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ฟักขา้ว (Momordica cochinchinenssis Spreng, Family Cucurbitaceae) เป็นแหลง่ของไลโค

ปีนซึ่งมีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระสูง สามารถใช้เป็นผลิตภัณฑ์บ ารุงผิว แต่ไลโคปีนมีความคงตัวต ่า ส่งผลให้
ประสิทธิภาพของผลิตภณัฑล์ดลงในเวลาสัน้ งานวิจยันีจ้ึงมีวตัถปุระสงคเ์พื่อพฒันานิโอโซมส าหรบักกัเก็บไลโค
ปีนในสารสกดัฟักขา้วเพื่อช่วยเพิ่มความคงสภาพ ท าการสกดัสารจากผงแหง้ของเปลอืก เนือ้ และรกหุม้เมลด็ฟัก
ขา้ว วิเคราะหห์าปริมาณไลโคปีนจากสารสกดัดว้ยเทคนิคโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู ศึกษาฤทธ์ิตา้น
อนมุลูอิสระของสารสกดัดว้ยวิธี Ferric reducing antioxidant power (FRAP) เตรียมนิโอโซมเปลา่และนิโอโซม
ที่กกัเก็บสารสกดั แลว้ศึกษาคณุลกัษณะ ปริมาณไลโคปีนที่กกัเก็บไดใ้นนิโอโซม พบว่าวิธีวิเคราะหท์ี่ใชม้ีความ
ถูกต้อง โดยมีความไว ความจ าเพาะ ความแม่นและความเที่ยงตามมาตรฐาน AOAC2012 รกหุ้มเมล็ดมี
ปริมาณไลโคปีนมากที่สดุใน (9.45 ± 0.27 มิลลิกรมัต่อกรมัน า้หนกัแหง้) และมีฤทธ์ิตา้นอนุมลูอิสระมากท่ีสดุ 
(คา่ FRAP = 3,997.55 ไมโครโมลตอ่กรมัเฟอรร์สัซลัเฟตต่อกรมัน า้หนกัแหง้) ต ารบันิโอโซมที่ใชส้ารลดแรงตงึผิว
ชนิดทวีน 60 และคอเลสเตอรอล (1:1 โดยโมล) มีขนาดอนภุาคเล็กกว่า 170 นาโนเมตร และมีขนาดสม ่าเสมอ 
การกักเก็บสารสกดัที่ความเขม้ขน้ 0.5 มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร มีค่ารอ้ยละการกักเก็บมากที่สดุ (รอ้ยละ 64.59) 
เมื่อน าไปเก็บที่อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 1 เดือน สารสกดัมีปริมาณไลโคปีนเหลืออยู่เท่ากับ 22.72 ± 4.05 % 
ในขณะท่ีนิโอโซมที่กกัเก็บสารสกดัมีไลโคปีนเหลอือยูเ่ทา่กบั 52.05 ± 0.88  % ดงันัน้การกกัเก็บสารสกดัฟักขา้ว
ในนิโอโซมสามารถช่วยเพิ่มความคงสภาพของไลโคปีนในสารสกดัได ้
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Gac (Momordica cochinchinensis Spreng., Family Cucurbitaceae) is rich in lycopene 

and possesses a high antioxidant activity. It has a high potential for use in skin care products, but 
lycopene is easily decomposed thus reduces product efficiency. This research aimed to develop 
niosomes entrapped lycopene from gac fruit in order to enhance lycopene stability. A dried powder of 
peel, pulp and aril was separately extracted. Lycopene content was analyzed using high performance 
liquid chromatography (HPLC). The ferric reducing antioxidant power (FRAP) method was used to test 
for antioxidant activity. Niosomes and niosomes entrapped with the extract were prepared and 
characterized. Lycopene content in niosomes were also investigated. The analysis method was proved 
to be specific, accurate and precise, as indicate by AOAC guideline in 2012. The highest lycopene 
content (9.45 ± 0.27 mg/g dry weight) and the highest antioxidant activity (3,997.55 μ mol FeSO4 /g 
dry weight) were found in aril. Niosome formulated with the combination of Tween 60 and cholesterol 
(1:1 by mole) exhibited the size less than 170 nm with narrow size distribution. The highest percentage 
of entrapment (64.59%) was observed in niosome containing 0.5 mg/ml extract. A stability study at 4°C 
for one month revealed that the percentage of lycopene remaining in the extract and in the niosome 
containing 0.5 mg/ml extract were 22.72 ± 4.05 % and 52.05 ± 0.88 %, respectively. Thus, entrapment 
of the extract in niosomes could prolong the stability of lycopene. 
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บทที ่1 
บทน า 

 
ในปัจจุบนัความสวยงาม และการดแูลตนเองไดร้บัความสนใจจากผูบ้ริโภคมากขึน้ จึง

ส่งผลให้ธุรกิจท่ีเก่ียวกับผลิตภัณฑ์ดูแลผิวต่าง ๆ เติบโตอย่างต่อเน่ืองโดยในปี พ.ศ.2557 
ผลิตภณัฑบ์  ารุงผิวในประเทศมีมลูค่ารวมถึง 58,553 ลา้นบาท มีอตัราการเพิ่มขึน้รอ้ยละ 7 ต่อปี 
และคาดการณว์่าในปี 2562 ตลาดผลิตภัณฑบ์ ารุงผิวจะมีมูลค่าถึง 67,412 ลา้นบาท (1) ปัจจัย
หนึ่งซึ่งท าใหเ้กิดการเส่ือมสภาพของผิวหนัง คือ อนุมูลอิสระ (free radical) ซึ่งร่างกายของเรา
สามารถรบัอนุมูลอิสระทั้งจากภายในร่างกาย และนอกร่างกาย โดยไม่เพียงแต่ท าใหเ้กิดการ
เส่ือมสภาพของผิวหนงั ยงัสง่ผลใหเ้กิดโรคตา่ง ๆ เชน่ โรคมะเรง็ โรคหวัใจ โรคหลอดเลือด (2) ไดอี้ก
ดว้ย แมปั้จจบุนัจะยงัไมมี่วิธีฟ้ืนฟูผิวหนงัท่ีเส่ือมสภาพแลว้ใหก้ลบัคืนสู่สภาพเดิมได ้แตก็่สามารถ
ปอ้งกนัและชะลอไมใ่หผ้ิวเส่ือมก่อนวยัอนัควรได ้ 

ผลิตภัณฑบ์ ารุงผิวส่วนมากมีส่วนประกอบท่ีเป็นสารเคมีสังเคราะห ์ซึ่งอาจก่อใหเ้กิด
ผลขา้งเคียงต่อผูบ้ริโภคได ้หลายปีท่ีผ่านมาผูบ้ริโภคหนัมาใหค้วามสนใจผลิตภัณฑท่ี์มีส่วนผสม
ของสารสกดัจากธรรมชาตท่ีิมีสรรพคณุช่วยในการชะลอวยั มีฤทธ์ิตา้นอนมุลูอิสระ (antioxidants) 
ดงันัน้พืชท่ีมีสารพฤกษเคมี (phytochemical) สงู เชน่ ฟักขา้ว พืชพืน้บา้นท่ีมีศกัยภาพสงู เน่ืองจาก

มีปริมาณสารเบตาแคโรทีน (β-carotene) และไลโคปีน (lycopene) สูงกว่าผักและผลไม ้
ชนิดอ่ืน ๆ (3) ซึ่งสารทัง้สองชนิดนีมี้ฤทธ์ิในการตา้นอนมุลูอิสระแตปั่ญหาหลกัของผลิตภณัฑบ์  ารุง
ผิวท่ีมีส่วนประกอบของสารตา้นอนมุลูอิสระทัง้สองชนิดนี ้คือ ความคงตวัท่ีต  ่า  และประสิทธิภาพ
ลดลงรวดเรว็ในเวลาอนัสัน้ จากการศกึษาระบบน าสง่สามารถชว่ยเพิ่มความคงตวัของผลิตภณัฑท่ี์
มีสว่นประกอบของสารตา้นอนมุลูอิสระใหย้าวนานขึน้ โดยการน าสง่ดว้ยอนภุาคลกัษณะคลา้ยถงุ 
(vesicles) ท่ีเตรียมไดจ้ากสารลดแรงตึงผิวชนิดไม่มีประจุ หรือ นิโอโซม (niosomes) ซึ่งนิโอโซม
แสดงพฤติกรรมคล้ายลิโปโซม (liposomes) แต่ลิโปโซมนั้นมีองค์ประกอบเป็นฟอสโฟลิปิด 
(phospholipid) ซึ่งมีราคาสูง เส่ือมสลายได้ง่ายกว่า ไวต่อการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและ
ปฏิกิรยิาออกซิเดชนัมากกวา่สารลดแรงตงึผิวชนิดไมมี่ประจ ุ (4) 

ดว้ยเหตนีุผู้ว้ิจยัจึงมีความสนใจศกึษาการพฒันาต ารบันิโอโซมบรรจสุารสกดัจากฟักขา้ว
ท่ีมีไลโคปีนเป็นสารส าคญั เพ่ือเพิ่มความคงสภาพของสารส าคญั จากนัน้ท าการศึกษาฤทธ์ิตา้น
อนมุลูอิสระและความคงสภาพของต ารบันิโอโซม  
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วัตถุประสงคง์านวิจัย 
1. วิเคราะหป์รมิาณไลโคปีนในสว่นตา่ง ๆ ของผลฟักขา้ว 
2. ศกึษาฤทธ์ิการตา้นอนมุลูอิสระของสารสกดัผลฟักขา้ว 
3. พฒันาสตูรต ารบัและศกึษาคณุลกัษณะของนิโอโซมท่ีกกัเก็บสกดัผลฟักขา้ว 
4. ศกึษาความคงสภาพของนิโอโซมท่ีกกัเก็บสารสกดัผลฟักขา้ว  

 

ประโยชนท์ีค่าดว่าจะได้รับ 
1. นิโอโซมบรรจสุารสกดัท่ีไดส้ามารถท่ีจะน าไปไปผสมในผลิตภณัฑรู์ปแบบตา่ง ๆ เช่น 

ครีม เจล 
2. เพ่ือเป็นประโยชนแ์ก่นกัวิชาการ และผูส้นใจใชเ้ป็นแนวทางในการพฒันาต ารบั 
 

สมมตฐิานงานวิจัย 
1. สามารถใชน้ิโอโซมกกัเก็บสารสกดัฟักขา้วได ้

2. การกักเก็บสารสกัดฟักขา้วในนิโอโซมสามารถเพิ่มความคงสภาพของไลโคปีนในสาร
สกดัได ้
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ขอบเขตการวิจัย 
ในงานวิจยันี ้ไดท้  าการศึกษาวิธีวิเคราะหป์ริมาณไลโคปีนดว้ยเทคนิค HPLC จากการ

สกดัผลฟักขา้วแลว้ท าการเปรียบเทียบปริมาณในแตล่ะส่วนของผล ไดแ้ก่ เปลือก เนือ้ และรกหุม้
เมล็ด ศกึษาฤทธ์ิการตา้นอนมุลูอิสระของสารสกัด เตรียมต ารบันิโอโซมเปล่าท่ีมีสารลดแรงตึงผิว 
คอลเลสเตอรอล ในอัตราส่วนท่ีแตกต่างกัน ศึกษาคุณลักษณะของนิโอโซม ได้แก่ ขนาด  
การกระจายตวั และค่าความต่างศกัยซี์ตา้ แลว้คดัเลือกสูตรต ารบัท่ีเหมาะสมน ามาเตรียมเป็น
ต ารับนิโอโซมท่ีกักเก็บสารสกัด ศึกษาคุณลักษณะของนิโอโซม และประสิทธิภาพการกักเก็บ 
ไลโคปีน จากนั้นท าการศึกษาความคงสภาพแบบเร่ง ระยะเวลา 1 เดือน โดยประเมินจาก
คณุลกัษณะและปรมิาณไลโคปีนท่ีเหลืออยูห่รือยงัคงอยูใ่นนิโอโซม  
 

กรอบแนวคิดงานวิจัย  
ในงานวิจยันีไ้ดท้  าการศกึษาและพฒันาสิ่งตา่ง ๆ ดงันี ้

1. วิธีการวิเคราะหป์ริมาณไลโคปีนในสารสกดัจากส่วนตา่ง ๆ ของผลฟักขา้ว ไดแ้ก่ 
เปลือก เนือ้ และรกหุม้เมล็ด โดยพฒันาระบบเทคนิค HPLC และท าการตรวจสอบความถูกตอ้ง
ของวิธีวิเคราะห ์โดยแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งตวัแปรตน้และตวัแปรตามได ้ดงันี ้

 
ตวัแปรตน้ ตวัแปรตาม 

 

 

 

 

 

ตวัแปรควบคมุ ไดแ้ก่ วิธีสกดัและวิธีท่ีใชใ้นการวิเคราะหป์รมิาณ  

- สารสกดัจากเปลือก 
- สารสกดัจากผล 
- สารสกดัจากรกหุม้เมล็ด 

ปรมิาณไลโคปีน 
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2. ศกึษาฤทธ์ิตา้นอนมุลูอิสระ 
ตวัแปรตน้ ตวัแปรตาม 

 

 

 

 

 

ตวัแปรควบคมุ ไดแ้ก่ วิธีทดสอบฤทธ์ิตา้นอนมุลูอิสระ 
 

3. การพฒันาต ารบัการเตรียมนิโอโซม โดยแสดงความสมัพันธร์ะหว่างตวัแปรตน้
และตวัแปรตามได ้ดงันี ้ 

3.1 การเตรียมต ารบันิโอโซมเปลา่ 
 

ตวัแปรตน้ ตวัแปรตาม 
 

 

 

 
ตวัแปรควบคมุ ไดแ้ก่ วิธีการเตรียม 

- ชนิดและปรมิาณสารลดแรงตงึผิว 
- ปรมิาณคอเลสเตอรอล 

ขนาด และความตา่งศกัยซี์ตา้ 

- สารสกดัจากเปลือก 
- สารสกดัจากผล 
- สารสกดัจากรกหุม้เมล็ด 

ฤทธต์า้นอนมุอิูสระ 
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3.2 การเตรียมต ารบันิโอโซมบรรจสุารสกดั 
 
ตวัแปรตน้ ตวัแปรตาม 

 
 
 

 
ตวัแปรควบคมุ ไดแ้ก่ วิธีการเตรียม ชนิดของสารลดแรงตงึผิว และอตัราสว่น

ของสารลดแรงตงึผิวกบัคอเลสเตอรอล 
 

4. ศกึษาความคงสภาพ โดยแสดงความสมัพนัธร์ะหว่างตวัแปรตน้ และตวัแปรตาม
ไดด้งันี ้

ตวัแปรควบคมุ ไดแ้ก่ สภาวะท่ีใชใ้นการทดสอบและวิธีท่ีใชใ้นการวิเคราะห ์
 

ค าส าคัญ 
ไลโคปีน, ฟักขา้ว, นิโอโซม, ความคงสภาพ 

ตวัแปรตน้ ตวัแปรตาม 
 

 

 

 

 

 

 

 

ปรมิาณสารสกดัฟักขา้ว - ขนาด และความตา่งศกัยซี์ตา้ 
- รอ้ยละการกกัเก็บไลโคปีน 

นิโอโซมกกัเก็บสารสกดั 
- ลกัษณะทางกายภาพ 
- ปรมิาณของไลโคปีน 

 

สารสกดั ปรมิาณไลโคปีน 
 



  
 

 

บทที ่2  
ทบทวนวรรณกรรม 

 

ฟักข้าว 
ฟักข้าว เ ป็น พืชในวงศ์แตง  (Cucurbitaceae) ช่ื อวิทยาศาสตร์ว่ า  Momordica 

cochinchiensis (Lour.) Spreng ช่ื อสามัญ  Gac fruit, Baby Jack fruit, Cochinchin Gourd, 
Spiny Bitter Gourd, Sweet Gourd นอกจากนีย้งัมีช่ือเรียกอ่ืน ๆ ในแตล่ะทอ้งถ่ิน เชน่ ชาวปัตตานี
เรียกว่า ขีก้าเครือ ชาวตากเรียกว่า ผกัขา้ว ชาวแพรเ่รียกว่า มะขา้ว  ชาวยโสธรเรียกว่า ผกัใสใ่หญ่ 
และชาวกาฬสินธุเ์รียกว่า ผกัสะไหรใ่หญ่ (กาฬสินธุ)์ ฟักขา้วมีถ่ินก าเนิดในประเทศจีน พม่า ไทย 
ลาว บงักลาเทศ มาเลเซีย ฟิลิปปินส ์และเป็นพืชท่ีชาวเวียดนามนิยมกนัมากเรียกว่า แก็ก (Gac)  
ส่วนใหญ่นิยมน าผลอ่อนของฟักขา้ว (ผลอ่อนมีสีเขียว) มาใชใ้นการปรุงอาหาร เช่น ลวก ตม้ หรือ
นึ่ง ใหส้กุใชจ้ิม้กินกบัน า้พรกิ หรืออาจปรุงเป็นแกง เชน่ แกงเลียง แกงออ่ม และแกงสม้ เป็นตน้   

 
1. ลักษณะทางพฤกษศาสตรข์องฟักข้าว  

ราก ล าต้น 
ฟักขา้วเป็นไมเ้ลือ้ยลม้ลกุ มีอายนุานหลายปี ในธรรมชาติชอบขึน้คลมุไมยื้นตน้ 

ล าตน้เป็นเถาเลือ้ย เถาลกัษณะเป็นเหล่ียมยาวไดม้ากกวา่ 20 เมตร ตามซอกใบมีมือเกาะเป็นเสน้
เดี่ยว ไมแ่ตกแขนง เพ่ือใชส้  าหรบัเกาะพนัยดึกบัตน้ไมอ่ื้น เถาแก่มีเหงา้ใตด้นิ (5)   

  



 7 
 

 

ใบ 
ใบเป็นลกัษณะใบเด่ียว เรียงแบบสลบักันตามก่ิง และล าตน้ กา้นใบยาว 5 – 8 

เซนติเมตร ลกัษณะใบรูปรา่งแตกตา่งกนัตามพนัธุ ์ เช่น ขอบใบมีทัง้เรียบ และหยกั จ านวนแฉกมี
ตัง้แตไ่มมี่แฉกจนถึง 5 แฉก เป็นตน้ ขนาดใบท่ีโตเตม็ท่ีมีความยาวประมาณ 10 – 20 เซนตเิมตร มี
ตอ่มตามกา้นใบและโคนใบ(5) 

 

ภาพประกอบ 1 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของใบฟักขา้ว 

ท่ีมา: ttp://www.phargarden.com/main.php?action=viewpage&pid=253, 18/7/2019 

 
ดอก 

ดอกของฟักขา้วจะออกบริเวณขอ้ต่อระหว่างใบหรือตามซอกใบ โดยพบขอ้ละ
หนึ่งดอก ลกัษณะของดอกคลา้ยดอกต าลึง กลีบดอกสีขาวอมเหลือง หรือขาวแกมเหลือง มีกลีบ
ดอก 5 กลีบ สามกลีบใน (กา้นเกสรและกลีบละอองเกสรจะมีสีมว่งแกมด าหรือสีม่วงแกมน า้ตาล)  
ใบเลีย้งประดบัลกัษณะคลา้ยไตหรือเกือบกลม กวา้ง 2.5 – 5 เซนตเิมตร ยาว 2.8 – 3.2 เซนตเิมตร 
ผิวดา้นในมีขน กลีบเลีย้งรูปไข ่กวา้ง 4 – 6 มิลลิเมตร ยาว 1 – 1.5 เซนติเมตร หนาคลา้ยแผ่นหนงั 
เกลีย้ง หรือมีขนสากประปราย ดอกฟักขา้วนัน้เป็นดอกไมส่มบรูณเ์พศ แยกเป็นดอกเพศผูแ้ละเพศ
เมีย ซึ่งจะอยูต่า่งตน้กนั ดอกเพศเมียมีขนาดเล็ก ปลายใบมน ดอกเพศผูป้ลายใบแหลม  
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A. ดอกตมู 

ท่ีมา: http://www.phargarden.com/main.php?action=viewpage&pid=253, 1/9/2018 

 

B. ดอกเพศผู ้(5) 

 

C. ดอกเพศเมีย (5) 

ภาพประกอบ 2 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของดอกฟักขา้ว 
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ผล 
มีความแตกต่างกันตามพนัธุ ์แต่โดยทั่วไปมี 2 ลกัษณะ คือ ผลทรงกลมมีขนาด

ยาว 4 – 6 เซนตเิมตร และผลทรงกลมรีคลา้ยไข่ขนาด 8 – 15 เซนตเิมตร เปลือกมีหนามเล็ก ๆ อยู่
รอบผล ผลอ่อนจะมีสีเขียวอมเหลือง เม่ือสกุแลว้จะเปล่ียนเป็นสีเหลือง สม้ แดงหรือสีสม้อมแดง 
ตามล าดบั ภายในผล ผลสกุเนือ้จะเป็นสีเหลือง มีเย่ือกลางหุม้เมล็ดเป็นสีแดง เมล็ดจดัเรียงเป็น
แถว 6 แถว จ านวนเมล็ดตอ่ผลประมาณ 50 – 60 เมล็ด  

 

 

ภาพประกอบ 3 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของผลฟักขา้ว 

ท่ีมา: https://gacfruit.weebly.com/gac-fruit-composition.html 
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 พฤกษเคมีของฟักข้าว 
ฟักข้าวเป็นพืชท่ีมีคุณค่าทางโภชนาการสูง โดยเฉพาะในเย่ือหุ้มเมล็ด (aril) มี

สารพฤกษเคมีในกลุ่มแคโรทีนอยด ์โดยเฉพาะสารในกลุ่มไลโคปีนและเบตาแคโรทีน (6, 7) และสาร

ออกฤทธ์ิทางชีวภาพชนิดอ่ืน เช่น α-tocopherol (vitamin E) สารกลุ่มฟีนอลิค และฟลาโวนอยด ์ 
ซึ่งสารต่าง ๆ เหล่านีท่ี้อยู่ในฟักขา้วมีคณุประโยชนต์่อสุขภาพ เช่น เป็นสารเริ่มตน้ของวิตามินเอ 
(provitamin A) สารตา้นอนมุลูอิสระ (antioxidant) และสารตา้นการเจริญเติบโตของเชือ้จลุินทรีย ์
(antimicrobial activities) (8) 

ภายในรกของฟักขา้วพบสารในกลุ่มแคโรทีนอยดใ์นความเขม้ขน้สูง เบตาแคโรทีน
เป็นสารท่ีมีรายงานการตรวจพบมากกว่าท่ีพบในแครอท 5 เท่า และไลโคปีน (lycopene) มีการ
ตรวจพบมากกว่าในมะเขือเทศ 8 เท่า  (9, 10) ปริมาณแคโรทีนอยดท่ี์พบมีความผนัผวนตามความ
แตกต่างของวตัถุดิบท่ีใช ้ความแก่อ่อนของผล สภาวะการเจริญเติบโตและสภาวะท่ีเก็บหลงัการ
เก็บเก่ียว   

