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บทคัดย่อ   
การวิจยัน้ีมีวตัถุประสงค์ เพื่อพฒันาต ารับนีโอโซมเปล่าท่ีมีความคงตวัทางกายภาพ และ

น ามาเก็บกกัอะซีติลเฮกซะเปปไทด์ เพื่อใช้ประโยชน์ในเคร่ืองส าอาง ตลอดจนศึกษาความคงตวั
ของต ารับทางกายภาพ และความคงตวัทางเคมีของอะซีติลเฮกซะเปปไทด์ท่ีเก็บกกัในต ารับ โดย
ต ารับนีโอโซมเปล่าท่ีมีความคงตวัทางกายภาพดี ประกอบดว้ยบริทแอล 4 คอเลสเตอรอล และซีติล
ไตรเมทิลแอมโมเนียมโบรไมด์ ในอตัราส่วนโมลาร์ 1.025 ต่อ 1.025 ต่อ 0.05 ตามล าดบั สามารถ
เก็บกกัสารละลายอะซีติลเฮกซะเปปไทด์ในน ้ าความเขม้ขน้ 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาณร้อย
ละ 5 มีขนาดอนุภาคอนุภาคนีโอโซม 763.80±131.19 นาโนเมตร และค่าศกัยซี์ตา้ 66.80±4.03 มิลลิ
โวลต์ เม่ือน าต ารับนีโอโซมเก็บกักสารละลายอะซีติลเฮกซะเปปไทด์มาประเมินความคงตวัใน
สภาวะทดสอบ 4 สภาวะ คือ อุณหภูมิหอ้ง 4 และ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 สัปดาห์ และสภาวะ
ร้อนสลับเย็น จ านวน 7 รอบ พบว่า ลักษณะทางกายภาพของต ารับ ทั้งขนาดอนุภาค ดัชนีการ
กระจายตวัของอนุภาค และศกัยซี์ตา้ มีการเปล่ียนแปลงนอ้ยกวา่ร้อยละ 30 แต่ค่าความเป็นกรดด่าง
มีการเปล่ียนแปลงร้อยละ 21-30 ในสภาวะทดสอบท่ีอุณหภูมิห้อง 45 องศาเซลเซียส และสภาวะ
ร้อนสลับเย็น ส่วนความคงตวัทางเคมีของต ารับ ประเมินด้วยวิธี Bradford assay เพื่อหาปริมาณ
โปรตีนคงเหลือ พบว่า ต ารับนีโอโซมเก็บกกัสารละลายอะซีติลเฮกซะเปปไทด์ มีปริมาณโปรตีน
คงเหลือสูงกวา่สารละลายอะซีติลเฮกซะเปปไทด์อยา่งมีนยัส าคญัในสภาวะการทดสอบท่ี 45 องศา
เซลเซียส (p-value = 0.01) และสภาวะร้อนสลบัเยน็ จ านวน 7 รอบ (p-value = 0.01) การศึกษาน้ีมี
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ประโยชน์ในการเพิ่มความคงตวัของอะซีติลเฮกซะเปปไทด์ดว้ยการเก็กกกัในนีโอโซม ส าหรับการ
ใชป้ระโยชน์ในเคร่ืองส าอางต่อไป 

ค าส าคัญ: นีโอโซม/อะซีติลเฮกซะเปปไทด์/การทดสอบความคงตวัทางกายภาพ/การทดสอบความ
คงตวัทางเคมี 

Abstract 
The aims of this study were to develop the blank niosomal formulation with good 

physical stability and prepare the niosomes loaded with acetyl hexapeptide for cosmetic 
utilization. In addition, the physicochemical characteristics of niosomes loaded with acetyl 
hexapeptide were performed. The blank niosomal formulation, which was consisted of Brij®L4/ 
cholesterol/cetyl trimethyl ammonium bromide (CTAB) in the malar ratio of 1.025:1.025:0.05, 
was loaded with 0.5 mg/ml acetyl hexapeptide solution at 5%. The average vesicular size of 
niosomes loaded with acetyl hexapeptide was 763.80±131.19 nanometers, whereas the zeta 
potential value was 66.80±4.03 millivolt. After keep the niosomes loaded with acetyl hexapeptide 
at 4 storage conditions, including room temperature, 4 and 45°C, and 7 cycles of heating-cooling 
cycle, all formulations were shown the changed physical characteristics, including particle size, 
polydispersity index and zeta potential, less than 30% in compared to at initial. However, pH 
values of all formulations were changed in the range of 21-30% in compared to at initial. For 
chemical stability evaluated by Bradford dye assay, acetyl hexapeptide loaded in niosomes was 
shown the remaining protein content greater that acetyl hexapeptide solution, particularly in the 
storage condition at 45°C (p-value = 0.01) and 7 cycles of heating-cooling cycle (p-value = 0.01). 
The advantage of study is to prepare the acytyl hexapeptide loaded in niosomal preparation in 
order to increase the compound stability in the cosmetic products. 

