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56403211 : สาขาวิชาเทคโนโลยีอาหาร 
ค าส าคัญ    เครื่องด่ืมเพ่ือสุขภาพ คอลลาเจน ไฮดรอกซีโพรลีน วิธีตรวจสอบแบบไม่ท าลาย   
  ปิยะพร เนียมมณี   การตรวจสอบคอลลาเจนในผลิตภัณฑ์เครื่องด่ืมเพ่ือสุขภาพด้วยเทคนิคสเปกโทร     
สโกปีอินฟราเรดย่านใกล้. อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์    ผศ.ดร.บุศรากรณ์  มหาโยธี. 171 หน้า. 
 

งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาความเป็นไปได้ในการตรวจสอบปริมาณคอลลาเจนในผลิตภัณฑ์เครื่องด่ืม
เพ่ือสุขภาพด้วยเทคนิคสเปกโทรสโกปีอินฟราเรดย่านใกล้ (Near Infrared Spectroscopy, NIRS) โดยแบ่งการศึกษา
ออกเป็น 3 ข้ันตอน ได้แก่ (1) การศึกษาความเป็นไปได้ในการใช้เทคนิค NIRS ในการติดตามปริมาณคอลลาเจนใน
สารละลายคอลลาเจนที่เตรียมจากคอลลาเจนทางการค้า จ านวน 110 ตัวอย่าง (2) การศึกษาอิทธิพลของวัตถุเจือปน
อาหาร ได้แก่ น้ าตาลซูโครส วิตามินซี โซเดียมเบนโซเอท และ ซิงค์กลูโคเนต ต่อการวัดปริมาณคอลลาเจนด้วยเทคนิค 
NIRS ในสารละลายคอลลาเจนที่เตรียมจากคอลลาเจนทางการค้า จ านวน 630 ตัวอย่างและ (3) การศึกษาความ
เป็นไปได้ของการใช้เทคนิค NIRS ในการติดตามปริมาณคอลลาเจนในตัวอย่างผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้เสริมคอลลาเจนที่มี
วางจ าหน่ายภายในประเทศ จ านวน 114 ตัวอย่าง ท าการวัดสเปกตรัมที่ช่วง 12500-4000 cm-1 ด้วยรูปแบบการวัด
แบบส่องผ่านสะท้อนกลับ ที่ค่าความสามารถในการแยกพีค 8 cm-1 และจ านวนครั้งของการสแกนตัวอย่าง 32 ครั้ง 
ควบคุมอุณหภูมิของตัวอย่างก่อนการวัดสเปกตรัมที่ 30±1 องศาเซลเซียส ซึ่งเป็นอุณหภูมิที่ใช้ในการขนส่งและเก็บ
รักษาผลิตภัณฑ์ เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ท าการวัดสเปกตรัมตัวอย่างละ 3 ซ้ าของทั้ง 3 การศึกษา ในการศึกษาท่ี 1 และ 2 
สร้างสมการหาความสัมพันธ์ระหว่างข้อมูลสเปกตรัมเฉลี่ยกับปริมาณคอลลาเจนที่เตรียมได้ ด้วยวิธีการถดถอยก าลัง
สองน้อยที่สุดบางส่วน (PLSR) พบว่าการศึกษาความเป็นไปได้ในการใช้เทคนิค NIRS ในการติดตามปริมาณคอลลาเจน
ในสารละลายคอลลาเจน โดยปรับแต่งสเปกตรัมของสารละลายคอลลาเจนด้วยวิธีอนุพันธ์อันดับสอง พบพีคของ
คอลลาเจนที่ช่วงเลขคลื่น 7486-6896, 5500-4998 และ 4701-3999 cm-1 ซึ่งมีต าแหน่งพีคที่ตรงกับการวัด
สเปกตรัมคอลลาเจนผง ในการศึกษาอิทธิพลของวัตถุเจือปนอาหารต่อการวัดปริมาณคอลลาเจนด้วยเทคนิค NIRS ใน
สารละลายคอลลาเจน พบว่าวัตถุเจือปนอาหารชนิดที่ศึกษาท่ีความเข้มข้นของน้ าตาลซูโครสร้อยละ 10 วิตามินซีร้อย
ละ 0.10 โซเดียมเบนโซเอท 1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร และซิงค์กลูโคเนตร้อยละ 0.10 ไม่ส่งผลต่อการสร้างสมการเทียบ
มาตรฐานคอลลาเจน แต่จะท าให้ต าแหน่งการดูดกลืนแสงของคอลลาเจนเบี่ยงเบนไปเล็กน้อย ในการศึกษาส่วนที่ 3 
เมื่อวัดสเปกตรัมตัวอย่างเครื่องด่ืมแล้วจะน าตัวอย่างเครื่องด่ืมไปวิเคราะห์คุณภาพทางเคมีเบื้องต้นและปริมาณคอลลา
เจนด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงที่ต่อกับตัวตรวจวัดสัญญาณชนิดฟลูออเรสเซนส์  จากน้ันสร้าง
สมการหาความสัมพันธ์ระหว่างข้อมูลสเปกตรัมเฉลี่ยกับค่าทางเคมี ด้วยวิธีการถดถอยก าลังสองน้อยที่สุดบางส่วน 
(PLSR) พบว่าสมการที่ เหมาะสมที่ ให้ค่าการท านายดีที่สุดมีค่ าสัมประสิท ธ์ิการตัดสินใจ ( coefficients of 
determination, R2) เท่ากับ 0.973 ค่าความคลาดเคลื่อนในการท านาย (root mean square error of prediction, 
RMSEP) เท่ากับ 3,510 มิลลิกรัมต่อลิตร และมีค่าสัดส่วนระหว่างส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานกับค่าความผิดพลาด
มาตรฐานในการท านายของกลุ่มทวนสอบสมการ (RPD) เท่ากับ 6.13 โดยมีร้อยละความถูกต้องของการท านายเท่ากับ
ร้อยละ 80 แต่ยังให้ค่าความผิดพลาดในการท านายที่สูง เมื่อน าค่าทางเคมีที่วิเคราะห์ไปค านวณหาค่า standard 
error of laboratory (SEL) มีค่าเท่ากับ 12,221.62 mg/L ซึ่งมีค่ามากกว่าค่าความคลาดเคลื่อนของการวิเคราะห์ด้วย 
NIRS (SEP) โดยสมการเทียบมาตรฐานของผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้เสริมคอลลาเจน มีค่าเท่ากับ 3,574 mg/L พบว่า มีค่า 
SEL ที่สูงกว่า SEP เน่ืองมาจากวัตถุดิบที่ใช้ในการสกัดคอลลาเจนที่ต่างชนิดกันและเมื่อสร้างสมการเทียบมาตรฐาน
ด้วยวิธี MLR ของตัวอย่างผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้เสริมคอลลาเจน พบว่า ให้ค่าการท านายที่ดี ด้วยการใช้เลขคลื่นจ านวน 9 
เลขคลื่น ได้แก่ 7351, 7166, 5303, 5191, 4971, 4968, 4748, 4451 และ 4215 cm-1  โดยให้ประสิทธิภาพของ
การท านาย แสดงค่า R2 เท่ากับ 0.939 RMSECV เท่ากับ 6697 และ Bias เท่ากับ 31.2 แต่สมการน้ียังให้ค่า
ความคลาดเคลื่อนที่สูง เน่ืองจากปริมาณคอลลาเจนในตัวอย่างเครื่องด่ืมยังไม่หลากหลาย สามารถปรับปรุงสมการได้
โดยการเพ่ิมจ านวนตัวอย่างเพ่ือท าให้สมการท านายมีประสิทธิภาพที่ดีข้ึน 
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 The aim of this research was the feasibility of Near Infrared Spectroscopy (NIRS) for collagen 
content determination in commercial functional drinks. This research was divided into three parts. Part one 
was to study the feasibility of NIRS for determining collagen solution which was prepared by commercial 
collagen from a total of 110 samples. Part two was to study the influences of food additive on collagen 
solution determining by NIRS for example, sugar, ascorbic acid, zincgluconate and sodiumbenzoate from a 
total of 630 samples which was prepared by commercial collagen. Part three was to study the feasibility of 
NIRS for collagen content determination in commercial functional drinks in the country from a total of 114 
samples. All samples were measured using NIRS in the region of 12500-4000 cm-1 and using transflectance 
mode at 8 cm-1 resolution and were scanned 32 times. Prior to spectral measurements, the temperature of 
the samples was adjusted to 30±1ºC which used for transporting and storing products for 1 hour. The 
samples of three parts were measured the spectra in triplicate. Part one and Part two, calibration models 
obtained from partial least squares (PLS) regression using the average spectral data and actual collagen 
content in prepared sample solutions. In Part one, it was found that second derivative spectra at 
wavenumber of 7486-6896, 5500-4998 and 4701-3999 cm-1 were related to the peak that found in raw 
spectra of collagen powder. In Part two, the addition of sugar 10%, ascorbic acid 0.1%, sodiumbenzoate 
1,000 mg/L and zincgluconate 0.1% did not affect calibration models. On the other hand, the absorption of 
collagen position was slightly refracted. In Part three, the samples were taken to determine the chemical 
quality content and collagen content by High Performance Liquid Chromatography (HPLC) equipped with 
fluorescence detector. Moreover, calibration model was developed by applying partial least squares (PLS) 
regression using the average spectra data and reference measurement of collagen content. The optimum 
model for predicting collagen content in commercial functional drinks was showed the coefficients of 
determination (R2) = 0.973, root mean square error of prediction (RMSEP) = 3,510 mg/L and Ratio of 
standard error of prediction to standard deviation (RPD) = 6.13 and 80 percentage of accuracy and gave 
a high error of prediction. After that, the chemical data were analyzed the standard error of the laboratory 
(SEL)=12,221.62 mg/L, which was higher than the NIRS analysis error (SEP)=3,574 mg/L because the raw 
materials were used to extract collagen from different sources. Multiple linear regression (MLR) was used to 
develop the calibration model using the full cross-validation method. The performance of calibration model  
shows R2=0.939, RMSECV=6,697 mg/L and Bias=31.2 by using wavenumber of the 7351, 7166, 5303, 5191, 
4971, 4968, 4748, 4451 and 4215 cm-1. However, this model gave a high error of prediction because the 
collagen content was not various. Thus, the model could be improved to be more accuracy by increasing 
the number of samples. 
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คอลลาเจนในผลิตภัณฑ์เครื่องด่ืมเพื่อสุขภาพด้วยเครื่องสเปกโตรสโคปีอินฟราเรดย่านใกล้ เลขท่ี 
SURDI 57/02/02.02 ผู้วิจัยขอขอบพระคุณเป็นอย่างสูง 

ขอขอบพระคุณ ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.ปราโมทย์ คูวิจิตรจารุ ประธานกรรมการสอบ ท่ีให้
ค าแนะน า ความช่วยเหลือและค าปรึกษาในเรื่องการวิเคราะห์ข้อมูล การวิเคราะห์ค่าทางเคมี และ
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กรรมการผู้ทรงคุณวุฒิภายนอก รวมทัง้ความรู้ความเข้าใจเรื่องเทคนิค NIRS และให้ค าแนะน าด้านการ
วิเคราะห์ผล NIRS  

ขอขอบพระคุณ อาจารย์ ดร.ศราวุธ ภู่ไพจิตร์กุล ท่ีให้ค าปรึกษาในด้านการวิเคราะห์ผล NIRS 
และขอขอบพระคุณ อาจารย์ หิรัญรัตน์ สุวรรณนที ท่ีให้ความช่วยเหลือและให้ค าปรึกษาด้านวิธีการ
วิเคราะห์ปริมาณคอลลาเจนด้วยเทคนิคโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) 

ขอขอบคุณ ศูนย์บริการประกันคุณภาพอาหาร สถาบันค้นคว้าและพัฒนาผลิตภัณฑ์อาหาร ท่ี
ให้ความอนุเคราะห์ ให้ค าปรึกษาและช้ีแนะวิธีการวิเคราะห์ปริมาณคอลลาเจน  

ขอขอบพระคุณ คณาจารย์ภาควิชาเทคโนโลยีอาหาร คณะวิศวกรรมศาสตร์และเทคโนโลยี
อุตสาหกรรม มหาวิทยาลัยศิลปากร ท่ีให้ความรู้พื้นฐานและประสิทธ์ประสาทความรู้ ต่ างๆ              
แก่ผู้วิจัยตลอดระยะเวลาท่ีศึกษา และขอขอบคุณ นักวิทยาศาสตร์และเจ้าหน้าท่ีประจ าภาควิชา
เทคโนโลยีอาหารทุกท่าน ท่ีอ านวยความสะดวกในด้านการใช้เครื่องมือวิทยาศาสตร์ และด้านงาน
ธุรการ 

ขอขอบคุณ นางสาวขนิษฐา  เนียมมณี ท่ีคอยช่วยเหลือในการเตรียมตัวอย่างและอุปกรณ์ใน
การวิจัยนี้ และขอขอบพระคุณบุคคลในครอบครัวท่ีให้โอกาสในการศึกษานี้ ตลอดจนให้ก าลังใจ และ
สนับสนุนการศึกษาของผู้วิจัยเสมอมา

http://www.sc.su.ac.th/cv/info.php?id_no=0507
http://www.sc.su.ac.th/cv/info.php?id_no=0512
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บทที่ 1 
 

บทน า 
 

1.1 ความส าคัญและที่มาของปัญหาที่ท าการวิจัย 
 

  ตลาดวิตามินและผลิตภัณฑ์เสริมอาหารในประเทศไทยเติบโตเฉล่ียสูง คิดเป็นร้อยละ 11.0 
ต่อปี โดยในปี พ.ศ. 2555 มีมูลค่า 35,390 ล้านบาท และเพิ่มขึ้นเป็น 53,810 ล้านบาท ในปี พ.ศ.
2559 โดยผลิตภัณฑ์เสริมอาหารมีส่วนแบ่งทางการตลาดสูงท่ีสุด คือร้อยละ 86.4 ด้วยมูลค่า 46,503 
ล้านบาท รองลงมาคือ วิตามินและเกลือแร่ ร้อยละ 11.6 ด้วยมูลค่า 6,225 ล้านบาท (สถาบันอาหาร 
กระทรวงอุตสาหกรรม, 2560) ประกอบกับผู้ผลิตพัฒนาผลิตภัณฑ์ใหม่เข้าสู่ตลาดอย่างต่อเนื่อง เพื่อ
เพิ่มความหลากหลายให้กับผลิตภัณฑ์ โดยเฉพาะผลิตภัณฑ์ท่ีดีต่อสุขภาพ เช่น น้ าผลไม้น้ าตาล ต่ า 
หรือมีส่วนผสมของไฟเบอร์ วิตามินซี และหนึ่งในส่วนผสมท่ีมีความโดดเด่นในอุตสาหกรรมการผลิต 
ผลิตภัณฑ์เพื่อสุขภาพ ได้แก่ คอลลาเจน (Bilek และ Bayram, 2015) โดยคอลลาเจนมีข้อดีในเชิง
อุตสาหกรรมคือ มีลักษณะเป็นผง ง่ายต่อการน าไปผสมเป็นวัตถุเจือปนในอาหาร  อีกท้ังมีการกระจาย
ตัวสูง ความหนืดน้อย มีความสามารถในการละลายน้ าสูง มีลักษณะใส และใช้เป็นอิมัลซิฟายเออร์ จึง
นิยมน ามาใช้ในผลิตภัณฑ์เครื่องด่ืม 

โดยท่ัวไปร่างกายมนุษย์และสัตว์ประกอบไปด้วยโปรตีนร้อยละ 25 ในรูปคอลลาเจน เมื่ออายุ
มากขึ้นคอลลาเจนจะเส่ือมสลาย ท าให้ช้ันผิวหนังยุบตัว อันเป็นสาเหตุของความเหี่ยวย่นและริ้วรอย 
รวมถึงการเกิดปัญหาข้อเส่ือม กระดูกเส่ือม (Iwai และคณะ, 2005) ดังนั้นจึงมีการศึกษาท่ีช้ีให้เห็นว่า
การรับประทานคอลลาเจนปริมาณ 10 กรัมต่อวัน ช่วยลดอาการปวดข้อได้ (Moskowitz, 2000; 
Benito- Ruiz และคณะ, 2009; Walrand และคณะ, 2008) สามารถลดริ้วรอยเหี่ยวย่น (Tanaka 
และคณะ, 2009) และปรับปรุงผิวให้ดีขึ้น (Matsumoto, 2006; Zague, 2008) นอกจากนี้ยังมี
การศึกษาอื่นๆ ท่ีแสดงให้เห็นว่าการรับประทานอาหารท่ีอุดมไปด้วยคอลลาเจนสามารถช่วยปรับปรุง
กระบวนการเมทาบอลิซึมของกระดูกได้ (Guillerminet และคณะ, 2010; Koyama และคณะ, 
2001) ลดอาการปวดในผู้ป่วยโรคข้อเข่าและข้อสะโพกเส่ือมโดยการเพิ่มความเข้มข้นของไฮดรอกซี      
โพรลีนในเลือด (Moskowitz, 2000) และป้องกันโรคกระดูกพรุน (Bonjour, 2005) ด้านการเป็น
ส่วนผสมของผลิตภัณฑ์อาหาร การใช้คอลลาเจน ท่ีมีน้ าหนักโมเลกุลต่ าในช่วง 2000-5000 ดาลตัน 
(Da) จะช่วยป้องกันการตกตะกอนและปัญหาการขุ่นในเครื่องด่ืมได้ (Moskowitz, 2000) 
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คอลลาเจนสามารถท าปฏิกิริยากับพอลิแซ็กคาไรด์และแทนนิน ส่งผลให้คุณลักษณะทาง
ประสาทสัมผัสทางด้านรสชาติของผลิตภัณฑ์ลดลง เนื่องจากรสฝาดของแทนนิน ท้ังนี้กฎหมายอาหาร
ยังไม่มีข้อจ ากัดส าหรับการใช้ปริมาณคอลลาเจนในผลิตภัณฑ์อาหาร อย่างไรก็ตามการเติมคอลลาเจน
ร้อยละ 2-30 ในอาหารเหลวจะให้ผลในด้านลักษณะปรากฏท่ีดี เนื่องจากคุณสมบัติการเป็นอิมัลซิฟาย
เออร์ จึงช่วยลดปัญหาการตกตะกอนในเครื่องด่ืมได้ แต่ถ้าความเข้มข้นมากกว่าร้อยละ 30 ส่งผลให้
ความหนืดในเครื่องด่ืมเพิ่มสูงขึ้น ส่งผลเสียต่อคุณภาพของผลิตภัณฑ์ ดังนั้นการเติมคอลลาเจนใน
เครื่องด่ืมสามารถเพิ่มคุณค่าทางโภชนาการได้และช่วยปรับปรุงลักษณะปรากฏของเครื่องด่ืมให้ดีขึ้น
ได้ (Bilek และ Bayram, 2015) 
 ดังนั้นเพื่อเป็นการเพิ่มความมั่นใจให้กับอุตสาหกรรมผู้ผลิต และท่ีส าคัญผู้บริโภคได้รับข้อมูล
ท่ีถูกต้อง น่าเช่ือถือ และเป็นประโยชน์ต่อการพิจารณาเลือกซื้อ จึงจ าเป็นต้องมีการตรวจวิเคราะห์
คอลลาเจนในผลิตภัณฑ์อาหาร รวมท้ังในผลิตภัณฑ์เครื่องด่ืมภาชนะบรรจุปิดสนิท ได้แก่ เครื่องด่ืม
เพื่อสุขภาพต่างๆ ท่ีก าลังได้รับความนิยมอย่างแพร่หลาย ซึ่งวิธีการท่ีใช้ในการตรวจวิเคราะห์คอลลา
เจนในปัจจุบัน ได้แก่ การใช้สเปกโทรโฟโตมิเตอร์ หรือเทคนิคท่ีเรียกว่า Colorimetric  method 
(AOAC, 2000) และการใช้เทคนิคโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง ชนิดดูดกลืนแสงอุลตราไวโอ
เลต (HPLC-FLD) (Dai และคณะ, 2014) แม้วิธีการดังกล่าวจะให้ผลการวิเคราะห์ท่ีถูกต้องแม่นย า แต่
ต้องใช้เวลาในการเตรียมตัวอย่างมาก มีค่าใช้จ่ายของสารเคมีและใช้เครื่องมือท่ีมีราคาค่อนข้างสูง 
ต้องท าลายตัวอย่าง อีกท้ังยังต้องใช้ผู้ท่ีมีความช านาญในการตรวจสอบ ดังนั้นการตรวจวิเคราะห์ด้วย
เทคนิคสเปกโทรสโกปีอินฟราเรดย่านใกล้ (Near Infrared Spectroscopy, NIRS) จึงเป็นอีกหนึ่ง
ทางเลือกท่ีช่วยลดปัญหาดังกล่าวได้ในระยะยาว 
 ในปัจจุบันมีการศึกษาการใช้เทคนิค NIRS ในการตรวจติดตามสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ได้แก่ 
Bai และคณะ (2014) ใช้เทคนิค NIRS ในการติดตามปริมาณแอนโทไซยานินในบลูเบอร์รี่ 100 
ตัวอย่าง พบว่าเทคนิคนี้มีความสามารถในการท านายค่าต่างๆ ได้ดี เนื่องจากให้ค่าสัมประสิทธิ์การ
ตัดสินใจ (coefficients of determination, R2 ) และค่าความผิดพลาดมาตรฐานในการท านายของ
กลุ่มตัวอย่างทวนสอบสมการเทียบมาตรฐาน (standard error of prediction, SEP) อยู่ในเกณฑ์ท่ีดี 
โดยมี R2 ในช่วง 0.87-0.92 และ SEP ในช่วง 20-25 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม ตามล าดับ Liu และคณะ 
(2015) ใช้เทคนิค NIRS ในการควบคุมคุณภาพของใบแปะก๊วย เนื่องจากนิยมใช้เป็นส่วนผสมใน
สมุนไพรจีนและเป็นสารปรุงแต่งในอาหารเพื่อสุขภาพ พบว่า เทคนิค NIR สามารถท านายปริมาณฟ
ลาโวนอลไกลโคไซด์ ให้ค่า R2 เท่ากับ 0.93 และมี SEP เท่ากับ 9.01% นอกจากนี้ Shi และคณะ 
(2012) ใช้เทคนิค NIRS ในการติดตามปริมาณฟลาโวนอยด์ท้ังหมดในใบแปะก๊วยสด จ านวน 120 
ตัวอย่าง ท่ีช่วงเลขคล่ืน 10000-4000 cm-1 พบว่าให้ค่า R2 เท่ากับ 0.89 และ ค่าความคลาดเคล่ือน
ในการท านาย (root mean square error of prediction, RMSEP) เท่ากับ 3.0 มิลลิกรัมต่อกรัม
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Carames และคณะ (2016) ใช้เทคนิค NIRS ในการติดตามปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท้ังหมดและ
แอนโทไซยานินในน้ าองุ่น พบว่าให้ค่า RMSEP ต่ า เท่ากับ 4.44 มิลลิกรัมต่อ 100 มิลลิลิตร เป็นต้น 
 รวมถึงมีการใช้เทคนิค NIRS ในการติดตามปริมาณกรดอะมิโนและโปรตีน ได้แก่ Gonzalez-
Martin และคณะ (2009) ใช้เทคนิค NIRS ในการติดตามปริมาณกรดอะมิโนไฮดรอกซีโพรลีนในไส้
กรอกหมู และไส้กรอกวัว ซึ่งกรดอะมิโนไฮดรอกซีโพรลีน ถูกใช้เป็นเกณฑ์ในการประเมินปริมาณ
คอลลาเจน โดยสมการท านายท่ีได้มีค่า R2 และ SEP เท่ากับ 0.772 และ 0.05% ตามล าดับ 
นอกจากนี้ Ingle และคณะ (2016) ใช้เทคนิค NIRS ในการติดตามปริมาณโปรตีนในเวย์โปรตีน 
จ านวน 20 ตัวอย่าง ซึ่งมีปริมาณโปรตีนอยู่ในช่วง 22-90% วัดตัวอย่างด้วยระบบสะท้อนกลับ พบพีค
การดูดกลืนท่ี 8424 (C-H), 6684 (N-H), 5973 (C-H), 5737 (C-H), 5050 (N-H), 4866 (ROH หรือ 
N-H) และ 4614 (N-H) cm-1 และจะเห็นพีคการดูดกลืนท่ีมากขึ้นเมื่อมีปริมาณโปรตีนเพิ่มขึ้น ซึ่ง
คุณสมบัติการดูดกลืนเหล่านี้สอดคล้องกับพันธะภายในโครงสร้างโปรตีน มีค่าความถูกต้องของสมการ
ท านาย โดยให้ค่า R2 เท่ากับ 0.986 ค่าความผิดพลาดมาตรฐานในการท านายของกลุ่มตัวอย่างสร้าง
สมการเทียบมาตรฐาน (Standard Error of Calibration, SEC) เท่ากับ 3% 

จะเห็นได้ว่าเทคนิค NIRS มีความเป็นไปได้ท่ีจะใช้ในการตรวจสอบคอลลาเจนในผลิตภัณฑ์
เครื่องด่ืมเพื่อสุขภาพแต่ยังไม่มีการศึกษาในเรื่องนี้ ซึ่งผลจากการวิจัยน่าจะเป็นประโยชน์และเป็น
ความรู้ใหม่สู่ท้ังภาควิชาการและอุตสาหกรรม 

 
1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 
 

1) เพื่อศึกษาความเป็นไปได้ในการใช้เทคนิคสเปกโทรสโกปีอินฟราเรดย่านใกล้ในการ
ติดตามปริมาณคอลลาเจนในสารละลายคอลลาเจน ท่ีเตรียมจากคอลลาเจนทางการค้า 
ท่ีมีความบริสุทธิ์ร้อยละ 95.10 

2) เพื่อศึกษาอิทธิพลของวัตถุเจือปนอาหารต่อการวัดปริมาณคอลลาเจนด้วยเทคนิคสเปก
โทรสโกปีอินฟราเรดย่านใกล้ในสารละลายคอลลาเจน ท่ีเตรียมจากคอลลาเจนทาง
การค้า ท่ีมีความบริสุทธิ์ร้อยละ 95.10 

3) เพื่อศึกษาความเป็นไปได้ของการใช้เทคนิคสเปกโทรสโกปีอินฟราเรดย่านใกล้ในการ
ติดตามปริมาณคอลลาเจนในตัวอย่างผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้เสริมคอลลาเจนท่ีมีวางจ าหน่าย
ในท้องตลาด 
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1.3 สมมติฐานของงานวิจัย 
 

โครงสร้างของคอลลาเจนประกอบด้วยโมเลกุล C, H, N และ O ซึ่งมีความจ าเพาะต่อการ
ดูดกลืนของรังสี NIRS จึงมีความเป็นไปได้ท่ีจะใช้เทคนิคนี้ ในการติดตามปริมาณคอลลาเจนใน
ผลิตภัณฑ์เครื่องด่ืมเพื่อสุขภาพได้ 

 
1.4 ขอบเขตของงานวิจัย 
 

1. การศึกษานี้แบ่งการทดลองเป็น 3 ขั้นตอน 
1.1 ศึกษาความเป็นไปได้ในการใช้เทคนิค NIRS ในการติดตามปริมาณคอลลาเจนใน 

สารละลายคอลลาเจน ท่ีเตรียมจากคอลลาเจนทางการค้า ท่ีมีความบริสุทธิ์ร้อยละ 95.10 
1.2 ศึกษาอิทธิพลของวัตถุเจือปนอาหาร ได้แก่ น้ าตาลซูโครส วิตามินซี โซเดียมเบน            

โซเอท และ ซิงค์กลูโคเนต ต่อการวัดปริมาณคอลลาเจนด้วยเทคนิค NIRS ในสารละลายคอลลาเจน ท่ี
เตรียมจากคอลลาเจนทางการค้า ท่ีมีความบริสุทธิ์ร้อยละ 95.10 

1.3 ศึกษาความเป็นไปได้ของการใช้เทคนิค NIRS ในการติดตามปริมาณคอลลาเจนใน 
ตัวอย่างผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้เสริมคอลลาเจนท่ีมีวางจ าหน่ายในท้องตลาด 
2. จ านวนตัวอย่างท่ีศึกษาในแต่ละขั้นตอน ไม่น้อยกว่า 100 ตัวอย่าง เพื่อความแม่นย าในการสร้าง 
    สมการเทียบมาตรฐาน 
3. วัดสเปกตรัมด้วยเทคนิค NIRS โดยควบคุมอุณหภูมิของตัวอย่างให้ตรงกับท่ีวางจ าหน่าย ใน 
   ภาคอุตสาหกรรม (อุณหภูมิห้อง) ซึ่งจะสามารถน าเทคนิคนี้ไปประยุกต์ใช้ได้จริง โดยวัดสเปกตรัม 
   ในช่วงเลขคล่ืน 12500-4000 cm-1 
4. การศึกษาข้ันตอนท่ี 1.3 วิธีมาตรฐาน (reference method) ท่ีใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณคอลลา 
   เจน คือการใช้เครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงท่ีต่อกับตัวตรวจวัดสัญญาณชนิดฟลูออ 
   เรสเซนส์ (High Performance Liquid Chromatography, HPLC) ดัดแปลงจากวิธีของ  
   Vazquez-Ortiz และคณะ (2005) 
5. สร้างแบบจ าลองท่ีเหมาะสมในการท านายคอลลาเจนในผลิตภัณฑ์เครื่องด่ืมน้ าผลไม้เสริมคอลลา 
   เจน โดยน าค่าปริมาณคอลลาเจนท่ีได้จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC และค่าท่ีได้จากการวัด 
   ด้วยเทคนิค NIRS มาวิเคราะห์ผลโดยการสร้างสมการท านาย และทวนสอบสมการท านายท่ีสร้าง    
   ขึ้น ด้วยวิธี PLS ด้วยโปรแกรม OPUS 7.2.139.1294 
6. สร้างแบบจ าลองท่ีเหมาะสมในการท านายคอลลาเจนในผลิตภัณฑ์เครื่องด่ืมน้ าผลไม้เสริมคอลลา 
   เจน โดยน าค่าปริมาณคอลลาเจนท่ีได้จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC และค่าท่ีได้จากการวัด 
   ด้วยเทคนิค NIRS มาวิเคราะห์ผลโดยการสร้างสมการท านาย และทวนสอบสมการท านายท่ีสร้าง    
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   ขึ้น ด้วยวิธี Multiple Linear Regression (MLR)  ด้วยโปรแกรม  the unscambler  
7. คัดเลือกความยาวคล่ืนท่ีเหมาะสมในการสร้างสมการท านาย (select wavelength) จากกราฟ 
   สัมประสิทธิ์การถดถอย (regression coefficient) 
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บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง 
 

เครื่องด่ืมเพื่อสุขภาพเป็นเครื่องด่ืมท่ีมีการเติมสารท่ีเป็นประโยชน์ต่อร่างกายลงในผลิตภัณฑ์ 
เพื่อตอบสนองความต้องการของผู้บริโภคในด้านการป้องกันโรค เช่น โรคหัวใจและหลอดเลือด โรค
ทางเดินอาหารและโรคกระดูก นอกจากนี้ยังรวมไปถึง การมีสุขภาพดี ความสวยงาม ควบคุมน้ าหนัก 
ช่วยเผาผลาญไขมัน รวมถึงรสชาติและความสะดวกในการรับประทาน (Bilek และ Bayram, 2015)   
ส่วนผสมท่ีน ามาเพิ่มเติมลงในเครื่องด่ืม ได้แก่ แอลกลูตาไทโอน (L-glutathione) แอลคาร์นิทีน (L-
carnitine) โคเอนไซม์คิวเทน (co-enzyme Q10) ซอยเปปไทด์ (soy peptide) วิตามินซี (vitamin 
C) และคอลลาเจน (collagen) เป็นต้น (สถาบันอาหาร กระทรวงอุตสาหกรรม, 2556) 

โดยขั้นตอนการผลิตจะผสมส่วนประกอบต่างๆ ได้แก่ น้ าตาลซูโครสหรือสารให้ความหวาน 
ซิงค์กลูโคเนต วิตามินซี และโซเดียมเบนโซเอท ให้เป็นเนื้อเดียวกัน จากนั้นน าไปให้ความร้อนท่ี
อุณหภูม ิ60 องศาเซลเซียส ก่อนบรรจุลงขวด และท าการพาสเจอร์ไรส์ท่ี 95 องศาเซลเซียส ด้วยหม้อ
ต้มแบบใช้ไอน้ า (steam jacket mixing) (Bilek และ Bayram, 2015)  

ส่วนประกอบดังกล่าวเป็นส่วนท่ีมีการเติมลงในอุตสาหกรรมเครื่องด่ืม โดยกรดเป็น
ส่วนประกอบส าคัญอย่างหนึ่งของเครื่องด่ืม มีหน้าท่ีส าคัญ ได้แก่ ให้รสขื่นและเปรี้ยว กระตุ้นให้เกิด
ความพอใจในการรับรส ช่วยเพิ่มความหวานของน้ าตาล และเป็นตัวช่วยเสริมการถนอมรักษา
เครื่องด่ืม การใช้กรดในเครื่องด่ืมค่อนข้างสะดวก ปริมาณท่ีใช้ไม่มากนัก โดยกรดท่ีนิยมผสมใน
เครื่องด่ืม ได้แก่ วิตามินซีหรือวิตามินซี แสดงโครงสร้างดังภาพท่ี 1  นอกจากนี้ยังท าหน้าท่ีป้องกัน
และระงับการเกิดออกซิเดชัน ดังนั้นจะช่วยท าให้กล่ินรสของเครื่องด่ืมคงตัวอยู่ได้นาน แม้ว่าวิตามินซี 
จะช่วยรักษาในด้านคุณค่าของเครื่องด่ืมแต่จะไม่ช่วยเสริมสี กล่ิน และรสของเครื่องด่ืม (Rodriguez-
Bernaldo และคณะ, 2009) ปริมาณท่ีแนะน าให้บริ โภคต่อวันคือ  100–200 มิลลิกรัมต่อวัน 
(Malegori และคณะ, 2016)  
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ภาพท่ี 1 โครงสร้างของวิตามินซี 
ท่ีมา: Liu และคณะ (2006) 
 

นอกจากนี้มีการเติมโซเดียมเบนโซเอทซึ่งเป็นสารกันเสียในเครื่องด่ืม แสดงโครงสร้างดังภาพ
ท่ี 2 ปริมาณท่ีใช้อยู่ในช่วง 100-1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร ซึ่งเป็นปริมาณท่ีมีการอนุญาตให้เติมกันทาง
การค้า ซึ่งการใช้โซเดียมเบนโซเอทท่ีความเข้มข้นต่ ามีผลยับยั้งการเจริญของยีสต์ รา และแบคทีเรีย 
แต่ถ้าเติมในปริมาณท่ีมากเกินไปจะมีผลอย่างมีนัยส าคัญต่อกล่ินและรสชาติของเครื่องด่ืม โดยเฉพาะ
ในน้ าผลไม้ และมีการเติมซิงค์กลูโคเนต แสดงโครงสร้างดังภาพท่ี 3 ซึ่งเป็นตัวช่วยควบคุมให้
กระบวนการต่างๆ ในร่างกายด าเนินไปได้อย่างมีประสิทธิภาพ และคอยช่วยซ่อมบ ารุงระบบเอนไซม์
และเซลล์ต่างๆ (Mareta และ Sandstead, 2006) โดยมีปริมาณท่ีอนุญาตให้ใช้ได้คือ 15 มิลลิกรัม
ต่อวัน (ส านักงานคณะกรรมการอาหารและยา, 2549)  
 

 
 
 
 
 

ภาพท่ี 2 โครงสร้างของโซเดียมเบนโซเอท 
ท่ีมา: Zhang และ Ma (2013) 
 

กรดเบนโซอิกและเกลือเบนโซเอท มีประสิทธิภาพสูงท่ีสุดท่ีช่วงความเป็น กรด-ด่าง 2.5-4.0 
และมีประสิทธิภาพสูงในรูปของกรดท่ีไม่แตกตัวจึงเหมาะท่ีจะใช้กับผลิตภัณฑ์อาหารท่ีมีความเป็นกรด
สูงหรือมีความเป็นกรด-ด่างต่ า ตัวอย่างเช่น เครื่องด่ืมชนิดต่างๆ น้ าผลไม้ และน้ าหวาน (วีรยา, 2552) 
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ภาพท่ี 3 โครงสร้างของซิงค์กลูโคเนต 
ท่ีมา: Mareta และ Sandstead (2006) 
 

น้ าตาลเป็นองค์ประกอบของเครื่องด่ืมท่ีมีความส าคัญมาก นอกจากจะเป็นสารให้ความหวาน 
ให้รสชาติแก่เครื่องด่ืมแล้ว ยังท าให้เกิดสมดุลของรสชาติอื่นๆ ท่ีมีในเครื่องด่ืมอย่างเช่น รสเปรี้ยว เค็ม 
และขม นอกจากนี้ยังเป็นสารให้ความหนืด ให้น้ าหนัก และในระดับความเข้มข้นสูงขึ้นถึงระดับหนึ่ง 
น้ าตาลยังท าหน้าท่ีระงับการเจริญของเช้ือจุลินทรีย์โดยแรงออสโมติกอีกด้วย โดยน้ าตาลซูโครสเป็น
น้ าตาลท่ีใช้กันมากและแพร่หลายท่ีสุดในอุตสาหกรรมอาหารท่ัวๆ ไป ซึ่งส่วนมากได้มาจากอ้อยและ
หัวบีท เป็นผลิตภัณฑ์ท่ีบริสุทธิ์ร้อยละ 99.8 (Lu และคณะ, 2017) แสดงโครงสร้างดังภาพท่ี 4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4 โครงสร้างของน้ าตาลซูโครส 
ท่ีมา: Momeni และคณะ (2017) 
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2.1 คอลลาเจน 
 

 2.1.1 โครงสร้างของคอลลาเจน 
 
คอลลาเจนเป็นกลุ่มของโปรตีนท่ีมีองค์ประกอบหน่วยย่อยคือกรดอะมิโน ท่ีเรียงต่อกันด้วย

พันธะเปปไทด์ (peptide bond) คอลลาเจนเป็นสายโพลีเปปไทด์ 3 เส้นพันกัน (triple helix) โดย
จะหมุนเป็นเกลียววนขวา (right-hand helix) ดังภาพท่ี 5 และจะมีพันธะไฮโดรเจนเช่ือมระหว่างสาย
โพลีเปปไทด์แต่ละเส้น (Zhou และคณะ, 2016; Pal และ Suresh, 2016; Pal และคณะ, 2015; 
Gómez-Guillén และคณะ, 2011) โดยภายในสายโพลีเปปไทด์แต่ละสายเกิดจากการรวมกันของ
กรดอะมิโน (G-X-Y)n โดย G คือ ไกลซีน (Glycine: Gly) เป็นองค์ประกอบร้อยละ 33 X คือโพรลีน 
(Proline: Pro) ประมาณร้อยละ 10 และ Y คือไฮดรอกซีโพรลีน (Hydroxyproline: Hyp) มีประมาณ
ร้อยละ 14 (Lin และ Kuan, 2010; Shoulders และ Raines, 2009; Gelse และคณะ, 2003) โดย    
ไฮดรอกซีโพรลีนเป็นโพรลีนท่ีมีการเติมหมู่ไฮดรอกซิล (-OH) ซึ่งอาศัยเอนไซม์และโคแฟคเตอร์ คือ
วิตามินซี (ascorbic acid) เป็นตัวช่วยให้เกิดปฏิกิริยาในกระบวนการสร้างคอลลาเจนไฟเบอร์  ซึ่ง
คอลลาเจนเป็นโปรตีนชนิดเดียวท่ีอุดมไปด้วยไฮดรอกซีโพรลีน มีมากถึงร้อยละ 14 ของคอลลาเจนใน
สัตว์เล้ียงลูกด้วยนม และไฮดรอกซีโพรลีนเองจะไม่พบในโปรตีนชนิดอื่นๆ ดังนั้นไฮดรอกซีโพรลีนจึง
มักเป็นตัวบ่งช้ีปริมาณคอลลาเจนในตัวอย่างอาหาร (Lareu และคณะ, 2010) 
 
 
 

 

 
 

 

 
 

ภาพท่ี 5 โครงสร้างของโมเลกุลคอลลาเจนท่ีเป็นเส้นใย (fibrillar collagen) 
ท่ีมา: Gelse และคณะ (2003) 
 

คอลลาเจนเป็นโปรตีนหลักท่ีพบประมาณร้อยละ 30 ในสัตว์มีกระดูกสันหลัง (Liu และคณะ, 
2015; Lin และ Kuan, 2010; Chen และคณะ, 2016; Pal และ Suresh, 2016) โดยพบว่าปัจจุบัน
คอลลาเจนถูกแบ่งออกเป็น 29 ชนิด (Liu และคณะ, 2012; Hu และคณะ, 2016; Shoulders และ 

 
 

 
 

Triple helix N-propeptide C-propeptide 

telopeptide  
(non-helical) 

 
 

telopeptide  
(non-helical) 

 
 

