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บทคัดย่อ 
 

ท าการพัฒนาและทดสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบหาปริมาณเคอร์คูมิน (curcumin) ใน
ตัวอย่างขมิ้นชันผงด้วยเทคนิค high-performance thin-layer chromatography (HPTLC) โดยใช้ 
HPTLC plate silica gel 60 ใช้สารละลายเฟสเคลื่อนที่คือ toluene: dichloromethane: ethanol: 
acetic acid (39: 59: 2: 2, v/v/v/v) ค่าการตรวจวัดที่ 420 nm พบว่า มีความเป็นเส้นตรงที่ระดับ
ความเข้มข้น 50 -150 µg/mL ได้ค่า correlation coefficient (r)  เท่ากับ 0.9993 การทดสอบความ
แม่น มีร้อยละการคืนกลับอยู่ในช่วง 99.10 – 101.47 การทดสอบความเที่ยง (repeatability) อยู่
ในช่วง 0.17 – 0.59 และ intermediate precision เท่ากับ 0.48 %RSD มีระดับต่ าสุดที่สามารถวัด
ปริมาณ curcumin ได้ในตัวอย่าง (LOQ) เท่ากับ 50 µg/mL และสามารถแยก curcumin ออกจาก 
bisdemethoxycurcumin และ demethoxycurcumin ได้ ดังนั้นจากผลการทดสอบความใช้ได้
ของวิ ธี อยู่ ใน เกณฑ์การยอมรับ  สามารถน า ไปทดสอบหาปริมาณสารส าคัญ curcumin  
ในตัวอย่างขม้ินชันผงได้ 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ค าส าคญั : ขมิ้นชันผง เคอร์คูมิน ทดสอบความใช้ได้ของวิธี HPTLC  
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Abstract 
 

 The development and validation of the high-performance thin-layer 
chromatography (HPTLC) method for the curcumin assay in samples of turmeric 
powder (Curcuma longa L.) were completed. An HPTLC plate with silica gel 60 as the 
stationary phase was used in the procedure. Toluene, dichloromethane, ethanol, and 
acetic acid (39: 59: 2: 2, v/v/v/v) made up the solvent system. The extracted 
chromatogram had a wavelength of 420 nm. The linearity was examined with a 
correlation coefficient (r) of 0.9993 at concentrations between 50 and 150 µg/mL. The 
accuracy ranged from 99.10 to 101.47 % in terms of recovery percentage. The accuracy 
(repeatability) ranged from 0.17 to 0.59 over the course of three days, and the 
intermediate precision was 0.48 %RSD. The sample's curcumin has a limit of 
quantification (LOQ) of 50 µg/mL. Demethoxycurcumin and bisdemethoxycurcumin 
were able to be distinguished from curcumin. The outcome of the approach validation 
was satisfactory. Therefore, the quantification of curcumin in the turmeric powder 
sample can be performed using this validation approach. 
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บทน า 
 

กรมปศุสัตว์โดยคณะกรรมการส่งเสริมและการขับเคลื่อนการน าสมุนไพรไทยกัญชาและ  
กัญชง มาใช้ในการเลี้ยงปศุสัตว์และสัตว์เลี้ยง ผลักดันให้มีการใช้สมุนไพรไทยในการเลี้ยงสัตว์ ส านัก
ตรวจสอบคุณภาพสินค้าปศุสัตว์ จึงเตรียมความพร้อมห้องปฏิบัติการด้านสมุนไพร โดยศึกษา
คุณสมบัติของสมุนไพร เช่น การพิสูจน์เอกลักษณ์ การตรวจสอบคุณภาพเชิงปริมาณ เพ่ือเป็นการเพ่ิม
ศักยภาพขั้นพ้ืนฐานและเตรียมความพร้อมในการแยกและผลิตสารส าคัญจากสมุนไพรส าหรับความ
ร่วมมือกับหน่วยงานอื่นภายในกรมปศุสัตว์ต่อไปในอนาคต 

ขมิ้นชัน (CurcumaLonga L.) เป็นสมุนไพรที่ได้รับการบรรจุอยู่ในบัญชียาหลักแห่งชาติ  
ในส่วนของบัญชียาจากสมุนไพร ปรับปรุงล่าสุด เรื่องบัญชียาหลักแห่งชาติ (ฉบับที่ 2) พ .ศ. 2555  
(ยาพัฒนาจากสมุนไพร ยารักษากลุ่มอาการของระบบทางเดินอาหาร) ซึ่งมีสรรพคุณทางยาอยู่ในกลุ่ม
ยาขับลม บรรเทาอาการท้องอืด ท้องเฟ้อ โดยมีสารส าคัญที่ใช้ในการรักษาเช่น เคอร์คูมิน (curcumin) 
บิ ส ดิ เ ม ท็ อ ก ซี เ ค อ ร์ คู มิ น  (bisdemethoxycurcumin) แ ล ะ  ดิ เ ม ท็ อ ก ซี เ ค อ ร์ คู มิ น 
(demethoxycurcumin)  จึงเป็นพืชสมุนไพรที่มีความส าคัญ สามารถใช้ได้ทั้งในมนุษย์และสัตว์  
เหมาะกับการใช้เป็นต้นแบบในการศึกษาและพัฒนาวิธีทดสอบในห้องปฏิบัติการ  

Thai Herbal pharmacopoeia (2016) ได้ศึกษาวิธีวิ เคราะห์หาสารส าคัญ curcumin  
ในสมุนไพรขม้ินชัน (KHAMIN CHAN) โดยการพิสูจน์เอกลักษณ์ (identification) ด้วยวิธี Thin layer 
chromatography 

Paramasivam et al. (2009) ได้ท าการทดสอบวิธีวิเคราะห์หาปริมาณยา curcuminoids 
ในเหง้าขมิ้นชัน โดยสารที่มีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาประกอบด้วย curcumin, demethoxycurcumin 
และ bisdemethoxycurcumin การเตรียมตัวอย่างท าโดยน าเหง้ามาสกัดด้วย soxhlet extraction 
ก่อนน าไปแยกสารด้วย column chromatography พิสูจน์เอกลักษณ์ด้วย spectroscopy และหา
ความบริสุทธิ์ด้วยเทคนิค high-performance thin layer chromatography ศึกษาการแยกด้วย 
mobile phase 5 ชนิด  พบว่ า  mobile phase ที่ สามารถแยก curcuminoids ได้ดีที่ สุ ดคื อ 
chloroform : methanol (48 : 2, v/v) scanning wavelength 425 nm 

