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บทคัดย่อ 

 ได้พัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณเคอร์คูมินอยด์ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง

แบบวัฏภาคย้อนกลับโดยใช้คอลัมน์ชนิด RP-C18 ใช้วัฏภาคเคลื่อนที่ประกอบด้วยอะซิโตไนไทรล์และ 2% 

กรดอะซิติก ด้วยระบบ gradient elution และอัตราการไหล 1 มิลลิลิตรต่อนาที ตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 

425 นาโนเมตร พบว่าวิธีนี้มีความไว ความเฉพาะเจาะจง ความแม่นยําสูงและให้ค่าการตอบสนองของ

สัญญาณได้เป็นเส้นตรง สําหรับค่าขีดจํากัดตํ่าสุดในการตรวจวัดของเคอร์คูมิน ดีเมทอกซีเคอร์คูมิน และบี

สดีเมทอกซีเคอร์คูมิน เท่ากับ 0.09, 0.14 และ 0.15 มิลลิกรัมต่อลิตรตามลําดับ ขีดจํากัดตํ่าสุดในการ

วิเคราะห์เชิงปริมาณสําหรับเคอร์คูมิน ดีเมทอกซีเคอร์คูมิน และบีสดีเมทอกซีเคอร์คูมิน เท่ากับ 0.32, 0.49 

และ 0.50 มิลลิกรัมต่อลิตรตามลําดับ ช่วงของความเป็นเส้นตรงมีค่าต้ังแต่ความเข้มข้น 5-200 มิลลิกรัมต่อ

ลิตร มีค่าเฉลี่ยร้อยละของการกลับคืนของเคอร์คูมิน ดีเมทอกซีเคอร์คูมิน และบีสดีเมทอกซีเคอร์คูมินของ

ตัวอย่าง  A1 เท่ากับ 98.48, 102.19 และ 96.57, ตัวอย่าง A2 เท่ากับ 101.45, 97.11 และ 97.19,  

ตัวอย่าง A3 เท่ากับ 97.75, 95.06 และ 97.71, ตัวอย่าง A4 เท่ากับ 98.87, 95.80 และ 95.68, ตัวอย่าง 

A5 เท่ากับ 97.22, 96.84 และ 96.83, ตัวอย่าง C1 เท่ากับ 97.04, 96.33 และ 95.95, ตัวอย่าง C2 

เท่ากับ 96.01, 97.66 และ 99.73 ตามลําดับ วิธีที่นําเสนอนี้เป็นวิธีหนึ่งที่สามารถนํามาใช้วิเคราะห์ปริมาณ

เคอร์คูมินอยด์จากเหง้าขมิ้นและเครื่องสําอางที่มีส่วนผสมของขมิ้นได้ 

 

 
1 สาขาวิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยราชภัฏพิบูลสงคราม อําเภอเมือง จังหวัดพิษณุโลก 
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Abstract 

 Reversed phase high performance liquid chromatographic method using RP-C18 

column was developed for simultaneous determination of the curcuminoids. Mobile 

phase consisted of acetonitrile : 2% acetic acid with gradient elution system and flow rate 

at 1 mL/min were employed.  The elution was measured at a wavelength of 425 nm. 

Method validation in terms of accuracy, precision, and reproducibility were investigated 

with linear response of detector. The limits of detection were found to be 0.097, 0.14 and 

0.15 mg/L for curcumin, demethoxycurcumin and bis-demethoxycurcumin, respectively. 

Limits of quantitation for curcumin, demethoxycurcumin and bis-demethoxycurcumin 

were found to be 0.32, 0.49 and 0.50 mg/L, respectively. Linear range was found to be in 

the range of 5-200 mg/L. The average percentage recoveries of curcumin, 

demethoxycurcumin and bis-demethoxycurcumin were 98.48, 102.19 and 96.57 for A1, 

101.45, 97.11 and 97.19 for A2, 97.75, 95.06 and 97.71 for A3, 98.87, 95.80 and 95.68 for 

A4, 97.22, 96.84 and 96.83 for A5, 97.04, 96.33 and 95.95 for C1, 96.01, 97.66 and 99.73 for 

C2, respectively. This method was successfully used for determination of curcuminoids 

from turmeric rhizome and pharmaceutical cosmetics. 