N-procollagenase C-procollagenase 
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Raines, 2009; Kozlowska และคณะ, 2015) ได้แก่ คอลลาเจนชนิดท่ี 1 2 3 5 และ 11 เป็นคอลลา
เจนเส้นใย คอลลาเจนชนิดท่ี 4 เป็นเยื่อคอลลาเจนท่ีประกอบไปด้วยเส้นใยคอลลาเจนบางๆ และโพลี
แซ็คคาไรด์พบได้ในเนื้อเยื่อบุผิว ส่วนคอลลาเจนชนิดท่ี 6 เป็นคอลลาเจนไมโครไฟเบอร์ พบได้ใน
กระดูกอ่อน รก ปอด และผนังหลอดเลือด เป็นต้น แต่ชนิดของคอลลาเจนท่ีพบมากท่ีสุด คือคอลลา
เจนชนิดท่ี 1 และคอลลาเจนชนิดท่ี 3 พบได้ในกระดูก ผิวหนังช้ันนอกสุด เอ็นกล้ามเนื้อและผนัง
หลอดเลือด (Gelse และคณะ, 2003; Nagai และคณะ, 2008) สามารถน าไปใช้ประโยชน์ได้อย่าง
กว้างขวาง เช่น อุตสาหกรรมอาหาร ผลิตภัณฑ์อาหารเสริมเพื่อสุขภาพ อุตสาหกรรมยา และการใช้
ประโยชน์ทางการแพทย์ (Kozlowska และคณะ, 2015; Gómez-Guillén และคณะ, 2011; Liang 
และคณะ, 2014a; Pal และคณะ, 2015)  

โดยมีการศึกษาประโยชน์ของคอลลาเจนทางด้านอุตสาหกรรมยาและทางการแพทย์พบว่า
การรับประทานคอลลาเจนปริมาณ 10 กรัมต่อวัน ช่วยลดอาการปวดข้อได้ (Moskowitz, 2000; 
Benito-Ruiz และคณะ, 2009; Walrand และคณะ, 2008) สามารถลดริ้วรอยเหี่ยวย่น (Tanaka 
และคณะ, 2009) และปรับปรุงผิวให้ดีขึ้น (Zague, 2008) นอกจากนี้ช่วยปรับปรุงกระบวนการเมทา
บอลิซึมของกระดูกได้ (Guillerminet และคณะ, 2010; Koyama และคณะ, 2001) ลดอาการปวด
ในผู้ป่วยโรคข้อเข่าและข้อสะโพกเส่ือม และป้องกันโรคกระดูกพรุน (Bonjour, 2005) 

นอกจากนี้มีการศึกษาประโยชน์การใช้คอลลาเจนในอุตสาหกรรมอาหารและผลิตภัณฑ์
อาหารเสริมเพื่อสุขภาพ พบว่า การใช้คอลลาเจน ท่ีมีน้ าหนักโมเลกุลต่ าจะช่วยป้องกันการตกตะกอน
และปัญหาการขุ่นในเครื่องด่ืมได้ (Moskowitz, 2000) ท้ังนี้กฎหมายอาหารยังไม่มีข้อจ ากัดส าหรับ
การใช้ปริมาณคอลลาเจนในผลิตภัณฑ์อาหาร อย่างไรก็ตามการเติมคอลลาเจนมากกว่าร้อยละ 30 
ส่งผลให้ความหนืดในเครื่องด่ืมเพิ่มสูงขึ้น (Bilek และ Bayram, 2015) 

 
2.1.2 วัตถุดิบที่ใช้ในการสกัดคอลลาเจน 
 
วัตถุดิบท่ีใช้ในการสกัดคอลลาเจนมีความหลากหลาย ซึ่งวัตถุดิบท่ีใช้ส่วนใหญ่ คือ หนังและ

กระดูกจากวัว สุกร และสัตว์ปีก แต่ในระยะเวลาหลายปีท่ีผ่านมามีการระบาดของโรควัวบ้า โรคปาก
และเท้าเปื่อย นอกจากนี้ยังมีโรคไข้หวัดนกท่ีระบาดในสัตว์ปีก และคอลลาเจนจากหมูไม่สามารถใช้
เป็นส่วนประกอบของอาหารส าหรับผู้บริโภคบางศาสนาได้ (Liu และคณะ, 2015) จึงมีการหาแหล่ง
วัตถุดิบต่างๆ อีกมากมายท่ีสามารถน ามาผลิตคอลลาเจนได้ โดยเฉพาะสัตว์น้ า ซึ่งเป็นแหล่งของ
คอลลาเจนท่ีน่าสนใจ เช่น หนังปลาสด กระเพาะปลา ครีบ เกล็ดและก้างปลา ซึ่งมีปริมาณคอลลาเจน
อยู่สูง (Niu และคณะ, 2013; Yang และคณะ, 2007) ดังนั้นผลิตผลพลอยได้ (by-product) จาก
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อุตสาหกรรมแปรรูปสัตว์น้ า จึงสามารถใช้เป็นทางเลือกใหม่ส าหรับการสกัดคอลลาเจนได้ 
(Kittiphattanabawon และคณะ, 2005; Kozlowska และคณะ, 2015) 

 
2.1.3 วิธีที่ใช้ในการสกัดคอลลาเจน 
 
การสกัดคอลลาเจนสามารถท าได้หลายวิธี ซึ่งโดยท่ัวไปแล้วจะเริ่มต้นจากการน าหนังสัตว์ 

กระดูกสัตว์ หรือเกล็ดปลา มาล้างท าความสะอาด ลดขนาด จากนั้นก าจัดโปรตีนบริเวณผิวหน้า และ
ก าจัดส่วนอื่นๆ ท่ีไม่ใช่โปรตีนคอลลาเจน เช่น แคลเซียม ไขมัน เม็ดสี เป็นต้น แล้วจึงท าให้คอลลาเจน
ท่ีมีอยู่ละลายออกมา ด้วยวิธีต่างๆ เช่น การใช้เกลือ กรด เอนไซม์ร่วมกับกรด และเทคนิคอัลตรา
ซาวด์ เป็นต้น 

การสกัดคอลลาเจนโดยใช้เกลือ เช่น โซเดียมคลอไรด์ (0.15-2 M) ซึ่งวิธีนี้ไม่ค่อยได้รับความ
นิยมในการสกัดคอลลาเจน โดย Liang และคณะ (2014b) และ Wang และคณะ (2014b) สกัด
คอลลาเจนจากหนังและกระดูกอ่อนปลาสเตอร์เจียนด้วยโซเดียมคลอไรด์ 0.45 M อัตราส่วน 1 ต่อ
100 (มวลต่อปริมาตร) เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง กวนเบาๆ อย่างต่อเนื่อง 

การสกัดคอลลาเจนโดยการใช้กรด เช่น กรดอะซิติก 0.5 M นอกจากนี้สามารถใช้กรดอินทรีย์ 
(organic acid) ได้แก่ กรดคลอโรอะซิติก (chloroacetic acid) กรดซิตริก (citric acid) และกรดแล
คติก (lactic acid) หรือกรดอนินทรีย์ (inorganic acid) ได้แก่ กรดไฮโดรคลอริก (hydrochloric 
acid) ซึ่งการสกัดโดยการใช้กรดเป็นท่ีนิยม เนื่องจากให้ประสิทธิภาพในการสกัดท่ีดีกว่าการใช้เกลือ 
(Kittiphattanabawon และคณะ, 2005) มีหลายงานวิจัยท่ีสกัดคอลลาเจนจากผลิตผลพลอยได้ โดย
ใช้กรดอะซิติก ได้แก่ หนังปลา (Pal และคณะ, 2015; Wang และคณะ, 2014a; 2014b; 2014c) 
เกล็ด (Chuaychan และคณะ, 2015; Matmaroh และคณะ, 2011) กระเพาะปลา (Wu และคณะ, 
2016) กระดูกอ่อน (Liang และคณะ, 2014a; 2014b) กระดูก (Duan และคณะ, 2009) ครีบ 
(Mahboob, 2015) และหัวปลา (Jeevithan และคณะ, 2015) โดยจะสกัดท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ช่ัวโมง 

 การสกัดคอลลาเจนโดยใช้เอนไซม์ท่ีสภาวะความเป็นกรด (pH 2-3) (Liu และคณะ, 2015) 
ซึ่งการสกัดโดยการใช้เอนไซม์ท่ีสภาวะความเป็นกรดจะได้คอลลาเจนท่ีมีขนาดโมเลกุลเล็กกว่าการ
สกัดโดยใช้กรดเพียงอย่างเดียวและสามารถเพิ่มผลตอบแทนของการสกัดได้ ซึ่งเอนไซม์ท่ีนิยมใช้ 
ได้แก่ เปปซิน (pepsin) ทริปซิน (trypsin) และคอลลาจีเนส (collagenase)  
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นอกจากนี้มีการใช้เทคนิคอัลตราซาวด์ท่ี 20 กิโลเฮิร์ทซ์ (kHz) และแอมพลิจูด (amplitude) 
ท่ีใช้ร้อยละ 20-80 เพื่อใช้ในการปรับปรุงอัตราผลตอบแทนของการสกัด (Kim และคณะ, 2013; Ran 
และ Wang, 2014; Yang และคณะ, 2013) ในการสกัดโดยใช้อัลตราซาวด์จะต้องแช่ตัวอย่างใน
กรดอะซิติกเป็นเวลา 12 ช่ัวโมง จากนั้นถูกสกัดด้วยอัลตราโซนิค ซึ่งอัตราผลตอบแทนของคอลลาเจน
ขึ้นอยู่กับแอมพลิจูดและระยะเวลาในการอัลตราโซนิค (Pal และ Suresh, 2016) 

จากนั้นจึงน าไปตกตะกอนโดยใช้เกลือท่ีความเข้มข้นต่างๆ ท าให้แห้ง และลดขนาดเพื่อท า
เป็นผง (Wolf และคณะ, 2009) 

 
2.1.4 วิธีการวิเคราะห์ปริมาณคอลลาเจน 
 
วิธีการตรวจวัดปริมาณคอลลาเจนโดยท่ัวไปใช้เทคนิคสเปกโทรสโกปี อาศัยการวัดปริมาณ

ของไฮดรอกซีโพรลีนซึ่งสูตรโครงสร้างแสดงดังภาพท่ี 6 (Colgrave และคณะ, 2008) เนื่องจาก
คอลลาเจนมีองค์ประกอบของกรดอะมิโนไฮดรอกซีโพรลีนในปริมาณสูงแตกต่างจากโปรตีนส่วนอื่นๆ 
โดยการท าปฏิกิริยาออกซิเดชัน (oxidation) เปล่ียนรูปไฮดรอกซีโพรลีนเป็น Pyrrole-2- carboxylic 
acid (Hofman และคณะ, 2011) และ ใช้ p-dimethylaminobenzaldehyde (DMBA) เป็นตัวติด
ฉลากกรดอะมิโนท่ีสนใจ ซึ่งจะสามารถตรวจวัดปริมาณของสีท่ีเกิดขึ้นได้ด้วยเครื่องสเปกโทรโฟโต
มิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 550 นาโนเมตร ซึ่งจะคล้ายกับการวิเคราะห์หาปริมาณไฮดรอกซีโพรลีนท่ี
เป็นท่ียอมรับตามมาตรฐานสากล ปัจจุบัน คือ AOAC (2000) ซึ่งเป็นการวิเคราะห์ปริมาณคอลลาเจน
เฉพาะในเนื้อสัตว์และผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ ซึ่งจะต้องย่อยตัวอย่างคอลลาเจนให้อยู่ในรูปกรดอะมิโน 
ด้วยกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้นหรือซัลฟุริกเข้มข้น ท่ีอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียสเป็นระยะเวลา 16 
ช่ัวโมง น าไปท าปฏิกิริยากับสารคลอรามีนที (chloramine-T) จะได้สารผลิตภัณฑ์ท่ีมีสีม่วงแดง 
จากนั้นวัดปริมาณสีท่ีเกิดขึ้นด้วยเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 560 นาโนเมตร เพื่อ
วิเคราะห์หาปริมาณไฮดรอกซีโพรลีน จากนั้นจึงน าไปค านวณเป็นปริมาณสารคอลลาเจนต่อไป ซึ่ง
เรียกเทคนิคนี้ว่า colorimetric  method แต่วิธีการนี้ยังมีข้อจ ากัดด้านเวลาในการเตรียมตัวอย่าง
ต้องใช้เวลานานและการควบคุมสภาวะในการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันให้คงท่ีเป็นไปได้ยาก 

นอกจากนี้ Vazquez-Ortiz และคณะ (2005) วิเคราะห์ปริมาณคอลลาเจน โดยการย่อย
คอลลาเจนด้วยกรด ตามวิธีของ AOAC (2000) และ Sobral และคณะ (2001) และท าให้กรดอะมิโน
เกิดปฏิกิริยาอนุพันธ์หรือ derivatization แบบ pre-column ด้วย 4-คลอโร-7-ไนโตรเบนโซฟูราแซน 
(NBD-Cl) ซึ่งสามารถแยกโดยใช้โครมาโทกราฟีแบบผันกลับด้วยคอลัมน์ C18 และตรวจวัด ด้วยตัว
ตรวจวัดสัญญาณชนิดฟลูออเรสเซนส์ (fluorescence detector) โดยมีความยาวคล่ืนท่ีให้พลังงาน
กับสารหรือ excitation เท่ากับ 465 นาโนเมตร และความยาวคล่ืนท่ีสารดูดกลืนหรือ emission 
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เท่ากับ 535 นาโนเมตร โดยโครมาโตแกรมของผลการวิเคราะห์ 4-ไฮดรอกซีโพรลีน โดยใช้ NBD-Cl 
ในการเตรียมอนุพันธ์แสดงดังภาพท่ี 7 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 6 สูตรโครงสร้างของไฮดรอกซีโพรลีน 
ท่ีมา  Afara และคณะ (2013) 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 7 โครมาโตแกรมผลการวิเคราะห์ 4-ไฮดรอกซีโพรลีน โดยใช้ NBD-Cl ในการเตรียมอนุพันธ์  
ท่ีมา  Vazquez-Ortiz และคณะ (2005) 
 

4-คลอโร-7-ไนโตรเบนโซฟูราแซน (NBD-Cl) เป็นสารท่ีรู้จักกันแพร่หลายในการท าอนุพันธ์
กับสารท่ีในโครงสร้างมีหมู่เอมีน (amine group) มีสูตรโครงสร้างแสดงดังภาพท่ี 8 ซึ่งมีความสามารถ
ในการท าปฏิกิริยากับหมูเ่อมีนปฐมภูมิ (primary amine) และหมูเ่อมีนทุติยภูมิ (secondary amine) 
ท่ีก่อให้เกิดผลิตภัณฑ์เรืองแสงท่ีมีความคงตัว (Annenkov และคณะ, 2015; Maroulis และคณะ, 
2008) 
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ภาพท่ี 8 สูตรโครงสร้างทางเคมีของ 4-คลอโร-7-ไนโตรเบนโซฟูราแซน (NBD-Cl) 
ท่ีมา: Annenkov และคณะ (2015) 

 
โดยกลไกการเกิดปฏิกิริยาระหว่างไฮดรอกซีโพรลีนกับ NBD-Cl ใช้ปฏิกิริยาแทนท่ีแบบนิวคลี

โอฟิลิก (nucleophilic substitution) ในสภาวะเบส ได้อนุพันธ์ท่ีมีสีเหลือง โครงสร้างทางเคมี
สามารถเรืองแสงได้ เนื่องจากโครงสร้างของอนุพันธ์ท่ีเกิดขึ้นมีลักษณะเป็นวงแหวนอะโรมาติก 
(aromatic rings) และในโครงสร้างไม่มีหมู่ฮาโลเจน (halogen) ซึ่งมีความว่องไวต่อการเกิดปฏิกิริยา
เคมีสูง   

การเกิดปฏิกิริยาระหว่างไฮดรอกซีโพรลีนกับ NBD-Cl แสดงดังภาพท่ี 9 เกิดจากอะตอมของ
ไนโตรเจนในหมู่เอมีนของไฮดรอกซีโพรลีนมีสภาพขั้วเป็นลบและมีความว่องไวในการเกิดปฏิกิริยา 
สามารถเกิดปฏิกิริยากับคาร์บอนต าแหน่งท่ี 4 ในโครงสร้างของ NBD-Cl ซึ่งมีความชอบประจุลบ 
(electrophile) จากนั้นอะตอมคลอรีนท่ีต่ออยู่กับคาร์บอนต าแหน่งท่ี 4 หลุดออกไป เรียกหมู่นี้ว่า หมู่
หลุดออก (leaving group) ซึ่งอนุพันธ์ที่ได้สามารถเกิดการเรืองแสงได้  

 

 
 
 + 
   
 
 
ภาพท่ี 9 ปฏิกิริยาการเกิดอนุพันธ์ระหว่างไฮดรอกซีโพรลีนกับ NBD-Cl 
ท่ีมา: Maroulis และคณะ (2008) 
 

-HCl 

60°C 

Hydroxyproline NBD-Cl 

Fluorogenic product 
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2.2 การผลิตเคร่ืองด่ืมเสริมคอลลาเจน 
 

ผลิตภัณฑ์เครื่องด่ืมประเภทน้ าผลไม้ได้รับความนิยมจากผู้บริโภคเป็นอย่างมาก เนื่องจากน้ า
ผลไม้ประกอบด้วยวิตามิน และส่วนประกอบต่างๆ ท่ีเป็นประโยชน์ต่อสุขภาพ ซึ่งน้ าผลไม้ท่ีผู้บริโภค
นิยม ได้แก่ น้ าส้ม น้ าผักรวม น้ าแอปเปิ้ล และน้ าองุ่น เป็นต้น นอกจากนี้ มีน้ าสตรอว์เบอร์รี่และน้ า
ทับทิม ท่ีมีฤทธิ์ในการต้านสารอนุมูลอิสระ (Arend และคณะ, 2017; Aaby และคณะ, 2012; Scalzo 
และคณะ, 2005) มีฤทธิ์ต้านการอักเสบ ป้องกันสารก่อมะเร็ง มีฤทธิ์ยับยั้งการกลายพันธุ์ ช่วยปกป้อง
ระบบหัวใจและหลอดเลือด ช่วยปกป้องระบบประสาทส่วนกลางและลดเบาหวานชนิดท่ี 2 (Beaulieu 
แ ละ  Obando-Ulloa, 2 0 1 7 ; Basu แ ละ  Penugonda, 2 0 0 9 ; Del Rio แ ละ คณะ , 2 0 1 3 ; 
Johanningsmeier และ Harris, 2011)  

นอกจากนี้ผลิตภัณฑ์เครื่องด่ืมประเภทน้ าผลไม้ยังมีการเติมสารท่ีเป็นประโยชน์ต่อร่างกาย 
เช่น คอลลาเจน ลงในผลิตภัณฑ์ในด้านการป้องกันโรคและบ ารุงผิวพรรณ เป็นต้น โดยกระบวนการ
ผลิตน้ าผลไม้เสริมคอลลาเจน มีกระบวนการผลิตเริ่มจากวัตถุดิบหลัก คือน้ าผลไม้เข้มข้น ส่วนมากจะ
น าเข้าจากต่างประเทศ ผ่านการแช่แข็งท่ีอุณหภูมิ -10 องศาเซลเซียส ในห้องเย็นเป็นเวลา 3 เดือน 
เมื่อจะท าการผลิต จะน าน้ าผลไม้แช่แข็งมาละลายท่ีอุณหภูมิห้อง ก่อนน าไปผสมกับส่วนผสมแห้ง 
จากนั้นส่วนผสมจะถูกแยกละลายในถังผสมขนาดเล็ก ก่อนส่งไปยังถังผสมไฟฟ้าขนาดใหญ่ ส่วนผสม
ต่างๆ จะถูกผสมให้เป็นเนื้อเดียวกันกับน้ ากรองและน้ าเช่ือมเป็นเวลา 30 นาที หลังจากนั้นจึงเติม สี 
กล่ิน รส และส่วนประกอบอื่นๆ เช่น คอลลาเจน แล้วจึงเข้าสู่ระบบพาสเจอไรซ์ เพื่อท าลายจุลินทรีย์
ก่อโรคท่ีอุณหภูมิระหว่าง 92-105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15-30 วินาที จากนั้นบรรจุร้อนท่ีอุณหภูมิ 
82-84 องศาเซลเซียส ลงขวดพลาสติกใส (Poly Ethylene Terephthalate, PET) (Spinelli และ
คณะ, 2010; Manfredi และ Vignali, 2015) และถูกท าให้เย็นทันที เพื่อป้องกันการไหม้ของน้ าตาล 
และการสลายตัวของสี วิตามิน และคอลลาเจน โดยเฉพาะคอลลาเจน สามารถสลายตัวได้ เนื่องจาก
สายโพลีเปปไทด์ 3 เส้นพันกัน (triple helix) ของโครงสร้างคอลลาเจนไม่คงตัวต่อความร้อน เมื่อ
โครงสร้างนี้ถูกความร้อน ความร้อนจะไปท าลายพันธะไฮโดรเจน (hydrogen bond) ระหว่างสายโพ
ลีเปปไทด์ และถ้าความร้อนนั้นสูงมากๆ จะส่งผลให้เกิดการแตกหักของพันธะเปปไทด์ท่ีท าหน้าท่ี
เช่ือมกรดอะมิโนในโปรตีน (Wu และคณะ, 2017; Usha และ Ramasami, 2004; Privalov และ 
Tiktopulo, 1970) นอกจากนี้ ปริมาณกรดอะมิโนไฮดรอกซีโพรลีนก็ส่งผลต่อความคงตัวต่อความ
ร้อนของโครงสร้างคอลลาเจนเช่นกัน เนื่องมาจากการเช่ือมต่อของโมเลกุลน้ าระหว่างหมู่ไฮดรอกซิล 
(hydroxyl group, -OH) และหมู่คาร์บอนิล (carbonyl group, -C=O-) ในสายโซ่หลัก (Nagai และ
คณะ, 2008) จากนั้นจึงติดฉลาก ยิงวันท่ี บรรจุลงกล่อง และเก็บในโกดังผลิตภัณฑ์ส าเร็จรูปท่ี
อุณหภูมิห้อง (Rahim และ Raman, 2015) แสดงดังภาพท่ี 10 
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ภาพท่ี 10 กระบวนการผลิตน้ าผลไม้ 
ท่ีมา: Rahim และ Raman (2015) 

พาสเจอไรซ์ อุณหภูมิ 92-105 ºC 
เวลา 15-30  วินาที 

 

น้ าร้อนอุณหภูมิ 75ºC 
ใช้เวลาผสม 30 นาที กรอง 

น้ าผลไม้เข้มข้น น้ ากรอง 

preheat 
 
 

วัตถุดิบ 

ผสมของแห้ง 

กรอง 

บรรจรุ้อน อุณหภูมิ 90±2 ºC ขวด/ฝา 

สวมฉลาก/ยิงวันที่ 

บรรจุกล่อง/เรียงลงพาเลท 

เก็บในโกดังผลิตภัณฑ์ส าเร็จรูป 

 

เป่าแห้ง/ Lamp checking 

 

ท าให้เย็น อุณหภูมิ 38±2 ºC เวลา 7-9 นาที 

 
 

คว่ าขวดเพ่ือฆ่าเชื้อคอขวด 

ถังผสม กลิ่น 
คอลลาเจนผง 
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2.3 เทคนิคสเปกโทรสโกปีอินฟราเรดย่านใกล ้
 
เทคนิคสเปกโทรสโกปีอินฟราเรดย่านใกล้ (Near Infrared Spectroscopy, NIRS) เป็น

วิธีการวัดและวิเคราะห์รังสีคล่ืนแม่เหล็กไฟฟ้าในช่วงความยาวคล่ืนระหว่าง 800-2500 นาโนเมตร 
(12500-4000 cm-1) เป็นเทคนิคท่ีใช้วิ เคราะห์สารได้ท้ังเชิงปริมาณและเชิงคุณภาพ สามารถ
ประยุกต์ใช้ได้ต้ังแต่การตรวจสอบคุณภาพวัตถุดิบไปจนถึงการตรวจสอบและปรับปรุงคุณภาพของ
ผลิตภัณฑ์ท่ีได้ โดยใช้เทคนิคทางคณิตศาสตร์ร่วมกับวิธีการทางเคมีกับโปรแกรมคอมพิวเตอร์ในการ
วิเคราะห์สารท่ีสนใจ (Huang และคณะ, 2008) โดยอาศัยการสร้างความสัมพันธ์ระหว่างค่าการ
ดูดกลืนแสงจากการวัดด้วยเครื่อง NIRS กับการปริมาณองค์ประกอบด้วยวิธีมาตรฐาน (reference or 
standard method) ท่ีแสดงผลในรูปแบบกราฟท่ีเรียกว่า สเปกตรัม โดย NIRS มีข้อได้เปรียบหลาย
ประการ ได้แก่ เป็นวิธีทดสอบท่ีไม่ท าลายตัวอย่าง รวมท้ังวิธีการเตรียมตัวอย่างไม่ยุ่งยากและใช้
ตัวอย่างในปริมาณน้อย ประหยัดระยะเวลา เช่ือถือได้และปลอดภัย ใช้ทดแทนการวิเคราะห์ทางเคมี
ได้ในระยะยาว สามารถลดต้นทุนการผลิตได้ อีกท้ังยังไม่ใช้สารเคมีในการเตรียมตัวอย่าง ดังนั้นจึงเป็น
มิตรต่อส่ิงแวดล้อม ในการวิเคราะห์แต่ละครั้งสามารถน ามาวิเคราะห์เพื่อท านายค่าต่างๆได้หลายค่า
ในเวลาเดียวกัน อีกท้ังยังสามารถคัดแยกสินค้าให้มีคุณภาพสูง เพื่อสร้างมาตรฐานสินค้าทาง
การเกษตรให้สูงขึ้นได้ (Osborne, 2007; Liu และคณะ, 2011; Pasquini, 2003; Xiaowei และคณะ
, 2014) 

เทคนิคสเปกโทรสโกปีอินฟราเรดย่านใกล้ อาศัยการตรวจวัดปริมาณแสงท่ีถูกดูดกลืนใน
พันธะของโมเลกุลสารตัวอย่าง โดยเมื่อแสงส่องผ่านเข้าไปยังตัวอย่างไม่ว่าจะเป็นสารละลายหรือวัตถุ 
สารจะเกิดการดูดกลืนแสงในช่วงอินฟราเรดย่านใกล้ ท าให้โมเลกุลของสารเกิดการส่ันท่ีความถ่ีสูงใน
การส่ันของพันธะต่างๆ เช่น O-H, C-H, N-H และ C=H เป็นต้น ซึ่งเป็นโมเลกุลหลักของสารอินทรีย์ 
โดยการส่ันนั้นจะเกิดขึ้นท่ีช่วงความยาวคล่ืนแตกต่างกันไป ซึ่งเป็นค่าเฉพาะของแต่ละหมู่ฟังก์ชัน 
ดังนั้นเมื่อโมเลกุลได้รับรังสีอินฟราเรดท่ีมีความยาวคล่ืนตรงกับพันธะในโมเลกุลจะเกิดการส่ันและ
ดูดกลืนรังสีไว้ ท าให้มีพลังงานมากกว่าปกติ จากเดิมท่ีโมเลกุลอยู่ในสภาวะพื้น (vibration groung 
state) เมื่อได้รับพลังงานเพิ่มมากขึ้นจะอยู่ในสภาวะกระตุ้นแบบข้ามข้ัน (Excited vibration level) 
อย่างไรก็ตามเมื่อโมเลกุลกลับสู่สภาวะพื้นก็จะปล่อยพลังงานท่ีรับเพิ่มเข้าไปออกมาในรูปพลังงาน
ความร้อน ซึ่งปริมาณการดูดกลืนพลังงานแสงจะเป็นไปตามกฎของเบียร์ -แลมเบิร์ต (Beer– 
Lambert) พลังงานของคล่ืนแสงเมื่อผ่านเข้าไปในตัวอย่างจะถูกดูดกลืนไว้โดยองค์ประกอบทางเคมีใน
ตัวอย่าง ความเข้มข้นของแสงท่ีผ่านออกมาโดยท่ัวไปจะเป็นสัดส่วนกับจ านวนหรือปริมาณของ
องค์ประกอบทางเคมีนั้น ท่ีมีอยู่ในตัวอย่าง (Nicolaï และคณะ, 2007) ด้วยเหตุนี้จึงท าให้เทคนิค 
NIRS สามารถวิเคราะห์สารประกอบอินทรีย์ท่ีมีหมู่ C, H, O และ N เป็นองค์ประกอบได้ 
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โดยภาพท่ี 11 แสดงส่วนประกอบของระบบ NIRS ประกอบไปด้วยแหล่งก าเนิดแสง (light 
source) ท่ีเป็นหลอดทังสเตนฮาโลเจน (tungsten halogen Lamp) มีความยาวคล่ืนในช่วง 800-
2500 นาโนเมตร จากนั้นแสงจะเดินทางไปยัง Beam Splitter เพื่อแยกแสงออกเป็น 2 ทิศทาง โดย
ล าแสงท้ังสองทิศทางจะเกิดการสะท้อนภายในกระจก 3 ช้ิน ท่ีเรียกว่า cube-corner mirror ซึ่ง
เคลือบด้วย เทลลูเลียม ไดออกไซด์ (TeO2) และการสะท้อนดังกล่าวจะท าให้เกิดการแทรกสอดของ
แสง จากนั้นแสงท้ังสองทิศทางจะมารวมตัวกันแล้วเข้าสู่ตัวอย่าง ซึ่งบริเวณท่ีวัดตัวอย่างจะมีอุปกรณ์
ท่ีเรียกว่า Integrating Sphere ซึ่งท าหน้าท่ีรวบรวมแสงท่ีออกมาจากตัวอย่าง แล้วเข้าสู่ตัวตรวจวัด
สัญญาณ (detector) โดยเครื่อง MPA จะมีตัวตรวจวัดสัญญาณ 2 ตัว ตัวแรกเป็นตัวตรวจวัดสัญญาณ
ชนิด Indium Gallium Arsenide (InGaAs) เหมาะส าหรับของเหลว และตัวตรวจวัดสัญญาณชนิด 
Lead sulphide (PbS) เหมาะส าหรับของแข็ง จากนั้นจะเข้าสู่คอมพิวเตอร์ท่ีมีโปรแกรมรองรับต่อไป 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
ภาพท่ี 11 ส่วนประกอบของระบบ FT-NIR (รุ่น MPA S/N2197, Bruker Germany)  
ท่ีมา: Simon และคณะ (1994) 
 
 

โดยรังสี NIR ในช่วงความยาวคล่ืน 12500-9090 cm-1 เป็นช่วงคล่ืนส้ันซึ่งมีพลังงานสูง
สามารถทะลุทะลวงเข้าไปในตัวอย่างได้ 5-10 มิลลิเมตร และช่วงความยาวคล่ืน 9090-4000 cm-1

แหล่งก าเนิดแสง 

Beam Splitter 

Fixed mirror 

Fixed mirror 
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เป็นช่วงคล่ืนยาวจะมีพลังงานต่ ากว่าสามารถทะลุทะลวงตัวอย่างได้ 1-3 มิลลิเมตร (Nicolaï และคณะ
, 2007)  
 ระบบการวัดด้วยเทคนิค NIRS ท่ีนิยมใช้กันในปัจจุบันมี 4 แบบ ได้แก่ แบบส่องผ่าน 
(transmittance) แบบสะท้อนกลับ (reflectance) แบบส่องผ่านสะท้อนกลับ (transflectance) 
และแบบอินเตอร์แอกแทนซ์ (Interactance) (Pasquini, 2003; Reich, 2005) 

ส าหรับพีคของการดูดกลืนแสงในช่วง NIR นั้น มักจะมีลักษณะเป็นพีคท่ีกว้างเต้ีย (broad 
bands) และมีลักษณะพีคเหล่ือมซ้อนกัน (overlapping peaks) หรืออาจจะเรียกว่าเป็นแถบของการ
ดูดกลืนแสง (absorption band) เนื่องจากเกิดการรวมตัวกันแบบโอเวอร์โทนและสเปกตรัมเกิดการ
รวมกันของการส่ันท่ีมีรูปแบบต่างกัน (combination) หรือการท่ีพีคของการดูดกลืนแสงหลายอัน
รวมกันแบบพหุคูณ (multiple of bands) ซึ่งท าให้สเปกตรัมท่ีได้ยากต่อการวิเคราะห์ (Nicolaï และ
คณะ, 2007) 

ดังนั้นจึงมีการใช้เทคนิคทางคณิตศาสตร์ร่วมกับวิธีการทางเคมี (chemometrics) เป็นการใช้
การวิเคราะห์ความถดถอยร่วมกับการปรับแต่งสเปกตรัม (pretreatment) ก่อนการวิเคราะห์ เพื่อ
ก าจัดอิทธิพลท่ีหลงเหลืออยู่ท าให้ค่าสเปกตรัมท่ีได้เปล่ียนแปลงไป ได้แก่ วิธีการปรับแก้การกระเจิง
แบบผลคูณ (multiplicative scatter correction, MSC) และ วิธีการปรับความแปรปรวนให้เป็น
มาตรฐานและการปรับแนวโน้ม (Standard Normal Variate; SNV และ Detranding) สามารถลด
หรือก าจัดอิทธิพลของการกระเจิงของแสงท่ีเกิดจากการยกตัวของเส้นสเปกตรัมท้ังเส้น (baseline 
offsets) และใช้ NIRS แบบวัดการสะท้อนกลับของแสง (diffuse reflectance) (Reich, 2005; Cen 
และ He, 2007)  

นอกจากนี้วิธีการหาค่าอนุพันธ์ (derivative) สามารถแก้ปัญหาพีคท่ีมีฐานกว้างเนื่องจากการ
ซ้อนทับกันของพีคและอิทธิพลจากการยกตัวของเส้นสเปกตรัม  (baseline shift) ท่ีเกิดจากการ
กระเจิงแสง (scattering light) ซึ่งท าให้สเปกตรัมเบี่ยงเบนไป ท้ังนี้มีสาเหตุมาจากขนาดของตัวอย่าง
ไม่สม่ าเสมอและการกระจายตัวของตัวอย่าง หรือการใช้วิธีการหาค่าอนุพันธ์ (derivative) ร่วมกับ
การปรับเรียบ (smoothing) เพื่อก าจัดสัญญารบกวนออกจากสเปกตรัม (Cen และ He, 2007)  

จากนั้นสเปกตรัมท่ีได้จากการบันทึกด้วยเครื่อง NIRS ภายหลังจากปรับแต่งสเปกตรัมแล้ว 
กับองค์ประกอบในตัวอย่างท่ีวิเคราะห์ด้วยวิธีมาตรฐานจะถูกน ามาสร้างความสัมพันธ์ ด้วยการ
วิเคราะห์ถดถอยแบบหลายตัวแปร (multivariate regression) ซึ่งวิธีการวิเคราะห์เชิงปริมาณท่ีนิยม
มากท่ีสุดในการวิเคราะห์ NIR ปัจจุบัน คือการถดถอยก าลังสองน้อยท่ีสุดบางส่วน (Partial Least 
Square Regression; PLSR) และการถดถอยโดยใช้องค์ประกอบหลัก (Principle Component 
Regression; PCR) เพื่อสร้างเป็นแบบจ าลองเทียบมาตรฐาน (Calibration set) และตรวจสอบความ
แม่นย าของสมการมาตรฐานท่ีสร้างขึ้น (Validation set) ด้วยการทดสอบแบบภายนอก (external 
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validation) เมื่อได้สมการเทียบมาตรฐานท่ีเหมาะสมท่ีสุดแล้ว จะประเมินความสามารถของสมการ
เทียบมาตรฐาน โดยอธิบายได้จากค่าทางสถิติ R หรือ R2 และค่า RPD ซึ่งเป็นสัดส่วนระหว่างค่า
เบี่ยงเบนมาตรฐานของค่าทางเคมีและค่า SEP ของตัวอย่างในกลุ่มทดสอบความแม่นย าของสมการ
เทียบมาตรฐาน แสดงดังตารางท่ี 1 และตารางท่ี 2 
 
ตารางท่ี 1 แนวทางการอธิบายความสามารถของสมการเทียบมาตรฐานด้วยค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์  

   (coefficient of correction, R) หรือค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (coefficient of      
   determination, R2) 

 

R R2 ประสิทธิภาพของสมการท านาย 
± 0.5       0.25 ไม่ควรใช้ในการท านาย 

± 0.51-0.70 0.26-0.49 ความสัมพันธ์ไม่ดีพอ 
± 0.71-0.80 0.50-0.64 สามารถใช้คัดเลือกเบื้องต้นได้ 
± 0.81-0.90 0.65-0.81 สามารถใช้ในการคัดเลือกหรือประมาณค่าเบ้ืองต้น 
± 0.91-0.95 0.82-0.90 สามารถใช้ตรวจคุณภาพได้ 
± 0.96-0.98 0.92-0.96 สามารถใช้ในงานประกันคุณภาพได้ 
± 0.99 ขึ้นไป  0.98 ขึ้นไป สามารถใช้ได้กับทุกงาน 

ท่ีมา:  William (2007) 
 
ตารางท่ี 2 แนวทางการอธิบายความสามารถของสมการเทียบมาตรฐานด้วยค่าสัดส่วนระหว่างค่า 

  เบ่ียงเบนมาตรฐานของค่าทางเคมีและค่าความผิดพลาดมาตรฐานในการท านายของกลุ่ม 
  ตัวอย่างท่ีใช้ในการตรวจสอบสมการ (standard error of prediction, SEP)  (RPD) 

 

ค่า RPD การคัดแยกกลุ่มตัวอย่าง การประยุกต์ใช้เพื่อวิเคราะห์เชิงปริมาณ 
0.0-2.3 แย่มาก (very poor) ไม่แนะน าให้ใช้ (not recommended) 
2.4-3.0 ไม่ดีพอ (poor) การแบ่งระดับปริมาณอย่างหยาบ (very rough 

screening) 
3.1-4.9 ปานกลาง (fair) การแบ่งระดับปริมาณ (screening) 
5.0-6.4 ดี (good)  การควบคุมคุณภาพ (quality control) 
6.5-8.0 ดีมาก (very good) การควบคุมกระบวนการ (process control) 
8.1 -ขึ้นไป ยอดเยี่ยม (excellent) ทุกงาน (any application) 

ท่ีมา:  William (2007) 
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 2.4 การประยุกต์ใช้เทคนิค NIRS ในการวิเคราะห์สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 
 

ปัจจุบันเทคนิค NIRS สามารถน ามาประยุกต์ใช้ในการตรวจสอบผลิตผลทางการเกษตรและ
อุตสาหกรรมเกษตร (Nicolaï และคณะ, 2007) อุตสาหกรรมยา (Reich, 2005) นอกจากนี้ยังมีการ
ประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมอาหารและเครื่องด่ืม (Cen และ He, 2007; Huang และคณะ, 2008) 
เนื่องจากสามารถวิเคราะห์ตัวอย่างได้โดยไม่ต้องท าลายตัวอย่างและรวดเร็ว เช่น Ncama และคณะ 
(2017) และ Torres และคณะ (2017) ใช้เทคนิค NIRS ในการติดตามคุณลักษณะทางกายภาพและ
คุณลักษณะทางด้านประสาทสัมผัสในผลไม้ตระกูลส้ม Munera และคณะ (2017) ใช้เทคนิค NIRS ใน
การติดตามคุณภาพผลลูกพลับ และ Nordey และคณะ (2017) ใช้เทคนิค NIRS ในการติดตาม
คุณภาพภายในของผลมะม่วง  

ส าหรับการประยุกต์ใช้เทคนิค NIRS ในการวิเคราะห์สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพและ
ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของผลิตภัณฑ์อาหารและเครื่องด่ืมนั้น พบว่า Redaelli และ
คณะ (2016) ใช้เทคนิค NIRS ในการติดตามความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระท้ังหมดในแป้ง
ข้าวโพดพบว่า เทคนิค NIRS มีประสิทธิภาพในการประเมินค่าเบื้องต้นในโรงงานอุตสาหกรรมได้  
ขณะท่ี Caramês และคณะ (2016) ใช้เทคนิค NIRS ในการติดตามปริมาณสารประกอบฟีนอลิก
ท้ังหมดและปริมาณสารแอนโทไซยานินท้ังหมดในน้ าองุ่น  ผลการศึกษาพบว่าสมการท านายปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิกมีประสิทธิภาพดี ให้ค่า RMSEP เท่ากับ 0.37 มิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิกต่อ
มิลลิลิตร และสมการท านายปริมาณสารแอนโทไซยานิน ให้ค่า RMSEP ท่ีต่ า เท่ากับ 4.44 มิลลิกรัม
ต่อ 100 กรัม  

Fernandez-Novales และคณะ (2009) และ Cozzolino และคณะ (2004) ใช้เทคนิค NIRS 
ในการติดตามปริมาณสารแทนนิน และสาร Malvidin-3-glucoside ในไวน์แดง โดยผลท่ีได้พบว่า 
เทคนิคนี้มีความสามารถในการท านายค่าต่างๆ ได้ดี เนื่องจากให้ค่า R2 และ SEP อยู่ในเกณฑ์ท่ีดี 
Chen และคณะ (2009) ใช้เทคนิค NIRS ในการติดตามปริมาณคาเทชินในชาเขียว ด้วยระบบการวัด
แบบสะท้อนกลับ ท่ีช่วงเลขคล่ืน 10000-4000 cm-1 สร้างสมการท านายด้วยวิธี PLSR พบว่าให้ค่า 
R2 ของปริมาณอีพิแกลโลคาเทชิน ( epigallocatechin, EGC) เ ท่ากับ 0 .985 อีพิคาเทชิน 
(epicatechin, EC) เท่ากับ 0.959 อีพิแกลโลคาเทชินแกลเลต (epigallocatechin gallate, EGCG)
เท่ากับ 0.976 และอีพิคาเทชินแกลเลต (epicatechin gallate, ECG) เท่ากับ 0.976 ซึ่งเป็นค่าท่ีสูง 
สมการจึงมีความน่าเช่ือถือ 
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Krähmer และคณะ (2015) ศึกษาการใช้เทคนิค NIRS ในการท านายคุณสมบัติด้านชีวเคมี
ในโกโก้ ท่ีช่วงคล่ืน 12500-3600 cm-1 สร้างสมการเทียบมาตรฐานด้วยวิธี PLSR พบว่าให้ค่าการ
ท านายองค์ประกอบต่างๆ ในโกโก้ท่ีสูง โดยมีค่า R2 อยู่ในช่วง 0.82-0.93 และมีค่า RMSECV อยู่
ในช่วง 0.14-0.75 

