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การตรวจสอบความถูกต้องของวธีิวเิคราะห์ปริมาณคอลลาเจนด้วยการวเิคราะห์โดยการวดัสี 

Method Validation of Collagen Content by Colorimetric Analysis 
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บทคดัย่อ 

การศึกษาคร้ังน้ีเป็นการตรวจสอบความถูกตอ้งของวิธีและเปรียบเทียบการวิเคราะห์ปริมาณคอลลาเจนดว้ย

การวิเคราะห์โดยการวดัสี 2 วิธี คือ วิธีซีเรียสเรดและวิธีไฮดรอกซีโพรลีน และทาํการวิเคราะห์ตวัอยา่งผลิตภณัฑ์

เคร่ืองด่ืมผสมคอลลาเจนจาํนวน 9 ยีห่อ้ สาํหรับวิธีไฮดรอกซีโพรลีนไดท้าํการเปรียบเทียบการเตรียมตวัอยา่ง 2 วิธี คือ 

ใชห้มอ้น่ึงอดัไอนํ้า ท่ี 121 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที และใชตู้อ้บลมร้อน ท่ี 120 องศาเซลเซียส นาน 24 ชัว่โมง และ

วิเคราะห์ความแตกต่างดว้ยสถิติ ANOVA ผลการทดลองพบว่าวิธีซีเรียสเรดและวิธีไฮดรอกซีโพรลีนมีความเป็น

เส้นตรงในช่วงความเขม้ขน้ 4-25 และ 1-5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลาํดบั โดยวิธีไฮดรอกซีโพรลีนใหค้วามไวสูง

กวา่เม่ือเปรียบเทียบการวิเคราะห์ปริมาณคอลลาเจนของทั้ง 2 วิธีและการยอ่ยตวัอยา่งก่อนการวิเคราะห์ดว้ยวิธีไฮดรอก

ซีโพรลีนไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญั (p>0.05) แต่การใชห้มอ้น่ึงอดัไอนํ้าจะใชเ้วลาในการเตรียมตวัอยา่งนอ้ยกวา่ 

 

ABSTRACT 

This study focused on method validation and comparison of collagen content analysis by colorimetric 

analysis using sirius red assay and hydroxyproline assay. The nine different brands of collagen containing drinks 

were determined. For hydroxyproline assay, the samples preparation were hydrolyzed by 2 methods: autoclave at 

121°C, 20 min or hot air oven at 120°C, 24 h. The results were analyzed statistically by ANOVA. The results showed 

that  the linearity range of sirius red assay and hydroxyproline assay were 4-25 and 1-5 µg/ml, respectively but 

hydroxyproline assay provided more sensitivity than sirius red assay. The collagen content analysis of products by two 

colorimetric methods and different sample preparation methods of hydroxyproline assay showed no significantly 

difference (p> 0.05). However, hydrolysis by autoclave need shorter time. 

 

 

 

 

 

 
 

 

คาํสําคญั: การตรวจสอบความถูกตอ้งของวธีิวิเคราะห์ การวเิคราะห์โดยการวดัสี คอลลาเจน 
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บทนํา 

ปัจจุบันคอลลาเจนถูกนํามาใช้ประโยชน์อย่าง

แพร่หลาย เช่น ผสมในเคร่ืองด่ืม หรือผลิตภัณฑ์

รูปแบบอ่ืนๆเพื่อเป็นอาหารเสริมผสมคอลลาเจน 

เน่ืองจากตอ้งการสรรพคุณในการเสริมความงามของ

ผิวพรรณ คอลลาเจนเป็นโปรตีนท่ีพบในร่างกาย          

ร้อยละ 20-30 (Lareu et al., 2010; Lin &Kuan, 2010) 

