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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 
 วิศรุต พริ้มพราย : การพัฒนาอุปกรณ์วิเคราะห์ฐานกระดาษส าหรับหาปริมาณสารเพรดนิโซ

โลนและเดกซาเมทาโซนทีป่ลอมปนในผลิตภัณฑส์มุนไพรด้วยวธิีเคมีไฟฟ้า. ( DEVELOPMENT 
OF PAPER-BASED ANALYTICAL DEVICE FOR DETERMINATION OF PREDNISOLONE 
AND DEXAMETHASONE ADULTERATED IN HERBAL PRODUCTS USING 
ELECTROCHEMICAL METHOD) อ.ที่ปรึกษาหลัก : ผศ. ดร.วนิดา หลายวัฒนไพศาล 

  
การปลอมปนของสารสเตียรอยด์ชนิดเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนในผลิตภัณฑ์สมุนไพรเป็น

ปัญหาส าคัญที่ก่อผลเสียร้ายแรงต่อสุขภาพของผู้ใช้ ในหลาย ๆ ประเทศทั่วโลก โดยเฉพาะอย่างยิ่งในประเทศ
ก าลังพัฒนา งานวิจัยนี้ ประสบความส าเร็จในการพัฒนาอุปกรณ์ส าหรับแยกและตรวจวัดปริมาณการปลอมปน
ของสารสเตียรอยด์ดังกล่าว โดยใช้อุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษและใช้หลักการทางเคมีไฟฟ้า 
(electrochemical paper-based analytical device หรือ  ePAD) ซึ่ งประกอบด้วยกระดาษ  Whatman 
SG81 ตลับพลาสติกจากการพิมพ์สามมิติ  และขั้วไฟฟ้าชนิด  screen printed electrode โดยกระดาษ 
Whatman SG81 ใช้ส าหรับแยกสารสเตียรอยด์ชนิดเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน โดยใช้วัฏภาคเคลื่อนที่
เป็นสารละลาย 60% ethyl acetate ใน cyclohexane ซึ่งผลการศึกษาพบว่าสามารถแยกสารสเตียรอยด์
ดังกล่าวออกจากสิ่งเจือปนต่าง ๆ ได้ภายใน 7 นาที สารสเตียรอยด์ที่แยกออกจากกันบนกระดาษ น ามาวัด
ปริมาณด้วยเทคนิคเคมีไฟฟ้าชนิด differential pulse voltammetry โดยใช้ตลับพลาสติกจากการพิมพ์สามมิติ
ที่ถูกออกแบบท าให้สารละลายอิเล็กโทรไลต์ถูกขังอยู่บนกระดาษ ท าให้สามารถตรวจวัดสัญญาณทางเคมีไฟฟ้าได้
คงที่ ซึ่งอุปกรณ์ที่พัฒนาขึ้นสามารถตรวจวัดปริมาณปลอมปนของสารสเตียรอยด์ทั้งชนิดเดกซาเมทาโซนและ 
เพรดนิโซโลนได้ในช่วงความเข้มข้นระหว่าง 10 ถึง 500 µg/mL โดยมีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์เท่ากับ 0.988 
และ  0.994 ตามล าดับ  มีขีดจ ากัดในการตรวจวิ เคราะห์ เชิงคุณภาพเท่ากับ  3.59  µg/mL และ 6.00 
µg/mL ตามล าดับ และขีดจ ากัดในการตรวจวิเคราะห์เชิงปริมาณมีค่าเท่ากับ  11.98 µg/mL และ 20.02 
µg/mL ตามล าดับ การตรวจวัดปริมาณปลอมปนของสารสเตียรอยด์ทั้งสองชนิดในสิ่งตัวอย่างผลิตภัณฑ์สมุนไพร
จริงด้วยวิธีที่พัฒนาขึ้นมีค่าสอดคล้องกับผลที่ตรวจด้วยวิธี HPLC และเป็นวิธีที่ใช้งานง่าย มีต้นทุนต่ า รวดเร็ว 
และมีศักยภาพน าไปใช้ตรวจหาสิ่งตัวอย่างผลิตภัณฑ์สมุนไพรที่สงสัยว่ามีการปลอมปนของสารสเตียรอยด์  
ในระดับภาคสนาม 
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PRODUCTS USING ELECTROCHEMICAL METHOD. Advisor: Asst. Prof. Wanida 
Laiwattanapaisal, Ph.D. 

  
The adulteration of herbal medicines by dexamethasone or prednisolone has been 

regarded as a serious health problem in many countries worldwide, especially in developing 
countries. In this study, a novel platform for separation and quantification of both target 
steroids adulterated in herbal medicines was successfully developed. The method was based 
on an electrochemical paper-based analytical device (ePAD). The ePAD was composed of 
Whatman SG81 chromatography paper, 3D-printed devices and a commercial screen printed 
electrode. Whatman SG81 paper was used for separation of dexamethasone and prednisolone 
by using 60% ethyl acetate in cyclohexane as a mobile phase. The results showed that 
dexamethasone and prednisolone were completely separated from other substances in the 
extracted herbal medicine within 7 min. The separated steroids on the paper were then 
quantified by electrochemical detection using differential pulse voltammetry, in which the 3D-
printed devices facilitated the measurement by containing the electrolysis solution on the 
hydrophilic paper throughout the measurement. Analytical ranges of 10–500 µg/mL were 

obtained for both dexamethasone and prednisolone (r2 = 0.988 and 0.994, respectively). 
The limits of detection for dexamethasone and prednisolone were 3.59 and 6.00 µg/mL, 
respectively, whereas the limits of quantification were 11.98 and 20.02 µg/mL, respectively. 
The amounts of both target steroids derived from real herbal medicine samples determined by 
the proposed method were comparable with the assays using standard high-performance 
liquid chromatography method. The ePAD was simple, low-cost, rapid, and very promising for 
on-site quantitative detection of dexamethasone or prednisolone in suspected adulterated 
herbal medicine samples. 
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บทที่ 1  
บทน า 

1.1 ความส าคัญและที่มาของปัญหางานวิจัย 

เนื่องจากปัจจุบันการบริโภคผลิตภัณฑ์สมุนไพรก าลังเป็นที่นิยมอย่างมาก จากรายงานของ
องค์กรอนามัยโลกพบว่า 70-80% ของประชากรโลก โดยเฉพาะกลุ่มประเทศที่ก าลังพัฒนา มีการใช้
สมุนไพรในการดูแลสุขภาพเบื้องต้น [1] ซึ่งสมุนไพรเหล่านี้มักจะถูกน ามาแปรรูปเป็นยาและ
ผลิตภัณฑ์ต่าง ๆ มากมายไม่ว่าจะเป็น ยาเม็ด ยาผงบรรจุแคปซูล ยาน้ า หรือเครื่องดื่มสมุนไพรต่าง ๆ 
เป็นต้น เพ่ือน ามาใช้ในการบ ารุงร่างกายและรักษาโรคบางชนิด แต่อย่างไรก็ตามกระบวนการควบคุม
คุณภาพในการผลิตยังไม่ได้รับการควบคุมอย่างเป็นมาตรฐาน ประกอบกับในปัจจุบันมีการใช้
ผลิตภัณฑ์สมุนไพรในผู้บริโภคอย่างแพร่หลาย ท าให้ผู้ผลิตบางราย มีการน าเอายาแผนปัจจุบันผสมลง
ไปในผลิตภัณฑ์สมุนไพร เพ่ือเพ่ิมฤทธิ์ในการรักษาจนเกินความจริง ยกตัวอย่างเช่น สารเพรดนิโซโลน 
และ เดกซาเมทาโซน เป็นต้น ซึ่งเป็นสารกลุ่มสเตียรอยด์ที่มีความอันตรายอย่างมากและมีสถิติพบการ
ปลอมปนที่สูงมากในหลายพ้ืนที่ เช่น ในระหว่างปี ค.ศ. 1992 ถึง 1993 ประเทศไต้หวันพบการ
ปลอมปนของสารสเตียรอยด์ร้อยละ 14.8 จากจ านวน 2,609 ตัวอย่าง [2] ในระหว่างปี ค.ศ. 2000 
ถึง 2002 ประเทศมาเลเซียพบการปลอมปนของสารสเตียรอยด์ร้อยละ 27.5 จากจ านวน 102 
ตัวอย่าง [3] และในประเทศไทย ซึ่งพบการปลอมปนของยาสเตียรอยด์ในหลายพ้ืนที่ เช่น ในระหว่าง
ปี พ.ศ. 2550 ถึง 2551 เขตพ้ืนที่สมุทรสงครามพบว่ามีผลิตภัณฑ์สมุนไพรที่ไม่ผ่านมาตรฐานจ านวน 
205 ตัวอย่าง โดยมีสาเหตุมาจากการปลอมปนของยาสเตียรอยด์คิดเป็นร้อยละ 13.17 ของตัวอย่างที่
ไม่ผ่านเกณฑ์ [4] ในปี พ.ศ. 2554 ถึง 2556 เขตพ้ืนที่ 9 จังหวัดทางภาคตะวันออกพบว่ามีการ
ปลอมปนของยาสเตียรอยด์ในผลิตภัณฑ์สมุนไพรคิดเป็นร้อยละ 27.3 จากจ านวน 99 ตัวอย่าง [5] 
และในปี พ.ศ. 2558 เขตพ้ืนที่กรุงเทพมหานคร พบการปลอมปนของยาสเตียรอยด์ในผลิตภัณฑ์
สมุนไพรถึงร้อยละ 23 จากจ านวน 100 ตัวอย่าง [6] เป็นต้น จะเห็นได้ว่าปัญหาดังกล่าวเป็นปัญหาที่
ควรตระหนักและได้รับการตรวจสอบเป็นอย่างยิ่ง เนื่องจากยากลุ่มสเตียรอยด์สามารถส่งผลเสีย
ร้ายแรงต่อสุขภาพในระยะยาวหากรับประทานไม่ถูกต้อง  

ยาสเตียรอยด์เป็นกลุ่มยาที่ถูกสังเคราะห์ขึ้นมาโดยมีฤทธิ์การท างานที่คล้ายกับฮอร์โมนกลูโค-
คอร์ติคอยด์ในการกดการท างานของระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย จึงถูกน าไปใช้ในการรักษาโรคที่มี
ความเกี่ยวเนื่องกับความผิดปกติของระบบภูมิคุ้มกันมากมายเช่น โรคข้ออักเสบรูมาตอยด์ 
(rheumatoid arthritis) โรคภูมิคุ้มกันท าลายตนเอง (autoimmune disease) โรคภูมิแพ้ต่าง ๆ 
(inflammatory disease) และคนไข้ที่ได้รับการปลูกถ่ายอวัยวะ [7-10] อย่างไรก็ตามหากใช้ยา
ดังกล่าวเป็นระยะเวลานาน จะส่งผลให้การท างานของระบบภูมิคุ้มกันผิดปกติ ท าให้ร่างกายติดเชื้อ
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ต่าง ๆ ได้ง่ายขึ้น มีอาการบวม ท้องลาย เกิดสิวขนาดเล็ก ๆ เรียกว่าสิวสเตียรอยด์ และมีขนขึ้นตาม
ตัว จะเรียกอาการเหล่านี้ว่า Cushing’s syndrome  และยิ่งไปกว่านั้นน าไปสู่อาการเกิดภาวะ
กล้ามเนื้ออ่อนแรงจากระดับโพแทสเซียมในกระแสเลือดที่ต่ าลง เกิดโรคกระดูกพรุน (osteoporosis)  
จากระดับแคลเซียมในกระแสเลือดต่ า การเกิดโรคเบาหวานและหลอดเลือดหัวใจจากภาวะน้ าตาลใน
เลือดสูง เป็นต้น [11-15] แต่เมื่อไรก็ตามที่หยุดยาสเตียรอยด์ทันทีหลังจากท่ีรับประทานมานานจะท า 
ให้เกิดการถอนยา เนื่องมาจากร่างกายยังไม่สามารถสังเคราะห์ฮอร์โมนกลูโคคอร์ติคอยด์ได้ตามปกติ  
จะส่งผลให้เกิดอาการอ่อนเพลีย น้ าหนักลด ความดันโลหิตต่ า น้ าตาลในกระแสเลือดตก มีอาการเป็น
ลมหมดสติและน าไปสู่การเสียชีวิตได้ในที่สุด [16]  

 จะเห็นได้ว่ายาสเตียรอยด์หากรับประทาน อย่างไม่เหมาะสมจะท าให้เกิดผลข้างเคียงที่
ร้ายแรง ดังนั้นการทดสอบสารสเตียรอยด์ที่ปลอมปนในผลิตภัณฑ์สมุนไพรเป็นสิ่งที่ควรตระหนักและ
ให้ความส าคัญเป็นอย่างมาก ในปัจจุบันมีวิธีการตรวจสารสเตียรอยด์อยู่ 3 วิธีที่นิยมน ามาใช้ในการ
ตรวจวัดคือ  วิธีรงคเลขผิวบาง (Thin-Layer Chromatography หรือ TLC) เป็นวิธีที่สามารถแยก
ชนิดของสารสเตียรอยด์ที่ปลอมปนได้ วัดได้ทั้งเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณ แต่วิธีนี้มีขั้นตอนที่
สลับซับซ้อนและไม่นิยมน ามาทดสอบเชิงปริมาณ [17] ดังนั้นจึงได้มีการพัฒนาวิธีการตรวจวัดเชิง
ปริมาณโดยใช้วิธีโครมาโทกราฟีของเหลวประสิทธิภาพสูง (High performance liquid chroma-
tography หรือ HPLC) ซึ่งวิธีนี้สามารถแยกชนิดของสารสเตียรอยด์และตรวจวัดเชิงปริมาณได้อย่างมี
ประสิทธิภาพมากกว่าวิธี TLC แต่ต้องอาศัยกระบวนการเตรียมตัวอย่างก่อนการทดสอบหลายขั้นตอน 
เครื่องมือที่มีราคาแพง ระยะเวลาในการทดสอบนาน ต้องใช้ผู้มีความเชี่ยวชาญการใช้เครื่องมือในการ
ตรวจวัด และไม่สามารถน าไปทดสอบนอกสถานที่ ได้  [18] และวิธีสุดท้ ายซึ่ งพัฒนาโดย
กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์คือวิธีอิมมูโนโครมาโทกราฟี (immunochromatography technique) 
เป็นวิธีที่ ง่าย สะดวก แต่สามารถวัดได้ เฉพาะเชิงคุณภาพเท่านั้น ไม่สามารถแยกชนิดของ  
สารสเตียรอยด์และวัดเชิงปริมาณได้ จึงเหมาะส าหรับการตรวจเบื้องต้นเท่านั้น [19] 

 ดังนั้นผู้วิจัยจึงมีแนวคิดในการพัฒนาอุปกรณ์ส าหรับใช้ในการตรวจวัดปริมาณการปลอมปน
ของสารสเตียรอยด์ในผลิตภัณฑ์สมุนไพร โดยใช้วิธี electrochemical paper based analytical 
device หรือ ePAD ซึ่งเป็นวิธีที่อาศัยทั้งหลักการตรวจวิเคราะห์บนกระดาษและเคมีไฟฟ้า โดยในการ
ตรวจวิเคราะห์บนกระดาษทางผู้วิจัยได้ เลือกใช้กระดาษโครมาโทกราฟีชนิด Whatman SG81  
ซึ่งมีองค์ประกอบของสารซิลิกากระจายตัวอยู่ภายในเนื้อกระดาษ มาใช้ในการแยกสารสเตียรอยด์
ชนิดเพรดนิโซโลน และ เดกซาเมทาโซนออกจากกัน รวมถึงสิ่งเจือปนอ่ืน ๆ ในผลิตภัณฑ์สมุนไพร 
โดยอาศัยความแตกต่างในการเคลื่อนที่ของสารผ่านเฟสคงที่บนแผ่นเรียบหรือรูพรุนของแผ่นกระดาษ
ที่มีซิลิกาเคลือบอยู่ ด้วยหลักการเดียวกับวิธี TLC เนื่องจากสารสเตียรอยด์ทั้งสองชนิดที่ท าการตรวจ
วิเคราะห์สามารถรบกวนการตรวจวัดกันเองได้ และอาจจะมีสารโมเลกุลอ่ืน ๆ ที่มีลักษณะโครงสร้าง
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และคุณสมบัติทางเคมีที่ใกล้เคียงกันเข้ามารบกวนการตรวจวิเคราะห์ หลังจากที่สารเพรดนิโซโลน 
และ เดกซาเมทาโซนถูกแยกออกจากกันบนกระดาษเรียบร้อยแล้ว สารสเตียรอยด์แต่ละชนิดจะถูกวัด
ปริมาณการปลอมปนด้วยวิธี Differential Pulse Voltammetry (DPV) โดยใช้ขั้วไฟฟ้าชนิด screen 
printed carbon electrode และอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้น มีการน าเทคนิคการพิมพ์สาม
มิติมาใช้ในการสร้างตลับพลาสติก โดยตลับที่สร้างขึ้นถูกน ามาใช้ในการเสริมสร้างความแข็งแรงของ
กระดาษ Whatman SG81 ในขั้นตอนการแยกสารสเตียรอยด์ และอุปกรณ์ที่สร้างจากการพิมพ์สาม
มิติที่เป็นส่วนตัดกระดาษ (cutter) เป็นเสมือนภาชนะบรรจุสารอิเล็กโทรไลต์ ท าให้สามารถกักสาร
อิเล็กโทรไลต์ไว้บนกระดาษไม่ไหลซึมแพร่ออกไปบริเวณรอบ ๆ ท าให้สามารถวัดปฏิกิริยาทาง
เคมีไฟฟ้าที่เกิดขึ้นได้โดยตรงบนกระดาษและสัญญาณคงที่ตลอดขั้นตอนการตรวจวิเคราะห์ 

1.2 วัตถุประสงค์  

1. เพ่ือพัฒนาวิธีตรวจวิเคราะห์สารสเตียรอยด์ชนิดเพรดนิโซโลนและเดกซาเมทาโซนที่

ปลอมปนในผลิตภัณฑ์สมุนไพรเชิงปริมาณ   

  2. เพ่ือลดระยะเวลาและขั้นตอนในการตรวจวิเคราะห์สารสเตียรอยด์ชนิดเพรดนิโซโลนและ

เดกซาเมทาโซนที่ปลอมปนในผลิตภัณฑ์สมุนไพรเชิงปริมาณ 

  3. เพ่ือแกป้ัญหาการรบกวนปฏิกิริยาการตรวจวัด จากสารสเตียรอยด์ที่ความต่างศักย์ทาง

เคมีไฟฟ้าใกล้เคียงกัน  

1.3 ขอบเขตการศึกษา  

 ขอบเขตงานวิจัยชิ้นนี้เป็นการพัฒนาชุดตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษส าหรับทดสอบการ
ปลอมปนของสารเพรดนิโซโลนและเดกซาเมทาโซนในผลิตภัณฑ์สมุนไพร โดยใช้กระดาษ Whatman 
SG81 ในการแยกสารสเตียรอยด์ดังกล่าวและสารสเตียรอยด์ของพืชออกจากกัน และท าการวิเคราะห์
เชิงปริมาณด้วยวิธีการทางเคมีไฟฟ้าชนิด DPV โดยในงานวิจัยชิ้นนี้ได้ศึกษาหาวัฏภาคเคลื่อนที่ที่
เหมาะสมในการแยกสารสเตียรอยด์ทั้งสองชนิด ศึกษาสารละลายอิเล็กโทรไลต์และสภาวะที่เหมาะสม
ในการตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธี DPV ศึกษาขีดความสามารถในการตรวจวิเคราะห์เชิงปริมาณ ศึกษาการ
รบกวนจากสารเคมีต่าง ๆ ศึกษาความถูกต้องและความเที่ยงในการตรวจวิเคราะห์ และเปรียบเทียบ
วิธีที่พัฒนาขึ้นกับวิธี HPLC โดยใช้สิ่งตัวอย่างผลิตภัณฑ์สมุนไพรที่มีการปลอมปนของสารสเตียรอยด์
ทั้งสองชนิด 
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1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 1. การน ากระดาษโครมาโทกราฟีชนิด Whatman SG81 เข้ามาประยุกต์ใช้กับการเตรียม
ตัวอย่างก่อนท าการตรวจวิเคราะห์สารด้วยวิธีทางเคมีไฟฟ้า สามารถช่วยลดระยะเวลาและปัญหาของ
สารรบกวนต่าง ๆ ภายในสิ่งตัวอย่างได้อย่างมีประสิทธิภาพ จึงสามารถน าไปใช้ในการพัฒนาต่อยอด
เพ่ือวิเคราะห์สารเคมีต่าง ๆ ที่สามารถเกิดปฏิกิริยาทางเคมีไฟฟ้าได้   

 2. การน าเทคนิคการพิมพ์สามมิติเข้ามาประยุกต์ใช้ในงานวิจัยดังกล่าว สามารถช่วยแก้ไข
ปัญหาที่เกิดขึ้นจากความไม่คงตัวของกระดาษในขั้นตอนการแยกสารเคมีและความไม่เสถียรของ
สัญญาณไฟฟ้าในขั้นตอนการตรวจวิเคราะห์ทางเคมีไฟฟ้าได้อย่างมีประสิทธิภาพ จึงสามารถน า
รูปแบบชุดตรวจดังกล่าวไปใช้ในการพัฒนาการตรวจวิเคราะห์สารเคมีต่าง ๆ ได้ 

