
 
 
 
 

 
 

 

บทท่ี 3 
 

ระเบียบวิธีวิจัย 
 

3.1 เคร่ืองมืออุปกรณและสารเคมี 
 

3.1.1 เคร่ืองมือและอุปกรณ 
1. เครื่องวัดขนาดอนุภาค (รุน DelsaTM NanoC, BECKMAN COULTER®, Japan) 
2. เครื่องโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง (HPLC) (Thermo Electron Corporation, 

USA) 
3. กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน (Transmission Electron Microsope, TEM)      

(รุนTECNAI T20 G2, Philips, Japan) 
4. เครื่องกล่ันระเหยระบบสุญญากาศแบบหมุน (รุน LABOROTA 4011, Heidolph®, Germany)  
5. เครื่องปนหยาบ (รุนJF-317, Imarflex®) 
6. เครื่องชั่งวิเคราะห ความละเอียดทศนิยม 4 ตําแหนง (METTLER TOLEDO®) 
7. ตูอบ (Memmert®, รุน D06062 model l600, Germany) 
8. ตูเย็น (Mitsubishi®, รุน MR-F50C/ST ) 
9. เครื่องคนผสมชนิดแมเหล็ก (Heidolph®, รุน MR3001) 

10. ชุดคอลัมนโครมาโทกราฟ (Column Chromatography) 
11. ชุดสกัดซอกเล็ต (Soxhlet Apparatus) 
12. เครื่องโซนิเคเตอร (Sonicator) 
13. หลอดหยด (Dropper)        
14. บีกเกอร (Beaker) ขนาด 50, 100, 250 มิลลิลิตร  
15. หลอดทดลอง (Test tube) ขนาด 10 มิลลิลิตร  
16. แทงแกวคนสาร (Stirring Rod)  
17. แทงคโครมาโทกราฟผิวบาง (TLC Tank) 
18. กรวยแยก (Separating Funnel) 
19. กระดาษกรอง (WhatmanTM no.1) 
20. ขวดชมพู (Erlenmeyer Flask)    
21. ขวดกนกลม (Round Bottom Flask) 
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22. ขวดวดัปริมาตร (Volumetric Flask) ขนาด 10, 25, 100 มิลลิลิตร 
23. เตาหลุมใหความรอน (Heating Mantle) 
24. คอลัมน (Phenomenex®, USA) ชนิดรีเวอรสเฟส ซี-18 (Reversed Phase C18) เสนผาน

ศูนยกลางภายใน 4.6 มิลลิเมตรและยาว 250 มิลลิเมตร 
25. หลอดยวูี (UV Lamp) 
26. ไมโครปเปต (Micropipettes) 
27. แผนโครมาโทรกราฟ (TLC Aluminium Sheet) (Merck®) 

 
3.1.2  วัตถุดิบและสารเคมี 

1. Acetone (QRëCTM , Newzealand) 
2. Methanol HPLC Grade (Fisher Chemical, UK) 
3. Methanol AR Grade (Merck, Germany) 
4. Cremophor® ELP (Sigma, Germany) 
5. Squalene (Fluka, Japan)  
6. น้ํามันมะพราว (Virgin coconut oil) (SAFC, Philipines) 
7. Ethyl Acetate (Mallinckrodt Chemicals, USA) 
8. Diethyl Ether (PANREAC QUIMICA SAU, EU) 
9. Dichloromethane (Fisher Chemical, UK) 

10. n-Hexane (QRëCTM, Newzealand) 
11. Hexane (J.T Baker, USA) 
12. Acetronitile (Merck, Germany) 
13. Sephadex® LH-20 (Sigma, Sweden)   
14. สารมาตรฐาน 6-Gingerol (Sigma®, Germany)  
15. น้ําปราศจากไอออน (DI water) 
16. ขิงแกสด (จากตลาดไท จังหวัดปทุมธาน)ี 
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3.2 วิธีการศึกษาวิจัย 

 
3.2.1 การเตรียมวัตถุดิบสมุนไพร  
 นําขิงสดมาเช็ดทําความสะอาดดวยผาชุบน้ําหมาด ๆ ฝานเปนแผนบาง ๆ นําไปอบแหงที่
อุณหภูมิ 450C เปนเวลา 48 ช่ัวโมง บดขิงแหงใหเปนผงเก็บในภาชนะปดสนิท 
 
3.2.2 ศึกษาวิธีการสกัดและตัวทําละลายท่ีเหมาะสมเพื่อใหไดสารสําคัญในปริมาณสูงสุด 
 งานวิจัยนี้จะศึกษาเปรียบเทียบวิธีการสกัดและตัวทําละลายที่ใหปริมาณสารสําคัญ                
6-Gingerol สูงสุด ซ่ึงแบงการศึกษาเปน 2 กลุม กลุมแรกใชตัวทําละลาย Acetone (นลัท  ถาวรเจริญรักษ 
และคณะ.  2552) กลุมที่สองใชตัวทําละลาย Methanol (Pawar, N., et al.  2011) โดยทุกกลุมศึกษา
จะทําการสกัดดวยวิธีการสกัดแบบตอเนื่องดวยชุดสกัดซอกเล็ต (Soxhlet apparatus) (Singh, G.,               
et al.  2008) การสกัดดวยวิธีหมัก (นลัท  ถาวรเจริญรักษ และคณะ.  2552) และการสกัดดวยการใช
คลื่นเสียง (Sonication) (Pawar, N. et al.  2011) ซ่ึงทุกวิธีจะใชผงขิง 20 กรัม ปริมาตรตัวทําละลาย 
200 มิลลิลิตร สกัดนาน 1 ช่ัวโมง จากนั้นกรองแยกสารสกัดหยาบและนําไประเหยภายใตความดันต่ํา
ดวยเครื่องกล่ันระเหยระบบสุญญากาศแบบหมุน วิเคราะหหาปริมาณสารสําคัญ 6-Gingerol ใน             
สารสกัดหยาบดวยเครื่องโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง (High Performance Liquid 
Chromatography, HPLC) ดวยวิธีวิเคราะหที่พัฒนาขึ้น (ดูขอ 3.2.4) เทียบจากกราฟมาตรฐาน นําขอมูล             
มาวิเคราะหเปรียบเทียบกันเพื่อเลือกวิธีสกัดและตัวทําละลายเหมาะสมที่สามารถสกัดสารสําคัญ                 
6-Gingerol จากผงขิงในปริมาณมากที่สุด และใชเปนวิธีเตรียมสารสกัดหยาบสําหรับงานวิจัยใน
ขั้นตอนตอไป 
 
