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ABSTRACT 

 
The objective of this study is the preparation of nanostructured lipid carriers (NLCs) 

loaded salicylic acid by using the design of experiment (DOE), Box-Behnken design. Three 
independent variables were studied to achieve the target of minimum particle size of lipid 
particles. From the surface response analysis, the predicted pre-emulsion system consisted 
of 10% of total lipid, a mixture of stearic acid to capric/caprylic triglyceride at 4:1 ratio and 
25% of Tween® 80.  Using this pre-emulsion to prepare lipid particles, the particles size after 
one-day preparation of NLCs loaded and unloaded with salicylic acid were 189.62±1.82 nm 
and 369.00±3.37 nm, respectively. Response surface analysis showed that the amount of 
total lipid was a main factor affected particle size of lipid carriers. The stability study of 
particle size revealed that size of NLCs significantly increased after 90 -days storage. 
Precipitation was obviously detected in samples of unloaded NLCs after one month storage. 
Morphology characterization using scanning electron microscopy revealed that lipid particles 
were spherical in shape. Lipid particles had a negative charge with the zeta potential lower 
than absolute value of 20 mV. The crystallization of NLCs examined by differential scanning 
calorimetry after preparation for 24 hours was α-form with melting temperature at 55ºC as a 
result of the addition of capric/caprylic triglyceride and surfactant. The β´-crystal form with 
higher melting temperature at 60ºC was observed after 60-days storage. This form of structure 
provided encapsulation efficiency up to 80% with the sufficient stability of 90-days storage. 
 
Keywords: nanostructured lipid carriers, salicylic acid, stearic acid, capric/caprylic triglyceride,     

Box-Behnken  
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บทที่ 1 
บทน ำ 

 
1.1 ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของปัญหำ 

นาโนเทคโนโลยีเป็นความก้าวหน้าทางวิทยาศาสตร์ที่ศึกษาวิจัยมุ่นเน้นไปที่ สารที่มีขนาดเล็ก
ระดับนาโนเมตร ท าให้เกิดการคิดค้นผลิตภัณฑ์ใหม่ที่เป็นประโยชน์อย่างมากส าหรับผลิตภัณฑ์
เครื่องส าอาง นาโนเทคโนโลยีได้ถูกน ามาใช้อย่างแพร่หลายในปัจจุบัน การแข่งขันทางเศรษฐกิจท าให้
มีการพัฒนาและสร้างระบบน าส่งเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการบรรจุสารส าคัญในผลิตภัณฑ์
เครื่องส าอางให้ได้ผลการออกฤทธิ์ที่ดี ลดผลข้างเคียงอันไม่พึงประสงค์ และสามารถเตรียมเป็น
ผลิตภัณฑ์ในรูปแบบหลากหลายเพ่ือตอบสนองความต้องการของผู้บริโภคมากยิ่งขึน้ 

ระบบน าส่งนาโนพาร์ทิเคิลไขมัน เป็นหนึ่งในนาโนเทคโนโลยีที่พัฒนาขึ้นมาจากอิมัลชันชนิด
น้ ามันในน้ า โดยนาโนพาร์ทิเคิลไขมันมีลักษณะของอนุภาคไขมันแข็งที่ห่อหุ้มสารส าคัญไว้ภายใน 
ผลิตภัณฑ์รุ่นแรกคือ solid lipid nanoparticles (SLNs) ถูกพัฒนาขึ้นในช่วงต้นของศตวรรษที่ 19 
โดยการเตรียมระบบสารห่อหุ้มจากไขมันแข็งเพียงชนิดเดียว มีความสามารถในการบรรจุสารส าคัญ
ค่อนข้างจ ากัดเพียงประมาณร้อยละ 25 จึงมีการพัฒนาเป็น nanostructured lipid carriers (NLCs) 
เพ่ือช่วยลดข้อจ ากัดด้านความสามารถในการบรรจุสารส าคัญ โดยภายในโครงสร้างของ NLCs จะ
ประกอบด้วยไขมันต่างชนิดซึ่งประกอบด้วยไขมันแข็งและน้ ามันร่วมกัน การเลือกใช้ไขมันหลายชนิด
ร่วมกันจะช่วยลดโอกาสในการผลักสารส าคัญออกจากอนุภาคเนื่องจากการจัดเรียงตัวให้เป็นระเบียบ
ของไขมันแข็งเพียงชนิดเดียว นอกจากนี้การเลือกชนิดไขมันที่ใกล้เคียงกับไขมันในชั้นผิวจะเป็นการ
เพ่ิมประสิทธิภาพในการซึมผ่านผิวหนังและมีความปลอดภัยต่อร่างกายด้วย (1) , (2)  

ปัจจุบันมีงานวิจัยทางวิทยาศาสตร์ที่ท าการศึกษาเกี่ยวกับคุณสมบัติของนาโนพาร์ทิเคิลไขมัน
ส าหรับการน ามาใช้เป็นระบบน าส่งให้กับสารส าคัญทางเภสัชภัณฑ์และเครื่องส าอาง สังเกตได้จาก
จ านวนงานวิจัยทางวิทยาศาสตร์ที่เพ่ิมมากขึ้นตั้งแต่ปี ค.ศ. 1993 จนถึงช่วงกลางของปี ค.ศ. 2010 
(แผนภูมิที่ 1) ด้วยข้อดีที่เด่นชัดกว่าระบบน าส่งนาโนคอลลอยด์ชนิดอื่น ๆ (เช่น liposome, niosome 
และ nanosuspension) ในแง่ของการน าส่งสารส าคัญสู่ผิวหนัง ระบบนาโนพาร์ทิเคิลไขมันจะ
สามารถห่อหุ้มสารส าคัญและแผ่เป็นฟิล์มเคลือบคลุมผิวหนังได้อย่างสม่ าเสมอ สามารถควบคุมการ
ปลดปล่อยสารส าคัญได้หลายรูปแบบ นอกจากนี้ยังสามารถเตรียมได้ง่ายและเอ้ือต่อการขยายขนาด
การผลิตในระดับอุตสาหกรรม จึงมีการประยุกต์ใช้ในผลิตภัณฑ์เครื่องส าอางได้หลากหลายจุดประสงค์ 
เช่น การใช้เพ่ือลดการสลายตัวของสารส าคัญที่ไวต่อแสงหรือปฎิกิริยาทางเคมี การใช้เพ่ือเพ่ิมความชุ่ม
ชื้นของผิวหนัง การใช้บรรจุสารที่มีโอกาสท าให้เกิดการระคายเคือง รวมถึงการเพ่ิมประสิทธิภาพใน
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การป้องกันรังสียูวีให้กับสารกันแดด โดยสามารถเตรียมเป็นผลิตภัณฑ์ได้ทั้งรูปแบบครีม โลชั่น หรือ
เจล (3) , (4)  
 
แผนภูมิที่ 1 ผลงานวิจัยทางวิทยาศาสตร์เกี่ยวกับระบบนาโนพาร์ทิเคิลไขมันที่เพ่ิมขึ้นจากปี ค.ศ. 
1993 จนถึงช่วงกลางของปี ค.ศ. 2010 (3) 
 

 

 
  กรดซาลิซิลิก (salicylic acid) คือ กรดอินทรีย์ชนิดหนึ่งที่เป็นอนุพันธ์ของสารประกอบฟีนอล           
จัดอยู่ในกลุ่มของ beta hydroxyl acid  (BHA) ความสามารถในการละลายน้ าต่ าและลายได้ดีใน
ระบบไขมัน มีแหล่งที่มาจากธรรมชาติโดยเริ่มต้นการค้นพบตั้งแต่ปี ค.ศ.1828 Henri Leroux     
เภสัชกรชาวฝรั่งเศสสามารถสกัดกรดซาลิซิลิกได้จากเปลือกต้นหลิวหรือ willow tree กรดชนิดนี้ถูก
น ามาใช้ในทางการแพทย์นานกว่า 150 ปี ซึ่งในปัจจุบันมีการสังเคราะห์กรดซาลิซิลิกขึ้นใช้ทดแทน
แหล่งธรรมชาติ มีการปรับปรุงพัฒนาสมดุลความเป็นกรดด่างอย่างเหมาะสมท าให้เกิดการระคายเคือง
น้อยลง และมีการน ามาใช้อย่างกว้างขวางในอุตสาหกรรมเครื่องส าอาง  ตัวอย่างพืชในประเทศไทยที่มี
salicylic acid เป็นองค์ประกอบ เช่น ดอกดาวเรือง กระดังงา เป็นต้น (5) 
 ด้วยกลไกการท างานของ salicylic acid จะเข้าไปช่วยกระตุ้นผิวหนังให้เกิดการระคายเคือง
หรือรบกวนผิวหนังชั้น stratum corneum ลดการจับตัวของเคอราติน (keratin) ในชั้นผิว จึงสามารถ
ใช้เป็นสารส าคัญในผลิตภัณฑ์เครื่องส าอางได้หลากหลายรูปแบบ เช่น การใช้ในผลิตภัณฑ์ชะลอวัย 
ผลิตภัณฑ์รักษาสิว ผลิตภัณฑ์ขจัดรังแค (6) แต่เนื่องจากกรดชนิดนี้สามารถออกฤทธิ์ได้ดีในสภาวะ pH 
ต่ าจึงอาจก่อให้เกิดการระคายเคืองต่อผิวหนังและไวต่อแสงแดด ดังนั้นหากนอกเหนือจากการใช้
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ทางการแพทย์อาจจ าเป็นต้องก าหนดความเข้มข้นที่เหมาะสม และเลือกเตรียมสูตรต ารับที่สามารถน า
กรดชนิดนี้มาใช้ประโยชน์ทางเครื่องส าอางอย่างมีประสิทธิภาพ  

ส าหรับงานวิจัยฉบับนี้ผู้วิจัยมีแนวคิดในการพัฒนาระบบนาโนพาร์ทิเคิลไขมันชนิดไขมันแข็ง
และน้ ามัน (NLCs) เพ่ือใช้เป็นระบบน าส่งให้กับ salicylic acid ที่มีข้อจ ากัดในด้านการละลายและ
โอกาสในการก่อการระคายเคืองบนผิวหนัง โดยใช้วิธีการออกแบบการทดลองทางสถิติเพ่ือก าหนด
ขอบเขตของตัวแปรและค้นหาสภาวะที่เหมาะสมในการเตรียมผลิตภัณฑ์นาโนพาร์ทิเคิลไขมันที่บรรจุ 
salicylic acid ได้ในปริมาณสูงและมีความคงตัวที่ดี มีประโยชน์ต่อการน าไปพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์
เครื่องส าอาง นาโนพาร์ทิเคิลที่เตรียมได้จะถูกประเมินลักษณะทางเคมีกายภาพ พร้อมทดสอบ        
ความคงตัวในระยะยาว 

 
1.2 วัตถุประสงค์ของกำรศึกษำ 

1. เพ่ือเตรียมนาโนพาร์ทิเคิลไขมันบรรจุ salicylic acid ให้มีอนุภาคขนาดเล็กโดยใช้การ
ออกแบบการทดลองทางสถิติ 

2. เพ่ือเป็นแนวทางในการพัฒนาระบบนาโนพาร์ทิเคิลไขมันที่สามารถบรรจุ salicylic acid 
ได้ในปริมาณสูงและมีความคงตัวที่ดี 
 
1.3 ขอบเขตของกำรศึกษำ 

งานวิจัยฉบับนี้เริ่มจากการออกแบบการทดลองเตรียมอิมัลชันเบื้องต้นโดยใช้ Box-Behnken 
design เพ่ือก าหนดตัวแปรและจ านวนการทดลองในการผลิตนาโนพาร์ทิเคิลไขมันบรรจุ salicylic 
acid โดยตั้งวัตถุประสงค์ในการเตรียมให้ได้อนุภาคขนาดเล็ก แล้วจึงศึกษาลักษณะเฉพาะทางเคมี
กายภาพและประเมินความคงตัวเป็นระยะเวลา 90 วัน 
 
1.4 ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 

1. ผลิตผลของงานวิจัยนี้คือนาโนพาร์ทิเคิลไขมันบรรจุ  salicylic acid ที่สามารถบรรจุ
สารส าคัญไว้ได้ในปริมาณสูงและมีลักษณะทางกายภาพที่ดีต่อการน าไปพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์
เครื่องส าอาง 

2. ระบบนาโนพาร์ทิเคิลไขมันจากงานวิจัยนี้สามารถเป็นแนวทางในการพัฒนาระบบน าส่ง
ส าหรับสารส าคัญชนิดอื่นได้ 

3. ผลงานวิจัยฉบับนี้สามารถตีพิมพ์ในวารสารวิชาการท้ังระดับประเทศและนานาชาติได้ 
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บทที่ 2 
แนวคิด ทฤษฎี และงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1 นาโนพาร์ทิเคิลไขมัน 

นาโนพาร์ทิเคิลไขมัน คือระบบน าส่งสารส าคัญในรูปแบบอนุภาคระดับนาโนเมตรที่ผลิตจาก
ไขมัน เป็นหนึ่งในนาโนเทคโนโลยีที่ถูกพัฒนาขึ้นในช่วงปี ค.ศ. 1990s โดยเริ่มจากการพัฒนาระบบ
โดยใช้ไขมันแข็งหรือเรียกว่า solid lipid nanoparticles (SLNs) ซึ่งต่อมามีการพัฒนาเป็นรุ่นที่สอง
คือ nanostructured lipid carriers (NLCs) ได้จากการเพ่ิมส่วนของไขมันเหลวหรือน้ ามันเข้าไปใน
โครงสร้างเพือ่เพ่ิมประสิทธิภาพในการบรรจุสารส าคัญ 

Nanostructured lipid carriers (NLCs) หรืออนุภาคนาโนชนิดไขมันแข็งและน้ ามัน พัฒนา   
ขึ้นเพ่ือลดข้อจ ากัดของระบบ SLNs ที่มีความสามารถในการบรรจุที่ค่อนข้างจ ากัด เนื่องจากการผลิต
ระยะเริ่มต้นอนุภาคไขมันจะฟอร์มตัวในรูปแบบพลังงานสูงเป็น α หรือ β´-crystal แต่ภายหลัง
ระยะเวลาเก็บรักษา ธรรมชาติของไขมันแข็งจะฟอร์มโครงสร้างผลึกให้มีระเบียบในรูปแบบของ          
β-crystal ท าให้สารส าคัญมีโอกาสถูกขับออกจากเมทริกซ์ไขมันได้  (ภาพที่ 1) การเติมไขมันเหลว       
ลงไปในระบบจึงช่วยให้อนุภาคคงรูปแบบที่ไร้ระเบียบเป็น α หรือ β´-crystal ได้ดีและมีช่องว่าง       
เพียงพอที่จะสามารถเพ่ิมการบรรจุสารส าคัญและลดโอกาสการขับสารส าคัญออกจากอนุภาค           
นาโนพาร์ทิเคิลระหว่างการเก็บรักษา (3) , (7)  
 
ภาพที่ 1 การเปลี่ยนแปลงโครงสร้างผลึกของนาโนพาร์ทิเคิลไขมัน (8)  

 
 

2.1.1 ส่วนประกอบส าคัญของนาโนพาร์ทิเคิลไขมัน 
1) ไขมัน การคัดเลือกไขมันที่ใช้เตรียมระบบมีการอธิบายไว้โดย Tamjidi และคณะ 

(ค.ศ. 2013) (8) ซึ่งมีหลักการพิจารณาจาก 2 ปัจจัยหลัก ได้แก่ ความสามารถการละลายของสารส าคัญ
ในไขมันหลอม และโมเลกุลของไขมัน ชนิดไขมันแข็งและน้ ามันมีผลต่อสภาพความเป็นผลึกของ
อนุภาคที่เตรียมได้ ไขมันทั้งสองไม่ควรจะละลายในกันและกันแต่สามารถผสมเป็นเนื้อเดียวกันได้ที่
อุณหภูมิสูงกว่าจุดหลอมเหลวของไขมันแข็ง หลังจากฟอร์มเป็นอนุภาค ไขมันแข็งจะเรียงเป็น     
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โครงสร้างผลึกอย่างสมบูรณ์ในขณะที่ไขมันเหลวจะกระจายตัวเป็นหยดอยู่ภายในเมทริกซ์ ชนิดของ
ไขมันแข็งและน้ ามันที่นิยมใช้ในงานวิจัย ได้แก่ stearic acid และ medium chain triglyceride 
(MCT) ตามล าดับ ซึ่งอัตราส่วนของไขมันแข็งต่อน้ ามันที่ใช้ เป็นได้ตั้งแต่ร้อยละ 70:30 จนถึงร้อยละ 
99.9:0.1 ปริมาณไขมันที่เหมาะสมจะมีผลต่อความสามารถในการบรรจุสารส าคัญในอนุภาคด้วย (7) , 

(8) 

2) สารลดแรงตึงผิว มีหน้าที่ช่วยลดการเกาะกลุ่มกัน (flocculated) ของอนุภาค
แขวนตะกอนระดับนาโนเมตรซึ่งมีพลังงานอิสระที่พ้ืนผิวสูง บ่งบอกถึงลักษณะของการรักษา        
ความคงตัวที่ดีของระบบ การคัดเลือกสารลดแรงตึงผิวอาศัยหลักการ 2 ข้อ ได้แก่ เลือกใช้สารลดแรง
ตึงผิวที่ช่วยเพ่ิมแรงผลักทางไฟฟ้าที่พ้ืนผิวอนุภาค (electrostatic repulsion) ซึ่งประเมินได้จากการ
ตรวจวัดค่าศักย์ซีต้า (zeta potential; ZP) และ/หรือ เลือกใช้สารลดแรงตึงผิวไม่มีประจุ (non-ionic 
stabilizer) ที่มีโครงสร้างโมเลกุลขนาดใหญ่เพ่ือลดการเกาะกลุ่มกันของอนุภาค (steric repulsion) 
หากเลือกใช้สารลดแรงตึงผิวมีประจุร่วมกับสารที่ไม่มีประจุจะช่วยให้เกิดแรงผลักทางไฟฟ้าที่สมดุล     
บนผิวอนุภาคและเกิดระบบที่มีความคงตัวดียิ่งขึ้น (9) 

ไขมันและสารลดแรงตึงผิวที่สามารถใช้เตรียมนาโนพาร์ทิเคิลไขมันในปัจจุบัน (ค.ศ. 
2015) (10) ได้มีการรวบรวมไว้ในหนังสือ Lipid Nanoparticles: Production, Characterization 
and Stability ดังแสดงในตารางที่ 1 

 
ตารางท่ี 1 ไขมันและสารลดแรงตึงผิวที่ใช้เตรียมนาโนพาร์ทิเคิลไขมัน (10) 

Lipids 
Fatty acids Waxes 
Dodecanoic acid Cetyl palmitate 
Myristic acid Carnauba wax 
Palmitic acid Beeswax 
Stearic acid Liquid lipids 

Monoglyceride Soya bean oil 
Glyceryl monostearate Oleic acid 
Glyceryl hydroxystearate Medium chain triglycerides (MCT)/Capric-caprylic triglycerides 
Glyceryl behenate α-tocopherol/Vitamin E 
Diglycerides Squalene 
Glyceryl palmitostearate Hydroxyoctacosanylhydroxystearate 
Glyceryl dibehenate Isopropyl myristate 
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ตารางท่ี 1 (ต่อ) 
Triglycerides Cationic lipids 

Caprylate triglyceride Stearylamine 
Caprate triglyceride Benzalkoniun chloride (alkyl dimethyl benzyl  
 ammonium chloride) 
Glyceryl tristearate/Tristearin Cetrimide (tetradecyl trimethyl ammonium  
 bromide, CTAB) 
Glyceryl trilaurate/Trilaurin Cetyl pyridinium chloride (hexadecyl pyridinium  
 chloride, CPC) 
Glyceryl trimyristate/Trimyristin Dimethyl dioctadecyl ammonium bromide (DDAB) 
Glyceryl tripalmitate/Tripalmitin N-[1-(2,3-dioleoyloxy)propyl]-N,N,N-trimethyl  
 ammonium chloride 
Glyceryl tribehenate/Tribehenin   
Surfactants 

Ionic surfactants Non-ionic surfactants 
Sodium cholate Tween 20 
Sodium glycocholate Tween 80 
Sodium taurocholate Span 20 
Sodium taurodeoxycholate Span 80 
Sodium oleate Span 85 
Sodium diodecyl sulphate Tyloxapol 
Amphoteric surfactants Poloxamer 188 
Egg phosphatidylcholine  Poloxamer 407 
Soy phosphatidylcholine Poloxamine 908 
Hydrogenated egg phosphatidylcholine Brij78 
Hydrogenated soy phophatidylcholine Tego care 450 
Egg phospholipid Solutol HS15 
Soy phospholipid Co-surfactants 
  Butanol 
  Butyric acid 
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2.1.2 การเตรียมนาโนพาร์ทิเคิลไขมัน (8) , (11) , (12) 
วิธีการเตรียมนาโนพาร์ทิเคิลไขมันสามารถท าได้หลายวิธี ดังนี้  
1) การปั่นผสมเป็นเนื้อเดียวกันที่ความดันสูง (high pressure homogenization,  

HPH) เป็นวิธีที่นิยมใช้กันมากเนื่องจากเป็นวิธีที่มีสภาวะผลิตซ้ าได้ ( reproducibility) และสามารถ
ขยายการผลิตขนาดใหญ่ได้ง่าย หลักการของวิธี HPH คือการลดขนาดอนุภาคด้วยการอัดความดันสูง 
ให้ได้อนุภาคที่สามารถไหลผ่านช่องแคบขนาดเล็ก ร่วมกับการปั่นอย่างรุนแรงและท าให้อนุภาค        
แตกออกเป็นอนุภาคขนาดเล็กระดับนาโน โดยทั่วไปวิธีนี้ใช้เตรียมระบบที่มีปริมาณไขมันร้อยละ 5-10 
ซึ่งวิธีการเตรียมแบ่งออกเป็น 2 แนวทาง คือ 

การผลิตโดยใช้อุณหภูมิสูง เริ่มจากการหลอมตัวยาเข้ากับไขมันโดยใช้อุณหภูมิที่        
สูงกว่าจุดหลอมเหลวของไขมันแข็งประมาณ 5-10ºC และเทส่วนผสมนี้เข้ากับสารละลายของ                 
สารลดแรงตึงผิวในน้ าที่อุณหภูมิเดียวกัน จากนั้นปั่นด้วยความเร็วสูงจนเกิดเป็นอิมัลชันเริ่มต้น                
(pre-emulsion) แล้วน าไปผ่านเครื่องปั่นผสมเป็นเนื้อเดียวกันด้วยความดันสูง ณ อุณหภูมิเดียวกับ
ขั้นตอนข้างต้น (โดยทั่วไปจะใช้ความดัน 500 bar จ านวน 3 รอบ) ท าให้เกิดเป็นนาโนอิมัลชันร้อน
ชนิดน้ าในน้ ามัน หลังจากการปั่นและทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องนาโนอิมัลชันจะเกิดการกลับมาตกผลึกจนได้
เป็นนาโนพาร์ทิเคิลไขมัน 

