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งานวิจยันี �มีวตัถปุระสงค์เพื�อทดสอบฤทธิ�ทางชีวภาพของนํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสม นํ �ามนักุหลาบ (rose 

oil), นํ �ามนัเบอร์กาม็อต (bergamot oil) และ นํ �ามนัแพตชูลี (patchouli oil) ในอตัราสว่น 6:3:1 โดยทําการทดสอบ

ฤทธิ�ชะลอวยัของผิวหนงัด้วยการทดสอบการยบัยั �งการทํางานของเอนไซม์คอลลาจิเนส และเอนไซม์อีลาสเตส พบว่า

นํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสมสตูรนี �ไม่มีฤทธิ�ในการชะลอวยัของผิวหนงั เนื�องจากไม่มีผลยบัยั �งการทํางานของเอนไซม์

คอลลาจิเนส และเอนไซม์อีลาสเตส เมื�อทดสอบที�ความเข้มข้นสงูสดุ 1.5 และ 4 mg/ml ตามลําดบั เมื�อทดสอบฤทธิ�

ลดความหมองคลํ �าของผิวหนงัโดยทดสอบฤทธิ�ยบัยั �งการทํางานของเอนไซม์ไทโรซิเนส พบว่านํ �ามนัหอมระเหยสตูร

ผสมมีฤทธิ�ยับยั �งการทํางานของเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ 45±4.6% เมื�อทดสอบที�ความเข้มข้น 4 mg/ml  อีกหนึ�ง

วตัถปุระสงค์ของงานวิจัยนี �คือการพฒันาไมโครพาร์ทิเคิลของนํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสมดงักล่าวเพื�อเพิ�มความคง

สภาพของนํ �ามนัหอมระเหย โดยเมื�อนํานํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสมนี �ไปพฒันาเป็นไมโครพาร์ทิเคิลที�เตรียมโดยวิธี 

complex coacervation ใช้ผนงัเป็น โซเดียมอลัจิเนต (sodium alginate): ไคโตซาน (chitosan) ในอตัราสว่น 1:2 

ปริมาณ 2% ใช้ โพลีไวนิลแอลกอฮอร์ (polyvinyl alcohol; PVA) ปริมาณ 1.25% เป็นสารทําอิมัลชัน และใช้

สารละลาย 10% แคลเซียมคอลไรด์ (CaCl2) เป็นสารทําให้ผนงัแข็งตวั พบว่าไมโครพาร์ทิเคิลที�เกิดขึ �นเป็นทรงกลม 

ขนาดเส้นผา่นศนูย์กลางเฉลี�ย  1.04±0.25 mm มีค่าการพองตวั (%Sw) เท่ากบั 50.24% ค่าความสามารถในการกกั

เก็บนํ �ามนัหอมระเหย (%EE) เทา่กบั 39.57% และมีการปลดปลอ่ยนํ �ามนัหอมระเหยแบบคอ่ย ๆ ปลดปลอ่ยเมื�อเวลา

ผ่านไป และเมื�อทดสอบความคงสภาพของไมโครพาร์ทิเคิลเป็นเวลาสามเดือนพบว่าไมโครพาร์ทิเคิลมีขนาดที�ไม่

เปลี�ยนแปลง แต่มีแนวโน้มที�จะเกิดการพองตวัได้มากขึ �นโดยเฉพาะในเดือนที�สาม และอตัราการปลดปลอ่ยนํ �ามนั

หอมระเหยนั �นไมแ่ตกตา่งกนัเมื�อเวลาผา่นไป  การระเหยของนํ �ามนัหอมระเหยพบวา่มีการระเหยออกมาอยา่งตอ่เนื�อง

ทําให้คา่การกกัเก็บนํ �ามนัหอมระเหยลดลงอยา่งตอ่เนื�องเมื�อเวลาผา่นไป แตม่ีอตัราการระเหยของนํ �ามนัหอมระเหยที�

ช้าลงเมื�อเทียบกบันํ �ามนัหอมระเหยที�ไมไ่ด้เก็บในไมโครพาร์ทิเคิล  ซึ�งแสดงให้เห็นว่านํ �ามนัหอมระเหยที�เก็บอยู่ในไม

โครพาร์ทิเคิลมีความคงสภาพดีกว่านํ �ามนัหอมระเหยที�ไม่ได้เก็บในไมโครพาร์ทิเคิลและสามารถนําไมโครพาร์ทิเคิล

ของนํ �ามนัหอมระเหยไปพฒันาเป็นผลติภณัฑ์ตา่ง ๆ เนื�องจากช่วยลดอตัราการระเหยออกจากผลติภณัฑ์ 
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The first objective of this study is to evaluate the biological activities of blended essential 

oils comprised of rose, bergamot and patchouli oils in a volume ratio of 6:3:1. The blended oil was 

tested for anti-aging properties. Anti-collagenase and anti-elastase were used as testing models. 

However, the blended oil had no anti-aging properties against collagenase and elastase when 

tested upto 1.5 mg/ml and 4.0 mg/ml concentrations, respectively.  In addition, the blended oil 

was tested for skin lightening qualities using anti-tyrosinase as the testing model. The results 

showed that blended oil possessed skin lightening qualities. It had a 45±4.6%tyrosinase inhibition 

when tested at four milligram per milliliter concentration. Another objective was to developed 

microparticles of blended essential oils. The microparticles of blended essential oils were 

developed using the complex coacervation method. Sodium alginate and chitosan with 1:2 weight 

ratio at two percent concentration were used as wall material. 1.25% of PVA and 10%CaCl2 were 

used as emulsifying and hardening agents, respectively. The results exhibited that the average 

size of microparticles was 1.04 ± 0.25 mm. Swelling degree and encapsulation efficiency were 

50.24% and 39.57%, respectively. The release rate of blended oils showed a slow release rate. 

Furthermore, the three month stability levels of the microparticles were tested. The results showed 

no changes in average particle size. The degree of increasing in swelling was observed especially 

in the third month. The release rate of the blended oils from the microparticles showed no change. 

For encapsulation efficiency, the results showed the decrease in encapsulation efficiency after 

three month storage. However, compared to uncapsulated oil, microparticles had a lower volatile 

rate. These results showed that microparticles of blended essential oils tended to possess better 

stability for use as ingredients in various products. 
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บทที� 1 

บทนํา 

 

ภูมิหลัง 

ผิวหนังเป็นส่วนปกคลุมร่างกายที�สามารถถูกมองเห็นได้จากบุคคลอื�น ๆ การเสื�อมของ

ผิวหนงัไปตามวยันั �นเกิดขึ �นโดยกลไกของธรรมชาติและสิ�งกระตุ้นจากสิ�งแวดล้อมอนัเป็นสาเหตใุห้เกิด

การเหี�ยวย่นของผิวหนังได้ ดังนั �นมนุษย์จึงพยายามค้นหากระบวนการชะลอวัยของผิวหนังเพื�อ

พยายามรักษาสภาพของผิวหนงัให้ยงัคงอยู่ในสภาวะเดิมเมื�อเวลาเปลี�ยนแปลงไปหรือเมื�อได้รับปัจจยั

กระตุ้นจากสิ�งแวดล้อม โดยวิธีการที�สามารถช่วยชะลอการเหี�ยวย่นของผิวหนงัมีอยู่หลายวิธีด้วยกัน 

เชน่ การป้องกนัรังสียวีู การบํารุงผิวเป็นประจําทกุวนั(1)  

ปัจจัยหนึ�งที�เป็นสาเหตขุองการเกิดรอยเหี�ยวย่นคือ การทํางานของเอนไซม์ในผิวหนงัที�ทํา

หน้าที�ในการสลายโปรตีนที�ให้ความยืดหยุ่นของผิวหนังในบริเวณ Extracellular matrix (ECM) 

เอนไซม์ที�สําคญัคือ Matrix metalloproteinases (MMPs) โดยเอนไซม์ MMPs ที�สําคญัคือ เอนไซม์

คอลลาจิเนสที�ทําหน้าที�ในการทําลายโปรตีนหลายชนิดรวมถึงคอลลาเจนที�เป็นโปรตีนสําคญัใน ECM 

ทําหน้าที�ในการเกิดความยืดหยุ่นของผิวหนัง ในขณะที�เอนไซม์อีลาสเตส ทําหน้าที�ในการทําลาย

โปรตีนอีลาสตินและคอลลาเจนใน ECM ที�เป็นโปรตีนสําคญัในการเกิดความยืดหยุ่นของผิวหนงั(2) 

คอลลาเจนที�พบในชั �น dermis ส่วนมากเป็นคอลลาเจน type I ร้อยละ 75 และคอลลาเจน type III 

ร้อยละ 15 โดยเมื�ออายุสูงขึ �นจะเกิดการเปลี�ยนแปลงของคอลลาเจนทั �งด้านคณุภาพและปริมาณ(3) 

นอกจากนั �นผิวหนงัที�ถกูกระตุ้นจากรังสียวีู จะเกิดการผลิตเอนไซม์ MMPs มากเกินกว่าที�ร่างกายผลิต

เป็นปกติ ซึ�งส่งผลให้เกิดการย่อยทําลายของเส้นใยอีลาสตินบริเวณผิวหนงั ทําให้ความยืดหยุ่นลดลง 

และเกิดเป็นริ �วรอยเกิดขึ �นได้(4)  

นอกจากการเสื�อมของผิวหนงัที�ทําให้เกิดการเหี�ยวย่นแล้ว รังสียูวียงักระตุ้นให้ผิวหนงัสร้าง

เม็ดสีในชั �นผิวหนงัที�มากขึ �น และเกิดความหมองคลํ �าของผิวหนงั ซึ�งกลไกการสร้างเม็ดสีที�เรียกว่าเมลา

นิน (melanin) ในชั �นใต้ผิวหนงันั �นเกิดจากการทํางานของเอนไซม์ไทโรซิเนส (Tyrosinase) ซึ�งทําหน้าที�

ในการเปลี�ยนแปลงกรดอะมิโนในร่างกายให้กลายเป็นเมลานินเพื�อปกป้องผิวหนงัจากอนัตรายของรังสี

ยวีู และเป็นต้นเหตขุองความหมองคลํ �าของผิวหนงั(5)  
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อย่างไรก็ตามมีสารจากธรรมชาติหลายชนิดที�สามารถชะลอการเสื�อมของผิวหนงั และ/หรือ

ช่วยลดความหมองคลํ �าของผิวหนงัลงได้ หนึ�งในสารเหล่านั �นคือนํ �ามนัหอมระเหย เนื�องด้วยมีหลาย

งานวิจยัแสดงฤทธิ�ในการต้านอนุมูลอิสระที�ดี เช่นการศึกษาถึงฤทธิ�ต้านอนุมูลอิสระของนํ �ามันหอม

ระเหย rose oil, bergamot oil และ patchouli oil มีฤทธิ�ในการต้านอนมุลูอิสระที�ดี(6) และในการศกึษา

การยับยั �งการทํางานของเอนไซม์อีลาสเตสของนํ �ามันหอมระเหยเพื�อหวังจะนํามาใช้พัฒนาเป็น

ผลิตภัณฑ์ลดเลือนรอยเหี�ยวย่น และชะลอวัยโดยมีการศึกษาว่านํ �ามันหอมระเหยจาก  lemons, 

juniper และ grapefruit แสดงฤทธิ�ยบัยั �งการทํางานของเอนไซม์อีลาสเตส(7) นอกจากนี �มีการศกึษา

ฤทธิ�ยบัยั �งการทํางานของเอนไซม์ไทโรซิเนสของนํ �ามนัหอมระเหย 20 ชนิดที�ได้จากพืชที�รับประทานได้

ในประเทศไทยพบว่านํ �ามนัตะไคร้ และนํ �ามนัแมงลกัยบัยั �งการทํางานของเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ดีอีก

ด้วย(8)  

นํ �ามนัหอมระเหยนอกจากจะมีกลิ�นเฉพาะตวัที�สามารถนํามาแต่งกลิ�นให้เกิดความหอมของ

ผลิตภณัฑ์ได้ ยงัมีฤทธิ�ทางชีวภาพที�นา่สนใจที�สามารถนํามาใช้ในการพฒันาตํารับเครื�องสําอางได้ เช่น

ฤทธิ� ต้านเชื �อจุลชีพ ต้านอนุมูลอิสระ โดยสามารถนํามาใช้ทดแทนสารสังเคราะห์ ปัจจุบันจึงมี

การศึกษาฤทธิ�ทางชีวภาพเพิ�มเติม และการนํานํ �ามันหอมมาเหยมาใช้ในการพัฒนาผลิตภัณฑ์

เครื�องสําอางมากขึ �น แตย่งัคงมีปัญหาเรื�องความคงสภาพของนํ �ามนัหอมระเหย เนื�องจากนํ �ามนัหอม

ระเหยสามารถระเหยได้ที�อุณหภูมิห้อง จําเป็นต้องใช้เทคโนโลยีการผลิตที�ทันสมัยเพื�อแก้ปัญหา

ดงักล่าว โดยวิธีการหนึ�งที�จะสามารถเพิ�มความคงสภาพของนํ �ามนัหอมระเหยได้คือการทําไมโครเอ็น

แคปซูเลชั�น (microencapsulation) ของนํ �ามนัหอมระเหย ซึ�งเป็นการกกัเก็บนํ �ามนัหอมระเหยในตวัพา

แบบเมทริกซ์ (carrier matrix) และสามารถทําให้อยูใ่นรูปของผงแห้งได้(9) 

จากงานวิจยัของของอรวรรณ, มณฑิรา และเอมปราง(6) ได้ศกึษาถึงฤทธิ�ต้านอนมุลูอิสระของ

นํ �ามนัหอมระเหยเดี�ยว และนํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสมพบว่า rose oil, bergamot oil และ patchouli 

oil มีฤทธิ�ในการต้านอนุมูลอิสระที�ดี และนํ �ามนัหอมระเหยสูตรผสมที�ประกอบด้วยนํ �ามนัหอมระเหย 

rose oil, bergamot oil และ patchouli oil ในอตัราส่วน (v/v) 6:3:1 มีฤทธิ�ต้านอนมุลูอิสระที�ดี คือมีคา่ 

IC50 ของการทดสอบด้วยวิธี 2,2-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) และ 2,2'-azino-bis(3-

ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS) อยู่ที� 0.67%v/v และ 0.14 %v/v ตามลําดบั  ซึ�ง

คาดว่าน่าจะเกิดการเสริมฤทธิ�กันในองค์ประกอบของนํ �ามนัหอมระเหยนั�นเอง เนื�องจากนํ �ามันหอม
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ระเหยสูตรผสมของนํ �ามนัหอมระเหยสามชนิดมีฤทธิ�ในการต้านอนุมูลที�ดี นอกจากนี �งานวิจยัของชิด

ชนกและเปี� ยมจิตต์(10) ทําการศึกษาฤทธิ�ต้านเชื �อแบคทีเรียนํ �ามันหอมระเหยเดี�ยว และนํ �ามันหอม

ระเหยสูตรผสมพบว่า rose oil, bergamot oil และ patchouli oil ต่อเชื �อ Staphylococcus 

epidermidis และ Propionibacterium acnes ซึ�งเป็นเชื �อแบคทีเรียที�ก่อให้เกิดสิว จึงเป็นที�น่าสนใจว่า

หากนํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสมนี �สามารถยบัยั �งการทํางานของเอนไซม์อีลาสเตส เอนไซม์คอลลาจิเนส 

และเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ด้วย จะสามารถนํานํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสมนี �มาพฒันาเป็นผลิตภณัฑ์ชะลอ

การเหี�ยวยน่ของผิวหนงั และลดความหมองคลํ �าของผิวหนงัที�มีประสิทธิภาพที�ดีกว่าสารที�สามารถต้าน

อนมุลูอิสระ ยบัยั �งเชื �อจลุชีพ หรือยบัยั �งการทํางานของเอนไซม์ได้เพียงอยา่งใดอยา่งหนึ�งเทา่นั �น 

ดงันั �นงานวิจยัชิ �นนี �จึงมีวตัถปุระสงค์เพื�อ 1) ทดสอบฤทธิ�ยบัยั �งการทํางานของของเอนไซม์

คอลลาจิเนส เอนไซม์อีลาสเตส และเอนไซม์ไทโรซิเนส ของนํ �ามนัหอมระเหย rose oil, bergamot oil 

และ patchouli oil ในรูปแบบนํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสมและ 2) พฒันาไมโครพาร์ทิเคิลของนํ �ามนัหอม

ระเหยสตูรผสม และศกึษาความคงสภาพของไมโครพาร์ทิเคลิที�พฒันาขึ �น  

 

ความมุ่งหมายของการวิจัย 

1. เพื�อศึกษาฤทธิ�การยบัยั �งการทํางานของเอนไซม์คอลลาจิเนสของนํ �ามนัหอมระเหย rose 

oil, bergamot oil และ patchouli oil ในรูปแบบนํ �ามนัหอมระเหยเดี�ยวและนํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสม 

(อตัราสว่น rose oil: bergamot oil: patchouli oil เทา่กบั 6:3:1)  

2. เพื�อศกึษาฤทธิ�การยบัยั �งการทํางานของเอนไซม์อีลาสเตสของนํ �ามนัหอมระเหย rose oil, 

bergamot oil และ patchouli oil ในรูปแบบนํ �ามนัหอมระเหยเดี�ยวและนํ �ามนัหอมระเหยสูตรผสม 

(อตัราสว่น rose oil: bergamot oil: patchouli oil เทา่กบั 6:3:1)  

3. เพื�อศกึษาฤทธิ�การยบัยั �งการทํางานของเอนไซม์ไทโรซิเนสของนํ �ามนัหอมระเหย rose oil, 

bergamot oil และ patchouli oil ในรูปแบบนํ �ามนัหอมระเหยเดี�ยวและนํ �ามนัหอมระเหยสูตรผสม 

(อตัราสว่น rose oil: bergamot oil: patchouli oil เทา่กบั 6:3:1)  

4. เพื�อพฒันาไมโครพาร์ทิเคิลของนํ �ามันหอมระเหยสูตรผสม rose oil: bergamot oil: 

patchouli oil ในอตัราสว่น 6:3:1 ด้วยวิธี complex coacervation  



4 
 

5. เพื�อศึกษาความคงสภาพของนํ �ามันหอมระเหยสูตรผสม rose oil: bergamot oil: 

patchouli oil ในอตัราสว่น 6:3:1 ในไมโครพาร์ทิเคลิ 

 

ความสาํคัญของการวิจัย 

งานวิจยันี �เป็นการทดสอบฤทธิ�การยบัยั �งการทํางานของเอนไซม์คอลลาจิเนส เอนไซม์อีลาส

เตส และเอนไซม์ไทโรซิเนส ของนํ �ามนัหอมระเหย rose oil, bergamot oil และ patchouli oil ทั �งใน

รูปแบบนํ �ามนัเดี�ยว และนํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสมเพื�อหาความเข้มข้นที�เหมาะสมในการนําไปพฒันา

เป็นผลิตภัณฑ์เครื�องสําอาง ซึ�งเป็นการเพิ�มมลูค่าของนํ �ามนัหอมระเหย นอกจากนั �นการพฒันาไมโค

รพาร์ทิเคลิของนํ �ามนัหอมระเหยชว่ยเพิ�มความคงสภาพของนํ �ามนัหอมระเหยได้อีกด้วย 

 

ขอบเขตของการวิจัย 

1. ทดสอบฤทธิ�การยบัยั �งการทํางานของเอนไซม์อีลาสเตส และเอนไซม์คอลลาจิเนสด้วยวิธี 

Spectrophotometric และเอนไซม์ไทโรซิเนสด้วยวิธี Dopachrome method ของนํ �ามนัหอมระเหย 

rose oil, bergamot oil และ patchouli oil ในรูปแบบนํ �ามนัหอมระเหยเดี�ยวและนํ �ามนัหอมระเหยสตูร

ผสม (อตัราสว่น rose oil: bergamot oil: patchouli oil เทา่กบั 6:3:1) ที�ความเข้มข้นตา่ง ๆ 

2. พฒันาไมโครพาร์ทิเคิลของนํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสม rose oil: bergamot oil: patchouli 

oil ในอตัราสว่น 6:3:1 จากไคโตซานและโซเดียมอลัจิเนต ด้วยวิธี complex coacervation 

3. ศึกษาความคงสภาพของไมโครพาร์ทิเคิลของนํ �ามันหอมระเหยที�เตรียมขึ �น ที�เก็บใน

อณุหภมูิ 30°C เป็นเวลา 3 เดือน 

นิยามศัพท์เฉพาะ 

1. สารควบคมุผลบวก (Positive control) หมายถึงสารมาตรฐานที�ได้รับการพิสจูน์แล้วว่ามี

ฤทธิ�ยับยั �งการทํางานของเอนไซม์คอลลาจิเนส เอนไซม์อีลาสเตส หรือเอนไซม์ไทโรซิเนส แล้วนําไป

ผา่นกระบวนการตา่ง ๆ เชน่เดียวกบัสารตวัอยา่งที�ต้องการทดสอบ เพื�อใช้ดเูปรียบเทียบ 

2. ปฏิกิริยาควบคมุผลลบ (Negative control) หมายถึงการทําปฏิกิริยาระหว่างเอนไซม์

เอนไซม์คอลลาจิเนส เอนไซม์อีลาสเตส หรือเอนไซม์ไทโรซิเนสและสารตั �งต้น โดยไม่มีสารยบัยั �งการ

ทํางานของเอนไซม์ 
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3. The half maximal inhibitory concentration (IC50) หมายถึงความเข้มข้นของสารที�

สามารถยบัยั �งการทํางานของเอนไซม์คอลลาจิเนส เอนไซม์อีลาสเตส และเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ 50% 

4. ไมโครพาร์ทิเคิล หมายถึงระบบนําส่งยา หรือสารสําคญัตา่ง ๆ ชนิดหนึ�งที�สามารถเตรียม

ได้จากเทคนิคไมโครเอ็นแคปซูเลชั�น ซึ�งไมโครพาร์ทิเคิลเป็นอนภุาคที�มีขนาดเล็กระดบัไมโครเมตร โดย

ส่วนมากจะมีขนาดอยู่ในช่วงระหว่าง 1 - 1,000 µm ประกอบด้วยส่วนสําคญัสองส่วนคือ ส่วน

แกนกลาง (core) ที�มกัจะเป็นตวัยาหรือสารสําคญั และที�สองคือผนงัหุ้ม (wall) ที�ทําหน้าที�กักเก็บยา

หรือสารสําคญัในแกนกลางเอาไว้ 

5. วิธี complex coacervation หมายถึงหนึ�งในวิธีการเตรียมไมโครพาร์ทิเคิลด้วยวิธีการทาง

เคมี โดยสารพอลิเมอร์ที�นํามาใช้เป็นผนงัหุ้มประกอบด้วยพอลิเมอร์มากกว่า 1 ชนิด วิธีการเตรียมจะ

