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การศกึษานีมี้วตัถปุระสงคเ์พ่ือเปรยีบเทียบประสิทธิภาพในการยบัยัง้เชือ้จลุินทรียข์องสารกนัเสีย
กลุ่มพาราเบน (methylparaben, propylparaben) กับสารกันเสียกลุ่มท่ีไม่ใช่พาราเบน (phenoxyethanol, 
chlorphenesin) ในต ารบัเซรั่มสารสกดัดอกอญัชนั และศกึษาความคงสภาพของต ารบัเซรั่มสารสกดัดอกอญัชนั
ทัง้ 2 ต ารบั ท าการทดลองโดยเตรียมต ารบัเซรั่มสารสกดัดอกอญัชนั 4 ต ารบั คือ ไม่ใส่สารกนัเสีย ใส่สารกนัเสีย
กลุ่มพาราเบน กลุ่มไม่ใช่พาราเบน และ สารกันเสียทั้งสองกลุ่ม แลว้น ามาทดสอบประสิทธิภาพก ารยับยั้ง
เชือ้จลุินทรียต์ามวิธีการทดสอบของต ารายาของประเทศสหรฐัอเมรกิา (USP XLIl) หวัขอ้ 51 และศกึษาความคง
สภาพของเซรั่มโดยการวิเคราะหห์าปริมาณสารเมทิลพาราเบน โพรพิลพาราเบน พีน็อกซ่ีเอทานอล และคลอร์
เฟเนซิน ในต ารบั โดยพฒันาวิธีวิเคราะหด์ว้ย HPLC พรอ้มทัง้ตรวจสอบความถกูตอ้งของวิธีวิเคราะห ์(method 
validation) ทดสอบการปนเป้ือนเชือ้จุลินทรียใ์นเซรั่ม ตามวิธีการทดสอบของ USP หวัขอ้ 61 และ 62 และการ
เปลี่ยนแปลงทางกายภาพของเซรั่มดว้ยการวดัค่า pH การเปลี่ยนแปลงของสีและการแยกชัน้ของเซรั่ม โดยเก็บ
ตัวอย่างไว้ ท่ีอุณหภูมิ  25°C 40°C และ สภาวะเร่ง ทดสอบในวันท่ี  0, 28, 56, 84, 112, 140 และ 168 ผล
การศกึษาพบวา่สารกนัเสียกลุม่พาราเบนมีประสทิธิภาพในการยบัยัง้เชือ้จลุินทรียใ์นเซรั่มสารสกดัดอกอญัชนัไม่
แตกต่างกบัสารกนัเสียกลุ่มท่ีไม่ใช่พาราเบน สารกนัเสียทัง้สองกลุ่มสามารถยบัยัง้การเจริญของเชือ้ E. coli, E. 
aerogenes, S. aureus, C. albicans แ ล ะ  A. niger ได้  แ ต่ ไม่ ส าม ารถยับ ยั้ งก า ร เจ ริญ ขอ ง เชื ้อ  P. 
aeruginosa  สภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะหห์าปริมาณสารกันเสียทั้ง  4 ชนิดดว้ย RP-HPLC คือ ACE5 
C18-AR column (250x4.6 mm, 5 µm), เฟส เคลื่ อน ท่ี  ป รับ เปลี่ ยนอัต ราส่ วน  ของ  acetonitrile: 0.1% 
phosphoric acid  ท่ีอตัราการไหล 1.5 มล./นาที ตรวจวดัท่ีความยาวคลื่น 270 นาโนเมตร และปรมิาตรท่ีฉีด 10 
ไมโครลิตร ความคงสภาพของเซรั่มสารสกดัดอกอญัชนัสตูรท่ีใชส้ารกลุ่มพาราเบน และสตูรท่ีใชส้ารกลุม่ท่ีไม่ใช่
พาราเบนไม่มีความแตกต่างกนั ไม่มีการเปลี่ยนแปลงของปรมิาณของสารกนัเสียตลอดการศกึษา (p>0.05) ค่า 
pH ของเซรั่มอยู่ในช่วง 5-7 และเซรั่มไม่มีการแยกชัน้ แต่เซรั่มท่ีเก็บไวท่ี้อณุหภมูิ 40°C มีการเปลี่ยนสีของจากสี
น า้เงินเป็นสีเทาในวนัท่ี 84 และไม่พบการปนเป้ือนของเชือ้จลุินทรีย ์จึงสามารถน า พีน็อกซ่ีเอทานอล และคลอร์
เฟเนซิน มาใชเ้ป็นสารกนัเสียทางเลือกแทนพาราเบนได ้
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The purpose of this research is to compare the antimicrobial efficacy of parabens 

( methylparaben ( MP)  and propylparaben ( PP) )  and non-parabens ( phenoxyethanol ( PE)  and 
chlorphenesin (CH))  in Butterfly pea extract serum and to investigate the stability of both formulae. 
The sample serums were prepared with four preservatives:  parabens, non-parabens, mixed 
parabens and non-parabens, and no preservatives.  The antimicrobial efficacy test followed the 
United States Pharmacopeia (USP XLII); Antimicrobial Effectiveness Test <51> and the stability was 
studied by determination of MP, PP, PE, and CH, microbial contamination in serum, and serum 
physical properties (pH, color, and appearance) by storage samples at 25°C, 40°C, and accelerated 
condition.  Then, it test was tested on Day 0, 28, 56, 84, 112, 140 and 168 and the developed and 
validated HPLC method determined the amount of MP, PP, PE, and CH. Microbial contamination was 
carried out according to the methods of USP XLII <61> and <62>.  The results showed that the 
antimicrobial efficacy of parabens serum was not different from non-parabens serum, and both could 
inhibit the growth of E. coli, E. aerogenes, S. aureus, C. albicans, and A. niger, but could not inhibit 
the growth of P. aeruginosa. The RP-HPLC conditions for the quantitative analysis of MP, PP, PE, and 
CH was conducted with ACE5 C18-AR column (250x4.6 mm, 5 µm), gradient elution with acetonitrile: 
0.1%  phosphoric acid as a mobile phase, flow rate of 1.5 ml/min, injection volume of 10 µl and UV 
detection at 270 nm.  The stability study showed no difference between parabens serum and non-
parabens serum, the remaining of the preservatives did not change ( p>0.05) , serum pH 5-7, the 
serum appearance was not separate, and no microbial contamination in serums, but the serum 
stored at 40°C had changed color from blue to gray on day 84. Therefore, PE and CH can be used 
instead of parabens as preservatives in cosmetics. 

 
Keyword : Butterfly pea extract serum, microbial efficacy, HPLC, Methylparaben, Propylparaben, 
Phenoxyethanol, Chlorphenesin 
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บทที ่1  
บทน า 

ภมิูหลัง  
ปัจจุบนัมีการศึกษาเก่ียวกับความเป็นพิษของสารเคมีท่ีใชใ้นผลิตภณัฑต์่าง ๆ ท่ีใชใ้น

ชีวิตประจ าวันออกมาเผยแพร่สู่สาธารณชนจ านวนมาก ซึ่งหนึ่งในนั้นคือ สารกันเสียท่ีใช้ใน
ผลิตภัณฑเ์ครื่องส าอาง เช่น สารกันเสียกลุ่มพาราเบน จากการศึกษาพบว่ามีการเกิด Contact 
allergy ในผิวหนงัของมนษุยไ์ด ้0-4.2% ซึง่เป็นการพบในการใชเ้ครื่องส าอางท่ีมีสว่นผสมของสาร
กนัเสียกลุ่มพาราเบน ประมาณ 1% และหากมีการบาดเจ็บบรเิวณผิวหนงัอาจจะท าใหเ้กิดอาการ
แพ้ท่ีมากขึน้ และ มีการพบปริมาณของสารกลุ่มพาราเบนในเนือ้เยื่อเตา้นมของผูป่้วยมะเร็ง
(Cashman และ Warshaw, 2005) ดงันัน้จงึเกิดความกงัวลในการใชส้ารกลุม่พาราเบนในการตา้น
เชือ้จุลินทรียใ์นเครื่องส าอางท่ีมีการใชใ้นชีวิตประจ าวนั ซึ่งอาจส่งผลกบัรา่งกายของผูบ้รโิภคเม่ือ
ใชผ้ลิตภณัฑเ์ครื่องส าอางนัน้เป็นระยะเวลานาน จึงเกิดการพฒันาสตูรต ารบัเครือ่งส าอางท่ีใชส้าร
กัน เสียกลุ่ม ท่ี ไม่ ใช่สารกลุ่มพาราเบน  โดยสารท่ีน ามาทนแทน  เช่น  Phenoxyethanol, 
Chlorphenesin, Methylisothiazolinone, Methylchloroisothiazolinone  เป็นตน้  

โดยท่ีผลิตภัณฑเ์ครื่องส าอางประเภทเซรั่มนั้นเป็นผลิตภัณฑบ์ ารุงผิวประเภทหนึ่งใน
รูปแบบสารละลายท่ีมี น า้ เป็นสว่นประกอบหลกั จึงไม่มีความเหนียวเหนอะ สามารถซมึเขา้ผิวได้
ง่าย และเร็ว แต่จะมีขอ้จ ากัดคือ น า้ สามารถท าใหเ้กิดการเจริญของเชือ้จุลินทรียไ์ดง้่าย (อิศเรศ 
ปัญญา, 2561)  ซึ่งการเจรญิของเชือ้จุลินทรียจ์ะส่งผลต่อความคงสภาพของผลิตภณัฑ ์อีกทัง้ยงั
ส่งผลต่อผูบ้รโิภคเม่ือจุลินทรียเ์กิดกระบวนการสรา้งสาร endotoxins ท่ีเป็นพิษต่อรา่งกาย ท าให้
เกิดการระคายเคืองหรือเกิดการแพไ้ด ้จึงมีการออกประกาศกระทรวงสาธารณสุขเก่ียวกับการ
ก าหนดปริมาณเชือ้จุลินทรีย์ท่ีสามารถพบได้ในเครื่องส าอาง ดังนี ้ ห้ามพบ Pseudomonas 
aeruginosa, Staphylococcus aureus และ Candida albicans ส่วนเครื่องส าอางผสมสมนุไพร
หา้มพบเชือ้ Clostridium spp. และเครื่องส าอางท่ีใชบ้ริเวณรอบดวงตา สัมผัสเยื่อบุอ่อน และ
เครื่องส าอางส าหรับเด็กอายุต  ่ากว่า 3 ปี ห้ามพบจ านวนรวมของแบคทีเรีย ยีสต์และรา ท่ี
เจริญเติบโตโดยใชอ้ากาศ (Total aerobic plate count) มากกว่า 500 colonies/g or cm3 ขึน้ไป 
ส าหรบัเครื่องส าอางทั่วไปท่ีไม่ไดส้มัผสัเยื่อบอุ่อน และบรเิวณรอบดวงตา หา้มพบจ านวนรวมของ
แบคทีเรีย ยีสตแ์ละรา ท่ีเจรญิเติบโตโดยใชอ้ากาศ (Total aerobic plate count) มากกว่า 1,000 
colonies/g or cm3 ขึน้ไป(ราชกิจจานุเบกษา, 2559) นอกจากนีเ้ครื่องส าอางท่ีผสมสารจาก
สมนุไพรมีโอกาสปนเป้ือนเชือ้ไดเ้น่ืองจากสมนุไพรเป็นวตัถดุิบทางธรรมชาติ ท าใหมี้สิ่งปนเป้ือน
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จากฝุ่ น เมล็ดพืช ทราย หิน เศษชิน้ส่วนเล็ก ๆ จากสิ่งแวดลอ้ม หรือเชือ้จุลินทรียท่ี์อยู่ตามดิน 
อากาศ และน า้ ท่ีใชใ้นการเพาะปลูก และอาจเกิดการปนเป้ือนในช่วงกระบวนการการเตรียม
วตัถุดิบ เช่น การเก็บเก่ียว การขนส่ง การเตรียมสมุนไพรแหง้ ท่ีผิดวิธี ซึ่งส่วนใหญ่กระบวนการ
ต่างๆนัน้ไม่ไดเ้ป็นกระบวนการปราศจากเชือ้ จึงท าใหเ้กิดการปนเป้ือนไดง้่ายขึน้ โดยในประเทศ
ไทยเคยพบการปนเป้ือนของเชือ้แบคทีเรยีในผลิตภณัฑด์แูลสขุภาพท่ีพบในภาคเหนือของประเทศ 
3.44% และพบการปนเป้ือนของเชือ้ราและยีสต์ คิดเป็น 9.19% ซึ่งส่วนใหญ่เป็นผลิตภัณฑ์
ประเภทครีมและโลชั่น(Techaoei, 2017) ดงันั้นในการผลิตตอ้งสามารถยืนยันไดว้่าไม่เกิดการ
ปนเป้ือนของเชือ้หรอืการใสส่ารกนัเสียในต ารบั ซึง่สว่นใหญ่สารกนัเสียท่ีเลือกใชค้ือ สารกลุม่พารา
เบน แตจ่ากการศกึษาท่ีผ่านมาพบปัญหาเกิดการแพแ้ละอาจเกิดสะสมในรา่งกาย จึงตอ้งมีการใช้
สารกนัเสียชนิดอ่ืนมาทดแทน 

เซรั่ม นัน้มีสว่นประกอบท่ีเป็นวฏัภาคน า้ และวฏัภาคน า้มนั ซึ่งมีสารเคมีหลายชนิดผสม
กนั ในการวิเคราะหส์ารเคมีในต ารบันัน้ จะเกิดการรบกวนผลการวิเคราะหจ์ากสารอื่น จงึตอ้งเลือก
วิธีสกัดสารท่ีเหมาะสมเพื่อแยกสารท่ีตอ้งการวิเคราะหอ์อกมา โดยวิธีการสกัดท่ีง่าย ไม่ซบัซอ้น 
สามารถแยกสารได ้และเป็นท่ีนิยม คือ วิธี liquid extraction โดยเลือกตวัท าละลายท่ีมาสกดัโดย
ไม่ท าใหเ้กิดการเสื่อมสภาพของสาร การวิเคราะหส์ารหลายชนิดท่ีละลายอยู่ดว้ยกัน จะเกิดการ
รบกวนผลการทดสอบ ดงันัน้จึงตอ้งแยกสาร โดยใชเ้ครื่องมือท่ีสามารถแยกสารออกจากกนัได ้ซึ่ง
เครื่องมือท่ีนิยมใชใ้นการแยกสารนัน้ คือ High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 
เน่ืองจากมีความสามารถในการแยกสาร มีความไวสงู ท่ีสามารถปรบัเปลี่ยนสภาวะการวิเคราะห์
เพื่อใหเ้หมาะสมกบัสารท่ีตอ้งการวิเคราะห ์ไดแ้ก่ การปรบั mobile phase เพื่อใหส้ามารถแยกสาร
ออกจากกัน โดยอาศยัคณุสมบตัิความมีขัว้ ไม่มีขัว้ของสาร ตามหลกัการ like dissolve like คือ 
สารท่ีมีคณุสมบตัิความมีขัว้เหมือนกบัเฟสคงท่ี (stationary phase) จะจบักบัเฟสคงท่ีไดด้ี ส่งผล
ใหส้ารนัน้ออกจากคอลมันเ์ขา้สู ่detector ไดช้า้กวา่ สารท่ีมีคณุสมบตัิการมีขัว้ต่างจากเฟสคงท่ี  

ต ารบัเครื่องส าอางท่ีมีส่วนผสมของสมุนไพรโดยเฉพาะต ารบัเซรั่มซึ่งมีน า้ผสมอยู่เป็น
ส่วนมาก สารกันเสียท่ีใช้ในต ารบัระหว่างสารกลุ่มพาราเบน และ สารท่ีไม่ใช่พาราเบนนั้น มี
ประสิทธิภาพในการตา้นเชือ้จุลินทรียแ์ตกต่างกันหรือไม่ อีกทั้งยังไม่มีการศึกษาเป รียบเทียบ
ประสิทธิภาพการตา้นเชือ้จลุินทรยีข์องสารทัง้สองกลุ่มอย่างชดัเจน นอกจากนีค้วามคงสภาพของ
สารกนัเสียทัง้สองกลุม่ในต ารบัผลิตภณัฑเ์ม่ือเก็บผ่านไประยะเวลาหนึ่ง โดยจะศกึษาจากปรมิาณ
สารกันเสียในต ารบัและประสิทธิภาพในการต้านเชือ้จุลินทรีย์ โดยทางผู้วิจัยได้น าวิ ธี liquid 
extraction มาใช้สกัดสารกันเสียออกจากสูตรต ารับเซรั่มสารสกัดดอกอัญชันแล้วใช้ High 
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Performance Liquid Chromatography ในการวิเคราะห์หาปริมาณสาร ทางดา้นการทดสอบ
ประสิทธิภาพในการยบัยัง้การเจริญของเชือ้ของสารกนัเสียทัง้สองกลุ่ม ดว้ยวิธีวิเคราะหท่ี์อา้งอิ ง
จาก US pharmacopoeia และ ASEAN guideline (ราชกิจจานุเบกษา, 2559) เน่ืองจากเป็นวิธี
วิเคราะหท่ี์องคก์ารอาหารและยาของประเทศไทย ยอมรบัใหส้ามารถน าผลการวิเคราะหด์งักล่าว
มาขอขึน้ทะเบียนผลติภณัฑ ์ 

ความมุ่งหมายของงานวิจัย 
ในการวิจยัครัง้นีผู้ว้ิจยัไดต้ัง้ความมุง่หมายไวด้งันี ้

เพื่อศึกษาประสิทธิภาพในการยับยั้งจุลินทรียข์องสารกลุ่มกันเสียกลุ่มพาราเบน 
เปรยีบเทียบกบั สารกนัเสียกลุม่ท่ีไม่ใช่พาราเบน ในต ารบัเซรั่มสารสกดัดอกอญัชนั 

เพื่อศกึษาความคงสภาพของต ารบัเซรั่มสารสกดัดอกอญัชนัท่ีใสส่ารสารกลุม่กนัเสีย
กลุม่พาราเบน เปรยีบเทียบกบั สารกนัเสียกลุม่ท่ีไม่ใช่พาราเบน 

ความส าคัญของการวิจัย  
การศกึษาครัง้นี ้เพื่อยืนยนัประสิทธิภาพการตา้นเชือ้จลุินทรยีข์องสารกนัเสียกลุม่ท่ีไม่ใช่

พาราเบนเทียบเท่าสารกันเสียกลุ่มพาราเบนและ ศึกษาความคงสภาพของเซรั่มสารสกัดดอก
อญัชนั เพื่อเป็นแนวทางในการพฒันาสตูรต ารบัเซรั่มสารสกดัดอกอญัชนัใหมี้ความคงสภาพตลอด
การใชง้านของผูบ้รโิภค 

ขอบเขตของการวิจัย 
งานวิจัยนีเ้ป็นการศึกษาประสิทธิภาพของสารกันเสียในผลิตภัณฑเ์ซรั่มสารสกัดดอก

อญัชนัท่ีเตรียมจากสตูรท่ีก าหนดโดยมีสารกนัเสียเป็นสารกลุ่มพาราเบน และ สารกันเสียท่ีไม่ใช่
สารกลุ่มพาราเบน เป็นส่วนประกอบ บรรจุในขวด โดยจัดเก็บในอุณหภูมิ 25°C, 40°C และ 
ทดสอบ accelerated stability studies เก็บตัวอย่างมาท าการทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้ง
จุ ลิ น ท รีย์  (Antimicrobial effectiveness testing) กับ ตั วอย่ า ง เชื ้อ จ าน วน  6 ชนิ ด  ได้แก่  
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Enterobacter 
aerogenes, Candida albicans และ Aspergillus niger ในวันท่ี 0, 7, 14, 28 และ 56 ของการ
ทดสอบ และหาปริมาณเฉพาะสารกันเสีย ดว้ยเครื่อง HPLC ในวันท่ี 0, 28, 56, 84, 112, 140 
และ 168 
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ตวัแปรทีศ่ึกษา 
ตัวแปรต้น : ต ารับ เซรั่มสารสกัดดอกอัญชันผสมสารกันเสียกลุ่มพาราเบน 

(methylparaben, propylparaben), และต ารบัเซรั่มสารสกัดดอกอัญชันผสมสารกันเสียกลุ่มท่ี
ไม่ใช่พาราเบน (phenoxyethanol, chlorphenesin) ‘ 

ตวัแปรตาม: ประสิทธิภาพในการยบัยัง้เชือ้จุลินทรีย์, ความคงสภาพของเซรั่มสาร
สกดัดอกอญัชนัทางเคมีและกายภาพ 

นิยามปฏิบัตกิาร 
สารกนัเสียกลุม่พาราเบน หมายถึง methylparaben, propylparaben 
สารกนัเสียกลุม่ท่ีไม่ใช่พาราเบน หมายถึง phenoxyethanol, chlorphenesin 
ประสิทธิภาพการยบัยัง้เชือ้จลุินทรีย ์หมายถึง ความสามารถในการยบัยัง้การเจรญิของ

เชื ้อ  Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Enterobacter 
aerogenes, Candida albicans, Aspergillus niger  

ความคงสภาพของเซรั่มสารสกดัดอกอญัชนั หมายถึง ความสามารถของเซรั่มสารสกดั
ดอกอญัชนัท่ีจะรกัษาสภาพของลกัษณะภายนอกของต ารบั ไดแ้ก่ สี กลิ่น การแยกชัน้ของต ารบั 
คา่ pH ของต ารบั และ ปรมิาณสารกนัเสียในต ารบั 