โดยพบว่าคอลลาเจนทั้งหมดมี 26 ชนิด แต่ท่ีพบมาก 

คือ คอลลาเจนชนิดท่ี 1 พบในส่วนต่างๆ ของร่างกาย 

เ ช่น ผิวหนัง  เส้น เอ็น  กระดูก และกระดูกอ่อน 

(Taskiran et al., 1999) โครงสร้างของคอลลาเจนเป็น

สายพอลิเปปไทด์ 3 สาย เช่ือมต่อกันด้วยพนัธะ

ไฮโดรเจน มีโครงสร้างทัว่ไป คือ Gly-Xaa-Yaa โดยมี

ตาํแหน่ง Xaa คือ โพรลีน (ร้อยละ 12) และตาํแหน่ง 

Yaa คือ ไฮดรอกซีโพรลีน (ร้อยละ 13.5) (Lin &Kuan, 

2010) การวิเคราะห์ปริมาณคอลลาเจนมีหลายวิธี เช่น 

วิธี high performance liquid chromatography (HPLC) 

(Biondi et al., 1997) วิธี immunoassays (Jones et al., 

2010) พบวา่วธีิเหล่าน้ีมีความจาํเพาะแต่กมี็ค่าใชจ่้ายสูง

และมีขั้นตอนในการทดสอบท่ีซับซ้อน ต้องอาศัย

เคร่ืองมือราคาแพง ซ่ึงวธีิวเิคราะห์แบบง่ายวิธีหน่ึงกคื็อ                      

การวิเคราะห์โดยการวดัสี ซ่ึงแบ่งออกเป็น 2 วิธี ไดแ้ก่ 

วิธีซีเรียสเรดเป็นการวิเคราะห์ปริมาณคอลลาเจน

โดยตรงซ่ึงอาศยัการทาํปฎิกิริยาของสียอ้มท่ีมีหมู่กรด

ซลัโฟนิกกบัหมู่อะมิโนของคอลลาเจนและเกิดการจบั

กนัอย่างจาํเพาะระหว่างสียอ้มกบัพนัธะเปปไทด์ของ

คอลลาเจนตามความยาวของโครงสร้าง และวิ ธี               

ไฮดรอกซีโพรลีน (AOAC, 2000) เป็นการวิเคราะห์

ปริมาณไฮดรอกซีโพรลีนซ่ึงเป็นส่วนประกอบใน

ค อ ล ล า เ จ น โ ด ย โ ม เ ล กุ ล ข อ ง ค อ ล ล า เ จ น จ ะ ถู ก               

ไ ฮ โ ด ร ไ ล ซ์ ใ ห้ เ ป็ น ห น่ ว ย ย่อ ย ข อ ง ก ร ด อ ะ มิ โ น

จากนั้ นไฮดรอกซีโพรลีนจะถูกออกซิไดซ์ด้วย               

คลอรามีนทีและ 4-(Dimethylamino) benzaldehyde 

(DMAB) ทาํใหเ้กิดสีของสารประกอบเชิงซอ้นและวดั

ความเขม้ท่ีเกิดข้ึน (Hofman et al., 2011) เน่ืองจาก  

ไฮดรอกซีโพรลีนเป็นองค์ประกอบเฉพาะท่ีพบใน

คอลลาเจน ดงันั้นการหาปริมาณไฮดรอกซีโพรลีนจึง

ถูกนาํมาใชเ้พ่ือคาํนวณหาปริมาณคอลลาเจนไดอ้ย่าง

ถูกตอ้งแม่นยาํ และมีความจาํเพาะสูง (Lareu et al., 

2010) ซ่ึงการเตรียมคอลลาเจนใหอ้ยูใ่นรูปกรดอะมิโน

มีหลายวธีิ เช่น การยอ่ยดว้ยกรดร่วมกบัความร้อน และ

การยอ่ยดว้ยเปปซินร่วมกบัความร้อน (Thitipramote & 

Rawkdkuen, 2011; Singh et al., 2011) ในงานวิจยัน้ีจึง

เป็นการตรวจสอบความถูกตอ้งของการวิเคราะห์โดย

การวดัสีทั้ง 2 วิธีเพ่ือนาํมาประยุกตใ์นการควบคุม

คุณภาพของผลิตภัณฑ์เคร่ืองด่ืมผสมคอลลาเจนท่ี

จาํหน่ายในทอ้งตลาดต่อไป 

 

