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บทคัดย่อ 
 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาวิธีการทดสอบหาปริมาณคอลลาเจนในผลิตภัณฑ์เครื่องดื่มที่มี
ส่วนผสมของคอลลาเจนไฮโดรไลเซส โดยใช้สารก่ออนุพันธ์ชนิด FMOC-Cl และตรวจวิเคราะห์ด้วยเทคนิค              
โครมาโทรกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงร่วมกับตัวตรวจวัดชนิดฟลูออเรสเซนส์ และคูณด้วยปัจจัย (conversion 
factor) เท่ากับ 7.25 เพื่อให้ได้ค่าปริมาณคอลลาเจนในตัวอย่าง พบว่าผลิตภัณฑ์เครื่องดื่มที่มีวางขายในท้องตลาดมี
ปริมาณคอลลาเจนอยู่ในช่วงตั้งแต่ 0.1-25.0% ท าการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบปริมาณคอลลาเจนให้
ครอบคลุมกับกลุ่มตัวอย่างดังกล่าว พบว่าสารมาตรฐานมีช่วงการใช้งานที่เป็นเส้นตรงความเข้มข้นตั้งแต่            
0.5-50 mg/L มีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ เท่ากับ 0.996 ขีดจ ากัดของการตรวจพบและขีดจ ากัดของการวัดเชิง
ปริมาณได้ เท่ากับ 0.004% และ 0.013% ตามล าดับ และความเที่ยงของการทดสอบซ้ าในวันเดียวกันและต่างวัน
โดยพิจารณาจากค่า %RPD มีค่าเท่ากับ 8.16% และ 7.48% ตามล าดับ ส่วนความแม่นของการทดสอบมีค่าการคืน
กลับอยู่ในช่วง 80-110% ที่ระดับของสารที่สนใจไม่เกิน 10 mg/L และมีค่า Horwitz ratio น้อยกว่า 2 ซึ่งเป็นไป
ตามมาตรฐานห้องปฏิบัติการ แสดงให้เห็นว่าวิธีการทดสอบปริมาณคอลลาเจนในผลิตภัณฑ์เครื่องดื่มที่มีส่วนผสม
ของคอลลาเจนไฮโดรไลเซสดังกล่าว  มีความถูกต้อง เหมาะสมที่จะน ามาใช้ในการปฏิบัติงานประจ าต่อไป  
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ABSTRACT 
 This research aimed to study methods for determination of the collagen content of 
beverage products containing hydrolyzed collagen.  The use of FMOC-Cl derivatives and high 
performance liquid chromatography was analyzed with a fluorescence detector and multiplied by 
a conversion factor of 7.25 to obtain the amount of collagen in the sample. It was found that 
beverage products commercially available had collagen content in the range from 0.1-25.0%.           
A method was validated for the collagen content had the calibration curve for 4-Hydroxy-L-proline 
was found to be linear in the concentrations ranging from 0.5-50 mg/L, with a correlation coefficient 
(R2) of 0.996. The value of LOD and LOQ were 0.004% and 0.013%, respectively. The repeatability 
(use as a precision) of the method was observed and the standard deviation of concentration 
(%RSD) for Intra-day and Inter-day was 8.16% and 7.48%, respectively. The accuracy determined 
from the percentage of return ranged from 80-110% at the level of the substance of interest not 
more than 10 mg/L and the Horwitz ratio of less than 2. It was shown that the method for 
determining of the collagen content in beverage products containing collagen hydrolyzes was 
accurate and they are appropriate to be used in routine operations and comply with laboratory 
standards.  
 
Keywords: Collagen hydrolysated, High-Performance Liquid Chromatography, Method validation  
 