 3. ผลงานวิจัยในครั้งนี้ได้รับการตีพิมพ์ลงในวารสารระดับนานาชาติ เนื่องจากการน า
กระดาษ Whatman SG81 และตลับชุดตรวจที่สร้างจากเครื่องพิมพ์สามมิติเข้ามาประยุกต์ใช้กับการ
ตรวจวิเคราะห์ทางเคมีไฟฟ้าเพ่ิงมีการรายงานเป็นครั้งแรก โดยงานวิจัยชิ้นนี้ได้ตีพิมพ์ลงในวารสาร  
“Analytica Chimica Acta” ซึ่งมี impact factor เท่ากับ 5.123 (JCR 2018, ISI database) ใน
หัวข้อเรื่อง “A paper-based analytical device coupled with electrochemical detection 
for the determination of dexamethasone and prednisolone in adulterated traditional 
medicines” และคาดว่าจะถูกน าไปใช้อ้างอิง (citations) ต่อไป 

 4. ผลงานวิจัยในครั้งนี้ได้เข้าร่วมการน าเสนอผลงานวิจัยระดับนานาชาติ ในงานประชุม   
6 th International Conference on Bio-Sensing Technology ณ ประเทศมาเลเซีย ระหว่างวันที่ 
16-19 มิถุนายน พ.ศ.2562 ในหัวข้อเรื่อง “Paper chromatography coupled with electro-
chemical detection for quantification of adulterated dexamethasone and 
prednisolone in traditional medicines” ซึ่งจะเป็นประโยชน์ต่อนักวิจัยที่สนใจต่อไป โดยเฉพาะ
ในกลุ่มท่ีท างานวิจัยด้าน paper-based analytical device  
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บทที่ 2  
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 สารสเตียรอยด์ 

สารสเตียรอยด์ เป็นสารกลุ่มอินทรีย์ (organic compound) ซึ่งมีลักษณะโครงสร้างพ้ืนฐาน 
ประกอบไปด้วยธาตุคาร์บอน (carbon) จ านวน 17 อะตอม โดยมีลักษณะโครงสร้างทางเคมีเป็นวง
คาร์บอนหกเหลี่ยม (cyclohexane ring) จ านวน 3 วงและวงคาร์บอนห้าเหลี่ยม (cyclopentane 
ring) จ านวน 1 วง ดังรูปที่ 1 [20, 21] ซึ่งโครงสร้างนี้จะประกอบไปด้วยหมู่ฟังก์ชันต่าง ๆ มากมายไม่
ว่าจะเป็น หมู่ไฮดรอกซิล (Hydroxyl group) หมู่เมทิล (methyl group) และโครงสร้างของสาย
คาร์บอน (carbon side chains) จึงส่งผลให้สารสเตียรอยด์นั้นมีอยู่หลากหลายชนิด ยกตัวอย่างเช่น 
คอเลสเตอรอล (cholesterol) จะมีหมู่ไฮดรอกซิลอยู่ที่ต าแหน่งคาร์บอนที่ 3 มีหมู่เมทิล 2 หมู่อยู่ที่
ต าแหน่งคาร์บอนที่ 10,13 และมีสายคาร์บอนจ านวน 8 อะตอม ต่อกับต าแหน่งคาร์บอนที่ 17 ดังรูป
ที่ 1 [20, 21] 

           ที่มา Ref.   [20, 21] 

รูปที่ 1 (A) แสดงโครงสร้างพ้ืนฐานของสารเสตียรอยด์และ (B) แสดงโครงสร้างของคอเลสเตอรอล 

 อย่างไรก็ตามในที่นี้จะกล่าวถึงเฉพาะสารสเตียรอยด์ที่มีความเกี่ยวเนื่องและส าคัญกับ
สิ่งมีชีวิตจ าพวกสัตว์คือ คอเลสเตอรอล (cholesterol) โดยคอเลสเตอรอลนั้นมีความส าคัญอย่างมาก 
เนื่องจากเป็นองค์ประกอบหลักของเยื่อหุ้มเซลล์  และใช้ในการสังเคราะห์น้ าดี (bile acid) วิตามิน D 
และ สเตียรอยด์ฮอร์โมน (steroid hormone) [22] ซึ่งสเตียรอยด์ฮอร์โมนนั้นนสามารถแบ่งออกได้
เป็น 2 ประเภทด้วยกันคือ ฮอร์โมนเพศ  (sex steroid hormone) และฮอร์โมนต่อมหมวกไต 
(adrenal steroid hormone) ซึ่งจะกล่าวรายละเอียดดังต่อไปนี้   
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2.2 สเตียรอยด์ฮอร์โมน (steroid hormone) 

สเตียรอยด์ฮอร์โมน (steroid hormone) เป็นฮอร์โมนที่ใช้คอเลสเตอรอลเป็นสารตั้งต้นใน
การสังเคราะห์จากอวัยวะสืบพันธุ์ (gonad) และต่อมหมวกไต (adrenal gland) จึงท าให้ฮอร์โมน
กลุ่มนี้สามารถถูกส่งเข้าสู่กระแสเลือดแล้วผ่านเข้าสู่เยื่อหุ้มเซลล์ (cell membrane) และเยื่อหุ้ม
นิวเคลียส (nuclear membrane) ของเซลล์เป้าหมายได้โดยตรง เพ่ือเข้าไปควบคุมกระบวนการ
ท างานของเซลล์โดยผ่านการแสดงออกของยีน (gene expression) [23] ซึ่งสามารถจ าแนกชนิด
ของสเตียรอยด์ฮอร์โมนออกได้เป็น 2 ประเภทดังนี้ 

2.2.1 ฮอร์โมนเพศ (sex steroid hormone) เป็นฮอร์โมนที่ส่วนใหญ่ถูกสังเคราะห์มาจาก
อวัยวะในระบบสืบพันธุ์ เช่น อัณฑะของระบบสืบพันธุ์เพศชาย และรังไข่ของระบบสืบพันธุ์เพศหญิง 
เป็นต้น ซึ่ งมีบทบาทส าคัญในการควบคุมการเปลี่ยนแปลงลักษณะและพฤติกรรมทางเพศ  
ยกตัวอย่างเช่น 

2.2.1.1 กลุ่มฮอร์โมนเพศหญิง จะมีอยู่ด้วยกัน 2 ฮอร์โมนที่ส าคัญคือ ฮอร์โมนเอสโตรเจน 
(estrogen) เป็นฮอร์โมนที่ท าหน้าที่ในการควบคุมรอบประจ าเดือนของเพศหญิง (mensuration 
cycle) และลักษณะทางกายภาพที่บ่งบอกถึงเพศหญิง อาทิเช่น สะโพกผาย การเจริญเติบโตของเต้า
นม การสะสมของไขมันที่ส่วนต่าง ๆ ของร่างกาย เป็นต้น [24] โปรเจสเตอโรน (progesterone) เป็น
ฮอร์โมนที่เก่ียวเนื่องกับภาวะการตั้งครรภ์ของเพศหญิง โดยจะท าหน้าที่ให้ผนังมดลูกหนาตัวขึ้นเพื่อให้
เหมาะสมต่อการรองรับตัวอ่อน และเมื่อตัวอ่อนเข้ามาฝังตัวระดับฮอร์โมนดังกล่าวจะคงที่ เพ่ือรักษา
สภาวะแวดล้อมและป้องกันการตกไข่ในรอบเดือนต่อไป [25]  

2.2.1.2 กลุ่มฮอร์โมนเพศชาย (androgen) จะมีฮอร์โมนที่ส าคัญคือ ฮอร์โมนเทสโทสเตอโรน 
(testosterone) เป็นฮอร์โมนที่มีบทบาทส าคัญในการควบคุมการท างานของระบบสืบพันธุ์เพศชาย 
เช่นกระบวนการสร้างเซลล์สืบพันธุ์หรือสเปิร์ม (sperm) และยังท าหน้าที่ในการควบคุมลักษณะทาง
กายภาพของเพศชายด้วย เช่น กระบวนการสร้างมัดกล้ามเนื้อ น้ าเสียงที่ทุ้มลึก เป็นต้น [26] 

ที่มา Ref. [27]  

รูปที่ 2 แสดงโครงสร้างของฮอร์โมนเอสโตรเจน 
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                                                 ที่มา Ref. [27]  

รูปที่ 3 แสดงโครงสร้างของฮอร์โมนโปรเจสเตอโรน และ เทสโทสเตอโรน 

 2.2.2 ฮอร์โมนต่อมหมวกไต (adrenal steroid hormone) เป็นกลุ่มฮอร์โมนที่ผลิตจากต่อม
หมวกไต ซึ่งมีบทบาทอย่างมากในการควบคุมสมดุลของร่างกาย เช่น น้ า น้ าตาล แร่ธาตุต่าง  ๆ  
เป็นต้น ซึ่งจะสามารถจ าแนกออกได้เป็น 2 กลุ่มที่มีความส าคัญตามหน้าที่การท างานดังนี้ 

2.2.2.1 ฮอร์โมนมินเนอร์ราโลคอร์ติคอยด์ (mineralocorticoids) หรือฮอร์โมนแอลโดสเตอ-
โรน (aldosterone) เป็นฮอร์โมนที่ถูกผลิดจากต่อมหมวกไตชั้นนอก (adrenal cortex) โดยเป็น
ฮอร์โมนที่มีความส าคัญท่ีสุด มีบทบาทในการควบคุมสมดุลเกลือแร่และน้ าภายในร่างกาย [28] 

                                                               ที่มา Ref. [27]                 

รูปที่ 4 แสดงโครงสร้างของฮอร์โมนแอลโดสเตอโรน  

2.2.2.2 ฮอร์โมนกลูโคคอร์ติคอยด์ (glucocorticoids) เป็นฮอร์โมนที่ถูกผลิดจากต่อมหมวก
ไตชั้นนอก (adrenal cortex) เช่นเดียวกัน แต่มีบทบาทส าคัญในการตอบสนองต่อสภาวะเครียด ช่วย
ในการควบคุมกระบวนการทางสารชีวโมเลกุลภายในเซลล์ (metabolism) โดยเฉพาะการควบคุม
ระดับกลูโคส โปรตีน และยังท าหน้าที่ในการกดการท างานของระบบภูมิคุ้มกัน (Immune system) 
เพ่ือลดอาการการอักเสบ เป็นต้น [29]  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8 
 

                                                                                ที่มา Ref. [27]  

รูปที่ 5 แสดงลักษณะโครงสร้างของฮอร์โมนกลูโคคอร์ติคอยด์  

จากคุณสมบัติดังกล่าวท าให้วงการแพทย์แผนปัจจุบันมีการสังเคราะห์สารสเตียรอยด์ขึ้นมา  
เพ่ือน าไปใช้ในการรักษาโรคที่มีความผิดปกติทางด้านระบบภูมิคุ้มกัน เช่น โรคข้ออักเสบรูมาตอยด์ 
(rheumatoid arthritis) โรคภูมิคุ้มกันท าลายตนเอง (autoimmune disease) โรคภูมิแพ้ต่าง ๆ 
(inflammatory disease) และคนไข้ที่ได้รับการปลูกถ่ายอวัยวะ [7-10] เป็นต้น 

2.3 ยาสเตียรอยด์ 

 ยาสเตียรอยด์เป็นยาที่ถูกสังเคราะห์ขึ้นมา เพ่ือน าไปใช้ในการรักษาโรคที่มีความเกี่ยวเนื่อง
กับความผิดปกติของระบบภูมิคุ้มกันมากมาย ซึ่งมีอยู่ด้วยกันหลากหลายชนิดดังนี้  คอร์ติโซน 
(cortisone) ไฮ โดรคอร์ติ โซน  (hydrocortisone) เพ รดนิ โซน  (prednisone) เพ รดนิ โซ โลน 
(prednisolone) เดกซาเมทาโซน (dexamethasone) พาราเมทาโดน (paramethasone) เป็นต้น 
ดังรูปที่ 6 [27] 

ที่มา Ref. [27] 
รูปที่ 6 แสดงลักษณะโครงสร้างของยาสเตียรอยด์   

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

9 
 

แม้ว่ายากลุ่มสเตียรอยด์ดังกล่าวจะมีสรรพคุณในการรักษาได้อย่างมีประสิทธิภาพ แต่การใช้
งานที่ผิดประเภทหรือใช้โดยไม่ได้รับการปรึกษาจากแพทย์เป็นระยะเวลานานมากกว่า 2-3 เดือนอย่าง
ต่อเนื่อง จะก่อให้เกิดผลข้างเคียงต่าง ๆ มากมายดังนี้ 

2.4 ผลข้างเคียงของยาสเตียรอยด์ 

กลุ่มอาการคุชชิ่ง (cushing syndrome) เป็นภาวะที่เกิดจากการที่ร่างกายมีระดับฮอร์โมน
กลูโคคอร์ติคอยด์ (glucocorticoids hormone) มากเกินกว่าปกติ ซึ่งมีอยู่หลายสาเหตุดังนี้ สาเหตุ
แรกคือฮอร์โมนแอดรีโนคอร์ติโคทรอพิก (adrenocorticotrophic hormone) ที่สูงกว่าปกติจากการ
เจริญเติบโตของเนื้องอกบริเวณต่อมใต้สมอง ซึ่งฮอร์โมนดังกล่าวท าหน้าที่ในการกระตุ้นการสร้าง
ฮอร์โมนกลูโคคอร์ติคอยด์ที่ต่อมหมวกไต สาเหตุที่สองคือ ฮอร์โมนกลูโคคอร์ติคอยด์ที่สูงกว่าปกติจาก
การที่มีเนื้องอกท่ีบริเวณต่อมหมวกไตเอง และสาเหตุที่สามคือ สาเหตุจากการได้รับสารที่มีฤทธิ์คล้าย
กับฮอร์โมนกลูโคคอร์ติคอยด์ จากภายนอกร่างกายเช่น ยากลุ่มสเตียรอยด์บางชนิด ซึ่งจะส่งผลให้เกิด
ความผิดปกติต่าง ๆ มากมายดังนี้   ใบหน้าลักษณะกลมคล้ายพระจันทร์หรือหน้าจันทร์แรม 
(cushinoid face) บริเวณล าคอมีลักษณะคล้ายหนอกขึ้นมา (buffalo hump) ท้องป่อง มีล าตัวใหญ่
กว่าแขนขา เนื่องจากการสะสมของไขมันที่บริเวณเนื้อเยื่อ  ภาวะน้ าตาลในเลือดสูงกว่าปกติ 
(hyperglycemia) บริเวณผิวหนังมีรอยลักษณะเป็นเส้นสีม่วง แดงตามแขนขา หรือล าตัว (striae)  
มีสิวขึ้นตามล าตัวและใบหน้า มีสีผิวที่คล้ าขึ้นกว่าปกติ  (hyperpigment) มีขนขึ้นที่ตามบริเวณหน้า 
หนวด เครา และทั่วร่างกาย (hirsutism) อาการกล้ามเนื้ออ่อนแรง โดยเฉพาะบริเวณต้นแขนและต้น
ขา (proximal muscle weakness) โรคกระดูกพรุน (osteoporosis) ความผิดปกติทางระบบหัวใจ
และหลอดเลือดเนื่องจากความดันโลหิตสูง (hypertension) ความผิดปกติทางระบบทางเดินอาหาร 
เช่น แผลในกระเพาะอาหาร (stomach ulcer) และล าไส้เล็กส่วนต้น (duodenal ulcer) ความ
ผิดปกติทางระบบภูมิคุ้มกัน (immune system) เนื่องจากฮอร์โมนดังกล่าวไปกดการท างานของ
ระบบภูมิคุ้มกัน จึงท าให้โอกาสการติดเชื้อโรคต่าง ๆ ได้ง่ายขึ้น และส่งผลต่อความผิดปกติทางสมอง 
โดยประสิทธิภาพในการจดจ าจะลดลง เกิดอาการสับสน ไม่มีสมาธิและมีความผิดปกติทางสภาพ
อารมณ์และจิตใจ เป็นต้น ดังรูปที่ 7 [11-15] 
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ที่มา ปรับปรุงมาจาก Ref. [30] 

รูปที่ 7 แสดงลักษณะกลุ่มอาการคุชชิ่ง (Cushing syndrome)  

ยิ่งไปกว่านั้นหากมีการใช้ยาสเตียรอยด์เป็นระยะเวลานานแล้วท าการหยุดยากระทันหัน  
จะท าให้ร่างกายเกิดภาวะขาดสเตียรอยด์ เนื่องจากการรับประทานยาสเตียรอยด์เป็นระยะเวลานาน
จะไปกดการท างานของต่อมหมวกไต ร่างกายจึงไม่สามารถสังเคราะห์ฮอร์โมนได้ตามปกติ จะส่งผลให้
ความดันโลหิตต่ า น้ าตาลในกระแสเลือดตก มีอาการเป็นลมหมดสติและน าไปสู่การเสียชีวิตได้ในที่สุด 

2.5 สถิติการตรวจพบสารสเตียรอยด์ 

จากการศึกษาจะเห็นได้ว่ายาสเตียรอยด์นั้นมีโทษที่ร้ายแรงมากหากน ามาใช้ไม่ถูกต้อง   
ซึ่งสาเหตุหลักของการใช้ยาไม่ถูกต้องนั้นเกิดจากการที่ผู้บริโภคซื้อยาด้วยตนเอง โดยไม่ได้ปรึกษา
แพทย์ หรือเภสัชกร โดยเฉพาะอย่างยิ่งกลุ่มยาชุดแก้ปวดที่หาซื้อได้ตามร้านค้าทั่วไป ผลิตภัณฑ์
สมุนไพร และอาหารเสริมที่ไม่ได้ลงทะเบียนตามกฎหมายในรูปแบบต่าง ๆ อาทิเช่น  ยาเม็ด ยาน้ า 
และยาแคปซูล เป็นต้น ซึ่งพบว่ามีการปลอมปมของสารสเตียรอยด์ในผลิตภัณฑ์ดังกล่าวเป็นจ านวน
มากอาทิเช่น ในระหว่างปี ค.ศ. 1992 ถึง 1993 ประเทศไต้หวันพบการปลอมปนของสารสเตียรอยด์
ร้อยละ 14.8 จากจ านวน 2,609 ตัวอย่าง [2] ในระหว่างปี ค.ศ. 2000 ถึง 2002 ประเทศมาเลเซียพบ
การปลอมปนของสารสเตียรอยด์ร้อยละ 27.5 จากจ านวน 102 ตัวอย่าง [3] และ ในระหว่างปี พ.ศ. 
2550 ถึง 2551 มีการศึกษาการปลอมปนของสารสเตียรอยด์ในพ้ืนที่เขตสาธารณสุขที่ 4 และ 5 ของ
ประเทศไทย จ านวน 205 ตัวอย่าง พบว่ามีตัวยาที่ไม่ผ่านมาตรฐานจ านวน 37 ตัวอย่าง โดยมีสาเหตุ
มาจากการปลอมปนของสารสเตียรอยด์จ านวน 27 ตัวอย่าง โดยคิดเป็นร้อยละ 73.0 ของตัวอย่างที่
ไม่ผ่านเกณฑ์ และยังพบว่าส่วนใหญ่แล้วจะมีการปลอมปนของสารสเตียรอยด์ชนิดเพรดนิโซโลน และ 
เดกซาเมทาโซน มากที่สุด ดังตารางที่ 1  [4] 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

11 
 

ตารางที่ 1 แสดงสถิติการปลอมปนของชนิดสารสเตียรอยด์ในพ้ืนที่สาธารณสุขท่ี 4 และ 5 

 

 

ในปี พ.ศ. 2554 ถึง 2556 เขตพ้ืนที่ 9 จังหวัดทางภาคตะวันออกพบว่ามีการปลอมปนของ
ยาสเตียรอยด์ในผลิตภัณฑ์สมุนไพรคิดเป็นร้อยละ 27.3 จากจ านวน 99 ตัวอย่าง [5] และ ในปี พ.ศ. 
2558 เขตพ้ืนที่กรุงเทพมหานครจ านวน 6 ชุมชน พบว่ามีการปลอมปนของสารสเตียรอยด์ใน
ผลิตภัณฑ์สมุนไพรถึง 23 ตัวอย่าง จากจ านวน 100 ตัวอย่าง โดยคิดเป็นร้อยละ 23 ดังตารางที่ 2 
โดยส่วนใหญ่นั้นจะพบมาในรูปแบบของยาเม็ด [6] 

ตารางที่ 2 แสดงสถิติการปลอมปนของสารสเตียรอยด์ในพ้ืนที่กรุงเทพมหานคร 

การปลอมปนยาแผนปัจจุบัน ตัวอย่าง 
Dexamethasone 6 
Prednisolone 2 
Cyproheptadine 1 
Paracetamol 1 
Dexamethasone และ Prednisolone 7 
Dexamethasone และ Paracetamol 2 
Dexamethasone และ Diclofenac 2 
Dexamethasone และ Indomethacin 1 
Dexamethasone และ Chlorpheniramine 3 
Dexamethasone, Prednisolone และ Diazepam 1 
Dexamethasone, Prednisolone และ Chlopheniramine 1 

 
ชุมชน 

จ านวนตัวอย่างท่ีคาดว่ามีการปลอมปนสารสเตียรอยด์ 
ร้อยละของตัวอย่างทั้งหมด

(n=100) 
ร้อยละของตัวอย่างที่คาด 
ว่ามีสเตียรอยด์ (n=23) 

ชุมชนนครหลวง 2 8.7 
ชุมชนริมคลองลาดพร้าว 3 13.0 

ชุมชนวังหิน 4 17.4 
ชุมชนซอยพหลโยธิน 32 2 8.7 

ชุมชนวัดบางบัว 10 43.5 
ชุมชนชายคลองเสนา 2 8.7 
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ดังนั้นการทดสอบสารสเตียรอยด์ที่ปลอมปนในผลิตภัณฑ์สมุนไพรต่าง ๆ เป็นสิ่งที่ควร
ตระหนักและให้ความส าคัญเป็นอย่างมาก ซึ่งในปัจจุบันมีวิธีการตรวจสารสเตียรอยด์อยู่หลายวิธี
ด้วยกันหลากหลายวิธี โดยแต่ละวิธีจะมีข้อดีและข้อเสียที่แตกต่างกัน 

