, 5 µm) จากบริษัท 

Advanced Chromatography technologies Co., Ltd. 

11. ตูเย็น Mitsubishi® รุน MR-F50C/ST 

12. ตูอบลมรอน Memmert®  รุน D06062 modell600 ประเทศเยอรมัน 

13. เครื่องเขยาสารดวยความถ่ีสูง (sonicator) Bransonic Ultrasonic Cleaner รุน 2510 

E-MT ประเทศสหรัฐอเมริกา 

14. ปมสุญญากาศ (vacuum pump) GAST รุน DOA-V505-BN ประเทศสหรัฐอเมริกา 

15. บิวเรตขนาด 50 มิลลิลิตร พรอมขาต้ังและที่จบัยึด 

 16. บีกเกอร (beaker) ขนาด 25, 50, 100, 250, 600, 1000, 2000 มิลลลิิตร 

 17. หลอดทดลอง (test tube) พรอมฝาปดขนาด 10 มิลลลิิตร จํานวน 50 หลอด 

 18. หลอดหยดสาร (dropper)  
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 19. แทงแกวคน (stirring rod) 

 20. ที่วางตระแกรง (rank) 

 21. เครื่องกวนสารละลาย (magnetic stirrer) 

 22. ขวดรองรับสาร (receiving flask) 

 23. ขวดกรองสาร (suction flask) 

 24. ถุงซิปล็อค 

 25. ฟอลย (foil) 

 26. ขวดรูปชมพู (erlenmeyer flask) 

 27. กระบอกตวง (cylinder) ขนาด 10, 100 และ 2000 มลิลลิิตร 

 28. กระดาษกรอง เบอร 1 (Whatman™ No.1) 

 29. กรวยกรอง (funnel) 

 30. ขวดกนกลม (round bottom flask) 

 31. ไมโครปเปต (micropipettes) ขนาด 10, 100 และ 1000 ไมโครลิตร Eppendorf 

Research plus ประเทศเยอรมัน 

 32. ทิป (tips) Eppendorf Research plus ประเทศเยอรมัน 

33. ขวดวัดปริมาตร (volumetric flask) ขนาด 10, 25, 50, 100, 200, 250 และ 500 

มิลลิลิตร 

34. ขวดเก็บตํารับไมโครอิมลัชัน และสารสกัดมฝีาปด ขนาด 50 ml  

35. การดคอลัมน (guard column) Phenomenex® ประเทศสหรัฐอเมริกา 

36. เครื่อง UV spectrophotometer รุน Jasco V630 บรษัิท Jasco Coporation 

ประเทศญีปุ่น 

 37. เครื่องทําแหงแบบแชเยือกแข็ง (freeze dry) รุน Christ Alpha 1-2 LD ประเทศ 

สหราชอาณาจักร 

 

3.2 วัตถุดิบ และสารเคมีท่ีใชในงานวิจัย 

 1. ชาเขียว 3 ชนิด ชาเขียวมัทฉะ ชาเขียวเซนฉะ และชาเขียวบันฉะ จากหางสรรพสินคาใน

ประเทศไทย 

 2. สารมาตรฐาน caffeine, epicatechin, epigallocatechin gallate บริษัท Sigma-

Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา 

 3. 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) บริษัท Sigma-Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา 
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 4. 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)  (ABTS•+) บริษัท 

Sigma-Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา 

 5. สารละลาย Folin-Ciocalteau บริษัท LOBA Chemie ประเทศอินเดีย 

 6. สารมาตรฐาน L-ascorbic acid บริษัท Sigma-Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา 

 7. สารมาตรฐาน gallic acid บริษัท Fluka ประเทศสวิสเซอรแลนด 

 8. methanol เกรด HPLC บริษัท Merck ประเทศเยอรมัน 

 9. methanol เกรด AR บริษัท Merck ประเทศเยอรมัน 

 10. ethanol เกรด AR บริษัท Merck ประเทศเยอรมัน 

 11. acetonitrile บริษัท Merck ประเทศเยอรมัน 

 12. glacial acetic acid บริษัท Merck ประเทศเยอรมัน 

 13. deionized water มหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ ประเทศไทย 

 14. jojoba oil บริษัท Hong Huat Co., Ltd. ประเทศไทย 

 15. span80 (sorbitan monooleate) บริษัท Namsiang Company Limited ประเทศ

ไทย 

 16. isopropyl alcohol บริษัท QReC™ ประเทศนิวซีแลนด 

17. cremophor RH40  (PEG-40 hydrogenated castor oil) บริษัท Namsiang 

Company Limited ประเทศไทย 

 18. kolliphor EL (PEG-35 hydrogenated castor oil) ไดรับความอนุเคราะหจากบริษัท 

BASF  

 19. kolliphor HS15 (polyethylene glycol (15)-hydroxystearate) ไดรับความ

อนุเคราะหจากบริษัท BASF  

 

3.3  วิธกีารดําเนนิงานวิจัย 

 3.3.1 การเตรยีมสารสกัดชาเขียว  

                 ทําการสกัดชาเขียว 3 ชนิด คือ ชาเขียวมัทฉะ ชาเขียวเซนฉะ และชาเขียวบันฉะ           

โดยช่ังตัวอยางชาเขียวแตละชนิดมา 2 g และสกัดที่สภาวะแตกตางกัน  ดังแสดงในแผนภูมิที่ 3  

 - ตัวทําละลายที่ใชในการสกัด 3 ชนิด คือ นํ้า 40% ethanol และ 70% ethanol 

ปริมาตร 50 ml 

 - อุณหภูมิที่ใชในการสกัดแตกตางกัน ณ ที่ 80°c และ 100°c โดยถาเปนในสวน 

40% ethanol และ 70% ethanol ตมนํ้าใหไดอุณหภูมิที่ตองการ ตวงผสมกับเอทานอลใหไดตาม

สัดสวน จากน้ันคนและต้ังทิ้งไวใหครบตามเวลาที่กําหนด 
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 - เวลาที่ใชในการสกัดแตกตางกัน ที่เวลา 15 และ 30 นาที ในการสกัดของแตละตัวอยางชา

เขียว 

  หลังจากสกัดชาเขียวแตละชนิดในสภาวะที่แตกตางกัน จึงนําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว

รอบ 3000 rpm เปนเวลา 15 นาที ดูดเฉพาะสวนใสมา 10 ml ใสภาชนะที่มีฝาปด จากน้ันนําไปเก็บ

ที่ 0°c เพื่อรอการทดสอบอื่น ๆ ตอไป 

 

แผนภูมิท่ี 3 แผนผงัการสกัดชาเขียว 

 
 3.3.2 การหาปริมาณ total phenolic contents  

 หาปริมาณ total phenolics จากสารสกัดชาเขียว 3 ชนิด ดวยวิธี Folin-Ciocalteu 

ตาม วิธีของ Rusak et al. (24)  ดังน้ี   

 1) เตรียมสารละลาย Folin-Ciocalteu 10% v/v  

            ดูดสารละลาย Folin-Ciocalteu มาจํานวน 10 ml ใสลงใน volumetric flask 

ขนาด 100 ml ปรับปริมาตรดวยนํ้าจนครบ 100 ml 

 2) เตรียม sodium carbonate 20% w/v 

            ช่ัง sodium carbonate ( Na2CO3) มาจํานวน 100 g ใสลงใน volumetric 

flask ขนาด 500 ml ปรับปริมาตรดวยนํ้าจนครบ 500 ml  

 3) เตรียมสารละลายมาตรฐาน 
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             ช่ังสารมาตรฐาน gallic acid จํานวน 25 mg ใน volumetric flask ขนาด       

25 ml ละลายและปรับปริมาตรดวยนํ้าจนครบ 25 ml ไดความเขมขนของสารมาตรเทากับ           

1 mg/ml จากน้ัน dilute ดวยนํ้าใหได 5 ความเขมขน ดังน้ี 0.25, 0.1, 0.004, 0.00016 และ 

0.0000064 mg/ml 

 4) เตรียมสารละลายสารสกัดชาเขียว 

    ทําการ dilute สารสกัดชาเขียวแตละชนิด แตละสภาวะการสกัดใหได 5 ความ

เขมขน ดังน้ี 0.5, 0.2, 0.08, 0.032 และ 0.0128 mg/ml  

 ขั้นตอนการทดลอง  

 - ปเปตสารมาตรฐาน หรือสารสกัดที่แตละความเขมขนมาจํานวน 0.1 ml ใสลงใน 

volumetric flask ขนาด 10 ml  

 - เติมสารละลาย Folin-Ciocalteu 10% v/v จํานวน 0.5 ml, Na2CO3 20% w/v จํานวน 

1.5 ml และนํ้าจํานวน 6 ml ทิ้งไวใหทําปฏิกิริยาในที่มืด 30 นาที  

 - เมื่อครบเวลาปรับปริมาตรดวยนํ้าใหครบ 10 ml แลวจึงนํามาวัดคาการดูดกลืนแสงดวย

เครื่อง UV/VIS Spectrophotometer ย่ีหอ Jasco รุน V-530 ที่ 765 นาโนเมตร ทําการทดลอง 3 

ซ้ํา  

- สรางกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสง (absorbance) และ

ความเขมขน รายงานผลเปน mg GAE/g dry weight 

 3.3.3 การทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ 

         1. DPPH assay 

 การทดสอบฤทธ์ิการตานอนุมูลอิสระดวยวิธี DPPH ตามวิธีของ Jun et al. (22)  

ดังน้ี   

   1) เตรียมสารละลาย DPPH 

  ช่ัง DPPH จํานวน 0.004 g ใน volumetric flask 100 ml ปรับปริมาตรดวย 

absolute ethanol จนครบ 100 ml ไดสารละลาย DPPH ความเขมขน 0.1 mM 

  2) เตรียมสารละลายมาตรฐาน L-ascorbic acid 

  ช่ังสารมาตรฐาน L-ascorbic acid มาจํานวน 0.0625 g ใน volumetric flask 

25 ml ไดความเขมขน 2.5 mg/ml จากน้ัน dilute ใหได 5 ความเขมขน ดังน้ี 0.01, 0.005, 0.001, 

0.0006 และ 0.00006 mg/ml 

  3) เตรียมสารละลายสารสกัดชาเขียว      

    เตรียมสารสกัดชาเขียว โดย dilute สารสกัดชาเขียวใหได 5 ความเขมขนดังน้ี 

0.2, 0.1, 0.04, 0.016 และ 0.0064 mg/ml 
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 ขั้นตอนการทดลอง  

 - ปเปตสารละลายมาตรฐาน หรือสารสกัดที่แตละความเขมขนมาจํานวน 2 ml ผสมกับ

สารละลาย DPPH จํานวน 2 ml เปรียบเทียบกับ control 

 - ทิ้งใหทําปฏิกิริยาในที่มืด 30 นาที แลวจึงนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวย UV/VIS 

spectrophotometer ที่ 515 นาโนเมตร ทําการทดลอง 3 ซ้ํา  

  - สรางกราฟเสนตรงระหวาง %inhibition และความเขมขน รายงานผลเปนคา IC50  

 2. ABTS assay 

 การทดสอบฤทธ์ิการตานอนุมูลอิสระดวยวิธี ABTS ตามวิธีของ Ndlovu et al. (42) 

ดังน้ี 

  1) เตรียมสารละลาย potassium persulfate (K2S2O8) 

  ช่ัง potassium persulfate มาจํานวน 3.7845 g ใน volumetric flask 100 

ml ปรับปริมาตรดวยนํ้า DI จนครบ 100 ml ไดสารละลาย potassium persulfate ความเขมขน 

140 mM  

  2) เตรียมสารละลาย ABTS•+ 

                      ช่ังสาร ABTS•+ มาจํานวน 0.3841 g ใน volumetric flask 100 ml ปรับ

ปริมาตรดวย absolute ethanol จนครบ 100 ml ไดสารละลาย ABTS•+ ความเขมขน 7 mM  

  3) เตรียมสารละลายมาตรฐาน L-ascorbic acid 

  ช่ังสารมาตรฐาน L-ascorbic acid มาจํานวน 0.0625 g ใน volumetric flask 

25 ml ไดความเขมขน 2.5 mg/ml จากน้ัน dilute ใหได 5 ความเขมขนดังน้ี 0.05, 0.04, 0.03, 

0.02 และ 0.01 mg/ml 

  4) เตรียมสารละลายสารสกัดชาเขียว 

  เตรียมสารสกัดชาเขียว โดย dilute สารสกัดชาเขียวใหได 5 ความเขมขน ดังน้ี 

1.0, 0.5, 0.1, 0.02 และ 0.001 mg/ml 

 ขั้นตอนการทดลอง   

 - oxidize สารละลาย ABTS•+ ดวย K2S2O8 เก็บไวที่อุณหภูมิ 4°c นาน 12-16 ชม.  

 - นํ า ส า ร ล ะ ล า ย  ABTS•+ที่ ไ ด ม า ล อ ง วั ด ค า ก า ร ดู ด ก ลื น แ ส ง ด ว ย UV/VIS 

spectrophotometer ที่ 405 นาโนเมตร หรือ dilute สารละลายดวยนํ้า จนกวาจะไดคาการ

ดูดกลืนแสงอยูในชวง 0.7±0.05  

 - ดูดสารละลายมาตรฐาน หรือสารสกัดที่แตละความเขมขนมาจํานวน 400 µl ผสมกับ

สารละลาย ABTS•+ ที่ถูก oxidized แลวจํานวน 4 ml ทิ้งใหทําปฏิกิริยาในที่มืดเปนเวลา 30 นาที 

เปรียบเทียบกับ control 
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 - เ มื่ อ ค ร บ เ ว ล า นํ า ส า ร ล ะ ล า ย ที่ ไ ด ม า วั ด ค า ก า ร ดู ด ก ลื น แ ส ง ด ว ย  UV/VIS 

spectrophotometer ที่ 405 นาโนเมตร ทําการทดลอง 3 ซ้ํา  

 - สรางกราฟเสนตรงระหวาง %inhibition และความเขมขน รายงานผลเปนคา IC50  

 3.3.4 การตรวจสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห (method validation) 

 ในงานวิจัยน้ีใชการตรวจสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห ดังน้ี 

 1) ความสัมพันธเชิงเสน (linearity)   

 - เตรียมสารละลายมาตรฐาน caffeine ในนํ้า ใหมีความเขมขนดังน้ี 0.1, 0.075, 

0.05, 0.025 และ 0.005 mg/ml  

 - เตรียมสารละลายมาตรฐาน epicatechin ในนํ้า ใหมีความเขมขนดังน้ี 0.2, 

0.15, 0.10, 0.05 และ 0.01 mg/ml 

    - เตรียมสารละลายมาตรฐาน epigallocatechin gallate ในนํ้า ใหมีความ

เขมขนดังน้ี 0.4, 0.25, 0.04, 0.025 และ 0.015 mg/ml 

     - นําไปฉีดวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC ทําการวิเคราะห 3 ซ้ํา 

 - สรางกราฟเสนตรงระหวางพื้นที่ใตพีกกับความเขมขนของสรางกราฟมาตรฐาน

ของสารละลายมาตรฐาน caffeine, epicatechin และ epigallocatechin gallate คํานวณหาคา

สัมประสิทธ์ิสัมพันธ (correlation coefficient : r2)  

 2) ความแมน (accuracy)  

 - เตรียมสารละลายสารสกัดชาเขียวมัทฉะความเขมขน 1 mg/ml  

  - เติมสารละลายมาตรฐาน caffeine, epicatechin และ epigallocatechin 

gallate ที่ทราบความเขมขนที่แนนอนลงในสารสกัดชาเขียวมัทฉะ โดยใหครอบคลุมชวงความเขมขน

ของปริมาณสาร caffeine, epicatechin และ epigallocatechin gallate ในสารสกัดชาเขียวมัทฉะ    

ที่ 3 ระดับ ไดแก รอยละ 80, 100 และ 120  

 - ฉีดวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC ทําการวิเคราะห 3 ซ้ํา แลวคํานวณผลเปน      

คารอยละการกลับคืน (%recovery)  

 3) ความเที่ยง (precision) ทําการตรวจสอบความเที่ยงในวันเดียวกัน (intra day) 

และ ความเที่ยงตางวัน (inter day) ดังน้ี 

    - ความเที่ยงในวันเดียวกัน โดยการฉีดวิเคราะหสารละลายสกัดชาเขียวมัทฉะ             

ในวันเดียวกัน สภาวะการทดลองเดียวกัน ทําการวิเคราะห 6 ซ้ํา  

              - ความเที่ยงตางวัน นําสารละลายสารสกัดชาเขียวมัทฉะหลังจากวันที่ ฉีด

วิเคราะหความเที่ยงในวันเดียวกันแลวเก็บไวจนครบเวลา 4 วัน มาทําการฉีดวิเคราะห 6 ซ้ํา 
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 3.3.5 การวิเคราะหหาปริมาณสารสําคัญ caffeine, epicatechin และ 

epigallocatechin gallate ในสารสกัดชาเขียวมัทฉะดวยเครื่องโครมาโท กราฟของเหลว

สมรรถนะสูง (High performance Liquid Chromatography; HPLC) 

