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บทคัดย่อ 
         ฟ้าทะลายโจรเป็นสมุนไพรท้องถิ่นของประเทศไทย มีสรรพคุณในการรักษาโรคเจ็บคอ แก้ท้องเสียได้ 

แต่ฟ้าทะลายโจรยังมีปัญหาต่อผู้บริโภคในเรื่องของรสชาติที่มีความขม ซึ่งสามารถแก้ไขได้โดยการน าสาร 

Carrageenan มาห่อหุ ้มสาร Andrographolide ด้วยวิธ ีการ Nanoencapsulation เพื ่อน าไปท าเป็น

เครื ่องดื ่มที ่มีส่วนผสมของสารสกัดฟ้าทะลายโจร จะได้สารละลายที่อยู ่ในรูปแบบของ Oil-in-water 
emulsions อีกทั้งยังทดสอบการสกัด Andrographolide จากฟ้าทะลายโจร ขั้นตอนแรกของการทดสอบ

การสกัด คือ สกัดฟ้าทะลายโจรด้วยวิธีการ Reflux ด้วยตัวท าละลาย 50% (v/v) Ethanol จากนั้นจึง

ทดสอบด้วย TLC เพื ่อพิสูจน์เอกลักษณ์ของสาร ซึ ่งสรุปได้ว่าเป็นสารชนิดเดียวกัน เนื ่องจากมีค่า Rf 

ใกล้เคียงกัน การทดสอบต่อไปคือการท า NMR เพื่อพิสูจน์เอกลักษณ์ของ Andrographolide ของสาร

มาตรฐานกับ Crude ได้ผลคือมีค่าตรงกันที่ต าแหน่ง 3.5 ppm และ 2.5 ppm ตามทฤษฎี และขั้นตอน

สุดท้ายของการทดสอบการสกัดคือการทดสอบปริมาณสาร Andrographolide โดยใช้ HPLC-UV Vis 
Spectroscopy สร ้างสมการเส ้นตรงที่ม ีค ่า R2 = 0.9994 ที่สามารถน ามาค านวณปริมาณ Crude 
Andrographolide ได้ โดยในครั้งที่ 1 ค่าเฉลี่ยอยู่ที่ 99.69 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และครั้งที่ 2 ค่าเฉลี่ยอยู่

ที่ 74.81 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ต่อมาคือการทดลองการละลาย Carrageenan กับ KCl โดย K+ 
 จะเข้าไป

จับตัวประจุลบของ Carrageenan ท าให้สารไม่เป็นเนื้อเจล สารละลายจะมีความขุ่นจากความเข้มข้นที่

เพิ่มขึ้น สุดท้ายการทดลอง Oil-in-water emulsion จะสังเกตสี กลิ่น และความเป็นเนื้อเดียวกันโดย

เปรียบเทียบจากการที่ผสมสาร Andrographolide และไม่ผสมสาร Andrographolide แนวโน้มว่าปริมาณ 

Tween80 ที่เพิ่มขึ้นจะท าให้มีกลิ่นหอมหวานขึ้น ในอัตราส่วน 1:2 ดีที่สุด เป็นเนื้อเดียวกัน ไม่แยกชั้นจาก

กัน สรุปผลการทดลองทั้งหมดสามารถท าให้เกิดเครื่องดื่มสารละลายที่อยู่ในรูปแบบของ oil-in-water 
emulsions 
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Abstract 
             Andrographis paniculata is a local herb of Thailand. It is used as a treatment for 
some symptoms such as sore throat, fever and diarrhea. However, the problem of this herb 
is the bitter taste from it. The aim of this study is to determine the factors influencing the 
efficiency of nano encapsulation, study the change of Andrographis paniculata %yield and 
also to encapsulated Andrographis paniculata by carrageenan nanoparticles to reduce the 
bitter taste. The first Andrographis extraction was Reflux using 50% (v/v) Ethanol solvent, 
then TLC test to prove its identity and the result can be concluded that it is the same 
substance since the Rf values are similar, the next experiment is to prove the identity of the 
Andrographolide using NMR. The first and second times of the standard and Crude are the 
same at 3.5 ppm and 2.5 ppm. The last one is the Andrographolide quantity test using HPLC-
UV Vis Spectroscopy to generate a linear equation with R2 = 0.9994 which can be used to 
calculate the amount of crude andrographolide, in the 1st time the mean was 99.69 
Micrograms per milliliter and the second the mean was 74.81. Micrograms per milliliter Next 
is an experiment to dissolve Carrageenan with KCl, where K+ binds to Carrageenan's anion, 
making it a gel-free substance. The solution will become turbid from the increased 
concentration. Finally, the oil-in-water emulsion experiment observed color, odor and 
homogeneity by comparing the mixture. Andrographolide and without andrographolide It is 
likely that the increased amount of Tween80 will produce a sweeter aroma in a 1: 2 ratios 
is best, homogeneous. Not separated from each other All results were able to produce oil-
in-water emulsions. 
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บทที่ 1 
บทน า 

 
1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 
 ฟ้าทะลายโจรเป็นพืชสมุนไพรท้องถิ่นของประเทศในแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ มีสรรพคุณในการ

รักษาโรคจากสารสกัดส าคัญที่สามารถสกัดได้จากส่วนใบ และ ล าต้น ในปัจจุบัน มีการน าฟ้าทะลายโจรมา

บริโภคหลากหลายรูปแบบ ไม่ว่าจะเป็นการน าใบและกิ่งไปต้มสดเพื่อดื่ม น าไปตากแห้งเพื่อต้มดื่ม บดเป็นผง

ผสมน ้าผึ้งเพื่อท าเป็นยาลูกกลอน บดเป็นผงบรรจุใส่แคปซูล สูดดมผง หรือน าสารสกัดฟ้าทะลายโจรมาบรรจุ

ในแคปซูลเป็นต้น สารสกัดส าคัญของฟ้าทะลายโจรเป็นสารสกัดที่อยู่ในกลุ่ม diterpene lactones ประกอบ

ไปด ้วย  andrographolide, neo-andrographolide, deoxy-andrographolide และ deoxy-didehydro 
andrographolide [1] ซึ่งมีฤทธิทางยาช่วยรักษาโรคท้องเสียชนิดที่ไม่เกิดจากการติดเชื้อ บรรเทาอาการโรค