1. บทน า  
 จากกระแสผู้บริโภคที่รักสุขภาพและความงามที่ก าลังได้รับความนิยมเพิ่มขึ้นเป็นอย่างมาก ท าให้มี
ผลิตภัณฑ์ที่เกี่ยวข้องกับความสวยความงามของผิวพรรณวางจ าหน่ายหลากหลายรูปแบบ โดยเฉพาะอย่างยิ่ง
ผลิตภัณฑ์อาหารเสริมที่มีส่วนผสมของคอลลาเจน ซึ่งมีผลช่วยบรรเทาอาการปวดในผู้ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม [1] หลาย
รูปแบบทั้งชนิดผงชงดื่ม และเครื่องดื่มผสมคอลลาเจน เป็นต้น ส่งผลให้มผีลิตภัณฑ์ออกมาแข่งขันกันเพิ่มขึ้น และยัง
มีแนวโน้มเติบโตขึ้นอย่างรวดเร็ว โดยคอลลาเจนทีน่ ามาเป็นส่วนผสมในเครื่องดื่มจะอยู่ในรูปที่ผ่านกระบวนการสกัด
และท าให้บริสุทธ์ิแล้ว (collagen hydrolysate) มาใช้เป็นส่วนผสมในผลิตภัณฑ์ยา และอาหารเสริมต่าง ๆ เพิ่มมาก
ขึ้นนี้เอง องค์กรที่มีส่วนเกี่ยวข้องกับการคุ้มครองผู้บริโภค จึงให้มีการตรวจสอบปริมาณคอลลาเจนที่ เหมาะสมต่อ
ผู้บริโภค รวมถึงข้อมูลวัตถุดิบท่ีน ามาสกัดเป็นคอลลาเจน เนื่องจากคอลลาเจนสกัดบางชนิดอาจท าให้เกิดอาการของ
โรคภูมิแพ้ได้ ฉะนั้นการตรวจวัดปริมาณคอลลาเจนท่ีเป็นส่วนผสมในอาหารและเครื่องดื่มชนิดต่าง ๆ มีความจ าเป็น
อย่างยิ่ง เนื่องจากการเติมสารดังกล่าวมีขอ้จ ากัดตามประกาศของส านักงานคณะกรรมการอาหารและยา ดังนั้นเพื่อ
เป็นการเพิ่มความมั่นใจให้กับอุตสาหกรรมผู้ผลิต และที่ส าคัญผู้บริโภคได้รับข้อมูลที่ถูกต้อง น่าเช่ือถือ และเป็น
ประโยชน์ต่อการพิจารณาเลือกซื้อ  
 ปัจจุบันวิธีท่ีได้รับการยอมรับตามมาตรฐานสากลที่ใช้ในการทดสอบปริมาณคอลลาเจน คือการทดสอบ
ด้วยเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ หรือเทคนิคที่เรียกว่า colorimetric method [2] ซึ่งเป็นการทดสอบปริมาณ       
ไฮดรอกซีโพรลีนในเนื้อหมูและผลิตภัณฑ์ ซึ่งวิธีดังกล่าวอาจยังไม่ครอบคลุมตัวอย่างในกลุ่มเครื่องดื่มและผลิตภัณฑ์
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ที่มีส่วนผสมของคอลลาเจนไฮโดรไลเซส นอกจากนี้พบการทดสอบหาปริมาณคอลลาเจนโดยใช้เทคนิคการย่อย
โปรตีนด้วยเครื่องไมโครเวฟ (microwave digestion) และตรวจสอบด้วยกรดอะมิโน hydroxyproline ด้วยเทคนิค
เทคนิคโครมาโทรกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง ชนิดเฟสคงที่แบบ Anion Exchange [3] ซึ่งเป็นวิธีที่ง่าย แต่มี
ข้อจ ากัดคือใช้เครื่องมือที่มีราคาแพงได้แก่เครื่องย่อยไมโครเวฟ และเฟสคงที่แบบ anion exchange แต่การใช้
เทคนิคโครมาโทรกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงร่วมกับตัวตรวจวัดชนิดฟลูออเรสเซนต์ (HPLC-FLD) นั้นเป็นเครื่องมือ
ที่มีใช้งานในห้องปฏิบัติการทดสอบทั่วไป โดยพบว่าใช้ร่วมกับสารก่ออนุพันธ์ 9-Fluorenylmethyl chloroformate 
(FMOC-Cl) เพื่อติดฉลากกรดอะมิโน ท าให้การทดสอบด้วยวิธีการนี้มีความจ าเพาะต่อ hydroxyproline ท าให้ผล
การทดสอบแม่นย ามากข้ึน [4] เทคนิคดังกล่าวจึงถูกน ามาใช้ในการศึกษาวิธีทดสอบปริมาณคอลลาเจนในเครื่องดื่ม
และผลิตภัณฑ์ที่มีส่วนผสมของคอลลาเจนไฮโดรไลเซส นอกจากนี้ท าการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีที่พัฒนาขึ้น 
เพื่อให้ได้วิธีการทดสอบปริมาณคอลลาเจนทีถู่กต้อง แม่นย า สอดคล้องกับมาตรฐานห้องปฏิบัติการ ISO/IEC 17025 
: 2017 และเพื่อเพ่ิมศักยภาพของห้องปฏิบัติการศูนย์บริการประกันคุณภาพอาหาร ให้เป็นที่ยอมรับต่อไป 
  

