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บทคัดย่อ  

สาร Epidermal Growth Factor (EGF) ถูกใชใ้นผลิตภณัฑ์เคร่ืองส าอางซ่ึงมีคุณสมบติัช่วยลด
เลือนร้ิวรอยได้ดี แต่เน่ืองจากสารสามารถสูญเสียคุณสมบติัทางเคมีได้ง่ายเม่ืออยู่ในสภาวะท่ีมี
อุณหภูมิมากกว่า 40 °C ซ่ึงท าให้สารเกิดการเสียสภาพแบบ Protein Aggregation จึงเป็นท่ีมาของ
งานวิจยัน้ีเพื่อเตรียมสาร Methoxy Polyethylene Glycol - Epidermal Growth Factor (PEG-EGF) โดย
ใชป้ฏิกิริยา PEGylation เช่ือมต่อระหวา่งสาร EGF และสาร Methoxy PEG Propionaldehyde (mPEG-
ALD) และศึกษาความคงตวัต่ออุณหภูมิของสารในสูตรต ารับเคร่ืองส าอาง จากการทดลองได้สาร 
PEG-EGF ในปริมาณ 24.5 mg คิดเป็นผลิตภณัฑ์ร้อยละ 11.60 ซ่ึงสาร PEG-EGF ท่ีไดมี้ความบริสุทธ์ิ
ประมาณ 70 % เม่ือวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค SEC-HPLC และ RP-HPLC และสารมีน ้ าหนกัโมเลกุลเท่ากบั 
27,446.177 Da จากการน าสาร PEG-EGF ใส่ในสูตรต ารับเอสเซนส์เซร่ัมพร้อมทั้งทดสอบความคงตวั
ต่ออุณหภูมิของสาร EGF ในรูปแบบ PEG-EGF เปรียบเทียบกบัสาร Native EGF เม่ือทดสอบในสูตร
ต ารับเอสเซนส์เซร่ัมในอุณหภูมิ 4° C อุณหภูมิห้อง และอุณหภูมิ 50 °C เป็นระยะเวลา 60 วนั พบวา่
สาร PEG-EGF มีปริมาณคงเหลือมากกว่าสาร Native EGF ถึง 10.81%, 27.76% และ 21.49% 
ตามล าดบั เม่ือทดสอบความพึงพอใจต่อผลิตภณัฑ์ สรุปไดว้า่ PEG-EGF เอสเซนส์เซร่ัมสร้างความพึง
พอใจดา้นความหนืดของผลิตภณัฑ์และความพึงพอใจโดยรวมของผลิตภณัฑ์มากกวา่ EGF เอสเซนส์
เซร่ัมซ่ึงเป็นผลิตภัณฑ์ท่ีมีจ  าหน่ายในท้องตลาด แต่ด้อยกว่าในด้านสี กล่ิน และความนุ่มของ
ผลิตภณัฑ์ ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงสรุปได้ว่าการเตรียมสาร EGF ให้อยู่ในรูปของ PEG-EGF เป็นอีก
แนวทางหน่ึงท่ีช่วยเพิ่มความคงตวัของสารต่ออุณหภูมิสูงไดดี้ยิง่ข้ึน  
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Abstract 
Epidermal Growth Factor (EGF) is used in cosmetic product, which has properties to reduce 

wrinkles as well nevertheless, it can denature easily in the temperature above 40 ° C. The purpose of 
this study was to develop of PEG-EGF and investigate the stability of PEG-EGF in essence serum 
formula under 4° C, room temperature and 50° C. PEG-EGF was modified from EGF to conjugate 
with mPEG-ALD by PEGylation reaction. After reaction, 24.5 mg of the product was obtained (11.60 
% yield) with the purity of 70% based on SEC-HPLC and RP-HPLC analyzed and its molecular 
weight was 27,446.177 Da. Then, PEG-EGF was incorporated in essence serum formula and 
submitted to stability testing in comparison to native EGF by storage at 4° C, room temperature and 
50° C, for 60 days. The results showed that PEG-EGF remained quantity more than native EGF 
10.81%, 27.76% and 21.49%, respectively. For sensory testing, PEG-EGF essence serum provided a 
higher satisfaction with product viscosity and overall product satisfaction than EGF essence serum, 
while, it has less acceptance in color, smell and providing softness. In conclusion, the PEG-EGF has a 
potential to be improve stability of EGF in essence serum formulation.  