หวัด และ บรรเทาอาการเจ็บคอ [2] 
 ถึงแม้ว่าผลิตภัณฑ์ยาสมุนไพรฟ้าทะลายโจรจะมีการใช้เพื่อการรักษาโรคอย่างแพร่หลาย เป็นที่รู้จัก

และถูกน าไปบริโภคในวงกว้าง แต่ฟ้าทะลายโจรยังมีปัญหาต่อผู้บริโภคในเรื่องของรสชาติที่มีความขม หรือ 
ผู้ป่วยไม่ยอมกินยา เนื่องจากเม็ดยามีขนาดใหญ่ เป็นปัญหาต่อผู้บริโภคเช่นเดียวกับตัวยาหรืออาหารเสริมอ่ืน 

ๆ เช่น อาหารเสริมวิตามิน โดยในปัจจุบันได้มีการแก้ปัญหาโดยน ามาท าในรูปของน ้าดื่มผสมวิตามินแทน

วิตามินแบบเม็ดซึ่งสะดวกในการบริโภคมากกว่า เข้ากับกระแสการบริโภคเพ่ือสุขภาพ ส่งผลให้เป็นที่นิยมอย่าง

มากจนท าให้มีผู้ประกอบการท าน ้าดื่มผสมวิตามินลงแข่งในตลาดมูลค่ากว่า 5.5 พันล้านบาทในปี 2020 [3] 
แต่เนื่องจากสารสกัดจากฟ้าทะลายโจรนั้นมีรสชาติขม การใส่สารสกัดลงไปละลายกับน ้าดื่มเพ่ือบริโภคโดยตรง

นั้นไม่สามารถแก้ไขปัญหาได้ จึงต้องใช้วิธีการอ่ืน คือ การห่อหุ้มสารสกัดฟ้าทะลายโจรด้วยสารที่ไม่มีรสชาติขม

โดยใช้วิธีการ nanoencapsulation 
 การห่อหุ้มสารด้วยวิธี nanoencapsulation มีวิธีการหลากหลายรูปแบบ มีสารสกัดหลายชนิดที่

สามารถถูกน ามาห่อหุ้มได้ เช่น beta-carotene, anthocyanin, caffeine และ andrographolide เป็นต้น 
โดย C. Soukoulis และคณะ [4] ได้ท า nanoencapsulation โดยใช้สาร carrageenan เข้าไปห่อหุ้มสาร 

beta-carotene ได้ส าเร็จด้วยวิธีการ magnetic stirring ซึ่งได้มีการกล่าวถึงตัวแปรส าคัญท่ีส่งผลต่อการท าให้

เกิด nanoencapsulation ประกอบไปด้วย อุณหภูมิ เวลา ความเข้มข้น ตัวแปรเหล่านี้ส่งผลโดยตรงต่อ

ประสิทธิภาพในการท า nanoencapsulation โดยหลังจากการท า nanoencapsulation จะได้สารละลายที่

อยู่ในรูปแบบของ oil-in-gel emulsions 
 ในงานวิจัยนี้จึงมุ่งเน้นไปที่การแก้ไขปัญหาในการบริโภคฟ้าทะลายโจรโดยการน าสาร carrageenan 

มาห่อหุ้มสาร andrographolide ด้วยวิธีการ nanoencapsulation เพื่อน าไปท าเป็นเครื่องดื่มที่มีส่วนผสม

ของสารสกัดฟ้าทะลายโจร ท าการศึกษาตัวแปรที่มีผลต่อประสิทธิภาพ nanoencapsulation รวมไปถึงศึกษา

การเปลี่ยนแปลง %yield ของสารสกัดฟ้าทะลายโจรเช่นกัน 
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1.2 วัตถุประสงค ์
1.2.1 ทดลองหาปริมาณสารสกัด Andrographolide ในฟ้าทะลายโจร 
1.2.2 ห่อหุ้มสารสกัด Andrographolide ซึ่งเป็นสารออกฤทธิ์ให้ประโยชน์ของฟ้าทะลายโจรเพ่ือลดความ

ขม โดยใช้วิธี Oil-in-water emulsion  
 
1.3 ขอบเขตงานวิจัย 
1.3.1 สกัด Andrographolide ในฟ้าทะลายโจร ด้วยตัวท าละลาย 50% Ethanol 
1.3.2 พิสูจน์เอกลักษณ์สารสกัด Andrographolide ด้วย Thin Layer Chromatography (TLC), NMR 

Spectroscopy และ High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 
1.3.3 ห่อหุ้มสารสกัด Andrographolide ด้วยวิธี Oil-in-water emulsion 
 
1.4 งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 
  ในปี ค.ศ. 2019 เมทิน ีและคณะ [5] ไดท้ าการสกัดสารมาตรฐาน Andrographolide จากฟ้าทะลาย

โจร เนื่องจากกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ผลิตสารส าคัญของฟ้าทะลายโจรโดยวิธีการสกัดด้วยตัวท าละลาย 
Chloroform, Ethanol และ Methanol แล้วน ามาแยกและท าให้บริสุทธิ์โดยการตกผลึกซ ้าด้วย ethanol น า

สารที ่ส าคัญไปตรวจยืนยันเอกลักษณ์และความบริสุทธิ์ด้วยวิธี IR spectroscopy, mass spectrometry 
พบว่ามีความบริสุทธิ์โดยวิธี Ultra-Performance Liquid Chromatography เท่ากับ 98.2% และแยกสาร

โดยเทคนิคการละลายที่ใช้ตัวท าละลายที่เหมาะสม ความสามารถในการแยก andrographolide ในฟ้าทะลาย

โจรออกจากกลุ่ม Diterpene Lactones ได้อย่างเฉพาะเจาะจงและมีประสิทธิภาพร้อยละ 0.18 และทดสอบ

สารสกัดที่ได้ ด้วยวิธีการต่าง ๆ เช่น Thin Layer Chromatography (TLC) และ NMR Spectroscopy เป็น

ต้น 
   Vinod และคณะ [6] ได้ท าการทดสอบ TLC กับสารสกัด Andrographolide ในฟ้าทะลายโจร โดยใช้ 

Mobile Phase ของก า รทด ล อง ค ื อ  Chloroform : Methanol (7 : 1 ) โ ด ย  Rf ของส า รม าต ร ฐ า น 

andrographolide มีค่าเท่ากับ 0.61 และ Rf ของสารสกัดฟ้าทะลายโจรมีค่าเท่ากับ 0.65 ซ่ึงมีค่าใกล้เคียงกัน 

