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 Cream and lotion are cosmeceutical products containing biologically active 
ingredients that had been made from emulsion system. Emulsifiers or surfactants are the 
main required substances to help avoid thermodynamical phase separation between water 
and oil phases. Several researches have reported that some surfactants caused an adverse 
effect to cells. Therefore, in this research, bio-based polymeric molecules was used as 
emulsifier instead of surfactant in cosmeceuticals. Phosphorylated chitosan synthesized by 
the reaction of chitosan with phosphorus pentoxide, was functioned as water soluble 
emulsifier.In order to use phosphorylated chitosan as emulsifier in cosmeceutical, it was 
necessary to test for biocompatibility with human skin cells. In this study, we examined the 
phosphorylated chitosan in forms of emulsifier aqueous solution and emulsion. Emulsions 
were prepared in two different size, microemulsion (1-2 μm) and nanoemulsion(150-200 nm), 
in order to study the particle size effect to biocompatility. It was found that phophorylated 
chitosan was not harm to the cells and did not induced ROS production. The effect of 
emulsion size showed that nanoemulsion had greater effect to cell viability than 
microemulsion. Since nanoemulsion had higher contact surface area than microemulsion. 
Therefore, cell can contact in higher area to biocompatible phosphorylated chitosan and 
irritated mineral oil. But both two emulsions were not induced ROS production. When 
increasing concentration of phosphorylated chitosan, it enhanced encapsulation at oil 
droplet in a consequence of enhancing biocompatibility of nanoemulsion. 
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บทที่1 

บทน า 

1.1 ปัญหาและที่มาของงานวิจัย 

  เวชส าอาง  เป็นการรวมกนัของค าว่า  เคร่ืองส าอางและยา  จึงหมายถึงผลิตภณัฑ์ท่ีมีสาร

ออกฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีช่วยปรับปรุงและฟืน้ฟูสภาพผิวหนงั  รวมทัง้ครีมและโลชนัท่ีมีการเติมสาร

ออกฤทธ์ิจัดว่าเป็นเวชส าอางชนิดหนึ่ง ท่ีเกิดขึ น้จากการเตรียมในรูปแบบอิมัลชัน  โดยมี            

อิมัลซิฟายเออร์หรือสารลดแรงตึงผิว ซึ่งเป็นโมเลกุลท่ีมีส่วนท่ีชอบน า้และไม่ชอบน า้ เป็นสารท่ี

จ าเป็นหลกัท่ีชว่ยหลีกเล่ียงการแยกเฟสระหวา่งน า้และน า้มนั  แตอ่ยา่งไรก็ตาม รายงานวิจยัท่ีผ่าน

มากล่าวไว้ว่า อิมัลซิฟายเออร์หรือสารลดแรงตึงผิวบางชนิดท่ีใช้ส าหรับเวชส าอาง ได้แก่           

เบนซีโทเนียม  คลอไรด์ (benzethonium chloride) โซเดียม ลอริลซัลเฟต (sodium lauryl 

sulphate)  ท าให้เกิดการระคายเคืองกบัเซลล์ [1]  ดงันัน้ในงานวิจยันีจ้ึงมีแนวความคิดในการน า

โมเลกุลพอลิ เมอร์ท่ีมี โครงสร้างทัง้ส่วนไม่ชอบน า้และชอบน า้  ซึ่งสามารถพิจารณาเป็น            

อิมลัซิฟายเออร์แทนการใช้สารลดแรงตงึผิวในเวชส าอาง  นอกจากนีย้งัมีรายงานวิจยัสนบัสนนุว่า

โปรตีน [2] พอลิแซคคาไรด์ [3] โปรตีนคอนจูเกตพอลิแซคคาไรด์ [4] ซึ่งเป็นโมเลกุลพอลิเมอร์

สามารถท าหน้าท่ีเป็นอิมัลซิฟายเออร์ส าหรับผลิตภัณฑ์อาหารเป็นจ านวนมาก แต่ยังไม่พบ

รายงานท่ีมีการใช้พอลิเมอร์แทนสารลดแรงตึงผิวส าหรับผลิตภัณฑ์เวชส าอาง   พอลิเมอร์ท่ี

น่าสนใจ  ได้แก่  ไคโตซาน  ซึ่งเป็นพอลิเมอร์ธรรมชาติท่ีมีความสามารถเข้ากนัได้ดีทางชีวภาพ มี

ความสามารถย่อยสลายได้ทางชีวภาพ และท่ีส าคญั ไม่เป็นพิษ  อีกทัง้ยังมีรายงานกล่าวไว้ว่า    

ไคโตซานสามารถท าหน้าท่ีเป็นอิมัลซิฟายเออร์ [3,5]  และ สเตบิไลเซอร์ (stabilizer) หรือสาร     

คงเสถียรภาพได้ [6,7] แตอ่ย่างไรก็ตาม ไคโตซานไม่สามารถละลายได้ในน า้  แตส่ามารถละลาย

ได้ในกรด  จงึไมเ่หมาะท่ีจะน ามาใช้เป็นอิมลัซิฟายเออร์ในงานด้านเวชส าอาง  ดงันัน้ในงานวิจยันี ้

จึงสนใจอนุพันธ์ของไคโตซานซึ่งสามารถละลายน า้ได้  โดยการดัดแปรโครงสร้างทางเคมีของ       

ไคโตซานด้วยหมู่ฟอสเฟต  ได้เป็นฟอสฟอริเลตไคโตซาน  เม่ือพิจารณาจากโครงสร้างพบว่า

ฟอสฟอริเลตไคโตซาน  มีส่วนวงน า้ตาลท่ีไม่ชอบน า้และส่วนของหมู่ฟังก์ชนัได้แก่ หมู่ไฮดรอกซิล 

อะมิโน และฟอสเฟต  เป็นหมู่ท่ีชอบน า้  เม่ือน ามาตรวจสอบพบว่าฟอสฟอริเลตไคโตซานสามารถ



2 

กระท าอิมัลชันระหว่างน า้และน า้มันได้ [8]  อีกทัง้ฟอสฟอริเลตไคโตซานยังประกอบด้วย           

หมูฟ่อสเฟตเหมือนกบัเย่ือหุ้มเซลล์อีกด้วย  จงึมีแนวความคิดท่ีจะน าฟอสฟอริเลตไคโตซาน  ไปใช้

เป็นสารอิมลัซิฟายเออร์ในเวชส าอาง  แทนการใช้สารลดแรงตงึผิวซึง่อาจก่อให้เกิดการระคายเคือง

ของผิวหนงัดงักล่าวข้างต้น  ซึ่งการท่ีจะน าไปประยุกต์ใช้ในงานเวชส าอางต่อไปนัน้  จ าเป็นต้อง

ตรวจสอบสภาพเข้ากนัได้ทางชีวภาพของอิมลัซิฟายเออร์ใหม่ๆ  ก่อนกบัเซลล์ผิวหนงัมนษุย์  

  ดงันัน้ในงานวิจัยนีจ้ึงได้ดัดแปรโครงสร้างทางเคมีของไคโตซาน  โดยท าปฏิกิริยากับ

ฟอสฟอรัสเพนทอกไซด์  เพ่ือให้เกิดเป็นฟอสฟอริเลตไคโตซาน  ซึ่งมีความสามารถกระท าอิมลัชนั

ระหว่างน า้และน า้มันได้ [8]  ก่อนท่ีจะน าฟอสฟอริเลตไคโตซานไปใช้ในงานด้านเวชส าอางนัน้ 

จ าเป็นต้องมีการทดสอบความเข้ากนัได้ทางชีวภาพกบัเซลล์ผิวหนงั ซึ่งจะพิจารณาความเข้ากนัได้

กบัเซลล์ของฟอสฟอสริเลตไคโตซานทัง้ในรูปแบบสารละลายในน า้  และอิมลัชนั นอกจากนีเ้พ่ือ

พิจารณาถึงอิทธิพลของขนาดอิมลัชนัตอ่ความเข้ากนัได้กบัเซลล์ ท่ีเหมาะส าหรับการใช้ในงานด้าน

เวชส าอาง ในงานวิจัยนีไ้ด้น าฟอสฟอริเลตไคโตซานมาใช้ในการเตรียมอิมลัชันระหว่างน า้และ

น า้มนัแร่  โดยใช้วิธีการเตรียมท่ีแตกตา่งกัน  เพ่ือให้ได้ขนาดของอนภุาคอิมลัชนัท่ีแตกตา่งกนั คือ 

ไมโครอิมลัชนั  และนาโนอิมลัชนั  ความเข้ากนัได้ทางชีวภาพจะทดสอบถึงการมีชีวิตรอดของเซลล์

เม่ือได้รับสารตัวอย่าง  รวมถึงการสร้างสารอนุมูลอิสระภายในเซลล์  ซึ่งคาดว่าฟอสฟอริเลต       

ไคโตซานท่ีสงัเคราะห์ได้นัน้  จะสามารถน ามาใช้เป็นอิมลัซิฟายเออร์แทนสารลดแรงตึงผิว  เพ่ือ

เตรียมอิมลัชนัท่ีสามารถเข้ากนัได้ทางชีวภาพกบัเซลล์ผิวหนงัได้ดี 

 

1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

  1. ศึกษาความเข้ากนัได้ทางชีวภาพของฟอสฟอริเลตไคโตซานในรูปแบบของสารละลาย

ในน า้และอิมลัชนั โดยการทดสอบกบัเซลล์ผิวหนงัของมนษุย์ 

  2. ศกึษาอิทธิพลของขนาดอนภุาคอิมลัชนัตอ่ความเข้ากนัได้ทางชีวภาพกบัเซลล์ผิวหนงั 

  3. ศึกษาอิทธิพลของความเข้มข้นของฟอสฟอริเลตไคโตซานต่อความเข้ากันได้ทาง

ชีวภาพกบัเซลล์ผิวหนงั 
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1.3 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

  1. ได้ฟอสฟอริเลตไคโตซานท่ีท าหน้าท่ีเป็นอิมลัซิฟายเออร์ชนิดใหมท่ี่มีความเข้ากนัได้ทาง

ชีวภาพเหมาะส าหรับงานด้านเวชส าอาง   

  2. ได้อิมลัชนัท่ีหลีกเล่ียงการใช้สารลดแรงตงึผิวท่ีเป็นพิษตอ่เซลล์ กล่าวคือ ได้อิมลัชนัท่ีไม่

ก่อให้เกิดอาการระคายเคืองกบัเซลล์ผิวหนงัของมนษุย์ 

 

1.4 ขอบเขตของงานวิจัย 

  งานวิจยันีน้ าเสนออิมลัซิฟายเออร์ชนิดใหมท่ี่สามารถเข้ากนัได้ทางชีวภาพกบัเซลล์ เร่ิมต้น

จากการเตรียมฟอสฟอริเลตไคโตซาน  โดยการดดัแปรโครงสร้างทางเคมีของไคโตซานด้วยหมู่

ฟอสเฟต ซึง่ได้อนพุนัธ์ท่ีสามารถละลายน า้ได้ดี  ฟอสฟอริเลตไคโตซานมีสมบตัิป็นอิมลัซิฟายเออร์

เน่ืองจากมีโครงสร้างท่ีประกอบด้วยส่วนท่ีชอบน า้และไม่ชอบน า้   อีกทัง้ช่วยให้เกิดความ

เสถียรภาพระหวา่งน า้และน า้มนั  เพ่ือน าฟอสฟอริเลตไคโตซานมาใช้เป็นอิมลัซิฟายเออร์แทนสาร

ลดแรงตงึผิวในผลิตภณัฑ์เวชส าอาง  จึงจ าเป็นต้องทดสอบความสามารถเข้ากนัได้ทางชีวภาพกบั

เซลล์ผิวหนงัมนษุย์  ซึ่งจะพิจารณาทัง้ในรูปแบบของสารละลายในน า้และอิมลัชนั  รวมทัง้ศึกษา

อิทธิพลของขนาดอนุภาคอิมัลชันต่อความสามารถเข้ากันได้ทางชีวภาพกับเซลล์มนุษย์  โดย

เตรียมอิมัลชันท่ีมีขนาดแตกต่างกันคือไมโครอิมัลชัน  และนาโนอิมัลชัน  ความเข้ากันได้ทาง

ชีวภาพจะทดสอบถึงการมีชีวิตรอดของเซลล์เม่ือได้รับสารตวัอย่าง  รวมถึงการสร้างสารอนุมูล

อิสระภายในเซลล์   
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บทที่ 2 

วารสารปริทรรศน์ 

2.1 ไคทนิและไคโตซาน 

 ไคทินและไคโตซานเป็นพอลิเมอร์ธรรมชาติในกลุ่มของคาร์โบไฮเดรตพอลิเมอร์ท่ีมีมาก

เป็นอนัดบัสองรองจากเซลลโูลส [9] ไคทินและไคโตซานมีโครงสร้างคล้ายกับเซลลูโลส ต่างกัน

เพียงแค่หมู่ฟังก์ชนัท่ีคาร์บอนตําแหน่งท่ีสอง ซึ่งของเซลลูโลสเป็นหมู่ไฮดรอกซิล  ส่วนไคทินเป็น

หมูอ่ะเซทามิโด และไคโตซานเป็นหมู่เอมีน ทําให้มีสมบตัิทางกายภาพและทางเคมีท่ีแตกตา่งจาก

เซลลโูลส   

 ไคทิน (chitin) เป็นสารประเภทพอลิแซกคาไรด์  ซึ่งมีสมบตัิเป็นไบโอพอลิเมอร์  พบได้ใน

เปลือกของสตัว์ เช่น กุ้ ง  ป ู แกนของปลาหมึก  แมงกะพรุน ดาวทะเล  แมลง  ตวัไหม  หอยมุก 

เปลือกหุ้มของแพลงตอน  และผนังเซลล์ของพวกเห็ด  รา ยีสต์ รวมทัง้จุลินทรีย์อีกหลายชนิด       

ไคทินเป็นพอลิเมอร์ท่ีเป็นเส้นตรง  มีสูตรโครงสร้างคล้ายๆ กับเซลลูโลส  แตกต่างกันตรงท่ีการ

แทนท่ีของหมูไ่ฮดรอกซิล  ตรงคาร์บอนตําแหนง่ท่ี 2  โดยมีการแทนท่ีด้วยหมูอ่ะเซทามิโด 

(-NHC=OCH3) [9]  จึงมีช่ือทางเคมีว่า Poly[ß-(1-4)-2-acetamido-2-deoxy-D-glucopyranose]  

หรือ Poly N-acetyl-D-glucosamine  ไคทินมีสูตรทั่วไป คือ (C8H13NO5)n  ซึ่งประกอบด้วย

คาร์บอนร้อยละ 47.29  โดยนํา้หนกั  ไนโตรเจนร้อยละ 6.89 โดยนํา้หนกั  และไฮโดรเจนร้อยละ 

6.45 โดยนํา้หนกั  เม่ือพิจารณาสตูรโครงสร้างของไคทินพบว่า  ไคทินเป็นสารโมเลกลุยาวไร้ประจ ุ 

ดงัแสดงในภาพท่ี 2.1  จงึทําให้ไคทินไมล่ะลายในตวัทําละลายทัว่ๆไป  การใช้ประโยชน์จากไคทิน

จงึมีข้อจํากดัคอ่นข้างมาก  จงึได้มีการดดัแปรไคทนิเพ่ือเพิ่มประโยชน์ในการใช้งานให้มากขึน้  โดย

เตรียมเป็นไคโตซาน  
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ภาพท่ี 2.1  โครงสร้างโมเลกลุของไคทิน [9] 

ไคโตซานเป็นอนุพันธ์ของไคทิน  ซึ่งเป็นพอลิเมอร์ธรรมชาติ  สามารถเตรียมได้จาก

ขบวนการแอลคาไลน์ไฮโดรไลซิสของไคทิน  หรืออาจเรียกว่ากระบวนการดีอะเซทิเลชนั  เน่ืองจาก

หลงัจากท่ีไคทินถูกไฮโดรไลซิสแล้ว  หมู่อะเซทามิโด (-NHC=OCH3)  ท่ีคาร์บอนตําแหน่งท่ี 2 

บางส่วนจะถูกเปล่ียนเป็นหมู่เอมีน (-NH2)  ดงัแสดงในภาพท่ี 2.2  ไคโตซานจึงมีช่ือทางเคมีว่า 

Poly[β -(1-4)-2-amino-2-deoxy-D-glucopyranose]  หรือ Poly D-glucosamine  ไคโตซานมี

สตูรทัว่ไปคือ (C8H11NO4)n  โดยทัว่ไปถ้าหมู่แอซีทิลถูกตดัหรือหลุดออกไปประมาณร้อยละ 90-

100  จะเรียกว่า Fully deacetylated chitosan ในทางทฤษฎีไคทินจะประกอบด้วยไนโตรเจน   

ร้อยละ 6.89 โดยนํา้หนกั  และไคโตซานมีไนโตรเจนประมาณร้อยละ 8.70 โดยนํา้หนกั  แตท่าง

ปฏิบัตินัน้ไม่สามารถท่ีจะแยกหมู่แอซีทิลออกได้อย่างสมบูรณ์  ดังนัน้ปริมาณไนโตรเจนจะไม่

แน่นอน  โดยอยู่ในช่วงร้อยละ 6.89-8.70  ซึ่งเม่ือพิจารณาสตูรโครงสร้างพบว่าไคโตซานสามารถ

แตกตัวเป็นประจุบวกบนหมู่อะมิโนได้  จึงถือได้ว่าไคโตซานเป็นพอลิเมอร์ท่ีเป็นประจุบวก 

(Cationic polymer) 

 

ภาพท่ี 2.2  โครงสร้างโมเลกลุของไคโตซาน [10] 
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 ไคทินและไคโตซานในธรรมชาติจะอยู่ในรูปของโคพอลิเมอร์  ท่ีมีการกระจายตวัอย่าง

อิสระ (random copolymer)  ถ้ากระบวนการอลัคาไลน์ไฮโดรไลซิส  มีสภาวะท่ีรุนแรงเกินไปจะ

สามารถทําลาย β-1,4-linkage ได้  ทําให้นํา้หนกัโมเลกุลเล็กลง  เพราะฉะนัน้ไม่สามารถเตรียม   

ไคโตซานโฮโมพอลิเมอร์  ได้จากการกระบวนการอลัคาไลน์ไฮโดรไลซิสของไคทินได้ 

 ไคทินและไคโตซานมีโครงสร้าง 3 รูปแบบ คือ α-, β-, γ- ขึน้อยู่กับการจดัเรียงตวัใน

โครงสร้างของผลึก  ไคทินท่ีสกัดได้จากโครงสร้างของกุ้ งและปู  จะมีโครงสร้างเป็น  α-  ซึ่งเป็น

โครงสร้างท่ีเหมาะสําหรับนํามาดดัแปรโครงสร้างทางเคมีได้ง่ายกวา่โครงสร้างแบบอ่ืนๆ 

2.1.1 การสกัดแยก (Isolation) 

 ไคทินและไคโตซานสามารถสกดัได้จากเปลือกกุ้ งและเปลือกปท่ีูเหลือทิง้  ซึ่งไคทินจะอยู่

ในรูปของเส้นใยแทรกตวัอยู่ในเมทริกซ์ของโปรตีน  และปะปนอยู่ร่วมกับแร่ธาตุบางชนิด  เช่น  

แคลเซียมคาร์บอเนต  นอกจากนีจ้ะมีพวกสีและไขมนัต่างๆ  ซึ่งโปรตีนนัน้สามารถกําจดัออกได้

โดยการต้มกบัสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์  สว่นแคลเซียมคาร์บอเนตสามารถกําจดัออกได้โดย

การต้มกบัสารละลายกรดไฮโดรคลอริกหรือกรดไนตริก  ส่วนรงควตัถพุวกสีตา่งๆสามารถแยกออก

ได้โดยการใช้สารฟอกสี ดงันัน้การสกดัไคทินออกจากเปลือกกุ้งหรือปจูะมีขัน้ตอนดงัตอ่ไปนี ้

กระบวนการเตรียมไคทิน [11] แบง่ออกเป็น 3 ขัน้ตอนท่ีสําคญั  คือ  ขัน้ตอนการขจดัแร่

ธาตุท่ีปนอยู่ออก (Demineralization) ขัน้ตอนการละลายโปรตีนออกด้วยเบสเจือจาง 

(Deproteinization) และขัน้ตอนการกําจดัไขมนัและเม็ดสี (Elimination of liquid and pigments) 

กระบวนการเตรียมไคโตซาน  จะเพิ่มอีก 1 กระบวนการหลงัจากท่ีสกัดเอาไคทินออก

มาแล้วคือ ขัน้ตอนการกําจดัหมู่แอซีทิลของไคทิน (Deacetylation) ด้วยเบสเข้มข้นพร้อมกับให้

ความร้อน  ดงัแสดงในภาพท่ี 2.3 
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ภาพท่ี 2.3 ขัน้ตอนกระบวนการเตรียมไคทินและไคโตซาน [11] 
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2.1.1.1 การเตรียมวัตถุดบิ 

การเตรียมวตัถดุิบเร่ิมจากการนําวตัถดุิบ  ได้แก่  เปลือกกุ้ ง  เปลือกป ู และแกนปลาหมึก
มาล้างให้สะอาดด้วยนํา้สะอาดหลายๆ ครัง้  ในกรณีท่ีต้องสะสมวตัถดุิบเป็นระยะเวลานาน  ควร
จะล้างวตัถดุิบให้สะอาดแล้วนําไปต้มและล้างด้วย  Antioxidant solution  หลงัจากนัน้อาจจะลด
ขนาดของวตัถดุบิลง เชน่ นําไปบดละเอียด 

2.1.1.2 การขจัดแร่ธาตุท่ีปนอยู่ 

 ขัน้ตอนการขจดัแร่ธาตท่ีุปนอยูอ่อก  มกันิยมใช้สารละลายกรดไฮโดรคลอกริกเจือจางเป็น

ตวัทําละลายแร่ธาต ุ  ซึง่สว่นใหญ่เป็นเกลือแคลเซียมคาร์บอเนต  แตใ่นระดบัอตุสาหกรรมมกันิยม

ใช้กรดซัลฟิวรัสในการขจดัแร่ธาต ุ ซึ่งมีข้อดีตรงท่ี  ช่วยลดปฏิกิริยาการสูญเสียสภาพของไคทิน  

เน่ืองจากกรดซลัฟิวรัสเป็นกรดอ่อน  อีกทัง้ยงัสามารถนํากรดนัน้กลบัมาใช้ใหม่ได้อีก  ตลอดจนได้

ผลิตผลพลอยได้ เช่น แคลเซียมซลัไฟต์  แคลเซียมซัลเฟต  และแคลเซียมออกไซด์  ซึ่งสามารถ

นําไปขายได้เพ่ือสร้างรายได้อีกทางหนึง่ด้วย 

2.1.1.3 การละลายโปรตีนออกด้วยเบสเจือจาง 

ขัน้ตอนการละลายโปรตีนออกด้วยเบสเจือจาง  ส่วนมากนิยมใช้สารละลายโซเดียม    

ไฮดรอกไซด์เจือจาง  นอกจากนีมี้การลดขนาดของวตัถดุบิ  เพ่ือชว่ยลดเวลาของการละลายโปรตีน

อีกด้วย  นอกจากการใช้สารละลายด่างในการกําจดัโปรตีนแล้ว  อาจจะใช้เอนไซม์ในการกําจัด

โปรตีนก็ได้  ซึง่จะทําให้ความหนืดของสารละลายไคทินลดลงอีกด้วย   

2.1.1.4 การก าจัดสีและไขมัน 

 ขัน้ตอนการกําจดัสีและไขมนั  โดยมากนิยมใช้ตวัทําละลายตา่งๆท่ีมีความสามารถในการ

ละลายรงควตัถตุา่งๆ  เชน่ แอลกอฮอล์  แอซีโตน  และอีเทอร์  หรือสารละลายเพอร์แมงกาเนต  ซึ่ง

ขัน้ตอนนีอ้าจทําในระหว่างขัน้ตอนการขจดัแร่ธาตุท่ีปนอยู่และขัน้ตอนการละลายโปรตีน  หรือ

ภายหลงัจากการขจดัแร่ธาตแุละละลายโปรตีนแล้วก็ได้  ซึง่ขัน้ตอนนีไ้มจํ่าเป็นต้องทําก็ได้ 

 



9 

2.1.1.5 การก าจัดหมู่แอซีทลิ 

 ขัน้ตอนการกําจัดหมู่แอซีทิล  นิยมใช้สารละลายเบสเข้มข้นพร้อมทัง้ให้ความร้อน  โดย

สารละลายท่ีนิยมใช้  คือสารละลายโซเดียมไฮดรอกซ์ไซด์ เข้มข้น  เน่ืองจากมีราคาถูกกว่า

สารละลายชนิดอ่ืน  

  

2.1.2 สมบัตทิางกายภาพและทางเคมีของไคทนิและไคโตซาน [12] 

2.1.2.1 ความสามารถในการละลาย (Solubility) 

 ไคทิน  สามารถละลายได้ในกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น  กรดฟอสฟอริก  กรดฟอร์มิก  โดย

ต้องปราศจากนํา้  แต่ไม่ละลายในนํา้  กรดเจือจาง  ดา่งทัง้เจือจางและเข้มข้น  แอลกอฮอล์  และ

ตวัทําละลายอินทรีย์ อ่ืนๆ   

 สว่นไคโตซาน  สามารถละลายได้ในสารละลายท่ีเป็นกรดอินทรีย์เกือบทกุชนิดซึ่งมีคา่ pH 

น้อยกว่า 6  เช่น  กรดแอซีติก  และกรดฟอร์มิก เป็นกรดท่ีนิยมใช้ในการละลายไคโตซาน  กรด

อินทรีย์บางชนิด  เช่น  กรดไฮโดรคลอริก  กรดไนตริก  กรดฟอสฟอริก  และกรดเปอร์คลอริก        

ก็สามารถละลาย  ไคโตซานได้เช่นกันแต่ต้องอยู่ภายใต้การคนท่ีอุณหภูมิสูงปานกลาง [13]       

แตไ่คโตซานมีข้อจํากดัตรงท่ีไมส่ามารถละลายได้ในนํา้ ดา่ง และตวัทําละลายอินทรีย์  เม่ือละลาย

แล้วสารละลายไคโตซานจะมีความเหนียวใส  อีกทัง้ในการละลายบางครัง้อาจเกิดตะกอนสีขาว

ลกัษณะคล้ายเจลเกิดขึน้   

 2.1.2.2 น า้หนักโมเลกุล (Molecular Weight) 

 ไคทินในธรรมชาติจะมีนํา้หนกัโมเลกลุมากกว่า 1×106  ในขณะท่ีไคโตซานจะมีนํา้หนกั

โมเลกลุน้อยกวา่โดยจะอยูใ่นชว่ง 1×105 ถึง 1.2×106  ขึน้อยูก่บักระบวนการผลิต 
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 2.1.2.3 ระดับการก าจัดหมู่แอซีทลิ (Degree of Deacetylaion) 

 ปัจจยัสําคญัในการแบ่งประเภทว่าเป็นไคทินหรือไคโตซาน  คือ ระดบัของการกําจดัหมู่  

แอซีทิล (Degree of N-acetylation : DA)  หรือระดบัการแทนท่ีของเอมีน (Degree of 

deacetylation : DD) เน่ืองจากไคทินและไคโตซานเป็นโคพอลิเมอร์  ระหว่าง  เอน-แอซีทิล-กลโูค

ซามีน  และ ดี-กลโูคซามีน  ถ้าสดัส่วนท่ีอยู่ร่วมกนัของเอน-แอซีทิล-กลโูคซามีนมากกว่า  แสดงว่า

ระดบัของการกําจัดหมู่แอซีทิลนัน้ต่ํา  จึงแสดงสมบตัิเด่นของไคทิน  แต่ถ้าสัดส่วนของดี-กลูโค   

ซามีนมากกวา่  แสดงวา่ระดบัของการกําจดัหมู่แอซีทิลสงูจึงแสดงสมบตัิเดน่ของไคโตซานออกมา  

โดยถ้าระดบัของการกําจดัหมู่แอซีทิลมีคา่ประมาณ 50 % ขึน้ไปจะเรียกว่า “ไคโตซาน” [12]  ซึ่ง

โดยทัว่ไปแล้วไคโตซานจะมีระดบัของการกําจดัหมู่แอซีทิล ประมาณ 70-95 %   ซึ่งถ้าคา่ระดบั

ของการกําจัดหมู่แอซีทิลมีค่าเป็น 90-100%  จะเรียกว่า  การกําจดัหมู่แอซีทิลอย่างสมบรูณ์  ซึ่ง

เทคนิคท่ีใช้ในการหาระดับของการกําจัดหมู่แอซีทิล  ได้แก่  อินฟราเรดสเปกโตรสโกปี [14]        

ไทเทรชนั [15]  และโครมาโทกราฟี [16]  เป็นต้น 

 2.1.2.4 ความหนืด (viscosity) 

 ความหนืดของสารละลายไคโตซานขึน้อยู่กับปัจจัยหลายประการ  เช่น  ระดบัของการ

กําจดัหมู่แอซีทิล  ความเป็นกรด-เบส (pH)  และอณุหภูมิของสารละลายนัน้  ซึ่งโดยทัว่ไปความ

หนืดของสารละลายพอลิเมอร์จะลดลงเม่ืออุณหภูมิสูงขึน้  แต่ชนิดของกรดท่ีใช้และการ

เปล่ียนแปลง pH ของสารละลายพอลิเมอร์จะส่งผลให้มีคา่ความหนืดท่ีแตกตา่งกนัด้วย [17]  เช่น  

ความหนืดของไคโตซานในกรดแอซีติกจะเพิ่มขึน้เม่ือสารละลายมีค่าความเป็นกรด-เบสของ

สารละลายลดลง  ในขณะท่ีความหนืดของไคโตซานในกรดไฮโดรคลอริกจะเพิ่มขึน้เม่ือความเป็น

กรด-เบสของสารละลายเพิ่มขึน้ 

 2.1.2.5 ความสามารถในการสร้างและตกตะกอน (Flocculant and Coagulating 

Ability) 

 ไคโตซานเป็นตวัสร้างตะกอนท่ีดี  เน่ืองจากภายในโครงสร้างมีหมู่อะมิโนจํานวนมากท่ี

สามารถแตกตวัเป็นประจุบวก  และจับกับสารท่ีมีประจุลบได้  เช่น  สีย้อมผ้า  โปรตีนและพอลิ
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เมอร์อ่ืนๆ  นอกจากนีไ้คโตซานยงัสามารถจบักับโลหะหนกัได้อีกด้วย [18]  เน่ืองจากไนโตรเจน

ของหมู่อะมิโนจะเป็นตวัให้อิเล็กตรอน  ทําให้ไอออนของโลหะเกิดพนัธะเชิงซ้อนขึน้กบัหมู่อะมิโน

นัน้ได้  โดยเม่ือเปรียบเทียบกนัแล้วท่ีหมู่อะมิโนของไคโตซานมีประสิทธิภาพในการจบัไอออนของ

โลหะได้ดีกวา่หมูแ่อซีทิลในไคทิน 

 2.1.2.6 การจัดเรียงตัวในระดับโมเลกุล (Molecular Conformation) 

ไคทินมีโครงสร้างของผลึกท่ีแข็งแรง  และมีระดับของผลึกสูง (high degree of 

crystallinity)  รูปแบบผลึกของไคทินมี 3 รูปแบบ คือ อลัฟา-ไคทิน, เบต้า-ไคทิน, แกมมา-ไคทิน  

แต่ละลกัษณะแตกต่างกันท่ีลักษณะการเกิดโครงร่างผลึก  และปัจจัยการเกิดโครงร่างผลึกของ

หน่วยเซลล์  เพราะฉะนัน้ความแตกต่างนัน้จึงเป็นผลมาจากรูปแบบการเรียงตวัของโมเลกุลใน

โครงผลกึนัน่เอง   

 2.1.2.7 การเส่ือมสลาย (Degradation) 

 ไคทินและไคโตซานจะเหมือนกบัพอลิเมอร์หรือพอลิแซกคาไรด์อ่ืนๆทัว่ไป  คือ เม่ือเกิดการ

เส่ือมสลายจะให้สายโซโ่มเลกลุท่ีสัน้ลงเป็นโอลิโกแซกคาไรด์ (oligosaccharide) หรือ โอลิโกเมอร์

(oligomer) และเป็นหน่วยย่อยท่ีเล็กท่ีสดุท่ีเรียกว่า มอนอเมอร์ (monomer)  หรือ โมโนแซกคาไรด์

(monosaccharide) [19] 

 การเล่ือมสลายของไคทินและไคโตซาน  เกิดขึน้ได้ด้วยปัจจยัตา่งๆ ดงันี ้

  1. การเส่ือมสลายโดยกรด 

  2. การเส่ือมสลายโดยดา่ง 

  3. การเส่ือมสลายโดยการสัน่ด้วยคล่ืนเสียง 

  4. การเส่ือมสลายโดยเอนไซม์ 

  5. การเส่ือมสลายโดยความร้อน 
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2.1.3 ประโยชน์ของไคทนิและไคโตซาน 

ไคทินและไคโตซานเป็นสาร ท่ีมีความโดดเด่นเฉพาะตัว   คือ เ ป็นวัสดุชีวภาพ 

(biomaterial)  ท่ีมีความเข้ากันได้ทางชีวภาพ (biocompatibility) อีกทัง้ย่อยสลายได้ตาม

ธรรมชาติ (biodegradable)  ดงันัน้  จึงปลอดภัยในการนํามาใช้งานกับมนุษย์  อีกทัง้ไม่เกิด

ผลเสียตอ่สิ่งแวดล้อม  แตท่ัง้นีม้กันิยมใช้ไคโตซานมากกว่า  เน่ืองจากไคโตซานสามารถผลิตให้มี

นํา้หนกัโมเลกลุท่ีแตกตา่งกนัได้  อีกทัง้สามารถแตกตวัให้ประจบุวกได้ในภาวะท่ีเป็นกรดอ่อนและ

สามารถหาตวัทําละลายได้ง่ายกว่าไคทิน  นอกจากนีไ้คโตซานยงัสามารถขึน้รูปได้หลากหลาย

รูปแบบ  เช่น  เจล  บีด  เมมเบรน  อนุภาค  ฟิล์ม  เป็นต้น  ปัจจุบันจึงได้มีผู้ ทําการศึกษา