Keywords: Niosome/acytyl hexapeptide/physical stability/chemical stability 
 
1. บทน า 

การศึกษาสาเหตุของการเกิดร้ิวรอยหรือร่องลึกบนใบหน้าในเซลล์ผิวหนัง พบว่า 
เก่ียวขอ้งกบักลุ่มโปรตีนช่ือว่า SNARE Complex (Ruiz, 2006) ซ่ึงประกอบ ด้วยโปรตีน ในเซลล์
เมมเบรน ได้แก่ synaptobrevin (VAMP), syntaxin และ synaptosomal-associated protein (SNAP-
25) โดยเม่ือโปรตีนทั้ง 3 ชนิดจบัตวักนัท าให้เกิดการเกร็ง หด ขยาย ของกลา้มเน้ือ เกิดเป็นร้ิวรอย
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ร่องลึกปรากฏบนผิว อะซีติลเฮกซะเปปไทด์ เป็นเปปไทด์ขนาดเล็กประกอบดว้ยกรดอะมิโน 6 ตวั  
มีกลไกการท างานโดยท าให้Acetylcholine ไม่สามารถจบักับตวัรับและกระตุ้นให้เกิดสัญญาณ
ประสาท กลา้มเน้ือจึงไม่เกิดการหดตวั และท าให้ไม่เกิดร้ิวรอยจากการแสดงอารมณ์ แต่เน่ืองจาก
สารมีความคงตวัทางเคมีต ่าและถูกท าลายโดยความร้อนไดง่้าย (Ruiz, 2006) จึงท าให้การออกฤทธ์ิ
ของสารลดลง นีโอโซม คือ เทคนิคการน าส่งสารส าคญั (อรนุช ธนเขตไพศาล, 2555) มีลกัษณะ
โครงสร้างเป็นผนังสองชั้น (bilayer membrane) ประกอบด้วย สารลดแรงตึงผิวชนิดไม่มีประจุ 
(non-ionic surfactant) และคอเลสเตอรอล (cholesterol) ซ่ึงนีโอโซมสามารถเพิ่มความคงตวัของ
สารส าคญัท่ีเก็บกกัอยูภ่ายในและช่วยน าส่งสารเขา้สู่ชั้นผวิหนงัไดดี้ 

วตัถุประสงค์ในการศึกษาน้ี คือ การพัฒนาต ารับนีโอโซมเปล่าท่ีมีความคงตัวทาง
กายภาพ และน ามาเก็บกกัอะซีติลเฮกซะเปปไทด์ ตลอดจนศึกษาความคงตวัของต ารับทางกายภาพ
และความคงตวัทางเคมีของอะซีติลเฮกซะเปปไทด์ท่ีเก็บกกัในต ารับนีโอโซมเปรียบเทียบกบัใน
รูปแบบสารละลาย 

2. วตัถุประสงค์ของการวจัิย 
2.1 เตรียมต ารับนีโอโซมเปล่าและต ารับนีโอโซมเก็บกกัอะซีติลเฮกซะเปปไทด ์
2.2 ประเมินลักษณะทางกายภาพและความคงตัวทางกายภาพของนีโอโซมเก็บกัก 

อะซีติลเฮกซะเปปไทด์ 
2.3 ประเมินความคงตัวทางเคมีของอะซีติลเฮกซะเปปไทด์ท่ี เก็บกักในนีโอโซม

เปรียบเทียบกบัท่ีไม่ไดเ้ก็บกกั (free form) 

3. ขอบเขตการวจัิย  
3.1 เตรียมต ารับนีโอโซมเปล่า 
3.2 ประเมินลกัษณะทางกายภาพของนีโอโซมเปล่า 
3.3 เตรียมต ารับอะซีติลเฮกซะเปปไทดเ์ก็บกกัในนีโอโซม 
3.4 ประเมินลกัษณะทางกายภาพของนีโอโซมเก็บกกัอะซีติลเฮกซะเปปไทด ์
3.5 ประเมินความคงตัวทางเคมีของอะซีติลเฮกซะเปปไทด์ท่ี เก็บกักในนีโอโซม