สมมตฐิานในการวิจัย 
1. ประสิทธิภาพการยบัยัง้จลุนิทรยีใ์นต ารบัเซรั่มสารสกดัดอกอญัชนัท่ีใสส่ารกนัเสียกลุม่

ท่ีไม่ใช่พาราเบน ไม่แตกตา่งจากต ารบัท่ีใสส่ารกนัเสียกลุม่พาราเบน 
2. ความคงสภาพของต ารบัเซรั่มสารสกัดดอกอญัชันท่ีใส่สารกันเสียกลุ่มท่ีไม่ใช่พารา

เบน ไม่แตกตา่งจากต ารบัท่ีใสส่ารกนัเสียกลุม่พาราเบน 



 

บทที ่2  
เอกสารและงานวจิัยทีเ่กีย่วข้อง 

ในการวิจัยครัง้นี ้ผูว้ิจัยไดศ้ึกษาเอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวขอ้ง และไดน้ าเสนอตาม
หวัขอ้ตอ่ไปนี ้ 

1. ผลิตภณัฑรู์ปแบบเซรั่ม 
2. ขอ้มลูทางพฤกษศาสตร ์และพฤกษเคมีของอญัชนั 
3. สารกนัเสียท่ีใชใ้นต ารบัเครือ่งส าอาง 
4. ความเป็นพิษของสารกนัเสียกลุม่พาราเบน 
5. วิธีวิเคราะหส์ารกนัเสีย 
6. การทดสอบประสิทธิภาพการยบัยัง้เชือ้ของสารกนัเสีย 
7. การทดสอบความคงสภาพ 

เซร่ัม 
เซรั่ม คือ ผลิตภณัฑท่ี์มีความเขม้ขน้ของสารส าคญัในต ารบัสูงกว่าผลิตภัณฑป์ระเภท

ครีมหรือโลชั่นโดยมีสารพืน้ของต ารบัเป็นน า้ หรอื น า้มนั คลา้ยกบัครมี ซึ่งมีความหนืด มีลกัษณะ
เนือ้สมัผสับางเบากว่าผลิตภณัฑป์ระเภทครมี เน่ืองจากสว่นผสมหลกัส่วนใหญ่เป็น น า้ โดยความ
เหลว ลักษณะ และสีของเนือ้เซรั่มจะเป็นไปตามอัตราส่วนประกอบของวัฏภาคน า้กับวัฏภาค
น า้มนั ส่วนผสม สารสกดั ของแต่ละสตูรต ารบัเซรั่ม ขอ้ดีของเซรั่มคือ มีความเขม้ขน้ของสารออก
ฤทธ์ิส าคญัสงูกว่าผลิตภณัฑป์ระเภทครมี ท าใหป้รมิาณการใชต้อ่ครัง้นอ้ยกว่า นอกจากนีเ้ซรั่มจะ
มีโมเลกลุขนาดเล็กจากส่วนผสมท่ีมี น า้เป็นส่วนผสมหลกั ท าใหส้ามารถซมึเขา้ผิวไดง้่าย รวดเรว็ 
ท าใหเ้ห็นประสิทธิภาพไดเ้รว็ นอกจากนัน้เนือ้เซรั่มมีความบางเบา ไม่เหนียวเหนอะ ท าใหไ้ม่อดุตนั
รูขุมขนจึงสามารถลดการเกิดสิวได้ เซรั่มอาจจัดเป็นเครื่องส าอาง ยาหรือเวชภัณฑ์ขึน้อยู่กับ
สารส าคญัท่ีออกฤทธ์ิ ท่ีผสมเขา้ไปในต ารบั จากขอ้ดีท่ีกลา่วมานัน้จงึเป็นสาเหตท่ีุท าใหเ้ซรั่มเป็นท่ี
นิยมใชใ้นเครื่องส าอาง การทดสอบความคงสภาพเซรั่ม แบ่งออกเป็น 2 แบบ คือทางกายภาพ 
และทางเคมี การทดสอบทางกายภาพ เช่น ค่าความหนืด, ความเป็นเนือ้เดียวกันของต ารบั, 
คุณภาพทางจุลินทรีย์ สีของต ารบั การทดสอบทางเคมี เช่น ค่าความเป็นกรดด่าง ปริมาณ
สารส าคญัหรอืสารท่ีตอ้งการวิเคราะห ์(Skinphilic, 2562; อิศเรศ ปัญญา, 2561) 
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ข้อมูลทางพฤกษศาสตร ์และพฤกษเคมีของอัญชัน 
ข้อมูลทางพฤกษศาสตร ์

ช่ือ : อญัชนั 
ช่ือวิทยาศาสตร ์: Clitorea ternatea L.  
ช่ือวงศ ์: Leguminosae (Papilionoideae) 
ลกัษณะทั่วไป : เป็นไมล้ม้ลกุเลือ้ยพนั เถามีลกัษณะกลมเล็กเรียว สีเขียวอ่อน เถา

ออ่นมีขนนุ่ม เถายาว 1-5 เมตร แตกก่ิงกา้นตามขอ้ใบ  
- ใบประกอบแบบขนนกปลายคี่ เรียงสลบั ใบย่อย 2-3 คู่ ใบบาง สีเขียว ใบย่อยรูป

วงรีแกมไข่กลับ กวา้ง 1-3 เซนติเมตร ยาว 2-5 เซนติเมตร ผิวใบมีขนปกคลุมทั้งสองดา้น หรือ
บางครัง้ผิวดา้นบนเกลีย้ง ขอบใบเรยีบ ปลายใบมน ปลายเป็นติ่งแหลมสัน้ๆ แผน่ใบเรยีบ  

- ดอกเดี่ยว ออกท่ีซอกใบ มี 1-2 ดอก กลีบดอก รูปดอกถั่ว มี 5 กลีบ แบง่เป็น 2 ปาก 
ปากลา่งขนาดใหญ่ ตรงกลางดอกมีแถบสีเหลืองขาว กลีบเลีย้งสีเขียว 5 กลีบ แผน่กลีบบาง ปลาย
แยกเป็น 5 แฉก ดอกมีสีน า้เงิน ม่วง หรอืขาว  แบ่งดอกเป็นสองพนัธุ ์คือ 1.พนัธุด์อกลา ซึ่งมีกลีบ
ใหญ่ท่ีสุด 1 กลีบ มีจุดแตม้สีเหลืองกลางกลีบ 2.พันธุ์ดอกซอ้น มีกลีบใหญ่มากกว่า 1 กลีบ ดู
เหมือนกลีบดอกหลายชัน้ มีกา้นดอกสัน้ๆ ยาว 2-3 มิลลเิมตร  

- ผลเป็นฝัก รูปดาบ แบนยาว ขนาดกวา้ง 1-1.5 เซนติเมตร ยาว 5-12 เซนติเมตร  มี
ขนสัน้นุ่ม ปลายเป็นจะงอยสัน้ๆ ฝักอ่อนมีสีเขียว พอแก่มีสีน า้ตาลอ่อน แตกเป็น 2 ฝา เมล็ดรูปไต 
สีด  า ยาวไดป้ระมาณ 5 มิลลเิมตร จ านวน 6-10 เมลด็ (มหาวิทยาลยัอบุลราชธานี, 2010) 

พฤกษเคมีของอัญชัน 
จากการวิเคราะห์พฤกษเคมีเชิงคุณภาพ (qualitative analysis) ในสารสกัดส่วน

ต่างๆ ของอัญชันโดยเมทานอล โดยในดอกอัญชันพบสารเคมีในกลุ่ม Alkaloids, Tannins, 
Glycosides, Resins และ Flavonoids ซึ่งสารในกลุ่ม Flavonoids ท่ีพบไดแ้ก่สาร Kaempferol, 
Quercetin, Myrictin นอกนัน้ยงัพบสารกลุ่ม Anthocyanins ไดแ้ก่ สาร Delphinidins, Ternatins 
(Kazuma, Noda, และ Suzuki, 2003; Manjula, Mohan, Sreekanth, Keerthi, และ Devi, 2013) 

การกระตุ้นการเจริญของเส้นผมสารสกัดดอกอัญชัน 

การศึกษาของ Kurmar และคณะ ปี 2012 โดยศึกษาสารสกัดจากสมุนไพรไทยท่ี
สกดัดว้ยวิธีการแช่สกดัดว้ย ethyl alcohol ท่ีสามารถยบัยัง้การท างานของเอนไซม ์5α-reductase 
จากตบัของหนู ซึง่เป็นเอนไซมท่ี์ยบัยัง้การเจรญิของเสน้ขน และฤทธ์ิการกระตุน้การเจรญิของเสน้
ขนของหนู mice พบว่าสารสกดัเอทานอลของ Clitorea ternatea L. มีฤทธ์ิยบัยัง้การท างานของ
เอนไซม ์5α-reductase และกระตุน้การงอกของเสน้ขนมากท่ีสดุ โดยสารสกดั 1 g มีฤทธ์ิเท่ากับ 
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finasteride 24. 30±1. 64 mg ( Kumar, Rungseevijitprapa, Narkkhong, Suttajit, แ ล ะ 
Chaiyasut, 2012) 

การศกึษา Rabeta และ An Nabil ปี 2011 ศกึษาปรมิาณสารประกอบฟีนอลิค และ 
DPPH scavenging activity ของสารสกัดจากดอกและใบของ Clitoria ternatea และ Vitex 
negundo L. ท่ีสกัดด้วย methanol และ น ้า ซึ่งพบว่าการสกัดด้วย methanol จะได้ปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิคมากกว่าการสกัดดว้ยน า้ พบในใบมากกว่าในดอกของพืช และพบปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิคจากการสกัด Vitex negundo L. มากกว่า Clitoria ternatea ในส่วนการ
ทดสอบ DPPH scavenging activity พบว่าการสกัดสารจาก Clitoria ternatea ดว้ย methanol 
และ น า้ ใหผ้ลการทดสอบท่ีสามารถยบัยัง้การเกิด oxidation ได ้(Salleh และ Nabil, 2013) 

การศึกษา Trüeb ปี 2012 ศึกษาเก่ียวกับการเกิด Oxidative stress กระตุน้ใหเ้กิด
กระบวการ Ageing ของเสน้ผม โดยทฤษฎีของการเกิด ageing ของเสน้ผม เกิดจาก free radical 
ท่ีมีพลงังานสงู และอยู่อย่างเป็นอิสระ สามารถท าลายโครงสรา้งของเยื่อหุม้เซลล,์ ไขมนั, โปรตีน 
และ DNA ของเซลลไ์ด ้ซึง่ปกติแลว้การเกิด Free radical จะเกิดขึน้ตามปกติเม่ือเกิดกระบวนการ 
metabolism และสามารถถกูกระตุน้ใหเ้กิดไดด้ว้ย Oxidative stresses จากสิ่งแวดลอ้ม รา่งกาย
จะสรา้ง endogenous defence เพื่อมาป้องกันการเกิด Free radical ได้แก่ 1. Antioxidative 
enzyme  เ ช่ น    Superoxide dismutase, Catalase, Glutathione peroxidase   2 .  Non- 
enzymatic  Antioxidative เช่น vitamin E, vitamin C, glutathione, ubiquinone เพื่อท าให ้Free 
radical ไม่สามารถเกิดปฏิกิรยิาท าลายโครงสรา้งของเซลล ์เม่ือมีอายมุากขึน้จะมีการสรา้ง Free 
radical เพิ่มมากขึน้ และกระบวนการสรา้ง endogenous defence ลดลง ท าใหเ้กิดความสมดลุ
ของกลไกนี ้จึงเกิดการท าลายโครงสรา้งของเซลลเ์พิ่มมากขึน้ โดยกระบวนการ Aging ของเสน้ผม 
จะท าใหล้ดการท างานของ Melanocyte ส่งผลใหเ้กิดผมหงอก และลดการสรา้งเซลลผ์ม เกิดผม
ร่วง (Trüeb, 2009) จากการศึกษาท่ีกล่าวมานั้น การป้องกันการหลุดร่วงของเสน้ผมท่ีเกิดจาก
กระบวนการ Oxidative stress ซึ่งเป็นกระบวนการท่ีเกิดขึน้ตามธรรมชาติ แต่สามารถถกูเรง่ดว้ย
สภาพแวดลอ้ม อาจสามารถใชส้ารสกัดจากดอกอญัชนัซึ่งมีฤทธ์ิ antioxidant มาเป็นสารส าคญั
ของผลิตภณัฑ ์เพื่อช่วยลดการหลดุรว่งของเสน้ผม   

สารกันเสียทีใ่ช้ในต ารับเคร่ืองส าอาง 
สารกันเสีย สารเคมีท่ีช่วยยับยั้งการเจริญเติบโตและท าลายจุลินทรีย์ท่ีปนเป้ือนใน

ผลิตภัณฑ ์เพื่อใหผ้ลิตภัณฑมี์ความคงสภาพและสามารถเก็บรกัษาผลิตภัณฑไ์ด้ สามารถแบ่ง
ประเภทไดด้งันี ้(Alvarez-Rivera, Llompart, Lores, และ Garcia–Jares, 2018) 
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1. ส ารกลุ่ ม  Organic Acid Preservatives เช่ น  benzoic acid, formic acid,,,,,,,,,,, 
propionic acid, sorbic acid สารกลุม่นีส้ว่นใหญ่ไม่น ามาใชก้บัผลิตภณัฑท่ี์ใชบ้รเิวณตาหรอืปาก 

2. สารกลุ่ม Alcohols and Derivatives เช่น benzyl alcohol, isopropyl/สสสสสสสส 
,methylphenol, phenoxyethanol, phenoxyisopropanol 4-hydroxybenzoic acid ง ง ง ง ง
(parabens) สว่นใหญ่ใชก้บัผลิตภณัฑป์ระเภท ยาสีฟัน, สบู,่ แปง้ทาหนา้และครมีตา่ง ๆ 

3. สารกลุ่ม  Formaldehyde, Methylene Glycol and Formaldehyde Releasers;;;;; 
เช่น imidazolidinyl urea, diazolidinyl urea, benzylhemiformal, DMDM hydantoin ส่วนใหญ่
ใชใ้นผลติภณัฑป์ระเภทแชมพ,ู เจลอาบน า้, สบูเ่หลว 

4. สารกลุ่ม Isothiazolinones เช่น methylisothiazolinone ส่วนใหญ่ใช้ในผลิตภัณฑ์
เครือ่งส าอางทั่วไป หรอืผลิตภณัฑท่ี์ใชใ้นบา้น เช่น กาว สี  

5. สารกลุ่ม Halogenated Preservatives เช่น 5-bromo-5-nitro-1,3 dioxane ,,,,,,,,,,, 
(bronidox), 2-bromo-2-nitropropane-1,3-diol (bronopol), chlorphenesin ส่ วน ม าก ใช้ ใน
แชมพสูระผมและครมีบ ารุงผม สบูเ่หลว  

6. สารกลุ่ม  Quaternary Ammonium Salts เช่น  benzalkonium chloride,/lllllllllllllllll 
benzethonium chloride สว่นมากใชใ้นแชมพสูระผมและครมีบ ารุงผม  
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และจากการศึกษาของ Bunyavaree, Kasemsarn และ Boonchai ปี 2016 ไดส้  ารวจ
ประเภทของสารกนัเสียในเครื่องส าอางท่ีขายในประเทศไทยพบว่า มีเครื่องส าอางท่ีใชส้ารกนัเสีย
กลุ่มพาราเบนถึง 43.2% ซึ่งเม่ือแยกประเภทของเครื่องส าอางแลว้ พบว่า สารกันเสียกลุ่มพารา
เบนส่วนใหญ่ใชใ้นเครื่องส าอางประเภท ผลิตภณัฑท์ าความสะอาดหนา้, ผลิตภณัฑบ์ ารุงผิวหนา้, 
ผลิตภัณฑ์บ ารุงผิวทั่ วร่างกาย, Make-up, ผลิตภัณฑ์กันแดด และ ผลิตภัณฑ์ดูแลช่องปาก 
(Bunyavaree, Kasemsarn, และ Boonchai, 2016) เน่ืองจากสารกนัเสียกลุ่มพาราเบนนัน้มีฤทธ์ิ
ยบัยัง้การเจรญิของเชือ้แบบ broad spectrum รวมทัง้ยีสต ์และ รา ส าหรบัผลิตภณัฑด์แูลเสน้ผม
และผลิตภณัฑท์ าความสะอาดรา่งกาย มีการใชส้ารกนัเสียทดแทนการใชส้ารกนัเสียกลุม่พาราเบน 
ดังนั้นการศึกษาผลิตภัณฑ์ดูแลเส้นผมในครัง้นี ้จึงเลือกใช้สารกันเสีย phenoxyethanol และ 
chlorphenesin ทดแทนการใช้สารกันเสียกลุ่มพาราเบน เน่ืองจาก สารกลุ่ม Formaldehyde 
Releasers นัน้มีโครงสรา้งของสาร Formaldehyde และปลดปล่อยออกมาได ้ซึ่งเป็นสารท่ีท าให้
เกิดอนัตรายแก่ผูบ้ริโภค หากไดร้บัสารเป็นระยะเวลานานมีโอกาสท าใหเ้ป็นมะเร็งได ้สารกลุ่ม 
Organic acid มีขอ้จ ากัดในการใชง้านคือ สารกลุ่มนีไ้ม่มีฤทธ์ิฆ่าเชือ้จุลินทรียเ์ม่ืออยู่ในรูปของ
เกลือ ท าให้ค่า pH ของต ารับมีผลต่อความคงสภาพและประสิทธิภาพของสารกันเสีย โดย
ประสิท ธิภาพจะต ่ าลงเม่ือค่า  pH ของต ารับสูง สารกลุ่ม  Quaternary Ammonium Salts 
ประสิทธิภาพของสารกนัเสียมีความสมัพนัธก์บัคา่ pH ของต ารบั โดยถา้ คา่ pH ของต ารบัต ่าจะมี
ประสิทธิภาพลดลง และสาร Methylchloroisothiazolinone, Methylisothiazolinone มีรายงาน
ก า ร เกิ ด อ าก า รแพ้ แ ล ะ ระค าย เคื อ ง ท่ี ผิ วห นั งขอ งผู้ บ ริ โภ ค จ าน วน ม าก  ส่ วน ส า ร 
Methylisothiazolinone อาจท าใหเ้กิด neurotoxic ไดเ้ม่ือมีการใชส้ารในระยะเวลานาน (Alvarez-
Rivera และคณะ, 2018) และมีการห้ามใช้สารในผลิตภัณฑ์ท่ีใช้แลว้ไม่ต้องล้างในทวีปยุโรป
(Erickson, 2016) สว่นสาร phenoxyethanol ไม่สามารถตา้นการเจรญิของเชือ้รา (Lieber, 1990) 
จงึตอ้งใชใ้นต ารบัรูปแบบ combination กบั chlorphenesin ท่ีสามารถตา้นการเจรญิของเชือ้ราได ้
ท าใหมี้ประสิทธิภาพการตา้นการเจรญิของเชือ้จลุนิทรยีไ์ดค้รอบคลมุ 

ความเป็นพษิของสารกันเสียกลุ่มพาราเบน 
Contact allergy 

การศกึษา contact allergy ของสารพาราเบน ในมนษุยพ์บวา่ พาราเบนเป็นสารท่ีท า
ใหเ้กิดการระคายเคืองและเกิดการแพใ้นผิวหนงัของมนุษยป์กติไดน้อ้ย โดยสามารถพบการเกิด 
allergic contact allergy ได้ 0-4.2 % ซึ่งพบในการใช้เครื่องส าอางท่ีมีส่วนผสมเป็นพาราเบน 
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ประมาณ 1% แตห่ากมีอาการบาดเจ็บท่ีผิวหนงัอาจจะท าใหมี้โอกาสเกิดอาการแพไ้ดม้ากขึน้ โดย
มีรายงานการเกิดอาการแพจ้ากผูท่ี้มีแผลเรือ้รงัท่ีขา 3.1%  

การศึกษาการใช ้patch-tested ท่ีมีการใส่พาราเบน ในผูป่้วยท่ีเป็น chronic dermatitis 
พบว่า พาราเบนสามารถกระตุน้ใหเ้กิดอาการแพใ้นอตัราท่ีต ่ากว่า 4% ขึน้อยู่กบัแต่ละบคุคล และ 
มี 1% ของพาราเบนท่ีไม่ถูก metabolite และถูกดูดซึมเขา้ร่างกาย (Cashman และ Warshaw, 
2005) 

Cancer 
จากการศึกษาของ Harvey และ Darbre ในปี  2004 ได้มีการทดสอบโดยน า

เครื่องส าอางชนิดครีมหรือโลชั่นท่ีมีสารกันเสียกลุ่มพาราเบน มาทดสอบใช้บริเวณใตว้งแขน 
หนา้อก และเตา้นม พบว่าสารกันเสียกลุ่มพาราเบน อาจเพิ่มการเกิดมะเร็งเตา้นมในผูห้ญิงได ้
อย่างไรก็ตามการศกึษานีไ้ม่สามารถบอกความสมัพนัธ์ท่ีชดัเจนระหว่างสารกนัเสียกลุม่พาราเบน 
กบัการเกิดมะเรง็เตา้นมได ้เน่ืองจากการศกึษานีไ้ม่ไดจ้  ากดัการไดร้บัสารกนัเสียกลุม่พาราเบน ซึง่
อาจพบไดจ้ากอาหารหรือยาท่ีผูเ้ขา้รว่มวิจยัไดร้บั อีกทัง้การศึกษานีไ้ม่มีขอ้มลูเบือ้งตน้ของผูร้ว่ม
การศกึษา ไดแ้ก่ ชนิดและต าแหน่งของมะเรง็ การใชเ้ครื่องส าอาง รวมถึงมีขนาดของกลุม่ตวัอย่าง
ท่ีเล็ก ซึ่งต่อมา ในปี 2008 ผู้ท  าการศึกษาได้ท าการศึกษาในรูปแบบเดิมแต่ไม่ได้ข้อมูลหรือ
หลกัฐานอ่ืนเพิ่มเตมิ (Darbre และ Harvey, 2008) 

