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บทที่ 3  

อุปกรณและวิธีการ 

3.1 สารเคมีและอุปกรณ 
สารเคมี 

1) Methanol AR grade 
2) Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
3) Fetal Bovine Serum (FBS) 
4) Penicillin Streptomycin (5,000 units of penicillin and 5,000 μg of streptomycin /ml)  
5) 3-Isobutyl-1-methylxanthine (IBMX) 
6) Dexamethasone (DS) 
7) Insulin 
8) Trypsin 
9) EDTA 
10) BSA 
11) Oil-Red O 
12) สารเคมีเตรียมครีมตามตารางท่ี 3.1-3.4 

พืช 
1) กวาวเครือดํา 
2) ไมแดง 
3) มะแขวน 

อุปกรณ 
1) เคร่ืองบดพืช 
2) Rotary evaporator 
3) Flask  5, 1, 0.5 L. 
4) ขวดเล้ียงเซลล ขนาด 75 มิลลิลิตร 
5) 24 well cell culture plate 
6) Spectrophotometer 
7) HPLC 
8) Homogenizer 
9) Hot plate 
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10) Brookfield Viscometer LVDV 
11) Incubator 

 
เซลลท่ีใชในการทดสอบ 

1) MC3T3-G2/PA6 pre-adipocytes  (Riken Bioresource center Cell bank, Japan) 
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3.2 วิธีการ 
3.2.1) การเตรียมสารสกัด 

1) การเตรียมสารสกัดกวาวเครือดํา 

(1) นําสวนลําตนกวาวเครือดํามาอบท่ี 50 oองศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง แลวนําไปบด
ใหละเอียด 

(2) นําพืชตัวอยางมาช่ังน้ําหนัก และเติมเมทานอลลง อัตราสวน พืช:เมทานอล = 1:2  
จากน้ันท้ิงไว 72 ช่ัวโมง กรองเอาเมทานอลออก และนําเมทานอลใหมใสลงไปในกาก
พืชเพื่อสกัดตออีก 2 คร้ัง 

(3) นําสารสกัดเมทานอลท้ังหมดมาระเหยเมทานอลออกดวยเคร่ือง rotary evaporator ระเหย
เมทานอลออกจนหมด ไดสารสกัดหยาบเมทานอล  

2) การเตรียมสารสกัดไมแดง 

(1) นําเปลือกไมแดงมาอบท่ี 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง แลวนําไปบดใหละเอียด 
(2) นําพืชตัวอยางมาช่ังน้ําหนัก และเติมเมทานอลลง อัตราสวน พืช : เมทานอล = 1:2  ท้ิงไว 

72 ช่ัวโมง กรองเอาเมทานอลออก และนําเมทานอลใหมใสลงไปในกากพืชเพื่อสกัดตอ
อีก 2 คร้ัง 

(3) นําสารสกัดเมทานอลท้ังหมดมาระเหยเมทานอลออกจนหมดดวยเคร่ือง  rotary 
evaporator ไดสารสกัดหยาบไมแดง  

(4) นําสารสกัดหยาบไมแดงมา 200 กรัมผสมน้ํากล่ัน 500 มล. จากนั้นนําไปผานคอลัมน 
XAD-Amberlite   ชะออกดวยสารละลายเมทานอล 80% และนําไประเหยใหแหงดวย
เคร่ือง rotary evaporator ไดสารสกัดกึ่งบริสุทธ์ิของไมแดง 

3) การเตรียมน้ํามันมะแขวน    

สกัดโดยนําผลมะแขวนแหงมาบุบพอแตก สกัดโดยใชชุดกล่ันดวยน้ํา นําน้ํามันท่ีไดมาเติม 
sodium sulfate, anhydrous ในปริมาณท่ีมากพอ เพื่อกําจัดน้ําท่ีปนอยูในนํ้ามันหอมระเหย 

3.2.2) การทดสอบฤทธ์ิในการลดการสะสมของไขมันของสารสกัดและครีม 
1) ทดสอบฤทธ์ิในการลดการสะสมของเซลลไขมันใตผิวหนัง โดยใชเซลล MC3T3-G2/PA6 

pre-adipocytes (5,6) 

