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บทคดัย่อ 

 
 ลูทีนเป็นสารส าคญัในกลุ่มแคโรทีนอยด์ท่ีสะสมอยูบ่ริเวณจอประสาทตามนุษย ์การ
บริโภคลูทีนมีบทบาทช่วยลดความเส่ียงต่อการเกิดโรคจอประสาทตาเส่ือมซ่ึงสามารถน าไปสู่
ภาวะการตาบอดได ้งานวิจยัน้ีมีวตัถุประสงค ์เพื่อศึกษาการผลิตลูทีนให้มีขนาดอนุภาคนาโน เพื่อ
เพิ่มประสิทธิภาพการยอ่ยและดูดซึมลูทีนเขา้สู่ร่างกาย ทั้งในรูปแบบแห้งและรูปแบบอิมลัชนัดว้ย
เทคนิคดีซอลเวชนั โดยจะมีการห่อหุ้มลูทีนด้วยเวยโ์ปรตีนไอโซเลต เพื่อเพิ่มการปกป้องและท า
ส่งผลให้ลูทีนสามารถกระจายตวัในน ้ าได ้โดยในการผลิตลูทีนในรูปแบบแห้งไดท้  าการศึกษาผล
ของสภาวะการผลิต ได้แก่ ระดบัพีเอชของสารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลต (3, 7 และ 9) ปริมาณ
ของลูทีนต่อเวยโ์ปรตีนไอโซเลต (1.25:100, 2.50:100, 3.75:100 และ 5.00:100) และปริมาตรเอทา
นอลท่ีเติมลงในสารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลต (0.25,0.50 และ 0.75 เท่า) ต่อประสิทธิภาพการ
ห่อหุ้มลูทีนในเวยโ์ปรตีนไอโซเลต ลกัษณะทางสัณฐานวิทยา ขนาดอนุภาค การปลดปล่อยลูทีน
โดยจ าลองระบบการย่อยอาหารในหลอดทดลอง และความคงตวัของลูทีนเม่ือท าการเก็บรักษาท่ี
อุณหภูมิต่างๆ (5, 25 และ 40 องศาเซลเซียส) ผลจากการทดลองพบวา่ประสิทธิภาพการห่อหุม้ลูทีน
มีค่าสูงสุดร้อยละ91ท่ีสภาวะการผลิตท่ีระดบัพีเอชของสารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลตเท่ากบั 9 
ปริมาณของลูทีนต่อเวย์โปรตีนไอโซเลตเท่ากับ 2.50:100 และปริมาตรเอทานอลท่ีเติมลงใน
สารละลายเวย์โปรตีนไอโซเลตเท่ากับ 0.50 เท่า ผลจากการตรวจสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องกราดพบวา่ผลิตภณัฑ์ท่ีผลิตไดจ้ากสภาวะการผลิตน้ีจะมีลกัษณะเป็นอนุภาค
รูปร่างทรงกลมขนาดเล็กมาต่อกนั โดยขนาดอนุภาคของลูทีนในเวยโ์ปรตีนไอโซเลตท่ีวดัไดจ้าก
เคร่ืองวดัการกระเจิงแสงแบบไดนามิกส์มีค่าประมาณ 198 นาโนเมตร ขนาดอนุภาคของลูทีนในเวย์
โปรตีนไอโซเลตมีแนวโนม้ท่ีใหญ่ข้ึนในสภาวะการผลิตท่ีระดบัพีเอชของสารละลายเวยโ์ปรตีนไอ
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โซเลตมีค่าลดลง ปริมาณของลูทีนต่อเวยโ์ปรตีนไอโซเลตท่ีใช้และปริมาตรเอทานอลท่ีเติมลงใน
สารละลายเวย์โปรตีนไอโซเลตมีค่าเพิ่มข้ึน ผลจากการศึกษาปริมาณการปลดปล่อยลูทีนจาก
อนุภาคลูทีนในเวยโ์ปรตีนไอโซเลตในสภาวะจ าลองระบบการย่อยอาหารในหลอดทดลองพบว่า
ปริมาณการปลดปล่อยลูทีนมีความสัมพนัธ์ขนาดอนุภาคลูทีนในเวย์โปรตีนไอโซเลตท่ีผลิตได้ 
โดยลูทีนมีแนวโน้มท่ีจะถูกปลดปล่อยออกจากอนุภาคลูทีนในเวยโ์ปรตีนไอโซเลตไดสู้งข้ึนเม่ือ
อนุภาคลูทีนในเวยโ์ปรตีนไอโซเลตมีขนาดเล็กลง โดยผลจากการศึกษาความคงตวัของลูทีนต่อ
สภาวะการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิต่างๆ พบวา่ ตวัอยา่งท่ีมีค่าประสิทธิภาพการห่อหุม้ท่ีสูงจะมีค่าความ
คงตวัท่ีสูง โดยการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิสูง 40 องศาเซลเซียส จะท าให้ลูทีนเกิดการเส่ือมสลายไป
มากกวา่การเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 25 และ 4 องศาเซลเซียส ส่วนการทดลองการผลิตลูทีนในรูปแบบ
อิมลัชัน ได้ท าการศึกษาผลของการเติมสารลดแรงตึงผิวมวลโมเลกุลต ่า (เลซิติน และทวีน 80) 
ร่วมกับการใช้เวยโ์ปรตีนไอโซเลตในการห่อหุ้มลูทีน ต่อประสิทธิภาพการห่อหุ้มลูทีน ขนาด
อนุภาค การปลดปล่อยลูทีนโดยจ าลองระบบการยอ่ยอาหารในหลอดทดลอง และความคงตวัของลู
ทีนเม่ือท าการเก็บรักษาโดยใช้อุณหภูมิการเก็บรักษาท่ีแตกต่างกนั (4, 25 และ 40 องศาเซลเซียส) 
ผลจากการทดลองพบวา่การเติมสารลดแรงตึงผวิมวลโมเลกุลต ่าร่วมกบัการใชเ้วยโ์ปรตีนไอโซเลต
จะท าให้ประสิทธิภาพการห่อหุ้มลูทีนเพิ่มข้ึนโดยท่ีขนาดอนุภาคลูทีนท่ีถูกห่อหุ้มมีค่าลดลงเม่ือ
เทียบกบัการใชเ้วยโ์ปรตีนไอโซเลตเพียงอยา่งเดียวในการห่อหุ้มลูทีนโดยประสิทธิภาพการห่อหุม้ลู
ทีนมีค่าประมาณร้อยละ 87.14, 88.47 และ 91.36และขนาดอนุภาคลูทีนท่ีถูกห่อหุ้มมีค่าประมาณ
203, 105 และ 143 นาโนเมตร เม่ือท าการห่อหุ้มลูทีนดว้ยเวยโ์ปรตีนไอโซเลตเพียงอย่างเดียว  เวย์
โปรตีนไอโซเลตร่วมกับเลซิติน และเวย์โปรตีนไอโซเลตร่วมกับทวีน 80 ตามล าดับ ผลจาก
การศึกษาการปลดปล่อย ลูทีนออกจากตวัห่อหุ้มในสภาวะจ าลองระบบการย่อยอาหารในหลอด
ทดลองพบวา่ลูทีนท่ีถูกห่อหุม้ดว้ยเวยโ์ปรตีนไอโซเลตร่วมกบัทวนี 80 มีค่าปริมาณการปลดปล่อยลู
ทีนท่ีสูงท่ีสุดและผลจากการศึกษาความคงตวัของลูทีนในสภาวะการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิต่างกนั 
พบวา่ลูทีนท่ีถูกห่อหุ้มดว้ยเวยโ์ปรตีนไอโซเลตร่วมกบัเลซิตินมีความคงตวัมากท่ีสุดต่อทุกอุณหภูมิ
การเก็บรักษาเม่ือเทียบกบัตวัอยา่งอ่ืนๆ  
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ABTRACT 
 

Lutein is a carotenoid that accumulates in human retina. Lutein can help reduce the risk of 
developing age-related macular degeneration which leads to blindness. In order to enhance 
digestion and absorption of lutein into the body, this research aimed to produce nanoparticles of 
lutein in both dry and emulsion forms using a desolvation method. Lutein would be encapsulated 
with whey protein isolate (WPI) to increase its protection and enable the dispersion in water. For 
the production of lutein nanoparticles in dry form, the effects of pH levels of WPI solution (3, 7 
and 9), the ratio of lutein to WPI (1.25: 100, 2.50: 100, 3.75: 100 and 5.00: 100) and the amount of 
ethanol added to WPI solution (0.25, 0.50 and 0.75 times) on encapsulation efficiency (EE) of 
lutein, encapsulated lutein particle sizes, morphology, lutein in vitro digestion and the stability of 
lutein in different storage temperatures would be investigated. The results showed that EE of lutein 
was approximately 91% at the processing conditions of using the WPI solution at pH 9 with the 
ratio of lutein to WPI of 2.50:100 and the volume of ethanol added to the WPI solution was 0.50 
times. The morphology of the lutein entrapped with WPI as examined by scanning electron 
microscope at this particular processing condition showed small spherical particles connected to 
each other. The average size of lutein in WPI particles as measured by dynamic light scattering was 
approximately 198 nm. The particle size tended to increase as the pH values of the WPI solution 
decreased, the amount of added ethanol to WPI solution and the ratio of lutein to WPI increased. 
The release of lutein simulated in vitro digestive system was correlated with lutein particle sizes. 
Lutein was likely to be released in a higher amount from the smaller encapsulated lutein particles. 
As for the stability of lutein upon storage at various temperatures, it was found that the samples 
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with high EE showed high stability. Lutein samples kept at the temperature of 40C would decay 
faster when compared to those stored at 25 and 4C. For the experiments on the production of lutein 
nanoemulsion, the effects of addition of low molecular weight surfactants (lecithin and Tweed 80) 
to the high molecular weight emulsifier (WPI) on EE of lutein, particle sizes of encapsulated lutein, 
lutein in vitro digestion, and the stability of lutein in different storage temperatures would be 
studied. The results showed that the addition of low molecular weight surfactants into the system 
increased EE of lutein while decreased encapsulated lutein particle sizes. The EE of the lutein was 
approximately 87.14, 88.47 and 91.36% while the average particle size oflutein was approximately 
203, 105 and 143 nm when encapsulated with only WPI, WPI combined with lecithin and WPI 
mixed with Tween 80, respectively. The results from in vitro study showed that lutein was released 
the most in simulated digestive system from the sample of lutein encapsulated with WPI mixed 
Tween 80. The results from stability tests revealed that lutein encapsulated with WPI mixed with 
lecithin was the most stable sample at all storage temperatures. 
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บทที ่1 

บทน ำ 
 
1.1 ควำมเป็นมำและควำมส ำคญั 
 ลูทีนเป็นสารรงควตัถุสีเหลืองท่ีจัดอยู่ในกลุ่มของแคโรทีนอยด์ซ่ึงพบในพืชผกัตาม
ธรรมชาติ ในปัจจุบนัมีการแยกสารในกลุ่มแคโรทีนอยด์ออกมาไดม้ากกว่า 700 ชนิด (Britton et 
al., 2004)  แต่มีแค่เพียงลูทีนและซีแซนทีนเท่านั้นท่ีมีการสะสมอยู่บริเวณจอประสาทตาของ
มนุษย ์โดยท าหน้าท่ีกรองแสงสีฟ้าซ่ึงมีพลงังานสูงท่ีสามารถไปท าลายจอประสาทตาได ้มีราย
งานวจิยัพบวา่ปริมาณลูทีนท่ีร่างกายไดรั้บมีความสัมพนัธ์กบัการเกิดโรคทางสายตา โดยกลุ่มคนท่ี
ไดรั้บลูทีนเขา้สู่ร่างกายจะมีระดบัลูทีนในเลือดและในจอประสาทตาท่ีสูง มีการมองเห็นท่ีชดัเจน
และมีแนวโน้มของการเกิดโรคจอประสาทตาเส่ือมท่ีสามารถน าไปสู่ภาวะตาบอดได้ในอตัราท่ี
ต ่าลง เม่ือเทียบกบักลุ่มบุคคลท่ีไม่ไดบ้ริโภคลูทีน  
 ลูทีนเป็นสารท่ีจ าเป็นจะตอ้งไดรั้บเขา้สู่ร่างกายจากการบริโภคเท่านั้น เน่ืองจากลูทีนเป็น
สารท่ีร่างกายไม่สามารถสังเคราะห์ข้ึนไดเ้อง (Fernandes, 1993) แหล่งอาหารท่ีมีลูทีนในปริมาณท่ี
สูง มกัเป็นผกัใบสีเขียวเขม้ เช่น ผกัคะนา้ และผกัโขม ซ่ึงจะมีลูทีนอยูใ่นปริมาณ 4.8-13.4 และ 6.5 
-13.0 มิลลิกรัมต่อน ้ าหนกัผกัสด 100 กรัม ตามล าดบั โดยการบริโภคลูทีนวนัละ 6 มิลลิกรัมต่อวนั 
จะสามารถลดความเส่ียงของการเกิดโรคจอประสาทตาเส่ือมไดป้ระมาณร้อยละ 57 (Kopsell et al., 
2007) นัน่หมายถึงอาจจะตอ้งมีการบริโภคผกัใบเขียวท่ีประกอบดว้ยสารลูทีนในวนัละประมาณ 
100-500 กรัม จึงจะเพียงพอต่อการลดความเส่ียงต่อการเกิดโรคจอประสาทตาเส่ือมได ้รายงานการ
วจิยัของ USDA ท่ีจดัท าข้ึนในปี 2001 พบวา่ชาวอเมริกนัไดรั้บสารลูทีนจากการรับประทานอาหาร
เฉล่ียประมาณ 1.7 มิลลิกรัมต่อวนั (National Institute of Medicine 2001; O’Neill et al., 2001) 
ประชากรชาวยุโรปไดรั้บลูทีนจากการรับประทานอาหารโดยเฉล่ียประมาณ 2.2 มิลลิกรัมต่อวนั 
ส่วนในประชากรไทยยงัไม่มีรายงานถึงปริมาณการบริโภคสารลูทีน แต่ก็มีขอ้มูลการศึกษาทาง
ระบาดวิทยาของโรงพยาบาลรามาธิบดี จากสถิติผูป่้วยนอกและผูป่้วย 5 ปียอ้นหลงั (2551-2555) 
พบวา่ประชากรผูสู้งอายุในกลุ่ม 65-75 ปี มีความเส่ียงต่อการเกิดโรคความเส่ือมของดวงตา (Age-
Related Macular Degeneration, AMD) สูงถึงประมาณร้อยละ 50 (พิทยา, 2555) จากงานวิจยัพบวา่
กลุ่มคนท่ีเกิดโรคความเส่ือมของดวงตาจะมีระดบัลูทีนในเลือดเฉล่ียต ่ากว่าคนปกติถึงร้อยละ 30 
(พงศธร, 2554) ดังนั้นเพื่อเพิ่มช่องทางในการรับสารลูทีนอย่างเพียงพอต่อความต้องการของ
ร่างกาย การผลิตผลิตภณัฑลู์ทีนในรูปแบบอาหารเสริมจึงถือเป็นหน่ึงทางเลือกท่ีส าคญั  

ลูทีนเป็นสารท่ีมีสมบติัความเป็นไฮโดรโฟบิคสูง มีความสามารถรวมตวักนัเป็นผลึก 
ละลายไดใ้นน ้ ามนัท่ีอุณหภูมิหอ้ง แต่ละลายน ้ าไดเ้พียงเล็กนอ้ย (Alves-Rodrigues and Shao, 2004เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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) ซ่ึงจะส่งผลให้มีการย่อยและดูดซึมสารลูทีนสู่เขา้สู่ร่างกายได้ในปริมาณจ ากดั งานวิจยัน้ีจึงมี
แนวคิดในการผลิตลูทีนให้มีขนาดอนุภาคนาโนเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการดูดซึมลูทีนเขา้สู่
ร่างกาย โดยผลิตภณัฑ์ท่ีจะท าการศึกษามีทั้งในรูปแบบแหง้และแบบอิมลัชนั และจะมีการห่อหุม้ลู
ทีนดว้ยเวยโ์ปรตีนไอโซเลต เพื่อช่วยให้ลูทีนสามารถกระจายตวัในน ้ าและช่วยป้องกนัไม่ให้ลูที
นถูกท าลายจากสภาวะแวดลอ้มไดง่้ายอีกดว้ย ในการผลิตอนุภาคนาโนจะเลือกใชว้ิธีดีซอลเวชนั
เน่ืองจากเป็นวิธีท่ีง่าย ไม่ซับซ้อน อีกทั้งไม่ใช้ความร้อนหรือความดนัในระดบัท่ีสูงท่ีอาจจะไป
ส่งผลท าให้ลูทีนเส่ือมสลายในระหว่างการผลิต ทั้งน้ีลักษณะและขนาดของอนุภาคท่ีได้จาก
กระบวนการจะข้ึนอยู่กบัสภาวะการเตรียมและการผลิต ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงมีวตัถุประสงค์ท่ีจะ
ศึกษาผลของสภาวะการผลิต ไดแ้ก่ ระดบัพีเอชของสารละลายเวยโ์ปรตีน ปริมาณเอทานอลท่ีเติม
ลงในระบบ และปริมาณลูทีนต่อเวย์โปรตีนไอโซเลต ท่ีมีต่อลักษณะของอนุภาคลูทีนในเวย์
โปรตีนไอโซเลตท่ีไดใ้นการเตรียมผลิตภณัฑ์แบบแห้ง และศึกษาผลของการใช้สารลดแรงตึงผิว
มวลโมเลกุลต ่าร่วมกบัการใชเ้วยโ์ปรตีนไอโซเลตในการห่อหุ้มลูทีน ท่ีมีต่อลกัษณะของอนุภาคลู
ทีนท่ีได้ในการเตรียมผลิตภณัฑ์แบบอิมลัชัน โดยขอ้มูลท่ีได้จากการทดลองจะสามารถใช้เป็น
แนวทางในการผลิตลูทีนใหมี้ขนาดในระดบันาโนเมตรต่อไป 

 

1.2 วตัถุประสงค์งำนวจิัย 
 1.2.1 เพื่อศึกษาผลของสภาวะการผลิตอนุภาคลูทีนในเวย์โปรตีนไอโซเลตท่ีมีต่อ
ประสิทธิภาพการห่อหุ้ม ขนาดอนุภาค ลกัษณะทางสัณฐานวิทยา การปลดปล่อยสารลูทีนโดย
จ าลองระบบการยอ่ยอาหารในหลอดทดลอง รวมถึงความคงตวัในระหวา่งการเก็บรักษา ในการ
ผลิตตวัอยา่งแบบแหง้ 

1.2.2 เพื่อศึกษาผลของการใช้สารลดแรงตึงผิวร่วมกบัการใช้เวยโ์ปรตีนไอโซเลตใน
การห่อหุ้มลูทีน ท่ีมีต่อประสิทธิภาพการห่อหุ้ม ขนาดอนุภาค การปลดปล่อยลูทีนโดยจ าลอง
ระบบการย่อยอาหารในหลอดทดลอง และความคงตวัในระหว่างการเก็บรักษา ในการผลิต
ตวัอยา่งแบบอิมลัชนั 

 

1.3 ขอบเขตงำนวจิัย 
 1.3.1 การทดลองผลิตอนุภาคลูทีนในเวยโ์ปรตีนไอโซเลตแบบแห้ง ท าการทดลองใน
ระดบัห้องปฏิบติัการ โดยสภาวะการผลิตอนุภาคลูทีนในเวยโ์ปรตีนไอโซเลตท่ีท าการศึกษา
ได้แก่ ระดบัพีเอชของสารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลต 3 ระดบั (3, 7 และ 9) สัดส่วนปริมาณ
ของสารลูทีนต่อเวย์โปรตีนไอโซเลต 4 ระดับ (0.25:100, 2.50:100, 3.75:100 และ 5.00:100) 
และปริมาตรของเอทานอลท่ีเติมลงในสารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลต 3 ระดบั (0.25, 0.50  และ 
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ลกัษณะทางสัณฐานวิทยา การปลดปล่อยสารลูทีนโดยจ าลองระบบการย่อยอาหารในหลอด
ทดลอง และความคงตวัของลูทีนในการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4, 25 และ 40 องศาเซลเซียส 
 1.3.2 การทดลองผลิตอนุภาคลูทีนในเวยโ์ปรตีนไอโซเลตแบบอิมลัชนั ท าการทดลอง
ในระดบัห้องปฏิบติัการ โดยสภาวะการผลิตอนุภาคลูทีนท่ีท าการศึกษา ไดแ้ก่ ผลของการเติม
สารลดแรงตึงผวิท่ีมีมวลโมเลกุลต ่าร่วมกบัการใชเ้วยโ์ปรตีนไอโซเลตในการห่อหุ้มสารลูทีน ท่ี
มีต่อประสิทธิภาพการห่อหุ้ม ขนาดอนุภาคท่ีเกิดข้ึน ปลดปล่อยสารลูทีนโดยจ าลองระบบการ
ยอ่ยอาหารในหลอดทดลอง และความคงตวัของลูทีนเม่ือท าการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4, 25 และ 
40 องศาเซลเซียส 

1.4 ประโยชน์ทีค่ำดว่ำจะได้รับ 

1.4.1 เป็นแนวทางในการผลิตอนุภาคขนาดนาโนของสารลูทีน 
 1.4.2 สามารถประยุกต์ใช้อนุภาคนาโนท่ีได้ ในการเพิ่มคุณค่าประโยชน์ของผลิตภณัฑ์
อาหารและเคร่ืองด่ืมเพื่อสุขภาพ 

1.4.3 สามารถน าวธีิการไปประยกุตใ์ชใ้นการห่อหุม้สารไฮโดรโฟบิคชนิดอ่ืนๆ ได ้
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บทที ่2 

ทฤษฎแีละวรรณกรรมทีเ่กีย่วข้อง 
 

2.1 ลูทนี  

 ลูทีนเป็นหน่ึงในแคโรทีนอยด์กวา่ 700 ชนิดท่ีพบในธรรมชาติ ลูทีนพบมากในผกัใบเขียว

เขม้ เช่น ผกัโขม และผกัคะนา้ โดยปริมาณสารลูทีนในอาหารชนิดต่างๆ แสดงดงัตารางท่ี 2.1 ใน

มนุษยลู์ทีนจะสะสมอยูใ่นบริเวณจอประสาทตา โดยลูทีนมีความสามารถในการกรองแสงสีฟ้าซ่ึง

เป็นคล่ืนแสงท่ีมีพลงังานสูงท่ีจะสามารถท าลายจอประสาทตาได ้(Kritchevsky, 2000; Johnson, 

2002) จึงท าให้ลูทีนเป็นท่ีรู้จกักนัวา่เป็นสารท่ีมีความส าคญัต่อดวงตา ทั้งน้ีลูทีนตอ้งไดรั้บจากการ

บริโภคเท่านั้น เน่ืองจากร่างกายไม่สามารถสังเคราะห์สารน้ีข้ึนมาเองได ้โดยมีงานวิจยัศึกษาการ

บริโภคลูทีน พบวา่การรับประทานลูทีนท่ีมีอยูท่ ั้งในอาหารและอาหารเสริม จะสามารถเพิ่มระดบั

ปริมาณลูทีนในจอประสาทตาได ้(Johnson et al., 2002) โดยการบริโภคลูทีนในปริมาณท่ีเพียงพอ

จะสามารถลดความเส่ียงโรคจอประสาทตาเส่ือมในผูสู้งอายุได้ ส าหรับปริมาณของลูทีนท่ีควร

ไดรั้บต่อวนั เพื่อลดความส่ียงต่อการเกิดโรคจอประสาทตาเส่ือมไดร้้อยละ 57 มีค่าอยูท่ี่ 6 มิลลิกรัม

ต่อวนั (Kopsell et al., 2007) ในส่วนของความปลอดภยั GRAS (generally recognized as safe) ได้

ให้การรับรองถึงความปลอดภยัในการบริโภคลูทีนไวอี้กดว้ย (Dagnelie et al., 2000; Olmedilla et 

al., 2003 ; Richer, 1999) การรับประทานลูทีนจากอาหารให้เพียงพอต่อวนัในการลดระดบัความ

เส่ียงต่อโรคจอประสาทตาเส่ือมนั้นเป็นไปได้ยากในชีวิตประจ าวนั แต่สามารถเพิ่มปริมาณลูที

นจากการรับประทานได้จากอาหารเสริม หรือใส่ในผลิตภณัฑ์อาหารแปรรูป ซ่ึงเป็นรูปแบบท่ี

สามารถเขา้ถึงลูทีนไดง่้ายข้ึน โดยแหล่งลูทีนท่ีสกดัและน ามาใชใ้นการผลิตอาหารเสริมมกัมาจาก

ดอกดาวเรือง Marigold flowers (Tagetes erecta L) ซ่ึง ลูทีนท่ีสกัดได้จะถูกน าไปใช้งานใน

ผลิตภณัฑ์อาหารต่างๆ ทั้งในรูปแบบผงแห้ง หรือในแบบลูทีนละลายในน ้ ามนั เน่ืองจากพบวา่จะ

ให้ประสิทธิภาพการดูดซึมเขา้สู่ร่างกายไดดี้กว่า โดยทางการคา้มกัใช้อยู่ในรูปสารละลายน ้ ามนั

ต่างๆ อาทิเช่น น ้ ามนัขา้วโพด น ้ ามนัดอกทานตะวนั น ้ ามนัดอกค าฝอย เน่ืองจากลูทีนไม่สามารถ

ละลายน ้าได ้โดยสมบติัและลกัษณะพื้นฐานของลูทีน แสดงดงัตารางท่ี 2.2 
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ตำรำงที่ 2.1 ปริมาณลูทีนท่ีไดรั้บจากอาหารชนิดต่างๆ  

 
 
 
ตำรำงที่ 2.2 สมบติัทางเคมีและสมบติัทางกายภาพของสารสกดัลูทีน 

 

 

 

 

 

ชนิดอำหำร 
ปริมำณลูทนี 

(มิลลกิรัม ต่อน ำ้หนักสด 100 กรัม) 
        บรอคโคล่ี (Broccoli)  1.770 
        กะหล ่าปลี (Cabbage)  0.280 
        ผกัโขม (Spinach)  14.400 
        กะหล ่าปลีเล็ก (Brussels sprouts)  1.340 
        ผกัคะนา้ (Kale)  14.200 
        มะม่วง (Mango)  1.012 
        มะละกอ (Papaya)  2.436 
        พริกไทย (Pepper)  2.067 
        มนัฝร่ัง (Potato)  0.087 
        ฟักทอง (Pumpkin) 0.738 

Property/Parameter Lutein 

Chemical names Xanthophyll; 13, &-carotene-3,3-diol 
Empirical formula C40H56O2 
Molecular weight 568.88 
Physical state Crystalline 
Melting point 177-178°C 
Bulk density 0.35-0.40 g/mL 
Solubility- water at 5°C Insoluble 

ทีม่ำ: Industrial Organica (2012) 
 

ทีม่ำ: Alves-Rodrigues และ Shao (2004) 
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2.1.1 โครงสร้ำงลูทนี 

  โครงสร้างไฮโดรคาร์บอนสายยาว แกนโครงสร้างหลกัมีคาร์บอน 40 อะตอม 

(C40 isoprenoid carbon skeletons) จึงท าให้ลูทีนไม่เสถียรในสภาวะท่ีมีออกซิเจน ความร้อน และ

แสง เน่ืองจากมีโครงสร้างพื้นฐานของสารในกลุ่มแคโรทีนอยด ์แสดงดงัภาพท่ี 2.1 

  

 

 
ภำพที ่2.1 โครงสร้างทางเคมีของลูทีน 
ทีม่ำ: Alves-Rodrigues และ Shao (2004) 

ลกัษณะของหมู่ไฮดรอกซิลในลูทีน แสดงให้เห็นถึงลกัษณะความแตกต่างจากแค

โรทีนอยดช์นิดอ่ืนๆในธรรมชาติ โดยจะมีหมู่ไฮดรอกซีสองตวัเกาะท่ีดา้นขา้งโครงสร้างขา้งละตวั 

(ภาพท่ี 2.1) (Johnson, 2002; Winkler et al., 1999) ลูทีนสามารถท าหนา้ท่ีเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ 

และปกป้องการเกิดอนุมูลอิสระจากแสงท่ีท าให้เกิดความเสียหายจากอนุมูลอิสระ (Baroliand and 

Niyogi, 2000; Demmig-Adams et al., 1996) แสงสีน ้ าเงินเป็นแสงท่ีมีระดับพลังงานสูงต่อการ

มองเห็น และเป็นท่ีรู้จกักนัดี วา่เป็นรูปแบบแสงท่ีชกัน าก่อให้เกิดการออกซิเดชนั โดยปฏิกริยาการ

แตกตวัของอนุพนัธ์ออกซิเจน (ROS) ลูทีนมีค่าการดูดแสงสูงสุดท่ีช่วง 446 นาโนเมตร ซ่ึงเป็นช่วง

แสงท่ีมองเห็นได้ และยงัมีความสามารถในการแยกแสงสีฟ้าออก และช่วยปกป้องพืชใน

กระบวนการสังเคราะห์แสง (ภาพท่ี 2.2) อาจสังเกตได้ไม่ชัดในผกัใบเขียวชนิดอ่ืน เน่ืองจากมี

คลอโรฟิลลบ์ดบงัอยู ่โดยลกัษณะลูทีนบริสุทธ์ิจะเป็นผลึกสีส้มเหลือง (ภาพท่ี 2.3) 

  ลูทีนสามารถพบได้มากมายในอาหารโดยพบมากท่ีสุดใน ผกัใบเขียว เช่น ผกั

โขม ผกัคะนา้ ซ่ึงมีลูทีนสูงถึง 12 มิลลิกรัม ต่อ 100 กรัมของผกัโขม และสูงมากถึง 40 มิลลิกรัม ต่อ 

100 กรัมของผกัคะน้า อาหารท่ีมีสีเหลือง เช่น ขา้วโพด และไข่แดง ก็เป็นแหล่งอาหารอุดมไป

ด้วยลูทีนเช่นกัน (Sommerburg et al.,1998) ตาม USDA การบริโภคลูทีนเฉล่ียต่อวนัของชาว

อเมริกนัอยู่ในขณะน้ีประมาณ 1.7 มิลลิกรัมต่อวนั (National Institute of Medicine, 2001; O’Neill 

et al., 2001) ข้อมูลล่าสุดของยุโรป แสดงให้เห็นว่าชาวยุโรปรับประทานลูทีนประมาณ 2.2 

มิลลิกรัมต่อวนั (O’Neill et al., 2001) โดยค่าเหล่าน้ีต ่ากว่าระดบัท่ีรับประทาน เพื่อลดความเส่ียง

จากโรคตา เช่น ตอ้กระจก และโรค AMD (Brown et al.,1999; Chasan-Taber et al., 1999; Seddon 
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et al., 1994) ท าให้ตอ้งมีการเพิ่มขนาดการรับประทานลูทีน ทั้งในท่ีเป็นส่วนผสมในผลิตภณัฑ์

เสริมอาหาร และเคร่ืองด่ืมก็มีการเติมลูทีนลงไปอีกดว้ย 

 

 2.1.2 กำรดูดซึมลูทนีเข้ำสู่ร่ำงกำย 

  แคโรทีนอยด์ วิตามินอีและวิตามินอ่ืนๆ ท่ีละลายท่ีในไขมนัโมเลกุลจะสามารถ

ถูกดูดซึมโดยเยื่อบุขนาดเล็กของล าไส้เล็กส่วนตน้ (Chow, 2000; Noy,2000) ซ่ึงไม่ใช่รูปแบบการ

แพร่แบบ active carriers หรือ transporter ในการดูดซึมแคโรทีนอยด์ในล าไส้เล็ก การดูดซึมแคโร

ทีนอยด์จะอาศัย hydrophobic cleavage by-products (สารท่ีไม่ชอบน ้ า เช่น กรดไขมนั) ในการ

ขนส่งผ่านเมือกของล าไส้เล็กได ้โดยจะมีการรวมตวัของสารเป็น chylomicrons และเขา้ไปปล่อย

สารในเส้นเลือดทาง inferior cava โดยแคโรทีนอยด์ส่วนมากจะไปรวมอยู่ท่ีตับ ในรูปแบบ 

lipoproteins_เพื่อน ามาปล่อยไหลเวยีนเขา้สู่กระแสเลือด (Yeum and Russell, 2002) 

  แมว้่าจ  านวนของขอ้มูลการศึกษาในมนุษยข์องลูทีนในอาหารในเร่ืองการดูดซึม 

พบวา่ประสิทธิภาพการดูดซึมค่อนขา้งยาก โดยมีขอ้มูลหน่ึงท่ีศึกษาระดบัความเขม้ขน้ของลูทีนใน

รูปแบบของ chylomicron fraction เป็นระยะเวลา 2 ชัว่โมง และในซีร่ัม 16 ชัว่โมง พบว่าท่ีความ

เขม้ขน้ของแคโรทีนอยด์ในอาหารสูง จะลดประสิทธิภาพการดูดซับลูทีน และมีอีกงานวิจยัของ 

Jenkins และคณะ (2000) ไดมี้การรายงานประสิทธิภาพการดูดซึมของลูทีนอยูใ่นช่วงความเขม้ขน้ 

28.7-43.1% ในหนู ทั้งน้ีข้ึนอยู่กบัระดบัการให้อาหาร นอกจากน้ีปัจจยัยงัข้ึนอยู่กบัการละลาย ค่า

ประจุในการเกิด micelles หรือ chylomicrons ในร่างกายมนุษยห์ลกัส าคญัท่ีช่วยในการกระจายตวั

ของแคโรทีนอยด ์คือ ค่าความหนาแน่นของ lipoproteins ในเลือดท่ีต ่าสุด (LDL) ค่าความหนาแน่น

ของ lipoproteins ในเลือดท่ีสูงสุด  (HDL) ความแตกต่างไฮโดรคาร์บอนของแคโรทีนอยด์ นั้นก็

เป็นปัจจยัส าคญั โดยใน LDL จะมีขั้วมากกว่าท าให้อยูใ่นรูป oxycarotenoids_โดยลูทีนและซีแซ

นทีนพบไดท้ั้งใน HDL และ LDL_(Yeum and Russell, 2002) 
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ภำพที ่2.2  กลุ่มแคโรทีนอยดท่ี์อยูใ่นซีร่ัมและเน้ือเยื่อมนุษย ์จากบนมาล่าง lycopene, β-
carotene (hydrocarbons), zeaxanthin และ lutein (xanthophylls) 

ทีม่ำ: Alves-Rodrigues และ Shao (2004) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภำพที่ 2.3 สเปกตรัมการดูดกลืนแสงของลูทีนสูง
สุดท่ี 446 นาโนเมตร ซ่ึงอยู่ในช่วงแสงสีฟ้าเป็น
แสงท่ีมีค่าพลงังานสูงสุด 
ทีม่ำ: Alves-Rodrigues และ Shao (2004) 
) 

 