ดังนั้นวิธีการทดสอบ TLC กับสารสกัด Andrographolide เป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพและสามารถท าการทดลอง

ได้ผลที่น่าพึงพอใจ จึงทดสอบในเชิงปริมาณด้วยวิธี HPLC-UV Vis Spectroscopy จากงานวิจัยที่เก่ียวข้อง ใน

ปี ค.ศ. 2015 Sajeeb และคณะ [7] ได้ท าการทดลองแบบ External Calibration curve ผู้ท าการทดลองจึง

ทดลองตามงานวิจัยนี้ เพื่อวิเคราะห์หาปริมาณ Andrographolide วิธีการทดลองคือการน าสารมาตรฐาน 

Andrographolide มาท าเป็น External Calibration curve และสารสกัดเป็นตัวอย่างในการวิเคราะห์ จะได้

กราฟโครมาโตแกรมของเครื่อง HPLC-UV Vis Spectroscopy 
 เมื่อได้สารสกัด Andrographolide จึงเริ ่มต้นการห่อหุ้มสารสกัด Andrographolide โดยมีหลาย

วิธีการในการห่อหุ้ม เช่น Water-in-oil emulsion และ Oil-in-water emulsion โดยในปี ค.ศ. 2012 Hong 
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และคณะ [8] ได้ท าการทดสอบเปรียบเทียบอัตราส่วนระหว่าง tween80 : ethanol ในช่วง 1:4 - 4:1 และ

น ้ามันเป็นอัตราส่วนของทั้งหมด 1:9 - 9:1 เทสารทั้งหมดลงในน ้ากลั่น ให้อยู่ในรูป Oil-in-water emulsion 
ด้วยการ หยดลงในสารละลายที่คนด้วย magnetic stirrer ที่ 37 องศาเซลเซียส โดยผลที่เกิด สามารถวัด

ขนาดของอนุภาคได้ 15.9 นาโนเมตร มีความเสถียรต่อสภาพแวดล้อม และสามารถดูดซึมเข้าร่างกายได้ดี 

ดังนั้นงานวิจัยทั้งหมดเพ่ือให้เกิดการห่อหุ้มสารสกัดตามจุดประสงค์ของการทดลอง 
 
1.5 ทฤษฎีที่เกี่ยวข้อง 
1.5.1 การห่อหุ้มระดับนาโนเมตร (Nanoencapsulation) 

Nanoencapsulation คือ การกักเก็บสารสกัดให้มีเสถียรภาพในระดับนาโนที่สามารถน าสารสกัดเข้า

สู่ชั้นผิวที่ลึกได้ตามความต้องการอย่างตรงจุด เพื่อเพิ่มความคงตัว (Stability) ของสารที่ถูกกักเก็บไว้ด้านใน 

ไม่ให้เกิดการออกซิเดชัน (Oxidation) หรือ การท าปฏิกิริยาเมื่อสารได้รับธาตุออกซิเจนส่งผลให้สารเหล่านั้น

ยังคงสภาพเดิมเมื่อต้องน าไปผสมในสูตร และปกป้องให้ผลิตภัณฑ์มีสภาพคงเดิมไม่เปลี่ยนสีหรือเสียคุณภาพ 

อีกท้ังยังช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในกระบวนการน าพาสารเข้าสู่ผิวได้ในชั้นที่ลึกตามความต้องการได้อย่างดีเยี่ยม 
 

 
รูปที่ 1.1 ขั้นตอนการเกิด Nanoencapsulation ก.) การที่ Bio polymer ยังไม่จับตัวกันเป็นเส้นยาว  

ข.) Polymer เริ่มมีการจับตัวกัน ค.) เกิดการ Encapsulation ง.) Nanoencapsulation อย่างสมบูรณ์ [9] 
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1.5.2 สารสกัดจากฟ้าทะลายโจร  
 สมุนไพรฟ้าทะลายโจร หรือ Andrographis paniculata เป็นพืชสมุนไพรที่มีรสชาติขม ใช้บริโภคเพ่ือ

จุดประสงค์ในการทานเป็นยารักษาโรค โดยมีสารสกัดส าคัญในกลุ่ม diterpene lactone ที่มีรสชาติขม เช่น 

14-deoxy-11-oxo-andrographolide,14-deoxy-11,12-didehydroandrographolide, 14-deoxy -
andrographolide, andrographolide และสารสกัดที่ไม่มีรสชาติขม เช่น neoandrographolide, 
homoandrographolide, andrographosterol, andrographone, andrographane เป็นต้น ตัวอย่าง

โครงสร้างโมเลกุลของสารสกัดต่าง ๆ แสดงดังรูปที่ 1.2 โดยสารสกัดเหล่านี้เป็นสารสกัดที่มีฤทธิ์ในการกระตุ้น

ภูมิคุ้มกัน ป้องกันการเกิดเซลล์มะเร็ง ช่วยปรับสมดุลไนตริกออกไซด์ในระบบไหลเวียนโลหิต และรักษาอาการ

ติดเชื้อในทางเดินหายใจจากโรคไข้หวัด [10] 
 

 
ก.)      ข.) 

 
ค.)      ง.) 

 
รูปที่ 1.2 โครงสร้างทางเคมขีองสารสกัดต่าง ๆ จากสมุนไพรฟ้าทะลายโจร  

ก.) 14-deoxyandrographolide ข.) Andrographolide  
ค.) 14-deoxy-11-oxoandrographolide ง.) 14-deoxy-11,12-didehydroandrographolide 
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 จากตัวอย่างสารสกัดต่าง ๆ ที่สามารถสกัดได้จากสมุนไพรฟ้าทลายโจร สารสกัด Andrographolide 

คือ สารสกัดที่สนใจในงานนี้ เพราะเป็นส่วนที่ให้ความขมของฟ้าทะลายโจรซึ่งมีฤทธิทางยาช่วยรักษาโรค

ท้องเสียชนิดที่ไม่เกิดจากการติดเชื้อ บรรเทาอาการโรคหวัด และ บรรเทาอาการเจ็บคอ  และห่อหุ้มสารสกัด 

Andrographolide โดยข้อมูลจ าเพาะของสารสกัด Andrographolide แสดงในตารางที่ 1.1 

ตารางท่ี 1.1 ข้อมูลจ าเพาะของสารสกัด Andrographolide 

ชื่อ IUPAC 2(5H)-Furanone, 3-[2-[(1R,4aS,5R,6R,8aS)-decahydro-6-
hydroxy-5-(hydroxymethyl)-5,8a-dimethyl-2-methylene-1-
naphthalenyl] ethyl]- (9CI, ACI) 

