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บทคัดย่อ 
 

 การวิจัยครั้งนี้ศึกษาการผลิตคอลลาเจนไฮโดรไลเสตจากแมงกะพรุนที่ออกฤทธิ์ยับยั้งการ
ออกซิเดชันไขมันในระบบอิมัลชัน โดยขั้นแรกศึกษาการผลิตคอลลาเจนไฮโดรไลเสตจากแมงกะพรุน
ดองที่ออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดยสกัดคอลลาเจนไฮโดรไลเสตจากแมงกะพรุนดองด้วย NaHCO3 
และน้ า ในอัตราส่วน 1:2 บดแล้วสกัดด้วยกรดอะซิติกในอัตราส่วน 1:1.5 (w/v) พบว่าได้ผลผลิตที่
เป็นสารละลายร้อยละ 147.41 ซึ่งมีโปรตีนเท่ากับ 17 mg/ml ท าแห้งได้ผลผลิตร้อยละ 3.63 และน า
สารละลายเจลาตินมาไฮโดรไลซ์เป็นเวลา 3 ชั่วโมงโดยใช้เอนไซม์ทริปซินที่ pH 7.8 อุณหภูมิ   50 °C 
และเอนไซม์อัลคาเลสที่ pH 7.0 อุณหภูมิ 55 °C ใช้อัตราส่วนเอนไซม์ต่อสารตั้งต้น 1:50 และ 1:100 

และน ามาวิเคราะห์กรดอะมิโนชนิด α พบว่าการผลิตคอลลาเจนไฮโดรไลเสตด้วยการใช้เอนไซม์ทริ

ปซินที่อัตราส่วนของเอนไซม์ต่อสารตั้งต้น 1:50 มีปริมาณกรดอะมิโนชนิด α สูงที่สุด และวิเคราะห์
กิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ ABTS พบว่าการใช้เอนไซม์ทริปซินที่อัตราส่วนของเอนไซม์ต่อสารตั้งต้น 
1:50 ยับยั้งอนุมูลอิสระ ABTS (µMole trolox equivalents/mg protein)  ได้ดีที่สุด และการ
วิเคราะห์ร้อยละการละลายของโปรตีน และความไม่ชอบน้ า พบว่าคอลลาเจน ไฮโดร  ไลเสตจาก
แมงกะพรุนที่ไฮโดรไลซ์ด้วยเอนไซม์อัลคาเลสและเอนไซม์ทริปซินที่อัตราส่วนของเอนไซม์ต่อสารตั้ง
ต้น 1:50 และ 1:100 มีความสามารถในการละลายน้ า และค่า protein hydrophobicity เท่ากัน 
ขั้นตอนต่อมาจึงน าคอลลาเจนไฮโดรไลเสตที่ย่อยด้วยเอนไซม์ทริปซินอัตราส่วนเอนไซม์ต่อสารตั้งต้น 
1:50 ในระดับความเข้มข้น 0% 10% และ 20% มาวิเคราะห์การออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระในการ
ยับยั้งออกซิเดชันในระบบไลโบโซม โดยติดตามการออกซิเดชันของระบบไลโบโซมด้วย  วิธี 
conjugated diene วิธี peroxide value และวิธี TBARS พบว่าการเกิดออกซิเดชันเพ่ิมขึ้นเมื่อเวลา
ในการเก็บรักษาเพ่ิมขึ้น การวิเคราะห์ค่าสี L*, a* และ b* พบว่าค่าสีลดลงในช่วงแรกและมีแนวโน้ม
เพ่ิมขึ้นในระหว่างการเก็บรักษา 2 สัปดาห์ และการประยุกต์คอลลาเจนไฮโดรไลเสตน้ าหนักโมเลกุล
ต่ าในอิมัลชันที่ใช้ในเวชส าอางสามารถใช้ยับยั้งการออกซิเดชัน โดยคอลลาเจนไฮโดรไลเสตเข้มข้นที่ 
2% มีประสิทธิภาพในการต้านออกซิเดชันมากที่สุด 
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ABSTRACT 
This research investigated the production of collagen hydrolysate from 

jellyfish that inhibits the oxidation of fat in the emulsion system. To production of 
collagen from jellyfish, dried jellyfish was extracted with NaHCO3 and water with the 
ratio of 1:2 and acetic acid at a ratio of 1:1.5 (w/v). The result showed that collagen 
yield was 147.41 % with 17 mg/ml protein. The dried collagen yield was 3.63 %. To 
produce collagen hydrolysate, the sample was hydrolyzed with trypsin or alkalase 
(1:50 and 1:100 E/S) for 3 hr. at pH of 7.8 and 7.0, and temperature of 50 and 55°C, 

respectively. Collagen hydrolysate hydrolyzed by trypsin showed the highest α 
amino acid content and antioxidant activity. Collagen hydrolysate produced by 
trypsin and alkalase had no significantly different in hydrophobicity and protein 
solubility. Therefore, trypsin hydrolyzed collagen hydrolysate was chosen for further 
study. The collagen hydrolysate produced by trypsin was added in salad dressing at 
the concentration of 0 %, 10 % and 20 %, respectively. Lipid oxidation in salad 
dressing was determined by CD, PV and TBARS assays. The result showed that 
oxidation increased when storage time increased. Although L *, a * and b * values 
decreased with increasing duration of storage, after 2 weeks the color values tend to 
increase. Application of low molecular weight collagen hydrolyzate in emulsions 
used in cosmeceuticals can be used to inhibit oxidation. The 2% concentration of 
collagen hydrolyzate was the most effective against oxidation. 
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บทน้า 
 
ความส้าคัญและที่มาของปัญหา 

แมงกะพรุนเป็นสัตว์ที่ไม่มีกระดูกสันหลังล าตัวโปร่งใสจัดอยู่ในกลุ่ม Scyphozoa ในประเทศ
ไทยพบแมงกะพรุนหลายชนิดแต่มีเพียงไม่กี่ชนิดที่น ามาใช้ประโยชน์ได้ ซึ่งส่วนใหญ่แมงกะพรุนมักใช้
ผลิตเป็นอาหาร อย่างไรก็ตามการจับแมงกะพรุนมีความผันผวนขึ้นอยู่กับการกระจายพันธุ์และ
ปรากฏการณ์ในท้องทะเล ในจังหวัดชลบุรี เขตเมืองบางแสนปรากฏการณ์แมงกะพรุนที่เกยตื้นบน
ชายหาดอาจเป็นสิ่งที่พบเจอได้หากในช่วงปีใดมีการเติบโตของแมงกะพรุนมากผิดปกติ ซึ่งส่งผลต่อ
การท่องเที่ยวและเกิดความกังวลต่อการจัดการกับแมงกะพรุนเหล่านั้น อย่างไรก็ตามแมงกะพรุนเป็น
แหล่งของโปรตีน โดยเฉพาะอย่างยิ่งมีแหล่งของคอลลาเจนเป็นส่วนใหญ่ จึงมีความเป็นไปได้ที่จะน า
แมงกะพรุนมาสกัดคอลลาเจนเพ่ือน ามาใช้ประโยชน์ในด้านอ่ืนเพ่ือเป็นการจัดการกับปัญหาดังกล่าว
และเป็นการเพิ่มมูลค่าให้กับแมงกะพรุน   

โดยทั่วไปคอลลาเจนเป็นองค์ประกอบหลักส าคัญของชั้นผิวหนังแท้และเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน โดย
มีคอลลาเจนชนิด I และ III เป็นคอลลาเจนที่พบมากในผิวหนังชั้นไฟโบรบลาสต์ (fibroblasts) (Lam 
et al., 2014) โมเลกุลของคอลลาเจนมีลักษณะเป็นเกลียวสายเปปไทด์สามสายพันกันที่เรียกว่า 
“collagen triple-helix” โครงสร้างแบบนี้มีความเสถียรมากเพราะมีพันธะไฮโดรเจนระหว่างภายใน
และระหว่างสาย ซึ่งร้อยเรียงเป็นล าดับซ้ าๆ กันอย่างต่อเนื่องในรูปของ gly-X-Y โดยมักพบ proline 
ที่ต าแหน่ง x และ hydroxyproline ที่ต าแหน่ง y เป็นส่วนใหญ่ (Gómez-Guillén et al., 2011) 
ด้วยเหตุนี้คอลลาเจนจึงเป็นที่นิยมใช้ในการแพทย์ความงามและเวชส าอาง โดยคอลลาเจนน้ าหนัก
โมเลกุลสูง (high molecular weight: HMW) ช่วยสร้างความสมบูรณ์ของโครงสร้างชั้นผิวแท้ให้มี
ความหนาแน่นมากขึ้น และหน้าที่หลักของคอลลาเจนชนิดนี้คือการผลิตเซลล์ผิวใหม่อยู่ตลอดเวลา
และผลักดันขึ้นมาบนผิวของหนังก าพร้า (epidermis) ขณะที่คอลลาเจนน้ าหนักโมเลกุลต่ า (low 
molecular weight: LMW) ช่วยเพ่ิมความหนาแน่นและขนาดของเส้นใยคอลลาเจน นอกจากนี้ยัง
ช่วยเพิ่มการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก (hyaluronic acid) และช่วยป้องกันรังสี UVA (Gómez-Guillénet 
al., 2011) ปัจจุบันมีการใช้คอลลาเจนในระบบน าส่งยาชนิดคอลลอยด์ (colloidal drug delivery 
systems) การผลิตฟองน้ าส าหรับแผลไหม้ (Vaneerdeweg et al., 1998) ระบบน าส่งโปรตีนในรูป
เม็ดเล็ก (Friess, 1998) และผลิตอนุภาคระดับนาโนในการน าส่งยีน (Lee, Singla, & Yugyung, 
2001) 

การน าคอลลาเจนไปใช้ในเวชส าอางนั้นมีข้อจ ากัด เนื่องจากชั้นผิวหนังชั้นนอก (stratum 
corneum) ยอมให้อนุภาคที่มีขนาดเล็กกว่า 10 นาโนเมตรซึมผ่าน (หรือขนาดน้ าหนักโมเลกุลน้อย
กว่า 500 Da) ยิ่งไปกว่านั้นผิวหนังชั้นนี้มีลักษณะไม่ชอบน้ า (lipophilic) ท าให้โมเลกุลที่ชอบน้ าอย่าง
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คอลลาเจนและกรดไฮยาลูโรนิกที่นิยมใช้ในเวชส าอางซึ่งเป็นองค์ประกอบส าคัญใต้ผิวหนังไม่สามารถ
ซึมผ่านได้อย่างมีประสิทธิภาพ ในทางการแพทย์ความงามจึงมักนิยมฉีดสารดังกล่าวเข้าสู้เซลล์ผิว
โดยตรงเพ่ือฟ้ืนฟูชั้นคอลลาเจนที่สูญเสียไปและแก้ไขข้อบกพร่องของริ้วรอยบนใบหน้า (Li etal., 
2005, Narins et al., 2010) แต่ด้วยเทคโนโลยีที่ก้าวหน้าทางออกของปัญหานี้จึงอาจแก้ไขได้ด้วย
เทคโนโลยีไมโครอิมัลชัน (microemulsions) ซึ่งใช้หลักการการจับคอลลาเจน ( incorporated 
collagen) เข้าไปในตัวน าส่งระดับนาโน (nanocarrier) เพ่ือปรับปรุงการขนส่งสารและการ
ปลดปล่อยสารออกฤทธิ์ต่างๆ ผ่านระบบ microemulsion นี้ ซึ่งระบบคอลลอยด์นี้มีเสถียรภาพใน
เชิงอุณหพลศาสตร์ และขั้นตอนการสร้างระบบนี้ไม่ยุ่งยากมีเพียงน้ ามันและน้ าเป็นองค์ประกอบโดย
ส่วนใหญ่ขนาดของอนุภาคมีขนาดอยู่ในช่วง 10-100 นาโนเมตร โดยมีสารลดแรงตึงผิว (surfactants 
และ cosurfactants) ช่วยให้เกิดโครงสร้างเสถียรดังกล่าว (Paul & Moulik, 1998) นอกจากนี้ขนาด
ของคอลลาเจนต้องมีขนาดน้อยกว่า 500 Da ซึ่งการผลิตคอลลาเจนให้มีขนาดเล็กด้วยเทคโนโลยีที่
เป็นมิตรมีทางเลือกเดียว คือ การย่อยคอลลาเจนด้วยเอนไซม์ โดยทั่วไปเอนไซม์ที่ย่อยคอลลาเจนได้
อย่างมีประสิทธิภาพจัดอยู่ ในกลุ่ม serine protease หรือ metalloprotease เช่น alcalase, 
flavourzyme และ trypsin เป็นต้น (Saiut et al., 2013) ในขณะเดียวกันคอลลาเจนที่มีขนาด
โมเลกุลเล็กยังให้ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระอีกด้วย (Alemán et al., 2011; Lassoued et al., 2015) 

ดังนั้น การน าแมงกะพรุนมาผลิตคอลลาเจนน้ าหนักโมเลกุลต่ าจึงเป็นความท้าทาย เพ่ือ
ประยุกต์กับเวชส าอางให้ได้สูตรที่สามารถน าคอลลาเจนน้ าหนักโมเลกุลต่ าเข้าไปในระบบไมโคร
อิมัลชันให้มากที่สุดและได้ตัวน าส่งระดับนาโนที่สามารถซึมผ่านผิวหนังชั้น stratum corneum ได้   
 
วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

1 ผลิตคอลลาเจนน้ าหนักโมเลกุลต่ าจากแมงกะพรุนเพ่ือประโยชน์ในเวชส าอางระบบไมโคร
อิมัลชันชนิดน้ าในไขมัน 