ภำพที ่2.4 ลกัษณะผลึกลูทีน 
ทีม่ำ: Alves-Rodrigues และ Shao (2004) 
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ลูทีนไดเอสเทอร์ท่ีรวมตวักบักรดไขมนัซ่ึงติดอยูท่ ั้งสองดา้นของลูทีน โดยลูทีน

ไดถู้กน ามาใชท้ดสอบในมนุษย ์พบวา่ลูทีนในอาหารเสริมสามารถเพิ่มระดบัลูทีนในซีร่ัมได ้และ 

(Bone et al., 2003) และไดน้ ามาปรับปรุงการใหย้าแกผู้ป่้วยโรคตา (Olmedilla et al., 2003; Richer 

et al., 2002) โดยมีการศึกษาหน่ึงท่ีได้มีการเปรียบเทียบการดูดซึมของลูทีนจากการรับประทาน

โดยตรง กบัการรับประทานจากอาหาร Bowen และคณะ (2002) ไดส้รุปไวว้่าการทดสอบการดูด

ซึมลูทีนจากแหล่งทั้งสองไม่มีความแตกต่างกนั และ ไม่ท าใหเ้สียการดูดซึมของลูทีน  

 

 2.1.3 ควำมปลอดภัยของลูทนี 

  ผลจากการศึกษาการไดรั้บลูทีนเขา้สู่ร่างกายของกลุ่มประชากรตวัอยา่งท่ีไดรั้บลู

ทีนในปริมาณท่ีสูงถึง 20 มิลลิกรัมต่อวนั นานถึง 6 เดือน (Aleman et al., 2001; Duncan et al., 

2002) แมใ้นปริมาณ 30 มิลลิกรัมต่อวนั 5 เดือน (Landrum et al., 1997) หรือ 40 มิลลิกรัมต่อวนั

กวา่ 2 เดือน ก็ไม่พบผลกระทบอนัไม่พึงประสงคห์รือผลขา้งเคียงร้ายแรงแต่อยา่งใด (Dagnelie et 

al., 2000) ทั้งน้ีผูท่ี้บริโภคแคโรทีนอยดใ์นระดบัสูง เช่น ประชากรในหมู่เกาะฟิจิมีการบริโภคผกัสี

เขียวเกินกวา่ 200 กรัมทุกวนั และเป็นปริมาณลูทีนเกือบ 25 กรัมท่ีบริโภคต่อวนั (LeMarchand et 

al., 1995) จะพบอตัราการเกิดโรคมะเร็งปอดในอตัราท่ีนอ้ยกวา่ประชากรอ่ืนๆ ในหมู่เกาะแปซิฟิก

ใตท่ี้รับประทานอาหารท่ีไม่หลากหลายและไม่อุดมดว้ยผกัและผลไมน้านาชนิด อยา่งไรก็ตามการ

บริโภคลูทีนในปริมาณท่ีสูงอาจท าให้เกิดอาการตวัเหลือง (Carotenedermia) (Granadoet et al., 

1998 ; Olmedilla et al., 1997) ซ่ึงผลกระทบมาจากการบริโภคสารอาหารในกลุ่มแคโรทีนอยด์ท่ี

มากเกินไป โดยไม่ไดเ้กิดแต่กบัการบริโภคลูทีนในปริมาณท่ีสูงเพียงอยา่งเดียว 

 

2.2 นำโนเทคโนโลย ี

นาโนเทคโนโลย ีไดมี้การใชก้นัอยา่งแพร่หลายทั้งในสมยัอดีตมาจนถึงปัจจุบนั (Buzea, et 

al., 2007) โดยไดมี้การก าหนดคุณสมบติัของอนุภาคนาโนเอาไวว้า่อยา่งนอ้ยควรมีขนาดท่ีเล็กกวา่ 

1000 นาโนเมตร แต่มีขนาดใหญ่กว่าโมเลกุลหรืออะตอมเดียว อย่างไรก็ตามเกณฑ์ของขนาดจะ

แตกต่างกนัไปตามประเภทและวสัดุนอกจากน้ีอาจจะมีการก าหนดขนาดความตอ้งการท่ีมากข้ึน

คือตอ้งไม่เกิน 100-200 นาโนเมตร (Reverchon and Adami, 2006; Weiss et al., 2006) อนุภาคนา

โนนั้น มีคุณสมบติัท่ีโดดเด่นอยู่สองประการ คือ มีขนาดเล็ก และ มีอตัราส่วนระหว่างผิวต่อ

ปริมาตรท่ีสูง อนุภาคขนาดเล็กและมีอตัราส่วนระหว่างผิวต่อปริมาตร จะมีคุณสมบติัทางเคมีเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



10 
 

 
 

กายภาพและทางสรีรวิทยาท่ีแตกต่างกันจากอนุภาคขนาดใหญ่ เช่น การกระเจิงแสงท่ีลดลง  

เสถียรภาพท่ีดีข้ึน เน่ืองจากอนุภาคขนาดใหญ่จะถูกตกตะกอนด้วยแรงโน้มถ่วง  อัตราการ

แพร่กระจายไดเ้ร็วข้ึน  ความสามารถในการละลายสูงข้ึน และอตัราการแทรกซึมทางชีวภาพสูงข้ึน 

ซ่ึงเหล่าน้ีล้วนแต่เป็นคุณสมบติัท่ีส าคญัของอนุภาคนาโน (Buzea et al., 2007) ซ่ึงแสดงไวด้ัง

ตารางท่ี 2.4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภำพที ่2.5 ช่วงขนาดของอนุภาคนาโน 

 ทีม่ำ : Wilczewska และคณะ (2012) 

 

นอกจากน้ีอนุภาคขนาดนาโนยงัมีอิทธิพลต่อระหว่างปฏิกิริยา เช่น การเกิดออกซิเดชัน 

หรือ การย่อยอาหาร คุณสมบติัเฉพาะของอนุภาคนาโนได้น าไปสู่ การใช้งานในหลากหลาย

อุตสาหกรรม (Reverchon et al., 2007) ในส่วนของอุตสาหกรรมอาหาร อนุภาคนาโนมีความ

น่าสนใจเป็นอยา่งมาก เน่ืองจากมีความสามารถในการปรับลกัษณะการปลดปล่อยสาร, เพิ่มชีวปริ

มาณการออกฤทธ์ิ (bioavailability: การดูดซึมสารเขา้สู่ร่างกาย) และ เพิ่มความคงตวัของสารออก

ฤทธ์ิในอาหารและภายในร่างกายมนุษย ์(Weiss et al., 2006) 
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https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1734114012709015#!
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โดยทัว่ไปแลว้เทคนิคท่ีใชใ้นการผลิตอนุภาคนาโน สามารถแบ่งไดเ้ป็น 2 แบบ 1.) วิธีการ 

top-down methods (อย่างเช่น การโฮโมจีไนซ์ และการบด) 2.) วิธีการ bottom-up methods (เช่น

การท าอิมลัชนั และการเติมตวัท าละลายให้เกิดการตกตะกอน) ส าหรับการเลือกการใช้งาน ควร

เลือกให้เหมาะกบั การผลิตระดบัเชิงพาณิชย ์ความปลอดภยัในการเป็นส่วนผสมทางอาหาร และ

การปรับใช้กระบวนการทางอุตสาหกรรมท่ีสะดวก โดยเทคนิคในการทดลองน้ีเราใช้วิธีการ 

bottom-up methods การเติมตวัท าละลายใหเ้กิดการตกตะกอนซ่ึงจะอธิบายในส่วนการผลิตอนุภาค

นาโน (Shimomura and Sawadaishi, 2001) 
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คุณสมบัต ิ คุณลกัษณะ อ้ำงองิ 
ความคงตวั 
(Stability) 

แรงโน้มถ่วง (Gravitational) : เกิดการเคล่ือนท่ีแบบคงท่ีของ Brownian ท าให้อนุภาคนาโนมีเสถียรภาพ เม่ือเกิดแรง
โนม้ถ่วง  
การแยกชั้น (Separation) :  การเกิดชั้นครีม (creaming) และการตกตะกอน (sedimentation) และน ้ าท่ีไหลออกจาก
ภายในอนุภาค(drainage) สังเกตไดจ้ากอนุภาคขนาดใหญ่เกิดการรวมตวักนั 
การเกาะกลุ่มของอนุภาคท่ียงัแขวนลอยได้ (Flocculation) :  การเกิด flocculation จะสามารถป้องกันและ ช่วยให้
อนุภาคยงัคงกระจายตวั โดยไม่เกิดการแยกชั้น 
การรวมตวักนัของอนุภาค (Coalescence) : 
1. ความหนาของฟิล์มสารลดแรงตึงผิวส่งผลต่อขนาดของอนุภาคท่ีเกิดข้ึน จะช่วยป้องกนัการเปล่ียนแปลงของฟิล์ม
ระหวา่งอนุภาค 
2. อนุภาคขนาดเล็ก สามารถลดช่วงแรงดึงดูดระหวา่งอนุภาคได ้

Graves et al. (2005), 
Lee and 
McClements (2010), 
Peng et al. (2010) 

พื้นท่ีผวิ 
(Large surface area) 

1. ช่วยเพิ่มความสามารถใน การละลาย การดูดซึม และความสามารถในการเขา้ถึงของสารออกฤทธ์ิไดห้ลายชนิดเช่น 
carotenoids, phytosterols และกรดไขมนัไม่อ่ิมตวั (PUFA) 
2. ช่วยเพิ่มความสามารถในการดูดซึมของโปรตีนท่ีน ามาใช้เป็นนาโนแคปซูล เน่ืองจากพื้นผิวท่ีเพิ่มข้ึนปฏิสัมพนัธ์
ของการขนส่งสารในรูปแบบอนุภาคนาโน (nanocarriers) สามารถท าการดูดซับผ่านผิวเยื่อบุผิวล าไส้ เล็ก
(epithelium)ไดโ้ดยตรง และลดการเช่ือมต่อกนัของสายพนัธะเปปไทดไ์ด ้ 
3. ช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการห่อหุ้มของสารท่ีมีลกัษณะเป็นชอบไขมนั (lipophilic) และสามารถ การปล่อยควบคุม
ในบริเวณเฉพาะเจาะจงได ้

Yuan et al. (2008), 
Qian 
et al. (2012) 
 

โปร่งใส / 
ความขุ่นต ่า 
(Optical 
transparency/ 
low turbidity) 

 ขนาดของหยดน ้ ามนัอาจเล็กกวา่ความยาวคล่ืนของแสง ท าใหมี้ขนาดเล็กลง โปร่งใส เหมาะส าหรับการผสมสารออก
ฤทธ์ิลงในอาหาร โดยไม่เกิดความขุ่น 
 

Lee and 
McClements 
(2010),Qian et al. 
(2012) 
 

การไหล 
(Fluidity) 

1. อาจเพิ่มการแพร่กระจายและปฏิสัมพนัธ์กบัเซลลจ์ากการบริโภคทางปาก  
2. ท่ีความเขม้ขน้ของน ้ามนัท่ีเท่ากนั สามารถลดความหนืดของของเหลวได ้

Sonneville-Aubrun 
et al. 
(2004) 
 

ตำรำงที ่2.3 สมบติัและลกัษณะของอนุภาคนาโน 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2.2.1 กำรห่อหุ้มสำรทำงด้ำนอำหำร  

การ เพิ่ มอ ายุก าร เก็ บ รักษา  (shelf-life) ของสารอาหาร ท่ี มีความไว ต่อ

สภาพแวดลอ้ม และการก าหนดแหล่งท่ีปลดปล่อยสารอาหาร สามารถใชว้ิธีการเอนแคปซูลเลชนัมา

พฒันาในผลิตภณัฑ์อาหารได ้โดยมีการน านาโนเทคโนโลยีมาใชใ้นโภชนเภสัชภณัฑ์ และอาหาร

เสริม ได้แก่ การน ามาใช้เป็นตวัห่อหุ้มหรือเก็บกกัสารอาหารหรือสารในอาหารชนิดต่างๆไวใ้น

อนุภาคนาโน (nanoencapsulation) เพื่อใช้เป็นว ัตถุดิบ หรือส่วนประกอบในผลิตภัณฑ์ โดย

ประโยชน์ท่ีไดอ้าจเป็นการเพิ่มคุณลกัษณะท่ีดีของผลิตภณัฑ์ หรือเป็นการเสริมหรือเพิ่มคุณค่าทาง

โภชนาการของอาหาร (food fortification) รักษาความคงสภาพของสารท่ีห่อหุ้มไว ้สามารถเก็บกกั

กล่ิน และสีของอาหาร ซ่ึงอาจสูญเสียไประหวา่งกระบวนการผลิตอาหารท่ีผา่นการใชพ้ลงังาน หรือ

ความร้อนสูง นอกจากนั้นยงัใชใ้นการควบคุมการปลดปล่อยสารท่ีเก็บกกัในอนุภาคไดด้ว้ย (Qian et 

al., 2012) 

  สารส าคญัท่ีนิยมเก็บกกัไวภ้ายในอนุภาคนาโนมกัเป็นสารท่ีละลายน ้ าได้น้อย

หรือไม่ละลาย ตวัอยา่ง เช่น วิตามินชนิดละลายในไขมนั และสารพฤกษเคมีต่างๆ การเก็บกกัสาร

ดงักล่าวไวใ้นอนุภาคนาโนจะช่วยเพิ่มความคงตวั และการดูดซึมของสารนั้นเขา้สู่ร่างกาย ส่งผล

ให้ชีวปริมาณออกฤทธ์ิ (bioavailability) ของสารนั้นในร่างกายเพิ่มข้ึนด้วย ทั้งน้ีหลังการเข้าสู่

ร่างกายโดยการรับประทานแลว้ อนุภาคนาโนจะแพร่ผ่านเซลล์เยื่อบุผิวล าไส้เล็ก (enterocytes) 

โดยวิธีท่ีเรียกวา่ transcellular หรือ transcytosis และอาจอาศยัตวัรับ (receptor) บนผิวเซลล์ในการ

ผา่นเขา้สู่เซลล์ร่างกาย กระบวนการเพิ่มความ สามารถในการผา่นเขา้สู่เซลล์ของอนุภาคนาโน มี

ตวัอย่างการศึกษาท่ีน าอนุภาคนาโนมาประยุกต์ใช้ในโภชนเภสัชภณัฑ์ ไดแ้ก่ อนุภาคนาโนของ

เคอร์คิวมิน (curcumin) เคอร์คิวมินเป็นสารจ าพวกโพลีฟีนอลท่ีสกัดจากเหง้าของขมิ้นชัน 

(Curcuma longa) และมีการละลายน ้ าไดน้้อย เคอร์คิวมินเป็นสารท่ีมีฤทธ์ิทางเภสัชวิทยามากมาย 

ได้แก่ เป็นสารตา้นออกซิเดชัน (antioxidant) ตา้นอกัเสบ (antiinflammation) ตา้นการเกิดมะเร็ง 

(anticar cinogenesis) อยา่งไรก็ตาม เคอร์คิวมินมีการละลายในน ้ าไดน้อ้ยไม่คงตวัในสภาวะท่ีเป็น

ด่าง ท าให้ดูดซึมในร่างกาย และมีชีวปริมาณออกฤทธ์ิท่ีต ่า นาโนเทคโนโลยีจึงถูกน ามาใช้ เพื่อ

โภชนเภสัชภณัฑ์ของเคอร์คิวมิน อนุภาคนาโนท่ีมีการศึกษาและใชเ้พิ่มการละลายของเคอร์คิวมิน 

ไดแ้ก่ นาโนอิมลัชนั ซ่ึงประกอบดว้ยสารลดแรงตึงผิวชนิดไม่มีประจุ (Tween 20) น ้ ามนัไตรกลี

เซอไรด์ชนิดห่วงโซ่ปานกลาง (MCT, medium chain triglycerides) และน ้า โดยการเตรียมจะใชว้ิธี

ป่ันผสมสารทั้งหมดภายใตแ้รงดนัสูง (high pressure homogenization) ไดอ้นุภาคนาโนในขนาด
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เส้นผ่านศูนยก์ลาง 79.5 นาโนเมตร และเม่ือน านาโนอิมลัชนัไปทดสอบฤทธ์ิตา้นอกัเสบในสัตว ์

ทดลองพบวา่มีฤทธ์ิท่ีดีกวา่อิมลัชนัท่ีมีขนาดอนุภาคใหญ่ นอกจากนั้นยงัมีการเก็บกกัเคอร์คิวมินไว้

ใน อนุภาคนาโนชนิดอ่ืนๆ ซ่ึงช่วยท าให้เคอร์คิวมินมีความคงตวัมากข้ึน และป้องกนัการถูกท าลาย

โดยการไฮโดรไลซีส (hydrolysis) ภายในร่างกายได ้ท าให้สารอยู่ในกระแสเลือดไดน้านข้ึน และ

เพิ่มชีวปริมาณออกฤทธ์ิของสารตลอดจน ท าให้สารมีฤทธ์ิทางชีวภาพเพิ่มข้ึนดว้ย เช่น ฤทธ์ิตา้น

มะเร็ง นอกจากเคอร์คิวมินแลว้ยงัมีการใชอ้นุภาคนาโนในการกกัเก็บสารอ่ืน ไดแ้ก่ เบตา้แคโรทีน 

(beta-carotene) โดยอนุภาคนาโนเตรียมไดจ้ากโซเดียมเคซีนเนท (sodium caseinate) และสารลด

แรงตึงผวิชนิดไม่มีประจุ ซ่ึงพบวา่อนุภาคนาโนช่วยป้องกนัการความไม่คงตวั จากการออกซิเดชนั

ของเบตา้แคโรทีนท่ีห่อหุ้มไวไ้ด้ นอกจากนั้นยงัมีการเตรียมอนุภาคนาโนในรูปไมเซลล์ ของ

วติามินดี (vitamin D2) โดยใชส้ารลดแรงตึงผิวคือโซเดียมเคซีนเนท และเตรียมโดยใชว้ิธีป่ันผสม

ภายใต ้แรงดนัสูง พบว่าสามารถเก็บกกัวิตามินดีได้ในขนาดสูงและน าไปใช้เสริมในผลิตภณัฑ์

อาหารได ้(Kontopidis et al., 2014; Pihlanto-Leppala, 2000) 

 

2.2.2 กำรผลติอนุภำคนำโน  

  การสร้างอนุภาคนาโนปกติแลว้โดยพื้นฐานใช้สองหลกัการ คือ  กระบวนการ 

top-down และ  กระบวนการ  bottom-up (Shimomura and Sawadaishi 2001; Whitesides and 

Grzybowski, 2002) ในขั้นตอน top-down เป็นสร้างอนุภาคขนาดใหญ่ข้ึนมาก่อน จากนั้นท าการ

ลดขนาดให้มีอนุภาคขนาดเล็กในระดบันาโน การลดขนาดสามารถท าโดยวิธีทางกลโดยการให้

พลังงานเข้าไป ส่วนอีกกระบวนการคือ bottom-up จะสร้างอนุภาคนาโนจากการรวมตวัของ

โมเลกุลขนาดเล็ก โดยข้ึนกบัค่าสัมพรรคภาพ (affinity) ภายในโมเลกุล (ภาพท่ี 2.5)  

 

 
ภำพที ่2.6 หลกัการสร้างอนุภาคนาโน 

 (A) หลกัการ top-down 
 (B) หลกัการ bottom-up  

ทีม่ำ: (Li et al., 2015) 
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ตวัอย่างของการผลิตอนุภาคนาโนด้วยหลกัการ top-down ได้แก่ นาโนอิมลัชัน วิธีการน้ีจะใช้

กระบวนการทางกลโดยใหพ้ลงังานสูงเขา้ไป เพื่อให้เกิดความรุนแรงระหวา่งเฟสน ้าและน ้ามนัจน

ท าให้เฟสน ้ ามนัเกิดการกระจายตวัเป็นหยดน ้ ามนัในเฟสน ้ า จึงเกิดเป็นอนุภาคนาโนไขมนัเกิดข้ึน 

(Tadros et al., 2004) ยกตวัอยา่งเช่น Leong และคณะ (2012) ไดศึ้กษาเตรียมอนุภาคนาโนอิมลัชนั

จากน ้ ามนัดอกทานตะวนั ไดอ้นุภาคเฉล่ียขนาด 40 นาโนเมตร ซ่ึงไดใ้ชค้ล่ืนอตัราซาวน์ร่วมกบัโฮ

โมจิไนซ์ ท าใหเ้กิดแรงเฉือนสูงจนเกิดการแพร่เป็นอนุภาคนาโนอิมลัชนั  

ในทางตรงกนัขา้ม วิธีการ bottom-up จะข้ึนอยู่กบัความสัมพนัธ์ของโมเลกุล 

โดยหลกัการคืออนุภาคขนาดเล็กจะรวมตวัเป็นอนุภาคขนาดใหญ่ (Chen et al., 2006) ซ่ึงหลกัการ

ของ bottom-up จะมีสามปัจจยัท่ีมีความส าคญัต่อกระบวนการ คือ สภาวะของวิธีการ การรวมตวั

ของพอลิเมอร์ และการกระจายตวัของอนุภาคภายในสารละลาย ยกตวัอย่างวิธีการท่ีใช้หลกัการ 

bottom-up  คือวิธีการดีซอลเวชัน (Desolvation) จะลดการละลายของโพลิเมอร์ท่ีน ามาเป็นวสัดุ

ห่อหุ้ม โดยจะค่อยๆเติมตวัท าละลายจนเกิดการรวมตวัของอนุภาค (Coester et al., 2000) ตวัอยา่ง

งานวิจยัมีการใช้โปรตีนเซอีน (zein) ในการเอนแคปซูลเลตดว้ยสารละลายเอทานอล (Zhong and 

Jin, 2009) วิธีการใช้สารเคมีท่ีส่งผลต่อความสามารถในการรวมตวักนัเองของอนุภาคนาโน เป็น

วิธีการท่ีใช้อย่างกวา้งขวาง ซ่ึงเป็นวิธีการท่ีใช้ประโยชน์จากแรงระหว่างโมเลกุลในการสร้าง

อนุภาคนาโน โดยมีผลมาจากอตัราส่วนมวลภายในโมเลกุล สภาวะพีเอช อุณหภูมิ และสภาวะอ่ืน 

(Chen et al., 2006; Grzelczak et al., 2010) 
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ตำรำงที ่2.4 ขอ้ดีและขอ้จ ากดัของวธีิการต่างๆท่ีใชใ้นการผลิตอนุภาคนาโน 

ลกัษณะทีส่ ำคัญ 

วธีิกำรเอนแคปซูเลชันด้วยโปรตีน 

ปรับพเีอชสำรละลำย 

pH cycling 

ใช้ควำมร้อน 

Heat Treatment 

สเปรยดรำย์ 

Sparay technique 

อมิลัชันร่วมกบักำรระเหย 

Emulsion evaporation 

กำรแทนที่ด้วยตัวท ำละลำย 

Solvent displacement 

ระยะเวลาท่ีใชใ้นกระบวนการ ปานกลาง ปานกลาง-สูง ปานกลาง-สูง สั้น ต ่า-ปานกลาง 

ตวัท าละลาย ใชบ้ฟัเฟอร์มาก ใชบ้ฟัเฟอร์มาก ใชบ้ฟัเฟอร์/แอลกอฮอล ์ ความเป็นพษิต ่า ความเป็นพษิต ่า 

พลงังานท่ีใชใ้นกระบวนการ ต ่า ปานกลาง ปานกลาง ต ่า ปานกลาง 

ความเขม้ขน้พอลิเมอร์ท่ีน ามาห่อหุม้ ปานกลาง-สูง ปานกลาง ปานกลาง ปริมาณท่ีขนาดอนุภาคเขา้ใกลน้า

โน 

ปานกลางสูง 

การห่อหุม้สารประกอบไฮโดรโฟบิค ต ่า-ปานกลาง ต ่า-ปานกลาง ปานกลาง สูง สูงมาก 

การห่อหุม้สารประกอบไฮโดรฟิลิค สูง ปานกลาง-สูง ปานกลาง ปานกลาง ปานกลาง 

สารลดแรงตึงผิว ไม่จ าเป็น ไม่จ าเป็น ไม่จ าเป็น จ าเป็น จ าเป็น 

ระยะเวลาท่ีท าใหบ้ริสุทธ์ิ สั้น สั้น ปานกลาง ปานกลาง ปานกลาง 

ขอ้สงัเกต:(สารท่ีน ามาห่อหุม้/ตวัห่อหุม้) มกัใชก้บัโปรตีน ไม่เหมาะกบัสารไบโอแอค

ทีฟท่ีไม่ทนความร้อน 

มกัใชก้บัโปรตีน และ 

คาร์โบไฮเดรต 

เหมาะกบัสารไบโอแอคทีฟท่ีเป็น

ไฮโดรฟิลิคและไฮโดรโฟบิค 

ขอ้จ ากดัในการเติมตวัท า

ละลาย 

ทีม่ำ: Sabliov และคณะ (2015)
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2.2.3 กำรห่อหุ้มสำรโดยใช้วธีิกำรดีซอลเวชัน  

  เทคนิคดีซอลเวชนัอาศยัความสามารถในการรวมตวักนัระหวา่งพอลิเมอร์ (เช่น 

โปรตีน หรือ พอลิแซคคาร์ไรด์ ) การเช่ือมต่อระหว่างอนุภาคท่ีเกิดข้ึนมีผลมาจากสภาวะการ

กระตุน้จากตวัท าละลาย โดยมีขั้นตอนเร่ิมจากการละลายพอลิเมอร์ในตวัท าละลายท่ีเหมาะสม ซ่ึง

พอลิเมอร์จะเกิดการคลายสาย จากนั้นใส่ซอลเวต้ิงเอเจนต ์เช่น ไอโซโพพานอล หรือ เอทานอล ลง

ไป (ในกรณีท่ีตวัท าละลายพอลิเมอร์คือน ้ า) จากนั้นพอลิเมอร์ท่ีกระจายตวัอยู่จะเกิดการรวมตวั

เช่ือมต่อ (cross linked) ระหว่างอนุภาค เน่ืองจากตวัท าละลายท่ีเติมลงไปนั้นเกิดการสร้างพนัธะ

กบัน ้ าแทนท่ีพอลิเมอร์ ซ่ึงจะเป็นการเหน่ียวน าพอลิเมอร์เกิดการรวมตวักนัเอง เม่ือถึงจุดเหมาะสม

ของสารจะเกิดลกัษณะขุ่น และเกิดเป็นผลิตภณัฑ์สุดทา้ยในรูปแบบอนุภาคนาโน (Grzelczak et 

al., 2010; Yi et al., 2006) 

  รูปแบบอนุภาคและขนาดของอนุภาคนาโนจะแตกต่างกนัข้ึนอยู่กบัสภาวะการ

เตรียม เช่น ปริมาณพอลิเมอร์ ค่าพีเอช ความแข็งแรงไอออนิก ความเขม้ขน้ของสารท่ีท าใหเ้กิดการ

เช่ือมต่อระหว่างโมเลกุล(cross-linking) ความเร็วรอบการกวนขณะท าการดีซอลเวชนั ปริมาณดี

ซอลเวต้ิงเอเจนต ์(desolvating agent) (Coester et al., 2000)   

 

 

 

 

 

 

 

ภำพที ่2.7  การห่อหุม้สารโดยใชว้ธีิการดีซอลเวชนั (Desolvation process) 

ทีม่ำ: Thrhini และคณะ (2017) 
 

 2.2.4 สำรทีใ่ช้ในกำรห่อหุ้มอนุภำคนำโน 

  การน าสารท่ีน ามาใชเ้ป็นวสัดุหุ้มในการท าเอนแคปซูเลชนั วสัดุห่อหุ้มท่ีเลือกใช้
จะมีอิทธิพลต่อการแพร่กระจายของสารภายใน และความเสถียรของผลิตภณัฑ์อาหารระหวา่งการ
เก็บรักษา ดงันั้นสารท่ีจะน ามาห่อหุม้ตอ้งค านึงถึงปัจจยัต่างๆ อาทิเช่น สภาวะท่ีใชใ้นขั้นตอนการ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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เอนแคปซูเลต ตัวสารเคลือบท่ีใช้ในการเอนแคปซูเลตจะต้องไม่ท าปฏิกิริยากับสารภายใน
โครงสร้างทางเคมี  (chemical structure) ความมีขั้ ว  (polarity) ความสามารถในการระเหย 
(volatility) ปกป้องสารจากสภาวะแวดลอ้ม มีคุณสมบติัในการท าให้เกิดความเสถียร และสามารถ
ควบคุมการปลดปล่อย ภายใตส้ภาวะและช่วงเวลาท่ีตอ้งการ (Shahidi and Han, 1993)  
  สารท่ีเลือกใชเ้ป็นวสัดุห่อหุม้ในกระบวนการเอนแคปซูเลชนั จะมีอิทธิพลต่อการ

แพร่กระจายในสารละลาย และความเสถียรของผลิตภณัฑอ์าหารระหวา่งการเก็บรักษา ดงันั้นสาร

ท่ีจะน ามาห่อหุม้ตอ้งค านึงถึงปัจจยัต่างๆ อาทิเช่น สภาวะท่ีใชใ้นขั้นตอนการเอนแคปซูเลต ตวัสาร

เคลือบท่ีใช้ในการเอนแคปซูเลตจะต้องไม่ท าปฏิกิริยากับสารส าคญั สามารถปกป้องสารจาก

สภาวะแวดล้อม มีคุณสมบติัในการท าให้เกิดความเสถียร และสามารถควบคุมการปลดปล่อย 

ภายใตส้ภาวะและช่วงเวลาท่ีตอ้งการ (Shahidi and Han, 1993)  

  วสัดุหุ้มในการท าเอนแคปซูเลชนัมกัเป็นไบโอพอลิเมอร์ ซ่ึงเป็นพอลิเมอร์ท่ีถูก

สร้างข้ึนและคดัแยกมากจากเน้ือเยื่อส่ิงมีชีวิต ซ่ึงเป็นวสัดุท่ีมีความปลอดภยัต่อการใช้งานในการ

น ามาเป็นวสัดุในการขนส่งสารทางเภสัชกรรม และการแพทย ์การใชไ้บโอพอลิเมอร์จะแบ่งเป็น 2 

ชนิด (1) พอลิแซคคารไรด์ (เช่น ไคโตซาน ไฮยาลูโรนิค  เดร็กเทรน เซลลูโลส พลูแลน คอนดรอ

ยตินซลัเฟต อลัจิเนต) และ (2) โปรตีน (เช่น คอลลาเจน เจลาติน ไกลอะดิน อลับูมิน เวยโ์ปรตีน) 

ทั้ง 2 กลุ่มมีลกัษณะเป็นไฮโดรฟิลลิค เป็นสารชีวภาพท่ีเขา้กนัได ้และเส่ือมสลายทางชีวภาพได ้ 

 

 

ภำพที ่2.8  วสัดุห่อหุม้สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ 

(a) วสัดุห่อหุม้ท่ีไม่ใช่โปรตีน (b) วสัดุห่อหุม้ท่ีเป็นโปรตีน 

ทีม่ำ: Adjonu และคณะ (2014) 
 

 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



19 
 

 
 

2.3. กำรผลติอนุภำคนำโนจำกเวย์โปรตีนไอโซเลตด้วยวธิกำรดีซอลเวชัน 
 

2.3.1. โครงสร้ำงเวย์โปรตีน  

  เวยโ์ปรตีน เป็นผลพลอยไดจ้ากการท าเนยแข็ง หลงัจากแยกโปรตีนเคซีน และ

ไขมนั น ามาผา่นกระบวนการท าให้แห้ง เพื่อให้ไดเ้ป็นโปรตีนบริสุทธ์ิท่ีอยูใ่นรูปผง โครงสร้างเวย์

โปรตีนประกอบด้วย 4 โปรตีนหลกั คือ เบตา้-แลคโตกลอบูลิน (β-lactoglobulin), แอลฟ่า-แลค

ตาบูมิน (α-lactalbumin), เซรัมอะบูมิน (serum albumin) และ อิมมูโนกลอบูลิน (immunoglubins) 

ซ่ึงมีสัดส่วนเป็น 50, 20, 10, และ 10 เปอร์เซ็นต์ของเวยโ์ปรตีนตามล าดบั ประกอบดว้ยกรดอะมิ

โน 162 ชนิด มีหมู่ไธออลอิสระหน่ึงหมู่ และมีสองพนัธะไดซัลไฟต์ (Jovanovic et al., 2007; 

Santos et al., 2012) โดยโปรตีนเหล่าน้ีจะมีลกัษณะเป็นโปรตีนกอ้นกลม (globular protein) (ไวต่อ

การเสียสภาพจากความร้อน) ในโครงสร้างระดบัทุติยภูมิและตติยภูมิประกอบดว้ยกรดอะมิโนทั้ง 

กรดอะมิโนท่ีแสดงสมบติักรดและเบส (มีประจุ) และกรดอะมิโนท่ีแสดงลกัษณะไฮโดรฟิลิคและ

ไฮโดรโฟบิค (มีขั้วและไม่มีขั้ว) ซ่ึงการกระจายตวัของกรดอะมิโนเหล่าน้ีจะท าให้เกิดความสมดุล

ภายในโครงสร้างโปรตีน (Smilowitz et al., 2005) การพฒันารูปแบบของการเกิดปฏิสัมพนัธ์ของ

ระหว่างโครงสร้างของโปรตีนกบัโปรตีน (Protein–protein interactions) (ท่ีเกิดจากสารเคมีและ

ทางกายภาพ) จะข้ึนอยู่กบัรูปแบบการรวมตวั (aggregation mechanisms) และชนิดของโปรตีนท่ี

เกิดการรวมตวั (types of protein aggregates) โดยการรวมตวัของโปรตีนกบัโปรตีนจะส่งผลต่อ

ระดบัโครงสร้างทั้งลกัษณะสัณฐานวิทยา (morphology) ความสามารถในการรวมตวักนั (binding 

capability) และการเกิดฟังก์ชันการท างาน (functionality) ซ่ึงจะส่งผลต่อขนาด และความคงตวั

ของอนุภาคนาโนท่ีเกิดข้ึน  

  

เวย์โปรตนีไอโซเลต มวลโมเลกลุ 
(kDa) 

ค่ำ pI อณุหภูมิเสียสภำพ 
(เซลเซียส) 

จ ำนวนกรดอะมิโน 

ทั้งหมด - - - - 

b-lactoglobulin 18.3 5.2 71.9 162 

a-Lactalbumin 14.2 4.8 64.3 123 

Immunoglobulins 150-900 5.5-6.8 - - 

Bovine serum Albumin 66.4 4.7-4.9 72.0-74.0 583 

Proteose peptones <12 3.3-3.7 - - 

Lactoferrin 80.0 8.0-8.5 70.0 700 

ตำรำงที ่2.5 องคป์ระกอบและลกัษณะของเวยโ์ปรตีนไอโซเลต  
 

ทีม่ำ: Ramos และคณะ (2015) 
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2.3.2 แรงพนัธะในโครงสร้ำงเวย์โปรตีน  