ประกอบด้วย 3 ขั �นตอนหลกัคือ ขั �นตอนที�หนึ�งการทําอิมลัชนัของยาหรือสารสําคญัที�เป็นแกนกลาง 

ขั �นตอนที�สองเป็นการให้สารที�ใช้เป็นผนังไปเคลือบอยู่ระหว่างรอบต่อของหยดวัฏภาคภายในกับวัฏ

ภาคภายนอก และขั �นตอนสดุท้ายเป็นการทําให้สารผนงันี �แข็งขึ �น และกับเก็บยาหรือสารสําคญัไว้ใน

อนภุาค 

 

กรอบแนวคิดในการวิจัย 

นํ �ามนัหอมระเหย rose oil, bergamot oil และ patchouli oil  ในรูปแบบนํ �ามนัหอมระเหย

เดี�ยวและนํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสมอตัราส่วน rose oil: bergamot oil: patchouli oil เท่ากับ 6:3:1 

ทดสอบฤทธิ�ยบัยั �งการทํางานเอนไซม์อีลาสเตส เอนไซม์คอลลาจิเนส และเอนไซม์ไทโรซิเนส จากนั �น

นํานํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสมอตัราส่วน rose oil: bergamot oil: patchouli oil เท่ากบั 6:3:1 ไปพฒันา

เป็นไมโครพาร์ทิเคลิที�กกัเก็บนํ �ามนัหอมระเหย และศกึษาความคงสภาพของนํ �ามนัหอมระเหยในไมโค

รพาร์ทิเคลิเมื�อเก็บไว้เป็นเวลา 3 เดือน  

 

สมมุตฐิานในการวิจัย 

1. นํ �ามนัหอมระเหย rose oil, bergamot oil และ patchouli oil ในรูปแบบนํ �ามนัหอมระเหย

เดี�ยวและนํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสม (อตัราส่วน rose oil: bergamot oil: patchouli oil เท่ากบั 6:3:1) 

สามารถยบัยั �งการทํางานของเอนไซม์คอลลาจิเนสได้ 
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2. นํ �ามนัหอมระเหย rose oil, bergamot oil และ patchouli oil ในรูปแบบนํ �ามนัหอมระเหย

เดี�ยวและนํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสม (อตัราส่วน rose oil: bergamot oil: patchouli oil เท่ากบั 6:3:1) 

สามารถยบัยั �งการทํางานของเอนไซม์อีลาสเตสได้ 

3. นํ �ามนัหอมระเหย rose oil, bergamot oil และ patchouli oil ในรูปแบบนํ �ามนัหอมระเหย

เดี�ยวและนํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสม (อตัราส่วน rose oil: bergamot oil: patchouli oil เท่ากบั 6:3:1) 

สามารถยบัยั �งการทํางานของเอนไซม์ไทโรซิเนสได้  

4. ไมโครพาร์ทิเคิลของนํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสม rose oil: bergamot oil: patchouli oil ใน

อตัราสว่น 6:3:1 มีความคงสภาพเมื�อเก็บไว้ในอณุหภมูิ 30°C เป็นเวลา 3 เดือน 

 



 

ในการวิจยัครั �งนี � ผู้ วิจัยได้ศึกษาเอกสารและงานวิจยัที�เกี�ยวข้อง และได้นําเสนอตามหวัข้อ

ตอ่ไปนี � 

 

1. กายวิภาคและสรีรวิทยาของผิวหนัง

ผิวหนงั (ภาพประกอบ

สามารถถกูมองเห็นได้จากบคุคลอื�น ๆโดยผิวหนงัสามารถแบ่งออกได้เป็น 

Dermis(11) 

 

 

ที�มา: McGrath JA, Eady RAJ, Pope FM

Rook’s Textb Dermatology 

http://dx.doi.org/10.1002/9780470750520

บทที� 2 

เอกสารและงานวจิัยที�เกี�ยวข้อง 

 

ในการวิจยัครั �งนี � ผู้ วิจัยได้ศึกษาเอกสารและงานวิจยัที�เกี�ยวข้อง และได้นําเสนอตามหวัข้อ

กายวิภาคและสรีรวิทยาของผิวหนัง 

ภาพประกอบ 1) เป็นอวยัวะที�มีพื �นที�ใหญ่ที�สดุในร่างกาย เป็นส่วนปกคลมุร่างกายที�

สามารถถกูมองเห็นได้จากบคุคลอื�น ๆโดยผิวหนงัสามารถแบ่งออกได้เป็น 2 ชั �น คือ 

ภาพประกอบ 1 โครงสร้างของผิวหนงั 

McGrath JA, Eady RAJ, Pope FM. Anatomy and Organization of Human Skin

Rook’s Textb Dermatology [Internet]. 2004;45–128. Available from: 

9780470750520.ch3 

7 

ในการวิจยัครั �งนี � ผู้ วิจัยได้ศึกษาเอกสารและงานวิจยัที�เกี�ยวข้อง และได้นําเสนอตามหวัข้อ

เป็นอวยัวะที�มีพื �นที�ใหญ่ที�สดุในร่างกาย เป็นส่วนปกคลมุร่างกายที�

ชั �น คือ Epidermis และ

 

Anatomy and Organization of Human Skin. 
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ผิวหนงัชั �น Epidermis เป็นผิวหนงัชั �นนอกสดุที�สมัผสักับสิ�งแวดล้อม ทําหน้าที�หลากหลาย 

เช่น ป้องกันการสูญเสียความชื �น ปกป้องร่างกายจากแรงกดดัน แรงลม การขีดข่วน เชื �อโรค และ

สารเคมี ประกอบด้วยชั �นย่อยหลายชั �น โดยแบ่งตามชนิดของเซลล์ที�อยู่ในชั �นนั �น ๆ คือ Stratum 

basale, Stratum spinosum, Stratum granulosum และ Stratum corneum โดยเซลล์ที�สําคญัชนิด

หนึ�งที�พบในชั �นนี �คือ melanocyte อยู่ที�ชั �น Stratum basale ซึ�งทําหน้าที�สร้างเม็ดสีที�เรียกว่าเมลานิน 

ซึ�งเม็ดสีเมลานินจะทําหน้าที�ปกป้องผิวหนงัจากรังสียวีู(3)  

ผิวหนงัชั �น Dermis เป็นชั �นที�อยู่ลึกถดัลงไปจากชั �น Epidermis องค์ประกอบหลกัของผิวหนงั

ในชั �นนี �คือ supporting matrix ซึ�งเป็นสารจําพวก polysaccharide และโปรตีนทําหน้าที�หลกัในการกกั

เก็บนํ �าเอาไว้ในผิวหนงั นอกจากนี �ใน matrix จะมีเส้นใยโปรตีนที�เรียกว่าคอลลาเจน และอีลาสตินที�

สร้างจากเซลล์ที�ชื�อ fibroblasts โดยเส้นใยโปรตีนทั �งสองชนิดนี �มีส่วนสําคญัในการสร้างความยืดหยุ่น

ให้กบัผิวหนงัและมีส่วนสําคญัในกระบวนการสมานแผล นอกจากเซลล์ fibroblast แล้ว ในผิวหนงัชั �น 

dermis ยงัพบ mast cells ที�เกี�ยวข้องกับกระบวนการแพ้ และ histiocyte เป็นเซลล์ที�เกี�ยวข้องกับ

ระบบภมูิคุ้มกนัของร่างกาย(11)  

คอลลาเจนที�พบในชั �น dermis ส่วนมากเป็น คอลลาเจน type I ร้อยละ 75 และคอลลาเจน 

type III ร้อยละ 15 โดยเมื�ออายสุูงขึ �นจะเกิดการเปลี�ยนแปลงของคอลลาเจนทั �งด้านคณุภาพและ

ปริมาณ(3) ในขณะที�อีลาสตินเป็นเนื �อเยื�อที�เกี�ยวข้องกับความยืนหยุ่นของผิวหนัง ซึ�งหากผิวหนงัถูก

กระตุ้นด้วยรังสียูวี จะก่อให้เกิดกระบวนการอกัเสบ ส่งผลให้ผิวหนงับริเวณนั �นมีการสะสมอีลาสติน

ลดลง(4)  

 

2. การชะลอวัยของผิวหนัง 

การเสื�อมของผิวหนังไปตามวัยนั �นเกิดขึ �นโดยกลไกของธรรมชาติและสิ�งกระตุ้ นจาก

สิ�งแวดล้อมอนัเป็นสาเหตใุห้เกิดการเหี�ยวย่นของผิวหนงัได้ มนุษย์จึงพยายามค้นหาวิธีการชะลอวัย

ของผิวหนงัเพื�อพยายามรักษาสภาพของผิวหนงัให้ยงัคงอยู่ในสภาวะเดิมเมื�อเวลาเปลี�ยนแปลงไปหรือ

เมื�อได้รับปัจจยักระตุ้นจากสิ�งแวดล้อม วิธีการที�สามารถช่วยชะลอการเหี�ยวย่นของผิวหนงัมีอยู่หลาย

วิธีด้วยกนั เชน่การป้องกนัรังสีจากแสงอาทิตย์ การบํารุงผิวเป็นประจําทกุวนั เป็นต้น  
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สภาวะแวดล้อมภายนอกเชน่แสงแดด ควนับหุรี� หรือมลพิษอื�น ๆ ล้วนเป็นสาเหตขุองการเกิด

อนมุลูอิสระที�ผิวหนงัทั �งสิ �น โดยอนุมลูอิสระที�เกิดขึ �นส่งผลตอ่เซลล์ผิวหนงัทําให้เซลล์เสียหาย หรือถูก

ทําลายไปและทําให้ผิวหนงัเกิดการเหี�ยวยน่ 

ด้วยความก้าวหน้าของวิทยาศาสตร์จึงมีการศกึษากลไกของการเสื�อมไปตามวยัของผิวหนงั 

และแนวทางชะลอความเสื�อมที�เป็นไปตามวยัของผิวหนงัอย่างมากมาย ซึ�งสามารถสรุปเป็นแนวทางที�

จะสามารถใช้กระกวนการทางวิทยาศาสตร์ ไม่ว่าจะเป็นการใช้สารตา่ง ๆ หรือกระบวนการตา่ง ๆ ที�จะ

สามารถชว่ยชะลอความเสื�อมไปตามวยัของผิวหนงัได้(1) ดงัแสดงในตาราง 1  

 

ตาราง 1 แนวทางการชะลอวยัของผิวหนงั  

 

แนวทางการชะลอวัยของผิวหนัง รายละเอียด 

1. การดแูลผิวหนงัโดยทั�วไป การดแูลความงามโดยการใช้ใช้ผลิตภณัฑ์บํารุงผิวเป็น

ประจําและการใช้ผลิตภณัฑ์กนัแดดอยา่งถกูต้อง 

2. การใช้ยาหรือผลิตภณัฑ์สําหรับทาบน

ผิวหนงั 

ยาหรือผลิตภณัฑ์ที�เป็นสารต้านอนมุลูอิสระและสารที�

ชว่ยควบคมุการทํางานของเซลล์ให้เป็นปกติ 

3. การใช้กระบวนการที�มีผลเปลี�ยนแปลง

โครงสร้างปกติของผิวหนงั 

การใช้สารเคมีลอกผิวหนงั, การใช้อปุกรณ์ที�ใช้การฉาย

แสง, การใช้คลื�นความถี�วิทย,ุ การฉีดสารที�ชว่ยกระตุ้น

การทํางานของเซลล์ทํางานเป็นปกตแิละดอู่อนวยัลง, 

การป้องกนัการเกิดริ �วรอย, การลบเลือนริ �วรอยด้วย

วิธีการเตมิเตม็ร่องของผิวหนงั หรือทําให้จางลง 

4. การให้สารหรือยาด้วยการรับประทาน การใช้ยาฮอร์โมนทดแทน หรือการให้สารต้านอนมุลู

อิสระชนิดรับประทาน 

5. การหลีกเลี�ยงปัจจยัที�สง่เสริมการเสื�อม

ของผิวหนงั และการปรับเปลี�ยนวิถีชีวิต 

เลิกสบูบหุรี�และหลีกเลี�ยงมลพิษ, หลีกเลี�ยงแสง UV 

จากแสงแดด, ไมเ่ครียด, ควบคมุการรับประทานอาหาร 

เลือกทานสิ�งที�เป็นประโยชน์ตอ่ร่างกาย, ออกกําลงักาย

และดแูลรักษาสขุภาพ 
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ที�มา: Ganceviciene R, Liakou AI, Theodoridis A, Makrantonaki E, Zouboulis CC. Skin 

anti-aging strategies. Dermatoendocrinol. 2012;4(3):308–19. 

 

จะเห็นได้ว่ามีแนวทางในการชะลอวัยมากมายที�เราสามารถทําได้ โดยหนึ�งในวิธีการที�

สามารถทําได้คือการใช้ยาหรือผลิตภัณฑ์สําหรับทาบนผิวหนงั ที�ช่วยควบคมุการทํางานของเซลล์ให้

เป็นปกต ิโดยสารในกลุม่นี �จะทําหน้าที�ในการยบัยั �งการทําลายของเนื �อเยื�อคอลลาเจน และกระตุ้นการ

ผลิตคอลลาเจนและอีลาสตินโดยกระบวนการที�เกิดขึ �นจะมีผลตอ่การยบัยั �งการทํางานของเอนไซม์ที�

ทําลายเนื �อเยื�อสองชนิดดงักลา่ว คือเอนไซม์คอลลาจิเนส และเอนไซม์อีลาสเตส 

ปัจจัยหนึ�งที�เป็นสาเหตขุองการเกิดรอยเหี�ยวย่นคือ การทํางานของเอนไซม์ในผิวหนงัที�ทํา

หน้าที�ในการสลายโปรตีนที�ให้ความยืดหยุ่นของผิวหนังในบริเวณ Extracellular matrix (ECM) 

เอนไซม์ที�สําคญัคือ Matrix metalloproteinases (MMPs)  

เอนไซม์ MMPs ที�สําคญัคือ เอนไซม์คอลลาจิเนสที�ทําหน้าที�ในการทําลายโปรตีนหลายชนิด

รวมถึงคอลลาเจนที�เป็นโปรตีนสําคญัใน ECM ทําหน้าที�ในการเกิดความยืดหยุ่นของผิวหนงั ในขณะที�

เอนไซม์อีลาสเตส ทําหน้าที�ในการทําลายโปรตีนอีลาสตินและคอลลาเจนใน ECM ที�เป็นโปรตีนสําคญั

อีกตวัในการเกิดความยืดหยุน่ของผิวหนงั(2) 

อายทีุ�สงูขึ �นส่งผลให้เส้นใยคอลลาเจนในผิวหนงัมีความผิดปกติไปในแง่ของโครงสร้าง และ

ปริมาณของเส้นใยคอลลาเจนลดลง นอกจากนั �นผิวหนังที�ถูกกระตุ้นจากรังสียูวี จะเกิดการผลิต

เอนไซม์ MMPs มากเกินกวา่ที�ร่างกายผลิตเป็นปกต ิส่งผลให้เกิดการย่อยทําลายของเส้นใยอีลาสตินที�

บริเวณผิวหนงั ทําให้ความยืดหยุน่ลดลง และเกิดเป็นริ �วรอยเกิดขึ �นได้ 

จะเห็นได้ว่าการทํางานของเอนไซม์ MMPs มีความสําคัญต่อการเกิดการเปลี�ยนแปลง

โครงสร้างของผิวหนัง ซึ�งส่งผลให้เกิดริ �วรอยขึ �นดังนั �นหากเราสามารถหาสารต้านการทํางานของ

เอนไซม์ดังกล่าว มาใช้ร่วมกับวิธีการชะลอวัยอื�น ๆ แล้วนั �น ก็สามารถช่วยชะลอการเสื�อมของ

โครงสร้างผิวหนงัผิวหนงัได้อยา่งมีประสิทธิภาพ ซึ�งหมายถึงชะลอการเกิดริ �วรอยบนผิวหนงันั�นเอง(4)  
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3. ความหมองคลํ �าของผิวหนัง และแนวทางการลดความหมองคลํ �าของผิวหนัง  

สาเหตุหลักของความหมองคลํ �าของผิวหนังคือรังสียูวี ซึ�งเป็นตัวกระตุ้ นในผิวหนังชั �น 

epidermis สร้างเม็ดสีที�เรียกวา่เมลานิน จากเซลล์ที�เรียกว่า melanocyte เพื�อที�จะปกป้องเซลล์ผิวหนงั

ไม่ให้ถูกทําลาย อย่างไรก็ตามเมื�อเมลานินถูกสร้างขึ �นจะถูกสะสมอยู่ในผิวหนังชั �นนอก และทําให้

ผิวหนงัแลดหูมองคลํ �าขึ �น 

เมื�อพิจารณาลงไปถึงกลไกการสร้างเม็ดสีเมลานินนั �น หนึ�งในปัจจยัที�สําคญัที�ใช้สร้างเม็ดสีเม

ลานินคือเอนไซม์ไทโรซิเนส โดยเอนไซม์ชนิดนี �ถกูเก็บอยู่ในถงุ melanosome ภายใน melanocyte ทํา

หน้าที�ในการเปลี�ยน L-tyrosine เป็นสารตวักลาง L-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) ซึ�ง L-DOPA 

สามารถถูกเปลี�ยนแปลงต่อไปได้เป็นเม็ดสีเมลานิน 2 ชนิด ผ่านทาง 2 กลไกคือ eumelamogenesis 

ได้เป็นเม็ดสีที�เรียกว่า eumelanin  ที�มีสีนํ �าตาลถึงสีดํา กลไกที�สองคือ pheomelnogenesis ได้เม็ดสี

เรียกว่า pheomelanin มีสีเหลืองถึงสีแดง โดยเมลานินที�เกิดขึ �นทั �งสองชนิดจะสะสมอยู่ที�ผิวหนัง

ชั �นนอกเพื�อปกป้องผิวหนงัจากรังสียวีู(5, 12)  

เอนไซม์ไทโรซิเนสเป็นเอนไซม์ที�สําคญั และถือเป็นปัจจยัหลกัในกระบวนการสร้างเม็ดสีเมลา

นิน ดงันั �นหากสามารถยบัยั �งการทํางานของเอนไซม์นี �ได้จะสามารถยบัยั �งการสร้างเม็ดสีเมลานินได้ 

และจะชว่ยให้ผิวหนงัไมเ่กิดความหมองคลํ �า อย่างไรก็ตามยงัไม่พบวิธีการทําลายเมลานินเดิมที�สะสม

อยู่แล้วในชั �นผิวหนัง แต่ร่างกายของเรามีกระบวนการการผลัดเซลล์ผิวซึ�งจะเกิดขึ �นตามธรรมชาต ิ

สามารถกล่าวได้ว่าการยบัยั �งการทํางานของเอนไซม์ไทโรซิเนสจะเป็นการป้องกันการเกิดความหมอง

คลํ �าที�ผิวหนัง ควบคู่กับกลไกการผลัดเซลล์ผิวหนังจะช่วยให้ผิวหนังที�หมองคลํ �าดูกระจ่างใสขึ �นได้

นั�นเอง 

 

4. หลักการทดสอบการยับยั �งการทาํงานของเอนไซม์คอลลาจเินส เอนไซม์อีลาส

เตส และเอนไซม์ไทโรซเินส 

4.1 การทดสอบการยับยั �งการทาํงานของเอนไซม์คอลลาจิเนส 

สามารถทดสอบได้ 2 วิธีคือ วิธี spectrophotometric และวิธี spectrofluorometric 

4.1.1 วิธี spectrophotometric(13)  
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ในการทดสอบการยบัยั �งการทํางานของเอนไซม์คอลลาจิเนส จะเป็นการเกิดปฏิกิริยาโดย

ใช้เอนไซม์ Clostridium histolyticum collagenase ในการเปลี�ยนสารตั �นต้น N-(3-[2-Furyl]-

acryloyl)-Leu-Gly-Pro-Ala (FALGPA) เป็นผลิตภัณฑ์ N-(3-[2-Furyl]Acryloyl)-Leu และ Gly-Pro-

Ala ตามปฏิกิริยาดงัภาพประกอบ 2 ดงันี � 

 

 
 

ภาพประกอบ 2 ปฏิกิริยาการทํางานของเอนไซม์คอลลาจิเนสจาก C. histolyticum ในการเปลี�ยน

สารตั �นต้น FALGPA เป็นผลิตภณัฑ์ N-(3-[2-Furyl]Acryloyl)-Leu และ Gly-Pro-Ala 

 

เมื�อทําการทดสอบเปรียบเทียบระหว่างปฏิกิริยาที�ไม่ได้ใส่สารตวัอย่างเรียกว่าปฏิกิริยา

ควบคมุผลลบ และปฏิกิริยาที�ใส่สารตวัอย่างเรียกว่าปฏิกิริยาทดสอบ วดัการลดลงของ FALGPA โดย

วดัค่าการดดูกลืนแสงที�ความยาวคลื�น 340 nm โดยหากสารตวัอย่างสามารถยบัยั �งการทํางานของ

เอนไซม์คอลลาจิเนสได้การเปลี�ยนแปลงคา่การดดูกลืนแสงของ FALGPA จะน้อยกว่าปฏิกิริยาควบคมุ

ผลลบ และสามารถคํานวณฤทธิ�การยบัยั �งเป็น %inhibition ได้จากสมการ 

 

 

%��ℎ������� =
∆�������	�������������� −	∆�������	�������������

∆�������	��������������
× 100 

 

 

เมื�อ ∆Optical density คือการเปลี�ยนแปลงของค่าการดดูกลืนแสงตั �งแต่เริ�มต้นจนสิ �นสุดปฏิกิริยา 

ของ FALGPA ในปฏิกิริยาควบคมุผลลบ (control) และในปฏิกิริยาทดสอบ (sample) 

 

  

FALGPA            N-(3-[2-Furyl]Acryloyl)-Leu + Gly-Pro-Ala 
C. histolyticum Collagenase 
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4.1.2 วิธี Spectrofluorometric(14, 15)  

ปฏิกิริยาที�เกิดขึ �น (ภาพประกอบ 3) เป็นปฏิกิริยาระหว่างเอนไซม์ C. histolyticum 

collagenase ทําปฏิกิริยากบัสารตั �งต้นคือ collagen ที�ติดฉลากด้วยสี fluorescence เมื�อเกิดปฏิกิริยา

ที�อุณหภูมิห้อง collagen ที�ถูกย่อยเป็นผลิตภัณฑ์ที�เป็นโปรตีนสามารถเรืองแสง fluorescence ที� 

excitation 495 nm และ emission 515 nm ได้ 

 

 
 

ภาพประกอบ 3 ปฏิกิริยาการทํางานของเอนไซม์คอลลาจิเนสจาก C. histolyticum ในการเปลี�ยน 

collagen ที�ตดิฉลากด้วยสี fluorescence เป็นโปรตีนเรืองแสง fluorescence 

 