 
Keyword: Reversed phase high performance liquid chromatography, curcumin 

demethoxycurcumin, bis-demethoxycurcumin  

 
บทนํา  

       ในปัจจุบันนี้ประชาชนส่วนใหญ่ได้มีความสนใจในการเลือกใช้ยา เครื่องสําอาง และผลิตภัณฑ์เสริม

อาหารที่มีส่วนประกอบของสมุนไพรมากขึ้น  ในประเทศไทยมีสมุนไพรที่มีสรรพคุณทางยาหรือ
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เครื่องสําอางอยู่หลายชนิดที่น่าจะมีการพัฒนาให้มีประสิทธิภาพในการใช้  เพื่อลดการนําเข้ายา หรือ

เครื่องสําอางที่มีราคาแพง การใช้วัตถุดิบจากธรรมชาติที่มีอยู่ในประเทศ เพื่อนํามาทําเป็นผลิตภัณฑ์ต่างๆ 

จึงเป็นการส่งเสริมและสนับสนุนให้มีการปลูกสมุนไพรมากขึ้น  และสามารถนําไปเพิ่มคุณค่า เมื่อนําเข้าสู่

กระบวนการแปรรูปเป็นผลิตภัณฑ์ การศึกษาวิจัยนี้เป็นการพัฒนาและปรับปรุงวิธีในการหาปริมาณเคอคูมิ

นอยด์ (curcuminoids) จากเหง้าขมิ้น และสามารถเป็นแนวทางในการพัฒนาสมุนไพรไทยให้อยู่ในรูปที่

เหมาะสม สามารถนําไปพัฒนาต่อในเชิงพาณิชย์ต่อไปได้  

   พืชสมุนไพรที่อยู่ในวงศ์ Zingiberaceae มีอยู่หลายชนิด เช่น ขมิ้นชัน (Curcuma longa Linn.) 

ขมิ้นอ้อย (Curcuma zedoaria Roscoe.) ขมิ้นดําหรือว่านมหาเมฆ (Curcuma aeruginosa Roxb.) 

เป็นพืชสมุนไพรพื้นบ้านที่หาได้ง่าย ปลูกง่าย ราคาไม่แพงมีความปลอดภัยสูง และมีสรรพคุณหลากหลาย 

บางชนิดมีสรรพคุณทางเครื่องสําอาง โดยจะใช้ส่วนเหง้าทําเป็นยาพอก เพื่อรักษาผื่น สามารถช่วยในการ

รักษาสิว และทําให้ผิวขาวขึ้นอีกด้วย   และบางชนิดมีสรรพคุณทางยา เช่น แก้อาการฟกช้ํา แก้ผดผื่นคัน 

แก้ท้องอืดเฟ้อ รักษามะเร็ง ทําให้มดลูกเข้าอู่เร็วขึ้น ทําให้ประจําเดือนมาตามปกติ ปัจจุบันได้มีการนํา

สมุนไพรเหล่านี้มาใช้ในตํารับสมุนไพรบ้าง ในรูปของผงสมุนไพรและสารสกัด อย่างไรก็ตามการนําสมุนไพร

มาเพ่ิมคุณค่าให้เป็นผลิตภัณฑ์ยาเสริมอาหาร หรือเครื่องสําอาง จําเป็นต้องมีการควบคุมคุณภาพของ

สมุนไพร ต้ังแต่การนําชนิดที่ถูกต้องมาใช้ และการควบคุมให้มีปริมาณสารสําคัญที่คงที่ เพื่อทําการพัฒนาให้

มีความเหมาะสมสําหรับการนําไปใช้ต่อไป   

 การตรวจเอกลักษณ์ของพืช โดยอาศัยลักษณะภายนอกของพืช เป็นวิธีที่ง่ายที่สุด ที่สามารถบอกได้

ว่าเป็นพืชชนิดใด โดยการสังเกตลักษณะของ ขนาด รูปร่าง สีและร่องรอยบนพืช กลิ่น และรส อย่างไรก็

ตาม การดูลักษณะภายนอกเพียงอย่างเดียว อาจไม่สามารถบ่งชี้ชนิดของพืชได้อย่างถูกต้อง ทําให้มีการใช้

วิธีการทางโครมาโทกราฟีที่ได้รับการยอมรับกันอย่างกว้างขวางที่สําคัญ  เพื่อช่วยในการจําแนกชนิด 

ของพืช  เทคนิคทางโครมาโทกราฟี  ที่นิยมใช้เพื่อตรวจเอกลักษณ์ของพืช  มีหลายวิธี   เช่น Thin Layer 

Chromatography , High Performance Liquid Chromatography ซึ่งแต่ละเทคนิคจะมีข้อดีแตกต่าง

กันไป  จากการศึกษาได้มีการรายงานในต่างประเทศในการจําแนกพืชบางชนิดในตระกูลนี้  ออกจากกันโดย

