
pH 7 (Control) pH 12 pH 12 + 3% Citric
Acid

pH 12 + 3% Malic
Acid

pH 12 + 3% Succinic
Acid

L*: 32.44±0.99ᵇ 31.57±1.80ᵇ 36.08±2.79ᶜ 31.47±1.30ᵇ 24.55±0.37ᵃ

a*: -0.17±0.11ᶜ -0.40±0.19ᵇᶜ -0.22±0.15ᶜ -1.02±0.28ᵃ -0.54±0.10ᵇ

b*: -0.32±0.53ᵇ -0.44±0.68ᵇ -1.47±0.28ᵃ -0.37±0.65ᵇ -1.98±0.50ᵃ

ΔE: Standardᵃ 1.83±0.76ᵇ 4.10±2.26ᶜ 1.57±1.09ᵇ 8.08±0.40ᵈ

Glycerol

Sodium
Caseinate

NaOH

        Citric Acid

DI Water

        Malic Acid

        Succinic Acid

Mechanism of Casein Structure Modification
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การเพิ�มประสทิธิภาพการต้านทานน�าของฟ�ล์มเคซนีด้วยการเชื�อมขวาง
โดยกรดอินทรยีภ์ายใต้สภาวะด่าง
Enhancement of water resistance in casein films with organic acid cross-linking under alkaline condition
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    งานวิจัยนี�มีวัตถปุระสงค์เพื�อปรบัปรุงสมบติัการต้านทานน�าของฟ�ล์มโปรตีนเคซีนเพื�อใชเ้ป�นบรรจุภัณฑ์
อาหาร โดยการดัดแปรโครงสรา้งเคซีนแบบผสมผสาน ด้วยการเชื�อมขวางด้วยกรดอินทรีย์ (กรดซิตรกิ,
กรดมาลิก หรอื กรดซกัซินิก) เตรยีมสารละลายโซเดียมเคซีเนตรอ้ยละ 5 (โดยน�าหนักต่อปรมิาตร)   ภายใต้
สภาวะด่าง (pH 12) เติมกรดรอ้ยละ 3 (โดยน�าหนกัโปรตีน) และกลีเซอรอลเป�นพลาสติไซเซอร ์ ผลการ
ทดลองพบว่าการละลายน�าลดลงจากรอ้ยละ 81.26 ในฟ�ล์มพื�นฐาน (pH 7) เป�นรอ้ยละ 25.72 ถึง 30.51
ในฟ�ล์มดัดแปร การวิเคราะห ์FT-IR แสดงการเลื�อนตําแหนง่ของพีค Amide I และ Amide II ไปยังตําแหนง่
ความยาวคลื�นสูงขึ�น บง่ชี�การเปลี�ยนแปลงโครงสรา้งทติุยภูมแิละการจัดเรียงตัวใหมข่องโปรตีนจากสภาวะ
ด่าง โครงสร้างหลังจัดเรยีงตัวมีความเสถียรด้วยพนัธะ  เชื�อมขวาง ฟ�ล์มจึงทนทานต่อน�าเพิ�มขึ�น นอกจากนี�
ฟ�ล์มทกุสตูรยงัต้านทานน�ามันได้ดี (KIT Rating 12) งานวิจัยนี�ยนืยนัว่าการใชส้ภาวะด่างรว่มกับการเชื�อม
ขวางด้วยกรดอินทรย์ีชว่ยเพิ�มประสิทธภิาพการต้านทานน�าของฟ�ล์มเคซีนใหสู้งขึ�น
คําสาํคัญ: การเชื�อมขวาง, ต้านทานน�า, ไบโอโพลิเมอร,์ ฟ�ล์มเคซีน, สภาวะด่าง

     This research aimed to improve the water resistance of a casein protein film, a promising biopolymer for
biodegradable packaging that is limited by its high hydrophilicity. The study investigated a combined casein
modification strategy involving organic acid cross-linking (citric acid, malic acid, or succinic acid) under
alkaline condition. Sodium caseinate solution (5%, w/v) was prepared under alkaline condition (pH 12) with
3% acid (by protein weight) and glycerol as a plasticizer, then cast into films. The results showed that water
solubility decreased from 81.26% for the control film (pH 7) to 25.72–30.51% in the modified films. FT-IR
analysis revealed shifting of Amide I and Amide II peaks to higher wavenumbers, indicating secondary
structural changes and protein reorganization into a denser network under alkaline condition. This
reorganized structure was stabilized by cross-linking bonds, resulting in increased water durability.
Furthermore, all film formulations retained good oil resistance (KIT Rating 12). This research confirms that
combining alkaline condition with organic acid cross-linking effectively enhances the water resistance of
casein films.
Keywords: Alkaline condition, Biopolymer, Casein film, Cross-linking, Water resistance