Deák และคณะ (2015) ใช้เทคนิค NIRS ในการติดตามปริมาณแคโรทีนอยด์ (Carotenoids) 
ในน้ ามะเขือเทศ ท่ีช่วงเลขคล่ืน 10526-6060 cm-1 และ 10526-7692 cm-1 ด้วยระบบการวัดแบบ
สะท้อนกลับ พบว่าให้ค่า R2

CV เท่ากับ 0.75 และค่า RMSECV เท่ากับ 6.88 ไมโครกรัมต่อกรัม 
Escuredo และคณะ (2013) และ Tahir และคณะ (2016a) ใช้เทคนิค NIRS ในการติดตามปริมาณ
สารในกลุ่มฟีนอลิก ฟลาโวนอยด์ แคโรทีนอยด์ ในน้ าผ้ึง และในขณะเดียวกัน Tahir และคณะ, 
(2016b) ศึกษาการใช้เทคนิค NIRS ในการติดตามปริมาณสารประกอบฟีนอลท้ังหมด ปริมาณ
สารประกอบฟลาโวนอยด์ และความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระในกระเจ๊ียบด้วยเช่นกัน พบว่าให้
ค่า R2 อยู่ในช่วง 0.85-0.91 และ RMSECV ในช่วง 0.08-0.33  

นอกจากนี้ Zhang และคณะ (2004) ใช้เทคนิค NIRS ในการติดตามปริมาณความสามารถใน
การเป็นสารต้านอนุมูลอิสระในชาเขียว และ Moncada และคณะ (2013) ใช้เทคนิค NIRS ในการ
ติดตามปริมาณวิตามินอีและคุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระในควินัว นอกจากนี้ยังมีงานอื่นๆ อีก
มากท่ีใช้เทคนิค NIRS ในการท านายสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ แสดงดังตารางท่ี 3 

 
2.4.1 การใช้เทคนิค NIRS ในการวิเคราะห์ตัวอย่างที่เป็นของเหลว  

 
การวิเคราะห์ตัวอย่างท่ีเป็นของเหลวด้วยเทคนิค NIRS มักจะเลือกใช้ระบบการวัดแบบส่อง

ผ่าน (transmittance) ตัวอย่างท่ีเป็นสารละลายมักจะบรรจุในภาชนะควอตซ์หรือแก้วท่ีมีทางเดิน
แสงอยู่ในช่วง 1-50 มิลลิเมตร และเนื่องจากการดูดกลืนแสงจะลดลง (molar absorptivity) เมื่อใช้
วัดในช่วงความยาวคล่ืนส้ัน ดังนั้นจึงต้องใช้ตัวอย่างท่ีมีความหนา แต่หากใช้วัดในช่วงความยาวคล่ืน
ยาว พบว่า การดูดกลืนของน้ าจะสูงมาก ในตัวอย่างท่ีมีน้ าเป็นองค์ประกอบ ดังนั้นจึงต้องใช้ตัวอย่างท่ี
มีความบาง เช่น การวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลในน้ าเบย์เบอร์รี่ โดยใช้ระบบการวัดแบบส่องผ่าน ท่ีช่วง
ความยาวคล่ืน 12500-4000 cm-1 โดยน าตัวอย่างบรรจุลงคิวเวตควอตซ์ท่ีมีความหนา 1 มิลลิเมตร 
ภายใต้สภาวะท่ีอุณหภูมิห้อง ท่ีช่วงความยาวคล่ืน 12500-5405 cm-1 และ 4878-4255 cm-1 โดยจะ
ไม่น าช่วงความยาวคล่ืน 5405-4878 cm-1 และ 4255-4000 cm-1 มาใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณ
น้ าตาล เนื่องจากว่าเป็นช่วงท่ีมีการดูดกลืนน้ าสูง (Xie และคณะ, 2009; Xie และคณะ, 2011) แสดง
สเปกตรัมดังภาพท่ี 12 ในขณะท่ี Shao และ He (2007) ศึกษาการใช้เทคนิค NIRS ในการติดตาม
คุณภาพภายในของน้ าเบย์เบอร์รี่ด้วยระบบการส่องผ่านเช่นกัน  
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ภาพท่ี 12 สเปกตรัมท่ีผ่านการปรับแต่งด้วยวิธีปรับเรียบของน้ าเบย์เบอร์รี่ 
ท่ีมา: Xie และคณะ (2009) 
 

เช่นเดียวกับ Cozzolino และคณะ (2004) ใช้เทคนิค NIRS ตรวจสอบปริมาณสาร 
Malvidin-3-glucoside และปริมาณแทนนินในไวน์แดง และ Martelo-Vidal และ Vázquez (2014) 
ใช้เทคนิค NIRS ในการท านายปริมาณสารประกอบโพลิฟีนอลิกในไวน์แดง ด้วยระบบการวัดแบบส่อง
ผ่านเช่นกัน ซึ่งจะเห็นได้ว่าการวัดสเปกตรัมตัวอย่างท่ีเป็นของเหลว นิยมใช้รูปแบบการวัดแบบส่อง
ผ่าน แต่ไม่สามารถน าข้อมูลในช่วงความยาวคล่ืนยาวมาวิเคราะห์ได้ เนื่องจากมีการดูดกลืนน้ ามาก 
(over absorption) โดยเฉพาะวัตถุดิบทางการเกษตร อาหารสด และน้ าผลไม้  ส่งผลให้การศึกษา
การดูดกลืนสารท่ีสนใจยากขึ้น เนื่องจากการดูดกลืนของสารท่ีสนใจน้อยมากเมื่อเทียบกับปริมาณน้ า 
และพีคของน้ าไปบดบัง ดังนั้นสเปกตรัมการดูดกลืนของน้ าจะถูกตัดออก เพื่อให้ปรากฏพีคของสาร
ต่างๆ และจ าแนกสเปกตรัมขององค์ประกอบในตัวอย่างได้  

ดังนั้นจึงมีการศึกษาระบบการวัดในรูปแบบส่งผ่านและสะท้อน (transflectance) ซึ่งจะมี
อุปกรณ์ท่ีเรียกว่า ตัวสะท้อน (reflector) ท่ีช่วยควบคุมความหนาของตัวอย่าง หรือมี physical 
pathlength ท่ีน้อยกว่า 1 มิลลิเมตร ท าให้สามารถน าข้อมูลมาใช้ในการวิเคราะห์ได้ตลอดท้ังช่วงคล่ืน 

โดย Downey และ Kelly (2003) ใช้เทคนิค NIRS ในการติดตามการปลอมปนของน้ าแอป
เป้ิลในน้ าสตรอว์เบอร์รี่และน้ าราสเบอร์รี่เข้มข้น โดยใช้ระบบส่องผ่านและสะท้อน (transflectance) 
ท่ีมีตัวก าหนดความหนาของตัวอย่าง 0.1 มิลลิเมตร และ Caramês และคณะ (2016) ใช้เทคนิค 
NIRS ในการติดตามปริมาณสารประกอบฟีนอลท้ังหมดและปริมาณสารแอนโทไซยานินท้ังหมดในน้ า
องุ่น ซึ่งใช้ระบบการวัดเดียวกัน 

Alamar และคณะ (2016) ใช้เทคนิค NIRS ในการประเมินคุณภาพ (ความช้ืน ปริมาณกรด 
ปริมาณน้ าตาล ปริมาณของแข็งท่ีละลายได้ ค่าความเป็นกรด ด่าง และปริมาณวิตามินซี) ในฝรั่งและ
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เนื้อเสาวรสแช่แข็ง วัดสเปกตรัมในช่วง 10000-4000 cm-1 และสร้างสมการเทียบมาตรฐานด้วยวิธี 
PLSR พบว่าให้ค่าความผิดพลาดของการท านายท่ีต่ า และมีค่า R2 มากกว่า 0.70 ซึ่งสามารถน า
เทคนิคนี้มาประยุกต์ใช้ในการตรวจสอบคุณภาพของตัวอย่างดังกล่าวได้ 

Caramês และคณะ (2017) ใช้เทคนิค NIRS ในการควบคุมคุณภาพเนกต้าฝรั่งและเนกต้า
มะม่วงหิมพานต์ ได้แก่ ปริมาณกรด ปริมาณน้ าตาล ปริมาณของแข็งท่ีละลายได้ ค่าความเป็นกรด 
ด่าง และปริมาณวิตามินซี แสดงค่า RMSEP ในสมการท านายคุณภาพเนกต้าฝรั่ง โดยสมการน านาย
ปริมาณกรดเท่ากับร้อยละ 0.024 น้ าตาลท้ังหมดเท่ากับร้อยละ 0.315 ปริมาณของแข็งท่ีละลายได้
เท่ากับ 0.301ºBrix ความเป็นกรด-ด่าง เท่ากับ 0.107 และวิตามินซีเท่ากับ 7.44 มิลลิกรัมต่อ 100 
กรัม ส าหรับสมการท านายเนกต้ามะม่วงหิมพานต์ ให้สมการท านายปริมาณกรดเท่ากับร้อยละ 0.025 
น้ าตาลท้ังหมดเท่ากับร้อยละ 0.60 ความเป็นกรด ด่างเท่ากับ 0.123 และวิตามินซีเท่ากับ 4.80 
มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม 

จากงานวิจัยท่ีกล่าวมาข้างต้น แสดงให้เห็นว่าสามารถประยุกต์ใช้เทคนิค NIRS ในการ
วิเคราะห์คุณภาพตัวอย่างน้ าผลไม้และเครื่องด่ืมในอุตสาหกรรมได้ เนื่องจากให้ค่าความแม่นย าในการ
ท านายสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีสูง ดังนั้นจึงมีความเป็นไปได้ท่ีจะน าเทคนิค NIRS มาใช้ในงานวิจัยนี้
ได้  

2.4.2 เทคนิคท่ีใช้ในการสร้างสมการเทียบมาตรฐาน 
 
ส าหรับการสร้างสมการท านายเชิงปริมาณในปัจจุบันนิยมใช้เทคนิค  multiple linear 

regression (MLR) เช่น Shafie และคณะ (2015) ใช้เทคนิค NIRS ในการติดตามวัตถุแห้ง (Dry 
matter) ในกีวี่ โดยเปรียบเทียบวิธีท่ีใช้ในการสร้างสมการเทียบมาตรฐานท้ังหมด 4 แบบ ได้แก่ การ
ใช้วิธี MLR โดยเลือก 1 เลขคล่ืนท่ีมีความสัมพันธ์กับวัตถุแห้ง กับการใช้วิธี MLR โดยเลือกเลขคล่ืน
ท้ังหมด 6 เลขคล่ืน มาใช้ในการสร้างสมการ เปรียบเทียบกับวิธี PLS ท่ีใช้ 81 เลขคล่ืนมาสร้างสมการ
กับการใช้วิธี PLS แบบใช้เลขคล่ืนท้ังช่วงมาสร้างสมการ พบว่า สมการท านายท่ีใช้วิธี MLR โดย
เลือกใช้ 6 เลขคล่ืนให้ค่า RMSEP ท่ีต่ าท่ีสุด และเลขคล่ืนท่ีสัมพันธ์กับวัตถุแห้งคือ 15384, 12500, 
12269, 11299, 10869 และ10752 cm-1  นอกจากนี้ Liu และคณะ (2015) ใช้เทคนิค NIRS ในการ
ติดตามปริมาณของแข็งท่ีละลายได้ ในผลไม้ 3 ชนิด ได้แก่ แอปเป้ิล ลูกแพร์ และพีช โดยเปรียบเทียบ
วิธีท่ีใช้ในการสร้างสมการเทียบมาตรฐานท้ังหมด 3 แบบ คือใช้วิธี PLS ท่ีช่วงเลขคล่ืน 20000-9900 
cm-1 และ 11904-10869 cm-1 และวิธี MLR โดยเลือก 3 เลขคล่ืน ได้แก่ 11415, 11235 และ 
11111 cm-1 พบว่าสมการท านายท่ีใช้วิธี PLS ให้ค่า R2 เท่ากับ 0.97 และ RMSEP เท่ากับ 0.45 และ
สมการท านายท่ีใช้วิธี MLR ให้ค่า R2 เท่ากับ 0.96 และ RMSEP เท่ากับ 0.46 พบว่าท้ังสองวิธีให้ค่า
ความแม่นย าของการท านายท่ีไม่แตกต่างกัน  
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partial least square regression (PLSR) (Ncama และคณะ, 2017; Nordey และคณะ, 
2017) หรือจะเป็นการเลือกเฉพาะช่วงความยาวคล่ืนท่ีมีความสัมพันธ์กับองค์ประกอบท่ีมีภายใน
ตัวอย่างท่ีต้องการศึกษา ซึ่งวิธีดังกล่าวเป็นวิธีท่ีมีการใช้กันมากท่ีสุดในปัจจุบัน โดย Viegas และคณะ 
(2016)  ใช้เทคนิค NIRS ในการติดตามปริมาณสารแอนโทไซยานินท้ังหมดและปริมาณสารประกอบ   
ฟีนอลท้ังหมดในชมพู่ โดยสร้างสมการด้วยวิธี PLS ร่วมกับการปรับแต่งสเปกตรัมด้วยอนุพันธ์อันดับ
สอง พบว่า สมการท านายให้ค่า R2 เท่ากับ 0.940 และ RMSEP เท่ากับ 22.18  

Khodabakhshian และคณะ (2017) ใช้เทคนิค NIRS ในการตรวจสอบคุณลักษณะภายใน
ของทับทิม สร้างสมการเทียบมาตรฐานด้วยวิธี PLS ในช่วงเลขคล่ืนต้ังแต่ 25000-9090 cm-1 ร่วมกับ
การปรับแต่งสเปกตรัมด้วยวิธีต่างๆ พบว่า สมการเทียบมาตรฐานท่ีปรับแต่งสเปกตรัมด้วยวิธี MSC 
และ SNV ให้ผลดีท่ีสุด ในการตรวจสอบปริมาณของแข็งท่ีละลายได้ท้ังหมด ค่าความเป็นกรด ด่าง
และปริมาณกรด โดยมี R2 เท่ากับ 0.93 0.84 และ 0.94 RMSEC เท่ากับ 0.22 0.06 และ 0.25 RPD 
เท่ากับ 6.40 4.95 และ5.35 ตามล าดับ  

Soltanikazemi และคณะ (2016) ใช้เทคนิค NIRS ในการตรวจสอบค่าคุณภาพและปริมาณ
แอนโทไซยานินท้ังหมดในน้ ามัลเบอร์รี่ สร้างสมการท านายด้วยวิธี PLS โดยจะเลือกช่วงเลขคล่ืน
ท้ังหมดมาใช้ในการสร้างสมการ และวิธี GA-PLS โดยใช้ 31 เลขคล่ืนในการสร้างสมการ พบว่า ท้ัง 2 
วิธีให้ค่าความแม่นย าท่ีไม่แตกต่างกัน 

นอกจากนี้ยังมีเทคนิคอื่นๆ ท่ีน ามาประยุกต์ใช้ในการสร้างสมการเทียบมาตรฐาน ได้แก่ 
MPLS (Núñez-Sánchez และคณะ , 2016) iPLS GA-PLS และ  iSPA-PLS (Mariani และคณะ , 
2015) iSPA-PLS LS-SVM  MC-UVE-PLS  และ MC-UVE-LS-SVM (Han และคณะ, 2017) ซึ่งวิธี
ดังกล่าวพัฒนาขึ้นโดยการใช้ MATLAB version R2016a และ R software 
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2.5 อิทธิพลขององค์ประกอบที่ซับซ้อนในอาหารต่อการวัดสเปกตรัมด้วยเทคนิค NIRS 
 

เครื่องด่ืมในท้องตลาดมักมีการเติมวัตถุเจือปนอาหารต่างๆ และสารท่ีเป็นประโยชน์ ซึ่ง
องค์ประกอบต่างๆ ของเครื่องด่ืมจะขึ้นอยู่กับชนิดของเครื่องด่ืม โดยมีน้ าเป็นส่วนประกอบหลักส าคัญ 
ท าหน้าท่ีเป็นตัวประสานส่วนประกอบอื่นๆ เข้าด้วยกัน นอกจากนี้ยังมีสารให้รสหวาน รสเปรี้ยว และ
สารให้กล่ินรสอื่นๆ ประกอบกับสารท่ีเสริมให้คุณลักษณะของเครื่องด่ืมเป็นไปตามลักษณะท่ีต้องการ
อย่างสมบูรณ์ รวมไปจนถึงแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ สารให้กล่ิน สี สารให้เนื้อ หรือสารท่ีให้ความหนืด
แก่เครื่องด่ืม  
 ท้ังนี้ คุณภาพของเครื่องด่ืมขึ้นอยู่กับชนิดและปริมาณของส่วนประกอบเหล่านี้เป็นส าคัญ  
ปัจจัยท่ีมีผลต่อคุณภาพของเครื่องด่ืมมีหลายอย่าง เช่น รสชาติ กล่ิน ความหนืด เนื้อสัมผัส และสี ซึ่ง
องค์ประกอบดังกล่าวข้างต้นอาจส่งผลต่อการวัด NIRS เนื่องด้วยส่วนประกอบดังกล่าว มีหมู่ -OH 
และ C=O อยู่ในโครงสร้าง เช่นเดียวกับในคอลลาเจน ท่ีประกอบไปด้วยกรดอะมิโน 3 ชนิดเรียงต่อ
กัน ได้แก่ ไกลซีน โพรลีน และโฮดรอกซีโพรลีน มีหมู่ -NH -OH และ C=O อยู่ในโครงสร้างเช่นกัน ซึ่ง
อาจท าให้เกิดการคาบเกี่ยวกันของหมู่ฟังก์ช่ัน ดังเช่นงานวิจัยของ Subedi และคณะ (2012a) ใช้
เทคนิค NIRS ในการติดตามความเป็นกรดจากการไทเทรตในสารละลายกรดซิตริก โดยแบ่งเป็น 3  
ส่วนการทดลอง ส่วนท่ี 1 เตรียมสารละลายกรดซิตริกท่ีความเข้มข้นต่างๆกัน ได้แก่ 0.0 , 0.2, 0.4, 
0.6, 0.8, 1.0, 2.5, 5.0, 10.0, 15.0 และ 20.0 น้ าหนักต่อปริมาตร (w/v) วัดสเปกตรัมด้วยเครื่อง 
NIR system 6500 ท่ีช่วงความยาวคล่ืน 25000-4000 cm-1 ด้วยระบบส่องผ่าน บรรจุสารละลาย
กรดซิตริกในภาชนะควอตซ์ท่ีความหนา 2 มิลลิเมตร และภาชนะแก้ว ท่ีมีความหนา 10 มิลลิเมตร 
ส่วนท่ี 2 น าสารละลายกรดซิตริกในส่วนท่ี 1 มาเติมซูโครสร้อยละ 10, 13 และเติมน้ าส้ม ซึ่งมีซูโครส
เป็นส่วนประกอบร้อยละ 12.7 โดยก าหนดให้มีความหนาตัวอย่าง 27 มิลลิเมตร วัดสเปกตรัมท่ีช่วง
คล่ืน 25000-9090 cm-1 ส่วนท่ี 3 น าสารละลายกรดซิตริกมาวัดสเปกตรัมด้วยระบบส่องผ่านร่วมกับ
การใช้ fibre-optic พบว่าให้สัมประสิทธิ์การถดถอยของสมการท่ีปรับแต่งสเปกตรัมด้วยอนุพันธ์
อันดับสองเหมือนกันท้ังในสารละลายกรดซิตริก สารละลายกรดซิตริกท่ีเติมซูโครส และสารละลาย
กรดซิตริกท่ีเติมในน้ าส้ม นอกจากนี้การวัดความเข้มข้นของกรดซิตริกในสารละลายด้วยระบบส่อง
ผ่านให้ค่า RMSECV เท่ากับ 0.17% ในช่วง 9090-4000 cm-1 และ 0.39% ในช่วงคล่ืนส้ัน แต่พบว่า
ให้ค่าเพิ่มขึ้นเป็น 0.79% ในองค์ประกอบท่ีซับซ้อน (น้ าส้ม) ในช่วงคล่ืนส้ันเช่นกัน 
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 เช่นเดียวกับ Subedi และคณะ (2012b) ใช้เทคนิค NIRS ในการติดตามความเป็นกรดจาก
การไทเทรต (TTA) ในมะนาวและลูกพีช ด้วยระบบอินเตอร์แอกแทนซ์ ในช่วงความยาวคล่ืนส้ันพบว่า 
ให้ค่าการท านาย TTA ในลูกพีชไม่ดีเนื่องจาก เป็นผลไม้ท่ีมีความเป็นกรดต่ า ส่วนค่าการท านาย TTA 
ในมะนาวให้ค่าการท านายท่ีดีในมะนาวหั่นช้ิน และให้ค่าการท านายท่ีลดลงส าหรับมะนาวทั้งผล เนื่อง
มากจากการกระเจิงของแสงผ่านเนื้อเยื่อผลไม้เม่ือเทียบกับการส่องผ่านในตัวอย่างของเหลว 
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ตารางท่ี 3 งานวิจัยท่ีแสดงถึงความสามารถของการใช้เทคนิค NIRS ในการวิเคราะห์สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 

ผลิตภัณฑ์ คุณลักษณะ 
จ านวน
ตัวอย่าง 

ความยาวคล่ืน (nm) 
หรือเลขคล่ืน (cm-1) 

ระบบการวัด 
การวิเคราะห์

ข้อมูล 
ค่าความแม่นย า อ้างอิง 

เมล็ดข้าว ปริมาณสารประกอบฟีนอลท้ังหมด 
ฟลาโวนอยด์ 
ความสามารถในการเป็นสารต้าน
อนุมูลอิสระ 

264 1100-2498 แบบสะท้อน
กลับ 

PCA 
 
 
PLS 
 
 
mPLS 

R2= 0.714 SEP= 69.35 
R2= 0.276 SEP= 14.08 
R2= 0.693 SEP= 0.40 
R2= 0.693 SEP= 47.10 
R2= 0.331 SEP= 13.55 
R2= 0.822 SEP= 0.280 
R2= 0.864 SEP= 45.87 
R2= 0.378 SEP= 13.07 
R2= 0.829 SEP= 0.28 

Zhang และคณะ 
(2008) 

ชารอยบอส 
(ชาแดง) 

สารประกอบฟีนอลิก  
ปริมาณของแข็งท่ีละลายได้ท้ังหมด
ความสามารถในการเป็นสารต้าน
อนุมูลอิสระท้ังหมด 

340 1100–2500 แบบส่องผ่าน PLS R2= 0.370 SEP= 17.49 
R2= 0.210 SEP= 44.97 
R2= 0.460 SEP= 112.63 

Manley และ
คณะ (2006) 

องุ่น ปริมาณสารแอนโทไซยานินท้ังหมด 579 4000–10000 สะท้อนแบบ
แพร่ 

iSPA-PLS R2= 0.650-0.890 
RMSEP= 7.55-9.35 

Mariani และ
คณะ (2015) 
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ตารางท่ี 3 งานวิจัยท่ีแสดงถึงความสามารถของการใช้เทคนิค NIRS ในการวิเคราะห์สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (ต่อ) 

ผลิตภัณฑ์ คุณลักษณะ 
จ านวน
ตัวอย่าง 

ความยาวคล่ืน (nm) 
หรือเลขคล่ืน (cm-1) 

ระบบการวัด 
การวิเคราะห์

ข้อมูล 
ค่าความแม่นย า อ้างอิง 

ไวน์องุ่น ปริมาณสารแอนโทไซยานิน 50 928–1695 แบบสะท้อน
กลับ 

SVR  
PLSR 

R2= 0.941  
RMSEP= 0.0046 
R2= 0.841  
RMSEP= 0.0129 

Chen และคณะ 
(2015) 

แอปเป้ิล ความสามารถในการเป็นสารต้าน
อนุมูลอิสระท้ังหมด 
ปริมาณของแข็งท่ีละลายได้
ท้ังหมด 

92 6267-4173 
10000–4000 

fibre optic 
probe 
สะท้อนแบบ
แพร่ 

PLS R2= 0.850 SEP= 0.13 
 
R2= 0.760 SEP= 0.55 

Schmutzler 
และ Huck 
(2016) 

มัลเบอร์รี ปริมาณสารแอนโทไซยานิน
ท้ังหมด 
ความสามารถในการเป็นสารต้าน
อนุมูลอิสระ 

180 380–1030 แบบสะท้อน
กลับ 

PLSR 
LS-SVM 

R2= 0.959 RPD= 4.96 
R2= 0.995 RPD= 14.26 

Huang และคณะ 
(2017) 
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ตารางท่ี 3 งานวิจัยท่ีแสดงถึงความสามารถของการใช้เทคนิค NIRS ในการวิเคราะห์สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (ต่อ) 

ผลิตภัณฑ์ คุณลักษณะ 
จ านวน
ตัวอย่าง 

ความยาวคล่ืน (nm) 
หรือเลขคล่ืน (cm-1) 

ระบบการวัด 
การวิเคราะห์

ข้อมูล 
ค่าความแม่นย า อ้างอิง 

มะเขือเทศราชินี
อบแห้ง 

ไลโคปีน 
ปริมาณกรดท้ังหมด 
ปริมาณน้ าตาล 
ปริมาณฟีนอลิกท้ังหมด 

92 800–2500 แบบสะท้อนกลับ 
 

PLSR  
 
 
 
RBF-NN 

R2= 0.919 RMSEP= 18.6 
R2= 0.814 RMSEP= 0.22 
R2= 0.975 RMSEP= 1.21 
R2= 0.904 RMSEP= 0.12 
R2= 0.939 RMSEP= 16.1 
R2= 0.880 RMSEP= 0.18 
R2= 0.972 RMSEP= 1.22 
R2= 0.954 RMSEP= 0.08 

Ding และ
คณะ (2016) 

กาแฟบด กรดกาเฟอิก 
ค่าเฟอีน 
คาเทชิน 
กรดคลอโรจีนิก 
ทีโอฟิลลีน 

61 10000-4000 แบบสะท้อนกลับ PLS R2= 0.922 RMSEP= 32.40 
R2= 0.945 RMSEP= 655.00 
R2= 0.877 RMSEP= 4.40 
R2= 0.708 RMSEP= 352.00 
R2= 0.845 RMSEP= 38.50 

Magalhães 
และคณะ 
(2016) 
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ตารางท่ี 3 งานวิจัยท่ีแสดงถึงความสามารถของการใช้เทคนิค NIRS ในการวิเคราะห์สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (ต่อ) 

ผลิตภัณฑ์ คุณลักษณะ 
จ านวน
ตัวอย่าง 

ความยาวคล่ืน (nm) 
หรือเลขคล่ืน (cm-1) 

ระบบการวัด การวิเคราะห์ข้อมูล ค่าความแม่นย า อ้างอิง 

ข้าวบาร์เลย์ ปริมาณฟีนอลิกท้ังหมด 
 
 
 
กรดพี คูมาริก 

135 
 
 
 

165 

1100-2500 แบบสะท้อนกลับ PLS 
LS-SVM 
MC-UVE-PLS 
MC-UVE-LS-SVM 

R2= 0.934 RMSEP= 149.43 
R2= 0.948 RMSEP= 140.68 
R2= 0.948 RMSEP= 139.57 
R2= 0.949 RMSEP= 138.54 
R2= 0.958 RMSEP= 0.12 
R2= 0.940 RMSEP= 0.15 
R2= 0.953 RMSEP= 0.13  
R2= 0.961 RMSEP= 0.12 

Han และคณะ 
(2017) 
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บทที่ 3 
 

วิธีด าเนินการวิจัย 
 
3.1 วัตถุดิบ 
 

3.1.1 วัตถุดิบและอุปกรณ์ที่ใช้ในการวิจัย 
 

ในการศึกษาครั้งนี้ใช้คอลลาเจนทางการค้า ความบริสุทธิ์ร้อยละ 95.10 โดยซื้อมาจากบริษัท 
คอสมิก คอนคอร์ด คอร์ปอเรช่ัน จ ากัด เตรียมตัวอย่างส าหรับการศึกษาในตอนท่ี 1 เรื่องการศึกษา
ความเป็นไปได้ในการใช้เทคนิค NIRS ในการติดตามปริมาณคอลลาเจนในสารละลายคอลลาเจน ท่ี
เตรียมจากคอลลาเจนทางการค้า ท่ีมีความบริสุทธิ์ร้อยละ 95.10 และตอนท่ี 2 เรื่องการศึกษาอิทธิพล
ของวัตถุเจือปนอาหาร ได้แก่ น้ าตาลซูโครส วิตามินซี โซเดียมเบนโซเอท และ ซิงค์กลูโคเนต ต่อการ
วัดปริมาณคอลลาเจนด้วยเทคนิค NIRS ในสารละลายคอลลาเจน ท่ีเตรียมจากคอลลาเจนทางการค้า 
ท่ีมีความบริสุทธิ์ร้อยละ 95.10 และสุ่มซื้อผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้เสริมคอลลาเจนจ านวน 9 ยี่ห้อ จาก
ร้านค้าปลีกภายในประเทศ จ านวนตัวอย่างรวมทั้งหมด 114 ตัวอย่าง ส าหรับใช้ในการศึกษาตอนท่ี 3 
เรื่องการศึกษาความเป็นไปได้ของการใช้เทคนิค NIRS ในการติดตามปริมาณคอลลาเจนในตัวอย่าง
ผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้เสริมคอลลาเจนท่ีมีวางจ าหน่ายในท้องตลาด 
 
  3.1.2 สารเคมี 
 

1. น้ ากล่ัน (Distillated Water, VUNIQUE, Thailand)    
2. กรดไฮโดรคลอริก (Hydrochloric acid, QRëC, New Zealand)  เกรด 37% 
3. เมทานอล (Methanol HPLC grade, RCI Labscan, Thailand) 
4. อะซีโตไนไตรล์ (Acetonitrile HPLC grade, RCI Labscan, Thailand) 
5. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (Sodium hydroxide, Merck, Germany) 
6. โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ (Potassium hydroxide (KOH), Ajax Finechem, Australia) 
7. กรดบอริค (Boric acid, Ajax Finechem, Austral

https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%A1%E0%B8%97%E0%B8%B2%E0%B8%99%E0%B8%AD%E0%B8%A5
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8. โซเดียม ฟอสเฟต โมโนเบสิก (Sodium phosphate monobasic (NaH2PO4-H2O),   
    Carlo Erba Reagent, USA) 
9. สารมาตรฐานทรานส์-4- ไฮดรอกซี-แอล-โพรลีน (trans-4-Hydroxy-L-proline ≥99%,     
    Fluka, China) 

      10. สารอนุพันธุ์ 4-คลอโร-7-ไนโตรเบนโซฟูราแซน (4–chloro -7-nitrobenzofurazan  
     (NBD-Cl), Sigma-Aldrich, Austria) 
11. สารคอลลาเจนท่ีซื้อมาทางการค้า (ยี่ห้อ Colla 1000D, บริษัท คอสมิก คอน 
     คอร์ด คอร์ปอเรช่ัน จ ากัด, ประเทศไทย) 
12. น้ าตาลซูโครส (บริษัท น้ าตาลมิตรผล จ ากัด, ประเทศไทย) 
13. กรดแอสคอร์บิก (บริษัท เคมีภัณฑ์ คอร์ปอเรช่ัน จ ากัด, ประเทศไทย) 
14. โซเดียมเบนโซเอท (บริษัท เคมีภัณฑ์ คอร์ปอเรช่ัน จ ากัด, ประเทศไทย) 
15. ซิงค์กลูโคเนต (บริษัท รวมเคมี 1986 จ ากัด, ประเทศไทย) 

 
3.1.3 เคร่ืองมือ 

 
1. เครื่องสเปกโทรสโกปีอินฟราเรดย่านใกล้แบบ FT-NIR Spectrometer (รุ่น MPA S/N            
    2197, บริษัท Bruker, Germany) 
2. เครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (High Performance Liquid  
    Chromatography) (Shimadzu model RF-20A prominence fluorescence,  
    degassing unit (DGU-20A3R); LC- 20AD, Japan; heating box model T-120D,   
    Thailand) 
3. เครื่อง Ultrasonic (รุ่น 360D, บริษัท Advance Ceramics Technology, Malaysia) 
4. เครื่องวัดปริมาณของแข็งท่ีละลายน้ าได้ (Digital refractometer) (รุ่น Pal 1, Atago,    
   Japan)  
5. เครื่องวัดความเป็นกรด – ด่าง (pH meter) (รุ่น PHM 210, Metro Lab Co., Ltd.     
    France) 
6. เครื่องวัดความหนืดแบบดิจิตอล (ยี่ห้อ Brookfield รุ่น DV2T, Brookfield Engineering  

        Laboratories, USA) 
7. เครื่องวัดสี (Tintometer) (ยี่ห้อ Lovibond® รุ่น SV 100, Tintometer, Germany) 
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8. เครื่องช่ังน้ าหนักละเอียด 4 ต าแหน่ง (Digital balance รุ่น BP 221S, Sartorius,  
    Germany) 
9. เครื่องช่ังน้ าหนักแบบตัวเลข แบบทศนิยม 2 ต าแหน่ง (Digital balance, TE 3102S   
    Sartorius, Germany) 
10. หม้อนึ่งฆ่าเช้ือด้วยไอน้ า (Autoclave) (ยี่ห้อ TOMY รุ่น Autoclave SS-325, TOMY  
     SEIKO, Tokyo, Japan) 
11. เครื่องกวนสารละลาย (magnetic stirrer) (ยี่ห้อ CAT รุ่น Topolino, IKA, Germany) 
12. เครื่องเขย่าสารละลาย (Vortex mixer) (Vortex-Genie2, รุ่น G560E, Scientific  
     Industries, USA) 
13. อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) (รุ่น MEM-1 WNB 7, ยี่ห้อ MEMMERT,  
     Germany) 
14. เครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุน (Rotary evaporator) (รุ่น RV 10 B S99, IKA,  
     Malaysia) 
15. คอลัมน์ Luna C18 (2) 5 ไมโครเมตร 100 อังสตรอม ขนาด 250x4.6 มิลลิเมตร     
     (Phenomenex, Torrance, USA) 
16. NIR sample cup ใช้ petri dish (Duran, steriplan, Germany) ขนาด 100  
     มิลลิเมตร x 15 มิลลิเมตร 
17. NIR sample cell ส าหรับวัดตัวอย่างท่ีเป็นของเหลว มี path length 0.2 มิลลิเมตร 

 
3.2 วิธีการทดลอง 
 

 ในการศึกษานี้แบ่งการศึกษาออกเป็น 3 ส่วนการทดลอง ได้แก ่(1) การศึกษาความเป็นไปได้
ในการใช้เทคนิคสเปกโทรสโกปีอินฟราเรดย่านใกล้ในการติดตามปริมาณคอลลาเจนในสารละลาย
คอลลาเจนท่ีมีความบริสุทธิ์ร้อยละ 95.10  (2) การศึกษาอิทธิพลของวัตถุเจือปนอาหารต่อการวัด
ปริมาณคอลลาเจนด้วยเทคนิค สเปกโทรสโกปีอินฟราเรดย่านใกล้ในสารละลายคอลลาเจนท่ีมีความ
บริสุทธิ์ร้อยละ 95.10 และ (3) การศึกษาความเป็นไปได้ของการใช้เทคนิคสเปกโทรสโกปีอินฟราเรด
ย่านใกล้ในการติดตามปริมาณคอลลาเจนในตัวอย่างผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้เสริมคอลลาเจนท่ีมีวาง
จ าหน่ายในท้องตลาด ซึ่งมีรายละเอียดการศึกษาดังนี้ 
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3.2.1 การศึกษาความเป็นไปได้ในการใช้เทคนิคสเปกโทรสโกปีอินฟราเรดย่านใกล้ในการ    
ติดตามปริมาณคอลลาเจนในสารละลายคอลลาเจนที่มีความบริสุทธิ์ร้อยละ 95.10 

 
3.2.1.1 การเตรียมตัวอย่าง 

 
ในการศึกษานี้ท าการเตรียมตัวอย่างสารละลายคอลลาเจนจ านวน 110 ตัวอย่าง โดยน าสาร

คอลลาเจนทางการค้า ท่ีมีความบริสุทธิ์ร้อยละ 95.10 (ยี่ห้อ Colla 1000 D, บริษัท คอสมิก คอน
คอร์ด คอร์ปอเรช่ัน จ ากัด) มาละลายในน้ ากล่ันให้มีความเข้มข้น 10,000 มิลลิกรัมต่อลิตร เพื่อเป็น 
stock solution โดยช่ังคอลลาเจน 10 กรัมละลายในน้ ากล่ัน 1 ลิตร จากนั้น เตรียมสารละลาย
คอลลาเจนท่ีความเข้มข้นแตกต่างกันในช่วง 500-9,000 มิลลิกรัมต่อลิตร จาก stock solution จะได้
สารละลายคอลลาเจนท่ีความเข้มข้นต่างกันซึ่งเป็นความเข้มข้นของคอลลาเจน อยู่ในช่วงท่ีมีการเติม
ในเครื่องด่ืมน้ าผลไม้เสริมคอลลาเจนท่ีจ าหน่ายในประเทศ แสดงรายละเอียดดังตารางท่ี 4 
 
ตารางท่ี 4 การเตรียมตัวอย่างสารละลายคอลลาเจนท่ีความเข้มข้นแตกต่างกัน จาก stock solution  

10,000 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ตัวอย่างสารละลาย 
คอลลาเจน (mg/L) 

สารคอลลาเจน
ทางการค้า (g) 

สารละลาย 
stock solution (ml) 

น้ ากล่ัน 
(ml) 

จ านวน
ตัวอย่าง 

500 - 0.5 9.5 10 
1,000 - 1 9 10 
2,000 - 2 8 10 
3,000 - 3 7 10 
4,000 - 4 6 10 
5,000 - 5 5 10 
6,000 - 6 4 10 
7,000 - 7 3 10 
8,000 - 8 2 10 
9,000 - 9 1 10 

10,000 (stock solution) 10 - 1,000 10 
   รวม 110 
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3.2.1.2 การวัดสเปกตรัมสารละลายคอลลาเจนด้วยเคร่ืองสเปกโทรสโกปี
อินฟราเรดย่านใกล ้

 

น าตัวอย่างท่ีเตรียมได้จากข้อ 3.2.1.1 มาท าการวัดสเปกตรัมด้วยเครื่องสเปกโทรสโกปี
อินฟราเรดย่านใกล้ (FT-NIR spectrometer รุ่น MPA) โดยก่อนการวัดสเปกตรัมตัวอย่างสารละลาย
คอลลาเจนต้องควบคุมอุณหภูมิของสารละลายท่ี 30±1 องศาเซลเซียส ซึ่งเป็นอุณหภูมิท่ีใช้ในการ
ขนส่งและเก็บรักษาตามภาคอุตสาหกรรม เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง ด้วย incubator จากนั้น ปิเปต
สารละลายคอลลาเจน ปริมาตร 10 มิลลิลิตร (ml) ลงบนจานแก้วกลมขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 100 
มิลลิเมตร (mm) สูง 15 มิลลิเมตร (mm) และวางทับด้วยตัวสะท้อน (reflector) เพื่อเป็นการควบคุม
ความหนาของตัวอย่างให้มีความหนาหรือ physical pathlength เท่ากับ 0.2 มิลลิเมตร (mm) 
บริเวณกลางจานแก้ว และในขณะท่ีวางตัวสะท้อนจะต้องระวังไม่ให้เกิดฟองอากาศขณะวัด แสดงดัง
ภาพท่ี 13 โดยวัดตัวอย่างท่ีความเข้มข้นละ 3 ซ้ า แล้วใช้ค่าเฉล่ียข้อมูลสเปกตรัมท่ีได้จากการวัดท้ัง 3 
ครั้ง เป็นตัวแทนข้อมูลสเปกตรัมของตัวอย่างนั้นๆ วัดสเปกตรัมในรูปแบบการวัดแบบส่องผ่านสะท้อน
กลับ (transflectance) ช่วงความยาวคล่ืน 800-2500 นาโนเมตรหรือมีเลขคล่ืน 12500-4000 cm-1 
ท่ีค่าความสามารถในการแยกพีค หรือ resolution 8 cm-1 และจ านวนครั้งของการ scan ตัวอย่าง 
หรือ sample scan time 32 ครั้ง แสดงการวัดสเปกตรัมสารละลายคอลลาเจนดังภาพท่ี 14 

 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 13 การวัดสเปกตรัมตัวอย่างสารละลายคอลลาเจนโดยวางอุปกรณ์ในระบบสะท้อน 

ผ่านตัวอย่าง       
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ภาพท่ี 14 ขั้นตอนการสร้างสมการเทียบมาตรฐานสารละลายคอลลาเจน 

 

3.2.1.3 การปรับแต่งสเปกตรัม 
 
 ก่อนท าการวิเคราะห์ข้อมูลต้องท าการปรับแต่งเส้นสเปกตรัม (pretreatment) ก่อนเพื่อลด
สัญญาณรบกวน (noise) และอิทธิพลอื่นๆ ภายนอกท่ีไม่สามารถควบคุมได้ โดยวิธีปรับแต่งสเปกตรัม
ท่ีใช้ ได้แก่  
 (1) การปรับแก้การกระเจิงแบบผลคูณ (multiplicative scatter correction, MSC)  

(2) การปรับความแปรปรวนให้เป็นมาตรฐาน และการปรับแนวโน้ม  
(standard normal variate, SNV)  