วตัถุประสงค์การวจิัย 

1. เพื่อตรวจสอบความถูกตอ้งของวิธีวิเคราะห์

ปริมาณคอลลาเจนดว้ยการวเิคราะห์โดยการวดัสี 

2. เพ่ือเปรียบเทียบวิธีไฮดรอกซีโพรลีนและวิธี

ซีเรียสเรด 

 

วธีิการวจิัย 

1. สารเคมแีละอุปกรณ์ 

Chloramine Trihydrate, 4-(dimethylamino) 

benzaldehyde, Collagen human, Trans-4- 

Hydroxyproline-L-proline, Direct Red 80, Picric acid 

(Sigma-Aldrich, USA), Autoclave (Wise Clave, 

Germany) 

2. วธีิการเตรียมสารละลายมาตรฐาน และตวัอย่าง  

2.1 วธีิซีเรียสเรด (Taskiran et al., 1999) 

2.1.1 เตรียมสารละลายมาตรฐาน 

เตรียมสารละลายมาตรฐานคอลลาเจน

ที่ความเขม้ขน้ 4-25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ใน 0.5 

โมลาร์ของกรดอะซีติก และเตรียม Dye solution จาก

กรดพิคริกผสมกบัสี Direct red ปริมาณ 0.02 กรัม ใน

นํ้า 30 มิลลิลิตร 
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2.1.2 เตรียมตวัอยา่ง 

เตรียมเคร่ืองด่ืมผสมคอลลาเจนทั้ ง 9 

ยี่ห้อให้มีความเขม้ขน้ 35 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ใน 

0.5 โมลาร์ของกรดอะซีติก 

2.2 วธีิไฮดรอกซีโพรลีน (Lin &Kuan, 2010) 

2.2.1 เตรียมสารละลายมาตรฐาน 

เตรียมสารละลายไฮดรอกซีโพรลีน

ปริมาณ 0.001 กรัม ให้มีความเขม้ขน้ 1-5 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร ใน 50 มิลลิโมลาร์ของอะซีเตตบฟัเฟอร์ 

pH 3.5 เตรียมสารละลาย 0.056 โมลลาร์ของคลอรามีน 

ที ใน 50 เปอร์เซ็นต ์เอน็-โพรพานอลเตรียมสารละลาย 

Ehrlich's reagent จาก 1 โมลาร์ ของ 4-

(dimethylamino)benzaldehyde  ในสารละลายผสม

ของเอ็น-โพรพานอล ต่อกรดเปอร์คลอริก (2:1 โดย

ปริมาตร) 

2.2.2 เตรียมตวัอยา่ง 

เก็บตวัอย่างผลิตภณัฑ์เคร่ืองด่ืมผสม

คอลลาเจนชนิดนํ้ าท่ีจ ําหน่ายในท้องตลาด จังหวดั

ขอนแก่น โดยคดัเลือกเคร่ืองด่ืมผสมคอลลาเจนท่ีมี

ราคาไม่เกิน 100 บาท จาํนวน 9 ยีห่อ้ 

เต รียมตัวอย่างสองวิ ธีแรกเตรียม

ตวัอย่างเคร่ืองด่ืมผสมคอลลาเจน จาํนวน 9 ยี่ห้อท่ีมี

ความเขม้ขน้ 35 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ใน 50 มิลลิโม

ลาร์ของอะซีเตตบฟัเฟอร์ pH 3.5 จากนั้นเติม 2 นอร์            

มอลของโซเดียมไฮดรอกไซด์ปริมาณ 20 ไมโครลิตร 

ให้ความร้อนโดยใช้หม้อน่ึงอัดไอนํ้ า ท่ี 121 องศา

เซลเซียส นาน 20 นาที (Lin and Kuan, 2010) วิธีท่ีสอง

เตรียมตัวอย่างท่ีความเข้มข้น  35 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร ใน 6 นอร์มอลของกรดไฮโดรคลอริก นาํไป

ใหค้วามร้อนโดยใชตู้อ้บลมร้อน ท่ี 120 องศาเซลเซียส 

นาน 24 ชัว่โมง (Hofman et al., 2011) 

3. การวเิคราะห์คอลลาเจน 

3.1 วธีิซีเรียสเรด (Taskiran et al., 1999) 