Keywords: EGF, PEG-EGF, PEGylation 

บทน า/หลกัการและเหตุผล  
Epidermal Growth Factor (EGF, sh-oligopeptide-1) เป็นสารโพลีเปปไทด์ท่ีมีคุณสมบติั

กระตุน้ให้เซลล์ผิวหนงัแบ่งตวัพร้อมทั้งกระตุน้ให้เซลล์สร้างสารคอลลาเจนและกรดไฮยาลูรอนิค ซ่ึง
สาร EGF มีคุณสมบติัช่วยลดเลือนร้ิวรอย ช่วยบ ารุงผิวโดยเขา้กระตุน้การสร้างเซลล์ผิว การสร้าง
คอลลาเจน และให้ผลลัพธ์ของร้ิวรอยท่ีจางลง พร้อมทั้งช่วยเพิ่มความหยืดหยุ่นแก่ผิว (Caroline,  
Diana & Phillip, 2016) ดงันั้นจึงมีการสังเคราะห์สาร EGF ข้ึนเพื่อใชเ้ป็นสารองคป์ระกอบหลกัใน
ผลิตภณัฑ์ลดเลือนร้ิวรอย แต่เน่ืองจากสาร EGF สามารถสูญเสียคุณสมบติัทางเคมีไดง่้ายเม่ืออยู่ใน
สภาวะท่ีมีอุณหภูมิมากกวา่ 40 °C ซ่ึงท าให้เกิดการเสียสภาพของสารแบบ Protein Aggregation (Yang, 
Wu, Huang & Tsai, 2004) การเตรียม EGF ให้อยูใ่นรูปของ PEG-EGF ซ่ึงเตรียมสารโดยการดดัแปลง
โครงสร้างของ EGF เช่ือมต่อกบัโมเลกุลของ mPEG-ALD ดว้ยปฏิกิริยา PEGylation ซ่ึงเป็นอีกหน่ึง
วิธีในการเพิ่มความคงตวัต่ออุณหภูมิของสาร ดงันั้นงานวิจยัน้ีมีจุดประสงค์เพื่อเตรียมสาร PEG-EGF 
และน าสารท่ีไดศึ้กษาความคงตวัต่ออุณหภูมิของสารในสูตรต ารับเคร่ืองส าอาง  
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ระเบียบวธีิวจัิย  
1. การเตรียมสาร PEG-EGF  
การเตรียมสาร PEG-EGF ได้อา้งอิงตามวิธีของ Dong et al. (2006) โดยการละลายสาร 

Methoxy PEG Propionaldehyde (mPEG-ALD) 20 kDA จ านวน 0.48 g (0.024 mMole) ในสาร 20 mM 
Sodium acetate buffer ท่ีมีค่า pH เท่ากบั 5.0 จากนั้นเติมสาร Epidermal Growth Factor (EGF) 50.0 mg 
(0.00806 mMole) และผสมสารให้เขา้กนั จากนั้นเติมสาร 20 mM Sodium cyanoborohydride และผสม
สารอยา่งต่อเน่ืองท่ีอุณหภูมิ 4°C เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นท าการหยุดปฏิกิริยาและก าจดัสาร
ส่วนเกินดว้ยเทคนิค Dialysis โดยใชชุ้ด Protein concentrator (MW cut off 10 kDa) และเจือจางดว้ย
สาร 5 mM Tris HCl ท่ีมีค่า pH เท่ากบั 8.0 ร่วมกบัการป่ันเหวี่ยงดว้ยเคร่ือง Centrifuge ท่ีความเร็วรอบ 
3000 g ท่ีอุณหภูมิ 4 °C เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นน าส่วนของเหลวท าให้อยูใ่นรูปผงแห้งดว้ยใชเ้คร่ือง 
Lyophilizer และน าผลิตภณัฑ์ท่ีได้วิเคราะห์ปริมาณสาร PEG-EGF และค านวณร้อยละผลได้ของ
ผลิตภณัฑ ์

การค านวณปริมาณผลไดต้ามทฤษฎี  

น ้าหนกัตามทฤษฎีของ PEG-EGF = โมลของ EGF ท่ีใชใ้นการท าปฏิกิริยา × มวลโมเลกุลของ PEG-EGF 

การค านวณร้อยละผลไดข้องผลิตภณัฑ์ 

ร้อยละผลิตภณัฑ์ =  × 100 

2. การวเิคราะห์สาร PEG-EGF 
1) เทคนิค Size-Exclusion Chromatography  
การวิเคราะห์ PEG-EGF โดยใช้เคร่ือง High Performance Liquid Chromatography 

(HPLC) โดยใชค้อลมัน์ TSKgel G2000SWXL (7.8 mm. × 30 mm., TosoH, Japan) ซ่ึงเป็นคอลมัน์
ชนิด Size-Exclusion ใชส้าร 10 mM phosphate buffer, 154 mM Sodium chloride ท่ีมีค่า pH เท่ากบั 7.4 
เป็น Mobile phase buffer และน าสารตวัอยา่ง mPEG-ALD, EGF และ PEG-EGF กรองผา่น Membrane 
filter รูพรุนขนาด 0.22 mm. จากนั้นฉีดตวัอย่างท่ีผ่านการกรองแลว้ในปริมาตร 120 µL ในเคร่ือง 
HPLC เพื่อตรวจวเิคราะห์ และใชอ้ตัราการชะตวัอยา่งออกจากคอลมัน์ท่ี 1.0 mL/min เป็นระยะเวลา 45 
นาที โดยตรวจวดัสารจากการดูดกลืนแสง UV ท่ีความยาวคล่ืน 280 nm 