การควบคุมเสถียรภาพของโปรตีนเป็นส่ิงส าคญัในการออกแบบและควบคุม

ปฏิสัมพนัธ์ของโมเลกุลทางชีววิทยาท่ีซับซ้อน โดยเวยโ์ปรตีนสามารถมีปฏิสัมพนัธ์กบัโมเลกุล

ชนิดต่างๆ โดยจะสร้างแรงพนัธะระหว่างโปรตีน ซ่ึงจะอธิบายถึงแรงพนัธะท่ีหลากหลาย

ดังต่อไปน้ี (Bryant and McClements, 1998; Nicolai et al., 2011; Edwards and Jameson, 2014) 

ไดแ้ก่ แรงประจุทางไฟฟ้าสถิต (Electrostatic interactions) พนัธะไฮโดรเจน (hydrogen bond) และ

พันธะไดซัลไฟล์ (disulphide)  การเ กิดไฮเดรชั่น  (hydration) และแรงจากไฮโดรโฟบิค 

(hydrophobic effects) โดยแรงเหล่าน้ีเป็นแรงท่ีก าหนดความเสถียรของโครงสร้างโปรตีนใน

ระดบัชั้นตติยภูมิ ทั้งในโครงสร้างโปรตีนปกติหรือการเกิดปฏิสัมพนัธ์กบัโครงสร้างอ่ืนๆ (de la 

Fuente et al., 2002; Nicolai et al., 2011) 

โดยปกติแลว้การรวมตวัโมเลกุลขนาดใหญ่อยา่งเวยโ์ปรตีน ภายในโครงสร้างจะ

เกิดการรวมตวัจาก sulphydryl กับ disulphide ปฏิกิริยาแลกเปล่ียนพนัธะน าไปสู่การก่อตวัของ

โมเลกุลเป็นพนัธะไดซัลไฟล์ (ซ่ึงเป็นพนัธะโควาเลนต์) (Sawyer, 1968; Shimada and Cheftel, 

1989; Hoffmann and van Mil, 1997) อย่างไรก็ตามปฏิกิริยาท่ีไม่ใช่พันธะโควาเลนต์ของเวย์

โปรตีนภายในโครงสร้างก็มี เช่นกนั ทั้งพนัธะไอออนิค (ionic), แรงอิเลคโตสแตติด (electrostatic), 

แรงแวนเดอร์วาลว (van der Waals) และ แรงไฮโดรโฟบิค (hydrophobic) ก็มีส่วนร่วมต่อบทบาท

ท่ีส าคญัการรวมของเวยโ์ปรตีน (de la Fuente et al., 2002; Nicolai et al., 2011) 

 

2.3.2.1 แรงจำกพนัธะทีไ่ม่ใช่โควำเลนต์ (Noncovalent bonds) 
แรงจากพนัธะท่ีไม่ใช่โควาเลนต์ มกัจะมีปฎิสัมพนัธ์ท่ียอ้นกลับได้และ

ค่อนข้างอ่อนแอ แต่เม่ืออยู่ในระดบัการรวมตวัท่ีเยอะข้ึน จะท าให้มีอิทธิพลต่อการเกิดพนัธะ

ระหว่างโมเลกุลโปรตีนได้ปัจจยัทางเคมีท่ีส่งผลต่อแรงพนัธะเหล่าน้ี ได้แก่ ค่าพีเอชใกล้จุด 

isoelectric (pI) หรือความเข้มข้นของเกลือท่ีสูงข้ึน (Hoffmann and van Mil, 1997; Karshikoff, 

2006) 

แรงอิเลคโตสแตติด (Electrostatic interactions) มีผลมาจากค่าพีเอช และ

ความแขง็แรงของไอออนิกของสารละลายท่ีลอ้มรอบอนุภาคโปรตีน จะส่งผลต่อการรักษาความคง

ตวัของโปรตีนก้อนกลม (globular proteins) (Kinsella and Whitehead, 1989) การปรับค่า pH ให้

เป็น pI และ / หรือเพิ่มไอออน ขนาดและช่วงของการเกิดปฏิสัมพนัธ์จะลดลงเกิดจากการไปลด
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ค่าอิเล็กโตรไลต์จากแรงอิเล็คโตสแตติค ซ่ึงสามารถตรวจสอบได้จากโมเลกุลอิเล็กตรอนท่ี

ลอ้มรอบอะตอมกลาง (Counter ions) (Kitabatake et al., 2001)  

พนัธะไฮโดรเจน (Hydrogen bonds) ถึงจะมีผลต่อการรวมของเวยโ์ปรตีน

ท่ีเกิดข้ึน แต่ก็ไม่ได้เป็นแรงท่ีส าคญัในการก าหนดรูปแบบการรวมตวักนัของโปรตีนก้อนกลม 

(globular proteins) (Croguennec et al., 2004) โดยพบว่าการใชค้วามร้อนหรือความดนั อาจท าให้

เกิดการเปล่ียนแปลงโครงสร้างโปรตีนห่วงโซ่เปปไทด์กางออก เกิดการแสดงส่วนไฮโดรโฟบิคอ

อกมา หรือ เกิดการแสดงส่วนพนัธะไฮโดรเจนท่ีน าไปสู่การรวมตวัของโมเลกุลโปรตีนได ้ 

ป ฏิสั มพัน ธ์ ภ า ย ในโคร งส ร้ า ง ระหว่ า ง โม เ ลกุ ล ไ ฮโดรโฟ บิค 

(Intermolecular hydrophobic interactions) ปฏิสัมพนัธ์ภายในโครงสร้างระหวา่งโมเลกุลไฮโดรโฟ

บิค มีผลต่อความคงตวัของโครงสร้างเบตา้แลคโตกลอบูลิน ถึงแมว้า้โครงสร้างเบตา้-แลคโตกลอบู

ลิน โดยปกติพื้นผวิโมเลกุลจะมีลกัษณะเป็นไฮโดรฟิลลิก(ชอบน ้า) แต่ภายในโครงสร้างยงัมีหมู่อะ

มิโนท่ีไม่มีขั้วอยูม่าก จะเกิดการเขา้จบักนัเองไดข้องโครงสร้างโปรตีน (Nicolai et al., 2011) เม่ือมี

การเติมตวัท าละลาย หรือมีการให้ความร้อน ซ่ึงเป็นปัจจยัหลกัท่ีส าคญัในการรวมตวักันของ

โมเลกุลโปรตีน  

ปฏิกิริยาไฮเดรชั่น (Hydration interactions) ช่วยป้องกันโมเลกุลโปรตีน 

เกิดการรวมตวักนัเอง ท าให้เกิดแรงผลกักนัระหวา่งโมเลกุล ช่วงระยะทางการเกิดแรงผลกัภายใน

โมเลกุลโปรตีนท่ีมากข้ึนจะเกิดจากระดบัไฮเดรชัน่ท่ีสูงข้ึน (Edwards and Jameson, 2014) 

ปฏิสัมพนัธ์ภายในโครงสร้างระหวา่งโมเลกุลสเตอริค (Steric interactions) 

จะเกิดการรวมตวัของสารละลายโปรตีน 2 รูปแบบด้วยกัน คือจะเกิดการผลกักนัมากระหว่าง

โมเลกุลของอะตอม หรือ โมเลกุลเกิดการแยกตัวกันเล็กน้อยจากการซ้อนทับของโมเลกุล

อิเล็กตรอน ซ่ึงการซ้อนทบัน้ี สามารถใช้ดูแนวโน้มขนาดและรูปร่างการรวมตวักนัของโมเลกุล

โปรตีนได ้(Edwards and Jameson, 2014) 

ปฏิสัมพนัธ์ภายในโครงสร้างระหว่างโมเลกุลดว้ยแรงแวนเดอวาลล์ (Van 

der Waals interactions) แรงแวนเดอวาลล์จะมีผลต่อการดึงดูดโมเลกุลโปรตีนให้เกิดการรวมตวั

กนั (การคลายสายหรือไม่คลายสายของโครงสร้างโปรตีน) แต่ก็มีบทบาทเพียงเล็กน้อยต่อการ

รวมตวัของอนุภาคโปรตีน อย่างไรก็ตามหากโมเลกุลโปรตีนมีขนาดใหญ่เพียงพอในการเป็น

อนุภาคคอลอยด์ได ้และการผสมไบโอพอลิเมอร์อ่ืนกบัโมเลกุลโปรตีนแลว้ท าให้เกิดความคงตวั

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ของท่ีเพิ่มข้ึน นั้นจะเกิดจากแรงแวนเดอวาลล์ (Bryant and McClements,1998 ;  Nicolai et al., 

2011) 

2.3.2.2 แรงจำกพนัธะโควำเลนต์ (Covalent bonds) 

เป็นท่ีรู้จกักนัดีอยู่แลว้ว่าความคงตวัของโครงสร้างโปรตีนเกิดจากพนัธะ

ไดซลัไฟล์(disulphide bonds) โดยการไปลดค่าเอนโทรปีจะท าใหเ้กิดการเสียสภาพโปรตีน การท า

พนัธะระหว่าง หมู่ซัลไฮดริล และหมู่ซลัไฟต์ จะเกิดการเช่ือมต่อจากพนัธะไดซลัไฟล์ (จะอยู่ใน

บริเวณ b-Lg และ a-La) มีผลต่อการรวมตวั(aggregation processes) ของโมเลกุลโปรตีน (Shimada 

and Cheftel,1989) 

 

 2.3.3 กำรห่อหุ้มอนุภำคนำโนด้วยเบต้ำแลคโตกลอบูลนิ  

เบตา้แลคโตกลอบูลิน (Beta-lactoglobulin) เป็นองคป์ระกอบหลกัของเวยโ์ปรตีน

และสามารถใชใ้นการขนส่งสารอาหารต่างๆ โดยเบตา้แลคโตกลอบูลินสามารถตา้นทานการยอ่ย

จากสภาวะในกระเพาะอาหาร โดยวิธีการจะน าเบตา้แลคโคกลอบูลินมาปรับเปล่ียนโครงสร้างให้

สามารถห่อหุ้มสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพได ้การห่อหุม้และคุณสมบติัของเบตา้แลคโตกลอบูลิน จะ

มีความสัมพนัธ์มาจากลกัษณะโครงสร้างของโปรตีน นอกจากน้ียงัมีการใชเ้บตา้แลคโตกลอบูลินอ

ยา่งเดียวหรือรวมเบตา้แลคโตกลอบูลินกบัพอลิเมอร์อ่ืนๆ เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการขนส่งสารออก

ฤทธ์ิทางชีวภาพ 

โดยทัว่ไปแลว้ประสิทธิผลของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ มีความสามารถในการ

ดูดซึมต ่า ซ่ึงเกิดจากปัจจยัต่างๆ เช่น ความรุนแรงในช่วงการแปรรูปอาหาร (ความร้อน ออกซิเจน 

แสง ฯลฯ ) ความไม่แน่นอนในระบบทางเดินอาหารทางเดินอาหาร (GI) (ค่า pH, เอนไซม์, 

สารอาหารอ่ืนๆ) เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการดูดซึมของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ จะใช้วิธีการเอน

แคปซูเลชันด้วยวิธีการต่าง เพื่อปกป้องและขนส่งสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพให้ถึงเป้าหมาย 

วตัถุประสงค์หลักของการเอนแคปซูเลชันของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพเพื่อ (1) ป้องกันสาร

ความส าคญัท่ีมีความไม่เสถียรหรือสามารถสูญสลายได้ง่ายจากสภาวะท่ีไม่เหมาะสม เช่น การ

เปล่ียนแปลงสภาวะทางเคมี (ออกซิเจน, กรด, ฯลฯ ) และแสง  (2) การควบคุม bioaccessibility 

และการดูดซึมของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีห่อหุ้ม (3) ขนส่งสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพไปยงั

เป้าหมาย โดยเฉพาะภายในส่ิงมีชีวิต โดยรูปแบบและระบบการห่อหุ้มสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ไดรั้บการพฒันาข้ึนเพื่อปกป้อง สารโพลีฟีนอล, สารสกดัจากสมุนไพรสารอาหารวติามิน(วิตามิน, 

เกลือแร่, น ้ ามนัปลา, เปปไทด์, ฯลฯ ) และโปรไบโอติก /จุลินทรีย ์(แลคโต, bifidobacteria) ใน

ระบบอาหาร 

ในบรรดาวสัดุท่ีน ามาศึกษาใชเ้ป็นวสัดุในการเอนแคปซูลเลชนั โปรตีนมความ

น่าสนใจอย่างกวา้งขวาง โดยโปรตีนเป็นพอลิเมอร์ชีวภาพท่ีมีลักษณะเป็น amphiphilic ซ่ึงมี

ความสามารถในการท าปฏิสัมพนัธ์ทั้งสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพและตวัท าละลาย นอกจากน้ีความ

เป็นธรรมชาติของโปรตีนแสดงใหเ้ห็นถึงความเป็นพิษต ่าและสามารถยอ่ยสลายทางชีวภาพท่ีดีกวา่

เม่ือเทียบกบัพอลิเมอร์สังเคราะห์ โดยเฉพาะคุณสมบติัการท างานของโปรตีนทั้งเป็นอิมลัซิไฟ

เออร์ มีคุณสมบติัการก่อเจล มีความยดืหยุน่ มีคุณลกัษณะท่ีหลากหลาย ซ่ึงเหมาะสมส าหรับการใช้

งานในรูปแบบท่ีแตกต่างกนั เบตา้แลคโตกลอบูลินเป็นเวยโ์ปรตีนท่ีส าคญัในนมววั ซ่ึงมีขอ้ดีหลาย

อยา่ง เช่น มีบริเวณเกาะกบัสารอาหารธรรมชาติ เพิ่มความสามารถละลายน ้ าได ้และความตา้นทาน

ต่อการย่อยในระบบกระเพาะอาหาร ซ่ึงทั้งหมดน้ีท าให้สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพสามารถเพิ่มการ

ดูดซึมสารอาหารได ้

มีการศึกษาอย่างกวา้งขวางในโครงสร้างและทางเคมีกายภาพของเบตา้แลคโต

กลอบูลิน โดยเบตา้แลคโตกลอบูลินจดัอยูใ่นกลุ่มของ lipocalin ซ่ึงเป็นโปรตีนท่ีใช้ในการขนส่ง

สารอาหารเขา้สู่ร่างกาย และมีลกัษณะเป็นไฮโดรโฟบิค มีการรายงานวา่สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ

สามารถเกาะกบัเบตา้แลคโตกลอบูลินได ้ซ่ึงเคยมีการศึกษาทั้งใน เรตินอล วิตามินดี กรดไขมนั 

สารประกอบฟีนอลิค และคอลเลสเตอรอล โดยจะเกาะอยูส่องบริเวณ ดงัในภาพท่ี2.8 ดว้ยแรงทาง

พนัธะ ทั้งพนัธะไฮโดรเจน แรงไฮโดรโฟบิค และแรงแวนเดอร์วาลล ์ 

ประโยชน์ของโปรตีนเป็นท่ีน ามาเป็นวสัดุห่อหุ้มมีประสิทธิภาพมากกวา่พอลิ

แซกคาร์ไรด์ และโพลิเมอร์สังเคราะห์ โดยหน้าท่ีการท างานของโครงสร้างโปรตีนมีดังน้ี 

โครงสร้างมีความยืดหยุน่ (ซ่ึงหมายถึงความสามารถในการเอนแคปซูลเลชนัสารในรูปแบบต่างๆ) 

สามารถท างานครอบคลุมหมู่ฟังก์ชนัไดห้ลายกลุ่ม (ซ่ึงแสดงให้เห็นการท าปฎิสัมพนัธ์ทางเคมีท่ี

เข้ากันง่ายกับสารชนิดต่างๆ)  มีลักษณะเป็น amphiphilic จากธรรมชาติ (ซ่ึงบ่งบอกถึงการมี

ปฏิสัมพนัธ์ในการเก็บกกัสาร) และการยอ่ยสลายทางชีวภาพ มีการเทียบความเป็นไฮโดรโฟบิคกบั

โปรตีนชนิดอ่ืนๆ เช่น เซอีน (zein) และ กลูเตน พบวา่เบตา้แลคโตกลอบูลินมีความสามารถในการ

ละลายของในช่วง พีเอช และ ionic strengths ท่ีกวา้งกวา่ และถา้หากกรดอะมิโนไฮโดรโฟบิคต ่า 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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(53.4% อตัราส่วนโมล) ก็ไม่อาจห่อหุ้มออกฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีเป็นไฮโดรโฟบิคให้มีประสิทธิภาพ

สูงได ้ 

 
ภำพที ่2.9 โครงสร้างเบตา้แลคโตกลอบูลินท่ีถูกเกาะดว้ยคอเลสเตอรอล 

ทีม่ำ: Teng และคณะ (2015) 

นอกจากน้ีเบตา้แลคโตกลอบูลิน มีสองคุณสมบติัท่ีส าคญั หน่ึงคือสามารถ

ตา้นทานกบัน ้ ายอ่ยในกระเพาะอาหารจากเอนไซมเ์ปปซิน (pepsin) ซ่ึงเป็นเอนไซมห์ลกัท่ีสามารถ

ย่อยโปรตีนได้ โดยเอนไซม์เปปซินมีลกัษณะการท างานท่ีส าคญั 3 ส่วน คือ 1) เปปซินจะย่อย

โปรตีนส่วนพนัธะเปปไทด์บริเวณโปรตีนไฮโดรโฟบิค อย่างไรก็ตามสภาวะการย่อยบริเวณ

พนัธะเปปไทด์ก็มีขอ้จ ากดัในเร่ืองของสภาพขั้ว และประจุของกรดอะมิโน 2) พบวา่หากเบตา้แลค

โตกลอบูลินมีโปรตีนสายเบตา้ (B-sheet) มากกว่า 55 เปอร์เซ็นต์ จะลดความสามารถในการย่อย

กับเอนไซม์เปปซินได้ โดนจะลดการเข้าจับกันสับเสตรด 3) มีบริเวณพนัธะไดซัลไฟด์สอง

ต าแหน่ง (Cys82–Cys176 และ Cys122–Cys135/137) ท่ีถูกเอนไซมย์อ่ยใหเ้กิดการคลายสายส่งผล

ต่อความคงตวัต่อสายโครงสร้างเบตา้แลคโตกลอบูลิน และคุณสมบติัท่ีสองเบตา้แลคโตกลอบูลิน

จะถูกยอ่ยอยา่งชา้ๆดว้ยเอนไซมท์ริปซิน (trypsin) ในล าไส้เล็ก จากทั้งสองคุณสมบติัในระบบการ

ยอ่ยอาหาร ท าใหเ้บตา้แลคโตกลอบูลินเป็นท่ีน่าสนใจในการน ามาเป็นวสัดุในการเอนแคปซูเลชนั 

ส าหรับควบคุมการปลดปล่อยของสารอาหาร (nutraceuticals labile) หรือยาในระบบทางเดิน

อาหาร 
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    2.3.4 ปัจจัยส ำหรับกำรออกแบบกำรห่อหุ้มสำรด้วยเบต้ำแลคโตกลอบูลนิ 

มีหลากหลายปัจจยัท่ีมีผลต่อความคงตวัและประสิทธิภาพในการห่อหุ้มสารออก

ฤทธ์ิทางชีวภาพ โดยปัจจยัเหล่าน้ีมีความสัมพนัธ์ท่ีเก่ียวขอ้งร่วมกนัในการสร้างเมทริกซ์ในการ

ห่อหุ้มสาร ซ่ึงปัจจยันั้น ไดแ้ก่  ลกัษณะของสารส าคญัท่ีน ามาห่อหุ้ม(พื้นผิวของสารส าคญั) และ

สภาวะการผลิตอนุภาคนาโน (คุณสมบติัทางเคมีกายภาพ) จะมีผลต่อการท าปฏิสัมพนัธ์ซ่ึงสรุปดงั

ตารางท่ี 2.6 

ความสามารถในการห่อหุ้มสาร (Loading capacity) มีผลมาจากอตัราส่วนน ้าหนกั 

(โมลาร์) ระหวา่งสารท่ีถูกเก็บกกัและวสัดุห่อหุ้มส่งผลต่อการเกิดปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งเมทริกซ์ของ

สารประกอบกบัวสัดุห่อหุ้ม โดยวสัดุห่อหุ้มมีแนวโน้มท่ีจะดึงดูดประจุตรงขา้มด้วยแรงอิเลค

โทสแตติก แรงไฮโดรโฟบิค รวมตวัเป็นเมทริกซ์ในการห่อหุ้มสาร นอกจากน้ียงัมีค่าพารามิเตอร์

จากสภาวะแวดลอ้ม เช่นค่า pH, ความแข็งแรงของอิออน และอุณหภูมิ ก็มีผลกระทบต่อชนิดและ

ขนาดของแรงในการเกิดปฏิสัมพนัธ์กนัของโครงสร้างเมทริกซ์ ดงันั้นเพื่อให้เกิดความสามารถใน

การห่อหุ้มสาร ท่ีเหมาะสมส าหรับออกฤทธ์ิทางชีวภาพ ต้องค านึงถึงการเลือกวสัดุห่อหุ้มให้

เหมาะสมและเพียงพอต่อการเกิดเมทริกซ์ร่วมกบัสภาวะแวดลอ้มท่ีเหมาะสม 

ความคงตวัในการกระจายตวัเป็นส่ิงส าคญัส าหรับการเพิ่มประสิทธิภาพการดูด

ซึมของสารอาหาร โดยมีผลมาจากแรงดึงดูด และแรงผลกัของปฏิสัมพนัธ์ในการขนส่งสารอาหาร 

โดยแรงพนัธะท่ีเก่ียวขอ้งท่ีเกิดแรงดึงดูดกนัระหวา่งอนุภาค ไดแ้ก่ พนัธะไฮโดรเจน แรงแวนเดอ

วาลล์ แรงไฮโดรโฟบิค และแรงดึงดูดอิเล็กโทรสแตติก และพนัธะท่ีเกิดแรงผลกักันระหว่าง

อนุภาค แรงผลกัอิเล็กโทรสแตติก และหมู่สเตอริค นอกจากน้ียงัมีบริเวณท่ีแสดงลกัษณะความเป็น

ไฮโดรโฟบิค (เช่น หมู่อะโรมาติกของกรดอะมิโน) บริเวณท่ีแสดงลกัษณะความเป็นไฮโดรฟิลิค 

(เช่น หมู่ –OH และ –NH2) เป็นส่วนส าคญัในการความคุมความเป็นไฮโดรโฟบิคหรือการท าพนัธะ

ไฮโดรเจนของโครงสร้างโปรตีน ประจุท่ีพื้นผวิอนุภาคโปรตีนมีบทบาทท่ีส าคญัแรงผลกั และแรง

ดึงดูดบนพื้นผิวอนุภาค โดยค่าพารามิเตอร์ท่ีใช้วดัความคงตวัของอนุภาคคือ ค่าศกัยซี์ตา้ (zeta 

potentials) ควรมีค่ามากกว่า 30 มิลลิโวตต์ และน้อยกว่า 30 มิลลิโวตต์ แสดงถึงความคงตวัของ

อนุภาคท่ีกระจายตวั ซ่ึงเกิดจากแรงผลกัอิเลกโทรแตติกระหวา่งอนุภาค
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ตำรำงที ่2.6 ขอ้ค านึงในการเลือกใชว้สัดุห่อหุม้สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ 

คุณสมบติั ลกัษณะรายละเอียด ปัจจยัท่ีมีผล 

ความสามารถในการห่อหุม้สาร (Loading capacity) น ้าหนกั (โมลาร์) อตัราส่วนระหว่างสารท่ีถูกเก็บกกัและ วสัดุ

ห่อหุม้ แสดงใหเ้ห็นถึงประสิทธิภาพของการห่อหุม้ 

แรงพันธะของปฏิสัมพันธ์ระหว่างการเกิดเมทริกซ์ของ

สารประกอบกับวัสดุห่อหุ้ม ( แรงอิ เลคโทสแตติก แรง

ไฮโดรโฟบิค พนัธะไฮโดรเจน แรงแวนเดอวาลส์ , ฯลฯ )  

ความคงตวัและการกระจายตวั (Dispersion stability ) ความคงตวักบัการตกตะกอน ก่อให้เกิดความสามารถในการ

ละลายและดูดซึมในการเก็บกกัสาร 

แรงประจุไฟฟ้า แรงไฮโดรฟิลิค และหมู่สเตอริค (steric) บน

พ้ืนผวิอนุภาค 

การควบคุมการปลดปล่อยสาร (Controlled release) เวลาในการปลดปล่อยสาร การสัมผสักบัส่ิงเร้าบางอย่าง ช่วย

เพ่ิมประสิทธิภาพของการขนส่งสาร 

พอลิเมอร์หรือหมู่ฟังก์ชนัท่ีเหมาะสมมีผลต่อการเปล่ียนแปลง

ของสภาพแวดลอ้มบางอยา่ง ( เช่น pH หรือ เอนไซม ์) 

พอลิเมอร์ท่ีสามารถยดึเกาะเซลล ์mucus (Mucoadhesion) การยึดติดกบัเยื่อบุในทางเดินอาหารทางเดิน ก่อให้เกิดการดูด

ซึมของสารท่ีถูกกกัเก็บไวไ้ด ้

ประจุบวกบนพ้ืนผวิอนุภาค; ปนิมาณพนัธะไฮโดรเจนท่ีมากจะ

รวมกลุ่มกนั (เช่น หมู่ไฮดรอกซิล) 

ระยะ เ วลา ท่ี อยู่ ในระบบทาง เ ดินอาหาร  (Prolonged 

circulation) 

การยืดระยะเวลาท่ีอยู่ในระบบทางเดินอาหาร ลดการสูญเสีย

ของการออกฤทธ์ิทางชีวภาพ 

หมู่ Steric หรือ พอลิเมอร์ท่ีคลา้ยคลึงธรรมชาติ ( biomimetic 

polymers) เกาะอยูบ่นพ้ืนผวิอนุภาค 

การดูดซึมเขา้สู่เซลล ์(Cellular uptake) การขนส่งสารในระดบัเซลล ์ขั้นตอนท่ีดีท่ีสุดส าหรับการขนส่ง

สาร 

ลดขนาดของระบบการจัดส่งนั้ น จากประจุบวกบนพ้ืนผิว

อนุภาค การมีค่าไฮโดรโฟบิคบนพ้ืนผวิสูง  

ทีม่ำ: Teng และคณะ (2015) 
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ต่อมาเป็นคุณสมบติัควบคุมการปลดปล่อยสาร ในต าแหน่งหรือระยะเวลาท่ีตอ้งการ 

โดยปกติแลว้เมทริกซ์ของสารอาหารมีผลต่อระดบัการควบคุมการปลดปล่อยสาร เช่น วสัดุท่ีน ามา

ห่อหุม้อาจจะถูกยอ่ยไดโ้ดยง่ายจากกรดและเอนไซมใ์นกระเพาะอาหาร เป็นผลให้สารอาหารท่ีถูก

กกัเก็บอาจสูญสลายไปจากการเจอสภาวะกรดรุนแรงจากกระเพาอาหาร ดงันั้นวสัดุห่อหุ้มท่ี

เหมาะสมส าหรับห่อหุ้มสารอาหาร ควรรักษาสามารถป้องกนัและกกัเก็บสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ

จากการร่ัวไหลในสภาวะกระเพาะอาหาร จนกวา่จะถึงล าไส้เล็ก และอวยัวะท่ีส าคญัส าหรับการดูด

ซึมสารอาหาร โดยสารอาหารท่ีห่อหุ้มควรจะปล่อยออกมาในช่วงน้ีการบริโภคสารออกฤทธ์ิทาง

ชีวภาพจะถูกดูดซึมเขา้สู่การไหลเวียนของระบบในล าไส้เล็ก mucin เป็นประจุลบไกลโคโปรตีนท่ี

ลอ้มรอบเซลล์ล าไส้เล็กเป็นชั้นเหมือนเจลและท าหน้าท่ีเป็นตวัยืดเกาะในการดูดซึมสารอาหาร 

ระหวา่งวสัดุห่อหุม้และเมือก mucoadhesion จึงเป็นส่ิงจ าเป็นส าหรับการดูดซึม 

ระบบท่ีมีเบตา้แลคโตกลอบูลินห่อหุ้ม การเลือกวสัดุห่อหุ้มท่ีเหมาะสมและเทคนิค

การห่อหุม้เป็นส่ิงส าคญัส าหรับการรวมตวัและการขนส่งสารไปยงัเป้าหมาย ขอ้ดีของเบตา้แลคโต

กลอบูลินท่ีน ามาใช ้สรุปเก่ียวกบัวิธีการผลิตอนุภาคจากเบตา้แลคโตกลอบูลินในตารางท่ี 2.6 การ

ผลิตอนุภาคนาโน การเกิดโมเลกุลเชิงซ้อน ซ่ึงเกิดจากการรวมกนัของบริเวณลิแกนด์ของโปรตีน 

อนุภาคนาโนเกิดการจากการเปล่ียนแปลงโครงสร้างโปรตีนส่งผลให้เกิดการรวมตวักันของ

โปรตีนและการรวมตวักนัของโมเลกุลออกฤทธ์ิทางชีวภาพ เม่ือเทียบกบัโมเลกุลเชิงซ้อนอนุภาค

นาโนจะแสดงขนาดเส้นผ่าศูนยก์ลางอยู่ในช่วง (100-200 นาโนเมตร) และ ความสามารถในการ

ห่อหุ้มสารจะสูงมาก  โดยงานวิจยั Maux และ คณะ 2016 ไดเ้อนแคปซูเลชนักรดไขมนั linoleate 

เกิดการแสดงบริเวณไฮโดรโฟบิคจากโครงสร้างเปบไทด์ในเบตา้แลคโตกลอบูลินในการฟอร์ม

อนุภาค ซ่ึงการคลายสายส่งผลต่อประสิทธิภาพการรวมตวัของอนุภาคนาโนเบตา้แลคโตกลอบูลิน

ในการขนส่งสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีเป็นไฮโดรโฟบิค โดยโครงสร้างอนุภาคนาโนท่ีเกิดจาก

โปรตีน จะสามารถป้องกันการย่อยสลายได้ดีกว่า เ ม่ือเทียบกับระบบอ่ืนๆ เม่ือเทียบกับ 

polysaccharides ซ่ึงมีอนุภาคขนาดใหญ่ เปรียบเทียบเบตา้แลคโตกลอบูลินท่ีมีขนาดทท่ีเล็ก และมี

ความหยืดหยุ่มมากกวา่ สามารถรวมมาก เกิดการรวมตวัเป็นอนุภาคทรงกลมอยา่งรวดเร็ว ท าให้

อนุภาคมีขนาดเล็กลงและมีประสิทธิภาพการกกัเก็บมากข้ึน

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ทีม่ำ: Teng และคณะ (2015) 

ตำรำงที ่2.7 วธีิการผลิตอนุภาคนาโนในรูปแบบต่างๆท่ีใชเ้บตา้แลคโตกลอบูลินเป็นวสัดุห่อหุม้สารส าคญั  

ระบบกำรขนส่ง วธีิกำรเตรียม

อนุภำค 

ขนำดอนุภำค สำรทีถู่กน ำมำห่อหุ้ม ข้อด ี ข้อเสีย 

Molecular complex การผสมและการบ่ม อนุภาคนาโนหลาย

ขนาด 

ฟีนอล กรดโฟลิค และ 

กรดไขมนั 

ขั้นตอนง่ายๆท่ีไม่มีสารเคมีท่ีเป็นพิษ 
ต้านทานน ้ าย่อยจากBLG ขนาดเล็กมี
ความโปร่งใส 

ประสิทธิภาพการกกัเก็บต ่า เกิดการเปล่ียนแปลงได้

งานจากสภาวะแวดลอ้ม 

Nanoparticles ดีซอลเวชัน, ความ

ร้อนและแรงดันสูง 

โฮโมจีไนซ์  

50–200 nm เ คอ คู มิน  ฟีนอล  กรด

ไขมัน  อัล ฟ่า -โทโคเฟ

อรอล 

โครงสร้างขนาดเล็ก   สามารถขนส่งสาร
ไดท้ั้ง lipo- และ hydro- philic  

มีอินทรียต์วัท าละลาย (desolvation); ประจุบนพ้ืนผิว

ต ่า การสลายตวัในระบบทางเดินอาหาร 

Nanoemulsion โฮโมจีไนซ์ 50–200 nm เบตา้แคโรทีน เคอคูมิน ผลิตภณัฑ์โปร่งใส ขนส่งสาร lipophilic 

ได ้

ลกัษณะเทอร์โมไดนามิกท่ีไม่เสถียร ไม่สามารถใช้

กบัสารประกอบท่ีมีขั้วได ้เกิดความไม่คงตวั การเจือ

จาง, การอบแห้ง, และสารลดแรงตึงผิวในระบบ

ทางเดินอาหาร 

Gel ตวัท าละลายอินทรีย ์

หรือชักน าด้วยแรง

ไอออนิก 

โครงร่างโปรตีน อัล ฟ่ า -โทโค เ ฟอรอล 

ไอออนเหลก็ 

มีประสิทธิภาการกกัเก็บสูง เ กิดเป็นช่องขนาดใหญ่ การป้องกันท่ีไม่ดี  เ กิด

ลกัษณะท่ีบวมน ้ า 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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2.3.5 สภำวะทำงกำยภำพและทำงเคมีทีม่ีผลต่อรวมตัวเป็นอนุภำคนำโน  

มีการศึกษาถึงกลไกการสร้างเวยโ์ปรตีนในการรวมตวัเป็นอนุภาคนาโน โดยใช้
การรวมตวัในรูปแบบ bottom up จนเกิดเป็นอนุภาคไดใ้นขนาด 40 นาโนเมตร อนุภาคนาโนจาก
เวยโ์ปรตีนท่ีเกิดข้ึนน้ีส่งผลมาจากค่าพารามิเตอร์ของกระบวนการสร้างอนุภาคนาโน (Leclerc et 
al., 2005) ผลของอนุภาคจะเกิดการรวมตัวจากปริมาณแคลเซียมไอออนต ่ากับอุณหภูมิของ
สารละลายเวยโ์ปรตีนท่ี 55 องศาเซลเซียส ซ่ึงเป็นอุณหภูมิท่ีไม่ท าใหเ้บตา้กาแลตโตบูลินเสียสภาพ 
ผลการทดลองได้ว ัดขนาดค่าศักย์ซีต้าอยู่ ท่ี  -25 มิลลลิโวลต์ ซ่ึงการมีประจุท่ีพื้นผิวสูงมี
ความสัมพนัธ์ต่อการกระจายตวั และความคงตวัในการเก็บรักษา โดยพบวา่การรวมตวัของอนุภาค
นาโนเวยโ์ปรตีน เกิดจากแรงพนัธะต่างๆ ทั้งพนัธะโควาเลนต ์พนัธะไฮโดรเจน แรงไฮโดรโฟรบิค
จากภายในโครงสร้าง และแรงแวนเดอรวาลล์ การทดลองไดมี้การตรวจติดตามผลของการสร้าง
พนัธะในโครงสร้างโปรตีน โดยการเติม CaCl2 (เพื่อศึกษาแรงจากอิเลคโตสแตติค) เติมยูเรีย (เพื่อ
ศึกษาความไม่คงตวัของโครงสร้างโปรตีนจากแรงของพนัธะไฮโดรเจน) เติม SDS (เพื่อบล็อกการ
เกิดพนัธะกบัหมู่ไฮโดรโฟบิค) และเติม 2-mecaptoethanol (เพื่อป้องกนัการเกิดพนัธะไดซลัไฟล์) 
จากตรวจติดตามการฟอร์มตวัของอนุภาคจากค่าความขุ่นท่ี 480 นาโนเมตร  จากผลการศึกษา
กลไกการรวมตวักนัของเบตา้กาแลคโตบูลินมาจากการเติมแคลเซียม หรือการเกิดพนัธะไดซลัไฟล์ 
จากการสังเกตการณ์ดงักล่าวกลไกส่วนใหญ่ท่ีน าไปสู่การก่อตวัของ nanoaggregates เกิดจากแรงอิ
เล็กโตรสแตติกระหว่างโปรตีนและแคลเซียม ส่วนแรงไฮโดรโฟรบิคมีผลต่อการรวมตวัระหวา่ง
สายโครงสร้างโปรตีน ส่วนพนัธะไดซัลไฟด์มีผลต่อการรวมตวัของโปรตีนภายในโครงสร้าง
โปรตีนเอง นอกจากปัจจยัทางเคมีและทางกายภาพของการทดลองน้ีแลว้ ยงัมีปัจจยัอ่ืนท่ีส่งผลต่อ
การรวมตวัของอนุภาคเวยโ์ปรตีนอีก (Chen et al., 2006) 