ปิ เ ป ต  1 0 0  ไ ม โ ค ร ลิ ต ร ข อ ง ส า ร ล ะ ล า ย

มาตรฐานคอลลาเจนท่ีความเขม้ขน้ 4-25 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร และตวัอยา่งท่ีความเขม้ขน้ 35 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร  มาเติม dye solution 1,000 ไมโครลิตร 

Sonicate 30 นาที และป่ันเหวี่ยงท่ี 12,000g นาน 5 นาที 

1 รอบ นาํตะกอนไปเติม 1,000 ไมโครลิตร ของ 0.1 

โมลาร์ของกรดไฮโดรคลอริก แล้ว ป่ันเหวี่ ยง ท่ี 

12,000g นาน 5 นาที 1 รอบ นาํตะกอนไปเติม 1,000 

ไมโครลิตร ของ 0.5 นอร์มอลของโซเดียมไฮดรอก

ไซด์และวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตร 

คํานวณหาปริมาณคอลลาเจนโดยเทียบกับกราฟ

มาตรฐานของสารละลายมาตรฐานคอลลาเจน 

3.2 วธีิไฮดรอกซีโพรลีน (Lin &Kuan, 2010) 

ปิเปต10 ไมโครลิตร ของสารละลายมาตรฐาน   

ไฮดรอกซีโพรลีนท่ีความเขม้ขน้ 1-5 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร และตวัอยา่งท่ีความเขม้ขน้ 35 ไมโครกรัมต่อ

มิ ล ลิ ลิ ต ร  ล ง ใ น ไ ม โ ค ร เ พ ล ต  จ า ก นั้ น เ ติ ม  90 

ไมโครลิตร ของคลอรามีนที ท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง นาน 

25 นาที เติม 100 ไมโครลิตร ของ Ehrlich's reagent  

อุ่นท่ี 65 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที วดัค่าการดูดกลืน

แสงท่ี 550 นาโนเมตร คาํนวณหาปริมาณคอลลาเจน

โ ด ย เ ที ย บ กับ ก ร า ฟ ม า ต ร ฐ า น ข อ ง ส า ร ล ะ ล า ย

มาตรฐานไฮดรอกซีโพรลีนและวิเคราะห์ขอ้มูลดว้ย

สถิติ ANOVA 

4. การตรวจสอบความถูกต้องของวธีิวเิคราะห์  

4.1 การทดสอบความเ ป็นเส้นตรงและพิสัย 

(linearity and range) 

การวิเคราะห์ดว้ยวิธีซีเรียสเรดจากสารละลาย

มาตร ฐานค อลลา เจ นในช่วงค วาม เข้มข้น  4-25 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 5 ระดบัความเขม้ขน้ๆ ละ 3 

ซํ้ า และสําหรับการวิเคราะห์ดว้ยวิธีไฮดรอกซีโพรลีน

จากสารละลายมาตรฐานไฮดรอกซีโพรลีนในช่วง

ความเขม้ขน้ 1-5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 5 ระดบัความ

เขม้ขน้ๆ ละ 3 ซํ้ า นาํค่าท่ีไดม้าสร้างกราฟเส้นตรงและ

คํา น ว ณ ค่ า สั มป ร ะ สิ ท ธ์ ส หสั ม พัน ธ์  ( correlation 

coefficient : r)โดย r >0.99  

4.2 การทดสอบขีดจาํกดัของการตรวจพบ  (limit 

of detection, LOD) และการทดสอบขีดจาํกดัของการ

วดัเชิงปริมาณ (limit of quantitation, LOQ)  
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เต รียมนํ้ าปราศจากไอออนและโซเดียม                      

ไฮดรอกไซด์มาวิเคราะห์ด้วยวิธีซีเรียสเรดและวิธี              

ไฮดรอกซีโพรลีน ตามลาํดบั จากนั้นทดสอบขีดจาํกดั

ของการตรวจพบ โดยคาํนวณจากสูตร LOD = 3SD

และทดสอบขีดจํากัดของการวัดเชิงปริมาณ โดย

คาํนวณจากสูตร LOQ = 10SD 

4.3 การทดสอบความเท่ียง (precision) 