ทําการทดสอบเปรียบเทียบระหว่างปฏิกิริยาที�ไม่ได้ใส่สารตัวอย่างเรียกว่าปฏิกิริยา

ควบคมุผลลบ และปฎิกิริยาที�ใส่สารตวัอย่างเรียกว่าปฏิกิริยาทดสอบ โดยวดัการเกิดขึ �นของ โปรตีน

เรืองแสง fluorescence ที�  excitation 495 nm และ emission 515 nm เป็นค่าการเรืองแสง 

fluorescence (fluorescence intensity) ของโปรตีนเรืองแสง ดงันั �นหากสารตวัอย่างสามารถยบัยั �ง

การทํางานของเอนไซม์คอลลาจิเนสได้ การเกิดขึ �นของโปรตีนเรืองแสงจะน้อยกว่าในปฏิกิริยาควบคมุ

ผลลบ ซึ�งสามารถนําค่าการเรืองแสง fluorescence ของโปรตีนเรืองแสง ที�เกิดขึ �นในทั �งสองปฏิกิริยา

มาคํานวณฤทธิ�การยบัยั �งเป็น %inhibition ซึ�งสามารถคํานวณได้จากสมการ 

 

 

%��ℎ������� =
������������	���������������� − ������������	���������������

������������	����������������
× 100 

 

 

เมื�อ Fluorescence intensity คือค่าการเรืองแสง fluorescence ของโปรตีนเรืองแสง  ในปฏิกิริยา

ควบคมุผลลบ (control) และในปฏิกิริยาทดสอบ (sample) ที�เวลาที�สิ �นสดุการทําปฏิกิริยา 

 

Fluorescence labeled collagen               Fluorescence digested protein 
C. histolyticum  

Collagenase 
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4.2 การทดสอบการยับยั �งการทาํงานของเอนไซม์อีลาสเตส 

สามารถทดสอบได้ 2 วิธีคือ วิธี spectrophotometric และวิธี spectrofluorometric 

4.2.1 วิธี spectrophotometric(7)  

การทดสอบการยับยั �งการทํางานของเอนไซม์อีลาสเตสจะใช้เอนไซม์สองชนิด คือ 

Porcine pancreatic elastase (PPE) และ Human leukocyte elastase (HLN) ในการเปลี�ยน N-

succinyl-(Ala)3-p-nitroanilide และ MeO-succinyl-(Ala)2-Pro-Val p-nitroanilide ตามลําดบัเป็น p-

nitroanilide เกิดปฏิกิริยาดงัภาพประกอบ 4  

 

 
 

ภาพประกอบ 4 ปฏิกิริยาการทํางานของเอนไซม์อีลาสเตสสองชนิดในการเปลี�ยนสารตั �งต้นเป็น

ผลิตภณัฑ์ 

 

ทําการทดสอบเปรียบเทียบระหว่างปฏิกิริยาที�ไม่ได้ใส่สารตัวอย่างเรียกว่าปฏิกิริยา

ควบคุมผลลบ และปฎิกิริยาที�ใส่สารตัวอย่างเรียกว่าปฏิกิริยาทดสอบ โดยวัดการเกิดขึ �นของ p-

nitroanilide ที�ความยาวคลื�น 410 nm เป็นค่าการดูดกลืนแสง (optical density) ดงันั �นหากสาร

ตวัอย่างสามารถยบัยั �งการทํางานของเอนไซม์อีลาสเตสได้ การเกิดขึ �นของสาร p-nitroanilide จะน้อย

กวา่ในปฏิกิริยาควบคมุผลลบ ซึ�งสามารถนําคา่การดดูกลืนแสงของ p-nitroanilide ที�เกิดขึ �นในทั �งสอง

ปฏิกิริยามาคํานวณฤทธิ�การยบัยั �งเป็น %inhibition ซึ�งสามารถคํานวณได้จากสมการ 

 

 

%��ℎ������� =
�������	�������������� − �������	�������������

�������	��������������
× 100 

 

 

N-succinyl-(Ala)3-p-nitroanilide   N-succinyl-(Ala)3 + p-nitroanilide 

MeO-succinyl-(Ala)2-Pro-Val p-nitroanilide  MeO-succinyl-(Ala)2-Pro-Val + p-nitroanilide 

PPE 

HLN 
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เมื�อ Optical density คือคา่การดดูกลืนแสงของ p-nitroanilide  ในปฏิกิริยาควบคมุผลลบ (control) 

และในปฏิกิริยาทดสอบ (sample) ที�เวลาที�สิ �นสดุการทําปฏิกิริยา 

 

4.2.2 วิธี Spectrofluorometric(16, 17)  

ปฏิกิริยาที�เกิดขึ �น (ภาพประกอบ 5) เป็นปฏิกิริยาระหว่างเอนไซม์ porcine pancreatic 

elastase (PPE) ทําปฏิกิริยากบัสารตั �งต้นคือ elastin ที�ติดฉลากด้วยสี fluorescence เมื�อเกิดปฏิกิริยา 

elastin ที�ถูกย่อยได้ผลิตภณัฑ์เป็นโปรตีนที�สามารถเรืองแสง fluorescence ที� excitation 505 nm 

และ emission 515 nm 

 

 
 

ภาพประกอบ 5 ปฏิกิริยาการทํางานของเอนไซม์อีลาสเตส ในการเปลี�ยน elastin ที�ติดฉลากด้วยสี 

fluorescence เป็นโปรตีนเรืองแสง fluorescence 

 

ทําการทดสอบเปรียบเทียบระหว่างปฏิกิริยาที�ไม่ได้ใส่สารตัวอย่างเรียกว่าปฏิกิริยา

ควบคมุผลลบ และปฎิกิริยาที�ใส่สารตวัอย่างเรียกว่าปฏิกิริยาทดสอบ โดยวดัการเกิดขึ �นของ โปรตีน

เรืองแสง fluorescence ที� excitation 505 nm และ emission 515 nm เป็นค่าการเรืองแสง 

fluorescence (fluorescence intensity) ของโปรตีนเรืองแสง ดงันั �นหากสารตวัอย่างสามารถยบัยั �ง

การทํางานของเอนไซม์อีลาสเตสได้ การเกิดขึ �นของโปรตีนเรืองแสงจะน้อยกว่าในปฏิกิริยาควบคมุผล

ลบ ซึ�งสามารถนําคา่การเรืองแสง fluorescence ของโปรตีนเรืองแสง ที�เกิดขึ �นในทั �งสองปฏิกิริยามา

คํานวณฤทธิ�การยบัยั �งเป็น %inhibition ซึ�งสามารถคํานวณได้จากสมการ 

 

 

%��ℎ������� =
������������	���������������� − ������������	���������������

������������	����������������
× 100 

 

 

Fluorescence labeled elastin               Fluorescence digested protein PPE 
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เมื�อ Fluorescence intensity คือค่าการเรืองแสง fluorescence ของโปรตีนเรืองแสง  ในปฏิกิริยา

ควบคมุผลลบ (control) และในปฏิกิริยาทดสอบ (sample) ที�เวลาที�สิ �นสดุการทําปฏิกิริยา 

 

4.3 การทดสอบการยับยั �งการทาํงานของเอนไซม์ไทโรซิเนส(18)  

การทดสอบการยับยั �งการทํางานของเอนไซม์ไทโรซิเนส จะเป็นการเกิดปฏิกิริยาโดยใช้

เอนไซม์ไทโรซิเนสจากเห็ด ในการเปลี�ยนสารตั �นต้น L-3,4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) เป็น

ผลิตภณัฑ์ dopaquinone เกิดปฏิกิริยาดงัภาพประกอบ 6 

 

 
 

ภาพประกอบ 6 ปฏิกิริยาการทํางานของเอนไซม์ไทโรซิเนสในการเปลี�ยนสารตั �งต้น L-DOPA เป็น

ผลิตภณัฑ์ dopaquinone 

 

ทําการทดสอบเปรียบเทียบระหว่างปฏิกิริยาที�ไม่ได้ใส่สารตวัอย่างเรียกว่าปฏิกิริยาควบคมุ

ผลลบ และปฎิกิริยาที�ใส่สารตวัอย่างเรียกว่าปฏิกิริยาทดสอบ โดยวดัการเกิดขึ �นของ dopaquinone ที�

ความยาวคลื�น 475 nm เป็นค่าการดดูกลืนแสง (optical density) ดงันั �นหากสารตวัอย่างสามารถ

ยบัยั �งการทํางานของเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ การเกิดขึ �นของสาร dopaquinone จะน้อยกว่าในปฏิกิริยา

ควบคมุผลลบ ซึ�งสามารถนําค่าการดูดกลืนแสงของ dopaquinone ที�เกิดขึ �นในทั �งสองปฏิกิริยามา

คํานวณฤทธิ�การยบัยั �งเป็น %inhibition ซึ�งสามารถคํานวณได้จากสมการ 

 

 

%��ℎ������� =
�������	�������������� − �������	�������������

�������	��������������
× 100 

 

 

เมื�อ Optical density คือคา่การดดูกลืนแสงของ dopaquinone ในปฏิกิริยาควบคมุผลลบ (control) 

และในปฏิกิริยาทดสอบ (sample) ที�เวลาที�สิ �นสดุการทําปฏิกิริยา 

L-DOPA               dopaquinone Tyrosinase 
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5. นํ �ามันหอมระเหย rose oil, bergamot oil และ patchouli oil  

5.1 rose oil(6, 10, 19-22)  

กหุลาบ (Rosa damascena) อยูใ่นวงศ์ Rosaceae ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์เป็นไม้พุ่ม สงู 

1-2 เมตร มีดอกที�มีสีสนัสวยงาม นํ �ามนักหุลาบ (rose oil) ได้มาจากส่วนดอกของต้นกหุลาบสามารถ

ได้ นํ �ามันหอมระ เหยจากการกลั�น ด้วยนํ �า  การสกัด ด้วยตัว ทําละลาย และการสกัด ด้วย

คาร์บอนไดออกไซด์เหลว ได้เป็นนํ �ามนัใสไมมี่สี หรือมีสีเหลืองออ่น 

องค์ประกอบทางเคมีที�ตรวจพบได้ใน rose oil นั �น พบว่ามีองค์ประกอบหลกัคือ citronellol, 

nerol, geraniol, β-phenylethanol, eugenol และ methyl eugenol  

โดยฤทธิ�ทางชีวภาพของ rose oil ที�มีรายงานคือ ฤทธิ�ต้านชกั โดยการศึกษา pilot study 

แบบ double-blind clinical trial ในผู้ ป่วยเด็ก 16 คน ที�มีภาวะลมชกัที�ไม่ตอบสนองต่อการรักษา 

(refractory epilepsy) โดยให้ใช้ rose oil เป็นยาเสริมในการรักษา พบว่าผู้ ป่วยมีความถี�ในการเกิด

ลมชักลดลงอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ (p=0.00) เมื�อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม นอกจากนั �นยังมี 

ต้านเชื �อแบคทีเรีย Pseudomonas aeruginosa, Chromobacterium violaceum, Escherichia coli, 

Bacillus subtilis, Erwinia carotovora, Staphylococcus epidermidis, Propionibacterium acnes 

และ Staphylococcus aureus ซึ�งสามารถนําไปใช้ในอตุสาหกรรมอาหารในการเป็นสารกันเสียจาก

ธรรมชาตไิด้ ฤทธิ�ต้านอนมุลูอิสระที�ทดสอบในหลอดทดลองด้วยวิธีวิธี 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 

(DPPH) และ 2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS) พบว่ามีค่า IC50

เท่ากับ 0.45 และ 0.09%v/v ตามลําดบั แสดงให้เห็นว่ามีฤทธิ�ต้านอนุมูลอิสระที�ดี นอกจากนั �นยัง

สามารถใช้เป็นสารแตง่กลิ�นทั �งในอตุสากรรมอาหาร ยา และเครื�องสําอาง 

 

5.2 bergamot oil(6, 10, 22-24)  

เบอร์กาม็อต (Citrus bergamia) อยู่ในวงศ์ Rutaceae ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์เป็นไม้ยืน

ต้นขนาดใหญ่ สามารถสงูได้ถึง 12 เมตร นํ �ามนัเบอร์กาม็อต (bergamot oil) ได้จากส่วนเปลือกผลสด 

สามารถสกดัให้ได้นํ �ามนัหอมระเหยโดยการบีบ หรือการกลั�นด้วยไอนํ �า นํ �ามนัหอมระเหยที�มีกลิ�นหอม

เฉพาะตวั มกัมีสีเขียว หรือสีเหลืองนํ �าตาล  
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องค์ประกอบทางเคมีหลักที�ตรวจพบใน bergamot oil คือ limonene, linalool, linalyl 

acetate, γ-terpinene และ β-pinene 

ฤทธิ�ทางชีวภาพของ bergamot oil ที�มีรายงานคือ ฤทธิ�ต้านเชื �อแบคทีเรีย โดยมีรายงานว่า 

bergamot oil สามารถยบัยั �งเชื �อ  Campylobacter jejuni, E. Coli O157, Listeria monocytogenes, 

Bacillus cereus, S. epidermidis, P. acnes และ S. aureus ได้ ฤทธิ�ต้านอนมุลูอิสระที�ทดสอบใน

หล อด ท ดล อ ง ด้ ว ย วิ ธี  2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl ( DPPH)  แ ล ะ  2,2’-azino-bis( 3-

ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS) พบว่ามีค่า IC50 เท่ากับ 2.30 และ 0.98%v/v 

ตามลําดบั 

 

5.3 patchouli oil(6, 10, 22, 25, 26)  

พิมเสนต้น (Pogostemon cablin) อยู่ในวงศ์ Lamiaceae ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์เป็นพืช

ล้มลุก มีความสูงประมาณ 1-1.5 เมตร นํ �ามันพิมเสนต้น (patchouli oil) ได้มาจากส่วนใบแห้ง 

สามารถสกัดได้นํ �ามันหอมระเหยจากการกลั�นด้วยไอนํ �า นํ �ามันที�ได้มีลักษณะเหนียวหนืด มีสีแดง

นํ �าตาล และมีกลิ�นคล้ายการบรู  

องค์ประกอบทางเคมีหลักที�ตรวจพบใน patchouli oil คือ patchouli alcohol และ 

norpatchoulenol นอกจากนี �ยงัสามารถพบสารอื�น ๆ ได้เช่น caryophyllene, α, β-patchoulenes, 

pogostol, seychellene และ cycloseychellenel 

ฤทธิ�ทางชีวภาพของ patchouli ที�มีรายงานคือ ฤทธิ�ต้านเชื �อแบคทีเรีย  โดยมีรายงานว่า 

สามารถยับยั �งเชื �อ S. aureus, S. epidermidis, Streptococcus pyogenes, P. acnes, 

Actinobacillus, Capnocytophaga, Fusobacterium และ Eikenella ฤทธิ�ต้านอนุมลูอิสระที�ทดสอบ

ในหลอดทดลองด้วยวิธี วิ ธี  2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) และ 2,2’-azino-bis(3-

ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS) พบว่ามีค่า IC50เท่ากับ 6.29 และ 1.45%v/v 

ตามลําดบั นอกจากนี �ยงัมีการนํา patchouli oil ไปใช้ในอตุสาหกรรมนํ �าหอมอีกด้วย 
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5.4 นํ �ามันหอมระเหยสูตรผสม rose oil: bergamot oil: patchouli oil ในอัตราส่วน 

6:3:1(6, 10)   

จากงานวิจยัของของอรวรรณ, มณฑิรา และเอมปราง (2555) ได้ศกึษาฤทธิ�ต้านอนมุลูอิสระ

ของนํ �ามนัหอมระเหยเดี�ยว และนํ �ามันหอมระเหยสูตรผสมพบว่า rose oil, bergamot oil และ 

patchouli oil มีฤทธิ�ในการต้านอนุมูลอิสระที�ดี และนํ �ามนัหอมระเหยสูตรผสมที�ประกอบด้วยนํ �ามนั

หอมระเหย rose oil, bergamot oil และ patchouli oil ในอตัราส่วน 6:3:1 มีฤทธิ�ต้านอนมุลูอิสระที�ดี 

คือมีคา่ IC50 ของการทดสอบด้วยวิธี 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) และ 2,2'-azino-bis(3-

ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS) อยู่ที� 0.67%v/v และ 0.14 %v/v ตามลําดบั  ซึ�ง

คาดวา่นา่จะเกิดการเสริมฤทธิ�กนัในองค์ประกอบของนํ �ามนัหอมระเหย เนื�องจากนํ �ามนัหอมระเหยสตูร

ผสมของนํ �ามนัหอมระเหยสามชนิดมีฤทธิ�ในการต้านอนมุลูที�ดี 

นอกจากนี �งานวิจยัของชิดชนกและเปี� ยมจิตต์ (2557) ทําการศึกษาฤทธิ�ต้านเชื �อแบคทีเรีย

นํ �ามนัหอมระเหยเดี�ยว และนํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสมพบว่า rose oil, bergamot oil และ patchouli 

oil ตอ่เชื �อ S. epidermidis และ P. acnes ซึ�งเป็นเชื �อแบคทีเรียที�ก่อให้เกิดสิว พบว่าเมื�อทดสอบด้วย

ด้วยวิธี broth dilution นํ �ามนัหอมระเหยแตล่ะชนิดคือ rose oil, bergamot oil และ patchouli oil 

สามารถยับยั �งเชื �อ S. epidermidis ได้ที�ความเข้มข้นตํ�าสุดที�สามารถยับยั �งเชื �อได้ (minimum 

inhibitory concentration; MIC) เท่ากบั 0.25, 10 และ 0.0625 %v/v ตามลําดบั และสามารถยบัยั �ง

เชื �อ P. acnes ได้คา่ MIC เท่ากบั 0.125, 0.5 และ 0.0625 %v/v ตามลําดบั และเมื�อทดสอบฤทธิ�ของ

นํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสมของ rose oil, bergamot oil และ patchouli oil ในอตัราส่วน 6:3:1 พบว่ามี

คา่ MIC ตอ่เชื �อ S. epidermidis และ P. acnes เทา่กบั 0.125 และ 0.003125 %v/v ตามลําดบั 

 

6. ไมโครพาร์ทเิคิล (Microparticle)(27-29)  

ไมโครพาร์ทิเคิลเป็นระบบนําส่งยา หรือสารสําคญัต่าง ๆ ชนิดหนึ�งที�สามารถเตรียมได้จาก

เทคนิคไมโครเอ็นแคปซูเลชั�น ซึ�งไมโครพาร์ทิเคิลเป็นอนุภาคที�มีขนาดเล็กระดับไมโครเมตร โดย

ส่วนมากจะมีขนาดอยู่ในช่วงระหว่าง 1 – 1,000 µm ประกอบด้วยส่วนสําคญัสองส่วนคือ ส่วน

แกนกลาง (core) ที�มกัจะเป็นตวัยาหรือสารสําคญั และที�สองคือผนงัหุ้ม (wall) ที�ทําหน้าที�กักเก็บยา

หรือสารสําคญัในแกนกลางเอาไว้ เราสามารถแบ่งไมโครพาร์ทิเคิลได้เป็น 2 ชนิดหลัก ๆ คือ ไมโคร
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แคปซูล (microcapsule) คือรูปแบบที�ส่วนแกนกลางทั �งหมดอยู่ตรงกลางของอนุภาคและถูกห่อหุ้ม

ด้วยผนงัล้อมรอบแกนกลางเอาไว้ อีกรูปแบบหนึ�งคือ ไมโครสเฟียร์ (microsphere) คือรูปแบบที�ส่วน

แกนกลางกระจายตวัอยูใ่นอนภุาคที�ถกูหุ้มด้วยผนงั ดงัแสดงในภาพประกอบ 7 

 

                               
 

 

ภาพประกอบ 7 สว่นประกอบ และชนิดของไมโครพาร์ทิเคลิ 

 

เทคนิคไมโครเอ็นแคปซูเลชั�นที�ใช้เตรียมไมโครพาร์ทิเคิลมีหลายวิธี แตส่ามารถแบง่กลุ่มออก

ได้เป็น 2 กลุ่มใหม่ ๆ คือวิธีการทางกายภาพ (physico-mechanical techniques) เช่น  spray drying 

เป็นต้น และวิธีการทางเคมี (physico-chemical techniques) เชน่ coacervation  

เทคนิค coacervation เป็นวิธีการเตรียมไมโครพาร์ทิเคลิด้วยวิธีการทางเคมี โดยสามารถแบง่

ออกได้สองรูปแบบคือ simple coacervation และ complex coacervation โดยสองรูปแบบนี �มีวิธีการ

เตรียมเหมือนกนั แตแ่ตกตา่งกนัที�สารพอลิเมอร์ที�นํามาใช้เป็นผนงัหุ้ม จะมีจํานวน 1 ชนิดหรือมากกว่า 

1 ชนิด สําหรับ simple coacervation และ complex coacervation ตามลําดบั วิธีการเตรียมจะ

ประกอบด้วย 3 ขั �นตอนหลกัคือ ขั �นตอนที�หนึ�งการทําอิมัลชันของยาหรือสารสําคญัที�เป็นแกนกลาง   

ขั �นตอนที�สองเป็นการให้สารที�ใช้เป็นผนังไปเคลือบอยู่ระหว่างรอบต่อของหยดวัฏภาคภายในกับวัฏ

ภาคภายนอก และขั �นตอนสดุท้ายเป็นการทําให้สารผนงันี �แข็งขึ �น และกับเก็บยาหรือสารสําคญัไว้ใน

อนภุาค  

ตั ว อ ย่ า ง ข อ ง ส า ร ที� นํ า ม า ใ ช้ เ ป็ น ผ นั ง ใ น เ ท ค นิ ค  coacervation เ ช่ น  protein, 

polysaccharides, ethyl cellulose, gelatin, alginate และ chitosan และวิธีการทําให้ผนงัแข็งตวัใน

ขั �นตอนการเตรียมที�สามนั �นสามารถทําได้หลายวิธีเช่น การเปลี�ยนแปลงอณุหภูมิ และการใช้สารเคมี

เพิ�มความแข็งแรง เป็นต้น 

 

สว่นผนงัหุ้ม (wall) 

ไมโครแคปซูล 

(microcapsule) 

ไมโครสเฟียร์ 

(microsphere) 

สว่นแกนกลาง (core) 
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7. ไคโตซาน(chitosan) และอัลจเินต (alginate) 

7.1 ไคโตซาน(30, 31)  

ไคโตซานคืออนุพันธ์ของไคติน ซึ�งเป็นพอลิเมอร์ที�สกัดได้จากสิ�งมีชีวิตในธรรมชาติ เช่น

เปลือกหอย ป ูกุ้ ง ปลาหมึก โดยไคโตซานเป็นพอลิเมอร์ที�ได้จากการดึงหมู่อะซิทิล (acetyl group) 

ออกจากไคติน เรียกปฏิกิริยานี �ว่า deacetylation ซึ�งส่งผลให้ไคโตซานสามารถละลายได้ในของเหลว

หรือสารละลายที�เป็นกรดได้เมื�อเกิดการดงึหมู่อะซิทิลออกไปมากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ (ภาพประกอบ 8) 

โดยเปอร์เซ็นต์การเกิด deacetylation นั �นส่งผลตอ่คณุสมบตัิในแง่ของการละลาย ไคโตซานสามารถ

ละลายในสารละลายกรดและเกิดเป็นพอลิเมอร์ที�มีประจุบวก ที�สามารถนําไปใช้ประโยชน์ได้เช่นการ

ตกตะกอนโปรตีนเพื�อนํากลบัมาใช้ หรือใช้เป็นสารดกัจบัมลพิษ เป็นต้น ไคโตซานสามารถละลายได้ใน

สารละลายกรดบางชนิด แตไ่มล่ะลายนํ �า โดยสามารถอุ้มนํ �าทําให้เกิดการพองตวัของพอลิเมอร์ขึ �นได้ 

 
 

ภาพประกอบ 8 ก) โครงสร้างของไคติน ข) โครงสร้างของไคโตซาน ค) โครงสร้างของไคตินที�

เกิดปฏิกิริยา deacetylation บางสว่น 

 

ที�มา:  Rinaudo M. Chitin and chitosan: Properties and applications. Progress in 

Polymer Science. 2006;31(7):603-32. 
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ไคโตซานเป็นสารจากธรรมชาติที�มีความปลอดภัย ไม่มีความเป็นพิษ มีความเข้ากันได้กับ

ร่างกาย (biocompatible) และสามารถสลายตัวได้เองตามธรรมชาติ (biodegradable) สามารถ

นํามาใช้ประโยชน์ในระบบนําสง่ยาหรือสารสําคญัได้ โดยอาศยัคณุสมบตัิที�เกิดประจบุวก ทําปฏิกิริยา

กบัพอลิเมอร์ประจลุบเกิดเป็น polyelectrolyte complexes ที�สามารถพฒันาเป็นไมโครพาร์ทิเคิลใช้ใน

การกกัเก็บยาหรือสารสําคญัได้   

 

7.2 Alginate(32)  

อลัจิเนตเป็นสารพอลิเมอร์จากธรรมชาติที�สกดัแยกได้จากสาหร่ายสีนํ �าตาล (เช่น Laminaria 

hyperborea, L. digitata, L japonica, Ascophyllum nodosum และ Macrocystis pyrifera) โอยอลั

จิเนตเป็นพอลิเมอร์ที�ให้ประจลุบ ที�สามารถทําปฏิกิริยากบัสารที�ให้ประจุสองบวก (divalent) เกิดเป็น

เจลได้ โครงสร้างของอลัจิเนตประกอบด้วยโคพอลิเมอร์สองส่วนคือ (1,4)-linked β-d-mannuronate 

เรียกว่าส่วน M และ α-l-guluronate เรียกว่าส่วน G (ภาพประกอบ 9) โดยในสายพอลิเมอร์สามารถ

ประกอบด้วยสว่น G อยา่งเดียว สว่น M อยา่งเดียว หรือสว่น G และ M จดัเรียงตวัอยูร่่วมกนัได้ 

 
 

ภาพประกอบ 9 โครงสร้างของอลัจิเนต 

 

ที�มา: Lee KY, Mooney DJ. Alginate: properties and biomedical applications. 