2. เอกสารและงานวจิัยท่ีเกี่ยวขอ้ง 
 

 คอลลาเจน (collagen) เป็นโปรตีนชนิดหนึ่งที่เป็นองค์ประกอบของกระดูกและเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน 
(connective tissue) พบในร่างกาย 20-30 % [5] มีโครงสร้างทั่วไปโดยภายในสายโพลีเปปไทด์แต่ละสายเกิดจาก
การเช่ือมต่อกันด้วยพันธะไฮโดรเจนของกรดอะมิโน (G-X-Y)n โดย G คือ ไกลซีน (Glycine : Gly) เป็นองค์ประกอบ 
33%, X คือโพรลีน (Proline : Pro) ประมาณ 10% และ Y คือไฮดรอกซีโพรลีน (Hydroxyproline : Hyp)           มี
ประมาณ 14% [6] คอลลาเจนสามารถจ าแนกได้หลายชนิดชนิดที่พบมากคือ คอลลาเจนชนิดที่ 1 (Type I) พบใน
ส่วนต่าง ๆ ของร่างกาย เช่น ผิวหนัง เส้นเอ็น กระดูก กระดูกอ่อน [7] และคอลลาเจนชนิดที่ 3 (Type III) พบได้ใน
กระดูก ผิวหนังช้ันนอกสุด เอ็นกล้ามเนื้อและผนังหลอดเลือด [8] ซึ่งคอลลาเจนเป็นโปรตีนชนิดเดียวท่ีอุดมไปด้วย 
ไฮดรอกซีโพรลีนมีมากถึง 14% ของคอลลาเจนในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม และไฮดรอกซีโพรลีนเองจะไม่พบในโปรตีน
ชนิดอื่น ๆ ดังนั้น ไฮดรอกซีโพรลีนจึงมักเป็นตัวบ่งช้ีปริมาณคอลลาเจนในตัวอย่างอาหาร  
 ปัจจุบันคอลลาเจนถูกน ามาใช้ประโยชน์อย่างแพร่หลาย เช่น ผสมในเครื่องดื่ม หรือผลิตภัณฑ์รูปแบบ
อื่น ๆ เพื่อเป็นอาหารเสริมผสมคอลลาเจน เนื่องจากต้องการสรรพคุณในการเสริมความงามของผิวพรรณ           
โดยคอลลาเจนถูกแปรสภาพให้อยู่ในรูปคอลลาเจนไฮโดรไลเซส ท่ีสามารถละลายน้ าได้ง่าย และดูดซึมเข้าร่างกายได้
รวดเร็ว เพื่อตอบสนองความต้องการของผู้บริโภค จากการน าคอลลาเจนไฮโดรไลเซสมาเป็นส่วนผสมในอาหารและ
เครื่องดื่มมากขึ้น ท าให้มีการตรวจสอบปริมาณคอลลาเจนท่ีเหมาะสมต่อผู้บริโภค รวมถึงข้อมูลวัตถุดิบท่ีน ามาสกัด
เป็นคอลลาเจน ฉะนั้นการตรวจวัดปริมาณคอลลาเจนที่เป็นส่วนผสมในอาหารและเครื่องดื่มชนิดต่าง ๆ มีความ
จ าเป็นอย่างยิ่ง เนื่องจากการเติมสารดังกล่าวมีข้อจ ากัดตามประกาศของส านักงานคณะกรรมการอาหารและยา 
ดังนั้นเพื่อเป็นการเพิ่มความมั่นใจให้กับอุตสาหกรรมผู้ผลิต และที่ส าคัญผู้บริโภคได้รับข้อมูลที่ถูกต้อง น่าเชื่อถือ และ
เป็นประโยชน์ต่อการพิจารณาเลือกซื้อ  
 วิธีการตรวจวัดปริมาณคอลลาเจนสามารถท าได้หลายวิธี [9] ใช้เทคนิคสเปกโทรสโกปีอินฟราเรดย่าน
ใกล้ (Near Infrared Spectroscopy : NIRS) ในการติดตามปริมาณไฮดรอกซีโพรลีนในไส้กรอกหมู และไส้กรอกวัว 
ซึ่งไฮดรอกซีโพรลีนถูกใช้เป็นเกณฑ์ในการประเมินปริมาณคอลลาเจน แต่การใช้เทคนิค NIRS นั้น ต้องใช้เครื่องมือ  
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ที่มีราคาแพง ผู้ใช้งานต้องมีความช านาญในการตรวจสอบ [10] ใช้เทคนิคสเปกโทรสโกปีที่อาศัยการวัดปริมาณของ  
ไฮดรอกซีโพรลีน เนื่องจากคอลลาเจนมีองค์ประกอบของไฮดรอกซีโพรลีนในปริมาณสูง แตกต่างจากโปรตีนส่วนอ่ืน  
โดยการท าปฏิกิริยาออกซิเดชัน (oxidation) เปลี่ยนรูปไฮดรอกซีโพรลีนเป็น Pyrrole-2-carboxylic acid [11] และ
ใช้ p-dimethylaminobenzaldehyde (DMBA) เป็นตัวติดฉลากเปปไทด์ที่ปลายสายกรดอะมิโนที่สนใจ ซึ่งจะ
สามารถตรวจวัดปริมาณของสีที่เกิดขึ้นได้ด้วยเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร ซึ่งจะ
คล้ายกับการวิเคราะห์หาปริมาณไฮดรอกซีโพรลีนที่เป็นที่ยอมรับตามมาตรฐานสากลปัจจุบัน ซึ่งเป็นการวิเคราะห์
ปริมาณคอลลาเจนเฉพาะในเนื้อสัตว์และผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ ซึ่งจะต้องย่อยตัวอย่างให้อยู่ในรูปกรดอะมิโน คือสาร 
ไฮดรอกซีโพรลีนด้วยกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้นหรือซัลฟุริกเข้มข้น ที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา   
16 ช่ัวโมง น าไปท าปฏิกิริยากับสารคลอรามีนที (Chloramine-T) จะได้สารผลิตภัณฑ์ที่มีสีม่วงแดง จากนั้นวัด
ปริมาณสีที่เกิดขึ้นด้วยเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ ที่ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตร เพื่อวิเคราะห์หาปริมาณ      
ไฮดรอกซีโพรลีน ซึ่งเรียกเทคนิคนี้ว่า colorimetric method แต่วิธีการนี้ยังมีข้อจ ากัดด้านเวลาในการเตรียม
ตัวอย่างต้องใช้เวลานานและการควบคุมสภาวะในการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันให้คงที่ได้ยาก โดยวิธีการตรวจวัด
ปริมาณคอลลาเจนมีการศึกษาอย่างต่อเนื่อง พบว่าการประยุกต์ใช้สารก่ออนุพันธ์ (derivative agent) เพื่อติดฉลาก
เปปไทด์ที่ปลายสายกรดอะมิโน หลังจากโปรตีนถูกย่อยด้วยกรดเข้มข้นนั้น มีผลต่อการแยกกรดอะมิโนที่สนใจ 
โดยสารก่ออนุพันธ์แต่ละชนิดจะมีความจ าเพาะแตกต่างกันออกไป ท าให้สามารถแยกกรดอะมิโนที่ต้องการ
ตรวจสอบออกจากกรดอะมิโนตัวอื่นได้ [12] ได้วิเคราะห์ปริมาณคอลลาเจนโดยใช้เทคนิคโครมาโทรกราฟีของเหลว
สมรรถนะสูงร่วมกับตัวตรวจวัดชนิดอัลตร้าไวโอเลต (UV detector) ด้วยการย่อยตัวอย่างด้วยกรดและท าปฏิกิริยา
อนุพันธ์ด้วย 4-Chloro-7-nitrobenzofurazan (NBD-Cl) ให้ผลการวิเคราะห์ที่ถูกต้องแม่นย า  อย่างไรก็ตามจาก
การศึกษา [13] พบว่าการใช้สารก่ออนุพันธ์  9-Fluorenylmethyl chloroformate (FMOC-Cl) เพื่อติดฉลาก
กรดอะมิโน เนื่องจากมีความจ าเพาะต่อไฮดรอกซีโพรลีน ซึ่งเป็น secondary amino acid   ท าให้ไม่ถูกรบกวนจาก
กรดอะมิโนชนิดอื่น  และทดสอบด้วยเทคนิคโครมาโทรกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงชนิดร่วมกับตัวตรวจวัดชนิด
ฟลูออเรสเซนส์ (fluorescence detector) ที่ให้ค่า sentivity สูง สามารถทดสอบได้ในระดับความเข้มข้นต่ าสุด 
(detection limit) เท่ากับ  0.90 ug/ml  
 ในการศึกษาครั้งนี้จึงใช้สารก่ออนุพันธ์ชนิด FMOC-Cl เพื่อติดฉลากกรดอะมิโนชนิดไฮดรอกซีโพรลีน 
และตรวจวิเคราะห์ด้วยโครมาโทรกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงร่วมกับตัวตรวจวัดชนิดฟลูออเรสเซนส์ (HPLC-FLD)  
เพื่อทดสอบปริมาณคอลลาเจนในเครื่องดื่มที่มีส่วนผสมของคอลลาเจนไฮโดรไลเซส โดยเปรียบเทียบปริมาณ        
ไฮดรอกซีโพรลีนที่ได้จากการตรวจวิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC-FLD จากนั้นน ามาคูณด้วยปัจจัย (conversion 
factor) เพื่อให้ได้เป็นค่าปริมาณคอลลาเจนในตัวอย่าง และท าการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบที่พัฒนาขึ้น 
เพื่อให้มั่นใจได้ว่าวิธีการทดสอบปริมาณคอลลาเจนดังกล่าวมีความถูกต้อง รวดเร็วและแม่นย า สอดคล้องกับ
มาตรฐานห้องปฏิบัติการ ISO/IEC 17025 : 2017 
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3. วิธีการวิจัย 
 

