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โรคกลากส่วนใหญ่เกิดจากเชือ้ราในสกุล  Trichophyton งานวิจัยนีม้ีวัตถุประสงค์เพ่ือ

ศึกษาความเข้มข้นตํ่าสุดของสารสกัดจากใบคูน เนือ้ในฝักคูน เมล็ดคูน และนํา้มันหอมระเหยจากใบ
มะกรูดในการยับยั ง้การเจริญ เติบโตของเชื อ้รา  Trichophyton mentagrophytes ด้วยวิธี  broth 
macrodilution และทดสอบประสิทธิภาพตํารับไมโครอิมลัชนัและนาโนอิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหยจาก
ใบมะกรูดด้วยวิธี  agar well diffusion ผลการศึกษาพบว่าความเข้มข้นตํ่าสุดในการยับยัง้การ
เจริญเติบโตของเชือ้รา T. mentagrophytes ของสารสกดัจากใบ เนือ้ในฝักและเมลด็คนูเท่ากบั 2 mg/ml 
และสําหรับนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูดเท่ากบั 1.06 µg/ml ตํารับไมโครอิมลัชนัเกิดโซนยบัยัง้เชือ้รา 
T. mentagrophytes เฉลี่ยมากกวา่ 4 cm ตํารับนาโนอิมลัชนัเกิดโซนยบัยัง้เชือ้ราเฉลี่ย 1.91 + 0.40 cm 
ประเมินคุณลักษณะทางกายภาพและความคงสภาพทางกายภาพของตํารับไมโครอิมัลชันและนาโน
อิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูด ด้วยการวดัขนาดอนภุาค การกระจายของขนาดอนภุาค และ
ค่าศกัย์ซีต้า ประเมินความคงสภาพทางเคมีของตํารับจากการวิเคราะห์ปริมาณสารสําคญั  citronellal 
ด้วยวิธี UV-Visible spectrophotometry จากผลการศกึษาพบว่าตํารับไมโครอิมลัชนัและนาโนอิมลัชนัมี
คณุลกัษณะทางกายภาพ ความคงสภาพทางกายภาพและเคมีอยู่ในช่วงท่ียอมรับได้พบว่าระยะเวลาการ
เก็บรักษาและอณุหภมูิท่ีสงูขึน้มีผลต่อการสลายตวัของสารสําคญัในตํารับไมโครอิมลัชนัและตํารับนาโน
อิมลัชนั แต่ตํารับไมโครอิมลัชันสามารถบรรจุนํา้มนัหอมระเหยได้ในปริมาณท่ีมากกว่า  (คิดเป็น 5%v/v 
ของตํารับ) ในขณะท่ีนาโนอิมัลชันบรรจุปริมาณนํา้มันได้น้อยกว่า (คิดเป็น 1%v/v ของตํารับ) จาก
การศึกษาดังกล่าวแสดงให้เห็นว่าตํารับไมโครอิมลัชันของนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูดอาจเป็นอีก
ทางเลือกสําหรับการรักษาโรคกลากท่ีเกิดจากการติดเชือ้รา T. mentagrophytes ได้ 
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Trichophyton is one of the most common causes of dermatophytosis. This study 

aimed to evaluate the antifungal properties of leaves, fruit, seed extract of golden shower and 
kaffir lime leaf oil against Trichophyton mentagrophytes. The evaluation of the antifungal 
properties of microemulsion and nanoemulsion revealed the effects of kaffir lime oil against T. 
mentagrophytes. The minimum inhibitory concentration (MIC) of the extract and kaffir lime leaf 
oil against T. mentagrophytes was determined using the broth macrodilution method. It was 
found that the leaves, fruit and seed extracts showed MIC of 2 mg/ml and kaffir lime leaf oil 
showed MIC of 1.06 µg/ml. The antifungal activity of microemulsion and nanoemulsion were 
confirmed by using an agar well diffusion assay, demonstrating an inhibition zone of more 
than 4 cm, while nanoemulsion had an inhibition zone of 1.91 + 0.40 cm. The evaluation for 
microemulsion and nanoemulsion droplet sizes, the polydispersity index, the zeta potential, 
the physical characteristics and physical stability. The chemical stability of formulations were 
tested by analyzing citronellal in the formulations using a validated method of UV-Vis 
spectrophotometry. The size, size distribution, and surface charge of microemulsion and 
nanoemulsion were in acceptable ranges and showed good physical and chemical stability. 
The degradation of the active compounds in formulations were time and temperature 
dependent. However, microemulsion contained kaffir lime leaf oil (5%v/v) while nanoemulsion 
contained less kaffir lime leaf oil (1%v/v). This study showed that the microemulsion of kaffir 
lime leaf oil may be an alternative therapy against dermatophytosis caused by T. 
mentagrophytes. 
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บทที่ 1 
บทน า 

 

ภูมิหลังและความส าคัญของการวิจัย 
โรคกลากเกิดจากเชือ้รา Trichophyton mentagrophytes เป็นเชือ้ราก่อโรคกลากใน

กลุ่มเดอร์มาโตไฟต์ (Dermatophyte) ท่ีสามารถพบได้ทัง้ในคนและในสตัว์ หากมีการติดเชือ้ในคน
อาจทําให้มีอาการอักเสบบริเวณท่ีติดเชือ้และอาจทําให้โครงสร้างเคอราตินท่ีชัน้ผิวหนังมีการ
เปล่ียนแปลง (1, 2) เน่ืองจากเชือ้ราก่อโรคกลากสามารถย่อยเคอราตินซึ่งเป็นโปรตีนโครงสร้าง
ชนิดหนึ่งพบท่ีผิวหนงั เล็บ ขน และผม อาการท่ีเกิดขึน้จะแตกต่างกนัไปตามอวยัวะท่ีติดเชือ้ เช่น 
กลากท่ีผิวหนัง กลากท่ีง่ามเท้า กลากท่ีเล็บและกลากท่ีหนงัศีรษะ การก่อโรคกลากส่วนใหญ่มัก
เกิดในบริเวณท่ีอบัชืน้โดยพบมากในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีมีภูมิต้านทานต่ํา กลุ่มผู้ ป่วยโรคเบาหวาน และ 
ผู้ ท่ีสมัผสักับเชือ้ราโดยตรงจากธรรมชาติ แม้ว่าโรคผิวหนงัอกัเสบท่ีเกิดจากเชือ้ราก่อโรคกลากจะ
ไม่ก่อให้เกิดอนัตรายรุนแรงแตมี่ความสําคญัทางด้านสาธารณสุขและทางด้านระบาดวิทยาอย่าง
มาก เน่ืองจากพบการติดเชือ้โรคผิวหนงัอกัเสบท่ีเกิดจากเชือ้ราก่อโรคกลากในประชากรทัว่โลกสงู
ถึงร้อยละ 20 – 25 โดยเฉพาะผู้ ท่ีอาศยัในภูมิประเทศแถบร้อนชืน้ (3) สําหรับสถานการณ์ปัจจบุนั
พบวา่มีการเกิดอบุตักิารณ์ดือ้ยาต้านเชือ้รามากขึน้ หากมีการตดิเชือ้แบคทีเรียร่วมด้วยอาจเป็นอีก
หนึ่งปัจจยัท่ีสนับสนุนให้มีการใช้ยาปฏิชีวนะเพิ่มขึน้หรือมีการใช้ยาปฏิชีวนะเกินจําเป็นซึ่งอาจ
สง่ผลตอ่การดือ้ยาปฏิชีวนะในอนาคต  

การรักษาโรคกลากในปัจจุบันนิยมใช้ยาทาในกลุ่ ม azole derivatives, polyenes 
derivative, allylamine derivative และ ciclopirox olamine (3) ทัง้นีย้งัไม่มีการพฒันาผลิตภณัฑ์
จากธรรมชาตหิรือจากสมนุไพรสําหรับใช้เป็นยารักษาโรคกลาก จากการทบทวนวรรณกรรมพบว่า
พืชในวงศ์ Leguminosae ส่วนใหญ่มีฤทธ์ิต้านเชือ้ราก่อโรคกลากกลุ่มเดอร์มาโตไฟต์ เช่น คูน 
(Cassia fistula L.) (4) เป็นพืชท่ีนิยมปลูกและแพร่กระจายในทุกภาคของประเทศไทยและหลาย
ประเทศในแถบทวีปเอเชีย ใช้เป็นยาสมุนไพรพืน้บ้านสําหรับช่วยระบายในประเทศอินเดีย จีน 
ฮ่องกง ฟิลิปปินส์ มาเลเซีย อินโดนีเซีย บงัคลาเทศ ไทย ในการแพทย์พืน้บ้านของไทยนิยมใช้ใบ
สดคูนตําให้ละเอียด นําไปพอก หรือใช้ทาถูตามบริเวณท่ีเป็นโรคกลาก อย่างไรก็ตามยังไม่มี
รายงานการศึกษาวิจยัฤทธ์ิต้านเชือ้ราก่อโรคกลากกลุ่มเดอร์มาโตไฟต์ของสารสกัดใบคนู เนือ้ใน
ฝักคนู และเมล็ดคนูท่ีสกดัด้วย 95% เอทานอล นอกจากนี ้มีรายงานว่าพืชในวงศ์  Rutaceae เช่น 
นํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูด (Citrus hystrix DC.) มีฤทธ์ิต้านเชือ้ราก่อโรคกลากกลุ่มเดอร์มา
โตไฟต์ โดยมีสารสําคัญคือ citronellal, citronellol และ citronellol acetate (5, 6) ข้อจํากัดของ
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นํา้มนัหอมระเหยคือไม่มีความคงสภาพทางเคมีและอาจก่อให้เกิดการระคายเคืองต่อผิวหนงัได้
หากนํามาใช้โดยตรง จึงเป็นท่ีมาของการพัฒนาตํารับไมโครอิมัลชันของนํา้มันหอมระเหยจาก  
ใบมะกรูด และตํารับนาโนอิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูด เพ่ือเพิ่มความคงสภาพทาง
เคมีของนํา้มันหอมระเหยจากใบมะกรูดและลดการระคายเคืองในการใช้ยาผ่านทางผิวหนัง 
รวมถึงเพิ่มประสิทธิภาพในการนําสง่ยาผา่นทางผิวหนงั (7) 

ไมโครอิมัลชนั (microemulsion) เป็นระบบนําส่งยารูปแบบหนึ่งท่ีประกอบด้วยวฏัภาค
นํา้ วัฏภาคนํา้มัน สารลดแรงตึงผิว (surfactant) และสารลดแรงตึงผิวร่วม (co-surfactant) ใน
ปริมาณท่ีมากกว่าร้อยละ 20 ของตํารับ โดยสารลดแรงตึงผิวจะจัดเรียงตัวเป็นชัน้ เดียว 
(monolayer) มีลกัษณะทรงกลมท่ีหนัส่วนท่ีชอบนํา้ (hydrophilic) ออกมาด้านสู่นอกและหนัส่วน
ท่ีชอบไขมนั (lipophilic) ไว้ด้านใน (8) มีขนาดอนภุาคประมาณ 10 – 100 nm มีลกัษณะทางกาย
ภายโปร่งแสงหรือโปร่งใส รวมถึงมีความคงสภาพทางอุณหพลศาสตร์ (thermodynamically 
stable) สําหรับนาโนอิมลัชนั (nanoemulsion) เป็นระบบของเหลวกระจายตวั ประกอบด้วยนํา้มนั 
นํา้ และสารลดแรงตงึผิว โดยทัว่ไปมกัใช้สารลดแรงตงึผิวปริมาณร้อยละ 3 – 10 ของตํารับ สารลด
แรงตึงผิวจะจดัเรียงตวัเป็นชัน้เดียวมีลกัษณะทรงกลมท่ีหนัส่วนท่ีชอบนํา้ออกมาด้านสู่นอก และ
หันส่วนท่ีชอบไขมันไว้ด้านในลักษณะคล้ายคลึงกับไมโครอิมัลชัน  มีขนาดอนุภาคประมาณ  
20 – 500 nm ทัง้นีน้าโนอิมลัชันเป็นระบบท่ีไม่สามารถเกิดขึน้ได้เองตามธรรมชาติดงันัน้จึ งไม่มี
ความคงสภาพทางอุณหพลศาสตร์  (thermodynamically unstable) แต่มีความคงสภาพทาง
จลนศาสตร์ (kinetically stable) (9, 10) 

ง า น วิ จั ย ฉ บั บ นี ้มี วั ต ถุ ป ร ะ ส ง ค์ เ พ่ื อ ศึ ก ษ า ฤ ท ธ์ิ ต้ า น เชื ้อ ร า ก่ อ โร ค ก ล า ก  
T. mentagrophytes ของสารสกัด 95% เอทานอลของใบคูน เนือ้ในฝักคูน เมล็ดคูน นํา้มันหอม
ระเหยจากใบมะกรูด ตํารับไมโครอิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูด  (11, 12) และตํารับ
นาโนอิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูด นอกจากนีย้งัศึกษาความคงสภาพทางเคมีของ
ตํารับไมโครอิมัลชันของนํา้มันหอมระเหยจากใบมะกรูดและตํารับนาโนอิมัลชันของนํา้มันหอม
ระเหยจากใบมะกรูด การพฒันาวิธีวิเคราะห์สาร citronellal ท่ีเป็นสารสําคญัในนํา้มนัหอมระเหย
จาก ใบ ม ะก รูด  แล ะก ารต รวจส อ บ ค วาม ถูก ต้ อ งข องวิ ธี วิ เค ราะ ห์ ด้ วย วิ ธี  UV-Visible 
Spectrophotometry 
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ปัญหาการวิจัย 
1. นํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูด มีฤทธ์ิต้านเชือ้รา T. mentagrophytes หรือไม ่
2. สารสกัด 95% เอทานอลจากใบคูน เนือ้ในฝักคูน และเมล็ดคูน มีฤทธ์ิต้านเชือ้รา 

T. mentagrophytes หรือไม ่
3. ตํารับไมโครอิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูดช่วยเพิ่มความคงสภาพทาง

กายภาพและทางเคมีของนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูดได้หรือไม่ 
4. ตํารับนาโนอิมัลชนัของนํา้มันหอมระเหยจากใบมะกรูดช่วยเพิ่มความคงสภาพทาง

กายภาพและทางเคมีของนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูดได้หรือไม่ 
 

ความมุ่งหมายของงานวิจัย 
1. เพ่ือทดสอบฤทธ์ิต้านเชือ้ราของนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูด ตํารับไมโครอิมลัชนั

ของนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูด และตํารับนาโนอิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูด  
2. เพ่ือทดสอบฤทธ์ิต้านเชือ้ราของสารสกดั 95% เอทานอลจากใบคนู เนือ้ในฝักคนู และ

เมล็ดคนู  
3. เพ่ือทดสอบความคงสภาพทางกายภาพและทางเคมีของตํารับไมโครอิมัลชันของ

นํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูด และตํารับนาโนอิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูด 
 

ขอบเขตของการวิจัย 
1. ศึกษาฤทธ์ิต้านเชือ้รา T. mentagrophytes และประเมินความเข้มข้นต่ําสุดในการ

ยับยัง้การเจริญเติบโตของเชือ้ราของนํา้มันหอมระเหยจากใบมะกรูด  ตํารับไมโครอิมัลชันของ
นํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูด และตํารับนาโนอิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูด 

2. ศึกษาฤทธ์ิต้านเชือ้รา T. mentagrophytes และประเมินความเข้มข้นต่ําสุดในการ
ยบัยัง้การเจริญเติบโตของเชือ้ราของสารสกัด 95% เอทานอลจากใบคนู เนือ้ในฝักคนู และเมล็ด
คนู  

3. ศกึษาและพฒันาตํารับไมโครอิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูด 
4. ศกึษาและพฒันาตํารับนาโนอิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูด 
5. ศกึษาและพฒันาวิธีวิเคราะห์ปริมาณสารสําคญัในนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูด 
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6. ทดสอบความคงสภาพทางกายภาพและทางเคมีของนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูด
ในตํารับไมโครอิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูด และในตํารับนาโนอิมัลชันของนํา้มัน
หอมระเหยจากใบมะกรูด 

ปัจจัยหรือตัวแปรที่ศึกษา 
ระยะท่ี 1 

ตวัแปรต้น  สารสกัด 95% เอทานอลจากใบคูน เนือ้ในฝักคูน และ
เมล็ดคนู 

   นํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูด 
ตวัแปรตาม  ร้อยละผลผลิตของสารสกดั 

ฤทธ์ิต้านเชือ้ราก่อโรคกลาก T. mentagrophytes 
ตวัแปรควบคมุ  สายพนัธุ์ของราก่อโรคกลาก T. mentagrophytes 
   สภาวะการบม่เชือ้ 

ระยะท่ี 2 
ตวัแปรต้น  ตํารับไมโครอิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูด 

    ตํารับนาโนอิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูด 
ตวัแปรตาม  ฤทธ์ิต้านเชือ้ราก่อโรคกลาก T. mentagrophytes 
ตวัแปรควบคมุ  สายพนัธุ์ของราก่อโรคกลาก T. mentagrophytes 

    สภาวะการบม่เชือ้ 
 
นิยามศัพท์เฉพาะ 

ไมโครอิมลัชนั หมายถึง ระบบของเหลวกระจายตวัท่ีประกอบด้วย นํา้ นํา้มนั สารลดแรง
ตงึผิว และสารลดแรงตงึผิวร่วม 

นาโนอิมลัชนั หมายถึง ระบบของเหลวกระจายตวัท่ีประกอบด้วย นํา้ นํา้มนั และสารลด
แรงตงึผิว 

สารสกดั หมายถึง สารสกดั 95% เอทานอลจากใบคนู เนือ้ในฝักคนู และเมล็ดคนู 
นํา้มนัหอมระเหย หมายถึง นํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูดท่ีกลัน่ด้วยนํา้ 
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กรอบแนวคิดในงานวิจัย 
ระยะท่ี 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
ระยะท่ี 2 
 
 
 
 
 
 
 
สมมุตฐิานในงานวิจัย 

1. นํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูดและตํารับไมโครอิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหยจากใบ
มะกรูดมีฤทธ์ิต้านเชือ้รา T. mentagrophytes 

2. นํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูดและตํารับนาโนอิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหยจากใบ
มะกรูดมีฤทธ์ิต้านเชือ้รา T. mentagrophytes 

3. สารสกัด 95% เอทานอลจากใบคูน เนือ้ในฝักคูน และเมล็ดคูน มีฤทธ์ิต้านเชือ้รา  
T. mentagrophytes  

4. ตํารับไมโครอิมัลชันช่วยเพิ่มความคงสภาพทางกายภาพและทางเคมีของนํา้มัน  
หอมระเหยจากใบมะกรูด 

5. ตํารับนาโนอิมัลชันช่วยเพิ่มความคงสภาพทางกายภาพและทางเคมีของนํา้มัน 
หอมระเหยจากใบมะกรูด 

- ตํารับไมโครอิมลัชนัของนํา้มนัหอม
ระเหยจากใบมะกรูด 
- ตํารับนาโนอิมลัชนัของนํา้มนัหอม
ระเหยจากใบมะกรูด 

- ร้อยละผลผลิตของสารสกดั 
- ฤทธ์ิต้านเชือ้ราก่อโรคกลาก T. 
mentagrophytes 

- สารสกดั 95% เอทานอลจากใบคนู 
- สารสกดั 95% เอทานอลจากเนือ้ใน
ฝักคนู  
- สารสกัด 95% เอทานอลจากเมล็ด
คนู 
- นํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูด 

- ฤทธ์ิต้านเชือ้ราก่อโรคกลาก T. 
mentagrophytes 
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ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
1. สามารถใช้เป็นแนวทางในการนําสารสกัด 95% เอทานอลจากใบคูน เนือ้ในฝักคูน 

เมล็ดคนู และนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูดมาพฒันาตอ่เป็นยารักษาโรคกลากจากการตดิเชือ้รา 
T. mentagrophytes 

2. เป็นแนวทางในการพัฒนาตํารับไมโครอิมัลชันจากนํา้มันใบมะกรูด  และตํารับ 
นาโนอิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูดท่ีมีความคงสภาพทางกายภาพและเคมี 

3. สามารถใช้วิธีวิเคราะห์สารสําคญั citronellal ในนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูด ด้วย
วิ ธี  UV-Visible Spectrophotometry แล ะก ารต รวจส อ บ ค วาม ถูก ต้ อ งด้ วย วิ ธี  UV-Visible 
Spectrophotometry เป็นแนวทางในการทําวิจยัตอ่ไป 



 

บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 

1. โรคกลาก (Ringworm, Tinea หรือ Dermatophytosis)  
โรคกลากเกิดจากเชือ้ราก่อโรคกลาก เป็นเชือ้ราท่ีสามารถย่อยเคอราตินซึ่งเป็นโปรตีน

โครงสร้างชนิดหนึ่งพบท่ีผิวหนัง เล็บ ขน และผม ก่อให้เกิดพยาธิสภาพบริเวณผิวหนังชัน้นอก  
เส้นผม ขน และเล็บท่ีแตกตา่งกนัไปตามอวยัวะท่ีติดเชือ้ โรคกลากมีการกระจายในแตล่ะภูมิภาค
แตกตา่งกนัขึน้อยูก่บัสภาพภมูิอากาศ ความชืน้และลกัษณะพฤตกิรรมการดํารงชีวิตของประชากร 
เชือ้ราก่อโรคกลากท่ีพบบ่อยในเขตร้อนชืน้ท่ีก่อโรคกลากทัง้ในมนุษย์และในสตัว์มีประมาณ 40 
สายพันธุ์  โดยพบว่าเชือ้ราก่อโรคกลากท่ีพบบ่อยในมนุษย์มี 3 สายพันธุ์  ได้แก่ Trichophyton, 
Epidermophyton และ Microsporum ตามลําดบั (3, 13) ปัจจยัท่ีมีผลต่อการเกิดโรคกลากได้แก่ 
ภาวะความเจ็บป่วยท่ีส่งเสริมให้ติดเชือ้โรคกลากได้ง่าย เช่น เบาหวาน โรคท่ีเก่ียวข้องกับระบบ
ภูมิคุ้มกัน พยาธิสภาพทางผิวหนงั เช่น การเกิดแผล หรือรอยถลอก ภาวะอบัชืน้หรือบริเวณซอก
พบัตา่ง ๆ เชน่ ขาหนีบ รักแร้ ซอกนิว้เท้า (1) 

การก่อโรคกลากในมนุษย์เกิดจากการเจริญของราก่อโรคกลากบริเวณผิวหนงั เน่ืองจาก
เชือ้ราก่อโรคกลากจัดเป็นกลุ่ม cutaneous mycoses คือกลุ่มเชือ้ราท่ีเจริญบนชัน้หนังแท้ ได้แก่ 
บริเวณผม ขน เล็บ และสามารถลุกลามจากชัน้ stratum corneum ท่ีเป็นชัน้หนงักําพร้าไปอยู่ท่ีรู
ขมุขน ผม โคนเล็บ และข้างเล็บได้ เม่ือมีการติดเชือ้ราในกลุ่มนีร่้างกายมกัจะมีการตอบสนองทาง
ภมูิคุ้มกนัทางร่างกาย เช่น มีการอกัเสบ บวม แดง หรือความผิดปกติตอ่โครงสร้างผิวหนงั ผม และ
เล็บ (3) 

1.1 อาการและแนวทางการรักษาโรคกลาก 
โรคกลากมีลกัษณะทางพยาธิสภาพของโรคจะเป็นผ่ืนมีวงขอบนนูแดงอาจมีลกัษณะ

กลมหรือรีและสามารถลามออกได้ บางครัง้อาจพบขุยสีขาวบริเวณวงผ่ืนหรืออาจพบตุ่มนํา้หรือ
หนองบริเวณขอบผ่ืน ในทางการแพทย์มีการจําแนกช่ือเรียกท่ีแตกต่างกันไปตามอวยัวะท่ีติดเชือ้
ดงันี ้เช่น กลากบริเวณศีรษะ (Tinea capitis ) กลากบริเวณใบหน้า (Tinea faciei) กลากบริเวณ
ขาหนีบ (Tinea cruris) กลากบริเวณลําตัว (Tinea coporis) กลากบริเวณเท้า (Tinea pedis) 
กลากบริเวณเล็บ (Tinea unguium) เป็นต้น 