เตรียมสารละลายมาตรฐานคอลลาเจนหรือ

สารละลายมาตรฐานไฮดรอกซีโพรลีน 5 ระดบัความ

เขม้ขน้ๆ ละ 3 ซํ้ าจากนั้นนําไปวิเคราะห์ด้วยวิธี           

ซีเรียสเรดหรือวิธีไฮดรอกซีโพรลีน ตามลาํดับ เพ่ือ

ศึกษาการทดลองซํ้ าในช่วงวนัเดียวกนั (intra-day) และ

การทดลองซํ้ าต่างวนั (inter-day) และรายงานผลในรูป

ของร้อยละค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ ( relative of 

standard deviation, %RSD) โดย% RSD < 2 

4.4 การทดสอบความแม่น (accuracy) 

เตรียมสารละลายมาตรฐานคอลลาเจนความ

เขม้ขน้ 8, 16, 24 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และความ

เขม้ขน้ 10, 25, 35 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ความ

เขม้ขน้ละ 3 ซํ้ า จากนั้นวิเคราะห์ดว้ยวิธีซีเรียสเรดและ

วธีิไฮดรอกซีโพรลีน ตามลาํดบั และคาํนวณหาร้อยละ 

การกลบัคืน (%recovery) โดยนาํปริมาณคอลลาเจน

คูณร้อยหารดว้ยความเขม้ขน้เร่ิมตน้ มีเกณฑ์การ

ยอมรับอยูร่ะหว่าง 90 ถึง 110 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงความ

ถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ท่ีวดัได้ค่าใกล้เคียงกับค่าท่ี

แท้จริงมากท่ีสุดแสดงว่าการวิ เคราะห์นั้ นมีความ

ถกูตอ้งสูง 

 

ผลการวจิัย 

การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิ เคราะห์

ปริมาณคอลลาเจนดว้ยการวิเคราะห์โดยวิธีซีเรียสเรด

และวิธีไฮดรอกซีโพรลีน เพื่อแสดงถึงความสามารถ

ข อ ง วิ ธี วิ เ ค ร า ะ ห์ ท่ี ส า ม า ร ถ นํ า ไ ป ใ ช้ ไ ด้  โ ด ย

ประกอบดว้ย การทดสอบความเป็นเส้นตรงและพิสัย 

(linearity and range) (รูปท่ี 1 และรูปท่ี 2) การทดสอบ

ขีดจาํกดัของการตรวจพบ (limit of detection, LOD) 

และการทดสอบขีดจาํกดัของการวดัเชิงปริมาณ (limit 

of quantitation, LOQ) การทดสอบความเท่ียง 

(precision) ของการทดลองซํ้ าในช่วงวนัเดียวกนั(intra-

day) และการทดลองซํ้ าต่างวนั(inter-day) การทดสอบ

ความแม่น (accuracy) ตามลาํดบั ไดผ้ลการตรวจสอบ

ความถกูตอ้งของวธีิวเิคราะห์แสดงดงัตารางท่ี 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

              รูปที่ 1 กราฟสารละลายมาตรฐานคอลลาเจน  รูปที่ 2 กราฟสารละลายมาตรฐานไฮดรอกซีโพรลีน 

 

จากการตรวจสอบความถูกตอ้งของวิธีวิเคราะห์

ปริมาณคอลลาเจนทั้ง 2 วิธีพบวา่มีความถูกตอ้งแม่นยาํ 

และมีความไวในระดบัไมโครกรัม เม่ือนาํวิธีวิเคราะห์

ท่ีผ่านการตรวจสอบความถูกต้องมาวิเคราะห์และ

เปรียบเทียบปริมาณคอลลาเจนในเคร่ืองด่ืมผสม

คอลลาเจนชนิดนํ้าจาํนวน 9 ยีห่อ้ ผลการทดลองแสดง

ดงัตารางท่ี 2 และรูปท่ี 3 
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จ า กก า ร วิ เค ร าะ ห์ข้อ มูล ทา ง ส ถิ ติ  ( one-way 