 

 การตรวจสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดฟักข้าว 
สารสกัดท่ีไดจ้ากรกหุม้เมล็ดของผลฟักขา้วมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระท่ีสูงเน่ืองจากมี

ปริมาณสารในกลุ่มแคโรทีนอยดท่ี์สงูมาก ไลโคปีนเป็นสารในกลุ่มแคโรทีนอยดช์นิดหนึ่งซึ่งมีการ
รายงานการออกฤทธ์ิการตา้นอนมุลูอิสระอย่างแพรห่ลาย ดงัตาราง 1 ยกตวัอย่างเช่น Kubola & 
sriamornpun  ไดท้  าการทดสอบฤทธ์ิการตา้นอนมุลูอิสระดว้ยวิธี Ferric – reducing antioxidant 
power (FRAP) โดยทดสอบกบัส่วนตา่ง ๆ ของผลฟักขา้วท่ีระยะอายผุลแตกตา่งกนั ผลท่ีไดพ้บวา่
รกหุม้เมล็ดของผลฟักขา้วท่ีสุกอย่างเต็มท่ีสามารถตา้นอนุมูลอิสระไดม้ากท่ีสุด ในขณะท่ีเมล็ด
สามารถตา้นอนมุลูอิสระไดต้  ่าท่ีสดุ (7)  
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ตาราง 1 การทดสอบฤทธ์ิการตา้นอนมุลูอิสระของสารสกดัผลฟักขา้ว 

วัตถุดบิที่ใช ้ วิธีการ ผลการทดสอบ อ้างอิง 
สารสกดัดว้ยเอทานอล DPPH 

& FRAP 
รกหุม้
เมลด็ 

IC50 = 3.66 mg/g 
FRAP 531µmol/g FeSO4 

(7) 

เนือ้ผล IC50 = 2.53 mg/g 
FRAP 466 µmol/g FeSO4 

เปลอืก IC50 = 2.56 mg/g 
FRAP 472 µmol/g FeSO4 

สารสกดัดว้ยเมทานอล DPPH 
& FRAP 

DPPH 45.1 mgAAE/100g (11) 
FRAP 5.9 mgAAE/100g 

ผงฟักขา้ว  
(spray – dry) 

ABTS ABTS 1.4 mM TE/g (12) 

ผงฟักขา้ว   
(air – dry) 

ABTS & 
DPPH 

ABTS 0.37 mM TE/g (13) 
DPPH 0.33 mM TE/g 

ผงฟักขา้ว  
(vacuum – dry) 

ABTS & 
DPPH 

ABTS 162 mM TE/gDW (14) 
DPPH 124 mM TE/gDW 

* AAE = ascorbic acid equivalent, TE = Trolox equivalent, gDW = gram of dry weight 
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ไลโคปีน 
ไลโคปีน เป็นสารประกอบไฮโดรคารบ์อนชนิดไม่อ่ิมตวั ไมมี่วงแหวนอยู่ในโมเลกลุ จดัอยู่

ในกลุ่มของแคโรทีนอยด ์โครงสรา้งหลกัประกอบดว้ยไอโซพรีนซึ่งเป็นไดอีน (diene) [CH2=CH-
(CH)3-CH=CH2] มาเรียงกัน 8 หน่วย มีจ านวนคารบ์อนในโมเลกุล 40 อะตอม สูตรโครงสรา้ง
โมเลกุลเป็น C40H56 และน า้หนกัโมเลกุลเท่ากับ 536.9 ลกัษณะโครงสรา้งมีพนัธะคู่ของคารบ์อน
คอนจเูกต 11 พนัธะและไมค่อนจเูกตพนัธะคู ่2 พนัธะ ดงัแสดงในภาพประกอบ 4(15) ท าใหเ้กิดการ
เล่ือนไหลของอิเล็คตรอน (Electron delocalization) ภายในโครงสรา้งไดง้่าย ท าใหง้่ายต่อการ
เส่ือมดว้ยแสง ความรอ้น โดยผ่านปฏิกิริยาโพลิเมอรไ์รเซชนั (Polymerization) และการเส่ือมดว้ย
ปฏิกิริยาออกซิเดชัน (Oxidation degradation) ไลโคปีนนัน้สามารถละลายไดใ้นน า้มันและตัว
ท าลายอินทรียท่ี์ไม่มีขัว้บางชนิด เช่น เบนซีน คลอโรฟอรม์ ไดคลอโรมีเทน และเฮกเซน แต่ไม่
ละลายในน า้ (16) 

 

ภาพประกอบ 4 โครงสรา้งไลโคปีน  
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ไลโคปีนเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระท่ีมีฤทธ์ิรุนแรงเม่ือเทียบกับสารในกลุ่มแคโรทีนอยด์
ชนิดอ่ืน จากรายงานการศกึษาเปรียบเทียบพบวา่ผลการตา้นอนมุลูอิสระในหลอดทดลองของไลโค
ปีนมีฤทธ์ิท่ีแรงกวา่เบตาแคโรทีน และแอลฟาโทโคฟรอลถึง 2 และ 10 เทา่ตามล าดบั (17) 

โครงสรา้งทางเคมีของไลโคปีนสามารถแบ่งได ้ 2 แบบ คือ trans และ cis – isomer ดงั
แสดงในภาพประกอบ 4 โดยปกตไิลโคปีนมีลกัษณะทรานสท์กุพนัธะคู ่ (all-trans isomer) ท่ีพบได้
ในธรรมชาติ แต่เม่ือสัมผัสกับความรอ้นหรือแสงสามารถเกิดการเปล่ียนแปลงเป็นแบบ cis – 
isomer ได ้ซึ่งโครงสรา้งท่ีพบในเนือ้เย่ือและซีรมัในรา่งกายของมนษุย ์มีทัง้แบบบ all- trans และ
แบบ 9-, 13- หรือ 15-cis  isomer (18) 

ไลโคปีนเป็นรงควตัถท่ีุมีสีแดงสามารถดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนท่ีแตกตา่งกนัไดข้ึน้อยู่
กับโครงสรา้งและตวัท าละลาย เช่น เม่ือใชเ้อทานอลเป็นตวัท าละลาย ไลโคปีนสามารถดดูกลืน
แสงมากท่ีสดุท่ีความยาวคล่ืน 443, 472 และ 502 นาโนเมตร เม่ือใชอ้ะซีโตนเป็นตวัท าละลาย ไล
โคปีนสามารถดดูกลืนแสงมากท่ีสดุท่ีความยาวคล่ืน 446, 475 และ 506 นาโนเมตร (19) และเม่ือใช้
เฮกเซนเป็นตวัท าละลาย ไลโคปีนสามารถดดูกลืนแสงมากท่ีสุดท่ีความยาวคล่ืน 445, 472 และ 
503 นาโนเมตร  (20) 
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Non-ionic surfactant based vesicles (Niosomes) 
นิโอโซม (niosome) มีลกัษณะเป็นถงุทรงกลมคลา้ยกระเปาะส าหรบัเก็บสารตา่ง ๆ เกิด

จากการจดัเรียงตวัเอง (self-assembly) ของโมเลกลุสารลดแรงตงึผิวซึ่งเป็นโมเลกลุมีขัว้และไม่มี
ขัว้ในโมเลกุลเดียวกัน (amphiphilic molecule) การจดัเรียงตวัของโมเลกุลน าส่วนท่ีมีคณุสมบตัิ
เหมือนกันกันหันเขา้หากันและซอ้นเรียงตวัเป็นผนัง สามารถเรียงซอ้นกันเป็นผนังชัน้เดียวหรือ
มากกวา่หนึ่งชัน้ก็ได ้ดงัภาพประกอบ 4 (21) 

 

ภาพประกอบ 5 แบบจ าลองโครงสรา้งของนิโอโซมท่ีเตรียมจาก  
sorbitan monostearate (Span-60)  

 
นิโอโซมแสดงพฤติกรรมคลา้ยลิโปโซม แตล่ิโปโซมนัน้มีองคป์ระกอบเป็นฟอสโฟลิปิดซึ่ง

สลายตวัไดง้่าย ไวตอ่การเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและปฏิกิริยาออกซิเดชนัมากกว่าสารลดแรงตึง
ผิวชนิดไม่มีประจุ และฟอสโฟลิปิดมีราคาสูง (4) ท าใหมี้การศึกษาและประยุกตใ์ชต้  ารบันิโอโซม
ขึน้มา ดงัแสดงใน ตาราง  2 
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1. องคป์ระกอบของนิโอโซม 
นิโอโซมประกอบดว้ยสว่นประกอบตา่ง ๆ ดงันี ้

1.1 สารลดแรงตงึผิวชนิดไม่มีประจุ (Non-ionic surfactants) 
สารลดแรงตึงผิว (surfactants) เป็นสารท่ีมีส่วนท่ีชอบน า้ (hydrophilic) และไม่

ชอบน า้ (lipophilic หรือ hydrophobic) อยูใ่นโมเลกลุเดียวกนั (amphiphilic molecules) สามารถ
แบง่สารลดแรงตงึผิวอออกเป็น 4 ชนิด ตามสว่นท่ีชอบน า้หรือมีขัว้ (hydrophilic head group) คือ 
สารลดแรงตงึผิวท่ีมีประจลุบ (anionic), ประจบุวก (cationic), มีทัง้สองประจ ุ(amphoteric) และ
ไมมี่ประจ ุ(non-ionic)  

สารลดแรงตึงผิวชนิดไม่มีประจุเป็นสารท่ีนิยมใชใ้นการเตรียมอนุภาคลักษณะ
คล้ายถุง (vesicles) เน่ืองจากข้อดีของสารเหล่านีใ้นการคงสภาพ (stability) ความเข้ากันได้ 
(compatibility) และความเป็นพิษ (toxicity) รวมถึงความเป็นพิษต ่า การเกิดเม็ดเลือดแดงแตกตวั 
(hemolytic) นอ้ย ระคายเคืองต่อเซลลน์อ้ย และมีแนวโนม้ในการรกัษาค่าความเป็นกรด-ด่างให้
ใกลเ้คียงกบัสภาวะแวดลอ้ม (27)   เม่ือเปรียบเทียบกบัสารลดแรงตงึผิวท่ีมีประจลุบ (anionic) มีทัง้
สองประจ ุ(amphoteric) และประจบุวก (cationic)  

สารลดแรงตงึผิวชนิดไม่มีประจมีุโครงสรา้งท่ีประกอบดว้ยส่วนของโมเลกุลมีขัว้
และไม่มีขัว้ การจดัเรียงตวัของสารลดแรงตึงผิวเหล่านีจ้นมีลกัษณะคลา้ยถุงท่ีมีสองชัน้ (bilayer 
vesicles) แทนท่ีจะเป็นไมเซลล ์(micelles) เป็นผลมาจากสดัส่วนระหว่างส่วนท่ีชอบน า้ (มีขัว้)กบั
ส่วนท่ีชอบน ้ามัน (ไม่มีขั้ว) (hydrophilic–lipophilic balance, HLB) และค่า critical packing 
parameter (CPP)   

ค่า HLB เป็นค่าท่ีมีความส าคญัในการกักเก็บตวัยา (entrapment efficiency) 
คา่ HLB มีคา่ตัง้แต ่0 – 20  ส าหรบัสารลดแรงตงึผิวชนิดไม่มีประจ ุ คา่ HLB ต ่า (<9) หมายถึง มี
คณุสมบตัิเป็นสารลดแรงตึงผิวชนิด lipophilic (oil soluble) และ ค่า HLB สูง (>11) หมายถึง มี
คุณสมบัติเป็นสารลดแรงตึงผิวชนิด hydrophilic (water soluble) ส่วนสารลดแรงตึงผิวทีมีค่า 
HLB ระหว่าง 3 – 8 สามารถเตรียมผนงัสองชัน้ (bilayer surface) และเตรียมโดยอิมลัชัน น า้ใน
น า้มนั (water-in-oil, W/O emulsifier) เชน่เดียวกนัหากคา่ HLB ระหวา่ง ระหวา่ง 3 – 18 สามารถ
เตรียมโดยอิมลัชนั น า้มนัในน า้ (oil-in-water, O/W emulsifier) (21) 

  



 17 
 

 

ค่า CPP สามารถท านายชนิดของอนุภาคลกัษณะคลา้ยถุง (type of vesicles) 
ได ้โดยการค านวณจากปริมาตรของส่วนท่ีไม่มีขัว้ (volume of hydrophobic group, V) พืน้ท่ีของ
ส่วนท่ีมีขั้ว (hydrophilic head group, a0) และ ความยาวของสายโซ่แอลคิลในส่วนท่ีไม่มีขั้ว 
(lipophilic alkyl chain, lc) ของสารลดแรงตงึผิว ดงัแสดงในภาพประกอบ 6 (27) 

 

ภาพประกอบ 6 คา่ CPP และท านายชนิดของอนภุาคคลา้ยถงุ  
(type of vesicle)  

 

ค่าความยาวของสายโซ่ (chain length) และขนาดของส่วนท่ีมีขัว้ (hydrophilic 
head group) มีผลกบัประสิทธิภาพในการกกัเก็บตวัสาร (entrapment efficiency) สารลดแรงตึง
ผิวชนิดไม่มีขั้ว ท่ี มีสายโซ่ยาว เช่น stearyl (C18) ท่ี มีสายโซ่ยาวกว่า lauryl (C12) แสดง
ประสิทธิภาพในการกกัเก็บตวัยาไดดี้กว่าดว้ย  นอกจากนีอ้ณุหภูมิในการเปล่ียนวฏัภาค (phase 
transition temperature, TC) ของสารลดแรงตึงผิวมีผลต่อประสิทธิภาพในการกักเก็บสาร 
ตวัอย่างเช่น Span60 เป็นสารท่ีมีค่า TC สูง ส่งผลใหมี้ประสิทธิภาพในการกักเก็บสารสูงตามไป
ดว้ย (28) 

สารลดแรงตึงผิวท่ีใชใ้นการเตรียมนิโอโซมมกัเป็น Alkyl esters, Alkyl amides, 
Alkyl ethers และ esters ของกรดไขมนั(21) ดงัแสดงในภาพประกอบ 7  
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ภาพประกอบ 7 สารลดแรงตงึผิวท่ีนิยมใชเ้ตรียมนิโอโซม 
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1.2 สารเตมิแต่ง (additive agent) 
คอเลสเตอรอล (cholesterol)  

คอเลสเตอรอลมีอิทธิพลต่อคณุสมบตัิทางกายภาพและโครงสรา้งของนิโอ
โซมเน่ืองจากคอเลสเตอรอลมีปฏิสัมพันธ์ (interaction) กับสารลดแรงตึงชนิดไม่มีประจุ 
คอเลสเตอรอลแทรกตวัอยู่ใน ผนงัสองชัน้ของอนภุาคลกัษณะคลา้ยถงุ (bilayer of vesicle) และ
สร้างพันธะไฮโดรเจน (hydrogen bonding) กับส่วนท่ีชอบน ้า (hydrophilic head group) ดัง
ภาพประกอบ 8  การเพิ่มคอเลสเตอรอลเขา้ไปในกระบวนการสรา้งนิโอโซมมีผลกระทบส าคญัต่อ
คณุสมบตัิของอนุภาค เช่น ประสทธิภาพและระยะเวลาการกักเก็บ รวมถึงปลดปล่อยสาร และ
ความคงตวั (21) 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 8 ต าแหนง่ของคอเลสเตอรอล และพนัธะไฮโดรเจนท่ีเกิดกบั 
สารลดแรงตงึผิวชนิดไมมี่ขัว้ (เชน่ Span-60) 

  
สารลดแรงตึงผิวท่ีมีค่า HLB > 6 จ าเป็นตอ้งเพิ่มคอเลสเตอรอลเพ่ือช่วยใน

การจดัเรียงตวัใหมี้ลกัษณะโครงสรา้งของผนงัสองชัน้ของอนุภาคลกัษณะคลา้ยถุง และเพ่ือเป็น
การลดค่า HLB ลง นอกจากนีค้อเลสเตอรอลยังช่วยเพิ่มความคงตัว (stability) อีกดว้ย ทั้งนี ้
เ น่ืองจากคอเลสเตอรอลช่วยเพิ่มอุณหภูมิการเปล่ียนสภาพ (gel liquid transition, TC) ของ
อนภุาค ซึ่งการใชค้อเลสเตอรอลในปรมิาณเทา่ใดขึน้อยูก่บัคา่ HLB ของสารลดแรงตงึผิว (29)  
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1.3 สารเพิม่ความคงตัว 
วิธีการหนึ่งซึ่งจะช่วยใหน้ิโอโซมมีความคงตวัโดยอาศยัการเติมโมเลกุลมีขัว้เขา้

ไป เพ่ือให้เกิดมีแรงผลักทางประจุไฟฟ้าเพ่ือเพิ่มความคงตัวแก่อนุภาคหรือเพ่ือป้องกันการ
ตกตะกอน (aggregation)  ตวัอยา่งเชน่ dicetyl phosphate กบั phosphotidic acid ท่ีมีประจลุบ 
และ stearylamine กับ stearyl pyridinium chloride ท่ีมีประจุบวก เป็นตน้ (4) โดยส่วนใหญ่ใช้
ปริมาณความเขม้ขน้ 2.5 – 5 % (w/w) หากใส่ใชค้วามเขม้ขน้สูงกว่านีโ้มเลกุลมีขัว้จะยับยัง้การ
เกิดนิโอโซม (30) 

 

2. การเตรียมนิโอโซม   
นิโอโซมมีวิธีการเตรียมหลายวิธี แต่ละวิธีมีผลต่อลกัษณะถุงอนุภาค ขนาด จ านวนชัน้

ของอนภุาค และมีผลตอ่การกระจายตวั รวมถึงประสิทธิภาพในการกกัเก็บ และความสามารถใน
การซมึผา่นดว้ย วิธีการเตรียมมกัเก่ียวขอ้งกบัพลงังงาน เชน่ ความรอ้น พลงังานกล เป็นตน้ วิธีการ
เตรียมนิโอโซมมีหลากหลายวิธี (21) เชน่  

 
- Thin film hydration method (TFH) 
- Hand shanking method (HSM) 
- Bubble method 
- Ether injector (EIM) 
- Reverse phase evaporation 

(REV) 
- Sonication method 

- Microfluidization method 
- Heating method (HM) 
- Freeze and thaw method (FAT) 
- Dehydration rehydration method (DRM) 
- Pro-niosome technology (PT) 
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ส าหรบัการศกึษาในครัง้นีจ้ะน าเสนอเฉพาะวิธีการเตรียมนิโอโซม ดว้ยวิธีการท่ีเหมาะสม
กบัเครื่องมือและอปุกรณท่ี์สามารถได ้ดงันี ้

 
การท าให้เกิดฟิลม์ (Thin-film hydration method (TFH)) และการเขย่าด้วยมือ 

(hand – shaking method)  
เป็นวิธีท่ีง่ายและใชก้นัอย่างแพรห่ลาย ส าหรบัการเตรียมดว้ยวิธีนี ้สารลดแรงตงึ

ผิวและสารเพิ่มเติมต่าง ๆ เช่น คอเลสเตอรอล น ามาละลายในตัวท าละลายอินทรีย ์ (organic 
solvent) ในภาชนะก้นกลม เม่ือท าการระเหยตวัท าละลายดว้ยเครื่องกลั่นระเหยสารแบบหมุน 
(rotary evaporator) ฟิลม์ท่ีเกิดเคลือบอยู่ท่ีผิวภายในภาชนะกน้กลม เติมสารละลายท่ีมีขัว้ เช่น 
น า้ หรือฟอสเฟตบฟัเฟอร ์ (phosphate buffer saline) เพ่ือใหเ้กิดการพองตวัท่ีอุณหภูมิท่ีสูงกว่า
อุณหภูมิการเปล่ียนสถานะ (phase transition temperature, TC ) ของสารลดแรงตึงผิวและ
คอเลสเตอรอล หลงัจากเตมิตวัท าละลายแลว้ ใหเ้ขยา่ในระหวา่งท่ีแผน่ฟิลม์พองตวัเขา้กบับฟัเฟอร ์
จะเกิดการจดัเรียงตวัเป็นอนุภาคนิโอโซมหลายชัน้  (MLV)  ดงัภาพประกอบ 9 การเติมยาขึน้อยู่
กบัความสามารถในการละลายของยา ถา้ตวัยาละลายน า้ไดดี้ใหผ้สมในน า้หรือบฟัเฟอร ์และถูก
กกัเก็บภายในนโิอโซม แตถ่า้ตวัยาละลายน า้ไดน้อ้ย ใหผ้สมตวัท าละลายอินทรีย ์และถกูกกัเก็บใน
ชัน้ท่ีไม่ชอบน า้ของนิโอโซม ภายหลงัจากท่ีเขย่าจะเห็นลกัษณะเป็นของสารละลายขาวขุ่นคลา้ย
นม  

 

 

ภาพประกอบ 9 ขัน้ตอนการเตรียมนิโอโซมดว้ยวิธี  
Thin-film hydration method (TFH) 
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การฉีดด้วยอีเธอร ์(Ether injection) 
ละลายสารลดแรงตงึผิวชนิดไมมี่ขัว้ พรอ้มกบัสารเพิ่มเตมิ หรือคอเลสเตอรอลใน

ตวัท าละลายอินทรีย ์เช่น diethyl ether และฉีดอย่างชา้ลงไปในน า้หรือบฟัเฟอรท่ี์อุณหภูมิคงท่ี 
(ประมาณ 60 ◦C ) ระเหยแหง้ดว้ย เครื่องกลั่นระเหยสารแบบหมนุ (rotary evaporator) ในระหวา่ง
ท่ีอีเทอรร์ะเหยออกไปเกิดการเรียงตวัของสารลดแรงตงึผิวจนไดอ้นภุาคชัน้เดียว (SUV หรือ LUV) 
ขนาดประมาร 500 - 1000 nm ดงัภาพประกอบ 10 แต่ขอ้เสียของระบบนี ้คือ ก าจดัอีเธอรอ์อก
จากระบบยาก (31) 

 

 

ภาพประกอบ 10 ขัน้ตอนการเตรียมนิโอโซมดว้ยการฉีดดว้ยอีเธอร ์ 
(Ether injection) 
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การกลับวัฏภาค (Reverse Phase Evaporation, REV) 
ละลายสารลดแรงตึงผิวและคอเลสเตอรอลในตวัท าละลายอินรีย ์เติมน า้หรือ

บฟัเฟอรท่ี์มียาลงไป ใชค้ล่ืนเสียงจนไดเ้จลท่ีมีลกัษณะใสแลว้จึงเติมบฟัเฟอรล์งไปพรอ้มกับเขย่า 
ระเหยตวัท าละลายอินทรียอ์อกชา้ ๆ โดยใชเ้ครื่องระเหยแหง้ ท่ีอณุภูมิ 40 – 60 ◦C นิโอโซมท่ีไดมี้
การจดัเรียงตวัชัน้เดียว ขนาอนภุาค 500 nm ดงัภาพประกอบ 11 