ตัวอย่างที่ใช้ในการทดสอบ 
 การวิจัยครั้งนีไ้ด้ท าการเก็บรวบรวมข้อมูลตัวอย่าง สามารถแบ่งตัวอย่างเป็น 4 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มวตัถุดบิ 
กลุ่มอาหารทั่วไปพร้อมบริโภค กลุ่มเครื่องดื่มในภาชนะปดิสนิท และกลุม่อาหารเสริม เพื่อน ามาทดสอบหาปรมิาณ
คอลลาเจน 
วัสดุและอุปกรณ์ 
 ทดสอบปริมาณคอลลาเจนด้วยเทคนิค pre-column reverse phase High Performance Liquid 
Chromatography (HPLC) ด้วยตัวตรวจวัดชนิดฟลูออเรสเซนต์ (FLD) โดยเครื่อง HPLC รุ่น HP 1260 บริษัท 
Agilent Technologies, เครื่อง Block Heater ยี่ห้อ Stuart รุ่น SBH 200D, สารมาตรฐาน 4-Hydroxy-L-proline 
≥ 99 % ), 9-Fluorenylmethyl chloroformate ≥ 99 % (FMOC-Cl) จาก Sigma-Aldrich, Hydrochloric acid, 
Methanol และ Acetronitrile (HPLC grade) จาก Labscan  
การเตรียมสารละลายมาตรฐานและตัวอย่าง 
 เตรียมสารละลายมาตรฐานประมาณ 0.1 g ละลายด้วย 0.1 N HCl ให้ได้ความเข้มข้น 1,000 mg/L 
และเตรียมสารมาตรฐานที่ความเข้มข้นต่าง ๆ อย่างน้อย 5 ระดับความเข้มข้น เพื่อท ากราฟมาตรฐานส าหรับการ
เตรียมตัวอย่างเพื่อทดสอบปริมาณคอลลาเจน โดยช่ังตัวอย่างน้ าหนักท่ีแน่นอน ใส่ในหลอดส าหรับย่อยตัวอย่างที่มี
ฝาปิด เพื่อป้องกันการสัมผัสกับอากาศ จากนั้นเติม 6 M HCl 5 ml เขย่าเบา ๆ ให้เข้ากัน แล้วน าไปย่อยด้วยเครื่อง
ย่อย (block digestion) ที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง [4] น าสารละลายตัวอย่างที่ผ่านการ
ย่อยมาเจือจางด้วยน้ ากลั่น (distilled water) ให้ได้ปริมาตรที่ต้องการ เก็บส่วนใสของตัวอย่างไว้ เพื่อใช้ในการ
วิเคราะห์ต่อไป โดยน าสารละลายส่วนใสจากข้างต้น 250 ul เติมสารละลาย 0.4 M borate buffer pH 10.4 
ปริมาณ 1 ml และท าอนุพันธ์ด้วยการเติมสาร 50% FMOC-Cl ปริมาตร 250 ul ผสมให้เข้ากัน ตั้งทิ้งไว้ 1 นาที 
กรองสารละลายด้วย nylon syringe filter ใส่ขวด vial  สีชาขนาด 1.5 ml น าไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC  
 การทดสอบปริมาณคอลลาเจนด้วยเทคนิค HPLC จะใช้คอลัมน์ C18 (4.6 x 150 mm, 5 µm 
diameter) และใ ช้เฟสเคลื่ อนที่แบบผสม (Gradient) โดยใช้ เฟสเคลื่ อนที่  A เป็น  sodium dihydrogen 
phosphate pH 7.8 และเฟสเคลื่อนที่ B เป็น  methanol : acetonitrile : DI water ในอัตราส่วน 45 : 40 : 15 
(v/v/v) โดยมีสภาวะของอัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่ในช่วงเวลาต่าง ๆ (program gradient) ตามตารางที่ 1 
อุณหภูมิคอลัมน์ 30 องศาเซลเซียส และอัตราการไหล 0.7 ml/min โดยมีความยาวคลื่นที่ให้พลังงานกับสาร 
(excitation wavelengths) ที่ 270 nm และความยาวคลื่นที่สารดูดกลืน (emission wavelengths) ที่ 316 nm 
ใช้เวลาในการวิเคราะห์ 45 นาทีต่อตัวอย่าง ตรวจสอบค่า retention time ของ 4-Hydroxy-L-proline และ
ค านวณปริมาณคอลลาเจนโดยคูณด้วยปัจจัย (conversion factor) 7.25 ตามวิธี [14] ดังสมการ 
 