2) เทคนิค Reversed-phase Chromatography 
การวิเคราะห์ PEG-EGF ดว้ยเทคนิค RP-HPLC ใช้คอลมัน์ Inertsil ODS-3 (C18, 4.6 

mm.× 250 mm., GL sciences, Japan) และใชส้ารละลายของ 0.1% Trifluoroacetic acid (TFA) ในน ้ า DI 
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type 1 เป็น Mobile phase A และสารละลาย 0.1% TFA ใน Acetonitrile เป็น Mobile phase B และน า
สารตวัอยา่ง mPEG-ALD, EGF และ PEG-EGF กรองผ่าน Membrane filter รูพรุนขนาด 0.22 mm. 
จากนั้นฉีดตวัอยา่งท่ีผา่นการกรองแลว้ ในปริมาตร 120 µL ในเคร่ือง HPLC เพื่อตรวจวิเคราะห์ และใช้
อตัราการชะตวัอยา่งออกจากคอลมัน์ท่ี 1.0 mL/min แบบ Gradient elution ท่ี 20 – 40% mobile phase B 
เป็นระยะเวลา 45 นาที โดยตรวจวดัสารจากการดูดกลืนแสง UV ท่ีความยาวคล่ืน 280 nm  

3) การวิเคราะห์น ้ าหนกัโมเลกุลของ PEG-EGF โดยใช้เทคนิค Matrix-Assisted Laser 
Desorption/Ionization Time-Of-Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS)  

น าตวัอย่างสาร mPEG-ALD, EGF และ PEG-EGF ซ่ึงอยู่ในลักษณะผงแห้งตรวจ
วเิคราะห์น ้าหนกัโมเลกุลของสารดว้ยเคร่ือง MALDI-TOF-MS (Bruker, รุ่น Autoflex speed TM) 

3. การเตรียม PEG-EGF เอสเซนส์เซร่ัม  
เบสเอสเซนส์เซร่ัมประกอบดว้ยสารให้ความชุ่มช้ืน คือ Propanediol และสาร Chelating agent 

คือ Disodium EDTA โดยใชน้ ้ า DI เป็นตวัท าละลาย ซ่ึงในสูตรต ารับ ซ่ึงรายละเอียดสูตรต ารับแสดง
ดงัตารางท่ี 1 

ตารางที ่1 สูตรต ารับเอสเซนส์เซร่ัม 

ส่วนประกอบ 
F1 

% w/w 
F2 

% w/w 
F3 

% w/w 
DI water (Aqua) q.s. 100 q.s. 100 q.s. 100 
EDTA (Disodium EDTA) 0.10 0.10 0.10 
Zemea propanediol (Propanediol) 4.00 4.00 4.00 
PEG-EGF  
(PEG, sh-oligopeptide-1) 

- 0.01 - 

EGF (sh-oligopeptide-1) - - 0.01 

4. การทดสอบความคงตวัของ PEG-EGF ในสูตรต ารับเอสเซนส์เซร่ัม 
น าเอสเซนส์เซร่ัมท่ีได้จากการเตรียมบรรจุในขวดแก้วปิดฝาปริมาตร 300 mL จดัเก็บท่ี

อุณหภูมิ 4°C, อุณหภูมิห้อง และอุณหภูมิ 50 °C ท าการเก็บตวัอยา่งเป็นระยะเวลารวม 60 วนั และน า
ตวัอยา่งท่ีไดว้ิเคราะห์ปริมาณสารคงเหลือของ EGF ในวนัท่ี 0, 9, 14, 28, 35, 60 เพื่อศึกษาลกัษณะ
ความคงตวัของ EGF ท่ีอยู่ในรูปแบบ PEG-EGF และ EGF อิสระ ในสูตรต ารับเอสเซนส์เซร่ัม ดว้ย
เทคนิค RP-HPLC  
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5. การประเมินความพึงพอใจของผลิตภณัฑ ์PEG-EGF เอสเซนส์เซร่ัม 
การประเมินความพึงพอใจผลิตภณัฑ์คร้ังน้ีมีผูร่้วมการประเมินรวม 15 คน ซ่ึงก าหนดให้

อาสาสมคัรทดลองใช้ผลิตภณัฑ์ทาบริเวณทอ้งแขนและประเมินความพึงพอใจต่อผลิตภณัฑ์ PEG-
EGF เอสเซนส์เซร่ัม (F2) เทียบกบั EGF เอสเซนส์เซร่ัมซ่ึงเป้นผลิตภณัฑ์ในทอ้งตลาด (F4) ซ่ึง
ประกอบดว้ยสาร EGF, Butylene glycol, Glycerine, Phenoxyethanol และน ้ า ซ่ึงเป็นผลิตภณัฑ์ท่ีมี
จ  าหน่ายในทอ้งตลาด การประเมินผลโดยการตอบแบบสอบถาม ซ่ึงมีหวัขอ้การประเมินไดแ้ก่ ความ
หนืดของผลิตภณัฑ์ สีของผลิตภณัฑ์ กล่ินของผลิตภณัฑ์ ความนุ่มล่ืนของผลิตภณัฑ์ และความพึง
พอใจโดยรวมของผลิตภณัฑ์ และมีเกณฑ์การให้คะแนน 4 ระดบั ไดแ้ก่ พอใจต่อผลิตภณัฑ์นอ้ยท่ีสุด 
มีความรู้สึกเฉยๆต่อผลิตภณัฑ ์มีความรู้สึกพอใจต่อผลิตภณัฑ์ และมีความรู้สึกพอใจมากต่อผลิตภณัฑ ์
จากนั้นน าขอ้มูลท่ีไดค้  านวณร้อยละผลรวมความพึงพอใจในผลิตภณัฑ ์

