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บทคัดย่อ 
 

น้ ามันหอมระเหยถูกน ามาใช้อย่างแพร่หลายทั้งทางยาและเครื่องส าอาง อย่างไรก็ตามองค์ประกอบของน้ ามันหอมระเหย
ง่ายต่อการระเหยและสลายตัวเมื่อถูกแสง ออกซิเจน และอุณหภูมิสูง จึงเป็นข้อจ ากัดในการน าน้ ามันหอมระเหยไปใช้  ด้วยเหตุนี้จึง
ท าการศึกษาและพัฒนาการกักเก็บน้ ามันหอมระเหยด้วยเทคนิคนิโอโซม เพื่อเพิ่มเสถียรภาพของน้ ามันหอมระเหย โดยท าการทดสอบ
น้ ามันหอมระเหยชนิดเดี่ยวและชนิดผสมจากกะเพรา (Ocimum sanctum L.) โหระพา (Ocimum basilicum L.) และขมิ้นชัน 
(Curcuma longa L.) ด้านการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียที่ก่อให้เกิดสิว ได้แก่ Staphylococcus epidermidis (ATCC 
14990) และ Propionibacterium acnes (DMST 14916) พบว่าน้ ามันหอมระเหยจากกะเพราผสมโหระพา (HS) สามารถต้านเชื้อ
แบคทีเรียดังกล่าวได้ดีที่สุด โดยมีค่า minimum inhibitory concentration (MIC) และ minimum bactericidal concentration 
(MBC) ต่อเชื้อทั้ง 2 ชนิดเป็น 0.512 และ 0.256 mg/mL ตามล าดับ นอกจากนี้ HS ยังสามารถต้านอนุมูลอิสระได้สูงที่สุด โดยมีค่า 
IC50 จากวิธี 2,2-diphenhydramine-1-picrylhydrazyl (DPPH) และ 2,2-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) 
(ABTS) radical scavenging เป็น 0.024±0.001 and 0.012±0.002 mg/mL ตามล าดับ จึงเลือกน ามากักเก็บในต ารับนิโอโซม เมื่อ
ท าการวิเคราะห์องค์ประกอบของ HS ด้วยเทคนิค GC-MS โดยใช้วิธีที่พัฒนาและตรวจสอบความถูกต้องแล้ว พบว่ามี  methyl 
eugenol และ estragole เป็นองค์ประกอบหลักในปริมาณ 61.72 และ 60.55 % ตามล าดับ การเตรียมต ารับนิโอโซมประกอบด้วย 
Span®60 ซ่ึงเป็นสารลดแรงตึงผิวไม่มีขั้ว, cholesterol และ HS (1 mg/mL) โดยใช้เทคนิค thin film hydration ได้ท าการศึกษาผล
ของอัตราส่วนระหว่างสารลดแรงตึงผิว:cholesterol (60:40, 70:30, 80:20, 90:10) และเวลาในการ sonicate (0, 2 และ 4 นาที) ต่อ
ประสิทธิภาพในการกักเก็บน้ ามันหอมระเหย พบว่าสูตร  F2  ซ่ึงเตรียมจาก Span®60:cholesterol ที่อัตราส่วน 60:40 และ 
sonicate 2 นาที มีประสิทธิภาพในการกักเก็บน้ ามันหอมระเหยสูงที่สุด เท่ากับ 91.20±0.74% เมื่อเปรียบเทียบกับต ารับอื่นๆ จึงใช้ใน
การศึกษาความคงตัวต่อไป เมื่อท าการศึกษาลักษณะโครงสร้างของนิโอโซมด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่านพบว่าอนุภาคนิ
โอโซมซ่ึงมี HS ถูกกักเก็บอยู่ภายในมีโครงสร้างเป็นทรงกลม ผลจากการศึกษาความคงตัวในการเก็บรักษาต ารับ F2 ที่อุณหภูมิ 4ºC 
และ 25ºC เป็นระยะเวลา 2 เดือน พบว่า F2 มีความคงตัวที่ค่อนข้างคงที่ในสภาวะการเก็บรักษาทั้ง 2 อุณหภูมิ โดยไม่มีการ
เปลี่ยนแปลงของลักษณะทางกายภาพ แต่ขนาดของนิโอโซมมีการเพิ่มขึ้นเล็กน้อยและประสิทธิภาพในการกักเก็บน้ ามันหอมระเหย
ลดลงเล็กน้อย โดยลดลง 8.10% และ 15.22% ณ อุณหภูมิการเก็บรักษาที่ 4ºC และ 25ºC ตามล าดับ ดังนั้นนิโอโซมที่เก็บรักษาใน
อุณหภูมิ 4ºC  จึงมีความคงตัวทั้งในด้านขนาดและการกักเก็บน้ ามันหอมระเหยมากกว่าที่ 25ºC และเมื่อท าการทดสอบการต้านเชื้อ
แบคทีเรียที่ก่อให้เกิดสิวของนิโอโซมที่กักเก็บน้ ามันหอมระเหยซ่ึงเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4ºC พบว่า HS จะมีความคงตัวเมื่อถูกกักเก็บใน  
นิโอโซม และมีความสามารถในการต้านเชื้อแบคทีเรีย Staphylococcus epidermidis (ATCC 14990) และ Propionibacterium 
acnes (DMST 14916) ได้ดีกว่า HS ที่ไม่ถูกกักเก็บในนิโอโซม งานวิจัยนี้จึงบ่งชี้ได้ว่าการกักเก็บน้ ามันหอมระเหยในนิโอโซมสามารถ
น าไปพัฒนาใช้ในผลิตภัณฑ์ดูแลผิวได้ 
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ABSTRACT 

 
Essential oils have been widely used for medical and cosmetic purposes. However, their constituents are high 

volatility and susceptible to degradation on exposure to light, oxygen and high temperature, which limit the utilization of 
essential oils. Hence, in the present investigation, niosome entrapping essential oils has been developed in order to 
improve their stability. First, the single and combinations of common essential oils such as the holy basil (Ocimum sanctum 
L.), sweet basil (Ocimum basilicum L.), and turmeric (Curcuma longa L.) oils were tested for antimicrobial activity against 
bacteria that induce acne, including Staphylococcus epidermidis (ATCC 14990) and Propionibacterium acnes (DMST 14916). 
The mixture of holy basil and sweet basil oils (HS) exhibited the strongest antibacterial activity with minimum inhibitory 
concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) values for both bacterial species at 0.512 and 0.256 
mg/mL, respectively. Additionally, HS showed the highest antioxidant activities which its IC50 values of 2,2-diphenhydramine-
1-picrylhydrazyl (DPPH) and 2,2-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) radical scavenging assays were 
0.024±0.001 and 0.012±0.002 mg/mL, respectively and was selected for incorporation into niosome. The amounts of the 
two major compounds, methyl eugenol and eatragole, of HS based on the valided GC-MS analyses were 61.72 and 60.55 %, 
respectively. Niosomes composed of Span®60  as non-ionic surfactant, cholesterol and HS (1 mg/mL) was prepared using a 
thin film hydration technique. The effects of different mass ratios of surfactant/cholesterol (60:40, 70:30, 80:20, 90:10) and 
sonication time (0, 2 and 4 min) on oil entrapment efficiency were evaluated. The formulation F2 prepared using Span®60 
and cholesterol in the ratio of 60:40 and sonication time 2 min gave an optimum oil entrapment of 91.20±0.74% compared 
to other formulations and was used for further studies. Transmission electron microscopy revealed the spherical nature of 
the HS loaded vesicles. The stability of F2 at 4ºC and the room temperature, 25ºC, for 2 months were also investigated. The 
results revealed that F2 was quite stable within two months at both storage temperatures. No significant change in the 
physical appearance was observed. The size of niosomes increased slightly and the encapsulation efficiencies decreased by 
8.10% and 15.22% for the formulations at 4ºC and 25ºC, respectively. Thus, the niosomes at 4ºC were more stable with a 
slight oil leakage and slight increase in size than those at 25ºC. Furthermore, the effect of the encapsulation on the 
antibacterial activity of the essential oil-loaded niosomes at 4ºC was also evaluated. The results indicated that HS could be 
stabilized in the vesicles and its antibacterial activity against S. epidermidis (ATCC 14990) and P. acnes (DMST 14916) was 
superior to that of the free HS. The present study indicates the potential of essential oil-loaded niosomes as a promising 
technology which could be further developed to a suitable skin care products. 
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16 ร้อยละการคืนกลับของการตรวจสอบความแม่นของวิธีวิเคราะห์ 73 
17 ปริมาณสารส าคัญ methyl eugenol และ estragole ของน้ ามันหอมระเหย HS  
 ที่บรรจุในต ารับนิโอโซม 74 
18 ร้อยละการกักเก็บน้ ามันหอมระเหย HS ในต ารับนิโอโซมท้ัง 12 ต ารับ 75 
19 การประเมินความคงตัวทางกายภาพของต ารับนิโอโซม F2 ที่อุณหภูมิ 4ºC  
 เป็นเวลา 8 สัปดาห์ 79 
20 ร้อยละการกักเก็บสารของต ารับนิโอโซม F2 ที่อุณหภูมิ 4ºC เป็นเวลา 8 สัปดาห์ 80 
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สารบัญตาราง (ต่อ) 
 
ตารางท่ี หน้า 
21 การประเมินความคงตัวทางกายภาพของต ารับนิโอโซม F2 ที่อุณหภูมิ 25ºC  
 เป็นเวลา 8 สัปดาห์ 83 
22 ร้อยละการกักเก็บสารของต ารับนิโอโซม F2 ที่อุณหภูมิ 25ºC เป็นเวลา 8 สัปดาห์ 84 
23 ร้อยละการลดลงของประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อ S. epidermidis (ATCC 14990)  
 และ P. acne (DMST 14916) 86 
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3  ขนาดหยดอนุภาคเฉลี่ยของต ารับนิโอโซมท่ีเตรียมได้ 65 
4  Calibration curve ของ methyl eugenol 70 
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6   ประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย S. epidermidis (ATCC 14990) ในสัปดาห์ที่ 0  
  และสัปดาห์ที่ 8 ของน้ ามันหอมระเหย HS ที่ผ่านและไม่ผ่านกระบวนการห่อหุ้ม 
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7  ประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย P. acne (DMST 14916) ในสัปดาห์ที่ 0 และ  
  สัปดาห์ที่ 8 ของน้ ามันหอมระเหย HS ที่ผ่านและไม่ผ่านกระบวนการห่อหุ้มด้วยนิโอโซม 87 
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สารบัญภาพ 
 
ภาพที่ หน้า 
1  การเกิดสิวอักเสบ 6 
2  ลักษณะโคโลนีของเชื้อ P. acnes บนอาหารเลี้ยงเชื้อ chocolate agar    7 
3 ลักษณะโคโลนีของเชื้อ S. epidermidis บนอาหารเลี้ยงเชื้อ blood agar 8 
4 กะเพรา 9 
5  ขม้ินชัน 11 
6 โหระพา 12 
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13 โครมาโทแกรมของสารผสมซึ่งประกอบด้วยสารองค์ประกอบอย่างน้อย 6 ชนิด 25 
14 ส่วนประกอบของแมสสเปกโทรมิเตอร์ 26 
15 ต าแหน่งการวาง disc ในวิธี disc diffusion 37 
16 ขั้นตอนการเจือจาง serial two-fold dilution ในวิธี MIC 38 
17 ขั้นตอนในวิธี MBC โดยคัดเลือกหลอดที่ไม่มีเชื้อเจริญ (ไม่มีความขุ่น)  
  จากวิธี MIC มาเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง 39 
18  ต าแหน่งการวาง disc ในวิธี disc diffusion 47 
19 ลักษณะโคโลนีของเชื้อบนอาหารแข็ง และลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 48 
20 ตัวอย่างลักษณะโซนยับยั้งเชื้อ 51 
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  และ mass spectra ของสารมาตรฐาน estragole 57 
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สารบัญภาพ (ต่อ) 
 
ภาพที่ หน้า 
25 ตัวอย่างลักษณะของนิโอโซมอัตราส่วนของ Span®60:cholesterol ที่ 60:40  
  โดยผ่านการ sonicate ที่ 0, 2 และ 5 นาที 63 
26 GC โครมาโทแกรมของ methyl eugenol และ estragole  
  ในน้ ามัน HS ที่ถูกกักเก็บในนิโอโซม 66 
27 GC โครมาโทแกรมของสารมาตรฐาน estragole และ methyl eugenol 67 
28 mass spectra ของ estragole ใน HS ที่ถูกเก็บกักในนิโอโซม  
  และ mass spectra ของสารมาตรฐาน estragole 68 
29 mass spectra ของ methyl eugenol ใน HS ที่ถูกเกบ็กักในนิโอโซม  
  และ mass spectra ของสารมาตรฐาน methyl eugenol 69 
30 ลักษณะของนิโอโซมที่บรรจุน้ ามันหอมระเหยต ารับ F2 ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
  ชนิดแสงโพลาไรซ์ และภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน  
  ที่ก าลังก าลังขยาย 175000X 77 
31 GC โครมาโทแกรมของต ารับนิโอโซม F2 ที่บรรจุน้ ามันหอมระเหย HS  
  ในสัปดาห์ที่ 0 และ สัปดาห์ที่ 8 81 
32 ตัวอย่างลักษณะโซนยับยั้งเชื้อ S. epidermidis (ATCC 14990)  
  ของ HS ที่ถูกกักเก็บในนิโอโซม และ HS ที่ไม่ได้ถูกกักเก็บในนิโอโซม 86 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

บทที่1 
บทน า 

 
1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

ในปัจจุบันโลกของเราหันมานิยมใช้สมุนไพรเพ่ือเสริมสุขภาพกันมากขึ้น ทั้งในแง่เป็นยา 
อาหารเสริม  และเครื่องส าอาง ซึ่งสมุนไพรเป็นสิ่งที่ได้มาจากธรรมชาติบางชนิดสามารถใช้ทดแทนยา
แพทย์แผนปัจจุบันได้โดยมีประสิทธิผลและความปลอดภัยไม่แตกต่างกัน (1) โดยด้านเครื่องส าอางได้มี
การศึกษาวิจัยสมุนไพรเพ่ือใช้เป็นส่วนผสมในรูปของสารสกัด ซึ่งสะดวกต่อการผลิตในอุตสาหกรรม 
และยังมีการน าความรู้ทางด้านเภสัชกรรมมาช่วยพัฒนารูปแบบของยาและเครื่องส าอางให้สะดวก
และมีประสิทธิภาพมากขึ้น ทั้งนี้การน าสมุนไพรมาใช้  จะต้องมีการค านึงถึงความปลอดภัย (2) และ
ประสิทธิภาพในการรักษาอย่างแท้จริงของสมุนไพรชนิดนั้น ๆ จึงจะได้ประโยชน์สูงสุด  

สิวเป็นปัญหาที่พบได้ในทั้งกลุ่มของวัยรุ่น และพบบ้างในผู้ใหญ่ การเกิดสิวท าให้เกิดความ
กังวลและอาจท าให้เกิดการปฎิบัติตนที่ไม่ถูกต้อง เช่น การบีบเค้นหัวสิวท าให้มีแผลเป็นเกิดขึ้น (3) 
ส่งผลรบกวนทั้งทางด้านร่างกายและจิตใจต่อผู้ที่ประสบปัญหาที่เกิดจากการเป็นสิว ซึ่งอาจมีผลต่อ
คุณภาพชีวิต (4) ดังนั้นสิวจึงเป็นปัญหาหนึ่งที่ต้องได้รับการแก้ไข  และยาแผนปัจจุบันที่ใช้ในการรักษา
สิวมีราคาค่อนข้างแพง จากราคาของตัวยาเองรวมถึงช่วงเวลาในการรักษาที่ค่อนข้างใช้เวลานาน  
ท าให้สิ้นเปลืองค่าใช้จ่ายสูง ดังนั้นจึงมีการน าสมุนไพรที่มีฤทธิ์รักษาสิวมาใช้ทดแทนยาแผนปัจจุบัน 
แต่ยังต้องมีการศึกษาเพ่ิมเติมในเรื่องของประสิทธิภาพและความเป็นพิษในระยะยาว ซึ่งสมุนไพรที่
น ามาใช้รักษาสิว ได้แก่ สารสกัดจากเปลือกมังคุด (5) สารสกัดจากใบชา (6) เป็นต้น นอกจากนี้ยังมี
น้ ามันหอมระเหยจากพืชอีกหลายชนิด เช่น น้ ามันจากดอกกุหลาบ น้ ามันจากดอกลาเวนเดอร์ น้ ามัน
หอมระเหยจากไทม์ ซึ่งสมุนไพรเหล่านี้จะช่วยควบคุมความมันของผิว ช่วยให้เซลล์หลุดลอกจากต่อม
ไขมัน และยังมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียที่ท าให้เกิดตุ่มหนองสิว  (7) 
นอกจากนี้น้ ามันหอมระเหยซึ่งเป็นองค์ประกอบในพืชหอมเหล่านี้จะถูกเก็บไว้เฉพาะที่ เช่น ในเปลือก 
ดอก หรือในเมล็ด น้ ามันหอมระเหยนอกจากจะมีกลิ่นเฉพาะตัวในแต่ละชนิดแล้วยังมีสมบัติในหลาย
ด้าน เช่น ฆ่าและยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย ช่วยฟ้ืนฟูสภาพผิวหนัง ต้านไวรัส ต้านการอักเสบ ต้าน 
อนุมูลอิสระ ช่วยกระตุ้นหรือท าให้ผ่อนคลาย ท าให้สงบเยือกเย็น (8) ซึ่งจากข้อมูลดังกล่าวท าให้ทราบ
ว่าน้ ามันหอมระเหยสามารถน ามาพัฒนาและประยุกต์เพ่ือใช้ในด้านเวชส าอางต่อไปได ้

อนุมูลอิสระเป็นสาเหตุหนึ่งที่ท าให้เซลล์ร่างกายเสื่อมโทรม ซึ่งเซลล์ผิวหนังมีโอกาสเสียหาย
จากอนุมูลอิสระสูงโดยเกิดจากการถูกกระตุ้นด้วยแสง UV โดยตรงและจากกระบวนการเมแทบอลิซึม
ภายในเซลล์ผิวหนัง เมื่อเกิดอนุมูลอิสระขึ้นมากภายในเซลล์จะท าให้เซลล์นั้นเกิดความผิดปกติขึ้น 



2 
 

 

หากความเสียหายมีมากจนถึงระดับ DNA จะท าให้เซลล์นั้นไม่สามารถสร้างผลิตภัณฑ์ภายในเซลล์ 
ต่าง ๆ ได้ตามปกติ หรือไม่สามารถสร้างได้เลย เช่น หาก gene ที่ควบคุมการสร้าง collagen 
เสียหาย จะท าให้เซลล์มีความยืดหยุ่นต่ า ส่งผลให้เกิดริ้วรอย เป็นต้น และอนุมูลอิสระยังส่งผลให้เกิด
การอักเสบในร่างกาย (9) ยิ่งไปกว่านั้น อนุมูลอิสระยังเป็นสาเหตุของโรคหลายชนิด ดังนั้นเพ่ือไม่ให้
เซลล์ร่างกายเสียหาย ในร่างกายจึงมีระบบต้านอนุมูลอิสระเพ่ือท าลายอนุมูลอิสระโดยการจับ หรือให้
อิเล็กตรอนจึงเป็นการลดหรือชะลอการเกิดปฏิกิริยาลูกโซ่ โดยสารต้านอนุมูลอิสระมีหลายชนิด ได้แก่ 
วิตามินเอ ซี และ อี ซีลีเนียม แคโรทีนอยด์ ฟลาโวนอยด์ เป็นต้น ซึ่งสารเหล่านี้จะพบในพืชสมุนไพร
พ้ืนบ้านไทยหลายชนิด (10) 

ในปัจจุบันได้มีการพัฒนาระบบน าส่งยาในรูปแบบต่าง ๆ เพ่ือน าส่งยาไปยังบริเวณที่ต้องการ
ได้อย่างมีประสิทธิภาพ เช่น ลิโพโซม (liposomes) ซึ่งเป็นระบบน าส่งยาที่มีข้อดีกว่าระบบน าส่งยา
อ่ืน ๆ หลายประการ เช่น สามารถใช้เป็นตัวพาสารเข้าสู่ผิวหนังได้ดี สามารถเก็บกักสารเคมี ทาง
เครื่องส าอางได้หลายประเภท แต่ลิโพโซมมีส่วนประกอบเป็นฟอสโฟลปิด จึงมีปัญหาเรื่องความคงตัว
โดยการเกิดออกซิเดชันและไฮโดรไลซิส จากข้อจ ากัดของลิโพโซมเหล่านี้จึงท าให้มีการพัฒนาการ
น าส่งยาแบบประยุกต์รูปแบบใหม่ข้ึนมาที่เรียกว่านิโอโซม (niosomes) ซึ่งนิโอโซมเป็นอนุภาคหรือถุง
ทรงกลมขนาดเล็กคล้ายกระเปาะ (vesicle) มีผนังซึ่งประกอบด้วยสารลดแรงตึงผิวชนิดไม่มีประจุ 
(non-ionic surfactant) มีข้อดีกว่าลิโพโซมคือสามารถเตรียมได้สะดวกกว่า มีราคาถูก และที่ส าคัญ
คือมีความคงตัวมากกว่าลิโพโซม (11) ปกติน้ ามันหอมระเหยจากธรรมชาติมักไม่คงตัว เนื่องจากระเหย
ได้ที่อุณหภูมิห้อง และสลายตัวได้ง่ายเมื่อถูกแสงหรือความร้อน (12) จึงมีการประยุกต์ใช้เทคนิคในการ
น าส่งยาเข้ามาช่วย โดยเตรียมน้ ามันหอมระเหยให้อยู่ในรูปของนิโอโซม เพ่ือช่วยให้มีความคงตัวมาก
ยิ่งขึ้น 

ในการศึกษาครั้งนี้ผู้วิจัยมุ่งศึกษาไปที่น้ ามันหอมระเหยที่พบในสมุนไพรพ้ืนบ้านของไทยที่
นิยมใช้เป็นวัตถุดิบในการประกอบอาหาร ได้แก่ กะเพรา (Ocimum sanctum L.) โหระพา 
(Ocimum basilicum L.) และขมิ้นชัน (Curcuma longa L.) เพ่ือตรวจหาฤทธิ์ต้านการเจริญเติบโต
ของเชื้อจุลชีพ โดยเฉพาะเชื้อที่ก่อให้เกิดสิวได้แก่ Staphylococcus epidermidis (ATCC 14990) 
และ Propionibacterium acnes (DMST 14916) (13) โดยท าการศึกษาฤทธิ์ของน้ ามันหอมระเหย
ทั้ง 3 ชนิดข้างต้นทั้งแบบชนิดเดี่ยว และชนิดผสมเพื่อทดสอบประสิทธิภาพในการเสริมฤทธิ์กันในการ
ยับยั้งเชื้อจุลชีพที่ก่อให้เกิดสิวได้ดียิ่งขึ้น และท าการศึกษาฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของน้ ามัน 
หอมระเหยชนิดเดี่ยว และชนิดผสมด้วย น าน้ ามันหอมระเหยที่มีฤทธิ์ต้านจุลชีพที่ท าให้เกิดสิว  
และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระได้ดีที่สุดไปพัฒนาต ารับนิโอโซม เพ่ือเพ่ิมความคงตัวของน้ ามันหอมระเหย 
และความคงตัวในประสิทธิภาพด้านการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียที่ก่อให้เกิดสิว 
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1.2 วัตถุประสงค์การศึกษา 
 1.   ศึกษาฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อก่อให้เกิดสิว ได้แก่ S. epidermidis (ATCC 14990) และ        
P. acnes (DMST 14916) และฤทธิ์การต้านอนุมูลอนุมูลอิสระของน้ ามันหอมระเหยชนิดเดี่ยว ได้แก่ 
น้ ามันหอมระเหยจากกะเพรา (O. sanctum L.) โหระพา (O. basilicum L.) และขมิ้นชัน (C. 
longa L.) และน้ ามันหอมระเหยชนิดผสม ได้แก่ น้ ามันหอมระเหยจากกะเพราผสมน้ ามันหอมระเหย
จากขมิ้นชัน, น้ ามันหอมระเหยจากกะเพราผสมน้ ามันหอมระเหยจากโหระพา และน้ ามันหอมระเหย
จากขมิ้นชันผสมน้ ามันหอมระเหยจากโหระพา  
 2.   คัดเลือกน้ ามันหอมระเหยที่มีฤทธิ์ดีที่สุด (จากข้อ 1) มาท าการศึกษาองค์ประกอบทาง
เคมีและน ามากักเก็บในรูปแบบต ารับนิโอโซม เพ่ือเพ่ิมความคงตัวของสารส าคัญในน้ ามันหอมระเหย 

1.3 ขอบเขตของการวิจัย 
 1.   ทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญเชื้อที่ก่อให้เกิดสิว S. epidermidis (ATCC 
14990) และ P. acnes (DMST 14916) และความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH 
และ ABTS•+ redical scavenging ของน้ ามันหอมระเหยชนิดเดี่ยว 3 ชนิด ได้แก่ น้ ามันหอมระเหย
จากกะเพรา (O. sanctum L.) โหระพา (O. basilicum L) และขมิ้นชัน (C. longa L.)  และชนิด
ผสม (น้ ามันหอมระเหยจากกะเพราผสมน้ ามันหอมระเหยจากขมิ้นชัน, น้ ามันหอมระเหยจากกะเพรา
ผสมน้ ามันหอมระเหยจากโหระพา และน้ ามันหอมระเหยจากขมิ้นชันผสมน้ ามันหอมระเหยจาก
โหระพา) และท าการคัดเลือกน้ ามันหอมระเหยที่มีฤทธิ์ดีที่สุด 
 2. วิเคราะห์หาองค์ประกอบทางเคมีของน้ ามันหอมระเหยที่มีฤทธิ์ในการต้านเชื้อ                 
S. epidermidis (ATCC 14990) และ P. acnes (DMST 14916) และฤทธิ์ในการต้านอนมูลอิสระที่
ดีที่สุดด้วยเครื่องแก๊สโครมาโทกราฟี-แมสสเปคโทรมิเตอร์ (Gas Chromatograph - Mass 
Spectrometer, GC-MS) 

3.   พัฒนาต ารับนิโอโซมเพ่ือใช้ในการเก็บกักน้ ามันหอมระเหยที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้ง
เชื้อ S. epidermidis (ATCC 14990) และ P. acnes (DMST 14916) และฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ
ได้ดีที่สุด รวมทั้งประเมินคุณลักษณะทางเคมีกายภาพ ความคงตัว ขนาดของนิโอโซม และปริมาณ
การกักเก็บน้ ามันหอมระเหย 

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 1. ทราบความสามารถในการยับยั้งการเจริญเชื้อที่ก่อให้เกิดสิว S. epidermidis และ       
P. acnes และฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของน้ ามันหอมระเหยชนิดเดี่ยว 3 ชนิด ได้แก่ น้ ามันหอม
ระเหยจากกะเพรา ขม้ินชัน และโหระพา และ ชนิดผสม  
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 2.  เป็นการน าน้ ามันหอมระเหยมาใช้ในด้านเครื่องส าอาง สามารถเพ่ิมมูลค่าแก่ผลิตภัณฑ์
และน ามาใช้ในเชิงพาณิชย์ได้ 
 3.  ใช้เป็นแนวทางในการพัฒนาต ารับนิโอโซมกับสมุนไพรชนิดอื่น ๆ ได้



 

 

บทที่ 2 
แนวคิด  ทฤษฎี  และงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

 

2.1 สิว (14-15) 
 สิว คือ การอักเสบของหน่วยรูขนและต่อมไขมัน (pilosebaceous unit) ซึ่งมักจะพบบริเวณ
หน้า คอ และล าตัวส่วนบน ซึ่งเป็นต าแหน่งที่มีต่อมไขมันขนาดใหญ่อยู่หนาแน่น โดยลักษณะของสิว
สามารถแบ่งลักษณะทางคลินิกได้เป็น 2 ลักษณะ คือ 
 1. สิวชนิดไม่อักเสบ (non-Inflammatory Acne) คือ สิวที่เกิดจากการอุดตันของรูขุมขน 
เรียกว่า comedone (ductal hypercornification) มี 2 ชนิด 
    ก. สิวหัวปิด (closed comedone) มีลักษณะเป็นตุ่มกลมเล็กแข็งสีขาวและจะเห็นชัดขึ้น
เมื่อดึงผิวหนังให้ตึงหรือโดยการคล า 
    ข. สิวหัวเปิด (open comedone) มีลักษณะเป็นตุ่มกลมเล็กแข็งคล้าย closed 
comedone แต่ตรงยอดจะมีรูเปิดและมีก้อนสีด าอุดอยู่ 
 2. สิวชนิดอักเสบ (inflammatory Acne) (15) คือ เกิดจากการที่แบคทีเรีย P. acne สร้าง
เอนไซม์มาย่อยไตรกลีเซอร์ไรด์ ให้หลายเป็นกลีเซอ cholesterol และกรดไขมันอิสระเพ่ือใช้เป็น
อาหาร และเมื่อ comedone มีการแตก สิ่งสกปรกต่าง ๆ รวมถึงแบคทีเรียก็จะเกิดการแพร่กระจาย 
เป็นตัวกระตุ้นให้เกิดการท างานของระบบภูมิคุ้มกันในร่างกายเพ่ือต่อต้านสิ่งแปลกปลอม ซึ่งกลไกการ
ก าจัดเชื้อโรคของเม็ดเลือดขาวนั้นท าให้เกิดการอักเสบของเนื้อเยื่อโดยรอบ มีผลท าให้เกิดเป็นสิว
อักเสบและเป็นหนอง  
     ก. สิวนูนแดง (papule) มีลักษณะเป็นตุ่มสีแดงขนาดเล็ก พัฒนามาจากสิวหัวปิด หรือสิว
หัวเปิด ที่มีการอุดตันมากขึ้น 
     ข. สิวหัวหนอง (pustule) รุนแรงกว่าสิวนูนแดง มีทั้งชนิดลึกและชนิดตื้น ถ้าเป็นสิวชนิด
ตื้นจะสังเกตุหัวหนองนูนออกมา เมื่อหนองแตกจะหายค่อนข้างเร็ว ถ้าเป็นสิวชนิดลึกบริเวณรอบ ๆ 
หัวสิวจะมีอาการบวมแดง เมื่อสัมผัสจะรู้สึกเจ็บมาก ถ้าบีบหัวหนองหรือหัวหนองแตกจะมีน้ าหนองสี
เหลืองไหลออกมาพร้อมเลือด 
      ค. สิวหัวช้าง (nodules) สิวที่เกิดจาก comedone เกิดการแตกรั่ว จนท าให้เกิดการ
กระจายตัวของเชื้อโรคและไขมันใต้ผิวหนัง ท าให้ร่างกายสร้างเซลล์เม็ดเลือดขาวขึ้นมาท าลายเชื้อโรค
ท าให้เกิดการอักเสบ บวมแดงในวงกว้าง จนกลายเป็นสิวอักเสบขนาดใหญ่ มีลักษณะเป็นก้อนสีแดง
ภายในมีหนองปนเลือด บางครั้งอาจเกิดเป็นสิวหลายหัวติดกัน 
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    ง. สิวซีสต์ (cyst) สิวอักเสบรุนแรงมีลักษณะคล้ายถุงอยู่ใต้ผิวหนังที่เกิดจากไขมันอุดตันอยู่
ภายใต้ผิวหนังและเกิดการอักเสบติดเชื้อ และแพร่ลามออกไปภายในถุงใต้ผิวหนังดังกล่าวจะมีหนอง 
บางครั้งสิวชนิดนี้จะเกิดพร้อมสิวหัวช้าง ท าให้การอักเสบยิ่งทวีความรุนแรงขึ้น 