เปรียบเทียบกบัท่ีไม่ไดเ้ก็บกกั 

4. การทบทวนวรรณกรรม      
 นีโอโซม (อรนุช ธนเขตไพศาล, 2555) มีลกัษณะเป็นถุงทรงกลมขนาดเล็ก ท่ีเก็บกกัสาร
ต่าง ๆ ไวภ้ายในอนุภาคเดียวกัน โดยองค์ประกอบของนีโอโซม (อรนุช ธนเขตไพศาล , 2555) 
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ประกอบดว้ย สารลดแรงตึงผิวชนิดไม่มีประจุ ท่ีสามารถจดัเรียงตวัรวมกนัได ้จนมีลกัษณะทรง
กลม สารเพิ่มความแข็งแรงของผนงันีโอโซม ไดแ้ก่ คอเลสเตอรอลโดยสามารถยบัย ั้งการเปล่ียน
สถานะของผนงัอนุภาคนีโอโซม และสารเพิ่มความคงตวั ไดแ้ก่ สารท่ีท าให้เกิดประจุของอนุภาค
เพื่อให้ผิวอนุภาคมีแรงผลกักนัทางประจุไฟฟ้า สามารถเพิ่มความคงตวัให้กบัอนุภาคนีโอโซมได ้
การเตรียมนีโอโซม (อรัญญา มโนสร้อย, 2550) ดว้ยเทคนิค Reverse phase evaporation เตรียมโดย
ใชต้วัท าละลายอินทรีย ์เช่น อีเธอร์ คลอโรฟอร์ม หรือสารละลายผสมของคลอโรฟอร์ม และเอทา
นอล โดยน าสารละลายดงักล่าวมาผสมกบัน ้ าท่ีมีสารส าคญัจะไดอิ้มลัชัน่ชนิดน ้ าในน ้ ามนั แลว้น า
อีมลัชัน่มาระเหยตวัท าละลายอินทรียอ์อกภายใต้สภาวะสูญญากาศ แลว้เติมน ้ าเพิ่ม สารผสมจะเกิด
การกลบัเฟสจากอิมลัชัน่ชนิดน ้าในน ้ามนัเป็นชนิดน ้ามนัในน ้า และได ้ นีโอโซม 
 หน่ึงในสาเหตุส าคญัของการร้ิวรอย ร่องลึกบนใบหนา้เกิดจากกลุ่มโปรตีนชนิดหน่ึง มีช่ือ
ว่า SNARE Complex  (Ruiz, 2006) ซ่ึงประกอบไปด้วยโปรตีน 3 ชนิด ในเซลล์เมมเบรน  (Cell 
Membrane) ไ ด้ แ ก่  synaptobrevin (VAMP), syntaxin แ ล ะ  synaptosomal-associated protein 
(SNAP-25) โดยโปรตีนทั้ง 3 ชนิดเม่ือจบัตวักนัจะมีฤทธ์ิกระตุน้สารส่ือประสาทท่ีช่ือ acetylcholine 
ซ่ึงสารจะจบักบัท่ีตวัรับ (Receptor) ท่ีอยูบ่น Motor neuron แลว้เกิดสัญญาณประสาทไปท่ีกลา้มเน้ือ 
ท าให้เกิดการหดตวัของกลา้มเน้ือ หรือเกิดร้ิวรอยปรากฏบนผิว สามารถแบ่งระยะของการปล่อย
สารส่ือประสาทเป็น 2 ระยะ คือระยะท่ี 1  Pre-synaptic เป็นระยะท่ีสารส่ือประสาทยงัไม่ถูก
ปลดปล่อยจากถุงบรรจุ สารท่ีสามารถยบัย ั้งการเกิดร้ิวรอยในระยะท่ี 1 เช่น Botox® โดยการฉีดสาร
เขา้ใตผ้ิวหนงั จะท าลายโปรตีน SNARE complex จึงไม่เกิดการปลดปล่อยสารส่ือประสาทออกมา
จากถุงบรรจุ ระยะท่ี 2 Post-synaptic เป็นระยะท่ีสารส่ือประสาทถูกปล่อยออกมาแลว้ ท าให้เกิดการ
หดตวัของกล้ามเน้ือ ผ่านทางตวัรับสารส่ือประสาท (Receptor) ท่ีจบักบัสารส่ือประสาท แล้วส่ง
สัญญาณประสาท สารท่ีสามารถยบัย ั้งการเกิดร้ิวรอยในระยะท่ี 2 เช่น อะซีติลเฮกซะเปปไทด ์
โดยสารมีลกัษณะคลา้ยกบั Acetylcholine ท าให้เกิดการแย่งจบักบัตวัรับ เป็นผลให้ Acetylcholine 
ไม่สามารถจบักบัตวัรับได ้จึงไม่เกิดการหดตวัของกลา้มเน้ือ ท าใหก้ารเกิดร้ิวรอยลดลง 
 อะซีติลเฮกซะเปปไทด์ เป็นเปปไทด์ขนาดเล็ก ประกอบด้วยกรดอะมิโน 6 ตวั ท าหน้าท่ี
ยบัย ั้งการหดตวัของกล้ามเน้ือ ท าให้ร้ิวรอยโดยเฉพาะบริเวณหน้าผาก และรอบดวงตา ลดลง 
โดยอะซีติลเฮกซะเปปไทด์ (Ruiz, 2006) จะเขา้ไปแย่งจบัโปรตีนในกลุ่ม SNARE Complex แทน
โปรตีน SNAP-25 ท่ีมีขนาดใหญ่กว่า ท าให้การส่งสัญญาณประสาทลดลง กล้ามเน้ือบนใบหน้า
คลายตวั ร้ิวรอยจึงลดลง งานวจิยัโดย Wang, Wang, Xiao, Pan, Li and Huo (2013) ในอาสาสมคัร
ชาวจีน 60 คน ท่ีได้รับอะซีติลเฮกซะเปปไทด์ พบว่า อะซีติลเฮกซะเปปไทด์ในรูปแบบอิมลัชั่น 
สามารถลดร้ิวรอยไดร้้อยละ 17 หลงัทา 15 วนั และช่วยลดร้ิวรอยไดร้้อยละ 30 หลงัทา 30 วนั 
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5. วธีิด าเนินการวจัิย 
5.1 เตรียมต ารับนีโอโซมเปล่า จ านวน 12 ต ารับท่ีมีอตัราส่วนโมลาร์ต่างกนั เพื่อคดัเลือก

ต ารับส าหรับเก็บกกัอะซีติลเฮกซะเปปไทด์ ดว้ยเทคนิค REV และลดขนาดอนุภาคดว้ยเคร่ือง Bath 
sonicator เป็นเวลา 30 นาที โดยควบคุมอุณหภูมิของน ้าใน bath ท่ี 28 ±2°C  

5.2 ประเมินลกัษณะทางกายภาพของต ารับนีโอโซมเปล่า ดงัน้ี 
5.2.1 ประเมินลกัษณะภายนอกของต ารับดว้ยตาและสังเกตการแยกชั้นของต ารับ 
5.2.2 ประเมินลกัษณะทางกายภาพของต ารับท่ีไม่แยกชั้นดว้ยเคร่ือง Zetasizer และ pH 

meter โดยประเมินค่า Zeta potential ขนาดอนุภาค Polydispersity index (PDI) และค่า pH โดยวดั
ค่าจ านวน 3 คร้ัง ต่อตวัอยา่ง และรายงานผลเป็นค่าเฉล่ียตั้งตน้ (mean initial) 

5.3 เก็บต ารับท่ีไม่แยกชั้ นทดสอบความคงตัว โดยเก็บต ารับภายใต้สภาวะทดสอบ 4 
สภาวะ ดงัน้ี   

5.3.1 ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 4 สัปดาห์ 
5.3.2 ท่ีอุณหภูมิ 4°C เป็นเวลา 4 สัปดาห์ 
5.3.3 ท่ีอุณหภูมิ 45°C เป็นเวลา 4 สัปดาห์ 
5.3.4 ท่ีสภาวะheating-cooling จ านวน 7 รอบ คือ เก็บท่ีอุณหภูมิ 45°C เป็นเวลา 24 

