
บทท่ี 3  
วิธีดําเนินการวิจัย 

 
วัตถุดิบ 
 แก่นมะหาด 5 กิโลกรัม นําไปตากแห้ง แล้วนําไปบดให้ละเอียดด้วยเครื่องบด (Bleaner) จะได้ผล
ละเอียดสีเหลือง 
 
เครื่องมือและอุปกรณ์ที่ใช้ในการวิจัย 

- เครื่องช่ังทศนิยม 4 ตําแหน่ง รุ่น BP221S จากบริษัท ไซแอนติฟิค ประเทศเยอรมัน 
- เครื่องวัดความหนืด (Viscometer) ย่ีห้อ BROOKFIELD PROGRAMMABLE รุ่น  DV-II ประเทศ  
  เยอรมันนี 
- เครื่องพีเอชมิเตอร์ (pH-METER) ย่ีห้อ SCHOTT Instrument รุ่น Lab 850 ประเทศเยอรมนี 
- เตาความร้อน (Hot plate) รุ่น IKA C-MAG HS7 ประเทศเยอรมนี 
- ตู้เย็น (Refrigerator) ย่ีห้อ SUNYO รุ่น SR-S7      ประเทศญี่ปุ่น 
- เครื่องป่ันเหว่ียง (Centrifuge) ย่ีห้อ IKA® รุ่น RW 20 digital ประเทศเยอรมนี 
- เครื่อง UV-visible Spectrophotometer ย่ีห้อ HITACHI. รุ่น U-I500 ประเทศญี่ปุ่น 
- ตู้อบ (Hot air oven) ย่ีห้อ Memmert  ประเทศเยอรมนี 
- เครื่องป่ันผสมความเร็วสูง (Homogenizer) ย่ีห้อ IKA รุ่น RW 20 digital ประเทศเยอรมนี 
- กรวยกรอง (Funnel) 
- บีกเกอร์ (Beaker) ขนาด 500 250 50 และ 25 มิลลิตร 
- ปิเปต (Pipette) 
- แท่งแก้วสําหรับคนสาร (Stirring rod) 
- หลอดหยดสารละลาย (Dropper)  
- ขวดปรับปริมาตร (Volumetric flask) 
- ช้อนตักสาร (Spatula) 
- หลอดทดสอบ (Test tubes) 

 - หม้อน่ึงฆ่าเช้ือ (Autoclave)                                                                     
 - ขวดฝาเกลียว 
 - ตู้บ่มเช้ือ (Incubator)  
 - จานเพาะเช้ือ (Steriled preti disc or plate) 
 - เครื่องอังนํ้า (Water bath) 
 

สารเคมีที่ใช้ในการวิจัย 
สารเคมีที่ใช้ในการทดลองในสูตรตํารับ ; Cosmetic grade นําเข้าบริษัท วันรัต (หนํ่าเซียน) จํากัด  
- Wax C  (Cetyl alcohol) , เกรดเครื่องสําอาง (cosmetic grade) ,ประเทศเยอรมนี 
- Glycerin เกรดเครื่องสําอาง, ย่ีห้อ ASK ประเทศญี่ปุ่น 
- Triethanolamine, บริษัท Guangzhou Baochu Chemical Co., Ltd. ประเทศจีน 
- Cremophor® A6 (Ceteareth-6 and Stearyl Alcohol), ประเทศจีน 
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- Cremophor® A25 (Ceteareth-25), ประเทศจีน 
- Silicone 345 (Cyclomethicone) 
- Vitamin E Acetate (Tocopheryl Acetate) 
- Unigerm G-2 (Propylene Glycol and Diazolidinyl Urea and Methylparaben and 

Propylparaben) 
- 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl; DPPH Lot#STBC1252V นําเข้าบริษัท Sigma   Aldrich,   
  ประเทศเยอรมันนี 
- Ascorbic acid นําเข้าบริษัท Riedel-de Haen, ประเทศเยอรมันนี  
- Ethanol  AR grade; Merck, ประเทศเยอรมันนี  
- 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl; DPPH  AR grade; Fluka, ประเทศสหรัฐอเมริกา 
- 6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acis; Trolox HPLC grade;    Fluka,  
ประเทศสหรัฐอเมริกา  