(3) อนุพันธ์อันดับหนึ่ง (first derivative, 1st derivative)  
(4) อนุพันธ์อันดับสอง (second derivative, 2nd derivative)  
(5) การปรับเรียบ (smoothing) แบบซาวิสกี-โกเลย์ (Savitzky-Golay, SG) หรือ 
(6) ใช้หลายวิธีร่วมกัน 

 

สารละลาย 
คอลลาเจน 

 
วัดสเปกตรัมในรูปแบบส่องผ่านสะท้อนกลับ  
ช่วงความยาวคลื่น 12500-4000 cm-1 

ค่าความสามารถในการแยกพีค 8 cm-1 และ 
จ านวนครั้งของการ scan ตัวอย่าง 32 scans 
(ไม่ให้มีฟองอากาศขณะวัด)  

ควบคุมอุณหภูมิของ
สารละลายที่ 30±1ºC 
เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
ด้วย incubator 

Vortex 10 วินาที 
ก่อนวัดสเปกตรัม 

ปรับแต่งสเปกตรัมด้วยวิธี MSC,  
SNV, 2ndderivative และsmoothing 

สร้างสมการเทียบมาตรฐานและ
ทดสอบความแม่นย าของสมการ
เทียบมาตรฐานด้วยวิธี PLS 
ด้วยโปรแกรม OPUS 
7.2.139.1294  

ทดสอบประสิทธิภาพ
สมการ ด้วยตัวอย่าง 
20 ตัวอย่าง 
(prediction set) 
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   3.2.1.4 การสร้างสมการเทียบมาตรฐาน 
 
 สร้างสมการเทียบมาตรฐานด้วยโปรแกรม OPUS Version 7.2.139.1294 โดยการน า
สเปกตรัมท่ีได้จากข้อ 3.2.1.3 มาแบ่งกลุ่มตัวอย่างออกเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มท่ีใช้ในการสร้างสมการ
เทียบมาตรฐาน (Calibration set) โดยตัวอย่างในกลุ่มนี้จะต้องมีความหลากหลายคลอบคลุมตัวอย่าง
ท่ีคาดว่าน่าจะพบในอนาคต จากนั้นตรวจสอบประสิทธิภาพของสมการเทียบมาตรฐาน (Validation 
set) เป็นกลุ่มท่ี 2 เพื่อเป็นการเลือกสมการเทียบมาตรฐานท่ีมีความเหมาะสมมากท่ีสุด แบบทดสอบ
ภายนอก (test set) ในอัตราส่วน 70 ต่อ 30 โดยตัวอย่างในกลุ่ม Calibration set จะต้องมีค่าทาง
เคมีท่ีกว้างเพียงพอคลอบคลุมตัวอย่างในกลุ่ม Validation set และต้องมีจ านวนมากกว่า และจะ
แบ่งกลุ่มตัวอย่างด้วยการเรียงล าดับค่าทางเคมีจากน้อยไปมาก จากนั้นก าหนดสามตัวอย่างแรกและ
สามตัวอย่างสุดท้ายเป็นกลุ่ม Calibration set ส่วนตัวอย่างท่ีเหลือให้สลับสัดส่วนตัวอย่างตาม
ต้องการ โดยในการสร้างสมการเทียบมาตรฐานด้วยโปรแกรม  OPUS Version 7.2.139.1294 
เลือกใช้ฟังก์ชันการหาความสัมพันธ์ท่ีเหมาะสมท่ีสุดด้วยฟังก์ชันอัตโนมัติ (optimize) เพื่อเป็น
แนวทางในการตรวจสอบช่วงคล่ืนและเทคนิคการปรับแต่งข้อมูลสเปกตรัมท่ีมีประสิทธิภาพ โดยใช้
วิธีการถดถอยก าลังสองน้อยท่ีสุดบางส่วน (Partial Least Square Regression, PLSR) และเลือก
ช่วงความยาวคล่ืนท่ีให้ผลในการสร้างสมการเทียบมาตรฐานท่ีเหมาะสมท่ีสุด โดยเลือกความยาวคล่ืน
ให้ครอบคลุมกับองค์ประกอบท่ีต้องการหาให้มากท่ีสุดหรือเลือกจากความยาวคล่ืนอ้างอิงท่ีบ่งบอกถึง
ช่วงความยาวคล่ืนท่ีคาดว่าน่าจะมีความสัมพันธ์กับค่าท่ีจะท าการวิเคราะห์ 

พิจารณาประสิทธิภาพของสมการจากค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์  (Coefficient of 
correction) หรือ R2 และ RPD (Ratio of standard error of prediction to standard deviation) 
ท่ีสูง ค่าความผิดพลาดมาตรฐานในการท านายของกลุ่มตัวอย่างสร้างสมการเทียบมาตรฐาน 
(Standard Error of Calibration) หรือ SEC และ ค่าความผิดพลาดมาตรฐานในการท านายของกลุ่ม
ตัวอย่างทวนสอบสมการเทียบมาตรฐาน (Standard Error of Prediction) หรือ SEP ท่ีต่ า นอกจากนี้
ยังมีจ านวนตัวแปร (PLS factor) และค่าความคลาดเคล่ือนเฉล่ียหรือ bias ซึ่งค่าท่ีได้สามารถค านวณ
ได้จากสมการในภาคผนวก ก 

ซึ่งการสร้างสมการเทียบมาตรฐานนี้ เพื่อให้ทราบลักษณะสเปกตรัมของสารละลายคอลลา
เจน และเพื่อท่ีจะศึกษาอิทธิพลของความเข้มข้นที่แตกต่างกัน 
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    3.2.1.5 การทดสอบประสิทธิภาพของสมการเทียบมาตรฐาน 
 
 ท าการทดสอบประสิทธิภาพของสมการเทียบมาตรฐานด้วยตัวอย่างน้ าผลไม้เสริมคอลลา
เจน จ านวน 20 ตัวอย่าง (prediction set) ซึ่งเป็นตัวอย่างท่ีซื้อมาใหม่จากท้องตลาด โดยมีตัวอย่าง 
E2500 จ านวน 3 ขวด E3000 จ านวน 4 ขวด D2000 จ านวน 4 ขวด A2000 จ านวน 5 ขวด I5000 
จ านวน 2 ขวด และ H5000 จ านวน 2 ขวด โดยก่อนวัดสเปกตรัมตัวอย่างท่ีซื้อมาใหม่จะท าการ
ควบคุมอุณหภูมิของสารละลายท่ี 30±1 องศาเซลเซียส ซึ่งเป็นอุณหภูมิท่ีใช้ในการขนส่งและเก็บ
รักษาตามภาคอุตสาหกรรม เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง ด้วย incubator จากนั้น ปิเปตสารละลายคอลลาเจน 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร (ml) ลงบนจานแก้วกลมขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 100 มิลลิเมตร (mm) สูง 15 
มิลลิเมตร (mm) และวางทับด้วยตัวสะท้อน (reflector) และวัดสเปกตรัมเหมือนข้อ 3.2.1.2 โดยใน
การทดสอบประสิทธิภาพการท านายจะพิจารณาจากค่าระยะห่างมาหาลาโนบิสเฉล่ีย (Average 
Mahalanobis Distance) ถ้าพบว่าเกินขีดจ ากัดของค่านี้ ตัวอย่างนั้นก็จะเป็น Outlier และค่าความ
คลาดเคล่ือน (%error) ท่ีต่ า แสดงการค านวณ %error ดังภาคผนวก ก 
 

3.2.1.6 การวัดสเปกตรัมคอลลาเจนผงด้วยเคร่ืองสเปกโทรสโกปีอินฟราเรดย่าน
ใกล้ 

 

 น าผงคอลลาเจนทางการค้า เทลงบนจานแก้วกลมท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 100 
มิลลิเมตร (mm) สูง 15 มิลลิเมตร (mm) ให้เต็มจานแก้ว โดยไม่มีการกดอัด จากนั้นปาดผงคอลลา
เจนส่วนเกินออก และต้องระวังไม่ให้กดอัดตัวอย่าง จากนั้นจะวัดสเปกตรัมท้ังหมด 5 จุด โดยการ
หมุนจานแก้ว แล้วใช้ค่าเฉล่ียข้อมูลสเปกตรัมท่ีได้จากการวัดท้ัง 5 ครั้ง เป็นตัวแทนข้อมูลสเปกตรัม
ของตัวอย่างนั้นๆ วัดสเปกตรัมในรูปแบบการวัดแบบสะท้อนกลับ (reflectance) ช่วงเลขคล่ืน 
12500-4000 cm-1 ท่ีค่าความสามารถในการแยกพีค หรือ resolution 32 cm-1 และจ านวนครั้งของ
การ scan ตัวอย่าง หรือ sample scan time 64 ครั้ง แสดงการวัดสเปกตรัมสารละลายคอลลาเจน
ดังภาพท่ี 15 
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ภาพท่ี 15 การวัดสเปกตรัมตัวอย่างคอลลาเจนผงด้วยระบบสะท้อนกลับ    
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3.2.2 การศึกษาอิทธิพลของวัตถุเจือปนอาหารต่อการวัดปริมาณคอลลาเจนด้วยเทคนิค  
สเปกโทรสโกปีอินฟราเรดย่านใกล้ในสารละลายคอลลาเจนที่มีความบริสุทธิ์ร้อยละ 
95.10 
 
ในการผลิตน้ าผลไม้เพื่อสุขภาพท่ัวๆไปจะมีการเติมวัตถุเจือปนอาหาร เพื่อวัตถุประสงค์ต่างๆ 

เช่น ยืดอายุการเก็บรักษา เสริมสี กล่ิน และรสของเครื่องด่ืม รวมไปถึงรักษาคุณค่าของเครื่องด่ืม เป็น
ต้น 

ท้ังนี้วัตถุเจือปนอาหารท่ีนิยมเติมลงในน้ าผลไม้เพื่อสุขภาพท่ัวๆ ไปสามารถสังเกตได้จาก
ฉลากของผลิตภัณฑ์ท่ีมีในท้องตลาดได้แก่  น้ าตาลซูโครส วิตามินซี โซเดียมเบนโซเอท และ ซิงค์กลูโค
เนต ท้ังนี้วัตถุเจือปนอาหารชนิดต่างๆ อาจจะแสดงอิทธิพลต่อการวัดสเปกตรัมคอลลาเจนใน
ผลิตภัณฑ์เครื่องด่ืมด้วยเทคนิคสเปกโทรสโกปีอินฟราเรดย่านใกล้ ดังนั้นการศึกษานี้จึงได้ศึกษา
อิทธิพลของสารดังกล่าว โดยมีรายละเอียดดังนี้ 
 

3.2.2.1 การเตรียมตัวอย่าง 
 

จากการเตรียมสารละลาย stock solution คอลลาเจน ในขั้นตอนการศึกษาท่ี 1 น า
สารละลายคอลลาเจนในช่วง 500-5,000 mg/L มาเติมวัตถุเจือปนอาหาร รวมจ านวนตัวอย่างท้ังหมด 
630 ตัวอย่าง โดยวัตถุเจือปนอาหารท่ีศึกษา ในการศึกษานี้มีท้ังหมด 4 ชนิด ได้แก่ น้ าตาลซูโครส 
วิตามินซี โซเดียมเบนโซเอท และ ซิงค์กลูโคเนต โดยเติมวัตถุเจือปนอาหารแต่ละชนิดท่ี 3 ระดับความ
เข้มข้นลงในสารละลายคอลลาเจนท่ีเตรียมได้จากข้างต้น แสดงรายละเอียดการเติมวัตถุเจือปนอาหาร 
ดังภาพท่ี 16 และปริมาณวัตถุเจือปนอาหารท่ีเติม แสดงดังตารางท่ี 5 

โดยเติมวัตถุเจือปนอาหารแต่ละชนิด เพื่อเสริมรสชาติให้กับเครื่องด่ืม ป้องกันและระงับการ
เกิดออกซิเดชัน ท าให้กล่ินรสของเครื่องด่ืมคงตัวอยู่ได้นาน เพื่อยับยั้งการเจริญของยีสต์ รา และ
แบคทีเรีย หรือเพื่อเสริมคุณค่าของเครื่องด่ืม เป็นต้น 
ตารางท่ี 5 ปริมาณวัตถุเจือปนอาหารท่ีเติมในสารละลายคอลลาเจนเพื่อเป็นระบบจ าลอง 

วัตถุเจือปนอาหาร ปริมาณท่ีเติม 
น้ าตาลซูโครส (%) 2 5 10 
วิตามินซี (%) 0.01 0.05 0.10 
โซเดียมเบนโซเอท (mg/L) 200 500 1,000 
ซิงค์กลูโคเนต (%) 0.01 0.05 0.10 
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ภาพท่ี 16 แผนผังการเติมวัตถุเจือปนอาหารลงในสารละลายคอลลาเจน จ านวนรวม 630 ตัวอย่าง 

ปริมาณคอลลาเจน 

น้ าตาล 

         ซิงค์กลูโคเนต 

   วิตามินซี 
โซเดียมเบนโซเอท 
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3.2.2.2 การวัดสเปกตรัมสารละลายคอลลาเจนที่มีการเติมวัตถุเจือปนอาหาร
ด้วยเคร่ืองสเปกโทรสโกปีอินฟราเรดย่านใกล ้

 

น าตัวอย่างท่ีเตรียมได้จากข้อ 3.2.2.1 ดังภาพท่ี 16 มาท าการวัดสเปกตรัมสารละลายคอลลา
เจนท่ีมีการเติมวัตถุเจือปนอาหารด้วยเทคนิค NIRS เช่นเดียวกับข้อท่ี 3.2.1.2 นอกจากนี้ยังท าการวัด
สเปกตรัมของสารละลายวัตถุเจือปนอาหารด้วยวิธีเดียวกัน 
 

3.2.2.3 การปรับแต่งสเปกตรัม 
 
 ก่อนท าการวิเคราะห์ข้อมูลต้องท าการปรับแต่งเส้นสเปกตรัม (pretreatment) ก่อน เพื่อ
ลดสัญญาณรบกวน (noise) และอิทธิพลอื่นๆ ภายนอกท่ีไม่สามารถควบคุมได้ โดยวิธีปรับแต่ง
สเปกตรัมท่ีใช้ เช่นเดียวกับข้อ 3.2.1.3 เพื่อศึกษาการปรับแต่งสเปกตรัมด้วยวิธีต่างๆ กัน ต่อการสร้าง
สมการเทียบมาตรฐาน 
 
   3.2.2.4 การสร้างสมการเทียบมาตรฐาน 
 
 สร้างสมการเทียบมาตรฐานด้วยโปรแกรม OPUS Version 7.2.139.1294 โดยการน า
สเปกตรัมท่ีได้จากข้อ 3.2.2.3 มาแบ่งกลุ่มตัวอย่างออกเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มท่ีใช้ในการสร้างสมการ
เทียบมาตรฐาน (Calibration set) โดยตัวอย่างในกลุ่มนี้จะต้องมีความหลากหลายคลอบคลุมตัวอย่าง
ท่ีคาดว่าน่าจะพบในอนาคต จากนั้นตรวจสอบประสิทธิภาพของสมการเทียบมาตรฐาน (Validation 
set) เป็นกลุ่มท่ี 2 เพื่อเป็นการเลือกสมการเทียบมาตรฐานท่ีมีความเหมาะสมมากท่ีสุด แบบทดสอบ
ภายนอก (test set) ในอัตราส่วน 70 ต่อ 30 โดยตัวอย่างในกลุ่ม Calibration set จะต้องมีค่าทาง
เคมีท่ีกว้างเพียงพอคลอบคลุมตัวอย่างในกลุ่ม Validation set และต้องมีจ านวนมากกว่า และจะ
แบ่งกลุ่มตัวอย่างด้วยการเรียงล าดับค่าทางเคมีจากน้อยไปมาก จากนั้นก าหนดสามตัวอย่างแรกและ
สามตัวอย่างสุดท้ายเป็นกลุ่ม Calibration set ส่วนตัวอย่างท่ีเหลือให้สลับสัดส่วนตัวอย่างตาม
ต้องการ โดยในการสร้างสมการเทียบมาตรฐานด้วยโปรแกรม  OPUS Version 7.2.139.1294 
เลือกใช้ฟังก์ชันการหาความสัมพันธ์ท่ีเหมาะสมท่ีสุดด้วยฟังก์ชันอัตโนมัติ (optimize) เพื่อเป็น
แนวทางในการตรวจสอบช่วงคล่ืนและเทคนิคการปรับแต่งข้อมูลสเปกตรัมท่ีมีประสิทธิภาพ โดยใช้
วิธีการถดถอยก าลังสองน้อยท่ีสุดบางส่วน (Partial Least Square Regression, PLSR) และเลือก
ช่วงความยาวคล่ืนท่ีให้ผลในการสร้างสมการเทียบมาตรฐานท่ีเหมาะสมท่ีสุด โดยเลือกความยาวคล่ืน
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ให้ครอบคลุมกับองค์ประกอบท่ีต้องการหาให้มากท่ีสุดหรือเลือกจากความยาวคล่ืนอ้างอิงของวัตถุเจือ
ปนอาหาร ท่ีบ่งบอกถึงช่วงความยาวคล่ืนท่ีคาดว่าน่าจะมีความสัมพันธ์กับค่าท่ีจะท าการวิเคราะห์ 

พิจารณาประสิทธิภาพของสมการจากค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์  (Coefficient of 
correction) หรือ R2 และ RPD (Ratio of standard error of prediction to standard deviation) 
ท่ีสูง ค่าความผิดพลาดมาตรฐานในการท านายของกลุ่มตัวอย่างสร้างสมการเทียบมาตรฐาน 
(Standard Error of Calibration) หรือ SEC และ ค่าความผิดพลาดมาตรฐานในการท านายของกลุ่ม
ตัวอย่างทวนสอบสมการเทียบมาตรฐาน (Standard Error of Prediction) หรือ SEP ท่ีต่ า นอกจากนี้
ยังมีจ านวนตัวแปร (PLS factor) และค่าความคลาดเคล่ือนเฉล่ียหรือ bias ซึ่งค่าท่ีได้สามารถค านวณ
ได้จากสมการในภาคผนวก ก 

 
3.2.2.5 การทดสอบประสิทธิภาพของสมการเทียบมาตรฐาน 

 
 ท าการทดสอบประสิทธิภาพของสมการเทียบมาตรฐานด้วยตัวอย่างน้ าผลไม้เสริมคอลลา
เจน จ านวน 20 ตัวอย่าง (prediction set) ซึ่งเป็นตัวอย่างท่ีซื้อมาใหม่จากท้องตลาด โดยใช้ตัวอย่าง
เดียวกับการศึกษาขั้นตอนท่ี 1 โดยก่อนวัดสเปกตรัมตัวอย่างท่ีซื้อมาใหม่จะท าการควบคุมอุณหภูมิ
ของสารละลายท่ี 30±1 องศาเซลเซียส ซึ่งเป็นอุณหภูมิ ท่ีใช้ในการขนส่งและเก็บรักษาตาม
ภาคอุตสาหกรรม เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง ด้วย incubator จากนั้น ปิเปตสารละลายคอลลาเจน ปริมาตร 
10 มิลลิลิตร (ml) ลงบนจานแก้วกลมขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 100 มิลลิเมตร (mm) สูง 15 
มิลลิเมตร (mm) และวางทับด้วยตัวสะท้อน (reflector) และวัดสเปกตรัมเหมือนข้อ 3.2.1.2 โดยใน
การทดสอบประสิทธิภาพการท านายจะพิจารณาจากค่าระยะห่างมาหาลาโนบิสเฉล่ีย (Average 
Mahalanobis Distance) ถ้าพบว่าเกินขีดจ ากัดของค่านี้ ตัวอย่างนั้นก็จะเป็น Outlier และค่าความ
คลาดเคล่ือน (%error) ท่ีต่ า แสดงการค านวณ %error ดังภาคผนวก ก 
 

3.2.2.6 การวัดสเปกตรัมวัตถุเจือปนอาหารผงด้วยเคร่ืองสเปกโทรสโกปี
อินฟราเรดย่านใกล ้

 

 ผงวัตถุเจือปนอาหารท้ัง 4 ชนิด ได้แก่ น้ าตาลซูโครส วิตามินซี โซเดียมเบนโซเอท และ 
ซิงค์กลูโคเนต น าวัตถุเจือปนอาหารแต่ละชนิดมาวัดสเปกตรัม โดยเทลงบนจานแก้วกลมท่ีมีขนาดเส้น
ผ่านศูนย์กลาง 100 มิลลิเมตร (mm) สูง 15 มิลลิเมตร (mm) ให้เต็มจานแก้ว โดยไม่มีการกดอัด 
จากนั้นปาดผงวัตถุเจือปนอาหารส่วนเกินออก และต้องระวังไม่ให้กดอัดตัวอย่าง จากนั้นจะวัด
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สเปกตรัมท้ังหมด 5 จุด โดยการหมุนจานแก้ว แล้วใช้ค่าเฉล่ียข้อมูลสเปกตรัมท่ีได้จากการวัดท้ัง 5 
ครั้ง เป็นตัวแทนข้อมูลสเปกตรัมของตัวอย่างนั้นๆ วัดสเปกตรัมในรูปแบบการวัดแบบสะท้อนกลับ 
(reflectance) ช่วงเลขคล่ืน 12500-4000 cm-1 ท่ีค่าความสามารถในการแยกพีค หรือ resolution 
32 cm-1 และจ านวนครั้งของการ scan ตัวอย่าง หรือ sample scan time 64 ครั้ง 
 

3.2.3 การศึกษาความเป็นไปได้ของการใช้เทคนิคสเปกโทรสโกปีอินฟราเรดย่านใกล้ใน
การติดตามปริมาณคอลลาเจนในตัวอย่างผลิตภัณฑ์น  าผลไม้เสริมคอลลาเจนที่มีวาง
จ าหน่ายในทอ้งตลาด 

 
3.2.3.1 สุ่มเก็บตัวอย่างผลิตภัณฑ์น  าผลไม้เสริมคอลลาเจนที่มีจ าหน่ายใน
ประเทศ 

 

สุ่มเก็บตัวอย่างเครื่องด่ืมน้ าผลไม้ท่ีมีการเสริมคอลลาเจนท่ีวางจ าหน่ายในประเทศ ซึ่งมีการ
เสริมปริมาณคอลลาเจนจากยี่ห้อต่างๆ 9 ยี่ห้อ วันท่ีหมดอายุท่ีแตกต่างกัน จ านวน 114 ตัวอย่าง และ
รหัสตัวอย่าง แสดงรายละเอียดดังตารางท่ี 6 ท้ังนี้ปริมาณคอลลาเจนท่ีแสดงในตารางท่ี 6 เป็นปริมาณ
ท่ีบริษัทผู้ผลิตแสดงค่าไว้ท่ีฉลากบรรจุภัณฑ์ ซื้อตัวอย่างมาในช่วงเดือนพฤษภาคม-มิถุนายน 2559 
จากนั้นรีบน าตัวอย่างไปยังห้องปฏิบัติการ ภาควิชาเทคโนโลยีอาหาร คณะวิศวกรรมศาสตร์และ
เทคโนโลยีอุตสาหกรรม มหาวิทยาลัยศิลปากร ควบคุมอุณหภูมิ 30±5 องศาเซลเซียส เพื่อ
ท าการศึกษาต่อไป 
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ตารางท่ี 6 การสุ่มตัวอย่างเครื่องด่ืมน้ าผลไม้ท่ีมีการเสริมคอลลาเจนส าหรับการศึกษา 

ยี่ห้อ วันท่ีหมดอายุ 
ปริมาณคอลลาเจน* 

(mg/L) 
จ านวน

ตัวอย่างท่ีสุ่ม 
รหัสตัวอย่าง 

ขนาดบรรจุภัณฑ์ 
(ml) 

A 
04/12/15, 
24/02/17 

4,444 20 A2000 450 

B 22/04/17 4,857 15 B1700 350 

C 
11/03/17, 
19/03/17 

5,479 15 C2000 365 

D 
21/12/16 
28/03/17 

7,143 5 D2000 280 

E 21/04/17 7,576 15 E2500 330 

E 
01/04/17, 
10/05/17 

9,091 20 E3000 330 

E 31/05/17 80,000 5 E4000 50 

F 10/05/17 10,000 4 F1000 100 

G 
20/02/17, 
29/03/17 

66,667 5 G8000 120 

H -/-/2017 100,000 5 H5000 50 

I -/-/2019 111,111 5 I5000 45 

*ปริมาณคอลลาเจนท่ีระบุบนฉลากบรรจุภัณฑ์ (มิลลิกรัมต่อลิตร) 
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3.2.3.2 วิเคราะห์คุณลักษณะทางเคมีเบื องต้นของผลิตภัณฑ์น  าผลไม้ที่มีการ
เสริมคอลลาเจนที่วางจ าหน่ายในประเทศ  

 
ในการศึกษานี้จะท าการวิเคราะห์คุณลักษณะทางเคมีเบื้องต้นของเครื่องด่ืมน้ าผลไม้ท่ีมีการ

เสริมคอลลาเจนท่ีวางจ าหน่ายในประเทศ ก่อนน าไปวัดสเปกตรัมด้วยเครื่องสเปกโทรสโกปีอินฟราเรด
ย่านใกล้และวิเคราะห์คุณสมบัติทางเคมีด้วยเครื่อง HPLC แสดงรายละเอียดการวิเคราะห์ดังนี้ 

(1) ปริมาณของแข็งท่ีละลายได้ท้ังหมด (Total soluble solids, TSS) โดยใช้มาตรดัชนี  
หักเห โดยสอบเทียบเครื่องมือด้วยน้ ากล่ัน ก่อนใช้งานทุกครั้ง จากนั้นน าตัวอย่างเครื่องด่ืมท่ีมีการ
เสริมคอลลาเจนมา มาหยดลงบน Digital refractometer กดวัดตัวอย่าง และบันทึกค่า 

(2) ค่าความเป็นกรด - ด่าง โดยใช้เครื่องวัดความเป็นกรด  - ด่าง (pH meter) 
น าตัวอย่างเครื่องด่ืมท่ีมีการเสริมคอลลาเจนมาวัดค่า pH ด้วยเครื่องวัดความเป็นกรดด่าง 

(pH meter) โดยก่อนใช้งานทุกครั้งต้องสอบเทียบเครื่องมือด้วย pH 4 7 และ 10 จากนั้นจะใช้
ตัวอย่าง 30 มิลลิลิตร ใส่ลงในบีกเกอร์ และน าหัว probe จุ่มลงในตัวอย่างให้ท่วม บันทึกค่า 

(3) ค่าสี โดยใช้เครื่อง Tintometer น าตัวอย่างเครื่องด่ืมท่ีมีการเสริมคอลลาเจน วัดค่าสี 
(L*,a*,b*, C* และ hº) ด้วยเครื่อง Tintometer โดยรายละเอียดแสดงในภาคผนวก ข 

 (4) ค่าความหนืด โดยใช้เครื่อง Brookfield Viscometer  
น าตัวอย่างเครื่องด่ืมท่ีมีการเสริมคอลลาเจน วัดค่าความหนืด โดยใช้เครื่ อง Viscometer 

Brookfield โดยจะใช้ตัวอย่าง 16 มิลลิลิตร ใส่ลงในภาชนะใส่ตัวอย่าง แสดงในภาคผนวก ข จากนั้น
น าหัว probe ชนิด UL ใส่ในตัวอย่าง วัดค่า และบันทึกค่า 
 

3.2.3.3 การวัดสเปกตรัมเคร่ืองด่ืมน  าผลไม้เสริมคอลลาเจนด้วยเคร่ืองสเปกโทร 
สโกปีอินฟราเรดย่านใกล ้

 

น าตัวอย่างผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้เสริมคอลลาเจนท่ีมีวางจ าหน่ายในท้องตลาด มาวัดสเปกตรัม
ด้วยเครื่องสเปกโทรสโกปีอินฟราเรดย่านใกล้ ควบคุมอุณหภูมิของเครื่องด่ืมท่ี 30±1 องศาเซลเซียส 
ก่อนการวัดสเปกตรัม ซึ่งเป็นอุณหภูมิท่ีใช้ในการขนส่งและเก็บรักษาตามภาคอุตสาหกรรม เป็นเวลา 
1 ช่ัวโมง ด้วย incubator จากนั้น ปิเปตสารละลายคอลลาเจน ปริมาตร 10 มิลลิลิตร (ml) ลงบน
จานแก้วกลมขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 100 มิลลิเมตร (mm) สูง 15 มิลลิเมตร (mm) และวางทับด้วย
ตัวสะท้อน (reflector) เพื่อเป็นการควบคุมความหนาของตัวอย่างให้มีความหนาหรือ physical 
pathlength เท่ากับ 0.2 มิลลิเมตร (mm) บริเวณกลางจานแก้ว และในขณะท่ีวางตัวสะท้อนจะต้อง
ระวังไม่ให้เกิดฟองอากาศขณะวัด โดยวัดตัวอย่างท่ีความเข้มข้นละ 3 ซ้ า แล้วใช้ค่าเฉล่ียข้อมูล
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สเปกตรัมท่ีได้จากการวัดท้ัง 3 ครั้ง เป็นตัวแทนข้อมูลสเปกตรัมของตัวอย่างนั้นๆ วัดสเปกตรัมใน
รูปแบบการวัดแบบส่องผ่านสะท้อนกลับ (transflectance) ช่วงเลขคล่ืน 12500-4000 cm-1 ท่ีค่า
ความสามารถในการแยกพีค หรือ resolution 8 cm-1 และจ านวนครั้งของการ scan ตัวอย่าง หรือ 
sample scan time 32 ครั้ง และขั้นตอนการสร้างสมการเทียบมาตรฐานของน้ าผลไม้เสริมคอลลา
เจนท่ีมีวางจ าหน่ายในท้องตลาด แสดงดังภาพท่ี 17 
 

 
  
 
 
 

  
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 17 ขั้นตอนการสร้างสมการเทียบมาตรฐานของผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้เสริมคอลลาเจนท่ีมีวาง  

จ าหน่ายในท้องตลาด 

เครื่องด่ืมน้ าผลไม ้
เสริมคอลลาเจน  
จ านวน 9 ย่ีห้อ 

ปิเปต 10 ml 

ควบคุมอุณหภูมิของ
สารละลายที่ 30±1ºC 

เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 

ด้วย incubator 

Vortex 10 วินาที 
ก่อนวัดสเปกตรัม 

เลขคลื่น 12500-4000 cm-1 
resolution 8 cm-1 และscan time 32 ครั้ง  

วัดด้วยระบบส่องผ่านสะท้อนกลับ 
และวางทับด้วยตัวสะท้อน (reflector) เพ่ือเป็นการ
ควบคุมความหนาของตัวอย่างให้มีความหนา 
หรือ physical pathlength เท่ากับ 0.2 mm 
(ไม่ให้มีฟองอากาศขณะวัด) 

ปรับแต่งสเปกตรัมด้วยวิธี 
(SNV MSC และ derivative) 

 สร้างสมการเทียบมาตรฐานและทดสอบความแม่นย าของสมการ
ด้วยวิธี PLS ด้วยโปรแกรม OPUS 7.2.139.1294  

 สร้างสมการเทียบมาตรฐานและทดสอบความแม่นย าของสมการ
ด้วยวิธี MLR ด้วยโปรแกรม  the unscambler 

ทดสอบประสิทธิภาพสมการ 
ด้วยตัวอย่าง 20 ตัวอย่าง 
(prediction set) 

ค่าปริมาณคอลลาเจนท่ี
วิเคราะห์ด้วยวิธี HPLC 
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3.2.3.4 การปรับแต่งสเปกตรัม 
 
 ก่อนท าการวิเคราะห์ข้อมูลต้องท าการปรับแต่งเส้นสเปกตรัม (pretreatment) ก่อนเพื่อลด
สัญญาณรบกวน (noise) และอิทธิพลอื่นๆ ภายนอกท่ีไม่สามารถควบคุมได้ โดยวิธีปรับแต่งสเปกตรัม
ท่ีใช้ เช่นเดียวกับข้อ 3.2.1.3 เพื่อศึกษาการปรับแต่งสเปกตรัมด้วยวิธีต่างๆ กัน ต่อการสร้างสมการ
เทียบมาตรฐาน 
 
   3.2.3.5 การสร้างสมการเทียบมาตรฐาน 
 
 สร้างสมการเทียบมาตรฐานด้วยโปรแกรม OPUS Version 7.2.139.1294 โดยการน า
สเปกตรัมท่ีได้จากข้อ 3.2.3.4 และค่าองค์ประกอบทางเคมีของเครื่องด่ืมน้ าผลไม้เสริมคอลลาเจน มา
ตรวจสอบค่าความผิดพลาดจากการทดลองซึ่งเป็นข้อมูลท่ีไม่สอดคล้องกับความเป็นจริง เพื่อลดความ
คลาดเคล่ือนในสร้างสมการ จากนั้นจึงแบ่งกลุ่มตัวอย่างออกเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มท่ีใช้ในการสร้าง
สมการเทียบมาตรฐาน (Calibration set) โดยตัวอย่างในกลุ่มนี้จะต้องมีความหลากหลายคลอบคลุม
ตัวอย่างท่ีคาดว่าน่าจะพบในอนาคต จากนั้นตรวจสอบประสิทธิภาพของสมการเทียบมาตรฐาน 
(Validation set) เป็นกลุ่มท่ี 2 เพื่อเป็นการเลือกสมการเทียบมาตรฐานท่ีมีความเหมาะสมมากท่ีสุด 
แบบทดสอบภายนอก (test set) ในอัตราส่วน 70 ต่อ 30 โดยตัวอย่างในกลุ่ม Calibration set 
จะต้องมีค่าทางเคมีท่ีกว้างเพียงพอคลอบคลุมตัวอย่างในกลุ่ม Validation set และต้องมีจ านวน
มากกว่า แบ่งกลุ่มตัวอย่างด้วยการเรียงล าดับค่าทางเคมีจากน้อยไปมาก จากนั้นก าหนดสามตัวอย่าง
แรกและสามตัวอย่างสุดท้ายเป็นกลุ่ม Calibration set ส่วนตัวอย่างท่ีเหลือให้สลับสัดส่วนตัวอย่าง
ตามต้องการ โดยในการสร้างสมการเทียบมาตรฐานด้วยโปรแกรม OPUS Version 7.2.139.1294 
เลือกใช้ฟังก์ชันการหาความสัมพันธ์ท่ีเหมาะสมท่ีสุดด้วยฟังก์ชันอัตโนมัติ (optimize) เพื่อเป็น
แนวทางในการตรวจสอบช่วงคล่ืนและเทคนิคการปรับแต่งข้อมูลสเปกตรัมท่ีมีประสิทธิภาพ โดยใช้
วิธีการถดถอยก าลังสองน้อยท่ีสุดบางส่วน (Partial Least Square Regression, PLSR) และเลือก
ช่วงความยาวคล่ืนท่ีให้ผลในการสร้างสมการเทียบมาตรฐานท่ีเหมาะสมท่ีสุด โดยเลือกความยาวคล่ืน
ให้ครอบคลุมกับองค์ประกอบท่ีต้องการหาให้มากท่ีสุดหรือเลือกจากความยาวคล่ืนอ้างอิงของวัตถุเจือ
ปนอาหาร ท่ีบ่งบอกถึงช่วงความยาวคล่ืนท่ีคาดว่าน่าจะมีความสัมพันธ์กับค่าท่ีจะท าการวิเคราะห์ 
 นอกจากนี้สร้างสมการเทียบมาตรฐานด้วยวิธี Multiple Linear Regression (MLR) โดย
ใช้โปรแกรม The Unscrambler (CAMO, Olso, Norway) ซึ่งเป็นวิธีการคัดเลือกความยาวคล่ืนท่ีมี
ความสัมพันธ์กับตัวแปรตามท่ีจะท านาย โดยเลือกความยาวคล่ืนจากการวัดสเปกตรัมสารบริสุทธิ์ทั้ง
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แบบสารละลายและแบบผงร่วมกับความยาวคล่ืนจากเอกสารอ้างอิง ท่ีบ่งบอกถึงช่วงความยาวคล่ืนท่ี
คาดว่าน่าจะมีความสัมพันธ์กับค่าท่ีน ามาวิเคราะห์ โดยแสดงรายละเอียดขั้นตอนการสร้างสมการ
เทียบมาตรฐานด้วยวิธี MLR ดังภาคผนวก ง 

พิจารณาประสิทธิภาพของสมการจากค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์  (Coefficient of 
correction) หรือ R2 และ RPD (Ratio of standard error of prediction to standard deviation) 
ท่ีสูง ค่าความผิดพลาดมาตรฐานในการท านายของกลุ่มตัวอย่างสร้างสมการเทียบมาตรฐาน 
(Standard Error of Calibration) หรือ SEC และ ค่าความผิดพลาดมาตรฐานในการท านายของกลุ่ม
ตัวอย่างทวนสอบสมการเทียบมาตรฐาน (Standard Error of Prediction) หรือ SEP ท่ีต่ า นอกจากนี้
ยังมีจ านวนตัวแปร (PLS factor) และค่าความคลาดเคล่ือนเฉล่ียหรือ bias ซึ่งค่าท่ีได้สามารถค านวณ
ได้จากสมการในภาคผนวก ก 

จากนั้นจึงท าการตรวจสอบค่าความผิดพลาดมาตรฐานในการท านายของกลุ่มตัวอย่างทวน
สอบสมการ (SEP) ท่ีได้ด้วยค่า unexplained error confidence limits (UECLs, TUE) ซึ่งสามารถ
ค านวณได้จาก F-test  ค่า SEP ท่ีได้ควรมีค่าน้อยกว่าค่า TUE  ตามมาตรฐาน ISO 12099 ตรวจสอบ
ค่าความผิดพลาดเฉล่ียในการท านาย (bias) โดยการเปรียบเทียบค่าทางเคมีหรือค่าท่ีวิเคราะห์ได้จาก
วิธีมาตรฐานกับค่าท่ีท านายได้จากสมการท านายด้วยการทดสอบแบบจับคู่ (pair t-test) ตามสูตรท่ี
แสดงไว้ในภาคผนวก ก โดยค่า bias ท่ีได้ต้องมีค่าน้อยกว่า Tb ซึ่งหมายถึงค่าท่ีท านายได้จากสมการ
ท านายไม่แตกต่างจากค่าทางเคมีอย่างมีนัยส าคัญ ท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% หรือ P น้อยกว่าหรือ
เท่ากับ 0.05 และตรวจสอบค่าความชัน (slope) พิจารณาค่า tobs โดย ค่า tobs ท่ีได้ต้องน้อยกว่าค่า 
t-value โดยค่าความชันท่ีดีท่ีสุดควรมีค่าเท่ากับ 1 เพื่อให้ได้สมการท่ีมีความแม่นย าต่อการน าไปใช้
วิเคราะห์ได้ดีท่ีสุด 

 
3.2.3.6 การทดสอบประสิทธิภาพของสมการเทียบมาตรฐาน 

 
 ท าการทดสอบประสิทธิภาพของสมการเทียบมาตรฐานด้วยตัวอย่างน้ าผลไม้เสริมคอลลา
เจน จ านวน 20 ตัวอย่าง (prediction set) ซึ่งเป็นตัวอย่างท่ีซื้อมาใหม่จากท้องตลาด โดยใช้ตัวอย่าง
เดียวกับการศึกษาขั้นตอนท่ี 1 โดยก่อนวัดสเปกตรัมตัวอย่างท่ีซื้อมาใหม่จะท าการควบคุมอุณหภูมิ
ของสารละลายท่ี 30±1 องศาเซลเซียส ซึ่งเป็นอุณหภูมิ ท่ีใช้ในการขนส่งและเก็บรักษาตาม
ภาคอุตสาหกรรม เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง ด้วย incubator จากนั้น ปิเปตสารละลายคอลลาเจน ปริมาตร 
10 มิลลิลิตร (ml) ลงบนจานแก้วกลมขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 100 มิลลิเมตร (mm) สูง 15 
มิลลิเมตร (mm) และวางทับด้วยตัวสะท้อน (reflector) และวัดสเปกตรัมเหมือนข้อ 3.2.1.2 โดยใน
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การทดสอบประสิทธิภาพการท านายจะพิจารณาจากค่าระยะห่างมาหาลาโนบิสเฉล่ีย (Average 
Mahalanobis Distance) ถ้าพบว่าเกินขีดจ ากัดของค่านี้ ตัวอย่างนั้นก็จะเป็น Outlier และค่าความ
คลาดเคล่ือน (%error) ท่ีต่ า แสดงการค านวณ %error ดังภาคผนวก ก 

3.2.3.7 วิเคราะห์ปริมาณคอลลาเจนในตัวอย่างผลิตภัณฑ์น  าผลไม้เสริมคอลลา
เจนที่มีวางจ าหน่ายในท้องตลาดด้วยเคร่ือง High Performance Liquid 
Chromatography (HPLC) 

 

3.2.3.7.1 การเตรียมตัวอย่าง 
 

 ช่ังตัวอย่างประมาณ 5.0000±0.0010 กรัม ด้วยเครื่องช่ังละเอียด 4 ต าแหน่ง ใส่ในขวดสีชา
ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ท่ีมีฝาปิด เพื่อป้องกันการสัมผัสกับอากาศ จากนั้นเติม 6 M HCl 5 มิลลิลิตร 
เขย่าเบาๆ ให้เข้ากันด้วย Vortex mixer เป็นเวลา 10 วินาที แล้วน าไปย่อยด้วย Autoclave ท่ี
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ท้ิงไว้ให้เย็นท่ีอุณหภูมิห้อง จากนั้นน าสารละลาย
ตัวอย่างท่ีผ่านการย่อย มาระเหยตัวท าละลาย ด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศท่ีอุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส ความเร็วรอบ 150 rpm เป็นเวลา 10 นาที จนสารละลายแห้งสนิท น าสารละลายท่ีแห้ง
แล้วมาปรับปริมาตรด้วยน้ ากล่ัน (Distilled Water)  5 มิลลิลิตร ด้วยขวดปรับปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
เขย่าให้เข้ากัน และกรองสารละลายด้วย Nylon Syringe Filter ขนาด 13 มิลลิลิตร 0.22 ไมโครเมตร 
(µm) เก็บส่วนใสของตัวอย่างไว้ เพื่อใช้ในการวิเคราะห์ต่อไป 
 