ชัว่โมง และน าไปเก็บท่ีอุณหภูมิ 4°C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง นบัเป็น 1 รอบ ท าการทดสอบต่อเน่ืองจน
ครบ 7 รอบ 

5.4 ประเมินต ารับท่ี เก็บภายใต้ 4 สภาวะทดสอบ เหมือนท่ีแสดงในข้อ 5.2.2 และ
เปรียบเทียบค่าท่ีได ้กบัค่าเฉล่ียตั้งตน้ เพื่อคดัเลือกต ารับส าหรับเก็บกกัอะซีติลเฮกซะเปปไทด ์โดยมี
เง่ือนไขการทดสอบคือ ต ารับไม่เกิดการแยกชั้นหรือตกตะกอนและ ค่าเฉล่ียตั้งตน้กบัค่าหลงัการ
ทดสอบความคงตวัภายใต ้4 สภาวะ มีความแตกต่างกนัไม่เกินร้อยละ 30 

5.5 เตรียมต ารับนีโอโซมเก็บกกัสารละลายอะซีติลเฮกซะเปปไทด์ในน ้ า ความเขม้ขน้ 0.5 
mg/ml ปริมาณร้อยละ 3-12 และเลือกต ารับนีโอโซมเก็บกกัสารละลายอะซีติลเฮกซะเปปไทด์ท่ีมี
ปริมาณสูงสุด และไม่แยกชั้นหรือตกตะกอนหลงัเตรียมต ารับ 1 สัปดาห์ เพื่อประเมินความคงตวั
ทางกายภาพและเคมีต่อไป 

5.6 การประเมินความคงตวัทางกายภาพของต ารับนีโอโซมเก็บกกัสารละลายอะซีติลเฮก
ซะเปปไทด์ดว้ยเคร่ือง Zetasizer และ pH meter เช่นเดียวกบัขอ้ 5.2.2  และรายงานผลเป็นค่าเฉล่ีย
จากการวดั เป็น ค่าเฉล่ียตั้งตน้ (mean initial) 

5.7 เก็บต ารับนีโอโซมเก็บกกัสารละลายอะซีติลเฮกซะเปปไทด์ภายใตส้ภาวะทดสอบ 4 
สภาวะ เหมือนท่ีแสดงในขอ้ 5.3  
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5.8 ประเมินต ารับนีโอโซมเก็บกกัสารละลายอะซีติลเฮกซะเปปไทด์ท่ีเก็บภายใตส้ภาวะ
ต่างๆ 4 สภาวะ เหมือนท่ีแสดงในขอ้ 5.6 เปรียบเทียบกบัค่าเฉล่ียตั้งตน้ 

5.9 ประเมินความคงตวัทางเคมีของสารละลายอะซีติลเฮกซะเปปไทดเ์ก็บกกัในต ารับนีโอ
โซมเปรียบเทียบกบัสารละลายอะซีติลเฮกซะเปปไทด์ ดว้ยวิธีการหาปริมาณโปรตีน โดย Bradford 
assay (Walker, 2009) และเปรียบเทียบปริมาณอะซีติลเฮกซะเปปไทด์ จากกราฟสารละลาย
มาตรฐาน Bovine Serum Albumin  

5.10 เก็บต ารับนีโอโซมเก็บกกัสารละลายอะซีติลเฮกซะเปปไทด์ ต ารับนีโอโซมเปล่า และ
สารละลายอะซีติลเฮกซะเปปไทด์ ภายใตส้ภาวะทดสอบ 4 สภาวะ เช่นเดียวกบัขอ้ 5.3 

5.11 ค  านวณค่าปริมาณโปรตีนท่ีเหลืออยูใ่นแต่ละสภาวะ และแสดงความสัมพนัธ์ของเวลา
ท่ีเก็บต ารับในแต่ละสภาวะกบัปริมาณโปรตีนท่ีเหลืออยูใ่นรูปกราฟเส้น 

5.12 ขอ้มูลผลการทดลอง แสดงในรูปค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน และเปรียบเทียบ
ความแตกต่างของข้อมูล โดยใช้สถิติ one-way ANOVA และ LSD โดยค่า p-value < 0.05 แสดง
ความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั 
 
6. ผลการวจัิยและอภิปรายผลการวจัิย 

6.1 ผลการเตรียมต ารับเปล่า แสดงในตารางท่ี 1 ดงัน้ี 
ต ารับท่ีไม่มีสารเพิ่มประจุ คือ ต ารับท่ี 1-6 หลงัวางไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 1 สัปดาห์ เกิดการแยก