 
ทฤษฎี สมมุติฐาน และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย  

 ผิวหนังชั้นนอกสุด หรือ stratum corneum  มีลักษณะเป็นเซลล์แบนๆ เรียงกัน
ขนานกับผิว เป็นเซลล์ที่ตายแล้ว ซึ่งจะหลุดลอกออกเป็นขี้ไคล (desquamation process) ผิวหนัง
ชั้นนี้จึงต้องอาศัยการซึมผ่านสารต่างๆ โดยการแพร่ (diffusion) เท่านั้น นอกจากนี้อนุภาคสารที่สา
มารซึมผ่านได้นั้นต้องมีขนาดอนุภาคเล็กกว่า 10 นาโนเมตร หรือมีน้ าหนักโมเลกุลน้อยกว่า 500  Da 
และผิวหนัง stratum corneum ยังมีสมบัติไม่ชอบน้ าท าให้สารที่ซึมผ่านต้องมีลักษณะเป็นสารกลุ่ม 
lipophilic และมีประจุบวก ดังนั้นอนุภาคสารขนาดเล็กที่ไม่ชอบน้ าจึงมีความส าคัญต่อการซึมผ่าน
ผิวหนังชั้นนี้ ขนาดโมเลกุลของคอลลาเจนสามารถลดลงได้ด้วยการไฮโดรไรซ์ด้วยเอนไซม์ซึ่งเอนไซม์ที่
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มีประสิทธิภาพในการย่อยได้แก่ alcalase และ trypsin วิธีนี้เป็นกระบวนการที่ไม่มีการใช้สารเคมี
รุนแรง เหมาะสมกับการประยุกต์ในเวชส าอาง นอกจากนี้การใช้ระบบไมโครอิมัลชันชนิดน้ าในน้ ามัน
มีเหมาะสมกับการใช้กับผิวชั้นนอก  โดยทั่วไประบบไมโครอิมัลชันสามารถสร้างอนุภาคที่มีขนาด 10-
100 นาโนเมตร ซึ่งมีสารลดแรงตึงผิวช่วยสร้างโครงสร้างแบบ micelle ที่มี hydrogel จากคอลลา
เจนภายใน โครงสร้างดังกล่าวจะน าส่งสารภายใน micelle เข้าสู่ผิวหนัง ชั้น stratum corneum ได้
ในที่สุด ดังนั้นสัดส่วนของสูตรเวชส าอางที่ใช้สารต่างๆ จึงจ าเป็นต้องมีการศึกษาเพ่ือให้ได้สูตรผสมเวช
ส าอางระบบไมโครอิมัลชันชนิดน้ าในน้ ามันที่ได้ขนาดอนุภาคท่ีเหมาะสมเพ่ือประสิทธิภาพการซึมผ่าน
ผิวที่ดีที่สุด   
 
ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 การวิจัยนี้เป็นการศึกษาการผลิตคอลลาเจนน้ าหนักโมเลกุลต่ าจากแมงกะพรุนเตรียมด้วย
เอนไซม์ alcalase และ trypsin เพ่ือให้ได้สายเปปไทด์ที่ขนาดสั้นลงหรือใกล้เคียงขนาดน้ าหนัก
โมเลกุล 500 Da และน าคอลลาเจนที่ได้ไปใช้ผลิตเวชส าอางที่มีระบบน าส่งแบบไมโครอิมัลชันชนิดน้ า
ในไขมันที่มีสูตรให้มีขนาดอนุภาคเล็กที่สุด เพื่อช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพการซึมผ่านผิวหนังชั้น stratum 
corneum ให้มากที่สุด ดังนั้นประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับคือ 

1 สร้างองค์ความรู้และนวัตกรรมใหม่ในการผลิตคอลลาเจนน้ าหนักโมเลกุลต่ าจาก
แมงกะพรุน 

2 ประโยชน์ในการสร้างมูลค่าเพ่ิมให้กับแมงกะพรุน 
3 ประโยชน์ด้านการพัฒนาการเวชส าอางท่ีมีประสิทธิภาพมากขึ้น 
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เนื อเรื่อง 
 

การทบทวนวรรณกรรม 
คอลลาเจนและเจลาติน 
เจลาติน (gelatin) เป็นอนุพันธ์โปรตีนที่สามารถละลายน้ าได้ โดยได้จากการย่อยบางส่วน

ของคอลลาเจน (collagen) เป็นโปรตีนแบบเส้นใย (fibrous protein) ซึ่งเป็นองค์ประกอบของ 
กระดูก กระดูกอ่อน และหนัง นอกจากนี้แหล่งวัตถุดิบ อายุของสัตว์ และประเภทของคอลลาเจนเป็น
ปัจจัยส าคัญต่อคุณสมบัติของเจลาติน (Johnston-Banks, 1990) ปัจจุบันคอลลาเจนแบ่งชนิดที่
แตกต่างกันได้ถึง 27 ชนิด คอลลาเจนชนิดที่ 1 (type I collagen) เป็นที่รู้จักอย่างกว่างขว้างซึ่งเป็น
คอลลาเจนจากเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน (connective tissue เจลาตินประกอบไปด้วยคาร์บอนร้อยละ 50.5 
ไฮโดรเจนร้อยละ 6.8  ไนโตรเจนร้อยละ 17  และออกซิเจนร้อยละ 25.2 (Smith, 1921) เจลาตินมี
น้ าหนักโมเลกุลตั้งแต่ 15 ถึง 300 กิโลดาลตัน ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับชนิดและวิธีการในการผลิต โครงสร้าง
ปฐมภูมิของคอลลาเจนและเจลาตินจะประกอบไปด้วยกรดอะมิโนที่แตกต่างกันถึง 18 ชนิด โดย
คอลลาเจนจัดเป็นโปรตีนจากสัตว์ที่ประกอบขึ้นด้วยกรดอะมิโนชนิด hydroxyproline และ 
hydroxylysine รวมถึงปริมาณ Immino acid ทั้งหมดในปริมาณสูง กรดอะมิโนใน  เจลาตินจะมี
ลักษณะไม่แตกต่างจากกรดอะมิโนที่พบในคอลลาเจนต้นแบบ โดยจะมีลักษณะการจัดเรียงตัวแบบ 
Gly-X-Y แบบนี้ไปอย่างต่อเนื่อง โดยที่ต าแหน่ง X ส่วนใหญ่จะเป็น โพรลีน และที่ต าแหน่ง Y จะเป็น 
hydroxyproline คอลลาเจนและเจลาตินมีกรดอะมิโนที่ส าคัญ เช่น ไกลซีน ไฮดรอกซีไลซิน และ 
ไฮดรอกซีโปรลีน และ อนุพันธ์ของทริปโทฟาน ในส่วนต าแหน่งที่อยู่ระหว่างปลายสาย N- และ C-
terminal เรียกว่า telopeptides ซึ่งไม่ได้จัดตัวในรูปแบบโครงสร้างเกลียวสามสาย เนื่องจาก
โมเลกุลของ telopeptides ประกอบด้วยโมเลกุลที่จับกันด้วยพันธะโควาเลนต์ทั้งแบบภายในและ
ภายนอกระหว่างโมเลกุลที่เก่ียวข้องกับกรดอะมิโนไลซีนและ hydroxylysine (Hyl) พันธะเหล่านี้จับ
อะตอมหรือไอออนเข้าด้วยกันกลายเป็นโมเลกุล เจลาตินประกอบไปด้วยโปรตีนที่มีสายโซ่แบบ สาย

แอลฟ่า α-chains (one polymer/single chain) สายเบต้า β-chains (two α-chains 

covalently crosslinked) และสาย แกรมมา γ-chains (three covalently crosslinked α-
chains) (Papon et al., 2007) 

สมบัติหน้าที่ของคอลลาเจนและเจลาติน 
นอกจากคุณสมบัติพ้ืนฐานของการ hydration แล้ว (เช่น การละลาย และการพองตัวในน้ า) สมบัติ
หน้าที่ที่ส าคัญที่สุดของคอลลาเจนและเจลาตินสามารถแบ่งออกได้สองกลุ่ม คือ 1) สมบัติที่เก่ียวข้อง
กับการช่วยให้เกิดเจล เช่น การเกิดเจล (gel formation) ความมีเนื้อสัมผัส (texturizing) ความคงตัว 
(thickening) และความสามารถในการจับน้ าและน้ ามัน และ 2) ความสามารถในการท าให้เกิดเจล 
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เช่น การพองตัว การละลาย ส าหรับการน าเอาเจลาตินมาประยุกต์ใช้นั้นสมบัติที่ส าคัญของเจลาติน
คือ ความสามารถในการเกิดเจล และความแข็งแรงของเจล ความหนืด และ การหลอมเหลว 
คุณสมบัติเหล่านี้มีผลมาจากปัจจัยต่าง ๆ เช่น น้ าหนักโมเลกุลเฉลี่ย และการกระจายของน้ าหนัก
โมเลกุล ความเข้มข้นของสารละลายเจลาติน เวลาการเกิดเจล อุณหภูมิการเกิดเจล ความเป็นกรด-
ด่าง และปริมาณเกลือ มีการศึกษาสมบัติของอาหารที่มีการประยุกต์ใช้เจลาตินปลากันอย่าง
แพร่หลาย (Choi & Regenstein 2000; Norland 1990; Osborne et al., 1990) นอกจากนั้น
การศึกษาเปรียบเทียบระหว่างเจลาตินจากแหล่งต่างกันต่อสมบัติเชิงหน้าที่ของเจลาตินก็มีการศึกษา 
เช่น Leuenberger (1991) ได้ท าการเปรียบเทียบสมบัติเชิงหน้าที่ในด้านต่าง ๆ ระหว่างเจลาตินปลา
และเจลาตินจากสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม นอกจากนั้นสมบัติเชิงหน้าและเคมีกายภาพของเจลาตินปลาใน
ด้านอื่น ๆ ยังมีการศึกษากันอย่างแพร่หลาย เช่น สมบัติทางด้านการไหล (Badii & Howell 2006; 
Gilsenan & Ross-Murphy 2000; Gudmundsson 2002; Haug et al., 2004; Jamilah & 
Harvinder 2002; Muyonga et al., 2004; Zhou & Regenstein 2007) สมบัติในการเกิดฟอง 
(Avena-Bustillos et al., 2006; Jongjareonrak et al., 2006; Zhang et al., 2007) เป็นต้น ซึ่ง
สมบัติเชิงหน้าที่ของเจลาตินและความเป็นไปได้ในการน าไปใช้ประโยชน์ต่างๆ  

เจลาตินเป็นพอลิเมอร์ชีวภาพชนิดซึ่งได้รับความนิยมและเป็นที่รู้จักกันอย่างแพร่หลาย 
เนื่องจากมีการน ามาประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมต่าง ๆ อย่างกว้างขวาง เช่น อุตสาหกรรมอาหาร 
เภสัชกรรม เครื่องส าอาง และอุตสาหกรรมภาพถ่าย ทั้งนี้สืบเนื่องจากสมบัติที่โดดเด่นของเจลาติน 
ส าหรับอุตสาหกรรมอาหาร มีการน าเจลาตินมาใช้ในผลิตภัณฑ์อาหารหลายชนิด เช่น ขนมขบเคี้ยว 
ผลิตภัณฑ์ไขมันต่ า ผลิตภัณฑ์นม ผลิตภัณฑ์ขนมอบ และผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ โดยในแต่ละผลิตภัณฑ์
ต้องการสมบัติที่แตกต่างกันซึ่งมีอยู่ในเจลาติน มีการใช้เจลาตินในผลิตภัณฑ์ที่มีลักษณะเป็นเจลหรือใช้
เพ่ือเพ่ิมลักษณะเนื้อสัมผัสของผลิตภัณฑ์ โดยพบว่าเจลาตินสามารถลดปัญหาการไหลเยิ้มของน้ าออก
จากตัวผลิตภัณฑ์ในผลิตภัณฑ์เจลขึ้นรูปบางชนิดได้ เจลาตินที่สามารถเกิดเจลในอุณหภูมิต่ า สามารถ
ใช้กับอาหารได้อย่างหลากหลาย ตัวอย่างเช่น สารเก็บกักกลิ่น และเก็บกักตามินซี ซึ่งไวต่อการเสื่อม
เสีย ในอุตสาหกรรมยาใช้เจลาตินส าหรับเป็นตัวน าส่งยา การผ่าตัด การปลูกถ่ายเนื้อเยื่อ การสมาน
แผล และการน าเจลาตินมาใช้เป็นแคปซูลยาทั้งชนิดอ่อนและชนิดแข็ง เป็นต้น เนื่องด้วยเจลาตินมี
แคลอรี่ต่ าดังนั้นจึงมักจะถูกแนะน าให้ใช้เป็นส่วนประกอบอาหารเพื่อเพ่ิมปริมาณโปรตีนให้กับ
ผู้บริโภคโดยเฉพาะในผู้บริโภคท่ีต้องการสร้างกล้ามเนื้อให้กับร่างกาย นอกจากนั้นเจลาตินยังถูกใช้
เป็นส่วนประกอบอาหารเพ่ือทดแทนปริมาณคาร์โบไฮเดรตในสูตรอาหารควบคุมส าหรับผู้ป่วย
โรคเบาหวานอีกด้วย (Huang et al., 2014) 
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สมบัติทางชีวภาพของไฮโดรไลเสตและเปปไทด์ 
โปรตีนที่เราบริโภคอยู่ทุกวันเป็นแหล่งของเปปไทด์ทางชีวภาพซึ่งอยู่ในรูป inactive ในล าดับ

โปรตีนต้นก าเนิดแต่สามารถท าหน้าที่ได้เมื่อผ่านการย่อยในระบบทางเดินอาหาร การแปรรูปอาหาร
และการหมัก ทุกครั้งที่มีการปลดปล่อย เปปไทด์ที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพสามารถส่งผลต่อการท างานใน
ระบบร่างกายและส่วนต่างๆ ในร่างกาย คอลลาเจนและเจลาตินจึงได้มีการให้ความสนใจว่าเป็นแหล่ง
ของเปปไทด์ที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพเพ่ือส่งเสริมสุขภาพในเชิงโภชนาการและการประยุกต์ใช้ในเภสัชกรรม 
ปกติแล้วคอลลาเจนและเจลาตินไอโดรไลเสตมักผลิตจากแหล่งของหนังวัว หนังหมู ซึ่งมีข้อจ ากัดใน
การบริโภคว่าด้วยข่าวการระบาดของโรควัวบ้าและการบริโภคในบางศาสนาท าให้เกิดการหาแหล่ง 
คอลลาเจนและเจลาตินใหม่ ซึ่งแหล่งคอลลาเจนและเจลาตินจากสัตว์น้ าเป็นทางเลือกใหม่ที่ดีและเป็น
ที่ยอมรับในหลายศาสนาและมีความปลอดภัยกว่าการใช้วัตถุดิบจากหนังหมู หรือ วัว จึงท าให้ปัจจุบัน
มีการศึกษาแหล่งไฮโดรไลเสตและเปปไทด์ที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพจากสัตว์น้ ามากข้ึน (Cheng et al., 
2008; Cheng et al., 2009) ซึ่งแหล่งคอลลาเจนเหล่านี้ได้มาจากส่วนหนัง หัว กระดูก เกล็ดปลาที่
แปรรูปแล้ว มากไปกว่านั้นการแยกเปปไทด์ที่มีกิจกรรมทางชีวภาพที่ความส าคัญมักจะรายงานว่ามา
จากแหล่งของสัตว์ทะเล เช่น ปลาทะเล แมงกะพรุน ปลิงทะเล (Qian et al., 2008; Wang et al., 
2010; Zhuang et al., 2010; Zhao et al., 2009; Zhuang et al., 2009) 