3.2.3 การแยกสารรบกวนออกจากสารสกัดหยาบที่ไดจากผงขิง 
        1) การสกัดของเหลวดวยของเหลว (Liquid-Liquid Extraction)  
     การทําสารสกัดหยาบใหบริสุทธิ์ขึ้นดวยวิธีการสกัดของเหลวดวยของเหลว มีขั้นตอน
ดังนี้ (แผนภูมิที่ 3.1) 
 1.1) นําสารสกัดหยาบที่ระเหยแลวมาสกัดแยกสารรบกวนดวย Hexane และน้ํา (ทําซ้ํา 2 
คร้ัง) นําชั้น Hexane ทิ้งไป 
 1.2) นําชั้นน้ํามาพารทิชัน (Partition) ดวย Ethyl Acetate และน้ํา (ทําซ้ํา 2 คร้ัง) 

 1.3) นําสารชั้น Ethyl Acetate ที่สกัดแยกไดมาระเหยใหแหงดวยเครื่องกล่ันระเหย
ระบบสุญญากาศแบบหมุน (Rotary Evaporator) 



 
 
 
 

 
 

26 

 
แผนภูมิท่ี 3.1  

การสกัดแยกสวนของสารสกดัขิงดวยตัวทําละลายตางๆ โดยวิธีการสกัดของเหลวดวยของเหลว 
(Liquid-Liquid Extraction) 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 2) การแยกสารสําคัญ 6-Gingerol โดยใชเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟ (Column 
Chromatography)            
  นําสารสกัดหยาบเขมขนที่ไดจากการแยกสารดวยเทคนิคการสกัดของเหลวดวย
ของเหลวมาแยกสารรบกวนที่ยังคงเหลืออยูดวยเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟ และตรวจสอบ
สารสําคัญดวยเทคนิคโครมาโทกราฟผิวบาง โดยมีขั้นตอนการแยกสารสําคัญดังนี้ 
  2.1) นําสารสกัดหยาบเขมขนที่ไดจากการสกัดของเหลวดวยของเหลวมาการแยก                         
สารรบกวน ดวยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ โดยใช Sephadex® LH-20 ขนาดอนุภาค 25-100 
ไมโครเมตร เปนวัฏภาคคงที่ (Stationary Phase) และ Methanol เปนวัฏภาคเคลื่อนที่ (Mobile Phase) 
ทําการตรวจแตละ แฟรกชัน (Fraction) ดวยวิธีโครมาโทกราฟผิวบาง (Thin Layer Chromatography, 

สารสกัดหยาบจากผงขิง 

ชั้น Hexane ชั้นน้ํา 

สกัดดวย Hexane 2 คร้ัง 

สกัดดวย Ethyl Acetate 
 2 คร้ัง 

ชั้นน้ํา ชั้น Ethyl Acetate 

สารสกัดขิง 

ระเหย 
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TLC) โดยใชระบบตัวทําละลาย (Solvent System) เปน Hexane และ Diethyl Ether ในอัตราสวน 
40:60 โดยเทียบกับสารมาตรฐาน 6-Gingerol นํามาตรวจภายใตแสงอัลตราไวโอเลต (Ultraviolet, 
UV) ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร คัดแยกแฟรกชัน (Fraction) ที่มีสารสําคัญเปนองคประกอบ
มารวมกันแลวนําไปทําใหเขมขนขึ้นดวยเครื่องกล่ันระเหยระบบสุญญากาศแบบหมุน  

 2.2) นําสารสกัดหยาบขิงเขมขนที่ไดจากขอ 2.1 มาแยกสารรบกวนออกดวยวิธี
คอลัมนโครมาโทกราฟอีกครั้ง โดยใช Sephadex® LH-20 ขนาดอนุภาค 25-100 ไมโครเมตร เปน             
วัฏภาคคงที่ Methanol และ Dichloromethane อัตราสวน 1:1 เปนวัฏภาคเคลื่อนที่ และทําการตรวจสอบ
แตละแฟรกชัน (Fraction) ดวยวิธีโครมาโทกราฟผิวบางโดยใชระบบตัวทําละลายเปนสารละลายผสม
ระหวาง Hexane และ Diethyl Ether ในอัตราสวน 40:60 โดยเทียบกับสารมาตรฐาน 6-Gingerol 
นํามาตรวจภายใตแสงอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร คัดแยกแฟรกชันที่มี
สารสําคัญเปนองคประกอบมารวมกัน แลวนําไปทําใหเขมขนขึ้นดวยเครื่องกล่ันระเหยระบบ
สุญญากาศแบบหมุน เก็บสารสกัดเขมขนใสขวดสีชาที่อุณหภูมิ -200C 