การผลิตโดยใช้อุณหภูมิต่ า เป็นวิธีที่เหมาะกับการผลิตเพ่ือห่อหุ้มสารที่สลายตัวได้ง่าย 
ไม่ทนต่อความร้อนและเป็นสารที่ชอบน้ า โดยไขมันและสารส าคัญจะหลอมรวมกันภายใ ต้
ไนโตรเจนเหลวหรือน้ าแข็งแห้ง ลดขนาดด้วยการบดจนได้พาร์ทิเคิลไขมันระดับไมโครเมตร จากนั้น
น าไปกระจายตัวในสารละลายสารลดแรงตึงผิวในน้ าเย็น ร่วมกับการปั่นด้วยความเร็วสูง แล้วน าไป
ผ่านเครื่องปั่นผสมเป็นเนื้อเดียวกันด้วยความดันสูงที่อุณหภูมิเท่ากับหรือต่ ากว่าอุณหภู มิห้อง (ใช้      
ความดัน 500 bar จ านวน 5 รอบ) จนได้เป็นนาโนพาร์ทิเคิลไขมัน 

2) การปั่นด้วยความเร็วสูงหรือใช้คลื่นเสียงความถี่สูง  (high speed homo- 
genization/ultrasonication) วิธีนี้มีจุดประสงค์หลักเพ่ือการลดขนาดอนุภาคของสารผสมหรือ
อิมัลชันเบื้องต้นที่เตรียมได้ให้อยู่ในระดับนาโน โดยใช้เทคนิคการปั่นด้วยความเร็วสูงหรือใช้คลื่นเสียง
ความถี่สูง  เป็นวิธีดั้งเดิมที่เตรียมได้ง่าย สามารถใช้เครื่องมือที่มีอยู่ในห้องปฏิบัติการทั่วไปและขั้นตอน
การเตรียมไม่ยุ่งยาก การใช้คลื่นเสียงเตรียมได้ 2 รูปแบบ คือ probe ultrasonication และ bath 
ultrasonication อนุภาคที่ผลิตได้อาจมีการกระจายขนาดในช่วงกว้างไปจนถึงระดับไมโครเมตร และ
อาจส่งผลต่อความไม่คงตัวทางกายภาพได้ บางกรณีจึงจ าเป็นต้องใช้สารลดแรงตึงผิวที่ความเข้มข้นสูง 
หรือใช้วิธีปั่นความเร็วสูงร่วมกับการใช้คลื่นเสียงความถี่สูงและใช้ความร้อน เพ่ือท าให้ได้อนุภาคที่มี
ความคงตัวทางกายภาพดีและมีการกระจายขนาดที่แคบ  
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3) เทคนิคไมโครอิมัลชัน (microemulsion technique) เริ่มต้นโดยการเตรียม
อิมัลชันเบื้องต้นให้อยู่ในรูปแบบของไมโครอิมัลชันใส ด้วยการคนผสมไขมันหลอมที่อุณหภูมิสูงกว่า             
จุดหลอมเหลวของไขมันแข็ง 5-10ºC จากนั้นกระจายไมโครอิมัลชันขณะร้อนลงในน้ าเย็น 2-3ºC 
ปริมาณมาก (โดยทั่วไปใช้อัตราส่วนไมโครอิมัลชันต่อน้ าประมาณ 1:20) พร้อมการปั่นผสมเป็นเวลา 
10-15 นาที จนได้เป็นอนุภาคนาโนพาร์ทิเคิลไขมันโดยทั่วไปเทคนิคนี้จะได้ผลิตภัณฑ์ที่กระจายตัวอยู่
ในน้ าปริมาณสูงมากแต่สามารถก าจัดน้ าได้โดยใช้วิธีการกรองหรือการท าแห้งแบบเยือกแข็ง 

 4) การท าให้เกิดอิมัลชันด้วยตัวท าละลายและการระเหย  (solvent emul- 
sification and evaporation) ท าได้โดยการละลายไขมันในสารละลายอินทรีย์ที่ไม่เข้ากับน้ า (เช่น 
toluene, cyclohexane และ chloroform) จากนั้นท าให้เกิดอิมัลชันโดยผสมลงในวัฏภาคน้ า แล้ว
ระเหยเอาตัวท าละลายออกภายใต้สภาวะการลดความดัน (40-60 mbar) ซึ่งในระหว่างที่ท าการ
ระเหยตัวท าละลาย อนุภาคไขมันที่กระจายตัวอยู่จะเกิดการตกตะกอนได้เป็นนาโนพาร์ทิเคิลไขมัน 
โดยมีขนาดอยู่ในช่วง 30-100 nm และมีการกระจายขนาดอนุภาคที่ค่อนข้างแคบ วิธีนี้ไม่มีการใช้
ความร้อนระหว่างการเตรียม จึงมีความเหมาะสมที่จะใช้เก็บสารส าคัญที่สลายตัวได้ง่าย แต่อาจเกิด
ปัญหาเรื่องการตกค้างของตัวท าละลายในผลิตภัณฑ์  
 
ตารางท่ี 2 การเปรียบเทียบข้อดีและข้อเสียของวิธีการเตรียมนาโนพาร์ทิเคิลไขมัน (11) , (12)  

วิธีการเตรยีม ข้อด ี ข้อเสีย 

การปั่นผสมเป็นเนื้อเดียว 1. ใช้ต้นทุนต่ า 1. ใช้พลังงานสูง 

ที่ความดันสูง 2. เตรียมได้ง่ายในระดับห้องปฏิบัติการ 2. อนุภาคมีการกระจายขนาดค่อนข้างต่ า 

  3. ผลิตได้ในปริมาณมาก  3. อุณหภูมิไม่คงที่ระหว่างการปั่นผสม 

  4. การใช้อุณหภูมิต่ าเหมาะกับสารที่สลายตัวง่าย   

  5. ไม่ใช้สารละลายอินทรีย ์   

การปั่นด้วยความเร็วสูง 1. เตรียมได้ง่ายในระดับห้องปฏิบัติการ 1. ใช้เวลานาน 

หรือการใช้คลื่นเสียง 2. ไม่ใช้สารละลายอินทรีย ์ 2. มีโอกาสปนเปือ้นโลหะจาก probe  

ความถี่สูง 3. ลดการใช้แรงเฉือนเนื่องจากการปั่นผสม 3. อนุภาคมีความคงตัวทางกายภาพต่ า 

    4. ขนาดอนุภาคไม่สม่ าเสมอ 

เทคนิคไมโครอิมัลชัน 1. เตรียมได้ง่ายในระดับห้องปฏิบัติการ 1. ใช้สารลดแรงตึงผิวปริมาณสูง 

  2. ใช้พลังงานน้อย 2. ได้ผลิตภัณฑ์น้อย ใช้น้ าปริมาณสูง 

  3. สามารถเก็บสารส าคัญที่ชอบน้ าและไม่ชอบน้ า   

  4. อนุภาคที่เตรียมได้มีความคงตัวดี   

การท าให้เกิดอิมัลชันดว้ย 1. ได้อนุภาคขนาดเล็ก 1. การตกค้างของตัวท าละลายอินทรีย ์

ตัวท าละลายและ 2. หลีกเล่ียงการใช้อุณหภูมิสูง 2. ขยายขนาดการผลิตได้ยาก 

การระเหย   
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เทคนิคการเตรียมนาโนพาร์ทิเคิลไขมันสามารถท าได้หลายวิธีซึ่งมีข้อดีและข้อเสียแตกต่างกัน 
ดังแสดงในตารางที่ 2 ขึ้นอยู่กับความเหมาะสมของการทดลอง ส าหรับงานวิจัยนี้ได้เลือกประยุกต์ใช้
เทคนิคการปั่นผสมด้วยความร้อนที่ความเร็วสูง ท าให้สารผสมเนื้อเดียวกันของไขมันและสารส าคัญ
แตกตัวเป็นหยดเล็ก ๆ อุณหภูมิขณะร้อนควรสูงกว่าจุดหลอมเหลวของไขมันแข็งประมาณ 5-10ºC 
ตามด้วยการกระจายอนุภาคในน้ าเย็นอย่างรวดเร็วที่อุณหภูมิไม่เกิน 4°C โดยการผลิตวิธีนี้อาจมี
ข้อจ ากัดในเรื่องของการกระจายขนาดอนุภาคอยู่ในช่วงกว้างถึงระดับไมโครเมตรและอาจต้องใ ช้     
สารลดแรงตึงผิวที่ความเข้มข้นสูง แต่อย่างไรก็ตามเทคนิคนี้สามารถเตรียมได้ง่ายในห้องปฏิบัติการ 
และช่วยหลีกเลี่ยงการใช้สารละลายอินทรีย์ที่อาจเกิดการตกค้างระหว่างกระบวนการผลิตได้  

2.1.3 รูปแบบการบรรจุสารส าคัญของนาโนพาร์ทิเคิลไขมัน (10) 
ภาพที่ 2 แสดงรูปแบบการบรรจุสารส าคัญของนาโนพาร์ทิเคิลไขมันชนิด NLCs โดย

แบ่งออกเป็น 3 รูปแบบ ดังนี้ 
1) รูปแบบผลึกไม่สมบูรณ์ (imperfect crystal) ภาพที่ 2a แสดงลักษณะของ

รูปแบบผลึกไม่สมบูรณ์ของนาโนพาร์ทิเคิลไขมัน โครงสร้างลักษณะนี้จะเกิดขึ้นเมื่อหยดไขมันที่
หลอมเหลวถูกท าให้เย็นตัวอย่างรวดเร็วเพ่ือฟอร์มเป็นนาโนพาร์ทิเคิล แต่มีไขมันแข็งบางส่วนเกิดการ
ตกตะกอนโดยไม่ห่อหุ้มสารส าคัญ กลายเป็นผลึกไขมันที่แกนกลางไปพร้อมกับสารส าคัญที่ยังเป็น
ของเหลวกระจายตัวอยู่ และมีโอกาสท าให้เกิดปลดปล่อยสารส าคัญแบบฉับพลัน (burst release) 

ผลึกชนิดนี้เกิดจากการใช้ไขมันกลุ่มกลีเซอไรด์ (glyceride) ที่มีโครงสร้างของกรด
ไขมันต่าง ๆ กัน ท าให้เกิดการเรียงตัวที่ไร้ระเบียบของผลึกไขมัน ส่งผลให้มีช่องว่างซึ่งสามารถรองรับ
สารส าคัญให้อยู่ภายในผลึกได้ 

2) รูปแบบผลึกอสัณฐาน (amorphous crystal) ภาพที่ 2b รูปแบบนี้จะเกิดขึ้น
เมื่อสารส าคัญมีแนวโน้มจะตกผลึกก่อนไขมันในระหว่างการเตรียม เนื่องจากใช้สารส าคัญในปริมาณ
ความเข้มข้นสูงใกล้เคียงกับค่าการละลายอ่ิมตัวในไขมัน เมื่อท าให้อิมัลชันเบื้องต้นเย็นตัวลงการ
ละลายของสารส าคัญในไขมันก็จะลดลงและมีโอกาสที่สารนั้นจะเกิดการตกตะกอนก่อน จากนั้นไขมัน
จึงเกิดการแข็งตัวห่อหุ้มสารส าคัญไว้ที่แกนกลาง ส่งผลต่อการเพ่ิมระยะทางในการแพร่ผ่านออกจาก
ไขมัน และท าให้เกิดการปลดปล่อยแบบทยอย (sustained release) 

ผลึกชนิดนี้เกิดจากการเตรียมนาโนพาร์ทิเคิลโดยใช้ไขมันแข็งร่วมกับไขมันบางชนิด 
เช่น isopropyl palmitate หรือ  capric/caprylic triglyceride โดยผลิตภัณฑ์นาโนพาร์ทิ เคิล          
ที่เตรียมได้จะมีลักษณะเป็นผลึกของแข็งจัดเรียงตัวกันอย่างไร้ระเบียบ ช่วยลดการขับยาออกจาก
อนุภาคระหว่างการเก็บรักษา 

3) รูปแบบซ้อน (Multiple crystal) ภาพที่ 2c เกิดกับสารส าคัญที่มีคุณสมบัติ
ละลายได้ดีในไขมันและไม่ต้องอาศัยอุณหภูมิสูงในการเตรียม ในกรณีที่มีการปั่นผสมที่อุณหภูมิสูง           
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ก็สามารถเกิดรูปแบบนี้ได้โดยท าให้ไขมันกับสารส าคัญที่เป็นเนื้อเดียวกันแตกตัวเป็นหยดเล็ก  ๆ ที่
กระจายตัวสม่ าเสมอและถูกท าให้เย็นลงอย่างรวดเร็ว ท าให้หยดไขมันดังกล่าวเกิดการแข็งตัวและ     
มีแนวโน้มที่สารส าคัญกับไขมันจะไม่แยกชั้นออกจากกัน รูปแบบเมทริกซ์นี้เหมาะกับสารที่ต้องการ      
ยืดระยะเวลาการปลดปล่อยให้ยาวนานขึ้น (prolonged release) 
 
ภาพที่ 2 รูปแบบการบรรจุสารส าคัญของนาโนพาร์ทิเคิลไขมันชนิด NLCs (8) 
 

 
 

2.1.4 การประเมินคุณสมบัติเฉพาะของนาโนพาร์ทิเคิลไขมัน (3) , (8) , (11) 
1) การวิเคราะห์ขนาดและการกระจายของอนุภาค ใช้หลักการวัดความเข้มข้นแสงที่

กระเจิงเนื่องจากการเคลื่อนที่ของอนุภาคด้วยเทคนิค dynamic light scattering (DLS) และแสดงผล
ขนาดอนุภาคที่ได้จากการค านวณ อนุภาคที่มีขนาดเล็กจะเกิดการกระเจิงแสงที่มุมกว้างได้มากกว่า 
โดยใช้สมมติฐานว่าขนาดอนุภาคที่วัดได้นั้นมีรูปร่างเป็นทรงกลม เทคนิค DLS สามารถตรวจวัด
อนุภาคท่ีอยู่ในช่วงนาโนเมตรไปจนถึง 3 ไมครอน และหากจ าเป็นต้องตรวจสอบอนุภาคที่มีขนาดใหญ่
ขึ้นอาจใช้เทคนิค laser diffraction (LD) แทน ซึ่งการตรวจวัดจะอาศัยการเลี้ยวเบนของแสงเลเซอร์
และวัดความเข้มของแสงที่กระเจิงรอบอนุภาคเช่นเดียวกัน แต่วิธี LD สามารถวัดอนุภาคในช่วงกว้าง
ตั้งแต่นาโนเมตรไปจนถึงมิลลิเมตร  

ขนาดอนุภาค (particle size) และค่าดัชนีของการกระจายขนาด (polydispersity 
index; PI) ของอนุภาคนาโนขึ้นอยู่กับความแข็งของผลึกและพลังงานที่ใช้ในการลดขนาด โดยที่ความ
เข้มข้นของสารลดแรงตึงผิวนั้นมีผลเพียงเล็กน้อย อนุภาคนาโนพาร์ทิเคิลไขมันมีขนาดอยู่ในช่วงกว้าง
ตั้งแต่ 10-1,000 นาโนเมตร โดยค่า PI จะเป็นตัวบ่งบอกความกว้างและระยะห่างในการกระจายขนาด
อนุภาค ค่า PI ที่ยอมรับได้ไม่ควรเกิน 0.5 และการกระจายขนาดที่ดีต่อการประเมินความคงตัวของ
การเก็บรักษาในระยะยาว ค่า PI ควรอยู่ในช่วง 0.1-0.25   

2) การตรวจวัดค่าศักย์ซีต้า (zeta potential; ZP) เป็นพารามิเตอร์ส าคัญในการ
ท านายความคงตัวของอนุภาคแขวนตะกอนระดับนาโน การตรวจวัดไอออนที่ผิวอนุภาคด้วยเทคนิค 
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laser doppler electrophoresis (LDE) หรือ electrophoretic light scattering (ELS) โดยวัดจาก
ค่าแรงเฉือนตามแนวแรงเฉือน (shear plane) รอบอนุภาค ซึ่งข้ึนกับโครงสร้างทางเคมีและหมู่แตกตัว
ของสารที่ใช้เตรียมรวมถึงไอออนของระบบที่ใช้กระจายอนุภาคด้วย  

ค่าศักย์ซีต้าที่แสดงถึงเสถียรภาพความคงตัวที่สูงตลอดระยะเวลาการเก็บรักษาคือ
มากกว่า ±60 mV ในขณะที่ค่าศักย์ซีต้าในช่วง 30, 20 หรือน้อยกว่า 5 mV จะแสดงถึงความคงตัวที่ดี 
อยู่ในช่วงยอมรับได้และระบบที่มีความคงตัวต่ าตามล าดับ หลักการดังกล่าวใช้ได้เพียงระบบที่อาศัย
แรงผลักทางไฟฟ้าจากสารลดแรงตึงผิวชนิดมีประจุทั่วไปที่มีน้ าหนักโมเลกุลต่ า แต่หากเป็นกรณีของ
การใช้ steric repulsion จากสารลดแรงตึงผิวชนิดไม่มีประจุที่มีโมเลกุลขนาดใหญ่สามารถท าให้เกิด
การเบี่ยงเบนแนวแรงเฉือนที่พ้ืนผิวของอนุภาคจึงยังไม่มีเกณฑ์การตรวจวัดที่ชัดเจนในปัจจุบัน  

3) ลักษณะทางสัณฐานวิทยา  (morphology) เป็นการศึกษาถึงลักษณะทาง
กายภาพเพ่ือประเมินรูปร่างของนาโนพาร์ทิเคิลไขมัน ช่วยยืนยันผลการวัดขนาดอนุภาคที่ได้จาก
เทคนิค DLS หรือ LD การใช้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (scanning electron 
microscopy; SEM) เป็นวิธีที่สามารถใช้ศึกษาลักษณะดังกล่าวโดยอาศัยหลักการตรวจหาอิเล็กตรอน
ที่จ่ายแสงออกมาจากสารตัวอย่างที่ตรวจวัด ผลการตรวจสอบที่ได้แสดงเป็นภาพถ่ายสามมิติ  

4) การเปลี่ยนแปลงโครงสร้างผลึก (change of crystalline state) เป็นการศึกษา
ลักษณะผลึกของนาโนพาร์ทิเคิลไขมัน โดยสามารถใช้เทคนิคการวัดแยกปริมาณความร้อนแบบส่อง
กราด (differential scanning calorimetry; DSC) ในการวิเคราะห์เพ่ือประเมินการเปลี่ยนสถานะ
ของผลึกไขมัน ณ อุณหภูมิที่ต้องการศึกษา เช่น จุดหลอมเหลว (melting) เอนทาลปี (enthalpy) 
สภาพเป็นผลึก (crystallinity) และภาวะพหุสัณฐาน (polymorphism) ช่วยในการสังเกตการ
เปลี่ยนแปลงโครงสร้างผลึกไขมันหลังการเตรียมและในระหว่างการเก็บรักษาดังภาพที่ 1 และสามารถ
ท านายความคงตัวของการบรรจุสารส าคัญภายในอนุภาคได้   

5) ความสามารถในการบรรจุสารส าคัญ (encapsulation efficiency; EE) ได้
จากการค านวณอัตราส่วนของสารส าคัญที่ถูกกักเก็บภายในเมทริกซ์ไขมันต่อปริมาณสารส าคัญที่      
ใช้จริงในการเตรียมนาโนพาร์ทิเคิล คูณด้วย 100 ผลค านวณจะได้เป็นค่าร้อยละประสิทธิภาพของการ
กักเก็บ (%EE) โดยค่าร้อยละการกักเก็บยังค านวณได้จากการหาปริมาณสารส าคัญที่ไม่ถูกกักเก็บ      
ซึ่งสารนั้นอาจเกิดการตกตะกอนหรือละลายอยู่ในระบบการกระจายตัวและสามารถแยกได้ด้วยวิธี      
การกรองละเอียดเข้มข้น (ultra filtration method) ร่วมกับการปั่นเหวี่ยงโดยใช้ centrifuge     
filter tubes จากนั้นน าตัวอย่างส่วนที่ผ่านการกรองมาหาความเข้มข้นโดยใช้เครื่องมือ UV-visible 
spectrophotometer หรือ high performance liquid chromatography (HPLC) หรืออาจน าส่วน
ที่ไม่ผ่านการกรองไปท าละลายด้วยสารละลายอินทรีย์และหาความเข้มข้นด้วยวิธีเดียวกัน  
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2.2 การออกแบบการทดลอง 
การออกแบบการทดลองหรือ design of experiment (DOE) เป็นสิ่งจ าเป็นในการช่วย

ก าหนดและคัดเลือกตัวแปรที่ส าคัญส าหรับการทดลองที่ซับซ้อนอย่างเป็นระบบ เพ่ือช่วยในการค้นหา
ผลตอบสนอง (response) ที่ต้องการทราบได้ชัดเจนและแม่นย ายิ่งขึ้นโดยการหาค่าที่ เหมาะสม 
(optimization) จากการใช้แบบจ าลองหรือสมการทางคณิตศาสตร์มาอธิบาย การออกแบบการ
ทดลองสามารถศึกษาอิทธิพลจากตัวแปรหลายตัวไปพร้อมกันโดยให้จ านวนการทดลองที่น้อยกว่า
การศึกษาครั้งละหนึ่งตัวแปร โดยมีขั้นตอนหลักสามข้ันตอน (13) ได้แก่  

1. การวางแผน (planning) คือการระบุปัญหาหรือวัตถุประสงค์ที่ต้องการศึกษา การ
ก าหนดตัวแปรตามหรือผลตอบสนอง (dependent variable; X) ที่ต้องการวัดค่าและการก าหนด   
ตัวแปรอิสระ (independent variable; Y) แต่ละระดับ (level) ที่มีผลต่อตัวแปรตาม 

2. การออกแบบ (design) คือการก าหนดจ านวนข้อมูลที่ต้องการจากการทดลองของตัวแปร
แต่ละระดับ ก าหนดรูปแบบการทดลอง ก าหนดวิธีการสุ่มตัวอย่างและก าหนดรูปแบบทางคณิตศาสตร์
ของการทดลอง 

3. การทดลองและการวิเคราะห์ผล (experimental and analysis) คือขั้นตอนการเก็บ
รวบรวมข้อมูลและค านวณค่าสถิติที่เหมาะสม โดยใช้หลักการวิเคราะห์ความแปรปรวนร่วมกับการ
ตีความผลการวิเคราะห์ 

ส าหรับงานวิจัยออกแบบผลิตภัณฑ์นาโนพาร์ทิเคิลนิยมใช้วิธีการออกแบบพ้ืนที่ตอบสนอง 
(response surface methodology; RSM) โดยรวมเอาวิธีการวิเคราะห์แบบจ าลองการถดถอย 
(regression analysis) และการวิเคราะห์ความแปรปรวน (analysis of variance; ANOVA) มาใช้  
ในการท านายจุดที่เหมาะสมของตัวแปร  