ผลของพีเอช การกระจายตวัของประจุบนพื้นผวิโครงสร้างโปรตีนมกัข้ึนอยูก่บัพี
เอช ซ่ึงพีเอชเป็นค่าพารามิเตอร์ท่ีส่งผลต่อทั้งระดบัการคลายสายภายในโมเลกุลโปรตีน และส่งผล
ต่อการรวมตวักนัของโปรตีน-โปรตีนภายในโมเลกุล ดงันั้นค่าพีเอชกบัแรงไฮโดรโฟบิคเป็นตวั
แปรส าคัญ  ต่ออัตราการรวมโปร ตีนและความคงตัวของอนุภาคนาโน  (Bryant and 
McClements,1998; Ramos et al., 2012) โดยการรวมตวัของอนุภาคโปรตีนตอ้งมีการรักษาสมดุล
ระหว่างค่าพีเอชและความแรงของไอออนในสารละลายเวย์โปรตีน โดยการรวมตัวภายใน
โครงสร้างจะเกิดจากแรงอิเล็ดโตสแตติค ท่ีสภาวะไออนิคต ่า ค่าพีเองควรจะมีค่างห่างจาก pI 
เพราะ pH อยูใ่นช่วงของค่า pI จะเร่งอตัราการตกตะกอนเพิ่มมากข้ึน จนสมารถเกิดเป็นลกัษณะขุ่น 
หรือเป็นพลากเ์จลขนาดใหญ่แทน 

ผลของปริมาณเอทานอล ปริมาณเอทานอลจะเกิดการเปล่ียนแปลงสภาพขั้ วของ
โครงสร้างโปรตีน(dielectric costant) ซ่ึงจะมีผลต่อ แรงไฮโดรโฟบิคภายในโครงสร้างโปรตีน 
พนัธะไฮโดรเจน โดยการเติมแอลกอฮอล์ลงไปจะลดความเป็นขั้วของต าแหน่งโครงสร้างโปรตีนเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



30 
 

 
 

บริเวณพนัธะไฮโดรเจน และโครงสร้างอลัฟ่า-ฮีลิค ท าให้เกิดการแสดงลกัษณะไฮโดรโฟบิคท่ี
สูงข้ึน ส่งผลใหเ้กิดการรวมตวักนัภายในโครงสร้างโปรตีน 

ผลของความเข้มข้นเวย์โปรตีน เวย์โปรตีนท่ีเพิ่มข้ึน ความเข้มข้นของโปรตีนมกัจะ
ก่อให้เกิด (1) การรวมตวัท่ีเพิ่มข้ึน เน่ืองจากมีโอกาสเพิ่มข้ึนของการปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งโปรตีน
และโปรตีน และ (2) การตกตะกอนเน่ืองจากความสามารถในการละลาย ผลกระทบท่ีส าคญัใน
การรวมโปรตีนโดยเฉพาะอยา่งยิง่ เม่ือเสียสภาพโปรตีนจากความร้อนเปรียบเทียบกบัความเขม้ขน้
สูงของโปรตีน แนวโน้มของโปรตีนท่ีความเข้มข้นสูงจะเกิดการรวมจะสูงกว่า (Wehbi et al., 
2005)  

 

2.4. กำรขนส่งสำรส ำคญัด้วยอนุภำคนำโนในสภำวะทำงเดินอำหำรจ ำลอง 

ระบบน าส่งอนุภาคนาโนเป็นระบบท่ีใช้ nanocarriers ในการห่อหุ้มสารออกฤทธ์ิทาง
ชีวภาพ และขนส่งสารประกอบเหล่าน้ี เพื่อเพิ่มการดูดซึมในทางเดินอาหารระบบท่ีใช้ในระบบ
ชีวภาพของร่างกาย (active endocytosis) (Schneider et al., 2006) ปัจจุบสัารพฤกษเคมีจะแนะน า
ในแง่ของสุขประโยชน์ แต่มีอุปสรรคในการดูดซึมต ่า จึงไดน้ าการขนส่งสารในรูปแบบอนุภาคนา
โนมาเป็นระบบการขนส่งสารสารพฤกษเคมีโดยจะเน้นในส่วน คุณสมบติัท่ีเป็นเอกลกัษณ์ เพื่อ
เพิ่มการดูดซึมสารสารพฤกษเคมีในทางเดินอาหาร  

 

2.4.1 อตัรำกำรดูดซึมของสำรพฤกษเคมีกลุ่มฟีนอลกิ 
แม้ว่าสารในกลุ่มสารพฤกษเคมีมีผลดีสุขภาพของมนุษย์ ซ่ึงได้รับการยืนยนัจาก

หลายงานการศึกษาแต่อตัราการดูดซึมท่ีต ่า และขอ้จ ากดัของการดูดซึมสารของสารพฤกษเคมีก็ยงั

ไดรั้บการรายงานจ านวนมากเช่นกนั ซ่ึงส่วนใหญ่สารธรรมชาติมีความสามารถในการละลายน ้าต ่า

เสถียรภาพทางเดินอาหารไม่ดี, การแพร่กระจายของสารพฤกษเคมีในระบบทางเดินอาหารท่ีต ่า มี

ผลต่อการดูดซึมสารเขา้สู่ร่างกายไดน้อ้ย 

 

2.4.2 ควำมสำมำรถในกำรละลำยและควำมคงตัวของสำรพฤกษเคมีกลุ่มฟีนอลกิ 

สามารถในการละลายและความคงตวัต ่าของไฟโตเคมิคลัส่งผลต่อการดูดซึมใน

ระบบทางเดินอาหารท่ีต ่าตามไปดว้ย การละลายของไฟโตเคมิคลัท่ีเป็นสารประกอบฟีนอลิก เกิด

จากค่า affinity ของสารท่ีท ากบัโมเลกุลของน ้ า ร่วมกบัน ้ าหนกัมวลโมเลกุลก็มีบทบาทส าคญัต่อ

อตัราการละลาย โดยถา้หากสารมีน ้ าหนกัโมเลกุลท่ีสูงข้ึนอตัราการละลายจะต ่าในน ้ า (Gao and 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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Hu, 2010) ยกตวัอย่างเช่น โปรแอนโทไซยานิดิน (proanthocyanidins) มีการสังเคราะห์จาก (+) -

catechin และ (-) - epicatechin ขนาดของโพลิเมอร์มีน ้ าหนกัโมเลกุลขนาดใหญ่ มากเม่ือเทียบกบั 

oligmers และโมโนเมอร์น้ี การท่ีมีน ้ าหนักโมเลกุลสูง ท าให้เกิดการละลายของโพลิเมอร์ 

proanthocyanidin ท่ีต ่ามาก และน าไปสู่การดูดซึมท่ีต ่า (Ou et al. 2012; Zhang, et al. 2004).ยิ่งไป

กว่านั้นสภาพความเป็นกรดด่างท่ีแตกต่างกนัในทางเดินอาหาร ยงัอาจท าให้เกิดย่อยสลายของ

สารพฤกษเคมีได้ ยกตัวอย่างเช่น epigallocatechin gallate (EGCG) ไม่คงตัวต่อความเป็นกรด 

(<1.5)  ในกระเพาะอาหาร และสภาพแวดลอ้มท่ีมีค่า pH เป็นกลางในล าไส้เล็กและ ซ่ึงท าให้การ

ย่อยเกิดกระบวนการสลายเป็นล าดับแรกๆ(first-order reaction) (Onoue et al. 2011; Zhu et al. 

1997) ส่วน แอนโทไซยานินมีการรายงานวา่ จะถูกยอ่ยสลายในอยา่งรวดเร็วในล าไส้เล็กท่ีมีค่า pH 

เป็นกลาง (McGhie and Walton, 2007) 

 

2.4.3 กำรดูดซึมสำรพฤกษเคมีกลุ่มฟีนอลกิในระบบเซลล์ของล ำไส้เลก็ 

บนเซลล์พื้นผิวของเยื่อบุผิวขนาดเล็กล าไส้ไม่มีเซลล์รับสารท่ีเฉพาะเจาะจง 

(epithelial cells receptors) ในการขนส่ง phenolicสารพฤกษเคมีเขา้สู่เซลล์ ดังนั้นกลไกส าหรับ 

phenolicสารพฤกษเคมีในการขนส่งขา้มเยื่อบุผวิเป็นไปตามหลกัในการดูดซึมในรูปแบบการแพร่

แบบต่างๆทั้ ง  passive diffusion, paracellular และ transcellular diffusions หลังจากการดูดซึม 

phenolicสารพฤกษเคมีผา่นกระบวนการ active efflux สาร phenolicสารพฤกษเคมีจะถูกดูดซึมเขา้

สู่ลูเมน(lumen) ก่อนเขา้สู่กระแสเลือด (ภาพท่ี 2.8) ยกตวัอย่างงานวิจยัของ Murota et al. (2002) 

ได้ทดลองการดูดซึมของ genistein, daidzein และ glucoside conjugates การศึกษาการซึมผ่าน

พบว่า aglycones (โมเลกุลท่ีถูกไฮโดรไลซิสจาก glucoside) จะถูกดูดซึมไดง่้ายข้ึน เม่ือเทียบกบั

การดูดซึมของ conjugates Pro-anthocyanidins ศึกษาการดูดซึมเปิดเผยว่า Pro-anthocyanidin 

dimers และ Trimers สามารถถูกดูดซึมได้ทัว่เซลล์ monolayer อย่างไรก็ตามโพลิเมอร์ท่ีมีระดบั

ขนาดใหญ่ จะสามารถขนส่งผา่น Caco-2 monolayer ไดย้ากเพราะน ้าหนกัโมเลกุลขนาดใหญ่ (Ou 

et al. 2012; Stephanie et al., 2001) 
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ภำพที ่2.10  รูปแบบการดูดซึมสารพฤกษเคมีกลุ่มฟีนอลิกเขา้สู่เซลลรู์ปแบบต่างๆ 

ทีม่ำ: Li และคณะ (2015) 

 

2.4.4 ระบบอนุภำคนำโนในกำรขนส่งสำรพฤกษเคมีกลุ่มฟีนอลกิ 

อนุภาคนาโนสามารถห่อหุ้มสารพฤกษเคมีกลุ่มฟีนอลิกโดยใช้พนัธะไฮโดรเจน

และแรงไฮโดรโฟบิค ซ่ึงสามารถเพิ่มความสามารถในการละลายของสารพฤกษเคมีกลุ่มฟีนอลิกอ

นุภาคนาโนสามารถป้องกนัการสลายตวัของสารพฤกษเคมีระบบทางเดินอาหาร ท่ีส าคญัอนุภาค

นาโน สามารถน ามาถูกดูดซึมโดยตรงข้ึนผ่านเซลล์เยื่อบุผิวในล าไส้เล็กได้ เป็นการเพิ่ม

ประสิทธิภาพการดูดซึมสารพฤกษเคมีได ้

 

2.4.4.1 อนุภำคนำโนช่วยเพิ่มควำมสำมำรถในกำรละลำยน ้ำของ สำรพฤกษเคมี
กลุ่มฟีนอลกิ 

การสร้างอนุภาคนาโน โครงสร้างภายในอนุภาคจะเป็นสารในกลุ่ม

ไฮโดรโฟบิค และบนผิวของอนุภาคจะกระจายตวัด้วยกลุ่มสารท่ีมีขั้ว (Li and Gu, 2014) ดงันั้น

อนุภาคนาโน สามารถคงความเสถียรในระบบการกระจายตวัได้ จากการผลกักนัระหว่างอนุภาค

และการเกิดไฮเดรชั่นของอนุภาคนาโน สารพฤกษเคมีสามารถสามารถเกิดปฏิสัมพนัธ์บริเวณ
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เกิดคุณสมบติั hydration ท่ีเหมาะสมท าให้สารพฤกษเคมีท่ีห่อหุ้มอยูใ่นอนุภาคนาโน เกิดสภาวะท่ี

เสถียร สามารถช่วยเพิ่มความสามารถในการละลายน ้ าของสารพฤกษเคมีได้ ยกตวัอย่างเช่น 

procyanidin ถูกห่อหุ้มดว้ย zein อนุภาคนาโนท่ีใชว้ิธีดีซอลเวชนั และ procyanidinezein ท่ีเกิดข้ึน

อนุภาคนาโน สามารถเพิ่มประสิทธิภาพการละลายน ้ าของ procyanidin ได้ อนุภาคนาโน Poly 

(lacticco-glycolic acid) (PLGA), อนุภาคนาโนไคโตซานและอนุภาคนาโนโปรตีนทั้งหมดถูก

รายงานวา่การห่อหุม้เคอคูมินไปเพิ่มความสามารถในการละลายน ้าได ้(Anand et al., 2010) 

 

2.4.4.2 อนุภำคนำโนป้องกัน phenolicสำรพฤกษเคมีกับกำรย่อยสลำยในระบบ
ทำงเดินอำหำร 

สารพฤกษเคมีกลุ่มฟีนอลิกยอ่ยสลายอย่างรวดเร็วในทั้งสภาพเป็นกรดและ
เป็นกลางต ่า (Zhu et al., 1997) แต่หลงัจากท่ีห่อหุ้มเป็นอนุภาคระดบันาโนความคงตวัของ EGCG 
ในสภาวะกระเพาะอาหารจ าลอง (pH 1.2) สูงเป็น 2 เท่า ของ EGCG อิสระ (Onoue et al., 2011) 
แสดงให้เห็นว่า EGCG มีความคงตวัสูงมากจากการหุ่อหุ้มดว้ยเซร่ัมอลับูมินโปรตีนด้วยพนัธะ
ไฮโดรเจนและปฏิสัมพนัธ์กบัหมู่ไฮโดรโฟบิค โดยกลุ่ม sulfhydryl ในเซร่ัมอลับูมินโปรตีน ท า
หนา้ท่ีเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระป้องกนัการยอ่ยสลายสาร EGCG  

 

2.4.4.3 อนุภำคนำโนช่วยเพิ่มกำรดูดซึมสำรสำรพฤกษเคมีกลุ่มฟีนอลิกในเซลล์
เย่ือ endocytotic ผ่ำนกำรดูดซึมของเซลล์ 

มีงานวิจยัพบว่าอนุภาคนาโน สามารถดูดซึมผ่านเขา้เยื่อบุผิวของล าไส้เล็ก 
ขนส่งดว้ยวธีิการ paracellular หรือ transcellular pathway การขนส่งเพิ่มการดูดซึม ห่อหุม้ phenolic
สารพฤกษเคมีในทางเดินอาหาร ( ภาพท่ี 2.9 ) 

Clathrin-mediated endocytosis เป็นการห่อหุ้มโปรตีน ฮอร์โมน สารเมตา

บอไลท์ต่างๆ เขา้สู้เซลล์ผ่านรีเซฟเตอร์ด้วยการห่อหุ้มด้วยโปรตีน โดยเรียกโปรตีนชนิดน้ีว่า 

แคลทริน (Clathrin) ซ่ึงขนาดอนุภาคท่ีสามารถดูดซึมไดคื้อประมาณ 120 นาโนเมตร (Ogunkoya 

et al., 2009) นอกจากน้ีมีงานวิจยัอ่ืนพบวา่หากมีขนาดอนุภาคนาโนเฉล่ียเล็กกวา่ 200 นาโนเมตร 

จะสามารถรักษาความคงตัวของโปรตีนแคลทริน (Clathrin) ในการดูดซึมสารเข้าสู่เซลล์ได้ 

(Ehrlich et al., 2004). 
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ภำพที ่2.11 การดูดซึมอนุภาคนาโนเขา้สู่เซลลล์ าไส้เล็ก  

ทีม่ำ: Li และคณะ (2015) 

 

2.4.4.4 ผลกระทบของพเีอช ไอออน และเอนไซม์ในระบบทำงเดินอำหำร ต่อ

เสถียรภำพอนุภำคนำโน 

อนุภาคนาโนหลงัจากท่ีเขา้ระบบทางเดินอาหารจะเจอกบัสภาวะค่า pH ท่ี

แตกต่างกนั จ านวนไอออนท่ีเพิ่มมากข้ึน และชนิดเอนไซม์ในระบบยอ่ยอาหารท่ีแตกต่างกนั อาจ

ส่งผลกระทบต่อประสิทธิภาพของอนุภาคนาโนได ้ส าหรับขนส่ง สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ พีเอชท่ี

มีบทบาทส าคญัท่ีจะส่งผลกระทบต่อความคงตวัของอนุภาคนาโนในระบบทางเดินอาหาร 

ปริมาณของไอออนท่ีมีอยู่ในระบบทางเดินอาหารส่งผลต่อสมดุลของพีเอช 

(เช่น กรดไฮโดรคลอริก โซเดียมไบคาร์บอเนต ฯลฯ), การส่งสัญญาณ (เช่นโซเดียมและ

โพแทสเซียม) การขนส่งสารอาหาร และ การกระตุ้นการท างานของเอนไซม์ เพื่อด าเนิน

กระบวนการย่อยอาหาร ซ่ึงเหตุการณ์เหล่าน้ีจะส่งผลต่อปฏิสัมพนัธ์ระหว่างอนุภาคนาโนและ

ไอออน ท าให้เกิดแรงจากไอออนิคท่ีเพิ่ม ข้ึน ส่งผลต่อการเพิ่มขนาดอนุภาคนาโน จาก

ความสามารถในการละลายน ้าลดลง (Bootz et al., 2004) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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อนุภาคนาโนสามารถถูกยอ่ยจากเอนไซม์ในระบบทางเดินอาหาร Luo et 

al ไดร้ายงานวา่ การกกัเก็บโทโคฟีรอล (tocopherol) ในอนุภาคนาโนโปรตีนเซอีน (zein) โทโคฟี

รอล ออกมาอยา่งต่อเน่ือง จากสภาวะจ าลองของเหลวในกระเพาะอาหารดว้ยเอนไซมเ์ปปซิน และ

ไอนไซมใ์นล าไส้เล็กแพนครีเอติน (Luo et al., 2011)  Li และคณะ (2011) ไดศึ้กษาความคงตวัของ

ของวิตามินดี3  จากการห่อหุ้มดว้ยอลัจิเนตในสภาวะจ าลองระบบทางเดินอาหารท่ีประกอบดว้ย

เอนไซม ์การสแกนอิเล็กตรอนกลอ้งจุลทรรศน์ พบวา่ขนาดอนุภาคนาโนเพิ่มข้ึนจาก 200 เป็น 500 

นาโนเมตร ในจ าลองของเหลวในกระเพาะอาหารหลงัผา่นไป 0.5 ชัว่โมง และเกิดการรวมตวัของ

อนุภาคนาโนในล าไส้หลงัจากผา่นไป 6 ชัว่โมง (Li et al., 2011) 

 

2.5 งำนวจิยัที่เกีย่วข้อง 

วิธีการเตรียมอนุภาคนาโนจากเวยโ์ปรตีนไอโซเลตดว้ยวิธีการดีซอลเวชัน่ มีงานวิจยัของ 

Gunasekaran et al.,(2006) ท าการศึกษาผลของระดบัพีเอชของสารละลายเวยโปรตีนไอโซเลต ท่ีมี

ผลต่อค่า zeta-potential และศึกษาแนวโน้มของขนาดอนุภาคนาโน ในการทดลองได้สังเกต

แนวโนม้ค่า zeta-potential ของ β-lactoglobulin จากการผลิตอนุภาคนาโนจากเวยโ์ปรตีนคอนเซน

เตรดดว้ยวธีิการดีซอลเวชนั โดยใชอ้ะซิโตนเป็นดีซอลเวต้ิงเอเจนต ์ในการทดลองไดศึ้กษาระดบัพี

เอชของสารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลตก่อนการดีซอลเวชนั จาก 3.5 - 9.0 พบวา่ค่า zeta-potential 

มีแนวโนม้ลดลงจาก +20 ถึง -40 โดยค่า zeta-potential ของอนุภาคท่ีจะสามารถแขวนลอยด์คงตวั

อยูใ่นสารละลายจะอยูใ่นช่วง +30 ถึง -30 การท่ีพีเอชเพิ่มข้ึนและท าให้แนวโนม้ค่า zeta-potential 

ลดลง มีผลมาจากการแลกเปล่ียนประจุท่ีพื้นผวิ และค่า surface hydrophobicity  การทดสอบศึกษา

แนวโนม้ของ zeta-potential พบวา่ท่ี pH 9 มีค่า zeta-potential ต ่าสุดท่ี -40 โดยคาดการณ์วา่ท่ี pH 9

โมเลกุลจะมีการเปล่ียนแปลงประจุลบท่ีพื้นผิวอนุภาคของ β-lactoglobulin  มากท่ีสุด ในการ

ทดสอบถัดมาจึงได้ทดสอบสารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลตท่ี pH 9 ร่วมกบัน ามาให้ความร้อน

อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ก่อนเขา้สู่กระบวนการดีซอลเวชนั พบวา่ขนาดของอนุภาคนาโนเวย์

โปรตีนไอโซเลต 50±4 นาโนเมตร(ปริมาณ 80 %)  

 ในส่วนถดัมาส่วนส าคญัคือการใชเ้ทคนิคดีซอลเวชนัในการสร้างอนุภาคนาโน ท่ีใชต้วัท า

ละลายอินทรีย ์ซ่ึงเรียกว่า ดีซอลเวต้ิงเอเจน (Desolvating agent) ในการให้เกิดการแตกตวัของ

ประจุของพอลิเมอร์ ท าให้เกิดการเขา้จบัโครงสร้างของโครงสร้างไฮโดรโฟบิคท่ีมีประจุแตกต่าง
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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กนัด้วยแรงทางไฟฟ้า (electrostatic interaction) ภายในโมเลกุลพอลิเมอร์เกิดเป็น coacervative 

wall  ซ่ึงปริมาณดีซอลเวต้ิงเอเจนท่ีเติมลงไปจะส่งผลต่อการรวมตวัและขนาดของอนุภาคนาโน 

 โดยมีงานวิจยัท่ีศึกษาปริมาณการเติมดีซอลเวต้ิงเอเจนดว้ยวิธีการดีซอลเวชนั หลายงาน 

อาทิเช่น งานของ Arroyo-Maya et al., 2014 ไดศึ้กษาการเตรียมอนุภาคนาโนจาก α-Lactalbumin 

(เป็นโปรตีนท่ีประกอบอยูใ่นเวยโ์ปรตีนประมาณ 20 - 22 เปอร์เซ็นต)์ ซ่ึงเตรียมดว้ยวิธีการดีซอล

เวชนั ท าการศึกษาโครงสร้างและความคงตวัในการรวมตวัของอนุภาคโปรตีน โดยใชส้ารละลาย 

α-Lactalbumin ความเขม้ขน้ 2 เปอร์เซ็นต์ ท่ี pH 9  โดยใช้อะซิโตนปริมาณ 4 เท่าต่อสารลายเวย์

โปรตีนเป็นดีซอลเวต้ิงเอเจน ร่วมกบัการเติมสารละลายกลูตารัลดิไฮด์ (Glutaraldehyde) ความ

เขม้ขน้ 8 เปอร์เซ็นต ์จากผลการทดลองพบวา่ วิธีการสามารถสร้างอนุภาคนาโนทรงกลมได ้ซ่ึงมี

ขนาด 100 – 160 นาโนเมตร เกิดจากการเช่ือมต่อกนัของ α-Lactalbumin กบั glutaraldehyde จาก

การเติมอะซิโตน (80% v/v) ลงไป ซ่ึงพบวา่อะซิโตนมีส่วนท าให้โครงสร้างโปรตีนเสียหายระดบั

ทุติยภูมิ จนท าให้โครงสร้างพอลิเปปไทด์ของ α-Lactalbumin เกิดการรวมตวัแบบ B-stand และ

รวมตวัเป็นพอลิเมอรริคของ glutaraldehyde ท าใหส้ามารถอธิบายถึงการพบโครงสร้างโปรตีนสาย

สั้นในอนุภาคนาโน ซ่ึงมีความคงตวัมาจากพนัธะโควาเลนตข์องโปรตอนจากหมู่คาร์บอกซิล  

 งานวิจยัของ Gulseren et al., 2012 ไดท้  าการศึกษาผลของระดบัปริมาณเอทานอล ท่ีมีผล

ต่อสภาวะความคงตวัของอนุภาคนาโน จากการผลิตอนุภาคนาโนเวยโ์ปรตีนไอโซเลตดว้ยวธีิการดี

ซอลเวชนัโดยใชเ้อทานอล เป็นดีซอลเวต้ิงเอเจนต ์โดยพบวา่การใชป้ริมาณเอทานอล 3- 4 เท่าของ

สารละลายเวยโ์ปรตีน 5 เปอร์เซ็นต ์ท่ี pH 9 แลว้ปรับพีเอชการเก็บรักษามาท่ี pH 3 เม่ือผา่นการเก็บ

รักษาเป็นระยะเวลา 96 ชัว่โมง อนุภาคยงัมีความคงตวัอยู ่โดยสังเกตจากความเปล่ียนแปลงจากการ

เพิ่มขนาดอนุภาคท่ีนอ้ยกวา่การใชป้ริมาณเอทานอล 1-2 เท่า ซ่ึงเกิดจากโครงสร้างของเบตา้กาแลค

โตบูลิน (b-lactoglobulin) เม่ือเพิ่มปริมาณเอทานอลมากข้ึนจะถูกเปล่ียนแปลงโครงสร้าง โดยไป

ลดค่าไดอิเล็กทริต (dielectric constant) จนเกิดการแสดงส่วนของ α-helix เพิ่มข้ึนท าใหอ้นุภาคคง

ตวัไดม้ากข้ึน ขนาดอนุภาคโดยเฉล่ียเม่ือใชเ้อทานอล 3- 4 เท่ามีขนาด 30 นาโนเมตร 

 เม่ือมีการพฒันาในส่วนของเปลือกห่อหุ้มของอนุภาคนาโนเวยโ์ปรตีนไอโซเลตแลว้ไดมี้

การน ามาประยุกต์ในการกักเก็บสารส าคัญชนิดต่างๆ จึงได้มีการศึกษาอัตราส่วนปริมาณ

สารส าคญัต่อเวยโ์ปรตีนไอโซเลต โดยงานวิจยัของ Gulseren และคณะ (2012) มีการศึกษาปริมาณ

ของเอทานอล (1-3 เท่า)ร่วมกบัปริมาณไอออนเหล็กท่ีใช้ (ความเขม้ขน้ 5 และ 10 มิลลิโมล)ใน

กระบวนการดีซอลเวชนั จากการผลิตอนุภาคนาโนของไอออนเหล็กในเวยโ์ปรตีนไอโซเลตดว้ย
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วิธีการดีซอลเวชนั โดยใชส้ภาวะท่ี pH 9 และใชเ้อทานอลเป็นดีซอลเวต้ิงเอเจนต ์พบวา่ปริมาณเอ

ทานอลมีผลต่อเปอร์เซ็นต์ในการเอนแคปซูลเลชนัไอออนเหล็ก (เขม้ขน้ 5 มิลลิโมล) หากมีการ

เพิ่มปริมาณเอทานอลอยู่ในช่วง 2-3 เท่าของสารละลายเวย์โปรตีน จะมีเปอร์เซ็นต์ในการเอน

แคปซูลเลชนัถึง 100 เปอร์เซ็นต์ แต่หากใชป้ริมาณเอทานอลจ านวน 1 เท่า เปอร์เซ็นต์ในการเอน

แคปซูลเลชนัจะอยูท่ี่ 80 เปอร์เซ็นต ์โดยมีสาเหตุมาจากการจ านวนไอออนเหล็กจะสูงมากในช่วงท่ี

ยงัไม่ไดท้  าการดีซอลเวชนั และเม่ือละลายเวยโ์ปรตีนไวร่้วมกบัอนุภาคไออนเหล็กก็ไม่เกิดการ

รวมตวักนั แต่หากมีการเพิ่มปริมาณเอทานอลข้ึนจะท าให้ไอออนเหล็กลดลง ร่วมกบัการลดลดค่า

ไดอิเล็กทริตของโปรตีนลง จึงมีประสิทธิภาพในการเอนแคปซูลเลชนัมากข้ึน 

 นอกจากน้ียงัมีในส่วนงานวจิยัของ Bagheri และคณะ (2013) ท าการการผลิตอนุภาคนาโน

ของสารสกดัอิทผลมัในเวยโ์ปรตีนไอโซเลต ได้ศึกษาปริมาณสารสกดัอินทผลมัท่ีใส่ลงไปใน

กระบวนการดีซอลเวชนั โดยก าหนดปริมาณเอทานอลคงท่ี 3 เท่า pH 9 และ อตัราส่วนสารสกดั

อินทผลัม:เวย์โปรตีน (core:matrix-from) 1:15 และ 1:20 การท่ีอัตราส่วน 1:15 มีแนวโน้มให้

จ  านวนอนุภาคท่ีได ้(Particle Yield) และประสิทธิภาพการเอนแคปซูลเลชนัท่ีต ่ากวา่ เน่ืองจากหาก

มีปริมาณสารสกดัอินทผลมัท่ีมากเกินไป จะส่งผลให้การเช่ือมต่อระหว่างอนุภาคโปรตีนดว้ยกนั 

หรือ ระหวา่งอนุภาคโปรตีนกนัสารฟีนอลลิคมีแรงท่ีอ่อนลง การเพิ่มสารสกดัท่ีมากเกินไป อาจ

เป็นการเพิ่มปริมาณตะกอนท่ีเกิดข้ึนแทน 
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บทที ่3 

อุปกรณ์และวธีิกำรทดลอง 

3.1 วตัถุดิบ 

3.1.1 สารสกดัลูทีนจากดอกดาวเรืองในน ้ ามนัดอกค าฝอย ความเขม้ขน้ลูทีนร้อยละ 20 
(Lutein in safflower oil, 20 %) บริษทั FloraGLO 

3.1.2 เวยโ์ปรตีนไอโซเลต มีโปรตีนร้อยละ 92.79 (Whey protein isolate (WPI) with 92% 
protein) (Mullins9030) consisting of 92.79% protein, 1.5% fat, 4.7% moisture and 2.8% ash จาก
บริษทั Mullins Whey (Wisconsin, USA) 

3.1.3 เลซิติน (L-α-Phosphatidylcholine from dried egg yolk, 40%) บริษทั Sigma aldrich 
3.1.4 Tween 80 (Food grade) บริษทั Merck 

 

3.2 เคร่ืองมือและอปุกรณ์ 

 3.2.1 กลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสแกน  EVO HD Carl Zeiss, France 
 3.2.2 เคร่ืองกวนแม่เหล็กไฟฟ้า    IKA รุ่น RW 20 digital, Germany 
 3.2.3 เคร่ืองเซนตริฟิวส์    Eppendorf รุ่น 5804R, Germany 
 3.2.4 เคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิ    N-Biotek รุ่น NB-205 VL, Korea 
 3.2.5 เคร่ืองชัง่ 4 ต าแหน่ง    Sartorius รุ่น CPA3245, Germany 
 3.2.6 เคร่ืองวดัความเป็นกรด-ด่าง   Inolab PH level1, Germany 
 3.2.7 เคร่ืองพีเอชแบบต่อเน่ือง   Metrohm รุ่น Riverview, USA  
 3.2.8 เคร่ืองวดัการดูดกลืนแสง    Shimadzu รุ่น UV-1601 , Japan 
 3.2.9 เคร่ืองวดัการกระจายตวัของขนาดอนุภาค  NanoPlusTM 3 Particulate , UK). 
 3.2.10 ตูอ้บสุญญากาศ (Vacuum Oven)   Heraeus, Germany. 
 3.2.11 ไมโครปิเปต (Micropipette)  Sartorius รุ่น Proline, Germany 
 3.2.12 อ่างอลัตร้าโซนิก (Ultrasonic bath)  Bosstech รุ่น HBV120S, Germany 
 3.2.13 เคร่ืองแกว้ 
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3.3 สำรเคม ี