Collagen content (%)   = 
 𝐻𝑦𝑑𝑟𝑜𝑥𝑦𝑝𝑟𝑜𝑙𝑖𝑛𝑒,𝑚𝑔/𝐿 𝑋 𝐶𝐹

𝑤𝑒𝑖𝑔ℎ𝑡 𝑜𝑓𝑡𝑒𝑠𝑡 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑖𝑜𝑛,𝑔 𝑋 100
    (1) 
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ตารางที่ 1 สภาวะของอัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่ในช่วงเวลาต่าง ๆ (program gradient) 
เวลา (นาที) เฟสเคลื่อนที่ A เฟสเคลื่อนที่ B 

0 60 40 
15 45 55 
45 35 65 

 
การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบ (Method validation) 
 เพื่อให้มั่นใจได้ว่าวิธีการทดสอบที่เลือกใช้มีความถูกต้อง เหมาะสมที่จะน าไปใช้ในการทดสอบปริมาณ
คอลลาเจนต่อไป และเพื่อให้สอดคล้องตามระบบมาตรฐานห้องปฏิบัติการ ISO/IEC 17025 : 2017 ซึ่งประกอบด้วย
การพิสูจน์ช่วงของการวัด (working rang)  ความเป็นเส้นตรง (Linearity) ขีดจ ากัดของการตรวจพบ (Limit of 
Detection : LOD)  และขีดจ ากัดของการวัดเ ชิงปริมาณได้  (Limit of Quantitation : LOQ)  ความเที่ยง 
(precision) และความสามารถในการทดสอบซ้ าในช่วงเวลาต่างกัน (reproducibility) และความแม่น  (trueness) 
โดยมีขั้นตอนดังนี้ 
 พิสูจน์ช่วงของการวัด และความเป็นเส้นตรง  โดยเตรียมสารละลายมาตรฐาน 4-Hydroxy-L-proline  
ความเข้มข้นอย่างน้อย 5 ระดับ ๆ ละ 3 ซ้ า ประเมินความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐานโดยหาความสัมพันธ์เชิง
เส้นระหว่างความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน (แกน X)  และพื้นที่ใต้กราฟ (แกน Y) พิจารณาค่าสัมประสิทธิ์
สหสัมพันธ์ (correlation coefficient, R2) โดยค่าที่ได้ควรมีค่าเข้าใกล้หนึ่ง และมากกว่าหรือเท่ากับ 0.995 ถือว่า
กราฟมาตรฐานดังกล่าว  มีความถูกต้อง น่าเชื่อถือ 
 พิสูจน์ขีดจ ากัดของการตรวจพบ และขีดจ ากัดของการวัดเชิงปริมาณได้ โดยเลือกตัวอย่างในกลุ่ม
เครื่องดื่มในภาชะปิดสนิท และเติมสารละลายมาตรฐานที่ระดับความเข้มข้น 0.05 mg/L ลงในตัวอย่าง ท าการ
ทดสอบ 10 ซ้ า ค านวณหาค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) โดยขีดจ ากัดของการตรวจพบเท่ากับ 3SD และขีดจ ากัด
ของการวัดเชิงปริมาณเท่ากับ 10SD 
 พิสูจน์ความเที่ยงและความแม่นของวิธี  โดยเติมสารมาตรฐาน 4-Hydroxy-L-proline  ลงในตัวอย่าง  
3 ระดับความเข้มข้น ๆ ละ 10 ซ้ า ค านวณค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (% RSD) และความเที่ยงในการท าซ้ าจาก
ค่า Horwitz ratio พิสูจน์ความแม่นของวิธี โดยค านวณการคืนกลับของสารมาตรฐาน (% recovery) ตามเกณฑ์
มาตรฐาน [15]  
 พิสูจน์ความสามารถในการทดสอบซ้ าในช่วงเวลาต่างกัน โดยทดสอบปริมาณคอลลาเจนในตัวอย่าง 
จ านวน 10 ครั้ง ในช่วงเวลาที่แตกต่างกัน เปรียบเทียบความแตกต่างของผลการทดสอบทางสถิติ t-test ที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95 % 
   