    ฟ�ล์มเคซีนมจุีดเด่นด้านการป�องกันการซึมผา่นของแก๊สและการยอ่ยสลายได้ทางชวีภาพ แต่มขีอ้จํากัด
สาํคัญคือความไวต่อความชื�นสงู เนื�องจากในธรรมชาติโปรตีนเคซนีจะรวมตัวกันเป�นโครงสร้างซับซ้อนที�
เรยีกว่า "Micelle" โดยม ี α  -และ β-casein อยูแ่กนกลาง และม ี κ-casein หอ่หุม้รอบนอกยดึเกาะด้วย
แคลเซียมฟอสเฟต ความหนาแนน่ของโครงสรา้งนี�ก่อใหเ้กิดความเกะกะของสเตอรกิ (Steric hindrance)
ซึ�งเป�นอุปสรรคขดัขวางไมใ่ห้สารเชื�อมขวางเขา้ทําปฏิกิรยิาได้อยา่งทั�วถึงในสภาวะปกติ

s

    งานวิจัยนี�จึงมุง่แก้ป�ญหาโดยผสมผสานการใช้สภาวะด่าง (pH 12) รว่มกับการเชื�อมขวาง (Cross-linking) โดย
สภาวะด่างจะสร้างแรงผลักทางไฟฟ�ากระตุ้นใหไ้มเซลล์แตกตัวและคลายออก สง่ผลให้หมูฟ่�งก์ชนัที�เคยอยูภ่ายใน
เชน่ Amino (−NH  ) และ Hydroxyl (−OH) หนัออกมา ทําใหใ้หก้รดอินทรีย์สามารถเข้าทําปฏิกิริยาสร้างพนัธะ
เชื�อมขวางได้มากขึ�น ผลลัพธที์�ได้คือโครงสร้างโมเลกลุที�มคีวามอัดแน่นและเสถยีรเพิ�มขึ�น ซึ�งชว่ยปรบัปรุง
สมบติัการต้านทานน�าของฟ�ล์มได้อยา่งมปีระสิทธภิาพ

2

การเตรยีมฟ�ล์ม
เตรยีมสารละลาย Sodium Caseinate 5% (w/v) ผสม
Glycerol ปรับสภาวะเป�นด่าง (pH 12) รว่มกับการเติม
สารเชื�อมขวาง 3% (Citric, Malic และ Succinic acid)

การขึ�นรูป
ใช้วิธเีทขึ�นรูป (Solution Casting) และอบแห้ง

การวิเคราะหผ์ล:
ลักษณะทางกายภาพ: ค่าสี (Color)
องค์ประกอบทางเคมี  (FT-IR)
การละลายน�า (Water Solubility)
การต้านทานน�ามัน (KIT Test)

เพื�อศกึษาผลของสภาวะด่างรว่มกับสารเชื�อมขวางกรดอินทรีย ์ 3 ชนดิ ได้แก่ Citric acid (CA),
Malic acid (MA) และ Succinic acid (SA) ต่อสมบติัทางกายภาพและเคมีของฟ�ล์มเคซนี
เพื�อเพิ�มประสิทธภิาพการต้านทานน�าของฟ�ล์มโปรตีนใหดี้ยิ�งขึ�น
เพื�อพฒันาฟ�ล์มเคซนี สําหรับประยุกต์ใชเ้ป�นวัสดทุางเลือกในบรรจุภัณฑ์ยอ่ยสลายได้ที�ยั�งยนื