อาศัยองค์ประกอบหลักที่สําคัญ Zhang et. Al.(2008)ได้แยกองค์ประกอบหลักของพืชทั้ง 2 ชนิดที่ผสมกัน

อยู่ด้วยเทคนิค HPTLC และ Gas Chromatographyพบว่า สามารถแยกสารองค์ประกอบของ Curcuma 
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aromatica Salisb. ออกจาก Curcuma longa Linn. ได้และพร้อมยืนยันผลของการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค

แก็สโครมาโทกราฟี(Gas Chromatography,GC) Jadhav et al(2007) ได้ศึกษาสารองค์ประกอบหลักจาก

เหง้าของ Curcuma longa Linn. ด้วยเทคนิค HPLC พบว่าสารองค์ประกอบหลักคือ curcumin, 

demethoxycurcuminand และ bisdemethoxycurcumin ได้มีมีการรายงานในประเทศไทยจาก

การศึกษาของ Rui L. et. al.,(2011) โดยใช้เทคนิค HPLC มาวิเคราะห์องค์ประกอบของสารสําคัญของ 

Curcuma longa Linn. สามารถวิเคราะห์แยกสารองค์ประกอบหลักที่ทราบชนิดทั้งหมดจํานวน 5 

องค์ประกอบ โดยเทคนิค GC ที่ได้ปรับปรุงขึ้นในการวิเคราะห์นี้สามารถใช้เป็นวิธีเพื่อทํา fingerprint ของ 

Curcuma longa Linn. ได้   ทั้งนี้ยังได้มีการศึกษาเพื่อหาวิธีวิเคราะห์สารสกัดของพืชในสกุล Curcuma 

longa Linn. นอกจากนี้  Mara E.M.B. และคณะ ได้ศึกษาวิธีการสกัดสารด้วยเทคนิคต่างๆ เพื่อ

เปรียบเทียบปริมาณสารสําคัญของ Curcuma longa Linn. พบว่า วิธีการสกัดที่ให้ปริมาณสารสําคัญมาก

ที่สุด คือ Soxhlet extraction  (Mare et. al., 2006) 

 จากการค้นคว้าพบว่ายังไม่มีการรายงานการเปรียบเทียบองค์ประกอบสารสําคัญจากพืชทั้งหมดที่มี

การใช้มากในตระกูลนี้ เช่น ขมิ้นชัน ขมิ้นอ้อย ขมิ้นดํา ที่ปลูกในประเทศไทย ส่วนใหญ่จะเป็นการ

เปรียบเทียบองค์ประกอบจากพืชเพียงหนึ่งชนิดจากหลากหลายแหล่งหรือเปรียบเทียบองค์ประกอบพืชสอง

ชนิด และเป็นที่ทราบกันดีว่าคุณภาพของสมุนไพรขึ้นอยู่กับปัจจัยหลายๆ ปัจจัย เช่น สภาพภูมิประเทศและ

ภูมิอากาศในการเพาะปลูก การเก็บเกี่ยว การทําให้แห้ง และการเก็บรักษา ซึ่งจะส่งผลต่อการจําแนกพืช

ทางพฤกษศาสตร์ และองค์ประกอบในพืชสมุนไพร เพื่อให้ได้ข้อมูลที่จะนําไปใช้ประโยชน์ได้อย่างถูกต้อง 

และในประเทศไทยได้มีการนําพืชทั้ง 3 ชนิด มาใช้ในการรักษาโรคเบื้องต้นในแบบแผนโบราณของภูมิ

ปัญญาชาวบ้าน จึงเห็นว่าการศึกษาวิจัยโดยใช้วิธีทางโครมาโทกราฟี  มาช่วยในการจําแนกชนิดของพืชจะมี

ประโยชน์ต่อการศึกษาวิจัยในอนาคต 

 
วิธีการศึกษาวิจัย  

สารเคม ี 

 1. Curcuminoids (Mixed standard) Sigma, U.S.A 

 2. Methanol (HPLC grade) Merck, Germany 
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 3. Acetonitrile (HPLC grade) Lab-Scan, Ireland 

 4. Acetic acid (AR grade) Merck, Germany 

 5. Ethanol (AR grade) Merck, Germany 

 6. Hexane (AR grade) Ulsan, Korea 

 เครื่องมือ  

 1. เครื่องชั่งวิเคราะห์ (Analytical balance, AG 204 Metter Toledo) 

 2. เครื่อง High performance liquid chromatography (SDP-M10A VP, Shimadzu) 

 3. เครื่องปั่นละเอียด (National, Japan) 