4. ผลการวิจัย 
 

 จากสภาวะในการทดสอบปริมาณ 4-Hydroxy-L-proline ด้วยเครื่องโครมาโทรกราฟีของเหลว
สมรรถนะสูงร่วมกับตัวตรวจวัดชนิดฟลูออเรสเซนส์ พบว่าเป็นวิธีที่มีความจ าเพาะ สามารถแยกสารที่ต้องการได้
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อย่างชัดเจน โดยสาร 4-Hydroxy-L-proline จะถูกชะออกจากคอลัมน์ประมาณนาทีที่ 13.62 (retention time) 
แสดงโครมาโทแกรมของสาร 4-Hydroxy-L-proline ของตัวอย่างเครื่องดื่ม ตามภาพท่ี 2  
 

 
ภาพที่ 1 โครมาโทแกรมของสารมาตรฐาน 4-Hydroxy-L-proline ความเข้มข้น 50 mg/L 

 
ภาพที่ 2 โครมาโทแกรมของสาร 4-Hydroxy-L-proline ในตัวอย่างเครื่องดื่ม 

 
  จากเก็บรวบรวมข้อมูลตัวอย่างเพือ่น ามาทดสอบหาปริมาณคอลลาเจน จ านวน 113 ตัวอย่าง สามารถ
แบ่งตัวอย่างเป็น 4 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มวัตถุดิบ กลุ่มอาหารทั่วไปพร้อมบริโภค กลุม่เครื่องดื่มในภาชนะปดิสนิท และกลุ่ม
อาหารเสริม  โดยมีรายละเอียดดงันี้ กลุ่มวัตถุดิบ ได้แก่ เนื้อไก่ เนื้อกุ้ง เนื้อปลา เป็นต้น กลุ่มอาหารทั่วไปพร้อม
บริโภค ได้แก่ หนังปลาทอดกรอบ กาแฟส าเรจ็รูปชนิดผง แหนม เป็นต้น กลุ่มเครื่องดืม่ในภาชนะปดิสนิทได้แก่น้ า
ผลไม้ เครื่องดื่มรังนก ขนมเยลลี่ เครื่องดื่มประเภทผลติภณัฑ์จากนมต่าง ๆ ซึ่งมีการเติมคอลลาเจนในปริมาณที่มีการ
ควบคุม และกลุ่มอาหารเสริม ไดแ้ก่ ตัวอย่างผลิตภัณฑ์อาหารเสรมิคอลลาเจนชนิดน้ า ชนิดผง เป็นต้น โดยตัวอย่าง
แต่ละประเภทน ามาตรวจสอบปรมิาณคอลลาเจนด้วยโครมาโทรกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงร่วมกับตวัตรวจวัดชนิด
ฟลูออเรสเซนส์  
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ตารางที่ 2 ปริมาณคอลลาเจนที่พบในตัวอย่าง 

ล าดับ 
ชนิดกลุ่ม 
ตัวอย่าง 

จ านวนตัวอย่าง 
คิดเป็นสดัส่วน 

จากตัวอย่างทั้งหมด (%) 
ปริมาณคอลลาเจน 

(%) 
1  วัตถุดิบ 31  27 0.3 - 99.0  
2 อาหารทั่วไปพร้อมบริโภค 11  10 0.2 - 30.0 
3 เครื่องดื่มในภาชนะปิดสนิท 54  48 0.1 - 25.0 

4 
ผลิตภณัฑ์อาหารเสริม  
collagen hydrolysate 

17  15 1.0 20.0 

 
 จากตารางที่ 2 พบว่าตัวอย่างกลุ่มเครื่องดื่มในภาชนะปิดสนิท เป็นกลุ่มที่ได้รับความสนใจของผู้ผลิตที่
นิยมน าคอลลาเจนมาเติมเป็นส่วนผสมของผลิตภัณฑ์ เมื่อน ามาทดสอบหาปริมาณคอลลาเจน พบว่ามีปริมาณ
คอลลาเจ ตั้งแต่ 0.1-25.0% คิดเป็น 48% จากตัวอย่างทั้งหมด รองมาคือกลุ่มวัตถุดิบ 27% ผลิตภัณฑ์อาหารเสริม 
15% และอาหารทั่วไปพร้อมบริโภค 10% เป็นล าดับสุดท้าย โดยมีปริมาณคอลลาเจนอยู่ในช่วง 0.3-99.0% และใน
การศึกษาครั้งนี้จะท าการศึกษาวิธีการทดสอบและความใช้ได้ของวิธีการทดสอบหาปริมาณคอลลาเจนในตัวอย่าง
เครื่องดื่มในภาชนะปิดสนิทที่มีส่วนผสมของคอลลาเจนไฮโดรไลเซส  
 
การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธี (Method validation)  
 เพื่อเป็นการยืนยันว่าวิธีที่ใช้ในการทดสอบปริมาณคอลลาเจนนั้นเหมาะสม โดยการพิสูจน์ช่วงของการ
วัด และความเป็นเส้นตรง โดยสร้างกราฟมาตรฐานและหาความสัมพันธ์เชิงเส้นระหว่างความเข้มข้นของสารละลาย
มาตรฐาน (แกน X)  และพื้นที่ใต้กราฟ (แกน Y) พบว่ามีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (Correlation coefficient, R2) 
เท่ากับ 0.996 ดังภาพท่ี 3 และมีช่วงการใช้งานที่เป็นเส้นตรงที่ความเข้มข้นตั้งแต่ 0.5-50 mg/L และเพื่อยืนยันว่า
เป็นสารชนิดเดียวกัน ท าการทดสอบความเข้มข้นละ 3 ซ้ า เปรียบเทียบพื้นที่ใต้กราฟในเวลาที่พบสาร (retention 
time) พบว่ามีค่าความเที่ยงของการทดสอบซ้ าของพื้นที่ใต้กราฟ (%RSD) มีค่าน้อยกว่า 10 ตามเกณฑ์ที่ก าหนด 
[15] ดังกล่าวมีความถูกต้อง น่าเชื่อถือ แสดงดังตารางที่ 3  

 

 
ภาพที่ 3 กราฟความสัมพันธ์เชิงเสน้ตรงระหวา่งความเข้มข้นสารมาตฐาน 4-Hydroxy-L-proline กับพ้ืนท่ีใต้กราฟ 
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ตารางที่ 3 พื้นที่ใต้กราฟของสารมาตรฐาน 4-Hydroxy-L-proline 

Concentration 
(mg/L)  

Peak area Peak area 
(mean) 

% 
 RSD  1 2 3 

0.50 91.45077 105.05761 96.06548 96.06548 7.20 

1.00 163.0345 169.25786 167.35297 167.35297 1.91 

5.01 922.92798 916.39423 927.02075 927.02075 0.58 

10.03 2126.1177 2100.1948 2031.2581 2031.25806 2.41 

20.06 4322.4395 4461.7881 4381.7383 4381.73828 1.60 

50.14 9691.3897 9507.1943 9537.5693 9537.56934 1.04 
 
 พิสูจน์ขีดจ ากัดของการตรวจพบและขีดจ ากัดของการวัดเชิงปริมาณได้ โดยท าการทดสอบ 10 ซ้ า พบว่า
มีค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) เท่ากับ 0.0013 มีขีดจ ากัดของการตรวจพบ (LOD) เท่ากับ 0.004% และขีดจ ากัด
ของการวัดเชิงปริมาณ (LOQ) เท่ากับ 0.013%  
 
ตารางที่ 4 ผลการพิสูจน์ความเที่ยง (precision) และความแม่นย า (% recovery) n=10 

Concentration (mg/L) % Recovery % RSD Horwitz Horwitz ratio 
1.00 93.27 6.43 3.25 1.98 
5.01 99.07 2.18 2.55 0.85 
10.03 105.11 1.45 2.28 0.63 

 
 พิสูจน์ความเที่ยงของการทดสอบซ้ า ที่ระดับความเข้มข้น 1.00, 5.01 และ 10.03 mg/L มีค่า Horwitz 
ratio เท่ากับ 1.98, 0.85 และ 0.63 ตามล าดับ  ซึ่งเป็นไปตามเกณฑ์การยอมรับ คือมคี่าน้อยกว่า 2  และจากการ
พิสูจน์ความแม่นของวิธีโดยค านวณการคืนกลับของสารมาตรฐาน 4-Hydroxy-L-proline พบว่ามีค่าการคืนกลับ
เฉลี่ยเท่ากับ 93.27%, 99.07% และ 105.11% ตามล าดับ ซึ่งอยู่ในช่วงเกณฑ์การยอมรับ คือ 80-110% ที่ระดับของ
สารที่สนใจไมเ่กิน 10 mg/L [15] 
 
ตารางที่ 5 ปริมาณคอลลาเจนในเครื่องดื่มทีท่ดสอบซ้ าในวันเดียวกนัและในช่วงเวลาต่างวัน (reproducibility) 

Collagen content (%) 
 Mean ± SD % RSD 
Intra-day (n=10) 0.17 ± 0.01 8.16 
Inter-day (n=10) 0.18 ± 0.01 7.48 

 
 พิสูจน์ความสามารถในการทดสอบซ้ าในช่วงเวลาที่ต่างกันโดยพิจารณาค่า  Relative Standard 
Deviation (%RSDR) พบว่ามีค่า เฉลี่ ยของปริมาณคอลลเจนและค่ า %RSDR เท่ากับ 0.17 ± 0.01% และ            
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0.18 ± 0.01% ตามล าดับ เมื่อทดสอบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยด้วยสถิติ t-test พบว่าไม่มีความแตกต่างอย่าง    มี
นัยส าคัญที่ระดับความเช่ือมั่น 95 %  
 