แผนการทดลองแบบบ็อก-เบห์นเคน (Box-Behnken design) เป็นอีกหนึ่งวิธีในการออกแบบ 
RSM ที่นิยมใช้ในงานวิจัย Box-Behnken design เป็นการศึกษาผลของตัวแปรที่ประกอบด้วย 3 
ระดับได้แก่ ระดับต่ า (-1) ระดับกลาง (0) และระดับสูง (+1) โดยใช้หลักการของการทดลองแบบ 
factorial design 2 ปัจจัย 2 ระดับ (22) ผนวกกับการทดลองแบบ central composite design 
(CCD) โดยจะมีประสิทธิภาพมากกว่าใช้การทดลอง factorial 3 ปัจจัย 3 ระดับ (33) โดยให้จ านวน
ของหน่วยทดลอง (run order) น้อยกว่า factorial design ดังตารางที่ 3 เนื่องจากมีการคัดเลือก
ระดับของตัวแปรที่มีความเป็นไปได้ต่อผลตอบสนอง และไม่รวมระดับของตัวแปรที่ขีดจ ากัดบนและ
ล่างซึ่งต้องใช้ทรัพยากรจ านวนมาก การออกแบบการทดลองลักษณะนี้จึงสามารถช่วยลดข้อจ ากัด      
ทางกายภาพของกระบวนการทดลองในห้องปฏิบัติการได้เป็นอย่างดี (10) , (14)  
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ตารางท่ี 3 เปรียบเทียบการทดลอง Box-Behnken และ full factorial ทีศ่ึกษาปัจจัย 3 ระดับ (14) 
แบบการทดลอง  จ านวนการทดลอง คุณสมบัติ 

Box-Behnken 15  - เหมาะส าหรับศึกษาปัจจัยเชิงปริมาณ 
  (จ านวนท าซ้ า=3-5)  - ประมาณคา่อิทธิพลได้ทั้งรูปแบบเชิงเส้น  
       รูปแบบก าลังสอง และรูปแบบผลกระทบร่วม  
       ของ 2 ปัจจัยได ้

Full factorial 27  - ศึกษาได้ทั้งปัจจยัเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณ 
  (จ านวนท าซ้ า=1)  - ประมาณคา่อิทธิพลได้ในรูปแบบก าลังสอง  
       และรูปแบบผลกระทบร่วมได้ทกุกรณ ี
     - มีจ านวนการทดลองสูง และใช้งบประมาณมาก 

 
2.2.1 ตัวอย่างการประยุกต์ใช้ Box-Behnken design ส าหรับนาโนพาร์ทิเคิลไขมัน 

งานวิจัยในปี ค.ศ. 2011 Jifu และคณะ (ประเทศจีน) (15) ได้ท าการศึกษาผลของความ
เข้มข้นไขมันแข็ง ปริมาณสารลดแรงตึงผิว และอัตราส่วนสารส าคัญต่อไขมัน จ านวน 3 ระดับ ในการ
ผลิต SLNs บรรจุ  chloramphenicol ด้วยการออกแบบ Box-Behnken design ในโปรแกรม 
Design-Expert software โดยก าหนดผลตอบสนองเป็นความสามารถในการบรรจุสารส าคัญ ได้
จ านวนการทดลองทั้งหมด 17 runs ร่วมกับการวิเคราะห์ผลด้วยวิธีพ้ืนผิวตอบสนอง RSM ได้ผลของ
ค่าตัวแปรอิสระที่เหมาะสม (optimization) ในการเตรียม SLNs คือไขมันแข็ง 8%w/v สารลดแรงตึง
ผิว 8 %w/v และความเข้มข้นของ chloramphenicol 13.5 mg/ml ตามล าดับ ผลการทดลองที่ได้
แสดงประสิทธิภาพการบรรจุสารส าคัญถึง 83.29±1.23% ซึ่งมีลักษณะเฉพาะทางกายภาพที่ดีและยัง
มีประสิทธิภาพในการยืดระยะเวลาการปลดปล่อยสารส าคัญ (prolonged release) มากกว่า 48 
ชั่วโมง 

ปี ค.ศ. 2013 Mohd Yasir และ U.V.S. Sara (ประเทศอินเดีย ) (16) ได้ออกแบบ          
การทดลอง Box-Behnken design เพ่ือศึกษาผลของอัตราส่วนสารส าคัญต่อไขมันแข็ง ความเข้มข้น
ของสารลดแรงตึงผิว และความเร็วในการลดขนาดระหว่างการผลิตนาโนพาร์ทิเคิลไขมันแข็งบรรจุ  
haloperidol แต่ละตัวแปรมี 3 ระดับ โดยก าหนดผลตอบสนองเป็นขนาดอนุภาคเล็กที่สุด และ
ความสามารถในการบรรจุสารส าคัญสูงสุดที่ระบบสามารถเตรียมได้ ผลจากการทดลองจ านวน 17 
runs น ามาวิเคราะห์ด้วยวิธี RSM พบว่าระดับของตัวแปรที่เหมาะสมคืออัตราส่วน 1:2 โดยใช้ปริมาณ
สารลดแรงตึงผิวเท่ากับ 1.625%w/v และความเร็วรอบ 3,000 rpm ตามล าดับ ซึงได้ผลิตภัณฑ์ SLNs 
ที่มีอนุภาคขนาดเล็กเพียง 115.1 nm โดยมีความสามารถในการบรรจุสารส าคัญถึง 71.56%  

ปี ค.ศ. 2014 Mousumi Kar และคณะ (ประเทศอินเดีย) (17) ได้ท าการทดลองผลิต 
SLNs บรรจุ thiocolchicoside ในการศึกษาอิทธิพลของตัวแปร 3 ระดับ ได้แก่ ปริมาณไขมันแข็ง 
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ความเข้มข้นของสารลดแรงตึงผิว และอัตราส่วนของสารส าคัญต่อไขมัน ด้วย Box-Behnken design 
โดยก าหนดผลตอบสนองเป็นขนาดอนุภาคเล็กที่สุดและความสามารถในการบรรจุสารส าคัญสูงสุด  
จากนั้นท าการคัดเลือกระบบที่เหมาะสมจากการทดลองทั้งหมด 17 runs ผลการทดลองพบว่าระบบที่
ให้ความสามารถในการบรรจุสารส าคัญสูงสุดถึง 85% คือระบบที่มีปริมาณไขมันแข็งเท่ากับ 250 mg           
สารลดแรงตึงผิวความเข้มข้น 0.25% และปริมาณ thiocolchicoside เท่ากับ 10 mg โดยผลิตภัณฑ์ 
SLNs ที่ได้มีขนาดอนุภาคเท่ากับ 542 nm  
 
2.3 Salicylic acid 

2.3.1 สมบัติทางกายภาพและเคมี 
ข้อมูลส าคัญของกรดซาลิซิลิกจาก U.S. Pharmacopeial Convention (18) ระบุไว้

ดังต่อไปนี้ 
 

ชื่อทางเคมี: 2-Hydroxy benzoic acid หรือ beta-hydroxy benzoic acid 
สถานะ: ของแข็ง เป็นผงหรือผลึกสีขาว 
สูตรเคมี: C7H6O3 
โครงสร้างทางเคม:ี ภาพที่ 3 
มวลโมเลกุล: 138.12 g/mol 
ความเป็นกรด: pH 2.4 (รูปแบบสารละลายอ่ิมตัวในน้ า) 
จุดหลอมเหลว: 157-161ºC 
จุดเยือกแข็ง:  76ºC 
การละลายในน้ า: 0.2 g/ 100 ml ที่อุณหภูมิ 2°C  
ข้อมูลด้านพิษวิทยา: สามารถท าให้เกิดการระคายเคือง (mild irritation) บนผิวหนังกระต่าย   

ทีค่วามเข้มข้น 500 mg ต่อการสัมผัสสารเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
 
ภาพที่ 3 โครงสร้างทางเคมีของ salicylic acid (18) 
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2.3.2 ประสิทธิภาพการท างานของ salicylic acid (19-21) 
Salicylic acid ถูกน ามาใช้ประโยชน์ทางด้านการแพทย์ในลักษณะของยาทาภายนอก

เพ่ือรักษาอาการของผิวหนังที่มีความหนาหรือแข็งกระด้าง เช่น รักษาหูดและตาปลา (ความเข้มข้น 
10-20%) หรือรักษาเชื้อราที่ผิวหนัง (ความเข้มข้น 6%) เป็นต้น โดยปกติแล้วผิวหนังของคนเราจะมี
การผลัดเซลล์ผิวทุก 3 สัปดาห์และจะช้าลงเมื่อมีอายุมากขึ้น จึงเกิดการสะสมของเซลล์ผิวเก่าที่ตาย
แล้วแต่ยังจับกันแน่นไม่ยอมให้เกิดเซลล์ผิวใหม่ขึ้นมาทดแทน ด้วยกลไกการท างานของกรดชนิดนี้จะ
เข้าไปช่วยกระตุ้นผิวหนังให้เกิดการระคายเคืองหรือรบกวนผิวหนังชั้น stratum corneum ลดการ 
จับตัวของเคราตินในชั้นผิว เร่งกระบวนการผลัดเซลล์ผิวหนังก าพร้าที่ตายแล้วแต่ยังจับกันแน่นให้
ละลายหลุดลอกได้ง่ายขึ้น ดังภาพที่ 4 จึงกระตุ้นให้เกิดการสร้างเซลล์ผิวหนังใหม่ตามธรรมชาติและ
เผยผิวชั้นถัดมาซึ่งมีความเรียบและนุ่มนวลกว่า ส าหรับผลิตภัณฑ์เครื่องส าอาง salicylic acid 
สามารถน ามาใช้ได้หลากหลายจุดประสงค์ ได้แก่  

ผลิตภัณฑ์รักษาสิว (anti-acne) salicylic acid เป็นสารที่ละลายได้ดีในน้ ามันจึง
สามารถเข้าไปละลายสิ่งอุดตันรูขุมขนได้เป็นอย่างดี นอกจากนี้ด้วยความสามารถในการผลัดเซลล์ผิว
จึงช่วยให้รอยสิวและจุดด่างด าจางลงได้  

ผลิตภัณฑ์ชะลอวัย (anti-aging) ผิวหนังที่เกิดรอยเหี่ยวย่นจากความชราของผิวตาม
ธรรมชาติหรืออาจเกิดจากปัจจัยภายนอกอ่ืนๆ อย่างเช่นแสงแดดและอนุมูลอิสระจะมีลักษณะของ 
ร่องผิวที่ไม่สม่ าเสมอ มีเม็ดสีผิวมากขึ้น สูญเสียความชุ่มชื้นและความยืดหยุ่น การใช้ผลิตภัณฑ์ที่มี
ส่วนผสมของ salicylic acid สามารถช่วยให้ร่องรอยลึกดังกล่าวตื้นขึ้นได้จากการผลัดเปลี่ยนเซลล์ผิว
ดังที่กล่าวไปแล้วข้างต้น 

ผลิตภัณฑ์ขจัดรังแค (anti-dandruff) ใช้หลักการเดียวกับการผลัดเซลล์ผิวหนังหรือ   
เคราติน (keratin) ซึ่งช่วยลดปริมาณเซลล์ที่ตายแล้วบนหนังศีรษะให้หลุดออก ส่งผลในการช่วยลด
ปริมาณรังแคที่เกิดขึ้นบนหนังศีรษะได้  

 
ภาพที่ 4 การท างานของ salicylic acid (22) 
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เนื่องจาก salicylic acid สามารถออกฤทธิ์ได้ดีในสภาวะกรด การใช้ในเครื่องส าอาง
โดยทั่วไปที่ความเข้มข้นสูงหรือมีค่า pH ต่ าอาจก่อให้เกิดการระคายเคืองต่อผิวหนังและไวต่อแสงแดด
ได้ จึงมีการตั้งข้อก าหนดส าหรับการน ากรดชนิดนี้มาใช้ในผลิตภัณฑ์เครื่องส าอางในรูปแบบการ       
ออกฤทธิ์ที่ต่างกันออกไป ตัวอย่างเช่น พ.ร.บ. เครื่องส าอาง พ.ศ. 2535 ก าหนดให้ใช้กรดชนิดนี้เป็น
สารกันเสียที่ความเข้มข้นไม่เกิน 0.5% (ค านวณในรูปกรด) และห้ามใช้กับเด็กอายุต่ ากว่า 3 ปี ยกเว้น
แชมพู (23) หรือข้อก าหนดจาก ASEAN cosmetic document ก าหนดให้ใช้ในผลิตภัณฑ์รักษาสิว 
ผลัดเซลล์ผิว และขจัดรังแคที่ความเข้มข้นสูงสุดไม่เกิน 2% (ประเทศไทย ฟิลิปปินส์ และอินโดนีเซีย) 
(24)  

ด้วยข้อจ ากัดจากข้อมูลข้างต้นจึงมีงานวิจัยพัฒนาระบบน าส่งส าหรับ salicylic acid     
ออกมาอย่างแพร่หลายและมีการประยุกต์ใช้การห่อหุ้มสารส าคัญด้วยไมโครและนาโนเทคโนโลยี 
(encapsulation technology) เพ่ือยืดระยะเวลาการปลดปล่อย ซึ่งนอกจากจะช่วยลดโอกาสการ
เกิดการระคายเคืองแล้วยังช่วยเพ่ิมชีวประสิทธิผล (bioavailability) ส าหรับการเตรียมผลิตภัณฑ์       
ในรูปแบบที่หลากหลายรวมถึงการเพ่ิมประสิทธิภาพการท างานของ salicylic acid ให้ดียิ่งขึ้น  

2.3.3 ตัวอย่างงานวิจัยการพัฒนาระบบน าส่ง salicylic acid 
1) ไมโครเอนแคปซูเลชัน (microencapsulation) Huang และคณะ (ค.ศ. 2014) 

(25) ได้ท าการวิจัยผลิตไมโครแคปซูลจาก maltodextrin (MD) และ gum arabic (GA) เพ่ือเป็นระบบ
น าส่ง salicylic acid โดยใช้วิธีสเปรย์ดราย (spray dry) ผลการทดลองพบว่า การห่อหุ้ม salicylic 
acid ด้วย maltodextrin ร่วมกับ gum arabic ในอัตราส่วน 1:1 ช่วยปรับปรุงความสามารถการ
ละลายน้ าได้มากขึ้นถึง 29 mg/ml และยังช่วยยืดระยะเวลาการปลดปล่อยให้ยาวนานขึ้นกว่าระบบ
สารละลายในแอลกอฮอล์ นอกจากนี้ยังพบว่าการใช้ไมโครแคปซูลช่วยชะลอการซึมผ่านผิวหนังให้
เป็นไปอย่างช้าๆ ภายในระยะเวลาการทดลอง 19 ชั่วโมง  

2) ไลโปโซม (liposomes) งานวิจัยของ Bhalerao และคณะ (ค.ศ. 2003) (26) ศึกษา
การผลิตไลโปโซมบรรจุ  salicylic acid ด้วยเทคนิค thin film hydration พร้อมกับการศึกษา
คุณลักษณะเฉพาะและความคงตัว ผลจากการออกแบบการทดลองเบื้องต้นด้วย factorial design 
พบว่าระบบที่เตรียมโดยใช้ lecithin 10% choresterol 0.25% และความเร็วรอบในการปั่นผสม 
120 rpm ให้ผลการบรรจุ salicylic acid ได้ดีที่สุดคือ 42.60% อนุภาคที่เตรียมได้มีลักษณะเป็น       
ทรงกลมขนาดเฉลี่ย 0.2-0.826 µm ผลการศึกษาความคงตัว พบว่า การเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ที่
อุณหภูมิ 4-5ºC เป็นสภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการทดลอง  

3) นีโอโซม (niosomes) Junyaprasert และคณะ (ค.ศ. 2008) (27) ศึกษาผลของ
การใช้ membrane additives ต่างชนิดในการผลิตนีโอโซมบรรจุ  salicylic acid ประกอบด้วย     
ชนิด negative charge (dicetylphosphate; DCP) ชนิด positive charge (stearylamine, STR) 
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และชนิด non-ionic molecule (cholesteryl poly-24-oxyethylene ether, SC24) โดยท าการ    
ศึกษาลักษณะทางกายภาพ ในระบบที่มีค่า pH ต่างกัน พบว่านีโอโซมแต่ละชนิดมีขนาดอนุภาคเท่ากับ 
217–360 nm โดยระบบ pH 3 มีความสามารถในการบรรจุ salicylic acid สูงกว่าที่ pH 5 ท าให้
ทราบว่ากรดชนิดนี้ถูกกักเก็บได้ดีในสภาวะที่เป็น unionized form นอกจากนี้ผลการทดลองยังพบว่า 
membrane ชนิดประจุบวก STR มีความสามารถในการบรรจุ salicylic acid สูงสุด ส่วนการศึกษา
ความคงตัวของการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4ºC ในระยะเวลา 3 เดือนแสดงให้เห็นว่า membrane ชนิด
ประจุบวกและไม่มีประจุสามารถท าให้อนุภาคคงขนาดอยู่ในช่วงนาโนเมตรได้ในขณะที่ membrane 
ชนิดประจุลบ DCP แสดงความไม่คงตัวที่ pH 3 แต่อย่างไรก็ตามนีโอโซมบรรจุกรดซาลิซิลิกทั้ง 3 ชนิด
ยังมีประสิทธิภาพในการกักเก็บสารส าคัญไว้อย่างคงท่ีตลอดระยะเวลาการทดลอง  

4) อนุภาคนาโนทรานสเฟอร์โซม (transfersomal nanoparticles) Abdellatif 
และ Abou-Taleb (ค.ศ. 2016) (28) ได้พัฒนาระบบทรานสเฟอร์โซม (TRSs) เพ่ือใช้เป็นระบบน าส่ง
ให้กับ salicylic acid รูปแบบใหม่โดยใช้วิธีการเตรียมแบบ thin film hydration method และ
ศึกษาลักษณะทางกายภาพเปรียบเทียบกับทรานสเฟอร์โซมที่บรรจุซัลเฟอร์พบว่าขนาดอนุภาคของ 
TRSs บรรจุ salicylic acid มีขนาดใหญ่กว่า TRSs บรรจุซัลเฟอร์และ TRSs ไม่บรรจุสารส าคัญ คือ 
230±0.5 nm 212±0.5 nm และ 210±0.5 nm ตามล าดับ  ค่าศักย์ซีต้ า เท่ากับ -72±0.5 mV,           
-24±0.4 mV และ -41±0.5 mV ตามล าดับ อนุภาค TRSs บรรจุ salicylic acid สามารถเตรียมลงใน
ผลิตภัณฑ์เจลและช่วยปรับปรุงประสิทธิภาพการท างานได้ดีกว่าการเตรียมในรูปแบบเจลทั่วไป  

5) อนุภาคนาโนพาร์ทิเคิลไขมันแข็งและน้ ามัน (NLCs) ปีค.ศ. 2014 งานวิจัยของ 
Woo และคณะ (29) ได้พัฒนาอนุภาคนาโนพาร์ทิเคิลไขมันเพ่ือคุมการปลดปล่อย salicylic acid จาก
ไขมันแข็ง stearic acid ร่วมกับไขมันเหลว oleic acid ที่ปริมาณแตกต่างกัน โดยการประยุกต์ใช้วิธี 
melt emulsification method ร่วมกับ ultra sonication technique พบว่า อนุภาคที่เตรียมได้       
มีลักษณะเป็นทรงกลมที่มีขนาดอยู่ในช่วง 271±3 nm ถึง 332±3 nm ค่าศักย์ซีต้าแสดงแนวโน้ม
ความคงตัวที่ดีโดยมีค่าอยู่ในช่วง -39.4±0.5 mV ถึง -45±0.7 mV อนุภาคท่ีมีส่วนประกอบของ oleic 
acid 40% ของไขมันรวมในระบบ มีความสามารถในการบรรจุสารส าคัญสูงสุดถึง 69% salicylic 
acid ในรูปแบบสารละลายมีการปลดปล่อยผ่านเมมเบรนอย่างรวดเร็วภายใน 8 ชั่วโมง ในขณะที่
อนุภาคนาโนพาร์ทิเคิลไขมันมีลักษณะการควบคุมการปลดปล่อยอย่างช้า  ๆ ตลอดระยะเวลา          
การทดลอง 24 ชั่วโมง  
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2.4 กรอบแนวคิดในการศึกษา 
 
แผนภูมิที่ 2 กรอบแนวคิดในการศึกษา 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

การออกแบบการทดลอง (DOE) 

การวิเคราะห์ความแปรปรวนและการสร้างสมการถดถอย 

หาระดับของตัวแปรที่เหมาะสมด้วยวิธีพ้ืนผิวตอบสนอง RSM 

การประเมินคุณสมบัติเฉพาะของนาโนพาร์ทิเคิลไขมัน 

- ขนาดและการกระจายอนุภาค  - ค่าศักย์ซีต้า 

- ลักษณะทางสัณฐานวิทยา    

 

ศึกษาการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างผลึกด้วยเทคนิค 

Differential Scanning Calorimetry 

ทดสอบประสิทธิภาพการบรรจุสารส าคัญด้วยวิธี 

UV-visible spectrophotometry 

ทดสอบความคงตัวทางกายภาพและเคมี 

สรุปผลการทดลอง 
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บทที่ 3 
ระเบียบวิธีการศึกษา 

 
3.1 อุปกรณ์และสารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 

1. Centrifuge filter tube Amicon Ultra-4, 10kDa MW cut off จากบริษัท Merck 
(UFC801008) ประเทศเยอรมัน 

2. Stearic acid จากบริษัท Panreac Applichem (Lot 0000587945) ประเทศสเปน 
3. Salicylic acid จากบริษัท Ajax Finechem (Lot 1408251902) ประเทศออสเตรเลีย 
4. Lexol® GT-865 (capric/caprylic triglyceride) จากบริษัท Inolex Chemical (Lot 

DC7019) ประเทศสหรัฐอเมริกา 
5. Tween® 80 (Polysorbate 80) จากบริษัท QRec (Lot 1538090919) ประเทศนิวซีแลนด์ 
6. Absolute ethanol จากบริษัท จากบริษัท Merck (Lot 1009832500) ประเทศเยอรมัน 

 
3.2 เครื่องมือที่ใช้ในงานวิจัย 

1. High speed homogenizer จากบริษัท Heidolph ประเทศเยอรมัน 
2. C-MAG HS 7 hot plate stirrer จากบริษัท IKA ประเทศเยอรมัน 
3. Nanosizer DelsaTM Nano C จากบริษัท Beckman Coulter Inc. ประเทศสหรัฐอเมริกา 
4. Centrifuge จากบริษัท Hettich ประเทศเยอรมัน 
5. UV/visible spectrophotometer จากบริษัท Varian ประเทศออสเตรเลีย 
6. Microscope ECLIPSE 50i จากบริษัท Nikon ประเทศญี่ปุ่น 
7. Scanning electron microscope จากบริษัท LEO ประเทศอังกฤษ 
8. Differential scanning calorimeter จากบริษัท Perkin Elmer ประเทศญี่ปุ่น 
9. Differential scanning calorimeter NETZSCH model จากบริษัท Phoenix ประเทศ

อังกฤษ 
10. Alpha 1-2 freeze dryer จากบริษัท Martin Christ Inc. ประเทศเยอรมัน 
11. pH meter จากบริษัท Schott ประเทศเยอรมัน 
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3.3 วิธีการด าเนินงานวิจัย 

3.3.1 การทดลองเบื้องต้น  
1) การคัดเลือกระบบไขมัน (7) 