 4. เครื่อง UV-Visible spectrophotometer 

 5. เครื่อง Soxhlet extraction 

 6. ตู้อบ (Binder, บริษัท ไซแอนติฟินโปรโมชั่น จํากัด) 

 7. ชุดกรองสุญญากาศ (Power consumption, Taiwan)        

  ตัวอย่างและการเตรยีมตัวอย่าง  

 สุ่มเก็บตัวอย่างเครื่องสําอางจํานวน 3 ตัวอย่างและตัวอย่างขมิ้นชนิดต่างๆ จํานวน 5 ตัวอย่าง ใน

เขตจังหวัดพิษณุโลก เตรียมผงแห้งของพืชตัวอย่าง : คัดเลือกเหง้าขมิ้นตัวอย่างที่มีลักษณะสมบูรณ ์นําเหง้า

ที่ผ่านการทําความสะอาด ผึง่ให้แห้งมาหั่นเป็นแผ่นบางๆ อบที่อุณหภูมิ 60 °C เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง บดให้

เป็นผงละเอียดด้วยเครื่องปั่นละเอียดแล้วเก็บใส่ภาชนะที่ปิดสนิท 

 การสกัดสารสาํคัญจากเหง้าขมิ้นด้วยวิธี Soxhlet extraction: ช่ังผงแห้งหนัก 2 กรมั สกัดด้วย 

เฮกเซน (hexane) ปริมาตร 200 มิลลิลิตร เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง และสกัดซ้ําโดยใช้ methanol เป็นเวลา 2 

ช่ัวโมง แล้วนําไประเหยตัวทําละลายออกด้วยเครื่อง rotator evaporatorจากนั้นเก็บแยกสารสกัดเข้มข้นที่

ได้ใส่ลงในขวดที่มีฝาปิดสนิท นําสารสกัดที่ได้นํามาคํานวณหาค่า % yield  

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน  

 ช่ังสารมาตรฐานเคอร์คูมินอยด์ให้มีน้ําหนักที่แน่นอน 10 mg ละลายด้วยเอทานอล10 mL จะได้

สารละลายมาตรฐานเคอร์คูมินอยด์ที่มีความเข้มข้น 1000 mg/L และเตรียมสารละลายมาตรฐานเคอร์คูมิ
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นอยด์ ที่มีความเข้มข้นต่างๆ แล้วปรับปริมาตรด้วยเอทานอล แล้วกรองสารละลายมาตรฐานแต่ละความ

เข้มข้นด้วยกระดาษกรองไนลอน ขนาด 0.45 μm    

ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของระบบ HPLC  

 การหาความยาวคลื่นของการดูดกลืนแสงสูงสุด : เตรียมสารละลายมาตรฐานเคอร์คูมินอยด์ที่มี

ความเข้มข้น 1000 mg/L โดยการชั่งสารมาตรฐานเคอร์คูมินอยด์จํานวน 50 mg ใส่ในขวดวัดปริมาตร

ขนาด 50 mL ปรับปริมาตรด้วยเอทานอล จํานวน 50 mL แล้วทําการเจือจางให้สารมาตรฐานมีความ

เข้มข้นเป็น 20 mg/L แล้วนําไปตรวจวัดหาความยาวคลื่นของการดูดกลืนแสงสูงสุดต้ังแต่ความยาวคลื่น 

ในช่วง 200-700 nm ด้วยเครื่อง UV-Visible spectrophotometer 

 ศึกษาองค์ประกอบของวัฏภาคเคลื่อนที่ : โดยพิจารณาจากความแรงของสภาพความมีขั้วของตัว

ทําละลายให้เหมาะสมกับสารสําคัญและวัฏภาคคงที่ โดยปรับอัตราส่วนระหว่างตัวทําละลายอินทรีย์กับน้ํา

ในวัฏภาคเคลื่อนที่ และอัตราการไหลของวัฏภาคเคลื่อนที่ให้เหมาะสม ทั้งนี้ได้พิจารณาในเรื่องความดันของ

ระบบและเวลาที่ใช้ในการวิเคราะห์ 

 ศึกษาชนิดของคอลัมน์ : โดยเตรียมสารละลายมาตรฐานเคอร์คูมินอยด์ที่มีความเข้มข้น 20 mg/L 

ฉีดเข้าสู่ระบบ HPLC ที่มีวัฏภาคเคลื่อนที่ที่เหมาะสมในการแยกและตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 425 nm แล้ว

ศึกษาโครมาโทแกรมของสารมาตรฐานผสมเคอร์คูมินอยด์ที่คอลัมน์ที่ให้ประสิทธิภาพการแยกที่ดีที่สุด 