2.6 วิธีการตรวจการปลอมปนของสารสเตียรอยด์ 

2.6.1 วิธีรงคเลขผิวบาง (Thin-Layer Chromatography หรือ TLC) อาศัยหลักการโคร-
มาโทกราฟีในการแยกสารที่ต้องการวิเคราะห์ออกจากสิ่งเจือปนอ่ืน ๆ ซึ่งมีส่วนประกอบส าคัญ 2 
ส่วนคือ วัฏภาคคงที่ (stationary phase) เป็นส่วนที่มีลักษณะเป็นของแข็งและมีคุณสมบัติในการดูด
ซับสารได้ดี โดยจะถูกเคลือบลงบนแผ่นอะลูมิเนียม แก้ว หรือพลาสติก ซึ่งสารที่นิยมน ามาใช้ในการ
เคลือบ คือ ซิลิกาเจล  (silica gel) เป็นสารที่มีสภาพขั้วสูง และส่วนต่อมาคือวัฏภาคเคลื่อนที่ 
(mobile phase) คือ ของเหลวที่ท าหน้าที่ในการท าละลายองค์ประกอบต่าง ๆ ของสารในสิ่งตัวอย่าง
แล้วแยกออกจากกันบนวัฏภาคคงที่ตามคุณสมบัติการละลาย ซึ่งสารที่ละลายในวัฏภาคเคลื่อนที่ได้ดี
จะสามารถเคลื่อนที่ไปบนวัฏภาคคงที่ได้มาก ส่วนสารที่ละลายในวัฏภาคเคลื่อนที่ได้น้อยจะเคลื่อนที่
ไปบนวัฏภาคคงที่ได้น้อย ซึ่งระยะทางการเคลื่อนที่จะถูกค านวณเป็น ค่า Retardation factor หรือ 
Rf โดยใช้สูตรดังรูปที่ 8 [31]  

              

รูปที่ 8  แสดงสูตรการค านวณค่า Retardation factor หรือ Rf  
  
 วิธีดังกล่าวเป็นวิธีหนึ่งที่นิยมใช้ในการตรวจหาการปลอมปนของสารสเตียรอยด์ โดยน าสิ่ง
ตัวอย่างมาสกัดด้วยกรรมวิธีที่เหมาะสม แล้วน าไปจุดลงบนแผ่นวัฏภาคคงที่ จากนั้นจุดสารละลาย
มาตรฐานเพรดนิโซโลน และ เดกซาเมทาโซนไปบนแผ่นวัฏภาคคงที่ในต าแหน่งถัดไป เพ่ือใช้ในการ
เปรียบเทียบ หลังจากนั้นน าวัฏภาคคงท่ีที่ได้หยดสิ่งตัวอย่างและสารละลายมาตรฐานก่อนหน้านี้ลงไป
ตั้งในภาชนะ และทิ้งไว้จนวัฏภาคเคลื่อนที่เคลื่อนที่ไปยังขีดที่ก าหนดไว้ จึงน าไปตรวจวิเคราะห์ต่อ
ด้วยวิธีต่าง ๆ ดังนี้ [17] 
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2.6.1.1 UV detection เป็นการตรวจวิเคราะห์เชิงคุณภาพโดยดูการดูดกลืนแสงภายใต้รังสี
อัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 254  nm ซึ่งวิธีการนี้ต้องอาศัยวัฏภาคคงที่ที่มี สารตัวชี้วัด 
(indicator) เช่น ซิงค์ซิลิเกต (zinc silicate) ซึ่งมีคุณสมบัติในการดูดกลืนแสงช่วงความยาวคลื่น
ดังกล่าว แล้วเรืองแสงที่ความยาวคลื่น 523 nm หรือแสงสีเขียว ซึ่งถ้าหากในสิ่งตัวอย่างมีสาร 
สเตียรอยด์ปลอมปนชนิดใดจะพบต าแหน่งทึบแสงเป็นต าแหน่งเดียวกับสารมาตรฐานดังรูปที่ 9 
อย่างไรก็ตามมีการศึกษาพบว่ามีสารสเตียรอยด์บางชนิดที่พืชสามารถสร้างขึ้นได้เอง ยกตัวอย่างเช่น 
เบต้าชิโตสเตอรอล (beta-sitosterol) สติกแมสเตอรอล (stigmasterol) และ แคมเพสเตอรอล 
(campesterol) เป็นต้น ซึ่งสารเหล่านี้สามารถดูดกลื่นแสงในช่วงความยาวคลื่น 254 nm ได้
เช่นเดียวกัน แต่จะมีค่าอัตราการเคลื่อนที่ที่สูงกว่าสารสเตียรอยด์เพรดนิโซโลน และ เดกซาเมทาโซน 
[17, 32] ซึ่งวิธีนี้มีขีดจ ากัดในการตรวจวิเคราะห์เชิงคุณภาพอยู่ที่ประมาณ 400 µg/mL 

2.6.1.2 Colorimetric detection เป็นการตรวจวิเคราะห์เชิงคุณภาพ โดยการสเปรย์แผ่น 
TLC ด้วยสารละลาย Tetrazolium blue จะเกิดแถบสีม่วงปรากฎขึ้นมาบนแผ่นวัฏภาคคงที่จากการ
ถูกรีดิวซ์ด้วยสารสเตียรอยด์ ซึ่งถ้าในสิ่งตัวอย่างมีแถบสีม่วงขึ้นต าแหน่งเดียวกับสารมาตรฐานชนิดใด 
แสดงว่ามีการปนเปื้อนของสารสเตียรอยด์ชนิดนั้นดังรูปที่  9 และวิธีนี้ไม่เกิดปฏิกิริยากับสาร 
สเตียรอยด์เบต้าซิโตสเตอรอล สติกแมสเตอรอล และแคมเพสเตอรอล แต่สามารถเกิดปฏิกิริยากับ
น้ าตาลที่มีคุณสมบัติในการรีดิวซ์ได้ อย่างไรก็ตามต าแหน่งของน้ าตาลจะอยู่บริเวณใกล้จุดเริ่มต้นจึงไม่
รบกวนการทดสอบ ซึ่งวิธีนี้มีขีดจ ากัดในการตรวจวิเคราะห์เชิงคุณภาพอยู่ที่ประมาณ 500 µg/mL 
[17, 32] และเคยมีการน าเอาเทคนิคการวิเคราะห์เชิงภาพหรือ Image processing โดยใช้โปรแกรม 
Adobe photoshop เพ่ื อแปลขนาดและความ เข้ มของวงสี ที่ เกิ ดจากการพ่นสารละลาย 
Tetrazolium blue เป็นหน่วยพิกเซล แต่อย่างไรก็ตามวิธีนี้มีขีดจ ากัดในการตรวจวิเคราะห์ค่อนข้าง
ต่ าประมาณ 500 µg/mL ส าหรับเพรดนิโซโลน และ เดกซาเมทาโซน [33]  

2.6.1.3 Densitometer เป็นการตรวจวิเคราะห์ทั้งเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณ โดยวัดจาก
การดูดกลืนแสงภายใต้รังสีอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 254  nm โดยใช้เครื่อง densitometer 
เช่นเดียวกับวิธี 2.6.1.1 ซึ่งเครื่องมือดังกล่าวจะวัดความเข้มที่เกิดจากจุดทึบแสงของต าแหน่งที่มีสาร 
สเตียรอยด์ดังรูปที่ 10 จากการศึกษาพบว่าเคยมีการใช้วิธีดังกล่าวในการตรวจวิเคราะห์สารเดกซาเม-
ทาโซนเท่านั้น โดยมีขีดจ ากัดในการตรวจวิเคราะห์เชิงคุณภาพเท่ากับ 3 µg/mL และมีขีดจ ากัดใน
การตรวจวิเคราะห์เชิงปริมาณเท่ากับ 9 µg/mL แต่อย่างไรก็ตามเครื่องมือที่ใช้มีราคาแพง มีขนาด
ใหญ่ไม่สามารถเคลื่อนย้ายได้ และใช้ตัวอย่างในปริมาณมาก [34] 
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                 ที่มา Ref. [17] 

รูปที่ 9  แสดงการตรวจเชิงคุณภาพของวิธี TLC 

 ที่มา Ref. [34] 

รูปที่ 10  แสดงการตรวจเชิงปริมาณของวิธี TLC ด้วยเครื่อง densitometer  

2.6.2 วิธีโครมาโทกราฟีของเหลวประสิทธิภาพสูง (High Performance Liquid chroma-
tography หรือ HPLC) เป็นวิธีที่ใช้ในการตรวจหาการปลอมปนของสารสเตียรอยด์ได้โดยใช้หลักการ
โครมาโทกราฟีเช่นเดียวกัน แต่จะมีประสิทธิภาพในการตรวจวัดได้ดีกว่าวิธีรงคเลขผิวบาง  โดยสารที่
ต้องการทดสอบจะไหลผ่านเข้าไปในคอลัมน์ที่เป็นวัฏภาคคงที่ที่มีขนาดเล็ก ซึ่งสารสเตียรอยด์จะถูก
ดูดซับเอาไว้แล้วถูกชะออกมาจากคอลัมน์ด้วยวัฏภาคเคลื่อนที่ จากนั้นสารสเตียรอยด์จะถูกตรวจวัด
ความเข้มข้นด้วยการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 254 nm ซึ่งวิธีนี้มีขีดจ ากัดในการตรวจวิเคราะห์เชิง
คุณภาพประมาณ 120  µg/mL และมีขีดจ ากัดในการตรวจวิเคราะห์เชิงปริมาณประมาณ 250 
µg/mL ส าหรับสารสเตียรอยด์ทั้งสองชนิด แม้ว่าวิธีนี้สามารถตรวจวัดเชิงปริมาณได้อย่างมีประสิทธิ
มาก แต่ต้องอาศัยกระบวนการเตรียมสิ่งตัวอย่างก่อนการทดสอบหลายขั้นตอน เครื่องมืออุปกรณ์มี
ราคาแพง และต้องอาศัยบุคลากรที่มีความสามารถในการใช้เครื่องมือ เป็นต้น  [18] 
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 2.6.3 วิธีอิมมูโนโครมาโทกราฟี (Immunochromatography technique) เป็นวิธีที่ใช้ใน
การตรวจหาการปลอมปนของสารสเตียรอยด์ได้โดยใช้หลักการโครมาโทกราฟีเช่นเดียวกัน แต่จะมี
การติดฉลากสารแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะกับสารเดกซาเมทาโซน ลงบนอนุภาคทองนาโน ซึ่งเป็น
ตัวชี้วัดในการทดสอบ มีการตรึงสารเดกซาเมทาโซนที่จับกับโอแวลบูมิน  (ovalbumin) ลงบน
ต าแหน่ง Test line และมีการตรึงสาร anti-rabbit ชนิด IgG ที่ต าแหน่ง Control line เมื่อใดก็ตาม
ถ้าตัวอย่างที่น ามาทดสอบมีสารสเตียรอยด์ปลอมปนอยู่  สารดังกล่าวจะเข้าไปจับกับแอนติบอดีบน
อนุภาคทองนาโนจนหมด จึงท าให้มีแถบสีแดงปรากฏขึ้นเพียงแถบเดียวที่ต าแหน่ง Control line  
จะไม่ปรากฏแถบสีแดงบน Test line แต่ถ้าหากในสิ่งตัวอย่างไม่มีสารสเตียรอยด์ปลอมปน แถบสีแดง
จะปรากฏขึ้นมา 2 ขีดคือต าแหน่ง Test line และ Control line ดังรูปที่ 11  ซึ่งวิธีนี้มีข้อดีคือ
สามารถทดสอบได้อย่างรวดเร็วประมาณ 10-15 นาที มีราคาไม่แพง และมีขีดความสามารถในการ
ทดสอบอยู่ที่ประมาณ 50 µg/mL ส าหรับเพรดนิโซโลนและ 1 µg/mL ส าหรับเดกซาเมทาโซน จึงท า
ให้วิธีนี้เป็นวิธีที่นิยมน ามาใช้ในการตรวจวิเคราะห์เบื้องต้น อย่างไรก็ตามวิธีการนี้มีข้อจ ากัดคือ การ
อ่านผลการทดสอบเป็นแบบตรงกันข้ามกับชุดตรวจที่คุ้นเคย เช่น ชุดตรวจการตั้งครรภ์คือ ผลเป็น
บวกจะขึ้นแทบสีแดง 2 แทบ ผลลบจะขึ้นเพียงแทบเดียว ซึ่งอาจท าให้การอ่านผลการทดสอบ
ผิดพลาดได้ ยิ่งไปกว่านั้นการทดสอบนี้สามารถตรวจวัดได้เพียงเชิงคุณภาพเท่านั้นไม่สามารถระบุเชิง
ปริมาณได้และไม่สามารถแยกชนิดของสารสเตียรอยด์ได้ [35] 

                   ที่มา Ref. [17] 

รูปที่ 11 แสดงการตรวจการปลอมปนของสารสเตียรอยด์ด้วยวิธีอิมมูโนโครมาโทกราฟี   

 2.6.4 วิธีทางเคมีไฟฟ้า (electrochemistry analysis) เป็นวิธีการตรวจวิเคราะห์ที่อาศัย

หลักการเปลี่ยนแปลงทางเคมีไฟฟ้าของสารที่ต้องการตรวจวิเคราะห์ อาทิเช่น กระบวนการ

ออกซิเดชัน -รีดักชัน (oxidation-reduction reaction) หรือเรียกว่า ปฏิกิริยารีดอกซ์ (redox 

reaction) มาใช้ในการวิเคราะห์หาปริมาณของสารที่ต้องการ โดยตรวจวัดการเปลี่ยนแปลงค่าทาง

ไฟฟ้าต่าง ๆ ไม่ว่าจะเป็นความต่างศักย์ ความต้านทานไฟฟ้า หรือกระแสไฟฟ้าที่เกิดขึ้น ซึ่งวิธีนี้มีข้อดี

ก็คือสามารถตรวจวิเคราะห์ได้อย่างรวดเร็ว มีความไวในการตรวจวิเคราะห์สูง โดยสามารถวัดสารได้

แม้มีปริมาณสารต่ า ๆ และมีความจ าเพาะสูง ดังตารางที่ 3 
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2.7 อุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษ (paper-based analytical devices, PADs) 

Whitesides และคณะเป็นผู้พัฒนาแนวคิดการการตรวจวิเคราะห์สารบนกระดาษเป็นครั้ง

แรกในปี 2007 [45]  โดยวิธีการดังกล่าวอาศัยคุณสมบัติที่ชอบน้ า (hydrophilic) ของกระดาษและ

แรงดึงตามรูขนาดเล็ก (capillary force) ภายในเนื้อเยื่อกระดาษท่ีเกิดจากรูพรุนของเซลลูโลส เพ่ือใช้

ในการดึงสารเคมีต่าง ๆ ให้ไหลไปตามทิศทางของแรงดังกล่าว โดยปราศจากการใช้แรงดึงภายนอก

จากเครื่องมือต่าง ๆ เข้าช่วย แต่อย่างไรก็ตามเพ่ือควบคุมทิศทางการไหลของสารจึงมีการสร้าง

ขอบเขตของกระดาษเพ่ือควบคุมการไหล โดยมีหลากหลายวิธีด้วยกันดังนี้  

2.7.1  การสร้างขอบเขตโดยใช้วิธีการทางกายภาพ  (patterning physical boundaries) 
เป็นวิธีที่ไม่ต้องอาศัยสารที่มีคุณสมบัติไม่ชอบน้ า (hydrophobic) ในการสร้างขอบเขต ดังนี้  

2.7.1.1 Plotter cutting เป็นเทคนิคที่ใช้เครื่องตัดกระดาษชนิดใบมีดในการสร้างลวดลาย
เพ่ือก าหนดขอบเขตพ้ืนที่การไหลของสารไปตามรูปแบบที่ก าหนด ซึ่งวิธีดังกล่าวสามารถสร้างชุด
ตรวจได้หลายชุดในระยะเวลาอันสั้น มีความแม่นย าในการตัดสูง และเครื่ องมือราคาไม่แพง  
แต่อย่างไรก็ตามกระดาษบางชนิดมีความหนาและเหนี่ยว ซึ่งจะไมส่ามารถใช้วิธีนี้ในการตัดได้ [46] 

2.7.1.2 Laser cutting เป็นเทคนิคที่ใช้เครื่องตัดกระดาษชนิดเลเซอร์ในการก าหนดขอบเขต
พ้ืนที่การไหลของสารไปตามรูปแบบที่ก าหนดเช่นเดียวกับการตัดด้วยเครื่องตัดกระดาษทั่วไป  
แต่เครื่องตัดชนิดเลเซอร์จะมีประสิทธิภาพมากกว่า โดยสามารถตัดกระดาษที่มีความหนาและเหนียว
ได้ดี มีความเร็วและแม่นย าในการตัดสูงกว่า แตอ่ย่างไรก็ตามเครื่องมือชนิดนี้มีราคาที่แพง [47] 

2.7.1.3 Craft punch patterning เป็นเทคนิคที่ใช้แม่แบบโลหะที่ถูกออกแบบให้มีลักษณะ
ตามต้องการ แล้วน าแผ่นแม่แบบโลหะดังกล่าวไปกดลงบนแผ่นกระดาษหรือวัสดุที่ต้องการตัดดังรูปที่ 
12 ซึ่งวิธีนี้สามารถท าได้ง่านโดยไม่ต้องอาศัยเครื่องมือที่มีราคาแพง แต่อย่างไรก็ตามตัวแม่แบบมี
ลักษณะที่จ าเพาะและมีต้นทุนในการสร้างตัวแม่แบบ [48] 

                                            ที่มา ปรับปรุงมาจาก Ref. [48] 

รูปที่ 12 แสดงการสร้างชุดตรวจด้วยเทคนิค Craft punch patterning   



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

18 
 

2.7.1.4 laminated paper-based analytical devices หรือ LPAD เป็นเทคนิคที่ใช้เครื่อง
เคลือบนามบัตรมาใช้ในการก าหนดขอบเขตและทิศทางการไหลของสาร โดยการเคลือบแผ่นพลาสติก
ลงไปบนแผ่นกระดาษท้ังสองด้าน โดยมีด้านหนึ่งที่แผ่นพลาสติกถูกตัดให้มีขนาดเล็กกว่ากระดาษตาม
ความเหมาะสมในการใช้งานดังรูปที่ 13 ซ่ึงวิธีนี้ช่วยให้กระดาษมีความคงทนมากยิ่งขึ้น เนื่องจาก
กระดาษเมื่อสัมผัสกับของเหลวจะท าให้อ่อนตัวลงจึงเป็นอุปสรรคในการทดสอบ [49] แต่มีข้อจ ากัดใน
การสร้างลวดลายที่มีความละเอียดสูงและต้องใช้ความร้อนในการเคลือบแผ่นกระดาษ 

              ที่มา Ref.  [49] 

รูปที่ 13 แสดงการสร้างชุดตรวจด้วยเทคนิค LPAD fabrication  

 2.7.2  การสร้างขอบเขตโดยใช้สารเคมี (patterning hydrophobic boundaries) เป็นวิธีที่
ใช้สารที่มีคุณสมบัติไม่ชอบน้ า (hydrophobic) ในการสร้างขอบเขต ซึ่งสามารถแบ่งออกเป็น 3 
ประเภท ดังนี้ 

2.7.2.1 Mask-guided patterning methods เป็นเทคนิคที่ต้องใช้แม่แบบเป็นตัวก าหนด
ขอบเขตพ้ืนที่ชอบน้ าและไม่ชอบน้ าบนกระดาษ โดยมีหลากหลายวิธีดังนี้ 

2.7.2.1.1 Photolithography เป็นเทคนิคแรกที่ถูกน ามาใช้ในการสร้างลวดลายบน

แผ่นกระดาษ โดยการเคลือบสารไวแสง (photoresist) ลงบนแผ่นกระดาษ จากนั้นวางแผ่นฟิล์มทึบ

แสงที่ท าหน้าที่เป็นแม่แบบในการก าหนดลักษณะลวดลายบนแผ่นกระดาษ แล้วฉายรังสี UV ลงไป 

จะท าให้บริเวณที่โดนรังสี UV เกิดกระบวนการเชื่อมโยงกันของโมเลกุลหรือ crosslink เป็นพ้ืนที่ไม่

ชอบน้ าขึ้นมา หลังจากนั้นน าสารไวแสงที่ไม่เกิดปฏิกิริยาออกไป ซึ่งจะได้ลวดลายบนแผ่นกระดาษ

ตามลักษณะแม่แบบดังรูปที่ 14 [45, 50] ซึ่งวิธีนี้มีข้อดีคือสามารถสร้างลวดลายที่มีความละเอียดสูง

ได้อย่างมีประสิทธิภาพ แต่เครื่องมือ สารเคมี และอุปกรณ์ที่ใช้ในการสร้างลวดลายบนกระดาษนั้นมี

ราคาแพงและต้องปฏิบัติงานในห้องพิเศษทีมีการควบคุมแสงจากภายนอกและควบคุมฝุ่นละออง 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

19 
 

    
ที่มา Ref.   [50] 