 

 

ภาพประกอบ 11 ขัน้ตอนการเตรียมนิโอโซมดว้ยการกลบัวฏัภาค  
(Reverse Phase Evaporation, REV) 
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3. กระบวนการหลังการเตรียมนิโอโซม 
เม่ือเตรียมนิโอโซมไดแ้ลว้ ภายหลงัการเตรียมนิโอโซมท่ีมียาหรือสารส าคญับรรจุ การ

บรรจยุาหรือสารส าคญัอาจไม่ไดเ้กิดขึน้โดยสมบรูณ ์ดงันัน้จ  าเป็นตอ้งมีการแยกส่วนท่ีไม่ถกูบรรจุ
ออกไป ซึ่งกระบวนการแยกสามารถท าไดด้ว้ยเทคนิคตา่ง ๆ ดงันี ้

การแยกสารผ่านเยือ่ (dialysis)  
เทคนิคนีมี้พืน้ฐานมาจากการแพร ่(diffusion) และออสโมซิส (osmosis) ของตวั

ถูกละลายและสารละลายผ่านเย่ือเลือกผ่าน ท าให้สามารถแยก vesicle ท่ีกระจายอยู่ใน
สารละลายออกจากยาหรือสารท่ีไมไ่ดบ้รรจใุน vesicle ได ้ท าไดโ้ดยการน านิโอโซมท่ีเตรียมไดเ้ติม
เขา้ไปใสถุงเย่ือเลือกผ่าน (dialysis bag) ตวัยาท่ีไม่ไดบ้รรจุในนิโอโซมจะแพร่ผ่านเย่ือเลือกผ่าน
ออกไป  

การแยกโดยใช้เจล (gel filtration)  
เป็นเทคนิคโครมาโทกราฟีอีกหลกัการหนึ่ง ซึ่งแยกสารต่าง ๆ ออกจากกันตาม

ขนาดโมเลกลุ เม่ือน าไปผ่านคอลมันบ์รรจเุจล วิธีการนีเ้รียกว่า size exclusion chromatography 
หรือ molecular sieve chromatography ซึ่งเจลท่ีใชผ้ลิตจากโพลิเมอรท่ี์เป็นเดกซแ์ทรน (dextran) 
หรืออะกาโลส (agarose) หรือโพลีอะคริลาไมด์ (polyacrylamide) ซึ่ ง มี ช่ือการค้าต่างกัน  
ดงัตาราง 3   

ส าหรบัเทคนิคการแยกดว้ยเจลนีเ้ป็นวิธีท่ีง่ายและเป็นท่ีนิยมในการใชแ้ยกนิโอ
โซมไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ  
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ตาราง 3 ตวัอยา่งเจลชนิดตา่ง ๆ  

ชื่อการค้า ชนิดโพลิเมอร ์ ขนาดโมเลกุลทีแ่ยกได้ (Da) 
Sephadex G-10 

Dextran 

0 – 700 
Sephadex G-25 1,000 – 5,000 
Sephadex G-50 1,500 – 30,000 
Sephadex G-100 4,000 – 150,000 
Sephadex G-250 5,000 – 600,000 
Bio-gel P-2 

Polyacrylamide 

100 – 1,800 
Bio-gel P-5 1,000 – 6,000 
Bio-gel P-10 1,500 – 20,000 
Bio-gel P-30 2,500 – 40,000 
Bio-gel P-100 5,000 – 100,000 
Bio-gel P-300 6,000 – 400,000 
Sepharose 6 B Agarose 10,000 – 4,000,000 
Sepharose 4 B  60,000 – 20,000,000 
Sepharose 2 B  70,000 – 40,000,000 

 

การแยกด้วยการป่ันเหวี่ยง (Centrifugation/ultra-centrifugation)  
เป็นเทคนิคท่ีอาศยัแรงหนีศูนยก์ลางซึ่งอาศยัหลักความแตกต่างระหว่างความ

หนาแน่นของสาร จึงนิยมใชส้  าหรบัป่ันแยกตะกอนทัง้หมดออกจากของเหลว แตส่ามารถประยกุต์
ใชใ้นการแยกสารแต่ละชนิดออกจากกันโดยการก าหนดความแรงในการป่ัน และระยะเวลาท่ี
เหมาะสม เพ่ือแยกตะกอนขนาดใหญ่ (อนภุาคขนาดใหญ่) ออกก่อน  

เทคนิคการแยกโดยการป่ันเหว่ียงสามารถน ามาใชร้ว่มกับการแยกโดยใชเ้จลได ้
ซึ่งผลท่ีไดอ้อกมาพบวา่มีประสิทธิภาพในการแยกนิโอโซมกบัสารท่ีไมไ่ดบ้รรจใุนชว่ง 92 – 100%  
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4. การแสดงคุณลักษณะของนิโอโซม (Characterization of noisome) 
เม่ือตัง้ต  ารบันิโอโซมและเตรียมออกมาไดแ้ลว้ ตอ้งมีการควบคมุคณุภาพของผลิตภณัฑ ์

ซึ่งจ  าเป็นตอ่การพฒันาและประยกุตใ์ชต้อ่ไป คา่ส าหรบัการประเมิน ดงัแสดงในตาราง 4 (29) 
 

ตาราง 4 คา่หรือคณุสมบตัใินการบง่บอกคณุลกัษณะของนิโอโซม และเทคนิคท่ีใช ้ 

Niosome 
parameter/property 

Applied technique 

Size -  (ของแข็ง) ;  Dynamic Light Scattering (DLS/PCS); 
Scanning Electron Microscope (SEM) 
- (ของเหลว); Transmission Electron Microscope 
(TEM); Atomic Force Microscope (AFM) 

Zeta-potential Electorphoretic mobility 
Bilayer characterization Fluorescence polarization 

Fluorescence anisotropy 
Stability DLS; Turbiscan; microscopy techniques 

Release studies 
Entrapment efficiency UV/VIS; HPLC; fluorescence 
pH-sensitivity 
assessment 

Fluorescence spectroscopy;  
Small-angle X-ray scattering (SAXS) 
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ในท่ีนีจ้ะกลา่วถึงรายละเอียดเพียง 4 หวัขอ้ ดงันี ้
ขนาดโดยเฉล่ีย สัณฐาน และการกระจายตัวอนุภาค 
(Average size, morphology and side distribution)  

เม่ือถือว่านิโอโซมมีรูปร่างลกัษณะทรงกลมและขนาดของอนภุาคสามารถวัดได้
ดว้ยเทคนิคต่าง ๆ เช่น กลอ้งจุลทรรศน ์หรือ coulter counter, Scanning electron microscopy 
(SEM), Transmission electron microscopy (TEM), Freeze fracture replication-electron 
microscopy (FF-TEM), light scattering techniques (spectrometer — dynamic light 
scattering (DLS) instrument), zetasizerand mastersizer ค่าท่ีอ่านไดจ้ะเป็นขนาดของอนุภาค
และการกระจายตวัอยูใ่นรูป polydispersity index (PdI) (29) 

Zeta - potential และคุณสมบัตพิืน้ผิว 
zeta - potential มีความส าคญัอย่างมากตอ่ความคงตวัของอนภุาค โดยทั่วไปนิ

โอโซมท่ีมีประจุมีความเสถียรมากกว่าท่ีไม่มีประจุ เน่ืองจากความมีประจุนี ้จะไปต้านการ
ตกตะกอนและรวมกันของอนภุาค คา่ zeta - potential ท่ีมีคา่ติดลบ ท่ีมีคา่ตัง้แต ่-41.7 ถึง -58.4 
mV มากพอส าหรบัการรกัษาเสถียรภาพไฟฟ้า ซึ่งประเภทของสารลดแรงตงึผิวหรือประสิทธิภาพ
ใ น ก า ร กั ก เ ก็ บ ส่ ง ผ ล ต่ อ ค่ า  zeta - potential วั ด ไ ด้ โ ด ย ใ ช้  zetasizer, mastersizer, 
microelectrophoresis, pH-sensitive fluorophores และ DLS (21) 
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5. ความสามารถในการกักเก็บ (Entrapment efficiency, EE)  
ภายหลงัจากท่ีเตรียมนิโอโซมไดแ้ลว้ ยาหรือสารส าคญัท่ีไมไ่ดถ้กูบรรจใุนนิโอโซมตอ้งถกู

แยกออกโดยใชเ้ทคนิคดงักล่าวไวใ้นหวัขอ้ก่อนหนา้ หลงัจากท่ีแยกนิโอโซมท่ีมีสารบรรจุอยู่แลว้ 
สามารถหาความเขม้ขน้ของสารท่ีไม่ไดบ้รรจุได ้แลว้น าไปค านวณหาปริมาณสาร ก่อนน ามาหา 
ความสามารถในการกกัเก็บ (21) ซึ่งสามารหาไดจ้ากสมการ 

𝐸𝐸 =  
(𝑊𝑇 − 𝑊𝐹)

𝑊𝑇
× 100% 

 โดย  WT คือ ปรมิาณของยาหรือสารท่ีใชใ้นการเตรียมในนิโอโซม  
WF คือ ปรมิาณยาหรือสารท่ีไมไ่ดบ้รรจไุปในนิโอโซม   

 

นอกจากนีแ้ลว้ สามารถหาไดจ้ากวิธีการท าใหน้ิโอโซมท่ีมียาหรือสารบรรจอุยู่แตกออก
ด้วย 50% propane หรือ 0.1%TritonX-100 แล้วค านวณหาปริมาณสารท่ีบรรจุอยู่ในนิโอโซม
โดยตรง ความสามารถในการกกัเก็บจงึหาไดจ้ากสมการ 

 

𝐸𝐸 =  
𝑊𝐿

𝑊𝑇
× 100% 

 โดย  WT คือ ปรมิาณของยาหรือสารท่ีใชใ้นการเตรียมในนิโอโซม  
   WL คือ ปรมิาณยาหรือสารท่ีบรรจไุปในนิโอโซม   



  
 

 
 

บทที ่3  
ขั้นตอนการด าเนินงานวิจัย 

 

รูปแบบการวิจัย: งานวิจยัเชิงทดลอง 
อุปกรณ ์เคร่ืองมือทีใ่ช้ในการวิจัย 

1. เครื่องระเหยสารแบบหมนุ   R-210,Büchi, Switzerland 
2. เครื่อง HPLC    M20A,Shimadzu, Japan  
3. HPLC column (C18, 150 x 4.6 mm, 5µm)  Inertsil®, GL sciences, Japan 
4. ชดุกรองสารละลาย 
5. เครื่องชั่งทศนิยม 5 ต าแหนง่   MS2050U, Mettler Toledo, USA 
6. Nylon membrane filter (0.45µm)  Whatman Limited Maidstone, England 
7. เครื่องกวนผสมแมเ่หล็กไฟฟ้า (magnetic stirrer) MS7-H550-Pro, DLAB scientific, China  
8. ตูอ้บลมรอ้น (hot air oven)   BD400, Binder, Germany  
9. ตูอ้บควบคมุแรงดนั (vacuum oven)  VD 23, Binder, Germany 
10. ตูค้วบคมุอณุหภมูิและความชืน้ (climate chamber) KBF 115, Binder, Germany 
11. เครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร ์(spectrophotometer) UV-1800,Shimadzu, Japan 
12. เครื่องวดัขนาดอนภุาคระดบันาโน  Zetasizer Nano ZS90, Malvern, UK 
13. กลอ้งจลุทรรศนอิ์เล็คตรอนแบบส่องผา่น  

(Transmission Electron Microscope; TEM)   JEM-2100Plus, JEOL , USA 
14. เครื่องผสม (vortex mixture)  MS-X, DLAB, China  
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สารเคมี 
1. สารมาตรฐานทุติยภูมิไลโคปีน (Secondary standard, 11.4% lycopene in inert 

material) Sigma-Aldrich, Germany 
2. Dichloromethane (HPLC grade)    RCI Labscan, Thailand 
3. Acetonitrile (HPLC grade)    RCI Labscan, Thailand 
4. Methanol (HPLC grade)   Merck, Germany 
5. Acetone    RCI Labscan, Thailand 
6. Methanol    RCI Labscan, Thailand 
7. Ferric chloride hexahydrate   Ajax Finechem, Australia 
8. Ferrous sulfate heptahydrate   Ajax Finechem, Australia 
9. Sodium acetate trihydrate   KEMAUS, Australia 
10. (2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazine; TPTZ Alfa, USA 

 
การศึกษาและการเก็บรวบรวมข้อมูล 

1. การเตรียมตัวอย่างสารสกัดฟักข้าว 
1.1 การเตรียมวัตถุดบิ 

น าผลฟักขา้วท่ีสกุแลว้จากตลาดไท ต าบลคลองหนึ่ง อ าเภอคลองหลวง จงัหวดั 
ปทุมธานี สงัเกตจากสีของผลจะมีสีสม้แดงน ามาลา้งใหส้ะอาด ผ่า แยกชิน้ส่วนโดยแยก เปลือก 
เนือ้ และรกหุ้มเมล็ด (gac aril) ออกจากกันก่อนน าไปอบด้วยตู้อบลมร้อน (hot air oven) ท่ี
อณุหภมูิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วนั เม่ือชิน้สว่นแตล่ะสว่นแหง้แลว้ น าไปบดเป็นใหล้ะเอียด
โดยใชเ้ครื่องป่ัน น าผงท่ีไดเ้ก็บในท่ีแหง้ ปอ้งกนัความชืน้และแสง  

1.2 การสกัด 
วิธีการสกดัฟักขา้วดดัแปลงจากงานวิจยัของ Barba และคณะ(32)  โดยมีขัน้ตอน

ดงัตอ่นี ้น าผงฟักขา้วแตล่ะสว่นมาชั่ง 2 กรมั ลงในขวดท่ีปอ้งกนัแสง เตมิตวัท าละลายผสมระหว่าง 
hexane: acetone: ethanol อตัราส่วน 50:25:50 โดยปริมาตร ปริมาตร 40 มิลลิลิตร กวนโดยใช้
เครื่องกวนผสมแม่เหล็กไฟฟ้า เม่ือครบ 3 ชั่วโมง เติมน า้ 15 มิลลิลิตร เขย่าใหผ้สมกนัแลว้แยกชัน้
ด้วย separatory funnel โดยเก็บชั้นตัวท าละลายอินทรีย์ น าไปให้เข้มข้นขึ ้นด้วย rotary 
evaporator ท่ีอณุหภมูิ 40 องศาเซลเซียส แลว้น าไปท าแหง้ดว้ยเครื่อง vacuum oven ท่ี 40 องศา
เซลเซียส บนัทกึลกัษณะ และสี น าไปเก็บในขวดแกว้กนัแสงท่ีอณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 
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2. การวิเคราะหห์าปริมาณไลโคปีนจากสารสกัด 
2.1 การวัดค่าการดูดกลืนแสงสารละลายไลโคปีน 

ชั่งไลโคปีนซึ่งเป็นสารมาตรฐานทตุยิภมูิ 3 มิลลิกรมั (มีไลโคปีน 11.4 %) ละลาย
ดว้ย dichloromethane 8 มิลลิลิตร น าไป sonicate เป็นเวลา 15 นาที  กรองตะกอนท่ีละลายไม่
หมดออก ปรบัปริมาตรใหค้รบ 10 มิลลิลิตร ใน volumetric flask จะไดส้ารละลายไลโคปีนความ
เขม้ขน้เทา่กบั 34.2 ไมโครกรมัตอ่มิลลิลิตร น าสารละลายท่ีไดไ้ปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาว
คล่ืนท่ี 300 - 600 นาโนเมตร 

2.2 การเตรียมสารละลายไลโคปีนจากสารมาตรฐานทุติยภูมิ 
ชั่งไลโคปีนซึ่งเป็นสารมาตรฐานทุติยภูมิ 10 มิลลิกรมั (มีไลโคปีน 11.4%) ดว้ย

เครื่องชั่ง 5 ต าแหนง่ ละลายดว้ย dichloromethane 8 มิลลิลิตร น าไป sonicate เป็นเวลา 15 นาที  
กรองตะกอนท่ีละลายไม่หมดออก ปรับปริมาตรให้ครบ 10 มิลลิลิตร ใน volumetric flask จะ
ได้สต็อคสารละลายมาตรฐาน (stock standard solution) [สารละลายไลโคปีนความเข้มข้น
เทา่กบั 114 ไมโครกรมัตอ่มิลลิลิตร]  

เตรียมสารละลายมาตรฐานไลโคปีนท่ีมีความเขม้ขน้ตา่งกนั 5 ระดบั ไดแ้ก่ 11.4, 
22.8, 34.2, 57.0 และ 68.4 ไมโครกรมัตอ่มิลลิลิตร โดยการปิเปตตส์ต็อคสารละลายมาตรฐานมา 
100, 200, 300, 500 และ 600 ไมโครลิตร มาปรับปริมาตรให้ครบ 1000 ไมโครลิตร  ด้วย 
dichloromethane แลว้น าไปวิเคราะหด์ว้ย HPLC    

2.3 การพัฒนาและการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห ์
2.3.1 การทดสอบสภาวะทีใ่ช้ในการวิเคราะหด์้วยเทคนิค HPLC 

- สภาวะของเครื่อง HPLC ท่ีใชใ้นการวิเคราะห ์
 คอลมัน ์   : Inertsil® (C18, 150 x 4.6 มิลลิเมตร,  

  5 ไมโครเมตร)  
 อณุหภมูิ Oven    :  25 องศาเซลเซียส 
 อณุหภมูิ Auto sampler :  4 องศาเซลเซียส 
 อตัรการไหล    :  1.5 มิลลิลิตรตอ่นาที 
 ปรมิาตรท่ีใชใ้นการฉีด  :  10 ไมโครลิตร 
 Detector  : photodiode array (PDA; 475 นาโน เมตร )
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- ชนิดของเฟสเคล่ือนท่ีท่ีใชใ้นการวิเคราะห ์
 เฟสเคล่ือนท่ี A  Acetonitrile: Methanol (90:10, v/v) 
 เฟสเคล่ือนท่ี B  Acetonitrile: Methanol (60:40, v/v) 
 เฟสเคล่ือนท่ี C  Acetonitrile: Methanol: Dichloromethane 

(71: 22: 7, v/v)  
 เฟสเคล่ือนท่ี D Acetonitrile: Dichloromethane (75:25, v/v)  

2.3.2 การศึกษาความเหมาะสมของระบบ (System suitability) 
จากสภาวะท่ีใช้ในการศึกษาในหัวข้อ 2.3.1 มีเฟสเคล่ือนท่ีแตกต่างกัน 4 

ระบบ การเลือกระบบเฟสเคล่ือนท่ีท่ีเหมาะสมพิจารณาจาก Retention time ไม่เกิน 10 นาที และ
มีพีคท่ีมีลกัษณะสมมาตร ในการศึกษาความเหมาะสมของระบบเฟสเคล่ือนท่ีท าโดยการฉีดสาร
มาตรฐานไลโคปีนซ า้ 6 ครัง้ เพ่ือพิจารณาค่าพารามิเตอรต์่าง ๆ เช่น Retention time, Tailing 
factor, Theoretical plate ตามเกณฑข์อง Center for Drug Evaluation and Research (CDER) 
(33)  พิจารณาคา่พารามิเตอร ์Retention time, Tailing factor ไมม่ากกวา่ 2 และ Theoretical plate 
(N) มากกวา่ 2000 

2.4 การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห ์(Method Validation) 
น าวิธีวิเคราะหท่ี์ไดเ้ลือกมาท าการตรวจสอบความถูกตอ้งของวิธีวิเคราะห ์ตาม

ขอ้ก าหนด AOAC 2012 guideline (34) และเกณฑก์ารยอมรบัดงันี ้
- ความจ าเพาะเจาะจง (Specificity) 

วิเคราะห์ dichloromethane (blank), สารละลายมาตรฐานไลโคปีน
ความเข้มข้น 34.2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร, สารสกัด 1 มิลลิกรัม  ละลายใน 1 มิลลิลิตร 
dichloromethane และสารละลายผสมของสารมาตรฐานไลโคปีนกับสารสกัด (ในอตัราส่วน 1:1 
โดยปริมาตร) ท าการวิเคราะหซ์  า้ 3 ครัง้ จะพิจารณาจาก retention time ของพีคโดย blank ตอ้ง
ไมพ่บพีคท่ีเวลาเดียวกบัพีคของสารละลายมาตรฐานไลโคปีน 

- การทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงของการวิเคราะห ์(Linearity 
and Range) 

ท าการเตรียมสารละลายไลโคปีนจากสารมาตรฐานทตุิยภูมิจนไดส้ต็อค
สารละลายมาตรฐาน ความเขม้ขน้เท่ากับ 114 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร และน ามาเตรียมใหไ้ด้
สารละลายมาตรฐานไลโคปีนท่ีมีความเขม้ขน้ต่างกัน 5 ระดบั คือ 11.4, 22.8, 34.2, 57.0 และ 
68.4 ไมโครกรมัตอ่มิลลิลิตร ตามวิธีในขอ้ 2.2 แลว้น าไปวิเคราะหด์ว้ย HPLC  
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ศึกษาความสัมพันธ์เชิงเส้นตรง (Linearity) ระหว่างความเข้มข้นของ
สารละลายมาตรฐานไลโคปีนท่ีระดบัตา่ง ๆ กบัพืน้ท่ีใตพี้ค (peak area) ค านวณหาสมการเสน้ตรง 
และคา่ Coefficient of determination (R2) ท าการวิเคราะหซ์  า้ระหวา่งวนัเป็นเวลา 3 วนั  

- การทดสอบความถูกต้อง (Accuracy) 
ท าการเตรียมสารละลายมาตรฐานไลโคปีน 3 ความเขม้ขน้ โดยปิเปตต์

จากสตอ็คสารละลายมาตรฐาน (114 ไมโครกรมัตอ่มิลลิลิตร) มา 150, 250 และ 400 ไมโครลิตร 
แลว้ปรบัปริมาตรใหค้รบ 1000 ไมโครลิตร  ดว้ย dichloromethane จะไดส้ารละลายมาตรฐานไล
โคปีน ความเขม้ขน้  17.1, 28.5 และ 45.6 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร  น าไปวิเคราะหด์ว้ย HPLC 
แลว้ค านวณคา่รอ้ยละของการคืนกลบั (%Recovery) จากสมการ หาคา่เฉล่ียรอ้ยละของการคืน
กลับ (%mean recovery) และค่าร้อยละของค่าเบี่ ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (%Relative 
Standard Deviation, %RSD) โดยท่ีคา่เฉล่ียรอ้ยละของการคืนกลบัจะตอ้งอยูใ่นชว่ง 85 – 115% 

 