 ศึกษาอัตราการไหล : ศึกษาอัตราการไหล (flow rate) ต้ังแต่ 0.5-1.5 mL/min 

  การตรวจสอบความถูกต้องของเทคนิค HPLC ที่พัฒนาขึ้น    

 ขีดจํากัดของการตรวจวัดและขีดจํากัดของการวิเคราะห์ปริมาณ (LOQ and LOQ): คํานวณหาได้

จากกราฟมาตรฐานเคอร์คูมนิอยด์ โดยใช้สมการในการคํานวณ LOD = 3(S.D/s) และ LOQ = 10 (S.D/s) 

โดยที่ S.D คือส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของสัญญาณและ s คือความชันของเส้นตรง       

 ความเป็นเส้นตรงและช่วงของความเป็นเส้นตรง (linearity and range): เตรียมสารละลาย

มาตรฐานเคอร์คูมินอยด์ ที่มคีวามเข้มข้นต่างๆ ดังนี้ 5, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 225, 

250, 275, 300, 325, 350, 375, 400, 425, 450, 475 และ 500 mg/L ตามลําดับ แล้วนําไปฉดีเข้าสู่

ระบบ HPLC ที่ปริมาตร 10 μL ทําการทดลองซ้ํา 5 ซ้ํา    
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 ความเที่ยง (precision) : เตรียมสารละลายมาตรฐานเคอร์คูมินอยด์ที่มีความเข้มข้นต่างๆ ดังนี้ 5, 

10, 15 และ 20 mg/L ตามลําดับแล้วนําไปฉีดเข้าระบบ HPLC ที่ปรมิาตร 10 μL ทําการทดลองซ้ําในวัน

เดียว 7 ซ้ํา (intra-day) และทําการทดลองซ้ําระหว่างวัน 7 ซ้ํา (inter-day) นําผลที่ได้ไปคํานวณหาค่า S.D 

หรือ R.S.D   

 ความแม่น (accuracy) : เตรียมโดยช่ังสารสกัด (crude extract) น้ําหนัก 10 mg ปรับปริมาตร 

10 mL ด้วยเอทานอล แล้วปิเปตสารละลายตัวอย่างปริมาตร 500 μL ใส่ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 5 mL 

จํานวน 4 ขวด ขวดที่ 1 ปรับปริมาตรด้วยเอทานอล ส่วนขวดที่ 2, 3 และ 4 เติมสารละลายมาจรฐานเคอร์

คูมินอยด์ปริมาตรจํานวน 5, 10 และ 15 μL ตามลําดับ แล้วปรับปริมาตรด้วยเอทานอลจนมีปริมาตรครบ 

1 mL แล้วนาํไปฉีด เข้าระบบ HPLC ที่ปริมาตร 10 μL ทําการทดลองซ้ํา 3 ซ้ํา แล้วนําผลที่ได้ไป

คํานวณหาค่าร้อยละของการกลับคืน (% recovery)  

 
ผลและอภิปราย 

 ผลการศึกษาค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดของสารละลายมาตรฐานเคอร์คูมินอยด์ : ค่าการดูดกลืนแสง

สูงสุดของสารละลายมาตรฐานเคอร์คูมินอยด์ เท่ากับ 425 nm จึงเลือกใช้ความยาวคล่ืนนี้ในการตรวจวัด

ตลอดการวิเคราะห์  

 ผลการศึกษาชนิดของวัฏภาคเคลื่อนที่และสัดส่วนที่เหมาะสม : ระบบวัฏภาคเคลื่อนที่ที่นํามา

ศึกษามี 4 ระบบคือ ระบบที่ (1) propanol กับ sodium dodecyl sulfate (SDS) pH 7, ระบบที่ (2) 

water กับ 70% methanol, ระบบที่ (3) water กับ acetonitrile และระบบที่ (4) 2% acetic acid กับ 

acetonitrile  

 ระบบที่ 1 เมือ่นํา propanol กับ sodium dodecyl sulfate (SDS) pH 7 มาใช้เป็นวัฏภาค

เคลื่อนที่ในเทคนิค HPLC ด้วยระบบ isocratic elution อัตราการไหลเท่ากับ 1 ml/min ใชค้อลัมน์ 

Inertsil ODS-3 ขนาด 4.60×150 mm ตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 425 nm ปริมาตรสารละลายที่ฉีดเท่ากับ 

10 μL โดยฉีดสารละลายมาตรฐานผสมเคอร์คูมินอยด์ที่มีความเข้มข้นของสารละลายผสมเท่ากับ 20 mg/L  