ชั้นทุกต ารับ ขณะท่ีต ารับท่ี 7-12 ซ่ึงเติมสารเพิ่มประจุ CTAB พบวา่ ไม่เกิดการแยกชั้นเม่ือวางไวท่ี้
อุณหภูมิห้อง 1 สัปดาห์ ทั้ งน้ี ต ารับท่ี 7 และ 10 ไม่พบการตกตะกอน ส่วนต ารับอ่ืน ๆ เกิดการ
ตกตะกอน และพบวา่ ค่า pH ของต ารับท่ีมีสารเพิ่มประจุมีค่า pH ต ่ากวา่ต ารับท่ีไม่มีสารเพิ่มประจุ
เน่ืองจาก CTAB ซ่ึงเป็นสารเพิ่มประจุในการศึกษามีความเป็นกรด การประเมินต ารับเบ้ืองต้น 
พบวา่ ต ารับท่ี 7 และ 10 มีความคงตวัดี ไม่พบการแยกชั้น และตะกอนจึงคดัเลือกต ารับไปท าการ
ทดสอบต่อไป ทั้งน้ี รายงานการศึกษา โดย Moghassemi and Hadjizadeh (2014) ระบุ ค่า HLB ของ
สารลดแรงตึงผิวท่ีเหมาะสมส าหรับการเตรียมต ารับนีโอโซมควรมีค่าอยู่ในช่วง 3-8 ซ่ึงใน
การศึกษา ใชส้ารลดแรงตึงผิว 3 ชนิด คือ Brij®L4 Span®60 และ Span®80 มีค่า HLB อยูใ่นช่วง 4-9
และสามารถเตรียมนีโอโซมไดใ้นการศึกษาก่อนหนา้ ในต ารับนีโอโซม เติมคอเลสเตอรอลและสาร
เพิ่มประจุ เพื่อเพิ่มความคงตวัให้ผนังของต ารับนีโอโซมและเพิ่มความสามารถในการเก็บกัก
สารส าคญัในนีโอโซมได ้นอกจากน้ี วธีิเตรียมผนงันีโอโซมดว้ยเทคนิค REV เป็นวธีิท่ีใชค้วามร้อน
ในการเตรียมต ่ากว่า 60°C ซ่ึงไม่มีผลกระทบต่อความคงตัวของอะซีติลเฮกซะเปปไทด์ ท่ีเป็น
สารส าคญัท่ีจะเก็บกกัในต ารับต่อไป 
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ตารางที่ 1  ผลการสังเกตการณ์แยกชั้นนีโอโซมเปล่าหลงัจากเตรียมต ารับ 1 สัปดาห์ 

ต ารับที่ 
อัตราส่วนโมลาร์ เกิด

ตะกอน 
แยกช้ัน สี 

ค่า pH 
เร่ิมต้น Brij®L4 Span®60 Span®80 คอเลสเตอรอล CTAB 

       1 1.05 - - 1.05 - ✓ ✓ ขาว 7.73 
       2 - 1.05 - 1.05 - ✓ ✓ ขาว 7.23 
       3 - - 1.05 1.05 - ✓ ✓ ขาว 5.77 
       4 7 - - 4 - ✓ ✓ ขาว 6.48 
       5 - 7 - 4 - ✓ ✓ ขาว 6.95 
       6 -  7 4 - ☓ ☓ ขาว 5.99 
       7 1.025 - - 1.025 0.05 ✓ ☓ ใส 6.24 
       8 - 1.025 - 1.025 0.05 ✓ ✓ ขาว 3.84 
       9 - - 1.025 1.025 0.05 ☓ ☓ ขาว 4.52 
     10 7 - - 3.5 0.5 ✓ ✓ ขาว 3.59 
     11 - 7 - 3.5 0.5 ✓ ✓ ขาว 3.58 
     12 - - 7 3.5 0.5 ✓ ✓ ขาว 8.50 

6.2 ผลประเมินลกัษณะทางกายภาพนีโอโซมเปล่าหลงัทดสอบความคงตวั 
ตารางท่ี 2 แสดงลกัษณะทางกายภาพของต ารับนีโอโซมเปล่า ขนาดอนุภาคของต ารับ 7 มี

ค่า 496.60±158.21 nm ส่วนต ารับท่ี 10 มีขนาดอนุภาค 317.40±49.14 nm ค่า Polydispersity index 
(PDI) ของต ารับ 7 และ 10 มีค่านอ้ยกวา่ 1 แสดงถึงการกระจายตวัของอนุภาคสม ่าเสมอและอยูใ่น
เกณฑ์ท่ียอมรับได ้ค่าศกัยซี์ตา้ต ารับ 7 มีค่า 36.90±1.81 mV และต ารับ 10 มีค่า 61.70±1.13 mV ซ่ึง
ค่าศกัยซี์ตา้ของทั้งสองต ารับมีค่ามากกวา่ 30 mV แสดงถึงความคงตวัของต ารับท่ีเหมาะสม ไม่เกิด
การเกาะกลุ่มกนัของอนุภาค 
ตารางที่ 2  ผลประเมินลกัษณะทางกายภาพนีโอโซมเปล่าดว้ย Zetasizer หลงัทดสอบความคงตวั 

ต ารับ
ที ่

สภาวะ
การ

ทดสอบ 
ระยะเวลา 

ค่าเฉลี่ยตั้งต้น ค่าเฉลี่ยหลังการทดสอบความคงตัว การเปลี่ยนแปลง (ร้อยละ) 

ขนาด
อนุภาค(nm) 

PDI 
ค่าศักย์

ซีต้า (mV) 
ค่า 
pH 

ขนาดอนุภาค 
(nm) 

PDI 
ค่าศักย์

ซีต้า (mV) 
ค่า 
pH 

ขนาด
อนุภาค 

PDI 
ค่าศักย์
ซีต้า 

ค่า 
pH 

7 อุณหภูมิห้อง 4 สัปดาห์ 496.60 ±158.20 0.51±0.11 36.90±1.81 5.99 590.3±41.99 0.53±0.03 33.2±2.87 6.07 18.87 4.31 10.03 1.34 