รูปที่ 14 แสดงการสร้างชุดตรวจด้วยเทคนิค Photolithography  

2.7.2.1.2 Plotting เป็นเทคนิคการสร้างลวดลายบนกระดาษโดยการใช้หมึกชนิดเรซิน  
ซึ่งมีคุณสมบัติในการทนน้ ามาเขียนลงบนแผ่นกระดาษตามลักษณะของแม่แบบโลหะที่สร้างขึ้น  
ซึ่งบริเวณที่ถูกวาดโดยหมึกดังกล่าวจะมีคุณสมบัติเป็นพ้ืนที่ไม่ชอบน้ าและบริเวณอ่ืน ๆ จะเป็นพ้ืนที่
ชอบน้ าดังรูปที่ 15 [51] ซึ่งวิธีนี้สามารถท าได้ง่ายไม่ต้องใช้อุปกรณ์ที่สลับซับซ้อนและราคาแพง  
แต่มีข้อจ ากัดในการสร้างลวดลายที่มีความละเอียดสูง 

   ที่มา Ref. [51]    

รูปที่ 15 แสดงการสร้างชุดตรวจด้วยเทคนิค Plotting  

2.7.2.1.3  Lacquer spray เป็นเทคนิคที่สร้างลวดลายบนกระดาษโดยการใช้แลคเกอร์  
ซึ่งมีองค์ประกอบของสารเรซิน มาพ่นลงไปบนแผ่นโลหะที่ถูกยึดไว้กับกระดาษด้วยแผ่นแม่เหล็ก 
บริเวณที่ถูกสเปรย์ด้วยแลคเกอร์จะมีคุณสมบัติเป็นพ้ืนที่ไม่ชอบน้ าและบริเวณที่ถูกบดบังด้วยแผ่น
แม่เหล็กจะเป็นพ้ืนที่ชอบน้ าดังรูปที่ 16 [52] วิธีนี้สามารถท าได้ง่ายไม่ต้องใช้อุปกรณ์ที่สลับซับซ้อน
และราคาแพง แต่มีข้อจ ากัดในการสร้างลวดลายที่มีความละเอียดสูง 
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                                                                                  ที่มา ปรับปรุงมาจาก Ref. [52] 

รูปที่ 16 แสดงการสร้างชุดตรวจด้วยเทคนิค Lacquer spray  

 2.7.2.1.4 Wax screen-printing เป็นเทคนิคที่สร้างลวดลายบนกระดาษโดยการน าแผ่น
สกรีนที่มีการสลักลวดลายวางไว้บนแผ่นกระดาษเพ่ือใช้การก าหนดขอบเขต จากนั้นใช้แท่ง  wax 
สกรีนขีดลงไปบนกระดาษ แล้วน ากระดาษท่ีได้ไปวางไว้บนเตาให้ความร้อน จะท าให้ wax ที่เกาะบน
แผ่นกระดาษซึมผ่านเข้าไปในเนื้อกระดาษเกิดเป็นพ้ืนที่ไม่ชอบน้ าขึ้นมา และบริเวณที่ถูกบดบังด้วย
แผ่นสกรีนจะเป็นพ้ืนที่ชอบน้ าดังรูปที่ 17 วิธีนี้สามารถท าได้ง่ายไม่ต้องใช้อุปกรณ์ที่สลับซับซ้อนและ
ราคาแพง แต่มีข้อจ ากัดในการสร้างลวดลายที่มีความละเอียดสูง 

ที่มา Ref. [53] 

รูปที่ 17 แสดงการสร้างชุดตรวจด้วยเทคนิค Wax screen-printing  
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 2.7.2.1.5 Wax dipping เป็นเทคนิคที่สร้างลวดลายบนแผ่นกระดาษ โดยใช้แผ่นเหล็กที่ถูก
ออกแบบให้เหมาะสมกับการใช้งานวางไว้บนแผ่นกระดาษเพ่ือใช้ในการก าหนดขอบเขต จากนั้นน า
แผ่นกระดาษและแผ่นเหล็กดังกล่าวมาวางไว้บนแผ่นสไลด์ แล้ววางแผ่นแม่เหล็กในด้านตรงข้าม
เพ่ือให้แรงดึงจากแม่เหล็กยึดแผ่นเหล็กให้แนบชิดกับกระดาษ จากนั้นน าไปจุ่มลงใน wax ที่ถูกท าให้
หลอมเหลวที่อุณหภูมิ 120-130 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 วินาที หลังจากกนั้นน ามาวางไว้ที่
อุณหภูมิห้อง แล้วน าแผ่นเหล็กออกและลอก wax ส่วนเกินออกไป ซึ่งบริเวณที่สัมผัสกับ wax จะเป็น
พ้ืนที่ไม่ชอบน้ าและบริเวณท่ีถูกบดบังด้วยแผ่นเหล็กจะเป็นพื้นที่ชอบน้ าดังรูปที่ 18 วิธีนี้สามารถท าได้
ง่ายไม่ต้องใช้อุปกรณ์ที่สลับซับซ้อนและต้นทุนต่ า แต่มีข้อจ ากัดในการสร้างลวดลายที่มีความละเอียด
สูงและต้องใช้ความร้อนในการในการละลาย wax 

 

ที่มา Ref. [54]  
รูปที่ 18 แสดงการสร้างชุดตรวจด้วยเทคนิค Wax dipping  

 2.7.2.1.6 Etching เป็นเทคนิคที่สร้างลวดลายโดยน ากระดาษไปจุ่มลงในสารเคมีที่มี
คุณสมบัติเป็น hydrophobic อาทิเช่น Alkyl ketene dimer (AKD) [55], octadecyltrichloro-
silane [56] และ titanium oxide [57] เป็นต้น จากนั้นน าไปอบที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็น
ระยะเวลา 45 นาที ซึ่งจะเป็นการสร้างพ้ืนที่ไม่ชอบน้ าลงบนกระดาษ จากนั้นน าเอาแผ่นแม่แบบโลหะ
มาวางไว้บนกระดาษข้างต้นแล้วใช้เครื่อง plasma cleaner ในการก าจัดสาร AKD ออกจากบริเวณที่
ต้องการสร้างพ้ืนที่ชอบน้ า วิธีนี้สามารถสร้างลวดลายที่มีความละเอียดสูงและสารเคมีที่ใช้ราคาไม่แพง 
โดยเฉพาะ AKD แต่อย่างไรก็ตามวิธีนี้ต้องอาศัยเครื่อง plasma cleaner และพ้ืนที่ hydrophilic มี
การสัมผัสกับสารเคมีโดยตรง ซึ่งอาจท าให้เกิดการปนเปื้อนในการตรวจวิเคราะห์ได้ 
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2.7.2.1.7 Vapor phase deposition เป็นเทคนิคที่สร้างลวดลายบนแผ่นกระดาษโดยใช้
สาร Hydrophobic dichloro-[2,2]-paracyclophane ซึ่งเป็นสารโมโนเมอร์ชนิดหนึ่งในการเคลือบ
พ้ืนผิวแผ่นกระดาษด้วยวิธีเคลือบผิวด้วยไอสารเคมี  (CVD หรือ Chemical Vapor Deposition)  
โดยก าหนดลวดลายโดยใช้แผ่นแม่แบบโลหะ บริเวณที่ถูกสารเคมีดังกล่าวจะเป็นพ้ืนที่ไม่ชอบน้ าส่วน
บริเวณที่ ไม่ถูกสารเคมีจะเป็นพ้ืนที่ชอบน้ าดังรูปที่  19 [58] วิธีนี้สามารถสร้างขอบเขตที่ทน 
ต่อสารจ าพวก organic compound ได้ดีแต่ต้องอาศัยเครื่องมือในการระเหยสารเคมี 

                            ที่มา Ref. [58] 

รูปที่ 19 แสดงการสร้างชุดตรวจด้วยเทคนิค Vapor phase deposition  

2.7.2.1.8 Stamping เป็นเทคนิคที่สร้างลวดลายบนแผ่นกระดาษโดยน ากระดาษไปจุ่มใน
พาราฟินเหลวที่อุณหภูมิประมาณ 90 องศาเซลเซียส จากนั้นน าแผ่นกระดาษดังกล่าวมาวางไว้ที่
อุณหภูมิห้องให้พาราฟินแข็งตัวเป็นเนื้อเดียวกับเนื้อกระดาษ แล้วน าไปวางไว้บนกระดาษอีกแผ่นหนึ่ง 
น าแผ่นแม่แบบโลหะที่มีอุณหภูมิประมาณ 150 องศาเซลเซียสมาวางไว้บนแผ่นกระดาษที่มีพาราฟิน 
ความร้อนจากแผ่นแม่แบบโลหะจะส่งผลให้พาราฟินละลายและซึมลงไปในเนื้อกระดาษอีกแผ่นหนึ่ง
เกิดเป็นพ้ืนที่ไม่ชอบน้ าเกิดขึ้นดังรูปที่ 20 [59] วิธีนี้สามารถท าได้ง่าย โดยไม่ต้องใช้อุปกรณ์ที่
สลับซับซ้อนและราคาแพง แต่ต้องใช้ความร้อนในการในการละลายพาราฟินบนผิวกระดาษ 
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   ที่มา Ref. [59] 

                        รูปที่ 20 แสดงการสร้างชุดตรวจด้วยเทคนิค Stamping  

2.7.2.2  Non Mask-guided patterning methods เป็นเทคนิคที่สามารถสร้างขอบเขต
พ้ืนที่ชอบน้ าและไม่ชอบน้ า โดยไม่ต้องใช้อุปกรณ์ลอกแบบ 

2.7.2.2.1 Plotter printing เป็นเทคนิคที่สร้างลวดลายบนแผ่นกระดาษโดยใชเครื่องพล็อต
เตอร์ในการสร้างลวดลายลงบนกระดาษ ซึ่งเครื่องดังกล่าวจะบรรจุสารที่มีคุณสมบัติไม่ชอบน้ า  
(hydrophobic) อาทิเช่น PDMS หรือหมึกพิมพ์ที่มีคุณสมบัติในการต้านทานน้ า เป็นต้น โดยบริเวณ
ที่ถูกเขียนด้วยสารดังกล่าวจะมีคุณสมบัติเป็นพ้ืนที่ไม่ชอบน้ าและส่วนที่ไม่โดนเขียนจะเป็นพ้ืนที่ 
ชอบน้ า [60] วิธีนี้สามารถท าได้ง่ายและสารเคมีไม่สัมผัสกับบริเวณ hydrophilic แต่ต้องอาศัยเครื่อง
พล็อตเตอร์ในการเขียนลวดลายบนกระดาษ 

2.7.2.2.2 Printing เป็นเทคนิคที่สร้างลวดลายบนแผ่นกระดาษโดยใช้เครื่องพิมพ์สารเคมีลง
ไปอาทิเช่น Octadecyl acrylate, 1,10-Decanediol diacrylate [61], polystyrene [62], alkyl 
ketene dimer ในสารละลาย heptane [63] เป็นต้น ซึ่งสารเคมีดังกล่าวมีคุณสมบัติเป็นสารไม่ชอบ
น้ า (hydrophobic) หรือการใช้วัสดุที่มีคุณสมบัติในการต้านทานน้ าเช่น หมึก  wax เป็นต้น [64]  
โดยบริเวณที่ถูกพิมพ์ด้วยสารดังกล่าวจะมีคุณสมบัติเป็นพ้ืนที่ไม่ชอบน้ าและส่วนที่ไม่โดนพิมพ์จะเป็น
พ้ืนที่ชอบน้ าเช่นเดียวกัน วิธีนี้สามารถท าได้ง่ายและใช้ระยะเวลาในการสร้างน้อย แต่ต้องใช้
เครื่องพิมพ์ชนิดพิเศษที่มีราคาแพงและต้องใช้ความร้อนในการให้สาร hydrophobic ซึมผ่านเข้าไป
ในกระดาษ 
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2.8 วิธีการตรวจวิเคราะห์บนกระดาษ 

 อุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลฐานกระดาษสามารถวิเคราะห์ได้ทั้งเชิงคุณภาพและเชิง
ปริมาณ โดยในปัจจุบันมีหลากหลายเทคนิคดังนี้ 

2.8.1 Colorimetric detection เป็นการตรวจวัดการเปลี่ยนแปลงของสีที่ เกิดขึ้นจาก
ปฏิกิริยาทางเคมีบนกระดาษ ซึ่งสามารถตรวจวัดได้ทั้งเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณ โดยการสังเกตด้วย
ตาเปล่าจากการเปลี่ยนแปลงของสีที่เกิดข้ีนหรือใช้อุปกรณ์อิเล็กทรอนิกส์อาทิเช่น การใช้กล้องถ่ายรูป
โทรศัพท์มือถือ เครื่องแสกนเอกสาร หรืออาศัยเครื่องมือตรวจวัดการดูดกลืนแสง  [65] เป็นต้น  
จึงท าให้วิธีดังกล่าวเป็นที่นิยมในการน าไปประยุกต์ใช้ตรวจสารเคมีต่าง ๆ เช่น การตรวจวัดปริมาณ
กลูโคสโดยอาศัยปฏิกิริยาของเอนไซม์กลูโคสออกซิเดสจะท าปฏิกิริยาทางเคมีกับกลูโคสเกิดเป็นสาร  
hydrogen peroxide (H2O2) จากนั้น H2O2 จะท าปฏิบัติ Iodide โดยอาศัยปฏิกิริยาของเอนไซม์ 
Horseradish peroxidase (HRP) ท าให้เกิดสาร Iodine ซึ่งเป็นสารสีน้ าตาลจึงสามารถอ่านผลได้
ด้วยตาเปล่า เป็นต้น [66] ถึงแม้ว่าวิธีดังกล่าวสามารถทดสอบได้ง่ายและไม่สลับซับซ้อน แต่อย่างไรก็
ตามวิธีนี้มีข้อจ ากัดก็คือการเปลี่ยนแปลงของสีกระดาษจากการเก็บไม่เหมาะสมหรือชุดตรวจที่ถูกเก็บ
เอาไว้นานอาจจะส่งผลต่อการตรวจวัดได้ 

2.8.2 Chemiluminescence and fluorescence sensor เป็นการตรวจวัดการเปลี่ยน 
แปลงของแสงหรือการเรืองแสงของสารที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาทางเคมี ยกตัวอย่างเช่น การทดสอบ
สาร Uric acid อาศัยการท าปฏิกิริยาของ  Urate oxidase (UOx) ท าให้เกิดสาร H2O2 จากนั้นสาร 
H2O2 จะไปท าปฏิกิริยากับ Rhodamine derivative เกิดการเปล่งแสงขึ้นมาแล้ววัดความเข้มแสงที่
เกิดขึ้นด้วย luminescence analyzer  โดยความเข้มของแสงเป็นสัดส่วนโดยตรงกับความเข้มข้น
ของ Uric acid เป็นต้น [67] ซึ่งวิธีนี้มีข้อดีคือสามารถทดสอบสารได้ในปริมาณต่ า ๆ แต่อย่างไรก็ตาม
วิธีนี้ต้องใช้เอนไซม์ท่ีความเข้มข้นสูงจึงอาจไปขัดขวางรูพรุนของกระดาษท าให้ส่งผลต่อการทดสอบได้ 

2.8.3 Electrochemical sensor เป็นการตรวจวัดการเปลี่ยนแปลงทางเคมีไฟฟ้าของสารไม่
ว่าจะเป็นความต่างศักย์ ความต้านทานไฟฟ้า หรือกระแสไฟฟ้าที่เกิดขึ้น ซึ่งวิธีนี้สามารถวิเคราะห์ได้
อย่างรวดเร็วเพียงไม่ก่ีวินาที มีความไวในการตรวจวิเคราะห์สูง สามารถวัดสารได้แม้ปริมาณสารต่ า ๆ 
และมีความจ าเพาะสูง จึงมีการน าไปใช้ในการตรวจวิเคราะห์สารต่าง ๆ มากมาย ยกตัวอย่างเช่น  
การวัดปริมาณน้ าตาลกลูโคส (glucose) ในตัวอย่างเลือดครบส่วน โดยใช้กระดาษแยกเลือดชนิด VF2 
membrane ในการแยกพลาสมาออกมาจากเม็ดเลือดแดง แล้ววิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลกลูโคสโดยใช้
ปฏิกิริยาของเอนไซม์กลูโคสออกซิเดส (glucose oxidase) แล้วตรวจวัดปริมาณของไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด์ (hydrogen peroxide หรือ H2O2) ที่เกิดขึ้นจากสารดังกล่าวด้วยขั้วไฟฟ้าชนิด Prussian 
blue modified screen printed electrode (PB-SPEs) และวิ เคราะห์ การเปลี่ ยนแปลงของ
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กระแสไฟฟ้าด้วยวิธีโครโนแอมเพอโรเมทรี  (chronoamperometry) [68] และยังเคยมีการน าเอา
กระดาษ whatman NO1 มาสร้างขอบเขตพ้ืนที่ชอบน้ าและไม่ชอบน้ าด้วยไข เพื่อก าหนดทิศทางการ
ไหลของสิ่งตัวอย่างไปยังขั้วไฟฟ้าที่ถูกตรึงด้วยแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะกับสารเอสตราดิ ออล 
(estradiol) ซึ่งเป็นสารสเตียรอยด์ชนิดหนึ่งในกลุ่มฮอร์โมนเอสโตรเจน ลงบนขั้วไฟฟ้าชนิด Multi-
walled carbon nanotubes (MWCNTs)/thionine (THI)/gold nano-particles (AuNPs) 
screen printed electrode และวิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงของกระแสไฟฟ้าด้วย DPV [69]   

แต่อย่างไรก็ตามในการศึกษาครั้งนี้จะมุ้งเน้นไปที่การวิเคราะห์ปริมาณสารสเตียรอยด์ชนิด  
เพรดนิโซโลน และ เดกซาเมทาโซนด้วยเทคนิคทางเคมีไฟฟ้า ซึ่งแต่ละวิธีจะมีวิธีการวิเคราะห์แตกต่าง
กันมากมาย ดังตารางที่ 3 จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่าวิธีในการตรวจวัดสารสเตียรอยด์ยังคงใช้
เซลล์ไฟฟ้าเคมี (electrochemical cell) ในการตรวจวัด โดยจุ่มขั้วไฟฟ้าลงในตัวอย่างที่ต้องการ
วิเคราะห์ ซึ่งต้องใช้ตัวอย่างและสารละลายอิเล็กโทรไลต์ (electrolyze) ในปริมาณมากและมีโอกาส
สูงที่การตรวจวัดจะถูกรบกวนจากสารอ่ืน ๆ ที่พบได้ในสิ่งตัวอย่าง จึงได้มีการพัฒนาวิธีการสร้าง
ขั้วไฟฟ้าแทนที่การใช้เซลล์ไฟฟ้าเคมี ซึ่งแต่ละวิธีมีข้อดีข้อเสียแตกต่างกันดังตารางที่ 5 โดยในงานวิจัย
ครั้งนี้ได้เลือกใช้ขั้วไฟฟ้าชนิด Screen printed electrode เนื่องจากเป็นขั้วที่ได้รับความนิยม ราคา
ถูก และสามารถน าไปประยุกต์ใช้กับการเทคนิคการวิเคราะห์อ่ืน  ๆ ได้ง่าย ยกตัวอย่างเช่น เทคนิค
ระบบการไหลบนฐานกระดาษ เนื่องจากกระดาษเป็นวัสดุที่มีราคาถูก พกพาได้ง่าย ใช้สารในการ
ทดสอบน้อย และสามารถน ามาใช้ในเตรียมตัวอย่างก่อนการทดสอบได้ตามคุณสมบัติของกระดาษที่
เลือกใช้ 

ดังนั้นการศึกษาในครั้งนี้จึงได้น าเทคนิคการตรวจวิเคราะห์บนกระดาษและวิธีทางเคมีไฟฟ้า
มาใช้ในการวัดปริมาณสารสเตียรอยด์ที่ปลอมปนมาในผลิตภัณฑ์สมุนไพร โดยการใช้กระดาษโคร
มาโทกราฟีชนิด Whatman SG81 ซึ่งมีสารซิลิกาเจลกระจายตัวอยู่ในเนื้อกระดาษ จึงมีคุณสมบัติใน
การแยกสารเพรดนิโซโลนและเดกซาเมทาโซนออกจากกัน รวมถึงสิ่งเจือปนอ่ืน ๆ ด้วยหลักการ
เดียวกับวิธี TLC เพ่ือใช้ในการเตรียมตัวอย่างก่อนการตรวจวิเคราะห์ เนื่องจากสารสเตียรอยด์ทั้งสอง
ชนิดที่ตรวจวิเคราะห์สามารถรบกวนการตรวจวัดกันเองได้ และในผลิตภัณฑ์สมุนไพรแต่ละชนิดที่
น ามาทดสอบมีองค์ประกอบที่แตกต่างกันมาก จึงต้องก าจัดสิ่งเจือปนอ่ืน ๆ ที่อาจเข้ามารบกวนการ
ตรวจวัด หลังจากที่แยกสารสเตียรอยด์ดังกล่าวเรียบร้อยแล้ว จึงตรวจวิเคราะห์ด้วยเทคนิค 
Differential Pulse Voltammetry หรือ DPV ซึ่งเป็นเทคนิคหนึ่งของวิธีเคมีไฟฟ้า โดยใช้ขั้วไฟฟ้า
ชนิด Screen printed carbon electrode หรือ SPCE 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/thionine


 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2
6

 
 

ตา
รา

งท
ี่ 4

 แ
สด

งเท
คน

ิคก
าร

สร
้าง

ขั้ว
ไฟ

ฟ้า
ด้ว

ยว
ิธีต

่าง
  

ขั้ว
ไฟ

ฟ้า
 

วิธ
ีกา

รส
ร้า

ง
ขั้ว

ไฟ
ฟ้า

 
หลั

กก
าร

 
ข้อ

ดี 
ข้อ

จ า
กัด

 
แห

ล่ง
อ้า

งอ
ิง 

คา
ร์บ

อน
 

(C
ar

bo
n)