ได้โครมาโทแกรมดังแสดงในรปูที่ 1 พบว่าสารละลายมาตรฐานเคอร์คูมินอยด์ทั้งสามชนิดไม่สามารถทําให้

แยกออกจากกันได้และนอกจากนี้ยังมีปัญหาเรื่องฟองอากาศ 
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รูปที่ 1 แสดงลักษณะโครมาโทแกรมของระบบ isocratic elution ของวัฏภาคเคลื่อนที่ผสมระหว่าง 

propanol กับ sodium dodecyl sulfate (SDS) pH 7 ที่อัตราส่วน 5:95 (v/v) 

 

 ระบบที่ 2 เมื่อนํา water กับ 70% methanol มาใช้เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ในเทคนิค HPLC ได้โคร

มาโทแกรมดังแสดงในรูปที่ 2 พบว่าสารละลายมาตรฐานเคอร์คูมินอยด์ทั้งสามชนิดไม่สามารถทําให้แยก

ออกจากกันได้  

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2  แสดงลักษณะโครมาโทแกรมของระบบ isocratic elution ของวัฏภาคเคลื่อนที่ผสมระหว่าง 

waterกับ 70% methanol ที่อัตราส่วน 5:95 (v/v) 
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 ระบบที่ 3 เมื่อนํา water กับ acetonitrile มาใช้เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ในเทคนิค HPLC ได้ 

โครมาโทแกรมดังแสดงในรูปที่ 3 พบว่าสารละลายมาตรฐานเคอร์คูมินอยด์ทั้งสามชนิดไม่สามารถแยกออก

จากกันได้ดี และมีค่า resolution ตํ่า  

 

 

รูปที่ 3 แสดงลักษณะโครมาโทแกรมของระบบ isocratic elution ของวัฏภาคเคลื่อนที่ผสมระหว่าง 

water กับ acetonitrile ที่อัตราส่วน 5:95 (v/v) 

 

 ระบบที่ 4 เมือ่นํา 2% acetic acid กับ acetonitrile มาใช้เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ในเทคนิค HPLC 

ได้โครมาโทแกรมดังแสดงในรปูที่ 4 พบว่าสารละลายมาตรฐานเคอร์คูมินอยด์ทั้งสามชนิดแยกออกจากกัน

ได้ดีและมีค่า resolution ที่ดีพอสําหรับการวิเคราะห์ ทําให้สามารถเลือกระบบนี้มาใช้เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่

ได้ และใช้เวลาในการวิเคราะห์ 6 นาท ี

 
ตารางที่ 4 แสดงสัดส่วนวัฏภาคเคลื่อนที ่

เวลา 

(นาที) 

acetonitrile 

(%A) 

2% acetic acid (%B) 

0.01         40 60 

10.00       20 80 

12.00 40 60 
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รูปที่ 4   แสดงลักษณะโครมาโทแกรมของระบบ gradient elution ของวัฏภาคเคลื่อนที่ผสมระหว่าง  

2% acetic acid กับ acetonitrile ด้วยคอลัมน:์ HPLC Packed Column Inertsil ODS-3 ขนาด 

4.60×150 mm 

 

 ผลการศึกษาชนิดของคอลัมน์ : ได้ระบบของวัฏภาคเคลื่อนที่ที่เหมาะสมจากการทดลองระบบที่ 4 

จากนั้นทําการศึกษาชนิดของคอลัมน์ที่เหมาะสมสําหรับแยกสารสําคัญทั้งสามชนิดจากขมิ้น คอลัมน์ที่นํามา

ศึกษาทั้งหมดสามชนิดคอลัมน์ ได้แก่ คอลัมน์ที่ 1 : Chromolith RP-18 ขนาด 4.60×25 mm (Merck, 

Germany), คอลัมน์ที่ 2 : Hypersil ODS-3 ขนาด 4.60× 150 mm. (GL Sciences Inc.  Japan) และ

คอลัมน์ที่ 3 : Inertsil ODS-3 ขนาด 4.60×150 mm (GL Sciences Inc.  Japan)เมื่อนํา 2% acetic 

acid กับ acetonitrile มาใช้เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ในเทคนิค HPLC ด้วยระบบ gradient elution 

สัดส่วนวัฏภาคเคลื่อนที่แสดงดังตารางที่ 4 อัตราการไหลเท่ากับ 1 mL/min เมื่อใช้คอลัมน์ชนิดที่ 1 : 

Chromolith RP-18 ขนาด 4.60×25 mm ตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 425 nm ปริมาตรสารละลายที่ฉีด