การทดลองเบื้องต้นเริ่มจากการคัดเลือกระบบไขมัน โดยทดสอบความสามารถของ
ไขมันหลอมที่ใช้ท าละลาย salicylic acid ประกอบด้วยไขมันแข็ง stearic acid ร่วมกับน้ ามันที่
คัดเลือกไว้ 3 ชนิดได้แก่ oleic acid, isopropyl myristate (IPM) และ capric/caprylic triglyceride 
(การทดลองนี้ใช้ชื่อทางการค้า Lexol® GT-865) ในอัตราส่วนไขมันแข็งต่อน้ ามันเท่ากับ 70:30 ท า
การหลอมที่อุณหภูมิ 75ºC จากนั้นทดสอบการท าละลายโดยค่อยๆหยดไขมันหลอมด้วยกระบอกฉีด
ยาลงใน salicylic acid ที่ชั่งน้ าหนักเตรียมไว้ 0.5 g ร่วมกับการปั่นผสมที่ 100 rpm ด้วย magnetic 
stirrer ทีอุ่ณหภูมิ 75ºC สังเกตการละลายของ salicylic acid ด้วยตาเปล่า เมื่อถึงจุดที่ละลายหมดจะ
ได้ส่วนผสมเป็นสารละลายใสและเปรียบเทียบปริมาณไขมันที่ใช้โดยวิธีการชั่งน้ าหนักก่อน-หลังโดยท า
การทดลองทั้งหมด 3 ซ้ า  

2) การปรับความเข้มข้นสารลดแรงตึงผิว  
การเตรียมนาโนพาร์ทิเคิลไขมันโดยใช้เทคนิคไมโครอิมัลชันมีจุดประสงค์ในการใช้

พลังงาน ความร้อน หรือแรงปั่น เพ่ือลดขนาดอนุภาคของหยดอิมัลชันเบื้องต้นให้มีขนาดเล็กอยู่ใน
ระดับนาโนเมตร ซึ่งลักษณะภายนอกท่ีสังเกตได้จะเป็นอิมัลชันใส โดยสีที่ปรากฏนั้นขึ้นอยู่กับชนิดของ
ไขมันและสารลดแรงตึงผิว ขั้นตอนการผลิตจะเริ่มจากการหลอมละลายส่วนผสมของอิมัลชันเบื้องต้น
ให้เป็นเนื้อเดียวกันที่อุณหภูมิสูงกว่าจุดหลอมเหลวของไขมันแข็ง 5-10ºC ก่อนที่จะกระจายตัวลงในน้ า
เย็นจัดเพ่ือฟอร์มเป็นอนุภาคไขมันแข็งระดับนาโนเมตร  

งานวิจัยนี้ต้องการผลิตนาโนพาร์ทิเคิลไขมันชนิด NLCs โดยเตรียมเป็นอิมัลชันใส     
ที่สภาวะอุณหภูมิ 75ºC ก่อนที่จะท าการกระจายอนุภาคเป็นไขมันแข็งในน้ าเย็น ผู้วิจัยจึงได้ท าการ
ทดลองเตรียมอิมัลชันเบื้องต้นด้วยปริมาณ total lipid เท่ากับ 10%w/v โดยใช้สารลดแรงตึงผิวที่หา
ได้ง่ายในห้องปฎิบัติการได้แก่  Tween® 80 ที่ความเข้มข้นเท่ากับ 5, 10, 15, 20 และ 25%w/v 
ร่วมกับ ethanol ความบริสุทธิ์ 95% เป็นสารลดแรงตึงผิวร่วม ในอัตราส่วน 1:1 เพ่ือเปรียบเทียบ
ลักษณะของอิมัลชันเบื้องต้นและผลิตภัณฑ์นาโนพาร์ทิเคิลที่ได้ โดยส่วนประกอบในการเตรียมอิมัลชัน
เบื้องต้นแบ่งออกเป็น 2 วัฏภาค ดังนี้ 

 
วัฏภาคน้ ามัน: Stearic acid      70% ของปริมาณ total lipid 

     Lexol® GT-865      30% ของปริมาณ total lipid 
     Salicylic acid      0.5%w/w 
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วัฏภาคน้ า:     Tween® 80       5–25%w/v 
     Ethanol 95%      ร่วมกับ Tween® 80 อัตราส่วน 1:1 
     น้ าปราศจากไอออน      ถึง 100% 

 
ในขั้นตอนการผลิต เริ่มจากการให้ความร้อนแก่สารทั้ง 2 วัฏภาคที่อุณหภูมิ 75ºC 

จากนั้นผสมทั้ง 2 วัฏภาค เข้าด้วยกันที่อุณหภูมิ 75ºC ให้เกิดเป็นอิมัลชันเบื้องต้น โดยค่อย ๆ เท          
วัฏภาคน้ ามันเป็นสายลงในวัฏภาคน้ าพร้อมกับการปั่นผสมด้วยเครื่อง high speed homogenizer 
โดยใช้ความเร็วรอบเท่ากับ 10,000 rpm เป็นเวลา 10 นาท ี

เตรียมเป็นนาโนพาร์ทิเคิลโดยการหยดอิมัลชันเบื้องต้นที่ได้ด้วยเข็มฉีดยาลงในน้ า
ปราศจากไอออนในอัตราส่วน 1:20 ที่อุณหภูมิ 2-3ºC อย่างรวดเร็วพร้อมการปั่นให้เกิดการกระจายตัว
ที่ความเร็วรอบ 100 rpm เป็นเวลา 10 นาที น านาโนพาร์ทิเคิลไขมันที่ได้บรรจุใส่ภาชนะปิดสนิท  
เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4±1ºC 

ประเมินผลิตภัณฑ์โดยการสังเกตลักษณะปรากฎของอิมัลชันเบื้องต้น และตรวจวัด     
การกระจายขนาดของอนุภาคของนาโนพาร์ทิเคิลไขมันบรรจุ salicylic acid (NLCs-SA) และทดสอบ
ความสามารถในการบรรจุสารส าคัญเบื้องต้น โดยมีขั้นตอนการวิเคราะห์ดังปรากฎในหัวข้อ 3.3.3 
และ 3.3.6 ภายหลังจากการเตรียม 24 ชั่วโมง  

3.3.2 การออกแบบการทดลอง 
งานวิจัยฉบับนี้ใช้การออกแบบการทดลอง Box-Behnken design ก าหนดตัวแปร

อิสระในการเตรียมอิมัลชันเบื้องต้นด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป MINITAB software (Trial Version 17, 
Minitab Inc., สหรัฐอเมริกา) จ านวน 3 ตัวแปร ดังปรากฏในภาคผนวก ก เพ่ือท าการทดลองเตรียม
อิมัลชันเบื้องต้นบรรจุ salicylic acid ให้ได้ผลิตภัณฑ์ NLCs-SA ที่มีอนุภาคขนาดเล็ก ตัวแปรอิสระ   
ที่ต้องการศึกษา ได้แก่ ปริมาณ total lipid (%w/v) อัตราส่วนของ stearic acid: Lexol® GT-865 
และความเข้มข้นของสารลดแรงตึงผิว Tween® 80 (%w/v) ก าหนดให้แต่ละตัวแปรที่ศึกษามีจ านวน 
3 ระดับ  ดังตารางที่ 4  
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ตารางท่ี 4 การก าหนดตัวแปรอิสระและผลตอบสนอง 

 
ส่วนประกอบในการเตรียมอิมัลชันเบื้องต้นแบบบรรจุ salicylic acid ด้วยเทคนิค       

ไมโครอิมัลชันจากการออกแบบการทดลอง Box-Behnken design แบ่งออกเป็น 2 วัฏภาค ดังนี้ 
 
วัฏภาคน้ ามัน: Stearic acid      60-80% ของปริมาณ total lipid 

     Lexol® GT-865      20-40% ของปริมาณ total lipid 
     Salicylic acid      0.5%w/w 

วัฏภาคน้ า:     Tween® 80       15–25%w/v 
     Ethanol 95%      ร่วมกับ Tween® 80 อัตราส่วน 1:1 
     น้ าปราศจากไอออน      ถึง 100% 

 
ในขั้นตอนการผลิต เริ่มจากการให้ความร้อนแก่สารทั้ง 2 วัฏภาคที่อุณหภูมิ 75ºC 

จากนั้นผสมทั้ง 2 วัฏภาค เข้าด้วยกันที่อุณหภูมิ 75ºC ให้เกิดเป็นไมโครอิมัลชันเบื้องต้นโดยเทวัฏภาค
น้ ามันเป็นสายลงในวัฏภาคน้ าพร้อมกับการปั่นผสมด้วยเครื่อง high speed homogenizer โดยเพ่ิม
ความเร็วรอบจากการทดลองเบื้องต้นเท่ากับ 12,000 rpm เป็นเวลา 10 นาท ี

เตรียมเป็นนาโนพาร์ทิเคิลโดยการหยดอิมัลชันเบื้องต้นที่ได้ด้วยเข็มฉีดยาลงในน้ า
ปราศจากไอออนในอัตราส่วน 1:20 ที่อุณหภูมิ 2-3ºC อย่างรวดเร็วพร้อมการปั่นให้เกิดการกระจายตัว
ทีค่วามเร็วรอบ 500 rpm เป็นเวลา 10 นาที น านาโนพาร์ทิเคิลไขมันที่ได้บรรจุใส่ภาชนะปิดสนิทและ 
เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4±1ºC  

ประเมินผลิตภัณฑ์ NLCs-SA จากการออกแบบการทดลอง Box-Behnken design 
โดยการสังเกตลักษณะปรากฎของอิมัลชันเบื้องต้น และตรวจวัดการกระจายขนาดของอนุภาคของ  
NLCs-SA ภายหลังจากการเตรียมเป็นเวลา 24 ชั่วโมง  

Variables Levels 

 Independent variables Low (-1) Medium (0) High (+1) 

 X1 = Total lipid (%w/v) 5 7.5 10 

 X2 = Stearic acid: Lexol® GT-865 1.5:1 2.75:1 4:1 

 X3 = Tween® 80 (%w/v) 15 20 25 

 Dependent variables  Response optimizer 

 Y = Mean particle size   Minimize 
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ตารางท่ี 5 ส่วนประกอบในการเตรียมอิมัลชันเบื้องต้นจาก Box-Behnken design 

Run order 
X1  

Total lipid (%w/v)  

X2  

Stearic acid: Lexol® GT-865 
X3  

Tween®80 (%w/v) 

1 7.5 2.75:1 20 

2 7.5 1.5:1 25 
3 10 1.5:1 20 
4 7.5 2.75:1 20 

5 7.5 2.75:1 20 
6 7.5 1.5:1 15 
7 7.5 2.75:1 20 
8 5 4:1 20 

9 10 2.75:1 25 
10 7.5 4:1 25 

11 10 4:1 20 
12 7.5 4:1 15 

13 5 1.5:1 20 
14 7.5 2.75:1 20 
15 10 2.75:1 15 

16 5 2.75:1 25 
17 5 2.75:1 15 

 
3.3.3 การวิเคราะห์ผลการทดลองจาก Box-Behnken design 

เมื่อได้ผลิตภัณฑ์จาก Box-Behnken design ดังตารางที่ 5 แล้ว ท าการวิเคราะห์ผล
ทางสถิติด้วยวิธี response surface methodology (RSM) โดยการตั้งค่าผลตอบสนองในโปรแกรม
ส าเร็จรูป MINITAB software (Trial Version 17, Minitab Inc., สหรัฐอเมริกา) อันประกอบด้วย 
regression analysis, analysis of variance (ANOVA) และ response surface plot เ พ่ือศึกษา
อิทธิพลจาก  ตัวแปรอิสระ และประมาณค่าของตัวแปรอิสระที่เหมาะสมในการเตรียมอิมัลชันเบื้องต้น 
ให้ได้ผลตอบสนองเป็นผลิตภัณฑ์ NLCs-SA ที่มีขนาดอนุภาคเล็กที่สุดในระบบตัวแปรอิสระที่
ท าการศึกษา ตามข้ันตอนดังนี้ 

1. คัดเลือกสมการแบบจ าลองที่ใช้อธิบายการเปลี่ยนแปลงของขนาดอนุภาค 
2. ตรวจสอบความเหมาะสมของสมการแบบจ าลอง 
3. ศึกษานัยส าคัญของตัวแปรอิสระจากสมการแบบจ าลอง 
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4. ศึกษาความสัมพันธ์ของตัวแปรอิสระที่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงขนาดอนุภาค 
5. ประมาณค่าของตัวแปรอิสระที่เหมาะสมในการเตรียมอิมัลชันเบื้องต้น 
จากนั้นเตรียมตัวอย่างในรูปแบบของนาโนพาร์ทิเคิลไขมันไม่บรรจุ  salicylic acid 

(NLCs) เพ่ือท าการเปรียบเทียบลักษณะทางกายภาพและความคงตัวในระยะเวลาการทดลอง 90 วันที่
อุณหภูมิการเก็บรักษา 4±1ºC 

3.3.4 การวิเคราะห์การกระจายขนาดอนุภาคและค่าศักย์ซีต้า 
ประเมินลักษณะทางกายภาพของนาโนพาร์ทิเคิลไขมันที่เตรียมได้ โดยใช้เครื่องวัด

ขนาดอนุภาค Beckman Coulter รุ่น DelsaTM Nano C เจือจางตัวอย่าง NLCs-SA และ NLCs ใน
อัตราส่วน 1:2 ด้วยน้ าปราศจากไอออนและตั้งทิ้งไว้ที่สภาวะอุณหภูมิ 25ºC เป็นเวลา 10 นาทีแล้วเริ่ม
วิเคราะห์ตามขั้นตอนดังนี้ 

1) การวิเคราะห์การกระจายขนาดอนุภาค 
ท าการวัดขนาดอนุภาคเฉลี่ย (mean particle size) และดัชนีการกระจายขนาด 

(polydispersity index; PI) โดยเตรียมตัวอย่างลงใน quartz cuvette cell ให้ถึงระดับที่เซ็นเซอร์
สามารถตรวจวัดได้ จากนั้นเริ่มตั้งโปรแกรมการตรวจวัด particle size measurement ควบคุม
อุณหภูมิระหว่างการตรวจวัดที่ 25ºC จ านวนซ้ า 3 ครั้งต่อ 1 ตัวอย่าง บันทึกผลการวัดขนาดอนุภาค
พร้อมกับค่า PI  

2) การวิเคราะห์ค่าศักย์ซีต้า  
การวัดค่าศักย์ซีต้า (zeta potential; ZP) เตรียมตัวอย่างลงใน flow cell จากนั้น

ตั้งโปรแกรมการตรวจวัด zeta potential measurement โดยควบคุมอุณหภูมิระหว่างตรวจวัดที่ 
25ºC จ านวนซ้ า 3 ครั้งต่อ 1 ตัวอย่าง บันทึกผลการวัดค่า ZP ในหน่วย mV 

3.3.5 การตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
ท าการตรวจสอบลักษณะการกระจายตัวเบื้องต้นของอนุภาคนาโนพาร์ทิเคิลไขมันจาก

การทดลอง Box-Behnken design ด้วยกล้อง Nikon microscope ECLIPSE 50i พร้อมกับโปรแกรม 
NIS element imaging software และตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาของอนุภาคของต ารับ
คัดเลือกด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (scaning eletron microscope, SEM) โดย
เตรียมหยดตัวอย่าง NLCs-SA และ NLCs ลงบน carbon-coated grid (3 grids ต่อ 1 ตัวอย่าง)      
รอให้แห้งและปราศจากความชื้นใน desiccator เป็นเวลา 1 ชั่วโมงก่อนท าการวิเคราะห์ด้วย 
accelerating voltage 15 kV ที่สภาวะอุณหภูมิ 25ºC  
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 3.3.6 การตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างผลึก (30) 
ตรวจสอบระดับความเป็นผลึก  (degree of crystallization; DC) และติดตาม       

การเปลี่ยนแปลงโครงสร้างผลึก (polymorphic transformations) ด้วยเครื่องมือ differential 
scanning calorimeter (DSC) โดยเตรียมตัวอย่างไขมันแข็ง stearic acid เป็นไขมันอ้างอิงในรูปแบบ
ผลึกสมบูรณ์หรือ 100%DC และเตรียมไขมันผสม stearic acid: Lexol® GT-865 ตามอัตราส่วนที่ได้
จากการประมาณค่าในหัวข้อ 3.3.3 คือ 4:1 เป็นไขมันต้นแบบ (bulk lipid) ด้วยการหลอมไขมันที่
อุณหภูมิ 75ºC เป็นเวลา 30 นาที และส าหรับตัวอย่างนาโนพาร์ทิเคิลไขมัน NLCs-SA และ NLCs 
เตรียมโดยการท าให้แห้งในเครื่อง freeze dry เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ตัวอย่างทั้งหมดเก็บรักษาไว้ที่
อุณหภูมิ 4±1ºC ก่อนท าการวิเคราะห์ 

ชั่งตัวอย่าง stearic acid, bulk lipid, NLCs-SA และ NLCs ประมาณ 7-8 mg ลงใน 
aluminium pan (40 µL) เริ่มการวิเคราะห์ที่สภาวะ heating run 10–200ºC โดยใช้ heating-
cooling rate ต่อเนื่อง 5 K/min ภายใต้ inert nitrogen 70 ml/min ผลการวิเคราะห์ที่ได้แสดงเป็น
ค่า melting point (m.p.) และค่า enthalpy (∆H) จากนั้นน ามาค านวณหาค่าร้อยละของระดับ
ความเป็นผลึกตามสมการ  
 

Degree of crystallization, DC (%) =     ∆Hsample     x 100% 
                           ∆H bulk lipid 
 

เมื่อก าหนดให้ ∆Hsample และ ∆Hbulk lipid คือค่า enthalpy ของตัวอย่างอนุภาคนาโน
พาร์ทิเคิลไขมันและไขมันต้นแบบตามล าดับ โดยการติดตามการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างผลึกของ 
NLCs-SA และ NLCs ใน 2 ช่วงเวลา คือ ภายหลังจากกระบวนการเตรียมผลิตภัณฑ์ เป็นเวลา          
24 ชั่วโมง (freshly prepared) และภายหลังจากการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4±1ºC เป็นเวลา 60 วัน 

3.3.7 การประเมินความสามารถในการบรรจุสารส าคัญ  
1) สร้างกราฟมาตรฐาน  

เตรียมสารละลาย salicylic acid ใน absolute ethanol ร่วมกับน้ าปราศจาก
ไอออนอัตราส่วน 1:9 ให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 1 - 25 µg/ml และตรวจวัดค่าการดูดกลืนแสงที่      
ความยาวคลื่น 296 nm จากนั้นพลอตกราฟความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นสารมาตรฐานและ       
ค่าการดูดกลืนแสงดังแผนภูมิที่ 3 
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2) วิเคราะห์หาปริมาณ free salicylic acid  
งานวิจัยนี้ใช้เทคนิค ultra filtration method (29) ในการวิเคราะห์หาปริมาณ 

salicylic acid ที่ไม่ถูกกักเก็บในอนุภาคนาโนพาร์ทิเคิลไขมัน โดยเริ่มจากการชั่งตัวอย่างนาโน          
พาร์ทิเคิลไขมันบรรจุ salicylic acid 4.00 g ลงใน centrifuge filter tube (10kDa MW cut off) 
ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 rpm เป็นเวลา 15 นาที จ านวน 5 รอบที่อุณหภูมิ 25ºC จากนั้น        
ปิเปตตัวอย่างส่วนใสจาก centrifuge filter tube เจือจางด้วย absolute ethanol และน้ าปราศจาก
ไอออนในอัตราส่วนเช่นเดียวกับสารมาตรฐาน ตรวจวัดค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่างที่เตรียมได้ และ
ค านวณหาปริมาณของ salicylic acid ด้วยสมการ y = mx + b จากกราฟมาตรฐาน 
 
แผนภูมิที่ 3 ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นสารมาตรฐานและค่าการดูดกลืนแสง 

 

ความเข้มข้นที่ได้จากกราฟมาตรฐานคือปริมาณ free salicylic acid ที่พบในส่วนของ
สารละลายใสจาก filter tube น ามาใช้ประเมินความสามารถในการกักเก็บสารส าคัญ โดยหักลบจาก
ปริมาณ salicylic acid เริ่มต้นที่เติมในต ารับ ค านวณเป็นค่าร้อยละตามสมการ 
 

Encapsulation efficacy, EE (%) =     WT – WF     x 100 
                   WT 

 
เมื่อก าหนดให้ WT คือปริมาณของ salicylic acid ที่เติมในต ารับ และ WF  คือปริมาณ 

free salicylic acid ทีไ่ด้จากการวิเคราะห์ 

y = 0.0249x + 0.0016
R² = 0.9996
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3.3.8 ความคงตัวทางกายภาพและเคมี 
เก็บตัวอย่างนาโนพาร์ทิเคิลไขมันปริมาณ 30 g ในภาชนะขวดแก้วปิดสนิทที่อุณหภูมิ 

4±1ºC โดยเก็บตัวอย่างจ านวนซ้ า 3 ครั้งต่อ 1 ตัวอย่าง ท าการวิเคราะห์ผลการวัดขนาดและการ
กระจายขนาดอนุภาค ค่าศักย์ซีต้า และร้อยละความสามารถในการบรรจุสารส าคัญ ที่ระยะเวลา
เริ่มต้น 1, 7, 15, 30, 60 และ 90 วันตามล าดับ 

3.3.9 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
วิเคราะห์ผลการทดลองที่ได้จากการศึกษาความคงตัวทางกายภาพและเคมีโดยด้วยวิธี

ทางสถิติ การหาความแปรปรวนทางเดียว (one-way ANOVA) ส าหรับการเปรียบเทียบความแตกต่าง
ภายในตัวอย่างเดียวกันในแต่ละช่วงเวลา และการทดสอบทางสถิติ paired t-test ส าหรับการ
เปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างตัวอย่างสองกลุ่มที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (α=0.05, p<0.05) 
 
3.4 แผนการด าเนนิงาน 
 
ตารางท่ี 6 แผนการด าเนินงาน 

 

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

1

ทบทวนวรรณกรรม

น ำเสนอโครงร่ำงงำนวจิัย

2

ออกแบบกำรทดลอง

และพฒันำผลิตภัณฑ์

3

ศึกษำตัวแปรที่ส ำคัญ
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บทที่ 4 
ผลการวิจัย 

 
4.1 การทดลองเบื้องต้น 

4.1.1 การคัดเลือกระบบไขมัน 
จากการทดลองคัดเลือกระบบไขมันแข็ง stearic acid ร่วมกับน้้ามันทั้ง 3 ชนิด         

ได้ผลการทดลองดังตารางที่ 7  
 

ตารางท่ี 7 ผลการทดสอบความสามารถในการท้าละลาย salicylic acid ของไขมันแต่ละระบบ 
ไขมันแข็ง:น้้ามัน Salicylic acid ไขมันหลอมที่ใช ้ การละลายของ salicylic acid 

(70:30) (g) (g) ต่อไขมันหลอม 1 g 

Stearic acid: Oleic acid 0.5 3.23±0.01 0.155 
Stearic acid: IPM 0.5 3.44±0.01 0.145 

Stearic acid: Lexol® GT-865 0.5 2.98±0.01 0.168 

หมายเหตุ: ปริมาณไขมันหลอมที่ใช้แสดงเป็นค่าเฉลี่ยจากการทดลองซ้้า 3 ครั้ง (mean±SD) 
 