 
ภาพที่ 1 การเกิดสิวอักเสบ (16)

 

 
 

 
2.2 สาเหตุส าคัญของการเกิดสิว (17) 
 สิวเกิดจากสาเหตุส าคัญร่วมกัน 3 ประการ คือ 
 1. เกิดจากการที่ต่อมไขมันสร้าง sebum เพ่ิมขึ้น การที่ระดับของ sebum สูงขึ้นกว่าปกติ 
ซึ่งเกิดจากเหตุผลดังนี้ 
    ก. ในระยะวัยรุ่นขึ้นไปจะมีการสร้าง sebum ซึ่งถูกสร้างจากต่อมไขมัน โดยต่อมไขมัน
เป็นอวัยวะเป้าหมายของ androgen ที่มีปริมาณมากในผิวหนังของมนุษย์  
    ข. การออกฤทธิ์ของ iso-enzyme 5 alpha-reductase (type I) ซึ่งเปลี่ยน androgen 
ที่ส าคัญที่สุดคือ  testosterone ไปเป็นสารที่มีฤทธิ์มากกว่า คือ 5 alpha- dihydrotestosterone 
ภายในเซลล์ของต่อมไขมัน 
 2. เกิดจากการหนาตัวของ keratin ชั้น corneum (13) 
    มีการหนาตัวของชั้น corneum (hyper-cornification) เกิดจากการลดลงของ linoleic 
acid และการสร้าง keratin เพ่ิมมากข้ึนท าให้เกิดการอัดแน่นเป็นสิวหัวขาวและสิวหัวด า  
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 3. บทบาทขอ งเชื้อจุลินทรีย์ซึ่งอาศัยอยู่ที่ผิวหนังและภายในท่อขุมขน เชื้อจุลินทรีย์ส าคัญที่
ตรวจพบได้ส่วนใหญ่มีดังนี้ 
    ก. P. acnes (13) เชื้อตัวนี้ย่อยไขมันจากต่อมไขมันให้เป็น free fatty acid โดยอาศัย
เอนไซม์ lipase นอกจากนั้น P. acnes ยังหลั่งเอนไซม์ protease, hyaluronidase และ low 
molecular weight chemotactic factor ซึ่งสารเหล่านี้จะทาให้เกิดกระบวนการอักเสบขึ้น 
    ข. S. epidermidis (13) เป็นพวกไม่สร้าง enzyme coagulase ปกติพบทั่วไปในอากาศ
และสิ่งแวดล้อม พบอยู่ตามผิวหนังบน mucous membrane ของทางเดินหายใจส่วนบน และ
ทางเดินอาหารของคนและสัตว์ แม้ว่าโดยปกติเชื้อนี้ไม่เป็นอันตราย แต่ก็อาจทา ให้เกิดโรคได้ หากเข้า
ไปอยู่ในผิวหนังส่วนลึก 
  
2.3 แบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตุของการเกิดสิว 
 ในที่นี้จะกล่าวถึงเฉพาะ P. acnes และ S. epidermidis ที่น ามาใช้ในการศึกษาวิจัย 
 1.  P. acnes (18-19) 
 
ภาพที่ 2 ลักษณะโคโลนีของเชื้อ P. acnes บนอาหารเลี้ยงเชื้อ chocolate agar (20) 

  
 

 P. acnes เป็นแบคทีเรียแกรมบวกที่ไม่ใช้อากาศ ไม่สร้างสปอร์และไม่มีแคปซูล มีรูปร่างได้
กล้องจุลทรรศน์เป็น pleomorphic rod ไม่สามารถเคลื่อนที่ได้และสามารถสร้างผลผลิตจากการ
หมักได้หลายอย่าง เช่น propionic acid จุลินทรีย์ชนิดนี้เป็นจุลินทรีย์ประจ าถิ่นที่บริเวณช่องปาก 
ล าไส้ใหญ่ เยื่อบุลูกตา ช่องหูชั้นนอก และผิวหนัง ในขณะเดียวกัน P. acnes ยังถูกจัดเป็นจุลินทรีย์
ก่อโรคแบบฉวยโอกาสอีกด้วย ซึ่งสามารถก่อให้เกิดการติดเชื้อได้หลายช่องทางและน าไปสู่การอักเสบ
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ได้หลากหลาย ซึ่งจุลินทรีย์ชนิดนี้มักถูกพบและกล่าวถึงเป็นอย่างมากในการเป็นสาเหตุของการเกิดสิว 
โดยการก่อให้เกิดการอักเสบด้วยการสร้างผลิตภัณฑ์ต่าง ๆ จากกระบวนการเมแทบอลิซึม  
 เนื่องจาก P. acnes เป็นจุลินทรีย์ที่เจริญเติบโตในสภาวะไร้อากาศ โดยมีช่วงอุณหภูมิที่
เหมาะสมอยู่ที่ 30-37 ºC โดยอาหารเลี้ยงเชื้อที่แนะน าส าหรับการเพาะเลี้ยงคือ Tryptone Yeast 
Extract, Glucose Medium ที่มี 0.5% Tween® 80 เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
 
 2. S. epidermidis (21-22)  
 
ภาพที่ 3 ลักษณะโคโลนีของเชื้อ S. epidermidis บนอาหารเลี้ยงเชื้อ blood agar (22) 

 

 
 S. epidermidis เป็นแบคทีเรียแกรมบวกที่ไม่มีการสร้างเอนไซม์ coagulase มีรูปร่างใต้
กล้องจุลทรรศน์เป็นวงกลมเกาะตัวรวมกันคล้ายพวงองุ่น โดยมักอาศัยอยู่ที่บริเวณผิวหนังและเยื่อ
เมือกของมนุษย์ โดยปกติจะไม่ก่อโรคในผู้ที่มีสุขภาพแข็งแรง ในปัจจุบันพบว่า S. epidermidis 
สามารถก่อให้เกิดการติดเชื้อในโรงพยาบาลได้ เนื่องจากจุลินทรีย์ชนิดนี้สามารถสร้าง biofilm ลงบน
เครื่องมือแพทย์และเจริญอยู่ได้ อีกทั้งจุลินทรีย์ชนิดนี้มีความสามารถในการต้านยาปฏิชีวนะได้หลาย
ชนิด การรักษาจึงจ าเป็นต้องใช้ผลการทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะเป็นแนวทาง อีกทั้ ง               
S. epidermidis สามารถก่อให้เกิดสิวจากการท างานร่วมกับจุลินทรีย์ชนิดอ่ืนที่อาศัยบนผิวหนังของ
มนุษย์ (23) 
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2.4 การป้องกันการเกิดสิว (13)  
 การป้องกันสิว คือการหลีกเลี่ยงปัจจัยที่ส่ งเสริมให้ เกิดสิว เช่น สารสัมผัสจ าพวก 
chlorinated, hydrocarbon, corticosteroid, mineral oil, เครื่องส าอาง,นอนหลับให้เพียงพอ 
และหลีกเลี่ยงการจับหัวสิว สัมผัสผิวให้น้อยที่สุดเพราะฝ่ามือของเรามีทั้งความสกปรก และ 
แบคทีเรีย ซึ่งเป็นตัวก่อให้เกิดสิว 
 การรักษาสิวนั้นควรมีการป้องกันและแก้ไขที่สาเหตุ เช่น การรักษาด้วยยา เพ่ือก าจัดและ
ป้องกันการเกิด comedone และรักษาการอักเสบ การใช้ยารับประทาน (เช่น ยาปฏิชีวนะ     
เอสโตรเจน สเตอรอยด์วิตามินเอ และเรตินอยด์)  ยาเฉพาะที่ (ได้แก่ สารยับยั้งไขผิวหนัง สารขจัด 
comedone สารท าให้เกิดการหลุดลอกของผิวหนัง และสารระงับน้ าหรือเหงื่อ)  การบ าบัดทาง
กายภาพ (ได้แก่ การผ่าตัด การฉายรังสี และการฉายแสงอัลตราไวโอเลต) การรักษาด้วยการกดหัวสิว
โดยใช้เครื่องมือ การผ่าหรือดูดเอาหนองออก และการรักษาแผลเป็น นอกจากนี้ยังมีการรักษา
ทางเลือก (ได้แก่ การกดจุด อาหาร สุคนธบ าบัด และธรรมชาติบ าบัด)  
 
2.5 สมุนไพรที่สนใจศึกษาวิจัย  

 1. กะเพรา (Holy Basil) (24) 

ภาพที ่4 กะเพรา (24) 

 
 

ชื่อวิทยาศาสตร์ : Ocimum sanctum L. 
ชื่อสามัญ : Holy Basil  
ชื่อวงศ์ :  Labiatae 
ชื่อท้องถิ่น :  กอมก้อดง, กอมก้อ, กะเพราขาว, กะเพราแดง, ห่อกวอชู, ห่อตูปลู, อ่ิมคิมหล า 
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 ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ 
ไม้ล้มลุก มีเนื้อไม้ มีอายุหลายปี สูงได้ถึง 1 เมตร ทุกส่วนมีกลิ่นหอม แตกกิ่งก้านอ่อนรูป

สี่เหลี่ยม มีขนปกคลุม ใบเดี่ยว เรียงตรงข้ามสลับตั้งฉาก แผ่นใบรูปรีกว้าง ๆ ขอบใบหยักแบบจักฟัน
เลื่อย มีขนสั้น ๆ ทั้ง 2 ด้าน ก้านใบยาว ช่อดอกแบบช่อกระจุกรอบ กลีบเลี้ยงเชื่อมติดกันปลายแยก
เป็น 5 กลีบ กลีบดอกยาว 3 มิลลิเมตร เชื่อมกันเป็นหลอดสั้น ปลายแยกเป็น 2 ปาก สีชมพู ขาว 
เกสรเพศผู้ 4 อัน โผล่พ้นหลอดดอก ผลเปลือกแข็งขนาดเล็ก สีน้ าตาล เมื่อเปียกน้ าจะเป็นเมือกหุ้ม
เมล็ด 
 ส่วนที่น ามาใช้และสารส าคัญท่ีออกฤทธิ์  

ursolic acid มีฤทธิ์ยับยั้งการหลั่ง histamine จาก mast cell และ eugenol ในน้ ามัน
หอมระเหยมีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย และขับน้ าดี นอกจากนี้ยังมีสารที่ลดการอักเสบ ได้แก่ cirsilineol, 
cirsimaritin, isothymonin, apigenin, rosmaric acid และ eugenol 
 ฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา  

ก. ฤทธิ์ขับลม กะเพรามีน้ ามันหอมระเหยซึ่งมีฤทธิ์ขับลม eugenol ในน้ ามันหอมระเหยมี
ฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียที่ท าให้เกิดท าให้ท้องเสีย  
 ข. ฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย น้ ามันหอมระเหยจากใบกะเพรายังมีฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียที่ท าให้เกิด
สิว P. acnesนอกจากนี้น้ ามันกะเพรายังสามารถออกฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย S. aureus, Bacillus 
pumilus และ P. aeruginosa ได้  

ค. ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ สารฟีนอลิก เช่น cirsilineol, cirsimaritin, isothymusin, 
apigenin, rosmarinic acid และ eugenol และสารฟลาโวนอยด์ ได้แก่ orientin และ vicenin ใน
ใบกะเพรามีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ จากการศึกษาในสัตว์ทดลองพบว่าสามารถลดการเกิดออกซิเดชัน
ของไขมันที่เกิดจากการฉายแสงในตับหนูเม้าส์ น้ ามันหอมระเหยจากใบกะเพรามีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ
ได้ดีกว่ากรดแอสคอร์บิก (วิตามิน ซี) 
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2. ขม้ินชัน (Turmeric) (25) 
 
ภาพที ่5 ขมิ้นชัน (25) 

 
 
ชื่อวิทยาศาสตร์: Curcuma longa Linn. 
ชื่ออังกฤษ: Turmeric 

ชื่อวงศ์: Zingiberaceae 
ชื่อท้องถิ่น: ขม้ินแกง ขม้ินหยอก  ขมิ้นหัว  ขี้ม้ิน  ตายอ  สะยอ หมิ้น 
 
 ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ 

ไม้ล้มลุก มีเหง้าใต้ดิน เนื้อในสีเหลืองอมส้ม มีกลิ่นหอม ใบออกเป็นรัศมีติดผิวดิน รูปหอก
แกมขอบขนาน ดอกออกเป็นช่อ ทรงกระบอก แทงออกจากเหง้า  มีใบประดับรูปหอก  สีเขียวอ่อน
หรือสีขาว เรียงซ้อนกัน รองรับดอกย่อยแต่ละดอก กลีบเลี้ยงเชื่อมติดกันเป็นรูปท่อ มีขน กลีบดอกสี
ขาว โคนเชื่อมติดกันเป็นท่อยาวปลายแยกเป็น 3 แฉก เกสรเพศผู้ลักษณะคล้ายกลีบดอก ยอดเกสร
เพศเมียรูปปากแตร รังไข่มี 3 ช่อง แต่ละช่องมีไข่อ่อน 2 ใบ 
 ส่วนที่น ามาใช้ และสารส าคัญท่ีออกฤทธิ์ (26) 
 ในเหง้าขมิ้นชันมีสารส าคัญในการ ออกฤทธิ์ 2 กลุ่ม คือ กลุ่มน้ ามันหอมระเหย (volatile 
oil) ได้แก่ turmerone, zingiberene, borneol เป็นต้น และกลุ่มสารสีเหลืองส้มที่ เรียกว่า เคอร์คูมิ
นอยด์ (curcuminoids) ได้แก่ curcumin, demethoxycurcumin และ bisdemethoxy 
curcumin ซึ่งสารทั้ง 2 กลุ่มจะออกฤทธิ์เสริมกันในการ รักษาอาการแน่นจุกเสียด  
 ฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา  
ก. ขมิ้นชันมีผลยับยั้งเชื้อแบคทีเรียและสารพิษท่ีสร้างโดยแบคทีเรียหลายชนิดในหลอดทดลอง เช่น 
Staphylococci ซึ่งเป็นสาเหตุของหนอง  Samonella, Shigella และ Escherichia coli ซึ่งเป็น 
สาเหตุของการติดเชื้อในระบบทางเดินอาหาร 
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 ข. ขมิ้นชันสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตและฆ่าเชื้อราที่เป็นสาเหตุของโรคผิวหนังได้หลาย
ชนิดโดยเฉพาะในรูปน้ ามันหอมระเหยจะมีฤทธิ์ต้านเชื้อราที่ เป็นสาเหตุของโรคกลาก เช่น 
Microsporum, Trichophyton 

 3. โหระพา (Sweet Basil) (27-28) 
 
ภาพที ่6 โหระพา (28) 

 
 
ชื่อวิทยาศาสตร์: Ocimum basilicum  L. 
ชื่อสามัญ: Sweet Basil 
วงศ์: Labiatae 
ชื่ออ่ืน: ห่อกวยซวย ห่อวอซุ (กะเหรี่ยง-แม่ฮ่องสอน) อ่ิมคิมขาว (ฉาน-แม่ฮ่องสอน) 
 
 ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ (27) 

เป็นพืชล้มลุก ล าต้นมีขนาดเล็ก มีลักษณะหรือลักษณะพิเศษของโหระพาดังนี้ เป็นพืชที่มี
อายุได้หลายฤดู มีลักษณะล าต้นเป็นสี่เหลี่ยมและเป็นพุ่ม ล าต้นจะแตกแขนงได้มากมาย กิ่งก้านมีสี
ม่วงแดง มีขนอ่อน ๆ ที่ผิวล าต้น ใบมีรูปร่างแบบรูปไข่ปกติจะยาวไม่เกิน ๒ นิ้ว ใบจะเรียงตัวแบบ
ตรงกันข้ามกัน ขอบใบหยักแบบฟันเลื่อย ใบมีสีเขียวอมม่วงและมีก้านใบยาว ดอกโหระพา ดอกมี
ขนาดเล็กสีขาวหรือม่วงจะออกเป็นช่อคล้ายฉัตรที่ยอด ดอกมีทั้งสีม่วง แดงอ่อน และสีขาว ในแต่ละ
ดอกจะมีเกสรตัวผู้ 4 อัน รังไข่แต่ละอันจะมีสีม่วง เมล็ดมีสีด ามีกลิ่นหอมท้ังต้น  
 ส่วนที่น ามาใช้และสารส าคัญท่ีออกฤทธิ์ (28) 

สารสกัดใบโหระพาที่ได้จากการกลั่นด้วยไอน้ า มีสีเหลืองอ่อนถึงไม่มีสี และใบโหระพายังมี
น้ ามันหอมระเหยอยู่ประมาณร้อยละ 0.1-1.5 เมื่อท าการตรวจสอบด้วย gas chromatography 
พบว่าในน้ ามันหอมระเหยประกอบด้วยสาร methyl chavical เป็นสารหลัก (ร้อยละ 93) และสาร
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กลุ่มเทอร์พีน ได้แก่ linalool และ 1,8 cineol นอกจากนี้ยังมีสาร eugenol, caffeic acid และ 
romarinic acid เป็นต้น น้ ามันหอมระเหยจากโหระพาช่วยในการหดเกร็งของกล้ามเนื้อ และฆ่าเชื้อ
แบคทีเรีย อีกท้ังยังสามารถช่วยขับลมแก้ท้องอืดท้องเฟ้อได้อีกด้วย 
 ฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา (28) 

ก. ฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย : สารสกัดจากโหระพามีฤทธิ์ต้านแบคทีเรียก่อโรค เช่น 
Staphylococcus, Enterococcus และ Pseudomonas น้ ามันหอมระเหยจากโหระพาที่สกัดด้วย
วิธี hydrodistillation มีฤทธิ์ต้านแบคทีเรียแกรมบวก แกรมลบ 
  ข. ฤทธิ์ต้านการเจริญเติบโตของเชื้อสิว : จากงานวิจัยจากมหาวิทยาลัยนเรศวรพบว่า สาร
สกัด ethanol ของใบโหระพามีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียที่เป็นต้นเหตุของการเกิดสิว     
P. acnes ได้ดีที่สุดเมื่อเทียบกับสารสกัดจากพืชร่วมตระกูลโหระพาอ่ืน ๆ เช่น กะเพรา 

ค. ฤทธิ์ต้านเชื้อรา : น้ ามันโหระพามีสารส าคัญคือ linalool และ eugenol ซึ่งมีฤทธิ์ยับยั้ง 
Rhizopus stolonifer and Mucos spp. น้ ามันโหระพาในขนาด 1.5 mL/L มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญ
ของไมซีเลียมเชื้อรา 22 ชนิด รวมถึงสายพันธุ์ที่สร้างไมโคท็อกซินของ Aspergillus flavus และ      
A.  parasiticus ด้วย 

 
2.6 น้ ามันหอมระเหย (Essential oils) (29) 
 น้ ามันหอมระเหยเป็นน้ ามันที่พืชผลิตขึ้นตามธรรมชาติ โดยเก็บไว้ตามส่วนต่าง ๆ เช่น กลีบ
ดอก ใบ ผิวของผล เกสร รากหรือเปลือกของล าต้น ซึ่งเวลาได้รับความร้อน อนุภาคเล็ก ๆ ของน้ ามัน
หอมระเหยเหล่านี้จะระเหยออกมาเป็นกลุ่มไอรอบ ๆ ท าให้เราได้กลิ่นหอมซึ่งกลิ่นหอมนี้จะดึงดูด
แมลงให้มาผสมเกสรดอกไม้ ป้องกันการรุกรานจากศัตรูพืช ส่วนส าหรับประโยชน์ต่อมนุษย์นั้น น้ ามัน
หอมระเหยมีสมบัติในการฆ่าเชื้อโรค บรรเทาอาการอักเสบหรือลดบวม คลายเครียด หรือกระตุ้นให้
สดชื้น ทั้งนี้ขึ้นกับองค์ประกอบทางเคมีของน้ ามันหอมระเหยแต่ละชนิด ซึ่งองค์ประกอบทางเคมีของ
น้ ามันหอมระเหยค่อนข้างซับซ้อนและแปรผันตามระยะเวลาในการปลูก ฤดูการในการเก็บเกี่ยว ส่วน
ของพืชที่น ามาใช้ (เช่น ราก ใบ ล าต้น ดอก ผล เมล็ด และเปลือกต้น หรือเนื้อไม้)  
 น้ ามันหอมระเหยเมื่อเข้าสู่ร่างกายจะมีผลเกิดขึ้น 2 ทาง คือ ถ้าให้โดยรับประทาน ทาง
ผิวหนัง หรือทางทวารและช่องคลอดก็ตาม โมเลกุลของสารจะสามารถถูกดูดซึมเข้าสู่กระแสเลือดไปมี
ผลต่ออวัยวะต่าง ๆ และถูกขับออกได้เช่นเดียวกับโมเลกุลของยาเมื่อเข้าสู่ร่างกาย แต่ถ้าให้โดยการสูด
ดม โมเลกุลของน้ ามันหอมระเหยจะซึมผ่านเยื่อบุช่องจมูกหรือลงสู่ปอดและเข้าสู่กระแสเลือดได้
เช่นเดียวกับการให้โดยวิธีอ่ืน ขณะเดียวกันโมเลกุลของน้ ามันหอมระเหยที่สูดดมเข้าไปจะไปจับกับ
ตัวรับ (receptor) บนเยื่อบุช่องจมูก และแปลสัญญาณเป็นสื่อระบบประสาทหรือสัญญาณไฟฟ้าทาง
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เคมี ผ่านทาง olfactory nerve เข้าสู่ limbic system ในสมอง ซึ่งควบคุมความรู้สึกสัมผัส เพศ 
อารมณ์ และระบบย่อยอาหาร มีผลกระตุ้นหรือระงับระบบประสาทสมอง รวมทั้งระบบต่อมไร้ท่อ 
ต่าง ๆ ด้วย ซึ่งขึ้นอยู่กับโครงสร้างทางเคมีของน้ ามันหอมระเหยชนิดนั้น  ๆ ดังนั้น จึงถูกน ามาใช้
บ าบัดโรคเก่ียวกับอารมณ์และจิตใจ ตลอดจนการหลั่งฮอร์โมนบางชนิดด้วย 
 นอกจากนี้จากผลการวิจัยทางการแพทย์ยังพบว่าโครงสร้างทางโมเลกุลของน้ ามันหอมระเหย
ต่าง ๆ ซึ่งเป็น aromatic compounds นั้น มีฤทธิ์ในการฆ่าเชื้อโรคได้ดี จึงมีการใช้อย่างกว้างขวาง
ในการให้ทางผิวหนังโดยการนวด ตลอดจนการน ามาประยุกต์ใช้ทางด้านเครื่องส าอางได้อีกด้วย  
 
2.7 วิธีการทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อจุลชีพ (30) 
 ฤทธิ์ต้านเชื้อจุลชีพ คือ ความสามารถในการยับยั้งการเจริญ (microbiostatic) และ/หรือ
ความสามารถในการฆ่าเชื้อจุลชีพ (microbicidal) ซึ่งแบ่งเป็น 2 วิธีหลัก ๆ ดังนี้  
 1. Dilution Susceptibility Test 
    การทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ด้วยวิธี dilution test จะเป็นการทดสอบในเชิง
ปริมาณ เพราะสามารถทราบค่าความเข้มข้นของสารสกัดสมุนไพรที่ท าลายเชื้อได้ นิยมใช้ทดสอบเชื้อ
ที่เจริญได้ช้า ใช้ทดสอบยืนยันผลวิธี diffusion ที่ให้ความไวปานกลางหรือดื้อยา เพ่ือว่าจะสามารถใช้
สารสกัดสมุนไพรนั้นในจ านวนสูง ๆ ได้ และใช้ทดสอบความไวของเชื้อจุลินทรีย์ที่ไม่ใช้อากาศในการ
ด ารงชีพ (anaerobe) หลักการโดยทั่วไปของวิธีทดสอบแบบ broth และ agar dilution 
susceptibility test จะคล้ายคลึงกัน คือ จะเจือจางสารสกัดสมุนไพรใน medium ให้ได้ความเข้มข้น
ต่าง ๆ จากนั้นจึงใส่เชื้อลงใน / บน medium ที่มีสมุนไพร ภายหลังการบ่มเพาะ ให้ดูค่า minimal 
inhibitory concentration ทั้งนี้โดยสังเกตความขุ่นหรือใสของ broth และมีหรือไม่มีเชื้อเจริญขึ้น
บนอาหารแข็ง 
    1) Broth dilution test 
       เป็นการทดสอบหาความไวของเชื้อต่อสมุนไพรที่ละเอียดวิธีหนึ่ง การทดสอบนี้จะท าให้
ทราบทั้ง MIC และ minimal bactericidal concentration ของสมุนไพรนั้น ๆ กับเชื้อจุลินทรีย์ที่
ท าการทดสอบ หลักการโดยทั่วไปของวิธีนี้คือ เลี้ยงเชื้อที่ต้องการทดสอบในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว
ซึ่งมีสารสกัดสมุนไพรในปริมาณต่าง ๆ กันผสมอยู่ และสังเกตการณ์เจริญเติบโตของเชื้อ 
       MIC เป็นความเข้มข้นต่ าสุดของยาที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ หน่วยที่ใช้
โดยทั่วไปคือ ไมโครกรัม (μg) ต่อมิลลิลิตร (mL) หรือหน่วยสากล (IU, international unit) ต่อ
มิลลิลิตร ค่า MIC นี้ สามารถน ามาใช้เป็นค่าเปรียบเทียบเพ่ือดูความไวของเชื้อหนึ่ง ๆ ต่อยาต้านจุล
ชีพหลาย ๆ ชนิด หรือความไวของเชื้อหลาย ๆ ชนิดต่อยาหนึ่ง ๆ และรวมทั้งเพ่ือประเมินค่าอ่ืนที่
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เกี่ยวข้องกับยาหรือแปรผลของยาต่อเชื้อ ในการทดสอบเพ่ือหาค่า MIC ยา ควรได้รับการเจือจางให้มี
ความเข้มข้นลดลงทุก 2 เท่า ไปเรื่อย ๆ (2-fold serial dilution) 
       MLC (minimal lethal concentration) เป็นความเข้มข้นต่ าสุดของยาที่สามารถฆ่า
ท าลายเชื้อ (หรือมีเชื้อเจริญไม่เกินก าหนด) หากเชื้อทดสอบเป็นแบคทีเรีย อาจใช้ค าที่จ าเพาะเจาะจง
กว่า คือ MBC แต่ถ้าเป็นรา อาจใช้ค าว่า MFC (minimal fungicidal concentration) ยาต้านจุลชีพ
ที่มีวิถีการออกฤทธิ์เป็นชนิดฆ่าท าลาย (microbicidal) จะมีค่า MIC และ MLC เหมือนหรือใกล้เคียง
กัน (ไมเ่กินหนึ่งหรือสองความเข้มข้น; MLC/MIC ≤4)  
    2) Agar dilution test 
       เป็นการทดสอบความไวของเชื้อแบบปริมาณวิเคราะห์โดยมีหลักการทดสอบคล้ายคลึง
กับ broth dilution method ต่างกันเพียงชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อเท่านั้น กล่าวคือท าการทดสอบ
โดยการเจือจางสารทดสอบในอาหารวุ้น และถ่ายเชื้อลงบนผิวของอาหารวุ้น ข้อดีของวิธีนี้คือ 
สามารถท าการทดสอบเชื้อหลายชนิดบนอาหารเลี้ยงเชื้อจานเดียวกันได้ วิธีนี้สามารถหาค่า MIC ได้ 
แต่ไม่สามารถหาค่า MLC ได้ ค่าความเข้มข้นของสารที่น้อยที่สุดที่ไม่พบการเจริญของเชื้อเป็นค่า MIC 

 2. Agar diffusion Test 
    วิธีที่ใช้แพร่หลายมากที่สุด คือ disc diffusion method (Kirby-Bauer) เนื่องจากสะดวก
ประหยัด และใช้เวลาน้อยกว่าวิธีอ่ืน ๆ วิธีนี้เป็นการทดสอบในเชิงคุณภาพ สามารถบอกผลได้ว่าเชื้อมี
ความไวต่อการทดสอบหรือไม่ ไม่อาจทราบค่า MIC หรือ MLC ได้ ไม่เหมาะในการทดสอบเชื้อที่เจริญ
ช้า และเชื้อจุลินทรีย์ที่ไม่ใช้อากาศในการด ารงชีพ หลักการทั่วไปคือ การท าให้สารสกัดสมุนไพรที่มีใน
แผ่นกระดาษกรอง (paper disc) ที่เตรียมไว้ก่อน ซึมไปในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ได้กระจายเชื้อ (spread) 
ในจ านวนที่เหมาะสมไว้ แล้วน าไปเพาะเลี้ยงให้เชื้อเจริญเติบโต อ่านผลการทดสอบโดยการวัดขนาด
เส้นผ่าศูนย์กลางของ inhibition zone ซึ่งจะเห็นเป็นวงใสไม่มีโคโลนีเชื้อรอบ ๆ แผ่น disc 
ความสามารถในการยับยั้งเชื้อแปรตามขนาดของ inhibition zone วิธีการนี้โดยทั่วไปมักท าการ
ทดสอบสมุนไพรเพียงความเข้มข้นเดียว และใช้เป็นการตรวจกรองฤทธิ์ต้านเชื้อของสมุนไพรใน
เบื้องต้น นอกจากขนาดของเส้นผ่าศูนย์กลางของบริเวณใสที่ได้จะเป็นสัดส่วนโดยตรงกับความไวของ
เชื้อที่ทดสอบแล้ว ยังอาจขึ้นอยู่กับปัจจัยหลายประการ เช่น ขนาดโมเลกุลของสารสกัดสมุนไพร 
ความสามารถในการละลายหรือซึมไปในอาหารเลี้ยงเชื้อของสมุนไพร อัตราการเจริญของเชื้อ ภาวะ
ความเป็นกรด-ด่าง และส่วนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ ตลอดจนระยะเวลาในการเพาะเชื้อ 
    การแปรผลของวิธีนี้จะสามารถบอกได้เพียงว่าสมุนไพรที่ความเข้มข้นนั้น ๆ สามารถยับยั้ง
การเจริญของเชื้อได้มากหรือน้อยตามขนาดของบริเวณใสเท่านั้น และอาจใช้การเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อที่เกิดจากยาปฏิชีวนะมาตรฐานก็ได้ 
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2.8 สารต้านอนุมูลอิสระ (Antioxidant)  
 อนุมูลอิสระ (free radicals) (31) หมายถึง สารที่มีอิเล็กตรอนโดดเดี่ยว (unpaired 
electrons) ในอะตอมหรือโมเลกุล พบได้ทุกแห่งทั้งในสิ่งแวดล้อม ในสิ่งมีชีวิต และในเซลล์ โดย 
เฉพาะอย่างยิ่งกระบวนการผลิตพลังงานภายในเซลล์  หรือจากกระบวนการเมแทบอลิซึม 
(metabolism) โดยมีการเคลื่อนย้ายอิเล็กตรอนออกจากโมเลกุลของออกซิเจนท าให้อิเล็กตรอนใน
โมเลกุลออกซิเจนไม่สมดุลกลายเป็นอนุมูลอิสระและว่องไวในการเข้าท าปฏิกิริยามาก และสามารถดึง
อิเล็กตรอนจากโมเลกุลอ่ืนมาแทนที่อิเล็กตรอนที่ขาดหายไปเพ่ือให้ตัวเองเกิดความสมดุลหรือเสถียร  
ซึ่งปฏิกิริยานี้จะเกิดขึ้นอย่างต่อเนื่องเป็นปฏิกิริยาลูกโซ่ และเกิดขึ้นในเซลล์ตลอดเวลา (ดังสมการ 1 
และ 2) 
 