ค้นคว้าวิจยั  และนําไคโตซานไปใช้ประโยชน์กนัอยา่งมากมายและแพร่หลาย  ยกตวัอย่างดงัแสดง

ในตารางท่ี 2.1 
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ตารางท่ี 2.1 การใช้ประโยชน์จากไคโตซาน [20] 

ประเภท ตวัอยา่งการใช้ประโยชน์ 
ด้านการเกษตรกรรมและอาหาร 
 

ไ ค โ ต ซ า น ส า ม า ร ถ นํ า ไ ป ป ร ะ ยุ ก ต์ ใ ช้ ใ น
การเกษตรได้ เน่ืองจากไคโตซานเป็นพอลิเมอร์
ท่ีมีอยู่ในธรรมชาติและสามารถย่อยสลายได้
ทางชีวภาพ  จึงไม่เกิดมลพิษทางธรรมชาติ  จึง
ได้มีการนําไคโตซานไปใช้เป็นสารเคลือบผลไม้  
เน่ืองจากสามารถป้องกนัแบคทีเรีย ช่วยยืดอายุ
ของผลไม้ให้ได้นานขึน้ อีกทัง้ไคโทซานใช้ลด
ปริมาณคลอเรสเตอรอลและไตรกลีเซอไรด์ใน
เลือด จึงมีการนําไคโตซานมาผสมกับอาหาร  
อาทิประเทศญ่ีปุ่ น  ได้แก่ คกุกี ้ ก๋วยเต๋ียว และ
นํา้ส้ม 

ด้านการบําบดันํา้ทิง้  จากโครงสร้างของไคโตซานซึ่งมีหมู่เอมีน  ทํา
หน้าท่ีเป็นตวัให้อิเล็กตรอน จึงทําให้ไคโตซาน
สามารถเกิดปฏิกิริยากับสารจําพวกโปรตีน สี
ย้อมผ้า และไอออนของโลหะได้  จึงมีการ
ประยกุต์นําไคโตซานไปใช้ดดูซบัสีย้อมผ้าในนํา้
ทิง้ และดดูซบัไอออนของโลหะในกระบวนการ
บําบดันํา้ทิง้  

ด้านการแพทย์และเภสชักรรม 
 

ไคโตซานถูกนํามาใช้ทางเภสชักรรม โดยใช้ไค
โตซานเป็นตวันําส่งยา (drug carrier) เพ่ือช่วย
เพิ่มประสิทธิภาพในการดูดซึมและปลดปล่อย
ยา ส่วนในทางการแพทย์นัน้ได้มีการนําไคโต
ซานไปประยกุต์ใช้เป็นวสัดปิุดแผล  โดยทําให้
แผลหายเร็วขึน้หรือทําให้เลือดจับเป็นก้อน  
นอกจากนีย้งัมีการตีพิมพ์ผลงานวิจยัท่ีเก่ียวกับ
การใช้ไคโตซานลดปริมาณคลอเรสเตอรอลและ
ไขมนัในสตัว์อีกด้วย 
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ตารางท่ี 2.1 (ตอ่) การใช้ประโยชน์จากโคโทซาน [20] 

ประเภท ตวัอยา่งการใช้ประโยชน์ 

ด้านสขุภาพและเคร่ืองสําอาง ในประเทศญ่ีปุ่ นได้มีการนําไคโตซานมาเป็น

สว่นประกอบในผลิตภณัฑ์ดแูลผม ได้แก่ แชมพ ู

และครีมนวด  อีกทัง้ยงัมีการใช้ในผลิตภณัฑ์

ดแูลผิวหนงัจําพวก ครีมอาบนํา้ โลชนัอีกด้วย 

ด้านเทคโนโลยีนิวเคลียร์ มีการนําไคโตซานไปใช้เป็นสารดดูซบัยเูรเนียม  
เพ่ือนําไปประยกุต์ใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณ
ของธาตยุเูรเนียมในปริมาณน้อยๆ ในนํา้ประปา
และนํา้ทะเล  

จากท่ีได้กล่าวมานัน้จะเห็นได้ว่าประโยชน์ของไคโตซานนัน้มีมากมาย  แตไ่คโตซานนัน้มี
นํา้หนกัโมเลกลุสงูอีกทัง้ยงัมีความสามารถในการละลายได้ในตวัทําละลายตา่งๆ ได้น้อย  ทําให้มี
ข้อจํากดัของการนําไปใช้ประโยชน์  จึงมีการปรับปรุงสมบตัิบางประการเพ่ือให้เหมาะสมกับการ
นําไปใช้ให้ได้มากขึน้  โดยการเพิ่มความสามารถในการละลายได้ของไคโตซาน  ซึ่งสามารถทําได้
โดยการลดนํา้หนกัโมเลกลุลงด้วยวิธีการตา่ง ๆ ได้แก่ การใช้วิธีทางเคมี วิธีทางรังสี  และวิธีการใช้
เอนไซม์  

 

2.2 ความรู้พืน้ฐานเก่ียวกับอิมัลชัน [21]  

อิมลัชนั (Emulsion) หมายถึง  สารละลายท่ีประกอบด้วยของเหลวอย่างน้อย 2 ชนิด ซึ่ง
ไม่เข้ากันหรือไม่ละลายในกันและกัน  เช่น  นํา้และนํา้มัน  เม่ือต้องการให้สารทัง้สองชนิด
ผสมผสานเข้าเป็นเนือ้เดียวกนัจําเป็นต้องใช้ตวักระทําอิมลัชนั (Emulsifier)  เป็นตวัผสานทัง้สอง
เข้าด้วยกัน  เม่ือมองด้วยตาเปล่าจะเห็นลกัษณะเป็นสารเนือ้เดียวกัน  แต่ถ้ามองด้วยกล้อง
จลุทรรศน์ก็จะเห็นเป็น 2 วฏัภาค คือ  เห็นเป็นหยดเล็กๆ ของของเหลวชนิดหนึ่งเรียกว่า “วฎัภาค
ภายใน”(internal or dispersed phase)  กระจายตวัแทรกอยู่ในของเหลวอีกชนิดหนึ่งท่ีเรียกว่า 
“วฏัภาคภายนอก”(External or continuous phaes)  โดยทัว่ไปหยดของวฏัภาคภายในจะมีขนาด
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ท่ีแตกตา่งๆกนั  ตัง้แตข่นาดท่ีเล็กกว่า 0.05 ไมครอน  จนถึง 25 ไมครอน  ซึ่งขนาดอนภุาคของวฏั
ภาคภายในจะมีผลต่อการกระจายแสงได้ต่างกัน  จึงทําให้อิมลัชนัปรากฏลกัษณะภายนอกท่ี
มองเห็นได้แตกตา่งกนั 

2.2.1 ส่วนประกอบของอิมัลชัน 

ผลิตภณัฑ์รูปแบบอิมลัชนั มีสว่นประกอบหลกัสําคญั 3 สว่น คือ 
1. วฏัภาคนํา้ (Water phaes) ได้แก่  นํา้และสารตา่งๆ ซึ่งอาจเป็นของแข็งหรือของเหลวท่ี

ละลายได้ในนํา้ อาจเป็นสารเพิ่มความหนืด  สารกนัเสีย  สารลดแรงตงึผิว  สีท่ีละลายนํา้  สารต้าน
ออกซิเดชนั  นอกจากนีอ้าจเป็นสารออกฤทธ์ิอ่ืนท่ีละลายนํา้ได้  เป็นต้น  สารตา่งๆ เหล่านีอ้าจเติม
ลงในวฏัภาคนํา้ได้ทัง้สิน้ แล้วแตส่ว่นประกอบของสตูรในผลิตภณัฑ์แตล่ะประเภท 

2. วฏัภาคนํา้มนั (Oil phase) ได้แก่  นํา้มนัตา่งๆ  ไขมนั  ไขแข็ง  สีท่ีละลายในนํา้มนั 
นํา้หอมตา่งๆ  สารกนัหืน  สารลดแรงตงึผิว  หรือสารออกฤทธ์ิตา่งๆ  เป็นต้น แล้วแตส่่วนประกอบ
ในสตูรของผลิตภณัฑ์แตล่ะประเภทเชน่กนั 

3. ตวักระทําอิมลัชนั (Emulsifier) ได้แก่ สารลดแรงตงึผิวเช่น Tween, Span, Sodium 
lauryl sulfate คอลลอยด์ท่ีชอบนํา้ เช่น Acacia, Gelatin ของแข็งอนภุาคละเอียด เช่น Bentonite, 
Colloidal magnesium aluminium silicate เป็นต้น ตวัทําอิมลัชนัเป็นตวัสําคญัในการผสมผสาน
ให้วฏัภาคนํา้และนํา้มนัเข้าเป็นเนือ้เดียวกนัได้ 

2.2.2 กลไกการเกิดอิมัลชัน 

เม่ือมีการผสมกนัระหว่างของเหลวสองชนิดซึ่งไม่เข้ากนั  จะพบว่าของเหลวจะแยกกนัอยู่
เป็น 2 ชัน้  เน่ืองจากเกิดแรงตงึระหว่างผิวนัน้  แตเ่ม่ือเพิ่มพลงังานและเพิ่มพืน้ท่ีผิวสมัผสัระหว่าง
ของเหลวทัง้สอง โดยการเขย่า  จะทําให้ของเหลวนัน้กระจายตวัเป็นหยดเล็กๆ และมีลกัษณะของ
อิมลัชนัเกิดขึน้ แตเ่กิดขึน้แคช่ัว่คราวเท่านัน้  ในทางเทอร์โมไดนามิกส์อธิบายได้ว่า  การเขย่าเป็น
การเพิ่มพลงัอิสระท่ีพืน้ผิว (Surface free energy) ของเหลวจึงเข้ากนัได้ชัว่คราวเท่านัน้  เพราะ
เม่ือหยดุเขย่าหรือหยดุกวน  ของเหลวก็จะกลบัมารวมตวักนัและแยกชัน้ดงัเดิม  เน่ืองจากมีการ
ปรับสภาวะให้เข้าจดุคงสภาพโดยลดพืน้ท่ีผิวการสมัผสัระหว่างกันน้อยท่ีสุด   ซึ่งสามารถทําให้
ของเหลวนัน้เข้ากนัอย่างถาวรได้โดยการการเติมตวัทําอิมลัชนัลงไปก่อนการเขย่า  เพ่ือให้เกิดการ
กระจายตวัเป็นหยดเล็กๆ ในกันและกันของของเหลวทัง้สองชนิดโดยท่ียังคงสภาพอยู่  ซึ่งไม่
กลบัมาแยกชัน้ 
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ภาพท่ี 2.4  การเกิดอิมลัชนั [21] 

 

2.2.3 ชนิดของอิมัลชัน 

ก. ผลิตภณัฑ์อิมลัชนัท่ีพบโดยทัว่ไปมกัมีลกัษณะขาวขุ่นคล้ายนํา้นม   ซึ่งในความจริงแล้วอิมลัชนั
อาจจะโปร่งใสก็ได้  จึงสามารถแบ่งชนิดของอิมลัชันตามลกัษณะภายนอกท่ีมองเห็น ได้เป็น 2 
ชนิด คือ 

1. ไมโครอิมลัชนั (Microemulsion)  คือ  อิมลัชนัจะมีลกัษณะขุ่นขาว  ซึ่งขนาดของ
อนภุาคของวฎัภาคภายในของอิมลัชนั  จะมีขนาดตัง้แต ่0.25 – 10 ไมครอน (โดยทัว่ไปจะใหญ่
กว่า 1 ไมครอน)  จึงทําให้มีความแตกตา่งของคา่ดชันีการหกัเหของแสงของวฏัภาคทัง้สอง   และ
เกิดการกระจายแสง  จึงมองเห็นเป็นสารท่ีมีลกัษณะขุ่นขาว   อิมลัชนัชนิดนีอ้าจแบง่ย่อยได้เป็น
อิมลัชนัเนือ้หยาบ  ซึง่มีอนภุาคคอ่นข้างใหญ่ สว่นอิมลัชนัเนือ้ละเอียด  จะมีขนาดอนภุาคคอ่นข้าง
เล็กโดยขนาดจะเล็กกว่า 5 ไมครอนลงไป  ไมโครอิมัลชันเป็นอิมัลชันท่ีพบมากท่ีสุด  ทัง้ใน
อตุสาหกรรมอาหาร  อตุสาหกรรมยา และอตุสาหกรรมเคร่ืองสําอาง เป็นต้น 

2. นาโนอิมลัชนั (Nanoemulsion)  จะมีลกัษณะโปร่งใส  เน่ืองจากอนภุาคของวฎัภาค
ภายในเล็กมาก (ประมาณ 10 –75 นาโนเมตร)  ซึ่งมีคา่น้อยกว่าหนึ่งในส่ีของความยาวคล่ืนแสงท่ี
มองเห็นได้ (Visible light) จึงไม่หกัเหหรือกระจายแสง  แสงจึงสามารถทะลุผ่านได้จึงดโูปร่งใส    
หยดของวฏัภาคภายในมีลกัษณะกลมถกูล้อมลอบด้วยฟิล์มของตวักระทําอิมลัชนั มีทัง้ชนิดนํา้มนั
ในนํา้(O/W) และนํา้ในนํา้มนั(W/O)  



17 

ข. แบง่ตามชนิดของของเหลวท่ีเป็นวฏัภาคภายในและวฏัภาคภายนอก ได้เป็น 3 ชนิด คือ  

1. อิมลัชนัชนิดนํา้ในนํา้มนั (W/O Emulsion)  อิมลัชนัชนิดนีจ้ะมีวฏัภาคภายในเป็นนํา้  
วฏัภาคภายนอกเป็นนํา้มนั  มกัพบในผลิตภณัฑ์เคร่ืองสําอาง เช่น   ครีมล้างหน้า ( Cleansing 
cream) ครีมทากลางคืน (Night cream) ครีมนวดหน้า (Massage cream) และครีมฮอร์โมน 
(Hormone cream) เป็นต้น อิมลัชนัชนิดนีจ้ะคอ่นข้างข้น  และเหนียวเหนอะหนะ 

 2. อิมลัชนัชนิดนํา้มนัในนํา้ (O/W emulsion)  อิมลัชนัชนิดนีจ้ะมีวฏัภาคภายในเป็น
นํา้มนั สว่นวฏัภาคภายนอกเป็นนํา้  จงึมีความเหนอะหนะคอ่นข้างน้อย  มีการกระจายตวัท่ีดี  เป็น
ท่ีนิยมมากในผลิตภณัฑ์เคร่ืองสําอาง เช่น ครีมและโลชนัทาผิว (Body cream and lotion) ครีมทา
หน้า (Vanishing cream) ครีมกนัแดด (Sun screen cream) ครีมรองพืน้ (Foundation cream) 
เป็นต้น 

3. อิมลัชนัเชิงซ้อน (Multiple emulsion) เป็นอิมลัชนัท่ีมีวฏัภาคภายในซ้อนกนัอยู่ ซึ่งเป็น
ของเหลวต่างชนิดกัน เช่น อนภุาคของนํา้/นํา้มนั/นํา้ (W/O/W) หรืออนุภาคของนํา้มนั/นํา้/นํา้มนั 
(O/W/O)  ซึ่งอิมลัชนัเชิงซ้อนเหล่านีส้ามารถเปล่ียนเป็นอิมลัชนัชนิดธรรมดาได้ เช่น   อนภุาคของ
นํา้/นํา้มนั/นํา้ (W/O/W) ซึ่งมีนํา้เป็นวฏัภาคภายนอก  และวฎัภาคภายในเป็นนํา้มนั  ซึ่งจะมีหยด
เล็กๆของหยดนํา้ซ้อนอยู่อีกที  เม่ือกลบักลายเป็นอิมลัชนัธรรมดาจะกลายเป็นชนิดอนุภาคนํา้มนั
ในนํา้ (O/W)  ซึง่จะพบอิมลัชนัชนิดนีบ้้างในผลิตภณัฑ์เคร่ืองสําอางบางประเภท 

 

   
 

ภาพท่ี 2.5  อิมลัชนัประเภทตา่งๆ [22] 
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ค. แบง่ตามความหนืดของอิมลัชนั ได้เป็น 2 ชนิด คือ  

1. โลชนั (Lotion)  เป็นอิมลัชนัท่ีมีความหนืดต่ํา  เพราะมีปริมาณของวฏัภาคภายในน้อย  
ซึ่งมกัมีไม่เกิน 35%  โลชนัอาจเป็นได้ทัง้สองชนิด  พบมากในผลิตภัณฑ์ท่ีใช้ทาผิว  โดยเฉพาะ
ผิวหนงัท่ีมีบริเวณกว้าง  เน่ืองจากโลชนัประเภทนีท้าแล้วชุ่มชืน้  ไม่เหนอะหนะ  ดดูซึมได้ดี  ให้
ความรู้สึกสบาย และสามารถล้างออกได้ง่าย  เช่น  โลชนัทาผิว  โลชนัป้องกันแสดงแดด  เป็นต้น  
โลชนัชนิดนํา้ในนํา้มนั (W/O) จะไมค่อ่ยนิยมนกั  เน่ืองจากเม่ือทาแล้ว  จะรู้สึกเหนอะหนะผิว  เช่น  
โลชนัป้องกันแดดชนิดท่ีมีคณุสมบตัิกันนํา้ ท่ีใช้ทาก่อนลงเล่นนํา้  เป็นต้น   เพราะฉะนัน้อิมลัชนั
ชนิดนํา้มนัในนํา้ (O/W)  จะไมส่ามารถทําได้เน่ืองจากจะถกูนํา้ชะล้างออกไปหมด   

2. ครีม ( Cream) เป็นอิมัลชันท่ีมีความหนืดสูงมาก (ลักษณะกึ่งแข็ง) เพราะมี
ส่วนประกอบของสารพวกไขแข็ง (Waxes) และไขมนั (Fatty acid or fatty alcohol) ซึ่งช่วยเพิ่ม
ความหนืดและเนือ้ครีมท่ีผสมอยู่กบันํา้มนั (Oils) ในวฏัภาคนํา้มนั  ครีมจะมีความหนืดมากกว่า
โลชนั  เน่ืองจากมีปริมาณวฏัภาคภายในประมาณ 35 – 75 % ซึ่งสงูกว่าโลชนั  แล้วแตค่วามหนืด
ท่ีต้องการโดยมีการใช้สารเพิ่มเนือ้ครีม (Bodying or stiffening agent) เช่นไขมนัและไขแข็งดงัท่ี
ได้กล่าวมา  เคร่ืองสําอางท่ีเป็นครีมชนิดนํา้มนัในนํา้ (O/W) ได้แก่ ครีมทาผิว ครีมบํารุงถนอมผิว 
ครีมแตง่ผม ครีมโกนหนวด ครีมทากนัแดด ครีมระงบัเหง่ือและกลิ่นตวั ครีมทาแก้สิว ครีมทาแก้ฝ้า 
เป็นต้น ครีมชนิดนํา้ในนํา้มนั (W/O) ได้แก่ครีม ฮอร์โมน ครีมล้างหน้า ครีมนวดหน้า ครีมแตง่ผม 
เป็นต้น  

 

2.2.4 อิมัลซิฟายเออร์และสารลดแรงตงึผิว [23] 

อิมลัซิฟายเออร์และสารลดแรงตงึผิว  คือโมเลกลุท่ีมีส่วนท่ีชอบนํา้และไม่ชอบนํา้ เป็นสาร
ท่ีจําเป็นหลักท่ีช่วยหลีกเล่ียงการแยกเฟสระหว่างนํา้และนํา้มัน  ทําให้อิมัลชันคงตวัโดยอาศัย
คุณสมบัติการลดแรงตึงระหว่างผิว  ประกอบด้วยส่วนหัวเป็นส่วนท่ีมีคุณสมบัติชอบนํา้ 
(hydrophilic) จึงสามารถละลายได้ในนํา้หรือสารท่ีมีขัว้  และส่วนหางเป็นส่วนของโซ่
ไฮโดรคาร์บอน (long hydrocarbon) ซึ่งสามารถละลายได้ดีสาหรับสารประเภทไฮโดรคาร์บอน
และสารท่ีไมมี่ขัว้ (non-polar)  
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2.2.4.1 ประเภทของอิมัลซิฟายเออร์หรือสารลดแรงตงึผิว 

อิมลัซิฟายเออร์หรือสารลดแรงตงึผิวสามารถแบง่ออกได้เป็นหลายประเภท ดงันี ้

1. แบง่ตามประจ ุ 

• Anionic - อิมลัซิฟายเออร์ท่ีมีประจลุบบนสว่นท่ีเป็น active portion ของโมเลกลุ 
• cationic - อิมลัซิฟายเออร์ท่ีมีประจบุวกบนสว่นท่ีเป็น active portion ของโมเลกลุ 

• non-ionic - อิมลัซิฟายเออร์ท่ีโมเลกลุไมแ่สดงประจ ุ     

• amphoteric - แสดงได้ทัง้ประจบุวกและประจลุบขึน้กบั pH 

• zwitter ionic - แสดงทัง้ประจบุวกและประจลุบท่ี surface active portion 

2. แบ่งตามสัดส่วนระหว่างส่วนท่ีชอบนํา้กับส่วนท่ีชอบนํา้มัน  (hydrophilic–lipophilic 

balance : HLB) 

Hydrophile-lipophile balance (HLB) หมายถึงสดัส่วนระหว่างส่วนท่ีชอบนํา้กบัส่วนท่ี

ชอบนํา้มนั โดยปกติ HLB มีคา่ 0-20  ถ้าคา่ HLB เท่ากบั 0 คือสารท่ีในโมเลกลุมีแตส่่วนท่ีไม่ชอบ

นํา้ (hydrophobic) ทัง้หมดจงึไมล่ะลายนํา้  เม่ือคา่ HBL สงูขึน้  โมเลกลุจะมีส่วนท่ีชอบนํา้มากขึน้ 

กระจายในนํา้ได้ดีขึน้   และอิมลัซิไฟเออร์ท่ีชอบนํา้และนํา้มนัเทา่ ๆ กนัจะมีคา่ HLB = 10 

2.2.4.2 หลักการท างานของอิมัลซิฟายเออร์ [24] 
หลกัการทํางานของสารลดแรงตงึผิวคือ ส่วนท่ีชอบนํา้จะจบักบันํา้ และส่วนท่ีชอบนํา้มนั

จะจบัสิ่งสกปรกพวกไขมนัท่ีไมส่ามารถละลายนํา้ได้ ทําให้สิ่งสกปรกหลดุออกไปแล้วแขวนลอยอยู่
ในนํา้ 

 

ภาพท่ี  2.6 การเกิดไมเซลล์ของอิมลัซิฟายเออร์ 
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CMC (critical micelle concentration) คือความเข้มข้นต่ําสดุของสารลดแรงตงึผิวท่ีทํา
ให้เกิดไมเซลล์โดยไมเซลล์เกิดจากสารประเภทท่ีมีขัว้ 2 แบบในโมเลกลุเดียวกนั คือมีทัง้ส่วนท่ีมีขัว้
และไม่มีขัว้  กรณีท่ีความเข้มข้นของสารลดแรงตึงผิวต่ําๆ มนัจะอยู่เป็นโมเลกุลเด่ียวๆ  แตเ่ม่ือ
ความเข้มข้นมากขึน้ถึงคา่ๆหนึง่ โมเลกลุเหลา่นีจ้ะเร่ิมเกาะกนัเองโดยใช้ส่วนท่ีไม่มีขัว้หนัเข้าหากนั 
และหนัสว่นท่ีมีขัว้ออกข้างนอกเพ่ือยึดเกาะกบัโมเลกลุของสารละลายท่ีมีขัว้  เกิดเป็นไมเซลล์ขึน้ 

เม่ือมีการเพิ่มความเข้มข้นของสารลดแรงตงึผิว  สมบตัิตา่งๆ จะมีการเปล่ียนแปลง เช่น  
แรงตงึผิว  คา่การนําไฟฟ้า  ความดนัออสโมซิส  เป็นต้น  เม่ือถึงจดุ CMC สมบตัิดงักล่าว จะมีการ
เปล่ียนแปลงเล็กน้อย โดยในทางท่ีเพิ่มขึน้หรือลดลง ขึน้กบัสมบตัินัน้ๆ เช่น แรงตงึผิวและคา่การ
นําไฟฟ้าจะมีคา่ลดลง  สว่นคา่ความดนัออสโมซิสจะมีคา่เพิ่มขึน้    
 
2.3 การเพาะเลีย้งเซลล์สัตว์ [25] 
 เซลล์เพาะเลีย้งของสัตว์  เป็นเซลล์ท่ีมาจากเนือ้เย่ือของสตัว์หรือจากเซลล์ไลน์ท่ีนํามา
เพาะเลีย้งในสภาวะนอกร่างกายให้เกิดการเจริญเพิ่มจํานวนในภาชนะเลีย้งท่ีเป็นแก้วหรือ
พลาสติก  ซึ่งบรรจุอาหารท่ีกระตุ้นให้เซลล์อยู่รอดเจริญเพิ่มจํานวน  เซลล์เพาะเลีย้งท่ีได้อาจให้
กลุ่มเซลล์ท่ีมีลกัษณะทางพนัธุกรรมเหมือนกนั (homogeneous population)  หรือแตกตา่งกัน 
(heterogeneous population)  การเพาะเลีย้งเซลล์สตัว์แตเ่ดิมแบง่เป็น organ culture, explants 
culture และ cell culture ซึ่ง cell culture จะเป็นการเพาะเลีย้งเซลล์สตัว์ท่ีนิยมท่ีสดุ  โดยเฉพาะ
การเพาะเลีย้งเซลล์ไลน์  เน่ืองจากเซลล์มีคณุสมบตัิสม่ําเสมอ และสามารถเพิ่มจํานวนเซลล์ได้  
การเพาะเลีย้งเซลล์สตัว์ให้เกิดความสําเร็จดีต้องอาศยัเทคนิคตา่งๆ  ท่ีเก่ียวข้องกบัการรักษาความ
มีชีวิตของเซลล์  ให้เซลล์ปลอดการปนเปือ้น  ขณะท่ีให้สภาพแวดล้อมและสารอาหารเหมาะสมตอ่
การเจริญการพัฒนาของเซลล์ได้อย่างต่อเน่ือง  เป็นหลายๆ รุ่นของการถ่ายเลีย้ง  ซึ่งมีผลให้
สามารถใช้เซลล์เพาะเลีย้งของสตัว์เป็นเคร่ืองมือไปประยกุต์กบัเทคโนโลยีเซลล์สตัว์อีกมากมายทัง้
ทางชีววิทยา  และอณูชีววิทยา  ด้วยการให้เซลล์เป็นแหล่งผลิตผลิตภัณฑ์ชีวภาพท่ีมีประโยชน์  
หรืออาจเป็นเคร่ืองมือในการค้นพบและทดสอบทางการแพทย์  กสิกรรม  และสิ่งแวดล้อม  ดงันัน้
การเพาะเลีย้งเซลล์สตัว์จึงเป็นส่วนหนึ่งของเทคโนโลยีชีวภาพ  ท่ีมีการนํามาใช้อย่างแพร่หลาย  
เพ่ือให้เกิดประโยชน์ตอ่การดํารงชีวิตของมนษุย์ตอ่ไป 
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2.3.1 ชนิดของการเพาะเลีย้งเซลล์สัตว์ 

จากทฤษฎีเซลล์ (cell theory) ท่ีกล่าวว่าสิ่งมีชีวิตทกุชนิดจะประกอบด้วยเซลล์หนึ่งเซลล์
หรือมากกว่า  และเซลล์เป็นหน่วยโครงสร้างพืน้ฐานของสิ่งมีชีวิตทุกชนิด  โดยทฤษฎีเซลล์ข้อ
สดุท้ายกลา่ววา่เซลล์ทกุๆ เซลล์จะเกิดขึน้จากการแบง่ตวัของเซลล์ตัง้ต้นท่ีเกิดมาก่อนแล้ว  ทฤษฎี
เซลล์ข้อนีทํ้าให้เกิดการเพาะเลีย้งเซลล์สตัว์ขึน้  โดยการนําเซลล์สตัว์มาเพาะเลีย้งนอกร่างกายใน
สภาพแวดล้อมท่ีดี  และมีอาหารท่ีสมบูรณ์  เพ่ือให้เซลล์แบ่งตัวเพิ่มจํานวนในภาชนะเลีย้ง  
เรียกว่าการเพาะเลีย้งเซลล์ (cell culture)  โดยการเพาะเลีย้งเซลล์สตัว์เดิม  นิยมทําเพ่ือให้
สามารถศึกษาพฤติกรรมของเซลล์สตัว์อย่างอิสระได้  ในสภาวะท่ีหลีกเล่ียงผลกระทบท่ีอาจเกิด
จากสตัว์ทัง้ในภาวะปกติ (normal  homeostasis) และภาวะเครียดจากการทดลอง  การเพาะเลีย้ง
เซลล์สตัว์ในระยะแรกๆ จะเป็นการนําเซลล์  เนือ้เย่ือ  หรืออวยัวะท่ีแยกได้จากสตัว์มาบ่มเลีย้งใน
จานเพาะเลีย้ง  ทําให้เกิดการเพาะเลีย้งเซลล์ปฐมภูมิแบบตา่งๆ  คือ  organ  culture,  explants  
culture  และ  cell  culture  แตปั่จจบุนัการเพาะเลีย้งเซลล์สตัว์มกัเป็นการนําเซลล์จากแหล่งเก็บ
หรือธนาคารเซลล์มาใช้  เน่ืองจากเป็นเซลล์สายพนัธ์บริสุทธ์ิสามารถรู้ลกัษณะเฉพาะ  เช่นชนิด
เซลล์  แหลง่ของเซลล์  การเจริญ  และพนัธุกรรมได้  ดงันัน้การเพาะเลีย้งเซลล์สตัว์จึงแบง่เป็นการ
เพาะเลีย้งแบบปฐมภมูิ  ( primary  culture ) และ  การเพาะเลีย้งเซลล์สายพนัธุ์หรือเซลล์ไลน์  
( cell line ) 
 

2.3.1.1 การเพาะเลีย้งเซลล์ปฐมภูมิและแหล่งเซลล์ 

การเพาะเลีย้งเซลล์ปฐมภูมิเป็นการเพาะเลีย้งเซลล์เร่ิมแรกท่ีนํามาจากสตัว์  เน่ืองจาก
สัตว์เป็นสิ่งมีชีวิตท่ีประกอบด้วยเซลล์หลากหลายชนิด    เซลล์ในเนือ้เย่ือ  หรืออวัยวะจึง
ประกอบด้วยเซลล์หลายชนิด  แต่ละชนิดจะมีบทบาท  หน้าท่ี  รูปร่างและโครงสร้างท่ีมี
ลกัษณะเฉพาะให้เกิดการทํางานร่วมกันของเซลล์ในอวยัวะ  ซึ่งการทํางานอย่างสมัพนัธ์กันของ
อวยัวะตา่งๆจะทําให้สตัว์มีชีวิตอยูร่อด 

 Organ culture    เป็นการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือท่ียงัคงสภาพเดิม  หรือมีบางส่วนของเนือ้เย่ือ
ท่ีอยู่ในสภาพเดิมของร่างกายสตัว์ในลกัษณะท่ียงัคงเป็นเนือ้เย่ือสามมิติทัง้ชิน้อยู่  ชิน้เนือ้เย่ือนัน้
จะถกูเลีย้งในสภาวะท่ีทําให้คงรูปร่างสามมิต ิ  

 Explant culture  เป็นการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือจากสิ่งมีชีวิต  ในลกัษณะท่ีให้ชิน้เนือ้เย่ือมี
การสัมผสักับผิวภาชนะท่ีเป็นแก้ว  หรือพลาสติกและล้อมรอบด้วยอาหาร (glass/plastic-liquid 
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interface) ซึ่งการทําให้ชิน้เนือ้เย่ือยึดติดบนผิวภาชนะอาจเกิดขึน้ได้เอง  หรืออาจใช้ plasma clot 
หรือ extracellular matrix เชน่ collagen มาตรึงชิน้เนือ้ให้ตดิกบัผิวภาชนะ   

 Cell culture  เป็นการเพาะเลีย้งเซลล์เด่ียวๆ  ด้วยการใช้เอนไซม์หรือแรงกลมาแยกให้ได้
เซลล์จากชิน้เนือ้เย่ือมาเพาะเลีย้ง  จะเป็นวิธีท่ีให้ปริมาณเซลล์มากและรวดเร็วกว่าการเพาะเลีย้ง
แบบ explants culture โดยเซลล์แขวนลอยเด่ียวๆท่ีได้จากการแยก  เม่ือนําไปเลีย้งในภาชนะท่ี
สภาวะเหมาะสม  ในลกัษณะให้สมัผสัผิวภาชนะท่ีเป็นแก้ว  หรือพลาสตกิและล้อมรอบด้วยอาหาร 
(glass/plastic-liquid interface)  จะทําให้เซลล์มีการเจริญได้สองรูปแบบขึน้อยู่กบัชนิดของเซลล์
และอาหาร (รูปท่ี 2.7) เซลล์อาจเกาะและเจริญเต็มพืน้ผิวภาชนะ (adherent monolayer)  หรือ
แขวนลอย (suspended)  อยูใ่นสารละลายอาหาร  ทําให้สามารถจําแนกเซลล์เป็น 2 ประเภทตาม
ลกัษณะการเจริญคือ 1) anchorage dependent cells, adherent cell หรือ attached cell คือ
เซลล์ท่ีมีการเจริญแบบเกาะผิว  และ 2) anchorage independent cells หรือ suspended cell 
คือเซลล์ท่ีมีการเจริญแบบแขวนลอยในอาหาร 

 

 

ภาพท่ี  2.7 เซลล์ท่ีมีการเจริญแบบเกาะผิว (a) และเซลล์ท่ีมีการเจริญแบบแขวนลอย (b) [26] 

 