 
3.2.4 การวิเคราะหหาปริมาณ 6-Gingerol ในสารสกัดขิงดวยวิธี External Standard Technique 
 1)  การเตรียมสารละลายมาตรฐาน (Standard Solutions) 
 เตรียมสารละลายมาตรฐาน 6-Gingerol ใน Methanol ใหมีความเขมขน 0.06 0.13 0.23 
0.34  และ 0.57 μg/ml 
 ฉีดสารละลายมาตรฐานเขาในเครื่องโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง โดยใช
สภาวะ (Condition) ที่พัฒนา ดังนี้ 
 วัฏภาคคงที่ : คอลัมนชนิดรีเวอรสเฟส ซี-18 (Reversed Phase C18) เสนผานศูนยกลางภายใน 
4.6 มิลลิเมตร และยาว 250 มิลลิเมตร  
 วัฏภาคเคลื่อนที่ : สารละลายผสมระหวาง Acetonitrile และ น้ํา ขับเคลื่อนดวยอัตราสวนที่
แตกตางกันแบบเกรเดียนต (Gradient) ดังตารางที่ 3.1  

อัตราการไหล (Flow rate) : 1 มิลลิลิตรตอนาที 
 เครื่องตรวจวัด : ดิโอดอะเรยดีเทกเตอร (Diode Array Detector) ที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร  
 ปริมาณตัวอยางที่ฉีด : 20 ไมโครลติร 
 ทําการวิเคราะหซํ้า 3 คร้ัง นําคาเฉลี่ยของพื้นที่ใตพีก (Peak Area) ทั้ง 5 ความเขมขนมา
สรางกราฟมาตรฐานระหวางความเขมขนของสารละลายมาตรฐาน 6-Gingerol กับพื้นที่ใตพีก  
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 2) การวิเคราะหหาปริมาณสารสําคัญ 6-Gingerol ในสารละลายสารสกัดขิง (Ginger 
Extract Solution) 
 เตรียมสารละลายสารสกัดขิงใน Methanol ใหมีความเขมขน 0.1 μg/ml. แลวนําไปกรองผาน
เมมเบรนฟลเตอร (Membrane Filter) ที่มีขนาดรูพรุน 0.45 ไมครอน  
 ตรวจวิเคราะหหาปริมาณสารสําคัญ 6-Gingerol ในสารละลายสารสกัดขิง โดยฉีดสารละลาย
สารสกัดขิงเขาในเครื่องโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูงที่ใชสภาวะเชนเดียวกับ
สารละลายมาตรฐาน ทําการวิเคราะหซํ้า 3 คร้ัง และนําพื้นที่ใตพีกมาคํานวณหาคาเฉลี่ย  
 นําพื้นที่ใตพีกเฉลี่ยมาเทียบกับกราฟมาตรฐานของ 6-Gingerol เพื่อคํานวณหาปริมาณ
สารสําคัญ 6-Gingerol ในสารละลายสารสกัดขิง โดยคํานวณจากสมการเชิงเสนของกราฟมาตรฐาน     
6-Gingerol ที่ไดจากการหาความสัมพันธเชิงเสน 
  

ตารางที่ 3.1 
อัตราสวนของวัฎภาคเคลื่อนที่ ณ เวลาตาง ๆ 

 

 
3.2.5 การตรวจสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห (Method Validation) 
 ในการวิเคราะหสารดวยเครื่องโครมาโทรกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูงจําเปนตองมี
การตรวจสอบความถูกตอง ความเหมาะสมของวิธีวิเคราะหที่ใชศึกษาเพื่อใหแนใจวาผลการ
วิเคราะหที่ไดมีความนาเชื่อถือ การตรวจสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะหมีดังนี้   
 
 

รอยละ (โดยปริมาตร) 
เวลา (นาท)ี 

Acetronitrile  น้ํา  
อัตราการไหล (มิลลิลิตร/นาที) 

0 40 60 1 
5 40 60 1 
6 55 45 1 
12 55 45 1 
13 90 10 1 
40 90 10 1 
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1. ความเฉพาะเจาะจง (Selectivity) เปนความสามารถของวิธีที่จะตรวจวิเคราะหเฉพาะ

สารที่ตองการวิเคราะหเทานั้น โดยปราศจากการรบกวนจากสารอื่นที่มีในตัวอยางทําโดยตรวจดูผล
การวิเคราะหสารสกัดขิง ตองไมมีพีคใดรบกวนพีคของ 6-Gingerol 

2. ความสัมพันธเชิงเสน (Linearity) 
 การหาความสัมพันธเชิงเสน เปนการทดสอบโดยการวิเคราะหหาความสัมพันธระหวาง  
ความเขมขนของสารมาตรฐาน 6-Gingerol เทียบกับพื้นที่ใตพีก คาความสัมพันธเชิงเสนแสดงดวย           
คาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (Coefficient of Determination, r2) โดยทั่วไปเกณฑการยอมรับคาสัมประสิทธิ์ 
สหสัมพันธจะตองมีคาอยูระหวาง 0.995-1.000  
 การสรางกราฟมาตรฐานของ 6-Gingerol โดยทําการเตรียมสารละลายมาตรฐาน 6-Gingerol 
ใน Methanol ใหมีความเขมขน 0.06 0.13 0.23 0.34 และ 0.57 μg/ml แตละตัวอยางทําการฉีดซ้ํา              
3 ครั้ง สมการเสนตรงไดจากการสรางกราฟเสนตรงแสดงความสัมพันธระหวางพื้นที่ใตพีกกับ
ความเขมขนของสารละลายมาตรฐาน 6-Gingerol 