   R• + O2    ROO•   (สมการ 1) 
   ROO• + RH    ROOH + R•  (สมการ 2) 
 
 ในทางเครื่องส าอาง แสงแดดก็เป็นอีกสาเหตุหนึ่งของการเกิดอนุมูลอิสระ ซึ่งแสงแดดส่วนที่
มาถึงงพ้ืนโลก ประกอบด้วย รังสีอัลตราไวโอเลต หรือยูวี (คือ รังสียูวีเอ รังสียูวีบี และรังสียูวีซี) เป็น
รังสีที่มองเห็นด้วยตาเปล่า และรังสีอินฟราเรด ซึ่งรังสีเหล่านี้จะส่งผลต่อผิวหนังต่างกัน โดนทั่วไปแล้ว
เมื่อรังสีจากแสงแดดผ่านเข้าชั้นผิวหนังจะก่อให้เกิดอนุมูลอิสระจากปฏิกิริยาลูกโซ่ลิปิดเปอร์
ออกซิเดชัน (lipid peroxidation) โดยเป้าหมายการท าลายของอนุมูลอิสระ คือฟอสโฟลิพิด เป็น
ไขมันไม่อ่ิมตัวที่เป็นส่วนประกอบของผิวหนัง ไขมันเหล่านี้จะถูกเปลี่ยนเป็นลิปิดเปอร์ออกไซด์ เมื่อท า
ปฎิกิริยากับโปรตีนจะเกิดเม็ดสีหรือ Lipofuscin และมีการสะสมตามอายุมากขึ้น ส่วนที่ได้จากการ
สลายตัวของลิปิดเปอร์ออกไซด์ คือ มาลอนไดแอลดีไฮด์ (malondialdehyde, MDA) จะเข้าจับและ
ท าลายคอลลาเจน จึงเป็นสาเหตุท าให้ความยืดหยุ่นของผิวหนังลดลง และดูแก่ก่อนวัย (32) 
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ภาพที่ 7 ผลกระทบที่เกิดขึ้นต่อผิวหนังจากรังสี UV  
 

 
 
 สารต้านอนุมูลอิสระถือว่ามีความส าคัญต่อกระบวนการออกซิไดซ์อนุมูลอิสระ คือสารที่
สามารถยับยั้งปฏิกิริยาออกซิเดชัน โดยในสิ่งมีชีวิตจะมีระบบการป้องกันการท าลายเซลล์และเนื้อเยื่อ
จากอนุมูลอิสระโดยประกอบด้วยสารต้านอนุมูลอิสระมากมายหลายชนิดที่ท าหน้าที่แตกต่างกันไป ซึ่ง
มีทั้งที่เป็นเอนไซม์และไม่เป็นเอนไซม์ สารประกอบที่ในไขมันและสารประกอบที่ละลายในน้ า โดยสาร
ต้านอนุมูลอิสระเหล่านี้มีกลไกการต้านอนุมูลอิสระหลายแบบ เช่น ให้ไฮโดรเจนหรืออิเล็กตรอนแก่
อนุมูลอิสระ (free radical scavenging) การยับยั้งการท างานของ singlet oxygen (singlet 
oxygen quenching) จับกับโลหะหนักที่เร่งให้เกิดปฏิกิริยา oxidation ได้ (metal chelation) และ
ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ที่เร่งปฎิกิริยาอนุมูลอิสระ (enzyme inhibition) เป็นต้น กลไกการต้าน
อนุมูลอิสระ ดังสมการ 3, 4 และ 5 (31) 
   R• + AH    RH + A•  (สมการ 3) 
   RO• + AH    ROH + A•  (สมการ 4) 
   ROO• + AH    ROOH + A• (สมการ 5) 
  โดย R•, RO• และ ROO• คือ อนุมูลอิสระ และ AH คือ สารต้านอนุมูลอิสระ 
 ซึ่งสารอนุมูลอิสระส าหรับป้องกันการออกซิเดชันของผิวหนังส่วนใหญ่จะใช้เป็นส่วนผสม
ทางด้านเครื่องส าอาง มีหลายชนิดด้วยกัน อาจจัดแบ่งได้เป็น 3 กลุ่มใหญ่ ๆ คือ สารต้านอนุมูลอิสระ
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ในกลุ่มวิตามิน (เช่น วิตามินอี วิตามินซี วิตามินเอ ไนอะซินาไมด์ เป็นต้น) สารต้านอนุมูลอิสระ
สังเคราะห์ (เช่น butylated hydroxytoluene, butylated hydroxyanisole) และสารอนุมูลอิสระ
ที่ได้จากธรรมชาติ (เช่น สารกลุ่มฟลาโวนอยด์ โคเอนไซม์คิวเทน เบต้า แคโรทีน ไลโคปีน รวมไปถึง
สารสกัดที่ได้จากธรรมชาติ เช่น ชาเขียว เปลือกสน เมล็ดองุ่น เมล็ดลิ้นจี่ คูมินอยด์จากขมินชัน 
เปลือกมังคุด เป็นต้น) ซึ่งสารอนุมูลอิสระแต่ละชนิดใช้เพ่ือป้องกันภาวะเครียดออกซิเดชันของผิวหนัง
ในต ารับเครื่องส าอาง ซึ่งจะมีจุดประสงค์การใช้ที่เหมือนกันและต่างกันในบางประเด็นของสารแต่ละ
ชนิด (32) 
 
2.9 การวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant activity determination) (31) 
 วิธีการวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสามารถแบ่งออกเป็น 2 ประเภท คือ การวิเคราะห์ฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระเชิงคุณภาพ และการวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระเชิงปริมาณ ในแต่ละประเภทจะมี
หลายวิธีด้วยกัน ซึ่งแต่ละวิธีมีความจ าเพาะแตกต่างกัน โดยปกติมักใช้หลายวิธีร่วมกันในการ
ตรวจสอบและสรุปผล 
 1. วิธีการวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระเชิงคุณภาพ 
 การวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระเชิงคุณภาพเป็นการทดสอบเพ่ือหาชนิดของสารต้าน
อนุมูลอิสระที่มีอยู่ในตัวอย่าง โดยอาศัยหลักการต่าง ๆ เช่น การท าให้เกิดสี การท าให้เกิดตะกอน 
ความสามารถของการละลายในตัวท าละลาย และการถูกดูดซับโดยตัวดูดซับ วิธีการวิเคร าะห์ฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระที่นิยม ได้แก่ การตรวจวัดสารโพลีฟีนอลชนิดต่าง ๆ (เช่น Shinoda test และ Pew 
test) โครมาโทกราฟีแบบชั้นบาง (thin layer chromatography, TLC) และการตรวจหาสารต้าน
อนุมูลอิสระชนิดต่าง ๆ โดยใช้เครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (high performance 
liquid chromatography, HPLC) 
 2. วิธีการวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระเชิงปริมาณ 
 การวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระเชิงปริมาณเป็นการวิเคราะห์เพ่ือหาปริมาณของสาร
ต้านอนุมูอิสระในตัวอย่างประเภทต่าง ๆ วิธีที่นิยมได้แก่ การวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธีการ
ท าลายอนุมูลอิสระดีพีพีเอช (DPPH•) วิธีการฟอกสีอนุมูลอิสระเอบีทีเอส (ABTS•+) และการวิเคราะห์
ความสามารถในการรีดิวซ์เฟอร์ริกของสารต้านอนุมูลอิสระ (FRAP assay) ซึ่งวิธีการดังกล่าวข้างต้น
จะมีการสร้างอนุมูลอิสระที่ทราบความเข้มข้นที่แน่นอน และวิเคราะห์ความสามารถในการยับยั้งหรือ
ก าจัดอนุมูลอิสระของสารตัวอย่างที่สนใจ โดยวัดปริมาณอนุมูลอิสระที่ลดลงหรือที่เหลือจากค่าการ
ดูดกลืนแสง สารอนุมูลอิสระที่นิยมใช้ เช่น ABTS•+ และ DPPH• การค านวณหาปริมาณสารต้านอนุมูล
อิสระหาได้จากอัตราส่วนของการลดลงของค่าการดูดกลืนแสงของสารตัวอย่างกับสารมาตรฐาน (เช่น 
trolox, vitamin C และ ferrous sulfate) หน่วยของการวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระเชิงปริมาณ
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แสดงได้ 2 แบบ คือ แบบปริมาณความเข้มข้นของสารต้านอนุมูอิสระที่มีในตัวอย่าง ซึ่งค่าตัวเลขสูงก็
แสดงว่ามีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูง และ (2) แบบปริมาณความเข้มข้นของสารตัวอย่างที่ท าให้สาร
อนุมูลอิสระลดลง 50 % ( IC50, 50 % of inhibitory concentration) โดยค่าตัวเลขต่ าแสดงว่ามี
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูง ทั้งสองแบบสามารถแสดงหน่วยได้หลากหลาย ได้แก่ µM/mg, mM/mg, 
µM/mL, mM/mL เป็นต้น 
    วิธี 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) การวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วย
วิธีการท าลายอนุมูลอิสระ DPPH• เป็นการทดสอบด้วยวิธีทางเคมีโดยใช้สารที่มีสมบัติเป็นอนุมูลอิสระ
ในที่นี้ก็คืออนุมูลอิสระ DPPH (DPPH•, diphenyl-picryhydrazyl radical) ซึ่งเป็นสารสังเคราะห์ที่
อยู่ในรูปอนุมูลอิสระท่ีคงตัวและมีสีม่วงสามารถดูดกลืนแสงได้สูงสุดโดยใช้เครื่องสเปกโตโฟโตรมิเตอร์ 
ที่ความยาวคลื่น 515 นาโนเมตร เมื่อ DPPH• ท าปฏิกิริยากับสารต้านอนุมูลอิสระที่ละลายด้วย 
ethanol (สารที่ให้อิเล็กตรอน) จะท าให้สีม่วงจางลง ๆ  จนเป็นสีเหลือง (ดังสมการ 5) ซึ่งก่อนน ามา
วัดค่าการดูดกลืนแสงต้องตั้งทิ้งไว้ที่มืดเป็นเวลา 30 นาทีเพ่ือให้เกิดปฏิกิริยา ท าให้สามารถหาการเป็น
สารต้านอนุมูลอิสระของสารตัวอย่างได้จากการค านวณสีที่จางลงของการยับยั้งอนุมูลอิสระ DPPH 
สูตรค านวณได้จากการน าค่าการดูดกลืนแสงที่ลดลงจากการใส่ตัวอย่างเทียบกับค่าการดูดกลืนแสงตั้ง
ต้น (ก่อนใส่สารตัวอย่าง) ดังนี้ 
  DPPH• + AH    DPPH-H + A•  (สมการ 5) 
  DPPH radical scavenging (%) = [(A0-As)/A0] x 100 
  โดย A0 = ค่าการดูดกลืนแสงตั้งต้น  
       As = ค่าการดูดกลืนแสงหลังจากเติมสารตัวอย่าง 
    สารมาตรฐานที่ใช้ในการเทียบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ คือ trolox แสดงค่าเป็น trolox 
equivalent antioxidant capacity มีหน่วยเป็น mM/mg หรือ µM/mg ข้อดีของวิธีนี้ คือ ง่าย 
สะดวก และรวดเร็ว 
    วิธี TEAC เป็นวิธีการวัดความสามารถในการฟอกสี ABTS•+ เป็นสารสังเคราะห์ที่มีสีเขียว
ปนน้ าเงินสามารถดูดกลืนแสงได้สูงสุดที่ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร เนื่องจากสีของ ABTS•+ ปกติ
จะมีค่าการดูดกลืนแสงสูง จึงต้องท าการเจือจาง ABTS•+ ด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์ จากนั้นน า ABTS•+ 
ท าปฏิกิริยากับสารตัวอย่างที่ละลายด้วย ethanol เจือจางซึ่งจะท าให้สีจางลง (ดังสมการ 6) และตั้ง
ทิ้งไว้เพ่ือให้เกิดปฏิกิริยา จึงสามารถหาความเป็นสารต้านอนุมูลอิสระของสารตัวอย่างได้จากการ
ค านวณสีที่จางลงของการยับยั้งอนุมูลอิสระ ABTS•+ ซึ่งวิธีการค านวณและการเทียบกับสารมาตรฐาน 
trolox กระท าเช่นเดียวกับวิธี DPPH ข้อดีของวิธีการนี้ คือ ABTS•+ ละลายได้ดีในน้ า และตัวท า 
ละลายอินทรีย์จึงท าปฏิกิริยาได้อย่างรวดเร็ว และท าปฏิกิริยาได้ดีในช่วง pH กว้าง 
  ABTS•+ + AH (antioxidant)   ABTS (สีจางลง) + A• (สมการ 6) 
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2.10 นิโอโซม (Niosome) (11) 
 นิโอโซมมีลักษณะเป็นถุงทรงกลมขนาดเล็กคล้ายกระเปาะที่เก็บกักสารต่าง  ๆ ไว้ภายใน 
อนุภาคเหล่านี้มีลักษณะโครงสร้างของผนังเซลล์เป็นผนังสองชั้น ซึ่งเกิดจากการจัดเรียงตัวเองของ
โมเลกุลสารลดแรงตึงผิวที่มีสมบัติมีข้ัว และไม่มีขั้วอยู่ในโมเลกุลเดียวกัน ท าให้เกิดการจัดเรียงตัวโดย
น าส่วนที่มีสมบัติเหมือนกันเข้าหากันและมีการซ้อนกันเป็นผนังอาจเรียงตัวเป็นชั้นเดียวหรืออาจเกิด
ได้มากกว่าหนึ่งชั้น นิโอโซมส่วนใหญ่มีขนาดอนุภาคในช่วง 30-120 nm (ภาพที่ 8) 
 
ภาพที ่8 โครงสร้างและการจัดเรียงตัวของนิโอโซม (11) 
 

 
 
 1. ข้อดีของนิโอโซม (11) 

 1)  นิโอโซมเป็นอนุภาคท่ีกระจายตัวในวัฏภาคน ้าจึงได้รับการยอมรับจากผู้ป่วยมากกว่า
ระบบที่มีรูปแบบยาเตรียมเป็นน ้ามัน (oil base system) 

   2)  โครงสร้างของนิโอโซมมีส่วนที่ชอบน ้าและชอบน ้ามัน ดังนั้น จึงสามารถใช้กับตัวยา
ที่มีสมบัติการละลายแตกต่างกันได้หลายชนิด 

   3)  ลักษณะของนิโอโซมที่เป็นถุงทรงกลมซึ่งกักเก็บตัวยาไว้ภายใน สามารถควบคุมการ
ปลดปล่อยและเพ่ิมความคงตัวของยาได้ทั้งนี้ความสามารถในการซึมผ่าน (permeability)  

   4)  นิโอโซมเป็นระบบน าส่งที่สามารถควบคุมสมบัติต่าง  ๆ เช่น ขนาด จ านวนชั้น
(lamellarity) ประจุที่ผิวอนุภาค ปริมาตรของอนุภาค และความเข้มข้นของยาได้ตามต้องการ 

   5)  นิโอโซมสามารถเพ่ิมชีวประสิทธิผลของยา 
   6)  นิโอโซมสามารถเพ่ิมการซึมผ่านยาทางผิวหนังได้ 
   7)  สารลดแรงตึงผิวที่เป็นองค์ประกอบของนิโอโซมสามารถสลายตัวได้ในร่างกาย เข้า

กันได้กับร่างกายและไม่เป็นสารก่อให้เกิดภูมิคุ้มกัน 
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   8)  เป็นระบบที่สามารถบริหารยาได้หลายวิธี เช่น ทางรับประทาน ยาฉีด และ ยาที่ใช้
ส าหรับผิวหนัง เป็นต้น และยังใช้เป็นต ารับส าหรับดวงตาได้ โดยพบว่านิโอโซมไม่ระคายเคืองต่อ
ดวงตาและเพ่ิมการดูดซึมยาผ่านดวงตาได้ 

   9)  เป็นระบบที่ท าให้ยาอยู่ในกระแสเลือดได้นานขึ้น 
   10)  นิโอโซมสามารถน าส่งยาสู่เซลล์หรืออวัยวะเป้าหมายได้ 

 2. การเตรียมนิโอโซม (11) 
     วิธีการเตรียมนิโอโซมมีหลายวิธี โดยทั่วไปแล้วกระบวนการเตรียมนิโอโซมมักใช้พลังงาน
มาเก่ียวข้อง เช่น ความร้อนและแรงเขย่า เป็นต้น วิธีการเตรียมมีผลต่อลักษณะของนิโอโซม โดยนิโอ
โซมอาจมีลักษณะเป็นถุงอนุภาคชั้นเดียวหรือหลายชั้นก็ได้ ซึ่งนิโอโซมอาจมีขนาดเล็กได้ถึงระดับนาโน
เมตร นอกจากวิธีการเตรียมมีผลต่อจ านวนชั้นของอนุภาค แล้วยังมีผลต่อขนาดและการกระจายตัว
ของขนาดอนุภาค ประสิทธิภาพในการกักเก็บยา และความสามารถในการซึมผ่านเมมเบรนของ
อนุภาคด้วย วิธีการเตรียมนิโอโซมมีดังนี้ 

    การเตรียมนิโอโซมโดยการใช้อีเธอร์ (Ether injection method) เตรียมโดยการน า
สารลดแรงตึงผิวชนิดไม่มีประจุมาละลายในอีเธอร์ แล้วฉีดสารละลายนี้ด้วยเข็มเบอร์ 14ลงในน ้าหรือ
บัฟเฟอร์ที่อุ่นไว้ที่อุณหภูมิ 60°C คนสารละลายทิ้งไว้เพ่ือระเหยอีเธอร์ ขณะที่อีเธอร์ระเหยออกไปจะ
เกิดการเรียงตัวกันของสารลดแรงตึงผิวเกิดเป็นถุงอนุภาคชั้นเดียว ขนาดอนุภาค 50-1000 nm 

    การเตรียมนิโอโซมโดยท าให้เกิดฟิล์มและเขย่าด้วยมือ (Hand-shaking method) 
สารลดแรงตึงผิวและ cholesterol ถูกละลายในตัวท าละลายอินทรีย์ (เช่น อีเธอร์ คลอโรฟอร์ม หรือ 
methanol เป็นต้น) ในขวดก้นกลมแล้วน ามาระเหยตัวท าละลายออกไปด้วยเครื่องกลั่นระเหยสาร
แบบหมุน (rotary evaporator) จนกระท่ังเกิดเป็นแผ่นฟิล์มแห้งแล้วเติมบัฟเฟอร์หรือน ้า เพ่ือให้เกิด
การพองตัวที่อุณหภูมิที่สูงกว่าอุณหภูมิการเปลี่ยนแปลงสถานะ (Phase transition temperature: 
Tc) ของสารลดแรงตึงผิวและ cholesterol ที่ใช้ แล้วเขย่าของเหลวในระหว่างที่แผ่นฟิล์มพองตัวเข้า
กับบัฟเฟอร์ จะเกิดการฟอร์มตัวเป็นอนุภาคนิโอโซมที่มีการจัดเรียงตัวหลายชั้น การเติมตัวยาใน
ขั้นตอนใดจะขึ้นกับสมบัติการละลายของตัวยา หากตัวยาละลายน ้าได้ดีตัวยาจะถูกผสมในน ้าหรือ
บัฟเฟอร์ และจะถูกกักเก็บไว้ภายในนิโอโซม หากตัวยาละลายน ้าน้อย ตัวยาจะถูกผสมในตัวท า
ละลายอินทรีย์และจะถูกกักเก็บในชั้นที่ไม่ชอบน ้าของนิโอโซม ความสามารถในการกักเก็บยาเมื่อ
เตรียมโดยวิธีนี้ประมาณ 78% 
     การเตรียมนิโอโซมโดยการใช้เครื่องไมโครฟลูอิดไดเซอร์ (Microfluidizer) การเตรียม
นิโอโซมวิธีนี้ เตรียมโดยการน าสารละลายของยามาเติมลงในของผสมสารลดแรงตึงผิวกับ 
cholesterol แล้วน ามาผ่านเครื่องไมโครฟลูอิดไดเซอร์ซึ่งใช้แรงดันของเหลวผ่านช่องที่มีขนาดเล็ก
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ด้วยความเร็วสูง(100 mL/min) ท าให้อนุภาคที่ได้มีขนาดเล็กและการกระจายขนาดอนุภาคแคบหาก
ใช้เวลาในการผ่านเครื่องไมโครฟลูอิดไดเซอร์นานขึ้นจะส่งผลท าให้ขนาดเฉลี่ยของถุงอนุภาคเล็กลง 
     การเตรียมนิโอโซมโดยการใช้แรงดันผ่านแผ่นกรองที่มีรูพรุนขนาดเล็ก (Multiple 
membrane extrusion method) สารลดแรงตึงผิว cholesterol และ dicetyl phosphate ถูก
ละลายในคลอโรฟอร์มแล้วน ามาระเหยให้เกิดแผ่นฟิล์ม เติมน ้าหรือบัฟเฟอร์เพ่ือท าให้แผ่นฟิล์มเกิด
การพองตัว น าของผสมมาลดขนาดอนุภาคโดยการใช้แรงดันผ่านแผ่นกรองชนิดโพลีคาร์บอเนตที่มี
ขนาดรูพรุน 100-200 nm จ านวน 8 รอบ ซึ่งเป็นวิธีที่ดีส าหรับการควบคุมขนาดอนุภาคโดยเฉพาะ
กับสารที่สลายตัวเมื่อถูกความร้อน 
     การเตรียมนิโอโซมโดยวิธีการกลับวัฏภาค (Reverse Phase Evaporation 
Technique: REV)วิธีนี้เตรียมโดยการละลายสารลดแรงตึงผิวกับ cholesterol ในอัตราส่วน 1: 1 
ในคลอโรฟอร์ม เติมสารละลายยาลงไปจะเกิดของเหลวขาวขุ่น ควบคุมสภาวะของผสมให้มีอุณหภูมิ 
4-5 °C แล้วใช้คลื่นเสียง จนได้เจลที่มีลักษณะใสหลังจากนั้นเติมสารละลายบัฟเฟอร์ลงไปพร้อมกับ
เขย่า น าของผสมมาระเหยตัวท าละลายอินทรีย์โดยควบคุมอุณหภูมิที่ 40 °C และลดความดันด้วย
เครื่องกลั่นระเหยสารแบบหมุน ยาเตรียมที่ได้จะมีลักษณะหนืด น ามาอุ่นที่อุณหภูมิ 60 °C เป็นเวลา 
10 นาที จนเกิดเป็นนิโอโซมท่ีมีการจัดเรียงชั้นเดียวขนาดอนุภาค 500 nm 
     การเตรียมนิโอโซมโดยกักเก็บยาจากความแตกต่างของสภาวะความเป็นกรดด่าง เป็น
วิธีเตรียมนิโอโซมแบบใหม่ที่สามารถเตรียมต ารับโดยใช้เพียงขั้นตอนเดียวและไม่ใช้ตัวท าละลาย
อินทรีย์ระบบจะเป็นขวดก้นกลมที่มีข้อต่อทั้งหมด 3 ส่วน ข้อต่อนี้จะท าให้เกิดการควบแน่นของไอน ้า
ให้กลับเข้ามาในระบบและมีข้อต่อหนึ่งที่มีช่องทางส าหรับให้ก๊าซไนโตรเจนเข้ามาแทนที่ก๊าซออกซิเจน
ในระบบ วิธีนี้เตรียมโดยผสมองค์ประกอบทั้งหมดในสารละลายบัฟเฟอร์ (pH 7.4) ที่อยู่ในขวดก้น
กลมภายใต้อุณหภูมิ 70 °C หลังจากนั้นปั่นผสมด้วยเครื่องปั่นผสมความแรงสูงทันทีเป็นเวลานาน 15 
วินาทีของผสมจะมีการเกิดเป็นนิโอโซมเนื่องจากใช้อุณหภูมิที่ค่อนข้างสูงและควบคุมขนาดอนุภาคให้
มีขนาดเล็ก 
     การเตรียมนิโอโซมจากโพรนิโอโซม (proniosome) วิธีนี้เป็นการเตรียมนิโอโซมโดย
การเคลือบผงของสารที่ละลายน ้าได้ เช่น ซอร์บิทอล ซูโครสสเตียเรท กลูโคสโมโนไฮเดรต แล็กโทส        
โมโนไฮเดรต ผงสเปรย์แลคโตสแห้งและมอลโตเดกซ์ตริน เป็นต้น ด้วยสารลดแรงตึงผิวชนิดไม่มีประจุ 
สารที่ละลายน ้านี้เปรียบเสมือนเป็นตัวกลางที่ช่วยกระจายตัวของสารลดแรงตึงผิวเมื่อมีน ้าเติมเข้ามา
ในระบบ (ภาพที่ 9) ทั้งนี้น ้าหรือบัฟเฟอร์ที่เติมลงไปจะต้องมีอุณหภูมิมากกว่าค่าอุณหภูมิการ
เปลี่ยนแปลงสถานะ (Tc) ของสารลดแรงตึงผิว และในระหว่างการเติมบัฟเฟอร์ ให้เขย่าเพ่ือให้เกิด
การกระจายตัว ดังนั้นโพรนิโอโซมจึงมีลักษณะเป็นผงที่พร้อมจะเกิดนิโอโซมเมื่อมีการเติมสารละลาย
บัฟเฟอร์นั่นเอง 
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ภาพที ่9 ขั้นตอนการเกิดนิโอโซมจากโพรนิโอโซม (33) 

 
 

2.11 การตรวจสอบน้ ามันระเหยและผลิตภัณฑ์จากน้ ามันระเหยโดยวิธีแกสโครมาโท กราฟี /
แมสสเปกโทรเมทรี (Gas Chromatography/Mass Spectrometry, GC-MS) (34-35) 

การวิเคราะห์น้ ามันระเหยนั้นสามารถจ าแนกตามลักษณะการวิเคราะห์ได้  เป็นการวิเคราะห์
เชิงคุณภาพและการวิเคราะห์เชิงปริมาณ ผลการวิเคราะห์สามารถทราบถึงองค์ประกอบทางเคมีว่า
ประกอบด้วยสารเคมีอะไรบ้าง ทราบความเข้มข้น ทราบสัดส่วนของสารเคมีชนิดต่าง ๆ ในน้ ามัน
ระเหยนั้น ๆ ซึ่งน าไปสู่การก าหนดมาตรฐานและการตรวจสอบมาตรฐานของน้ ามันระเหย วิธีการหรือ
เทคนิควิเคราะห์ทางเคมีนั้น มีหลายวิธี แต่วิธีที่เหมาะสมกับการวิเคราะห์น้ ามันระเหย คือ วิธีแกสโคร
มาโทกราฟี เพราะวิธีนี้สิ่งที่จะวิเคราะห์นั้น ต้องสามารถอยู่ในสภาพแกสได้ที่อุณหภูมิเหมาะสม 
 GC-MS สามารถท านายชนิดขององค์ประกอบที่มีอยู่ในสารได้อย่างค่อนข้างแม่นย าโดยอาศัย
การเปรียบเทียบ fingerprint ของเลขมวล (mass number) ของสารตัวอย่างนั้น ๆ กับข้อมูลที่มีอยู่
ใน library นอกจากนี้ยังสามารถใช้ในการวิเคราะห์ได้ทั้งในเชิงปริมาณ (quantitative analysis) 
และเชิงคุณภาพ (qualitative analysis) GC-MS (ภาพที่ที่ 10) ประกอบด้วย 2 ส่วน คือ ส่วนของ
เครื่อง GC และ MS สารผสมออกจากกัน และจ าแนกชนิดของสารรวมทั้งหาปริมาณของสารได้ (34) 
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ภาพที ่10 เครื่อง GC-MS 

 
 
ส่วนประกอบหลักของเครื่อง ได้แก่ ส่วนหัวฉีด (injector) ส่วนตู้อบ (oven) ซึ่งบรรจุคอลัมน์

ที่ใช้แยกสาร (GC column) และส่วนหัววัด (detector) อุปกรณ์ประกอบที่ส าคัญคือ ถังบรรจุแกสตัว
พา (carrier gas) อุปกรณ์ควบคุมการไหลของแกสตัวพา (GC pneumatics) และอุปกรณ์ควบคุม
อุณหภูมิของส่วนหัวฉีด ตู้อบ และส่วนหัววัด (ภาพที่ 11) 
 

ภาพที ่11 ส่วนประกอบหลักของเครื่อง GC 

 
 

 หลักการแยกสารโดยวิธีนี้ คือ เมื่อฉีดน้ ามันระเหยตัวอย่างที่ต้องการวิเคราะห์เข้าไปในส่วน
หัวฉีดซึ่งตั้งอุณหภูมิไว้ในระดับที่น้ ามันจะระเหยกลายเป็นไอ แกสพา (ซึ่งต้องมีสมบัติเป็นแกสเฉื่อย 
ไม่สามารถท าปฏิกิริยากับสารที่จะวิเคราะห์ได้ เช่น ฮีเลียม ไนโตรเจน เป็นต้น) จะพาสารในสภาพไอ
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ไหลเข้าสู่คอลัมน์ซึ่งเคลือบผิวภายในด้วยสารที่มีสมบัติเหมาะสมในการแยกองค์ประกอบทางเคมีของ
น้ ามันระเหย ด้วยการปรับอุณหภูมิของส่วนตู้อบ ประกอบกับการปรับอัตราการไหลของแกสตัวพา 
จะท าให้สารเคมีแต่ละชนิดที่มีสมบัติต่างกันแยกออกจากกันได้ ในขณะที่ถูกตัวพาพาไหลผ่านคอลัมน์ 
สารเคมีที่โมเลกุลเล็กกว่า ระเหยเป็นไอได้ดีกว่า มีสมบัติการละลาย การดูดซึม ดูดซับกับสารเคลือบ
ผิวของคอลัมน์น้อยกว่า ก็จะผ่านออกมาจากคอลัมน์ และเข้าสู่ส่วนหัววัดก่อนสารเคมีชนิดต่าง ๆ ที่
เป็นองค์ประกอบอยู่ในน้ ามันระเหยจะทยอยแยกออกจากกันในระหว่างการเดินทางผ่านคอลัมน์และ
เข้าสู่ส่วนหัววัด ปริมาณสารที่ผ่านส่วนหัววัดในช่วงเวลาต่าง ๆ จะถูกแปลงเป็นสัญญาณไฟฟ้าส่งเข้า
เครื่องประมวลผลและพิมพ์ผลออกมาในรูปของโครมาโทแกรม (chromatogram) (ภาพที ่12-13) 
 