2.3.1.2 การเพาะเลีย้งเซลล์สายพันธ์ุหรือเซลล์ไลน์และแหล่งเซลล์ 

การเพาะเลีย้งเซลล์สายพนัธุ์  เช่น cell line หรือ cell strain เป็นท่ีนิยมมากกว่าการ
เพาะเลีย้งเซลล์ปฐมภมูิ  เน่ืองจากเป็นเซลล์บริสทุธ์ิ  มีรูปแบบของความต้องการเจริญท่ีเหมือนกนั
ในทุกครัง้ท่ีถ่ายเลีย้ง  ทําให้สามารถศึกษาปริมาณ  ลกัษณะ  และให้ผลซํา้ของการทดลองได้ดี  
เซลล์ไลน์อาจมาจากถ่ายเลีย้งจากเซลล์ปฐมภมูิ  หรือมาจากแหล่งเก็บเซลล์หรือธนาคารเซลล์โดย
การเพาะเลีย้งเซลล์ไลน์ท่ีเก็บแช่แข็งจะผ่านการตรวจสอบการปนเปื้อน  มีการตรวจสอบความ
บริสทุธ์ิ  มีการระบลุกัษณะของเซลล์มาอยา่งถกูต้อง  อีกทัง้มีประวตัิเก่ียวกบัเซลล์และข้อมลูตา่งๆ
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เก็บไว้เป็นอย่างดีแล้ว  เซลล์ไลน์จากธนาคารเซลล์จะมีเซลล์หลากหลายชนิดให้เลือกใช้  และ
นกัวิจยัสามารถสัง่ซือ้และขนส่งมาใช้ได้จากแหล่งเก็บเซลล์แช่แข็งต่างๆ  ซึ่งมีอยู่ทัว่ไปตามแหล่ง
ตา่งๆ 

2.3.2 ชนิดของเซลล์ที่พบในการเพาะเลีย้งเซลล์สัตว์  

เซลล์สตัว์มกัถกูกําหนดด้วยแหลง่ของเนือ้เย่ือท่ีนําเซลล์มา  ซึง่จะให้เซลล์มีรูปร่างลกัษณะ
แตกต่างกันภายใต้กล้องจุลทรรศน์  โดยเซลล์ท่ีมักพบในการเพาะเลีย้งเซลล์มีอยู่ 5 ชนิด คือ 
fibroblast, epithelial cells, muscle cells, nerve  cells  และ suspension  cells   

Epithelial-like (epitheloid)  เซลล์ท่ีมาจากเนือ้เย่ือบุผิวซึ่งหุ้มท่อหรืออวยัวะ  เซลล์
ประเภทนีเ้ม่ือเกาะบนพืน้ผิว  จะมีลกัษณะเป็นเหล่ียมๆ  คล้ายกระเบือ้งปพืูน้  เซลล์จะมีการเกาะ
เรียงตวัชิดกนัมาก  ซึ่งเรียกว่า tight junction  การแยกเซลล์ออกจากกนัอาจทําลายเซลล์ได้  โดย
การต่อชิดกันของเซลล์จะมี demosomes ซึ่งเช่ือมต่อเซลล์หนึ่งต่อกับอีกเซลล์หนึ่ง  และ 
demosomes จะเป็นช่องผ่านระหว่างเซลล์ท่ีติดกัน  ทําให้มีการแลกเปล่ียนสารอาหารระหว่าง
เซลล์ได้  เซลล์ประเภทนีจ้ะมีลกัษณะด้านบนและด้านล่างของเซลล์ต่างกัน  และมักเป็นเซลล์ท่ี
หลัง่สารท่ีเป็นประโยชน์ต่อร่างกาย  เช่นเซลล์ท่ีสร้างฮอร์โมนเป็นต้น  ทัง้เซลล์  Fibroblast และ 
Epithelial cells  มกัมีอตัราการเจริญหรือ doubling time อยูใ่นชว่งเวลา 18-24 ชัว่โมง    

 

2.3.3 ประโยชน์ของการเพาะเลีย้งเซลล์สัตว์ 

 เทคโนโลยีการเลีย้งเซลล์สตัว์ได้ถกูนําไปประยกุต์ใช้กนัมากในงานทางด้านชีววิทยา  ทาง
การแพทย์และอณูชีววิทยา  (molecular  biology)  โดยโปลิโอไวรัส  (poliomyelitis  virus)  และ
วคัซีนเป็นผลิตภัณฑ์แรกท่ีมาจากการเพาะเลีย้งเซลล์สัตว์  ซึ่งเซลล์เพาะเลีย้งช่วงแรกๆจะเป็น
เซลล์ปฐมภูมิ  human  embryonic  cells  ท่ีให้อนภุาคไวรัส  ซึ่งเม่ือทําให้หมดฤทธ์ิก่อโรคก็
สามารถใช้เป็นวคัซีนได้  ตอ่มามีการใช้เซลล์ไลน์ (continuous  cell  line)  แทนเซลล์ปฐมภูมิ  ซึ่ง
มีข้อดีกวา่คือสามารถควบคมุสภาวะการเลีย้งเซลล์ได้ดีกว่า  เซลล์เพิ่มจํานวนได้ง่ายและมากกว่า  
อีกทัง้สามารถเก็บแช่แช่งเป็นธนาคารเซลล์ได้  ปัจจุบันมีไวรัสวัคซีนหลายชนิดท่ี ผลิตจากการ
เพาะเลีย้งเซลล์สตัว์ 
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 เทคนิคการเพาะเลีย้งเซลล์ถกูประยกุต์ใช้ในงานตา่งๆ มากมาย  สรุปได้ดงันี  ้

1)  ใช้ศึกษาหาความรู้พืน้ฐานเก่ียวกับชีววิทยา  และชีวเคมีของเซลล์  เช่น  ศึกษา
ปฏิสมัพนัธ์ระหว่างเซลล์  ศึกษากลไกการควบคมุภายในเซลล์  ศึกษาการเปล่ียนแปลงและการ
ทํางานของเซลล์  เป็นต้น   

 2)  ใช้ในการวิเคราะห์หาความปลอดภยัของสารแทนการทดลองทดลองในสตัว์ทดลอง  
เช่น ยารักษาโรค  ยาฆ่าแมลง  สารปรุงแต่งอาหาร  สารเคมี  และเคร่ืองสําอาง  ซึ่งเป็นวิธีท่ีมี
ความไว (sensitive) และตรวจได้ในห้องปฏิบตัิการ  ให้ผลรวดเร็วและใกล้เคียงกบัการทดลองใน
สตัว์ทดลอง  ในขณะท่ีสามารถลดการใช้ชีวิตสตัว์ทดลองลง 

 3)  ใช้ในการผลิตผลิตภณัฑ์ทางชีวภาพ โดยการทําพนัธุวิศวกรรมใส่ยีน (gene) ท่ีต้องการ  
เข้าสูเ่ซลล์ให้เซลล์ผลิตสารท่ีต้องการได้  หรือใช้เซลล์ในการผลิตไวรัส  ให้ได้ผลิตภณัฑ์มากๆ  ด้วย
การเลีย้งเซลล์ในถังปฏิกรณ์  เช่น การผลิต tissue plasminogen activator (tPA), insulin, 
human growth hormone  วคัซีน  หรือโมโนโคลนลัแอนติบอดี  เป็นต้น  นอกจากนีย้งัได้ใช้เทคนิค
พนัธุวิศวกรรมและการโคลนนิ่งสัตว์มาสร้างสัตว์  เพ่ือให้สามารถผลิตโปรตีนและเภสชัภัณฑ์ท่ี
ต้องการในนํา้นมหรือเนือ้เย่ือของสตัว์  ทําให้ลดต้นทนุการผลิตลงได้ 

 4)  ใช้ในการรักษาโรคพนัธุกรรมโดยการนําเซลล์ออกจากคนไข้มาเพาะเลีย้ง  แล้วนํายีน
มาปรับปรุงแก้ไขความบกพร่องของโรค  ก่อนใส่กลบัคืนเซลล์  จากนัน้จึงถ่ายเซลล์ท่ีผ่านการแก้ไข
แล้วนัน้เข้าสู้คนไข้ต่อไป  การรักษาโรควิธีนีส้ามารถใช้ในการรักษาโรคเบาหวาน heamophilia 
Parkinson’s disease  และโรคท่ีมีความบกพร่องตอ่การสร้างเอนไซม์ได้ 

 5)  ใช้ในการตรวจหาความผิดปกติของทารกในครรภ์  โดยนําเซลล์จากนํา้คร่ํามาเลีย้ง
แล้วตรวจสอบโครโมโซม  หรือสารพนัธุกรรมเทียบกบัเซลล์จากพอ่-แม ่

 6)  ใช้ในการปรับปรุงพนัธุ์สตัว์หรือรักษาพนัธุ์สตัว์โดยการทําโคลนนิ่ง 

 7)  ใช้ในการสร้างเป็นอวยัวะหรือเนือ้เย่ือเทียมในการถ่ายรักษาผู้ ป่วย 
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2.3.4 อาหารเลีย้งเซลล์ 

 การเลีย้งเซลล์นอกร่างกายสิ่งมีชีวิตให้มีชีวิตรอดและเจริญได้  สารละลายอาหารจะต้องมี
คณุสมบตัิท่ีสําคญัคือ  รักษาระดบั pH และ osmolarity ท่ีจําเป็นตอ่การมีชีวิตรอดของเซลล์  อีก
ทัง้ให้สารอาหารและพลงังานท่ีจําเป็นตอ่การเจริญแบง่ตวัของเซลล์  โดยองค์ประกอบของอาหาร
ควรมีสดัส่วนของสารต่างๆอย่างเหมาะสม  สมดลุ  และไม่มีองค์ประกอบของสารท่ีเป็นพิษหรือ
ยบัยัง้การเจริญของเซลล์  นอกจากนีอ้าหารเลีย้งเซลล์ในสภาวะการบม่เลีย้ง  ควรสามารถควบคมุ
อณุหภูมิ  ปริมาณ O2 และ CO2  ได้อย่างเหมาะสมตอ่การอยู่รอดและเจริญของเซลล์  โดยทัว่ไป
สารละลายท่ีใช้ในการเพาะเลีย้งเซลล์สตัว์  สามารถจดัแบง่ได้เป็น 2 ประเภทตามวตัถปุระสงค์การ
ใช้งานคือ 1) สารละลายท่ีช่วยให้เซลล์อยู่รอดโดยไม่มีการเจริญ  เช่น balance salt solution และ 
2) สารละลายท่ีช่วยให้เซลล์อยู่รอดและเจริญได้หรืออาหารเลีย้งเซลล์  เช่น basal medium และ 
complete medium ซึง่อาจเป็นอาหารท่ีปราศจากซีรัม  หรือมีซีรัม 

2.3.4.1 อาหารพืน้ฐาน 

อาหารเป็นปัจจยัสําคญัท่ีสดุปัจจยัหนึ่งในการเลีย้งเซลล์สตัว์  โดยให้สภาพแวดล้อมท่ีให้
เซลล์อยู่รอด  และให้สารท่ีเซลล์ต้องการซึ่งเซลล์เองไม่สามารถผลิตเองได้  อาหารท่ีใช้เลีย้งเซลล์
ในช่วงแรกๆ  มีองค์ประกอบของสารหลายชนิด  แปรตามวตัถุดิบท่ีใช้  เช่น  พลาสมา (plasma), 
lymph ซีรัม(serum)  และสารสกัดจากเนือ้เย่ือ  แต่อาหารท่ีนิยมใช้เลีย้งเซลล์ในปัจจุบนัเป็น
อาหารท่ีรู้ส่วนประกอบทัง้เชิงคณุภาพและปริมาณหรือ defined medium  ซึ่งสามารถเตรียมได้
ตามหลกัมาตรฐานทางวิทยาศาสตร์  อาหารท่ีมีองค์ประกอบของสารตา่งๆน้อยท่ีสดุ  และมีเท่าท่ี
จําเป็นตอ่การเจริญของเซลล์เท่านัน้จึงจดัเป็นอาหารพืน้ฐาน  ซึ่งบางชนิดเป็นอาหารท่ีไม่ต้องเติม
ซีรัม  แต่ส่วนใหญ่เป็นอาหารท่ีต้องเติมซีรัม  และมักเรียกอาหารท่ีเติมซีรัมแล้วว่า complete 
media 

2.3.4.2 ซีรัม 

 ซีรัมเป็นของเหลวท่ีได้จากการแข็งตวัของเลือดสตัว์  มีองค์ประกอบหลายๆชนิด  ท่ีเป็น   
ชีวโมเลกลุซบัซ้อนทัง้ขนาดใหญ่และเล็กท่ีมีคณุสมบตัิแตกตา่งกนั  เช่น เป็นสารอาหาร  ฮอร์โมน 
growth factors, attachment factor, spreading factor, binding proteins  ท่ีนําฮอร์โมน  
วิตามิน  ไขมนัและแร่ธาตเุข้าเซลล์  นอกจากนีย้งัมีสารให้ความหนืดป้องกนัเซลล์  สารยบัยัง้การ
ทํางานของโปรติเอส (protease inhibitor) และ pH buffer จึงนิยมใส่ซีรัมในอาหารสําหรับเลีย้ง
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เซลล์เพราะมีสารเร่งการเจริญ (growth factors)  ในปริมาณสงูและมีแกมม่าโกบลูินในปริมาณท่ี
ต่ํา  โดยซีรัมท่ีเป็นตวัมาตรฐานท่ีนิยมใช้ก็คือ fetal bovine serium (FBS)  และมกัใช้ท่ีความ
เข้มข้น 5-20%  โดยซีรัมมีประโยชน์ดงันี ้ คือ 

1) ซีรัมมีปัจจยัตา่งๆมากท่ีสดุท่ีเซลล์ต้องการ  เพ่ือช่วยรักษาสภาพแวดล้อมและให้เซลล์
เจริญได้เป็นอยา่งดี 

2) ซีรัมเป็นสารส่งเสริมการเจริญท่ีเป็นสากล (universal growth supplement)  ซึ่งมี
ประสิทธิภาพกับเซลล์หลายๆชนิด  จึงสามารถใช้อาหารท่ีมีซีรัมในการเลีย้งเซลล์  
เพ่ือชว่ยให้ประหยดัเวลาในการศกึษาหาสตูรอาหารท่ีเหมาะสมตอ่การเจริญของเซลล์ 

3) ซีรัมเป็นบฟัเฟอร์ (buffer)  ต่อการเกิดการเปล่ียนแปลงจากผลกระทบของสารพิษ  
เช่น  การเปล่ียน pH การมีไอออนของโลหะหนักเจือปน  การมีสารย่อยโปรตีน 
(proteolytic activity)  หรือ endotoxin เป็นต้น 

การใช้ซีรัมก่อให้เกิดปัญหาท่ีควรต้องคํานงึถึง  เชน่  ความปลอดภยั  ความสามารถในการ
ทําซํา้ได้ (reproducibility)  และราคาของผลิตภณัฑ์ท่ีผลิตจากเซลล์สตัว์  ปัญหาเหล่านีอ้าจลดลง
ได้โดยเลือกใช้และหาแหลง่ของซีรัมท่ีไว้ใจได้  หรือใช้อาหารท่ีปราศจากซีรัมในการเลีย้งเซลล์ 

 

2.3.5 การรักษาเซลล์เพาะเลีย้ง 

 การรักษาเซลล์เพาะเลีย้งสามารถทําได้โดย 1) การเปล่ียนถ่ายอาหาร 2) การถ่ายเลีย้ง
เซลล์ไปสูภ่าชนะเลีย้งใหม ่(subculture) และ 3) การเก็บเซลล์แชแ่ข็ง 

- การเปล่ียนถ่ายอาหารและปัจจยัท่ีควรพิจารณาเม่ือเปล่ียนอาหารในเซลล์เพาะเลีย้ง 
 สภาพแวดล้อมท่ีเหมาะสมสามารถส่งเสริมให้เซลล์เกิดการเจริญ  มีเมตาโบลิซึมและเกิด 
differentiation  สารอาหารท่ีเพาะเลีย้งเซลล์  จะถูกใช้ไปหรือเส่ือมไปตามระยะเวลาการบม่เลีย้ง  
ขณะเดียวกนัก็ให้ metabolities  สะสมอยู่ในสารละลายอาหาร  จึงควรมีการเปล่ียนอาหารเพ่ือให้
มีสภาพแวดล้อมเหมาะสม  โดยทัว่ไปการเปล่ียนอาหารมีจดุประสงค์อยู ่3 ประการคือ 

1) เพ่ือใส่สารอาหารท่ีจําเป็น  หรือสารอาหารท่ีมีปริมาณขาดแคลนและจําเป็นต่อการ
กําลงัเจริญและการผลิตสารของเซลล์ 
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2) เพ่ือกําจดัหรือเจือจาง metabolites ท่ีมีผลตอ่การอยูร่อดของเซลล์  หรือสารยบัยัง้การ
เจริญของเซลล์ออกไป 

3) เพ่ือชว่ยปรับระดบั pH ในสารละลายอาหารไมใ่ห้เป็นกรดมากไป 

การเปล่ียนอาหารควรมีความถ่ีในการเปล่ียนมากน้อยเพียงใดขึน้อยู่กับชนิดของเซลล์  
อตัราการเจริญเติบโตและเมตาโบลิซึมของเซลล์  ความหนาแน่นของเซลล์  ชนิดของอาหาร  และ
ปริมาณแก๊สในสภาวะการเลีย้ง  เช่น  เซลล์ปกติสามารถอยู่ในช่วง Gl ของวงจรเซลล์เม่ือสารให้
การเจริญหมดและมีชีวิตรอดเป็นระยะเวลานาน 2-3 อาทิตย์ได้  โดยไม่มีผลเสียตอ่เซลล์  ขณะท่ี 
transformed cells, continuous cell lines และ embryonic cells บางชนิด  จะถกูทําลายอย่าง
รวดเร็ว  จึงต้องรีบเปล่ียนอาหารเพ่ือให้เซลล์อยู่รอด  มีอตัราการเติบโต  และเมตาโบลิซึมดงัเดิม  
เชน่ PS 388  เป็นเซลล์ท่ีเมตาโบลิซึมสงูกว่า HeLa cell และมีความต้องการอาหารใหม่  หลงัจาก
การ subculture แล้ว 3 วนั  ขณะท่ีเวลาการเปล่ียนอาหารของ HeLa cell  ควรทําหลงัจาก 
subculture แล้ว 5-7 วนั   นอกจากนีค้วามหนาแน่นของเซลล์ท่ีจํานวนเซลล์สงูๆ มีความต้องการ
ให้เปล่ียนอาหารบอ่ยกวา่ท่ีความหนาแนน่เซลล์น้อยๆ โดยทัว่ไปการเปล่ียนถ่ายอาหารในการเลีย้ง
เซลล์เกาะผิวสามารถทําได้ง่ายๆ  โดยดูดอาการเก่าออกแล้วแทนท่ีด้วยอาหารใหม่  ส่วนการ
เปล่ียนถ่ายอาหารแก่เซลล์แขวนลอย  ต้องป่ันเหว่ียงเก็บเซลล์  เทอาหารเก่าทิง้  แล้วใส่อาหารใหม ่ 
ซึ่งการเปล่ียนอาหารอาจทําโดย  เปล่ียนอาหารทัง้หมด  หรือเปล่ียนอาหารเป็นบางส่วน  แตก่าร
เปล่ียนอาหารเป็นบางส่วนจะให้ผลท่ีดีกว่า  เน่ืองจากเซลล์ท่ีเพาะเลีย้งจะไม่ได้รับผลกระทบจาก
ค่าท่ีเปล่ียนแปลงไปมากจากความเข้มข้นของสารอาหารและpH  โดยทัว่ไปนิยมเปล่ียนอาหาร
ประมาณ 50%  ของปริมาตรทัง้หมดในระยะเวลาทุกๆ  3-5  วัน  วิธีการเปล่ียนอาหารเช่นนี ้ 
เหมาะสมกบัระบบเลีย้งเซลล์ขนาดเล็กประมาณ  3-5 × 106  เซลล์/มล.  แตก่รณีท่ีเซลล์มีการ
เตบิโตรวดเร็ว  อาจจําเป็นต้องเปล่ียนอาหารบอ่ยๆ หรือเปล่ียนอาหารทัง้หมดแทน  ซึ่งการเปล่ียน
ท่ีต้องการความบ่อยครัง้มากเช่นนี ้ ควรใช้ระบบการเปล่ียนอาหารแบบต่อเน่ือง  (continuous)  
แทน 

อาหารใหม่ท่ีใส่ในเซลล์เพาะเลีย้งควรมีอณุหภูมิ pH  และ  osmolarity  เหมาะสมตอ่การ
เจริญของเซลล์  อย่างไรก็ตามหากเซลล์มีความหนาแน่นสูง  สารอาหารบางอย่างอาจลดลงได้  
เช่น ซีรัม  non-essential  amino  acids  และ  nucleosides  นอกจากนีอ้าหารท่ีเปล่ียนเพ่ือให้
เซลล์มีการเจริญมกัเป็นอาหารท่ีมีซีรัม  5-10%  แต่อาหารท่ีเปล่ียนเพ่ือให้เซลล์มีเมตาโบลิซึม  
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และแสดงคณุสมบตัิ  differentiation  มากขึน้  ควรเป็น  maintenance  medium  ท่ีมีความ   
เข้มข้มของซีรัมลดลงเหลือ  0.5-2%  หรือ  0% 

 

2.3.6 ปัจจัยท่ีควรพจิารณาเม่ือเปล่ียนอาหารในเซลล์เพาะเลีย้ง 

2.3.6.1  pH  ของสารละลายอาหาร  การพิจารณาการเปล่ียนแปลงโดยดคูา่  pH  เป็น
วิธีท่ีนิยมมาก  โดย pH  ของอาหารเป็นค่าท่ีขึน้กับปริมาณก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์  และกรด     
แลคตคิ  ซึง่มีผลให้  pH  ลดลงเม่ือบม่เลีย้งเซลล์เป็นระยะเวลานาน การเปล่ียนอาหารควรเปล่ียน
เม่ือ  pH  ของสารละลายมีคา่  6.8  ซึ่งให้สีเหลือง-ส้ม  โดยก่อนเปล่ียนควรสงัเกตดปูริมาณเซลล์
ใต้กล้องด้วย  เน่ืองจากการฉีดให้ก๊าซคาร์บอนได้ออกไซด์ในตู้บม่มากไปสามารถทําให้อาหารเป็น
กรดได้  จงึควรตรวจดใูห้แนใ่จว่าการทดลองของ  pH  เป็นผลจากเมตาโบลิซึมของเซลล์ท่ีเกิดจาก
การเจริญ  เพ่ือไมใ่ห้สิน้เปลืองการเปล่ียนอาหารโดยไมจํ่าเป็น   

2.3.6.2 สารยับยัง้การเจริญ  เมตาโบลิซึมของเซลล์เพาะเลีย้ง  ทําให้เกิดสารท่ีมีพิษตอ่
เซลล์  เชน่ กรดแลคตกิ  และแอมโมเนีย  สะสมอยูใ่นสารละลายอาหาร  เซลล์แตล่ะชนิดมีเมตาโบ
ลิซึมแล้วเกิดสารพิษในปริมาณท่ีแตกต่างกนั  การเลีย้งเซลล์แต่ละชนิดควรหาสารยบัยัง้ท่ีเซลล์มี
ความไวมากท่ีสดุ  และความเข้มข้นท่ีก่อให้เกิดการยบัยัง้ในแตล่ะชนิดอาหารและสภาวะการเลีย้ง  
เพ่ือหลีกเล่ียงการสะสมของสารพิษถึงจุดท่ีอาจเป็นอนัตรายต่อเซลล์  โดยการเปล่ียนอาหารเพ่ือ
เจือจางสารยบัยัง้นัน้ๆให้มีปริมาณลดลง 

2.3.6.3 สารจ าเป็นต่อการเจริญของเซลล์เพาะเลีย้ง  สารท่ีจําเป็นตอ่การเติบโตและ
การเกิดเมตาโบลิซมึของเซลล์มีหลายอยา่ง  การขาดแคลนสารอาหารชนิดใดชนิดหนึ่ง  โดยเฉพาะ
กรดอะมิโน  ทําให้เซลล์ขาดการนําสารอาหารเข้าเซลล์อย่างเหมาะสม  และเกิดเมตาโบลิซึมได้ไม่
ดี  ทัง้ๆท่ีสารอาหารอ่ืน  เช่น กลูโคสยงัมีปริมาณเพียงพอ  ดงันัน้เพ่ือให้เกิดการเจริญและการมี   
เมตาโบลิซึมท่ีดี  จึงควรเติมอาหารเฉพาะสารท่ีขาดแคลน  เพ่ือหลีกเล่ียงการเปล่ียนอาหารอย่าง
สิน้เปลือง 

2.3.6.4 ลักษณะรูปร่างของเซลล์  ลกัษณะท่ีผิดปกติของเซลล์  เช่น การมีแกรนนูล 
(granule) รอบๆนิวเคลียส  การมีอากาศในไซโตพลาสซึม (vacuolation)  การเปล่ียนรูปร่างเซลล์
เป็นทรงกลมและไม่เกาะผิว  เป็นลกัษณะท่ีใช้บ่งบอกความต้องการการเปล่ียนอาหารได้เช่นกัน  
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ซึ่งลักษณะดังกล่าวอาจเกิดจากการมีสารอาหารไม่เพียงพอ  การมีสารพิษสะสม  หรือมีการ
ปนเปือ้นจลุินทรีย์ในเซลล์  การเปล่ียนถ่ายอาหารอยา่งสิน้เปลือง 

 

2.3.7 การถ่ายเลีย้งเซลล์ไปสู่ภาชนะเลีย้งใหม่ 

 เป็นวิธีการรักษาเซลล์เพาะเลีย้งท่ีมีทัง้ข้อดีและข้อเสีย โดยเซลล์เร่ิมต้นท่ีถ่ายสู่ภาชนะ
เลีย้งใหม่  อาจมีการนบัเซลล์ให้มีจํานวนเซลล์เร่ิมต้นแน่นอน  เช่น  กรณีการถ่ายเลีย้งเซลล์ไปสู่
ภาชนะเลีย้งจํานวน 2-3 ภาชนะ  ซึ่งจํานวนเซลล์เร่ิมต้นท่ีใช้ควรมีความหนาแน่นเซลล์น้อยๆ  ท่ี
กระตุ้นให้เซลล์เกิดการเจริญแบง่ตวัโดยมี lag phase สัน้ๆ  และเข้าสู่ช่วง log phase ได้เร็ว (มี 
population doubling time สัน้ๆ)  และเข้าสู่ช่วงสงูสดุของ log phase ในช่วงเวลาเหมาะสมตอ่
การเลีย้งเซลล์ (subculture) ครัง้ต่อไปได้  นั่นคือ  ความหนาแน่นของเซลล์เร่ิมต้นของเซลล์
ประเภท finite line ควรเป็น 1×104-5×104 เซลล์/มล.  และกรณีเป็นเซลล์ท่ีบอบบาง  ควรมีความ
หนาแนน่ของเซลล์เร่ิมต้นเป็น 105 เซลล์/มล.เป็นต้น  หรืออาจถ่ายเลีย้งเซลล์โดยวิธีใช้เซลล์เร่ิมต้น
จากหนึง่ภาชนะ (โดยไมไ่ด้นบัเซลล์)  ไปกระจายสู่ภาชนะเลีย้งหลายๆภาชนะ  ด้วยอตัราส่วนของ
เซลล์เร่ิมต้นเทา่ๆกนั (split ratio) ซึง่เป็นวิธีการเพาะเลีย้งท่ีต้องการให้มีเซลล์ในแตล่ะภาชนะเลีย้ง
เหมือนๆกัน  ซึ่งเหมาะกับการทดลองท่ีต้องการ replicate sample การเจือจางเซลล์เร่ิมต้นให้
สามารถถ่ายเลีย้งสู่ภาชนะใหม่เป็น 2, 4, 8 หรือ 16 ภาชนะ (หรือจํานวนเท่า)  มีประโยชน์ตอ่การ
หาอายขุองเซลล์   

ตารางท่ี 2.2 ข้อดี-ข้อเสียของการ subculture 

ข้อดี ข้อเสีย 

-เซลล์มีการเจริญได้จํานวนเซลล์มากขึน้ 
 
-เซลล์มีชนิดเดียวเป็นhomogeneity เม่ือทํา
โคลนนิ่ง 
-การกระจายเซลล์ให้ได้เซลล์ท่ีเป็น replicate 
sample 

-เกิดการคัดเลือกเซลล์ท่ีเจ ริญรวดเร็วและ
สญูเสียคณุสมบตั ิdifferentiation 
-เซลล์ มีพันธุกรรมไม่คง ท่ี   และเกิดความ
เสียหายจากการ subculture 
-เซลล์มีอายหุรือความสามารถในการถ่ายเลีย้ง
ลดลง 
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2.4 การตรวจสอบความเป็นพษิต่อเซลล์ 

 การตรวจสอบความเป็นพิษต่อเซลล์เป็นวิธีการใช้เซลล์หลายๆชนิดไปทดสอบกับสาร  
แล้ววัดความมีชีวิตหลายๆวิธีเพ่ือการประเมินความเป็นพิษของสารต่อเซลล์  ซึ่งมักนําไป
ประยกุต์ใช้ในงานคดักรอง (screening)  หาสารท่ีมีคณุสมบตัิออกฤทธ์ิทําลายเซลล์มะเร็งจาก  
สารตัวอย่างหลายๆชนิด  หรือประเมินความปลอดภัยของสารท่ีเป็นองค์ประกอบต่างๆในยา  
เคร่ืองสําอาง  สารปรุงแตง่อาหาร  ยาฆ่าแมลง  สารเคมีทางอุตสาหกรรม  และสารเคมีปนเปือ้น
ในสภาพแวดล้อมได้  เดมิการตรวจสอบความเป็นพิษของสารเหล่านัน้สามารถทํากบัสิ่งมีชีวิตหรือ
เซลล์สตัว์  แตปั่จจบุนัเซลล์สตัว์เป็นแบบจําลองท่ีเร่ิมเป็นท่ีนิยมใช้มากขึน้แทนสตัว์ทดลอง  ทําให้
การประเมินความเป็นพิษของสารทําได้รวดเร็วและสูญเสียค่าใช้จ่ายในการพัฒนายาหรือ
ผลิตภณัฑ์ลดลง  การวิเคราะห์ความเป็นพิษต่อเซลล์จึงมีการใช้กันมากในงานทดสอบการรักษา
โรคมะเร็งทางเคมี  หรือมะเร็งเคมีบําบดั (cancer chemotherapy) และใช้ในงานวิเคราะห์ความ
ปลอดภยัของสารเคมีตา่งๆตอ่เซลล์หรือสารในสภาพแวดล้อม  รวมทัง้ใช้ในการศกึษาวิจยัเก่ียวกบั
สารเคมีในด้านการเกิดการกลายพนัธุ์ (mutagenicity) การเกิดมะเร็ง (carcinogenicity)  การเกิด
ความเป็นพิษเรือ้รัง (chronic toxicity)  และการเกิดความเป็นพิษเฉียบพลนั (acute toxicity) ได้ 

 

2.4.1 ความเป็นพษิต่อเซลล์ 

 ความเป็นพิษตอ่เซลล์ (cytotoxicity) เป็นเหตกุารณ์ท่ีซบัซ้อน  และมีหลายปัจจยัเก่ียวข้อง  
ดงันัน้ในการวิเคราะห์ความเป็นพิษด้วยเซลล์สตัว์  จึงต้องทราบข้อมลูพืน้ฐาน  เช่น คณุสมบตัิของ
สารขณะสัมผัสกับเซลล์ทดสอบ  กลไกการเปล่ียนแปลงของสารในร่างกาย  หรือกลไกการออก
ฤทธ์ิของสารพิษ  ชนิดและปริมาณของเซลล์ท่ีเป็นเซลล์เป้าหมาย  ความเข้มข้นของสารและ
ระยะเวลาสัมผัสจริงในธรรมชาติ  ทัง้นีเ้พ่ือให้การวิเคราะห์ใกล้เคียงสภาวะความเป็นจริงใน
สิ่งมีชีวิต  และได้ผลการวิเคราะห์ท่ีมีความนา่เช่ือถือ  และเป็นประโยชน์ตอ่การประยกุต์ใช้ได้  โดย
วิธีวิเคราะห์ควรมีลกัษณะดงันีคื้อ 

 1) ระบบวิธีวิเคราะห์ต้องให้กราฟความสมัพนัธ์ของการตอบสนองตอ่ปริมาณสารทดสอบ 
(dose response curve) ท่ีเป็นผลซํา้ของการวิเคราะห์ (reproducible) โดยข้อมลูจากผลซํา้ควรมี
ความแตกตา่งกนัน้อยมากในชว่งความเข้มข้นท่ีศกึษา 
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 2) ชว่งวิกฤตท่ีิเลือกตอ่การตอบสนอง (selected response criterion)ต้องมีความสมัพนัธ์
เป็นเส้นตรงกบัจํานวนเซลล์ 

 3) ข้อมูลท่ีได้จากกราฟความสมัพนัธ์ของการตอบสนองต่อปริมาณสารทดสอบ  ต้องมี
ความสอดคล้อง  และสามารถทํานายผลของสารทดสอบชนิดเดียวกนัในสตัว์ทดลองได้ 