    จากการวิเคราะห์ค่าสี พบว่าการดัดแปรฟ�ล์มเคซีนด้วยสภาวะด่างร่วมกับกรดอินทรีย์ส่งผลต่อค่า
ความสว่าง (L ) และค่าความแตกต่างของสีรวม (ΔE) อย่างมีนัยสําคัญ (p<0.05) โดยฟ�ล์มสูตร pH
12 + 3% Succinic Acid มีการเปลี�ยนแปลง คือ มีค่า L  ลดลงต�าสุดอยู่ที� 24.55±0.37 และมีค่า
ΔE สูงสุดถึง 8.08±0.40 ซึ�งส่งผลให้ลักษณะปรากฏของฟ�ล์มมีสีเหลืองเข้มขึ�น การเปลี�ยนแปลงนี�
อาจเกิดจากพันธะเชื�อมขวางระหว่างกรดซักซินิกและสายโซ่ของโปรตีน เนื�องจากโครงสร้างโมเลกุล
ไม่มีหมู่ Hydroxyl (−OH) เป�นองค์ประกอบ จึงทําให้มีความเกะกะของสเตอริกน้อยกว่ากรดซิตริก
และกรดมาลิก ส่งผลให้เกิดปฏิกิริยาเชื�อมขวางที�มากกว่าและมีโครงสร้างที�อัดแน่นกว่าสูตรอื�น ซึ�ง
ส่งผลโดยตรงต่อลักษณะการดูดกลืนแสงและสีของแผ่นฟ�ล์ม

∗

∗

    การวิเคราะห์สเปกตรัม FT-IR แสดงให้เห็นถึงการเปลี�ยนแปลงโครงสร้างระดับโมเลกุลของฟ�ล์มเคซีน
เมื�อผ่านกระบวนการดัดแปร โดยพบการเลื�อนตําแหน่งของพคีไปทางเลขคลื�นที�สูงขึ�นในกลุ่มพีคสาํคัญ
ได้แก่ Amide I เลื�อนจาก 1631 cm  ไปยัง 1635 ถึง 1637 cm  และ Amide II เลื�อนจาก 1539 cm
ไปยัง 1543 ถึง 1545 cm  การเปลี�ยนแปลงตําแหน่งพีคดังกล่าวบ่งชี�ถึงการเปลี�ยนแปลงของ
โครงสรา้งทุติยภูมิของโปรตีน ซึ�งเป�นผลมาจากสภาวะด่างที�กระตุ้นให้สายโซ่โปรตีนคลายตัวและเกิด
การจัดเรียงตัวใหม่ร่วมกับสารเชื�อมขวาง ส่งผลให้โครงสรา้งรา่งแหมคีวามหนาแน่นและเสถียรภาพสูง
ขึ�น แม้จะไม่ปรากฏพีคพันธะใหม่ที�ชัดเจน แต่ความหนาแน่นของโครงสร้างที�เพิ�มขึ�นนี�มีความสอดคล้อง
โดยตรงกับสมบัติการต้านทานน�าที�ดีขึ�นของฟ�ล์มดัดแปรอย่างมีนัยสําคัญ

−1 −1 −1

−1

Table 1 Visual appearance of casein films and color values (L , a , b , and ΔE) prepared under different pH conditions and with various
cross-linking treatments.

∗ ∗ ∗

ลักษณะทางกายภาพและสขีองฟ�ล์ม

การวิเคราะหโ์ครงสรา้งทางเคมี

Fig. 3 FT-IR spectra of control and modified casein films: (A) Full spectra and (B) Peak shifting of Amide I and II bands in the 1700–1500
cm  region.-1

Fig. 2 Schematic diagram of the solution casting method used for the preparation of casein films.

*Means±SD in the same column followed by different superscripts are significantly different (p < 0.05)

สมบติัการละลายในน�า

Fig. 4 Water solubility of various casein film formulations.

    ผลการทดสอบสมบัติการละลายในน�า ชี�ให้เห็นว่าการดัดแปรโครงสร้างช่วยลดความไวต่อความชื�น
ของฟ�ล์มเคซีนได้อย่างมีประสิทธิภาพ โดยค่าการละลายน�าลดลงอย่างมีนัยสาํคัญ (p<0.05) จาก
ร้อยละ 81.26 ในฟ�ล์มสูตรพื�นฐาน เหลือเพียงร้อยละ 25.72 ถึง 30.51 ในฟ�ล์มสูตรดัดแปร โดยสูตร
ที�เติมกรดซักซินิกแสดงประสิทธิภาพในการต้านทานน�าได้ดีที�สุด โดยมีค่าความสามารถในการละลาย
ที�ร้อยละ 25.72 การลดลงนี�เป�นผลจากการเกิดพันธะเชื�อมขวางที�หนาแน่นภายใต้สภาวะด่าง ซึ�งทํา
หน้าที�ขัดขวางการแทรกซึมของโมเลกุลน�าเข้าสู่โครงสร้างฟ�ล์มได้อย่างมีประสิทธิภาพ สอดคล้องกับ
การเปลี�ยนแปลงโครงสร้างทุติยภูมิและความเสถียรของโมเลกุลที�เพิ�มขึ�นดังที�ยืนยันด้วยผลวิเคราะห์
FT-IR

สมบติัการต้านทานน�ามัน
Table 2 Oil resistance (KIT Rating) of casein films.