ผลวจัิย  
1. การเตรียมสาร PEG-EGF  
การเตรียม PEG-EGF เป็นอีกทางเลือกหน่ึงในการพฒันา EGF ให้อยูใ่นรูปแบบท่ีมีความคง

ตวัต่ออุณหภูมิมากยิ่งข้ึนและช่วยรักษาประสิทธิภาพการท างานให้ยาวนานข้ึน โดยในงานวิจยัน้ีใช้
เทคนิคการเตรียม EGF ดว้ยปฏิกิริยา PEGylation เพื่อเช่ือมต่อสาร EGF ซ่ึงมีขนาดโมเลกุล 6.2 kDa 
กบัสาร Methoxy polyethyleneglycol propionaldehyde (mPEG-ALD) ซ่ึงมีขนาดโมเลกุล 20 kDa ใน
โครงสร้างของสาร EGF ประกอบดว้ยกรดอะมิโนท่ีมีหมู่เอมีนท่ีต าแหน่ง N-terminus, Lys-28 และ 
Lys-48 ซ่ึงเป็นต าแหน่งท่ีสามารถเกิดเป็นปฏิกิริยาการเช่ือมสาร (PEGylation site) โดยบริเวณต าแหน่ง
ดงักล่าวจะเช่ือมต่อกบัหมู่แอลดีไฮด์ของสาร mPEG-ALD ดว้ยพนัธะโควาเลนซ์ ซ่ึงในขั้นตอนการ
เตรียมสารใชอ้ตัราส่วนของสาร mPEG-ALD ต่อสาร EGF เท่ากบั 3:1อา้งอิงตามวิธีของ Dong et al. 
(2006) อีกทั้งใชส้าร Sodium cyanoborohydride เป็นสาร Reducing agent และไดผ้ลิตภณัฑ์สุดทา้ยเป็น
สาร Secondary amine PEG-EGF ดงัแสดงในภาพท่ี 1 จากการทดลองพบว่า PEG-EGF ท่ีไดจ้าก
ปฏิกิริยามีปริมาณเท่ากบั 24.5 mg และเม่ือเทียบกบัผลไดต้ามทฤษฎีซ่ึงมีจ านวนเท่ากบั 211.3 mg จึง
คิดเป็นร้อยละของผลได ้PEG-EGF เท่ากบัร้อยละ 11.60 
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ภาพที่ 1 ปฏิกิริยา PEGylation ระหวา่งสาร mPEG-ALD และสาร EGF 

2. คุณลกัษณะของสาร PEG-EGF  
1) เทคนิค Size-Exclusion Chromatography 
เทคนิค Size-Exclusion HPLC เป็นเทคนิคท่ีเหมาะในการแยกสารท่ีมีขนาดโมเลกุล

แตกต่างกนั โดยสารท่ีมีขนาดโมเลกุลใหญ่กวา่จะถูกชะออกจากคอลมัน์ก่อนจึงมีระยะเวลาท่ีสารถูก
ชะออกจากคอลมัน์ (Retention time, Rt) สั้ นกว่า ส่วนสารท่ีมีขนาดโมเลกุลเล็กกวา่จะมีระยะเวลาท่ี
สารถูกชะออกจากคอลมัน์มากกวา่ ซ่ึงสารตั้งตน้ EGF มีขนาดโมเลกุลเฉล่ียเท่ากบั 6,200 Da และสาร
mPEG-ALD มีขนาดโมเลกุลเฉล่ียเท่ากบั 20,000 Da ดงันั้นขนาดโมเลกุลของ PEG-EGF ท่ีไดจ้าก
ปฏิกิริยาจะมีขนาดโมเลกุลเฉล่ียประมาณ 26,200 Da ซ่ึงถูกชะออกจากคอลมัน์เร็วกวา่สาร Native EGF 
หรือสาร PEG-EGF มีค่า Rt ต ่ากวา่สาร Native EGF ทั้งน้ีผลจากโครมาโตแกรมของสาร Native EGF 
ปรากฏสัญญาณท่ีเวลา 21 นาที ในขณะท่ีโครมาโตแกรมของสารท่ีได้หลังการท าปฏิกิริยา
ประกอบดว้ยสัญญาณหลกัของ PEG-EGF ท่ี 13.42 นาที ซ่ึงปริมาณเท่ากบั 75.60% และพีครองของ 
Free EGF ปรากฏสัญญาณท่ีเวลา 21 นาที ซ่ึงมีปริมาณเท่ากบั 24.39% แสดงดงัภาพท่ี 2 ดงันั้นแสดงให้
เห็นวา่ปฏิกิริยาการสังเคราะห์ไดส้าร PEG-EGF ในปริมาณ 75.60% ซ่ึงสารมีการเปล่ียนแปลงขนาด
โมเลกุลท่ีใหญ่ข้ึน และยงัมีสารตั้งตน้เหลืออยู ่24.39% 
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ภาพที ่2 โครมาโตแกรมของสาร PEG –EGF และ EGF วิเคราะห์ดว้ยเทคนิค SEC-HPLC 