ในปัจจุบนัการรักษาโรคผิวหนังจากเชือ้ราแบ่งเป็น 2 วิธี คือ การรักษาด้วยยาชนิด
รับประทาน และการรักษาด้วยยาชนิดทาภายนอก ซึ่งเป็นวิธีท่ีได้ความนิยมเน่ืองจากสะดวก 
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รวดเร็ว และอาการข้างเคียงจากการใช้ยาค่อนข้างต่ําเม่ือเทียบกับการรักษาด้วยยาชนิด
รับประทาน แต่ทัง้นีก็้ขึน้อยู่กับความรุนแรงของรอยโรคและพยาธิสภาพของผู้ ป่วย สําหรับการ
รักษาด้วยยาชนิดทาภายนอกท่ีนิยมใช้มีดงันี ้(3, 14) 

1.1.1 ยากลุ่ม Keratolytic agent มีกลไกการออกฤทธ์ิยบัยัง้และช่วยเร่งการหลดุ
ลอกของผิวหนงัท่ีทายา เชน่ Whitfield’s ointment 

1.1.2 ยากลุ่มอนพุนัธ์ของ Azole มีกลไกการออกฤทธ์ิยบัยัง้ cytochrome P-450 
ท่ีเป็นโคเอ็นไซม์สําหรับ การสร้าง ergosterol ท่ีเป็นส่วนประกอบของเย่ือหุ้มเซลล์ของเชือ้รา เช่น 
ketoconazole, clotrimazole และ miconazole เป็นต้น 

1.1.3 ยากลุ่มอนุพันธ์ของ Polylene มีกลไกการออกฤทธ์ิจับกับ ergosterol ท่ี
เป็นส่วนประกอบของเย่ือหุ้มเซลล์ทําให้คณุสมบตัิของเย่ือหุ้มเซลล์เปล่ียนแปลงไป  เช่น nystatin 
oral suspension 

1.1.4 ยากลุม่อ่ืน ๆ เชน่ terbinafine, tolnaftate, ciclopirox olamine  
1.2 สถานการณ์และความชุกของโรคกลากในปัจจุบัน 

จากรายงานความชกุของเชือ้ก่อโรคของโรคกลากท่ีเท้าในคลินิกผู้ ป่วยนอก หน่วยโรค
ผิวหนงั โรงพยาบาลจฬุาลงกรณ์ในป  2002 พบว่าจากผู้ ป่วย 89 จาก 103 คน สามารถเพาะเชือ้
ได้คิดเป็นร้อยละ 86.41 ของผู้ ป่วยทัง้หมด และแยกเป็นเชือ้ T. mentagrophytes ได้มากท่ีสุดถึง
ร้อยละ 51.46 ของเชือ้ก่อโรคกลากทัง้หมด (15) จากการศกึษาระบาดวิทยาของเชือ้ราก่อโรคในนํา้
จากบริเวณท่ีมีนํา้ท่วมในจังหวัดนราธิวาส ช่วงเดือนตุลาคมในปี 2012 ด้วยวิธีการเพาะเชือ้ใน
อาหารเลีย้งเชือ้และตรวจเอกลักษณ์ด้วยวิธีทางมหภาคและทางจุลภาค พบว่ามีเชือ้ราก่อโรค
กลากชนิด T. mentagrophytes มากท่ีสดุถึงร้อยละ 44 รองลงมาพบ Trichophyton rubrum และ 
Microsporum canis ประมาณร้อยละ 19 และร้อยละ 15 ตามลําดบั (16) ดงันัน้จะเห็นได้ว่าเชือ้
ราก่อโรคกลาก T. mentagrophytes มีความสําคญัทางระบาดวิทยา อบุตัิการณ์และความชกุของ
โรคกลากในประเทศไทย 

 
 
 
 

 
 

http://haamor.com/th/%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%9A%E0%B8%9A%E0%B8%9C%E0%B8%B4%E0%B8%A7%E0%B8%AB%E0%B8%99%E0%B8%B1%E0%B8%87/
http://haamor.com/th/%E0%B8%A2%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%B1%E0%B8%81%E0%B8%A9%E0%B8%B2%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84/
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2. ข้อมูลเก่ียวกับมะกรูด  
ช่ือสามญั (Common name or English name) : Kaffir Lime  
ช่ือวิทยาศาสตร์ (Scientific name)  : Citrus hystrix DC. 
วงศ์ (Family)     : Rutaceae 
ช่ือท้องถ่ิน (Local name) : มะกรูด มะขุน มะขูด (พายัพ) 

ส้มก รูด  ส้มมั่ ว ผี  (ใต้ ) มะหูด 
(หนองคาย)  

2.1 ลักษณะทางพฤกษศาสตร์  
ลําต้น เป็นไม้พุ่มขนาดเล็กสงู 2 - 12 เมตร ลําต้นแตกก่ิงก้านจํานวนมากตัง้แตร่ะดบั

ลา่งของลําต้นทําให้มีลกัษณะเป็นพุม่ ตามลําต้นและก่ิงมีหนามแหลมยาว 0.5 - 1.5 เซนตเิมตร 
ใบ เป็นใบประกอบแบบแบบนิว้มือแบบมีใบย่อยเดียว (unifoliolate palmately 

compound leaf) ท่ีจดัเรียงตวัแบบสลบั (alternate) ปลายใบและโคนใบมน ขอบใบเรียบ แผ่นใบ
เรียบเป็นมันสีเขียวเข้ม มีต่อมนํา้มันอยู่ตามผิวใบ (pellucid dotted, pellucid punctate) มีกลิ่น
หอมเฉพาะ ก้านใบมีปีก (wings) ดคูล้ายใบ 
 

  
 

ภาพประกอบ 1 แสดงลกัษณะของใบ และผลของต้นมะกรูด 
 

ดอก  ออกเป็นช่อตามซอกใบท่ีปลายก่ิง ดอกสีขาว กลีบเลีย้งมี 5 กลีบ กลีบดอกมี 5 
กลีบ โคนกลีบดอกตดิกนั  
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รังไข ่รังไขเ่หนือวงกลีบ (superior ovary) มีฐานรองดอกรูปจาน (disc) รองรับ 
ผ ล  แ บ บ  hesperidium รูป ท รงก ล ม ห รือ รูป ไข่  มี เส้ น ผ่ าน ศูน ย์ ก ล าง 5 - 7 

เซนติเมตร  โคนผลเรียวเป็นจุก ผิวขรุขระ มีต่อมนํา้มัน ผลอ่อนสีเขียวแก่ สุกเป็นสีเหลือง เมล็ด
กลมรี สีขาว มีหลายเมล็ด เนือ้ผลมีรสเปรีย้วปนขมเล็กน้อยดงัแสดงในภาพประกอบ 1 (17) 

2.2 องค์ประกอบทางเคมีของน า้มันหอมระเหยจากใบมะกรูด  
ใบมะกรูดเม่ือกลัน่ด้วยไอนํา้จะได้นํา้มันหอมระเหยประมาณร้อยละ 0.66 %v/w มี

อ ง ค์ ป ระ ก อ บ ห ลัก เป็ น  l-citronellal ป ระม าณ ร้อ ย ล ะ  65, citronellol, citronellol acetate 
น อ ก จ าก นี ย้ั งพ บ  sabinene, alpha-pinene, beta-pinene, alpha–phellandrene, limonene, 
terpinene, cymene, linalool และสารอ่ืนท่ีพบ ในนํา้มันหรือสารสกัด เช่น  rutin, hesperidin, 
diosmin (18, 19) 
  

    
citronellal                                    citronellol 

 

 
citronellol acetate 

 

ภาพประกอบ 2 แสดงโครงสร้างของ citronellal, citronellol และ citronellol acetate 
 

2.3 การสกัดน า้มันหอมระเหยจากพืช 
การสกัดแยกนํา้มนัหอมระเหยจากพืชขึน้อยู่กบัคณุสมบตัิของนํา้มนัหอมระเหยและ

คณุภาพของนํา้มนัหอมระเหยโดยมีหลายวิธีดงันี ้(17) 
2.3.1 การกลั่น (distillation) เป็นวิธีการสกัดนํา้มันหอมระเหยท่ีนิยมเน่ืองจาก

กระบวนการสกัดไม่ยุ่งยากซับซ้อนและราคาไม่แพงการแยกดังกล่าวจะได้นํา้มันหอมระเหย 
(essential oil) และ นํา้ปรุง (aromatic water) แบ่งออกเป็น การกลัน่ด้วยนํา้ (water distillation), 
การกลั่นด้วยนํ า้และไอนํา้ (water and steam distillation) และการกลั่น ด้วยไอนํ า้  (steam 
distillation) 
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2.3.2 การบีบ (expression) ใช้สําหรับพืชท่ีมีนํา้มนัหอมระเหยท่ีสลายตวัได้ง่าย
เม่ือถกูความร้อน 

2.3.3 การสกัดโดยใช้ไขมัน (enfleurage) การสกัดโดยใช้ไขมันเป็นวิธีการสกัด
แบบดัง้เดมิ มกัใช้กบัดอกไม้กลีบบาง 

2.3.4 การสกดัโดยใช้ตวัทําละลาย (solvent extraction) ใช้ตวัทําละลายท่ีระเหย
ได้มาสกดัหลงัจากนัน้จะแยกตวัทําละลายออกไปโดยการกลัน่ภายใต้อณุหภมูิและความดนัต่ํา จะ
ได้นํา้มนัหอมระเหยชนิด absolute 

2.3.5 ก า รส กัด โด ย ใช้ ค า ร์บ อ น ได อ อ ก ไซ ด์ เห ล วภ าย ใต้ ค ว าม ดัน สู ง 
(Supercritical carbon-dioxide fluid extraction) เป็นเทคนิคใหม่เหมาะสําหรับการสกัดนํา้มัน
หอมระเหยท่ีสลายตวัง่ายเม่ือถกูความร้อน แตส่ญูเสียคา่ใช้จา่ยมาก 

2.4 การสกัดน า้มันหอมระเหยจากใบมะกรูด 
สําหรับงานวิจยันีผู้้วิจยัเลือกการสกดันํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูดด้วยวิธีการกลัน่

ด้วยนํา้เน่ืองจากเป็นวิธีการสกัดนํา้มันหอมระเหยท่ีเป็นท่ีนิยม มีกระบวนการสกัดไม่ยุ่งยาก
ซบัซ้อนและราคาไมแ่พง 

2.5 งานวิจัยท่ีเก่ียวข้องกับฤทธ์ิต้านเชือ้ราของน า้มันหอมระเหยจากใบมะกรูด 
จากการทบทวนวรรณกรรมท่ีศึกษาองค์ประกอบในนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูด

พบว่าองค์ประกอบสําคัญ ส่วนใหญ่ เป็นสารพวก  β-citronellal (ร้อยละ 46.40), L-linalool  
(ร้อยละ 13.11), β-citronellol (ร้อยละ 11.03), citronelyl acetate (ร้อยละ 6.76) และ sabinene 
(ร้อยละ 5.91) (20) ส่วนงานวิจัยของ Waikedre และคณะในปี 2010 ท่ีศึกษาองค์ประกอบของ
นํ า้มันหอมระเหยจากใบของ C. hystrix จากการวิ เคราะห์ ด้วย  chromatography/mass 
spectrometry (GC/MS) พบว่าองค์ประกอบสําคญัส่วนใหญ่ในนํา้มนัหอมระเหยเป็นสารประเภท 
monoterpenes เช่ น  terpinen-4-ol (ร้ อ ย ล ะ  13.0), α-terpineol (ร้ อ ย ล ะ  7.6), 1,8-cineole  
(ร้อยละ 6.4), และ citronellol (ร้อยละ 6.0) และจากการทดสอบประสิทธิภาพของสารสกดัในการ
ต้ าน เชื อ้ รา  T. mentagrophytes var. interdigitale พ บ ว่ า นํ า้มั น ห อ ม ระ เห ย จ าก ใบ ข อ ง  
C. macroptera มีค่า MIC เท่ากับ 12.5 µg/ml สําหรับนํา้มนัหอมระเหยจากใบของ C. hystrix มี
คา่ MIC มากกว่า 100 µg/ml ซึ่งเป็นค่าท่ีคอ่นข้างสงูและยงัไม่สามารถหาคา่ MIC ท่ีแท้จริงได้ (5) 
นอกจากนีใ้นปี 2016 ยงัมีการศึกษาฤทธ์ิต้านเชือ้รา Candida albicans ของสารสกดัสมนุไพรท่ีมี
นํา้มันหอมระเหยได้แก่ cinnamon bark, sweet basil leaves, orange peel, spearmint leaves, 
lemon peel, fennel leaves และ kaffir lime leaves ด้วยวิธี agar disc diffusion จากสารสกัดท่ี
มีความเข้มข้น 5 %v/v และ 10 %v/v พบว่าฤทธ์ิต้านเชือ้ราเพิ่มขึน้ตามความเข้มข้นของสารสกัด 
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โดยพบว่านํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูดมีฤทธ์ิต้านการเจริญเตบิโตของเชือ้ทดสอบในระดบัปาน
กลาง โดยมีคา่ MIC เทา่กบั 0.781 µl/ml หรือ 0.078 %v/v (21) 
 
3. ข้อมูลเก่ียวกับคูน 

ช่ือสามญั (Common name or English name) : Golden shower 
ช่ือวิทยาศาสตร์ (Scientific name)  : Cassia fistula L. 
วงศ์ (Family)     : Leguminosae 
ช่ือท้องถ่ิน (Local name) : คู น  แ ม ะ ห ล่ า อ ยู่  (ก ะ เห ร่ี ย ง  - 

แม่ฮ่องสอน), ราชพฤกษ์ ชัยพฤกษ์ 
(ภาคกลาง), ลมแล้ง (ภาคเหนือ), ราช
พฤกษ์ (ภาคใต้)  

3.1 ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ 
ลําต้น ไม้ยืนต้น ผลดัใบ สูง 10 - 15 เมตร เปลือกต้นเกลีย้ง สีนํา้ตาลอมเทา แตกก่ิง

ก้านเป็นพุม่กลม  
 

  
 

ภาพประกอบ 3 แสดงลกัษณะของใบ ฝัก และดอกของต้นคนู 
 

ใบ เป็นใบประกอบแบบขนนกชัน้เดียว (uni-pinate)  ออกเรียงสลบั ใบย่อย 3 - 8 คู ่
เรียงตรงข้าม รูปไข่แกมขอบขนาน กว้าง 4 - 8 เซนติเมตร ยาว 7 - 12 เซนติเมตร แกนกลางใบ

https://medthai.com/tag/LEGUMINOSAE/
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ประกอบยาว 30 - 40 เซนติเมตร ฐานใบมน ปลายใบแหลม ขอบเรียบเป็นคล่ืนเล็กน้อย เนือ้ใบ
เกลีย้ง คอ่นข้างบาง หใูบมีขนาดเล็กและร่วงง่าย  
 

  
 

ภาพประกอบ 4 แสดงลกัษณะของเนือ้ในฝัก และเมล็ดของคนู 
 

ดอก ช่อแบบช่อกระจะ (raceme)  สีเหลืองสด ออกตามซอกใบหรือปลายยอด 1 - 3 
ช่อ เป็นช่อห้อยลงเป็นโคมระย้า ยาว 20 - 40 เซนติเมตร ดอกย่อยจํานวนมาก ขนาดบานกว้าง
ประมาณ 3 เซนติเมตร กลีบเลีย้ง 5 กลีบ รูปไข่แกมรูปรี ผิวด้านนอกมีขน กลีบดอก 5 กลีบ สี
เหลือง รูปไข่ ปลายมน เกสรตวัผู้  10 อนั สัน้ 7 อนั ยาว 3 อนั อบัเรณูมีขนาดเล็ก ก้านเกสรตวัเมีย 
และรังไขมี่ขนยาวคล้ายไหม  

ผล เป็นฝักยาวแบบ lomentum รูปแท่งกลม กว้าง 1.5 - 2.5  เซนติเมตร ยาว 20 - 
60 เซนติเมตร ฝักอ่อนสีเขียว ฝักแก่สีนํา้ตาลเข้มเกือบดํา ผิวเรียบเกลีย้ง เปลือกฝักแข็งกรอบ ฝัก
แก่ไม่แตก แตจ่ะหลดุร่วงทัง้ฝัก และหกัแตกเป็นชิน้ ภายในฝักจะมีผนงักัน้เป็นช่องๆ แตล่ะช่องมี
เมล็ด 1 เมล็ด 

เมล็ด เมล็ดมีเนือ้เหนียวเปียกสีดําหุ้ม มีรสหวาน เมล็ดแบนรี สีนํา้ตาล มีเมล็ด 50 - 
70 เมล็ด (22)   

3.2 องค์ประกอบทางเคมีของคูน 
เนือ้ในฝัก พบสารกลุ่มแอนทราควิโนน เช่น  aloin, fistulic acid, rhein, barbaloin, 

sennoside A, sennoside B   เป ลื อ ก ต้ น  พ บ  tannin, rhein, sennoside A, sennoside B, 
barbaloin, aloin, emodin, chrysophanol (22) 

3.3 งานวิจัยท่ีเก่ียวข้องกับฤทธ์ิต้านเชือ้ราก่อโรคกลากของคูน 
ในปี 2011 มีรายงานว่าสารสกัดใบคูนท่ีสกัดด้วยเมทานอลสามารถยับยัง้การ

เจริญเติบโตของเชือ้รา T. rubrum, M. gypseum และ Penicillium marneffei ได้ร้อยละ 100 ท่ี
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ความเข้มข้น 10 mg/ml (23) Duraipandiyan และคณะในปี 2007 ได้ศกึษาเก่ียวกบัประสิทธิภาพ
ยับยัง้การเจริญเติบโตของเชือ้แบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ และประสิทธิภาพยับยัง้การ
เจริญเติบโตของเชือ้โรคกลาก 2 สายพันธุ์ ได้แก่ T. mentagrophytes และ Epidermophyton 
floccosum พบว่าสารท่ีสกดัได้ มีประสิทธิภาพในการยบัยัง้การเจริญเติบโตเชือ้ราก่อโรคกลากทัง้ 
2 สายพนัธุ์ โดยมี MIC เท่ากบั 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (24) และจากการแยกสารสําคญัในสาร
สกัดจากเอทิลอะซิเตทพบว่าสารสําคัญท่ีแยกได้คือ 4-hydroxy benzoic acid hydrate ซึ่งไม่มี
ฤทธ์ิ ต้านเชื อ้แบคทีเรีย  แต่ มีฤทธ์ิ ต้านเชื อ้รา T. mentagrophytes และ E. floccosum สาร  
4-hydroxy benzoic acid hydrate โดยสารกลุ่มดงักล่าวเป็นสารในกลุ่ม phenolic compounds 
สอดคล้องกับงานวิจยัของ Firedman และคณะในปี 2003 ท่ีว่าสารอนุพันธุ์ benzoic acid ท่ีพบ
ในสารสกัดจากพืชสมุนไพรมีฤทธ์ิต้านเชือ้แบคทีเรีย เชือ้รา และเชือ้ไวรัส  (25) และงานวิจยัของ 
Chewchinda และคณะในปี 2013  ศกึษาพบวา่เนือ้ในฝักคนูท่ีสกดัด้วยวิธีต้มในนํา้แสดงฤทธ์ิต้าน
เชือ้รา T. mentagrophytes, T. rubrum และ Microsporum gypseum โดยมีค่า MIC เท่ากับ 
250 - 500 µg/ml สารสําคญัท่ีออกฤทธ์ิคือสาร rhein ซึ่งเป็นในกลุ่ม anthraquinone aglycones 
จากการศกึษาพบว่าสารสกดัฝักคนูให้ฤทธ์ิต้านเชือ้ราท่ีดีและมีความคงสภาพดีหลงัเก็บไว้นาน 24 
เดือน (26) และงานวิจยัของ Bhalodia และคณะในปี 2011 ท่ีศึกษาฤทธ์ิต้านเชือ้ราของเมล็ดคูน 
จากการศกึษาพบวา่สารสกดัเมล็ดคนูท่ีสกดัด้วยคลอโรฟอร์มมีฤทธ์ิต้านเชือ้รา C. albicans ดีกว่า
เชือ้รา Aspergillus niger และ Aspergillus calvatus (23) จากรายงานการศกึษาฤทธ์ิต้านเชือ้รา
ของสารสกัดเนือ้ในผลของฝักคูนพบฤทธ์ิต้านเชือ้รา C. albicans ท่ีดีกว่าเชือ้รา A. niger และ  
A. calvatus และจากการเปรียบเทียบตวัทําละลายพบวา่สารสกดัจากคลอโรฟอร์มให้ฤทธ์ิต้านเชือ้
ราดีกว่าสารสกัดด้วยนํา้และแอลกอฮอล์ และสารสําคญัท่ีทําให้เกิดฤทธ์ิอาจเป็นสารกลุ่ม tannin 
และ phenolic compounds (27) 
 

4. ไมโครอิมัลชัน (Microemulsion)  
ไมโครอิมัลชันเป็นระบบกระจายตัว (dispersion) ท่ี มี รูปแบบการนําส่งยาระดับ 

นาโนเมตร โดยแสงสามารถส่องผ่านโดยไม่มีการหักเหทําให้มีลักษณะทางกายภาพโปร่งใส 
(transparent) มีความหนืดท่ีต่ําซึ่งมีข้อดีกว่าระบบนําส่งยาธรรมดา ระบบนําส่งยาไมโครอิมลัชนั
เป็นระบบท่ีเกิดขึน้ได้เอง (spontaneous) ประกอบด้วยนํา้ นํา้มนัและสารก่ออิมลัชนั (emulsifier 
ห รือ  emulsifying agent) ซึ่ ง เป็ น ส ารล ด แ รงตึ งผิ ว  (surfactant) แ ล ะ ส ารล ด แ รงตึ ง ร่วม  
(co-surfactant) ทํ าให้ ระบ บ มี ค วาม ค งตัวท างอุณ ห พ ล วัต  (thermodynamically stable)  
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ไมโครอิมัลชันท่ีเตรียมอาจแบ่งได้เป็น 3 ประเภทคือ water in oil microemulsion (วัฏภาคนํา้
กระจายในวฏัภาคนํา้มนั), oil in water microemulsion (วฏัภาคนํา้มนักระจายในวฏัภาคนํา้) และ 
bi-continuous structure ทัง้นีข้ึน้อยู่กับอัตราส่วนขององค์ประกอบในแต่ละตํารับ ดงัแสดงตาม
ภาพประกอบ 5 
 

   
 

ภาพประกอบ 5 ไมโครอิมลัชนัชนิดนํา้มนัในนํา้ ไมโครอิมลัชนัชนิดนํา้ในนํา้มนั 
และไมโครอิมลัชนัชนิดตอ่เน่ืองแบบคู่ 

 
ท่ี ม า : Muzaffar, Singh, & Chauhan. (2013). Review on microemulsion as 

futuristic drug delivery p. 40. 
 