 1) การเตรียมสารละลายมาตรฐาน (standard solutions) 

 - เตรียมสารละลายมาตรฐาน caffeine ในนํ้า ใหมีความเขมขนดังน้ี 0.1, 0.075, 

0.025, 0.01 และ 0.005 mg/ml  

 - เตรียมสารละลายมาตรฐาน epicatechin ในนํ้า ใหมีความเขมขนดังน้ี 0.2, 

0.15, 0.10, 0.05 และ 0.01 mg/ml 

      - เตรียมสารละลายมาตรฐาน epigallocatechin gallate ในนํ้า ใหมีความ

เขมขนดังน้ี 0.4, 0.25, 0.04, 0.025 และ 0.015 mg/ml 

 วิเคราะหสารละลายมาตรฐานดวยเครื่อง HPLC โดยใชสภาวะที่พัฒนาแลว ดังน้ี   

วัฏภาคคงที่แบบยอนกลับดวยคอลัมนชนิด RP-C18reversed phase (ความยาว 25 ซม. เสนผาน

ศูนยกลาง 4.6 มม.) วัฏภาคเคลื่อนที่ประกอบดวย water: acetonitrile: methanol: ethyl 

acetate: glacial acetic acid อัตราสวนคงที่ 89: 6: 1: 3: 1 (โดยปริมาตร) อัตราการไหล 1.20 

มิลลิลิตรตอนาที ตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร ปริมาณสารละลายตัวอยางที่ฉีดครั้งละ  

20 ไมโครลิตร จากน้ันทําการวิเคราะหแตละตัวอยาง ที่แตละความเขมขนอยางละ 3 ซ้ํา นําคาเฉลี่ย

ของพื้นที่ใตพีก (peak area) ทั้ง 5 ความเขมขนของสารมาตรฐานแตละตัวมาสรางกราฟมาตรฐาน

ระหวางพื้นที่ใตพีกกับความเขมขนของสารมาตรฐาน 

 2)  การ วิเคราะหหาปริมาณสารสําคัญ caffeine, epicatechin และ 

epigallocatechin gallate ในสารสกัดชาเขียวมัทฉะ 

 - เตรียมสารสกัดชาเขียวมัทฉะใน 40% เอทานอล ใหมีความเขมขน 2 mg/ml 

แลวนําไปกรองผานเมมเบรนฟลเตอร 0.22 ไมครอน 

 - ตรวจวิเคราะหหาปริมาณสารสําคัญ caffeine, epicatechin และ 

epigallocatechin gallate ในสารสกัดชาเขียวมัทฉะ ดวยเครื่อง HPLC โดยใชสภาวะเชนเดียวกับ

สารละลายมาตรฐาน ทําการวิเคราะห 3 ซ้ํา และนําพื้นที่ใตพีกมาคํานวณหาคาเฉลี่ย 

      - นําพื้นที่ใตพีกของ caffeine, epicatechin และ epigallocatechin gallate 

มาเทียบกับกราฟมาตรฐานของ caffeine, epicatechin และ epigallocatechin gallate         

เพื่อคํานวณหาปริมาณ caffeine, epicatechin และ epigallocatechin gallate ในสารสกัด       

ชาเขียวมัทฉะ โดยคํานวณจากสมการเชิงเสนของกราฟมาตรฐาน caffeine, epicatechin         

และ epigallocatechin gallate ที่ไดจากการหาความสัมพันธเชิงเสน 
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 3.3.6  การเตรียมตํารับไมโครอิมัลชันพ้ืน และไมโครอิมัลชันผสมสารสกัดชาเขียวมัทฉะ

โดยการสรางแผนภาพไตรภาคเทียม 

 งานวิจัยน้ีเตรียมตํารับไมโครอิมัลชันพื้นฐาน (microemulsion base) โดยใชวัฏภาค

สารลดแรงตึงผิวผสมระหวาง span80: cremophor RH40, span80: kolliphor EL, span80: 

kolliphor HS15 ที่อัตราสวน 1:1 โดยนํ้าหนัก โดยเตรียมสารลดแรงตึงผิวผสมดังกลาว และนํ้ามัน 

โจโจบา (jojoba oil) ใหไดสัดสวนโดยมวลเปน 1:9, 2:8, 3:7, 4:6, 5:5, 6:4, 7:3, 8:2, 9:1 จากน้ัน

นํามาไทเทรตดวยนํ้า โดยคอยๆ หยดนํ้าลงไปผสม คนตลอดจนกวาจะเขากันดี สังเกตลักษณะดวย 

ตาเปลา และหยุดการไทเทรตเมื่อพบวาระบบเกิดการเปลี่ยนแปลงจากใสไปขุน ระบบที่มีลักษณะ 

เปนของเหลวใสเปนระบบวัฏภาคเด่ียว (one phase system) จัดวาเปนไมโครอิมัลชัน จากน้ัน     

นําคาปริมาณนํ้าที่ไดไปคํานวณเปนสัดสวนเปอรเซ็นตโดยมวลของระบบ และบันทึกผลลงในแผนภาพ

ไตรภาคเทียมดวยซอฟแวร Sigma Plot 11.0 เพื่อเปรียบเทียบพื้นที่ของไมโครอิมัลชัน  

  จากการทดลองพบวาสารลดแรงตึงผิว span80: cremophor RH40 ใหขอบเขตของ

การเกิดไมโครอิมัลชันมากที่สุด จึงเลือกมาศึกษาอัตราสวนที่เหมาะสมที่สุดของ span80: 

cremophor RH40 โดยปรับอัตราสวนจาก 1:1 เปน 2:1 รวมกับการใชสารลดแรงตึงผิวรวม 

isopropyl alcohol (IPA) คัดเลือกจุดที่เหมาะสมภายในพื้นที่ของระบบวัฏภาคเด่ียวในแผนภาพ  

ไตรภาคเทียมเปนตัวแทนของตํารับ เพื่อประเมินคุณลักษณะทางกายภาพ ทางเคมี และความคงตัว 

จากน้ันจึงเลือกตํารับไมโครอิมัลัชนพื้นฐานที่มีความคงตัวดีทั้งหมด 6 ตํารับมาผสมสารสกัด          

ชาเขียวมัทฉะ (Matcha green tea loaded microemulsion; GLM) ความเขมขนรอยละ 0.5    

โดยนํ้าหนัก (ตารางที่ 2) 

 

ตารางท่ี 2 สวนประกอบของตํารับไมโครอิมัลชันที่คัดเลือกมาผสมสารสกัดชาเขียวมัทฉะ 

ตํารับ สวนประกอบ (%w/w) 

jojoba oil span80: cremophor 

RH40 (1:1) 

water: IPA  

(1:1) 

Matcha green 

tea extract 

GLM 1 43.34 45.53 10.63 0.50 

GLM 2 33.99 49.90 15.61 0.50 

GLM 3 29.36 49.90 20.24 0.50 

GLM 4 24.31 49.90 25.29 0.50 

GLM 5 29.05 54.76 15.69 0.50 

GLM 6 23.98 54.76 20.76 0.50 
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3.3.7 การประเมินคุณลักษณะทางกายภาพ และทางเคมีของตํารับไมโครอิมัลชันผสมสาร

สกัดชาเขียวมัทฉะ 

        1) ลักษณะภายนอก: ประเมินคุณสมบัติทางกายภาพของตํารับไมโครอิมัลชัน        

เชน ตรวจสอบสี กลิ่น ความใส หรือการแยกช้ัน เปนตน โดยการสังเกตดวยตาเปลา (visual 

observation) 

        2) ประเภทของไมโครอิมัลชัน: นําตํารับไมโครอิมัลชันมาหยดดวยสีละลายนํ้า จับเวลา 

10 นาที เปรียบเทียบกับตํารับไมโครอิมัลชันที่หยดสีละลายนํ้ามัน แลวจึงสังเกตการแพรกระจายของ

สีในตํารับไมโครอิมัลชันเปรียบเทียบกัน 

         3) ขนาด และการกระจายอนุภาค (size and polydispersity index; PI) วัดดวย

เครื่องวัดขนาดอนุภาค BECKMAN COULTER® รุน  Delsa™ Nano C ที่อุณหภูมิ 25°c ดวยเทคนิค 

photon correlation spectroscopy (PCS) วัดซ้ํา 3 ครั้ง  

         4) การนําไฟฟา (conductivity) วัดดวยเครื่อง Mettler teledo™ conductivity 

อุณหภูมิ 25°c วัดซ้ํา 3 ครั้ง  

         5) ความเปนกรด-ดาง (pH) วัดดวยเครื่อง Eutech™ pH 700 ที่อุณหภูมิ 25°c วัดซ้ํา 

3 ครั้ง   

            6) ความหนืด (viscosity) วัดดวยเครื่อง Brookfield DVII++ Pro Viscometer ตอ

กับ small sample adapter วัดที่อุณหภูมิ 25°c ซ้ํา 3 ครั้ง  

3.3.8 การเตรยีมตํารบัเจลผสมสารสกัดชาเขียวมัทฉะ 

         ตํารับเจลผสมสารสกัดชาเขียวมัทฉะไดดัดแปลงสูตรจากกงานวิจัยของ ชวลิต คําทวี

และชานนท เรืองรัตนวณิชยา (14) โดยเตรียมไดจากสวนประกอบดังตารางที่ 3 เพื่อใชในการ

เปรียบเทียบความความคงตัวกับตํารับไมโครอิมัลชันผสมสารสกัดชาเขียวมัทฉะในข้ันตอนตอไป 
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ตารางท่ี 3 สวนประกอบของตํารบัเจลผสมสารสกัดชาเขียวมัทฉะ 

สวนประกอบ %w/w 

water 82.17 

glycerin 11.06 

70% sorbitol 2.43 

span 80 0.55 

germaben II 0.55 

triethanolamine 0.52 

carbolpol 940 1.11 

dimethicone 1.11 

Matcha green tea extract 0.50  

 

3.3.9 การทดสอบความคงตัวของตํารบัไมโครอิมลัชันผสมสารสกัดชาเขียวมัทฉะ 

 - เก็บที่อุณหภูมิหอง (room temperature) โดยเก็บตัวอยางตํารับไมโครอิมลัชันไวที่

อุณหภูมิหองเปนเวลา 90 วัน และประเมินคุณลักษณะทางกายภาพ และเคมีตามหัวขอ 3.3.8 ทุก ๆ 

15 วัน  

 - เก็บที่สภาวะเรง (heating/cooling) โดยเก็บตัวอยางตํารับไมโครอิมัลชันสลับ

อุณหภูมิ ดังน้ี ที่อุณหภูมิตํ่า 4 องศาเซลเซียส ความช้ืนสัมพัทธ 75% เปนเวลา 48 ช่ัวโมง สลับกับ

อุณหภูมิสูงที่ 45 องศาเซลเซียส ความช้ืนสัมพัทธ 75% เปนเวลา 48 ช่ัวโมง คิดเปน 1 รอบ         

ทําทั้งหมด 6 รอบ แลวจึงประเมินคุณลักษณะทางกายภาพ และเคมีตามหัวขอ 3.3.8  

 จากผลการทดลองขางตน พบวาตํารับ GLM4 มีความคงตัวดีที่สุด จึงใชใน         

การประเมินคุณลักษณะทางกายภาพ และเคมีเทียบกับตํารับเจลผสมสารสกัดชาเขียวมัทฉะ และ

นําไปตรวจสอบสัณฐานวิทยา (morphology) และโครงสราง โดยยอมสีตัวอยางดวย uranyl aetate 

(negative strain) แลวสองกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองผาน (TEM) รุน TecnaiTM 20 Twin 

ที่ศักยไฟฟา 120 kV รวมทั้งการวิเคราะหหาปริมาณสารสําคัญ caffeine, epicatechin และ 

epigallocatechin gallate โดยวิเคราะหเปรียบเทียบกับตํารับเจลผสมสารสกัดชาเขียวมัทฉะ 
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 3.3.10 การเปรียบเทียบความคงตัวของตํารับไมโครอิมัลชันผสมสารสกัดชาเขียวมัทฉะ 

GLM4 กับตํารับเจลผสมสารสกัดชาเขียวมัทฉะ 

  นําตํารับไมโครอิมัลชันผสมสารสกัดชาเขียวมัทฉะ GLM4 และตํารับเจลผสม     

สารสกัดชาเขียวมัทฉะมาทดสอบความคงตัวที่อุณหภูมิหอง 90 วัน และ heating/cooling cycle 6 

รอบ แลววัดคาความเปนกรด-ดาง และความหนืดของทั้ง 2 ตํารับเปรียบเทียบกัน 

 3.3.11 การเปรียบเทียบปริมาณสารสําคัญ caffeine, epicatechin และ epigallo- 

catechin gallate ในตํารับไมโครอิมัลชันผสมสารสกัดชาเขียวมัทฉะ  GLM4 และตํารับเจลผสม

สารสกัดชาเขียวมัทฉะ 

 ทําการช่ังตัวอยางทั้ง 2 ตํารับมาจํานวนอยางละ 1 g ละลายดวย absolute 

ethanol 9 ml เขยาใหสารละลายเขากันดวยเครื่อง vortex แลวจึงคอยนําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว

รอบ 3000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เอาเฉพาะสวนใสไปกรองผาน membrane filter     

ขนาด 0.22µ นําสารละลายที่กรองไดไปฉีดวิเคราะหดวยเทคนิค HPLC ที่ไดพัฒนาแลว โดยมีสภาวะ

ในการทดลองดังหัวขอที่ 3.3.4 จากน้ันคํานวณหาปริมาณ caffeine, epicatechin และ 

epigallocatechin gallateจากกราฟมาตรฐานของสารสําคัญแตละชนิด และรายงานผลเปน       

มก.ตอกรัมสารสกัด (mg/g  dry weight) จากน้ันจึงคํานวณหาเปอรเซ็นตสารสําคัญคงเหลือในตํารับ

ไมโครอิมัลชันผสมสารสกัดชาเขียวมัทฉะเปรียบเทียบกับตํารับเจลผสมสารสกัดชาเขียวมัทฉะ 

 3.3.12  การวิเคราะหทางสถิติ 

        รายงานผลการทดลองเปนคาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) จากขอมูล   

ผลการทดลอง 3 ซ้ํา แลวจึงวิเคราะหความแตกตางระหวางคาทางสถิติโดยใชโปรแกรมสําเร็จรูป 

SPSS เวอร ช่ัน 17.0 และวิเคราะหความแปรปรวนแบบสองทาง (three-way ANOVA)             

ดวยวิธี Duncan’s ที่ระดับนัยสําคัญทางสถิติเทากับ 0.05 (p<0.05) ในการวิเคราะหความแตกตาง

ระหวางผลการวิเคราะหหา total phenolics และฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ 2 วิธีไดแก DPPH และ 

ABTS assay ของสารสกัดชาเขียว อีกทั้งวิเคราะหความแปรปรวนแบบทางเดียว (one-way 

ANOVA) ในการวิเคราะหความแตกตางของการประเมินคุณลักษณะทางกายภาพ และทางเคมีของ

ตํารับไมโครอิมัล ชันทั้ ง  6 ตํารับ เปรียบเทียบกัน แลวจึ งเปรียบเทียบระหวาง วันเริ่ มตน                

เก็บที่อุณหภูมิหอง 90 วัน และ heating/cooling cycle จํานวน 6 รอบ และใชสถิติ Independent 

sample T-Test ในการวิเคราะหความแตกตางระหวางเปอรเซ็นตสารสํา คัญ caffeine, 

epicatechin และ epigallocatechin gallate คงเหลือในตํารับไมโครอิมัลชันผสมสารสกัดชาเขียว 

เปรียบเทียบกับตํารับเจลผสมสารสกัดชาเขียวที่เก็บที่อุณหภูมิหอง 90 วัน และ heating/cooling 

cycle จํานวน 6 รอบ 
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3.4 ระยะเวลาและแผนการดําเนินงาน 

แผนภูมิท่ี 4 ระยะเวลาและแผนการดําเนินงาน 

การดําเนินงาน พ.ศ.

2556 

พ.ศ.2557 พ.ศ.2558 

ม.ค.- 

มี.ค. 

เม.ย.-

มิ.ย. 

ก.ค.-

ก.ย. 

ต.ค.-

ธ.ค. 

ม.ค.- 

มี.ค. 

เม.ย.-

มิ.ย. 

ก.ค.-

ก.ย. 

ต.ค.-

ธ.ค. 