Kharat et al. (2017) ได้ท าการพัฒนาวิธีและทดสอบความใช้ได้ของวิธีของสาร curcumin 
และ galangin ในยาสมุนไพร ด้วยเทคนิค HPTLC โดยน าตัวอย่างที่เป็น capsules มาสกัดด้วย 
methanol และพ่นลง TLC aluminium plate silica gel 60 F254 ขนาด 20 × 10 cm ใช้ mobile 
phase เป็น n-hexane : ethyl acetate : acetic acid : methanol (7:2:0.5:0.5 v/v/v/v) ซึ่งท า
ให้อ่ิมตัวล่วงหน้าใน chamber เป็นเวลา 30 นาที scanning ที่ 404 nm  และทดสอบความใช้ได้ของ
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วิธี ตาม ICH guideline โดย range ของ curcumin และ galangin อยู่ในช่วง 80 – 450 ng และ 
200 – 1200 ng ตามล าดับ ค่า r2 ≥ 0.9998 และ LOD ของ curcumin และ galangin เป็น 18.31 
และ 40.50 ng ตามล าดับ 

สุนันท์ และคณะ (2562) ได้ศึกษาและพัฒนาวิธีพิสูจน์เอกลักษณ์สารส าคัญ curcumin ในผง
ขม้ินชัน โดยดัดแปลงวิธีจาก Thai Herbal Pharmacopoeia (2016) ขม้ินชัน (Curcuma Longa L.) 
โดยเปลี่ยนชนิด TLC plate ชนิด silica gel G เป็น silica gel 60 เปลี่ยนขนาด TLC plate จาก 10 
x 20 เ ซนติ เมตร  เป็ นขนาด  10 x 10 เ ซนติ เมตร  เปลี่ ยน  mobile phase เป็ น  toluene: 
dichloromethane: ethanol (39:59:2 v/v/v) และไม่ใช้สารเคมีในการ derivatization พบว่า  
ค่า Rf ที่ได้จากพัฒนาแตกต่างกันไม่เกิน 0.01 และได้มีการยืนยันชนิดสารด้วย LC-MS ion trap 

วิธีที่พัฒนาขึ้นสามารถตรวจพบสารส าคัญ curcumin ในตัวอย่างขม้ินชันผง จึงน าวิธีที่พัฒนา
ดังกล่าวมาศึกษาต่อในการหาปริมาณส าคัญ curcumin และทดสอบความใช้ได้ของวิธีต่อไป 

 
 

 
 

 

 

 

 

รูปที่ 1. curcumin  
 

รูปที่ 2 bisdemethoxycurcumin  
 

รูปที่ 3 demethoxycurcumin  
 

1. วัตถุประสงค์ 
เพ่ือพัฒนาและพิสูจน์ความใช้ได้ของวิธีทดสอบ curcumin ในตัวอย่างขมิ้นชันผงด้วยเทคนิค 
High performance thin layer chromatography (HPTLC) 

2. ขอบข่าย 
ใช้ส าหรับหาปริมาณสารส าคัญ curcumin ในตัวอย่างขม้ินชันผงด้วย เทคนิค HPTLC   

3. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
ได้วิธีทดสอบที่สามารถทดสอบและหาปริมาณสารส าคัญ curcumin ในตัวอย่างขม้ินชันผงได ้

4. วิธีด าเนินการ 
4.1 เครื่องมือและอุปกรณ์  

4.1.1 เครื่องชั่งน้ าหนักไฟฟ้าทศนิยม 5 ต าแหน่ง ยี่ห้อ Mettler Toledo รุ่น XP205DR 
4.1.2 ชุดวิเคราะห์ชนิดและปริมาณสารโดยหลักการ HPTLC พร้อมอุปกรณ์ ยี่ห้อ 

CAMAG รุ่น AUTOMATIC TLC SAMPLER4 
4.1.3 เครื่องตรวจวัดปริมาณ ยี่ห้อ CAMAG รุ่น TLC scanner3 
4.1.4 เครื่องถ่ายภาพพร้อมเก็บข้อมูลบนแผ่น TLC/HPTLC ยี่ห้อ CAMAG รุ่น TLC 

Visualizer 
4.1.5 TLC developing chamber  
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4.1.6 เครื่องลดอนุภาคด้วยระบบคลื่นเสียงความถ่ีสูง ยี่ห้อ Crest รุ่น 575DAE 
4.1.7 เครื่องปั่นเหวี่ยงแยกสารละลายชนิดควบคุมอุณหภูมิแบบตั้งพ้ืน ยี่ห้อ Sorvall   

รุ่น LYNX4000 
4.1.8 เครื่องเขย่าสารละลายตัวอย่าง ยี่ห้อ Stuart Scientific รุ่น 32BL79 
4.1.9 Fume Hood ยี่ห้อ NewLab รุ่น 252N 
4.1.10 เครื่อง Hot plate magnetic stirrer 
4.1.11 Vortex mixer 

4.2 วัสดุวิทยาศาสตร์ 
4.2.1 Acetonitrile, AR grade 
4.2.2 Ammonia solution, AR grade 
4.2.3 Dichloromethane, AR grade 
4.2.4 Ethanol, AR grade 
4.2.5 Formic acid, AR grade 
4.2.6 Glacial acetic acid, HPLC grade 
4.2.7 Methanol, AR grade  
4.2.8 Toluene, AR grade 
4.2.9 Amber glass vial ขนาด 16 mL 
4.2.10 Beaker แก้ว ขนาด 50 และ 100 mL  
4.2.11 Cylinder ขนาด 10, 25, 50 และ 100 mL 
4.2.12 Centrifuge tube ขนาด 50 mL 
4.2.13 Disposable syringe ชนิดไม่มีหัวเข็ม ขนาด 1 mL 
4.2.14 HPTLC plate silica gel 60 ขนาด 10 x 10 cm 
4.2.15 HPTLC plate silica gel 60 ขนาด 10 x 20 cm 
4.2.16 HPTLC amber vial พร้อมฝา ขนาด 2  mL 
4.2.17 Syringe membrane filter, PTFE, 13 mm 0.45 µm 
4.2.18 TLC plate silica gel 60 ขนาด 10 x 10 cm 
4.2.19 Syringe membrane filter, nylon, 13 mm 0.45 µm 
4.2.20 Volumetric flask ขนาด 10, 25, 50 และ 100 mL class A 
4.2.21 กระดาษชั่งสาร  
4.2.22 กรวยกรอง 
4.2.23 ขวดใส่สารละลาย ขนาด 100, 250 และ 500 mL 