สูตรโมเลกุล C20H30O4 
มวลโมเลกุล 334.45 g/mol 
จุดหลอมเหลว 170-172 °C 
จุดเดือด 509.5 °C 
ความหนาแน่น 1.15 g/cm3 
ลักษณะทางกายภาพ เป็นผลึกสีขาว มีกลิ่นฉุนเหมือนต้นฟ้าทะลายโจร กลิ่นรู้สึกได้ถึงการ

กัดกร่อน 
ความสามารถละลายในตัวท าละลาย ละลายได้ในmethanol ethanol และ chloroform 

 
1.5.3 อิมัลชันชนิดน ้ามันในน ้า (Oil-in-water emulsion) 

อิมัลชันชนิดน ้ามันในน ้า (Oil-in-water emulsion, O/W) มีน ้ามันเป็นวัฎภาคภายใน และน ้าเป็นวัฎ

ภาคภายนอก เช่น น ้านม (milk) ข้อสังเกตุ หรือวิธีทดสอบอิมัลชันประเภทนี้คือ สามารถท าให้เจือจางได้ดว้ย

การเติมน ้า มีค่าการน าไฟฟ้า (electrical conductivity) สูงกว่า ผสมได้กับสีชนิดที ่ละลายน ้า (water 
soluble dye) 

 

 
รูปที่ 1.3 Oil-in-water emulsion (O/W emulsion) [11] 
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กลไกการเกิดอิมัลชัน 

• การท าให้ของเหลวแตกตัว กระจายเป็นหยดขนาดเล็กๆ ช่วยเพิ่มพื้นที่ผิวสัมผัสระหว่างของเหลว 2 

ชนิด สามารถท าได้ด้วยการใช้ แรงกล เช่น การผสม (mixing) ด้วยเครื่องผสม (mixer) การฮอโมจิ

ไนซ์ (homogenization) ด้วยเครื ่องฮอโมจิไนซ์ (homogenizer) เครื ่องบดคอลลอยด์ (colloid 
mill) 

• การท าให้อิมัลชันคงตัว เพื่อไม่ให้แยกชั้นเมื่อตั้งทิ้งไว้ ด้วยการลดแรงตึงผิวของของเหลวทั้งสองส่วน 

โดยการเติมสารอิมัลซิไฟเออร์ (emulsifier) 
การไม่คงตัวของอิมัลชัน 

การไม่คงตัวของอิมัลชัน อาจเกิดจากการรวมตัวกัน (coalescence) หรือการจับกลุ่ม ( flocculation) 
ของวัฎภาคภายใน มีสาเหตุมาจากหลายประการ เช่น ในน ้านม (milk) ความร้อน ท าลายฟิล์มโปรตีนที่ห่อหุ้ม

วัฎภาคภายใน ท าให้แยกชั้นครีม (cream) 
อิมัลซิไฟเออร์ (emulsifier) คือสารที่ใช้ลดแรงตึงผิว (surface tension) ของของเหลว โดยช่วย

ป้องกันอิมัลชันไม่ให้แยกเป็นชั้น ซึ่งในโมเลกุลของอิมัลซิไฟเออร์ มีทั้งส่วนที่ชอบน ้า (hydrophilic) และส่วนที่

ไม่ชอบน ้า (hydrophobic) โดยจะหันส่วนที่ชอบน ้าเข้าหาน ้า และหันส่วนที่ไม่ชอบน ้าเข้าหาน ้ามัน เกิดเป็น

ฟิล์มหุ ้มส่วนที ่เป็นวัฎภาคภายในไว้ ตัวอย่างของอิมัลซิไฟเออร์ ที ่ใช้ในอาหาร เช่น มอโนกลีเซอไรด์ 

(monoglyceride) ไดกลีเซอไรด์ (diglyceride) ฟอสโฟลิพิด (phospholipid) เช่น เลซิทิน (lecithin) 
 

 
ก.) 

 
ข.) 
 

Hydrophobic 

Hydrophilic 

Hydrophobic 
tail 

Hydrophilic head 
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ค.) 

รูปที่ 1.4 ก.) เป็นโครงสร้างทางเคมีของ Phospholipid ซึ่งเป็นตัวอย่างโมเลกุลของ Emulsifier 
 ข.) ตัวอย่างภาพ Cell Hydrophobic tail และ Hydrophilic Head ค.) ตัวอย่างการเกิด Emulsifier ใน 

Oil-in-water emulsion Hydrophobic tail จะล้อมรอบสารที่ไม่ชอบน ้า [11] 
 

1.5.4 สารลดแรงตึงผิว (Surfactant) 
สารลดแรงตึงผิว (Surfactant) หรือ surface active agent หรือ amphiphile คือ สารที่มีโมเลกุล

หรือไอออนซึ่งประกอบด้วย 2 ส่วน คือ ส่วนที่มีข้ัวหรือส่วนที่ชอบน ้า (hydrophilic) และส่วนที่ไม่มีขั้ว หรือ

ส่วนที่ไม่ชอบน ้า (hydrophobic) ซึ่งทั้ง 2 ส่วนนี้ต้องสมดุลกันท าให้ถูกดูดซับที่พ้ืนผิวหรือระหว่างพ้ืนผิวของ

ของเหลว ท าให้ความเข้มข้นที่พ้ืนผิวสูงกว่าความเข้มข้นภายในเนื้อของของเหลวและแรงตึงผิวลดลง 
สารที่เป็น surfactant ได้แก่ Tween80 (Polysorbate 80) ที่ใช้ในการทดลองนี้ ดังรูปที่ 1.5 

 
รูปที่ 1.5 โครงสร้างทางเคมีของ Tween80 [12] 
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ตารางท่ี 1.2 ข้อมูลจ าเพาะของ Tween80 

ชื่อ IUPAC Polyoxyethylene (20) sorbitan monooleate 
สูตรโมเลกุล C64H124O26 
มวลโมเลกุล 1310 g/mol 
จุดเดือด >100 °C 
ความหนาแน่น 1.102 g/cm3 
ลักษณะทางกายภาพ เป็นของเหลวสีเหลืองอ าพัน มีกลิ่นหวานเฉพาะตัว 
ความสามารถละลายในตัวท าละลาย ละลายได้ใน ethanol, cottonseed oil, corn oil, ethyl 

acetate, methanol และ toluene 
 
 จากข้อมูลทั้งหมดสามารถท าให้เกิดประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับเป็นเครื่องดื่มฟ้าทะลายโจรที่สามารถ