%𝑅𝑒𝑐𝑜𝑣𝑒𝑟𝑦 =  
คา่ความเขม้ขน้ของไลโคปีนท่ีวดัได้

คา่ความเขม้ขน้ของไลโคปีนทีแทจ้รงิ
× 100 
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- การทดสอบความแม่นย า (Precision) 
ความท าซ ้าได้ (Repeatability) ท าการเตรียมสารละลายมาตรฐาน 

ไลโคปีน 3ความเขม้ขน้ คือ 17.1, 28.5 และ 45.6 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร เช่นเดียวกับวิธีการ
ทดสอบความแม่น น าไปวิเคราะหด์ว้ย HPLC ท า 3 ซ า้ แลว้ค านวณคา่เฉล่ีย และ %RSD ภายใน
วนัเดียวกนั 

Intermediate Precision วิเคราะหป์ริมาณสารละลายมาตรฐานไลโคปีน
เชน่เดียวกนั โดยท าการวิเคราะหว์นัละครัง้เป็นเวลา 3 วนั แตล่ะวนัท าซ า้ 3 ซ  า้ ค  านวณหาคา่เฉล่ีย 
และ%RSD 

- ขีดจ ากัดการตรวจพบ (Limit of detection, LOD) และ ขีดจ ากัด 
ในการวัดเชิงปริมาณ (Limit of quantification, LOQ) 

การหาค่า LOD และ LOQ หาได้จากวิธีการค านวณโดยใช้ค่าเฉล่ีย 
ความชนัของกราฟมาตรฐาน (slope of calibration curve) (S) และส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) 
สามารถหาคา่ LOD และ LOQ ไดจ้าก 3.3(SD)/S และ 10(SD)/S ตามล าดบั 
 

2.5 การวิเคราะหห์าปริมาณไลโคปีนจากสารสกัด 
ชั่งสารสกัดท่ีไดจ้ากการสกัดฟักขา้วแต่ละส่วน (เปลือก เนือ้ และรกหุม้เมล็ด) 

ดว้ยเครื่องชั่ง 5 ต าแหนง่อยา่งแมน่ย าปรมิาณ 1.00 มิลลิกรมั น าไปละลายดว้ย dichloromethane 
และปรบัปริมาตรจนครบ 10 มิลลิลิตร ท าการกรองผ่าน nylon membrane  filter (0.45µm) ก่อน
น าไปวิเคราะหด์ว้ย HPLC และท าการวิเคราะหซ์  า้ 3 ครัง้ เปรียบเทียบปริมาณไลโคปีนจากส่วน
ตา่งๆ วิเคราะหค์วามแปรปรวนโดยใช ้ANOVA (analysis of variance) ท่ีระดบัความเช่ือมั่นรอ้ย
ละ 95 และทดสอบความแตกตา่งของคา่เฉล่ียโดยใช ้Scheffe’s Test 
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3. การศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
 การศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี Ferric reducing antioxidant power  
การศกึษาฤทธ์ิการตา้นอนมุลูอิสระดว้ยวิธี FRAP ท าตามวิธีของ Iris F.F. Benzie 

และ Malegaddi Devaki (35) โดยเตรียมสารละลายและมีวิธีการดงันี ้
3.1.1 การเตรียมสารละลาย Ferric reducing antioxidant power (FRAP) 

reagent  
- Acetate buffer ความเขม้ขน้ 300 มิลลิโมลาร ์เตรียมโดยการชั่ง sodium 

acetate trihydrate จ านวน 3.1 กรมั ละลายในน า้ ultrapure 800  มิลลิลิตร เติม glacial acetic 
acid 16 มิลลิลิตร กวนผสมให้เข้ากัน ปรับปริมาตรและปรับค่า pH ให้เท่ากับ 3.6 เก็บท่ี
อณุหภมูิหอ้งใชภ้ายใน 1 เดือนหลงัการเตรียม  

- สารละลาย Ferric chloride ความเขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร ์เตรียมโดยการชั่ง 
Ferric chloride hexahydrate 270.0 มิลลิกรมั ละลายในน า้ ultrapure 50 มิลลิลิตร สารละลายท่ี
ไดค้วรมีสีเหลือง เก็บในขวดพลาสตกิ ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส สามารถใชไ้ดภ้ายใน 2 สปัดาห์
หลงัการเตรียม  

- สารละลาย TPTZ ความเขม้ขน้ 10 มิลลิโมลาร ์เตรียมโดยการชั่ง 2, 4, 6 
tripyridyl-S-triazine (TPTZ) 156 มิลลิกรมั ละลายในกรดไฮโดรคลอริคความเขม้ขน้ 40 มิลลิโม
ลาร ์ปรมิาณ 10 มิลลิลิตร สารละลายท่ีไดต้อ้งมีลกัษณะใส ไมขุ่น่ เก็บท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
สามารถใชไ้ดภ้ายใน 2 สปัดาหห์ลงัการเตรียม  

- ผสมสารละลายเพ่ือเตรียม FRAP reagent โดยใช ้acetate buffer: Ferric 
chloride solution: TPTZ solution อัตราส่วน 10:1:1 โดยปริมาตร สารละลายท่ีไดต้อ้งไม่มีสีน า้
เงิน และสามารถใช้ได้ภายใน 3 ชั่ วโมงหลังการเตรียม ก่อนการใช้งานอุ่น FRAP reagent ท่ี
อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส 10 - 15 นาที   

 
3.1.2 การเตรียมกราฟมาตรฐาน Ferrous sulfate 

ชั่งสาร Ferrous sulfate hexahydrate ปริมาณ 2.76 มิลลิกรมั ละลายในน า้ 
8 มิลลิลิตร ปรบัปริมาตรจนครบ 10 มิลลิลิตร ใน volumetric flask จะไดส้ารละลายทีมีความ
เข้มข้น 1000 ไมโครโมลาร์ เจือจาง 6 ความเข้มข้น ได้แก่ 100, 200, 400,600 และ 800  
ไมโครโมลาร ์ 

ปิเปตต์สารละลาย Ferrous sulfate แต่ละความเข้มข้นปริมาตร 200 
ไมโครลิตร ผสมกบั FRAP reagent จ  านวน 2 มิลลิลิตร บม่ท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 นาที 
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ก่อนน าไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี 595 นาโนเมตร ท าการทดลองซ า้ 3 ซ  า้ น าคา่ท่ีไดจ้ากการวดัคา่
การดดูกลืนแสงมาสรา้งกราฟแสดงความสมัพนัธก์บัความเขม้ขน้ของ Ferrous sulfate เพ่ือใชเ้ป็น
กราฟมาตรฐานในการค านวณหาปรมิาณ Relative antioxidant activity (FRAP value)  

3.1.3 การทดสอบฤทธิ์ในสารสกัด 
ชั่งสารสกดั 5 มิลลิกรมั ละลายใน DMSO 1 มิลลิลิตร ปิเปตตส์ารสกัด 300 

ไมโครลิตร ผสมกบั FRAP reagent จ  านวน 2.7 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัดว้ยเครื่องผสม 1 นาที บม่
ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เวลา 4 นาที น าไปท าการวดัค่าการดดูกลืนแสงท่ี 595 นาโนเมตร 
ท าการทดลองซ า้ 3 ซ  า้ 
 

 การศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH 
การทดสอบฤทธ์ิการตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวิธี DPPH ปรบัจากวิธีของ Liu และ

คณะ (36) และ วิธีของ Tan และคณะ(37) 
3.2.1 การเตรียมสารละลาย DPPH ในเอทานอล 

ชั่ง DPPH 7.9 มิลลิกรมั ใส่ลงใน volumetric flask ขนาด 100 มิลลิลิตร เติม 
ethanol 50 มิลลิลิตร เขย่าใหเ้ขา้กัน และปรบัปริมาตรจนครบ 100 มิลลิลิตร [จะได ้DPPH 0.2 
มิลลิโมลาร]์ 

3.2.2 การเตรียมสารสกัด 
ชั่งสารสกดั 100 มิลลิกรมั ละลายสารสกดัใน dichloromethane 8 มิลลิลิตร 

ใน volumetric flask ปรบัปรมิาตรจนครบ 10 มิลลิลิตร  
3.2.3 การทดสอบฤทธิ์สารสกัด 

ปิเปตตส์ารสกัด 100 ไมโครลิตร เติมสารละลาย DPPH 3 มิลลิลิตร จากนัน้ 
น าสารละลายท่ีไดไ้ปบม่ท่ี 37  องศาเซลเซียส  เวลา 40 นาที ก่อนน าไปวดัคา่การดดูกลืนแสงดว้ย 
UV-VIS spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร 
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 การเตรียมนิโอโซมเปล่าและนิโอโซมทีกั่กเก็บสารสกัด 
 สูตรต ารับนิโอโซมเปล่า 
ละลายสารลดแรงตงึผิวและคอเลสเตอรอลในคลอโรฟอรม์ปริมาณ 10 มิลลิลิตร 

ท่ีบรรจุในขวดก้นกลม (round bottom flask) โดยมีอัตราส่วนดงัตาราง 5 น าสารละลายท่ีไดม้า
ระเหยตัวท าละลายภายใต้ความดันต ่า โดยใช้เครื่อง Rotary evaporator ท่ีอุณภูมิ 60 องศา
เซลเซียส  เพ่ือใหแ้น่ใจว่าตวัท าละลายถูกระเหยออกหมด น าขวดก้นกลมมาท าการอบภายใต้
แรงดนัดว้ยเครื่อง vacuum oven ท่ีอณุหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 4 ชั่วโมง แลว้จึงเติมน า้
ลงไป 10 มิลลิลิตร เขย่าและใหค้วามรอ้นท่ี 60 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 60 นาที ตัง้ขวดกน้กลม
ไวท่ี้อณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 12 ชั่วโมง นิโอโซมท่ีไดจ้ะกระจายตวัอยูใ่นสารละลาย 
 

ตาราง 5 ต ารบัและสว่นประกอบในการเตรียมนิโอโซม  

ส่วนประกอบ 
Molecular 

weight 
Weight (mg) 

F1 F2 F3 F4 F5 
Tween 20 1227.54 61.4 - - - - 
Tween 40 1283.65 - 64.2 - - - 
Tween 60 1311.70 - - 65.5 32.8 131.0 
Cholesterol 386.654 19.3 19.3 19.3 38.6 9.6 

 
* ต  ารบั F1 – F3 อตัราสว่นสารลดแรงตงึผิวและคอเลสเตอรอล 1:1 โดยโมล 
** ต  ารบั F4 และ F5 อตัราสว่นลดแรงตงึผิวและคอเลสเตอรอล 1:2 และ 2:1 โดยโมล ตามล าดบั 
ความเขม้ขน้โดยรวมเทา่กบั 10 มิลลิโมลาร ์
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 การเตรียมนิโอโซมทีกั่กเก็บสารสกัด 
จากต ารบันิโอโซมท่ีไดจ้ากขอ้ 4.1 ท าการบรรจสุารสกดัใหมี้ความเขม้ขน้เริ่มตน้

เท่ากับ 0.25, 0.5 หรือ 1.0 มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร โดยการชั่งสารสกัด ละลายในคลอโรฟอรม์ 10 
มิลลิลิตร จากนัน้น าสารละลายท่ีไดเ้ทลงในขวดก้นกลมท่ีมีสารลดแรงตึงผิวและคอเลสเตอรอล 
เขยา่ใหเ้ขา้กนั น าขวดกน้กลมมาท าการอบภายใตแ้รงดนัดว้ยเครื่อง vacuum oven ท่ีอณุหภมูิ 40 
องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 4 ชั่วโมง แลว้จึงเติมน า้ลงไป 10 มิลลิลิตร เขย่าและใหค้วามรอ้นท่ี 60 
องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 60 นาที ตัง้ขวดกน้กลมไวท่ี้อณุหภูมิหอ้งเป็นเวลา 12 ชั่วโมง นิโอโซมท่ี
ไดจ้ะกระจายตวัอยูใ่นสารละลาย 
 

 การศึกษาคุณลักษณะของสารละลายทีม่ีนิโอโซม 
 การสังเกตลักษณะปรากฏ 
เม่ือเตรียมนิโอโซมไดแ้ลว้ ท าการสงัเกตลกัษณะของสารท่ีเตรียมได้ โดยสงัเกต

ลกัษณะภายนอก เชน่ สีของทัง้นิโอโซมเปลา่ และนิโอโซมท่ีกกัเก็บสารสกดั  
 ค่าความเป็นกรด-ด่าง 
น าตวัอย่างท่ีเตรียมไดม้าวดัความเป็นกรด – ด่าง ดว้ยเครื่อง pH meter บนัทึก

และเปรียบเทียบผลการทดลอง 
 รูปร่างอนุภาค 
หยดนิโอโซมท่ีเตรียมไดบ้นแผ่นทองแดงท่ีฉาบดว้ยคารบ์อน (carbon coated 

copper grid) ปลอ่ยใหน้ิโอโซมยดึติดกบัผิวเป็นเวลา 1 - 2 นาที ซบัสว่นท่ีเกินออกมาดว้ยกระดาษ
กรอง พักทิง้ไว้ใหต้ัวอย่างแห้งในตูดู้ดความชืน้ก่อนน าไปส่องดว้ยกล้องจุลทรรศนอิ์เล็กตรอน 
แบบสอ่งผา่น 

 การวัดขนาดอนุภาคและความต่างศักยซ์ีต้า 
น าตัวอย่างท่ีเตรียมได้ 0.1 มิลลิลิตร มาเจือจางด้วยน ้า 1.9 มิลลิลิตร น า

สารละลายท่ีไดเ้ติมลงเขา้ไปใน Disposable folded capillary cell ส  าหรบัเครื่อง zeta sizer การ
วดัทกุครัง้ท  าท่ีอณุหภมูิ 25 ± 0.5 องศาเซลเซียส ท าซ า้ 3 ครัง้   
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 การกักเก็บไลโคปีน 
 การเตรียมตัวอย่างนิโอโซมเพือ่การวิเคราะหป์ริมาณไลโคปีน 
น าตวัอย่างมาสกัดสารก่อนน าไปวิเคราะหต์ามวิธีของ Tan และคณะ(38)   โดย 

นิโอโซมท่ีมีสารสกดั แบง่ตวัอย่างท่ีเตรียมได ้0.5 มิลลิลิตร เจือจางดว้ยน า้ 3 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้
กันดว้ยเครื่องผสม เม่ือผสมเสร็จแลว้น าไปป่ันเหว่ียงดว้ยเครื่อง ultracentrifuge ท่ีความเร็วรอบ 
125,000xg อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ดูดส่วนใส (supernatant) ออกดว้ย 
Pasteur pipette และเก็บลงในหลอดทดลองใหม่ จากนัน้เติมน า้ 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง
เดมิ ผสมดว้ยเครื่องผสม (vortex mixer) 1 นาที เพ่ือเป็นการกระจายตะกอน (re-suspension) 

 
 การหาปริมาณปริมาณไลโคปีนท้ังหมดในต ารับ 

น าต ารบันิโอโซมท่ีเขย่าใหก้ระจายตวัเขา้กันดี ปริมาณ 1.0 มิลลิลิตร เติมสาร
ผสม acetonitrile: dichloromethane (75:25 โดยปริมาตร) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมดว้ยเครื่อง
ผสม (vortex mixer) นาน 3 นาที กรองผ่าน PTFE syringe filter แลว้น าไปวิเคราะหด์ว้ยเทคนิค 
HPLC เพ่ือหาปรมิาณไลโคปีนทัง้หมดในต ารบั 

 การหาปริมาณไลโคปีนทีกั่กเก็บในนิโอโซม 
ตะกอนในขอ้ 6.1 ท่ีกระจายในน า้ ปรมิาตร 1 มิลลิลิตร เตมิสารผสม acetonitrile: 

dichloromethane (75:25 โดยปรมิาตร) ปรมิาตร 1 มลิลิลิตร ผสมดว้ยเครื่องผสม (vortex mixer) 
นาน 3 นาที กรองผ่าน PTFE syringe filter แล้วน าไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC เพ่ือหา
ปรมิาณไลโคปีนทัง้หมดในต ารบั 

ความสามารถในการกกัเก็บไลโคปีน (encapsulation efficiency, %EE) สามารถ
หาไดจ้ากสมการ 

 

%𝐸𝐸 =  
ปรมิาณไลโคปีนท่ีวิเคราะหจ์ากสว่นตะกอน 

ปรมิาณไลโคปีนทัง้หมดในต ารบั
× 100 
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 การศึกษาความคงสภาพแบบเร่งและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ  
 การทดสอบความคงสภาพแบบเร่งในสารสกัด นิโอโซมเปล่า และนิโอ

โซมกักเก็บสารสกัด  
สภาวะท่ีใชใ้นการทดสอบนี ้ใช ้3 สภาวะ คือ   

- ท่ีอณุหภมูิ 4 – 8  ◦C   (ในตูเ้ย็น) 
- ท่ีอณุหภมูิหอ้ง (30 ± 2 ◦C) 
- ท่ีอณุหภมูิ 40 ± 2◦C ความชืน้ 75± 2 % RH  

โดยแตล่ะสภาวะท าการเก็บไวใ้นขวดแกว้กนัแสงขนาด 5 มิลลิลิตร เป็นเวลา 
1 เดือน เก็บผลท่ีเวลา 1, 2, 3 และ 4 สปัดาห ์ 

สารสกดัฟักขา้วปรมิาณ 5.0 มิลลิกรมั ส าหรบันิโอโซมบรรจสุารสกดั ใชค้วาม
เขม้ขน้เริ่มตน้สารสกดัในการเตรียมเท่ากบั 0.5 มิลลิกรมัตอ่มิลลิลิตร บรรจใุนขวดกนัแสงขวดละ 3 
มิลลิลิตร เก็บตวัอยา่งชว่งเวลาละ 1 ขวด  

 การศึกษาคุณลักษณะของสารสกัดและนิโอโซม 
เม่ือครบก าหนดช่วงเวลาในการเก็บผล ท าการสังเกตุลักษณะภายนอก สี 

และความขุน่ วดัขนาดอนภุาคและความตา่งศกัยซี์ตา้ ปรมิาณไลโคปีนหรือรอ้ยละการกกัเก็บไลโค
ปีน ขัน้ตอนเชน่เดียวกบัการศกึษาคณุลกัษณะของสารสกดัหรือนิโอโซมหลงัการเตรียม  

 การวิเคราะหห์าปริมาณทีเ่หลืออยู่ของไลโคปีนในส่วนตะกอน 
เม่ือเก็บตวัอย่างของสารสกัด และนิโอโซมบรรจุสารสกัด ในแต่ละช่วงเวลา

แล้ว น าสารสกัดท าการกรองผ่าน nylon membrane  filter (0.45µm) ก่อนน าไปวิเคราะหด์ว้ย 
HPLC ส าหรบันิโอโซมบรรจุสารสกัดน าไปวิเคราะหด์ว้ยเทคนิค HPLC เช่นเดียวกันกับการหา
ปรมิาณการกกัเก็บไลโคปีนในขอ้ 6.3 
 



 
 

 

 

บทที ่4  
ผลการทดลองและวิจารณผ์ลการทดลอง 

 
1. คุณลักษณะของสารสกัดฟักข้าว 

ผงของเปลือก เนือ้ และรกของฟักขา้วท่ีไดจ้ะมีสีท่ีแตกตา่งกนั ดงัภาพประกอบ 12A  โดย
สีของรก (aril) จะมีสีแดงเข้มมากกว่าส่วนเนื ้อ (pulp) และ เปลือก (peel) หลังจากนั้นน า 
ส่วนต่าง ๆ ของฟักข้าวไปสกัด ลักษณะของสารสกัดท่ีไดข้องทุกส่วนมีลักษณะคล้ายกัน คือ 
ลกัษณะเป็นของเหลวสีสม้ ไมล่ะลายน า้ ดงัภาพประกอบ 12 

 

  

ผงของเปลือก เนือ้ และรกของฟักขา้ว สารสกดัฟักขา้ว 

ภาพประกอบ 12 ลกัษณะของผงของสว่นตา่ง ๆ ของฟักขา้วและสารสกดัฟักขา้ว 
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จากการสกัดด้วยวิธีการของ Barba และคณะ(32) พบว่ารอ้ยละน า้หนักของสารสกัด 
(%yield) เม่ือเทียบกับน า้หนกัผงจากส่วนต่าง ๆ ของผลฟักขา้ว พบว่าสารสกัดจากรกมีปริมาณ
มากท่ีสดุ รองลงมาคือ เนือ้และ เปลือก ดงัแสดงในตารางท่ี 6 และภาพประกอบ 13 รกมีปริมาณ
ของสารสกัดมากท่ีสุด หากพิจารณาจากปริมาณสารสกัด รกจึงเป็นส่วนท่ีน่าสนใจในการใชเ้ป็น
แหลง่วตัถดุบิ 

ตาราง 6 ผลการสกดัผงจากสว่นตา่ง ๆ ของผลฟักขา้ว  

ผงจากส่วนต่าง 
ๆของผลฟักข้าว 

น า้หนักผงเร่ิมต้น 
(กรัม)  

น า้หนักสารสกัดทีไ่ด้ 
(กรัม)  

% yield 
 

เปลือก (peel) 2.01 ± 0.01 0.02 ± 0.00 0.87 ± 1.05c 
เนือ้ (pulp) 2.05 ± 0.01 0.02 ± 0.00 1.18 ± 0.19b 
รก (aril) 2.03 ± 0.01 0.13 ± 0.01 6.24 ± 0.29a 

* ค่าท่ีแสดงเป็น mean ± SD (n=3) ตัวอักษรตัวยกใช้ส  าหรับเปรียบเทียบ %yield ท่ี
แตกตา่งกนัของผงจากส่วนตา่ง ๆ ของผลฟักขา้ว ตวัอกัษรยกท่ีแตกตา่งกนัแสดงถึงความแตกต่าง
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิตท่ีิ p < 0.05 

 

ภาพประกอบ 13 รอ้ยละน า้หนกัสารสกดั (%yield) จากสว่นตา่ง ๆ ของฟักขา้ว 
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2. ปริมาณไลโคปีนในสารสกัดฟักข้าว 
2.1 ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานไลโคปีน 

ไลโคปีนเป็นสารในกลุ่มแคโรทีนอยดท่ี์ประกอบไปดว้ยการเรียงสลบัระหว่างพนัธะคู่
กบัพนัธะเดี่ยว (conjugated double bond) จ านวน 11 ต าแหนง่ โดยลกัษณะการดดูกลืนแสงของ