ปี 2012 Barr และคณะ ไดท้ดสอบหาปรมิาณของสารกนัเสียกลุ่มพาราเบน ในเนือ้เยื่อ
เตา้นมท่ีไม่ไดเ้ป็นมะเร็ง ยกเวน้ propylparaben เน่ืองจากมีปริมาณท่ีสงูกว่าสารกลุ่มพาราเบน
ชนิดอ่ืน พบว่าปรมิาณของสารกนัเสียกลุม่พาราเบน ในบรเิวณเตา้นมแตล่ะต าแหน่งมีคา่ใกลเ้คียง
กนั ถึงแมว้่า 7 ใน 40 ของผูท่ี้เขา้รว่มจะไม่เคยใชเ้ครื่องส าอางชนิดทาใตว้งแขน แสดงว่าสารกลุ่ม
พาราเบน สามารถกระจายไปยงัส่วนอ่ืนของรา่งกายได ้(Barr, Metaxas, Harbach, Savoy, และ 
Darbre, 2012) 

จากการศกึษาปี 2014 ของ Khanna โดยเก็บกลุม่ตวัอยา่งท่ีใชเ้ครือ่งส าอางท่ีมีพารา
เบน เป็นสารกนัเสีย ซึง่ใชก้บัสว่นตา่ง ๆ ของรา่งกาย ไดแ้ก่ บรเิวณใตว้งแขน, หนา้อก และเตา้นม
พบว่า พาราเบนสามารถเพิ่มโอกาสการเกิดมะเร็งเตา้นมในเพศหญิง โดยในเพศหญิงช่วงวยัรุน่
และเด็กจะไดร้บัสารกลุ่มพาราเบนแต่ละวันมากกว่าเพศชาย เน่ืองจากมีการใช้เครื่องส าอาง
มากกว่าจึงมีโอกาสไดร้บัสารกลุ่มพาราเบนมากกว่า ซึ่งการไดร้บัสารกลุ่มพาราเบนเป็นเวลานาน
จะท าใหมี้ผลของ estrogenic ท่ีบรเิวณผิวหนงัและพบว่า 60% ของมะเรง็เตา้นม เกิดจากสารเคมี
ท่ีได้รับบริเวณใต้แขน อีกทั้ง ethylparaben, butylparaben ท่ีความเข้มข้นสูงกว่า 17 beta 
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oestradiol 1,000 -10,000 เท่า จะสามารถกระตุน้ MCF7 human breast cancers cell line ได้
แต่ มี ก ารเกิ ด  gene expression ท่ี แตกต่ างกับ  17 beta oestradiol (Khanna, Dash, และ 
Darbre, 2014) 

จากการศึกษาวัดระดับของ parabens ester ในเนือ้เยื่อเตา้นมของมนุษยจ์ านวน 
160 ตวัอย่างจากผูป่้วยมะเร็ง 40 คน พบว่ามีสารกลุ่มพาราเบน ในเนือ้เยื่อเตา้นมจ านวน 158 
ตัวอย่าง โดยใน 96 ตัวอย่างจะพบ methylparaben, ethylparaben, n-propylparaben, n-
butylparaben, isobutyl-paraben ซึง่มีระดบัของ methylparaben, propylparaben ในปรมิาณท่ี
สงูกว่า สารกลุม่พาราเบนชนิดอ่ืน และจากการศกึษา cell culture พบว่า การไดร้บัสารกลุ่มพารา
เบน ทั้งห้าชนิดหรืออย่างน้อยหนึ่งชนิดสามารถท าให้เกิด proliferation ของ human breast 
cancers (Barr และคณะ, 2012) 

Pregnancy and Lactation  
พบว่าสารกลุ่มพาราเบน สามารถผ่านรกไปยงัทารกได ้นอกจากนัน้ยงัพบในน า้นม

แม่ แต่ยังไม่มีการศึกษาผลกระทบต่อทารกหากแม่ไดร้บัสารกลุ่มพาราเบนเป็นระยะเวลานาน 
(Darbre และ Harvey, 2008) 

Reproductive system  
จากการศึกษาของ Glander ปี 1984 พบว่า สารกลุ่มพาราเบนมีผลต่ออวยัวะของ

ระบบสืบพันธุ์เพศชาย ลดระดับของฮอรโ์มน testosterone และการลดสร้างตัวอสุจิ  โดย 
methylparaben สามารถลดการเคลื่ อน ท่ีของตัวอสุ จิ  จากการรบกวนการท างานของ 
mitochondria ในการสรา้งพลงังานส าหรบัการเคลื่อนท่ีของตวัอสจิุ และการไดร้บั butylparaben 
ระหว่างการตัง้ครรภแ์ละใหน้มบตุร จะมีผลต่อการพฒันาอวัยวะของระบบสืบพนัธุเ์พศชายในลกู 
เช่น น ้าหนักของอวัยวะสืบพันธุ์ จ  านวนและการเคลื่อนท่ีของตัวอสุจิ (Glander, Rytter, และ 
Schönborn, 1984)  

จากการศึกษาของ Oishi ปี  2002 พบว่า พาราเบนสามารถจับกับ estrogen 
receptor ไดจ้ึงมีฤทธ์ิกระตุน้การท างานของฮอรโ์มน estrogen ไดเ้ล็กนอ้ยในการศึกษา in vitro 
ของ estrogen receptor และ in vivo ของ Uterotrophic assay โดย สาร butylparaben ส่งผล
ขา้งเคียงต่อการหลั่ง testosterone และการท างานของระบบสืบพนัธุเ์พศชายในสตัวเ์ลีย้งลกูดว้ย
นม จงึไดมี้การศกึษาผลขา้งเคียงท่ีมีตอ่ระบบสืบพนัธุเ์พศชายของ propylparaben ในสตัวท์ดลอง 
พบว่า ปริมาณและความเข้มข้นของตัวอสุจิ บริเวณ epidermal ใน testis มีปริมาณลดลงมี
ความสัมพันธ์กับความเข้มข้นของ propylparaben ท่ีได้รับ โดยท่ีความเข้มข้นท่ีเท่ากับและ
มากกว่า 0.10 % จะส่งผลอย่างมีนัยส าคญั ปริมาณ testosterone ในเซรั่มของสัตวท์ดลองลด
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นอ้ยลงตามปรมิาณการไดร้บั propylparaben ในส่วนของการสรา้งและประสิทธิภาพของตวัอสจิุ 
ลดนอ้ยลงในทุกกลุ่มท่ีไดร้บั propylparaben ซึ่งระดบัของการไดร้บั propylparaben แลว้เกิดผล
ดงักลา่วนัน้จะสอดคลอ้งกบัปรมิาณมากสดุท่ีสามารถไดร้บัสารกลุม่พาราเบน ท่ีประเทศทวีปยโุรป
และญ่ีปุ่ นก าหนดไว ้เท่ากบั 10 mg/kg(body weight)/day (Oishi, 2002) 

วิธีวิเคราะหส์ารกันเสีย 
จากการศึกษาคุณสมบัติของสารกันเสียกลุ่มพาราเบน   phenoxyethanol และ 

chlorphenesin พบว่าพาราเบนแตล่ะตวันัน้มีโครงสรา้งท่ีเป็น hydrophobic และมีความแตกตา่ง
กนับรเิวณหมู่แทนท่ีของ ester group สว่น phenoxyethanol และ chlorphenesin นัน้มีโครงสรา้ง
ท่ีเป็น hydrophobic ท่ีเป็น Aromatic ring เช่นกัน แต่มีความแตกต่างท่ีหมู่แทนท่ีของ Aromatic 
ring ท าใหมี้สภาพขัว้ของสารท่ีแตกตา่งกนั จึงไดน้  า Reverse Phase HPLC มาใชใ้นการแยกสาร
พาราเบนท่ีสนใจในตวัอย่างออกจากกนั โดย Reverse Phase HPLC มีหลกัการ คือ เฟสอยู่กบัท่ี 
(stationary phase) หรือ คอลมัน์ (column) จะเป็นสารท่ีไม่มีขัว้ ซึ่งเขา้กันไดด้ีกับ สารประเภท
hydrophobic จึงหน่วงสารใหอ้ยู่ในคอลมันไ์ดน้านกว่าสารท่ีเป็น hydrophilic ท่ีจะเขา้กนัไดด้ีกบั
เฟสเคลื่อนท่ี (mobile phase) มากกว่า การหน่วงของสารในคอลมันท่ี์แตกต่างกนัระหว่างเฟส 2 
เฟสนีจ้ะท าใหเ้กิดการแยกของสาร โดยสารท่ีมี hydrophobicity ท่ีมากก็จะเขา้กนัไดด้ีกบัเฟสอยู่
กับท่ี (stationary phase) จึงแยกออกมาทีหลัง โดยสารท่ีถูกแยกออกมาได้นี ้ จะถูกตรวจวัด
สัญญาณด้วยตัวตรวจวัดสัญญาณ (detector) ซึ่งสารกลุ่มพาราเบน, phenoxyethanol และ 
chlorphenesin สามารถดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่นช่วง UV จึงใชค้วามยาวคลื่นช่วง UV เป็น 
detector โดยมีหลกัการคือ ใหแ้สงในช่วงความยาวคลื่น UV ผ่านสารตวัอย่างท่ีมีความสามารถ
ดูดกลืนแสงได ้แลว้วัดปริมาณแสงท่ีผ่านตัวอย่างเปรียบเทียบกับปริมาณแสงท่ีให้ไป แลว้ส่ง
สญัญาณท่ีบนัทึกไดเ้ป็นผลท่ีมีลกัษณะเป็นพีค เรียกว่าโครมาโตแกรม (chromatogram)  ซึ่งใน 
USP42 ก าหนดให้วิเคราะห์หาปริมาณสาร paraben ดว้ยวิธี Reverse Phase HPLC with UV 
detector  รวมถึง phenoxyethanol และ chlorphenesin ท่ีสามารถวิเคราะหห์าปรมิาณดว้ยวิธีนี ้
ไดเ้ช่นกนั 

ตวัอย่างงานวิจัยทีใ่ช้ HPLC ในการวิเคราะหส์ารกันเสียกลุ่มพาราเบน มีดงันี ้
จากงานวิจยัของ Aoyama และคณะ มีวตัถุประสงคเ์พื่อพฒันาวิธีวิเคราะหส์ารกัน

เสียกลุ่มในเครื่องส าอางโดยใชเ้ทคนิค HPLC เตรียมสารตวัอย่างโดยการ ชั่งครีมมา 0.2 g แลว้
เติม methanol ลงไปเล็กนอ้ย ก่อนน าไป sonicate 30 นาที แลว้จึงปรบัปริมาตรดว้ย methanol 
จนครบ 10 ml จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยง 5000 rpm 10 นาที แล้วกรองส่วนใส ผ่าน 0.45-mm 
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membrane และท าการวิเคราะหห์าปรมิาณพาราเบนโดยใชว้ิธี HPLC ซึง่มีสภาวะในการวิเคราะห ์
ดงันี ้
Column: C18-column (250 x4.6 mm, 3 µm) 
Mobile phase: 5 mmol/L ammonium formate solution pH 4.2 : acetonitrile 

ในอตัราสว่นความเขม้ขน้เปลี่ยนแปลงตามเวลา ดงันี ้
0 – 6 นาที ความเขม้ขน้ acetonitrile 25% 
6-30 นาที ความเขม้ขน้ acetonitrile 25% - 50% 
30-35 นาที ความเขม้ขน้ acetonitrile 50% 

Flow rate: 1.0 ml/min  
Injection volume: 10 µl  
Column Temperature: 40°C 
Detector 230 nm 

ผลการทดลองท่ีไดพ้บว่า สภาวะท่ีใชส้ามารถแยก peak ของสารกลุ่มพาราเบน ทัง้ 
11 ช นิ ด ท่ี ใ ช้ ใ น เค รื่ อ ง ส า อ า ง  เช่ น  methylparaben, ethylparaben , propylparaben , 
isopropylparaben และphenoxyethanol โดยศกึษาในช่วงความเขม้ขน้ 0.25-500 µg/mL และมี
ค่า resolution > 1.5 ผลการศึกษา Method validation พบว่า ไดค้่า r < 0.997, %recovery อยู่
ในช่วง  92.8-111.9% และ %RSD < 4.3% (Aoyama, Doi, Tagami, และ Kajimura, 2014) 

จากการศกึษาการหาปรมิาณและประสิทธิภาพในการยบัยัง้จลุนิทรยีข์อง เมทิลพารา
เบนและโพรพิลพาราเบนในครีมทาผิวหลงัการเปิดใช้ มีวัตถุประสงคเ์พื่อ ศึกษาความสมัพันธ์
ระหว่างระยะเวลาในการเก็บครีมทาผิวกับปริมาณและประสิทธิภาพในการยบัยัง้จุลินทรียข์อง 
methylparaben และ propylparaben ในครีมทาผิวหลังเปิดใช้งาน โดยวิเคราะห์หาปริมาณ 
methylparaben และ propylparaben โดยใช้ HPLC พรอ้มทั้งตรวจสอบความถูกต้องของวิธี
วิเคราะห์ (method validation) ชั่ งครีมมา 0.5 g แลว้เติม methanol ลงไปเล็กน้อย ก่อนน าไป 
sonicate 45 นาที น าไป ป่ันเหวี่ยง 6000 rpm 15 นาที ท่ีอณุหภมูิ 15 °C แลว้จึงปรบัปรมิาตรดว้ย 
methanol จนครบ 10 ml จากนั้น แล้วกรองส่วนใส ผ่าน 0.45-mm membrane และท าการ
วิเคราะหห์าปรมิาณพาราเบนโดยใชว้ิธี HPLC ซึง่มีสภาวะในการวิเคราะห ์ดงันี ้
Column: ACE5 C18-AR (250 x 4.6 mm, 5 µm) 
Mobile phase: acetonitrile: 0.1% phosphoric acid (50 : 50 v/v)  
Flow rate: 1.0 ml/min  
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Injection volume: 20 µl  
UV detect: 254 nm 
Run time: 9 min 

ผลการทดสอบ พบว่า สภาวะท่ีใช้สามารถแยก peak ของ methylparaben ช่วง
ความเขม้ขน้ 5-25 µg/mL  และ propylparaben 1-5 µg/mL โดยมีค่า resolution > 2 และมีผล 
method validation ไดค้า่ r < 0.997, %recovery อยูใ่นช่วง 97.0 – 101.0% และ %RSD < 2.0% 
(จิรายสุ เลาหลดิานนท ์และ ชฎาธาร ดิถีเพ็ง, 2562) 

จาก เอกสารตัวอย่ างการใช้งาน  Column  Shim-pack XR-ODS ของบริษั ท 
SHIMADZU โดยทดสอบการแยกสารกันเสียในเครื่องส าอาง ได้แก่  สาร  methylparaben, 
ethylparaben, isopropylparaben, propylparaben, isobutylparaben, butylparaben, 
phenoxyethanol, chlorphenesin, salicylic acid, benzoic acid, sorbic acid, แ ล ะ 
dehydroacetic acid ความเข้มขน้ 10 mg/L และแยกสารโดยใช้วิธี HPLC ซึ่งมีสภาวะในการ
วิเคราะห ์ดงันี ้(SHIMADZU) 
Column: Shim-pack XR-ODS (75 mm × 3.0 mm I.D., 2.2 µm) 
Mobile phase: A: 5 mmol/L (Sodium) citrate buffer (pH 4.2) 

B: 0 - 1.2 นาที ความเขม้ขน้  Acetonitrile 30 %  
    1.2-1.5 นาที ความเขม้ขน้  Acetonitrile 40 %  
    1.5-3.5 นาที ความเขม้ขน้  Acetonitrile 55 %  

Flow rate: 1.0 ml/min  
Injection volume: 4 µl  
UV detect: SPD-M20A at 230, 255 nm 
Column Temp.: 40 °C 
Flow cell Semi-micro cell 
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สามารถแยกสารไดต้ามโครมาโตแกรม ตามรูป 

           ภาพประกอบ 1 โครมาโตแกรมแสดงผลการแยกสารกนัเสียในเครือ่งส าอางประเทศญ่ีปุ่ น 

ท่ีมา : SHIMADZU. High Speed, High Resolution Analysis (Part 20) Analysis of 
Preservatives in Cosmetics 

การศึกษาของ Tokunaga ท่ีมีวตัถปุระสงคเ์พื่อพฒันาวิธีวิเคราะหส์ารกันเสียพารา
เบน และ phenoxyethanol ในผลิตภัณฑ์โลชั่นภายในประเทศญ่ีปุ่ น โดยใชเ้ครื่อง HPLC ซึ่งมี
สภาวะในการวิเคราะห ์ดงันี ้ 
Column: ODS column (CAPCELL PAK C18 column, 4.6 x 250 mm) 
Mobile phase: พาราเบน: 50 mmol/l phosphate buffer (pH3.5) and acetonitrile (60:40) 

Phenoxyethanol: 50 mmol/l phosphate (pH3.5) and acetonitrile (70:30) 
UV detect: พาราเบน: 255 nm 

Phenoxyethanol: 270 nm 
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ผลการทดสอบ พบว่า condition ท่ีใชส้ามารถแยก peak ของสารพาราเบน และ 
phenoxyethanol ในช่วงความเข้มข้น 0.5-5 µg/mL ออกจากสารอ่ืนในต ารับและไม่มีพีคอ่ืน
รบกวน (Tokunaga, Takeuchi, Ko, Uchino, และ Ando, 2003) 

การศึกษาของ Zhu เพื่ อพัฒ นาวิ ธีวิ เคราะห์สารกัน เสี ย  chlorphenesin ใน
เครือ่งส าอางดว้ยวิธีการ HPLC ซึง่มีสภาวะในการวิเคราะห ์ดงันี ้ 
Column: C18-column (259 mm L. × 4.6 mm I.D., 5 µm) 
Mobile phase: Methanol : Water (55:45, v/v)  
Flow rate: 1.0 ml/min  
Photodiode array detect: 280 nm 
Column Temp.: 25°C 

ผลการทดสอบ พบว่า สามารถแยกสารและหาปรมิาณสาร chlorphenesin ในช่วง
ความเขม้ขน้ 1-500 mg/L โดยไดค้่า r = 1.000, %recovery ของการ spike สารมาวิเคราะหอ์ยู่
ในช่วง 99.0%-103.0% และได้ค่า RSD <1.2% ไม่มีพีคอ่ืนรบกวน (Zhu, Zhang, Yang, และ 
Zhu, 2014) 

จากขอ้มลูขา้งตน้การเตรยีมตวัอยา่งเพื่อใชใ้นการวิเคราะห ์เลือกใชต้วัท าละลายเป็น 
methanol มาใช้วิ ธี  liquid extraction ซึ่งมี ปัจจัย อ่ืนท่ี เข้ามาเก่ียวข้อง เช่น  ระยะเวลาท่ีใช้ 
sonicate ความเรว็รอบในการป่ันเหวี่ยง เวลาท่ีใชใ้นการสกดั และน าสารตวัอย่างมาวิเคราะหด์ว้ย 
HPLC แบบ reverse phase chromatography ซึ่งมี stationary phase เป็นคอลมันท่ี์ไม่มีขัว้ เช่น 
C18 column โดย organic solvent ท่ีนิยมใชเ้ป็น mobile phase คือ acetonitrile และ บฟัเฟอรท่ี์
ปรบั pH ใหอ้ยู่ในช่วงกรด และใชเ้ทคนิค gradient elution ในการแยกสารกนัเสียหลายชนิด ส่วน
ของ detector จะอยูใ่นช่วง 230-270 nm  

การทดสอบประสิทธิภาพการยับยัง้เชือ้ของสารกันเสีย 
การทดสอบนีเ้ป็นการทดสอบเพื่อศึกษาสารกันเสียท่ีสนใจนัน้สามารถยบัยัง้การเจริญ

ของเชือ้แบคทีเรีย ยีสตแ์ละราไดห้รือไม่ โดยทดสอบตามวิธีท่ีระบุไวใ้นมาตรฐาน United State  
Pharmacopeia (USP) ในหัวขอ้ <51> Antimicrobial effectiveness testing ซึ่งก าหนดวิธีการ
เตรียมสารตัวอย่าง ซึ่งจะเตรียมสารตัวอย่างแล้วน าเชื ้อ 5 ชนิด ได้แก่ Escherichia coli, 
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Candida albicans, Aspergillus 
brasiliensis แตล่ะเชือ้จ านวน 106 cfu การเลือกอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีเหมาะสม สภาวะในการบ่มเชือ้
และระยะเวลาการบ่ม  โดย ในการทดสอบเชื ้อ  ได้แก่  Escherichia coli, Pseudomonas 
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aeruginosa, Staphylococcus aureus จะใช้ Soybean-Casein Digest Agar เป็นอาหารเลีย้ง
เชือ้  แลว้น ามาบ่มท่ีอุณหภูมิ 32.5±2.5 °Cเป็นเวลา 24 ชั่วโมง และ เชือ้ Candida albicans ใช ้
Sabouraud Dextrose Agar เป็นอาหารเลีย้งเชือ้ แลว้น ามาบ่มท่ีอณุหภมูิ 22.5±2.5 °C เป็นเวลา 
44-52 ชั่วโมง สว่น เชือ้ Aspergillus brasiliensis ใชเ้วลาบม่ 6-10 วนั พรอ้มทัง้ก าหนดเกณฑก์าร
ยอมรบัของผลการทดสอบ โดยแบ่งเกณฑ์ตามลักษณะของผลิตภัณฑ์ คือ ส าหรบัครีมซึ่งเป็น
ผลิตภัณฑ์ท่ีใช้ภายนอก นั้นจะใช้เกณฑ์คือ เชือ้แบคทีเรีย ในวันท่ี 14 ของการทดสอบ ตอ้งมี
จ านวนลดลงไม่นอ้ยกว่า 2 log จากวนัแรกท่ีเริ่มการทดสอบ และในวนัท่ี 28 ไม่มีการเพิ่มขึน้ของ
จ านวนแบคทีเรีย จากจ านวนแบคทีเรียในวันท่ี 14 ส่วน ยีสตแ์ละรา ในวันท่ี 14, 28 ไม่มีการ
เพิ่มขึน้ของจ านวนยีสตแ์ละรา จากจ านวนยีสตแ์ละรา ในวนัแรกท่ีเริม่การทดสอบ (USP, 2019) 