ภาพที่ 12 การแยกสารภายใน GC column (34) 

 
 
ภาพที ่13 โครมาโทแกรมของสารผสมซึ่งประกอบด้วยสารองค์ประกอบอย่างน้อย 6 ชนิด (6 พีก) (34) 
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ส่วนเครื่องตรวจวัดของเครื่อง GC (GC detector) มีหลายประเภท แต่ที่เหมาะกับการแยก
และศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของน้ ามันระเหยซึ่งมักประกอบด้วยสารเคมีหลายสิบชนิดและหลาย
กลุ่มสาร คือ MS (ภาพที ่14) 
 
ภาพที่ 14  ส่วนประกอบของแมสสเปกโทรมิเตอร์ (34) 

 
เทคนิค MS อาศัยหลักการว่า เมื่อโมเลกุลของสารได้รับพลังงานจ านวนหนึ่งที่มากพอจะท า

ให้โมเลกุลของสารแตกตัวเป็นไอออนย่อย ๆ ทั้งที่เป็นกลาง เป็นไอออนบวก และอิเล็กตรอน เครื่อง
MS จะวัดมวลและประจุของไอออนที่เกิดขึ้น แล้วแปลผลออกมาเป็นอัตราส่วนของมวลต่อประจุของ
ไอออน ซึ่งสารเคมีชนิดหนึ่ง ๆ จะมีลักษณะการแตกตัวเป็นไอออนแบบเฉพาะตัวค่าของมวลต่อประจุ
ของไอออนของสารแต่ละชนิดแสดงได้เป็นแมสสเปกตรัม จนถึงปัจจุบันนี้มีการศึกษาแมสสเปกตรัม
ของสารเคมีชนิดต่าง ๆ รวมประมาณ 190,000 ชนิด แล้วน ามาเก็บรวบรวมเป็นฐานข้อมูลเพ่ือการ
อ้างอิง (mass spectral database and search program) เช่น NIST data library, Wiley 
library เป็นต้น 

โดยองค์ประกอบส าคัญของ MS แบ่งออกเป็น 3 ส่วนส าคัญคือ ionization source, mass 
analyzer และ detector โดยที่ส่วน ionization source ที่นิยมใช้มี 2 แบบ (35) คือ  
 ก. Electron Ionization หรือ Electron Impact (EI) เป็นการท าให้สารเกิด fragment ion 

โดยใช้ล า electron ซึ่งแหล่งก าเนิดไอออน (Ionization chamber) เป็นระบบสูญญากาศที่ความดัน

ต่ าประมาณ 10-8 Torr โดย electron จาก filament ที่ร้อนจะถูกโฟกัสผ่านห้องนี้และถูกดึงเข้าหา 

repeller voltage ที่มีความต่างศักย์ 70 โวลต์ ซึ่งจะให้พลังงานกับ electron เป็น 70 eV ท าให้ของ

ผสมที่ซับซ้อนของไอออนเกิดการแตกหัก (fragmentation ion) ที่สามารถให้ข้อมูลเกี่ยวกับ

โครงสร้างและความอุดมสัมพัทธ์ (relative abundance) 
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ข. Chemical Ionization (CI) เป็นการท าให้สารเกิดการ fragment ด้วยวิธีทางเคมีโดยผสม
สารตัวอย่าง (ความดัน10-4 Torr) เข้ากับแก๊สที่ท าปฏิกิริยาด้วย (ความดัน 1 Torr) แล้วผ่านสารผสม
เข้าไปใน Ionization chamber โดยการท าให้เกิดการ fragment ด้วยการชนกับ electron 
เช่นเดียวกันแก๊สที่ใช้ได้แก่ methane, isobutane, ammonia 

เมื่อองค์ประกอบทางเคมีแต่ละชนิดในน้ ามันระเหยแยกออกจากกันโดยวิธี  GC แล้วจะผ่าน
ต่อมายัง MS ได้รับพลังงานจนแตกตัวเป็นไอออน MS จะวัดมวลและประจุของไอออนที่เกิดแปรผล
เป็นแมสสเปกตรัม น าแมสสเปกตรัมที่ได้ไปเทียบกับแมสสเปกตรัมของสารเคมีในฐานข้อมูล
ประมวลผลออกมาเป็นชนิดของสารเคมี 

ปริมาณขององค์ประกอบทางเคมีแต่ละชนิดค านวณได้จากพ้ืนที่ใต้พีก (peak area) ซึ่งขนาด
ของพ้ืนที่หรือความสูงของพีกจะสัมพันธ์กับปริมาณของสารเคมีนั้น ๆ เทคนิค MS จึงเป็นเทคนิคที่
วิเคราะห์ได้ท้ังชนิดของสารและปริมาณของสารด้วย 
 
2.12 งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

มีหลากหลายงานวิจัยที่ศึกษาความสามารถของพืชสมุนไพรและน้ ามันหอมระเหยของพืช
ชนิดต่าง ๆ รวมถึงกะเพรา โหระพา และขมิ้นชัน ในด้านยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย ฤทธิ์การ
ต้านอนุมูลอิสระ และมีบางงานวิจัยที่ศึกษาการเสริมฤทธิ์กันของน้ ามันหอมระเหยชนิดผสม รวมทั้งมี
ศึกษาการน าน้ ามันหอมระเหยไปเก็บกักในนิโอโซม 

Lertsatitthanakorn, P et al. (2006) (36) ได้ศึกษาความไวต่อยาของ P. acnes กับน้ ามัน
หอมระเหยจากพืช 7 ชนิดคือ ตะไคร้หอม (Cymbopogon nardus L.), ตะไคร้ (C. citratus DC), 
มะกรูด (Citrus hystrix DC) กะเพรา (Ocimum sanctum L.) โหระพา (O. basilicum L.) ไพล 
(Zingiber cassumunar Roxb) และขิง (Z. officinale Roscoe) ด้วยวิธี broth microdilution 
พบว่าน้ ามันหอมระเหยจากตะไคร้หอมให้ค่า MIC และ MBC ต่ าที่สุด โดยมีค่าอยู่ที่ 0.005–0.3 และ 
0.6–1.2 µl/mL ตามล าดับ ค่า MIC และ MBC ของน้ ามันหอมระเหยจากตะไคร้ อยู่ที่ 0.6 µl/mL 
และจากน้ ามันหอมระเหยจากมะกรูด กะเพรา และโหระพาอยู่ที่  5 µl/mL และ50 µl/mL 
ตามล าดับ นอกจากนี้ยังพบว่าฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH free radical scavenging 
assay ให้ค่า IC50 ของน้ ามันหอมระเหยจากกะเพรา (0.03 µl/mL), น้ ามันหอมระเหยจากไพล (6.9 

µl/mL) น้ ามันหอมระเหยจากตะไคร้หอม (2 µl/mL) และน้ ามันหอมระเหยจากโหระพา           
(3.0 µl/mL) ต่ ากว่าของ ascorbic acid (7.9 µl/mL) ฤทธิ์การต้านการอักเสบของน้ ามันหอมระเหย
สามารถวัดค่าได้ด้วยวิธี 5-lipoxygenase inhibition assay พบว่า ค่า IC50 ของน้ ามันหอมระเหย
จากกะเพรา (0.04 µl/mL) น้ ามันหอมระเหยจากมะกรูด (0.05 µl/mL) น้ ามันหอมระเหยจาก 
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ตะไคร้หอม (0.15 µl/mL) มีค่าต่ ากว่าของ nordihydroquaretic acid (1.7 µg/mL) และน้ ามัน
หอมระเหยจากโหระพา (มากกว่า 0.06 µl/mL) 

นุศวดี พจนานุกิจ และคณะ (2013) (37) ได้ทดสอบการยับยั้งเชื้อ P. acnes และเชื้อ  
S. aureus ของสารสกัดจากพืชสมุนไพร 3 ชนิด ได้แก่ เปลือกมังคุด ขมิ้นชัน และใบบัวบก จากการ
ทดสอบการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียของสารสกัดจากเปลือกมังคุด ขมิ้นชันและใบบัวบก พบว่าโซนยับยั้ง
เชื้อ (Inhibition zone) ของสารสกัดจากเปลือกมังคุดมีค่ามากกว่าสารสกัดจากขมิ้นชันและใบบัวบก
ที่ความเข้มข้นของสารสกัดเท่ากัน และการทดสอบหาค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถยับยั้งเชื้อ (MIC) 
ของสารสกัดจากเปลือกมังคุด ขมิ้นชันและ ใบบัวบก ส าหรับเชื้อ P. acnes มีค่าเท่ากับ 12.5, 25 
และ 200 mg/mL ตามล าดับและเชื้อ S. aureus มีค่าเท่ากับ 6.25, 12.5 และ 200 mg/mL 
ตามล าดับ และค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถฆ่าเชื้อ (MBC) ของสารสกัดจากเปลือกมังคุด ขมิ้นชัน
และใบบัวบก ส าหรับเชื้อ P. acnes มีค่าเท่ากับ 25, 50 และ 200 mg/mL ตามล าดับและเชื้อ  
S. aureus มีค่าเท่ากับ 12.5, 25 และ 200 mg/mL ตามล าดับ  

Bunrathep, S et al. (2007) (38) ท าการศึกษาส่วนประกอบของน้ ามันหอมระเหยจาก
โหระพา แมงลัก ยี่หร่า และกะเพรา ด้วยวิธี hydrodistillation และ GC-MS พบว่าน้ ามันหอมระเหย
แต่ละชนิดนั้นมีองค์ประกอบของ terpenoids และ phenylpropanoids ซึ่งประกอบด้วย methyl 
chavicol (92.48%), citral (71.99%), and (Z)-β-ocimene (48.28%) ซึ่งพบเป็นหลักในโหระพา, 
แมงลัก และยี่หร่าตามล าดับ ในขณะที่กะเพราแดง และกะเพราขาว มีองค์ประกอบหลักเป็น methyl 
eugenolที่ 47.18% และ 53.67% ตามล าดับ จากนั้นน าน้ ามันหอมระเหยแต่ละชนิดไปศึกษา
กิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระด้วย DPPH  radical scavenging method พบว่าค่า EC50ของน้ ามัน
หอมระเหยจากโหระพา แมงลัก ยี่หร่า กะเพราแดง และกะเพราขาว และจาก α-tocopherol, BHT 
เป็น 47057.45, 8343.19, 30.20, 343.56, 767.82, 62.77และ 19.77 µg/mL ตามละดับ นั่นคือ
น้ ามันหอมระเหยจากยี่หร่ามีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงที่สุด 

Viyoch, J et al. (2006) (39) ได้ศึกษาผลของน้ ามันหอมระเหยจากโหระพา กะเพรา และ
แมงลัก ต่อ Propionibacterium acnes ด้วยวิธี agar dilution assay พบว่าค่า MIC ของน้ ามัน
หอมระเหยจากโหระพา และกะเพราเป็น 2.0% และ 3.0% v/v ตามล าดับ ในขณะที่น้ ามันหอม
ระเหยจากแมงลักไม่สามารถยับยั้งเชื้อ P. acnes และจากการวิเคราะห์ด้วย GC-MS พบว่า methyl 
chavicol (93.0%) เป็นองค์ประกอบหลักในโหระพา ส่วน methyl eugenol (41.5%), gamma-
caryophyllene (23.7%) และ eugenol (11.8%) เป็นองค์ประกอบหลักในกะเพรา และแมงลักมี
องค์ประกอบส่วนมากเป็น geraniol (32.0%) และ neral (27.2%) และพบ methyl chavicol 
(0.8%) ในปริมาณน้อย 
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ประภัสสร วีระพันธ์ และคณะ (2011) (40) ได้ท าการศึกษาพืช 8 ชนิด คือ กะเพรา กานพลู 
ตะไคร้หอม ตะไคร้บ้าน แฝกหอม มะนาว โรสแมรี่ และอบเชย น ามาวิเคราะห์องค์ประกอบในน ้ามัน
หอมระเหย ด้วยวิธี GC-MS พบว่าองค์ประกอบที่ส าคัญในน ้ามันคือcitral, methyl eugenol, 
cinnamaldehyde, citronellal, eugenol, limonene, 1,8-cineole และ zizanoic acid ตาม 
ล าดับ และทดสอบเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการต้านออกซิเดชันของน ้ ามันหอมระเหยด้วยวิธี 
DPPH พบว่า IC50 ที่ใช้ความเข้มข้นต ่าที่สุดในการต้านอนุมูล อิสระด้วยวิธี DPPH คือ น ้ามันหอม
ระเหยจากกะเพรา (0.037±0.003) และรองลงมาคือ น ้ามันหอมระเหยจากกานพลู (0.134±0.005) 
และ lipid peroxidation inhibition (TBARs) IC50 ในการยับยั้ง การเกิด lipid peroxidation ด้วย
วิธี TBARs ต ่าที่สุดคือ น ้ามันหอมระเหยจากอบเชย (0.012±0.048) และรองลงมาคือ น ้ามันหอม
ระเหยจากตะไคร้บ้าน (0.019±0.006), น้ ามันหอมระเหยจากกะเพรา (03073±0.048), น้ ามันหอม
ระเหยจากกานพลู (0.279±0.048) และน้ ามันหอมระเหยจากตะไคร้หอม (1.490±0.350) ตามล าดับ 
การศึกษานี้พบว่า น ้ามันหอมที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระดีที่สุดจากทั้ง 2 วิธีคือ น ้ามันจากกะเพรา และ
รองลงมาคือ กานพลู อย่างไรก็ตาม การที่น ้ามันหอมจากสมุนไพรแต่ละชนิด มีสมบัติต้านอนุมูลอิสระ
ได้ไม่เท่ากัน เนื่องจากองค์ประกอบในน ้ามันหอมระเหยแต่ละชนิดต่างกัน 

Sharafati, R et al. (2015) (41) ท าการทดลองเพ่ือหาองค์ประกอบ กิจกรรมการต้านอนุมูลล
อิสระ และฤทธิ์การยับยั้งเชื้อแบคทีเรียของ น้ ามันหอมระเหยจาก O. basilicam น้ ามันหอมระเหย
ถูกแยกด้วยวิธี hydrodistillation แล้ววิเคราะห์ด้วย GC MS ผลความแตกต่างต่างของความเข้มข้น
ของน้ ามันหอมระเหย (0.00, 0.062, 0.125, and 0.25%) ต่อ lipid oxidation และประสิทธิภาพ
การยับยั้งเชื้อ Staphylococcus aureus ที่อุณหภูมิในการเก็บรักษา 4±1   C เป็นเวลา 12 วัน พบว่า
สารประกอบหลักของน้ ามันหอมระเหย คือ methyl chavicol (85.19%), 1,8 cineol (3.96%), 
trans-alpha bergamotene (1.18%) and linalool (1.03%) และน้ ามันหอมระเหยสามารถยับยั้ง
การเจริญของ S. aureus ในเบอร์เกอร์เนื้อได้ (P<0.05) อีกทั้งเบอร์เกอร์เนื้อยังมีกลิ่นที่ดีขึ้นเมื่อ
ประกอบด้วยน้ ามันหอมระเหย 0.125% (P<0.05) แต่ไม่ความความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเพ่ิม
ความเข้มข้นของน้ ามันหอมระเหยเพ่ือลด lipid oxidationในเบอเกอร์เนื้อดิบ (P> 0.05) ดังนั้น
น้ ามันหอมระเหยสามารถใช้เป็นสารต้านการเจริญของแบคทีเรียและเพ่ิมกลิ่นรสในผลิตภัณฑ์เนื้อ เช่น 
เบอเกอร์เนื้อได้ 

Gounder, DK et al. (2012) (42) ศึกษาฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระของน้ ามันหอมระเหย
จากขมิ้นสด, แห้ง และผง พบว่าความสามารถในการต้านอนมูลอิสระมีความสัมพันธ์กับองค์ประกอบ
ของขมิ้น ซึ่งพบว่าองค์ประกอบหลักคือ ar-turmerone (21.0–30.3%), α-turmerone (26.5–
33.5%) and β-turmerone (18.9–21.1%) จากการทดสอบการทดสอบการต้านอนมูลอิสระด้วย 
ABTS assay พบว่าค่า TEAC ของน้ ามันหอมระเหยจากขมิ้นสด, แห้ง และผงเป็น 38.9, 68.0 and 
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66.9 µM ที่ น้ ามันหอมระเหย 1mg/mL มีค่า IC50 ของน้ ามันหอมระเหยจากขมิ้นสด, แห้ง และผง
เพ่ือก าจัดอนุมูล DPPH เป็น 4.4, 3.5 and 3.9 mg ของน้ ามันหอมระเหย/mL ตามล าดับ 

อรัญญา  มโนสร้อย และคณะ (2551) (43) ท าการศึกษาฤทธิ์การยับยั้ง P. acne จากครีมที่
ประกอบด้วยส่วนผสมของน้ ามันหอมระเหย 5 ชนิดซึ่งถูกกับเก็บในนิโอโซม โดยน้ ามันหอมระเหย
สกัดจาก มะกรูด, แมงลัก, กะเพรา, โหระพา และตะไคร้ พบว่าส่วนผสมของครีมท่ีมีน้ ามันหอมระเหย
ร่วมกับ 2% salicylic acid และ ครีมที่ประกอบด้วย 2% salicylic acid เพียงอย่างเดียว มี
ความสามารถในการยับยั้ง P. acne โดยมีเส้นผ่านศูนย์กลางของ clear zone อยู่ที่ 21.33±0.5 และ 
17.66±0.5 mm. ตามล าดับ และ standard erythromycin มีเส้นผ่านศูนย์กลางของ clear zone 
อยู่ที่ 26.33±0.5 mm 

Atanda, O et al. (2007) (44) ได้น าน้ ามันหอมระเหยจากโหระพา อบเชย ผักชี และใบ
กระวานทดสอบกับเชื้อรา A. parasiticus CFR 223 และสารพิษ aflatoxin จากเมล็ดข้าวสาลี 
พบว่าน้ ามันหอมระเหยโหระพาความเข้มข้น 5% (v/v) เป็นปริมาตรที่เหมาะสมต่อการยับยั้งการ
เจริญและการสร้างสารพิษของเชื้อรา A. parasiticus CFR 223 ในสภาพห้องปฏิบัติการ และหยุด
การพัฒนาของเชื้อบนเมล็ดข้าวสาลี ในขณะที่น้ ามันหอมระเหยจากอบเชย และใบกระวานกระตุ้น
การเจริญเติบโตของเส้นใยเชื้อรา แต่ลดความเข้มข้นของสาร aflatoxin (B1+G1) จาก 97.92% 
เหลือ 55.21% ส่วนน้ ามันหอมระเหยจากผักชีไม่มีผลใด ๆ กับการเจริญเติบโตและการสร้างสาร 
aflatoxin ของเชื้อรา ในขณะที่การรวมกันของน้ ามันหอมระเหยโหระพาและอบเชยความเข้มข้นชนิด
ละ 2.5% (v/v) สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา A. parasiticus CFR 223 ได้อย่างสมบูรณ์



 

 

บทที่ 3 
ระเบียบวิธีการวิจัย 

 

3.1 อุปกรณ์และสารเคมีในการวิจัย 
 1. อุปกรณ์และเครื่องมือ 

   1) เครื่องนึ่งฆ่าเชื้อ (Autoclave SX-700, Tomy, Japan) 
   2) ตู้ปลอดเชื้อ Cass II (Laminar air flow, MARK II, Dwyer, USA) 
   3) ตู้เย็น (Hitachi, Japan) 
   4) เครื่องชั่ง (GF-300, AND, Japan) 
   5) จานเลี้ยงเชื้อ (Petri dish) 
   6) กระดาษกรอง (เส้นผ่านศูนย์กลาง 6 มม.) (Filter paper, Whatman) 
   7) ไมโครปิเปต (Micropipette)  
   8) หลอดทดลอง (Test tube) ขนาด 10 และ 20 มล. 
   9) ไม้พันส าลี 
   10) ที่วางหลอดทดลอง (Test tube rack) 
   11) ตู้อบลมร้อน (Hot air oven, Memmert, Germany) 
   12) พาราฟิล์ม (Para film) 
   13) ห่วงเขี่ยเชื้อ (loop) 
   14) ตะเกียงแอลกอฮอล์ 
   15) ไมโครปิเปตต์ทิป (Micropipette Tip) ขนาด 10, 200, 1000 µL 
   16) เครื่องผสมสารละลาย (Vortex mixer, Scientific Industries, USA) 
   17) UV spectrophotometer (U-2900, Hitachi, Japan) 
   18) คิวเวทท์ (Cuvette) 
   19) ขวดรูปชมพู่แบบมีฝาจุก (Erlenmeyer flask)  
   20) เครื่องส่งคลื่นความถี่สูง (Sonicator, SONICS Vibra cell, USA) 
   21) ขวดก้นกลม (round-bottom flask)  
   22) เครื่องกลั่นระเหยสารแบบหมุน (Rotary evaporator, BUCHI (Thailand) Ltd.) 
   23) กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (TEM, TECNAI G 20, Philips, USA) 
   24) เครื่องหมุนเหวี่ยง (Ultracentrifuge, Avanti J-26 XPI, Beckman Coulter, USA) 
   25) เครื่องวิเคราะห์ขนาดอนุภาค (Particle Size Analyzer, Japan) 
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   26) เครื่องแก๊สโครมาโทกราฟี-แมสสเปคสเปคโทรมิเตอร์ (Gas Chromatography-Mass 
         Spectrometry, Beckman, USA) 
    27) GC Column (ความยาวเส้นผ่านศูนย์กลาง 30 เมตร, เส้นผ่านศูนย์กลาง 0.25 
มิลลิเมตร, Film Thickness 0.25 µm, Phenomenex®, USA) 
    28) เครื่องแก๊สโครมาโทกราฟี–แมสสเปคสเปคโทรมิเตอร์ (Agilent Technology, USA) 
    29) GC Column ชนิด Aqua Wax-DA (ความยาวเส้นผ่านศูนย์กลาง 30 เมตร, เส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 0.25 มิลลิเมตร, Film Thickness 0.25 µm, Thermo Fisher Scientific, USA) 
 2. สารเคมี 

   1) น้ ากลั่น (distilled water) 
   2) Disc ยามาตรฐานแอมพิซิลลิน (Ampicillin, Fisher Scientific, England)  
   3) Ethanol (Merck, Germany) 
   4) 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH, Sigma-Aldrich, Germany)) 

   5) Methanol (Merck, Germany) 

   6) Ascorbic acid (Sigma-Aldrich, Germany) 

   7) 2, 2’-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid (ABTS, Sigma-
Aldrich, Germany))  

   8) Potassium Persulfate (K2S2O8, ajax finechem, australia)) 
   9) Sorbitan monosteararate (Span®60, Sigma-Aldrich, Germany) 
   10) Cholesterol (Sigma-Aldrich, Germany) 
   11) Dichloromethane (Fisher Scientific, England) 
   12) Dimethyl sulfoxide (Fisher Scientific, England) 
   13) Crystal violet (Merck, Germany) 
   14) Iodine (Merck, Germany) 
   15) Potassium Iodide (KI, ajax finechem, australia)) 
   16) Safranin (Merck, Germany) 
   17) Sodium chloride (NaCl, Merck, Germany) 
   18) Potassium chloride (KCl, Merck, Germany) 

    19) Sodium phosphate dibasic dehydrate (Na2HPO4. 2H2O, Merck, Germany) 
    20) Potassium Dihydrogenphosphate (KH2PO4, Merck, Germany) 
    21) สารมาตรฐาน methyl eugenol (Sigma-Aldrich, Germany) 
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    22) สารมาตรฐาน estragole (Sigma-Aldrich, Germany) 
 3. เชื้อจุลินทรีย์ท่ีใช้ทดสอบ 

   1) Staphylococcus epidermidis (ATCC 14990, จากกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์) 
   2) Propionibacterium acnes (DMST 14916, จากกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์) 

 4. อาหารเลี้ยงเชื้อ 
   1) Mueller Hinton Agar (MHA, HiMedia, India) 
   2) Mueller Hinton Broth (MHB, HiMedia, India) 
   3) Tryptic Soy Agar (TSA, Difco, France) 
   4) Tryptic Soy Broth (TSB, Difco, France) 

 5. พืชสมุนไพรที่ใช้ศึกษา(น้ ามันหอมระเหย) 

   1) น้ ามันหอมระเหยจากกะเพรา (H, จากบริษัท Botanicessence, Thailand) 
   2) น้ ามันหอมระเหยจากขมิ้นชัน (T, จากบริษัท Botanicessence, Thailand) 
   3) น้ ามันหอมระเหยจากโหระพา (S, จากบริษัท Botanicessence, Thailand) 
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3.2 วิธีการวิจัย 
 1. การศึกษาฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของ S. epidermidis (ATCC 14990) และ     
P. acne (DMST 14916) ของน้ ามันหอมระเหย 
    1) การเตรียมสารละลายตัวอย่างน้ ามันหอมระเหย 
         (1) การเตรียมน้ ามันหอมระเหยชนิดเดี่ยว 

     เจือจางน้ ามันหอมระเหยชนิดเดี่ยวทั้ง 3 ชนิด คือ น้ ามันหอมระเหยจากกะเพรา 
(H) น้ ามันหอมระเหยจากขมิ้นชัน (T) และน้ ามันหอมระเหยจากโหระพา (S)  โดยใช้ DMSO เป็นตัว
ท าละลาย ให้มีความเข้มข้น 0.625, 1.25, 2.50, 5.00 และ 10.00 mg/mL เพ่ือน าไปใช้ทดสอบฤทธิ์
ต้านเชื้อจุลชีพ  

        (2) การเตรียมน้ ามันหอมระเหยชนิดผสม 
     เจือจางน้ ามันหอมระเหยทั้ง 3 ชนิด คือ H, T และ S โดยใช้ DMSO เป็นตัวท า

ละลาย ให้มีความเข้มข้น 0.3125, 0.625, 1.25, 2.50 และ 5.00  mg/mL แล้วน าสารละลายน้ ามัน
หอมระเหย 2 ชนิด มาผสมกันในอัตราส่วน 1:1 ซึ่งจะท าให้ได้ความเข้มข้นรวมของของน้ ามันหอม
ระเหยชนิดผสม คือ น้ ามันกะเพราผสมขมิ้นชัน (HT), กะเพราผสมโหระพา (HS) และขมิ้นผสม
โหระพา (TS) เท่ากับ0.625, 1.25, 2.50, 5.00 และ 10.00 mg/mL  (ดังตารางที่ 1) เพ่ือน าไปใช้
ทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อจุลชีพ 

 
ตารางที่ 1 ความเข้มข้นของสารละลายน้ ามันหอมระเหยชนิดผสมส าหรับศึกษาฤทธิ์ยับยั้งการ
เจริญเติบโตของ S. epidermidis (ATCC 14990) และ P. acne (DMST 14916) 

ความเข้มข้นของ 
H 

(mg/mL) 

ความเข้มข้นของ 
T 

(mg/mL) 

ความเข้มข้นของ 
S 

(mg/mL) 

ความเข้มข้นของ
สารละลายน้ ามันหอม

ระเหยชนิดผสม 
(mg/mL) 

0.3125 0.3125 - 0.625 
0.625 0.625 - 1.25 
1.25 1.25 - 2.50 
2.50 2.50 - 5.00 
5.00 5.00 - 10.00 
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ตารางท่ี 1 (ต่อ) 

ความเข้มข้นของ 
H 

(mg/mL) 

ความเข้มข้นของ 
T 

(mg/mL) 

ความเข้มข้นของ 
S 

(mg/mL) 

ความเข้มข้นของ
สารละลายน้ ามันหอม

ระเหยชนิดผสม 
(mg/mL) 

0.3125 - 0.3125 0.625 
0.625 - 0.625 1.25 
1.25 - 1.25 2.50 
2.50 - 2.50 5.00 
5.00 - 5.00 10.00 

- 0.3125 0.3125 0.625 
- 0.625 0.625 1.25 
- 1.25 1.25 2.50 
- 2.50 2.50 5.00 
- 5.00 5.00 10.00 

 

    2) การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 

 (1) การเตรียมอาหารแข็ง (Agar)  
      ชั่งอาหารเลี้ยงเชื้อตามน้ าหนักที่ก าหนด (38 กรัม ส าหรับ Mueller Hinton 

Agar (MHA) และ 40 กรัม ส าหรับ Tryptic Soy Agar (TSA) เติม tween 80 1 กรัม (~0.1% w/v)  
จากนั้นเติมน้ ากลั่นให้ครบ 1 ลิตร ให้ความร้อนพร้อมกับคนไปด้วยจนอาหารเลี้ยงเชื้อละลายหมด ใส่
ภาชนะ (ขวดแก้ว)  แล้วน าไปท าให้ปราศจากเชื้อด้วย autoclave ที่อุณหภูมิ 121°C เป็นเวลา 15 
นาที แล้วเทอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมไว้ลงในจานเพาะเชื้อที่ท าให้ปราศจากเชื้อแล้ว ทิ้งให้แข็งน ามาผึ่ง
ใน sterile hood ให้ผิวหน้าแห้ง ใช้ทดสอบทันทีหรือเก็บไว้ในตู้เย็น 4°C 

 (2) การเตรียมอาหารเหลว (Broth) 
      ชั่งอาหารเลี้ยงเชื้อตามน้ าหนักที่ก าหนด (21 กรัม ส าหรับ Mueller Hinton 

Agar (MHB) และ 30 กรัม ส าหรับ Tryptic Soy Broth (TSB)) เติมน้ ากลั่นให้ครบ 1 ลิตร ให้ความ
ร้อนพร้อมกับคนไปด้วยจนอาหารเลี้ยงเชื้อละลายหมด แบ่งใส่ภาชนะ (ขวดแก้ว) และแบ่งใส่หลอด
ทดลองหลอดละ 5 mL แล้วน าไปท าให้ปราศจากเชื้อด้วย autoclave ที่อุณหภูมิ 121°C เป็นเวลา 
15 นาที  
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    3) การตรวจสอบยืนยันความบริสุทธิ์ของเชื้อ S. epidermidis (ATCC 14990) 
และ  P. acne (DMST 14916) 