 

Sc
re

en
-p

rin
te

d 
- ใ

ช้แ
ผ่น

ฟิล
์มพ

ลา
สติ

กท
ี่ถูก

สล
ักล

าย
ตา

มแ
บบ

ท่ี
ต้อ

งก
าร

แล
้วติ

ดล
งไป

บน
แผ

่นพ
ลา

สต
ิกท่ี

ลัก
ษณ

ะ
เป็

นโ
คร

งร
่าง

ตา
ข่า

ย 
แล

้วส
กร

ีนห
มึก

น า
ไฟ

ฟ้า
ให

้ลง
ไป

ติด
กับ

วัส
ดุท่ี

ต้อ
งก

าร
สร

้าง
ขั้ว

 

- ต้
นทุ

นต่
 า 

- ใ
ช้อ

ุปก
รณ

์น้อ
ย 

- ส
าม

าร
ถส

รา้
งข

ั้วไ
ด้ใ

นป
ริม

าณ
มา

ก 

- ไ
ม่ส

าม
าร

ใช
้กับ

ขั้ว
ท่ีต้

อง
กา

รค
วา

ม 
ละ

เอ
ียด

สูง
ได้

 
 

[7
0-

72
] 

St
en

cil
-p

rin
tin

g 
- ใ

ช้แ
ผ่น

เท
ปห

รือ
พล

าส
ติก

ใส
ท่ีถ

ูกส
ลัก

ลา
ยต

าม
แบ

บท่ี
ต้อ

งก
าร

เพ
ียง

อย่
าง

เดี
ยว

 แ
ล้ว

สก
รีน

หม
ึกน

 า
ไฟ

ฟ้า
ลง

ไป
ติด

กับ
วัส

ดุด้
าน

ล่า
งโด

ยต
รง

 
Pe

nc
il 

dr
aw

ing
 

- ใ
ช้ดิ

นส
อท่ี

ท า
จา

กว
ัสดุ

น า
ไฟ

ฟ้า
เช

่น 
คา

ร์บ
อน

 
ตะ

กั่ว
ชน

ิดน
ิ่ม 

ใน
กา

รส
ร้า

งข
ั้วไ

ฟฟ
้า 

- ต้
นทุ

นต่
 า 

- ใ
ช้อ

ุปก
รณ

์น้อ
ย 

- ก
าร

ท า
ขั้ว

ใน
แต

่ละ
คร

ั้งม
ีคว

าม
แต

ก 
ต่า

งก
ันส

ูง 
[7

1, 
73

] 

Pa
int

ing
 

ca
rb

on
 in

k 
- ใ

ช้ห
มึก

ที่น
 าไ

ฟฟ
้าใ

นก
าร

สร
้าง

ขั้ว
ลง

ไป
บน

กร
ะด

าษ
หร

ือว
ัสดุ

ต่า
ง ๆ

 โด
ยไ

ม่ต้
อง

อา
ศัย

แผ
่นส

กร
ีน 

- ก
าร

ท า
ขั้ว

แต
่ละ

คร
ั้งม

ีคว
าม

แม
่นย

 าส
ูง 

- ต้
อง

ใช
้เค

รื่อ
งพ

ิมพ
์ชน

ิดพ
ิเศ

ษใ
นก

าร
 

สร
้าง

ขั้ว
 

[7
1, 

74
] 

โล
หะ

  
(M

et
al)

   

Th
in 

film
 

- ใ
ช้ก

าร
พ่น

โล
หะ

ลง
บน

วัส
ดุพ

ื้นผ
ิวท่ี

ต้อ
งก

าร
สร

้าง
ขั้ว

ผ่า
นแ

ผ่น
แม

่แบ
บเ

พื่อ
ก า

หน
ดข

อบ
เข

ตก
าร

 
สร

้าง
ขั้ว

 

- ส
าม

าร
ถส

รา้
งข

ั้วข
นา

ดเ
ล็ก

ได้
ดี 

- ต้
อง

ใช
้อุป

กร
ณ์ท่ี

มีร
าค

าแ
พง

ใน
กา

รส
ร้า

งข
ั้ว 

- ก
าร

ท า
ขั้ว

ใน
แต

่ละ
คร

ั้งม
ีคว

าม
แต

ก 
ต่า

งก
ันส

ูง 

[7
1, 

75
, 

76
] 

W
ire

s 
- น

 าล
วด

น า
ไฟ

ฟ้า
มา

ใช
้ใน

กา
รส

ร้า
งข

ั้วไ
ฟฟ

้า 
- ม

ีคว
าม

ต้า
นท

าน
ต่ า

 
 

- ม
ีขน

าด
เล็

กแ
ละ

เส
ียห

าย
ได

้ง่า
ย 

- ร
าค

าแ
พง

 
[7

1, 
77

] 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

27 
 

บทที่ 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

3.1 ตัวอย่างผลิตภัณฑ์สมุนไพร 

 ตัวอย่างผลิตภัณฑ์สมุนไพรทั้งหมด 10 ตัวอย่างได้รับความอนุเคราะห์จากกรมวิทยาศาสตร์ 

การแพทย์ เขตที่ 5 จังหวัดสมุทรสงครามและคณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยศิลปากร จังหวัด

นครปฐม โดยแบ่งออกเป็น 4 กลุ่มด้วยกันคือ ผลิตภัณฑ์สมุนไพรที่ไม่มีการปลอมปนของสาร 

สเตียรอยด์จ านวน 3 ตัวอย่าง ผลิตภัณฑ์สมุนไพรที่มีการปลอมปนสารเดกซาเมทาโซนเพียงอย่าง

เดียวจ านวน 3 ตัวอย่าง ผลิตภัณฑ์สมุนไพรที่มีการปลอมปนสารสเตียรอยด์ชนิดเพรดนิโซโลนเพียง

อย่างเดียวจ านวน 1 ตัวอย่าง และผลิตภัณฑ์สมุนไพรที่มีการปลอมปนทั้งสารเดกซาเมทาโซนและ 

เพรดนิโซโลนจ านวน 3 ตัวอย่าง เป็นต้น  

3.2 เครื่องมือที่ใช้ในการวิจัย 

ตารางที่ 5 เครื่องมือที่ใช้ในงานวิจัย 

ล าดับที่ เครื่องมือที่ใช้ในงานวิจัย บริษัทและประเทศที่ผลิต 
1. Balance รุ่น AG245 METTLER TOLEDO, Switzerland 
2. Centrifuge รุ่น MIKRO200 HETTICH, Germany 
3. 3D printing รุ่น i3Dbot-X250 model i3Dbot, Thailand 
4. Electrochemical analyzer  

รุ่น Autolab PGSTAT101 
Metrohm Autolab, Netherlands 

5. Evaporation รุ่น DNA110 Thermo Scientific, USA 
6. HPLC รุ่น Agilent Technology 1260 Agilent, USA 
7. Laser cutter รุ่น CNMANLASER 

MAN-6069 
Shandong Man Machinery Equipment 
Co., Ltd.China 

8. MilliQ Millipore, USA 
9. pH meter รุ่น ORION 2 STAR Thermo Scientific, USA 
10. Sonicator รุ่น Branson2510 BransonUltrasonic, USA 
11 Vortex รุ่น Genie2 FINEPCR, Korea 
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ตารางที่ 6 วัสดุและอุปกรณ์ท่ีใช้ในงานวิจัย 

ล าดับที่ วัสดุและอุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย บริษัทและประเทศที่ผลิต 
1. Auto pipette Gilson,Inc., USA 
2. Glassware ได้แก่ beaker, cylinder, 

glass plate 
PYREX, USA 

3. Microcentrifuge tube Axygen® Scientific, USA 
4. Pipette tip (10, 200, 1000 µL) Gilson,Inc.,USA 
5. Polylactic acid (PLA) Polymaker, China 
6. Screen printed carbon electrode DropsensInc, Spain 
7. WhatmanSG81 Whatman International Ltd., England 

ตารางที่ 7 สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 

ล าดับที่ วัสดุและอุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย บริษัทและประเทศที่ผลิต 
1. Acetic acid (analytical grade, purity ≥ 99%) Merck, Germany 
2. Acetonitrile (HPLC grade, purity ≥ 98%) Sigma-Aldrich, USA 
3. Boric acid (analytical grade, purity ≥ 99%) Merck, Germany 
4. Cyclohexane (analytical grade, purity ≥ 98%) Sigma-Aldrich, USA 
5. Dexamethasone (HPLC grade, purity ≥ 98%) Sigma-Aldrich, USA 
6. Dichloromethane (HPLC grade, purity ≥ 98%) Sigma-Aldrich, USA 
7. Ethyl acetate (analytical grade, purity ≥ 99%) Merck, Germany 
8. Methanol (HPLC grade, purity ≥ 98%) Sigma-Aldrich, USA 
9. Phosphoric acid (analytical grade, purity ≥ 99%) Merck, Germany 
10. Potassium chloride (analytical grade, purity ≥ 99%) Merck, Germany 
11. Prednisolone (HPLC grade, purity ≥ 98%) Sigma-Aldrich, USA 
12. Sodium hydroxide (analytical grade, purity ≥ 99%) Merck, Germany 
13. Tetrasolium blue chloride  

(analytical grade, purity ≥ 99%) 
Sigma-Aldrich, USA 
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3.3 วิธีด าเนินการวิจัย 

3.3.1 ศึกษาการแยกสารสเตียรอยด์ด้วยกระดาษ Whatman SG81  

3.3.1.1 การออกแบบกระดาษ Whatman SG81  

ในการออกแบบกระดาษ Whatman SG81 เพ่ือใช้ในการศึกษาการแยกสารสเตียรอยด์ชนิด

เพรดนิโซโลนและเดกซาเมทาโซน โดยตัดกระดาษ  Whatman SG81 ให้มีขนาดความกว้าง 20 

มิลลิเมตร ความยาว 60 มิลลิเมตร จากนั้นใช้ดินสอก าหนดจุดเริ่มต้นในการหยดสิ่งตัวอย่าง 

โดยให้ห่างจากฐานของกระดาษ 10 มิลลิเมตร และก าหนดระยะตัวท าละลายเคลื่อนที่โดยให้ห่างจาก

ขอบกระดาษด้านบน 10 มิลลิเมตร และเนื่องจากกระดาษเมื่อสัมผัสกับของเหลวจะเกิดการอ่อนตัว

จึงเป็นอุปสรรคในการทดสอบได้ ดังนั้นทางผู้วิจัยได้ออกแบบตลับพลาสติกส าหรับรองรับกระดาษ

ดังกล่าว โดยออกแบบให้มีลักษณะดังรูปที่ 21 

 

รูปที่ 21 (A) แสดงกระดาษ Whatman SG81 และ (B) แสดงตลับพลาสติก 
เพ่ือใช้ศึกษาการแยกสารสเตียรอยด์ 

3.3.1.2 ศึกษาวัฏภาคเคลื่อนที่ท่ีเหมาะสม 

 น ากระดาษ Whatman SG81 ข้างต้นมาใช้ในการทดสอบหาวัฏภาคเคลื่อนที่ที่

เหมาะสม โดยหยดสารละลายมาตรฐานชนิดเดกซาเมทาโซนที่ความเข้มข้น 500 µg/mL เพรดนิโซ-

โลนที่ความเข้มข้น 500 µg/mL และสารละลายมาตรฐานที่มีทั้งสารเดกซาเมทาโซนที่และเพรดนิโซ-

โลนที่ความเข้มข้น 500 µg/mL ในตัวท าละลาย DCM : Methanol อัตราส่วน 9:1 v/v จ านวน  

1 µL ลงในต าแหน่งจุดเริ่มต้น โดยให้แต่ละจุดห่างกัน 5 มิลลิเมตร จากนั้นน ากระดาษ  Whatman 
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SG81 ไปจุ่มลงในบีกเกอร์ขนาด 100 มิลลิลิตรที่มีวัฏภาคเคลื่อนอยู่ 3 มิลลิลิตร โดยวัฏภาคเคลื่อนที่

ประกอบด้วย ethyl acetate และ cyclohexane ที่ความเข้มข้นแตกต่างกันดังนี้คือ 50% , 60% 

และ 70% ของ ethyl acetate ใน cyclohexane แล้วทิ้งให้สารละลายเคลื่อนที่ไปยังระยะตัวท า

ละลายเคลื่อนที่ จากนั้นน ากระดาษดังกล่าวออกมาวางไว้ให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง และพ่นสารละลายที่

ประกอบด้วย 0.5% g/ml Tetrazolium blue chloride ในตัวท าละลายเมทานอลและสารละลาย 

12% g/ml sodium hydroxide อัตราส่วน 1:1 ซึ่งจะเข้าไปท าปฏิกิริยารีดักชันกับสารสเตียรอยด์

เกิดเป็นสาร Formazan เป็นสารสีม่วง จากนั้นสังเกตลักษณะของแถบสารสเตียรอยด์ที่ปรากฏ และ

วัดระยะเคลื่อนที่ของสารสเตียรอยด์จากจุดเริ่มต้นเพ่ือน าไปค านวณค่า Retardation factor  

3.3.1.3 การสร้างอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษ  

จากการทดสอบการแยกสารสเตียรอยด์ด้วยกระดาษ Whatman SG81 จะทราบค่าต าแหน่ง
ของสารสเตียรอยด์ที่ถูกแยกบนกระดาษ จากนั้นน าข้อมูลดังกล่าวมาใช้ในการออกแบบอุปกรณ์ตรวจ
วิเคราะห์ฐานกระดาษ โดยในงานวิจัยครั้งนี้ได้เลือกใช้โปรแกรม Adobe Illustrator CC2017 และใช้
เครื่องตัดเลเซอร์ในการตัดกระดาษ โดยตั้งค่าความแรงของแสงเลเซอร์อยู่ที่ 12 W และความเร็วใน
การตัดเท่ากับ 25 มิลลิเมตรต่อวินาที  

โดยชุดตรวจที่สร้างข้ึนได้ถูกแบ่งออกเป็น 3 คอลัมน์คือ คอลัมน์ A , C ใช้ในการวิเคราะห์สาร
เดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนตามล าดับ และคอลัมน์ B ใช้ในการควบคุมประสิทธิภาพในการแยก
สารสเตียรอยด์ของชุดตรวจดังกล่าว  ซึ่งทั้งสามคอลัมน์ได้ถูกออกแบบให้มีพ้ืนที่วงกลมขนาด
เส้นผ่าศูนย์กลาง 6.5 มิลลิเมตร ส าหรับรองรับสิ่งตัวอย่างในคอลัมน์ A และ C และรองรับสารสเตีย-
รอยด์มาตรฐานในคอลัมน์ B และมีพ้ืนที่วงกลมขนาด 8.5 มิลลิเมตรส าหรับตรวจวิเคราะห์ปริมาณ 
สารสเตียรอยด์ทั้ง 2 ชนิดในคอลัมน์ A และ C และ ส าหรับใช้ในการตรวจสอบประสิทธิภาพในการ
แยกสารสเตียรอยด์ในคอลัมน์ B ดังรูปที่ 22  
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รูปที่ 22 แสดงลักษณะของชุดตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษ 

หลังจากนั้นออกแบบตลับชุดตรวจด้วยโปรแกรม Google SketchUp 2017 และโปรแกรม 

Cura แล้วใช้เครื่องพิมพ์สามมิติในการสร้างชุดตรวจขึ้นมา โดยตั้งค่าอุณหภูมิที่ใช้ในการหลอมละ

ลายเส้นใยพลาสติกชนิด polylactic acid (PLA) ที่อุณหภูมิเท่ากับ 190 องศาเซลเซียส และความเร็ว

ในการสร้างชุดตรวจเท่ากับ 30 มิลลิเมตรต่อวินาที  ซึ่งตลับชุดตรวจที่สร้างขึ้นประกอบด้วย  

ตลับส าหรับบรรจุชุดตรวจเป็นส่วนที่สร้างขึ้นมาส าหรับรองรับกระดาษ Whatman SG81 เพ่ือให้

กระดาษสามารถคงตัวอยู่ได้ในขณะที่สัมผัสกับวัฏภาคเคลื่อนที่ในขั้นตอนการแยกสารสเตียรอยด์  

รวมทั้งใช้ในการยึดขั้วไฟฟ้าให้ตรงกับต าแหน่งวิเคราะห์สารสเตียรอยด์ และพลาสติกส าห รับตัด

กระดาษสร้างขึ้นมาเพ่ือใช้ ในการแยกกระดาษส่วนที่ ใช้ ในวิ เคราะห์ออกจากพ้ืนที่ อ่ืน  ๆ  

ดังรูปที่ 23 และ 24  
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รูปที่ 23 แสดงการออกแบบตลับชุดตรวจ 

 

รูปที่ 24 แสดงลักษณะของตลับชุดตรวจ 
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3.3.1.4 ศึกษาผลการแยกสารสเตียรอยด์ด้วยชุดตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษ 

 น าชุดตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษที่สร้างขึ้นมาทดสอบประสิทธิภาพในการแยกสารสเตีย -
รอยด์ชนิดเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน โดยหยดสารละลายมาตรฐานชนิดเดกซาเมทาโซนที่
ความเข้มข้น 500 µg/mL เพรดนิโซโลนที่ความเข้มข้น 500 µg/mL และสารละลายมาตรฐานที่มีทั้ง
สารเพรดนิ โซโลนและเดกซาเมทาโซนที่ความเข้มข้น 500 µg/mL ในตัวท าละลาย DCM : 
Methanol อัตราส่วน 9:1 v/v จ านวน 1 µL ลงในต าแหน่งรองรับสิ่งตัวอย่าง จากนั้นน าชุดตรวจไป
จุ่มลงในบีกเกอร์ขนาด 100 มิลลิลิตรที่มีวัฏภาคเคลื่อนที่ เหมาะสมอยู่ 3 มิลลิลิตร แล้วทิ้งให้
สารละลายเคลื่อนที่ไปจนสุดคอลัมน์ จากนั้นน ากระดาษดังกล่าวออกมาวางไว้ให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง 
และพ่นสารละลายที่ประกอบด้วย 0.5% g/mL Tetrazolium blue chloride ในตัวท าละลายเมทา
นอลและสารละลาย 12% g/mL sodium hydroxide อัตราส่วน 1:1 สังเกตแถบสีม่วงที่เกิดขึ้นจาก
การท าปฏิกิริยาของสาร Tetrazolium blue chloride กับสารสเตียรอยด์บนกระดาษ แล้วบันทึก 
ลักษณะของแถบสารสเตียรอยด์ ต าแหน่งของสารสเตียรอยด์แต่ละชนิดที่เคลื่อนที่ไปบนกระดาษ และ
ค านวณค่า Rf 

3.3.2 ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของสารละลาย Britton Robinson buffer ส าหรับตรวจ
วิเคราะห์สารสเตียรอยด์ด้วยวิธีทางเคมีไฟฟ้า 

3.3.2.1 ทดสอบค่า pH ที่เหมาะสม 

 เตรียมสารละลาย Britton Robinson buffer (BR buffer) ที่ความแรงของไอออน เท่ากับ 

0.05 M  ที่ pH แตกต่างกันดังนี้ 2.0, 3.0, 4.0, 5.0 และ 6.0 [78] และเตรียมสารละลายสเตียรอยด์

มาตรฐานชนิดเดกซาเมทาโซนที่ความเข้มข้น 10 mg/mL ในสารละลายเมทานอลและเพรดนิโซโลนที่

ความเข้มข้น 10 mg/mL ในสารละลายเมทานอล จากนั้นน าสารละลายมาตรฐานดังกล่าวผสมกับ

สารละลาย BR buffer ที่เตรียมไว้ข้างต้น เพ่ือเตรียมสารละลายเดกซาเมทาโซนที่ความเข้มข้น 500 

µg/mL ในสารละลาย BR buffer เพรดนิโซโลนที่ความเข้มข้น 500 µg/mL ในสารละลาย BR 

buffer และน าสารละลาย BR buffer ที่ไม่มีสารสเตียรอยด์มาใช้เป็น Blank ในการเปรียบเทียบ

ปฏิกิริยาทางเคมีไฟฟ้า จากนั้นน าสารละลายดังกล่าวไปหยดลงบนขั้วไฟฟ้าชนิด screen printed 

carbon electrode จ าน วน  50  µL แล้ ววั ด ค่ ากระแส ไฟ ฟ้ าที่ เกิ ด ขึ้ น ด้ วย เท คนิ ค  cyclic 

voltammetry โดยตั้งค่าโปรแกรมดังตารางที่ 8  
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ตารางที่ 8 แสดงค่า parameter ที่ใช้ในการวิเคราะห์ pH ของ BR buffer ที่เหมาะสม  
ด้วยเทคนิค cyclic voltammetry 

ตัวแปร ค่า 
- Start potential (V) -0.5 
- Upper vertex potential (V) -0.5 
- Lower vertex potential (V) -1.5 
- Stop potential (V) -1.6 
- Scan rate (V/s) 0.01 

3.3.2.2 ทดสอบค่าความแรงของไอออน (ionic strength) ที่เหมาะสม 

 เตรียมสารละลาย Britton Robinson buffer (BR buffer) ที่ความแรงของไอออนแตกต่าง

กันด้วยเกลือ KCl ที่ความเข้มข้นแตกต่างกันดังนี้คือ 0.05 M, 0.1 M, 0.5 M และ 1.0 M เป็นต้น 