เซลลทดสอบ การเพาะเล้ียงและการดูแลรักษา  เซลลท่ีใชในการทดสอบ คือ MC3T3-
G2/PA6 pre-adipocytes (Riken cell bank, Japan) โดยทําการเพาะเล้ียงใน Dulbecco’s modified Eagle’s 
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medium (DMEM) ท่ีมี 10% FBS และ Penicillin Streptomycin ท่ีเหมาะสม เพาะเล้ียงในตูเพาะเช้ือท่ี 
37oC, 5% CO2 โดยเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลลทุกๆ 5-7 วัน 

ทดสอบฤทธ์ิในการลดการสะสมของไขมันใน MC3T3-G2/PA6   เพาะเล้ียงเซลลมะเร็ง
ทดสอบในขวดเล้ียงเช้ือขนาด 75 cm2 จนเซลลเจริญเติบโตเต็มท่ี (confluence) จากน้ันยายเซลลดังกลาว 
โดยใช 0.025% trypsin and 0.01% EDTA  จากน้ันนํามาเล้ียงใน 24 well cell culture cluster ท่ี 7,500  
เซลล /ตร .ซม  โดยใชอาหารเ ล้ียงเซลล ท่ี เหมาะสม  นําไปเพาะเ ล้ียงในตู เพาะเ ล้ียงเซลลบม
คารบอนไดออกไซด ท่ี 37 oC, 5% CO2 จนเซลลเจริญเติบโตเต็มท่ีอีกคร้ัง ประมาณ 2 วัน จากนั้นกระตุน
การสรางสะสมไขมันโดยเติมอาหารเล้ียงเซลลท่ีมี 150 uM IBMX, 1 ug/ml insulin และ 0.3 uM 
dexamethasone  นําไปเพาะเล้ียงในตูเพาะเล้ียงเซลลท่ี 37 oC, 5% CO2 อีก 2 วัน จากน้ันเปล่ียนอาหาร
เล้ียงเซลล 10% FBS ใน DMEM และเติม 1 ug/ml insulin นําไปเพาะเล้ียงในตูเพาะเล้ียงเซลลท่ี 37 oC, 
5% CO2 อีก 1 วัน เปล่ียนอาหารเล้ียงเซลลอีกคร้ัง แลวเติม 1% BSA and Krebs-Ringer phosphate 
(KRP) buffer ท้ิงไว 10 นาที  จากน้ันเติมสารทดสอบท่ีความเขมขนตางๆและบมท่ีเวลาตางๆในกรณี
สารสกัด และบมท่ี 6 ช่ัวโมงในกรณีครีม จากน้ันทําการยอมเซลลทดสอบท่ีไดดวยสารละลาย Oil-Red 
O และถายภาพ  จากน้ันสกัดออกมาดวย  isopropyl alcohol แลวจึงนํามาอานคาดวย สเปกโตรโฟโตร
มิเตอร ท่ีความยาวคล่ืน 540 nm เพื่อเปรียบเทียบเพิ่มข้ึนหรือลดลงของเซลลไขมันท่ีมีอยูเปรียบเทียบกับ
กลุมควบคุม  
 

%  การสะสมปริมาณไขมัน   =    คา OD 540 ของสารทดสอบ x100 
                      คา OD 540 ของกลุมควบคุม 
 

2) การวิเคราะห Quercetin-3-galactoside  
การวิเคราะหสาร quercetin-3-galactoside ในครีมสารสกัดไมแดงกวาวเครือดํา โดยใช 

HPLC เพื่อใชเปน marker ในการศึกษาความคงสภาพของครีม 
3) การสกัดสารจากครีมตัวอยาง 

(1) ช่ังครีมตัวอยาง 1 กรัม ละลายดวยเมทานอล 3 มิลลิลิตรจากนั้นเขยาในเขากัน นาน 10 
นาที  

(2) นําไปปนเหวีย่ง ท่ี ความเร็วรอบ 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที จากนั้นเก็บ
สารละลายใสดานบน 2 มิลลิลิตร นําไปผานการกรองดวย Nylon membrane ขนาดรู 
0.45 ไมโครเมตร จากนั้นนําไปวิเคราะหปริมาณดวย HPLC ตอไป  
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4) วิธีการตรวจวัดดวยเทคนิค HPLC  
เคร่ืองมือ :  HPLC system, Shimadzu, Japan 
Detector :  Dioarray 
ใชคอลัมน  Aqueous C18 (4.6x250 mm), Restex, USA 
Solvent A:  2.4% TFA+ 0.25% orthophosphoric acid in water 
Solvent B:  Methanol 
The elution system :  0-4 min, 2-12% B 