  เชื้อ S. epidermidis (ATCC 14990) และ P. acnes (DMST 14916) จ าแนกโดย
ดูลักษณะรูปร่างของเชื้อด้วยการย้อมติดสีแกรม โดยน าเชื้อที่ต้องการย้อมมาเกลี่ยบนสไลด์ ทิ้งให้แห้ง 
แล้ว heat fix โดยผ่านเปลวไฟ 2-3 ครั้ง เพ่ือให้เซลล์แห้งยึดติดกับสไลด์ หยดสี ammonium 
oxalate crystal violet บนเชื้อที่เกลี่ยเป็นเวลา 1-2 นาที แล้วเทสีทิ้ง จากนั้นหยดสารละลาย
ไอโอดีนบนเชื้อที่เกลี่ย ทิ้งไว้ 2 นาที แล้วเททิ้ง สารละลายไอโอดีนจะช่วยให้เซลล์ติดสีย้อมได้ดีขึ้น น า
แบคทีเรียมาล้างสีด้วย ethanol ประมาณ 30 วินาที แล้วจึงล้างด้วยน้ า ท าการหยดสี safranin นาน 
15-30 วินาที ล้างน้ า ซับให้แห้ง ท าการตรวจดูรูปร่างของเชื้อด้วยกล้องจุลทรรศน์  

   4) การเตรียมเชื้อแบคทีเรีย S. epidermidis (ATCC 14990) และ P. acne 
(DMST 14916) 

 (1) ท าการเขี่ยเชื้อ S. epidermidis (ATCC 14990) และ P. acne (DMST 14916) 
ที่เพาะเลี้ยงไว้บนอาหารแข็งที่มีอายุประมาณ 24 ชั่วโมง ประมาณ 2-3 โคโลนี ใส่ในอาหารเหลวที่
เตรียมไว้ในหลอดทดลองซึ่งมีปริมาตรหลอดละ 5 mL โดยเชื้อ S. epidermidis (ATCC 14990) 
เลี้ยงใน MHB ส่วนเชื้อ P. acnes (DMST 14916) เลี้ยงใน TSB  

 (2) น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37°C โดย S. epidermidis (ATCC 14990) เลี้ยงภายใต้
สภาวะที่มีออกซิเจนเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ขณะที่ P. acnes (DMST 14916) เลี้ยงภายใต้สภาวะไร้
ออกซิเจนเป็นเวลา 72 ชั่วโมง  

 (3) จากนั้นน ามาเทียบความขุ่นกับ McFarland No. 0.5 เพ่ือให้ได้เชื้อประมาณ  
1 x 106 Colony forming unit /mL 
    5)  การทดสอบประสิทธิภาพของน้ ามันหอมระเหยในการยับยั้งการเจริญเติบโตของ
เชื้อ S. epidermidis (ATCC 14990) และ P. acne (DMST 14916) โดยวิธี disc diffusion 
เทียบกับยา Ampicillin  
  (1) การเตรียม disc ของน้ ามันหอมระเหย 

      น าสารละลายน้ ามันหอมระเหยชนิดเดี่ยวและชนิดผสม ที่เตรียมได้ ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร หยดใส่แผ่น disc แล้วน าไปอบที่ 37ºC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง  
  (2) การเตรียม disc ของตัวท าละลาย (negative control) 

      น า DMSO ซึ่งใช้เป็นตัวท าละลายปรับความเข้มข้นของน้ ามันหอมระเหย 
ปริมาตร20 ไมโครลิตร หยดใส่แผ่น disc แล้วน าไปอบที่ 37ºC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
  (3) น าอาหาร MHA ปริมาตร 14 mL มาต้ม จากนั้นตั้งทิ้งไว้ให้เย็นลงอุณหภูมิ
ประมาณ 50°C จึงน ามาเทใส่จานเพาะเลี้ยงเชื้อ 
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  (4) ใช้ไม้พันส าลีขนาดมาตรฐานชุบ suspension ของเชื้อที่เตรียมไว้ น ามาป้ายบน
ผิวหน้าของอาหาร MHA ให้ทั่วจานอาหาร โดยป้าย 3 ครั้ง แต่ละครั้งให้หมุนจานอาหารเลี้ยงเชื้อไป 
60°C  
  (5) ทิ้งไว้จนผิวหน้าอาหารแห้ง 3 - 5 นาที จึงน า disc ของน้ ามันหอมระเหย, disc 
ของตัวท าละลาย และ disc ของยา Ampicillin 10 µg (positive control) มาวางบนผิวหน้าอาหาร 
กดเบา ๆ ให้แต่ละ disc อยู่ห่างจากกันและห่างจากขอบจาน ให้มากที่สุด (ดังภาพที่ 15)  
  (6) น าจานอาหารที่ผสมเชื้อ S. epidermidis (ATCC 14990) ไปบ่มที่อุณหภูมิ 
37°C เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง ในสภาวะที่มีออกซิเจน ส่วนอาหารที่ผสมเชื้อ P. acnes (DMST 
14916) ให้วางเรียงซ้อนกันใน anaerobic jar แล้วใส่ gaspak® ปิดฝาทันที น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 
37°C เป็นเวลา 72 ชั่วโมง 
  (7) วัดเส้นผ่านศูนย์กลางของโซนยับยั้ง (inhibition zone) ที่เกิดขึ้น โดยท าการวัด
ใน 3 ทิศทาง แต่ละทิศทางท ามุมกัน 60 องศา หาค่าเฉลี่ย และบันทึกผลการทดลองที่ได้ ขนาดโซน
ยับยั้งที่วัดได้เป็นขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของ paper disc และ ขนาดโซนยับยั้งของเชื้อ ลบด้วย
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของ paper disc (6 มิลลิเมตร) 
  (8) ท าการทดลอง 3 ซ้ า 
 
ภาพที่ 15 ต าแหน่งการวาง disc ในวิธี disc diffusion 
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    6)  การทดสอบหาค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อจุล
ชีพ (minimal inhibitory concentration, MIC) ของน้ ามันหอมระเหยโดยวิธีเจือจางใน
อาหารเหลว (broth dilution method) 
  (1) เตรียมเชื้อ S. epidermidis (ATCC 14990) และ P. acnes (DMST 14916) 
โดยมีปริมาณของเชื้อของเชื้อเท่ากับ 1 x 106 CFU/mL 
  (2) เตรียม MHB ใส่หลอดทดลอง ตั้งแต่หลอดที่ 1 ถึงหลอดที่ 10 หลอดละ 1 mL 
  (3) เติมน้ ามันหอมระเหยแบบเดี่ยว และชนิดผสมที่ความเข้มข้น 32.768 mg/mL 
ลงในหลอดที่ 1 จ านวน 1 mL และท าการเจือจางส่วนผสมในหลอดที่ 1 ถึงหลอดที่ 9 แบบ serial 
two-fold dilution โดยดูดสารละลายในหลอดที่ 1 จ านวน 1 mL ใส่ในหลอดที่ 2 ผสมให้เข้ากัน ดูด
สารละลายในหลอดที่ 2 จ านวน 1 mL ใส่ในหลอดที่ 3 ผสมให้เข้ากัน ท าดังนี้ไปเรื่อย ๆ จนถึงหลอด
ที่ 9 และดูดสารละลายจากหลอดที่ 9 ทิ้งจ านวน 1 mL (ดังภาพที่ 16) 
  (4) เติมเชื้อ S. epidermidis (ATCC 14990) ที่เตรียมไว้ โดยมีความเข้มข้น
ประมาณ 106 CFU/mL ลงในหลอดที่ 1 ถึงหลอดที่ 10 จ านวนหลอดละ 1 mL ดังนั้นในปริมาตร
สุดท้ายของแต่ละหลอดจะเป็น 2 mL. ผสมให้เข้ากัน (ความเข้มข้นน้ ามันหอมระเหย ที่มีอยู่ในหลอด
ทดลองที่ 1 ถึงหลอดที่ 9 จะเป็น 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, … จนถึง 1:512 ตามล าดับ หลอดที่ 10 เป็น
หลอดควบคุม คือ มีเฉพาะอาหารเลี้ยงเชื้อและเชื้อ) แล้วน าไปเก็บไว้ในตู้เพาะเลี้ยง  
      ส าหรับเชื้อ P. acnes (DMST 14916) ทดสอบในท านองเดียวกันแต่ใช้อาหาร
เหลวเป็น TSB และบ่มเชื้อในสภาวะไร้ออกซิเจน เป็นเวลา 72 ชั่วโมง  
  (5) อ่านผลโดยดูความเข้มข้นต่ าสุดของน้ ามันหอมระเหยที่สามารถยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย (หลอดที่ไม่ขุ่น) ซึ่งถือเป็น MIC บันทึกหน่วยเป็นมิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
(ท าการทดลอง 3 ซ้ า) 
 
ภาพที่ 16 ขั้นตอนการเจือจาง serial two-fold dilution ในวิธี MIC 
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    7) การทดสอบหาความเข้มข้นต่ า สุดที่ สามารถฆ่ า เชื้ อจุลชีพ ( minimal 
bactericidal concentration, MBC) ของน้ ามันหอมระเหย 
  (1) น าหลอดที่ท าการทดสอบหาค่า MIC ที่ไม่มีความขุ่นทุกหลอดไป spread plate 
บนอาหาร TSA (ส าหรับเชื้อ P. acnes (DMST 14916) และอาหาร MHA (ส าหรับเชื้อ  
S. epidermidis (ATCC 14990) (ดังภาพที่ 17) แล้วน าไปบ่ม 37°C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง (ส าหรับเชื้อ 
S. epidermidis (ATCC 14990) และท่ี 72 ชั่วโมง (ส าหรับเชื้อ P. acnes (DMST 14916)  
  (2) อ่านผล โดยดูการเจริญของเชื้อแบคทีเรียบนจานอาหารเพาะเชื้อ ค่า MBC คือ
ความเข้มข้นต่ าสุดของสารสกัดที่ท าให้ไม่มีการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย (ความเข้มข้นต่ าสุดของน้ ามัน
หอมระเหยที่สามารถฆ่าเชื้อได้) 
 
ภาพที่ 17 ขั้นตอนในวิธี MBC โดยคัดเลือกหลอดที่ไม่มีเชื้อเจริญ (ไม่มีความขุ่น) จากวิธี MIC มา
เพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง 

 

 2. การศึกษาความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของน้ ามันหอมระเหย 
    1) 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) assay  
การทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH ดัดแปลงจากวิธีของ Fatma et al. (2013) (45)  
  (1) การเตรียมสารละลาย DPPH  
       ชั่ง DPPH จ านวน 4 mg ใน volumetric flask 100 mL ปรับปริมาตรด้วย 
methanol จนครบ 100 ml ได้สารละลาย DPPH ความเข้มข้น 0.1 mM 
  (2) เตรียมสารละลาย L-ascobic acid (positive control) 
       ชั่งสาร L-ascobic acid  แล้วปรับความเข้มข้นด้วย methanol โดยปรับให้มี
ความเข้มข้น 0.01-10.00 mg/mL 
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  (3) เตรียมน้ ามันหอมระเหย 
       เตรียมน้ ามันหอมระเหยโดยเจือจางน้ ามันหอมระเหยชนิดเดี่ยว และชนิดผสม 
ด้วย methanol ที่ช่วงความเข้มข้น 0.01-10.00 mg/mL 
 ขั้นตอนการทดลอง 
 - ปิเปตสารละลาย L-ascobic acid หรือสารละลายน้ ามันหอมระเหยแต่ละความเข้มข้นมา
จ านวน 1 mL ผสมกับสารละลาย DPPH จ านวน 2 mL จากนั้นน ามาเจือจางด้วย methanol  
 - ทิ้งให้ท าปฏิกิริยาในที่มืด 30 นาที แล้วจึงน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วย UV/VIS 
spectrophotometer ที่ 515 nm ท าการทดลอง 3 ซ้ า 
 - สร้างกราฟเส้นตรงระหว่าง % inhibition และความเข้มข้น รายงานผลเป็นค่า IC50 
    2) 3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid (ABTS) assay  
  การทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS•+ ดัดแปลงจากวิธีของ Li, S et 
al. (2013) (46)  
  (1) การเตรียมสารละลาย potassium persulfate (K2S2O8) 
      ชั่ง potassium persulfate จ านวน 0.0662 g ใน volumetric flask 100 mL 
ปรับปริมาตรด้วย methanol จนครบ 100 mL ได้สารละลาย DPPH ความเข้มข้น 2.45 mM 
  (2) การเตรียมสารละลาย ABTS•+ 
      ชั่ง ABTS•+ จ านวน 0.3841 g ใน volumetric flask 100 mL ปรับปริมาตร
ด้วย methanol จนครบ 100 mL ได้สารละลาย ABTS•+ ความเข้มข้น 7 mM 
  (3) เตรียมสารละลาย L-ascobic acid (positive control) 
      ชั่ง L-ascobic acid  แล้วปรับความเข้มข้นด้วย methanol ที่ช่วงความเข้มข้น 
0.01-10.00 mg/mL 
  (4) เตรียมน้ ามันหอมระเหย 
       เตรียมน้ ามันหอมระเหยโดยเจือจางน้ ามันหอมระเหยชนิดเดี่ยว และชนิดผสม 
ด้วย methanol ที่ช่วงความเข้มข้น 0.01-10.00 mg/mL 
 ขั้นตอนการทดลอง 
 - oxidize สารละลาย ABTS•+ ด้วย K2S2O8 อัตราส่วน 1:1 ทิ้งให้ท าปฏิกิริยา นาน 12-16 
ชั่วโมง 
 - จากนั้นน ามาเจือจางด้วย methanol น าไปวัดที่ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร ให้มีค่าการ
ดูดกลืนแสงอยู่ในช่วง 0.70 ± 0.05 
 - จากนั้นดูดสารละลาย ABTS•+ ที่ถูก oxidize มาจ านวน 2.5 mL ใส่หลอดทดลอง 
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 - เติมสารละลายน้ ามันหอมระเหย หรือ L-ascobic acid ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ จ านวน 0.5 
mL ผสมให้เข้ากัน ทิ้งให้ท าปฏิกิริยาในที่มืด 30 นาที  
 - จากนั้นน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 734 นาโนเมตร บันทึกค่าที่ได้ ท าการทดลอง 3 ซ้ า 
 - น าค่า absorbance ที่วัดได้ในแต่ละความเข้มข้นมาหาค่าเฉลี่ยแล้ว น ามาค านวณหา 
% inhibition ABTS•+ จากสมการ  

% inhibition ABTS•+ = [(Ac-As)/Ac]×100 
โดย As =  absorbance ที่วัดได้ของสารละลายน้ ามันหอมระเหยตัวอย่าง
   หรือสารละลายมาตรฐาน  
 Ac  =  absorbance ที่วัดได้ของ methanol ผสมกับสารละลาย ABTS•+ 

 - สร้างกราฟเส้นตรงระหว่าง % inhibition และความเข้มข้น รายงานผลเป็นค่า IC50 
 3. การวิเคราะห์หาปริมาณสารส าคัญของน้ ามันหอมระเหยด้วยเทคนิค GC-MS 
     น้ ามันหอมระเหยชนิดที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อสิวและต้านอนุมูลอิสระดีที่สุดจะถูก
วิเคราะห์หาปริมาณสารส าคัญ ด้วยเครื่อง GC-MS โดยเทียบกับสารส าคัญมาตรฐานของน้ ามันหอม
ระเหยแต่ละชนิด ซึ่งจากผลการทดลองพบว่า HS มีฤทธิ์การยับยั้งเชื้อ S. epidermidis (ATCC 
14990) และ P. acne (DMST 14916) รวมทั้งสามารถต้านอนุมูลอิสระได้ดีที่สุด  
 การวิเคราะห์หาปริมาณสารส าคัญของน้ ามันหอมระเหย ผู้วิจัยได้ท าการพัฒนาวิธี
วิเคราะห์ โดยใช้สภาวะ ดังนี้ คอลัมน์เป็นชนิด ZB-5MSi GC Columns (ยาว 30 mm, เส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 0.25 µm, film thickness 0.25 mm) อุณหภูมิของส่วนที่ฉีดสาร (injector) 250°C 
อุณหภูมิของคอลัมน์เริ่มต้นจาก 50°C (คงที่ไว้ 5 นาที) เพ่ิมอุณหภูมิ 10°C/นาที จนถึง 80°C จากนั้น
เพ่ิม 5°C/นาที จนกระทั่งอุณหภูมิ  180°C และเพ่ิมขึ้นในอัตรา 30°C/นาที จนเป็น 240°C (คงที่ไว้ 5 
นาที) ก๊าซพาเป็นก๊าซฮีเลียม อัตราการไหล 1 มล. ต่อนาที ปริมาณที่ฉีด 1 µL มีแมสสเปกโตรเมตรี
เป็น detector ซึ่งมี ionization source เป็น electron impact 70 eV, mass analyzer เป็น 
quadrupole อุณหภูมิของส่วน ionization 200°C อุณหภูมิของส่วน mass analyzer 50°C และ 
280°C ช่วงมวลในการวิเคราะห์ 50-650 amu 
    1)  การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ด้วยเครื่องแกสโครมาโทกราฟี–
แมสสเปกโตรมิเตอร์ (GC-MS, AOAC., 2002) (47) 
  (1) การทดสอบจ าเพาะเจาะจง (specificity) 
       ท าการวิเคราะห์น้ ามันหอมระเหย HS โดยใช้สภาวะที่ได้พัฒนาวิเคราะห์โดย
ตรวจสอบว่าสารส าคัญ methyl eugenol และ estragole มีพีครบกวนหรือไม่ และเปรียบเทียบ 
mass spectra และ retention time (RT) ของสารตัวอย่างเทียบกับสารมาตรฐาน เพ่ือตรวจสอบว่า 
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mass spectra และ RT ของสารตัวอย่างมีความจ าเพาะกับ mass spectrum และ RT ของสาร
มาตรฐาน 
  (2) การทดสอบความเป็นเส้นตรงหรือความสัมพันธ์เชิงเส้น (linearity) 
       - เตรียมสารมาตรฐาน methyl eugenol ที่ความช่วงความเข้มข้น 0.26-4.12 
mg/mL และ estragole ที่ความเข้มข้น 0.27-4.21 mg/mL โดยใช้เฮกเซน 
       - ฉีดสารละลายมาตรฐาน โดยฉีดซ้ าความเข้มข้นละ 3 ครั้ง น าค่าเฉลี่ยของพ้ืนที่
ใต้พีคของแต่ละความเข้มข้นพล็อตกับความเข้มข้น (mg/mL) ของสารละลายมาตรฐานเพ่ือท ากราฟ
มาตรฐาน 
       - หาค่า correlation coefficient ของสมการเส้นตรงที่ได้จากกราฟมาตรฐาน
ทั้ง 5 ความเข้มข้น 
  (3) การทดสอบความเที่ยง (Precision) 
       - ฉีดสารละลายน้ ามันหอมระเหย HS ปริมาตร 1 µL เข้าเครื่อง GC-MS ซ้ า 6 
ครั้ง ท าการวิเคราะห์ในวันเดียวกัน (intra-day) และวิเคราะห์ในต่างวันกัน (inter-day) 
       - ค านวณค่าความเท่ียงของวิธีวิเคราะห์ในรูป %RSD ดังนี้ 

%RSD =   SD x 100 
     X 

    โดยที่ SD  = Standard deviation  
     X    = ค่าเฉลี่ยของพ้ืนที่ใต้พีคของน้ ามันหอมระเหย HS 

  (4) การทดสอบความแม่น (accuracy) 
       - เตรียมสารละลาย HS ความเข้มข้น 0.1 mg/mL 
       - เติมสารละลายมาตรฐาน methyl eugenol และ estragole ที่ทราบความ
เข้มข้นแน่นอนลงใน HS โดยครอบคลุมช่วงความเข้มข้นของปริมาณ methyl eugenol และ 
estragole ในน้ ามัน HS 3 ระดับ ที่ร้อยละ 80, 100 และ 120 
       - วิเคราะห์สารละลายด้วยเครื่อง GC-MS แต่ละความเข้มข้นท าการวิเคราะห์ 3 
ซ้ า แล้วค านวณผลเป็นค่าร้อยละการกลับคืน (%recovery) 

%recovery  = Ca-Cb x 100 
              Cc 

โดย  Ca = ปริมาณ  methyl eugenol และ estragole ที่วิเคราะห์ได้จาก HS ที่เติมสาร 
         มาตรฐาน methyl eugenol และ estragole       

Cb = ปริมาณ methyl eugenol และ estragole ใน HS 
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Cc = ปริมาณสารมาตรฐาน methyl eugenol และ estragole ที่เติมลงไปใน HS 
 เกณฑ์การยอมรับของร้อยละการกลับคืนอยู่ในช่วงร้อยละ 80.00-120.00 ในแต่ละระดับ 
(AOAC.,2002) 
    2)  การวิเคราะห์หาปริมาณสารส าคัญของ HS 
  ท าวิเคราะห์หาปริมาณสารส าคัญใน HS ด้วยเครื่อง GC-MS โดยเทียบกับสาร
มาตรฐาน methyl eugenol และ estragole ด้วยสภาวะที่พัฒนาแล้ว โดยท าการวิเคราะห์ 3 ซ้ า 
ค านวณหาปริมาณสารส าคัญ methyl eugenol และ estragole ในน้ ามันหอมระเหย HS  
 4. การเตรียมนิโอโซมน้ ามันหอมระเหย HS และการประเมินสมบัติ 
    1)  การเตรียมนิโอโซมบรรจุน้ ามันหอมระเหย 

 เตรียมโดย thin-film method ซึ่งท าตามขึ้นตอนต่อไปนี้ ดัดแปลงจากวิธีของ 

Navya et al., 2014 (48) 
 (1) ชั่ง Span®60 cholesterol และน้ ามันหอมระเหยชนิดผสม (ที่มีฤทธิ์ในการ

ยับยั้งเชื้อได้ดีที่สุด) ตามสูตรต ารับจากตารางที่ 2 ลงใน round-bottom flask ขนาด 1 ลิตร  
 (2) เติม co-solvent (สารละลาย dichloromethane: methanol อัตราส่วน 4:1) 

ปริมาตร 40 mL ลงใน round-bottom flask แล้วเขย่าจน Span®60 และ cholesterol ละลาย
หมด 

 (3) ระเหยเอา co-solvent ออกโดยใช้เครื่อง rotary evaporator ที่อุณหภูมิ 40°C 
จนได้ฟิล์มที่แห้งสนิท ไม่มีกลิ่นของ dichloromethane  

 (4) เติม phosphate buffer saline (PBS) pH 7.4 ปริมาตร 40 mL แล้วน าไปปั่น
ด้วยเครื่อง vortex จนกระท่ังฟิล์มหลุดออกจากผนัง round-bottom flask จนหมด 

 (5) น าไปหมุนต่อโดยใช้เครื่อง rotary evaporator เพ่ือให้เกิดนิโอโซมที่มีขนาด
สม่ าเสมอ 

 (6) เทนิโอโซมที่ได้ใส่ในหลอดทดลอง น าไป sonicate ด้วยเครื่อง Probe 
Sonicator ที่ความถ่ี 50 Hz เพ่ือลดขนาดอนุภาคเป็นเวลา 0, 2 และ 5 นาท ี

 (7) น านิโอโซมที่ได้ไปท าการทดลองเพ่ือหาเปอร์เซนต์การเก็บกักน้ ามันหอมระเหย
ในนิโอโซม 
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ตารางท่ี 2 สูตรต ารับนิโอโซม 

 
ต ารับ 

ส่วนประกอบ (มิลลิกรัม) เวลาที่ใช้ 
sonicate 

(นาที) 
 

Span® 60 
 

Cholesterol 
 

น้ ามัน HS 
F1 60 40 40 0 

F2 60 40 40 2 

F3 60 40 40 5 
F4 70 30 40 0 

F5 70 30 40 2 

F6 70 30 40 5 
F7 80 20 40 0 

F8 80 20 40 2 
F9 80 20 40 5 

F10 90 10 40 0 

F11 90 10 40 2 
F12 90 10 40 5 

 
    2)  การตรวจสอบสมบัติ (characterization) นิโอโซมน้ ามันหอมระเหย HS 
  (1) การตรวจสอบคุณลักษณะภายนอก (Appearance) 
       ตรวจสอบลักษณะภายนอกและการเกิดตะกอนของสูตรต ารับที่เตรียมได้ด้วยตา
เปล่า สังเกตและบันทึกผลการทดลอง 
  (2) การวัดขนาด และการกระจายตัวของอนุภาค 
       วัดขนาดอนุภาคแบบการกระจายตัวของนิ โอโซมที่เตรียมได้ โดยเครื่อง
วิเคราะห์ขนาดอนุภาค (DelsaTM Nano C, Particle Size Analyzer, Japan) ท าได้โดยการการน า
ต ารับนิโอโซมที่เตรียมใส่ลงไปใน quartz cuvette จากนั้นใส่ลงในช่องส าหรับตรวจวัดขนาดของ
เครื่อง ซึ่งเชื่อมต่อกับคอมพิวเตอร์ที่มีระบบประมวลผล บันทึกผลเป็นขนาดอนุภาคและค่าการ
กระจายของอนุภาค โดยแต่ละตัวอย่างท าการตรวจวัด 3 ครั้ง  
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     (3) การทดสอบหาความสามารถในการเก็บกักน้ ามันหอมระเหย HS ของ 
นิโอโซม 
       (3.1) การพัฒนาวิธีวิเคราะห์น้ ามันหอมระเหย HS ที่บรรจุในต ารับนิโอโซม
ด้วยเทคนิค GC-MS 
      ผู้ วิ จั ย ได้ พัฒนาวิธี วิ เคราะห์ โดยใช้  คอลัมน์ชนิด  AquaWax-DA 
capillary columns (ยาว 30 m, เส้นผ่านศูนย์กลาง 0.25 mm, film thickness 0.25 µm) 
อุณหภูมิ injection เท่ากับ 250°C อุณหภูมิของคอลัมน์เริ่มต้นจาก 50°C (คงที่ไว้ 5 นาที) เพ่ิม
อุณหภูมิ 10°C/นาที จนถึง 80°C จากนั้นเพ่ิม 5°C/นาที จนกระทั่งอุณหภูมิ  180°C และเพ่ิมขึ้นใน
อัตรา 30°C/นาทีจนเป็น 240°C (คงท่ีไว้ 5 นาที) ใช้ก๊าซฮีเลียมเป็นตัวพา 1.0 mL/min ปริมาตรที่ฉีด 
0.4 µL มี ionization source เป็นชนิด electron impact 70 eV, mass analyzer เป็นแบบ 
quadrupole ใช้ mass range ตั้งแต่ 50-500 m/z 
       (3.2) การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีการวิเคราะห์น้ ามันหอมระเหยผสม
ที่บรรจุในต ารับนิโอโซมด้วยเครื่อง GC-MS 
      ท าการทดสอบความจ าเพาะเจาะจง (specificity) ความเป็นเส้นตรงหรือ
ความสัมพันธ์เชิงเส้น (linearity) ความเที่ยง (Precision) และความแม่น (accuracy) ของวิธี
วิเคราะห์  
       (3.3) การวิเคราะห์หาปริมาณน้ ามันหอมระเหย HS ที่ถูกกักเก็บในต ารับ 
นิโอโซม (F1-F12) ด้วยเครื่อง GC-MS 
     - น าต ารับนิ โอโซมที่ เ ตรียมได้ ไปปั่นแยกตะกอน โดยใช้ เครื่ อง 
ultracentrifuge ที่ความเร็วรอบ 65,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 4°C 
     - ดูดส่วนใสออกไปให้เหลือแต่ตะกอนของนิโอโซมผสมน้ ามันหอมระเหย 
และเติมสารละลาย dichloromethane และ ethanol ในอัตราส่วน 1:1 เพ่ือท าละลายผนังของนิโอ
โซมให้แตกและปลดปล่อยน้ ามันหอมระเหยที่อยู่ภายในออกมา น าไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาท ี 
     - น าส่วนของสารละลายไปวิเคราะห์หาปริมาณน้ ามันหอมระเหยที่ถูกเก็บ
กักไว้ในนิโอโซมด้วยเครื่อง GC-MS โดยใช้สภาวะที่พัฒนาวิธีวิเคราะห์แล้ว เปรียบเทียบกับสาร
มาตรฐาน methyl eugenol และ estragole ซึ่งเป็นสารส าคัญที่มีใน H และ S โดยเจือจางใน
สารละลาย dichloromethane และ ethanol ในอัตราส่วน 1:1 ที่ช่วงความเข้มข้นของ 0.25-4.00 
mg/mL บันทึกค่าที่อ่านได ้
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     - น าค่าที่บันทึกได้มาค านวณหาเปอร์เซนต์การเก็บกักน้ ามันหอมระเหยใน
นิโอโซม (% entrapment) คัดเลือกต ารับนิโอโซมที่มีร้อยละการกักเก็บน้ามันหอมระเหยเหยดีที่สุด
เพ่ือท าการทดสอบต่อไป 

ร้อยละการกักเก็บ = ปริมาณสารส าคัญของน้ ามันหอมระเหยที่ถูกกักเก็บ x100 
              ปริมาณน้ ามันหอมระเหยทั้งหมดที่ใช้ 