2) เทคนิค Reversed-Phase Chromatography 
การวิเคราะห์สาร PEG–EGF ดว้ยเทคนิค RP-HPLC โดยใชค้อลมัน์ Inertsil ODS-3 ซ่ึง

เป็นคอลมัน์ชนิด Octadecyl มีกลไกการแยกโดยอาศยัความแตกต่างของคุณสมบติัความมีขั้วของสาร 
(Hydrophobicity) ซ่ึงสารท่ีไม่มีขั้วจะถูกหน่วงไดดี้ในคอลมัน์และถูกชะออกมาชา้กวา่สารท่ีมีขั้วหรือ
สารท่ีมีขั้วมากจะมีค่า Rt ต ่ากวา่สารท่ีมีขั้วนอ้ย ซ่ึงสาร Native EGF มีค่า Rt เท่ากบั 23.42 นาทีดงันั้น
สาร PEG-EGF ท่ีไดจ้ากการสังเคราะห์ คาดวา่จะปรากฏค่า Rt ท่ีสูงกวา่ 23.42 ซ่ึงผลจากโครมาโตแก
รมของสาร PEG-EGF ปรากฏพีคของสารซ่ึงประกอบดว้ยพีคหลกัของ PEG-EGF ปรากฏ Rt ท่ี 32.81 
นาที มีปริมาณเท่ากบั 69.70% และพีครองของสาร Free EGF ปรากฏ Rt ท่ี 23.42 นาที มีปริมาณเท่ากบั 
30.30% แสดงดงัภาพท่ี 3 และเม่ือค านวณปริมาณสารจากพื้นท่ีใตก้ราฟและแทนค่าในสมการของ
กราฟสารมาตรฐาน ไดป้ริมาณ PEG-EGF เท่ากบั 23 mg และ Free EGF เท่ากบั 10 mg ดงันั้นแสดงให้
เห็นว่าปฏิกิริยาการสังเคราะห์ PEG-EGF ได้สารท่ีมีคุณสมบติัการมีขั้วน้อยลงเม่ือเทียบของสาร 
Native EGF ซ่ึงเป็นสารตั้งตน้และสาร PEG-EGF ท่ีไดมี้สัดส่วนเท่ากบั 69.70% และในปฏิกิริยายงั
คงเหลือสารตั้งตน้อยู ่30.30% 
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ภาพที ่3 โครมาโตแกรมของสาร PEG –EGF วเิคราะห์ดว้ยเทคนิค RP-HPLC 

3) ผลการวิเคราะห์น ้ าหนกัโมเลกุลของ PEG-EGF โดยใชเ้ทคนิค Matrix-Assisted Laser 
Desorption/Ionization Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS)  

เทคนิค Mass Spectrometry เป็นเทคนิคท่ีถูกใช้ในการวิเคราะห์น ้ าหนกัโมเลกุลของสาร
โดยใชส้ารตวัอยา่งตรึงกบัผลึกของ Matrix ซ่ึงช่วยดูดซบัพลงังาน เม่ือยิงแสงเลเซอร์ลงบนตวัอยา่งจะ
เกิดการแตกตวัของสารเป็นไอออนพร้อมเคล่ือนท่ีไปตามท่อสูญญากาศท่ีมีสนามไฟฟ้า โดยสารท่ีมี
มวลโมเลกุลน้อยจะเคล่ือนท่ีไปได้เร็วกว่าสารท่ีมีมวลโมเลกุลมากและตกกระทบกบัตวัตรวจจบั 
(Detector) ระยะเวลาท่ีไอออนเคล่ือนท่ีไปตกกระทบกบัตวัตรวจจบั (Time-of-flight, TOF) ถูกค านวณ
เป็นน ้ าหนกัโมเลกุลของสาร ซ่ึงผลการวิเคราะห์น ้ าหนกัโมเลกุลของสาร Native EGF มีค่าเท่ากบั 
6,222.2 m/z และน ้ าหนกัโมเลกุลของสาร mPEG-ALD เท่ากบั 21,431.93 m/z ขณะท่ีน ้ าหนกัโมเลกุล
ของ PEG-EGF มีค่าเท่ากบั 27,446.177 m/z แสดงดงัภาพท่ี 4 ดงันั้นจากผลการวิเคราะห์สามารถสรุป
ไดว้า่สภาวะท่ีใชใ้นการสังเคราะห์สาร PEG-EGF เกิดปฏิกิริยาการเช่ือมต่อระหว่างสาร mPEG-ALD 
ต่อสาร EGF ในอตัราส่วน 1:1 เม่ือพิจารณาจากน ้ าหนกัโมเลกุลของสารผลิตภณัฑ์ท่ีไดห้ลงัการท า
ปฏิกิริยา 
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ภาพที ่4 ผลการทดสอบน ้าหนกัโมเลกุลของสาร PEG-EGF โดยใชเ้ทคนิค MALDI-TOF MS 