- 2,2-Azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid); ABTS ,AR grade; Fluka, USA, 
ประเทศสหรัฐอเมริกา 

- DL--tocopherol; Vitamin E  AR grade; Fluka, ประเทศสหรัฐอเมริกา 
- Potassium persulphate; K2S2O4   AR grade; BDH; ประเทศเยอรมันนี 
- Dextrose  
- Yeast extract  
- กลูโคส  
- Malt extract  
- ผงวุ้น (Agar)                                                                                                          
- Nutrient broth                                                                                                  

 
การเตรียมสารสกัดจากมะหาด 

ช่ังนํ้าหนักผงแก่นมะหาดประมาณ 2 กิโลกรัม จากน้ันนํามาแช่ในตัวทําละลาย คือ โพรพิลีนไกลคอล
และเอทา โดยแช่ผงแก่นมะหาดให้ท่วมเอทานอลประมาณ 15 ลิตร ต้ังทิ้งไว้ 3 วัน จากนั้นกรองกากแก่น
มะหาดและเอทานอลแยกออกจากกันด้วยกระดาษกรองเบอร์ 1 (Wharman No.1) แยกส่วนกาก (Residue) 
นํากากไปสกัดด้วยเอทานอลต่ออีก 3 รอบ จากน้ันนําไประเหยด้วยเครื่องระเหยแบบลดความดัน (Rotary 
vacuum evaporator) ซึ่งจะได้สารสกัดหยาบจากเอทานอล (Crude ethanol) ในขณะที่สารสกัดแก่น
มะหาดที่สกัดด้วยโพรพิลินไกลคอล ทําเช่นเดียวกับการสกัดแก่นมะหาดด้วยเอทานอล 
 
การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธีดีพีพีเอช (DPPH Scavenging method) ( โดยดัดแปลงจากวิธีของ 
Papadimitriou, V. และคณะ, 2006) 
  1) นําครีมตัวอย่าง 0.10 กรัม ใส่ลงในหลอดทดลอง เติมเมทานอล จํานวน 9 มิลลิลิตร ผสมด้วย
Vortex mixer จนเป็นเน้ือเดียวกัน 
  2) เติมสารละลายดีพีพีเอช ความเข้มข้น 0.40 mg/mL จํานวน 1 มิลลิลิตร ผสมด้วย Vortex 
mixer จนเป็นเน้ือเดียวกัน เก็บไว้ในที่มืด 20 นาที 
  3) นําไปเหว่ียงที่ 1,100 rpm เป็นเวลา10 นาที เพ่ือให้ใส 
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           4) ปรับค่า absorbance ที่ความยาวคลื่น 515 นาโนเมตร ให้เท่ากับศูนย์ ด้วยเมทานอล แล้ววัดค่า 
absorbance ของสารละลายดีพีพีเอช ซึ่งเตรียมจากสารละลายดีพีพีเอช ความเข้มข้น 0.40 mg/mL จํานวน 
1 มิลลิลิตร เติมในเมทานอล 9 มิลลิลิตร ค่าที่วัดได้เรียกว่า ADPPH  วัดค่า absorbance ของสารละลายในแต่
ละหลอด ค่าที่วัดได้เรียกว่า AExtract  
          5) คํานวณหาค่า % inhibition ตามสูตร  
 

 
 
การวิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟินอลิกทั้งหมด (Total Phenolic Compounds) (Durkee, A.B. 
และคณะ, 1977) 
 1)  การเตรียมสารละลายมาตรฐานแกลลิก (Gallic acid) 
       เตรียมสารละลายมาตรฐานแกลลิก ที่ความเข้มข้น 0.02, 0.04, 0.06, 0.08 และ 0.10 mg/mL  
  2)  สารเตรียมสารละลายตัวอย่าง 
       สารเตรียมสารละลายตัวอย่างเพ่ือวัดการดูดกลืนแสงใส่สารละลาย Folin – Ciocalteau  
reagent (1:10) โดยเตรียมใหม่ลงในสารละลายตัวอย่าง ตามด้วยสารละลาย 7.5 % โซเดียมคาร์บอเนต รอ
จนเกิดสี นําไปวัดค่าการดูดกลืนแสง (Absorbance) 765 นาโนเมตร 
 
ศึกษาการต้ังสูตรตํารับจากสารสกัดแก่นมะหาด  

ต้ังสูตรตํารับ3 ตํารับจากสารสกัดแก่นมะหาด ได้แก่ โลช่ันทาผิว สครับขัดผิวและครีมอาบนํ้า 
           (1) สตูรตํารับ โดยมีขั้นตอนการเตรียมครีม ดังน้ี 
                ก. การเตรียมวัฏภาคนํ้ามัน 
          หลอมองค์ประกอบส่วนที่เป็นไขมันของแข็งบนหม้ออังไอนํ้า เติมนํ้ามันส่วนที่เป็นของเหลว
อ่ืนๆ แล้ว ทําให้ร้อนจนถึงอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 
      ข. การเตรียมวัฏภาคนํ้า 

ละลายสารเพ่ิมความหนืดและสารให้ความชุ่มช้ืนต่างๆ ในนํ้า เติมสารกันเสียและนํ้าส่วนที่เหลือ 
ทําให้ร้อนบนหม้ออังไอนํ้า จนถึงอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 
 ค. การทําให้เกิดอิมัลชัน 
          เติมวัฏภาคนํ้ามันลงในวัฏภาคนํ้า พร้อมทั้งคนจนเกิดเน้ือครีมขึ้น 
 
การทดสอบความคงตัวของสูตรตํารับครีม 
          (1) การทดสอบความคงตัวแบบเร่ง (Accelerated Storage test) 
        - การเร่งด้วยอุณหภูมิ (heating – cooling cycle)  
          โดยการเก็บผลิตภัณฑ์ที่เตรียมเสร็จ แบ่งใส่ขวดแก้วทึบแสงแล้วปิดฝาในตู้เย็น 4 C นาน 48 
ช่ัวโมง จากน้ันเข้าตู้อบที่ 45 C อีก 48 ช่ัวโมง นับเป็น 1 รอบ ทดสอบ 6 - 8 รอบ ทําการบันทึกผล ความ
หนืด สี กลิ่น การแยกช้ัน และพีเอช  
        - การเร่งโดยแสง 
          โดยการนําผลิตภัณฑ์แต่ละตํารับที่เตรียมเสร็จใส่ขวดแก้วใส นําไปวางในสภาพต่างๆ นาน 1 
เดือน  

% inhibition =   ADPPH  -  AExtract 
                                   ADPPH 

x 100 
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          ขวดที่   1    นําไปตากแดด 
          ขวดที่   2    เก็บในสภาพอุณหภูมิห้องและพ้นแสง 
          ขวดที่   3    ต้ังไว้ริมหน้าต่าง 
          (2) การทดสอบความคงตัวที่อุณหภูมิคงที่ 
       โดยนําผลิตภัณฑ์ที่เตรียมเสร็จ แบ่งใส่ขวดแก้วปิดฝาตํารับละ 3 ขวด เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4  C - 
5 C และอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 เดือน แล้วบันทึกผล 
 
การต้ังตํารบัสตูรเครื่องสาํอาง 
 

สูตรครีมตํารบัสครับขัดผิว 
  1. เตรียมครีมสุตรพ้ืนฐาน 
  2. ปรับความเข้มข้นของปริมาณผงมะหาดในตํารับครีมเบสที่เตรียมไว้ ตามความเข้มข้น คือ 1%, 2%  