5. อภิปรายผลและข้อเสนอแนะการวิจัย 
 จากการเก็บข้อมูลตัวอย่างที่นิยมใช้คอลลาเจนเป็นวัตถุเจือปนอาหาร (food additive) คือกลุ่ม
เครื่องดื่มในภาชนะปิดสนิท โดยมีปริมาณคอลลาเจนอยู่ในช่วงตั้งแต่ 0.1-25.0% ซึ่งแสดงให้เห็นว่าเป็นตัวอย่างที่
ได้รับความนิยมของผู้ผลิตเป็นอย่างมาก ผู้วิจัยจึงเลือกท าการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบปริมาณคอลลาเจน
ให้ครอบคลุมกับกลุ่มตัวอย่างดังกล่าว เพื่อให้สอดคล้องกับความต้องการของทั้งผู้ผลิตและผู้บริโภคเพื่อให้มั่นใจใน
ผลิตภัณฑ์ก่อนน ามาบริโภค โดยพบว่ามีช่วงการใช้งานของสารมาตรฐานที่เป็นเส้นตรงที่ความเข้มข้นตั้งแต่         
0.5-50 mg/L มีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์เท่ากับ 0.996 มีขีดจ ากัดของการตรวจพบและขีดจ ากัดของการวัดเชิง
ปริมาณได้ เท่ากับ 0.004% และ 0.013% ตามล าดับ มีความเที่ยงโดยพิจารณาค่า Horwitz ratio มีน้อยกว่า 2  
และความแม่นจากค่าการคืนกลับอยู่ในช่วง 80-110% ที่ระดับของสารที่สนใจไม่เกิน 10 mg/L และเมื่อท าการ
ทดสอบในเวลาที่แตกต่างกันพบว่าปริมาณคอลลาเจนที่ได้ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ จากการทดสอบ
ความใช้ได้ของวิธีทดสอบปริมาณคอลลาเจนในเครื่องดื่ม ซึ่งแสดงให้เห็นว่าวิธีการทดสอบปริมาณคอลลาเจนใน
ผลิตภัณฑ์เครื่องดื่มที่มีส่วนผสมของคอลลาเจนไฮโดรไลเซส ดังกล่าวมีความถูกต้อง เหมาะสม ที่จะน ามาใช้ในการ
ปฏิบัติงานประจ าของห้องปฏิบัติการ โดยพบว่าวิธีการทดสอบปริมาณคอลลาเจนดังกล่าวยังไม่สามารถจ าแนก
ประเภทของคอลลาเจนที่เติมลงในผลิตภัณฑ์ได้ ซึ่งการใช้ตัวคูณปัจจัย (convertion factor) เป็นการแสดง
แหล่งที่มาของโปรตีนที่เป็นวัตถุดิบในการผลิตคอลลาเจน โดยมีงานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับการน าตัวคูณปัจจัยส าหรับ
การค านวณปริมาณคอลลาเจนที่แท้จริง เช่น คอลลาเจนที่มาจากเนื้อสัตว์จะใช้ตัวคูณปัจจัย เท่ากับ 8 [2] ซึ่งใน
การศึกษาตัวเลขของตัวคูณปัจจัยนี้ ยังมีการศึกษาอย่างต่อเนื่อและยังไม่มีการระบุตัวเลขท่ีแน่นอน  
 ในปัจจุบันพบวธิีการทดสอบปริมาณคอลลาเจนในเนื้อสัตว์และผลิตภัณฑ์จากเนื้อสัตว์ [2] เท่านั้น ที่เป็น
วิธีมาตรฐานสากล ซึ่งยังไม่ครอบคลุมกับตัวอย่างเครื่องดื่มที่มีส่วนผสมของคอลลาเจนไฮโดรไลเซสที่ก าลังได้รับ
ความนิยมในท้องตลาด และเพื่อสนองความต้องการของลูกค้าหรือผู้บริโภค ทางห้องปฏิบัติการจึงได้พัฒนาวิธี
ทดสอบและท าการยืนยันว่าวิธีการทดสอบปริมาณคอลลาเจนในเครื่องดื่มที่มีส่วนผสมของคอลลาเจนไฮโดร          
ไลเซสดังกล่าว มีความเหมาะสม ให้ผลการทดสอบที่ถูกต้อง เพื่อให้ทันต่อสถานการณ์ปัจจุบัน และสามารถแข่งขัน
กับห้องปฏิบัติการอื่นได้ อย่างไรก็ตามในการทดสอบปริมาณคอลลาเจนด้วยวิธีการย่อยตัวอย่างด้วยกรด            
ไฮโดรคลอริกเพื่อตัดสายพันธะเปปไทด์ของโปรตีนให้อยู่ในรูปกรดอะมิโนและใช้สารอนุพันธ์ FMOC-Cl เพื่อแสดง
ความจ าเพาะเจาะจงของสาร hydroxyproline ทดสอบปริมาณด้วยเครื่อง HPLC ที่มีความไวสูง มีการแยกท่ีดี  เป็น
วิธีการที่ได้รับความนิยม เนื่องจากเครื่อง HPLC เป็นเครื่องมือพื้นฐานท่ีห้องปฏิบัติการทั่วไปมีใช้งาน นอกจากนี้ยัง
เป็นวิธีทดสอบที่ง่าย รวดเร็ว เหมาะสมกับการทดสอบในงานประจ า และสามารถน าไปยื่นขอการรับรองวิธีการ
ทดสอบตามระบบมาตรฐาน ISO/IEC 17025 ต่อไปได้ 
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ค าขอบคุณ  
 

 งานวิจัยนี้ส าเร็จลงด้วยดี จากการอนุเคราะห์ของหัวหน้าศูนย์บริการประกันคุณภาพอาหาร สถาบัน
ค้นคว้าและพัฒนาผลิตภัณฑ์อาหาร ที่สนับสนุนเครื่องมือและอุปกรณ์ต่าง ๆ อีกทั้งยังให้การสนับสนุนบุคลากร
พัฒนาความรู้ต่อยอดจากงานประจ าสู่งานวิจัย เพื่อตอบสนองความต้องการของผู้ใช้บริการของห้องปฏิบัติการ
ศูนย์บริการประกันคุณภาพอาหาร ผู้วิจัยต้องขอขอบคุณมา ณ โอกาสนี้ 
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