1. ทบทวนวรรณกรรม          

2.เตรียมตํารับไมโครอิมัลชัน

พื้นฐาน ประเมินคุณลักษณะ

ทางกายภาพ และทางเคมี และ

ศึกษาความคงตัว 

         

3. สกัดชาเขียว 3 ชนิดที่สภาวะ

ในการสกัดแตกตางกัน 

         

4. วิเคราะหหาปริมาณ total 

phenolics 

         

5. ทดสอบฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ 

2 วิธี DPPH และ ABTS 

         

6. วิ เ ค ราะหห าปริ มาณ

สารสําคัญในสารสกัดชาเขียว

ดวยเทคนิค HPLC 

         

7. ตรวจสอบความถูกตองของ

วิธีวิเคราะหดวย HPLC 

         

8. เตรียมตํารับไมโครอิมัลชัน 

และตํารับเจลผสมสารสกัดชา

เขียว รวมทั้งประเมินความคง

ตัวทางกายภาพ และทางเคมี  

         

9 .  วิ เ ค ร า ะ ห เ ป อ ร เ ซ็ น ต

สารสําคัญคงเหลือในตํารับไม

โครอิมัลชัน และตํารับเจลผสม

สารสกัดชาเขียวเปรียบเทียบกัน 

         

10. สรุปและอภิปรายผล          

11. ตีพิมพผลงาน          

12. เขียนรายงาน          

 

  



 
 

 

บทท่ี 4 

ผลการวิจัย และอภิปรายผล 

 

4.1 การเตรียมสารสกัดชาเขียว และหาปรมิาณสาร total phenolics  

 เพื่อศึกษาวาปจจัยดังตอไปน้ี มีผลตอปริมาณสาร total phenolics ที่สกัดไดจากชาเขียว

หรือไม 

 - ชนิดของชาเขียว ไดแก ชาเขียวมัทฉะ ชาเขียวเซนฉะ และชาเขียวบันฉะ 

 - สกัดดวยตัวทําลายแตกตางกัน ไดแก นํ้า, 40% เอทานอล และ 70% เอทานอล 

 - สภาวะในการสกัด ไดแก 80 องศาเซลเซียส 15 นาที 80 องศาเซลเซียส 30 นาที 100 

องศาเซลเซียส 15 นาที และ 100 องศาเซลเซียส 30 นาท ี  

 ผลการทดลองพบวาการสกัดชาเขียว 3 ชนิด ดวยสภาวะการสกัดที่แตกตางกันทําให        

ไดปริมาณ total phenolics แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  (รายละเอียดการวิเคราะหสถิติ

แสดงในภาคผนวก ก) กลาวคือ ชาเขียวมัทฉะที่สกัดดวยอุณหภูมิ 80°c โดยใชตัวทําละลาย       

40% เอทานอล และใชเวลาในการสกัดนาน 30 นาที ไดปริมาณ total phenolics มากที่สุดเทากับ 

137.0333±1.5948 mg GAE /g นํ้าหนักชาเขียวแหง  และชาเขียวบันฉะที่สกัดดวยอุณหภูมิ 80ºc 

โดยใชนํ้าเปนตัวทําละลาย และเวลาในการสกัด 15 นาที ไดปริมาณ total phenolics นอยที่สุด

เทากับ 36.6000±0.7000 mg GAE /g นํ้าหนักชาเขียวแหง 

  

4.2 การศึกษาฤทธิ์ตานอนุมลูอิสระของสารสกัดชาเขียว  

 การศึกษาฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระในงานวิจัยน้ีไดทําการเปรียบเทียบฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ    

ของสารสกัดชาเขียว 2 วิธี ไดแก DPPH และ ABTS Assay โดยวิเคราะหเทียบกับสารมาตรฐาน          

L-ascorbic acid พบวา สารมาตรฐานมีคา IC50 เทากับ 0.0052±0.0001 mg/ml และ 

0.0321±0.0001 mg/ml ตามลําดับ ผลการทดลองพบวาฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระของชาเขียว 3 ชนิด 

ไดแก ชาเขียวมัทฉะ ชาเขียวเซนฉะ และชาเขียวบันฉะ ที่ใชตัวทําละลายในการสกัดแตกตางกันคือ 

นํ้า, 40% เอทานอล และ 70% เอทานอล รวมทั้งสภาวะในการสกัดแตกตางกันคือ 80ºc 15 นาที, 

80 ºc 30 นาที, 100 ºc 15 นาที และ 100 ºc 30 นาทีน้ันมีคา IC50 ที่แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ 

(รายละเอียดการวิเคราะหสถิติแสดงในภาคผนวก ก) กลาวคือ การสกัดชาเขียวมัทฉะดวย 40%     

เอทานอล ที่อุณหภูมิ 80ºc 30 นาที ไดคา IC50 ของวิธี DPPH และ ABTS นอยที่สุดเทากับ 

0.0504±0.0003 และ 0.0352±0.0001 mg/ml ตามลําดับ และชาเขียวบันฉะสกัดดวยนํ้าที่อุณหภูมิ 

80 ºc 15 นาทีไดคา IC50 มากที่สุดเทากับ 0.1002±0.0010 mg/ml และ 0.2174±0.0003 mg/ml 

ซึ่งจะเห็นไดวาคา IC50 ของชาเขียวมัทฉะที่วิเคราะหดวยวิธี ABTS assay น้ันมีคา IC50 ใกลเคียงกับ
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สารมาตรฐาน L-ascorbic acid แสดงวาสารสกัดชาเขียวมัทฉะมีฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระที่ดีมาก       

ซึ่งผลการทดสอบฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระสอดคลองกับปริมาณ total phenolics เน่ืองจากชาเขียว   

มัทฉะที่สกัดดวย 40% เอทานอล ที่อุณหภูมิ 80ºc 30 นาทีไดปริมาณ total phenolics มากที่สุด 

และชาเขียวบันฉะสกัดดวยนํ้า 80ºc เปนเวลา 15 นาทีไดปริมาณ total phenolics นอยที่สุด ดังน้ัน

จึงเลือกสารสกัดชาเขียวมัทฉะที่สภาวะน้ีไปทําการศึกษาในข้ันตอนตอไป 

 

4.3 การตรวจสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห (method validation) 

 1. ความสัมพันธเชิงเสน 

 สรางกราฟมาตรฐานของ caffeine โดยฉีดสารละลายมาตรฐาน caffeine ความเขมขน 

0.01, 0.025, 0.05, 0.075 และ 0.1 mg/ml  สมการเสนตรงหาไดจากกราฟความสัมพันธระหวาง

ความเขมขนของสารละลายมาตรฐาน และพื้นที่ใตพีกที่วิเคราะหได พบวามีคาสมัประสิทธ์ิ (r2) 

เทากับ 0.9952 ดังแสดงในตารางที ่4 และแผนภูมทิี่ 5 

 

ตารางท่ี 4 รเีทนชันไทม และพื้นที่ใตพีกของสารมาตรฐาน caffeine ที่ความเขมขนตาง ๆ  

ลําดับ สารมาตรฐาน caffeine  

ความเขมขน (mg/ml) รีเทนชันไทมเฉล่ีย (นาที) พื้นท่ีใตพีกเฉล่ีย (mAu) 

1 0.0050 4.017 1040788.00 

2 0.0100 4.017 2124480.00 

3 0.0250 4.026 5101874.67 

4 0.0750 4.033 12640321.00 

5 0.1000 4.036 15696078.00 

ความชัน 700787.8337 

จุดตัดแกน Y 153951639.5428 

r2 0.9952 
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แผนภูมิท่ี 5 ความสัมพันธเชิงเสนของสารมาตรฐาน caffeine 

 
 

 สรางกราฟมาตรฐานของสาร epicatechin โดยฉีดสารละลายมาตรฐาน epicatechin  

ความเขมขน 0.01, 0.05, 0.1, 0.15 และ 0.2 mg/ml สมการเสนตรงหาไดจากกราฟความสัมพันธ

ระหวางความเขมขนของสารละลายมาตรฐาน และพื้นที่ใตพีกที่วิเคราะหได พบวามีคาสัมประสิทธ์ิ 

(r2) เทากับ 1.0000 ดังแสดงในตารางที ่5 และแผนภูมทิี่ 6 

 

ตารางท่ี 5 รีเทนชันไทม และพื้นที่ใตกราฟของสารมาตรฐาน epicatechin ที่ความเขมขนตาง ๆ 

ลําดับ สารมาตรฐาน epicatechin  

ความเขมขน (mg/ml) รีเทนชันไทมเฉล่ีย (นาที) พื้นท่ีใตพีกเฉล่ีย (mAu) 

1 0.0100 8.988 605692 

2 0.0500 8.972 2905152.33 

3 0.1000 8.943 5740777.67 

4 0.1500 8.842 8662214.33 

5 0.2000 9.027 11462890.33 

ความชัน 37849.9781 

จุดตัดแกนY 57230346.6066 

r2 1.0000 

 

 

 

 

y = 153,951,639.5428x + 700,787.8337
r² = 0.9952
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กราฟความสัมพันธเชิงเสนของสารมาตรฐาน caffeine
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แผนภูมิท่ี 6 ความสัมพันธเชิงเสนของสารมาตรฐาน epicatechin  

 
 

 สรางกราฟมาตรฐานของสาร epigallocatechin gallate  โดยฉีดสารละลายมาตรฐาน 

epigallocatechin gallate ความเขมขน 0.015, 0.025, 0.04, 0.25 และ 0.4 mg/ml         

สมการเสนตรงหาไดจากกราฟความสัมพันธระหวางความเขมขนของสารละลายมาตรฐาน และพื้นที่

ใตพีกที่วิเคราะหได พบวามีคาสัมประสิทธ์ิ (r2) เทากับ 0.9997 แสดงในตารางที ่6 และแผนภูมทิี่ 7 

 

ตารางท่ี 6 รีเทนชันไทม และพื้นที่ใตกราฟของสารมาตรฐาน epigallocatechin gallate ที่ความ

เขมขนตาง ๆ 

ลําดับ สารมาตรฐาน epigallocatechin gallate  

ความเขมขน (mg/ml) รีเทนชันไทมเฉล่ีย (นาที) พื้นท่ีใตพีกเฉล่ีย (mAu) 

1 0.0150 16.709 230931.33 

2 0.0250 16.411 730813.67 

3 0.0400 16.684 1660440.67 

4 0.2500 16.694 12500560.33 

5 0.4000 16.641 20878626.67 

ความชัน 580811.6598 

จุดตัดแกนY 53295110.9164 

r2 0.9997 

 

 

 

 

y = 57,230,346.6066x + 37,849.9781
r² = 1.0000

0

5000000

10000000

15000000

0 0.05 0.1 0.15 0.2

พ
ื้นที่

ใต
พ

ีก
(m

Au
)

ความเขมขนของสารละลายมาตรฐาน epicatechin (mg/ml)

กราฟความสัมพันธเชิงเสนของสารมาตรฐาน epicatechin
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แผนภูมิท่ี 7 ความสัมพันธเชิงเสนของสารมาตรฐาน epigallocatechin gallate 

 
 

 2. ความแมนยํา  

 การทดสอบความแมนยําของวิธีวิเคราะห โดยการเติมสารละลายมาตรฐานที่ทราบความ

เขมขนที่แนนอนแลวลงไปในสารละลายตัวอยาง แลวนําไปวิเคราะหหาคารอยละการกลับคืน ไดผล

การทดลองดังตารางที่ 7 ซึ่งจากการทดลองมีคารอยละการกลับคืนต้ังแต 92.67±3.1458 ถึง 

113.89±6.0589 ซึ่งอยูในเกณฑที่ยอมรับได 
 

ตารางท่ี 7 รอยละการกลับคืนของสารมาตรฐาน caffeine, epicatechin และ epigallocatechin 

gallate ในสารสกัดชาเขียวมัทฉะ 

ปริมาณเฉล่ียของ

สารสกัดท่ีไดจาก

การวิเคราะห 

(mg/ml) 

สารมาตรฐานท่ี

เติม 

ระดับ

ความ

เขมขน 

(%) 

ปริมาณสาร

มาตรฐานท่ี

เติมลงไป 

(mg/ml) 

ปริมาณ

เฉล่ียท่ีพบ 

(mg/ml) 

รอยละการ

กลับคืน

เฉล่ีย (%) 

สวน

เบี่ยงเบน

มาตรฐาน 

(SD) 

0.0298 caffeine 

 

80% 0.0240 0.0570 113.33 5.0000 

100% 0.0300 0.0628 110.00 5.8145 

120% 0.0360 0.0708 113.89 6.0589 

0.0071 epicatechin 

 

80% 0.0400 0.0442 92.67 3.1458 

100% 0.0500 0.0600 105.87 2.0232 

120% 0.0600 0.0670 99.89 0.3811 

0.0605 epigallocatechin 

gallate  

80% 0.0480 0.1102 107.57 1.8444 

100%  0.0600 0.1281 112.67 7.7931 

120% 0.0720 0.1366 106.53 4.0053 

  

y = 53,295,110.9164x - 580,811.6598
r² = 0.9997
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กราฟความสัมพันธเชิงเสนของสารมาตรฐาน epigallocatechin gallate
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 3.  ความเที่ยง 

 การทดสอบความเที่ยงทราบไดจากการวิเคราะหซ้ําหลาย ๆ ครั้ง รายงานผลเปน        

คารอยละสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพันธ (%RSD) ตองมีคานอยกวา 2 จึงจะยอมรับความถูกตองของ

วิธีวิเคราะห ซึ่งในงานวิจัยน้ีไดทําการศึกษา 2 ลักษณะคือ ความเที่ยงในวันเดียวกัน และความเที่ยง

ตางวันกัน 

 ตารางที่ 8 แสดงผลการวิเคราะหความเที่ยงในวันเดียวกัน โดยการวิเคราะหตัวอยาง 

สารสกัดจากชาเขียวมัทฉะ ที่สกัดดวยเอทานอล 40% ที่อุณหภูมิ 80 องศา เปนเวลา 30 นาที    

ความเขมขน 2 mg/ml โดยทําการฉีดวิเคราะหดวยเครือ่งโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง ซ้ํา 6 

ครั้ง ผลการคํานวณหา %RSD ของสารสําคัญ caffeine, epicatechin และ epigallocatechin 

gallate ไดเทากับ 1.4539, 1.5482 และ 1.7362 ตามลําดับ ซึ่งเปนคาที่ยอมรับได  

     ตารางที่ 9 แสดงผลการวิเคราะหความเทีย่งตางวันกัน โดยการวิเคราะหตัวอยางสารสกดั

จากชาเขียวมัทฉะ ความเขมขน 2 mg/ml เดียวกับที่ทําการวิเคราะหความเที่ยงในวันเดียวกัน

หลังจากเก็บครบ 4 วัน นํามาทําการฉีดวิเคราะหดวยเครื่องโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง    

ซ้ํ า 6 ครั้ ง  ผลการคํานวณหา %RSD ของสารสํา คัญ caffeine, epicatechin และ 

epigallocatechin gallate ไดเทากับ 1.3780, 1.7281 และ 1.4117 ตามลําดับ 
 

ตารางท่ี 8 คารอยละสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพันธของความเที่ยงในวันเดียวกัน  

คร้ังท่ี สารสกัดชาเขียวมัทฉะความเขมขน (2 mg/ml) 

ความเท่ียงในวันเดียวกัน  

caffeine epicatechin epigallocatechin gallate 

รีเทนชันไทม พื้นท่ีใตพีก รีเทนชันไทม พื้นท่ีใตพีก รีเทนชันไทม พื้นท่ีใตพีก 

1 4.322 8170828 8.705 618519 16.842 7229807 

2 4.315 8222998 8.662 625077 16.700 7201236 

3 4.323 8251092 8.720 611216 16.805 7192590 

4 4.317 8351646 8.703 620039 16.757 7440538 

5 4.322 8030959 8.685 638960 16.768 7288963 

6 4.327 8069755 8.735 616126 16.788 7486081 

mean 4.321 8182880 8.7017 621656.2 16.77667 7306536 

SD 0.0043 118967.9000 0.0257 9624.5690 0.04804 126854.9000 

%RSD 0.0995 1.4539 0.2953 1.5482 0.2861 1.7362 
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ตารางท่ี 9 คารอยละเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพันธของความเที่ยงตางวันกัน 

คร้ังท่ี สารสกัดชาเขียวมัทฉะความเขมขน (2 mg/ml) 

ความเท่ียงตางวันกัน  

caffeine epicatechin epigallocatechin gallate 

รีเทนชันไทม พื้นท่ีใตพีก รีเทนชันไทม พื้นท่ีใตพีก รีเทนชันไทม พื้นท่ีใตพีก 

1 4.313 8053490 8.697 618738 17.057 7159036 

2 4.105 8120801 8.850 604184 17.39 7204791 

3 4.123 8301199 8.887 600980 17.815 7287079 

4 4.115 8299383 8.852 603629 17.558 7021257 

5 4.108 8094854 8.780 627810 17.623 7220373 

6 4.125 8273008 8.823 607158 17.215 7300001 

mean 4.148167 8190456 8.814833 610416.5 17.443 7198756 

SD 0.0811 112867.3000 0.0678 10548.5600 0.2785 101625.6000 

%RSD 1.9551 1.3780 0.7692 1.7281 1.5966 1.4117 

 

4.4 การวิเคราะหหาปรมิาณ caffeine, epicatechin และ epigallocatechin gallate ในสาร

สกัดชาเขียวมัทฉะดวยเครื่อง HPLC 

       จากการศึกษาสภาวะในการสกัด การหาปริมาณ total phenolics และการทดสอบฤทธ์ิ     

ตานอนุมูลอิสระจากสารสกัดชาเขียวดังที่กลาวมาขางตนแลวน้ัน พบวาสารสกัดจากชาเขียวที่มี

ปริมาณสาร total phenolics และฤทธ์ิการตานอนุมูลอิสระมากที่สุด คือ สารสกัดจากชาเขียวมัทฉะ

ที่สกัดดวย 40% เอทานอล อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที จึงนํามาวิเคราะห       

หาปริมาณสารสําคัญที่แนนอนดวยเครื่อง HPLC ที่พัฒนาแลว โดยใชวัฏภาคคงที่แบบยอนกลับดวย

คอลัมนชนิด RP-C18 reversed phase (ความยาว 25 ซม. เสนผานศูนยกลาง 4.6 มม.)             