[78] และเตรียมสารละลายสเตียรอยด์มาตรฐานชนิดเดกซาเมทาโซนที่ความเข้มข้น 500 µg/mL ใน

ตัวท าละลาย DCM : Methanol อัตราส่วน 9:1 v/v และเพรดนิโซโลนที่ความเข้มข้น 500 µg/mL 

ในตัวท าละลาย DCM : Methanol อัตราส่วน 9:1 v/v จากนั้นน าสารละลายมาตรฐานดังกล่าวหยด

ลงบนกระดาษ Whatman SG81 ขนาดยาว 1 เซนติเมตร และกว้าง 8 เซนติเมตร จ านวน 1 µL และ

น ากระดาษดังกล่าวไปวางบนขั้วไฟฟ้าชนิด หcreen printed carbon electrode แล้วหยด

สารละลาย BR buffer ที่เตรียมไว้ข้างต้น ลงไปบนกระดาษจ านวน 35 µL จึงวัดค่ากระแสไฟฟ้าที่

เกิดข้ึนด้วยเทคนิค DPV โดยตั้งค่าโปรแกรมดังตารางที่ 9 

ตารางที่ 9 แสดงค่า parameter ที่ใช้ในการวิเคราะห์ความแรงของไอออนที่เหมาะสม  
ด้วยเทคนิค Differential Pulse Voltammetry 

ตัวแปร Dexamethasone Prednisolone 
- Start potential (V) -0.6 -0.6 
- Stop potential (V) -1.4 -1.4 
- Scan rate (V/s) 0.01 0.01 
- Accumulation potential (mV) -600 -600 
- Accumulation Time (s) 50 50 
- Pulse amplitude (mV) 50 50 
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3.3.3 ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์สารสเตียรอยด์ด้วยเทคนิค Differential Pulse 
Voltammetry   

 เตรียมสารละลายสเตียรอยด์มาตรฐานชนิดเดกซาเมทาโซนที่ความเข้มข้น 500 µg/mL  

ในตัวท าละลาย DCM : Methanol อัตราส่วน 9:1 v/v และเพรดนิโซโลนที่ความเข้มข้น 500 µg/mL 

ในตัวท าละลาย DCM : Methanol อัตราส่วน 9:1 v/v เช่นเดียวกัน จากนั้นน าสารละลายมาตรฐาน

ดังกล่าวหยดลงบนกระดาษ Whatman SG81 ขนาดยาว 1 เซนติเมตรและกว้าง 8 เซนติเมตร 

จ านวน 1 µL และน ากระดาษดังกล่าวไปวางบนขั้วไฟฟ้าชนิด screen printed carbon electrode 

แล้วหยดสารละลาย BR buffer ที่ เหมาะสมลงไปบนกระดาษจ านวน 35 µL จากนั้นวัดค่า

กระแสไฟฟ้าที่ เกิดขึ้นด้วยเทคนิค DPV โดยตั้ งค่าโปรแกรมดังตารางที่  10 เพ่ือศึกษาหาค่า 

accumulation potential, accumulation time และ pulse amplitude ที่เหมาะสมในการตรวจ

วิเคราะห์สารสเตียรอยด์ 

ตารางที่ 10 แสดงการหาค่า parameter ที่เหมาะในการวิเคราะห์สารสเตียรอยด์ 
ด้วยเทคนิค Differential Pulse Voltammetry 

ตัวแปร การตั้งค่า 
- Start potential (V) -0.6 
- Stop potential (V) -1.3 
- Scan rate (V/s) 0.01 
- Accumulation potential (mV) -300, –400, -500, -600, -700, -800 และ -900  
- Accumulation Time (s) 0, 25, 50 และ 100 
- Pulse amplitude (mV) 50, 100, 150, 200 และ 250 

3.3.4 ขั้นตอนการวิเคราะห์สารสเตียรอยด์ด้วยวิธี ePAD 

3.3.4.1 ขั้นตอนการสกัดสารสเตียรอยด์จากผลิตภัณฑ์สมุนไพร  

 ชั่งผลิตภัณฑ์สมุนไพรลงในหลอดไมโครเซนติฟิวจ านวน 100 mg จากนั้นเติมตัวท าละลาย 

DCM : Methanol อัตราส่วน 9:1 v/v ลงไปจ านวน 1 mL แล้วน าไปผสมด้วยเครื่อง vertex เป็น

ระยะเวลา 1 นาที หลังจากนั้นน าหลอดไมโครเซนติฟิวดังกล่าวไปจุ่มลงในเครื่อง Sonicator เป็น

ระยะเวลา 5 นาที ที่อุณหภูมิห้อง แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง centrifuge ที่ความเร็ว 4000 rpm 

เป็นระยะเวลา 5 นาที   จึงแยกสารละลายส่วนบนออกมาเพ่ือใช้ในการวิเคราะห์ต่อไป 
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3.3.4.2 ขั้นตอนการแยกสารสเตียรอยด์  

หยดสิ่งตัวอย่างสมุนไพรที่สกัดด้วยวิธีที่ 3.3.4.1 ลงบนชุดตรวจสารสเตียรอยด์ที่ต าแหน่ง

รองรับสิ่งตัวอย่างจ านวน 1 µL และหยดสารสเตียรอยด์มาตรฐานที่ประกอบด้วยสารเพรดนิโซโลน

และเดกซาเมทาโซนที่ความเข้มข้น 500 µg/mL ในตัวท าละลาย DCM : Methanol อัตราส่วน 9:1 

v/v จ านวน 1 µL ลงในต าแหน่งรองรับสารสเตียรอยด์มาตรฐาน (คอลัมน์ C ในรูปที่ 22)  จากนั้นน า

ชุดตรวจดังกล่าวไปจุ่มลงในบีกเกอร์ขนาด 100 มิลลิลิตร ที่มีวัฏภาคเคลื่อนที่เหมาะสมอยู่ 3 มิลลิลิตร 

เป็นระยะเวลา 7 นาที แล้วน ากระดาษดังกล่าวออกมาวางไว้ให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง หลักจากนั้น

ประเมินประสิทธิภาพในการแยกของชุดตรวจโดยการหยดสารละลาย 0.5% g/mL Tetrazolium 

blue chloride ในตัวท าละลายเมทานอลและสารละลาย 12%  g/mL sodium hydroxide 

อัตราส่วน 1:1 จ านวน 10 µL ลงในช่องควบคุมประสิทธิภาพในการแยก  

3.3.4.3 ขั้นตอนการวิเคราะห์สารสเตียรอยด์  

 หลังจากนั้นสอดขั้วไฟฟ้าเข้าไปข้างใต้ชุดตรวจในต าแหน่งของสารสเตียรอยด์ที่ต้องการ

ทดสอบ แล้วใช้พลาสติกที่ถูกออกแบบไว้ส าหรับตัดกระดาษกดลงไปเพ่ือแยกส่วนวงกลมที่ใช้ในการ

ตรวจวิเคราะห์ออกจากบริเวณอ่ืน ๆ ของกระดาษ เพ่ือป้องกันการแพร่กระจายของสารละลาย 

อิเล็กโทรไลต์ และยังช่วยให้กระดาษส่วนดังกล่าวแนบติดกับขั้วไฟฟ้า หลังจากนั้นหยดสารละลาย  

1.0 M BR buffer pH 4.0 จ านวน 35 µL ลงไปในต าแหน่งตรวจวิเคราะห์ แล้ววิเคราะห์ปริมาณของ

สารสเตียรอยด์แต่ละชนิดด้วยเทคนิค DPV โดยตั้งค่าโปรแกรมดังตารางท่ี 11 และรูปที่ 25 

ตารางที่ 11 แสดงค่า parameter ที่ใช้ในการวิเคราะห์สารสเตียรอยด์ 
ด้วยเทคนิค Differential Pulse Voltammetry 

ตัวแปร 
ค่าที่เหมาะสมในการตรวจวิเคราะห ์

Dexamethasone Prednisolone 
- Start potential (V) -0.6 -0.6 
- Stop potential (V) -1.3 -1.3 
- Scan rate (V/s) 0.01 0.01 
- Accumulation potential (mV) -500 -700 
- Accumulation Time (s) 50 25 
- Pulse amplitude (mV) 150 150 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

37 
 

 

รูปที่ 25 (A) แสดงขั้นตอนการสกัดสารสเตียรอยด์จากผลิตภัณฑ์สมุนไพร (B) แสดงขั้นตอนการแยก 
สารสเตียรอยด์ และ (C) แสดงขั้นตอนการตรวจวิเคราะห์ทางเคมีไฟฟ้า 

3.3.5 การทดสอบหาขีดความสามารถในการตรวจวิเคราะห์ 

 เตรียมสารสเตียรอยด์มาตรฐานเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนที่ความเข้มข้น  10, 50, 

100, 250, 500 µg/mL ในตัวท าละลาย DCM : Methanol อัตราส่วน 9:1 v/v และสกัดผลิตภัณฑ์

สมุนไพรที่ไม่มีการปลอมปนของสารสเตียรอยด์ด้วยวิธี 3.3.4.1 เพ่ือน ามาใช้เป็น  Blank ในการ

ทดสอบ จากนั้นน าสารละลายข้างต้นไปวัดค่ากระแสไฟฟ้าด้วยวิธีที่พัฒนาขึ้น  

น าค่ากระแสไฟฟ้าที่วัดได้ในแต่ละความเข้มข้นมาเขียนกราฟแล้ววัดค่าความเป็นเส้นตรง  

จากค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (correlation coefficient, R2) และหาค่าขีดจ ากัดในการวัดเชิง

คุณภาพ (limit of qualification) และขีดจ ากัดในการวัดเชิงปริมาณ (limit of quantification)  

จากสมการ 3  Blank/S หรือ 10  Blank/S ตามล าดับ โดยค่า  คือ ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน

ของสัญญาณที่ได้จากการวัดจากผลิตภัณฑ์สมุนไพรที่ไม่มีการปลอมปนของสารสเตียรอยด์ และค่า S 

คือ ความชันของกราฟมาตรฐาน 
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3.3.6 ทดสอบสารรบกวนปฏิกิริยา (interference) 

 เตรียมสารรบกวนที่อาจพบในผลิตภัณฑ์สมุนไพรทั่วไปคือ สารแคมเพสเตอรอลและ 

สติกแมสเตอรอลลงในสารละลายมาตรฐานให้ความเข้มข้นสุดท้ายของสารละลายมาตรฐานเท่ากับ 

100 µg/mL และความเข้มข้นของสุดท้ายของสารแคมเพสเตอรอลและสติกแมสเตอรอลที่ความ

เข้มข้น 200 µg/mL และ 50 µg/mL ตามล าดับ และในการทดสอบครั้งนี้ได้ทดสอบการรบกวนจาก

สารสเตียรอยด์ชนิดเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนด้วยกันเอง เนื่องจากตัวอย่างบางชนิดมีการ

ปลอมปนของสารสเตียรอยด์ทั้ง 2 ชนิด โดยเตรียมสารละลายให้ความเข้มข้นสุดท้ายของสารสเตีย -

รอยด์ที่วิเคราะห์มีค่าเท่ากับ 100 µg/mL และความเข้มข้นสุดท้ายของสารสเตียรอยด์ที่เป็นตัว

รบกวนลงไปเท่ากับ 50, 100, 500 และ 1000 µg/mL จากนั้นตรวจวัด สารสเตียรอยด์ดังกล่าวตาม

วิธีในข้อที่ 3.3.4.2 และน าค่าที่ได้มาค านวณร้อยละการคืนกลับ (% Recovery)  ซึ่งค่าดังกล่าวควร

อยู่ในช่วง 80-115% ตามมาตรฐานของ AOAC [79] 

3.3.7 ทดสอบความถูกต้องในการตรวจวิเคราะห์ (Accuracy) 

ทดสอบความถูกต้องในการตรวจวิเคราะห์ โดยเติมสารเดกซาเมทาโซนหรือเพรดนิโซโลนลง

ในตัวอย่างผลิตภัณฑ์สมุนไพร ให้ความเข้มข้นข้นสุดท้ายที่ระดับความเข้มข้นต่ าเท่ากับ 12 µg/mL 

และ 20 µg/mL ตามล าดับ และที่ระดับกลางและสูงเท่ากับ 100 µg/mL และ 500 µg/mL ของ

สารสเตียรอยด์ทั้งสองชนิด แล้วน ามาตรวจวัดโดยใช้วิธีที่พัฒนาขึ้นจ านวน 6 ครั้ง จากนั้นค านวณร้อย

ละการคืนกลับ (% Recovery) ซึ่งค่าดังกล่าวควรอยู่ในช่วง 80-115% ตามมาตรฐานของ AOAC 

[79] 

3.3.8 ทดสอบความเที่ยงในการตรวจวิเคราะห์ (Precision) 

ทดสอบความเที่ยงในการตรวจวิเคราะห์  โดยเติมสารเดกซาเมทาโซนหรือเพรดนิโซโลนลงใน

ตัวอย่างผลิตภัณฑ์สมุนไพร ให้ความเข้มข้นข้นสุดท้ายที่ระดับความเข้มข้นต่ าเท่ากับ 12 µg/mL และ 

20 µg/mL ตามล าดับ และที่ระดับกลางและสูงเท่ากับ  100 µg/mL และ 500 µg/mL ของสาร 

สเตียรอยด์ทั้งสองชนิด แล้วน ามาตรวจวัดโดยใช้วิธีที่พัฒนาขึ้นจ านวน 6 ครั้ง จากนั้นค านวณค่า

สัมประสิทธิ์ของความผันแปร (coefficient of variation หรือ CV) ซึ่งค่าดังกล่าวควรน้อยกว่าร้อยละ 

6, 4 และ 4 ส าหรับความเข้มข้น 10 µg/ml, 100 µg/ml และ 500 µg/ml ตามล าดับ ตามมาตร 

ฐานของ AOAC [79] 
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3.3.9 ทดสอบความสามารถในการตรวจวัดกับส่ิงตัวอย่างผลิตภัณฑ์สมุนไพร 

ใช้ตัวอย่างผลิตภัณฑ์สมุนไพรที่เหลือจาการตรวจวิเคราะห์ของห้องปฏิบัติการ จ านวน 7 

ตัวอย่างมาเปรียบเทียบความสามารถในการตรวจวิเคราะห์ระหว่ างวิธีที่พัฒนาขึ้นกับวิธี HPLC  

ซึ่งเป็นวิธีที่ยอมรับและใช้ในห้องปฏิบัติการที่ได้มาตรฐาน โดยในขั้นตอนการตรวจวัดด้วยวิธี  HPLC 

ได้รับความร่วมมือจากคณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยศิลปากร จังหวัดนครปฐม ซึ่งมีข้ันตอนดังนี้ 

ขั้นตอนการตรวจวัดด้วยวิธี HPLC 

- ขั้นตอนการสกัดสารสเตียรอยด์จากผลิตภัณฑ์สมุนไพร  

 ชั่งผลิตภัณฑ์สมุนไพรลงในหลอดไมโครเชนติฟิวจ านวน 100 mg เติมตัวท าละลายเมทานอล

ลงไปจ านวน 1 มิลลิลิตร แล้วน าไปผสมด้วยเครื่อง vertex เป็นระยะเวลา 1 นาที หลังจากนั้นน า

หลอดไมโครเชนติฟิวดังกล่าวไปจุ่มลงในเครื่อง Sonicator เป็นระยะเวลา 5 นาทีที่อุณหภูมิห้อง แล้ว

น าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง centrifuge ที่ความเร็ว 4000 rpm เป็นระยะเวลา 5 นาที จากนั้นแยก

สารละลายส่วนบนออกมาเพ่ือใช้ในการวิเคราะห์ต่อไป  

- ขั้นตอนการวิเคราะห์ 

ตั้งค่าเครื่องมือ HPLC โดยใช้วัฏภาคคงที่เป็นคอลัมน์ชนิดคาร์บอน 18 อะตอม (C18) ขนาด
อนุภาค 5 ไมครอน ความยาว 250 มิลลิเมตร และเส้นผ่าศูนย์กลาง 4.6 มิลลิเมตร ใช้วัฏภาคเคลื่อนที่
เป็นสารละลาย 60%  (v/v) Acetonitrile ในน้ ากลั่นชนิด Milli-Q ตั้ งค่าอัตราการไหลเท่ากับ  
1 มิลลิลิตรต่อนาที อุณหภูมิในการตรวจวิเคราะห์เท่ากับ 40 ºC ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
254 นาโนเมตร และปริมาตรของสิ่งตัวอย่างเท่ากับ 20 ไมโครลิตร 

ในขั้นตอนการทดสอบจะวัดสารละลายมาตรฐานก่อนเพ่ือสร้างกราฟมาตรฐาน จากนั้นวัดสิ่ง
ตัวอย่างผลิตภัณฑ์สมุนไพร สุดท้ายฉีดสิ่งตัวอย่างที่มีการเติมสารสเตียรอยด์ทั้งสองชนิดลงไป และวัด
สารสเตียรอยด์มาตรฐานอีกครั้ง เพ่ือใช้ในการตรวจสอบต าแหน่งของ retention time ของสาร 
สเตียรอยด์ที่ท าการวิเคราะห์ทั้งก่อนและหลังการทดสอบ จากนั้นน าผลการทดสอบมาวิเคราะห์หาค่า
ความสัมพันธ์และใช้เครื่องมือทางสถิติ Bland-Atman ในการเปรียบเทียบความแตกต่างกับวิธีที่
พัฒนาขึ้น 
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บทที่ 4 
ผลการวิเคราะห์ข้อมูล 

 
4.1 ผลการศึกษาการแยกสารสเตียรอยด์ด้วยกระดาษ Whatman SG81 

เนื่องจากในผลิตภัณฑ์สมุนไพรมีสิ่งเจือปนต่าง ๆ มากมาย ประกอบกับสารสเตียรอยด์ชนิด 

เพรดนิโซโลนและเดกซาเมทาโซนที่วิเคราะห์ในครั้งนี้มีโครงสร้างโมเลกุลที่คล้ายกันและมีสภาพขั้วที่

แตกต่างกันเพียงเล็กน้อย จึงท าให้คุณสมบัติทางกายภาพและทางเคมีมีความใกล้เคียงกัน โดยเฉพาะ

อย่างยิ่งการเกิดปฏิกิริยารีดักชัน จากปฏิกิริยาทางเคมีไฟฟ้าของสารทั้งสองชนิดเกิดที่ความต่างศักย์  

-1.07 และ -1.05 ตามล าดับ [37] ซึ่งมีความแตกต่างกันเพียงเล็กน้อยเท่านั้น ดังนั้นสิ่งที่ส าคัญที่ต้อง

ค านึงถึงคือ ความสามารถในการแยกสารสเตียรอยด์ดังกล่าวออกจากกันให้มีประสิทธิภาพมากท่ีสุด  

โดยทางคณะผู้ วิจัยได้ เลือกใช้กระดาษชนิด Whatman SG81 มาใช้ในการแยกสาร 

สเตียรอยด์ชนิดเพรดนิ โซโลนและเดกซาเมทาโซน เนื่ องจากกระดาษ  Whatman SG81 มี

องค์ประกอบของอนุภาคซิลิกายึดจับอยู่กับโครงสร้างของเซลลูโลสภายในเนื้อเยื่อกระดาษ จึงท าให้

กระดาษชนิดนี้มีคุณสมบัติในการแยกสารเคมีตามความสามารถในการละลายของสารได้คล้ายคลึงกับ

หลักการของ TLC และเนื่องจากกระดาษ Whatman SG81 ไม่มี Backing รองรับ จึงท าให้สามารถ

น าไปประยุกต์ใช้กับการวิเคราะห์กับวิธีต่าง ๆ ได้ง่ายกว่าแผ่น TLC และกระดาษ Whatman SG81 

มีราคาท่ีถูกกว่า สามารถย่อยสลายได้โดยไม่เกิดปัญหามลพิษแก่สิ่งแวดล้อม 

แต่อย่างไรก็ตามกระดาษ Whatman SG81 ยังไม่เคยถูกน ามาใช้ในการศึกษาการแยก 

สารสเตียรอยด์ชนิดเพรดนิโซโลนและเดกซาเมทาโซนมาก่อน ทางผู้วิจัยจึงได้ศึกษาหาสภาวะแวดล้อม

ที่ เหมาะสมที่สุดในการแยกสารสเตียรอยด์ดังกล่าวตามหลักการของ  TLC โดยมุ่งเน้นไปที่

การศึกษาวัฏภาคเคลื่อนที่ที่เหมาะสมโดยการปรับอัตราส่วนของสาร  Ethyl acetate และ Cyclo-

hexane ที่แตกต่างกันดังนี้คือ 50%, 60% และ 70% (v/v) ซึ่งสารทั้งสองชนิดเคยถูกน ามาใช้ในการ

แยกสารสเตียรอยด์ด้วยวิธี TLC มาก่อน ประกอบกับสารดังกล่าวมีความเป็นพิษต่ าเมื่อเทียบกับ

สารเคมีอ่ืน ๆ ที่เคยถูกน ามาใช้เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่  
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จากการวิเคราะห์หาวัฏภาคเคลื่อนที่ที่ เหมาะสมโดยการเปรียบเทียบค่า Retardation 

factor (Rf) และสังเกตลักษณะของแถบสารสเตียรอยด์ที่ถูกแยกออกมา จากการศึกษาพบว่าวัฏภาค

เคลื่อนที่ที่ความเข้มข้น 50% (v/v)  Ethyl acetate ใน Cyclohexane นั้นมีค่า Retardation 

factor (Rf) ของสารเดกซาเมทาโซนอยู่ที่ 0.35±0.01 และของเพรดนิโซโลนอยู่ที่ 0.18±0.01 ซึ่งมี