4.3 สารมาตรฐานและตัวอย่าง 
4.3.1 สารมาตรฐาน curcumin purity, 97.6 % ยี่ห้อ HPC  
4.3.2 สารมาตรฐาน bisdemethoxycurcumin, purity 100 % ยี่ห้อ USP 
4.3.3 สารมาตรฐาน demethoxycurcumin purity, 100 % ยี่ห้อ USP 
4.3.4 ตัวอย่างขม้ินชันผงจากท้องตลาด 
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4.4 การพัฒนาวิธีทดสอบหาปริมาณสารส าคัญ curcumin  
4.4.1 การเตรียม stock สารมาตรฐาน curcumin ที่ความเข้มข้น 1 mg/mL โดยชั่งสาร

มาตรฐาน curcumin ลงใน volumetric flask  ละลายและปรับปริมาตรด้วย 
methanol 

4.4.2 การเตรียม working standard solution ที่ความเข้มข้น 100 µg/mL โดยปิเปต 
1  mL ของ  stock ส า รม าต ร ฐ าน  curcumin คว าม เ ข้ ม ข้ น  1  mg/mL   
ลงใน volumetric flask ขนาด 10 mL ปรับปริมาตรด้วย methanol  

4.4.3 การเตรียมตัวอย่างโดย ชั่งตัวอย่าง 1 g (บันทึกน้ าหนักจริง) ลง centrifuge tube
ขนาด 50 mL เติม methanol ปริมาตร 20 mL น าไปเขย่า 15 นาที แล้ว 
centrifuge 10 นาที ที่ 5,500 rpm, 20 องศาเซลเซียส เก็บส่วนใสที่ได้ น าไป
ระเหยแห้งด้วยเครื่อง TurboVap ที่ 40 องศาเซลเซียส (ท าการสกัดซ้ า 3 รอบ) 
ละลายและปรับปริมาตรด้วย methanol ให้ได้ 50 mL จากนั้นปิเปต 2 mL  
ลง volumetric flask ขนาด 5 mL และปรับปริมาตรด้วย methanol 

4.4.4 ทดสอบหาสารละลายเฟสเคลื่อนที่ที่เหมาะสมส าหรับหาปริมาณ curcumin  
ด้วยเทคนิค HPTLC ตามตารางท่ี 1  

ตารางที ่1 ศึกษา mobile phase ที่เหมาะสม ในการหาปริมาณ curcumin ดัดแปลงจากวิธี  
in-house ปี (2562) 

Parameter In-house method 
plate TLC plate Silica 60 aluminium sheet ขนาด 10 x 10 cm  

Mobile phase Toluene : dichloromethane : ethanol (39:59:2, v/v/v) 
Injection volume 2 µL 
Saturation 10 min 
Solvent front 80 mm 
Visualization 254 nm, 366nm  
Detection Scanner 3, extracted chromatogram at 420 nm 

ตารางที่ 2 ศึกษาความมีข่ัว และความเป็น กรด – เบส ของ mobile phase ที่เหมาะสม ในการหา
ปริมาณ curcumin ดัดแปลงจากวิธี in-house ปี (2562) 

Condition Toluene dichloromethane ethanol NH3 formic acid acetic acid 

1 39 59 2 - - - 

         2 39 59 1 1 - - 

3 39 59 2 - 2 - 

4 39 59 1.5 - 0.5 - 

5 39 59 1 - - 1 

6 39 59 3 - - 1 

7 39 59 2 - - 2 
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4.4.5 ศึกษาหาวิธีการสกัดท่ีเหมาะสมเพ่ือหาร้อยละการคืนกลับของสารส าคัญ 
curcumin ในตัวอย่างขม้ินชันผง  
4.4.5.1 การเตรียม stock สารมาตรฐาน curcumin ที่ความเข้มข้น 5 mg/mL 

โดยชั่งสารมาตรฐาน curcumin ลงใน volumetric flask  ละลายและ
ปรับปริมาตรด้วย acetonitrile  

4.4.5.2 การเตรียมตัวอย่าง 
- Native sample เตรียมโดย ชั่งตัวอย่าง 200 mg (บันทึกน้ าหนักจริง) ลง 
centrifuge tube ขนาด 50 mL เติม methanol ปริมาตร 20 mL น าไป
เขย่า 15 นาที centrifuge 10 นาที ที่ 5,500 rpm, 20 องศาเซลเซียส 
เก็บส่วนใสที่ได้ น าไประเหยแห้งด้วยเครื่อง TurboVap ที่ 40 องศา
เซลเซียส (ท าการสกัดซ้ า 3 รอบ) ละลายและปริมาตรด้วย methanol ให้
ได ้50 mL  

- Spike sample เตรียมโดย ชั่งตัวอย่าง 200 mg (บันทึกน้ าหนักจริง) ลง 
centrifuge tube ขนาด 50 mL ปิเปต stock สารมาตรฐาน curcumin 
ที่ความเข้มข้น 5 mg/mL ปริมาตร 250, 500 และ 750 µL ความเข้มข้น
สุดท้ายเป็น 75, 100 และ 125 mg/mL ทิ้งไว้ให้แห้งอย่างน้อย 1 ชั่วโมง 
จากนั้นเติม methanol ปริมาตร 20 mL น าไปเขย่า 15 นาที แล้ว 
centrifuge 10 นาที ที่ 5,500 rpm, 20 องศาเซลเซียส เก็บส่วนใสที่ได้ 
น าไประเหยแห้งด้วยเครื่อง TurboVap ที่ 40 องศาเซลเซียส (ท าการสกัด
ซ้ า 3 รอบ) ละลายและปริมาตรด้วย methanol ให้ได้ 50 mL 

4.4.5.3 Condition ส าหรับทดสอบสาร curcumin 
           ตารางที ่3 Condition การทดสอบสาร curcumin ตามวิธี in-house  

Parameter In-house method 
plate HPTLC plate Silica 60 ขนาด 10 x 20 cm  

HPTLC plate Silica 60 ขนาด 10 x 10 cm 
Mobile phase Toluene : dichloromethane : ethanol : acetic acid (39:59:2:2, v/v/v/v) 
Injection volume 2 µL 
Saturation 25 min 
Solvent front 80 mm 
Visualization 254 nm, 366nm  
Detection Scanner 3, extracted chromatogram at 420 nm 