4.1 ทฤษฎีการเกิดไมโครอิมัลชัน (Theories of microemulsion) 
ในอดีตมีการอ้างอิงทฤษฎีการเกิดและความคงสภาพของไมโครอิมลัชนัไว้ 3 ทฤษฎี 

ได้แก่ Interfacial หรือ Mixed film theory, Solubilization theory และ Thermodynamic theory 
ในงานวิจยันีข้อกล่าวถึง ทฤษฎีทางอณุหพลศาสตร์ Thermodynamic theory ท่ีอธิบายการเกิดไม
โครอิมัลชันจากการเปล่ียนแปลงพลังงานอิสระ (free energy) ท่ีเป็นผลมาจากสารลดแรงตึงผิว
และสารลดแรงตงึผิวร่วมระหว่างผิวประจนัของวฏัภาคนํา้และวฏัภาคนํา้มนักับการเปล่ียนแปลง
เอนโทรปี (entropy) ของระบบ จากสภาวะท่ีมีสารลดแรงตึงผิวและสารลดแรงตึงผิวร่วมส่งผลให้

แรงตงึระหว่างผิวประจันลดลง (γ) รวมถึงผลรวมของพืน้ท่ีผิวของหยดของเหลว (A) ลดลงเช่นกัน 
แต่ในขณะเดียวกันโมเลกุลของสารลดแรงตึงระหว่างผิวประจนัท่ีมีการจดัเรียงตวัเป็นแบบมอโน
เมอร์ไมเซลล์ (monomer-micelle surfactant) เกิดการแพร่กลบัไป–มาส่งผลตอ่เอนโทรปี (S) ของ
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ระบบเพิ่มขึน้ ทําให้ผลลพัธ์การเปล่ียนแปลงพลงังานอิสระของระบบไมโครอิมลัชนัเป็นลบเสมอ 
ตามสมการดงัตอ่ไปนี ้

Gf = γa – TS 
โดยท่ี 
Gf = free energy of formation  
a = change in interfacial area of microemulsion  
S = change in entropy of the system  
T = temperature  

γ = surface tension of oil water interphase 
 

4.2 ส่วนประกอบของของระบบไมโครอิมัลชันและการสร้างแผนภาพวัฏภาคไตร
ภาคเทียม 

1. วัฏภาคนํา้มัน (oil phase) ได้แก่ saturated fatty, unsaturated fatty, fatty acid 
และตวัยาหรือสารสําคญัท่ีมีคณุสมบตัชิอบนํา้มนั (lipophilic) 

2. วฏัภาคนํา้ (aqueous phase) ได้แก่ ส่วนประกอบท่ีชอบนํา้ (hydrophilic) ได้แก่
ตวัยาสําคญัท่ีชอบนํา้ สารกนัเสีย 

3. สารลดแรงตึงผิวหลกั (primary surfactant) เป็นสารท่ีช่วยให้ระบบไมโครอิมลัชนั
มีความคงสภาพโดยมีหน้าท่ีหลกัในการลดแรงตงึระหว่างผิวประจนั เกิดระบบกระจายตวัระหว่าง
ของเหลวสองชนิด หากแบง่สารลดแรงตงึผิวตามลกัษณะสว่นท่ีชอบนํา้ของโมเลกลุสามารถแบง่ได้ 
4 ประเภท ได้แก่ สารลดแรงตึงผิวท่ีไม่มีประจุ (non-ionic surfactant) สารลดแรงตึงผิวท่ีมีประจุ
บวก (cationic surfactant) สารลดแรงตึงผิวท่ีมีประจุลบ (anionic surfactant) และสารลดแรงตึง
ผิวท่ีมีทัง้ประจบุวกและลบ (zwitterionic surfactant)  

4. สารลดแรงตึงผิวร่วม (co-surfactant) สารลดแรงตึงผิวร่วมเป็นสารจําพวก
แอลกอฮอล์ท่ีมีหมู่ไฮโดรคาร์บอนสายสัน้จนถึงยาวปานกลางโดยแทรกตวัอยู่ในชัน้ฟิล์มร่วมกับ
สารลดแรงตึงผิวหลักบริเวณผิวประจัน ทําให้ฟิล์มระหว่างผิวประจันมีคุณสมบัติยืดหยุ่นและ
แข็งแรง 

สมดุลความชอบนํา้และชอบไขมัน hydrophilic lipophilic balance (HLB) เป็น
แนวทางสําหรับอธิบายอตัราส่วนระหว่างสารลดแรงตึงผิวและสารลดแรงตึงผิวร่วม ท่ีสนับสนุน
การเกิดไมโครอิมลัชนัในแตล่ะชนิด โดยทัว่ไปหากสารลดแรงตงึผิวมีคา่ HLB ประมาณ 3-6 จะใช้
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เตรียมไมโครอิมลัชนัชนิดนํา้ในนํา้มัน สารลดแรงตึงผิวมีค่า HLB ประมาณ 8-18 จะใช้เตรียมไม
โครอิมลัชนัชนิดนํา้มนัในนํา้ และถ้าสารลดแรงตงึผิวมีคา่ HLB มากกวา่ 20 ซึ่งจะไม่เหมาะสําหรับ
การเตรียมไมโครอิมัลชัน ดังนัน้จึงจําเป็นต้องหาสารลดแรงตึงผิวร่วมเพ่ือลดค่า HLB ให้อยู่ใน
ระดบัท่ีเหมาะสมสําหรับการเตรียมไมโครอิมลัชนั 

จากลกัษณะไมโครอิมลัชนัท่ีประกอบด้วย วฏัภาคนํา้ วฏัภาคนํา้มนั สารลดแรงตงึผิว
และสารลดแรงตึงผิวร่วม เป็นระบบท่ีสามารถเกิดได้เอง (spontaneous emulsification) โดยไม่
อาศยัพลงังานในการเตรียม แต่การเตรียมนัน้ก็มีหลายปัจจยัท่ีมีผลต่อการเตรียมและคณุสมบตัิ
ของ ไมโครอิมัลชนั รวมถึงการเลือกชนิด ความเข้มข้นของสารลดแรงตึงผิวและสารลดแรงตึงผิว
ร่วมให้เหมาะสม โดยการสร้างแผนภาพวฏัภาคไตรภาคเทียม (pseudo ternary phase diagram) 
จะเป็นสิ่งท่ีช่วยหาอตัราส่วนขององค์ประกอบท่ีเหมาะสมจากการกําหนดแตม่มุของแผนภาพเป็น
ของสว่นประกอบแตล่ะชนิด 100 ส่วน แล้วกําหนดให้อตัราสว่นขององค์ประกอบคูห่นึ่งให้คงท่ีแล้ว
เปล่ียนแปลงองค์ประกอบท่ีเหลือ  (28) จากการสร้างแผนภาพวฏัภาคไตรภาคเทียมจะแสดงการ
เกิดไมโครอิมลัชนัชนิดนํา้มนัในนํา้ ไมโครอิมลัชนัชนิดนํา้ในนํา้มนั ไมโครอิมลัชนัชนิดตอ่เน่ืองแบบ
คูแ่ละอิมลัชนัธรรมดา ดงัภาพประกอบ 6 
 

  
 

ภาพประกอบ 6 บริเวณการเกิดไมโครอิมลัชนั ไมโครอิมลัชนัชนิดตอ่เน่ืองแบบคู่ 
และอิมลัชนัธรรมดา 

 
ท่ี ม า : Muzaffar, Singh, & Chauhan. (2013). Review on microemulsion as 

futuristic drug delivery p. 43. 
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4.3 การเตรียมไมโครอิมัลชัน (Microemulsion Preparation) 
การเตรียมไมโครอิมัลชันสามารถแบ่งการเตรียมได้เป็น 2 วิธีดังนีไ้ด้แก่  phase 

titration method และ phase inversion method  
1. การเตรียมไมโครอิมลัชนัด้วยวิธี phase titration method หรือ spontaneous 

emulsification method เป็นการเตรียมไมโครอิมัลชันโดยการหาอัตราส่วนท่ีเหมาะสมจากการ
ผสมวัฏภาคนํา้มันรวมกับสารลดแรงตึงผิวหลักและสารลดแรงตึงผิวร่วม จากนัน้ค่อย ๆ เติม  
วฏัภาคนํา้พร้อมกบัให้แรงเขย่าทกุครัง้หลงัเติมวฏัภาคนํา้ โดยการเกิดระบบไมโครอิมลัชนัท่ีสมดลุ
นัน้จะได้ของเหลวเนือ้เดียวใสความหนืดต่ํา โดยการเกิดไมโครอิมลัชนัสามารถอธิบายอตัราส่วนท่ี
เหมาะสมได้จากการเขียนกราฟในแผนภาพวัฏภาคไตรภาคเทียม (pseudo-ternary phase 
diagrams) รวมถึงการเกิดโครงสร้างระบบอ่ืน ดงัภาพประกอบ 7 
 

 
 

ภาพประกอบ 7 แผนภาพวฏัภาคไตรภาคเทียม (pseudo-ternary phase diagrams) แสดง
บริเวณเกิดไมโครอิมลัชนั และไมโครอิมลัชนัตอ่เน่ืองแบบคู่ 

 
ท่ี ม า : Muzaffar, Singh, & Chauhan. (2013). Review on microemulsion as 

futuristic drug delivery p. 43. 
 

2. การเตรียมไมโครอิมัลชันด้วยวิธี phase inversion method โดยการเติมวัฏ
ภาคภายในท่ีปริมาณมากเกินพอจนเกิดการกลบัวฏัภาคหรือ โดยกลไกการกลบัวฏัภาคสมัพนัธ์กบั
ความโค้งของการเรียงตัวของสารลดแรงตึงผิวรอบหยด ตัวอย่างของการเกิด oil in water 
microemulsion จากการเติมวฏัภาคนํา้ลงในวฏัภาคนํา้มนัท่ีผสมสารลดแรงตึงผิวและสารลดแรง
ตึงผิวร่วม ช่วงแรกจะเกิดไมโครอิมัลชันชนิด water in oil แต่เม่ือปรับเพิ่มอัตราส่วนวัฏภาคนํา้
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สง่ผลให้สารลดแรงตงึผิวเกิดไฮเดรชนัเกิดการจดัเรียงตวัรอบหยดของสารลดแรงตงึผิวและสารลด
แรงตึงผิวร่วมบริเวณผิวประจนัเปล่ียนจากความโค้งสุทธิเป็นลบ (negative curvature) เป็นศนูย์ 
(zero curvature) โดยจุดนีจ้ะมีค่าความชอบนํา้และนํา้มันเท่ากันเกิดเป็นไมโครอิมัลชนัต่อเน่ือง
แบบคู ่และเม่ือเติมนํา้จนเกินโครงสร้างจะทําให้เกิดความโค้งสทุธิเป็นบวก เกิดการจดัเรียงตวัของ
สารลดแรงตงึผิวและสารลดแรงตงึผิวร่วมหอ่หุ้มหยดนํา้มนัเกิดเป็น o/w microemulsion ขึน้ (12) 

4.4 งานวิจัยท่ีเก่ียวข้องกับการประยุกต์ใช้ไมโครอิมัลชัน 
ไมโครอิมลัชนัได้รับความสนใจอย่างมากในปัจจุบนัสําหรับการนําไปประยุกต์ใช้ใน

ด้านตา่ง ๆ เช่น ใช้ในระบบนําส่งยาทัง้ยาท่ีให้ทางหลอดเลือด ยารับประทาน เคร่ืองสําอาง อาหาร
และอาหารเสริม เน่ืองจากระบบไมโครอิมลัชนัมีขนาดเล็กมากทําให้มีความคงตวัทางจลนศาสตร์
ตอ่เร่ืองของแรงโน้มถ่วงท่ีมากระทําตอ่หยดภายในอิมลัชนัรวมถึงการเคล่ือนท่ีในระบบลดลง ทําให้
ระบบไมโครอิมลัชนัไม่เกิดการรวมกลุ่มกนั (coalescence) ท่ีส่งผลให้อายขุองผลิตภณัฑ์ยาวนาน
ขึน้ (shelf life) และรวมถึงช่วยเพิ่มการซึมผ่านของสารสําคญัตอ่ผิวหนงัทําให้การออกฤทธ์ิเป็นไป
อย่างมีประสิทธิภาพ สําหรับในงานวิจยันีไ้ด้นําประโยชน์ของไมโครอิมลัชันมาใช้ในการเพิ่มการ
ละลายของสารสกดันํา้มนัหอมระเหยโดยการห่อหุ้มสารสําคญัไว้ภายใน และลดอาการข้างเคียง
ทางผิวหนังหากนําสารสกัดนัน้มาใช้ต่อผิวหนังโดยตรง เช่น การระคายเคืองต่อผิวหนัง (8) 
นอกจากนี ร้ะบบของไมโครอิมัลชันสามารถเกิดขึ น้ ได้ เองตามธรรมชาติ  (spontaneous 
emulsification) ไมจํ่าเป็นต้องอาศยัความร้อนในการเตรียม สง่ผลดีตอ่สารสําคญัท่ีเป็นนํา้มนัหอม
ระเหยหรือสารสําคญัท่ีไม่คงสภาพเม่ือสมัผสัความร้อน จากงานวิจยัของ Xia และคณะในปี 2017  
ท่ีศกึษาการเตรียมตํารับไมโครอิมลัชนั สําหรับนําส่ง Quercetin ทางผิวหนงั จากการเตรียมไมโคร
อิมลัชนัด้วยวิธี water titration โดยใช้ Cremophor® EL และ 1,2-propanediol เป็นสารลดแรงตึง
ผิวและสารลดแรงตึงผิวร่วม และศึกษาความคงสภาพทางเคมีของ quercetin ในตํารับไมโคร
อิมลัชนัจากสภาวะความเป็นกรด-ดา่ง พบวา่ตํารับไมอิมลัชนัสามารถชว่ยปอ้งกนัการสลายตวัของ 
quercetin ได้ ซึ่งเป็นผลจาก quercetin ของวฏัภาคภายของไมโครอิมลัชนัถกูห่อหุ้มด้วยฟิล์มของ
สารลดแรงตึงผิวและสารลดแรงตงึผิวร่วม (29) ซึ่งสอดกบังานวิจยัของอจัฉราภรณ์ และคณะในปี 
2015 ท่ีศึกษาการเพิ่มความคงตวัของสารสกัดชาเขียวในตํารับไมโครอิมัลชัน โดยการวิเคราะห์
ปริมาณ caffeine, epicatechin และ epigallocatechin gallate ในตํารับไมโครอิมลัชนัและตํารับ
เจ ล ด้ ว ย เท ค นิ ค โค ร ม า โท ก ร า ฟี ข อ ง เห ล ว ส ม ร ร ถ น ะ สู ง  ( High Performance Liquid 
Chromatography, HPLC) จากการทดสอบความคงสภาพโดยวิธีเร่งในสภาวะร้อนสลับเย็น 
จํานวน 6 รอบ พบว่าปริมาณสาร epicatechin และ epigallocatechin gallate ของทัง้สองตํารับ
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คงเหลือแตกต่างกันอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ (p<0.05) ส่วนปริมาณสาร caffeine คงเหลือของ
ทัง้ 2 ตํารับ ไมแ่ตกตา่งกนัอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ (p>0.05) เน่ืองจากสาร caffeine เป็นสารท่ีมี
ความคงสภาพสูงเส่ือมสลายตัวค่อนข้างยาก ทั ง้นี ส้ามารถอธิบายจากคุณ สมบัติทาง  
อณุหพลศาสตร์ของตํารับไมโครอิมลัชนั ท่ีช่วยเพิ่มความคงสภาพของสารสําคญัรวมถึงคณุสมบตัิ
การกักเก็บสารสําคัญในวัฏภาคภายในของตํารับไมโครอิมัลชัน ท่ีช่วยป้องกันสารสําคัญจาก
สภาวะกระตุ้นได้เป็นอย่างดี (30) และระบบไมโครอิมัลชันยังมีบทบาทสําคัญในการเพิ่มการ
ละลายของตัวยาหรือสารสําคัญท่ีละลายนํา้ได้น้อย จากงานวิจัยของ  Badawi และคณะในปี 
2012 ท่ีศกึษาประสิทธิภาพของยาต้านเชือ้รา ketoconazole ในรูปแบบไมโครอิมลัชนัเปรียบเทียบ
กบัรูปแบบยาครีมไนโซรอลในการยบัยัง้การเจริญเชือ้ของเชือ้ C. albicans ด้วยวิธี Agar diffusion 
พบว่ารูปแบบไมโครอิมัลชันมี inhibition zones กว้างกว่ารูปแบบยาครีมไนโซรอล ซึ่งไมโคร
อิมัลชนัมี inhibition zones เท่ากับ 22.8 ± 2.0 มิลลิเมตร ในขณะท่ียาครีมไนโซรอลมี inhibition 
zones เท่ากับ 15.3 ± 1.2 มิลลิเมตร ทัง้นีเ้ป็นผลมาจากอิทธิพลของสารลดแรงตึงผิวและสารลด
แรงตึงผิวร่วมของระบบไมโครอิมัลชันท่ีช่วยเพิ่มการละลายตัวยาสําคัญและเพิ่มการซึมผ่าน
ผิวหนังทําให้มีผลทําให้ประสิทธิภาพของระบบไมโครอิมัลชันดีกว่ายารูปแบบครีม (31) จาก
งานวิจัยของ  Okonogi และคณ ะในปี  2012 ท่ีศึกษ าประสิท ธิภ าพ ในฤท ธ์ิ ต้านเอนไซม์ 
cholinesterase แ ล ะ  เอ น ไซ ม์  butyryl-cholinesterase ขอ งนํ า้มั น ห อ ม ระ เห ย แ ล ะ นํ า้มัน 
หอมระเหยในตํารับไมโครอิมัลชันจากสารสกัดไพล Zingiber cassumunar ทดลองด้วยวิธี 
Ellman's method จากผลการการทดลองพบว่านํา้มนัหอมระเหยในตํารับไมโครอิมลัชนัช่วยเพิ่ม
ประสิทธิภาพในฤทธ์ิต้านเอนไซม์ cholinesterase และ เอนไซม์ butyryl-cholinesterase สูงกว่า
นํา้มันหอมระเหยธรรมดาถึง 20 เท่า และ 25 เท่า ตามลําดับ ซึ่งเป็นผลมาจากการละลายของ
นํา้มนัหอมระเหยท่ีเพิ่มขึน้และความเข้ากนัได้กบักบัเอนไซม์ทดสอบ (32) และระบบไมโครอิมลัชนั
ยงัช่วยการนําส่งยาทางผิวหนงัสําหรับยาหรือสารสําคญัท่ีมีการซึมผา่นผิวหนงัได้น้อยและไมค่งตวั
จากงานวิจัยของ Boonme และคณะในปี 2016 ท่ีศึกษาการแทรกผ่านด้วยวิธี Franz diffusion 
cells ของนิโคตินามายด์ในรูปแบบไมโครอิมัลชันเปรียบเทียบกับนิโคตินามายด์ในรูปแบบ
สารละลาย จากการทดลองพบว่าปริมาณการแทรกผ่านของนิโคตินามายด์ในรูปแบบไมโคร
อิมลัชนัสูงกว่านิโคตินามายด์ในรูปแบบสารละลาย ซึ่งเป็นผลมาจากสารลดแรงตงึผิวในระบบไม
โครอิมลัชนัท่ีลดบทบาทการเป็นตวักัน้การแพร่ของผิวหนงั และการกกัเก็บสารสําคญัไว้ในวฏัภาค
ภายใน รวมถึงขนาดอนภุาคท่ีเล็กระดบันาโนเมตร ส่งผลให้การนําสง่ยาในรูปแบบไมโครอิมลัชนัมี
ประสิท ธิภาพเหนือกว่าการนําส่งยารูปแบบดัง้เดิม  (33) จากด้านความคงสภาพตํารับ 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1773224712500833#!
https://www.semanticscholar.org/author/Siriporn-Okonogi/5803868
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ไมโครอิมัลชนัได้กล่าวถึงข้อได้เปรียบของตํารับไมโครอิมัลชนัท่ีมีส่วนผสมของ mint oil ในตํารับ
ประเภทนํา้มนัในนํา้ ท่ีช่วยชะลอการระเหยของนํา้มนัหอมระเหย ช่วยปอ้งกันการเกิดออกซิเดชนั 
และการเส่ือมสลายของนํา้มันหอมระเหย โดยรายงานผลในรูปร้อยละประสิทธิภาพการกักเก็บ 
(encapsulation efficiency) จากการทดสอบท่ีอุณ หภูมิ  30 และ 60 องศาเซลเซียส พบว่า
อณุหภูมิมีผลเล็กน้อยต่อร้อยละประสิทธิภาพการกกัเก็บ แต่เม่ือเปล่ียนประเภทของตํารับไมโคร
อิมลัชนัจากประเภทนํา้มนัในนํา้เป็นประเภทนํา้ในนํา้มนั ท่ีอณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พบว่าร้อย
ละประสิทธิภาพการกักเก็บลดลงจาก 79.4 เป็น 15.8 ตามลําดบั จากผลการทดลองแสดงให้เห็น
วา่ตํารับไมโครอิมลัชนัประเภทนํา้มนัในนํา้สามารถชว่ยเพิ่มความคงสภาพของนํา้มนัหอมระเหยได้ 
(34) และจากงานวิจยั Chaiyana และคณะในปี 2017 ท่ีศึกษาความคงสภาพทางกายภาพและ
ทางเคมีในตํารับไมโครอิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหยจาก Z. cassumunar Roxb. ด้วยวิธีการเร่ง
ด้วยอุณหภูมิ (heating–cooling stability) พบว่าลกัษณะภายนอกของไมโครอิมลัชนั ความหนืด 
ขนาดอนภุาค และการกระจายตวัของอนภุาคไมเ่ปล่ียนแปลง สําหรับความคงสภาพทางเคมีผู้วิจยั
ใช้สารท่ีเป็นองค์ประกอบหลกัของนํา้มนัหอมระเหย คือ sabinene และ terpinen-4-ol ท่ีละลายใน
สารละลายโพรพิลีนไกลคอลเปรียบเทียบกับตํารับไมโครอิมลัชนั หลงัทดสอบด้วยวิธีการเร่งด้วย
อุณหภูมิ พบว่า ปริมาณ sabinene ในสารละลายโพรพิลีนไกลคอล ลดลงอย่างมีนัยสําคัญ  
(p <0.05) ซึ่งอาจเป็นผลจากขนาดโมเลกุลท่ีเล็กกว่า terpinen-4-ol สําหรับ Sabinene และ 
terpinen-4-ol ในตํารับอิมัลชันยังคงมีปริมาณเหมือนเดิม ดังนัน้สรุปว่าตํารับไมโครอิมัลชันมี
แนวโน้มท่ีชว่ยปอ้งกนัสารสําคญัของนํา้มนัหอมระเหยจากการระเหยระหว่างการเก็บได้ (35) 
 
5. นาโนอิมัลชัน (nanoemulsion)  

นาโนอิมลัชนัเป็นรูปแบบการนําส่งยาระดบันาโนเมตรมีขนาดอนภุาคอยูใ่นชว่ง 20 - 500 
nm มีลกัษณะทางกายภาพโปร่งแสง (translucent) มีความหนืดท่ีต่ําซึ่งมีข้อดีกว่าระบบนําส่งยา
ธรรมดา โดยระบบนาโนอิมลัชนัแม้ว่าเป็นระบบท่ีไม่มีความคงตวัทางอุณหพลศาสตร์ แตมี่ความ
คงตวัทางจลนศาสตร์ทัง้นีร้ะบบนาโนอิมลัชนัมกัมีปัญหาด้านความคงสภาพ จากการเกิด ostwald 
ripening ซึ่งเป็นการแพร่ของโมเลกุลท่ีอยู่หยดเล็กไปสู่หยดใหญ่ เน่ืองจากคา่ศกัย์เคมีหรือค่าการ
ละลายในหยดเล็กมีค่าสูงกว่าในหยดใหญ่ ทําให้เกิดแรงขบัสําหรับการเคล่ือนย้ายสาร จากหยด
เล็กไปสูห่ยดใหญ่ ทําให้หยดใหญ่มีขนาดเพิ่มขึน้และหยดเล็กมีขนาดเล็กลง (10, 36) 

นาโนอิมลัชนัเป็นระบบกระจายตวั (dispersion) ท่ีประกอบด้วยของเหลว 2 ชนิด ได้แก่
นํา้และนํา้มนั และทําให้เกิดเป็นนาโนอิมลัชนัได้ด้วยสารก่ออิมลัชนั (emulsifier หรือ emulsifying 
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agent) ซึ่งเป็นสารลดแรงตึงผิว (surfactant) และสารลดแรงตึงร่วม (co-surfactant) โดยการเกิด
นาโนอิมลัชนัไม่สามารถเกิดเองได้ในธรรมชาติ ต้องอาศยัพลงังานช่วยในการเตรียมโดยประเภท
อนุภาคนาโนอิมัลชนัท่ีเตรียมอาจแบ่งได้เป็น 3 ประเภทคือ water in oil nanoemulsion (วฏัภาค
นํา้กระจายในวัฏภาคนํา้มัน), oil in water emulsion (วัฏภาคนํา้มันกระจายในวัฏภาคนํา้) และ 
bi-continuous nanoemulsion ทัง้นีข้ึน้อยูก่บัสดัสว่นขององค์ประกอบในแตล่ะตํารับ (37) 

5.1 การเตรียมนาโนอิมัลชัน (Nanoemulsions Preparation) 
การเตรียมนาโนอิมลัชนัสามารถแบ่งการเตรียมได้เป็น 2 วิธีดงันีไ้ด้แก่ high-energy 

emulsification methods และ low - energy emulsification methods สําหรับงานวิจัยนีเ้น้นการ
เตรียมแบบใช้พลังงานต่ํา low - energy emulsification methods โดยการเกิด phase inversion 
composition (PIC) เป็นวิธีการกลบัวฏัภาคโดยสดัสดัส่วนจากการค่อยๆ เติมวฏัภาคภายนอกลง
ในวฏัภาคภายในท่ีมีสารก่ออิมชันัหรือสารลดแรงตงึผิว เช่น การเติมนํา้ลงในนํา้มนัท่ีมีสารลดแรง
ตึงผิวประเภทกลุ่มของ polyoxyethylene (polyoxyethylene sorbitan monooleate; Tween 80) 
จะทําให้สายโซข่อง polyoxyethylene อ่ิมตวัด้วยนํา้ทําให้ความโค้งของการจดัเรียงตวัรอบหยดนํา้
จ าก เดิ ม เป็ น ล บ  (negative curvature) ค่ อ ย ๆ เป ล่ี ย น เป็ น บ วก  (positive curvature) เกิ ด
องค์ประกอบอนภุาคไขมนัขนาดเล็กท่ีถกูห่อหุ้มด้วยสารลดแรงตงึผิวโดยการเตรียมวิธีนีเ้หมาะกบั
การใช้สารสําคญัท่ีไมทนความร้อน (38) ดงัภาพประกอบ 8 
 

 
 