 ด้วยเหตุนี ้ การตรวจสอบความเป็นพิษต่อเซลล์   จึงต้องเลือกชนิดเซลล์ไลน์ท่ีนํามา
ทดสอบให้เหมาะสมและควรเป็นเซลล์เป้าหมายท่ีแท้จริง  เน่ืองจากเซลล์ต่างชนิดกันอาจ
ตอบสนองแสดงความเป็นพิษต่อเซลล์ได้ไม่เหมือนกัน  อีกทัง้ระดบัความเป็นพิษอาจแตกตา่งกัน  
เช่น เซลล์อาจถกูทําให้ตายหรือถกูทําให้มีเมตาโบลิซึมเปล่ียนแปลงไป  ดงันัน้ในการวิเคราะห์หา
ยาต้านมะเร็งเป็นการหายาท่ีทําลายเซลล์มะเร็งให้ตาย  โดยไม่มีผลต่อเซลล์ปกติ  ส่วนการ
วิเคราะห์สารอ่ืนๆอาจต้องการผลให้มีการเปล่ียนแปลงเมตาโบลิซึมของเซลล์เท่านัน้  ดังนัน้  
วิธีการวิเคราะห์ความเป็นพิษต่อเซลล์จึงต้องเป็นวิธีท่ีสะท้อนให้ผลท่ีต้องการได้อย่างถูกต้อง  
อยา่งไรก็ตาม  ลกัษณะความเป็นพิษท่ีแตกตา่งกนั  อาจมีกลไกการออกฤทธ์ิและให้ผลของฤทธ์ิยา
แตกตา่งกนั  จึงต้องมีวิธีท่ีแตกตา่งกนัในการศกึษา  โดยจดุยตุิ (end point) ของแตล่ะวิธีเป็นคา่ท่ี
บอกระดบัความเสียหายท่ีเกิดกับเซลล์หลงัการบ่มกับสารทดสอบ  และวิธีการวดัท่ีจุดยุติในการ
ตรวจสอบความเป็นพิษของเซลล์มีหลายวิธี  เช่น 1)การวัดสีเคมีด้วย crystal violets หรือ 
sulphorhodamine ท่ีจะจบัจําเพาะกบัองค์ประกอบของเซลล์  ด้วยการวดัองค์ประกอบท่ีเหลือของ
เซลล์หลงัการบม่กบัสารทดสอบ 2)การวดัองค์ประกอบของเซลล์ท่ีหลัง่ออกมาหลงัการบม่กบัสาร
ทดสอบ  เช่นการตรวจหาปริมาณเอนไซม์ lactate dehydrogenase (LDH) 3)การวดักิจกรรมเม
ตาโบลิซึมของเซลล์  ด้วยการวัดการลดลงของสีจากการใช้เกลือ tetrazolium เช่น [4,5-
dimethyl(thiazol-2-yl)-3,5-diphenyl] tetrazolium bromide (MTT); 3-(4,5-dimethylthaizol-2-
yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium,inner salt (MTS)  และ 
sodium [2,3-bis [2-methoxy-4-nitro-5-sulphophenyl]-2H-tetrazolium-5-carboxanilide, 
inner salt (XTT)  4)วดัการหลัง่ให้สารรังสีท่ีใส่ให้เซลล์ก่อนบ่มกับสารทดสอบ  ซึ่งมีการหลัง่
เน่ืองจากการแตกของเซล์  5)การวัดดีเอนเอท่ีเสียหายหลังการบ่มกับสารทดสอบท่ีมีผลต่อ
พนัธุกรรมด้วยวิธี micronucleus assay หรือใช้ flow cytometer เป็นต้น  โดยทัว่ไป  วิธีวดัการ
แบง่ตวัของเซลล์  เป็นวิธีท่ีมีความไวในการตรวจความเป็นพิษตอ่เซลล์มากกว่าวิธีการวดัเมตาโบลิ
ซึม  และวิธีการวัดการสูญเสียหน้าท่ีของเมมเบรนตามลําดบั  ตัวอย่างเช่น  ค่าการยับยัง้การ
สงัเคราะห์ดีเอนเอของเซลล์ fibroblast ท่ี 50% จะมีคา่ต่ํากว่าคา่การหลัง่ให้ LDH ท่ี 50% เป็นต้น  
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ดงันัน้  จุดยุติจึงใช้บอกสถานะของเซลล์ท่ีศึกษาแต่คา่จึงมีความหมายหรือผลกระทบต่อเซลล์ไม่
เหมือนกัน  ซึ่งควรพิจารณาเลือกใช้ให้เหมาะสมในการระบุบอกความเป็นพิษของสารนัน้ๆได้
ถกูต้อง   

 ความสําเร็จของการวิเคราะห์ท่ีใช้เซลล์  นอกจากต้องคํานึงถึงจุดยตุิแล้ว  วิธีการทดสอบ
ควรได้มาตรฐาน  คือเซลล์ควรมีคณุภาพดี  มีหลากหลายชนิดและเป็นเซลล์ท่ีอยู่ในช่วงการเจริญดี  
สามารถตอบสนองตอ่สารให้จดุยุติอย่างเหมาะสม  นอกจากนี ้ ภาชนะเลีย้งและอาหารควรไม่มี
สารท่ีก่อให้เกิดความแตกตา่งกันได้  และควรให้เซลล์เจริญได้ดีเหมือนกัน  โดยไม่รบกวนผลหรือ
ความไวในวิธีการวิเคราะห์ท่ีใช้  และอาหารควรเป็นชนิดปราศจากซีรัม  เพ่ือไม่ให้ความแตกต่าง
ของซีรัมมารบกวนการทดสอบได้  นอกจากนี ้ วิธีการจดัการกบัข้อมูลก็ควรเป็นมาตรฐานเช่นกัน  
อย่างไรก็ตาม  สารก่อความเป็นพิษต่อเซลล์ (cytotoxins) อาจให้ผลแบบผนักลบั (reversible)  
หรือไม่ผนักลบั (irreversible effect) และการออกฤทธ์ิให้ได้ผลดงักล่าวอาจเกิดขึน้ทนัที  หรือใช้
ระยะเวลานานเป็นสปัดาห์  ดงันัน้  ระดบัความเป็นพิษตอ่เซลล์จึงแบง่ออกได้เป็น 3 รูปแบบใหญ่ๆ 
คือ 1)ความเป็นพิษต่อเซลล์ท่ี เกิดจากการทําลายทางกายภาพเคมี (physical-chemical 
damage)  ท่ีมีผลให้เซลล์ตายทนัที  2)ความเป็นพิษตอ่เซลล์ท่ีออกฤทธ์ิตอ่เมตาโบลิซึมของเซลล์  
และมกัออกฤทธ์ิในช่วงเวลา 2-3 ชัว่โมงหรือเป็นวนั  และ 3)ความเป็นพิษต่อเซลล์ท่ีทําให้เซลล์
สญูเสียความสามารถแบง่ตวั  เชน่  การเกิดการกลายพนัธุ์  ซึ่งไม่ปรากฎให้เห็นการลดความมีชีวิต
ของเซลล์ได้อยา่งชดัเจน 

 

2.4.2 ประโยชน์และข้อจ ากัด 

การตรวจสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ด้วยเซลล์เพาะเลีย้งมีประโยชน์  คือ  ทําให้สามารถ
ควบคมุสภาพแวดล้อมท่ีทําการวิเคราะห์ได้  เช่น  ความเข้มข้นของสารพิษและระยะเวลาท่ีสมัผสั
กับสารพิษ  ซึ่งในเซลล์เพาะเลีย้งสามารถควบคมุได้แม่นยํามากกว่าในสัตว์ทดลอง (แม้ว่าสาร
ทดสอบบางตวัอาจจะมีความไม่เสถียร)  เน่ืองจากในสตัว์ทดลองมีระบบหมนุเวียนระบบขบัถ่าย
กําจดัสารพิษหรือสารทดสอบจึงทําให้การควบคมุปัจจยัท่ีศึกษาได้ยาก  นอกจากนีก้ารใช้เซลล์
เพาะเลีย้งยงัเอือ้ประโยชน์ต่อการเก็บตวัอย่างได้สม่ําเสมอ  และให้ผลทดลองเหมือนเดิมได้เม่ื อ
ทําซํา้  สว่นการเก็บตวัอยา่งจากสตัว์เพ่ือศกึษาไม่สามารถทําได้สม่ําเสมอ  เช่น  ปริมาณเลือดอาจ
ไม่เพียงพอ  หรือสภาวะทางกายภาพของสัตว์ทดลองไม่เหมาะสมกับการเก็บตวัอย่าง  โดยการ
ตรวจสอบความเป็นพิษด้วยเซลล์สตัว์ยงัมีประโยชน์อ่ืนอีก คือ 1)เกิดความคุ้มทนุจากการทดสอบ
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เม่ือใช้เซลล์สัตว์  ซึ่งมีความประหยัดกว่าการใช้สัตว์ทดลอง  2) การทดลองความเป็นพิษใน
สตัว์ทดลองมีข้อจํากดั  อนัเน่ืองมาจากเมตาโบลิซมึในคนและสตัว์ทดลองมีความสมัพนัธ์ใกล้เคียง
กนัน้อย  และในสตัว์แต่ละสายพนัธ์ (species) ก็ยงัมีความแตกต่างกันมาก  ทําให้ข้อมลูผลการ
วิเคราะห์ท่ีได้จากสัตว์ทดลองมีความแตกต่างจากในคน  และไม่สามารถนําผลข้อมูลไป
ประยกุต์ใช้ได้ดี  และ 3) ทําให้การใช้สตัว์ทดลองลดลง  ดงันัน้การใช้ระบบเซลล์เพาะเลีย้งในการ
ทดสอบความเป็นพิษ  จึงสามารถใช้ศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์ได้ชดัเจน  ใช้สารทดสอบและ
เวลาน้อย  สามารถทําได้ง่าย  ประหยัดสารและเวลา  และสามารถนําไปประยุกต์ใช้กับงาน
ทดสอบสารปริมาณมากๆ  หรือสารหลายๆชนิดได้ (large scale screening)     

 อย่างไรก็ตาม  เซลล์เพาะเลีย้งไม่ได้อยู่ในสภาพแวดล้อมจริงตามธรรมชาติ  แต่สภาวะ
การทดลองท่ีมีเซลล์ชนิดเดียว  ทําให้ไม่สามารถศึกษากลไกของยา (pharmacokinetics) ตัง้แต่
การรับยา  ระยะเวลาและความเข้มข้นของยาท่ีออกฤทธ์ิ  การเปล่ียนแปลงความเข้มข้นของยา  เม
ตาโบลิซมึ  การแทรกซมึในเนือ้เย่ือ  การกําจดัยาออกจากเนือ้เย่ือ  และการขบัยาออกจากร่างกาย  
นอกจากนีเ้ซลล์เพาะเลีย้งยังขาดปฏิสัมพันธ์กันกับเซลล์ชนิดอ่ืนท่ีมีในระบบอวัยวะ  หรือใน
ร่างกายของสตัว์  ซึ่งอาจให้ผลการศกึษาตา่งกนั  เช่น  สารบางชนิดอาจไม่เป็นพิษในสตัว์ทดลอง  
หรือ สารท่ีไมเ่ป็นพิษในเซลล์เพาะเลีย้ง  อาจก่อความเป็นพิษหลงัจากการเกิดเมตตาโบลิซึมในตบั
ได้  ดงันัน้ข้อจํากดัของการใช้เซลล์สตัว์ในการศกึษาความเป็นพิษตอ่เซลล์  จึงควรใช้เซลล์ทดสอบ
ท่ีมีคุณสมบตัิเหมือนเซลล์ในร่างกาย  ซึ่งอาจแก้ไขได้โดยการเพาะเลีย้งเซลล์ร่วมกับ activated 
hepatocytes หรือใช้เซลล์ปฐมภมูิ 

 

2.4.3 วิธีวิเคราะห์ความเป็นพษิต่อเซลล์ 

การวิเคราะห์ความเป็นพิษต่อเซลล์  จะเก่ียวข้องกับวิธีการท่ีเซลล์สัมผัสสารทดสอบ  
ระยะเวลาการสมัผสัสาร  และความเสถียรของสารทดสอบซึ่งเป็นปัจจยัสําคญัท่ีใช้กําหนดจุดยุติ
ในการทดสอบ  โดยความเป็นพิษจะระบจุากการวดัคา่จดุยตุิเปรียบเทียบกบัคา่ท่ีได้จาก  positive 
control และ negative control  วิธีการวิเคราะห์ความเป็นพิษในเซลล์เพาะเลีย้งแบง่ออกได้เป็น 2 
ประเภท  คือ 1) ประเภทท่ีให้ผลกบัสารทดสอบอย่างฉับพลนั  หรือมีการตอบสนองตอ่สารทดสอบ
ภายในระยะเวลาสัน้ๆ  เช่น  มีการตอบสนองภายในระยะเวลา 5 นาที – 48 ชม. (immediate or 
short term response)  การวิเคราะห์ความเป็นพิษประเภทนี ้ มกันิยมใช้วิธีการตรวจสอบความมี
ชีวิตของเซลล์หลงัการบม่ในการระบถุึงความเป็นพิษ  หรือใช้ความมีชีวิต/ไมมี่ชีวิตท่ีเก่ียวข้องกบั 
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เมมเบรนของเซลล์เป็นจุดยตุิ  อาจวดัจากการหลัง่ออกของ neutral red  หรือการตายของเซลล์
ด้วย trypan blue และ 2) ประเภทท่ีให้ผลการตอบสนองกับสารทดสอบภายในระยะเวลานานกว่า  
เช่น ระยะเวลานาน 4-7 วนั (long term assay) การวิเคราะห์นีส้ามารถทําโดยวดัความสามารถ
เจริญเป็นโคโลนีของเซลล์  หรือวดัเมตาโบลิซึมของเซลล์เป็นจุดยุติได้  อย่างไรก็ตาม  ระยะการ
สมัผสัสารทดสอบในสิ่งมีชีวิตมกัจะสัน้น้อยกว่า 30 นาที  เช่นตาจะหลัง่นํา้ตาเพ่ือขบัสารทดสอบ
ออกในระยะสัน้ๆ  ดงันัน้  การตรวจสอบความเป็นพิษของเซลล์ตา  หรือ  เซลล์เย่ือบุควรใช้เวลา
สมัผสัสารนานน้อยกวา่ 30 นาที เป็นต้น 

2.4.3.1  Short –Term Assay  เป็นวิธีท่ีนิยมใช้วดัสดัส่วนความมีชีวิตของเซลล์หลังผ่าน
กระบวนการซึ่งอาจก่อการบาดเจ็บกับเซลล์  เช่น การบดแยกเซลล์ในการทําเซลล์ปฐมภูมิ  และ
การละลายเซลล์แชแ่ข็ง  วิธีนีส้ามารถนํามาประยกุต์ใช้กบัเซลล์ได้ทกุชนิดในการวิเคราะห์หาตวัยา
ท่ีออกฤทธ์ิ  เช่น เซลล์จากเนือ้เย่ือมะเร็งท่ีผ่าตดัออกจากคนไข้  ก็สามารถใช้วิธีนีใ้นการวิเคราะห์
ได้เช่นกนั  เน่ืองจากการทดสอบโดยวิธีนี ้ ไม่ต้องการการเพาะเลีย้งเซลล์ให้เกิดการเจริญ  ดงันัน้
ความสามารถเจริญของเซลล์จึงไม่ใช่ข้อจํากัด  และปัญหาการเกิดการคดัเลือกโคลน (clone) ก็
ลดลง  วิธีการทดสอบนีจ้ึงสะดวก  ทําได้ง่ายและให้ผลรวดเร็ว  โดยการตรวจดผูลของสารทดสอบ
ท่ีทําลายเซลล์เมมเบรนซึง่ใช้ในการบง่บอกความเป็นพิษตอ่เซลล์    

 วิธีวิเคราะห์ท่ีใช้ตรวจสภาพการเป็นเนือ้เดียว (integrity) ของเซลล์เมมเบรน  มีทัง้ dye 
inclusion และ dye exclusion ท่ีนิยมใช้กนัมากในการทํา dye exclusion test คือ trypan blue  
ซึง่เซลล์มีชีวิตสามารถป้องกนัไมใ่ห้สีเข้าไปภายในเซลล์  เซลล์ตายจึงติดสีฟ้าของ trypan blue  วิธี
นีส้ามารถบอกความมีชีวิตของเซลล์ในขณะท่ีทําการวิเคราะห์อยู่เท่านัน้  เพราะเป็นการตรวจสอบ
ดคูวามสมบรูณ์ของเมมเบรน  ซึ่งอาจทําให้ผลการประเมินความมีชีวิตผิดพลาดได้  เน่ืองจากอาจ
มีการทําลายท่ีทําให้เซลล์ตายเกิดขึน้ภายหลังกับเซลล์ท่ีผ่านการตรวจว่า “มีชีวิต” แล้วได้  
นอกจากนีย้งัไม่สามารถตรวจสอบผลของสารทดสอบ  ท่ีออกฤทธ์ิช้าหรือใช้เวลานาน (delayed 
cytotoxicity) 

1) Dye exclusion เป็นวิธีวดัการติดสีและไม่ติดสีของเซลล์ท่ีแขวนลอยในสารละลายสี
ย้อม  ซึ่งอาจเป็น trypan blue, eosin y, nigrosin (green), erythrosine B, fast green  หรือ 
naphthalene black  สีย้อมประเภทนีจ้ะมีผลให้เซลล์มีชีวิตไม่ติดสี  และเม่ือนํามาคํานวณค่า
ความมีชีวิตของเซลล์เทียบกบัเซลล์ทัง้หมดเปอร์เซ็นต์  จะให้คา่เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตของเซลล์ท่ี
เป็นผลมาจากสารทดสอบได้  
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2) Dye inclusion เป็นวิธีท่ีตรงกนัข้ามกบั dye exclusion นัน่คือ เซลล์มีชีวิตมีการนําสี
เข้าเซลล์ได้ในขณะท่ีเซลล์ตายไม่นําสีเข้า  เช่น neutral red และ diacetyl fluorescein  ดงันัน้ใน
การตรวจสอบความเป็นพิษ  จะต้องหาปริมาณสีท่ีเซลล์นําเข้าก่อนการบม่กบัสารทดสอบ  เพ่ือให้
ได้ข้อมลูของเซลล์ท่ีสภาวะปกติ  และเม่ือบม่เซลล์กบัตวัอย่าง  จะตรวจเซลล์ท่ีเหลือรอดโดยดกูาร
ทําลายเซลล์เมมเบรนท่ีให้สีออกมาจากเซลล์มีชีวิต  เพ่ือประเมินผลของความเป็นพิษของสาร
ทดสอบได้  อย่างไรก็ตาม neutral red เป็นพิษต่อเซลล์หลายชนิด  จึงต้องตรวจหาระดบัความ
ทนทานของเซลล์แตล่ะชนิดตอ่ neutral red ก่อน  ซึ่ง neutral red เป็นสีท่ีวดัความมีชีวิตของเซลล์  
โดยสีจะมีประจนุ้อยๆท่ี pH ประมาณ 7  จงึสามารถผ่านเมมเบรนเข้าสู่เซลล์ได้  แต ่lysosome จะ
มี pH ต่ํากว่าไซโตพลาสซึมมาก  ทําให้เกิด pH gradient และทําให้ neutral red ท่ีเข้า lysosome  
มีประจแุล้วไม่เคล่ือนท่ีอิสระออกสู้ ไซโทพลาสซึม  ดงันัน้  การสญูเสีย pH gradient ท่ีมาจากการ
ตายของเซลล์จะทําให้มีการหลัง่ neutral red ออกมา  ด้วยเหตนีุ ้ การวดัการรับเข้า neutral red 
จะเป็นการวดัความมีชีวิตของเซลล์  ในขณะท่ีการหลัง่ neutral เป็นการวดัการตายของเซลล์ได้ 

 ส่วนสีย้อม diacetyl fluorescein  สามารถนํามาใช้ในวิธี dye inclusion ได้เช่นกนั  โดย
เซลล์มีชีวิตสามารถนํา diacetyl fluorescein เข้าเซลล์  แล้ว esterase  จะตดัหน่วย acetate ให้
ได้ fluorescein ท่ีไม่แพร่ออกนอกเซลล์  ทําให้เห็นเซลล์มีชีวิตเรืองแสงสีเขียวขณะท่ีเซลล์ตายไม่
ติดสี  หรืออาจประยกุต์ใช้สีย้อมเซลล์ตาย  เช่น  propidium iodine ร่วมด้วย  ซึ่งทําให้เซลล์เป็น-
เซลล์ตาย ติดสีตา่งกนั  นัน่คือใช้สีผสมระหว่าง propidium iodine และ diacetyl flurescein จะ
ทําให้เซลล์มีชีวิตตดิสีเขียวเรืองแสง  สว่นเซลล์ตายจะตดิสีแดงเรืองแสง 

2.4.3.2 Long-Term Assay  สารพิษหรือสารทดสอบบางชนิดไม่ได้มีฤทธ์ิทําให้เซลล์ตาย  
แตอ่าจเปล่ียนแปลงพนัธุกรรมของเซลล์  หรือรบกวนวงจรเซลล์ (cell cycle)  ซึ่งไปมีผลให้รูปแบบ
การเจริญของเซลล์ผิดไป  ผลท่ีเกิดเช่นนีส้ามารถบ่งบอกได้  โดยดกูารเปล่ียนแปลงเก่ียวกับการ
หายใจ (respiration) การเกิดไกลโคไลซิส (glycolysis) การออกฤทธ์ิของเอนไซม์ (enzyme 
activity)  วงจรเซลล์ (cell cycle)  ความสามารถสร้างโคโลนี  และผลของ DNA  หรือพนัธุกรรม  
ซึ่งการเปล่ียนแปลงสิ่งเหล่านีใ้นเซลล์  สามารถใช้บ่งบอกการตอบสนองของเซลล์ต่อสารพิษได้  
การตรวจความอยู่รอดของเซลล์ (cell survival) มกัทําได้คอ่นข้างยาก  แต่ถ้าหากเปรียบเทียบ
ความอยู่รอดเป็นความสามารถสร้างโคโลนีของเซลล์  ก็อาจใช้วิธี colony efficiency เป็นวิธี
วิเคราะห์ได้  โดยเฉพาะเม่ือเซลล์เพาะเลีย้งนัน้สามารถแบ่งตัวต่อได้อีกอย่างน้อย 2-3 ครัง้
หลงัจากท่ีนําสารทดสอบออกไป  ดงันัน้ long-term assay จึงเป็นวิธีท่ีวดัผลของสารพิษในระยะ
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ยาว  ซึ่งเป็นวิธี ท่ีสามารถวิเคราะห์การออกฤทธ์ิของสารแบบผันกลับ  และใช้บ่งบอกถึง
ความสามารถฟื้นกลบัคืนได้ของเซลล์  โดยการวัดความสามารถเจริญและการเกิดเมตาโบลิซึม
ของประชากรเซลล์ทัง้หมด 

2.4.3.2.1 Plating efficiency   

เป็นวิธีท่ีดีท่ีสุดในการบอกความสามารถอยู่รอดและการเจริญของเซลล์  หากเซลล์มี
ประสิทธิภาพในการเกาะเจริญได้เป็นโคโลนี (plating efficiency)  อย่างไรก็ตาม  เซลล์ส่วนใหญ่มี 
plating efficiency ต่ํา  โดยเฉพาะ normal cell  นอกจากนีเ้ซลล์มกัให้จํานวนโคโลนีลดลง  เม่ือ
ความเข้มข้นของสารพิษมากขึน้  จงึต้องชดเชยโดยใสเ่ซลล์เร่ิมต้นให้มากขึน้  เพ่ือให้จํานวนโคโลนี
ท่ีได้ในแตล่ะความเข้มข้นมีจํานวนใกล้เคียงกนั  ทัง้นีเ้พ่ือลดอิทธิพลความเส่ียงจากความหนาแน่น
เซลล์ตอ่การอยูร่อด  และเพ่ือให้ได้คา่ทางสถิตท่ีิเช่ือถือได้  นอกจากนี ้อาจเลีย้งเซลล์ในท่ีมี feeder 
layer (ท่ีความหนาแนน่ 5×103 เซลล์/ซม2)  เพ่ือให้เกิดโคโลนี  หากเซลล์มี plating efficiency น้อย
กวา่ 100%    

2.4.3.2.2 Microtitration Assay   

การใช้ถาดหลุมเลีย้งเซลล์ทําให้ได้ตวัอย่างซํา้ ๆ (replicate sample) ในเซลล์เพาะเลีย้ง  
วิธีนีเ้ป็นวิธีประหยดั  ทําให้ใช้เคร่ืองมืออตัโนมตัแิละให้ผลท่ีเช่ือถือได้  ถาดเลีย้งเซลล์ 96 หลมุ (96 
well plates) เป็นวิธีท่ีนิยมท่ีสุด  เน่ืองจากมีพืน้ท่ีการเจริญของเซลล์ในแตล่ะหลุม  เป็น 28-32 
ตารางมิลลิเมตร  มีความจปุริมาตรอาหารในแตล่ะหลมุเป็น 0.1-0.2 มล.  และสามารถให้เซลล์ถึง 
105 เซลล์ตอ่หลมุ 

 วิธีนีส้ามารถใช้หาจํานวนโคโลนี  ปริมาณแอนติบอดี  ปริมาณไวรัสและยา  รวมทัง้
สามารถประยุกต์ใช้วิเคราะห์ความเป็นพิษต่อเซลล์ของสารพิษได้  ในท่ีนีทํ้าโดยบ่มเซลล์ท่ีมีการ
เจริญในชว่ง log phase กบัสารท่ีมีความเข้มข้นตา่งๆ  และตรวจสอบความมีชีวิตของเซลล์โดยวดั
การนําเข้าของ [35S]-methionine  หรือการลดลงของสี MTT ซึ่ง MTT assay  เป็นวิธีท่ีนิยมใช้อย่าง
แพร่หลายในปัจจุบนัในการศึกษาความเป็นพิษตอ่เซลล์  โดย MTT (tetradizolium) เป็นสีย้อมสี
เหลืองท่ีละลายนํา้ได้และสามารถเปล่ียนเป็นตะกอนสีมว่ง formazan โดยเซลล์มีชีวิต 

หลักการ MTT-Base Cytotoxicity Assay 

 เซลล์ท่ีมีการเจริญในช่วงการแบ่งตวัทวีคณู  มีความเหมาะสมในการตรวจสอบฤทธ์ิของ
สารท่ีมีความเป็นพิษต่อเซลล์  ช่วงระยะเวลาท่ีเซลล์สัมผัสสารพิษ  คือ  เวลาท่ีทําให้เกิดการ
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ทําลายสงูสดุ  ซึง่อาจเป็นผลมาจากความเสถียรของสาร  หลงัจากนําสารทดสอบออกจะปล่อยให้
เซลล์มีการเจริญ  แล้ววดัความมีชีวิตของเซลล์โดยใส่อาหารท่ีมี MTT ในแตล่ะหลมุแล้วบม่ในท่ีมืด  
เพ่ือให้เกิดความแตกตา่งระหว่างเซลล์ท่ียงัคงมีชีวิตและมีความสามารถเจริญ  กบัเซลล์ท่ียงัคงมี
ชีวิตและไม่สามารถเจริญ  จํานวนเซลล์ท่ีรอดสามารถบอกโดยวิธีอ้อมจากการลดลงของ MTT ซึ่ง
คือปริมาณ formazan ท่ีเกิดขึน้  และเม่ือละลายในตวัทําละลายท่ีเหมาะสม  เช่น DMSO ก็จะ
สามารถวัดปริมาณสีได้โดย  spectrometer อย่างไรก็ตาม  สารทดสอบใดท่ีมีผลให้มีเอนไซม์ 
succinate dehydrogenase หรือ mitochondria dehydrogenase มีฤทธ์ิมากจะทําให้มีสีเกิดขึน้
มากเช่นกนั  ดงันัน้  สารทดสอบบางตวั  หากมีคณุสมบตัิเป็น surfactant อาจทําให้สารตัง้ต้นเข้า
สูเ่ซลล์มากโดยเซลล์ไมแ่ตก  ซึ่งจะมีผลให้คา่ความมีชีวิตของเซลล์โดยวิธีวิเคราะห์นีส้งูเกินจริงได้ 

2.4.3.2.3 Metabolic Test 

 ความแตกตา่งระหว่าง metabolic  test  และ  survival  test  คือ  survival  test  เป็นการ
ตรวจหาจํานวนเซลล์และกิจกรรมของเซลล์  ( cellular  activity )  ท่ียงัหลงเหลือหลงัจากการรับ
สารเป็นช่วงระยะเวลาสัน้หรือระยะเวลานาน  แล้วให้เซลล์ฟืน้ตวัในท่ีไม่มีสารทดสอบเป็นระยะ
เวลานานพอสมควร  สิ่งท่ีวดัได้จงึเป็นความสามารถอยู่รอดของเซลล์ท่ียงัคงความสามารถแบง่ตวั
ตอ่ไป  ส่วน  metabolic  test  เป็นวิธีตรงท่ีวดัผลของสารทดสอบตอ่วิธีเมตาโบลิซึม  ซึ่งควรวดั
ทนัทีหรือภายใน  24  ชัว่โมงแรกท่ีทดสอบกบัสาร  และผลท่ีได้จะเป็นเมตาโบลิซึมของเซลล์ตอ่สาร
ทดสอบวิธีวิเคราะห์เมตาโบลิซึมมีหลายวิธี  ตัง้แต่วิธีง่ายๆโดยการสงัเกตการณ์ยบัยัง้การลดลง
ของ  pH  จนถึงวิธีท่ีต้องใช้สารติดตามหรือการตรวจหาฤทธ์ิเอนไซม์ท่ีทําหน้าท่ีของเซลล์  ซึ่งอาจ
ใช้เวลาทดสอบสัน้ๆ  ( ประมาณ 30 นาทีหรือมากกว่า )  หรือระยะเวลาทดสอบเป็นเวลาหลายวนั  
นอกจากนีค้วรตระหนกัวา่หากต้องการวดัผลของฤทธ์ิสารตอ่เมตาโบลิซึม  จะต้องทําการวิเคราะห์
ในท่ีมีสารทดสอบ  และหากต้องการศกึษาผลตอ่การรอดของเซลล์แบบไม่ผนักลบั  ( irreversible  
effect )  และผนักลับได้จะต้องทําการวิเคราะห์โดยเลีย้งเซลล์ต่อในท่ีท่ีไม่มีสารทดสอบด้วย  ซึ่ง
หากเซลล์มีหน้าท่ีปกติหลงัการทดสอบนาน 48 ชัว่โมง  จะใช้บอกการฟืน้ตวัของเซลล์หรือการผนั
กลบัได้  โดยเซลล์ท่ีไมต่าย  และฟืน้ตวัได้  จะสามารถสร้างเอนไซด์ตอ่ไป 
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2.4.4 ข้อควรพจิารณาเก่ียวกับวิธีวิเคราะห์ 

ต้องเข้าใจตวัแปรแตล่ะตวัในการวิเคราะห์อย่างชดัเจน  เพ่ือให้ได้ผลท่ีเช่ือถือได้  ซึ่งมีข้อ
ควรพิจารณาทัว่ๆไปท่ีต้องคํานงึถึงดงันี ้

การดูดซบัของสาร  สารประกอบบางชนิดอาจจบับนตวักรองท่ีผ่านการทําไร้เชือ้ทั่วๆไป
ของ  cellulose  nitrate  หรือ  cellulose  acetate  ดงันัน้การทําไร้เชือ้ด้วยตวักรอง  จะต้องทํา
ภายใต้สภาวะควบคมุและตรวจสอบการสญูเสียสารทดสอบจากการกรองด้วย  การใช้ตวักรองท่ีมี
ความสามารถจบัโปรตีนได้น้อย  จงึมกัเป็นท่ีต้องการ  อยา่งไรก็ตาม  สารประกอบบางชนิดอาจจบั
กับโปรตีนในซีรัม  และทําให้ความเข้มข้นลดลง  จึงควรพิจารณาใช้อาหารปราศจากซีรัมในการ
ทดสอบ  นอกจากนีส้ารประกอบบางชนิดอาจจบับนพลาสตกิของภาชนะเลีย้งได้เชน่กนั 

การตกตะกอน  การตกตะกอนของสารทดสอบท่ีเป็นสารตัวอย่าง  อาจทําให้การ
วิเคราะห์ไม่ได้ผล  การเกิดตะกอนทําให้เจือจางเป็นลําดบั (serial dilution)  ไม่ได้คา่ถกูต้องและมี
คา่ลดลง  ซึ่งอาจมีผลตอ่ความมีชีวิตของเซลล์  ดงันัน้จึงควรเลือกตวัทําละลายท่ีเหมาะสม  เช่น 
DMSO, ethanol, propylene glycol และควรใช้ท่ีความเข้มข้นท่ีไมก่่อความเป็นพิษกบัเซลล์ด้วย 

การกระตุ้นฤทธ์ิสารเคมี  สารหลายชนิดไม่ได้เป็นพิษโดยตวัมนัเอง  แต่อาจก่อความ
เป็นพิษเม่ือได้รับการกระตุ้นภายใต้สภาวะท่ีเหมาะสม 

ความเข้มข้นของสารละลาย  ในการตรวจสอบฤทธ์ิของสารทดสอบครัง้แรก  ควรใช้
ความเข้มข้นสารทดสอบเป็นช่วงกว้าง  และมีความเข้มข้นเพิ่มขึน้เป็นทวีคณู  เช่น 10-6M, 10-5M, 
10-4M, 10-3M และค่อยใช้ความเข้มข้นช่วงแคบๆ  จากผลการทดสอบครัง้แรกมาทําการทดสอบ
ครัง้ตอ่ไป   

สารทดสอบที่ไม่เปล่ียนแปลงความเข้มข้น  การทดสอบบางสภาวะไม่แปรตามความ
เข้มข้นได้  เช่น การทดสอบคุณภาพอาหาร  นํา้  หรือพลาสติก  ในกรณีเช่นนี ้ อาจแปรความ
เข้มข้นของซีรัมแทน  เพราะซีรัมอาจปิดบงัฤทธ์ิของสารพิษท่ีมีฤทธ์ิน้อยๆได้ 

ช่วงระยะเวลาการได้รับสารทดสอบ  โดยปกตแิล้วการบม่เซลล์กบัสารทดสอบ  จะต้อง
ทําทนัทีหลงัการใช้เอนไซม์แยกเซลล์จากชิน้เนือ้เย่ือ  หรือหลงัจากการเก็บเก่ียวเซลล์เกาะผิวโดย
การทํา trysinization  แตเ่ซลล์บางชนิดอาจมีความไวตอ่สารทดสอบเปล่ียนไปได้  เช่น  หลงัผ่าน
การใช้เอนไซม์ (enzyme treatment) และอาจไมก่ลบัคืนสูส่ภาพเดิมเหมือนก่อนทํา trypsinization  
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จนกระทัง่เวลาผ่านไปหลงัการสมัผสักบัเอนไซม์เป็นเวลานาน 12 ชม.  หากเป็นเช่นนีก้ารทดสอบ
ต้องรวมเวลาดงักล่าวอยู่ในระยะเวลาบม่ด้วย  นอกจากนี ้pH ในช่วงเวลาการบ่มมีความสําคญั
เชน่กนั  เพราะ pH ท่ีเปล่ียนแปลงไปสามารถทําให้การเจริญของเซลล์เปล่ียนไปได้  โดยเฉพาะ pH 
ท่ีเป็นดา่ง  สามารถลดความมีชีวิตของเซลล์ลงอยา่งชดัเจน 

