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บทที่ 3  

อุปกรณและวิธีการ 

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) ไมแดง 
3) มะแขวน 

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 

 
เซลลท่ีใชในการทดสอบ 

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) นําสวนลําตนกวาวเครือดํามาอบท่ี 50 oองศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง แลวนําไปบด
ใหละเอียด 

(2) นําพืชตัวอยางมาช่ังน้ําหนัก และเติมเมทานอลลง อัตราสวน พืช:เมทานอล = 1:2  
จากน้ันท้ิงไว 72 ช่ัวโมง กรองเอาเมทานอลออก และนําเมทานอลใหมใสลงไปในกาก
พืชเพื่อสกัดตออีก 2 คร้ัง 

(3) นําสารสกัดเมทานอลท้ังหมดมาระเหยเมทานอลออกดวยเคร่ือง rotary evaporator ระเหย
เมทานอลออกจนหมด ไดสารสกัดหยาบเมทานอล  

2) การเตรียมสารสกัดไมแดง 

(1) นําเปลือกไมแดงมาอบท่ี 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง แลวนําไปบดใหละเอียด 
(2) นําพืชตัวอยางมาช่ังน้ําหนัก และเติมเมทานอลลง อัตราสวน พืช : เมทานอล = 1:2  ท้ิงไว 

72 ช่ัวโมง กรองเอาเมทานอลออก และนําเมทานอลใหมใสลงไปในกากพืชเพื่อสกัดตอ
อีก 2 คร้ัง 

(3) นําสารสกัดเมทานอลท้ังหมดมาระเหยเมทานอลออกจนหมดดวยเคร่ือง  rotary 
evaporator ไดสารสกัดหยาบไมแดง  

(4) นําสารสกัดหยาบไมแดงมา 200 กรัมผสมน้ํากล่ัน 500 มล. จากนั้นนําไปผานคอลัมน 
XAD-Amberlite   ชะออกดวยสารละลายเมทานอล 80% และนําไประเหยใหแหงดวย
เคร่ือง rotary evaporator ไดสารสกัดกึ่งบริสุทธ์ิของไมแดง 

3) การเตรียมน้ํามันมะแขวน    

สกัดโดยนําผลมะแขวนแหงมาบุบพอแตก สกัดโดยใชชุดกล่ันดวยน้ํา นําน้ํามันท่ีไดมาเติม 
sodium sulfate, anhydrous ในปริมาณท่ีมากพอ เพื่อกําจัดน้ําท่ีปนอยูในนํ้ามันหอมระเหย 

3.2.2) การทดสอบฤทธ์ิในการลดการสะสมของไขมันของสารสกัดและครีม 
1) ทดสอบฤทธ์ิในการลดการสะสมของเซลลไขมันใตผิวหนัง โดยใชเซลล MC3T3-G2/PA6 

pre-adipocytes (5,6) 

เซลลทดสอบ การเพาะเล้ียงและการดูแลรักษา  เซลลท่ีใชในการทดสอบ 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 เพาะเล้ียงในตูเพาะเช้ือท่ี 
37oC, 5% CO2 โดยเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลลทุกๆ 5-7 วัน 