ทดสอบตามวิธีท่ีระบุใน ASEAN guideline ในหัวข้อ Preservative efficacy test for 
cosmetic product โดยก าหนดวิธีการเตรียมสารตัวอย่าง 100 g มาทดสอบด้วยการน าเชื ้อ
แบคทีเรีย Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Enterobacter aerogenes 
มาผสมเข้ากับสารตัวอย่างให้มีความเข้มข้นของเชื ้อเท่ากับ 106

 cfu/g และ เชื ้อ Candida 
albicans, Aspergillus niger ผสมเขา้กบัสารตวัอย่างใหมี้ความเขม้ขน้ของเชือ้เท่ากบั 105

 cfu/g 
ทดสอบเปรยีบเทียบสารตวัอยา่งท่ีไม่มีการใสส่ารกนัเสีย แลว้น าตวัอย่างท่ีผ่านการใสเ่ชือ้จลุินทรยี์
เก็บท่ีอุณหภูมิ 20-25°C และแบ่งสุ่มตวัอย่างออกมาในวนัท่ี 0, 7, 14, 21 และ 28 จ านวน 1 mL 
แล้วน าตัวอย่างท่ีสุ่มของผลิตภัณฑ์ท่ี มี เชื ้อ Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus 
aureus, Enterobacter aerogenes มาท าการทดสอบดว้ยเทคนิค Surface spread กับอาหาร
เลีย้งเชื ้อ Soybean-Casein Digest Agar แล้ว incubate ท่ีอุณหภูมิ  35±5°C เป็นเวลา 24-48 
ชั่ วโมง ส่วนผลิตภัณฑ์ท่ีมีเชือ้ Candida albicans, Aspergillus niger มาท าการทดสอบด้วย
เทคนิค  pour plate กับอาหารเลี ้ย งเชื ้อ  Sabouraud Dextrose Agar incubate ท่ี อุณ หภูมิ 
25±2°C เป็นเวลา 3-5 วนั โดยก าหนดเกณฑก์ารยอมรบัของผลการทดสอบ คือ ในวนัท่ี 7 ของการ
ทดสอบจ านวนของเชือ้ Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Enterobacter 
aerogenes และ Candida albican ตอ้งลดลงอย่างนอ้ย 99.9 % จากวนัท่ี 0 และไม่มีการเพิ่มขึน้
ของเชือ้ระหว่างวนัท่ีทดสอบ ส าหรบั Aspergillus niger จะตอ้งลดลงอย่างนอ้ย 90% ภายในวนัท่ี 
28 ของการทดสอบ (ASEAN, 2005) 

การทดสอบความคงสภาพ 
International Federation Societies of Cosmetic Chemists IFSCC Monograph ปี 

2018 ไดมี้การออกแบบการทดสอบท่ีสามารถประเมินผลความคงสภาพของเครื่องส าอางในดา้น
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ต่างๆ โดยใชเ้วลาในการทดสอบสัน้ท่ีสุด คือ การทดสอบในสภาวะเร่ง ซึ่งการทดสอบเหล่านั้น
จะตอ้งสามารถประเมินผลแลว้สามารถอา้งอิงถึงสภาวะปกติของการทดสอบได ้โดยน าตวัอย่าง
เครื่องส าอางมาทดสอบในสภาวะดงันี ้เพิ่มอณุหภมูิ เพิ่มความชืน้สภาพแวดลอ้มของการจดัเก็บ
เค รื่ อ งส าอ า ง  (Elevated Temperatures, Elevated Humidities) สภ าพ แวดล้อม จัด เก็ บ
เครื่องส าอางท่ีมีการเปลี่ยนแปลงอณุหภมูิ หรอื/และ ความชืน้จากสภาวะปกติเป็นสภาวะเรง่ แลว้
กลับมาสภาวะปกติ  เป็นวัฏจักร (Cycling test) สภาพแวดล้อมท่ีได้รับแสงแดดโดยตรง 
(Exposure to Light) ทดสอบดว้ย Mechanical test และการทดสอบ freeze/thaw test 

Cycling test คือ การทดสอบโดยการเก็บเครื่องส าอางในสภาวะท่ีมีการเปลี่ยนแปลง
อย่างรวดเร็วของ อุณหภูมิ หรือ/และ ความชืน้ ซึ่งสามารถสรา้งสภาวะท่ี ไม่เหมาะสมของการ
จัดเก็บเครื่องส าอาง ท าให้เครื่องส าอางเปลี่ยนแปลงความคงสภาพได้เร็วกว่าการจัดเก็บใน
อุณหภูมิ  หรือ/และ ความชื้นท่ีคงท่ี เช่นการเครื่องส าอางท่ีอุณหภูมิ  45°C 24 ชั่ วโมง และ 
อณุหภมูิหอ้ง 24 ชั่วโมง หลงัจากนัน้เก็บท่ีอณุหภมูิ 45°C แลว้น ามาวิเคราะหค์ณุภาพดา้นต่าง ๆ 
ของเครือ่งส าอาง 

Freeze/thaw test ทดสอบโดยการจดัเก็บเครื่องส าอางท่ีอณุหภมูิ -30 °C (Freeze) และ
อณุหภมูิหอ้ง เป็นวฏัจกัร อยา่งนอ้ย 6 วฏัจกัร ซึง่การทดสอบนีส้ามารถประเมินความคงสภาพของ 
emulsion ได ้

Exposure to Light แสงสามารถเปลี่ยนแปลงความคงสภาพของเครื่องส าอางได ้ท าให้
ตอ้งมีการทดสอบความคงสภาพของเครื่องส าอางเม่ือไดร้บัแสงโดยตรง โดยอาจจะทดสอบดว้ย
วิธีการน าเครื่องส าอางเก็บภายใตแ้สงจากหลอดไฟ Polarite-daylight 40 W ท่ีมีความยาว 132 
cm ท่ีห่างกนัประมาณ 1 ฟตุ และใชไ้ฟฟา้จากแบตเตอรี ่12 V  

Mechanical test เป็นการทดสอบโดยการสั่นตวัอย่างท่ีความถ่ีต่างๆ เป็นระยะเวลาหนึ่ง 
ส  าหรบัผลิตภณัฑท่ี์เป็น emulsion สามารถทดสอบดว้ยการป่ันเหวี่ยงได ้(IFSCC, 2018) 

ตัวอย่างการทดสอบ Freeze/Thaw Cycle ในการศึกษา 
จากการศึกษา Antioxidant properties, selected enzyme inhibition, capacities 

and a cosmetic cream formulation of Thai mango seed kernel extracts เพื่อศึกษาความคง
สภาพของครีมจากสารสกดัเม็ดมะม่วง จึงมีการทดสอบ Freeze/Thaw Cycle โดยเก็บตวัอย่างท่ี
อุณหภูมิ -4°C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แลว้น ามาไวท่ี้อุณหภูมิ 25°C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ทัง้หมด 6 
รอบ โดยจะสุม่เก็บมาทดสอบ pH, ความหนืด, การแยกเฟส, สีและปรมิาณสารส าคญัของครมี ทกุ 
48 ชั่วโมง (Namngam และ Pinsirodom, 2017) 
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ก า ร ศึ ก ษ า  Formulation and characterization of sunscreen creams with 
synergistic efficacy on SPF by combination of UV filters เพื่อพฒันาสตูรต ารบัครมีกนัแดดท่ีมี
ส่วนผสมของ  Organic และ inorganic UV filters และทดสอบความคงสภาพดว้ยการทดสอบ 
Freeze/Thaw Cycle โดย อุณหภูมิ 4°C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แลว้น ามาไวท่ี้อุณหภูมิ 45°C เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง ทัง้หมด 6 รอบ (Amnuaikit และ Boonme, 2013) 

ก า ร ศึ ก ษ า  Antioxidants in rice bran oil from Sangyod breeding rice and 
application in cream-gel เพ่ือสกดัน า้มนัร  าขา้วพนัธุส์งัคห์ยด เพ่ือมาทดสอบฤทธ์ิ antioxidants 
และพัฒนาสูตรต ารับครีมเจลบ ารุงผิว โดยมีการทดสอบความคงสภาพของต ารับด้วยวิธี  
Freeze/Thaw Cycle ท่ีอณุหภมูิ 4°C เป็นเวลา 48 ชั่วโมง แลว้น ามาไวท่ี้อณุหภมูิ 45 °C เป็นเวลา 
48 ชั่วโมง ทัง้หมด 4 รอบ (Rattanapiboon และ Jinda, 2012) 

การศึกษา Cream Stick Containing Natural Oil for Cracked Heel เพื่ อพัฒนา
ต ารบัครมีทาสน้เทา้แตกจากน า้มนัธรรมชาต ิระหวา่งน า้มนัมะพรา้วกบัน า้มนัร  าขา้ว มีการทดสอบ
ความคงสภาพของต ารบัดว้ยวิธี Freeze/Thaw Cycle ท่ีอุณหภูมิ 4°C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แลว้
น ามาไว้ท่ีอุณหภูมิ  40°C เป็นเวลา 24 ชั่ วโมง ทั้ งหมด 4 รอบ(Kongmuang, Benjamala, 
Sangkarat, และ Buakwan, 2012) 

ดงันัน้ในการศกึษาครัง้นีจ้ะเก็บตวัอยา่งท่ีอณุหภมูิ 4°C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แลว้น ามาไว้
ท่ีอณุหภมูิ 40°C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ทัง้หมด 6 รอบ 
 



 

บทที ่3 
วธีิด าเนินการวจิัย 

เคร่ืองมือ 
1. ACE5 C18-AR column 250x4.6 mm 5 µm id (ACE®, UK) 
2. Aqua MAXTM.basic Water Purification System 360, 370 series (YOUNGLIN, 

Korea) 
3. Autoclave (Tomy seiko, Japan) 
4. Biohazard cabinet for microbial culture (ESCO, Singapore) 
5. Homogenizer (Ultra-turrax t8, Germany) 
6. Hot air oven (Daihan labtech Ltd., Korea) 
7. HPLC-UV detector (Agilent 1260 Infinity II, Germany) 
8. Incubator (Memmert, germany) 
9. Nylon membrane syringe filter ขนาด 0.45 µm (CNW®Technologies, China) 
10. Pump ลม (GAST manufacturing, USA) 
11. Sonicator (hwanshin technology, Korea) 
12. Universal pH Test Strips (Mcolorphasttm, Germany) 
13. Vortex (Vortex-genie 2 TM, USA) 
14. เครือ่ง centrifuge (Tomy Seiko, Japan) 
15. เครือ่งชั่งน า้หนกั 4 ต าแหน่ง (Mettler toledo, Switzerland) 
16. ตูเ้ย็น 

สารเคม ี
1. Acetonitrile HPLC grade (LiChrosolv®, Germany) 
2. Barium chloride (Ajax chemicals, Australia) 
3. Chlorphenesin (MySkinRecipes®, Thailand) 
4. Cremophor RH40 (Chemipan, Thailand) 
5. Disodium hydrogen phosphate dihydrate (Ajax Finechem, Australia)   
6. Glycerin (MySkinRecipes®, Thailand) 
7. Methanol HPLC grade (LiChrosolv®, Germany) 
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8. Microcare®PHC(Phenoxyethanol:Chlorphenesin(80:20)(Chemipan, Thailand) 
9. Mineral oil (Chemipan, Thailand)  
10. Orthophosphoric acid 85% (RCl Labscan Ltd., Thailand) 
11. Peptone (Becton, Dickinson and Company, USA) 
12. Phenoxyethanol (Chemipan, Thailand) 
13. Potassium dihydrogen phosphate (Ajax Finechem, Australia)   
14. Propylene glycol (MySkinRecipes®, Thailand) 
15. Purified Water 
16. Sodium chloride (Ajax Finechem, Australia) 
17. Standard Methylparaben (Sigma-Aldrichl Ltd., India) 
18. Standard Propylparaben (Sigma-Aldrichl Ltd., Japan) 
19. Sulfuric acid (Ajax Finechem, Australia)   
20. Vitamin E Acetate (Chemipan, Thailand) 
21. Xanthan gum (MySkinRecipes®, Thailand) 
22. กลิ่น SENSUAL 90060 (HongHuat Ltd., Thailand) 
23. สารสกดัดอกอญัชนั 

อาหารเลีย้งเชือ้ 
1. Agar (Merck, Germany) 
2. Cetrimide agar (HiMedia, India) 
3. Mannitol salt agar (Becton, Dickinson and Company, USA) 
4. Sabouraud dextrose borth (Becton, Dickinson and Company, USA)  
5. Trypticase soy broth (Becton, Dickinson and Company, USA) 

เชือ้จุลินทรีย ์
1. Aspergillus niger (ATCC No.10578), American Type Culture Collection, USA 
2. Candida albicans (DMST No.5815), กรมวิทยาศาสตรก์ารแพทย,์ ประเทศไทย 
3. Enterobacter aerogenes (TISTR No.1540), ส ถาบัน วิ จั ย วิ ท ย าศาสต ร์แล ะ

เทคโนโลยีแห่งประเทศไทย, ประเทศไทย 
4. Escherichia coli (ATCC No.25923), American Type Culture Collection, USA 
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5. Pseudomonas aeruginosa (DMST No.15501), กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ , 
ประเทศไทย 

6. Staphylococcus aureus (DMST No.8013), กรมวิทยาศาสตรก์ารแพทย์, ประเทศ
ไทย 

วิธีการทดลอง 
1. การเตรียมเซร่ัมบ ารุงเส้นผมทีใ่ช้ในการทดลอง 

1.1 เตรยีมสารเคมี เป็น เซรั่ม ปรมิาณ 400 g ตามสตูรต ารบัดงันี ้ 
Oil phase  Water phase  
Mineral oil 2 g Xanthan gum 3.6 g 
Vitamin E 0.8 g Propylene glycol 20 g 
Cremophor RH40 4 g Glycerin 40 g 
  สารสกดัดอกอญัชนั 5 g 
  Purified Water QS 
  กลิ่น SENSUAL 90060  QS 
  สารกนัเสีย QS 

1.2 น า ส่วนผสมของ Oil phase มาผสมให้เข้ากัน  โดยผสม Mineral oil กับ 
Cremophor RH40 เขา้ดว้ยกนั และใส ่Vitamin E มาผสมเป็นล าดบัสดุทา้ย 

1.3 น า ส่วนผสมของ Water phase มาผสมให้เขา้กัน โดยละลาย Xanthan gum 
ดว้ยPropylene glycol ใหเ้ป็นเขา้กนั และผสม Glycerin ท าการละลายสารสกดัดอกอญัชนัและ
สารกนัเสียดว้ย Purified Water  

1.4 น าสารละลายในขอ้ 1.3 ใส่ในสารละลายขอ้ 1.2 แลว้ผสมใหเ้ป็นเนือ้เซรั่ม และ
แตง่กลิ่น 

1.5 แบ่งเป็น 4 ต ารบั ดังนี ้1. เซรั่มท่ีไม่ใส่สารกันเสีย 2. เซรั่มท่ีมีสารกันเสียกลุ่ม
พาราเบน 3. เซรั่มท่ีมีสารกันเสียกลุ่มไม่ใช่พาราเบน 4. เซรั่มท่ีมีสารกันเสียทั้งสองกลุ่ม โดยใส่
สว่นผสมของสารกนัเสียเพิ่มเตมิดงันี ้ 
เซรั่มท่ีมีสารกนัเสียกลุม่พาราเบน methylparaben 0.2 % 
 propylparaben 0.02 %  
เซรั่มท่ีมีสารกนัเสียกลุม่ไมใ่ช่พาราเบน Microcare® 1 % 
เซรั่มท่ีมีสารกนัเสียทัง้สองกลุม่ methylparaben 0.2 % 
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 propylparaben 0.02 %  
 Microcare® 1 % 

1.6 เม่ือผสมสว่นผสมทัง้หมดใหเ้ขา้กนั แลว้น ามาป่ันดว้ยเครื่อง Homogenizer เป็น
เวลา 45 นาที  

2. วธีิวิเคราะหห์าปริมาณสารกันเสียทัง้สองกลุ่มโดย HPLC  
วิธีวิเคราะหจ์ากการทบทวนวรรณกรรม โดยจะใช ้column เป็น C18-column และ

ปรับสภาวะในการศึกษา ได้แก่ สัดส่วนของ mobile phase ระหว่าง acetonitrile กับ 0.1% 
phosphoric acid, flow rate และ detector   

ทดสอบความเหมาะสมของสภาวะโดยการหา system suitability ด้วยการน า
สารละลายมาตรฐานของสารละลายสารกนัเสียทัง้ 4 สาร วิเคราะหด์ว้ยวิธีการดงักล่าวทัง้หมด 6 
ครัง้ แล้วพิจารณาจากค่า plate number (N > 2000), capacity factor (k’ > 2), tailing factor 
(T≤ 2), resolution (Rs > 2) และ precision repeatability (%RSD ของ peak area ≤2 เม่ือ  n > 
5) 

3. การเตรียมสารละลายมาตรฐาน, สารละลายในการวิเคราะห ์และการเตรียม
สารสกัดจากเซร่ัม 

3.1 การเตรยีม stock standard methylparaben ความเขม้ขน้ 1.5 mg/ml 
ชั่งเมทิลพาราเบน 75 mg แลว้ปรบัปรมิาตรดว้ย methanol จนครบ 50 ml 

3.2 การเตรยีม stock standard propylparaben ความเขม้ขน้ 0.3 mg/ml 
ชั่งโพรพิลพาราเบน 30 mg แลว้ปรบัปรมิาตรดว้ย methanol จนครบ 100 ml 

3.3 การเตรยีม stock standard pheonxyethanol ความเขม้ขน้ 5 mg/ml 
ชั่ง pheonxyethanol 125 mg แลว้ปรบัปรมิาตรดว้ย methanol จนครบ 25 ml 

3.4 การเตรยีม stock standard chlorphenesin ความเขม้ขน้ 2.4 mg/ml 
ชั่ง chlorphenesin 60 mg แลว้ปรบัปรมิาตรดว้ย methanol จนครบ 25 ml 

3.5 การเตรยีม mobile phase  
3.5.1 เตรียม 0.1% phosphoric acid โดยตวง 85% orthophosphoric acid 

1.2 ml ป รับปริมาตรด้วย  ultrapure water จนครบ  1000.0 ml จากนั้นกรองผ่ าน  Nylon 
membrane filter 0.45 µm แลว้น าไป sonicate 25 นาที   

3.5.2 เตรียม acetonitrile จากนั้นกรองผ่าน Nylon membrane filter 0.45 µm 
แลว้น าไป sonicate 25 นาที  

3.6 การสกดัสารกนัเสียในเซรั่มตวัอยา่ง  
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3.6.1 ชั่งเซรั่มตวัอยา่งมา 1 g เติม methanol 10 ml  
3.6.2 น าสารละลายตวัอยา่งที่ไดไ้ป vortex เป็นเวลา 5 นาที  
3.6.3 น าสารละลายตวัอยา่งไป sonicate เป็นเวลา 45 นาที  
3.6.4 น าไป centrifuge ด้วยความเร็วรอบ 6,000 rpm นาน 15 นาที แล้วน า 

supernatant กรองผ่าน nylon membrane syringe filter 0.45 µm ไปวิเคราะห์หาปริมาณดว้ย 
HPLC  

4. ตรวจสอบความถูกตอ้งของวธีิวิเคราะห ์(Method validation) 
4.1 ความจ าเพาะของวิธีวิเคราะห ์(Specificity) 

4.1.1 น า stock standard methylparaben, propylparaben, pheonxyethanol 
และ chlorphenesin มาเตรยีมสารมาตรฐานความเขม้ขน้ 180 µg/ml, 36 µg/ml, 600 µg/ml และ 
288 µg/ml ตามล าดบั โดยปิเปต stock standard ของสาร มาสารละ 3 ml และปรบัปรมิาตรดว้ย 
methanol จนครบ 25 ml จากนัน้น าไปวิเคราะหด์ว้ย HPLC 

4.1.2 เปรียบเทียบโครมาโตแกรมของเซรั่มสารสกัดอญัชนัท่ีไม่มีสารกันเสียกับ
สารละลายมาตรฐานสารกันเสียทั้งสองกลุ่ม  ซึ่งจะต้องไม่ มี  peak อ่ืนรบกวน peak ของ 
methylparaben, propylparaben, pheonxyethanol และ chlorphenesin 