ความแตกต่างกันเท่ากับ 0.17±0.01 และจากการสังเกตลักษณะของแถบสารสเตียรอยด์ พบว่าอยู่ใน

ต าแหน่งใกล้เคียงกันจนไม่สามารถแยกสารสเตียรอยด์ดังกล่าวออกจากกันได้ วัฏภาคเคลื่อนที่ที่ความ

เข้มข้น 60% (v/v) Ethyl acetate ใน Cyclohexane พบว่าค่า Retardation factor (Rf) ของสาร

เดกซาเมทาโซนอยู่ที่ 0.55±0.01 และของเพรดนิโซโลนอยู่ที่ 0.37±0.00 ซึ่งมีความแตกต่างกัน 

0.18±0.01 และจากการสังเกตลักษณะของแถบสารสเตียรอยด์ พบว่าสารสเตียรอยด์ทั้งสองชนิดแยก

ออกจากกันอย่างชัดเจนและลักษณะของแถบมีขนาดเล็ก วัฏภาคเคลื่อนที่ที่ความเข้มข้น 70% (v/v)  

Ethyl acetate ใน Cyclohexane พบว่าค่า Retardation factor (Rf) ของสารเดกซาเมทาโซนอยู่ที่ 

0.67±0.01 และของเพรดนิโซโลนอยู่ที่ 0.49±0.01 ซึ่งมีความแตกต่างกัน 0.18±0.01 และจากการ

สังเกตลักษณะของแถบสารสเตียรอยด์พบว่า แถบสารสเตียรอยด์ทั้งสองชนิดแยกออกจากกันอย่าง

ชัดเจน แต่ลักษณะของแถบสารเพรดนิโซโลนมีขนาดใหญ่กว่าวัฏภาคเคลื่อนที่ที่ความเข้มข้น 60% 

Ethyl acetate ใน Cyclohexane และมีส่วนที่เรียกว่า Tailing เกิดข้ึน ดังรูปที่ 26 และตารางท่ี 12 

ดังนั้นวัฏภาคเคลื่อนที่ชนิด 60% (v/v) Ethyl acetate ใน Cyclohexane จึงถูกน ามาใช้ใน

การแยกสารสเตียรอยด์บนกระดาษ Whatman SG81 และต าแหน่งของสารสเตียรอยด์ชนิดเดกซา-

เมทาโซนห่างจากต าแหน่งเริ่มต้นเท่ากับ 20 มิลลิเมตร และพบว่าต าแหน่งของแถบสารสเตียรอยด์

ชนิดเพรดนิโซโลนห่างจากต าแหน่งจุดเริ่มต้นเท่ากับ 13 มิลลิเมตร จากข้อมูลดังกล่าวจึงถูกน าไปใช้ใน

การออกแบบชุดตรวจ 
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รูปท่ี 26 แสดงการแยกสารสเตียรอยด์ด้วยกระดาษ WhatmanSG81 

ตารางที่ 12 แสดงค่าเฉลี่ย Retardation factor (Rf) ของสารเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโซน 

 หลังจากนั้นน าชุดตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษท่ีสร้างมาทดสอบความสามารถในการแยก 

สารสเตียรอยด์ พบว่าชุดตรวจดังกล่าวสามารถแยกสารสเตียรอยด์ออกจากกันได้อย่างชัดเจนภายใน

เวลา 7 นาที ดังรูปที่ 27  

Steroid drug 
Mean of Retardation factor (Rf) 

Mobile phase : Ethyl acetate in cyclohexane (n=3) 
50%(V/V) 60%(V/V) 70%(V/V) 

Dexamethasone 0.35±0.01 0.55±0.01 0.67±0.01 
Prednisolone 0.18±0.01 0.37±0.00 0.49±0.01 

Difference 0.17±0.01 0.18±0.01 0.18±0.01 
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รูปที่ 27 แสดงการแยกสารสเตียรอยด์ด้วยชุดตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษ 

4.2 ผลการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของสารละลาย Britton Robinson buffer ส าหรับตรวจ
วิเคราะห์สารสเตียรอยด์ด้วยวิธีทางเคมีไฟฟ้า 

4.2.1 ผลการศึกษาค่า pH ที่เหมาะสม 

 เนื่องจากกระบวนการเกิดปฏิกิริยาทางเคมีไฟฟ้าของสารเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน

เกิดจากกระบวนการรีดักชันของหมู่คีโตนเป็นหมู่ไฮดรอกซิล [40] โดย pH จะช่วยในการรักษาสภาพ

ของโมเลกุลไม่ให้เกิดเปลี่ยนแปลงก่อนการตรวจวิเคราะห์  ดังนั้นผู้วิจัยจึงได้ศึกษาค่า pH ของ

สารละลาย Britton Robinson buffer ซึ่งเป็นสารละลายอิเล็กโทรไลต์ที่ใช้ในงานวิจัยนี้ โดยตรวจวัด

ค่ากระแสไฟฟ้าที่เกิดขึ้นด้วยวิธี cyclic voltammetry (CV) ซึ่งที่สภาะแวดล้อมที่เหมาะสมจะให้ค่า

กระแสไฟฟ้าสูงที่สุด จากการศึกษาพบว่าในการตรวจวิเคราะห์สารเดกซาเมทาโซนที่ pH เท่ากับ 3.0 

และ 4.0 ให้ค่ากระแสไฟฟ้าสูงที่สุดเท่ากับ 3.9x10-6 A และในการตรวจวิเคราะห์สารเพรดนิโซโลนที่ 

pH เท่ากับ 4.0 ให้ค่ากระแสไฟฟ้าสูงที่สุดเท่ากับ 5.14x10-6 A  ดังรูปที่ 28 อย่างไรก็ตามทางผู้วิจัยได้

เลือกสารละลาย Britton Robinson buffer ที่ pH เท่ากับ 4.0 เนื่องจากท่ีค่า pH ดังกล่าวเหมาะสม

ต่อการน ามาใช้ในการตรวจวิเคราะห์สารสเตียรอยด์ทั้งสองชนิดพร้อมกัน ท าให้ไม่จ าเป็นต้องเปลี่ยน

บัฟเฟอร์ขณะวิเคราะห์ 
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รูปที่ 28 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่ากระแสไฟฟ้าและค่า pH ของสารละลาย Britton 
Robinson buffer โดยแผนภูมิสีด า (◼) แสดงผลการทดสอบของสารเดกซาเมทาโซนและ 

แผนภูมิสีขาว () แสดงผลการทดสอบของสารเพรดนิโซโลน 
 

4.2.2 ผลการศึกษาความแรงของไอออน (ionic strength) ที่เหมาะสม 

 ความแรงของไอออนในสารละลายอิเล็กโทรไลต์มีความส าคัญอย่างมากในการลด

กระบวนการเคลื่อนที่ของสารสเตียรอยด์จากแผ่นกระดาษไปยังขั้วไฟฟ้าแบบไมเกรชัน (migration) 

แต่ช่วยในการส่งเสริมการเคลื่อนที่แบบการแพร่ (diffusion) แทน ซี่งจะมีประสิทธิภาพมากกว่า  

ทางผู้วิจัยจึงได้ปรับความแรงของไอออน (ionic strength) ของสารละลาย Britton Robinson 

buffer ด้วยเกลือ KCl ที่ความเข้มข้นแตกต่างกันดังนี้คือ 0.05 M, 0.1 M, 0.5 M และ 1.0 M เป็นต้น 

แล้วตรวจวัดค่ากระแสไฟฟ้าที่เกิดขึ้นด้วยวิธี DPV ซึ่งที่สภาวะแวดล้อมที่มีความแรงของไอออน

เหมาะสมจะให้ค่ากระแสไฟฟ้าสูงที่สุด จากการศึกษาพบว่าในการตรวจวิเคราะห์สารเดกซาเมทาโซน

และเพรดนิโซโลนที่ใช้สารละลาย Britton Robinson buffer เป็นสารละลายอิเล็กโทรไลต์ที่มีความ

เข้มข้น KCl เท่ากับ 1.0 M ให้ค่ากระแสไฟฟ้าสูงที่สุด โดยมีค่าเท่ากับ 2.05x10-5 และ 1.91x10-5 A 

ตามล าดับดังรูปที่ 29 
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รูปที่ 29 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่ากระแสไฟฟ้าและค่าความเข้มข้นของ KCl ในสารละลาย 
Britton Robinson buffer โดยแผนภูมิสีด า (◼) แสดงผลการทดสอบของสารเดกซาเมทาโซนและ

แผนภูมิสีขาว () แสดงผลการทดสอบของสารเพรดนิโซโลน 
 

4.3 ผลการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของสารละลาย Britton Robinson buffer ส าหรับตรวจ
วิเคราะห์สารสเตียรอยด์ด้วยวิธีทางเคมีไฟฟ้า 

4.3.1 ผลการศึกษา accumulation potential ที่เหมาะสม 

 Accumulation potential คือค่าความต่างศักย์ที่ให้แก่ขั้วไฟฟ้า เพ่ือให้โมเลกุลของสารที่

กระจายตัวอยู่ ใน เนื้ อกระดาษเข้ามารวมตัวกันที่ พ้ื นผิวของขั้ ว ไฟฟ้าก่อนตรวจวิ เคราะห์  

ซึ่ ง ในการทดสอบครั้ งนี้ ได้ ตั้ งค่ า  accumulation time ที่ แตกต่ างกัน ดั งนี้ คื อ  -400, -500,  

-600, -700, -800 ส าหรับสารเดกซาเมทาโซนและ -300, -400, -500, -600 และ -700 ส าหรับสาร

เพรดนิโซโลน แล้วตรวจวัดค่ากระแสไฟฟ้าที่เกิดขึ้นด้วยวิธี DPV ซึ่งที่สภาวะแวดล้อมที่เหมาะสมจะ

ให้ค่ากระแสไฟฟ้าสูงที่สุด จากการศึกษาพบว่าในการตรวจวิเคราะห์สารเดกซาเมทาโซนที่ค่า 

accumulation potential เท่ากับ -500 mV ให้ค่ากระแสไฟฟ้าสูงที่สุด และสารเพรดนิโซโลนที่ค่า 

accumulation potential เท่ากับ -700 mV ให้ค่ากระแสไฟฟ้าสูงที่สุด ดังรูปที่ 30 
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รูปที่ 30 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่ากระแสไฟฟ้าและค่า Accumulation potential  
โดยจุดสีด า (⚫) แสดงผลการทดสอบของสารเดกซาเมทาโซนและจุดสีขาว () 

แสดงผลการทดสอบของสารเพรดนิโซโลน 
 

4.3.2 ผลการศึกษา accumulation time ที่เหมาะสม  

 Accumulation time คือระยะเวลาที่ให้ศักย์ไฟฟ้าแก่ขั้วไฟฟ้าเพ่ือให้โมเลกุลของสารที่

กระจายตัวอยู่ในเนื้อกระดาษเข้ามารวมตัวกันที่พ้ืนผิวของขั้วไฟฟ้าก่อนตรวจวิเคราะห์ ซึ่งในการ

ทดสอบครั้งนี้ ได้ตั้งค่า accumulation time ที่แตกต่างกันดังนี้คือ 0, 25, 50 และ 100 วินาที 

ส าหรับสารเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน จากการศึกษาพบว่าในการตรวจวิเคราะห์สารเดกซาเม-

ทาโซนที่ค่า accumulation time เท่ากับ 50 และ 100 วินาที ค่ากระแสไฟฟ้าที่ตรวจวัดได้ไม่มี

ความแตกต่างกัน และสารเพรดนิโซโลนที่ค่า accumulation time เท่ากับ 25, 50, และ 100 วินาที 

ค่ากระแสไฟฟ้าที่ตรวจวัดได้ไม่มีความแตกต่างกัน ดังรูปที่ 31 จึงเลือก accumulation time ที่ใช้

ระยะเวลาน้อยที่สุดในการตรวจวิเคราะห์ก็คือ 50 วินาทีส าหรับสารเดกซาเมทาโซนและ 25 วินาที

ส าหรับสารเพรดนิโซโลน 
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รูปที่ 31 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่ากระแสไฟฟ้าและ ค่า Accumulation time  
โดยจุดสีด า (⚫) แสดงผลการทดสอบของสารเดกซาเมทาโซนและจุดสีขาว ()  

แสดงผลการทดสอบของสารเพรดนิโซโลน 

 

4.3.3 ผลการศึกษา pulse amplitude ที่เหมาะสม  

 Pulse amplitude คือ ค่าของศักย์ไฟฟ้าที่ส่งไปยังขั้วไฟฟ้าจากนั้นวัดกระแสไฟฟ้าที่เกิดขึ้น

จากปฏิกิริยาเคมีไฟฟ้าของสารสเตียรอยด์ทั้งสองชนิด ซึ่งในการทดสอบครั้งนี้ได้ตั้งค่า pulse 

amplitude ที่แตกต่างกันดังนี้คือ 50 , 100, 150, 200 และ 250 mV เป็นต้น แล้วตรวจวัดค่า

กระแสไฟฟ้าที่เกิดขึ้นด้วยวิธี DPV จากการศึกษาพบว่าในการตรวจวิเคราะห์สารเดกซาเมทาโซนที่ค่า 

pulse amplitude เท่ากับ 150 ทั้งเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน จากนั้นค่ากระแสไฟฟ้าจะ 

ค่อย  ๆ ลดลงเล็กน้อยที่ pule amplitude เท่ากับ 200 และ 250 mV ดังรูปที่ 32 
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รูปที่ 32 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่ากระแสไฟฟ้าและค่า Pulse amplitude  
โดยจุดสีด า (⚫) แสดงผลการทดสอบของสารเดกซาเมทาโซนและจุดสีขาว ()  

แสดงผลการทดสอบของสารเพรดนิโซโลน 

4.4 ผลการศึกษาความเป็นเส้นตรงและขีดความสามารถในการตรวจวิเคราะห์ 

 การศึกษาความเป็นเส้นตรง คือการศึกษาความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงของตัวแปรในการทดสอบ

ระหว่างค่ากระแสไฟฟ้าที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาเคมีไฟฟ้าของสารสเตียรอยด์และความเข้มข้นของ  

สารสเตียรอยด์ทั้งสองชนิด เพ่ือน าไปใช้ในการค านวณหาค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์  (correlation 

coefficient, R2) และขีดจ ากัดในการตรวจวิเคราะห์ โดยทางผู้วิจัยได้ตรวจวัดสารสเตียรอยด์

มาตรฐานเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนที่ความเข้มข้น 10, 50, 100, 250, 500 µg/mL ในตัวท า

ละลาย DCM : Methanol อัตราส่วน 9:1 v/v ด้วยวิธีที่พัฒนาขึ้น เพ่ือน ามาใช้ในการสร้างกราฟ

มาตรฐานและสมการเชิงเส้น ผลการศึกษาพบว่าสมการเชิงเส้นของสารเดกซาเมทาโซนคือ  

Y = 9×10-8X + 2×10-7 และค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์เท่ากับ 0.988 ดังรูปที่ 33, 34 และสมการเชิง

เส้นของสารเพรดนิโซโลนคือ Y = 8×10-8X – 6×10-7 และมีค่าค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์เท่ากับ 0.994  

ดังรูปที่ 35, 36 
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รูปที่ 33 แสดง Differential Pulse Voltammogram ของสารเดกซาเมทาโซนที่ 
ความเข้มข้นแตกต่างกันด้วยวิธี ePAD 

 

รูปที่ 34 กราฟแสดงความสัมพันธ์เชิงเส้นของการตรวจวิเคราะห์สารเดกซาเมทาโซนที่ความเข้มข้น
แตกต่างกันด้วยวิธี ePAD 
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รูปที่ 35 แสดง Differential Pulse Voltammogram ของสารเพรดนิโซโลนที่ 

ความเข้มข้นแตกต่างกันด้วยวิธี ePAD 

 

รูปที่ 36 กราฟแสดงความสัมพันธ์เชิงเส้นของการตรวจวิเคราะห์สารเพรดนิโซโลนที่ความเข้มข้น

แตกต่างกันด้วยวิธี ePAD 
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หลังจากนั้นค านวณขีดความสามารถในการตรวจวิเคราะห์ของสารสเตียรอยด์ทั้งสองชนิด 

จากการค านวณพบว่าวิธี ePAD มีขีดจ ากัดในการตรวจวิเคราะห์เชิงคุณภาพของสารเดกซาเมทาโซน

เท่ากับ 3.59  µg/mL และของสารเพรดนิโซโลนเท่ากับ 6.00 µg/mL ส่วนขีดจ ากัดในการตรวจ

วิเคราะห์เชิงปริมาณของสารเดกซาเมทาโซนเท่ากับ 11.98 µg/mL และของสารเพรดนิโซโลนเท่ากับ 

20.02 µg/mL 

4.5 ผลการทดสอบสารรบกวนปฏิกิริยา (interference) 

 ในการทดสอบสารรบกวนต่อวิธีที่ พัฒนาขึ้นในงานวิจัยชิ้นนี้แบ่งออกเป็น 2 ส่วนคือ  

การทดสอบสารรบกวนที่อาจพบในผลิตภัณฑ์สมุนไพรทั่วไปคือ สารแคมเพสเตอรอลและสติกแมส - 

เตอรอล ซึ่งเป็นสารสเตียรอยด์ของพืชที่มีโครงสร้างที่คล้ายคลึงกับสารสเตียรอยด์ที่วิเคราะห์ และการ

ทดสอบสารรบกวนจากสารสเตียรอยด์ชนิดเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนที่อาจจะรบกวนการ

ตรวจวิเคราะห์กันเอง เนื่องจากสารสเตียรอยด์ทั้ง 2 ชนิด เกิดปฏิกิริยาทางเคมีไฟฟ้าที่ความต่างศักย์

ใกล้เคียงกันมาก จากนนั้นจึงประเมินการรบกวนด้วยร้อยละการคืนกลับ (% Recovery)  ซึ่งค่า

ดังกล่าวควรอยู่ในช่วง 80-115% ตามมาตรฐานของ AOAC 

4.5.1 ผลการทดสอบสารรบกวนที่อาจพบในผลิตภัณฑ์สมุนไพรทั่วไป  

 จากการศึกษาได้ตรวจวิเคราะห์สารเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนที่มีการปลอมปนของ

สารแคมเพสเตอรอลและสติกแมสเตอรอลที่ความเข้มข้น 200 µg/mL และ 50 µg/mL เนื่องจาก

ความเข้มข้นดังกล่าวเป็นความเข้มข้นที่สูงที่สุดที่เคยมีการงานการตรวจพบในพืชและสมุนไพรทั่วไป 

ผลการศึกษาพบว่าค่า % Recovery  ของวิธีที่พัฒนาขึ้นอยู่ในช่วง 80-115% ตามมาตรฐานของ 

AOAC ดังตารางที่  13 

ตารางที่ 13 แสดง % Recovery ของสารสเตียรอยด์ที่มีการปลอมปนสารแคมเพสเตอรอลและ 
สติกแมสเตอรอลด้วยวิธีที่พัฒนาขึ้น 

Plante Steroid 
%Recovery 

Dexamethasone detection Prednisolone detection 

Campesterol  200 µg/mL 106 ± 2 92 ± 14 
Stigmasterol 50 µg/mL     92 ± 10 96 ± 8 
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4.5.2 ผลการทดสอบสารรบกวนจากสารสเตียรอด์ชนิดเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน  

จากการศึกษาได้ตรวจวิเคราะห์สารสเตียรอยด์เดกซาเมทาโซนที่มีการปลอมปนสาร 

เพรดนิโซโลนลงไปที่ความเข้มข้น 50, 100, 500 และ 1000 µg/mL พบว่าที่ความเข้มข้นของเพรดนิ-

โซโลนที่ 500  µg/mL ค่า % Recovery ในการตรวจวิเคราะห์สารเดกซาเมทาโซนยังคงอยู่ในช่วง  

80-115% แต่เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของเพรดนิโซโลนจนถึง 1000  µg/mL ค่า % Recovery ไม่อยู่

ในช่วง 80-115% และในการตรวจวิเคราะห์สารสเตียรอยด์เพรดนิโซโลนที่มีการปลอมปนสาร  

เดกซาเมทาโซนลงไปที่ความเข้มข้น 50, 100, 500 และ 1000 µg/mL พบว่าที่ความเข้มข้นของสาร

เดกซาเมทาโซนที่ 500  µg/mL ค่า % Recovery ในการตรวจวิเคราะห์สารเพรดนิโซโลนอยู่ในช่วง 

80-115% แต่เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของเดกซาเมทาโซนจนถึง 1000  µg/mL ค่า % Recovery ไม่อยู่

ในช่วง 80-115% ตามมาตรฐานของ AOAC เช่นเดียวกันดังตารางท่ี 14 

ตารางที่ 14 แสดง % Recovery ของสารสเตียรอยด์ที่มีการปลอมปนสารสเตียรอยด์ 
คนละชนิดด้วยวิธีที่พัฒนาขึ้น 

Dexamethasone detection Prednisolone detection 
Prednisolone added  

(µg/mL) 
%Recovery 

Dexamethasone added  
(µg/mL) 

%Recovery 

0 100 ± 2 0 100 ± 4 
50 104 ± 8 50 97 ± 6 
100   99 ± 7 100 99 ± 2 
500   106 ± 12 500 104 ± 10 
1000  122 ± 6 1000 175 ± 29 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

53 
 
4.6 ผลการทดสอบความถูกต้องในการตรวจวิเคราะห์ (Accuracy) 