3% 4% และ 5%  (% นํ้าหนัก/นํ้าหนัก) 
 3. ตํารับครีมเบสที่จะใช้คือ 
 
ตาราง 3.1 สตูรครีมตํารับสครับขัดผิว 
 

สาร ชื่อเคมี (INCI Name) % w/w 
วัฏภาคน้ํา ( water phase )   
Aqua Distilled water 55.0 
Glycerin Glycerin 4.0 
สารสกัดมะหาด - 2.0 
วัฏภาคนํ้ามัน (oil phase )   
Cremophor® A6 Ceteareth-6(and) Stearyl Alcohol 2.0 
Cremophor® A25 Ceteareth-25 1.0 
G.M.S.  3.0 
Wax C  Cetyl alcohol  1.0 
Lexol EHP Ethylhexyl Palmitate 14.50 
Nikko MM  1.00 
Silicone 345 Cyclomethicone 2.0 
White oil  Minerol oil  14.50 
Unigerm G-2  Propylene Glycol and Diazolidinyl 

Urea and Methylparaben and 
Propylparaben 

0.3 

Fragrance  - - 
 
ที่มา : ดัดแปลงจาก สูตรตํารับนวดตัวของ บริษัท วันรัต 
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 การต้ังตํารบัสตูรโลชัน่ 
 
ตาราง 3.2  สตูรตํารับโลช่ันมะหาด 2% w/w 
 

สาร ชื่อเคมี (INCI Name) % w/w 
Aqua Distilled water Diluent 
EDTA 2 Na Disodium EDTA 0.2 
DHDH  Hydantoin DHDH  Hydantoin 0.6 
Sodium stearoyl glutamate Sodium stearoyl glutamate 0.2 
สารสกัดมะหาด  5% 
วัฏภาคน้ํามัน (oil phase )   
Sodium polycrylate Sodium polycrylate 1.0 
Dicarprylyl ether Dicarprylyl ether 3.0 
Minerol oil  Minerol oil  4.0 
Propylene glycol Propylene glycol 4.0 
Fragrance  -  
 
 
 การต้ังตํารบัสตูรครีมอาบน้าํ 
 
ตารางที่ 3.3 สูตรตํารับครีมอาบนํ้ามะหาด 2% w/w 
 

สาร ช่ือเคมี (INCI Name) % w/w 
Aqua Distilled water 73.8 
SLS Sodium Laureth Sulfate  15.0 
EDTA 2 Na Disodium EDTA 0.2 
DHDH  Hydantoin DHDH  Hydantoin 0.5 
Lauamind® C Cocamide DEA 2.5 
Finquat®  CP Quaternium-75  5.0 
Propylene glycol Propylene glycol 3.0 
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วิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชือ้                                                                                           
 1.   Nutrient broth 

 ละลาย  Nutrient  broth  ลงในนํ้ากลั่น 950 มิลลิลิตร คนด้วยแท่งแก้วให้สารอาหารละลายปรับ  
pH ด้วย 0.1 NaOH หรือ 0.1 N HCl จนได้ประมาณ 6.8 -7 ปรับ   ปริมาตรเป็น 1,000   มิลลิลิตรนําไปผสม
วุ้นต้มจนละลาย เทอาหารใส่ขวดปริมาณขวดละ 200 มิลลิลิตร ปิดด้วยจุกสําลี ปิดทับด้วยกระดาษอีกครั้ง 
นําไปน่ึงในหม้อน่ึงความดันไอนํ้า (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121องศาเซลเซียสความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว 
นาน 20 นาที 

2.   Malt Yeast Agar (MYA) 

 วิธีเตรียม ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร ต้มวุ้นให้สุกแล้วนํามาผสมกัน  ปรับ
ปริมาตรให้ได้ 1 ลิตร  เทใส่ขวดอาหารขวดละประมาณ 150 มิลลิลิตร ปิดฝาขวดให้สนิทแล้วนําไปน่ึงฆ่าเช้ือที่
ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
วิธีตรวจนบัจํานวนจุลนิทรย์ีตามมาตรฐาน หรือ Standard plate count  (SPC)  