เปปไทด์หรือไฮโดรไลเสตจากคอลลาเจนและเจลาตินผลิตจากการย่อยด้วยเอนไซม์ เอนไซม์
ทางการค้าต่างๆ ได้น ามาใช้ในการผลิตเปปไทด์ซึ่งได้แก่ trypsin, chymotrypsin, pepsin, 
alcalase, properase E, pronase, collagenase, bromelain และ papain (Kim et al., 2001b; 
Lin and Li, 2006; Mendis et al., 2005a; Yang et al., 2008) นอกจากนี้การใช้เอนไซม์จากไส้
ปลาก็นิยมน ามาศึกษาเพ่ือผลิตไฮโดรไลเสต (Jung et al., 2005; Phanturat et al., 2010) เอนไซม์
โปรติเอสมีความจ าเพาะต่อการย่อยโปรตีนต่างกัน ซึ่งขึ้นอยู่กับขนาดของโปรตีน องค์ประกอบของ
กรดอะมิโนอิสระ ร่วมถึงล าดับกรดอะมิโนในสายเปปไทด์ด้วย และนั้นน าไปสู่การท างานเชิงหน้าที่ของ
เปปไทด์ที่ได้ (Wu et al., 2003) เอนไซม์ Alcalase เป็นเอนไซม์ทางการค้าที่นิยมกันมากในงานวิจัย
หลายๆ เรื่อง เอนไซม์ที่ได้จากจุลินทรีย์นี้เป็นที่นิยมเนื่องจากการย่อยโปรตีนให้ได้ระดับการย่อยที่สูง 
และไม่มีความจ าเพาะว่าจะเลือกย่อยโปรตีนชนิดไหน นอกจากนี้ยังใช้เวลาที่สั้นภายใต้สภาวะที่ไม่
รุนแรง (Benkajul & Morrissey, 1997) เอนไซม์นี้ได้น าไปใช้ในการย่อยหนังปลา Alaska Pollack,  
ปลาหมึก squid Todarodes pacificus และปลาหมึก giant squid เพ่ือผลิตเป็นไฮโดรไลเสตที่มี
ขนาดโมเลกุลเล็กและให้ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและยับยั้งเอนไซม์ ACE ที่สูงอีกด้วย (Giménez et al., 
2009; Nam et al., 2008) 

ขนาดเฉลี่ยของน้ าหนักโมเลกุลของโปรตีนไฮโดรไลเสตเป็นปัจจัยมีที่ส าคัญในแง่ของการท า
หน้าที่เชิงชีวภาพ เปปไทด์ที่ได้จากโปรตีนไฮโดรไลเสตมีความหลากหลายในการออกฤทธิ์ต่างๆ การใช้
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ระบบ ultrafiltration membrane จะสามารถช่วยให้ได้กลุ่มของเปปไทด์ที่ต้องการนั้นแคบลง เช่น
ได้ขนาดโมเลกุลที่ต้องการและมีฤทธิ์เฉพาะที่ต้องการ ซึ่งมักจะขึ้นอยู่กับแหล่งโปรตีนที่ใช้เริ่มต้น 
(Picot et al., 2010) นี้เป็นระบบที่จะมีบทบาทมากข้ึนในการผลิตเปปไทด์ในอนาคต ซึ่ง ณ ตอนนี้มี
การศึกษาการแยกเปปไทด์ที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพต่างๆ จากคอลลาเจนแล้วมากมาย (Alemán et al., 
2011b; Hai-Lun et al., 2006; Hernández-Ledesma et al., 2004; Hernández-Ledesma et 
al., 2005; Mendis et al., 2005a; Saiga et al., 2008; Zhao et al., 2007) 

การศึกษาท้ังหมดเก่ียวกับเปปไทด์ที่ผลิตจากคอลลาเจนมักสนใจในการมีฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระและการยับยั้งเอนไซม์ ACE เปปไทด์ส่วนใหญ่เหล่านั้นมักอยู่ในรูปของ Gly-Pro-Hyp ซึ่งการมี
องค์ประกอบกรดอะมิโนที่จ าเพาะมีบทบาทต่อการมีฤทธิ์ทางชีวภาพ (Kim & Mendis, 2006) 
นอกจากนี้เปปไทด์สามารถใช้ท าหน้าที่ในการต้านจุลลินทรีย์ จับกับโลหะ ลดผลของไขมัน และมีผลดี
ต่อสุขภาพผิว ร่วมถึงข้อต่อในร่างกาย (Gómez-Guillén et al., 2010; Hou et al., 2009; 
Moskowitz, 2000; Zhang et al., 2010) 

บางการศึกษาเป็นการยืนยันกิจกรรมทางชีวภาพในระบบ in vivo ร่วมถึงการทดลองใน
สัตว์ทดลอง นอกจากนี้การศึกษาในมนุษย์เองก็ให้ผลในทางบวก ซึ่งการบริโภคเปปไทด์จากแหล่ง
คอลลาเจนส่งผลต่อการส่งเสริมการท างานในข้อต่อต่างๆ ในร่างกาย เนื่องจากความสามารถของเปป
ไทด์ที่ได้จากคอลลาเจนและเจลาตินนี้ท าให้เป็นที่นิยมผลิตในอุตสาหกรรมยาเพ่ือท าเป็นอาหารเสริม 
(Zuckley et al., 2004) เปปไทด์จากหนังปลาสามารถลดการดูดซึมไขมันได้เมื่อทดลองในหนู (Saito 
et al., 2009) ไฮโดรไลเสตจากกระดูกไก่สามารถลดการผลิต proinflammatory cytokine ในหนู
ทดลองได้ (Zhang et al., 2010) นอกจากนี้โรคข้อต่อกระดูกในสุนัขและโรคกระดูกพรุนในหนู
สามารถเยี่ยวยาได้ด้วยการบริโภคคอลลาเจนไฮโดรไลเสตจากหนังหมู (Beynen et al., 2010; Han 
et al., 2009; Watanabe-Kamiyama et al., 2010) ในทางกลับกันการบริโภคเจลาตินไฮโดรไลเส
ตจากหนังวัวไม่มีผลต่อโครงสร้างกระดูกในผู้หญิงวัยหมดประจ าเดือน (Cúneo et al., 2010) และ
เร็วๆ นี้ เปปไทด์บางอย่างจากแหล่งทะเลสามารถช่วยป้องกันการท าลาย DNA ผิวจากแสงรังสี UV 
ได้ (Hou et al., 2009; Zhuang et al., 2009) 

การประยุกต์ใช้ไมโครอิมัลชัน (Microemulsions) ในผลิตภัณฑ์เครื่องส้าอาง   
เครื่องส าอางจะมีประสิทธิภาพดี นอกจากจะขึ้นอยู่กับชนิด และปริมาณสารออกฤทธิ์ส าคัญ

ที่เป็นส่วนประกอบของเครื่องส าอางเองแล้ว ยังขึ้นอยู่กับความสามารถที่สารออกฤทธิ์ส าคัญดังกล่าว
จะแทรกหรือซึมไปยังอวัยวะเป้าหมายได้มากน้อยเพียงใด เทคนิคไมโครอิมัลชัน (microemulsions, 
ME) เป็นเทคนิคท่ีท าให้ขนาดของอนุภาคมีขนาดในช่วง 10-140 นาโนเมตร ท าให้ได้ผลิตภัณฑ์มี
ลักษณะโปร่งใส มีความหนืดต่ า และมีความคงตัวทางเทอร์โมไดนามิก (thermodynamic stability) 
ไมโครอิมัลชันมีองค์ประกอบ 3 องค์ประกอบ คือ เฟสของน้ า (aqueous phase) เฟสของน้ ามัน (oil 



8 
 

phase) และสารลดแรงตึงผิว (surfactant) และอาจมีสารเสริม (cosurfactant) ในสัดส่วนที่
เหมาะสม ท าให้เฟสทั้งสองซึ่งปกติเป็นเฟสที่ไม่สามารถเข้ากันได้ สามารถอยู่รวมกันแบบคอลลอยด์ 
(colloidal system) ที่คงตัว (Anton & Vandamme, 2011; Donnelly & Singh, 2015)   ทั้งนี้
สามารถแบ่งไมโครอิมัลชันเป็นหลายประเภท ขึ้นอยู่กับ องค์ประกอบ สัดส่วนขององค์ประกอบ
เหล่านั้น และการจัดเรียงตัวของโมเลกุล ได้แก่ ไมโครอิมัลชันแบบน้ ามันในน้ า (oil-in-water} O/W 
ที่มีอนุภาคของน้ ามันกระจายตัวอยู่ในเฟสของน้ า ไมโครอิมัลชันแบบน้ าในน้ ามัน (water-in-oil, 
W/O) ที่อนุภาคของน้ ากระจายตัวอยู่ในเฟสของน้ ามัน  และระบบต่อเนี่องแบบคู่ (bicontinuous 
systems) ที่มีเฟสของน้ าและน้ ามันพันกันโดยมีสารลดแรงตึงผิวที่มีลักษณะเป็นแผ่นยึดระหว่างเฟส 

ปัจจุบันนิยมใช้ไมโครอิมัลชันในเครื่องส าอางหลายชนิด เช่น ผลิตภัณฑ์บ ารุงผิว บ ารุงเส้นผม 
เป็นต้น เนื่องจากกระบวนการดังกล่าวจะท าให้ได้ผลิตภัณฑ์ท่ีใส ไม่ทิ้งคราบขาวไว้บนผิวหรือเส้นผม 
มีสมบัติในการเพิ่มความชุ่มชื้นให้กับผิวหรือเส้นผมได้ มีความสามารถในการละลายที่ดี ท าให้มีการ
กระจายตัวของสารออกฤทธิ์สม่ าเสมอ มีอายุการเก็บรักษาที่ยาวนานโดยไม่เกิดการแยกชั้น เนื่องจาก
เทคนิคไมโครอิมัลชันสามารถท าให้สารออกฤทธิ์ส าคัญที่อาจมีความเป็นขั้วต่างกันสามารถอยู่รวมกัน
เป็นเนื้อเดียวกันได้ นอกจากนี้เทคนิคดังกล่าวยังเป็นวิธีที่ท าให้สามารถใส่สารออกฤทธิ์ส าคัญลงใน
ส่วนผสมได้มากกว่าวิธีอ่ืน ๆ (high bioactive compound loading)   รวมทั้งมีข้ันตอนการเตรียมที่
ไม่ยุ่งยากเพียงแค่ผสมส่วนผสมให้เข้ากันในสัดส่วนที่เหมาะสม และสามารถขยายขนาดของ
กระบวนการผลิตให้สามารถผลิตในระดับอุตสาหกรรมได้ (Adnan et al., 2008; Azouaoui et al., 
2017; A. Kumar, Kushwaha, & Sharmar, 2014; ประภาพร บุญมี, กฤติยา ศรีสุวรรณวิเชียร, & 
ณัฐธิดา ภัคพยัต, 2553) นอกจากนี้ยังมีรายงานว่า ด้วยขนาดอนุภาคที่เล็กระดับนาโนเมตร และการ
มีสัดส่วนของพ้ืนที่ผิวต่อปริมาตร (surface area-to-volume ratio) มาก ท าให้ไมโครอิมัลชัน
สามารถซึมเข้าสู่ผิวได้ดีกว่าการใช้ครีมหรือเจลที่เตรียมโดยวิธีปกติ (B. Kumar, Jain, & Prajapati, 
2011; Malakar, Sen, Nayak, & Sen, 2011; Thacharodi & Panduranga Rao, 1994) โดยไม
โครอิมัลชันจะเข้าท าลายโครงสร้างที่เป็นไขมัน บนชั้นผิวหนังที่ป้องกันไม่ให้สารเข้า-ออก หรือท าให้
สารส าคัญดังกล่าวสามารถละลายไปกับผิวหนังได้มากขึ้นได้ (Hathout, Mansour, Mortada, 
Geneidi, & Guy, 2010; Lopes, 2014) 

ทั้งนี้มีปัจจัยหลายปัจจัยที่มีผลต่อความสามารถในการซึมเข้าสู่ผิวของไมโครอิมัลชัน เช่น 
ชนิดของไมโครอิมัลชัน ชนิด ปริมาณ และความสามารถในการละลายของสารออกฤทธิ์ส าคัญ ชนิด
และสัดส่วนของสารลดแรงตึงผิว หรือสารเสริมต่อสารออกฤทธิ์ส าคัญดังกล่าว ขนาดของไมโคร
อิมัลชัน ลักษณะโครงสร้างของสารตัวพาที่เป็นไขมันซึ่งมีผลต่อความสามารถในการเลือกผ่านของเซล
ผิวหนัง รวมถึงลักษณะเฉพาะของเป้าหมายที่เราต้องการใช้ผลิตภัณฑ์เหล่านั้น เช่น ผิวหน้า หรือผิว
กาย เป็นต้น  (Boonme, Boonthongchuay, Amnuaikit, & Wongpoowarak, 2013; Förster, 
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Von Rybinski, & Wadle, 1995; Friedman, Schwarz, & Weisspapir, 1995; Lopes, 2014; 
Shim et al., 2010; Thevenin, Grossiord, & Poelman, 1996) การเลือกชนิดของไมโครอิมันชัน 
ส่วนใหญ่จะข้ึนอยู่กับลักษณะการใช้งาน หรือสารออกฤทธิ์ส าคัญ เป็นส าคัญ เช่น ไมโครอิมัลชันแบบ
น้ ามันในน้ า นิยมใช้ส าหรับการผลิตผลิตภัณฑ์กันแดด เพ่ือให้ผลิตภัณฑ์ดังกล่าวสามารถกันน้ าได้ ท า
ให้ผิวไม่แห้ง ไม่ข้นหนืดท าให้สามารถชะโลมผิวได้ง่ายไม่เหนอะหนะ หรือสามารถน ามาผลิตสารให้
ความชุ่มชื้นกับผิวที่มีความเป็นขั่วต่ าที่อยู่ในเฟสที่เป็นน้ ามัน ซึ่งจะค่อย ๆ ถูกปล่อยออกมาในเฟสของ
น้ าที่อยู่ด้านนอกเป็นระยะ ๆ อย่างต่อเนื่องเพ่ือให้ความชุ่มชื้นกับผิว ส่วนไมโครอิมัลชันแบบน้ าใน
น้ ามันนิยมใช้ส าหรับป้องกันองค์ประกอบที่ละลายในน้ าได้ เช่น โปรตีน เปปไทด์ จากกระบวนการเม
แทบอลิซึม หรือจากการสัมผัสอุณหภูมิที่สูงที่อาจเป็นจ าเป็นในกระบวนการผลิต แต่มีผลท าให้สาร
ดังกล่าวเกิดการเสื่อมสภาพได้ หรือใช้ส าหรับการผลิตสารให้ความชุ่มชื้นกับผิวเช่นกัน แต่ไม่ทิ้งสาร
ตกค้างบนผิว โดยสารที่นิยมใช้เป็นสารลดแรงตึงผิวในไมโครอิมัลชันแบบน้ าในน้ ามัน คือ แอลกอฮอล์
สายยาวที่มีคาร์บอน 12-18 อะตอม หรืออัลคิลแอลกอฮอล์ (alkyl alcohol ที่มีคาร์บอน 1-3 
อะตอม โดยขนาดของอนุภาคจะมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางอยู่ระหว่าง 0.001-0.2 ไมโครเมตร  
(Adnan et al., 2008) 
 