4-30 min, 12-35% B 
30-45 min, 35-60%B 

Sample size  20 μl 
Flow rate:  1 ml/min  
Monitored at  370 nm 

3.2.3) การเตรียมครีมนวดสลายไขมันใตผิวหนัง 
 เตรียมครีมชนิดน้ํามันในน้ํา โดยผสมสารในเฟสน้ํารวมกัน และทําใหรอนท่ี 70 องศาเซลเซียส

ผสมสารในเฟสน้ํามันรวมกัน และทําใหรอนท่ี 65 องศาเซลเซียส แลวจึงผสมเฟสน้ําลงในเฟสนํ้ามันท่ี
อุณหภูมิดังกลาว พรอมท้ังคนอยางเร็วจนไดอิมัลชัน  เม่ืออุณหภูมิลดลงถึงประมาณ 35 องศาเซลเซียส 
จึงเติมสารสกัดกวาวเครือและ/หรือไมแดงท่ีละลายในเอทานอล และน้ําหอมเพ่ือแตงกล่ินครีม  บรรจุ
ครีมในภาชนะท่ีเหมาะสม  สวนประกอบและปริมาณสารท่ีใชในการเตรียมครีมดังแสดงในตารางท่ี 
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ตารางท่ี 3.1    สวนประกอบของครีมตํารับ 1-4 
 
Number 1 2 3 4 
Jojoba oil 1.50 1.50 1.50 1.50 
Triethylhexanoin 1.50 1.50 1.50 1.50 
Squalane 2.30 2.30 2.30 2.30 
Shear butter 2.50 2.50 2.50 2.50 
Ceteareth -20 1.76 1.76 - - 
Sorbitan Monostearate 1.51 0.91 1.51 0.91 
Cetyl alcohol 3.50 3.50 3.50 3.50 
Stearyl alcohol  1.50 1.50 1.50 1.50 
Tocopherol acetate 2.00 2.00 2.00 2.00 
dl-a-tocopherol 0.10 0.10 0.10 0.10 
Preservative 0.60 0.60 0.60 0.60 
PEG 40 stearate 1.61 2.21 1.61 2.21 
Phenyl trimethicone 2.00 2.00 2.00 2.00 
Dimethicone 3.00 3.00 3.00 3.00 
Stearyl dimethicone 2.00 2.00 2.00 2.00 
Vinyl dimethicone and silica - - - - 
Dipotassium glycyrrizinate 0.10 0.10 0.10 0.10 
Panthinol 50% 2.00 2.00 2.00 2.00 
PEG 40 Hydrogenated castor oil 3.88 3.88 3.88 3.88 
Butylene glycol 1.50 1.50 1.50 1.50 
Propylene glycol 1.00 1.00 1.00 1.00 
Deionized water 64.14 64.14 65.90 65.90 

Total 100.00 100.00 100.00 100.00 
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ตารางท่ี 3.2 สวนประกอบของครีมตํารับท่ี 5-8 

Number 5 6 7 8 
Jojoba 1.50 1.50 1.50 1.50 
Triethylhexanoin 1.50 1.50 1.50 1.50 
Squalane 2.30 2.30 2.30 4.30 
Shear butter 2.50 2.50 2.50 1.50 
Ceteareth -20 - - - 1.76 
Sorbitan Monostearate  1.51 1.51 1.51 3.48 
Cetyl alcohol 3.50 3.50 3.50 2.50 
Stearyl alcohol  1.50 1.50 1.50 2.00 
Tocopherol acetate 2.00 2.00 2.00 2.00 
Tocopherol 0.10 0.10 0.10 1.00 
Phenoxyethanol and parabens 0.60 0.60 0.60 0.60 
PEG 40 stearate 1.61 1.61 1.61 - 
Phenyl trimethicone 5.00 3.00 1.50 2.00 
Cyclomethicone - - 2.00 - 
Dimethicone - - - 1.50 
Cyclopentasiloxane crosspolymer   1.50 1.50 1.00 
Vinyl dimethicone and silica 1.50 1.50 1.00 0.50 
Dipotassium glycyrrizinate 0.10 0.10 0.10 0.10 
Panthinol 50% 2.00 2.00 2.00 2.00 
PEG 40 Hydrogenated castor oil 3.88 3.88 3.88 0.94 
Butylene glycol 1.50 1.50 1.50 1.50 
Propylene glycol 1.00 1.00 1.00 1.50 
Sorbitol - - 1.00 0.75 
Deionized water 66.40 66.90 65.90 66.07 