วัฏภาคเคลื่อนที่ประกอบดวย water: acetonitrile: methanol: ethyl acetate: glacial acetic 

acid อัตราสวนคงที่ 89: 6: 1: 3: 1 (โดยปริมาตร) อัตราการไหล 1.20 มิลลิลิตรตอนาที ตรวจวัด    

ที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร ปริมาณสารละลายตัวอยางที่ฉีด 20 ไมโครลิตร ผลการทดลองพบวา 

caffeine, epicatechin และ epigallocatechin gallate ของสารสกัดจากชาเขียวมัทฉะความ

เขมขน 2 mg/ml มีปริมาณสารสําคัญ และ รีเทนชันไทม (retention time) ดังแสดงในตารางที่ 10  

สารสกัดจากชาเขียวมัทฉะม ีretention time ใกลเคียงกับสารมาตรฐาน (แผนภูมิที่ 8) พีกของสาร

สกัดไมมีพีกซอนทับ และลักษณะสเปกตรัมเดียวกับสารมาตรฐาน (ภาคผนวก ข) แสดงวา caffeine, 

epicatechin และ epigallocatechin gallate ในสารสกัดชาเขียวมัทฉะเปนตัวเดียวกันกับสาร

มาตรฐาน caffeine, epicatechin และ epigallocatechin gallate (แผนภูมทิี่ 9a, b และ c) 
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ตารางท่ี 10 ปริมาณสารสําคัญ caffeine, epicatechin และ epigallocatechin gallate ที่พบใน

สารสกัดชาเขียวมัทฉะความเขมขน 2 mg/ml 

ซ้ํา ปริมาณสารสําคัญท่ีพบ (mg/g dry weight)  

caffeine  รีเทนชัน

ไทม 

epicatechin  รีเทนชัน

ไทม 

epigallocatechin 

gallate  

รีเทนชัน

ไทม 

1 24.2500 4.322 5.0500 8.685 62.4000 16.768 

2 24.4500 4.315 5.1500 8.662 62.1000 16.700 

3 24.8500 4.317 5.1000 8.703 64.3500 16.757 

mean 24.5167 4.318 5.1000 8.683 62.9500 16.742 

SD 0.3055 0.0036 0.0500 0.0206 1.2217 0.0365 

%RSD 1.2461 0.0832 0.9804 0.2372 1.9407 0.2180 

 
แผนภูมิท่ี 8 โครมาโทแกรมของสาร caffeine, epicatechin และ epigallocatechin gallate ใน

สารสกัดชาเขียวมัทฉะ 

 
 

แผนภูมิท่ี 9 โครมาโทแกรมของสารมาตรฐาน caffeine (a), epicatechin (b) และ 

epigallocatechin gallate (c) 

  
(a) โครมาโทแกรมของสารมาตรฐาน caffeine ที่ความเขมขน 0.025 mg/ml 
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แผนภูมิท่ี 9 (ตอ) โครมาโทแกรมของสารมาตรฐาน caffeine (a), epicatechin (b) และ 

epigallocatechin gallate (c) 

 
(b) โครมาโทแกรมของสารมาตรฐาน epicatechin ที่ความเขมขน 0.15 mg/ml 

 
(c) โครมาโทแกรมของสารมาตรฐาน epigallocatechin gallate ที่ความเขมขน 0.04 mg/ml 

 

4.5 การพัฒนาตํารบัไมโครอิมลัชัน 

 4.5.1 การเตรยีมตํารบัไมโครอิมัลชันพ้ืน (microemulsion base) และไมโครอิมัลชัน

ผสมสารสกัดจากชาเขยีว โดยการสรางแผนภาพไตรภาคเทียม 

         งานวิจัยน้ีไดเลือกใช jojoba oil เปนวัฏภาคนํ้ามัน เน่ืองจากสามารถซึมผานเขาสู

ผิวหนังไดดี ใส และคงตัวตอปฏิกิริยาออกซิเดชัน (43) และใช span80 ซึ่งเปนสารลดแรงตึงผิวแบบ  

ไมมีประจุ (non-ionic surfactant) และมีคา HLB ตํ่า รวมกับสารลดแรงตึงผิวชนิดไมมีประจุที่มี   

คา HLB สูง เพื่อใหไดคา HLB ในชวงของการเกิดไมโครอิมัลชันชนิดนํ้าในนํ้ามัน ซึ่งสารลดแรงตึงผิว

ชนิดไมมีประจุน้ีจะไมเกิดประจุแมความเปนกรด-ดางเปลี่ยนแปลงไป ทําใหผลิตภัณฑที่ไดมีความเปน

กรดออนๆ หรือกลาง และเขาไดดีกับสภาพ pH ของผิวหนัง จึงไมกอใหเกิดการระคายเคือง (44)      

ซึ่งสารลดแรงตึงผิวผสมที่แตกตางกันระหวาง span80: cremophor RH40, span80: kolliphor EL 

และ span80: kolliphor HS15 ที่อัตราสวน 1:1 โดยนํ้าหนัก มีคา HLB ดังน้ี 9.15, 8.15 และ 9.15 
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ตามลําดับ จากน้ันทําการช่ังสัดสวนโดยมวลของสารผสมระหวาง jojoba oil กับสารลดแรงตึงผิวผสม

เปนไปตามสัดสวน ดังน้ี 1.0:9.0, 2.0:8.0, 3.0:7.0, 4.0:6.0, 5.0:5.0, 6.0:4.0, 7.0:3.0, 8.0:2.0, 

9.0:1.0 แลวจึงนํามาทําการไทเทรตดวยนํ้าปราศจากไอออนคนตลอดเวลาภายใตสภาวะอุณหภูมิหอง 

จนถึงจุดยุติที่สารผสมเปลี่ยนจากใสไปเปนขุนใหหยุดทําการไทเทรต บันทึกอัตราสวนที่ได แลวนําไป

สรางแผนภาพไตรภาคเทียมดวยโปรแกรม Sigma plot เวอรชัน 11.0 ผลการทดลองดังแสดงใน

แผนภูมทิี่ 10, 11 และ 12 ระบบที่ประกอบดวยสารลดแรงตึงผิวผสม (span80: cremophor RH40 

อัตราสวน 1:1) เปนระบบที่มีบริเวณของเหลวใสที่จัดเปนวัฏภาคเด่ียว (one phase system)     

มากที่สุด จึงถูกเลือกเพื่อทําการศึกษาผลของสารลดแรงตึงผิวรวม IPA ซึ่งพบวาเมื่อเพิ่ม IPA เขาไป 

ในระบบ โดยเพิ่มเขาไปในวัฏภาคนํ้าดวยอัตราสวน 1:1 โดยนํ้าหนัก สามารถเพิ่มการละลายของ

สวนประกอบในตํารับไดดี ย่ิงข้ึน เพิ่มขอบเขตของไมโครอิมัลชันใหกวางข้ึน (แผนภูมิที่  13)               

ซึ่งผลการทดลองดังกลาวสอดคลองกับงานวิจัยของ Rukmini et al.(45) และ Fouad et al. (46)    

ที่วาไมโครอิมัลชันชนิดนํ้าในนํ้ามันหากประกอบดวยสารลดรงตึงผิวรวมจะสามารถลดแรงตึงผิว

ระหวางนํ้ากับนํ้ามัน และยังเพิ่มความยืดหยุนของพื้นที่ผิวอีกดวย และเมื่อทดลองเปลี่ยนอัตราสวน

ของสารลดแรงตึงผิวผสมระหวาง span80: cremophor RH40 จาก 1:1 ไปเปน 2:1 (HLB=7.54) 

น้ันพบวา ขอบเขตของไมโครอิมัลชันกลับลดลง (แผนภูมิที่ 14) ดังน้ันจึงเลือกไมโครอิมัลชันที่มี

สวนประกอบดังน้ี jojoba oil, span80: cremophor RH40 อัตราสวน 1:1 และนํ้า: IPA อัตราสวน 

1:1 มาประเมินคุณลักษณะทางกายภาพ ทางเคมี และความคงตัว โดยพบวามีตํารับไมโครอิมัลชันพื้น     

6 ตํารับที่มีความคงตัวดี จึงเลือกมาผสมสารสกัดชาเขียวมัทฉะที่ความเขมขนรอยละ 0.5 โดยนํ้าหนัก 

(ตารางที่ 2) 
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แผนภูมิท่ี 10 ขอบเขตการเกิดไมโครอิมัลชันของระบบที่ประกอบดวย jojoba oil, สารลดแรงตึงผิว

ผสม (span80: cremophor RH40 อัตราสวน 1:1) และนํ้า 

 
 

แผนภูมิท่ี 11 ขอบเขตการเกิดไมโครอิมัลชันของระบบที่ประกอบดวย jojoba oil, สารลดแรงตึงผิว

ผสม (span80: kolliphor EL อัตราสวน 1:1) และนํ้า 

 
 

 

 



56 
 

 

แผนภูมิท่ี 12 ขอบเขตการเกิดไมโครอิมัลชันของระบบที่ประกอบดวย jojoba oil, สารลดแรงตึงผิว

ผสม (span80: kolliphor HS15 อัตราสวน 1:1) และนํ้า 

 
 

แผนภูมิท่ี 13 ขอบเขตการเกิดไมโครอิมัลชันของระบบที่ประกอบดวย jojoba oil, สารลดแรงตึงผิว

ผสม (span80: cremophor RH40 อัตราสวน 1:1) และนํ้า: IPA (อัตราสวน 1:1) 
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แผนภูมิท่ี 14 เปรียบเทียบขอบเขตการเกิดไมโครอิมัลชันของระบบที่ประกอบดวย jojoba oil,        

สารลดแรงตึงผิวผสม [span80: cremophor RH40 อัตราสวน 1:1 (a) และ 2:1 (b)] และนํ้า: IPA 

(อัตราสวน 1:1) 

 
 

  
 

 4.5.2 การประเมินคุณลักษณะทางกายภาพ และทางเคมีของตํารับไมโครอิมัลชันผสมสาร

สกัดชาเขียวมัทฉะ 

         เมื่อเก็บตํารับไมโครอิมัลชันผสมสารสกัดชาเขียวมัทฉะทั้ง 6 ตํารับที่ที่อุณหภูมิหอง

เปนเวลา 90 วัน และที่สภาวะ heating/cooling 6 รอบ ตามลําดับ ไดผลการทดลองดังน้ี 

(a) 

(b) 
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 ลักษณะภายนอก: ทุกตํารับมีความคงตัวดี โดยสังเกตไดจากการไมแยกช้ัน สีเหลือง

เขมข้ึนเล็กนอยจากวันเริ่มตน แตกลิ่นและความใสไมเปลี่ยนแปลง 

         ประเภทของไมโครอิมัลชัน: ผลการตรวจสอบประเภทของไมโครอิมัลชันโดยการหยด 

สีละลายนํ้า เปรียบเทียบกับการหยดสีละลายนํ้ามัน พบวาสีละลายนํ้ามันกระจายตัวไดเร็วกวา        

สีละลายนํ้าในทุกตํารับไมโครอิมัลชันที่นํามาทดสอบ (ภาพที่ 11) เน่ืองจากมีวัฏภาคภายนอกเปน

นํ้ามัน แสดงวาไมโครอิมัลชันที่เตรียมไดเปนชนิดนํ้าในนํ้ามัน (47) 

 

ภาพท่ี 11  ทดสอบประเภทของไมโครอิมัลชันกักเก็บสารสกัดจากชาเขียวโดยการหยดสีละลายนํ้า 

และสีละลายนํ้ามัน 

 
(a) ตํารับไมโครอิมลัชันกักเก็บสารสกัดจากชาเขียวโดยการหยดสลีะลายนํ้า 

 
(b) ตํารับไมโครอมิัลชันกักเกบ็สารสกัดจากชาเขียวโดยการหยดสลีะลายนํ้ามัน 

 

         ขนาดและการกระจายอนุภาค: เริ่มตนกอนเก็บตํารับไมโครอิมัลชันผสมสารสกัด     

ชาเขียวมัทฉะเพื่อทดสอบความคงตัวพบวามีขนาดอนุภาคอยูในชวง 28.33±0.47 ถึง 54.63±1.76 

    MEL 2     MEL 4  MEL 5    MEL 6     MEL 8    MEL 9 

 MEL 2      MEL 4 MEL 5     MEL 6     MEL 8   MEL 9 
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nm  หลังจากเก็บทดสอบความคงตัวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 90 วัน และที่ heating/cooling 6 รอบ 

(ตารางที่ 11 และ 12) พบวาเมื่อปริมาณนํ้ามันในตํารับเพิ่มข้ึน มีแนวโนมทําใหขนาดหยดวัฏภาค

ภายในใหญข้ึนดวย โดยมีขนาดอนุภาคอยูในชวง 20.70±1.82 ถึง 32.03±2.35 nm และ 

22.37±2.25 ถึง 40.07±5.26 nm ตามลําดับ ซึ่งตํารับ GLM4 มีขนาดอนุภาคเฉลี่ยคอนขางเล็กกวา

ตํารับอื่นๆ โดยวันเริ่มตนมีขนาดเฉลี่ยเทากับ 28.33±0.47 nm ซึ่งหลังเก็บที่อุณหภูมิหอง และ 

heating/cooling มีขนาดอนุภาคเฉลี่ยเทากับ 26.37±9.47 และ 22.37±2.25 nm (ตารางที่ 11) 

ตามลําดับ เมื่อเทียบขนาดอนุภาคของวันเริ่มตนกับหลังเก็บทดสอบความคงตัว พบวาตํารับ GLM4 

ไมมีการเปลี่ยนแปลงของขนาดอนุภาคจากวันเริ่มตนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) แสดงวา

ตํารับ GLM4 มีความคงตัวดี โดยขนาดอนุภาคอยูในชวงของไมโครอิมัลชัน (10-140 nm) ซึ่งสัมพันธ

กับคาการกระจายอนุภาคที่มีคานอยกวา 1 ในทุกตํารับ ทั้งกอนเก็บ และหลังเก็บทดสอบความคงตัว 

(ตารางที่ 12) แสดงวาหยดอนุภาคภายในจะไมเกิดการรวมตัวกันไดเปนอนุภาคที่ใหญข้ึน และไม

นําไปสูความไมคงตัวของอิมัลชัน (48) 

 

ตารางท่ี 11 ขนาดอนุภาคของตํารับไมโครอิมัลชันผสมสารสกัดชาเขียว (n=3) 

ตํารับ ขนาดอนุภาค (nm±SD) 

วันท่ี 0 เก็บท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 

90 วัน 

เก็บสลบัอุณหภูมิรอนเย็น 

6 รอบ 

GLM 1 54.63±1.76*a 27.00±2.12*a 40.07±5.26*a 

GLM 2 38.03±0.95*a 26.57±0.38*a 32.87±0.64*a 

GLM 3 35.20±3.78*b 23.67±0.49*a 32.77±0.81*b 

GLM 4 28.33±0.47*b 26.37±9.47*b 22.37±2.25*b 

GLM 5 41.70±0.90*a 20.70±1.82*b 25.50±6.25*b 

GLM 6 30.40±3.31*b 32.03±2.35*b 23.37±1.88*a 

หมายเหตุ : * แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางแตละสูตรตํารับ  

                 (GLM1- GLM6) ภายในการเก็บทดสอบความคงตัวที่สภาวะเดียวกัน  

      a แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางกอน            

                 และหลังเก็บทดสอบความคงตัวภายในสูตรตํารับเดียวกนั   

      b ไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางกอน  

                 และหลังเก็บทดสอบความคงตัวภายในสูตรตํารับเดียวกัน 
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ตารางท่ี 12 การกระจายอนุภาคของตํารับไมโครอิมัลชันผสมสารสกัดชาเขียว (n=3) 