รายละเอียดเกี่ยวกับวิธีด้าเนินการวิจัย  

การสกัดคอลลาเจนจากแมงกะพรุน 
น าแมงกะพรุน แช่ในสารละลาย NaOH (0.2 M) ในอัตราส่วนหนังปลา 1 ส่วน สารละลาย 

NaOH 10 ส่วน (w/v) แช่ไว้ที่อุณหภูมิ 4 °C และท าการกวนด้วยเครื่อง overhead stirrer เป็นเวลา 
12 ชั่วโมง ในระหว่างการแช่แมงกะพรุนท าการเปลี่ยนถ่ายสารละลาย NaOH ทุก 4 ชั่วโมง หลังจาก
นั้น น าแมงกะพรุนที่ได้แช่ในน้ าโดยปล่อยให้น้ าไหลผ่านตัวอย่างตลอดจนกว่าค่า pH ของน้ าที่แช่
ตัวอย่างมีค่าเป็นกลาง หลังจากนั้นน าแมงกะพรุนที่ได้ไปสกัดอนุพันธ์คอลลาเจน โดยใช้อัตราหนัง
ตัวอย่างต่อน้ า 1 ต่อ 10 (w/v) โดยมีสารละลายสกัดคือ acetic acid เข้มข้น 0.05 M ท าการสกัดใน
ถังท่ีมีการกวนอยู่ตลอดเวลาที่อุณหภูมิ 45 °C เป็นเวลา 12 ชั่วโมง หลังการสกัดน าสารละลายส่วนใส
มากรองด้วยผ้ าขาวบาง 4 ชั้น  ก่อนน าสารละลายที่ ได้ ไปท าแห้ งแช่ เยือกแข็งด้วยเครื่อง  
ScanvacModel Coolsafe 55  freeze dryer (Coolsafe, Lynge, Denmark) จะได้คอลลาเจน
น้ าหนักโมเลกุลต่ า ผงเพื่อใช้ในการศึกษาต่อไป 

การหาปริมาณโปรตีน 
ปริมาณโปรตีนวัดได้โดยใช้การทดสอบ Biuret ตามวิธีการของ Robinson and Hodgen (1940) 
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วิเคราะห์รูปแบบโปรตีนโดยเครื่อง electrophoresis 
รูปแบบโปรตีนของคอลลาเจนน้ าหนักโมเลกุลต่ าวิเคราะห์โดยวิธี sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis: SDS-PAGE (Laemmli, 1970) น าตั วอย่ าง (1 กรัม ) 
ละลายในสารละลาย SDS ที่ความเข้มข้นร้อยละ 5 จ านวน 10 ml และให้ความร้อนแล้วที่ 85 °C 
เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ได้สารละลายโปรตีนส่วนใส (supernatants) น าส่วน supernatant ผสมกับ
บัฟเฟอร์ (สารละลาย 0.5 M Tris-HCl ที่มี pH 6.8 โดยมีความเข้มข้นร้อยละ 4 (w/v) ของสาร SDS 

มีกลีเซอรอลร้อยละ 20 (v/v) และสาร β-mercaptoethanol ร้อยละ 10 (v/v) ในอัตราส่วน 1:1 
(v/v) น าส่วนผสมที่ได้ต้มในน้ าเดือดเป็นเวลา 3 นาที ก่อนน าตัวอย่างที่มีความเข้มข้นโปรตีน 15 
ไมโครกรัม โหลดลงในช่องว่างบนแผ่นเจล ซึ่งประกอบด้วยส่วนเจลทดสอบและเจลส่วนบนที่มีความ
เข้มข้นของ acrylamide ร้อยละ 7.5 (v/v) และร้อยละ 4 (v/v) ตามล าดับ ท าการวิเคราะห์ตัวอย่าง
โดยใช้กระแสไฟฟ้าที่ 15 mA ต่อ 1 แผ่นเจล ด้วยเครื่อง Mini-PROTEAN® Tetra Cell (BioRad 
Laboratories, Inc., Richmond, CA., USA) หลังจากนั้นย่อมเจลด้วยสารละลาย Coomassie blue 
R-250 ร้อยละ 0.1 (w/v) ที่ละลายในสารละลาย methanol ร้อยละ 15 (v/v) และกรด acetic ร้อย
ละ 5 (v/v) เป็นเวลา 1 คืน ก่อนล้างสารย้อมด้วยสาระลาย methanol ร้อยละ 30 ที่มีกรด acetic 
acid ร้อยละ 10 จนได้แผ่นเจลที่มีพ้ืนหลังใส 
การผลิตคอลลาเจนน ้าหนักโมเลกุลต่้า 

น าคอลลาเจนจ านวน  4 g ละลายในน้ ากลั่น ก่อนปรับค่า pH ให้เท่ากับ 7.5 ด้วยสารละลาย 
NaOH เข้มข้น 1 M หลังจากนั้นปรับปริมาตรให้ได้เท่ากับ 50 ml และได้ปริมาณโปรตีนให้มีความ
เข้มข้นเท่ากับร้อยละ 2 ซึ่งหาค่าปริมาณโปรตีนด้วยวิธีของ Lowry method (Lowry et al., 1951) 
เริ่มปฏิกิริยาการย่อยโดยเติมเอนไซม์ alcalase และ trypsin ในปริมาณ 1 ต่อ 50 ส่วน (เอนไซม์ต่อ
สารตั้งต้น) หลังจากย่อยคอลลาเจนเป็นเวลา 12 ชั่วโมงท าการหยุดปฏิกิริยาด้วยการต้มที่น้ าเดือด
อุณ หภูมิ  90  °C เป็ น เวลา 15 นาที  ใน อ่างควบคุม อุณ หภูมิ  (model W350 , Memmert, 
Schwabach, Germany) เมื่อตัวอย่างเย็นลงน าสารละลายที่ได้หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว  5000  × g 
เป็นเวลา 10 นาที ณ อุณหภูมิ 25 °C เก็บส่วนใสและสารละลายไปท าแห้งแช่เยือกแข็งจนในที่สุดได้
เป็นผงคอลลาเจนน้ าหนักโมเลกุลต่ า น าผงคอลลาเจนน้ าหนักโมเลกุลต่ า ที่ได้ใส่ถุงพลาสติกปิดให้
แน่นและเก็บไว้ในตู้แช่เยือกแข็งท่ีอุณหภูมิ -20 °C  
วิเคราะห์ความเข้มข้นโปรตีนและกรดอะมิโนอิสระ 
 ความเข้มข้นโปรตีนในตัวอย่างคอลลาเจนน้ าหนักโมเลกุลต่ า วิเคราะห์โดยวิธี Folin phenol 
reagent (Lowry  et al., 1951) ใช้ bovine serum albumin เป็นสารมาตรฐาน ส าหรับความ
เข้มข้นกรดอะมิโนอิสระวิเคราะห์โดยวิธี ninhydrin method (Moore & Stein, 1957) ใช้ glycine 
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เป็นสารมาตรฐาน ซึ่งท าการวัดค่าทั้งหมดด้วยวิธีการดูดกลื่นแสงด้วยเครื่อง Shimadzu UV mini-
1240 spectrophotometer 

การเตรียมไมโครอิมัลชัน 
เตรียมไมโครอิมัลชันด้วยการผสมน้ ามัน ต่างๆ ชั่ง isopropyl myristate จ านวน 40 กรัม 

และเติมสารลดแรงตึงผิว sorbitane monooleate (S80) ต่อ Tween80 (poly-oxyethylene 
sorbitan monooleate, T80) ในอัตราส่วนต่างกัน 2:1 (น้ าหนัก) จ านวน 40 กรัม และสารลดแรง
ตึงผิวร่วม ได้แก่  propylene glycol ต่อ ethanol ในอัตราส่วนคงที่ 1:1 (น้ าหนัก) จ านวน 10 กรัม  
คนให้เข้ากัน หลังจากนั้นหยดน้ าบริสุทธิ์ลงในสารละลายส่วนน้ ามันดังกล่าวขณะมีการการกวนอย่าง
ต่อเนื่องโดยใช้เครื่องกวนด้วยความเร็วรอบ 300 รอบต่อนาที จนกว่าระบบไมโครอิมัลชันจะขุ่น
เล็กน้อย ท าการบันทึกปริมาณน้ าที่ใช้ (15 กรัม) ก่อนท าการหยดน้ าใหม่ซ้ าอีกครั้งจนกว่าโดยให้ได้
ปริมาณหยดสุดท้ายใกล้เคียงกับที่บันทึกแต่สารละลายยังไม่เกิดความขุ่น  ตัวอย่างแต่ละตัวจะตั้งไว้ที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลาอย่างน้อย 24 ชั่วโมงก่อนการวิเคราะห์ผลต่างๆ   

การเตรียมไมโครอิมัลชันที่มีการเติมคอลลาเจนน ้าหนักโมเลกุลต่้า 
จากการเตรียมไมโครอิมัลชันในข้อ 12.3 ท าการเลือกส่วนผสมที่เหมาะสมที่สุดที่ท าให้เกิด

ระบบอิมัลชันชนิดน้ าในน้ ามัน ก่อนผสมน้ าบริสุทธิ์ที่มีคอลลาเจนน้ าหนักโมเลกุลต่ าความเข้มข้น 0.5, 
1 และ 2%   

ศึกษาการป้องกันของคอลลาเจนเปปไทด์ในระบบอิมัลชัน 
น าสารละลายอิมัลชันที่เตรียมได้มาท าปฏิกิริยา กับสารละลาย cupric acetate (0.15 µM) 

จ านวนอย่างละ 50 µl ผสม และเขย่าตลอดเวลาด้วยเครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิ (Unimax 1010, 
Heidolph, Schwabach, Germany) ที่ 37 °C ในภาวะไม่มีแสง การทดลองนี้เปรียบเทียบตัวอย่าง
กับสารต้านอนุมูลอิสระสังเคราะห์คือ Trolox ที่ความเข้มข้น 100 ppm ท าการสุ่มเก็บตัวอย่างทุกๆ 
6 ชั่วโมงเพ่ือน าไปวิเคราะห์ค่า conjugated diene ค่า peroxide value และค่า TBARS 

วิเคราะห์ปริมาณของ conjugated diene (CD)  
ปริมาณของ conjugated diene วิเคราะห์โดยวิธีของ Frankel et al. (1997) น าตัวอย่าง 

Liposome (0.1 ml) ละลายในสารละลาย methanol (5.0 ml) ก่อนวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 234 
nm ด้วยเครื่อง UV-1601 spectrophotometer (Shimadzu, Kyoto, Japan) 

วิเคราะห์ค่า peroxide (PV) 
ค่า PV วิเคราะห์โดยวิธีของ  Wu et al. (2003) น าสารละลาย liposome จ านวน 50 µl ผสมกับ
สารละลาย ethanol เข้มข้นร้อยละ 75 จ านวน 2.35  ml ตามด้วยสารละลาย ammonium 
thiocyanate ร้อยละ 30 จ านวน 50 µl สุดท้ายเติมสารละลาย ferrous chloride เข้มข้น 20 mM 
ที่ละลายในสารละลาย  HCl เข้มข้นร้อยละ 35 จ านวน 50 µl หลังจากน้ าผสมตัวอย่างให้เข้ากัน ทิ้ง
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ไว้ 3 นาทีก่อนวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 500 nm ด้วยเครื่อง spectrophotometer ใช้ cumene 
hydroperoxide เป็นสารมาตรฐาน และรายงานข้อมูลในรูปของ g cumene hydroperoxide/l 
liposome 

วิเคราะห์หาสาร thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) 
การวิเคราะห์ค่า TBARS ท าตามวิธีของ Lee and Hendricks (1997) โดยน าตัวอย่าง Liposome 
จ านวน 0.5 ml ผสมกับสารละลาย  TBARS (0.375% thiobarbituric acid, 15% TCA และ 0.25 
M HCl)จ านวน 2.5 ml เมื่อส่วนผสมตัวอย่างเข้ากันดีแล้วน าไปต้มในน้ าเดือดเป็นเวลา 10 นาที 
ระหว่างนี้สีชมพูในสารละลายเริ่มเปลี่ยนสี หลังจากนั้นปล่อยให้เย็นด้วยการแช่น้ าแข็ง ก่อนน า
ตัวอย่างเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 5000 × g เป็นเวลา 15 นาที น าส่วนใสไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ 532 
nm ด้วยเครื่อง UV-1601 spectrophotometer ส าหรับการเปรียบเทียบสารมาตรฐานใช้ 
malondialdehyde (MDA) เป็นสารมาตรฐาน และรายงานข้อมูลในรูปของ as g MDA/l liposome 
การวิเคราะห์ทางสถิติ 
 ท าการทดลอง 3 ซ้ าในแต่ละปัจจัยที่ศึกษา วิเคราะห์ความแปรปรวนของข้อมูลด้วย ANOVA 
เปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างปัจจัยที่ศึกษาด้วย Duncan’s Multiple Range Test วิเคราะห์
ข้อมูลโดยใช้โปรแกรมส าเร็จรูปเพ่ือประมวลผลทางสถิติ SPSS (SPSS 10.0 for Windows, SPSS 
Inc, Chicago, IL, USA) ที่ระดับความเชื่อมนัร้อยละ 95 
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ผลการวิจัยและวิจารณ์ 
 

