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บทคัดย่อ 
 

 ไข่น้ า (Wolffia globosa) เป็นพืชดอกในวงค์ Lemnaceae ที่สามารถน ามาประกอบอาหาร
ส าหรับมนุษย์ มีสารอาหารสูงโดยเฉพาะโปรตีน  ถูกน ามาใช้เป็นอาหารเลี้ยงสัตว์และใช้ใน
อุตสาหกรรมต่าง ๆ อย่างไรก็ตามข้อมูลทางด้านองค์ประกอบทางเคมีและฤทธิ์ทางชีวภาพของไข่น้ า
ยังมีอย่างจ ากัด งานวิจัยนี้ท าการศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของสารที่มีอยู่ในสารสกัดไข่น้ า โดยท า
การสกัดและแยกสารส าคัญด้วยวิธีโครมาโทกราฟี วิเคราะห์โครงสร้างของสาระส าคัญด้วยเทคนิค 
สเปกโตรสโกปี และศึกษาความสามารถของสารสกัดในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH assay 
ศึกษาความสามารถในการต้านการอักเสบโดยวิธียับยั้งการสร้างไนตริกออกไซด์ รวมทั้งศึกษา
ความเป็นพิษต่อเซลล์ไฟโบรบลาสต์ของสารสกัดไข่น้ า ประเมินความคงตัวทางกายภาพและเคมีของ
สารสกัดหยาบและสารสกัดไข่น้ าในต ารับครีม การสกัดท าโดยการหมักไข่น้ าในเอทานอลพบว่าได้
ปริมาณสารสกัดหยาบร้อยละ 12.25 ของไข่น้ าแห้ง หลังจากแยกสารสกัดหยาบด้วยวิธีคอลัมน์
โครมาโทกราฟีท าให้ได้สารทั้งหมด 4 แฟรกชั่น และส่วนตะกอนที่ได้จากการละลายสารสกัดหยาบใน
เฮกเซน ผลการศึกษาโครงสร้างด้วย FT-IR และ 1H-NMR ของสารสกัดแฟรกชั่นที่ 2 พบว่าประกอบด้วย 
β-sitosterol และ stigmasterol เป็นส่วนใหญ่ ผลการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพพบว่าสารผสมของแฟรกชั่นที่ 
1 และ 2 มีฤทธิ์ในการยับยั้งการสร้างไนตริกออกไซด์ในเซลล์แมคโครฟาจของหนูสายพันธ์ RAW264.7 
สูงสุดที่ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรคิดเป็นค่าการยับยั้งร้อยละ 16.84±1.81 ซ่ึงใกล้เคียงกับสาร 
Triamcinolone acetonide ที่ให้ค่าการยับยั ้งการสร้างไนตริกออกไซด์ร้อยละ 15.93±5.13 ที่
ความเข้มข้นเดียวกัน ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ DPPH พบในส่วนตะกอนที่ได้จากการละลายสารสกัดหยาบ
ในเฮกเซน โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 2.70 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ผลการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์
ผิวหนังพบว่าสารสกัดไข่น้ าไม่มีพิษต่อเซลล์ไฟโบรบลาสต์ นอกจากนี้พบว่าสารสกัดไข่น้ าในต ารับครีม
และสารสกัดหยาบไข่น้ ามีความคงตัวทางกายภาพและเคมีภายในระยะเวลาการศึกษา 90 วัน  
 
ค าส าคัญ: ไข่น้ า ฤทธิ์ทางชีวภาพ ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ฤทธิ์การต้านการอักเสบ ความคงตัวทางเคมี   
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ABSTRACT 
 
 Wolffia globosa is an  e d i b l e  plant in Lemnaceae. It provides high nutrients, 
especially protein. It can be used to produce animal feed and to provide raw materials for 
various industrial products. However, information about chemical composition and 
bioactivity of this plant is still limited. Therefore, the objectives of this  research were 
extract, isolate and identify the active substances in W. globosa and study their bioactivities such as 
antioxidant activity by DPPH assay, anti-inflammatory activity by determinat ion of  nitric oxide 
product ion, and cytotoxicity activity on fibroblast cells . Moreover, the physical and chemical 
stability of W. globasa crude extract and cream were also evaluated. Dried W. globosa was 
macerated in ethanol to obtain ethanolic crude extract of 12.25%. The crude ethanolic extract 
was then subjected to column chromatography to obtain 4 fractions and one precipitate (WP1) 
obtained from the filtration of crude extract dispersed in hexane. Structure elucidation by FT-IR 
and 1H NMR spectroscopy revealed that fraction 2 was mostly composed of β -sitosterol and 
stigmasterol. The results of bioactivity testing revealed that the mixture of fraction 1 and 2 
(BSS) had the highest inhibitory effect on nitric oxide production in lipopolysaccharide  activated murine 
macrophage (RAW 264.7) at 10 µg/mL with 16.84±1.81% inhibition. The results of antioxidant activity 
against DPPH  showed that the precipitate (WP1) had antioxidant activity with the IC50 of 2.70 
mg/mL. The crude extract of W. globosa had no cytotoxicity to human fibroblasts.  Moreover, the 
stability study revealed that cream containing W. globosa extract and the W.globosa crude 
extract were physically and chemically stable during 90 days of study period. 
 
Keywords: Kai-nam, Bioactivity, Antioxidant activity, anti-inflammatory, Chemical stability 
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แผนภูมิที ่ หน้า 
1 ร้อยละการก าจัดอนุมูลอิสระ DPPH ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ของสารสกัดไข่น้ า 

ส่วนตะกอน และค่า IC50 
 

46 
2 รอ้ยละการก าจัดอนุมูลอิสระ DPPH ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ของสาร ascorbic acid 

และค่า IC50 
 

 
46 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ซ 
 

สารบัญภาพ 
ภาพที ่ หน้า 
1 ลักษณะของไข่น้ าภายนอกลอยตัวอยู่เหนือน้ า 6 
2 โครงสร้างของ 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 20 
3 การแยกตัวท าละลายเอทานอลออกจากสารสกัดไข่น้ าด้วยเครื่องกลั่น 

ระเหยระบบสูญญากาศแบบหมุน (rotary evaporator) 
 

29 
4 การเตรียมคอลัมน์โครมาโทกราฟี 31 
5 ไข่น้ าสดก่อนตากแห้งและไข่น้ าหลังตากแห้ง 48 ชั่วโมง 37 
6 ผลการตรวจหาสารกลุ่มสเตอรอลของสารสกัดไข่น้ าก่อนสเปรย์และหลังสเปรย์ 

ด้วยรีเอเจนต์  
 

38 
7 ผลการตรวจหาสารฟีนอลิก ได้แก่ ferulic acid, coumaric acid และ caffeic acid 

ในสารสกัดไข่น้ า ภายใต้รังสียูวี ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร (ซ้าย)  
และ 366 นาโนเมตร (ขวา) 

 
 

38 
8 TLC chromatogram ของสารสกัดหยาบไข่น้ า (crude) สารมาตรฐาน  

(β-sitosterol) แฟรกชั่นที่ 1-4 (F1-F4) และตะกอน (WF1) วัฏภาคเคลื่อนที่ 
acetone : hexane (10:30) ตรวจสอบสารโดยการพ่น 5% sulfuric acid  
และ 1% vanillin 

 
 
 

41 
9 สเปคตรัมของสารในแฟรกชั่นที่ 2 จากการวิเคราะห์ด้วยเครื่อง Fourier transform 

infrared spectrometer 
 

41 
10 สเปกตรมัโปรตอนนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโตรสโกปี (1H NMR :  

CDCl3, ppm) ของสารสกัดแฟรกชั่นที่ 2 
 

42 
11 ภาพขยายของสเปกตรัมโปรตอนนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโตรสโกปี  

(1H NMR : CDCl3, ppm) ของสารสกัดแฟรกชั่นที่ 2 
 

42 
12 ภาพขยายของสเปกตรัมโปรตอนนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโตรสโกปี  

(1H NMR : CDCl3, ppm) ของสารสกัดแฟรกชั่นที่ 2 
 

43 
13 โครงสร้างของสาร β-sitosterol และ stigmasterol ที่ระบุต าแหน่งคาร์บอน 44 
14 ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 200-900 นาโนเมตร ของสารสกัดหยาบไข่น้ าและ

สารสกัดไข่น้ าในต ารับครีมที่เวลา 90 วัน   
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บทที่ 1 
บทน า 

 
1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 
 ปัจจุบันผู้คนหันมาใส่ใจสุขภาพกันมากขึ้นประกอบกับกระแสนิยมในเรื่องสารสกัดจาก
ธรรมชาติก าลังเป็นที่สนใจ เนื่องจากสารสกัดจากธรรมชาติอุดมไปด้วยสารต้านอนุมูลอิสระจ านวนมาก 
มีประโยชน์มากมายต่อร่างกาย สารจากธรรมชาติมีความหลากหลายและโครงสร้างที่ซับซ้อนซึ่งใน
บางครั้งการสังเคราะห์เลียนแบบก็ยากที่จะท าให้เหมือนได้  สารต้านอนุมูลอิสระที่ได้จากพืชผักและ
ผลไม้ เช่น เบต้าแคโรทีน วิตามินซี วิตามินอี ทองแดง สังกะสี แมงกานีส และสารประกอบโพลีฟีนอล 
มีผลในการป้องกันโรคที่มีความเสี่ยงมาจากอนุมูลอิสระ(1) 

อนุมูลอิสระหมายถึงสารที่มีอิเล็กตรอนโดดเดี่ยวมีความสามารถในการท าปฏิกิริยากับสารอ่ืน 
สามารถดึงอิเล็กตรอนจากโมเลกุลอ่ืนมาแทนที่อิเล็กตรอนที่ขาดหายไปเพ่ือให้ตัวเองเกิดความสมดุล
หรือเสถียรกลายเป็นปฏิกิริยาลูกโซ่ต่อเนื่อง ท าให้มีอนุมูลอิสระตัวใหม่เกิดขึ้นอย่างมากมายในระบบ
อนุมูลอิสระท าให้เกิดความเสียหายโดยการออกชิไดซ์สารชีวโมเลกุลส าคัญของสิ่งมีชีวิตได้แก่ ไขมันที่
เป็นองค์ประกอบของเมมเบรน โปรตีนที่เป็นองค์ประกอบของเอ็มไซม์ รีเซพเตอร์และสารสื่อประสาท 
รวมไปถึงดีเอ็นเอ (DNA) อาร์เอ็นเอ (RNA) และองค์ประกอบต่าง ๆ ที่ส าคัญในร่างกาย ส่งผลให้   
การท างานของสารชีวโมเลกุลเปลี่ยนแปลงไปเป็นสาเหตุให้เกิดการตายของเซลล์และก่อให้เกิดโรคต่าง ๆ 
ได้แก่ ความชรา (aging)  โรคมะเร็ง (cancer)  โรคหัวใจขาดเลือด (coronary heart disease)    
โรคความจ าเสื่อม (Alzheimer’s disease) โรคข้ออักเสบ (arthritis) โรคภูมิแพ้ (allergies) โรค
ความดันโลหิต โรคเกี่ยวกับความผิดปกติของผิวหนัง(2, 3) นอกจากนี้อนุมูลอิสระที่เกิดจากรังสียูวีหรือ
สารเคมีที่รุนแรงเป็นผลให้ชั้นผิวหนังถูกท าลายท าให้เกิดการหลั่งสารไซโตไคน์ในกระบวนการอักเสบ
ซึ่งเป็นผลให้เกิดอาการต่าง ๆ เช่น การบวม การแดง การหลุดลอกของชั้นผิวจากการเปลี่ยนสภาพ
และถูกท าลายและเกิดการอักเสบ (4) 
 สมุนไพรและพืชผักพ้ืนบ้านหลายชนิดอุดมไปด้วยสารต้านอนุมูลอิสระและสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพหลากหลาย ตัวอย่างการศึกษาในพืช เช่น  
 - ขมิ้นชันประกอบด้วยสารเคอร์คิวมินอยด์ มีฤทธิ์ทางชีวภาพที่หลากหลาย เช่น ต้านอนุมูล
อิสระ ต้านการอักเสบ ต้านจุลินทรีย์ ต้านมะเร็ง และต้านเอมไซม์ท่ีเกี่ยวข้องกับโรคอัลไซเมอร์(5) 

 -  ใบขลู่ มีสารออกฤทธิ์ที่ส าคัญคือกลุ่มฟีโนลิกและฟลาโวนอยด์ มีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ 
ต้านการอักเสบ ลดการปวด และมีฤทธิ์ต้านโรควัณโรค(6)   

จะเห็นได้ว่ามีการศึกษาวิจัยเพ่ือค้นหาสมุนไพรหรือผักพ้ืนบ้านที่มีสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 
เพื่อให้เกิดการน าสมุนไพรหรือผักพื้นบ้านนั ้น  ๆ มาใช้ประโยชน์ทั้งทางยา อาหารเสริมและ
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เครื่องส าอาง โดยเฉพาะอย่างยิ่ง พืชที่เกิดขึ้นตามธรรมชาติ เพาะเลี้ยงง่าย เจริญเติบโตรวดเร็ว        
มีปริมาณมาก มีความปลอดภัยสูง จึงท าให้ผู้วิจัยเล็งเห็นศักยภาพในการศึกษาพืชพ้ืนบ้านชนิดหนึ่งคือ 
ไข่น้ า ซึ่งเป็นพืชที่ยังไม่ได้รับการศึกษาอย่างแพร่หลายมาใช้ในการศึกษาในครั้งนี้ 

ไข่น้ า (Wolffia globosa) เป็นพืชดอก พบได้ในแหล่งน้ าธรรมชาติทั่วทุกภาคของประเทศไทย 
ถูกน ามาใช้ประกอบอาหาร นิยมรับประทานในภาคตะวันออกเฉียงเหนือและภาคเหนือ ไข่น้ ามีคุณค่า
ทางอาหารสูงเนื่องจากมีโปรตีนสูงถึง 40 % และมีกรดอะมิโนเทียบเท่ากับถั่วเหลือง(7) จึงได้มีการศึกษา
และใช้ไข่น้ าทดแทนถั่วเหลืองในอาหารเลี้ยงสัตว์เพ่ือลดต้นทุนการผลิต นอกจากนี้ยังใช้ในการบ าบัด
น้ าเสียและวิจัยทางด้านการแพทย์(8) ถึงแม้ว่าไข่น้ าจะมีการศึกษาและน ามาใช้ประโยชน์ทางด้านอื่น ๆ 
แต่อย่างไรก็ตามการศึกษาองค์ประกอบทางเคมหีรือฤทธิ์ทางชีวภาพของไข่น้ ายังมีข้อมูลที่จ ากัด จึงท าให้
ผู้วิจัยมีความสนใจในการน าไข่น้ ามาท าการสกัดและศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพ เพ่ือที่จะใช้เป็นอีกหนึ่ ง
ทางเลือกของสารสกัดจากธรรมชาติและเป็นการสร้างมูลค่าเพ่ิมให้กับพืช  

ในงานวิจัยครั้งนี้ผู้วิจัยสนใจที่จะท าการสกัดและศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของสารสกัด
ไข่น้ า โดยใช้วิธีทางโครมาโทกราฟีและศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดไข่น้ า ได้แก่ ฤทธิ์การต้าน
อนุมูลอิสระของสารสกัดไข่น้ าด้วยวิธี DPPH assay ฤทธิ์การต้านการอักเสบโดยวัดความสามารถใน
การยับยั้งการสร้างไนตริกออกไซด์ นอกจากนี้ยังศึกษาความปลอดภัยของสารสกัดไข่น้ าโดย 
การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ผิวหนังและประเมินความคงตัวทางกายภาพและเคมีของสารสกัด
ไข่น้ าในต ารับครีมและสารสกัดหยาบ 

 
1.2 วัตถุประสงค์ของโครงการ 

 1. เพ่ือศึกษาวิธีการสกัดและการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของสารในสารสกัดไข่น้ า 
 2. เพ่ือศึกษาความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดไข่น้ า 
 3. เพ่ือศึกษาความสามารถในการต้านการอักเสบของสารสกัดไข่น้ า 
 4. เพ่ือประเมินความเป็นพิษต่อเซลล์ของสารสกัดไข่น้ า 

 5. เพ่ือประเมินความคงตัวทางกายภาพ และเคมีของสารสกัดไข่น้ าในต ารับครีม และ
สารสกัดหยาบ 
 
1.3 ขอบเขตการวิจัย 

1. การเตรียมสารสกัดไข่น้ า 
 1.1 ท าความสะอาดไข่น้ า แล้วตากแดดให้แห้ง 
 1.2 สกัดด้วยวิธีการหมักด้วยเอทานอล 
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 1.3 วิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีในสารสกัดไข่น้ าด้วยวิธีรงคเลขผิวบาง 
 1.4 แยกสารโดยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟี 

 2. ตรวจสอบโครงสร้างของสารด้วยอินฟาเรดสเปกโตรสโกปีและนิวเคลียร์แมกเนติคเรโซแนนซ์ 
สเปกโตรสโกป ี
 3. ศึกษาความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดไข่น้ าด้วยวิธี DPPH assay 

 4. ศึกษาฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารสกัดไข่น้ าโดยวิธียับยั้งการสร้างไนตริกออกไซด์ (Nitric 
oxide assay) 

 5. ทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ของสารสกัดไข่น้ าต่อเซลล์เพาะเลี้ยงไฟโบรบาสต์ 
 6. เตรียมต ารับครีมผสมสารสกัดไข่น้ าด้วยวิธี beaker method 
 7. ประเมินความคงตัวทางกายภาพและเคมีของสารสกัดไข่น้ าในต ารับครีมและสารสกัดหยาบ 

ดังนี้ 
 7.1 ชั่งน้ าหนักของครีมก่อนและหลังการทดสอบความคงตัว 
 7.2 วัดค่าความเป็นกรด-ด่าง ด้วยเครื่อง pH-meter 
 7.3 วัดค่าความหนืด ด้วยเครื่อง Brookfield viscometer 
 7.4 สังเกตลักษณะทางกายภาพ ได้แก่ สี กลิ่น การแยกชั้น  
 7.5 วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 200-900 นาโนเมตร  
 

1.4 ค าย่อหรือสัญลักษณ์ 
 %  ร้อยละ 
 °C   องศาเซลเซียส 
 TLC  ทีแอลซี หรือ รงคเลขผิวบาง (Thin layer chromatography) 
 mg  มิลลิกรัม 
 ml  มิลลิลิตร 
 g  กรัม 
 µg  ไมโครกรัม 
 µl  ไมโครลิตร 
 ng  นาโนกรัม 
 nm  นาโนเมตร 
 cm   เซนติเมตร 
 ppm  ส่วนในล้านส่วน (part per million) 
 DPPH  อนุมูล 2,2 -ไดฟีนิล-1-พิคริลไฮดราซิล (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) 
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 Conc.  ความเข้มข้น (Concentration) 
 Am   อุณหภูมิแวดล้อม (ambient temperature) 
 IC50 ค่าความเข้มข้นของสารที่มีประสิทธิภาพยับยั้งที่ 50% (inhibitory concentration) 
 

1.5 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 1. ผลงานวิจัยนี้จะได้ข้อมูลของสารส าคัญที่เป็นองค์ประกอบในไข่น้ าที่มีความสามารถในการต้าน

อนุมูลอิสระ รวมถึงความสามารถในการต้านการอักเสบ 
 2. สามารถต่อยอดสู่ภาคอุตสาหกรรมทางอาหารและเครื่องส าอาง ซึ่งเป็นการเพ่ิมมูลค่า
ให้กับพืช 

 3. สามารถตีพิมพ์และเผยแพร่ในวารสารวิชาการในระดับประเทศหรือนานาชาติได้ 
 



 

บทที่ 2 
แนวคิด ทฤษฎี และงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
 ในการศึกษาวิจัยเรื่อง การศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพและความคงตัวทางเคมีของสารส าคัญใน
สารสกัดไข่น้ า ผู้วิจัยได้ท าการค้นคว้ารายละเอียด ทฤษฎี งานวิจัย และแนวคิดท่ีเกี่ยวข้อง สรุปได้ดังนี้ 

2.1 ลักษณะทางพฤกษศาสตร์และประโยชน์ของไข่น้ า 
2.2 การสกัดและแยกสารส าคัญด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟี 
2.3 การตรวจสอบโครงสร้างของสารด้วยนิวเคลียร์แมกเนติคเรโซแนนซ์สเปกโตรสโกปี และ 

อินฟาเรดสเปกโตรสโกปี 
2.4 อนุมูลอิสระ สารต้านอนุมูลอิสระและการตรวจสอบความสามารถในการต้านออกชิเดชัน 
2.5 การอักเสบและสารสื่อกลางในการอักเสบ 
2.6 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ 

 2.7 การศึกษาความคงตัวของสารส าคัญในต ารับอีมัลชัน 
 
2.8 ลักษณะทางพฤกษศาสตร์และประโยชน์ของไข่น  า 

2.1.1 ไข่น  า (Water meal, Swamp Algae)                                       
ไข่น้ า (Wolffia globosa) จัดอยู่ในวงศ์แหน (Lemnaceae) สกุล Wolffia  มีหลายสปีชีส์ 

เช่น W. angusta, W. arrhiza, W. australiana, W. columbiana W. globosa ประเทศไทยพบ
ไข่น้ าอยู่หลายชนิด แต่ชนิดที่พบมากที่สุดคือ W. globosa (Roxburgh) Den Hartog and Van der Plas 
และ W. arrhiza (Linnaeus) Horker ex Wimmer(9) โดยทั้ งสองชนิดมีความแตกต่ างกันคือ 
W.arrhiza จะมีความกว้างมากกว่าความยาวมีขนาดใหญ่กว่า W.globosa ผิวสีเขียวเข้ม มันวาว(10) 

ขณะที่ W.globosa  จะมีความยาวมากกว่าความกว้าง ขนาดเล็กกว่าและมีรูปทรงเป็นทรงกระบอก
มากกว่า W.arrhiza มีลักษณะโปร่งแสง(11) ไข่น้ าเป็นชื่อที่ใช้เรียกของภาคกลางและนครราชสีมา 
ขณะที่ภาคอีสานจะมีชื่อเรียกว่า ผ า และภาคเหนือจะเรียกว่า ไข่ผ า (12) นอกจากนี้ยังพบไข่น้ า
แถบยุโรป แอฟริกากลาง แอฟริกาใต้ ออสเตรเลีย บราชิล และอินโดนีเซีย(13)   

2.1.2 ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ของไข่น  า(14)                                       
ไข่น้ าเป็นพืชลอยน้ าที่มีขนาดดอกเล็กที่สุดในตระกลูพืชดอก (7) มีลักษณะเป็นเม็ดรี

ค่อนข้างกลม หรือรูปทรงไข่ มีสีเขียว มันวาว มีเส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 0.5-1.5 มิลลิเมตร ไข่น้ า
จัดเป็นพืชไม่มีรากไม่มีใบเรียกว่า ทัลลัส (thallus) ทัลลัสท าหน้าที่เป็นทั้งต้นและใบ มักอยู่กันเดี่ยว ๆ 
หรือติดกันเป็นคู่ ๆ ส่วนใหญ่เป็นเนื้อเยื่อพาเรนไคมา (parenchyma) ประกอบด้วยเซลล์มีชีวิตในล าต้น
ที่มีสีเขียวจะมีคลอโรพลาสต์ซึ่งท าหน้าที่สังเคราะห์แสงและมีช่องอากาศแทรกอยู่ระหว่างเซลล์
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จึงท าให้เห็นคล้ายฟองน้ าช่วยให้ไข่น้ าสามารถลอยตัวอยู่ที่ผิวน้ า (ภาพที่ 1) ไข่น้ าจะพบมากระหว่าง
ฤดูหนาวต่อกับฤดูร้อนพบมากในภาคตะวันออกเฉียงเหนือและภาคเหนือของไทยชอบอากาศร้อนและ
แสงแดดมากพบได้ทั่วไปในน้ านิ่งเช่น หนองน้ า บ่อเก่า ๆ หรือที่มีน้ าขัง น้ าลึกตั้งแต่ 20 เซนติเมตร 
ไข่น้ าออกดอกเป็นช่อภายในถุงตรงขอบทัสลัสเป็นดอกเดี่ยวแยกเพศ ดอกตัวผู้ 1 ดอกจะมีเพียงเกสร
ตัวผู้ที่มีอับเกสร 1 ช่อ ส่วนดอกตัวเมียมี 1 ดอกจะมีเพียงรังไข่ที่มีไข่อ่อนเพียง 1 ใบ ไข่น้ าสามารถ
สืบพันธุ์ได้ 2 แบบคือการสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศโดยการผสมเกสรตัวผู้และเกสรตัวเมียภายในดอก 
อาศัยแมลงหรือน้ าในการแพร่กระจายละอองเกสรและการสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศโดยการแตกหน่อ 
(budding) แบ่งทัลลัสใหม่ออกทางด้านข้างซึ่งจะมีขนาดเล็กกว่าทัลลัสเดิมจนเจริญเติบโตและหลุด
ออกเป็นเดี่ยว ๆ ใช้เวลา 5-6 วัน การขยายพันธุ์ของไข่น้ าโดยปล่อยให้ขยายพันธุ์เองตามธรรมชาติ
ซึ่งสามารถแตกหน่อและขยายพันธ์รวดเร็วจนเต็มผิวน้ าคล้ายกับพรมสีเขียว โดยบ่อที่เพาะเลี้ยง
จะต้องอยู่ในที่แสงแดดส่องทั้งวันและมีน้ าที่สะอาด หมั่นดูแลให้น้ าสะอาดสม่ าเสมอหากน้ าเริ่มเน่าเสีย
ไข่น้ าจะตาย 
 