ตํารับ การกระจายอนุภาค 

วันท่ี 0 เก็บท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 

90 วัน 

เก็บสลบัอุณหภูมิรอนเย็น 

6 รอบ 

GLM 1 0.376±0.06*b 0.402±0.07*b 0.326±0.08*b 

GLM 2 0.343±0.01*b 0.279±0.10*b 0.288±0.01*b 

GLM 3 0.247±0.03*b 0.126±0.02*b 0.193±0.13*b 

GLM 4 0.248±0.03*b 0.120±0.03*b 0.187±0.03*b 

GLM 5 0.428±0.01*b 0.565±0.05*b 0.484±0.19*b 

GLM 6 0.337±0.02*b 0.390±0.09*b 0.611±0.04*a 

หมายเหตุ : * แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางแตละสูตรตํารบั  

                  (GLM1- GLM6) ภายในการเกบ็ทดสอบความคงตัวที่สภาวะเดียวกัน  

      a แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางกอน  

                  และหลังเก็บทดสอบความคงตัวภายในสูตรตํารับเดียวกัน   

      b ไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางกอน  

                  และหลังเก็บทดสอบความคงตัวภายในสูตรตํารับเดียวกัน 

      

        การนําไฟฟา: ตํารับไมโครอิมัลชันทั้ง 6 ตํารับมีคาการนําไฟฟาเฉลี่ยแตกตางกัน    

อยางมีนัยสําคัญ ทั้งกอนเก็บ และหลังเก็บทดสอบความคงตัว โดยที่ตํารับ GLM4 มีคาการนําไฟฟา

เฉลี่ยสูงกวาตํารับอื่นๆ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เน่ืองจากมีอัตราสวนวัฏภาคนํ้า           

ในตํารับมากที่สุด โดยวันเริ่มตนมีคาการนําไฟฟาเฉลี่ยเทากับ 17.21±0.08 ไมโครซีเมนตตอ      

ตารางเซนติเมตร (µS/cm2) หลังเก็บที่อณุหภูมิหอง และ heating/cooling 6 รอบ มีคาการนําไฟฟา

เฉลี่ยเทากับ 16.18±0.01 และ 18.75±0.07 µS/cm2 ตามลําดับ (ตารางที่ 13) พบวา                 

มีคาการนําไฟฟาเปลี่ยนแปลงไปอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเก็บทดสอบความคงตัว         

แตคาที่ไดยังอยูในชวงของไมโครอิมัลชันชนิดนํ้าในนํ้ามัน กลาวคือ โดยทั่วไปอิมัลชันทุกชนิดที่มี     

คาการนําไฟฟามากกวา 50 µS/cm2 จะเปนอิมัลชันชนิดนํ้ามันในนํ้า ซึ่งหากคาการนําไฟฟาตํ่ากวาน้ี

จะเปนไมโครอิมัลชันชนิดนํ้าในนํ้ามัน (49) ดังน้ันจากการทดลองคาการนําไฟฟาที่วัดไดนอยกวา         

50 µS/cm2 แสดงวาตํารับไมโครอิมัลชันผสมสารสกัดชาเขียวมัทฉะที่เตรียมไดเปนชนิดนํ้าในนํ้ามัน 
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ตารางท่ี 13 คาการนําไฟฟาของตํารบัไมโครอิมลัชันผสมสารสกัดชาเขียว (n=3) 

ตํารับ การนําไฟฟา 

วันท่ี 0 เก็บท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 

90 วัน 

เก็บสลบัอุณหภูมิรอนเย็น 

6 รอบ 

GLM 1 0.91±0.00*a 0.79±0.00*a 0.95±0.01*a 

GLM 2 3.70±0.02*a 3.59±0.01*a 2.74±0.01*a 

GLM 3 9.41±0.02*a 10.97±0.16*a 10.12±0.09*a 

GLM 4 17.21±0.08*a 16.18±0.01*a 18.75±0.07*a 

GLM 5 3.31±0.02*b 2.84±0.00*a 3.36±0.08*b 

GLM 6 7.89±0.03*a 7.61±0.04*a 8.42±0.07*a 

หมายเหตุ :  * แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางแตละสูตรตํารบั  

                  (GLM1- GLM6) ภายในการเกบ็ทดสอบความคงตัวที่สภาวะเดียวกัน  

      a แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางกอน  

                  และหลังเก็บทดสอบความคงตัวภายในสูตรตํารับเดียวกัน 

      b ไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางกอน  

                  และหลังเก็บทดสอบความคงตัวภายในสูตรตํารับเดียวกัน 

           

         คาความเปนกรด-ดาง: ตํารับไมโครอิมัลชันทุกตํารับมี pH เปนกลาง ตํารับ GLM4     

มีคาความเปนกรด-ดางเฉลี่ยเทากับ 7.67±0.01 ในวันเริ่มตน แตหลังจากเก็บที่อุณหภูมิหอง       

และ heating/cooling มีคาความเปนกรด-ดางเฉลี่ยเทากับ 7.27±0.15 และ 7.54±0.01 ตามลําดับ 

(ตารางที่ 14) ซึ่งความแตกตางจากวันเริ่มตนอยางมีนัยสาํคัญ (p<0.05) แสดงวาระยะเวลาในการเกบ็

มีผลทําใหคาความเปนกรด-ดางของตํารับไมโครอิมัลชันผสมสารสกัดชาเขียวมัทฉะเปลี่ยนแปลงไป

เล็กนอย 
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ตารางท่ี 14 ความเปนกรด-ดางของตํารับไมโครอิมัลชันผสมสารสกัดชาเขียว (n=3) 

ตํารับ ความเปนกรด-ดาง 

วันท่ี 0 เก็บท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 

90 วัน 

เก็บสลบัอุณหภูมิรอนเย็น  

6 รอบ 

GLM 1 7.38±0.07*a 7.10±0.01*a 7.64±0.02*a 

GLM 2 7.75±0.00*a 7.45±0.01*a 7.62±0.01*a 

GLM 3 7.73±0.01*a 7.39±0.01*a 7.58±0.03*a 

GLM 4 7.64±0.01*b 7.27±0.15*a 7.54±0.01*b 

GLM 5 7.72±0.01*a  7.18±0.02*a  7.63±0.02*a 

GLM 6 7.68±0.02*a 7.37±0.02a* 7.59±0.01*a 

หมายเหตุ : * แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางแตละสูตรตํารบั  

                 (GLM1- GLM6) ภายในการเก็บทดสอบความคงตัวที่สภาวะเดียวกัน  

      a แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางกอน  

                  และหลังเก็บทดสอบความคงตัวภายในสูตรตํารับเดียวกัน 

      b ไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางกอน  

                  และหลังเก็บทดสอบความคงตัวภายในสูตรตํารับเดียวกัน 

 

         ความหนืด: ตํารับ GLM4 มีความหนืดนอยกวาตํารับอื่นๆ เน่ืองจากมีปริมาณ

อัตราสวนวัฏภาคนํ้ามากกวาตํารับอื่น ทําใหใชวัฏภาคสารลดแรงตึงผิว และนํ้ามันนอยกวา           

ซึ่งหลังเก็บทดสอบความคงตัวที่อุณหภูมิหอง และ heating/cooling พบวามีความหนืดเฉลี่ยเทากับ 

179.83±0.29 และ 184.57±5.25 เซนติพอยส (cP) ตามลําดับ (ตารางที่ 15) ซึ่งความหนืด          

ไมเปลี่ยนแปลงจากวันเริ่มตนที่มีคาเทากับ 181.33±2.02 cP อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05)  

เน่ืองจากตํารับ GLM4 มีวัฏภาคนํ้ามากที่สุด ทําใหใชปริมาณวัฏภาคนํ้ามัน และสารลดแรงตึงผิว     

ที่มีลักษณะคอนขางหนืดในปริมาณที่นอยลง ดังน้ันจึงทําใหตํารับ GLM4 มีความหนืดนอยที่สุดอยาง 

มีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับตํารับไมโครอิมัลชันอื่นๆ 
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ตารางท่ี 15 ความหนืดของตํารับไมโครอิมัลชันผสมสารสกัดชาเขียว (n=3) 

ตํารับ ความหนืด 

วันท่ี 0 เก็บท่ีอุณหภูมิหองเปน

เวลา 90 วัน 

เก็บสลบัอุณหภูมิรอน

เย็น  6 รอบ 

GLM 1 205.83±2.36*b 196.17±1.16*a 203.77±1.31*b 

GLM 2 224.50±0.50*a 233.60±1.39*b 231.10±5.43*b 

GLM 3 200.67±1.61*b 198.67±1.53*b 198.77±3.07*b 

GLM 4 181.33±2.02*b 179.83±0.29*b 184.57±5.25*b 

GLM 5 248.73±4.07*a 239.07±2.02*b 242.77±1.70*b 

GLM 6 237.23±3.33*b 232.30±1.97*b 249.23±6.83*a 

หมายเหตุ : * แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางแตละสูตรตํารบั  

                  (GLM1- GLM6) ภายในการเกบ็ทดสอบความคงตัวที่สภาวะเดียวกัน  

      a แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางกอน  

                  และหลังเก็บทดสอบความคงตัวภายในสูตรตํารับเดียวกัน 

      b ไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางกอน  

                  และหลังเก็บทดสอบความคงตัวภายในสูตรตํารับเดียวกัน 

 

 4.5.3 การเปรียบเทียบความคงตัวทางกายภาพ และทางเคมีของตํารับไมโครอิมัลชันผสม

สารสกัดชาเขียวมัทฉะ GLM4 และตํารับเจลผสมสารสกัดชาเขียวมัทฉะ 

         จากผลการทดลองขางตน ไดคัดเลือกสูตรตํารับไมโครอิมัลชันผสมสารสกัดชาเขียว 

มัทฉะ GLM4 เน่ืองจากเปนสตูรที่มีอัตราสวนวัฏภาคนํ้าในตํารับมากที่สุด (ตารางที่ 2) จึงมีความหนืด

นอยที่สุดเมื่อเทียบกับสูตรอื่นๆ  และความหนืดไมมีการเปลี่ยนแปลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ      

(p>0.05) เมื่อเทียบกอน และหลังการทดสอบความคงตัว (ตารางที่ 15) อีกทั้งขนาดอนุภาคและ       

การกระจายอนุภาคไมเปลี่ยนแปลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) (ตารางที่ 11 และ 12)           

ผลการประเมินคุณลักษณะทางกายภาพ และทางเคมีพบวา ลักษณะภายนอกของตํารับ GLM4 และ

ตํารับเจลหลังเก็บทดสอบความคงตัวที่อุณหภูมิหอง 90 วัน และที่ heating/cooling 6 รอบ          

สีของตํารับมีการเปลี่ยนแปลงเขมข้ึนเล็กนอย แตกลิ่น ความใส ไมพบการเปลี่ยนแปลงเมื่อเทียบกับ

วันเริ่มตน และไมพบการแยกช้ัน 

 ขณะที่ pH เฉลี่ยของตํารับ GLM4 หลังเก็บทดสอบความคงตัวมีคาเฉลี่ยเทากับ 

7.27±0.15 และ 7.54±0.01 ตามลําดับ ซึ่งสูงกวาตํารับเจลที่มีคาเฉลี่ยเทากับ 5.82±0.01         
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และ 5.81±0.01 ตามลําดับ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) แสดงวาตํารับ GLM4 มีความ    

เปนกลาง ซึ่งยังถือวามีคา pH ใกลกับ pH ของผิวหนัง ไมกอใหเกิดการระคายเคือง ตํารับ GLM4    

มีความหนืดเฉลี่ยเทากับ 179.83±0.29 และ 184.57±5.25 cP ตามลําดับ ซึ่งมีคานอยกวาตํารับเจล

ที่มีความหนืดเฉลี่ยเทากับ 901.80±4.63 และ 1004.23±5.75 cP ตามลําดับ (ตารางที ่16) เน่ืองจาก

ตํารับเจลหลังเก็บที่ heating/cooling เกิดการจับตัวกันเปนกอน จึงทําใหมีความหนืดเพิ่มข้ึน 
 

ตารางท่ี 16 คุณลักษณะทางกายภาพและเคมีของตํารับไมโครอิมัลชันผสมสารสกัดชาเขียวมัทฉะ 

GLM4 เปรียบเทียบกับตํารับเจลผสมสารสกัดชาเขียวมัทฉะ หลังเก็บทดสอบความคงตัว (n=3) 

หมายเหตุ :  *  แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบภายในสูตรตํารับ 

                   เดียวกัน ระหวางเก็บทดสอบความคงตัวที่สภาวะตางๆ 

       ** ไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) เม่ือเปรียบเทียบภายในสูตรตํารับ 

                   เดียวกัน ระหวางเก็บทดสอบความคงตัวที่สภาวะตางๆ 

        a แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบระหวางตํารับ  

                   GLM4 และตํารับเจลผสมสารสกัดชาเขียว            

  

 การตรวจสอบสัณฐานวิทยา และโครงสรางของตํารับ GLM4 ดวยการถายภาพผาน 

TEM (ภาพที่ 12 และ 13) พบวาหยดวัฏภาคภายในมีลักษณะเปนหยดของเหลวทรงกลมขนาดเฉลี่ย

ประมาณ 50 nm ซึ่งสอดคลองกับขนาดอนุภาคที่วัดไดจากเครื่องวัดขนาดอนุภาคโดยใชเทคนิค PCS 

ตํารับ สภาวะในการเก็บ

ทดสอบความคง

ตัว 

ขนาด

อนุภาค 

(nm±SD) 

การกระจาย

อนุภาค 

การนําไฟฟา 

(µS/cm2 ± 

SD) 

ความเปนกรด-

ดาง 

ความหนืด  

(cP±SD) 

 

 

GLM 4 

Initial day 28.33±0.47

** 

0.248±0.03

** 

17.21±0.08* 7.64±0.01**a 181.33±2.02**a 

Room 

temperature 

90 days 

26.37±9.47

** 

0.120±0.03

** 

16.18±0.01* 7.27±0.15*a 179.83±0.29**a 

Heating/cooling 

6 cycles 

22.37±2.25

** 

0.187±0.03

** 

18.75±0.07* 7.54±0.01**a 184.57±5.25**a 

 

 

 

Gel 

Initial day - - - 5.78±0.01*a 904.77±10.27**a 

Room 

temperature 

90 days 

- - - 5.82±0.01**a 901.80±4.63**a 

Heating/cooling 

6 cycles 

- - - 5.81±0.01**a 1004.23±5.75*a 
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ภาพท่ี 12 สัณฐานวิทยาและโครงสรางของตํารับไมโครอิมัลชันพื้นฐานที่ initial day (a),           

หลังเก็บที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 90 วัน (b) และหลังเก็บที่ heating/cooling cycles 6 รอบ (c) 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

(a) (b) 

(c) 
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ภาพท่ี 13 สัณฐานวิทยาและโครงสรางของตํารับไมโครอิมัลชันผสมสารสกัดชาเขียวมัทฉะ (GLM4)  

ที่ initial day (a), หลังเก็บที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 90 วัน (b) และหลังเก็บที่ heating/cooling 

cycles 6 รอบ (c) 

 
 

 4.5.4 การเปรียบเทียบปริมาณสารสําคัญ caffeine, epicatechin และ 

epigallocatechin gallate ในตํารับไมโครอิมัลชันผสมสารสกัดชาเขียวมัทฉะ GLM4 และตํารับ

เจลผสมสารสกัดชาเขียวมัทฉะ 

 การ วิ เคราะหหาปริ มาณสารสํา คัญ  caffeine, epicatechin และ 

epigallocatechin gallate จากการสรางกราฟมาตรฐานของ caffeine, epicatechin และ 

epigallocatechin gallate ที่มีความเขมขน 0.01-0.1, 0.01-0.2 และ 0.01-0.2 mg/ml ตามลําดับ 

นําไปฉีดวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC โดยใชวิธีวิเคราะหที่ผานการพัฒนาแลว ฉีดซ้ํา 3 ครั้ง พบวา 

(a) (b) 

(c) 
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retention time ของ  สารมาตรฐาน caffeine, epicatechin และ epigallocatechin gallate เปน 

4.026, 8.842 และ 16.684 นาที (ภาพที่ 8a, b และ c) ตามลําดับ โดยสารสําคัญทุกตัวในทุกตํารับที่

ผานการทดสอบความคงตัวจะใหคา retention time ที่ใกลเคียงกับสารมาตรฐาน (ภาพที่ 15a และ 

b) 

 

แผนภูมิท่ี 15 โครมาโทแกรมของสารสําคัญ caffeine, epicatechin และ epigallocatechin 

gallate ในตัวอยางตํารับไมโครอิมัลชัน GLM4 (a) และตํารับเจลผสมสารสกัดชาเขียว (b) 