 ระยะเวลาบ่มยงัขึน้กับสมบตัิการละลายของสารทดสอบท่ีให้สารละลายท่ีเป็นพิษ  หาก
สารสามารถละลายและออกฤทธ์ิเร็ว  การตรวจสอบฤทธ์ิของสารสามารถให้ผลได้ภายในเวลาการ
บม่นาน 1 ชัว่โมง  แตห่ากไม่ทราบสมบตัิของสารทดสอบ  ผลท่ีมากเกินไปหรือน้อยเกินไปเกิดขึน้
ได้  สารทดสอบบางชนิดอาจออกฤทธ์ิเร็ว  บางชนิดออกฤทธ์ิช้า  เช่น  การฉายรังสี  ต้องการเวลา
สัน้ๆ  เป็นนาทีท่ีให้มีปริมาณยาท่ีออกฤทธ์ิได้  ขณะท่ีสารทดสอบท่ีมีฤทธ์ิยบัยัง้การเกิดเมตาโบลิ
ซึม (anti-metabolic drug) อาจต้องการระยะเวลาหลายวนัในการให้ผลของฤทธ์ิยา  นอกจากนี ้ 
อตัราการแทรกซึมสารพิษเข้าไปในเซลล์อาจะเป็นปัจจัยจํากัด (limiting factor) หากใช้ช่วง
ระยะเวลาบ่มสัน้ๆ  ดงันัน้ระดบัท่ีจะทําให้เซลล์ตายเม่ือใช้เวลาบ่มสัน้ๆ  จึงมีความสัมพันธ์กับ
สภาวะการบ่ม  เช่น  เซลล์แขวนลอยมีอัตราการตายของเซลล์ได้สูง  เม่ือระยะเวลาบ่มกับ 
alkylating agent นาน 1 ชม.  ส่วนเซลล์เกาะผิวต้องการเวลาการบม่ท่ีนานกว่าในการให้ยาออก
ฤทธ์ิและได้ผลเหมือนกัน  นอกจากนีส้ารหลายๆ ชนิดสามารถจับกับองค์ประกอบภายในเซลล์
แบบไม่ปล่อยกลบัคืน (irreversible)  ดงันัน้เวลาการสมัผสัจริงอาจนานเกินกว่า 1 ชม.  เน่ืองจาก
สารถกูกกัเก็บไว้ในเซลล์  ส่วนสารบางชนิดอาจให้สารกลบัคืน (reversible) ถ้าเซลล์ไม่อยู่ในช่วง
เหมาะสม  เชน่  สารชนิดท่ีอาจก่อฤทธ์ิเฉพาะบางช่วงของเซลล์ในวงจรเซลล์  อาจนานพอเพียงให้
เกิดผลได้  นอกจากนีค้วามต้านทานของประชากรเซลล์ส่วนท่ีรอดได้เม่ือใช้ระยะเวลาบ่มสัน้ๆ  
อาจเป็นผลจากการมี phase ในวงจรเซลล์ไม่เหมาะสมในช่วงระยะเวลาท่ีเซลล์สมัผสักบัสารนาน  
อย่างไรก็ตามการใช้ระยะเวลาบม่นานต้องคํานึงว่าสารอาจหมดฤทธ์ิความเป็นพิษท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส  และฤทธ์ิของยาท่ีลดลงอาจเป็นผลจากความไม่เสถียรของสารทดสอบ  ดงันัน้  
ระยะเวลาสมัผสัยา (T)  และความเข้มข้นของยา (C) จึงมีความสมัพนัธ์กนั  แม้ว่าผลคณูของ C 
และ T (C×T) จะไม่ได้มีคา่คงท่ีเสมอไป  การยืดระยะเวลาสมัผสันานขึน้  สามารถเพิ่มความไวตอ่
การทดสอบภายใต้คา่ท่ีทํานายจาก C×T ซึง่เป็นผลมาจากวงจรเซลล์  และการทําลายสะสมได้  

ขนาดโคโลนี  สารบางชนิดอาจคงสภาพเซลล์ (cytostatic) และไม่เป็นพิษต่อเซลล์ 
(cytotoxic)  ทําให้เซลล์อาจมีขนาดเล็กลงเม่ือมีการบม่อย่างตอ่เน่ืองแทนท่ีจะทําให้จํานวนโคโลนี
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น้อยลง  ในกรณีเช่นนี ้ อาจวดัขนาดโคโลนีแทนโดยใช้ densitometrty, image analysis  หรือการ
นบัจํานวนเซลล์ตอ่โคโลนีแทน 

 สําหรับการนบัโคโลนี  จะนบัเม่ือโคโลนีมีจํานวนเซลล์ตอ่โคโลนีมากกว่า 32 เซลล์ขึน้ไป  
อยา่งไรก็ตาม  ควรตระหนกัวา่โคโลนีท่ีมีการเจริญจนกระทัง่มีขนาดใหญ่ (มีประมาณ >104 เซลล์)  
จะมีการเจริญช้ากวา่ 

ตัวท าละลาย   สารทดสอบบางชนิดสามารถละลายในอาหารได้น้อยมาก  และ
จําเป็นต้องใช้ตวัทําละลายอินทรีย์แทน  เช่น ethanol, propylene glycol, และ DMSO แต่ตวั
ละลายอินทรีย์อาจก่อความเป็นพิษตอ่เซลล์  จงึควรใช้ความเข้มข้นท่ีน้อยท่ีสดุของตวัทําละลายใน
การทําสารละลาย  นัน่คือเตรียมสารละลายท่ีต้องการทดสอบท่ีความเข้มข้นสงูๆ  แล้วคอ่ยเจือจาง
ด้วย BSS และเจือจางครัง้สดุท้ายด้วยอาหารเม่ือต้องการทําการทดสอบ  โดยความเข้มข้นสดุท้าย
ของตวัทําละลายต้องน้อยกว่า 0.5% และควรมี control ท่ีมีตวัทําละลายอย่างเดียวกันเป็นตวั
เปรียบเทียบด้วย  การใช้ตวัทําละลายอินทรีย์กับอุปกรณ์ประเภทพลาสติกและยาง  สิ่งท่ีต้อง
คํานงึถึงคือควรใช้แก้วกบัตวัทําละลายเจือจาง  และใช้พลาสติกเม่ือความเข้มข้นของตวัทําละลาย
มีน้อยกวา่ 10%  

ช่วงระยะเวลาอ่านผลหลังการบ่มกับสารพิษ  มีความสําคัญเน่ืองจากเหตุการณ์ 3 
ประการ คือ 

- เม่ือใช้การยบัยัง้เมตาโบลิซึมเป็นดชันีบอกความเป็นพิษของสาร  การอ่านผลท่ี
เกิดจากการรบกวนเมตาโบลิซมึต้องไมมี่ความสมัพนัธ์กบัการตายของเซลล์ 

- ควรทราบว่าการทําลายเซลล์ในระดบัท่ีเกือบทําให้ตาย (sub lethal)  อาจได้รับ
การแก้ไขกลบัคืน 

- ความเป็นพิษต่อเซลล์ท่ีออกฤทธ์ิช้า  อาจเกิดจากสารประกอบบางชนิด  ซึ่งอาจ
ไม่ให้ผลในช่วงระยะเวลา 1-2 วงจรเซลล์  ดงันัน้การไม่มีช่วงระยะเวลาอ่านผล  
อาจประเมินระดบัการตายของเซลล์สูงหรือต่ําเกินไปได้  อย่างไรก็ตามในช่วง
ระยะเวลาอ่านไม่ควรนานเกินไป  เพราะการตายของเซลล์อาจถูกปิดบงัได้ด้วย
เซลล์ท่ีมีความต้านทาน  ซึ่งให้ผลการเจริญของเซลล์มากไป  การวิเคราะห์เซลล์
เกาะผิวโดยวิธีการนบัเซลล์  หรือการตรวจดกูารนําสารเข้าเซลล์  เซลล์เหล่านัน้
ต้องมีการเจริญในช่วง log phase ตลอดระยะเวลาการสมัผสักบัยาและการเก็บ
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ผล  สว่นการวิเคราะห์การเกิดโคโลนีช่วงระยะเวลาอ่านผล  คือระยะเวลาท่ีเจริญ
เป็นโคโลนี  หรือระยะเวลาท่ีเซลล์แบ่งตวัได้อย่างน้อยประมาณ 6 ครัง้  และให้
ขนาดโคโลนีท่ีพอจะนบัได้  (32-64 เซลล์/โคโลนี) 

แม้วิธีทํา plating efficiency  เป็นวิธีท่ีดีท่ีสดุในการทดสอบการอยู่รอดของเซลล์  แตว่ิธีนี ้
จะใช้ได้เม่ือคา่ cloning efficiency ท่ีได้เป็นคา่ท่ีแทนเซลล์ประชากรทัง้หมด  และมีคา่สงูเพียงพอ  
นัน่คือ  สภาวะท่ีไมมี่ยาหรือสารทดสอบ (control)  ควรให้ plating efficiency เป็น 100%  อย่างไร
ก็ตามในทางปฏิบตัคิา่ plating efficiency ท่ี 20%  หรือน้อยกวา่ของ control ก็เป็นท่ียอมรับได้ 

 

2.5 การเกิดสารอนุมูลอิสระ (Intracellular ROS production) [27] 

Reactive Oxygen Species (ROS) หรือปฏิกิริยาการเกิดอนมุลูอิสระ  เป็นการรวมตวั
ของโมเลกุลออกซิเจนในรูปท่ีเป็นอนัตรายต่อผิว  ซึ่งเกิดจากรังสี UV ท่ีตกกระทบลงบนผิวและ
มลพิษภายนอกเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาเคมี  ซึง่ปัจจยัเหลา่นีจ้ะเข้าไปทําลายโมเลกลุในเซลล์ผิวโดยทํา
ให้เซลล์อ่อนแอลง  และไม่ใช่แคเ่พียงเซลล์ผิวท่ีถกูทําลาย  อีกทัง้ความสามารถในการซ่อมแซม
ตนเองของผิวลดลงเท่านัน้  แตย่งัก่อให้เกิดขบวนการ Cross-linked collagen  ท่ีทําให้คอลลาเจน
และอิลาสตนิขาดการยดึเก่ียวกนัเป็นเหตขุองการเกิดริว้รอยลกึตอ่ไป 

2.5.1 สารอนุมูลอิสระ (Free radical)  หมายถึง  สารซึ่งมีอิเล็กตรอนซึ่งไม่มีคูอ่ยู่ใน
วงรอบของอะตอม หรือโมเลกุล  โดยจะมีออกซิ เจนเป็นศูนย์กลาง  เช่น ไฮดรอกซิลแรดิคอล 
(hydroxyl radical), ซุปเปอร์ออกไซด์(superoxide), เพอร์ออกซิล (peroxyl), แอลโคซิล (alkoxyl) 
และ ออกไซด์ (oxides) ของไนโตรเจน   

2.5.2 แหล่งท่ีมา  
1. อนมุลูอิสระท่ีเกิดขึน้ในร่างกายซึง่เป็นผลมาจากกระบวนการเมทาบอลิซมึของร่างกายเอง 
2. อนมุลูอิสระจากภายนอกร่างกาย 

- การติดเชือ้ ทัง้จากแบคทีเรียและไวรัส 
- การอกัเสบชนิดไมท่ราบสาเหต ุ(autoimmune diseses) เชน่ ข้ออกัเสบ รูมาตอยด์ โรค

เก๊าท์ 
- รังสี 
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- สิ่งแวดล้อมท่ีเป็นมลพิษ เชน่ ควนัเสียและเขมา่จากเคร่ืองยนต์ ควนับหุร่ี ยาฆา่แมลง 
- การออกกําลงักายอยา่งหกัโหม 

จากท่ีกล่าวมาแล้วว่าอนุมูลอิสระถูกสร้างขึน้มาทัง้จากกระบวนการเมตาบอลิซึมของ
ร่างกายเอง และในภาวะท่ีผิดปกติ  เช่น  ภาวะของโรค  หรือภาวะท่ีร่างกายแวดล้อมด้วยมลพิษ
โดยในภาวะท่ีผิดปกตจิะสง่ผลให้ร่างกายเกิดการสะสมของอนมุลูอิสระเพิ่มมากขึน้ ดงันัน้จําเป็นท่ี
ร่างกายต้องหาทางป้องกัน การโดนทําลายจากอนุมูลอิสระเหล่านัน้  สิ่งท่ีร่างกายสร้างขึน้เพ่ือ
ปกป้องตวัเอง ก็คือระบบแอนติออกซิ-แด๊นท์ (antioxidants)  ซึ่งประกอบไปด้วยสารหรือเอนไซม์
ตา่งๆ ท่ีความเข้มข้นต่ําๆ ก็สามารถจะชะลอหรือป้องกนัปฏิกิริยาออกซิเดชนัของสาร (substrate)  
ท่ีไวต่อการเกิดปฏิกิริยา  โดยสาร (substrate) เหล่านีร้วมถึงสารเกือบทุกชนิดในร่างกาย เช่น  
โปรตีน ไขมนั คาร์โบไฮเดรต ดีเอ็นเอ  อย่างไรก็ตามมีบางภาวะท่ีปริมาณอนมุลูอิสระมีมากเกิน
กว่าท่ีระบบแอนติออกซิแดนท์จะจดัการได้ จะเกิดภาวะท่ีเรียกว่า oxidative stress ขึน้มาซึ่งจะ
สง่ผลกระทบตา่งๆ ตอ่เซลล์สิ่งมีชีวิต  เช่น  การทําให้เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัของดีเอ็นเอ  โปรตีน   
คาร์โบไฮเดรต  และเกิดการทําลายของกลุ่มโมเลกลุท่ีมีพนัธะ S-H  และเย่ือหุ้มเซลล์ ก่อให้เกิด
ผลเสียต่อเซลล์  และการทําลายเซลล์  เป็นสาเหตขุองการแก่ (aging) และรุนแรงไปถึงการเกิด
โรคภยัไข้เจ็บตา่งๆ  เช่น  เส้นเลือดตีบ  โรคเก่ียวกบัภูมิคุ้มกนั (autoimmune disease)  โรคท่ีเกิด
จากการท่ีเลือดกลบัไปเลีย้งอวยัวะท่ีเคยมีการตีบตนัของเส้นเลือดในระยะสัน้ๆ มาก่อน (reoxyge-
nation injury, reperfusion injury) รวมไปถึงโรคมะเร็งเป็นต้น  นอกจากนัน้เม่ือคนเราอายมุากขึน้ 
เซลล์ในร่างกายทกุเซลล์จะผลิตอนมุลูอิสระมากขึน้  อีกทัง้ความสามารถในการกําจดัอนมุลูอิสระ
ก็ลดลง  จึงทําให้ร่างกายเส่ือมโทรมอย่างรวดเร็ว  ถึงแม้ว่าร่างกายจะสร้างเอนไซม์ท่ีใช้กําจดั
อนมุลูอิสระได้ แตก็่ยงัไมเ่พียงพอ ต้องกินอาหารท่ีมีสารต้านอนมุลูอิสระเพิ่มเตมิด้วย 

 

2.7 งานวิจัยท่ีเก่ียวข้อง 

Sasaki  และคณะ [1] ได้ศกึษาชนิดของตวักระทําอิมลัชนัซึ่งใช้ในงานด้านเวชสําอาง  

พบว่าสามารถแบง่ได้เป็น 3 กลุ่ม คือ อิมลัซิฟายเออร์ไม่มีประจุ อิมลัซิฟายเออร์ประจบุวก  และ

อิมลัซิฟายเออร์ประจลุบ  เม่ือนํามาทดสอบความเป็นพิษกบัเซลล์ Balb 3T3,ARLJ301-3 ซึ่งเป็น

เซลล์เอ็มบริโอของหนู และเซลล์เคราติโนไซต์ (keratinocyte cells) ท่ีได้มาจากเซลล์ผิวหนงัของ
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หนู  โดยเปรียบเทียบกับชุดเซลล์ควบคมุ  ภายหลงันบัจํานวนเซลล์พบว่า  อิมลัซิฟายเออร์ประจุ

บวกมีความเป็นพิษมากท่ีสุด  รองลงมา  คือ อิมลัซิฟายเออร์ประจุลบ  และอิมลัซิฟายเออร์ไม่มี

ประจ ุตามลําดบั  เน่ืองจากเซลล์มีเย่ือหุ้มเซลล์เป็นประจลุบ  จึงเกิดปฏิสมัพนัธ์ทางไฟฟ้ากบัประจุ

ของอิมลัซิฟายเออร์ประจบุวก  ทําให้เย่ือหุ้มเซลล์  แตกออกและเซลล์ตาย  

 Soderberg และคณะ [28]  ได้ศกึษาอิทธิพลของโครงสร้างท่ีมีผลตอ่ความเป็นพิษของ

เซลล์  โดยใช้อนพุนัธ์ของเรซินแอซิดจากต้นสน (conifer)  มาทดสอบความเป็นพิษกบัเซลล์ปฐม

ภูมิ  (primary cell) สองชนิด  คือเซลล์ไฟโบรบลาสต์ (fibroblasts cell) และเซลล์อีพิทีเลียล 

(epithelial cell)  ซึ่งใช้สีย้อม (neutral red) เป็นสารท่ีชีว้ดัความเป็นพิษ  โดยเซลล์ท่ียงัมีชีวิตอยู่ก็

จะถูกย้อมสีแดง  แล้ววัดจํานวนเซลล์เทียบกับชุดควบคุม  ซึ่งพบว่าดีไฮโดรอะไบอีติคแอซิด 

(dehydroabietic acid : DHAA) เป็นโครงสร้างท่ีเป็นพิษมากท่ีสดุ  เน่ืองจาก DHAA มี หมู่ไอโซโพ

รพิลอยู่ภายในโครงสร้างซึ่งจะส่งผลตอ่เซลล์คล้ายกบัผงซกัฟอก  โดยจะละลายชัน้ไขมนัของเย่ือ

หุ้มเซลล์จึงมีผลกระทบต่อการซึมผ่านของสารผ่านเย่ือหุ้มเซลล์  นอกจากนัน้คณะวิจยัได้ศึกษา

อิทธิพลของความเข้มข้นท่ีส่งผลตอ่ความเป็นพิษด้วย  พบว่ายิ่งความเข้มข้นของสารท่ีใช้ทดสอบ

มากขึน้ก็จะทําให้ความเป็นพิษตอ่เซลล์มีคา่มากขึน้เชน่กนั       

 Aranda และ Villalain [29]  ได้ศกึษาผลกระทบของอะไบอีติคแอซิด (abietic acid) ตอ่

เย่ือหุ้มเซลล์ฟอสฟอไลปิดซึ่งสนบัสนนุกบัแนวความคิดของ Soderberg [2]  เน่ืองจากอะไบอีติค

แอซิดประกอบด้วยส่วนท่ีมีขัว้และไม่มีขัว้  โดยส่วนท่ีมีขัว้ของหมู่คาร์บอกซิล  (carboxyl group)  

จะเกิดปฏิสมัพนัธ์ทางไฟฟ้ากับประจบุวกของคอลีน (choline)  ในฟอสฟอไลปิดของเย่ือหุ้มเซลล์  

ด้านสว่นท่ีไม่มีขัว้จะแทรกตวัระหว่างกรดไขมนัในฟอสฟอไลปิดของเย่ือหุ้มเซลล์  ซึ่งจากเหตผุลนี ้

ทําให้เย่ือหุ้มเซลล์แตกออกจากกนั  (membranes lysis)   

 Zanatta และคณะ [30]  ศกึษาความเป็นพิษของสารลดแรงตงึผิวชนิดหนึ่ง (Ceteareth-

20) โดยแบง่การทดสอบเป็น 2 รูปแบบคือ สารละลายของสารลดแรงตงึผิว  และการนําสารลดแรง

ตึงผิวไปเตรียมเป็นอิมัลชนัในขนาดนาโนและไมโคร  การทดสอบในรูปแบบของสารละลาย  ได้

ศกึษาผลของความเข้มข้นตอ่ความเป็นพิษของเซลล์เคราติโนไซต์ (HaCaT keratinocyte) และ
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เซลล์ไฟโบรบลาสต์ (3T3 fibroblast)  ซึ่งใช้สีย้อม (neutral red) เป็นสารท่ีชีว้ดัความเป็นพิษ  โดย

เซลล์ท่ียงัมีชีวิตอยูก็่จะถกูย้อมสีแดง  พบวา่เม่ือความเข้มข้นมากขึน้จะทําให้ความเป็นพิษตอ่เซลล์

เพิ่มมากขึน้  โดยท่ีเซลล์เคราตโินไซต์ (keratinocyte) จะแสดงผลของความเป็นพิษท่ีมากกว่าเซลล์

ไฟโบรบลาสต์ (fibroblast)  เน่ืองจากเซลล์เคราติโนไซต์จะไวตอ่สิ่งกระตุ้นมากกว่า  ส่วนการ

ทดสอบในรูปแบบของอิมลัชนั  ได้ศกึษาผลของขนาดตอ่ความเป็นพิษของเซลล์ท่ีความเข้มข้นคงท่ี

หนึ่งๆ  โดยท่ีความเข้มข้นสูง  อนุภาคขนาดนาโนจะเป็นพิษมากกว่ าอนุภาคขนาดไมโคร  

เน่ืองจากเม่ืออนภุาคมีขนาดเล็กจงึสามารถท่ีจะแทรกผา่นเย่ือหุ้มเซลล์ได้ง่ายกว่าอนภุาคท่ีมีขนาด

ใหญ่  แต่ท่ีความเข้มข้นต่ําความเป็นพิษไม่แตกต่างกัน  จากนัน้ได้ศกึษาผลของความเข้มข้นของ

อนุภาคขนาดนาโนต่อความเป็นพิษของเซลล์  พบว่าท่ีความเข้มข้นสูงจะแสดงความเป็นพิษ

มากกว่าท่ีความเข้มข้นต่ํา  ในทางกลับกันถ้าเป็นอนุภาคขนาดไมโครจะไม่แสดงความเป็นพิษ

ถึงแม้ว่าจะเพิ่มความเข้มข้น  เม่ือเปรียบเทียบความเป็นพิษระหว่างสารละลายของสารลดแรงตึง

ผิวกับการนําสารลดแรงตงึผิวมาเตรียมเป็นอิมลัชนั  พบว่าการทดสอบในรูปแบบของสารละลาย

สารลดแรงตงึผิวเพียงอยา่งเดียวก่อให้เกิดความเป็นพิษกบัเซลล์มากกวา่การเตรียมให้เป็นอิมลัชนั  
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บทที่ 3 

วธีิด าเนินการวจิัย 

3.1 วัตถุดบิและสารเคมี 

 - ไคโตซาน  เกรดทางการค้า บริษัท Seafresh industry (Thailand) 
 - กรดมีเทนซลัโฟนิก  บริษัท Acros organic (USA) 
 - กรดแอซีตกิ  บริษัท Labscan Asia (Thailand) 
 - ฟอสฟอรัสเพนทอกไซด์  บริษัท Acros organic (USA) 
 - สารละลายแอซีโตน  เกรดทางการค้า  บริษัท Zen point (Thailand) 
 - สารละลายเอทานอล เกรดทางการค้า  บริษัท Zen point (Thailand) 
 - โซเดียมไฮโดรเจนคาร์บอเนต  บริษัท Merck (Germany) 

 - ดเูบคโคไมดไิฟล์อีเกิลมีเดียม (DMEM) บริษัท Sigma-Aldrich(U.K.) 

 - ยาปฏิชีวนะเพนนิซิลิน บริษัท Sigma-Aldrich(U.K.) 

 - แอล-กลตูาแมกซ์ บริษัท Sigma-Aldrich(U.K.) 

 - ฟีตลัโบวายน์ซีรัม บริษัท Sigma-Aldrich(U.K.) 

 - เตตระโซเลียม  โบรไมด์ (MTT) บริษัท Sigma Chemical, Inc. (USA) 

- ไดคลอโรฟลอูอเรสเซนต์ ไดอะซิเตต (DCFH-DA) บริษัท Sigma Chemical, Inc. (USA)  

 

3.2 อุปกรณ์และเคร่ืองมือที่ใช้ในการทดลอง 

 - เคร่ืองป่ันกวนเชิงกล (Mechanical stirrer) 
 - อปุกรณ์เคร่ืองแก้ว 
 - ตู้อบสาร 
 - แทน่ให้ความร้อน (hot plate) 
 - เคร่ืองอลัตร้าโซนิก 
 - Cellu Sep T2 MWCO 6,000-8,000 

 - เคร่ืองป่ันผสมเป็นเนือ้เดียวความดนัสงู (high-pressure homogenizer) ย่ีห้อ Avestin   

  Inc รุ่น  EmulsiFlex C3 
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 - เคร่ืองป่ันผสมเป็นเนือ้เดียว (homogenizer) ย่ีห้อ PRO Scientific Inc  รุ่น PRO200 

 

3.3 เคร่ืองมือที่ใช้ในการวิเคราะห์ 

 - เคร่ืองฟูเรียร์ทรานสฟอร์มอินฟราเรดสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ (FT-IR) ย่ีห้อ 
Thermoscientific รุ่น Nicolet 6700 (ภาควิชาวัสดุศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลยั) 

 - กล้องจลุทรรศน์อิเล็คตรอนแบบส่องกราด (Scanning Electron Microscope, SEM) 
ย่ีห้อ JEOL รุ่น JSM-5800 ชนิดแจกแจงพลงังาน (Energy Dispersive X-ray Spectrometer, 
EDX) (ศนูย์เคร่ืองมือวิจยัวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี  จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั) 

 - เคร่ืองมือวิเคราะห์ขนาดของอนภุาค (Zetasizer) รุ่น Zetasizer nano series (ได้รับ
ความอนเุคราะห์ในการวิเคราะห์ จาก ศ. ดร. สวุบญุ จิรชาญชยั วิทยาลยัปิโตรเลียมและปิโตรเคมี  
จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั)  

- เคร่ืองมือวิเคราะห์การดดูกลืนของแสง (Microplate Reader) ย่ีห้อ BIO Tek  รุ่น 
Powerwarexs2 (ศนูย์นาโนเทคโนโลยีแห่งชาติ  ส านกังานพฒันาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี
แหง่ชาต)ิ 

- เคร่ืองมือวิเคราะห์การเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ (Microplate Reader ชนิด 
Fluorescence) ย่ีห้อ Molecular Device  รุ่น Spectramax M5 (ศนูย์นาโนเทคโนโลยีแห่งชาต ิ 
ส านกังานพฒันาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแหง่ชาติ) 
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3.4 ขอบเขตการทดลอง   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 3.1  แผนผงัขอบเขตการทดลอง 

 

การสงัเคราะห์      

ฟอสฟอริเลตไคโตซาน 

การวิเคราะห์ 

ฟอสฟอริเลตไคโตซาน 

วิเคราะห์โครงสร้างทาง

เคมีด้วยเทคนิค FT-IR 

วิเคราะห์ปริมาณธาตดุ้วย 

เทคนิค SEM-EDX 

ตรวจสอบการละลาย 

การเตรียมอิมลัชนั 

ไมโครอิมลัชนั 

นาโนอิมลัชนั 

 

การทดสอบความเข้ากนัได้ 

ทางชีวภาพ 

การทดสอบ 

ความมีชีวิตรอดของเซลล์ 

การสร้างสารอนมุลูอิสระ

ภายในเซลล์ 
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3.5 วิธีการทดลอง 

 3.5.1  การสังเคราะห์ฟอสฟอริเลตไคโตซาน [31] 

 1.ชัง่ไคโตซาน 4 กรัม  มาละลายในกรดมีเทนซลัโฟนิก 28 มิลลิลิตร  ป่ันกวนด้วยเคร่ือง

ป่ันกวนเชิงกลเป็นเวลา 30 นาที  ท่ีความเร็ว 250 รอบ/นาที 

 2.น าสารละลายแช่ลงในอ่างน า้แข็ง  ท่ีอุณหภูมิ 0-5 องศาเซลเซียสและค่อยๆเติม

ฟอสฟอรัสเพนทอกไซด์ (อตัราส่วนโดยโมลของฟอสฟอรัสเพนทอกไซด์ต่อหนึ่งหน่วยซ า้ของไคโต

ซาน คือ 2)  จากนัน้ปรับความเร็วเคร่ืองป่ันเชิงกลเพิ่มขึน้ให้ได้ความเร็ว 550 รอบ/นาที  เป็นเวลา 

3 ชัว่โมง   

 3. น าสารละลายท่ีเกิดปฏิกิริยาไปตกตะกอนในแอซีโตน 250 มิลลิลิตร  ประมาณ 2 ครัง้  

หลงัจากนัน้ก าจดัสารอินทรีย์โดยใช้เอทานอลในการก าจดัสารอินทรีย์ประมาณ 4 ครัง้ 

 4.กรองตะกอนและอบแห้งท่ีอณุหภมูิ 40 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

 5.น าสารท่ีได้ไปละลายน า้กลัน่ 50 มิลลิลิตร  จากนัน้น าไป dialysis ในน า้กลัน่เป็นเวลา 3 

วนั  เพ่ือก าจดัสารโมเลกลุเล็กๆท่ีไม่เกิดปฏิกิริยาออก  แล้วจึง dialysis ตอ่ด้วยสารละลายโซเดียม   

ไฮดรอกไซด์  0.1 M เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  เพ่ือท าให้อนพุนัธ์ท่ีสงัเคราะห์ได้มีความสามารถในการ

ละลายน า้เพิ่มขึน้ 

 6.น าสารละลายเกลือโซเดียมของอนพุนัธ์ท่ีสงัเคราะห์ข้างต้น  ปรับ pH เป็น 7.4  ด้วยกรด

ไฮโดรคลอกริก 6 N  และ dialysis อีกครัง้ด้วยน า้กลัน่  เป็นเวลา 3 วนั  เพ่ือก าจดัเกลือโซเดียม

คลอไรด์ท่ีเกิดขึน้ 

 7.น าสารละลายท่ีได้ไปท าแห้งภายใต้ความดนั ณ จุดเยือกแข็ง  และน าสารท่ีสงัเคราะห์

ได้ไปตรวจสอบสมบตักิารละลายและตรวจสอบโครงสร้างทางเคมีด้วยเทคนิค FT-IR 
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3.5.2 การวิเคราะห์และตรวจสอบสมบัตขิองฟอสฟอริเลตไคโตซาน 

 3.5.2.1 การวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีด้วยเทคนิคฟูเรียร์ทรานสฟอร์ม

อินฟราเรดสเปกโทรสโกปี (FT-IR) [31] 

  น าอนุพนัธ์ไคโตซานท่ีเตรียมได้ไปอดัแผ่นกบัผงโปแตสเซียมโบรไมด์ (KBr) ใน
อตัราสว่น 1:100 แล้วน าไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ืองฟเูรียร์ทรานสฟอร์มอินฟราเรดสเปกโทร            โฟ
โตมิเตอร์ (FT-IR) ย่ีห้อ Thermoscientific รุ่น Nicolet 6700  ดงัแสดงในภาพท่ี 3.2  โดยใช้ 
resolution 4.0 cm-1 และ number of scan เท่ากบั 16  เพ่ือหาแถบดดูกลืนท่ีเกิดจากหมู่ฟังก์ชนั
ตา่งๆ 

 

ภาพท่ี 3.2 เคร่ือง FT-IR Spectrometer  ย่ีห้อ Thermoscientific รุ่น Nicolet 6700 

 

 3.5.2.2 การวิเคราะห์ธาตุเชิงปริมาณในโครงสร้างด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน

แบบส่องกราด (SEM) ชนิดแจกแจงพลังงานรังสีเอกซ์ (Energy Dispersive X-ray 

Spectrometer, EDX) [31] 

  การวิเคราะห์ธาตใุนโครงสร้างจุลภาคชนิดแจกแจงพลงังานรังสีเอกซ์  (Energy 

Dispersive X-ray Spectrometer)  ท าโดยน าอนพุนัธ์ไคโตซานท่ีต้องการวิเคราะห์ไปวางบนเทป

กาวคาร์บอนท่ีแปะอยู่บนฐานวางตัวอย่าง  เน่ืองจากโครงสร้างของอนุพันธ์ไคโตซานมีธาตุ

คาร์บอนเป็นองค์ประกอบอยูม่ากท าให้อิเล็กตรอนสามารถวิ่งผ่านได้โดยไม่จ าเป็นต้องเคลือบด้วย

ผงคาร์บอน  ซึ่งการท างานของเคร่ืองจะท าภายใต้สุญญากาศจากนัน้จึงตรวจสอบด้วยกล้อง

จลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดย่ีห้อ JEOL รุ่น JSM-5800  โดยใช้ศกัย์ไฟฟ้า 20 กิโลโวลต์  ท่ี
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ก าลังขยาย 2,500 เท่า  โดยตัง้ระยะห่างระหว่างล าแสงอิเลคตรอนและตวัอย่างให้คงท่ีท่ี 15 

ไมโครเมตร  ดงัแสดงในภาพท่ี 3.3 

 

ภาพท่ี 3.3  เคร่ือง SEM ย่ีห้อ JEOL รุ่น JSM-5800 

การค านวณระดบัการแทนท่ี 

 

โดยท่ี   %P คือ  ปริมาณฟอสฟอรัสท่ีเป็นองค์ประกอบจากการแทนท่ีหมูฟ่อสเฟต 

            %N คือ  ปริมาณไนโตรเจนท่ีเป็นองค์ประกอบในโครงสร้างไคโตซาน 

 

 3.5.2.3 การตรวจสอบสมบัตกิารละลาย [31] 

  การตรวจสอบการละลายของอนพุนัธ์ไคโตซานท่ีสงัเคราะห์ได้  สามารถท าได้โดย

การน าฟอสฟอริเลตไคโตซานประมาณ 2 มิลลิกรัม ละลายในน า้กลัน่ปริมาตร 2 มิลลิลิตร  จากนัน้