ภาพที่ 1   ลักษณะของไข่น้ าภายนอกลอยตัวอยู่เหนือน้ า 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
ที่มา: nanasarakaset.blogspot. 2558 : ออนไลน์.(15)      
 

2.1.3 คุณค่าทางโภชนาการของไข่น  า 
ไข่น้ าเป็นพืชชนิดเดียวในวงศ์แหนที่น ามารับประทานเป็นอาหารของมนุษย์ได้ มีคุณค่าทาง

อาหารเชิงพืชสมุนไพร เนื่องจากมีสารเบต้าแคโรทีนสูงนิยมน ามาใช้ประกอบอาหารโดยเฉพาะทาง
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือและภาคเหนือของประเทศไทย นิยมน ามาประกอบอาหารประเภท ผัด คั่ว 
แกงหรืออ่อมและในปัจจุบ ันเริ ่มมีการพัฒนาเพื ่อน าไข ่น้ ามาผลิตเป็นอาหารแปรรูปมากขึ ้น 
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นอกจากนี้ยังน ามาใช้ในการเลี้ยงสัตว์โดยเฉพาะสัตว์น้ าและสัตว์ปีก ไข่น้ ามีรสชาติ มัน กรุบกรอบ 
มีรสชาติที่ดี มีกลิ่นเฉพาะตัวนอกจากนี้ยังมีปริมาณของโปรตีนสูงและมีสารอาหารต่าง ๆ ดังแสดง
ในตารางที่ 1  

 
ตารางท่ี 1   คุณค่าทางโภชนาการของไข่น้ า (100 กรัม)  

สารอาหาร ปริมาณ 

พลังงาน (กิโลแคลอรี่/100 กรัมน้ าหนักแห้ง) 
โปรตีน (ร้อยละ) 
ไขมัน (ร้อยละ) 
เส้นใย (ร้อยละ) 
แคลเซียม (มิลลิกรัม/100 กรัมน้ าหนักแห้ง) 
ฟอสฟอรัส (มิลลิกรัม/100 กรัมน้ าหนักแห้ง) 
เหล็ก (มิลลิกรัม/100 กรัมน้ าหนักแห้ง) 
วิตามินเอ (IU/100 กรัมน้ าหนักแห้ง) 
วิตามินบี (มิลลิกรัม/100 กรัมน้ าหนักแห้ง) 
วิตามินซี (มิลลิกรัม/100 กรัมน้ าหนักแห้ง) 
กรดอะมิโน (มิลลิกรัม/100 กรัมน้ าหนักแห้ง) 
     Alanine 
     Arginine 
     Aspartic acid 
     Cysteine 
     Glutamic acid 
     Glycine 
     Histidine 
     Isoleucine 
     Leucine 
     Lysine 
     Methionine 
     Phenylalanine 
     Proline 

8.00 
6.8 - 45 
1.8 - 9.2 

5.7 – 16.2 
59.00 
25.00 
6.60 

5,346.00 
0.03 
11.00 

 
1,386 
1,045 
1,576 
339 

1,723 
756 
335 
524 

1,222 
1,094 
176 
728 
820 
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ตารางท่ี 1 (ต่อ) 

สารอาหาร ปริมาณ 
Serine 
Threonine 
Tryptophan 
Tyrosine 
Valine 
Total amino acid 
Total essential amino acids 

  710 
  636 
1,272 
1,095 
  774 

16,211 
7,860 

ที่มา: วิลาสินี ดีปัญญา. 2555 : 14.(14)      
 

2.1.4 การใช้ประโยชน์ของไข่น  า                          
        1) การน าไข่น  ามาประกอบอาหาร 

ไข่น้ ามีปริมาณโปรตีนสูงและเป็นโปรตีนที่มีคุณภาพอีกทั้งยังมีวิตามินและแร่ธาตุ 
ไข่น้ าเป็นอาหารนิยมรับประทานในภาคตะวันออกเฉียงเหนือและภาคเหนือของไทย โดยน ามาประกอบ
เป็นอาหารพื้นบ้านเช่น แกงคั่วหมู แกงอ่อม แกงไก่ ไข่เจียว ห่อหมกไข่น้ า นอกจากนี้ได้มีการน าไข่น้ า
มาใช้พัฒนาต ารับอาหารเพ่ือส่งเสริมการบริโภคไข่น้ าโดยน ามาพัฒนาเป็นสูตรอาหาร 5 ต ารับ ได้แก่ 
แกงเขียวหวานไข่น้ า ผัดฉ่าลูกชิ้นไข่น้ า ห่อหมกไข่น้ า ขนมเทียนมรกต และก๋วยเตี๋ยวหลอดไข่น้ า 
ซึ่งขนมเทียนมรกตได้รับความนิยมและแนะน าให้มีการผลิตเพื่อจ าหน่ายเนื่องจากมีรสชาติอร่อย
และได้ประโยชน์ทางคุณค่าอาหารสูง (16) นอกจากนี้ยังมีการน าไข่น้ ามาใช้ผลิตไข่น้ าแผ่นเพื่อเพิ่ม
ความหลากหลายและเป็นทางเลือกให้แก่ผู้บริโภค(14) 

        2) การน าไข่น  ามาใช้เป็นอาหารสัตว์ 
ไข่น้ าเป็นอาหารจากธรรมชาติที่มีประโยชน์มาก เป็นแหล่งของโปรตีนและรงควัตถุ 

ได้แก่ แคโรทีนอยด์ซึ่งสามารถน ามาใช้เป็นอาหารเลี้ยงสัตว์โดยเฉพาะปลาที่กินพืชเป็นอาหารและ
อาหารสัตว์บก เช่น เป็ด ไก่ สุกร ได้มีการรายงานผลการน าไข่น้ าไปใช้แทนที่โปรตีนของถั่วเหลือง
ในการเลี้ยงไก่ไข่ ผลการวิเคราะห์ปริมาณกรดอะมิโนของไข่น้ าเปรียบเทียบกับถั่วเหลืองพบว่ามี
ความใกล้เคียงกัน โดยผลการทดลองนี้ชี ้ให้เห็นถึงการลดปริมาณต้นทุนในการเลี้ยงไก่ไข่และยัง
พบว่าไข่ไก่มีปริมาณการเพ่ิมของสีไข่แดงที่เข้มข้ึนเมื่อใช้โปรตีนของไข่น้ าเพ่ิมเข้าไปในอาหารปกติหรือ
ใช้แทนที่โปรตีนจากถั่วเหลือง(17) นอกจากนี้การใช้ไข่น้ าทดแทนโปรตีนจากกากถั่วเหลืองในอาหาร
สัตว์ปีกพบว่าเป็นแหล่งสารสีธรรมชาติที่ดีส าหรับสัตว์ปีกอีกด้วย(18) 
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        3) การน าไข่น  ามาใช้ในการบ าบัดน  าเสีย 
ไข่น้ าเป็นพืชลอยน้ าที่สามารถน ามาใช้ในการบ าบัดน้ าเสีย ช่วยดูดซับสารจากน้ าเสีย 

จากการศึกษาการใช้ไข่น้ าในการบ าบัดน้ าเสียจากฟาร์มสุกรและน าไข่น้ ามาใช่ เป็นอาหารเสริม
ในสัตว์เลี้ยงพบว่าความเข้มข้นของน้ าเสีย 40% ใช้ระยะเวลาในการบ าบัด 15 วัน โดยที่ไข่น้ ามี
ประสิทธิภาพในการบ าบัดน้ าเสียได้เกือบ 100% และพบว่าชีวมวลของไข่น้ าเฉลี่ยมีมากที่สุดเท่ากับ 
104.83±0.02 กรัมน้ าหนักสดต่อตารางเมตร ซึ่งเหมาะสมในการใช้ผลิตเป็นอาหารเสริมสัตว์(19) 

        4) การน าไข่น  ามาใช้ในด้านการแพทย์ 
นอกจากไข่น้ าจะมีโปรตีนที่สูงมีประโยชน์ต่อร่างกายซึ่งช่วยซ่อมแซมเนื้อเยื่อและ

เป็นส่วนประกอบของฮอร์โมน เอมไซม์ เป็นสารสร้างภูมิคุ้มกันโรคติดเชื้อบางชนิด ช่วยรักษาสมดุล
กรดด่างและสมดุลน้ าในร่างกาย ไข่น้ ามีคลอโรฟิลล์ซึ่งเป็นสารสีเขียวที่พบในพืชท าหน้าที่สังเคราะห์
แสงมีโครงสร้างเป็น cyclic tetrapyrrole ที่คล้ายคลึงกับฮีม (heme) ที่อยู่ในฮีโมโกบิ (hemoglobin) 
ซึ่งเป็นส่วนประกอบส าคัญในเลือด ได้มีการพัฒนาผลิตภัณฑ์เสริมอาหารจาก W. arrhiza ในรูปแบบ
ยาเม็ดเคี้ยว ส าหรับผู้ที่ต้องการแหล่งโปรตีนจากพืช ผู้ที่ต้องการดูแลสุขภาพ ซึ่งมีสารอาหารและ
กรดอะมิโนจ าเป็นปริมาณสูง(20) 
 นอกจากนี้ยังมีการรายงานผลการศึกษาความสามารถในการต้านออกชิเดชันและ
ปริมาณฟีนอลิกของไข่น้ าที่ปรุงส าเร็จเป็นแกงไข่น้ า ซึ่งประกอบไปด้วยส่วนประกอบอ่ืน  ๆ เช่น 
กระเทียม พริก ใบแมงลัก มะนาว เนื้อปลา และน้ าปลา พบว่าแกงไข่น้ ามีความสามารถในการต้าน
อนุมูลอิสระเท่ากับ 31.76±5.08 mg/100g และมีปริมาณฟีนอลิกเท่ากับ 40.54 mg/100g(21) 
ซึ่งคล้ายคลึงกับงานวิจัยของจินดาวัลย์(22) ได้รายงานผลของการศึกษาการต้านอนุมูลอิสระของไข่น้ า
ในรูปแบบต ารับอาหารคือ คั่วไข่น้ ากับหมู พบว่ามีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระมีค่าเท่ากับ 59.79% 
และมีปริมาณฟีนอลิกเท่ากับ 66.37±0.21 มิลลิกรัมต่อกรัม อย่างไรก็ตามการศึกษาของทั้งสอง
งานวิจัยยังคงอยู่ในรูปแบบของอาหารที่ปรุงส าเร็จซึ่งมีส่วนประกอบอ่ืน ๆ ผสมอยู่ด้วย นอกจากนี้
การศึกษาเปรียบเทียบไข่น้ ากับผักพื้นบ้านชนิดอื่น ๆ จ านวน 10 ชนิด พบว่าไข่น้ าที่ท าการสกัด
ด้วยเอทานอลมีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระได้สูงกว่าผักพ้ืนบ้านชนิดอื่น ๆ ได้แก่ ผักอีนูน ผักกะทกรก 
ผักพาย ยอดอ่อนใบขนุน เป็นต้น(23)   
 ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของไข่น้ าน่าจะมี เหตุผลจากองค์ประกอบทางเคมี 
ได้มีการรายงานองค์ประกอบทางเคมีของไข่น้ าพบว่าไข่น้ ามีสาร apigenin และ luteolin ซึ่งเป็นสาร
กลุ่ม flavones(24) นอกจากนี้มีการรายงานการพบสารกลุ่มสเตอรอลได้แก่ stigmasterol และ 

β-sitosterol ซึ่งเป็นสเตอรอลจากพืช (plant sterol) และพบสารอะโรมาติก (aromatic compounds) 
ได้แก่ (E)-p-coumaric acid, ferulic acid และ caffeic acid ใน W.arrhiza(25) 
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2.9 การสกัดและแยกสารส าคัญจากพืชด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟี 
 พืชจัดเป็นแหล่งส าคัญของสารออกฤทธิ์จ านวนมากขึ้นอยู่กับชนิดของพืชที่น ามาใช้ มีทั้งสาร
ที่เป็นโมเลกุลพ้ืนฐานในการด ารงชีวิตจัดเป็นสารเมตาบอไลท์ปฐมภูมิ (primary metabolite) และ
สารเมตาบอไลท์ทุติยภูมิ (secondary metabolite) ซึ่งพืชจะสร้างสารเหล่านี้ในสภาวะเค้นมีโครงสร้าง
ทางเคมีที่ซับซ้อนและมีฤทธิ์ทางชีวภาพ (biological activities) เช่น เทอร์พีนอยด์ (terpenoids) 
อัลคาลอยด์ (alkaloids) ฟลาโวนอยด์ (flavonoids) น้ ามันหอมระเหย (essential oils) และ
สารประกอบฟีนอลิก (phenolic compounds) สารประกอบเหล่านี้มีประโยชน์ในการรักษาโรค 
ป้องกันและส่งเสริมสุขภาพ ดังนั้นการน าพืชมาใช้งานมักจะน ามาท าให้มีสารออกฤทธิ์ (active 
compounds) ในปริมาณสูงโดยทั่วไปการสกัดเบื้องต้นจะท าการสกัดโดยใช้ตัวท าละลายที่เหมาะสม
ให้ได้ของผสมหรือสารสกัดหยาบ (crude extract) โดยน้ ายาหรือตัวท าละลายที่ใช้ ได้แก่ น้ า แอลกอฮอล์ 
หรือสารละลายของผสม 2 ชนิด ซึ่งใช้หลักการ สิ่งที่เหมือนกันย่อมละลายในกันและกัน (like 
dissolve like) การเลือกน้ ายาหรือตัวท าละลายที่เหมาะสมส่งผลให้มีปริมาณของสารส าคัญท่ีสนใจใน
ปริมาณสูงและลดสารรบกวนต่าง ๆ หลังจากการเลือกตัวท าละลายที่เหมาะสมการเลือกวิธีการสกัด
ด้วยการใช้ตัวท าละลาย วิธีการหมัก (maceration) เป็นวิธีการที่ค่อนข้างง่าย ไม่ยุ่งยาก ไม่ใช้
เครื่องมือ ท าโดยการหมักพืชกับตัวท าละลายและปล่อยให้ตัวท าละลายแทรกซึมเข้าไปละลาย
องค์ประกอบภายในออกมา ซึ่งเหมาะกับพืชที่เป็นเนื้อเยื่อไม่แข็งมากนักรวมถึงพืชที่ไม่สามารถ
ทนความร้อนได้ทิ้งไว้ประมาณ 7 วัน หมั่นเขย่าหรือคนบ่อย ๆ รินเอาสารสกัดออกมาให้ได้สารละลาย
มากที่สุด จากนั้นน าสารสกัดที่ได้ไปกรองและน าไปท าให้สารสกัดเข้มข้นโดยวิธีการระเหย (free 
evaporation) การกลั่นในสุญญากาศ (distillation in vacuum) หรือการแช่แข็ง (freezing) ซึ่งจะ
ได้สารสกัดหยาบก่อนน าไปท าการวิเคราะห์หรือแยกสารส าคัญด้วยเทคนิคอื่น ๆ ที่เหมาะสมต่อ
การน าไปใช้งาน(26) 
 การแยกสารส าคัญจากพืชด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟี (27) 
 การแยกสารผสมหรือการท าให้สารบริสุทธิ์ขึ้นสามารถท าได้หลายวิธี เช่น การสกัด การตกผลึก 
การกลั่น และเทคนิคโครมาโทกราฟีซึ่งเป็นอีกวิธีที่มีความนิยมในการน ามาใช้แยกสารที่ผสมกันอยู่ 
โดยอาศัยหลักการแยกของสารต่างชนิดกันที่ผสมกันและกระจายตัวอยู่ในวัฏภาคคงที่ (stationary 
phase) หรือตัวดูดซับและวัฏภาคเคลื่อนที่ (mobile phase) หรือตัวท าละลายได้ไม่เท่ากันโดยสาร
ต่างชนิดกันจะมีความสามารถในการเดินทางผ่านวัฏภาคคงที่ออกมากับวัฏภาคเคลื่อนที่ได้ไม่พร้อม
กันจึงเกิดการแยกของสารเกิดขึ้น ซึ่งในที่นี้จะกล่าวถึงคอลัมน์โครมาโทกราฟี (column chromatography) 
และรงคเลขผิวบาง (thin-layer chromatography) ซึ่งใช้ในการแยกสารในงานวิจัยครั้งนี้ 
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 1) คอลัมน์โครมาโทกราฟี (Column chromatography) 
คอลัมน์โครมาโทกราฟีเป็นเทคนิคที่นิยมใช้ในการแยกสารต่าง ๆ อาทิเช่น การแยก

องค์ประกอบต่าง ๆ ในสารสกัดจากธรรมชาติ การแยกสารผลิตภัณฑ์ออกจากปฏิกริยา โดยเทคนิคนี้
จะมีวัฏภาคคงที่เป็นของแข็งเช่น ซิลิกาเจล (SiO2.xH2O) บรรจุในคอลัมน์ยาวสามารถปรับขนาด
คอลัมน์ได้ตามความเหมาะสมของงานหรือสารที่ต้องการแยก จากนั้นจึงน าสารที่ต้องการแยกนั้นเติม
ลงไปด้านบนของคอลัมน์ที่บรรจุวัฏภาคคงที่ก่อนจะผ่านตัวท าละลายที่เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ลงไป
เพ่ือให้เกิดการแยกตามก าลังความสามารถของสารแต่ละชนิดที่ดึงดูดกับวัฏภาคคงที่ ซิลิกาเจลมี
ความมีขั้วสูงจึงมีแรงดูดกับสารที่มีขั้วมากได้ดีกว่าสารที่ไม่มีขั้ว ดังนั้นตัวท าละลายจะชะสารแต่ละชนิด
ออกมาไม่พร้อมกันขึ้นอยู่กับแรงดูดของสารแต่ละชนิดสารที่ดูดซับได้ดีก็จะออกมาจากคอลัมน์ได้
ช้ากว่าสารที่ดูดซับได้ไม่ดี  

ซิลิกาเจลได้รับความนิยมน ามาใช้เป็นวัฏภาคคงที่เนื่องจากสามารถใช้แยกสารได้เกือบ
ทุกชนิดยกเว้นสารที่มีขั้วมาก ๆ และเป็นเบสมาก ๆ ยังมีสารที่นิยมน ามาใช้เป็นวัฏภาคคงที่อีกหลาย
ชนิดได้แก่ อะลูมินา เซลลูโลส ซูโครส แป้ง แคลเซียมคาร์บอเนต โดยปัจจัยที่จะก าหนดว่าสารจะ
ออกมาเร็วหรือช้าหรือการแยกจะมีประสิทธิภาพดีหรือไม่ ขึ้นกับแรงดึงดูดระหว่างสารที่ต้องการแยก
กับวัฏภาคคงที่และการละลายของสารในวัฏภาคเคลื่อนที่ ดังนั้นความมีขั้วของสารที่จะแยกและ
ความมีขั้วของตัวท าละลายที่ใช้จึงมีผลในการแยก โดยทั่วไปการชะสารหรือใช้ตัวท าละลายมักจะเริ่มต้น
ด้วยการใช้วัฏภาคเคลื่อนที่ที่มีขั้วน้อย ๆ เพ่ือชะสารที่ดูดซับไว้ในวัฏภาคคงที่ได้ไม่ดีออกมาก่อนแล้ว
จึงเปลี่ยนตัวท าละลายที่มีขั ้วมากขึ้นตามล าดับ  ตัวท าละลายที่นิยมใช้ในการแยกสารด้วย
คอลัมน์โครมาโทกราฟีเรียงล าดับจากตัวท าละลายที่มีข้ัวน้อยไปมาก แสดงในตารางที่ 2 

เทคนิคการแยกสารผสมโดยใช้คอลัมน์โครมาโทกราฟีเทคนิคส าคัญที่เกี่ยวข้องกับการแยก
สารผสมโดยใช้คอลัมน์โครมาโทรกราฟีคือ 

1) การบรรจุตัวดูดซับในคอลัมน์  
ขนาดของคอลัมน์ที่ใช้ในการแยกจะต้องมีความสัมพันธ์กับสารที่จะใช้แยก โดยควรมี

ปริมาณตัวดูดซับ 25-30 เท่าของปริมาณสารตัวอย่างหรือหากเป็นสารผสมที่ซับซ้อนอาจใช้ 25-200 
เท่าของปริมาณสารตัวอย่าง ในการเตรียมคอลัมน์เพื่อใช้งานจะท าการอุดปลายล่างของคอลัมน์ด้วย
ใยไหมหรือส าลี จากนั้นเติมทรายละเอียดเพ่ือปรับระดับให้เรียบและป้องกันไม่ให้ตัวดูดซับไหลลงไป
อุดตรงปลายคอลัมน์ จากนั้นจึงท าการใส่ตัวดูดซับโดยมีวิธีท าได้ 2 วิธีคือ วิธีบรรจุแบบเปียกหรือ 
slurry (wet pack or slurry method) โดยตัวดูดซับจะถูกคนในตัวท าละลายแล้วเทผ่านกรวยลง
ในคอลัมน์พร้อมเปิดให้ตัวท าละลายไหลออกไปอย่างช้า ๆ ใช้ลูกยางเคาะช่วยให้ตัวดูดซับอัดแน่น
ป้องกันการเกิดช่องว่างของอากาศเข้าไปซึ่งจะท าให้เกิดรอยแตกแยกชั้นท าให้มีประสิทธิภาพ
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การแยกลดลงและวิธีบรรจุอีกวิธีหนึ่งคือ วิธีบรรจุแบบแห้ง (dry pack method) วิธีนี้จะใส่ตัวท า
ละลายในคอลัมน์แล้วจึงจะค่อย ๆ เทตัวดูดซับลงไปในคอลัมน์ครั้งละน้อยอย่างต่อเนื่องพร้อมทั้ง
ปล่อยตัวท าละลายไหลออกช้า ๆ ใช้สายยางเคาะเบาๆหลังจากใส่ตัวดูดซับหมดแล้วเกลี่ยผิวบน
ให้เรียบปิดทับด้วยทรายละเอียดอีกชั้นหนึ่ง 

2) การใส่สารตัวอย่างในคอลัมน์ 
ท าการไขตัวท าละลายที่เหลือบนชั้นทรายออกให้เหลือปริ่มชั้นทราย ใช้ปิเปตดูดสาร

ตัวอย่างในรูปแบบสารละลายเข้มข้นและปริมาตรที่น้อยลงด้านบนคอลัมน์ แล้วปล่อยให้ไหลลงไปจน
ปริ่มชั้นทราย ใช้ตัวท าละลาย (eluting solvent) เติมลงไปทีละเล็กน้อยเพ่ือให้สารไหลผ่านตัวดูดซับ 
จนมั่นใจว่าสารที่จะท าการแยกนั้นลงไปในตัวดูดซับทั้งหมดแล้วเติมตัวท าละลายปริมาณมากลงไป 

3) ขบวนการชะสาร (Elution process)  
เลือกตัวท าละลายที่มีความบริสุทธิ์ในการน ามาใช้เป็นตัวชะและก่อนน ามาใช้ในการชะ

คอลัมน์ ควรมีการศึกษาบนแผ่น TLC ก่อนว่ามีการแยกท่ีดี โดยตัวชะอาจเป็นตัวท าละลายเดี่ยวหรือ
ตัวท าละลายผสม ในการชะควรควบคุมอัตราการไหลของตัวท าละลายไม่ควรเร็วหรือช้าเกินไป  

4) การรองรับสารที่ถูกชะออกและการแยกสาร 
การตรวจหาต าแหน่งของแถบสาร (visualization) เพ่ือรองรับสารเมื่อออกจากคอลัมน์

มีวิธีการดังนี้ 
4.1) กรณีท่ีสารประกอบมีสีสามารถรองรับสารได้เมื่อเห็นแถบสีเคลื่อนลงมา 
4.2) กรณีที่สารไม่มีสี หากสารเหล่านั้นเกิดฟลูออเรสเซนต์กับรังสีอัลตราไวโอเลต 

เราสามารถมองเห็นแถบได้ภายใต้รังสีอัลตราไวโอเลตในที่มืด 
4.3) ในกรณีที่สารประกอบไม่มีสีและไม่เกิดฟลูออเรสเซนต์ การชะสารเหล่านี้ควรใช้

กลุ่มตัวท าละลายหรืออนุกรมของตัวท าละลายที่มีสภาพขั้วเพ่ิมขึ้นทีละน้อย โดยเริ่มต้นจากตัวท าละลาย
ที่มีสภาพขั้วต่ าสุด (โดยปกติเป็น hexane หรือ petroleum ether) อาจมีแถบหนึ่งเคลื่อนลงมาก่อน
และถูกชะออกจากคอลัมน์ จากนั้นให้เปลี่ยนเป็นตัวท าละลายที่มีสภาพขั้วเพ่ิมจากเดิมเล็กน้อยและ
ค่อย ๆ เพ่ิมขึ้นเรื่อย ๆ สารจะทยอยถูกชะออกทีละตัว วิธีเพ่ิมสภาพขั้วของตัวท าละลายที่ได้ผลดีที่สุด
คือ การใช้ตัวท าละลายผสมเช่นเริ่มต้นจาก hexane แล้วเปลี่ยนเป็น hexane:ether ในอัตราส่วน
ดังนี้ 9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 5:5, 4:6, 3:7, 2:8 และ 1:9 จนในที่สุดเป็น ether ที่บริสุทธิ์ ถ้าการเปลี่ยน
สภาพขั้วของตัวท าละลายเป็นแบบก้าวกระโดดจากต่ าไปสูงทันทีจะท าให้สารทั้งหมดถูกชะออกพร้อมกัน 
การรองรับสารละลายที่ออกมาให้รองรับเป็นส่วน ๆ แต่ละส่วนมีปริมาตรเท่ากันน าแต่ละส่วนมา
ตรวจสอบด้วย thin-layer chromatography (TLC) ส่วนใดที่พิสูจน์ด้วย TLC แล้วว่าเป็นสารเดียวกัน ให้
เทรวมกันและแยกสารออกโดยระเหยตัวท าละลายออกไป 
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ตารางท่ี 2   ความสามารถของตัวท าละลายในการชะสารเรียงล าดับจากต่ าไปสูง 