Progress in polymer science. 2012;37(1):106-26. 
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อลัจิเนตมีความปลอดภัย สามารถเข้ากันได้กับร่างกาย (biocompatible) และสามารถ

สลายตวัได้เองตามธรรมชาติ (biodegradable) สามารถนําไปใช้ในระบบนําส่งยาหรือสารสําคญั โดย

สามารถใช้เป็นผนงัของโครพาร์ตเิคลิ ที�ใช้กกัเก็บยาหรือสารสําคญั ซึ�งให้อลัจิเนตเดี�ยว ๆ หรือใช้เป็นโค

พอลิเมอร์ร่วมกบัพอลิเมอร์ชนิดอื�น ๆ เพื�อเพิ�มความแข็งแรงให้กบัผลงัของอนภุาคได้เชน่กนั 

 

7.3 ตัวอย่างงานวิจัยไมโครพาร์ทเิคิลของนํ �ามันหอมระเหยจากไคโตซานและอัลจิ

เนตที�เตรียมด้วยวิธี coacervation 

7.3.1 Encapsulation of coriander essential oil in alginate and alginate/chitosan 

microspheres by emulsification external gelation method(33)  

จากผลงานวิจัยที�แสดงในงานประชุม Inside Food Symposium เมื�อปี 2013 ของ 

Dimaa และคณะ เรื�อง Encapsulation of coriander essential oil in alginate and 

alginate/chitosan microspheres by emulsification external gelation method ได้ทําการพฒันาไม

โครสเฟียร์ของนํ �ามันหอมระเหยจากผักชี เพื�อนําไปใช้ในอุตสาหกรรมอาหาร โดยใช้ไคโตซานและ/

หรืออลัจิเนตเป็นสว่นประกอบร่วมกนัของผนงัไมโครสเฟียร์  เตรียมไมโครสเฟียร์ที�ใช้เป็นผนงัสองกลุ่ม 

คืออลัจิเนต และสารผสมของอลัจิเนตและไคโตซาน ความเข้มข้นของพอลิเมอร์ที�ใช้คือ 1, 1.5 หรือ 2% 

และอตัราส่วนของอลัจิเนต : ไคโตซานที�ใช้คือ 1:2, 1:1 หรือ 3:2 การเตรียมไมโครสเฟียร์แบง่ออกเป็น

สองสว่นคือ  

ส่วนที�หนึ�งคือการเตรียมอิมลัชนัชนิด oil in water ประกอบด้วยนํ �า, สารละลายของพอลิ

เมอร์, สารลดแรงตงึผิว (Tween 40 ความเข้มข้น 0.5, 1 หรือ 1.5%) และนํ �ามนัหอมระเหย (ความ

เข้มข้น 20, 30 หรือ 40%) เตรียมโดย magnetic stirrer ความเร็ว 600 รอบตอ่นาที ผสม 10 นาที และ 

sonicate นาน 5, 10 หรือ 15 นาที ที� 20ºC ความแรง 30% amplitude จนได้เป็นอิมลัชนั ส่วนที�สอง

คือการทําให้ผนงัแข็งตวั หยดอิมลัชนัผ่านเข็มฉีดยาขนาด 10 ml ที�ความสูง 15 เซนติเมตร ลงใน

สารละลาย 0.5M CaCl2 ปริมาตร 50 ml จะได้เป็นไมโครสเฟียร์  

ประเมินคุณภาพไมโครสเฟียร์ที�ในด้านต่าง ๆ คือ ขนาดและรูปร่าง, การพองตัวของ

อนภุาค, ประสิทธิภาพในการกกัเก็บนํ �ามนัหอมระเหย อตัราการปลดปล่อยนํ �ามนัหอมระเหย พบว่ามี

หลายปัจจยัที�ส่งผลตอ่คณุภาพของของไมโครสเฟียร์ พบว่าตํารับที�ดีที�สดุคือ ตํารับที�ประกอบด้วยสาร

ผสมของอลัจิเนตตอ่ไคโตซานในอตัราสว่น 1:2, สารลดแรงตงึผิว 1.5% นํ �ามนัหอมระเหย 30% และใช้
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เวลา sonicate 15 นาที ซึ�งสามารถกกัเก็บนํ �ามนัหอมระเหยได้มากถึง 97.89% มีการพองตวัและการ

ปลดปลอ่ยนํ �ามนัหอมระเหยที�ดีเมื�อทดสอบในสภาวะ pH 4 ปัจจยัที�ส่งผลตอ่คณุภาพของไมโครสฟียร์

คือ ความเข้มข้นของสารละแรงตงึผิว, ความเข้มข้นของนํ �ามนัหอมระเหย เวลาที�ใช้ sonicate และชนิด

และสดัส่วนของพอลิเมอร์ที�ใช้ โดยพบว่าสดัส่วนของไคโตซานที�สงูขึ �นจะช่วยเพิ�มประสิทธิภาพในการ

กกัเก็บนํ �ามนัหอมระเหยได้ 

7.3.2 Microencapsulation of sweet orange oil terpeneless using the orifice 

method(34)  

งานวิจยัเรื�อง Microencapsulation of sweet orange oil terpeneless using the 

orifice method ของ Liu, Xu และ Wang (2012) ได้พฒันาไมโครแคปซูลของนํ �ามนัหอมระเหย sweet 

orange oil เพื�อใช้ในอตุสาหกรรมอาหาร โดยใช้อลัจิเนตและไคโตซานเป็นผนงั เตรียมโดยละลาย

โซเดียมอลัจิเนต (ความเข้มข้น 1.5, 2.0 หรือ 2.5 % w/v) ในนํ �าที� 50°C และเติม sweet orange oil 

(อัตราส่วนนํ �ามันหอมระเหยต่อผนังเท่ากับ 7:1, 6:1 หรือ 5:1) และ glyceryl monostearate 

(0.2%w/v) ผสมโดย magnetic stirrer ที� 50-60°C เกิดเป็นอิมลัชนั และนําอิมลัชนัไปหยดใส่ gelation 

medium (ประกอบด้วยไคโตซาน 2%w/v ละลายใน 1% acetic acid ที�ผสมกบั CaCl2 ที�ความเข้มข้น 

1.5, 2.0 หรือ 2.5%w/v) ด้วยความเร็ว 60 หยดตอ่นาที และปั�นผสมที�ความเร็ว 100 รอบตอ่นาที จนได้

ไมโครพาร์ทิเคลิ  

เมื�อทดสอบคุณภาพของไมโครพาร์ทิเคิลด้านประสิทธิภาพการกักเก็บ และอัตราการ

ปลดปล่อยพบว่า ไมโครพาร์ทิเคิลที�เตรียมโดยใช้โซเดียมอลัจิเนต 2.5%, CaCl2 2.0% และอตัราส่วน

นํ �ามนัหอมระเหยตอ่ผนงัเทา่กบั 5:1 ซึ�งมีประสิทธิภาพการกกัเก็บนํ �ามนัหอมระเหย 87.34% 

7.3.3 Chitosan-alginate nanocapsules for encapsulation of turmeric oil(35)  

บทความของ ปราณี เลิศสทุธิวงค์ (2011) เรื�อง Chitosan-alginate nanocapsules for 

encapsulation of turmeric oil ได้นําเสนอแนวทางการพฒันานาโนพาร์ติเคิลของนํ �ามนัขมิ �นโดยใช้ไค

โตซานและอัลจิเนตเป็นผนัง เพื�อใช้ในอุตสาหกรรมยา อาหาร และเครื�องสําอาง ได้อธิบายวิธีการ

เตรียมแบง่เป็นสามขั �นตอนคือ หนึ�งการเตรียมอิมลัชนัชนิด oil in water โดยใช้ละลายนํ �ามนัขมิ �นในเอ

ทานอล ผสมกับสารละลายอลัจิเนตที�ประกอบด้วย Tween 80® เป็นสารลดแรงตงึผิว แล้ว sonicate 
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จนได้อิมัลชัน ขั �นที�สองหยดอิมัลชนัลงในสารละลาย CaCl2 ที�มีไคโตซานเป็นส่วนประกอบ คนเป็น

เวลา 30 นาที และขั �นสดุท้ายคือการระเหยตวัทําละลาย  

ปัจจัยที�ส่งผลต่อการเตรียมนาโนพาร์ติเคิลคือสารลดแรงตึงผิวที�ใช้ โดยพบว่า Tween 

80® มีผลต่อขนาดอนภุาคที�เล็กระดบันาโน นอกจากนี �การ sonicate ในการเตรียมอิมลัชนัยงัมีผลต่อ

ความสมํ�าเสมอของขนาดอนภุาค คือมีขนาดที�สมํ�าเสมอกว่าเมื�อเทียบกบัการคนโดยไม่ sonicate และ

มวลโมเลกุลของไคโตซานที�ใช้เป็นผนงัยงัส่งผลต่อขนาดอนุภาคเช่นกัน โดยหากใช้ไคโตซานที�มวล

โมเลกลุสงูจะได้อนภุาคขนาดใหญ่  

การศึกษาข้างต้นเหล่านี �สามารถนําไปใช้เป็นแนวทางในการพฒันาไมโครพาร์ทิเคิลของ

นํ �ามนัหอมระเหยจากไคโตซานและอลัจิเนต เพื�อนําไปใช้ในตํารับเครื�องสําอางได้ 

 

จากข้อมูลที�กล่าวมาข้างต้น ผู้ วิจยัจึงมีความสนใจศึกษาฤทธิ�ยบัยั �งการทํางานของเอนไซม์

คอลลาจิเนส เอนไซม์อีลาสเตส และเอนไซม์ไทโรซิเนส ของนํ �ามนัหอมระเหย rose oil, bergamot oil 

และ patchouli oil ในรูปแบบนํ �ามันหอมระเหยสูตรผสม และเนื�องจากผู้ วิจยัต้องการเพิ�มความคง

สภาพของนํ �ามนัหอมระเหยจึงได้สนใจการพฒันาไมโครพาร์ทิเคิลของนํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสม และ

ศกึษาความคงสภาพของนํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสมในไมโครพาร์ทิเคิลที�เก็บไว้ในอณุหภูมิ 30°C เป็น

เวลา 3 เดือน 
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บทที� 3  

วธีิดาํเนินการวจิัย 

 

1. อุปกรณ์ เครื�องมือและสารเคมี (Materials, Instrument and Reagents) 

1.1 อุปกรณ์ เครื�องมือ 

1.1.1 เครื�องแก้ว 

1.1.2 Aluminium foil  

1.1.3 Analytical balance (Mettler Toledo, USA) 

1.1.4 Clevenger type equipment 

1.1.5 Homogenizer (IKA-ULTRA-TURRAX® T 8, IKA®-Werke GmbH & Co. KG, 

Germany) 

1.1.6 Magnetic stirrer (DAIHAN Scientific Co., LTD, Korea) 

1.1.7 Microcentrifuge tube ขนาด 1.5, 5 ml (Eppendrof, Germany) 

1.1.8 Micropipette ขนาด 20, 200, 1000 µl (Glison, France) 

1.1.9 Microplate reader (Molecular devices SpectraMax® M3, USA) 

1.1.10 Needle No. 23 (Nipro, USA) 

1.1.11 Parafilm 

1.1.12 Pipette tip ขนาด 20, 200, 1000 µl (Axygen, USA) 

1.1.13 Syringe ขนาด 10 ml (Nipro, USA) 

1.1.14 Vacuum filter set  

1.1.14.1 กระดาษกรอง Whatman® 93 (Whatman®, Germany) 

1.1.14.2 Buchner funnel (HCT, Germany) 

1.1.14.3 Buchner flask (Pyrex, England) 

1.1.14.4 Vacuum pump (GAST, USA) 

1.1.15 Vernier (Hachi, China) 
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1.2 สารเคมี 

1.2.1 นํ �ามนัหอมระเหย (บริษัทอตุสาหกรรมเครื�องหอมไทย-จีน จํากดั, ประเทศไทย) 

 1.2.1.1 rose oil 

 1.2.1.2 bergamot oil 

 1.2.1.3 patchouli oil 

 1.2.1.4 lemongrass oil 

1.2.2 5% Chitosan solution (SL Quality supply, Thailand) 

1.2.3 CaCl2 (Merck KGaA, Germany) 

1.2.4 Collagenase type I จาก Clostridium histolyticum (Sigma, USA) 

1.2.5 Dimethyl sulfoxide (DMSO) (Merck, Germany) 

1.2.6 Epigallocatechin gallate (EGCG) (Sigma, USA) 

1.2.7 Kojic acid (Sigma, USA) 

1.2.8 L-DOPA (Sigma, USA) 

1.2.9 N-(3-[2-Furyl]-acryloyl)-Leu-Gly-Pro-Ala (FALGPA) (Sigma, USA) 

1.2.10 N-succinyl-(Ala)3-p-nitroanilide (SANA) (Sigma, USA) 

1.2.11 Na2HPO4 (Ajax Finechem Pty Ltd, Australia) 

1.2.12 NaCl (QRëC, New Zealand) 

1.2.13 NaH2PO4.H2O (CARLO ERBA Reagents S.A.S, France) 

1.2.14 NaOH (Ajax Finechem Pty Ltd, Australia) 

1.2.15 Polyvinyl alcohol (PVA) (SL Quality supply, Thailand) 

1.2.16 Porcine pancreatic elastase (PPE) (Sigma, USA) 

1.2.17 Sterile water for irrigation (General drug house (GDH), ประเทศไทย) 

1.2.18 Sodium alginate (SL Quality supply, Thailand) 

1.2.19 Tricine (Sigma, USA) 

1.2.20 Tris-HCl (Sigma, USA)  

1.2.21 Tyrosinase (Sigma, USA) 
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2. วิธีการศึกษา 

2.1 การทดสอบฤทธิ�ยับยั �งการทาํงานของเอนไซม์คอลลาจิเนส(13)  

2.1.1 การเตรียมสาร 

2.1.1.1 การเตรียมสารละลายบฟัเฟอร์ 0.05 M Tricine (pH 7.5) ที�ประกอบด้วย 0.4 

M NaCl และ 0.01 M CaCl2 ปริมาตร 100 ml 

2.1.1.1.1 ชั�งสาร Tricine, NaCl และ CaCl2 ปริมาณ 0.8959, 2.3376 และ 

0.1110 g ตามลําดบั 

2.1.1.1.2 ละลายด้วย Sterile water for irrigation และปรับปริมาตรจนครบ 100 

ml 

2.1.1.1.3 ปรับ pH ด้วยสารละลาย 0.1N NaOH จนได้ pH 7.5 

2.1.1.2 การเตรียมสารละลายเอนไซม์คอลลาจิเนส (ความเข้มข้นสดุท้ายในปฏิกิริยา

เทา่กบั 6.25 collagen digestion unit; CDU) 

ชั�งเอนไซม์ 0.0025 g ละลายด้วยสารละลายบฟัเฟอร์ 0.05 M Tricine (pH 7.5) ที�

ประกอบด้วย 0.4 M NaCl และ 0.01 M CaCl2 และปรับปริมาตรจบครบ 1000 µl 

2.1.1.3 การเตรียมสารละลาย FALGPA (ความเข้มข้นสดุท้ายในปฏิกิริยาเท่ากบั 0.8 

mM) 

ชั�ง FALGPA 0.00381 g  ละลายด้วยสารละลายบฟัเฟอร์ 0.05 M Tricine (pH 7.5) 

ที�ประกอบด้วย 0.4 M NaCl และ 0.01 M CaCl2 และปรับปริมาตรจบครบ 1000 µl 

2.1.1.4 การเตรียมสารละลาย EGCG (ความเข้มข้นสดุท้ายในปฏิกิริยาเท่ากบั 250 

µM) 

ชั�ง EGCG 0.00115 g ละลายด้วยสารละลายบฟัเฟอร์ 0.05 M Tricine (pH 7.5) ที�

ประกอบด้วย 0.4 M NaCl และ 0.01 M CaCl2 และปรับปริมาตรจนครบ 1000 µl 

2.1.1.5 การเตรียมสารละลายของนํ �ามันหอมระเหย rose oil, bergamot oil, 

patchouli oil และนํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสมอตัราส่วน rose oil: bergamot oil: patchouli oil เท่ากบั 

6:3:1 (ความเข้มข้นสดุท้ายในปฏิกิริยาเทา่กบั 1 mg/ml) 

2.1.1.5.1 ชั�งนํ �ามนัหอมระเหย 0.01 g  
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2.1.1.5.2 ละลายด้วย DMSO 500 µL  

2.1.1.5.3 ปรับปริมาตรด้วยสารละลายบฟัเฟอร์ 0.05 M Tricine (pH 7.5) ที�

ประกอบด้วย 0.4 M NaCl และ 0.01 M CaCl2 จบครบ 1000 µl 

2.1.2 การหาความเหมาะสมของสภาวะทดสอบ 

2.1.2.1 เตรียมสารละลาย EGCG 5 ความเข้มข้น ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายใน

ปฏิกิริยาคือ 62.5, 125, 250, 500, 1000 µM (วิธีการทดสอบใช้วิธีการเดียวกบัการทดสอบของนํ �ามนั

หอมระเหยในข้อ 2.1.3 โดยเปลี�ยนจากสารละลายของนํ �ามนัหอมระเหยเป็นสารละลายของ EGCG)  

2.1.2.1.1 หา %inhibition ในการยบัยั �งการทํางานของเอนไซม์คอลลาจิเนสทั �ง 5 

ความเข้มข้น (ทําการทดลองที�เป็นอิสระตอ่กนั 3 ครั �ง แตล่ะครั �งทํา 3 ซํ �า) 

2.1.2.1.2 นําค่า %inhibition ที�ได้ไปสร้างกราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างค่า

ความเข้มข้นของสาร EGCG กบัคา่เฉลี�ยของ %inhibition ที�คํานวณได้และหาคา่ the half maximal 

inhibitory concentration (IC50) จากสมการเส้นตรงที�ได้จากกราฟ 

2.1.3 การทดสอบฤทธิ�ยบัยั �งการทํางานของเอนไซม์คอลลาจิเนส ของนํ �ามนัหอมระเหย 

rose oil, bergamot oil, patchouli oil และนํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสมอตัราส่วน rose oil: bergamot 

oil: patchouli oil เทา่กบั 6:3:1  

ทําการทดลองของแตล่ะตวัอยา่งที�เป็นอิสระตอ่กนั 3 ครั �ง แตล่ะครั �งทํา 3 ซํ �า 

2.1.3.1 Negative control  

2.1.3.1.1 เตรียม 96-well plate โดยใสส่ารละลายบฟัเฟอร์ 160 µl 

2.1.3.1.2 ใสส่ารละลายเอนไซม์ 20 µl  

2.1.3.1.3 Incubate ที�อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 10 นาที 

2.1.3.1.4 เติมสารละลาย FALGPA 20 µl แล้วนําไปวดัคา่การดดูกลืนแสงด้วย 

microplate reader ที�ความยาวคลื�น 340 nm โดยวดัเป็นคา่การดดูกลืนแสงตอ่เนื�องเป็นเวลา 750 

วินาที  

2.1.3.1.5 ทํา blank โดยเปลี�ยนจากการเตมิ FALGPA เป็นสารละลายบฟัเฟอร์ 

2.1.3.1.6 นําคา่การดดูกลืนแสงที�ได้ไปคํานวณเป็น %inhibition 

2.1.3.2 Positive control 
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2.1.3.2.1 เตรียม 96-well plate โดยใสส่ารละลายบฟัเฟอร์ 160 µl 

2.1.3.2.2 ใสส่ารละลายเอนไซม์ 20 µl ตามด้วยสารละลาย EGCG 20 µl (ความ

เข้มข้นสดุท้ายในปฏิกิริยาเทา่กบั 250 µM) 