เท่ากับ 10 μL ฉีดสารละลายมาตรฐานเคอร์คูมินอยด์ที่มีความเข้มข้นของสารละลาย 20 mg/L ได้โครมา

โทแกรมดังแสดงในรูปที่ 8 (ก) พบว่าสารละลายมาตรฐานเคอร์คูมินอยด์ทั้งสามชนิด ไม่สามารถทําให้แยก

ออกจากกันได้ด้วยคอลัมน์ชนิดนี้  
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 เมื่อใช้คอลัมน์ชนิดที่ 2 : Hypersil ODS-3 ขนาด 4.60×150 mm มาใช้แยกสารละลายมาตรฐาน

เคอร์คูมินอยด์ ได้โครมาโทแกรมดังแสดงในรูปที่ 8 (ข) พบว่าสารละลายมาตรฐานเคอร์คูมินอยด์ทั้งสาม

ชนิด แยกออกจากกันได้ไม่ดี มีค่า resolution ตํ่า จึงไม่สามารถใช้คอลัมน์ชนิดนี้มาทําการแยกสารได้ 

 เมื่อใช้คอลัมนช์นิดที่ 3 : Inertsil ODS-3 ขนาด 4.60×150 mm มาใช้แยกสารละลายมาตรฐาน

ผสมเคอร์คมูินอยด์ ได้โครมาโทแกรมดังแสดงในรูปที่ 5 (ค) พบว่าสารละลายมาตรฐานเคอร์คูมนิอยด์ทั้ง

สามชนิด แยกออกจากกันได้ดี มีค่า resolution เป็นที่ยอมรับได้ และใช้เวลาในการวิเคราะห์ 6 นาที จึง

เลือกใช้คอลัมน์ชนิดนี้มาใช้ในการแยกสารเคอร์คูมินอยด์จากขมิ้นได้ 

การศึกษาอัตราการไหล (flow rate) ที่เหมาะสม : จากการศึกษาอัตราการไหลของระบบที่อัตรา

การไหล 0.5, 1.0 และ 1.5 mL/min ตามลําดับ จากการทดลองพบว่า เมื่อลดอัตราการไหลของวัฏภาค

เคลื่อนที่เป็น 0.5 mL/min ปรากฏว่าสารเคอร์คูมินอยด์ของทั้งสามชนิดไม่สามารถแยกออกจากกันได้ และ

เมื่อเพิ่มอัตราการไหลของวัฏภาคเคลื่อนที่เป็น 1.0 mL/min ได้พีคของสารเคอร์คูมินอยด์ของทั้งสามชนิด

แยกออกจากกันได้ดี แต่เมือ่เพิ่มอัตราการไหลของวัฏภาคเคลื่อนที่เป็น 1.5 mL/min นั้นทําให้สารที่

ต้องการแยกออกเร็วขึ้นและไม่สามารถแยกพีคของฺสารเคอร์คูมินอยด์ของทั้งสามชนิดได้ จึงเลือกอัตราการ

ไหลของวัฏภาคเคลื่อนที่เท่ากับ 1.0 mL/min ให้ผลการทดลองที่เหมาะสมที่สุด และจากโครมาโทแกรมรูป

ที่ 4 bisdemethoxycurcumin (BDMC) มี retention time เท่ากับ 4.47 นาท,ี demethoxycurcumin 

(DMC) มี retention time เท่ากับ 4.91 นาที และ curcumin (C) ม ีretention time เท่ากับ 5.46 นาที 

ตามลําดับ 
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 รูปที่ 5  แสดงลักษณะโครมาโตแกรมของสารมาตรฐานเคอร์คูมินอยด์ด้วยคอลัมน ์

   (ก) Chromolith RP-18 ขนาด 4.60×25 mm  

   (ข) Hypersil ODS-3 ขนาด 4.60×150 mm 

   (ค) Inertsil ODS-3 ขนาด 4.60×150 mm  

 
ผลการศึกษาความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์  

 ผลการศึกษาขีดจํากัดตํ่าสุดของการตรวจวัด (limit of detection) : จากการศึกษาขีดจํากัดตํ่าสุด

ของการตรวจวัด (Limit of detection) เพื่อดู sensitivity ของวิธีวิเคราะห์ปริมาณ BDMC, DMC และ C 

พบว่ามีค่าขีดจํากัดตํ่าสุดที่สามารถตรวจวัดได้ที่ความเข้มข้นเท่ากับ 0.10 mg/L ของ BDMC, 0.14 mg/L 

ของ DMC และ 0.15 mg/L ของ C ตามลําดับ 

 ผลการศึกษาขีดจํากัดของการวิเคราะห์ปริมาณ (limit of quantitation) : พบว่ามีค่าขีดตํ่าสุดที่