3. การเตรียม PEG-EGF เอสเซนส์เซร่ัม  
สูตรต ารับเบสเอสเซนส์เซร่ัม (F1) ประกอบดว้ยสาร Propanediol ซ่ึงช่วยเพิ่มความชุ่มช้ืนให้

ผิว อีกทั้งใชน้ ้ า DI เป็นตวัท าละลายหลกัในสูตรต ารับ ซ่ึงลกัษณะของเอสเซนส์เซร่ัมเป็นของเหลวใส 
ไม่มีสี ไม่มีกล่ิน และมีความหนืดต ่า ส่วนในสูตรต ารับเอสเซนส์เซร่ัม F2 ประกอบดว้ยสาร PEG-EGF 
ปริมาณ 100 ppm และสูตรต ารับเอสเซนส์เซร่ัม F3 ประกอบดว้ยสาร EGF ปริมาณ 100 ppm โดย
ลกัษณะทางกายภาพของเอสเซนส์เซร่ัมสูตรต ารับ F2 และสูตรต ารับ F3 มีลกัษณะเหมือนกนัทั้ง 2 
สูตรเน่ืองจากลกัษณะของสาร PEG-EGF และสาร Native EGF ซ่ึงถูกใช้เป็นส่วนประกอบหลกัใน
สูตรต ารับมีสีและความหนืดของสารเหมือนกนัจึงท าให้เม่ือถูกน ามาใช้เป็นส่วนประกอบในสูตร
ต ารับจึงไม่ส่งผลต่อลกัษณะทางกายภาพของเน้ือเอสเซนส์เซร่ัม 

4. ผลการประเมินความพึงพอใจผลิตภณัฑ ์PEG-EGF เอสเซนส์เซร่ัม 
การประเมินความพึงพอใจผลิตภณัฑ์มีผูร่้วมการประเมินรวม 15 คน ซ่ึงกลุ่มผูเ้ข้าร่วม

ประเมินมีอายุอยูใ่นช่วง 21-30 ปี จ  านวน 53.33 %, ช่วงอายุ 31 – 40 จ านวน 40.00% และช่วงอายุ 41 – 
50 จ านวน 6.67% โดยกลุ่มผูเ้ขา้ร่วมทั้ง 100% เคยมีประสบการณ์ใชผ้ลิตภณัฑ์ในกลุ่มเอสเซนส์เซร่ัม
มาก่อนแลว้ อีกทั้งผูท้ดสอบจ านวน 33.33% มีความถ่ีในการใชผ้ลิตภณัฑ์จ านวน 1 คร้ังต่อวนั และผู ้
ทดสอบจ านวน 40% มีความถ่ีการใช ้2 คร้ังต่อวนั และผูท้ดสอบจ านวน 26.67% ใชผ้ลิตภณัฑ์แบบไม่
ความสม ่าเสมอ ในขั้นตอนการประเมินก าหนดให้อาสาสมคัรทดลองใชผ้ลิตภณัฑ์ทาบริเวณทอ้งแขน
และประเมินความพึงพอใจต่อผลิตภณัฑ์ PEG-EGF เอสเซนส์เซร่ัม (F2) เทียบกบั EGF เอสเซนส์เซร่ัม
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ซ่ึงมีจ าหน่ายในทอ้งตลาด (F4) มีเกณฑ์การให้คะแนน 4 ระดบั ไดแ้ก่ พอใจต่อผลิตภณัฑ์น้อยท่ีสุด,  
มีความรู้สึกเฉยๆต่อผลิตภณัฑ์, มีความรู้สึกพอใจต่อผลิตภณัฑ์ และมีความรู้สึกพอใจมากต่อ
ผลิตภณัฑ์ ผลการประเมินสรุปไดว้่า PEG-EGF เอสเซนส์เซร่ัม มีผูร่้วมทดสอบจ านวน 80% ความ
พอใจต่อความหนืดของผลิตภณัฑ์ และจ านวน 93% พอใจต่อสีผลิตภณัฑ์ และจ านวน 40% พอใจต่อ
กล่ินของผลิตภณัฑ์ และจ านวน 73% พอใจต่อความนุ่มของผลิตภณัฑ์ รวมถึงจ านวน 82% มีความ 
พึงพอใจโดยรวมต่อผลิตภณัฑ์ PEG-EGF เอสเซนส์เซร่ัม (F2) ขณะท่ี EGF เอสเซนส์เซร่ัม (F4) มีมีผู ้
ร่วมทดสอบจ านวน 60% ความพอใจต่อความหนืดของผลิตภณัฑ์ และจ านวน 95% พอใจต่อสี
ผลิตภณัฑ์ และจ านวน 67% พอใจต่อกล่ินของผลิตภณัฑ์ และจ านวน 80% พอใจต่อความนุ่มของ
ผลิตภณัฑ์ รวมถึงจ านวน 74% มีความพึงพอใจโดยรวมต่อผลิตภณัฑ์ ดงันั้นจึงสามารถสรุปได้ว่า 
PEG-EGF เอสเซนส์เซร่ัมสร้างความพึงพอใจดา้นความหนืดของผลิตภณัฑ์และความพึงพอใจโดยรวม
ของผลิตภณัฑ์มากกว่าEGF เอสเซนส์เซร่ัม แต่ผลิตภณัฑ์มีความพึงพอใจดา้นสี กล่ิน และความนุ่ม
นอ้ยกวา่ ซ่ึงอาจเน่ืองมากจากผลิตภณัฑ์ไม่มีการแต่งสี กล่ิน รวมถึงมีปริมาณสารท่ีท าหนา้ท่ีให้ความ
นุ่มล่ืนในปริมาณนอ้ย ซ่ึงขอ้มูลดงักล่าวสามารถน าไปพฒันาผลิตภณัฑ์เพื่อสร้างความพึงพอใจยิง่ข้ึน  