ลดสารที่มีฤทธิ์ขมได้ คือ ห่อหุ้มสาร Andrographolide ด้วย Carrageenan โดยให้เครื่องดื่มอยู่ในรูปของ Oil-
in-water emulsion ก็จะได้เครื่องดื่มท่ีบริโภคได้อย่างแท้จริง 
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บทที่ 2 
การทดลอง 

2.1 เครื่องมือและอุปกรณ์ 
Evaporator 
Nuclear Magnetic Resonance Spectrometer (NMR) 
HPLC-UV Vis spectroscopy   
Ultrasonic Homogenizer 

2.2 สารเคมี 
สารสกัด Andrographolide 

50% v/v Ethanol  
สารมาตรฐาน Andrographolide 

สารที่ใช้ในการทดสอบ TLC 
 Methanol 
 Chloroform 
สารที่ใช้ในการท า encapsulation 
 Kappa-Carrageenan 
 Tween80 
 Coconut Oil 
 Ethanol 
 Deion Water 
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2.3 วิธีการทดลอง 

การทดลองแบ่งออกเป็นสองส่วน คือ การทดลองหาสารสกัด Andrographolide จากผงฟ้าทะลาย

โจรเพื่อท าการทดสอบหาร้อยละของสารสกัด Andrographolide ที่สามารถสกัดออกมาได้ และ การทดลอง 

Nanoencapsulation สารสกัด Andrographolide ที่ได้จากข้ันตอนแรก ด้วยสาร Carrageenan เพ่ือท าการ

ทดสอบหาร้อยละของสารสกัด Andrographolide ที่ถูก Nanoencapsulation ด้วยสาร Carrageenan ใน
ขั้นตอนสุดท้าย 

 
2.3.1 การสกัด Andrographolide 

ในการทดลอง จะท าการสกัดสาร Andrographolide จากผงฟ้าทะลายโจรจ านวน 200 กรัม ด้วย

วิธีการ Reflux จ านวนสองครั้งต่อหนึ่งการทดลอง โดยวิธีการทดลองแสดงดังรูปที่ 2.1 และท าการทดลอง

ทั้งหมดตั้งแต่เริ่มจนจบทั้งหมดสองครั้ง จากนั้นท าการทดสอบสารสกัดด้วยวิธี Thin Layer Chromatography 
(TLC) และหาร้อยละของสารสกัด Andrographolide ที่สามารถสกัดออกมาได้จากการทดลองทั้งสองครั้ง 
 

รูปที่ 2.1 วิธีการทดลองหาสารสกัด Andrographolide จากผงฟ้าทะลายโจร 
  

สารสกัด 
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2.3.2 การทดสอบด้วย TLC 

การท า TLC เริ่มด้วยการเตรียมแผ่นที่มีวัฏภาคนิ่งเคลือบอยู่ โดยใช้ Zinc sulphide ซึ่งเป็นสารเรือง

แสงเคลือบบนแผ่นอลูมิเนียมบาง ท าให้สังเกตต าแหน่งของสารโดยใช้แสง UV สะดวก เตรียมสารตัวอย่างให้

อยู่ในรูปของสารละลายที่มีความเข้มข้นประมาณ 1% แล้วแต้มบน TLC ให้ห่างจากปลายด้านล่างขึ้นมา

ประมาณ 0.5 เซนติเมตร แล้วน าไปจุ่มลงในบีกเกอร์ที่มีตัวท าละลายใส่ไว้เพียงเล็กน้อยโดยให้ระดับตัวท า

ละลายสูงไม่เกินระดับที ่แต้มสารตัวอย่าง แสดงดังรูปที ่ 2.2 ตัวท าละลายที่ใช้ในวัฎภาคเคลื ่อนที ่ คือ 

Methanol และ Chloroform ในอัตราส่วน 1:12 คอยสังเกตรอยเปียกของตัวท าละลายซึมขึ้นด้านบนของ

แผ่น TLC ห่างประมาณ 0.5 เซนติเมตร รีบเอาแผ่นออก ปิดด้วยกระจกนาฬิกาให้อยู่ในระบบปิด และใช้ดินสอ

ขีดรอย solvent front ไว้ เพื่อใช้ในการค านวณค่า Rf ( Retention factor ) ของสาร ค่า Rf ของสารเป็น

อัตราส่วนระหว่างระยะทางที่สารเคลื่อนที่จากจุดเริ่มต้น ไปยังต าแหน่งสุดท้าย 

 
รูปที่ 2.2 การวางแผ่น TLC ที่แต้มสารแล้วลงในบีกเกอร์ 

 
2.3.3 การทดสอบด้วย NMR 

การพิสูจน์เอกลักษณ์ของ  Andrographolide จาก 1H NMR Spectrum DMSO-D6 400 MHz จาก

การน าสารมาตรฐาน Andrographolide มาละลายใน DMSO-D6 และสารสกัด Andrographolide ไม่ละลาย

ใน DMSO ทั้งหมดจึงมีการกรองด้วยกระดาษกรองที่มีรูขนาด 0.45 ไมครอน และน าไปเข้าเครื่อง NMR  
2.3.4 การทดสอบด้วย HPLC-UV Vis Spectroscopy 

การเตรียม Stock 1000 ppm โดยการชั่งสารมาตรฐาน Andrographolide 100 มิลลิกรัม ละลาย

ใน Methanol 100 มิลลิลิตร จากการเจือจางเพ่ือเตรียมช่วงความเข้มข้นของสารมาตรฐานดังนี้ 140, 120, 
100, 60, 40 และ 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยกรองด้วยกระดาษกรองที่มีรูขนาด 0.45 ไมครอน  

เงื่อนไขของเครื่อง HPLC คือ ต้องท าโดยใช้วิธีการ Reverse phase HPLC กับ Column : Eclipse 
XDB C18 5 ไมโครเมตร 4.6 x 150 มิลลิเมตรเป็น Stationary phase และมี Mobile phase คือ Methanol 
และน ้า ในอัตราส่วน 65:35 โดยใช้ Flow rate 1.0 มิลลิลติรต่อนาที ที่อุณหภูมิของเครื่องในอุณหภูมิห้อง ใน
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แต่ละการฉีด ใช้ 20 ไมโครลิตร ในการวิเคราะห์ สุดท้าย Detector คือ UV Vis Spectroscopy ที่ความยาว