ANOVA) ผลการวิเคราะห์ของทั้ง 2 วิธี พบวา่ทั้ง 2 วิธี

ให้ผลการวิเคราะห์ปริมาณคอลลาเจนไม่แตกต่างกนั 

(p>0.05) 

 

ตารางที ่1 ผลการตรวจสอบความถกูตอ้งของวธีิวเิคราะห์ปริมาณคอลลาเจนดว้ยการวเิคราะห์โดยวธีิซีเรียสเรดและ 

 วธีิไฮดรอกซีโพรลีน 

Parameters Sirius red assay Hydroxyproline assay 

Linearity   

- linear equation Y = 0.0004X + 0.0039 Y = 0.0108X + 0.0222 

- coefficient of determination (r2) 0.9987 0.9940 

LOD (µg/ml) 0.7 0.2 

LOQ (µg/ml) 2.5 0.9 

Precision (% RSD)   

- Intra-day 0.0-1.0a 0.0-2.0b 

- Inter-day 0.0-0.3a 0.4-1.1b 

Accuracy (% recovery) 93.7 - 108.3c 94.8 - 101.6d 

  101.5 - 109.3e 

aช่วงความเขม้ขน้ 4-25 µg/ml, b ช่วงความเขม้ขน้ 1-5 µg/ml, cวธีิซีเรียสเรด, dใชห้มอ้น่ึงอดัไอนํ้า, eใชตู้อ้บลมร้อน

 

ตารางที ่2 ผลการวเิคราะห์ปริมาณคอลลาเจนดว้ยวธีิซีเรียสเรดและวธีิไฮดรอกซีโพรลีนในเคร่ืองด่ืมผสมคอลลาเจน 

 ชนิดนํ้าจาํนวน 9 ยีห่อ้ (n=3) 

Brand 

names 

Sirius red assay 
Hydroxyproline assay 

Autoclave Hot air oven 

collgen±SD 

(µg/ml) 

food 

label 

(mg/ml) 

%recovery 
collagen±SD 

(µg/ml) 

food 

label 

(mg/ml) 

%recovery 
collagen±SD 

(µg/ml) 

food 

label 

(mg/ml) 

 %recovery 

1 37.7±0.0 40.0 107.8 31.4±0.0 40.0 89.7 32.1±0.0 40.0 91.7 

2 34.0±0.0 11.1 97.1 34.1±0.0 11.1 97.5 32.1±0.0 11.1 91.7 

3 35.7±0.0 2.7 102.1 37.5±0.0 2.7 107.3 34.1±0.0 2.7 97.5 

4 37.7±0.0 111.1 107.8 33.4±0.0 111.1 95.4 37.5±0.0 111.1 107.3 

5 32.7±0.0 2.0 93.5 37.5±0.0 2.0 107.3 36.2±0.0 2.0 103.4 

6 37.7±0.0 4.8 107.8 35.5±0.0 4.8 101.6 38.3±0.0 4.8 109.4 

7 32.7±0.0 10.0 93.5 34.1±0.0 10.0 97.5 35.5±0.0 10.0 101.6 

8 32.0±0.0 45.4 91.4 32.0±0.0 45.4 91.6 33.4±0.0 45.4 95.6 

9 35.2±0.0 119.0 100.7 32.1±0.0 119.0 91.7 32.8±0.0 119.0 93.7 
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รูปที่ 3 กราฟร้อยละการกลบัคืน (% recovery) ปริมาณคอลลาเจนในเคร่ืองด่ืมผสมคอลลาเจนชนิดนํ้าจาํนวน 9 ยีห่อ้ 

 