ภาพประกอบ 8 กลไกการเกิดนาโนอิมลัชนัด้วยวิธี Phase Inversion Composition 
 

ท่ี ม า  : Solans C & Solé I. (2012). Nano-emulsions: formation by low-energy 
methods p. 250  
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5.2 งานวิจัยท่ีเก่ียวข้องกับการประยุกต์ใช้นาโนอิมัลชัน 
นาโนอิมลัชนัได้รับความสนใจอย่างมากในปัจจุบนัมีการนําไปประยุกต์ใช้มากมาย 

เช่น ใช้ในระบบนําส่งยาทัง้ยาท่ีให้ทางหลอดเลือด ยารับประทาน เคร่ืองสําอาง อาหารและอาหาร
เสริม เน่ืองจากหยดอนุภาคขนาดเล็กมากของนาโนอิมัลชนัทําให้มีความคงตวัทางจลนศาสตร์ 
ส่งผลให้แรงโน้มถ่วงท่ีมากระทําต่อหยดภายในอิมัลชนัรวมถึงการเคล่ือนท่ีในระบบลดลง ทําให้  
นาโนอิมลัชนัไม่เกิดการแยกชัน้ (coalescence) และช่วยเพิ่มการซมึผา่นของสารสําคญัตอ่ผิวหนงั
ทําให้การออกฤทธ์ิเป็นไปอย่างมีประสิทธิภาพ สําหรับในงานวิจัยนี ไ้ด้ นําประโยชน์ของ 
นาโนอิมลัชนัมาใช้ในการเพิ่มการละลายของสารสกดันํา้มนัหอมระเหยโดยการหอ่หุ้มสารสําคญัไว้
ภายใน และลดอาการข้างเคียงทางผิวหนงัหากนําสารสกัดนัน้มาใช้ต่อผิวหนงัโดยตรง เช่น การ
ระคายเคืองตอ่ผิวหนงั นอกจากนีน้าโนอิมลัชนัยงัช่วยเพิ่มความคงสภาพของสารสกัดนํา้มนัหอม
ระเหยเม่ือเทียบกับอิมัลชันธรรมดา และศึกษาวิธีเตรียมนาโนอิมัลชันแบบกลับวัฏภาคโดยสัด
สดัสว่น ซึง่เหมาะกบัสารสําคญัท่ีไมท่นความร้อน 

จากงานวิจยัของ Danielli และคณะในปี 2013 ท่ีศกึษาประสิทธิภาพการต้านเชือ้รา
ก่อโรคกลาก ท่ีสารสําคัญเป็นนํา้มันหอมระเหย และตํารับนาโนอิมัลชันจาก  Stenachaenium 
megapotamicum (Spreng.) จากการเตรียมนาโนอิมลัชนัวิธี spontaneous emulsification และ
ใช้ polysorbate เป็นสารลดแรงตึงผิว คัดเลือกเชือ้ราก่อโรค 3 สายพันธุ์  ท่ีไวต่อสารสกัดนํา้มัน
หอม ระ เห ยและ  thymol ได้แก่  Epidermophyton floccosum, T. rubrum และ Scytalidium 
dimiatum เพ่ือหาค่า Minimum inhibitory concentration; MIC ด้วยวิธี broth microdilution จาก
นํ า้มัน หอมระ เหย  thymol และตํา รับ น าโน อิมัลชัน  โดย เป รียบ เที ยบ กับ ยาม าตรฐาน 
Terbinafine พบว่านํา้มันหอมระเหยมีค่า MIC ต่อเชือ้ E. floccosum และ T. rubrum อยู่ในช่วง 
20.81 - 166.25 µg/ml และตํารับนาโนอิมลัชนัคา่ MIC ตอ่เชือ้ E. floccosum และ T. rubrum อยู่
ในช่วง 5.18 -41.50 µg/ml ทัง้นีอ้าจเป็นผลจากระบบนาโนอิมัลชันท่ีช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการ
นําส่งสารสําคญัไปออกฤทธ์ิตอ่ผนงัเชลล์จลุชีพเปา้หมาย โดยเป็นท่ีทราบกนัดีว่าสารลดแรงตงึผิว
ท่ีใช้นอกจากจะมีผลต่อลักษณะทางกายภาพของนาโนอิมัลชันแล้วยังมีต่อการตอบสนองต่อ
ประสิทธิภาพทางชีวภาพด้วย (39)  
 

 

 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669013003646#!
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/emulsification
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/tween-80
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/minimum-inhibitory-concentration
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/terbinafine
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บทที่ 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

 

1. เคร่ืองมือและสารเคมีที่ใช้ในการทดลอง 
1.1 วัสดุอุปกรณ์  

1. กระบอกฉีดยา (syringe) ปริมาตร 3 ml 
2. บีกเกอร์ (Beaker) ย่ีห้อ Pyrex® ขนาด 100 ml 
3. บีกเกอร์ (Beaker) ย่ีห้อ Pyrex® ขนาด 250 ml 
4. หลอดทดลองฝาเกลียว (Screw cap test tube) ย่ีห้อ Pyrex® ขนาด 10 ml 
5. หลอดทดลอง (Test tube) ย่ีห้อ Pyrex® ขนาด 20 ml 
6. หลอดไมโครเซนตฟิิว้ Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml ย่ีห้อ Axygen® 
7. หลอดไมโครเซนตฟิิว้ Microcentrifuge tube ขนาด 5 ml ย่ีห้อ Eppendorf® 
8. Autopipette ย่ีห้อ Biohit proline® ขนาด 20-200 µl 
9. Autopipette ย่ีห้อ Biohit proline® ขนาด 200-1,000 µl 
10. Microcuvettes quartz ย่ีห้อ Hellma® chamber volume 1,000 ml 
11. Pipette tip ย่ีห้อ Bioline® ขนาด 200 µl 
12. Pipette tip ย่ีห้อ Kirgen® ขนาด 1,000 µl 

1.2 เคร่ืองมือ 
1. เคร่ืองเขย่าสาร Vortex mixer ย่ีห้อ Scientific Industries รุ่น G560E ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 
2. เคร่ืองวดัขนาดอนภุาคและความตา่งศกัย์บนผิวอนภุาค Zetasizer ย่ีห้อ Malvern 

รุ่น Nano ZS ประเทศองักฤษ 
3. เคร่ืองวัดค่าการดูดกลืนแสง UV-Visible Spectrophotometer ย่ีห้อ Shimadzu 

รุ่น UV 1601 ประเทศญ่ีปุ่ น 
4. เคร่ืองชัง่ไฟฟ้า 4 ตําแหนง่ ย่ีห้อ Sartorius รุ่น BP221S ประเทศเยอรมนี 
5. ชดุกลัน่นํา้มนัหอมระเหย Clevenger Apparatus 
6. ชดุสกดั Soxhlet (Soxhlet Extractor) 
7. ตู้บม่เชือ้ Incubator ย่ีห้อ Memmert รุ่น BE600 ประเทศเยอรมนี 
8. ตู้ปลอดเชือ้ Laminar hood (Biosafety cabinet class II ย่ีห้อ ESCO Air Stream 

รุ่น AC2-4E ประเทศสิงคโปร์ 
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1.3 สารเคมี 
1. นํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูด 
2. สารสกดั 95% เอทานอล จากใบคนู เนือ้ในฝักคนู เมล็ดคนู  
3. สารมาตรฐาน Citronellal Sigma-aldrich® บริษัทซิกมา-อัลดริช คอร์ปอเรชั่น

ประเทศสวิตเซอร์แลนด ์
4. สารมาตรฐาน Clotrimazole Sigma-aldrich® บริษัทซิกมา-อัลดริช คอร์ปอเรชั่น 

ประเทศสหรัฐอเมริกา 
5. สารมาตรฐาน Ketoconazole Sigma-aldrich® บริษัทซิกมา-อลัดริช คอร์ปอเรชัน่

ประเทศสหรัฐอเมริกา 
6. Dimethyl sulfoxide; DMSO (Analytical grade) บ ริษั ท  อา ร์ ซี ไอ  แลบ สแกน 

ประเทศไทย 
7. Ethyl alcohol (commercial grade) บริษัท อาร์ซีไอ แลบสแกน ประเทศไทย 
8. Hyaluronic acid MySkinRecipes® บริษัท จันทร์เจ้า ลองจีวิตี  ้จํากัด  ประเทศ

ไทย 
9. Potato dextrose broth (PDB) Difco™ ประเทศสหรัฐอเมริกา 
10. Poloxamer 188 บริษัท BASF ประเทศเยอรมนี 
11. Poly-oxyethylene sorbitan monooleate (Tween® 80) บ ริ ษั ท  ห น่ํ า เ ซี ย น 

ประเทศไทย 
1.4 เชือ้จุลชีพท่ีใช้ในการทดสอบ 

เ ชื ้อ ร า  Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533 (American Type culture 
Collection, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
 

2. วิธีด าเนินงานวิจัย 
2.1 การเตรียมตัวอย่างและเตรียมสารสกัดใบคูน เนือ้ในฝักคูน และเมล็ดคูน 

2.1.1 ล้างใบสด และผลคูนให้สะอาด ผึ่งแดดให้แห้ง 3 วนั อบในตู้อบลมร้อน (hot 
air oven) ท่ีอณุหภมูิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 ชัว่โมง (อบลมร้อนซํา้ 2 ครัง้) 

2.1.2 นําใบคนูมาบดลดขนาดด้วยเคร่ืองบดจนได้ผงหยาบ สําหรับเนือ้ในฝักคนู ใช้
อุปกรณ์ทุบฝักให้แตกแยก เก็บเนือ้ในฝัก และเมล็ดออกจากกัน โดยนําเมล็ดคูนมาบดลดขนาด
ด้วยเคร่ืองบดจนได้ผงหยาบ 

http://www.chanjao.com/
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2.1.3 ชั่งผงใบคูน เนือ้ในฝักคูน และเมล็ดคูนนํา้หนักประมาณ 14.00 กรัม, 20.75 
กรัม และ 35.35 กรัม ตามลําดับ ลงในทิมเบิล (thimble) ของชุด soxhlet extractor สกัดสาร
ตวัอยา่งทัง้ 3 ชนิด โดยต้มกบัตวัทําละลาย 95% เอทานอล ปริมาตร 300 ml เป็นเวลา 2.5 ชัว่โมง  

2.1.4 เม่ือครบเวลานําสารสกดัในตวัทําละลาย 95% เอทานอลท่ีได้มาแยกเอาตวัทํา
ละลายออกด้วยเคร่ืองเคร่ืองกลัน่ระเหยสารแบบหมนุ (rotary evaporator)  

2.1.5 นําสารสกัดไประเหยตวัทําละลายต่อในถ้วยระเหย (evaporating dish) จนได้
สารสกัดข้นเหนียว เก็บสารสกัดจากตัวอย่างทัง้ 3 ชนิด ไว้ในโถดูดความชืน้ (desiccator) ท่ี
อณุหภมูิห้องจนกระทัง่นําไปทดสอบฤทธ์ิต้านเชือ้รา คํานวณหา %yield จากสมการ (1) 
 

                     %yield = นํา้หนกัของสารสกดั (กรัม) × 100                สมการ (1)                                                                            
นํา้หนกัของพืชสด (กรัม) 

 
2.2 การเตรียมตัวอย่างและการเตรียมสารสกัดน า้มันหอมระเหยจากใบมะกรูด  

2.2.1 ล้างใบมะกรูดสดให้สะอาด ผึง่ให้แห้ง พร้อมฉีกใบเพ่ือลดขนาด 
2.2.2 บรรจุใบมะกรูดสดประมาณ 600 กรัม ลงหม้อกลั่นเติมนํา้กลั่นพอท่วม

สมนุไพร กลัน่นํา้มนัหอมระเหยด้วย Clevenger Apparatus 
2.2.3 กลัน่นํา้มันหอมระเหยระยะเวลา 2.5 ชัว่โมง หรือจนกว่านํา้มันหอมระเหยไม่

เพิ่มขึน้ (กลัน่ซํา้ทัง้หมด 7 ครัง้ จากใบมะกรูดสดรวม 4,097 กรัม) 
2.2.4 ถ่ายนํา้มนัหอมระเหยลงในหลอดทดลอง ตัง้ทิง้ให้แยกชัน้แล้วใช้หลอดหยดดดู

ชัน้นํา้มนัหอมระเหยออกจากชัน้นํา้ ใส่ลงในขวดสีชา และใช้ anhydrous sodium sulfate ดดูนํา้
ออกก่อน แยกเอาแต่ชัน้นํา้มันหอมระเหยบรรจุในขวดสีชา พันด้วยพาราฟิล์ม ติดฉลากเก็บท่ี
อณุหภมูิ 2 - 8 องศาเซลเซียส  

คํานวณหา %yield จากสมการ (1) 
2.3 การทดสอบประสิทธิภาพการต้านเชือ้รา T. mentagrophytes ด้วยวิธี broth 

macrodilution 
2.3.1 เตรียมอาหารเลีย้งเชือ้ Potato dextrose broth (PDB) 

2.3.1.1 เตรียมอาหารเลีย้งเชือ้ Potato dextrose broth จํานวน 100 ml โดยชั่ง
ผง potato dextrose medium จํานวน 2.4 กรัม กระจายตวัในนํา้ 100 ml ในขวดฝาเกลียว 
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2.3.1.2 นําอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีเตรียมได้ไปทําให้ปราศจากเชือ้ด้วยวิธีการนึ่งฆ่าเชือ้
ด้วยไอนํา้ (autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางนิว้ เป็นเวลา 
15 นาที 

2.3.2 การเตรียมสารทดสอบจากใบคนู เนือ้ในฝักคนู และเมล็ดคนู 
2.3.2.1 ชัง่สารสกัดใบคนู เนือ้ในฝักคนู และเมล็ดคนู อย่างละ 200 mg ละลาย

ด้วยตวัทําละลาย 100% DMSO ปริมาตร 1 ml แยกแต่ละตวัอย่างใส่ในหลอดไมโครเซ็นตริฟิวก์ 
(microcentrifuge tube) ขนาด 1.5 ml นําไปละลายด้วยคล่ืนเสียงความถ่ีสูง (sonicate) จนสาร
สกดัละลายหมด 

2.3.2.2 ปิเปตสารสกัดจากหลอดไมโครเซ็นตริฟิวก์ ปริมาตร 40 µl ลงในหลอด
ทดลองฝาเกลียวท่ีมีอาหารเลีย้งเชือ้ potato dextrose broth ปริมาตร 1,960 µl ได้สารละลาย
เข้มข้น 4 mg/ml 

2.3.2.3 ปิเปตสารทดสอบมาปริมาตร 1 ml เจือจางให้มีความเข้มข้นลดลงแบบ 
2 เท่ า  ( two-folded serial dilution) ใน ส า รล ะ ล า ย  2% DMSO ใน  potato dextrose broth 
ปริมาตร 1 ml ทําเชน่นีจ้นครบทัง้หมด 7 ความเข้มข้น 

2.3.3 การเตรียมสารทดสอบนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูด 
2.3.3.1 นําขวดนํ า้มันหอมระเหยจากใบมะกรูดออกจากตู้ เย็นตัง้ทิ ง้ไว้ ท่ี

อณุหภมูิห้องประมาณ 20 นาที ให้นํา้มนัหอมระเหยคายความเย็น 
2.3.3.2 ละลายนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูดด้วย 2 %v/v DMSO ใน potato 

dextrose broth ให้มีความเข้มข้นเร่ิมต้น 4 %v/v 
2.3.3.3 ปิเปตสารทดสอบมาปริมาตร 1 ml เจือจางให้มีความเข้มข้นลดลงแบบ 

2 เท่ า  ( two-folded serial dilution) ใน ส า รล ะ ล า ย  2% DMSO ใน  potato dextrose broth 
ปริมาตร 1 ml ทําเชน่นีจ้นครบทัง้หมด 7 ความเข้มข้น  

2.3.4 การเพาะเชือ้ทดสอบ 
2.3.4.1 เพ า ะ เลี ้ย ง เชื อ้ รา  T. mentagrophytes ใน  potato dextrose broth 

(PDB) บม่ท่ีอณุหภมูิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั 
2.3.5. การตรวจสอบประสิทธิภาพการต้านเชือ้ราการทดสอบฤทธ์ิต้านเชือ้ราโดย

การหาค่าความเข้มข้นต่ําท่ีสุดท่ีสามารถยับยัง้เชือ้ราได้ (Minimum inhibitory concentration, 
MIC) ของสารสกดัจากใบคนู เนือ้ในฝักคนู เมล็ดคนู และนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูดตอ่เชือ้รา 
T. mentagrophytes  



  28 

2.3.5.1 ใส่สารทดสอบความเข้มข้นต่างกัน 2 เท่า ทัง้หมด 7 ความเข้มข้น โดย
เร่ิมท่ีความเข้มข้น 4 %v/v ปริมาตร 1 ml สําหรับนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูด และเร่ิมท่ีความ
เข้มข้น 4 mg/mlปริมาตร 1 ml สําหรับจากสกดัจากใบคนู เนือ้ในฝักคนู เมล็ดคนู ในหลอดทดลอง
ปราศจากเชือ้ 

2.3.5.2 เตรียมสารแขวนตะกอนของเชือ้รา T. mentagrophytes ในนํา้ปราศจาก
เชือ้ให้มีความหนาแน่นเท่ากับ McFarland standard 0.5 ซึ่งจะมีเชือ้เท่ากับ 108 CFU/ml แล้วนํา
สารแขวนตะกอนท่ีได้มาผสมกับอาหารเลีย้งเชือ้รา potato dextrose broth ให้มีปริมาณของเชือ้
ในอาหารเลีย้งเชือ้ 5% ปริมาตรตอ่ปริมาตร 

2.3.5.3 ผสมเชือ้ท่ีเตรียมขึน้ในข้อ 2.3.5.2 ปริมาตร 1 ml ลงในสารทดสอบความ
เข้มข้นต่าง ๆ ท่ีเตรียมขึน้ จะทําให้ได้ความเข้มข้นสุดท้าย (final concentration) ของสารทดสอบ
ลดลงคร่ึงหนึ่งจากความเข้มข้นท่ีเตรียมขึน้ในข้อ 2.3.5.1 และปริมาณของเชือ้ในการทดสอบจะ
ลดลงคร่ึงหนึ่งจากท่ีเตรียมขึน้ในข้อ 2.3.5.2 เช่นเดียวกัน รวมถึงปริมาณ DMSO ซึ่งเป็นตัวทํา
ละลายก็จะลดลงคร่ึงหนึง่เชน่เดียวกนั 

2.3.5.4 ใ ช้ อ าห า รเลี ย้ ง เชื อ้ เป็ น ก ลุ่ ม ค วบ คุม เชิ งล บ  (negative control)  
2% DMSO ในอาหารเลีย้งเชือ้เป็นกลุ่มตัวทําละลายควบคุม (solvent control) ซึ่งจะมีความ
เข้มข้นสุดท้ายของ DMSO เป็น 1% และใช้ clotrimazole และ Ketoconazole เป็นกลุ่มควบคุม
เชิงบวก (positive control) ซึ่งจะมีความเข้มข้นสดุท้ายของ clotrimazole เท่ากบั 500 µg/ml และ 
ketoconazole เทา่กบั 10 µg/ml 

2.3.5.5 บ่มชุดทดสอบในตู้บ่มเชือ้ ( incubator) ท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 7 วนั แล้วสงัเกตการเจริญของเชือ้ราด้วยตาเปล่า ความเข้มข้นท่ีต่ําท่ีสดุท่ีไม่มีการเจริญ
ของเชือ้ราจะเป็นคา่ minimum inhibitory concentration (MIC) 

2.4 การทดสอบฤทธ์ิต้านเชือ้รา T. mentagrophytes ของไมโครอิมัลชันของน า้มัน
หอมระเหยจากใบมะกรูดด้วยวิธี agar well diffusion  

2.4.1 เตรียมอาหารเลีย้งเชือ้ Potato dextrose agar (PDA)  
2.4.1.1 เตรียมอาหารเลีย้งเชือ้ Potato dextrose agar จํานวน 100 ml โดยชัง่ผง 

potato dextrose medium จํานวน 2.4 กรัม และผง agar จํานวน 1.5 กรัม กระจายตวัใน นํา้ 100 
ml ในขวดฝาเกลียว 

2.4.1.2 นําอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีเตรียมได้ไปทําให้ปราศจากเชือ้ด้วยวิธีนึ่งฆ่าเชือ้
ด้วยไอนํา้ (autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางนิว้ เป็นเวลา 
15 นาที 
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2.4.1.3 เทอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีผ่านการนึ่งฆ่าเชือ้แล้วลงในจานเพาะเชือ้ปราศจาก
เชือ้ (sterile petri dish) ปริมาณ 20 มิลลิลิตรตอ่จานเพาะเชือ้ แล้วทิง้ไว้ให้แข็งตวัเป็น agar plate 

2.4.2 การเพาะเชือ้ทดสอบ 

2.4.2.1 เพ า ะ เ ลี ้ย ง เ ชื ้อ ร า  T. mentagrophytes ATCC 9533 ใ น  potato 
dextrose broth (PDB) บม่ท่ีอณุหภมูิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั 

2.4.3 การทดสอบประสิทธิภาพของตํารับไมโครอิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหยจากใบ
มะกรูดตอ่ฤทธ์ิต้านเชือ้รา T. mentagrophytes ด้วยวิธี agar well diffusion 

2.4.3.1 เตรียมสารแขวนตะกอนเชือ้รารา T. mentagrophytes ในนํา้ปราศจาก
เชือ้ให้มีความขุ่นเท่ากับ McFarland No. 0.5 แล้วนําสารแขวนตะกอนท่ีได้ 100 µl หยดลงบน
อาหารเลีย้งเชือ้แบบแข็ง potato dextrose agar (PDA) ท่ีทําการเจาะรูขนาดเส้นผ่านศนูย์กลาง 6 
มิลลิเมตร ไว้แล้วด้วย cylinder cup จากนัน้ใช้ไม้พันสําลีปราศจากเชือ้ทําการป้ายเชือ้ราให้ทั่ว
ผิวหน้าอาหาร 

2.4.3.2 ใสผ่ลิตภณัฑ์ต้านเชือ้ราใสล่งในรูท่ีเจาะไว้ให้เตม็ 
2.4.3.3 ใช้ตํารับไมโครอิมลัชนัเปล่าเป็นกลุ่มควบคมุเชิงลบ (negative control) 

และใช้ clotrimazole ความเข้มข้น 10 mg/ml และ Ketoconazole 200 µg/ml เป็นกลุ่มควบคุม
เชิงบวก (positive control) โดยหยด clotrimazole และ ketoconazole ลงไปในรูท่ีเจาะไว้ปริมาตร 
100 µl 

2.4.3.4 บ่มชุดทดสอบท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน แล้ววัด
ขนาดเส้นผ่านศนูย์กลางบริเวณยบัยัง้เชือ้ (inhibition zone) ท่ีเกิดขึน้ ทําการทดสอบซํา้ทัง้หมด 3 
ครัง้ (n =3)   นํา inhibition zone ท่ีได้มาหาค่าเฉล่ียแล้วรายงานผลเป็นค่าเฉล่ีย inhibition zone 
± SD 

2.4.3.5 ทําการทดสอบแบบเดียวกันสําหรับผลิตภัณฑ์ต้านเชือ้ราท่ีเตรียมเสร็จ
ทนัที (freshly prepare) และผลิตภณัฑ์ต้านเชือ้ราท่ีทําการทดสอบความคงสภาพเสร็จสิน้แล้ว 

2.5 การเตรียมต ารับไมโครอิมัลชันของน า้มันหอมระเหยจากใบมะกรูด (Kaffir 
lime oil microemulsion) 

2.5.1 เตรียมสารผสมของสารลดแรงตึงผิวและสารลดแรงตึงผิวร่วมโดยใช้ Tween 
80® และ propylene glycol ในอตัราสว่น 1:0, 1:1, 2:1 และ 3:1 (%w/w)   

2.5.2 ผสมนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูดและสารลดแรงตงึผิว และ/หรือสารลดแรง
ตงึผิวร่วมในอตัราสว่นตา่ง ๆ ได้แก่ 1:9, 2:8, 3:7, 4:6, 5:5, 6:4, 7:3, 8:2 และ 9:1 (%v/v) 
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2.5.3 เติมนํา้ปราศจากไอออนลงไปในสารผสมระหว่างนํา้มนัหอมระเหยกบัสารลด
แรงตงึผิวครัง้ละ 100 µl ทัง้หมด 10 ครัง้ จากนัน้เติมนํา้ปราศจากไอออนครัง้ละ 1,000 ml จนครบ 
11,000 ml ท่ีอุณหภูมิห้องในแต่ละครัง้ท่ีมีการเติมนํา้ ผสมสารผสมด้วย vortex เป็นเวลา 15 
วินาที จากนัน้สงัเกตลกัษณะของสารผสมวา่ใส โปร่งแสง หรือขุน่ขาว 