คลื่นเท่ากับ 223 นาโนเมตร 
การวัดปริมาณสารสกัด Andrographolide ในตัวอย่าง จะใช้วิธีเช่นเดียวกับสารมาตรฐาน แต่ในการ

ฉีดจะใช้ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เพ่ือวิเคราะห์ความเข้มข้นของสารตัวอย่างได้จาก Calibration Curve 
จากสารมาตรฐานทั้ง 6 ความเข้มข้น  
2.3.5 การเตรียม carrageenan 
การเตรียมสาร carrageenan ที่ความเข้มข้น โดยวิธีการทดลองแสดงดังรูปที่ 2.3 ทดสอบด้วยการสังเกต  

รูปที่ 2.3 การเตรียมสาร carrageenan 
 

2.3.6 การเตรียมสารสกัดฟ้าทะลายโจรให้อยู่ในรูป oil-in-water emulsion  
การเตรียมสารมีองค์ประกอบห้าอย่าง หนึ ่งสารสกัด Andrographolide, Ethanol, Tween80, 

Coconut oil และ Deion water (DI water) วิธีการเริ ่มจากการผสมสาร Ethanol กับ Tween80 ให้เป็น

อัตราส่วน 4:1, 3:1, 2:1 และ 1:1 ละลายสารสกัด Andrographolide 0.05 g ให้เป็นเนื้อเดียวกัน จากนั้นเติม 

Coconut oil กับ DI Water ในอัตราส่วน 1:9 จากนั้นน าไปเข้าเครื่อง Ultrasonic Homogenizer เป็นเวลา 

2 นาท ี

Carrageenan 
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2.4 วิธีการค านวณ 
2.4.1 การหาค่า %yield 

หลังจากการท าทดลองสกัดสาร Andrographolide จากผงฟ้าทะลายโจรจนครบสองครั้ง จะต้องท า

การทดสอบหาร้อยละของสารสกัด Andrographolide ที่สามารถสกัดออกมาได้ หรือที่เรียกว่า %Yield โดย

สามารถค านวณได้ตามสมการที่ 2.1 

     %𝑌𝑖𝑒𝑙𝑑 = 𝐸𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡𝑒𝑑 𝑚𝑎𝑠𝑠
𝐷𝑟𝑦 𝑚𝑎𝑠𝑠

× 100%             

 (2.1) 
Extracted mass  คือ Andrographolide crude 
Dry mass   คือ ผงฟ้าทะลายโจรจ านวน 200 กรัม 
2.4.2 การหาค่า Rf ของ TLC 

หลังจากสกัดสาร Andrographolide จนออกมาเป็น Crude น าสารสกัดมาละลายใน Chloroform 

และSpotting สารลงบนแผ่น TLC พร้อมสารมาตรฐาน Andrographolide เพื่อจะทดสอบว่าสารที่สกัดมาได้

มีค่า Rf ใกล้เคียงกัน ดังรูปที่ 2.4 จากการสังเกตด้วยการส่องไฟ UV เพ่ือให้เห็นจุดที่มีค่าใกล้เคียงกัน 

𝑅𝑓 =
𝑠𝑝𝑜𝑡𝑡𝑖𝑛𝑔

𝑆𝑜𝑙𝑣𝑒𝑛𝑡 𝑓𝑟𝑜𝑛𝑡
 

 
Spotting  คือ ค่าท่ีสารเคลื่อนที่ถึง 
Solvent front  คือ ค่าท่ีท าการขีดเส้นจากแผ่น TLC 

  
รูปที่ 2.4 ตัวอย่างแผ่น TLC ในการทดลอง 
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2.4.3 การแปลผลของ NMR 

ผลจากเครื่อง NMR แสดงในรูปแบบของค่าความเข้มข้นของสัญญาณที่วัดได้ เทียบกับแต่ละค่า 

chemical shift ตัวอย่างดังรูปที่ 2.5 หากสารตัวอย่างแสดงสัญญาณตรงกับ chemical shift ของสาร

มาตรฐาน หมายความสารตัวอย่างกับสารมาตรฐานเป็นสารเคมีชนิดเดียวกัน 
2.4.4 การวิเคราะห์ปริมาณของ Andrographolide จาก HPLC-UV Vis Spectroscopy 

ผลจากเครื่อง HPLC-UV Vis Spectroscopy แสดงในรูปแบบของ Chromatogram ดังรูปที่ 2.6 
โดยเฉพาะพีคที่ข้ึนของสาร Andrographolide มี Calibration curve เป็นการค านวณความเข้มข้นของสาร

ตัวอย่างได้ 
 
 

 
รูปที่ 2.5 ตัวอย่าง 1H NMR สเปกตรัมของสารมาตรฐาน Andrographolide 



15 
 

 
รูปที่ 2.6 ตัวอย่าง Chromatogram จากเครื่อง HPLC 
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บทที่ 3 
ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 

 
3.1.  ผลจากการสกัดฟ้าทะลายโจร 

จากการทดลองสก ัดสารจากฟ้าทะลายโจรด ้วย 50% Ethanol ว ิธ ีการ Reflux ทิ ้งไว ้  3 ว ันได้  

Andrographolide ลักษณะสารเป็นสีด าเข้ม  ครั้งที่ 1 %Yield = 19.78 % ครั้งที่ 2 %Yield = 2.77 % 
 

 
รูปที่ 3.1 สารสกัดจากฟ้าทะลายโจรครั้งที่ 1 

 

 
รูปที่ 3.2 สารสกัดจากฟ้าทะลายโจรครั้งที่ 2 
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3.2.  ผลการทดสอบจาก TLC 

จากการทดสอบสาร A คือสารมาตรฐาน Andrographolide B คือ Crude Andrographolide ครั้งที่ 1 
และ C คือ Crude Andrographolide ครั้งที่ 2 และมีค่า Rf ใกล้เคียงกัน A=0.40 B=0.38 และ C=0.40 ดัง

รูปที่ 3.3 ดังนั้นจึงสรุปได้ว่าเป็นสารชนิดเดียวกัน เพราะ TLC ทดสอบสารโดยการใช้สังเกตด้วยตาได้และยังมี