4.2 ความเป็นเสน้ตรง และ พิสยัของวิธีวิเคราะห ์(Linearity และ Range) 
4.2.1 เตรียมสารมาตรฐาน  5 ความ เข้มข้น  โดยปิ เป ต  stock standard      

methylparaben, propylparaben, pheonxyethanol และ chlorphenesin มาสารละ 1, 2, 3, 4 
และ 5 ml ใส่ลงใน volumetric flask 25 ml ตามล าดบั และปรบัปริมาตรดว้ย methanol ไดส้าร
ม า ต ร ฐ า น ท่ี มี  methylparaben ค ว า ม เข้ ม ข้ น  60, 120, 180, 240 แ ล ะ  300 µg/ml  
propylparaben ความเข้มข้น 12, 24, 36, 48 และ 60 µg/ml pheonxyethanol ความเข้มข้น 
200, 400, 600, 800 และ 1,000 µg/ml chlorphenesin ความเข้มข้น 96, 192, 288, 384 และ 
480 µg/ml ตามล าดบั 

4.2.2 ฉีดสารมาตรฐานทัง้ 5 ความเขม้ขน้เขา้เครือ่ง HPLC ความเขม้ขน้ละ 3 ซ  า้  
4.2.3 สร้างสมการเส้นตรงระหว่างความเข้มข้น (µg/ml) ของสารละลาย

มาตรฐานแต่ละสาร เป็นแกน x กบั peak area เป็นแกน y และหาสมการของ calibration curve 
และค่า correlation coefficient (r) โดยค่า correlation coefficient ต้องมากกว่าหรือเท่ากับ 
0.997 (A.Shabir, 2005) 

4.3 ความแมน่ของวิธีวิเคราะห ์(Precision) 
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4.3.1 ทดสอบ Intra-day precision 
1. เตรียมสารละลายท่ีมี methylparaben ความเขม้ขน้ 60, 180 และ 300 

µg/ml propylparaben ความเขม้ขน้ 12, 36 และ 60 µg/ml pheonxyethanol ความเขม้ขน้ 200, 
600 และ 1,000 µg/ml chlorphenesin ความเขม้ขน้ 96, 288 และ 480 µg/ml ตามล าดับ โดย
เตรียมเช่นเดียวกับวิธีการเตรียมสารในการหา linearity และ range มาฉีดสารละลายเขา้เครื่อง 
HPLC โดยฉีดความเขม้ขน้ละ 3 ครัง้ ภายในวนัเดียวกนั 

2. ค านวณ %RSD ของmethylparaben, pheonxyethanol, chlorphenesin 
จะตอ้งไมเ่กิน 2.7 % และ %RSD ของ propylparaben จะตอ้งไมเ่กิน 3.7 % (AOAC, 2016) 

“%RSD = (SD/Average) x100” 
SD คือ คา่เบี่ยนเบงมาตรฐานของชดุขอ้มลู 
Average คือ คา่เฉลี่ยของชดุขอ้มลู 

4.3.2 ทดสอบ Inter-day precision 
1. เตรียมสารละลายท่ีมี methylparaben ความเขม้ขน้ 60, 180 และ 300 

µg/ml propylparaben ความเขม้ขน้ 12, 36 และ 60 µg/ml pheonxyethanol ความเขม้ขน้ 200, 
600 และ 1,000 µg/ml chlorphenesin ความเขม้ขน้ 96, 288 และ 480 µg/ml ตามล าดับ โดย
เตรียมเช่นเดียวกับวิธีการเตรียมสารในการหา linearity และ range มาฉีดสารละลายเขา้เครื่อง 
HPLC โดยฉีดความเขม้ขน้ละ 3 ครัง้ เป็นเวลา 3 วนั  

2. ค านวณ %RSD ของmethylparaben, pheonxyethanol, chlorphenesin 
จะตอ้งไมเ่กิน 2.7 % และ %RSD ของ propylparaben จะตอ้งไมเ่กิน 3.7 % (AOAC, 2016) 

4.4 ความเท่ียงของวิธีวิเคราะห ์(Accuracy) 
เตรียมสารละลายท่ีมี methylparaben ความเขม้ขน้ 60, 180 และ 300 µg/ml 

propylparaben ความเข้มข้น 12, 36 และ 60 µg/ml pheonxyethanol ความเขม้ข้น 200, 600 
และ 1,000 µg/ml chlorphenesin ความเขม้ขน้ 96, 288 และ 480 µg/ml ตามล าดบั โดยเตรียม
เช่นเดียวกับวิธีการเตรียมสารในการหา linearity และ range จากนั้นฉีดสารละลาย เขา้เครื่อง 
HPLC โดยท าซ ้าความ เข้มข้นละ  3 ครั้ง  ค  านวณ หา % recovery ของ methylparaben, 
pheonxyethanol, chlorphenesin ตอ้งอยู่ในช่วง 97-103% และ %recovery ของชชชชชชชชชช
propylparaben ตอ้งอยูใ่นช่วง 95-105% (AOAC, 2016) 

“%recovery = (Found /Added) ×100” 
Found คือ ปรมิาณของสารกนัเสียท่ีวิเคราะหด์ว้ยวิธีการ HPLC 
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Added คือ ปรมิาณของสารกนัเสียท่ีเตรียมเพื่อใชว้ิเคราะหโ์ดยค านวนจาก
น า้หนกัสาร 

4.5 ขีดจ ากดัของการหาเชิงปรมิาณ (Limit of quantitation LOQ)  
เ จื อ จ า ง ค ว า ม เข้ ม ข้ น ข อ ง ส า รล ะ ล า ย ม า ต รฐ า น  methylparaben, 

phenoxyethanol, chlorphenesin และ propylparaben จากความเขม้ขน้ต ่าสดุของ calibration 

curve ฉีดเขา้ HPLC หาความเข้มข้นท่ีให้ค่า 10/S เม่ือ  คือ ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของ
สญัญาณ และ S คือ ความชนัมาตรฐาน โดยสว่นเบี่ยงเบนมาตรฐานของสญัญาณค านวณจากคา่
สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐานของคา่ y-intercept (สภุาณี ดวงธีรปรชีา, 2561) 

4.6 หาประสิทธิภาพของการสกดั โดยหาความถกูตอ้งแมน่ย าของวิธีการสกดั  
4.6.1 เตรียมสารละลายพาราเบนผสมท่ีมี methylparaben, phenoxyethanol, 

chlorphenesin เข้มข้น 5 mg/ml และ propylparaben เข้มข้น 1 mg/ml โดยชั่ งสารมาตรฐาน 
methylparaben, phenoxyethanol, chlorphenesin 125 mg และ propylparaben 25 mg ใส่ใน
ขวดปรบัปรมิาตรขนาด 25 ml และปรบัปรมิาตรจนครบ 25 ml ดว้ย methanol ไดเ้ป็นสารละลาย
สารกนัเสีย 

4.6.2 ชั่ง เซรั่มตวัอย่างท่ีไม่มีสารกันเสีย 5 g จากนัน้ spike สารละลายสารกัน
เสีย ลงไป 1 ml แลว้ผสมใหเ้ขา้กนั จากนั้นชั่งครมีตวัอย่างท่ีเติมสารกนัเสียมา 1 g เติม methanol 
10 ml น าสารละลายตัวอย่างท่ีไดไ้ป vortex เป็นเวลา 5 นาทีและน าไป sonicate เป็นเวลา 45 
นาที แลว้น าไป centrifuge ดว้ยความเรว็รอบ 6,000 rpm นาน 15 นาที แลว้น าเอา supernatant 
ไปวิเคราะหห์าปรมิาณสารกนัเสียดว้ย HPLC ท าซ า้ 3 ครัง้ และค านวณหาประสิทธิภาพการสกดั
จากสตูร  

ประสิทธิภาพการสกดั = (Found /Added)×100 
Found คือ ปรมิาณของสารกนัเสียในผลิตภณัฑท่ี์วิเคราะหด์ว้ยวิธีการ HPLC 
Added คือ ปรมิาณของสารกนัเสียท่ีใสล่งในผลติภณัฑ ์
 
 
 

5. การทดสอบประสิทธิภาพการยับยัง้เชือ้ของสารกันเสีย และการตรวจสอบการ
ปนเป้ือนเชือ้จุลินทรียใ์นผลิตภณัฑ ์

5.1 การเตรยีมสารละลาย Buffer 
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ชั่ ง ส า ร  Potassium dihydrogen phosphate 3. 6 g, Disodium hydrogen 
phosphate dihydrate 7.2 g, Sodium chloride 4.3 g, Peptone 1 g แล ะ  Tween 80 100 g 
แลว้น ามาละลายและปรบัปรมิาตรดว้ย purified water จนครบ 1,000 ml  

5.2 การเตรยีมอาหารเลีย้งเชือ้ 
5.2.1 ชั่ ง Trypticase soy broth 9 g., Agar 4.5 g น ามาละลายด้วย purified 

water 300 ml แลว้น าไป Autoclave ท่ี อณุหภมูิ 121 °C เป็นเวลา 15 นาที 
5.2.2 ชั่ ง  Sabouraud dextrose borth 9 g, Agar 4.5 g น ามาละลายด้วย 

purified water 300 ml แลว้น าไป Autoclave ท่ี อณุหภมูิ 121 °C เป็นเวลา 15 นาที 
5.2.3 ชั่ ง Cetrimide agar 14.01 g น ามาละลายด้วย purified water 300 ml 

แลว้น าไป Autoclave ท่ี อณุหภมูิ 121 °C เป็นเวลา 15 นาที 
5.2.4 ชั่ง Mannitol salt 33.3 agar g น ามาละลายดว้ย purified water 300 ml 

แลว้น าไป Autoclave ท่ี อณุหภมูิ 121 °C เป็นเวลา 15 นาที 
5.2.5 น าอาหาร ท่ีผา่นการ Autoclave มาเทบน plate   

5.3 การเตรยีมตวัอยา่งเพื่อน ามาทดสอบ 
5.3.1 แบ่ง เซรั่มสารสกัดดอกอัญชัน ท่ีตอ้งการทดสอบ มา 1 g ใส่ลงใน tube 

แลว้ใสส่ารละลาย Buffer 10 ml ผสมใหเ้ขา้กนั 
5.3.2 ปิเปตสารในขอ้ 5.3.1 1 ml แลว้น ามา plate บนอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีตอ้งการ 

แลว้น าไป incubate 
5.4 การ incubate plate และเก็บผลการทดสอบ 

5.4.1 น า plate ท่ีมีอาหารเลีย้งเชือ้ TSA (Trypticase soy agar), Manitol salt 
agar, Cetrimide agar incubate ท่ีอุณหภูมิ 32.5±2.5 °C เป็นเวลา 24 ชั่ วโมง แล้ว น ามานับ
จ านวนโคโลนีและบนัทกึผล  

5.4.2 น า  plate ท่ี มี อ า ห า ร เลี ้ ย ง เชื ้ อ  SDA (Sabouraud dextrose agar) 
incubate ท่ีอณุหภมูิ 22.5±2.5 °C เป็นเวลา 3-4 วนั แลว้ น ามานบัจ านวนโคโลนีและบนัทกึผล 

6. การเตรียมเชือ้จุลินทรีย ์
6.1 เตรียมสารละลาย McFarland standards เพื่อเปรียบเทียบความขุ่นของเชือ้ 

เตรยีมโดยใช ้1% Barium chloride 0.05 ml และ 1% Sulfuric acid 9.95 ml  
6.2 เจือจางเชือ้ทัง้ 6 เชือ้ใหมี้ความขุน่เท่ากบั สารละลายในขอ้ 6.1 

7.การศึกษาความคงสภาพ 
7.1 สภาวะการเก็บเซรั่ม 
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- แบง่เซรั่มเป็น 3 ชดุการทดสอบ โดย เก็บในอณุหภมูิหอ้ง 1 ชดุการทดสอบ เก็บ
ท่ีอุณหภูมิ 40 °C 1 ชุดการทดสอบ ทดสอบ Accelerated Stability ท่ีดัดแปลงจากการทดสอบ 
Freeze/Thaw cycle โดยเก็บตวัอย่างท่ีอณุหภมูิ 4°C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แลว้น ามาไวท่ี้อณุหภมูิ 
40 °C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ทัง้หมด 6 รอบ 1 ชดุการทดสอบ 

- แบ่ ง เซ รั่ ม  โด ยน าม า ใส่ เ ชื ้อ จุ ลิ น ท รีย์  6 เชื ้อ  ดั ง นี ้  Escherichia coli, 
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Enterobacter aerogenes, Candida 
albicans และ Aspergillus niger จ านวนเชือ้ละ 106 cfu ทัง้ 12 ขวด ขวดละ 1 เชือ้ แลว้เก็บไวท่ี้
อณุหภมูิหอ้ง  

7.2 การทดสอบประสิทธิภาพการยบัยัง้เชือ้ของสารกนัเสีย เก็บตวัอยา่งในวนัท่ี 0, 7, 
14, 28 และ 56 จากเซรั่มแตล่ะขวด  

7.3 การตรวจสอบการปนเป้ือนเชือ้จุลินทรียใ์นผลิตภัณฑ ์วิเคราะหห์าปริมาณ % 
remaining ของสารกันเสียโดย HPLC จะเก็บตวัอย่างในวนัท่ี 0, 28, 56, 84, 112, 140 และ 168 
จากเซรั่มแตล่ะขวด  

“%remaining = (ปรมิาณสารกนัเสียในวนัอื่น ๆ/ ปรมิาณสารกนัเสียวนัท่ี 0) x100” 
7.4 ทดสอบความคงสภาพของเซรั่มทางกายภาพโดย วดั pH ดว้ย Universal pH 

paper และดกูารแยกชัน้, สีของต ารบัเซรั่มสารสกดัดอกอญัชนั ดว้ยสายตา ในวนัท่ี 0, 28, 56, 84, 
112, 140 และ 168 จากเซรั่มแตล่ะขวด  

8. การวิเคราะหข้์อมูล 
ขอ้มลูประสิทธิภาพในการยบัยัง้การเจรญิของเชือ้จลุินทรยีข์องสารกนัเสียกลุม่พารา

เบนกบัสารกนัเสียท่ีไม่ใช่กลุ่มพาราเบนในผลิตภณัฑเ์ซรั่มจากสารสกดัดอกอญัชนั จากการตรวจ
นบัจ านวนจลุนิทรยีบ์น plate ในวนัท่ี 0, 7, 14 และ 28 แลว้ใชส้ถิติ independent t-test ในการหา
ความแตกต่างของจ านวนเชือ้ท่ีปรากฏบน plate ในแต่ละวนัท่ีท าการทดสอบ วิเคราะหข์อ้มลูของ
ปรมิาณของสารกนัเสียในผลิตภณัฑเ์ซรั่มสารสกดัดอกอญัชนั โดยการเปรียบเทียบ %remaining 
ของแตล่ะต ารบัระหวา่งวนัท่ี 0 และ วนัท่ี 168 โดยใช ้one sample t-test  



 

บทที ่4 
ผลการวิจัย 

งานวิจยัเรื่องประสิทธิภาพของสารกันเสีย กลุ่มพาราเบน และ ไม่ใช่พาราเบนในต ารบั
เซรั่มสารสกดัดอกอญัชนั โดยมีการศึกษาในดา้นการวิเคราะหห์าปริมาณสารกนัเสียดว้ย HPLC 
ดา้นประสิทธิภาพในการยบัยัง้เชือ้จุลินทรีย ์และการปนเป้ือนของเชือ้จุลินทรียใ์นผลิตภณัฑ ์ได้
ผลการวิจยัดงันี ้

พัฒนาวิธีวิเคราะหห์าปริมาณสารกันเสียโดย HPLC และทดสอบความเหมาะสมของวิธี
วิเคราะห ์

การวิเคราะหห์าปรมิาณสารกนัเสีย meyhlparaben, propylparaben, phenoxyethanol 
และ chlorphenesin ดว้ย HPLC ใชส้ภาวะดังนี ้คอลัมน ์C18-AR (250 x 4.6 mm, 5 µm) เฟส
เคลื่อนท่ี (Mobile phase) ประกอบดว้ย acetonitrile: 0.1% phosphoric acid พรอ้มกับมีการ
ปรับเปลี่ยนอัตราส่วนดังนี ้ นาทีท่ี 0-11 acetonitrile 25% นาทีท่ี 11-13 เพิ่มอัตราส่วนของ 
acetonitrile 25% ไปถึง 100% นาทีท่ี 13-20 คงอตัราส่วน acetonitrile 100% นาทีท่ี 20-21 ปรบั
อตัราส่วน acetonitrile 100% ลงมาเหลือ 25% นาทีท่ี 21-30 acetonitrile 25% โดยมีอตัราการ
ไหลของเฟสเคลื่อนท่ี เท่ากบั 1.5 mL/min ใช ้injection volume 10 µL และ UV detector 270 nm 
ทดสอบความเหมาะสมของสภาวะการวิเคราะห์โดยการท า system suitability พิจารณาจาก
พ า รามิ เต อ ร์  ได้ แ ก่  Retention time, Precision repeatability (% RSD) ข อ ง  peak area, 
Resolution (Rs), Capacity factor (K’), Tailing factor (T) Theoretical plate number (N) โดย
ผลแสดงในตารางท่ี 2 และ Chromatogram ของการวิเคราะหส์ามารถแยกสารกันเสียออกจาก
สารอ่ืนในต ารบัไดอ้ยา่งชดัเจน ไมมี่ Peak รบกวน ดงัในภาพประกอบ 2 
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Parameters 
Recommended 

limits(CDER, 1994) 

Results 

Methylparaben Propylparaben Phenoxyethanol Chlorphenesin 

Retention times (min) - 8.00 14.50 6.71 10.17 

%RSD of peak area* %RSD < 1% 0.29 0.74 0.30 0.48 

Resolution (Rs) Rs > 1.5 4.99 14.52 20.26 6.77 

Capacity factor (K’) K’ > 1.5 12.34 23.17 10.18 15.95 

Tailing factor (T) T < 2 0.82 1.05 0.85 0.87 

Theoretical plate number (N) N > 2000 12441.93 448025.66 13270.58 13181.01 

ตาราง  2 ผลการทดสอบความเหมาะสมของสภาวะการวิเคราะห ์(system suitability) (n = 6) 
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ภาพประกอบ  2 a.) Chromatogram ของ methanol (ตวัท าละลายในการสกดัสาร), b.) 
Chromatogram ของสารละลายมาตรฐาน phenoxyethanol 600 µg/mL, methylparaben 180 
µg/mL, chlorphenesin 280 µg/mL และ propylparaben 35 µg/mL มี retention time 6.8, 8.1, 
10.3 และ 14.5 min และ c.) Chromatogram ของสารกนัเสีย 4 ชนิด ในเซรั่มสารสกดัดอกอญัชนั 

การตรวจสอบความถูกตอ้งของวิธีวิเคราะห ์(Method validation)  
การพฒันาวิธีวิเคราะหห์าปรมิาณสารกนัเสียทัง้สองกลุม่ ดว้ย HPLC ตรวจสอบความถกู

ตอ้งของวิธีวิเคราะห์ ภายใตห้ัวขอ้ specificity, linearity, accuracy, precision และ LOQ เพื่อ
ยืนยนัความเหมาะสมและความถกูตอ้งของวิธีการวิเคราะห ์ดงันี ้

ความจ าเพาะของวิธีวิเคราะห ์(Specificity) 
การวิเคราะหห์าปริมาณสารกนัเสียสองกลุ่ม ดว้ย HPLC ท่ีพฒันาขึน้ สามารถแยก

พี คของ  phenoxyethanol, methylparaben, chlorphenesin, และ  propylparaben ได้อย่ า ง
ชัดเจน ดังท่ีแสดงในภาพประกอบ 2 b.), 2 c.) โดยท่ี chromatogram ของต ารับเซรั่ม  และ 
สารละลายมาตรฐานของสารกนัเสีย พบวา่สารกนัเสียทกุตวัมี retention time ตรงกนั และไม่มีพีค

a.) 

b.) 

c.) 
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ของสารอ่ืนในต ารับเซรั่ม ท่ี รบกวนพีคของสารกันเสีย  แสดงว่า วิ ธีวิ เคราะห์ดังกล่าว มี
ความสามารถในการจ าแนกสารกนัเสียในต ารบัเซรั่มได ้

ความเป็นเส้นตรง และพสัิยของวิธีวิเคราะห ์(Linearity และ range) 
วิเคราะห์ปริมาณของสารละลายมาตรฐาน phenoxyethanol, methylparaben, 

chlorphenesin, และ propylparaben ดว้ย HPLC ทัง้หมด 5 ความเขม้ขน้ เพื่อหาความสมัพนัธ์
เชิงเสน้ตรงระหว่างพืน้ท่ีใตพ้ีคและความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐาน ได้ผลการวิเคราะหด์งัท่ี
แสดงในตาราง 3 โดยผลของ ค่าสมัประสิทธ์ิสหสมัพันธข์องแต่ละสาร มีค่ามากว่า 0.997 จึงมี
ความสัมพันธ์เป็นเส้นตรง ในช่วงของความเข้มข้น ดังนี ้ phenoxyethanol 200-1000 µg/mL, 
methylparaben 60-300 µg/mL, chlorphenesin 96-480 µg/mL, และ propylparaben 12-60 
µg/mL 

 

 
ความแม่นของวิธีวิเคราะห ์(Precision)  