7 4 °C 4 สัปดาห์ 496.60 ±158.20 0.51±0.11 36.90±1.81 5.99 563.70±41.64 0.53±0.03 33.3±0.81 7.14 13.51 8.43 9.76 19.2 
7 45 °C 4 สัปดาห์ 496.60 ±158.20 0.51±0.11 36.90±1.81 5.99 615.30±0.60 0.60±0.07 28.9±2.98 4.77 23.9 18.04 21.68 20.3 
7 Heating-Cooling 7 รอบ 496.60 ±158.20 0.51±0.11 36.90±1.81 5.99 606.50±34.89 0.54±0.02 25.6±0.90 5.59 22.13 6.27 30.62 6.68 
10 อุณหภูมิห้อง 4 สัปดาห์ 317.40 ± 49.14 0.83±0.11 61.70±1.13 4.52 398.90±42.63 0.83±0.09 30.9±0.57 4.1 25.68 0.36 49.92 10.2 
10 4 °C 4 สัปดาห์ 317.40 ± 49.14 0.83±0.11 61.70±1.13 4.52 369.60± 0.98 0.42±0.03 0.66±0.05 4.18 16.45 48.92 98.94 7.5 
10 45 °C 4 สัปดาห์ 317.40 ± 49.14 0.83±0.11 61.70±1.13 4.52 423.40±43.39 0.42±0.03 44.8±1.89 5.53 33.4 49.52 27.39 22.3 
10 Heating-Cooling 7 รอบ 317.40 ± 49.14 0.83±0.11 61.70±1.13 4.52 357.90±49.14 0.42±0.01 56.2±1.45 4.97 12.76 46.65 8.91 10 
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เม่ือทดสอบต ารับนีโอโซมเปล่าภายใตส้ภาวะท่ีแตกต่างกนั พบว่าขนาดอนุภาคต ารับ 7 มี
ขนาดอนุภาคเพิ่มข้ึน โดยท่ี 45°C ขนาดอนุภาคของต ารับมีการเปล่ียนแปลงมากท่ีสุด ทั้งน้ีทุก
สภาวะมีการเปล่ียนแปลงนอ้ยกวา่ร้อยละ 30 ขนาดอนุภาคของต ารับ 10 เพิ่มข้ึน โดยต ารับท่ี 45°C 
มีการเปล่ียนแปลงมากกวา่ร้อยละ 30 ขณะท่ีสภาวะการทดสอบอ่ืนมีการเปล่ียนแปลงน้อยกวา่ร้อย
ละ 30 ค่าศกัยซี์ตา้ของต ารับ 7 มีค่าลดลงหลงัการเก็บภายใตส้ภาวะทดสอบทุกสภาวะ และมีการ
เปล่ียนแปลงน้อยกว่าร้อยละ 30 ขณะท่ีค่าศกัย์ซีต้าของต ารับ 10 มีค่าศักย์ซีต้าลดลงเม่ือเก็บท่ี
อุณหภูมิหอ้ง และ 4°C มีการเปล่ียนแปลงมากกวา่ร้อยละ 30 ค่า pH ของต ารับนีโอโซม 7 และ 10 มี
การเปล่ียนแปลงหลงัการทดสอบต่าง ๆ น้อยกวา่ร้อยละ 30 เม่ือเปรียบเทียบลกัษณะทางกายภาพ 
ของต ารับ 7 และ 10 พบว่า ต ารับ 7 มีการเปล่ียนแปลงลกัษณะทางกายภาพน้อยกว่าต ารับ 10 ซ่ึง
แสดงถึงความคงตวัของต ารับท่ีมากกว่าจึงเลือกต ารับ 7 ส าหรับเก็บกกัสารส าคญัต่อไป รายงาน
การศึกษา โดย Mohammad et al. (2015) ระบุถึงการเพิ่มปริมาณคอเลสเตอรอลท าให้ผนงัของนีโอ
โซมมีความแข็งแรงข้ึน เม่ือเปรียบเทียบต ารับ 7 พบวา่มีอตัราส่วนคอเลสเตอรอลต่อสารลดแรงตึง
ผวิมากกวา่ต ารับท่ี 10 จึงส่งผลต่อความคงตวัทางกายภาพของต ารับนีโอโซม 
6.3 การเตรียมต ารับอะซีติลเฮกซะเปปไทดเ์ก็บกกัในต ารับนีโอโซม  
 ต ารับนีโอโซมเปล่าต ารับท่ี 7 มาเก็บกักสารละลายอะซีติลเฮกซะเปปไทด์ในน ้ า ความ
เขม้ขน้ 0.5 mg/ml ร้อยละ 3-12 เพื่อหาปริมาณสูงสุดท่ีสามารถเก็บกกัในนีโอโซมได ้เม่ือวางต ารับ
ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 สัปดาห์ พบวา่ ต ารับท่ีเก็บกกัอะซีติลเฮกซะเปปไทด์ร้อยละ 3 และ 5 ไม่
เกิดการแยกชั้นขณะท่ีต ารับอ่ืนเกิดการแยกชั้นและมีตะกอนเกิดข้ึน จึงสรุปวา่ ปริมาณสารละลายอะ
ซีติลเฮกซะเปปไทดสู์งสุดท่ีสามารถเก็บกกัในนีโอโซมคือ ปริมาณร้อยละ 5  
 6.4 การประเมินลกัษณะทางกายภาพของนีโอโซมเก็บกกัอะซีติลเฮกซะเปปไทด์ 
 ตารางท่ี 3 แสดงการเปล่ียนแปลงลกัษณะทางกายภาพของต ารับนีโอโซมเก็บกักอะซี
ติลเฮกซะเปปไทด์ อาจเป็นผลจากอะซีติลเฮกซะเปปไทด์ท่ีเก็บกกัไวภ้ายในนีโอโซมเกิดการ leak 
ออกจากต ารับนีโอโซม และอาจสลายตัวเน่ืองจากการเกิดปฏิกิริยา hydrolysis ได้ (Keil & 
Kirchman, 1992) จึงส่งผลให้ค่า pH ของต ารับมีความเป็นกรดเพิ่มข้ึน ค่าศกัยซี์ตา้มีความเป็นบวก
ลดลง เน่ืองจากการสลายตวัของอะซีติลเฮกซะเปปไทด์ ซ่ึงเป็นสารประเภทโปรตีนมีกรดอะมิโน
เป็นส่วนประกอบ เม่ือเกิดการสลายตวัเน่ืองจากปฏิกิริยาทางเคมี จะไดเ้ป็นกรดอะมิโน ซ่ึงเป็นสาร
ท่ีมีความเป็นกรด และมีประจุลบ จึงอาจเป็นผลให้ค่าศกัยซี์ตา้ของต ารับมีความเป็นบวกลดลงได้
นอกจากน้ีขนาดอนุภาคของนีโอโซมอาจเกิดการเกาะกลุ่มกัน (aggregation) เน่ืองจากประจุท่ี
บริเวณผิวมีค่าลดลง จึงท าให้ขนาดอนุภาคมีค่าเพิ่มข้ึน และมีค่า PDI ท่ีเพิ่มข้ึนดว้ย ทั้งน้ีสภาวะท่ี 
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4°C และอุณหภูมิห้อง มีการเปล่ียนแปลงทางกายภาพนอ้ยกวา่สภาวะท่ี 45°C และสภาวะ heating-
cooling จ านวน 7 รอบ อยา่งมีนยัส าคญั (p-value = 0.043) 