   3.2.3.7.2 การท าอนุพันธ์ตัวอย่าง 
 

น าสารละลายส่วนใสจากข้างต้น ปิเปตสารละลาย 1,250 ไมโครลิตร จากนั้นเจือจางให้เป็น 
5 มิลลิลิตร ด้วย 0.4 M Borate buffer pH 10.4 จากนั้น ปิเปต 250 ไมโครลิตร ของสารละลาย
ตัวอย่าง ผสมกับ 250 ไมโครลิตร ของ 0.2% 4–chloro-7-nitrobenzofurazan (NBD-Cl) ผสมให้
เข้ากัน น าไปให้ความร้อนท่ี 60±1 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นหยุดปฏิกิริยา โดยเติม 50 
ไมโครลิตร 1 M HCl จากนั้นท าให้เย็นทันทีท่ี 0±1 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที กรองสารละลาย
ด้วย Nylon Syringe Filter ขนาด 13 มิลลิลิตร 0.22 ไมโครเมตร แล้วน าสารละลายปริมาตร 10 
ไมโครลิตร มาวิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC  
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3.2.3.7.3 การวิเคราะห์ปริมาณคอลลาเจนในตัวอย่างผลิตภัณฑ์น  า
ผลไม้เสริมคอลลาเจนด้วย HPLC 

 
การวิเคราะห์ปริมาณคอลลาเจนในตัวอย่างผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้เสริมคอลลาเจนด้วยเครื่อง 

High Performance Liquid Chromatography (HPLC) จะใช้คอลัมน์ C18 และใช้เฟสเคล่ือนท่ีแบบ
ผสม (Gradient) โดยใช้เฟสเคล่ือนท่ี A  เป็นโพแทสเซียม ไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (potassium 
dihydrogen phosphate) pH 7.8 และเฟสเคล่ือนท่ี B เป็น เมทานอล (Methanol) : อะซิโตไน
ไตรล์ (Acetonitrile) : น้ ากล่ัน ในอัตราส่วน 45 : 40 : 15 (v/v/v)  อุณหภูมิคอลัมน์  30 องศา
เซลเซียส และอัตราการไหล 0.8 มิลลิลิตรต่อนาที (ml/min) โดยมีความยาวคล่ืนท่ีให้พลังงานกับสาร 
(excitation wavelengths) ท่ี 465 นาโนเมตร และความยาวคล่ืนท่ีสาร ดูดกลืน (emission 
wavelengths) ท่ี 535 นาโนเมตร ตรวจวัด ด้วยตัวตรวจวัดสัญญาณชนิดฟลูออเรสเซนส์ โดยใช้เวลา
ในการวิเคราะห์ 65 นาทีต่อตัวอย่าง และค านวณปริมาณคอลลาเจน โดยหาอัตราส่วนพื้นท่ีพีคเทียบ
กับกราฟมาตรฐาน ตามวิธีของ Vazquez-Ortiz และคณะ (2005) และ Prockop และ Udenfriend 
(1960) แสดงรายละเอียดดังภาคผนวก ข 
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บทที่ 4 
 

ผลการทดลองและวิจารณ์ผล 
 

4.1 การใช้เทคนิคสเปกโทรสโกปีอินฟราเรดย่านใกล้ในการติดตามปริมาณคอลลาเจนใน
สารละลายคอลลาเจนที่มีความบริสุทธิ์ร้อยละ 95.10 
 

4.1.1 ลักษณะสเปกตรัมของสารละลายคอลลาเจน 
 

ตัวอย่างสเปกตรัมของสารละลายคอลลาเจนท่ีความเข้มข้นต่างๆ แสดงดังภาพท่ี 18 พบว่า
สเปกตรัมของสารละลายคอลลาเจนท่ีความเข้มข้นต่างๆ มีลักษณะคล้ายกัน และคล้ายกับสเปกตรัม
น้ ากล่ัน โดยพบพีคการดูดกลืนแสงท่ีชัดเจนอยู่ท่ีเลขคล่ืน 6900 และ 5200 cm-1 ซึ่งต าแหน่งดังกล่าว
แสดงข้อมูลส าคัญท่ีเกี่ยวข้องกับการส่ันแบบโอเวอร์โทนอันดับหนึ่งของพันธะ O-H และคอมบิเนชัน
ของพันธะ O-H (Rodriguez-Saona และคณะ, 2001; Xie และคณะ, 2009) ท่ีเป็นลักษณะเฉพาะ
ของโมเลกุลของน้ า เนื่องจากน้ าสามารถดูดกลืนคล่ืนรังสี NIRS ได้สูง จึงส่งผลให้ตัวอย่างท่ีมีน้ าเป็น
องค์ประกอบในจ านวนมาก มีสเปกตรัมการดูดกลืนคล่ืน NIRS ท่ีเด่นชัดจากโมเลกุลของน้ า (Büning-
Pfaue, 2003) และเมื่อท าการปรับแต่งสเปกตรัมท่ีได้ด้วยวิธีอนุพันธ์อันดับสอง (second derivative) 
เพื่อท าให้ยอดพีคมีลักษณะท่ีชัดเจนแสดงดังภาพท่ี 19 จะเห็นลักษณะของสเปกตรัมมีความแตกต่าง
กันในช่วงเลขคล่ืน 4700-4200 cm-1, 5500-4880 cm-1 และ 7400-6600 cm-1 ซึ่งช่วงดังกล่าวมี
ความสัมพันธ์กับการดูดกลืนของพันธะ N-H C-H และ O-H คอมบิเนช่ัน ซึ่งแสดงถึงพันธะภายใน
โครงสร้างของกรดอะมิโน นอกจากนี้มีความสัมพันธ์กับการดูดกลืนของโอเวอร์โทนอันดับท่ีสองของ
พันธะ C=O พันธะ O-H และ N-H และมีความสัมพันธ์กับการดูดกลืนของโอเวอร์โทนอันดับท่ีหนึ่ง
ของพันธะ O-H และ N-H (Osborne และคณะ, 1993) ซึ่งมีความสอดคล้องกับสเปกตรัมคอลลาเจน
ดังภาพท่ี 20 แสดงพีคการดูดกลืนของคอลลาเจนท่ีเลขคล่ืน 4396, 4485, 4592, 4868, 4975, 
5135, 5402, 5767, 5883, 6035, 6658, 8448 และ 9721 cm-1 นอกจากนี้ยังสอดคล้องกับงานวิจัย
ของ Prevolnik และคณะ (2011) ใช้เทคนิค NIRS ในการติดตามปริมาณกรดอะมิโนอิสระในแฮม 
โดยพบเลขคล่ืนท่ีมีความสัมพันธ์กับการส่ันของพันธะ N-H ของโครงสร้างกรดอะมิโน ได้แก่ 6849-
6369 และ5000-4587 cm-1 และ Fernández และคณะ (2008) พบพีคการดูดกลืนขององค์ประกอบ



54 
 

 

 

0

0.5

1

1.5

2

2.5

400050006000700080009000100001100012000

ค่า
กา

รด
ูดก

ลืน
แส

ง (
lo

g1
/R

)

เลขคล่ืน (cm-1)
น้ ากล่ัน สารละลายคอลลาเจน 500 มิลลิกรัมต่อลิตร
สารละลายคอลลาเจน 1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร สารละลายคอลลาเจน 10,000 มิลลิกรัมต่อลิตร
สารละลายคอลลาเจน 100,000 มิลลิกรัมต่อลิตร

โปรตีน เปปไทด์ และกรดอะมิโน ซึ่งสัมพันธ์กับพันธะ N-H และเอไมด์ ท่ีเลขคล่ืน 7042, 6250, 5000 
และ 4545 cm-1 

 
 
 

 
 
 
  
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

 
ภาพท่ี 18 ตัวอย่างสเปกตรัมการดูดกลืนแสง NIRS ของสารละลายคอลลาเจนท่ีความเข้มข้นต่างๆ  

กัน 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

6900 cm-1 
O-H overtone 

5200 cm-1 
O-H combination 
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ภาพท่ี 19 ตัวอย่างสเปกตรัมการดูดกลืนแสง NIRS ของสารละลายคอลลาเจน ท่ีความเข้มข้นต่างๆ  

กัน ท่ีผ่านการปรับแต่งด้วยอนุพันธ์อันดับสอง 
 
 

4.1.2 ลักษณะสเปกตรัมของคอลลาเจนผง 
 

 ตัวอย่างสเปกตรัมคอลลาเจนผงแสดงดังภาพท่ี 20 จะเห็นว่าสเปกตรัมมีการดูดกลืนแสงท่ี
ชัดเจนกว่าสเปกตรัมสารละลายคอลลาเจน โดยจะพบพีคการดูดกลืนแสงท่ีชัดเจนท่ีเลขคล่ืน 4396, 
4485, 4592, 4779, 4868, 4975, 5135, 5402, 5767, 5883, 6035, 6658, 8448 แ ละ  9721               
cm-1 ซึ่งมีความสัมพันธ์กับพันธะ C=O, C-H, O-H, N-H และ เอไมด์ ท่ีมีในโครงสร้างคอลลาเจน และ
สอดคล้องกับงานวิจัยของ Ingle และคณะ (2016) ใช้เทคนิค NIRS ในการติดตามปริมาณโปรตีน
ในเวย์โปรตีน พบพีคการดูดกลืนท่ี 8424 (C-H), 6684 (N-H), 5973 (C-H), 5737 (C-H), 5050 (N-
H), 4866 (ROH หรือ N-H) และ 4614 (N-H) cm-1 ซึ่งคุณสมบัติการดูดกลืนเหล่านี้สอดคล้องกับ
พันธะภายในโครงสร้างโปรตีน ซึ่งสัมพันธ์กับโครงสร้างคอลลาเจนเช่นกัน 
 
 
 
 

7400-6600 cm-1 
C-H first overtone 
O-H first overtone 
N-H first overtone 

5500-4880 cm-1 
N-H sym.str-amide II 
C=O str. Second overtone  

4700-4200 cm-1 
N-H sym.+amide III 
Amide I+amide III 
O-H str.  
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ภาพท่ี 20 สเปกตรัมคอลลาเจน 
 

4.1.3 การสร้างสมการเทียบมาตรฐาน 
 

ค่าสถิติของสารละลายคอลลาเจนส าหรับสร้างสมการและทวนสอบสมการเทียบมาตรฐานมี
ความเข้มข้นอยู่ในช่วง 500-10,000 มิลลิกรัมต่อลิตร แสดงดังตารางท่ี 7 และจากตารางท่ี 8 แสดงค่า 
R2, RMSEC, RMSEP, Bias, RPD และจ านวนปัจจัยท่ีเกี่ยวข้องของสมการท านายค่าด้วยเทคนิค NIRS 
โดยในการศึกษานี้เลือกช่วงในการสร้างสมการจากสารละลายคอลลาเจน โดยเมื่อน าสเปกตรัม
สารละลายคอลลาเจน มาปรับแต่งด้วยวิธีอนุพันธ์อันดับสอง จะเห็นความแตกต่างของสเปกตรัม
ในช่วง 7486-6896, 5500-4998 และ 4701-3999 cm-1 โดยสมการเทียบมาตรฐานท่ีเหมาะสมท่ีสุด
ในการศึกษานี้ ได้แก่ สมการท่ีไม่ผ่านการปรับแต่งสเปกตรัม ซึ่งให้ค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (R2) 
เท่ากับ 0.976 ค่าความคลาดเคล่ือนในการท านาย (RMSEP) เท่ากับ 474 มิลลิกรัมต่อลิตร ค่า
ความคลาดเคล่ือนเฉล่ีย (bias) เท่ากับ 155 มิลลิกรัมต่อลิตร ค่าสัดส่วนระหว่างส่วนเบี่ยงเบน
มาตรฐานกับค่าความผิดพลาดมาตรฐานในการท านายของกลุ่มทวนสอบสมการ (RPD) เท่ากับ 6.94 
และมีปัจจัยท่ีเกี่ยวข้อง 9 ปัจจัยตามล าดับ ซึ่งโดยท่ัวไปการเลือกสมการท่ีเหมาะสมท่ีสุดจะเลือกจาก
สมการท่ีให้ค่าการท านายในชุดของการทวนสอบท่ีดีท่ีสุด (Keawsorn และ Sirisomboon, 2014)  

 
 

4396 
4592 

4868 
4975 

4485 5767 
5402 

5135 

6035 
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9721 

8448 

6658 
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ตารางท่ี 7 ค่าสถิติของสารละลายคอลลาเจนส าหรับสร้างสมการและส าหรับทวนสอบสมการด้วย 
เทคนิค NIRS 

*หน่วย มิลลิกรัมต่อลิตร 
 

 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

จ านวน
ตัวอย่าง 

สมการเทียบมาตรฐาน (70%) 
จ านวน
ตัวอย่าง 

สมการทวนสอบ (30%) 
ค่าต่ าสุด-
ค่าสูงสุด* 

ค่าเฉล่ีย 
ส่วนเบ่ียงเบน

มาตรฐาน 
ค่าต่ าสุด-
ค่าสูงสุด* 

ค่าเฉล่ีย 
ส่วนเบ่ียงเบน

มาตรฐาน 

77 
500-

10,000 
5,500.00 3,232.23 33 

500-
10,000 

4,177.41 2,491.81 
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ตารางท่ี 8 ค่าทางสถิติของสมการท านายปริมาณคอลลาเจนในสารละลายคอลลาเจนด้วยเทคนิค NIRS 

ช่วงเลขคล่ืน (cm-1) การปรับแต่งสเปกตรัม 
PLS 

factor 

สมการเทียบมาตรฐาน (70%) สมการทวนสอบ (30%) 
RPD 

R2 
RMSEE 
(mg/L) 

R2 
RMSEP 
(mg/L) 

Bias 

6476-5446* SNV 4 0.981 435 0.981 442 -13.7 7.32 
7502-5446* 
46001-4246 

SNV 6 0.993 266 0.985 376 -64.8 8.30 

4701-3999 

สเปกตรัมท่ีไม่ผ่านการ
ปรับแต่ง 

8 0.947 526 0.977 437 -95.4 6.74 

SNV 6 0.956 677 0.957 621 286 5.44 
MSC 6 0.956 677 0.950 652 199 4.70 

7486-6896 
5500-4998 
4701-3999 

สเปกตรัมที่ไม่ผ่านการ
ปรับแต่ง 

9 0.987 373 0.976 474 155 6.94 

SNV 5 0.942 768 0.966 587 77.9 5.48 
หมายเหตุ: R2: coefficients of determination, RMSEE: root mean square error of estimation, RMSEP: root mean square error of prediction,   

RPD: ratio of standard deviation of reference data in validation set to SEP, MSC: multiplicative scatter correction SNV: Standard 
Normal Variate และ * หมายถึง สมการท่ีได้จากการ optimize
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ภาพท่ี 21 แสดงค่าสัมประสิทธิ์การถดถอย (regression coefficient) ของสารละลายคอลลา
เจนท่ีไม่ผ่านการปรับแต่งสเปกตรัม ซึ่งค่า regression coefficient ถูกใช้เป็นพื้นฐานในการตรวจสอบ
ความยาวคล่ืนหรือเลขคล่ืนท่ีมีความส าคัญต่อแบบจ าลอง (X-vaiable) ในการท านายตัวแปรตาม (Y) 
ซึ่งถ้า regression coefficient มีค่าสูงช้ีถึงความส าคัญของอิทธิพลความยาวคล่ืนนั้นต่อแบบจ าลอง
อย่างมีนัยส าคัญ ซึ่งจากภาพท่ี 21 จะสังเกตเห็นตัวแปรท่ีมีอิทธิพลและความส าคัญต่อแบบจ าลองอยู่
ท่ีเลขคล่ืน  7344, 7014, 7146, 5237, 5264, 5487, 5153, 5076, 4730, 4600, 4432, 4252, 
4172, 4062, 4040 และ 4032 cm–1  ซึ่งสอดคล้องกับการดูดกลืนของการส่ันพันธะ O-H C-H N-H 
และเอไมด์ ท่ีมีความสัมพันธ์กับกรดอะมิโนและโปรตีนในโครงสร้างคอลลาเจน (Osborne และคณะ, 
1993)  

จากภาพท่ี 22 แสดงการกระจายตัวของค่าปริมาณคอลลาเจนในสารละลายคอลลาเจนท่ีได้
จากการสร้างสมการเทียบมาตรฐานและสมการทวนสอบด้วยเทคนิค NIRS พบว่ามีความสัมพันธ์ท่ีดี
ในเชิงเส้นตรงข้อมูลมีการกระจายตัวใกล้เส้นทแยงมุม (target line) บ่งบอกถึงการท านายได้อย่าง
ถูกต้อง โดย Zornoza และคณะ (2008) เสนอแนะว่า ค่า R2 มากกว่า 0.90 และ RPD มากกว่า 3 
แบบจ าลองให้ค่าการท านายท่ีดี ซึ่งสามารถน ามาประยุกต์ใช้ในการท านายคอลลาเจนท่ีใช้เป็นวัตถุดิบ
ในการผลิตเครื่องด่ืมเพื่อสุขภาพได้ในอุตสาหกรรม  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี 21 สัมประสิทธิ์การถดถอยของสารละลายคอลลาเจนท่ีไม่ผ่านการปรับแต่งสเปกตรัม 
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ภาพท่ี 22 การกระจายตัวของค่าปริมาณคอลลาเจนในสารละลายคอลลาเจน ท่ีได้จากการสร้าง 

สมการเทียบมาตรฐานและทวนสอบสมการด้วยเทคนิค NIRS 
 

สมการเทียบมาตรฐานท่ีสร้างขึ้นจากข้อมูลปริมาณคอลลาเจนในสารละลายมาตรฐาน ท่ี
วิเคราะห์ได้ แสดงการกระจายตัวของข้อมูลดังภาพท่ี 23 พบว่าข้อมูลมกีารกระจายตัวอย่างสม่ าเสมอ 
ท าให้สมการเทียบมาตรฐานท่ีสร้างขึ้นให้ผลการท านายท่ีแม่นย า ซึ่งสอดคล้องกับค่า R2 กับ RPD ท่ีสูง 
และค่า SEC ท่ีต่ า 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 23 การกระจายตัวของปริมาณคอลลาเจนในสารละลายคอลลาเจน 

R2 =0.976 
RMSEP = 474 mg/L 
Bias = 155 
RPD = 6.94 
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แต่เมื่อน าตัวอย่างผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้เสริมคอลลาเจนท่ีมีวางจ าหน่ายในท้องตลาดมาท านาย
ด้วยสมการสารละลายคอลลาเจน พบว่า ไม่สามารถท านายได้ เนื่องจากมีองค์ประกอบภายใน
ตัวอย่างท่ีต่างกัน เมื่อพิจารณาจากขีดจ ากัดของค่าระยะห่างมาหาลาโนบิสเฉล่ีย (Average 
Mahalanobis Distance) คือ ความแตกต่างระหว่างสเปกตรัมของตัวอย่างกับค่าเฉล่ียของทุก
สเปกตรัมในกลุ่มสมการเทียบมาตรฐาน โดยการค านวณจะพิจารณาบนพื้นฐานการกระจายของ
สเปกตรัมในกลุ่มสมการเทียบมาตรฐานท้ังหมด ซึ่งจะต้องค านวณค่าเฉล่ียและค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
ถ้าพบว่าเกินขีดจ ากัดก็จะเป็น Outlier และจากการศึกษานี้ พบว่าตัวอย่างผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้เสริม
คอลลาเจนท่ีน ามาท านายมีค่าระยะมาหาลาโนบิสเฉล่ียเกินขีดก าจัด โดยสามารถสังเกตจากค่าร้อยละ
ความคลาดเคล่ือนเฉล่ียท่ีสูงมาก ถึงร้อยละ 558.96 แสดงดังตารางท่ี 9 และแสดงวิธีการค านวณดัง
ภาคผนวก ก 
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ตารางท่ี 9 การเปรียบเทียบค่าจริงและค่าท านายของปริมาณคอลลาเจนในน้ าผลไม้เสริมคอลลาเจนท่ี 
จ าหน่ายในท้องตลาด ด้วยสมการสารละลายคอลลาเจนท่ีเหมาะสมท่ีสุด 
รหัสตัวอย่าง ค่าจาก HPLC (mg/L) ค่าท านาย (mg/L) ค่าความคลาดเคล่ือน (%) 

E 2500 7,358.83 30,822.00 318.84 
E 2500 7,631.08 31,655.00 314.82 
E 2500 6,832.46 32,453.00 374.98 
E 3000 8,589.62 42,236.00 391.71 
E 3000 9,567.76 42,601.00 345.26 
E 3000 10,540.23 42,262.00 300.96 
E 3000 10,795.67 40,610.00 276.17 
D 2000 8,479.10 27,774.00 227.56 
D 2000 7,488.83 28,702.00 283.26 
D 2000 8,701.97 28,121.00 223.16 
D 2000 5,324.39 60,395.00 1,034.31 
A 2000 5,559.34 60,562.00 989.37 
A 2000 3,112.83 60,776.00 1,852.43 
A 2000 4,460.97 61,107.00 1,269.81 
A 2000 4,804.04 62,432.00 1,199.57 
A 2000 3,847.76 62,338.00 1,520.11 
I 5000 98,666.92 134,340.00 36.16 
I 5000 86,087.14 135,570.00 57.48 
H 5000 79,547.64 120,820.00 51.88 
H 5000 57,526.49 121,530.00 111.26 
ค่าเฉล่ีย 21,746.15 61,355.30 558.96 
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4.2 การศึกษาอิทธิพลของวัตถุเจือปนอาหารต่อการวัดปริมาณคอลลาเจนด้วยเทคนิคสเปกโทร 
สโกปีอินฟราเรดย่านใกล้ในสารละลายคอลลาเจนที่มีความบริสุทธิ์ร้อยละ 95.10 
 

4.2.1 ลักษณะสเปกตรัมของสารละลายคอลลาเจนที่ท าการเติมวัตถุเจือปนอาหาร 
 

4.2.1.1 สารละลายและผงวัตถุเจือปนอาหารบริสุทธิ์ 
 

 ตัวอย่างสเปกตรัมของสารละลายวัตถุเจือปนอาหารท่ีความเข้มข้นแตกต่างกัน ดังแสดงดัง
ภาพท่ี 24, 27, 30 และ 32 พบว่า สเปกตรัมสารละลายน้ าตาลซูโครส (ภาพท่ี 24) ท่ีความเข้มข้น
แตกต่างกัน มีลักษณะสเปกตรัมท่ีคล้ายกันและคล้ายกับสเปกตรัมของน้ ากล่ัน พบพีคการดูดกลืนแสง
ท่ีชัดเจนอยู่ท่ีบริเวณ 6900 และ 5200 cm-1 ซึ่งต าแหน่งนี้มีความสัมพันธ์กับการส่ันแบบโอเวอร์โทน
อันดับหนึ่งของพันธะ O-H และคอมบิเนชันของพันธะ O-H (Rodriguez-Saona และคณะ, 2001; 
Xie และคณะ, 2009) ของโมเลกุลของน้ า และสอดคล้องกับสเปกตรัมสารละลายน้ าตาลซูโครส ดัง
งานวิจัยของ Rodriguez-Saona และคณะ (2001) (ภาพท่ี 26) ซึ่งแสดงลักษณะพีคท่ีคล้ายกัน พบ
พีคท่ีชัดเจนคือ พีคน้ าเช่นกัน และเมื่อวัดสเปกตรัมของน้ าตาลซูโครส (ของแข็ง) พบการดูดกลืนท่ี     
เลขคล่ืน 4191, 4298, 4512, 4806, 5367, 5776, 5928, 6311, 6605, 6952, 7272, 8368, 10184 
และ 10896 cm-1 (ภาพท่ี 25) โดยเลขคล่ืนดังกล่าวมีความสอดคล้องกับการดูดกลืนของน้ าตาล
ซูโครสและแป้ง (Osborne และคณะ, 1993) 
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ภาพท่ี 24 สเปกตรัมสารละลายน้ าตาลซูโครส 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 25 สเปกตรัมน้ าตาลซูโครส 
 

 

6900 cm-1 
O-H overtone 

5200 cm-1 
O-H combination 

4191 

5367 
4806 

4512 
4298 5928 5776 6605 

6311 

8368 

7272 
6952 

10896 

10184 
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ภาพท่ี 26 สเปกตรัมสารละลายน้ าตาลซูโครสจากเอกสารอ้างอิง (ก) สเปกตรัมด้ังเดิม (ข) สเปกตรัมท่ี 
ปรับแต่งด้วยอนุพันธ์อันดับสอง 

 
สเปกตรัมสารละลายวิตามินซี แสดงดังภาพท่ี 27 ท่ีความเข้มข้นแตกต่างกัน มีลักษณะ

สเปกตรัมท่ีคล้ายกันและคล้ายกับสเปกตรัมของน้ ากล่ัน เนื่องจากพีคน้ ามีลักษณะกว้างเต้ีย ท าให้ไม่
สามารถเห็นพีคอื่นได้อย่างชัดเจน พบพีคการดูดกลืนแสงท่ีชัดเจนอยู่ท่ีบริเวณ 6900 และ 5200 cm-1 
ซึ่งต าแหน่งนี้มีความสัมพันธ์กับการส่ันแบบโอเวอร์โทนอันดับหนึ่งของพันธะ O-H และคอมบิเนชัน
ของพันธะ O-H (Osborne และคณะ, 1993) นอกจากนี้เมื่อวัดสเปกตรัมวิตามินซีผง ดังภาพท่ี 28
พบว่า ให้ลักษณะสเปกตรัมท่ีคล้ายกับงานวิจัยของ Liu และคณะ (2006) ดังภาพท่ี 29 พบการ
ดูดกลืนท่ีเลขคล่ืน 4031, 4450, 5714, 6872, 7388, 7860, 8270 และ 10059 cm-1 โดยเลขคล่ืน
ดังกล่าวมีความสอดคล้องกับการดูดกลืนของพันธะ O-H str. second overtone และ C-H str. 
second overtone ของโครงสร้างวิตามินซี (Osborne และคณะ, 1993) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

(ก) (ข) 

7500–6700 cm-1 O-H stretching 
6000–4000 cm-1 C-H combination 
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ภาพท่ี 27 สเปกตรัมสารละลายวิตามินซี 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 28 สเปกตรัมวิตามินซี 
 
 
 
 

6900 cm-1 
O-H overtone 

5200 cm-1 
O-H combination 

5714 

4450 
4031 

7388 
6872 

7860 
8270 

10059 
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ภาพท่ี 29 สเปกตรัมวิตามินซีจากเอกสารอ้างอิง 
 
 

สเปกตรัมสารละลายซิงค์กลูโคเนต แสดงดังภาพท่ี 30 พบว่า สเปกตรัมสารละลายซิงค์กลูโค
เนต ท่ีความเข้มข้นแตกต่างกันมีลักษณะคล้ายกัน และคล้ายกับสเปกตรัมน้ ากล่ัน โดยพีคน้ าท่ีมีขนาด
ใหญ่ไปบดบังพีคขององค์ประกอบอื่นๆ ท าให้ไม่สามารถเห็นองค์ประกอบอื่นๆได้ พบพีคการดูดกลืน
แสงท่ีชัดเจนอยู่ท่ีบริเวณ 6900 และ 5200 cm-1 ซึ่งต าแหน่งนี้มีความสัมพันธ์กับการส่ันแบบโอเวอร์
โทนอันดับหนึ่งของพันธะ O-H และคอมบิเนชันของพันธะ O-H (Osborne และคณะ, 1993) 
นอกจากนี้เมื่อวัดสเปกตรัมของซิงค์กลูเนต (ของแข็ง) ดังภาพท่ี 31 พบการดูดกลืนท่ีเลขคล่ืน 4485, 
4717, 5759, 6320, 8323 และ 9997 cm-1 มีความสอดคล้องกับการดูดกลืนของพันธะ C-H str. 
second overtone O-H str. first overtone และ second overtone ในโครงสร้างซิงค์กลูโคเนต 
(Osborne และคณะ, 1993) 
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ภาพท่ี 30 สเปกตรัมสารละลายซิงค์กลูโคเนต 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 31 สเปกตรัมซิงค์กลูโคเนต 
 
 

6900 cm-1 
O-H overtone 

5200 cm-1 
O-H combination 

6320 

9997 

8323 

5759 

4717 
4485 
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สเปกตรัมสารละลายโซเดียมเบนโซเอท แสดงดังภาพท่ี 32 พบว่า สเปกตรัมสารละลาย
โซเดียมเบนโซเอท ท่ีความเข้มข้นแตกต่างกันมีลักษณะคล้ายกัน และคล้ายกับสเปกตรัมน้ ากล่ัน โดย
พบพีคการดูดกลืนแสงท่ีชัดเจนอยู่ท่ีบริเวณ 6900 และ 5200 cm-1 ซึ่งต าแหน่งนี้มีความสัมพันธ์กับ
การส่ันแบบโอเวอร์โทนอันดับหนึ่งของพันธะ O-H และคอมบิเนชันของพันธะ O-H (Osborne และ
คณะ, 1993) นอกจากนี้เมื่อวัดสเปกตรัมโซเดียมเบนโซเอท (ของแข็ง) ดังภาพท่ี 33 พบพีคการ
ดูดกลืนท่ีต าแหน่ง 4067, 4200, 4370, 4663, 5233, 5500, 5661, 6008, 7059, 8804 และ 11520 
cm-1 ซึ่งต าแหน่งดังกล่าวมีความสัมพันธ์กับการดูดกลืนของพันธะ O-H def. second overtone, O-
H str. First overtone, C-H str. และ first overtone และ C-O str. ในโครงสร้างของโซเดียมเบน
โซเอท (Osborne และคณะ, 1993) 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี 32 สเปกตรัมสารละลายโซเดียมเบนโซเอท 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

6900 cm-1 
O-H overtone 

5200 cm-1 
O-H combination 
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ภาพท่ี 33 สเปกตรัมโซเดียมเบนโซเอท 
 

เมื่อปรับแต่งสเปกตรัมสารละลายวัตถุเจือปนอาหารชนิดต่างๆ ด้วยวิธีอนุพันธ์อันดับสอง 
แสดงดังภาพท่ี 34 พบว่าให้ ลักษณะสเปกตรัมท่ีต่างกัน ท่ีช่วงเลขคล่ืน  4700-4000 cm-1 มี
ความสัมพันธ์กับการดูดกลืนของพันธะ N-H str.+amide III, C-H str. และ O-H str. ท่ีมีในโครงสร้าง
คอลลาเจน และช่วงเลขคล่ืน 6200-5800 cm-1 มีความสัมพันธ์กับการดูดกลืนของพันธะ O-H str. 
first overtone และ C-H str. first overtone ท่ีมีในโครงสร้างวัตถุเจือปนอาหาร (Osborne และ
คณะ, 1993) 
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ภาพท่ี 34 สเปกตรัมของสารละลายชนิดต่างๆ ท่ีปรับแต่งด้วยวิธีอนุพันธ์อันดับสอง 
 
 

4.2.1.2 สารละลายคอลลาเจนที่ท าการเติมวัตถุเจือปนอาหาร 
 

สเปกตรัมของสารละลายคอลลาเจนท่ีท าการเติมวัตถุเจือปนอาหาร วัดสเปกตรัมในช่วงเลข
คล่ืน 12500-4000 cm-1 แสดงดังภาพท่ี 35, 36, 37 และ 38 

ภาพท่ี 35 พบว่าสเปกตรัมของสารละลายคอลลาเจนท่ีเติมน้ าตาลซูโครสความเข้มข้นต่างๆ 
กันมีลักษณะคล้ายกัน และคล้ายกับสารละลายคอลลาเจน พบการดูดกลืนท่ีชัดเจนท่ีบริเวณ 7200-
6900 cm-1 มีความสัมพันธ์กับการดูดกลืนของหมู่ –OH (Nicolaï และคณะ, 2007; Omar และคณะ, 
2012a; Omar และคณะ, 2012b) ในขณะเดียวกันท่ีบริเวณ 5200-4900 cm-1 ซึ่งเป็นช่วงคล่ืนยาว มี
ความสัมพันธ์กับการดูดกลืนของพันธะ C-H และ O-H (Büning-Pfaue, 2003; Oliveira และคณะ, 
2014)  Segtnan และ Isaksson (2002) พบพีคการดูดกลืนของน้ าตาลซูโครสท่ีเลขคล่ืน 6756, 
6329, 5717, 4716, 4358 และ 4291 cm-1 Tewari และคณะ (2003) พบการดูดกลืนท่ีช่วงเลขคล่ืน 
6060-5740 cm-1 และ 4650-4350 cm-1  มีความสัมพันธ์กับการดูดกลืนของน้ าตาลซูโครสเช่นกัน 

 
 

4700-4000 cm-1 
N-H str.+amide III 
C-H str. 
O-H str. 

6200-5800 cm-1 
C-H str. first overtone 
O-H str. first overtone 
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ภาพท่ี 35 สเปกตรัมสารละลายคอลลาเจน 500 มิลลิกรัมต่อลิตร ท่ีเติมน้ าตาลซูโครสท่ีความเข้มข้น 
แตกต่างกัน 
 
ภาพท่ี 36 พบว่าสเปกตรัมของสารละลายคอลลาเจนท่ีเติมวิตามินซีท่ีความเข้มข้นต่างๆ กัน

มีลักษณะคล้ายกัน และคล้ายกับสารละลายคอลลาเจน โดยพบการดูดกลืนท่ีชัดเจนบริเวณ 7200-
6900 cm-1 เช่นเดียวกัน ซึ่งมีความสัมพันธ์กับการดูดกลืนของหมู่ –OH และท่ีบริเวณ 5200-4900 
cm-1 มีความสัมพันธ์กับการดูดกลืนของพันธะ C-H และ O-H  เนื่องจากสารละลายคอลลาเจนท่ีเติม
วัตถุเจือปนอาหารมีน้ าเป็นองค์ประกอบหลัก ซึ่งพีคน้ ามีลักษณะเป็นพีคท่ีกว้างเต้ียและมีลักษณะ
เหล่ือมซ้อนกันกับวัตถุเจือปนอาหาร จึงไม่สามารถเห็นพีคเหล่านั้นได้อย่างชัดเจน ซึ่งการดูดกลืนใน
ลักษณะนี้สามารถพบได้ในสเปกตรัมการดูดกลืนแสง NIRS ของน้ าเบย์เบอร์รี (Xie และคณะ, 2009) 
นอกจากนี้ยังพบในเนกต้าฝรั่งและเนกต้ามะม่วงหิมพานต์  (Caramês และคณะ, 2017) และ
Malegori และคณะ (2016) พบพีคการดูดกลืนท่ีเลขคล่ืน 7200-6700 cm-1 ซึ่งมีความสัมพันธ์กับ
วิตามินซี 
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สารละลายคอลลาเจน 500 mg/L+น้ าตาลซูโครส 2% สารละลายคอลลาเจน 500 mg/L+น้ าตาลซูโครส 5%
สารละลายคอลลาเจน 500 mg/L+น้ าตาลซูโครส 10% สารละลายคอลลาเจน 500 mg/L
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ภาพท่ี 36 สเปกตรัมสารละลายคอลลาเจน 500 มิลลิกรัมต่อลิตร ท่ีเติมวิตามินซีท่ีความเข้มข้น 
แตกต่างกัน 

 
ภาพท่ี 37 พบว่าสเปกตรัมของสารละลายคอลลาเจนท่ีเติมซิงค์กลูโคเนตท่ีความเข้มข้น

แตกต่างกัน มีลักษณะคล้ายกับสารละลายคอลลาเจน มีการดูดกลืนของพีคน้ าท่ีชัดเจนท่ีช่วงเลขคล่ืน 
7200-6900 cm-1 สัมพันธ์กับการดูดกลืนของหมู่ -OH ท่ีช่วงคล่ืน 5200-4900 cm-1 สัมพันธ์กับการ
ดูดกลืนของพันธะ C-H และ O-H  เนื่องจากซิงค์เป็นกรดอนินทรีย์จึงไม่พบการดูดกลืนด้วยรังสี NIRS 
แต่เมื่อสร้างพันธะกับโมเลกุลของน้ าตาล จึงท าให้วัดการดูดกลืนของซิงค์กลูโคเนตได้ โดยการดูดกลืน
ก็จะสัมพันธ์กับโมเลกุลของน้ าตาล 
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สารละลายคอลลาเจน 500 mg/L+วิตามินซี 0.01% สารละลายคอลลาเจน 500 mg/L+วิตามินซี 0.05%
สารละลายคอลลาเจน 500 mg/L+วิตามินซี 0.10% สารละลายคอลลาเจน 500 mg/L
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สารละลายคอลลาเจน 500 mg/L+ซิงค์กลูโคเนต 0.01%
สารละลายคอลลาเจน 500 mg/L+ซิงค์กลูโคเนต 0.05%
สารละลายคอลลาเจน 500 mg/L+ซิงค์กลูโคเนต 0.10%
สารละลายคอลลาเจน 500 mg/L

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
ภาพท่ี 37 สเปกตรัมสารละลายคอลลาเจน 500 มิลลิกรัมต่อลิตร ท่ีเติมซิงค์กลูโคเนตท่ีความเข้มข้น 

แตกต่างกัน 
 

ภาพท่ี 38 พบว่าสเปกตรัมของสารละลายคอลลาเจนท่ีเติมโซเดียมเบนโซเอทท่ีความเข้มข้น
แตกต่างกัน มีลักษณะสเปกตรัมคล้ายกับสารละลายคอลลาเจน และจะพบการดูดกลืนของน้ าท่ี
บริเวณเลขคล่ืน 7200-6900 cm-1 และบริเวณเลขคล่ืน 5200-4900 cm-1 ซึ่งมีความสัมพันธ์กับการ
ดูดกลืนของพันธะ C-H และ O-H โดยโซเดียมเบนโซเอทเป็นสารจ าพวกเกลือโซเดียมกับกรดเบนโซ
อิก ซึ่งโครงสร้างหลักเป็นวงแหวนอะโรมาติก โดยมีต าแหน่งการดูดกลืนท่ีเลขคล่ืน 8748, 7057, 
6915 และ 5934 cm-1 (Osborne และคณะ, 1993) 
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สารละลายคอลลาเจน 500 mg/L+โซเดียมเบนโซเอท 200 mg/L
สารละลายคอลลาเจน 500 mg/L+โซเดียมเบนโซเอท 500 mg/L
สารละลายคอลลาเจน 500 mg/L+โซเดียมเบนโซเอท 1,000 mg/L
สารละลายคอลลาเจน 500 mg/L

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 

 
 
ภาพท่ี 38 สเปกตรัมสารละลายคอลลาเจน 500 มิลลิกรัมต่อลิตร ท่ีเติมโซเดียมเบนโซเอทท่ีความ 

เข้มข้นแตกต่างกัน 
 

เนื่องจากสารละลายวัตถุเจือปนอาหารมีน้ าเป็นองค์ประกอบหลักจึงท าให้ไม่สามารถมองเห็น
พีคของวัตถุเจือปนอาหารได้ ดังนั้นจึงต้องท าการปรับแต่งสเปกตรัมด้วยวิธีอนุพันธ์อันดับสอง เพื่อ
แยกจุดยอดท่ีเหล่ือมซ้อนกันในสเปกตรัมออกจากกัน และลดผลกระทบท่ีท าให้สเปกตรัมมีขนาด
เพิ่มขึ้นตลอดช่วงความยาวคล่ืน นอกจากนี้การใช้อนุพันธ์อันดับสองยังให้ผลดีกับตัวอย่างท่ีมีขนาด
อนุภาคต่างๆ ผสมผสานอยู่ แสดงดังภาพท่ี 39 ซึ่งจะเห็นว่าสเปกตรัมของสารละลายคอลลาเจน และ
สเปกตรัมสารละลายคอลลาเจนท่ีเติมวัตถุเจือปนอาหารให้ลักษณะสเปกตรัมท่ีแตกต่างกันในช่วงคล่ืน
ยาว ซึ่งเป็นช่วงคล่ืนท่ีมีความสามารถในการดูดกลืนพันธะสูงหรือมี molar absorptivity สูง จึงท าให้
เห็นพีคมีความแตกต่างกันมากในช่วงนี้ 
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ภาพท่ี 39 สเปกตรัมของสารละลายคอลลาเจนท่ีเติมวัตถุเจือปนอาหารชนิดต่างๆท่ีปรับแต่งด้วยวิธี 
อนุพันธ์อันดับสอง 

 

4.2.2 การสร้างสมการเทียบมาตรฐาน 
 
ค่าสถิติของสารละลายคอลลาเจนท่ีท าการเติมวัตถุเจือปนอาหาร ส าหรับสร้างสมการเทียบ

มาตรฐานและทวนสอบสมการด้วยเทคนิค NIRS แสดงดังตารางท่ี 10 ผลการสร้างสมการเทียบ
มาตรฐานในการศึกษาอิทธิพลของวัตถุเจือปนอาหารแต่ละชนิดได้แก่ น้ าตาล วิตามินซี โซเดียมเบนโซ
เอท และ ซิงค์กลูโคเนต และองค์ประกอบโดยรวม ต่อการวัดสเปกตรัมคอลลาเจน แสดงรายละเอียด
ดังนี้ 