ผลการประเมินความแม่นของวิธีวิเคราะห์ท่ีท าการวิเคราะห์โดยผู้วิเคราะห์คน
เดียวกัน ในห้องปฏิบัติการหอ้งเดิม มีสภาวะการวิเคราะหแ์ละเครื่องมือวิเคราะหเ์ช่นเดียวกัน 
วิเคราะห์ภายในวันเดียวกัน (Intra-day precision) และ วิเคราะห์ในวันท่ีต่างกัน (Inter- day 
precision) โดยรายงานผลเป็น %RSD ของ %recovery ไดผ้ลดงัท่ีแสดงในตาราง 4  โดย %RSD 
ของสารละลายมาตรฐานในการทดสอบแบบ Intra-day precision อยู่ในช่วง 0.14-1.95 % Inter-
day precision อยู่ในช่วง 0.47-1.88 %  ซึ่งไม่เกินค่าเกณฑม์าตรฐาน 2.7% และ 3.7% (AOAC, 
2016) 

 
 
 
 

ตาราง  3 ผลการทดสอบหวัขอ้ Linearity และ range 
Parameter methylparaben propylparaben phenoxyethanol chlorphenesin 

ความเขม้ขน้ของ
สารละลายมาตรฐาน 

(µg/mL) 
60-300 12-60 200-1000 96-480 

สมการ y = 23.537x+12.308 y = 18.370x+18.912 y = 3.657x+18.987 y = 1.760x+8.162 
ค่าสมัประสทิธ์ิสหสมัพนัธ ์

(R2) 
0.9999 0.9999 0.9998 0.9996 



  34 

 

 
ความเทีย่งของวิธีวิเคราะห ์(Accuracy) 

ผลประเมินความเท่ียงของวิธีวิเคราะหโ์ดยการเปรียบเทียบปริมาณของสารละลาย
มาตรฐานท่ีเติมลงไป (added) และปรมิาณของสารละลายมาตรฐานท่ีตรวจพบ (found) จากการ
วิเคราะหด์ว้ย HPLC  โดยรายงานผลเป็น %recovery ของสารกนัเสียแตล่ะชนิด ไดผ้ลดงัแสดงใน
ตาราง 4 โดย %recovery ของสารละลายมาตรฐาน อยู่ในช่วง 96.10 – 102.35% โดยเกณฑ์
มาตรฐานอยูใ่นช่วง 97-103% (AOAC, 2016) 

ขีดจ ากัดของการหาเชิงปริมาณ (Limit of quantitation: LOQ) 
ผลประเมินขีดจ ากดัของการหาเชิงปรมิาณ พบว่าความเขม้ขน้ต ่าสดุของสารกนัเสีย 

จากการค านวณดว้ยสมการ 10/S เม่ือ   คือ สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐานของสญัญาณ และ S คือ 
ความชันของกราฟมาตรฐาน ได้ผลดังนี ้ LOQ ของ methylparaben เท่ากับ 19.29 µg/mL. 
propylparaben เท่ า กั บ  1. 50 µg/mL. , phenoxyethanol เ ท่ า กั บ  66.30 µg/mL.  แ ล ะ 
chlorphenesin เท่ากบั 22.88 µg/mL 

ประสิทธิภาพของการสกัด โดยหาความถูกตอ้งของวิธีการสกัด 
ประสิทธิภาพของการสกัด พิจารณาจากความเขม้ขน้ของสารกันเสียท่ีสกัดไดจ้าก

เซรั่มเทียบกบัความเขม้ขน้ของสารกนัเสียท่ีใสใ่นเซรั่ม รายงานเป็น คา่เฉลี่ยของ %recovery ± SD 
ไ ด้ ผ ล ดั ง นี ้  methylparaben 100. 65± 0. 01 % , propylparaben 103. 12± 3. 34% ,  
phenoxyethanol  99.52 ±2.50 % และ chlorphenesin 103.02 ±1.40 % 

ตาราง  4 ผลการทดสอบหวัขอ้ Accuracy และ Precision 

Preservatives 
ความเขม้ขน้ของสารละลาย 

(µg/mL) 
Mean recovery (%) 

Intra-day precision 
(%RSD) 

Inter-day precision 
(%RSD) 

Methylparaben 
60 101.61 1.69 1.81 
180 100.34 1.22 1.70 

300 101.39 1.67 1.33 

Propylparaben 

12 96.10 0.45 1.88 

35 99.46 0.54 1.17 
60 100.33 0.25 0.47 

Phenoxyethanol 
200 102.35 0.76 0.59 
600 100.47 0.14 0.63 

1000 101.56 0.92 0.60 

Chlorphenesin 
96 101.54 0.97 1.70 
280 101.99 1.21 1.19 
480 102.16 1.95 1.70 
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วิเคราะหป์ริมาณสารกันเสียกลุ่มพาราเบน และไม่ใช่พาราเบน ในต ารับเซร่ัม 
เตรยีมเซรั่มท่ีใชใ้นการวิจยัตามต ารบัท่ีก าหนด แลว้น ามาวิเคราะหห์าปรมิาณสารกนัเสีย

ทัง้สองกลุม่ ดว้ย HPLC และทดสอบความคงสภาพของสารกนัเสียในเซรั่มโดยการเก็บผลิตภณัฑ์
ไวใ้นสภาวะดงันี ้อณุหภมูิหอ้ง, 40 °C และ Freeze/Thaw cycle 6 cycles  แลว้น ามาวิเคราะหห์า
ปริมาณสารกันเสียดว้ย HPLC ในวนัท่ี 28, 56, 84, 112, 140 และ 168 ไดผ้ลวิเคราะหด์งัตาราง 
5-8  รายงานผลเป็น % remaining (ปรมิาณสารกนัเสียท่ีสกดัไดว้นัท่ี Y / ปรมิาณสารกนัเสียท่ีสกดั
ไดว้นัท่ี 0 X 100 (Y = 28, 56, 84, 112, 140 และ 168) 
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ภาพประกอบ  3 กราฟแสดงปรมิาณ %remaining เฉลี่ย ของ a.) methylparaben b.) 
propylparaben ในต ารบัเซรั่มสตูรท่ีใสส่ารกลุม่พาราเบน ในวนัท่ี 0, 28, 56, 84, 112, 140 และ 

168  
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ภาพประกอบ  4 กราฟแสดงปรมิาณ %remaining เฉลี่ยของ a.) phenoxyethanol b.) 
chlorphenesin ในต ารบัเซรั่มสตูรท่ีใสส่ารกลุม่ท่ีไม่ใชพ่าราเบน ในวนัท่ี 0, 28, 56, 84, 112, 140 

และ 168  
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ภาพประกอบ  5 กราฟแสดงปรมิาณ %remaining เฉลี่ยของ a.) phenoxyethanol b.) 
methylparaben c.) chlorphenesin d.) propylparaben ในต ารบัเซรั่มสตูรท่ีใสส่ารกนัเสียกลุม่

พาราเบนและกลุม่ท่ีไม่ใชพ่าราเบน ในวนัท่ี 0, 28, 56, 84, 112, 140 และ 168  
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สภาวะ Accelerated Stability (Freeze / Thaw cycle) โดยเก็บตวัอย่างท่ีอณุหภมูิ 4°C 
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แลว้น ามาไวท่ี้อณุหภมูิ 40 °C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ทัง้หมด 6 cycles 

 
จากตาราง 6 ต ารบัเซรั่มท่ีใส่สารกันเสียกลุ่มพาราเบน พบว่า methylparaben และ 

propylparaben มีปรมิาณลดลงจากวนัแรกท่ีวิเคราะห ์อยู่ในช่วง 90.9-92.9% ส่วนต ารบัเซรั่มท่ี
ใส่สารกนัเสียกลุ่มท่ีไม่ใช่พาราเบน มีปรมิาณของ phenoxyethanol และ chlorphenesin เพิ่มขึน้
จากวนัแรกท่ีวิเคราะห ์ไดป้รมิาณ %remainig เฉลี่ย 102.8% และ105.9% ตามล าดบั ส่วนต ารบั
เซรั่ม ท่ีสารกันเสียทั้งสองกลุ่ม พบว่า ปริมาณของ phenoxyethanol, methylparaben และ 
propylparaben มีปรมิาณลดลงจากวนัแรกท่ีวิเคราะห ์อยู่ในช่วง 95.2-98.8% ส่วน ปรมิาณของ 
chlorphenesin มีปรมิาณเพิ่มขึน้ พบประมาณ 104.0%  

ความคงสภาพของผลิตภณัฑ ์ 
ค่าความเป็นกรดด่างของต ารับ (pH) 

วนัแรกของการทดสอบผลิตภณัฑท์ุกสตูรต ารบัมีค่า pH อยู่ในช่วง 6-7 และในวนัท่ี 
168 ของการทดสอบ ผลติภณัฑท์กุสตูรต ารบัมีคา่ pH ในช่วง 5-6 

ลักษณะของผลิตภณัฑ ์ 
ลกัษณะเนือ้ผลิตภณัฑ ์ไม่มีการแยกชัน้ของผลิตภณัฑ ์แต่มีการเปลี่ยนแปลงของสี

ผลิตภณัฑ ์  สีของผลิตภณัฑ ์ศึกษาโดยการเปรียบเทียบสีของผลิตภณัฑใ์นวนัท่ี 0  ของการเริ่ม
ศกึษา กบัวนัท่ี 28, 56, 84, 112, 140 และ 168 พบว่า ผลิตภณัฑท์กุสตูรท่ีเก็บท่ีอณุหภมูิหอ้ง นัน้ 

ตวัอย่าง สารกนัเสีย % remaining ครบ 6 cycles ± SD 

ต ารบัเซรั่มท่ีใสส่ารกนัเสียกลุม่พาราเบน 
Methylparaben 90.93 ± 4.50 
Propylparaben 92.94 ± 5.79 

ต ารบัเซรั่มท่ีใสส่ารกนัเสียกลุม่ท่ีไม่ใช่พาราเบน 
Phenoxyethanol 102.81 ±2.41 
Chlorphenesin 105.94 ± 6.09 

ต ารบัเซรั่มท่ีใสส่ารกนัเสียกลุม่พาราเบน และไม่ใช่พารา
เบน 

Phenoxyethanol 98.75 ± 1.83 
Methylparaben 95.23 ± 2.56 
Chlorphenesin 103.97 ± 1.93 
Propylparaben 96.61 ± 3.10 

ตาราง  6 ปรมิาณ %remaining เฉลี่ยของสารกนัเสียในต ารบัเซรั่ม ภายใตส้ภาวะ Freeze/Thaw 
cycle 
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ในวนัท่ี 168 ยงัไม่มีการเปลี่ยนแปลงของสี ส่วนท่ีเก็บไวท่ี้อณุหภมูิ 40°C มีการเปลี่ยนแปลงของสี 
โดยเปลี่ยนจากสีน า้เงินเป็นสีเทาทุกสูตรต ารบัในวันท่ี 84 หรือ เดือนท่ี 3 ของการศึกษา และ
ผลิตภณัฑท์กุสตูรต ารบัท่ีเก็บในสภาวะ Freeze/Thaw cycle ครบ 6 cycles ไม่มีการเปลี่ยนแปลง
ของสี  

ทดสอบประสิทธิภาพการยับยัง้เชือ้ของสารกันเสีย 
ทดสอบประสิทธิภาพในการยบัยัง้เชือ้จุลินทรียข์องสารกันเสียในต ารบัเซรั่มต่าง ๆ โดย 

ใส่เชือ้จุลินทรีย ์6 ชนิด ในผลิตภัณฑต์วัอย่างทั้ง 4 สูตร แลว้ท าการทดสอบดว้ย Antimicrobial 
effectiveness test ในวนัท่ี 0, 7, 14, 28 และ 56 ไดผ้ลดงัท่ีแสดงในตาราง 7  
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จากตาราง 7  พบว่าผลิตภณัฑต์ ารบัท่ีไม่ใสส่ารกนัเสีย พบการเจรญิของเชือ้ทกุชนิดท่ีใช้

ในการทดสอบ และทุกช่วงการทดสอบ ผลิตภัณฑ์ต ารบัท่ีใส่สารกัน เสียกลุ่มพาราเบน พบการ
เจรญิของเชือ้ E. aerogenes ในวนัท่ี 7 และ 56, เชือ้ A. niger ในวนัท่ี 7 จ านวน 1 จานเลีย้งเชือ้ 
จากการทดสอบ 2 จานเลีย้งเชือ้ และ เชือ้ S. aureus ในวนัท่ี 7 จ านวน 2 จานเลีย้งเชือ้ ผลติภณัฑ์
ต ารบัท่ีใส่สารกนัเสียกลุ่มท่ีไม่ใช่พาราเบน พบการเจรญิของเชือ้ S. aureus ในวนัท่ี 14 จ านวน 1 
จานเลีย้งเชือ้ จากการทดสอบ 2 จานเลีย้งเชือ้ ผลติภณัฑต์ ารบัท่ีใสส่ารกนัเสียกลุม่พาราเบนและ 

ไม่ใช่พาราเบน ไม่พบการเจริญของเชือ้ E. coli, E. aerogenes ตัง้แต่วันท่ี 0 ของการ
ทดสอบ และ พบการเจริญของเชือ้ C. albicans และ A. niger นอ้ยกว่า ต ารบัอ่ืนในวนัท่ี 0 ของ
การทดสอบ และพบการเจรญิของเชือ้ P. aeruginosa ทัง้สามต ารบั ในทกุช่วงการทดสอบ 

ตาราง  7 ผลการทดสอบประสิทธิภาพการยบัยัง้เชือ้ของสารกนัเสียในผลิตภณัฑ ์

เชือ้จลุนิทรยี ์ ผลติภณัฑ ์
จ านวน colonyเฉลี่ย (จ านวนอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีพบ colony) 

Day 0 Day 7 Day 14 Day 28 Day 56 

E. coli 

ต ารบัเซรั่มท่ีใสส่ารกนัเสียกลุม่พาราเบน >103(2) 0 0 0 0 

ต ารบัเซรั่มท่ีใสส่ารกนัเสียกลุม่ท่ีไมใ่ช่พาราเบน >103(2) 0 0 0 0 

ต ารบัเซรั่มท่ีใสส่ารกนัเสียกลุม่พาราเบน และไมใ่ช่พาราเบน 0 0 0 0 0 

ต ารบัเซรั่มท่ีไมใ่สส่ารกนัเสยี >103(2) >103(2) >103(2) >103(2) >103(2) 

E. 

aerogenes 

ต ารบัเซรั่มท่ีใสส่ารกนัเสียกลุม่พาราเบน >103(2) 6)1(  0 0 1(1) 

ต ารบัเซรั่มท่ีใสส่ารกนัเสียกลุม่ท่ีไมใ่ช่พาราเบน >103(2) 0 0 0 0 

ต ารบัเซรั่มท่ีใสส่ารกนัเสียกลุม่พาราเบน และไมใ่ช่พาราเบน 0 0 0 0 0 

ต ารบัเซรั่มท่ีไมใ่สส่ารกนัเสยี >103(2) >103(2) >103(2) >103(2) >103(2) 

P. 

aeruginosa 

ต ารบัเซรั่มท่ีใสส่ารกนัเสียกลุม่พาราเบน >103(2) >103(1) >103(2) >103(2) >103(2) 

ต ารบัเซรั่มท่ีใสส่ารกนัเสียกลุม่ท่ีไมใ่ช่พาราเบน >103(2) >103(1) >103(2) 200) 2) >103(2) 

ต ารบัเซรั่มท่ีใสส่ารกนัเสียกลุม่พาราเบน และไมใ่ช่พาราเบน >103(2) >103(2) >103(2) >103(2) >103(2) 

ต ารบัเซรั่มท่ีไมใ่สส่ารกนัเสยี >103(2) >103(2) >103(2) >103(2) >103(2) 

S. aureus 

ต ารบัเซรั่มท่ีใสส่ารกนัเสียกลุม่พาราเบน >103(2) >103(2) 0 0 0 

ต ารบัเซรั่มท่ีใสส่ารกนัเสียกลุม่ท่ีไมใ่ช่พาราเบน >103(2) 0 2(1) 0 0 

ต ารบัเซรั่มท่ีใสส่ารกนัเสียกลุม่พาราเบน และไมใ่ช่พาราเบน >103(2) 0 0 0 0 

ต ารบัเซรั่มท่ีไมใ่สส่ารกนัเสยี >103(2) >103(2) >103(2) 0 495(2) 

C. 

albicans 

ต ารบัเซรั่มท่ีใสส่ารกนัเสียกลุม่พาราเบน 850(2) 0 0 0 0 

ต ารบัเซรั่มท่ีใสส่ารกนัเสียกลุม่ท่ีไมใ่ช่พาราเบน 300(2) 0 0 0 0 

ต ารบัเซรั่มท่ีใสส่ารกนัเสียกลุม่พาราเบน และไมใ่ช่พาราเบน 8(2) 0 0 0 0 

ต ารบัเซรั่มท่ีไมใ่สส่ารกนัเสยี >103(2) >103(2) >103(2) >103(2) >103(2) 

A. niger 

ต ารบัเซรั่มท่ีใสส่ารกนัเสียกลุม่พาราเบน >103(2) >103(1) 0 0 0 

ต ารบัเซรั่มท่ีใสส่ารกนัเสียกลุม่ท่ีไมใ่ช่พาราเบน >103(2) 0 0 0 0 

ต ารบัเซรั่มท่ีใสส่ารกนัเสียกลุม่พาราเบน และไมใ่ช่พาราเบน 184(2) 0 0 0 0 

ต ารบัเซรั่มท่ีไมใ่สส่ารกนัเสยี >103(2) >103(2) >103(2) >103(2) >103(2) 
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การปนเป้ือนเชือ้จุลินทรียใ์นต ารับเซร่ัม 
ทดสอบการปนเป้ือนจุลินทรียด์ว้ยการเก็บต ารบัเซรั่มทัง้ 4 สตูร ในสภาวะท่ีแตกต่างกนั

ดงันี ้เก็บในอณุหภมูิหอ้ง, อณุหภมูิ 40°C และสภาวะ  Accelerated Stability ท่ีดดัแปลงจากการ
ทดสอบ Freeze/Thaw cycle โดยเก็บตวัอย่างท่ีอณุหภมูิ 4°C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แลว้น ามาไวท่ี้
อณุหภูมิ 40°C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ทัง้หมด 6 รอบ แลว้น าตวัอย่างมาทดสอบเพาะเชือ้จุลินทรีย ์
บนอาหารเลี ้ย ง เชื ้อดัง นี ้  Trypticase soy agar (TSA), Sabouraud dextrose agar (SDA), 
Cetrimide agar และ Mannitol salt agar วันท่ีเริ่มการทดสอบ วันท่ี 28, 56, 84, 112, 140 และ 
168 ไดผ้ลการทดสอบดงันี ้ 

 
จากตาราง 8  พบการปนเป้ือนของเชือ้จุลินทรียบ์นอาหารเลีย้งเชือ้ TSA ในวนัท่ี 140 

ของผลติภณัฑท่ี์เก็บไวท่ี้อณุหภมูิหอ้ง นอกจากนัน้ไมพ่บการปนเป้ือนของเชือ้จลุนิทรยี ์
 

ตาราง  8 ต ารบัเซรั่มท่ีใสส่ารกนัเสียกลุม่พาราเบน (methylparaben, propylparaben) 

สภาวะ อาหารเลีย้งเชือ้ 
จ านวน colony เฉลี่ย (จ านวนอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีพบ colony) 

Day 0 Day 28 Day 56 Day 84 Day 112 Day 140 Day 168 

อณุหภมูิ 
หอ้ง 

TSA 0 0 0 0 0 >103(2) 0 
SDA 0 0 0 0 0 0 0 

Cetrimide agar 0 0 0 0 0 0 0 
Mannitol salt agar 0 0 0 0 0 0 0 

40°C 

TSA 0 0 0 0 0 0 0 
SDA 0 0 0 0 0 0 0 

Cetrimide agar 0 0 0 0 0 0 0 

Mannitol salt agar 0 0 0 0 0 0 0 
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จากตาราง 9 พบการปนเป้ือนของเชือ้จุลินทรียบ์นอาหารเลีย้งเชือ้ SDA ในวนัท่ี 140 

ของผลิตภัณฑ์ท่ีเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ 40°C 1 จานเพาะเชือ้ วันท่ี 168 ของผลิตภัณฑ์ท่ีเก็บไว้ท่ี
อุณหภูมิห้อง 1 จานเพาะเชื ้อ และบนอาหารเลี ้ยงเชื ้อ Mannitol salt agar วันท่ี  168 ของ
ผลิตภณัฑท่ี์เก็บไวท่ี้อณุหภมูิ 40°C 1 จานเพาะเชือ้ 

 
 

 
จากตาราง 10 พบการปนเป้ือนของเชือ้จุลินทรียบ์นอาหารเลีย้งเชือ้ TSA และ SDA ใน

วนัท่ี 56 ของผลิตภณัฑท่ี์เก็บไวท่ี้อณุหภมูิ 40°C 1 จานเพาะเชือ้ตอ่อาหารเลีย้งเชือ้ 1 ชนิด และใน
วนัท่ี 140 พบการปนเป้ือนเชือ้จุลินทรียบ์นอาหารเลีย้งเชือ้ SDA ท่ีทดสอบผลิตภันฑ์ท่ีเก็บไวท่ี้
อณุหภมูิ 40°C  

 

สภาวะ อาหารเลีย้งเชือ้ 
จ านวน colony เฉลี่ย (จ านวนอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีพบ colony) 