จากการทดสอบการท้าละลาย โดยใช้ไขมันหลอมทั้ง 3 ระบบที่อัตราส่วน 70:30 
พบว่า ไขมันหลอมที่ใช้ท้าละลาย salicylic acid 0.5 g ได้ดีที่สุด ได้แก่  stearic acid: Lexol®           
GT-865 โดยมีค่าความสามารถในการละลายของ salicylic acid เท่ากับ 0.168 g ต่อไขมันหลอม 1 g 
รองลงมา ได้แก่ ระบบ stearic acid: oleic acid มีความสามารถในการละลายของ salicylic acid 
เท่ากับ 0.155 g ต่อไขมันหลอม 1 g และระบบที่ท้าละลายได้น้อยที่สุดคือ stearic acid: IPM 
ความสามารถในการละลายของ salicylic acid เท่ากับ 0.145 g ต่อไขมันหลอม 1 g โดยจากการ
ค้านวณทางสถิติไม่พบความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญจากไขมันหลอมทั้ง 3 ระบบ แต่อย่างไรก็ตาม          
ผลการทดสอบนี้ท้าให้ทราบว่าหากต้องการเตรียมตัวอย่าง NLCs-SA จ้าเป็นต้องใช้ปริมาณ             
ไขมันหลอมอย่างน้อย 6-7 เท่าของ salicylic acid จึงจะสามารถท้าละลายและเตรียมเป็น            
อิมัลชันเบื้องต้นได้ 

วิธีทดสอบดังกล่าวเป็นวิธีเบื้องต้นที่ช่วยให้ผู้วิจัยสามารถตั้งสมมติฐานถึงโอกาสที่ระบบ 
NLCs จะสามารถบรรจุ salicylic acid ได้ในปริมาณสูง เนื่องจากการละลายได้ดีในระบบไขมัน              
ที่เลือกใช้ ผู้วิจัยจึงเริ่มต้นเตรียมต้ารับโดยการใช้ระบบไขมัน stearic acid: Lexol® GT-865 ซึ่ง         
ให้ผลการท้าละลาย salicylic acid ได้ดีที่สุดในอัตราส่วน 70:30 มาท้าการทดลองในขั้นตอนต่อไป 
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4.1.2 การปรับความเข้มข้นสารลดแรงตึงผิว  
วิธีการประเมินที่ง่ายที่สุดจากการใช้เทคนิคไมโครอิมัลชันคือการสังเกตอิมัลชัน

เบื้องต้นที่มีลักษณะใส โดยผลจากการทดลองปรับความเข้มข้นสารลดแรงตึงผิว  Tween® 80             
ที่ความเข้มข้น 5, 10, 15, 20 และ 25%w/v ร่วมกับ ethanol ความบริสุทธิ์ 95% ในอัตราส่วน 1:1 
พบว่าลักษณะอิมัลชันเบื้องต้นที่ได้มีความแตกต่างกันดังแสดงในภาพที่  5 ณ อุณหภูมิ 75ºC            
อิมัลชันเบื้องต้นที่มีสารลดแรงตึงผิวความเข้มข้นเท่ากับ 25%w/v และ 20%w/v  มีลักษณะใส                        
ที่ความเข้มข้นเท่ากับ 15%w/v อิมัลชันมีลักษณะค่อนข้างขุ่นเป็นเนื้อเดียวกัน ที่ความเข้มข้นเท่ากับ 
10%w/v อิมัลชันมีลักษณะแยกชั้น และที่ความเข้มข้นเท่ากับ 5%w/v อิมัลชันมีลักษณะขุ่นขาว และ
มีหยดน้้ามันขนาดเล็กกระจายอยู่บนผิวของอิมัลชัน โดยผลการวัดการกระจายขนาดอนุภาคและ
ความสามารถในการบรรจุสารส้าคัญของผลิตภัณฑ์ NLCs-SA หลังจากการเตรียมเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
จากอิมัลชันเบื้องต้นท้ัง 5 ต้ารับแสดงในตารางที่ 8 
 
ภาพที่ 5 ลักษณะปรากฏของอิมัลชันเบื้องต้น ณ อุณหภูมิ 75ºC จากการปรับความเข้มข้นของ 
Tween® 80 เริ่มจากภาพซ้ายเท่ากับ 25, 20, 15, 10 และ 5%w/v ตามล้าดับ 

 
 
ตารางที่  8 ลักษณะปรากฏของอิมัลชันเบื้องต้น ผลการวัดการกระจายขนาดอนุภาค และ
ความสามารถในการบรรจุสารส้าคัญของตัวอย่าง NLCs-SA ที่ม ีTween® 80 ความเข้มข้นต่างกัน 

สารลดแรงตึงผิว  
(%w/v) 

ลักษณะปรากฏ 
Particle size  

(nm) 
PI 

EE  
(%) 

25.00 อิมัลชันใสสีเหลือง 249.03±3.09 0.136±0.01 74.70 

20.00 อิมัลชันใสสีเหลือง 300.83±1.36 0.212±0.03 71.66 

15.00 อิมัลชันค่อนข้างขุ่นเป็นเนื้อเดียวกัน 349.57±3.13 0.245±0.02 68.16 

10.00 อิมัลชันแยกชั้น 528.33±5.25 0.224±0.00 N/A 

5.00 อิมัลชันขุ่นขาวมีหยดน้้ามันเล็กๆ 757.73±10.13 0.217±0.01 N/A 

หมายเหตุ: ผลการวัดการกระจายขนาดอนุภาคเป็นค่าเป็นค่าเฉลี่ยจากการตรวจวัดซ้้า 3 ครั้ง 
.(mean±SD) 
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ผลการทดลองตารางที่ 8 แสดงให้เห็นว่าตัวอย่าง NLCs-SA ที่มีสารลดแรงตึงผิว Tween® 80 

ความเข้มข้น 25%w/v มีขนาดอนุภาคเล็ก มีการกระจายขนาดแคบ และมีความสามารถในการบรรจุ 

salicylic acid ได้สูงถึง 74.70%w/v และตัวอย่างที่มีสารลดแรงตึงผิวความเข้มข้น 20%w/v มีขนาด

อนุภาคใหญ่ขึ้น การกระจายขนาดกว้างขึ้น และมีความสามารถในการบรรจุ salicylic acid ลดลง

เท่ากับ 71.66%w/v โดยที่ทั้ งสองตัวอย่างมีลักษณะของอิมัลชันใส ซึ่งเป็นสิ่งที่น่าสังเกตว่า          

ความเข้มข้นของสารลดแรงตึงผิวอาจมีผลต่อการกระจายขนาดอนุภาคและความสามารถในการ     

บรรจุสารส้าคัญ 

หากพิจารณาอีกหนึ่งผลการทดลองเตรียมอิมัลชันเบื้องต้นของตัวอย่าง NLCs-SA ที่มี          

สารลดแรงตึงผิวความเข้มข้น 15%w/v ไม่ได้มีลักษณะทางกายภาพเป็นอิมัลชันใส แต่อิมัลชันเบื้องต้น

ยังมีความเป็นเนื้อเดียว และมีความสามารถในการบรรจุสารส้าคัญที่ดีระดับหนึ่ง เมื่อพิจารณา     

ขนาดอนุภาคของ NLCs-SA ที่ได้ยังมีขนาดเล็กกว่า 500 nm และมีค่า PI ต่้ากว่า 0.25 ดังนั้นผู้วิจัยจึง

มองเห็นแนวโน้มของโอกาสที่ระบบดังกล่าวจะมีลักษณะทางกายภาพที่ดีขึ้น คือ อาจท้าให้อิมัลชัน        

มีลักษณะใส ผลิตภัณฑ์ NLCs-SA มีอนุภาคขนาดเล็ก และอาจบรรจุสารส้าคัญได้ในปริมาณสูง เมื่อ     

ท้าการลดสัดส่วนของวัฏภาคน้้ามันโดยใช้สารลดแรงตึงผิวความเข้มข้น 15%w/v  

จากการทดลองเบื้องต้นจะเห็นได้ว่าสิ่งที่ส่งผลต่อลักษณะทางกายภาพของอิมัลชันเบื้องต้น

และผลิตภัณฑ์ NLCs-SA ต้องพิจารณาจากหลายปัจจัยประกอบกัน การเตรียมอิมัลชันใสจากเทคนิค     

ไมโครอิมัลชันจ้าเป็นต้องเตรียมระบบที่มีสัดส่วนของวัฏภาคน้้าและวัฏภาคน้้ามันอย่างเหมาะสม 

ผู้วิจัยจึงมีความสนใจที่จะศึกษาระบบการเตรียมอิมัลชันเบื้องต้นด้วยการปรับสัดส่วนของสาร

องค์ประกอบที่ปริมาณแตกต่างกัน โดยใช้หลักการออกแบบการทดลองทางสถิติเพ่ือศึกษาอิทธิพลจาก

ปัจจัยเหล่านั้น และประเมินผลการทดลองที่ได้ด้วยการวัดขนาดอนุภาค ดังแสดงในหัวข้อที่ 4.2 

 

4.2 การออกแบบการทดลอง Box-Behnken design 
 ผลจากการทดลอง Box-Behnken design ด้วยตัวแปรอิสระ 3 ตัวแปร ได้แก่ ปริมาณ total 
lipid (%w/v), อัตราส่วนของ stearic acid: Lexol® GT-865 และความเข้มข้นของสารลดแรงตึงผิว 
Tween® 80 (%w/v) ทั้ง 3 ระดับ ได้ผลการวัดขนาดอนุภาคเฉลี่ย (mean particle size) ของ
ตัวอย่าง NLCs-SA จากระบบอิมัลชันเบื้องต้นท้ังหมด 17 ชุด ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 9 
 
 
 



31 
 

ตารางท่ี 9 ผลการทดลองจาก Box-Behnken design 

Run 
order 

X1  
Total lipid 

(%w/v)  

X2  
Stearic acid: Lexol® 

GT-865 

X3  
Tween®80 

(%w/v) 

Y  
Mean particle size 

(nm) 
1 7.5 2.75:1 20 321.57±5.82 

2 7.5 1.5:1 25 1,418.47±47.51 
3 10 1.5:1 20 329.23±2.87 

4 7.5 2.75:1 20 338.00±2.90 
5 7.5 2.75:1 20 294.61±13.93 

6 7.5 1.5:1 15 239.89±2.19 
7 7.5 2.75:1 20 307.07±13.51 
8 5 4:1 20 1,202.70±41.91 
9 10 2.75:1 25 217.87±1.84 

10 7.5 4:1 25 386.43±0.97 
11 10 4:1 20 196.07±5.12 
12 7.5 4:1 15 219.47±1.10 
13 5 1.5:1 20 1,074.57±192.83 
14 7.5 2.75:1 20 301.60±4.57 

15 10 2.75:1 15 312.60±8.53 
16 5 2.75:1 25 1,078.97±28.83 

17 5 2.75:1 15 249.47±1.16 

หมายเหตุ : ผลการวัดขนาดอนุภาคเป็นค่าเฉลี่ยจากการเตรียมอิมัลชันเบื้องต้นจ้านวน 3 ซ้้า              
ใ(mean±SD) 

 
จากผลการทดลอง Box-Behnken design ตารางที่ 9 พบว่าระบบอิมัลชันเบื้องต้นจาก     

ตัวแปรอิสระทั้งสามตัวแปร ให้ผลิตภัณฑ์ NLCs-SA ที่มีขนาดอนุภาคเฉลี่ยตั้งแต่ 196.07±5.12 nm 
จนถึง 1,418.47±47.51 nm หลังจากการผลิตและเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4±1ºC เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
โดยระบบอิมัลชันเบื้องต้นจากชุดทดลองที่ 11 คือปริมาณ total lipid เท่ากับ 10%w/v อัตราส่วน
ของ stearic acid: Lexol® GT-865 เท่ากับ 4:1 และความเข้มข้นของ Tween® 80 เท่ากับ 20%w/v 
ให้ผลการวัดขนาดอนุภาคเฉลี่ยเล็กที่สุด  ซึ่งมีลักษณะอิมัลชันเบื้องต้นเป็นอิมัลชันใสสีเหลือง               
ดังภาพที่ 6 
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ภาพที่ 6 ลักษณะอิมัลชันเบื้องต้น ณ อุณหภูมิ 75ºC จาก Box-Behnken design 

 
 

จากภาพที่ 6 อิมัลชันเบื้องต้นที่ปรากฏลักษณะเป็นอิมัลชันใสได้แก่ ชุดการทดลองที่ 2, 3, 8, 
9, 10, 11, 13 และชุดการทดลองท่ี 16 โดยให้ลักษณะปรากฏเช่นเดียวกันเมื่อเตรียมอิมัลชันเบื้องต้น
ทั้งหมด 3 ซ้้า หากพิจารณาผลการวัดขนาดอนุภาค NLCs-SA จากชุดการทดลองเหล่านี้พบว่าอิมัลชัน
ใสทั้ง 8 ชุดการทดลอง ให้ผลิตภัณฑ์ NLCs-SA ที่มีขนาดอนุภาคแตกต่างกันคือ 1,418.47±47.51 nm, 
329.23±2.87 nm, 1,202.70±41.91 nm, 217.87±1.84 nm, 386.43±0.97 nm, 196.07±5.12 
nm, 1,074.57±192.83 nm และ 1,078.97±28.83 nm ตามล้าดับ ซึ่งเป็นที่น่าสังเกตว่าส่วนใหญ ่      
ได้ผลิตภัณฑ์ NLCs-SA ที่มขีนาดอนุภาคใหญ่กว่า 1,000 nm  

ผลการทดลองข้างต้นช่วยตอบข้อสันนิษฐานของผู้วิจัยที่ว่า การเตรียมอิมัลชันเบื้องต้นให้มี
ลักษณะใส ณ อุณหภูมิ 75ºC จะได้ผลิตภัณฑ์ NLCs-SA ที่มีอนุภาคขนาดเล็กนั้นอาจไม่เป็นจริง   
เสมอไป จึงจ้าเป็นต้องใช้การวิเคราะห์ผลทางสถิติในการศึกษาอิทธิพลจากตัวแปรอิสระทั้งสามตัวแปร    
พร้อมกัน เพ่ือหาระบบที่เหมาะสมในการเตรียมอิมัลชันเบื้องต้นให้ได้ NLCs-SA อนุภาคขนาดเล็ก 
ตามวิธีการของ response surface methodology (RSM) ด้วยโปรแกรม MINITAB ตามหัวข้อที ่4.3 
 
4.3 การวิเคราะห์ผลการทดลองจาก Box-Behnken design 

4.3.1 การคัดเลือกสมการแบบจ้าลอง 
ใช้ตัว เลือก analysis response surface design (ภาคผนวก ข ) จากโปรแกรม 

MINITAB ในการคัดเลือกสมการแบบจ้าลอง ที่สามารถอธิบายการเปลี่ยนแปลงของขนาดอนุภาค        
อันเกิดจากตัวแปรอิสระทั้งสามตัวแปร โดยรูปแบบของสมการแบบจ้าลอง regression analysis           
มีทั้งหมด 4 รูปแบบ (31) ดังสมการที่ (1) ถึง (4) โดยก้าหนดให้ค่า Y คือขนาดอนุภาคเฉลี่ย Xi คือ          
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ตัวแปรอิสระ β0 คือค่าคงที่ (constant) ของสมการแบบจ้าลอง และ β1, β2, β3 คือค่าสัมประสิทธิ์       
การถดถอย (coefficient) ของแต่ละตัวแปรอิสระในสมการแบบจ้าลอง regression model ดังนี้ 

 
Linear model :  Y = β0 + β1X1 + β2X2 + β3X3       (1) 
Linear+square model :  Y = β0 + β1X1 + β2X2 + β3X3 + β11X1

2 + β22 X2
2  (2) 

+ β33 X3
2   

Linear+interaction model :  Y = β0 + β1X1 + β2X2 + β3X3 + β12 X1 X2 +   (3) 
β13 X1 X3 

Full quadratic model :  Y = β0 + β1X1 + β2X2 + β3X3 + β11X1
2 + β22 X2

2  (4) 
+ β33 X3

2+ β12 X1 X2 + β13 X1 X3  
 

เกณฑ์การคัดเลือกแบบจ้าลองที่อธิบายผลการทดลองได้ดีที่สุดคือการพิจารณาจากค่า      
ความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (S) และค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (R2) ของแต่ละแบบจ้าลอง
เปรี ยบ เที ยบกัน  จากการใช้ โปรแกรม MINITAB ประมวลผลด้ วยวิ ธี  response surface 
methodology  (RSM) ได้ค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐานและค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจของ          
แต่ละแบบจ้าลองดังตารางที่ 10  โดยค่า R2

adj ในตารางคือค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจที่ปรับค่าแล้ว     
ใช้ประกอบการพิจารณาเมื่อข้อมูลมีจ้านวนน้อยกว่า 30 ตัวอย่าง (13) 
 
ตารางท่ี 10 ค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐานและค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจของแบบจ้าลอง 

Model R2 R2 
adj S 

Linear 0.5662 0.4661 296.687 
Linear+square 0.7023 0.5237 280.214 

Linear+interaction 0.7506 0.6010 256.484 
Full quadratic 0.8867 0.7411 206.582 

 
จากตารางพบว่าแบบจ้าลอง full quadratic มีค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (S) น้อยที่สุด

คือ 206.582 และมีค่า R2 และ R2 
adj สูงสุดคือ 0.8867 และ 0.7411 ตามล้าดับดังนั้นสมการ

แบบจ้าลอง full quadratic มีความเหมาะสมส้าหรับการอธิบาย อิทธิพลของตัวแปรอิสระ               
ทั้งสามตัวแปร ที่ส่งผลต่อขนาดอนุภาคของ NLCs-SA โดยแสดงค่าสัมประสิทธิ์การถดถอยของ          
แต่ละตัวแปรดังสมการที่ (5) 
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Particle size (Y) = -2,295 -44 X1 -1X2 +288 X3 +22.9 X1
2 +156.6 X2

2 +0.35 X3
2 

  -20.9 X1 X2 –18.48 X1 X3 -40.5 X2 X3     (5) 
 
4.3.2 การตรวจสอบความเหมาะสมของสมการแบบจ้าลอง (14) , (32) , (33) 

1) การตรวจสอบข้อมูลเศษเหลือ 
เมื่อได้สมการแบบจ้าลอง full quadratic ที่ใช้อธิบายอิทธิพลของตัวแปรอิสระ     

ทั้งสามตัวแปร ที่ส่งผลต่อขนาดอนุภาคของ NLCs-SA แล้ว การใช้ regression analysis ยังมีเงื่อนไข       
ในการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของตัวแปรอิสระคือ ข้อมูลเศษเหลือ (residual) มีการกระจายเป็นปกติ
และมีความเป็นอิสระต่อกัน ข้อมูลที่ใช้ในการตรวจสอบเงื่อนไขนี้ได้จากการวิเคราะห์ความแปรปรวน 
(ANOVA) ในโปรแกรม MINITAB โดยแสดงผลเป็นกราฟ residual จ้านวน 4 ชุดดังแผนภูมิที ่4 
 
แผนภูมิที่ 4 ผลการตรวจสอบข้อมูลเศษเหลือจากการวิเคราะห์ ANOVA 

 
 

Normal probability plot แสดงผลการกระจายของข้อมูลผลการตรวจวัด     
ขนาดอนุภาค ใช้เพ่ือตรวจดูลักษณะการกระจายที่ไม่เป็นปกติของข้อมูล หากจุดบนกราฟเรียงตัวเป็น
ลักษณะใกล้เคียงเส้นตรงแสดงว่า residual มีลักษณะการกระจายแบบปกต ิ

Versus fits พล็อตจากค่า residual กับค่าที่ถูกท้านายโดยสมการ ใช้ตรวจสอบ
ความผิดปกติของข้อมูลที่ค่าสูงๆ ลักษณะของกราฟควรมีการกระจายของข้อมูลในลักษณะสุ่ม        



35 
 

อย่างสม่้าเสมอรอบค่าศูนย์ บ่งบอกถึงข้อมูลที่ไม่มีความแตกต่างกันมากเกินไประหว่างค่าที่ท้านายโดย
สมการกับค่าท่ีทดลองได้จริง  

Histrogram พล็อตจากค่า residual และความถี่ของข้อมูล หาก histrogram นี้     
มีลักษณะเป็นทรงระฆังคว่้าโดยข้อมูลมีความสมมาตรรอบค่ากลาง แสดงว่าข้อมูลที่ได้มีการแจกแจง
แบบปกติ บ่งบอกถึงความเหมาะสมของสมการแบบจ้าลองในการใช้อธิบายความสัมพันธ์ของตัวแปร 

Versus order เป็นการพล็อตกราฟระหว่าง residual กับล้าดับการทดลอง         
ใช้เพ่ือตรวจดูการกระจายที่ไม่สม่้าเสมอของข้อมูลตามล้าดับการทดลอง ลักษณะของเส้นต่อจุดบน
กราฟจะต้องไม่มีแนวโน้มเพ่ิมขึ้นหรือลดลงอย่างเห็นได้ชัด และมีการกระจายแบบสุ่มแบบสม่้าเสมอ
รอบค่าศูนย์จึงจะเหมาะสมต่อการใช้สมการอธิบายความสัมพันธ์ของตัวแปรอิสระ 

2) การตรวจสอบความแม่นย้าในการพยากรณ์ 
การตรวจสอบความแม่นย้าในการพยากรณ์ผลการวัดขนาดอนุภาคจากสมการ

แบบจ้าลองพิจารณาจากค่าสถิติ f-value ที่บ่งบอกถึงค่าความผิดพลาด (error) อันเกินจากตัวแปร
อิสระ ซึ่งได้จากการวิเคราะห์ ANOVA ในโปรแกรม MINITAB เพ่ือทดสอบว่าสมการ full quadratic 
model ที่คัดเลือกมีความแม่นย้าในการพยากรณ์ตัวแปร Y มากเพียงใด โดยก้าหนดสมมติฐานที่ระดับ
ความเชื่อมัน 95 % (α=0.05) ดังนี้ 

 
H0 : Error ที่เกิดขึ้น (Y) เกือบทั้งหมดมาจากตัวแปรอิสระ 
H1 : Error ที่เกิดขึ้น (Y) ส่วนน้อยเท่านั้นที่มาจากตัวแปรอิสระ 

 
ผลการวิเคราะห์ ANOVA แสดงค่า f-value ของแบบจ้าลองเท่ากับ 6.09 ที่ค่า       

p-value เท่ากับ 0.013 ซึ่งค่า f-value มีค่ามากกว่าค่า f  วิกฤติจากการวิเคราะห์ probability 
distribution (f-critical=0.3280, 0.3744) (ภาคผนวก ข) ในโปรแกรมหรือได้จากการเปิดตารางสถิติ 
f distribution เมื่อค่า f-value สูงกว่า f-critical จะปฏิเสธสมมติฐาน H0 คือผลวิเคราะห์มี error 
จากตัวแปรอิสระเพียงเล็กน้อยและมีความเหมาะสมที่จะน้าไปใช้ประมาณค่าตัวแปรอิสระ (32) , (33) 

เมื่อแทนค่าของตัวแปรอิสระแต่ละชุดทดลองจาก Box-Behnken deisign ลงใน
สมการที่ (5) โดยใช้ตัวเลือก predict (ภาคผนวก ข) พบว่าค่า YP ที่พยากรณ์ได้มีค่าใกล้เคียงกับ       
การทดลองจริงดังตารางที่ 11 
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ตารางท่ี 11 ผลการพยากรณ์ขนาดอนุภาคเฉลี่ยของ NLCs-SA จากสมการแบบจ้าลอง 