อภิปรายและสรุปผลการวจิัย 

การตรวจสอบความถูกตอ้งของวิธีวิเคราะห์ทั้ง 2

วิธี พบว่ามีความถูกต้องแม่นยาํ โดยวิธีไฮดรอกซี           

โพรลีนมีความไวสูงกว่าวิธีซีเรียสเรดข้อดีของวิธี             

ซีเรียสเรดคือ มีความจาํเพาะต่อโครงสร้างคอลลาเจน

ชนิดท่ี 1 ถึง 4 และเป็นวิธี ท่ี ง่ายไม่ต้องมีการย่อย

ตวัอย่างก่อนการวิเคราะห์ แต่มีขอ้เสียคือ อาจจะเกิด

การรบกวนจากโปรตีนอ่ืนท่ีไม่ใช่คอลลาเจน และวิธีน้ี

ไม่สามารถแยกชนิดของคอลลาเจนได ้(Taskiran et 

al., 1997) ส่วนวิธีไฮดรอกซีโพรลีนตอ้งมีการย่อย

ตวัอยา่งก่อน ในการเตรียมตวัอยา่งทั้ง 2 วิธีพบวา่การ

ใชห้มอ้น่ึงอดัไอนํ้ าและการใชตู้อ้บลมร้อนให้ปริมาณ

คอลลาเจนไม่แตกต่างกนัอย่างมีนัยสําคญั เน่ืองจาก 

ไฮดรอกซีโพรลีนถูกย่อยด้วยความร้อนให้อยู่ในรูป

กรดอะมิโนไดเ้ช่นกนั ซ่ึงในการเตรียมตวัอยา่งโดยใช้

หมอ้น่ึงอดัไอนํ้ าจะใชเ้วลานอ้ยกว่าวิธีใชตู้อ้บลมร้อน 

และจากตวัอยา่งทุกชนิดพบวา่มีปริมาณคอลลาเจนไม่

เกิน 10 กรัม 5ซ่ึงปริมาณคอลลาเจนไฮโดรไลเซท5ท่ีควร

บริโภคกาํหนดให้ไม่เกิน 10 กรัมต่อวนั (5Food and 

drug administration, 1999) ขอ้ดีของวิธีไฮดรอกซี         

โพรลีนคือ มีความไวท่ีสูง ทาํได้ง่าย ต้นทุนตํ่า และ

สามารถวดัปริมาณรวมของคอลลาเจนไดทุ้กชนิดแต่มี

ขอ้เสียเช่นเดียวกบัวิธีแรกคือ ไม่สามารถแยกชนิดของ

คอลลาเจนได ้

ดงันั้นผูว้ิเคราะห์จึงสามารถเลือกใชว้ิธีวิเคราะห์

วิธีใดก็ได้ตามความเหมาะสมและความพร้อมของ

ห้องปฏิบติัการ อยา่งไรก็ตามในการวิเคราะห์ปริมาณ

คอลลาเจนด้วยการวัดสีโดยเฉพาะวิ ธีไฮดรอกซี          

โพรลีน ดงันั้นควรมีการพฒันาวิธีการเตรียมตวัอยา่งท่ี

เหมาะสมกับผลิตภัณฑ์แต่ละประเภท ซ่ึงจะทําให้

สามารถนาํมาประยุกตใ์ชว้ิเคราะห์ปริมาณคอลลาเจน

ในตัวอย่างประ เภท อ่ืนได้ เ ช่น  ผลิตภัณฑ์ผส ม               

คอลลาเจ นชนิดผง  หรือชนิดเม็ดหรือสารสกัด          

คอลลาเจนจากธรรมชาติอ่ืนๆต่อไป และควรทาํการ

เปรียบเทียบกบัวธีิมาตรฐาน เช่น อิมมูโนแอสเสย ์หรือ 

LC-MS/MS เพ่ือเป็นการยนืยนัผลการวิเคราะห์เพิ่มเติม

อีกดว้ย 

 

กติติกรรมประกาศ 

ขอขอบคุณโครงการบ่มเพาะนกัวิจยัเพ่ือให้สร้าง

ผ ล ง า น วิ จัย ใ น ร ะ ดับ น า น า ช า ติ  ป ร ะ จํา ปี  2556

มหาวิทยาลัยขอนแก่น ท่ีได้สนับสนุนทุนวิจัย และ

ขอขอบคุณคณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลยัขอนแก่นท่ี

เอ้ือเฟ้ือสถานท่ีและเคร่ืองมือในการทําวิจัย ทําให้

งานวจิยัน้ีสาํเร็จไปไดด้ว้ยดี 
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Brand names 

Sirius red

Autoclave 121°C, 20 min

Incubate 6N HCl 120°C, 24 h.
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