5. ผลการทดสอบความคงตวัของสาร PEG-EGF ในต ารับเอสเซนส์เซร่ัม 
การศึกษาประสิทธิภาพของสาร PEG-EGF ในแง่ความคงตัวของสารในสูตรต ารับ

เคร่ืองส าอางโดยน าตวัอยา่งผลิตภณัฑ์ทั้ง 3 สูตรต ารับ ไดแ้ก่ สูตรต ารับเบสเอสเซนส์เซร่ัม (F1) และ
สูตรต ารับ PEG-EGF เอสเซนส์เซร่ัม (F2) รวมถึงสูตรต ารับ EGF เอสเซนส์เซร่ัม (F3) ท าการทดสอบ 
โดยบรรจุเอสเซนส์เซร่ัมในขวดแก้วปิดฝาและจดัเก็บท่ีอุณหภูมิ 4°C และอุณหภูมิห้อง รวมถึง
อุณหภูมิ 50°C เป็นระยะเวลารวม 60 วนั จากนั้นท าการสุ่มตวัอยา่งเพื่อทดสอบความคงตวัของสาร ซ่ึง
จากการสังเกตลกัษณะทางกายภาพของเอสเซนส์เซร่ัมทั้ง 3 สูตรต ารับ เน้ือของผลิตภณัฑ์ไม่มีการ
เปล่ียนแปลงไปจากเดิมทั้งความหนืด กล่ิน และสี ตลอดระยะเวลาการทดสอบทั้ง 60 วนั อีกทั้งจากผล
การทดสอบความคงตวัของ PEG-EGF ดว้ยวิธี RP-HPLC เพื่อศึกษาความเปล่ียนแปลงของปริมาณ 
EGF ในสูตรต ารับ (F2) โดยเปรียบเทียบระหวา่งปริมาณของ EGF กบัระยะเวลาในการทดสอบ พบวา่ 
EGF ท่ีอยู่ในรูปแบบ PEG-EGF ในสูตรต ารับเอสเซนส์เซร่ัมท่ีท าการทดสอบในอุณหภูมิ 4° C, 
อุณหภูมิห้อง และอุณหภูมิ 50 °C โดยเทียบปริมาณสารคงเหลือในวนัท่ี 60 กบัปริมาณสารเร่ิมตน้ใน
วนัท่ี 0 ซ่ึงสารคงเหลือเท่ากบั 65.59%, 87.16% และ 54.20% ตามล าดบั ขณะท่ีสารปริมาณ EGF ใน
สูตรต ารับ (F3) มีปริมาณสารคงเหลือเท่ากบั 54.78%, 59.40% และ 32.71% แสดงดงัตาราง 2 ซ่ึง
สามารถสรุปไดว้า่สาร PEG-EGF มีความคงตวัต่ออุณหภูมิมากกว่าสาร Native EGF เม่ือทดสอบใน
สูตรต ารับเอสเซนส์เซร่ัมในอุณหภูมิ 4° C, อุณหภูมิห้อง และอุณหภูมิ 50 °C ซ่ึงมีปริมาณสาร PEG-
EGF คงเหลือมากกวา่สาร Native EGF ถึง 10.81%, 27.76% และ 21.49% ตามล าดบั ซ่ึงคาดวา่เน่ืองจาก 
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EGF เม่ือผา่นการดดัแปลงโมเลกุลเช่ือมต่อเขา้กบั Polymer chain ของ mPEG-ALD ซ่ึงมีขนาดใหญ่ถึง 
20 kDa ท าให้โครงสร้างของ mPEG-ALD ช่วยห่อหุ้มโครงสร้างของ EGF และช่วยลดการเกิด 
Aggregation ในโครงสร้างของ EGF เม่ือถูกเร่งปฏิกิริยาดว้ยความร้อน ซ่ึงผลจากความร้อนท าให้
พื้นผิวของหน่วยย่อยในโครงสร้าง EGF บิดมว้นโดยหันดา้นของ Hydrophobic side chain เขา้จบั
กนัเองระหวา่งโมเลกุล ท าให้ EGF สลายตวัไดง่้าย (Hee Na., et al) ดงันั้นการเตรียม EGF ให้อยูใ่นรูป
ของ PEG-EGF จึงเป็นอีกแนวทางหน่ึงท่ีช่วยเพิ่มความคงตวัของสารต่ออุณหภูมิไดดี้ยิง่ข้ึน  