3. ความแมน (Accuracy) 
 ความแมนเปนคุณสมบัติหลักที่สําคัญของการวิเคราะห บอกถึงความแมนยําของการ
วิเคราะหที่วัดไดมีคาใกลเคียงกับคาที่แทจริงมากที่สุด แสดงวาการวิเคราะหนั้นมีความถูกตองสูง 
ความแมนของวิธีวิเคราะหรายงานคาเปนรอยละการกลับคืน (% Recovery)  
 การทดสอบความแมน ทําโดยการเติมสารมาตรฐาน 6-Gingerol ที่ทราบความเขมขนแนนอน
ลงในสารสกัดขิง โดยครอบคลุมชวงความเขมขนของปริมาณ 6-Gingerol ในสารสกัดขิง 3 ระดับ  
ที่รอยละ 75 100 และ 125 ฉีดซ้ําระดับละ 3 ครั้ง นําผลวิเคราะหที่ไดมาคํานวณรอยละการกลับคืน
ไดดังนี้ 
 
   % การกลับคืน =   Ca -  Cb x 100 
                                                                            Cc 
 
โดย  Ca = ปริมาณ 6-Gingerol ที่วิเคราะหไดจากสารสกัดขิงที่เติมสารมาตรฐาน 6-Gingerol 
         Cb = ปริมาณ 6-Gingerol ที่วิเคราะหไดจากสารสกัดขิง 
         Cc = ปริมาณสารมาตรฐาน 6-Gingerol ที่เติมลงไปในสารสกัดขิง 
 เกณฑการยอมรับของรอยละการกลับคืนอยูในชวงรอยละ 80.00-120.00 ในแตละระดับ 
(A.O.A.C. 2005) 
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4. ความเที่ยง (Precision)  

 ความเที่ยงของการวิเคราะหเปนการทดสอบวาวิธีที่ เ ลือกใชและเครื่องมือที่ใชใน                      
การวิเคราะหใหผลใกลเคียงกันในการวิเคราะหตัวอยางเดียวกันซ้ํา ๆ หลายครั้งภายใตสภาวะที่
กําหนด และผลการทดสอบที่จะไดแสดงในรูปของคาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (%RSD, Relative 
Standard Deviation) และจะตองมีคาเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพันธไมเกิน 2 (A.O.A.C. 2005) การทดสอบ
แบงเปนการทดสอบในวันเดียวกันและการทดสอบตางวัน 
 ทดสอบความเที่ยงในวันเดียวกัน (Intra-Day: Repeatability) ทําโดยนําสารสกัดขิงฉีดซ้ํา 
6 คร้ังในวันเดียวกัน 
 ทดสอบความเที่ยงตางวัน (Inter-Day: Reproducibility) ทําโดยนําสารสกัดขิงชนิดเดียว 
กับการทดสอบความเที่ยงในวันเดียวกันมาฉีดซํ้า 6 คร้ัง ในวันที่ 4 นับถัดจากวันที่ทําการทดสอบ
ความเที่ยงในวันเดียวกัน  
 
3.2.6 การเตรียมตํารับนาโนอมัิลชันพื้นฐาน 
 เตรียมนาโนอิมัลชันดวยเทคนิค Spontaneous Emulsification โดยเตรียมวัฏภาคน้าํมัน 
ประกอบดวย น้ํามันมะพราว Cremophor® ELP Acetone และวัฏภาคน้ํา ผสมแตละวัฏภาคใหเปน
เนื้อเดียวกัน นําวัฏภาคน้ํามันเทผสมลงในวัฏภาคน้ําเปนสายอยางชา ๆ พรอมทั้งคนตลอดเวลาดวย
เครื่องคนผสมชนิดแมเหล็ก ความเร็วรอบประมาณ 1000 รอบ ตอนาที เปนเวลา 30 นาที จากนั้น
นําไประเหยภายใตความดันต่ําโดยใชเครื่องกล่ันระเหยระบบสุญญากาศแบบหมุนแลวประเมินสูตร
ตํารับที่เตรียมไดโดยพิจารณาจากการเกิดการแยกชั้นดวยตาเปลา ตรวจสอบขนาดอนุภาคและ                 
การกระจาย (PI, Polydispersity Index) ดวยเคร่ืองวัดขนาดอนุภาค (Delsa NanoC Beckman Coulter®)     
สูตรตํารับที่เหมาะสมจะตองมีลักษณะภายนอกที่ดี ไมเกิดการแยกชั้น มีขนาดอนุภาคเฉลี่ยไมเกิน 
500 นาโนเมตร (Porras, M., et al.  2004, Usn, N., et al.  2004) 
 1. การศึกษาปริมาณน้ํามันมะพราวในตํารับโดยใชปริมาณสารลดแรงตึงผิวคงท่ี 
 ศึกษาปริมาณน้ํามันมะพราวที่เหมาะสมสําหรับการตั้งตํารับนาโนอิมัลชันโดยปรับเปล่ียน
ปริมาณของน้ํามันมะพราวใหแตกตางกัน ไดแก รอยละ 1 5 10 และ 15 โดยน้ําหนัก ใช Cremophor® ELP 
รอยละ 6 โดยน้ําหนัก เปนสารลดแรงตึงผิว เตรียมนาโนอิมัลชันตามสัดสวนที่แสดงดัง ตารางที่ 3.2 
ดวยเทคนิค Spontaneous Emulsification ตามวิธีที่กลาวขางตน คัดเลือกสูตรตํารับที่มีความคงตัว                  
มีขนาดอนุภาคเฉลี่ยไมเกิน 500 นาโนเมตร เพื่อศึกษาขั้นตอไป 
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ตารางที่ 3.2 

สูตรการเตรียมนาโนอิมัลชนัเพื่อศึกษาปรมิาณน้ํามันมะพราวในตํารับ                                                   
โดยใชปริมาณสารลดแรงตึงผิวคงท่ี 

 