ค่า Rf พิสูจน์ได้ว่าใน Crude มีสาร Andrographolide อยู่จริงตามทฤษฎี ส่วนสารอื่นที่ปรากฏน่าจะเป็นสาร

ในกลุ่ม Diterpene Lactone เช่นเดียวกับ Andrographolide เช่น 14-deoxyandrographolide 
 

 
รูปที่ 3.3 ตัวอย่างผล TLC ของ Andrographolide 

 
3.3. ผลการทดสอบจาก NMR 

จากรูปผลการทดสอบ ดังรูปที่ 3.4 เป็นสารมาตรฐาน Andrographolide ซึ่งสารที่ใช้มีการปนเปื้อนจาก

หลอดที่ไม่สะอาดจึงท าให้มีพีคที่เกิดขึ้นมาก ถือว่าเป็นพีค Noise ซึ่งการทดสอบนี้ไม่ได้สนใจพีค Noise ที่

เกิดขึ้น เพราะ การทดสอบนี้สนใจพีคที่เกิดขึ้นของ Andrographolide และต าแหน่งของหมู่ฟังก์ชัน OH 
เกิดข้ึนในต าแหน่ง 1.0-5.0 ppm  และโดยพีคหลักที่เกิดขึ้นตรงกับต าแหน่ง 3.5 ppm และ 2.5 ppm ตรงกับ

พีคของ Crude Andrographolide ดังรูปที่ 3.5 และ 3.6  
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รูปที่ 3.4 สารมาตรฐาน 1H NMR Andrographolide 

 
รูปที่ 3.5 1H NMR Crude Andrographolide ครั้งที ่1 
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รูปที่ 3.6 1H NMR Crude Andrographolide ครั้งที ่2 

 
3.4.  ผลการวิเคราะห์ปริมาณ Andrographolide จาก HPLC-UV Vis Spectroscopy 

 
รูปที่ 3.7 Calibration curve ของสาร Andrographolide จาก HPLC-UV Vis Spectroscopy 

 
จากกราฟด้านบน การทดสอบนี้จะสามารถค านวณความเข้มข้นของ Andrographolide ที่เราสกัดมาได้

โดยค านวณจากสมการ Y = 49.976X-27.591 มีค่า R2 = 0.9994 
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ตารางท่ี 3.1 ปริมาณสารสกัด Andrographolide 

การฉีด HPLC ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3 เฉลี่ย (µg/mL) 

Crude ครั้งที่ 1 98.67503 99.94446 100.43719 99.68556 

Crude ครั้งที่ 2 75.95711 73.22103 75.26101 74.81305 

  
3.5.  ผลการทดสอบจาก Carrageenan 

จากการสังเกตด้วยตาของสาร Carrageenan ผสมกับ KCl ที่สามความเข้มข้นจะสังเกตตามตารางท่ี 3.1 
ตารางท่ี 3.2 ผลการสังเกตจาก Carrageenan 
ความเข้มข้นของ KCl 0.5% 1.0% 1.5% 

ลักษณะของสาร สารละลายใส 

เป็นเนื้อเจล 

สารละลายขุ่น 

ไม่เป็นเนื้อเจล 

สารละลายใส 

ไม่เป็นเนื้อเจล 

 

 
รูปที่ 3.8 ตัวอย่าง carrageenan ที่มีการผสม KCl 

 
3.6.  ผลการตรวจสอบ Oil-in-water emulsions 

จากการทดสอบสารให ้อย ู ่ ในร ูปของ Oil-in-water emulsion จะทดสอบจากการท ี ่ ผสมสาร 

Andrographolide เปรียบเทียบกับสารที่ไม่ผสม Andrographolide เพื่อสังเกตความเป็นเนื้อเดียวกัน และ

กลิ่นของสารที่ผสมเข้าเป็นเนื้อเดียวกัน 
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รูปที่ 3.9 ขั้นตอนการใช้เครื่อง Ultrasonic Homogenizer 

 
ตารางท่ี 3.3 ผลการสังเกต Oil-in-water emulsion 

ลักษณะของสาร 1:4 1:3 1:2 1:1 

มี 

Andrographolide 
ผสมอยู่ 

เป็นเนื้อเดียวกัน 
มีกลิ่น EtOH มาก 
มีกลิ่นเหม็นเขียว

เล็กน้อย 

เป็นเนื้อเดียวกัน 
มีกลิ่น Tween80 มาก 

มีกลิ่นเหม็นเขียว

เล็กน้อย 

เป็นเนื้อเดียวกัน 
มีกลิ่น Tween80 กลาง 

มีกลิ่นเหม็นเขียว

เล็กน้อย 

ไม่เป็นเนื้อเดียวกัน 
มีกลิ่น Tween80 น้อย 

มีกลิ่นเหม็นเขียว

เล็กน้อย 

ไม่มี 
Andrographolide 

ผสมอยู่ 

เป็นเนื้อเดียวกัน 
มีกลิ่น EtOH มาก 
ไม่มีกลิ่นเหม็นเขียว 

เป็นเนื้อเดียวกัน 
มีกลิ่น Tween80 มาก 

ไม่มีกลิ่นเหม็นเขียว 

เป็นเนื้อเดียวกัน 
มีกลิ่น Tween80 กลาง 

ไม่มีกลิ่นเหม็นเขียว 

ไม่เป็นเนื้อเดียวกัน 
มีกลิ่น Tween80 น้อย 

ไม่มีกลิ่นเหม็นเขียว 
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รูปที่ 3.10 ตัวอย่าง Oil-in-water emulsion ที่มี Andrographolide ผสมอยู่ 

 
รูปที่ 3.11 ตัวอย่าง Oil-in-water emulsion ที่ไม่มี Andrographolide ผสมอยู่ 
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บทที่ 4 
สรุปผลการทดลอง 

 
 ในงานวิจัยนี้พบว่าการเตรียมสกัดฟ้าทะลายโจรด้วยวิธีการ Reflux 3 วัน โดยใช้ 50%Ethanol จะ

ส่งผลให้ % Yield ในการสกัดครั ้งแรกมากถึง 19.78 % ส่วนครั ้งที ่สอง %Yield = 2.77 % น้อยลงมาก 

เนื่องจาก Ethanol ที่ใช้ในการสกัดนั้นมีน ้าเป็นองค์ประกอบ ในการ Reflux คือการที่น าไอน ้าและไอของ 