 
4.5 การทดสอบความใช้ได้ของวิธี 

ด าเนินการทดสอบความใช้ได้ของวิธีตาม ICH, AOAC 2019 ในหัวข้อ Linear and 
range, accuracy, precision, LOQ, selectivity และ robustness 
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4.5.1 ทดสอบช่วงของการวิเคราะห์ (range) 
  น า stock standard solution จากข้อ 4.4.5.1 เตรียมเป็น calibration 
curve ให้มีความเข้มข้นอยู่ในช่วง 10 – 300 µg /mL (10, 25, 50, 75, 100, 
125 , 150 , 200 , 250 และ 300 µg /mL) เตรียมความเข้มข้นละ 1 ซ้ าๆ  
ละ 2 injection น าค่าพ้ืนที่ใต้พีคของสารมาตรฐานที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วย
เทคนิค HPTLC และความเข้มข้น  ไปสร้างกราฟมาตรฐาน และสมการเส้นตรง หา
ค่า correlation coefficient (r) เกณฑ์การยอมรับ r > 0.99 (AOAC, 2019) 

4.5.2 ทดสอบความเป็นเส้นตรง (linearity)  
โดยเตรียมสารละลายมาตรฐาน curcumin ให้มีความเข้มข้นอยู่ในช่วง  

50 – 150 µg/mL (50, 75, 100, 125 และ 150  µg /mL) เตรียมความเข้มข้น
ละ 2 ซ้ าๆ ละ 2 injection ท าการทดสอบ 3 วัน น าค่าพ้ืนที่ใต้พีคของสาร
มาตรฐานและความเข้มข้นไปสร้างกราฟมาตรฐาน และสมการเส้นตรง  
หาค่า correlation coefficient (r) เกณฑ์การยอมรับ r > 0.99 (AOAC, 2019)  

4.5.3 ทดสอบ accuracy 
 โดยการเติมสารมาตรฐานลงในตัวอย่าง (spike) ให้ตัวอย่างมีความเข้มข้น  
3 ร ะดั บ  ( 7 5 ,  1 00  แล ะ  1 25  µg/mL)  แ ล ะห า ร้ อ ยล ะกา รคื น ก ลั บ  
(%recovery) เกณฑ์การยอมรับ %recovery ของการทดสอบ curcumin ใน
ตัวอย่ างขมิ้นชันผง มีค่ าอยู่ ในช่วง 97-103 % ที่ความเข้มข้น 1 % และ  
%RSD ≤ 1.9 (AOAC, 2019) 
4.5.3.1 การเตรียม calibration curve ตามข้อ 4.5.2  
4.5.3.2 การเตรียม native sample เตรียมโดย ชั่งตัวอย่าง 200 mg (บันทึก

น้ าหนักจริง )  ลง centrifuge tube ขนาด 50 mL เติม methanol 
ปริมาตร 20 mL น าไปเขย่า 15 นาที จากนั้น centrifuge 10 นาที  
ที่ 5,500 rpm, 20 องศาเซลเซียส เก็บส่วนใสที่ได้ น าไประเหยแห้งด้วย
เครื่ อ ง  TurboVap ที่  40 องศา เซล เซี ยส  (ท าการสกัดซ้ า 3 รอบ)  
ละลายและปริมาตรด้วย methanol ให้ได ้50 mL  

4.5.3.3 Spike sample เตรียมโดย ชั่งตัวอย่าง 200 mg (บันทึกน้ าหนักจริง) ลง 
centrifuge tube ขนาด 50 mLปิเปต stock สารมาตรฐาน curcumin 
ที่ความเข้มข้น 5 mg/mL ปริมาตร 250, 500 และ 750 µL ได้ความ
เข้มข้นสุดท้ายเป็น 75, 100 และ 125 mg/mL ทิ้งไว้ให้แห้งอย่างน้อย  
1 ชั่วโมง จากนั้นเติม methanol ปริมาตร 20 mL น าไปเขย่า 15 นาที 
จากนั้น centrifuge 10 นาที ที่ 5,500 rpm, 20 องศาเซลเซียส เก็บส่วน
ใสที่ได้ น าไประเหยแห้งด้วยเครื่อง TurboVap ที่ 40 องศาเซลเซียส  
( ท า กา รสกั ดซ้ า  3 รอบ )  ละลายและปริ ม าตรด้ ว ย  methanol  
ให้ได ้50 mL 
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ตารางท ี4 การเตรียม standard addition 
 
 
 

 
4.5.4 ทดสอบ precision (repeatability และ intermediate precision)  

 หาค่าความเข้มข้นที่แท้จริงของสาร curcumin ในตัวอย่างขมิ้นชันผงปริมาณ 
400 mg โดยเตรียมจ านวน 10 ซ้ า  ๆละ 2 injection ท าการทดสอบ 3 วัน เกณฑ์การยอมรับ 
%RSD ≤ 2.7 (AOAC, 2019) 
4.5.4.1 เตรี ยม standard ตาม calibration curve ตามข้อ 4.5.2 ความเข้มข้นที่   

100 µg/mL 
4.5.4.2 การเตรียมตัวอย่าง โดยชั่งตัวอย่าง 400 mg (บันทึกน้ าหนักจริง) ลง centrifuge 

tube ขนาด 50 mL เติม methanol ปริมาตร 20 mL น าไปเขย่า 15 นาที 
จากนั้น centrifuge 10 นาที ที่ 5,500 rpm, 20 องศาเซลเซียส เก็บส่วนใสที่ได้ 
น าไประเหยแห้งด้วยเครื่อง TurboVap ที่ 40 องศาเซลเซียส (ท าการสกัดซ้ า  
3 รอบ) ละลายและปริมาตรด้วย methanol ให้ได้ 50 mL  