 
 2. การศึกษาปริมาณสารลดแรงตงึผิวในตาํรับโดยใชปริมาณน้ํามันมะพราวคงที ่
 ศึกษาปริมาณสารลดแรงตึงผิวที่เหมาะสมสําหรับการตั้งตํารับนาโนอิมัลชันโดยเลือกตํารับ     
ที่ดีที่สุดจากการศึกษาขอ (1) มา และปรับเปลี่ยนปริมาณสารลดแรงตึงผิวใหแตกตางกัน ไดแก รอยละ 
2 4 6 และ 8 โดยน้ําหนัก และคงความเขมขนของน้ํามันมะพราวในสูตรตํารับที่เลือกไวเตรียม               
นาโนอิมัลชัน ตามสัดสวนที่แสดงดัง ตารางที่ 3.3 ดวยเทคนิค Spontaneous Emulsification ตามวิธีที่
กลาวขางตน คัดเลือกสูตรตํารับที่มีความคงตัว มีขนาดอนุภาคเฉลี่ยไมเกิน 500 นาโนเมตร เพื่อศึกษา
ขั้นตอไป 
 

ตารางที่ 3.3 
สูตรการเตรียมนาโนอิมัลชนัเพื่อศึกษาปรมิาณสารลดแรงตงึผิวในตาํรบั                                                  

โดยใชปริมาณน้ํามันมะพราวคงที ่
 

รอยละ (โดยน้าํหนัก) 
วัฏภาค สวนประกอบ 

B1 B2 B3 B4 
น้ํามันมะพราว 1 1 1 1 
Cremophor® ELP 2 4 6 8 

A 

Acetone 40 40 40 40 
B น้ํา qs. 100 100 100 100 

รอยละ (โดยน้าํหนัก) 
วัฏภาค สวนประกอบ 

A1 A2 A3 A4 
น้ํามันมะพราว 1 5 10 15 
Cremophor® ELP 6 6 6 6 

A 

Acetone 40 40 40 40 
B น้ํา qs. 100 100 100 100 
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 3. การศึกษาปริมาณสารลดแรงตงึผิวรวมในตํารับ 
 ศึกษาปริมาณสารลดแรงตึงผิวรวมที่เหมาะสมสําหรับการตั้งตํารับนาโนอิมัลชัน ซ่ึงเลือก 
ใช Acetone เปนสารลดแรงตึงผิวรวม โดยเลือกตํารับที่ดีที่สุดจากการศึกษาขอ (2) มาแลวทํา
การปรับเปลี่ยนปริมาณสารลดแรงตึงผิวรวมใหมีความเขมขนตางกันไดแก รอยละ 20 30 40 และ 
50 โดยน้ําหนัก เตรียมนาโนอิมัลชันตามสัดสวนที่แสดงดังตารางที่ 3.4 ดวยเทคนิค Spontaneous 
Emulsification ตามวิธีที่กลาวขางตน คัดเลือกสูตรตํารับที่มีความคงตัว มีขนาดอนุภาคเฉลี่ยไมเกิน 
500 นาโนเมตร เพื่อศึกษาขั้นตอไป 
 

ตารางที่ 3.4 
สูตรการเตรียมนาโนอิมัลชนัเพื่อศึกษาปรมิาณสารลดแรงตงึผิวรวมในตํารับ 

 
รอยละ (โดยน้าํหนัก) 

วัฏภาค สวนประกอบ 
C1 C2 C3 C4 

น้ํามันมะพราว 1 1 1 1 
Cremophor® ELP 4 4 4 4 

A 

Acetone 20 30 40 50 
B น้ํา qs. 100 100 100 1000 

  
 4.  การศึกษาการใชน้ํามนัผสมในวัฏภาคน้ํามันเพื่อตั้งตํารบันาโนอิมัลชนัพื้นฐาน 
 เลือกตํารับที่เหมาะสมจากขอ (3) มา 1 ตํารับเพื่อศึกษาผลของการใชน้ํามันผสมในวัฎภาค
น้ํามัน โดยเลือกใช Squalene เพื่อเพิ่มความคงตัวใหแกตํารับและลดอัตราการเกิดออสวาลดไรเพนนิ่ง 
(Ostwald Ripening) ที่มีผลตอความคงตัวของนาโนอิมัลชัน ตํารับนาโนอิมัลชันพื้นฐานมีสวนผสม 
ของน้ํามันมะพราวกับ Squalene ในอัตราสวนน้ํามันมะพราวตอ Squalene ดังนี้ 1.0:0 0.98:0.02 
0.96:0.04 0.94:0.06 0.92:0.08 0.9:0.1 และ 0.8:0.2 แสดงในตารางที่ 3.5 ซ่ึงดัดแปลงจากงานวิจัย
ของ Block, L.H.  1996; Mollet, H. and Grubenmann, A.  2001; Leal-Calderon, F.  2007    
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ตารางที่ 3.5 

การศึกษาการใชน้ํามันผสมในวัฏภาคน้ํามนัเพื่อตั้งตํารับนาโนอิมัลชนัพื้นฐาน 
 

 
5. การศึกษาผลของ Squalene ตอลักษณะของนาโนอิมัลชัน 

   เลือกตํารับที่เหมาะสมที่สุดจากขอ (4) มา 1 ตํารับและทําการศึกษาผลของการใช Squalene 
ที่มีตอลักษณะนาโนอิมัลชัน โดยใหปริมาตรของน้ํามันมะพราวคงที่และเปลี่ยนปริมาณของ 
Squalene ในสัดสวนตาง ๆ (ตารางที่ 3.6) นํามาเตรียมนาโนอิมัลชันตามขั้นตอนที่กลาวไวขางตน 
ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ 300C ระยะเวลา 3 เดือน สังเกตและบันทึกผลทุก ๆ 1 เดือน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รอยละ (โดยน้าํหนัก) 
วัฏภาค สวนประกอบ 