2.5.4 ตัง้ทิง้ไว้เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แล้วสงัเกตลกัษณะภายนอกด้วยตาเปล่าและมอง
ตํารับไมโครอิมลัชนัในหลอดทดลองทะลผุา่นตวัหนงัสือ 
ตวัอยา่งของสว่นประกอบของตํารับไมโครอิมลัชนัดงัแสดงในตาราง 1 
 
ตาราง 1 แสดงตวัอย่างอตัราสว่นของสว่นประกอบของไมโครอิมลัชนั 
 

Oil 
(µl) 

Smix 
(µl) 

Water 
(µl) 

Total 
volume 

ลักษณะ
ภายนอก 

Oil 
(%) 

Smix 
(%) 

Water 
(%) 

100 900 100 1100   9.09 81.82 9.09 
100 900 200 1200   8.33 75.00 16.67 
100 900 300 1300   7.69 69.23 23.08 
100 900 400 1400   7.14 64.29 28.57 
100 900 500 1500   6.67 60.00 33.33 
100 900 600 1600   6.25 56.25 37.50 
100 900 700 1700   5.88 52.94 41.18 
100 900 800 1800   5.56 50.00 44.44 
100 900 900 1900   5.26 47.37 47.37 
100 900 1000 2000   5.00 45.00 50.00 
100 900 1100 2100   4.76 42.86 52.38 
100 900 2000 3000   3.33 30.00 66.67 
100 900 3000 4000   2.50 22.50 75.00 
100 900 4000 5000   2.00 18.00 80.00 
100 900 5000 6000   1.67 15.00 83.33 
100 900 6000 7000   1.43 12.86 85.71 
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ตาราง 1 แสดงตวัอย่างอตัราสว่นของสว่นประกอบของไมโครอิมลัชนั (ตอ่) 
 

Oil 
(µl) 

Smix 
(µl) 

Water 
(µl) 

Total 
volume 

ลักษณะ
ภายนอก 

Oil 
(%) 

Smix 
(%) 

Water 
(%) 

100 900 7000 8000   1.25 11.25 87.50 
100 900 8000 9000   1.11 10.00 88.89 
100 900 9000 10000   1.00 9.00 90.00 
100 900 10000 11000   0.91 8.18 90.91 

 
2.6 ศึกษาคุณลักษณะ (characterization) ของต ารับไมโครอิมัลชันของน า้มันหอม

ระเหยจากใบมะกรูด  
2.6.1 ขนาดอนุภาค การกระจายของอนภุาค (Polydispersity Index; PdI) และศกัย์

ซีต้า (Zeta potential) 
2.6.1.1 ดูดสารตัวอย่างของตํารับไมโครอิมัลชันของนํา้มันหอมระเหยจากใบ

มะกรูดปริมาตร 100 µl ผสมลงในกลัน่ปริมาตร 900 µl ผสมให้เข้ากนัด้วยเคร่ืองเขยา่สาร 
2.6.1.2 วัดขนาดอนุภาค (size) การกระจายของอนุภาค (Polydispersity 

Index; PdI) และศักย์ซีต้า (Zeta potential) ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ด้วยเคร่ืองวัดขนาด
อนภุาคและความตา่งศกัย์บนผิวอนภุาค โดยใช้ disposable folded capillary cell บรรจตุวัอย่าง 
วดัซํา้ 3 ตวัอยา่ง นําคา่ท่ีวดัได้มาหาคา่เฉล่ียและสว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

2.7 การวิเคราะห์ปริมาณ citronellal equivalent ในน ้ามันหอมระเหยจากใบ
มะกรูดด้วยเทคนิค UV–Visible Spectrophotometry และการตรวจสอบความถูกต้องของ
วิธีวิเคราะห์  

2.7.1 เตรียมสารมาตรฐาน  citronellal ใน สารละลาย 100% DMSO โดยปิเปต
สารละลายมาตรฐาน citronellal ปริมาตร 25 µl เติมลงใน DMSO ปริมาตร 975 µl เจือจางให้มี
ความเข้มข้นลดลงแบบ 2 เท่า (two-fold serial dilution) ในสารละลาย DMSO ให้มีช่วงความ
เข้มข้นตัง้แตช่ว่งความเข้มข้น 0.02 – 1.25 %v/v  

2.7.2 เตรียมสารตวัอย่างนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูด โดยดดูสารตวัอย่างนํา้มนั
หอมระเหยจากใบมะกรูดปริมาตร 25 µl เติมลงใน DMSO ปริมาตร 975 µl เจือจางให้มีความ
เข้มข้นลดลงแบบ 2 เท่า (two-fold serial dilution) ในสารละลาย DMSO ให้มีช่วงความเข้มข้น
ตัง้แตช่ว่งความเข้มข้น 0.02 – 1.25 %v/v  
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2.7.3 เลือกความยาวคล่ืนท่ีมีการดูดกลืนแสงสูงสุด (λ max) ของสารมาตรฐาน 
citronellal ด้วยเคร่ือง UV-Visible Spectrophotometer ในชว่งความยาวคล่ืน 200 – 400 nm 

2.7.4 ศึกษาความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงและช่วงความเข้มข้นท่ีใช้ทดสอบ (Linearity 
and range) โดยเตรียมสารละลายมาตรฐาน citronellal ใน DMSO ให้มีช่วงความเข้มข้นตัง้แต่
ช่วงความ เข้ม ข้น  0.02 – 1.25 %v/v นํ ามาวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเค ร่ือง UV-Visible 
Spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืนท่ีมีการดูดกลืนแสงมากท่ีสุด นําค่าการดดูกลืนแสงแต่ละ
ความเข้มข้นมาสร้างกราฟเส้นตรงเพ่ือหาความสัมพันธ์เชิงเส้น โดยบ่งบอกจากค่าสัมประสิทธ์ิ
สหสัมพันธ์ (correlation coefficient; r) ซึ่งควรเข้าใกล้ 1 หรือ ค่าสัมประสิทธ์ิการตัดสินใจ 
(Coefficient of Determination; R Square (R2 )) ไมน้่อยกวา่ 0.995 

2.7.5. ศึกษาความถูกต้องของวิธีทดสอบ (Accuracy) โดยการเติมสารมาตรฐาน 
citronellal (reference standard) ใน ค วาม เข้ ม ข้ น  50, 100 แ ล ะ  150% ข อ งส ารตัวอ ย่ า ง 
citronellal 0.15 %v/v คํานวณ %recovery จากสูตรต่อไปนี ้แล้วนํามาวดัค่าการดดูกลืนแสงด้วย
เคร่ือง UV-Visible Spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืนท่ีมีการดดูกลืนแสงมากท่ีสดุ 
 

% recovery = ปริมาณสารท่ีวิเคราะห์ spiked sample – ปริมาณสารใน unspiked sample×100              

ปริมาณสารท่ีเตมิลงไป 

 
2.7.6 ศึกษาความแม่นของวิ ธีทดสอบ (Precision) จากการทํา  intraday และ 

interday precision โด ยศึกษ า intraday precision จากการเต รียม สารละลายม าตรฐาน 
citronellal ใน สารละลาย DMSO ให้มีช่วงความเข้มข้นตัง้แตช่่วงความเข้มข้น 0.02 – 1.25 %v/v 
ทําซํา้ 3 ครัง้ (ภายในวันเดียว) และ ศึกษา interday precision จากการเตรียมสารละลาย
มาตรฐาน citronellal ใน สารละลาย DMSO ให้มีช่วงความเข้มข้นตัง้แต่ช่วงความเข้มข้น 0.02 – 
1.25 %v/v ทําซํา้ 3 ครัง้ (วิเคราะห์ในวันท่ีต่างกัน) คํานวณ % relative standard deviation (% 
RSD) จ า ก สู ต ร ต่ อ ไ ป นี ้ แ ล้ ว นํ า ม า วั ด ค่ า ก า ร ดู ด ก ลื น แ ส ง ด้ ว ย เค ร่ื อ ง  UV-Visible 
Spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืนท่ีมีการดดูกลืนแสงมากท่ีสดุ 
 

% RSD = สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน × 100                                                                                                                        
คา่เฉล่ีย 
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2.7.7 ศึกษาความไวของวิธีทดสอบ (Sensitivity) ของ citronellal equivalent ใน
นํา้มันหอมระเหยจากใบมะกรูดจากค่า limit of quantification (LOQ) และ limit of detection 
(LOD) คํานวณ limit of quantification (LOQ) จากสมการ LOQ = 10 × N/B และคํานวณ limit 
of detection (LOD) จากสมการ LOD = 3.3 × N/B โดยตวัแปร ‘N’ แทนส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน
เฉล่ียของ intercept ของกราฟมาตรฐาน  citronellal standard curve (n = 3) และ ตัวแปร ‘B’ 
แทนค่าเฉล่ียของความชนัของกราฟมาตรฐาน citronellal standard curve (n = 3) ท่ีได้จากการ
วัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเคร่ือง UV-Visible Spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืนท่ีมีการ
ดดูกลืนแสงมากท่ีสดุ 

2.8 การหาปริมาณ citronellal equivalent ในต ารับไมโครอิมัลชันของน า้มันหอม
ระเหยจากใบมะกรูด  

2.8.1 เตรียมวฏัภาคนํา้ของตํารับไมโครอิมลัชนัเป็นสารละลาย Blank 
2.8.2 เจือจางตํารับไมโครอิมัลชันของนํา้มันหอมระเหยจากใบมะกรูด และ

สารละลาย Blank 10 เท่า ด้วย DMSO ในหลอดไมโครเซนติฟิว้ขนาด 1.5 ml เขย่าสารด้วยเคร่ือง
เขยา่สาร 

2.8.3 วิเคราะห์ปริมาณนํา้มนัหอมระเหยท่ีกักเก็บในตํารับไมโครอิมลัชนัด้วยเคร่ือง 
UV-Visible Spectrophotometer วดัคา่การดดูกลืนแสงสงูสดุ 

2.8.4 คํานวณปริมาณ citronellal equivalent ในตํารับไมโครอิมลัชนัของนํา้มนัหอม
ระเหยจากใบมะกรูด โดยอาศยัสมการแสดงความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงระหว่างความเข้มข้นของ 
citronellal และค่าการดูดกลืนแสง จาก %Assay ของปริมาณ citronellal equivalent ตามสูตร
คํานวณดงัตอ่ไปนี ้
 

 % Assay = ปริมาณ citronellal equivalent ท่ีวิเคราะห์ได้ × 100 
         ปริมาณนํา้มนัหอมระเหยท่ีใช้เตรียมตํารับ 

 
2.9 ศึกษาความคงสภาพทางกายภาพและทางเคมีของต ารับไมโครอิมัลชันของ

น า้มันหอมระเหยจากใบมะกรูด 
2.9.1 เตรียมตวัอยา่งตํารับไมโครอิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูด 

2.9.1.1 เตรียมตวัอยา่งตํารับไมโครอิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูดท่ี
มีขนาดอนภุาค การกระจายของอนภุาคและศกัย์ซีต้าท่ีเหมาะสมท่ีสดุ ปริมาตร 10 ml ด้วยวิธีการ
ไตเตรทจํานวน 3 ตวัอยา่ง 
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2.9.1.2 เก็บตวัอย่างตํารับไมโครอิมลัขนัท่ีอณุหภูมิ 4, 30 และ 45 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 วนัเพ่ือใช้ในการวิเคราะห์ความคงสภาพทางกายภาพและทางเคมีท่ีเวลา 0, 7, 14, 
21 และ 28 วนั 

2.9.2 การประเมินความคงสภาพของตํารับไมโครอิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหยจาก
ใบมะกรูด 

2.9.2.1 การประเมินความคงสภาพทางกายภาพของตํารับไมโครอิมัลชันของ
นํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูด 

2.9.2.2 วัดขนาดอนุภาค ค่าการกระจายของอนุภาค และค่าศักย์ซีต้าของ
ตัวอย่างท่ีเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ 4, 30 และ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 0, 7, 14, 21 และ 28 วัน 
คํานวณคา่เฉล่ียและสว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน  

2.9.3 การประเมินความคงสภาพทางเคมีของตํารับไมโครอิมัลชันของนํา้มันหอม
ระเหยจากใบมะกรูด 

2.9.3.1 วิเคราะห์ปริมาณนํา้มันหอมระเหยในตํารับไมโครอิมัลชันท่ีเก็บไว้ท่ี
อณุหภูมิ 4, 30 และ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 0, 7, 14, 21 และ 28 วนั ด้วยเคร่ือง UV-Visible 
Spectrophotometer 

2.9.3.2 คํานวณปริมาณนํา้มันหอมระเหยในตํารับไมโครอิมัลชัน จากสมการ
แสดงความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงระหว่างความเข้มข้นของ citronellal และค่าการดดูกลืนแสงเพ่ือ
คํานวณ %Assay ของปริมาณ citronellal equivalent ตามสตูรคํานวณท่ีกลา่วมาแล้วข้างต้น 

2.10 การเตรียมนาโนอิมัลชันของน า้มันหอมระเหยจากใบมะกรูด (Kaffir lime oil 
nanoemulsion) 

2.10.1 เตรียมสารละลาย 1% w/v Hyaluronic acid (small molecule) 
2.10.1.1 โป ร ย ผ ง  Hyaluronic acid (small molecule) 1 ก รั ม  ล ง ใ น ก ลั่ น

ปริมาตร 100 ml โดยกวนบนเคร่ืองกวนสารละลาย (magnetic stirrer) ท่ีความเร็วรอบ 750 รอบ
ตอ่นาที ได้สารละลายใส          

2.10.2 เตรียมสารละลาย 10% w/v Poloxamer-188  
2.10.2.1 โปรยผง Poloxamer-188 นํา้หนัก 10 กรัม ลงในกลั่นปริมาตร 100 ml

โดยกวนบนเคร่ืองกวนสารละลาย (magnetic stirrer) ท่ีความเร็วรอบ 750 รอบต่อนาที จนได้
สารละลายใส 

2.10.3 เตรียมนาโนอิมลัชนัด้วยวิธี phase inversion composition (PIC) 
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เตรียมนาโนอิมัลชันของนํา้มันหอมระเหยจากใบมะกรูดโดยใช้ Tween 80® (HLB 
15) เป็นสารก่ออิมลัชนั โดยเตรียมตํารับนาโนอิมลัชนัทัง้หมด 3 ตํารับ ปริมาตร 10 ml ดงัแสดงใน
ตาราง 2 
 
ตาราง 2 สตูรตํารับการเตรียมนาโนอิมลัชนันํา้มนัของหอมระเหยจากใบมะกรูด 
 

 ปริมาตร (ไมโครลิตร) ต ารับที่ 1 ต ารับที่ 2 ต ารับที่ 3 
วฏัภาคนํา้มนั Kaffir lime oil 100 100 100 

วฏัภาคนํา้ 

Tween® 80 200 200 200 

1% Hyaluronic acid - 1,500 1,500 

10% Poloxamer-188 - - 6,000 

Purified water 9,700 8,200 2,200 

 
2.10.3.1 ตํารับท่ี 1 เติม tween 80® ปริมาตร 200 µl ผสมกับนํา้มันหอมระเหย

จากใบมะกรูดปริมาตร 100 µl ในหลอดทดลอง (test tube) เขย่าด้วยเคร่ืองเขย่าสาร (vortex 
mixer) เป็นเวลา 15 วินาที จนได้สารละลายใส 

2.10.3.2 เติมนํา้กลัน่ปริมาตร 9,700 µl โดยผสมครัง้ละประมาณ 1,000 µl เขย่า
ด้วยเคร่ืองเขย่าสาร เป็นเวลา 15 วินาที จนนํา้หมด เขย่าด้วยเคร่ืองเขย่าสารครัง้สดุท้ายเป็นเวลา 
30 วินาที 

2.10.3.3 สําหรับตํารับท่ี 2 เม่ือได้สารละลายใสในข้อ 2.10.3.1 เติมสารละลาย 
1% Hyaluronic acid ปริมาตร 1,500 µl โดยเติมครัง้ละประมาณ 1,000 µl เขย่าด้วยเคร่ืองเขย่า
สาร เป็นเวลา 15 วินาที จนสารละลาย 1% Hyaluronic acid หมด จากนัน้เติมนํา้กลั่นปริมาตร 
8,200 µl โดยเติมครัง้ละประมาณ 1,000 µl เขย่าด้วยเคร่ืองเขย่าสาร เป็นเวลา 15 วินาที จนนํา้
กลัน่หมด เขยา่ด้วยเคร่ืองเขยา่สาร ครัง้สดุท้ายเป็นเวลา 30 วินาที 

2.10.3.4 สําหรับตํารับท่ี 3 เม่ือได้สารละลายใสในข้อ 2.10.3.1 ผสมสารละลาย 
1% Hyaluronic acid ปริมาตร 1,500 µl โดยเติมครัง้ละประมาณ 1,000 µl เขย่าด้วยเคร่ืองเขย่า
สาร เป็นเวลา 15 วินาที จนสารละลาย 1% Hyaluronic acid หมด และเติมสารละลาย 10% 
Poloxamer-188 ปริมาตร 6,000 µl โดยเติมครัง้ละประมาณ 1,000 µl เขย่าด้วยเคร่ืองเขย่าสาร 
เป็นเวลา 15 วินาที จนสารละลาย 10% Poloxamer-188 หมด จากนัน้เติมนํา้กลัน่ปริมาตร 2,200 
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µl โดยเตมิครัง้ละประมาณ 1,000 µl เขยา่ด้วยเคร่ืองเขย่าสาร เป็นเวลา 15 วินาที จนนํา้กลัน่หมด 
เขยา่ด้วยเคร่ืองเขยา่สาร ครัง้สดุท้ายเป็นเวลา 30 วินาที 

2.11 ศึกษาคุณลักษณะ (characterization) ของต ารับนาโนอิมัลชันของน า้มันหอม
ระเหยจากใบมะกรูด  

2.11.1 ขนาดอนุภาค การกระจายของอนุภาค (Polydispersity Index; PdI) และ
ศกัย์ซีต้า (Zeta potential) 

2.11.1.1 ดูดสารตัวอย่างของตํารับนาโนอิมัลชันของนํา้มันหอมระเหยจากใบ
มะกรูดปริมาตร 100 µl ผสมลงในกลัน่ปริมาตร 900 µl ผสมให้เข้ากนัด้วยเคร่ืองเขยา่สาร 

2.11.1.2 วัดขนาดอนุภาค (size) การกระจายของอนุภาค (Polydispersity 
Index; PdI) และศักย์ซีต้า (Zeta potential) ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ด้วยเคร่ืองวัดขนาด
อนุภาคและความต่างศักย์บนผิวอนุภาค โดยใช้  disposable folded capillary cell บรรจุ
สารละลายตวัอยา่ง วดัซํา้ 3 ตวัอยา่ง นําคา่ท่ีวดัได้มาหาคา่เฉล่ียและสว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

2.12 การหาปริมาณ citronellal equivalent ในต ารับนาโนอิมัลชันของน า้มันหอม
ระเหยจากใบมะกรูด  

2.12.1 เตรียมวฏัภาคนํา้ของตํารับนาโนอิมลัชนัเป็นสารละลาย Blank 
2.12.2 เจือจางตํารับนาโนอิมัลชันของนํา้มันหอมระเหยจากใบมะกรูด และ

สารละลาย Blank 10 เท่า ด้วย DMSO ในหลอดไมโครเซนติฟิว้ขนาด 1.5 ml เขย่าสารด้วยเคร่ือง
เขยา่สาร 

2.12.3 วิเคราะห์ปริมาณ citronellal equivalent ท่ีกักเก็บในตํารับนาโนอิมัลชนัของ
นํา้มันหอมระเหยจากใบมะกรูด ด้วยเคร่ือง UV-Vis Spectrophotometer โดยวัดค่าการดูดกลืน
แสงสงูสดุ 

2.12.4 คํานวณปริมาณ citronellal equivalent ในตํารับนาโนอิมลัชนัของนํา้มนัหอม
ระเหยจากใบมะกรูด โดยอาศยัสมการแสดงความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงระหว่างความเข้มข้นของ 
citronellal และค่าการดูดกลืนแสง จาก %Assay ของปริมาณ citronellal equivalent ตามสูตร
คํานวณดงัตอ่ไปนี ้ 
 

%Assay = ปริมาณ citronellal equivalent ท่ีวิเคราะห์ได้ × 100 
        ปริมาณนํา้มนัหอมระเหยท่ีใช้เตรียมตํารับ 
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2.13 ศึกษาความคงสภาพทางกายภาพและทางเคมีของต ารับนาโนอิมัลชันของ
น า้มันหอมระเหยจากใบมะกรูด 

2.13.1 เตรียมตวัอยา่งตํารับนาโนอิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูด 
2.13.1.1 เตรียมตวัอย่างตํารับนาโนอิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูด

ท่ีมีขนาดอนุภาค การกระจายของอนุภาคและศักย์ซีต้าท่ีเหมาะสมท่ีสุด ปริมาตร 10 ml ด้วย
วิธีการไตเตรทจํานวน 3 ตวัอยา่ง 

2.13.1.2 เตรียมตวัอย่างตํารับนาโนอิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูด
ท่ีมีขนาดอนุภาค การกระจายของอนุภาคและศักย์ซีต้าท่ีเหมาะสมท่ีสุด ปริมาตร 10 ml ด้วย
วิธีการกลบัวฏัภาคจํานวน 3 ตวัอยา่ง 

2.13.1.3 เก็บตวัอย่างตํารับนาโนอิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูดท่ี
อณุหภูมิ 4, 30 และ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วนัเพ่ือใช้ในการวิเคราะห์ความคงสภาพทาง
กายภาพและทางเคมีท่ีเวลา 0, 7, 14, 21 และ 28 วนั 

2.13.2 การประเมินความคงสภาพของตํารับไมโครอิมลัชนันํา้มนัหอมระเหยจากใบ
มะกรูด 

2.13.2.1 การประเมินความคงสภาพทางกายภาพของตํารับนาโนอิมัลชันของ
นํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูด 

2.13.2.2 วัดขนาดอนุภาค ค่าการกระจายของอนุภาค และค่าศักย์ซีต้าของ
ตัวอย่างท่ีเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ 4, 30 และ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 0, 7, 14, 21 และ 28 วัน 
คํานวณคา่เฉล่ียและสว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน  

2.13.3 การประเมินความคงสภาพทางเคมีของตํารับนาโนอิมัลชันของนํา้มันหอม
ระเหยจากใบมะกรูด 

2.13.3.1 วิเคราะห์ปริมาณนํา้มันหอมระเหยในตํารับนาโนอิมัลชันของนํา้มัน
หอมระเหยจากใบมะกรูดท่ีเก็บไว้อุณหภูมิ 4, 30 และ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 0, 7, 14, 21 
และ 28 วนั ด้วยเคร่ือง UV-Visible Spectrophotometer 

2.13.3.2 คํานวณปริมาณนํา้มนัหอมระเหยในตํารับนาโนอิมลัชนัของนํา้มนัหอม
ระเหยจากใบมะกรูด จากสมการแสดงความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงระหว่างความเข้มข้นของ 
citronellal และค่าการดูดกลืนแสงเพ่ือคํานวณ %Assay ของปริมาณ citronellal equivalent ใน
ตํารับนาโนอิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูดตามสตูรคํานวณท่ีกลา่วมาแล้วข้างต้น 
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2.14 สถติท่ีิใช้ในการวิเคราะห์ข้อมูล 
ข้อมูลท่ีได้จากการทดลองนํามาคํานวณหาค่าเฉล่ียและส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน  

พิสูจน์หาค่าความแตกต่างทางสถิติโดยใช้ตัวทดสอบทางสถิติคือ t-test ในกรณีเปรียบเทียบ
ตวัอย่าง 2 ชนิด หรือวิเคราะห์หาความแตกตา่งระหว่างคา่กลางของตวัอยา่งโดยการวิเคราะห์ผ่าน
คา่ความแปรปรวน (Analysis of variance) ในกรณีท่ีเปรียบเทียบตวัอย่างมากกว่า 2 ชนิด 

2.15 สถานท่ีท าการทดลอง/เก็บข้อมูล 
การดําเนินการวิจัยและสถานท่ีทําการทดลองท่ีคณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัย 

ศรีนครินทรวิโรฒ ตําบลองครักษ์ อําเภอองครักษ์ จงัหวดันครนายก 
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บทที่ 4  
ผลการด าเนินงานวิจัย และอภปิรายผลการวิจยั 