4.5.5 ทดสอบ LOQ (limit of quantitation)  
  ทดสอบที่ความเข้มข้นต่ าสุดของสารส าคัญ curcumin ที่สามารถวิเคราะห์ได้
ในตัวอย่างขมิ้นชันผง โดยค านวณจากเกณฑ์การยอมรับ S/N  10 เตรียมโดยชั่ง
ตัวอย่าง 200 mg (บันทึกน้ าหนักจริง) ลง  centrifuge tube ขนาด 50 mL  
เติม methanol ปริมาตร 20 mL น าไปเขย่า 15 นาที  แล้ว centrifuge 10 นาที   
ที่ 5,500 rpm, 20 องศาเซลเซียส เก็บส่วนใสที่ได้ น าไประเหยแห้งด้วยเครื่อง TurboVap 
ที่ 40 องศาเซลเซียส (ท าการสกัดซ้ า 3 รอบ) ละลายและปริมาตรด้วย methanol  
ให้ได้ 50 mL 

4.5.6 ทดสอบ Selectivity 
เป็นการตรวจสอบการแยกได้ของ peak จากสารในกลุ่ม curcuminoids โดยการ
เตรียม standard mixture  
4.5.6.1 การเตรียม สารมาตรฐาน curcumin ที่ความเข้มข้น 1 mg/mL โดยปิเปต 

stock standard จากข้อ 4.4.5.1 ลงใน volumetric flask  ละลายและ
ปรับปริมาตรด้วย acetonitrile  

4.5.6.2 การเตรียม stock สารมาตรฐาน bisdemethoxycurcumin ที่ความ
เข้มข้น 1 mg/mL โดยชั่งสารมาตรฐาน bisdemethoxycurcumin ลง
ใน volumetric flask  ละลายและปรับปริมาตรด้วย acetonitrile  

4.5.6.3 การเตรียม stock สารมาตรฐาน desmethoxycurcumin ที่ความเข้มข้น  
1  mg/mL โ ด ยชั่ ง ส า รม าต ร ฐ า น  desmethoxycurcumin ล ง ใ น 
volumetric flask  ละลายและปรับปริมาตรด้วย acetonitrile  

No. ตัวอย่างขมิ้นชันผง 
(mg)  

สารมาตรฐาน curcumin  
ความเข้มข้น 5 mg /mL (uL) 

ความเข้มข้นสุดทา้ย 
(µg/mL) 

1 200 250 75 
2 200 500 100 
3 200 750 125 
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4.5.6.4 การเตรียม standard mixture ที่ความเข้มข้น 100 µg/mL โดยปิเปต 
สารจากข้อ 4.5.6.1 – 4.5.6.3 อย่างละ 1 mL ลงใน volumetric flask  
10 mL ปรับปริมาตรด้วย methanol  

4.5.6.5 การเตรียมตัวอย่างตามข้อ 4.5.4.2  
4.5.7 ทดสอบ Robustness 

เป็นการทดสอบความคงทนของวิธีว่า เมื่อมีการเปลี่ยนแปลงปัจจัยที่ใช้ใน
การทดสอบแล้วจะยังให้ผลการทดสอบเหมือนเดิมหรือไม่ โดยปัจจัยต่างๆ  
ตามแผนการทดสอบของ Youden’s โดยทดสอบในตัวอย่างจ านวน 2 ซ้ าๆ  
ละ  2 injection และ ใช้ ส า รละลายมาตรฐ าน  curcumin ความ เข้ มข้ น  
100 µg/mL เป็นตัวควบคุม  

  ตารางที่ 5  parameters ที่ใช้ทดสอบ robustness 
No. Factor Units Limit Level (-1) Level (+1) Norminal value 
1. Spray volume (A/a) µL ±1 1 = A 3 = a 2 
2. Volume of toluene in the 

mobile phase (B/b) 
mL ±2 37 = B 41 = b 39 

3. Volume of ethanol in the 
mobile phase (C/c) 

mL ±1 1 = C 3 = c 2 

4. Volume of acetic acid in the 
mobile phase (D/d) 

mL ±1 1 = D 3 = d 2 

5. Temperature of TurboVap (E/e) ๐c ±5 35 = E 45 = e 40 
6. Time of extraction (F/f) min ±5 10 = F 20 = f 15 
7. The wavelength of detector 

(G/g) 
nm ±5 415 = G 425= g 420 

 
ตารางที่ 6 แผนการทดสอบ robustness ด้วยวิธี Youden, s 

Parameters 
จ านวนผลการทดสอบ 

1 2 3 4 5 6 7 8 
Spray volume (A/a) A A A A a a a a 
Volume of toluene in the mobile phase (B/b) B B b b B B b b 
Volume of ethanol in the mobile phase (C/c) C c C c C c C c 
Volume of acetic acid in the mobile phase (D/d) D D d d d d D D 
Temperature of TurboVap (E/e) E e E e E e E e 
Time of extraction (F/f) F f f F F f f F 
The wavelength of detector (G/g) G g g G g G G g 
ผล S T U V W X Y Z 
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5. ผลการทดสอบ 
5.1. ผลการพัฒนาวิธีทดสอบหาปริมาณสารส าคัญ curcumin 

5.1.1.ผลศึกษาความมีขั่ว และความเป็น กรด – เบส ของ mobile phase ที่เหมาะสม ในการ
หาปริมาณ curcumin ดัดแปลงจากวิธี in-house ปี (2562) 

  

       รูปที่ 4 HPTLC band ของ condition ที่ 1 ตารางที่ 2  รูปที่ 5 HPTLC band ของ condition ที่ 2 ตารางที่ 2 

  

รูปที่ 6 HPTLC band ของ condition ที่ 3 ตารางที่ 2 รูปที่ 7 HPTLC band ของ condition ที่ 4  ตารางที่ 2 

  

รูปที่ 8 HPTLC band ของ condition ที่ 5  ตารางที่ 2 รูปที่ 9 HPTLC band ของ condition ที่ 6  ตารางที่ 2 
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รูปที่ 10 HPTLC band ของ condition ที่ 7  ตารางที่ 2 รูปที่ 11 HPTLC band  std. curcumin และตัวอย่างขมิ้นชันผงของ 
condition ที่ 7  ตารางที่ 2 

  

รูปที่ 12 Spectrum of standard curcumin, mobile phase: Toluene : 
dichloromethane : ethanol : acetic acid (39:59:2:2, v/v/v/v) 

รูปที่ 13 HPTLC chromatogram of standard curcumin, mobile phase: 
Toluene : dichloromethane : ethanol : formic acid (39:59:2:2, v/v/v/v) 

จากผลการศึกษา mobile phase ที่เหมาะสม พบว่า condition ที่มีการเติม acetic acid 
ลงไป band มีความคมชัด และ ค่า Rf ประมาณ 0.41 – 0.45  ซึ่งอยู่ในระยะที่เหมาะสม จึงได้น า 
condition นี้มาใช้ทดสอบร้อยละการคืนกลับในตัวอย่างขมิ้นชันผง  

5.1.2.ผลการศึกษาหาวิธีการสกัดที่เหมาะสมเพ่ือหาร้อยละการคืนกลับของสารส าคัญ 
curcumin ในตัวอย่างขม้ินชันผง  

ตารางที่ 7 ผลการศึกษาวิธีการสกัดท่ีเหมาะสมโดยใช้ร้อยละการคืนกลับ (%recovery)  

sample 
75 µg/mL 100 µg/mL 125 µg/mL 

area 
Conc. 