1. การเตรียมตัวอย่าง ตํารบัผลิตภัณฑ์เครื่องสําอาง 6 ตํารับ  
โลช่ันมะหาด (โพรพิลีนไกลคอลเป็นตัวทําละลาย) 
โลช่ันมะหาด (เอทานอลเป็นตัวทําละลาย) 
ครีมอาบนํ้ามะหาด (โพรพิลีนไกลคอลเป็นตัวทําละลาย) 
ครีมอาบนํ้ามะหาด (เอทานอลเป็นตัวทําละลาย) 
สครับมะหาด 
ครีมเบสมะหาด 

  2. การเตรียมและเจือจางตัวอย่าง   
    1. ทํา Serial dilution โดยใช้ปิเปต (steriled pipet) ขนาด 1 มล. ดูดตัวอย่างออกไป 1 มล. ใส่

ในหลอดทดลองที่มีนํ้ากลั่น 9 มล. ผสมให้เข้ากันดี ดังน้ัน ตัวอย่างจะถูกทําให้เจือจางลง 10 เท่า เป็น 1: 10 
หรือ10-1 

    2. จากน้ันเปลี่ยนปิเปตใหม่ (steriled pipet) และปิเปต (steriled pipet) ดูดของ  เหลวจากข้อ 
1 ออกไป 1 มล. ใส่ในหลอดทดลองที่มีนํ้ากลั่น 9 มล. ผสมให้เข้ากันดี ดังน้ัน ตัวอย่างจะถูกทําให้เจือจางลงอีก 
10 เท่า เป็น 1: 100 หรือ 10-2 

    3. จากน้ันเปลี่ยนปิเปตใหม่ (steriled pipet) และปิเปต (steriled pipet) ดูดของ  เหลวจากข้อ 
2 ออกไป 1 มล. ใส่ในหลอดทดลองที่มีนํ้ากลั่น 9 มล. ผสมให้เข้ากันดีดังน้ันตัวอย่างจะถูกทําให้เจือจางลงอีก 
10 เท่า เป็น 1: 1,000 หรือ 10-3 
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 3. การวิเคราะห์จํานวนจุลนิทรีย์ตามมาตรฐาน  

    1.  ใช้ปิเปต (steriled pipet) ขนาด 1 มล.    ดูดตัวอย่างที่ความเข้มข้น 10-1, 10-2 และ 10-3 

จํานวน 0.1 มล. ใส่ใน  Sterilized Petri dish 1 จานต่อ 1 ความเข้มข้น  จากน้ันเท  Nutrient  broth  และ 
Malt Yeast Agar (MYA) ขณะที่ยังอุ่นๆ ทับลงไปค่อย ๆ ผสมจนเข้ากันดี แล้วทิ้งไว้ รอจนอาหารแห้ง 

     2. ควํ่าจานอาหารท่ีแห้งแล้วใส่ถุงพลาสติก  รัดยางให้แน่น แล้วนําไปบ่มในตู้บ่มเช้ือ (Incubator) 
24 ช่ัวโมง แล้วนํามานับจํานวนโคโลนีของจุลินทรีย์ ยีสต์ และรา 
   
            จํานวนจุลินทรีย์ (CFU/ml)     =       จํานวนโคโลนีบนจานอาหาร X ระดับความเจือจาง 
                                                                ปรมิาณตัวอย่างที่ใส่ลงใน Petri dish 

    
การตรวจวิเคราะห์ชนิดของจุลินทรีย์  

 

การตรวจชนิดของจุลินทรีย์ ทั้งหมด 6 ชนิด ได้แก่ Candida albicans, Staphylococcus aureus, 
Pseudomonas aeruginosa, Clotridium spp. Escherichia coli และ Bacillus subtilis  โดยดูว่าตรวจ
พบจุลินทรีย์ในตัวอย่างแต่ละชนิดหรือไม่ 
 
 
 
 
 