 
(a) ตํารับไมโครอิมลัชันผสมสารสกัดชาเขียว GLM4 หลังเกบ็ทดสอบความคงตัวที ่

อุณหภูมิหอง 90 วัน 

 
(b) ตํารับเจลผสมสารสกัดชาเขียว หลังเก็บทดสอบความคงตัวที่อุณหภูมิหอง 90 วัน

 

         ผลการวิเคราะหหาปริมาณสารสําคัญในสารสกัดชาเขียวมัทฉะกอนถูกกักเก็บในตํารับ 

GLM4 ดวยเทคนิค HPLC พบวามี caffeine, epicatechin และ epigallocatechin gallate เทากับ 

31.71±0.01, 9.20±0.23 และ 91.45±0.98 มก.ตอกรัมสารสกัด ตามลําดับ และจากการหาปริมาณ
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สารสําคัญหลังถูกกักเก็บในตํารับ GLM4 และตํารับเจลผสมสารสกัดชาเขียวมัทฉะ โดยทําการสกัด

แยกสารสําคัญที่อยูในวัฏภาคนํ้าดวย absolute ethanol แลวนําไปปนเหว่ียงเพื่อแยกองคประกอบ

อื่นๆ ที่อยูในตํารับและวิเคราะหดวยเทคนิค HPLC พบวาตํารับ GLM4 และตํารับเจลผสมสารสกัด         

ชาเขียวมัทฉะที่อุณหภูมิหองมีเปอรเซ็นตสารสาํคัญ caffeine คงเหลือ ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ

ทางสถิติ  (p>0.05) และเมื่อเปรียบเทียบเปอรเซ็นตสารสําคัญ epicatechin คงเหลือในทั้ง 2 ตํารับ 

พบวาที่ 30, 60, 75 และ 90 วัน ตํารับเจลมีปริมาณ epicatechin ลดลงมากกวาตํารับ GLM4 อยาง

มีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) สวนการเปรียบเทียบปรมิาณสาร epigallocatechin gallate คงเหลือ

ในทั้ง 2 ตํารับ พบวาที่ 45, 60, 75 และ 90 วัน ตํารับเจลมีปริมาณ epicatechin ลดลงมากกวา 

GLM4 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ซึ่งเมื่อครบ 90 วันมีเปอรเซ็นต caffeine, epicatechin 

และ epigallocatechin gallate คงเหลือในตํารับไมโครอิมัลชันเทากับ 51.88±14.53, 33.05±9.69 

และ 46.45±0.38% ตามลําดับ (แผนภูมทิี่ 16a)  ขณะที่ตํารับเจลผสมสารสกัดชาเขียวมัทฉะคงเหลือ

เทากับ 47.77±6.86, 3.74±1.42 และ 6.23±0.78% ตามลําดับ (แผนภูมทิี่ 16b)  

         นอกจากน้ียังพบวาตํารับ GLM4 และตํารับเจลผสมสารสกัดชาเขียวมัทฉะที่ผานการ

ทดสอบความคงตัวที่ heating/cooling cycles 6 รอบ มีเปอรเซ็นตสารสําคัญ caffeine คงเหลือ

ของทั้ง 2 ตํารับไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) แตเปอรเซ็นตสารสําคัญ 

epicatechin และ epigallocatechin gallate คงเหลือแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

(p<0.05)  เมื่ อเก็บครบ 6 รอบ ซึ่ งGLM4 มี เปอร เซ็นต  caffeine, epicatechin และ 

epigallocatechin gallate คงเหลือเทากับ 81.72±7.40, 38.50±4.34 และ 59.01±14.29% 

ตามลําดับ (แผนภูมทิี่ 16c) ขณะที่ตํารับเจลผสมสารสกัดชาเขียวมัทฉะ มีเปอรเซ็นตคงเหลือเทากับ 

81.16±23.01, 6.86±1.52 และ 22.54±4.15% ตามลําดับ (แผนภูมทิี่ 16d)  

         จากผลการทดลองพบวาสารสําคัญจากสารสกัดชาเขียวมัทฉะที่ถูกกักเก็บในตํารับ   

ไมโครอิมัลชัน และตํารับเจล มีปริมาณลดลงหลังจากเก็บทดสอบความคงตัว อาจเน่ืองจากคาเทชิน   

มีความคงตัวดีในสภาวะที่เปนกรด (pH<4) แตจะไมคงตัวในสภาวะที่เปนดาง (pH>8) และถาเก็บ     

ในสภาวะที่มีความช้ืนมาก ๆ ก็ทําใหเกิดการสลายตัวไดงาย (4) จากผลการศึกษาในครั้งน้ีตํารับ        

ไมโครอิมัลชันมีคา pH เกือบจะเปนดาง และทําการทดสอบความคงตัวที่มีความช้ืนสัมพัทธสูง ดังน้ัน

จึงทําใหสารคาเทชินที่ถูกกักเก็บในตํารับไมโครอิมัลชันบางสวนสลายตัวไป แตเมื่อเปรียบเทียบ

ระหวางตํารับ GLM4 และตํารับเจลผสมสารสกดัชาเขียวมัทฉะ พบวาตํารับไมโครอิมัลชันสามารถเกบ็

กัก และมีความคงตัวของสารสําคัญในสารสกัดชาเขียวมัทฉะดีกวาตํารับเจล โดยเฉพาะอยางย่ิงสาร 

epicatechin และ epigallocatechin gallate ที่มีเปอรเซ็นตคงเหลือในตํารับ GLM4 สูงกวา       

ในตํารับเจลผสมสารสกัดชาเขียวมัทฉะ แตเปอรเซ็นต caffeine คงเหลือในตํารับทั้งสองมีคาไม

แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05)  
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แผนภูมิท่ี 16 เปอรเซ็นตสารสําคัญ caffeine (CAF), epicatechin EG) และ epigallocatechin 

gallate  (EGCG) คงเหลือในตํารับไมโครอิมัลชันผสมสารสกัดชาเขียวมัทฉะ (a) และตํารับเจลผสม

สารสกัดชาเขียวมัทฉะ (b) หลังเก็บที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 90 วัน และตํารับไมโครอิมัลชันผสมสาร

สกัดชาเขียวมัทฉะ (c) และตํารับเจลผสมสารสกัดชาเขียวมัทฉะ (d) หลังเก็บที่สภาวะ heating-

cooling จํานวน 6 รอบ (n=3)  

 

 
 

             
หมายเหตุ :  *  แตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) เมื่อเปรยีบเทียบปริมาณสารสําคัญ epicatechin  

                   (EC) คงเหลือระหวางตํารับไมโครอมิัลชัน และตํารบัเจลผสมสารสกัดชาเขียว 

     **  แตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบปริมาณสารสําคัญ  

                   epigallocatechin gallate (EGCG) คงเหลือระหวางตํารับไมโครอิมลัชัน และตํารบั                  

                   เจลผสมสารสกัดชาเขียว 
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บทท่ี 5 

สรุปผลการวิจัย และขอเสนอแนะ 

 

5.1 สรุปผลการวิจัย 

 ชาเขียว (Camelia sinesis) อุดมไปดวยสารโพลิฟนอลในกลุมคาเทชิน ซึ่งเปนสารที่มี

ความสามารถในการตานอนุมูลอิสระไดดี เหมาะที่จะนํามาพัฒนาเปนสวนประกอบที่สามารถออก

ฤทธ์ิในทางเครื่องสําอาง โดยงานวิจัยน้ีไดพัฒนาตํารับไมโครอิมัลชันชนิดนํ้าในนํ้ามันเพื่อสามารถ   

กักเก็บสารสําคัญจากชาเขียวใหอยูภายในหยดวัฏภาคขนาดเล็กระดับนาโนเมตร เพื่อลดการเสื่อม

สลายของคาเทชินจากสภาวะแวดลอมภายนอกได โดยงานวิจัยน้ีไดเริ่มจากการหาสภาวะที่เหมาะสม

ในการสกั ดสารสํ า คัญออกจากชาเ ขียว 3 ชนิด  ไดแก  ชา เ ขียวมัทฉะ  ชา เ ขียว เซนฉะ                  

และชาเขียวบันฉะ โดยใชสภาวะการทดลองดังน้ี สกัดดวยตัวทําละลาย (นํ้า 40% เอทานอล และ

70% เอทานอล) อุณหภูมิ (80 และ 100ºC) และเวลาในการสกัด (15 และ 30 นาที) ที่แตกตางกัน 

ผลการทดลองพบวา ชาเขียวมัทฉะที่สกัดดวย 40% เอทานอล โดยใชอุณหภูมิ 80ºC เปนเวลา 30 

นาที สามารถสกัดสารสําคัญออกมาไดมากที่สุด โดยมีปริมาณสาร total phenolics เทากับ 

137.0333±1.5948 mg GAE/g extract ซึ่งสอดคลองกับการทดสอบฤทธ์ิการตานอนุมูลอิสระของ

สารสกัดดวยวิธีดังกลาวพบวาไดคาสูงที่สุด เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการสกัดอื่น ๆ โดยมีคา IC50 จาก

การวัดดวยวิธี DPPH และ ABTS assay นอยที่สุดเทากับ 0.0504±0.0003 และ 0.0352±0.0001 

mg/ml ตามลําดับ 

 การวิเคราะหหาปริมาณสารสําคัญในสารสกัดชาเขียวมัทฉะดวยเทคนิค HPLC ที่พัฒนาแลว 

พบวา epigallocatechin มีปริมาณเฉลี่ยมากที่สุดเทากับ 62.9500±1.2217 mg/g dry weight  

รองลงคือ caffeine มีปริมาณเฉลี่ยเทากับ 24.5167±0.3055 mg/g dry weight สวน epicatechin 

พบปริมาณเฉลี่ยนอยที่สุดเทากับ 5.1000±0.0500 mg/g dry weight ซึ่งจากฉีดวิเคราะห         

ดวย HPLC น้ันพีกของสารสกัดที่ไดไมมีการซอนทับกัน สเปตรัมของสารสําคัญในสารสกัดชาเขียว 

ตรงกับสเปกตรมัของสารมาตรฐาน (ภาคผนวก ข) และมีคารีเทนชันไทมใกลเคียงกันกบัสารมาตรฐาน 

caffeine, epicatechin และ epigallocatechin gallate ที่เวลา 4.318, 8.683 และ 16.742 นาที 

ตามลําดับ สวนการตรวจสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห พบวามีความแมนยําและถูกตอง 

สอดคลองอยูในเกณฑที่ยอมรับไดของ A.O.A.C(35) โดยความสัมพันธเชิงเสนของสารมาตรฐาน 

caffeine, epicatechin และ epigallocatechin gallate มีคาสัมประสิทธ์ิ (r2) เทากับ 0.9952, 

1.0000 และ 0.9997 ตามลําดับ ความแมนยําของวิธีวิเคราะหไดรอยละการกลับคืนอยูในชวง 

92.67±3.15 ถึง 113.89±6.06% และผลการทดลองความเที่ยง พบวาความเที่ยงภายในวันเดียวกัน 

มีคา %RSD ของ caffeine, epicatechin และ epigallocatechin gallate เทากับ 1.4539, 
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1.5428 และ 1.7362 ตามลําดับ และความเที่ยงตางวันมีคา %RSD เทากับ 1.3780, 1.7281 และ 

1.4117 ตามลําดับ 

 การพัฒนาตํารับไมโครอิมัลชันเพื่อหาสวนประกอบ และอัตราสวนที่เหมาะสมในการเกิด   

ไมโครอิมัลชันชนิดนํ้าในนํ้ามัน เพื่อใชในการกักเก็บสารสําคัญจากชาเขียวมัทฉะ โดยสรางแผนภาพ

ไตรภาคเทียม ใช jojoba oil เปนวัฏภาคนํ้ามัน ใชสารลดแรงตึงผิวผสมแตกตางกัน คือ span80: 

cremophor RH40, span80: kolliphor EL, span80: kolliphor HS15 ในอัตราสวน 1:1        

โดยนํ้าหนัก พบวาสารลดแรงตึงผิวผสมที่มีขอบเขตไมโครอิมัลชันมากที่สุด คือ span80: 

cremophor RH40 จึงเลือกมาศึกษาตอโดยการเปลี่ยนอัตราสวนของสารลดแรงตึงผิวผสมจาก    

รอยละ 1:1 เปน 2:1 โดยนํ้าหนัก รวมกับการสารลดแรงตึงผิวรวม IPA พบวา IPA ชวยขยายขอบเขต

ของไมโครอิมัลชันใหกวางข้ึนได แตการเพิ่มอัตราสวนของสารลดแรงตึงผิวผสมเปน 2:1 มีผลทําให

ขอบเขตไมโครอิมัลชันลดลง ดังน้ัน สวนประกอบที่เหมาะสมในการเตรียมไมโครอิมัลชันนํ้าในนํ้ามัน

เพื่อใชกักเก็บสารสําคัญจากชาเขียวมัทฉะ คือ jojoba oil, span80: cremophor RH40 (1:1), 

water: IPA (1:1) โดยที่ตํารับ GLM4 มีความคงตัวทางกายภาพ และเคมีมากที่สุด มีขนาดอยูในชวง

ของการเกิดไมโครอิมัลชัน (10-140 nm) การกระจายอนุภาคนอยกวา 1 และเมื่อเทียบกอน และหลงั

เก็บทดสอบความคงตัวพบวา ขนาดและการกระจายอนุภาคไมมีการเปลีย่นแปลงอยางมีนัยสาํคัญทาง

สถิติ (p>0.05) มีความหนืดตํ่า คาการนําไฟฟา และความเปนกรด-ดางอยูในชวงที่ยอมรับได และ

ปริมาณสารสําคัญ caffeine, epicatechin และ epigallocatechin gallate ในตํารับไมโครอิมัลชัน

คงตัวอยูในตํารับไดนานกวาตํารับเจลผสมสารสกัดชาเขียวมัทฉะอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 

หลังเก็บทดสอบความคงตัวที่อุณหภูมิหอง 90 วัน และที่สภาวะ heating/cooling cycle 6 รอบ 

อาจเน่ืองจากคุณสมบัติคงตัวทางอุณหพลศาสตรของไมโครอิมัลชัน จึงทําใหสารสําคัญคงตัวไดนาน

กวาตํารับเจลแมอุณหภูมิระหวางการเก็บรักษามีการเปลี่ยนแปลง รวมถึงการกักเก็บสารสําคัญอยูใน

หยดวัฏภาคภายใน จึงสามารถปองกันสารสําคัญไมใหถูกทําลายจากสิ่งกระตุนจากภายนอกไดดีกวา

ตํารับเจลผสมสารสกัดชาเขียวมัทฉะ 
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5.2 ขอเสนอแนะ 

 1. ความเขมขนของสารสกัดชาเขียวมัทฉะทีผ่สมในตํารับไมโครอิมัลชัน เปนเพียงการศึกษา

ความเขมขนเริ่มตน ดังน้ันอาจมีการศึกษาหาความเขมขนสูงสุดที่สามารถกักเก็บในตํารับไมโคร

อิมัลชัน 

 2. ควรมีการศึกษาความสามารถในการซึมผานของสารสําคัญเขาสูผิวหนัง เพื่อใหได              

ผลการทดลองมารองรับขอดีของไมโครอิมัลชันในแงของการเปนระบบนําสงสารสําคัญเขาสูผิวหนัง 

และทําใหงานวิจัยมีความนาเช่ือถือมากย่ิงข้ึน 

 3. ควรมีการศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพอื่น ๆ เพิ่มเติม เชน ความเปนพิษตอเซลล ฤทธ์ิยับย้ัง         

การอักเสบ หรือทดสอบการแพในอาสาสมัคร เปนตน เพื่อสามารถใชประโยชนจากตํารับ             

ไมโครอิมัลชันผสมสารสกัดชาเขียวที่ไดพัฒนาข้ึนน้ีในดานอื่น ๆ มากข้ึน 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



73 

 

 

บรรณานุกรม 

 

1. รัตนา อินทรานุปกรณ.  การเตรียมสารสกัดจากสมุนไพร. เครื่องสําอางเพื่อความงามและสุขภาพ.  

 กรุงเทพมหานคร: สํานักพิมพกรุงเทพเวชการ; หนา 27-50. 2552. 

2. Gramza A., Korczak J, Amarowicz R. Tea polyphenols-their antioxidant properties 

 and biological activity: A review. FNS. 2005;14/55(3):219-235. 

3. Komes D, Horzic D, Belscak A, Ganic KK, Vulic I. Green tea preparation and its 

 influence on the content of bioactive compounds. FOOD RES INT. 2010;43:167-

 176. 

4. ธีรพงษ เทพกรณ.  คาเทชินในชาเขียวและความคงตัวระหวางเก็บรักษา. วารสารวิทยาศาสตร 

 มหาวิทยาลัยขอนแกน. 2556;41(1):46.55. 