(µg/mL) 
%recovery area 

Conc. 
(µg/mL) 

%recovery area 
Conc. 

(µg/mL) 
%recovery 

1 4160.90 79.68 99.04 5064.00 105.04 100.21 5895.20 128.37 97.91 
2 4165.20 79.80 99.53 5032.10 104.14 98.37 5879.60 127.94 97.32 
3 4166.40 79.83 99.41 5054.50 104.77 99.55 5893.80 128.33 97.77 
4 4157.70 79.42 97.98 5043.80 104.31 98.75 5878.00 127.74 97.07 
5 4156.00 79.37 97.80 5058.90 104.73 99.55 5881.10 127.83 97.18 
6 4178.60 80.00 100.09 5060.30 104.77 99.56 5893.20 128.17 97.55 

Average 4164.13 79.68 98.98 5052.27 104.63 99.33 5886.82 128.06 97.47 
SD 8.17 0.25 0.91 12.08 0.33 0.66 8.03 0.27 0.34 
% RSD 0.20 0.31 0.92 0.24 0.32 0.66 0.14 0.21 0.34 
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รูปที่ 14 HPTLC band ของการทดสอบ curcumin ในตัวอย่างขมิน้ชันผง ในการหารอ้ยละการคืนกลับ ที ่366 nm 

 จากการศึกษาพบว่า % recovery ของการทดสอบ curcumin ในตัวอย่างขมิ้นชันผง  
ทั้ง 3 ระดับความเข้มข้น (75, 100, และ 125%) มีค่าอยู่ในช่วง 97.47 – 99.33 %  ซึ่งอยู่ในเกณฑ์
การยอมรับของ AOAC, (2019) ที่ปริมาณสารส าคัญ 1% ระบุ ให้  % recovery อยู่ ในช่วง  
97.0-103 % ซึ่งจะน าวิธีการสกัดนี้ไปทดสอบความใช้ได้ของวิธีต่อไป 

5.2. ผลการทดสอบความใช้ได้ของวิธี 
5.2.1.Range and linearity  

5.2.1.1. ผลการทดสอบ range  
           ตารางที่ 8 ทดสอบความเป็นเส้นตรงของสารละลายมาตรฐาน curcumin 

standard solution (µg/mL) Average area Average concentration (µg/mL) 
10 1414.87 5.980 
25 2073.03 24.482 
50 3109.13 53.605 
75 3877.37 75.199 
100 4872.53 103.173 
125 5764.17 128.237 
150 6414.90 146.529 
200 8232.33 197.615 
250 10039.33 248.407 
300 11937.80 301.773 
slope 35.57342 

intercept 1202.406 
r2 0.9991 
r 0.9995 

พบว่าค่า r มีค่า = 0.9995 ตามเกณฑ์ AOAC, (2019) หากค่า r > 0.99 แสดงว่าการทดสอบ
มีความเป็นเส้นตรง (linearity) ตลอดช่วงการทดสอบ 
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5.2.1.2. ผลการทดสอบ linearity  
ตารางที่ 9 ทดสอบความเป็นเส้นตรงของสารละลายมาตรฐาน curcumin 

Conc. 
(µg/mL) 

Day 1 Day 2 Day 3 

Average area 
concentration 

(µg/mL) 
Average 

area 
concentration 

(µg/mL) 
Average 

area 
concentration 

(µg/mL) 
50 3073.60 49.32 3025.80 48.31 3043.43 48.58 
75 4033.63 75.06 4049.03 75.75 4083.73 75.69 
100 5027.57 101.70 5069.77 102.84 4982.83 101.87 
125 5863.93 124.12 5872.30 123.84 5855.00 124.87 
150 6821.40 149.79 6856.57 149.26 6762.30 148.99 
slope 37.834  

intercept 1154.6 
r2 0.9987 
r 0.9993 

 
 

 
รูปที่ 15 กราฟแสดงความเป็นเส้นตรงของสารมาตรฐาน Curcumin  
 

 จากการพิจารณาค่า r มีค่า  0.99 ดังนั้นจึงสรุปได้ว่าการทดสอบ linearity ของสาร
มาตรฐาน curcumin มีความเป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 50 – 150 µg/mL 
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5.2.2.ผลการทดสอบความแม่น (accuracy) ของวิธีการทดสอบปริมาณ curcumin ใน
ตัวอย่างขม้ินชันผง เป็นเวลา 3 วัน 

ตารางที่ 10 ผลการทดสอบความแม่น (accuracy)  

sample 
Day 1 Day 2 Day 3 

75 
(µg/mL 

100 
(µg/mL) 

125  
(µg/mL) 

75 
(µg/mL) 

100 
(µg/mL) 

125  
(µg/mL) 

75 
(µg/mL) 

100 
(µg/mL) 

125  
(µg/mL) 

1 4420.80 5327.70 6243.80 4377.00 5299.50 6273.70 4356.30 5268.70 6226.10 
2 4423.10 5340.60 6227.20 4364.00 5279.70 6224.30 4354.30 5291.90 6232.40 
3 4411.20 5350.80 6241.70 4368.40 5289.00 6261.30 4347.70 5272.00 6222.80 
4 4407.80 5353.00 6257.50 4362.90 5295.30 6264.70 4377.60 5286.40 6231.80 
5 4393.30 5336.50 6227.20 4387.20 5274.40 6238.20 4375.70 5289.40 6239.10 
6 4400.80 5334.80 6232.40 4374.10 5262.90 6265.40 4363.30 5297.40 6250.10 
7 4420.90 5319.00 6243.80 4346.40 5290.00 6215.60 4395.10 5299.80 6230.10 
8 4419.00 5364.50 6210.40 4370.50 5285.30 6218.20 4382.20 5286.30 6225.20 
9 4414.00 5378.40 6250.80 4344.00 5306.10 6290.40 4387.00 5307.70 6289.20 