ส าหรับการสร้างสมการเทียบมาตรฐานเพื่อศึกษาอิทธิพลของน้ าตาลในสารละลาย           
คอลลาเจน แสดงดังตารางท่ี 11 โดยในการศึกษานี้ ท าการเปรียบเทียบสเปกตรัมสารละลายคอลลา
เจนกับสเปกตรัมสารละลายน้ าตาลซูโครสท่ีปรับแต่งสเปกตรัมด้วยวิธีอนุพันธ์อันดับสอง แสดงดังภาพ
ท่ี 40 พบว่า ช่วง 5203-3999 cm-1 ให้ลักษณะสเปกตรัมท่ีต่างกัน ซึ่งช่วงดังกล่าวมีความสัมพันธ์กับ
การดูดกลืนของน้ าตาล มีความสอดคล้องกับสเปกตรัมน้ าตาลซูโครสดังภาพท่ี 25 และ 26 (ข) และ
สอดคล้องกับงานวิจัยของ Oliveira และคณะ (2014) พบว่าท่ีเลขคล่ืน 5411 4728 4721 และ 4370 
cm-1  มีความสัมพันธ์กับการดูดกลืนองค์ประกอบของ กลูโคส ฟรุกโตส และซูโครสในเสาวรส 

4700-4200 cm-1 
N-H sym.+amide III 
amide+amide III 
O-H str.  
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ภาพท่ี 40 สเปกตรัมการดูดกลืนแสง NIRS ของสารละลายคอลลาเจนเทียบกับสารละลายน้ าตาล 
ซูโครสท่ีปรับแต่งสเปกตรัมด้วยวิธีอนุพันธ์อันดับสอง 

 
การสร้างสมการเทียบมาตรฐานพบว่า สมการท่ีเหมาะท่ีสุดคือ สมการการท่ีผ่านการปรับแต่ง

สเปกตรัมด้วยวิธี SNV ท่ีช่วงคล่ืน 5203-3999 cm-1 โดยท าให้ค่า R2 ในกลุ่มเทียบมาตรฐานเพิ่มข้ึน 
จาก 0.924 เป็น 0.935 ซึ่งช่วงคล่ืนดังกล่าวเป็นช่วงท่ีมีความสัมพันธ์กับพันธะ N-H และหมู่เอไมด์
ของโครงสร้างกรดอะมิโนด้วยเช่นกัน ดังนั้นจากการศึกษานี้จะเห็นได้ว่า สารละลายคอลลาเจนท่ีเติม
วัตถุเจือปนอาหารต่าง ๆ เป็นตัวรบกวนท่ีเติมน้ าตาลซูโครสความเข้มข้นแตกต่างกัน พบว่าน้ าตาล
ซูโครสไม่มีผลต่อการท านายปริมาณคอลลาเจน เมื่อสังเกตจากโครงสร้างน้ าตาล น้ าตาลมีส่วนวง
แหวนต่อกับออกซิเจน ซึ่งต่างจากวงแหวนของกรดอะมิโนไฮดรอกซีโพรลีนท่ีเป็นตัวบ่งช้ีปริมาณ
คอลลาเจน นอกจากนี้ น้ าตาลไม่มีหมู่ N-H อยู่ในโครงสร้าง ท าให้สามารถตรวจวัดคอลลาเจนได้โดย
ไม่มีอิทธิพลของน้ าตาลเข้ามารบกวน แต่ในช่วงคล่ืนดังกล่าวเป็นช่วงท่ีมีความสัมพันธ์กับการดูดกลืน
ของพันธะ C-H และ O-H เป็นหลัก จึงช่วยส่งเสริมประสิทธิภาพการท านายของสมการให้สูงขึ้นได้ 
(Rungpichayapichet และคณะ, 2015) โดยช่วงความยาวคล่ืน 5203-3999 cm-1 ท่ีรวมการดูดกลืน
ของน้ าตาล จะให้ผลการท านายท่ีสูงกว่าช่วง 4701-3999 cm-1 

5203-3999 cm-1 
O-H def. second overtone 
C-H str.+C=O str. 
C-H str. first overtone 
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ตารางท่ี  10 ค่าสถิติของแบบจ าลองท่ีศึกษาอิทธิพลของวัตถุเจือปนอาหารส าหรับสร้างสมการเทียบมาตรฐานและทวนสอบสมการด้วยเทคนิค NIRS 

 

วัตถุเจือปนอาหาร 
สมการเทียบมาตรฐาน (70%) สมการทวนสอบ (30%) 

จ านวน
ตัวอย่าง 

ค่าต่ าสุด-ค่าสูงสุด 
(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ค่าเฉล่ีย 
ส่วนเบ่ียงเบน

มาตรฐาน 
จ านวน
ตัวอย่าง 

ค่าต่ าสุด-ค่าสูงสุด 
(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ค่าเฉล่ีย 
ส่วนเบ่ียงเบน

มาตรฐาน 
น้ าตาลซูโครส 147 500-5,000 2,397.95 1,795.10 63 500-5,000 2,412.05 1,752.01 
วิตามินซี 98 500-5,000 2,438.77 1,808.15 42 500-5,000 2,355.26 1,770.28 
โซเดียมเบนโซเอท 98 500-5,000 2,489.79 1,810.59 42 500-5,000 2,153.84 1,698.11 
ซิงค์กลูโคเนต 98 500-5,000 2,413.26 1,800.66 42 500-5,000 2,269.23 1,693.04 
รวมทุกองค์ประกอบ 441 500-5,000 2,464.85 1,802.90 189 500-5,000 2,259.77 1,729.89 
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ภาพท่ี 41 แสดงข้อมูลการกระจายตัวของปริมาณคอลลาเจนในสารละลายคอลลาเจน ท่ีเติม
วัตถุเจือปนอาหารชนิดต่างๆ (ก) น้ าตาลซูโครส (ข) วิตามินซี (ค) โซเดียมเบนโซเอท (ง) ซิงค์กลูโคเนต 
และ (จ) รวมทุกตัว ในกลุ่มสมการเทียบมาตรฐานและทวนสอบสมการ ซึ่งจะเห็นได้ว่าข้อมูลมีการ
กระจายตัวไม่ค่อยสม่ าเสมอ ท าให้มีผลต่อการสร้างสมการเทียบมาตรฐาน โดยค่าทางเคมีท่ีได้จากการ
วิเคราะห์ต้องมีการกระจายตัวอย่างสม่ าเสมอจึงจะท าให้สมการเทียบมาตรฐานให้ผลการท านายท่ี
แม่นย า ดังนั้นข้อมูลจึงต้องมีจ านวนมากและมีกระจายครอบคลุมตัวอย่างในอนาคต รวมท้ังต้องมี
ความถ่ีท่ีใกล้เคียงกันจึงจะท าให้สมการเทียบมาตรฐานท่ีสร้างขึ้นมีความสัมพันธ์กันสูง 
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ภาพท่ี 41 การกระจายตัวของปริมาณคอลลาเจนในสารละลายคอลลาเจนท่ีเติมวัตถุเจือปน    
  อาหาร (ก) น้ าตาลซูโครส (ข) วิตามินซี (ค) โซเดียมเบนโซเอท (ง) ซิงค์กลูโคเนต และ (จ) รวมทุกตัว
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ตารางท่ี 11 ค่าทางสถิติของแบบจ าลองท่ีศึกษาอิทธิพลของน้ าตาลซูโครสต่อการวัดคอลลาเจนด้วยเทคนิค NIRS 

วัตถุเจือปนอาหาร ช่วงเลขคล่ืน (cm-1) 
การปรับแต่ง
สเปกตรัม 

PLS 
factor 

สมการเทียบมาตรฐาน (70%) สมการทดสอบความแม่นย า (30%) 
RPD 

R2 
RMSEE 
(mg/L) 

R2 
RMSEP 
(mg/L) 

Bias 

น้ าตาลซูโครส 

9403-5446* 
4601-4246 

SNV 7 0.937 459 0.940 425 25.3 4.1 

4701-3999 

สเปกตรัมท่ีไม่ผ่าน
การปรับแต่ง 

9 0.898 590 0.910 521 34.4 3.34 

SNV 8 0.911 549 0.927 467 64.5 3.74 
MSC 8 0.911 549 0.927 467 65 3.74 

5203-3999 

สเปกตรัมท่ีไม่ผ่าน
การปรับแต่ง 

10 0.924 510 0.918 480 85.1 3.56 

SNV 9 0.935 471 0.920 472 48.4 3.56 
MSC 9 0.934 474 0.917 480 57.7 3.51 

หมายเหตุ: R2: coefficients of determination, RMSEE: root mean square error of estimation, RMSEP: root mean square error of prediction,   
RPD: ratio of standard deviation of reference data in validation set to SEP, MSC: multiplicative scatter correction SNV: Standard 
Normal Variate และ * หมายถึง สมการท่ีได้จากการ optimize
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ปริมาณคอลลาเจนท่ีเตรียมได้ (มิลลิกรัมต่อลิตร)

สมการเทียบมาตรฐาน
สมการทวนสอบ

จากภาพท่ี 42 แสดงการกระจายตัวของค่าปริมาณคอลลาเจนในสารละลายคอลลาเจนกับ
อิทธิพลของน้ าตาลซูโครส ท่ีได้จากการสร้างสมการเทียบมาตรฐานและสมการทวนสอบด้วยเทคนิค 
NIRS และภาพท่ี 43 แสดงค่าสัมประสิทธิ์การถดถอย (regression coefficient) ของสารละลาย
คอลลาเจนกับอิทธิพลของน้ าตาลซูโครส ท่ีผ่านการปรับแต่งด้วยวิธี SNV ซึ่งจะสังเกตเห็นตัวแปรท่ีมี
อิทธิพลและความส าคัญต่อแบบจ าลองอยู่ท่ีเลขคล่ืน  4023, 4036, 4093, 4328, 4422, 4484, 
4382, 4569, 4599, 4617, 4723, 4746, 4779, 4833, 4867, 4869, 4998, 4976, 5034, 5085, 
5171, 5074 และ 5094 cm–1  ซึ่งสอดคล้องกับการดูดกลืนของการส่ันพันธะ O-H C-H N-H และ     
เอไมด์ท่ีมีความสัมพันธ์กับกรดอะมิโนและโปรตีนในโครงสร้างคอลลาเจน (Osborne และคณะ, 
1993)  
 จากภาพท่ี 43 สามารถคัดเลือกเลขคล่ืนเฉพาะท่ีมีความสัมพันธ์กับการดูดกลืนแสงของ
โครงสร้างคอลลาเจนได้ และสามารถลดค่าใช้จ่ายเพื่อใช้ในการพัฒนาเครื่องมือต่อไปในอนาคต 

 
 

 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี 42 การกระจายตัวของค่าปริมาณคอลลาเจนในสารละลายคอลลาเจนกับอิทธิพลของน้ าตาล 

ซูโครส ท่ีได้จากการสร้างสมการเทียบมาตรฐานและสมการทวนสอบด้วยเทคนิค NIRS 
 
 
 
 

R2 = 0.920 
RMSEP = 472 mg/L 
Bias = 48.4 
RPD = 3.56 
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ภาพท่ี 43 สัมประสิทธิ์การถดถอยของสารละลายคอลลาเจนกับอิทธิพลของน้ าตาลซูโครส ท่ีผ่าน 

การปรับแต่งด้วยวิธี SNV 
 

ส าหรับการสร้างสมการเทียบมาตรฐานเพื่อศึกษาอิทธิพลของวิตามินซีในสารละลายคอลลา
เจน แสดงดังตารางท่ี 12 โดยในการศึกษานี้ ท าการเปรียบเทียบสเปกตรัมสารละลายคอลลาเจนกับ
สารละลายวิตามินซี ท่ีปรับแต่งสเปกตรัมด้วยวิธีอนุพันธ์อันดับสอง แสดงดังภาพท่ี 44 พบว่า ช่วง 
6896-5199 cm-1 ให้ลักษณะสเปกตรัมท่ีต่างกัน ซึ่งช่วงเลขคล่ืนดังกล่าวมีความสัมพันธ์กับการ
ดูดกลืนของวิตามินซี สอดคล้องกับสเปกตรัมวิตามินซี ดังภาพท่ี 28 และ 29 นอกจากนี้ยังสอดคล้อง
กับงานวิจัยของ Malegori และคณะ (2016) พบพีคการดูดกลืนท่ีเลขคล่ืน 7200-6700 cm-1 ซึ่งมี
ความสัมพันธ์กับวิตามินซี และงานวิจัยของ Liu และคณะ (2006) พบพีคท่ีมีความสัมพันธ์กับ
โครงสร้างของวิตามินซี ท่ีเลขคล่ืน 6920, 6860, 6720 cm−1 ในการสร้างสมการเทียบมาตรฐาน
พบว่า สมการท่ีเหมาะท่ีสุดคือ สมการท่ีผ่านการปรับแต่งสเปกตรัมด้วยวิธี SNV ท่ีช่วงคล่ืน 6896-
5199 และ 4701-3999 cm-1 โดยให้ค่า R2 ในกลุ่มสมการท านายเท่ากับ 0.930 RMSEP เท่ากับ 464  
Bias เท่ากับ 42.4 และมี RPD เท่ากับ 3.81 ตามล าดับ ซึ่งช่วงเลขคล่ืน 6896-5199 มีความสัมพันธ์
กับพันธะ O-H ท่ีมีในโครงสร้างวิตามินซี 
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ภาพท่ี 44 สเปกตรัมการดูดกลืนแสง NIRS ของสารละลายคอลลาเจนเทียบกับสารละลายวิตามินซี ท่ี 

ปรับแต่งสเปกตรัมด้วยวิธีอนุพันธ์อันดับสอง 
 

 

6896-5199 cm-1 
O-H str. second overtone 
O-H str. first overtone 
C-H str. first overtone 



 

 

85
 

 
 

ตารางท่ี 12 ค่าทางสถิติของแบบจ าลองท่ีศึกษาอิทธิพลของวิตามินซีต่อการวัดคอลลาเจนด้วยเทคนิค NIRS 
วัตถุเจือปน

อาหาร 
ช่ววงเลขคล่ืน 

(cm-1) 
การปรับแต่งสเปกตรัม 

PLS 
factor 

สมการเทียบมาตรฐาน (70%) สมการทดสอบความแม่นย า (30%) 
RPD 

R2 
RMSEE 
(mg/L) 

R2 
RMSEP 
(mg/L) 

Bias 

วิตามินซี 

6102-4246* 1st derivative+MSC 9 0.947 436 0.952 382 42.5 4.59 

4701-3999 

สเปกตรัมท่ีไม่ผ่านการ
ปรับแต่ง 

8 0.871 676 0.901 539 52.6 3.20 

SNV 8 0.874 661 0.922 485 2.35 3.60 
MSC 6 0.874 661 0.922 485 3.27 3.60 

6896-5199 
4701-3999 

สเปกตรัมท่ีไม่ผ่านการ
ปรับแต่ง 

9 0.932 494 0.909 529 -87.7 3.37 

SNV 9 0.963 363 0.930 464 42.4 3.81 
MSC 9 0.962 369 0.925 485 88.6 3.73 

หมายเหตุ: R2: coefficients of determination, RMSEE: root mean square error of estimation, RMSEP: root mean square error of prediction,   
RPD: ratio of standard deviation of reference data in validation set to SEP, MSC: multiplicative scatter correction SNV: Standard 
Normal Variate และ * หมายถึง สมการท่ีได้จากการ optimize
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ปริมาณคอลลาเจนท่ีเตรียมได้ (มิลลิกรัมต่อลิตร)

สมการเทียบมาตรฐาน
สมการทวนสอบ

จากภาพท่ี 45 แสดงการกระจายตัวของค่าปริมาณคอลลาเจนในสารละลายคอลลาเจนกับ
อิทธิพลของวิตามินซีท่ีได้จากการสร้างสมการเทียบมาตรฐานและสมการทวนสอบด้วยเทคนิค NIRS 
และภาพท่ี 46 แสดงค่าสัมประสิทธิ์การถดถอย (regression coefficient) ของสารละลายคอลลาเจน
กับอิทธิพลของวิตามินซีท่ีผ่านการปรับแต่งด้วยวิธี SNV ซึ่งจะสังเกตเห็นตัวแปรท่ีมีอิทธิพลและ
ความส าคัญต่อแบบจ าลองอยู่ ท่ีเลขคล่ืน 4702, 4276, 4036, 5270, 5960, 6884, 6866, 5823, 
5540, 5340, 5288, 4437, 4151, และ 4081 cm–1  ซึ่งสอดคล้องกับการดูดกลืนของการส่ันพันธะ 
N-H และเอไมด์ ของโครงสร้างกรดอะมิโนและโปรตีน และการส่ันของพันธะ C-H และ O-H ท่ีเป็น
ส่วนประกอบในโครงสร้างกรดอะมิโน ท่ีมีความสัมพันธ์กับกรดอะมิโนและโปรตีนในโครงสร้างคอลลา
เจน (Osborne และคณะ, 1993)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี 45 การกระจายตัวของค่าปริมาณคอลลาเจนในสารละลายคอลลาเจนกับอิทธิพลของวิตามินซ ี

ท่ีได้จากการสร้างสมการเทียบมาตรฐานและสมการทวนสอบด้วยเทคนิค NIRS 
 
 
 
 

R2 = 0.930 
RMSEP = 464 mg/L 
Bias = 42.4 
RPD = 3.81 
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ภาพท่ี 46 สัมประสิทธิ์การถดถอยของสารละลายคอลลาเจนกับอิทธิพลของวิตามินซีท่ีผ่าน 

การปรับแต่งด้วยวิธี SNV 
 

ส าหรับการสร้างสมการเทียบมาตรฐานเพื่อศึกษาอิทธิพลของโซเดียมเบนโซเอทใน
สารละลายคอลลาเจน แสดงดังตารางท่ี 13 โดยในการศึกษานี้ ท าการเปรียบเทียบสเปกตรัม
สารละลายคอลลาเจนกับสารละลายโซเดียมเบนโซเอทท่ีปรับแต่งสเปกตรัมด้วยวิธีอนุพันธ์อันดับสอง 
แสดงดังภาพท่ี 47 พบว่าท่ีช่วงเลขคล่ืน 6005-5415 และ 4863-4273 cm-1 มีสเปกตรัมท่ีต่างกัน ซึ่ง
เลขคล่ืนดังกล่าว มีความสัมพันธ์กับการดูดกลืนของพันธะ C-H และ O-H โดยเกลือเบนโซเอทมี
โครงสร้างหลักเป็นวงแหวนอะโรมาติก โดยมีต าแหน่งการดูดกลืนท่ีเลขคล่ืน 5934 cm-1 (Osborne 
และคณะ, 1993) 

 การสร้างสมการเทียบมาตรฐานท่ีเหมาะท่ีสุดคือ สมการท่ีผ่านการปรับแต่งสเปกตรัมด้วย
วิธี SNV ท่ีช่วงคล่ืน 6005-5415 และ 4863-4273 cm-1 โดยให้ค่า R2 ในกลุ่มสมการท านายเท่ากับ 
0.927 RMSEP เท่ากับ 445  Bias เท่ากับ 41.1 และมี RPD เท่ากับ 3.73 ตามล าดับ  
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ภาพท่ี 47 สเปกตรัมการดูดกลืนแสง NIRS ของสารละลายคอลลาเจนเทียบกับสารละลายโซเดียมเบน 

โซเอทท่ีปรับแต่งสเปกตรัมด้วยวิธีอนุพันธ์อันดับสอง 
 

 

6005-5415 cm-1 
C-H str. first overtone 
O-H str. first overtone 
C-O str. 

4863-4273 cm-1 

N-H sym.+amide III 
amide+amide III 
O-H str.  
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ตารางท่ี 13 ค่าทางสถิติของแบบจ าลองท่ีศึกษาอิทธิพลของโซเดียมเบนโซเอทต่อการวัดคอลลาเจนด้วยเทคนิค NIRS 

วัตถุเจือปน
อาหาร 

ช่วงเลขคล่ืน (cm-1) 
การปรับแต่ง
สเปกตรัม 

PLS 
factor 

สมการเทียบมาตรฐาน (70%) สมการทดสอบความแม่นย า (30%) 
RPD 

R2 
RMSEE 
(mg/L) 

R2 
RMSEP 
(mg/L) 

Bias 

โซเดียม 
เบนโซเอท 

9403-5446* 
4601-4246 

SNV 7 0.980 265 0.947 383 -89.5 4.50 

4700-3999 

สเปกตรัมท่ีไม่ผ่าน
การปรับแต่ง 

7 0.882 645 0.852 664 -111 2.64 

SNV 5 0.864 685 0.846 679 -85.3 2.57 
MSC 5 0.864 685 0.848 658 -124 2.62 

6005-5415 
4863-4273 

สเปกตรัมท่ีไม่ผ่าน
การปรับแต่ง 

7 0.939 461 0.936 417 22.2 3.96 

SNV 5 0.940 454 0.927 445 41.1 3.73 
MSC 5 0.954 398 0.921 464 -0.07 3.57 

หมายเหตุ: R2: coefficients of determination, RMSEE: root mean square error of estimation, RMSEP: root mean square error of prediction,   
RPD: ratio of standard deviation of reference data in validation set to SEP, MSC: multiplicative scatter correction SNV: Standard 
Normal Variate และ * หมายถึง สมการท่ีได้จากการ optimize
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ปริมาณคอลลาเจนท่ีเตรียมได้ (มิลลิกรัมต่อลิตร)

สมการเทียบมาตรฐาน
สมการทวนสอบ

จากภาพท่ี 48 แสดงการกระจายตัวของค่าปริมาณคอลลาเจนในสารละลายคอลลาเจนกับ
อิทธิพลของโซเดียมเบนโซเอทท่ีได้จากการสร้างสมการเทียบมาตรฐานและสมการทวนสอบด้วย
เทคนิค NIRS และภาพท่ี 49 แสดงค่าสัมประสิทธิ์การถดถอย (regression coefficient) ของ
สารละลายคอลลาเจนกับอิทธิพลของโซเดียมเบนโซเอทท่ีผ่านการปรับแต่งด้วยวิธี SNV ซึ่งจะ
สังเกตเห็นตัวแปรท่ีมีอิทธิพลและความส าคัญต่อแบบจ าลองอยู่ท่ีเลขคล่ืน 4302, 4337, 4357, 4384, 
4430, 4468, 4512, 4595, 4619, 4867, 4732, 5473, 5878, 5981, 5941 และ 5788 cm–1  ซึ่ง
สอดคล้องกับการดูดกลืนของการส่ันพันธะ O-H C-H N-H และเอไมด์ ท่ีมีความสัมพันธ์กับกรดอะมิโน
และโปรตีนในโครงสร้างคอลลาเจน (Osborne และคณะ, 1993) ด้วยการส่ันของพันธะสารในแต่ละ
เลขคล่ืนเฉพาะ ท าให้สามารถเลือกเลขคล่ืนท่ีเกี่ยวข้องกับสารต่างๆ ท่ีมีอยู่ในตัวอย่างและน ามาสร้าง
สมการเพื่อท านายได้ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
ภาพท่ี 48 การกระจายตัวของค่าปริมาณคอลลาเจนในสารละลายคอลลาเจนกับอิทธิพลของโซเดียม 

เบนโซเอทท่ีได้จากการสร้างสมการเทียบมาตรฐานและสมการทวนสอบด้วยเทคนิค NIRS 
 
 
 

R2 = 0.927 
RMSEP = 445 mg/L 
Bias = 41.1 
RPD = 3.73 
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ภาพท่ี 49 สัมประสิทธิ์การถดถอยของสารละลายคอลลาเจนกับอิทธิพลของโซเดียมเบนโซเอทท่ีผ่าน 

การปรับแต่งด้วยวิธี SNV 
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สารละลายคอลลาเจน สารละลายซิงค์กลูโคเนต

ส าหรับการสร้างสมการเทียบมาตรฐาน เพื่อศึกษาอิทธิพลของซิงค์กลูโคเนตในสารละลาย
คอลลาเจน แสดงดังตารางท่ี 14 ท าการเปรียบเทียบสเปกตรัมสารละลายคอลลาเจนกับสารละลาย
ซิงค์กลูโคเนตท่ีปรับแต่งสเปกตรัมด้วยวิธีอนุพันธ์อันดับสอง แสดงดังภาพท่ี 50 พบว่าท่ีช่วงเลขคล่ืน 
5126-4258 cm-1 มีสเปกตรัมท่ีต่างกัน ซึ่งช่วงเลขคล่ืนดังกล่าว มีความสัมพันธ์กับการดูดกลืนของ
พันธะ C-H และ O-H โดยการดูดกลืนของซิงค์กลูโคเนตจะใกล้เคียงกับบริเวณของน้ าตาล เนื่องจาก
ซิงค์สร้างพันธะกับโมเลกุลของน้ าตาลจึงท าให้วัดการดูดกลืนของซิงค์กลูโคเนตได้ และการสร้าง
สมการเทียบมาตรฐานท่ีเหมาะท่ีสุดคือ สมการท่ีไม่ผ่านการปรับแต่งสเปกตรัมท่ีช่วงคล่ืน 5126-4258 
cm-1 โดยให้ค่า R2 ในกลุ่มสมการท านายเท่ากับ 0.932 RMSEP เท่ากับ 448  Bias เท่ากับ 5.53 และ
มี RPD เท่ากับ 3.85 ตามล าดับ  
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 50 สเปกตรัมการดูดกลืนแสง NIRS ของสารละลายคอลลาเจนเทียบกับสารละลายซิงค์กลูโค 
เนตท่ีปรับแต่งสเปกตรัมด้วยวิธีอนุพันธ์อันดับสอง 

 
 

5126-4258 cm-1 
C=O str. 
C-H str. 
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ตารางท่ี 14 ค่าทางสถิติของแบบจ าลองท่ีศึกษาอิทธิพลของซิงค์กลูโคเนตต่อการวัดคอลลาเจนด้วยเทคนิค NIRS 

วัตถุเจือปนอาหาร ช่วงเลขคล่ืน (cm-1) 
การปรับแต่ง
สเปกตรัม 

PLS 
factor 

สมการเทียบมาตรฐาน (70%) สมการทดสอบความแม่นย า (30%) 
RPD 

R2 
RMSEE 
(mg/L) 

R2 
RMSEP 
(mg/L) 

Bias 

ซิงค์กลูโคเนต 

9403-5446* 
4601-4246 

SNV 10 0.980 263 0.947 383 -14.3 4.36 

4700-4000 
สเปกตรัมท่ีไม่ผ่าน
การปรับแต่ง 

10 0.945 445 0.923 497 -13.7 3.61 

SNV 7 0.938 464 0.910 529 -22.4 3.35 

5126-4258 

สเปกตรัมที่ไม่ผ่าน
การปรับแต่ง 

9 0.966 346 0.932 448 5.53 3.85 

SNV 7 0.960 372 0.928 441 -61.7 3.77 
MSC 7 0.960 374 0.928 442 -59.6 3.76 

หมายเหตุ: R2: coefficients of determination, RMSEE: root mean square error of estimation, RMSEP: root mean square error of prediction,   
RPD: ratio of standard deviation of reference data in validation set to SEP, MSC: multiplicative scatter correction SNV: Standard 
Normal Variate และ * หมายถึง สมการท่ีได้จากการ optimize
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ปริมาณคอลลาเจนท่ีเตรียมได้ (มิลลิกรัมต่อลิตร)

สมการเทียบมาตรฐาน
สมการทวนสอบ

จากภาพท่ี 51 แสดงการกระจายตัวของค่าปริมาณคอลลาเจนในสารละลายคอลลาเจนกับ
อิทธิพลของซิงค์กลูโคเนต ท่ีได้จากการสร้างสมการเทียบมาตรฐานและสมการทวนสอบด้วยเทคนิค 
NIRS และภาพท่ี 52 แสดงค่าสัมประสิทธิ์การถดถอย (regression coefficient) ของสารละลาย
คอลลาเจนกับอิทธิพลของซิงค์กลูโคเนตท่ีไม่ผ่านการปรับแต่งสเปกตรัม ซึ่งจะสังเกตเห็นตัวแปรท่ีมี
อิทธิพลและความส าคัญต่อแบบจ าลองอยู่ท่ีเลขคล่ืน 5123, 5116, 5084, 5045, 4973, 4952, 4963, 
4918, 4906, 4886, 4760, 4638, 4614, 4590, 4572, 4494, 4431, 4378 และ 4313 cm–1  ซึ่ง
สอดคล้องกับการดูดกลืนของการส่ันพันธะ N-H ของโครงสร้างโปรตีนและ CONH2 กับเอไมด์ของ
โครงสร้าง CONH CONH2 และโปรตีน พันธะ C-H ของโครงสร้าง CH3 และ CH2 ซึ่งมีความสัมพันธ์
กับโครงสร้างคอลลาเจน (Osborne และคณะ, 1993) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 51 การกระจายตัวของค่าปริมาณคอลลาเจนในสารละลายคอลลาเจนกับอิทธิพลของซิงค์กลูโค 
เนตท่ีได้จากการสร้างสมการเทียบมาตรฐานและสมการทวนสอบด้วยเทคนิค NIRS 

 
 

 

R2 = 0.932 
RMSEP = 448 mg/L 
Bias = 5.53 
RPD = 3.85 
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ภาพท่ี 52 สัมประสิทธิ์การถดถอยของสารละลายคอลลาเจนกับอิทธิพลของซิงค์กลูโคเนตท่ีไม่ผ่าน 

การปรับแต่งสเปกตรัม 
 
ส าหรับการสร้างสมการเทียบมาตรฐานเพื่อศึกษาอิทธิพลของรวม น้ าตาลซูโครส วิตามินซี 

โซเดียมเบนโซเอท ซิงค์กลูโคเนตในสารละลายคอลลาเจน แสดงดังตารางท่ี 15 พบว่าสมการเทียบ
มาตรฐานท่ีเหมาะท่ีสุดคือ สมการท่ีผ่านการปรับแต่งสเปกตรัมด้วยวิธี MSC ท่ีช่วงคล่ืน 7000-4000 
cm-1 ซึ่งเป็นช่วงคล่ืนยาว มีค่าการดูดกลืนของพันธะทางเคมีสูง โดยให้ค่า R2 ในกลุ่มสมการท านาย
เท่ากับ 0.946 RMSEP เท่ากับ 400  Bias เท่ากับ -62.7 และมี RPD เท่ากับ 4.38 ตามล าดับ 
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ตารางท่ี 15 ค่าทางสถิติของแบบจ าลองท่ีศึกษาอิทธิพลของน้ าตาลซูโครส วิตามินซี โซเดียมเบนโซเอท และซิงค์กลูโคเนตต่อการวัดคอลลาเจนด้วยเทคนิค NIRS 

วัตถุเจือปนอาหาร ช่วงเลขคล่ืน (cm-1) 
การปรับแต่ง
สเปกตรัม 

PLS 
factor 

สมการเทียบมาตรฐาน (70%) สมการทดสอบความแม่นย า (30%) 
RPD 

R2 
RMSEE 
(mg/L) 

R2 
RMSEP 
(mg/L) 

Bias 

รวม น้ าตาล 
วิตามินซี โซเดียม
เบนโซเอท  
ซิงค์กลูโคเนต 

9403-5446* 
4601-4246 

SNV 10 0.980 263 0.947 383 -14.3 4.36 

12493-3999 
สเปกตรัมท่ีไม่ผ่าน
การปรับแต่ง 

10 0.825 762 0.797 761 -56.1 2.23 

SNV 10 0.929 484 0.872 612 -18.8 2.81 

7000-4000 

สเปกตรัมท่ีไม่ผ่าน
การปรับแต่ง 

10 0.912 545 0.918 496 -82.0 3.54 

SNV 10 0.950 405 0.945 402 -66 4.34 
MSC 10 0.951 405 0.946 400 -62.7 4.38 

หมายเหตุ: R2: coefficients of determination, RMSEE: root mean square error of estimation, RMSEP: root mean square error of prediction,   
RPD: ratio of standard deviation of reference data in validation set to SEP, MSC: multiplicative scatter correction SNV: Standard 
Normal Variate และ * หมายถึง สมการท่ีได้จากการ optimize
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ปริมาณคอลลาเจนท่ีเตรียมได้ (มิลลิกรัมต่อลิตร)

สมการเทียบมาตรฐาน
สมการทวนสอบ

จากภาพท่ี 53 แสดงการกระจายตัวของค่าปริมาณคอลลาเจนในสารละลายคอลลาเจนกับ
อิทธิพลของน้ าตาลซูโครส วิตามินซี โซเดียมเบนโซเอท และซิงค์กลูโคเนต ท่ีได้จากการสร้างสมการ
เทียบมาตรฐานและสมการทวนสอบด้วยเทคนิค NIRS และภาพท่ี 54 แสดงค่าสัมประสิทธิ์การถดถอย 
(regression coefficient) ของสารละลายคอลลาเจนกับอิทธิพลของน้ าตาล วิตามินซี โซเดียมเบนโซ
เอท และซิงค์กลูโคเนต ท่ีผ่านการปรับแต่งสเปกตรัมด้วยวิธี MSC ซึ่งจะสังเกตเห็นตัวแปรท่ีมีอิทธิพล
และความส าคัญต่อแบบจ าลองอยู่ท่ีเลขคล่ืน 4056, 4113, 4210, 4434, 4613, 4787, 4897, 5281 
และ 5460 cm–1  ซึ่งสอดคล้องกับการดูดกลืนของการส่ันพันธะ O-H C-H เอไมด์ และ N-H ของ
โครงสร้าง CONHR CONH2 ROH ของกรดอะมิโนและโปรตีน (Osborne และคณะ, 1993) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 53 การกระจายตัวของค่าปริมาณคอลลาเจนในสารละลายคอลลาเจนกับอิทธิพลของน้ าตาล 

ซูโครส วิตามินซี โซเดียมเบนโซเอท และซิงค์กลูโคเนต ท่ีได้จากการสร้างสมการเทียบ
มาตรฐานและสมการทวนสอบด้วยเทคนิค NIRS 

 
 
 
 

R2  = 0.946 
RMESP = 400 mg/L 
Bias = -62.7 
RPD = 4.38 
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ภาพท่ี 54 สัมประสิทธิ์การถดถอยของสารละลายคอลลาเจนกับอิทธิพลของน้ าตาลซูโครส วิตามินซี  

โซเดียมเบนโซเอท และซิงค์กลูโคเนต ท่ีผ่านการปรับแต่งด้วยวิธี MSC 
 

นอกจากนี้เมื่อน าตัวอย่างผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้เสริมคอลลาเจนท่ีมีวางจ าหน่ายในท้องตลาดมา
ท านายด้วยสมการสารละลายคอลลาเจนท่ีท าการเติมวัตถุเจือปนอาหาร เพื่อให้มีความคล้ายกับ
เครื่องด่ืมท่ีมีจ าหน่ายในท้องตลาด พบว่า ไม่สามารถท านายได้เช่นกัน เนื่องจากเครื่องด่ืมท่ีวาง
จ าหน่าย นอกจากมีการเติมวัตถุเจือปนอาหารแล้ว ยังมีการเติมสี กล่ิน และสารให้ความขุ่น ส่งผลให้มี
องค์ประกอบภายในตัวอย่างท่ีต่างกัน และเมื่อพิจารณาจากขีดจ ากัดของค่าระยะห่างมาหาลาโนบิส
เฉล่ีย (Average Mahalanobis Distance) คือ ความแตกต่างระหว่างสเปกตรัมของตัวอย่างกับ
ค่าเฉล่ียของทุกสเปกตรัมในกลุ่มสมการเทียบมาตรฐาน โดยการค านวณจะพิจารณาบนพื้นฐานการ
กระจายของสเปกตรัมในกลุ่มสมการเทียบมาตรฐานท้ังหมด ซึ่งจะต้องค านวณค่าเฉล่ียและค่า
เบี่ยงเบนมาตรฐาน ถ้าพบว่าเกินขีดจ ากัดก็จะเป็น Outlier และจากการศึกษานี้พบว่าตัวอย่าง
ผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้เสริมคอลลาเจนท่ีน ามาท านายมีค่าระยะมาหาลาโนบิสเฉล่ียเกินขีดก าจัด จะเห็นได้
จากค่าร้อยละความคลาดเคล่ือนเฉล่ีย ท่ีมีค่าสูงร้อยละ 122.97 ซึ่งมีค่าร้อยละความคลาดเคล่ือนเฉล่ีย
ท่ีน้อยกว่าการศึกษาท่ี 1 แสดงว่า ตัวอย่างมีองค์ประกอบภายในท่ีใกล้เคียงกันมากขึ้น แสดงดังตาราง
ท่ี 16  
 
 

4210 4787 

5460 
5344 4897 
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ตารางท่ี 16 การเปรียบเทียบค่าจริงและค่าท านายของปริมาณคอลลาเจนในน้ าผลไม้เสริมคอลลาเจน 
ท่ีจ าหน่ายในท้องตลาด ด้วยสมการสารละลายคอลลาเจนท่ีท าการเติมวัตถุเจือปนอาหารท่ี
เหมาะสมท่ีสุด 

รหัสตัวอย่าง ค่าจาก HPLC (mg/L) ค่าท านาย (mg/L) ค่าความคลาดเคล่ือน (%) 
E 2500 7,358.83 9,050.80 22.99 
E 2500 7,631.08 8,424.10 10.39 
E 2500 6,832.46 8,426.30 23.33 
E 3000 8,589.62 14,649.00 53.11 
E 3000 9,567.76 14,635.00 38.85 
E 3000 10,540.23 15,235.00 41.12 
E 3000 10,795.67 15,210.00 79.38 
D 2000 8,479.10 12,711.00 69.73 
D 2000 7,488.83 12,765.00 46.69 
D 2000 8,701.97 12,609.00 136.82 
D 2000 5,324.39 17,230.00 209.93 
A 2000 5,559.34 16,482.00 429.49 
A 2000 3,112.83 16,920.00 279.29 
A 2000 4,460.97 17,246.00 258.99 
A 2000 4,804.04 16,767.00 335.76 
A 2000 3,847.76 16,617.00 83.16 
I 5000 98,666.92 149,820.00 74.03 
I 5000 86,087.14 151,210.00 90.09 
H 5000 79,547.64 84,648.00 47.15 
H 5000 57,526.49 86,811.00 129.19 
ค่าเฉล่ีย 21,746.15 34,873.31 122.97 
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4.3 การศึกษาความเป็นไปได้ของการใช้เทคนิคสเปกโทรสโกปีอินฟราเรดย่านใกล้ในการ 
ติดตามปริมาณคอลลาเจนในตัวอย่างผลิตภัณฑ์น  าผลไม้เสริมคอลลาเจนที่มีวางจ าหน่ายใน
ท้องตลาด 
 

4.3.1 สุ่มเก็บตัวอย่างผลิตภัณฑ์น  าผลไม้เสริมคอลลาเจนที่มีจ าหน่ายในประเทศ 
 

ก่อนท าการศึกษาการใช้เทคนิคสเปกโทรสโกปีอินฟราเรดย่านใกล้ ในการตรวจสอบคอลลา
เจนจะท าการสังเกตลักษณะปรากฏและภาพถ่ายแสดงดังตารางท่ี 17 ซึ่งตัวอย่างแต่ละยี่ห้อท่ีสุ่มมา 
เป็นเครื่องด่ืมชนิดพร้อมดื่มและเครื่องด่ืมชนิดสกัดเข้มข้นท่ีมีจ าหน่ายในประเทศไทย เมื่อวิเคราะห์ค่า
สีด้วยวิธีการทางสถิติพบว่า สามารถแบ่งสีของผลิตภัณฑ์ได้เป็น 9 ระดับ ได้แก่ สีขาวใส สีขาวใสและมี
ของแข็งแขวนลอย สีขาวใสอมเหลือง สีขาวใสอมชมพู สีชมพูเข้ม สีเหลืองใส สีเหลืองอมส้ม                   
สีเหลืองอมน้ าตาล และสีม่วงเข้ม เป็นต้น โดยส่วนมากผลิตภัณฑ์ชนิดพร้อมดื่มจะมีสีขาวใส หรือสีขาว
เหลือง เนื่องจากใช้น้ าองุ่นขาวหรือน้ าแอปเปิ้ลในการผลิต และเครื่องด่ืมชนิดเข้มข้นจะมีสีท่ีเข้มกว่า 
เนื่องจากเป็นน้ าผลไม้สกัดเข้มข้น เช่น น้ าองุ่นแดง หรือบางชนิดอาจมีการเติมสีผสมอาหาร เป็นต้น 
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ตารางท่ี 17 ลักษณะปรากฏของผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้เสริมคอลลาเจนท่ีใช้ในการศึกษา 

รหัสตัวอย่าง ลักษณะปรากฏ ภาพถ่ายตัวอย่าง 

A2000 สีขาวใสอมเหลือง 

 
 
 

 

B1700 สีขาวใสและมีของแข็งแขวนลอย 

 
 
 

 

C2000 สีขาวใสและมีของแข็งแขวนลอย 

 
 
 

 

D2000 สีขาวใสและมีของแข็งแขวนลอย 

 
 

E2500 สีขาวใสอมชมพู 

 
 
 

 

E3000 สีขาวใสอมชมพู 

 
 
 
 

E4000 สีเหลืองใส 
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ตารางท่ี 17 ลักษณะปรากฏและภาพถ่ายของผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้เสริมคอลลาเจนท่ีใช้ในการศึกษา  
(ต่อ) 

รหัสตัวอย่าง ลักษณะปรากฏ ภาพถ่ายตัวอย่าง 

F1000 สีชมพูเข้ม 

 
 
 
 

G8000 สีเหลืองอมส้มและมีของแข็งแขวนลอย 

 
 
 

 

H5000 สีม่วงเข้มและมีของแข็งแขวนลอย 

 
 
 
 

I5000 สีเหลืองอมน้ าตาลและมีของแข็งแขวนลอย 
 
 

 
 
4.3.2 วิเคราะห์คุณลักษณะทางเคมีเบื องต้นของเคร่ืองด่ืมน  าผลไม้ที่มีการเสริมคอลลาเจน
ที่วางจ าหน่ายในประเทศ  

 
เมื่อน าผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้ท่ีมีการเสริมคอลลาเจนมาวัดค่าคุณภาพ พบว่าผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้ท่ี