Hexane  
 
 
 
 

         ความสามารถในการชะสารเพ่ิมขึ้น 
สภาวะขั้วเพิ่มขึ้น 

Petroleum ether 
Cyclohexane 
Toluene 
Benzene 
Dichloromethane 
Chloroform 
Diethyl ether 
Ethyl acetate 
Acetone 
Propanol 
Ethanol 
Methanol 
น้ า 

ที่มา: รัชนี ตัณฑะพานิชกุล. 2550 : 30-40.(27) 
 
 2) รงคเลขผิวบาง (Thin Layer Chromatography, TLC) (28,29) 

รงคเลขผิวบาง (thin layer chromatography) หรือที่นิยมเรียกสั้น ๆ ว่า TLC เป็น
วิธีการที่ใช้ในการแยกองค์ประกอบแต่ละชนิดในสารตัวอย่างออกจากกันบนแผ่นรงคเลขผิวบาง เป็น
เทคนิควิเคราะห์สารประกอบที่รวดเร็ว สะดวก ราคาไม่แพง สามารถแยกและตรวจสอบสารปริมาณ
น้อย ๆ โดยจะมีวัฏภาคคงที่ (stationay phase) เคลือบอยู่บนวัสดุรองรับที่เป็นแผ่นระนาบอาจเป็น
แผ่นกระจก แผ่นอลูมิเนียมหรือแผ่นพลาสติกบาง ๆ สารตัวอย่างที่ต้องการทดสอบจะถูกแต้มไว้บน 
วัฏภาคคงที่จากนั้นจะน าแผ่น TLC ใส่ลงไปในภาชนะที่มีระบบตัวท าละลายที่เหมาะสม ตัวท าละลายที่
เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ (mobile phase) จะพาสารให้เคลื่อนที่ไปบนแผ่นรงคเลขผิวบาง วัฏภาค
เคลื่อนที่จะเคลื่อนที่ไปตามตัวดูดซับและพาสารตัวอย่างขึ้นไปเกิดการแยกของสารตามหลักการของ
โครมาโทกราฟี การเคลื่อนที่ของสารชนิดหนึ่ง ๆ จากจุดเริ่มต้นมาจนถึงจุดที่สารเคลื่อนที่มาถึงเป็น
สัดส่วนกับระยะทางของตัวท าละลายจากจุดเริ่มต้นจนถึงจุดที่ตัวท าละลายหยุดเคลื่อนที่ (solvent front) 
เรียกว่าค่า Rf เป็นค่าคงที่ส าหรับสารชนิดหนึ่ง ๆ ที่อุณหภูมิหนึ่ง ๆ และตัวท าละลายชนิดหนึ่ง ๆ 
ดังนั้นการค านวณหาค่า Rf จะท าให้สามารถบอกได้ว่าสารตัวอย่างนั้นคืออะไรซึ่งเป็นการวิเคราะห์
คุณภาพเบื้องต้นได้ (qualitative) นอกจากนี้เทคนิครงคเลขผิวบางยังสามารถใช้ในการพิสูจน์เอกลักษณ์ 
ตรวจสอบความบริสุทธิ์ วิเคราะห์ปริมาณสารส าคัญของวัตถุดิบ ผลิตภัณฑ์ทางยา เครื่องส าอาง 
วิเคราะห์การปนเปื้อน ศึกษาความคงตัวของสารส าคัญ ควบคุมคุณภาพของยาและสมุนไพร เป็นต้น 
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ซึ่งต่อมาก็ได้มีการพัฒนาเป็นรงคเลขผิวบางแบบสมรรถนะสูง มีประสิทธิภาพในการแยกและ
การวิเคราะห์เชิงปริมาณ ท าได้รวดเร็ว แม่นย าและสามารถให้ผลการวิเคราะห์ซ้ า (reproducibility) 
และมีความเที่ยง(26,30)  

 ได้มีการรายงานการศึกษาหาปริมาณสารกลุ่มฟีนอลิกโดยการใช้เทคนิค TLC ในการแยกสาร 
ferulic acid, p-coumaric acid, caffeic acid โ ด ย ใ ช้  silica gel 60 F254 plates (20x20 cm) 
เป็นวัฏภาคคงที่และมีระบบของวัฏภาคเคลื ่อนที่เป็น chloroform:methanol:formic acid 
ในอัตราส่วน 85:15:1(31) และการวิเคราะห์หาสาร β-sitosterol และ stimasterol ใช้ silica gel 60 
F254 plates เป็นวัคภาคคงที่เช่นเดียวกันแต่ใช้วัคภาคเคลื่อนที่เป็น  toluene:diethyl ether 
ในอัตราส่วน 40:40(32) และ acetone:hexane อัตราส่วน (20:60)(33) 
 
2.10 การตรวจสอบโครงสร้างของสารด้วยสเปกโตรสโกปี(34) 
 สเปกโตรสโกปี (spectroscopy) เป็นเทคนิคที่ใช้ในการหาโครงสร้างของสารหรือพันธะ
ต่าง ๆ ในสารอินทรีย์โดยศึกษาอัตรกิริยาของรังสีคลื่นแม่เหล็กไฟฟ้าต่อสสารหรือโมเลกุลหนึ่ง ๆ โดย
ที่สารหรือโมเลกุลหนึ่ง ๆ จะมีความสามารถในการดูดกลืนแสงไว้เมื่อความถี่ของแสงเท่ากับพลังงาน 
transition ของโมเลกุล ท าให้ค่าที่ไปตกกระทบที่ detector มีปริมาณที่ลดลงซึ่งจะบันทึกผลออกมา
เรียกว่า สเปกโตรแกรม (spectrogram) หรือสเปกตรัม (spectrum)  สเปกตรัมของสารแต่ละชนิด
จะขึ้นอยู่กับโครงสร้างของสารอินทรีย์ ในการศึกษาครั้งนี้ได้ใช้เทคนิคในการหาโครงสร้างของสาร  
2 ชนิด คือ 
 2.3.1 อินฟราเรดสเปกโตรสโกปี (infrared หรือ IR spectroscopy) 

เป็นเทคนิคที่นิยมใช้ในการหาหมู่ฟังก์ชันหรือพันธะของสาร โดยสารที่ได้รับพลังงาน
อินฟาเรดที่มีความถี่ในช่วง 700-5000 cm-1 จะส่งผลให้พันธะต่าง ๆ ในโมเลกุลเกิดการสั่น เช่น 
เกิดการยืด-หดของพันธะ (bond stretching) หรือการโค้งงอของพันธะ (bond bending) พันธะ
ต่างชนิดกันจะเกิดการ stretching ในช่วงความถี่ที่ต่างกัน ดังนั้น IR spectrum จะใช้ในการบ่งบอก
ชนิดของพันธะที่มีอยู่ในโมเลกุลของสารแต่ละชนิดซึ่งจะมีคุณสมบัติเฉพาะ โมเลกุลของสารแต่ละ
ชนิดจะมีความสามารถดูดกลืนรังสีอินฟาเรดได้ที่ความถี่ต่างกันขึ้นอยู่กับความแข็งแรงของพันธะและ
น้ าหนักของอะตอมของ functional groups ในโมเลกุลนั้น ๆ ดังแสดงในตารางที่ 3  
 2.3.2 นิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโตรสโกปี (nuclear magnetic resonance 
spectroscopy) 

nuclear magnetic resonance หรือ NMR เป็นเทคนิคที่ใช้ในการหาโครงสร้างของ
สารอินทรีย์เป็นที่นิยมอย่างมากในปัจจุบัน การศึกษาโครงสร้างด้วยเทคนิคนี้เกี่ยวข้องกับการดูดกลืน
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คลื่นแม่เหล็กไฟฟ้าในช่วงคลื่นวิทยุ nuclei ของโมเลกุลหนึ่ง ๆ จะมีการหมุนอยู่ตลอดเวลาเมื่อผ่านยัง
สนามแม่เหล็กไฟฟ้าแรงสูงจะท าให้มีการจัดเรียงตัวใหม่ไปในทิศทางเดียวกันกับสนามแม่เหล็กไฟฟ้า
หรือทิศทางตรงข้าม ซึ่งเมื่อเราให้พลังงานช่วงความถ่ีวิทยุ (radiofrequency, rf) เข้าไป จะไปกระตุ้น 
nuclei ที่อยู่ในระดับพลังงานต่ า (lower energy state) ให้ขึ้นไประดับพลังงานที่สูงกว่า (flip) 
ปรากฏการณ์นี้เราเรียกว่า การเกิด resonance หรือเรียกเต็มว่า nuclear magnetic resonance 
การ plot ระหว่างพลังงานที่ถูกดูดโดย nuclei ของสารตัวอย่างกับความถี่จะได้เป็น NMR spectrum 
ในงานวิจัยนี้ใช้การวิเคราะห์โปรตรอนนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโตรสโกปีซึ่งเป็นนิวเคลียส
ที่มีความส าคัญมากท่ีสุดเนื่องจากโปรตรอนเป็นธาตุที่พบมากในสารประกอบอินทรีย์ทั่วไป 

ข้อมูลที่ได้จากโปรตอน-นิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโตรสโกปี (1H–NMR 
spectroscopy)(27)  

1) Chemical shift (δ, ppm) เป็นค่าที่บอกต าแหน่งของโปรตอนที่วัดห่างจาก
สัญญาณของ tetramethylsilane (TMS) ซึ่งเป็นสารอ้างอิงที่มีค่า chemical shift เท่ากับศูนย์ 
โดยทั่วไปสารประกอบอินทรีย์จะมีค่า chemical shift ระหว่าง 0-10 โดยที่ค่าของการเกิดเรโซแนนซ์
นั้นขึ้นอยู่กับต าแหน่งและสภาวะแวดล้อมทางเคมีของโปรตอนในสารนั้น ๆ 

2) Integration สัญญาณซึ่งประกอบด้วยพีค อาจจะพบพีค 1 พีค 2 พีค หรือหลาย ๆ 
พีค NMR สเปคโตรมิเตอร์สามารถอินทิเกรท (integrate) พ้ืนที่ใต้พีคออกมาและให้ค่าก ากับแต่ละ
สัญญาณ สัญญาณที่มีโปรตอนมากจะมีความเข้มสูงจะให้ค่าอินทิเกรทสูงมากกว่าสัญญาณท่ีมีโปรตอน
น้อย ดังนั้นจึงสามารถใช้ความสูงของอินทิเกรทมาเปรียบเทียบอัตราส่วนใช้ในการหาจ านวนโปรตอน
ของแต่ละสัญญาณ 

3) Spin-spin splitting เป็นการแยกของสัญญาณออกเป็นหลายพีค เนื่องจากเกิด
อันตรกิริยาระหว่างสปินของโปรตรอนที่อยู่ข้างเคียงกัน อันตรกิริยานี้เรียกว่า coupling ซึ่งวัดเป็น
ค่าของ coupling 

4) Coupling constant ช่วงห่างของพีคของแต่ละสัญญาณ (วัดเป็น Hz) สามารถอ่าน
ค่าได้จากสเปคตรัมโดยตรง ค่าตัวเลขนี้เรียกว่า coupling constant โปรตรอนสองกลุ่มที่ couple 
กันจะมีช่วงห่างระหว่างพีคหรือ coupling constants เท่ากัน 

การวัด 1H NMR spectrum สารตัวอย่างจะเตรียมอยู่ในรูปสารละลายโดยตัวท าละลาย
ไม่มี 1H ประกอบอยู่หรือตัวท าละลายที่ถูกแทนที่ hydrogen ด้วย deuterium เรียกว่า deuterated 
solvent เ ช ่น  CDCl3, CD3OD, C6D6, CD3COCD3, D2O ถ ึงแม ้ว ่า  deuterium อะตอมจะมี
แมคเนติกโมเมนต์เช่นเดียวกับโปรตรอนแต่จะไม่ดูดกลืนรังสีแม่เหล็กไฟฟ้าในช่วงเดียวกับโปรตรอน 
ดังนั้นจึงไม่มีสัญญาณของ deuterium ปรากฏในการวัด ในการวัดจะใช้ tetramethylsilane 
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(TMS;(CH3)4Si) เป็นสารอ้างอิงซึ่งสัญญานของสาร TMS จะปรากฏสัญญาณเพียงต าแหน่งเดียวและ
เกิดที่ความถี่ต่ าเป็นพิเศษดังนั้นสัญญาณของ TMS จึงมีค่า chemical shift เป็นศูนย์ เมื่อท าการ
วิเคราะห์ด้วยเครื่อง NMR พลังงานที่ nuclei ดูดกลืนจนเกิด resonance น ามา plot กับความถี่ของ
พลังงานที่ให้ไปจะได้เป็น NMR spectrum ซึ่งการ flip ของ 1H แต่ละตัวจะเกิดที่ความถี่ต่างกัน 
ขึ้นอยู่กับสภาวะแวดล้อมทางเคมี ต าแหน่งของพีค (peak) บน NMR spectrum จะวัดในหน่วย
ของ δ (delta) ซึ่งจะเกิดพีคที่ downfield (lower field) กว่าสารอ้างอิง TMS  ดังนั้นค่า chemical 
shift ของโปรตอนหนึ่ง ๆ คือค่า δ เมื่อวัดเทียบกับ TMS ซึ่งเป็นค่าท่ีขึ้นอยู่กับสภาวะแวดล้อมทางเคมี
ของโปรตอนที่อยู่ข้างเคียงในโมเลกุลของสารนั้น ๆ(35)  

Chemical shift = δ =      ระยะห่างของ peak จาก TMS (Hz)       ppm 
                                ความถ่ีของ spectrometer ในหน่วย MHz 

 
ตารางท่ี 3   ค่า stretching frequencies ของพันธะต่าง ๆ ที่พบทั่วไปในสารประกอบอินทรีย์ 

พันธะ ชนิดของสารประกอบ ช่วง wavenumber, cm-1 
C-H Alkanes 

 
2960-2850(s) stretch 

1470-1350(v) scissoring และ bending 

CH3 Umbrella Deformation 1380(m-w)–Doublet–isopropyl 

C - H Alkenes 3080-3020(m) stretch 
1000-675(s) bend 

C - H Aromatic Rings 3100-3000(m) stretch 

Phenyl Ring Substitution Bands 870-675(s) bend 
Phenyl Ring Substitution Overtones 2000-1600(w) – fingerprint region 

C - H Alkynes 3333-3267(s) stretch 
700-610(b) bend C = C Alkenes 1680-1640(m,w) stretch 

C ≡ C Alkynes 2260-2100(w,sh) stretch 
C = C Aromatic Rings 1600, 1500(w) stretch 

C - O Alcohols, Ethers, carboxylic acids, 
Esters 

1260-1000(s) stretch 

C = O Aldehydes, Ketones, Carboxylic 
acids, Ester 

1760-1670(s) stretch 

 
O-H 

Monomeric – alcohols, phenols 3640-3160(s,br) stretch 
Hydrogen-bonded – alcohols, 
phenols 

3600-3200(br) stretch 
Carboxylic acids 3000-2500(br) stretch 

N – H Amines 3500-3300(m)stretch 
1650-1580(m) bend 
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ตารางท่ี 3 (ต่อ) 

พันธะ ชนิดของสารประกอบ ช่วง wavenumber, cm-1 
C – N Amines 1340-1020(m) stretch 
C ≡ N Nitriles 2260-2220(v) stretch 
NO2 Nitro compounds 1660-1500(s) asymmetrical stretch 

 
 
ssssstretch 
1390-1260(s) symmetrical stretch 

1390-1260(s) symmetrical stretch 
ที่มา: บัญชา พูลโภคา. ม.ป.ป. : ออนไลน์.(34)     
  
2.4 อนุมูลอิสระ สารต้านอนุมูลอิสระและการตรวจสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ 

 2.4.1 ความหมายอนุมูลอิสระ 
อนุมูลอิสระคือ อะตอมหรือโมเลกุลที่มีอิเล็กตรอนไม่เป็นคู่ในต าแหน่งของอิเล็กตรอน

วงนอกสุดเป็นผลให้ไม่เสถียรและท าให้อนุมูลอิสระเป็นสารที่มีความว่องไวในการเข้าท าปฏิกิริยา
ทางเคมีกับสารอ่ืนโดยการเข้าไปแย่งจับหรือดึงเอาอิเล็กตรอนจากโมเลกุลหรืออะตอมสารอ่ืนเพ่ือให้
ตัวเองมีความเสถียร ดังนั้นโมเลกุลหรืออะตอมของสารที่สูญเสียหรือได้รับอิเล็กตรอนจะกลายเป็น
สารอนุมูลอิสระชนิดใหม่ ซึ่งอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นมาใหม่จะไปท าปฏิกิริยากับสารโมเลกุลอ่ืนต่อไปเกิด
เป็นปฏิกิริยาลูกโซ่ (chain reaction) ต่อไปเรื่อย ๆ อนุมูลอิสระและสารที่เกี่ยวข้องต่าง ๆ ในทาง
ชีววิทยาสามารถแบ่งออกได้เป็น 3 กลุ่มใหญ่คือ กลุ่มที่มีออกชิเจนเป็นองค์ประกอบส าคัญ (reactive 
oxygen species, ROS) กลุ่มที่มีไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบส าคัญ (reactive nitrogen species, RNS) 
และกลุ่มที่มีคลอรีนเป็นองค์ประกอบส าคัญ (reactive chlorine species, RCS) นอกจากนี้สารบางชนิด
สามารถจัดอยู่ได้ 2 กลุ่ม เช่น เปอร์ออกซีไนไตรท์ (peroxynitrite)(2) 
 2.4.2 สารต้านอนุมูลอิสระ (Antioxidant) 

สารต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant) คือสารที่ท าหน้าที่ยับยั้งหรือต่อต้านปฏิกิริยา
ออกชิเดชันหรือสามารถขจัดอนุมูลอิสระออกจากร่างกาย โดยปกติแล้วร่างกายของเราจะมีกลไก
ในการป้องกันและก าจัดอนุมุลอิสระเกิดข้ึนภายในเซลล์โดยกระบวนการท างานของเอ็นไซม์ต่าง ๆ เช่น 
ซูเพอร์ออกไซด์ดิสมิวเทส (superoxide dismutase:SOD) จะท าหน้าที่ก าจัด O2

-• ได้เป็น H2O2 และ 
O2 และถูกก าจัดต่อด้วยเอ็นไซม์คะตาเลส (catalase:CAT) ได้เป็นน้ ากับออกชิเจน กลูทาไทออน 
(glutathione:GSH) และคีเลทโลหะ (metal chelators) ช่วยให้ปริมาณอนุมูลอิสระสมดุล นอกจากนี้ยังมี
กลไกการท างานของ nuclear factor erythroid 2-related factor2 (Nrf2) เป็นกลไกในการกระตุ้น
การสร้างสารต้านอนุมูลอิสระในเซลล์ ในสภาวะปกติ Nrf2 จะจับ Kelch-like-ECH-associated 
protein1 (Keap1) อยู่ในไซโตพลาสซึม เมื่อร่างกายได้รับการกระตุ้นจากสภาวะไม่ปลอดภัย
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หรือได้รับอนุมูลอิสระ Nrf2 จะแยกตัวออกจาก Keap1 ท าให้ Nrf2 เคลื่อนตัวเข้าไปยังนิวเคลียสเพ่ือ
ไปกระตุ้นการท างานของยีน อ่ืน  ๆ เช่น intracellular redox-balancing proteins, phase II 
detoxifying enzymes, trasporters(36) 

นอกจากนี้ยังมีสารต้านอนุมูลอิสระที่รับจากภายนอกซึ่งได้แก่ สารต้านอนุมูลอิสระ
จากธรรมชาติเช่น วิตามินซี, เบต้า-แคโรทีน (β-carotene) สารประกอบกลุ่มโพลีฟีนอล เช่น 
ฟลาโวนอยด์  (flavanoids), ฟีนิลโปรพานอยด์  (phenylpropanoids) โดยในปัจจุบันพบว่า
สารประกอบกลุ่มโพลีฟีนอลมีบทบาทส าคัญในการต้านอนุมูลอิสระ ซึ่งพบมากในธรรมชาติอันได้แก่  
พืชผัก ผลไม้ ชาเขียว ชาด า ช็อกโกแลต และ ไวน์แดง เป็นต้น สารโพลีฟีนอลเป็นสารที่มีบทบาท
ส าคัญเนื่องจากมีฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย ต้านไวรัส ต้านการอักเสบ ต้านการแพ้ และมีคุณสมบัติในการ
สลายลิ่มเลือด รวมไปถึงเป็นสารต้านการก่อมะเร็งและสามารถลดความดันโลหิตจากฤทธิ์การขยาย
หลอดเลือดเป็นต้น ซึ่งคุณสมบัติดังกล่าวมีความสัมพันธ์กับคุณสมบัติการเป็นสารต้านอนุมูลโดยกลไก
ของการต้านอนุมูลอิสระของสารกลุ่มฟลาโวนอยด์และโพลีฟีนอลอื่น ๆ มี 3 กลไกคือ  

1) การเป็นสารคีเลต (chelating agent)  
2) เป็นสารต้านออกชิเดชันโดยหยุดปฏิกิริยาลูกโซ่ (chain breaking antioxidant) 
3) ท าหน้าที่ regenerate วิตามินอี (α-tocopherol) ให้กลับไปท าหน้าที่เป็นสารต้าน

อนุมูลอิสระอีกครั้ง(2)  
มีงานวิจัยมากมายบ่งชี้ว่าสารต้านอนุมูลอิสระสามารถลดความเสี่ยงต่อโรคหลายโรค

โดยเฉพาะโรคเรื้องรังที่สัมพันธ์กับอาหาร เช่น โรคมะเร็ง โรคเบาหวาน โรคหัวใจ โรคหลอดเลือด 
รวมทั้งช่วยชะลอกระบวนการบางขั้นตอนที่ท าให้เกิดความแก่ สารต้านอนุมูลอิสระช่วยลดความเสียหาย
ที่เกิดจากอนุมูลอิสระได้ 2 ทางคือ ลดการสร้างอนุมูลอิสระในร่างกายและลดอันตรายที่เกิดจาก
อนุมูลอิสระตัวอย่าง เช่น ชาเขียว มีสารประกอบหลักกลุ่มฟลาโวนอยด์ ได้แก่ epicatechin, 
epicatechin gallate, epigallocatechin, และepigallocatechin-3-gallate โดยที่กลุ่มสารเหล่านี้มี
ความสามารถในการยับยั้งอนุมูลอิสระชนิด ROS การทดสอบทาสาร epigallocatechin กับหนูที่
ได้รับรังสี UVB พบว่าสามารถช่วยลดการเกิด H2O2 ในชั้นอิพิเดอร์มิส (epidermis) และชั้นเดอร์มิส 
(dermis)(37) Anand et al. (2010)(38) ได้รายงานผลการศึกษาความสามารถของสารประกอบ 
ฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ที่เป็นองค์ประกอบในใบบัวบกมีความสามารถในการยับยั้งอนุมูลอิสระชนิด 
DPPH (2,2-dipheny-1-picrylhydrazyl) และ hydroxyl radical ซึ่งช่วยป้องกันดีเอ็นเอไม่ให้ถูก 
ออกชิเดชัน ลดความเสียหายที่จะท าอันตรายต่อดีเอ็นเอ นอกจากพืชจะมีความสามารถในการป้องกัน
ดีเอ็นเอถูกท าลายแล้วยังพบว่าพืชบางชนิดที่มีสารประกอบในกลุ่มของโพลีฟีนอล เช่น resveratrol 
ที่พบในองุ่นและไวน์แดงมีความสามารถในการกระตุ้น Nrf2 ให้เคลื่อนตัวเข้าไปในนิวเคลียสได้สูง



19 
 

กว่าปกติในสภาวะที่เซลล์ได้รับอันตรายและส่งผลให้มีการลดปริมาณของ Keap1 ท าให้มีปริมาณ 
GST: glutathione-S-transferase ซึ่งเป็น phase II detoxifying enzymes และSOD (superoxide 
dismutase) มีปริมาณเพ่ิมมากข้ึนเป็นผลให้เซลล์มีอัตราการอยู่รอดสูงขึ้น(39) 
 2.4.3 ดัชนีชี วัดความสามารถในการต้านออกชิเดชัน (total antioxidant capacity TAC)(2) 

การตรวจสอบความสามารถในการต้านออกชิเดชันของสารทดสอบมีวิธีการที่ ส าคัญ
อยู่สองวิธี  

1) การวิเคราะห์จากการส่งผ่านอะตอมไฮโดรเจน (hydrogen atom transfer, HAT) 
เป็นวิธีการวัดความสามารถของการต้านออกชิเดชันโดยการให้ไฮโดรเจนอะตอม ตัวอย่างเช่น  
วิธี  oxygen radical absorbance capacity (ORAC) และวิธีการ total radical trapping antioxidant 
parameter (TRAP) 