Note: Green dots ( ) indicate passing the respective KIT rating level.

    จากการทดสอบสมบัติการต้านทานน�ามัน พบว่าฟ�ล์มเคซีนทุกสูตรแสดงประสิทธิภาพในการป�องกัน
การซึมผ่านของไขมันที�ระดับ 12 โดยไม่พบการดูดซับน�ามันบนผิวหน้าฟ�ล์ม ซึ�งเป�นผลมาจากสมบัติ
ความเป�น Amphiphilic ของเคซีนที�เมื�อขึ�นรูปเป�นฟ�ล์มจะหันส่วนที�มีขั�วออกสู่ผิวหน้า ทําให้มีพลังงาน
พื�นผิวสูงและสามารถผลักดันของเหลวไม่มีขั�วอย่างน�ามันได้ดีตามธรรมชาติ ผลการทดลองนี�ยืนยัน
ว่าการดัดแปรโครงสร้างเพื�อเพิ�มประสิทธิภาพการต้านทานน�า ไม่ส่งผลกระทบเชิงลบต่อสมบัติการ
ต้านทานน�ามันของเคซีน ฟ�ล์มที�ได้จึงมีศักยภาพในการนําไปใช้เป�นบรรจุภัณฑ์สําหรับอาหารที�มีไขมัน
ได้อย่างมีประสิทธิภาพ

60 °C
1 hr.

     การดัดแปรฟ�ล์มโปรตีนเคซนีโดยการปรบัค่า pH ใหอ้ยูใ่นสภาวะด่างรว่มกับการใช้สารเชื�อมขวางจาก
กรดอินทรีย ์ (กรดซิตรกิ, กรดมาลิก และกรดซักซินิก) ที�ความเข้มขน้ร้อยละ 3 สามารถปรับปรุงสมบติัการ
ต้านทานน�าของฟ�ล์มได้อยา่งมนัียสําคัญ ฟ�ล์มที�ผา่นการดัดแปรมีค่าการละลายน�าลดลงเหลือเพยีงรอ้ยละ
25.72 ถึง 30.51 จากเดิมที�ฟ�ล์มสูตรพื�นฐานละลายน�าได้สงูถึงร้อยละ 81.26 การวิเคราะหด้์วยเทคนิค   
FT-IR ยนืยนัการเปลี�ยนแปลงโครงสรา้งทางเคมีผา่นการเลื�อนตําแหนง่ของพคี Amide I และ Amide II ซึ�ง
บง่ชี�ถึงการเปลี�ยนแปลงโครงสรา้งทติุยภูมแิละการจัดเรยีงตัวใหมข่องโปรตนีใหม้คีวามหนาแน่นขึ�น อัน
เป�นผลมาจากสภาวะด่างและการเชื�อมขวาง ในขณะที�สมบติัด้านการต้านทานน�ามนัของฟ�ล์มยงัคงดีในทุก
สตูรการทดลอง โดยมค่ีา KIT Rating ที�ระดับ 12 ผลการวิจัยนี�ยืนยนัว่าการใชเ้ทคนิคผสมผสานสามารถ
ปรับปรุงความไวต่อความชื�นของฟ�ล์มโปรตีนได้สาํเร็จ สง่ผลใหฟ้�ล์มเคซีนดัดแปรมศีกัยภาพในการนําไป
ประยุกต์ใช้เป�นบรรจุภัณฑ์สําหรบัอาหารที�มไีขมันและมีความชื�น เชน่ ซองบรรจุน�ามนั หรอืกระดาษเคลือบ
สาํหรบัหอ่อาหารทอด ซึ�งเป�นทางเลือกใหมข่องวัสดบุรรจุภัณฑ์ยอ่ยสลายได้ทางชีวภาพในอุตสาหกรรม
อาหาร
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Fig. 1 Schematic diagram of casein structure modification: from native micelle unfolding under alkaline
condition (pH 12) to network formation via organic acid cross-linking.
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