มีการเสริมคอลลาเจนมีค่าปริมาณของแข็งท่ีละลายน้ าท้ังหมด อยู่ในช่วง 4.84-25.1 องศาบริกซ์ 
(ºBrix) มีค่าความเป็นกรด-ด่าง อยู่ในช่วง 3.22-4.65 ซึ่งประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับท่ี 144 
(พ.ศ. 2535) เรื่อง อาหารในภาชนะบรรจุท่ีปิดสนิท จัดอาหารในภาชนะบรรจุท่ีปิดสนิทเป็นอาหาร
ควบคุมเฉพาะ ก าหนดให้มีค่าความเป็นกรด-ด่าง ต้ังแต่ 4.6 ลงมา เพื่อควบคุมการเจริญของยีสต์และ
เช้ือรา และจากการวิเคราะห์ค่าความหนืดในผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้เสริมคอลลาเจนพบว่า ตัวอย่าง 
E4000, H5000 และ I5000 มีความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญ (P≤0.05) โดยตัวอย่าง H5000 
ให้ค่าความหนืดท่ีมากท่ีสุด เท่ากับ 8.24 เซนติพอยส์ (Centipoise) เนื่องจากเป็นเครื่องด่ืมชนิดสกัด
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เข้มข้น และมีของแข็งแขวนลอยอยู่ในตัวอย่าง และตัวอย่าง A2000, B2000, C2000, E2500 และ 
E3000 ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญ (P>0.05) เนื่องจากเป็นเครื่องด่ืมชนิดพร้อม
ด่ืมท่ีมีความข้นหนืดน้อย นอกจากนี้ค่าความหนืดท่ีเพิ่มขึ้นมีความสอดคล้องกับปริมาณคอลลาเจนท่ี
เติมลงในเครื่องด่ืม แสดงรายละเอียดดังตารางท่ี 18 
 
ตารางท่ี 18 คุณลักษณะทางเคมเีบื้องต้นของผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้ท่ีมีการเสริมคอลลาเจนท่ีใช้ใน 

การศึกษา 

รหัสตัวอย่าง 
จ านวน
ตัวอย่าง 

คุณลักษณะทางเคมีเบื้องต้น 
ปริมาณของแข็งท่ีละลายน้ า

ท้ังหมด (องศาบริกซ์) 
ความเป็น 
กรด-ด่าง 

ความหนืด  
(เซนติพอยส์, cps) 

A2000 3 12.10±0.16 3.22±0.01 2.32±0.02e 
B1700 3 9.69±0.07 4.22±0.01 2.28±0.02e 
C2000 3 7.77±0.13 3.80±0.02 2.25±0.00e 
D2000 3 4.84±0.05 4.22±0.03 2.39±0.01de 
E2500 3 5.73±0.06 4.02±0.01 2.29±0.01e 
E3000 3 7.46±0.13 4.04±0.05 2.35±0.01e 
E4000 3 17.90±0.05 4.32±0.00 2.70±0.06c 
F1000 3 11.30±0.08 3.48±0.00 2.46±0.02cde 
G8000 3 10.80±0.37 4.14±0.01 2.66±0.04cd 
H5000 3 24.90±0.13 4.08±0.01 8.24±0.51a 
I5000 3 25.10±0.20 4.65±0.15 3.84±0.13b 

*โดยตัวอักษร a, b, c, d และ e หมายถึง ตัวอักษรท่ีแตกต่างกันแสดงความแตกต่างกันอย่าง
มีนัยส าคัญทางสถิติ (p≤0.05) เปรียบเทียบในคอลัมน์เดียวกัน 
 

จากการวิเคราะห์ค่าความสว่าง (L*) ในผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้ท่ีมีการเสริมคอลลาเจน พบว่า 
ตัวอย่าง E2500, E3000, E4000, F1000, G8000, H5000 และ I5000 มีความแตกต่างทางสถิติอย่าง
มีนัยส าคัญ (P≤0.05) ส่วนตัวอย่าง A2000, C2000 และ D2000 ให้ค่าความสว่างสูงท่ีสุดและไม่มี
ความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P>0.05) เนื่องจากท้ังสามตัวอย่างเป็นเครื่องด่ืมท่ีผลิตจากน้ า
องุ่นขาว แสดงดังตารางท่ี 19 ซึ่งค่าสีท่ีปรากฏในแต่ละผลิตภัณฑ์เป็นไปตามชนิดของน้ าผลไม้ท่ีแต่ละ
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ยี่ห้อใช้ในการผลิต เช่น น้ าองุ่นขาว น้ าสตรอว์เบอร์รี  และน้ าสับปะรด เป็นต้น เช่นเดียวกับการ
วิเคราะห์ค่าสีแดง (a*) ค่าสีเหลือง (b*) ความอิ่มตัวของสี (C*) และค่ามุมของสี (h°) 
 
ตารางท่ี 19 คุณลักษณะทางเคมีเบื้องต้นของผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้ท่ีมีการเสริมคอลลาเจนท่ีใช้ใน 

การศึกษา 

รหัส
ตัวอย่าง 

จ านวน
ตัวอย่าง 

คุณลักษณะทางเคมีเบื้องต้น 
L* a* b* C* hº 

A2000 15 59.1±0.20a 1.4±0.10h 3.6±0.50h 3.9±0.40gh 69.4±3.40d 
B1700 15 58.3±0.20bc 2.0±0.10f 4.1±0.30h 4.6±0.20g 63.6±1.80e 
C2000 15 59.1±0.10a 1.9±0.00fg 1.9±0.20i 2.7±0.10h 45.0±3.30g 
D2000 15 58.8±0.30ab 0.9±0.20i 8.1±0.60g 8.1±0.60f 83.6±1.40b 
E2500 15 57.7±0.40c 0.9±0.10i 12.5±2.10e 12.5±2.10e 85.7±0.80a 
E3000 15 54.3±2.00d 1.6±1.00gh 20.9±3.50d 20.9±3.60c 86.0±1.70a 
E4000 15 44.4±0.40e 7.0±0.40e 43.7±0.40a 44.3±0.40a 80.9±0.50c 
F1000 4 37.6±0.30f 33.2±0.60a 27.1±0.40c 42.8±0.30b 39.2±0.80h 
G8000 5 25.9±1.70g 22.5±0.30b 38.0±2.00b 44.2±1.70a 59.3±1.50f 
H5000 5 8.3±0.40i 18.7±0.60c 7.5±0.30g 20.1±0.50c 21.8±1.30i 
I5000 5 16.1±0.80h 13.7±0.90d 10.8±1.10f 17.5±1.30d 38.2±2.00h 

*โดยตัวอักษร a, b, c, d, e, f, g, h และ i หมายถึง ตัวอักษรท่ีแตกต่างกันแสดงความแตกต่าง
กันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p≤0.05) เปรียบเทียบในคอลัมน์เดียวกัน 

โดย L* แสดงค่าความมืด-สว่าง มีค่าอยู่ระหว่าง 0 - 100 
      a* แสดงค่าสีแดง เมื่อ a* เป็น +  
      a* แสดงค่าสีเขียว เมื่อ a* เป็น –  

                b* แสดงค่าสีเหลือง เมื่อ b* เป็น + 
                b* แสดงค่าสีน้ าเงิน เมื่อ b* เป็น -  
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ค่าท่ีวิเคราะห์ได้จาก HPLC ค่าตามฉลาก

จากการศึกษาการวิเคราะห์ปริมาณคอลลาเจนในเครื่องด่ืมเพื่อสุขภาพ จ านวน 114 ตัวอย่าง
โดยอาศัยการเกิดปฏิกิริยากับ NBD-Cl ภายใต้สภาวะท่ีเป็นเบส เพื่อให้ได้สารอนุพันธ์ท่ีสามารถเกิด
การเรืองแสงได้ จากนั้นแยกสารท่ีสนใจโดยใช้เทคนิค HPLC และตรวจสอบความถูกต้องของวิธี
วิเคราะห์ตามมาตรฐาน AOAC (1993) แสดงผลดังภาพท่ี 55 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี 55 ปริมาณคอลลาเจนท่ีวิเคราะห์ได้จากวิธี HPLC เทียบกับปริมาณคอลลาเจนท่ีระบุบน 

ฉลากบรรจุภัณฑ์ 
 
จากภาพท่ี 55 พบว่า ยี่ห้อ H มค่ีาปริมาณคอลลาเจนแตกต่างกันมาก ระหว่างค่าท่ีวิเคราะห์

ได้จากวิธี HPLC เทียบกับปริมาณคอลลาเจนท่ีระบุบนฉลากบรรจุภัณฑ์ เมื่อเทียบกับยี่ห้ออื่นๆ 
เนื่องมาจากชนิดของคอลลาเจนท่ีใช้ ซึ่งมีผลมาจากวัตถุดิบท่ีใช้ในการสกัดคอลลาเจน สัตว์แต่ละชนิด
จะมีองค์ประกอบของกรดอะมิโนท่ีแตกต่างกัน ซึ่งองค์ประกอบของกรดอะมิโนในคอลลาเจนจะมีผล
ต่อสมบัติทางเคมีกายภาพของคอลลาเจน เช่น สมบัติการละลาย ความสามารถในการเกิดพันธะข้าม
และความคงตัวต่อความร้อน ซึ่งปริมาณโฮดรอกซีโพรลีนมีความสัมพันธ์กับความคงตัวต่อความร้อน
ของคอลลาเจน เนื่องจากไฮดรอกซีโพรลีนจะช่วยให้โครงสร้างของโทรโปรคอลลาเจนมีความคงตัว
มากขึ้น ดังนั้นคอลลาเจนจากสัตว์บก เช่น สุกร โค จะมีความคงตัวต่อความร้อนท่ีสูงกว่าคอลลาเจน
จากสัตว์น้ า นอกจากนี้ปริมาณไฮดรอกซีโพรลีนยังขึ้นอยู่กับสภาพแวดล้อมท่ีปลาอาศัยอยู่ โดยคอลลา
เจนจากปลาท่ีอยู่ในเขตน้ าเย็นจะมีปริมาณไฮดรอกซีโพรลีนท่ีต่ ากว่าและมีความคงตัวต่อความร้อนท่ี
ต่ ากว่าปลาเขตน้ าอุ่น (Wasswa และคณะ, 2007) 
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ผลการพัฒนาการวิเคราะห์ปริมาณคอลลาเจนในเครื่องด่ืมเพื่อสุขภาพ มีประสิทธิภาพดี 
พบว่าท่ีระดับความเข้มข้นของสารมาตรฐาน 4-ไฮดรอกซีโพรลีน 20 mg/L, 50 mg/L และ 80 mg/L 
พบ % Recovery เฉล่ียเท่ากับ 87.49  85.06 และ 90.67 ตามล าดับ  

นอกจากนี้ให้ค่าสัมประสิทธ์สหสัมพันธ์ (Correlation coefficient, r) มีค่าเท่ากับ 0.9993 
ซึ่งมีค่ามากกว่าเกณฑ์การยอมรับคือ 0.995 และการพิสูจน์ขีดจ ากัดของการตรวจพบ (Limit of 
detection, LOD) พบว่ามีค่าเท่ากับ 4.96 mg/L (น้อยกว่า LOD หมายถึง ตรวจไม่พบ) และขีดจ ากัด
ของการวัดเชิงปริมาณ (Limit of quantitation, LOQ)  พบว่ามีค่าเท่ากับ 13.17 mg/L (4.9<ผลท่ี
วิเคราะห์<13.1 หมายถึง พบแต่รายงานผลไม่ได้) (Miller และ Miller, 1988; Huber, 1999) 

จากนั้นน าค่าทางเคมีท่ีวิเคราะห์ไปค านวณหาค่า standard error of laboratory (SEL) 
แสดงการค านวณดังภาคผนวก ก เพื่อหาความคลาดเคล่ือนของการวิเคราะห์ค่าทางเคมี พบว่าค่า
ความคลาดเคล่ือนของการวิเคราะห์ค่าทางเคมี มีค่าเท่ากับ 12,221.62 mg/L ซึ่งมีค่ามากกว่าค่า
ความคลาดเคล่ือนของการวิเคราะห์ด้วย NIRS โดยสมการเทียบมาตรฐานของผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้เสริม
คอลลาเจนท่ีมีจ านวนตัวอย่าง 114 และ 109 ตัวอย่างท่ีเหมาะสมท่ีสุด มีค่าเท่ากับ 3,574 และ 
2,266 mg/L ตามล าดับ เนื่องจากคอลลาเจนท่ีใช้เป็นวัตถุเจือปนอาหารจะต้องผ่านการย่อยให้มี
น้ าหนักโมเลกุลต่ า เพื่อป้องกันการตกตะกอนและปัญหาการขุ่นในเครื่องด่ืม ท้ังนี้ไม่สามารถมองเห็น
สายคอลลาเจนได้ด้วยตาเปล่า  จึงวัดค่าความหนืดและค่าความขุ่นของตัวอย่าง พบว่า ให้ค่าการท าซ้ า
ท่ีแตกต่างกันจึงอาจท าให้ค่า SEL ของการวิเคราะห์ทางเคมี มีค่ามากกว่า NIRS 
 

4.3.3 ลักษณะสเปกตรัมของผลิตภัณฑ์น  าผลไม้เสริมคอลลาเจนที่มีจ าหน่ายในประเทศ 
 

ลักษณะสเปกตรัมของผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้เสริมคอลลาเจนแต่ละยี่ห้อมีลักษณะสเปกตรัมท่ี
คล้ายกันและคล้ายกับสารละลายคอลลาเจน แสดงดังภาพท่ี 56 เมื่อพิจารณาสเปกตรัมจะพบว่า 
สเปกตรัมมีความเด่นชัดท่ีเกิดจากการดูดกลืนของน้ าท่ีความยาวคล่ืน 6900 cm-1มีความสัมพันธ์กับโอ
เวอร์โทนอันดับหนึ่งของพันธะ O-H (first overtone) และ 5200 cm-1 มีความสัมพันธ์กับคอมบิเน
ชันของ O-H (combination) (Caramês และคณะ, 2017; Rodriguez-Saona และคณะ, 2001) ซึ่ง
เป็นลักษณะของพีคท่ีพบได้ในตัวอย่างท่ีมีน้ าเป็นองค์ประกอบ เช่น เครื่องด่ืม เป็นต้น และด้วย
อิทธิพลของน้ า ท าให้ไม่สามารถเห็นพีคอื่นได้อย่างชัดเจน เนื่องจากเป็นพีคท่ีมีขนาดใหญ่ไปบดบังพีค
ขององค์ประกอบอื่นๆ ส่งผลให้การจ าแนกองค์ประกอบทางเคมีนั้นเป็นไปได้ยาก ดังนั้นก่อนท าการ
สร้างสมการเทียบมาตรฐาน จึงจ าเป็นต้องมีการใช้วิธีการทางคณิตศาสตร์  เพื่อช่วยในการปรับแต่ง
สเปกตรัมก่อนการวิเคราะห์ เพื่อท าให้เกิดการแยกพีค หรือองค์ประกอบอื่นๆ ท่ีเราสนใจออกมาด้วย
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วิธีการอนุพันธ์อันดับท่ีสอง ซึ่งวิธีนี้ช่วยให้สเปกตรัมเห็นพีคท่ีชัดเจนมากขึ้น โดยท่ีต าแหน่งพีคนั้นยัง
เหมือนเดิม แต่พีคจะมีลักษณะกลับหัว (อนุพันธ์, 2552; Nicolaï และคณะ, 2007) สเปกตรัมท่ีผ่าน
การปรับแต่งด้วยอนุพันธ์อันดับท่ีสองของผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้เสริมคอลลาเจน แสดงดังภาพท่ี 57 

โดยตัวอย่างผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้เสริมคอลลาเจนท่ีสุ่มมานั้น เป็นตัวอย่างเครื่องด่ืมในภาชนะ
บรรจุปิดสนิทท่ีมีช่วงค่าท่ีครอบคลุมปริมาณคอลลาเจนท่ีต่ าสุดและสูงสุดท่ีมีจ าหน่ายในท้องตลาด ซึ่ง
กลุ่มตัวอย่างท่ีดีจะต้องมีตัวอย่างท้ังในปัจจุบันและตัวอย่างท่ีจะน ามาวิเคราะห์ในอนาคตมีค่า
ครอบคลุมปริมาณท้ังต่ าสุดและสูงสุดของตัวอย่าง โดยจะต้องมีการสุ่มตัวอย่างท่ีถูกต้องเพียงพอเพื่อ
เป็นตัวแทนของตัวอย่างในกลุ่มนั้นๆ ซึ่งถือเป็นขั้นตอนท่ีส าคัญท่ีจะได้สมการท านายปริมาณ
องค์ประกอบทางเคมีท่ีดี นอกจากนี้ควรพิจารณาวิธีวิเคราะห์ทางเคมี  ซึ่งควรเป็นวิธีท่ีเป็นมาตรฐาน
และมีความแม่นย าเพื่อให้ได้ข้อมูลท่ีถูกต้อง เนื่องจากส่งผลต่อสมการท่ีสร้างต่อไป (Ozaki และคณะ, 
2006)  

 
 

 
 
 
 
 
 

 

  
  
  
  
   
 
 
 
 
ภาพท่ี 56 ตัวอย่างสเปกตรัมของผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้เสริมคอลลาเจนท่ีใช้ในการศึกษา  

6900 cm-1 
O-H overtone 

5200 cm-1 
O-H combination 



108 

 

108
 

 
 

-0.003

-0.002

-0.001

0

0.001

0.002

0.003

400050006000700080009000100001100012000

D2
(lo

g1
/R

)

เลขคล่ืน (cm-1)
A2000 B1700
C2000 D2000
E2500 E3000
E4000 F1000
G8000 H5000
I5000 สารละลายคอลลาเจน 1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร

จากการศึกษาปริมาณคอลลาเจนในสารละลายมาตรฐาน สารละลายคอลลาเจนท่ีมีการเติม
วัตถุเจือปนอาหาร และผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้เสริมคอลลาเจน พบว่า ท้ังสเปกตรัมของสารละลายคอลลา
เจน สารละลายคอลลาเจนท่ีเติมวัตถุเจือปนอาหาร และผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้เสริมคอลลาเจนท่ีไม่ได้
ผ่านการปรับแต่งสเปกตรัม มีลักษณะคล้ายกัน ท้ังช่วงคล่ืนส้ันและช่วงคล่ืนยาว โดยจะเห็นพีคท่ีได้มี
การดูดกลืนของพีคท่ีชัดเจน โดยพีคดังกล่าวเป็นพีคท่ีเกิดจากการดูดกลืนของน้ า ซึ่งพบได้ท่ัวไปใน
ตัวอย่างท่ีมีน้ าเป็นองค์ประกอบหลัก ดังนั้น เพื่อลดอิทธิพลดังกล่าวและแยกพีคอื่นๆ ท่ีถูกบดบังให้
ชัดเจนขึ้นได้ด้วยการหาความชันของสเปกตรัมแบบอนุพันธ์อันดับสองพบว่า สารละลายคอลลาเจน
และวัตถุเจือปนอาหารให้ลักษณะพีคท่ีต่างกัน โดยเฉพาะช่วงคล่ืนยาวจะสังเกตเห็นได้ชัดเจน แต่เมื่อ
เปรียบเทียบสารละลายคอลลาเจนท่ีเติมวัตถุเจือปนอาหารและผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้เสริมคอลลาเจน 
พบว่าให้ลักษณะท่ีคล้ายกัน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

   
 
 
 
  
 
 
 
ภาพท่ี 57 สเปกตรัมผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้เสริมคอลลาเจนท่ีปรับแต่งด้วยวิธีอนุพันธ์อันดับสอง 

7400-6600 cm-1 
C-H first overtone 
O-H first overtone 
N-H first overtone 

5500-4880 cm-1 
N-H sym.str-amide II 
C=O str. second 
overtone  

4700-4200 cm-1 
N-H sym.+amide III 
Amide I+amide III 
O-H str.  
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4.3.4 การสร้างสมการเทียบมาตรฐาน 
 

  4.3.4.1 การสร้างสมการเทียบมาตรฐานด้วยวิธี PLSR 
 

ตารางท่ี 20 แสดงข้อมูลทางสถิติของผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้เสริมคอลลาเจน โดยแบ่งเป็น 2 กลุ่ม 
คือกลุ่มสมการเทียบมาตรฐานและกลุ่มสมการทวนสอบ โดยมีค่าอยู่ในช่วง 1,418.47-98,666.90
มิลลิกรัมต่อลิตร ตารางท่ี 21 และ 22 แสดงค่าทางสถิติของสมการท านายปริมาณคอลลาเจนใน
ผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้ ด้วยวิธีการถดถอยก าลังสองน้อยท่ีสุดบางส่วน (PLSR) พบว่า สมการท่ีเหมาะสม
ท่ีสุด ส าหรับท านายปริมาณคอลลาเจนในผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้ ด้วยเครื่อง NIRS ได้มาจากการพัฒนา
สเปกตรัม ด้วยวิธี  SNV ท่ี ช่วงคล่ืน 7486-6896, 5500-4998 และ 4701-3999 cm-1 โดยมี ค่า
สัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (R2) เท่ากับ 0.973 ค่าความคลาดเคล่ือนในการท านาย (RMSEP) เท่ากับ 
3,510 mg/L ค่าความคลาดเคล่ือนเฉล่ีย (bias) เท่ากับ 13.1 ค่าสัดส่วนระหว่างส่วนเบี่ยงเบน
มาตรฐานกับค่าความผิดพลาดมาตรฐานในการท านายของกลุ่มทวนสอบสมการ (RPD) เท่ากับ 6.13 
และมีปัจจัยท่ีเกี่ยวข้อง 8 ปัจจัยตามล าดับ  

นอกจากนี้ เมื่อท าการตัดตัวอย่าง ยี่ห้อ H ซึ่งเป็นยี่ห้อท่ีมีความแตกต่างระหว่างค่าทางเคมีท่ี
วิเคราะห์ด้วยวิธี HPLC และค่าปริมาณคอลลาเจนท่ีระบุบนฉลากบรรจุภัณฑ์มาก ดังภาพท่ี 55 พบว่า 
สมการเทียบมาตรฐานมีค่าความคลาดเคล่ือนในการท านายเท่ากับ 2,260 mg/L ซึ่งมีค่าน้อยลงเมื่อ
เทียบกับสมการข้างต้น โดยสมการนี้สามารถตรวจวัดตัวอย่างได้แม่นย าท่ีมีปริมาณคอลลาเจน
มากกว่า 2,500 mg/L และแสดงการตรวจสอบความแม่นย าของสมการเทียบมาตรฐานผลิตภัณฑ์น้ า
ผลไม้เสริมคอลลาเจนดังภาคผนวก ค 

แต่เนื่องจากสมการมีค่าในช่วงความเข้มข้นต่ ากระจุกตัวกันอยู่บริเวณล่างกราฟ และ
เครื่องด่ืมช่วงความเข้มข้นสูงมีกลุ่มตัวอย่างท่ีน้อยกว่า จึงท าให้มีค่า RMSEE และ RMSEP สูง ดังนั้น
สามารถปรับปรุงสมการได้ โดยการเก็บค่าท่ีวิเคราะห์เพิ่มเติม เพื่อท าให้สมการท่ีได้มีประสิทธิภาพ
มากขึ้น จากผลท่ีได้ช้ีให้เห็นว่ามีความเป็นไปได้ท่ีจะวัดปริมาณคอลลาเจนในผลิตภัณฑ์เครื่องด่ืมโดยใช้
เทคนิค NIRS และสามารถสรุปได้ว่าจากตัวอย่างทุกชนิด พบว่ามีปริมาณคอลลาเจนไม่เกิน 10 กรัม 
ซึ่งปริมาณคอลลาเจนไฮโดรไลเซทท่ีควรบริโภคก าหนดให้ไม่เกิน 10 กรัมต่อวัน (Food and drug 
administration, 1999) 
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ตารางท่ี 20 ค่าสถิติของผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้เสริมคอลลาเจน ส าหรับสร้างสมการและส าหรับทวนสอบสมการด้วยเทคนิค NIRS 
 

จ านวนตัวอย่างท้ังหมด กลุ่มตัวอย่าง จ านวนตัวอย่าง ค่าเฉล่ีย ค่าต่ าสุด-ค่าสูงสุด* ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

114 
สมการเทียบมาตรฐาน (70%) 82 16,951.98 1,418.47-98,666.90 26,344.24 
สมการทวนสอบ (30%) 32 13,838.84 2,001.52-80,562.20 21,902.26 

109 
สมการเทียบมาตรฐาน (70%) 81 16,179.20 1,418.47-98,666.90 25,725.22 
สมการทวนสอบ (30%) 28 9,096.80 2,001.52-72,810.40 13,851.41 

*หน่วย มิลลิกรัมต่อลิตร 
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สมการเทียบมาตรฐาน สมการทวนสอบ

จากผลการทดลอง สมการท่ีได้ให้ผลการท านายปริมาณคอลลาเจนในผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้เสริม
คอลลาเจนได้ไม่แม่นย านัก ท้ังนี้เนื่องจากปริมาณคอลลาเจนท่ีสุ่มมาในท้องตลาดท้ังหมดในประเทศท่ี
น ามาสร้างสมการเทียบมาตรฐานไม่มีการกระจายตัวอย่างสม่ าเสมอ แสดงดังภาพท่ี 58 ดังนั้นจึงต้อง
มีการเพิ่มจ านวนตัวอย่างเพื่อให้มีค่าการวิเคราะห์ท่ีกระจายครอบคลุม รวมทั้งต้องมีความถ่ีท่ีใกล้เคียง
จึงจะท าให้สมการเทียบมาตรฐานท่ีสร้างขึ้นมามีความสัมพันธ์กันสูง 

 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
  
  
 
 
 
ภาพท่ี 58  การกระจายตัวของปริมาณคอลลาเจนในผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้เสริมคอลลาเจน 
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ตารางท่ี 21 ค่าทางสถิติของสมการท านายปริมาณคอลลาเจนในผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้ จ านวน 114 ตัวอย่าง 

ช่วงเลขคล่ืน (cm-1) การปรับแต่งสเปกตรัม 
PLS 

factor 

สมการเทียบมาตรฐาน (70%) สมการทดสอบความแม่นย า (30%) 
RPD 

R2 RMSEE (mg/L) R2 
RMSEP 
(mg/L) 

Bias 

12500-4000 SNV 3 0.951 5,980 0.931 5,013 -371 3.83 

7486-6896 
5500-4998 
4701-3999 

สเปกตรัมท่ีไม่ผ่านการ
ปรับแต่ง 

7 0.972 4,640 0.957 5,650 -876 4.88 

SNV 8 0.986 3,230 0.973 3,510 13.1 6.13 
MSC 6 0.981 3,780 0.965 4,700 148 5.41 

7000-4000 

สเปกตรัมท่ีไม่ผ่านการ
ปรับแต่ง 

7 0.984 3,430 0.972 4,230 109 6.01 

SNV 5 0.980 3,800 0.975 4,040 -423 6.42 
MSC 5 0.980 3,800 0.966 4,620 -864 5.60 

หมายเหตุ: R2: coefficients of determination, RMSEE: root mean square error of estimation, RMSEP: root mean square error of prediction,   
RPD: ratio of standard deviation of reference data in validation set to SEP, MSC: multiplicative scatter correction และ SNV: 
Standard Normal Variate  
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ตารางท่ี 22 ค่าทางสถิติของสมการท านายปริมาณคอลลาเจนในผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้ จ านวน 109 ตัวอย่าง 

ช่วงเลขคล่ืน (cm-1) การปรับแต่งสเปกตรัม 
PLS 

factor 

สมการเทียบมาตรฐาน (70%) สมการทดสอบความแม่นย า (30%) 
RPD 

R2 RMSEE (mg/L) R2 
RMSEP 
(mg/L) 

Bias 

12500-4000 SNV 8 0.990 2,600 0.923 3,690 -286 3.62 

7486-6896 
5500-4998 
4701-3999 

สเปกตรัมท่ีไม่ผ่านการ
ปรับแต่ง 

10 0.989 2,770 0.971 2,260 434 6.08 

SNV 8 0.989 2,830 0.972 2,260 403 6.11 
MSC 6 0.985 3,180 0.966 2,500 478 5.52 

7000-4000 

สเปกตรัมท่ีไม่ผ่านการ
ปรับแต่ง 

10 0.992 2,460 0.963 2,530 82.3 5.26 

SNV 7 0.985 3,220 0.968 3,620 -28.3 5.61 
MSC 8 0.990 2,590 0.963 2,530 85.3 5.26 

หมายเหตุ: R2: coefficients of determination, RMSEE: root mean square error of estimation, RMSEP: root mean square error of prediction,   
RPD: ratio of standard deviation of reference data in validation set to SEP, MSC: multiplicative scatter correction และ SNV: 
Standard Normal Variate  
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ผลการทดสอบ paired t –test ของสมการเทียบมาตรฐานของตัวอย่างจ านวน 114 ตัวอย่าง 
และสมการเทียบมาตรฐานของตัวอย่างจ านวน 109 ตัวอย่าง พบว่าค่าปริมาณคอลลาเจนใน
ผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้เสริมคอลลาเจน ท่ีท านายด้วยวิธี NIRS ไม่แตกต่างจากค่าปริมาณคอลลาเจนจริง
อย่างมีนัยส าคัญท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% โดยสมการท านายปริมาณคอลลาเจนท่ีสร้างด้วยวิธี PLSR 
จะแสดง regression coefficient ของสมการท่ีพัฒนาขึ้น แสดงดังภาพท่ี 59 ซึ่งมีเลขคล่ืนท่ีมีอิทธิพล
ต่อสมการเทียบมาตรฐาน ซึ่งสอดคล้องกับต าแหน่งโปรตีนและกรดอะมิโนซึ่งเป็นโครงสร้างของ
คอลลาเจน (Osborne และคณะ 1993) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี 59 สัมประสิทธิ์การถดถอยของสารละลายคอลลาเจนในผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้ท่ีผ่านการปรับแต่ง 

ด้วยวิธี SNV 
 

จากภาพท่ี 60 จะเห็นได้ว่าค่าท านายปริมาณคอลลาเจนท่ีได้นั้น อยู่ใกล้เส้นทแยงมุม (target 
line) บ่งบอกถึงการท านายได้อย่างถูกต้อง และแม่นย า นอกจากนี้จะเห็นได้ว่าลักษณะการกระจาย
จุดบนกราฟการกระจาย (scatter plots) มีกลุ่มของข้อมูลส่วนมากกระจุกตัวอยู่บริเวณด้านล่างกราฟ 
เนื่องมากจากตัวอย่างเครื่องด่ืมผสมคอลลาเจนในท้องตลาดมีการเติมคอลลาเจนส่วนมากท่ีความ
เข้มข้นใกล้เคียงกันอยู่ในช่วง 1,000-3,000 มิลลิกรัมต่อหนึ่งหน่วยบริโภค และเครื่องด่ืมผสมคอลลา
เจนชนิดสกัดเข้มข้นจะมีการเติมปริมาณคอลลาเจนอยู่ในช่วง 4,000 –8,000 มิลลิกรัมต่อหนึ่งหน่วย
บริโภคและจะมีราคาสูงกว่าชนิดแรก  
 

4435 

5185 
5060 

5136 
4702 4406 

5247 

7157 
7098 
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ปริมาณคอลลาเจนท่ีวิเคราะห์ด้วยวิธี HPLC (มิลลิกรัมต่อลิตร)

สมการเทียบมาตรฐาน
สมการทวนสอบ

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
ภาพท่ี 60 การกระจายตัวของค่าปริมาณคอลลาเจนในผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้ท่ีได้จากการสร้างสมการ 

เทียบมาตรฐานและสมการทวนสอบด้วยเทคนิค NIRS 
 

นอกจากนี้เมื่อน าตัวอย่างผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้เสริมคอลลาเจนท่ีมีวางจ าหน่ายในท้องตลาดมา
ท านายด้วยสมการท่ีเหมาะสมท่ีสุด ส าหรับท านายปริมาณคอลลาเจนในผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้  พบว่า 
สามารถท านายตัวอย่างกลุ่มใหม่ในท้องตลาดได้ เนื่องจากตัวอย่างมีองค์ประกอบภายในท่ีคล้ายกัน
และเมื่อพิจารณาจากขีดจ ากัดของค่าระยะห่างมาหาลาโนบิสเฉล่ีย (Average Mahalanobis 
Distance) พบว่าตัวอย่างผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้เสริมคอลลาเจนท่ีน ามาท านายมีค่าระยะมาหาลาโนบิส
เฉล่ียต่ ากว่าขีดก าจัด แสดงดังตารางท่ี 23 

จากตารางท่ี 23 เมื่อน าตัวอย่างกลุ่มใหม่มาท านายด้วยสมการเทียบมาตรฐานท่ีเหมาะสม
ท่ีสุด พบว่า ตัวอย่างมีค่าความคลาดเคล่ือนเฉล่ียร้อยละ 17  ซึ่งถือว่ามีค่าท่ีสูง กล่าวคือสมการมีร้อย
ละความถูกต้องของการท านายเท่ากับร้อยละ 80 ดังนั้นจึงต้องลดค่าความคลาดเคล่ือนของสมการ
ดังกล่าวด้วยการเพิ่มช่วงของตัวอย่าง เพื่อให้ข้อมูลมีการกระจายมากขึ้น ซึ่งจะช่วยให้สมการท่ี
พัฒนาขึ้นมีความแม่นย าและน่าเช่ือถือมากขึ้น 

 
 

R2 = 0.973 
RMSEP = 3,510 mg/L 
Bias = 13.1 
RPD = 6.13 
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ตารางท่ี 23 การเปรียบเทียบค่าจริงและค่าการท านายปริมาณคอลลาเจนในผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้ด้วย 
สมการท่ีเหมาะสมท่ีสุด 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

รหสัตัวอย่าง ค่าจาก HPLC (mg/L) ค่าท านาย (mg/L) ค่าความคลาดเคล่ือน (%) 
E 2500 7,358.83 7,398.30 0.54 
E 2500 7,631.08 8,000.10 4.84 
E 2500 6,832.46 4,433.90 35.11 
E 3000 8,589.62 10,433.00 21.46 
E 3000 9,567.76 9,386.90 1.89 
E 3000 10,540.23 8,396.80 20.34 
E 3000 10,795.67 6,912.20 35.97 
A 2000 8,479.10 7,450.60 12.13 
A 2000 7,488.83 7,564.60 1.01 
A 2000 8,701.97 7,381.00 15.18 
A 2000 5,324.39 4,285.00 19.52 
A 2000 5,559.34 4,041.90 27.30 
A 2000 3,112.83 2,480.80 20.30 
D 2000 4,097.60 4,487.80 9.52 
D 2000 5,439.77 6,530.90 20.06 
D 2000 4,125.47 5,583.50 35.34 
I 5000 91,719.77 94,079.00 2.57 
I 5000 98,666.92 90,273.00 8.51 
H 5000 68,681.76 56,510.00 17.72 
H 5000 80,562.24 56,374.00 30.02 
ค่าเฉล่ีย 22,663.80 20,100.20 17.00 
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4.3.4.2 การสร้างสมการเทียบมาตรฐานด้วยวิธี Multiple Linear Regression 
(MLR) 

 
กราฟ X-loading ของผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้เสริมคอลลาเจน แสดงดังภาพท่ี 61 โดยแสดงเลข

คล่ืนท่ีมี X-loading สูง ซึ่งแสดงอิทธิพลท่ีส าคัญต่อเลขคล่ืนนั้น ซึ่งสอดคล้องกับค่าสัมประสิทธิ์การ
ถดถอย ซึ่งแสดงดังภาพท่ี 62 จากนั้นจะท าการคัดเลือกเลขคล่ืนท่ีส าคัญมาใช้ในการวิเคราะห์ด้วยวิธี 
MLR 

ในการศึกษานี้เลือกใช้เลขคล่ืนจ านวน 18 เลขคล่ืน โดยพิจารณาเลขคล่ืนส าคัญจากกราฟ
สัมประสิทธิ์การถดถอยร่วมกับเลขคล่ืนอ้างอิงจากหนังสือหรือเปรียบเทียบกับสเปกตรัมของ
องค์ประกอบท่ีต้องการศึกษาท่ีเป็นสารบริสุทธิ์ ซึ่ง เลขคล่ืนท้ังหมดท่ีเลือกมาเป็นเลขคล่ืนท่ีมี
ความสัมพันธ์กับพันธะ C-H, O-H, C=O และ N-H ซึ่งอยู่ในโครงสร้างกรดอะมิโนท่ีเป็นส่วนประกอบ
ของคอลลาเจน แสดงดังตารางท่ี 24 จากนั้นน าเลขคล่ืนจ านวน 18 เลขคล่ืนไปวิเคราะห์ด้วยวิธี MLR
จากนั้นเลขคล่ืนจะถูกตัดออกอย่างเป็นระบบ ด้วยการก าจัดเลขคล่ืนท่ีมีความส าคัญน้อยท่ีสุดออกด้วย
วิธี forward-backward elimination ซึ่งเป็นการก าจัดเลขคล่ืนออกอย่างเป็นขั้นตอนจนกว่าจะเหลือ
จ านวนเลขคล่ืนน้อยท่ีสุดและเพียงพอท่ีจะท านายปริมาณคอลลาเจนในผลิตภัณฑ์น้ า ผลไม้เสริม
คอลลาเจนได้ ซึ่งสังเกตจาก การลดลงของค่า R2 ในกลุ่มสร้างสมการเทียบมาตรฐาน และการเพิ่มขึ้น
ของ RMSECV ในขณะท่ีลดจ านวนเลขคล่ืนแต่ละชุด แสดงดังตารางท่ี 25 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
ภาพท่ี 61 ค่า X-loading ของแบบจ าลองคอลลาเจนในผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้ด้วยเทคนิคสเปกโทรสโกปี 

อินฟราเรดย่านใกล้ 

5172 

5284 
4914 7093 

6595 

4705 
4401 
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ภาพท่ี 62 สัมประสิทธิ์การถดถอยของสมการท านายปริมาณคอลลาเจนในผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้ 

ในช่วงคล่ืน 12500-4000 cm-1 
 
ตารางท่ี 24 แสดงการเลือกเลขคล่ืนท่ีใช้ในการสร้างสมการเทียบมาตรฐานด้วยวิธี MLR โดย

ดูจากค่า X-loading ซึ่งมีท้ังหมด 18 เลขคล่ืน ได้แก่ 4215, 4246, 4354, 4374, 4451, 4748, 
4878, 4968, 4971, 5191, 5303, 6341, 6622, 6726, 6989, 7057, 7166 และ 7351 cm-1 
จากนั้นน าเลขคล่ืนท้ังหมด มาวิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of variance, ANOVA) จนกว่าจะ
เหลือจ านวนเลขคล่ืนน้อยท่ีสุดและเพียงพอท่ีจะท านายปริมาณคอลลาเจน แต่ท้ังนี้ต้องดูการส่ันของ
พันธะภายในโมเลกุลควบคู่กันด้วยในการเลือกสมการท านาย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4354 
5303 

5191 

4748 

4451 

6989 
7166 

4215 

4971 

6622 
6726 

7351 

4374 

4246 

4878 

6341 

7057 
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ตารางท่ี 24 การเลือกเลขคล่ืนในการสร้างสมการเทียบมาตรฐานด้วยวิธี MLR 

เลขคล่ืน  
12500-4000 cm-1 

จ านวนเลขคล่ืนท่ีเลือกออก 
สมการเทียบ
มาตรฐาน 

Cross validation 

R2 RMSEC R2 RMSECV Bias 
18* - 0.962 5,331 0.935 6,962 19.86 

9* 
4246 4354 4374 4948 6341 
6588 6726 6989 7058 

0.955 5,765 0.939 6,697 31.2 

5* 4968 4971 7166 7351 0.941 6,625 0.929 7,260 4.24 
4* 4215 0.940 6,673 0.929 7,254 4.66 

     18* คือ 4215, 4246, 4354, 4374, 4451, 4748, 4878, 4968, 4971, 5191, 5303, 6341,  
     6622, 6726, 6989, 7057, 7166 และ 7351 cm-1 

       9* คือ 4215, 4451, 4748, 4878, 4971, 5191, 5303, 7166 และ 7351 cm-1 
       5* คือ 4215, 4451, 4748, 5191 และ 5303 cm-1 
       4* คือ 4451, 4748, 5191 และ 5303 cm-1 
 
ตารางท่ี 25 ค่าจุดตัดแกน y (intercept) และค่าสัมประสิทธิ์ของเลขคล่ืนท่ีเลือกใช้ในการสร้าง 