วิธี TRAP เป็นวิธีที่สร้างอนุมูลอิสระโดยใช้สารประกอบเอโซ เช่น 2,2’-azobis 
(2-amidinopropane) สลายตัวเกิดอนุมูลเปอร์ออกซี วิธีการนี้จะวัดปริมาณอะตอมไฮโดรเจนที่มี
การแลกเปลี่ยนโดยจะวัดการเรืองแสงของสารฟลูออเรสเซนต์ที่ลดลงเมื่อมีการเกิดออกชิเดชันจาก
สารทดสอบ สารต้านออกชิเดชันจะไปแย่งจับสารเรืองแสงจะท าให้ความเข้มสารฟลูออเรสเซนต์ลดลง
หรือเกิดอนุมูลเปอร์ออกซีลดลง ในขณะที่วิธีการ ORAC เป็นการวัดแสงฟลูออเรสเซนต์จากสาร 
β-phycoerythrin ซึ่งเดิมจะให้แสงฟลูออเรสเซนต์ เมื่อผสมสารเอโซลงไปจะไปมีผลท าให้แสง
ฟลูออเรสเซนต์เสียไป ดังนั้นเมื่อเติมสารต้านอนุมูลอิสระที่ต้องการทดสอบจะไปขจัดอนุมูลเปอร์ออกซี
หยุดปฏิกริยาลูกโซ่ด้วยกลไก HAT จะท าให้มีแสงฟลูออเรสเซนต์เพ่ิมมากขึ้น อย่างไรก็ตามวิธีการ
ทดสอบทั้งสองวิธีเป็นวิธีการทดสอบโดยอ้อมคือจะต้องท าให้เกิดอนุมูลอิสระขึ้นมาก่อนและวิธีการ 
ORAC เป็นวิธีการวิเคราะห์อนุมูลเปอร์ออกซีที่ละลายน้ าเท่านั้น  

2) การวิเคราะห์จากการส่งผ่านอิเลคตรอนเดี่ยว (electron transfer, ET หรือ SET) 
วิธีการนี้จะหาความสามารถในการส่งผ่านอิเลคตรอนของสารไปรีดิวซ์สารอื่น ได้แก่ โลหะ และ อนุมูล 
ตั วอย่ า งวิ ธี นี้ เช่น วิ ธี  ferric reducing antioxidant power (FRAP), trolox equivalent antioxidant 
capacity (TEAC) และ 2,2’-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 

วิธี FRAP เป็นการวัดความสามารถรวมในการรีดิวซ์ วิธีการนี้จะใช้สารประกอบ
เชิงซ้อนของเหล็ก Fe3+-TPTZ (ferric tripyridyl triazine) ใช้ในการทดสอบ สารสกัดจากพืชหรือ
สารที่ต้องการวัดความสามารถในการรีดิวซ์จะไปรีดิวซ์อะตอมของเหล็กได้เป็นสารประกอบเชิงซ้อน
ของเหล็กเฟอร์รัส Fe2+-TPTZ ซึ่งมีสีน้ าเงินดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 593 นาโนเมตร วิธีการนี้เป็น
วิธีการที่ง่าย ใช้เวลาน้อย ไม่แพง ไม่ต้องใช้เครื่องมือพิเศษแต่มีข้อเสียคือปฏิกิริยาที่ทดสอบไม่เกิดขึ้น
จริงในร่างกาย 
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วิธี TEAC เป็นการวิเคราะห์การขจัด 2,2’-azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-
6-sulfonic acid (ABTS) ที่คงตัว มีสี เมื่อเติมสารต้านอนุมูลอิสระที่ต้องการทดสอบไปจะท าให้มีสี
ลดลง เปรียบเทียบผลกับ trolox การขจัดอนุมูลอิสระโดยวิธีการนี้สามารถเกิดปฏิกิริยาได้ทั้งรีดักชัน
และ การขจัดโดยกลไก HAT ข้อดีของวิธีการนี้คือท าง่าย ใช้เวลารวดเร็ว วิเคราะห์ได้ในช่วงพีเอชที่
กว้าง วิเคราะห์ได้ทั้งสารที่ละลายน้ าหรือสารที่ละลายในลิปิด แต่อย่างไรก็ตามวิธีการนี้เป็นปฏิกิริยา
ที่ไม่เกิดขึ้นจริงในร่างกาย 

วิธี DPPH เป็นการวิเคราะห์โดยใช้อนุมูล DPPH• (ภาพที่ 2) ซึ่งเป็นอนุมูลไนโตเจน
ที่คงตัว มีสีม่วง เมื่อเติมสารที่ต้องการทดสอบท าปฏิกิริยากับ DPPH• สารจะรีดิวซ์อนุมูลอิสระให้
เปลี่ยนฟอร์มไป ท าให้มีสีลดลง วัดความสามารถในการรีดิวซ์โดยการวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
515 นาโนเมตร วิธีการนี้จัดเป็นวิธีการที่นิยมในการทดสอบความสามารถของสารต้านอนุมูลอิสระ
จากธรรมชาติ มีข้อดีคือ ง่าย ใช้เครื่องมือทั่วไป แต่มีข้อเสียคือเป็นปฏิกิริยาที่ไม่เกิดขึ้นในมนุษย์และ
จากโครงสร้างของ DPPH• จะถูกบดบังจากวงแหวนเบนซีนและหมู่ไนโตรเจน ท าให้สารต้านอนุมูล
ที่มฤีทธิ์แรงแต่มีขนาดใหญ่ไม่สามารถเข้าไปท าปฏิกิริยาได้หรืออาจจะเกิดปฏิกิริยาช้ากว่าความสามารถจริง  
 
ภาพที่ 2   โครงสร้างของ 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 
 
 
 

 
 
ที่มา: Magdalena Zdybel and Barbara Pilawa. 2014 : ออนไลน์.(40)      

 
2.5 การอักเสบและสารสื่อกลางในการอักเสบ(41, 42) 

 การอักเสบ (inflammation) เป็นกระบวนการของร่างกายตอบสนองต่อสิ่งที่ท าให้ เนื้อเยื่อ
ร่างกายได้รับบาดเจ็บ เช่น เชื้อโรค การตายของเซลล์ การขาดเลือดหรือขาดออกชิเจน โดยกระบวนการ
อักเสบจะท าให้มีการก าจัดสิ่งแปลกปลอมหรือเชื้อโรคออกไป รวมถึงเซลล์ที่ได้รับบาดเจ็บหรือตาย
จากสิ่งแปลกปลอมที่เข้ามาซึ่งกระบวนการอักเสบส่งผลให้เนื้อเยื่อที่ได้รับบาดเจ็บได้มีการซ่อมแซม
และก าจัดสิ่งแปลกปลอมออกไป แต่อย่างไรก็ตามกระบวนการอักเสบหากเกิดขึ้นนานเกินไปหรือเกิด
เป็นระยะเวลานาน จะท าให้เกิดการท าลายเนื้อเยื่อท าให้เนื้อเยื่อนั้นท างานผิดปรกติได้เช่นกัน 
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 การอักเสบแบ่งออกเป็น 2 ชนิดได้แก ่
 1. การอักเสบเฉียบพลัน (acute inflammation) จะเกิดขึ้นอย่างรวดเร็ว หลังจากได้รับสิ่ง
กระตุ้นภายในเวลาวินาทีหรือนาทีและสามารถคงอยู่ได้ 2-3 วัน จะมีอาการบวมของเนื้อเยื่อ (edema) 
มีสารน้ าซึ่งมีโปรตีน (exudate) ภายในเนื้อเยื่อและพบเซลล์อักเสบชนิด neutrophils ซึ่งสิ่งที่มา
กระตุ้นให้เกิดการอักเสบชนิดเฉียบพลันเช่น เชื้อโรคชนิดต่าง ๆ รวมทั้งสารพิษที่สร้างจากเชื้อโรค 
อุบัติเหตุที่ท าให้เกิดการบาดเจ็บของเนื้อเยื่อ สารทางกายภาพและสารเคมี การตายของเนื้อเยื่อ 
สิ่งแปลกปลอมและปฏิกิริยาทางภูมิคุ้มกัน (immune reaction) 

 2. การอักเสบเรื้อรัง (chronic inflammation) การอักเสบเรื้อรังจะเกิดนานกว่าเป็นระยะ
เวลานานอาจเป็นสัปดาห์หรือหลายเดือน โดยจะมีการอักเสบด าเนินอยู่ (active inflammation) 
รวมทั้งการท าลายเนื้อเยื่อ (tissue destruction) และการสมาน (healing) ด าเนินไปพร้อม ๆ กัน 
โดยการอักเสบมักรุนแรงน้อยกว่าแบบเฉียบพลัน ผู้ป่วยไม่ค่อยมีอาการมากนักโดยมีสาเหตุส าคัญมา
จากการติดเชื้อที่รักษาไม่หาย (persistent infection) ได้รับสิ่งที่เป็นอันตรายต่อเนื้อเยื่อเป็นเวลานาน 
(prolonged exposure to injury) และโรคภูมิต้านทานตนเอง (autoimmune disease) 
 สารสื่อกลาง (chemical mediator) ในการอักเสบ 
 สารสื่อกลางในการอักเสบมีแหล่งที่มาจาก plasma โดยอยู่ในรูปของสารตั้งต้น (precursor) 
หรือหลั่งออกมาจากเซลล์บางชนิดซึ่งสารดังกล่าวจะไปจับกับ receptor ที่จ าเพาะเจาะจงต่อเซลล์ที่มี
บทบาทในการอักเสบโดยที่ mediator แต่ละชนิดจะเกี่ยวข้องกับกระบวนการอักเสบแตกต่างกันไป
ตามชนิดของ mediator และชนิดของเซลล์เป้าหมาย (target cell)  หรือ บางชนิดอาจกระตุ้นให้
เซลล์สร้าง secondary mediator ท าให้ปฏิกิริยาการอักเสบขยายผลออกไป สารสื่อกลางใน
การอักเสบประกอบด้วยสารหลายกลุ่ ม เช่น กลุ่ ม  vasoactive amine, plasma protease, 
arachidonic acid (AA) metabolites, platelet-activating factor, cytokines, nitric oxide, 
neutrophil, monocyte, oxygen-derived free radicals และสารสื่อกลางชนิดอ่ืน ๆ 

 Nitric oxide (NO) เป็น free radical gas ที่ละลายได้ในน้ า ในธรรมชาติ NO จะถูกสร้างข้ึน
จากการสังเคราะห์ของ arginine เป็นสาร citrulline และ nitric oxide(43) นอกจากนี้ยังสามารถ
สร้างได้จาก activated macrophage และ endothelial cell เมื ่อถูกเหนี ่ยวน าโดยสารพิษ
เอนโดทอกซินหรือสารก่อการอักเสบ (inducible form) NO เป็นสารสื่อกลางที่ส่ งเสริมใน
กระบวนการอักเสบท าให้หลอดเลือดขยายตัวและออกฤทธิ์เป็น cytotoxic free radical โดยที่ NO 
จะพบเมื่อเซลล์ได้รับการบาดเจ็บหรือถูกเหนี่ยวน า NO จะควบคุมการปลดปล่อยของสารสื่อกลาง
หลายชนิดที่เกี่ยวข้องในกระบวนการอักเสบ กระตุ้นให้เกิดการอักเสบและเข้าท าลายสิ่งแปลกปลอม
หรือจุลชีพที่แปลกปลอมเข้ามา ในขณะเดียวกัน NO ในปริมาณที่เพิ่มขึ้นจะสามารถท าปฏิกิริยา
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กับโมเลกุลปรกติภายในเซลล์ ส่งผลท าลายเซลล์ข้างเคียงของ host และเกิดพิษ ซึ่งในปัจจุบันได้มี
การศึกษาและคิดค้นยาเพ่ือใช้ในการยับยั้ง NO เพ่ือใช้ในการรักษาโรคที่เกิดจากการสร้าง NO ที่มี
ปริมาณมากผิดปรกติซึ่งมีผลอย่างมากในการยับยั้งการอักเสบ(44) 

 

2.6 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ 
 ปัจจุบันการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์นิยมใช้วิธีเซลล์เพาะเลี้ยงมาใช้ในการศึ กษา
ความเป็นพิษต่อเซลล์แทนการทดลองในสัตว์ทดลองเนื่องจากเป็นวิธีการที่ให้ผลรวดเร็ว ประหยัด ลด
การใช้สัตว์ทดลองและสามารถทดสอบกับเซลล์ของมนุษย์ได้ ส่งผลให้การวิเคราะห์ที่ได้สามารถน าไปใช้
กับคนได้ดีกว่าทดลองในสัตว์ ในปัจจุบันการทดสอบในเซลล์เพาะเลี้ยงได้น าไปใช้งานหลากหลาย เช่น
การตรวจสอบความเป็นพิษทางอุตสาหกรรม ทางการแพทย์ ตรวจสอบฤทธิ์ของยาหรือสารสกัดใหม่ ๆ 
การตรวจวัดความเป็นพิษอาจวัดที่ผลการตายของเซลล์หรือผลการยับยั้งการเจริญของเซลล์ขึ้นกับ
ค าจ ากัดความของความเป็นพิษที่ต้องการศึกษา ดังนั้นการตรวจสอบจะต้องค านึงถึงความเป็นจริง
หรือความสอดคล้องเช่น ความเข้มข้นของสารทดสอบหรือระยะเวลาที่ทดสอบ โดยค่าการยับยั้ง
การเจริญในเซลล์เพาะเลี้ยงของสารทดสอบคือ Inhibition concentration50 (IC50) ควรมีความสัมพันธ์
ใกล้เคียงกับการทดลองในสัตว์ทดลอง (45) ปัจจุบันมีวิธีหลากหลายในการตรวจสอบความเป็นพิษต่อ
เซลล์ (cell cytotoxicity) เช่น การนับจ านวนเซลล์ที่มีชีวิต วัดปริมาณ ดีเอ็นเอที่เพ่ิมขึ้นหรือการดู 
metabolic activity ของเซลล์ ซึ่งเป็นวิธีที่สามารถท าได้ง่ายและนิยมใช้ในการวัด วิธี metabolic 
activity แสดงให้เห็นถึงพลังงานที่ใช้ในการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ที่แสดงให้เห็นว่ามี metabolic 
activity นั่นหมายถึงจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตเพ่ิมขึ้นด้วยเช่นกัน ในการวัดจ านวนของเซลล์ด้วยวิธีวัด 
metabolism มีอยู่หลายวิธีตัวอย่างเช่น วิธี MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl 
tetrazolium bromide) colorimetric assay เป็นสีสังเคราะห์ประเภท tetrazolium salt สามารถ
ท าปฏิกิริยา reduction กับ enzyme succinate dehydrogenase ที่มีอยู่ในเซลล์ที่ยังมีชีวิตอยู่
เท่านั้น ส่งผลให้ MTT เปลี่ยนไปเป็นผลึก formazan มีสีม่วงน้ าเงิน ซึ่งสามารถละลายได้ใน dimethyl 
sulfoxide (DMSO) และสามารถดูดกลืนแสงที่ช่วงความยาวคลื่น 550-600 nm ค่าของ formazan 
ผันแปรกับปริมาณ succinate dehydrogenase enzyme ดังนั้นการวัดปริมาณ formazan product 
จึงสามารถวัดปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตอยู่ (46) นอกจากนี้วิธี MTS [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium] และวิธี XTT [sodium 2,3-bis-
(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide] colorimetric assay 
ซ่ึงเป็นสารอนุพันธ์ของ MTT มีความสามารถในการละลายได้ดีกว่าแต่อย่างไรก็ตามก็มีข้อจ ากัดเนื่องจาก
การทดสอบด้วยวิธีการดังกล่าวท าให้เซลล์ที่ถูกวัดไม่สามารถน าไปใช้ต่อได้เนื่องจากมีความเป็นพิษต่อเซลล์ 
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ปัจจุบันได้มีการพัฒนาวิธีการทดสอบด้วยการดู reduction environment ของเซลล์ด้วย Alarma 
Blue assay โดยสารที่ใช้ทดสอบคือ resazurin เมื่อถูก reduced ด้วย NADPH dehydrogenase 
จะเปลี่ยนเป็น rezorufin ซึ่งมีคุณสมบัติในการเป็น fluorescent ได้โดยท าการวัดค่า excitation ที่ 
540-570 nm และ emission ที่ 580-610 nm วิธีการนี้ได้รับความนิยมในการใช้ตรวจวัดการมีชีวิต
ของเซลล์เนื่องจาก มีความรวดเร็ว น่าเชื่อถือ ปลอดภัย ประหยัด และยังสามารถน าเซลล์ไปใช้
ในการทดสอบอ่ืนได้ต่อไป(47) 

 

2.7 การศึกษาความคงตัวของสารส าคัญในต ารับอิมัลชัน(48) 
 อิมัลชัน (emulsion) หมายถึง ผลิตภัณฑ์รูปแบบหนึ่งที่ประกอบด้วยของเหลว 2 ชนิดที่
ไม่เข้ากันมาผสมกันได้โดยการใช้ตัวท าอิมัลชัน (emulsifier) เมื่อเราส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์เราจะ
พบว่าสารผสมมีหยดเล็ก ๆ ของสารหนึ่งแทรกตัวอยู่ในอีกสารหนึ่งซึ่งสารที่อยู่ภายในเรียกว่า วัฏภาค
ภายใน และสารที่ถูกวัฏภาคภายในกระจายตัวเรียกว่า วัฏภาคภายนอก ซึ่งวัฏภาคภายในสามารถมีได้
หลายขนาด ขนาดของวัฏภาคจะเป็นตัวก าหนดให้มีการมองเห็นลักษณะของอิมัลชันแตกต่างกันตาม
ขนาดและการกระจายแสงของอิมัลชัน อิมัลชันที่มีวัฏภาคภายในขนาดเล็กจะมองเห็นเป็นลักษณะใส 
ในขณะที่วัฏภาคท่ีมีขนาดใหญ่กว่า 1.00 ไมครอนจะมองเห็นเป็นสีขาวขุ่นทึบ  
 การแบ่งลักษณะอิมัลชัน สามารถแบ่งได้หลายลักษณะดังนี  
 1. แบ่งตามลักษณะภายนอกท่ีมองเห็นแบ่งออกเป็น 2 ชนิด ได้แก่ แมคโครอิมัลชัน มีลักษณะ
ขุ่นขาวมีขนาดอนุภาคภายในตั้งแต่ 0.25 – 10 ไมครอน (โดยทั่วไปใหญ่กว่า 1 ไมครอน) ท าให้มี   
การกระจายแสงมองเห็นเป็นสีขุ่นขาว แมคโครอิมัลชันเป็นอิมัลชันที่พบมากที่สุดในอุตสหกรรมยาและ
เครื่องส าอาง เช่น ครีมกันแดด ครีมรักษาโรคผิวหนัง โลชั่นทาผิว และอีกชนิด ได้แก่ ไมโครอิมัลชัน 
ชนิดนี้มีวัฏภาคภายในขนาดเล็ก 10-75 นาโนเมตร ท าให้ไม่หักเหหรือกระจายแสงจึงมองเห็นลักษณะ
โปร่งใส 
 2. แบ่งตามชนิดของของเหลวที่เป็นวัฏภาคภายในและวัฏภาคภายนอก สามารถแบ่งได้ 3 ชนิด 
ได้แก่ อิมัลชันชนิดน้ าในน้ ามัน (W/O emulsion) อิมัลชันชนิดนี้มีวัฏภาคภายในเป็นน้ าวัฏภาคภายนอก
เป็นน้ ามัน ชนิดต่อมาได้แก่อิมัลชันชนิดน้ ามันในน้ า (O/W emulsion) อิมัลชันชนิดนี้จะมีวัฏภาคภายใน
เป็นน้ ามันและวัฏภาคภายนอกเป็นน้ า ชนิดนี้เป็นชนิดที่มีความนิยมมากเนื่องจากเหนอะหนะน้อย  
ทาแล้วกระจายตัวดีและล้างออกง่าย สุดท้ายอิมัลชันเชิงซ้อน (multiple emulsion) อิมัลชัน
ชนิดนี้มีวัฏภาคภายในซ้อนกันอยู่อาจเป็นของเหลวต่างชนิดกัน เช่น W/O/W หรือ O/W/O 
 3. แบ่งตามความหนืดแบ่งเป็น 2 ชนิดคือ ชนิดที่มีความหนืดต่ าได้แก่ โลชั่น เนื่องจาก
มีวัฏภาคภายนอกในปริมาณสูงวัฏภาคภายในไม่เกิน 35% และอีกชนิดคือชนิดที่มีความหนืดสูง
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ได้แก่ ครีม คือมีวัฏภาคภายในสูงกว่า 35-75% โดยมีสารประกอบพวกสารไขแข็งและ ไขมันประกอบ
อยู่หรืออาจใช้สารเพิ่มเนื้อครีมหรอืสารเพ่ิมความหนืด โดยที่ครีมจะมีความหนืดมากกว่าโลชั่น 

 การประเมินคุณภาพอีมัลชันทางเครื่องส าอาง (Evaluation of Cosmetic Emulsions) 
 อิมัลชันทางเครื่องส าอางที่ผลิตขึ้นก่อนน าออกไปจ าหน่าย มีความจ าเป็นอย่างยิ่งที่จะต้องท า
การประเมินคุณภาพก่อนน าไปสู่ผู้บริโภค เพ่ือให้มีความมั่นใจในคุณภาพและความปลอดภัยต่อผู้ใช้ 
การประเมินคุณภาพของอิมัลชันทางเครื่องส าอางจะต้องมีการทดสอบในทุกด้านได้แก่ 
 1. การทดสอบในห้องปฏิบัติการ (Laboratory test) เป็นการประเมินเบื้องต้นถึงมาตรฐาน
ของเครื่องส าอางเป็นไปตามหลักเกณฑ์หรือไม่ โดยการตรวจวิเคราะห์ ทางกายภาพ ทางเคมี ทาง
จุลชีววิทยาและทดสอบด้านประสาทสัมผัส 
 2. การทดสอบคุณภาพด้านการใช้ของผลิตภัณฑ์ (Performance test) เพ่ือประเมินถึง
เครื่องส าอางให้ผลการใช้ตามวัตถุประสงค์หรือไม่ โดยการให้อาสาสมัครทดลองใช้ผลิตภัณฑ์ และ
ท าการประเมินผลการใช้ 
 3. การทดสอบผลต่อร่างกาย (Physiological test) ขั้นตอนนี้มีความส าคัญอย่างมาก
เนื่องจากสารที่ใช้ในการผลิตอิมัลชัน เช่น สารลดแรงตึงผิว น้ าหอม หรือสารอ่ืน ๆ อาจท าให้เกิด
อันตราย เกิดการแพ้หรือระคายเคืองได้ท าให้ผลิตภัณฑ์ไม่ปลอดภัยในการใช้งาน จึงจ าเป็นที่จะต้องมี
การประเมินผลการเกิดความเป็นพิษ การก่อการแพ้หรือการระคายเคือง 
 4. การทดสอบด้านความคงสภาพของผลิตภัณฑ์ (Stability test) การทดสอบความคงสภาพ
ของอิมัลชันเป็นสิ่งส าคัญที่ต้องท าเพ่ือให้ผลิตภัณฑ์นั้นเป็นที่ยอมรับและสร้างความน่าเชื่อถือเนื่องจาก
ผลิตภัณฑ์ที่ดีจะต้องคงสภาพได้นาน ผลิตภัณฑ์อาจมีลักษณะเปลี่ยนแปลงไปโดยปัจจัยต่าง ๆ เช่น 
อุณหภูมิ แสงแดด การขนส่ง ส่งผลให้ผลิตภัณฑ์เปลี่ยนแปลงไปเช่น เกิดการตกตะกอน การเปลี่ยนแปลงสี 
กลิ่นหรือการแห้งของเนื้อครีม ตลอดจนเชื้อจุลินทรีย์อาจปะปน เป็นต้น 