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 

น้ํามันมะพราว 1.00 0.98 0.96 0.94 0.92 0.90 0.80 0.00 

Squalene 0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.20 1.00 

Cremophor® ELP 4.00 4.00 4.00 4.00 4.00 4.00 4.00 4.00 
A 

Acetone 40.00 40.00 40.00 40.00 40.00 40.00 40.00 40.00 

B น้ํา qs. 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 
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ตารางที่ 3.6 

สูตรตํารับนาโนอิมัลชันเพื่อศึกษาผลของ Squalene ตอลักษณะของนาโนอิมัลชันในสัดสวนตางกนั 
 

รอยละ (โดยน้าํหนัก) 
วัฏภาค สวนประกอบ 

E1 E2 E3 E4 

น้ํามันมะพราว 0.8 0.8 0.8 0.8 

Squalene 0.1 0.2 0.4 0.6 

Cremophor® ELP 4.0 4.0 4.0 4.0 
A 

Acetone 40.0 40.0 40.0 40.0 

B น้ํา qs 100.0 100.0 100.0 100.0 

 
3.2.7 การเตรียมตํารับนาโนอมัิลชันผสมสารสกัดขิง 
 1.  การศึกษาตํารับนาโนอิมัลชันผสมสารสกัดขิงรวมกับการใชน้ํามันผสม 
           การศึกษานี้มีจุดประสงคเพื่อเปรียบเทียบขนาดอนุภาคและลักษณะทางกายภาพของ                               
นาโนอิมัลชันกอนและหลังการเติมสารสกัดขิงในตํารับนาโนอิมัลชันที่มีการใชน้ํามันผสม                       
โดยเลือกสูตรตํารับจาก ขอ 3.2.6 ที่มีความคงตัวทางกายภาพมาเพื่อบรรจุสารสกัดขิงปริมาณรอยละ               
3 โดยน้ําหนักโดยเติมลงในวัฏภาคน้ํามัน ศึกษาตํารับนาโนอิมัลชันผสมสารสกัดขิงรวมกับการใช
น้ํามันผสมคือ มีสวนผสมของน้ํามันมะพราวกับ Squalene ในอัตราสวนนํ้ามันมะพราวตอ Squalene 
ดังนี้ 1.0:0 0.98:0.02 0.96:0.04 0.94:0.06 0.92:0.08 0.9:0.1 และ0.8:0.2 แสดงในตารางที่ 3.7 ซ่ึง
ดัดแปลงจากงานวิจัยของ Block, L.H.  1996; Mollet, H. and Grubenmann, A.  2001; Leal-
Calderon, F.  2007    
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ตารางที่ 3.7 

การศึกษาตํารบันาโนอิมัลชนัผสมสารสกดัขิงรวมกับการใชน้ํามนัผสม 
 

 
2. การศึกษาผลของการระเหยตัวทําละลายตอลักษณะนาโนอิมัลชันผสมสารสกัดขงิ 

 นํานาโนอิมัลชันผสมสารสกัดขิงที่เตรียมไดตามตารางที่ 3.7 วัดขนาดอนุภาคกอนการระเหย 
ตัวทําลายและหลังการระเหยตัวทําละลายดวยเครื่องวัดขนาดอนุภาค แตละตัวอยางวัดซ้ํา 3 ครั้ง 
แลวหาคาเฉลี่ย 

3.2.8 การประเมินคุณลักษณะเคมีกายภาพของนาโนอิมัลชันผสมสารสกัดขิง 
1.  การวัดขนาดและการกระจายอนุภาค เตรียมตํารับครบ 1 วัน แลวทําการตรวจวัดขนาด

อนุภาคและการกระจาย (PI) ของนาโนอิมัลชันผสมสารสกัดขิงดวยเครื่องวัดขนาดอนุภาค (รุน DelsaTM 
NanoC, BECKMAN COULTER®, Japan) โดยใชหลักการกระจายแสงแบบพลวัต แตละตัวอยาง
ทําการวัดซํ้า 3 คร้ัง สูตรตํารับที่เหมาะสมจะตองมีลักษณะภายนอกที่ดี ไมเกิดการแยกชั้น มีขนาดอนุภาค
เฉล่ียไมเกิน 500 นาโนเมตร 
 2. การวัดคาซีตาโพเทนเชียล  (Zeta Potential) ทําการวัดคาซีตาโพเทนเชียลของนาโนอิมัลชัน
ผสมสารสกัดขิงดวยเครื่องวัดซีตาโพเทนเชียล (รุน DelsaTM NanoC, BECKMAN COULTER®, 
Japan) การวัด 1 คร้ัง กําหนดรอบวัด 30 รอบ แตละตัวอยางทําการวัดซ้ํา 3 คร้ัง 