    3)  การประเมินสมบัติของต ารับนิโอโซมที่กักเก็บน้ ามันหอมระเหย HS ได้ดีที่สุด 
  (1) การศึกษาสัณฐานวิทยาของต ารับนิโอโซม 
       ท าการตรวจสอบลักษณะรูปร่างของนิโอโซมต ารับที่มีร้อยละการกักเก็บน้ ามัน
หอมระเหยได้ดีที่สุด ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิดโพลาไรซ์ (polarized light microscopy) และ
กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (Transmission Electron Microscope; TEM)   
  (2) การประเมินคุณลักษณะทางกายภาพและทางเคมีของต ารับนิโอโซม 
       น าต ารับนิโอโซมเก็บไว้ในอุณหภูมิ 4ºC และ 25ºC เป็นเวลา 8 สัปดาห์ สังเกตุ
ลักษณะทางกายภาพโดยท าการวัด ค่าความเป็นกรดด่าง ความหนืด ขนาดอนุภาค การกระจายตัว 
และวิเคราะห์หาปริมาณการกักเก็บน้ ามัน HS ของนิโอโซมที่เตรียมได้ โดยท าการประเมินทุก ๆ 
สัปดาห์เป็นเวลาระยะเวลา 8 สัปดาห์ 
  (3) การทดสอบความคงตัวของประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเติบโตของ
เชื้อ S. epidermidis (ATCC 14990) และ P. acne (DMST 14916) ของน้ ามันหอมระเหย HS 
ทีถู่กกักเก็บ และไม่ถูกกักเก็บในนิโอโซม 
       ท าการเปรียบเทียบความคงตัวของสูตรต ารับน้ ามันหอมระเหยที่ถูกกักเก็บในนิ
โอโซม และไม่ถูกกักเก็บในนิโอโซม ซึ่งบรรจุอยู่ในภาชนะชนิดเดียวกัน ที่อุณหภูมิ 4ºC เป็นเวลา 8 
สัปดาห์ ท าการเก็บวิเคราะห์ผลทุกสัปดาห์ เพ่ือทดสอบฤทธิ์การต้านเชื้อ S. epidermidis (ATCC 
14990) และ P. acne (DMST 14916) โดยวิธี disc diffusion 
       - ใช้ไม้พันส าลีขนาดมาตรฐานชุบ suspension ของเชื้อ S. epidermidis 
(ATCC 14990) และ P. acnes (DMST 14916) แล้วน ามาป้ายบนผิวหน้าของอาหาร MHA และ 
TSA ให้ทั่วจานอาหาร 
       - ทิ้งไว้จนผิวหน้าอาหารแห้ง 3 - 5 นาที จึงน า disc น้ ามันหอมระเหยในรูป 
นิโอโซม, disc น้ ามันหอมระเหย (ท่ีไม่ได้ถูกกักเก็บในนิโอโซม), disc สารละลาย dichloromethane 
และ ethanol ในอัตราส่วน 1:1 (negative control) และ disc ยา Ampicillin 10 µg (positive 
control) มาวางบนผิวหน้าอาหาร (ดังภาพที่ 18) 
       - น าจานอาหารที่ผสมเชื้อ S. epidermidis (ATCC 14990) ไปบ่มเพาะเชื้อที่
อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง ในสภาวะที่มีออกซิเจน ส่วนอาหารที่ผสมเชื้อ P. acnes 
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(DMST 14916) ให้วางเรียงซ้อนกันใน anaerobic jar แล้วใส่ gaspak® ปิดฝาทันที น าไปบ่มเพาะ
เชื้อที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 72 ชั่วโมง 
       - วัดเส้นผ่านศูนย์กลางของโซนยับยั้ง ที่เกิดขึ้นโดยท าการวัดใน 3 ทิศทาง แต่
ละทิศทางท ามุมกัน 60 องศา หาค่าเฉลี่ย และบันทึกผลการทดลองที่ได้ ขนาดโซนยับยั้งที่วัดได้เป็น 
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของ paper disc และ ขนาดโซนยับยั้งของเชื้อ ลบด้วยขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลางของ paper disc ( 6 มิลลิเมตร) และลบด้วย negative control (รายงานผลเป็นร้อยละ
ของประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียเปรียบเทียบกับสัปดาห์ที่ 0 โดยก าหนดให้สัปดาห์ที่ 0 
เท่ากับ 100%) 
       - ท าการทดลองท้ังหมด 3 ซ้ า 
 
ภาพที่ 18 ต าแหน่งการวาง disc ในวิธี disc diffusion 



 

 

บทที่ 4 
ผลการวิจัย 

 
4.1 การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเชื้อ S. epidermidis (ATCC 14990) และ P. acne 
(DMST 14916) จากกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ 
 ผลการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเชื้อ S. epidermidis (ATCC 14990) และ P. acne 
(DMST 14916) โดยสังเกตลักษณะบนอาหารแข็ง และลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ พบว่าลักษณะ
โคโลนีของเชื้อ S. epidermidis (ATCC 14990) และ P. acne (DMST 14916) บนอาหารแข็งมี
ลักษณะเหมือนกันคือ โคโลนีมีสีขาวครีม กลม ขอบเรียบ และมีลักษณะนูน และไม่มีการปนเปื้อนของ
เชื้อชนิดอ่ืน เมื่อส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์ พบลักษณะของเชื้อทั้ง 2 ชนิดมีความแตกต่างกัน โดยที่
เชื้อ S. epidermidis (ATCC 14990) เป็นแบคทีเรียแกรมบวกที่มีลักษณะกลม (cocci) เกาะรวมตัว
กันคล้ายพวงองุ่น ส่วนเชื้อ P. acne (DMST 14916) เป็นแบคทีเรียแกรมบวกที่มีลักษณะ 
pleomorphic rod ดังแสดงในภาพที่ 19 และไม่พบการปนเปื้อนของเชื้ออ่ืน ๆ ภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์เช่นเดียวกันกับบนอาหารแข็ง 
 
ภาพที่ 19 ลักษณะโคโลนีของเชื้อ S. epidermidis (ATCC 14990) บนอาหาร MHA (ซ้าย, a) และ
ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (ขวา, a) ลักษณะโคโลนีของเชื้อ P. acne (DMST 14916) บนอาหาร 
TSA (ขวา, a) และลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (ขวา, b) 

    
      a 

    
      b 
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4.2 ผลการทดสอบประสิทธิภาพของน้ ามันหอมระเหยในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ        
S. epidermidis (ATCC 14990) และ P. acne (DMST 14916) โดยวิธี disc diffusion  
 จากการทดสอบประสิทธิภาพของน้ ามันหอมระเหย 3 ชนิด คือ H, T และ S ทั้งแบบเดี่ยว
และชนิดผสม (HT, HS และ TS) ที่ระดับความเข้มข้น 0.625, 1.25, 2.50, 5.00 และ 10.00 mg/mL  
ในการยับยั้งจุลินทรีย์ที่ก่อให้เกิดสิว 2 ชนิด คือ เชื้อ S. epidermidis (ATCC 14990) และ P. acne 
(DMST 14916)  โดยท าการทดสอบด้วยวิธี disc diffusion พบว่าน้ ามันหอมระเหยทุกชนิดมี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ S. epidermidis (ATCC 14990) และ P. acne 
(DMST 14916) แต่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อไม่เท่ากัน (ตารางที่ 3-4) พบว่า ประสิทธิภาพในการยับยั้ง
เชื้อขึ้นอยู่กับความเข้มข้นของน้ ามันหอมระเหย ช่วงความเข้มข้นของน้ ามันหอมระเหยที่ใช้ในการ
ทดสอบ 0.625-10.00 mg/mL ยิ่งความเข้มข้นของน้ ามันหอมระเหยสูงขึ้นส่งผลให้มีประสิทธิภาพใน
การยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ที่ก่อให้เกิดสิวมากขึ้น โดยชนิดของน้ ามันหอมระเหยที่มีประสิทธิภาพดีที่สุด 
คือ HS ที่ความเข้มข้น 10.00 mg/mL มี โซนยับยั้งต่อเชื้อ S. epidermidis (ATCC 14990) และ  
P. acne (DMST 14916) เท่ากับ 37.33±0.58 mm และ 39.00±1.00 mm ตามล าดับ ซึ่งมี
ประสิทธิภาพเทียบเคียงกับ Ampicillin 10 µg (Positive control) ที่มีโซนยับยั้งต่อเชื้อ 
S. epidermidis (ATCC 14990) และ P. acne (DMST 14916) เท่ากับ 29.00±0.00 mm และ 
30.00±0.00 mm ตามล าดับ ส าหรับ DMSO (negative control) ไม่มีผลในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียทั้ง 
2 สายพันธุ์ ที่น ามาท าการทดสอบ 
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ตารางที่ 3 ขนาดโซนยับยั้ง (mm) จากผลการทดสอบประสิทธิภาพสารละลายน้ ามันหอมระเหยใน
การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ S. epidermidis (ATCC 14990) 

 
สารที่ใช้
ทดสอบ 

ขนาดโซนยับยั้ง (mm) ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชือ้ S. epidermidis 
(ATCC 14990) ของน้ ามันหอมระเหยในแต่ละความเข้มข้น* 

0.625 
mg/mL 

1.25 mg/mL 2.50  
mg/mL 

5.00  
mg/mL 

10.00  
mg/mL 

H 7.33±0.58b 9.67±1.15bc 13.00±1.00bc 19.67±0.58cd 30.67±0.58d 

S 10.33±0.58d 12.00±0.00e 15.33±0.58e 21.00±1.00e 35.33±0.58e 
T 5.00±0.00a 7.33±0.58a 10.00±0.00a 15.67±0.58a 18.33±0.58a 

HS 13.00±0.00e 15.33±0.58f 18.33±0.58f 23.00±0.00f 37.33±0.58f ** 
HT 7.33±0.58b 8.67±0.58b 12.33±0.58b 18.00±0.00b 24.00±0.00b 

ST 8.67±1.53c 10.67±0.58cd 14.00±1.00c 19.33±0.58c 26.33±0.58c 
DMSO - - - - - 

* ค่าที่แสดงคือค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 3 ซ้ า 
* ค่าเฉลี่ย (a,b,c,…) ที่อยู่ในแต่ละความเข้มข้นมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) 
* ค่าเฉลี่ย cd, bc ที่อยู่ในแต่ละความเข้มข้นมีความแตกต่างอย่างไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) 

**เทียบเคียงกับ Ampicillin 10 µg (positive control) มีโซนยับยั้ง 29.00±0.00 mm 
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ตารางที่ 4 ขนาดโซนยับยั้ง (mm) จากผลการทดสอบประสิทธิภาพสารละลายน้ ามันหอมระเหยใน
การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ P. acne (DMST 14916) 

 
สารที่ใช้
ทดสอบ 

ขนาดโซนยับยั้ง (mm) ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชือ้ P. acne (DMST 
14916) ของน้ ามันหอมระเหยในแต่ละความเข้มข้น* 

0.625 
mg/mL 

1.25  
mg/mL 

2.50  
mg/mL 

5.00  
mg/mL 

10.00  
mg/mL 

H 9.33±0.58c 11.33±0.58ab 16.33±0.58c 21.00±0.00c 32.33±0.58c 

S 12.33±0.58d 15.67±0.58c 18.67±0.58d 22.00±1.73c 36.00±0.00e 
T 6.33±0.58a 9.67±1.15a 12.67±0.58a 16.33±0.58a 20.00±0.00a 

HS 15.67±0.58e 18.67±1.53d 21.00±0.00e 24.33±0.58d 39.00±1.00f ** 
HT 8..00±0.00b 10.33±0.58a 15.33±0.58b 19.33±0.58b 30.67±1.53b 

ST 10.00±1.00c 12.33±0.58b 17.00±0.00c 21.33±0.58c 33.67±0.58d 
DMSO - - - - - 

* ค่าที่แสดงคือค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 3 ซ้ า 
* ค่าเฉลี่ย (a,b,c,…) ที่อยู่ในแต่ละความเข้มข้นมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) 
* ค่าเฉลี่ย ab ที่อยู่ในแต่ละความเข้มข้นมีความแตกต่างอย่างไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) 

**เทียบเคียงกับ Ampicillin 10 µg (positive control) มีโซนยับยั้ง 30.00±0.00 mm 

 
ภาพที่ 20 ตัวอย่างลักษณะโซนยับยั้งเชื้อ S. epidermidis (ATCC 14990) ของ HS (a) และลักษณะ
โซนยับยังเชื้อ P. acne (DMST 14916) ของ HS (b) เทียบกับ Ampicillin (positive control) และ
สารละลาย DMSO (negative control) 
 

             
a                                     b 

(HS) (HS) 
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4.3 การทดสอบหาค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อจุลชีพ 
(minimal inhibitory concentration, MIC) และการทดสอบหาความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถ
ฆ่าเชื้อจุลชีพ (minimal bactericidal concentration, MBC) ของน้ ามันหอมระเหย 
 จากการทดสอบค่าการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียที่ก่อให้เกิดสิวของ H, S และ T ทั้งแบบเดี่ยว และ
ชนิดผสม พบว่าน้ ามันหอมระเหยแบบเดี่ยวที่มีฤทธิ์ดีที่สุดคือ S โดยมีค่า MIC และ MBC ต่อเชื้อ S. 
epidermidis (ATCC 14990) เท่ากับ 1.024 mg/mL และต่อเชื้อ P. acnes  (DMST 14916) 
เท่ากับ 0.512 mg/mL ส่วนน้ ามันหอมระเหยชนิดผสมที่ดีที่สุด คือ HS มีประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อ 
S. epidermidis (ATCC 14990) และ P. acnes (DMST 14916) โดยมีค่า MIC และ MBC ต่อเชื้อ
แต่ละชนิดเท่ากันที่ 0.512 และ 0.256 mg/mL ตามล าดับ (ตารางที่ 5)  และมีฤทธิ์ดีกว่าน้ ามันหอม
ระเหยแบบเดี่ยวและชนิดผสมอื่น ๆ 
 
ตารางท่ี 5 ผลการทดสอบค่า MIC และค่า MBC ต่อเชื้อ S. epidermidis (ATCC 14990) และ     
P. acnes  (DMST 14916) ของน้ ามันหอมระเหย 

 
ชนิดของน้ ามัน 

หอมระเหย 

S. epidermidis P. acne 

MIC 
(mg/mL) 

MBC 
(mg/mL) 

MIC 
(mg/mL) 

MBC 
(mg/mL) 

H 2.048 4.096 1.024 1.024 

S 1.024 1.024 0.512 0.512 
T 32.768 32.768 8.192 16.834 

HS 0.512 0.512 0.256 0.256 
HT 16.384 32.768 4.096 4.096 

ST 8.192 8.192 2.048 2.048 
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4.4 ผลการศึกษาความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของน้ ามันหอมระเหยโดยวิธี 1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) และวิธี 3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid 
(ABTS)  
 จากการศึกษาฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของน้ ามันหอมระเหยทั้งแบบเดี่ยวและชนิดผสม 
พบว่า HS มีประสิทธิภาพสูงที่สุด โดยมีค่า IC50 จากวิธี DPPH และ ABTS radical scavenging 
assays เท่ากับ 0.024±0.001 และ 0.012±0.002 mg/mL ตามล าดับ (ตารางที่ 6) และแตกต่างจาก
น้ ามันหอมระเหยแบบเดี่ยวและชนิดผสมชนิดอ่ืนอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) นอกจากนี้ยัง
พบว่า HS มีประสิทธิภาพการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระสูงกว่า L-ascorbic acid ซึ่งใช้เป็น positive 
control (ซึ่ง L-ascorbic acid มีค่า IC50 จากวิธี DPPH และ ABTS เท่ากับ 0.038±0.001 และ 
0.024±0.002 mg/mL ตามล าดับ) อันเนื่องมาจาก HS มีสมบัติเสริมฤทธิ์กัน ท าให้ประสิทธิภาพการ
ต้านอนุมูลอิสระดีกว่า H หรือ S แบบเดี่ยว 

ตารางที่ 6 ค่า IC50 จากวิธี DPPH และ ABTS radical scavenging ของน้ ามันหอมระเหยแบบเดี่ยว 
และชนิดผสม เปรียบเทียบกับ ascorbic acid  

สารที่ใช้ทดสอบ 
DPPH assay* 
IC50 (mg/mL) 

ABTS assay* 
IC50 (mg/mL) 

H 0.032 ± 0.002b 0.016 ± 0.002b 
S 0.153 ± 0.003d 0.070 ± 0.002d 

T 0.308 ± 0.005g 0.206 ± 0.002g 

HS 0.024 ± 0.001a 0.012 ± 0.002a 
HT 0.163 ± 0.003e 0.124 ± 0.004e 

ST 0.205 ± 0.003f 0.181 ± 0.002f 
Ascorbic acid 0.038 ± 0.001c 0.024 ± 0.002c 

* ค่าเฉลี่ย (a,b,c,…) ที่อยู่ในแต่ละวิธีมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) 
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4.5 การวิเคราะห์หาปริมาณสารส าคัญของน้ ามันหอมระเหยด้วยเทคนิค GC-MS 
 ในการวิเคราะห์ใช้สภาวะ ดังนี้ อุณหภูมิ injection เท่ากับ 250°C อุณหภูมิของคอลัมน์
เริ่มต้น จาก 50°C (คงที่ไว้ 5 นาที) เพ่ิมอุณหภูมิ 10°C/นาที จนถึง 80°C จากนั้นเพ่ิม 5°C/นาที 
จนกระท่ังอุณหภูมิ 180°C และเพ่ิมข้ึนในอัตรา 30°C/นาทีจนเป็น 240°C (คงท่ีไว้ 5 นาที) 
 1. การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ (method validation) 
     ท าการทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาได้ โดยท าการทดสอบ ดังนี้ 
     1) การทดสอบความจ าเพาะเจาะจง (Specificity) 
         จากการทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของน้ ามัน HS ได้โครมาโทแกรม ดังภาพที่ 21 
พบว่าพีคของสารส าคัญ methyl eugenol และ estragole  มีค่า RT เท่ากับ 21.84 และ 16.03 
ตามล าดับ พีคของสารส าคัญแยกจากกันโดยเด็ดขาด และไม่มีการรบกวนของสารอื่น ๆ นอกจากนี้ 
mass spectra ของสารส าคัญทั้งสองในน้ ามันหอมระเหยสอดคล้องกับ mass spectra ของสาร
มาตรฐาน methyl eugenol และ estragole   
 
ภาพที่ 21 GC โครมาโทแกรมของ methyl eugenol และ estragole ในน้ ามัน HS 
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ภาพที่ 22 GC โครมาโทแกรมของสารมาตรฐาน estragole  (a) และ methyl eugenol (b) 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

(a) 

(b) 
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ภาพที่ 23 mass spectra ของ methyl eugenol ใน HS (a) และ mass spectra ของสาร
มาตรฐาน methyl eugenol (b) 

 
 

 
  

 

 

 

 

 

(a) 

(b) 
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ภาพที่ 24 mass spectra ของ estragole ใน HS (a) และ mass spectra ของสารมาตรฐาน 
estragole (b) 

 
 

 
 

  
 
 
 
 
 

(a) 

(b) 
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     2) การทดสอบความเป็นเส้นตรงหรือความสัมพันธ์เชิงเส้น (Linearity) 
         จากการตรวจสอบความสัมพันธ์เชิงเส้น ของสารมาตรฐาน methyl eugenol และ
สารมาตรฐาน estragole ที่ความเข้มข้นช่วง 0.26-4.12 mg/mL และ ที่ความเข้มข้นช่วง 0.27-4.21 
mg/mL ตามล าดับ สมการเส้นตรงหาได้จากกราฟความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลาย
มาตรฐาน และพ้ืนที่ใต้พีคที่วิเคราะห์ได้ พบว่ามีค่าสัมประสิทธ์ (r2) ของสารมาตรฐาน methyl 
eugenol และสารมาตรฐาน estragole เท่ากับ 0.9998 ดังแสดงในตารางที่ 7-8 และแผนภูมิที่ 1-2 
 
ตารางท่ี 7 พ้ืนที่ใต้พีคของสารมาตรฐาน methyl eugenol ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 

Concentration 
(mg/mL) 

Peak area Average R2 

n1 n2 n3 
0.26 17589654 18025631 17612668 17742651 0.9998 

0.52 36058429 36365952 36131888 36185423 
1.02 71625363 70953640 68477429 70352144 

2.08 139653151 139652142 137558588 138954627 

4.12 270859632 267845932 268157072 268954212 
 

แผนภูมิที่ 1 Calibration curve ของสารมาตรฐาน methyl eugenol 

 
 
 
 
 

y = 64,863,874 x + 2,655,613  
R² = 0.9998  
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ตารางท่ี 8 พ้ืนที่ใต้พีคของสารมาตรฐาน estragole ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 

Concentration 
(mg/mL) 

Peak area Average R2 

n1 n2 n3 

0.27 34685421 34120584 34290231 34365412 0.9998 

0.53 61521337 61284531 62490467 61765445 
1.05 120152130 124963745 122845678 122653851 

2.11 245875433 242015752 252681084 246857423 
4.21 504694541 500854631 500077091 501875421 

 
 
แผนภูมิที่ 2 Calibration curve ของสารมาตรฐาน estragole 

 
 
 
 
 
 
 
  
 
  
 

y = 118,999,826 x - 942,206  
R² = 0.9998 
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     3) การทดสอบความเที่ยง (Precision) 
         การทดสอบความเที่ยงทราบได้จากการวิเคราะห์ซ้ าหลาย ๆ ครั้ง รายงานผลเป็นค่า
ร้อยละส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (%RSD) ต้องมีค่าน้อยกว่า 2 จึงจะยอมรับค่าความถูกต้องของ
วิธีวิเคราะห์ ซึ่งในงานวิจัยนี้ได้ท าการศึกษา 2 ลักษณะคือ ความเที่ยงในวันเดียวกัน และความเที่ยง
ต่างวันกัน โดยวิเคราะห์หาปริมาณ methyl eugenol และ estragole ในน้ ามันผสม HS ได้ผลดัง
ตารางที่ 9  โดยผลการค านวณค่า %RSD ได้ค่าไม่เกิน 2 ซึ่งอยู่ในเกณฑ์การยอมรับอยู่ในเกณฑ์การ
ยอมรับของ AOAC., (2002) 
 
ตารางท่ี 9 ร้อยละค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ของความเที่ยงในวันเดียวกันและต่างวันกัน 

 
Injection 

methyl eugenol estragole 

วิเคราะห์วัน
เดียวกัน 

วิเคราะห์ต่างวัน
กัน 

วิเคราะห์วัน
เดียวกัน 

วิเคราะห์ต่างวัน
กัน 

1 6894257 6786952 7396954 7298545 

2 6758756 6685421 7365985 7425364 
3 6798542 6895347 7285634 7145823 

4 6815423 6685231 7346548 7365842 

5 6769354 6678954 7236953 7369854 
6 6838542 6725844 7418547 7258963 

X 6812479 6742958 7341770 7310732 

SD 49630.14 85076.66 68828.82 99696.09 
RSD (%) 0.7285 1.2617 0.9375 1.3636 

*หมายเหตุ: %RSD คือ ร้อยละค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์  
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     4) การทดสอบความแม่น (Accuracy)  
         การทดสอบความแม่นของวิธีวิเคราะห์ โดยการเติมสารละลายมาตรฐานที่ทราบค่า
ความเข้มข้นที่แน่นอนแล้วลงไปในสารละลายตัวอย่าง HS  แล้วจึงน าไปวิเคราะห์ร้อยละการกลับคืน 
(% recovery)  ได้ผลการทดลองดังตารางที่ 10 มีค่าร้อยละการกลับคืนของ methyl eugenol อยู่
ในช่วง 99.69±0.62-104.80±1.41 และ estragole อยู่ในช่วง 98.35±1.84-103.72±2.01 ซึ่งอยู่ใน
เกณฑ์ท่ียอมรับของ AOAC., (2002) คืออยู่ในช่วงร้อยละ 80-120 
 
ตารางท่ี 10 ร้อยละการกลับคืนของสารมาตรฐาน methyl eugenol และ estragole ใน HS 

ปริมาณเฉลี่ยของ
น้ ามันที่ได้จาก
การวิเคราะห์ 

(mg/mL) 

สาร
มาตรฐานที่

เติม 

ระดับความ
เข้มข้น 
(%) 

ปริมาณสาร
มาตรฐานที่
เติมลงไป 
(mg/mL) 

ปริมาณเฉลี่ย
ที่พบ 

(mg/mL) 

% 
recovery* 

0.0646 methyl 
eugenol 

80 0.0513 0.1168 101.75±1.26 

100 0.0645 0.1289 99.69±0.62 
120 0.0771 0.1454 104.80±1.41 

0.0545 estragole 80 0.0432 0.0986 102.08±0.38 
100 0.0546 0.1082 98.35±1.84 

120 0.0645 0.1214 103.72±2.01 

* ท าการทดลองซ้ า 3 ครั้ง  
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 2. การวิเคราะห์หาปริมาณสารส าคัญของ HS 
     จากการทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อจุลินทีรย์ โดยหาค่า MIC ของน้ ามันหอม
ระเหยชนิดต่าง ๆ โดยพบว่า HS (สัดส่วน 1:1 โดยปริมาตร) มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อดีที่สุด โดยมีค่า 
MIC 0.512 mg/mL ซึ่งมีปริมาณน้ ามันหอมระเหย H และ S เท่ากับ 0.256 mg/mL  
     จากการวิเคราะห์โดยใช้วิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาและตรวจสอบความถูกต้องแล้ว พบว่าใน
น้ ามันหอมระเหย HS 0.512 mg/mL มีปริมาณสารส าคัญ methyl eugenol 0.158±0.001 
mg/mL และ สารส าคัญ estragole 0.155±0.002 mg/mL ตามล าดับ (ดังตารางที่ 11) 

ตารางท่ี 11 ผลการวิเคราะห์ปริมาณสารส าคัญใน H และ S ด้วยเครื่อง GC-MS  
สารส าคัญใน

น้ ามันหอมระเหย 
ความเข้มข้นของ

ตัวอย่าง 
(mg/mL) 

Peak Area 
ของ

สารส าคัญ 

ความเข้มข้น
ของสารส าคัญ 

(mg/mL) 

ความเข้มข้นของ
สารส าคัญเฉลี่ย 

(mg/mL)* 

 
H 
 

 
0.256 

12826853 0.157  
0.158±0.001 

 
12956854 0.159 

12966102 0.159 

 
S 
 

 
0.256 

17359714 0.154  
0.155±0.002 

 
17689654 0.157 

17296385 0.153 

* ค่าที่แสดงคือค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 3 ซ้ า 
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4.6 ผลการเตรียมนิโอโซมน้ ามันหอมระเหย HS และการประเมินสมบัติ 
 1. การตรวจสอบลักษณะภายนอก (Appearance) 
     จากการเตรียมต ารับนิโอโซมทั้ง 12 ต ารับด้วยวิธี thin-film method โดยใช้อัตราส่วน
ของ Span®60:cholesterol  ที่แตกต่างกัน คือ 60:40, 70:30, 80:20 และ 90:10 และน าไปผ่าน
การลดขนาดด้วยการ sonicate ที่ 0, 2 และ 5 นาที พบว่าลักษณะทางกายภาพของนิโอโซมทุกต ารับ
มีลักษณะเป็นของเหลว สีขาวขุ่น ผสมเป็นเนื้อเดียวกัน และไม่เกิดตะกอน พบว่าต ารับนิโอโซมที่ผ่าน
การ sonicate จะมีลักษณะของนิโอโซมท่ีใสขึ้น (ดังภาพที่ 25) 
 
ภาพที่ 25  ตัวอย่างลักษณะของนิโอโซมอัตราส่วนของ Span®60:cholesterol ที่ 60:40 โดยผ่าน
การ sonicate ที่ 0, 2 และ 5 นาท ี 
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 2. การวัดขนาด และการกระจายตัวของอนุภาค 
    จากผลการทดลองวัดหยดขนาดหยดอนุภาคเฉลี่ย และค่าการกระจาย (PI)  ของต ารับนิโอ
โซมผสมน้ ามันหอมระเหยในแต่ละอัตราส่วน เมื่อผ่านกระบวนการ sonicate ที่เวลา 0,2 และ 5 นาที 
ท าการวิเคราะห์โดยเครื่องวิเคราะห์ขนาดอนุภาค (DelsaTM Nano C, Particle Size Analyzer, 
Japan) มีขนาดหยดอนุภาคเฉลี่ยอยู่ที่ 108.4-642 .3 นาโนเมตร และค่าการกระจาย (PI)  อยู่ในช่วง 
0.148-0.374 ดังตารางที่ 12  

ตารางท่ี 12 ขนาดและการกระจายตัวของต ารับนิโอโซมท่ีเตรียมได้ 

 
ต ารับ 

อัตราส่วนของ 
Span®60:cholesterol 

เวลาที่ใช้ 
Sonicate 

(min) 

Diameter* 
เฉลี่ย(nm) ±SD 

Polydispersity 
index* เฉลี่ย±SD 

F1 60:40 0 642.3±1.55 0.374±0.01 

F2 60:40 2 181.8±2.37 0.279±0.01 
F3 60:40 5 156.7±2.21 0.168±0.02 

F4 70:30 0 625.1±2.25 0.358±0.01 
F5 70:30 2 158.0±1.97 0.271±0.01 

F6 70:30 5 147.8±1.25 0.161±0.01 

F7 80:20 0 615.1±2.75 0.356±0.01 
F8 80:20 2 143.0±2.64 0.262±0.02 

F9 80:20 5 131.9±1.91 0.152±0.01 

F10 90:10 0 599.8±2.56 0.354±0.01 
F11 90:10 2 129.7±2.08 0.258±0.02 

F12 90:10 5 108.4±1.07 0.148±0.01 

* ค่าที่แสดงคือค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 3 ซ้ า  
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แผนภูมิที่ 3 ขนาดหยดอนุภาคเฉลี่ยของต ารับนิโอโซมท่ีเตรียมได้ 
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 3. การทดสอบหาความสามารถในการเก็บกักน้ ามันหอมระเหย HS ของนิโอโซม 
    1) การทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ (method validation) 
        ในการวิเคราะห์โดยใช้สภาวะ ดังนี้ ใช้คอลัมน์ชนิด AquaWax-DA capillary 
columns (ยาว 30 m, เส้นผ่านศูนย์กลาง 0.25 mm, film thickness 0.25 µm) อุณหภูมิ 
injection เท่ากับ 250°C อุณหภูมิของคอลัมน์เริ่มต้นจาก 50°C (คงที่ไว้ 5 นาที) เพ่ิมอุณหภูมิ 10°C/
นาที จนถึง 80°C จากนั้นเพ่ิม 5°C/นาที จนกระทั่งอุณหภูมิ  180°C และเพ่ิมขึ้นในอัตรา 30°C/นาที
จนเป็น 240°C (คงที่ไว้ 5 นาที) ใช้ก๊าซฮีเลียมเป็นตัวพา 1.0 mL/min ปริมาตรที่ฉีด 0.4 µL มี 
ionization source เป็นชนิด electron impact 70 eV, mass analyzer เป็นแบบ quadrupole 
ใช้ mass range ตั้งแต่ 50-500 m/z และท าการทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ ดังนี้ 
        (1) การทดสอบความจ าเพาะเจาะจง (Specificity)  
    จากการทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของน้ ามัน HS ได้โครมาโทแกรม ดังภาพที่ 
26 พบว่าพีคของสารส าคัญ methyl eugenol และ estragole  มีค่า RT เท่ากับ 21.80 และ 16.02 
ตามล าดับ พีคของสารส าคัญแยกจากกันโดยเด็ดขาด และไม่มีการรบกวนของสารอ่ืน  ๆ นอกจากนี้ 
mass spectra ของสารส าคัญทั้งสองในน้ ามันหอมระเหยสอดคล้องกับ mass spectra ของสาร
มาตรฐาน methyl eugenol และ estragole   
 

ภาพที่ 26 GC โครมาโทแกรมของ methyl eugenol และ estragole ในน้ ามัน HS ที่ถูกกักเก็บใน 
นิโอโซม 
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ภาพที่ 27 GC โครมาโทแกรมของสารมาตรฐาน estragole  (a) และ  methyl eugenol (b) 

 
 

 

 
 
 
 
 
 

(b) 

(a) 
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ภาพที่ 28 mass spectra ของ estragole ใน HS ที่ถูกเก็บกักในนิโอโซม (a) และ mass spectra 
ของสารมาตรฐาน estragole (b) 

 
 

 

 

 

 

 

 

(a) 

(b) 
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ภาพที่ 29 mass spectra ของ methyl eugenol ใน HS ที่ถูกเก็บกักในนิโอโซม (a) และ mass 
spectra ของสารมาตรฐาน methyl eugenol (b) 

 
 

 

 

  
  