Run 
order 

X1  
Total lipid (%w/v)  

X2  
Stearic acid: 

Lexol® GT-865 

X3  
Tween®80 (%w/v) 

Y  
Mean particle size (nm) 

YP 
Predict 

1 7.5 2.75:1 20 321.57±5.82 312.57 

2 7.5 1.5:1 25 1,418.47±47.51 1,211.19 

3 10 1.5:1 20 329.23±2.87 579.41 

4 7.5 2.75:1 20 338.00±2.90 312.57 

5 7.5 2.75:1 20 294.61±13.93 312.57 

6 7.5 1.5:1 15 239.89±2.19 185.31 

7 7.5 2.75:1 20 307.07±13.51 312.57 

8 5 4:1 20 1,202.70±41.91 952.52 

9 10 2.75:1 25 217.87±1.84 174.97 

10 7.5 4:1 25 386.43±0.97 441.01 

11 10 4:1 20 196.07±5.12 184.39 

12 7.5 4:1 15 219.47±1.10 426.75 

13 5 1.5:1 20 1,074.57±192.83 1,086.25 

14 7.5 2.75:1 20 301.60±4.57 312.57 

15 10 2.75:1 15 312.60±8.53 117.00 

16 5 2.75:1 25 1,078.97±28.83 1,274.57 

17 5 2.75:1 15 249.47±1.16 292.37 

 
4.3.3 นัยส้าคัญของตัวแปรอิสระจากสมการแบบจ้าลอง 

เมื่อได้แบบจ้าลองที่เหมาะสมในการประมาณค่าของตัวแปรอิสระแล้ว โปรแกรม 
MINITAB จะแสดงค่าสถิติ t-value ที่ใช้ในการทดสอบสมมติฐานเกี่ยวกับอิทธิพลของตัวแปรอิสระ
จากการวิเคราะห์  regression analysis ดังตารางที่ 12 เพ่ือทดสอบว่าตัวแปร Xi มีอิทธิพลต่อ       
ขนาดอนุภาคเฉลี่ย Y อย่างมีนัยส้าคัญหรือไม่ โดยก้าหนดสมมติฐานที่ระดับความเชื่อมั่ น 95% 
(α=0.05) ดังนี้ 
 

H0 : β1, β2, …, β3 = 0 ตัวแปรอิสระท่ี i (Xi) ไม่มีอิทธิพลต่อขนาดอนุภาคเฉลี่ย 
H1 : β1, β2, …, β3 ≠ 0   ตัวแปรอิสระท่ี i (Xi) มีอิทธิพลต่อขนาดอนุภาคเฉลี่ย 
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ตารางท่ี 12 ผลการวิเคราะห์อิทธิพลของตัวแปรอิสระในสมการแบบจ้าลอง 

Term 
Response particle size (Y) 

t-value p-value 

Constant 3.38 0.012 
 X1 -4.36 0.003 

 X2 -1.81 0.113 

 X3 3.56 0.009 
 X1

2 1.42 0.197 

 X2
2 2.43 0.045 

 X3
2 0.09 0.933 

 X1X2 -0.63 0.547 

 X1X3 -2.24 0.060 
 X2X3 -2.45 0.044 

 
 จากตารางที่  12 การทดสอบสมมติฐานพิจารณาจากค่าสถิติ  t-value โดย

เปรียบเทียบกับค่า t-critical จากการวิเคราะห์ probability distribution ในโปรแกรม MINITAB ซึ่ง
มีค่าเท่ากับ 2.120 (ภาคผนวก ข) เมื่อค่า t-value สูงกว่าค่า t-critical ของตัวแปรอิสระในตาราง          
จะปฏิเสธสมมติฐาน H0 คือตัวแปรอิสระนั้นมีผลต่อขนาดอนุภาคอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95% (p<0.05) โดยพิจารณาจากแต่ละพจน์ในสมการที ่(5) ดังนี้ 

 Linear terms บ่งบอกถึงอิทธิพลของตัวแปรอิสระ ได้แก่ X1 (total lipid), X2 
(stearic acid: Lexol® GT-865) และ  X3 (Tween® 80) ที่มีต่อผลการวัดขนาดอนุภาคเฉลี่ย  Y         
ในตารางที่  12 ตัวแปรอิสระที่มีค่า t-value สูงกว่า t-critical ได้แก่ ปริมาณ total lipid และ 
Tween® 80 ที่ค่า p-value เท่ากับ 0.003 และ 0.009 ตามล้าดับ ดังนั้นปริมาณ total lipid และ 
Tween® 80 เป็นตัวแปรอิสระที่มีผลต่อขนาดอนุภาคเฉลี่ยอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อ
มัน 95% ค่าสัมประสิทธิ์เชิงลบในสมการแสดงให้เห็นว่าปริมาณ total lipid ที่เพ่ิมขึ้น ส่งผลให้         
ขนาดอนุภาคของ NLCs-SA ลดลง ในขณะที่ปริมาณ Tween® 80 ที่เพ่ิมขึ้นนั้นส่งผลให้อนุภาคของ        
NLCs-SA มีขนาดใหญ่ขึ้น 

Square terms บ่งบอกอิทธิพลในเชิงยกก้าลังของตัวแปรอิสระ X1
2 (total lipid2), 

X2
2 (stearic acid: Lexol® GT-8652), X3

2 (Tween® 80 2) ตัวแปรอิสระที่มีค่า t-value สูงกว่าค่า    
t-critical ได้แก่ stearic acid: Lexol® GT-8652 ที่ค่า p-value เท่ากับ 0.045 ดังนั้นอัตราส่วนของ 
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stearic acid: Lexol® GT-865 ในรูปแบบยกก้าลัง เป็นตัวแปรอิสระที่มีผลต่อขนาดอนุภาคเฉลี่ย
อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ค่าสัมประสิทธิ์เชิงบวกในสมการแสดงให้เห็นว่า
เมื่อค่าก้าลังสองของ stearic acid: Lexol® GT-865 เพ่ิมข้ึนมีผลท้าให้อนุภาคของ NLCs-SA มีขนาด
ใหญ่ขึ้น 

Interaction terms บ่งบอกถึงอิทธิพลร่วมของตัวแปรอิสระ ได้แก่ X1X2 (total 
lipid * stearic acid: Lexol® GT-865),  X1X3 (total lipid * Tween® 80), X2X3 (stearic acid: 
Lexol® GT-865 * Tween® 80) ที่มีต่อผลการวัดขนาดอนุภาคเฉลี่ย Y โดยอิทธิพลร่วมของตัวแปรที่
มีค่า t-value สูงกว่า t-critical ได้แก่ อิทธิพลร่วมระหว่างตัวแปร total lipid กับ Tween® 80 ซึ่ง       
มีผลต่อขนาดอนุภาคเฉลี่ยอย่างไม่มีนัยส้าคัญทางสถิติที่ค่า p-value เท่ากับ 0.060 และอิทธิพลร่วม
ระหว่าง stearic acid: Lexol® GT-865 กับ Tween® 80 มีผลต่อขนาดอนุภาคอย่างมีนัยส้าคัญทาง
สถิติที่ค่า p-value เท่ากับ 0.044 ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (ตารางที่ 12)  

4.3.4 ความสัมพันธ์ของตัวแปรอิสระที่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงขนาดอนุภาค 
การศึกษาความสัมพันธ์ของตัวแปรอิสระได้จากตัวเลือก contour plot และ 

response surface plot ในโปรแกรม MINITAB (ภาคผนวก ข) โดยก้าหนดให้ตัวแปรหนึ่งเป็นค่าคงที่ 
จากการทดลอง Box-Behnken design ผู้ทดลองได้ก้าหนดค่าคงที่ของตัวแปรอิสระตามชุดทดลองที่ 
11 เนื่องจากให้ผลการวัดขนาดอนุภาค NLCs-SA เล็กที่สุด ในการแสดงแนวโน้มความสัมพันธ์ของ   
ตัวแปรอิสระในรูปแบบพ้ืนผิวสองมิติและสามมิตดัิงแผนภูมิที่ 5 
 
แผนภูมิที่ 5 Contour plot (ซ้าย) และ response surface plot (ขวา) แสดงแนวโน้มความสัมพันธ์
ของตัวแปรอิสระที่มีผลต่อขนาดอนุภาคเฉลี่ยของ NLCs-SA 
 

a. ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณ total lipid (X1) กับอัตราส่วนของ stearic acid: Lexol®             

GT-865 (X2) 
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แผนภูมิที่ 5 (ต่อ) 

b. ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณ total lipid (X1) กับสารลดแรงตึงผิว Tween® 80 (X3) 

 

c. ความสัมพันธ์ระหว่างอัตราส่วนของ stearic acid: Lexol® GT-865 (X2) กับสารลดแรงตึงผิว  

Tween® 80 (X3) 

 

แผนภูมิที่ 5a แสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณ total lipid กับอัตราส่วนของ 
stearic acid: Lexol® GT-865 ที่มีผลต่อขนาดอนุภาคเฉลี่ยของ NLCs-SA เมื่อก้าหนดให้ปริมาณของ 
Tween® 80 คงที่เท่ากับ 20%w/v จากกราฟ contour plot จะเห็นว่าขนาดอนุภาคเฉลี่ยของ 
NLCs-SA มีแนวโน้มเล็กลง เมื่อปริมาณ total lipid และสัดส่วนของไขมันแข็ง stearic acid เพ่ิม
สูงขึ้น อิมัลชันเบื้องต้นที่เตรียมจาก total lipid ปริมาณ 8-10%w/v โดยใช้อัตราส่วนของ stearic- 
acid: Lexol® GT-865 เท่ากับ 2.5–4:1 จะมีโอกาสพบอนุภาคขนาดเล็กกว่า 200 nm เช่นเดียวกับ
กราฟ response surface plot ที่แสดงให้เห็นแนวโน้มของตัวแปร Y มีค่าต่้าลงเมื่อค่าของตัวแปร
อิสระ X1 และ X2 เพ่ิมสูงขึ้น  
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แผนภูมิที่ 5b แสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณ total lipid กับปริมาณสารลดแรง
ตึงผิว Tween® 80 ที่มีผลต่อขนาดอนุภาคเฉลี่ยของ NLCs-SA เมื่อก้าหนดให้อัตราส่วนของ stearic 
acid: Lexol® GT-865 คงที่เท่ากับ 4:1 จากกราฟ contour plot จะเห็นว่าเมื่อเพ่ิมปริมาณ total 
lipid ในการเตรียมอิมัลชันเบื้องต้นส่งผลให้ขนาดอนุภาคเฉลี่ยของ NLCs-SA เล็กลง และเมื่อเพ่ิม
ปริมาณ Tween® 80 ส่งผลให้ขนาดอนุภาคเฉลี่ยของ NLCs-SA ใหญ่ขึ้น ในขณะเดียวกันเมื่อเตรียม
อิมัลชันเบื้องต้นด้วย total lipid ปริมาณ 8.5-10%w/v ร่วมกับ Tween® 80 ความเข้มข้น 18-
25%w/v จะพบเส้นโค้งแสดงพ้ืนที่ของขนาดอนุภาคเฉลี่ยเล็กกว่า  250 nm สอดคล้องกับกราฟ 
response surface plot แสดงแนวโน้มของตัวแปร Y ที่เปลี่ยนแปลงเมื่อค่าของตัวแปรอิสระ X1 และ 
X3 มีความสัมพันธ์ร่วมกันที่ค่าเหมาะสมค่าหนึ่ง โดยจุดต่้าสุดของกราฟแสดงให้เห็นขนาดอนุภาคเฉลี่ย
เล็กที่สุดในช่วงปริมาณ total lipid และ Tween® 80 เช่นเดียวกับกราฟ contour plot 

แผนภูมิที่ 5c แสดงความสัมพันธ์ระหว่างอัตราส่วนของ stearic acid: Lexol® GT-
865 กับปริมาณสารลดแรงตึงผิว Tween® 80 ที่มีผลต่อขนาดอนุภาคเฉลี่ยของ NLCs-SA เมื่อ
ก้าหนดให้ปริมาณ total lipid คงที่เท่ากับ 10%w/v จากกราฟ contour plot จะเห็นว่าเมื่อเพ่ิม
สัดส่วนของไขมันแข็ง stearic acid ในการเตรียมอิมัลชันเบื้องต้นส่งผลให้ขนาดอนุภาคเฉลี่ยของ 
NLCs-SA เล็กลง และเมื่อเพ่ิมปริมาณ Tween® 80 ส่งผลให้ขนาดอนุภาคเฉลี่ยของ NLCs-SA ใหญ่
ขึ้น ในขณะเดียวกันเมื่อปรับอัตราส่วนของ stearic acid: Lexol® GT-865 ในการเตรียมอิมัลชัน
เบื้องต้น เท่ากับ 1.7–3.6:1 จะมีโอกาสพบอนุภาคขนาดเล็กกว่า 200 nm สอดคล้องกับกราฟ 
response surface plot แสดงแนวโน้มของตัวแปร Y ที่เปลี่ยนแปลงเมื่อค่าของตัวแปรอิสระ X2 และ 
X3 มีความสัมพันธ์ร่วมกันที่ค่าเหมาะสมค่าหนึ่ง โดยจุดต่้าสุดของกราฟแสดงให้เห็นขนาดอนุภาคเฉลี่ย
เล็กที่สุดในช่วงของอัตราส่วน stearic acid: Lexol® GT-865 เท่ากับ 3.7–4:1 ร่วมกับ Tween® 80 
ปริมาณ 24-25%w/v 

4.3.5 การประมาณค่าที่เหมาะสมในการเตรียมอิมัลชันเบื้องต้น 
จากผลการวิเคราะห์ ANOVA และ RSM พบว่าตัวแปรอิสระที่จัดท้าขึ้นนั้นมีอิทธิพล

ต่อผลการวัดขนาดอนุภาคเฉลี่ยอย่างมีนัยส้าคัญทั้งในรูปของอิทธิพลหลักและอิทธิพลร่วม จึงใช้สมการ 
full quadratic ในการประมาณค่าที่ เหมาะสมส้าหรับเตรียมอิมัลชันเบื้องต้น โดยใช้ตัวเลือก 
response optimizer จากโปรแกรม MINITAB (ภาคผนวก ข) และเนื่องจากต้องการประมาณค่าของ
ตัวแปรอิสระที่สามารถเตรียม NLCs-SA ให้ได้อนุภาคขนาดเล็กที่สุด จึงก้าหนดค่าผลตอบสนองเป็น 
minimize โดยให้ขอบเขตสูงสุดของขนาดอนุภาคไม่เกิน 900 nm ดังภาพที่ 7  
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ภาพที่ 7 การตั้งค่าผลตอบสนองตามวัตถุประสงค์การทดลองในโปรแกรม MINITAB 

 
 

เมื่อการก้าหนดค่าผลตอบสนองเสร็จสิ้นระบบจะท้าการประมาณค่าที่เหมาะสมของ     
ตัวแปรอิสระทั้งสามตัวแปรที่สามารถเตรียมอิมัลชันเบื้องต้นของ NLCs-SA ขนาดอนุภาคเฉลี่ย       
เล็กที่สุดดังนี้ 

ปริมาณ total lipid (X1)     10%w/v 
อัตราส่วนของ stearic acid: Lexol® GT-865 (X2)  4:1  
ปริมาณสารลดแรงตึงผิว Tween® 80 (X3)   25%w/v 

 

4.4 การประเมินคุณสมบัติเฉพาะของนาโนพาร์ทิเคิลไขมัน 
จากหัวข้อ 4.3 เมื่อได้สภาวะที่เหมาะสมจากการวิเคราะห์ทางสถิติแล้ว ผู้วิจัยได้ท้าการ

ทดลองเตรียมอิมัลชันเบื้องต้นของ NLCs-SA จากตัวแปรอิสระที่ประมาณค่าได้ และเตรียมตัวอย่าง 
NLCs เพ่ือใช้ในการเปรียบเทียบ จากนั้นท้าการประเมินคุณสมบัติทางเคมีกายภาพพร้อมทั้งศึกษา
ความคงตัวเป็นระยะเวลา 90 วันดังต่อไปนี้ 

4.4.1 ผลการวิเคราะห์การกระจายขนาดอนุภาคและศักย์ซีต้า 
จากการวิเคราะห์การกระจายขนาดอนุภาค ณ วันที่ 1 (ภายหลังจากการเตรียม 24 

ชั่วโมง) พบว่าตัวอย่าง NLCs-SA มีขนาดอนุภาคเฉลี่ยเท่ากับ 189.62±1.82 nm ซึ่งมีขนาดอนุภาค
เล็กที่สุดที่ได้จากการทดลอง Box-Behnken design (ตารางที่ 9) เมื่อเตรียมตัวอย่าง NLCs เพ่ือ          
ใช้ในการเปรียบเทียบพบว่ามีขนาดอนุภาคเฉลี่ยเท่ากับ 369.00±3.37 nm การประเมินความคงตัว     
ทางกายภาพที่สภาวะอุณหภูมิ 4±1ºC เป็นระยะเวลา 90 วันแสดงผลดังตารางที่ 13 
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ตารางท่ี 13 ผลการประเมินความคงตัวทางกายภาพในระยะเวลาการเก็บรักษา 90 วัน 

หมายเหตุ: * คือ ขนาดอนุภาคที่เพ่ิมข้ึนจากวันที่ 1 อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ัน 95% 
(p<0.05) ผลการทดลองที่ได้แสดงเป็นค่า mean±SD (n=3) 

  
1) ผลการวิเคราะห์การกระจายขนาดอนุภาค 

จากตารางที่ 13 ผลการวิเคราะห์ขนาดอนุภาคของตัวอย่าง NLCs-SA เมื่อเก็บ
รักษาที่อุณหภูมิ 4±1ºC เป็นระยะเวลา 90 วัน พบว่าขนาดอนุภาคเฉลี่ยของ NLCs-SA จากการเตรียม
อิมัลชันเบื้องต้นจ้านวน 3 ซ้้า อยู่ในช่วง 189.62±1.82 nm ถึง 829.31±5.99 nm โดยพบการ
เปลี่ยนแปลงขนาดอนุภาคเฉลี่ยเพ่ิมขึ้นจากวันที่ 1 อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ เมื่อระยะเวลาการเก็บ
รักษาผ่านไป 30, 60 และ 90 วัน ในขณะที่ตัวอย่าง NLCs มีขนาดอนุภาคเฉลี่ยจากเตรียมอิมัลชัน
เบื้องต้นจ้านวน 3 ซ้้าอยู่ในช่วง 369.00±3.37 nm ถึง 1,426.56±51.06 nm ในระยะเวลาการเก็บ
รักษา 30 วัน โดยเริ่มพบขนาดอนุภาคเพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ ตั้งแต่วันที่ 7 ไปจนถึง 30 วัน
ของการเก็บรักษา นอกจากนี้ยังพบว่าตัวอย่าง NLCs มีอนุภาคขนาดใหญ่ขึ้นเกินกว่าเครื่องมือจะ
สามารถตรวจวัดขนาดอนุภาคเฉลี่ยได้ทีร่ะยะเวลาการเก็บรักษา 60 และ 90 วันตามล้าดับ 

เมื่อพิจารณาลักษณะปรากฎของตัวอย่าง NLCs พบการตกตะกอนที่ก้นภาชนะ
บรรจุจากการประเมินด้วยการสังเกต โดยลักษณะการตกตะกอนแบ่งเป็น 3 ระดับ คือระดับที่ 1 พบ
การตกตะกอนเล็กน้อย 1-25% ระดับที่ 2 พบการตกตะกอน 26-75% และระดับที่ 3 พบการ
ตกตะกอนอย่างสมบูรณ์ 100% (27) จากการทดลองในครั้งนี้พบลักษณะการตกตะกอนระดับที่ 1 ของ
ตัวอย่าง NLCs ที่ก้นภาชนะบรรจุเมื่อระยะเวลาผ่านไป 30 วัน และพบการตกตะกอนที่ระดับ 2 และ 

Sample Period Particle size (nm) PI ZP (mV) 
NLCs-SA Day 1 189.62±1.82 0.130±0.01 -5.57±2.85 

 Day 7 217.22±1.58 0.118±0.01 -7.89±4.02 
 Day 15 283.54±0.89 0.147±0.01 -6.36±0.71 

 Day 30 388.90±4.92* 0.193±0.01 -6.18±2.60 
 Day 60 657.77±4.00* 0.266±0.01 -5.98±1.26 
 Day 90 829.31±5.99* 0.254±0.01 -3.81±0.64 

NLCs Day 1 369.00±3.37 0.199±0.02 -18.83±3.90 
 Day 7 741.59±36.96* 0.268±0.01 -16.65±1.40 

 Day 15 843.26±48.14* 0.286±0.01 -15.61±2.37 
 Day 30 1,426.56±51.06* 0.437±0.02* -15.63±3.12 

 Day 60 unstable 
 Day 90 unstable 
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3 ที่ระยะเวลา 60 และ 90 วันตามล้าดับ และไม่พบการตกตะกอนของตัวอย่าง NLCs-SA ตลอด
ระยะเวลาการศึกษา 90 วัน ดังแผนภูมิที่ 6   
 
แผนภูมิที่ 6 ขนาดอนุภาคเฉลี่ยที่เพ่ิมขึ้นตามระยะเวลาการเก็บรักษา 90 วัน เมื่อเก็บตัวอย่างที่
อุณหภูมิ 4±1ºC (บน) และลักษณะการตกตะกอนที่ก้นภาชนะบรรจุของตัวอย่างทั้ง 3 ระดับ (ล่าง) 

   

  Degree of sedimentation 

 

 
เมื่อพิจารณาผลการวิเคราะห์การกระจายขนาดของอนุภาคพบว่าตัวอย่าง NLCs-

SA มีการกระจายขนาดอนุภาคอยู่ในช่วงแคบ กราฟแสดงลักษณะการกระจายขนาดอนุภาคจากการ
วิเคราะห์ด้วยเครื่อง DelsaTM Nano C พบว่า ที่ช่วงเวลาเริ่มต้น (d0) การกระจายขนาดแบ่งออกเป็น 
2 ช่วงดังแผนภูมิที่ 7 (บน) คือ 1-2 nm กับ 100-400 nm และหลังจากผ่านระยะเวลาการเก็บรักษา
พบว่า NLCs-SA มีการกระจายขนาดอนุภาคอยู่ในช่วง 100-1,000 nm และมีการกระจายขนาดแคบ
ซ่ึงมีค่า PI ต่้ากว่า 0.5 และไมพ่บการเปลี่ยนแปลงอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติจนถึง 90 วัน (ตารางที่ 13) 
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ผลการวิเคราะห์การกระจายขนาดอนุภาคของตัวอย่าง NLCs แผนภูมิที่ 7 (ล่าง) 
พบว่าลักษณะการกระจายขนาดอนุภาคแบ่งเป็น 2 ช่วง คือที่ระยะเวลาเริ่มต้นจนถึง 15 วัน มีลักษณะ
การกระจายขนาดอนุภาคอยู่ในช่วงแคบ มีค่า PI ต่้ากว่า 0.3 (ตารางที่ 13) และไมพ่บการเปลี่ยนแปลง
อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติแต่เมื่อผ่านระยะเวลาการเก็บรักษา 30 วันตัวอย่าง NLCs มีการกระจาย
ขนาดเพ่ิมขึ้นถึงระดับไมโครเมตร จึงเป็นเหตุให้พบการตกตะกอนระดับ 1 ที่ก้นภาชนะบรรจุ และ
เพ่ิมข้ึนเป็นระดับ 2 และระดับ 3 เมื่อผ่านระยะเวลาการเก็บรักษา 60 และ 90 วันตามล้าดับ 