จงึสงัเกตการละลาย  

 

3.5.3 การเตรียมอิมัลชันของฟอสฟอริเลตไคซาน 

ฟอสฟอริเลตไคโตซานท่ีสงัเคราะห์โดยใช้อตัราส่วนโดยโมลของฟอสฟอรัสเพนทอกไซด์
เทา่กบั 2 ซึง่มีระดบัการแทนท่ีหมูฟ่อสเฟตเท่ากบั 0.51 มีคา่ zeta potential เท่ากบั -18 จึงมีความ
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เป็น anionic emulsifier มีสมบตัิท่ีชอบน า้และชอบน า้มันในโมเลกุล (hydrophile-lipophile 
balance; HLB) เท่ากบั 19 [8]  แสดงให้เห็นว่าโมเลกลุของฟอสฟอริเลตไคโตซานประกอบด้วย
ส่วนท่ีชอบน า้มากกว่าชอบน า้มัน  เพราะฉะนัน้เม่ือเตรียมเป็นอิมัลชันโดยใช้อัตราส่วนโดย
ปริมาตรของเฟสน า้ (สารละลายฟอสฟอริเลตไตโตซาน) และเฟสน า้มนั (mineral oil) เท่ากบั 8 ตอ่ 
2 จะได้อิมลัชนัในรูปแบบอนุภาคของน า้มนัในน า้ (oil in water) และมีค่า critical micelle 
concentration (CMC) เทา่กบั 0.13 wt% [8] จากงานวิจยัท่ีผา่นมาพบวา่ปริมาณของ 
ฟอสฟอริเลตไคโตซานท่ีท าให้อิมลัชนัเกิดความเสถียรคือ 1-3 wt% [8]  ซึ่งเม่ือเปรียบเทียบความ
เสถียรของอิมลัชนัท่ีเตรียมจากฟอสฟอริเลตไคโตซานท่ีมีระดบัการแทนท่ีหมู่ฟอสเฟตตา่งกันหรือ
สงัเคราะห์ท่ีอตัราสว่นโดยโมล ของฟอสฟอรัสเพนทอกไซด์ตอ่หนึ่งหน่วยซ า้ของไคโตซานท่ีตา่งกนั 
คือ 0.1, 1 และ 2  พบว่า  อิมลัชนัท่ีเตรียมจากฟอสฟอริเลตไคโตซานท่ีอตัราส่วนโดยโมลของ
ฟอสฟอรัสเพนทอกไซด์ตอ่หนึ่งหน่วยซ า้ของไคโตซานเท่ากับ 2 ท าให้อิมลัชนัท่ีเตรียมได้มีความ
เสถียรภาพมากท่ีสุดไม่ว่าจะมีการเปล่ียนแปลงสภาพแวดล้อม (environment condition) เช่น 
ความเป็นกรดเป็นเบส (pH), อณุหภูมิ (temperature) และความแรงของประจ ุ(ionic strength)  
งานวิจยันีจ้ึงเลือกท่ีจะเตรียมอิมลัชนัท่ี 1-2 wt% โดยใช้ฟอสฟอริเลตไคโตซานท่ีอตัราส่วนโดยโม
ลของฟอสฟอรัสเพนทอกไซด์ตอ่หนึ่งหน่วยซ า้ของไคโตซานเท่ากบั 2  เพ่ือมาทดสอบความเข้ากัน
ได้ทางชีวภาพ   
 การเตรียมอิมลัชนัในขนาดอนภุาคไมโครและนาโน  อิมลัชนัเตรียมได้โดยใช้ความเข้มข้น

ของสารละลายฟอสฟอริเลตไคโตซานในน า้เท่ากบั ร้อยละ 1-2 โดยน า้หนกั จากนัน้เตรียมอิมลัชนั

โดยใช้อัตราส่วนโดยปริมาตรของเฟสน า้ (สารละลายฟอสฟอริเลตไตโตซาน) และเฟสน า้มัน

(mineral oil) เท่ากบั 8 ตอ่ 2 [8]  การเตรียมไมโครอิมลัชนัจะทดลองเตรียมจากหลายวิธีการ คือ 

เคร่ืองสัน่สะเทือนคล่ืนเสียงความถ่ีสงู (sonicate bath) เคร่ืองสัน่สะเทือนคล่ืนเสียงความถ่ีสงูชนิด

โพรบ (sonicate probe) เคร่ืองป่ันผสมเป็นเนือ้เดียว (homogenizer) เคร่ืองป่ันผสมเป็นเนือ้เดียว

ความดนัสงู (high pressure homogenizer)  ภายใต้ความดนั 500-1,000 บาร์ ผ่านระบบ 1-6 

รอบ และวิธีการใช้ป๊ัมความดนั 4 บาร์ อดัผ่านหวัฉีดของเคร่ืองป่ันผสมเป็นเนือ้เดียวความดนัสูง

ผ่านระบบ 1-6รอบ ของเคร่ืองป่ันผสมเป็นเนือ้เดียวความดนัสูง  ส าหรับการเตรียมนาโนอิมลัชนั 

จะเตรียมโดยเคร่ืองป่ันผสมเป็นเนือ้เดียวความดนัสูง (high-pressure homogenizer)  ภายใต้

ความดนั 1,500 บาร์ โดยผา่นระบบทัง้หมด 6 รอบ [8] 
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3.5.4 การวัดขนาดอนุภาคของอิมัลชัน [8]  

 ขนาดอนุภาคสามารถวัดได้โดยใช้เคร่ืองมือวิเคราะห์ขนาดของอนุภาค Zetasizer รุ่น 

nano series (Malvern Instrument, Malvern, UK)  แตล่ะตวัอย่างจะเจือจางด้วยน า้กลัน่ใน

อตัราส่วน 1:10,000  โดยวดัทัง้หมด 3 ครัง้  จากนัน้ค านวณขนาดของอนภุาคเฉล่ียแตล่ะครัง้จาก

สมการ 

 
โดย  d32 คือ  ขนาดอนภุาคเฉล่ีย 

         ni   คือ  ความถ่ีของอนภุาคท่ีพบท่ีขนาดหนึง่ ๆ 

         di   คือ  ขนาดของอนภุาค  

 

 3.5.5 การเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อเคราตโินไซต์ (keratinocyte : HaCaT) 

  เซลล์เคราติโนไซต์เป็นเซลล์จากเนือ้เย่ือของผิวหนังมนุษย์  โดยเลีย้งในจาน

เพาะเลีย้ง(flask) ขนาด 25 ลูกบาศก์เซนติเมตร ในอาหารเลีย้งเซลล์ชนิด DMEM (Dulbecco's 

Modified Eagle Medium) pH 7.4  ซึ่งประกอบด้วยฟีตลัโบวายน์ซีรัม (fetal bovine serum) 

ความเข้มข้นร้อยละ 10 โดยน า้หนกั และ แอล-กลตูาแมก (L-glutamax)  ความเข้มข้น 2 มิลลิ 

โมลาร์และยาปฏิชีวนะเพนนิซิลิน  ความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยน า้หนัก  เพาะเลีย้งเซลล์ในตู้บ่ม

เพาะ ท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  และมีปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5    เม่ือเซลล์เจริญ

จนเต็มพืน้ท่ี 80 เปอร์เซ็นต์ของจานเพาะเลีย้ง(flask)  ต้องแบ่งเนือ้เย่ือไปเพาะในจานเพาะเลีย้ง

ใหม่โดยใช้ทริปซินลอกเซลล์ออกจากพืน้ผิว  ซึ่งแบ่งไปเพาะเลีย้งโดยมีความหนาแน่นของเซลล์

เทา่กบั 5×105 เซลล์ตอ่จานเพาะเลีย้ง  เพ่ือให้เซลล์สามารถแบง่ตวัและเจริญตอ่ไป 
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 3.5.6 การทดสอบความเข้ากันได้ทางชีวภาพ (Biocompatibility Test) 

 3.5.6.1 สารตัวอย่าง 

  1. สารละลายฟอสฟอริเลตไคโตซาน ความเข้มข้น 10  25  50  100  250  500 

และ 1000 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร 

  2. สารละลายโซเดียมโดเดซิลซลัเฟต ความเข้มข้น 10  25  50  100  250  500 

และ 1000 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร  

3. น า้มนัแร่ท่ีกระจายตวัในตวักลาง (อาหารเลีย้งเชือ้ส าหรับการทดสอบความมี

ชีวิตรอด หรือ สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ซาไลน์ ส าหรับการทดสอบการสร้างสารอนุมูลอิสระ

ภายในเซลล์) อัตราส่วนโดยปริมาตรของเฟสน า้ (สารละลายตวักลาง) และเฟสน า้มนั (mineral 

oil) เท่ากับ 8 ต่อ 2 กระจายตัวโดยเคร่ืองป่ันผสมเป็นเนือ้เดียวความดนัสูง(high-pressure 

homogenizer)  ภายใต้ความดนั 1,500 บาร์ โดยผ่านระบบทัง้หมด 6 รอบ ได้น า้มนัท่ีกระจายตวั

ในตวักลางมีขนาดอนุภาคเท่ากบั 170 นาโนเมตร จากนัน้น าน า้มนัแร่ท่ีกระจายในตวักลาง 0.13  

0.31  0.63  1.25  3.13  6.25  12.50 ไมโครลิตรมาเจือจางในตวักลางจนได้ปริมาตรสุทธิ 100 

ไมโครลิตร 

  4. ไมโครอิมลัชนั และ นาโนอิมลัชนั ท่ีเตรียมจากสารละลายฟอสฟอริเลต 

ไคโตซานเป็นอิมลัซิฟายเออร์ ความเข้มข้นร้อยละ 1-2 โดยน า้หนกั อตัราส่วนโดยปริมาตรของเฟส

น า้ (สารละลายฟอสฟอริเลตไตโตซาน) และเฟสน า้มนั(mineral oil)  เทา่กบั 8 ตอ่ 2  จากนัน้น า 

ไมโครอิมลัชนั หรือ นาโนอิมลัชนัปริมาตร 0.13  0.31  0.63  1.25  3.13  6.25  12.50 ไมโครลิตร

มา  เจือจางในตวักลาง (อาหารเลีย้งเชือ้ส าหรับการทดสอบความมีชีวิตรอด หรือ สารละลาย

ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ซาไลน์ ส าหรับการทดสอบการสร้างสารอนมุลูอิสระภายในเซลล์) จนได้ปริมาตร

สทุธิ 100 ไมโครลิตร 
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3.5.6.2 การทดสอบความมีชีวิตรอดของเซลล์ (Viability Test)  

การทดสอบความมีชีวิตรอดของเซลล์ จะวิเคราะห์ด้วยเทคนิค MTT โดยอาศยัหลกัการใน

การตรวจวดัระดบัเอนไซม์ดีไฮโดรจีเนสท่ีพบในไมโทคอนเดรีย (mitocondria dehydrogenase) 

ซึ่งเป็นเอนไซม์ท่ีเก่ียวข้องกบักระบวนการหายใจของเซลล์ โดยเอนไซม์นีจ้ะเปล่ียนเกลือเททระโซ

เลียม (tetrazolium salt) ในสาร MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl-)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide) เป็นผลกึฟอร์มาซาน (formazan) ซึ่งเป็นตะกอนสีม่วง เม่ือน าไปละลายในสารละลายท่ี

เหมาะสม เชน่ DMSO จากนัน้วดัความเข้มแสง (optical density, OD)ได้ด้วยUV spectrometer 

 การทดลองนีจ้ะใช้ แพลทแบบ 96 หลุม เพ่ือเลีย้งเซลล์ 5000 เซลล์ต่อหนึ่งหลุม  

เพาะเลีย้งเซลล์ในตู้บม่เพาะ ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส  และมีปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ร้อย

ละ 5  บม่เพาะเป็นเวลา 24 ชัว่โมง  หลงัจากนัน้ปิเปตสารตวัอย่างลงในหลมุท่ีเพาะเลีย้งเซลล์แล้ว

หลุมละ 100 ไมโครลิตร ในการทดลองนีจ้ะใช้ DMEM (negative control) เป็นชดุควบคมุ บ่ม

เพาะเป็นเวลา 24 ชัว่โมง  จากนัน้ นบัจ านวนเซลล์ท่ีมีชีวิตด้วยวิธี MTT assay  เติมสารละลาย 

MTT  25 ไมโครลิตรตอ่หลมุโดยท่ีความเข้มข้นของ MTT คือ 5 มิลลิกรัมใน 1 มิลลิลิตร  จากนัน้น า

เพลทเพาะเลีย้งเข้าตู้บม่เพาะท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส  และมีปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ร้อย

ละ 5  เป็นระยะเวลา 3 ชัว่โมงในท่ีมืด  เซลล์ท่ีมีชีวิตจะหลัง่สารมาท าปฏิกิริยาเปล่ียน MTT ซึ่งเป็น

สารท่ีมีสีเหลืองอ่อน เป็นฟอร์มาซาน (formazan) ซึ่งเป็นตะกอนสีม่วง  ดงันัน้หลงัจากบม่เพาะใน

ท่ีมืดเป็นเวลา 3 ชั่วโมง ดูดเอาสารละลายท่ีอยู่ในหลุมออก  ตะกอนสีม่วงจะเหลืออยู่บริเวณ

ด้านล่างของหลุม  จากนัน้เติมสารละลายไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (DMSO) ลงไปหลุมละ 100 

ไมโครลิตรแล้วเขย่า  เพ่ือละลายตะกอนท่ีอยู่ด้านล่างให้หมด  น าไปวดัความเข้มแสง ท่ีความยาว

คล่ืน 570 นาโนเมตรเทียบกับค่าความยาวคล่ืนมาตรฐานท่ี 650 นาโนเมตรโดยใช้เคร่ืองไมโคร

เพลทรีดเดอร์  ซึ่งเปอร์เซ็นต์เซลล์ท่ีมีชีวิตสามารถค านวณได้จากความเข้มแสงของหลุมท่ีมีสาร

ตวัอย่างเทียบกับตวัควบคมุซึ่งเป็นหลมุท่ีไม่มีสารตวัอย่าง  และการทดลองนีจ้ะท าการทดสอบ 3 

ซ า้ โดยท าการทดสอบซ า้ละ 3 คา่เพ่ือหาคา่เฉล่ีย  จากนัน้น าคา่ทัง้ 3 ซ า้มาหาคา่เปอร์เซ็นต์เซลล์ท่ี

มีชีวิตเฉล่ีย 
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ผลการทดลองนีจ้ะเสนอในรูปของเปอร์เซ็นต์เซลล์ท่ีมีชีวิตเฉล่ีย  คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน

(SD) โดยใช้ข้อมลูทางสถิตแิบบ ANOVA ควบคมุชว่งสถิตด้ิวยวิธี Turky (p0.05)  เม่ือคา่

เปอร์เซ็นต์เซลล์ท่ีมีชีวิตอยู่นอกชว่ง  ถือวา่มีความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัเชิงสถิติ 

 

 
 

เม่ือ ODs คือ คา่ความเข้มแสงของฟอร์มาซานในชดุตวัอยา่ง 

             ODc คือ คา่ความเข้มแสงของฟอร์มาซานในชดุควบคมุ (negative control) 

 

  3.5.6.3 การทดสอบการสร้างสารอนุมูลอิสระภายในเซลล์ (Intracellular ROS 
production : DCF assay) 
  เน่ืองจากสารเคมีหรือสารตวัอย่างอาจกระตุ้นให้เกิดอนุมูลอิสระ (Reactive Oxygen 
Species, ROS) ซึ่งเป็นสาเหตใุนการเกิดริว้รอย ดงันัน้ ในงานวิจยัส่วนนีจ้ะวิเคราะห์หาปริมาณ
อนมุลูอิสระท่ีเกิดขึน้ภายในเซลล์ ด้วยเทคนิค DCFโดยมีหลกัการคือ เม่ือ 2,7-dichlorfluorescein-
diacetate (DCFH-DA) ซึ่งเป็นสารท่ีไม่เรืองแสงฟลูออเรสเซนต์แพร่ผ่านเข้าสู่เซลล์  ถ้าสารเคมี
หรือสารตัวอย่างกระตุ้นให้เซลล์สร้างอนุมูลอิสระ อนุมูลอิสระท่ีเกิดขึน้ภายในเซลล์จะเปล่ียน
โครงสร้างของ DCFH-DA ให้เป็นสารเรืองแสงฟลอูอเรสเซนต์ (2,7-dichlorfluorescein, DCF)  
 การทดลองนีจ้ะใช้ แพลทแบบ 96 หลุม เพ่ือเลีย้งเซลล์ 5000 เซลล์ต่อหนึ่งหลุม  

เพาะเลีย้งเซลล์ในตู้บม่เพาะ ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส  และมีปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ร้อย

ละ 5 บม่เพาะเป็นเวลา 24 ชัว่โมง  จากนัน้เติม DCFH-DA ซึ่งละลายในสารละลายฟอสเฟต

บฟัเฟอร์ซาไลน์ (phosphate buffer saline, PBS)  ความเข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์  บม่เพาะเป็น

เวลา 40 นาที ท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  จากนัน้ดูดสารละลาย DCFH-DA  ออกแล้วล้างด้วย 

PBS อีก 2 ครัง้  เพ่ือก าจดั DCFH-DA ท่ีตกค้างออกให้หมด  จากนัน้หยดสารตวัอย่างลงไปใน

หลุมๆละ 100 ไมโครลิตร  ในการทดลองนีจ้ะใช้ซินวัน(SIN-1) (positive control) และ PBS 

(negative control) เป็นชดุควบคมุ  บม่เพาะตอ่ท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง 
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ถ้าสารเคมีมีการกระตุ้นให้เซลล์สร้างอนมุลูอิสระ อนมุลูอิสระท่ีเกิดขึน้ในเซลล์จะเปล่ียนโครงสร้าง

ของ DCFH-DA ให้เป็นสารเรืองแสงฟลอูอเรสเซนต์  จากนัน้น าไปวดัคา่การเรืองแสง 

ฟลอูอเรสเซนต์ท่ีความยาวคล่ืน 485 นาโนเมตรเทียบกบัคา่ความยาวคล่ืนมาตรฐานท่ี 528 นาโน

เมตร  ซึ่งผลการทดลองจะน าเสนอในรูปแบบของการเพิ่มขึน้ของค่าการเรืองแสงฟลอูอเรสเซนต์

เทียบกบัชดุควบคมุ  การทดลองนีจ้ะทดสอบ 3 ซ า้ โดยทดสอบซ า้ละ 3 คา่เพ่ือหาคา่เฉล่ีย  จากนัน้

น าค่าเฉล่ียทัง้ 3 ซ า้มาค านวณเป็นอัตราส่วนการเกิดอนุมูลอิสระเฉล่ียเทียบกับชุดควบคุม 

(negative control)   

 ผลการทดลองนีจ้ะเสนอในรูปของอตัราส่วนการเกิดอนมุลูอิสระระหวา่งสารตวัอยา่งและ

ชดุควบคมุ  คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) โดยใช้ข้อมลูทางสถิตแิบบ ANOVA ควบคมุชว่งสถิติ

ด้วยวิธี Turky (p0.05)  เม่ืออตัราสว่นการเกิดอนมุลูอิสระระหวา่งสารตวัอยา่งและชดุควบคมุ

ของเซลล์อยูน่อกชว่ง  ถือวา่มีความแตกตา่งอย่างมีนยัส าคญัเชิงสถิติ 

 

 

 

เม่ือ FAs คือ คา่การเรืองแสงฟลอูอเรสเซนต์ของ DCF ในชดุตวัอยา่ง 

              FAc คือ คา่การเรืองแสงฟลอูอเรสเซนต์ของ DCF ในชดุควบคมุ (negative control) 
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บทที่ 4 

ผลการทดลองและวจิารณ์ผลการทดลอง 

4.1 การสังเคราะห์ฟอสฟอริเลตไคโตซาน 

 การสงัเคราะห์ฟอสฟอริเลตไคโตซาน  แบง่เป็น 3 ขัน้ตอน  ดงันี ้

1. ปฏิกิริยาฟอสฟอริลเลชนั (Phosphorylation) 

2. การก่อเกิดเกลือโซเดียม (Sodium salt formation) 

3. การท าให้เป็นกลาง (Neutralization) 

เม่ือน าไคโตซานมาท าปฏิกิริยากับฟอสฟอรัสเพนทอกไซด์ด้วยปฏิกิริยาฟอสฟอริลเลชนั 

(อตัราสว่นโดยโมลของฟอสฟอรัสเพนทอกไซด์ตอ่หนึ่งหน่วยไคโตซาน เท่ากบั 2 เท่าโมล)   โดยใช้

กรดมีเทนซลัโฟนิกเป็นทัง้ตวัท าละลายและเป็นสารป้องกันเพ่ือไม่ให้หมู่อะมิโนเกิดปฏิกิริยา [31] 

ภายใต้อุณหภูมิ 0-5 องศาเซลเซียส  เป็นระยะเวลา 3 ชั่วโมง  หลังจากสิน้สุดปฏิกิริยาน า

สารละลายท่ีได้ไปตกตะกอนในแอซีโตน  เกิดเป็นอนุพันธ์ฟอสฟอริเลตไคโตซานท่ีมีหมู่กรด

ฟอสฟอริกหรือหมู่ฟอสเฟตแทนท่ีหมู่ไฮดรอกซิลของคาร์บอนต าแหน่งท่ีสามและหกของไคโตซาน  

จากนัน้น าเอาอนุพันธ์ท่ีสังเคราะห์ได้ไปละลายในน า้  พร้อมทัง้ไดอะไลซิสด้วยน า้กลั่นเป็น

ระยะเวลา 3 วนั  เพ่ือก าจดักรดมีเทนซลัโฟนิกและสารท่ีหลงเหลือจากการท าปฏิกิริยาเคมี  เม่ือ

อนพุนัธ์ของฟอสฟอริเลตไคโตซานมีการแทนท่ีด้วยหมู่ฟอสเฟตสงู  จะท าให้ความสามารถในการ

ละลายน า้ลดลง [31]  ดงันัน้จึงต้องปรับปรุงสมบตัิในการละลายโดยการท าให้เกิดเป็นเกลือ

โซเดียม  ซึ่งจะใช้สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์  ไดอะไลซิสต่อเป็น

ระยะเวลา 1 วนั  จากนัน้โซเดียมไฮดรอกไซด์ท่ีเหลือจะถกูก าจดัด้วยสารละลายกรดไฮโดรคลอริก  

ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์  เกิดเป็นเกลือโซเดียมคลอไรด์  จากนัน้เกลือโซเดียมคลอไรด์ก็จะถูก

ก าจดัออกด้วยการไดอะไลซิสด้วยน า้กลัน่อีกครัง้เป็นเวลา 3 วนั  จะได้เกลือโซเดียมของอนุพนัธ์

ฟอสฟอริเลตไคโตซานท่ีมีลกัษณะพองฟูสีขาวและน า้หนกัเบา  ดงัรูปท่ี 4.1  จากการน าไปท าแห้ง

ภายใต้สญุญากาศ ณ จุดเยือกแข็ง  รูปท่ี 4.2 แสดงโครงสร้างของอนพุนัธ์ฟอสฟอริเลตไคโตซาน 

[30] 
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ภาพท่ี 4.1 ลกัษณะภายนอกของฟอสฟอริเลตไคโตซาน 

 

ภาพท่ี 4.2 โครงสร้างของฟอสฟอริเลตไคโตซาน [30] 

 

4.2 การวิเคราะห์และตรวจสอบสมบัตขิองฟอสฟอริเลตไคโตซาน 

  

4.2.1  โครงสร้างทางเคมีของฟอสฟอริเลตไคโตซาน 

เม่ือน าฟอสฟอริเลตไคโตซานท่ีสังเคราะห์ได้จากปฏิกิริยาฟอสฟอริลเลชัน  โดยใช้

อตัราสว่นโดยโมลของฟอสฟรัสเพนทอกไซด์ตอ่หนึ่งหน่วยซ า้ของไคโตซานเท่ากบั 2  ไปตรวจสอบ

หาโครงสร้างทางเคมีของสารด้วยเทคนิคฟูเรียร์ทรานสฟอร์มอินฟราเรดสเปกโทรสโกปี  พบหมู่

ฟังก์ชัน่ตา่งๆ  ดงัแสดงไว้ในรูปท่ี 4.3  อีกทัง้พบต าแหน่งของหมู่ฟังก์ชนัท่ีส าคญัดงัแสดงในตาราง

ท่ี 4.1  
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ภาพท่ี 4.3  FT-IR สเปกตรัมของไคโตซาน (เส้นประ) และ ฟอสฟอริเลตไคโตซาน (เส้นทึบ) โดยใช้

อตัราสว่นโดยโมลของฟอสฟอรัสเพนทอกไซด์ตอ่หนึง่หนว่ยซ า้ของไคโตซานเทา่กบั 2    
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ตารางท่ี 4.1  ต าแหนง่พีคท่ีส าคญัตา่งๆ  ท่ีพบในสเปกตมัของไคโตซานและฟอสฟอริเลตไคโตซาน 

สารตัวอย่าง  

หมู่ฟังก์ชัน ไคโตซาน/เลขคล่ืน(ซม-1) ฟอสฟอริเลตไคโตซาน/

เลขคล่ืน(ซม-1) 

3400 3400 O-H stretching and N-H stretching 

2900 2900 C-H stretching on methyl 

1650 1650 C=O stretching 

1550 1550 N-H bending 

1075 1075 C-O stretching of pyranose ring 

 1224 P=O stretching 

 971 P-OH bonds 

 813 P-O-C bonds 

 

 จากภาพท่ี 4.3  และตารางท่ี 4.1  แสดงต าแหน่งของพีคส าคญัตา่งๆ  ท่ีพบในสเปกตรัม

ของฟอสฟอริเลตไคโตซาน  ซึ่งอินฟราเรดสเปกตรัมท่ีปรากฏจะแสดงถึงต าแหน่งพีคของไคโตซาน 

คือ  พีคของการดดูกลืนของ O-H stretching และ N-H stretching ท่ีเลขคล่ืนประมาณ 3400 ซม-1     

พีค C-H stretching ของหมู่เมทิลและวงน า้ตาลท่ีเลขคล่ืนประมาณ 2900 ซม-1   และพีคของ 

C=O stretching และ N-H bending ท่ีเลขคล่ืนประมาณ  1650 ซม-1  และ 1550 ซม-1  

ตามล าดบั  รวมทัง้พีค C-O stretching ของวงน า้ตาล (pyranose ring) ท่ีเลขคล่ืน 1075 ซม-1  

ส่วนพีคท่ีแสดงให้เห็นถึงการปรับปรุงโครงสร้างของไคโตซานเพ่ือให้เป็นฟอสฟอริเลตไคโตซานก็

คือ  การปรากฏพีคของหมูฟ่อสเฟต คือ พีค P=O stretching ท่ีเลขคล่ืน 1224 ซม-1 และพีคของ 
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P-OH bonds ท่ีเลขคล่ืน 971 ซม-1 รวมทัง้พีค P-O-C bonds ท่ีเลขคล่ืน 813 ซม-1 ชีใ้ห้เห็นว่าได้

อนพุนัธ์ไคโตซานท่ีมีหมูฟ่อสเฟตเป็นหมูแ่ทนท่ี 

4.2.2  การหาระดับการแทนที่ของฟอสฟอริเลตไคโตซาน 

เม่ือน าฟอสฟอริเลตไคโตซาน  ไปวิเคราะห์หาองค์ประกอบของธาตดุ้วยกล้องจุลทรรศน์

อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM) ชนิดแจกแจงพลงังานรังสีเอกซ์ (Energy Dispersive X-ray 

Spectrometer, EDX)  เพ่ือหาคา่ระดบัการแทนท่ีของหมู่ฟอสเฟต (Degree of substitution(DS))  

พบว่า ฟอสฟอริเลตไคโตซานท่ีสงัเคราะห์ได้จากการท าปฏิกิริยาระหว่างไคโตซานและฟอสฟอรัส        

เพนทอกไซด์ โดยใช้อตัราส่วนของฟอสฟอรัสเพนทอกไซด์ต่อหนึ่งหน่วยซ า้ไคโตซานเท่ากับ 2 มี

ระดบัการแทนท่ี เทา่กบั 0.5 (แสดงการค านวณในภาคผนวก ก) 

4.2.3  การทดสอบความสามารถในการละลาย 

เพ่ือตรวจสอบความสามารถในการละลายน า้ของอนุพนัธ์ฟอสฟอริเลตไคโตซาน โดยน า

ฟอสฟอริเลตไคโตซานท่ีสงัเคราะห์ได้นัน้มาละลายในน า้กลัน่  ซึ่งจะใช้สารตวัอย่าง 2 มิลลิกรัม  

ละลายในน า้กลั่น 2 มิลลิลิตร  ซึ่งจากผลการทดสอบปรากฎว่าฟอสฟอริเลตไคโตซานนัน้มี

ความสามารถในการละลายน า้ได้เป็นอย่างดี  แสดงให้เห็นว่าฟอสฟอริเลตไคโตซานท่ีสงัเคราะห์

ได้มีความชอบน า้มากขึน้เม่ือเปรียบเทียบกบัไคโตซานท่ีไม่ละลายน า้  จึงสามารถน าฟอสฟอริเลต

ไคโตซานมาใช้เป็นอิมลัซิฟายเออร์ท่ีละลายในเฟสน า้ได้ 

4.3 อิมัลชันของฟอสฟอริเลตไคซาน  

ผลิตภัณฑ์เวชส าอาง  เป็นผลิตภัณฑ์ประเภทเคร่ืองส าอางท่ีมีส่วนประกอบของ           

สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพเพ่ือปรับปรุงหรือฟืน้ฟูสภาพผิวหนัง  ผลิตภัณฑ์ส่วนใหญ่อยู่ในรูปแบบ

ของครีม หรือ โลชัน  ครีมหรือโลชันในเวชส าอางเป็นอิมัลชันท่ีมีส่วนประกอบของสารออกฤทธ์ิ 

อิมลัชนัเป็นของผสมระหว่างเฟสน า้และน า้มนัซึ่งสามารถผสมเข้ากนัได้เป็นอิมลัชันแตไ่ม่เสถียร  

จ าเป็นต้องใช้สารลดแรงตึงผิวหรืออิมลัซิฟายเออร์เพ่ือช่วยลดการแยกเฟสระหว่างน า้และน า้มนั

ทางเทอร์โมไดนามิกส์ 
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เม่ือพิจารณาถึงโครงสร้างของฟอสฟอริเลตไคโตซาน ในรูปท่ี 4.2  จะเห็นว่าฟอสฟอริเลต

ไคโตซานมีโครงสร้างของวงน า้ตาล(pyranose ring) ซึ่งเป็นโครงสร้างท่ีไม่ชอบน า้ (hydrophobic)  

อีกทัง้โครงสร้างของหมู่ฟอสเฟต (phosphate group) หมู่ไฮดรอกซิล (hydroxyl group) ท่ีเหลือ 

ซึง่เป็นหมูท่ี่ชอบน า้ (hydrophilic)  เพราะฉะนัน้ฟอสฟอริเลตไคโตซานจึงสามารถท าหน้าท่ีเป็นตวั

กระท าอิมลัชนัได้ในงานวิจยันีจ้ึงสนใจน าอนพุนัธ์ท่ีละลายน า้ของฟอสฟอริเลต    ไคโตซานมาใช้

เป็นตวักระท าอิมลัชนัแทนการใช้สารลดแรงตึงผิว เน่ืองจากสารลดแรงตงึผิวมีรายงานว่าเป็นพิษ

ตอ่เซลล์ [1] จงึไมเ่หมาะสมใช้งานด้านเวชส าอาง  

 ในงานวิจยันีจ้ะเตรียมอิมลัชนั (oil in water) ท่ีมีขนาดอนภุาคแตกตา่งกนัสองขนาด ได้แก่ 

ไมโครอิมัลชัน และ นาโนอิมัลชัน เพ่ือศึกษาอิทธิพลของขนาดอนุภาคต่อความเข้ากันได้ทาง

ชีวภาพ การเตรียมไมโครอิมลัชนัและนาโนอิมลัชนัจะใช้กระบวนการเตรียมท่ีแตกต่างกันออกไป

เพ่ือให้ได้ขนาดท่ีแตกตา่งกนั ด้วยความเข้มข้นของฟอสฟอริเลตไคโตซานท่ีร้อยละ1-2 โดยน า้หนกั 

อตัราสว่นระหวา่งเฟสน า้และเฟสน า้มนัคงท่ีท่ี 8 ตอ่ 2  อิมลัชนัท่ีได้จะตัง้ทิง้ไว้เป็นเวลา 3 วนั  เพ่ือ

สงัเกตถึงความคงตวัของอิมลัชนันัน้ๆ  ก่อนท่ีจะน ามาวดัขนาดอนภุาค และทดสอบความเข้ากนัได้

ทางชีวภาพตอ่ไป 

 การเตรียมนาโนอิมัลชัน เตรียมได้โดยการใช้เคร่ืองป่ันผสมเป็นเนือ้เดียวความดันสูง 

(high-pressure homogenizer) โดยผา่นระบบทัง้หมด 6 รอบ [8] พบว่าขนาดอนภุาคของอิมลัชนั

มีคา่ 150-200 นาโนเมตร และมีความคงตวัเม่ือเวลาผา่นพ้นไป 3 วนั 

 การเตรียมไมโครอิมัลชัน จะเตรียมด้วยวิธีการท่ีต่างๆกันออกไป  อาทิเช่น  เคร่ือง

สัน่สะเทือนคล่ืนเสียงความถ่ีสงู (sonicate bath) เคร่ืองสัน่สะเทือนคล่ืนเสียงความถ่ีสงูชนิดโพรบ 

(sonicate probe) เคร่ืองป่ันผสมเป็นเนือ้เดียว (homogenizer) เคร่ืองป่ันผสมเป็นเนือ้เดียว   

ความดนัสงู (high pressure homogenizer)  ภายใต้ความดนั 500-1,000 บาร์ ผ่านระบบ 1-6 

รอบ และวิธีการใช้ป๊ัมความดนั 4 บาร์ อดัผ่านหวัฉีดของเคร่ืองป่ันผสมเป็นเนือ้เดียวความดนัสูง