 
 
 

(a) 

(b) 
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        (2) การทดสอบความเป็นเส้นตรงหรือความสัมพันธ์เชิงเส้น (Linearity) 
        จากการตรวจสอบความสัมพันธ์เชิงเส้น ของสารมาตรฐาน methyl eugenol 
และสารมาตรฐาน estragole ที่ความเข้มข้นช่วง 0.26-4.14  mg/mL และ ที่ความเข้มข้นช่วง 0.26-
4.19 mg/mL ตามล าดับ สมการเส้นตรงหาได้จากกราฟความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของ
สารละลายมาตรฐานและพ้ืนที่ใต้พีคที่วิเคราะห์ได้ พบว่ามีค่าสัมประสิทธ์ (r2) ของสารมาตรฐาน 
methyl eugenol และสารมาตรฐาน estragole เท่ากับ 0.9998 และ 0.9997 ตามล าดับ ดังแสดง
ในตารางที่ 13-14 และแผนภูมิที่ 4-5 
 
ตารางท่ี 13 พ้ืนที่ใต้พีคของสารมาตรฐาน methyl eugenol ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 
Concentration 

(mg/mL) 
Peak area Average R2 

n1 n2 n3 

0.26 10594821 10739183 10604809 10646271 0.9998 
0.52 23148273 23352134 23260450 23253619 

1.04 50381728 50584716 51242105 50736183 

2.07 101837381 102193848 101784019 101938416 
4.14 211374618 210983782 211433057 211263819 

  

แผนภูมิที่ 4 Calibration curve ของ methyl eugenol 

 
  

y = 51,703,467x - 3,468,106 
R² = 0.9998 
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ตารางท่ี 14 พ้ืนที่ใต้พีคของสารมาตรฐาน estragole ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 

Concentration 
(mg/mL) 

Peak area Average R2 

n1 n2 n3 

0.26 25576389 25862718 25466427 25635178 0.9997 

0.52 53984738 54371628 54464488 54273618 
1.05 103094837 102738471 102679075 102837461 

2.10 211049381 210637384 210825651 210837472 
4.19 408982718 409374819 409949620 409435719 

 
 
แผนภูมิที่ 5 Calibration curve ของ estragole 

 
 
 
 
 
 
  

 

  

y = 97,225,123x + 3,910,290 
R² = 0.9997 

0

50000000

100000000

150000000

200000000

250000000

300000000

350000000

400000000

450000000

0 1 2 3 4 5

Pe
ak

 A
re

a 
 

Concentration (mg/mL) 

Calibration curve of estragole 



72 
 

 

        (3) การทดสอบความเที่ยง (Precision) 
    การทดสอบความเที่ยงทราบได้จากการวิเคราะห์ซ้ าหลาย ๆ ครั้ง รายงานผลเป็น
ค่าร้อยละส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (%RSD) ต้องมีค่าน้อยกว่า 2 จึงจะยอมรับค่าความถูกต้อง
ของวิธีวิเคราะห์ ซึ่งในงานวิจัยนี้ได้ท าการศึกษา 2 ลักษณะคือ ความเที่ยงในวันเดียวกัน และความ
เที่ยงต่างวันกัน โดยวิเคราะห์หาปริมาณ methyl eugenol และ estragole ในน้ ามันผสม HS ที่ถูก
เก็บกักในนิโอโซม ได้ผลดังตารางที่ 15  โดยผลการค านวณค่า %RSD ได้ค่าไม่เกิน 2 ซึ่งอยู่ในเกณฑ์
การยอมรับอยู่ในเกณฑ์การยอมรับของ AOAC., (2002) 
 
ตารางท่ี 15 ร้อยละค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ของความเที่ยงในวันเดียวกันและต่างวันกัน 

 
Injection 

methyl eugenol estragole 

วิเคราะห์วัน
เดียวกัน 

วิเคราะห์ต่างวัน
กัน 

วิเคราะห์วัน
เดียวกัน 

วิเคราะห์ต่างวัน
กัน 

1 4587613 4558754 12152617 11927391 

2 4548763 4533965 12038471 12362718 
3 4605742 4635874 11997281 12048361 

4 4573154 4581548 12029381 12177364 

5 4568542 4618759 12011838 12027382 
6 4578542 4655866 12152617 12521527 

X 4577059 4597461 12063701 12177457 

SD 19103.68 47166.74 70324.84 225578 
RSD (%) 0.4174 1.0259 0.6068 1.8524 

*หมายเหตุ: %RSD คือ ร้อยละค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ 
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        (4) การทดสอบความแม่น (Accuracy)  
    การทดสอบความแม่นของวิธีวิเคราะห์ โดยการเติมสารละลายมาตรฐานที่ทราบค่า
ความเข้มข้นที่แน่นอนแล้วลงไปในสารละลายตัวอย่าง แล้วจึงน าไปวิเคราะห์ร้อยละการกลับคืน (% 
recovery)  ได้ผลการทดลองดังตารางที่ 16 มีค่าร้อยละการกลับคืนของ methyl eugenol อยู่
ในช่วง 98.41±1.36-103.03±0.47 และ estragole อยู่ในช่วง 99.19±3.14-102.84±2.03 ซึ่งอยู่ใน
เกณฑ์ท่ียอมรับของ AOAC., (2002) คืออยู่ในช่วงร้อยละ 80-120 
 
ตารางท่ี 16 ร้อยละการคืนกลับของการตรวจสอบความแม่นของวิธีวิเคราะห์ 

ปริมาณเฉลี่ยของ
น้ ามันที่ได้จากการ

วิเคราะห์ 
(mg/mL) 

สาร
มาตรฐาน

ที่เติม 

ระดับความ
เข้มข้น 
(%) 

ปริมาณสาร
มาตรฐานที่
เติมลงไป 
(mg/mL) 

ปริมาณที่
พบ 

(mg/mL) 

% 
Recovery* 

 
0.0578 

methyl 
eugenol 

80 0.0462 0.1054 103.03±0.47 

100 0.0574 0.1162 101.74±2.42 
120 0.0692 0.1259 98.41±1.36 

 
0.0608 

 
estragole 

80 0.0492 0.1103 99.19±3.14 
100 0.0618 0.1228 100.32±0.71 

120 0.0739 0.1381 102.84±2.03 

* ค่าที่แสดงคือค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 3 ซ้ า 
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    2) การวิเคราะห์หาปริมาณน้ ามันหอมระเหย HS ที่ถูกกักเก็บในต ารับนิโอโซม (F1-
F12) ด้วยเทคนิค GC-MS 
        จากการวิเคราะห์หาปริมาณสารส าคัญ methyl eugenol และ estragole ของน้ ามัน
หอมระเหย HS ก่อนน าไปบรรจุลงในต ารับนิโอโซม ด้วยวิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาและตรวจสอบความ
ถูกต้องแล้ว โดยฉีดน้ ามันหอมระเหยชนิดผสมที่ความเข้มข้น 1 mg/mL (อัตราส่วนน้ ามันหอมระเหย
ชนิดผสม 1:1 โดยปริมาตร) จะได้ปริมาณความเข้มข้นของ methyl eugenol และ estragole ดัง
ตารางที่ 17  
        หลังจากบรรจุน้ ามันหอมระเหย HS ในต ารับนิโอโซมและท าการวิเคราะห์หาปริมาณ
สารส าคัญของ HS ทั้ง 12 ต ารับ ดังตารางที่ 18 พบว่าต ารับนิโอโซมทั้ง 12 ต ารับมีปริมาณกักเก็บ
น้ ามันหอมระเหย HS ในช่วง 68.58-91.20% และพบว่า ต ารับ F2 ที่ใช้อัตราส่วน Span®60: 
cholesterol เท่ากับ 60:40 และ sonicate 2 นาที มีปริมาณการกักเก็บน้ ามันหอมระเหย HS สูงสุด 
เท่ากับ 91.20±0.71% โดยมีประสิทธิภาพการกักเก็บน้ ามันหอมระเหยมากกว่าต ารับอ่ืน ๆ อย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) และต ารับ F12 ที่ใช้อัตราส่วน Span®60:cholesterol เท่ากับ 90:10 
และ sonicate 5 นาที มีปริมาณการกักเก็บน้ ามันหอมระเหย HS ต่ าสุด นอกจากนี้ F2 มีขนาด
อนุภาคเท่ากับ 181.8±2.37 nm ซึ่งขนาดอนุภาคไม่เกิน 500 nm ต ารับจะมีความเสถียร และมีการ
กระจายตัวเท่ากับ 0.279±0.01 ซึ่งมีค่าน้อยกว่า 1 บ่งบอกได้ว่าอนุภาคนิโอโซมที่เตรียมได้มีการ
กระจายตัวที่ดี จึงเลือกต ารับ F2 มาท าการศึกษาต่อไป 

ตารางท่ี 17 ปริมาณสารส าคัญ methyl eugenol และ estragole ของน้ ามันหอมระเหย HS ที่
บรรจุในต ารับนิโอโซม 

สารส าคัญใน 
น้ ามันหอมระเหย 

Peak Area ความเข้มข้นของ
สารส าคัญ 
(mg/mL) 

ความเข้มข้นของ
สารส าคัญเฉลี่ย* 

(mg/mL) 

  
methyl eugenol 

12841223 0.315  
0.313±0.003 12684147 0.312 

12547195 0.310 

 
estragole 

33584136 0.305  
0.306±0.002 33874541 0.308 

33642259 0.306 

* ค่าที่แสดงคือค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 3 ซ้ า 
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ตารางท่ี 18 ร้อยละการกักเก็บน้ ามันหอมระเหย HS ในต ารับนิโอโซมท้ัง 12 ต ารับ 
ต ารับ Peak Area ของ methyl eugenol Peak Area ของ estragole ปริมาณ methyl eugenol ปริมาณ estragole %entrapment 

 
F1 

10500324 29801652 0.270 0.266 

87.31±0.97 10706524 29513854 0.274 0.263 
10748080 30393870 0.275 0.272 

 
F2 

11361330 31302654 0.287 0.282 
91.20±0.74* 11206257 30716235 0.284 0.276 

11183375 31341603 0.283 0.282 
 

F3 
10052151 29515426 0.261 0.263 

84.04±0.68 9950162 28903426 0.260 0.257 

10028750 29010778 0.261 0.258 
 

F4 
10150592 28513624 0.263 0.253 

82.96±0.42 10011204 28306859 0.261 0.251 
10000752 28409723 0.261 0.252 

 
F5 

10750624 30302463 0.275 0.271 

88.13±0.57 10948512 30127461 0.279 0.270 
10859906 29626163 0.277 0.264 

 
F6 

9810012 28343265 0.257 0.251 
80.91±1.16 9714035 27801664 0.255 0.246 

9436098 27645566 0.250 0.244 

* แตกต่างจากต ารับอ่ืน ๆ อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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ตารางท่ี 18 (ต่อ) 
ต ารับ Peak Area ของ methyl eugenol Peak Area ของ estragole ปริมาณ methyl eugenol ปริมาณ estragole %entrapment 

 
F7 

9513027 27749365 0.251 0.245 

79.35±1.04 9251385 27046235 0.246 0.238 
9441982 27602160 0.250 0.244 

 
F8 

9749113 27738516 0.256 0.245 
80.39±0.45 9601305 27625136 0.253 0.244 

9452963 27779316 0.250 0.246 
 

F9 
8351642 25144621 0.229 0.218 

72.64±0.41 8554326 25036257 0.233 0.217 

8453622 25450316 0.231 0.222 
 

F10 
8150362 25014238 0.225 0.217 

71.20±0.15 8004625 25106490 0.222 0.218 
8157497 24883680 0.225 0.216 

 
F11 

8551324 25714023 0.232 0.224 

74.29±0.52 8803595 25526485 0.237 0.222 
8605059 26238194 0.234 0.230 

 
F12 

8002462 24016852 0.222 0.207 
68.58±0.59 7751543 23827460 0.217 0.205 

7797089 23860660 0.218 0.205 
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4.7 การประเมินสมบัติของต ารับนิโอโซมที่กักเก็บน้ ามันหอมระเหย HS ได้ดีที่สุด 
 ท าการคัดเลือกนิโอโซมจากผลของร้อยละการกักเก็บสารส าคัญไว้ภายในนิโอโซม ซึ่งต ารับที่
มีร้อยละการกักเก็บสารส าคัญไว้ภายในนิโอโซมสูงที่สุดคือ ต ารับ F2 จึงน ามาท าการทดสอบความคง
ตัวด้านต่าง ๆ ดังนี้  
 1. การศึกษาสัณฐานวิทยาของต ารับนิโอโซมที่กักเก็บน้ ามันหอมระเหยดีท่ีสุดด้วยกล้อง
จุลทรรศน์ชนิดโพลาไรซ์ (polarized light microscopy) และกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบ
ส่องผ่าน (TEM) 
     น าต ารับนิโอโซม F2 ที่เตรียมได้ ไปตรวจวัดด้วยกล้องจุลทรรศน์ชนิดแสงโพลาไรซ์ พบว่า
อนุภาคเล็กมีการกระเจิงแสงรูปตัวเอ็กซ์หรือเครื่องหมายกากบาท (ภาพที่ 30 (a)) และจากการส่อง
ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน พบลักษณะของนิโอโซม เป็นถุงค่อนข้างกลม (ภาพที่ 
30 (b)) 
 
ภาพที่ 30 ลักษณะของนิโอโซมที่บรรจุน้ ามันหอมระเหยต ารับ F2 ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิดแสง

โพลาไรซ์ (a) และภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน ที่ก าลังก าลังขยาย 175000X (b)  

       
   (a)                        (b)  
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 2. การทดสอบความคงตัวโดยวิเคราะห์สมบัติทางกายภาพ และปริมาณการกักเก็บสาร
ของต ารับนิโอโซมที่กักเก็บน้ ามันหอมระเหย HS ได้ดีที่สุด 
     1) การประเมินคุณลักษณะทางกายภาพและปริมาณการกักเก็บสารของต ารับนิโอโซม 
F2 ที่อุณหภูมิ 4ºC เป็นเวลา 8 สัปดาห์ 
         เมื่อน าต ารับ F2 ที่เตรียมได้ เก็บไว้ที่อุณภูมิ 4ºC เป็นเวลา 8 สัปดาห์ สังเกตุลักษณะ
ทางกายภาพและทางเคมี โดยท าการวิเคราะห์ความเป็นกรดด่าง ค่าความหนืด ขนาดอนุภาค ค่าการ
กระจายตัว และร้อยละการกักเก็บ ของต ารับ F2 ได้ผลการทดลองดังนี้ 
         ลักษณะภายนอกของทุกต ารับมีความคงตัวดี โดยสังเกตุได้จากการไม่แยกชั้น มีสีขาว 
สัปดาห์ที่ 0-8 ไม่เปลี่ยนแปลง (ดังตารางที่ 19) 
         ค่าความเป็นกรดด่างของสัปดาห์ที่ 0 และสัปดาห์ที่ 8 เท่ากับ 5.73±0.05 และ 
5.57±0.05 ตามล าดับ (ดังตารางที่ 19) และเมื่อท าการเปรียบเทียบค่าความเป็นกรดด่างของทุก ๆ 
สัปดาห์เทียบกับสัปดาห์ที่ 0 พบว่าไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 
          ค่าความหนืดของสัปดาห์ที่  0 และสัปดาห์ที่  8 เท่ากับ 1.1±0.2 และ 1.1±0.3  
ตามล าดับ (ดังตารางที่ 19) และเมื่อท าการเปรียบเทียบค่าความหนืดของทุก ๆ สัปดาห์ เทียบกับ
สัปดาห์ที่ 0 พบว่าไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 
 ขนาดอนุภาคมีการเพ่ิมขึ้น โดยสัปดาห์ที่  0 และสัปดาห์ที่ 8 มีขนาดอนุภาคเท่ากับ 
179.4±4.1 nm และ 204.8±2.4 nm ตามล าดับ (ดังตารางที่ 19) และเมื่อท าการเปรียบเทียบขนาด
อนุภาคของทุก ๆ สัปดาห์ พบว่าตั้งแต่สัปดาห์ที่ 4 มีขนาดเพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 
เมื่อเทียบกับสัปดาห์ที่ 0 
         ค่าการกระจายตัวของสัปดาห์ที่ 0 และสัปดาห์ที่ 8 เท่ากับ 0.274±0.004 และ 
0.298±0.003 ตามล าดับ (ดังตารางที่ 19) และเมื่อท าการเปรียบเทียบค่าการกระจายตัวของทุก ๆ
สัปดาห์ เทียบกับสัปดาห์ที่ 0 พบว่าตั้งแต่สัปดาห์ที่ 4 มีค่าการกระจายตัวที่เปลี่ยนแปลงไปอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05)  
         นอกจากนี้พบว่าร้อยละการกักเก็บลดลง โดยสัปดาห์ที่ 0 และสัปดาห์ที่ 8 มีร้อยละ
การกักเก็บเท่ากับ 91.62±1.16 และ 83.52±0.36 ตามล าดับ (ดังตารางที่ 20) และเมื่อท าการ
เปรียบเทียบค่าร้อยละการกักเก็บของทุก ๆ สัปดาห์ เทียบกับสัปดาห์ที่ 0 พบว่าตั้งแต่สัปดาห์ที่ 4 มี
ร้อยละการกักเก็บท่ีลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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ตารางที่ 19 การประเมินความคงตัวทางกายภาพของต ารับนิโอโซม F2 ที่อุณหภูมิ 4ºC เป็นเวลา 8 
สัปดาห์ 

สัปดาห ์ ลักษณะภายนอก 
pH* 

 เฉลี่ย ±SD 
Viscosity*  

เฉลี่ย ±SD (cps.) 
Diameter*  

เฉลี่ย ±SD (nm) 
PDI* 

 เฉลี่ย ±SD 

0 ไม่แยกช้ัน มีสีขาว 5.73±0.05 1.1±0.2 179.4±4.1 0.274±0.004 

1 ไม่เปลี่ยนแปลง 5.56±0.09 1.0±0.2 180.6±1.1 0.278±0.002 
2 ไม่เปลี่ยนแปลง 5.58±0.15 1.1±0.2 181.4±2.4 0.281±0.002 
3 ไม่เปลี่ยนแปลง 5.75±0.13 1.0±0.2 183.2±0.8 0.282±0.004 
4 ไม่เปลี่ยนแปลง 5.72±0.14 1.2±0.2 190.1±2.9** 0.285±0.002** 
5 ไม่เปลี่ยนแปลง 5.57±0.12 1.0±0.3 195.8±1.4** 0.290±0.003** 

6 ไม่เปลี่ยนแปลง 5.67±0.08 1.0±0.1 196.3±3.4** 0.292±0.004** 
7 ไม่เปลี่ยนแปลง 5.69±0.18 1.1±0.1 198.5±4.2** 0.293±0.001** 

8 ไม่เปลี่ยนแปลง 5.57±0.05 1.1±0.3 204.8±2.4** 0.298±0.003** 

* ค่าที่แสดงคือค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 3 ซ้ า 
** แตกต่างจากสัปดาห์ที่ 0 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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ตารางท่ี 20  ร้อยละการกักเก็บสารของต ารับนิโอโซม F2 ที่อุณหภูมิ 4ºC เป็นเวลา 8 สัปดาห์ 

สัปดาห ์
ที ่

Peak Area ของ 
methyl 
eugenol 

Peak Area ของ 
estragole 

ปริมาณ 
methyl 
eugenol 

ปริมาณ 
estragole 

% 
Entrapment* 

 
0 

11425413 31715486 0.288 0.286 
91.62±1.16 11206534 30735201 0.284 0.276 

11316098 31304526 0.286 0.282 
 
1 

11125412 31425314 0.282 0.283 
91.34±0.14 11416527 30815421 0.288 0.277 

11354162 31104278 0.287 0.280 
 
2 

11103485 30529634 0.282 0.274 
91.22±1.26 11453743 31215422 0.289 0.281 

11519652 31032410 0.290 0.279 

 
3 

11254035 30416523 0.285 0.273 
91.03±0.98 11450684 30640127 0.289 0.275 

11357421 31406524 0.287 0.283 
 
4 

10654068 30124625 0.273 0.270 

88.65±0.85** 10754175 30714216 0.275 0.276 
11005072 30436201 0.280 0.273 

 
5 

10616985 29658745 0.272 0.265 

86.77±0.03** 10645484 29574874 0.273 0.264 
10634281 29617850 0.273 0.264 

 
6 

10569851 29701584 0.272 0.265 
86.45±0.29** 10518774 29454751 0.271 0.263 

10504986 29683140 0.270 0.265 
 
7 

10651186 28990123 0.273 0.258 

86.10±0.69** 10320457 29514309 0.267 0.263 
10554210 29832652 0.271 0.267 

 
8 

9904152 29241071 0.259 0.261 

83.52±0.36** 10112475 28412400 0.263 0.252 
10021451 28814635 0.261 0.256 

* ค่าที่แสดงคือค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 3 ซ้ า 
** แตกต่างจากสัปดาห์ที่ 0 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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ภาพที่ 31 GC โครมาโทแกรมของต ารับนิโอโซม F2 ที่บรรจุน้ ามันหอมระเหย HS ในสัปดาห์ที่ 0 (a) 
และ สัปดาห์ที่ 8 (b) 

 
 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

(a) 

(b) 

AA: 11425413 

AA: 9904152 

AA: 31715486 

AA: 29241071 
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     2) การประเมินคุณลักษณะทางกายภาพและปริมาณการกักเก็บสารของต ารับนิโอโซม 
F2 ที่อุณหภูมิ 25ºC เป็นเวลา 8 สัปดาห์ 
         เมื่อน าต ารับ F2 ที่เตรียมได้ เก็บไว้ที่อุณภูมิ 25ºC เป็นเวลา 8 สัปดาห์ สังเกตุลักษณะ
ทางกายภาพและทางเคมี โดยท าการวิเคราะห์ความเป็นกรดด่าง ค่าความหนืด ขนาดอนุภาค การ
กระจายตัว และร้อยละการกักเก็บ ของต ารับ F2 ได้ผลการทดลองดังนี้ 
         ลักษณะภายนอกของทุกต ารับมีความคงตัวดี โดยสังเกตุได้จากการไม่แยกชั้น มีสีขาว 
สัปดาห์ที่ 0-8 ไม่เปลี่ยนแปลง (ดังตารางที่ 21) 
         ค่าความเป็นกรดด่างของสัปดาห์ที่ 0 และสัปดาห์ที่ 8 เท่ากับ 5.58±0.16 และ 
5.62±0.17ตามล าดับ (ดังตารางที่ 21) และเมื่อท าการเปรียบเทียบค่าความเป็นกรดด่างของทุก ๆ 
สัปดาห์ เทียบกับสัปดาห์ที่ 0 พบว่าไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 
          ค่าความหนืดของสัปดาห์ที่ 0 และสัปดาห์ที่ 8 เท่ากับ 1.0±0.3 และ 1.0±0.2 
ตามล าดับ (ดังตารางที่ 21) และเมื่อท าการเปรียบเทียบค่าความหนืดของทุก ๆ สัปดาห์ เทียบกับ
สัปดาห์ที่ 0 พบว่าไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 
         ขนาดอนุภาคมีการเพ่ิมขึ้น โดยสัปดาห์ที่ 0 และสัปดาห์ที่ 8 มีขนาดอนุภาคเท่ากับ 
174.4±3.7 และ 238.2±1.6 ตามล าดับ (ดังตารางที่ 21) และเมื่อท าการเปรียบเทียบขนาดอนุภาค
ของทุก ๆ สัปดาห์ พบว่าตั้งแต่สัปดาห์ที่ 2 มีขนาดเพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อ
เทียบกับสัปดาห์ที่ 0  
         ค่ากระจายตัวของสัปดาห์ที่  0 และสัปดาห์ที่  8 เท่ากับ 0.274±0.002 และ 
0.304±0.002ตามล าดับ (ดังตารางที่ 21) และเมื่อท าการเปรียบเทียบค่าการกระจายตัวของทุก ๆ 
สัปดาห์ เทียบกับสัปดาห์ที่ 0 พบว่าตั้งแต่สัปดาห์ที่ 2 มีค่าการกระจายตัวที่เปลี่ยนแปลงไปอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05)  
 นอกจากนี้พบว่าร้อยละการกักเก็บลดลง โดยสัปดาห์ที่ 0 และสัปดาห์ที่ 8 มีร้อยละการกัก
เก็บเท่ากับ 91.62±1.16 และ 76.40±0.28 ตามล าดับ (ดังตารางที่ 22) และเมื่อท าการเปรียบเทียบ
ค่าร้อยละการกักเก็บของทุก ๆ สัปดาห์ เทียบกับสัปดาห์ที่ 0 พบว่าตั้งแต่สัปดาห์ที่ 2 มีร้อยละการ 
กักเก็บท่ีลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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ตารางท่ี 21 การประเมินความคงตัวทางกายภาพของต ารับนิโอโซม F2 ที่อุณหภูมิ 25ºC เป็นเวลา 8 
สัปดาห์ 

สัปดาห ์ ลักษณะภายนอก 
pH* 

เฉลี่ย ±SD 
Viscosity* 

เฉลี่ย ±SD (cps.) 
Diameter* 

เฉลี่ย ±SD (nm) 
PDI* 

เฉลี่ย ±SD 

0 ไม่แยกช้ัน มีสีขาว 5.58±0.16 1.0±0.3 174.4±3.7 0.274±0.002 

1 ไม่เปลี่ยนแปลง 5.59±0.07 1.1±0.3 185.1±2.6 0.278±0.001 
2 ไม่เปลี่ยนแปลง 5.63±0.15 1.0±0.3 190.0±2.5** 0.283±0.002** 
3 ไม่เปลี่ยนแปลง 5.51±0.09 1.0±0.3 191.6±0.8** 0.284±0.003** 
4 ไม่เปลี่ยนแปลง 5.54±0.21 0.9±0.1 199.1±1.5** 0.290±0.001** 
5 ไม่เปลี่ยนแปลง 5.63±0.14 1.2±0.2 208.8±0.6** 0.292±0.002** 

6 ไม่เปลี่ยนแปลง 5.74±0.09 1.0±0.2 218.9±1.9** 0.297±0.001** 
7 ไม่เปลี่ยนแปลง 5.54±0.07 1.1±0.2 222.7±2.3** 0.299±0.002** 

8 ไม่เปลี่ยนแปลง 5.62±0.17 1.0±0.2 238.2±1.6** 0.304±0.002** 

* ค่าที่แสดงคือค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 3 ซ้ า 
** แตกต่างจากสัปดาห์ที่ 0 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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ตารางท่ี 22  ร้อยละการกักเก็บสารของต ารับนิโอโซม F2 ที่อุณหภูมิ 25ºC เป็นเวลา 8 สัปดาห์ 

สัปดาห ์
ที ่

Peak Area ของ 
methyl eugenol 

Peak Area ของ 
estragole 

ปริมาณ 
methyl 
eugenol 

ปริมาณ 
estragole 

% 
Entrapment* 

0 
11425413 31715486 0.288 0.286 

91.62±1.16 11206534 30735201 0.284 0.276 

11316098 31304526 0.286 0.282 

1 
11124531 31104521 0.282 0.280 

91.26±0.59 11310045 30930124 0.286 0.278 

11214851 31620146 0.284 0.285 

2 
10853415 30918547 0.277 0.278 

89.44±0.43** 10804625 30602143 0.276 0.275 
11054317 30614325 0.281 0.275 

3 
10701460 30421541 0.274 0.273 

88.00±0.43** 10554134 30206241 0.271 0.270 

10703647 30321451 0.274 0.272 

4 

10459654 29931540 0.269 0.268 

86.74±0.03** 10304175 30233251 0.266 0.271 
10453692 29913521 0.269 0.267 

5 

10054271 29036428 0.262 0.258 

84.16±0.30** 9903210 29305684 0.259 0.261 
10054217 29345631 0.262 0.262 

6 
9553621 28514712 0.252 0.253 

82.20±0.73** 9754136 28406357 0.256 0.252 

9801124 28911475 0.257 0.257 

7 

9403657 27702116 0.249 0.245 

79.12±0.55** 9254713 27403354 0.246 0.242 
9253621 27415241 0.246 0.242 

8 

8854123 26834152 0.238 0.236 

76.40±0.28** 8953210 26342004 0.240 0.231 
8901247 26710341 0.239 0.235 

* ค่าที่แสดงคือค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 3 ซ้ า 
** แตกต่างจากสัปดาห์ที่ 0 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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 3. การทดสอบความคงตัวของประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ               
S. epidermidis (ATCC 14990) และ P. acne (DMST 14916) ของน้ ามันหอมระเหย HS ที่
ถูกกักเก็บ และไม่ถูกกักเก็บในนิโอโซม 
     จากการศึกษาความคงตัวของน้ ามันหอมระเหย HS ที่บรรจุอยู่ในต ารับนิโอโซม F2 โดย
เปรียบเทียบกับน้ ามันหอมระเหยที่ไม่ถูกกักเก็บในต ารับนิโอโซม ท าการวิเคราะห์ผลการยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย์ S. epidermidis (ATCC 14990) และ P. acne (DMST 14916) ที่
ก่อให้เกิดสิวทั้ง 2 ชนิด ด้วยวิธี disc diffusion ทุก ๆ 7 วัน เป็นเวลา 8 สัปดาห์ พบว่าน้ ามันหอม
ระเหย HS ที่กักเก็บในต ารับนิโอโซม F2 มีแนวโน้มของประสิทธิภาพยับยั้งเชื้อ S. epidermidis 
(ATCC 14990) และ P. acne (DMST 14916) ลดลงอย่างช้า ๆ โดยสัปดาห์ที่ 8 มีประสิทธิภาพการ
ยับยั้งเชื้อต่อเชื้อแต่ละชนิดลดลงจากสัปดาห์ที่ 0 เท่ากับ 27.29% และ 19.17% ตามล าดับ ส่วน
น้ ามันหอมระเหย HS ที่ไม่ถูกกักเก็บในนิโอโซมจะมีแนวโน้มของประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อลดลง
อย่างรวดเร็ว โดยสัปดาห์ที่ 8 มีประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อ S. epidermidis (ATCC 14990) และ    
P. acne (DMST 14916) ลดลงจากสัปดาห์ที่ 0 เท่ากับ 78.73% และ 69.82% ตามล าดับ 
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ตารางที่ 23 ร้อยละการลดลงของประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อ S. epidermidis (ATCC 14990) 
และ P. acne (DMST 14916) 

สัปดาห์ 

ร้อยละของประสิทธิภาพการยับย้ังเชื้อ 
S. epidermidis* 

ร้อยละของประสิทธิภาพการยับย้ังเชื้อ 
P. acne* 

Niosomes 
entrapping HS 

(%) 

Free HS 
(%) 

Niosomes 
entrapping HS 

(%) 

Free HS 
(%) 

0 100±0.00 100±0.00 100±0.00 100±0.00 
1 100±0.00 91.47±3.68 95.72±0.00 84.89±0.00** 