3.3.1 Ammonium nitrate   Merk, Germany 

3.3.2 Ethanol 95%   Merk, Germany 

3.3.3 Ethanol 99.9%   Merk, Germany 

3.3.4 Lactic acid sodium salt  Merk, Germany  

3.3.5 Chloroform   RCI Labscan, Ireland 

3.3.6 Phosphoric acid    RCI Labscan, Ireland 

3.3.7 Potassium dihydrogen phosphate  Carlo Erba Reagent, Italy 

3.3.8 Potassium phosphate  Merk, Germany 

3.3.9 Potassium chloride   Merk, Germany 

3.3.10 Potassium citrate   Carlo Erba Reagent, Italy 

3.3.11 Sodium chloride   Carlo Erba Reagent, Italy 

3.3.12 Sodium citrate   Merk, Germany 

3.3.13 Sodium hydroxide   Carlo Erba Reagent, Italy 

3.3.14 Hydrochloric acid 37%  RCI Labscan, Ireland 

3.3.15 Urea    Merk, Germany 

3.3.16 Porcine gastric Mucin  Sigma-aldrich, Singapore 

3.3.17 Uric acid sodium salt  Carlo Erba Reagent, Italy 

3.3.18 Pancreatin from porcine pancreas Sigma-aldrich, Singapore 

3.3.19 Pepsin Enzyme   Sigma-aldrich, Singapore 

3.3.20 Deionized water 
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3.4 วธิีด ำเนินงำนวจิัย 

3.4.1 วธีิกำรสร้ำงอนุภำคนำโนลูทนีในเวย์โปรตีนไอโซเลตแบบแห้ง  

 3.4.1.1 กำรเตรียมตัวอย่ำง 

 การทดลองจะท าการศึกษาสภาวะการผลิต 3 ปัจจยั ได้แก่ ระดบัพีเอชของ
สารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลต 3 ระดบั (3, 7และ 9) ปริมาตรเอทานอล 3 ระดบั (0.25, 0.50 และ
0.75 เท่าของปริมาตรสารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลต) และปริมาณสารสกดัลูทีนต่อปริมาณเวย์
โปรตีนไอโซเลต 4 ระดบั (1.25, 2.50, 3.75 และ 5.00 มิลลิกรัมของสารลูทีนต่อ 100 กรัมของเวย์
โปรตีนไอโซเลต) ท่ีมีต่อประสิทธิภาพการห่อหุ้มลูทีนในเวย์โปรตีนไอโซเลต ขนาดอนุภาค 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา การปลดปล่อยสารลูทีนโดยจ าลองระบบการย่อยอาหารในหลอด
ทดลอง และความคงตัวในสภาวะการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิต่างๆ  วางแผนการทดลองหา
ประสิทธิภาพการห่อหุม้สารลูทีนในเวยโ์ปรตีนไอโซเลตแบบแฟคทอเรียล จากนั้นเลือกตวัอยา่งท่ี
มีค่าประสิทธิภาพการห่อหุ้มท่ีสูงมาศึกษาขนาดอนุภาค ลกัษณะทางสัณฐานวิทยา การปลดปล่อย
สารลูทีนโดยจ ำลองระบบการยอ่ยอาหารในหลอดทดลอง และความคงตวัในสภาวะการเก็บรักษา
ท่ีอุณหภูมิต่างๆ โดยท าการทดลอง 3 ซ ้ า แลว้น าผลขอ้มูลไปเปรียบเทียบค่าความแตกต่างทางสถิติ
ต่อไป  
 กำรเตรียมสำรละลำยเวย์โปรตีนไอโซเลต 

เตรียมสารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลตความเขม้ขน้ร้อยละ 1 (w/w) โดยใช้เวย์
โปรตีนไอโซเลตในปริมาณ 5 กรัม ละลายในน ้ าปราศจากไอออน 495 มิลลิลิตร ผสมตวัอย่างบน
เคร่ืองกวนแม่เหล็กไฟฟ้าความเร็วรอบ 500 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 1 ชัว่โมง น าตวัอยา่งเก็บ
เขา้ตูเ้ยน็ไว ้1 คืน เพื่อให้เกิดการไฮเดรตน ้ าท่ีสมบูรณ์ จากนั้นน าสารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลตท่ี
เตรียมไว ้มาปรับค่าพีเอช (pH) เป็น 3 ดว้ยกรดไฮโดรคลอริก (HCl) ความเขม้ขน้ 1 นอร์มอล หรือ
เป็น 7 หรือ 9  ดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ความเขม้ขน้ 1 นอร์มอล 
 กำรเตรียมสำรละลำยลูทนี 
 เตรียมสารละลายลูทีน โดยน าสารสกดัลูทีนไปละลายในเอทานอล 4 ระดบั คือ 
2.5, 5.0, 7.5 และ 10.0 มิลลิกรัม ลงในเอทานอลแอนไฮดรัสท่ีมีปริมาตร 5, 10, 15 มิลลิลิตร  แลว้
น าส่วนผสมของสารละลายลูทีนในเอทานอลแอนไฮดรัสท่ีความเข้มข้นต่างๆ ไปโซนิเคท 
(Sonicate) สารละลายดว้ยเคร่ืองโซนิเคท (Sonicator) ท่ี 37 kHz 15 นาที เพื่อให้ลูทีนละลายในเอ
ทานอลเป็นเน้ือเดียวกนั 
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 กำรเตรียมอนุภำคนำโนด้วยวธีิกำรดีซอลเวชัน 
 น าสารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลตท่ีเตรียมไวใ้นปริมาตร 20 มิลลิลิตร ไปกวน
บนเคร่ืองกวนแม่เหล็กไฟฟ้า ความเร็วรอบ 500 รอบต่อนาที แลว้จึงท าการหยดสารละลายลูทีนใน
เอทานอลท่ีเตรียมไว ้มาหยดลงในสารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลตอยา่งชา้ๆ โดยใชอ้ตัราการหยด 1 
มิลลิลิตรต่อนาที เพื่อให้มีความเขม้ขน้ของสารลูทีนต่อเวยโ์ปรตีนไอโซเลต และปริมาตรเอทา
นอลในสารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลตตามสัดส่วนจ านวนท่ีตอ้งการ จากนั้นท าการดูดตวัอยา่ง 5 
มิลลิลิตร ลงบนถาดฟอยล์ แลว้น าตวัอย่างไปอบไล่ความช้ืนดว้ยเคร่ืองอบแห้งแบบสุญญากาศท่ี
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 4 ชัว่โมง จนตวัอยา่งแหง้ จากนั้นเก็บตวัอยา่งท่ีไดล้งใน
ถุงฟอยลปิ์ดสนิทในตูดู้ดความช้ืนเพื่อรอท าการตรวจสอบต่อไป 
 

3.4.1.2 กำรวเิครำะห์ตัวอย่ำง  
การวเิคราะห์ตวัอยา่งในการทดลองการสร้างอนุภาคนาโนลูทีนในเวยโ์ปรตีน 

ไอโซเลตแบบแหง้ แบ่งเป็น 5 ส่วน ดงัน้ี 
1.) ศึกษาประสิทธิภาพการห่อหุม้ลูทีน 
2.) ตรวจสอบลกัษณะสัณฐานวทิยาดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสแกน  
3.) ตรวจสอบขนาดอนุภาคดว้ยเทคนิคการกระเจิงแสง 
4.) ตรวจสอบความการปลดปล่อยสารลูทีนโดยจ าลองระบบการยอ่ยอาหาร  
5.) ตรวจสอบความคงตวัของสารลูทีนในการเก็บรักษาภายใตส้ภาวะอุณหภูมิต่างๆ 

 
3.4.2 วธีิกำรสร้ำงอนุภำคนำโนลูทนีแบบอมิัลชัน 

3.4.2.1 กำรเตรียมตัวอย่ำง 
การทดลองจะท าการศึกษาผลของการสารลดแรงตึงผิวท่ีมีน ้ าหนกัโมเลกุลต ่า 

(ทวีน 80 และ เลซิติน) ร่วมกับเวย์โปรตีนซ่ึงเป็นสารลดแรงตึงผิวท่ีมีน ้ าหนักโมเลกุล ต่อ
ประสิทธิภาพการห่อหุ้มลูทีน ขนาดอนุภาคท่ีเกิดข้ึน การปลดปล่อยสารลูทีนโดยจ าลองระบบการ
ย่อยอาหารในหลอดทดลอง และความคงตวัในสภาวะการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิต่างๆ โดยท าการ
ทดลอง 3 ซ ้ า แลว้น าผลขอ้มูลไปเปรียบเทียบค่าความแตกต่างทางสถิติต่อไป  

กำรเตรียมสำรละลำยเวย์โปรตีนไอโซเลต 
เตรียมสารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลตความเขม้ขน้ร้อยละ 0.1 % (w/w) ในน ้ า

ปราศจากไอออน จากนั้นปรับค่าพีเอช (pH) ของสารละลายเป็น 7 ดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอก
ไซด์ (NaOH) ความเขม้ขน้ 1 นอร์มอล และกวนท่ี 500 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 
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นาที และเก็บไวต้วัอยา่งไวท่ี้ 4 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 12 ชัว่โมง แลว้กรองสารละลายเวย์
โปรตีนไอโซเลตผา่นแผน่กรอง Whatman No.1 (Whatman, Germany) 

กำรเตรียมสำระลำยทวนี 80 และสำรละลำยเลซิติน 
เตรียมสารละลายทวีน 80 (Tween-80) หรือ เลซิติน (lecithin) ความเขม้ขน้ร้อยละ 

0. 1 (w/w) ในน ้ าปราศจากไอออน และท าการกวนสารละลายท่ี 500 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้อง
เป็นเวลา 30 นาที 
 กำรเตรียมสำรละลำยลูทนี 

 เตรียมสารละลายลูทีนความเขม้ขน้ 0.025 เปอร์เซ็นต์ (w/w) ในเอทานอล จากนั้น
ท าการโซนิเคท (Sonicate) สารละลายดว้ยเคร่ืองโซนิเคท (Sonicator) ท่ี 37 kHz เป็นเวลา  15 นาที  

 กำรเตรียมนำโนอมิัลชันด้วยวธีิดีซอลเวชัน 
น าสารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลตท่ีเตรียมไวใ้นปริมาตร 20 มิลลิลิตร ไปกวนบน

เคร่ืองกวนแม่เหล็กไฟฟ้า ความเร็วรอบ 500 รอบต่อนาที แลว้จึงการหยดสารละลายทวีน 80 หรือ 
เลซิติน ในปริมาตร 20 มิลลิลิตร ท าการหยดสารละลายลูทีนในเอทานอลท่ีเตรียมไว ้มาหยดลงใน
สารละลายเวย์โปรตีนไอโซเลต (20 มิลลิลิตร) ด้วยอตัราการหยด 1.0 มิลลิลิตรต่อนาที ซ่ึงได้
ตวัอยา่งลูทีนท่ีมีการห่อหุ้มดว้ยเวยโ์ปรตีนไอโซเลต, เวยโ์ปรตีนไอโซเลตร่วมกบัทวีน 80 และ เวย์
โปรตีนไอโซเลตร่วมกับเลซิติน ตามล าดับ โดยอัตราส่วนของทวีน 80 และเลซิตินท่ีใช้ต่อ
สารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลตจะเท่ากบั 1:1 จากนั้นท าการระเหยเอทานอลออกจากส่วนผสมโดย
ใชเ้คร่ืองการระเหยแบบสูญญากาศ ท่ีระดบัอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ภายใตค้วามดนั 580 psi  
 

3.4.2.2 กำรวเิครำะห์ตัวอย่ำง  
การวเิคราะห์ตวัอยา่งในการทดลองการสร้างอนุภาคนาโนลูทีนในเวยโ์ปรตีนไอโซ

เลตแบบแหง้ แบ่งเป็น 4 ส่วน ดงัน้ี 
1.) ศึกษาประสิทธิภาพการห่อหุม้ลูทีน 
2.) ตรวจสอบขนาดอนุภาคดว้ยเทคนิคการกระเจิงแสงแบบพลวตั 
3.) ตรวจสอบความการปลดปล่อยสารลูทีนโดยจ าลองระบบการยอ่ยอาหาร 
4.) ตรวจสอบความคงตวัของสารลูทีนในการเก็บรักษาภายใตส้ภาวะอุณหภูมิต่างๆ 

 
 3.4.3 วธีิกำรวเิครำะห์ตัวอย่ำง 

 3.2.3.1 กำรศึกษำประสิทธิภำพกำรห่อหุ้มลูทีน   
 ส าหรับตวัอย่างแห้ง จะท าการวิเคราะห์ปริมาณสกดัลูทีนอิสระ ท าโดยน า
ตวัอย่างแห้งมา 0.5 กรัม มากระจายตวัในสารละลายเอทานอลท่ีมีความเขม้ข้นร้อยละ 95 ท่ีมี
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ท าการกวนตวัอยา่งดว้ยเคร่ืองกวนแม่เหล็กไฟฟ้า 30 นาที จากนั้นน าส่วนใสเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ของตวัอย่างท่ีไดไ้ปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 446 นาโนเมตร (ปรับปรุงวิธีการจาก: 
Ravanan and Rao, 2010) แลว้เทียบหาปริมาณลูทีนอิสระของตวัอยา่งจากกราฟมาตรฐานท่ีใชส้าร
มาตรฐานลูทีนเป็นตวัเปรียบเทียบ โดยในการท ากราฟมาตรฐานจะใชค้วามเขม้ขน้ของสารละลาย
มาตรฐานลูทีนเป็น 20, 40, 60, 80, 100 และ 120 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในสารละลายเอทานอลท่ีมี
ความเขม้ขน้ร้อยละ 95 แลว้น าตวัอยา่งไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 446 นาโนเมตร 
 ท าการค านวณหาปริมาณสารสกดัลูทีนอิสระท่ีปลดปล่อยออก แลว้น าค่าท่ีไดม้าใช้
ในการค านวณประสิทธิภาพการห่อหุม้ลูทีน ดว้ยสมการ 
  
 ประสิทธิภาพการห่อหุม้ (ร้อยละ) = (ลูทีนทั้งหมดของตวัอยา่ง – ลูทีนอิสระ) x 100 
 
        ลูทีนทั้งหมดของตวัอยา่ง 
 

ส าหรับตวัอย่างอิมลัชัน จะท าการวิเคราะห์ปริมาณสกดัลูทีนอิสระ ท าโดยน าตวัอย่าง
อิมลัชันมา 20 มิลลิลิตร จากนั้นท าการป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 10,000 rpm เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
จากนั้นน าส่วนใสท่ีไดม้ามาสกดัเอาลูทีนออกดว้ยตวัท าละลายคลอโรฟอร์ม แลว้จึงน าไปอ่านค่า
การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 452 นาโนเมตร จากนั้นท าการเทียบหาปริมาณลูทีนอิสระของ
ตวัอย่างจากกราฟมาตรฐานท่ีใช้สารมาตรฐานลูทีนท่ีละลายในคลอโรฟอร์มเป็นตวัเปรียบเทียบ 
แลว้จึงท าการค านวณหาประสิทธิภาพการห่อหุม้ลูทีนจากสูตรค านวณขา้งตน้ 
 
 3.4.3.2 กำรตรวจสอบลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำของอนุภำคลูทีนในเวย์โปรตีนไอโซ
เลต 

น าตวัอยา่งแห้งไปท าการเคลือบดว้ยทอง จากนั้นน าไปตรวจสอบลกัษณะสัณฐาน
วทิยาของอนุภาคลูทีนในเวยโ์ปรตีนไอโซเลตดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนท าการส่องกราด 
 
 3.4.3.3 กำรวดัขนำดอนุภำค 
  น าตวัอย่างไปท าการวดัขนาดโดยเทคนิคการกระเจิงแสงแบบพลวตั ด้วยเคร่ือง 
Particle size analyzer ท่ีอุณหภูมิการวดั 25 องศาเซลเซียส ล าแสงเลเซอร์ 657 นาโนเมตร มุมตก
กระทบ 90 องศา วดัสามคร้ัง ค านวณเป็นค่าเฉล่ียขนาดต่อปริมาตร  
(ปรับปรุงวธีิการจาก: Li et al., 2013: Bagheri et al., 2013: Gulseren et al., 2012) 
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3.4.3.4 กำรปลดปล่อยสำรลูทนีโดยจ ำลองระบบกำรย่อยอำหำรในหลอดทดลอง  
 การศึกษาการปลดปล่อยสารลูทีนออกจากตวัห่อหุ้มดว้ยการจ าลองระบบการย่อย
อาหารในหลอดทดลอง จะท าโดยมีการจ าลองให้ตวัอย่างถูกส่งผา่นสภาวะจ าลองทางเดินอาหาร
ซ่ึงประกอบด้วยปาก กระเพาะอาหาร และล าไส้เล็ก (Lopez-Pena et al., 2016) วิธีน้ีใช้กนัอย่าง
แพร่หลายในหอ้งปฏิบติัการ 

 การทดลองท าโดยเตรียมตวัอย่างสารละลาย 20 มิลลิลิตร หรือ ตวัอย่างผงแห้ง 3.0 
± 0.5 มิลลิกรัม ในสารละลายน ้ าปราศจากไอออน 20 มิลลิลิตร (ตวัอย่างทั้งหมดมีความเขม้ขน้ 
0.15  mg/ ml ) ท าการกวนตวัอยา่งดว้ยอตัราเร็ว 100 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที 

 สภาวะการยอ่ยดว้ยน ้ าลาย Simulated saliva fluid (SSF) มีส่วนประกอบของ mucin 
และเกลือต่างๆ (Sarkar et al.,, 2009) (ดูรายละเอียดสูตรในภาคผนวก ค) น ามาผสมกบัสารละลาย
ตวัอยา่งในขา้งตน้อตัราส่วน 1:1 (v/v) ปรับพีเอชของสารผสมดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 
(NaOH) ท่ีมีความเข้มข้น 0.5โมลาร์ ให้เป็น pH 6.8 แล้วบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขย่า
ส่วนผสมอยา่งต่อเน่ืองท่ีอตัราเร็ว 100 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 10 นาที 

 สภาวะการย่อยด้วยกรดและเอนไซม์ในกระเพาะอาหาร Simulated gastric fluid 
(SGF) ท าโดยเตรียมเอนไซม์เปปซิน (pepsin) ปริมาณ 3.2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในสารละลาย
โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ท่ีมีความเขม้ขน้ 0.03 โมลาร์ ปรับพีเอช เป็น 1.2 เพื่อกระตุน้การท างาน
ของเอนไซมโ์ดยใชก้รดไฮโดรคลอริค (HCl) จากนั้นท าการผสมเขา้กบัสารละลายตวัอยา่งขา้งตน้
ในอตัราส่วน 1:1 ท าการปรับพีเอชของส่วนผสมเป็น 2.5 จากนั้นท าการเขยา่ท่ีอตัราเร็ว 100 รอบ
ต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 2 ชัว่โมง  
 สภาวะการย่อยดว้ยกรดและเอนไซม์ในล าไส้เล็ก Simulated intestinal fluid (SIF)  
ท าโดยเตรียมเอนไซมเ์พนครีเอติน (pancreatin) ปริมาณ 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในสารละลายโม
โนโพแทสเซียมฟอสเฟต (KH2PO4) (6.7 กรัม/ลิตร) ปรับพีเอช ให้เป็น 7.0 ด้วยสาระละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด ์(NaOH) ท่ีมีความเขม้ขน้ 0.2 โมลาร์ จากนั้นสารละลายตวัอยา่งมาผสมลงใน
สภาวะ SGF ในอตัราส่วน 1:1 หลงัจากกระบวนการส้ินสุดระยะเวลา 5 ชัว่โมง ท าการปรับพีเอช
ของตวัอย่างเป็น 2.5 เพื่อหยุดปฏิกิริยา โดยระหว่างการท าปฏิกิริยาตอ้งมีการเขย่าส่วนผสมใน
อัตราเร็ว 100 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  โดยจะท าการตรวจติดตามการ
เปล่ียนแปลงค่าการปลดปล่อยสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ (Bioaccessibility) และ ค่าการปลดปล่อย
กรดไขมนัอิสระ (Free fatty acid)  
 ในการเก็บตวัเพื่อให้เอนไซมห์ยุดปฏิกิริยาท าการเก็บตวัอยา่งในกล่องน ้ าแข็งก่อน
การตรวจ Bioaccesibility และ Free Fatty Acid 
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1.) ค่ำกำรปลดปล่อยสำรออกฤทธ์ิทำงชีวภำพ (Bioaccessibility) 
 การตรวจติดตามการเปล่ียนแปลงค่า Bioaccessibility โดยการเก็บตวัอย่าง

ทุกๆ 0, 0.1, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 และ 5.0 ชั่วโมง ในปริมาตร 10 มิลลิลิตร มาท าการป่ันเหวี่ยง 
18,000 rpm เป็นเวลา 40 นาที จากนั้นท าการดูดตวัอย่างส่วนใสมาในปริมาตร 5 มิลลิลิตร มาผสม
ให้เขา้กบัคลอโรฟอร์มท่ีมีปริมาตร 5 มิลลิลิตร แลว้จึงท าการป่ันเหวี่ยงท่ี 1400 rpm เป็นเวลา 10 
นาที จากนั้นท าการดูดตวัอยา่งในส่วนชั้นคลอโรฟอร์มไปตรวจความเขม้ขน้ของสารลูทีนท่ีความ
ยาวคล่ืน 452 นาโมเมตร จากจากนั้นท าการเทียบหาปริมาณลูทีนอิสระของตวัอย่างจากกราฟ
มาตรฐานท่ีใชส้ารมาตรฐานลูทีนท่ีละลายในคลอโรฟอร์มเป็นตวัเปรียบเทียบ แลว้จึงค านวณหาค่า
การปลดปล่อยสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ (Bioaccessibility) ดว้ยสมการ 

 
 Bioaccessibility (%) =    ความเขม้ขน้ของลูทีนท่ีปลดปล่อยออกมา   x 100 

              ความเขม้ขน้ของลูทีนเร่ิมตน้ 
 โดย ความเขม้ขน้ของลูทีนท่ีปลดปล่อยออกมา และ ความเขม้ขน้ของลูทีน

เร่ิมตน้ เป็นค่าความเขม้ขน้ของลูทีนในชั้นไมเซลลท่ี์ไดจ้ากการวดัค่าและค่าความเขม้ขน้ของลูทีน
ในระบบน ้ายอ่ยท่ีไดจ้ากทางทฤษฎี ตามล าดบั 

2.)  ค่ำกำรปลดปล่อยกรดไขมันอสิระ (Free fatty acid) 
  หลงัจากเขา้สู่สภาวะจ าลองการย่อยด้วยกรดและเอนไซม์ในล าไส้เล็กของ

ระบบทางเดินอาหารในหลอดทดลอง จะมีการน าตวัอย่างมาท าการปรับพีเอชให้เป็น 7 โดยการ
เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์(NaOH) ท่ีมีความเข้มข้น 0.25 โมลาร์ ด้วยเคร่ือง pH-stat 
(Metrohm USA Inc. , Riverview, FL) ปริมาตรโซเดียมไฮดรอกไซด์ท่ีใช้ไปจะแปรผนัตรงกบัท่ี
ปริมาณของกรดไขมนัอิสระ (FFA) ท่ีเพิ่มข้ึนซ่ึงจะถูกบนัทึกไวทุ้กๆ 30 นาที โดยเปอร์เซ็นต์ของ 
FFAs ท่ีปลดปล่อยออกมาจะถูกค านวณจากปริมาตรของสารละลายด่างท่ีน ามาท าให้ตวัอยา่งมีค่าพี
เอชท่ีเป็นกลาง 

ท าการค านวณปริมาณกรดไขมนัอิสระโดยใชส้มการต่อไปน้ี 
%FFA = 100 x VNaOH x mNaOH x Mlipid  

                 Wlipid  
    โดยท่ีVNaOH คือ ปริมาตรโซเดียมไฮดรอกไซดท่ี์ใช ้หน่วยเป็นลิตร  

mNaOH      คือ ความเขม้ขน้หน่วย molarity (M) ของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 
Mlipid คือ น ้าหนกัโมเลกุลของน ้ามนัดอกค าฝอย (470.691 g/mol) 
Wlipid คือ น ้าหนกัของน ้ามนัในระบบการยอ่ยอาหารเป็นหน่วยกรัม  

(ปรับปรุงวธีิการจาก: Liang,  et al., 2012; Mun et al., 2016; Yi et al. 2012) 
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3.4.3.5 กำรตรวจสอบความคงตวัของสารลูทีนในการเก็บรักษาภายใตส้ภาวะอุณหภูมิ
ต่างๆ 
 การศึกษาสภาวะการเก็บรักษาต่ออตัราการกกัเก็บลูทีนในอนุภาคนาโนเก็บรักษา
ตวัอย่างในท่ีมืดท่ีแตกต่างกนั 3 อุณหภูมิ คือ 4, 25 และ 40 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 15 วนั 
โดยหลงัท าการเก็บรักษา ตวัอย่างจะถูกน ามาตรวจสอบปริมาณลูทีนท่ีหลงเหลือในตวัอย่าง ดว้ย
การปลดปล่อยลูทีนออกจากตวัห่อหุ้ม โดยน าตวัอยา่งอิมลัชนัมาปริมาณ 10 มิลลิลิตร หรือเตรียม
ตวัอยา่งแห้งชัง่มา 1.5± 0.5 มิลลิกรัม ท่ีกระจายตวัในน ้ าปราศจากไอออน 10 มิลลิลิตร มาผสมลง
ในสารละลาย Phosphate-buffered saline ท่ีมีความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ (ดูรายละเอียดสูตรใน
ภาคผนวก ค) ท่ีมีปริมาตร 20 มิลลิลิตร จากนั้นเติมส่วนผสมลงในหลอดป่ันเหวี่ยงท่ีมีขนาด 50 
มิลลิลิตร จากนั้นน าไปเขย่าด้วยเคร่ืองเขย่าด้วยความเร็วรอบท่ี 100 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส ก่อนน ามาป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 1 ชัว่โมง 
แล้วจึงน าส่วนใสท่ีได้มาสกัดด้วยคลอโรฟอร์ม (อตัราส่วน 1:1) น าตวัอย่างท่ีได้มาวดัค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 452 นาโนเมตร จากนั้นท าการค านวณประสิทธิภาพการปลดปล่อย 
(Releasing effiency) ลูทีนตามสมการ 
 
  ประสิทธิภาพการปลดปล่อย (%RE) = ปริมาณลูทีนท่ีถูกปลดปล่อย x 100 

                                ปริมาณลูทีนเร่ิมตน้ 
 
  การค านวณหาประสิทธิภาพการปลดปล่อยของอนุภาค ค านวณจากความเขม้ขน้
ของสารสกดัลูทีนท่ีเป็นส่วนใสจากสารละลายท่ีปลดปล่อยออกมาจากอตัราการกกัเก็บลูทีนในอนุ
ภาคนาโนต่อความเขม้ขน้ของสารสกดัลูทีนทั้งหมดท่ีเติมในกระบวนการดีซอลเวชนั มาท าการวดั
ค่าความเขม้ขน้ของลูทีน  

(ปรับปรุงวธีิการจาก: Mun et al., 2016; Sotomayor-Gerding et al., 2016; Yi et al., 2012) 
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บทที ่4 

ผลกำรทดลองและวจิำรณ์ผล 
 

4.1 กำรผลติอนุภำคลูทนีในเวย์โปรตีนไอโซเลตด้วยวธิดีีซอลเวชันแบบผงแห้ง 

4.1.1 ประสิทธิภำพกำรห่อหุ้มลูทนีในเวย์โปรตีนไอโซเลต 

การวิเคราะห์หาค่าประสิทธิภาพการห่อหุม้ลูทีนในเวยโ์ปรตีนไอโซเลต ท่ีไดจ้ากการปรับ

สภาวะการผลิต 3 ปัจจยั ไดแ้ก่ 1.) ระดบัพีเอชของสารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลต (3, 7 และ 9)  2) 

สัดส่วนปริมาณของสารลูทีนต่อเวยโ์ปรตีนไอโซเลต (1.25:100, 2.50:100, 3.75:100 และ 5.00:100 

(มิลลิกรัม:มิลลิกรัม) และ 3) ปริมาตรของเอทานอลท่ีใชเ้ป็น 0.25, 0.50 และ 0.75 เท่าของปริมาตร

สารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลต) พบว่าค่าประสิทธิภาพการห่อหุ้มลูทีนในเวยโ์ปรตีนไอโซเลต มี

ค่าอยู่ในช่วงร้อยละ 47.61 - 91.78 (ตารางท่ี 4.1) เม่ือน าค่าประสิทธิภาพการห่อหุ้มลูทีนไป

วิเคราะห์ผลทางสถิติด้วย Three Way ANOVA พบว่าทุกปัจจยัการผลิต ได้แก่ ระดบัพีเอชของ

สารละลายเวย์โปรตีนไอโซเลต  สัดส่วนปริมาณของสารลูทีนต่อเวย์โปรตีนไอโซเลต และ

ปริมาตรของเอทานอลท่ีใชต่้อปริมาตรสารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลต มีผลท าให้ค่าประสิทธิภาพ

การห่อหุ้มลูทีนในอนุภาคเวยโ์ปรตีนไอโซเลตแตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (p < 0.05) 

และทั้ง 3 ปัจจยัต่างมีอิทธิพลร่วมระหวา่งกนั (Interaction) โดยเม่ือน าค่าประสิทธิภาพการห่อหุม้ลู

ทีนในอนุภาคเวย์โปรตีนไอโซเลต มาวิเคราะห์แนวโน้มอิทธิพลของแต่ละปัจจยั โดยใช้การ

วเิคราะห์ Main Effect ท าใหส้ามารถสรุปอิทธิพลของแต่ละปัจจยัไดช้ดัเจนข้ึน  
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 ตำรำงที ่4.1 ค่าประสิทธิภาพการห่อหุม้ลูทีนในเวยโ์ปรตีนไอโซเลต 

 

ตำรำงที ่4.2 ผลการวเิคราะห์ค่าประสิทธิภาพการห่อหุม้ลูทีนในอนุภาคเวยโ์ปรตีนไอโซเลตใน   
 รูปแบบตาราง ANOVA 

ระดบั pH ของ
สำรละลำยเวย์
โปรตนีไอโซเลต 

ปริมำตรของเอทำนอล 
(เท่ำของปริมำตร

สำรละลำยเวย์โปรตนี
ไอโซเลต) 

ประสิทธิภำพกำรห่อหุ้มลูทนีในเวย์โปรตนีไอโซเลต  (ร้อยละ) 
สดัส่วนปริมาณของสารลูทีนต่อเวยโ์ปรตีนไอโซเลต 

1.250:100 2.50:100 3.75:100 5.00:100 

3 0.25 51.71±1.08 65.65±2.56 63.82±1.44 62.03±0.44 
0.50 67.82±1.79 72.25±0.46 68.11±0.79 67.09±1.23 
0.75 54.52±0.89 56.68±0.31 49.83±1.62 47.63±1.34 

7 0.25 80.10±0.31 79.26±1.25 77.59±0.34 76.33±0.25 
0.50 86.62±0.68 88.51±0.76 83.14±1.35 81.59±0.78 
0.75 81.71±1.98 84.73±1.16 80.76±1.46 79.08±1.06 

9 0.25 83.25±0.70 85.31±0.44 82.24±0.81 79.87±0.34 
0.50 87.10±1.45 91.78±2.36 85.33±0.58 84.70±0.16 
0.75 84.72±1.52 85.44±1.18 84.73±1.62 84.33±0.22 

Source 
Type III Sum of 

Squares 
df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 14897.075a 35 425.631 302.428 .000 
Intercept 627877.576 1 627877.576 4.461E5 .000 
pH 11883.020 2 5941.510 4.222E3 .000 
Ethanol 1388.907 2 694.453 493.438 .000 
Lutein 371.116 3 123.705 87.898 .000 
pH * Ethanol 1070.346 4 267.586 190.131 .000 
pH * Lutein 30.907 6 5.151 3.660 .003 
Ethanol * Lutein 54.293 6 9.049 6.430 .000 
pH * Ethanol * Lutein 98.487 12 8.207 5.832 .000 
Error 101.331 72 1.407   
Total 642875.982 108    
Corrected Total 14998.406 107    
a. R Squared = .993    
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4.1.1.1 ผลของระดับพีเอชของสำรละลำยเวย์โปรตีนไอโซเลตต่อประสิทธิภำพกำร

ห่อหุ้มลูทนีในเวย์โปรตีนไอโซเลต  

ระดบัพีเอช (pH) ส่งผลโดยตรงต่อโครงสร้างของโปรตีน ซ่ึงจะไปมีผลต่อการ

รวมตัวและการห่อหุ้มลูทีนโดยโปรตีน ผลจากการทดลองท่ีแสดงดังตารางท่ี 4.1 พบว่าค่า

ประสิทธิภาพการห่อหุ้มลูทีนในเวยโ์ปรตีนไอโซเลตของผลิตภณัฑ์แห้งท่ีได้จากการสภาวะการ

ผลิตโดยใชส้ารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลตท่ีมีระดบั pH 3 7 และ 9 มีค่าอยู่ในช่วง 47.63 – 72.25, 

76.33 – 88.51 และ 79.87 – 91.78 ตามล าดบั โดยเม่ือพิจารณาผลค่าเฉล่ียประสิทธิภาพการห่อหุม้ลู

ทีนในเวยโ์ปรตีนไอโซเลตของแต่ละระดบัปัจจยัจากกราฟ Main Effect (ภาพท่ี 4.1 (a)) พบวา่ เม่ือ

ระดบัพีเอช (pH) ของสารละลายโปรตีนไอโซเลตมีค่าสูงข้ึน ค่าเฉล่ียของประสิทธิภาพการห่อหุ้ม

สารลูทีนในเวยโ์ปรตีนไอโซเลตมีแนวโนม้ท่ีสูงข้ึน โดยการเตรียมสารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลต

ท่ีระดบั pH 3, 7 และ 9 จะท าให้ไดค้่าเฉล่ียประสิทธิภาพการห่อหุ้มลูทีนอยู่ท่ีร้อยละ 60.60, 81.62 

และ 84.93 ตามล าดบั ผลจากการทดลองท าใหส้ามารถสรุปแนวโนม้ผลของ pH ของสารละลายเวย์

โปรตีนไอโซเลตต่อค่าประสิทธิภาพการห่อหุ้มลูทีนในเวย์โปรตีนไอโซเลตได้ โดยท่ี

ประสิทธิภาพการห่อหุ้มลูทีนในเวยโ์ปรตีนไอโซเลตจะมีค่าสูงท่ีสุด เม่ือท าการเตรียมผลิตภณัฑ์

โดยใชส้ารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลตท่ีมีค่าท่ี pH 9 รองลงมาคือการเตรียมโดยใช้ pH ท่ีระดบั 7 

และ 3 ตามล าดบั  

จากการศึกษาของ Zhang และคณะ (2013) ท่ีไดศึ้กษาอิทธิพลของระดบัพีเอช (pH 

3–pH 10) ท่ีส่งผลต่อการรวมตวัระหวา่งเบตา้แลคโตกลอบูลิน (องคป์ระกอบหลกัในเวยโ์ปรตีน) 

กบัสารบีซิน (Bixin) ซ่ึงเป็นสารแคโรทีนอยด์จากดอกค าแสดท่ีมีความเป็นไฮโดรโฟบิคสูง พบวา่

สารละลายเบตา้แลคโตกลอบูลิน ท่ีไดจ้ากการเตรียมโดยใช ้pH 10 สามารถเขา้จบักบัสารบีซินท่ีมี

ความเขม้ขน้ท่ีสูงท่ีสุดได ้ และไดอ้ธิบายผลของพีเอชท่ีมีต่อโครงสร้างเบตา้แลคโตกลอบูลิน ไวว้า่

จากการท่ีพีเอชของสารละลายเบตา้แลคโตกลอบูลินสูงข้ึน จะไปส่งผลให้เกิดการคลายตวัของ

โครงสร้างโปรตีนในระดบัท่ีสูงข้ึน ท าให้โปรตีนเผยส่วนท่ีเป็นไฮโดรโฟบิคออกมาเพิ่มมากข้ึน 

(แรงไฮโดรโฟบิคภายในโครงสร้างเวยโ์ปรตีนมาจากกรดอะมิโนไทโรซีนและทริปโตเฟน ซ่ึงมี

ลกัษณะเป็นกรดอะมิโนท่ีมีลกัษณะไฮโดรโฟบิคเพราะมีหมู่อะโรมาติก ซ่ึงมกัอยูบ่ริเวณต าแหน่ง 

alpha-helix และบริเวณพื้นผิวของ beta-barrel ซ่ึงเป็นบริเวณพื้นท่ีของเบตา้แลคโตกลอบูลินท่ีใช้