รอยละ (โดยน้าํหนัก) 
วัฏภาค สวนประกอบ 

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 

น้ํามันมะพราว 1.00 0.98 0.96 0.94 0.92 0.90 0.80 

Squalene 0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.20 

Cremophor® ELP 4.00 4.00 4.00 4.00 4.00 4.00 4.00 

Acetone 40.00 40.00 40.00 40.00 40.00 40.00 40.00 

A 

สารสกัดขิง 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 

B น้ํา qs. 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 
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 3.  การตรวจสอบสัณฐานวิทยา (Morphology) และโครงสราง 
 เลือกตาํรับนาโนอิมัลชันพื้นฐานและตํารับนาโนอิมัลชันผสมสารสกดัขิงที่ดีที่สุดมาอยางละ 
1 ตํารับ และทาํการตรวจสอบสัณฐานวิทยาและโครงสรางของนาโนอิมัลชันกอนการเติมและหลัง
การเติมสารสกัดขิงดวยการใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน (Transmission Electron 
Microscopy, TEM) โดยหยดตัวอยางลงบนคอปเปอรกริด (Copper Grid) และปลอยใหแหงที่อุณหภูมิหอง
แลวหยด 2% ของสารละลายกรดฟอสโฟทงัสติก (Phosphotunstic Acid) ทิ้งไวใหแหงทีอุ่ณหภูมิหอง
จากนั้นนําไปสองกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน 
 4.  การศึกษาความคงตัว 
  4.1 การประเมินความคงตัวทางกายภาพ  (Physical Appearance) เลือกตํารับนาโนอิมัลชัน
ผสมสารสกัดขิงที่ดีที่สุดจากขอ 3.2.7 มา 1 ตํารับแลว ทําการประเมินความคงตัว ทางกายภาพ           
ในสภาวะปกต ิ โดยบรรจุลงในขวดแกวสีชาปดฝาใหสนิท ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ 300C และ 40C 
ระยะเวลา 3 เดือน พิจารณาการแยกชั้นและสี วัดขนาดอนุภาค และการกระจายในตัวอยางทุกเดือน 
  ประเมินความคงตัวทางกายภาพของนาโนอิมัลชันผสมสารสกัดขิงในสภาวะเรง
อุณหภูมิรอนสลับเย็น (Heating Cooling Cycle) โดยนําตัวอยางมาบรรจุลงในขวดแกวสีชาและปด
ฝาใหสนิทแลวนําขวดอิมัลชันใสในตูอบอุณหภูมิ 450C เปนเวลา 48 ช่ัวโมง เมื่อครบกําหนดให
นําเขาตูเย็น อุณหภูมิ 40C เปนเวลา 48 ช่ัวโมง ทําสลับกันจนครบ 6 รอบ  
  4.2 การประเมินความคงตัวทางเคมี (Chemical Appearance) เลือกตํารับที่ดีที่สุดจาก            
ขอ 3.2.7 มา 1 ตํารับแลวทําการทดสอบความคงตัวทางเคมีในนาโนอิมัลชันผสมสารสกัดขิงซึ่งจะ
วิเคราะหหาปริมาณของ 6-Gingerol กอนและหลังการทดสอบสภาวะเรงดวยเครื่องโครมาโทกราฟ
ของเหลวแบบสมรรถนะสูง โดยทําการเจือจางนาโนอิมัลชันผสมสารสกัดขงิ 1 มิลลิลิตร ปรับปริมาตร
ดวย Methanol ใหครบ 25 มิลลิลิตร แลวนําไปกรองผานเมมเบรนฟลเตอรขนาดรูพรุน 0.45 ไมครอน 
ฉีดเขาในเครื่องโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูงโดยใชสภาวะเชนเดียวกับ ขอ 3.2.4 และ  
ฉีดซ้ํา 3 ครั้ง จากนั้นนําไปหาปริมาณของ 6-Gingerol เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน และวิเคราะห
ผลทางสถิติ Paired T-test 
   4.3 ศึกษาอัตราการเกิดออสวาลดไรเพนนิ่ง (Ostwald Ripening) ศึกษาอัตราการเกิด               
ออสวาลดไรเพนนิ่งในตํารับนาโนอิมัลชันผสมสารสกัดขิงโดยเก็บทุกตัวอยางไวที่อุณหภูมิหอง
เปนเวลา 7 วัน วัดขนาดอนุภาคทันทีหลังจากการเตรียมเสร็จ เมื่อครบ 7 วัน นําทุกตัวอยางมาวัด
ขนาดอีกครั้ง นําผลที่ไดมาคํานวณหาอัตราการเกิดออสวาลดไรเพนนิ่งดังนี้ 
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Ostwald Ripening (nm.day-1 )  =   S7   -  S0 
                                                       D7    -  D0 

 
โดย S7  ขนาดอนุภาคที่วัดไดหลังจากตั้งตวัอยางทิ้งไว 7 วัน 
 S0  ขนาดอนุภาคที่วัดไดทันทีหลังจากเตรยีมเสร็จ 
 D7  เก็บตัวอยางไว 7 วัน 
 D0  วันแรกของการเตรียม  

 
3.2.9 การประเมินประสิทธิภาพและความพึงพอใจในผลติภัณฑ 
      การวิจัยคร้ังนี้ดําเนินการวิจัยโดยนําตํารับนาโนอิมัลชันผสมสารสกัดขิงและตํารับ               
นาโนอิมัลชันพื้นฐานที่ผานการคัดเลือกมาศึกษาประสิทธิภาพของผลิตภัณฑในอาสาสมัครแบบ 
Single Blind Test และศึกษาความพึงพอใจตอผลิตภัณฑที่ไดใชโดยใหกรอกแบบสอบถามหลัง        
การใชผลิตภัณฑครบ 28 วัน ตามแบบฟอรมที่กําหนดให 
(1) ประชากรและกลุมตัวอยาง 
 ประชากรและกลุมตัวอยางที่ใชในการศึกษาครั้งนี้จะใชวิธีเลือกตัวอยางแบบไมทราบ
จํานวนประชากร โดยวิธีสุมตัวอยางแบบเจาะจง (Purposive Sampling) โดยผูศึกษาจะกําหนด
คุณสมบัติของกลุมตัวอยางไวกอน 
 กลุมประชากรอาสาสมัครท่ีจะศึกษา 

1. เพศหญิง จํานวน 20 คน 
2. อายุ 20 ป ขึ้นไป 
3. ความสูง 155-170 เซนติเมตร 

เกณฑการคัดเลือกอาสาสมัครท่ีเขารวมโครงการ 
1. อาสาสมัครยินยอมเขารวมโครงการดวยความสมัครใจโดยลงนามในเอกสารยินยอม