 
แผนภูมิที่ 7 การกระจายขนาดอนุภาคในแต่ละช่วงเวลาตามระยะเวลาการเก็บรักษา 90 วันเมื่อ       
เก็บตัวอย่างท่ีอุณหภูมิ 4±1ºC ของตัวอย่าง NLCs-SA (บน) และ NLCs (ล่าง) 
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แผนภูมิที่ 7 (ต่อ) 

 

 
2) ผลการวิเคราะห์ค่าศักย์ซีต้า 

จากตารางที่ 13 ผลการวิเคราะห์ค่าศักย์ซีต้าของตัวอย่างเมื่อเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 
4±1ºC ในแต่ละช่วงเวลาพบว่าอนุภาคแสดงประจุลบ โดยตัวอย่าง NLCs-SA และ NLCs มีค่า ZP    
ต่้ากว่า 20 mV ตัวอย่าง NLCs-SA แสดงค่า ZP เฉลี่ยในแต่ละช่วงเวลาการเก็บรักษา จากการตรวจวัด
ซ้้าที่ช่วง -3.81±0.64 mV ถึง -7.89±4.02 mV และตัวอย่าง NLCs แสดงค่า ZP เฉลี่ยจากการ
ตรวจวัดซ้้าที่ช่วง -15.61±2.37 mV ถึง -18.83±3.90 mV ซึ่งไม่พบความเปลี่ยนแปลงอย่าง            
มีนัยส้าคัญภายในตัวอย่างแต่ละช่วงเวลา 

เมื่อเปรียบเทียบความแตกต่างผลการวัดค่าศักย์ซีต้าระหว่างสองตัวอย่าง พบว่า
ตัวอย่าง NLCs-SA มีค่าประจุลบที่พ้ืนผิวอนุภาคน้อยกว่าตัวอย่าง NLCs อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 
ผู้วิจัยจึงท้าการตรวจสอบโดยวัดค่าความเป็นกรดด่างพบว่า ค่าเฉลี่ย pH ของตัวอย่าง NLCs อยู่ในช่วง 
5.7-6.0 และตัวอย่าง NLCs-SA มีค่าเฉลี่ย pH อยู่ในช่วง 3.2-3.5 โดยค่า pH ของทั้งสองตัวอย่างไม่มี
การเปลี่ยนแปลงอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา จึงเป็นข้อสันนิษฐานว่าการ
เติม salicylic acid ลงในระบบนาโนพาร์ทิเคิลไขมันเป็นการเพ่ิมประจุบวกที่ผิวอนุภาคและส่งผลให้
ความคงตัวทางกายภาพอ่ืน ๆ แตกต่างจากตัวอย่าง NLCs 
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4.4.2 การตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
ผลการตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาของตัวอย่าง NLCs-SA และ NLCs ด้วย

กล้อง SEM แสดงดังภาพที่ 8 พบว่าเมื่อผ่านระยะเวลาการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4±1ºC เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง ตัวอย่าง NLCs-SA และ NLCs มีรูปร่างเป็นทรงกลมและขนาดอนุภาคไม่แตกต่างกันมากนัก 
สอดคล้องกับผลการทดลองตารางที่ 13 ซึ่งพบว่าขนาดและการกระจายขนาดอนุภาคของทั้งสอง
ตัวอย่างไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 
 
ภาพที่ 8 ภาพถ่าย SEM ของตัวอย่าง NLCs-SA และ NLCs หลังจากการเตรียมและเก็บรักษา              
ที่อุณหภูมิ 4±1ºC เป็นเวลา 24 ชั่วโมงท่ีก้าลังขยาย 1,000 เท่า (ซ้าย) และ 5,000 เท่า (ขวา) 

 
 

4.4.3 การตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างผลึก 
จากผลการวิเคราะห์ DSC ของไขมันต้นแบบ stearic acid, bulk lipid (stearic acid: 

Lexol® GT-865) และตัวอย่าง NLCs-SA และ NLCs พบว่ามีค่า enthalpy (H) และร้อยละของ
ระดับความเป็นผลึกดังแสดงในตารางที่ 14  
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ตารางท่ี 14 ผลการตรวจสอบระดับความเป็นผลึกด้วยเครื่อง DSC 

Samples ∆H (J/g) DC (%) 

Stearic acid  220.45 100.00 

Bulk lipid 180.62 81.93 

NLCs-SA     

     After production 46.38 25.68 

     60 days storage 46.95 25.99 

NLCs     

     After production 44.74 24.77 

    60 days storage 48.15 26.65 

 
ตารางที่ 14 แสดงค่า enthalpy และผลการค้านวณระดับความเป็นผลึก ของ stearic 

acid, bulk lipid, ตัวอย่าง NLCs-SA และตัวอย่าง NLCs โดยก้าหนดให้ไขมันแข็ง stearic acid เป็น
ผลึกที่สมบูรณ์และมีค่า %DC เท่ากับ 100% เพ่ือใช้เป็นค่าอ้างอิงในการค้านวณระดับความเป็นผลึก
ของ bulk lipid พบว่า %DC ของ bulk lipid มีค่าเท่ากับ 81.93% และเมื่อเตรียมเป็นตัวอย่าง 
NLCs-SA และ NLCs พบว่าตัวอย่างมีระดับความเป็นผลึกลดลงจาก bulk lipid อย่างมีนัยส้าคัญ       
ทางสถิติ โดยตัวอย่าง NLCs-SA และ NLCs มี %DC หลังจากการเตรียม 24 ชั่วโมงเท่ากับ 25.68% 
และ 24.77% ตามล้าดับ ซึ่งไม่พบความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ โดยอนุภาคที่บรรจุ 
salicylic acid มีความเป็นผลึกสูงกว่าเพียงเล็กน้อย นอกจากนี้ผลการวิเคราะห์ระดับความเป็นผลึก
ของตัวอย่างเมื่อผ่านระยะเวลาการเก็บรักษา 60 วันที่อุณหภูมิ 4±1ºC พบว่า %DC ของ NLCs-SA 
และ NLCs มีค่าสูงขึ้นอย่างไม่มีนัยส้าคัญทางสถิติเท่ากับ 25.99% และ 26.65% ตามล้าดับ 
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แผนภูมิที่ 8 ผลการตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงทางโครงสร้างผลึกด้วยเครื่อง DSC  

  

แผนภูมิที่ 8 แสดงกราฟ DSC ของ stearic acid, bulk lipid, ตัวอย่าง NLCs-SA และ
ตัวอย่าง NLCs การติดตามสภาวะการเปลี่ยนแปลงทางโครงสร้างผลึกไขมันในรูปแบบ  αβ´β 
crystal โดยอ้างอิงข้อมูลการทดลองจากงานวิจัยของ Severino และคณะ (ค.ศ. 2011) (30) รูปแบบ
ผลึกเหล่านี้สามารถท้านายได้จากอุณหภูมิที่ใช้ในการดูดกลืนพลังงานความร้อนซึ่งปรากฎเป็นค่า 
melting point จากผลการทดลองพบว่า stearic acid และ bulk lipid มีค่า melting point เท่ากับ 
70.46ºC และ 67.66ºC ตามล้าดับ และเมื่อพิจารณาค่า melting point ของตัวอย่าง NLCs-SA และ 
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NLCs หลังจากการเตรียม 24 ชั่วโมง มีค่า melting point เท่ากับ 55.26ºC และ 55.08ºC ตามล้าดับ 
จะเห็นได้ว่าตัวอย่าง NLCs-SA และ NLCs มี melting point ที่แตกต่างจาก bulk lipid อย่าง          
มีนัยส้าคัญทางสถิติ เนื่องจากการเพ่ิมสารลดแรงตึงผิวลงในเมทริกซ์ไขมัน โดยช่วง melting point 
ดังกล่าวเป็นการแสดงลักษณะเฉพาะของผลึกพลังงานสูงรูปแบบ α-crystal และเมื่อผ่านระยะเวลา
การเก็บรักษา 60 วัน ตัวอย่าง NLCs-SA และ NLCs มีmelting point ที่ 60.10ºC และ 60.00ºC ซึ่ง
เป็นลักษณะของผลึกพลังงานสูงในรูปแบบ β´-crystal  

 
4.5 การประเมินความสามารถในการบรรจุสารส้าคัญ 
 
แผนภูมิที่ 9 ร้อยละของความสามารถในการบรรจุสารส้าคัญในแต่ละช่วงเวลาของ NLCs-SA  

 
หมายเหตุ: %EE แสดงเป็นค่าเฉลี่ยจากการวิเคราะห์ซ้้า 3 ตัวอย่าง  
 

ผลจากการวิเคราะห์หาปริมาณ salicylic acid ที่ถูกกักเก็บในอนุภาคด้วยเทคนิค ultra 
filtration method และค้านวณเป็น %EE ในแต่ละช่วงเวลาการเก็บรักษา พบว่าตัวอย่าง NLCs-SA 
มีความสามารถในการบรรจุ  salicylic acid อยู่ในช่วง 79-80% ดังแผนภูมิที่ 9 และไม่พบการ
เปลี่ยนแปลงอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติตลอดระยะการเก็บรักษา 90 วัน ผลการทดลองนี้ช่วยพิสูจน์
ข้อดีของนาโนพาร์ทิเคิลไขมันที่มีส่วนประกอบของน้้ามันชนิด capric/caprylic triglyceride ที่เพ่ิม
ความยืดหยุ่นให้กับโครงสร้างไขมันแข็ง และสามารถท้าละลายกรด salicylic acid ได้ดี ส่งผลให้
อนุภาคนาโนพาร์ทิเคิลไขมันสามารถบรรจุ  salicylic acid ได้ในปริมาณสูงตลอดระยะเวลา               
การเก็บรักษา 90 วัน ที่อุณหภูมิ 4±1ºC  
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บทที่ 5 
สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ 

 
5.1 สรุปผลการวิจัย 

 การออกแบบการทดลอง Box-Behnken design เป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพส าหรับการพัฒนา
นาโนพาร์ทิ เคิลไขมัน  เ พ่ือใช้ เป็นระบบน าส่งให้กับ  salicylic acid การทดสอบอิทธิพลและ
ความสัมพันธ์ของตัวแปรอิสระด้วยวิธี  response surface methodology (RSM) ช่วยในการ
ประมาณค่าของตัวแปรอิสระที่เหมาะสมเพ่ือเตรียมอิมัลชันเบื้องต้นให้ได้ NLCs-SA ที่มีอนุภาค          
ขนาดเล็ก คุณสมบัติการละลายได้ดีในระบบไขมันที่คัดเลือกของ salicylic acid ท าให้อนุภาคนาโน             
พาร์ทิเคิลไขมันมีสมบัติทางกายภาพที่ดี จากการตรวจสอบด้วยกล้อง SEM พบว่าอนุภาคนาโน         
พาร์ทิเคิลไขมันมีรูปร่างเป็นทรงกลม การศึกษาความคงตัวของอนุภาคนาโนพาร์ทิเคิลไขมันที่อุณหภูมิ 
4±1ºC เป็นระยะเวลา 90 วันพบการตกตะกอน 3 ระดับในตัวอย่าง NLCs ที่ไม่บรรจุ salicylic acid 
ผลจากการวิเคราะห์ค่าศักย์ซีต้าพบว่าอนุภาคมีประจุลบ และมีค่าต่ า 20 mV ซึ่งได้รับอิทธิพลจากการ
ใช้สารลดแรงตึงผิวชนิดไม่มีประจุ และ H+ ซึ่งเกิดจากการแตกตัวของ salicylic acid ที่ท าให้ตัวอย่าง 
NLCs-SA มีค่า zeta potential ของระบบต่ ากว่าตัวอย่าง NLCs นอกจากนี้ผลการวิเคราะห์การ
เปลี่ยนแปลงทางโครงสร้างผลึกด้วยเครื่อง DSC ยังแสดงให้เห็นประสิทธิภาพของ capric/caprylic 
triglyceride ที่ ช่วยเพ่ิมความไม่สมบูรณ์ของผลึกไขมันแข็ง และแสดงระดับความเป็นผลึกลดลงเมื่อ
เตรียมเป็นนาโนพาร์ทิเคิลไขมัน การมีส่วนประกอบของน้ ามันในอนุภาคนาโนไขมันแข็งจะช่วยเพ่ิม
พ้ืนที่ในการละลายของ salicylic acid ได้ดีขึ้น โดยแสดงผลความสามารถในการบรรจุสูงถึง 80% 
 
5.2 อภิปรายผล 

 5.2.1 ผลการทดลองเบื้องต้น 
จากการทดลองคัดเลือกระบบไขมันแข็งและน้ ามันจ านวน 10 g เพ่ือทดสอบการ     

ท าละลาย salicylic acid จ านวน 0.5 g ด้วยการปรับสัดส่วนไขมันแข็งและน้ ามัน 3 ระบบ ได้แก่ 
stearic acid: oleic acid, stearic acid: IPM แล ะ  stearic acid: Lexol® GT-865  ใ น อัตร าส่ ว น 
70:30 พบว่าระบบไขมันที่สามารถท าละลาย salicylic acid ณ อุณหภูมิ 75ºC ได้ดีที่สุดคือการใช้
ไขมันแข็ง stearic acid ร่วมกับน้ ามันชนิด capric/caprylic triglyceride (การทดลองใช้ชื่อทาง
การค้า Lexol® GT-865) จึงเป็นระบบไขมันที่น ามาใช้เตรียมนาโนพาร์ทิเคิลไขมันส าหรับงานวิจัย
ฉบับนี้ เนื่องจากระบบไขมันที่สามารถท าละลาย salicylic acid ได้ดีจะเป็นส่วนช่วยในการเพ่ิม
ความสามารถในการบรรจุสารส าคัญและความคงตัวที่ดี  
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จากผลการทดลองน าระบบไขมัน stearic acid: Lexol® GT-865 อัตราส่วน 70:30 
มาเตรียมเป็นอิมัลชันเบื้องต้นส าหรับการผลิต NLCs-SA โดยปรับความเข้มข้นสารลดแรงตึงผิวที่ระดับ
ต่าง ๆ พบว่าการใช้ Tween® 80 เท่ากับ 15%w/v มีลักษณะอิมัลชันเบื้องต้นเป็นเนื้อเดียว และ
ปริมาณ Tween® 80 เท่ากับ 20 และ 25%w/v มีลักษณะเป็นอิมัลชันใสสีเหลือง เมื่อตรวจสอบ
ลักษณะทางกายภาพเบื้องต้นพบว่า ผลิตภัณฑ์ NLCs-SA มีขนาดอนุภาคเล็กกว่า 500 nm มีการ
กระจายขนาดที่แคบ (PI < 0.25) นอกจากนี้ยังให้ผลการบรรจุสารส าคัญในปริมาณสูงกว่า 60% 
ดังนั้นการใช้สารละลาย Tween® 80 ที่ความเข้มข้น 15%w/v ร่วมกับวัฏภาคน้ ามันในสัดส่วนที่
เหมาะสมจึงมีโอกาสท าให้ NLCs-SA มีลักษณะทางเคมีกายภาพที่ดีข้ึนได้ 

ข้อมูลที่ได้จากการทดลองเบื้องต้นท าให้ทราบว่า ระบบไขมันและความเข้มข้นของ     
สารลดแรงตึงผิวที่เหมาะสม ล้วนมีผลต่อคุณสมบัติของนาโนพาร์ทิเคิลไขมัน ผู้วิจัยจึงเลือกใช้วิธี
ออกแบบการทดลองทางสถิติ Box-Behnken design ในการศึกษาตัวแปรที่ซับซ้อนอันส่งผลต่อ
ลักษณะทางกายภาพและความสามารถในการบรรจุสารส าคัญของผลิตภัณฑ์ NLCs-SA โดยก าหนดค่า
ของตัวแปรหลายระดับ เพ่ือศึกษาความเป็นไปได้ในการเตรียมระบบอิมัลชันเบื้องต้นให้เป็นอิมัลชันใส
และมีคุณสมบัติเป็นไปตามวัตถุประสงค์การวิจัย 

5.2.2 ผลการทดลอง Box-Behnken design 
ผลการทดลองจาก Box-Behnken design ด้วยโปรแกรม MINITAB จากการก าหนด

ตัวแปรอิสระ 3 ตัวแปร ได้แก่ ปริมาณ total lipid (%w/v), อัตราส่วนระหว่าง stearic acid: Lexol® 
GT-865 และความเข้มข้นสารลดแรงตึงผิว Tween® 80 (%w/v) จ านวน 3 ระดับ ที่มีผลต่อขนาด
อนุภาคของ NLCs-SA ได้จ านวนการทดลองทั้งหมด 17 ชุด จากผลการวัดขนาดอนุภาคเฉลี่ยพบว่า
ผลิตภัณฑ์ NLCs-SA ที่ได้ มีขนาดอนุภาค 196.07±5.12 nm จนถึง 1,418.47±47.51 nm โดยชุด
การทดลองที่ 11 ให้ขนาดอนุภาคของ NLCs-SA เล็กที่สุด ในขณะที่ชุดทดลอง 2, 3, 8, 9, 10, 13 
และ 16 มีลักษณะอิมัลชันใสแต่ได้ผลิตภัณฑ์ NLCs-SA ขนาดอนุภาคใหญ่กว่า 1,000 nm ซึ่งอาจ
เป็นไปได้ว่าการใช้ Tween® 80 ที่ความเข้มข้นสูง 20-25%w/v มีโอกาสท าให้โมเลกุลของสารลดแรง
ตึงผิว Tween® 80 ที่ล้อมรอบอนุภาคอย่างหนาแน่นเกิด bridging ดังภาพที่ 9 และเกิดการรวมตัว
เป็นอนุภาคขนาดใหญ่ (9) 
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ภาพที่ 9 การเกิด bridging ของโมเลกุล Tween® 80 บริเวณผิวอนุภาคของ NLCs-SA 

 

5.2.3 การวิเคราะห์ผลการทดลองจาก Box-Behnken design 
1) ผลการคัดเลือกสมการแบบจ าลอง 

ผลการวิเคราะห์ด้วย analysis response surface ท าให้สามารถคัดเลือกสมการ      
ที่ใช้อธิบายการเปลี่ยนแปลงของขนาดอนุภาค NLCs-SA อันเกิดจากตัวแปรอิสระทั้งสามตัวแปร โดย
พิจารณาจากค่า R2

 หากมีค่าเข้าใกล้ 1 หมายถึงสมการมีความเหมาะสมอย่างมากในการใช้อธิบายการ
เปลี่ยนแปลงของขนาดอนุภาค NLCs-SA โดยสมการแบบจ าลอง full quadratic model ที่คัดเลือก
ได้นั้นมีค่า R2 เท่ากับ 0.8867 ดังนั้นสมการที่คัดเลือกได้จึงเหมาะสมในการใช้อธิบายอิทธิพลของ    
ตัวแปรอิสระท่ีมีผลต่อการเปลี่ยนแปลงขนาดอนุภาคเฉลี่ยของ NLCs-SA  

2) ผลการตรวจสอบความเหมาะสมของสมการแบบจ าลอง 
จากการตรวจสอบข้อมูลเศษเหลือโดยการวิเคราะห์ ANOVA พบว่า ค่า residual 

มีลักษณะการกระจาย และการแจกแจงแบบปกติ ข้อมูลมีความเป็นอิสระต่อกัน บ่งบอกถึงความ
เหมาะสมในการใช้สมการ full quadratic model ในการอธิบายความสัมพันธ์ของตัวแปรอิสระ 
นอกจากนี้ จากการตรวจสอบค่าสถิติ f-value ของแบบจ าลองแสดงให้เห็นว่า error ที่เกิดขึ้นจาก        
ตัวแปรอิสระนั้นมีเพียงเล็กน้อยจึงมีความเหมาะสมในการใช้ประมาณค่าของตัวแปรอิสระที่ p-value 
เท่ากับ 0.013 

นอกจากการพิจารณา f-value ของแบบจ าลองแล้ว การวิเคราะห์ด้วย regression 
analysis ยังมีค่าสถิติ f-value จากการทดสอบการขาดความเหมาะสมของสมการ (lack-of-fit) ซ่ึง
ค านวณได้จากผลบวกก าลังสองของค่า error จากการทดลองซ้ า กล่าวคือการทดสอบนี้จะจัดท าขึ้น
เมื่อข้อมูลที่ได้จากการออกแบบการทดลองมีการท าซ้ าและผลที่ได้มีความแตกต่างกันอย่างมาก (14)  
ผลจากการทดลองพบว่าค่า f-value ของ lack-of-fit เท่ากับ 330.00 และมีค่า p-value ต่ ากว่า 
0.0001 บ่งบอกถึงสมการขาดความเหมาะสมของสมการอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับการ
พิจารณาของผู้วิจัยว่าข้อมูลที่มีการท าซ้ านั้นมีความแตกต่างกันมากเพียงใด โดยเมื่อตรวจสอบความ
แตกต่างของผลการทดลองซ้ าจาก Box-Behnken design ได้แก่ชุดทดลองที่ 1, 4, 5, 7 และ 14 
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(ตารางที่ 9) พบว่าขนาดอนุภาคเฉลี่ยไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ส าหรับงานวิจัยนี้จึงไม่น า 
lack-of-fit มาพิจารณา 

อีกกรณีหนึ่ ง  ค่า lack-of-fit ที่ เกิดขึ้นอย่างมีนัยส าคัญอาจมีสาเหตุมาจาก
ความสัมพันธ์ระหว่างตัวแปรอิสระ เนื่องจากระดับของตัวแปรอิสระในงานวิจัยฉบับนี้ไม่ได้เกิดจากการ
เก็บข้อมูลแบบสุ่ม แต่ได้จากการก าหนดค่าเป็นช่วง ๆ และตัวแปรอิสระทุกตัวนั้นมีความสัมพันธ์กัน
อย่างมากในการเตรียมอิมัลชันเบื้องต้น ในเชิงสถิติถือว่าตัวแปรอิสระลักษณะนี้คือสภาพที่เกิด
สหสัมพันธ์ (multicollinearity) หมายถึงตัวแปรอิสระตัวหนึ่งอาจมีอิทธิพลทับซ้อนกับอีกตัวหนึ่ง 
ยกตัวอย่างเช่น ปริมาณ Tween® 80 ที่ระดับต่าง ๆ มีผลท าให้ขนาดอนุภาคเฉลี่ยเปลี่ยนแปลงไป
อย่างชัดเจน ในขณะที่อัตราส่วนของ stearic acid: Lexol® GT-865 ก็เป็นอีกหนึ่งตัวแปรส าคัญที่          
ส่งผลให้ขนาดอนุภาคเกิดการเปลี่ยนแปลงเช่นเดียวกัน 

การสังเกตการเกิด multicollinearity ด้วยวิธีที่ง่ายที่สุดคือดูจากค่านัยส าคัญของ
ตัวแปรอิสระ จากการวิเคราะห์ regression analysis หากตัวแปรอิสระท้ังหมด หรือตัวแปรอิสระบาง
ตัวแปรส่งผลต่อขนาดอนุภาคเฉลี่ยอย่างไม่มีนัยส าคัญ แสดงว่ามีโอกาสเกิด multicollinearity ขึ้นได้ 
(32) , (33)  