2 95.43±0.00 76.58±0.00** 97.85±3.68 81.12±3.27** 

3 93.16±7.87 63.82±6.38** 95.72±0.00 71.68±3.27** 
4 90.89±3.94 53.18±3.68** 93.60±3.68 62.25±0.00** 

5 84.07±3.94** 48.93±3.68** 87.22±3.68** 52.82±3.27** 

6 86.34±7.87** 38.29±0.00** 82.96±0.00** 49.05±3.27** 
7 81.80±0.00** 31.91±0.00** 82.96±0.00** 39.62±0.00** 

8 72.71±3.94** 21.27±3.68** 80.83±3.68** 30.18±3.27** 
* ค่าที่แสดงคือค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 3 ซ้ า ของร้อยละการลดลงของ    
  ประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย โดยก าหนดให้สัปดาห์ที่ 0 เป็น 100% 
** แตกต่างจากสัปดาห์ที่ 0 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 

 

ภาพที่ 32 ตัวอย่างลักษณะโซนยับยั้งเชื้อ S. epidermidis (ATCC 14990) ของ HS ที่ถูกกักเก็บใน 
นิโอโซม (a) และ HS ที่ไม่ได้ถูกกักเก็บในนิโอโซม HS (b) เทียบกับ Ampicillin 10 µg (positive 
control) และสารละลาย dichloromethane: ethanol ในอัตราส่วน 1:1 (negative control) 

   

          (a)     (b)  

Niosomes HS Free HS 

Negative 
control 

Negative 
control 

Positive 
control 

Positive 
control 
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แผนภูมิที่ 6 ประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย S. epidermidis (ATCC 14990) ในสัปดาห์ที่ 0 
และสัปดาห์ที่ 8 ของน้ ามันหอมระเหย HS ที่ผ่านและไม่ผ่านกระบวนการห่อหุ้มด้วยนิโอโซม  

 

 

แผนภูมิที่ 7 ประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย P. acne (DMST 14916) ในสัปดาห์ที่ 0 และ 
สัปดาห์ที่ 8 ของน้ ามันหอมระเหย HS ที่ผ่านและไม่ผ่านกระบวนการห่อหุ้มด้วยนิโอโซม  
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บทที่ 5 
สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ 

 
5.1 สรุปผลการวิจัย 
 จากการทดสอบประสิทธิภาพของ H (O. sanctum L.), S (O. basilicum L.) และ T (C. 
longa L.) ทั้งแบบเดี่ยว และชนิดผสม HS, HT และ ST เพ่ือตรวจหาฤทธิ์ต้านการเจริญเติบโตของ
เชื้อจุลินทรีย์ที่ก่อให้เกิดสิว 2 ชนิด ได้แก่ S. epidermidis (ATCC 14990) และ P. acnes (DMST 
14916) ด้วยวิธี disc diffusion พบว่าน้ ามันหอมระเหย HS (อัตราส่วน 1:1 โดยปริมาตร) มี
ประสิทธิภาพดีที่สุด โดย 10.00 mg/mL มีโซนยับยั้ง เท่ากับ 37.33±0.58 mm ต่อเชื้อ 
S. epidermidis (ATCC 14990) และ 39.00±1.00  mm ต่อเชื้อ P. acnes (DMST 14916)     
(ฤทธิ์ใกล้เคียงกับ Ampicillin 10 µg, positive control) แต่มีประสิทธิภาพดีกว่าน้ ามันหอมระเหย
แบบเดี่ยว และแบบผสมอ่ืน ๆ เมื่อน ามาศึกษาหาค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของ
เชื้อ (MIC) และความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถฆ่าเชื้อได้ (MBC) พบว่า น้ ามันหอมระเหย HS มีค่า MIC 
และ MBC น้อยที่สุด โดยมีค่า MIC และ MBC ต่อเชื้อแต่ละชนิดเท่ากันที่ 0.512 และ 0.256 
mg/mL ตามล าดับ เมื่อท าการวิเคราะห์หาปริมาณสารส าคัญ methyl eugenol และ estragole ใน 
HS ที่ความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถยับยั้งเชื้อได้ (MIC) ด้วยเทคนิค GC-MS โดยใช้สภาวะที่พัฒนาและ
ตรวจสอบความถูกต้องแล้ว (ตามเกณฑ์ AOAC, 2002) พบว่า ใน HS 0.512 mg/mL มีปริมาณ
methyl eugenol และ estragole เท่ากับ 0.158±0.001 และ 0.155±0.002 mg/mL ตามล าดับ  
 จากการทดสอบประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระของน้ ามันหอมระเหยทั้ง 3 ชนิด ทั้ง
แบบเดี่ยวและชนิดผสม ด้วยวิธี DPPH และ ABTS radical scavenging assays พบว่า HS มี
ประสิทธิภาพการต้านอนุมูลอิสระสูงที่สุด โดยมีค่า IC50 จากวิธี DPPH และ ABTS radical 
scavenging assays เท่ากับ 0.024±0.001 และ 0.012±0.002 mg/mL ตามล าดับ แตกต่างจาก
น้ ามันหอมระเหยแบบเดี่ยวและชนิดผสมอ่ืนอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) และมีประสิทธิภาพ
การเป็นสารต้านอนุมูลอิสระสูงกว่า L-ascorbic acid ซึ่งใช้เป็น positive control (โดย L-ascorbic 
acid มีค่า IC50 จากวิธี DPPH และ ABTS เท่ากับ 0.038±0.001 และ 0.024±0.002 mg/mL 
ตามล าดับ) 
 เนื่องจากน้ ามันหอมระเหยสลายตัวได้ง่าย จึงใช้รูปแบบนิโอโซมเพ่ือช่วยเพ่ิมความคงตัวของ
สารส าคัญในน้ ามันหอมระเหย จึงเตรียม HS โดยใช้ Span®60:cholesterol เป็นสารห่อหุ้มด้วย
อัตราส่วนที่แตกต่างกัน คือ 60:40, 70:30, 80:20 และ 90:10 และน าไปผ่านการลดขนาดด้วยการ 
sonicate ที่ 0, 2 และ 5 นาที รวม 12 ต ารับ ท าการประเมินคุณลักษณะของนิโอโซมพบว่าลักษณะ



89 
 

 

ทางกายภาพของนิโอโซมทุกต ารับมีลักษณะเหลว สีขาวขุ่น ผสมเป็นเนื้อเดียวกัน มีขนาดหยดอนุภาค
เฉลี่ยในช่วง 108.4-642.3 nm และค่าการกระจาย (PDI)  ในช่วง 0.148-0.374 ลักษณะต ารับจาก
การวิเคราะห์ร้อยละการกักเก็บสารส าคัญของ HS ภายในนิโอโซม ด้วยเทคนิค GC-MS โดยใช้สภาวะ
ที่พัฒนาและตรวจสอบความถูกต้องแล้ว พบว่าต ารับนิโอโซม F2 (อัตราส่วนของ Span®60:  
cholesterol ที่ 60:40 ระยะเวลา sonication 2 นาที) สามารถกักเก็บสารส าคัญ methyl eugenol 
และ estragole ของ HS ได้มากที่สุดที่ 91.20±0.74% โดยมีปริมาณ methyl eugenol และ 
estragole เท่ากับ 0.285 และ 0.280 mg/mL ตามล าดับ 
 ผู้วิจัยได้เลือกต ารับนิโอโซม F2 ซึ่งมีร้อยละการกักเก็บน้ ามันหอมระเหย HS ดีที่สุด มาท า
การประเมินคุณลักษณะโดยการตรวจสอบลักษณะรูปร่างของนิโอโซมด้วยกล้อง TEM ก าลังขยาย 
175000x พบว่านิโอโซมที่เตรียมได้มีเป็นทรงกลมสีขาว ส่วนลักษณะของนิโอโซมภายใต้กล้อง 
polarized light microscopy มีลักษณะการกระเจิงแสงเป็นรูปตัวเอ็กซ์หรือเครื่องหมายกากบาท 
เมื่อท าการประเมินสมบัติของต ารับนิโอโซม F2 ซึ่งเก็บที่อุณหภูมิ 4ºC และ 25ºC ทุกสัปดาห์เป็น
เวลา 8 สัปดาห์  พบว่าค่าความเป็นกรดด่าง ความหนืด และการกระจายตัวของอนุภาคไม่
เปลี่ยนแปลง โดยอยู่ในช่วง 5.51-5.75, 0.9-1.2 cps. และ  0.274-0.304  ตามล าดับ แต่ขนาด
อนุภาคของนิโอโซมมีขนาดใหญ่ขึ้นเล็กน้อย โดยที่อุณภูมิ 25 ºC มีอัตราการเพ่ิมขนาดของอนุภาค    
นิโอโซมมากกว่าที่ 4 ºC เท่ากับ 22.42% และร้อยละการกักเก็บทั้งสองอุณหภูมิมีค่าลดลง โดยที่
อุณหภูมิ  25ºC มีแนวโน้มของการลดลงมากกว่าที่ 4ºC เท่ากับ 7.12% 
 จากการประเมินสมบัติการยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ของต ารับนิโอโซม F2 (น้ ามัน
หอมระเหยที่ถูกกักเก็บในรูปแบบนิโอโซม เปรียบเทียบกับน้ ามันหอมระเหยที่ไม่ถูกกักเก็บ พบว่า
น้ ามันหอมระเหย HS ที่กักเก็บในต ารับนิโอโซม F2 มีแนวโน้มของประสิทธิภาพยับยั้งเชื้อ  
S. epidermidis (ATCC 14990) และ P. acne (DMST 14916) ลดลงอย่างช้า ๆ โดยสัปดาห์ที่ 8 มี
ประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อต่อเชื้อแต่ละชนิดลดลงจากสัปดาห์ที่ 0 เท่ากับ 27.29% และ 19.17% 
ตามล าดับ ส่วนน้ ามันหอมระเหย HS ที่ไม่ถูกกักเก็บในนิโอโซมจะมีแนวโน้มของประสิทธิภาพการ
ยับยั้งเชื้อลดลงอย่างรวดเร็ว โดยสัปดาห์ที่ 8 มีประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อ S. epidermidis (ATCC 
14990) และ P. acne (DMST 14916) ลดลงจากสัปดาห์ที่ 0 เท่ากับ 78.73% และ 69.82% 
ตามล าดับ 
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5.2 อภิปรายผล 
 1. การศึกษาฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของ S. epidermidis (ATCC 14990) และ     
P. acne (DMST 14916) ของน้ ามันหอมระเหย 
     จากศึกษาประสิทธิภาพของน้ ามันหอมระเหยในสมุนไพรพ้ืนบ้านของไทยที่นิยมใช้เป็น
วัตถุดิบในการประกอบอาหาร ได้แก่ กะเพรา (O. sanctum L., H) โหระพา (O. basilicum L., S) 
และขมิ้นชัน (C. longa L., T) ด้านการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อที่ก่อให้เกิดสิว ได้แก่              
S. epidermidis (ATCC 14990) และ P. acnes (DMST 14916) โดยท าการศึกษาฤทธิ์ของน้ ามัน
หอมระเหยทั้ง 3 ชนิดข้างต้น ทั้งแบบเดี่ยว และชนิดผสม HS, HT, ST ในช่วงความเข้มข้นของน้ ามัน
หอมระเหย 0.625-10.00 mg/mL ด้วยวิธี Disc diffusion method พบว่า HS (อัตราส่วน 1:1 โดย
ปริมาตร) ที่ความเข้มข้น 10.00 mg/mL มีประสิทธิภาพดีที่สุดในการยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ที่ก่อให้เกิด
สิวทั้ง 2 ชนิด และมีประสิทธิภาพใกล้เคียงกับ ampicillin 10 µg โดยประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อของ
น้ ามันหอมระเหยจะแปรผันตามความเข้มข้น ซึ่งสอดคล้องกับการทดลองของ Lodhia et al. (2009) 
(49) ที่ท าการศึกษาประสิทธิภาพการยับยั้งแบคทีเรียของน้ ามันหอมระเหย จากกลีบดอกไม้ 4 ชนิด 
พบว่าน้ ามันหอมระเหยจากจากกลีบดอกไม้ทั้ง 4 ชนิด มีประสิทธิภาพการยับยั้งขึ้นอยู่กับความ
เข้มข้นของน้ ามันหอมระเหย 
     จากการศึกษาหาค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ (MIC) และความ
เข้มข้นต่ าสุดที่สามารถฆ่าเชื้อได้ (MBC) ของ H, S และ T ทั้งแบบเดี่ยว และชนิดผสม พบว่าน้ ามัน
หอมระเหยแบบเดี่ยวที่มีฤทธิ์ดีที่สุดคือ H ส่วนน้ ามันหอมระเหยชนิดผสมที่ดีที่สุด คือ HS และมีฤทธิ์
ดีกว่าน้ ามันหอมระเหยแบบเดี่ยวและชนิดผสมอ่ืน ๆ จากผลการทดลองนี้ อาจกล่าวได้ว่าน้ ามันหอม
ระเหยชนิดผสม HS มีสมบัติเสริมฤทธิ์กันในการต้านเชื้อแบคทีเรียที่ก่อให้เกิดสิว เนื่องจาก
องค์ประกอบหลักในน้ ามันหอมระเหยทั้งสองชนิดมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ โดย H มี 
eugenol และ methyl eugenol (36) และ S มี estragole (50) เป็นองค์ประกอบหลัก และจัดเป็น
สารฟีนอลที่สามารถท าปฎิกิริยากับเยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรีย ท าให้เยื่อหุ้มเซลล์แตกและโปรตีนเสีย
สภาพ อีกทั้งยังสามารถยับยั้งการท างานของเอ็นไซม์ท่ีอยู่ภายในเซลล์ของแบคทีเรียได้ (51) 
 2. การศึกษาความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของน้ ามันหอมระเหย 
     จากการศึกษาฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของน้ ามันหอมระเหยทั้งแบบเดี่ยวและชนิดผสม 
พบว่า HS มีประสิทธิภาพต้านอนุมูลอิสระสูงที่สุด แตกต่างจากน้ ามันหอมระเหยแบบเดี่ยวและชนิดผสม
อ่ืนอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยมีค่า IC50 จากวิธี DPPH และ ABTS radical scavenging 
assays เท่ากับ 0.024±0.001 และ 0.012±0.002 mg/mL ตามล าดับ และมีประสิทธิภาพการเป็นสาร
ต้านอนุมูลอิสระสูงกว่า L-ascorbic acid ซึ่งใช้เป็น positive control control (โดย L-ascorbic acid 
มีค่า IC50 จากวิธี DPPH และ ABTS เท่ากับ 0.038±0.001 และ 0.024±0.002 mg/mL ตามล าดับ) 
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อาจเนื่องมาจาก HS มีสมบัติเสริมฤทธิ์กัน ท าให้ประสิทธิภาพการต้านอนุมูลอิสระดีกว่า H หรือ S แบบ
เดี่ยว ซึ่งประสิทธิภาพของการต้านอนุมูลอิสระของน้ ามันหอมระเหยนั้นขึ้นกับองค์ประกอบในน้ ามัน
หอมระเหย โดยสารส าคัญใน H และ S เป็นสารประกอบฟีนอล มีความสามารถในการให้ไฮโดรเจน ท า
ให้มีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ (52) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Kaurinovic et al. (2011) (53)  
ซึ่งท าการศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดโหระพา พบว่าฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระแปรผันตาม
ปริมาณสารประกอบฟีนอล 
 3. การวิเคราะห์หาปริมาณสารส าคัญของน้ ามันหอมระเหยด้วยเทคนิค GC-MS 
     จากการศึกษาวิเคราะห์เพ่ือหาปริมาณสารส าคัญที่มีอยู่ในน้ ามันหอมระเหย HS ที่มี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อดีที่สุด ด้วยเทคนิค GC-MS โดยใช้สภาวะที่พัฒนาและตรวจสอบความ
ถูกต้องแล้ว พบว่าน้ ามันหอมระเหยชนิด HS ซึ่งค่า MIC เท่ากับ 0.512 mg/mL มี methyl 
eugenol และ estragole ซึ่งเป็นองค์ประกอบหลักของ H และ S ที่ปริมาณเท่ากับ 0.158±0.001 
mg/mL และ 0.155±0.002 mg/mL ตามล าดับ ดังนั้นความเข้มข้นดังกล่าวของสารส าคัญทั้งสอง
ชนิดจึงเป็นความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถยับยั้งเชื้อได้ และจะใช้เป็นข้อมูลในการก าหนดความเข้มข้น
ของ HS เพ่ือเตรียมในต ารับนิโอโซม 
 4. การเตรียมนิโอโซมบรรจุน้ ามันหอมระเหย HS และการประเมินสมบัติ  
     น้ ามันหอมระเหยที่ได้จากจากธรรมชาติมักไม่คงตัว เนื่องจากสามารถสลายตัวได้ง่ายเมื่อ
ถูกแสงหรือความร้อน (12) จึงประยุกต์ใช้เทคนิคการน าส่งยาเพ่ือให้มีความคงตัวของน้ ามันหอมระเหย
มากขึ้น โดยเตรียมน้ ามันหอมระเหย HS ให้อยู่ในรูปแบบนิโอโซม ซึ่งเป็นเทคนิคที่ใช้ได้กับตัวยาหรือ
สารส าคัญได้หลากหลายชนิด เนื่องจากมีท้ังส่วนที่ชอบน้ าและไม่ชอบน้ า Span®60 ซึ่งเป็นสารลดแรง
ตึงผิวชนิด ester type surfactant มีความคงตัวและความเป็นพิษน้อย อีกทั้งยังมีค่าความชอบน ้าต่อ
ไขมัน (Hydrophilic-lipophilic Balance: HLB) อยู่ระหว่าง 4-8 สามารถเปิดเป็นถุงอนุภาคได้ดีกว่า
สารลดแรงตึงผิวที่มีค่าสูงซึ่งไม่เหมาะที่จะน ามาใช้เตรียมนิ โอโซม อีกทั้งถุงอนุภาคที่เกิดจาก 
Span®60 มีโอกาสรั่วน้อย ท าให้นิโอโซมมีความคงตัวมาก ร่วมกับการใช้ cholesterol เพ่ือเสริม
ความแข็งแรงของผนังนิโอโซม (54)   
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     1) การตรวจสอบคุณลักษณะภายนอก (Appearance) ขนาด และความสามารถใน
การกักเก็บสารของนิโอโซมน้ ามันหอมระเหย 
         จากการศึกษาต ารับนิโอโซมบรรจุน้ ามันหอมระเหย HS ด้วยอัตราส่วนของ Span®60: 
cholesterol ที่แตกต่างกัน คือ 60:40, 70:30, 80:20 และ 90:10 และลดขนาดด้วยการ sonicate 
เป็นระยะเวลาเวลา 0, 2 และ 5 นาที ทั้งหมด 12 ต ารับ พบว่าทุกอัตราส่วนได้นิโอโซมที่มีลักษณะ
เป็นอิมัลชั่นสีขาวขุ่น เป็นเนื้อเดียวกัน และมีความคงตัวไม่เกิดตะกอน โดยทุกอัตราส่วนของ 
Span®60:cholesterol ที่ไม่ได้ผ่านการ sonicate มีขนาดอนุภาคอยู่ในช่วง 599.8-642.3 nm และ 
PDI ในช่วง 0.354-0.374 ส่วนต ารับที่เตรียมโดย sonication เป็นเวลา 2 นาที พบว่าขนาดอนุภาค
ของนิโอโซมมีขนาดเล็กลง อยู่ในช่วง 129.7-181.8 nm  และมีค่า PDI ลดลงเท่ากับ 0.258-0.279 
และเมื่อเพ่ิมระยะเวลาการ sonicate เป็น 5 นาที พบว่าขนาดอนุภาคของนิโอโซมเล็กลงมากกว่า
ต ารับที่ sonicate 2 นาที มีค่าอยู่ในช่วง 108.4-156.7 nm และ PDI เท่ากับ 0.148-0.168 ดังนั้น
ระยะเวลา sonication มีผลต่อการลดลงของขนาดอนุภาค ส่วนค่า PDI ของนิโอโซมที่เตรียมได้ทุก
ต ารับมีค่าน้อยกว่า 1 แสดงว่าอนุภาคนโิอโซมท่ีเตรียมได้มีการกระจายตัวที่ดี (55)  
         จากการหาปริมาณการเก็บกักน้ ามันหอมระเหยในนิโอโซม ทั้ง 12 ต ารับ พบว่า
อัตราส่วนของ Span®60:cholesterol ที่ต่างกัน มีผลต่อการกักเก็บสารในนิโอโซม รวมไปถึงเวลาที่
ใช้ในการ sonicate แตกต่างกันก็มีผลต่อปริมาณของสารที่เก็บกักไว้ภายในเช่นเดียวกัน โดยต ารับที่
กักเก็บสารไว้ภายในดีที่สุดคือจะใช้เวลาในการ sonication 2 นาที เท่ากับ 91.20±0.74% ผลการ
ทดลองดังกล่าวสอดคล้องกับการศึกษาของ Ruckmani (2010) (56) ที่ท าการทดสอบผลของการ 
sonicate ต่อการเก็บสารส าคัญในนิโอโซม โดยพบว่าเมื่อใช้เวลาในการ sonicate 2 นาที จะสามารถ
เก็บสารไว้ภายในได้มากที่สุด แต่ถ้าใช้เวลาในการ sonicate ที่ 5 นาที จะท าให้ผนังของนิโอโซมเกิด
การรั่วได้ ส่งผลให้กักเก็บสารได้น้อยลง นอกจากนี้ยังพบว่าอัตราส่วนของ Span®60:cholesterol 
60:40 เป็นอัตราส่วน ที่เหมาะสมมากกว่าอัตราส่วนอ่ืน ๆ ที่ท าการทดลอง โดย cholesterol นั้นมี
ผลต่อความแข็งแรงของผนัง ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Mokhtar et al. (2008) (57) ที่
ท าการศึกษาปัจจัยต่าง ๆ ที่มีผลต่อโครงสร้างของนิโอโซม พบว่าอัตราส่วนของ cholesterol ที่
เพ่ิมขึ้น และมีปริมาณที่เหมาะสมจะท าให้มีเสถียรภาพและมีประสิทธิภาพในการกักเก็บสารส าคัญ
ของนิโอโซมเพ่ิมมากขึ้น จากข้อมูลและเหตุผลดังกล่าวจึงท าการเลือกต ารับ F2 ซึ่งมีร้อยละการกัก
เก็บ HS ในนิโอโซมมากที่สุด มีค่าการกระจายตัวที่ดี และมีขนาดไม่เกิน 500 nm (58) มาใช้ในการ
ทดสอบความคงตัวต่อไป 

 

 



93 
 

 

     2) การศึกษาสัณฐานวิทยาของต ารับนิโอโซมที่กักเก็บน้ ามันหอมระเหยดีที่สุดด้วย
กล้องจุลทรรศน์ชนิดโพลาไรซ์ (polarized light microscopy) และกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน
แบบส่องผ่าน (TEM) 
         จากการตรวจสอบรูปร่างของนิโอโซมผ่านกล้องจุลทรรศอิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน 
(TEM) พบว่าลักษณะของต ารับนิโอโซม F2 มีลักษณะเป็นทรงกลม ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ 
Arunothayanun et al. (2000) (59) ส่วนลักษณะของนิโอโซมภายใต้กล้อง polarized light 
microscopy พบการกระเจิงแสงของนิโอโซมเป็นรูปตัวเอ็กซ์หรือเครื่องหมายกากบาท ท าให้ยืนยันได้
ว่าโครงสร้างของนิโอโซมมีลักษณะเป็นผนังสองชั้น (60)     
     3) การทดสอบความคงตัวโดยวิเคราะห์สมบัติทางกายภาพ และปริมาณการกักเก็บ
สารของต ารับนิโอโซมที่กักเก็บน้ ามันหอมระเหย HS ได้ดีที่สุด 
         จากการวิเคราะห์ความคงตัวของนิโอโซมน้ ามันหอมระเหยในรูปแบบนิโอโซม (ต ารับ 
F2) ที่ 4ºC และ 25ºC เป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์ พบว่าอุณหภูมิและระยะเวลาในการเก็บ 8 สัปดาห์ 
ไม่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงความเป็นกรดด่างและความหนืด เมื่อเทียบกับสัปดาห์ที่ 0 อย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) และจากผลการทดลองยังแสดงให้เห็นว่าอุณหภูมิ 4ºC เป็นอุณหภูมิที่
เหมาะสมต่อการเก็บรักษานิโอโซม โดยที่ทั้งสองอุณหภูมิมีการเปลี่ยนแปลงของขนาดอนุภาคนิโอโซม 
แต่พบว่าที่อุณหภูมิ 25ºC มีอัตราการเพ่ิมขึ้นของขนาดนิโอโซมมากกว่าที่ 4ºC เท่ากับ 22.42% ซึ่ง
ขนาดที่เปลี่ยนแปลงไปนั้นส่งผลถึงประสิทธิภาพของการกักเก็บสารส าคัญภายในนิโอโซม โดยที่
อุณหภูมิ  25ºC มีแนวโน้มของการกักเก็บสารลดลงมากกว่าที่ 4ºC เท่ากับ 7.12% จากงานวิจัยของ 
Ruckmani et al. (2000) (61) รายงานว่าการเปลี่ยนแปลงขนาดนิโอโซมอาจเป็นผลมาจากโครงสร้าง
ของนิโอโซมที่เปลี่ยนแปลงไปเนื่องจากอุณหภูมิที่สูงขึ้น และงานวิจัยของ Wissing et al. (2004) (62) 
พบว่าการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของนิโอโซมท าให้ประสิทธิภาพในการกักเก็บสารลดลง 
     4) การทดสอบความคงตัวของประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ  
S. epidermidis (ATCC 14990) และ P. acne (DMST 14916) ของน้ ามันหอมระเหย HS ที่
ถูกกักเก็บ และไม่ถูกกักเก็บในนิโอโซม 
         จากการศึกษาความคงตัวของประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียที่
ก่อให้เกิดสิวทั้ง 2 ชนิด คือ S. epidermidis และ P. acne ของน้ ามันหอมระเหย HS ที่ถูกกักเก็บใน
นิโอโซม เปรียบเทียบกับน้ ามันหอมระเหย HS ที่ไม่ถูกกักเก็บในนิโอโซม เป็นเวลา 8 สัปดาห์ ที่
อุณหภูมิ 4 ºC พบว่าประสิทธิภาพน้ ามันหอมระเหยชนิดผสม HS ที่ถูกกักเก็บในนิโอโซม ในการ
ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียที่ก่อให้เกิดสิวทั้ง 2 ชนิด มีประสิทธิภาพลดลงอย่างช้า  ๆ แต่ประสิทธิภาพของ
น้ ามันหอมระเหย HS ที่ไม่ได้ถูกกักเก็บในนิโอโซมจะลดลงอย่างรวดเร็ว อาจเนื่องมาจากโครงสร้าง
ของน้ ามันหอมระเหยที่มีความไวต่อแสงเมื่อไม่ถูกห่อหุ้มด้วยนิโอโซม ท าให้เกิดการสลายตัวได้ง่าย 
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สอดคล้องกับงานวิจัยของ Wu et al. (2015) (63) ได้เก็บกักน้ ามันหอมระเหยไว้ในไลโปโซมซึ่งเป็น 
nanoparticle ที่มีโครงสร้างเป็น bilayer เหมือนกับนิโอโซม พบว่าการเก็บกักน้ ามันหอมระเหยไว้
ภายในจะช่วยเพิ่มเสถียรภาพในการต้านเชื้อจุลินทรีย์ของน้ ามันหอมระเหย 
 
5.3 ข้อเสนอแนะ 
 เพ่ือให้การทดสอบประสิทธิภาพของน้ ามันหอมระเหยด้านการต้านเชื้อแบคทีเรียที่ก่อให้เกิด
สิว การต้านอนุมูลอิสระ และการศึกษาการกักเก็บน้ ามันหอมระเหยในนิโอโซมให้มีประสิทธิภาพ   
มากขึ้น ผู้วิจัยขอเสนอแนวทางการพัฒนาดังนี้ 
 1. ควรศึกษาประสิทธิภาพจากน้ ามันหอมระเหยจากพืชสมุนไพรอ่ืน ๆ ในด้านการต้านเชื้อ
แบคทีเรียที่ก่อให้เกิดสิว และต้านอนุมูลอิสระ เพ่ือให้เกิดความหลากหลายในด้านการเสริมฤทธิ์ของ
น้ ามันหอมระเหยชนิดต่าง ๆ และเพ่ือให้ประสิทธิภาพในด้านการต้านเชื้อแบคทีเรียที่ก่อให้เกิดสิว 
และต้านอนุมูลอิสระที่ดีข้ึน 
 2. ควรศึกษาความคงตัวของต ารับนิโอโซมที่บรรจุน้ ามันหอมระเหย HS โดยตรวจสอบฤทธิ์
การต้านอนุมูลอิสระ ควบคู่ไปกับการศึกษาฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อที่ท าให้เกิดสิว 
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ค าย่อหรือสัญลักษณ์ 
 

ºC    องศาเซลเซียส 
S. epidermidis    Staphylococcus epidermidis 
P. acnes   Propionibacterium acnes 
S.    Staphylococcus 
CFU/mL   Colony forming units per milliliter 
Mm    มิลลิเมตร 
nm    นาโนเมตร 
µL    ไมโครลิตร 
TSB     Tryptic soy broth  
TSA    Tryptic soy agar 
MHB    Mueller hinton broth 
MHA                        Mueller hinton agar 
MIC                          Minimal inhibitory concentration                  
MBC                         Minimal bactericidal concentration 
mL                            มิลลิลิตร 
OD                           Optical density 
v/v                           ปริมาตร/ปริมาตร 
µg/mL    ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
mg/mL    มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
%    ร้อยละ 
ABTS    2,2’-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline6-sulfonic acid) 
DPPH    2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl 
g    กรัม 
DPPH    2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 
ABTS    2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid 
K2S2O8    Potassium Persulfate 
Span®60   Sorbitan monosteararate 
PBS    Phosphate buffer saline 
KI    Potassium Iodide 
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ค าย่อหรือสัญลักษณ์ (ต่อ) 
 

NaCl    Sodium chloride 
KCl    Potassium chloride 
Na2HPO4. 2H2O   Sodium phosphate dibasic dehydrate 
KH2PO4    Potassium Dihydrogenphosphate 
HCl    Hydrochloric acid 
NaOH    Sodium hydroxide 
PDI    Polydispersity index 
DI    Diameter 
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ประวัติผู้เขียน 
 

ชื่อ – สกุล  นางสาวมัลลิกา ปัสสาโก  
วัน เดือน ปีเกิด  31 มีนาคม 2534 
ที่อยู่ปัจจุบัน  32 ซอยจ่าโสด แยก 5 ถนนทางรถไฟสายเก่า  
  แขวงบางนา เขตบางนา กรุงเทพมหานคร 
ประวัติการศึกษา 
พ.ศ. 2556  คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีพระจอมเกล้าธนบุรี 
  วิทยาศาสตรบัณฑิต (จุลชีววทิยา) 
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