Average 4412.32 5345.03 6237.20 4366.06 5286.91 6250.20 4371.02 5288.84 6238.53 
SD 10.16 18.59 14.34 13.89 13.22 26.85 16.30 12.55 20.72 
% RSD 0.23 0.35 0.23 0.32 0.25 0.43 0.37 0.24 0.33 
%Recovery 101.74 100.83 99.10 99.65 98.24 99.41 99.17 99.50 100.70 

ผลการทดสอบ พบว่า % recovery ของการทดสอบ Curcumin ในตัวอย่างขมิ้นชันผง  
ทั้ง 3 ระดับความเข้มข้น (75, 100, และ 125%) มีค่าอยู่ในช่วง 99.10 – 101.47 ซึ่งอยู่ในเกณฑ์การ
ยอมรับของ AOAC, (2019) ที่ปริมาณสารส าคัญ 1% ระบุให้ % recovery อยู่ในช่วง 97.0-103 % 

5.2.3. การทดสอบความเที่ยงของวิธี (precision) ของวิธีการตรวจหาปริมาณสารส าคัญ curcumin 
ในตัวอย่างผงขมิ้นชัน ซึ่งดูจากผลการทดสอบ repeatability โดยจะต้องได้ค่า %RSD <2.7% 
ตามเกณฑ์การยอมรับที่ปริมาณสารส าคัญ 1% ตามAOAC, (2019) 

 ตารางที่ 11 ผลทดสอบความเที่ยง (repeatability และ intermediate precision) วันที่ 1-3 

Flask No. 
Day 1 Day 2 Day 3 

Average 
area 

concentrati
on (µg/mL) 

Average 
area 

concentrati
on (µg/mL) 

Average 
area 

concentrati
on (µg/mL) 

1 5297.95 108.77 5257.00 107.76 5304.25 108.64 
2 5294.25 108.61 5267.35 107.52 5308.05 108.80 
3 5280.45 108.35 5252.15 108.52 5257.05 106.06 
4 5291.55 108.67 5263.00 108.06 5304.75 108.77 
5 5301.80 108.80 5275.10 107.91 5250.50 108.34 
6 5280.05 108.65 5277.50 108.22 5251.05 108.48 
7 5299.10 108.74 5263.65 107.45 5305.75 108.63 
8 5277.30 108.46 5300.00 108.74 5254.75 106.12 
9 5300.55 108.75 5259.70 107.63 5300.40 108.58 
10 5291.35 108.66 5290.20 108.60 5302.00 108.54 

Average 5291.44 108.65 5270.57 108.04 5283.86 108.10 
SD 9.13 0.14 15.19 0.46 26.40 1.07 
% RSDr 0.17 0.13 0.29 0.43 0.50 0.99 
% RSDR 0.48 

 *หมายเหตุ เมื่อ %RSDr คือ repeatability และ %RSDR คือ Intermediate precision 
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ผลการทดสอบความเที่ยงพบว่า ค่าความเที่ยง  (repeatability และ intermediate 
precision)  ของการฉีดตัวอย่างสารสกัดจากผงขมิ้นชั้นที่ 400 mg จ านวน 10 ตัวอย่าง ได้ค่า 
repeatability %RSD เท่ากับ 0.17, 0.29 และ 0.59 ตามล าดับ และ  intermediate precision  
%RSD เท่ากับ 0.48 แสดงว่าวิธีทดสอบนี้อยู่ในเกณฑ์ที่ก าหนด % RSD < 2.7 % ตามเกณฑ์การ
ยอมรับที่ปริมาณสารส าคัญ 1% ตามAOAC, (2019) 

5.2.4.ผลการทดสอบ limit of quantitation 
ตารางที่ 12 ผลทดสอบ limit of quantitation (LOQ) 

Flask No. Average area 
concentration 

(µg/mL) 
S/N 

1 3473.25 60.03 110.72 
2 3478.10 60.17 82.44 
3 3479.35 60.20 87.09 
4 3464.60 59.80 48.39 
5 3472.70 60.02 52.88 
6 3471.15 59.98 90.97 
7 3469.60 59.93 46.96 
8 3469.70 59.94 124.33 
9 3463.10 59.76 112.65 
10 3473.30 60.03 148.84 

Average 3471.49 59.99 90.53 
SD 5.14 0.14 - 

% RSD 0.15 0.23 - 

จากการทดสอบพบว่า limit of quantitation ของการฉีดตัวอย่ างขมิ้นชันจ านวน  
10 ตัวอย่าง ได้ค่า S/N เท่ากับ 90.3 ซึ่งเป็นไปตามเกณฑ์ S/N  10 แสดงว่าการทดสอบ limit of 
quantitation ของการฉีดตัวอย่างขมิ้นชัน มีความเที่ยง (precision) สามารถทดสอบได้ที่ความ
เข้มข้น 50 µg/mL 

5.3. ผลการทดสอบ selectivity  
 

  
รูปที่ 16 HPTLC band ของ curcuminoids จากการทดสอบ selectivity ที่ 366 nm รูปที่ 17 Chromatogram ของ curcuminoids จากการทดสอบ selectivity  
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รูปที่ 18 Peak ของ standard curcumin  รูปที่ 19 Peak ของ standard demethoxycurcumin รูปที่ 20 Peak ของ standard bisdemethoxycurcumin 

 

  
รูปที่ 21 Peak ของ standard mixture curcumin, 
desmethoxycurcumin และ bisdesmethoxycurcumin 

รูปที่ 22 Peak ของ curcumin, desmethoxycurcumin และ 
bisdesmethoxycurcum ในตัวอย่าง 

พ บ ว่ า ก า ร ท ด ส อ บ  selectivity ส า ม า ร ถ แ ย ก ส า ร ร ะ ห ว่ า ง  curcumin, 
bisdemethoxycurcumin และ demethoxycurcumin โดยค่า Rf อยู่ที่  0.42, 0.18 และ 0.29 
ตามล าดับ ไม่มีการซ้อนทับของค่า Rf ที่ต าแหน่งเดียวกัน  