ในการเขา้จบักบัสารชนิดอ่ืนท่ีมีลกัษณะเป็นไฮโดรโฟบิค) อาจท าใหมี้บริเวณพื้นท่ีเขา้จบักบัสารท่ี

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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มีลักษณะเป็นไฮโดรโฟบิคได้มากยิ่งข้ึน ส่งผลต่อประสิทธิภาพการห่อหุ้มสารท่ีมีสมบติัเป็น

ไฮโดรโฟบิคท่ีเพิ่มมากข้ึน 

การคลายสายของโครงสร้างเบตา้แลคโตกลอบูลิน มีผลมาจากระดบั pH ของ

ระบบท่ีห่างจากค่า Isoelectric point (pI) ของโปรตีน จะไปส่งผลท าใหโ้มเลกุลโปรตีนเกิดแรงผลกั

ทางไฟฟ้า (electrostatic repulsion) ภายในสายโครงสร้างโปรตีน โดย pH จะไปส่งผลต่อการ

เปล่ียนแปลงระดบัประจุท่ีล้อมรอบของกรดอะมิโนของเวยโ์ปรตีนไอโซเลต โดยพบว่าท่ี pH 3 

โครงสร้างประจุโดยรวมจะเป็นบวกผลกักนัมาก เหมือนใน pH 9 ท่ีมีประจุโดยรวมจะเป็นลบผลกั

กนัมาก (Li and McClements, 2013) ซ่ึงอาจส่งผลต่อระดบัการคลายสายของเบตา้แลคโตกลอบูลิน

ท่ีสูง แต่เน่ืองจากโครงสร้างเบตา้แลคโตกลอบูลินมีความทนต่อการเสียสภาพของโครงสร้าง

โปรตีนในสภาวะกรด (pH 3) แต่สามารถเสียสภาพและคลายโครงสร้างโปรตีนไดง่้ายในสภาวะ

ด่าง (pH 9) ท่ีอุณหภูมิห้อง (McKenzie and Sawyer, 1967) ซ่ึงอธิบายความแตกต่างของ pH 3 และ 

pH 9 ไดจ้ากการทดลองของ Monahan และคณะ (1995) ท่ีตรวจสอบหาอุณหภูมิความร้อนท่ีท าให้

โครงสร้างเบตา้กาแลคโตบูลินเสียสภาพจาก DSC ท่ี pH 3.0, 6.0, 9.0 และ 10.0 พบวา่ท่ี pH 3 ตอ้ง

ใชอุ้ณหภูมิสูงสุด แสดงใหเ้ห็นถึงความตา้นทานต่อการเสียสภาพโครงสร้างเบตา้แลคโตกลอบูลิน

ในสภาวะ pH กรดได้สูงสุด ซ่ึงส่งผลต่อการเสียสภาพโปรตีนท าให้เกิดระดับการคลายสาย

โครงสร้างเบตา้แลคโตกลอบูลินใน pH 3 ท่ีต ่ากวา่ (บริเวณพนัธะไดซลัไฟล์ท่ีมีความคงตวัสูง จึง

เกิดการคลายสายโครงสร้างโปรตีนต ่า แสดงบริเวณไฮโดรโฟรบิคไดน้อ้ย) ซ่ึงน่าจะเป็นเหตุผลท่ี

ท าใหป้ระสิทธิภาพการห่อหุม้ลูทีนในเวยโ์ปรตีนไอโซเลตท่ีเตรียมในสภาวะ pH ระดบั 3 มีค่าต ่า  

Monahan และคณะ (1995) ไดอ้ธิบายไวว้่าท่ี pH 9 โครงสร้างเบตา้แลคโตกลอบู

ลินจะเกิดการเสียสภาพท่ีอุณหภูมิห้อง ซ่ึงเกิดจากการถูกดึงโปรตอน (deprotonation) ออกจาก

บริเวณหมู่ซลัไฮดริลของโครงสร้างโปรตีน ท าใหส้ามารถเกิดการคลายสายของโครงสร้างโปรตีน

ในบริเวณพนัธะไดซลัไฟต์ของ pH 9 มีระดบัท่ีสูง โดย Dufour, Genot  and Haertlé (1994) พบว่า

โครงสร้างของเบตา้แลคโตกลอบูลิน ท่ีระดบัด่าง (pH 8) จะแสดงกรดอะมิโนไทโรซีน (tyrosine) 

ท่ีมีลกัษณะเป็นไฮโดรโฟบิคเพิ่มข้ึนเช่นเดียวกนั และเป็นช่วงท่ีสายโครงสร้างโปรตีนเกิดการ

คลายสายมากกวา่ 80 % ข้ึนไป ซ่ึงน่าจะเป็นเหตุผลท่ีท าให้ประสิทธิภาพการห่อหุ้มลูทีนดว้ยเวย์

โปรตีนมีค่าสูงในสภาวะท่ีเป็นด่าง  (pH 7 และ pH 9) ซ่ึงให้ค่าประสิทธิภาพการห่อหุ้มลูทีนส่วน

ใหญ่สูงมากกวา่ร้อยละ 80  
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4.1.1.2 ผลของปริมำตรเอทำนอลที่ เติมลงในสำรละลำยเวย์โปรตีนไอโซเลตต่อ

ประสิทธิภำพกำรห่อหุ้มลูทนีในเวย์โปรตีนไอโซเลต 

 เอทานอลท่ีเติมลงไปในสารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลต จะส่งผลให้สภาพการ

ละลายของโมเลกุลเวยโ์ปรตีนไอโซเลตในตวัท าละลายเปล่ียนไป ซ่ึงปริมาตรของเอทานอลท่ี

แตกต่างกนัน่าจะมีผลไปกระตุน้การรวมตวัของโปรตีนและสารส าคญัในระดบัท่ีแตกต่างกนัไป 

ซ่ึงจะส่งผลกระทบไปยงัค่าประสิทธิภาพการห่อหุ้มลูทีนในเวยโ์ปรตีนไอโซเลต ผลการทดลอง

จากตารางท่ี 4.1 พบวา่ประสิทธิภาพการห่อหุ้มลูทีนในเวยโ์ปรตีนไอโซเลตของผลิตภณัฑ์แห้งท่ี

ไดจ้ากการสภาวะการผลิต ท่ีมีการเติมเอทานอลลงในสารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลตในปริมาตร 

0.25, 0.5 และ 0.75 เท่า  มีค่าอยูใ่นช่วง 51.71 – 85.31, 67.09 – 91.78 และ 47.63 – 85.44 ตามล าดบั 

โดยเม่ือพิจารณาผลค่าเฉล่ียประสิทธิภาพการห่อหุ้มลูทีนในเวยโ์ปรตีนไอโซเลตของแต่ละระดบั

ในปัจจยัจากกราฟ Main Effect (ภาพท่ี 4.1 (b)) พบวา่ การเติมเอทานอลในปริมาตร 0.50 เท่าของ

สารละลายโปรตีนไอโซเลตจะท าใหค้่าเฉล่ียประสิทธิภาพการห่อหุม้สารลูทีนในเวยโ์ปรตีนไอโซ

เลตมีค่าสูงท่ีสุดอยู่ท่ีร้อยละ 80.33  โดยการเติมเอทานอลในปริมาตรท่ีนอ้ยลงมาท่ีระดบั 0.25 เท่า 

และการเติมเอทานอลในปริมาตรท่ีเพิ่มมากข้ึนท่ีระดบั 0.75 เท่า จะส่งผลใหค้่าเฉล่ียประสิทธิภาพ

การห่อหุ้มสารลูทีนในเวยโ์ปรตีนไอโซเลตมีค่าต ่าลงมาอยู่ท่ีร้อยละ 79.93 และ 72.84 ตามล าดบั 

ผลการทดลองน้ี มีแนวโนม้ไปในทิศทางเดียวกบัผลการทดลองของ Gulseren และคณะ (2012) ท่ี

ไดท้  าการศึกษาการเอนแคปซูลเลทอนุภาคไอออนเหล็กในเวยโ์ปรตีนไอโซเลตท่ีมีความเขม้ขน้

ร้อยละ 5 (w/w) ดว้ยวิธีการดีซอลเวชนั ซ่ึงในการทดลองไดมี้ทดสอบผลของการเติมเอทานอลใน

ปริมาตรท่ีแตกต่างกนั (0 – 4 เท่า) ลงในสารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลต) ต่อค่าประสิทธิภาพการ

ห่อหุ้มไอออนเหล็กในเวยโ์ปรตีน ซ่ึงผลการทดลองพบวา่การเติมเอทานอลในปริมาณ 3 เท่า จะให้

ค่าประสิทธิภาพการห่อหุ้มไอออนเหล็กในเวยโ์ปรตีนมากกวา่การเติมเอทานอลในปริมาณ 4 เท่า 

ทั้งน้ีจุดสมดุลในการใชป้ริมาณเอทานอลจะข้ึนอยูก่บัลกัษณะโครงสร้างของโปรตีน และแรงของ

ภายในโครงสร้าง  

  Mousavi et al. (2008) ไดศึ้กษาผลของปริมาณเอทานอล (ร้อยละ 0 – 50) ท่ีมีต่อ

การเปล่ียนแปลงบริเวณพื้นท่ีเขา้จบั (Ligand binding) ของเรตินอลกบัโปรตีนเบตา้แลตโตกลอบู

ลิน ซ่ึงจากการตรวจสอบดว้ย Fluorescence measurements พบวา่ปริมาณเอทานอลท่ีส่งผลให้เกิด

ปฏิสัมพนัธ์ในการเขา้จบัของเรตินอลกบัเบตา้แลตโตกลอบูลินท่ีสูงท่ีสุด คือปริมาณเอทานอลร้อย

ละ 20 โดยการเติมตวัท าละลายอินทรีย ์ยกตวัอย่างเช่น เอทานอล ท่ีมีลกัษณะเป็นแอมฟิโปรติก 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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(amphiprotic solvent) ท่ีสามารถท าพนัธะไฮโดรเจนกบัน ้าไดจ้ะท าให้เกิดการดึงน ้ าจากโครงสร้าง

โปรตีน ท าให้โครงสร้างโปรตีนตอ้งมีการรักษาสมดุลดว้ยพนัธะไฮโดรเจนและแรงไฮโดรโฟบิค

ภายในโครงสร้าง ส่งผลต่อการเปล่ียนแปลงแรงอิเล็กโตรสแตติก (electrostatic charges) และ

สภาพขั้ว (dipolar moments) บนโมเลกุลโปรตีน ท าใหโ้ครงสร้างโปรตีนท่ีถูกดึงน ้าออก ท าให้เกิด

การเผยส่วนของไฮโดรโฟบิคท่ีอยูภ่ายในโครงสร้างโปรตีนออกมา (Futterman and Heller, 1972) 

เหน่ียวน าให้เกิดการรวมตวัของเรตินอลกบัเบตา้แลตโตกลอบูลิน (Mousavi et al., 2008) โดยใน

การทดลองของ Mousavi  และคณะ(2008) พบวา่การเติมเอทานอลในปริมาณร้อยละ 40 จะพบการ

ปล่อยเรตินอลออกมาสูงมาก และทริปโตเฟน (ส่วนไฮโดรบิค) ก็ไม่ปรากฏในโครงสร้างของ

โปรตีน  

4.1.1.3 ผลของอัตรำ ส่วนปริมำณลูทีน ต่อปริมำณเว ย์โปรตีนไอโซเลตที่มี ต่ อ

ประสิทธิภำพกำรห่อหุ้มลูทนีในเวย์โปรตีนไอโซเลต 

จากตารางท่ี 4.1 พบว่าประสิทธิภาพการห่อหุ้มลูทีนในเวยโ์ปรตีนไอโซเลตของ

ผลิตภณัฑ์แห้งท่ีไดจ้ากการสภาวะการผลิตท่ีใช้อตัราส่วนปริมาณลูทีนต่อปริมาณเวยโ์ปรตีนไอโซ

เลตท่ีแตกต่างกนั ไดแ้ก่ 1.25:100, 2.50:100, 3.75:100 และ 5.00:100 (มิลลิกรัม:มิลลิกรัม) มีค่าอยู่

ในช่วง 51.71 – 87.10, 56.68 – 91.78, 49.83 – 85.33  และ 47.63 – 84.70 ตามล าดบั เม่ือพิจารณจาก

กราฟวิเคราะห์ปัจจยัหลกั (ภาพท่ี 4.1 (c)) พบว่าผลค่าเฉล่ียประสิทธิภาพการห่อหุ้มลูทีนในเวย์

โปรตีนไอโซเลตของสภาวะการผลิตท่ีใช้อตัราส่วนปริมาณลูทีนต่อปริมาณเวยโ์ปรตีนไอโซเลตท่ี 

1.25:100, 2.50:100, 3.75:100 และ 5.00:100 (มิลลิกรัม:มิลลิกรัม) มีค่า 60.97, 75.97, 70.77 และ 

66.27 ตามล าดับ โดยพบว่าอัตราส่วนความเข้มข้นของลูทีนต่อเวย์โปรตีนไอโซเลตท่ีให้

ประสิทธิภาพการห่อหุ้มสูงท่ีสุด อยู่ท่ีความเขม้ขน้ของลูทีนต่อปริมาณเวยโ์ปรตีนไอโซเลตระดบั 

0.25:100 โดยเม่ือลดหรือเพิ่มความเขม้ขน้ท่ีมากเกินไป จะส่งผลให้ประสิทธิภาพการเอนแคปซูเล

ชนัมีค่าลดลง ซ่ึงผลจากงานวิจยัน้ีสอดคล้องกบัผลงานวิจยัของ Bagheri และคณะ (2013) ท่ีได้

ท  าการศึกษาการเอนแคปซูลเลทสารสกดัอินทผลมัในเวยโ์ปรตีนไอโซเลตดว้ยกระบวนการดีซอล

เวชนั และมีการศึกษาอตัราส่วนระหว่างสารสกดัอินทผลมักบัโปรตีนท่ีใช้ต่อประสิทธิภาพการ

ห่อหุม้สารสกดั ซ่ึงพบวา่ประสิทธิภาพการห่อหุม้สารสกดัจะมีค่าท่ีสูง เม่ือสัดส่วนของเวยโ์ปรตีน

ไอโซเลตและสารสกัดอินทผลัมมีค่าเท่ากับ 1:20  แต่ประสิทธิภาพการห่อหุ้มจะลงต ่าลงเม่ือ

สัดส่วนความเขม้ขน้ของสารสกดัอินทผลมัมีค่าเพิ่มข้ึน และในงานวิจยัของ Guo และคณะ (2017) 

ท่ีได้ท  าการศึกษาการผลิตอนุภาคนาโนของคาเฟอีนในเบต้าแลคโตกลอบูลิน โดยได้ค่า
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ประสิทธิภาพการห่อหุ้มคาเฟอีนสูงสุดอยูท่ี่ร้อยละ 13.54 ดว้ยอตัราส่วนโมลของคาเฟอีนต่อเบตา้

แลคโตกลอบูลินท่ี 50:1 ซ่ึงเป็นค่าระดับกลางท่ีใช้ในการทดลอง แต่เม่ือเพิ่มความเข้มข้นของ

คาเฟอีนกลบัจะท าให้ค่าประสิทธิภาพการห่อหุ้มคาเฟอีนลดลงเช่นเดียวกนั โดยงานวิจยัของ Zou 

และคณะ (2012) การโหลดสารสกดัภายในมากเกินไป อาจท าให้ประสิทธิภาพการเอนแคปซูลเล

ชนัลดลง อย่างไรก็ตามหากอตัราส่วนสารส าคญัต่อเวยโ์ปรตีนมีปริมาณน้อยเกินไป อาจจะเกิด 

over loading ของโปรตีน ซ่ึงจะส่งเสริมให้เกิดการรวมตวักนัของโปรตีนกนัเองมากกว่าท่ีจะมา

รวมตวักนัเป็นอนุภาคเอนแคปซูลเลชนั 

สรุปผลการทดลอง ผลของสภาวะการผลิตต่างๆ ต่อค่าประสิทธิภาพการห่อหุ้มลู

ทีนในเวย์โปรตีนไอโซเลต พบว่าค่าประสิทธิภาพการห่อหุ้มลูทีนในเวย์โปรตีนไอโซเลตท่ี

ค่าสูงสุดท่ีสภาวะการผลิต pH 9 มี ท่ีสัดส่วนปริมาณของลูทีนต่อเวยโ์ปรตีนไอโซเลตท่ี 2.50:100 

และการเติมเอทานอลในปริมาตร 0.50 เท่า ของสารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลต ซ่ึงเป็นสภาวะท่ีดี

ท่ีสุดของแต่ละกระบวนการผลิต 
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 4.2.2 ลกัษณะทำงสัณฐำนวทิยำของลูทนีในเวย์โปรตีนไอโซเลต 

  ขนาดของอนุภาคและลกัษณะทางกายภาพจะมีส่งต่อการขนส่งและการกระจาย

ตัวของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพอย่างลูทีน ผลจากการตรวจสอบลักษณะทางกายภาพของ

ผลิตภณัฑ์แห้งของเวยโ์ปรตีนไอโซเลตในการกกัเก็บลูทีน โดยกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบ

ส่องกราดแสดงดงัภาพท่ี 4.2  โดยมีภาพถ่ายสารละลายของอนุภาคนาโนลูทีนในเวยโ์ปรตีนไอโซ

เลตจากสภาวะการผลิตต่างๆ แสดงดงัภาพท่ี 4.3 และขนาดของอนุภาค แสดงในตารางท่ี 4.4 ซ่ึงผล

ของแต่ละปัจจยัการผลิตท่ีมีต่อลกัษณะทางสัณฐานวทิยาและขนาดของอนุภาคท่ีเกิดข้ึน มีดงัน้ี 

4.2.2.1  ผลของพเีอชของสำรละลำยเวย์โปรตีนไอโซเลตต่อลกัษณะทำงสัณฐำน

วทิยำของลูทนีในเวย์โปรตีนไอโซเลต 

จากภาพถ่ายของอนุภาคลูทีนในเวย์โปรตีนไอโซเลตจากกล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (ภาพท่ี 4.2 (a)) พบว่า อนุภาคท่ีเกิดข้ึนจากการสภาวะการผลิตท่ีใช้
สารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลตท่ี pH 9 มีขนาดเล็กมากท่ีสุด ลกัษณะของอนุภาคมีลกัษณะเป็นทรง
กลมมีขนาดค่อนขา้งเล็กสม ่าเสมอ เรียงต่อกนั ซ่ึงเป็น pH ท่ีมีค่าห่างจากค่า pI ของเวยโ์ปรตีนมาก
ท่ีสุด และพบอนุภาคท่ีมีขนาดใหญ่มากข้ึน ท่ี pH 7 และ pH 3 โดยอนุภาคท่ีไดจ้ากการผลิตดว้ย pH 
7 มีลกัษณะท่ีค่อนขา้งเล็กกว่าและเป็นทรงกลมมากกว่า เม่ือเทียบกบัอนุภาคท่ีไดจ้าก pH 3  และ
เม่ือเปรียบเทียบขนาดอนุภาคท่ีได้จากการวดัด้วยเคร่ือง Particle sizer พบว่าอนุภาคลูทีนในเวย์
โปรตีนไอโซเลตท่ีเตรียมไดจ้ากสารละลายเวยโ์ปรตีนท่ีระดบั pH 3, 7 และ 9 มีขนาดอนุภาคเฉล่ีย
เป็น  548.7, 432.2 และ 198.2 นาโนเมตร ตามล าดบั 

การปรับค่า pH ของสารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลต จะส่งผลต่อขนาดอนุภาคและ

ลกัษณะทางกายภาพของโปรตีนได ้เน่ืองจากการปรับค่า pH จะสามารถท าใหโ้มเลกุลของโปรตีน

เกิดการเปล่ียนแปลงประจุ ซ่ึงอาจส่งผลให้โมเลกุลโปรตีนเกิดแรงดึงดูดกัน (electrostatic 

attraction) หรือเกิดการผลกักนั (electrostatic repulsion) ได ้ซ่ึงการรวมตวัโมเลกุลของเวยโ์ปรตีน

โดยการปรับพีเอชเป็นตวัแปรส าคญัในการควบคุมขนาดหรือการรวมตวัของโมเลกุลเวยโ์ปรตีน

ในขณะดีซอลเวชัน โดยเวยโ์ปรตีนมีค่า Isoelectric point (pI) อยู่ท่ีประมาณ 5.1 ซ่ึงถ้าหากมี pH 

ของระบบมีค่าเขา้ใกลค้่า pI จะท าให้เกิดปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโปรตีนและโปรตีน ท าให้เพิ่มการ

รวมตวัของอนุภาค ในทางกลบักนั หากมี pH ของระบบมีค่าห่างจากค่า pI โปรตีนและตวัท าละลาย

จะเกิดปฏิสัมพนัธ์เพิ่มข้ึน และลดการรวมตวัของโปรตีน (Giroux et al., 2010) ซ่ึงลกัษณะท่ีเกิด

สามารถส่งผลต่อขนาดท่ีเกิดข้ึนหลงัจากเติมตวัท าละลายอินทรียอ์ยา่งเอทานอลได ้

ในการทดลองของ Uversky และคณะ (1997) ไดศึ้กษาการใชอ้ลัตร้าโซนิเคตใน
การท าให้เวยโ์ปรตีนไอโซเลต(0.15%) เสียสภาพจากเวยโ์ปรตีนไอโซเลตท่ีพีเอช (7.0 ถึง 10.0) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ร่วมกบัปริมาณเอทานอล (50 ถึง 85.5 เปอร์เซ็นต์) พบว่าท่ีสภาวะท่ีมีปริมาณโปรตีนเสียสภาพ
สูงสุดอยู่ ท่ีพี เอช 7.5 ร่วมกับเอทานอลท่ี 55 เปอร์เซ็นต์ โดยผลของพีเอช จะเกิดการการ
เปล่ียนแปลงของโครงสร้างเบต้ากลอบูลิน ท่ีเรียกว่า Tanford transition (เป็นการเปล่ียนแปลง
โครงสร้างบริเวณหมู่ไทออล บริเวณ EF-loop จะเกิดวงปิดของหมู่ไฮโดรโฟบิคเม่ือค่าพีเอชต ่ากวา่ 
7 และเปิดออกเม่ือมีค่าพีเอชสูงกว่า 7) เกิดการคลายตวัของโปรตีนสองกลุ่ม (protein dimer) และ
เกิดการคลายสายแสดงหมู่คาร์บอกซิลออกมา ซ่ึงเม่ือพีเอชเพิ่มมากข้ึนจะลดระดบัการรวมตวัของ
โปรตีน 

 มีการทดลองของ Ju and Kilara (1998) ท าการทดลองการรวมตวัของสารละลาย
เวยโ์ปรตีนความเขม้ขน้ร้อยละ 18  ท่ี pH 3 ถึง 7 เม่ือตรวจสอบการรวมตวัของขนาดอนุภาคดว้ย
เคร่ือง Dynamic light scattering พบวา่ท่ี pH 7 ขนาดอนุภาคเฉล่ียอยูท่ี่ 8 นาโนเมตร แต่เม่ือระดบัพี
เอชต ่าลง โปรตีนมีการรวมตวักนัมากข้ึนจนมีขนาด 2.645 ไมโครเมตร ท่ี pH 5.2 แต่พอเม่ือระดบั
พีเอช เร่ิมลดลงจาก 5.2 ถึง 4.0 ค่าเฉล่ียอนุภาคเร่ิมมีขนาดลดลง 

ซ่ึงแสดงให้เห็นวา่พีเอชของสารละลายเวยโ์ปรตีนเร่ิมตน้ก่อนการดีซอลเวชนันั้น
มีลักษณะการรวมตวัของโครงสร้างท่ีมากน้อยแตกต่างกันไปตามการเปล่ียนแปลงพีเอชของ
สารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลต ซ่ึงเม่ือหลงัจากเติมเอทานอล(สารดีซอลเวต้ิงเอเจนต)์ ก็จะมีผลต่อ
ระดบัการรวมตวั ซ่ึงมีผลต่อขนาดอนุภาคเวยโ์ปรตีนท่ีเกิดข้ึน  

 
4.2.1.2  ผลของปริมำตรเอทำนอลทีเ่ติมลงในสำรละลำยเวย์โปรตีนไอโซเลตต่อ

ลกัษณะทำงสัณฐำนวิทยำของลูทนีในเวย์โปรตีนไอโซเลต 

ภาพจากกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดของผลิตภณัฑแ์หง้ลูทีนในเวย์

โปรตีนไอโซเลต ท่ีไดจ้ากเตรียมในสภาวะการผลิตท่ีใช้ปริมาตรเอทานอลท่ีต่างกนั ไดแ้ก่ 0.25, 

0.50 และ 0.75 เท่าต่อปริมาตรสารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลต แสดงดงัภาพท่ี 4.2 (b) ซ่ึงพบว่า

ขนาดอนุภาคแห้งลูทีนในเวยโ์ปรตีนไอโซเลต จะขนาดใหญ่มากข้ึนเม่ือระดบัปริมาณเอทานอลท่ี

ใช้มีค่าเพิ่มมากข้ึน แต่ท่ีน่าสนใจมากคือการรวมตวัของอนุภาคนาโนโปรตีนใน ระดบัปริมาณเอ

ทานอล 0.50 เท่าต่อสารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลต มีลกัษณะของอนุภาคท่ีมีรูปร่างค่อนขา้งเป็น

ทรงกลมท่ีมีขนาดสม ่าเสมอ ซ่ึงอาจเป็นจุดสมดุลของปริมาณเอทานอลท่ีใช้ในการเอนแคปซูล

เลทลูทีน 

ซ่ึงในการทดลองของ Uversky et al., 1997 ไดศึ้กษาการใชอ้ลัตร้าโซนิเคตในการ

ท าให้เวยโ์ปรตีนเสียสภาพจากเวยโ์ปรตีนไอโซเลตท่ีพีเอช (7.5 ถึง 10) ร่วมกบัปริมาณเอทานอล 

(50 ถึง 85.5 เปอร์เซ็นต)์ พบวา่ท่ีสภาวะท่ีมีปริมาณโปรตีนเสียสภาพสูงสุดอยูท่ี่พีเอช 7.5 ร่วมกบัเอ
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ทานอลท่ี 55 เปอร์เซ็นต ์โดยผลของเอทานอล จะมีผลต่อการเปล่ียนแปลงโครงสร้างเบตา้แลคโต

กลอบูลินตรวจสอบดว้ยเคร่ือง fluorescence techniques พบว่าโครงสร้างเกิดการเปล่ียนแปลงค่า 

dielectric constant โดยสารละลายจะไปเปล่ียนแปลงโครงสร้างโปรตีนจากสภาวะปกติ  (native 

state) เป็นสภาวะกลาง (intermediate state) ท่ีเรียกวา่ลกัษณะ molten globule (ก่อนสภาวะการเสีย

สภาพโปรตีน) โดยช่วงแรกผลของการเพิ่มปริมาณเอทานอลจะท าให้กลอบูลาร์โปรตีนของเบตา้

แลคโตกลอบูลินเสียสภาพ โดยแอลกอฮอล์จะมีผลไปเพิ่มแรงของพนัธะไฮโดรเจนภายใน

โครงสร้างโปรตีนและลดแรงไฮโดรโฟบิคของภายในโมเลกุลโปรตีน มีผลท าให้โปรตีนเกิดการ

คลายสายออกมา ท าใหเ้กิดการสร้างพนัธะช่วงสั้นๆเกิดเป็นโครงสร้างอลัฟ่าฮีลิค แต่หากมีการเติม

เอทานอลมากข้ึน จะมีผลต่อโครงสร้างอัลฟ่าฮีลิคซ่ึงไม่ค่อยคงตัวเกิดการรวมตัวมากข้ึน

เปล่ียนแปลงเป็นโครงสร้างเบตา้ชีส ซ่ึงส่งผลใหเ้กิดการรวมตวัของโครงสร้างโปรตีนเพิ่มมากข้ึน 

(Hirota,1999) 
โดยผลการทดลองน้ี มีแนวโน้มท่ีไปในทิศทางเดียวกับผลการทดลองของ 

Gülserenet et al. (2012) ซ่ึงท าการเตรียมอนุภาคนาโนเวยโ์ปรตีน (5%w/w) โดยมีการใชเ้อทานอล 

50% ในปริมาณ 0 – 5 เท่า เพื่อช่วยในการรวมตวัของโปรตีน ผลจากการทดลอง พบว่า ค่าเฉล่ีย

ขนาดอนุภาคมีแนวโนม้ท่ีจะเพิ่มข้ึน เม่ืออตัราส่วนเอทานอลต่อน ้ าท่ีใชมี้ค่ามากข้ึน เน่ืองจากการ

เติมแอลกอฮอล์จะไปลดสภาพขั้วของโครงสร้างโปรตีน เหน่ียวน าให้เกิดการรวมกนัของโมเลกุล 

(Dufour and Haertle, 1993)  

 

4.2.1.3 ผลของอตัรำส่วนปริมำณลูทีนต่อปริมำณเวย์โปรตีนไอโซเลตทีม่ีต่อ

ลกัษณะทำงสัณฐำนวิทยำของลูทนีในเวย์โปรตีนไอโซเลต 

  อตัราส่วนของลูทีนต่อเวย์โปรตีนไอโซเลตท่ีใช้จะมีผลต่อลกัษณะและขนาด

อนุภาคท่ีได ้เม่ือพิจารณาภาพถ่ายจากกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดของอนุภาคลูทีน

ในเวย์โปรตีนไอโซเลต ท่ีมีอัตราส่วนลูทีนต่อเวย์โปรตีนไอโซเลต เป็น 1.25:100 2.50:100 

3.75:100 และ 5.00:100 (มิลลิกรัม:มิลลิกรัม) (ภาพท่ี 4.2 (c)) พบว่าเม่ืออัตราส่วนลูทีนต่อเวย์

โปรตีนไอโซเลต มีค่าเพิ่มมากข้ึน อนุภาคท่ีไดมี้แนวโน้มท่ีใหญ่ข้ึน ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลท่ีไดจ้าก

การวดัขนาดอนุภาคท่ีไดจ้ากการวดัดว้ยเคร่ือง Particle sizer ท่ีพบวา่ขนาดอนุภาคของลูทีนในเวย์

โปรตีนไอโซเลตท่ีอตัราส่วน 1.25:100 2.50:100 3.75:100 และ 5.00:100 มีค่าเป็น 186.3, 198.2, 

346.8 และ 957.1 ตามล าดบั  ทั้งน้ีจากภาพถ่ายจากกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดของ

ตวัอย่างท่ีเตรียมจากอตัราส่วนลูทีนต่อเวยโ์ปรตีนไอโซเลตเป็น 1.25:100 และ 2.50:100 จะพบ

ลกัษณะการรวมตวัของอนุภาคนาโนเวยโ์ปรตีนไอโซเลตท่ีมีความสม ่าเสมอ  แต่หากมีการเพิ่มเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ปริมาณความเขม้ขน้ของสารละลายลูทีนมากเกินไป จะพบลกัษณะการรวมตวัของอนุภาคท่ีไม่ได้

มีลกัษณะเป็นทรงกลม 

การปรับปริมาณความเขม้ขน้ของสารต่างๆทั้งเอทานอล เวยโ์ปรตีน และลูทีน ลว้นแต่เป็น

การควบคุมสมดุลของ hydrophilic –hydrophobic บนพื้นผิวโมเลกุลในการมารวมตวักนัเองและ

รวมตวัระหว่างเวยโ์ปรตีนกบัลูทีนเกิดเป็นอนุภาคข้ึนมา ซ่ึงการรวมตวัจะส่งผลต่อลกัษณะทาง

กายภาพและขนาดอนุภาคของผลิตภณัฑ ์โดยลูทีนท่ีมีความเขม้ขน้สูงจะเกิดการรวมตวัเป็นอนุภาค

ขนาดใหญ่ 

 
ตำรำงที ่4.3 ขนาดอนุภาคลูทีนในเวยโ์ปรตีนไอโซเลตจากการวดัขนาดอนุภาคดว้ยเทคนิค 

 การกระเจิงแสงแบบไดนามิกส์ (Dynamic light scattering) 

 

ทรีตเมนต์ของปัจจยัทีใ่ช้ในกำรทดลอง 
ขนำดอนุภำคลูทนีในเวย์

โปรตนีไอโซเลต 
(นำโนเมตร) 

ระดบั pH 
ของสำรละลำย
เวย์โปรตนีไอโซ

เลต 

ปริมำตรของเอทำนอล 
(เท่ำของปริมำตร

สำรละลำยเวย์โปรตนีไอ
โซเลต) 

สัดส่วนปริมำณลูทนี 
ต่อเวย์โปรตนีไอโซเลต 

3 0.50 2.50:100 548.7±4.32 
7 0.50 2.50:100 432.2±1.64 
9 0.50 2.50:100 198.2±1.52 
7 0.25 2.50:100 246.3±3.97 
7 0.50 2.50:100 432.2±1.64 
7 0.75 2.50:100 852.4±6.94 
9 0.50 1.25:100 186.3±2.65 
9 0.50 2.50:100 198.2±1.52 
9 0.50 3.75:100 346.8±4.22 
9 0.50 5.00:100 957.1±6.81 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภำพที ่4.2 ภาพถ่ายจากกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดของอนุภาคนาโนลูทีนในเวยโ์ปรตีนไอโซเลต แถว (a) pH 3 7 และ 9  ของสารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลต แถว 

(b) ปริมาณเอทานอล 0.25 0.50 และ 0.75 เท่าต่อสารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลต แถว (c) สัดส่วนลูทีนต่อเวยโ์ปรตีนไอโซเลต 1.25:100 2.50 :100  3.75:100 และ 5.00:100  
 

(a) 

(b) 

(c) 

pH3 pH7 pH9 

0.25x 0.50x 0.75x 

1.25:100 2.50:100 3.75:100 5.00:100 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



60 
 

 
 

 

ภำพที ่4.3 ภาพถ่ายสารละลายอนุภาคลูทีนในเวยโ์ปรตีนไอโซเลต แถว (a) pH 3 7 และ 9  ของสารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลต แถว (b) ปริมาณเอทานอล 0.25 0.50 และ 0.75 เท่า

ต่อสารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลต แถว (c) สัดส่วนลูทีนต่อเวยโ์ปรตีนไอโซเลต 1.25:100 2.50 :100  และ 5.00:100  
 

(a) 

(b) 

(c) 
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4.1.3 ควำมคงตัวของลูทนีในเวย์โปรตีนไอโซเลตภำยใต้สภำวะกำรเกบ็รักษำทีอุ่ณหภูมิ
ต่ำงๆ 

อุณหภูมิและเก็บรักษาจะเป็นประโยชน์ในด้านการตรวจสอบอิทธิพลของ

อุณหภูมิท่ีส่งผลต่อความเสถียรท่ีทางเคมีและกายภาพของลูทีน การทดสอบความคงตวัต่ออุณหภูมิ