 
1. ผลการเตรียมสารสกัดจากใบคูน เนือ้ในฝักคูน เมล็ดคูน และใบมะกรูด 

จากการสกดัใบคนู เนือ้ในฝักคนู และเมล็ดคนู ด้วยวิธี Soxhlet extraction โดยใช้ตวัทํา
ละลาย 95% เอทานอล เป็นเวลา 2.5 ชั่วโมง พบว่าให้ร้อยละผลผลิตของสารสกัด (%yield) 
เท่ากับ 21.42, 20.62 และ 7.78 %w/w ตามลําดับ  สําหรับการสกัดนํ า้มันหอมระเหยจาก 
ใบมะกรูดโดยวิธีการกลัน่ด้วยนํา้ (hydro-distillation) พบว่าให้ร้อยละผลผลิตของสารสกดัเท่ากับ 
0.62  %w/w จากรายงานวิจัยของ Wulandari และคณ ะในปี 2017 พบว่าการสกัดนํ า้มัน 
หอมระเหยจากใบมะกรูดด้วยการกลัน่ด้วยนํา้ให้ %yield ของนํา้มนัหอมระเหยเทา่กบัร้อยละ 0.65 
+ 0.03 %w/w (40)  ซึ่งใกล้เคียงกับ %yield ของนํา้มันหอมระเหยท่ีสกัดได้ในการศึกษานี ้การ
สกัดนํา้มันหอมระเหยด้วยการกลั่นด้วยนํา้เป็นวิธีท่ีสะดวกไม่ยุ่งยากซับซ้อน และให้ %yield 
คอ่นข้างมาก ดงัแสดงในตาราง 3 
 
ตาราง 3 แสดง %yield ของสารสกดัจากใบ เนือ้ในฝัก เมล็ดคนู และนํา้มนัหอมระเหยจากใบ
มะกรูด 
 

สมนุไพร %yield 
ใบคนู 21.42 

เนือ้ในฝักคนู 20.26 
เมล็ดคนู 7.78 
ใบมะกรูด 0.62 

 
2. ผลการทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดใบคูน เนือ้ในฝักคูน เมล็ดคูน และน า้มัน
มะกรูดต่อการยับยัง้เชือ้รา T. mentagrophytes  

จากการทดสอบประสิทธิสารสกัดในฤทธ์ิการยบัยัง้เชือ้รา T. mentagrophytes ด้วยวิธี 
broth macrodilution เพ่ื อหาความเข้มข้น ต่ําสุดในการยับยั ง้การเจ ริญ เติบโตของเชื อ้รา 
T. mentagrophytes เ ม่ื อ เป รีย บ เที ย บ กั บ ส า รม า ต รฐ า น  ketoconazole 500 µg/ml แ ล ะ 
clotrimazole 10 µg/ml พ บ ว่ า นํ ้า มั น ห อ ม ร ะ เห ย จ า ก ใบ ม ะ ก รู ด มี ค่ า  MIC ต่ อ เ ชื ้อ ร า 
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T. mentagrophytes ต่ําท่ีสดุคือ 0.125 %v/v หรือ 1.06 µg/ml จากงานวิจยัก่อนหน้าพบว่านํา้มนั
หอมระเหยจากใบมะกรูดมีคา่ MIC ตอ่เชือ้รา T. mentagrophytes มากกวา่ 100 µg/ml ซึง่เป็นคา่
ค่อนข้างสูงและยังไม่สามารถหาค่า MIC ท่ีแท้จริงได้ แต่สําหรับงานวิจัยฉบบันีแ้สดงให้เห็นว่า
นํา้มันหอมระเหยจากใบมะกรูดมีฤทธ์ิการยับยัง้เชือ้รา T. mentagrophytes ดีท่ีสุด เน่ืองจาก
นํา้มันหอมระเหยท่ีสกัดได้มีองค์ประกอบหลักทางเคมีเป็นสาร citronellal ซึ่งเป็นสารสําคญัท่ีมี
ฤทธ์ิต้านเชือ้รา T. mentagrophytes สําหรับงานวิจยัท่ีศึกษาก่อนหน้าของ Waikedre และคณะ
ในปี 2010 พบวา่องค์ประกอบหลกัทางเคมีของนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูดเป็นสาร terpinen-
4-ol โดยมะกรูดท่ีนํามาทดสอบดงักล่าวเป็นมะกรูดท่ีปลกูในนิวแคลิโดเนีย ประเทศฝร่ังเศส แม้ว่า
สายพันธุ์ของมะกรูดจะเป็นสายพันธุ์ เดียวกันหากปลูกในภูมิภาคท่ีแตกต่างกันก็อาจส่งผลต่อ
องค์ประกอบทางเคมีในนํา้มันหอมระเหยจากใบมะกรูดรวมถึงการออกฤทธ์ิทางชีวภาพได้ 
รองลงมาเป็นสารสกัดจากใบคูนมีค่า MIC เท่ากับ 2 mg/ml และสารสกัดจากเนือ้ในฝักคนู และ
เมล็ดคนูมีค่า MIC > 2 mg/ml และตามตาราง 4 ดงันัน้นํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูดจึงเป็นท่ี
น่าสนใจสําหรับนํามาพฒันาเป็นผลิตภัณฑ์ท่ีมีฤทธ์ิยบัยัง้การเจริญของเชือ้ราก่อโรคทางผิวหนัง
ตอ่ไป 
 
ตาราง 4 แสดงคา่ MIC ของสารสกดัใบคนู เนือ้ในฝักคนู เมล็ดคนู และนํา้มนัหอมระเหยจากใบ
มะกรูดตอ่เชือ้รา T. mentagrophytes 
 

สมุนไพร ค่า MIC ของ T. mentagrophytes 
นํา้มนัใบมะกรูด 

ใบคนู 
0.125 %v/v 

2 mg/ml 
เนือ้ในฝักคนู > 2 mg/ml 

เมล็ดคนู > 2 mg/ml 

 
3. ผลการวิเคราะห์หาสารส าคัญในน า้มันหอมระเหยจากใบมะกรูด (kaffir lime oil) ด้วย 
Gas chromatography–mass spectrometry (GC-MS) 

จากการวิเคราะห์นํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูดด้วยวิธี Gas chromatography–mass 
spectrometry (GC-MS) ท่ีส่งวิเคราะห์โดยคณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล พบว่ามี
องค์ประกอบของสารสําคญัในนํา้มนัหอมระเหยประมาณ 57 ชนิด ได้แก่ citronellal, citronellol,  
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linalool และอนพุนัธ์ของสารเทอร์ปีน (terpene) โดยสาร citronellal เป็นสารสําคญัท่ีพบมากท่ีสุด 
ตามตาราง 5 สอดคล้องกบังานวิจยัของ  Othman และคณะในปี 2016 ซึ่งศกึษาองค์ประกอบทาง
เคมีในนํา้มนัหอมระเหยของของส่วนผิวเปลือกและใบในพืชตระกลู Citrus species จากการสกัด
ด้วยวิ ธี  hydro-distillation โดยพบว่านํ า้มันหอมระเหยจากใบมะกรูดมีสาร citronellal ใน
องค์ประกอบมากท่ีสดุร้อยละ 72.4 ตา่งจากนํา้มนัหอมระเหยจากผิวมะกรูดท่ีมีสาร citronellal ใน
องค์ประกอบประมาณร้อยละ 11.7 (41) และจากงานวิจยัของ Muhammad Nor และคณะในปี
1999 ซึ่งศกึษาองค์ประกอบของนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูดจากวิธีการสกดัท่ีแตกตา่งกนัและ
วิเคราะห์ด้วยวิธี GC-MS พบว่ามีสาร l-citronellal เป็นองค์ประกอบหลกัในนํา้มนัหอมระเหยจาก
ใบมะกรูด (19) จากการทบทวนวรรณกรรมพบว่าสาร citronellal เป็นสารประกอบโมโนเทอร์ปีน 
(monoterpenes) ประเภทออกซิจิเนตเต็ดโมโนเทอร์ปีน (oxygenated monoterpenes) ท่ีมีผลต่อ
การยับยัง้การเจริญของเชือ้รา T. rubrum ในสายพันธุ์  ATCC 1683 และ LM 422 โดยมี MIC 
เทา่กบั 128 µg/ml (42)  
 
ตาราง 5 ข้อมลูทางเคมีของสารประกอบท่ีพบในนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูดจากการวิเคราะห์
โดยวิธีแก๊สโครมาโตกราฟฟี (gas chromatography-mass spectrometry) 
 

Retention 
time (min) 

Chemical name CAS NO. % Area 

5.868 2-Hexenal, (E)- 006728-26-3 0.03 
5.970 3-Hexen-1-ol, (Z)- 000928-96-1 0.16 
6.469 1-Hexanol 000111-27-3 0.02 
8.630 3-Thujene 002867-05-2 0.03 
8.872 2-Pinene 000080-56-8 0.10 
10.514 4(10)-Thujene 003387-41-5 2.31 
10.595 2(10)-Pinene 000127-91-3 0.15 
11.293 .beta.-Myrcene 000123-35-3 1.23 
11.760 1-Phellandrene 2000048-82-3 0.04 
11.981 3-Carene 013466-78-9 0.08 

 

https://www.mdpi.com/search?authors=Siti%20Nur%20Atiqah%20Md%20Othman&orcid=
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ตาราง 5 ข้อมลูทางเคมีของสารประกอบท่ีพบในนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูดจากการวิเคราะห์
โดยวิธีแก๊สโครมาโตกราฟฟี (gas chromatography-mass spectrometry) (ตอ่) 
 

Retention 
time (min) 

Chemical name CAS NO. % Area 

12.260 1,3-Cyclohexadiene, 1-methyl-4-(1-
methylethyl)- 

000099-86-5 0.13 

12.594 Benzene, 1-methyl-3-(1-methylethyl)- 000535-77-3 0.02 
12.748 Limonene 000138-86-3 0.30 
13.209 1,3,7-Octatriene, 3,7-dimethyl-, (E)- 006874-10-8 0.07 
13.619 1,3,6-Octatriene, 3,7-dimethyl-, (E)- 003779-61-1 0.75 
13.841 2,6-DIMETHYL HEPT-5-EN-1-AL 000106-72-9 0.09 
13.988 .gamma.-Terpinene 000099-85-4 0.25 
14.333 Bicyclo[3.1.0]hexan-2-ol, 2-methyl-5-(1-

methylethyl)-, 
(1.alpha.,2.alpha.,5.alpha.)- 

017699-16-0 0.07 

14.564 2-Furanmethanol, 5-ethanyltetrahydro-
.alpha.,.alpha.,5-trimethyl-, cis- 

005989-33-3 1.28 

15.184 Ethyl 2-(5-methyl-5-vinyltetrahydrofuran-
2-yl)-propan-2-yl carbonate 

2000340-67-1 0.85 

15.723 Linalool  000078-70-6 5.66 
16.089 2H-Pyran, tetrahydro-4-methyl-2-(2-

methyl-1-propenyl)- 
016409-43-1 0.14 

16.321 (E)-4,8-Dimethylnona-1,3,7-triene 019945-61-0 0.04 
16.717 (2S,4R)-4-Methyl-2-(2-methylprop-1-en-1-

yl)tetrahydro-2H-pyran 
003033-23-6 0.05 

17.119 5-Hepten-1-ol, 2,6-dimethyl- 004234-93-9 0.07 
17.397 Cyclohexanol, 5-methyl-2-(1-

methylethenyl)- 
007786-67-6 3.16 
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ตาราง 5 ข้อมลูทางเคมีของสารประกอบท่ีพบในนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูดจากการวิเคราะห์
โดยวิธีแก๊สโครมาโตกราฟฟี (gas chromatography-mass spectrometry) (ตอ่) 
 

Retention 
time (min) 

Chemical name CAS NO. % Area 

18.233 Citronellal 000106-23-0 47.96 
18.498 (+-)-Neo-isopulegol 2000082-73-2 0.37 
18.739 3-Cyclohexen-1-ol, 4-methyl-1-(1-

methylethyl)- 
000562-74-3 0.72 

19.158 .alpha.-Terpineol 000098-55-5 0.09 
20.782 Citronellol 000106-22-9 19.24 
21.392 (2S)-2,6-Dimethyl-5-hepten-1-ol 2000059-27-9 0.14 
21.480 Geraniol 000106-24-1 0.49 
21.641 6,7-Epoxy-3,7-dimethyloctanal 2000121-16-1 0.25 
23.709 6-Octenoic acid, 3,7-dimethyl- 000502-47-6 0.35 
24.135 (1S,2R,5R)-2-(2-Hydroxypropan-2-yl)-5-

methylcyclohexanol 
092471-23-3 0.53 

24.840 2,6-Octadiene, 2,6-dimethyl- 002792-39-4 5.05 
24.931 p-Menthane-3,8-diol, cis-1,3,trans-1,4- 003564-98-5 0.11 
25.154 Neryl acetate 000141-12-8 0.25 
25.515 .alfa.-Copaene 2000215-97-9 0.12 
25.783 Geranyl acetate 000105-87-3 0.85 
25.987 1H-

Cyclopenta[1,3]cyclopropa[1,2]benzene, 
2,3,3a.alpha.,3b.alpha.,4,5,6,7-
octahydro-4.alpha.-isopropyl-7.beta.-
methyl-3-methylene- 

013744-15-5 0.05 
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ตาราง 5 ข้อมลูทางเคมีของสารประกอบท่ีพบในนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูดจากการวิเคราะห์
โดยวิธีแก๊สโครมาโตกราฟฟี (gas chromatography-mass spectrometry) (ตอ่) 
 

Retention 
time (min) 

Chemical name CAS NO. % Area 

26.929 Caryophyllene 000087-44-5 1.32 
27.987 alpha-Humulene 006753-98-6 0.25 
28.843 Germacrene 023986-74-5 0.12 
29.323 Bicyclo[8.1.0]undeca-2,6-diene, 

3,7,11,11-tetramethyl-, (1R*,2Z,6E,10R*)-
(.+-.)- 

100762-46-7 0.45 

29.651 alpha-Farnesene 000502-61-4 0.15 
29.885 (3R,3aR,3bR,4S,7R,7aR)-4-Isopropyl-3,7-

dimethyloctahydro-1H-cyclopenta 
[1,3]cyclopropa[1,2]benzen-3-ol 

038230-60-3 0.14 

30.125 .delta.-Cadinene 000483-76-1 0.46 
30.887 Elemol 000639-99-6 0.40 
31.304 1,6,10-Dodecatrien-3-ol, 3,7,11-trimethyl- 007212-44-4 1.36 
31.896 (-)-Globulol 000489-41-8 0.19 
33.548 .tau.-Muurolol 019912-62-0 0.21 
33.902 .alpha.-Cadinol 000481-34-5 0.24 
34.847 6,10-Dodecadien-1-ol, 3,7,11-trimethyl-  051411-24-6 0.16 
42.907 (E)-2,6,11,15-Tetramethyl-2,8,14-

hexadecatriene 
2000454-37-6 0.26 

45.259 Phytol 000150-86-7 0.13 
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4. ผลการเตรียมต ารับไมโครอิมัลชันของน า้มันหอมระเหยจากใบมะกรูด (Kaffir lime oil 
microemulsion) โดยวิธีการไตรเตรท (titration method) 

จากการเตรียมตํารับไมโครอิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูดด้วยวิธีการไตรเต
รทเพ่ือหาอัตราส่วนของนํา้มันหอมระเหยจากใบมะกรูด นํา้ปราศจากไอออน Tween® 80 และ 
propylene glycol ท่ีทําให้เกิดไมโครอิมัลชันเป็นบริเวณกว้างบนแผนภาพวัฏภาคไตรภาคเทียม 
(pseudoternary phase diagram) จ าก ก ารกํ าห น ด  Tween® 80 แ ล ะ  propylene glycol ใน
อตัราส่วน 1:0, 1:1, 2:1 และ 3:1 ตามลําดบั พบว่าสารลดแรงตงึผิวผสมในอตัราส่วน Tween® 80 
: propylene glycol (3:1) ให้พืน้ท่ีเป็นบริเวณกว้างท่ีสดุ ดงัแสดงตามภาพประกอบ 9 
 

 (A)  (B)  
 

 (C)  (D) 
 
ภาพประกอบ 9 บริเวณเกิดไมโครอิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูดบนแผนภาพวฏัภาค

ไตรภาคเทียมในอตัราสว่นของ Tween® 80 : propylene glycol (A) 1:0, (B) 1:1, (C) 2:1  
และ (D) 3:1  
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4.1 การวัดขนาดอนุภาค (size) การกระจายของขนาดอนุภาค (PdI) และค่าศักย์
ซีต้า (zeta potential)  

ผลจากการศึกษาอัตราส่วนองค์ประกอบของตํารับไมโครอิมัลชันของนํา้มันหอม
ระเหยจากใบมะกรูด ในแต่ละตํารับทัง้ 4 ตํารับท่ีมีอัตราส่วนองค์ประกอบของสารลดแรงตึงผิว
หลักและสารลดแรงตึงผิวร่วมในตํารับท่ีแตกต่างกัน ผู้ วิจัยเลือกตํารับท่ีมีสารลดแรงตึงผิวหลัก 
Tween® 80 และสารลดแรงตงึผิวร่วม propylene glycol (3:1) เน่ืองจากอตัราส่วนของสารลดแรง
ตึงผิวผสมดังกล่าวเกิดบริเวณ ไมโครอิมัลชันกว้างท่ีสุด และหากพิจารณ า ในอัตราส่วน
องค์ประกอบทัง้ 3 วฏัภาค ได้แก่ oil, surfactant mix และนํา้ โดยผู้ วิจยัเลือกตํารับท่ีมีสารลดแรง
ตงึผิวผสมไม่เกินร้อยละ 20 และสามารถ load ปริมาณนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูดได้มาก ดงั
แสดงตามภาพประกอบ 9(D) ท่ีใช้สญัลกัษณ์แทนรูปดาว เน่ืองจากตํารับไมโครอิมลัชนัดงักล่าวมี
ลกัษณะภายนอกใสและสามารถบรรจุปริมาณนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูดได้มาก เพ่ือนํามา
ศกึษาความคงสภาพทางกายภาพและทางเคมีของตํารับไมโครอิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหยจาก
ใบมะกรูด โดยการเก็บตํารับไมโครอิมลัชนัของนํา้มันหอมระเหยจากใบมะกรูด ท่ีอุณหภูมิ 4, 30 
และ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 28 วนั ขนาดอนุภาค ค่าการกระจายของอนุภาค ค่าศกัย์ซีต้า
ของตํารับไมโครอิมลัชันนํา้มันของหอมระเหยจากใบมะกรูด หลงัเตรียมเสร็จทันที และหลังจาก
เก็บไว้ท่ีอณุหภมูิตา่ง ๆ เป็นเวลา 7, 14, 21 และ 28 วนั ดงัแสดงตามตาราง 6 
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ตาราง 6 ขนาดอนภุาค คา่การกระจายของอนภุาค และคา่ศกัย์ซีต้าของตํารับไมโครอิมลัชนัของ
นํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูด หลงัเตรียมเสร็จทนัทีและหลงัเก็บไว้ในแตล่ะชว่งเวลา 
 

ตํารับ อณุหภมูิ Size (nm) PdI 
Zeta potential 

(mV) 

หลงัเตรียมเสร็จ
ทนัที 

30 °C 12.82 + 0.40 0.183 + 0.072 -7.87 + 0.06 

หลงัเก็บไว้ 7 วนั 

4 °C 12.35 + 0.23 0.199 + 0.039 -9.15 + 1.35 

30 °C 13.19 + 0.22 0.273 + 0.043 -6.75 + 1.00 

45 °C 13.63 + 0.02 0.231 + 0.031 -5.29 + 0.32 

หลงัเก็บไว้ 14 วนั 

4 °C 13.18 + 0.42 0.235 + 0.028 -5.84 + 0.30 

30 °C 13.61 + 0.34 0.215 + 0.014 -5.83 + 1.35 

45 °C 13.01 + 0.19 0.279 + 0.085 -3.73 + 0.43 

หลงัเก็บไว้ 21 วนั 

4 °C 14.13 + 0.40 0.238 + 0.078 -7.23 + 0.90 

30 °C 14.33 + 0.39 0.225 + 0.029 -5.87 + 1.50 

45 °C 13.62 + 1.32 0.217 + 0.058 -4.73 + 1.17 

หลงัเก็บไว้ 28 วนั 

4 °C 14.27 + 1.05 0.248 + 0.053 -6.11 + 1.06 

30 °C 14.10 + 0.15 0.198 + 0.015 -5.20 + 0.59 

45 °C 13.09 + 0.36 0.190 + 0.021 -2.48 + 0.46 

 
การประเมินขนาดอนภุาคของตวัอย่างท่ีเก็บไว้ในสภาวะท่ีแตกตา่งกนัคือ ท่ีอณุหภูมิ 

4, 30 และ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 28 วนั ท่ีเวลา 0, 7, 14, 21 และ 28 วนั โดยขนาดอนภุาค
หลงัจากเตรียมเสร็จทนัที มีขนาดเฉล่ียประมาณ 12.82 + 0.40 nm เม่ือเก็บตวัอย่างท่ีอุณหภูมิ 4, 
30 และ 45 องศาเซลเซียส ในช่วงเวลาตา่ง ๆ จนครบ 28 วนั พบว่าขนาดอนุภาคเฉล่ียไม่แตกตา่ง
กบัขนาดอนภุาคหลงัเตรียมเสร็จทนัที ดงัแสดงตามภาพประกอบ 10 อาจเป็นเพราะระบบภายใน
ของตํารับไมโครอิมัลชันมีความคงสภาพทางอุณหพลศาสตร์ (37) ทําให้การเปล่ียนแปลงของ
ขนาดอนภุาคภายในคอ่นข้างตํ่าดงัตวัอยา่งงานวิจยัท่ีเคยศกึษาการพฒันาตํารับไมโครอิมลัชนัเพ่ือ
ช่วยเพิ่มความคงตวัของสารสกัดชาเขียว โดยผู้ วิจยัพบว่าตํารับไมโครอิมัลชนัช่วยเพิ่มความคง
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สภาพทางกายโดยทัง้ขนาดอนุภาคและการกระจายอนุภาคหลังทดสอบความคงสภาพไม่
เปล่ียนแปลงอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิเม่ือเปรียบเทียบกบัขนาดอนภุาคท่ีเตรียมเสร็จทนัที (30)  
 

 
 

ภาพประกอบ 10 ขนาดอนภุาค (size) ของตํารับไมโครอิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหยจาก 
ใบมะกรูดหลงัเตรียมเสร็จทนัทีและหลงัเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิ 4, 30 และ 45 องศาเซลเซียส  

เป็นเวลา 7, 14 และ 28 วนั  
 

เม่ือพิจารณาผลของการศกึษาความคงสภาพในด้านการกระจายของขนาดอนภุาค
ของตํารับไมโครอิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูด ดงัแสดงตามภาพประกอบ 11 มีการ
กระจายขนาดอนุภาคหลังจากเตรียมเสร็จทันทีมีค่าเฉล่ียเท่ากับ 0.183 + 0.072 เม่ือเก็บไว้ท่ี
อุณหภูมิต่าง ๆ เป็นเวลา 28 วนั พบว่าตวัอย่างท่ีเก็บในทุกอุณหภูมิ มีค่าการกระจายของขนาด
อนุภาคไม่แตกต่างกันอย่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p > 0.05) เม่ือเปรียบเทียบกับค่าการ
กระจายของอนภุาคหลงัเตรียมเสร็จทนัที ทัง้นีอ้าจเป็นผลจากระบบไมโครอิมลัชนัมีความคงสภาพ
ทางอณุหพลศาสตร์  
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ภาพประกอบ 11 การกระจายขนาดอนภุาค (PdI) ของตํารับไมโครอิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหย

จากใบมะกรูดหลงัเตรียมเสร็จทนัทีและหลงัเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิ 4, 30 และ45 องศาเซลเซียส  
เป็นเวลา 7, 14 และ 28 วนั 

 
คา่ศกัย์ซีต้าของตํารับไมโครอิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูด หลงัเตรียม