สารในกลุ่มแคโรทีนอยดจ์ะแสดงค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดท่ีความยาวคล่ืน (λmax) ท่ีแตกต่างกัน
ชดัเจน 3 ต าแหน่ง ซึ่งขึน้อยู่กบัจ านวนพนัธะคอนจเูกตในโครงสรา้ง และชนิดของตวัท าละลาย ใน
การวิเคราะหส์ารในกลุม่แคโรทีนอยดม์กัจะใช ้hexane เป็นตวัท าละลาย ดงันัน้ในการทดลองนีจ้ึง
ไดเ้ตรียม สารละลายมาตรฐานไลโคปีนในตวัท าละลายชนิดตา่ง ๆ ไดแ้ก่ hexane, propanol และ 
dichloromethane น ามาท าการวดัคา่การดดูกลืนแสงดว้ย spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน
ตั้งแต่ 600 ถึง 300 นาโนเมตร พบว่าสเปคตรัมของสารมาตรฐานไลโคปีนใน hexane มีการ
ดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 445, 471 และ 502 นาโนเมตร ดงัภาพประกอบ 14  

 

ภาพประกอบ 14 สเปคตรมัของสารมาตรฐานไลโคปีนในตวัท าละลายตา่ง ๆ  

(เสน้สีน า้เงิน: hexane, เสน้สีเขียว: n-propanol,  
เสน้สีด า: dichloromethane/acetonitrile (75:25 v/v) ละเสน้สีแดง: dichloromethane) 
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เ ม่ื อท า ก า ร เป ล่ี ยน ตัวท า ล ะลาย เ ป็น  n-propanol, dichloromethane และ 
acetonitrile: dichloromethane (75:25 v/v) พบว่าเกิดบาโทโครมิกชิฟต ์ (bathochromic shift) 
หรือเรดชิฟต ์(red shift) ดังภาพประกอบ 14 และตารางท่ี 7 ซึ่งสเปคตรัมท่ีมีความยาวคล่ืน
เปล่ียนไปมากท่ีสดุ คือ ตวัท าละลาย dichloromethane การเกิด bathochromic shift นีส้อดคลอ้ง
กับในรายงานท่ีเคยมีผูศ้ึกษาก่อนหนา้นี ้(39) ซึ่งเป็นผลมาจาก polarizability ของสารละลาย เม่ือ
ตวัท าละลายมีคา่ polarizability มากขึน้ท าใหเ้กิด bathochromic shift ไปในทิศทางท่ีท าใหค้วาม
ยาวคล่ืนเพิ่มมากขึน้ 
 

ตาราง 7 ความยาวคล่ืนท่ีมีการดดูกลืนแสงมากท่ีสดุของสารมาตรฐานไลโคปีนในตวัท าละลาย
ตา่ง ๆ  

ตัวท าละลาย 
ความยาวคล่ืนทีม่ีการดูดกลืนแสงมากทีสุ่ด (λ) 

λ1 λ2 λ3 
Hexane 445.4 471.8 502.6 
n-Propanol 447.8 473.0 503.8 
Dichloromethane 454.4 481.0 513.4 
Acetonitrile: 
Dichloromethane  
(75:25 v/v) 

449.6 475.0 506.2 
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2.2 การพัฒนาวิธีวิเคราะห ์
2.2.1 การศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมของเฟสเคล่ือนทีใ่นการแยกสาร 

ในการวิเคราะหป์ริมาณไลโคปีนดว้ยเครื่อง HPLC จ าเป็นตอ้งเลือกเฟสเคล่ือนท่ี
ใหเ้หมาะสม เน่ืองจากเฟสเคล่ือนท่ีเป็นปัจจยัหนึ่งท่ีสามารถพาสารท่ีตอ้งการออกจากคอลมันเ์พ่ือ
ท าใหเ้กิดการแยกได ้ส าหรบัไลปีนเป็นสารท่ีมีขัว้นอ้ย ดงันัน้ชนิดของเฟสเคล่ือนท่ีท่ีน ามาศึกษา 
คือ เฟสเคล่ือนท่ีท่ีเป็นตวัท าละลายอินทรีย ์ไดแ้ก่ methanol, acetonitrile และ dichloromethane 
ท่ีอตัราสว่นตา่ง ๆ ซึ่งสารแตล่ะชนิดมีความมีขัว้ (Polarity index) ของตวัท าละลายอินทรียท่ี์ใช ้คือ 
acetonitrile (5.8), methanol (5.1) และ dichloromethane (3.8) ซึ่งในการทดลองนี ้เฟสเคล่ือนท่ี
ชนิด (C) และ (D) ไดใ้ชเ้ฟสเคล่ือนท่ีเชน่เดียวกนักบังานของ Xu และคณะ (40) 

เฟสเคล่ือนท่ี (A) สามารถชะสารมาตรฐานไลโคปีนออกมาท่ีเวลา 20.9 นาที 
(ภาพประกอบ 15A) เม่ือเพิ่มปริมาณ acetonitrile จาก 10% เป็น 60% ในเฟสเคล่ือนท่ี (B) ท า
ใหไ้ลโคปีนสามารถถูกชะออกมาไดเ้ร็วขึน้ท่ีเวลา 16.3 นาที (ภาพประกอบ 15B) เม่ือเพิ่มตวัท า
ละลายท่ีมีขั้วต  ่า คือ dichloromethane ลงไปในเฟสเคล่ือนท่ี (C) พบว่า สามารถชะไลโคปีน
ออกมาไดเ้ร็วขึน้ท่ีเวลา 10.5 นาที (ภาพประกอบ 15C) และเม่ือเพิ่มปริมาณ dichloromethane 
จาก 7% เป็น 25% ในเฟสเคล่ือนท่ี (D) ท าใหส้ามารถชะไลโคปีนออกมาไดเ้ร็วท่ีสุดท่ีเวลา 4.1 
นาที (ภาพประกอบ 15D)  
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(A) aetonitrile: methanol  
(10:90, v/v) 

(B) acetonitrile: methanol  
(60:40, v/v) 

 

 

(C) acetonitrile: methanol : 
dichloromethane (71:22:7 v/v) (40) 

(D) acetonitrile: dichloromethane  
(75:25, v/v) (40) 

ภาพประกอบ 15 โครมาโตแกรมของสารละลายมาตรฐานไลโคปีนใน dichloromethane  
ในระบบท่ีเฟสเคล่ือนท่ีตา่งกนัโดยเฟสเคล่ือนท่ี 
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แนวทางในการเลือกความเหมาะสมของเฟสเคล่ือนท่ีส าหรับการแยกสาร 
พารามิเตอรท่ี์ใช้ในการพิจารณาตามเกณฑก์ารยอมรับของ Center for Drug Evaluation and 
Research (CDER) (41) ไดแ้ก่การพิจารณาค่า Retention time, Tailing factor ≤ 2, Theoretical 
plate (N) >2000, Column capacity > 2 และเวลาในการวิเคราะหท่ี์นอ้ย  

จากคา่ท่ีสรุปไวใ้นตารางท่ี 8 แสดงใหเ้ห็นวา่เม่ือใชเ้ฟสเคล่ือนท่ี (A) และ (B) ท่ีมี
เฉพาะ acetonitrile และ methanol สามารถชะไลโคปีนออกมาท่ีเวลา 20.9 และ 16.3 นาที 
ตามล าดบั แต่เม่ือมีการเพิ่ม dichloromethane ตามงานของ Xu และคณะ (40) ส่งผลใหไ้ลโคปีน
ถกูชะออกมาไดเ้รว็กว่า ส าหรบัเวลาท่ีไลโคปีนถกูชะออกมา สอดคลอ้งกบังานก่อนหนา้ท่ีสามารถ
ชะออกมาไดใ้นเวลา 3.9 นาที ซึ่งแตกต่างกันเพียงเล็กนอ้ยกับในการศึกษาครัง้นีท่ี้สามารถชะ
ออกมาไดใ้นเวลา 4.1 นาที ส าหรบัพารามิเตอรอ่ื์น เชน่ Column capacity และ Theoretical plate 
ใหค้า่ลดลงเม่ือเพิ่มปรมิาณ dichloromethane ซึ่งแปรผกผนักบัเวลาท่ีใชใ้นการชะไลโคปีน 

 

ตาราง 8 คา่พารามิเตอรต์า่ง ๆ ในการวิเคราะหไ์ลโคปีนโดยใชร้ะบบท่ีใชเ้ฟสเคล่ือนท่ีตา่งกนั 

Mobile phase 
Parameter 

RT (นาที) k' N Tailing Factor 
A 20.96 15.259 4890 1.192 

B 16.362 11.871 3983 1.173 

C 10.545 7.399 3691 1.007 

D 4.166 2.316 3100 1.114 

* RT = retention time, k’= Column capacity, และ N = Theoretical plate 
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ดงันัน้เฟสเคล่ือนท่ี D [acetonitrile : dichloromethane, 75:25 (v/v) ] ท่ีสามารถ
ชะไลโคปีนออกมาไดโ้ดยใชเ้วลานอ้ยกว่าการใชเ้ฟสเคล่ือนท่ีชนิดอ่ืน ๆ จึงเป็นตวัเลือกเลือกท่ี
เหมาะสมจะน าไปใช้ในในการฉีดวิเคราะห์ไลโคปีนต่อไป และเม่ือท าการฉีดสารละลาย
มาตรฐานไลโคปีน (30  ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร) ซ  า้ 6 ครัง้ ผลดงัตารางท่ี 9 พบว่าพารามิเตอร์
ต่างๆ อยู่ในขอ้ก าหนดท่ียอมรบัไดข้อง CDER จึงเลือกใชเ้ฟสเคล่ือนท่ีนีใ้นการตรวจสอบความ
ถกูตอ้งของวิธีวิเคราะหต์อ่ไป 

 

ตาราง 9 คา่พารามิเตอรต์า่ง ๆ ในการวิเคราะหส์ารละลายมาตรฐานไลโคปีนใน 
dichloromethane ใชเ้ฟสเคล่ือนท่ีเป็น acetonitrile: dichloromethane (75:25, v/v) ท าการ
วิเคราะหซ์  า้ 6 ครัง้ 

หัวข้อทดสอบ 
เกณฑก์ารยอมรับ 

(CDER 1994) 
สารมาตรฐานไลโคปีน 

Tailing Factor (R) ≤  2 1.18 ± 0.01 
Number of theoretical plates (N) > 2000 2,208 ± 30.80 
Capacity factor (k’) > 2 2.18 ± 0.01 
Retention time - 4.83 0.01 

 



 49 
 

 

2.3 การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห ์
เม่ือกระบวนการพฒันาวิธีวิเคราะหแ์ลว้เสร็จ ก่อนน าวิธีวิเคราะหไ์ปใชส้  าหรบัการ

วิเคราะหต์วัอย่างจริง จ  าเป็นตอ้งผ่านการตรวจสอบความถูกตอ้ง แม่นย า เพ่ือใหเ้กิดความมั่นใจ
ว่าวิธีวิเคราะหท่ี์ไดพ้ฒันานัน้ใหผ้ลการวิเคราะหท่ี์ถกูตอ้ง เหมาะสม สามารถน าไปใชว้ิเคราะหไ์ด ้
ซึ่งกระบวนการยืนยนัความใชไ้ดข้องวิธีนัน้ใชต้าม Association of Official Analytical Chemists 
(AOAC2012) guideline (42) ซึ่งควรใหมี้การทดสอบในพารามิเตอรท่ี์ส าคญั ดงัตอ่ไปนี ้ 

2.3.1 ความจ าเพาะเจาะจง (Specificity)  
ความจ าเพาะเจาะจงของวิธีวิ เคราะห์แสดงได้จากโครมาโตแกรมใน

ภาพประกอบ 16 พบว่าค่า retention time ของสารมาตรฐานไลโคปีน มีค่าประมาณ 4.1 นาที 
โดยไม่ถกูรบกวนจากพีคใด ๆ ในตวัท าละลาย (Blank) เม่ือทดสอบกับตวัอย่างสารสกัดพบพีคท่ี
เวลาเดียวกนักบัสารมาตรฐานไลโคปีน และเม่ือผสมสารสกดัและสารมาตรฐานเขา้ดว้ยกนั พบพีค
ของไลโคปีนของสารสกดัและสารมาตรฐานท่ีเวลาเดียวกนัดงัภาพประกอบ 16D  

 

  
(A) Blank (dichloromethane) (B) สารมาตรฐานไลโคปีน 

  
(C) ตวัอยา่งสารสกดั (D) สารละลายผสมของสารสกดั 

และสารมาตรฐาน 

 ภาพประกอบ 16 โครมาโตแกรมของสารมาตรฐานไลโคปีนเปรียบเทียบกบั 
สารสกดัฟักขา้ว 
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2.3.2 ความเป็นเส้นตรงและช่วง (Linearity and range) 
ในการวิเคราะหค์รัง้นีใ้ชว้ิธีวิเคราะหแ์บบ external standard โดยความเป็น

เสน้ตรงจะแสดงดว้ยกราฟความสมัพนัธเ์ชิงเสน้ระหว่าง Peak area กบัความเขม้ขน้ของไลโคปีน 
ความถูกตอ้งของวิธีวิเคราะหข์ึน้อยู่กับความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน ซึ่งแสดงโดยค่า
ถดถอยเชิงเส้น (R2) และความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงตามสมการ Y = mX +c ท่ีหาไดจ้ากกราฟ
มาตรฐาน  

 

 

ภาพประกอบ 17 กราฟมาตรฐานของสารละลายไลโคปีนในไดคลอโรมีเทนท่ี 
ชว่งความเขม้ขน้ 11.54 – 69.22 µg/mL  (n=3) 

ผลการศกึษาความเป็นเสน้ตรงของกราฟมาตรฐานท่ีช่วงความเขม้ขน้ 11.54 
– 69.2 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร  พบว่ามีสมการเชิงเสน้ คือ y = 611.0064x + 1,523.4690 และมี
ค่าถดถอยเชิงเสน้ (R2) เท่ากับ  0.9986 คิดเป็น R = 0.9993 ซึ่งผ่านตามเกณฑ ์AOAC2012 ท่ี
ก าหนดวา่คา่ R ตอ้งมีคา่มากกวา่ 0.990 ดงัแสดงไดใ้นภาพประกอบ 17 และจากตารางท่ี 10 

ตาราง 10 ผลการศกึษากราฟมาตรฐานไลโคปีนเป็นเวลา 3 วนั (n = 3) 

Day Range (µg/mL) Linearity R2 

1 11.54 – 69.22 y = 611.0064x + 1523.4690 0.9986 
2 13.17– 79.00 y = 1012.3150x - 3502.6473 0.9930 
3 11.86 – 71.14 y = 1725.1663x - 12344.1105 0.9956 

y = 611.0064x + 1523.4690

R² = 0.9986
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2.3.3 ความถูกต้องและความแม่นย า (Accuracy and Precision) 
สามารถหาค่ารอ้ยละการคืนกลับ (%recovery) ของไลโคปีน จากสมการ

เส้นตรง y = 611.0064x + 1,523.4690 ท่ีความเข้มข้น 17.5, 28.5 และ 45.6 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร โดยมีคา่ %recovery ของแตล่ะความเขม้ขน้ในชว่ง 85.30 – 107.14 %, 96.55 – 112.52 
% และ 93.73 – 112.12 % ตามล าดบั ดงัแสดงผลในตารางท่ี 11 ซึ่งผลท่ีไดผ้่านตามเกณฑก์าร
ยอมรบัของ AOAC 2012 โดยเกณฑก์ าหนดวา่คา่ %Recovery ตอ้งอยูใ่นชว่ง 85 – 115%  

ตาราง 11 คา่ความถกูตอ้งและแมน่ย าของการวิเคราะหส์ารมาตรฐานไลโคปีน เวลา 3 วนั 

Day Conc. (µg/mL) %Recovery %RSD 
1 17.31 85.30 ± 1.79 2.10 

28.84 101.55 ± 2.73 2.69 
46.15 111.51 ± 2.20 1.97 

2 19.75 91.75 ± 0.81 0.88 
32.92 96.55 ± 0.60 0.62 
52.67 93.73 ± 1.41 1.50 

3 17.78 107.14 ± 1.26 1.18 
29.64 112.52 ± 0.38 0.33 
47.42 112.12 ± 0.08 0.07 

*แตล่ะความเขม้ขน้ทดลองจ านวนครัง้ n = 3 

ความแม่นย าของการวิเคราะห์สารมาตรฐานไลโคปีนพิจารณาจากค่า
สัมประสิท ธ์ิความแปรปรวน (relative standard deviation, RSD) พบว่า  %RSD ของสาร
มาตรฐานไลโคปีนส าหรับการวิเคราะหใ์นวันเดียวกัน (Intraday precision) เป็นจ านวน  3 ซ า้ 
และผลการวิเคราะหร์ะหว่างวนั (Between day precision) มีค่า %RSD ของแต่ละความเขม้ขน้
ในชว่ง 0.88 – 2.10 %, 0.33 – 2.69 และ 0.07 – 1.97 % ตามล าดบั ซึ่งผา่นตามเกณฑก์ารยอมรบั
ของ AOAC2012 (ก าหนด %RSD ต้องไม่เกิน 6 และ 11% ส าหรับ Intraday precision และ 
Intermediate precision ตามล าดบั) ดงัแสดงในตารางท่ี 11 
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2.3.3 ความถูกต้องและความแม่นย า (Accuracy and Precision) 
การหาค่า LOD และ LOQ ของไลโคปีนได้จากการค านวณจากสมการ

เสน้ตรง โดยใชค้่าเฉล่ียความชนัของกราฟมาตรฐาน (slope of calibration curve) (S) และส่วน
เบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD)  

ค่า S และ SD ของสารมาตรฐานไลโคปีน เท่ากับ 1,110.13 และ 5,560.75 
ตามล าดบั ท าใหไ้ดค้า่ LOD และ LOQ เทา่กบั 14.06 และ 42.61  และ µg/mL ตามล าดบั 

 
สภาวะใชใ้นการวิเคราะหนี์มี้ความจ าเพาะเจาะจง มีความเป็นเสน้ตรงและ

ใชช้ว่งความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม และมีความถกูตอ้งและแมน่ย าตอ่การวิเคราะหไ์ลโคปีน 
 

2.4 ปริมาณไลโคปีนในสารสกัด  
สารสกดัจากผลฟักขา้ว 3 ส่วน คือ เปลือก เนือ้ และรกหุม้ เม่ือวิเคราะหป์ริมาณ

โดยใช ้HPLC ผลดงัภาพประกอบ 18 พบวา่สารสกดัจากทัง้สามสว่นของผลฟักขา้วมีไลโคปีนเป็น
ส่วนประกอบในสารสกดั สงัเกตไดจ้ากมีพีคปรากฏท่ีเวลาใกลเ้คียง 4.1 นาทีของพีคของไลโคปีน
ในภาพประกอบ 18(A) อยา่งไรก็ตามจะสงัเกตเห็นพีคท่ีมีความสงูใกลเ้คียงกบัไลโคปีนท่ีเวลา 6.5 
นาที ในภาพประกอบ18(C-E) คาดว่าน่าจะเป็นเบตาแคโรทีน ซึ่งมีการแสดงรายงานของ Xu และ
คณะ (40) เม่ือท าการฉีดสารมาตรฐานเบตาแคโรทีนวิเคราะหด์ว้ย HPLC โดยใชส้ภาวะเดียวกันกบั
การวิเคราะหส์ารสกัด พบว่าในสภาวะการวิเคราะหนี์ไ้ลโคปีนยงัปรากฏพีคท่ีเวลาเดิม และเบตา
แคโรทีนปรากฏพีคท่ีเวลา 6.5 นาที ซึ่งสารสกดัทัง้สามสว่นมีพีคท่ีเวลานีป้รากฏเช่นกนั ดงันัน้สาร
สกดัเหลา่นีน้อกจากจะมีสารไลโคปีนแลว้ยงัพบเบตาแคโรทีนเป็นสว่นประกอบดว้ย อยา่งไรก็ตาม
สงัเกตพีคท่ีเวลา 6.5 นาทีของสารสกดัไม่มีความสมมาตร อาจเกิดจากสภาวะท่ีใชนี้ไ้ม่เหมาะกับ
การวิเคราะหเ์บตาแคโรทีน หรืออาจมีสารอ่ืนท่ีรวมอยูก่บัแบตาแคโรทีนซึ่งตอ้งใชส้ภาวะอ่ืนในการ
แยกพีค สารนีอ้าจเป็นแคโรทีนอ่ืนๆ ท่ีมีโครงสรา้งใกลเ้คียงกบัเบตาแคโรทีนมาก 
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(A) สารมาตรฐานไลโคปีน 
 

 (B) สารสกดัจากเปลือก 
 

(C) สารสกดัจากเนือ้ 
 

(D) สารสกดัจากรก 

ภาพประกอบ 18  โครมาโตแกรมของสารมาตรฐานไลโคปีนเปรียบเทียบกบัสารสกดัจาก
สว่นตา่ง ๆ ของผลฟักขา้ว 
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เม่ือท าการวิเคราะหป์ริมาณของสารไลโคปีนในสารสกัดจากส่วนต่าง ๆ ของผล
ฟักขา้ว ดงัแสดงในภาพประกอบ 19 พบวา่มีปรมิาณสารไลโคปีนเฉล่ีย 0.74 ± 0.07 , 1.15 ± 0.06 
และ 9.45 ± 0.27 มิลลิกรมัตอ่กรมัของผงแหง้จากเปลือก เนือ้และรกหุม้เมล็ด ตามล าดบั ซึ่งสาร
สกดัท่ีไดจ้ากรกหุม้เมล็ดมีปรมิาณไลโคปีนท่ีมากกวา่ในเปลือกและเนือ้อย่างมีนยัส าคญั (p<0.05)   
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ภาพประกอบ 19  ปรมิาณไลโคปีนในสารสกดัจากสว่นตา่ง ๆ ของผลฟักขา้ว 
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ในการศึกษาปริมาณไลโคปีนในผลฟักขา้วในงานวิจัยนี ้ มีความสอดคล้องกับ
รายงานท่ีไดเ้คยมีการศึกษาก่อนหน้าโดย Kubola & Siriamornpun ท่ีตรวจพบไลโคปีน 7.02 
มิลลิกรมัต่อกรมัรกหุม้เมล็ดแหง้ ดงัตารางท่ี 12 แต่ปริมาณไลโคปีนท่ีพบมากกว่าของอีกหลาย
งาน เป็นผลมาจากปัจจยัหลายอยา่ง เชน่ วีธีการสกดั วิธีการวิเคราะห ์ชนิดของคอลมันท่ี์ใชใ้นการ
วิเคราะห ์HPLC รวมถึงลกัษณะของตวัอย่างท่ีใชใ้นการวิเคราะหซ์ึ่งบางงานวิจยัใชต้วัอย่างท่ีแช่
แข็ง หรือใชต้วัอย่าสด ไม่ไดผ้่านกระบวนการท าแหง้หรือไล่น า้ เป็นตน้  งานวิจยันีใ้ชว้ิธีสกดัคลา้ย
กับวิธีของ Kubola & Siriamornpun ทัง้ชนิดและสัดส่วนของตวัท าละลาย แต่ในงานวิจัยครัง้นี ้
ตรวจพบวา่มีปรมิาณไลโคปีนสงูกวา่เน่ืองจากตวัอย่างท่ีใชใ้นการสกดัท่ีเป็นผงและผา่นการท าแหง้
มาแลว้ แตต่ามวิธีของ Kubola & Siriamornpun นัน้ใชต้วัอยา่งสด 