ของอนุภาคนาโนลูทีนในเวยโ์ปรตีนไอโซเลตใน (รูปแบบผงแห้ง) ท าการจดัเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ

แตกต่างกนั (4  25 และ 40 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 15 วนั จากการสังเกตโดยภาพรวมพบวา่ท่ี 40 

องศาเซลเซียส มีความคงตวัของความเขม้ขน้ลูทีนในอนุภาคนาโนเวยโ์ปรตีนไอโซเลตลดลงมาก

ท่ีสุด และผลของการเก็บรักษาไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสสามารถเก็บรักษาความเขม้ขน้ของลู

ทีนไวไ้ดสู้งสุด ถึงแมว้่าจะมีการเส่ือมสลายไปบา้ง แสดงให้เห็นถึงความสามารถในการป้องกนั

การเส่ือมสลายของลูทีนจากสภาวะแวดลอ้ม  

 

4.1.3.1 ผลของพีเอชที่มีผลต่อกำรเก็บรักษำของอนุภำคนำโนลูทีนใต้สภำวะ

อุณหภูมิต่ำงๆ 

   ผลจากการศึกษาสภาวะพีเอชของสารละลายเวย์โปรตีนไอโซเลตท่ี

ต่างกนัไดแ้ก่ 3 7 และ 9 ท่ีมีผลต่อความสามารถในการเก็บรักษาลูทีนในอนุภาคนาโนเวยโ์ปรตีน

ไอโซเลต พบว่าในแต่ละพีเอช การเก็บรักษาลูทีนของอนุภาคนาโนเวย์โปรตีนไอโซเลตทั้ง 3 

อุณหภูมิ กนั (4, 25 และ 40 องศาเซลเซียส) มีแนวโน้มความสามารถในการเก็บรักษาในแต่ละ

อุณหภูมิท่ีคลา้ยคลึงกนัคือเม่ือเวลาผา่นไปความเขม้ขน้ของลูทีนก็จะลดลงบางส่วน แต่จะสามารถ

เห็นผลความแตกต่างชดัเจนหลงัจากท าการเก็บรักษา 15 วนั โดยพบวา่ท่ี pH 9 ในการเก็บรักษาลูที

นของอนุภาคนาโนเวยโ์ปรตีนไอโซเลตทั้ง 3 อุณหภูมิ มีแนวโนม้สามารถการเก็บรักษาลูทีนไวใ้น

อนุภาคไดสู้งสุดอยา่งมีนยัส าคญั (p < 0.05) ซ่ึงจากผลการทดลองการส่องกลอ้งจุลทรรศน์อิเลกต

รอนท่ีระดบั pH 9 รูปร่างลกัษณะของอนุภาคเป็นโปรตีนกอ้นกลมสม ่าเสมอ มีขนาดเล็ก รวมถึงผล

ของประสิทธิภาพการกักเก็บสารท่ีสูงมากกว่าพี เอชอ่ืนๆ จึงอาจส่งผลท าให้มีแนวโน้ม

ความสามารถในการเก็บรักษาผลิตภณัฑท่ี์สูงตามไปดว้ย 

 

4.1.3.2 ผลของปริมำณเอทำนอลที่มีผลต่อกำรเก็บรักษำของอนุภำคนำโนลูทีนใต้

สภำวะอุณหภูมิต่ำงๆ 

   ผลจากการศึกษาการเติมเอทานอลในปริมาตรท่ีต่างกนั ไดแ้ก่ 0.25  0.50 

และ 0.75 เท่าของสารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลต ต่อความสามารถในการเก็บรักษาลูทีนในเวย์เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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โปรตีนไอโซเลต พบวา่ ปริมาณเอทานอลท่ีท าการเก็บรักษาลูทีนของอนุภาคเวยโ์ปรตีนไอโซเลต

ไดสู้งสุดทั้ง 3 อุณหภูมิ กนั (4  25 และ 40 องศาเซลเซียส) หลงัจากท าการเก็บรักษา 15 วนั คือ ท่ี

ปริมาณเอทานอล 0.75 เท่าต่อสารละลายเวย์โปรตีนไอโซเลต ซ่ึงมีแนวโน้มสามารถการเก็บ

รักษาลูทีนไวใ้นอนุภาคต ่าสุดอย่างมีนยัส าคญั (p < 0.05) ซ่ึงอาจเป็นผลของปริมาณเอทานอลท่ี

เหมาะสมท่ีสร้างชั้นโปรตีนลอ้มรอบท่ีหนาเพียงพอในการเก็บรักษาลูทีนไวใ้นอนุภาคไดน้านกวา่

เอทานอลท่ีปริมาณอ่ืน 

4.1.3.3 ผลของควำมเข้มข้นลูทนีทีม่ีผลต่อกำรเกบ็รักษำของอนุภำคนำโนลูทีน

ใต้สภำวะอุณหภูมิต่ำงๆ 

  ผลจากการศึกษาความเข้มข้นของของลูทีต่อเวย์โปรตีนไอโซเลต 

(1.25:100 2.50 :100 3.75:100 และ 5.00:100) ท่ีมีต่อความคงตวัของลูทีนระหว่างการเก็บรักษา 

พบว่า  เ ม่ือสังเกตท่ีอัตราส่วนลูทีนต่อสารละลายเวย์โปรตีนไอโซเลตท่ี 5.00:100 กลับมี

ประสิทธิภาพการเก็บรักษาท่ีต ่าสุด อาจเน่ืองจากประสิทธิภาพการกกัเก็บลูทีนท่ีนอ้ย ร่วมกบัการ

โหลดสารสกดัลูทีนภายในมากเกินไป ท่ีนอกจากจะส่งผลท าให้ประสิทธิภาพการเอนแคปซูลเล

ชนัลดลง ก็ยงัส่งผลต่อการเก็บรักษาอีกดว้ย 

ซ่ึงผลการทดลองน้ีสอดคล้องกับผลการทดลองของ Abbasi และคณะ 

(2014) การผลิตอนุภาคนาโนอิมลัชันของวิตามิน D3  โดยในการผลิตมีการศึกษาผลของความ

เขม้ขน้ท่ีแตกต่างกนัของวิตามิน D3 ถูกเติมเขา้ไปในตวัอยา่งก่อนการสร้างอนุภาคนาโน หลงัจาก

เก็บรักษาไป 7 วนั พบว่าปริมาณวิตามิน D3 ของอนุภาคท่ีมีการเติมวิตามิน D3 ในปริมาณ 280 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จะมีค่าความเขม้ขน้ของวิตามินท่ีลดลงในระหวา่งการเก็บรักษาแค่เพียงร้อย

ละ 12 – 17  ในขณะท่ีตวัอย่างท่ีมีการเติมวิตามิน D3 ในปริมาณ 560 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จะ

พบวา่ความเขม้ขน้ของวติามินจะลดลงมากถึงร้อยละ 20 – 34

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



63 
 

 
 

0

50

100

0 5 10 15

Lu
tei

n R
ele

ase
d (

%)

Time(day)

4 °C

pH3
pH7
pH9

   

ภำพที ่4.4. ปริมาณของลูทีนท่ีเหลืออยูใ่นอนุภาคลูทีนในเวยโ์ปรตีนไอโซเลตหลงัจากเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 25 และ 40 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 15 วนั (a) pH 3 7 และ 9  ของสารละลายเวย์
โปรตีนไอโซเลต แถว (b) ปริมาณเอทานอล 0.25, 0.50  และ 0.75 เท่าต่อสารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลต แถว (c) สัดส่วนลูทีน 1.25:100, 2.50 :100, 3.75:100 และ 5.00:100 มิลลิกรัมต่อเวย์
โปรตีนไอโซเลต 
 

0

50

100

0 5 10 15

Lu
tei

n R
ele

ase
d (

%)

Time(day)

25 °C

pH3
pH7
pH9 0

50

100

0 5 10 15

Lu
tei

n R
ele

ase
d (

%)

Time(day)

40 °C

pH3
pH7
pH9

0

50

100

0 5 10 15

Lu
tei

n R
ele

ase
d (

%)

Time(day)

4 °C

0.25x
0.50x
0.75x

0

50

100

0 5 10 15Lu
tei

n R
ele

ase
d (

%)
Time(day)

25 °C

0.25x
0.50x
0.75x 0

50

100

0 5 10 15

Lu
tei

n R
ele

ase
d (

%)

Time(day)

40 °C

0.25x
0.50x
0.75x

0

50

100

0 5 10 15

Lu
tei

n R
ele

ase
d (

%)

Time(day)

4 °C

1.25:100

2.50:100

3.75:100

5.00:100 0

50

100

0 5 10 15

Lu
tei

n R
ele

ase
d (

%)

Time(day)

25 °C

1.25:100
2.50:100
3.75:100
5.00:100 0

50

100

0 5 10 15

Lu
tei

n R
ele

ase
d (

%)

Time(day)

40 °C

1.25:100
2.50:100
3.75:100
5.00:100

(a) 

(b) 

(c) 
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4.1.4 กำรปลดปล่อยลูทนีจำกอนุภำคลูทนีในเวย์โปรตีนไอโซเลตภำยใต้สภำวะจ ำลองกำร

ย่อยอำหำรในหลอดทดลอง 

การยอ่ยสลายสารประกอบทางชีวภาพท่ีห่อหุม้ในระบบทางเดินอาหารเป็น

กระบวนการท่ีซบัซอ้นและมีผลกระทบต่อการปล่อยสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ ซ่ึงการศึกษา

บทบาทส าคญัในการดูดซึม และการกระจายตวัของสาร ท่ีมีผลต่อความสามารถในการดูดซึม จะ

ท าการทดลองใน 2 ส่วน คือ การตรวจสอบประสิทธิภาพในการดูดซึมสารประกอบชีวภาพ 

(Bioaccessibility) และการตรวจสอบการปลดปล่อยกรดไขมนัอิสระออกจากอนุภาค (Free Fatty 

Acid Release) เพื่อศึกษาความคงตวัของการเอนแคปซูลเลชนัลูทีน ในอนุภาคนาโนเวยโ์ปรตีนไอ

โซเลตในระบบทางเดินอาหาร 

  4.1.4.1 กำรตรวจสอบประสิทธิภำพในกำรดูดซึมสำรประกอบชีวภำพ 

(Bioaccessibility)  

 การตรวจสอบไดจ้ าลองสภาวะทางเดินอาหารท่ีอนุภาคนาโนเวยโ์ปรตีน

ไอโซเลตท่ีจะเดินทางผา่น ไดแ้ก่ ระบบการยอ่ยอาหาร 3 ส่วน คือ ระบบการยอ่ยบริเวณปาก ระบบ

การยอ่ยในกระเพาะอาหาร และระบบการยอ่ยในล าไส้เล็ก ซ่ึงการทดสอบจะใชเ้อนไซมแ์ละการ

ปรับสภาวะพีเอชในการจ าลองระบบทางเดินอาหาร โดยในการทดลองจะวิเคราะห์หาเปอร์เซ็นต์

การปลดปล่อยปริมาณลูทีนจากอนุภาคลูทีนในเวยโ์ปรตีนไอโซเลต และจะมีการเปรียบเทียบค่าท่ี

ไดก้บัตวัแปรควบคุมซ่ึงเป็นลูทีนอิสระในปริมาณเท่ากนั  

ผลจากการผลิตอนุภาคลูทีนในเวย์โปรตีนไอโซเลต จาก 3 ปัจจยั คือ 

อตัราส่วนความเขม้ขน้ของลูทีนต่อเวยโ์ปรตีนไอโซเลต ไดแ้ก่ 1.25:100  2.50 :100  3.75:100 และ 

5.00:100 ปริมาตรเอทานอล 0.25 0.50 และ 0.75 เท่าของสารละลายเวย์โปรตีนไอโซเลต และ

สภาวะพีเอชของสารละลายในเวย์โปรตีนไอโซเลตท่ีระดับ 3 7 และ 9 ในการทดสอบการ

ปลดปล่อยลูทีนจากการจ าลองระบบการย่อยอาหารในหลอดทดลอง พบว่าอนุภาคนาโนลูทีน

ในเวย์โปรตีนไอโซเลตมีความคงตัวมากในสภาวะการย่อยด้วยน ้ าลาย (mucin) ไม่เกิดการ

ปลดปล่อยลูทีนออกจากอนุภาค แสดงให้เห็นถึงความคงตวัของอนุภาค ซ่ึงมีลกัษณะท่ีคลา้ยคลึง

กบัในการทดสอบอิมลัชนั B-lactoglubulin ในสภาวะการยอ่ยดว้ยน ้ าลายท่ีอธิบายถึงระดบัของการ

เติม mucin ต ่ากวา่ 1.0 เปอร์เซ็นตใ์นระบบการยอ่ยในปาก ท าให้เกิดการผลกักนัของประจุลบของ 

biopolymers จากแรงแวนเดอร์วาล์ว ท าให้เกิดความคงตวัของอนุภาคในการทดสอบสภาวะการ

ยอ่ยดว้ยน ้ าลาย (Singh et al., 2003) ต่อมาในส่วนของกระเพาะอาหาร พบวา่ลูทีนในอยูใ่นอนุภาค
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นาโนเวยโ์ปรตีนไอโซเลตยงัค่อนขา้งมีความคงตวัโดยจะมีการปลดปล่อยลูทีนออกมาจากอนุภาค

ประมาณร้อยละ 50 ภายในระยะเวลา 2 ชั่วโมง แสดงให้เห็นว่าการเอนแคปซูเลชันลูทีนไวใ้น

อนุภาคนาโนดว้ยเวยโ์ปรตีนไอโซเลต บางส่วนสามารถทนทานต่อการยอ่ยของเอนไซมเ์ปปซินได ้

ซ่ึงไดมี้งานวิจยัหลายช้ินท่ีไดอ้ธิบายถึงความสามารถในความคงทนของ b-lactoglobulin การยอ่ย

ของเอนไซมเ์ปปซิน แต่เม่ือโปรตีนเจอสภาวะความเป็นกรดในกระเพาะอาหาร อาจท าให้โปรตีน

เสียสภาพบางส่วนเกิดการปล่อยลูทีนออกมาจากอนุภาคบางส่วน และส่วนสุดทา้ย คือการจ าลอง

รูปแบบการยอ่ยในสภาวะล าไส้เล็ก ความไม่คงของตวัอยา่งเร่ิมเห็นไดช้ดั สังเกตไดจ้ากปริมาณลูที

นท่ีออกมามากกวา่ 70 เปอร์เซ็นต ์ผลเกิดจากเบตา้แลคโตกลอบูลินไม่คงตวัต่อเอนไซมแ์พนครีเอ

ติน ซ่ึงสอดคลอ้งกบัวตัถุประสงคก์ารศึกษาท่ีตอ้งการใหมี้การใหเ้กิดการปลดปล่อยลูทีนส่วนใหญ่

ในการยอ่ยท่ีสภาวะล าไส้เล็ก 

จากผลการทดลองพบว่าแนวโน้มของสภาวะการย่อยของทุกตวัอย่างมี

ความใกลเ้คียงกนัมาก อาจเป็นผลเน่ืองมาจากในการทดลองใชเ้วยโ์ปรตีนไอโซเลตเป็นวสัดุห่อหุ้ม

อนุภาคนาโนเพียงชนิดเดียว แต่เม่ือน าค่าผลการทดลองมาวเิคราะห์ทางสถิติ พบวา่ท่ีแต่ละระดบัพี

เอชมาวิเคราะห์ พบว่าท่ี pH 3 7 และ 9 ให้ผลการทดสอบ Bioaccessibility เท่ากบัร้อยละ 36.39, 

55.64 และ 80.10 ตามล าดบั (ภาพท่ี 4.5)โดยค่าท่ีไดมี้ความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p < 

0.05) โดยพบว่าท่ี pH 9 ให้ค่า Bioaccessibility สูงสุด เม่ือผ่านไป 5 ชัว่โมง ในส่วนของปริมาณ

การเติมเอทานอลลงในสารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลตเป็น 0.25 0.50 และ 0.75 เท่า ให้ผลการ

ทดสอบ Bioaccessibility เท่ากบัร้อยละ 61.58  42.50 และ 33.05 ส่วนผลการวิเคราะห์อตัราความ

เขม้ขน้ของลูทีนต่อเวยโ์ปรตีนไอโซเลต ท่ีระดบั 1.25:100 2.50 :100 3.75:100 และ 5.00:100 พบวา่

ค่า Bioaccessibility  มีค่าเฉล่ียเท่ากบัร้อยละ 77.36 80.1  54.36 และ 28.44  

โดยจากผลการทดลองพบแนวโนม้ของอนุภาคท่ีมีขนาดเล็กหรือมีพื้นท่ีผิว

ต่อปริมาตรในระดบัท่ีสูง จะมีการปลดปล่อยสารลูทีนออกมาไดดี้กวา่อนุภาคท่ีมีขนาดใหญ่ ซ่ึงมี

แนวโน้มคล้ า ยค ลึ งกับก ารทดลองของ  Sotomayor-Gerding et al., (2016) ไ ด้ ศึ กษ าค่ า 

Bioaccessibility จากนาโนอิมลัชนัของกลุ่มแคโรทีนนอยด์ (แอสตา้แซนทีน และ ไลโคพีน) พบวา่

อนุภาคนาโนอิมลัชนัไลโคพีนขนาดช่วงประมาณ 100-200 นาโนเมตร ให้ค่า Bioaccessibility สูง

กวา่อนุภาคขนาดช่วงขนาดกลางและขนาดใหญ่ประมาณ 300-500 และ 800-5000 นาโนเมตร 
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(A) (B) 

(C) 
ภำพที่ 4.5. ปริมาณลูทีนท่ีถูกปลดปล่อยลูทีนจากอนุภาคลูทีนในเวยโ์ปรตีนไอโซเลตใน

สภาวะการยอ่ยอาหารแบบจ าลองในสภาวะปาก กระเพาะอาหาร และล าไส้เล็ก 

5 ชัว่โมง (เปอร์เซ็นต)์ 
(A)  สภาวะพีเอชของสารละลายเวย์โปรตีนไอโซเลต 3 ระดับ pH 3  7 และ 9 

สดัส่วนลูทีน 2.50:100 และระดบัเอทานอล 0.50 เท่าต่อสารละลายเวยโ์ปรตีน

ไอโซเลต 

(B) สภาวะปริมาณเอทานอลต่อสารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลต  3 ระดบั 0.25 0.50 

และ 0.75 เท่าท่ีสภาวะพีเอช pH 7 สดัส่วนลูทีน 2.50:100 

(C) สัดส่วนลูทีนต่อน ้ าหนักเวย์โปรตีนไอโซเลต  3 ระดับ 1.25:100, 2.50:100 

3.75:100 และ 5.00:100 มิลลิกรัม (w:w) ท่ี pH 9 และปริมาณเอทานอล 0.50 เท่า 
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4.1.4.2 กำรตรวจสอบประสิทธิภำพอตัรำกำรย่อยกรดไขมันอสิระ (Free Fatty Acid)  

ในการทดลองได้ท าการตรวจสอบผลการย่อยจนเกิดกรดไขมนัอิสระในช่วง

สภาวะจ าลองล าไส้เล็กด้วยวิธี pH-stat ซ่ึงมกัใช้ในการตรวจสอบการย่อยกรดไขมนัอิสระใน

อนุภาคนาโนท่ีสร้างจากกลุ่มโปรตีนหรือกลุ่มพอลีแซคคาร์ไรด ์(Salvia - Trujillo et al., 2013)  

ผลการทดลองเส้นแนวโน้มอตัราการย่อยกรดไขมนัอิสระ (FFA release) ท่ีแต่

ละระดบัพีเอชมาวิเคราะห์ พบว่าท่ี pH 3 7 และ 9 ให้ผลการทดสอบ FFA release เท่ากบัร้อยละ 

49.54, 55.64 และ 87.12  โดยค่าท่ีไดมี้ความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p < 0.05)โดยพบวา่

ท่ี pH 9 ให้ค่า FFA release สูงสุด เม่ือผ่านไป 4 ชั่วโมง ซ่ึงอาจเกิดจากขนาดอนุภาคนาโนลูทีน

ในเวยโ์ปรตีนไอโซเลตท่ี pH 9 ท่ีมีขนาดเล็กกว่า pH 7 และ pH 3 ซ่ึงจะส่งผลต่อการเพิ่มพื้นท่ีผิว

ในการเขา้ท าปฏิกริยาของเอนไซม์แพนครีเอติน ท าให้เกิดการย่อยไขมนัและมีการปล่อย FFA 

ออกมาในปริมาณท่ีสูง ซ่ึงพบผลการทดลองในท านองเดียวกนัน้ี เม่ือทดสอบการปลดปล่อย FFA 

จากตวัอย่างท่ีใช้เอทานอลเป็นปริมาตร 0.25 , 0.50  และ 0.75 เท่าในสารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซ

เลต ซ่ึงให้ผล FFA release เท่ากบัร้อยละ 64.12, 55.64 และ 47.81 ตามล าดบั (ภาพท่ี 4.6) โดยการ

เติมเอทานอลในปริมาณท่ีมากข้ึนจะส่งท าใหอ้นุภาคลูทีนในเวยโ์ปรตีนท่ีไดมี้ขนาดใหญ่ข้ึน ส่งผล

ให้มีพื้นท่ีผิวต่อปริมาตรท่ีมีค่าลดลง เป็นการลดพื้นท่ีในการเขา้ท าปฏิกิริยาของเอนไซม ์ซ่ึงส่งผล

ท าให้ค่า FFA ของตวัอย่างท่ีไดจ้ากสภาวะการเตรียมโดยใช้เอทานอลในปริมาณท่ีสูง ท่ีค่า FFA 

release ท่ีต ่า  

  จากการทดลองใหผ้ลแนวโนม้การทดลองคลา้ยกบั Troncoso และคณะ (2012) ท่ี
ได้ทดสอบค่า FFA release จากนาโนอิมลัชันน ้ ามนัขา้วโพดท่ีห่อหุ้มด้วยเบตา้แลคโตกลอบูลิน 
และมีการใช้ตวัท าละลายอินทรียอ์ย่างเฮกเซนในการลดขนาดอนุภาค โดยพบว่าอนุภาคนาโน
อิมลัชนัน ้ามนัขา้วโพดท่ีมีขนาดเล็กสุดท่ี 48 นาโนเมตร สามารถใหค้่า FFA release สูงสุดมากกวา่
ร้อยละ 90  
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ภำพที่ 4.6  ปริมาณกรดไขมนัอิสระท่ีถูกปลดปล่อยจากอนุภาคลูทีนในเวยโ์ปรตีนไอโซเลต

ในสภาวะการยอ่ยอาหารแบบจ าลองในสภาวะล าไส้เล็ก 2 ชัว่โมง (เปอร์เซ็นต)์  

(A) สภาวะพีเอชของสารละลายเวย์โปรตีนไอโซเลต 3 ระดับ pH 3  7 และ 9 

สัดส่วนลูทีน 2.50:100 และระดบัเอทานอล 0.50 เท่าต่อสารละลายเวยโ์ปรตีน

ไอโซเลต 

(B) สภาวะปริมาณเอทานอลต่อสารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลต  3 ระดบั 0.25 0.50 

และ 0.75 เท่าท่ีสภาวะพีเอช pH 7 สดัส่วนลูทีน 2.50:100 

(C) สัดส่วนลูทีนต่อน ้าหนกัเวยโ์ปรตีนไอโซเลต  3 ระดบั 1.25:100 2.50:100 และ 

3.75:100 5.00:100 มิลลิกรัม (w:w) ท่ี pH 9 และปริมาณเอทานอล 0.50 เท่า 

 

(A) 

 

(B) 
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4.2 กำรผลติอมิัลชันลูทีนในเวย์โปรตีนไอโซเลตร่วมกบักำรเติมสำรลดแรงตึงผวิมวล
โมเลกุลต ่ำ 

ในการทดลองจะมีการเติมสารลดแรงตึงผิวท่ีมีมวลโมเลกุลต ่า ไดแ้ก่ทวีน 80 (Tween-80) 
หรือเลซิติน (Lecithin) ร่วมกบัการใช้เวยโ์ปรตีนไอโซเลต (Whey protein isolate: WPI) เพื่อเพิ่ม
ประสิทธิภาพการห่อหุ้มลูทีนในระบบอิมลัชนั และเพื่อเพิ่มความคงตวัของขนาดอนุภาคนาโนลู
ทีนในระหวา่งการเก็บรักษา  

 
4.2.1 ประสิทธิภำพกำรห่อหุ้มลูทนีในเวย์โปรตีนไอโซเลตร่วมกบักำรเติมสำรลดแรงตึงผวิ
มวลโมเลกุลต ่ำ 

การผลิตอนุภาคลูทีนนาโนท่ีห่อหุม้ดว้ย เวยโ์ปรตีนไอโซเลต (WPI), เวยโ์ปรตีนไอ
โซเลตร่วมกบัทวีน 80 (WPI-Tween 80) และ เวยโ์ปรตีนไอโซเลตร่วมกบัเลซิติน (WPI-lecithin) 
อาศยัหลกัการใชข้องอิมลัซิไฟเออร์ท่ีมีโมเลกุลขนาดเล็กสามารถดูดซบับนและสร้างพื้นผวิอนุภาค
ไดอ้ย่างรวดเร็วกว่าโมเลกุลโปรตีนท่ีมีขนาดใหญ่ในระหว่างการท าอิมลัชนั (Jafari et al., 2007; 
McClements, 1999) ซ่ึงจะมีผลต่อประสิทธิภาพการห่อหุม้สารส าคญั โดยผลจากการทดลอง พบวา่
การห่อหุ้มลูทีนดว้ยเวยโ์ปรตีนไอโซเลตเพียงอยา่งเดียว (only WPI) มีค่าประสิทธิภาพการห่อหุ้ม
อยู่ท่ีประมาณร้อยละ 87.14 (ตารางท่ี 4.5) และการใช้สารลดแรงตึงผิวท่ีมีมวลโมเลกุลต ่าร่วมกบั
การใช้เวยโ์ปรตีนไอโซเลต ไดแ้ก่ WPI-Tween-80 และ WPI-lecithin จะให้ค่าประสิทธิภาพการ
ห่อหุม้ลูทีนอยูท่ี่ร้อยละ 91.36 และ 88.47 ตามล าดบั โดยค่าท่ีไดมี้ความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั
ทางสถิติ (p <0.05) ผลการศึกษาน้ีสอดคลอ้งกบัผลการศึกษาของ Sari และคณะ (2013) ซ่ึงพบว่า
สามารถใช้ WPC-Tween 80 ในการห่อหุ้มอนุภาคนาโนอิมลัชนัเคอคูมินท่ีท าให้มีประสิทธิภาพ
การห่อหุม้เคอคูมินมากกวา่ร้อยละ 90 เน่ืองจาก Tween-80 สามารถท า anionic complex กบัโปรตีน
ท่ีมีประจุบวกซ่ึงส่งผลต่อประสิทธิภาพการเก็บของนาโนอิมลัชนัท่ีสูงข้ึน 

การผลิตอนุภาคลูทีนท่ีห่อหุ้มดว้ย WPI-Tween-80  สามารถเพิ่มประสิทธิภาพการ
กกัเก็บไดสู้ง  เน่ืองจากสารลดแรงตึงผิวท่ีโมเลกุลต ่าอยา่ง Tween-80 มีความสามารถลดแรงตึงผิว 
ไดสู้ง เขา้ดูดซับบนพื้นผิวอนุภาคได้อย่างรวดเร็ว เพราะมีพฤติกรรมการดูดซับแบบแข่งขนับน
อินเตอร์เฟส (interface) ถึงแมว้า่โปรตีนจะมีความสามารถในการลดแรงตึงผิว แต่จะนอ้ยกวา่สาร
ลดแรงตึงผิวมวลโมเลกุลต ่า แต่โปรตีนนอกเหนือจะลดแรงตึงผิวบน interfacial ยงัสามารถสร้าง
ฟิล์ม viscoelastic รอบหยดอนุภาค ซ่ึงเกิดจากปฏิสัมพนัธ์ระหว่างโมเลกุล non-covalent และ 
covalent disulphide เกิดการ cross-linking ในขณะท่ีสารลดแรงตึงผิวโมเลกุลต ่าไม่สามารถสร้าง
ฟิล์มท่ีมีความยืดหยุ่นได ้ดงันั้นควรมีการใช้สารลดแรงตึงผิวทั้งโมเลกุลสูงและโมเลกุลต ่าเพิ่ม
ประสิทธิภาพการกกัเก็บมากยิง่ข้ึน (Courthaudon et al.,1991)  
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4.2.2. ลกัษณะของอนุภำคลูทีนทีถู่กห่อหุ้มด้วยเวย์โปรตีนไอโซเลตร่วมกบักำรเติมสำรลด

แรงตึงผวิมวลโมเลกุลต ่ำ 

4.2.2.1. ผลของกำรใช้สำรลดแรงตึงผิวร่วมกับเวย์โปรตีนไอโซเลตต่อขนำด
อนุภำคลูทนี 

ผลจากการศึกษาขนาดของอนุภาคลูทีนท่ีถูกห่อหุ้มดว้ยสารลดแรงตึงผิวท่ี
มีมวลโมเลกุลต ่าร่วมกบัการใช้เวยโ์ปรตีนไอโซเลต พบว่าอนุภาคลูทีนท่ีห่อหุ้มดว้ย WPI, WPI-
Tween-80 และ WPI-lecithin มีขนาดหยด 203.5 ± 22.51, 143.0 ± 12.40 และ 105.3 ± 18.82 นาโน
เมตร ตามล าดบั (ตารางท่ี 4.5) โดยค่า PDI ซ่ึงเป็นค่าท่ีบอกถึงการกระจายตวัของอนุภาคลูทีนใน
ระบบอิมลัชนั มีค่านอ้ยกวา่ 0.30 ซ่ึงค่า PDI ท่ีต ่าน้ี จะแสดงถึงความคงตวัของอนุภาคนาโนในการ
เก็บรักษาท่ีมาก 

การเติมสารลดแรงตึงผิวมีมวลโมเลกุลต ่าอย่าง Lecithin และ Tween-80 
เขา้สู่ระบบจะส่งผลให้ขนาดอนุภาคนาโนลูทีนมีขนาดเล็กลงอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p < 0.05) 
ทั้ งน้ีอาจเน่ืองมาจากการสารลดแรงตึงผิวขนาดเล็กน้ีจะสามารถเคล่ือนไปดูดซับท่ีผิวและ
ลอ้มรอบลูทีนไวไ้ดอ้ย่างรวดเร็ว ซ่ึงจะป้องกนัการเขา้มารวมตวักนัของลูทีน อีกทั้งเน่ืองจากสาร
ลดแรงตึงผิวมวลโมเลกุลต ่ามีขนาดเล็ก ส่งผลให้ขนาดอนุภาคลูทีนท่ีลอ้มรอบดว้ยสารลดแรงตึง
ผวิร่วมท่ีไดมี้ขนาดเล็ก เม่ือเปรียบเทียบกบัการใช ้WPI ในระบบเพียงอยา่งเดียว  

งานวิจยัของ Mantovani และคณะ (2013) รายงานว่าส่วนผสมของ WPI 
และ lechithin จะเกิดโครงสร้างเมทริกซ์ท่ีซับซ้อนกว่าสารลดแรงตึงผิวตัวอ่ืนๆ เพราะมี
องค์ประกอบหลกัเป็นฟอสโฟลิปิด (phospholipids) โดยมีปัจจยัระดบัโมเลกุลคือโครงสร้างส่วน
หวัของเลซิติน (เช่น โคลีนกบัเอธานอลซามีน) และ โซ่กรดไขมนั (เช่น palmitoyl กบั dioleyl) ท า
ให้สามารถเกิดปฏิสัมพนัธ์กบัโมเลกุลไขมนัมากกว่า Tween-80 ซ่ึงเป็นสารลดแรงตึงผิวท่ีมีมวล
โมเลกุลต ่าท่ีสุด จึงสามารถลดแรงตึงผวิอยา่งรวดเร็วในขณะผลิตอนุภาคนาโน เกิดการดูดซบัแบบ
แข่งขนักบัโมเลกุลโปรตีน ส่งผลให้ปริมาณเวยโ์ปรตีนบนอินเตอร์เฟสลดลง สามารถท าให้ได้
อนุภาคนาโนท่ีมีขนาดเล็กกวา่การใชโ้ปรตีนเพียงอยา่งเดียว 
 

4.2.2.2 ผลของกำรใช้สำรลดแรงตึงผิวร่วมกับเวย์โปรตีนไอโซเลตต่อค่ำศักย์ซีต้ำ
ของอนุภำคลูทนีนำโนอมิัลชัน 

ค่าความต่างศกัยไ์ฟฟ้าบริเวณพื้นผวิอนุภาค สามารถใชใ้นอธิบายความคงตวั
ในการกระจายตวัของอนุภาคนาโนอิมลัชนัได ้ซ่ึงศกัยซี์ตา้ในอนุภาคแขวนลอยท่ีเสถียรจะมีค่าอยู่
ในช่วงมากกว่า +30 มิลลิโวลต์ หรือ น้อยกว่า -30 มิลลิโวลต์ (Clogston and Patri, 2011) ค่าศกัย์
ซีต้ามีผลต่อลักษณะประจุของพื้นผิวของอนุภาคนาโน โดยหากมีค่าสัมบูรณ์สูงจะน าไปสู่
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แรงผลกัดนัท่ีมากข้ึนระหวา่งอนุภาค ซ่ึงสามารถช่วยเพิ่มความคงตวัทางกายภาพของอนุภาคนาโน
ได ้ 

จากการทดลองพบว่าค่าศักย์ซีต้าของค่าอนุภาคนาโนลูทีน WPI, WPI-
Tween-80 และ WPI-lecithin มีค่าเท่ากบั -34.92, -26.91และ -49.09  มิลลิโวลต ์ซ่ึงมีความแตกต่าง
กนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p < 0.05) (ตารางท่ี 4.5) การใช้เวยโ์ปรตีนไอโซเลตเพียงอย่างเดียว 
แสดงให้เห็นถึงศกัยซี์ตา้ท่ีเป็นลบ เน่ืองจาก WPI มีประจุลบท่ีพีเอช (pH) กลาง และจากการเติม
สารลดแรงตึงผิวท่ีมีมวลโมเลกุลต ่าอยา่งเลซิตินและทวีน 80 ส่งผลให้ค่าศกัยซี์ตา้อนุภาคนาโนลู
ทีนเปล่ียนแปลงไปจากเดิม โดยค่าศกัยซี์ตา้ใน lecithin เป็นลบสูง เป็นผลมาจากกลุ่มฟอสเฟต
ของเลซิติน นอกจากน้ีพบวา่เลซิติน สามารถเหน่ียวน าให้เกิดการคลายสายของโครงสร้างโปรตีน
จนแสดงประจุลบบริเวณพื้นผวิของโปรตีนจึงท าใหมี้ค่าศกัยซี์ตา้อนุภาคนาโนลูทีนมีค่าลบท่ีสูงข้ึน 
ในขณะท่ีการใชท้วิน คจจะมีหมู่โมเลกุล hydrophilic (polyoxyethylene) ท่ีมีขนาดใหญ่ท่ีใชดู้ดซบั
พื้นผิวอนุภาคจึงท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงค่าศกัยซี์ตา้โดยหลกัๆ จากการใช้เวยโ์ปรตีนไอโซเลต
เพียงอยา่งเดียว (Klang and Valenta, 2011) 
 