 ความคงสภาพของอีมัลชันทางเครื่องส าอาง 
 อิมัลชันเป็นระบบที่ไม่คงตัวทางเทอร์โมไดนามิกส์สามารถเปลี่ยนแปลงสภาพได้ตลอดเวลา 
ดังนั้นการทดสอบคุณสมบัติทางกายภาพและทางกายภาพเคมีเช่น การวัดขนาดและการกระจาย
ขนาดของอนุภาค การวัดความหนืดและคุณสมบัติการไหลหรือการสังเกตการณ์เปลี่ยนแปลง  
เช่น การแยกชั้น การตกตะกอน การเปลี่ยนสี เปลี่ยนกลิ่น การแห้งของเนื้อครีมจะสามารถท านาย
ความไม่คงสภาพของอิมัลชันได้ การทดสอบความคงสภาพของอิมัลชันระหว่างการเก็บรักษาก่อนถึงมือ
ผู้ใช้ในทางปฏิบัติอิมัลชันควรมี shelf life ไม่ต่ ากว่า 2 ปี แต่การเก็บรักษาเพ่ือทดสอบเป็นระยะเวลา 
2 ปีนั้นเป็นวิธีที่ไม่สะดวกจึงมีการใช้วิธีทดสอบด้วยวิธีเร่ง (accelerated storage test) ซ่ึงเป็นการทดสอบ
ที่ใช้ระยะเวลาสั้นสามารถใช้ในการคาดคะเนความคงตัวของอิมัลชันได้ 
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 การทดสอบความคงสภาพแบบเร่ง (accelerated storage test) 
การศึกษาความคงสภาพโดยการเร่งการสลายตัวของอิมัลชันให้เร็วขึ้นโดยการเพ่ิมอุณหภูมิแสง 
ความชื้นสัมพัทธ์ สามารถย่นระยะเวลาในการศึกษาได้ สามารถน ามาใช้ในการคัดเลือกต ารับ 
คาดคะเนวันสิ้นอายุ อิทธิพลขององค์ประกอบต่าง ๆ ต่อความคงสภาพของผลิตภัณฑ์ เป็นต้น 
โดยการทดสอบแบบเร่งสามารถเลือกใช้วิธีได้หลายวิธี ขึ้นกับความแตกต่างของชนิดอิมัลชันและ
ความเหมาะสมในการทดสอบ วิธีการทดสอบโดยการเร่งมีดังนี้ 
 1. การเร่งโดยอุณหภูมิ อุณหภูมิเป็นปัจจัยส าคัญท่ีส่งผลในการเร่งการสลายตัวของสารเคมีใน
ต ารับผลิตภัณฑ์การเร่งการสลายตัวของอิมัลชันด้วยอุณหภูมิสูงอาจท าให้ค่า HLB ของระบบ
เปลี่ยนแปลงไปอาจท าให้เกิดการแยกชั้นหรือกลับวัตภาคจึงใช้คาดคะเนความคงสภาพที่อุณหภูมิห้อง
ได้ยาก แต่อย่างไรก็ตามอิมัลชันที่ทนความร้อนได้ดีก็สามารถทนต่ออุณหภูมิห้องได้ดีด้วยเช่นกัน 
อุณหภูมิที่นิยมใช้คือระหว่าง 37-45°C  ในช่วงระยะเวลา 1 ถึง 3 เดือน จากนั้นน ามาประเมินผล
ตรวจสอบคุณสมบัติทางกายภาพ เช่น ดูการแยกชั ้น การเปลี ่ยนสี กลิ ่น การตกตะกอน และ
คุณสมบัติทางกายภาพเคมี เช่น วัดพีเอช ความหนืด คุณสมบัติการไหล วัดขนาดและการกระจาย
ขนาดอนุภาค การเร่งการสลายตัวนอกจากการใช้อุณหภูมิสูงในการเร่งแล้วยังสามารถใช้อุณหภูมิต่ า
ระหว่าง 2-8 °C  เนื่องจากอิมัลชันที่เก็บไว้ที่เย็นอาจเกิดการแยกชั้นเนื่องจากตัวท าอิมัลชันหรือ wax จะ
ตกตะกอนที่อุณหภูมิต่ า น้ าในต ารับจะกลายเป็นน้ าแข็งเกิดเป็นเกล็ดโตขึ้นสามารถแยกชั้นออกจาก
น้ ามันได้จึงเป็นการเร่งการสลายตัวของอิมัลชันเช่นกัน นอกจากนี้ยังมีวิธีที่นิยมและย่นระยะเวลา
ในการทดสอบโดยการใช้อุณหภูมิต่ าสลับสูง ท าได้ 2 วิธีคือ 
 (a) Heating cooling cycle โดยการเก็บอิมัลชันในตู้เย็น (4 °C) นาน 48 ชั่วโมง จากนั้น
น ามาเข้าตู้อบที่ 45 °C อีก 48 ชั่วโมง นับเป็น 1 รอบ ท าการทดสอบรวมทั้งสิ้น 6-8 รอบ น าอิมัลชัน
มาประเมินผล 
 (b) Freeze-Thaw cycle โดยการเก็บอิมัลชันในช่องแข็งที่อุณหภูมิ -20 °C นาน 48 ชั่วโมง 
จากนั้นน ามาเข้าตู้อบที่ 25 °C นาน 48 ชั่วโมงเช่นกัน นับเป็น 1 รอบ ท าการทดสอบ 6-8 รอบ 
น าอิมัลชันมาประเมิน 
 2. การเร่งโดยแสง พลังงานแสงอาจเร่งให้ผลิตภัณฑ์เกิดการซีดจาง เปลี่ยนสี กลิ่น หรือ
เกิดปฏิกิริยาเคมีบางชนิดท าให้อิมัลชันมีลักษณะเปลี่ยนไปจึงควรทดสอบความคงสภาพต่อแสง โดย
น าผลิตภัณฑ์ใส่ภาชนะที่กันฝนและน้ าค้างได้ น าอิมัลชันกลุ่มแรกไปตากแดดนาน 1 สัปดาห์ อีกกลุ่ม
ตั้งไว้ริมหน้าต่าง 3 เดือน อีกกลุ่มเก็บไว้ที่อุณหภูมิห้องและพ้นแสงใช้เป็นตัวเปรียบเทียบ (control) 
จากนั้นน ามาประเมินผลว่ามีการเปลี่ยนแปลงหรือไม่ นอกจากนี้ยังสามารถใช้แสงแดดเทียมโดย
หลอดไฟในการเร่งการสลายตัว โดยต่อหลอดไฟให้เป็นแถวให้แสงผ่านกระจกเพ่ือดูดความร้อนก่อน
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จะถูกผลิตภัณฑ์หรือใช้หลอดไฟฟลูออเรสเซนต์ 1860 วัตต์ วางห่างตัวอย่างที่จะทดสอบ 3 ฟุต จะได้
ความเข้มของแสง 110 แรงทียน คิดเป็นประมาณ 20 เท่าของแสงที่พบในห้องเก็บยาหรือชั้นวาง
สินค้าจ าหน่ายทั่วไป 
 3) การเร่งด้วยแรงโน้มถ่วงโลก อาจท าได้โดยการปั่นเหวี่ยง (centrifuge) หรือเขย่า (shake) 
การปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็วสูงจะเร่งการตกตะกอนของอิมัลชันได้ตาม Stoke’s equation โดย
การปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วพอสมควรเช่นที่ 3750 รอบต่อนาที รัศมี 10 ซม. นาน 5 ชั่วโมง จะพอเทียบ
กับการตั้งทิ้งไว้ 1 ปี และการเขย่าหรือกวนจะส่งผลให้อนุภาคในอิมัลชันชนกันมากขึ้นและเป็นการลด
ความหนืดจึงเป็นการเร่งการรวมตัวของหยดน้ ามัน สามารถท าได้โดยการแกว่งอิมัลชันไป -มา 
โดยปรกติแล้วอิมัลชันควรจะคงสภาพเดิมเมื่อถูกแกว่งไปมา 60 ครั้งต่อนาทีที่อุณหภูมิห้องและที่ 45°C 
 แนวทางปฏิบัติที่ เป็นที่ยอมรับส าหรับการท านายอายุหรือความคงสภาพของอิมัลชัน 
(Practical Recommendation for Shelf Life Prediction) พร้อมเกณฑ์ตัดสินดังนี  
 1. อิมัลชันควรต้องคงสภาพหรือไม่เปลี่ยนแปลง อย่างน้อย 60-90 วัน ที่ 45°C หรือ 50 °C  
หรือ 37 °C นาน 5-6 เดือน และนาน 12-18 เดือน ที่อุณหภูมิห้อง 
 2. ไม่พบข้อสังเกต (sing) ที่มองเห็นได้ว่าเปลี่ยนแปลงหรือแยกชั้นภายหลังการเก็บเพ่ือ
ทดสอบที่ 4 °C นาน 1 เดือน หรือ freeze – thaw cycle (-20°C สลับกับ +25°C) จ านวน 2-3 รอบ 
หรือ heating – cooling cycle (ในตู้เย็น สลับกับที่ 45°C) จ านวน 6-8 รอบ 
 3. ไม่พบการแยกชั้นภายหลังการปั่นเหวี่ยงที่ 2000-3000 รอบต่อนาทีที่อุณหภูมิห้องหรือ
การเขย่าในเครื่องเขย่า ที่มีความเร็ว 60 รอบต่อนาที นาน 24-48 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิห้องและที่
อุณหภูมิ 45 °C 
    

 



 

บทที่ 3 
ระเบียบวิธีวิจัย 

 
 งานวิจัยนี้เพ่ือท าการเตรียมสารสกัดไข่น้ าและทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพได้แก่ ฤทธิ์การต้าน
อนุมูลอิสระ ฤทธิ์การต้านการอักเสบ ทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ไฟโบรบลาสต์ของสารสกัดไข่น้ า
และประเมินความคงตัวของสารสกัดไข่น้ าในต ารับครีม โดยการวิจัยครั้งนี้เริ่มจากการสกัดสารส าคัญ
ไข่น้ าด้วยวิธีการหมัก น าสารสกัดมาตรวจสอบองค์ประกอบสารส าคัญด้วยเทคนิครงคเลขผิวบาง
ท าการแยกสารให้มีความบริสุทธิ์ด้วยวิธีการคอลัมน์โครมาโทกราฟี ตรวจสอบโครงสร้างของสารส าคัญ
ด้วยเทคนิคอินฟาเรดสเปกโตรสโกปีและนิวเคลียร์แมกเนติคเรโซแนนซ์สเปกโตรสโกปี จากนั้นจึงท า
การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดไข่น้ าและประเมินความคงตัวของสารสกัดไข่น้ าในต ารับครีม 
โดยท าการทดสอบความคงตัวที่อุณหภูมิแวดล้อมและอุณหภูมิ 45 ºC เป็นระยะเวลาทั้งหมด 90 วัน 
 
3.1 เครื่องมือ อุปกรณ์ และสารเคมี 

3.1.1 เครื่องมือและอุปกรณ์                                       
1) เครื่องยูวีวิสิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (UV-VIS spectrophotometer SHIMADZU, 

UV-1800) 
2) เครื่องนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโตรมิ เตอร์  (nuclear magnetic 

resonance spectrometer, Bruker, Avance III 400) 
3) เครื ่องอินฟาเรดสเปกโตรสโกปี (fourier transform infrared spectroscopy; 

FT-IR, รุ่น spectrum 100, Perkin Elmer®, USA) 
4) เ ค รื่ อ ง เ ข ย่ า ส า รด้ ว ยค ลื่ น ค ว า มถี่ สู ง  (ultrasonic bath 40 Hertz (Hz), 

Branson®2510, USA) 
5) เครื่องกลั่นระเหยระบบสุญญากาศแบบหมุน (rotary evaporator, BUCHI, 

V-700, Switzerland) 
6) ตู้อบลมร้อน (hot air oven) (WTB binder, Tuttlingen, Germany) 
7) ตู้แช่แข็ง (freezer) 
8) ตู้เย็น (refrigerator) 
9) ชุดตู้มืดภายใต้แสงยูวี (UV viewing cabinet) (Camag, Switzerland) 
10) เครื่องวัดความหนืด (viscometer) (Bookfield, Model DV-II+) 
11) เครื่องวัดกรด-ด่าง (pH meter) (SCHOTT, model CG842) 
12) เครื่องชั่ง 4 ต าแหน่ง (Mettler®, USA) 
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13) TLC plate silica gel 60F254 (MERCK, Germany) 
14) ไมโครไปเปต (micropipette) 
15) คอลัมน์ (glass chromatography columns) 
16) บีกเกอร์ (beaker) ขนาด 50, 100, 250, 500, 1000 มิลลิลิตร 
17) ขวดปรับปริมาตร (volumetric flask) 
18) กระบอกตวง (cylinder) 
19) ขวดก้นกลม (round bottom flask) 
20) กรวยกรอง (funnel) 
21) หลอดทดลอง (test tube) 
22) ที่วางหลอดทดลอง (rack) 
23) แท่งแก้วคนสาร (stirring rod) 
24) กระดาษกรอง (filter paper, Whatman NO.1) 
25) แผ่นอลูมิเนียมฟอยล์ (aluminum Foil) 
26) TLC chamber (Altech, Thailand) 
27) หลอดหยด (dropper) 
28) ส าลี  

3.1.2 วัตถุดิบและสารเคมี                                       
1) ไข่น้ า (Wolffia globosa) 
2) Ethanol (Merck, Germany) 
3) Dichloromethane (Fisher scientific, UK) 
4) β-sitosterol ≥70% (Sigma, France) 
5) Stigmasterol 95% (Sigma, Switzerland) 
6) Acetone (VWR international S.A.S, France) 
7) Hexane (J.T.Baker, USA) 
8) Ethyl acetate (J.T.Baker, USA) 
9) Chloroform (VWR international S.A.S, France) 
10) Methanol (Merck, Germany) 
11) Sulfuric acid 98% (RCI Labscan Ltd.) 
12) Vanillin 99% (Sigma, Germany) 
13) DPPH 95% (Sigma-Aldrich, Germany) 
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3.2 วิธีด าเนินการวิจัย 
 3.2.1 การเตรียมสารสกัดไข่น  า 

1) ซื้อไข่น้ าสดจ านวน 10 กิโลกรัมจากแหล่งเพาะเลี้ยง อ.สันทราย จ.เชียงใหม่  
2) น าไข่น้ าสดมาล้างน้ าให้สะอาดและตากแดดให้แห้ง  
3) บดไข่น้ าแห้งด้วยโกร่งให้ละเอียดก่อนน าไปท าการหมัก 
4) หมักไข่น้ าด้วยตัวท าละลายเอทานอลในภาชนะท่ีปิดสนิท หมักท้ิงไว้ 24 ชั่วโมง  
5) กรองสารสกัดไข่น้ าและท าการหมักกากไข่น้ าซ้ าด้วยเอทานอล ท าซ้ าจนสารสกัดที่

ได้มลีักษณะของสีเขียวจางลง 
6) รวบรวมสารละลายของสารสกัดไข่น้ าที่ ได้ทั้งหมดกรองด้วยกระดาษกรอง 

(whatman NO.1) 
7) น าสารสกัดที่ได้ไประเหยตัวท าละลายด้วยเครื่องกลั่นระเหยระบบสุญญากาศแบบ

หมุน (rotary evaporator) ที่อุณหภูมิ 40-45 ºC ความเร็วรอบ 50 รอบต่อนาที (ภาพที่ 3) 
8) น าสารสกัดหยาบที่ได้ชั่งน้ าหนักค านวณหา % yield และเก็บสารสกัดหยาบไว้ที่

อุณภูมิ 4 ºC เพ่ือใช้ในขั้นตอนวิเคราะห์ต่อไป 
% yield = (น้ าหนักสารสกัดท่ีได้ / น้ าหนักไข่น้ าแห้งหรือน้ าหนักสดที่ใช้ในการสกัด) x 100 

 
ภาพที่ 3   การแยกตัวท าละลายเอทานอลออกจากสารสกัดไข่น้ าด้วยเครื่องกลั่นระเหยระบบ
สูญญากาศแบบหมุน (rotary evaporator) 
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 3.2.2 การตรวจวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดหยาบ  
1) การตรวจสอบสารกลุ่มสเตอรอลโดยใช้ silica gel 60 F254 plates เป็นวัฏภาคคงที่

และวัฏภาคเคลื่อนที่ใช้ toluene : diethyl ether ในอัตราส่วน 40:40 และ acetone : hexane ใน
อัตราส่วน 10:30 เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน β-sitosterol และ stigmasterol โดยเตรียมการทดสอบ
ดังนี้ 

1.1) เตรียมสารละลายมาตรฐาน β-sitosterol และ stigmasterol ความเข้มข้น 
1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรในตัวท าละลายไดคลอโรมีเทน  

1.2) เตรียมสารละลายสารสกัดไข่น้ าเข้มข้น 10% ในตัวท าละลายเอทานอล 
1.3) spot สารละลายมาตรฐานจ านวน 3 ไมโครลิตร และ สารละลายสารสกัด

ไข่น้ าจ านวน 5 ไมโครลิตร ลงบนแผ่น TLC โดยห่างจากปลายด้านล่าง 1 เซนติเมตร 
1.4) น าแผ่น TLC ใส่ลงไปในแทง้ค์ท่ีอ่ิมตัวด้วยไอของตัวท าละลาย 
1.5) รอจนสารเคลื่อนที่มาถึงปลายด้านบนของแผ่น TLC โดยห่างออกมา 1 เซนติเมตร 

น าแผ่น TLC ออกมา เขียนต าแหน่ง solvent front จากนั้นทิ้งไว้ให้แห้ง 5 นาท ี
1.6) ตรวจสอบสารโดยพ่นสารทดสอบ 5% sulfuric acid ในตัวท าละลายเอทานอล

ให้ทั่วทั้งแผ่น TLC ทิ้งไว้ 2-3 นาที จากนั้นท าการพ่น 1% vanillin ในตัวท าละลายเอทานอลให้ทั่วทั้ง
แผ่น TLC ทิ้ง 2-3 นาที น าแผ่น TLC ไปอบท่ี 100 °C เป็นเวลา 15 นาที  

2) การตรวจสอบสารกลุ่มฟีนอลิกโดยใช้ silica gel 60 F254 plates เป็นวัฏภาคคงที่
และใช้วัฏภาคเคลื่อนที่เป็น chloroform : methanol : formic acid อัตราส่วน 85:15:1เปรียบเทียบ
กับสารมาตรฐาน ferulic acid, coumaric acid และ caffeic acid วิธีการทดสอบดังนี้ 

2.1) เตรียมสารละลายมาตรฐาน ferulic acid, coumaric acid และ caffeic acid 
ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรในตัวท าละลายเอทานอล  

2.2) เตรียมสารละลายสารสกัดไข่น้ าเข้มข้น 10% ในตัวท าละลายเอทานอล 
2.3) spot สารละลายมาตรฐานจ านวน 3 ไมโครลิตร และ สารละลายสารสกัด

ไข่น้ าจ านวน 5 ไมโครลิตร ลงบนแผ่น TLC โดยห่างจากปลายด้านล่าง 1 เซนติเมตร 
2.4) น าแผ่น TLC ใส่ลงไปในแท้งค์ท่ีอ่ิมตัวด้วยไอของตัวท าละลาย 
2.5) รอจนสารเคลื่อนที่มาถึงปลายด้านบนของแผ่น TLC โดยห่างออกมา 1 เซนติเมตร 

น าแผ่น TLC ออกมา เขียนต าแหน่ง solvent front จากนั้นทิ้งไว้ให้แห้ง 5 นาท ี
2.6) น าแผ่น TLC ไปตรวจภายใต้รังสียูวีที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร และ 366 

นาโนเมตร  
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 3.2.3 การแยกสารสกัดโดยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟี (Column Chromatography) 
น าสารสกัดหยาบที่ได้จากข้อ 3.2.1 มาแยกด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีดังนี้ 
1) เตรียมคอลัมน์แก้วขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 5 เซนติเมตร สูง 45 เซนติเมตร ใส่ส าลี

ตรงปลายคอลัมน์ 
2) เตรียมซิลิกาเจลขนาด 0.04-0.06 mesh จ านวน 300 กรัม เติมเฮกเซนจ านวน 

700 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันจนมีลักษณะเป็นเนื้อเดียวกัน  
3) เทซิลิกาเจลที่อ่ิมตัวลงผ่านแท่งแก้วลงไปยังคอลัมน์อย่างรวดเร็วพร้อมไขให้ตัวท า

ละลายไหลผ่านลงไป  
4) เติมเฮกเซนลงในยังคอลัมน์อย่างต่อเนื่องจนกระทั่งซิลิกาเจลมีระดับคงที่จากนั้นจึง

ปิดก๊อกโดยให้ระดับของเฮกเซนอยู่เหนือซิลิกาเจลประมาณ 1 เซนติเมตร (ภาพที่ 4) 
5) น าสารสกัดไข่น้ า 10 กรัม ละลายด้วยเฮกเซน 20 มิลลิลิตร คนให้ละลายตั้งทิ้งไว้ 

30 นาที ท าการกรองแยกตะกอนสีขาว (WP1) 
6) น าสารสกัดที่ละลายเฮกเซนที่ได้จากการกรองค่อย ๆ หยดลงขอบของคอลัมน์ เพ่ือลด

การรบกวนผิวหน้าของซิลิกาเจล เปิดก๊อกให้สารสกัดซึมผ่านลงบนผิวหน้าซิลิกาเจล  ชะด้วยระบบ
ตัวท าละลายแบบ gradient elution โดยใช้สารทั้งหมดดังนี้ เฮกเซน 9,000 มิลลิลิตร ไดคลอโรมีเทน 
1,500 มิลลิลิตร เอทิลอะซิเตท 2,000 มิลลิลิตร และเมทานอล 2,000 มิลลิลิตร ตามล าดับ 

7) เก็บสารที่ออกจากคอลัมน์ด้วยขวดรูปชมพู่ครั้งละ 200 มิลลิลิตร/ขวด ตรวจสอบ
สารด้วยเทคนิค TLC เพ่ือรวมสารให้อยู่ในกลุ่มเดียวกันโดยพิจารณาจากค่า Rf จากนั้นท าการระเหย
ตัวท าละลายออกด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศ 
 
ภาพที่ 4   การเตรียมคอลัมน์โครมาโทกราฟี 
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 3.2.4 การตรวจสอบโครงสร้างของสารด้วยอินฟาเรดสเปกโตรสโกปีและนิวเคลียร์
แมกเนติคเรโซแนนซ์สเปกโตรสโกปี 

1) วิเคราะห์หมู่ฟังก์ชันของสารในแฟรกชั่นที่ 2 ที่ได้จากคอลัมน์โครมาโทกราฟีด้วย
เครื่อง Fourier transform infrared spectrometer (FT-IR) โดยน าสารแฟรกชั่นที่ 2 บดให้ละเอียด
วางตัวอย่างบน diamond crystal plate ของ universal ATR accessory (UATR) เปิดโปรแกรม
ส าหรับวัด IR ท าการ scan background และตั้งโปรแกรมเครื่องโดยตั้งค่าการแสกนที่เลขคลื่น 
(wave number) 400-4000 cm-1 เครื่องมอืจะท าการวัดผลและบันทึกผล  

2) วิเคราะห์หาโครงสร้างของสารในแฟรกชั่นที่ 2 ที่ได้จากคอลัมน์โครมาโทกราฟีด้วย
เครื่องนิวเคลียร์แมกเนติคเรโซแนนซ์สเปกโตรสโกปี ชนิด 1H-NMR spectroscopy โดยละลาย
ตัวอย่างด้วยตัวท าละลายดิวเทอเรียม คลอโรฟอร์ม (deuterated chloroform : CDCl3) วิเคราะห์ 
1H-NMR ที่ความถ่ี 400 เมกกะเฮิร์ตซ์ โดยใช้ tetramethylsilane เป็นสารอ้างอิง 
 3.2.5 การศึกษาความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดไข่น  าด้วยวิธี                            
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) Assay  

การศึกษาความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH ดัดแปลงจากวิธีที่รายงานโดย 
Alhakmani et al. (2013 : 623-627)(49) ดังนี้   

1) เตรียมสารละลาย DPPH ที่ความเข้มข้น 0.1 mM สารละลายมาตรฐาน ascorbic 
acid ที่ความเข้มข้น 0.05 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร สารสกัดหยาบ แฟรกชั่น 1-4 และตะกอน (WF1) 
ที่ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรในสารละลายเอทานอล 80%  

2) ท าการทดสอบโดยใช้สารทดสอบจ านวน 0.2-1.0 มิลลิลิตร เติมสารละลาย DPPH 
จ านวน 2 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรให้ครบ 3 มิลลิลิตร ด้วยสารละลาย 80% เอทานอล ผสมให้เข้ากัน
ทิ้งไว้ในที่มืด 30 นาที 

3) วัดค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายที่เตรียมได้ที่ความยาวคลื่น 515 นาโนเมตร 
ท าการวัดตัวอย่างละ 3 ครั้ง ใช้สารละลายเอทานอล 80% แทนสารทดสอบในหลอดควบคุม  

4) น าค่าการดูดกลืนแสงที่ได้มาค านวณหาค่าเปอร์เซ็นต์การยับยั้งอนุมูลอิสระ (% 
inhibition) และสร้างกราฟเส้นตรงระหว่างความเข้มข้นของสารที่ท าการทดสอบ (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) กับ
เปอร์เซ็นต์การยับยั้งอนุมูลอิสระของสารทดสอบ เพ่ือน าสมการเส้นตรงที่ได้มาค านวณความสามารถใน
การยบัยั้งอนุมูลอิสระ DPPH ที่ 50 เปอร์เซ็นต์ (IC50)  

5) ท าการทดสอบซ้ าตามขั้นตอนโดยใช้ส่วนของตะกอน (WP1) เตรียมสารละลายให้มี
ความเข้มข้น 25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ใช้สารทดสอบจ านวน 0.1-0.5 มิลลิลิตร ผสมกับ DPPH 
จ านวน 2.5 มิลลิลิตร ปรับปริมาณให้ครบ 3 มิลลิลิตร แล้วท าการตรวจวัดตามข้ันตอน 
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การค านวณเปอร์เซ็นต์การยับยั้งอนุมูลอิสระ (% inhibition) ดังนี้ 
% inhibition = (Ac – As)/Ac x 100             

โดยที่ Ac = ค่าการดูดกลืนแสงของหลอดควบคุม 
           As = ค่าการดูดกลืนแสงของสารมาตรฐานหรือสารตัวอย่าง 

 3.2.6 การทดสอบฤทธิ์ต้ านการอักเสบของสารสกัดไข่น  าด้วยวิธียับยั งการสร้าง             
ไนตริกออกไซด์ (Nitric oxide assay) 

วิธีการทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบ ดัดแปลงจากวิธีการที่รายงานโดย Torres-
Rodríquez et al. (2016 : 266-274)(50) มีข้ันตอนดังนี้  

1) เพาะเลี้ยงเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 ในอาหารเลี้ยงเซลล์ Dulbecco’s 
Modified Eagle Medium (DMEM) ที่อุณหภูมิ 37 ºC ในตู้บ่มเซลล์ชนิดที่มีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 
5%  

2) น าเซลล์ที่มีการเจริญเติบโตในช่วง logarithmic มาแบ่งเพาะเลี้ยงในถาดหลุม 
จ านวนหลุมละ 2x105 เซลล์ เป็นระยะเวลา 48 ชั่วโมง  

3) กระตุ้นเซลล์ให้มีการสร้างไนตริกออกไซด์ด้วย lipopolysaccharide (LPS) ที่
ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

4) เติมสารสกัดไข่น้ า (แฟรกชั่นที่ 1 และ 2 ผสมกัน (BSS) ) ที่ผ่านการท าให้ไร้เชื้อ ที่
ความเข้มข้น 0.1, 1, 10, 100, 1000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยใช้ triamcinolone acetonide 
เป็น positive control จากนั้นบ่มเซลล์ไว้เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง 

5) ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์จ านวน 100 ไมโครลิตร เติมสารละลาย Griess reagent (1% 
sulfanilamide แ ล ะ  0.1% N-(1-naphthyl)ethylenediamine-dihydrochloride ใ น 2.5% 
phosphoric acid) บ่มทิ้งไว้ 5 นาทีที่อุณหภูมิห้อง 

6) น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร น าค่าที่ได้ไปค านวณ
เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการสร้างไนตริกออกไซด์ 
 3.2.7 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์เพาะเลี ยงไฟโบรบลาสต์ 

วิธีการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์เพาะเลี้ยง ดัดแปลงจากวิธีการที่รายงานโดย 
O'Brien J et al. (2000 : 5421-5426)(51) มีข้ันตอนดังนี้  

1) ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ human dermal fibroblast (HDFn) ในอาหารเลี้ยงเซลล์ 
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) ในภาชนะเลี้ยงเซลล์ (tissue culture flask) บ่ม
เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 ºC ในตู้บ่มเซลล์ชนิดที่มีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5% เป็นเวลา 2-3 วัน 
ให้เซลล์มีการเจริญเติบโตในช่วง logarithmic  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=O%27Brien%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10951200
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2) น าเซลล์ที่ความเข้มข้น 3x104 เซลล์ต่อมิลลิลิตร เพาะเลี้ยงใน 96-well plate 
หลุมละ 200 ไมโครลิตรและใช้ DMEM เพียงอย่างเดียวเป็น blank น าไปเพาะเลี้ยงในตู้บ่มเซลล์ 
48 ชั่วโมง 

3) ดูดสารอาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้ง เติมสารสกัดไข่น้ าที่ความเข้มข้นต่าง ๆ หรือ ellipticine 
เป็น positive control จากนั้นน าไปเพาะเลี้ยงในตู้บ่ม 24 ชั่วโมง  

4) เติม resazurin ที่ความเข้มข้น 125 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จ านวนหลุมละ 50 
ไมโครลิตร ท าการเพาะเลี้ยง 4 ชั่วโมง  

5) น าไปวัดค่า fluorescence ด้วยเครื่อง fluorometer ที่ความยาวคลื่น 530 นาโน
เมตร (excitation) และ 590 นาโนเมตร (emission)  ค่าที่ได้จะถูกน าไปหักลบกับ blank ก่อนน ามา
ท าการค านวณหาค่าเปอร์เซ็นต์ความเป็นพิษต่อเซลล์ โดยเปอร์เซ็นต์ความเป็นพิษต่อเซลล์สามารถ
ค านวณได้จากสมการ ดังนี้ 

% Cytotoxicity  = [1- (FUT / FUC)] x 100 
         โดยที่  FUT =  ค่า fluorescent ของเซลล์ที่ได้รับการทดสอบด้วยสารสกัดไข่น้ า 

            FUC =  ค่า fluorescent ของเซลล์ที่ได้รับการทดสอบด้วย 1% DMSO 
         การประเมินความเป็นพิษต่อเซลล์ของค่า % Cytotoxicity สามารถประเมินได้ดังนี้ 

                            ถ้า % Cytotoxicity < 50% ผลการทดสอบ คือ ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ 
                   % Cytotoxicity ≥ 50% ผลการทดสอบ คือ  มีความเป็นพิษต่อเซลล์ 

 3.2.8 การเตรียมต ารับครีมสารสกัดไข่น  าและการคัดเลือกต ารับ 
เตรียมต ารับครีมที่มสีารสกัดไข่น้ า 1% ด้วยวิธี Beaker method จ านวน 4 สูตร ดังนี้ 
1) ท าการชั่งสารแบ่งออกเป็น 2 ส่วนคือ วัฏภาคน้ าและวัฏภาคน้ ามันของแต่ละสูตร 

ตามตารางท่ี 4 
2) ให้ความร้อนจนทั้งสองส่วนมีอุณหภูมิที ่65 °C  
3) เทส่วนของน้ ามันลงไปในส่วนของน้ าเพ่ือเตรียมครีมรูปแบบน้ ามันในน้ า (oil in water) 
4) คนต่อเนื่องจนได้เนื้อครีมและมีอุณหภูมิลดลงประมาณ 40-45 °C ท าการเติมสาร

กันเสียและสารสกัดลงไปคนให้เนื้อครีมเข้ากันและมีอุณภูมิลดลงเท่ากับอุณหภูมิห้อง การประเมิน
ลักษณะทางกายภาพ ดังนี้ 

4.1) สังเกตลักษณะทางกายภาพ ได้แก่ สี กลิ่น การแยกชั้น   
4.2) วัดค่าความเป็นกรด–ด่าง โดยใช้เครื่อง pH-meter  
4.3) วัดค่าความหนืด โดยใช้เครื่อง Brookfield viscometer  
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5) น าครีมบรรจุในกระปุกจ านวน 50 กรัม เก็บที่อุณหภูมิ 4 °Cจ านวน 48 ชั่วโมง 
จากนั้นเปลี่ยนมาเก็บที่อุณหภูมิ 45 °C จ านวน 48 ชั่วโมง นับเป็น 1 รอบท าการทดสอบทั้งหมด 6 รอบ 
จากนั้นน าครีมที่ผ่านการทดสอบมาท าการประเมินลักษณะทางกายภาพตามข้อที่ 4 บันทึกผลการทดลอง  
 3.2.9 การประเมินความคงตัวทางกายภาพและความคงตัวทางเคมีของสารสกัดหยาบ
และสารสกัดไข่น  าในต ารับครีม 

1) เตรียมครีมต ารับที่ 3 จ านวน 600 กรัม ตามวิธีการข้อ 3.2.8  
2) น าครีมใส่กระปุกปริมาณ 50 กรัม จ านวน 10 กระปุก และสารสกัดหยาบไข่น้ าใส่ใน

กระปุกปริมาณ 0.5 กรัม จ านวน 10 กระปุก  
3) น าไปเก็บที่อุณหภูมิแวดล้อม (ambient temperature) จ านวน 5 กระปุก และ 

ตู้ควบคุมอุณหภูมิและความชื้น 45 °C ± 2, 75% RH จ านวน 5 กระปุก 
4) ประเมินความคงตัวทางกายภาพของครีมไข่น้ าในวันที่ 0, 7, 15, 30, 60, 90 ดังนี้ 

4.1) ชั่งน้ าหนักของครีมไข่น้ าทีก่่อนและหลังการทดสอบ 
4.2) วัดค่าความเป็นกรด –ด่าง โดยใช้เครื่อง pH- meter  
4.3) วัดค่าความหนืด โดยใช้เครื่อง Brookfield viscometer  
4.4) สังเกตลักษณะทางกายภาพ ได้แก่ สี กลิ่น การแยกชั้น  

5) ประเมินความคงตัวทางเคมีของสารสกัดไข่น้ าในต ารับครีมและสารสกัดหยาบในวันที่ 
0, 7, 15, 30, 60, 90  โดยใช้ UV-Vis spectrophotometer ดังนี้ 

5.1) ชั่งครีมไข่น้ า 2 กรัมหรือสารสกัดหยาบ 0.01 กรัม  
5.2) เติมตัวท าละลายเอทานอลจ านวน 10 มิลลิลิตร sonicate ให้ละลาย  
5.3) กรองสารละลายด้วยกระดาษกรอง (whatman NO.1) 
5.4) ดูดสารละลายมา 1 มิลลิลิตร เติมตัวท าละลายเอทานอล 9 มิลลิลิตร 
5.5) น าไปสแกนค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 200-900 นาโนเมตร  
5.6) วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 666 และ 405 นาโนเมตร 
5.7) วิเคราะห์ผลการทดสอบด้วยสถิติ (paired t-test) 
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ตารางท่ี 4   ส่วนประกอบในต ารับครีมสารสกัดไข่น้ า 

วัฏภาค สาร ปริมาณร้อยละโดยน  าหนัก 
ต ารับที่ 1 ต ารับที่ 2 ต ารับที่ 3 ต ารับที่ 4 

น้ ามัน Cetyl alcohol 
Cetostearyl alcohol 
Tween® 20 
Isopropyl myristate 
Cetiol® HE 
Lexon® GT865 
Cyclomethicone 
Dimethicone 

2.5 
2.5 
2 
1 
1 
1 
2 
2 

3.5 
3.5 
3 
2 
2 
2 
2 
2 

4.5 
4.5 
3 
2 
2 
2 
2 
2 

5 
5 
3 
2 
2 
2 
2 
2 

น้ า Water 
Cosmedia 
Glycerine  
Propylene glycol 

82.85 
0.25 

1 
1 

76.3 
0.5 
1 
1 

74 
0.8 
1 
1 

72.8 
1 
1 
1 

สารกันเสีย Paraben concentrated 0.2 0.2 0.2 0.2 
สารสกัดไข่น้ า W. globosa extract 1 1 1 1 

  
 



 

บทที่ 4 
ผลการวิจัย 

 
4.1 ผลการเตรียมสารสกัดไข่น  า 

4.1.1 ไข่น  า 
ไข่น้ าที่ใช้ในงานวิจัยได้รับการยืนยันสายพันธุ์ชนิด Wolffia globosa (Roxb.) Hartog 

& Plas และเก็บตัวอย่างพรรณไม้อ้างอิง (voucher specimens) รหัส QBG95804 ที่หอพรรณไม้
สวนพฤกษศาสตร์สมเด็จพระนางเจ้าสิริกิติ ์

4.1.2 ผลการเตรียมสารสกัดไข่น  าด้วยวิธีการหมัก                                       
ไข่น้ าสดจ านวน 10 กิโลกรัมหลังจากตากแดดจนแห้งสนิทใช้เวลาทั้งหมด 48 ชั่วโมง 

จะได้ไข่น้ าแห้ง 672.15 กรัม คิดเป็นร้อยละ 6.72 ของปริมาณไข่น้ าสด เมื่อน าไข่น้ าตากแห้งหมักด้วย
ตัวท าละลายเอทานอลจะได้สารละลายสีเขียวเข้มหมักจนสารสกัดที่ได้มีสีจางลงใช้เวลาในการหมัก
ทั้งหมด 30 วัน เอทานอลที่ใช้ในการหมักทั้งหมด 16 ลิตร รวบรวมสารสกัดและระเหยตัวท าละลาย
ออก ได้สารสกัดหยาบไข่น้ ามีลักษณะสารสกัดกึ่งของแข็ง ข้นเหนียว สีเขียวเข้ม มีปริมาณเท่ากับ 
82.4 กรัม คิดเป็นร้อยละ 12.25 ของไข่น้ าแห้งหรือร้อยละ 0.82 ของไข่น้ าสด  
 
ภาพที่ 5   ไข่น้ าสดก่อนตากแห้งและไข่น้ าหลังตากแห้ง 48 ชั่วโมง 

 
4.2  ผลการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดหยาบด้วยเทคนิครงคเลขผิวบาง 
 การตรวจหาองค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดไข่น้ าด้วยเทคนิครงคเลขผิวบาง โดยน าสารสกัด
ไข่น้ ามาท าการตรวจวัดเทียบกับสารมาตรฐาน ผลการทดสอบดังนี้ 
 1. ผลการตรวจหาสารกลุ่มสเตอรอลเทียบกับสารมาตรฐาน β-sitosterol และ stigmasterol 
พบว่าผลการแยกของสารสกัดหยาบที่ใช้วัฏภาคเคลื่อนที่  acetone : hexane อัตราส่วน 10:30 
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ให้ผลการแยกได้ดีกว่า toluene : diethyl ether อัตราส่วน 40:40 เนื่องจากสามารถแยกสารได้
ดีกว่าโดยมีลักษณะการแยกของแถบสารที่ชัดเจน พบแถบสารของสารสกัดไข่น้ าที่มีค่า Rf = 0.45 
ที่ต าแหน่งเดียวกันกับสารมาตรฐาน β-sitosterol และ stigmasterol โดยลักษณะของแถบสารของ 
β-sitosterol มีลักษณะสีม่วงชมพูและแถบสารของ stigmasterol มีลักษณะเป็นสีม่วงน้ าเงิน โดยที่
แถบของสารสกัดไข่น้ าที่ต าแหน่ง Rf = 0.45 มีลักษณะเป็นสีม่วงชมพูและม่วงน้ าเงินอยู่ในต าแหน่ง Rf 
เดียวกัน ดังแสดงในภาพที่ 6 
 2. ผลการตรวจหาสารฟีนอลิก เทียบกับสารมาตรฐาน ferulic acid, coumaric acid และ 
caffeic acid โดยใช้  chloroform : methanol : formic acid อัตราส่วน 85:15:1 เป็น วัฏภาค
เคลื่อนที่ ผลการทดลองพบว่าสารสกัดไข่น้ าไม่พบสาร ferulic acid (Rf=0.62), coumaric acid 
(Rf=0.55) และ caffeic acid (Rf=0.38) ดังแสดงในภาพที่ 7 
 
ภาพที่ 6  ผลการตรวจหาสารกลุ่มสเตอรอลของสารสกัดไข่น้ าก่อนสเปรย์และหลังสเปรย์ด้วยรีเอเจนต์  
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
(ก) toluene : diethyl ether ในอัตราส่วน 40:40 ภาพซ้ายแสดงผลก่อนสเปรย์รีเอเจนต์ภาพขวา
แสดงผลหลังสเปรย์ด้วยรีเอเจนต์ 
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ภาพที่ 6   (ต่อ)      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(ข) acetone : hexane ในอัตราส่วน 10:30 ภาพซ้ายแสดงผลก่อนสเปรย์รีเอเจนต์ภาพขวาแสดงผล
หลังสเปรย์ด้วยรีเอเจนต์ 
   
ภาพที่ 7   ผลการตรวจหาสารฟีนอลิก ได้แก่ ferulic acid, coumaric acid และ caffeic acid ใน
สารสกัดไข่น้ า ภายใต้รังสียูวี ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร (ซ้าย) และ 366 นาโนเมตร (ขวา) 
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4.3 ผลการแยกสารสกัดด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟี 
 ผลการแยกสารสกัดหยาบไข่น้ าด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟี พบว่าเมื่อน าสารสกัดหยาบไข่น้ า
ละลายในตัวท าละลายเฮกเซน พบส่วนของตะกอนที่ไม่ละลายเกิดขึ้น ตะกอนที่ได้มีลักษณะสีขาว (WP1) 
3.34 กรัม เป็นผงค่อนข้างละเอียด สามารถละลายได้ในสารละลาย 80% เอทานอล ในส่วนของสารละลาย
สารสกัดหยาบไข่น้ าหลังจากกรองแยกตะกอนน าไปแยกด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟี สามารถแยก
สารสกัดได้ทั้งหมด 4 แฟรกชั่น ผลการทดสอบ TLC โดยใช้วัฏภาคเคลื่อนที่คือ acetone : hexane 
(10:30) ตรวจสอบสารโดยการพ่น 5% sulfuric acid และ 1% vanillin ดังแสดงในภาพที่ 8  
 แฟรกชั่นที่ 1 (F1; 0.7 กรัม) สารละลายที่ได้มีลักษณะใส ไม่มีสี ทดสอบด้วย TLC พบว่าเป็น
สารส่วนที่แยกตัวออกมาก่อนด้านบนสุดของแผ่น TLC ให้สีม่วงและสีน้ าเงินเมื่อพ่นด้วยสารทดสอบ 
หลังจากระเหยตัวท าละลายจะได้สารที่มีลักษณะกึ่งแข็งกึ่งเหลว สีขาวเหลือง  
 แฟรกชั่นที่ 2 (F2; 0.54 กรัม) สารละลายที่ได้มีลักษณะใสไม่มีสี ทดสอบด้วย TLC พบว่าเป็น
แถบสารที่มีค่า Rf = 0.45 เท่ากับสารมาตรฐาน β-sitosterol เมื่อระเหยตัวท าละลายออกไปได้
ของแข็งสีขาว  
 แฟรกชั่นที่ 3 (F3; 1.4 กรัม) สารละลายที่ได้มีลักษณะเป็นสีเขียวน้ าตาลเข้ม ทดสอบด้วย 
TLC พบว่าเป็นแถบสารด้านล่างถัดจากแถบสารมาตรฐานลงไป เมื่อระเหยตัวท าละลายออกไปได้สาร
กึ่งแข็งก่ึงเหลว สีเขียวน้ าตาลเข้ม  
 แฟรกชั่นที่ 4 (F4; 3.18 กรัม) สารละลายที่ได้มีลักษณะเป็นสีเขียวเข้ม ทดสอบด้วย TLC 
พบว่าเป็นแถบสารด้านล่างที่มีการเคลื่อนเพียงเล็กน้อย เมื่อระเหยตัวท าละลายออกไปได้สารกึ่งแข็ง
กึ่งเหลว สีเขียวเข้ม  
 
4.4 ผลการตรวจโครงสร้างของสารสกัดไข่น  าด้วยอินฟาเรดสเปกโตรสโกปีและนิวเคลียร์
 แมกเนติคเรโซแนนซ์สเปกโตรสโกปี 
 1. ผลการตรวจหมู่ฟังก์ชันของสารสกัดไข่น  าด้วยอินฟาเรดสเปกโตรสโกปี 

ผลการตรวจวิเคราะห์หมู่ฟังก์ชันของสารสกัดแฟรกชั่นที่ 2 ด้วย Fourier transform 
infrared spectrometer ดังแสดงภาพที่ 9 ผลการวิเคราะห์เลขที่คลื่นและหมู่ฟังก์ชันแสดงในตารางที่ 5 
 2. ผลการตรวจโครงสรา้งของสารสกัดไข่น  าด้วยนิวเคลียร์แมกเนตคิเรโซแนนซ์สเปกโตรสโกป ี

ผลการตรวจโครงสร้างสารแฟรกชั่นที่ 2 ด้วย โปรตอนนิวเคลียร์แมกเนติคเรโซแนนซ์
สเปกโตรสโกปีได้สเปกตรัม (1H-NMR, ppm) ดังแสดงภาพที่ 10-12 ผลการวิเคราะห์ค่า chemical shift 
ของสัญญาณโปรตอนแสดงในตารางที่ 6 และค่า chemical shift ของโปรตอนที่เกิดขึ้นกับต าแหน่ง
ของคาร์บอนอะตอมของโครงสร้าง β-sitosterol และ stigmasterol (ภาพที่ 13) 
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ภาพที่ 8   TLC chromatogram ของสารสกัดหยาบไข่น้ า (crude) สารมาตรฐาน (β-sitosterol) 
แฟรกชั่นที่ 1-4 (F1-F4) และตะกอน (WF1) วัฏภาคเคลื่อนที่ acetone : hexane (10:30) ตรวจสอบ
สารโดยการพ่น 5% sulfuric acid และ 1% vanillin 
 
 

 
 
 
 
 

      
 
 
 
 
ภาพที่ 9   สเปคตรัมของสารในแฟรกชั่นที่ 2 จากการวิเคราะห์ด้วยเครื่อง Fourier transform 
infrared spectrometer 
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ภาพที่ 10   สเปกตรัมโปรตอนนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโตรสโกปี (1H NMR : CDCl3, 
ppm) ของสารสกัดแฟรกชั่นที่ 2 

 
ภาพที่ 11   ภาพขยายของสเปกตรัมโปรตอนนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโตรสโกปี (1H NMR 
: CDCl3, ppm) ของสารสกัดแฟรกชั่นที่ 2 
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ภาพที่ 12   ภาพขยายของสเปกตรัมโปรตอนนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโตรสโกปี (1H NMR 
: CDCl3, ppm) ของสารสกัดแฟรกชั่นที่ 2 

 
ตารางที่ 5   ผลการวิเคราะห์เลขที่คลื่น (Wavenumber) และหมู่ฟังก์ชัน (functional groups) 
ของสารสกัดแฟรกชั่นที่ 2 

เลขคลื่น (cm-1) หมู่ฟังก์ชัน 

3318.90 O-H stretching 
2936.31   aliphatic C-H stretching 

2865.07 aliphatic C-H stretching 

1635.24 C=C stretching 
1462.35 cyclic (CH2)n 

1378.29 –CH2(CH3)2 
1044.60 Cycloalkane 
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ตารางที่ 6   ผลการวิเคราะห์ค่าเคมิคัลชิฟต์ (chemical shift) ของสัญญาณโปรตอนในสารสกัด       
แฟรกชั่นที่ 2  

ต าแหน่ง ค่าเคมิคัลชิฟต ์
(δ, ppm) 

ชนิดของโปรตอน โครงสร้าง 

3 3.53 1H(m), alcohols H-C-OH 

6 5.53 1H(d), olefinic proton C=C-H 
18 0.68 3H(s), methyl proton R-CH3 

19 1.01 3H(s), methyl proton R-CH3 

21 0.93 3H(d), methyl proton R-CH3 
22 5.12 1H(dd), olefinic proton C=C-H 

23 5.02 1H(dd), olefinic proton C=C-H 

26 0.83 3H(d), methyl proton R-CH3 
27 0.79 3H(d), methyl proton R-CH3 

29 0.85 3H(t), methyl proton R-CH3 
 
ภาพที่ 13   โครงสร้างของสาร β-sitosterol และ stigmasterol ที่ระบุต าแหน่งคาร์บอน 
 

 
 β-sitosterol       stigmasterol 
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4.5 ผลการตรวจสอบประสิทธิภาพการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH assay 
 ในการทดสอบประสิทธิภาพการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบ, ตะกอน (WF1) และแฟรกชั่น 
1-4 (F1-F4) โดยวิธี DPPH assay ผลการทดสอบพบว่าสารสกัดหยาบ ตะกอน และแฟรกชั่น 3 และ 4 
มีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระในขณะที่แฟรกชั่นที่ 1 และ 2 พบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ DPPH น้อยกว่า 
ดังแสดงในตารางที่ 7 และเมื่อท าการเพ่ิมความเข้มข้นของสารละลายที่เตรียมจากส่วน WF1 ให้มีค่า
อยู่ในช่วงเท่ากับ 0.83-4.16 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (ตารางที่ 8) พบว่าสามารถหาค่า IC50 จากกราฟ
ความสัมพันธ์ระหว่างเปอร์เซ็นต์การยับยั้งและความเข้มข้นของสารมีค่าเท่ากับ 2.70 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร แสดงในแผนภูมิที่ 1 และผลการทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของ ascorbic acid มีค่า 
IC50 เท่ากับ 5.45 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แสดงในแผนภูมิที่ 2 
 
ตารางที่ 7   ร้อยละการก าจัดอนุมูล DPPH ของสารสกัดหยาบไข่น้ า (crude) แฟรกชั่น1-4 (F1-F4) 
และตะกอน (WP1) 

สาร ร้อยละการก าจัดอนุมูล DPPH ทีค่วามเข้มข้นของสารสกัด (mg/ml) 
0.06 0.13 0.20 0.26 0.33 

Crude 3.47 5.56 8.66 9.70 13.95 
WP1 2.13 2.75 3.85 4.91 7.26 
F1 0.13 1.05 1.15 1.17 0.89 
F2 0.26 1.31 1.28 1.43 2.12 
F3 2.57 3.52 5.46 6.71 7.38 
F4 0.96 1.49 2.30 3.72 5.07 

      
ตารางที่ 8   ร้อยละการก าจัดอนุมูล DPPH ของสารสกัดไข่น้ าในส่วนของตะกอน (WP1) ที่ความเข้มข้นต่าง  ๆ

ความเข้มข้นของสารสกัด (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ร้อยละการก าจัดอนุมูล DPPH 

0.83 19.88 
1.66 34.75 
2.50 43.32 
3.33 62.45 
4.16 76.39 
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แผนภูมิที่ 1   ร้อยละการก าจัดอนุมูลอิสระ DPPH ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ของสารสกัดไข่น้ าส่วนตะกอน 
และค่า IC50 

 
แผนภูมิที่ 2   ร้อยละการก าจัดอนุมูลอิสระ DPPH ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ของสาร ascorbic acid 
และค่า IC50 
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4.6 ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารสกัดไข่น  าโดยวิธียับยั งการสร้างไนตริกออกไซด์ 
 (Nitric oxide assay) 
 ผลการทดสอบฤทธิ์การต้านการอักเสบของสารสกัดไข่น้ า BSS (แฟรกชั่นที่ 1 และแฟรกชั่นที่ 2 
ผสมกัน) ในเซลล์เพาะเลี้ยงแมคโครฟาจของหนูสายพันธ์ RAW 264.7 พบว่าที่ความเข้มข้น 0.1 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตรสารสกัดไข่น้ าไม่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการสร้างไนตริกออกไซด์ในขณะที่ความเข้มข้น 1-10 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ของสารสกัดไข่น้ ามีฤทธิ ์ในการยับยั้งการสร้างไนตริกออกไซด์ร้อยละ 
13.01±1.48 และ 16.84±1.81 ตามล าดับ แต่เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นที่ 100-1000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
พบว่ามีฤทธิ์ในการยับยั้งการสร้างไนตริกออกไซด์ที่ลดลง ดังแสดงในตารางที่ 9 
  
ตารางที่ 9   ผลการยับยั้งการสร้างไนตริกออกไซด์ในเซลล์แมคโครฟาจของหนูสายพันธ์ RAW 264.7 
ของสารสกัดไข่น้ า (BSS) และ triamcinolone acetonide (TA) 

 
4.7 ผลการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์เพาะเลี ยงไฟโบรบลาสต์ 
 ผลการทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดไข่น้ าต่อเซลล์เพาะเลี้ยงไฟโบรบลาสต์เปรียบเทียบ
กับสาร ellipiticine ซึ่งเป็น positive control ผลการทดสอบพบว่าสารสกัดไข่น้ าที่ความเข้มข้น 
3.13–100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ไฟโบรบลาสต์ โดยมีค่า IC50 ที่ 106±37.0 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในขณะที่สาร ellipiticine ที่ความเข้มข้น 5–10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์และมีค่า IC50 ที่ 4.00±3.7 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ดังแสดงในตารางที่ 10 
 
 
 
 
 

Sample                                 
                                   

            Conc.   
                