หรือโดยไดรับการบอกกลาวอยางเต็มใจ 
2. เปนผูมีสุขภาพแข็งแรง ไมมีโรคแทรกซอน 
3. มีปญหาเซลลูไลทบริเวณตนขาในระดับความรุนแรงนอย คือ มองเห็นผิวเปนร้ิวคล่ืน 

เมื่อใชมือบีบ 
3. ไมเปนโรคผิวหนังและไมมีประวัติการเกิดภูมิแพ ไมมีบาดแผลบริเวณตนขา  
4. ไมใชผลิตภัณฑใด ๆ รวมทั้งไมไดรับการรักษาดวยวิธีอ่ืน ๆ ที่เกี่ยวของกับการลด             

เซลลูไลท และไมไดรับยาลดอาการแพใด ๆ ขณะรวมการวิจัย  
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(2)  ขั้นตอนการดําเนินการวจัิย (แผนภูมิที่ 3.2)  
 1. จัดเตรียมเอกสาร แบบฟอรมที่ใชในการวิจัย และใบยินยอมของอาสาสมัครเพื่อยื่นเสนอ
โครงการตอคณะกรรมการจริยธรรมงานวิจัยใหมีการดําเนินการวิจัยในมนุษยซ่ึงจะนํามาเปนสวน
หนึ่งในการวิจัยเพื่อทําวิทยานิพนธ  
 2. การทดสอบการระคายเคืองตอผิวหนัง  
 ตํารับที่จะนํามาทดสอบ ประกอบดวยนาโนอิมัลชันพื้นฐาน จํานวน 1 ตํารับ และนาโนอิมัลชัน
ผสมสารสกัดขิง จํานวน 1 ตํารับ ทดสอบดวยวิธี Covered Patch Test (จีรเดช  มโนสรอย และ 
อรัญญา  มโนสรอย.  2537) โดยใชแผนผากอซกวางยาวขนาด 2.5 เซนติเมตร ชุบตํารับที่จะทดสอบ
ปริมาณ 0.5 กรัม แลวปดไวบนผิวหนังบริเวณดานในแขนของอาสาสมัคร หลังจากนั้นจึงใชแผน
พลาสติกบาง ๆ ปดทับ เปนเวลา 4 ชั่วโมงจากนั้นนําผากอซออก เช็ดดวยน้ําอุนทิ้งใหแหง สังเกตผล
ที่เวลาตาง ๆ คือ ที่ 1 24 48 และ 72 ชั่วโมง แลวประเมินผลการระคายเคืองจากการอานผลการเกิด
อาการบวม หรือแดงตามคาระดับคะแนนดังนี้คือ 

0 = ไมเกิดอาการบวมแดง 
1 = เกิดอาการบวมแดงนอยมาก 
2 = เกิดอาการบวมแดงชัดเจน 
3 = เกิดอาการบวมแดงปานกลางถึงมาก 
4 = เกิดอาการบวมแดงรุนแรง 

 3. การประเมินประสิทธิภาพของนาโนอิมัลชันผสมสารสกัดขิงลดเซลลูไลทในอาสาสมัคร
 โดยวิธีใหอาสาสมัครทุกคนสเปรยนาโนอิมัลชันขิงบริเวณตนขาขวาแลวนวดเปน                
วงกลม และสเปรยนาโนอิมัลชันพื้นฐาน (Placebo) บริเวณตนขาซายแลวนวดเชนกัน อาสาสมัคร
จะใชผลิตภัณฑดวยตนเองทุกวันวันละ 2 คร้ัง คือตอนเชาและตอนเย็นหลังอาบน้ําตอเนื่องกันเปน
ระยะเวลา 28 วัน อาสาสมัครทุกคนบันทึกผลโดยวัดขนาดเสนรอบวงตนขาที่ตําแหนง 70 และ 80 
เซนติเมตรจากปลายเทา  อาสาสมัครจะเปนผูวัดเองโดยสายวัดที่ผูวิจัยเตรียมให 5 คร้ังคือ วันที่ 0 
(กอนใชผลิตภัณฑ) 7 14 21 และ 28 ของการใชผลิตภัณฑ ผูวิจัยจะรวบรวมขอมูลท่ีไดจากการ
ทดลองแลวนําวิเคราะหขอมูลหาความแตกตางวาเสนรอบวงตนขาของขางที่ใชนาโนอิมัลชันผสม
สารสกัดขิงลดลงอยางมีนัยสําคัญหรือไมเมื่อเทียบกับขางที่ใชนาโนอิมัลชันพื้นฐานโดยวิเคราะห
ทางสถิติ Paired T-test  
 4. การประเมนิความพึงพอใจของผูใชผลิตภัณฑ โดยใหอาสาสมัครกรอกแบบสอบถาม
ความพึงพอใจหลังการใชผลิตภัณฑครบ 28 วันตามแบบฟอรมที่กําหนดให (ดูภาคผนวก ข) 
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ยินยอม 

ไมแพ 

แผนภูมิท่ี 3.2 
ขั้นตอนการดาํเนินการวิจัยในอาสาสมัคร 

 

 
การศึกษาวิจยัในมนษุย 

คัดเลือกอาสาสมัครตามเกณฑที่กําหนด 
ไมผาน ผาน 

จัดทําเอกสารชี้แจงรายละเอยีดของการวิจยัและใบยนิยอมเขารวมการวจิัย 

คัดแยกอาสาสมัครออก 
ชี้แจงรายละเอยีด   

แจกเอกสารแกอาสาสมัคร 
ไมยินยอม 

ทดสอบการระคายเคือง 

ประเมินประสทิธิภาพและความพึงพอใจของอาสาสมัคร 

วิเคราะหขอมูลและรายงานผล 

แพ 