ผ่านระบบ 1-6 รอบ ของเคร่ืองป่ันผสมเป็นเนือ้เดียวความดนัสงู ซึ่งผลของความคงตวัและขนาด

อนภุาคดงัแสดงในตารางท่ี 4.2  
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ตารางท่ี 4.2 ความคงตวัและขนาดอนภุาคของไมโครอิมลัชนัท่ีเตรียมด้วยวิธีตา่ง ๆ  

วิธีการเตรียม ความคงตวัเม่ือเวลาผ่านไป 3 
วนั (Stability) 

ขนาดอนภุาค (นาโนเมตร) 

1.เคร่ืองสั่นสะเทือนคล่ืนเสียง
ความถ่ีสงู(sonicate bath : 45 
นาที) 

X - 

2.เคร่ืองสัน่สะเทือนคล่ืนเสียง
ความถ่ีสงูชนิดโพรบ (sonicate 
probe: เส้นผา่นศนูย์กลาง
6mm ,130watt , 15 นาที) 

X - 

3.เคร่ืองป่ันผสมเป็นเนือ้เดียว 
(homogenizer)  
-1000 rpm (10 นาที) 
-35,000 rpm 
     5   นาที 
    10  นาที 
    15  นาที 
    20  นาที 
    25  นาที 
    30  นาที 

 
 

X 
 

X 
X 
X 
∕ 
∕ 
∕ 

 
 
- 
 
- 
- 
- 

1500-2500 
1500-2000 
900-1000 

4.เคร่ืองป่ันผสมเป็นเนือ้เดียว
ความดนัสูง (high pressure 
homogenizer)   
-500 บาร์ / 1 รอบ 
-500 บาร์ / 2 รอบ 
-500 บาร์ / 3 รอบ 
-500 บาร์ / 4 รอบ 
-500 บาร์ / 5 รอบ 
-500 บาร์ / 6 รอบ 

 
 
 

X 
X 
∕ 
∕ 
∕ 
∕ 

 
 
 
- 
- 

~260-270 
~230-260 

~230 
~230 
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ตารางท่ี 4.2 (ตอ่) ความคงตวัและขนาดอนภุาคของไมโครอิมลัชนัท่ีเตรียมด้วยวิธีตา่ง ๆ 

การเตรียม ความคงตวัเม่ือเวลาผ่านไป 3 
วนั (Stable) 

ขนาดของอนภุาค (นาโนเมตร) 

4.เคร่ืองป่ันผสมเป็นเนือ้เดียว
ความดนัสูง (high pressure 
homogenizer)  (ตอ่) 
-1000 บาร์ / 1 รอบ 
-1000 บาร์ / 2 รอบ 
-1000 บาร์ / 3 รอบ 
-1000 บาร์ / 4 รอบ 
-1000 บาร์ / 5 รอบ 
-1000 บาร์ / 6 รอบ 

 
 
 

X 
X 
∕ 
∕ 
∕ 
∕ 

 
 
 
- 
- 

~240-280 
~230-240 
~220-240 
~180-220 

5.วิธีการใช้ป๊ัมความดนั 4 บาร์ 
อัดผ่านหัวฉีดของเคร่ือง ป่ัน
ผสมเป็นเนือ้เดียวความดนัสงู  
- 1 รอบ 
- 2 รอบ 
- 3 รอบ 
- 4 รอบ 
- 5 รอบ 
- 6 รอบ 

 
 
 

X 
X 
X 
∕ 
∕ 
∕ 

 
 
 
- 
- 
- 

1000-2000 
700-900 
500-650 

 

เม่ือ  X คือ อิมลัชนัไมค่งตวั 

        ∕  คือ อิมลัชนัมีความคงตวั 
 

 จากผลของการเตรียมไมโครอิมลัชนั โดยใช้วิธีการเตรียมในรูปแบบตา่งๆกนัพบว่าการใช้

เคร่ืองสั่นสะเทือนคล่ืนเสียงความถ่ีสูง(sonicate bath) เป็นระยะเวลา 45 นาที และเคร่ือง

สัน่สะเทือนคล่ืนเสียงความถ่ีสูงชนิดโพบ (sonicate probe) เส้นผ่านศนูย์กลาง 6 มิลลิเมตรท่ี
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ก าลงั 130 วตัต์  เป็นระยะเวลา 15 นาที  จะเกิดอิมลัชนัท่ีไม่เสถียรขึน้  จึงไม่สามารถน ามาวดั

ขนาดของอนุภาคได้  นอกจากนีก้ารเตรียมด้วยเคร่ืองป่ันผสมเป็นเนือ้เดียว (homogenizer) ท่ี

ความถ่ีและเวลาท่ีแตกตา่งกนั พบว่าเม่ือเตรียมอิมลัชนัด้วยความถ่ี 1,000 รอบ/นาที ให้อิมลัชนัท่ี

ไมเ่สถียร อีกทัง้การเตรียมด้วยความถ่ี 35,000 รอบ/นาที  ท่ีเวลา 5  10 และ 15 นาที  เกิดอิมลัชนั

ท่ีไมเ่สถียร  แตเ่ม่ือเพิ่มเวลาเป็น 20 และ 25 นาที  จะเกิดอิมลัชนัท่ีเสถียรมีขนาดอนภุาคเป็น 

ไมโคร  และเม่ือเพิ่มเวลาจนถึง 30 นาทีจะได้อนุภาคขนาดเล็กลงจนเป็นนาโนอิมลัชนัแทน  ส่วน

การเตรียมด้วยเคร่ืองป่ันผสมเป็นเนือ้เดียวความดนัสงู (high pressure homogenizer) ท่ีความถ่ี

และจ านวนรอบท่ีแตกต่างกัน  จะได้อิมัลชันท่ีมีขนาดนาโนทัง้สิน้  จึงไม่สามารถใช้วิธีนีใ้นการ

เตรียมไมโครอิมลัชนัได้  และวิธีสดุท้ายวิธีการใช้ป๊ัมความดนั 4 บาร์ อดัผ่านหวัฉีดของเคร่ืองป่ัน

ผสมเป็นเนือ้เดียวความดนัสงูด้วยจ านวนรอบท่ีแตกตา่งกนั  พบว่าเม่ือจ านวนรอบน้อยๆ คือ  1  2 

และ 3 รอบ  ท าให้อิมลัชนัไม่เสถียร  แตเ่ม่ือเพิ่มรอบขึน้เป็น 4 รอบ จะสามารถเตรียมอิมลัชนัใน

ขนาดไมโครได้ตามต้องการ แตเ่ม่ือเพิ่มรอบของการเตรียมให้มากขึน้เป็น 5 และ 6 รอบ  จะท าให้

ขนาดอนภุาคของอิมลัชนัมีขนาดเล็กเกินกวา่ระดบัไมโคร 

 ในงานวิจยันีจ้ะเลือกวิธีเตรียมอิมลัชนัขนาดไมโครด้วยวิธีการใช้ป๊ัมความดนั 4 บาร์ อดั

ผ่านหวัฉีดของเคร่ืองป่ันผสมเป็นเนือ้เดียวความดนัสงู  จ านวน 4 รอบ ซึ่งได้ไมโครอิมลัชนั ขนาด 

1000-2000 นาโนเมตร ส าหรับใช้ในการศึกษาอิทธิพลของขนาดอนุภาคต่อความเข้ากันได้ทาง

ชีวภาพต่อไป และเพ่ือก าจัดปัจจยัอ่ืนๆท่ีไม่เก่ียวข้อง  เน่ืองจากเคร่ืองมือท่ีใช้นัน้เป็นเคร่ืองมือ

เดียวกันกับการเตรียมนาโนอิมลัชัน  แตกต่างกันเพียงแค่การใช้ความดนัสูงในการเตรียมนาโน

อิมลัชนัและการใช้ป๊ัมสบูของผสมฉีดอดัผา่นหวัฉีด 

 

ภาพท่ี 4.4 อิมลัชนัท่ีเสถียร 
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4.4 การตรวจสอบความเข้ากันได้ทางชีวภาพ (Biocompatibility Test) 

 เพ่ือท่ีจะใช้ฟอสฟอริเลตไคโตซานเป็นอิมลัซิฟายเออร์ในงานด้านเวชส าอาง ดงันัน้ ครีม 

หรือ โลชันซึ่งเป็นอิมัลชันท่ีเตรียมจากการใช้ฟอสฟอริเลตไคโตซานเป็นอิมัลซิฟายเออร์นัน้จะ

สมัผสักบัผิวหนงั  จงึจ าเป็นต้องทดสอบสภาพเข้ากนัได้ทางชีวภาพกบัเซลล์ผิวหนงัของมนษุย์ก่อน  

โดยจะทดสอบกบัสารตวัอยา่งทัง้ในรูปของสารละลายอิมลัซิฟายเออร์ท่ีละลายน า้ คือ  สารละลาย

ฟอสฟอริเลตไคโตซาน  และอิมลัชนัท่ีเตรียมโดยใช้ฟอสฟอริเลตไคโตซานเป็นอิมลัซิฟายเออร์ และ

เพ่ือศึกษาอิทธิพลของขนาดอิมัลชันต่อความเข้ากันได้ทางชีวภาพ ในงานวิจัยนีจ้ะทดสอบกับ

อิมลัชนัท่ีมีขนาดอนภุาคแตกตา่งกนัสองขนาด ได้แก่ นาโนอิมลัชนัและไมโครอิมลัชนั โดยทดสอบ

เปรียบเทียบกบัโซเดียมโดเดซิลซลัเฟตซึ่งนิยมใช้เป็นสารลดแรงตึงผิวในเวชส าอาง   เซลล์ท่ีใช้ใน

การทดสอบคือ  เซลล์ HaCaT ซึง่เป็น cell line ของเซลล์ผิวหนงัมนษุย์ การทดสอบความเข้ากนัได้

ทางชีวภาพจะทดสอบเก่ียวเน่ืองกับความมีชีวิตรอดของเซลล์ การสร้างสารอนุมูลอิสระภายใน

เซลล์ 

 4.4.1 การทดสอบความมีชีวิตรอดของเซลล์ (Viability Test) 

 การทดสอบการมีชีวิตรอดของเซลล์  ศกึษาเพ่ือดปูริมาณของเซลล์ท่ียงัคงมีชีวิต  ภายหลงั

จากการได้รับสารตวัอย่าง  โดยเร่ิมต้นจากการทดสอบสารละลายฟอสฟอริเลตไคโตซาน (PCTS) 

ซึ่งเป็นอิมัลซิฟายเออร์ท่ีเป็นประจุลบ(zeta potential = -18 mV)  ท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ 

เปรียบเทียบกับโซเดียมโดเดซิลซลัเฟต (SDS) ซึ่งเป็นสารลดแรงตึงผิวท่ีใช้ทัว่ไปในเวชส าอางซึ่ง

เป็นประจลุบ(zeta potential = - 40 mV)  เพ่ือศกึษาอิทธิพลของความเข้มข้นของอิมลัซิฟายเออร์

หรือสารลดแรงตึงผิวต่อความมีชีวิตรอดของเซลล์ อีกทัง้ทดสอบความมีชีวิตรอดของเซลล์เม่ือ

สัมผัสกับน า้มันแร่ท่ีปริมาตรต่าง ๆ เน่ืองจากน า้มันแร่ใช้เป็นเฟสน า้มันในการเตรียมอิมัลชัน 

จากนัน้ทดสอบกับอิมัลชันท่ีเตรียมโดยใช้ฟอสฟอริเลตไคโตซานเป็นอิมัลซิฟายเออร์ท่ีขนาด

แตกตา่งกนั เพ่ือศกึษาอิทธิพลของขนาดอนภุาคตอ่ความมีชีวิตรอดของเซลล์   
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- การศึกษาอิทธิพลของความเข้มข้นของฟอสฟอริเลตไคโตซานต่อความมีชีวิต

รอดของเซลล์ 

เน่ืองจากการใช้ฟอสฟอริเลตไคโตซานเป็นอิมลัซิฟายเออร์ในผลิตภณัฑ์เวชส าอาง อาจมี

การใช้ท่ีความเข้มข้นแตกตา่งกนั ดงันัน้ในงานวิจยันีจ้ึงเปล่ียนแปลงความเข้มข้นของฟอสฟอริเลต

ไคโตซานซึง่เป็นอิมลัซิฟายเออร์ท่ีเป็นประจลุบ(zeta potential = -18 mV) ในช่วงระหว่าง  0-1000 

ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร เปรียบเทียบกบัโซเดียมโดเดซิลซลัเฟต ซึ่งเป็นสารลดแรงตงึผิวท่ีมีประจลุบ

(zeta potential = - 40 mV) ท่ีนิยมใช้ในผลิตภณัฑ์เวชส าอางทัว่ไป  บม่เพาะกบัเซลล์ HaCaT ท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส คาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้วัด

เปอร์เซ็นต์เซลล์ท่ีมีชีวิต ดงัแสดงในภาพท่ี 4.5 

 
ภาพท่ี 4.5 เปอร์เซ็นต์เซลล์ท่ีมีชีวิตเม่ือทดสอบด้วยสารละลายฟอสฟอริเลตไคโตซานและโซเดียม 

โดเดซิลซลัเฟตท่ีความเข้มข้นตา่งๆ (  คือ ฟอสฟอริเลตไคโตซาน  ∆ คือ โซเดียมโดเดซิลซลัเฟต) 

* ความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัเชิงสถิติของข้อมลูเทียบกบัชดุควบคมุ  โดยใช้ข้อมลูทางสถิติ

แบบ ANOVA ควบคมุชว่งสถิติด้วยวิธี Turky (p0.05)   
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จากภาพเม่ือทดสอบกบัสารละลายฟอสฟอริเลตไคโตซานท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ พบว่า เม่ือ

เพิ่มความเข้มข้นของสารละลายฟอสฟอริเลตไคโตซานท าให้เปอร์เซ็นต์เซลล์ท่ีมีชีวิตลดลงเล็กน้อย 

ถึงแม้วา่จะเพิ่มความเข้มข้นมากถึง 1000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  เปอร์เซ็นต์เซลล์ท่ีมีชีวิตยงัมีคา่สงู

มากกวา่ 80 เปอร์เซ็นต์  ชีใ้ห้เห็นว่าฟอสฟอริเลตไคซานนีไ้ม่เป็นพิษกบัเซลล์ผิวหนงั  แตกตา่งจาก

การทดสอบของโซเดียมโดเดซิลซลัเฟต  พบว่าเปอร์เซ็นต์เซลล์ท่ีมีชีวิตลดลงอย่างมีนยัส าคญัเชิง

สถิตติัง้แตค่วามเข้มข้นของโซเดียมโดเดซิลซลัเฟตเป็น 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  และเม่ือเพิ่มความ

เข้มข้นมากขึน้เป็น 100-1000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  จะท าให้ไม่เหลือเซลล์ท่ีมีชีวิตรอดเลย  การท่ี

โซเดียมโดเดซิลซลัเฟตมีความเป็นพิษท่ีมากกว่าฟอสฟอริเลตไคโตซาน  เน่ืองจากหมู่ฟอสเฟตใน

ฟอสฟอริเลตไคโตซานเป็นหมูฟั่งก์ชนัเดียวกบัเย่ือหุ้มเซลล์จึงมีความเข้ากนัได้ทางชีวภาพมากกว่า

หมูซ่ลัเฟตในโซเดียมโดเดซิลซลัเฟตท่ีมีความเป็นพิษ [32]  เพราะฉะนัน้จึงสามารถสรุปได้ว่า  สาร

ละลายฟอสฟอริเลตไคโตซานท่ีจะน ามาใช้เป็นอิมลัซิฟายเออร์นัน้  ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ผิวหนงัของ

มนษุย์ แตกตา่งจากโซเดียมโดเดซิลซลัเฟตท่ีใช้เป็นสาร  ลดแรงตงึผิวในผลิตภณัฑ์เวชส าอางทัว่ไป 

ซึง่แสดงความเป็นพิษตอ่เซลล์ผิวหนงัมนษุย์ 

 

- การศึกษาอิทธิพลของปริมาตรของน า้มันแร่ต่อความมีชีวิตรอดของเซลล์ 

เน่ืองจากในการเตรียมอิมลัชนัในงานวิจยันีใ้ช้น า้มนัแร่เป็นเฟสน า้มนั ดงันัน้จึงจ าเป็นต้อง

ทดสอบความมีชีวิตรอดของเซลล์ตอ่การสมัผสักบัน า้มนัแร่ ในงานวิจยันีจ้ะน าน า้มนัแร่กระจายตวั

ในตวักลางคืออาหารเลีย้งเซลล์ เช่นเดียวกันกับการเตรียมอิมลัชนั โดยใช้อตัราส่วนของเฟสน า้ 

(อาหารเลีย้งเซลล์) ตอ่ เฟสน า้มนั (น า้มนัแร่) เป็น 8 ต่อ 2 แล้วผสมให้เข้ากันด้วยเคร่ืองป่ันผสม

เป็นเนือ้เดียวความดนัสงู (high-pressure homogenizer)  โดยผ่านระบบทัง้หมด 6 รอบ ได้ขนาด

อนุภาคของน า้มนัแร่ท่ีกระจายตวัในอาหารเลีย้งเซลล์มีค่า 170 นาโนเมตร จากนัน้น าน า้มนัแร่ท่ี

กระจายตวัในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีปริมาตรต่าง ๆ  ตัง้แต่ 0-12.5 ไมโครลิตรไปเจือจางในอาหาร

เลีย้งเชือ้ให้ได้ปริมาตรสุทธิเป็น 100 ไมโครลิตร บม่เพาะกับเซลล์ HaCaT ท่ีอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส คาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้วดัเปอร์เซ็นต์เซลล์ท่ีมีชีวิต ดงั

แสดงในภาพท่ี 4.6  
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ภาพท่ี 4.6 เปอร์เซ็นต์เซลล์ท่ีมีชีวิตเม่ือทดสอบด้วยน า้มนัท่ีปริมาตรตา่งๆ 

* ความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัเชิงสถิติของข้อมลูเทียบกบัชดุควบคมุ  โดยใช้ข้อมลูทางสถิติ

แบบ ANOVA ควบคมุชว่งสถิติด้วยวิธี Turky (p0.05)   

 

 จากภาพท่ี 4.6 พบวา่ เม่ือทดสอบกบัน า้มนัแร่ท่ีปริมาตรตา่ง ๆ พบว่า เปอร์เซ็นต์เซลล์ท่ีมี

ชีวิตลดลงอย่างมีนยัส าคญัเชิงสถิติตัง้แต่ปริมาตรของน า้มนัแร่ท่ีกระจายตวัในอาหารเลีย้งเซลล์

ตัง้แต่ 0.63 ไมโครลิตร  และเม่ือเพิ่มปริมาตรมากขึน้เป็น 1.25-12.5 ไมโครลิตร จะท าให้

เปอร์เซ็นต์เซลล์ท่ีมีชีวิตลดลงอย่างมากถึงประมาณร้อยละ 55 ชีใ้ห้เห็นว่าน า้มนัแร่ส่งผลเสียต่อ

ความมีชีวิตรอดของเซลล์ 
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- การศึกษาอิทธิพลของอิมัลชันที่เตรียมโดยใช้ฟอสฟอริเลตไคโตซานเป็นอิมัล

ซิฟายเออร์ต่อความมีชีวิติรอดของเซลล์ รวมทัง้ศึกษาอิทธิพลของขนาด

อนุภาคอิมัลชันต่อความมีชีวิตรอด 

การทดสอบความมีชีวิตรอดของเซลล์ตอ่อิมลัชนั ในงานวิจยันีจ้ะใช้ฟอสฟอริเลตไคโตซาน

ท่ีความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยน า้หนัก ท าหน้าท่ีเป็นอิมลัซิฟายเออร์ท่ีละลายน า้ โดยใช้อตัราส่วน

ระหว่างเฟสน า้ (สารละลายฟอสฟอริเลตไคโตซาน) และเฟสน า้มัน (น า้มันแร่) เท่ากับ 8 ต่อ 2  

และเพ่ือศกึษาอิทธิพลของขนาดอนุภาคอิมลัชนัตอ่ความมีชีวิตรอดของเซลล์ ในงานวิจยันีเ้ตรียม

อิมัลชันสองรูปแบบ คือ ไมโครอิมัลชัน และ นาโนอิมัลชนั  จากนัน้น าอิมัลชันท่ีเตรียมปริมาตร

ตา่งๆ ในช่วง 0-12.5 ไมโครลิตรไปเจือจางในอาหารเลีย้งเซลล์จนได้ปริมาตรสทุธิ 100 ไมโครลิตร 

ดงันัน้ ปริมาณของฟอสฟอริเลตไคโตซาน (ไมโครกรัม) และ ปริมาตรน า้มนัแร่ในอิมลัชนัท่ีเจือจาง

ในอาหารเลีย้งเชือ้จนปริมาตรสทุธิ 100 ไมโครลิตร เทียบเท่ากบั  10-1000 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร 

(1-100 ไมโครกรัมตอ่100ไมโครลิตร) (รูปท่ี 4.5) และ 0.13- 12.5 ไมโครลิตร (รูปท่ี 4.6) ตามล าดบั 

บม่เพาะกบัเซลล์ HaCaT ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส คาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 เป็นเวลา 24 

ชัว่โมง จากนัน้วดัเปอร์เซ็นต์เซลล์ท่ีมีชีวิต ดงัแสดงในภาพท่ี 4.7 
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ภาพท่ี  4.7 เปอร์เซ็นต์เซลล์ท่ีมีชีวิตเม่ือทดสอบด้วยไมโครอิมลัชนั และ นาโนอิมลัชนั ท่ี 

       ปริมาตรตา่งๆ (     คือ ไมโครอิมลัชนัและ     คือ นาโนอิมลัชนั) 

* ความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัเชิงสถิติของข้อมลูเทียบกบัชดุควบคมุ  โดยใช้ข้อมลูทางสถิติ

แบบ ANOVA ควบคมุชว่งสถิติด้วยวิธี Turky (p0.05)   

 

จากภาพท่ี 4.7 เม่ือทดสอบกับอิมัลชันท่ีปริมาตรต่าง ๆ พบว่า เปอร์เซ็นต์เซลล์ท่ีมีชีวิต

ลดลงอย่างมีนยัส าคญัเชิงสถิติตัง้แต่ปริมาตรอิมลัชนั 1.25 ไมโครลิตรส าหรับไมโครอิมลัชนั และ 

ตัง้แตป่ริมาตรอิมลัชนั 0.63 ไมโครลิตรส าหรับนาโนอิมลัชนั  และเม่ือเพิ่มปริมาตรมากขึน้ จะท าให้

เปอร์เซ็นต์เซลล์ท่ีมีชีวิตลดลงอย่างมากถึงประมาณร้อยละ 65 และ 40 ส าหรับไมโครอิมลัชนัและ

นาโนอิมัลชันตามล าดบั  ชีใ้ห้เห็นว่าขนาดของอิมัลชันส่งผลต่อความมีชีวิตรอดของเซลล์ โดย

ขนาดยิ่งเล็ก คือ ระดบันาโนท าให้เซลล์มีชีวิตรอดน้อยกว่าระดบัไมโคร ทัง้นีเ้น่ืองจากนาโนอิมลัชนั

มีพืน้ท่ีผิวสมัผสักบัเซลล์มากกว่าไมโครอิมลัชนั กล่าวอีกนยัหนึ่งคือ เม่ือขนาดอนภุาคอิมลัชนัเล็ก

ลงท าให้มีพืน้ท่ีผิวสมัผสัระหวา่งเซลล์กบัฟอสฟอริเลตไคโตซานและน า้มนัแร่ท่ีมากขึน้ แตเ่น่ืองจาก
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ฟอสฟอริเลตไคซานนีไ้ม่เป็นพิษกับเซลล์ผิวหนงั (ภาพท่ี 4.5) แต่น า้มนัแร่ท่ีกระจายตวัในอาหาร

เลีย้งเชือ้ท่ีมีขนาดอนภุาคประมาณ 170 นาโนเมตรนัน้  ท าให้เปอร์เซ็นต์เซลล์ท่ีมีชีวิตลดลงอย่างมี

นัยส าคัญเชิงสถิติตัง้แต่ปริมาตรของน า้มันแร่ท่ีกระจายตัวในอาหารเลีย้งเซลล์ตัง้แต่ 0.63

ไมโครลิตร สอดคล้องกบัการลดลงอยา่งมีนยัส าคญัเชิงสถิติของอิมลัชนัท่ีมีขนาดอนภุาคเท่ากนัใน

ระดบันาโน ชีใ้ห้เห็นว่า ฟอสฟอริเลตไคโตซานไม่ได้ห้อมล้อมพืน้ท่ีผิวทัง้หมดของอนภุาคน า้มนัแร่

ในการก่อเกิดอิมัลชัน ท าให้เซลล์สัมผัสกับน า้มันแร่    ส่งผลให้ความมีชีวิตรอดของเซลล์ต่อ

อิมัลชันท่ีเตรียมจากฟอสฟอริเลตไคโตซานเป็นอิมัลซิฟายเออร์ มีค่าน้อยกว่าสารละลาย       

ฟอสฟอริเลตไคโตซานอย่างมากเม่ือเทียบกับปริมาณของฟอสฟอริเลตไคโตซาน (ไมโครกรัม)ใน

อิมลัชนัท่ีเทา่ ๆ กนั ภายหลงัการเจือจางในอาหารเลีย้งเซลล์  

ดงันัน้เพ่ือลดความเป็นพิษของนาโนอิมลัชนั จ าเป็นต้องใช้ความเข้มข้นของสารละลาย

ฟอสฟอริเลตไคโตซานท่ีท าหน้าท่ีเป็นอิมลัซิฟายเออร์เพิ่มมากขึน้ เพ่ือเพิ่มประสิทธิภาพในการห้อม

ล้อมอนุภาคน า้มันได้มากขึน้ ดังนัน้ในงานวิจัยนี ้จึงเตรียมนาโนอิมัลชันโดยใช้ฟอสฟอริเลต        

ไคโตซานความเข้มข้นร้อยละ 2 โดยน า้หนกั เป็นเฟสน า้ และใช้ภาวะในการเตรียมนาโนอิมลัชนั

เช่นเดียวกนักบันาโนอิมลัชนัท่ีเตรียมจากสารละลายฟอสฟอริเลตไคโตซานความเข้มข้นร้อยละ 1 

โดยน า้หนกั จากนัน้ทดสอบความมีชีวิตรอดของเซลล์เช่นเดียวกนั และวดัเปอร์เซ็นต์เซลล์ท่ีมีชีวิต 

ดงัแสดงในภาพท่ี 4.8 
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ภาพท่ี  4.8 เปอร์เซ็นต์เซลล์ท่ีมีชีวิตเม่ือทดสอบด้วยนาโนอิมลัชนัโดยใช้ฟอสฟอริเลตไคโตซาน

ความเข้มข้นร้อยละ 1 และร้อยละ 2 โดยน า้หนกั เป็นอิมลัซิฟายเออร์ ทดสอบท่ีปริมาตรอิมลัชนั

ตา่งๆ  เทียบกบัน า้มนัแร่ท่ีกระจายตวัในอาหารเลีย้งเชือ้ ขนาดอนภุาค 170 นาโนเมตร (      คือ 

นาโนอิมลัชนัท่ีใช้ฟอสฟอริเลตไคโตซานร้อยละ 2 โดยน า้หนกั          คือ นาโนอิมลัชนัท่ีใช้ฟอสฟอ

ริเลตไคโตซานร้อยละ 1  โดยน า้หนกั และ      คือ น า้มนัแร่ท่ีกระจายตวัในตวักลาง)    

* ความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัเชิงสถิตเิม่ือเปรียบเทียบข้อมลูระหว่างนาโนอิมลัชนั (โดยใช้

ฟอสฟอริเลตไคโตซานความเข้มข้นร้อยละ 1 และร้อยละ 2 โดยน า้หนกัเป็นอิมลัซิฟายเออร์) เทียบ

กบัน า้มนัแร่ท่ีกระจายตวัในตวักลางขนาดนาโน  โดยใช้ข้อมลูทางสถิตแิบบ Paired-Samples-T-

Test ควบคมุช่วงสถิติ p0.05   

 

  จากภาพท่ี 4.8 พบว่า เม่ือเพิ่มความเข้มข้นของสารละลายฟอสฟอริเลตไคโตซานซึ่งท า

หน้าท่ีเป็นอิมลัซิฟายเออร์เป็นร้อยละ 2 โดยน า้หนกั ท าให้ลดความเป็นพิษของนาโนอิมลัชนัและ
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น า้มนัแร่อยา่งมีนยัส าคญัเชิงสถิตเิกือบทกุปริมาตรท่ีใช้ทดสอบ ชีใ้ห้เห็นว่า ฟอสฟอริเลตไคโตซาน

ท่ีความเข้มข้นเพิ่มมากขึน้สามารถห้อมล้อมหยดน า้มนัได้มีประสิทธิภาพมากขึน้ และช่วยลดพืน้ท่ี

ผิวสมัผสัระหว่างอนภุาคน า้มนัแร่ในนาโนอิมลัชนัและเซลล์ ส่งผลให้ได้นาโนอิมลัชนัท่ีมีความเข้า

กนัได้ทางชีวภาพท่ีดีขึน้    

4.4.2 การทดสอบการสร้างสารอนุมูลอิสระภายในเซลล์ (Intracellular ROS 

production : DCF assay) 

  เน่ืองจากสารเคมีหรือสารตวัอย่างอาจกระตุ้นให้เกิดอนุมูลอิสระ (Reactive Oxygen 
Species, ROS) ท่ีเป็นสาเหตหุนึง่ท่ีก่อให้เกิดปัญหาริว้รอย ดงันัน้ ในงานวิจยัส่วนนีจ้ะวิเคราะห์หา
ปริมาณอนุมูลอิสระท่ีเ กิดขึน้ภายในเซลล์ โดยการเติม 2,7-dichlorfluorescein-diacetate 
(DCFH-DA) ซึ่งเป็นสารท่ีไม่เรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ลงไป  เม่ือสารแพร่ผ่านเข้าสู่เซลล์ อนุมูล
อิสระท่ีเกิดขึน้ภายในเซลล์จะเปล่ียนโครงสร้างของ DCFH-DA ให้เป็น DCF ซึ่งเป็นสารเรืองแสง
ฟลูออเรสเซนต์ โดยเร่ิมต้นจากการทดสอบสารละลายฟอสฟอริเลตไคโตซาน  (PCTS) ท่ีความ
เข้มข้นต่าง ๆ เปรียบเทียบกับโซเดียมโดเดซิลซลัเฟต (SDS) เพ่ือศึกษาอิทธิพลของความเข้มข้น
ของอิมลัซิฟายเออร์หรือสารลดแรงตงึผิวตอ่การสร้างสารอนมุลูอิสระ อีกทัง้ทดสอบการสร้างสาร
อนุมูลอิสระ เม่ือสัมผัสกับน า้มันแร่ท่ีปริมาตรต่าง ๆ เน่ืองจากน า้มนัแร่ใช้เป็นเฟสน า้มันในการ
เตรียมอิมัลชัน จากนัน้ทดสอบกับอิมัลชันท่ีเตรียมโดยใช้ฟอสฟอริเลตไคโตซานเป็นอิมัลซิฟาย
เออร์ท่ีขนาดแตกตา่งกนั เพ่ือศกึษาอิทธิพลของขนาดอนภุาคตอ่การสร้างสารอนมุลูอิสระ 
 

- การศึกษาอิทธิพลของความเข้มข้นของฟอสฟอริเลตไคโตซานต่อการสร้าง

สารอนุมูลอิสระ 

สารอนุมูลอิสระเป็นสาเหตุหนึ่งท่ีก่อให้เกิดปัญหาริว้รอย สารใหม่ ๆ ท่ีน ามาใช้ใน

ผลิตภัณฑ์เวชส าอางควรมีการทดสอบการสร้างอนุมูลอิสระ เน่ืองจากการใช้ฟอสฟอริเลตไคโต

ซานเป็นอิมลัซิฟายเออร์ในผลิตภณัฑ์เวชส าอาง อาจมีการใช้ท่ีความเข้มข้นแตกต่างกนั ดงันัน้ใน

งานวิจัยนีจ้ึงเปล่ียนแปลงความเข้มข้นของฟอสฟอริเลตไคโตซานในช่วงระหว่าง  0-1000 

ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร เปรียบเทียบกบัโซเดียมโดเดซิลซลัเฟต ซึ่งเป็นสารลดแรงตงึผิวท่ีนิยมใช้ใน

ผลิตภัณฑ์เวชส าอางทั่วไป บ่มเพาะกับเซลล์ HaCaT ท่ีอุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส 

คาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 เป็นเวลา 3 ชัว่โมง จากนัน้วดัปริมาณอนมุลูอิสระท่ีสร้างภายในเซลล์
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ท่ีสมัผสัสารตวัอย่างเทียบกับเซลล์ชุดควบคมุท่ีไม่มีการสมัผสักับสารตวัอย่าง ดงัแสดงในภาพท่ี 

4.9  

 

 
ภาพท่ี 4.9 การสร้างสารอนมุลูอิสระภายในเซลล์เม่ือทดสอบกบัสารละลายฟอสฟอริเลตไคโตซาน

และโซเดียมโดเดซิลซลัเฟต ท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ  

* ความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัเชิงสถิติของข้อมลูเทียบกบัชดุควบคมุ  โดยใช้ข้อมลูทางสถิติ

แบบ ANOVA ควบคมุชว่งสถิติด้วยวิธี Turky (p0.05)   

 

จากภาพท่ี 4.9 พบว่า เม่ือเพิ่มความเข้มข้นของสารละลายฟอสฟอริเลตไคโตซาน

เปรียบเทียบกับชุดควบคมุก็คือ  0 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร   พบว่าไม่มีการสร้างสารอนุมูลอิสระ

ภายในเซลล์ ชีใ้ห้เห็นวา่สารละลายฟอสฟอริเลตไคโตซานท่ีจะน ามาใช้เป็นอิมลัซิฟายเออร์นัน้  ไม่

ก่อให้เซลล์ผิวหนงัสร้างสารอนุมลูอิสระท่ีเป็นสาเหตขุองริว้รอย ซึ่งแตกต่างจากการทดสอบด้วย