Day 0 Day 28 Day 56 Day 84 Day 112 Day 140 Day 168 

อณุหภมูิ 
หอ้ง 

TSA 0 0 0 0 0 0 0 
SDA 0 0 0 0 0 0 0 

Cetrimide agar 0 0 0 0 0 0 0 
Mannitol salt agar 0 0 0 0 0 0 0 

40°C 

TSA 0 0 >103(1) 0 0 0 0 
SDA 0 0 1(1) 0 0 1(1) 0 

Cetrimide agar 0 0 0 0 0 0 0 
Mannitol salt agar 0 0 0 0 0 0 0 

ตาราง  9 ต ารบัเซรั่มท่ีใสส่ารกนัเสียกลุม่ท่ีไม่ใช่พาราเบน (phenoxyethanol, chlorphenesin) 

สภาวะ อาหารเลีย้งเชือ้ 
จ านวน colonyเฉลี่ย (จ านวนอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีพบ colony) 

Day 0 Day 28 Day 56 Day 84 Day 112 Day 140 Day 168 

อณุหภมูิ 
หอ้ง 

TSA 0 0 0 0 0 0 0 

SDA 0 0 0 0 0 0 >500(1) 

Cetrimide  agar 0 0 0 0 0 0 0 
Mannitol salt agar 0 0 0 0 0 0 0 

40°C 

TSA 0 0 0 0 0 0 0 

SDA 0 0 0 0 0 82(1) 0 

Cetrimide  agar 0 0 0 0 0 0 0 

Mannitol salt  agar 0 0 0 0 0 0 1(1) 

ตาราง  10 ต ารบัเซรั่มท่ีใสส่ารกนัเสียกลุม่พาราเบน และ ไมใ่ช่พาราเบน 
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จากตาราง 11 ผลิตภณัฑท่ี์เก็บไวท่ี้อณุหภมูิหอ้ง พบการปนเป้ือนของเชือ้บนอาหารเลีย้ง

เชือ้ TSA, SDA และ Mannitol salt agar ตัง้แตก่ารทดสอบวนัท่ี 28 จ านวนมากกวา่ 1,000 โคโลนี  
แตใ่นวนัท่ี 56 ของการทดสอบ ไม่พบการปนเป้ือนของเชือ้บนอาหารเลีย้งเชือ้ Mannitol salt agar 
และมีการพบการปนเป้ือนท่ีน้อยกว่า 1,000 โคโลนี จนถึงวันท่ี 168 ของการทดสอบ ส่วน
ผลิตภณัฑท่ี์เก็บไวท่ี้อณุหภมูิ 40°C เริม่พบการปนเป้ือนของเชือ้บนอาหารเลีย้งเชือ้ ตัง้แต่วนัท่ี 56 
ของการทดสอบ แต่ไม่พบการปนเป้ือนของเชือ้บนอาหารเลีย้งเชือ้ Cetrimide agar ตลอดการ
ทดสอบ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

สภาวะ อาหารเลีย้งเชือ้ 
จ านวน colony เฉลี่ย (จ านวนอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีพบ colony) 

Day 0 Day 28 Day 56 Day 84 Day 112 Day 140 Day 168 

อณุหภมูิ 
หอ้ง 

TSA 0 >103(2) 13(1) >103(2) >103(2) >103(2) >103(2) 
SDA 0 >103(2) >103(2) >103(2) >103(2) >103(2) >103(2) 

Cetrimide agar 0 0 0 0 0 0 0 

Mannitol salt agar 0 >103(2) 0 226(2) 225(2) 151(2) >400(2) 

40°C 

TSA 0 0 >103(2) 20(2) >103(2) >500(2) >103(2) 
SDA 0 0 >103(2) 34(2) >103(2) >103(2) >103(2) 

Cetrimide agar 0 0 0 0 0 0 0 

Mannitol salt agar 0 0 120(2) 10(2) >103(2) 227(2) >600(2) 

 ตาราง  11 ต ารบัเซรั่มท่ีไม่ใสส่ารกนัเสีย 
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จากตาราง 12 พบว่าไม่มีการปนเป้ือนของเชือ้จุลินทรียบ์นอาหารเลีย้งเชือ้ทุกชนิด ใน

การทดสอบ 

การวิเคราะหผ์ลการทดสอบทางสถติ ิ
การเปรียบเทยีบข้อมูลประสิทธิภาพในการยับยัง้การเจริญของเชือ้จุลินทรีย ์
จากผลการทดลองพบว่าไม่สามารถเปรียบเทียบขอ้มูลประสิทธิภาพในการยบัยัง้การ

เจรญิของเชือ้จลุินทรยีข์องสารกนัเสียกลุ่มพาราเบน และสารกนัเสียกลุม่ท่ีไม่ใช่พาราเบนในต ารบั 
และเปรยีบเทียบความสมัพนัธร์ะหวา่งระยะเวลาในการเก็บต ารบัเซรั่ม กบัการยบัยัง้การเจรญิของ
เชือ้จลุินทรีย ์และความคงสภาพของต ารบัเซรั่มได ้เน่ืองจากผลการเจรญิของเชือ้บนอาหารเลีย้ง
เชือ้ไม่แตกต่างกนั นอกจากนีไ้ม่สามารถนบัจ านวนของโคโลนีเชือ้ในการทดสอบไดอ้ย่างแน่นอน 
และพบการปนเป้ือนระหวา่งการทดสอบ 

เปรียบเทยีบปริมาณสารกันเสียทีว่ิเคราะหไ์ดใ้นต ารับเซร่ัม  
เปรยีบเทียบปรมิาณ %remaining เฉลี่ยของสารกนัเสีย ในแตล่ะสตูรต ารบั ระหว่างวนัท่ี 

0 (100%) กบั วนัท่ี 168 แต่ละสภาวะการเก็บผลิตภณัฑ ์ดว้ยสถิติ one sample t-test ไดผ้ลดงัท่ี
แสดงในตาราง 13 

สตูรต ารบั อาหารเลีย้งเชือ้ 
จ านวน colony 

Day 0 6 Cycles 

ต ารบัเซรั่มท่ีใสส่ารกนัเสียกลุม่พาราเบน 

TSA 0 0 
SDA 0 0 

Cetrimide agar 0 0 
Mannitol salt agar 0 0 

ต ารบัเซรั่มท่ีใสส่ารกนัเสียกลุม่ที่ไมใ่ช่พารา
เบน 

TSA 0 0 
SDA 0 0 

Cetrimide agar 0 0 
Mannitol salt agar 0 0 

ต ารบัเซรั่มท่ีใสส่ารกนัเสียกลุม่พาราเบน 
และไมใ่ช่พาราเบน 

TSA 0 0 
SDA 0 0 

Cetrimide agar 0 0 
Mannitol salt agar 0 0 

ต ารบัเซรั่มท่ีไมใ่สส่ารกนัเสีย 

TSA  0 0 
SDA 0 0 

Cetrimide agar 0 0 
Mannitol salt agar 0 0 

ตาราง  12 การปนเป้ือนเชือ้จลุนิทรยีภ์ายใตส้ภาวะ Freeze/Thaw cycle  
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จากตาราง 13 พบว่า ปริมาณ %remaining เฉลี่ยของสารกนัเสียทุกชนิด ทุกสตูรต ารบั 

และทกุสภาวะการเก็บรกัษาผลิตภณัฑ ์ในวนัท่ี 0 (วนัเริม่การทดสอบ) กบั วนัท่ี 168 มีปรมิาณท่ีไม่
แตกตา่งกนั (p > 0.05) แต ่ปรมิาณ %remaining เฉลี่ยของสาร chlorphenesin ในสตูรต ารบัท่ีใส่
สารกนัเสียทัง้สองกลุม่ ท่ีเก็บในอณุหภมูิหอ้ง มีปรมิาณ เท่ากบั 108.8±3.48 % (คา่เฉลี่ย±SD) ซึง่
มีความแตกตา่งจากปรมิาณ %remaining เฉลี่ยในวนัท่ี 0 อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ p < 0.05 (p 
= 0.048) 

 
 
 

ตาราง  13 เปรยีบเทียบปรมิาณ %remaining ของสารกนัเสีย ดว้ยสถิติ one sample t-test 

สภาวะการ
เก็บ

ผลติภณัฑ ์
สตูรต ารบั สารกนัเสยี 

%remaining วนัที่ 168 
t p-value 

ค่าเฉลี่ย SD 

อณุหภมูหิอ้ง 

ต ารบัเซรั่มท่ีใสส่ารกนัเสีย
กลุม่พาราเบน 

Methylparaben 98.04 4.12 -0.822 0.498 
Propylparaben 99.20 4.23 -0.327 0.774 

ต ารบัเซรั่มท่ีใสส่ารกนัเสีย
กลุม่ท่ีไมใ่ช่พาราเบน 

Phenoxyethanol 102.72 1.16 4.073 0.055 
Chlorphenesin 106.10 3.45 3.059 0.092 

ต ารบัเซรั่มท่ีใสส่ารกนัเสีย
กลุม่พาราเบน และไมใ่ช่พารา

เบน 

Phenoxyethanol 100.81 0.92 1.515 0.269 
Methylparaben 98.89 1.66 -1.158 0.366 
Chlorphenesin 108.81 3.48 4.381 0.048* 
Propylparaben 101.95 5.33 0.633 0.592 

40°C 

ต ารบัเซรั่มท่ีใสส่ารกนัเสีย
กลุม่พาราเบน 

Methylparaben 98.93 3.15 - 0.590 0.615 

Propylparaben 99.54 2.68 -0.295 0.796 

ต ารบัเซรั่มท่ีใสส่ารกนัเสีย
กลุม่ท่ีไมใ่ช่พาราเบน 

Phenoxyethanol 101.76 1.77 1.723 0.227 

Chlorphenesin 107.34 3.44 3.691 0.066 

ต ารบัเซรั่มท่ีใสส่ารกนัเสีย
กลุม่พาราเบน และไมใ่ช่พารา

เบน 

Phenoxyethanol 99.51 1.80 -0.475 0.682 
Methylparaben 99.47 0.74 -1.238 0.341 

Chlorphenesin 107.60 5.09 2.590 0.122 
Propylparaben 99.63 1.58 -0.409 0.722 

Freeze/Thaw 
cycle 

ต ารบัเซรั่มท่ีใสส่ารกนัเสีย
กลุม่พาราเบน 

Methylparaben 90.93 4.50 -3.494 0.073 

Propylparaben 92.94 5.79 -2.112 0.169 

ต ารบัเซรั่มท่ีใสส่ารกนัเสีย
กลุม่ท่ีไมใ่ช่พาราเบน 

Phenoxyethanol 102.81 2.41 2.021 0.181 

Chlorphenesin 105.94 6.09 1.687 0.234 

ต ารบัเซรั่มท่ีใสส่ารกนัเสีย
กลุม่พาราเบน และไมใ่ช่พารา

เบน 

Phenoxyethanol 98.75 1.83 -1.180 0.359 
Methylparaben 95.23 2.56 -3.224 0.084 

Chlorphenesin 103.97 1.93 3.554 0.071 
Propylparaben 96.61 3.10 -1.895 0.199 
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เปรียบเทียบปริมาณ %remaining ของสารกันเสียชนิดเดียวกัน ในวนัท่ี 168 ระหว่าง
สูตรต ารับเซรั่มท่ีใช้สารกันเสียกลุ่มพาราเบนกับสูตรต ารับท่ีใช้สารกัน เสียทั้ง 2 กลุ่ม และ
เปรียบเทียบระหว่าง สตูรต ารบัเซรั่มท่ีใชส้ารกนัเสียกลุ่มท่ีไม่ใช่พาราเบนกบัสตูรต ารบัท่ีใชส้ารกนั
เสียทัง้ 2 กลุ่ม ในแต่ละสภาวะการเก็บรกัษาผลิตภณัฑ ์ดว้ยสถิติ independent t-test  ไดผ้ลดงัท่ี
แสดงในตาราง 14 

 
จากตาราง 14 พบว่า ปรมิาณ %remaining เฉลี่ยของสารกนัเสีย ระหว่างสตูรต ารบัท่ีใช้

สารกันเสียทัง้ 2 กลุ่ม กับสตูรต ารบัท่ีใชส้ารกันเสียกลุ่มพาราเบน และ กลุ่มท่ีไม่ใช่พาราเบน ใน
วันท่ี 168 ของการทดสอบ ในทุกสภาวะการเก็บรักษา ไม่มีความแตกต่างกัน  (p > 0.05)

สภาวะการ
เก็บ

ผลิตภณัฑ ์
 

สารกนัเสีย 

%remaining วนัที่ 168 

t P value 
ต ารบัเซรั่มท่ีใสส่าร
กนัเสียกลุ่มพารา

เบน 

ต ารบัเซรั่มท่ีใสส่าร
กนัเสียกลุ่มท่ีไมใ่ช่

พาราเบน 

ต ารบัเซรั่มท่ีใสส่ารกนั
เสียกลุ่มพาราเบน 
และไมใ่ช่พาราเบน 

คา่เฉลี่ย SD คา่เฉลี่ย SD คา่เฉลี่ย SD 

อณุหภมูิ 
หอ้ง 

Phenoxyethanol   102.72 1.16 100.81 0.92 2.233 0.089 

Methylparaben 98.04 4.12   98.89 1.66 -0.331 0.757 

Chlorphenesin   106.10 3.45 108.81 3.48 -0.959 0.392 

Propylparaben 99.20 4.23   101.95 5.33 -0.699 0.523 

40°C 

Phenoxyethanol   101.76 1.77 99.51 1.80 1.549 0.196 

Methylparaben 98.93 3.15   99.47 0.74 -0.292 0.785 

Chlorphenesin   107.34 3.44 107.60 5.09 -0.074 0.944 

Propylparaben 99.54 2.68   99.63 1.58 -0.046 0.965 

Freeze/Thaw 
cycle 

Phenoxyethanol   102.81 2.41 98.75 1.83 2.324 0.081 

Methylparaben 90.93 4.50   95.23 2.56 -1.440 0.223 

Chlorphenesin   105.94 6.09 103.97 1.93 0.533 0.622 

Propylparaben 92.94 5.79   96.61 3.10 -0.967 0.388 

 ตาราง  14 เปรยีบเทียบปรมิาณ %remaining เฉลี่ยของสารกนัเสีย ดว้ยสถิติ independent t-test 



 

 

บทที ่5 
สรุป อภปิราย และข้อเสนอแนะ 

จากการวิจัยเรื่อง ประสิทธิภาพของสารกันเสีย กลุ่มพาราเบน และ ไม่ใช่พาราเบนใน
ต ารบัเซรั่มสารสกดัดอกอญัชนั โดยมีการศึกษาในดา้นการวิเคราะหห์าปรมิาณดว้ย HPLC ดา้น
ประสิทธิภาพในการยับยัง้เชือ้จุลินทรีย ์และการปนเป้ือนของเชือ้จุลินทรียใ์นผลิตภัณฑ์  ผูว้ิจิย
สามารถสรุปผลการวิจยั อภิปรายผลการวิจยั และขอ้เสนอแนะ  

สรุปผลการวจิัย 
การวิ เคราะห์หาปริมาณ  methylparaben, propylparaben, phenoxyethanol และ 

chlorphenesin ในเซรั่มสารสกัดดอกอญัชนั ดว้ย HPLC มีสภาวะการวิเคราะหด์งันี ้คอลมัน ์คือ 
C18-AR column (250 x 4.6 mm, 5 µm) เฟสเคลื่อนท่ี แบบ gradient elution ดว้ย acetonitrile: 
0.1% phosphoric acid โดยนาทีท่ี 0-11 acetonitrile 25% นาทีท่ี 11-13 เพิ่มอัตราส่วนของ 
acetonitrile 25% ไปถึง 100% นาทีท่ี 13-20 คงอตัราส่วน acetonitrile 100% นาทีท่ี 20-21 ปรบั
อตัราส่วน acetonitrile 100% ลงมาเหลือ 25% นาทีท่ี 21-30 acetonitrile 25% โดยมีอตัราการ
ไหลของเฟสเคลื่อนท่ี เท่ากบั 1.5 mL/min ใช ้injection volume 10 µL และ UV detector 270 nm 
สามารถแยก methylparaben, propylparaben, phenoxyethanol และ chlorphenesin ออกจาก
กนัไดอ้ย่างชดัเจน และค่าพารามิเตอร ์ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการทดสอบความเหมาะสมของวิธีวิเคราะห์
ดว้ยวิธีการ HPLC ไดแ้ก่ precision repeatability ของ peak area, resolution, capacity factor 
tailing factor และ plate number เป็นไปตาม เกณฑ์ของ Center for Drug Evaluation and 
Research ของประเทศสหรฐัอเมรกิา(CDER, 1994) เม่ือตรวจสอบความถกูตอ้งของวิธีวิเคราะห์
ตาม ICH guideline(ICH, 2005) ในหัวข้อ specificity, linearity, range, precision, accuracy 
และ LOQ  พบว่าเป็นไปตามเกณฑ์มาตรฐาน AOAC Official Methods of Analysis (AOAC, 
2016) ท่ีก าหนดทุกหัวขอ้ และ ช่วงความเขม้ขน้ของการวิเคราะหส์าร มีค่ามากกว่า LOQ ท าให้
สามารถวิเคราะหห์าปรมิาณสารกนัเสียทัง้ 4 ชนิดไดอ้ยา่งถกูตอ้งและแม่นย า  

วิธีการสกัดสารกันเสียจากต ารับเซรั่ม สามารถสกัดสารกันเสียได้ในช่วง 99.52 –
103.12%  ผลการวิเคราะห์ปริมาณสารกันเสีย โดยค านวณเป็น %remaining เปรียบเทียบกับ
ปรมิาณวนัแรกท่ีเริม่การทดสอบ พบว่าตลอดช่วงการทดสอบความคงสภาพ 168 วนั ซึ่งวิเคราะห ์
ในวนัท่ี 28, 56, 84, 112, 140 และ 168 ปรมิาณสารท่ีวิเคราะหไ์ด ้%remaining อยู่ในช่วง 90.49-
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108.81% โดยปรมิาณสาร %remaining ท่ีมากกว่า 100% อาจเกิดจากความคลาดเคลื่อนในบาง
ช่วงเวลาท่ีท าการสกดัในขัน้ตอนการสกดัสารดว้ยเมทานอล ท าใหมี้ผลตอ่ความเขม้ขน้ของสาร แต่
เม่ือเปรียบเทียบปรมิาณสารกนัเสียในวนัแรกท่ีเริม่การทดสอบกบัปรมิาณสารกนัเสียในวนัท่ี 168 
ดว้ยสถิติ one simple t-test พบว่า ปรมิาณสารกนัเสียในทกุสตูรต ารบัและทกุสภาวะการทดสอบ
ความคงสภาพไม่แตกตา่งกนัทางสถิติ ยกเวน้ chlorphenesin ในสตูรต ารบัผลิตภณัฑท่ี์ใส่สารกนั
เสียทัง้สองกลุ่ม ท่ีเก็บในอณุหภมูิหอ้ง มีปรมิาณ เท่ากบั 108.8±3.48% (ค่าเฉลี่ย±SD) ซึ่งมีความ
แตกตา่งจากปรมิาณ %remaining ในวนัแรกท่ีเริม่การทดสอบอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ p < 0.05 
(p = 0.048) ซึ่งอาจเกิดจากความคลาดเคลื่อนช่วงขัน้ตอนการสกัดสารดว้ยเมทานอล และใน
ต ารับมีปริมาณของ chlorphenesin น้อย จึงมีโอกาสท่ีผลการวิเคราะห์ให้ % remaining ท่ี
คลาดเคลื่อนไดส้งู ส  าหรบัการเปรยีบเทียบปรมิาณสารกนัเสียในวนัท่ี 168 ระหว่างสตูรต ารบัเซรั่ม
ท่ีใสส่ารกนัเสียทัง้สองกลุม่ กบัต ารบัเซรั่มท่ีใสส่ารกนัเสียกลุม่พาราเบน และต ารบัเซรั่มท่ีใสส่ารกนั
เสียกลุม่ท่ีไม่ใช่พาราเบน ดว้ยสถิติ independent t-test  พบว่า ปรมิาณสารกนัเสียไม่แตกต่างกนั 
สามารถสรุปไดว้่า ปริมาณสารกันเสียของผลิตภณัฑท์ัง้สามต ารบั ไม่มีการเปลี่ยนแปลงจากวนั
แรกท่ีเริ่มการทดสอบ จนถึงหลงัจากศึกษาความคงสภาพในอณุหภมูิหอ้ง, 40°C ผ่านไป 6 เดือน 
หรอื 168 วนั และ ท่ีสภาวะ Freeze/Thaw cycle ครบ 6 cycles  