5. Sang S, Lambert DJ, Ho CT, Yang CS. The chemistry and biotransformation of tea 

 catechins. PHARMACOL RES. 2011;64:87-99. 

6. Hsu S. Review: Green tea and the skin. AAD. 2005;1049-1059. 

8. Komes D, Horzic D, Belscak A, Ganic KK, Vulic I. Green tea preparation and its 

 influence on the content of bioactive compounds. Food Res Int. 2010;43:167-

 176. 

7. Rashidinejad A, Birch EJ, Waterhouse DS, Everett DW. Delivery of green tea catechin 

 and epigallocatechin gallate in liposomes incorporated into low-fat hard cheese. 

 Food Chem. 2014;156:176-183. 

9. World tea production and trade current and future development. Food and  

 agriculture organization of the united nations. Rome; 2015. [cited 2015 May]. 

 Available from: http://www.fao.org/3/a-i4480e.pdf  

10. Cabrera C, Artacho R, Gimenez R. Beneficial Effects of green tea: A review. ACN. 

 2006;25(2):79-99. 

11. Gadkari PV, Balaraman M. Catechins: Sources, extraction and encapsulation: A   

 review. FOOD BIOPROD PROCESS. 2015;93:122-138. 

12. พิมพร ลลีาพรพิสิฐ. อมิัลชันทางเครือ่งสําอาง. เชียงใหม: คณะเภสัชศาสตร 

 มหาวิทยาลัยเชียงใหม; 2534.  

13. เกษร จันทรศิริ.  อิมัลชันทางเภสัชกรรม. กรุงเทพมหานคร: คณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัย

 ศิลปากร; หนา 147-148. 2006. 



74 

 

 

บรรณานุกรม (ตอ) 

 

14. ชวลิต คําทวี, ชานนท เรืองรัตนวณิชยา. การพัฒนาเจลสารสกัดเมล็ดลิ้นจี่. โครงการพิเศษสาย

 วิชาเทคโนโลยีการผลิตและพัฒนาเภสัชภัณฑ. สมุทรปราการ: คณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัย 

 หัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ; หนา 46. 2554.  

15. ไรชาเขียว. ไทยวิกิพีเดีย. [cited 2015 April]. Available from: 

 https://th.wikipedia.org/wiki/ชาเขียว 

16. ยอดใบชาเขียว. ประโยชนดอทคอม. [cited 2015 April]. Available from:   

 http://prayod.com/ชาเขียว   

17. Changkid V. ประเภทของชาเขียวญี่ปุน. สํานักพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ 

 (สวทช.) [cited 2015 April]. Available from: http://nstda.or.th/blog/?p=9733 

18. ลักษณะชาเขียวมัทฉะ. [cited 2015 April]. Available from: 

 http://beta.soccersuck.com/boards/topic/1072465 

19. ลักษณะชาเขียวเซนฉะ. [cited 2015 April]. Available from: 

 http://www.jeveryday.com/detail.php?cat=2&id=235 

20. ลักษณะชาเขียวบันฉะ. [cited 2015 April]. Available from: 

 http://www.jeveryday.com/detail.php?cat=2&id=235  

21. Tea components. World Green Tea Association. [cited 2015 May]. Available from: 

 https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=4&cad=rja&

 uact=8&ved=0CDsQFjAD&url=http%3A%2F%2Fwww.o-cha.net%2Fenglish%2Fcup

 %2Fpdf%2F38.pdf&ei=NDhLVbmyGtWIuATinYCgDQ&usg=AFQjCNE_L_MdaPazBRd2

 B2kALp1q17b2lA&sig2=9xr7w4q9JnuLineMgoJ_QQ 

22. Jun X, Deji S, Ye L, Rui Z. Comparison of in vitro antioxidant activities and   

 bioactive components of green tea extracts by different extraction methods. Int. 

 J. Pharm. 2011;408:97-101. 

23. Rusak G, Komes D, Likic S, Horzic D, Kovac M. Phenolic content and antioxidative 

 capacity of green and white tea extracts depending on extraction conditions and 

 the solvent used. Food Chem. 2008;110:852-858. 

24. Hong YH, Jung EY, Noh DO, Suh HJ. Physiological effects of formulation containing 

 tannase-convertd green tea extract on skin care: physical stability, collagenase, 

 elastase and tyrosinase activities. IMR. 2014;3:25-33. 



75 

 

 

บรรณานุกรม (ตอ) 

 

25. Gupta S, Sahni JK, Ali J, Gabrani R, Dang S. Development and characterization of 

 green tea loaded microemulsion for vaginal infections. Adv. Mater. Lett. 

 2012;3(6):493-497.  

26. Manea AM, Andronescu C, Meghea A. Green tea extract loaded into solid lipid 

 nanoparticles. U.P.B. Sci. Bull. 2014;76(2):125-136. 

27. สถาบันชามหาวิทยาลัยแมฟาหลวง. องคประกอบทางเคมีในใบชาสด. [cited 2015 April]. 

 Available from: http://teainstitutemfu.com/main/blog/องคประกอบทางเคมี/ 

28. รัตนา อินทรานุปกรณ. การพัฒนาวิธีวิเคราะหโดยวิธี High Performance Liquid   

 Chromatography. เอกสารประกอบการสอนรายวิชาการควบคุมมาตรฐานสมุนไพร .              

 สมุทรปราการ: คณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ; พิมพครั้งที่ 2. หนา 

 22-29. 2547. 

29. A.O.A.C. Official Methods of Analysis of the Association of Official Analysis   

 Chemistry. 18th ed. Arlington, Virginia, Appendix D. page9/Appendix E. 2005; page 

 2-3. 

30. คูมือปฏิบัติการ การหาปริมาณคาเฟอีนในเครื่องด่ืมโดยเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะ

 สูง. พิษณุโลก: ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยนเรศวร; 2555. [cited 2015 

 April]. Available from: www.sci.nu.ac.th/chemistry/directionlab/media_doc/256254

 / เทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง 

31. รัตนา อินทรานุปกรณ. High Performance Liquid Chromatography. เอกสารประกอบการ

 สอนรายวิชา เภสัชวิเคราะห 2. คณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ ; 

 พิมพครั้งที่ 2. หนา 49. 2548. 

32. Saito ST, Welzel A, Suyenaga S, Bueno F. A method fast determination of  

 epigallocatechin gallate (EGCG), epicatechin (EC), catechin (C), and caffeine (CAF) 

 in green tea using HPLC. Ciência e Tecnologia de Alimentos, Campinas. 

 2006;26(2):394-400. 

33. สุนีย ชาญณรงค. การศึกษาฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระในหลอดทดลอง. เครื่องสําอางเพื่อความและ

 สุขภาพ. กรุงเทพมหานคร: สํานักพิมพกรุงเทพเวชการ; หนา 63-81. 2552. 

 

 



76 

 

 

บรรณานุกรม (ตอ) 

 

34. ประภาพร บุญมี. อิทธิพลโครงสรางระดับไมโครของไมโครอิมัลชันและชนิดของสารลดแรงตึงผิว

 ตอประสิทธิภาพในการซึมผานผิวหนังของยาที่ไมชอบนํ้า และยาที่ชอบนํ้า. Faculty of 

 Graduation Studies. กรุงเทพมหานคร: มหาวิทยาลัยมหิดล; 2552. 

35. Pakpayat N, Yotsawimonwat S, Boonme P. Green microemulsions for cosmetics. 

 Thai pharmaceutical and Health Science Journal. 2011;6(4):290-298. [cited 2013 

 February]. Available from: http://ejournals.swu.ac.th./ 

36. Huang YB, Lin YH, Lu TM, Wang RJ, Tsai YH, Wu PC.  Transdermal delivery of 

 capsaicin derivative-sodium nonivamide acetate using microemulsions as vehicles. 

 Int. J. Pharm. 2008;349:206-211. 

37. Shakeel F, Ramadan W. Trandermal delivery of anticancer drug caffeine from 

 water-in-oil nanoemulsions. Colloids Surf., B. 2010;75:356-362. 

38. Constantinides PP, Scalart JP. Formulation and characterization of water-in-oil 

 microemulsions containing long-versus medium-chain glycerides. Int. J. Pharm. 

 1997;158:57-68.   

39. นิภาพร ประเสริฐวิทย.  การพัฒนาตํารับยาทาตานเช้ือราในระบบไมโครอิมัลชันที่มีนํ้ามันถ่ัว

 เหลืองเปนสวนประกอบ. Thai Pharmaceutical and Health Science Journal. 2009; page 

 4. 

40. Trotta M, Cavalli R, Ugazio E, Gasco MR. Phase behaviour of microemulsion 

 systems containing lecithin and lysolecithin as surfactant. Int. J. Pharm. 

 1996;143:67-73. 

41. Li P, Ghosh A, Wagner RF, Krill S, Joshi YM, Serajuddin ATM. Effect of combined 

 use of nonionic surfactant on formation of oil-in-water micreoemulsion. Int. J. 

 Pharm. 2005;288:27-34.  

42. Ndlovu G, Fouche G, Tselanyane M, Cordier W, Steenkamp V. In vitro 

 determination of the anti-aging potential of four southern African medicinal 

 plants. BMC Complementary & Alternative Medicine. 2013;13:304. 

43. Garti N, Shevachman M, Shani A. Solubilization of lycopene in jojoba oil   

 microemulsion. JAOCS. 2004;81(9):873-877. 

 



77 

 

 

บรรณานุกรม (ตอ) 

  

44. วราภรณ จรรยาประเสริฐ. นาโนเทคโนโลยี: การนําสงยาและเครื่องสําอางทางผิวหนัง.  

 กรุงเทพมหานคร: สํานักพิมพประชาชน; หนา 129-166. 2552. 

45. Rukmini A, Raharjo S. Hastuti P, Supriyadi S. Formulation and stability of water-in-

 virgin coconut oil microemulsion using ternary food grade nonionic surfactants. 

 Int Food Res J. 2012;19(1):259-264. 

46. Fouad AS, Basalious BE, EL.Nabarawi AM, Tayel AS. Microemulsion and poloxamer 

 microemulsion-based gel for sustained transdermal delivery of diclofenac 

 epolamine using in-skin drug depot: in vitro/in vivo evaluation. Int. J. Pharm. 

 2013;453:569-578. 

47. Xu J, Fan JQ, Yin QZ, et al. The preparation of neem oil microemulsion 

 (Azadirachta indica) and the comparison of acaricidal time between neem  oil 

 microemulsion and others formulations in vitro. Vet. Parasitol. 2010;169:399-403. 

48. Patel V, Kukadiya H, Mashru R, Surti N, Mandal S. Development of microemulsion 

 for solubility enhancement of clopidogrel. Iran J Pharm Res. 2010;9(4):327-334.  

59. Pinkhien T. The development of nanoemulsions containing grape seed extracts 

 from Vitis vinifera cv. Ribier (Pok Dum) and their bioefficacy study [Thesis].  

 Samutprakarn: Huachiew Chalermprakiet University; 2014. 

  

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก  



79 

 

 

ภาคผนวก ก 

การวิเคราะหทางสถิติ 

 

1. ผลการวิเคราะหทางสถิติเปรียบเทียบวิธีการสกัดชาเขยีวท่ีมีผลตอปริมาณสารประกอบฟนอลิก 

Tests of Between-Subjects Effects 
Dependent Variable:Totalphenolic 

Source 
Type III Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 
Corrected Model 113905.841a 35 3254.453 796.449 .000 
Intercept 700656.122 1 700656.122 171468.721 .000 
Tea 12300.588 2 6150.294 1505.136 .000 
Solvent 56349.824 2 28174.912 6895.131 .000 
Condition 27433.451 3 9144.484 2237.892 .000 
Tea * Solvent 6222.337 4 1555.584 380.692 .000 
Tea * Condition 1429.291 6 238.215 58.297 .000 
Solvent * Condition 7854.214 6 1309.036 320.355 .000 
Tea * Solvent * Condition 2316.137 12 193.011 47.235 .000 
Error 294.207 72 4.086   
Total 814856.170 108    
Corrected Total 114200.048 107    
a. R Squared = .997 (Adjusted R Squared = .996) 

  

 ตาราง three way ANOVA แสดงผลการวิเคราะหคาสถิติระหวางกลุม (ชนิดของชาxตัวทํา

ละลายxสภาวะในการสกัด) ไดคาสถิติ F เทากับ 47.235 และมีคา Sig เทากับ 0.000 ซึ่งนอยกวา 

0.05 แสดงวามีปฏิสัมพันธระหวาง 3 ตัวแปรตน ซึ่งสงผลตอตัวแปรตาม จึงตองใชสถิติ one way 

ANOVA เพื่อชวยในการวิเคราะหเปรียบเทียบความแตกตาง โดยแทนดวยตัวเลขดังตารางตอไปน้ี 

 - ชาเขียวมัทฉะ (แทนดวย 1), ชาเขียวเซนฉะ (แทนดวย 2) และชาเขียวบันฉะ (แทนดวย 3) 

 - สกัดดวยนํ้า (แทนดวย 1), 40% ethanol (แทนดวย 2) และ 70% ethanol (แทนดวย 3) 

 - สภาวะในการสกัด เชน 80ºC 15 นาที (แทนดวย 1), 80ºC 30 นาท ี(แทนดวย 2), 100ºC 

15 นาที (แทนดวย 3) และ 100ºC 30 นาที (แทนดวย 4) 
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Descriptives 
Totalphenolic 

 

N Mean 
Std. 

Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for 
Mean 

Minimum Maximum  Lower Bound Upper Bound 
111 3 51.300000 4.3312816 2.5006666 40.540500 62.059500 48.7000 56.3000 
112 3 63.000000 .5291503 .3055050 61.685518 64.314482 62.6000 63.6000 
113 3 56.666667 .7637626 .4409586 54.769375 58.563958 56.0000 57.5000 
114 3 54.700000 1.1135529 .6429101 51.933781 57.466219 53.7000 55.9000 
121 3 62.366667 1.3203535 .7623064 59.086727 65.646607 61.2000 63.8000 
122 3 137.033333 1.5947832 .9207485 133.071672 140.994994 135.7000 138.8000 
123 3 124.500000 1.1357817 .6557439 121.678562 127.321438 123.7000 125.8000 
124 3 116.666667 .7094599 .4096069 114.904271 118.429063 115.9000 117.3000 
131 3 74.033333 1.5947832 .9207485 70.071672 77.994994 72.7000 75.8000 
132 3 132.033333 1.7473790 1.0088497 127.692603 136.374063 130.1000 133.5000 
133 3 121.200000 .3000000 .1732051 120.454759 121.945241 120.9000 121.5000 
134 3 102.433333 3.1628047 1.8260461 94.576491 110.290176 98.9000 105.0000 
211 3 43.166667 .5859465 .3382964 41.711095 44.622239 42.5000 43.6000 
212 3 52.433333 .7371115 .4255715 50.602247 54.264420 51.6000 53.0000 
213 3 51.100000 1.0583005 .6110101 48.471036 53.728964 49.9000 51.9000 
214 3 49.233333 1.7214335 .9938701 44.957055 53.509611 48.0000 51.2000 
221 3 73.600000 2.2538855 1.3012814 68.001038 79.198962 72.2000 76.2000 
222 3 132.466667 1.8475209 1.0666667 127.877170 137.056163 131.4000 134.6000 
223 3 122.900000 .8544004 .4932883 120.777552 125.022448 122.1000 123.8000 
224 3 96.733333 .4163332 .2403701 95.699104 97.767562 96.4000 97.2000 
231 3 62.066667 5.5716545 3.2167962 48.225910 75.907424 58.8000 68.5000 
232 3 130.766667 1.9295941 1.1140517 125.973289 135.560044 128.6000 132.3000 
233 3 119.500000 2.7055499 1.5620499 112.779042 126.220958 116.9000 122.3000 
234 3 77.633333 .6806859 .3929942 75.942416 79.324251 77.1000 78.4000 
311 3 36.600000 .7000000 .4041452 34.861104 38.338896 35.9000 37.3000 
312 3 50.700000 1.1789826 .6806859 47.771245 53.628755 49.7000 52.0000 
313 3 45.800000 2.6851443 1.5502688 39.129732 52.470268 44.2000 48.9000 
314 3 41.566667 2.2052967 1.2732286 36.088406 47.044927 39.7000 44.0000 
321 3 68.900000 4.5177428 2.6083200 57.677305 80.122695 64.9000 73.8000 
322 3 121.066667 .6429101 .3711843 119.469590 122.663744 120.6000 121.8000 
323 3 111.933333 .4725816 .2728451 110.759376 113.107291 111.4000 112.3000 
324 3 82.866667 2.4906492 1.4379770 76.679551 89.053782 80.0000 84.5000 
331 3 41.666667 1.7214335 .9938701 37.390389 45.942945 39.7000 42.9000 
332 3 69.266667 .9865766 .5696002 66.815875 71.717459 68.6000 70.4000 
333 3 64.700000 1.3453624 .7767453 61.357935 68.042065 63.2000 65.8000 
334 3 57.033333 .7767453 .4484541 55.103791 58.962876 56.4000 57.9000 
Total 108 80.545370 32.6694072 3.1436152 74.313520 86.777221 35.9000 138.8000 
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ANOVA 