สมการเทียบมาตรฐานด้วยวิธี MLR  
เลขคล่ืน 12500-4000 cm-1 

R2
C = 0.955 

coefficient 

intercept -2.81 x 105 
7351 
7166 

-2.91 x 105 
1.40 x 106 

5303 -2.49 x 106 
5191 5.09 x 105 
4971 
4968 
4748 
4451 
4215 

3.65 x 106 
-3.31 x 106 

-3.94 x 106 

2.39 x 106 

2.16 x 106 
R2

C : coefficient of determination 
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สมการเทียบมาตรฐานในการท านายปริมาณคอลลาเจนในน้ าผลไม้และสัมประสิทธิ์ของแต่ละ
ตัวแปร แสดงดังสมการต่อไปนี้  สมการคอลลาเจน (mg/L) = -28100000–29100000A7351 + 
140000000A7166 -2490000000A5303+50900000A5191+365000000A4971 -331000000A4968 -
394000000A4748+239000000A4451 +216000000A4215  โดย Ax คือ ค่าของการดูดกลืนแสงท่ีความ
ยาวคล่ืน X cm-1 จากสมการดังกล่าวจะเห็นว่าตัวแปรท่ีสัมพันธ์กับการดูดกลืนแสงของกรดอะมิโนท่ี
อยู่ในโครงสร้างคอลลาเจนท้ัง 9 ต าแหน่ง ซึ่งเป็นต าแหน่งใกล้เคียงกับการดูดกลืนแสงของการส่ัน
แบบโอเวอร์โทนอันดับท่ีสองของ C=O การส่ันของพันธะ O-H และการส่ันของพันธะ N-H และเอไมด์
ซึ่งเป็นหมู่ฟังก์ช่ันท่ีมีในกรดอะมิโนไฮดอรอกซีโพรลีน ซึ่งเป็นตัวบ่งช้ีปริมาณคอลลาเจนในตัวอย่าง 
สาเหตุท่ีค่าการดูดกลืนแสงของคอลลาเจนในตัวอย่างผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้เสริมคอลลาเจนมีต าแหน่ง
เบ่ียงเบนไป เนื่องจากมีการดูดกลืนแสงขององค์ประกอบอื่นๆ ทางเคมีร่วมด้วย เช่น น้ า น้ าตาล สาร
แต่งกล่ินรส และสีผสมอาหาร เป็นต้น และจากการทดสอบ paired t-test ท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% 
พบว่าไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ระหว่างค่าคอลลาเจนท่ีวิเคราะห์ได้ท่ีจริงและค่า
คอลลาเจนท่ีท านายได้ด้วยเทคนิค NIRS  แต่อย่างไรก็ตาม เมื่อพิจารณาชุดข้อมูล พบว่า ตัวอย่าง
ผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้เสริมคอลลาเจนมีค่าทางเคมีท่ีกระจุกตัวและมีช่วงห่างของค่าทางเคมีท่ีกว้าง แสดง
ดังภาพท่ี 63 ท าให้สมการข้างต้นมีค่าความผิดพลาดท่ีได้จากการท านายสูง สมการนี้จึงไม่สามารถ
ท านายกลุ่มตัวอย่างเครื่องด่ืมท่ีมีความเข้มข้นต่ าได้ แต่สามารถใช้ในการท านายคอลลาเจนใน
ผลิตภัณฑ์เครื่องด่ืมน้ าผลไม้เสริมคอลลาเจนได้ในช่วงความเข้มข้นสูง ซึ่งมีผลต่อการสร้างสมการและ
การน าไปประยุกต์ใช้จริง การเพิ่มจ านวนของตัวอย่างและการหาตัวอย่างท่ีมีค่ากระจายเพิ่มมากขึ้นจะ
ช่วยสร้างสมการท่ีมีความแม่นย าเพิ่มขึ้นได้ 
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ภาพท่ี 63 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณคอลลาเจนท่ีวัดได้จริงกับปริมาณคอลลาเจนท่ี 

ท านายได้ด้วยวิธี MLR

R2 = 0.939 
RMSEP = 6,697 mg/L 
Bias = 31.2 
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บทที่ 5 
 

สรุปผลการทดลอง 
 

จากการศึกษาพบว่า เทคนิคสเปกโทรสโกปีอินฟราเรดย่านใกล้มีความเป็นไปได้ในการ
ติดตามปริมาณคอลลาเจนในผลิตภัณฑ์เครื่องด่ืมเพื่อสุขภาพ และสามารถน าไปประยุกต์ใช้ใน
อุตสาหกรรมได้ โดยค่าทางสถิติในการท านายปริมาณคอลลาเจน จากเทคนิค NIRS ไม่มีความแตกต่าง
อย่างมีนัยส าคัญกับค่าท่ีได้จากการวิเคราะห์ทางเคมีด้วยเทคนิค HPLC ท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% 
ดังนั้นจึงมีความเป็นไปได้ในการน าเทคนิค NIRS นี้ มาใช้ท านายปริมาณคอลลาเจนในเครื่องด่ืมเพื่อ
สุขภาพท่ีมีวางจ าหน่ายในท้องตลาดแทนการวิเคราะห์ทางเคมีโดยวิธีมาตรฐานด้วยเครื่อง HPLC 

อย่างไรก็ตามวิธีการวิเคราะห์คอลลาเจนด้วย HPLC ยังให้ค่าความคลาดเคล่ือนของการ
วิเคราะห์ท่ีสูงกว่าวิธี NIRS เนื่องจาก NIRS สามารถวิเคราะห์หมู่ฟังก์ชันของคอลลาเจนได้โดยตรง แต่
เนื่องด้วยยังไม่มีวิธีวิเคราะห์ท่ีเป็นมาตรฐานได้รับการยอมรับระดับสากล ส าหรับทดสอบคอลลาเจนท่ี
เป็นสารเติมแต่งอาหาร ท่ีมีการเติมลงในเครื่องด่ืมเพื่อสุขภาพ ซึ่งปัจจุบันวิธีที่ได้รับการยอมรับวิธีเดียว
ท่ีใช้ในการทดสอบคอลลาเจนคือ AOAC ปี 2000 ซึ่งเป็นการวิเคราะห์ปริมาณกรดอะมิโนไฮดรอกซี
โพรลีน ในเนื้อหมูและผลิตภัณฑ์ โดยการค านวณปริมาณกรดอะมิโนไฮดรอกซีโพรลีน และคูณปัจจัย 
8 ซึ่งวิธีดังกล่าวอาจยังไม่ครอบคลุมตัวอย่างท่ีต้องการวิเคราะห์จริง 

โดยวิธีวิเคราะห์คอลลาเจนจ าเป็นต้องมีการพัฒนาอย่างต่อเนื่อง เพื่อให้ได้ผลการวิเคราะห์ท่ี
ดี มีความน่าเช่ือถือและจ าเพาะต่อการวิเคราะห์มากท่ีสุด 
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การวิเคราะห์และค านวณความถูกต้องของสมการมาตรฐาน 
 

1. Residuals (error)  

ei =  ŷi − yi 
 

เมื่อ  yi  คือ   ค่าท่ีได้จากวิธีมาตรฐาน 

       ŷi คือ   ค่าท่ีได้จากการท านายด้วยสมการ 
 

2. Standard error of calibration (SEC) 

SEC =  [
∑ di

2

nc − p − 1
]

1/2

 

 

เมื่อ nc  คือ   จ านวนของตัวอย่างในกลุ่ม calibration set 
        p   คือ  จ านวน terms หรือจ านวนตัวแปรท่ีใช้ในการสร้างสมการเทียบมาตรฐาน 

 
3. Bias (systematic error)  

 
สามารถเกิดขึ้นได้เนื่องจากการเปล่ียนตัวอย่างใหม่ท่ีไม่เคยพบในสมการเทียบมาตรฐาน การ

เปล่ียนแปลงของเครื่องมือการวิเคราะห์ทางเคมี หรือการเปล่ียนกระบวนการผลิต การเตรียมตัวอย่าง 
ค่า bias ค านวณได้จาก 
 

e̅ =  
1

n
∑ ei 

 
เมื่อ  n  คือ   จ านวนตัวอย่าง  

      ei คือ   ค่า residual 
Bias เป็น + หากค่าท่ีได้จากการท านายมีค่าต่ ากว่าค่ามาตรฐาน 
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4. การตรวจสอบ bias (pair t-test) 
 

การตรวจสอบค่าความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติของค่า bias สามารถท าได้โดยการ
ใช้ t-test โดยค านวณค่า bias confidence limits (BCLs), Tb ซึ่งเป็นขีดจ ากัดการยอมรับหรือปฏิเสธ
ประสิทธิภาพการท านายของสมการค านวณตามสูตรคือ 
 

Tb = ± 
t(1−∝/2) × SEP

√n
  

 

เมื่อ  ∝  คือ   probability of making a type I error, 5% 
       n   คือ   จ านวนตัวอย่างในกลุ่มทวนสอบ 
       t    คือ   t-value for two-tailed test with deg. of freedom associated SEP 
 

5. Coefficient of determination (R2) 
 

                    R2=[1 −
∑ (YTi−YPi)2N

i=1

∑ (YTi−Ym)2N
i=1

] 

 

เมื่อ  yTi   คือ  ค่าท่ีได้จากวิธีมาตรฐาน 

       ypi   คือ  ค่าท่ีได้จากสมการท านาย 

       ym   คือ  ค่าเฉล่ียท่ีได้จากวิธีมาตรฐาน 
 

6. Standard error of prediction (SEP) 

SEP =  [
∑(di − bias)2

nv − 1
]

1/2

 

 

เมื่อ  nv   คือ  จ านวนตัวอย่างในชุดข้อมูลส าหรับตรวจสอบสมการ 

        di  คือ   ค่าความแตกต่างระหว่างค่าคุณลักษณะทางเคมีท่ีได้จากการท านายด้วยสมการ 
ท านายกับค่าท่ีได้จากการวิเคราะห์ด้วยวิธีมาตรฐาน 
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7. Ratio of standard deviation of reference data in validation set to SEP 
(RPD) 

RPD =   
SDval

SEP
 

 
 

8. The unexplained error confidence limits (UECLS) (F-test, ratio of 2 
variances) 

 SEP checking  
 

TUE = SEC√F(∝,v,M)  
 

 SEC = √
∑ ei

2

nc − p − 1
 

 

เมื่อ  TUE   คือ   The unexplained error confidence limit (UCELS) 

         ∝    คือ    probability of making a type I error, 5% 
          V    คือ    n-1 (degree of freedom associated with SEP) 

          M   คือ    nc-p-1 (degree of freedom associated with SEC) 

SEP<TUE  ;     SEP is accepted (at 95% confidence) 
 

 Slope checking 
 

Tobs = |b − 1|√
Sy

2(n − 1)

Sres2
 

 

Sres = √
∑(yi − a + bŷi)2

n − 2
 



144 
 

 

เมื่อ   Sy
2    คือ   variance of the n predicted values 

        Sres   คือ   residual standard deviation  
         a        คือ   intercept 
         b        คือ   slope 
 

9.  การค านวณร้อยละความคลาดเคลื่อน (% error) 
 

                                  % error = 
𝑑𝑖𝑓𝑓

ค่าจริง × 100 

 
เมื่อ    diff  คือ ค่าความแตกต่างระหว่างค่าจริงท่ีวิเคราะห์ด้วยวิธีมาตรฐานและค่าท านายท่ีได้จาก 
           การวัดด้วยเทคนิค NIRS 
 

10. Standard error of the laboratory (SEL) (ส าหรับการวิเคราะห์ 2 ซ  า) 
 

SEL =  [
∑ (x1 − x2)2

i

n
]

1/2

 

 

เมื่อ   x1-x2  คือ ผลต่างระหว่างค่าทางเคมีท่ีวิเคราะห์ซ้ าของตัวอย่าง i 

             n  คือ จ านวนตัวอย่างท้ังหมด 
 
 



 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ข
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การวิเคราะห์คุณลักษณะทางเคมีเบื องต้นและค่าทางเคมีของผลิตภัณฑ์ 
เคร่ืองด่ืมเพื่อสุขภาพเสริมคอลลาเจน 

 
1. การวิเคราะหป์ริมาณของแข็งที่ละลายได้ทั งหมด (total soluble solids, TSS)  

โดยใช้มาตรดัชนี หักเห โดยน าตัวอย่างเครื่องด่ืมท่ีมีการเสริมคอลลาเจนมา มาหยดลงบน 
Digital refractometer (ภาพท่ี 64) และบันทึกค่า 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 64 เครื่อง Digital refractometer 
 

2. การวิเคราะหค์่าความเป็นกรด - ด่าง  
โดยใช้เครื่องวัดความเป็นกรด  - ด่าง (pH meter) น าตัวอย่างเครื่องด่ืมท่ีมีการเสริมคอลลา

เจนมาวัดค่า pH ด้วยเครื่องวัดความเป็นกรดด่าง (pH meter) โดยจะใช้ตัวอย่าง 10 มิลลิลิตรใส่ลงใน
บีกเกอร์ และน าหัว probe จุ่มลงในตัวอย่างให้ท่วม บันทึกค่า 

3. การวิเคราะหค์่าสี  
โดยใช้เครื่อง Tintometer น าตัวอย่างเครื่องด่ืมท่ีมีการเสริมคอลลาเจน วัดค่าสี (L*,a*,b*, 

C* และ hº) ด้วยเครื่อง Tintometer โดยจะใช้ตัวอย่างใส่ลงในคิวเวท และบันทึกค่าดังภาพท่ี 65 
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ภาพท่ี 65 เครื่องวัดสี (Tintometer) ท่ีใช้ในการวัดเครื่องด่ืมท่ีมีการเสริมคอลลาเจน 

 

ขั้นตอนการใช้งานเครื่องวัดสีส าหรับตัวอย่างท่ีเป็นของเหลวเริ่มจาก 
1. เปิดเครื่องโดยการกดปุ่มด้านข้างของเครื่องมือค้างไว้ 

2. จากนั้น calibration เครื่องมือทุกครั้งท่ีใช้ โดยการเล่ือนแถบด้านหลังเครื่อง เพื่อปิดช่องแสง 

แล้วกดปุ่มด้านข้างเครื่องค้างไว้เพื่อให้เครื่อง calibrate 

3. เทตัวอย่างลงในคิวเวท ปริมาตร 3 มิลลิลิตร  

4. เปิดช่องแสงด้านหลังเครื่อง วางเครื่องมือและตัวอย่างลงในอุปกรณ์ดังภาพท่ี 66 แล้วกดปุ่ม

ด้านข้างเครื่อง เพื่อท าการวัด โดยท าการกดวัด 3 ครั้ง  จากนั้นบันทึกค่าท่ีได้จากการเฉล่ีย  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 66 การวางเครื่องมือและตัวอย่างของเครื่องวัดสี 
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4. การวิเคราะหค์่าความหนืด  
โดยใช้เครื่อง Brookfield Viscometer น าตัวอย่างเครื่องด่ืมท่ีมีการเสริมคอลลาเจน วัดค่า

ความหนืด โดยใช้เครื่อง Brookfield Viscometer ดังภาพท่ี 67  โดยจะใช้ตัวอย่าง 16 มิลลิลิตร ใส่
ลงในภาชนะใส่ตัวอย่าง จากนั้นน าหัว probe ชนิด UL ใส่ในตัวอย่าง วัดค่า และบันทึกค่า แสดงดัง
ภาพท่ี 68 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 67 เครื่อง Brookfield Viscometer 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

ภาพท่ี 68 ภาชนะใส่ตัวอย่างและหวั probe ชนิด UL ท่ีใช้ในการวัดความหนืดผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้เสริม  
คอลลาเจน 
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ขั้นตอนการใช้เครื่องเริ่มจาก 
1. ปรับลูกน้ า ให้อยู่ท่ีจุดกึ่งกลางของกรอบ เพื่อตั้งเครื่องให้สมดุล 
2. ก่อนเปิดเครื่องให้ถอด guard ท่ีเครื่องวัด 
3. เปิด switch ซึ่งอยู่ด้านหลังฐานของเครื่องทางขวามือ  
4. เปิดโปรแกรมคอมพิวเตอร์ RC จากนั้นกด next ท่ีเครื่อง Brookfield จนถึงหน้า 

configure viscosity test จากนั้นกดเครื่องหมายรูปบ้าน แล้วเลือก external mode เลือก 
communication แล้วไปท่ี port เลือก corn 3 เลือก connect และเลือก dashboard 

5. ต่ออุปกรณ์เข้ากับเครื่อง เช่น UL Adapter ใช้ปริมาตร 16 มิลลิลิตร (ความหนืดต่ า น้อย
กว่า 15 cp) 

6. ใส่ตัวอย่างให้เรียบร้อย (ใส่ตัวอย่างปริมาตร 16 มิลลิลิตร จุ่มเข็มลงในตัวอย่างจนถึงระดับ
ขีด Mark ท่ีกึ่งกลางเข็ม โดยใช้มือด้านหนึ่งจับแกนของมอเตอร์ให้นิ่ง ต่อเข็มเข้ากับแกนของมอเตอร์ 
หมุนตามเข็มนาฬิกาจนแน่น) 

7. กด new ท่ีหน้า test จากนั้นเลือก spindle เลือก LV1-3 (ตามเบอร์ท่ีหัววัดนั้นๆ) 
8. จุ่มตัววัดอุณหภูมิ 
9. ก าหนด speed เพื่อก าหนดความเร็วรอบในการหมุน โดยจะต้องก าหนดค่าเริ่มต้นท่ีค่า 

น้อยๆ ก่อน เช่น 10 rpm แล้วกด set speed อีกครั้ง เพื่อให้เครื่องบันทึก การเลือกความเร็วรอบใน
การหมุนควรจะให้มีค่าใกล้ 100 % TORQUE (ความเร็วรอบสูงสุดท่ีใช้จะมีค่าไม่เกิน 250 rpm) ต้ัง
อุณหภูมิตามเครื่อง เลือกบันทึกข้อมูลแบบ multiple point ก าหนดความถ่ีในการแสดงข้อมูล เช่น 
30 วินาที หรือ 1 นาที จากนั้นก าหนดเวลาในการวัด (end) เลือก collect point at step end  
เมื่อก าหนดค่าต่างเรียบร้อยแล้ว กด run เพื่อเริ่มวัดตัวอย่าง 

10. การเปล่ียนความเร็วรอบ ให้กลับไปท าตามข้อ 9 ใหม่ การเปล่ียนความเร็วรอบจะต้อง
เพิ่มค่าครั้งละน้อยๆ เช่น 10 rpm จนกว่าค่า torque จะมีค่าเข้าใกล้หรือเท่ากับ 100% 

- ถ้าค่า TORQUE ขึน้ error แสดงว่าใช้ความเร็วรอบมากเกินไปต้องลดความเร็วรอบลง 
- ถ้าค่า TORQUE มีค่าต่ า ท้ังท่ีต้ังค่าความเร็วรอบ (rpm) สูงสุดแล้ว แสดงว่าเข็มท่ีใช้ 

ไม่เหมาะสม ให้เปล่ียนหัวเข็มใหม่ หลังจากนั้น ท าตามข้ึนตอนท่ี 7 ใหมอ่ีกครั้ง เพื่อเลือกหัววัดท่ี
เหมาะสม 

11. เมื่อวัดตัวอย่างเสร็จ ให้น าตัวอย่างออก เลือก return แล้วกด OK แล้วจะปรากฏหน้า 
main menu แล้วปิด switch ซึ่งอยู่ด้านหลังฐานของเครื่องทางขวามือ และปิดโปรแกรมท่ีเครื่อง
คอมพิวเตอร์ ท าความสะอาดเครื่องมือและอุปกรณ์ให้เป็นระเบียบและถูกต้อง 
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5. การวิเคราะห์ปริมาณคอลลาเจน ด้วยวิธี HPLC (ดัดแปลงจาก Vazquez-Ortiz และ
คณะ, 2005) 

 
การเตรียมสารเคมี 

การเตรียม 6 M HCl  ตวงกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 37% ปริมาตร 49.69 มิลลิลิตร จากนั้น
ปรับปริมาตรด้วยน้ ากล่ันในขวดปรับปริมาตร (Volumetric Flask) ขนาด 100  มิลลิลิตร 

การเตรียม 1 M HCl  ตวงกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 37% ปริมาตร 8.28 มิลลิลิตร จากนั้น
ปรับปริมาตรด้วยน้ ากล่ันในขวดปรับปริมาตร (Volumetric Flask) ขนาด 100  มิลลิลิตร 

การเตรียม 1 M NaOH  ปริมาตร 100 มิลลิลิตร โดยช่ัง NaOH หนัก 4.00 กรัม ลงในบีก
เกอร์ เติมน้ า ละลายสารลงในบีกเกอร์ขนาด 100 มิลลิลิตร กวนจนสารละลายหมด จากนั้นปรับ
ปริมาตรด้วยน้ ากล่ันในขวดปรับปริมาตร (Volumetric Flask) ขนาด 100  มิลลิลิตร 
 
การเตรียมสัดส่วนของเฟสเลื่อนที ่
 การเตรียม 0.053 M Sodium dihydrogen phosphate (NaH2PO4-H2O) pH 7.8 ปริมาตร 
1  ลิตร โดยช่ัง NaH2PO4-H2O หนัก 7.3135 กรัม ลงในบีกเกอร์  เติมน้ ากล่ัน ละลายสารลงในบีก
เกอร์ขนาด 1,000 มิลลิลิตร และเติมน้ ากล่ันเพิ่มลงให้ได้ประมาณ 800 มิลลิลิตร ปรับ pH ให้ได้ 7.8  
ด้วย 4 M Potassium hydroxide (KOH) จากนั้นเทสารละลายท่ีได้ลงในขวดปรับปริมาตรขนาด 
1,000 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรด้วยน้ ากล่ัน 
 การเตรียม 4 M Potassium hydroxide (KOH) 250 มิลลิลิตร โดยช่ัง KOH หนัก 56.1056 
กรัม ลงในบีกเกอร์ขนาด 250 มิลลิลิตร กวนจนสารละลายหมด จากนั้นปรับปริมาตรด้วยน้ ากล่ันใน
ขวดปรับปริมาตร (Volumetric Flask) ขนาด 250  มิลลิลิตร  

เฟสเคล่ือนท่ีแบบ Gradient เฟสเคล่ือนท่ี A : potassium dihydrogen phosphate   
pH 7.8 

เฟสเคล่ือนท่ี B : MeOH : ACN : น้ ากล่ัน ในอัตราส่วน 45 : 40 : 15 (v/v/v)  
จากนั้นกรองโมบายเฟสด้วย Nylon filter membranes ขนาด 47 มิลลิลิตร 0.22 µm 
 

การเตรียมสารท าอนุพันธ์  (เก็บท่ี 4 oC) 
 การเตรียม 0.4 M Borate buffer pH 10.4 ประกอบด้วย  Boric acid 2.47 กรัม ลงในบีก
เกอร์ขนาด 100 มิลลิลิตร เติมน้ ากล่ัน 80 มิลลิลิตร กวนจนสารละลายหมด ปรับ pH ให้ได้ 9.3 ด้วย 
4 M Potassium hydroxide (KOH) แล้วถ่ายสารละลายท่ีได้ลงในขวดปรับปริมาตร (Volumetric 
flask) ขนาด 100 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรให้ได้ด้วยน้ ากล่ัน 
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 การเตรียม 0.2% 4–chloro-7-nitrobenzofurazan (NBD-Cl) ในเมทานอล โดยช่ัง NBD-
Cl 0.02 กรัม ลงในขวดปรับปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร เติมเมทานอล (HPLC grade) ปรับปริมาตร
ให้ได้ 10 มิลลิลิตร   
 
การเตรียมสารละลายคอลลาเจน 

การเตรียมสารมาตรฐาน 4-ไฮดรอกซีโพรลีน ช่ังสารมาตรฐาน 4-Hydroxyproline ด้วย
เครื่องช่ังละเอียดทศนิยม 4 ต าแหน่ง จ านวน 0.1000±0.0005 กรัม ละลายและปรับปริมาตรในขวด
ปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร ด้วยน้ ากล่ัน (Distilled Water) (pH 7.0) ให้ได้ความเข้มข้น 1,000 
mg/L                             

การเตรียมสารมาตรฐาน โดยการปิเปตสารละลาย Stock solution ปริมาตร 50 100 200 
500 800  และ 1,000 ไมโครลิตร ลงในขวดปรับปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร แต่ละขวดปรับปริมาตร
ด้วยน้ ากล่ัน จะได้สารมาตรฐาน 4-ไฮดรอกซีโพรลีน ความเข้มข้น 5 10 20 50 80 และ 100 mg/L 
ตามล าดับ  
 
การเตรียมตัวอย่าง 
 ช่ังตัวอย่างประมาณ 5.0000±0.0010 กรัม ด้วยเครื่องช่ังละเอียด 4 ต าแหน่ง ใส่ในขวดสีชา
ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ท่ีมีฝาปิด เพื่อป้องกันการสัมผัสกับอากาศ จากนั้นเติม 6 M HCl 5 มิลลิลิตร 
เขย่าเบาๆ ให้เข้ากันด้วย Vortex mixer เป็นเวลา 10 วินาที แล้วน าไปย่อยด้วย Autoclave ท่ี
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที แสดงอุณหภูมิและเวลาท่ีใช้ในการย่อยตัวอย่าง ดัง
ภาพท่ี 69 ท้ิงไว้ให้เย็นท่ีอุณหภูมิห้อง น าสารละลายตัวอย่างท่ีผ่านการย่อย มาระเหยตัวท าละลาย 
ด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 rpm เป็นเวลา 10 นาที 
จนสารละลายแห้งสนิท น าสารละลายท่ีแห้งแล้วมาปรับปริมาตรด้วยน้ ากล่ัน 5 มิลลิลิตร ด้วยขวด
ปรับปริมาตร 5 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน และกรองสารละลายด้วย Nylon Syringe Filter ขนาด 13 
มิลลิลิตร 0.22 ไมโครเมตร (µm) เก็บส่วนใสของตัวอย่างไว้ เพื่อใช้ในการวิเคราะห์ต่อไป 
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ภาพท่ี 69 อุณหภูมิและเวลาท่ีใช้ในการย่อยตัวอย่างด้วยเครื่อง Autoclave 
 
การท าอนุพันธ์ตัวอย่าง 

น าสารละลายส่วนใสจากข้างต้น ปิเปตสารละลาย 1,250 ไมโครลิตร จากนั้นเจือจางให้เป็น 
5 มิลลิลิตร ด้วย 0.4 M Borate buffer pH 10.4 จากนั้น ปิเปต 250 ไมโครลิตร ของสารละลาย
ตัวอย่าง ผสมกับ 250 ไมโครลิตร ของ 0.2% 4–chloro-7-nitrobenzofurazan (NBD-Cl) ผสมให้
เข้ากัน น าไปให้ความร้อนท่ี 60±1 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นหยุดปฏิกิริยา โดยเติม 50 
ไมโครลิตร 1 M HCl จากนั้นท าให้เย็นทันทีท่ี 0±1 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที กรองสารละลาย
ด้วย Nylon Syringe Filter ขนาด 13 มิลลิลิตร 0.22 ไมโครเมตร แล้วน าสารละลายปริมาตร 10 
ไมโครลิตร มาวิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC ตามสภาวะดังตารางท่ี 26 
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ตารางท่ี 26 สภาวะส าหรับการวิเคราะห์หาปริมาณคอลลาเจนด้วย HPLC 
ตัวแปร สภาวะท่ีเหมาะสม 
คอลัมน์ คอลัมน์ Luna C18 (2) 100 อังสตรอม ขนาด 250x4.6 

มิลลิเมตร (column, Phenomenex, Torrance, USA) 
ความยาวคล่ืนท่ีให้พลังงานกับสาร      
ความยาวคล่ืนท่ีสารดูดกลืน 
ประเภทของเครื่องตรวจวัด 

465  นาโนเมตร  
535 นาโนเมตร 
fluorescence detector 

อุณหภูมิท่ีทดสอบ 30 องศาเซลเซียส 
ปริมาตรของสารท่ีฉีดเข้าเครื่อง 10 ไมโครลิตร (µl) 
อัตราการไหล 0.8 มิลลิลิตรต่อนาที (ml/min) 
ระยะเวลาในการฉีด 65 นาที (min) 
สัดส่วนของเฟสเคล่ือนท่ี 
 

เฟสเคล่ือนท่ี A : โพแทสเซียม ไดไฮโดรเจนฟอสเฟต pH 7.8 
เฟสเคล่ือนท่ี B : เมทานอลต่ออะซีโตไนไตรล์ต่อน้ ากล่ัน ใน
อัตราส่วน 45 : 40 : 15 (v/v/v) 

 
การตรวจสอบความแม่นย าของวิธีวิเคราะห์ 

การพิสูจน์ช่วงของการวัด (Working Range) และ ความเป็นเส้นตรง (Linearity) โดยเตรียม
สารละลายมาตรฐานความเข้มข้นอย่างน้อย 6 ระดับ ความเข้มข้นละ 3 ซ้ า น าไปวิเคราะห์แบบ pre-
column HPLC และวัดสัญญาณหรือ พื้น ท่ีใต้กราฟ (peak area)  ด้วยเครื่องตรวจวัดแบบ 
Fluorescent detector จากนั้นหาความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงระหว่างพื้นท่ีใต้กราฟ (แกน y) และ
ความเข้มข้น (แกน x) สร้างกราฟมาตรฐาน แสดงดังภาพท่ี 70 

ประเมินความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน โดยการค านวณหาค่าสัมประสิทธ์สหสัมพันธ์ 
(Correlation coefficient, r) ซึ่งค่าท่ีได้ควรเข้าใกล้ 1 และ ภาพท่ี 71 แสดงโครมาโตแกรมผลการ
วิเคราะห์ 4-ไฮดรอกซีโพรลีน โดยใช้ NBD-Cl  และการเตรียมอนุพันธ์ ในตัวอย่างเครื่องด่ืมในภาชนะ
บรรจุปิดสนิทท่ีผสมคอลลาเจน 

ตารางท่ี 27 แสดงความเข้มข้นของสารมาตรฐานท่ีช่วงความเข้มข้น 5 10 20 50 80 และ 
100 mg/L ตามล าดับ น ามาวิเคราะห์หาปริมาณ โดยเทียบระยะเวลาท่ีพบสาร (Retention time) 
เดียวกัน เพื่อยืนยันว่าเป็นสารชนิดเดียวกัน โดยท าการวิเคราะห์ความเข้มข้นละ 2 ซ้ า ซึ่งแสดงให้เห็น
ว่าพื้นท่ีใต้กราฟ (Peak area) ของสารมาตรฐานแต่ละความเข้มข้นมีความเท่ียงท่ีอยู่ในเกณฑ์การ
ยอมรับ 
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ตารางท่ี 27 พื้นท่ีใต้กราฟของสารมาตรฐาน 4-ไฮดรอกซีโพรลีน ท่ีความเข้มข้นต่างๆ 

ความเข้มข้นสาร
มาตรฐาน (mg/L) 

พื้นท่ีใต้กราฟ (Peak Area) 
SD %RSD 

ครั้งท่ี 1 ครั้งท่ี 2 ค่าเฉล่ีย 

5 5.811 4.809 5.310 0.709 13.345 
10 8.539 10.284 9.411 1.234 13.107 
20 19.160 19.374 19.267 0.151 0.786 
50 52.865 51.069 51.967 1.270 2.443 
80 80.357 78.030 79.194 1.646 2.078 
100 97.017 102.686 99.852 4.008 4.014 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 70 กราฟมาตรฐานสาร 4-ไฮดรอกซีโพรลีน 
 

จากสมการเส้นตรง y = 296,056X-212,892 พบว่าค่าสัมประสิทธ์สหสัมพันธ์ (Correlation 
coefficient, r) มีค่าเท่ากับ 0.9993 ซึ่งมีค่ามากกว่าเกณฑ์การยอมรับคือ 0.995 ดังนั้นช่วงของการ
วิเคราะห์ (Working Range) ท่ีมีความเป็นเส้นตรง (Linearity) ในช่วงของการใช้งานสารมาตรฐาน     
5-100 mg/L 

 
 

y = 296,056.0024x - 212,892.9382
R² = 0.9993
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พิสูจน์ความแม่น (Accuracy)  โดยคัดเลือกตัวอย่างเครื่องด่ืมในภาชนะบรรจุปิดสนิท มา
วิเคราะห์หาปริมาณคอลลาเจน (C2 : unspiked sample)  เติมสารมาตรฐาน 4-ไฮดรอกซีโพรลีน ท่ี
ทราบความเข้มข้น 20, 50 และ 80 mg/L (C3)  วิเคราะห์หาปริมาณคลอลาเจน ความเข้มข้นละ 3 
ซ้ า (C1 : spiked sample) แล้วค านวณค่าเฉล่ียโดยน า % Recovery ท่ีได้มาเปรียบเทียบกับเกณฑ์
การยอมรับของตามมาตรฐาน AOAC (1993) ค านวณ % Recovery  ดังนี้ 

 

% Recovery =
(C1 − C2)

C3
× 100 

 
พบว่าหลังจากท่ีเติมสารละลายมาตรฐาน 4-ไฮดรอกซีโพรลีน ท่ีระดับความเข้มข้น 20, 50 

และ 80 (ต่ า กลาง และสูง) ลงในตัวอย่างท่ีเป็นเครื่องด่ืมในภาชนะบรรจุปิดสนิท และน ามาวิเคราะห์
หาเปอร์เซ็นต์การคืนกลับ (% Recovery) พบว่าท่ีระดับความเข้มข้นของสารมาตรฐาน 4-ไฮดรอกซี
โพรลีน 20 mg/L, 50 mg/L และ 80 mg/L พบ % Recovery เฉล่ียเท่ากับ 87.49  85.06 และ 
90.67 ตามล าดับ  ซึ่งอยู่ในช่วงเกณฑ์การยอมรับ  คือ 80-110% ท่ีระดับของสารท่ีสนใจไม่เกิน 100 
mg/L จึงสามารถสรุปได้ว่าวิธีการวิเคราะห์นี้มีความแม่นย าในช่วงของการใช้งานสารมาตรฐาน 5-100 
mg/L  
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ภาพท่ี 71 โครมาโตแกรมผลการวิเคราะห์ 4-ไฮดรอกซีโพรลีน โดยใช้ NBD-Cl  ในการเตรียมอนุพนัธ์  

ในตัวอย่างผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้เสริมคอลลาเจน 
 

 
 
 

4-ไฮดรอกซีโพรลีน 

NBD-Cl 



 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ค
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ตรวจสอบความแม่นย าของสมการเทียบมาตรฐาน 
 

เมื่อท าการตรวจสอบความแม่นย าของสมการท านายตามมาตรฐาน ISO 12099 ได้แก่ การ
ตรวจสอบ Bias SEP และ Slope โดยตรวจสอบค่าความผิดพลาดเฉล่ียในการท านาย (bias) โดยการ
เปรียบเทียบค่าทางเคมีหรือค่าท่ีวิเคราะห์ได้จากวิธีมาตรฐานกับค่าท่ีท านายได้จากสมการท านายด้วย
การทดสอบ pair t-test ตามสูตรท่ีแสดงไว้ในภาคผนวก ก  โดยค่า bias ท่ีได้ต้องมีค่าน้อยกว่า Tb 
ซึ่งหมายถึงค่าท่ีท านายได้จากสมการท านายไม่แตกต่างจากค่าทางเคมีอย่างมีนัยส าคัญ ท่ีระดับความ
เช่ือมั่น 95% หรือ P น้อยกว่าหรือเท่ากับ 0.05 พิจารณาค่าความผิดพลาดมาตรฐานในการท านาย
ของกลุ่มตัวอย่างทวนสอบสมการ (SEP) ซึ่งการตรวจสอบค่า unexplained error confidence 
limits (UECLs, TUE) ค านวณได้จาก F-test โดยค่า SEP ท่ีไ ด้ควรมี ค่าน้อยกว่าค่า TUE และ
ตรวจสอบค่าความชัน (slope) ของกราฟการกระจาย ตามสูตรในภาคผนวก ก พิจารณาค่า tobs โดย 
ค่า tobs ท่ีได้ต้องน้อยกว่าค่า t-value โดยค่าความชันท่ีดีท่ีสุดควรมีค่าเท่ากับ 1 เพื่อให้ได้สมการท่ีมี
ความแม่นย าต่อการน าไปใช้วิเคราะห์ได้ดีท่ีสุด ดังตารางท่ี 28 
 
ตารางท่ี 28 การตรวจสอบความแม่นย าของสมการเทียบมาตรฐานผลิตภัณฑ์น้ าผลไม้เสริมคอลลาเจน 

สมการ bias checking SEP checking Slope checking 
ความสามารถใน
การน าไปใช้จริง 

114 ตัวอย่าง √ √ √ √ 

109 ตัวอย่าง √ √ √ √ 

ช่วงความเข้มข้นต่ า √ √ √ √ 

ช่วงความเข้มข้นสูง √ √ √ √ 
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ภาพท่ี 72 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณคอลลาเจนท่ีวัดได้จริงกับปริมาณคอลลาเจนท่ี 
ท านายได้ท่ีช่วงความเข้มข้นต่ า 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 73 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณคอลลาเจนท่ีวัดได้จริงกับปริมาณคอลลาเจนท่ี 

ท านายได้ท่ีช่วงความเข้มข้นสูง 
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ปริมาณคอลลาเจนท่ีวิเคราะห์ด้วยวิธี HPLC (มิลลิกรัมต่อลิตร) 
 

R2 = 0.780 
RMSEP = 898 mg/L 
Bias = -96 mg/L 
RPD = 2.14 
 
 

R2 = 0.309 
RMSEP = 11,700 mg/L 
Bias = 193 mg/L 
RPD = 1.20 
 
 

ปริมาณคอลลาเจนท่ีวิเคราะห์ด้วยวิธี HPLC (มิลลิกรัมต่อลิตร) 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาคผนวก ง
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ขั นตอนการสร้างสมการเทียบมาตรฐานด้วยวิธี MLR 
 

1. เรียงข้อมูลค่าการดูดกลืนแสงให้อยู่ในไฟล์ excel เดียวกัน จากนั้น save ไฟล์เป็น excel 
2003  

2. เปิดโปรแกรม The Unscrambler (Camo, Oslo, Norway) โหลดไฟล์ excel โดยเลือกท่ี 
flie             import              excel ดังภาพ 

 

 
 

3. จากนั้นจะขึ้นหน้าต่างเหมือนดังภาพท่ี แล้วกด ok 
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4. เมื่อกด ok แล้ว จะแสดงเป็นหน้าต่างดังภาพ โดยจะแสดงเป็นค่าปริมาณคอลลาเจนท่ีแต่ละ
เลขคล่ืน (แกนนอน) และค่าการดูดกลืนแสง (แกนต้ัง) 
 

 
 
 

5. กลับแกน โดยไปท่ี modify              transform             transpose   เพื่อสลับแกน
นอนและแกนต้ัง 

 

 
 

ค่าปริมาณคอลลาเจน 

ค่าการดูดกลืนแสง 
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6. หน้าต่างท่ีกลับแกนเรียบร้อยแล้วแสดงดังภาพ เพื่อท่ีจะกรอกค่าทางเคมี 
 

 
 
 

7. โดยข้ันตอนนี้จะท าการกรอกค่าทางเคมีในคอลัมน์สุดท้าย โดยจะคล๊ิกขวาท่ีคอลัมน์สุดท้าย
และเลือก Insert Variable 
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8. จะได้ตารางดังภาพ จากนั้นท าการกรอกข้อมูลทางเคมีได้ทัน 
 

 
 
 

9. เมื่อมีค่าการดูดกลืนแสงและค่าทางเคมีแล้ว จะสร้างสมการเทียบมาตรฐาน โดยไปท่ี Task 
และเลือก Regression 
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10. แสดงหน้าต่างดังภาพ จากนั้น กดเลือกการสร้างสมการแบบ MLR จากนั้นจะก าหนดค่า       
X-valiables และ Y-valiables โดย X-valiables จะเป็น ค่าการดูดกลืนแสง  และ Y- 
valiables เป็นค่าทางเคมี 
 

 
 
 

11. ก าหนดค่า X-valiables และ Y-valiables โดยกดท่ี Define จะแสดงหน้าต่างดังภาพ 
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12. จากนั้นกด Add เพื่อกรอกข้อมูล X-valiables และ Y-valiables โดยจะกรอกค่าท่ีช่อง 
Interval โดยในการเลือกค่า X- valiables จะต้องท าการคัดเลือกความยาวคล่ืนท่ีมี
ความสัมพันธ์กับตัวแปรตามท่ีจะท านาย โดยพิจารณาเลขคล่ืนส าคัญจากกราฟสัมประสิทธิ์
การถดถอยร่วมกับเลขคล่ืนอ้างอิงจากหนัง สือหรือเปรียบเทียบกับสเปกตรัมของ
องค์ประกอบท่ีต้องการศึกษาท่ีเป็นสารบริสุทธิ์  เมื่อกรอกค่าดังกล่าวเรียบร้อยแล้วกด ok  
จากนั้นจะกรอกค่า Y- valiables (ค่าทางเคมี) โดยท าเหมือนข้อ 11 
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13. เมื่อกรอกข้อมูล X-valiables และ Y-valiables แล้วจะเลือก Validation method โดยใน
การศึกษานี้เลือกใช้ Full-cross validation จากนั้น กด ok 

 
 

14. เมื่อกด ok แล้วจะแสดงหน้าต่างดังภาพ จากนั้นกด view 
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15. แสดงหน้าต่างดังภาพ โดยจะแสดงเป็นสมการและ regression coefficient 
 

 
 
 

16. จากนั้นเลขคล่ืนจะถูกตัดออกอย่างเป็นระบบ ด้วยการก าจัดเลขคล่ืนท่ีมีความส าคัญน้อยท่ีสุด
ออกด้วยวิธี forward-backward elimination ซึ่งเป็นการก าจัดเลขคล่ืนออกอย่างเป็น
ขั้นตอนจนกว่าจะเหลือจ านวนเลขคล่ืนน้อยท่ีสุดและเพียงพอท่ีจะท านายปริมาณคอลลาเจน
ได้ โดยไปท่ี Plot เลือก Analysis of variance  
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17. แสดงหน้าต่างดังภาพ จากนั้นกด ok 
 

 
 
 

18. แสดงตาราง ANOVA จากนั้นเลือกเลขคล่ืนท่ีมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติท่ี
ระดับความเช่ือมั่น 95% ออก (p>0.05) จนเหลือเลขคล่ืนท่ีมีอิทธิพลสูงสุดในการสร้าง
สมการ 
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19. จากนั้นน าเลขคล่ืนท่ีเหลือ ไป RUN ตามข้อ 13 จนกว่าจะเหลือเลขคล่ืนท่ีไม่มีความแตกต่าง
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% (p≤0.05) สามารถดุค่าทางสถิติของกลุ่ม 
Calibration และ Validation ได้โดย คล๊ิกขวา กด View และไปท่ี source ดังภาพ 
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