Total 100.00 100.00 100.00 100.00 
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ตารางท่ี 3.3 สวนประกอบของครีมตํารับท่ี 9 -11 

Number 9 10 11 
Jojoba oil 1.00 1.00 1.00 
Triethylhexanoin 1.00 1.00 1.00 
Squalane 3.00 3.00 3.00 
Shear butter 1.00 1.00 1.00 
Ceteareth -20 0.94 0.94 0.94 
Span 60 3.19 3.19 3.19 
Cetyl alcohol 5.00 5.00 5.00 
Stearyl alcohol  3.00 3.00 3.00 
Tocopherol acetate 1.00 1.00 1.00 
Tocopherol 0.10 0.10 0.10 
Phenoxyethanol and parabens 0.60 0.60 0.60 
PEG 40 stearate 0.94 0.94 0.94 
Phenyl trimethicone 2.00 2.00 2.00 
Dimethicone 1.50 1.50 1.50 
Cyclopentasiloxane and crosspolymer 1.00 1.00 1.00 
Vinyl dimethicone and silica 0.50 0.50 0.50 
Dipotassium glycyrrizinate 0.10 0.10 0.10 
Panthinol 50% 2.00 2.00 2.00 
PEG 40 Hydrogenated castor oil 1.76 1.76 1.76 
Butylene glycol 2.00 2.00 2.00 
Propylene glycol 2.00 2.00 2.00 
Sorbitol 1.00 1.00 1.00 
Disodium EDTA 0.10 0.10 0.10 
กวาวเครือ extract 10% solution 4.00 2.00 
ไมแดง extract 10% solution - - - 
Lipofirm - - - 
Deionized water 65.27 61.27 63.27 
Total 100.00 100.00 100.00 
Perfume  10 dr 10 dr 10 dr 
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ตารางท่ี 3.4 สวนประกอบของครีมตํารับท่ี 12-14 

Number 12 13 14 
Jojoba oil 1.00 1.00 1.00 
Triethylhexanoin 1.00 1.00 1.00 
Squalane 3.00 3.00 3.00 
Shear butter 1.00 1.00 1.00 
Ceteareth -20 0.94 0.94 0.94 
Span 60 3.19 3.19 3.19 
Cetyl alcohol 5.00 5.00 5.00 
Stearyl alcohol  3.00 3.00 3.00 
Tocopherol acetate 1.00 1.00 1.00 
Tocopherol 0.10 0.10 0.10 
Phenoxyethanol and parabens 0.60 0.60 0.60 
PEG 40 stearate 0.94 0.94 0.94 
Phenyl trimethicone 2.00 2.00 2.00 
Dimethicone 1.50 1.50 1.50 
Cyclopentasiloxane crosspolymer 1.00 1.00 1.00 
Vinyl dimethicone and silica 0.50 0.50 0.50 
Dipotassium glycyrrizinate 0.10 0.10 0.10 
Panthinol 50% 2.00 2.00 2.00 
PEG 40 Hydrogenated castor oil 1.76 1.76 1.76 
Butylene glycol 2.00 2.00 2.00 
Propylene glycol 2.00 2.00 2.00 
Sorbitol 1.00 1.00 1.00 
Disodium EDTA 0.10 0.10 0.10 
กวาวเครือ extract 10% solution - - 2.00 
ไมแดง extract 10% solution 2.00 4.00 2.00 
Lipofirm - - 5.00 
Deionized water 63.27 61.27 56.27 
Total 100.00 100.00 100.00 
Perfume  10 dr 10 dr 10 dr 
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3.2.4) การทดสอบการระคายเคืองของผลิตภัณฑ 
 อาสาสมัครท่ีรวมทดสอบ เปนหญิงอายุระหวาง 21-61 ป จํานวน 20 คน  เช็ดผิวหนังบริเวณท่ี
ตองการทดสอบดวยสําลีชุบ 50 % แอลกอฮอล  ทาครีมนวดสลายไขมันใตผิวหนังท่ีตองการศึกษาความ
คงสภาพหนักประมาณ 0.2 กรัมบริเวณแขนดานในระหวางขอศอกถึงขอมือ เปนบริเวณประมาณ 3.2 
ตารางเซนติเมตร ท้ิงไวประมาณ 1 นาที  แลวปดทับดวยผากอส  เปนเวลา 4 ช่ัวโมง เม่ือครบ 4 ช่ัวโมง
ดึงผากอสออก ประเมินผลหลังดึงผากอสออก  4 คร้ังดังนี้ประเมินทันท่ี ประเมิน 24, 48, และ72ช่ัวโมง
หลังดึงผากอสออก โดยมีเกณฑการประเมินดังนี ้