Totalphenolic 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 113905.841 35 3254.453 796.449 .000 

Within Groups 294.207 72 4.086   

Total 114200.048 107    

 

 สรุปผลคือ ไดคาสถิติ F เทากับ 796.449 และมีคา Sig เทากับ 0.000 ซึ่งนอยกวา 0.05 

ดังน้ัน จึงปฏิเสธ H0 แสดงวาคาเฉลี่ยของปริมาณโททอลฟนอลิกของชาเขียว 3 ชนิดไดแก ชาเขียว 

มัทฉะ ชาเขียวเซนฉะ และชาเขียวบันฉะ ที่สกัดดวยตัวทําละลายแตกตางกันคือ นํ้าปราศจากไอออน 

40% เอทานอล และ70% เอทานอล และสภาวะในการสกัด ดังน้ี 80 องศาเซลเซียส 15 นาที       

80 องศาเซลเซียส 30 นาที 100 องศาเซลเซียส 15 นาที และ 100 องศาเซลเซียส 30 นาทีน้ัน 

แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ซึ่งกลุมที่ไดปริมาณสาร total phenolics มากที่สุด

ไดแก การสกัดชาเขียวมัทฉะดวย 40% ethanol ที่อุณหภูมิ 80ºC เปนเวลา 30 นาที ซึ่งมีปริมาณ

เทากับ 137.0333±1.5948 mg GAE/g นํ้าหนักชาเขียวแหง 
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2. ผลการวิเคราะหทางสถิติเปรียบเทียบวิธีการสกัดชาเขยีวท่ีมีผลตอฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระ 

(IC50) ดวยวิธี DPPH assay  

Tests of Between-Subjects Effects 
Dependent Variable:IC50 

Source 
Type III Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 
Corrected Model .033a 35 .001 1491.739 .000 
Intercept .561 1 .561 888885.529 .000 
Tea .002 2 .001 1760.980 .000 
Solvent .024 2 .012 18617.210 .000 
Condition .004 3 .001 1935.235 .000 
Tea * Solvent .002 4 .000 682.439 .000 
Tea * Condition 5.819E-5 6 9.699E-6 15.366 .000 
Solvent * Condition .001 6 .000 168.713 .000 
Tea * Solvent * Condition .001 12 9.545E-5 151.212 .000 
Error 4.545E-5 72 6.312E-7   
Total .594 108    
Corrected Total .033 107    
a. R Squared = .999 (Adjusted R Squared = .998) 

 
 ตาราง three way ANOVA แสดงผลการวิเคราะหคาสถิติระหวางกลุม (ชนิดของชาxตัวทํา

ละลายxสภาวะในการสกัด) ไดคาสถิติ F เทากับ 151.212 และมีคา Sig เทากับ 0.000 ซึ่งนอยกวา 

0.05 แสดงวามีปฏิสัมพันธระหวาง 3 ตัวแปรตน ซึ่งสงผลตอตัวแปรตาม จึงตองใชสถิติ one way 

ANOVA เพื่อชวยในการวิเคราะหเปรียบเทียบความแตกตาง โดยแทนดวยตัวเลขดังตารางตอไปน้ี 

 - ชาเขียวมัทฉะ (แทนดวย 1), ชาเขียวเซนฉะ (แทนดวย 2) และชาเขียวบันฉะ (แทนดวย 3) 

 - สกัดดวยนํ้า (แทนดวย 1), 40% ethanol (แทนดวย 2) และ 70% ethanol (แทนดวย 3) 

 - สภาวะในการสกัด เชน 80ºC 15 นาที (แทนดวย 1), 80ºC 30 นาที (แทนดวย 2), 100ºC 

15 นาที (แทนดวย 3) และ 100ºC 30 นาที (แทนดวย 4) 
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Descriptives 
IC50 

 

N Mean 
Std. 

Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for 
Mean 

Minimum Maximum  Lower Bound Upper Bound 
111 3 .091967 .0003786 .0002186 .091026 .092907 .0917 .0924 
112 3 .075667 .0003055 .0001764 .074908 .076426 .0754 .0760 
113 3 .088300 .0002646 .0001528 .087643 .088957 .0880 .0885 
114 3 .091533 .0006658 .0003844 .089879 .093187 .0911 .0923 
121 3 .076700 .0009539 .0005508 .074330 .079070 .0761 .0778 
122 3 .050367 .0003215 .0001856 .049568 .051165 .0500 .0506 
123 3 .052700 .0002646 .0001528 .052043 .053357 .0525 .0530 
124 3 .055933 .0002309 .0001333 .055360 .056507 .0558 .0562 
131 3 .060933 .0000577 .0000333 .060790 .061077 .0609 .0610 
132 3 .052167 .0000577 .0000333 .052023 .052310 .0521 .0522 
133 3 .054667 .0002082 .0001202 .054150 .055184 .0545 .0549 
134 3 .057633 .0011846 .0006839 .054691 .060576 .0569 .0590 
211 3 .096400 .0003606 .0002082 .095504 .097296 .0960 .0967 
212 3 .091867 .0018771 .0010837 .087204 .096530 .0897 .0930 
213 3 .092300 .0002000 .0001155 .091803 .092797 .0921 .0925 
214 3 .094200 .0003606 .0002082 .093304 .095096 .0939 .0946 
221 3 .064033 .0005132 .0002963 .062759 .065308 .0636 .0646 
222 3 .051167 .0002517 .0001453 .050542 .051792 .0509 .0514 
223 3 .054367 .0012503 .0007219 .051261 .057473 .0531 .0556 
224 3 .058267 .0004726 .0002728 .057093 .059441 .0579 .0588 
231 3 .077467 .0002082 .0001202 .076950 .077984 .0773 .0777 
232 3 .052400 .0002646 .0001528 .051743 .053057 .0522 .0527 
233 3 .055667 .0002309 .0001333 .055093 .056240 .0554 .0558 
234 3 .059533 .0002309 .0001333 .058960 .060107 .0594 .0598 
311 3 .100167 .0010017 .0005783 .097678 .102655 .0994 .1013 
312 3 .093967 .0000577 .0000333 .093823 .094110 .0939 .0940 
313 3 .096000 .0002000 .0001155 .095503 .096497 .0958 .0962 
314 3 .098033 .0007572 .0004372 .096152 .099914 .0975 .0989 
321 3 .064533 .0008386 .0004842 .062450 .066617 .0640 .0655 
322 3 .055467 .0004509 .0002603 .054347 .056587 .0550 .0559 
323 3 .057600 .0002646 .0001528 .056943 .058257 .0574 .0579 
324 3 .058500 .0021703 .0012530 .053109 .063891 .0560 .0599 
331 3 .096567 .0006807 .0003930 .094876 .098258 .0958 .0971 
332 3 .064467 .0023180 .0013383 .058708 .070225 .0620 .0666 
333 3 .069433 .0001155 .0000667 .069146 .069720 .0693 .0695 
334 3 .083800 .0002646 .0001528 .083143 .084457 .0835 .0840 
Total 108 .072077 .0175619 .0016899 .068727 .075427 .0500 .1013 
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ANOVA 

IC50 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups .033 35 .001 1491.739 .000 

Within Groups .000 72 .000   

Total .033 107    

 

 สรุปผลคือ ไดคาสถิติ F เทากับ 1491.739 และมีคา Sig เทากับ 0.000 ซึ่งนอยกวา 0.05 

ดังน้ัน จึงปฏิเสธ H0 แสดงวาคา IC50 เฉลี่ยของวิธี DPPH assay จากการสกัดชาเขียว 3 ชนิดไดแก  

ชาเขียวมัทฉะ ชาเขียวเซนฉะ และชาเขียวบันฉะ ทีส่กัดดวยตัวทําละลายแตกตางกันคือ นํ้าปราศจาก

ไอออน 40% เอทานอล และ70% เอทานอล และสภาวะในการสกัด ดังน้ี 80 องศาเซลเซียส 15 

นาที 80 องศาเซลเซียส 30 นาท ี100 องศาเซลเซียส 15 นาที และ 100 องศาเซลเซียส 30 นาทีน้ัน 

แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) ซึ่งกลุมที่ได IC50 เฉลี่ยของวิธี DPPH assay นอยที่สุดคือ การ

สกัดชาเขียวมัทฉะดวย 40% ethanol ที่อุณหภูมิ 80ºC เปนเวลา 30 นาที ซึ่งมีคา IC50 เทากับ 

0.0504±0.0003 mg/ml 
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3. ผลการวิเคราะหทางสถิติเปรียบเทียบวิธีการสกัดชาเขยีวท่ีมผีลตอฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระ 

(IC50) ดวยวิธี ABTS assay  

Tests of Between-Subjects Effects 
Dependent Variable:IC50 

Source 
Type III Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 
Corrected Model .334a 35 .010 4210.448 .000 
Intercept 1.286 1 1.286 566651.469 .000 
Tea .037 2 .019 8204.406 .000 
Solvent .147 2 .074 32412.304 .000 
Condition .087 3 .029 12763.472 .000 
Tea * Solvent .012 4 .003 1349.874 .000 
Tea * Condition .007 6 .001 538.509 .000 
Solvent * Condition .009 6 .001 652.824 .000 
Tea * Solvent * Condition .035 12 .003 1274.530 .000 
Error .000 72 2.269E-6   
Total 1.620 108    
Corrected Total .335 107    
a. R Squared = 1.000 (Adjusted R Squared = .999) 

 
 ตาราง three way ANOVA แสดงผลการวิเคราะหคาสถิติระหวางกลุม (ชนิดของชาxตัวทํา

ละลายxสภาวะในการสกัด) ไดคาสถิติ F เทากับ 1274.530 และมีคา Sig เทากับ 0.000 ซึ่งนอยกวา 

0.05 แสดงวามีปฏิสัมพันธระหวาง 3 ตัวแปรตน ซึ่งสงผลตอตัวแปรตาม จึงตองใชสถิติ one way 

ANOVA เพื่อชวยในการวิเคราะหเปรียบเทียบความแตกตาง โดยแทนดวยตัวเลขดังตารางตอไปน้ี 

 - ชาเขียวมัทฉะ (แทนดวย 1), ชาเขียวเซนฉะ (แทนดวย 2) และชาเขียวบันฉะ (แทนดวย 3) 

 - สกัดดวยนํ้า (แทนดวย 1), 40% ethanol (แทนดวย 2) และ 70% ethanol (แทนดวย 3) 

 - สภาวะในการสกัด เชน 80ºC 15 นาที (แทนดวย 1), 80ºC 30 นาที (แทนดวย 2), 100ºC 

15 นาที (แทนดวย 3) และ 100ºC 30 นาที (แทนดวย 4) 
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Descriptives 
IC50 

 

N Mean 
Std. 

Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for 
Mean 

Minimum Maximum  Lower Bound Upper Bound 
111 3 .192267 .0053594 .0030943 .178953 .205580 .1861 .1958 
112 3 .110433 .0003055 .0001764 .109674 .111192 .1101 .1107 
113 3 .129967 .0001528 .0000882 .129587 .130346 .1298 .1301 
114 3 .131867 .0015885 .0009171 .127921 .135813 .1309 .1337 
121 3 .120433 .0000577 .0000333 .120290 .120577 .1204 .1205 
122 3 .035233 .0000577 .0000333 .035090 .035377 .0352 .0353 
123 3 .049367 .0007572 .0004372 .047486 .051248 .0485 .0499 
124 3 .072167 .0003055 .0001764 .071408 .072926 .0719 .0725 
131 3 .083867 .0002517 .0001453 .083242 .084492 .0836 .0841 
132 3 .037333 .0030892 .0017836 .029659 .045007 .0355 .0409 
133 3 .070000 .0022539 .0013013 .064401 .075599 .0686 .0726 
134 3 .077633 .0007095 .0004096 .075871 .079396 .0770 .0784 
211 3 .189933 .0000577 .0000333 .189790 .190077 .1899 .1900 
212 3 .132733 .0003786 .0002186 .131793 .133674 .1323 .1330 
213 3 .137300 .0001000 .0000577 .137052 .137548 .1372 .1374 
214 3 .156700 .0001000 .0000577 .156452 .156948 .1566 .1568 
221 3 .088433 .0005508 .0003180 .087065 .089801 .0878 .0888 
222 3 .036533 .0000577 .0000333 .036390 .036677 .0365 .0366 
223 3 .060967 .0001155 .0000667 .060680 .061254 .0609 .0611 
224 3 .078833 .0000577 .0000333 .078690 .078977 .0788 .0789 
231 3 .121833 .0021385 .0012347 .116521 .127146 .1195 .1237 
232 3 .039967 .0002517 .0001453 .039342 .040592 .0397 .0402 
233 3 .072000 .0006000 .0003464 .070510 .073490 .0714 .0726 
234 3 .081700 .0025239 .0014572 .075430 .087970 .0796 .0845 
311 3 .217367 .0002517 .0001453 .216742 .217992 .2171 .2176 
312 3 .143700 .0005292 .0003055 .142386 .145014 .1431 .1441 
313 3 .171733 .0004619 .0002667 .170586 .172881 .1712 .1720 
314 3 .201133 .0020599 .0011893 .196016 .206250 .1992 .2033 
321 3 .101700 .0001000 .0000577 .101452 .101948 .1016 .1018 
322 3 .071867 .0008327 .0004807 .069798 .073935 .0712 .0728 
323 3 .073900 .0013892 .0008021 .070449 .077351 .0730 .0755 
324 3 .079467 .0001528 .0000882 .079087 .079846 .0793 .0796 
331 3 .278800 .0016643 .0009609 .274666 .282934 .2776 .2807 
332 3 .097167 .0015373 .0008876 .093348 .100986 .0954 .0982 
333 3 .101900 .0019079 .0011015 .097161 .106639 .1001 .1039 
334 3 .081700 .0025239 .0014572 .075430 .087970 .0796 .0845 
Total 108 .109109 .0559149 .0053804 .098443 .119775 .0352 .2807 
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ANOVA 

IC50 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups .334 35 .010 4210.448 .000 

Within Groups .000 72 .000   

Total .335 107    

 

 สรุปผลคือ ไดคาสถิติ F เทากับ 4210.448 และมีคา Sig เทากับ 0.000 ซึ่งนอยกวา 0.05 

ดังน้ัน จึงปฏิเสธ H0 แสดงวาคา IC50 เฉลี่ยของวิธี ABTS assay จากการสกัดชาเขียว 3 ชนิดไดแก  

ชาเขียวมัทฉะ ชาเขียวเซนฉะ และชาเขียวบันฉะ ที่สกัดดวยตัวทําละลายแตกตางกันคือ นํ้าปราศจาก

ไอออน 40% เอทานอล และ70% เอทานอล และสภาวะในการสกัด ดังน้ี 80 องศาเซลเซียส 15 

นาที 80 องศาเซลเซียส 30 นาท ี100 องศาเซลเซียส 15 นาที และ 100 องศาเซลเซียส 30 นาทีน้ัน 

แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) ซึ่งกลุมที่ได IC50 เฉลี่ยของวิธี ABTS assay นอยที่สุดคือ การ

สกัดชาเขียวมัทฉะดวย 40% ethanol ที่อุณหภูมิ 80ºC เปนเวลา 30 นาที ซึ่งมีคา IC50 เทากับ 

0.0352±0.0001 mg/ml 
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ภาคผนวก ข 

สเปกตรัมของสารมาตรฐาน caffeine, epicatechin และ epigallocatechin gallate 
 

1. สเปกตรัมของสารมาตรฐาน caffeine 

 
2. สเปกตรัมของสารมาตรฐาน epicatechin 
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3. สเปกตรัมของสารมาตรฐาน epigallocatechin gallate 

 
 

4. สเปกตรัมของสารสําคญั caffeine, epicatechin และ epigallocatechin gallate ในสกัด

ชาเขยีวมัทฉะ 

 

 4.1) สารสําคัญ Caffeine 
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 4.2) สารสําคัญ epicatechin 

 
  

4.3) สารสําคัญ Epigallocatechin gallate 

 
 
 
 
 
 

 



91 

 

 

ประวัติผูเขยีน 

 

ชื่อ - สกุล  นางสาวอัจฉราภรณ สิงหหาญ 

วัน เดือน ปเกิด  16 เมษายน 2532 

ท่ีอยูปจจุบัน  57 หมู 10 ตําบลทางขวาง อําเภอแวงนอย  

 จังหวัดขอนแกน 40230 

ประวัติการศึกษา  

พ.ศ. 2553  คณะวิทยาศาสตร สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณทหารลาดกระบัง 

   วิทยาศาสตรบัณฑิต (เทคโนโลยีชีวภาพ) 
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