 

ตาราง 12 เปรียบเทียบปรมิาณไลโคปีนจากสารสกดัรกของฟักขา้วในงานวิจยัท่ีเคยมีผูศ้กึษาก่อน
หนา้  

Reference ปริมาณไลโคปีน  

Vuong et al. (8) 0.408 µg/gน า้หนกัสด 

Aoki et al. (10) 0.380 µg/gน า้หนกัสด 

Ishida et al. (6) 

 
1.903 (trans) µg/gน า้หนกัสด 
0.128 (cis) µg/gน า้หนกัสด 

Kubola & Siriamornpun (7) 7.02 mg/gน า้หนกัแหง้ 
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3. ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ 
3.1 การวิเคราะหฤ์ทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH 

เม่ือท าการวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนต่าง ๆ ในช่วงความยาวคล่ืน 
800 ถึง 300  โดยใชเ้อทานอลเป็น blank พบวา่อนมุลูอิสระ DPPH ท่ีละลายในเอทานอลมีค่าการ
ดดูกลืนแสงมากท่ีสุดท่ีความยาวคล่ืน 515 นาโนเมตร หลงัจากนัน้ท าการวดัค่าการดดูกลืนแสง
ของสารสกดัท่ีละลายใน dichloromethane พบว่ามีคา่การดดูกลืนแสงมากท่ีสดุท่ีความยาวคล่ืน 
453 และ 473 นาโนเมตร  ดงัแสดงในภาพประกอบ 20  ซึ่งท่ีความยาวคล่ืน 515 นาโนเมตร ความ
ยาวคล่ืนดงักลา่ว คา่การดดูกลืนแสงจะไปรบกวนการวดัคา่การดกูลืนแสงเม่ือเกิดปฏิกิริยากนัของ
สารตา้นอนมุลูอิสระในสารสกัดและอนมุูลิสระ DPPH ดงันัน้จึงจ  าเป็นตอ้งเปล่ียนความยาวคล่ืน
ในการวดัจาก 515 นาโนเมตร เป็น 540 นาโนเมตร เชน่เดียวกนักบังานวิจยัของ Liu และคณะในปี 
2008 (43) 

 

 

ภาพประกอบ 20 สเปคตรมัของอนมุลูอิสระ DPPH ในเอทานอล 
และสารละลายสารสกดัฟักขา้ว  

(เสน้สีด า:สเปคตรมของอนมุลูอิสระ DPPH ในเอทานอล  

และเสน้สีแดง: สเปคตรมัของสารละลายสารสกดัฟักขา้วใน dichloromethane) 
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ภาพประกอบ 21 ความสมัพนัธร์ะหวา่งความเขม้ขน้ของสารสกดักบัความสามารถใน
การตา้นอนมุลูอิสระ DPPH (DPPH˙ scavenging activity) (n=3) 

หลังจากท าการวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร ของ
ปฏิกิรยิาระหวา่งสารอนมุลูอิสระ DPPH กบัสารสกดัจากผลฟักขา้วแลว้น าไปค านวนหาคา่รอ้ยละ
การตา้นอนุมูลอิสระ DPPH (DPPH˙ scavenging activity) ไดผ้ลดงัภาพประกอบ 21  ซึ่งแสดง
ให้เห็นว่าไม่มีความสัมพันธ์เชิงเส้นกันระหว่างความเข้มข้นของสารสกัดกับ  %scavenging 
activity ซึ่งความเขม้ขน้ท่ีใช ้7.89 มิลลิกรมัตอ่มิลลิลิตร มีคา่ %scavenging activity  เทา่กบั 9.08 
%  

จากการศึกษาพบว่าฤทธ์ิการตา้นอนุมลูอิสระดว้ยวิธี DPPH ใหผ้ลเช่นเดียวกนั
กับในงานวิจัยของ Liu และคณะในปี 2008 (43) เม่ือทดสอบหาความสามารถในการตา้นอนุมูล
อิสระ DPPH (DPPH˙ scavenging activity) ของไลโคปีนพบว่าไม่มีความสัมพันธ์ระหว่างเชิง
ปริมาณกับความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH (DPPH˙ scavenging activity) และ
สอดคลอ้งกับการศึกษาของ Tsuchiya และคณะในปี 1992 (44)  พบว่าแคโรทีนอยดไ์ม่มีส่วนใด
ภายในโครงสรา้งท่ีแสดงใหเ้ห็นว่ามีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระโดยการให้โปรตอน  
(H-donating) ซึ่งแตกตา่งกบัในวิตามิน C และวิตามิน E ซึ่งสามารถแตกตวั ใหโ้ปรตอนกบัอนมุลู
อิสระไดด้งัแสดงในภาพประกอบ 22 
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(A) วิตามินซี 

 
(B) วิตามินอี 

ภาพประกอบ 22 กระบวนการตา้นอนมุลูอิสระของวิตามินซีและวิตามินอี 
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3.2 การวิเคราะหฤ์ทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี FRAP 
สารสกดัจากผลฟักขา้วตรวจสอบเทียบกบัสารมาตรฐานพบว่ามีสารสารในกลุม่

แคโรทีนอยด ์ซึ่งสารในกลุ่มนีโ้ดยเฉพาะไลโคปีนใหผ้ลท่ีมีประสิทธิภาพกับการทดสอบกับโดย 
FRAP ทั้งนีเ้น่ืองมาจากอิทธิพลของจ านวนของพันธะคู่สลับพันธะเด่ียว (conjugated double 
bond) ส าหรบัไลโคปีนจ านวนถึง 11 พนัธะ ซึ่งการซอ้นทบัของออรบ์ทิลั (orbital overlapping) ใน
โครงสรา้งท่ีเป็นโครโมฟอร ์ (chromophore) นั้นเพียงพอท่ีจะสรา้งอนุมูลอิสระแคโรทีนอยดท่ี์
เสถียร (stable carotenoid radical) (45) หลงัท าปฏิริยากับอนมุูลอิสระ และสามารถตรวจสอบได้
โดยปฏิกิริยา FRAP นอกจากไลโคปีนแลว้ในสารสกัดยงัพบเบตาแคโรทีนซึ่งเบตาแคโรทีนเองมี
โครงสรา้งท่ีมีพนัธะคู่สลบัพนัธะเด่ียว (conjugated double bond) 11 พนัธะเช่นกัน  นอกจากนี้
ในโครงสรา้งของเบตาแคโรทีนนัน้มีวงเบตาไอโอโนน (β-ionone ring) ทัง้สองฝ่ังของโครงสรา้ง ซึ่ง
วงเบตาไอโอโนน (b-ionone ring) จะไปขดัขวงการท าปฏิกิรยิากบั ferric di-TPTZ (46) 

เม่ือท าการทดสอบฤทธ์ิการตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวิธี FRAP ซึ่งอาศยัการถ่ายเท
อิเล็กตรอนจากสารตา้นอนุมุลอิสระใหก้ับสารประกอบเชิงซอ้น [Fe(III)(TPTZ)2]3+ ท าใหเ้กิดการ
เปล่ียนรูปเป็น [Fe(II)(TPTZ)2]2+ ท่ีมีความสามารถในการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 593 นาโน
เมตร ปริมาณของ [Fe(II)(TPTZ)2]2+ ท่ีเกิดขึน้สามารถประมาณความสามารถในการเป็นสารตา้น
อนมุลูอิสระไดใ้นรูป  FRAP value เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานของเฟอรร์สัซลัเฟต (FeSO4)  
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จากการทดสอบกับสารสกัดจากส่วนต่าง ๆ ของผลฟักขา้วดงัตารางท่ี 13 สาร
สกัดจากรกของฟักขา้วให้ค่า FRAP มากท่ีสุดเท่ากับ 3,997.55 µmol FeSO4/gน า้หนักแหง้ ซึ่ง
มากกว่าท่ีสารสกดัท่ีไดจ้ากเปลือกและเนือ้ผลท่ีใหค้า่ FRAP 359.96 และ 471.31 µmol/gน า้หนกั
แหง้ ตามล าดบั ซึ่งคา่ FRAP ท่ีไดจ้ากสารสกดัรกของผลฟักขา้วท่ีแก่จดัใหค้า่มากท่ีสดุเชน่เดียวกนั
กบังานของ Kubola & Siriamornpun (7) แตค่า่ FRAP ของผูว้ิจยัก่อนหนา้ใหค้า่นอ้ยกว่า อาจเป็น
ผลจากการใช้ตัวอย่างท่ีไม่เหมือนกัน โดยในการศึกษาครัง้นีใ้ช้ตัวอย่างแห้ง ซึ่งถ้าใช้น า้หนัก
เทา่กนัจะท าใหไ้ดป้รมิาณสารสกดัท่ีมากกวา่ ท าใหเ้กิดความแตกตา่งของคา่ท่ีได ้

ตาราง 13  คา่ FRAP ท่ีไดจ้ากสารสกดัแตล่ะส่วนของผลฟักขา้ว (n=3) 

ส่วนทีใ่ช้สกัดของผลฟักข้าว ค่า FRAP (µmol FeSO4/gน า้หนักแห้ง) 
เปลือก 359.96 ± 1.49a 
เนือ้ผล 471.31 ± 8.94b 
รกหุม้เมล็ด 3,997.55 ± 16.80c 

ค่าท่ีแสดงเป็น mean ± SD (n=3) ตัวอักษรตัวยกใช้ส  าหรับเปรียบเทียบค่า FRAP ท่ี
แตกตา่งกนัของส่วนท่ีใชส้กดัของผลฟักขา้วโดย a, b และ c หมายถึงส่วนของเปลือก เนือ้ผล และ
รกหุม้เมล็ด ตามล าดบั ซึ่งแสดงถึงความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิตท่ีิ p < 0.05 
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4. การเตรียมนิโอโซมเปล่าและนิโอโซมทีกั่กเก็บสารสกัดนิโอโซม 
4.1 ผลของชนิดของสารลดแรงตงึผิว 

จากการศึกษาการเตรียมนิโอโซมดว้ยวิธี thin film hydration โดยการใชส้ารลด
แรงตึงผิวท่ีแตกต่างกัน (Tween20, 40 และ 60) ดว้ยใช้วิธีของ Palozza และคณะ (47) โดยใช้
อตัราส่วนระหว่างสารลดแรงตงึผิวกับคอเลสเตอรอลเท่ากับ 1:1 โดยโมล เม่ือตัง้ทิง้ไว ้12 ชั่วโมง 
พบว่านิโอโซมท่ีไดก้ระจายอยู่ในน า้ สารละลายท่ีไดมี้ลักษณะสีขาวขุ่นโปร่งแสง ดังแสดงใน
ภาพประกอบ 20 เม่ือน าไปท าการวัดขนาด การกระจายตวัของอนุภาค และค่า zeta potential 
ของแตล่ะต ารบัไดผ้ลตามตารางท่ี 13 สตูรต ารบัท่ีใชส้ารลดแรงตงึผิวเป็น Tween60 มีขนาดเล็ก
กว่าต ารับท่ีใช้ Tween40 และ Tween 20 โดยมีขนาด 164.87 ± 0.49, 284.43 ± 3.31 และ  
328.83 ± 7.76 µm ตามล าดบั รวมถึงมีคา่การกระจายตวัของอนภุาค  (PDI) ท่ีนอ้ยกวา่ต ารบัท่ีใช ้
Tween 20 และ Tween 40  

 จากการศึกษาพบว่าใหผ้ลไปในทิศทางเดียวกับผลการวิจยัของ Palozza และ
คณะ(47) ในการเตรียมนิโอโซมเบตาแคโรทีนดว้ยวิธี โดยใชส้ารลดแรงตึงผิว (Tween 20, 40, 60
และ Span 40, 60, 80) พบวา่การเตรียมนิโอโซมโดยใชส้ารลดแรงตงึผิวท่ีแตกตา่งชนิดกนัสามารถ
ท่ีจะกกัเก็บเบตาแคโรทีนได ้โดยการใช ้Tween60 ใหค้า่รอ้ยละการกกัเก็บเบตาแคโรทีนมากกว่า
อีกสองชนิด ดงันัน้ในการศกึษาการเตรียมนิโอโซมฟักขา้วซึ่งมีสารในกลุม่แคโรทีนอยดเ์ชน่เดียวกนั 
จงึไดใ้ชว้ิธีการเตรียม และชนิดของสารลดแรงตงึผิวเชน่เดียวกนัในการทดลองเตรียมนิโอโซม 

 

  

 

  
(A) F1 (B) F2 (C) F3 (D) F4 (E) F5 

ภาพประกอบ 23 ลกัษณะของนิโอโซมแตล่ะต ารบัท่ีละลายในน า้ 
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เม่ือพิจารณาสัดส่วนของสารลดแรงตึงผิวกับคอเลสเตอรอลท่ีมีอัตราส่วนเป็น 

1:1 (F3), 1:2 (F4) และ 2:1 (F5)โดยโมล หลงัจากท าการเตรียมต ารบันิโอโซม พบว่านิโอโซมท่ีได้
กระจายอยูใ่นน า้ ไดส้ารละลายท่ีมีลกัษณะสีขาวขุน่โปรง่แสงเชน่เดียวกนัทัง้สามต ารบั ดงัแสดงใน
ภาพประกอบ 13 หลงัจากน าไปวดัขนาด การกระจายตวัของอนภุาค และคา่ zeta potential ของ
แตล่ะต ารบัไดผ้ลตามตารางท่ี 13 

ตาราง 14 ขนาดอนภุาค คา่การกระจายตวัของอนภุาค (PDI) และคา่ Zeta potential ของแตล่ะ
ต ารบั (n = 3)   

ต ารับ ขนาดอนุภาค (µm) PDI Zeta potential pH 

F1 328.83 ± 7.76 0.36 ± 0.00 -35.70 ± 0.22 5.43 ± 0.02 

F2 284.43 ± 3.31 0.38 ± 0.01 -34.47 ± 0.54 4.88 ± 0.02 

F3 164.87 ± 0.49 0.29 ± 0.02 -30.00 ± 0.78 4.63 ± 0.04 

F4 170.33 ± 2.05 0.34 ± 0.03 -29.70 ± 0.16 5.03 ± 0.06 

F5 187.60 ± 2.41 0.35 ± 0.03 -31.87 ± 0.41 4.81 ± 0.03 

 

จากการเตรียมนิโอโซมทั้ง 5 ต ารับ และท าการวัดขนาด การกระจายตัวของ
อนุภาค และค่า zeta potential ท าใหพ้บว่าต ารบั F3 ท่ีใชส้ารลดแรงตึงผิวเป็น Tween60 โดยมี
อตัราส่วนระหว่างสารลดแรงตงึผิวกับคอเลสเตอรอลเท่ากับ 1:1 ใหข้นาดอนภุาคท่ีเล็กท่ีสุด และ
การกระจายตัว (ค่า PDI) ท่ีนอ้ย และค่า zeta potential ไม่อยู่ระหว่างช่วง -30 ถึง 30 ท าให้มี
โอกาสตกตะกอนนอ้ย   

ด้วยเหตุผลดังกล่าว ท าให้เลือกใช้ต  ารับ F3 โดยใช้สารลดแรงตึงผิวเป็น 
Tween60 กบัคอเลสเตอรอล อตัราสว่น 1:1 ในการผลิตนิโอโซมบรรจสุารสกดัตอ่ไป  
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4.2 ผลของปริมาณสารสกัดที่ใช้ในการบรรจุนิโอโซม 
  

  
(A) นิโอโซมบรรจสุารสกดัฟักขา้ว (B) ภาพจากกลอ้ง TEM (20,000 เทา่) 

ภาพประกอบ 24 ลกัษณะของนิโอโซมท่ีบรรจสุารสกดัฟักขา้ว 
และสณัฐานของนิโอโซมจากกลอ้ง TEM 

 

จากการเตรียมต ารบันิโอโซมดว้ยการใชต้  ารบัท่ีมีสารลดแรงตงึผิวเป็น Tween60 
โดยมีอตัราส่วนกบัคอเลสเตอรอลเป็น 1:1 เม่ือน ามาท าการบรรจสุารสกดัท่ีมีความเขม้ขน้เริ่มตน้
เท่ากับ 0.25, 0.5 หรือ 1.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  พบว่านิโอโซมท่ีได้กระจายตัวอยู่ในน า้ ได้
สารละลายท่ีมีสีสม้ ดงัภาพประกอบ 24A ม่ือน าไปสอ่งภายใตก้ลอ้งจลุทรรศนอิ์เล็กตรอนชนิดส่อง
ผ่าน (Transmission Electron Microscope, TEM) ท่ีก าลังขยาย 20,000 เท่า พบว่านิโอโซมท่ี
บรรจสุารสกดัฟักขา้วท่ีมีความเขม้ขน้ 0.5 มิลลิกรมัตอ่มิลลิลิตร มีรูปรา่งคอ่นขา้งกลม ดงัแสดงใน
ภาพประกอบ 24B  
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ตาราง 15 ขนาดอนภุาค คา่การกระจายตวัของขนาดอนภุาค (PDI) และคา่ Zeta potential ของ
แตล่ะความเขม้ขน้ของสารสกดั  

ความเข้มข้น 

สารสกัด (mg/mL) 

ขนาดอนุภาค 

(µm) 
PDI 

Zeta potential 

(mV) 

0.25 122.87 ± 0.69 0.199 ± 0.01 -17.03 ± 0.39 

0.50 132.73 ± 1.18 0.246 ± 0.01 -38.60 ± 1.39 

1.00 138.17 ± 1.45 0.214 ± 0.01 -18.50 ± 1.50 
 

หลังจากน าไปวัดขนาดอนุภาค การกระจายตัวของอนุภาค และค่า zeta 
potential แต่ละความเขม้ขน้ตามตารางท่ี 14 พบว่าขนาดอนุภาคมีขนาดเล็กลง (นิโอโซมเปล่า
ต ารบั 3 ขนาด 164.87 ± 0.49 ไมโครเมตร เม่ือบรรจุสารสกดัขนาด 132.73 ± 1.18 ไมโครเมตร) 
การกระจายตวัของอนภุาคใกลเ้คียงกนั  

ค่า zeta-potential ภายหลังจากบรรจุสารสกัดท่ีความเขม้ข้น 0.25 และ 1.00 
มิ ล ลิ ก รั ม ต่ อ มิ ล ลิ ล ต ร  มี ค่ า เ พิ่ ม ขึ ้ น จ า ก  -30.00 ± 0.78 มิ ล ลิ โ ว ล ต์  เ ป็ น  
-17.03 ± 0.39 และ -18.50 ± 1.50 มิลลิโวลต ์ตามล าดบั แตท่ี่ความเขม้ขน้สารสกดั 0.50 มิลลิกรมั
ตอ่มิลลิลิตร คา่ zeta-potential มีคา่ลดลงเป็น -38.60 ± 1.39 มิลลิโวลต ์ 

จากตาราง ท่ี  15 เห็นได้ว่ าการลดหรือ เพิ่ มของค่า  zeta-potential ไม่ มี
ความสมัพนัธเ์ชิงเสน้กบัความเขม้ขน้ แตจ่ากคา่ zeta-potential ท่ีไดพ้บว่าเม่ือบรรจสุารสกัด ท า
ใหค้า่ zeta-potential มีคา่ลดลง แตท่ี่ความเขม้ขน้ 0.5 มิลลิกรมัตอ่มิลลิลิตร มีคา่ zeta-potential 
อยู่นอกช่วง ±30 mV  ทั้งนีเ้พ่ือป้องกันการเกาะกลุ่มกันของอนุภาคจึงเหมาะสมท่ีจะใชค้วาม
เขม้ขน้ของสารสกดั 0.5 มิลลิกรมัตอ่มิลลิลิตร ในการบรรจใุนนิโอโซม  
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4.3 ผลการวิเคราะหห์าปริมาณไลโคปีนในนิโอโซมและร้อยละของการกักเก็บ 

จากการเตรียมนิโอโซมบรรจุสารสกัดฟักขา้ว เม่ือน าท าการป่ันเหว่ียงเพ่ือให้
ตกตะกอนแลว้น าส่วนตะกอนมาท าการวิเคราะหป์ริมาณไลโคปีนดว้ยเทคนิค HPLC พบว่านิโอ
โซมซึ่งบรรจุสารสกัดฟักขา้ว มีไลโคปีนเป็นส่วนประกอบในสารสกัด สงัเกตไดจ้ากปรากฏพีคท่ี
เวลาใกล้เคียง 4.1 นาที ดังแสดงในภาพประกอบ 25B ซึ่งพีคดังกล่าวตรงกับสารมาตรฐาน 
ไลโคปีน และไมพ่บพีคท่ีเวลาเดียวกนักบัสารมาตรฐานไลโคปีนในนิโอโซมเปลา่ 

 
 

 
 

(A) นิโอโซมเปลา่ 
 

(B) นิโอโซมบรรจสุารสกดัฟักขา้ว 

ภาพประกอบ 25 โครมาโตรแกรมนิโอโซมเปล่าและนิโอโซมบรรจสุารสกดัฟักขา้ว 
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จากตารางท่ี 16 แสดงค่ารอ้ยละการกักเก็บไลโคปีนในนิโอโซมบรรจุสารสกัด 
ฟักขา้ว เม่ือใชค้วามเขม้ขน้ของสารสกดั 0.5  มิลลิกรมัตอ่มิลลิลิตร มีคา่รอ้ยละการกกัเก็บไลโคปีน
มากท่ีสุดเท่ากับร้อยละ 64.59 เม่ือเปรียบเทียบกับความเข้มข้นของสารสกัด 0.25 และ 1.0 
มิลลิกรมัตอ่มิลลิลิตร (รอ้ยละการกกัเก็บ  56.17 และ 41.15 ตามล าดบั)  

เม่ือน าไปพิจารณาร่วมกับตารางท่ี 15 พบว่าการใชค้วามเขม้ขน้ของสารสกดัท่ี 
0.5 มิลลิกรมัตอ่มิลลิลิตร หลงัจากวดัคา่ zeta-potential แลว้ มีไม่อยู่ในช่วง ±30 มิลลิโวลต ์แตท่ี่ 
0.25 และ 1.00 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร อยู่ในช่วง ±30  มิลลิโวลต์ ซึ่งค่า zeta-potential เป็น
พารามิเตอรท่ี์อนมุานถึงประจุท่ีพืน้ผิวของอนภุาค โดยสามารถบอกถึงเสถียรภาพของอนภุาคได ้
ค่าท่ีเหมาะสมคือ มากกว่าหรือเท่ากับ ±30 มิลลิโวลต ์เพ่ือป้องกันการเกิดการเกาะกลุ่มกันของ
อนภุาค ซึ่งจากคา่ท่ีไดจ้ากตารางที  15 จะเห็นไดว้่าเม่ือใชค้วามเขม้ขน้ 0.25 และ 1.00 มิลลิกรมั
ตอ่มิลลิลิตร อาจท าใหเ้กิดการเกาะกลุม่กนัของอนภุาค และไมส่ามารถกกัเก็บสารสกดัไดดี้เท่ากบั
ท่ีความเขม้ขน้ 0.5 มิลลิกรมัตอ่มิลลิลิตร 