3) นัยส าคัญของตัวแปรอิสระจากสมการแบบจ าลอง 
จากการทดสอบสมมติฐานเกี่ยวกับนัยส าคัญของตัวแปรอิสระโดยพิจารณาจาก

ค่าสถิติ  t-value พบว่าจากสมการแบบจ าลอง full quadratic model ในพจน์  linear terms 
ปริมาณ total lipid และ Tween® 80 มีอิทธิพลต่อการเปลี่ยนแปลงของขนาดอนุภาคอย่าง                 
มีนัยส าคัญทางสถิติที่ค่า p-value เท่ากับ 0.003 และ 0.009 ตามล าดับ ส่วนในพจน์ square terms 
พบว่าตัวแปรอิสระ stearic acid: Lexol® GT-865 (รูปแบบยกก าลัง) เป็นตัวแปรอิสระที่มีผลต่อ
ขนาดอนุภาคเฉลี่ยอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติทีค่า p-value เท่ากับ 0.045 หมายความว่าอัตราส่วนของ 
stearic acid: Lexol® GT-865 อาจมี อิทธิพลร่วมกับตัวแปรใดตัวแปรหนึ่ งและส่งผลต่อการ
เปลี่ยนแปลงขนาดอนุภาคเฉลี่ยอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ และเมื่อพิจารณาพจน์ Interaction terms 
จึงพบว่าความสัมพันธ์ระหว่าง stearic acid: Lexol® GT-865 กับ Tween® 80 นั้นมีผลต่อการ
เปลี่ยนแปลงขนาดอนุภาคอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ค่า p-value เท่ากับ 0.044  

การทดสอบนัยส าคัญของตัวแปรอิสระนี้มีประโยชน์ต่อการพิจารณาลดรูปสมการ
แบบจ าลอง ในกรณีที่ต้องการคัดเลือกเฉพาะตัวแปรที่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงขนาดอนุภาคอย่าง         
มีนัยส าคัญทางสถิติมาใช้ในสมการ โดยจะท าให้การพยากรณ์ค่าตัวแปร Y มีความแม่นย ามากยิ่งขึ้น 
ซึ่งกรณีนี้จะเหมาะสมต่อเมื่อตัวแปรอิสระที่ออกแบบมีความเป็นอิสระต่อกันหรือไม่มีความสัมพันธ์     
ทับซ้อน การพิจารณาใช้วิธีลดรูปสมการแบบจ าลอง ดูได้จากค่า R2 ของสมการที่สร้างข้ึนใหม่ หาก R2 
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นี้มีค่าเข้าใกล้ 1 มากขึ้น แสดงว่าสมการมีความแม่นย าและเหมาะสมในการน ามาใช้พยากรณ์         
ค่า Y (14) , (32) 

ผู้วิจัยได้ทดลองใช้วิธีลดรูปสมการให้เหลือเพียงพจน์ของตัวแปรอิสระที่มีนัยส าคัญ
ทางสถิติ ได้แก่ X1, X3, X2

2 และ X23 ปรากฎว่าค่า R2 ที่ได้มีค่าต่ าลงเท่ากับ 0.7131 จึงเป็นสิ่งที่ช่วย
ยืนยันความเหมาะสมของการเลือกใช้ full quadratic model แบบเต็มรูปแบบในการพยากรณ์ค่า Y  

4) ความสัมพันธ์ของตัวแปรอิสระที่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงขนาดอนุภาค 
จากการศึกษาความสัมพันธ์ของตัวแปรอิสระด้วยกราฟ contour plot และ 

response surface plot แสดงให้เห็นว่า ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณ total lipid และอัตราส่วน
ของ stearic acid: Lexol® GT-865 มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงขนาดอนุภาคของ NLCs-SA อย่างไม่มี
นัยส าคัญทางสถิติ ตัวอย่างเช่น การเตรียมอิมัลชันเบื้องต้นด้วยปริมาณ total lipid เท่ากับ 10%w/v 
โดยใช้อัตราส่วนของ stearic acid: Lexol® GT-865 ที่ระดับต่าง ๆ จะไม่ส่งผลให้ขนาดอนุภาคของ 
NLCs-SA แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ แต่เมื่อพิจารณาความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณ total 
lipid กับปริมาณ Tween® 80 พบว่าตัวแปรอิสระทั้ งสองมี อิทธิพลร่ วมกันระดับหนึ่ ง  (p-
value=0.060) โดยจะเห็นว่าในช่วงแรกตัวแปรอิสระทั้งสองมีอิทธิพลต่อการเปลี่ยนแปลงของ         
ขนาดอนุภาคในเชิงตรงข้ามกัน แต่เมื่อปริมาณ total lipid และ Tween® 80 มีจุดที่เหมาะสม ได้แก่
ช่วง 8.5-10%w/v และ 18-25%w/v ตามล าดับ สามารถท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงแนวโน้ม             
ของขนาดอนุภาคไปในทิศทางเดียวกัน เช่นเดียวกับความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณ Tween® 80 กับ
อัตราส่วนของ stearic acid: Lexol® GT-865 อิทธิพลร่วมระหว่างตัวแปรอิสระทั้งสองมีผลต่อการ
เปลี่ยนแปลงขนาดอนุภาคอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p-value= 0.044) คือเมื่ออัตราส่วนของ stearic 
acid: Lexol® GT-865 และ Tween® 80 มีจุดที่ เหมาะสมได้แก่ช่วง  3.7–4:1 และ 24-25%w/v 
ตามล าดับ สามารถท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงแนวโน้มของขนาดอนุภาคไปในทิศทางเดียวกัน 

5) การประมาณค่าที่เหมาะสมในการเตรียมอิมัลชันเบื้องต้น 
จากการตั้งค่าผลตอบสนองเป็นค่า minimize และได้ผลประมาณค่าระดับของ        

ตัวแปรอิสระที่เหมาะสมในการเตรียมตัวอย่าง NLCs-SA อนุภาคขนาดเล็กคือ ปริมาณ total lipid 
เท่ากับ 10%w/v, อัตราส่วนของ stearic acid: Lexol® GT-865 เท่ากับ 4:1 และความเข้มข้นของ 
Tween® 80 เท่ากับ 25%w/v ซึ่งพบว่าผลการประมาณค่าที่ได้เป็นไปตามผลการวิเคราะห์ ANOVA 
และ regression analysis เมื่อทดลองเตรียมอิมัลชันเบื้องต้นจากตัวแปรอิสระชุดนี้พบว่าสามารถ
เตรียมเป็นผลิตภัณฑ์ NLCs-SA ที่มีขนาดอนุภาคเล็กที่สุดได้จริง 
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5.2.4 คุณสมบัติเฉพาะของนาโนพาร์ทิเคิลไขมัน 
1) ผลการวิเคราะห์การกระจายขนาดอนุภาค 

จากผลการประมาณค่าของตัวแปรอิสระที่สามารถเตรียม NLCs-SA ขนาดอนุภาค
เล็กที่สุดที่สามารถเตรียมได้ พบว่า ได้ผลิตภัณฑ์ NLCs-SA ขนาดอนุภาคเฉลี่ยเท่ากับ 189.62±1.82 
nm และเมื่อเตรียมเป็นตัวอย่าง NLCs พบว่าขนาดอนุภาคเฉลี่ยเท่ากับ 369.00±3.37 nm โดยไม่พบ
ความแตกต่างของขนาดอนุภาคอย่างมีนัยส าคัญระหว่างตัวอย่างทั้งสอง ส าหรับการศึกษาความคงตัว
ทางกายภาพเมื่อผ่านการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4±1ºC เป็นระยะเวลา 90 วัน พบว่าตัวอย่าง NLCs-SA 
มีขนาดอนุภาคใหญ่ขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระยะเวลาการเก็บรักษา 30 วัน ในขณะที่ตัวอย่าง 
NLCs มีขนาดใหญ่ขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติตั้งแต่วันที่ 7 และพบการตกตะกอน 1-25% ที่ก้น
ภาชนะบรรจุเมื่อผ่านระยะเวลาการเก็บรักษา 30 วัน 

การวิเคราะห์การกระจายอนุภาคของ NLCs-SA พบว่ามีการกระจายขนาดเป็น    
2 ช่วงคือช่วงที่มีขนาด 1-2 nm และขนาด 100-400 nm และมีการกระจายขนาดในช่วงแคบหลังจาก
ผ่านการเก็บรักษาเป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยแสดงค่า PI ไม่เกิน 0.5 ตลอดจน 90 วัน โดยสันนิษฐานว่า
การกระจายขนาดเป็น 2 ช่วงของ NLCs-SA อาจเกิดจากการที่ผลึกยังอยู่ในรูปพลังงานสูง และยังไม่
ฟอร์มเป็นนาโนพาร์ทิเคิลไขมันอย่างสมบูรณ์ภายหลังจากการเตรียมไม่ถึง 24 ชั่วโมง ท าให้ผลการวัด
พบอนุภาคในช่วงขนาด 1-2 nm ส่วนการกระจายขนาดอนุภาคของตัวอย่าง NLCs แสดงค่า PI 
เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อผ่านระยะเวลาการเก็บรักษา 30 วัน ซึ่งการกระจายขนาด
แบ่งเป็น 2 ช่วงคือ 150-900 nm และขนาดใหญ่กว่า 1 µm โดยพบการตกตะกอนที่ก้นภาชนะบรรจุ
เพ่ิมข้ึนเป็น 26–75% และ 100% เมื่อผ่านระยะเวลาการเก็บรักษา 60 และ 90 วันตามล าดับ 

สาเหตุของการเพ่ิมขนาดอนุภาคอย่างรวดเร็วและเกิดการตกตะกอนที่ภาชนะบรรจุ
ของตัวอย่าง NLCs เกิดจากสาเหตุเดียวกันกับหัวข้อที่ 5.2.2 เนื่องจากการใช้ Tween® 80 ที่ความ
เข้มข้นสูงถึง 25%w/v ในขณะที่ขนาดอนุภาคของ NLCs ณ วันเริ่มต้นมีขนาดใหญ่กว่า NLCs-SA 
และเพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญตั้งแต่วันที่  7 ของการเก็บรักษา คือจาก 369.00±3.37 nm เป็น 
741.59±36.96 nm จึงมีโอกาสที่ขนาดอนุภาคจะเพ่ิมขึ้นถึงระดับไมครอนได้อย่างรวดเร็ว และ
สามารถพบการตกตะกอนอันเกิดจากการเกาะกลุ่มกันของอนุภาคขนาดใหญ่ในรูปแบบของ 
flocculated system ดังภาพที่ 10 แตกต่างจากกรณีของตัวอย่าง NLCs-SA ซึ่งมีอนุภาคขนาดเล็ก
และอยู่ในช่วงนาโนเมตร ถึงแม้จะพบขนาดอนุภาคเพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญเมื่อผ่านระยะเวลาการเก็บ
รักษา 30 จนถึง 90 วัน ระบบที่มีขนาดอนุภาคเล็กนั้นจะมีที่พ้ืนผิวสูง (ภาพที่ 11) จึงมีความต้องการ
สารลดแรงตึงผิวในการหุ้มล้อมรอบอนุภาคมากกว่าตัวอย่าง NLCs ในขณะที่ใช้ Tween® 80          
ความเข้มข้นเดียวกัน ด้วยสาเหตุดังกล่าวตัวอย่าง NLCs-SA จึงไม่เกิดการเรียงตัวของโมเลกุล          
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สารลดแรงตึงผิวอัดแน่นซ้อนทับกันจนท าให้อนุภาคมีขนาดใหญ่เพ่ิมขึ้น และไม่พบการตกตะกอน        
ในรูปแบบ flocculated system ในระยะเวลาการเก็บรักษา 90 วัน (9) 
 
ภาพที่ 10 การตกตะกอนในรูปแบบ flocculated system (9) 

 

 

ภาพที่ 11 อนุภาคแขวนลอยที่มีพ้ืนทีผ่ิวต่ า (ซ้าย) และพ้ืนทีผ่ิวสูง (ขวา) (34) 

 
 

2) ผลการวิเคราะห์ค่าศักย์ซีต้า 
ส าหรับการวิเคราะห์ค่าศักย์ซีต้าพบว่าอนุภาคมีประจุลบ และมีค่า ZP ต่ ากว่า    

20 mV โดยตัวอย่าง NLCs-SA พบค่า ZP ในช่วง -3.81±0.64 mV ถึง -7.89±4.02 mV ในขณะที่
ตัวอย่าง NLCs พบค่า ZP ในช่วง -15.61±2.37 mV ถึง -18.83±3.90 mV และเมื่อตรวจสอบด้วย
การวัดค่า pH ของทั้งสองตัวอย่าง พบว่าตัวอย่าง NLCs-SA มีค่า pH เท่ากับ 3.2-3.5 จึงเป็นสิ่งยืนยัน
ว่าค่า ZP ที่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญของทั้งสองตัวอย่างนั้นเกิดจาก salicylic acid ที่สามารถ       
แตกตัวให้ H+ แก่ระบบ และเพ่ิมประจุบวกที่พ้ืนผิวของอนุภาคนาโนพาร์ทิเคิลไขมันดังภาพที่ 12        
ค่าประจุลบที่ตรวจวัดได้ที่ชั้นสะเทินจึงมีค่าต่ ากว่าตัวอย่าง NLCs  
 



57 
 

ภาพที่ 12 การเพ่ิมข้ึนของประจุบวกบริเวณพ้ืนผิวอนุภาคของตัวอย่าง NLCs-SA (35) 

 
 

3) ผลการตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
จากการตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาด้วยกล้อง SEM พบว่าภายหลังจาก

การเตรียมเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ตัวอย่าง NLCs-SA และ NLCs มีขนาดอนุภาคท่ีไม่แตกต่างกันมากนัก 
โดยสอดคล้องกับผลการวัดขนาดอนุภาคที่ไม่พบแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ และอนุภาคมี
รูปร่างเป็นทรงกลมจึงช่วยยืนยันความถูกต้องของผลการวัดขนาดและการกระจายอนุภาคด้วย
เครื่องมือ DelsaTM Nano C ด้วยเทคนิค dynamic light scattering ในการตรวจวัดการกระเจิงแสง
จากอนุภาคทรงกลม (3) 

4) ผลการตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างผลึก 
ผลจากการวิเคราะห์ด้วยเครื่อง DSC ค่า enthalpy และค่าระดับความเป็นผลึก

แสดงให้เห็นถึงการเปลี่ยนแปลงระดับความเป็นผลึกเมื่อเติม capric/caprylic triglyceride ใน     
เมทริกซ์ไขมัน โดยเปลี่ยนแปลงระดับความเป็นผลึกของ stearic acid จาก 100% เป็น 81.93% 
ในขณะที่ระดับความเป็นผลึกของตัวอย่าง NLCs-SA และ NLCs ภายหลังจากกระบวนการเตรียม 24 
ชั่วโมงมีค่าเท่ากับ 25.68% และ 24.77% ตามล าดับ เนื่องจากตัวอย่างผ่านการเตรียมเป็นอิมัลชัน
เบื้องต้นซึ่งมีสารลดแรงตึงผิว Tween® 80 เป็นส่วนประกอบถึง 25%w/v แต่เมื่อผ่านระยะเวลา   
การเก็บรักษา 60 วัน พบว่า ระดับความเป็นผลึกของทั้งสองตัวอย่างเพ่ิมขึ้น ซ่ึงหากพิจารณาร่วมกับ 
DSC เทอร์โมแกรมจะพบการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างผลึกของ stearic acid เมื่อน ามาเตรียมอยู่ใน
รูปแบบของ bulk lipid โดยพบว่า melting point ที่ลดลงจาก 70.46ºC เป็น 67.66ºC เกิดจาก
รูปแบบของผลึกไขมันเปลี่ยนแปลงจาก β-crystal เป็น β´-crystal และเมื่อเตรียมเป็นตัวอย่าง NLCs-
SA และ NLCs จึงเปลี่ยนแปลงเป็นรูปแบบผลึกพลังงานสูง α-crystal ที่ melting point 55.26ºC 
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และ 55.08ºC ตามล าดับ นอกจากนี้ยังพบการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างผลึกของตัวอย่างทั้งสองเป็น         
β´-crystal เมื่อระยะเวลาการเก็บรักษาผ่านไป 60 วัน 

จะเห็นได้ว่าเมื่อตัวอย่าง NLCs-SA และ NLCs ผ่านกระบวนการผลิตร่วมกับการ
เติมสารลดแรงตึงผิว ท าให้ระดับความเป็นผลึกของอนุภาคลดน้อยลงซึ่งเป็นที่น่าสังเกตว่าความเป็น
ผลึกของตัวอย่างทั้งสองเพ่ิมขึ้นเมื่อระยะเวลาการเก็บรักษาผ่านไป 60 วัน ลักษณะดังกล่าวนี้เกิดจาก
การเปลี่ยนแปลงรูปร่างผลึกให้อยู่ในสภาวะเสถียรมากขึ้น โดยอ้างอิงจากงานวิจัยของ Severino และ
คณะ (ค.ศ. 2011) (30) ที่ได้รายงานไว้ว่าโครงสร้างผลึกรูปแบบ β´-crystal ของอนุภาคนาโนพาร์ทิเคิล
ไขมันที่เตรียมจาก stearic acid และ capric/caprylic triglyceride เป็นโครงสร้างที่เสถียรและ
สามารถบรรจุสารส าคัญให้คงตัวอยู่ได้ในระหว่างการเก็บรักษา  

5.2.5 ผลการทดสอบประสิทธิภาพการบรรจุสารส าคัญ 
ผลความคงตัวทางเคมีจากการทดสอบประสิทธิภาพการบรรจุสารส าคัญด้วยการหา

ปริมาณ free salicylic acid ที่ไม่ถูกกักเก็บภายในอนุภาคโดยใช้เทคนิค ultra filtration method 
แสดงผลการค านวณร้อยละของประสิทธิภาพการบรรจุสารส าคัญอยู่ในช่วง 79-80% ผลการทดสอบ
ความสามารถในการบรรจุสารส าคัญนี้แสดงให้เห็นถึงประสิทธิภาพของการเตรียม NLCs-SA โดยใช้ 
stearic acid ร่วมกับ capric/caprylic triglyceride เมื่อพิจารณาเปรียบเทียบกับงานวิจัยก่อนหน้า
ของ Woo และคณะ ในปี ค.ศ. 2014 (29) ซึ่งเตรียมนาโนพาร์ทิเคิลไขมันโดยใช้ stearic acid ร่วมกับ 
oleic acid โดยให้ผลการวัดขนาดอนุภาคเท่ากับ 332±3 nm พบว่าสามารถบรรจุ salicylic acid 
จ านวน 10 mg ได้สูงสุด 69% ที่อัตราส่วนไขมันแข็งกับน้ ามันเท่ากับ 1.5:1 หรือ 60:40% ของ
ปริมาณไขมันทั้งหมด 
  

5.3 ข้อเสนอแนะ 
 จากการศึกษาการเตรียมนาโนพาร์ทิเคิลไขมันบรรจุ  salicylic acid ผู้วิจัยสามารถสรุป

ข้อเสนอแนะเพ่ือเป็นแนวทางส าหรับการพัฒนาได้ดังนี้ 
1. การออกแบบการทดลองทางสถิติโดยเพ่ิมตัวแปรตอบสนองอีกหนึ่งตัวแปร  ได้แก่

ความสามารถในการบรรจุสารส าคัญ 
 2. การศึกษาถึงคุณสมบัติของ salicylic acid ที่มีส่วนท าให้อนุภาคนาโนพาร์ทิเคิลไขมัน        
มีลักษณะทางกายภาพที่ดีข้ึน 
 3. การทดลองเติมสารลดแรงตึงผิวที่มีประจุในการเตรียมอิมัลชันเบื้องต้น เพ่ือเพ่ิมแรงผลัก
ทางไฟฟ้าที่ผิวอนุภาคและท าให้นาโนพาร์ทิเคิลไขมันมีความคงตัวมากข้ึน  
 4. การทดสอบการปลดปล่อย salicylic acid จากนาโนพาร์ทิเคิลไขมันจะช่วยในการท านาย
ต าแหน่งของ salicylic acid ภายในอนุภาคได้ดียิ่งขึ้น 
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ภาคผนวก ก 
การออกแบบการทดลอง Box-Behnken design ในโปรแกรม MINITAB 

 
 Create response surface design 

 
 
 เลือก Box-Behnken design และจ านวนของตัวแปรอิสระ 
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 ตั้งค่าระดับของตัวแปรอิสระ 

 

 

 ผลการออกแบบ Box-Behnken design 

 

 

 

 

 

 



66 
 

ภาคผนวก ข 
การวิเคราะห์ผลการทดลองจาก Box-Behnken design 

 
 Analysis response surface design 

 
 

 การคัดเลือกสมการแบบจ าลอง 
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 ผลการวิเคราะห์ ANOVA 

 
 

 ผลการวิเคราะห์ regression analysis 
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 Response prediction 
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 Propability distribution ของค่าสถิติ t-critical  

 
 

 Propability distribution ของค่าสถิติ f-critical  
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 การสร้าง contour plot  
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 การสร้าง response surface plot 
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 การวิเคราะห์ response optimizer 
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ภาคผนวก ค 
ภาพจาก Microscope ECLIPSE 50i (Nikon, ประเทศญี่ปุ่น) 

 
 ลักษณะอนุภาคเบื้องต้นของ NLCs-SA หลังจากการเตรียม 24 ชั่วโมง 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ลักษณะอนุภาคเบื้องต้นของ NLCs หลังจากการเตรียม 24 ชั่วโมง 
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ภาคผนวก ง 
ตัวอย่างการค านวณหาค่าร้อยละความสามารถในการบรรจุสารส าคัญ 

 
ต ารับอิมัลชัน    100.00  g   salicylic acid 0.05  g  
กระจายตัวในน้ าเย็น (1:20) 1.00  g มี salicylic acid 0.0050  g  
ดังนั้น นาโนพาร์ทิเคิลไขมัน 21        g มี salicylic acid 0.0050  g  (1) 
ชั่งตัวอย่างนาโนพาร์ทิเคิลไขมัน   4.0006  g ลงใน centrifuge filter tube 
ปิเปตตัวอย่างส่วนใสจาก filter tube   0.8   ml เจือจางเป็น  10  ml  (dilution factor)  
ค่าการดูดกลืนแสง free salicylic จากต ารับเท่ากับ 0.3884 
สมการจากกราฟมาตรฐาน  y = 0.0249x + 0.0016 
ได้ความเข้มข้น free salicylic acid จากกราฟ  15.527  μg/ml  (x dilution factor) 

ดังนั้น ปริมาณ free salicylic acid จาก filter tube เท่ากับ 194.0875  μg 
นาโนพาร์ทิเคิลไขมัน 4.0006  g พบ free salicylic acid   194.0875 X 10-6  g 
นาโนพาร์ทิเคิลไขมัน 21  g จะพบ free salicylic acid      0.001019       g  (2)  
 
Encapsulation efficacy (%)  = (1) – (2)  x 100 
         (1) 
      = 0.0050 - (0.001019) x 100 
           0.0050 
    = 79.62% 
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