เสร็จทันทีมีค่าเฉล่ียเท่ากับ -7.87 + 0.06 mV แสดงให้เห็นว่าตํารับไมโครอิมลัชนัของนํา้มันหอม
ระเหยจากใบมะกรูดมีประจุไฟฟ้าท่ีผิวเป็นลบเล็กน้อย แม้ว่าสารลดแรงตึงผิวท่ีใช้เป็นสารลดแรง
ตึงผิวประเภทไม่มีประจุ จากงานวิจยัของ Ariviani และคณะในปี 2015 ซึ่งศึกษาคุณสมบตัิทาง
กายภาพและทางเคมี β-carotene microemulsions ท่ีใช้สารลดแรงตึงผิวชนิดไม่มีประจเุป็นสาร
ก่ออิมลัชนัพบว่าอนภุาคตํารับไมโครอิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูดมีผิวประจเุป็นลบ
โดยอาจเกิดจากการดดูซับไฮดรอกซิลไอออน (OH-) จากวฏัภาคนํา้ท่ีผิวของไมโครอิมลัชนั (43) 
เม่ือเก็บตํารับไมโครอิมลัชนัไว้ท่ีอณุหภมูิตา่ง ๆ เป็นเวลา 28 วนั พบวา่ตวัอย่างท่ีเก็บท่ีอณุหภูมิ 45 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7, 14, 21 และ 28 วนั มีค่าศกัย์ซีต้าของตํารับไมโครอิมลัชนัของนํา้มัน
หอมระเหยจากใบมะกรูด เป็นลบลดลงอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบกบัคา่ศกัย์ซีต้า
ของตํารับไมโครอิมัลชันของนํา้มันหอมระเหยจากใบมะกรูดหลังเตรียมเสร็จทันที แต่สําหรับ
ตวัอย่างท่ีเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ในช่วงเวลาต่าง ๆ จนครบ 28 วัน มีค่าศกัย์ซีต้าของ
ตํารับไมโครอิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูดอยา่งไมแ่ตกตา่งอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ
เม่ือเปรียบเทียบกับค่าศกัย์ซีต้าของตํารับไมโครอิมลัชนัของนํา้มันหอมระเหยจากใบมะกรูดหลงั
เตรียมเสร็จทนัที แสดงให้เห็นว่าการเก็บตวัอย่างตํารับไมโครอิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหยจากใบ
มะกรูดท่ี  45 องศาเซลเซียส มีผลต่อค่าศักย์ซีต้าเปรียบเทียบกับตัวอย่างเก็บท่ีอุณหภูมิ  4  
องศาเซลเซียส แม้ว่าการเก็บท่ี 45 องศาเซลเซียส มีผลตอ่คา่ศกัย์ซีต้าของตํารับไมโครอิมลัชนัของ
นํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูดให้ลดลงเล็กน้อยหลงัจากเก็บไว้จนตลอดการทดสอบ 28 วนั ดงั
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แสดงตามภาพประกอบ 12 ทัง้นีก้ารเปล่ียนแปลงดงักล่าวไม่ได้มีผลต่อลกัษณะทางกายภาพใน
ภาพรวม เชน่ ขุ่น ตกตะกอน และแยกชัน้ แม้ว่าตามทฤษฎีคา่ศกัย์ซีต้าท่ีเหมาะสมควรมีคา่ในช่วง
สูงกว่า ±30 mV (44, 45) เพ่ือปอ้งกันอนุภาคอ่ืนท่ีเข้ามาทําให้เกิดความไม่คงสภาพการกระจาย
ตวัหรือเกิดการรวมกนั แตสํ่าหรับระบบไมโครอิมลัชนัไม่วา่พืน้ผิวอนภุาคจะมีประจหุรือไม่มีก็ตาม 
ไม่ได้ส่งผลตอ่ความคงสภาพทางกายภาพของระบบไมโครอิมลัชนั เน่ืองจากขนาดอนภุาคท่ีมีเล็ก
มากทําให้ระบบไมโครอิมลัชนัมีความคงสภาพ (46)  
 

 
 
ภาพประกอบ 12 คา่ศกัย์ซีต้า (zeta potential) ของตํารับไมโครอิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหยจาก

ใบมะกรูดหลงัเตรียมเสร็จทนัทีและหลงัเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิ 4, 30 และ45 องศาเซลเซียส  
เป็นเวลา 7, 14, 21 และ 28 วนั 

 
*p < 0.0078, ***p < 0.0009 และ ****p < 0.0001 เปรียบเทียบกบัหลงัเตรียมเสร็จทนัที 

 
4.2 การศึกษาความคงสภาพทางเคมีและปริมาณคงเหลือของ citronellal 

equivalent ในต ารับไมโครอิมัลชันของน า้มันหอมระเหยจากใบมะกรูด 
ความคงสภาพทางเคมีของนํา้มันหอมระเหยจากใบมะกรูดในตํารับไมโครอิมลัชัน

ตรวจสอบจากปริมาณของ citronellal equivalent ท่ีเหลืออยู่ในตํารับไมโครอิมัลชันของนํา้มัน
หอมระเหยจากใบมะกรูด ศึกษาโดยการเก็บตวัอย่างไว้ท่ีอุณหภูมิ 4, 30 และ 45 องศาเซลเซียส 
จนครบกําหนดเวลา 28 วนั เพ่ือวดัปริมาณคงเหลือของนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูดในตํารับไม
โครอิมลัชนัเม่ือเวลาผ่านไปแต่ละสปัดาห์ โดยตวัอย่างตํารับไมโครอิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหย
จากใบมะกรูดเร่ิมต้นจะแสดงผลเป็น  %Assay ของปริมาณ citronellal equivalent มีค่าเฉล่ีย
ประมาณร้อยละ 104.11 + 4.90 เม่ือเก็บตวัอย่างจนครบตามระยะเวลาท่ีกําหนดพบวา่ท่ีอณุหภูมิ 
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30 และ 45 องศาเซลเซียส มีร้อยละปริมาณคงเหลือลดลงอย่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิต ิ  
(p < 0.0001) เม่ือเปรียบเทียบกับร้อยละปริมาณคงเหลือหลังเตรียมเสร็จทันที โดยลดลงจาก
เร่ิมต้นประมาณร้อยละ 27.25 และ 56.77 ตามลําดับ สําหรับตวัอย่างตํารับไมโครอิมัลชันของ
นํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูดท่ีเก็บท่ีอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส มีร้อยละปริมาณคงเหลือลดลง
อย่างมีนัยสําคญัทางสถิติ (p < 0.0001) เม่ือเปรียบเทียบกับร้อยละปริมาณคงเหลือหลังเตรียม
เสร็จทนัที โดยลดลงจากเร่ิมต้นประมาณร้อยละ 17.05 ดงัแสดงตามตาราง 7 และดงัแสดงตาม
ภาพประกอบ 13 แม้ว่าระบบไมโครอิมัลชนัจะมีความคงตวัทางอุณหพลศาสตร์แต่หากเก็บในท่ี
อุณหภูมิสูงเกินไปอาจส่งผลต่อร้อยละปริมาณคงเหลือได้เน่ืองจากสารสําคัญในระบบ
ประกอบด้วยนํา้มนัหอมระเหยท่ีอาจเส่ือมสลายจากการระเหย และออกซิเดชนั เม่ือสมัผสัสภาวะ
แวดล้อมท่ีมีอณุหภมูิสงู (47)  

ดงันัน้จากผลการศึกษาสนับสนุนชัดเจนว่าควรเก็บรักษาตํารับไมโครอิมัลชันของ
นํา้มันหอมระเหยจากใบมะกรูดไว้ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ซึ่งเป็นอุณหภูมิท่ีทําให้ตํารับ 
ไมโครอิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูดมีความคงสภาพทางเคมีมากท่ีสดุ 
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ตาราง 7 แสดงปริมาณคงเหลือของ citronellal equivalent ในตํารับไมโครอิมลัชนัของนํา้มนัหอม
ระเหยจากใบมะกรูดหลงัเตรียมเสร็จทนัที และหลงัเก็บไว้ในแตล่ะชว่งเวลา 
 

ตํารับ อณุหภมูิ ร้อยละคงเหลือ 
หลงัเตรียมเสร็จทนัที 30 °C 104.11 + 4.90 

หลงัเก็บไว้ 7 วนั 
4 °C 91.13 + 3.55 

30 °C 94.17 + 3.29 
45 °C 85.95 + 8.56 

หลงัเก็บไว้ 14 วนั 
4 °C 91.82 + 4.98 

30 °C 81.15 + 0.39 
45 °C 65.14 + 3.86 

หลงัเก็บไว้ 21 วนั 
4 °C 88.77 + 2.57 

30 °C 76.22 + 1.17 
45 °C 48.24 + 1.93 

หลงัเก็บไว้ 28 วนั 
4 °C 86.36 + 1.77 

30 °C 75.74 + 2.99 
45 °C 45.01 + 2.57 
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ภาพประกอบ 13 ความคงสภาพทางเคมีและปริมาณคงเหลือของ citronellal ในตํารับ 
ไมโครอิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูด 

 
*p < 0.05, **p < 0.005, ***p < 0.0005 และ ****p < 0.0001 เป รียบเทียบกับหลัง

เตรียมเสร็จทนัที 
 
5. ผลการทดสอบฤทธ์ิต้านเชือ้รา T. mentagrophytes ของต ารับไมโครอิมัลชันของน า้มัน
หอมระเหยจากใบมะกรูดด้วยวิธี agar well diffusion  

จากการทดส อบ ป ระสิท ธิภ าพ ฤท ธ์ิ ต้าน เชื อ้ รา  T. mentagrophytes ของตํา รับ 
ไมโครอิมัลชันของนํา้มันหอมระเหยจากใบมะกรูดเปรียบเทียบกับสารละลายมาตรฐาน  
ketoconazole และ clotrimazole พบว่าตํารับไมโครอิมลัชนัของนํา้มันหอมระเหยจากใบมะกรูด
เกิดโซนยับยัง้เชือ้รา T. mentagrophytes กว้างกว่าสารละลายมาตรฐาน  ketoconazole และ 
clotrimazole โดยมีค่าเฉล่ียเส้นผ่านศูนย์กลางของโซนยับยัง้เชือ้  T. mentagrophytes มากกว่า  
4 เซนติเมตร สําหรับตํารับไมโครอิมัลชันเปล่าไม่เกิดโซนยับยัง้เชือ้รา  T. mentagrophytes  
ดังแสดงตามตาราง 8 จะเห็นได้ว่ารับไมโครอิมัลชันของนํา้มันหอมระเหยจากใบมะกรูด 
มี ป ระสิ ท ธิภ าพ ฤ ท ธ์ิ ต้ าน เชื อ้ รา  T. mentagrophytes เห นื อก ว่าส ารล ะล าย ม าต รฐาน 
ketoconazole และ clotrimazole ทัง้นีตํ้ารับไมโครอิมลัชนัสามารถบรรจุปริมาณนํา้มนัหอมระเหย
จากใบมะกรูดได้มากโดยมีปริมาณนํา้มันหอมระเหยจากใบมะกรูดในตํารับเท่ากับ 5%v/v และ
ขนาดอนภุาคท่ีเล็กมากของตํารับไมโครอิมลัชนัอาจส่งผลในการการนําส่งสารสําคญัไปออกฤทธ์ิ
ตอ่เชือ้ทดสอบได้ดียิ่งขึน้ (48) 
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ตาราง 8 เส้นผา่นศนูย์กลางของโซนยบัยัง้เชือ้รา T. mentagrophytes 
 

plate No. 

Inhibition zone (cm) 

ไมโครอิมลัชนั
เปลา่ 

ketoconazole 
(200 µg/ml) 

clotrimazole 
(10 mg/ml) 

ไมโครอิมลัชนั
ของนํา้มนัหอม
ระเหยจากใบ

มะกรูด 
1 0.00 0.73 3.40 > 4 
2 0.00 0.85 3.84 > 4 
3 0.00 0.73 3.62 > 4 

mean + SD 0.00 0.77 + 0.07 3.62 + 0.22 > 4 

 
6. ผลการวิเคราะห์ปริมาณ citronellal equivalent ในน า้มันหอมระเหยจากใบมะกรูดด้วย
วิธี UV-Visible Spectrophotometry 

6.1 การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ (Method validation) ด้วยวิธี UV-
Visible Spectrophotometry เพื่อหาปริมาณ citronellal equivalent ในน า้มันหอมระเหยจาก
ใบมะกรูด 

การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีสําหรับข้อกําหนดและเกณฑ์ท่ีใช้อ้างอิงตาม  
Association of Official Agricultural Chemists (AOAC) ซึ่ ง เ ป็ น ม า ต ร ฐ า น ท่ี ใ ช้ กั น อ ย่ า ง
แพร่หลายและเป็นท่ียอมรับ โดยมีแนวทางปฏิบตัิดงัขัน้ตอนตามพารามิเตอร์ท่ีกําหนดดงัต่อไปนี ้
ได้แก่ linearity and range, accuracy และ precision 

6.1.1 ผลของการศกึษาความสมัพนัธ์อย่างเป็นเส้นตรงและชว่งความเข้มข้นท่ีใช้
ทดสอบ (linearity and range) 

จากการศึกษาการทดสอบความคงสภาพทางเคมีและประสิทธิภาพการกัก
เก็บนํา้มันหอมระเหยในตํารับไมโครอิมลัชันได้โดยศึกษาจากความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงและช่วง
ความเข้มข้น ท่ีใช้ทดสอบ (Linearity and range) จากกราฟมาตรฐาน (calibration curve) 
ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน citronellal ใน DMSO และค่าการดดูกลืนแสงด้วย
เคร่ือง UV-Visible Spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืนท่ีมีการดูดกลืนแสงสูงสุดท่ี 292.4 nm 
จากความเข้มข้นของสารมาตรฐาน citronellal ในช่วงความเข้มข้น 0.02 – 1.25 %v/v ท่ีแสดง
สมการถดถอยเชิงเส้นตรง y = 1.231x + 0.0038 (R2 = 1) สําหรับในการหาความสมัพนัธ์เชิงเส้น
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จําเป็นต้องมีการยืนยนัว่าสมการหรือกราฟมาตรฐานดงักล่าวมีความถูกต้องน่าเช่ือถือโดยหาค่า
สมัประสิทธ์ิสหสมัพนัธ์ (r) ควรมีค่าเข้าใกล้ 1 หรือค่าสมัประสิทธ์ิการตดัสินใจ (R2 ) ไม่น้อยกว่า 
0.995 ดงัแสดงตามภาพประกอบ 14 
 

 
 
ภาพประกอบ 14 กราฟมาตรฐานแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งความเข้มข้นของสาร citronellal ใน

ตวัทําละลาย DMSO กบัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 292.4 nm 
 

6.1.2 ผลของการศกึษาความถกูต้องของวิธีวิเคราะห์ (accuracy) 
การศึกษาความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์โดยการเติม (spiked) สารทดสอบ 

citronellal ความเข้มข้น 0.075, 0.150 และ 0.225 %v/v ลงใน citronellal ความเข้มข้น 0.150 
%v/v รายงานผลเป็นคา่ร้อยละการคืนกลบั (%recovery) ท่ีพบและ % RSD โดยมีร้อยละของการ
คืนกลบัเฉล่ียระหว่าง 114.10 – 124.22 และ % RSD ระหว่าง 0.02 – 1.59 จากการศึกษาพบว่า
ร้อยละการคืนกลับของ citronellal ท่ีวิเคราะห์โดยวิธีนีอ้ยู่ในช่วงท่ียอมรับได้ โดยชีใ้ห้เห็นว่าการ
เปล่ียนแปลงของความเข้มข้นเล็กน้อยของ citronellal สามารถกําหนดความถูกต้องของวิธี
วิเคราะห์ท่ีพฒันาขึน้ได้ ดงัแสดงตามตาราง 9 
 
 
 
 

y = 1.231x + 0.0038
R² = 1
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ตาราง 9 ร้อยละการคืนกลบัของความถกูต้องของวิธีวิเคราะห์ด้วย UV-Visible 
Spectrophotometry 
 

%recovery level mean recovery SD %RSD 
50% 124.22 0.03 0.02 
100% 119.24 1.89 1.59 
150% 114.10 0.64 0.56 

 
6.1.3 ผลของการศกึษาความแมน่ยําของวิธีวิเคราะห์ (precision) 

ความแม่นยําของวิธีการวิเคราะห์ประเมินจากการทําซํา้ของการตอบสนอง
ภายในวันเดียวกันและการตอบสนองระหว่างวัน จากการวัดการดูดกลืนแสงของสารละลาย
มาตรฐาน citronellal ใน DMSO ท่ีระดบัความเข้มข้นต่าง ๆ ช่วงความเข้มข้น 0.02 – 1.25 %v/v 
ความแมน่ยําของการวิเคราะห์แสดงเป็น % RSD โดยผลการวิจยัพบวา่ % RSD ของความแม่นยํา
ท่ีตอบสนองภายในวนัเดียวและท่ีตอบสนองระหว่างวนั มี % RSD ต่ํากว่าร้อยละ 2 ซึ่งอยูใ่นช่วงท่ี
ยอมรับได้ จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าวิธีวิเคราะห์นีใ้ห้ผลการตรวจสอบความถูกต้อง
แมน่ยําของ citronellal equivalent  ดงัแสดงตามตาราง 10 
 
ตาราง 10 ความแมน่ยําของวิธีวิเคราะห์ citronellal equivalent ด้วยวิธี UV-Visible 
Spectrophotometry 
 

citronellal 
(%v/v) 

Intraday precision (n=3) Interday precision (n=3) 
ปริมาณท่ีพบ 

(%v/v) 
%RSD 

ปริมาณท่ีพบ 
(%v/v) 

%RSD 

0.16 0.158 ± 0.003 1.74 0.150 ± 0.002 1.25 
0.31 0.313 ± 0.002 0.59 0.313 ± 0.001 0.43 
0.63 0.632 ± 0.004 0.56 0.631 ± 0.004 0.66 
1.25 1.246 ± 0.002 0.18 1.243 ± 0.008 0.61 
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6.1.4 ผลของการศกึษาความไวของวิธีวิเคราะห์ (sensitivity) 
ความไวของวิธีวิเคราะห์แสดงเป็นค่า LOD (limit of detection) และ LOQ 

(limit of quantitation) หมายถึงค่าความเข้มข้นต่ําสดุท่ีวิธีทดสอบสามารถวิเคราะห์ได้ ส่วน LOQ 
หมายถึงค่าความเข้มข้นต่ําท่ีสุดท่ีวิธีทดสอบสามารถวิเคราะห์ได้ในเชิงปริมาณ  ท่ีกําหนดตาม
เกณฑ์ AOAC/ICH โดยมีคา่ LOD เทา่กบั 0.008  %v/v และ LOQ เทา่กบั 0.027 %v/v  
 
7. ผลการเตรียมต ารับนาโนอิมัลชันของน า้มันหอมระเหยจากใบมะกรูด (Kaffir lime oil 
nanoemulsion) โดยวิธี phase inversion composition (PIC) 

7.1 การวัดขนาดอนุภาค (size) การกระจายของขนาดอนุภาค (PdI) และค่าศักย์
ซีต้า (zeta potential) 

เม่ือนําตํารับนาโนอิมัลชันนํา้มันหอมระเหยจากใบมะกรูดทัง้ 3 ตํารับมาวดัขนาด
อนภุาค การกระจายของขนาดอนภุาค และคา่ความตา่งศกัย์ซีต้า ดงัแสดงตามตารางท่ี 10 พบว่า
ขนาดอนภุาคทัง้ 3 ตํารับอยู่ในช่วง 131.47 – 182.17 nm การกระจายของขนาดอนภุาคอยู่ในช่วง 
0.266 – 0.615 และคา่ความตา่งศกัย์ซีต้าอยู่ในช่วง -9.79 ถึง -15.70 mV การใช้ Tween® 80 เป็น
สารลดแรงตงึผิวเพียงอย่างเดียวทําให้ขนาดอนุภาคของอะไรค่อนข้างใหญ่ และการกระจายของ
ขนาดอนุภาคสูง สําหรับตํารับท่ี 2 ซึ่งประกอบด้วย  Tween® 80 และ Hyaluronic acid ท่ี มี
คุณสมบัติเป็นสารท่ีเพิ่มความหนืดแก่วัฏภาคภายนอกส่งผลให้การกระจายของขนาดอนุภาค
ต่ําลง การท่ีนาโนอิมัลชันถูกห่อหุ้ มด้วย Hyaluronic acid นัน้ยังส่งผลต่อความคงสภาพทาง
กายภาพของนาโนอิมลัชัน เน่ืองจากช่วยเพิ่มความมีขัว้และความชอบนํา้ท่ีผิวของนาโนอิมลัชัน 
และเพิ่มความสามารถในการยึดเกาะบนผิวหนงั (49) สําหรับตํารับท่ี 3 การเติมสารลดแรงตึงผิว
ชนิดไม่มีประจุอีกหนึ่งชนิดคือ Poloxamer-188 เป็นสารลดแรงตึงผิวร่วมส่งผลให้ขนาดอนุภาค
เล็กลง และมีการกระจายของขนาดอนภุาคต่ําลง โดยมีรายงานว่าตํารับท่ีใช้สารลดแรงตงึผิวและ
สารลดแรงตึงผิวร่วมท่ีเหมาะสมส่งผลให้ขนาดอนุภาคเล็กลงและและการกระจายของขนาด
อนุภาคแคบลง (50) จากการวิเคราะห์ลักษณะทางกายภาพของตํารับนาโนอิมัลชันทัง้ 3 ตํารับ
พบว่าตํารับท่ี 3 มีความเหมาะสมสําหรับในการทดลอง เพ่ือหาประสิทธิภาพการกกัเก็บนํา้มนัหอม
ระเหยในตํารับและประเมินความคงสภาพทางกายภาพและทางเคมีท่ีอุณหภูมิ 4, 30 และ 45 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วนัท่ีเวลา 0, 7, 14, 21 และ 28 วนัตอ่ไป ดงัแสดงตามตาราง 11 
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ตาราง 11 แสดงขนาด การกระจายของขนาดอนภุาค และคา่ความตา่งศกัย์ซีต้าของตํารับนาโน
อิมลัชนันํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูดหลงัเตรียมเสร็จทนัที 
 

 ต ารับที่ 1 ต ารับที่ 2 ต ารับที่ 3 
Size 165.23 + 11.89 182.17 + 1.42 131.47 + 7.74 
PdI 0.615 + 0.049 0.392 + 0.057 0.266 + 0.007 

Zeta potential -15.70 + 0.96 -10.97+ 0.70 -9.79 + 0.39 

 
7.2 การทดสอบความคงสภาพทางกายภาพของนาโนอิมัลชันน า้มันหอมระเหย

จากใบมะกรูด 
จากการศกึษาความคงสภาพทางกายภาพของนาโนอิมลัชนันํา้มนัหอมระเหยจากใบ

มะกรูด โดยการเก็บท่ีอุณหภูมิ 4, 30 และ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 28 วนั ขนาดอนุภาค ค่า
การกระจายของอนุภาค ค่าศกัย์ซีต้า ของตํารับนาโนอิมัลชันนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูด ท่ี
เวลาหลงัเตรียมเสร็จทนัที 7, 14, 21 และ 28 วนั ท่ีอณุหภมูิตา่ง ๆ ดงัแสดงตามตาราง 12 
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ตาราง 12 แสดงขนาดอนภุาค คา่การกระจายของอนภุาค และคา่ศกัย์ซีต้าของตํารับนาโนอิมลัชนั
นํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูด หลงัเตรียมเสร็จทนัที และหลงัเก็บไว้ในแตล่ะช่วงเวลา 
 

ตํารับท่ี 3 อณุหภมูิ Size (nm) PdI 
Zeta potential 

(mV) 
หลงัเตรียมเสร็จ

ทนัที 
30 °C 131.47 + 7.74 0.266 + 0.007 -9.79 + 0.39 

หลงัเก็บไว้ 7 วนั 
4 °C 140.80 + 9.22 0.324 + 0.058 -11.20 + 1.18 

30 °C 122.30 +8.57 0.459 + 0.099 -8.86 + 0.38 
45 °C 52.71 + 8.84 0.841 + 0.275 -15.7 + 4.95 

หลงัเก็บไว้ 14 วนั 
4 °C 186.15 + 24.68 0.315 + 0.075 -10.50 + 0.69 

30 °C 91.41 + 15.96 0.665 + 0.203 -9.93 + 0.37 
45 °C 11.91 + 0.52 0.355 + 0.271 -10.33 + 4.57 

หลงัเก็บไว้ 21 วนั 
4 °C 142.40 + 5.05 0.307 + 0.009 -11.67 + 1.16 

30 °C 108.19 + 13.27 0.299 + 0.221 -13.10 + 4.39 
45 °C 11.68 + 1.01 0.393 + 0.018 -15.73 + 5.61 

หลงัเก็บไว้ 28 วนั 
4 °C 148.87 + 6.73 0.305 + 0.068 -10.83 + 0.93 

30 °C 115.65 + 21.42 0.270 + 0.197 -14.85 + 9.56 
45 °C 13.18 + 0.27 0.292 + 0.057 -13.77 + 4.19 

  
หากพิจารณาความคงสภาพทางกายภาพของตํารับท่ี 3 จากการประเมินโดยการการ

วัดขนาดอนุภาคเม่ือเก็บตัวอย่างในสภาวะท่ีแตกต่างกันคือ ท่ีอุณหภูมิ 4, 30 และ 45 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 28 วนั ท่ีเวลา 0, 7, 14, 21 และ 28 วนั โดยขนาดอนภุาคหลงัจากเตรียมเสร็จ
ทันทีมีขนาดเฉล่ียประมาณ 131.47 + 7.74 nm เม่ือเก็บตัวอย่างท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
ในช่วงเวลาต่าง ๆ จนครบ 28 วนั พบว่าขนาดอนุภาคท่ีวดัได้ในแต่ละช่วงเวลาไม่แตกต่างกันกับ
ขนาดอนภุาคหลงัเตรียมเสร็จทนัที ในขณะท่ีตวัอย่างท่ีเก็บในอณุหภูมิ 30 และ 45 องศาเซลเซียส 
มีขนาดอนุภาคในแต่ละช่วงเวลาเล็กลงแตกต่างกันอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ (P < 0.0001) เม่ือ
เปรียบเทียบกับขนาดอนุภาคหลงัเตรียมเสร็จทนัที จากการท่ีขนาดอนุภาคมีขนาดเล็กลงเม่ือเก็บ
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ไว้ท่ีอณุหภูมิสงู อาจเกิดจากการระเหยของนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูดในตํารับนาโนอิมลัชนั 
ดงัแสดงตามภาพประกอบ 15 
 