 

ตาราง 16 รอ้ยละการกกัเก็บไลโคปีนในนิโอโซมสารสกดัจากผลฟักขา้วท่ีความเขม้ขน้ตา่งกนั  

ความเข้มข้นสารสกัด 

(mg/mL) 
Loading capacity (%) ร้อยละการกักเก็บ (%) 

0.25 1.47 56.17 ± 2.31  

0.50 3.81 64.59 ± 0.58 

1.00 4.93 41.15 ± 0.59 
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5. การศึกษาความคงสภาพแบบเร่ง 
การศกึษาความคงสภาพแบบเรง่ในท่ีนีเ้ป็นการศกึษาโดยการเพิ่มอณุหภูมิท่ี 45 ◦C จาก

การเก็บท่ีอณุหภูมิปกติ คือ อณุหภูมิหอ้ง และในตูเ้ย็น (4 – 8 ◦C) จากการทดสอบความคงสภาพ
ทางกายภาพ โดยสงัเกตสี พบมีการเปล่ียนแปลงทางกายภาพท่ีสภาวะเรง่ คือ สีของสารสกดัและ
นิโอโซมมีการจางลง โดยสารสกัดและนิโอโซม เริ่มจางลงหลังจากชั่วโมง 12 และ 24 ชั่วโมง 
ตามล าดบั  
 

  
(A) เวลา 24 ชั่วโมง (B) เวลา 28 วนั (4 สปัดาห)์ 

ภาพประกอบ 26 ปรมิาณไลโคปีนท่ีคงอยูใ่นสารสกดั (%remaining) เทียบกบัเวลา 

 

ภาพประกอบ 26(A) แสดงใหเ้ห็นว่าภายใน 24 ชั่วโมง สารสกัดท่ีเก็บไวใ้นตูเ้ย็น  
(4 – 8 ◦C) มีปริมาณไลโคปีนเหลืออยู่ 74.84 ± 1.39 % ซึ่งมากกว่าการเก็บท่ีอณุหภูมิหอ้งและท่ี 
45 องศาเซลเซียส โดยท่ี ณ อณุหภมูิ 45 องศาเซลเซียส มีการสลายตวัมากท่ีสดุ 

ภาพประกอบ 26(B)  แสดงให้เห็นว่าท่ีเวลา 28 วัน สารสกัดท่ีเก็บไว้ในตู้เย็นมี
ปริมาณไลโคปีนเหลืออยู่  22.72 ± 4.05 % ซึ่งมากกว่าการเก็บท่ีอุณหภูมิห้องและท่ี 45  
องศาเซลเซียส โดยท่ี ณ อณุหภมูิ 45 องศาเซลเซียส มีการสลายตวัมากท่ีสดุ 
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(A) เวลา 24 ชั่วโมง (B) เวลา 28 วนั (4 สปัดาห)์ 

ภาพประกอบ 27 ปรมิาณไลโคปีนท่ีคงอยูใ่นนิโอโซมเทียบกบัเวลา 

ภาพประกอบ 27(A) แสดงใหเ้ห็นว่าภายใน 24 ชั่วโมง นิโอโซมบรรจุสารสกัดท่ีเก็บ
ไว้ในตู้เย็น (4 – 8 ◦C) มีปริมาณไลโคปีนเหลืออยู่  88.38 ± 0.39 % ซึ่งมากกว่าการเก็บท่ี
อุณหภูมิหอ้งและท่ี 45 องศาเซลเซียส โดยท่ี ณ อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส มีการสลายตวัมาก
ท่ีสดุ 

ภาพประกอบ 27(B)  แสดงใหเ้ห็นว่าท่ีเวลา 28 วนั นิโอโซมบรรจสุารสกดัท่ีเก็บไวใ้น
ตูเ้ย็นมีปริมาณไลโคปีนเหลืออยู่ 52.05 ± 0.89 % ซึ่งมากกว่าการเก็บท่ีอุณหภูมิหอ้งและท่ี 45 
องศาเซลเซียส โดยท่ี ณ อณุหภมูิ 45 องศาเซลเซียส มีการสลายตวัมากท่ีสดุ 

การเก็บสารสกัดและนิโอโซมกักเก็บสารสกัด ควรเก็บไว้ในตู้เย็น (4 – 8 °C) 
เน่ืองจากอณุหภูมิท่ีสงูขึน้จะเรง่การสลายตวัของไลโคปีนได ้พบว่าการกกัเก็บสารสกดัไวภ้ายในนิ
โอโซมท าให้มีปริมาณไลโคปีนท่ีเหลืออยู่มากกว่าสารสกัดท่ีไม่ได้กักเก็บอย่างมีนัยส าคัญ 
(p<0.05) โดยหลงัจาก 28 วนั ไลโคปีนท่ีเหลืออยู่ในนิโอโซมกกัเก็บสารสกดัเท่ากบั 52.05 ± 0.88 
% ในขณะท่ีในสารสกัดท่ีไม่ได้กักเก็บมีปริมาณไลโคปีนเหลืออยู่เท่ากับ 22.72  ± 4.05 %  
ดงัแสดงในตารางท่ี 17 ดงันัน้นิโอโซมจงึมีความสามารถในการปกปอ้งไลโคปีน 

 



 
 

 

 

สรุป อภปิรายผล และข้อเสนอแนะ 
 
สรุปผลการวิจัย 

จากการศึกษาในครัง้นี ้การพฒันาวิธีวิเคราะหแ์ละการตรวจสอบความถูกตอ้งของวิธี
วิเคราะห ์ส าหรบัตรวจสอบปริมาณของไลโคปีนในสารสกดัฟักขา้วดว้ยเทคนิค HPLC โดยใชเ้ฟส
เค ล่ือน ท่ีแตกต่า งกัน  4  ระบบ พบว่ า  เฟส เค ล่ือน ท่ี ท่ีป ระกอบด้วย  acetonitrile กับ 
dichloromethane ในอตัราสว่นรอ้ยละ 75:25 โดยปรมิาตร สามารถชะไลโคปีนออกมาไดเ้ร็วท่ีสุด
ท่ีเวลา 4.1 นาที เม่ือท าการตรวจสอบความถกูตอ้งของวิธีวิเคราะห ์พบว่าผลการตรวจสอบความ
เป็นเสน้ตรงและช่วงการทดสอบ โดยศึกษาไลโคปีนท่ี 5 ระดบัความเขม้ขน้ ใชช้่วงความเขม้ขน้
เท่ากับ 11.54 – 69.20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  พบว่ามีสมการเชิงเส้น คือ y = 611.0064x + 
1,523.4690 และมีคา่ถดถอยเชิงเสน้ (R2) เท่ากบั  0.9986  คิดเป็น R = 0.9993 ไดค้วามสมัพนัธ์
เชิงเสน้ตรงตลอดชว่ง มีคา่ถดถอยเชิงเสน้ (R2) มากกวา่ 0.99 ทกุเสน้ 

การทดสอบความแม่นย าของวิธีทดสอบ (precision) ท าการทดสอบท่ี 3 ระดบัความ
เข้มข้นใช้ความเข้มข้น 17.5, 28.5 และ 45.6 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เม่ือทดสอบเปล่ียนวัน
วิเคราะห ์ท าการวิเคราะหซ์  า้ 3 ซ  า้ ทัง้ภายในวนัเดียวกันและระหว่างวนั ใหผ้ลการทดสอบท่ีอยู่
ในชว่งท่ียอมรบัได ้(% RSD≤ 2.0) แสดงใหเ้ห็นวา่วิธีวิเคราะหท่ี์พฒันามีความสามารถท าซ า้ได ้

การทดสอบความถกูตอ้ง (accuracy) มีการทดสอบหารอ้ยละการคืนกลบั (%recovery) 
ของไลโคปีนในท าการทดสอบใช้ความเข้มข้น 3 ระดับเช่นเดียวกับการทดสอบความแม่นย า 
(precision) พบ % recovery ของทุกความเขม้ขน้ อยู่ในช่วง 85.30 – 112.12 % และมี % RSD 
ของทกุการทดสอบมีคา่ไมม่ากกวา่ 2.0 ซึ่งผา่นชว่งท่ียอมรบัไดท่ี้ 85.0 – 115.0 %  

เม่ือน าวิธีการท่ีไดพ้ฒันาขึน้มาใชใ้นการวิเคราะหป์รมิาณไลโคปีนจากสว่นตา่ง ๆ ของผล
ฟักขา้ว คือ เปลือก เนือ้ และรกหุม้เมล็ด พบว่าในรกหุม้เมล็ดมีปริมารไลโคปีนมากท่ีสุดเท่ากับ
9.45 ± 0.27 มิลลิกรมัตอ่กรมัของผงรกหุม้เมล็ดแหง้  

ส าหรบัการศึกษาฤทธ์ิการตา้นอนุมูลอิสระของสารกสัดจากผลฟักขา้วดว้ยวิธี DPPH 
และ FRAP พบว่าในสารสกัดท่ีประกอบไปดว้ยสารในกลุ่มแคโรทีนอยด ์เช่น ไลโคปีน หลงัจากท า
การทดสอบดว้ยวิธี DPPH เกิดการรบกวนของสารสกดักบัช่วงการเปล่ียบนสีของ DPPH ท าใหไ้ม่
สามารถวดัว่าการดดูกลืนแสดงท่ี 515 นาโนเมตรได ้ตอ้งวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนท่ี 
540 นาโนเมตร อย่างไรก็ตาม เม่ือน าผลท่ีไดไ้ปค านวนหาค่ารอ้ยละการตา้นอนุมูลอิสระ DPPH 
(DPPH˙ scavenging activity) แสดงใหเ้ห็นว่าไม่มีความสมัพนัธเ์ชิงเสน้กนัระหว่างความเขม้ขน้
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ของสารสกัดกับ  %scavenging activity ดงันัน้จึงไม่เหมาะท่ีจะใชวิ้ธีนีใ้นการทดสอบฤทธ์ิการ
ตา้นอนมุลูอิสระ จงึไดท้  าการใชว้ิธี FRAP ในการทดสอบ ผลท่ีไดพ้บวา่สารสกดัจากรกของฟักขา้ว
ใหค้า่ FRAP มากท่ีสดุเทา่กบั 3,997.55 µmol/g น า้หนกัผงรกแหง้ 

 จากการท าการศกึษาการเตรียมต ารบันิโอโซมพบว่าการเตรียมนิโอโซมดว้ยสารลดแรง
ตึงผิวชนิด Tween60 ต่อคอเลสเตอรอลดว้ยอัตราส่วน 1:1 โดยโมล ท าให้ไดน้ิโอโซมท่ีมีขนาด
อนภุาคท่ีเล็กท่ีสดุ และการกระจายตวั (คา่ PDI) ท่ีนอ้ย และคา่ zeta potential ไม่อยู่ระหว่างช่วง  
-30 ถึง 30 ท าใหมี้โอกาสตกตะกอนนอ้ย รวมทัง้มีผลในการเพิ่มความสามารถในการจบักบัสารใน
กลุ่มแคโรทีนอยดไ์ดดี้กว่าต ารบัอ่ืน ท าใหเ้หมาะสมท่ีจะน ามาใชเ้ตรียมนิโอโซมบรรจสุารสกดัจาก
ฟักขา้วซึ่งมีสารในกลุ่มแคโรทีนอยด ์โดยใชป้ริมาณสารสกัด 0.5 มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร ในการ
บรรจุจะใหน้ิโอโซมท่ีมีขนาด การกระจายตวั ค่า zeta potential และรอ้ยละการกักเก็บท่ีดีกว่า
ต ารบัอ่ืน 

การเก็บสารสกดัและนิโอโซมกกัเก็บสารสกดัไวใ้นตูเ้ย็น (4 – 8 °C) พบวา่การกกัเก็บสาร
สกัดไว้ภายในนิโอโซมท าให้มีปริมาณไลโคปีนท่ีเหลืออยู่มากกว่าสารสกัดท่ีไม่ไดก้ักเก็บโดย
หลังจากผ่านไป 28 วัน ไลโคปีนท่ีเหลืออยู่ในนิโอโซมกักเก็บสารสกัดเท่ากับ 52.05 ± 0.88  % 
ในขณะท่ีในสารสกดัท่ีไมไ่ดก้กัเก็บมีปรมิาณไลโคปีนเหลืออยูเ่ทา่กบั 22.72 ± 4.05 %  

ดงันัน้การบรรจสุารสกดัในนิโอโซมสามารถชะลอการสลายตวัของไลโคปีนในสารสกดัได ้
และการบรรจุสารสกัดในนิโอโซม โดยเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส สามารถชะลอการ
สลายตวัของไลโคปีนในสารสกดัไดดี้ขึน้กวา่การเก็บท่ีอณุหภมูิหอ้งและท่ี 45 องศาเซลเซียส
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อภปิรายผลการวิจัย 
ไลโคปีนเป็นสารท่ีมีสภาพความเป็นขั้วต  ่า การวิเคราะหป์ริมาณไลโคปีนดว้ยเทคนิค 

HPLCจ าเป็นตอ้งเลือกเฟสเคล่ือนท่ีซึ่งมีขัว้ต  ่าเช่นเดียวกนั เน่ืองจากเฟสเคล่ือนท่ีเป็นปัจจยัหนึ่งท่ี
สามารถพาสารท่ีตอ้งการออกจากคอลมันเ์พ่ือท าใหเ้กิดการแยกได้ จากการศึกษาจากงานวิจัย
ก่อนหนา้ของ Xu และคณะ (40) ไดท้  าการศึกษาวิธีการวิเคราะหป์ริมาณไลโคปีน โดยใชค้อลัมน์
ชนิ ด  C18 โ ดยสา ร ท่ี ใ ช้ส  า ห รับ เ ต รี ยม เฟส เค ล่ื อน ท่ี  คื อ  methanol, acetonitrile และ 
dichloromethane ในอตัราส่วนท่ีแตกตา่งกนั ซึ่งในงานวิจยัดงักลา่วไดท้  าการวิเคราะหโ์ดยใชส้าร
มาตรฐานภายใน (internal standard) แต่วิธีการนีค้่อนขา้งยุ่งยากและมีขอ้จ ากัดในเรื่องของสาร
มาตรฐานภายในท่ีตอ้งเติมเขา้ไป ดงันัน้ในการศกึษาครัง้นีไ้ดใ้ชว้ิธีการวิเคราะหด์ว้ยการใชว้ิธีสาร
มาตรฐานภายนอก (external standard) ซึ่งเป็นท่ีนิยมและง่ายต่อการวิเคราะห ์โดยใชส้ารชนิด
เ ดียวกันในการเตรียมเฟสเคล่ือนท่ี  คือ methanol, acetonitrile และ dichloromethane ท่ี
อตัราส่วนตา่ง ๆ ซึ่งสารแตล่ะชนิดมีความมีขัว้ (Polarity index) ของตวัท าละลายอินทรียท่ี์ใช ้คือ 
acetonitrile (5.8), methanol (5.1) และ dichloromethane (3.8) ซึ่งผลการทดลองท่ีไดส้อดคลอ้ง
กันกับงานวิจยัก่อนหนา้ โดยเม่ือเพิ่มปริมาณ dichloromethane จาก 7% (เฟสเคล่ือนท่ี C) เป็น 
25% ในเฟสเคล่ือนท่ี (D) ท าใหเ้วลาในเวลาทีใชใ้นการชะไลโคปีนออกจากคอลมันเ์ร็วขึน้ (จากใช้
เวลา 10.5 นาทีเป็น 4.1 นาที) และระบบดงักล่าวเม่ือท าทดสอบความถูกตอ้งของวิธีวิเคราะห ์
(Method validation) แลว้สามารถน าไปใชก้ารวิเคราะหไ์ด ้  

เม่ือน าวิธีการวิเคราะหท่ี์ไดพ้ฒันาขึน้มาท าการวิเคราะหป์ริมาณไลโคปีนจากส่วนตา่ง ๆ 
ของผลฟักขา้ว คือ เปลือก เนือ้ และรกหุม้เมล็ด พบว่าในรกหุม้เมล็ดมีปริมารไลโคปีนมากท่ีสุด
เท่ากบั 9.45 ± 0.27 มิลลิกรมัตอ่กรมัของผงรกหุม้เมล็ดแหง้ ซึ่งผลท่ีไดส้อดคลอ้งกนักบัรายงานท่ี
ไดเ้คยมีการศกึษาก่อนหนา้โดย Kubola & Siriamornpun (7) ตรวจพบไลโคปีน 7.02 มิลลิกรมัต่อ
กรมัรกหุม้เมล็ด  ซึ่งงานวิจยัของ Kubola & Siriamornpun ตรวจพบปริมาณไลโคปีนในรกของฟัก
ขา้วใกลเ้คียงกนัเป็นผลมาจากแหล่งวตัถดุิบจากประเทศเดียวกนั และมีวิธีการสกดัท่ีคลา้ยกนั แต่
ปริมาณไลโคปีนท่ีไดจ้ากการศกึษานีมี้ปริมาณมากกว่าเน่ืองจากขัน้ตอนการเตรียมตวัอย่างซึ่งใน
การศึกษานี ้ใช้ตัวอย่าง ท่ี เ ป็นผงแห้งจากการอบ แต่การเตรียมตัวอย่างของ Kubola & 
Siriamornpun ไดจ้ากการท าแหง้แบบแช่เยือกแข็ง (Freeze dry) และวิธีการวิเคราะหแ์ม้จะใช้
คอลมันช์นิด C18 เชน่เดียวกนัแตแ่ตกตา่งกนัท่ีระบบการวิเคราะหแ์ละการเตรียมตวัอยา่งก่อนการ
วิเคราะห ์นอกจากงานเปรียบเทียบกับงานวิจยัดงักล่าวแลว้ ผูว้ิจยัไดท้  าการเปรียบเทียบกับอีก
หลายงานวิจยัดงัตารางท่ี 12 



 73 
 

 

การศกึษาฤทธ์ิการตา้นอนมุูลอิสระจากผลของฟักขา้วซึ่งในสารสกัดเหล่านีป้ระกอบไป
ดว้ยสารในกลุ่มแคโรทีนอยด ์เช่น ไลโคปีน ในงานวิจยันีไ้ดใ้ชว้ิธิวิเคราะห ์2 วิธี คือ วิธี DPPH และ 
FRAP หลังจากวิเคราะหด์ว้ยวิธี DPPH แลว้พบว่าวิธีนีไ้ม่เหมาะส าหรบัการศึกษาฤทธ์ิการตา้น
อนมุลูอิสระ เน่ืองจากแคโรทีนอยดไ์ม่มีส่วนใดภายในโครงสรา้งท่ีแสดงใหเ้ห็นว่ามีความสามารถ
ในการตา้นอนมุลูอิสระในโดยการใหโ้ปรตอน (H-donating) ซึ่งใหผ้ลสอดคลอ้งกนักบังานวิจยัของ
ของ  Tsuchiya และคณะ (44) และ  Liu และคณะในปี  2008 (43) ซึ่ ง ได้แสดงให้เห็นว่ าไม่ มี
ความสัมพันธ์ระหว่างเชิงปริมาณกับความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH (DPPH˙ 
scavenging activity)  

เม่ือท าการทดสอบโดยใชว้ิธี FRAP พบว่ามีความเหมาะสมในการทดสอบฤทธ์ิการตา้น
อนุมูลอิสระมากกว่า เน่ืองจากอิทธิพลของจ านวนพนัธะคู่สลบัพนัธะเด่ียว (conjugated double 
bond) ของไลโคปีนท่ีมีจ านวนถึง 11 พนัธะ ท าใหก้ารซอ้นทบัของออรบ์ิทลั (orbital overlapping) 
ในโครงสรา้งท่ีเป็นโครโมฟอร ์ (chromophore) นัน้เพียงพอท่ีจะสรา้งอนุมูลอิสระแคโรทีนอยดท่ี์
เสถียร (stable carotenoid radical) (45) ท าใหเ้กิดการถ่ายเทอิเล็คตรอนไดดี้ ซึ่งเม่ือท าการหาค่า 
FRAP สารสกัดจากส่วนต่าง ๆ ของผลฟักขา้วพบว่ารกของฟักขา้วใหค้่า FRAP มากท่ีสุดเท่ากับ 
3,997.55 µmol FeSO4ต่อกรัมผงรกหุ้มเมล็ด ผลการทดลองนี ้สอดคล้องกันกับงานวิจัยของ 
Kubola & Siriamornpun (7) แต่ค่า FRAP ท่ีได้จากงานวิจัยดังกล่าวได้เท่ากับ 531.17 ± 1.89 
µmol FeSO4ตอ่กรมัผงรกหุม้เมล็ด คา่ท่ีแตกตา่งกนันีเ้น่ืองจากปริมาณของไลโคปีนท่ีตรวจพบใน
งานวิจยัของ Kubola & Siriamornpun มีปรมิาณนอ้ยกวา่ในการศกึษาในครัง้นี ้ 

เ น่ืองด้วยสารส าคัญในสารสกัดมีคุณสมบัติไม่ชอบน ้า และมีความคงตัวต ่ าจึง
ท าการศกึษาการเตรียมต ารบันิโอโซม ซึ่งมีองคป์ระกอบหลกัเป็นสารลดแรงตงึผิว ส าหรบัชนิดของ
สารลดแรงตึงผิวท่ีจะก่อตวัเป็นอนุภาคนิโอโซมไดค้วรมีค่าความชอบน า้ต่อไขมนั (Hydrophilic-
Lipophilic Balance: HLB) ท่ีเหมาะสม ถา้สารท่ีตอ้งการกักเก็บมีความชอบไขมนั ควรเลือกสาร
ลดแรงตงึผิวท่ีมีคา่ HLB ท่ีมีคา่ HLB ในชว่ง 14 – 17 เชน่ Tween20, Tween40 หรือ Tween60 ใน
การเตรียมนิโอโซม ในขณะท่ีสารท่ีตอ้งการจะกกัเก็บมีขัว้สงู ควรเลือกสารลดแรงตงึผิวท่ีมีคา่ HLB 
ในชว่ง 4 – 8 เชน่ Span60 (48)    