 
 

 
4.2 3 ควำมคงตัวของลูทีนที่ถูกห่อหุ้มด้วยเวย์โปรตีนไอโซเลตร่วมกับสำรลดแรงตึงผิว

มวลโมเลกุลต ่ำภำยใต้สภำวะกำรเกบ็รักษำทีอุ่ณหภูมิต่ำงๆ 
ผลจากการศึกษาความคงตวัของการเก็บรักษาอนุภาคนาโนลูทีนท่ีห่อหุ้มดว้ย WPI, 

WPI-Tween-80 และ WPI-lecithin ท่ีอุณหภูมิ 4, 25  และ 40 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 5, 10, 
15 วนั พบวา่ทุกสภาวะการห่อหุ้มอนุภาคนาโนลูทีนดว้ย WPI, WPI-Tween-80 และ WPI-lecithin 
มีการสลายตวัมากข้ึน เม่ือท าการเก็บรักษาอิมลัชันในสภาวะท่ีมีอุณหภูมิสูงข้ึน โดยเม่ือสังเกต
แนวโนม้การสลายตวัของลูทีนท่ีห่อหุม้ดว้ยเวยโ์ปรตีนไอโซเลต (WPI) เพียงอยา่งเดียว เม่ือเก็บไว้
ท่ี 4, 25 และ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 วนั พบวา่ปริมาณการสลายตวัของลูทีนเพิ่มข้ึนร้อยละ 
29.6 , 67.4 และ 86.2 ตามล าดบั  

ตวัอยา่ง ขนาดอนุภาค (nm) PDI (a.u.) Zeta Potentail (mV) EE(%) 
WPI 203.5±22.51c 0.243 -34.92±0.26b 87.141±0.29c 
WPI-Tween-80 143.0±12.40b 0.234 -26.91±0.31c 91.361±0.20a 
WPI- lecithin 105.3±18.82a 0.284 -49.09±0.17a 88.471±0.20b 

ตำรำงที ่4.4 ขนาดอนุภาค ค่าการกระจายตวัอนุภาค ค่าศกัยซี์ตา้ และค่าประสิทธิภาพการห่อหุม้ลู
ทีนเวยโ์ปรตีนไอโซเลตร่วมกบัการเติมสารลดแรงตึงผวิมวลโมเลกุลต ่า 
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ในส่วนของการเติมสารลดแรงตึงผิวมวลโมเลกุลต ่าในการห่อหุ้มลูทีน ทั้ง WPI-
lecithin และ WPI-Tween-80 พบแนวโน้มการสลายตวัของลูทีนต่อระยะเวลาการเก็บรักษาท่ี
คล้ายคลึงกนั แต่เม่ือเปรียบเทียบกบัการห่อหุ้มด้วยเวยโ์ปรตีนไอโซเลต (WPI) เพียงอย่างเดียว 
พบว่าลูทีนเกิดการสลายตัวเร็วท่ีสุดในทุกอุณหภูมิการเก็บรักษา ยกตวัอย่างเช่น ท่ี 25 องศา
เซลเซียส การสลายตวัของลูทีนท่ีห่อหุ้มดว้ยเวยโ์ปรตีนไอโซเลต (WPI) เม่ือเก็บรักษาท่ีระยะเวลา 
15 วนัพบวา่เกิดการสลายตวัประมาณร้อยละ 67.4 ในขณะท่ี WPI-Tween-80 และ WPI-lecithin จะ
มีการลดลงของลูทีนในปริมาณท่ีต ่ากว่า คิดเป็นประมาณร้อยละ 48.8 % และ 24.9% ตามล าดับ 
(ภาพท่ี 4.7) ทั้งน้ีพบว่า WPI-lecithin ให้ความเสถียรในการเก็บรักษาลูทีนท่ีสูงกว่า WPI-Tween-
80  อาจเน่ืองมาจากการท่ีโครงสร้างของ WPI ร่วมกบั lechithin เกิดเป็นเมทริกซ์ท่ีซบัซอ้นกวา่สาร
ลดแรงตึงผวิตวัอ่ืนๆ  (Mantovani et al., 2013) 
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4.2.4. กำรปลดปล่อยลูทนีจำกอนุภำคลูทนีทีถู่กห่อหุ้มด้วยเวย์โปรตีนไอโซเลตร่วมกบัสำร

ลดแรงตึงผวิมวลโมเลกุลต ่ำภำยใต้สภำวะจ ำลองกำรย่อยอำหำรในหลอดทดลอง 

ผลการตรวจสอบการปลดปล่อยลูทีนภายใตส้ภาวะจ าลองระบบการยอ่ยอาหารใน

หลอดทดลอง ของอนุภาคนาโนลูทีนท่ีถูกห่อหุ้มด้วย WPI, WPI-Tween-80 และ WPI-lecithin  

พบวา่หลงัจากผา่นการยอ่ยอาหารภายใตส้ภาวะการยอ่ยอาหารแบบจ าลองในกระเพาะอาหาร นาน 

2 ชัว่โมง ลูทีนท่ีถูกห่อหุ้มดว้ย WPI-Tween-80 และ WPI-lecithin ถูกปลดปล่อยออกมาน้อยกว่า

ร้อยละ 20 ในขณะท่ีลูทีนท่ีถูกห่อหุ้มด้วยเวย์โปรตีนไอโซเลต (WPI) เพียงอย่างเดียว มีการ

ปลดปล่อยลูทีนออกมาประมาณร้อยละ 30 (ภาพท่ี 4.8) ความตา้นทานการย่อยของนาโนอิมลัชนั 

(nanoemulsion) ต่อการย่อยของเอนไซม์เปปซิน (pepsin) ในน ้ าในกระเพาะอาหาร เกิดจากความ

ตา้นทานของเบต้าแลคตาโกบูลิน (beta-lactoglobulin) ต่อการย่อยอาหารของเปปซิน เน่ืองจาก

เบตา้แลคตาโกบูลินมีความสามารถทนต่อการสลายตวัต่อเอนไซม์ของกระเพาะอาหารได ้(Fu et 

al., 2002) โดยเวยโ์ปรตีนไอโซเลตมีส่วนประกอบของเบตา้แลคตาโกบูลินถึงร้อยละ 65 

หลงัจากผา่นไป 5 ชัว่โมง ภายใตก้ารยอ่ยอาหารแบบจ าลองในกระเพาะอาหารและ
ล าไส้เล็ก การปลดปล่อยลูทีนท่ีถูกห่อหุ้มด้วยเวย์โปรตีนไอโซเลต (WPI) เพียงอย่างเดียว มี
ค่าประมาณร้อยละ 75 (รูปท่ี 4.8) โดยท่ีปริมาณการปลดปล่อยลูทีนท่ีถูกห่อหุ้มดว้ย WPI-Tween-
80 และ WPI-lecithin มีค่าสูงถึงประมาณร้อยละ 94.6 และ 92.3 ตามล าดบั โดยงานวจิยั Sarkar และ
คณะ (2010) ไดอ้ธิบายถึงลกัษณะของเบตา้แลคตาโกบูลินเม่ือผา่นสภาวะการยอ่ยจากล าไส้เล็กจะ
ถูกยอ่ยเป็นเปปไทด์สายสั้นๆ ซ่ึงจะส่งผลให้ลูทีนถูกปลดปล่อยออกมา และเน่ืองจากอนุภาคของลู
ทีนท่ีถูกห่อหุม้ดว้ย WPI-lecithin และ WPI-Tween-80 มีขนาดอนุภาคท่ีเล็กส่งผลใหมี้พื้นท่ีผวิมาก 
ท าให้สามารถส่งเสริมการเขา้ท างานของเอนไซม์ ท าให้มีแนวโน้มการปลดปล่อยท่ีสูงข้ึน  ทั้งน้ี
อาจเป็นผลเน่ืองมาจาก WPI-lecithin มีโครงสร้างท่ีซบัซ้อนกวา่ จึงเกิดการปลดปล่อยลูทีนออกมา
ไดน้อ้ยกวา่ WPI-Tween-80 เม่ือใชร้ะยะเวลาการยอ่ยท่ีเท่ากนั 
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บทที ่5 

 สรุปผลกำรทดลอง และข้อเสนอแนะ 
 

5.1 สรุปผลกำรทดลอง 

5.1.1 ผลจากการศึกษาการห่อหุ้มลูทีนดว้ยเวยโ์ปรตีนไอโซเลต พบวา่ สภาวะท่ีใชก้ารผลิต
โดยการเตรียมสารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลตท่ีระดบัพีเอช 9 มีการเติมเอทานอลลงในสารละลาย
เวยโ์ปรตีนไอโซเลตในปริมาตร 0.75 เท่า และมีอตัราส่วนระหวา่งลูทีนต่อเวยโ์ปรตีนไอโซเลตอยู่
ท่ี 2.50:100 สามารถผลิตอนุภาคลูทีนได้ประมาณ 198 นาโนเมตร โดยมีค่าประสิทธิภาพการ
ห่อหุ้มสารลูทีนในเวยโ์ปรตีนไอโซเลตสูงถึงกวา่ร้อยละ 90 และมีการปลดปล่อยสารลูทีนในการ
จ าลองระบบการยอ่ยอาหารในหลอดทดลองไดม้ากกวา่ร้อยละ 80  

5.1.2 ผลจากการผลิตนาโนอิมลัของลูทีน พบวา่ การใชส้ารลดแรงตึงผิวมวลโมเลกุลต ่า ทั้ง
ทวีน 80 และเลซิติน ร่วมกบัการใชเ้วยโ์ปรตีนไอโซเลต จะส่งผลให้ค่าประสิทธิภาพการห่อหุ้มลู
ทีน การเก็บรักษาลูทีน รวมถึงการปลดปล่อยสารลูทีนในการจ าลองระบบการยอ่ยอาหารในหลอด
ทดลองสูงกว่าการใช้เวยโ์ปรตีนไอโซเลตเป็นตวัห่อหุ้มแต่เพียงอยา่งเดียว โดยท่ีขนาดอนุภาคนา
โนอิมลัของลูทีนท่ีไดจ้ากการสารลดแรงตึงผิวมวลโมเลกุลต ่า (ทวีน 80 และเลซิติน) ร่วมกบัการ
ใชเ้วยโ์ปรตีนไอโซเลตจะมีขนาดอนุภาคนาโนท่ีเล็กกวา่  

 
5.2 ข้อเสนอแนะ 

การเพิ่มเสถียรภาพของอนุภาคนาโนของลูทีน อาจจะสามารถท าไดด้ว้ยการเติมสารตา้น
ออกซิเดชนัลงลูทีนท่ีใช้
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ภำคผนวก ก. 

กำรศึกษำสภำวะเบ้ืองต้น: กำรผลติอนุภำคเวย์โปรตนีไอโซเลต 

ก.1 ผลของควำมเข้มข้นของสำรละลำยเวย์โปรตีนที่มีผลต่อลักษณะทำงกำยภำพของ
อนุภำคเวย์โปรตีนไอโซเลต 

กระบวนการดีซอลเวชนัเป็นวิธีการท่ีมีการเติมตวัท าละลายอินทรีย ์เหน่ียวน าโปรตีนให้
เกิดการเปล่ียนแปลงโครงสร้างจนเกิดการรวมตัวกันเองของโปรตีน ซ่ึงระดับความเข้มข้น
สารละลายโปรตีนจะส่งผลต่อระดบัการรวมตวัของอนุภาคและขนาดอนุภาคท่ีเกิดข้ึน (Jun et al., 
2011)  

การทดลองหาสภาวะท่ีมีผลต่อขนาด และลกัษณะทางกายภาพของอนุภาคเวยโ์ปรตีนไอ

โซเลตท่ีเกิดข้ึน โดยไดศึ้กษาระดบัความเขม้ขน้ของสารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลต ท่ี 0.5, 1, 2, 3 

และ 5 เปอร์เซ็นต์ (w/w) ร่วมกบัอตัราส่วนของปริมาตรเอทานอลต่อปริมาตรเอทานอลท่ีใช้ใน

ระดบั 0.25, 0.50 และ 0.75 เท่าต่อปริมาตรสารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลต (ท่ีสภาวะ pH 7) เป็น

ปัจจยัท่ีใชศึ้กษาผลของลกัษณะทางกายภาพของอนุภาคเวยโ์ปรตีนไอโซเลตท่ีเกิดข้ึน 

เม่ือสังเกตลกัษณะของสารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลตท่ีผา่นวิธีการดีซอลเวชนัมา พบว่า

ระดบัความเขม้ขน้ของสารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลตท่ีเพิ่มข้ึน (0.5, 1, 2, 3 และ 5 เปอร์เซ็นต์ 

(w/w)) ส่งผลให้ลกัษณะของสารละลายเวย์โปรตีนไอโซเลตมีความขุ่นมากยิ่งข้ึน อาจเกิดจาก

ปริมาณเวยโ์ปรตีนไอโซเลตท่ีมากข้ึน จนท าใหอ้นุภาคเกิดการรวมตวักนัเองมากข้ึนจนเป็นอนุภาค

ขนาดใหญ่ 

และเม่ือพิจารณาปริมาณเอทานอลท่ีเพิ่มข้ึนในแต่ละความเข้มข้นของสารละลายเวย์

โปรตีนไอโซเลต (0.25, 0.50 และ 0.75 เท่าต่อปริมาตรสารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลต คงท่ีสภาวะ 

pH 7)  พบว่าความเขม้ขน้สารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลตท่ีสามารถเกิดลกัษณะโปร่งใสในทุก

ระดับของปริมาณเอทานอลท่ีเพิ่มข้ึน คือเวย์โปรตีนไอโซเลตความเข้ม 1 เปอร์เซ็นต์  ท าให้

คาดการณ์วา่ท่ีระดบัความเขม้ขน้ของสารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลตท่ี 1 เปอร์เซ็นต ์เป็นช่วงความ

เข้มข้นของสารละลายเวย์โปรตีนไอโซเลตท่ีเหมาะสมในการเกิดอนุภาคระดับนาโนเมตร 

เน่ืองจากการเกิดลกัษณะท่ีโปร่งใสน้ีมีความคล้ายคลึงกบัลกัษณะท่ีโปร่งใสท่ีเกิดข้ึนในระบบ

คอลลอยด์ของสารละลายอนุภาคนาโน ซ่ึงมีขนาดอนุภาคเส้นผา่นศูนยก์ลางเฉล่ียอยูใ่นช่วง 100-

500 นาโนเมตร (Aboofazeli, 2010)  
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ก.2 ผลของอตัรำส่วนของปริมำตรเอทำนอลทีม่ีต่อขนำดอนุภำคของเวย์โปรตีนไอโซเลต 
การเ ติมตัวท าละลายอินทรีย์ ซ่ึ ง เ ป็นดีซอลเว ต้ิง เอ เจนต์  (Desolvating agent) ใน

กระบวนการดีซอลเวชนัถือเป็นหลกัการส าคญัในการลดความสามารถในการละลาย และท าให้
เกิดการรวมตวักนัเองของอนุภาคนาโน ในการทดลองไดใ้ช้เอทานอลเป็นสารดีซอลเวตท่ีเติมลง
ไปในสารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลต (Li et al., 2015) โดยระดบัปริมาตรเอทานอลจะส่งผลต่อ
ระดบัการรวมตวัของอนุภาคและขนาดอนุภาคท่ีเกิดข้ึน 

การทดลองจึงไดศึ้กษาอตัราส่วนปริมาตรเอทานอลท่ี 0.25, 0.50 และ 0.75 เท่าต่อปริมาตร

สารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลต ร่วมกบัระดบัความเขม้ขน้ของสารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลต ท่ี 

0.5, 1, 2, 3 และ 5 เปอร์เซ็นต ์(w/w) เปอร์เซ็นต ์(w/w) (คงท่ีสภาวะ pH 7)  ซ่ึงไดศึ้กษาผลต่อลกัษณะ

ทางสัณฐานวทิยาของอนุภาคท่ีเกิดข้ึน 

พบว่าปริมาณเอทานอลต่อสารละลายเวย์โปรตีนท่ีเพิ่มข้ึน ส่งผลให้เกิดลักษณะของ

สารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลตท่ีขุ่นมากยิ่งข้ึน โดยเร่ิมจากท่ีปริมาตรเอทานอลต่อสารละลายเวย์

โปรตีน 0.25 และ 0.50 เท่าต่อสารละลายเวยโ์ปรตีน (ความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต์) สามารถแสดง

ลักษณะท่ีโปร่งใสได้ แต่ถ้าหากมีการเพิ่มปริมาณของเอทานอลมากถึง 0.75 เท่าต่อปริมาตร

สารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลต พบวา่สารละลายอนุภาคเวยโ์ปรตีนไอโซเลตมีลกัษณะขุ่นข้ึน แต่

ถ้าหากเติมเอทานอลปริมาณมากถึง 1 เท่า สารละลายอนุภาคเวย์โปรตีนไอโซเลตจะเกิดการ

ตกตะกอน อาจเกิดจากการเติมตวัท าละลายเอทานอลในขั้นตอนดีซอลเวชนัไปมากเกินไป ท าให้

เกิดการเสียสภาพของโปรตีน และเกิดการจับกันเองของโครงสร้างโปรตีนโดยส่วนใหญ่ 

(Gülseren, et al., 2012)  

ซ่ึงจากการทดลองน้ีจะพบว่าปริมาณเอทานอล และเวย์โปรตีนไอโซเลตท่ีพอเหมาะ

สามารถส่งเสริมให้อนุภาคเวยโ์ปรตีนไอโซเลต เกิดการรวมตวัของโครงสร้างโปรตีนในระดบั

อนุภาคนาโน และความสามารถในความคงตวัในรูปแบบคอลลอยด์ โดยไม่เกิดการตกตะกอนได้

นั้น จะอาศยัหลกัการท าให้โครงสร้างของเวยโ์ปรตีนไอโซเลตเสียสภาพบางส่วน ระดบัปริมาณ

ของเอทานอลท่ีมากน้อยแตกต่างกนัจะท าให้เกิดลกัษณะการรวมตวักนัของอนุภาค 2 รูปแบบ 

รูปแบบท่ีหน่ึง คือถ้าเม่ือเติมเอทานอลในระดบัท่ีพอเหมาะจะท าให้เกิดสภาพขั้วท่ีสมดุลของ

โครงสร้างโปรตีนในการเกาะกบัน ้ าและเอทานอล สามารถแสดงสมบติัของการซึมซบัเวยโ์ปรตีน

ไอโซเลตไวบ้นพื้นผิวของอนุภาค จากการท่ีโปรตีนเป็นโมเลกุลท่ีมีสองขั้ว (zwitterion) ท าให้

โปรตีนสามารถเกิดรวมตวักันเอง และมีสภาพประจุภายนอกท่ีเกิดการผลักกนัท าให้สามารถ

ต่อตา้นการรวมตวัระหวา่งอนุภาคกนัเอง (re-coalescent) ท าใหอ้นุภาคสามารถคงตวัในสารละลาย 

สังเกตเห็นได้จากความโปร่งใสของสารละลาย ไม่ตกตะกอนจากการเสียสภาพของโปรตีน 
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(Arroyo-Maya et al., 2014: Zaman et al., 2014) แต่ถ้าหากมีการเติมปริมาณเอทานอลในระดบัท่ี

มากเกินไปจะท าให้สภาพขั้วของโปรตีนไม่เกิดความสมดุล ปริมาณเอทานอลท่ีมากเกินไปจะไป

แยง่จบักบัน ้ า ท าให้โปรตีนเปล่ียนแปลงสภาพขั้วมาจบักบัโปรตีนกนัเองมากไป จนท าให้เกิดการ

รวมกลุ่มของอนุภาคใหญ่มากจนเกิดการตกตะกอน (Yoshikawa et al., 2012) 

ศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด ระดับ

ปริมาตรเอทานอลต่อสารละลายเวยโ์ปรตีน 0.25, 0.50 และ 0.75 เท่าต่อสารละลายเวยโ์ปรตีน (1% 

w/w) (คงท่ีสภาวะ pH 7)  ศึกษาผลการทดลองต่อลกัษณะรูปร่างการเปล่ียนแปลงทางสัณฐานวทิยา

แสดงใหเ้ห็นถึงลกัษณะการจดัเรียงตวัของอนุภาคเวยโ์ปรตีนไอโซเลตท่ีเกิดข้ึน  

ซ่ึงพบว่าปริมาณเอทานอลท่ีเพิ่มข้ึน ลกัษณะอนุภาคเวยโ์ปรตีนจะเกิดรวมตวักนัเองมาก

ข้ึน โดยสังเกตได้จากท่ีระดับเอทานอลจาก 25-75 เปอร์เซ็นต์ ท่ีระดับปริมาณเอทานอล 75 

เปอร์เซ็นต ์จะเกิดลกัษณะการจบัตวัท่ีเป็นกลุ่มกอ้นมีขนาดท่ีใหญ่ท่ีสุดอยา่งชดัเจน จนสามารถเกิด

การรวมตวัเป็นกลุ่มของอนุภาคได ้ 

ท าให้สามารถอธิบายผลของปริมาณเอทานอลท่ีมากข้ึนส่งผลต่อขนาดอนุภาคเวยโ์ปรตีน

ไอโซเลตท่ีเกิดข้ึนไดจ้ากระดบัปริมาณเอทานอลท่ีแตกต่างของ จะส่งผลให้เกิดการรวมตวักนัของ

สายโครงสร้างทุติยภูมิของเวยโ์ปรตีนไอโซเลต การตวักนัของโมเลกุลโปรตีน เป็นตวัการท่ีส าคญั

ต่อลกัษณะการรวมตวัและขนาดอนุภาคท่ีเกิดข้ึน (Gülseren et al., 2014)  
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ก.3. ผลของสภำวะพีเอชของสำรละลำยเวย์โปรตีนไอโซเลต ที่มีต่อขนำดอนุภำคของเวย์

โปรตีนไอโซเลต 

สภาวะพีเอชของสารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลตสามารถส่งผลต่อการรวมตวัของอนุภาค

ไดเ้ช่นเดียวกนั ซ่ึงระดบัพีเอชท่ีแตกต่างกนัจะท าให้เกิดแรงผลกัของประจุบวก-ลบของระหว่าง

อนุภาคโปรตีนในการคลายสายโครงสร้างโปรตีนของสารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลต น าไปสู่

ระดับการรวมตวัของอนุภาคโปรตีนท่ีแตกต่างกันท าให้ได้ขนาดอนุภาคนาโนท่ีแตกต่างกัน  

(Bagheri et al., 2014: Jun et al., 2011) 
จึงได้ศึกษาหาสภาวะพีเอชของสารละลายเวย์โปรตีนไอโซเลตท่ีมีผลต่อคุณลักษณะ

อนุภาคนาโนจากเวยโ์ปรตีนไอโซเลต โดยใชพ้ีเอช 3 7 และ 9 ในสารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลต  

 จากการทดลองไดแ้สดงให้เห็นถึงลกัษณะของสารละลายอนุภาคโปรตีนท่ีถูกเตรียมจาก

การปรับพีเอช (3, 7 และ 9) ของสารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลต(1% w/w) พบวา่สารละลายอนุภาค

เวยโ์ปรตีนไอโซเลตท่ีเกิดข้ึนทั้ง 3 พีเอช มีลกัษณะโปร่งแสง (translucent) 

แต่เม่ือสังเกตภาพถ่ายจากการส่องกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนของอนุภาคนาโนเวย์

โปรตีนไอโซเลตท่ีผ่านการท าแห้งดว้ยระบบสูญญากาศ ลกัษณะภาพถ่ายอนุภาคของ pH7 และ 

pH9 มีความสามารถในการรวมตวัเป็นกลุ่มของอนุภาคโปรตีนได ้เน่ืองจากภายใตส้ภาวะด่างมีค่า

พีเอชท่ีห่างจากจุดไอโซอิเล็กทริกของเวยโ์ปรตีนมาก ส่งผลให้ค่าแรงผลกัทางไฟฟ้า (electrostatic 

repulsion) ท่ีเป็นแรงดึงดูด (attraction force; VA) เพิ่มสูงข้ึน ซ่ึงเกิดจากแรงวลัเดอร์วาลและแปร

ผนัตรงต่อขนาดการรวมกลุ่มของโปรตีน (Gülseren et al.,2012) แตกต่างจาก pH 3 มีท่ีการ

รวมกลุ่มของเวยโ์ปรตีนไอโซเลต เกิดลกัษณะท่ีเป็นพื้นผิวราบเรียบ คลา้ยคลึงกบัในการทดลอง

ของ Davidov-Pardo et al., (2016) ได้ศึกษาการผลิตนาโนอิมลัชัลลูทีนจากโปรตีนเคซีน ซ่ึงได้

อธิบายไวว้า่โครงสร้างโปรตีนบางส่วนอาจเกิดการเสียสภาพก่อนการรวมตวัของอนุภาคโปรตีน ท่ี 

pH 3 เช่นกนั ซ่ึงเกิดจากการปรับค่าพีเอชจากสภาวะกลางมาสู่กรดตอ้งผา่นจุดไอโซอิเล็กทริกของ

เวยโ์ปรตีนไอโซเลต จากการทดลองท าให้สามารถอธิบายไดถึ้งผลของระดบัพีเอชของสารละลาย

เวยโ์ปรตีนไอโซเลตต่อการรวมตวัของอนุภาคนาโนเวยโ์ปรตีนไอโซเลตท่ีแตกต่างกนั    
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ภำพที่ ก.2 ภาพถ่ายอนุภาคเวยโ์ปรตีนไอโซเลตจาก

กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดท่ีระดับ

ความเขม้ขน้ของเวยโ์ปรตีนไอโซเลตร้อยละ 1 และ

ปริมาตรเอทานอลต่อสารละลายเวย์โปรตีนไอโซ

เลตท่ีระดบั (a) 0.25 เท่า  (b) 0.50 เท่า (c) 0.75 เทา่ 

ภำพที่ ก.1 ภาพถ่ายสารละลายอนุภาคเวยโ์ปรตีนไอ

โซเลต ท่ีระดับความเข้มขน้ของเวย์โปรตีนไอโซ

เลตร้อยละ 0.5, 1.0, 2.0, 3.0 และ 5.0  และปริมาตร

เอทานอลท่ีเติมลงไปในสารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซ

เลตท่ีระดบั (a) 0.25 เท่า  (b) 0.50 เท่า (c) 0.75 เท่า 

(a) 

(b) 

(c) 

(a) 

(b) 

(c) 
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ภำพที่ ก.4  ภาพถ่ายอนุภาคเวยโ์ปรตีนไอโซเลต

จากกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดท่ี

ระดบัความเขม้ขน้ของเวยโ์ปรตีนไอโซเลตร้อย

ละ 1 ปริมาตรเอทานอลท่ีเติมลงไปในสารละลาย

เวย์โปรตีนไอโซเลต 0.50 เท่า ระดับพีเอชของ

สารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลต  คือ (a) pH3  (b) 

pH 7  (c) pH 9 

ภำพที ่ก.3 ภาพถ่ายสารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลต 

ท่ีระดบัความเขม้ขน้ของร้อยละ 1 เม่ือมีการเติมเอ

ทานอลท่ีเติมลงไปสารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลต 

0.25, 0.50 และ0.75 เท่า  พีเอชของสารละลายเวย์

โปรตีนไอโซเลต 3 ระดบั คือ (a) pH3  (b) pH 7  (c) 

pH 9 

(a) 

(b) 

(c) 

(a) 

(b) 

(c) 
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ก.4 กำรศึกษำสภำวะกำรผลติอนุภำคเวย์โปรตีนไอโซเลตในกำรกกัเกบ็ลูทนี 

ก.4.1 กำรตรวจสอบลกัษณะกำรรวมตัวของอนุภำคนำโนลูทนีทีห่่อหุ้มเวย์โปรตีนไอโซ
เลต 
 จากการทดลองไดแ้สดงลกัษณะทางกายภาพ และสัณฐานวิทยาของลกัษณะของวตัถุดิบท่ี
น ามาใชใ้นกระบวนการผลิตเอนแคปซูเลชนัลูทีนจากอนุภาคเวยโ์ปรตีนไอโซเลต โดยตวัอยา่งได้
ศึกษาทั้งลกัษณะลูทีนเพียงอยา่งเดียว อนุภาคสารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลต และอนุภาคเอนแคป
ซูเลชนัลูทีนจากอนุภาคเวยโ์ปรตีนไอโซเลตดว้ยวิธีการดีซอลเวชนั เพื่อศึกษารูปร่างลกัษณะ ของ
การเติม-ไม่เติม ลูทีนในการเอนแคปซูเลชนัดว้ยเวยโ์ปรตีนไอโซเลต ท่ีเปล่ียนแปลงไป 

จากการทดลองพบวา่ลกัษณะของสารละลายลูทีนเพียงอยา่งเดียวจะมีลกัษณะเป็นรวมตวั

เป็นหยดอนุภาคขนาดใหญ่ โดยปกติแลว้ลูทีนจะมีลกัษณะรวมตวัเป็นเกล็ดผลึกขนาดเล็ก แต่ดว้ย

ตวัลูทีนมีความเป็นไฮโดรโฟบิคสูง ก่อนการน ามาใชใ้นกระบวนการเอนแคปซูเลชนัลูทีนจะอยูใ่น

รูปของสารละลายในน ้ามนั ดงันั้นเม่ือน าสารละลายลูทีนในน ้ ามนัมาละลายในเอทานอลแลว้น าไป

ระเหยท่ีสภาวะสูญญากาศ จึงท าใหเ้กิดเป็นหยดอนุภาคลูทีนในน ้ามนัเกิดข้ึน 

 ในส่วนต่อมาเปรียบเทียบการเติม-ไม่เติม ลูทีนจากการเอนแคปซูเลชนัดว้ยเวยโ์ปรตีนไอ

โซเลต แสดงให้เห็นว่าลกัษณะอนุภาคเป็นก้อนกลม และใหญ่มากข้ึนหลงัมีการเติมลูทีนลงไป 

คลา้ยคลึงกบัสภาวะการทดลองการเอนแคปซูเลชนัสารสกดัฟีนอลลิคจากอินทผลมั ท่ีมีลกัษณะ

อนุภาคกอ้นใหญ่และเกาะตวัรวมกลุ่มกนัแน่นมากข้ึน (Bagheri et al., 2014) 

วิธีการดีซอลเวชนัปัจจยัส าคญัของวิธีการ คือการใช้ตวัท าละลายอินทรียอ์ย่างเอทานอล 

เติมลงไปเพื่อให้เกิดการคลายสายโครงสร้างโปรตีนของเวยโ์ปรตีนไอโซเลต ร่วมกบัในการทดล

องน้ีตอ้งใชเ้อทานอลในการละลายลูทีน โดยการคลายโครงสร้างโปรตีนเกิดจากการชกัน าให้เกิด

การเปล่ียนแปลงท่ีระดับโครงสร้างทุติยภูมิแสดงส่วนของไฮโดรโฟบิคมากข้ึน ท าให้เกิด

ความสามารถในการเขา้จบักนัของลูทีนบนบริเวณของโครงสร้างโปรตีนได้ มีงานวิจยัท่ีท าการ

ทดลองเอนแคปซูเลชันเคอคูมิน (curcumin) ตวัเคอคูมินจะเข้าไปเกาะในบริเวณ non-specific 

(ส่วนของไฮโดรโฟบิค) ของโครงสร้างโปรตีน β-lactoglobulin (Sneharani et al., 2010) 
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ภำพที ่ก.6  ภาพถ่ายอนุภาคเวยโ์ปรตีนไอโซเลต

จากกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 

(a) สารละลายลูทีนในเอทานอล (b) สารละลาย

เวยโ์ปรตีนไอโซเลตในน ้าปราศจากไอออน  (c) 

สารละลายอนุภาคนาโนลูทีนในเวยโ์ปรตีนไอ

โซเลต ท่ี pH 9 เอทานอล 0.50 เท่า  สัดส่วนลู

ทีนต่อเวยโ์ปรตีนไอโซเลต 1.25:100, 2.50:100, 

3.75:100 และ5.00:100 
 

 

ภำพที่  ก .5 ภ าพ ถ่ า ยของวัต ถุ ดิ บ ท่ี น าม า ใช้ ใ น

กระบวนการดีซอลเวชัน เพื่อผลิตอนุภาคลูทีนในเวย์

โปรตีนไอโซเลต  (a) สารละลายลูทีนในเอทานอล (b) 

สารละลายเวยโ์ปรตีนไอโซเลตในน ้ าปราศจากไอออน 

(c) สารละลายลูทีนในเวยโ์ปรตีนไอโซเลต ท่ี pH 9 เอ

ทานอล 0.50 เท่า  สัดส่วนลูทีนต่อเวยโ์ปรตีนไอโซเลต 

1.25:100, 2.50:100, 3.75:100 และ 5.00:100 

(b) 

(a) 

(c) (c) 

(b) 

(a) 
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ภำคผนวก ข. 
กำรเตรียมสำรเคมีที่ใช้ในกำรวเิครำะห์ 

 
ข.1 กำรเตรียมสำรละลำย 0.05 M phosphate buffer saline เตรียม stock solution 

1.) สารละลาย A: 0.2 M monobasic sodium phosphate (NaH2PO4 27.8 กรัม ในน ้ากลัน่ 
1 ลิตร) 

2.) สารละลาย B: 0.2 M dibasic sodium phosphate (Na2HPO4.7H2O 53.65 กรัม ในน ้า
กลัน่ 1 ลิตร) 

3.) ผสมสารละลาย A 39 มิลลิลิตร และสารละลาย B 61 มิลลิลิตร เพื่อใหไ้ดร้ะดบั pH 7  
แลว้เติมน ้าให้เป็น 400 มิลลิลิตร (ควรตรวจสอบดว้ย pH meter ก่อนน าไปใช)้ 

 
ข.2 สูตรน ำ้ลำยเทยีม saliva digestion สัดส่วนปริมำณสูตร (g/L) 

Sodium chloride (NaCl)    1.594  กรัม 
Ammonium nitrate (NH4NO3)    0.328  กรัม 
Potassium phosphate (KH2PO4)    0.636  กรัม 
Potassium chloride (KCl)    0.202  กรัม 
Potassium citrate (K3C6H5O7.H2O)   0.308  กรัม 
Uric acid sodium salt (C5H3N4O3Na)   0.021  กรัม 
Urea (H2NCONH2)    0.198  กรัม 
Lactic acid sodium salt (C3H5O3Na)   0.146  กรัม 
Porcine gastric Mucin    15.00   กรัม 
Water (H2O) เติมน ้าใหเ้ป็น 1,000 มิลลิลิตร 
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