โซเดียมโดเดซิลซัลเฟตท่ีเม่ือความเข้มข้นเพิ่มมากขึน้ส่งผลให้การสร้างสารอนุมูลอิสระภายใน
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เซลล์เพิ่มมากขึน้  การสร้างสารอนุมูลอิสระของเซลล์ท่ีสมัผัสกับโซเดียมโดเดซิลซลัเฟตเพิ่มขึน้

อย่างมีนัยส าคญัตัง้แต่ความเข้มข้นของโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตเป็น 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  

เชน่เดียวกบัผลการทดสอบความมีชีวิตรอดของเซลล์  ซึง่การสร้างสารอนมุลูอิสระเกิดได้จากหลาย

สาเหตุ  อาทิเช่น  สร้างจากกระบวนการเมทาบอลิซึมของร่างกายเอง การติดเชือ้  อุณหภูมิ

แวดล้อม  ความชืน้  แรงเสียดสี  ความเครียดภายในจิตใจ  และสารเคมีท่ีเป็นอันตราย  

เพราะฉะนัน้อาจเป็นไปได้ว่าโซเดียมโดเดซิลซลัเฟตซึ่งเป็นสารเคมีท่ีอนัตรายและเป็นพิษตอ่เซลล์  

ท าให้ไมโทรคอนเดรียของเซลล์สร้างสารอนมุลูอิสระขึน้ 

 

- การศึกษาอิทธิพลของน า้มันแร่ อิมัลชัน และ ขนาดของอนุภาคอิมัลชัน ต่อ

การสร้างสารอนุมูลอิสระ  

ในงานวิจยัส่วนนีจ้ะทดสอบการสร้างสารอนุมูลอิสระของเซลล์เม่ือสมัผัสกับน า้มนัแร่ท่ี

กระจายตวัในอาหารเลีย้งเซลล์ ขนาดอนุภาค 170 นาโนเมตร ไมโครอิมลัชนั (1-2 ไมโครเมตร)  

และนาโนอิมลัชนัท่ีเตรียมจากฟอสฟอริเลตไคโตซานความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยน า้หนกัและ ร้อย

ละ 2 โดยน า้หนัก (ขนาดอนุภาค150-200นาโมเมตร) จากนัน้น าสารตวัอย่างท่ีปริมาตรต่าง ๆ  

ตัง้แต ่0-12.5 ไมโครลิตรไปเจือจางในอาหารเลีย้งเซลล์ให้ได้ปริมาตรสทุธิเป็น 100 ไมโครลิตร  

บม่เพาะกบัเซลล์ HaCaT ท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส คาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 เป็นเวลา 3 

ชั่วโมง จากนัน้วัดปริมาณอนุมูลอิสระท่ีสร้างภายในเซลล์ท่ีสัมผัสน า้มันแร่เทียบกับเซลล์ชุด

ควบคมุท่ีไมมี่การสมัผสักบัสารตวัอยา่ง ดงัแสดงในภาพท่ี 4.10 
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ภาพท่ี 4.10  การสร้างสารอนมุลูอิสระภายในเซลล์เม่ือทดสอบกบัน า้มนัแร่ ไมโครอิมลัชนั  

นาโนอิมลัชนัท่ีความเข้มข้นของฟอสฟอริเลตไคโตซานร้อยละ 1และร้อยละ 2 โดยน า้หนกั  

ท่ีปริมาตรสารตวัอยา่งตา่ง ๆ  

* ความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัเชิงสถิติของข้อมลูเทียบกบัชดุควบคมุ  โดยใช้ข้อมลูทางสถิติ

แบบ ANOVA ควบคมุชว่งสถิติด้วยวิธี Turky (p0.05)   

 

 จากภาพท่ี 4.10 พบว่า การสร้างสารอนุมูลอิสระภายในเซลล์เม่ือทดสอบกับน า้มันแร่ 

อิมลัชนัท่ีมีขนาดอนุภาคระดบัไมโครและนาโน หรือ ท่ีความเข้มข้นของฟอสฟอริเลตไคโตซานท่ี

ความเข้มข้นแตกต่างกนั ปริมาณสารอนุมูลอิสระของเซลล์ท่ีสมัผสัสารตวัอย่างมีค่าใกล้เคียงกับ

เซลล์ท่ีไมไ่ด้สมัผสัสารตวัอยา่ง ชีใ้ห้เห็นวา่ไมว่า่จะเป็นน า้มนัแร่ อิมลัชนั ขนาดอนภุาคของอิมลัชนั 

และ ความเข้มข้นของฟอสฟอริเลตไคโตซานท่ีใช้เป็นอิมลัซิฟายเออร์ท่ีเพิ่มมากขึน้ ไม่เหน่ียวน าให้

เซลล์สร้างสารอนุมูลอิสระท่ีก่อให้เกิดผลเสียต่อเซลล์ ถึงแม้ว่าจะเพิ่มปริมาตรสารตวัอย่างท่ีใช้

ทดสอบถึง 12.5 ไมโครลิตร จะท าให้เซลล์สร้างสารอนมุลูอิสระมากขึน้แตกตา่งจากเซลล์ 



78 

ชดุควบคมุท่ีไม่สมัผสัสารอย่างมีนยัส าคญัเชิงสถิติก็ตาม การสร้างสารอนุมลูอิสระของเซลล์เม่ือ

ทดสอบสารตวัอยา่งปริมาตรมาก ๆ เพิ่มขึน้เพียงเล็กน้อยประมาณ 1.5-1.6 เทา่ตวั  
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บทที่ 5 

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการทดลอง 

5.1.1 การสังเคราะห์ฟอสฟอริเลตไคโตซาน การวิเคราะห์และการตรวจสอบ

สมบัตขิองฟอสฟอริเลตไคโตซาน 

  5.1.1.1 ฟอสฟอริเลตไคโตซานสามารถสงัเคราะห์ได้จากปฏิกิริยาฟอสฟอริเลชนั

(Phosphorylation reaction) และพัฒนาความสามารถละลายน า้โดยการท าให้เกิดเป็นเกลือ

โซเดียม (Sodium salt formation)  อนพุนัธ์ฟอสฟอริเลตไคโตซานท่ีได้เป็นสารสีขาวพองฟู  และมี

น า้หนกัเบา 

  5.1.1.2 โซเดียมฟอสฟอริเลตไคโตซานแสดงการดดูกลืนแสงอินฟราเรดของหมู่

ฟอสเฟต  ท่ีความถ่ี 1224 ซม-1  971 ซม-1 และ 813 ซม-1 แสดงถึงพีคของ P=O stretching พีคของ 

P-OH bonds และพีค P-O-C bonds  

  5.1.1.3 การสังเคราะห์ฟอสฟอริเลตไคโตซานโดยใช้อัตราส่วนโดยโมลของ

ฟอสฟอรัสเพนทอกไซด์ต่อหนึ่งหน่วยซ า้ของไคโตซานเท่ากับ 2 จะได้อนุพันธ์ฟอสฟอริเลต           

ไคโตซานซึง่มีระดบัแทนท่ีประมาณ 0.5 

  5.1.1.4 ฟอสฟอริเลตไคโตซาน ประกอบด้วยโครงสร้างของวงน า้ตาล (pyranose 

ring) ซึ่งเป็นโครงสร้างท่ีไม่ชอบน า้ (hydrophobic)  และหมู่ฟอสเฟต (Phosphate group)  หมู่อะ

มิโน (amino group) หมู่ไฮดรอกซิล (hydroxyl group) ซึ่งเป็นหมู่ฟังก์ชนัท่ีชอบน า้ (hydrophilic)  

ดงันัน้ฟอสฟอริเลตไคโตซานจงึมีความสามารถท าหน้าท่ีเป็นอิมลัซิฟายเออร์ได้ 

 5.1.2 การเตรียมอิมัลชัน 

 การเตรียมนาโนอิมัลชัน  เตรียมได้โดยการใช้เคร่ืองป่ันผสมเป็นเนือ้เดียวความดนัสูง 

(high-pressure homogenizer)  อดัผา่นหวัฉีดภายใต้ความดนั 1,500 บาร์ โดยผ่านระบบทัง้หมด 

6 รอบ  ได้นาโนอิมลัชนัท่ีมีขนาดอนุภาค 150-200 นาโนเมตร  ส าหรับการเตรียมไมโครอิมลัชนั 



80 

เตรียมได้โดยใช้เคร่ืองป่ันผสมเป็นเนือ้เดียวความดนัสงู (high-pressure homogenizer)  และ

วิธีการใช้ป๊ัมความดนั 4 บาร์ อดัผา่นหวัฉีดของเคร่ืองป่ันผสมเป็นเนือ้เดียวความดนัสงู จ านวน  

4 รอบ  ได้ไมโครอิมลัชนัท่ีมีขนาดอนภุาค 1-2 ไมโครเมตร 

5.1.3 การตรวจสอบความเข้ากันได้ทางชีวภาพ 

5.1.3.1 การทดสอบความมีชีวิตรอดของเซลล์ (Viability Test) 

5.1.3.1.1 การศึกษาอิทธิพลของความเข้มข้นของฟอสฟอริเลตไคโตซาน

ต่อความมีชีวิตริอดของเซลล์ 

สารละลายฟอสฟอริเลตไคโตซานท่ีจะน ามาใช้เป็นอิมลัซิฟายเออร์นัน้ เม่ือเพิ่ม

ความเข้มข้นสง่ผลให้เปอร์เซ็นต์เซลล์ท่ีมีชีวิตลดลงเพียงเล็กน้อย ชีใ้ห้เห็นว่าไม่เป็นพิษตอ่

เซลล์ แตกต่างจากโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตท่ีใช้เป็นสารลดแรงตึงผิวในผลิตภัณฑ์          

เวชส าอางทั่วไป ท าให้เปอร์เซ็นต์เซลล์ท่ีมีชีวิตลดลงอย่างมีนัยส าคัญเชิงสถิติตัง้แต ่    

ความเข้มข้นของโซเดียมโดเดซิลซลัเฟตเป็น 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ซึ่งแสดงความเป็น

พิษตอ่เซลล์ผิวหนงัมนษุย์  

5.1.3.1.2 การศึกษาอิทธิพลของปริมาตรของน า้มันแร่ต่อความมีชีวิติรอด

ของเซลล์ 

น า้มนัแร่ ซึ่งใช้เป็นเฟสน า้มนัในการเตรียมอิมลัชนั ท าให้เปอร์เซ็นต์เซลล์ท่ีมีชีวิต

ลดลงอย่างมากถึงประมาณร้อยละ 55 ชีใ้ห้เห็นว่าน า้มนัแร่ส่งผลเสียตอ่ความมีชีวิตรอด

ของเซลล์ 

5.1.3.1.3 การศึกษาอิทธิพลของอิมัลชันที่เตรียมโดยใช้ฟอสฟอริเลตไคโต

ซานเป็นอิมัลซิฟายเออร์ต่อความมีชีวิติรอดของเซลล์ รวมทัง้ศึกษาอิทธิพลของ

ขนาดอนุภาคอิมัลชันต่อความมีชีวิตรอด 

เปอร์เซ็นต์เซลล์ท่ีมีชีวิตลดลงอย่างมีนัยส าคญัเชิงสถิติตัง้แต่ปริมาตรอิมัลชัน 

1.25 ไมโครลิตรส าหรับไมโครอิมลัชนั และ ตัง้แตป่ริมาตรอิมลัชนั 0.63 ไมโครลิตรส าหรับ

นาโนอิมัลชัน  และเม่ือเพิ่มปริมาตรมากขึน้ จะท าให้เปอร์เซ็นต์เซลล์ท่ีมีชีวิตลดลง      

อย่างมากถึงประมาณร้อยละ 65 และ 40 ส าหรับไมโครอิมัลชันและนาโนอิมัลชัน
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ตามล าดบั  ชีใ้ห้เห็นว่าขนาดของอิมลัชนัส่งผลตอ่ความมีชีวิตรอดของเซลล์ โดยขนาดยิ่ง

เล็ก คือ ระดบันาโนท าให้เซลล์มีชีวิตรอดน้อยกว่าระดบัไมโคร ทัง้นีเ้น่ืองจากนาโนอิมลัชนั

มีพืน้ท่ีผิวสมัผสักับเซลล์มากกว่าไมโครอิมลัชนั ท าให้เพิ่มพืน้ท่ีผิวสมัผสัทัง้ฟอสฟอริเลต

ไคโตซานซึง่ไมเ่ป็นพิษ และน า้มนัแร่ซึง่เป็นพิษมากขึน้  

เม่ือเพิ่มความเข้มข้นของสารละลายฟอสฟอริเลตไคโตซานซึ่งท าหน้าท่ีเป็น      

อิมัลซิฟายเออร์เป็นร้อยละ 2 โดยน า้หนกั ท าให้ลดความเป็นพิษของนาโนอิมัลชันและ

น า้มนัแร่อยา่งมีนยัส าคญัเชิงสถิติ ส่งผลให้ได้นาโนอิมลัชนัท่ีมีความเข้ากนัได้ทางชีวภาพ

ท่ีดีขึน้    

5.1.3.2 การทดสอบการสร้างสารอนุมูลอิสระภายในเซลล์ (Intracellular ROS 

production : DCF assay) 

5.1.3.2.1 การศึกษาอิทธิพลของความเข้มข้นของฟอสฟอริเลตไคโตซาน

ต่อการสร้างสารอนุมูลอิสระ 

สารละลายฟอสฟอริเลตไคโตซานท่ีจะน ามาใช้เป็นอิมลัซิฟายเออร์ไม่ก่อให้เซลล์

ผิวหนังสร้างสารอนุมูลอิสระท่ีเป็นสาเหตุหนึ่งของปัญหาริว้รอย ซึ่งแตกต่างจากการ

ทดสอบด้วยโซเดียมโดเดซิลซลัเฟตท่ีเม่ือความเข้มข้นเพิ่มมากขีน้ส่งผลให้การสร้างสาร

อนมุลูอิสระภายในเซลล์เพิ่มมากขึน้   

5.1.3.2.2 การศึกษาอิทธิพลของน า้มันแร่ อิมัลชัน และ ขนาดของอนุภาค

อิมัลชัน ต่อการสร้างสารอนุมูลอิสระ  

การสร้างสารอนุมูลอิสระภายในเซลล์เซลล์เม่ือทดสอบกับน า้มนัแร่ อิมลัชนัท่ีมี

ขนาดอนภุาคระดบัไมโครและนาโน หรือ ท่ีความเข้มข้นของฟอสฟอริเลตไคโตซานท่ีความ

เข้มข้นแตกตา่งกนั ปริมาณสารอนมุลูอิสระของเซลล์ท่ีสมัผสัสารตวัอยา่งมีคา่ใกล้เคียงกบั

เซลล์ท่ีไม่ได้สัมผัสสารตวัอย่าง ชีใ้ห้เห็นว่าสารตวัอย่างไม่เหน่ียวน าให้เซลล์สร้างสาร

อนมุลูอิสระท่ีก่อให้เกิดผลเสียตอ่เซลล์ 

5.2 ข้อเสนอแนะ 

 ควรทดลองกกัเก็บสารออกฤทธ์ิ และทดสอบการปลดปลอ่ยสารออกฤทธ์ิผา่นผิวหนงัเทียม 
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ภาคผนวก ก 

1. การวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีด้วยเทคนิคฟูเรียร์ทรานสฟอร์มอินฟราเรดสเปกโทรส
โกปี (FT-IR) 

- Chitosan 
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- PCTS 
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2. การหาระดับการแทนที่ของโซเดียมฟอสฟอริเลตไคโตซาน 

 

การค านวณคา่ปริมาณการแทนท่ี 

 
 

โดยท่ี   %P คือ  ปริมาณฟอสฟอรัสท่ีเป็นองค์ประกอบจากการแทนท่ีหมูฟ่อสเฟต 

           %N คือ  ปริมาณไนโตรเจนท่ีเป็นองค์ประกอบในโครงสร้างไคโตซาน 

ระดบัการแทนท่ีหมูฟ่อสเฟตท่ีอตัราสว่นโดยโมลของฟอสฟอรัสเพนทอกไซด์ตอ่หนึง่หนว่ยซ า้หนึง่หนว่ย

ซ า้ไคโตซานเทา่กบั 2 

ธาตอุงค์ประกอบ ครัง้ท่ี 1 ครัง้ท่ี 2 ครัง้ท่ี 3 

%P 8.12 7.48 7.81 

%N 15.61 14.36 15.93 

%P : %N 0.52 0.52 0.49 

 

ระดบัการแทนท่ีเฉล่ีย  เท่ากบั 0.51 
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ภาคผนวก ข 

1. การทดสอบความมีชีวิตรอดของเซลล์ (Cytotoxicity assays) 

การทดลองที่ 1-3 PCTS : ( HaCaT cell / 5000 เซลล์ / เวลาในการทดสอบ 24 ช่ัวโมง) 

PCTS 
(µg/ml) 

ครัง้ท่ี 
1 

ครัง้ท่ี 
2 

ครัง้ท่ี 
3 

คา่เฉล่ีย 
PCTS&SDS 
รวม 6 ครัง้  

%เซลล์
ท่ีมี 

ชีวิต(1) 

%เซลล์
ท่ีมีชีวิต

(2) 

%เซลล์
ท่ีมีชีวิต

(3) 

%เซลล์ท่ีมี
ชีวิตเฉล่ีย  

6 ครัง้ 
คา่เบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

0 0.568 0.522 0.614 0.539 105.38 96.84 113.91 100 5.92 

10 0.543 0.511 0.593 
 

100.74 94.80 110.01 101.85 6.26 

25 0.529 0.504 0.586 
 

98.14 93.50 108.71 100.12 6.37 

50 0.497 0.498 0.577 
 

92.20 92.39 107.05 97.21 6.95 

100 0.491 0.468 0.557 
 

91.09 86.82 103.33 93.75 7 

250 0.472 0.443 0.528 
 

87.56 82.18 97.95 89.23 6.55 

500 0.458 0.434 0.498 
 

84.97 80.51 92.39 85.96 4.9 

1000 0.451 0.426 0.488 
 

83.67 79.03 90.53 84.41 4.73 

          
          การทดลอง 1-3 SDS : ( HaCaT cell / 5000 เซลล์ / เวลาในการทดสอบ 24ช่ัวโมง ) 

SDS 
(µg/ml) 

ครัง้ท่ี 
1 

ครัง้ท่ี 
2 

ครัง้ท่ี 
3 

คา่เฉล่ีย 
PCTS&SDS 
รวม 6 ครัง้  

%เซลล์ท่ี
มี 

ชีวิต(1) 

%เซลล์
ท่ีมีชีวิต

(2) 

%เซลล์
ท่ีมีชีวิต

(3) 

%เซลล์ท่ีมี
ชีวิตเฉล่ีย 

6 ครัง้ 

คา่
เบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

0 0.521 0.472 0.561 0.518 100.58 91.12 108.30 100 8.19 

10 0.484 0.419 0.522   93.44 80.89 100.77 91.70 7.89 

25 0.452 0.408 0.514   87.26 78.76 99.23 88.42 8.07 

50 0.102 0.141 0.211   19.69 27.22 40.73 29.21 8.37 

100 0.001 0.001 0.001   0.19 0.19 0.19 0.19 0 

250 0.000 0.000 0.000   0.00 0.00 0.00 0.00 0 

500 0.000 0.000 0.000   0.00 0.00 0.00 0.00 0 

1000 0.000 0.000 0.000   0.00 0.00 0.00 0.00 0 
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การทดลอง 1-3 น า้มัน (mineral oil) : (HaCaT cell / 5000 เซลล์ / เวลาในการทดสอบ 24ช่ัวโมง ) 
Oil in 

medium 
(µl) 

ครัง้ท่ี 
1 

ครัง้ท่ี 
2 

ครัง้ท่ี 
3 

คา่เฉล่ีย 
3 ครัง้ 

%เซลล์ท่ี
มีชีวิต(1) 

%เซลล์
ท่ีมี

ชีวิต(2) 

%เซลล์
ท่ีมี 

ชีวิต(3) 

%เซลล์ท่ีมี 
ชีวิตเฉล่ีย  

3 ครัง้ 

คา่
เบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

0 0.713 0.716 0.696 0.708 100.71 101.13 98.31 100 1.24 

0.125 0.685 0.677 0.668   96.75 95.62 94.35 95.57 1.56 

0.3125 0.675 0.65 0.625   95.34 91.81 88.28 91.81 2.88 

0.625 0.635 0.637 0.607   89.69 89.97 85.73 88.47 1.94 

1.25 0.520 0.527 0.508   73.45 74.44 71.75 73.21 1.11 

3.125 0.478 0.394 0.494   67.51 55.65 69.77 64.31 6.19 

6.25 0.385 0.401 0.409   54.38 56.64 57.77 56.26 4.86 

12.5 0.394 0.393 0.375   55.65 55.51 52.97 54.71 6.19 

การทดลอง 1-3 อิมัลชัน (ไมโคร 1%) : (HaCaT cell / 5000 เซลล์ / เวลาในการทดสอบ 24ช่ัวโมง ) 

Micro 
emulsion 
1% (µl) 

ครัง้ท่ี 
1 

ครัง้ท่ี 
2 

ครัง้ท่ี 
3 

คา่เฉล่ีย 
micro&nano1% 
รวม 6 ครัง้  

%เซลล์
ท่ีมี 

ชีวิต(1) 

%เซลล์
ท่ีมี

ชีวิต(2) 

%เซลล์
ท่ีมี 

ชีวิต(3) 

%เซลล์ 
ท่ีมีชีวิต
เฉล่ีย 
6 ครัง้ 

คา่
เบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

0 0.847 0.843 0.805 0.798 106.14 105.64 100.88 100 4.83 

0.125 0.814 0.828 0.775   102.01 103.76 97.12 100.96 2.81 

0.3125 0.767 0.791 0.758   96.12 99.12 94.99 96.74 1.75 

0.625 0.759 0.739 0.722   95.11 92.61 90.48 92.73 1.89 

1.25 0.726 0.737 0.682   90.98 92.36 85.46 89.60 2.98 

3.125 0.638 0.651 0.604   79.95 81.58 75.69 79.07 2.48 

6.25 0.637 0.614 0.588   79.82 76.94 73.68 76.82 2.51 

12.5 0.508 0.510 0.488   63.66 63.91 61.15 62.91 1.24 
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การทดลอง 1-3 อิมัลชัน (นาโน 1%) : (HaCaT cell / 5000 เซลล์ / เวลาในการทดสอบ 24ช่ัวโมง ) 

Nano 
emulsion 
1% (µl) 

ครัง้ท่ี 
1 

ครัง้ท่ี 
2 

ครัง้ท่ี 
3 

คา่เฉล่ีย 
micro&nano1% 
รวม 6 ครัง้  

%เซลล์
ท่ีมี 

ชีวิต(1) 

%เซลล์
ท่ีมี

ชีวิต(2) 

%เซลล์
ท่ีมี 

ชีวิต(3) 

%เซลล์ท่ี
มีชีวิต
เฉล่ีย 6 
ครัง้ 

คา่
เบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

0 0.732 0.853 0.708 0.798 91.73 106.93 88.76 100 9 

0.125 0.666 0.765 0.707   83.50 95.86 88.64 89.33 5.07 

0.3125 0.691 0.769 0.676   86.59 96.37 84.67 89.21 5.12 

0.625 0.716 0.673 0.622   89.72 84.34 77.90 83.99 4.83 

1.25 0.629 0.637 0.526   78.82 79.87 65.91 74.87 6.35 

3.125 0.548 0.506 0.472   68.67 63.37 59.15 63.73 3.4 

6.25 0.369 0.377 0.432   46.24 47.24 54.09 49.19 3.49 

12.5 0.286 0.315 0.377   35.80 39.47 47.28 40.85 4.79 

การทดลอง 1-3 อิมัลชัน (นาโน 2%) : (HaCaT cell / 5000 เซลล์ / เวลาในการทดสอบ 24ช่ัวโมง) 

Nano 
emulsion 
2% (µl) 

ครัง้ท่ี 
1 

ครัง้ท่ี 
2 

ครัง้ท่ี 
3 

คา่เฉล่ีย 
3 ครัง้ 

%เซลล์
ท่ีมี 

ชีวิต(1) 

%เซลล์
ท่ีมี

ชีวิต(2) 

%เซลล์
ท่ีมีชีวิต

(3) 

%เซลล์ท่ี
มีชีวิต
เฉล่ีย 3 
ครัง้ 

คา่
เบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

0 0.600 0.587 0.602 0.596 100.671 98.490 101.007 100 1.930 

0.125 0.561 0.536 0.537   94.128 89.933 90.101 91.387 3.360 

0.3125 0.568 0.531 0.533   95.302 89.094 89.430 91.275 4.940 

0.625 0.508 0.544 0.514   85.235 91.275 86.242 87.584 4.580 

1.25 0.577 0.592 0.608   96.812 99.329 102.013 99.385 3.680 

3.125 0.570 0.587 0.590   95.638 98.490 98.993 97.707 2.560 

6.25 0.569 0.549 0.577   95.470 92.114 96.812 94.799 3.420 

12.5 0.418 0.387 0.445   70.134 64.933 74.664 69.911 6.870 
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2. การทดสอบการสร้างสารอนุมูลอิสระภายในเซลล์ (Intracellular ROS production : DCF 
assay)  

 

การทดลองที่ 1-3 PCTS : ( HaCaT cell / 5000 เซลล์ / เวลาในการทดสอบ 3 ช่ัวโมง) 

PCTS 
(µg/ml) 

ครัง้ท่ี 
1 

ครัง้ท่ี 
2 

ครัง้ท่ี 
3 

คา่เฉล่ีย 
PCTS&SDS 
รวม 6 ครัง้  

%เรือง
แสง(1) 

%เรือง
แสง2) 

%เรือง
แสง(3) 

%เรืองแสง
เฉล่ีย  
6 ครัง้ 

คา่เบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

0 5.963 5.266 5.724 5.649 1.06 0.93 1.01 1.00 0.05 

10 5.953 5.166 5.988   1.05 0.91 1.06 1.01 0.07 

25 6.064 5.016 6.003   1.07 0.89 1.06 1.01 0.08 

50 5.990 4.968 5.929   1.06 0.88 1.05 1.00 0.08 

100 6.214 5.227 5.863   1.10 0.93 1.04 1.02 0.07 

250 6.197 4.995 5.994   1.10 0.88 1.06 1.01 0.09 

500 5.553 5.191 5.997   0.98 0.92 1.06 0.99 0.05 

1000 5.815 5.085 5.822   1.03 0.90 1.03 0.99 0.06 

การทดลอง 1-3 SDS : ( HaCaT cell / 5000 เซลล์ / เวลาในการทดสอบ 3 ช่ัวโมง ) 

SDS 
(µg/ml) 

ครัง้ท่ี 
1 

ครัง้ท่ี 
2 

ครัง้ท่ี 
3 

คา่เฉล่ีย 
PCTS&SDS 
รวม 6 ครัง้  

%เรือง
แสง(1) 

%เรือง
แสง2) 

%เรือง
แสง(3) 

%เรืองแสง
เฉล่ีย 6 
ครัง้ 

คา่เบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

0 5.957 5.046 5.939 5.649 1.05 0.89 1.05 1.00 0.07 

10 6.334 5.951 7.788   1.12 1.05 1.38 1.18 0.14 

25 6.084 8.002 7.796   1.08 1.42 1.38 1.29 0.15 

50 7.494 8.297 7.525   1.33 1.47 1.33 1.38 0.06 

100 7.846 8.249 8.323   1.39 1.46 1.47 1.44 0.03 

250 7.850 8.981 8.423   1.39 1.59 1.49 1.49 0.08 

500 7.985 8.664 8.396   1.41 1.53 1.49 1.48 0.04 

1000 8.743 9.372 9.236   1.55 1.66 1.63 1.61 0.04 
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การทดลอง 1-3 น า้มัน (mineral oil) : (HaCaT cell / 5000 เซลล์ / เวลาในการทดสอบ 3 ช่ัวโมง ) 
mineral oil 
in media 

volume (µl) 
ครัง้ท่ี 

1 
ครัง้ท่ี 

2 
ครัง้ท่ี 

3 
คา่เฉล่ีย 
3 ครัง้ 

%เรือง
แสง(1) 

%เรือง
แสง2) 

%เรือง
แสง(3) 

%เรือง
แสงเฉล่ีย 

3 ครัง้ 

คา่
เบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

0 4.743 4.583 4.985 4.770 0.99 0.96 1.05 1.00 0.03 

0.125 4.657 4.637 5.321   0.98 0.97 1.12 1.02 0.06 

0.3125 4.732 5.231 4.582   0.99 1.10 0.96 1.02 0.06 

0.625 4.829 4.829 4.754   1.01 1.01 1.00 1.01 0.08 

1.25 4.575 5.039 4.92   0.96 1.06 1.03 1.02 0.04 

3.125 5.932 5.003 4.321   1.24 1.05 0.91 1.07 0.13 

6.25 5.305 5.892 5.321   1.11 1.24 1.12 1.15 0.06 

12.5 7.432 7.321 7.692   1.56 1.53 1.61 1.57 0.03 

การทดลอง 1-3 อิมัลชัน (ไมโคร 1%) : (HaCaT cell / 5000 เซลล์ / เวลาในการทดสอบ 3 ช่ัวโมง ) 
Micro 

emulsion 
1% (µl) 

ครัง้ท่ี 
1 

ครัง้ท่ี 
2 

ครัง้ท่ี 
3 

คา่เฉล่ีย 
micro&nano1%
รวม 6 ครัง้  

%เรือง
แสง(1) 

%เรือง
แสง2) 

%เรือง
แสง(3) 

%เรือง
แสงเฉล่ีย 

6 ครัง้ 

คา่
เบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

0 4.702 4.907 4.392 4.457 1.05 1.10 0.99 1.00 0.04 

0.125 4.691 4.962 4.551   1.05 1.11 1.02 1.06 0.04 

0.3125 4.9 4.82 4.689   1.10 1.08 1.05 1.08 0.02 

0.625 4.542 4.927 4.433   1.02 1.11 0.99 1.04 0.04 

1.25 4.557 4.898 4.438   1.02 1.10 1.00 1.04 0.04 

3.125 5.034 5.139 4.932   1.13 1.15 1.11 1.13 0.06 

6.25 5.022 5.429 5.56   1.13 1.22 1.25 1.20 0.05 

12.5 7.613 7.001 7.841   1.71 1.57 1.76 1.68 0.07 
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การทดลอง 1-3 อิมัลชัน (นาโน 1%) : (HaCaT cell / 5000 เซลล์ / เวลาในการทดสอบ 3 ช่ัวโมง ) 
Nano 

emulsion 
1% (µl) 

ครัง้ท่ี 
1 

ครัง้ท่ี 
2 

ครัง้ท่ี 
3 

คา่เฉล่ีย 
micro&nano1% 
รวม 6 ครัง้  

%เรือง
แสง(1) 

%เรือง
แสง2) 

%เรือง
แสง(3) 

%เรือง
แสงเฉล่ีย 

6 ครัง้ 

คา่
เบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

0 3.973 4.319 4.447 4.457 0.89 0.97 1.00 1.00 0.04 

0.125 4.185 4.365 4.399   0.94 0.98 0.99 0.97 0.02 

0.3125 4.193 4.272 4.512   0.94 0.96 1.01 0.97 0.03 

0.625 3.867 4.220 4.314   0.87 0.95 0.97 0.93 0.04 

1.25 3.895 4.371 4.425   0.87 0.98 0.99 0.95 0.05 

3.125 4.160 4.751 4.772   0.93 1.07 1.07 1.02 0.06 

6.25 4.928 5.653 5.745   1.11 1.27 1.29 1.22 0.08 

12.5 7.001 7.632 7.668   1.57 1.71 1.72 1.67 0.07 

การทดลอง 1-3 อิมัลชัน (นาโน 2%) : (HaCaT cell / 5000 เซลล์ / เวลาในการทดสอบ 3 ช่ัวโมง) 
Nano 

emulsion 
2% (µl) 

ครัง้ท่ี 
1 

ครัง้ท่ี 
2 

ครัง้ท่ี 
3 

คา่เฉล่ีย 
3 ครัง้ 

%เรือง
แสง(1) 

%เรือง
แสง2) 

%เรือง
แสง(3) 

%เรือง
แสงเฉล่ีย 

3 ครัง้ 

คา่
เบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

0 4.602 4.807 4.532 4.647 0.99 1.03 0.98 1.00 0.04 

0.125 4.721 4.872 4.562   1.02 1.05 0.98 1.02 0.04 

0.3125 4.692 4.82 4.689   1.01 1.04 1.01 1.02 0.02 

0.625 4.792 4.981 4.511   1.03 1.07 0.97 1.02 0.07 

1.25 4.557 4.898 4.438   0.98 1.05 0.96 1.00 0.07 

3.125 4.701 4.78 4.601   1.01 1.03 0.99 1.01 0.02 

6.25 4.682 4.891 4.591   1.01 1.05 0.99 1.02 0.04 

12.5 7.713 7.634 7.841   1.66 1.64 1.69 1.66 0.03 
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ประวัตผู้ิเขียนวทิยานิพนธ์ 

 นางสาวศศิวรา  คงอ่อน  เกิดเม่ือวันท่ี 18 มกราคม พ.ศ.2529 ณ จังหวัด อ่างทอง           

ส าเร็จการศึกษาระดบัปริญญาตรีวิศวกรรมศาสตร์บณัฑิต  ภาควิชาวสัดศุาสตร์  สาขาปิโตรเคมี

และวสัดพุอลิเมอร์ มหาวิทยาลยัศิลปากร  และเข้าศกึษาตอ่ในหลกัสูตรวิทยาศาสตรมหาบณัฑิต 

สาขาวิทยาศาสตร์พอลิเมอร์ประยุกต์และเทคโนโลยีสิ่งทอ  ภาควิชาวัสดุศาสตร์  จุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลยั  เม่ือภาคการศกึษาต้นของปีการศกึษา 2552  และส าเร็จการศกึษาในภาคการศกึษา

ต้นของปีการศกึษา 2554 รวมระยะเวลาในการศกึษา 2 ปี 1 เทอม 
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