ทดสอบฤทธ์ิในการลดการสะสมของไขมันใน MC3T3-G2/PA6   เพาะเล้ียงเซลลมะเร็ง
ทดสอบในขวดเล้ียงเช้ือขนาด 75 cm2 จนเซลลเจริญเติบโตเต็มท่ี (confluence) จากน้ันยายเซลลดังกลาว 
โดยใช 0.025% trypsin and 0.01% EDTA  จากน้ันนํามาเล้ียงใน 24 well cell culture cluster ท่ี 7,500  
เซลล /ตร .ซม  โดยใชอาหารเ ล้ียงเซลล ท่ี เหมาะสม  นําไปเพาะเ ล้ียงในตู เพาะเ ล้ียงเซลลบม
คารบอนไดออกไซด ท่ี 37 oC, 5% CO2 จนเซลลเจริญเติบโตเต็มท่ีอีกคร้ัง ประมาณ 2 วัน จากนั้นกระตุน
การสรางสะสมไขมันโดยเติมอาหารเล้ียงเซลลท่ีมี 150 uM IBMX, 1 ug/ml insulin และ 0.3 uM 
dexamethasone  นําไปเพาะเล้ียงในตูเพาะเล้ียงเซลลท่ี 37 oC, 5% CO2 อีก 2 วัน จากน้ันเปล่ียนอาหาร
เล้ียงเซลล 10% FBS ใน DMEM และเติม 1 ug/ml insulin นําไปเพาะเล้ียงในตูเพาะเล้ียงเซลลท่ี 37 oC, 
5% CO2 อีก 1 วัน เปล่ียนอาหารเล้ียงเซลลอีกคร้ัง แลวเติม 1% BSA and Krebs-Ringer phosphate 
(KRP) buffer ท้ิงไว 10 นาที  จากน้ันเติมสารทดสอบท่ีความเขมขนตางๆและบมท่ีเวลาตางๆในกรณี
สารสกัด และบมท่ี 6 ช่ัวโมงในกรณีครีม จากน้ันทําการยอมเซลลทดสอบท่ีไดดวยสารละลาย Oil-Red 
O และถายภาพ  จากน้ันสกัดออกมาดวย  isopropyl alcohol แลวจึงนํามาอานคาดวย สเปกโตรโฟโตร
มิเตอร ท่ีความยาวคล่ืน 540 nm เพื่อเปรียบเทียบเพิ่มข้ึนหรือลดลงของเซลลไขมันท่ีมีอยูเปรียบเทียบกับ
กลุมควบคุม  
 

%  การสะสมปริมาณไขมัน   =    คา OD 540 ของสารทดสอบ x100 
                      คา OD 540 ของกลุมควบคุม 
 

2) การวิเคราะห Quercetin-3-galactoside  
การวิเคราะหสาร quercetin-3-galactoside ในครีมสารสกัดไมแดงกวาวเครือดํา โดยใช 

HPLC เพื่อใชเปน marker ในการศึกษาความคงสภาพของครีม 
3) การสกัดสารจากครีมตัวอยาง 

(1) ช่ังครีมตัวอยาง 1 กรัม ละลายดวยเมทานอล 3 มิลลิลิตรจากนั้นเขยาในเขากัน นาน 10 
นาที  

(2) นําไปปนเหวีย่ง ท่ี ความเร็วรอบ 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที จากนั้นเก็บ
สารละลายใสดานบน 2 มิลลิลิตร นําไปผานการกรองดวย Nylon membrane ขนาดรู 
0.45 ไมโครเมตร จากนั้นนําไปวิเคราะหปริมาณดวย HPLC ตอไป  
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4) วิธีการตรวจวัดดวยเทคนิค HPLC  
เคร่ืองมือ :  HPLC system, Shimadzu, Japan 
Detector :  Dioarray 
ใชคอลัมน  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) การเตรียมครีมนวดสลายไขมันใตผิวหนัง 
 เตรียมครีมชนิดน้ํามันในน้ํา โดยผสมสารในเฟสน้ํารวมกัน และทําใหรอนท่ี 70 องศาเซลเซียส

ผสมสารในเฟสน้ํามันรวมกัน และทําใหรอนท่ี 65 องศาเซลเซียส แลวจึงผสมเฟสน้ําลงในเฟสนํ้ามันท่ี
อุณหภูมิดังกลาว พรอมท้ังคนอยางเร็วจนไดอิมัลชัน  เม่ืออุณหภูมิลดลงถึงประมาณ 35 องศาเซลเซียส 
จึงเติมสารสกัดกวาวเครือและ/หรือไมแดงท่ีละลายในเอทานอล และน้ําหอมเพ่ือแตงกล่ินครีม  บรรจุ
ครีมในภาชนะท่ีเหมาะสม  สวนประกอบและปริมาณสารท่ีใชในการเตรียมครีมดังแสดงในตารางท่ี 
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ตารางท่ี 3.1    สวนประกอบของครีมตํารับ 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 สวนประกอบของครีมตํารับท่ี 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 
 
 
 