2.1.3.2.3 Incubate ที�อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 10 นาที 

2.1.3.2.4 เติมสารละลาย FALGPA 20 µl แล้วนําไปวดัคา่การดดูกลืนแสงด้วย 

microplate reader ที�ความยาวคลื�น 340 nm โดยวดัเป็นคา่การดดูกลืนแสงตอ่เนื�องเป็นเวลา 750 

วินาที  

2.1.3.2.5 ทํา blank โดยเปลี�ยนจากการเตมิ FALGPA เป็นสารละลายบฟัเฟอร์ 

2.1.3.2.6 นําคา่การดดูกลืนแสงที�ได้ไปคํานวณเป็น %inhibition 

2.1.3.3 Solvent control  

2.1.3.3.1 เตรียม 96-well plate โดยใสส่ารละลายบฟัเฟอร์ 160 µl 

2.1.3.3.2 ใสส่ารละลายเอนไซม์ 20 µl ตามด้วยสารละลาย DMSO 20 µl (ความ

เข้มข้นสดุท้ายในปฏิกิริยาเทา่กบั 5%v/v) 

2.1.3.3.3 Incubate ที�อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 10 นาที 

2.1.3.3.4 เติมสารละลาย FALGPA 20 µl แล้วนําไปวดัคา่การดดูกลืนแสงด้วย 

microplate reader ที�ความยาวคลื�น 340 nm โดยวดัเป็นคา่การดดูกลืนแสงตอ่เนื�องเป็นเวลา 750 

วินาที 

2.1.3.3.5 ทํา blank โดยเปลี�ยนจากการเตมิ FALGPA เป็นสารละลายบฟัเฟอร์ 

2.1.3.3.6 นําคา่การดดูกลืนแสงที�ได้ไปคํานวณเป็น %inhibition 

2.1.3.4 สารตวัอยา่ง 

2.1.3.4.1 เตรียม 96-well plate โดยใสส่ารละลายบฟัเฟอร์ 160 µl 

2.1.3.4.2 ใส่สารละลายเอนไซม์ 20 µl ตามด้วยสารละลายละลายของนํ �ามนั

หอมระเหย 20 µl (ความเข้มข้นสดุท้ายในปฏิกิริยาแตกต่างกนัไป โดยควบคมุให้ปริมาณ DMSO ไม่

เกิน 5%v/v) 

2.1.3.4.3 Incubate ที�อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 10 นาที 
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2.1.3.4.2 เติมสารละลาย FALGPA 20 µl แล้วนําไปวดัคา่การดดูกลืนแสงด้วย 

microplate reader ที�ความยาวคลื�น 340 nm โดยวดัเป็นคา่การดดูกลืนแสงตอ่เนื�องเป็นเวลา 750 

วินาที 

2.1.3.4.5 ทํา blank โดยเปลี�ยนจากการเตมิ FALGPA เป็นสารละลายบฟัเฟอร์ 

2.1.3.4.6 นําคา่การดดูกลืนแสงที�ได้ไปคํานวณเป็น %inhibition 

 

ตาราง 2 ตารางการใส่สารลงใน 96-well plate เพื�อทดสอบฤทธิ�ยบัยั �งการทํางานของเอนไซม์คอลลา

จิเนส 

 

กลุม่ 

ลําดบัและปริมาตรสารใน 96-well plate (µl) 

Buffer DMSO  EGCG  
Essential 

oil 
Enzyme Substrate 

Negative control 160 - - - 20 20 

Blank Negative control 180 - - - 20 - 

Positive control 140 - 20 - 20 20 

Blank Positive control 160 - 20 - 20 - 

Solvent control 140 20 - - 20 20 

Blank solvent control 160 20 - - 20 - 

Tested sample 140 - - 20 20 20 

Blank Tested sample 160 - - 20 20 - 

 

2.1.4 การหา %inhibition ของสารตวัอยา่ง 

 2.1.4.1 หาได้จากสมการ 

 

 

%��ℎ������� =
∆�������	�������������� −	∆�������	�������������

∆�������	��������������
× 100 
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เมื�อ ∆Optical density การเปลี�ยนแปลงของค่าการดดูกลืนแสงตั �งแตเ่ริ�มต้นจนสิ �นสุดปฏิกิริยา ของ 

FALGPA ในปฏิกิริยาควบคมุผลลบ (control) และในปฏิกิริยาทดสอบ (sample) 

2.1.4.1 หาคา่ IC50 ของสารตวัอยา่ง 

โดยใช้คา่ %inhibition ที�ได้ไปสร้างกราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างคา่ความเข้มข้น

ของสารตวัอยา่งทดสอบกบัคา่เฉลี�ยของ %inhibition ที�คํานวณได้และหาคา่ IC50 จากสมการเส้นตรงที�

ได้จากกราฟ 

 

2.2 การทดสอบฤทธิ�ยับยั �งการทาํงานของเอนไซม์อีลาสเตสด้วย Porcine pancreatic 

elastase (PPE)(7)  

2.2.1 การเตรียมสาร 

2.2.1.1 การเตรียมสารละลายบฟัเฟอร์ 0.2 M Tris – HCl buffer pH 8.0 

2.2.1.1.1 ชั�งสาร Tris-HCl 3.152 g 

2.2.1.1.2 ละลายด้วย Sterile water for irrigation และปรับปริมาตรจนครบ 100 

ml 

2.2.1.1.3 ปรับ pH ด้วยสารละลาย 0.1N NaOH จนได้ pH 8.0 

2.2.1.2 การเตรียมสารละลาย PPE type IV (4.5 unit/mg solid) เตรียมความเข้มข้น

สดุท้ายในปฏิกิริยาเทา่กบั 10 µg/ml 

ชั�งเอนไซม์ 0.0001 g ละลายและปรับปริมาตรด้วยสารละลายบฟัเฟอร์จบครบ 1000 

µl 

2.2.1.3 การเตรียมสารละลาย N-succinyl-(Ala)3-p-nitroanilide (SANA) (ความ

เข้มข้นสดุท้ายในปฏิกิริยาเทา่กบั 0.8 mM) 

ชั�ง SANA 0.00361 g ละลายด้วยสารละลายบฟัเฟอร์ และปรับปริมาตรจบครบ 

1000 µl 

2.2.1.4 การเตรียมสารละลาย EGCG (ความเข้มข้นสดุท้ายในปฏิกิริยาเท่ากบั 500 

µM) 
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ชั�ง EGCG 0.0023 g ละลายด้วยสารละลายบฟัเฟอร์และปรับปริมาตรจนครบ 1000 

µl 

2.2.1.5 การเตรียมสารละลายของนํ �ามันหอมระเหย rose oil, bergamot oil, 

patchouli oil และนํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสมอตัราส่วน rose oil: bergamot oil: patchouli oil เท่ากบั 

6:3:1 (ความเข้มข้นสดุท้ายในปฏิกิริยาเทา่กบั 4 mg/ml) 

2.2.1.5.1 ชั�งนํ �ามนัหอมระเหย 0.04 g  

2.2.1.5.2 ละลายด้วย DMSO 100 µL  

2.2.1.5.3 ปรับปริมาตรด้วยสารละลายบฟัเฟอร์จบครบ 1000 µl 

2.2.2 การหาความเหมาะสมของสภาวะทดสอบ 

2.2.2.1 เตรียมสารละลาย EGCG 5 ความเข้มข้น ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายใน

ปฏิกิริยาคือ 187.5, 375, 750, 1500, 3000 µM (วิธีการทดสอบใช้วิธีการเดียวกบัการทดสอบของ

นํ �ามันหอมระเหยในข้อ 2.2.3 โดยเปลี�ยนจากสารละลายของนํ �ามนัหอมระเหยเป็นสารละลายของ 

EGCG)  

2.2.2.2 หา %inhibition ในการยบัยั �งการทํางานของ PPE ทั �ง 5 ความเข้มข้น (ทํา

การทดลองที�เป็นอิสระตอ่กนั 3 ครั �ง แตล่ะครั �งทํา 3 ซํ �า) 

2.2.2.3 นําคา่ %inhibition ที�ได้ไปสร้างกราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างคา่ความ

เข้มข้นของสาร EGCG กบัคา่เฉลี�ยของ %inhibition ที�คํานวณได้และหาคา่ IC50 จากสมการเส้นตรงที�

ได้จากกราฟ 

2.2.3 การทดสอบฤทธิ�ยบัยั �งการทํางานของ PPE ของนํ �ามันหอมระเหย rose oil, 

bergamot oil, patchouli oil และนํ �ามนัหอมระเหยสูตรผสมอตัราส่วน rose oil: bergamot oil: 

patchouli oil เทา่กบั 6:3:1 

ทําการทดลองของแตล่ะตวัอยา่งที�เป็นอิสระตอ่กนั 3 ครั �ง แตล่ะครั �งทํา 3 ซํ �า 

2.2.3.1 Negative control  

2.2.3.1.1 เตรียม 96-well plate โดยใสส่ารละลายบฟัเฟอร์ 160 µl 

2.2.3.1.2 ใสส่ารละลายเอนไซม์ 20 µl  

2.2.3.1.3 Incubate ที�อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 10 นาที 
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2.2.3.1.4 เติมสารละลาย SANA 20 µl และ incubate ที�อณุหภูมิห้องเป็นเวลา 

60 นาทีแล้วนําไปวดัคา่การดดูกลืนแสงด้วย microplate reader ที�ความยาวคลื�น 410 nm  

2.2.3.1.5 ทํา blank โดยเปลี�ยนจากการเตมิ PPE เป็นสารละลายบฟัเฟอร์ 

2.2.3.1.6 นําคา่การดดูกลืนแสงที�ได้ไปคํานวณเป็น %inhibition 

2.2.3.2 Positive control 

2.2.3.2.1 เตรียม 96-well plate โดยใสส่ารละลายบฟัเฟอร์ 160 µl 

2.2.3.2.2 ใส่สารละลาย EGCG 20 µl (ความเข้มข้นสดุท้ายในปฏิกิริยาเท่ากบั 

500 µM) ตามด้วยสารละลายเอนไซม์ 20 µM 

2.2.3.2.3 Incubate ที�อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 10 นาที 

2.2.3.2.4 เติมสารละลาย SANA 20 µl และIncubate ที�อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 

60 นาทีแล้วนําไปวดัคา่การดดูกลืนแสงด้วย microplate reader ที�ความยาวคลื�น 410 nm  

2.2.3.2.5 ทํา blank โดยเปลี�ยนจากการเตมิ PPE เป็นสารละลายบฟัเฟอร์ 

2.2.3.2.6 นําคา่การดดูกลืนแสงที�ได้ไปคํานวณเป็น %inhibition 

2.2.3.2 Solvent control  

2.2.3.2.1 เตรียม 96-well plate โดยใสส่ารละลายบฟัเฟอร์ 160 µl 

2.2.3.2.2 ใส่สารละลาย DMSO 20 µl (ความเข้มข้นสดุท้ายในปฏิกิริยาเท่ากบั 

1%v/v) ตามด้วยสารละลายเอนไซม์ 20 µl 

2.2.3.2.3 Incubate ที�อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 10 นาที 

2.2.3.2.4 เติมสารละลาย SANA 20 µl และIncubate ที�อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 

60 นาทีแล้วนําไปวดัคา่การดดูกลืนแสงด้วย microplate reader ที�ความยาวคลื�น 410 nm  

2.2.3.2.5 ทํา blank โดยเปลี�ยนจากการเตมิ PPE เป็นสารละลายบฟัเฟอร์ 

2.2.3.2.6 นําคา่การดดูกลืนแสงที�ได้ไปคํานวณเป็น %inhibition 

2.2.3.4 สารตวัอยา่ง 

2.2.3.4.1 เตรียม 96-well plate โดยใสส่ารละลายบฟัเฟอร์ 160 µl 
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2.2.3.4.2 ใสส่ารละลายละลายของนํ �ามนัหอมระเหย 20 µl (ความเข้มข้นสดุท้าย

ในปฏิกิริยาแตกตา่งกนัไป โดยควบคมุให้ปริมาณ DMSO ไม่เกิน 1%v/v) ตามด้วยสารละลายเอนไซม์ 

20 µl 

2.2.3.4.3 Incubate ที�อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 10 นาที 

2.2.3.4.4 เติมสารละลาย SANA 20 µl และIncubate ที�อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 

60 นาทีแล้วนําไปวดัคา่การดดูกลืนแสงด้วย microplate reader ที�ความยาวคลื�น 410 nm  

2.2.3.4.5 ทํา blank โดยเปลี�ยนจากการเตมิ PPE เป็นสารละลายบฟัเฟอร์ 

2.2.3.4.6 นําคา่การดดูกลืนแสงที�ได้ไปคํานวณเป็น %inhibition 

 

ตาราง 3 ตารางการใสส่ารลงใน 96-well plate เพื�อทดสอบฤทธิ�ยบัยั �งการทํางานของเอนไซม์ PPE 

 

กลุม่ 

ลําดบัและปริมาตรสารใน 96-well plate (µl) 

Buffer DMSO  EGCG  
Essential 

oil 
Enzyme Substrate 

Negative control 160 - - - 20 20 

Blank Negative control 180 - - - - 20 

Positive control 140 - 20 - 20 20 

Blank Positive control 160 - 20 - - 20 

Solvent control 140 20 - - 20 20 

Blank solvent control 160 20 - - - 20 

Tested sample 140 - - 20 20 20 

Blank Tested sample 160 - - 20 - 20 

 

2.2.4 การหา %inhibition ของสารตวัอยา่ง 

2.2.4.1 หาได้จากสมการ 
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%��ℎ������� =
�������	�������������� − �������	�������������

�������	��������������
× 100 

 

 

เมื�อ Optical density คือค่าการดดูกลืนแสงของ p-nitroanilide ในปฏิกิริยาควบคมุผลลบ (control) 

และในปฏิกิริยาทดสอบ (sample) ที�เวลาที�สิ �นสดุการทําปฏิกิริยา 

2.2.4.2 หาคา่ IC50 ของสารตวัอยา่ง 

โดยใช้คา่ %inhibition ที�ได้ไปสร้างกราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่ความเข้มข้น

ของตวัอยา่งทดสอบกบัคา่เฉลี�ยของ %inhibition ที�คํานวณได้และหาคา่ IC50 จากสมการเส้นตรงที�ได้

จากกราฟ 

 

2.3 การทดสอบฤทธิ�ยับยั �งการทาํงานของเอนไซม์ไทโรซิเนส(18)  

2.3.1 การเตรียมสาร 

2.3.1.1 การเตรียมสารละลายบฟัเฟอร์ 0.1 M Phosphate buffer pH 6.8 

2.3.1.1.1 ชั�งสาร NaH2PO4.H2O 3.1202 g ละลายด้วย sterile water for 

irrigation ปริมาตร 100 ml 

2.3.1.1.2 ชั�งสาร Na2HPO4 3.5610 g ละลายด้วย sterile water for irrigation 

ปริมาตร 100 ml 

2.3.1.2.3 นําสารละลาย NaH2PO4.H2O 24.5 ml ผสมกบัสารละลาย Na2HPO4 

25.5 ml  

2.3.1.1.4 แล้วปรับปริมาตรด้วย sterile water for irrigation จนได้ 100 ml   

2.3.1.1.5 ปรับ pH ด้วยสารละลาย NaH2PO4.H2O หรือสารละลาย Na2HPO4

จนได้ pH 6.8 

2.3.1.2 การเตรียมสารละลายเอนไซม์ไทโรซิเนส (ความเข้มข้นสุดท้ายในปฏิกิริยา

เทา่กบั 624.2 unit/ml) 

ชั�งเอนไซม์ 0.00029 g ละลายและปรับปริมาตรด้วยสารละลายบฟัเฟอร์จบครบ 

1000 µl 
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2.3.1.3 การเตรียมสารละลาย L-DOPA (ความเข้มข้นสดุท้ายในปฏิกิริยาเท่ากบั 10 

mM) 

ชั�ง L-DOPA 0.00394 g ละลายด้วยสารละลายบฟัเฟอร์ และปรับปริมาตรจบครบ 

2000 µl 

2.3.1.4 การเตรียมสารละลาย kojic acid (ความเข้มข้นสดุท้ายในปฏิกิริยาเท่ากับ 

50 µg/ml หรือคดิเป็น 0.35 mM) 

2.3.1.4.1 ชั�ง kojic acid 0.001 g ละลายด้วยสารละลายบฟัเฟอร์และปรับ

ปริมาตรจบครบ 1000 µl 

2.3.1.4.2 นําสารละลายมา 250 µl ปรับปริมาตรด้วยสารละลายบฟัเฟอร์จบครบ 

1000 µl 

2.3.1.5 การเตรียมสารละลายของนํ �ามันหอมระเหย rose oil, bergamot oil, 

patchouli oil และนํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสมอตัราส่วน rose oil: bergamot oil: patchouli oil เท่ากบั 

6:3:1 (ความเข้มข้นสดุท้ายในปฏิกิริยาเทา่กบั 4 mg/ml) 

2.3.1.5.1 ชั�งนํ �ามนัหอมระเหย 0.04 g  

2.3.1.5.2 ปรับปริมาตรด้วยสารละลายบฟัเฟอร์จบครบ 1000 µl 

2.3.2 การหาความเหมาะสมของสภาวะทดสอบ 

2.3.2.1 เตรียมสารละลาย kojic acid 5 ความเข้มข้น ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายใน

ปฏิกิริยาคือ 10, 20, 30, 40 และ 50 µg/ml (วิธีการทดสอบใช้วิธีการเดียวกบัการทดสอบของนํ �ามนั

หอมระเหยในข้อ 2.3.3 โดยเปลี�ยนจากสารละลายของนํ �ามันหอมระเหยเป็นสารละลายของ kojic 

acid)  

2.3.2.2 หา %inhibition ในการยบัยั �งการทํางานของเอนไซม์ไทรโรซิเนส ทั �ง 5 ความ

เข้มข้น (ทําการทดลองที�เป็นอิสระตอ่กนั 3 ครั �ง แตล่ะครั �งทํา 3 ซํ �า) 

2.3.2.3 นําคา่ %inhibition ที�ได้ไปสร้างกราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างคา่ความ

เข้มข้นของสาร kojic acid กับค่าเฉลี�ยของ %inhibition ที�คํานวณได้และหาค่า IC50 จากสมการ

เส้นตรงที�ได้จากกราฟ 
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2.3.3 การทดสอบฤทธิ�ยบัยั �งการทํางานของเอนไซม์ไทรโรซิเนส ของนํ �ามนัหอมระเหย 

rose oil, bergamot oil, patchouli oil และนํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสมอตัราส่วน rose oil: bergamot 

oil: patchouli oil เทา่กบั 6:3:1 

ทําการทดลองของแตล่ะตวัอยา่งที�เป็นอิสระตอ่กนั 3 ครั �ง แตล่ะครั �งทํา 3 ซํ �า 

2.3.3.1 Negative control  

2.3.3.1.1 เตรียม 96-well plate โดยใสส่ารละลายบฟัเฟอร์ 130 µl 

2.3.3.1.2 ใสส่ารละลายเอนไซม์ 30 µl  

2.3.3.1.3 Incubate ที�อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 20 นาที 

2.3.3.1.4 เติมสารละลาย L-DOPA 40 µl และ incubate ที�อุณหภูมิห้องเป็น

เวลา 10 นาทีแล้วนําไปวดัคา่การดดูกลืนแสงด้วย microplate reader ที�ความยาวคลื�น 475 nm  

2.3.3.1.5 ทํา blank โดยเปลี�ยนจากการเติม Tyrosinase เป็นสารละลาย

บฟัเฟอร์ 

2.3.3.1.6 นําคา่การดดูกลืนแสงที�ได้ไปคํานวณเป็น %inhibition 

2.3.3.2 Positive control 

2.3.3.2.1 เตรียม 96-well plate โดยใสส่ารละลายบฟัเฟอร์ 90 µl 

2.3.3.2.2 ใส่สารละลาย kojic acid 40 µl (ความเข้มข้นสุดท้ายในปฏิกิริยา

เทา่กบั 50 µg/ml หรือคดิเป็น 0.35 mM) ตามด้วยใสส่ารละลายเอนไซม์ 30 µl  

2.3.3.2.3 Incubate ที�อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 20 นาที 

2.3.3.2.4 เติมสารละลาย L-DOPA 40 µl และIncubate ที�อณุหภูมิห้องเป็นเวลา 

10 นาทีแล้วนําไปวดัคา่การดดูกลืนแสงด้วย microplate reader ที�ความยาวคลื�น 475 nm  

2.3.3.2.5 ทํา blank โดยเปลี�ยนจากการเติม Tyrosinase เป็นสารละลาย

บฟัเฟอร์ 

2.3.3.2.6 นําคา่การดดูกลืนแสงที�ได้ไปคํานวณเป็น %inhibition 

2.3.3.3 สารตวัอยา่ง 

2.3.3.3.1 เตรียม 96-well plate โดยใสส่ารละลายบฟัเฟอร์ 50 µl 
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2.3.3.3.2 ใสส่ารละลายละลายของนํ �ามนัหอมระเหย 80 µl (ความเข้มข้นสดุท้าย

ในปฏิกิริยาแตกตา่งกนัไป) ตามด้วยสารละลายเอนไซม์ 30 µl  

2.3.3.3.3Incubate ที�อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 20 นาที 

2.3.3.3.4 เติมสารละลาย L-DOPA 40 µl และIncubate ที�อณุหภูมิห้องเป็นเวลา 

10 นาทีแล้วนําไปวดัคา่การดดูกลืนแสงด้วย microplate reader ที�ความยาวคลื�น 475 nm  

2.3.3.3.5 ทํา blank โดยเปลี�ยนจากการเติม Tyrosinase เป็นสารละลาย

บฟัเฟอร์ 

2.3.3.3.6 นําคา่การดดูกลืนแสงที�ได้ไปคํานวณเป็น %inhibition 

 

ตาราง 4 ตารางการใส่สารลงใน 96-well plate เพื�อทดสอบฤทธิ�ยับยั �งการทํางานของเอนไซม์ 

Tyrosinase 

 

กลุม่ 

ลําดบัและปริมาตรสารใน 96-well plate (µl) 

Buffer Kojic acid  
Essential 

oil 
Enzyme Substrate 

Negative control 130 - - 30 40 

Blank Negative control 160 - - - 40 

Positive control 90 40 - 30 40 

Blank Positive control 120 40 - - 40 

Tested sample 50 - 80 30 40 

Blank Tested sample 80 - 80 - 40 

 

2.3.4 การหา %inhibition ของสารตวัอยา่ง 

 2.3.4.1 หาได้จากสมการ 

 

 

%��ℎ������� =
�������	�������������� − �������	�������������

�������	��������������
× 100 
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เมื�อ Optical density คือคา่การดดูกลืนแสงของ dopaquinone ในปฏิกิริยาควบคมุผลลบ (control) 