1. การผลิตอนุพันธ์คอลลาเจนจากแมงกะพรุนที่ออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
การวิจัยนี้เป็นการศึกษาการผลิตคอลลาเจนน้ าหนักโมเลกุลต่ าจากแมงกะพรุนเตรียมด้วย

เอนไซม์ alcalase และ trypsin เพ่ือให้ได้สายเปปไทด์ที่ขนาดสั้นลงหรือใกล้เคียงขนาดน้ าหนัก
โมเลกุล 500 Da และน าคอลลาเจนที่ได้ไปใช้ผลิตเวชส าอางที่มีระบบน าส่งแบบไมโครอิมัลชันชนิดน้ า
ในไขมันที่มีสูตรให้มีขนาดอนุภาคเล็กที่สุด เพื่อช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพการซึมผ่านผิวหนังชั้น stratum 
corneum ให้มากที่สุด โดยวัสถุดิบส าคัญในการวิจัยครั้งนี้คือแมงกระพรุนดองเกลือ (ดังภาพที่ 1) ซึ่ง
น ามาสกัดคอลลาเจนเพื่อใช้เตรียมอนุพันธ์คอลลาเจนจากแมงกะพรุนที่ออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 

 

 

ภาพที่ 1  ตัวอย่างแมงกะพรุนดอง (ส่วนหนวด) ทีน่ ามาสกัดอนุพันธ์คอลลาเจน 
 
1.1 ปริมาณร้อยละของผลผลิตเจลาตินจากแมงกะพรุน (%yield) และปริมาณโปรตีนของ
แมงกะพรุน 

   จากการสกัดคอลลาเจนจากแมงกะพรุน โดยน ามาสกัดด้วย 0.5 M กรดอะซิตริก พบว่าได้
ปริมาณของผลผลิตสารสกัดในรูปของสารละลายร้อยละ 147.41 ซึ่งมีปริมาณโปรตีนจากการทดสอบ
ด้วยวิธี Biuret เท่ากับ 17 mg/ml  หากท าแห้งจะไดส้ารสกัดในรูปของแข็งมผีลผลิตร้อยละ 3.63 
 

1.2 ปริมาณกรดอะมิโนชนิด α ของอนุพันธ์คอลลาเจนจากแมงกะพรุน 

   จากการวิเคราะห์ปริมาณกรดอะมิโนชนิด α ของอนุพันธ์คอลลาเจนจากแมงกะพรุนที่
ไฮโดรไลซ์ด้วยเอนไซม์อัลคาเลสและเอนไซม์ทริปซินที่อัตราส่วนของเอนไซม์ต่อสารตั้งต้น (1:50 และ 
1:100 ตามล าดับ) ต่างกันโดยใช้ L-leucine เป็นสารมาตรฐาน (แสดงดังภาพที่ 4-2) พบว่าการใช้

เอนไซม์ทริปซินที่อัตราส่วนของเอนไซม์ต่อสารตั้งต้น 1:50 (Try 1:50)  มีปริมาณกรดอะมิโนชนิด α 
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สูงที่สุด เนื่องจากเอนไซม์ทริปซินย่อยโปรตีนโดยตัดพันธะเปปไทด์ท าให้มีกรดอะมิโนที่ต าแหน่ง α 

มากขึ้น บ่งบอกถึงความสามารถของทริปซินในการย่อยโปรตีน ซึ่งการที่มีปริมาณกรดอะมิโนชนิด α 
มากแสดงว่าเอนไซม์ที่ใช้ในการย่อยมีความสามารถในการย่อยได้ดี และเมื่อปริมาณเอนไซม์มากจึงมี
โอกาสจับกับสับสเตรทได้มากขึ้นส่งผลให้มีการย่อยที่มากขึ้น เอนไซม์ในกลุ่มโปรตีเอส (Protease) 
สามารถตัดพันธะเปปไทด์ในโมเลกุลของโปรตีนให้เป็นกรดอะมิโนอิสระและเปปไทด์ที่สั้นลง และเป็น
เอนไซม์ที่มีลักษณะการตัดสายยาวของโพลีเปปไทต์แบบเอนโดเปปติเดส ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่ย่อย
พันธะเปปไทด์อย่างอิสระภายในโซ่โมเลกุลของโปรตีนได้เป็นเปปไทด์สายสั้นๆ และมีประสิทธิภาพใน
การย่อยโปรตีนสูงเนื่องจากมีความจ าเพาะต่อสับเสตรทที่เป็นเปปไทด์โมเลกุลใหญ่หลายชนิดท าให้
สามารถย่อยโปรตีนได้  

 

 
ภาพที่ 2  ปริมาณกรดอะมิโนชนิด α ของตัวอย่างอนุพันธ์คอลลาเจนจากแมงกะพรุนที่ ไฮโดรไลซ์
ด้วยเอนไซม์อัลคาเลสและเอนไซม์ทริปซิน (C คือ เจลาตินที่ไม่ได้ท าการไฮโดรไลซ์ด้วยเอนไซม์อัล

คาเลสและเอนไซม์ทริปซิน, Al 1:50 คือ เจลาตินที่ท าการไฮโดรไลซ์ด้วยเอนไซม์อัลคาเลสที่อัตราส่วน
ของเอนไซม์ต่อสารตั้งต้น 1:50, Al 1:100 คือ เจลาตินที่ท าการไฮโดรไลซ์ด้วยเอนไซม์อัลคาเลสที่

อัตราส่วนของเอนไซม์ต่อสารตั้งต้น 1:100, Try 1:100  คือ เจลาตินที่ท าการไฮโดรไลซ์ด้วยเอนไซม์ท
ริปซินที่อัตราส่วนของเอนไซม์ ต่อสารตั้งต้น 1:100, Try 1:100 คือ เจลาตินที่ท าการไฮโดรไลซ์ด้วย

เอนไซม์ทริปซินที่อัตราส่วนของเอนไซม์ต่อสารตั้งต้น 1:100) 
 

เมื่อเปรียบเทียบเอนไซม์ ทริปซินและอัลคาเลสที่อัตราส่วนระหว่างเอนไซม์ต่อสารตั้งต้น

เท่ากันพบว่าตัวอย่างที่ย่อยด้วยทริปซินมีปริมาณอะมิโนชนิด α ได้มากกว่า บ่งชี้ถึงความสามารถใน
การย่อยสลายสารตั้งต้นอย่างจ าเพาะซึ่งเอนไซม์ทริปซินมีจ าเพาะต่อการย่อยโปรตีน ที่ต าแหน่งที่พบ
กรดอะมิโน กรดอะมิโนไลซีนหรืออาร์จินีนมาก โดยเฉพาะคอลลาเจนจากแมงกะพรุนมีกรดอะมิโน
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อาร์จินีนมาก จึงสามารถย่อยโปรตีนสายใหญ่ให้สั้นลงได้ดี ดังนั้นเอนไซม์ทริปซินจึงเหมาะสมส าหรับ
ใช้ย่อย คอลลาเจนเพ่ือให้ได้โปรตีนสายสั้น และระดับการย่อยยังส่งผลต่อการออกฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระ เนื่องจากการไฮโดรไลซ์โปรตีนด้วยเอนไซม์โปรติเอสเป็นการใช้สภาวะที่ไม่รุนแรงและสามารถ
ก าหนดขอบเขตของการไฮโดรไลซ์ได้ ซึ่งสามารถปรับปรุงสมบัติของโปรตีนให้อยู่ในรูปของเพปไทด์ใช้
เป็นสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ได้แก่ การต้านอนุมูลอิสระ และมีสมบัติเชิงหน้าที่ เช่น การเกิดโฟมและ
การเกิดอิมัลชัน อย่างไรก็ตามสมบัติเชิงหน้าที่ข้ึนกับแหล่งของโปรตีนตั้งต้น และสมบัติที่เป็นสารออก
ฤทธิ์ทางชีวภาพ หรือ และชนิดของเอนไซม์ซึ่ งส่ งผลต่อระดับการไฮโดรไลซิส  (degree of 
hydrolysis) ขนาดของเพปไทด์ (molecular weight) องค์ประกอบของกรดอะมิโน (amino acid 
composition) และการจัดเรียงตัวของกรดอะมิโน (amino acid sequence) 
 
1.3 กิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ ABTS ของอนุพันธ์คอลลาเจนจากแมงกะพรุน 

จากการวิเคราะห์  กิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ  ABTS ของอนุพันธ์คอลลาเจนจาก
แมงกะพรุนที่ไฮโดรไลซ์ด้วยเอนไซม์อัลคาเลสและเอนไซม์ทริปซินที่อัตราส่วนของเอนไซม์ต่อสารตั้ง
ต้น (1:50 และ 1:100 ตามล าดับ) แตกต่างกัน โดยใช้ Trolox เป็นสารมาตรฐาน เพ่ือท าการ
เปรียบเทียบประสิทธิภาพกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ พบว่าการใช้เอนไซม์ทริปซินที่อัตราส่วนของ
เอนไซม์ต่อสารตั้งต้น 1:50 (Try 1:50) มีประสิทธิภาพดีที่สุดในการยับยั้งอนุมูลอิสระ ABTS (แสดงดัง
ภาพที่ 4-3) เนื่องจากเอนไซม์ทริปซินเป็นที่มีบทบาทหลักในการย่อยโปรตีนและเป็นเอนไซม์ที่มี
ความจ าเพาะต่อกรดอะมิโน lysine และ arginine ที่ด้านคาร์บอกซิลของพันธะเพปไทด์ ซึ่งใน
ตัวอย่างแมงกะพรุนประกอบด้วย กรดอะมิโน arginine และ hydroxy lysine เป็นองค์ประกอบหลัก 
จึงท าให้การใช้เอนไซม์ทริปซินในการไฮโดรไลซ์มีประสิทธิภาพสูงสุด และจากความเข้มข้นของทริ
ปซินในปริมาณสูงจึงท าให้ย่อยอนุพันธ์คอลลาเจนได้ในปริมาณที่มากซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ 
Haslaniza et al. (2010) พบว่าเมื่อใช้ความเข้มข้นเอนไซม์โบรมีเลนเพ่ิมข้ึน มีผลท าให้ระดับการย่อย 
สลายเพ่ิมสูงขึ้นเช่นกันเนื่องจากโปรตีนบางส่วนถูกย่อยด้วยเอนไซม์ท าให้ได้ กรดอะมิโนและเปปไทด์
สายสั้นๆ เกิดขึ้น เมื่อใช้ความเข้มข้นเอนไซม์เพ่ิมขึ้น และ งานวิจัยของ Nattha et al. (2554) ได้มี
การศึกษาการใช้เอนไซม์ทริปซินในการผลิตโปรตีน ไฮโดรไลเสตโดยพบว่าการใช้เอนไซม์โปรติเอสที่ระ
ดับความเข้มข้น 24 % (v/w) และระยะเวลาการย่อยสลาย 10 ชั่วโมง มีระดับการย่อยสลายสูงสุด 
ดังนั้นจึงท าให้มีผลต่อการยับยั้งการเกิดอนุมูลอิสระได้สูง เพราะการใช้เอนไซม์ทริปซินสามารถย่อย
โปรตีนจากแมงกะพรุนได้เป็นกรดอะมิโน ซึ่งกรดอะมิโน cysteine และ proline ที่ได้จากการไฮโดร
ไลซ์แมงกะพรุนนี้มีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ จึงท าให้ในการทดสอบกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ
ด้วยวิธี ABTS ของอนุพันธ์คอลลาเจนจากแมงกะพรุนด้วยเอนไซม์ทริปซินที่ความเข้มข้น 1:50 มีฤทธิ์
การต้านอนุมูลอิสระสูงที่สุด มีรายงานการศึกษาประสิทธิภาพในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระของ
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โปรตีนไฮโดรไลเสตจากพืช โดยใช้เอนไซม์ โปรติเอสหลายชนิด เช่น โปรตีนไฮโดรไลเสตจากกาก
ป า ล์ ม  ด้ ว ย  alcalase, chymotrypsin, papain, pepsin, trypsin, Flavourzyme® แ ล ะ 
bromelain พบว่าระดับการไฮโดรไลซ์มีผลต่อประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระของโปรตีน
ไฮโดรไลเสต โดยประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระสูงขึ้นเมื่อระดับการไฮโดรไลซ์เพ่ิมขึ้น เช่น 
โปรตีนไฮโดรไลเสตถั่วลิสงไฮโดรไลซ์ด้วย alcalase มีประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระสูงขึ้น เมื่อ
ระดับการไฮโดรไลซิสสูงขึ้น ยังมีการศึกษาผลของขนาดของเพปไทด์ต่อประสิทธิภาพในการเป็นสาร
ออกฤทธิ์ทางชีวภาพโดยที่เพปไทด์ที่มีขนาดเล็กจะมีการต้านอนุมูลอิสระได้ดีกว่าเพปไทด์ขนาดใหญ่ 
จากการศึกษาของ Sarmadi และ Ismail (2010)  พบว่าโปรตีนไฮโดรไลเสตจาก African yam 
bean ไฮโดรไลซิส ด้วย เอนไซม์อัลคาเลสจะได้เพปไทด์มีขนาดเล็ก มีประสิทธิภาพต้านอนุมูลอิสระ
โดยการวัดความสามารถในการให้อิเล็กตรอนของ สารต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ferric reducing 
power และการดักจับอนุมูลอิสระ hydroxyl และ DPPH สูงกว่าเพปไทด์ที่มีขนาดใหญ่  

 

 
ภาพที่ 3  กิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ ABTS (µMole trolox equivalents/mg protein) ของ
ตัวอย่างอนุพันธ์คอลลาเจนจากแมงกะพรุนที่ไฮโดรไลซ์ด้วยเอนไซม์อัลคาเลสและเอนไซม์ทริปซิน 