14 

ตารางท่ี 3.3 สวนประกอบของครีมตํารับท่ี 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 
ไมแดง 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 สวนประกอบของครีมตํารับท่ี 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 
ไมแดง 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 
 อาสาสมัครท่ีรวมทดสอบ เปนหญิงอายุระหวาง 21-61 ป จํานวน 20 คน  เช็ดผิวหนังบริเวณท่ี
ตองการทดสอบดวยสําลีชุบ 50 % แอลกอฮอล  ทาครีมนวดสลายไขมันใตผิวหนังท่ีตองการศึกษาความ
คงสภาพหนักประมาณ 0.2 กรัมบริเวณแขนดานในระหวางขอศอกถึงขอมือ เปนบริเวณประมาณ 3.2 
ตารางเซนติเมตร ท้ิงไวประมาณ 1 นาที  แลวปดทับดวยผากอส  เปนเวลา 4 ช่ัวโมง เม่ือครบ 4 ช่ัวโมง
ดึงผากอสออก ประเมินผลหลังดึงผากอสออก  4 คร้ังดังนี้ประเมินทันท่ี ประเมิน 24, 48, และ72ช่ัวโมง
หลังดึงผากอสออก โดยมีเกณฑการประเมินดังนี ้

0 ไมเกิดปฏิกิริยาการระคายเคืองใดๆ  
+ เกิดอาการระคายเคืองเล็กนอย (ผิวแดงเล็กนอย หรือผิวผิวบริเวณท่ีปดแผนแปะ

แหงกวาเดิม) 
++ เกิดอาการระคายเคืองปานกลาง (ผิวแดงเปนบริเวณกวางกวาบริเวณที่ปดแผน

แปะ) 
+++ เกิดอาการระคายเคืองรุนแรง (ผิวแดงเปนบริเวณกวาง และมีตุมน้ําเล็กๆ  เกิดข้ึน) 

 
3.2.5) การศึกษาความคงสภาพของผลติภัณฑ์ 

(1) การทดสอบความคงสภาพท่ีอุณหภูมิเดียว 

นําครีมนวดสลายไขมันใตผิวหนังท่ีตองการศึกษาความคงสภาพมาเก็บไวท่ีอุณหภูมิท่ี 4 

องศาเซลเซียส อุณหภูมิหอง และท่ี 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 เดือน วิเคราะหปริมาณสารท่ีใชเปน 
marker ในครีม ทดสอบการยับยั้งการสะสมไขมันในเซล วัดความหนืดของครีม ดูลักษณะทางกายภาพ
ของครีม และวัด pH ของครีม กอนและหลังเก็บตัวอยางท่ีอุณหภูมิตางๆ เปนเวลา 1 และ 2 เดือน 

(2) การทดสอบความคงสภาพท่ีอุณหภูมิสลับ 

นําครีมไปทดสอบความคงสภาพโดยวิธี การเก็บท่ีรอนสลับเย็น (heating cooling cycle)โดย
เก็บครีมตัวอยางไวท่ีอุณหภูมิท่ี 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง จากน้ันนําไปเก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง นับเปน 1 รอบ (cycle)  เม่ือทดสอบความคงสภาพครบ 2 รอบ 
ประเมินความคงสภาพโดยวิเคราะหสารท่ีใชเปน marker ในครีม และเม่ือครบ 6 รอบประเมินความคง
สภาพโดยวิเคราะห marker ในครีม วัดความหนืด และ pH ของครีม และทดสอบประสิทธิภาพในการ
ยับยั้งเซลไขมัน 
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3.2.6) การประเมินความพึงพอใจผลิตภัณฑในอาสาสมัคร 
 การประเมินความพึงพอใจดานประสาทสัมผัสตอผลิตภัณฑ ทําโดยใหอาสาสมัครหญิงอายุ 
21-66 ป จํานวน 20 คน ทดลองใชครีมลดไขมันใตผิวหนัง โดยใหอาสาสมัครทาครีมบริเวณแขนดาน
ในระหวางขอมือถึงขอศอกท้ิงไวประมาณ 5 นาที จึงประเมินผลความพึงพอใจตามแบบสอบถามใน
ภาคผนวก โดยใหคะแนน ดีมาก = 4 ดี = 3 พอใช = 2 และควรปรับปรุง = 1  
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