ตารางที่ 3  ผลประเมินลกัษณะทางกายภาพนีโอโซมเก็บกกักกัอะซีติลเฮกซะเปปไทดใ์นสารละลาย
ร้อยละ 5 หลงัจากทดสอบความคงตวั 

 

6.5 การประเมินความคงตวัทางเคมีของอะซีติลเฮกซะเปปไทด์เก็บกกัในนีโอโซมดว้ยวิธี 
Bradford assay 

การเปรียบเทียบความคงตวัทางเคมีสามารถหาปริมาณไดจ้ากการวิคราะห์ดว้ยวิธี Bradford 
assay ซ่ึงอะซีติลเฮกซะเปปไทด์เป็นสารประกอบประเภทโปรตีนจึงสามารถหาปริมาณโดยวธีิน้ีได ้
เม่ือเก็บอะซีติลเฮกซะเปปไทด์ในรูปแบบสารละลาย และท่ีเก็บกักในนีโอโซม ภายใต้สภาวะ
ทดสอบ 4 สภาวะ พบวา่ปริมาณโปรตีนในอะซีติลเฮกซะเปปไทด์ในรูปแบบสารละลายและท่ีเก็บ
กกัในนีโอโซมลดลงจากค่าเร่ิมตน้ ภาพท่ี 1 แสดงร้อยละคงเหลือปริมาณโปรตีนในอะซีติลเฮก
ซะเปปไทด์ในรูปแบบสารละลายและท่ีเก็บกกัในนีโอโซม ภายใต้สภาวะทดสอบต่าง ๆ โดยท่ี
อุณหภูมิ 45°C มีร้อยละคงเหลือของปริมาณโปรตีนนอ้ยท่ีสุดเม่ือเปรียบเทียบกบัการเก็บในสภาวะ
ทดสอบอ่ืน ร้อยละคงเหลือของปริมาณโปรตีนในต ารับภายใตก้ารเก็บในแต่ละสภาวะทดสอบ เป็น
เวลา 4 สัปดาห์ พบวา่ ปริมาณโปรตีนคงเหลือในต ารับอะซีติลเฮกซะเปปไทด์เก็บกกัในนีโอโซมใน
ทุกสภาวะทดสอบ มีปริมาณโปรตีนคงเหลือมากกว่าในต ารับอะซีติลเฮกซะเปปไทด์ในรูปแบบ
สารละลาย โดยเฉพาะในสภาวะทดสอบท่ี 45°C และสภาวะ heating-cooling จ านวน 7 รอบ ทั้งน้ี 
เน่ืองจากอะซีติลเฮกซะเปปไทด ์เป็นสารท่ีสลายตวัง่ายดว้ยความร้อน จึงท าใหต้ ารับท่ีเก็บในสภาวะ
ท่ีมีอุณหภูมิสูง และสภาวะการทดสอบ heating-cooling ท่ีมีอุณหภูมิสูง (45°C) สลบัต ่า (4°C) มีการ
สลายตัวของสารส าคัญในต ารับมากขณะท่ี นีโอโซมเป็นผนังท่ี หุ้มสารส าคัญอยู่ภายใน

สภาวะการ
ทดสอบ 

ระยะเวลา 

ค่าเฉลี่ยตั้งต้น ค่าเฉลี่ยหลังการทดสอบความคงตัว การเปลี่ยนแปลง (ร้อยละ) 

ขนาดอนุภาค 
(nm) 

PDI 
ค่าศักย์

ซีต้า (mV) 
ค่า 
pH 

ขนาดอนุภาค
(nm) 

PDI 
ค่าศักย์

ซีต้า (mV) 
ค่า 
pH 

ขนาด
อนุภาค 

PDI 
ค่าศักย์
ซีต้า 

ค่า 
pH 

อุณหภูมิห้อง 4 สัปดาห์ 763.80±131.19 0.67±0.10 66.80 ±4.03 5.54 768.20 ±11.95 0.70±0.01 55.90±0.45 4.18 1 6 16 25 

4 °C 4 สัปดาห์ 763.80±131.19 0.67±0.11 66.80±4.03 5.54 900.10±115.80 0.68±0.07 55.40±0.32 5.53 18 2 17 0 
45 °C 4 สัปดาห์ 763.80±131.19 0.67±0.11 66.80±4.03 5.54 825.50±27.73 0.75±0.02 47.90±0.70 7.2 12 12 28 30 