สามารถวิเคราะห์ได้ที่ความเข้มข้นเท่ากับ 0.32 mg/L ของ BDMC, 0.49 mg/L ของ DMC และ 0.51 

mg/L ของ C ตามลําดับ 

 ผลการศึกษาความเป็นเส้นตรง (linearity) : เมื่อตรวจวัดปริมาณสารละลายมาตรฐานเคอร์คูมิ

นอยด์ที่ช่วงความเข้มข้น 5-20 mg/L ที่ได้จากการทดลองทั้ง 2 วันพบว่าค่า R2 ของทั้ง  2 วันมีค่ามากกว่า 

0.99 และมีความคงตัวของเส้นกราฟทั้ง 2 วันสูงโดยดูจากค่า slope และค่า R2  

 ผลการศึกษาช่วงความเป็นเส้นตรง (linear ramge) : โดยการเพิ่มความเข้มข้นต้ังแต่ 5 mg/L ถึง 

500 mg/L แล้วดูความเป็นเส้นตรงของกราฟได้กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างพื้นที่ใต้พีคกับความเข้มข้น

ของสารละลายมาตรฐานเคอร์คูมินอยด์ จะได้กราฟที่ให้ค่าความเป็นเส้นตรงของ BMDC, DMC และ C 

ในช่วงความเข้มข้น 5-200 mg/L 

 ผลการศึกษาความแม่นยํา(precision) : โดยศึกษาค่า repeatability และ reproductability 

คํานวณหาค่า % RSD ของผลการทดลอง ได้ค่า % RSD  ไม่เกิน ±5% จะอยู่ในช่วงที่ยอมรับได้ ดัง

รายละเอียดผลการทดลองในตารางที่ 10 
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ตารางที่ 10   แสดงค่าความแม่นยําของวิธีวิเคราะห์ 

ความเข้มข้น

(mg/L) 

Repeatability 

(% R.S.D) 

Reproductability 

(% R.S.D) 

BDMC DMC C BDMC DMC C 

5 0.57 0.75 0.30 0.89 1.99 1.22 

10 0.89 1.85 2.82 0.78 2.92 2.82 

15 0.82 1.96 1.93 0.63 1.94 1.80 

20 1.71 1.10 4.24 0.86 3.87 3.84 

 

ผลการศึกษาความถูกต้อง (accuracy) : การศึกษาความถกูต้องของวิธีวิเคราะห์โดยการคํานวณหาค่า % 

recovery ดังรายละเอียดผลการทดลองในตารางที่ 11  

 
ตารางที่ 11   ตารางแสดงค่า % recovery  ของตัวอย่างขมิ้น 

ตัวอย่าง สารสําคัญ % recovery 

 

A1 

BDMC 

DMC 

C 

98.49 

102.19 

96.57 

 

A2 

BDMC 

DMC 

C 

101.46 

97.11 

97.19 

 

A3 

BDMC 

DMC 

C 

97.75 

95.06 

97.71 

 

A4 

BDMC 

DMC 

C 

98.88 

95.80 

95.68 

 

A5 

BDMC 

DMC 

97.22 

96.84 
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C 96.83 

C1 

BDMC 

DMC 

C 

97.04 

 96.73 

95.95 

C2 

BDMC 

DMC 

C 

96.01 

97.66 

99.73 

 

สรุปผลการศึกษา 

 การวิเคราะห์ปริมาณเคอร์คูมินอยด์โดยเทคนิค HPLC พบว่าให้ค่า LOD และ LOQ ที่ความเข้มข้น 

0.10 mg/L ของ BMDC, 0.14 mg/L ของ DMC และ 0.15 mg/L ของ C ตามลําดับ และขีดตํ่าสุดที่

สามารถวิเคราะห์ปริมาณได้ที่ความเข้มข้น 0.32 mg/L ของ BMDC, 0.49 mg/L ของ DMC และ 0.50 

mg/L ของ C ตามลําดับ ดังนั้นเทคนิคทางโครมาโตกราฟีที่ได้พัฒนาขึ้นสําหรับวิเคราะห์หาปริมาณเคอร์คูมิ

นอยด์สามารถวิเคราะห์หาปริมาณสารสําคัญได้อย่างถูกต้อง แม่นยํา และรวดเร็ว  ซึ่งวิธีการนี้สามารถนําไป

ประยุกต์ใช้ตรวจสอบและวิเคราะห์หาปริมาณเคอร์คูมินอยด์ในผลิตภัณฑ์เครื่องสําอางและพืชสมุนไพรได้  
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