 
 
ภาพประกอบ 15 ขนาดอนภุาค (size) ของตํารับนาโนอิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูด

หลงัเตรียมเสร็จทนัทีและหลงัเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิ 4, 30 และ 45 องศาเซลเซียส  
เป็นเวลา 7, 14 และ 28 วนั  

 
*p < 0.05, **p < 0.004, ****p < 0.0001 เปรียบเทียบกบัหลงัเตรียมเสร็จทนัที 

 
เม่ือพิจารณาผลของการศกึษาความคงสภาพในด้านการกระจายของขนาดอนภุาค

ของตํารับนาโนอิมัลชนัของนํา้มันหอมระเหยจากใบมะกรูดหลงัเตรียมเสร็จทันที มีการกระจาย
ขนาดอนุภาคเฉล่ียเท่ากับ 0.266 + 0.007 เม่ือเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิต่าง ๆ เป็นเวลา 28 วัน พบว่า
ตวัอยา่งท่ีเก็บในอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส มีคา่การกระจายของขนาดอนภุาคไมแ่ตกตา่งกนัอยา่ง
อย่างมีนัยสําคญัทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบกับค่าการกระจายของอนุภาคหลังเต รียมเสร็จทันที 
ในขณะท่ีตวัอย่างท่ีเก็บในอณุหภูมิ 45 และ 30 องศาเซลเซียส หลงัเก็บไว้ 7 และ 21 วนั พบว่ามี
การกระจายของขนาดอนุภาคแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญ ทางสถิติ  (p < 0.0007) และ  
(p < 0.0001) ตามลําดบั เม่ือเปรียบเทียบกับการกระจายของขนาดอนุภาคหลงัเตรียมเสร็จทนัที 
โดยอุณหภูมิท่ีสูงขึน้มีผลต่อความสม่ําเสมอต่อการกระจายของขนาดอนุภาคของตํารับนาโน
อิมลัชนั ทัง้นีอ้าจเป็นผลมาจากการหลอมรวมของหยดอนภุาคหรือการเกาะกลุ่มของหยดอนภุาค 
(44) ดงัแสดงตามภาพประกอบ 16 
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ภาพประกอบ 16 การกระจายขนาดอนภุาค (PdI) ของตํารับนาโนอิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหย
จากใบมะกรูดหลงัเตรียมเสร็จทนัทีและหลงัเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิ 4, 30 และ45 องศาเซลเซียส  

เป็นเวลา 7, 14 และ 28 วนั 
 

**p > 0.0076, ***p < 0.0007 และ ****p < 0.0001 เปรียบเทียบกับหลังเตรียมเสร็จ
ทนัที  
 

เม่ือพิจารณาผลการศึกษาความคงสภาพทางกายภาพในด้านค่าศักย์ซีต้าของ  
นาโนอิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูดหลงัเตรียมเสร็จทนัที มีคา่ศกัย์ซีต้าเฉล่ียเท่ากับ  
-9.79 + 0.39 mV และเม่ือเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิต่าง ๆ เป็นเวลา 28 วัน พบว่าตัวอย่างท่ีเก็บใน
อุณหภูมิ 4, 30 และ 45 องศาเซลเซียส มีค่าศักย์ซีต้าของนาโนอิมัลชันไม่แตกต่างกันอย่างมี
นยัสําคญัทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบกบัคา่ศกัย์ซีต้าของนาโนอิมลัชนัหลงัเตรียมเสร็จทนัที ดงัแสดง
ตามภาพประกอบ 17 ทัง้นีสํ้าหรับคา่ศกัย์ซีต้ามีประโยชน์ในการทํานายความคงสภาพของตํารับ
นาโนอิมลัชนัได้ หากค่าศกัย์ซีต้าเป็นบวกหรือลบน้อย ๆ จะไม่มีแรงป้องกนัอนุภาคอ่ืนท่ีเข้ามาไม่
เกิดความคงสภาพการกระจายตวัหรือเกิดการรวมกัน (aggregation) ซึ่งค่าศกัย์ซีต้าท่ีเหมาะสม
ควรมีคา่ในช่วงสงูกว่า ±30 mV (44, 45) แต่นาโนอิมลัชนัท่ีเตรียมนัน้มีค่าศกัย์ซีต้าเป็นลบอ่อน ๆ 
จึงอาจไม่เกิดเสถียรภาพการกระจายตวัหรือเกิดการรวมกลุ่มอนภุาคกนั โดยเฉพาะเม่ือเก็บนาโน
อิมัลชันท่ีอุณหภูมิสูง ดังจะเห็นได้ว่าค่า polydispersity index ของนาโนอิมัลชันท่ีเก็บไว้ท่ี
อุณหภูมิ 30 และ 45 องศาเซลเซียส มีค่าสูงขึน้ในช่วง 14 วนัแรกเม่ือเปรียบเทียบกับหลังเตรียม
เสร็จทนัที  
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ภาพประกอบ 17 คา่ศกัย์ซีต้า (zeta potential) ของตํารับนาโนอิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหยจาก

ใบมะกรูดหลงัเตรียมเสร็จทนัทีและหลงัเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิ 4, 30 และ 45 องศาเซลเซียส  
เป็นเวลา 7, 14, 21 และ 28 วนั 

 
7.3 การศึกษาความคงสภาพทางเคมีและปริมาณคงเหลือของ citronellal 

equivalent ในต ารับนาโนอิมัลชันของน า้มันหอมระเหยจากใบมะกรูด 
ศกึษาความคงสภาพทางเคมีของนํา้มนัหอมระเหยในตํารับนาโนอิมลัชนัของนํา้มนั

หอมระเหยจากใบมะกรูดจากปริมาณ citronellal equivalent ท่ีเหลืออยู่ในตํารับนาโนอิมลัชนั โดย
การเก็บตวัอย่างในสภาวะท่ีแตกตา่งกนั คือ ท่ีอุณหภูมิ 4, 30 และ 45 องศาเซลเซียส จนครบการ
ทดลอง 28 วัน เพ่ือวัดปริมาณ citronellal ท่ีเหลืออยู่ในตํารับนาโนอิมัลชัน โดยแสดงผลเป็น 
%Assay โดยตํารับนาโนอิมัลชันของนํา้มันหอมระเหยจากใบมะกรูดหลังเตรียมเสร็จทันที  
มี %Assay ของ citronellal equivalent เฉล่ียเท่ากับ 97.48 + 0.80 เม่ือเก็บตวัอย่างจนครบตาม
ระยะเวลาท่ีกําหนดพบว่าท่ีอุณหภูมิ 30 และ 45 องศาเซลเซียส มีร้อยละปริมาณคงเหลือลดลง
อย่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.0001) เม่ือเปรียบเทียบกับร้อยละปริมาณคงเหลือหลัง
เตรียมเสร็จทันที โดยลดลงจากเร่ิมต้นประมาณร้อยละ 76.86 และ 80.12 ตามลําดับ สําหรับ
ตวัอย่างตํารับนาโนอิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูดท่ีเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
มีร้อยละปริมาณคงเหลือไม่แตกต่างอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบัร้อยละปริมาณ
คงเหลือหลงัเตรียมเสร็จทนัที ดงัแสดงตามตาราง 13 และภาพประกอบ 18 จากงานวิจยันีทํ้าให้
ทราบว่าแนวโน้มของอุณหภูมิท่ีสูงขึน้ส่งผลต่อความคงสภาพทางเคมี และการเปล่ียนแปลงท่ี
ลดลงของร้อยละปริมาณคงเหลือของ citronellal equivalent ในตํารับนาโนอิมลัชนัของนํา้มนัหอม
ระเหยจากใบมะกรูด ซึ่งสอดคล้องกบัความคงสภาพทางกายภาพในด้านขนาดอนภุาคท่ีเม่ือเก็บ
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ตวัอย่างนาโนอิมัลชันไว้ท่ีอุณหภูมิสูงจะส่งผลให้ขนาดเล็กลง ทัง้นีอ้าจเกิดจากการระเหยของ
นํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูดในตํารับนาโนอิมลัชนั 

ดงันัน้จากผลการศึกษานีส้นบัสนุนชดัเจนว่าควรเก็บรักษาตํารับนาโนอิมลัชันของ
นํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูดไว้ท่ีอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ซึ่งเป็นอุณหภูมิท่ีทําให้ตํารับนาโน
อิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูดมีความคงสภาพทางเคมีมากท่ีสดุ 
 
ตาราง 13 แสดงปริมาณคงเหลือของ citronellal equivalent ในตํารับนาโนอิมลัชนัของนํา้มนัหอม
ระเหยจากใบมะกรูดหลงัเตรียมเสร็จทนัที และหลงัเก็บไว้ในแตล่ะชว่งเวลา 
 

ตํารับ อณุหภมูิ ร้อยละคงเหลือ 
หลงัเตรียมเสร็จทนัที 30 °C 97.48 + 0.80 

หลงัเก็บไว้ 7 วนั 
4 °C 96.10 + 2.89 

30 °C 76.35 + 3.19 
45 °C 37.53 + 7.52 

หลงัเก็บไว้ 14 วนั 
4 °C 96.89 + 3.62 

30 °C 51.70 + 7.39 
45 °C 21.64 + 3.30 

หลงัเก็บไว้ 21 วนั 
4 °C 95.04 + 2.97 

30 °C 35.09 + 7.64 
45 °C 19.22 + 3.47 

หลงัเก็บไว้ 28 วนั 
4 °C 92.67 + 3.03 

30 °C 22.55 + 6.77 
45 °C 19.38 + 2.45 
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ภาพประกอบ 18 ความคงสภาพทางเคมีและปริมาณคงเหลือของ citronellal ในตํารับ 
นาโนอิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูด 

 
****p < 0.0001 เปรียบเทียบกบัหลงัเตรียมเสร็จทนัที 

 
8. ผลการทดสอบฤทธ์ิต้านเชือ้รา T. mentagrophytes ของต ารับนาโนอิมัลชันของน า้มัน
หอมระเหยจากใบมะกรูดด้วยวิธี agar well diffusion  

จากการทดสอบประสิทธิภาพฤทธ์ิต้านเชือ้รา T. mentagrophytes ของตํารับนาโน
อิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูดเปรียบเทียบกับสารละลายมาตรฐาน  ketoconazole 
และ clotrimazole พบว่าตํารับนาโนอิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูดเกิดโซนยบัยัง้เชือ้
รา T. mentagrophytes กว้างกว่าสารละลายมาตรฐาน  ketoconazole แต่เกิดโซนยับยัง้เชือ้รา  
T. mentagrophytes แคบกว่าสารละลายมาตรฐาน  clotrimazole โดยมีค่าเฉ ล่ียเส้นผ่าน
ศูนย์กลางของโซนยับยัง้เชือ้ T. mentagrophytes เท่ากับ 1.91 + 0.40 cm สําหรับตํารับไมโคร
อิมัลชันเปล่าไม่เกิดโซนยับยัง้เชือ้รา T. mentagrophytes ดงัแสดงตามตาราง 14 ทัง้นีแ้สดงให้
เห็ น ว่ า ตํ า รับ น า โน อิ มั ล ชัน ข อ ง นํ า้มั น ห อ ม ระ เห ย จ าก ใบ ม ะ ก รูด มี ฤ ท ธ์ิ ต้ าน เชื อ้ รา  
T. mentagrophytes ในระดบัปานกลางเม่ือเปรียบเทียบกับสารละลายมาตรฐาน โดยอาจเป็น
เพราะตํารับนาโนอิมลัชนัสามารถบรรจปุริมาณนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูดได้น้อยกว่าตํารับ
ไมโครอิมัลชนั โดยตํารับนาโนอิมัลชนัมีปริมาณนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูดในตํารับเท่ากับ 
1%v/v สว่นตํารับไมโครอิมลัชนัมีปริมาณมนัหอมระเหยจากใบมะกรูดในตํารับเทา่กบั 5%v/v   
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ตาราง 14 เส้นผา่นศนูย์กลางของโซนยบัยัง้เชือ้รา T. mentagrophytes  
 

plate No. 

Inhibition zone (cm) 

นาโนอิมลัชนั
เปลา่ 

ketoconazole 
(200 µg/ml) 

clotrimazole 
(10 mg/ml) 

นาโนอิมลัชนั
ของนํา้มนัหอม
ระเหยจากใบ

มะกรูด 
1 0.00 0.84 4.80 2.37 
2 0.00 0.81 3.80 1.62 
3 0.00 0.77 3.75 1.74 

mean + SD 0.00 0.81 + 0.03 4.12 + 0.59 1.91 + 0.40 
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บทที่ 5  
สรุปผลวิจัย และข้อเสนอแนะ 

 
จากการทดสอบประสิท ธิภาพการต้านเชื อ้รา  T. mentagrophytes ด้วยวิ ธี  broth 

macrodilution สารสกัดใบคนู เนือ้ในฝักคนู เมล็ดคนู และนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูด พบว่า
นํา้มันหอมระเหยจากใบมะกรูดมีประสิทธิภาพการต้านเชือ้รา  T. mentagrophytes ดีท่ีสุด 
เหมาะสมสําหรับนํามาพฒันาเป็นตํารับไมโครอิมลัชนัของนํา้มนัมะกรูด สําหรับไมโครอิมลัชนัเป็น
เป็นระบบท่ีสามารถเกิดขึน้เองตามธรรมชาติ เม่ือองค์ประกอบภายในระบบ ได้แก่ นํา้มนั นํา้ สาร
ลดแรงตึงผิว และสารลดแรงตงึผิวร่วม มีอตัราส่วนท่ีเหมาะสม สําหรับงานวิจยันีเ้ลือกใช้ Tween® 

80 เป็นสารลดแรงตงึผิวหลกั และ propylene glycol เป็นสารลดแรงตงึผิวร่วม โดยปรับอตัราส่วน
สารลดแรงตึงผิวหลักต่อสารลดแรงตึงผิวร่วม 1:0, 1:1, 2:1 และ 3:1 ตามลําดับ ร่วมกับนํา้
ปราศจากไอออน และนํา้มนั เพ่ือหาอตัราส่วนท่ีเหมาะสมท่ีทําให้เกิดระบบไมโครอิมลัชนัจากการ
วาดอตัราส่วนขององค์ประกอบต่าง ๆ ลงบนแผนภาพวฏัภาคไตรภาคเทียม พบว่าอตัราส่วนสาร
ลดแรงตึงผิวหลักต่อสารลดแรงตึงผิวร่วม (3:1) มีบริเวณการเกิดไมโครอิมัลชันกว้างท่ีสุด โดย
เหมาะสําหรับท่ีจะนํามาศึกษาความคงสภาพทางกายภาพและทางเคมี โดยความคงสภาพทาง
กายภาพศึกษาจากการวดัขนาดอนภุาค การกระจายของขนาดอนุภาค และค่าศกัย์ซีต้า เม่ือเก็บ
ตวัอย่างท่ีอุณหภูมิ 4, 30 และ 45 องศาเซลเซียส ในช่วงเวลาต่าง ๆ จนครบ 28 วนั พบว่าขนาด
อนุภาคเฉล่ียและการกระจายของขนาดอนุภาคไม่แตกต่างกับขนาดอนภุาคและการกระจายของ
ขนาดอนภุาคหลงัเตรียมเสร็จทนัที คา่ศกัย์ซีต้าจากตํารับไมโครอิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหยจาก
ใบมะกรูดมีประจเุป็นลบ เม่ือเก็บไว้จนครบระยะเวลาทดสอบท่ีอณุหภูมิ 45 องศาเซลเซียส พบว่า
ท่ีผิวประจมีุคา่ศกัย์ซีต้าเพิ่มขึน้เล็กน้อย สําหรับการศกึษาความคงสภาพทางเคมีตลอดระยะเวลา
ทดสอบพบว่าร้อยละปริมาณคงเหลือท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส มีร้อยละปริมาณคงเหลือ
มากกว่าท่ีอุณหภูมิ 30 และ 45 องศาเซลเซียส ดงันัน้จึงควรเก็บรักษาตํารับไมโครอิมัลชันของ
นํา้มันหอมระเหยจากใบมะกรูดท่ีอุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส ซึ่งเป็นอุณหภูมิ ท่ีทําให้ตํารับ 
ไมโครอิมลัชนัมีความคงสภาพทางเคมี 

สําหรับนาโนอิมลัชนัอิมลัชนัเป็นระบบของเหลวกระจายตวั ประกอบด้วยนํา้มนั นํา้ และ
สารลดแรงตึงผิว โดยทั่วไปมักใช้สารลดแรงตึงผิวร้อยละ 3 – 10 ของตํารับ สําหรับงานวิจัยนี ้
เลือกใช้ Tween® 80 เป็นสารลดแรงตึงผิวเดียวเพ่ือหาตํารับท่ีเหมาะสมสําหรับการศกึษาลกัษณะ
ทางกายภาพของตํารับนาโนอิมัลชัน จากการทดลองพบว่าขนาดของอนุภาคและการกระจาย
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อนภุาคอยู่ในช่วงเกินเกณฑ์ท่ียอมรับได้ เม่ือเติม hyaluronic acid ท่ีเป็นสารเพิ่มความหนืดเข้าไป
ในตํารับ จากการทดลองพบว่าการกระจายอนุภาคลดลงแต่ขนาดอนุภาคใหญ่ขึน้ แต่เม่ือเติม  
P-188 ท่ีเป็นสารลดแรงตงึผิวร่วมเข้าไปในสตูรตํารับสง่ผลให้ตํารับมีขนาดอนภุาคและการกระจาย
อนุภาคเฉล่ียเท่ากับ 131.47 + 7.74 nm และ 0.266 + 0.007 ตามลําดบั โดยอยู่ในช่วงท่ียอมรับ
ได้เหมาะสําหรับท่ีจะนํามาศกึษาความคงสภาพทางกายภาพและทางเคมี สําหรับความคงสภาพ
ทางกายภาพศกึษาจากการวดัขนาดอนุภาค การกระจายของขนาดอนภุาค และคา่ศกัย์ซีต้า เม่ือ
เก็บตัวอย่างท่ีอุณหภูมิ 4, 30 และ 45 องศาเซลเซียส ในช่วงเวลาต่าง ๆ จนครบ 28 วัน พบว่า
ขนาดอนุภาคเฉล่ียและการกระจายของขนาดอนุภาคแตกต่างกับขนาดอนุภาคและการกระจาย
ของขนาดอนภุาคหลงัเตรียมเสร็จทนัที ส่วนคา่ศกัย์ซีต้าไมแ่ตกตา่งกบัคา่ศกัย์ซีต้าหลงัเตรียมเสร็จ
ทันที สําหรับการศึกษาความคงสภาพทางเคมีตลอดระยะเวลาทดสอบพบว่าร้อยละปริมาณ
คงเหลือ citronellal equivalent ในตํารับนาโนอิมัลชันของนํา้มันหอมระเหยจากใบมะกรูด ท่ี
อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส มีร้อยละปริมาณคงเหลือมากกว่าท่ีอณุหภูมิ 30 และ 45 องศาเซลเซียส 
ดังนัน้จึงควรเก็บรักษาตํารับไมโครอิมัลชันของนํา้มันหอมระเหยจากใบมะกรูดท่ีอุณหภูมิ 4  
องศาเซลเซียส ซึง่เป็นอณุหภมูิท่ีทําให้ตํารับนาโนอิมลัชนัมีความคงสภาพทางเคมี 

จากการทดสอบฤทธ์ิต้านเชือ้รา T. mentagrophytes ของตํารับไมโครอิมลัชนัของนํา้มนั
หอมระเหยจากใบมะกรูดด้วยวิธี agar well diffusion โดยเปรียบเทียบกับสารละลายมาตรฐาน 
ketoconazole และ clotrimazole พบว่าตํารับไมโครอิมลัชนัของนํา้มันหอมระเหยจากใบมะกรูด
เกิดโซนยบัยัง้เชือ้รา T. mentagrophytes กว้างกว่าสารละลายมาตรฐาน แสดงให้ทราบว่าตํารับ
ไมโครอิมัลชันของนํ า้มันหอมระเหยจากใบมะกรูดมี ประสิท ธิภ าพ ในการต้าน เชื อ้รา  
T. mentagrophytes ได้ ส่วนตํารับนาโนอิมัลชันมีฤทธ์ิต้านเชือ้รา T. mentagrophytes ในระดบั
ปานกลางเม่ือเปรียบเทียบกบัสารละลายมาตรฐานโดยเกิดโซนยบัยัง้เชือ้รา T. mentagrophytes 
กว้างกว่าสารละลายมาตรฐาน ketoconazole แตเ่กิดโซนยบัยัง้เชือ้รา T. mentagrophytes แคบ
กว่าสารละลายมาตรฐาน clotrimazole เน่ืองจากตํารับไมโครอิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหยจากใบ
มะกรูดสามารถบรรจุปริมาณนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูดได้มากกว่าตํารับนาโนอิมลัชนัของ
นํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูดประมาณ 5 เทา่ สง่ผลให้ตํารับไมโครอิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหย
จากใบมะกรูดมีประสิทธิภาพในการต้านเชือ้รา T. mentagrophytes เหนือกว่าตํารับนาโนอิมลัชนั
ของนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูด 
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ดงันัน้จึงอาจสรุปได้ว่าระบบไมโครอิมัลชันมีความคงสภาพทางกายภาพและทางเคมี
มากกว่าระบบนาโนอิมลัชนั และระบบไมโครอิมลัชนัมีฤทธ์ิต้านเชือ้รา T. mentagrophytes ดีกว่า
ระบบนาโนอิมลัชนัเน่ืองจากในระบบสามารถบรรจปุริมาณสารสําคญัได้มากกวา่ 
 
ข้อเสนอแนะ 

การศึกษาวิจัยนี มี้ประโยชน์สําหรับการวิจัยและพัฒ นาผลิตภัณ ฑ์ ยับยัง้เชื อ้รา  
T. mentagrophytes จากธรรมชาติ ท่ีมีต้นทนุต่ําและมีขัน้ตอนการผลิตท่ีไม่ซบัซ้อนเพ่ือใช้ทดแทน
ยาแผนปัจจุบัน แต่อย่างไรก็ตามจะต้องมีการศึกษาเพิ่มเติมในด้านประสิทธิภาพและความ
ปลอดภยัในมนษุย์ตอ่ไป 
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(A) (B) 

(C) (D) 

(E) 

 
ภาพประกอบ 1 แสดงความเข้มข้นต่ําสดุในการยบัยัง้การเจริญเตบิโตของเชือ้รา  

T. mentagrophytes ของ (A) นํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูด (B) สารสกดัใบคนู (C) สารสกดั
เนือ้ในฝักคนู และ (D) สารสกดัเมล็ดคนู และ (E) สารละลายควบคมุ กลุม่ควบคมุแบบลบ และ

กลุม่ควบคมุแบบบวก 
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ภาพประกอบ 2 แสดงโครมาโทแกรม (Chromatogram) ของนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูด 
ท่ีวิเคราะห์ด้วย GC-MS 

 

(A) (B) 
 
ภาพประกอบ 3 ตํารับไมโครอิมลัชนัของนํา้มนัหอมระเหยจากใบมะกรูด (A) หลงัเตรียมเสร็จทนัที 

(B) หลงัเก็บไว้จนครบกําหนดเวลา 28 วนั 
 
 

citronellal 
citronellol 

หลงัเตรียมเสร็จทนัที ที่ 4 °C ที่ 30 °C ที่ 45 °C 
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ภาพประกอบ 4 UV spectrum ของ citronellal ท่ี 292.4 nm 
 

 
 
 
 
 
 



 

ประวัติผ ู้เขีย น 
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