 
1.4 ร้อยละการละลายของโปรตีนของตัวอย่างอนุพันธ์คอลลาเจนจากแมงกะพรุน  

   จากการวิเคราะห์ผลของความสามารถในการละลายของอนุพันธ์คอลลาเจนจาก
แมงกะพรุน (แสดงดังตารางที่ 4-1) อนุพันธ์คอลลาเจนจากแมงกะพรุนที่ไฮโดรไลซ์ด้วยเอนไซม์อัล
คาเลสและเอนไซม์ทริปซินที่ อัตราส่วนของเอนไซม์ต่อสารตั้งต้น (1:50 และ 1:100 ตามล าดับ)  
พบว่าตัวอย่างอนุพันธ์คอลลาเจนมีความสามารถในการละลายน้ าได้ดีเท่ากัน โดยการละลายของ
โปรตีนขึ้นอยู่กับปัยจัยหลายอย่าง เช่น ความเป็นกรด-ด่าง อุณหภูมิ ผลการทดลองนี้แสดงให้เห็นว่า
อนุพันธ์คอลลาเจนประกอบไปด้วยเปปไทด์สายสั้น ที่มีกรดอะมิโน hydrophilic ซึ่งมีความสามารถ
ในการละลายที่เพ่ิมข้ึนเมื่อมีการไฮโดรไลซ์ด้วยเอนไซม์ เนื่องจากขนาดของโมเลกุลจะเล็กลงเมื่อเทียบ
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กับโปรตีนที่มีโครงสร้างเชิงซ้อน และการแตกตัวของอะมิโนและหมู่คาร์บอกซิลของกรดอะมิโน จะ
ช่วยเพ่ิม hydrophilicity ท าให้มีความสามารถในการละลายที่สูง โดยทั่วไปการย่อยสลายโปรตีนให้
เป็นเปปไทด์สายสั้นหรือมีขนาดโมเลกุลเล็กลงจะส่งผลให้โปรตีนมี ความสามารถในการละลายเพ่ิมข้ัน 
เนื่องจากโปรตีนที่มีขนาดเล็กจะสามารถกระจายตัวอยู่ในน้ าได้ดี ในขณะที่โปรตีนที่ไม่ผ่านการไฮโดร
ไลซ์ด้วยเอนไซม์จะมีขนาดใหญ่มีความสามารถในการกระจาย ตัวในน้ าได้ต่ า โมเลกุลโปรตีนที่ผ่าน
การไฮโดรไลซ์ด้วยเอนไซม์จะเกิดการคลายตัวเอากรดอะมิโนที่ชอบน้ า (hydrophilic amino acid) 
ออกมาได้มาก ส่งผลให้พ้ืนผิวของโมเลกุลโปรตีนแสดงความมีขั้วได้มากขึ้นโปรตีนจึงมีความสามารถ
ในการจับกับโมเลกุลของน้ าได้ดี เมื่อพิจารณาผลของอัตราส่วนของเอนไซม์ต่อสารตั้งต้นต่อค่าการ
ละลายของโปรตีน พบว่าเมื่ออัตราส่วนของเอนไซม์ต่อสารตั้งต้นสูงขึ้น มีค่าการละลายของโปรตีน
แตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ (p> 0.05)  อาจเนื่องจากการไฮโดรไลซ์เจลาตินด้วยเอนไซม์
ทั้ง 2 ชนิดส่งเสริมให้มีโครงสร้างของเปปไทด์ที่มีความเป็นขั้วมากขึ้นท าให้ เปปไทด์จับกับน้ าได้ดี  
สอดคล้องกับวิจัยของ Quaglia และ Orban (1987) ที่ได้ศึกษาการย่อยสลายเนื้อปลาซาร์ดีนด้วย
เอนไซม์ Alcalase และ Paspain พบว่าโปรตีนปลาไฮโดรไลเสตมีความสามารถในการถะลายเพ่ิม
สูงขึ้นเมื่อมีการย่อยสูงขึ้น เนื่องจากโปรตีนถูกย่อยสลายท าให้เกิดเพปไทด์ที่มีโมเลกุลขนาดเล็ก และ
จ านวนของหมู่ที่มีขั้วเพ่ิมมากข้ึน ซึ่งหมู่ที่มีขั้วเหล่านี้สามารถเกิดพันธะไฮโดรเจนกับโมเลกุลของน้ าได้
ดีท าให้โปรตีนไฮโดรไลเสตที่ได้มีความสามารถในการละลายที่ดีข้ึน 
 
1.5 ความไม่ชอบน ้า (protein hydrophobicity) ของตัวอย่างอนุพันธ์คอลลาเจนจาก
แมงกะพรุน 

   จากการวิเคราะห์ผล protein hydrophobicity ของอนุพันธ์คอลลาเจนจากแมงกะพรุน 
(แสดงดังตารางที่ 4-2) อนุพันธ์คอลลาเจนจากแมงกะพรุนที่ไฮโดรไลซ์ด้วยเอนไซม์อัลคาเลสและ
เอนไซม์ทริปซินที่อัตราส่วนของเอนไซม์ต่อสารตั้งต้น (1:50 และ 1:100 ตามล าดับ) พบว่าอนุพันธ์
คอลลาเจนมีค่า protein hydrophobicity (CBBG bound (µg)) เท่ากัน (แตกต่างกันอย่างไม่มี
นัยส าคัญทางสถิติ (p>0.05))  โดยปกติค่า protein hydrophobicity บ่งบอกถึงความไม่ชอบน้ าของ
โปรตีน ซึ่งเป็นค่าที่มีบทบาทส าคัญในการก าหนดโครงสร้างและคุณสมบัติของโปรตีน จากผลการ
ทดลองพบว่า ตั วอย่ าง Al 1 :50 , Al 1:100 , T ry 1 :50 และ Try 1 :100 มี ค่ า prote in 
hydrophobicity สูงกว่าเจลาตินที่ไม่ได้ท าการไฮโดรไลซ์ด้วยเอนไซม์อัลคาเลสและเอนไซม์ทริปซิน 
(C) เนื่องจากในโมเลกุลของโปรตีนประกอบด้วยกรดอะมิโนหลายชนิด มีทั้ งส่วนที่ชอบน้ า 
(hydrophillic) และไม่ชอบน้ า (hydrophobic)  ในสายพอลิเพป โดยจะหันส่วนที่ชอบน้ าเข้าหาน้ า
และหันส่วนที่ไม่ชอบน้ าเข้าหาไขมัน แตก่ารไฮโดรไลซ์โปรตีนด้วยเอนไซม์ทั้งสองชนิดเพียงบางส่วนท า
ให้โปรตีนเผยด้าน hydrophobic group ออกสู่ภายนอกโครงสร้างของโปรตีนได้มากขึ้น ส่งผลให้ค่า
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เพ่ิมสูงขึ้นและน าไปสู่การปรับปรุงสมบัติการละลายของโปรตีนและการย่อยสลายโปรตีนด้วยเอนไซม์
ยังส่งผลต่อค่าไฮโดรโฟบิก (hydrophobicity) 

 
ตารางที่ 1 ร้อยละการละลายของโปรตีนและค่า protein hydrophobicity (CBBG bound (µg)) 
ตัวอย่างอนุพันธ์คอลลาเจนจากแมงกะพรุนทีไ่ฮโดรไลซ์ด้วยเอนไซม์อัลคาเลสและเอนไซม์ทริปซิน 

สิ่งทดลอง protein solubilityns (%) CBBG bound (µg) 
C 76 ± 13.4 17.58 ± 0.8b 

Al 1:50 86 ± 3.05 24.14 ± 0.1a 

 Al 1:100 84 ± 5.19 24.08 ± 0.2a 

Try 1:50   87 ± 10.90 24.08 ± 0.3a 

Try 1:100 88 ± 4.25 24.03 ± 0.1a 

ค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานได้จากการทดลอง 3 ซ้ า 

ns  หมายถึง ค่าเฉลี่ยมีความแตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ (p>0.05)   
 

2 การใช้อนุพันธ์คอลลาเจนที่ออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระจากแมงกะพรุนในการยับยั งออกซิเดชันใน
ระบบอิมัลชันเบื องต้น 

จากการศึกษาจึงได้คัดเลือกตัวอย่างอนุพันธ์คอลลาเจนจากแมงกะพรุนที่ออกฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระพบว่า แมงกะพรุนที่ไฮโดรไลซ์ด้วยเอนไซม์ทริปซินที่อัตราส่วนของเอนไซม์ต่อสารตั้งต้น 1 :50 
(Try 1:50) มีความเหมาะสม เนื่องจากออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระมากที่สุด มีการละลายของโปรตีนที่ดี 
รวมทั้งมีค่า protein hydrophobicity ที่มากจึงเหมาะสมในการใช้ทดสอบการออกซิเดชันไขมันใน
ระบบอิมัลชัน 

 
2.1 การติดตามการ oxidation ของระบบอิมัลชันด้วยค่า conjugated diene (CD) 

   จากการวิเคราะห์ผล ค่า conjugated diene (CD) ของระบบอิมัลชันที่เติมอนุพันธ์
คอลลาเจนจากแมงกะพรุนในระดับความเข้มข้นที่ต่างกัน โดยติดตามการเปลี่ยนแปลงทุกๆ สองวัน  
พบว่าค่า CD มีค่าเพ่ิมขึ้นเรื่อยๆ ตลอดระยะเวลาเก็บรักษาซึ่งมีการเปลี่ยนแปลงชัดเจนในช่วงแรก
ของระยะเวลาการเก็บรักษา ค่า CD  ใช้ศึกษาปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันต่างๆ รวมทั้งการเกิด
ออกซิเดชันของไลโพโปรตีนชนิดความหนาแน่นต่ า (low density lipoprotein; LDL) การเพ่ิมขึ้น
ของค่าการดูดกลืนแสง UV บ่งบอกถึงการเกิดผลิตภัณฑ์ปฐมภูมิ (primary oxidation products) ใน
ไขมันและน้ ามัน (Antolovich et al., 2002) โดยอัตราเร็วการเกิดปฏิกิริยาจะเกิดเร็วมากขึ้นเมื่อมี
พันธะคู่ของกรดไขมันมากท าให้ไขมันไม่อ่ิมตัวเท่านั้นที่จะเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน ในต าแหน่งที่เป็น
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พันธะคู่แบบคอนจูเกตจะเกิดปฏิกิริยาได้เร็วกว่าพันธะคู่ท่ีไม่เป็นคอนจูเกต  ในช่วง 8 วันแรกของการ
เก็บรักษา ค่า CD ของตัวอย่างที่เติม Trypsin 1.0% (Try 1.0%) มีแนวโน้มมีค่าน้อยกว่าตัวอย่าง
ควบคุม (C) และตัวอย่างที่เติม Trypsin 2.0% (Try 20%) (แสดงดังภาพที่ 4-6)  เนื่องจากตัวอย่างที่
เติม Try 1.0% สามารถยับยั้งการเกิดออกซิเดชันได้ 

 

 

 
 

ภาพที่ 4  ระบบอิมัลชันที่เติมอนุพันธ์คอลลาเจนจากแมงกะพรุนที่ไฮโดรไลซ์ด้วยเอนไซม์ทริปซินที่
ความเข้มข้น 1:50  ในระดับความเข้มข้นที่แตกต่างกัน (c คือระบบอิมัลชันที่ไม่มีการเติมอนุพันธ์

คอลลาเจนจากแมงกะพรุน, 1.0% คือระบบอิมัลชันที่มีการเติมคอลลาเจนไฮโดรไลเสตจาก
แมงกะพรุน 1.0% และ 2.0% คือ ระบบอิมัลชันที่มีการเติมคอลลาเจนไฮโดรไลเสตจากแมงกะพรุน 

20%) 
 

สารต้านอนุมูลอิสระที่ได้รับโดยตรงจากอาหาร กลไกป้องกันอนุมูลอิสระกลไกของสารที่เข้า

ท าลายปฏิกิริยาลูกโซ่ของการเกิด ROS ได้แก่ วิตามินซี (ascorbate), เบต้าแคโรทีน (β-carotene), 
ยูบิควิ-โนน (ubiquinone), อัลบูมิน (albumin), กรดยูริค (uric acid), บิลิรูบิน (bilirubin), หมู่ซัลฟ์
ไฮดริล (sulfhydryl groups), กรดอะมิโนซิสเตอีน (cysteine) ซึ่งมีอยู่ในโปรตีนของสัตว์ ซ่ึงกรดอะมิ
โนซิสเตอีน (cysteine) ที่พบมากในการสกัดแมงกะพรุนดองอาจท าปฏิกิริยากับอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้น
จึงสามารถยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันได้ เนื่องจากซิสเตอีน และเมทไธโอนีน มีหมู่ซัลเฟอร์ 
(thiol) อยู่ในโครงสร้างของกรดอะมิโนทั้งสองชนิดนี้ โดยซัลเฟอร์ในโครงสร้างของซิสเตอีนและเมทไธ
โอนีนนั้นมีค่าอิเล็กโตรเนกาติวิตี้ (electronegativity) ต่ า ท าให้กรดอะมิโนทั้งสองชนิดนี้สามารถให้
อิเล็กตรอนแก่อนุมูลอิสระได้ง่าย 
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ภาพที่ 5  ค่า conjugated diene (CD) ในระบบอิมัลชันที่เติมอนุพันธ์คอลลาเจนจากแมงกะพรุนใน

ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ 
 
2.2 ติดตามการ oxidation ของระบบไลโบโซมด้วยวิธี peroxide value 

   จากการวิเคราะห์ผล ค่า peroxide value (PV) ของระบบอิมัลชันที่เติมอนุพันธ์คอลลา
เจนจากแมงกะพรุนในระดับความเข้มข้นต่างกัน โดยติดตามการเปลี่ยนแปลงทุก ๆ สองวัน พบว่าค่า 
peroxide value (PV) ของตัวอย่าง Control (C) ,Trypsin 10% (Try 10%) และ Trypsin 20% 
(Try 20%) (แสดงดังภาพที่ 4-7) เมื่อระยะเวลาในการเก็บรักษาที่เพ่ิมขึ้น ส่งผลให้เกิดการสะสมของ
ปริมาณสารเปอร์ออกไซด์สูงขึ้น ระบบอิมัลชันมีปริมาณสารเปอร์ออกไซด์เพ่ิมสูงขึ้นจากวันที่ 0 จนถึง
วันที่ 6 หลังจากนั้นปริมาณสารเปอรออกไซดมีแนวโน้มเพ่ิมขึ้นอย่างไม่คงที่เมื่อระยะเวลาการเก็บ
รักษาเพ่ิมขึ้น อาจเนื่องจากสารประกอบออกไซด์เป็นสารที่ไม่เสถียรจึงมีการเปลี่ยนเป็น Secondary 
oxidation product (Gordon, 2001) การวัดค่า peroxide value (PV) เป็นดัชนีบ่งชี้ขั้นเริ่มต้น
ส าหรับตรวจวัดผลิตภัณฑ์ของการเกิดออกซิเดชันในไขมัน ซึ่งเป็นสารปฐมภูมิ (primary product) 
ของปฏิกิริยาออกซิเดชัน ซึ่งสามารถเปลี่ยนเป็นสารทุติยภูมิ (secondary product) ที่ไม่เสถียรและ
เกิด เป็นสารอนุมูล อิสระได้  ค่ า  peroxide value (PV)  เป็นค่าที่ ใช้ ในการวัด อัตราการ
เกิดปฏิกิริยา lipid oxidation ซึ่งเป็นสาเหตุของการเกิดกลิ่นหืน (rancidity) อีกทั้งเป็นค่าที่บ่งชี้ถึง
การเสื่อมเสียของน้ ามันและไขมันรวมทั้งอาหารที่มีไขมันสูง โดยการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันชนิดนี้ 
จ าเพาะกับกรดไขมันชนิดไม่อ่ิมตัวซึ่งท าให้คุณภาพของระบบอิมัลชันลดลง เป็นสาเหตุให้มีกลิ่น 
ตัวอย่าง Control (C) มีปริมาณสารเปอร์ออกไซด์สูงสุดเมื่อเทียบกับตัวอย่างที่เติมอนุพันธ์คอลลาเจน 
Trypsin 2.0% (Try 2.0%) และ Trypsin 1.0% (Try 1.0%) ตามล าดับ เนื่องจากอนุพันธ์คอลลาเจน
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จากแมงกะพรุนที่เติมเข้าไปนั้นมีคุณสมบัติในการต้านออกซิเดชันและสามารถยับยั้งอนุมูลอิสระได้ ซึ่ง
สอดคล้องกับงานวิจัยของ Zhuang et al. (2009) ที่พบว่าคอลลาเจนเปปไทด์จากแมงกะพรุน 
(Rhopilemo esculentum) มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระในระบบอิมัลชั่นของกรดไขมันลิ
โนเลอิก  อีกทั้งยังป้องกัน peroxide value เนื่องจากมีสมบัติการยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน
ของไขมัน ปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันมีผลท าให้เกิดการเสื่อมเสีย เช่น สี กลิ่น รสชาติ และคุณค่า
ทางโภชนาการของอาหาร ซึ่งโปรตีนไฮโดรไลเสตมีความสามารถในการยับยั้ งการเกิดปฏิกิริยา
ออกซิเดชันของไขมันได้ ซึ่งโปรตีนไฮโดรไลเสตเซตเป็นสารต้านปฏิกิริยาออกชิเดชันแบบธรรมชาติ
อาจท าหน้าที่เป็นสารจับโลหะที่เป็นตัวเร่งปฏิกิริชาออกซิเดชัน จากงานวิจัยของ Dong et al. (2007) 
ได้ศึกษาสมบัติของโปรตีนไฮโดรไลเสตจากปลาเกล็ดเงิน (Hypophthalmichthys molitrix) โดยใช้
เอนไซม์ Alcalase และ Flavourzyme ในการย่อย พบว่าโปรตีนปลาไฮโดรไลเสต ที่ผ่านการย่อย
สลายด้วยเอนไซม์ Alcalase และ Flavourzyme มีความสามารถในการเป็นสารต้านปฏิกิริยา
ออกซิเดชันของไขมันได้ดีกว่าสารต้านปฏิกิริยาออกซิเคชันจากธรรมชาติ คือ G-tocopherol, 
carnocine เเละดีกว่าสารต้านปฏิกิริยาออกซิเดชันที่ได้จากการสังเคราะห์ คือ BHT นอกจากนั้นยังมี
ปัจจัยส าคัญที่เกี่ขวข้องในการเป็นสารต้านปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันคือ ขนาดของเพปไทค์ 
อัตราส่วนของกรคอะมิโนอิสระ เเละชนิดของกรดอะมิโนที่พบ ในการศึกษาวิจัยอีกมากพบว่าน้ าหนัก
ของโมเลกุลขนาดเล็กส่งผลต่อการเป็นสารต้านปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันที่ดี ทั้งยังเกี่ยวข้องกับ
ค่า DH ถ้ามีค่ามากจะส่งผลถึงน้ าหนักของโมเลกุลให้มีขนาดเล็กลง  

 

 
ภาพที่ 6  ค่า peroxide value (PV) ในระบบอิมัลชันที่เติมอนุพันธ์คอลลาเจนจากแมงกะพรุนใน
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2.3 ติดตามการ oxidation ของระบบไลโบโซมด้วยวิธี TBARS  
   จากการวิเคราะห์ผล ค่า TBARS ของระบบไลโบโซมที่เติมคอลลาเจนไฮโดรไลเสตจาก

แมงกะพรุนในระดับความเข้มข้นที่แตกต่างกัน โดยติดตามการเปลี่ยนแปลงทุกๆ สองวันพบว่าค่า 
TBARS ของตัวอย่างควบคุม  (C) ,Trypsin 10% (Try 10%) และ Trypsin 20% (Try 20%) มี
แนวโน้มเพ่ิมขึ้นในวันที่ 2 ถึงวันที่  6 และมีแนวโน้มลดลงจากวันที่ 6 ถึงวันที่ 10 และมีแนวโน้มที่
เพ่ิมขึ้นอีกในระยะเวลาการเก็บรักษา (แสดงดังภาพที่ 4-8)  การวัดค่า TBARS เป็นการทดสอบการ
เกิดผลิตภัณฑ์ทุติยภูมิของการเกิดลิพิดเปอร์ออกซิเดชันอย่าง malondialdehyde (MDA) ซึ่งอาจจะ
ก่อให้เกิดกลิ่นที่ไม่พึงประสงค์จากน้ ามันที่ถูกออกซิไดส์ ระหว่างการเกิดลิพิดเปอร์ออกซิเดชัน สาร 
MDA ซึ่งเป็นสารที่เกิดจากแตกตัวของกรดไขมันถูกพบมากขึ้น ซ่ึงเป็นตัวบงชี้ที่ส าคัญของการเกิดลิพิด
เปอร์ออกซิเดชัน (Shahidi et al., 1991) ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าค่า TBARS ของตัวอย่าง Try 
20% มีแนวโน้มที่จะมีค่าต่ ากว่าตัวอย่าง C และตัวอย่าง Try 20%  เนื่องจากความสามารถในการ
รีดิวซ์ของโปรตีนไฮโดรไลเสต และเปปไทด์ในโปรตีนไฮโดรไลเสตที่มีความสามารถในการจับกับเฟอร์
รัสไอออนท าให้การเกิดออกซิเดชันของไขมันลดลง (lipid oxidation) ซึ่งเพ่ิมความสามารถในการจับ
กับเฟอร์รัสไอออนเนื่องจากการเพ่ิมความเข้มข้นของหมู่คาร์บอกซิลและหมู่อะมิโนในกิ่งก้านของ
กรดอะมิโนในกลุ่มอะซิดิก (acidic amino acid) และเบสิค (basic amino acid) จึงช่วยก าจัดตัวเร่ง
การเกิดออกซิเดชัน (Saiga et al., 2003) และระดับการย่อยโปนตีนไฮโดรไลเสตที่เพ่ิมขึ้นจะท าให้มี
ปริมาณกรดอะมิโน proline, glycine และ arginine เพ่ิมมากขึ้นช่วยยับยั้งปฏิกิริยาออกซิเดชันได้
มากกว่าตัวอย่าง C  ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ จิรวัฒน์ ยงสวัสดิกุล (2556) ที่กล่าวว่าเพปไทด์จาก
เจลาตินของในหนังหมึก (Jumbo squid skin gelatin) ที่มีกรดอะมิโน arginine, proline, serine, 
glycine , lysine และ alanine มีประสิทธิภาพในการยับยั้งปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันและน้ ามัน

ที่สู งและมากกว่าสารต้านอนุมูล อิสระ α-tocopherol ที่ ได้จากธรรมชาติ นอกจากนั้นยังมี
ความสามารถในการจับกับอนุมูลอิสระในปฏิกิริยาออกซิเดชัน (OH˚, R˚, RO˚และ ROO˚) ได้อย่างมี
ประสิทธิภาพที่สุด (Mendis et al., 2005) 
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ภาพที่ 7  ค่า TBARS ของระบบไลโบโซมท่ีเติมคอลลาเจนไฮโดรไลเสตจากแมงกะพรุนในระดับความ

เข้มข้นที่แตกต่างกัน โดยติดตามการเปลี่ยนแปลงทุกๆ สองวัน 
 
2.4 ติดตามการเปลี่ยนแปลงสีของระบบไลโบโซม 

   การวิเคราะห์ค่าสี L*, a* และ b * ของตัวอย่างระบบไลโบโซมทีเ่ติมคอลลาเจนไฮโดรไลเส
ตจากแมงกะพรุนในระดับความเข้มข้นที่แตกต่างกัน 3 ระดับ โดยติดตามการเปลี่ยนแปลงทุกๆ สอง
วัน (แสดงดังภาพที่ 4-9) จากการวิเคราะห์การแปรปรวนทางสถิติพบว่าค่า L* ของตัวอย่างระบบไล
โบโซมชุดควบคุม มีค่ามากที่สุดในช่วงวันที่ 2-10 ขณะที่วันที่ 12 ตัวอย่างระบบไลโบโซมที่เติม 
Trypsin 20% (Try 20%) มีค่า L* มากที่สุด (p≤0.05) ลักษณะสีของระบบไลโบโซมทุกตัวอย่างมีสี
เหลือง-ขาวขุ่น จากการวัดค่าสี (L* a* b*) พบว่าค่า L* (ค่าความสว่าง) และ ค่าสีเขียว (a*) จะมี
แนวโน้มลดลงในระยะเวลาการเก็บรักษาในช่วงแรกจนถึงวันที่  10 ของการเก็บรักษาและจะมี
แนวโน้มเพ่ิมขึ้นเล็กน้อยในช่วง 4 วันสุดท้ายของการทดสอบ และค่าสีเหลือง (b*) จะมีแนวโน้มลดลง
ในระยะเวลาการเก็บรักษาในช่วงแรกจนถึงวันที่ 8 ของการเก็บรักษาและจะมีแนวโน้มเพ่ิมขึ้น
เล็กน้อยในช่วง 6 วันสุดท้ายของการทดสอบ ในขณะที่มีแนวโน้มเพ่ิมขึ้นอาจเป็นเพราะหยดน้ ามัน
บางส่วนเกิด flocculation ท าให้หยดน้ ามันมาเกาะกลุ่มรวมตัวใหญ่ขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับตอน
เริ่มต้นเป็นผลให้ล าแสงสามารถกระเจิงลดลงค่า L* จึงลดลง (McClements, 2005) และลักษณะ
ปรากฏมันวาวของน้ ามันมีสีขาวออกเหลืองมาจากสีของน้ ามันพืชซึ่งมี แคโรทีนอยด์เป็นรงควัตถุ และ
ในไข่แดงที่เป็นส่วนผสมของระบบไลโบโซมมีสีเช่น สีเหลือง ส้ม แดง เกิดจากอาหารที่สัตว์กินเป็น
แหล่งของ ลูทีน (lutein) และซีแซนทิน (zeaxanthin) ซึ่ งเป็นรงควัตถุ ในกลุ่ม แคโรทีนอยด์ 
(carotenoids) ที่ เป็นส่วนประกอบของเรตินาในจอตา และมีสมบัติเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ 
(antioxidant) ที่เติมลงไปในระบบไลโบโซม มีสีเหลือง-เขียวจึงอาจส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงค่า b* 
และค่า a*  
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ภาพที่ 8 การเปลี่ยนแปลงค่าสี L * (A), a * (B), b * (C) และ ค่าความขาว (D) ของระบบไลโบโซมที่
เติมคอลลาเจนไฮโดรไลเสตจากแมงกะพรุนในระดับความเข้มข้นที่แตกต่างกัน โดยติดตามการ

เปลี่ยนแปลงทุก ๆ 2 วัน ตลอดระยะเวลา 14 วัน ที่อุณหภูมิ 30 °C ภายใต้สภาวะไม่มีอากาศ (  
คือ C,    คือ Try 10% และ    Try 20%) 

 
Santipanichwong and Suphantharika (2007) ที่ได้ศึกษาความเสถียรของค่าสี (CIE L*, 

a*, b*) เมื่อเติมแคโรทีนอยด์และลูเทอินในมายองเนสชนิดไขมันเต็มและมายองเนสชนิดลดไขมัน 
พบว่ามายองเนสทุกตัว  อย่างมีค่า b* ลดลง และเมื่อเก็บรักษามายองเนสชนิดไขมันเต็มเป็นเวลา 2 
เดือน ค่า L* มีค่าลดลง เนื่องจากเมื่อระยะเวลาการเก็บรักษานานขึ้น ส่งผลให้ขนาดของอนุภาค
น้ ามันในมายองเนสมีขนาดใหญ่ขึ้น และท าให้ประสิทธิภาพในการกระเจิงแสงของหยดน้ ามันน้อยลง 
ท าให้ค่าความขาวที่ได้ของตัวอย่างทั้ง 3 ระดับมีแนวโน้มของค่าความขาวที่ได้ไม่แตกต่างกัน และการ
เปลี่ยนแปลงของสีระบบไลโบโซมอาจเกิดจากปฏิกิริยาเมลลาร์ด (Maillard reaction) เป็นปฏิกิริยา
การเกิดสีน้ าตาล (browning reaction) ชนิดที่ไม่เกี่ยวข้องกับเอนไซม์ เกิดขึ้นระหว่างน้ าตาลรีดิวส์ 
(reducing sugar) กับกรดอะมิโน โปรตีน หรือสารประกอบไนโตรเจนอ่ืนๆ โดยมีความร้อน ความชื้น 
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และระยะเวลา เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาจึงเป็นผลท าให้ ค่า a* มีแนวโน้มลดลง เนื่องจากระยะเวลาในการ
เก็บรักษาระบบไลโบโซมที่อุณหภูมิประมาณ 30 ºC เป็นเวลานานถึง 2 สัปดาห์ จึงเป็นผลก่อให้เกิด
ปฏิกิริยาเมลลาร์ดได้    