µg/ml                                         

Nitric oxide inhibition (%) 

 
0.1 

 
1 

 
10 

 
100 

 
1000 

W.globosa (BSS) -17.70 ±3.84 13.01±1.48 16.84±1.81 5.97±2.22 5.65±3.52 

TA 9.73±2.81 14.75±2.02 15.93±5.13 16.52±4.45 18.88±3.90 
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ตารางท่ี 10   ผลการทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดไข่น้ าต่อเซลล์เพาะเลี้ยงไฟโบรบลาสต์ 

 
4.8 ผลการเตรียมและคัดเลือกต ารับครีมสารสกัดไข่น  า 
 จากการเตรียมครีมที่มีส่วนผสมของสารสกัดไข่น้ า1% จ านวน 4 ต ารับ ครีมที่เตรียมได้มี
ลักษณะเนื้อครีมสีเขียว มีกลิ่นเฉพาะตัวของสารสกัดโดยครีมที่เตรียมได้ต ารับที่ 1 และ 2 มีเนื้อครีม
เหลวเหมือนโลชั่น ในขณะที่ต ารับที่ 3 และ 4 มีเนื้อครีมที่ข้นหนืด ท าการคัดเลือกต ารับที่มีความคงตัว
ทางกายภาพโดยท าการทดสอบภายใต้สภาวะเร่งแบบสลับอุณหภูมิ (heating – cooling) ทั้งหมด
จ านวน 6 รอบ ผลการทดสอบแสดงในตารางที่ 11 ต ารับครีมที่มีความคงตัวทางกายภาพและมี
ลักษณะของเนื้อครีมเนียนละเอียด ไม่เหนียวข้นเกินไป มีความหนืดที่เหมาะสม คือต ารับที่ 3 จึงคัดเลือก
ต ารับที่ 3 ในการน าไปใช้ในการทดสอบความคงตัวของสารส าคัญในขั้นตอนต่อไป 
 
 
 

Sample Concentration 

(µg/ml) 
Fluorescence 

unit 
% 

Cytotoxicity 
Activity 

Average SD 

DMSO 1% DMSO 6091 295 0.00 - 

 
 

Ellipticine 
 
 
 

0.313 
0.625 
1.25 
2.50 
5.00 
10.00 

5564 
4875 
4330 
3875 
1961 
36 

515 
392 
568 
142 
270 
16 

8.65 
19.97 
28.91 
36.38 
67.81 
99.41 

Non-cytotoxic 
Non-cytotoxic 
Non-cytotoxic 
Non-cytotoxic 

Cytotoxic 
Cytotoxic 

 
 

W.globosa 
extract  

3.13 
6.25 
12.50 
25.00 
50.00 
100.00 

5621 
4351 
4499 
4023 
3759 
3368 

362 
449 
171 
324 
385 
172 

7.72 
28.57 
26.14 
33.94 
38.28 
44.71 

Non-cytotoxic 
Non-cytotoxic 
Non-cytotoxic 
Non-cytotoxic 
Non-cytotoxic 
Non-cytotoxic 
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ตารางท่ี 11   ผลการทดสอบความคงตัวทางกายภาพภายใต้สภาวะเร่งแบบสลับอุณหภูมิเพ่ือคัดเลือก
ต ารับครีมที่มีความคงตัว 

* วัดความหนืดด้วยเข็ม T95 ความเร็วรอบ 1.5 rpm 
 

4.9 ผลการทดสอบความคงตัวทางกายภาพและเคมีของสารสกัดหยาบและสารสกัดไข่น  าในต ารับครีม 
 ผลการทดสอบความคงตัวทางกายภาพของครีมที่ผสมสารสกัดไข่น้ า 1% ที่เวลาผ่านไป 90 วัน 
พบว่าไม่มีความเปลี่ยนแปลงทางด้านสี กลิ่น การแยกชั้น ความหนืดและค่าพีเอช แต่มีการเปลี่ยนแปลง
ของน้ าหนักของครีมบ้างเล็กน้อย เมื่อเก็บตัวอย่างในอุณหภูมิ 45°C ดังแสดงในตารางที่ 12 ในขณะที่
การทดสอบความคงตัวทางเคมีของสารสกัดไข่น้ าในต ารับครีมและสารสกัดหยาบโดยใช้ UV-Vis 
spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 200-900 นาโนเมตร ผลการทดสอบพบว่าสารสกัดไข่น้ าและ
สารสกัดไข่น้ าในต ารับครีมมีค่าการดูดกลืนแสงของสารที่เป็นองค์ประกอบที่ความคลื่นสูงสุด 2 ต าแหน่ง
คือ 666 และ 405 นาโนเมตร แสดงดังภาพที่ 14 ดังนั้นจึงใช้เป็น marker ในการตรวจวัดความคงตัว
ทางเคมีของสารสกัดไข่น้ าและสารสกัดไข่น้ าในต ารับครีม ผลการทดลองความคงตัวที่ 90 วันแสดงใน
ตารางที่ 13 

 
 
 
 
 

ต ารับ
ที ่

ทดสอบ สี กล่ิน การแยกชั น ลักษณะ ค่า pH ความหนืด 
(cP)* 

1 
 

เริ่มต้น เขียวสด ปรกติ ไม่แยกชั้น เหลวมาก 5.37 12,378 
สิ้นสุด เขียวเข้ม ปรกติ ไม่แยกชั้น เหลวมาก 5.35 12,397 

2 
 

เริ่มต้น เขียวสด ปรกติ ไม่แยกชั้น ค่อนข้างเหลว 5.34 14,523 
สิ้นสุด เขียวเข้ม ปรกติ ไม่แยกชั้น ค่อนข้างเหลว 5.32 14,517 

3 
 

เริ่มต้น เขียวสด ปรกติ ไม่แยกชั้น เนื้อเนียนข้น 5.35 102,786 

สิ้นสุด เขียวเข้ม ปรกติ ไม่แยกชั้น เนื้อเนียนข้น 5.34 102,800 
4 
 

เริ่มต้น เขียวสด ปรกติ ไม่แยกชั้น เนื้อเนียนข้น 5.33 182,472 

สิ้นสุด เขียวเข้ม ปรกติ ไม่แยกชั้น เนื้อเนียนข้น 5.31 181,300 
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ตารางที่ 12   การศึกษาความคงตัวทางกายภาพของครีมที่มีส่วนผสมสารสกัดไข่น้ าความเข้มข้น 1%
ที่ระยะเวลา 90 วัน 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

วันที่ สภาวะ สี กล่ิน น  าหนัก (กรัม) การ
แยก
ชั น 

ความ
หนืด 
(cP) 

ค่าพี
เอช ก่อน หลัง 

Day 0 ambient เขียว ปรกติ 136.37 - - 122,186 5.44 

45±2 °C, 75% RH เขียว ปรกติ 135.24 -  122,186 5.44 
Day 7 ambient เขียว ปรกติ 136.37 136.37 - 126,960 5.44 

45±2 °C, 75% RH เขียว ปรกติ 135.24 135.22 - 124,000 5.42 

Day 15 ambient เขียว ปรกติ 135.78 135.78 - 125,643 5.44 
45±2 °C, 75% RH เขียว ปรกติ 136.21 136.03 - 129,000 5.44 

Day 30 ambient เขียว ปรกติ 136.58 136.54 - 125,498 5.44 
45±2 °C, 75% RH เขียว ปรกติ 136.85 136.76 - 122,086 5.44 

Day 60 ambient เขียว ปรกติ 136.09 136.01 - 125,983 5.45 

45±2 °C, 75% RH เขียว ปรกติ 128.41 127.28 - 129,354 5.45 
Day 90 ambient เขียว ปรกติ 134.91 134.08 - 121,342 5.34 

45±2 °C, 75% RH เขียว ปรกติ 128.38 127.45 - 120,298 5.38 
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ภาพที่ 14   ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 200-900 นาโนเมตร ของสารสกัดหยาบไข่น้ าและ
สารสกัดไข่น้ าในต ารับครีมที่เวลา 90 วัน   

(ก) สารสกัดหยาบที่อุณหภูมิแวดล้อม 
 

(ข) สารสกัดหยาบที่อุณหภูมิ 45°C 
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ภาพที่ 14 (ต่อ) 

(ค) สารสกัดไข่น้ าในต ารับครีมที่อุณภูมิแวดล้อม 

(ง) สารสกัดไข่น้ าในต ารับครีมที่อุณหภูมิ 45°C 
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ตารางท่ี 13   ค่าการดูดกลืนแสงของสารสกัดหยาบไข่น้ าและสารสกัดไข่น้ าในต ารับครีม ที่ความยาวคลื่น 
666 และ 405 นาโนเมตร ระยะเวลา 90 วัน 

วันที่ สาร สภาวะ ความยาว
คลื่น (nm) 

 
 

คลื่น 

ค่าการดูดกลืนแสง ค่าเฉลี่ยของค่า

การดูดกลืนแสง ครั งท่ี 1 ครั งที ่2 ครั งที ่3 

Day0 

Crude 
 

Am 666 0.156 0.154 0.155 0.155 ± 0.001 
405 0.436 0.432 0.434 0.434 ± 0.002 

Cream Am 666 0.330 0.339 0.362 0.343 ± 0.016 
405 0.914 0.936 1.002 0.950 ± 0.045 

 
 

Day 7 

 
Crude 

Am 666 0.146 0.151 0.153 0.150 ± 0.003 
405 0.414 0.425 0.404 0.414 ± 0.010 

45° C 666 0.150 0.156 0.157 0.154 ± 0.003 
405 0.438 0.453 0.456 0.449 ± 0.009 

 
Cream 

Am 666 0.371 0.350 0.344 0.355 ± 0.014 
405 1.050 0.997 0.981 1.009 ± 0.036 

45° C 666 0.332 0.329 0.346 0.335 ± 0.009 
405 0.975 0.966 1.016 0.985 ± 0.026 

 
 

Day 
15 

 
Crude 

Am 666 0.156 0.147 0.145 0.149 ± 0.005 
405 0.462 0.463 0.461 0.462 ± 0.001 

45° C 666 0.133 0.134 0.136 0.134 ± 0.001 
405 0.435 0.431 0.434 0. 435± 0.001 

 
Cream 

Am 666 0.347 0.342 0.356 0.348 ± 0.007 
405 0.991 1.064 1.001 1.018 ± 0.039 

45° C 666 0.362 0.367 0.367 0.365 ± 0.002 
405 0.978 1.092 0.917 0.995 ± 0.088 

 
 

Day 
30 
 

 
Crude 

Am 666 0.153 0.155 0.145 0.151 ± 0.005 
405 0.425 0.429 0.432 0.428 ± 0.003 

45° C 666 0.150 0.152 0.155 0.152 ± 0.002 
405 0.435 0.431 0.434 0.433 ± 0.002 

 
Cream 

Am 666 0.342 0.315 0.304 0.320 ± 0.019 
405 0.986 0.909 0.873 0.922 ± 0.057 

45° C 666 0.248 0.356 0.341 0.315 ± 0.037 
405 0.755 1.081 1.037 0.953 ± 0.176 
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ตารางท่ี 13 (ต่อ) 

หมายเหตุ Am  = อุณหภูมิแวดล้อม 28.01°C ± 2 °C, 68.8% RH 
    45°C = อุณหภูมิตู้ควบคุม 45±2 °C, 75% RH 

  
 จากค่าการดูดกลืนแสงของสารสกัดหยาบและสารสกัดไข่น้ าในต ารับครีม น ามาเปรียบเทียบ
ค่าการดูดกลืนแสงที่ช่วงเวลาต่าง ๆ กับค่าการดูดกลืนแสงวันเริ่มต้นด้วย Paired Samples t-test 
โดยมีค่าสมมติฐานและผลการทดสอบดังตารางที่ 14 
Paired Samples t-test 

1. สมมติฐาน 
 H0: ค่าการดูดกลืนแสงของวันที่เริ่มต้นกับวันเวลาต่าง ๆ ไม่แตกต่างกัน 
 H1: ค่าการดูดกลืนแสงของวันทีเ่ริ่มต้นกับวันเวลาที่เปลี่ยนแปลงไปแตกต่างกัน 
2. ทดสอบท่ีค่าความเชื่อม่ัน 95% 

วันที่ สาร สภาวะ ความยาว
คลื่น (nm) 

ค่าการดูดกลืนแสง ค่าเฉลี่ยของค่า

การดูดกลืนแสง ครั งที ่1 ครั งที ่2 ครั งที ่3 

 
 
 

Day 
60 

 
Crude 

 

Am 666 0.152 0.143 0.129 0.141 ± 0.011 
405 0.442 0.452 0.433 0.442 ± 0.015 

45° C 666 0.145 0.132 0.159 0.145 ± 0.013 
405 0.405 0.432 0.439 0.425 ± 0.017 

 
cream 

 

Am 666 0.334 0.358 0.399 0.343 ± 0.012 
405 0.986 1.058 0.999 1.014 ± 0.038 

45° C 666 0.336 0.343 0.341 0.340 ± 0.003 
405 0.956 1.077 1.074 1.035 ± 0.069 

 
 
 

Day 
90 
 

 
Crude 

Am 666 0.143 0.153 0.151 0.149 ± 0.005 
405 0.452 0.450 0.448 0.450 ± 0.002 

45° C 666 0.151 0.158 0.142 0.150 ± 0.008 
405 0.442 0.436 0.448 0.442 ± 0.006 

 
Cream 

Am 666 0.326 0.305 0.311 0.314 ± 0.010 
405 0.984 0.922 0.941 0.949 ± 0.031 

45° C 666 0.320 0.403 0.332 0.351 ± 0.044 
405 1.045 1.314 1.084 1.147 ± 0.145 
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ตารางที่ 14   ผลการเปรียบเทียบค่าการดูดกลืนแสงของวันที่เริ่มต้นกับช่วงเวลาที่เปลี่ยนแปลงไป
ของสารสกัดหยาบไข่น้ าและสารสกัดไข่น้ าในต ารับครีม 

 
 
 
 
 
 

Test ความยาว
คลื่น (nm) 

สภาวะ Pair rxy T Df sig 

 
 

Crude 
extract 

 

 
 

666 
 

 
 

Ambient 
temperature 

Day 0 - 7 -0.69 1.99 2.00 0.19 
Day 0 – 15 0.77 1.91 2.00 0.20 

Day 0 – 30 -0.19 1.24 2.00 0.34 
Day 0 – 60 0.39 2.11 2.00 0.17 

Day 0 – 90 0.94 1.66 2.00 0.24 

 
 

Crude 
Extract 

 
 

405 
 

 
 

Ambient 
temperature 

Day 0 - 7 -0.52 2.92 2.00 0.10 
Day 0 – 15 -0.50 -18.33 2.00 0.00 

Day 0 – 30 -0.57 1.87 2.00 0.20 

Day 0 – 60 -0.53 -1.35 2.00 0.31 
Day 0 – 90 0.50 -2.62 2.00 0.12 

 
Crude 
Extract 

 
 

666 
 

 
 

45°C 

Day 0 - 7 -0.79 0.25 2.00 0.83 

Day 0 – 15 0.95 3.35 2.00 0.08 
Day 0 – 30 -0.40 1.51 2.00 0.27 

Day 0 – 60 0.48 1.28 2.00 0.33 
Day 0 – 90 -0.44 0.95 2.00 0.44 

 
Crude 
Extract 

 
 

405 
 

 
 

45°C 
 

Day 0 - 7 -0.78 -2.31 2.00 0.15 

Day 0 – 15 0.05 -1.00 2.00 0.42 
Day 0 – 30 0.96 2.00 2.00 0.18 

Day 0 – 60 -0.75 0.77 2.00 0.52 

Day 0 – 90 -0.92 2.88 2.00 0.10 
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ตารางท่ี 14 (ต่อ) 

Test ความยาว
คลื่น (nm) 

สภาวะ Pair rxy T Df sig 

 
Cream 

W.globosa 
 

 
 

666 
 

 
Ambient 

temperature 

Day 0 - 7 -0.85 -0.67 2.00 0.57 
Day 0 – 15 0.80 -0.69 2.00 0.55 

Day 0 – 30 -0.90 1.15 2.00 0.37 

Day 0 – 60 -0.05 0.00 2.00 1.00 
Day 0 – 90 -0.50 2.16 2.00 0.16 

 
 

Cream 
W.globosa 

 

 
 

405 
 

 
 

Ambient 
temperature 

Day 0 - 7 -0.84 -1.29 2.00 0.32 
Day 0 – 15 -0.15 -1.81 2.00 0.21 

Day 0 – 30 -0.88 0.48 2.00 0.68 

Day 0 – 60 -0.11 -1.75 2.00 0.22 
Day 0 – 90 -0.45 0.04 2.00 0.97 

 
 

Cream 
W.globosa 

 

 
 

666 
 

 
 

45°C 
 

Day 0 - 7 0.0 1.51 2.00 0.27 

Day 0 – 15 0.72 -2.58 2.00 0.12 
Day 0 – 30 -0.72 -1.00 2.00 0.42 

Day 0 – 60 0.50 0.42 2.00 0.71 

Day 0 – 90 0.72 -2.58 2.00 0.12 
 
 

Cream 
W.globosa 

 

 
 

405 
 

 
 

45°C 
 

Day 0 - 7 0.92 -2.54 2.00 0.13 

Day 0 – 15 -0.59 -0.64 2.00 0.58 
Day 0 – 30 0.60 -0.08 2.00 0.94 

Day 0 – 60 0.67 -2.90 2.00 0.10 

Day 0 – 90 -0.15 -2.15 2.00 0.16 
 
 จากตารางที่ 14 ผลการทดสอบพบว่า ค่า significant (p-value)  ของทุกการทดสอบมี
ค่ามากกว่า 0.05 ดังนั้นจึงยอมรับสมมุติฐานหลัก (H0) สรุปได้ว่า สารสกัดหยาบไข่น้ าและสารสกัด
ไข่น้ าในต ารับครีม มีค่าการดูดกลืนแสงของวันที่เริ่มต้นกับวันเวลาที่เปลี่ยนแปลงไป ไม่แตกต่างกัน
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 0.05 นั่นคือสารสกัดหยาบและสารสกัดไข่น้ าในต ารับครีม 
มีความคงตัวทั้งในสภาวะอุณหภูมิแวดล้อม และที่อุณหภูมิ 45 °C  ที่ระยะเวลา 90 วัน



 

บทที่ 5 
สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล  

 
5.1 สรุปผลการวิจัย 
 การสกัดสารส าคัญจากไข่น้ าสามารถท าได้โดยใช้วิธีการสกัดด้วยเอทานอล โดยผลการสกัด
คิดเป็นร้อยละ 12.25 ของไข่น้ าแห้งหรือร้อยละ 0.82 ของไข่น้ าสด เมื่อน าสารสกัดหยาบมาวิเคราะห์
ด้วยเทคนิครงคเลขผิวบางพบแถบสารที่มีค่า Rf = 0.45 ตรงกับสารมาตรฐาน β-sitosterol และ 
stigmasterol จากนั้นท าการแยกสารสกัดด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟีเพ่ือให้สารสกัดมีความเข้มข้น
ของสารออกฤทธิ์สูง มีปริมาณสารรบกวนน้อย ช่วยให้การแปลผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพมี
ความชัดเจน จากคอลัมน์โครมาโทกราฟีพบว่าสารสกัดแฟรกชั่นที่ 2 มีองค์ประกอบของสารส่วนใหญ่
เป็นสาร β-sitosterol และ stigmasterol  

การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดไข่น้ าในการวิเคราะห์ความสามารถการต้านอนุมูล
อิสระด้วยวิธี DPPH assay พบว่าแฟรกชั่น 1 และแฟรกชั่น 2 มีฤทธิ์น้อยมากในการต้านอนุมูลอิสระ 
ขณะที่สารสกัดหยาบ ตะกอน (WF1) แฟรกชั่น 3 และ แฟรกชั่น 4 มีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH 
และเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของส่วน WF1 พบว่ามีฤทธิ์การยับยั้งอนุมูลอิสระเพ่ิมขึ้นตามความเข้มข้น 
มีค่า IC50 เท่ากับ 2.70 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ ascorbic acid ซึ่งเป็น positive control มีค่า IC50 

เท่ากับ 5.45 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ผลการทดสอบฤทธิ์การต้านการอักเสบของสารสกัดไข่น้ าในเซลล์
เพาะเลี้ยงแมคโครฟาจของหนูสายพันธ์ RAW 264.7 โดยการวัดปริมาณของไนไทรต์ที่หลั่งออกมา
หลังจากได้รับการกระตุ้นด้วย LPS สารที่ใช้ทดสอบคือแฟรกชั่น 1 และแฟรกชั่น 2 ผสมรวมกันพบว่า
มีฤทธิ์ในการยับยั้งการสร้างไนตริกออกไซต์สูงสุดที่ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีค่า
การยับยั้งร้อยละ 16.84 ± 1.81 ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับสารควบคุม Triamcinolone acetonide ที่
ความเข้มข้นเดียวกันมีค่าการยับยั้งคิดเป็นร้อยละ 15.93 ± 5.13 ผลการทดสอบชี้ให้เห็นถึงความสามารถ
ของสารสกัดไข่น้ าส่วนของแฟรกชั่นที่ 1 และแฟรกชั่นที่ 2 ผสมรวมกันมีความสามารถในการยับยั้ง
การอักเสบที่เกิดจากก๊าซไนตริกออกไซด์ เมื่อน าสารสกัดหยาบไข่น้ าไปทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์
เพาะเลี้ยงไฟโบรบลาสต์พบว่าสารสกัดหยาบไข่น้ าไม่ก่อให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์ไฟโบรบลาสต์ 
ในขณะที่สาร Ellipticine มีความเป็นพิษต่อเซลล์ที่ความเข้มข้น 5-10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ดังนั้น
สารสกัดไข่น้ าจึงมีความปลอดภัยที่จะน าใปใช้เป็นสารสกัดในผลิตภัณฑ์ที่ใช้ต่อผิวหนังโดยไม่เป็นพิษ
ต่อเซลล์ผิวหนัง   
 การทดสอบความคงตัวของสารสกัดไข่น้ าในต ารับครีม โดยการคัดเลือกต ารับครีมจากท้ังหมด 
4 สูตร พบว่าสูตรที่ 3 มีความคงตัวทางกายภาพที่ดี จึงเลือกใช้เป็นต ารับครีมท่ีผสมสารสกัดไข่น้ า 1% 
จากนั้นน าไปศึกษาความคงตัวที่ 2 สภาวะคือ อุณหภูมิแวดล้อมมีค่าเฉลี่ย 28.01°C±2 °C, 68.8% RH 
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และในตู้ควบคุมอุณหภูมิ 45±2 °C, 75% RH วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 666 และ 
405 นาโนเมตร เป็น marker ของสารส าคัญในสารสกัดไข่น้ า ผลการทดสอบพบว่าสารสกัดหยาบ
ไข่น้ าและสารสกัดไข่น้ าในต ารับครีมที่เก็บไว้เป็นระยะเวลา 90 วัน มีความคงตัวทางกายภาพและ
ทางเคมีของสารส าคัญในสารสกัดไข่น้ า โดยไม่เกิดการเปลี่ยนแปลงของสารส าคัญ อย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติท่ีระดับความเชื่อม่ัน 0.05 
 
5.2 อภิปายผล 

5.2.1 การเตรียมสารสกัดไข่น  า            
แอลกอฮอล์เป็นตัวท าละลายที่นิยมใช้ในการสกัดเนื่องจากมีประสิทธิภาพในการละลาย

กว้างสามารถสกัดสารส าคัญได้ทั้งที่มีขั้วและไม่มีขั้ว ท าให้ได้สารหลายกลุ่มได้ปริมาณสารออกมามาก
และยังสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย์ได้อีกด้วย โดยที่ เอทานอลเป็นตัวท าละลายที่
รับความนิยมมากกว่าเมทานอลเนื่องจากมีความเป็นพิษน้อยกว่า (26) การสกัดสารส าคัญในไข่น้ าใช้
เอทานอลในการสกัด สารสกัดหยาบที่ได้คิดเป็นร้อยละ 0.82 ของน้ าหนักไข่น้ าสด ซึ่งมีปริมาณน้อยมาก
เมื่อเทียบกับพืชในตระกลูเดียวกันเช่น แหนเล็ก (Lemna minor L.) ที่สกัดด้วยเอทานอลมี
ปริมาณสารสกัดหยาบร้อยละ 18.4(52) หรือแหนใหญ่ (Spirodela polyrrhiza L.) สกัดด้วย 85% 
เมทานอลได้ปริมาณสารสกัดหยาบร้อยละ 9.91(53) เนื่องจากไข่น้ าเป็นพืชที่ประกอบด้วยน้ าสูงถึง 
91-95% จึงส่งผลให้ได้ปริมาณของสารสกัดหยาบในปริมาณที่น้อย โดยพืชจะมีปริมาณของสารสกัด 
(สารส าคัญ) ในปริมาณมากน้อยนั้นขึ้นอยู่กับสายพันธุ์ของพืช วิธีการและตัวท าละลายที่ใช้ใน
การสกัดสารส าคัญ นอกจากนี้ปัจจัยแวดล้อมที่เจริญเติบโต ธาตุอาหารที่ใช้ในการเจริญเติบโตมีผลต่อ
ปริมาณของสารส าคัญท่ีเป็นองค์ประกอบในพืชแตกต่างกัน(54)  