และในปฏิกิริยาทดสอบ (sample) ที�เวลาที�สิ �นสดุการทําปฏิกิริยา 

2.3.4.2 หาคา่ IC50 ของสารตวัอยา่ง 

โดยใช้คา่ %inhibition ที�ได้ไปสร้างกราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างคา่ความเข้มข้น

ของตวัอย่างทดสอบกบัคา่เฉลี�ยของ %inhibition ที�คํานวณได้และหาคา่ IC50 จากสมการเส้นตรงที�ได้

จากกราฟ 

 

2.4 การพัฒนาไมโครพาร์ทเิคิล (33, 36) 

2.4.1 การหาสภาวะที�เหมาสมในการเตรียมไมโครพาร์ทิเคลิ 

2.4.1.1 เตรียมไมโครพาร์ทิเคิลด้วยสตูรตา่ง ๆ 5 สตูร (ตาราง 5) โดยใช้นํ �ามนัตะไคร้

เป็นนํ �ามนัหอมระเหยแทนนํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสม 

 

ตาราง 5 สตูรตํารับไมโครพาร์ทิเคลิของนํ �ามนัตะไคร้ 

 

สารเคมี 
ปริมาณ 

สตูรที� 1ก สตูรที� 2ข สตูรที� 3ค สตูรที� 4ง สตูรที� 5จ 

Sodium alginate 1.67 g 1.00 g 0.67 g 0.67 g 1.00 g 

5% Chitosan 66.67 ml 

(chitosan 

3.33 g) 

40.00 ml 

(chitosan 

2.00 g) 

26.60 ml 

(chitosan 

1.33 g) 

26.60 ml 

(chitosan 

1.33 g) 

50 ml 

(chitosan 

2.50 g) 

PVA 1.25 g 1.25 g 1.25 g 0.50 g 0.50 g 

Lemongrass oil 5.00 g 5.00 g 5.00 g 5.00 g 5.00 g 

Purified water q.s. to 100.00 g 100.00 g 100.00 g 100.00 g 100.00 g 

 

ก. สตูรที� 1 คือ 5% polymer ในสดัสว่น Sodium alginate : Chitosan เทา่กบั 1:2 และ 1.25% PVA 

ข. สตูรที� 2 คือ 3% polymer ในสดัสว่น Sodium alginate : Chitosan เทา่กบั 1:2  และ 1.25% PVA 
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ค. สตูรที� 3 คือ 2% polymer ในสดัสว่น Sodium alginate : Chitosan เทา่กบั 1:2  และ 1.25% PVA 

ง. สตูรที� 4 คือ 2% polymer ในสดัสว่น Sodium alginate : Chitosan เทา่กบั 1:2  และ 0.5% PVA 

จ. สตูรที� 5 คือ 2% Sodium alginate เคลือบด้วย 5%chitosan และ 0.5% PVA 

 

2.4.1.2 วิธีการเตรียม 

2.4.1.2.1 สตูรที� 1, 2, 3 และ 4 

2.4.1.2.1.1 เตรียมอิมลัชนัชนิด oil in water 

2.4.1.2.1.1.1 ผสม Sodium alginate, 5%Chitosan, PVA และ purified 

water ให้เข้ากนัด้วย homogenizer ความเร็วเบอร์ 6 (25,000 รอบตอ่นาที) เป็นเวลา 10 นาที 

2.4.1.2.1.1.2 เตมินํ �ามนัหอมระเหยลงผสม ผสมส่วนประกอบทกุส่วนให้

เข้ากันด้วย homogenizer ความเร็วเบอร์ 6 (25,000 รอบต่อนาที) เป็นเวลา 10 นาที จนเกิดเป็น

อิมลัชนั 

2.4.1.2.1.2 การเตรียมไมโครพาร์ทิเคลิ 

2.4.1.2.1.2.1 นําอิมัลชันที�ได้ใส่หลอดฉีดยา 10 ml แล้วฉีดผ่านเข็ม

ขนาด 23 โดยตั �งปลายเข็มให้สงูจากสารละลาย 15 เซนตเิมตร  

2.4.1.2.1.2.2 หยดอิมลัชนัลงในสารละลาย 10% CaCl2 ปริมาตร 100 

ml ที�ตั �งอยูบ่น magnetic stirrer 600 รอบตอ่นาที เกิดเป็นไมโครพาร์ทิเคลิ 

2.4.1.2.1.2.3 แช่ไมโครพาร์ทิเคิลที�เกิดขึ �นทิ �งไว้ ในสารละลาย 10% 

CaCl2 ปริมาตร 100 ml ที�ตั �งอยูบ่น magnetic stirrer 600 รอบตอ่นาที 30 นาที 

2.4.1.2.1.2.4 กรองไมโครพาร์ทิเคิลด้วย vacuum filter แล้วตั �งให้แห้งที�

อณุหภมูิห้องในที�มืด นานจนกวา่ไมโครพาร์ทิเคลิแห้ง 

2.4.1.2.2 สตูรที� 5 

2.4.1.2.2.1 เตรียมอิมลัชนัชนิด oil in water 

2.4.1.2.2.1.1 ผสม Sodium alginate, PVA และ purified water ให้เข้า

กนัด้วย homogenizer ความเร็วเบอร์ 6 (25,000 รอบตอ่นาที) เป็นเวลา 10 นาที 
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2.4.1.2.2.1.2 เตมินํ �ามนัหอมระเหยลงผสม ผสมส่วนประกอบทกุส่วนให้

เข้ากันด้วย homogenizer ความเร็วเบอร์ 6 (25,000 รอบต่อนาที) เป็นเวลา 10 นาที จนเกิดเป็น

อิมลัชนั 

2.4.1.2.2.2 การเตรียมไมโครพาร์ทิเคลิ 

2.4.1.2.2.2.1 นําอิมัลชันที�ได้ใส่หลอดฉีดยา 10 ml แล้วฉีดผ่านเข็ม

ขนาด 23 โดยตั �งปลายเข็มให้สงูจากสารละลาย 15 เซนตเิมตร  

2.4.1.2.2.2.2 หยดอิมลัชนัลงในสารละลาย 10% CaCl2 ปริมาตร 100 

ml ที�ตั �งอยูบ่น magnetic stirrer 600 รอบตอ่นาที เกิดเป็นไมโครพาร์ทิเคลิ 

2.4.1.2.2.2.3 แยกไมโครพาร์ทิเคิลที�ได้ ไปแช่ใน 5% chitosan 50 ml 

ที�ตั �งอยูบ่น magnetic stirrer 350 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 60 นาที 

2.4.1.2.2.2.4 แยกไมโครพาร์ทิเคิลที�ได้ ไปแช่ใน 1% CaCl2 100 ml ที�ตั �ง

อยูบ่น magnetic stirrer 350 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 30 นาที 

2.4.1.2.2.2.5 กรองไมโครพาร์ทิเคิลด้วย vacuum filter แล้วตั �งให้แห้งที�

อณุหภมูิห้องในที�มืด นานจนกวา่ไมโครพาร์ทิเคลิแห้ง 

2.4.1.3 การประเมินคณุภาพของไมโครพาร์ทิเคลินํ �ามนัตะไคร้เพื�อหาสตูรที�ดีที�สดุไป

พฒันาไมโครพาร์ทิเคลิของนํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสมตอ่ไป(37) 

2.4.1.3.1 ใช้ไมโครพาร์ทิเคิลทั �งหมดที�เตรียมได้จากอิมลัชนั 50 g ใส่ในนํ �ากลั�น

ปริมาตร 300 ml กลั�นด้วย Clevenger-type apparatus นาน 8 ชั�วโมง แล้ววดัปริมาตรนํ �ามนัหอม

ระเหยที�ได้ 

2.4.1.3.2 คํานวณประสิทธิภาพในการกักเก็บนํ �ามันหอมระเหย (% 

Encapsulation efficiency; %EE) จากสมการ ด้านล่าง เพื�อเลือกสตูรตํารับที�ให้คา่ %EE ดีที�สดุและ

ใช้ปริมาณสารพอลิเมอร์ในตํารับน้อยที�สดุ 

 

 

%�� =	
�

��
	× 100 
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เมื�อ V คือ ปริมาตรของนํ �ามนัหอมระเหยที�ได้จากการกลั�นเมื�อด้วย Clevenger-type apparatus นาน 

8 ชั�วโมง และ V0 คือปริมาตรนํ �ามนัหอมระเหยทั �งหมดที�ใช้เตรียมไมโครพาร์ทิเคิลทั �งหมดที�เตรียมได้

จากอิมลัชนั 50 g 

2.4.1.3.3 เลือกสตูรตํารับที�ให้ %EE ดีที�สุดไปพฒันาเป็นไมโครพาร์ทิเคิลของ

นํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสม 

2.4.2 การพฒันาเป็นไมโครพาร์ทิเคลิของนํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสม 

2.4.2.1 เลือกตํารับจากข้อ 2.4.1.1 ที�มีคา่ %EE ดีที�สดุมาพฒันาเป็นไมโครพาร์ทิเคิล

โดยใช้วิธีการเตรียมเดียวกัน เพียงแต่เปลี�ยนนํ �ามันตะไคร้เป็นนํ �ามันหอมระเหยสูตรผสมอตัราส่วน 

rose oil: bergamot oil: patchouli oil เทา่กบั 6:3:1  

2.4.2.2 นําไมโครพาร์ทิเคิลที�พฒันาขึ �นไปประเมินคณุภาพ 4 ด้านคือ ขนาดอนภุาค, 

การพองตวัของอนภุาค (swelling measurement; %Sw), ประสิทธิภาพในการกกัเก็บนํ �ามนัหอมระเหย 

(%EE) และอตัราการปลดปลอ่ยนํ �ามนัหอมระเหยจากไมโครแคปซูล (cumulative release; %R) (33, 37)  

2.4.2.2.1 ขนาดของอนภุาค 

2.4.2.2.1.1 วดัขนาดอนภุาคด้วย Vernier จํานวน 20 อนภุาค  

2.4.2.2.1.2 หาคา่เฉลี�ย และส่วนเบี�ยงเบนมาตรฐานของขนาดอนภุาคที�วดั

ได้ 

2.4.2.2.2 การพองตวัของอนภุาค (swelling measurement; %Sw) 

2.4.2.2.2.1 ชั�งไมโครแคปซูล 1 g ใส่ในสารละลายบฟัเฟอร์ phosphate 

buffer pH 5.5 ปริมาตร 25 ml ที�อณุหภมูิห้อง นาน 4 ชั�วโมง 

2.4.2.2.2.2 นําไมโครแคปซูลที�พองตวั ซบันํ �าส่วนเกินด้วยกระดาษทิชชู่ แล้ว

นําไปชั�งนํ �าหนกั  

2.4.2.2.2.3 คํานวณคา่การพองตวัของไมโครแคปซูลจากสมการ 
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เมื�อ SW คือ ค่าการพองตัวของไมโครแคปซูล, Wt คือ นํ �าหนักของไมโครแคปซูลหลังจากแช่ใน

สารละลายบฟัเฟอร์ และ W0 คือ นํ �าหนกัของไมโครแคปซูลก่อนแชใ่นสารละลายบฟัเฟอร์ 

2.4.2.2.3 ประสิทธิภาพในการกกัเก็บนํ �ามนัหอมระเหย (%EE) 

ทําเหมือนวิธีการทดสอบข้อ 2.4.1.3.2 

2.4.2.2.4 อตัราการปลดปล่อยนํ �ามนัหอมระเหยจากไมโครแคปซูล (cumulative 

release; %R) 

2.4.2.2.4.1 ใช้ไมโครพาร์ทิเคิลทั �งหมดที�เตรียมได้จากอิมลัชนั 50 g ใส่ในนํ �า

กลั�นปริมาตร 300 ml กลั�นด้วย Clevenger-type apparatus นาน 8 ชั�วโมง แล้ววดัปริมาตรนํ �ามนั

หอมระเหยที�ได้ทกุ ๆ 30-60 นาที ตอ่เนื�อง 8 ชั�วโมง 

2.4.2.2.4.2 คํานวณ % Cumulative release (%R) จากสมการ 

   

 

%� =	
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	× 100 

 

 

เมื�อ V คือ ปริมาตรของนํ �ามนัหอมระเหยที�ได้จากการกลั�นนาน 8 ชั�วโมง และ Vi คือ ปริมาตรนํ �ามนั

หอมระเหยที�ได้จากการกลั�นที�เวลาตา่ง ๆ   

2.4.2.2.4.3 นําค่า %R ที�นาทีต่าง ๆ มาสร้างกราฟแสดงความสัมพันธ์

ระหวา่งปริมาตรนํ �ามนัที�วดัได้กบัเวลาที�ผา่นไป  

 

2.5 การศึกษาความคงสภาพของนํ �ามันหอมระเหยสูตรผสมในไมโครพาร์ทเิคิล 

2.5.1 การเก็บไมโครพาร์ทิเคิลของนํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสม 

2.5.1.1 เก็บไมโครพาร์ทิเคิลที�เตรียมจากอิมลัชนั 50 g ในตู้ควบคมุอณุหภูมิ 30°C 

เป็นเวลา 3 เดือน  
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2.5.1.2 นําตวัอย่างมาตรวจสอบความคงสภาพโดยหาคา่ขนาดอนภุาค, %Sw, %EE 

และ %R โดยนําตวัอย่างมาทดสอบเมื�อเก็บตวัอย่างไว้นาน 0, 1 และ 3 เดือน วิธีการทดสอบทําวิธีข้อ 

2.4.2.2 

2.5.1.3 เปรียบเทียบคา่ที�วดัได้ที�เวลาตา่ง ๆ กบัที�เวลาเริ�มต้น (เดือนที� 0) ด้วยวิธีการ

ทางสถิติด้วยโปรแกรม SPSS ใช้สถิติ One-way ANOVA เปรียบเทียบ ขนาดอนภุาคของไมโครพาร์ทิ

เคิล และเปรียบเทียบคา่ %Sw, %EE และ %R โดยเปรียบเทียบคา่เฉลี�ย ที�เวลาเริ�มต้นเปรียบเทียบกับ

เมื�อเก็บไว้ 1 เดือน และที�เวลาเริ�มต้นเปรียบเทียบกบัเมื�อเก็บไว้ 3 เดือน 

 



 

1. การทดสอบฤทธิ�ยับยั �งการทาํงานของ

1.1 การทดสอบการหาสภาวะที�เหมาะสมในการทดสอบฤทธิ�

ผลการทดสอบการหาสภาวะที�เหมาะสมในการทดสอบฤทธิ�โดยใช้ 

เชิงบวกแทนสารตวัอย่างแสดงให้เห็นว่า วิธีการทดสอบนี �สามารถใช้ทดสอบหาฤทธิ�การยับยั �งการ

ทํางานของเอนไซม์คอลลาจิเนสได้ โดยพิจารณาจากกราฟแสดงของความเข้มข้นของสาร 

%collagenase inhibition พบวา่ได้กราฟที�มีลกัษณะเป็นเส้นตรงที�มีคา่ 

สมการเส้นตรงที�ได้จากหาความสมัพนัธ์ คือ 

310.82 µM  

 

ภาพประกอบ 10 กราฟแสดงของความเข้มข้นของสาร 

1.2 การทดสอบฤทธิ�ยับยั �งการทาํงาน

การทดสอบของนํ �ามนัหอมระเหยเดี�ยวทั �งสามชนิดและนํ �ามนัหอมระเหยสูตรผสมนั �นพบว่า

นํ �ามนัหอมระเหยไม่ละลายในสารละลายบฟัเฟอร์ จึงใช้ 

อย่างไรก็ตามพบว่านํ �ามนัหอมระเหยเดี�ยวทุกชนิดสามารถละลายได้สูงสุดที�ความเข้มข้นสุดท้าย 

บทที� 4 

ผลและวจิารณ์ผลการวจิัย 

 

การทดสอบฤทธิ�ยับยั �งการทาํงานของเอนไซม์คอลลาจเินส 

การทดสอบการหาสภาวะที�เหมาะสมในการทดสอบฤทธิ� 

ผลการทดสอบการหาสภาวะที�เหมาะสมในการทดสอบฤทธิ�โดยใช้ EGCG 

เชิงบวกแทนสารตวัอย่างแสดงให้เห็นว่า วิธีการทดสอบนี �สามารถใช้ทดสอบหาฤทธิ�การยับยั �งการ

คอลลาจิเนสได้ โดยพิจารณาจากกราฟแสดงของความเข้มข้นของสาร 

พบวา่ได้กราฟที�มีลกัษณะเป็นเส้นตรงที�มีคา่ R2 เท่ากั

สมการเส้นตรงที�ได้จากหาความสมัพนัธ์ คือ y = 0.0011x+0.1581 ไปคํานวณหาคา่ 

กราฟแสดงของความเข้มข้นของสาร EGCG กบั %collagenase inhibition

 

การทดสอบฤทธิ�ยับยั �งการทาํงานเอนไซม์คอลลาจิเนสของนํ �ามันหอมระเหย

การทดสอบของนํ �ามนัหอมระเหยเดี�ยวทั �งสามชนิดและนํ �ามนัหอมระเหยสูตรผสมนั �นพบว่า

นํ �ามนัหอมระเหยไม่ละลายในสารละลายบฟัเฟอร์ จึงใช้ 5%v/v DMSO เป็นตวัช่วยในการละลาย 

อย่างไรก็ตามพบว่านํ �ามนัหอมระเหยเดี�ยวทุกชนิดสามารถละลายได้สูงสุดที�ความเข้มข้นสุดท้าย 
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EGCG ที�เป็นสารควบคมุ

เชิงบวกแทนสารตวัอย่างแสดงให้เห็นว่า วิธีการทดสอบนี �สามารถใช้ทดสอบหาฤทธิ�การยับยั �งการ

คอลลาจิเนสได้ โดยพิจารณาจากกราฟแสดงของความเข้มข้นของสาร EGCG กบั 

เท่ากบั 0.9772 และเมื�อนํา

ไปคํานวณหาคา่ IC50 ได้คา่เท่ากบั 

 
collagenase inhibition 

องนํ �ามันหอมระเหย 

การทดสอบของนํ �ามนัหอมระเหยเดี�ยวทั �งสามชนิดและนํ �ามนัหอมระเหยสูตรผสมนั �นพบว่า

เป็นตวัช่วยในการละลาย 

อย่างไรก็ตามพบว่านํ �ามนัหอมระเหยเดี�ยวทุกชนิดสามารถละลายได้สูงสุดที�ความเข้มข้นสุดท้าย 1 
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mg/ml และนํ �ามนัหอมระเหยสูตรผสมที�ความเข้มข้นสุดท้าย 1.5 mg/ml เมื�อนําไปทดสอบหาฤทธิ�

ยบัยั �งการทางานของเอนไซม์คอลลาจิเนสพบว่าทุกความเข้มข้นไม่มีฤทธิ�ในการยบัยั �งการทํางานของ

เอนไซม์ดงักลา่ว 

 

ตาราง 6 %collagenase inhibition ของนํ �ามนัหอมระเหยเดี�ยวของ rose oil, bergamot oil และ 

patchouli oil และของนํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสม 

 

นํ �ามนัหอมระเหย 

%collagenase Inhibition ของนํ �ามนัหอมระเหย ที�ความเข้มข้น

ตา่ง ๆ (mg/mL) 

0.125 0.25 0.5 0.75 1 1.25 1.5 

Rose oil 0% 0% 0% 0% 0% N/A N/A 

Bergamot oil 0% 0% 0% 0% 0% N/A N/A 

Patchouli oil 0% 0% 0% 0% 0% N/A N/A 

นํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสม*  N/A N/A N/A 0% 0% 0% 0% 

 

*rose oil: bergamot oil: patchouli oil (6:3:1), N/A หมายถึงไมมี่การทดสอบที�ความเข้มข้นนั �น ๆ 

   

เมื�อทดลองเพิ�มความเข้มข้นของ DMSO เป็น 10%v/v แล้วพบว่านํ �ามนัหอมระเหยเดี�ยว

สามารถละลายได้เพิ�มขึ �นเล็กน้อยโดยความเข้มข้นสดุท้ายที�สามารถละลายได้สงูสดุคือ 2.5 mg/ml แต่

เมื�อทดสอบ solvent control คือใช้ 10%v/v DMSO ใส่แทนสารตวัอย่าง พบว่า 10%v/v DMSO 

สามารถยบัยั �งการทางานของเอนไซม์คอลลาจิเนสได้ 28.67% จึงไม่สามารถใช้ DMSO ที�ความเข้มข้น

ดงักลา่วมาทดสอบได้เนื�องจากจะรบกวนผลการทดลอง  
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ตาราง 7 %collagenase inhibition ของสารละลาย 10%v/v DMSO 

 

สารตวัอยา่ง 

%collagenase Inhibition  

ทดสอบครั �งที� 

1  

ทดสอบครั �งที� 

2 

ทดสอบครั �งที� 

3 

คา่เฉลี�ย 

5%v/v DMSO 0% 0% 0% 0% 

10%v/v DMSO 28% 29% 29% 28.67% 

   

ผลการวิจยัที�ไม่พบฤทธิ�ยบัยั �งการทํางานของเอนไซม์คอลลาจิเนสของนํ �ามนัหอมระเหยทั �ง

นํ �ามนัเดี�ยวและนํ �ามนัผสม สอดคล้องกบัการทบทวนวรรณกรรมที�ไม่พบการรายงานนํ �ามนัหอมระเหย

หรือสารที�เป็นส่วนประกอบของนํ �ามนัหอมระเหยที�ใช้ทดสอบมีคุณสมบตัิการยับยั �งการทํางานของ

เอนไซม์คอลลาจิเนสได้เลย อย่างไรก็ตามจากการวิจยันี �ยงัไม่อาจสรุปได้ว่านํ �ามนัหอมระเหยเดี�ยวทั �ง

สามชนิด และนํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสมนั �นไม่มีฤทธิ�ในการยบัยั �งการทางานของเอนไซม์คอลลาจิเนส 

เนื�องจากความเข้มข้นที�ใช้ทดสอบเป็นความเข้มข้นที�ยงัตํ�า แต่เนื�องด้วยข้อจํากัดในการละลายของ

นํ �ามนัหอมระเหยด้วย DMSO ในสารละลายบพัเฟอร์ดงันั �นจงึมีความจําเป็นที�จะต้องหาวิธีการเพิ�มการ

ละลายของนํ �ามนัหอมระเหยวิธีอื�น ๆ ที�จะไม่ส่งผลรบกวนการทดสอบต่อไปเพื�อที�จะทดสอบฤทธิ�ของ

นํ �ามนัหอมระเหยที�ความเข้มข้นที�สงูขึ �น  

 

2. การทดสอบฤทธิ�ยับยั �งการทาํงานของเอนไซม์อีลาสเตสด้วย Porcine pancreatic 

elastase (PPE) 