Heating-
Cooling 

7  รอบ 763.80±131.19 0.67±0.11 66.80±4.03 5.54 935.00±15.95 0.74±0.06 46.70±1.45 4.37 22 22 30 21 
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จะช่วยปกป้องสารจากสภาวะต่าง ๆ ได ้จึงท าให้มีปริมาณโปรตีนคงเหลือในต ารับมากกว่า ซ่ึงสอดคล้องกบัรายงานวิจยัก่อนหน้า ระบุถึง ประโยชน์ของ
ต ารับนีโอโซมในการปกป้องสารส าคญัท่ีเก็บกกัภายในจากการสลายสารส าคญัดว้ยเอนไซม์และกรดต่าง ๆ และเพิ่มความคงตวัของสารส าคญัดว้ย (Rajera, 
Nagpal, Singh & Mishra, 2011) 
 

 

ภาพที ่1  ร้อยละคงเหลือของปริมาณโปรตีนในอะซีติลเฮกซะเปปไทดใ์นรูปแบบสารละลายและท่ีเก็บกกัในนีโอโซม ภายใตส้ภาวะทดสอบต่าง ๆ  

หมายเหตุ.  * แสดงค่า p-value < 0.05และ ** แสดงค่า p-value < 0.01
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7. สรุปผลการวจัิย  
7.1 การเตรียมนีโอโซมเปล่าจ านวน 12 ต ารับ พบว่า ต ารับ 7 และ 10 มีความคงตวัทาง

กายภาพดี ภายหลงัวางต ารับไวท่ี้อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 สัปดาห์ และเม่ือประเมินความคงตวัทาง
กายภาพของต ารับ 7 และ 10 ภายใตส้ภาวะทดสอบ 4 สภาวะ เป็นเวลา 4 สัปดาห์ พบวา่ ต ารับ 7 มี
ความคงตวัดีท่ีสุด โดยมีขนาดอนุภาค 496.60±158.21nm และมีค่าศกัยซี์ตา้ 36.90±1.81 mV  

7.2 ต ารับนีโอโซมต ารับ 7 ประกอบดว้ย Brij®L4 คอเลสเตอรอล และ CTAB ในอตัราส่วน
โมลาร์ 1.025:1.025:0.05 สามารถเก็บกกัสารละลายอะซีติลเฮกซะเปปไทด์ในน ้ า ความเขม้ขน้ 0.5 
mg/ml ในปริมาณสูงสุด คือ ร้อยละ 5 

7.3 การประเมินความคงตวัทางกายภาพของต ารับนีโอโซมเก็บกกัอะซีติลเฮกซะเปปไทด์
ในสารละลาย ท่ีสภาวะทดสอบแตกต่างกนั 4 สภาวะ คือ อุณหภูมิห้อง 4 และ 45°C เป็นเวลา 4 
สัปดาห์ และสภาวะ heating-cooling จ านวน 7 รอบ พบว่า ขนาดอนุภาคมีค่า 763.80±131.19 nm 
PDI มีค่า 0.67±0.11 ค่าศกัยซี์ตา้ มีค่า 66.80±4.03 mV และค่า pH เท่ากบั 5.54 ภายหลงัการทดสอบ
ทั้ง 4 สภาวะ พบวา่ ขนาดอนุภาค ค่า PDI และค่า pH ของต ารับ มีการเปล่ียนแปลงนอ้ยกวา่ร้อยละ 
30 ในทุกสภาวะทดสอบ ขณะท่ีค่าศกัยซี์ตา้ของต ารับมีค่าลดลงมากท่ี 45°C และสภาวะ heating-
cooling จ านวน 7 รอบ   

7.4 การประเมินความคงตวัทางเคมีของต ารับอะซีติลเฮกซะเปปไทด์เก็บกกัในนีโอโซม
เปรียบเทียบกบัอะซีติลเฮกซะเปปไทดใ์นรูปแบบสารละลาย ท่ีสภาวะทดสอบแตกต่างกนั 4 สภาวะ 
ดว้ยวิธี Bradford assay พบว่า ปริมาณโปรตีนคงเหลือของต ารับอะซีติลเฮกซะเปปไทด์เก็บกกัใน   
นีโอโซมมีค่าสูงกวา่ในอะซีติลเฮกซะเปปไทด์ในรูปแบบสารละลายอยา่งมีนยัส าคญัโดยเฉพาะใน
สภาวะการทดสอบท่ี 45°C และสภาวะ heating-cooling จ านวน 7 รอบ   

8. ข้อเสนอแนะ 
8.1 การศึกษาน้ี ไม่ไดท้  าการทดสอบประสิทธิภาพของสารส าคญัในอาสาสมคัร ส าหรับ

การใชป้ระโยชน์ในเคร่ืองส าอาง จึงควรท าการศึกษาเพิ่มเติมส าหรับการศึกษาในอนาคต 
8.2 โครงสร้างผนังของนีโอโซมประกอบด้วยเป็นสารลดแรงตึงผิว ซ่ึงอาจเป็นพิษต่อ

ร่างกายจากการดูดซึมเข้ากระแสเลือด จึงควรทดสอบความเป็นพิษในเซลล์และร่างกายก่อน
น าไปใชใ้นต ารับเคร่ืองส าอาง   

8.3 ต ารับนีโอโซมในการศึกษาใช้สารลดแรงตึงผิวจ านวน  3 ชนิด และใช้สารเพิ่มประจุ
เพียง 1 ชนิด จึงควรเพิ่มสารลดแรงตึงผิวและสารเพิ่มความคงตวัของผนังชนิดอ่ืน เพื่อพฒันา
ต ารับนีโอโซมส าหรับเก็บกกักกัอะซีติลเฮกซะเปปไทดเ์พิ่มเติมในอนาคต  
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8.4  ควรท าการศึกษา ป ริมาณการเก็บกักสาระส าคัญ  (Entrapment efficiency)และ          
การปลดปล่อยสารส าคญัออกจากนีโอโซมด้วยการใช้ dialysis bag และการวิเคราะห์คุณสมบติั
โครงสร้างของนีโอโซมดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนเพิ่มเติม 
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