0 ไมเกิดปฏิกิริยาการระคายเคืองใดๆ  
+ เกิดอาการระคายเคืองเล็กนอย (ผิวแดงเล็กนอย หรือผิวผิวบริเวณท่ีปดแผนแปะ

แหงกวาเดิม) 
++ เกิดอาการระคายเคืองปานกลาง (ผิวแดงเปนบริเวณกวางกวาบริเวณที่ปดแผน

แปะ) 
+++ เกิดอาการระคายเคืองรุนแรง (ผิวแดงเปนบริเวณกวาง และมีตุมน้ําเล็กๆ  เกิดข้ึน) 

 
3.2.5) การศึกษาความคงสภาพของผลติภัณฑ์ 

(1) การทดสอบความคงสภาพท่ีอุณหภูมิเดียว 

นําครีมนวดสลายไขมันใตผิวหนังท่ีตองการศึกษาความคงสภาพมาเก็บไวท่ีอุณหภูมิท่ี 4 

องศาเซลเซียส อุณหภูมิหอง และท่ี 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 เดือน วิเคราะหปริมาณสารท่ีใชเปน 
marker ในครีม ทดสอบการยับยั้งการสะสมไขมันในเซล วัดความหนืดของครีม ดูลักษณะทางกายภาพ
ของครีม และวัด pH ของครีม กอนและหลังเก็บตัวอยางท่ีอุณหภูมิตางๆ เปนเวลา 1 และ 2 เดือน 

(2) การทดสอบความคงสภาพท่ีอุณหภูมิสลับ 

นําครีมไปทดสอบความคงสภาพโดยวิธี การเก็บท่ีรอนสลับเย็น (heating cooling cycle)โดย
เก็บครีมตัวอยางไวท่ีอุณหภูมิท่ี 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง จากน้ันนําไปเก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง นับเปน 1 รอบ (cycle)  เม่ือทดสอบความคงสภาพครบ 2 รอบ 
ประเมินความคงสภาพโดยวิเคราะหสารท่ีใชเปน marker ในครีม และเม่ือครบ 6 รอบประเมินความคง
สภาพโดยวิเคราะห marker ในครีม วัดความหนืด และ pH ของครีม และทดสอบประสิทธิภาพในการ
ยับยั้งเซลไขมัน 
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3.2.6) การประเมินความพึงพอใจผลิตภัณฑในอาสาสมัคร 
 การประเมินความพึงพอใจดานประสาทสัมผัสตอผลิตภัณฑ ทําโดยใหอาสาสมัครหญิงอายุ 
21-66 ป จํานวน 20 คน ทดลองใชครีมลดไขมันใตผิวหนัง โดยใหอาสาสมัครทาครีมบริเวณแขนดาน
ในระหวางขอมือถึงขอศอกท้ิงไวประมาณ 5 นาที จึงประเมินผลความพึงพอใจตามแบบสอบถามใน
ภาคผนวก โดยใหคะแนน ดีมาก = 4 ดี = 3 พอใช = 2 และควรปรับปรุง = 1  
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