2.1 การทดสอบการหาสภาวะที�เหมาะสมในการทดสอบฤทธิ� 

ผลการทดสอบการหาสภาวะที�เหมาะสมในการทดสอบฤทธิ�โดยใช้ EGCG ที�เป็นสารควบคมุ

เชิงบวกแทนสารตวัอย่างแสดงให้เห็นว่า วิธีการทดสอบนี �สามารถใช้ทดสอบหาฤทธิ�การยับยั �งการ

ทํางานของเอนไซม์ PPE ได้ โดยพิจารณาจากกราฟแสดงของความเข้มข้นของสาร EGCG กบั %PPE 

inhibition พบวา่ได้กราฟที�มีลกัษณะเป็นเส้นตรงที�มีคา่ R2 เท่ากบั 0.9651 และเมื�อนําสมการเส้นตรงที�

ได้จากหาความสมัพนัธ์ คือ y = 0.0001x + 0.0518 อย่างไรก็ตามในการคํานวณหาคา่ IC50 ยงัไม่
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สามารถทําได้เนื�องจากกราฟที�ได้นั �น ไม่ได้คลุมช่วงความเข้มข้นที�มีค่า %PPE inhibition มากกว่า 

50% เมื�อทดสอบที�ความเข้มข้นสงูขึ �นคือ 12 mM พบว่าคา่ %PPE inhibition มีคา่ 41.23 %  แสดงว่า

ที�ความเข้มข้นที�สงูขึ �นนั �น การยบัยั �งการทํางานของเอนไซม์ ไม่แสดงความสมัพนัธ์ในเชิงเส้นตรงกบัคา่

ความเข้มข้นของ EGCG อยา่งไรก็ตามการทดลองนี �ให้ผลของกราฟออกมาเป็นเส้นตรงในช่วง 187.5 -

3,000 µM แสดงให้เห็นว่าวิธีการทดสอบนี �สามารถนําไปใช้ในการทดสอบฤทธิ�ของนํ �ามนัหอมระเหย

ตอ่ไปได้ 

 

ภาพประกอบ 11 กราฟแสดงของความเข้มข้นของสาร EGCG กบั %PPE inhibition 

 

2.2 การทดสอบฤทธิ�ยับยั �งการทาํงานเอนไซม์ PPE ของนํ �ามันหอมระเหย 

การทดสอบของนํ �ามนัหอมระเหยเดี�ยวทั �งสามชนิดและนํ �ามนัหอมระเหยสูตรผสมนั �นพบว่า

นํ �ามันหอมระเหยไม่ละลายในสารละลายบฟัเฟอร์ จึงใช้ 1%v/v DMSO (ความเข้มข้นสุดท้ายใน

ปฏิกิริยา) เป็นตวัช่วยในการละลาย เนื�องจากการการทดสอบ solvent control พบว่าการใช้ 1% v/v 

DMSO เป็นความเข้มข้นสงูสดุที�ไมย่บัยั �งการทํางานของเอนไซม์ PPE  

นํ �ามนัหอมระเหยเดี�ยวและนํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสมทกุชนิดสามารถละลายได้สงูสดุที�ความ

เข้มข้นสดุท้าย 2 mg/ml แตทํ่าการทดสอบนํ �ามนัหอมระเหยทกุชนิดที�ความเข้มข้นสดุท้ายสงูสดุที� 4 

mg/ml โดยที�ความเข้มข้นนี � ลกัษณะของนํ �ามนัหอมระเหยที�นําไปทดสอบจะมีลกัษณะเป็นอิมลัชนั 

y = 0.0001x + 0.0518
R² = 0.9651
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เมื�อนําไปทดสอบหาฤทธิ�ยบัยั �งการทางานของเอนไซม์ PPE พบว่าทุกความเข้มข้นไม่มีฤทธิ�ในการ

ยบัยั �งการทางานของเอนไซม์ดงักลา่ว 

ตาราง 8 %PPE inhibition ของนํ �ามนัหอมระเหยเดี�ยวของ rose oil, bergamot oil และ patchouli oil 

และของนํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสม 

 

นํ �ามนัหอมระเหย 
%PPE Inhibition ของนํ �ามนัหอมระเหย ที�ความเข้มข้นตา่ง ๆ (mg/mL) 

0.25 0.5 1 2 4 

Rose oil 0% 0% 0% 0% 0% 

Bergamot oil 0% 0% 0% 0% 0% 

Patchouli oil 0% 0% 0% 0% 0% 

นํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสม*  0% 0% 0% 0% 0% 

 

*rose oil: bergamot oil: patchouli oil (6:3:1) 

 

ผลการวิจยัที�ได้สอดคล้องกบังานวิจยัของ Masahiro Mori และคณะในปี 2002 ที�ศกึษาฤทธิ�

ยบัยั �งการทํางานของ PPE ของนํ �ามนัหอมระเหย ที�พบว่า bergamot oil ที�ความเข้มข้น 250 µg/ml ไม่

มีฤทธิ�ยบัยั �งการทํางานของ PPE นอกจากนี � Masahiro Mori และคณะยงัได้ทดสอบฤทธิ�ของ lemon 

oil (พืชวงศ์เดียวกบั bergamot) ที�ความเข้มข้น 250 µg/ml พบว่า lemon oil มีฤทธิ�ยบัยั �งการทํางาน

ของ PPE ได้มากกว่า 80% โดยนํ �ามนัหอมระเหยทั �งสองชนิด (bergamot oil และ lemon oil) ตา่งก็มี

สาร limonene ที�เป็นสารที�เป็นส่วนประกอบหลกัของ แตเ่มื�อนํา limonene ไปทําสอบฤทธิ�ยบัยั �ง PPE 

พบวา่ที�ความเข้มข้น 250 µg/ml limonene สามารถยบัยั �งการทํางานของ PPE ได้เพียงประมาณ 50% 

ดงันั �น limonene จึงไม่ได้เป็นสารหลกัที�ยบัยั �งการทํางานของ PPE ใน lemon oil แตอ่าจจะเป็นสาร

ชนิดอื�น ๆ ในที�ช่วยเสริมฤทธิ�กนัมากกว่า ดงันั �นการที� bergamot oil ไม่มีฤทธิ�อาจเกิดจากมีประมาณ 

limonene น้อยเกินไปจนไม่สามารถยบัยั �งการทํางานของ PPE หรืออาจมีสารอื�น ๆ ที�หกัล้างฤทธิ�ของ 

limonene ก็เป็นได้ 
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จากข้อมลูของ Masahiro Mori และคณะ แสดงให้เห็นว่า bergamot oil ที�ไม่มีฤทธิ�ยบัยั �งการ

ทํางานของ PPE ทําให้ในงานวิจยันี �ทดลองผสมนํ �ามนั bergamot oil ร่วมกบันํ �ามนัหอมระเหยอื�น ๆ 

คือ rose oil และ patchouli oil โดยหวงัให้ส่วนประกอบของนํ �ามนัที�ผสมกนัช่วยเสริมฤทธิ�กนัในการ

ยบัยั �งการทํางานของ PPE  แตผ่ลการวิจยันั �นพบว่านํ �ามนัหอมระเหยเดี�ยวของทั �ง rose oil, bergamot 

oil และ patchouli oil และนํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสมไม่มีฤทธิ�ในการยบัยั �งการทํางานของ PPE เลย  

อย่างไรก็ตามจากการวิจยันี �ยังไม่อาจสรุปได้ว่านํ �ามันหอมระเหยเดี�ยวทั �งสามชนิด และนํ �ามันหอม

ระเหยสูตรผสมนั �นไม่มีฤทธิ�ในการยับยั �งการทางานของเอนไซม์อีลาสเตส เนื�องด้วยข้อจํากัดในการ

ละลายของนํ �ามนัหอมระเหยด้วย DMSO ในสารละลายบพัเฟอร์ ดงันั �นจึงมีความจาเป็นที�จะต้องหา

วิธีการเพิ�มการละลายของนํ �ามนัหอมระเหยวิธีอื�น ๆ ที�จะไม่ส่งผลรบกวนการทดสอบต่อไปเพื�อที�จะ

ทดสอบฤทธิ�ของนํ �ามนัหอมระเหยที�ความเข้มข้นสงูขึ �น 

 

3. การทดสอบฤทธิ�ยับยั �งการทาํงานของเอนไซม์ไทโรซเินส 

3.1 การทดสอบการหาสภาวะที�เหมาะสมในการทดสอบฤทธิ� 

ผลการทดสอบการหาสภาวะที�เหมาะสมในการทดสอบฤทธิ�โดยใช้ Kojic acid ที�เป็นสาร

ควบคมุเชิงบวกแทนสารตวัอย่างแสดงให้เห็นว่า วิธีการทดสอบนี �สามารถใช้ทดสอบหาฤทธิ�การยบัยั �ง

การทํางานของเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ โดยพิจารณาจากกราฟแสดงของความเข้มข้นของสาร Kojic acid 

กบั %Tyrosinase inhibition พบว่าได้กราฟที�มีลกัษณะเป็นเส้นตรงที�มีคา่ R2 เท่ากบั 0.9689 และเมื�อ

นําสมการเส้นตรงที�ได้จากหาความสมัพนัธ์ คือ y = 0.01x + 0.3558 เมื�อคํานวณหาคา่ IC50 ได้เท่ากบั 

14.42 µg/ml 
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ภาพประกอบ 12 กราฟแสดงของความเข้มข้นของสาร kojic acid กบั %Tyrosinase inhibition 

 

3.2 การทดสอบฤทธิ�ยับยั �งการทาํงานเอนไซม์ไทโรซิเนสของนํ �ามันหอมระเหย 

การทดสอบของนํ �ามนัหอมระเหยเดี�ยวทั �งสามชนิดและนํ �ามนัหอมระเหยสูตรผสมนั �นพบว่า

นํ �ามนัหอมระเหยไม่ละลายในสารละลายบฟัเฟอร์ จึงทดลองใช้ DMSO และ ethanol เป็นตวัช่วยใน

การละลาย เนื�องจากการการทดสอบ solvent control พบว่าการใช้ DMSO และ ethanol ทกุความ

เข้มข้น (เริ�มทดสอบที�ความเข้มข้นสดุท้ายของ DMSO และ ethanol เท่ากบั 1%v/v) ยบัยั �งการทํางาน

ของเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ จงึเลือกที�จะไมใ่ช้ตวัทําลายในการทดสอบนี � 

อย่างไรก็ตามพบว่านํ �ามนัหอมระเหยเดี�ยวและนํ �ามันหอมระเหยสูตรผสมทุกชนิดสามารถ

ละลายได้สงูสดุที�ความเข้มข้นสดุท้าย 0.5 mg/ml แตทํ่าการทดสอบนํ �ามนัหอมระเหยทกุชนิดที�ความ

เข้มข้นสดุท้ายสงูสดุที� 4 mg/ml โดยที�ความเข้มข้นมากกว่า 0.5 mg/ml ลกัษณะของนํ �ามนัหอมระเหย

ที�นําไปทดสอบจะมีลกัษณะเป็นอิมลัชนั เมื�อนําไปทดสอบหาฤทธิ�ยบัยั �งการทางานของเอนไซม์ไทโร

ซิเนส พบวา่มีฤทธิ�ยบัยั �งการทํางานของเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ดงัแสดงในตาราง 9 

 

  

y = 0.01x + 0.3558
R² = 0.9689
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ตาราง 9 %tyrosinase inhibition ของนํ �ามนัหอมระเหยเดี�ยวของ rose oil, bergamot oil และ 

patchouli oil และของนํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสม 

 

นํ �ามนัหอมระเหย 
%tyrosinase Inhibition ของนํ �ามนัหอมระเหย ที�ความเข้มข้นตา่ง ๆ (mg/mL) 

0.25 0.50 0.75 1.00 1.50 4.00 

Rose oil 6±3.3% 7±1.9% 9±1.9% 7±8.5% 17±10.4% 28±14.2% 

Bergamot oil 8±8.8% 18±4.6% 21±1.7% 19±2.1% 16±5.7% 21±10.7% 

Patchouli oil 4±4.7% 3±0.9% 1±1.1% 1±4.9% 1±3.7% 0% 

นํ �ามนัหอมระเหย

สตูรผสม*  
9±2.7% 6±1.42% 5±2.8% 6±5.5% 9±4.6% 45±4.6% 

 

*rose oil: bergamot oil: patchouli oil (6:3:1) 

 

จากผลการทดสอบฤทธิ�ยบัยั �งการทํางานของเอนไซม์ไทโรซิเนสพบว่านํ �ามนัหอมระเหยเดี�ยว 

rose oil, bergamot oil และนํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสมอตัราส่วน rose oil: bergamot oil: patchouli 

oil เท่ากับ 6:3:1 มีฤทธิ�ยบัยั �งการทํางานของเอนไซม์ไทโรซิเนส ในขณะที�นํ �ามนั patchouli oil  มี

แนวโน้มที�จะไมฤ่ทธิ� 

โดยค่า%tyrosinase inhibition ที� คํานวณได้ในแต่การทดสอบนั �นพบว่ามีค่าที� ไม่มี

ความสมัพนัธ์เชิงเส้น และยงัมีคา่ความเบี�ยงเบนที�สูงโดยเฉพาะตวัอย่างที�ความเข้มข้นสงู ๆ  อาจเกิด

เนื�องจากความขุ่นของสารทดสอบที�ใช้ในปฏิกิริยาทําให้ไม่สามารถวัดค่าการดูดกลืนแสงได้อย่าง

ถกูต้องและแม่นยํา อย่างไรก็ตามสามารถกล่าวได้ว่านํ �ามนัหอมระเหยเดี�ยว rose oil, bergamot oil 

และนํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสมอตัราส่วน rose oil: bergamot oil: patchouli oil เท่ากบั 6:3:1 มีฤทธิ�

ยบัยั �งการทํางานของเอนไซม์ไทโรซิเนส 

จากผลการทดสอบฤทธิ�ทางชีวภาพทั �งหมดแสดงให้เห็นว่านํ �ามนัหอมระเหยทั �งนํ �ามนัเดี�ยว

และนํ �ามันผสมไม่มีฤทธิ�ยับยั �งการทํางานของเอนไซม์คอลลาจิเนสและอีลาสเตสที�ความเข้มข้นที�

ทดสอบ แต ่rose oil, bergamot oil และนํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสมมีฤทธิ�ยบัยั �งการทํางานของเอนไซม์
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ไทโรซิเนสได้ แต่ยังจําเป็นต้องทดสอบที�ความเข้มข้นที�สูงขึ �นไป อย่างไรก็ตามเนื�องจากนํ �ามนัหอม

ระเหยสตูรผสมนี � (rose oil: bergamot oil: patchouli oil ในอตัราส่วน 6:3:1) มีรายงานฤทธิ�ต้านสิว 

และต้านอนุมลูอิสระที�ดี หากต้องการนํานํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสมสูตรนี �ไปใช้ในการผลิตผลิตภณัฑ์

เชิงพาณิชย์ และอ้างฤทธิ�ชะลอวยัเพิ�มเติม ควรนํานํ �ามนัหอมระเหยสูตรผสมสูตรนี �มาผสมกับนํ �ามนั

หอมระเหยอื�น ๆ ที�มีรายงานการยบัยั �งการทํางานของเอนไซม์คอลลาจิเนส และ/หรือเอนไซม์อีลาสเตส 

และทดสอบฤทธิ�ทางชีวภาพอีกครั �ง ก็จะเป็นแนวทางอีกทางหนึ�งที�จะสามารถใช้พฒันาผลิตภณัฑ์ที�มี

ฤทธิ�ทางชีวภาพที�หลากหลาย เป็นการเพิ�มมลูคา่ของผลิตภณัฑ์นั �นได้อีกทางหนึ�ง  

นอกจากนี �หากต้องการนํ �านํ �ามันหอมระเหยสูตรผสมสูตรนี �ไปพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์เชิง

พาณิชย์นั �นอาจมีความเป็นไปได้ตํ�า เนื�องจากต้นทนุของวตัถดุิบที�สงูของ rose oil ดงันั �นหากต้องการ

พฒันาผลิตภัณฑ์ ควรทําการศึกษาว่าสารที�เป็นองค์ประกอบใดของ rose oil มีฤทธิ�ทางชีวภาพที�

ต้องการ และหานํ �ามนัหอมระเหยจากพืชแหล่งอื�น ๆ ที�มีสารสําคญัที�เป็นสารออกฤทธิ� และราคาถูก

กว่ามาใช้ทดแทน แต่ทั �งนี �ต้องนํานํ �ามนัหอมระเหยจากแหล่งนั �น ๆ มาทดสอบฤทธิ�ทางชีวภาพก่อน 

เพื�อให้แนใ่จวา่มีฤทธิ�ทางชีวภาพที�ดีกวา่หรือใกล้เคียงกบันํ �ามนัหอมระเหยต้นแบบ ก่อนที�จะนําไปผลิต

ในเชิงพาณิชย์ตอ่ไป    

 

4. การพัฒนาไมโครพาร์ทเิคิล 

4.1 การหาสภาวะที�เหมาะสมในการเตรียมไมโครพาร์ทเิคิล 

การหาสภาวะที�เหมาะสมของการพฒันาไมโครพาร์ติเคิลของนํ �ามนัหอมระเหยนั �น ได้พฒันา

ไมโครพาร์ตเิคลิของนํ �ามนัตะไคร้เพื�อใช้เป็นตวัแทนของนํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสม เนื�องจากมีคา่ความ

หนาแน่นที�ใกล้เคียงกนั และมีราคาถูกกว่า โดยเมื�อพฒันาไมโครพาร์ทิเคิลของนํ �ามนัตะไคร้จากสูตร

ตํารับที� 1-5 แล้วพบว่าสูตรที� 1 ไม่สามารถพฒันาเป็นไมโครพาร์ทิเคิลได้ เนื�องจากอิมลัชนัที�เตรียมมี

ความหนืดที�สูงเกินไป ไม่สามารถนําไปหยดผ่านเข็มเบอร์ 23 ให้เป็นไมโครพาร์ทิเคิลทรงกลมได้ 

สําหรับสตูรตํารับที� 2, 3, 4 และ 5 สามารถเตรียมได้เป็นไมโครพาร์ทิเคิลทรงกลมที�มีคา่ %EE ดงัแสดง

ในตางรางที� 10  
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ตาราง 10 %EE ของไมโครพาร์ทิเคลิของนํ �ามนัตะไคร้ 

 

สูตรที� %EE 

1 เตรียมไมโครพาร์ทิเคลิไมไ่ด้ เนื�องจากอิมลัชนัมีความหนืดมากเกินไป  

2 35.18 % 

3 44.01 % 

4 31.67 % 

5 35.10 % 

 

เมื�อพิจารณาจาคา่ %EE พบว่าไมโครพาร์ทิเคิลที�เตรียมจากสตูรที� 3 คือ 2% polymer ใน

สดัส่วน Sodium alginate : Chitosan เท่ากบั 1:2  และ 1.25% PVA ให้คา่ %EE สงูที�สดุคือ 44.01% 

จะได้นําไมโครพาร์ทิเคิลสตูรนี �ไปพฒันาเป็นไมโครพาร์ทิเคิลของนํ �ามนัหอมระเหยสูตรผสม rose oil, 

bergamot oil และ patchouli oil ในอตัราสว่น 6:3:1 ตอ่ไป 

 

4.2 การพัฒนาเป็นไมโครพาร์ทเิคิลของนํ �ามันหอมระเหยสูตรผสม 

เมื�อเตรียมไมโครพาร์ทิเคิลของนํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสมจากสตูรที� 3 ข้างต้นคือเตรียมโดย

วิธี complex coacervation ด้วยการเตรียมอิมลัชันชนิดนํ �ามันในนํ �า โดยใช้ sodium alginate : 

chitosan อตัราส่วน 1:2 ผสมกนัเป็นผนงัที�ความเข้มข้น 2% และใช้ PVA 1.25% เป็นสารทําอิมลัชนั 

ได้ไมโครพาร์ทิเคลิทรงกลม สีเหลือง ลกัษณะดงัภาพประกอบ 13  

        

 

 

 

 

ภาพประกอบ 13 ไมโครพาร์ทิเคลิของนํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสม 
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พบว่าสามารถกกัเก็บนํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสม rose oil, bergamot oil และ patchouli oil 

ในอัตราส่วน 6:3:1 ได้ ซึ�งเมื�อทดสอบคุณสมบัติของไมโครพาร์ทิเคิลได้ผลคือขนาดอนุภาคเฉลี�ย 

1.04±0.25 mm, %Sw 50.24%, %EE 39.57% และ %R เป็นดงัแสดงในตาราง 11 และภาพประกอบ 

14 

 

ตาราง 11 %R ของไมโครพาร์ทิเคลิของนํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสมจากสตูรที� 3 

 

เวลา (นาที) ปริมาตรของนํ �ามันหอมระเหย (ml) %R 

0 0 0 

30 0.1 9% 

60 0.25 23% 

90 0.45 41% 

120 0.55 50% 

150 0.65 59% 

180 0.75 68% 

210 0.85 77% 

240 0.95 86% 

270 0.95 86% 

300 1 91% 

360 1.05 95% 

420 1.1 100% 

480 1.1 100% 
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ภาพประกอบ 14 กราฟแสดง %R ที�เวลาตา่ง ๆ ของไมโครพาร์ทิเคลิของนํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสม 

 

ไมโครพาร์ทิเคลิของนํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสม rose oil, bergamot oil และ patchouli oil ใน

อตัราส่วน 6:3:1 ที�เตรียมโดยวิธี complex coacervation ด้วยการเตรียมอิมลัชนัชนิดนํ �ามนัในนํ �า โดย

ใช้ sodium alginate : chitosan อัตราส่วน 1:2 ผสมกันเป็นผนังที�ความเข้มข้น 2% และใช้ PVA 

1.25% เป็นสารทําอิมลัชนัให้คา่การกกัเก็บนํ �ามนัหอมระเหยที�ดีที�สดุ คือมีคา่ %EE เท่ากบั 39.57% มี

คา่การพองตวัของไมโครพาร์ทิเคิลเมื�อทดสอบใน pH 5.5 เท่ากับ 50.24% แสดงอตัราการปลดปล่อย

ของนํ �ามนัหอมระเหย โดยนํ �ามนัหอมระเหยคอ่ย ๆ ถกูปลดปล่อยออกมาจากไมโครพาร์ทิเคิลเมื�อเวลา

ผา่นไป 

จากผลการทดลองที�ได้แสดงให้เห็นว่าสตูรตํารับของไมโครพาร์ทิเคิลที�พฒันาขึ �นสามารถกัก

เก็บนํ �ามนัหอมระเหยได้ แตมี่ความสามารถในการกกัเก็บที�ตํ�า คือมีคา่ %EE 39.57% หนึ�งในปัจจยัที�

เป็นสาเหตคืุอคณุภาพของ wall material ซึ�งในที�นี �คือ sodium alginate และ chitosan รวมไปถึง