5.4. ผลการทดสอบ robustness 
ตารางที่ 13 ผลการทดสอบ robustness 

Effect Concentration Rf 
Spray volume (µL) (A=1; a=3) -148.35 -0.02 
Volume of toluene in the mobile phase (mL) (B=37; b=41) -17.78 0.00 
Volume of ethanol in the mobile phase (mL) (C=1; c=3) -25.12 -0.07 
Volume of acetic acid in the mobile phase (mL) (D=1; d=3) 6.84 -0.16 
Temperature of TurboVap (๐c) (E=35; e=45) 14.44 0.00 
Time of extraction (min) (F=10; f=20) 7.01 0.02 
The wavelength of detector (nm) (G=415; g=420) 4.25 -0.02 
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รูปที่ 23 ผลกระทบต่อปริมาณ curcumin  
 

 
รูปที่ 24 ผลกระทบต่อการแยกและค่า Rf ของ curcumin 

  
รูปที่ 25 HPTLC band การแยกของสารตาม Condition S ที่ 366 nm รูปที่ 26 Pear การแยกของสารตาม Condition S 

-40.00 -20.00 0.00 20.00 40.00 60.00 80.00 100.00 120.00 140.00 160.00

A(Spray volume  )

B(Volume of toluene in the mobile phase )

C(Volume of ethanol in the mobile phase  )

D(Volume of acetic acid in the mobile phase )

E(Extraction temperature)

F(Time of extraction cycles)

G(The wavelength of detector)

ผลกระทบต่อปริมาณ CURCUMIN

-0.04 -0.02 0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12 0.14 0.16 0.18

A(Spray volume  )

B(Volume of toluene in the mobile phase )

C(Volume of ethanol in the mobile phase  )

D(Volume of acetic acid in the mobile phase )

E(Extraction temperature)

F(Time of extraction cycles)

G(The wavelength of detector)

ผลกระทบต่อการแยกและค่า Rf ของ curcumin
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รูปที่ 27 HPTLC band การแยกของสารตาม Condition T ที่ 366 nm รูปที่ 28 Pear การแยกของสารตาม Condition T 

  
รูปที่ 29 HPTLC band การแยกของสารตาม Condition U ที่ 366 nm รูปที่ 30 Pear การแยกของสารตาม Condition U 

  
รูปที่ 31 HPTLC band การแยกของสารตาม Condition V ที่ 366 nm รูปที่ 32 Pear การแยกของสารตาม Condition V 
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รูปที่ 33 HPTLC band การแยกของสารตาม Condition W ที่ 366 nm รูปที่ 34 Pear การแยกของสารตาม Condition W 

  
รูปที่ 35 HPTLC band การแยกของสารตาม Condition X ที่ 366 nm รูปที่ 36 Pear การแยกของสารตาม Condition X 
  

  
รูปที่ 37 HPTLC band การแยกของสารตาม Condition Y ที่ 366 nm รูปที่ 38 Pear การแยกของสารตาม Condition Y 
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รูปที่ 39 HPTLC band การแยกของสารตาม Condition Z ที่ 366 nm รูปที่ 40 Pear การแยกของสารตาม Condition Z 

 
ผลการทดสอบ robustness ของวิธีเมื่อมีการเปลี่ยนแปลงปัจจัยในการทดสอบ พบว่า การ

เปลี่ยนแปลงโดยเพ่ิม spray volume  มีผลต่อปริมาณของสาร curcumin มากที่สุด ส าหรับการ
เปลี่ยนแปลงอัตราส่วนใน mobile phase พบว่าการเปลี่ยนแปลงอัตราส่วน Toluene ซึ่งเป็น
สารที่มีขั้วน้อย ส่งผลต่อค่า Rf ของสารในกลุ่ม curcuminoids น้อยมาก การเปลี่ยนแปลง
อัตราส่วนของ mobile phase โดยเพ่ิม acetic acid และ ethanol มีผลต่อการแยกสารในกลุ่ม 
curcuminoids โดยให้ค่า Rf ที่สูงขึ้น ทั้งนี้การเพ่ิมอัตราส่วน acetic acid ท าให้อนาล็อกทุกตัว
แยกออกจาก curcumin ได้ดี ส่วน ethanol อาจท าให้พีคของอนาล็อกซ้อนทับพีค curcumin ได ้
 

ตารางที่ 14 สรุปผลการทดสอบความใช้ได้ของวิธี 
หัวข้อการทดสอบ ข้อก าหนด ผลที่ได้ สรุปผล 

1. ความเป็นเส้นตรง (Linearity) correlation coefficient > 0.995 0.9993 ✓ 

2. ช่วงของการวิเคราะห์ 0.05 – 0.150 mg/mL - ✓ 
3. ทดสอบความแม่นของวิธ ี(Accuracy) %Recovery อยู่ในช่วง 

 97.0 – 103.0 % 
Day 1 = 99.10 – 101.74% 
Day 2 = 98.24 – 99.65 %  
Day 3 = 99.71 – 100.70 % 

 
✓ 

4.การทดสอบความเท่ียงของวธิี (Precision) 
- repeatability  
- intermediate precision 

%RSD < 2.7%-  
0.17 – 0.59 % 
0.48 % 

 
✓ 

5. Limit of quantitation; LOQ S/N  10 90.53 ✓ 

6. Selectivity สามารถแยกสารระหว่าง 
curcumin, 
bisdemethoxycurcumin และ 
demethoxycurcumin ได้ 
 

ค่า Rf อยู่ที ่0.42, 0.18  
และ 0.29 

✓ 
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6. สรุปผลการทดลอง 

การทดสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบหาปริมาณสารส าคัญ curcumin ในตัวอย่างขมิ้นชันผง
ด้ ว ย เ ทคนิ ค  HPTLC ท า ก า รทดสอบ  range, linearity, accuracy, precision, LOQ และ 
selectivity ทุกพารามิเตอร์อยู่ในเกณฑ์การยอมรับ (ICH Guideline, 2019) (AOAC, 2019) 
สามารถน าไปทดสอบหาปริมาณ curcumin ในตัวอย่างขม้ินชันผงได้อย่างถูกต้อง 

7. ข้อเสนอแนะ 
การทดสอบในครั้งนี้ใช้ตัวอย่างขมิ้นชันผงเท่านั้น กรณีต้องการตรวจตัวอย่างในรูปแบบอ่ืน

ควรท าการทวนสอบวิธีเพ่ิมเติม 
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