จากงานวิจยัของ Palozza และคณะ(47) ในการเตรียมนิโอโซมบรรจเุบตาแคโรทีน โดยใช้
สารลดแรงตึงผิวเป็น Span40, Span60, Span80, Tween20, Tween40 และTween60 ท่ีมีการ
เตมิคอเลสเตอรอลอตัราสว่น 1:1 โดยโมล พบวา่สารลดแรงตงึผิวในกลุม่ Sorbitan esters (Span) 
ก่อตัวให้อนุภาคนิโอโซมท่ีมีขนาดในช่วง 338.4 ± 25.6 ถึง 428.1 ± 28.3 นาโนเมตร แต่มี
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ความสามารถในการกกัเก็บ (Entrapment efficiency) 10 – 35 % แตกตา่งจากการใชส้ารลดแรง
ตงึผิวในกลุม่ Polyethoxylated monosester (Tween) ท่ีสามารถก่ออนภุาคนิโอโซมขนาดเล็กกว่า
อยู่ในช่วง 350.2 ± 25.8 ถึง 440.3 ± 32.3 นาโนเมตร และมีความสามารถในการกักเ ก็บ  
30 – 55 %  

ในการศึกษาครัง้นีจ้ึงไดเ้ลือกใชส้ารลดแรงตึงผิว 3 ชนิด คือ Tween20, 40 และ 60 ใน
การเตรียมต ารบันิโอโซม พบว่าการใชส้ารลดแรงตงึผิว Tween60 กบัคอเลสเตอรอลในอตัราส่วน 
1:1 โดยโมล สามารถก่ออนภุาคนิโอโซมท่ีมีขนาด 164.87 ± 0.49 นาโนเมตรและความสามารถกกั
เก็บ 64.59 ± 0.98 % เม่ือบรรจสุารสกดั 0.5 มิลลิกรมัตอ่มิลลิลิตร ผลการศกึษาท่ีไดส้อดคลอ้งกบั
งานวิจยัของงานวิจยัของ Palozza และคณะ(47) ท่ีมีการเตรียมนิโอโซมบรรจเุบตาแคโรทีน ซึ่งการ
เตมิคอเลสเตอรอลอตัราสว่นเทา่กนั (เชน่ 1:1) กบั Tween60 โดยโมลสามารถก่อตวัเป็นนิโอโซมท่ี
มีความคงตัวได้ เ น่ืองจากปฏิสัมพันธ์ (interaction) ท่ีเกิดขึน้ระหว่างส่วนหัวท่ีไม่ชอบน ้า  
(hydrophobic head group) ของสารลดแรงตงึผิวกบัต าแหนง่ 3-OH ของคอเลสเตอรอล(49) 

จากการศึกษาความคงสภาพของสารสกัดฟักข้าวในนิโอโซม ซึ่งใช้การวิเคราะห์
ปริมาณไลโคปีนท่ีคงอยู่เป็นตวัชีว้ดัพบว่าการเก็บสารสกัดท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส สามารถ
ยืดเวลาการสลายตวัของไลโคปีนลงไดใ้นช่วงเวลา 3 สปัดาห ์แตเ่ม่ือน ามาบรรจนุิโอโซมสามารถ
ยืดเวลาในการสลายตวัของไลโคปีนไดเ้กิน 1 เดือน ปริมาณไลโคปีนคงอยู่มากกว่า 50%) ผลท่ีได้
สอดคลอ้งกับงานวิจัยของ Tan และคณะ (50) ท่ีไดท้  าการเตรียมลิโปโซมบรรจุไลโคปีนท่ีความ
เขม้ขน้ 0.5 %โดยมวล โดยสภาวะท่ีศกึษาความคงสภาพ 4 องศาเซลเซียส ภายใตแ้ก๊สไนโตรเจน 
สามารถยืดเวลาการสลายตัวของไลโคปีนไดเ้ป็นอย่างดี และจากงานวิจัยของ Okonogi และ 
Riangjanapatee (51) ใชต้วัพาไขมนัขนาดนาโนเมตร (Nanostructured lipid carriers; NLC) โดย
บรรจไุลโคปีน 50 %มิลลิกรมั ท่ีอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส สามารถยืดเวลาการสลายตวัของไลโค
ปีนไดน้านกวา่ 60 วนั  

 
ข้อเสนอแนะ 

   จากการศกึษาขา้งตน้พบว่าการเตรียมต ารบันิโอโซมบรรจสุารสกดัฟักขา้วสามารถกัก
เก็บและยืดเวลาการสลายตวัของไลโคปีนซึ่งเป็นสารส าคญัชนิดหนึ่งในสารสกดั  เม่ือท าการเตีรยม
ต ารบันิโอโซมบรรจุสารสกัดไดแ้ลว้ ควรศึกษาเพิ่มในการท าใหอ้ยู่ในรูปแบบแหง้หรือเก็บภายใต้
สภาวะไนโตรเจน หรือเตรียมในรูปแบบโปรนิโอโซมเพ่ือช่วยลดการสลายของไลโคปีนและเพ่ือ
ความสะดวกในการเตรียมนรูปแบบผลิตภณัฑ ์เชน่ ซีรมั หรือครีม ในอนาคต 
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การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห ์
ความเป็นเส้นตรงและช่วง (Linearity and range) 

ท าการทดสอบ 3 วนั ฉีด 3 ซ า้  

ความเป็นเสน้ตรงและชว่ง 

วัน 
ความเข้มข้น  

(µg/mL) 

Peak area 
เฉล่ีย 

1 2 3 

1 

11.54 8262 8027 7638 7976 
23.07 16887 16628 15901 16472 
34.61 23102 22441 21843 22462 
57.68 37665 37055 36212 36977 
69.22 44028 43708 42957 43564 

2 

13.17 12657 12522 12204 12461 
26.33 22223 21861 21688 21924 
39.50 33262 33236 33198 33232 
65.84 64235 64737 64995 64656 
79.00 76154 78377 75898 76810 

3 

11.86 11555 11588 12020 11721 
23.71 26198 27025 27066 26612 
35.57 45908 45981 45368 45752 
59.28 88245 90215 89935 89465 
71.14 108137 112361 116823 112440 
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ความถกูตอ้งและความแมน่ย า (Accuracy and Precision) 
 

วัน 
ความเข้มข้น 

(µg/mL) 
Peak area 

ค่าเฉล่ีย 
1 2 3 

1 
17.31 12195 12276 12156 12209 
28.84 19979 20101 20079 20053 
46.15 30114 30212 30571 30299 

2 
19.75 17067 17056 17099 17074 
32.92 28759 28860 28396 28672 
52.67 47344 47554 47512 47470 

3 

17.784 20098 20020 20061 20060 
29.64 41461 41018 41104 41194 

47.424 70307 70406 70457 70390 
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ปริมาณไลโคปีนในสารสกัด 
 
น า้หนกัแหง้ 
 

ส่วนของผล 
น า้หนักผง (g) 

1 2 3 
เปลือก 2.00 2.01 2.03 
เนือ้ 2.06 2.05 2.03 
รกหุ้มเมล็ด 2.05 2.03 2.05 

 
 

น า้หนกัสารสกดัท่ีชั่งส  าหรบัวิเคราะห ์
 

ส่วนของผล 
น า้หนักสารสกัด (mg) 

1 2 3 
เปลือก 1.17 1.19 1.15 
เนือ้ 1.15 1.12 1.18 
รกหุ้มเมล็ด 1.11 1.1 1.11 

 

พืน้ท่ีใตก้ราฟในการวิเคราะหป์รมิาณสารสกดั 
 

ส่วนของผล 
Peak area 

1 2 3 
เปลือก 2272 2348 2553 
เนือ้ 4806 4553 4579 
รกหุ้มเมล็ด 16369 17018 17051 
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การศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH 
ชั่งสารสกดัฟักขา้ว 105.2 มิลลิกรมั ละลายดว้ย dichloromethane 8 มิลลิลิตร แลว้ปรบั

ปริมาตรเป็น 10 มิลลิลิตร จะไดค้วามเขม้ขน้ 10.52 มิลลิกรมัตอ่มิลลิตร (S0) เจือจางจนไดค้วาม
เขม้ขน้ท่ีแตกตา่งกนั  5 ความเขม้ขน้ และน าไปทดสอบฤทธ์ิการตา้นอนมุลูอิสระ  

คา่การดดูกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตรและความเขม้ขน้ของสารสกดั 

ความเข้มข้น 
(mg/ml) 

ค่าการดูดกลืนแสงที ่540 นาโนเมตร (หลังหักค่า blank) 

1 2 3 

0.6312 1.65 1.652 1.67 
1.315 1.645 1.648 1.649 
2.63 1.641 1.65 1.654 
5.26 1.627 1.638 1.632 
7.89 1.616 1.611 1.615 
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การศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี FRAP 
ชั่ง FeSO4·6H2O มา 2.87 กรมั มิลลิกรมั ละลายในน า้ 8 มิลลิลิตร ปรบัปรมิาตรจนครบ 

10 มิลลิลิตร ใน volumetric flask จะได้สารละลายทีมีความเข้มข้น 1,032.37 ไมโครโมลาร์  
เจือจาง 6 ความเขม้ขน้ ก่อนน าไปทดสอบฤทธ์ิการตา้นอนุมลูอิสระ วดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี 593 
นาโนเมตร ไดค้า่ดงัตาราง 

 คา่การดดูกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตรและความเขม้ขน้ของ FeSO4·6H2O 

ความเข้มข้น
(uM) 

ค่าการดูดกลืนแสงที ่593 นาโนเมตร (หลังหักค่า blank) 
1 2 3 

103.24 0.133 0.133 0.133 
206.47 0.371 0.371 0.371 
412.95 0.812 0.812 0.812 
619.42 1.382 1.382 1.382 
825.90 1.935 1.937 1.939 

 
เม่ือน าค่าการดดูกลืนแสงท่ี 593 นาโนเมตร มาสรา้งกราฟกับความเขม้ขน้ จะไดก้ราฟ

มาตรฐาน ดงันี ้

 

กราฟมาตรฐาน Ferrous sulfate กบัคา่การดดูกลืนแสงท่ี 593 นาโนเมตร 
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ชั่งสารสกดั ดงัตาราง  

น า้หนกัสารสกดัจากแตล่ะส่วนของผลฟักขา้วส าหรบัทดสอบฤทธ์ิตา้นอนมุลูอิสระ 

 
น า้หนักสารสกัด (mg) 

1 2 3 

เปลือก 6.05 6.05 6.04 
เนือ้ 6.07 6.05 6.07 

รกหุม้เมล็ด 6.21 6.24 6.18 

 
ละลายสารสกดัใน DMSO 1 มิลลิลิตร น าไปทดสอบฤทธ์ิการตา้นอนมุลูอิสระท าการวดั

คา่การดดูกลืนแสงท่ี 595 นาโนเมตร ท าการทดลองซ า้ 3 ซ  า้ 

คา่การดดูกลืนแสงท่ี 593 นาโนเมตร ของสารละลายสารสกดั 

 ค่าการดูดกลืนแสงที ่593 นาโนเมตร (หลังหักค่า blank) 

1 2 3 ค่าเฉล่ีย 
เปลือก 0.480 0.479 0.485 0.481 
เนือ้ 0.455 0.434 0.429 0.439 
รกหุม้เมล็ด 0.819 0.829 0.823 0.824 
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การค านวณหาปริมาณ Relative antioxidant acitivity (FRAP value) 
เม่ือวดัค่าการดดูแสงของสารสกัดไดแ้ลว้น าค่าท่ีไดไ้ปแทนในสมการท่ีไดจ้ากกราฟ

มาตรฐาน  [Y = 0.0025X - 0.1542 ]  
โดยคา่  X คือความเขม้ขน้ของ Ferous sulfate สว่นคา่  

Y คือคา่การดดูกลืนแสง 
 

ตัวอย่างการค านวณ 
คา่การดดูกลืนแสงท่ีไดข้องรกหุม้เมล็ด 0.819 เม่ือน ามาแทนคา่ในสมการ 

Y =  0.0025X −  0.1542  

แทนคา่ Y = 0.819 

0.819 =  0.0025X −  0.1542 

แกส้มการหาคา่ X  

  

𝑋 =  
(0.819 + 0.1542)

0.0025
= 389.28 μM 

ดงันัน้ คา่การดดูกลืนแสงของสารสกดัเทียบไดก้บั Ferous sulfate ความเขม้ขน้ 
389.28 ไมโครโมลาร ์

สารสกดัรกของฟักขา้วท่ีชั่งมา 6.21 มิลลิกรมั เทียบไดก้บั Ferous sulfate ความ
เขม้ขน้ 389.28 ไมโครโมลาร์ ถา้สารสกัด 1 มิลลิกรมั เทียบไดก้ับ Ferous sulfate ความเขม้ขน้ 
เทา่กบั 389.28/6.21 = 62.63 ไมโครโมลารต์อ่มิลลิกรมัสารสกดั 

สารสกัดท่ีชั่งมา ไดจ้ากสารสกัด 126.93 มิลลิกรมั ซึ่งมาจากผงรกฟักขา้วแหง้ 
2.0 กรมั ดงันัน้เม่ือค านวณหาคา่ FRAP value โดยเทียบกบัน า้หนกัผงแหง้ จะไดเ้ทา่กบั 

 
389.28 μ𝑀 × 126.93 𝑚𝑔

6.21 𝑚𝑔 × 2.0𝑔
=  3,978.37 μM FeSO4/gผงแหง้   

 
จากการค านวณ FRAP value ท่ีไดจ้ากการเปรียบเทียบสารสกดัจากผงรกฟักขา้วแหง้ สามารถ
เทียบไดก้บั Ferous sulfate ความเขม้ขน้  3,978.37 ไมโครโมลารต์อ่ผงรกฟักขา้วแหง้ 1 กรมั
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ตัวอย่างการค านวณต ารับนิโอโซม 
ต ารับ F1 อัตราส่วน Tween20 และคอเลสเตอรอล 1:1 โดยโมล ความเข้มข้น 10  

มิลลิโมลาร ์ปรมิาตร 10 มิลลิลิตร หรือเทา่กบั 100 ไมโครโมลในปรมิาตร 10 มิลลิลิตร 
ในต ารบัประกอบดว้ย Tween20 และคอเลสเตอรอล 50 ไมโครโมล เม่ือคิดแยกแต่ละ

ชนิดใชป้รมิาณ ดงันี ้
Tween 20 มีน า้หนักโมเลกุล 1,227.54 กรัมต่อโมล ในต ารับมี 50 ไมโครโมล ตอ้งชั่ง 

Tween20 เทา่กบั   

1,227.54 
𝑔

1 𝑚𝑜𝑙
×

1 𝑚𝑜𝑙

1,000,000 𝜇𝑚𝑜𝑙
×

1000 𝑚𝑔

1 𝑔
× 50 𝜇𝑚𝑜𝑙 = 61.37 𝑚𝑔 

ส าหรบั คอเลสเตอรอล มีน า้หนกัโมเลกลุ 386.654 กรมัตอ่โมล ในต ารบัมี 50 ไมโครโมล 
ตอ้งชั่ง Tween20 เทา่กบั 

386.654 
𝑔

1 𝑚𝑜𝑙
×

1 𝑚𝑜𝑙

1,000,000 𝜇𝑚𝑜𝑙
×

1000 𝑚𝑔

1 𝑔
× 50 𝜇𝑚𝑜𝑙 = 19.33 𝑚𝑔 

จากการค านวณตอ้งใช ้Tween20 และคอเลสเตอรอลเท่ากับ 61.4 mg และ 19.3 mg 
ตามล าดบั 
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การเตรียมนิโอโซมเปล่าและนิโอโซมทีกั่กเก็บสารสกัดนิโอโซม 
ผลของชนิดของสารลดแรงตงึผิว 

ขนาดอนภุาค และคา่การกระจายตวัของอนภุาค (PDI)ของแตล่ะต ารบั 

ต ารับ 
ขนาดอนุภาค (nm) ค่าการกระจายตัวของอนุภาค (PDI) 

1 2 3 1 2 3 

F1 318.5 330.8 337.2 0.358 0.358 0.351 
F2 285.4 287.9 279.98 0.385 0.370 0.383 
F3 165.5 164.3 164.8 0.302 0.292 0.285 
F4 168.0 173.0 170.0 0.354 0.296 0.357 
F5 190.5 184.6 187.7 0.309 0.371 0.364 

 

คา่ Zeta potential และ คา่ pH 

ต ารับ 
Zeta potential (mV) pH 

1 2 3 1 2 3 
F1 -35.5 -35.6 -36 5.41 5.42 5.45 
F2 -34.3 -35.2 -33.9 4.88 4.9 4.85 
F3 -29.9 -31 -29.1 4.61 4.6 4.68 
F4 -29.7 -29.9 -29.5 5.1 5.04 4.95 
F5 -32.4 -31.4 -31.8 4.85 4.8 4.79 
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การเตรียมนิโอโซมเปล่าและนิโอโซมทีกั่กเก็บสารสกัดนิโอโซม 
ผลของปริมาณสารสกัดทีใ่ช้ในการบรรจุนิโอโซม 

ขนาดอนภุาค และคา่การกระจายตวัของอนภุาค (PDI)ของแตล่ะต ารบั 

ความเข้มข้น 
(mg/mL) 

ขนาดอนุภาค (nm) ค่าการกระจายตัวของอนุภาค (PDI) 
1 2 3 1 2 3 

0.25 122 123.7 122.9 0.189 0.202 0.205 
0.5 131.8 132 134.4 0.254 0.249 0.236 

1.0 136.9 137.4 140.2 0.231 0.201 0.21 
 

คา่ Zeta potential และ คา่ pH 

ความเข้มข้น 
(mg/mL) 

Zeta potential (mV) pH 
1 2 3 1 2 3 

0.25 -17.4 -16.5 -17.2 4.89 4.89 4.88 
0.5 -36.9 -40.3 -38.6 4.63 4.63 4.63 
1.0 -20.6 -17.7 -17.2 4.57 4.57 4.56 
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ร้อยละการกักเก็บ 
ก่อนน านิโอโซมบรรจสุารสกัดไปป่ันเหว่ียงแบง่สารละลายมา 1 มิลลิลิตร น าไป

วิเคราะหป์ริมาณไลโคปีนทัง้หมด (Total) หลังจากป่ันเหว่ียงจะถูกแยกเป็น 2 ส่วน คือ ส่วนใส 
(supernatant) และตะกอน (pellet) น าแต่ละส่วนไปท าการวิเคราะห์ปริมาณไลโคปีน โดยใช้
ความสมัพนัธท่ี์ไดจ้ากกราฟมาตรฐาน สมการ y = 1,725.1663x – 1,2344.1105 โดยคา่ y แสดง
ถึงพืน้ท่ีใตก้ราฟ และ x แทนความเขม้ขน้ของสารมาตรฐานไลโคปีน 

พืน้ท่ีใตก้ราฟนิโอโซมบรรจสุารสกดัความเขม้ขน้ 0.25 มิลลิกรมัตอ่มิลลิลิตร 

 Peark area ความเข้มข้น (µg/mL) 

 1 2 3 1 2 3 

Total 12664 14195 15090 14.50 15.38 15.90 
Supernatant 990 679 919 7.73 7.55 7.69 
Pellet 2404 2581 2280 8.55 8.65 8.48 

 

พืน้ท่ีใตก้ราฟนิโอโซมบรรจสุารสกดัความเขม้ขน้ 0.50 มิลลิกรมัตอ่มิลลิลิตร 

 Peark area ความเข้มข้น (µg/mL) 

 1 2 3 1 2 3 

Total 15079 15104 15281 15.90 15.91 16.01 
Supernatant 6354 6584 6530 10.84 10.97 10.94 
Pellet 5549 5410 5290 10.37 10.29 10.22 
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พืน้ท่ีใตก้ราฟนิโอโซมบรรจสุารสกดัความเขม้ขน้ 1.00 มิลลิกรมัตอ่มิลลิลิตร 

 Peark area ความเข้มข้น (µg/mL) 

 1 2 3 1 2 3 

Total 26699 26925 26663 22.63 22.76 22.61 
Supernatant 10052 10662 10234 12.98 13.34 13.09 
Pellet 3958 3895 3398 9.45 9.41 9.12 

 
ค านวนหารอ้ยละการกกัเก็บ จากสมการ 

%𝐸𝐸 =  
ปรมิาณไลโคปีนท่ีวิเคราะหจ์ากสว่นตะกอน 

ปรมิาณไลโคปีนทัง้หมดในต ารบั
× 100 

 

รอ้ยละการกกัเก็บนิโอโซมบรรจสุารสกดัความเขม้ขน้แตกตา่งกนั 

ความเข้มข้น 
(mg/mL) 

ร้อยละการกักเก็บ (%EE) 

1 2 3 

0.25 58.97 56.24 53.31 
0.50 65.25 64.68 63.83 
1.00 41.75 41.35 40.36 
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ตัวอย่างการค านวณ loading capacity  
เม่ือเตรียมโดยใชต้  ารบันิโอโซมต ารบั F3 โดยใช ้Tween60 และคอเลสเตอรอล อตัราสว่น 

1:1 โดยโมล ปริมาตร 10 mL ต้องชั่ ง Tween60 และ คอเลสเตอรอลเท่ากับ 65.5 และ 19.3 
มิลลิกรมั ตามล าดบั ความเขม้ขน้ของสารสกัดเริ่มตน้ท่ีใช ้ 0.5 มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร ตอ้งชั่งมา
เทา่กบั 5.0 มิลลิกรมั   ในสารสกดัท่ีใช ้5.0 mg จะถกูกกัเก็บไป 64.59 % คดิเป็น 3.23 mg  ดงันัน้
เม่ือค านวนหา loading capacity ไดด้งันี ้

3.23 𝑚𝑔 

(65.5 + 19.3)𝑚𝑔
 × 100 = 3.81% 

 
จากการค านวณจะไดค้า่ loading capacity เทา่กบั 3.81%   

 
การศึกษาความคงสภาพแบบเร่ง 

การศกึษาความคงสภาพ แบง่ออกเป็น 2 การทดลอง คือ ศกึษาความคงสภาพของสาร
สกดัและของนิโอโซมบรรจสุารสกดั 

การศกึษาความคงตวัของสารสกดั เริ่มจากการชั่งสารสกดั 5.0 มิลลิกรมั แลว้น าไปใส่ใน
ภาชนะบรรจ ุจากนัน้บม่ท่ีสภาวะตา่ง ๆ เก็บผลทกุ ๆ 1 สปัดาห ์ 
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ชื่อ-สกุล ชยตุ  ฟองสขุ 
วัน เดอืน ปี เกิด 7 กนัยายน 2530 
สถานทีเ่กิด อตุรดติถ ์
วุฒกิารศึกษา วิทยาศาสตรบ์ณัฑิต (เทคโนโลยีชีวภาพ) 
ทีอ่ยู่ปัจจุบัน คณะเภสชัศาสตร ์มหาวิทยาลยัธรรมศาสตร ์ 

เลขท่ี 99 หมู ่18 ถนนพหลโยธิน อาคารเรียนและปฏิบตักิารรวม ต าบล
คลองหนึ่ง อ าเภอคลองหลวง จงัหวดัปทมุธานี 12120 

ผลงานตพีมิพ ์ HPLC method optimization and validation for determination of 
lycopene and beta-carotene in gac fruit 
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