Ethanol สกัดออกมาจากของแข็ง คือผงฟ้าทะลายโจร ดังนั้นในการสกัดซ ้าจะท าให้ประสิทธิภาพในการสกัด

ลดลงตาม % Yield และนอกจากนั้นยังมีการใช้ Ethanol ซ ้าในการสกัด เพื่อลดปริมาณของเสียจากการกลั่น

ด้วยเครื่อง Evaporator ส่งผลให้ %Yield น้อยลงมาก ๆ จากที่ควรจะเป็น 
 จากนั้นจึงทดสอบด้วย TLC เพื่อพิสูจน์เอกลักษณ์ของสาร โดยท าการทดสอบด้วยการละลายสาร

มาตรฐานและสารสก ัด  Crude Andrographolide ด ้วย Chloroform จากน ั ้นทดสอบ Methanol : 
Chloroform ในอ ัตราส ่ วน  1:12 จะได ้ผลล ัพธ ์  ท ั ้ งสามาตรฐาน Andrographolide และ Crude 
Andrographolide ครั้งที่ 1 และครั้งที่ 2 และมีค่า Rf ใกล้เคียงกัน ดังนั้นจึงสรุปได้ว่าเป็นสารชนิดเดียวกัน 
 การทดสอบต่อไปคือการท า NMR เพื่อพิสูจน์เอกลักษณ์ของ Andrographolide ของสารมาตรฐาน

กับ Crude ครั้งที่ 1 และครั้งที่ 2 มีค่าตรงกัน เนื่องจากเครื่อง NMR ตั้งค่าแสดงผล 1H NMR พีคที่ขึ้นมาตรง

ก ับค ่าเก ิดข ึ ้นตรงก ับต  าแหน่ง  3.5 ppm และ 2.5 ppm ด ังน ั ้น จ ึงพ ิส ูจน ์ เอกล ักษณ์ได ้ว ่า Crude 
Andrographolide เป็นไปตามสารมาตรฐาน ซึ่งมีอยู่จริงตามทฤษฎี โดยการใช้ NMR เป็นวิธีที่พิสูจน์ได้โดย

สังเกตจากพีคท่ีขึ้นต าแหน่งเดียวกันได้เลย 
 การทดสอบปริมาณ Andrographolide โดยใช้ HPLC-UV Vis Spectroscopy จะน าสารมาตรฐาน

มาสร้าง Calibration curve ที ่ความเข้มข้นดังต่อไปนี ้ 140 , 120, 100, 60, 40 และ 20 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร สามารถสร้างสมการเส้นตรงได้ คือ Y = 49.976X-27.591 มีค่า R2 = 0.9994 สามารถค านวณ

ปริมาณ Crude Andrographolide ได้ครั้งที่ 1 โดยเฉลี่ยอยู่ที่ประมาณ 99.68556 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

ครั้งที่ 2 โดยเฉลี่ยอยู่ที่ประมาณ 74.81305 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นความเข้มข้นที่ยอมรับได้เนื่องจาก

ปริมาณละลาย Crude 0.5 กรัมใน 10 มิลลิลิตร 
 จากการทดลองละลาย Carrageenan ผสมกับ KCl 0.5% 1.0% และ 1.5% จากผลการสังเกต 

ลักษณะของสาร Carrageenan ผสมกับ 0.5%KCl จะมีสารละลายใส เป็นเนื้อเจล ต่อมา Carrageenan ผสม

กับ 1.0%KCl จะมีสารละลายขุ ่น ไม่เป็นเนื ้อเจล และสุดท้าย  Carrageenan ผสมกับ 1.5%KCl จะมี

สารละลายใส ไม่เป็นเนื้อเจล เนื่องจาก K+ 
 จะเข้าไปจับตัวประจุลบของ Carrageenan ท าให้สารไม่เป็นเนื้อ

เจล สารละลายจะมีความขุ่นจากความเข้มข้นที่เพ่ิมขึ้น 
 จากการทดลองสารผสมให้อยู่ในรูปของ Oil-in-water emulsion จะสังเกตสี กลิ่น และความเป็นเนื้อ

เดียวกันโดยเปรียบเทียบจากการที่ผสมสาร Andrographolide และไม่ผสมสาร Andrographolide จะได้ผล

ตามนี้ Tween80:Ethanol ในอัตราส่วน 1:4 ถึง 1:1 ที่ผสม Andrographolide  เป็นเนื้อเดียวกัน มีกลิ่น 
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Ethanol มาก มีกลิ ่นเหม็นเขียวเล็กน้อย ในส่วนที ่ไม่ผสม Andrographolide เป็นเนื ้อเดียวกัน มีกลิ่น 

Ethanol มาก ไม่มีกลิ่นเหม็นเขียว ต่างกันส่วนที่มีกลิ่นเหม็นเขียว และแนวโน้มอัตราส่วนของ Ethanol มาก

ท าให้มีกลิ่นโดดขึ้นมาเยอะกว่า ส่วนเนื่องจากอัตราส่วน Ethanol ลดลง ท าให้ได้กลิ่น Tween80 ชัดขึ้น เป็น

เหมือนกลิ่นหอมหวาน จากน ้ามันมะพร้าวที่ไม่มีมีกลิ่น ส่วนผสมของ Tween80 กับ Ethanol อาจจะส่งผลให้

น ้ามันมะพร้าวที่มี Fatty acid กระจายกลิ่นขึ้นมา ส่วนอัตราส่วนอื่นๆ Tween80:Ethanol ในอัตราส่วน 1:2 
เป็นอัตราส่วนที่เหมาะสมสุด เนื่องจากอัตราส่วน Tween80 ที่เพิ่มขึ้น ท าให้ได้กลิ่นหอมหวานเช่นเดียวกัน 

ส่วน Tween80:Ethanol ในอัตราส่วน 1:1 ไม่เป็นเนื้อเดียวกัน มาจากการที่อัตราส่วนที่ไม่ได้ ท า ให้ไม่เกิด 

Oil-in-water emulsion แนวโน้มของสารเป็นไปตามอัตราส่วน Tween80 จะท าให้มีกลิ่นหอมขึ้นมา และ 

อัตราส่วนที่เหมาะสมที่สุดคือ อัตราส่วน 1:2 เพราะ เป็นเนื้อเดียวกัน ไม่แยกชั้นกันเมื่อตั้งทิ้งไว้เป็นเวลานาน 

ทั้งมีกลิ่นหอมหวาน กลิ่น Tween80 กลาง ๆ 
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