 
2.5 ลักษณะทางประสาทสัมผัสของระบบไลโบโซมที่เติมคอลลาเจนไฮโดรไลเสตจากแมงกะพรุน
ในระดับความเข้มข้นที่แตกต่างกัน  

   จากการประเมินลักษณะทางประสาทสัมผัสของระบบไลโบโซมที่เติมคอลลาเจนไฮโดรไล
เสตจากแมงกะพรุนในระดับความเข้มข้นต่างกัน โดยกลุ่มผู้ทดสอบทั้งหมด 30 คน ด้วยวิธีการให้
คะแนนแบบ 9-point Hedonic scale ประเมินลักษณะทางประสาทสัมผัสด้านลักษณะปรากฏ สี 
กลิ่นและความชอบโดยรวม (โดยไม่มีการชิม) โดยท าการเปรียบเทียบคุณลักษณะทางประสาทสัมผัส
วันแรกและวันสุดท้าย พบว่า คะแนนทางประสาทสัมผัสด้านลักษณะปรากฏ กลิ่น และความชอบ
โดยรวมของตัวอย่าง Control (C) ,Trypsin 10% (Try 10%) และ Trypsin 20% (Try 20%) (แสดง
ดังภาพที่ 4-10A, 4-10C, 4-10D ) แตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ (p>0.05) และคะแนน
ทางประสาทสัมผัสด้านสี ตัวอย่าง Trypsin 20% (Try 20%) แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(p≤0.05) ผู้ทดสอบสามารถสังเกตการเปลี่ยนแปลงของสีระบบไลโบโซมที่เติม Try 20% โดยมีการ
เปรียบเทียบระหว่างวันแรกและวันสุดท้ายของการเก็บรักษาโดยในวันแรกมีคะแนนทางด้านประสาท
สัมผัสด้านสีดีกว่าวันสุดท้าย ซึ่งอาจเกิดการออกซิเดชันท าให้ค่าสีมีค่าเปลี่ยนไป การเติมคอลลาเจน
ไฮโดรไลเสตที่ความเข้มข้นสูง อาจท าให้ระบบไลโบโซมมีสีเข้มได้ เนื่องจากเกิดปฏิกิริยาสีน้ าตาล อาจ
เกิดจากสารที่มีคุณสมบัติเป็นสารต้านออกซิเดชันและสามารถเกิดโปรออกซิแดนท์ได้ เมื่อใส่มาก
เกินไปสารดังกล่าวจะแปรตัวเองเป็นอนุมูลอิสระไปกระตุ้นให้เกิดการออกซิเดชันได้ดี และสามารถเร่ง
การเกิดปฏิกิริยาสีน้ าตาลได้เร็วขึ้น ดังนั้นการเติมสารต้านอนุมูลอิสระจึงมีความจ าเป็นที่ต้องหา
ปริมาณท่ีเหมาะสมที่จะเติมลงไปในผลิตภัณฑ์ระบบไลโบโซม ลักษณะของระบบไลโบโซมเป็นอิมัลชัน
ชนิดน้ าในน้ ามัน (water-in-oil emulsion, W/O) มีน้ าเป็นวัฏภาคภายในและน้ ามันเป็นวัฏภาค
ภายนอก มีไข่แดงท าหน้าที่เป็น อิมัลชีไฟเออร์ (พันธิพา  จันทวัฒน์ , 2542) และเป็น Least protein 
Complex ชนิดหนึ่งจะท าให้เกิดการเกาะยึดอยู่ตัว (Stablizing Agent) ท าให้ส่วนผสมรวมตัวกันเป็น
เนื้อเดียวกัน (สุวรรณ เกษตรสุวรรณ, 2539) ระบบไลโบโซม มีน้ าส้มสายชูและน้ าเชื่อมจะช่วยท า
หน้าที่เป็น preservative  ช่วยในการการยืดอายุการเก็บรักษาระบบไลโบโซม ระบบไลโบโซมจะเกิด
การเสียสภาพเมื่ออิมัลชันถูกท าลาย หรือเกิดจากน้ ามันมีกลิ่นหืนเนื่องจากปฏิกิริยาออกชิเดชัน หรือมี
การปนเปื้อนด้วยจุลินทรีย์ (นิธิยา รัตนาปนนท์, 2548) น้ ามันเป็นปัจจัยที่ส าคัญอันหนึ่งที่ท าให้
ระบบไลโบโซมข้นหนืดและยังช่วยให้มีความรู้สึกในปากลื่นขึ้นและดีขึ้นการเติมสารที่เป็นกรดและ
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ตัวอย่างน้ าสลัดท่ีเติมคอลลาเจนไฮโดรไลเสตในระดับความเข้มข้นต่างกัน

D

น้ าสลัดวันแรก น้ าสลัดวันสุดท้าย

เครื่องเทศ เพ่ือช่วยกลบกลิ่นที่ไม่ดี แต่ถ้าน้ ามันเริ่มหืนแล้วสารที่เติมลงไปจะยิ่งช่วยเสริมให้กลิ่น
ผิดปกติมากยิ่งข้ึน (Thomas, 1975)  

 

  

  
 

ภาพที่ 9 ผลการเปรียบเทียบคุณลักษณะทางประสาทสัมผัสในด้านลักษณะปรากฏ (A),                
ด้านสี (B), ด้านกลิ่น (C) และ ด้านความชอบโดยรวม (D) ของระบบไลโบโซมทีเ่ติมคอลลาเจน       

ไฮโดรไลเสตจากแมงกะพรุนในระดับความเข้มข้นต่างกัน โดยติดตามการเปลี่ยนแปลงของวันแรกและ
วันสุดท้าย ตลอดระยะเวลา 14 วัน ที่อุณหภูมิ 30 °C ภายใต้สภาวะไม่มีอากาศ 
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ตัวอย่างน้ าสลัดท่ีเติมคอลลาเจนไฮโดรไลเสตในระดับความเข้มข้น
ต่างกัน
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ตัวอย่างน้ าสลัดท่ีเติมคอลลาเจนไฮโดรไลเสตในระดับความเข้มข้นต่างกัน
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ตัวอย่างน้ าสลัดท่ีเติมคอลลาเจนไฮโดรไลเสตในระดับความเข้มข้นต่างกัน
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การประยุกต์คอลลาเจนไฮโดรไลเสตน ้าหนักโมเลกุลต่้าในอิมัลชันที่ใช้ในเวชส้าอางเพื่อใช้ยับยั ง
การออกซิเดชัน 

การประยุกต์คอลลาเจนไฮโดรไลเสตน้ าหนักโมเลกุลต่ าในระบบอิมัลชันที่ เตรียมโดย 
isopropyl myristate ที่ใช้สารลดแรงตึงผิว S80 ต่อ T80 ในอัตราส่วนต่างกัน 2:1 และมีสารลดแรง
ตึงผิวร่วม ได้แก่  propylene glycol ต่อ ethanol ในอัตราส่วนคงที่  1:1 และเติมคอลลาเจน
ไฮโดรไลเสตที่ความเข้มข้น 0.5% 1% และ 2% พบว่า การเติมคอลลาเจนไฮโดรไลเสต 2% มีปริมาณ
สารที่เกิดจากการออกซิเดชันน้อยที่สุด เมื่อเพ่ิมคอลลาเจนไฮโดรไลเสตมากขึ้นชะลอการเกิดการ
ออกซิเดชันในอิมัลชันได้ ยิ่งเพ่ิมความเข้มข้นของคอลลาเจนไฮโดรไลเสต การเพ่ิมขึ้นของค่า 
peroxide ลดลง โดยทั่วไปฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของเปปไทด์อาจได้รับอิทธิพลจากล าดับกรดอะมิโน
ปริมาณกรดอะมิโนอิสระที่มีอยู่ และระดับของการย่อยไฮโดรไลซ์ ร่วมทั้งน้ าหนักโมเลกุลของเปปไทด์ 
(Chang et al., 2007) โดยเฉพาะอย่างยิ่งไฮโดรไลเสตที่มีน้ าหนักโมเลกุลต่ าจะมีคุณสมบัติในการต้าน
อนุมูลอิสระที่แข็งแกร่งกว่าเมื่อเทียบกับไฮโดรไลเสตที่มีน้ าหนักโมเลกุลสูง (Je et al., 2007) จาก
การศึกษาของ Thomas et al. (2014) รายงานว่าการเตรียมไมโครอิมัลชันเสริมสารต้านอนุมูลอิสระ

จาก α-tocopherol ร่วมกับ lipoic acid ส่งเสริมการรักษาผิวหนังจากการมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ
ของเนื้อเยื่อซึ่งมศีักยภาพในการป้องกันของการสลายตัวของยาที่เสริมร่วม  

 

 
ภาพที่ 10 การเปลี่ยนแปลงของค่า peroxide ในอิมัลชันที่ใช้ในเวชส าอางเสริมคอลลาเจนไฮโดรไล

เสต (CH) ที่ความเข้มข้น 0.5% 1% และ 2% เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ 
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 การเปลี่ยนแปลงของ TBARS ของอิมัลชันที่ใช้ในเวชส าอางระหว่างเก็บไว้นาน 4 สัปดาห์ 
(ภาพที่ 11) พบว่าค่า TBARS หลังจากสัปดาห์ที่ 3 เริ่มเพ่ิมขึ้นอย่างรวดเร็วโดยเฉพาะในตัวอย่าง
ควบคุม การเพ่ิมปริมาณความเข้มข้นของคอลลาเจนไฮโดรไลเสตในอิมัลชันที่ใช้ในเวชส าอางมีค่า 
TBARS น้อยกว่า ซึ่งแสดงถึงความสามารถของคอลลาเจนไฮโดรไลเสตที่ชะลอการก่อตัวของ
ผลิตภัณฑ์ออกซิเดชันของไขมันทุติยภูมิ อิมัลชันที่ใช้ในเวชส าอางที่มีคอลลาเจนไฮโดรไลเสตที่ 1% 
และ 2% มี TBARS ต่ ากว่าระบบที่เติมด้วยไฮโดรไลเสตที่ระดับ 0.5% อย่างมีนัยส าคัญ (P<0.05) 
ความเข้มข้นของคอลลาเจนไฮโดรไลเสตที่สูงขึ้นสามารถชะลอการก่อตัวของผลิตภัณฑ์ออกซิ เดชั่น
ทุติยภูมิ ได้อย่างมีประสิทธิภาพ ผลิตภัณฑ์ของการเกิดออกซิ เดชัน เป็นการเทียบปริมาณ 
malonaldehyde และผลิตภัณฑ์คาร์บอนสายสั้นอ่ืน ๆ ของ lipid oxidation ไม่คงที่และถูกย่อย
สลายไปเป็นแอลกอฮอล์และกรดอินทรีย์ การลดลงของค่า TBARS เมื่อมีการเติมคอลลาเจนไฮโดรไล
เสตมีความเกี่ยวข้องกับฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ เนื่องจากคอลลาเจนไฮโดรไลเสตมีส่วนในการรับอนุมูล
อิสระ การศึกษาของ Dávalos et al. (2004) รายงานว่ากรดอะมิโนเดี่ยวๆ เช่น Trp, Tyr และ Met 
แสดงการต้านอนุมูลอิสระมากที่สุด รองลงมาได้แก่ กรดอะมิโน Cys, His และ Phe ส่วนกรดอะมิโน
ตัวอ่ืนๆ ไม่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ อย่างไรก็ตามยังมีเปปไทด์อีกหลายชนิดที่ไม่ปรากฏกรดอะมิโนที่ท า
หน้าที่ให้ proton แต่สามารถออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระได้ เปปไทด์ที่ได้จากคอลลาเจนและเจลาติน
มักมีกรดอะมิโน Gly ตรงต าแหน่ง C-terminus และมีรูปแบบล าดับกรดอะมิโนของ Gly-Pro-Hyp 
ซ้ าๆ กัน กิจกรรมต้านอนุมูลอิสระของเปปไทด์จากคอลลาเจนและเจลาตินยังมีความเชื่อมโยงเกี่ยวกับ
จ านวนกรดอะมิโนที่ไม่ชอบน้ า (hydrophobic amino acids) ซึ่งท าให้เปปไทด์ดังกล่าวสามารถ
ละลายได้ในไขมันและเพ่ิมกิจกรรมการยับยั้งการเกิด oxidation 
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ภาพที่ 11 การเปลี่ยนแปลงของค่า TBARS ในอิมัลชันที่ใช้ในเวชส าอางเสริมคอลลาเจนไฮโดรไลเสต 

(CH) ที่ความเข้มข้น 0.5% 1% และ 2% เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ 
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สรุปและเสนอแนะเกี่ยวกับการวิจัย 
 

การผลิตคอลลาเจนไฮโดรไลเสตจากแมงกะพรุนที่ออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ  ด้วยการไฮโดร
ไลซ์เป็นเวลา 3 ชั่วโมงด้วยเอนไซม์ทริปซินที่ pH 7.8 อุณหภูมิ 50 °C ที่อัตราส่วนเอนไซม์ต่อตัวอย่าง 

1:50 มีปริมาณกรดอะมิโนชนิด α และมีกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ ABTS มากที่สุด คอลลาเจน
ไฮโดรไลเสตที่ได้มีความสามารถในการละลายน้ าได้ดีและไม่มีความแตกต่างกันของค่า protein 
hydrophobicity คอลลาเจนไฮโดรไลเสตจากแมงกะพรุนสามารถยับยั้งการออกซิเดชันไขมันใน
ระบบอิมัลชันของระบบไลโบโซมได้ การเปลี่ยนแปลงสีของระบบไลโบโซมหลังการเติมคอลลาเจน
ไฮโดรไลเสตมีค่าสี L* และ a* ทีม่ีแนวโน้มลดลง การประยุกต์คอลลาเจนไฮโดรไลเสตน้ าหนักโมเลกุล
ต่ าในอิมัลชันที่ใช้ในเวชส าอางสามารถใช้ยับยั้งการออกซิเดชัน โดยคอลลาเจนไฮโดรไลเสตเข้มข้นที่ 
2% มีประสิทธิภาพในการต้านออกซิเดชันมากที่สุด 
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