คณุภาพของสารลดแรงตงึผิวที�ใช้คือ PVA  ด้วยเช่นกนั เนื�องจากสารทั �งสามชนิดที�มีใช้นั �นมีอยู่หลาย

ระดบั ในการทดลองครั �งนี �ใช้สารเคมีที�เป็น commercial grade ซึ�งไม่ได้ระบคุณุสมบตัิเฉพาะของสาร

เช่น %guluronic acid subunits และ % mannuronic acid subunits ของ sodium alginate หรือคา่

มวลโมเลกลุ และคา่ deacetylation degree ของ chitosan(30, 32) และคา่มวลโมเลกลุของ PVA(38) ซึ�ง

คา่เหล่านี �มีผลตอ่ความสามารถในการกกัเก็บนํ �ามนัหอมระเหย ทําให้ผลการทดลองที�ได้คลาดเคลื�อน

จากงานวิจยัก่อนหน้านี �ของ Dima และคณะในปี 2014 อย่างไรก็ตามหากจะเลือกใช้พอลิเมอร์ที�เป็น 
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commercial grade นี �ต่อไปในการพฒันาไมโครพาร์ทิเคิลจําเป็นที�จะต้องศึกษาปรับสดัส่วนของ

องค์ประกอบให้เหมาะสม เพื�อให้สามารถกกัเก็บนํ �ามนัหอมระเหยได้ดีขึ �นตอ่ไป  

นอกจากนี � PVA ที�ใช้เป็นส่วนประกอบของผนังไมโครพาร์ทิเคิลนอกจากจะเป็นสารทํา

อิมลัชนัแล้วยงัทําหน้าที�เป็นสารก่อฟิล์ม แตต้่องนํา PVA ไปให้ความร้อนให้อณุหภูมิสงูกว่าคา่ glass 

transition temperature ที�อุณหภูมิประมาณ 85°C(39) ดังนั �นอาจปรับเปลี�ยนกระบวนการเตรียม

อิมลัชนัโดยเพิ�มการให้ความร้อนระหวา่งการละลายผนงัในขั �นตอนแรก เพื�อเพิ�มคณุสมบตัิการเป็นสาร

ก่อฟิล์มของ PVA และนา่จะสง่ผลให้ผนงัของไมโครพาร์ทิเคลิมีความแข็งแรงมากขึ �น กกัเก็บนํ �ามนัหอม

ระเหยได้มากขึ �น และยาวนานขึ �น อย่างไรก็ตามหลงัจากให้ความร้อน PVA แล้วจะเป็นต้องรอให้

อณุหภมูิของสารนั �นกลบัมาอยู่ที�อณุหภูมิห้องหรืออณุหภูมิที�เหมาะสมก่อนจะเติมนํ �ามนัหอมระเหยลง

ผสม เพื�อลดการระเหยของนํ �ามนัหอมระเหย 

ข้อสงัเกตอีกอย่างหนึ�งของทดสอบ %EE และ %R โดยการกลั�นด้วยนํ �า โดยใช้ clevenger-

type apparatus นั �น เนื�องจากวิธีการนี �ไมโครพาร์ทิเคิลจะสมัผสักบันํ �าโดยตรงที�อณุหภูมิสงูประมาณ 

100°C อาจทําให้องค์ประกอบอื�น ๆ นอกเหนือจากนํ �ามันหอมระเหยถูกกลั�นและควบแน่นออกมา

รวมกนัด้วย ดงันั �นปริมาตรของนํ �าที�วดัได้อาจไม่เป็นปริมาตรที�แท้จริง อย่างไรก็ตามในการศกึษาตอ่ ๆ 

ไปสามารถตรวจสอบได้ว่าวิธีการกลั�นแบบมีการเจือปนของสารอื�น ๆ ออกมากับนํ �ามันหอมระเหย

หรือไม่ด้วยวิธีการตรวจสอบองค์ประกอบทางเคมี เช่นการทํา Thin-layer chromatography 

เปรียบเทียบนํ �ามนัหอมระเหยที�กลั�นได้กบันํ �ามนัหอมระเหยที�ใช้เตรียมไมโครพาร์ทิเคิล ก็จะบอกได้ว่ามี

สารเจือปนหรือไม ่เพื�อจะปรับเปลี�ยนการหาคา่ %EE และ %R ด้วยวิธีอื�น ๆ ตอ่ไป 

 

5. การศึกษาความคงสภาพของนํ �ามันหอมระเหยสูตรผสมในไมโครพาร์ทเิคิล 

เมื�อพฒันาไมโครพาร์ทิเคิลของนํ �ามนัหอมระเหยและเก็บไว้ในตู้ควบคมุอณุหภูมิ 30°C นาน 

3 เดือน โดยติดตามคุณสมบตัิของไมโครพาร์ทิเคิลในเดือนที� 0, 1 และ 3 พบว่าไมโครพาร์ทิเคิลมี

คณุสมบตัทีิ�เปลี�ยนแปลงไปดงันี �  

5.1 ขนาดอนภุาคในเดือนที� 0 ไมโครพาร์ทิเคลิมีขนาดอนภุาคเฉลี�ย 1.04±0.24 mm ที�เดือนที� 

1 มีขนาด 1.00±0.26 mm และในเดือนที� 3 มีขนาด 1.06±0.18 mm เมื�อนําผลที�ได้ไปวิเคราะห์ด้วย 
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โปรแกรม SPSS เพื�อหาความแตกตา่งพบวา่ขนาดอนภุาคเฉลี�ยของไมโครพาร์ทิเคลิเมื�อเก็บไว้เป็นเวลา 

3 เดือนมีขนาดไมเ่ปลี�ยนแปลงอยา่งมีนยัสําคญัที�ระดบัความเชื�อมั�น 95% (ตาราง 12) 

5.2 %Sw พบว่าที�เดือนที� 0 ไมโครพาร์ทิเคิลมีค่าการพองตัว 50.24% ที�เดือนที� 1 มีค่า 

48.73% และเดือนที� 3 มีค่า 86.26% ซึ�งแสดงให้เห็นว่าในเดือนที� 3 ไมโครพาร์ทิเคิลที�เตรียมได้มีค่า

การพองตวัสงูขึ �น อาจส่งผลให้การปลดปล่อยนํ �ามนัหอมระเหยเกิดได้เร็วขึ �นเมื�อเก็บตอ่ไปนานกว่า 3 

เดือน (ตาราง 12) 

5.3 %EE เมื�อเวลาผ่านไปไมโครพาร์ทิเคิลที�เก็บไว้มีคา่ %EE ลดลงอย่างเห็นได้ชดัเจน โดย

ในเดือนที� 0 มีคา่ %EE 39.57% เดือนที� 1 มีคา่ 30.58% และเดือนที� 3 มีคา่ 23.38% แสดงให้เห็นว่า

นํ �ามนัหอมระเหยมีการระเหยออกไปจากไมโครพาร์ทิเคิล โดยเมื�อเปรียบเทียบระหว่างเดือนที� 0 และ 

เดือนที� 1 ปริมาณนํ �ามนัหอมระเหยที�ระเหยออกไปคดิเป็น 22.73% และเมื�อเปรียบเทียบเดือนที� 1 และ

เดือนที� 3 ปริมาณนํ �ามนัหอมระเหยที�ระเหยออกไปคิดเป็น 23.53% อย่างไรก็ตามหากเปรียบเทียบเป็น

ปริมาณนํ �ามันหอมระเหยคงเหลือโดยคิดให้เดือนที� 0 เป็น 100% เดือนที� 1 จะมีปริมาณนํ �ามันหอม

ระเหยคงเหลืออยู ่77.27% และเดือนที� 3 จะมีปริมาณนํ �าหอมระเหยคงเหลืออยู ่59.09% (ตาราง 12) 

 

ตาราง 12 สรุปผลการทดลองการศกึษาความคงสภาพของขนาดอนภุาค, %SW และ %EE 

 

คณุสมบตัทีิ�ทดสอบ เดือนที� 0 เดือนที� 1 เดือนที� 3 

ขนาดอนภุาค (mm) 1.04±0.24 1.00±0.26 1.06±0.18 

%SW 50.24% 48.73% 86.26% 

%EE 39.57% 30.58% 23.38% 

% ปริมาณการระเหยของนํ �ามนัหอมระเหย - 22.73% 23.53% 

% ประมาณคงเหลือของนํ �ามนัหอมระเหย 100% 77.27% 59.09% 

 

%R ของไมโครพาร์ทิเคลิเมื�อเก็บไว้ 3 เดือนเป็นไปดงัแสดงในตาราง 13 และในภาพประกอบ 

15 เมื�อพิจารณาจากเส้นแนวโน้มจะพบว่าคา่ความชนัของเส้นแนวโน้มในแต่ละเดือนมีค่าเท่ากนัหรือ

ใกล้เคียงกันมาก แสดงให้เห็นว่าอตัราการปลดปล่อยนํ �ามนัหอมระเหยนั �นไม่มีความแตกต่างกันเมื�อ

เวลาผ่านไป เพียงแตป่ริมาณที�ถกูปลดปล่อยจะลดลงเนื�องจาก %EE มีคา่ลดลงเมื�อเวลาผ่านไป หาก
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พิจารณาจากอัตราการปลดปล่อยของนํ �ามันหอมระเหยจากไมโครพาร์ทิเคิลอาจคาดเดาได้ว่าการ

ปลดปลอ่ยเป็นไปตาม Zero Order Kinetic Model ที�อตัราการปลดปล่อยจะไม่ขึ �นกบัความเข้มข้นของ

สาร(40) อยา่งไรก็ตามเนื�องจากจํานวนครั �งในการทดลองครั �งนี �ทําการทดลองเพียง 1 การทดลองและ 1 

ซํ �าในแตล่ะเดือนที�เก็บไมโครพาร์ทิเคิลเอาไว้ จึงยงัไม่สามารถสรุปได้เป็นเพียงการคาดเดาจากผลการ

ทดลองที�มีอยูเ่ทา่นั �น 

 

ตาราง 13 %R ของไมโครพาร์ทิเคลิของนํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสมเมื�อเก็บไว้ 0, 1 และ 3 เดือน 

 

 เวลา 

(นาที) 

เดือนที� 0 เดือนที� 1  เดือนที� 3 

ปริมาตรนํ �ามนั

หอมระเหย (ml) 
%R 

ปริมาตรนํ �ามนั

หอมระเหย (ml) 
%R 

ปริมาตรนํ �ามนั

หอมระเหย (ml) 
%R 

0 0 0% 0 0% 0 0% 

30 0.1 9% 0.1 12% 0.1 15% 

60 0.25 23% 0.15 18% 0.1 15% 

90 0.45 41% 0.2 24% 0.15 23% 

120 0.55 50% 0.25 29% 0.2 31% 

150 0.65 59% 0.35 41% 0.25 38% 

180 0.75 68% 0.45 53% 0.3 46% 

210 0.85 77% 0.5 59% 0.35 54% 

240 0.95 86% 0.55 65% 0.4 62% 

270 0.95 86% 0.55 65% 0.45 69% 

300 1 91% 0.6 71% 0.5 77% 

360 1.05 95% 0.7 82% 0.55 85% 

420 1.1 100% 0.75 88% 0.6 92% 

480 1.1 100% 0.85 100% 0.65 100% 

 



 

ภาพประกอบ 15 กราฟแสดงกราฟแสดง 

สตูรผสมที�เก็บไว้ 0, 1 และ 

 

เดือนที� 0 ; y = 0.0022

เดือนที� 1 ; y = 0.0021

เดือนที� 3 ; y = 0.0021
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และ 3 เดือน 
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ที�เวลาตา่ง ๆ ของไมโครพาร์ทิเคิลของนํ �ามนัหอมระเหย
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บทที� 5 

สรุปผลการวจิยั 

 

 การทดสอบฤทธิ�ทางชีวภาพของนํ �ามนัหอมระเหย rose oil, bergamot oil และ 

patchouli oil ทั �งแบบนํ �ามนัหอมระเหยเดี�ยวและนํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสมในอตัราส่วน rose oil: 

bergamot oil: patchouli oil เท่ากบั 6:3:1 ตอ่เอนไซม์คอลลาจิเนส เอนไซม์อิลาสเตส และเอนไซม์ไท

โรซิเนสพบว่า นํ �ามนัหอมระเหยเดี�ยวและสูตรผสมไม่มีผลยงัยั �งการทํางานของเอนไซม์คอลลาจิเนส 

(C. histolyticum collagenase type I) เมื�อทดสอบที�ความเข้มข้นสูงสดุเท่ากบั 1 และ 1.5 mg/ml 

ตามลําดับ นอกจากนี �ยังไม่ฤทธิ�ยับยั �งการทํางานของเอนไซม์อิลาสเตส (porcine pancreatic 

elastase) เมื�อทดสอบที�ความเข้มข้นสูงสดุเท่ากบั 4 mg/ml อีกด้วย แตก่ารทดสอบฤทธิ�ทั �งสองยงัไม่

สามารถสรุปได้ว่านํ �ามนัหอมระเหยที�ทดสอบไม่มีฤทธิ�ยบัยั �งการทํางานของเอนไซม์ ยงัจําเป็นต้องหา

วิธีการเพิ�มการละลายของนํ �ามนัหอมระเหยที�ไมส่ง่ผลบวกลวงตอ่เอนไซม์เพื�อทดสอบในความเข้มข้นที�

สงูขึ �นกวา่นี �ตอ่ไป 

 อย่างไรก็ตามนํ �ามนัหอมระเหยเดี�ยว rose oil และ bergamot oil มีผลยบัยั �งการ

ทํางานของเอนไซม์ไทโรซิเนสโดยที�ความเข้มข้นสงูสดุที�ทดสอบคือ 4 mg/ml rose oil และ bergamot 

oil สามารถยบัยั �งการทํางานของเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ 28±14.2% และ 21±10.7% ตามลําดบั ในขณะ

ที�นํ �ามนัเดี�ยว patchouli oil ไม่มีฤทธิ�เมื�อทดสอบที�ความเข้มข้นสงูสดุ 4 mg/ml นอกจากนี �เมื�อทดสอบ

นํ �ามนัหอมระเหยสูตรผสมพบว่าสามารถยบัยั �งการทํางานของเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ 45±4.6% ซึ�งยัง

จําเป็นต้องทดสอบที�ความเข้มข้นที�สงูขึ �นตอ่ไปเพื�อหาคา่ IC50 ตอ่ไปแตก็่ต้องหาวิธีเพิ�มการละลายของ

นํ �ามนัหอมระเหยที�ไมส่ง่ผลบวกลวงตอ่เอนไซม์เชน่กนั 

 เมื�อนํานํ �ามันหอมระเหยสูตรผสมไปพัฒนาเป็นไมโครพาร์ทิเคิลซึ�งเตรียมโดยวิธี 

complex coacervation โดยใช้ผนงัเป็น sodium alginate: chitosan ในอตัราส่วน 1:2 ปริมาณ 2% 

ใช้ PVA ปริมาณ 1.25% เป็นสารทําอิมลัชนั และใช้สารละลาย 10% CaCl2 เป็นสารทําให้ผนงัแข็งตวั

หุ้มนํ �ามนัเอาไว้ พบวา่ไมโครพาร์ทิเคลิที�เกิดขึ �นเป็นทรงกลม ขนาดเส้นผ่านศนูย์กลางเฉลี�ย  1.04±0.25 

mm มีคา่การพองตวั (%Sw) เท่ากบั 50.24% คา่ความสามารถในการกกัเก็บนํ �ามนัหอมระเหย (%EE) 
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เท่ากับ 39.57% และมีการปลดปล่อยนํ �ามนัหอมระเหยแบบค่อย ๆ ปลดปล่อยเมื�อเวลาผ่านไป และ

เมื�อทดสอบความคงสภาพของไมโครพาร์ทิเคิลเป็นเวลาสามเดือนพบว่าไมโครพาร์ทิเคิลมีขนาดที�ไม่

เปลี�ยนแปลง แต่มีแนวโน้มที�จะเกิดการพองตัวได้มากขึ �นโดยเฉพาะในเดือนที�สาม และมีการ

ปลดปล่อยนํ �ามนัหอมระเหยออกมาอย่างต่อเนื�องทําให้ค่าการกักเก็บนํ �ามันหอมระเหยลดลงอย่าง

ตอ่เนื�องเมื�อเวลาผา่นไป อย่างไรก็ตามอตัราการปลดปล่อยนํ �ามนัหอมระเหยนั �นไม่มีความแตกตา่งกนั

เมื�อเวลาผา่นไป จากข้อมลูของการศกึษาความคงสภาพจะเห็นได้ว่านํ �ามนัหอมระเหยที�เก็บอยู่ในไมโค

รพาร์ทิเคิลมีอัตราการเหยที�ช้าลง และมีการปลดปล่อยของนํ �ามันหอมระเหยที�ค่อย ๆ ปลดปล่อย

ออกมาเมื�อเวลาผ่านไป ซึ�งส่งผลตอ่ความคงสภาพของนํ �ามนัหอมระเหยที�มีแนวโน้มดีขึ �นเมื�อนําไมโค

รพาร์ทิเคิลของนํ �ามนัหอมระเหยไปพฒันาเป็นผลิตภณัฑ์ต่าง ๆ เนื�องจากช่วยลดอตัราการระเหยออก

จากผลิตภณัฑ์ อยา่งไรก็ตามในการพฒันาไมโครพาร์ทิเคิลของงานวิจยันี �ทําขึ �นด้วยงบประมาณที�มีอยู่

อยา่งจํากดัทําให้ไมส่ามารถกําหนดการทดสอบให้ทดสอบมากกว่า 1 การทดลองและมากกว่า 1 ซํ �าได้ 

ทําให้ผลการทดสอบที�ได้นั �นอาจจะมีความไมเ่ที�ยงตรงอยู ่จําเป็นที�จะต้องมีการทดสอบซํ �าตอ่ไป 

 กล่าวโดยสรุปคือนํ �ามนัหอมระเหยสตูรผสม rose oil, bergamot oil และ patchouli 

oil ในอตัราส่วน 6:3:1 ไม่มีฤทธิ�ชะลอวยัของผิวหนงัเมื�อทดสอบที�ความเข้มข้นสูงสดุ 4 mg/ml แต่มี

ฤทธิ�ลดความหมองคลํ �าของผิวหนงัเมื�อทดสอบที�ความเข้มข้นสงูสดุ 4 mg/ml และเมื�อนํานํ �ามนัหอม

ระเหยสูตรผสมดงักล่าวไปพฒันาเป็นไมโครพาร์ทิเคิลโดยใช้ sodium alginate และ chitosan เป็น

ผนงัด้วยวิธี complex coacervation สามารถพฒันาเป็นไมโครพาร์ทิเคิลที�สามารถกกัเก็บนํ �ามนัหอม

ระเหยได้ และเมื�อเก็บไมโครพาร์ทิเคิลของนํ �ามนัหอมระเหยไว้นานสามเดือนคา่การกกัเก็บนํ �ามนัหอม

ระเหยลดลง แต่มีอตัราการระเหยของนํ �ามนัหอมระเหยที�ช้าลงเมื�อเทียบกับนํ �ามนัหอมระเหยที�ไม่ได้

เก็บในไมโครพาร์ทิเคลิ และความสามารถในการปลดปล่อยนํ �ามนัหอมระเหยออกจากไมโครพาร์ทิเคิล

ได้เหมือนเดมิ  
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ภาคผนวก 

 
1. องค์ประกอบของนํ �ามันหอมระเหยที�ใช้งานวิจัย 

 
ตาราง 14 องค์ประกอบของนํ �ามันหอมระเหยที�วิเคราะห์ด้วย Gas chromatography–mass 

spectrometry 

 

Name Compound 
Kovat’s 

Index 

Area% 

Rose oil 
Bergamot 

oil 

Patchouli 

oil 

RBP* 

(6:3:1) 

β-Pinene  979 - 0.46 - - 

o-Cymene  1026 - 0.75 - - 

Limonene  1029 - 47.12 - 14.8 

p-Mentha-2,4(8)-diene 1088 - 0.38 - - 

Linalool  1096 1.38 14.61 - 8.58 

Phenyl ethyl alcohol 1107 38.52 - - 16.35 

α-Terpineol  1188 0.64 0.69 - - 

Citronellol  1225 35.14 - - 14.03 

Geraniol  1252 4.35 - - - 

Linalool acetate  1257 - 22.63 - 17.31 

2-Phenyl ethyl acetate 1258 5.83 - - - 

Bornyl acetate  1288 - 0.75 - - 

Unidentified - - 0.63 - - 

Dihydro carveol acetate 1307 - 0.42 - - 

α-Terpinyl acetate 1349 - 11.57 - 7.36 

Citronellyl acetate  1352 2.92 - - - 
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ตาราง 14 (ตอ่) 

 

Name Compound 
Kovat’s 

Index 

Area% 

Rose oil 
Bergamot 

oil 

Patchouli 

oil 

RBP* 

(6:3:1) 

Eugenol  1359 1.45 - - - 

Neryl acetate  1361 0.57 - - - 

Geranyl acetate  1381 0.64 - 5.73 1.17 

β-Elemene 1390 - - 1.82 - 

Methyl eugenol  1403 2.58 - - 1.79 

Cycloseychellene  1407 - - 1.13 - 

(E)-Caryophyllene 1419 - - 2.27 - 

α-Guaiene  1439 - - 11.45 2.57 

Seychellene  1446 - - 10.76 1.68 

α-Patchoulene  1456 - - 6.58 0.98 

γ-Patchoulene  1502 - - 3.21 - 

Aciphyllene  1501 - - 2.19 3.14 

α-Bulnesene  1509 - - 14.65 - 

Unidentified - - - 1.11 - 

Unidentified - - - 2.66 - 

Pogostol  1653 - - 1.81 - 

Patchouli alcohol  1658 - - 33.38 7.54 

Unidentified - - - 1.26 - 

Nonadecane (C19)  1900 0.78 - - - 

Ethyl hexadecanoate 1993 0.72 - - - 

Heneicosane  2100 2.31 - - 1.05 
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ตาราง 14 (ตอ่) 

 

Name Compound 
Kovat’s 

Index 

Area% 

Rose oil 
Bergamot 

oil 

Patchouli 

oil 

RBP* 

(6:3:1) 

Tricosane  2300 2.19 - - 1.64 

 

* rose oil: bergamot oil: patchouli oil ในอตัราสว่น 6:3:1 

 
2. ภาพแสดงลักษณะของนํ �ามันหอมระเหยและนํ �ามันหอมระเหยสูตรผสม 

 

  ก)   ข)   ค)   ง) 

ภาพประกอบ 16 นํ �ามนัหอมระเหย ก) rose oil, ข) bergamot oil, ค) patchouli oil และ ง) นํ �ามนัหอม

ระเหยสตูรผสม (rose oil: bergamot oil: patchouli oil ในอตัราสว่น 6:3:1 
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