ประสิทธิภาพการยบัยัง้เชือ้จุลินทรีย ์ดว้ยวิธีและเกณฑม์าตรฐานท่ีอา้งอิงจาก USP ซึ่ง
ทดสอบโดยการใส่เชือ้จุลินทรียท่ี์สนใจไปในผลิตภณัฑ ์เพื่อศึกษาสารกนัเสียท่ีสนใจนัน้สามารถ
ยับยั้งการเจริญของเชือ้แบคทีเรีย ยีสตแ์ละราได้ และเกณฑ์ท่ีก าหนดคือ ตอ้งมีการลดลงของ
จ านวนเชือ้แบคทีเรีย ในวนัท่ี 14 ของการทดสอบไม่นอ้ยกว่า 2 เท่าของค่า log ของปริมาณเชือ้
แบคทีเรียจากวนัแรกท่ีเริ่มการทดสอบ และในวนัท่ี 28 ตอ้งไม่มีการเพิ่มขึน้ของจ านวนแบคทีเรีย 
จากจ านวนในวนัท่ี 14 ส่วนยีสตแ์ละราในวนัท่ี 14, 28 ตอ้งไม่มีการเพิ่มขึน้ของจ านวนยีสตแ์ละรา 
จากจ านวนในวนัแรกท่ีเริ่มการทดสอบ ซึ่งจากการทดสอบพบว่า การทดสอบดว้ยเชือ้ E. coli, E. 
aerogenes, S. aureus, C. albicans และ A. niger ในผลิตภัณฑ์ ทั้งสามสูตรต ารับ แต่การ
ทดสอบดว้ยเชือ้ P. aeruginosa พบว่ามีการเจรญิของเชือ้ตลอดการทดสอบ สรุปไดว้า่ สารกนัเสีย
ทัง้ 4 สาร สามารถยบัยัง้การเจรญิของเชือ้ E. coli, E. aerogenes, S. aureus, C. albicans และ 
A. niger แต่ไม่สามารถยบัยัง้การเจรญิของเชือ้ P. aeruginosa ได ้ส่วนการศกึษาความคงสภาพ
ของผลิตภณัฑใ์นดา้นการปนเป้ือนของเชือ้ในวนัท่ี 0, 28, 56, 84, 112, 140 และ 168 เพื่อศึกษา
ว่าสารกนัเสียท่ีใส่ในผลิตภณัฑน์ัน้สามารถปอ้งกนัการปนเป้ือนเชือ้จลุินทรยีใ์นผลิตภณัฑไ์ด้ สรุป
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ไดว้่า ผลิตภัณฑ์ทั้ง 3 สูตร ท่ีใส่สารกันเสีย มีความคงสภาพสามารถป้องกันการปนเป้ือนของ
เชือ้จลุนิทรยีไ์ดต้ลอดการศกึษา  

ความคงสภาพของผลติภณัฑ ์คา่ pH ของผลติภณัฑ ์อยู่ในช่วง pH 5-7 ตลอดการศกึษา 
สว่นของลกัษณะไม่มีการแยกชัน้ของผลิตภณัฑ ์แต่สีผลิตภณัฑเ์ปลี่ยนจากสีน า้เงินเป็นสีเทาทัง้ 3 
สตูรต ารบั ท่ีเก็บไวอ้ณุหภมูิ 40°C ในวนัท่ี 84 

เซรั่มสารสกดัดอกอญัชนัทัง้ 3 สตูร คือท่ีใช่สารกนัเสียกลุ่มพาราเบน  กลุ่มท่ีไม่ใช่พารา
เบน และกลุ่มท่ีผสมสารกันเสียทั้ง 2 กลุ่ม สามารถป้องกันการเจริญของเชือ้ ตลอดระยะเวลา
การศึกษาความคงสภาพ ปริมาณสารกันเสียในผลิตภณัฑไ์ม่แตกต่างจากวนัแรกของการศึกษา 
และปรมิาณสารกนัเสียของผลิตภณัฑส์ตูรท่ีใชส้ารกลุ่มพาราเบน และ สตูรท่ีใชส้ารกนัเสียกลุ่มท่ี
ไม่ใช่พาราเบน เปรียบเทียบกบัผลิตภณัฑท่ี์ใชส้ารกนัเสียทัง้สองกลุ่มไม่แตกต่างกนั และสามารถ
ยับยั้งการเจริญของเชือ้ E. coli, E. aerogenes, S. aureus, C. albicans และ A. niger แต่ไม่
สามารถยบัยัง้การเจริญของเชือ้ P. aeruginosa ได ้สามารถสรุปไดว้่า ประสิทธิภาพการยับยัง้
จุลินทรียใ์นต ารบั และความคงสภาพของต ารบัเซรั่มสารสกัดดอกอญัชันท่ีใส่สารกันเสียกลุ่มท่ี
ไม่ใช่พาราเบน ไม่แตกต่างจากต ารบัท่ีใส่สารกนัเสียกลุ่มพาราเบน และ ผลิตภณัฑเ์ซรั่มสารสกดั
ดอกอญัชนัท่ีใสส่ารกนัเสียทัง้ 3 ต ารบั ในสภาวะการเก็บท่ีอณุหภมูิหอ้ง มีความคงสภาพไดน้าน 6 
เดือน เน่ืองดว้ยผลการศกึษาเก่ียวกบัประสทิธิภาพการยบัยัง้การเจรญิของเชือ้จลุนิทรยีข์องสารกนั
เสีย และความคงสภาพของต ารบัไม่แตกต่างกัน จากการศึกษาความคงสภาพของผลิตภัณฑ์
สามารถสรุปไดว้่า หากเก็บผลิตภณัฑเ์ซรั่มท่ีใส่สารกันเสียไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง หลีกเลี่ยงความรอ้น
และแสงแดดโดยตรง ผลติภณัฑจ์ะมีอายมุากกวา่ 6 เดือน 

เน่ืองจากสารกลุ่มพาราเบนนั้นสามารถท าให้เกิด allergic contact allergy ไดถ้ึง 
4.2% (Cashman และ Warshaw, 2005) และสามารถเพิ่มโอกาสการเกิดมะเร็งเตา้นมในเพศ
หญิงจากการสะสมของสารกลุ่มพาราเบนบริเวณใตว้งแขนท่ีท าใหเ้กิดผล estrogenic อาจจะ
ส่งผลท าใหเ้กิดการกระตุน้เซลลม์ะเรง็ได ้(Barr และคณะ, 2012) ท าใหผู้บ้รโิภคมีความกงัวลท่ีใช้
สารกนัเสียกลุม่นี ้จงึไดน้  าสารกนัเสียกลุม่ท่ีไม่ใช่พาราเบนมาทดแทน ดงันัน้จากการศกึษา สารกนั
เสีย phenoxyethanol และ chlorphenesin ท่ีมีประสิทธิภาพเท่ากบัสารกนัเสียกลุ่มพาราเบน จึง
น ามาใชใ้นผลิตภณัฑท์ดแทนกนัได ้โดยไม่จ าเป็นตอ้งใชส้ารกนัเสียกลุ่มพาราเบนรว่มดว้ย เพราะ
ประสิทธิภาพในการยบัยัง้เชือ้จลุินทรียไ์ม่แตกต่างกนัระหว่างผลิตภณัฑเ์ซรั่มท่ีใส่สารกนัเสียกลุ่ม
พาราเบน กลุ่มท่ีไม่ใช่พาราเบนและใส่สารกนัเสียทัง้สองกลุม่ นอกจากนีก้ารใสส่ารกนัเสียทัง้สอง
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กลุ่มไม่ไดเ้พิ่มประสิทธิภาพในการยบัยัง้เชือ้จุลินทรีย์ และเป็นการลดความกงัวลของผูบ้รโิภคใน
การใชส้ารกนัเสีย อีกทัง้ยงัสามารถน าไปใชใ้นการสง่เสรมิการขาย 

อภปิรายผลการวิจัย 
การพฒันาวิธีวิเคราะหป์รมิาณสารกนัเสียดว้ย HPLC เลือกใชเ้ฟสเคลื่อนท่ี เป็นสว่นผสม

ของ acetonitrile กับ สารละลายกรด phosphoric จากหลักการ like dissolve like ท่ีใช้ในการ
วิเคราะหด์ว้ย HPLC จากคา่การละลายของ methylparaben, propylparaben, phenoxyethanol 
และ chlorphenesin ท่ีละลายได้ใน acetonitrile ท าให้สามารถละลายและถูกพามาด้วย 
acetonitrile ซึ่งการปรบัอตัราส่วนของเฟสเคลื่อนท่ี นัน้เพื่อใหส้ามารถแยกสารอออกจากกนั จาก
สภาพความเป็นขัว้ท่ีแตกตา่งกนัของสารทัง้ 4 ในสว่นของสารละลายน า้ เลือกใชก้รด phosphoric 
เน่ืองจากสารกนัเสียกลุม่พาราเบนมีโครงสรา้งเป็น ester อาจจะเกิด Hydrolysis เม่ืออยูใ่นสภาวะ
ด่ า ง  ดั งนั้ น จึ ง เลื อก ใช้ส ารละลายกรด  และจาก ค่ า  pKa  ของ  methylparaben  และ 
propylparaben เท่ากับ 8.4 และ  8.5 ตามล าดับ จากสมการ Henderson-Hasselbalch ถ้า 
Methylparaben และ Propylparaben อยู่ในสารละลายท่ีมี pH ต ่า (กรด) จะอยู่ในรูปท่ีไม่แตกตวั
สามารถจับกับเฟสคงท่ี และถูกหน่วงอยู่ในคอลัมนไ์ด ้ซึ่งสอดคลอ้งกับงานวิจัย Aoyama และ
การศึกษาของ Tokunaga ท่ีวิเคราะหห์าปริมาณสารกนัเสียกลุ่มพาราเบน ท่ีใชเ้ฟสเคลื่อนท่ีเป็น 
acetoniltlie และสารละลายท่ีมีค่า pH ต ่ากว่า 7 (Aoyama และคณะ, 2014; Tokunaga และ
คณะ, 2003) 

การวิเคราะห์ปริมาณสารกันเสียท่ีสกัดจากต ารบัเซรั่มสารสกัดอัญชัน พบว่าผลการ
วิเคราะหป์ริมาณสารไม่สามารถบอกแนวโนม้การเปลี่ยนแปลงของปริมาณสารไดอ้ย่างแน่นอน 
อาจเกิดจากปรมิาณสารกนัเสียไมมี่การเปลี่ยนแปลง เพราะวา่ methylparaben, propylparaben, 
phenoxyethanol และ chlorphenesin มีความคงตวั ไม่เกิดการสลายตวัของสาร ขณะท าการสกดั
สาร สง่ผลใหค้วามเขม้ขน้ของสารกนัเสียท่ีสกดัไดใ้นแตล่ะครัง้เปลี่ยนแปลงจากความเขม้ขน้ท่ีควร
จะเป็น จึงไม่เห็นแนวโนม้การเปลี่ยนแปลงของความเขม้ขน้สารกันเสียได้ แต่เม่ือเปรียบเทียบ
ปริมาณสารกันเสียตลอดช่วงการศึกษากับวนัแรกท่ีศึกษา โดยใชส้ถิติแลว้พบว่าปริมาณสารกัน
เสียไมแ่ตกตา่งกนั 

การทดสอบความคงสภาพของผลิตภัณฑ์ การเปลี่ยนสีของผลิตภัณฑ์เซรั่มท่ีเก็บไวท่ี้
อุณหภูมิ 40°C อาจเกิดจากความไม่คงสภาพของสาร anthocyanin จากความรอ้น และมีการ
ลดลงของฤทธ์ิ antioxidant โดยจากการศกึษาพบว่า สารกลุ่ม anthocyanin ท่ีพบสว่นใหญ่ในพืช 
เป็นสาร cyanidin-3-glucoside เม่ือไดร้บัความรอ้นอาจจะเกิดการเปลี่ยนโครงสรา้งของสาร เป็น
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สาร cyanidin และเปลี่ยนเป็นสาร 4-hydroxybenzoic acid หรือ phloroglucinaldehyde ดัง
แสดงในภาพประกอบ 6 (Patras, Brunton, O’Donnell, และ Tiwari, 2010) ท าใหมี้ผลตอ่ลกัษณะ
ของผลิตภณัฑ ์และประสิทธิภาพของผลิตภณัฑ์ แต่ไม่สง่ผลตอ่ปรมิาณและประสิทธิภาพของสาร
กนัเสีย ดงันัน้ไม่ควรเก็บผลิตภณัฑใ์นบรเิวณท่ีมีอณุหภมูิสงู หากมีการผลิตผลิตภณัเ์พื่อใชใ้นการ
จัดจ าหน่ายจริง ควรใชบ้รรจุภัณฑท่ี์สามารถป้องกันแสงไดแ้ละมีการติดฉลาก ระบุว่า ควรเก็บ
ผลิตภณัฑห์ลีกเลี่ยงแสงแดดและความรอ้น (Loypimai, Moongngarm, และ Chottanom, 2015; 
Ursu และคณะ, 2020)  

 

ภาพประกอบ  6 กลไกการเปลี่ยนแปลงโครงสรา้งของสรา้ง anthocyanin ท่ีอาจะเกิดขึน้ไดเ้ม่ือ
ไดร้บัความรอ้น 

ท่ีมา : Ankit Patras. (2010). Effect of thermal processing on anthocyanin stability 
in foods; mechanisms and kinetics of degradation   

การทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งเชือ้ของสารกันเสียและการปนเป้ือนของเชือ้ใน
ผลิตภณัฑ ์ในการศกึษาพบการเจรญิของเชือ้บนอาหารเลีย้งเชือ้ 1 จานเพาะเชือ้ จากการท าซ า้ 2 
จานเพาะเชือ้  ดว้ยตวัอย่างเดียวกนัและอาหารเลีย้งเชือ้ชนิดเดียวกนั ซึง่อาจเกิดจากการปนเป้ือน
ระหว่างการ plate ตวัอย่างลงบนอาหารเลีย้งเชือ้ ซึ่งเป็นการปนเป้ือนจาก ส าลีพนักา้น ตวัจาน
เพาะเชือ้ อาหารเลีย้งเชือ้ หรือ ระหว่างขัน้ตอนการ plate ตวัอย่าง ท าใหผ้ลการทดสอบท่ีไดไ้ม่
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สามารถยืนยนัไดว้า่ ผลติภณัฑมี์การเจรญิของเชือ้จรงิ และจ านวนของโคโลนีของเชือ้ท่ีพบระหวา่ง
การทดสอบมีจ านวนมาก ท าใหไ้ม่สามารถน าผลการศึกษาไปค านวณทางสถิติได ้ส  าหรบัการ
ทดสอบประสิทธิภาพการยบัยัง้เชือ้จุลินทรียข์องสารกนัเสียท่ีการศึกษาตอ้งใส่เชื ้อจุลินทรียล์งใน
ผลิตภณัฑ ์อาจมีสาเหตจุากปรมิาณเชือ้ท่ีใสล่งในผลิตภณัฑมี์มากกว่าปรมิาณท่ี USP ก าหนด ซึง่
โดยปกติแลว้สามารถวดัปรมิาณของเชือ้ไดโ้ดยเปรยีบเทียบความขุน่ของสารละลายเชือ้ ใหมี้ความ
ขุ่นเท่ากบัความขุ่นของสารละลาย 1% BaCl2 : 1% H2SO4 ในอตัราสว่น 0.05 : 9.95 โดยการมอง
ด้วยสายตาท าให้เกิดการคลาดเคลื่ อนได้มาก สามารถวัดความขุ่นด้วยเครื่องมือ UV 
spectrophotometer โดยใช้ความยาวคลื่น 625 nm จะวัดค่า absorbance ได้ช่วง 0.08-0.1
(biologicals, 2014) ส าหรบัการศึกษาการปนเป้ือนของเชือ้นั้นเกิดจากท่ีไม่สามารถควบคุม
ปริมาณของเชือ้ได ้นอกจากนีใ้นการทดสอบประสิทธิภาพการยบัยัง้เชือ้ของสารกันเสีย พบการ
เจรญิของเชือ้ P. aeruginosa ในผลติภณัฑท์กุสตูรต ารบั เน่ืองจาก เชือ้นีส้ามารถตา้นฤทธ์ิของสาร
กันเสียและยาฆ่าเชือ้ โดยเฉพาะ methylparaben และ propylparaben ไดม้ากกว่าเชือ้ E.coli, 
S.aureus (Shaqra, Al-Momani, และ Al-Groom, 2014) นอกจากนี้ สาร chlorphenesin และ 
phenoxyethanol มีประสิทธิภาพในการยับยังเชื ้อ P. aeruginosa ได้ต  ่ากว่า methylparaben 
แ ล ะ  propylparaben เ น่ื อ ง จ า ก  มี ค่ า  MIC (Minimal Inhibitory Concentration)  ข อ ง  P. 
aeruginosa สูงกว่า โดย อยู่ ท่ี  0.4%  ส่วน methylparaben มีค่า  MIC เท่ ากับ  0.16%  และ 
propylparaben มีค่า MIC เท่ากับ  0.04%  (LEE, AN, CHOI, MOON, และ CHANG, 2007) 
นอกจากนีใ้นต ารบัผลิตภัณฑ์นั้น มีปริมาณของ chlorphenesin ประมาณ 0.2% ซึ่งต ่ากว่าค่า 
MIC ท าให้ไม่สามารถยับยั้งการเจริญของเชือ้ได ้ในส่วน phenoxyethanol ในต ารบัมีปริมาณ
ประมาณ 0.6% ซึ่งมากกว่าค่า MIC แต่การใส่เชือ้ไปในผลิตภณัฑจ์ านวนมากอาจท าใหป้ริมาณ
ดงักล่าวไม่สามารถยับยัง้การเจริญของเชือ้ได ้และถา้เชือ้ P. aeruginosa ท่ีใส่ลงในผลิตภัณฑ์
สามารถตา้นฤทธ์ิของสารกลุม่พาราเบนได ้อาจท าใหไ้ม่สามารถยบัยัง้การเจรญิของเชือ้ในต ารบัท่ี
ใสส่ารกนัเสียทัง้สองกลุม่ ส  าหรบัการทดสอบการปนเป้ือนของเชือ้ ในการศกึษาความคงสภาพของ
ผลิตภณัฑส์ตูรต ารบัท่ีไม่ใส่สารกนัเสีย พบว่า มีการเจริญของเชือ้บนอาหารเลีย้งเชือ้ TSA แต่ไม่
พบการเจริญของเชือ้บนอาหารเลีย้งเชื ้อ Cetrimide agar ซึ่งเป็นอาหารเลีย้งเชือ้เฉพาะเพื่อ
ทดสอบการปนเป้ือนของเชื ้อ P. aeruginosa อาจเป็นเพราะว่า เชื ้อท่ีปนเป้ือนไม่ใช่เชื ้อ P. 
aeruginosa อาจจะเป็นแบคทีเรยีท่ีตอ้งการออกซเิจนชนิดอ่ืน  
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ข้อเสนอแนะ 
การพัฒนาวิธีวิเคราะหห์าปริมาณสารกันเสียในต ารบั ควรปรบัวิธีการสกัดสารกันเสีย

ออกจากต ารบั โดยควบคุมอุณหภูมิในการ sonicate และควรมีการปรบัปริมาตรสารสกัดใน
ขั้นตอนสุดท้ายก่อนน าไปวิเคราะห์เพื่อลดความผิดพลาดท่ีอาจเกิดจากการระเหยของตัวท า
ละลายท่ีใชส้กดั  

การทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งเชือ้จุลินทรีย์ ในการวิเคราะห์ท่ีเก่ียวข้องกับ
เชือ้จลุินทรีย ์ควรระมดัระวงัการปนเป้ือนของเชือ้ระหว่างการปฏิบตัิการทดสอบ ควรเพิ่มตวัอย่าง
การทดสอบและการท าซ า้ของการทดสอบบนอาหารเลีย้งเชือ้เพื่อใหไ้ดผ้ลการศึกษาท่ีแน่นอน 
นอกจากนีใ้นการทดสอบประสิทธิภาพของการยับยัง้เชือ้จุลินทรียข์องสารกันเสีย ควรมีการวดั
ความเขม้ขน้ของเชือ้ดว้ยการวดัความขุ่นของสารแขวนตะกอนเชือ้เปรียบเทียบกับความขุ่นของ 
0.5 McFarland standards ซึ่งเป็นความขุ่นมาตรฐานของเชื ้อปริมาณ 1.5x108 cfu/ml  ด้วย
เครื่องมือ spectrophotometer แลว้น ามาเจือจางให้ความเขม้ขน้ของเชือ้อยู่ประมาณ 105-106 
cfu/ml 

ควรมีการท า Positive test บนอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีใชใ้นการทดสอบทุกชนิด เพื่อเป็นการ
ตรวจสอบว่าอาหารเลีย้งเชือ้นัน้มีประสิทธิภาพใหเ้ชือ้สามารถเจริญได ้และสามารถน าลกัษณะ
ของโคโลนีของเชือ้นั้นมาเปรียบเทียบกับโคโลนีของเชือ้ท่ีเกิดขึน้ในการทดสอบการปนเป้ือน
เชือ้จลุนิทรยีท่ี์เฉพาะเจาะจง เช่น P. aeruginosa และ S. aureus เพื่อใหส้ามารถยืนยนัไดว้า่เชือ้ท่ี
เจรญิในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีใชท้ดสอบเชือ้เฉพาะนัน้ เป็นเชือ้ชนิดเดียวกบัเชือ้ท่ีตอ้งการศกึษา 

ควรมีการศกึษาประสิทธิภาพของสารกนัเสียชนิดอื่น ท่ีมีความปลอดภยั หรอืเป็นสารกนั
เสียท่ีไดจ้ากธรรมชาติ เพื่อใชท้ดแทนสารกันเสียจากการสงัเคราะหท่ี์อาจท าใหเ้กิดอนัตรายต่อ
ร่างกายได้ หากต้องการผลิตเพ่ือจัดจ าหน่ายควรมีการศึกษาเก่ียวกับฤทธ์ิ antioxidant ของ
ผลิตภัณฑ์ ความปลอดภัย(toxicity) ของผลิตภัณฑ์เพิ่มเติม รวมทั้งความคงสภาพของสาร 
antioxidant และเพิ่มระยะเวลาในการศกึษาความคงสภาพผลิตภณัฑ ์หรือ ศกึษาความคงสภาพ
ตามขอก าหนดขององคก์ารอาหารและยา เพื่อใชใ้นการประเมินก าหนดวนัหมดอายขุองผลิตภณัฑ ์
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