ตารางที ่2 ผลของอุณหภูมิต่อความคงตวัของ PEG-EGF ในต ารับเอสเซนส์เซร่ัม 

อุณหภูมิ ตัวอย่างสาร 

RP-HPLC (% พืน้ทีใ่ต้กราฟโครมาโตแกรม) 

ระยะเวลา (วัน) 

0 9 14 28 35 60 
RT PEG-EGF 100 85.52 85.14 82.65 80.24 65.59 

EGF 100 83.14 81.87 80.55 78.63 54.78 
4°C PEG-EGF 100 94.45 93.42 91.13 89.32 87.16 

EGF 100 84.47 83.03 80.85 80.45 59.40 
50°C PEG-EGF 100 71.75 71.38 68.51 67.05 54.20 

EGF 100 83.15 71.24 60.35 59.79 32.71 

อภิปรายผลและข้อเสนอแนะ  
จากการพฒันาสาร EGF ใหมี้ความคงตวัมากข้ึนโดยการดดัแปลงโครงสร้างโมเลกุลของ EGF 

ให้เช่ือมต่อกบัโมเลกุลของ mPEG ดว้ยปฏิกิริยา PEGylation กบัสาร mPEG-ALD ไดส้าร PEG-EGF 
ในปริมาณ 24.5 mg คิดเป็นผลได้ผลิตภณัฑ์ร้อยละ 11.60 ซ่ึงสาร PEG-EGF ท่ีได้มีความบริสุทธ์ิ
ประมาณ 70 % เม่ือวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค SEC-HPLC และ RP-HPLC และเม่ือวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค 
MALDI-TOF MS พบว่าสารมีน ้ าหนักโมเลกุลเท่ากบั 27,446.177 m/z จากการน าสาร PEG-EGF 
เตรียมในสูตรต ารับเอสเซนส์เซร่ัมและท าการทดสอบความคงตัวต่ออุณหภูมิของสาร PEG-EGF 
เปรียบเทียบกับสาร Native EGF เม่ือทดสอบในสูตรต ารับเอสเซนส์เซร่ัมในอุณหภูมิ 4° C, 
อุณหภูมิห้อง และอุณหภูมิ 50 °C เป็นระยะเวลา 60 พบวา่ EGF ท่ีถูกเตรียมในรูปแบบ PEG-EGF มี
ปริมาณคงเหลือมากกวา่สาร Native EGF ถึง 10.81%, 27.76% และ 21.49% ตามล าดบั นอกจากน้ียงัได้
ทดสอบความพึงพอใจต่อผลิตภณัฑ์เปรียบเทียบกบั EGF เอสเซนส์เซร่ัมท่ีมีจ  าหน่ายในทอ้งตลาด 
พบวา่ PEG-EGF เอสเซนส์เซร่ัมสร้างความพึงพอใจดา้นความหนืดของผลิตภณัฑ์และความพึงพอใจ
โดยรวมของผลิตภณัฑ์มากกว่า EGF เอสเซนส์เซร่ัม แต่ดอ้ยกว่าในดา้นสี กล่ิน และความนุ่มของ
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ผลิตภณัฑ์ ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงสรุปได้ว่าการเตรียมสาร EGF ให้อยู่ในรูปของ PEG-EGF เป็นอีก
แนวทางหน่ึงท่ีช่วยเพิ่มความคงตวัของสารต่ออุณหภูมิไดดี้ยิ่งข้ึน ซ่ึงสามารถน ามาใช้ในการพฒันา
สูตรต ารับเคร่ืองส าอางแทนการใช ้Native EGF ได ้

ข้อเสนอแนะ 
ในการวจิยัคร้ังน้ีมีการแยก PEG-EGF ออกจากสารผสมหลงัท าปฏิกิริยาดว้ยขั้นตอนอยา่งง่าย 

หากตอ้งการใหไ้ด ้PEG-EGF ท่ีมีความบริสุทธ์ิมากข้ึนอาจท าการทดลองดว้ยการเพิ่มขั้นตอน 
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