5.2.2 การวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีและโครงสร้างของสารส าคัญในสารสกัดไข่น  า  
ในการศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดไข่น้ าโดยใช้เทคนิค TLC ผลการทดสอบ

พบว่าสารสกัดไข่น้ าพบแถบสารที่ต าแหน่ง Rf ตรงกันกับสารมาตรฐาน β-sitosterol และ stigmasterol 
จากผลของ TLC ยังไม่สามารถสรุปได้อย่างชัดเจนว่าสารที่พบในสารสกัดหยาบไข่น้ าคือ β-sitosterol 
และ stigmasterol ดังนั้นจึงท าการแยกสารสกัดด้วยเทคนิค column chromatography ต่อไป 
เพ่ือแยกสารให้มีความบริสุทธิ์ขึ้น (semi-purified portion) ซึ่งจะท าให้การแปลผลของการทดสอบ
เอกลักษณ์ของสาร รวมถึงการแปลผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารมีความถูกต้องมากยิ่งขึ้น 
ทั้งนี้สาร β-sitosterol และ stigmasterol เป็น plant sterol ที่ถูกพบมากในธรรมชาติมักจะอยู่ใน
รูปแบบสารผสมโดยสารทั้งสองมีโครงสร้างที่คล้ายคลึงกันต่างกันเพียงพันธะของต าแหน่ง 22 และ 23 
โดยที่ β-sitosterol เป็นพันธะเดี่ยว และ stigmasterol เป็นพันธะคู่(55) ดังนั้นจึงเป็นการยากที่จะแยกสาร
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ทั้งสองออกจากกันโดยใช้เทคนิค TLC หรือ column chromatography เนื่องจากสารทั้งสองมีค่า Rf 
ที่เท่ากันจึงเคลื่อนที่หรือแยกออกมาในเวลาเดียวกัน 

สารสกัดหยาบไข่น้ าแยกสกัดด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟี สามารถแยกได้ทั้งหมด 
4 แฟรกชั่น เมื่อตรวจสอบด้วยเทคนิค TLC พบว่าแฟรกชั่นที่ 2 พบสารมีค่า Rf ตรงกันกับ β-sitosterol 
และ stigmasterol มีลักษณะเป็นของแข็งสีขาว การวิเคราะห์โครงสร้างของสารสกัดที่ได้จากแฟรกชั่นที่ 2 
พบว่าสเปกตรัมของ FT-IR และ 1H-NMR แสดงลักษณะของพีคท่ีชัดเจน มีพีคหรือสัญญาณอ่ืนรบกวน
น้อย และสเปกตรัมทั้งสองยืนยันโครงสร้างของ β-sitosterol และ stigmasterol แสดงให้เห็นว่าใน
ตัวอย่างทดสอบประกอบด้วยสาร β-sitosterol และ stigmasterol ที่สนใจเป็นส่วนใหญ่ จาก
ความชัดเจนของพีคที่ปรากฏในสเปกตรัมทั้งสองการวิเคราะห์ท าให้สามารถบอกอย่างคร่าว ๆ ถึงการมี
สารอื่น ๆ ปนอยู่ในแฟรกชั่นที่ 2 ในปริมาณน้อย ผลการทดสอบชี้ให้เห็นถึงระบบที่ใช้ในการแยก
สารออกจากคอลัมน์มีประสิทธิภาพ สารละลายเฮกเซนและไดคลอโรมีเทนที่ใช้ชะสารออกจากคอลัมน์
ด้วยเทคนิค gradient elution ส่งผลให้สารไม่มีขั้วถูกแยกออกมาจากซิลิกาเจลก่อนสารที่มีขั้ว ในขณะที่
สารที่มีข้ัวดูดซับไว้ด้วยซิลิกาเจลและถูกชะออกมาเมื่อใช้สารละลายเอทิลอะซิเตทและเมทานอล 

ผลการวิเคราะห์หมู่ฟังก์ชันของสารในแฟรกชั่นที่ 2 ด้วยเครื่อง Fourier transform 
infrared spectrometer (FT-IR) ดังแสดงในตารางที่14 สเปคตรัมของสารที่วิเคราะห์ได้แสดงพีค 
O-H stretching ที่ 3318.9 cm-1, C=C stretching ที่ 1635.24 cm-1, aliphatic C-H stretching ที่ 
2936.31 และ 2865.07 cm-1, cyclic (CH2)n และ –CH2(CH3)2 ที่  1462.35 และ 1378.29 cm-1 

ตามล าดับ นอกจากนี้ยังแสดงพีคของ cycloalkane ที่ 1044.60 cm-1 ซึ่งผลการทดสอบค่าสเปคตรัม
ของสารในแฟรกชั่นที่ 2 แสดงถึงหมู่ฟังชั่นของทั้ง β-sitosterol และ stigmasterol มีความสอดคล้องกับ
การรายงานการวิจัยของ Kamboj และ Saluja (2011)(56) ที่ท าการสกัดและวิเคราะห์สารสกัด 
Ageratum conyzoides (Asteraceae) แสดงในตารางที่ 15 

ผลการวิเคราะห์โครงสร้างด้วยเทคนิคนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโตรสโกปี 
แสดงค่า chemical shift ที่ 3.53 (m) แสดงค่าการมีหมู่ของ hydroxyl มาเกาะที่ต าแหน่งที่ 3 ค่า 
chemical shift ที่  0.68 (s), 1.01 (s), 0.93 (d), 0.83 (d), 0.79 (d) และ 0.85 (t) แสดงชนิดของ
โปรตอน methyl proton  ที่ต าแหน่ง 18, 19, 21, 26, 27 และ 29 ของโครงสร้างสารสเตอรอล 
และค่า  chemical shift ที่  5.53 (d) แสดงโปรตอนชนิด olefinic proton ต าแหน่งที่  6 ของ
โครงสร้างของสารสเตอรอล นอกจากนี้ยังแสดงค่า chemical shift ที่ 5.12 (dd) และ 5.02 (dd) 
แสดงโปรตอนชนิด olefinic proton มีโครงสร้างเป็น alkene ที่ต าแหน่งที่ 22 และ 23 ซึ่งเป็น
ลักษณะจ าเพาะของสาร stigmasterol แสดงการมีพันธะคู่ที่ต าแหน่ง 22 และ 23(57) ข้อมูลจาก 
1H-NMR ของสารสกัดไข่น้ าแฟรกชั่นที ่ 2 ใกล้เคียงกับสาร β-sitosterol และ stigmasterol 
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จากรายงานการวิจัยที่ผ่านมาของสารสกัดจากส้านเห็บ Saurauia roxburghii (Actinidiaceae) 
แสดงในตารางที่ 16 ผลการวิเคราะห์ 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) แสดงค่า chemical shift ที่ 3.53 
และ 5.36 แสดงถึงโปรตอนที่ต าแหน่ง 3 และ 6 ในขณะที่ ต าแหน่งที่ 18, 19, 21, 26, 27 และ 29 
แสดงค่า chemical shift ที่ 0.67, 1.00, 0.91, 0.82, 0.80 และ 0.85 โดยที่ต าแหน่งโปรตอนแสดง
พันธะคู่ต าแหน่ง 22 และ 23 มีค่า chemical shift ที่ 5.16 และ 5.03 ppm(58) จึงเป็นการยืนยันว่า
สารสกัดจากแฟรกชั่นที่ 2 ประกอบด้วย β-sitosterol และ stigmasterol  

จากข้อมูลการวิจัยสารสกัดแฟรกชั่นที่ 2 แสดงให้เห็นว่าประกอบด้วยสาร  β-sitosterol 
และ stigmasterol ตรงกับการรายงานผลการศึกษาองค์ประกอบทางเคมีในสารสกัด W. arrhiza ซึ่ง
เป็นพืชในตระกลูเดียวกัน โดยใช้เทคนิค gas chromatography ร่วมกับ mass spectrometry 
(GC-MS) ในการศึกษาพบว่า สารสกัด W. arrhiza ประกอบไปด้วยสารกลุ่มไขมันและสเตอรอล 
โดยมี β-sitosterol และ stigmasterol เป็นองค์ประกอบหลัก นอกจากนี้ W. arrhiza ยังพบสารกลุ่ม 
aromatic compounds ได้แก่ (E)-p-Coumaric acid,  ferulic acid, caffeic acid(24) ในขณะที่สารสกัด
ไข่น้ าไม่พบแถบสารของ (E)-p-Coumaric acid,  ferulic acid, caffeic acid ในการทดสอบโดยใช้ 
TLC ทั้งนี้อาจเป็นเพราะพืชในตระกลูเดียวกันแต่ต่างสายพันธุ์อาจมีองค์ประกอบทางเคมีแตกต่างกัน 
นอกจากนี้พ้ืนที่เพาะปลูก สารอาหารที่ใช้ในการเจริญเติบโต ล้วนแต่เป็นองค์ประกอบที่ส่งผลต่อ
องค์ประกอบทางเคมีในไข่น้ า(54)  

 
ตารางที่ 15   การเปรียบเทียบเลขที่คลื่น (Wavenumber) และหมู่ฟังก์ชัน (functional groups) 
ของสารสกดัแฟรกชั่นที่ 2 เทียบกับ Ageratum conyzoides (Asteraceae) 

 

wavenumber (cm-1)  
Functional groups Fraction 2 of 

W.globosa 
Ageratum conyzoides 

(Asteraceae) 

3318.90 3373.6 O-H stretching 

2936.31 2940.7 aliphatic C-H stretching 
2865.07 2867.9 aliphatic C-H stretching 

1635.24 1641.6 C=C stretching 

1462.35 1457.3 cyclic (CH2)n 
1378.29 1381.6 –CH2(CH3)2 

1044.60 1038.7 Cycloalkane 
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ตารางที่ 16   การเปรียบเทียบค่าเคมิคัลชิฟต์ (chemical shift) ของสัญญาณโปรตอนของสารสกัด    
แฟรกชั่นที่  2 เทียบกับ  β-sitosterol และ stigmasterol ของสารสกัด Saurauia roxburghii 
(Actinidiaceae) 

 
 5.2.3 การตรวจสอบความสามารถของสารสกัดไข่น  าในการต้านอนุมูลอิสระ  

วิธี DPPH เป็นวิธีการที่นิยมใช้ในการทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ โดยทดสอบ
ความสามารถของสารทดสอบในการให้อิเล็กตรอนแก่อนุมูลอิสระ DPPH(59) จากการศึกษาพบว่า
สารสกัดไข่น้ าส่วนตะกอน (WF1) สารสกัดหยาบแฟรกชั่นที่ 3 และแฟรกชั่นที่ 4 มีฤทธิ์ในการต้าน
อนุมูลอิสระ DPPH โดยที่ WF1 แฟรกชั่นที่ 3 และ 4 เป็นส่วนของสารที่มีขั้ว เนื่องจากส่วน WF1 
ไม่ละลายในเฮกเซนแต่ละลายได้ดีในเอทานอล 80% ในขณะที่แฟรกชั่น 3 และ 4 เป็นสารที่ละลาย
ออกมาเมื่อใช้เอทิลอะซิเตทและเอทานอลเป็นตัวชะ ซึ่งเป็นตัวท าละลายที่มีขั้ว ดังนั้นสารออกฤทธิ์ใน
การต้านอนุมูลอิสระในไข่น้ าจึงน่าจะเป็นสารกลุ่มที่มีขั้ว ในขณะที่แฟรกชั่นที่ 1 และ 2 ไม่มีฤทธิ์ใน
การต้านอนูมูลอิสระหรือมีน้อยมากเนื่องจากเป็นสารกลุ่มที่ไม่มีขั้วที่ละลายได้ดีในเฮกเซนและ 
ไดคลอโรมีเทน ซึ่งจากผลของการวิเคราะห์ FT-IR และ 1H-NMR แสดงว่าสารกลุ่มนี้ประกอบด้วย 
β-sitosterol และ stigmasterol  นอกจากนี้การทดลองพบว่าสารสกัดหยาบมีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ
สูง แต่เนื่องจากสารสกัดหยาบมีความเข้มของสีเขียวสูงมาก ซึ่งเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นย่อมส่งผลรบกวน
ในการตรวจวัดหรือให้ผลการทดสอบคลาดเคลื่อนได้ เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของ WF1 พบว่ามีฤทธิ์ที่
เพ่ิมขึ้นตามความเข้มข้นของสารทดสอบ โดยมีค่าความเข้มข้นของสารที่ท าให้ค่าการดูดกลืนแสง

 
Position 

 

Chemical shift (δ, ppm) 
Fraction 2  

Of W.globosa 
β-sitosterol of  

Saurauia roxburghii 
stigmasterol of 

Saurauia roxburghii 

3 3.53 3.51 3.52 
6 5.53 5.34 5.34 
18 0.68 0.67 0.67 
19 1.01 1.00 1.00 
21 0.93 0.92 0.92 
22 5.12 - 5.16 
23 5.02 - 5.03 
26 0.83 0.83 0.81 
27 0.79 0.79 0.79 
29 0.85 0.85 0.85 
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ของ DPPH ลดลงเหลือครึ่งหนึ่ง (IC50) เท่ากับ 2.70 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากการรายงานของ 
Daduang J et al. (2011)(60) ได้รายงานผลการวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิกที่พบในสารสกัดไข่น้ าที่สกัด
ด้วยเอทานอล 70% พบว่าไข่น้ ามีปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด 27.19 ± 0.07 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ าหนักแห้ง 
ในขณะที่ Nini et al. (2014)(24) รายงานผลการศึกษาองค์ประกอบในไข่น้ าพบว่าประกอบด้วย
อนุพันธ์ของสาร apigenin และ luteolin เป็นสารในกลุ่ม flavones ที่มีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ 
นอกจากนี้ผลการรายงานการทดสอบในแหนเล็ก (Lemna minor L. Lemnaceae) ซึ่งเป็นพืชใน
ตระกูลเดียวกันพบปริมาณของสารฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ ในแหนเล็กที่สกัดด้วยเอทานอลมีค่าเท่ากับ 
16.7 และ 17.4 ไมโครกรัมต่อมิลลิกรัมตามล าดับ(52)  ดังนั้นผลการทดสอบในครั้งนี้จึงสอดคล้องกับ
การรายงานที่ผ่านมา โดยฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดไข่น้ าน่าจะมาจากสารออกฤทธิ์ในกลุ่ม
ของฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ จึงเป็นเหตุผลให้สารสกัดไข่น้ าที่สกัดด้วยเอทานอล 70% มีความสามารถใน
การต้านอนุมูลอิสระ DPPH ได้สูงกว่าพืชพ้ืนบ้านหลายชนิดได้แก่ กระเจียวแดง ผักชีลาว ช้าพลู ถั่วพู 
กันจ้อง ดอกขจร แคบ้าน ผักชีฝรั่ง แป๊ะต าลึง ต าลึง ผักโขม ผักหนอก จิกน้ า กระเจียบ กระทกรก 
แคป่า ผักปลัง และชะมวง(23)  
 5.2.4 การทดสอบฤทธิ์การต้านการอักเสบของสารสกัดไข่น  าด้วยวิธียับยั งการสร้าง  
ไนตริกออกไซด์ (Nitric oxide assay) 

โดยปรกติแล้วเซลล์มาโคฟาจสามารถสร้างสารก่อการอักเสบได้แก่ TNF-α และ
ไนตริกออกไซต์ได้เป็นจ านวนมาก เมื่อเซลล์ได้รับบาดแผลหรือถูกเหนี่ยวน า ปริมาณของไนตริกออกไซต์
ที่สร้างขึ้นเป็นสาเหตุให้เกิดการอักเสบและท าลายเนื้อเยื่อ (61) การทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งการสร้าง
ไนตริกออกไซต์ในสารสกัดไข่น้ าในการศึกษานี้ใช้เซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 ให้ได้รับการกระตุ้น
ด้วย LPS ซึ่งเป็นองค์ประกอบของผนังเซลล์แบคทีเรียเพ่ือกระตุ้นให้เซลล์เกิดการหลั่งสารไนตริกออกไซต์ 
จากนั้นใช้สารสกัดทดสอบเพ่ือดูความสามารถในการยับยั้งการสร้างไนตริกออกไซต์ โดยท าการวัด
ปริมาณไนไตรท์ที่เกิดจากการออกชิเดชั่นของไนตริกออกไซด์จากการท างานของเอมไซม์ iNOS ดังนั้น
การวัดปริมาณไนไตรท์จึงเป็นดัชนีที่บ่งบอกกิจกรรมของเอมไซม์ iNOS การวิเคราะห์ไนไตรท์โดย
ปฏิกิริยา Griess เป็นวิธีที่ใช้ในการวิเคราะห์ความเข้มข้นของไนไตรท์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ ในขั้นแรก
ไนไตรท์จะท าปฏิกิริยากับ sulfanilamide ในสารละลายที่เป็นกรด ได้สารตัวกลางเป็นเกลือ diazonium 
สารตัวกลางจะท าปฏิกิริยากับ N-1-napthyetylenediamine dihydrochloride ได้เป็นผลิตภัณฑ์ 
azo compound เป็นสารสีชมพูที่เสถียร(62) ท าให้สามารถประเมินปริมาณไนตริกออกไซด์ที่เกิดข้ึนได้ 
ผลการทดสอบพบว่าที่ค่าความเข้มข้น 1 และ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรของสารสกัดไข่น้ า BSS 
(แฟรกชั่นที่ 1 และ 2 ผสมรวมกัน) มีค่าการยับยั้งการสร้างไนตริกออกไซต์ ร้อยละ 13.01± 1.48 และ 
16.84 ± 1.81 ตามล าดับ ผลของการยับยั้งไนตริกออกไซด์ของสารสกัดน่าจะมาจากฤทธิ์ของ 
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β-sitosterol และ stigmasterol ที่ยับยั้งการแสดงออกของ NFkB และ TNF-alpha ท าให้การสร้าง
ไนตริกออกไซด์ลดลง(63) แต่อย่างไรก็ตามเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของสารสกัดมากข้ึนเป็น 100 และ 1000 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร กลับส่งผลน้อยต่อการยับยั้งการสร้างไนตริกออกไซด์ น่าจะมีสาเหตุมาจาก
ประสิทธิภาพในการยับยั้งการสร้างไนตริกออกไซด์ขึ้นกับปริมาณความเข้มข้นของสารส าคัญในสารสกัด
ไข่น้ า (concentration-dependent manner) ซึ่งคล้ายคลึงกับผลการศึกษาฤทธิ์การยับยั้งการสร้าง
ไนตริกออกไซด์ของพืชดอก Ixeris dentate nakai ในส่วนของแฟรกชั่นเฮกเซน ผลการทดสอบพบว่า
สารสกัดส่วนเฮกเซนมีฤทธิ์การยับยั้งการสร้างไนตริกออกไซด์นั้นขึ้นกับปริมาณความเข้มข้นของสารสกัด(64) 
และเมื่อท าการเปรียบเทียบค่าการยับยั้งไนตริกออกไซด์กับสาร triamcinolone acetonide ซึ่งเป็น
สารสังเคราะห์จากสเตรียรอยด์ในกลุ่ม corticosteroid ที่มีคุณสมบัติในการต้านการอักเสบพบว่า 
triamcinolone acetonide มีค่าการยับยั้งการสร้างไนตริกออกไซด์ที่ความเข้มข้น 1 และ 10 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตรใกล้เคียงกับสารสกัดไข่น้ า (BSS) มีการรายงานการศึกษาฤทธิ์การยับยั้งการสร้าง 
ไนตริกออกไซต์ในแหนใหญ่ (Spirodela polyrrhiza) ซึ่งพบว่าสารสกัดแหนใหญ่ที่สกัดด้วย 85% 
เมทานอล สามารถยับยั้งการสร้างไนตริกออกไซต์ได้สูงถึง 94.4% ที่ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
โดยผลการวิเคราะห์แสดงถึงการลดปริมาณการสร้าง iNOS protein ส่งผลให้มีปริมาณไนตริกออกไซด์ที่
ลดลง(53) ทั้งนี้ฤทธิ์การยับยั้งอาจมาจากองค์ประกอบหลายส่วนของสารสกัดหยาบในแหนใหญ่ 
ส าหรับสารสกัดไข่น้ าฤทธิ์ในการยับยั้งการสร้างไนตริกออกไซต์น่าจะมาจากฤทธิ์ของสเตอรอลที่เป็น
องค์ประกอบในไข่น้ า แต่อย่างไรก็ตามสารสกัดจากไข่น้ าควรได้รับการทดสอบและพัฒนาหาความเข้มข้น
ที่เหมาะสม รวมไปถึงการทดสอบฤทธิ์การต้านอักเสบด้วยวิธีอ่ืนร่วมด้วยเนื่องจากพืชหรือสารหนึ่ง ๆ
สามารถออกฤทธิ์ในกระบวนการอักเสบได้ในหลายกระบวนการ 

 5.2.5 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์เพาะเลี ยงไฟโบรบลาสต์ 
การศึกษาความเป็นพิษนิยมใช้ในการประเมินความเป็นพิษของสารทดสอบหรือสารสกัด

ที่มาจากธรรมชาติก่อนน าไปใช้เป็นวัตถุดิบ(65) โดยการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์เพาะเลี้ยงเป็นอีก
หนึ่งทางเลือกในการประเมินความเป็นพิษของสารทดสอบ (66) ผลการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์
เพาะเลี้ยงไฟโบรบลาสต์ของสารสกัดหยาบไข่น้ าพบว่า ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 
106.38±37.0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในขณะที่ positive control ได้แก่ สาร Ellipticine ซึ่งเป็นยา
ต้านมะเร็ง มีความเป็นพิษต่อเซลล์ที่ความเข้มข้น 5 และ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 
4.00±3.7 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นตามข้อก าหนดของสถาบันมะเร็งแห่งชาติ (American National 
Cancer Institute) สารทดสอบที่มีค่า IC50 น้อยกว่าหรือเท่ากับ 30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรถือได้ว่ามี
ความเป็นพิษต่อเซลล์(67) ดังนั้นสารสกัดไข่น้ าจึงมีสามารถน ามาใช้ได้อย่างปลอดภัย 
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 5.2.6 การคัดเลือกต ารับและทดสอบความคงตัวทางเคมีของครีมที่มีสารสกัดไข่น  า 
การทดสอบแบบสภาวะเร่งสลับอุณหภูมิ (heating – cooling cycles) เป็นการศึกษา

เพ่ือเร่งปฏิกิริยาการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพและเคมีรวมถึงการสลายตัวของสารโดยจะท าการเก็บ
ตัวอย่างในสภาวะที่รุนแรงมากกว่าความเป็นจริงเพ่ือใช้ท านายผลของความคงตัวเบื้องต้นหรือใช้
ประเมินระยะเวลาของการหมดอายุของผลิตภัณฑ์อย่างคร่าว ๆ(68) การทดสอบเพ่ือการคัดเลือกต ารับ
สารสกัดไข่น้ าในสภาวะเร่งสลับอุณหภูมิพบว่า ครีมต ารับที่ 3 มีความคงตัวดีทางกายภาพ เนื้อครีม
ไม่มีการแยกชั้น กลิ่นปรกติ มีสีเขียวเข้มขึ้นเล็กน้อยและค่าความเป็นกรดด่างรวมถึงความหนืด
ไม่เปลี่ยนแปลง ดังนั้นจึงน ามาใช้ในการศึกษาความคงตัวทางกายภาพและเคมีของสารสกัดไข่น้ าใน
สภาวะการเก็บรักษาจริง (Real time storage condition) ระยะเวลา 90 วัน จากการศึกษาพบว่า
ต ารับมีความคงตัวเป็นไปตามเกณฑ์การยอมรับโดยไม่เกิดการเปลี่ยนแปลงอย่างน้อยที่  60-90 วันที่
อุณหภูมิ 45 °C ในขณะที่ความคงตัวทางเคมีของสารสกัดใช้วิธีการวัดค่าสเปกตรัมโดยเครื่อง UV-Vis 
spectroscopy(49) โดยเตรียมสารละลายของสารสกัดหยาบไข่น้ าและสารสกัดไข่น้ าในต ารับครีม 
น ามาสแกนที่ความยาวคลื่น 200-900 นาโนเมตร ผลการสแกนพบว่าสารตัวอย่างให้ค่าการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่นสูงสุดที่ 666 และ 405 นาโนเมตร ซึ่งใช้เป็นเอกลักษณข์องสารสกัดไข่น้ าหรือ fingerprint(69) 
ของสารส าคัญที่ตรวจพบในสารสกัดไข่น้ า ในการเก็บตัวอย่างเพ่ือศึกษาความคงตัวทางเคมีจึงท า
การวัดค่าการดูดกลืนแสงของสารสกัดหยาบไข่น้ าและสารสกัดไข่น้ าในต ารับครีมที่ความยาวคลื่น 666 
และ 405 นาโนเมตร ระยะเวลาทดสอบ 90 วัน ผลการทดลองเปรียบเทียบค่าการดูดกลืนแสงของ
วันที่เริ่มต้นเก็บความคงตัวกับวันที่ต่าง ๆ ที่เปลี่ยนแปลงไปโดยใช้ paired samples t-test พบว่าค่า
การดูดกลืนแสงของสารตัวอย่างที่ช่วงเวลาต่าง ๆ ไม่แตกต่างจากวันเริ่มต้น แสดงถึงสารสกัดหยาบ
ไข่น้ าและสารสกัดไข่น้ าในต ารับครีมน่าจะมีความเข้มข้นของสารส าคัญไม่เปลี่ยนแปลงไป เนื่องจาก
ค่าการดูดกลืนแสงผันแปรกับความเข้มข้นของสารส าคัญในสารสกัดไข่น้ า  
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