 การทดสอบถูกต้องในการตรวจวิเคราะห์คือ การประเมินวิธีการตรวจวิเคราะห์ว่ามีความ

ใกล้เคียงกับค่าที่แท้จริงมากน้อยเพียงใด โดยการค านวณจากค่า %  Recovery ในการทดสอบได้

ตรวจวิเคราะห์สารเดกซาเมทาโซนที่ความเข้มข้น 12 , 100 และ 500 µg/mL ซึ่งเป็นความเข้มข้น

ระดับต่ า กลางและสูง ผลการทดสอบพบว่า %  Recovery ของสารเดกซาเมทาโซนที่ความเข้มข้น 

12, 100 และ 500 µg/mL อยู่ในช่วงตามมาตรฐานของ AOAC ดังตารางที่ 15 

ตารางที่ 15 แสดงความถูกต้องในการตรวจวิเคราะห์สารเดกซาเมทาโซนด้วยวิธีที่พัฒนาขึ้น 

และการตรวจวิเคราะห์สารเพรดนิโซโลนที่ความเข้มข้น 20 , 100 และ 500 µg/mL ซึ่งเป็น

ความเข้มข้นระดับต่ า กลางและสูงตามล าดับ ผลการทดสอบพบว่า % Recovery ของสารเพรดนิโซ-

โลนที่ความเข้มข้น 20 µg/mL ไม่อยู่ในช่วงค่ามาตรฐานของ AOAC แต่ค่า % Recovery  ของสาร 

เพรดนิ โซ โลนที่ ความเข้มข้น  100 และ 500 µg/mL อยู่ ในช่วงตามมาตรฐานของ AOAC  

ดังตารางที่ 16 

 

 

 

 

 

 

Dexamethasone 
 (µg/mL) 

Measured by ePAD  

(µg/mL ± SD) 
%Recovery AOAC Guide 

0 0.0 ± 0.0 - - 

12 9.9 ± 0.8 83 ± 7 80% - 115% 

100 108.4 ± 15.4 108 ± 15 80% - 115% 

500 495.3 ± 27.9 99 ± 6 80% - 115% 
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ตารางที่ 16 แสดงความถูกต้องในการตรวจวิเคราะห์สารเพรดนิโซโลนด้วยวธิีที่พัฒนาขึ้น 

 

4.7 ผลการทดสอบความเที่ยงในการตรวจวิเคราะห์ (Precision) 

 การทดสอบความเที่ยงในการตรวจวิเคราะห์ (Precision) คือ การประเมินความเที่ยงตรงใน

การตรวจวิเคราะห์จากการทดสอบซ้ า ๆ หลายครั้ง โดยการค านวณจากค่า CVs ในการทดสอบได้

ตรวจวิเคราะห์สารเดกซาเมทาโซนที่ความเข้มข้น 12, 100 และ 500 µg/mL และสารเพรดนิโซโลนที่

ความเข้มข้น 20, 100 และ 500 µg/mL ซึ่งเป็นความเข้มข้นระดับต่ า กลางและสูงตามล าดับ โดยค่า

มาตรฐานจาก AOAC ก าหนดไว้ว่าที่ความเข้มข้น 10-20 µg/mL ค่า CVs ≤ 6 และที่ความเข้มข้น 

100 และ 500 µg/ ค่า CVs ≤ 4  ผลการทดสอบพบว่า CVs ของสารเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซ

โลนมีค่ามากกว่ามาตรฐานของ AOAC ดังตารางที ่17 และ 18 ตามล าดับ  

ตารางที่ 17 แสดงความเที่ยงในการตรวจวิเคราะห์สารเดกซาเมทาโซนด้วยวิธีที่พัฒนาขึ้น 

 

 

 

Prednisolone  
(µg/mL) 

Measured by ePAD  

(µg/mL ± SD) 
%Recovery AOAC Guide 

0 0.0  ± 0.0 - - 

20 26.9 ± 2.2 134 ± 11 80% - 115% 

100 87.5 ± 6.4 88 ± 6 80% - 115% 

500 487.1 ± 21.1 97 ± 4 80% - 115% 

Dexamethasone  
(µg/mL) 

Measured by ePAD  

(µg/mL ± SD) 
CVs AOAC Guide 

0 0.0  ± 0.0 - - 

12 9.9  ± 0.8 10.1% ≤ 6 

100 108.4 ± 15.4 5.7% ≤ 4 

500 495.3 ± 27.9 5.6% ≤ 4 
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ตารางที่ 18 แสดงความเที่ยงในการตรวจวิเคราะห์สารเดกซาเมทาโซนด้วยวิธีที่พัฒนาขึ้น 

 

4.8 ผลการทดสอบความสามารถในการตรวจวัดกับส่ิงตัวอย่างผลิตภัณฑ์สมุนไพร 

 จากการน าสิ่งตัวอย่างจ านวน 7 ตัวอย่างมาทดสอบด้วยวิธีที่พัฒนาขึ้นและวิธี  HPLC ซึ่งเป็น

วิธีที่ได้รับการยอมรับและใช้ในห้องปฏิบัติการที่ได้มาตรฐาน โดยใช้กราฟแสดงความสัมพันธ์และใช้

เครื่องมือทางสถิติ Bland and Altman plot ในการประเมินความสัมพันธ์ของวิธีทั้งสอง ผลการ

ทดสอบการเปรียบเทียบการวิเคราะห์ของสารเพรดนิโซโลนและเดกซาเมทาโซนแสดงดังตารางที่ 19 

และเมื่อวิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้โปรแกรม Sigma plot มาหาความสัมพันธ์ของทั้ง 2 วิธี พบว่าค่าการ

ตรวจวิเคราะห์สารเพรดนิโซโลนสามารถค านวณค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ได้เท่ากับ 0.869 (n=7)   

ดังรูปที่ 37 ส่วนการวิเคราะห์สารเดกซาเมทาโซนไม่สามารถน ามาค านวณค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์

ได้ เนื่องจากสิ่งตัวอย่างส่วนใหญ่มีการปลอมปนในปริมาณที่น้อยกว่าขีดจ ากัดในการตรวจวิเคราะห์

เชิงปริมาณของวิธีที่พัฒนาขึ้น จึงไม่สามารถระบุเป็นเชิงปริมาณได้   

 

 

 

 

 

 

Prednisolone  
(µg/mL) 

Measured by ePAD  

(µg/mL ± SD) 
CVs AOAC Guide 

0 0.0 ± 0.0 - - 

20 26.9 ± 2.2 13.8% ≤ 6 

100 87.5 ± 6.4 8.2% ≤ 4 

500 487.1 ± 21.1 4.4% ≤ 4 
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ตารางที่ 19 แสดงการเปรียบเทียบผลการตรวจวิเคราะห์สารเพรดนิโซโลนและเดกซาเมทาโซน 
ในสิ่งตัวอย่างผลิตภัณฑ์สมุนไพร 

Sample 

Prednisolone Dexamethasone 
No  

pre-concentration 
ePAD (µg/mL) 

HPLC 
No  

pre-concentration 
ePAD (µg/mL) 

HPLC 

1 Not found Not found 19.02±2.84 13.09 
2 30.71±1.54 42.94 Found 17.79 
3 22.73±3.40 6.38 Not found Not found 
4 51.33±9.18 88.81 Not found 8.90 
5 Not found Not found Not found 5.72 
6 Not found Not found Found 7.56 
7 33.76±5.13 66.10 Not found 6.03 

 

                                                                                                                      

รูปที่ 37 กราฟแสดงความสัมพันธ์ของปริมาณเพรดนิโซโลนที่ถูกวิเคราะห์ด้วยวิธี  HPLC  

และวิธีที่พัฒนาขึ้นในผลิตภัณฑ์สมุนไพร 
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 จากผลการทดสอบก่อนหน้านี้พบว่าวิธีที่พัฒนาขึ้นยังมีปัญหาในการตรวจวิเคราะห์การ                                                                                                                                                                                                              

ปลอมปนของสารเดกซาเมทาโซนในผลิตภัณฑ์สมุนไพรที่มีปริมาณต่ า ๆ ทางผู้วิจัยจึงได้เพ่ิมขั้นตอน

การเตรียมสิ่งตัวอย่างดังนี้ หลังจากที่สกัดสารสเตียรอยด์เสร็จเรียบร้อยแล้ว ท าการแบ่งสารสกัด

ดังกล่าวลงในหลอดไมโครเชนติฟิวจ านวน 500 µL แล้วน าไประเหยแห้ง นาน 10 นาทีแล้วใส่ตัวท า

ละลายลงไป 100 µL จะท าให้มีความเข้มข้นเพ่ิมมากขึ้น 4 เท่า หลังจากนั้นจึงน าไปทดสอบด้วยวิธีที่

พัฒนาขึ้นอีกครั้ง ผลการทดสอบการเปรียบเทียบการตรวจวิเคราะห์ของสารเพรดนิโซโลนและเดกซา-

เมทาโซนหลังเพ่ิมขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างแสดงดังตารางที่ 20 และเมื่อวิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้

โปรแกรม Sigma plot มาหาความสัมพันธ์ของทั้ง 2 วิธีอีกครั้ง พบว่าค่าการตรวจวิเคราะห์สาร 

เพรดนิโซโลนสามารค านวณค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ได้เท่ากับ 0.802 (n=7)  ดังรูปที่ 38 และการ

ตรวจวิเคราะห์สารเดกซาเมทาโซนจะวิเคราะห์เพียงแค่ 6 ตัวอย่าง เนื่องจากพบว่ามีหนึ่งตัวอย่างถูก

รบกวนจากอนุภาคที่เป็นสารแขวนลอยกระจายตัวอยู่ในเนื้อสารละลาย ซึ่งสามารถค านวณค่า

สัมประสิทธิ์สหสัมพนัธ์ 0.982 (n=6) ดังรูปที่ 39                                        

ตารางที่ 20 แสดงการเปรียบเทียบผลการตรวจวิเคราะห์สารเพรดนิโซโลนและเดกซาเมทาโซน 
ในสิ่งตัวอย่างผลิตภัณฑ์สมุนไพรหลังจากน าสิ่งตัวอย่างไปเพ่ิมความเข้มข้นด้วยวิธีระเหยแห้ง 

Sample 
Prednisolone Dexamethasone 

Pre-concentration 
ePAD (µg/mL) 

HPLC 
Pre-concentration 

ePAD (µg/mL) 
HPLC 

1 Not found Not found 12.58 ±3.03 13.09 
2 35.75±3.77 42.94    6.82±2.52 17.79 
3 29.17±4.04 6.38 Not found Not found 
4 90.08±3.12 88.81     7.43±0.49 8.90 
5 Not found Not found     5.80±1.65 5.72 
6 Not found Not found     7.75±2.13 7.56 
7 33.25±2.94 66.10       9.8±5.32 6.03 
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รูปที่ 38 กราฟแสดงความสัมพันธ์ของปริมาณเพรดนิโซโลนที่ถูกวิเคราะห์ด้วยวิธี  HPLC และวิธีที่

พัฒนาขึ้นในผลิตภัณฑ์สมุนไพรที่ผ่านกระบวนการระเหยแห้ง 

 

รูปท่ี 39 กราฟแสดงความสัมพันธ์ของปริมาณเดกซาเมทาโซนที่ถูกวิเคราะห์ด้วยวิธี  HPLC และวิธีที่

พัฒนาขึ้นในผลิตภัณฑ์สมุนไพรที่ผ่านกระบวนการระเหยแห้ง 
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และเมื่อน าผลการตรวจวิเคราะห์ปริมาณสารสเตียรอยด์ทั้งสองชนิดด้วยวิธี  HPLC และวิธีที่
พัฒนาขึ้นมาวิเคราะห์ด้วยเครื่องมือทางสถิติ Bland and Altman test ผลการศึกษาพบว่าในการ
วิเคราะห์สารเพรดนิโซโลนตัวอย่างผลิตภัณฑ์สมุนไพรทั้งหมดอยู่ในช่วง ± 1.96 และการวิเคราะห์สาร
เดกซาเมทาโซนมีตัวอย่างสมุนไพรจ านวน 6 ตัวอย่างอยู่ในช่วง ± 1.96 ของการตรวจวิเคราะห์แสดง 
ดังภาพที่ 40 

 

 
รูปที่ 40 แสดงผลการเปรียบเทียบการตรวจวัด (A) ปริมาณสารเพรดนิโซโลน และ  

(B) ปริมาณสารเดกซาเมทาโซน โดยใช้เครื่องมือทางสถิติ Bland and Altman plot 
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บทที่ 5 
สรุปผลการวิจัย อภิปรายผลและข้อเสนอแนะ 

 

สรุปผลการวจัิย 
 งานวิจัยนี้เป็นการพัฒนาอุปกรณ์วิเคราะห์ฐานกระดาษส าหรับตรวจวัดปริมาณการปลอมปน
ของสารสเตียรอยด์ชนิดเพรดนิโซโลนและเดกซาเมทาโซนในผลิตภัณฑ์สมุนไพร โดยอุปกรณ์ดังกล่าว
ใช้กระดาษโครมาโทกราฟีชนิด Whatman SG81 ในการแยกสารสเตียรอยด์ทั้งสองชนิดออกจากกัน 
เนื่องจากกระดาษชนิดนี้มีองค์ประกอบของอนุภาคซิลิกายึดจับอยู่กับโครงสร้างของเซลลูโลสภายใน
เนื้อเยื่อกระดาษ จึงท าให้กระดาษชนิดนี้มีคุณสมบัติในการแยกสารเคมีตามความสามารถในการ
ละลายของสารได้คล้ายคลึงกับหลักการของ TLC แต่อย่างไรก็ตามกระดาษ Whatman SG81 ยังไม่
เคยมีการรายงานในการใช้แยกสารสเตียรอยด์ทั้งชนิดเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน ทางผู้วิจัยจึง
ได้ศึกษาสภาวะแวดล้อมที่เหมาะสมในการแยกสารสเตียรอยด์ดังกล่าว พบว่าในการใช้วัฏภาค
เคลื่อนที่ชนิด 60% Ethyl acetate ใน Cyclohexane สามารถแยกสารสเตียรอยด์ทั้งสองชนิดได้ดี
ที่สุด โดยมีค่า Retardation factor (Rf) เท่ากับ 0.55±0.01 และ 0.37±0.00 ส าหรับเดกซาเมทา-
โซนและเพรดนิโซโลนตามล าดับ ซึ่งมีความแตกต่างกันอยู่ 0.18±0.01 และพบว่าลักษณะของแถบ 
สารสเตียรอยด์ทั้งสองชนิดถูกแยกออกจากกันอย่างชัดเจนและลักษณะของแถบมีขนาดเล็ก  
โดยต าแหน่งของสารสเตียรอยด์ชนิดเพรดนิโซโลนอยู่ห่างจากต าแหน่งจุดเริ่มต้น 13 มิลลิเมตร และ
ต าแหน่งของสารสเตียรอยด์ชนิดเดกซาเมทาโซนอยู่ห่างจากต าแหน่งจุดเริ่มต้น 20 มิลลิเมตร จากนั้น
ข้อมูลดังกล่าวถูกน าไปใช้ในการออกแบบชุดตรวจให้มีลักษณะดังที่แสดงในรูป 28 และวิเคราะห์
ความสามารถในการแยกสารสเตียรอยด์ทั้งสองชนิดอีกครั้งด้วยชุดตรวจที่พัฒนาขึ้น พบว่าสาร  
สเตียรอยด์ถูกแยกไปในต าแหน่งส าหรับตรวจวิเคราะห์ตามชนิดของสารสเตียรอยด์ได้ภายใน 7 นาที 

 การศึกษาสภาวะแวดล้อมที่เหมาะสมในการตรวจวิเคราะห์สารสเตียรอยด์ด้วยหลักการทาง
เคมีไฟฟ้า โดยในเบื้องต้นได้ศึกษาค่า pH และความแรงไอออนของสารละลายอิเล็กโทรไลต์ชนิด BR 
buffer พบว่าที่ pH เท่ากับ 4.0 และความเข้มข้นของเกลือ KCl เท่ากับ 1.0 M เป็นค่าที่เหมาะสม
มากที่สุด เนื่องจากที่สภาวะดังกล่าวให้สัญญาณกระแสไฟฟ้าสูงที่สุด จากนั้นจึงศึกษาสภาวะที่
เหมาะสมของวิธี differential pulse voltammetry โดยได้ศึกษาหาค่า accumulation potential, 
accumulation time และ pulse amplitude ที่เหมาะสมในการตรวจวิเคราะห์สารสเตียรอยด์ทั้ง
สองชนิด พบว่าสภาวะแวดล้อมที่ เหมาะสมในการตรวจวิเคราะห์สารเดกซาเมทาโซนคือ
accumulation potential เท่ากับ -500 mV, accumulation time เท่ากับ 50 วินาที และ pulse 
amplitude เท่ากับ 150 mV และส าหรับเพรดนิโซโลนคือ accumulation potential เท่ากับ -700 
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mV, accumulation time เท่ากับ 25 วินาที และ pulse amplitude เท่ากับ 150 mV หลังจาก
ทราบสภาวะแวดล้อมที่เหมาะสมในการตรวจวิเคราะห์แล้ว จึงได้ศึกษาช่วงความเป็นเส้นตรงและขีด
ความสามารถในการตรวจวิเคราะห์ พบว่าในการตรวจวิเคราะห์สารสเตียรอยด์ทั้งสองชนิดระหว่าง
ความเข้มข้น 10 – 500 µg/mL มีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์เท่ากับ 0.988 ส าหรับสารเดกซาเมทา
โซนและมีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์เท่ากับ 0.994 ส าหรับสารเพรดนิโลน ซึ่งบ่งบอกได้ว่าวิธีที่
พัฒนาขึ้นมีความสัมพันธ์ใกล้เคียงเชิงเส้นตรงในการตรวจวิเคราะห์สารสเตียรอยด์ทั้งสองชนิดที่ช่วง
เข้มข้นดังกล่าว และพบว่าวิธีที่พัฒนาขึ้น มีขีดจ ากัดในการตรวจวิเคราะห์เชิงคุณภาพของสารเดกซา
เมทาโซนเท่ากับ 3.59  µg/mL และของสารเพรดนิโซโลนเท่ากับ 6.00 µg/mL ส่วนขีดจ ากัดในการ
ตรวจวิเคราะห์เชิงปริมาณของสารเดกซาเมทาโซนเท่ากับ 11.98 µg/mL และของสารเพรดนิโซโลน
เท่ากับ 20.02 µg/mL  

ผลการทดสอบสารรบกวนปฏิกิริยาต่อวิธีที่พัฒนาขึ้น พบว่าในการตรวจวิเคราะห์สารเดกซา

เมทาโซนที่มีการปลอมปนของสารแคมเพสเตอรอลและสติกแมสเตอรอลที่ความเข้มข้น 200 µg/mL 

และ 50 µg/mL ค านวณได้ค่า % Recovery  เท่ากับ 106 % และ 92 % ตามล าดับ ซึ่งค่าดังกล่าว 

อยู่ในช่วง 80-115 % และในการตรวจวิเคราะห์สารเพรดนิโซโลนที่มีการปลอมปนของสารแคมเพส -

เตอรอลและสติกแมสเตอรอลที่ความเข้มข้นเดียวกัน ค านวณได้ค่า % Recovery  เท่ากับ 92 % และ 

96 % ตามล าดับ ซึ่งค่าดังกล่าวอยู่ในช่วง 80-115 % จึงสรุปได้ว่าสารแคมเพสเตอรอลและสติกแมส- 

เตอรอลไม่รบกวนการตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธีที่พัฒนาขึ้น  และในการทดสอบการรบกวนจากสารสเตีย-

รอยด์ทั้งสองชนิดด้วยกันเอง พบว่าที่ความเข้มข้นของเดกซาเมทาโซนเท่ากับ 1000  µg/mL รบกวน

การตรวจวิเคราะห์สารเพรดนิโซโลน มีค่า %  Recovery เท่ากับ 175 % และความเข้มข้นของสาร 

เพรดนิโซโลนเท่ากับ 1000 µg/mL รบกวนการตรวจวิเคราะห์สารเดกซาเมทาโซนเช่นกัน มีค่า  

% Recovery เท่ากับ 122 % ซึ่งเกินช่วงที่ยอมรับได้ตามเกณฑ์ของ AOAC ที่ % Recovery ควรอยู่

ในช่วง 80-115 % จึงสรุปได้ว่าวิธีที่พัฒนาขึ้นมีขีดจ ากัดในการแยกสารสเตียรอยด์ทั้งสองชนิดออก

จากกันที่ความเข้มข้นไม่เกิน 1000 µg/mL 

การทดสอบความถูกต้องในการตรวจวิเคราะห์ปริมาณสารสเตียรอยด์แต่ละชนิดทีร่ะดับความ
เข้มข้นต่ า กลางและสูง พบว่าในการตรวจวิเคราะห์สารเดกซาเมทาโซนค่า % Recovery ของความ
เข้มข้นทั้งสามระดับอยู่ในช่วงที่ยอมรับได้ตามมาตรฐานของ AOAC แต่ในการตรวจวิเคราะห์สาร 
เพรดนิโซโลนค่า % Recovery ที่ความเข้มข้นต่ าเท่านั้น มีค่า % Recovery เกินช่วงที่ยอมรับ ผลการ
ทดสอบความเที่ยงในการตรวจวิเคราะห์สารสเตียรอยด์แต่ละชนิดที่ระดับความเข้มข้นต่ า กลางและ
สูง พบว่าการตรวจวิเคราะห์สารเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนทั้งสามระดับความเข้มข้นมีค่า CVs 
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มากกว่ามาตรฐานของ AOAC จึงสรุปได้ว่าวิธีที่พัฒนาขึ้นมีความเที่ยงต่ าในการตรวจวิเคราะห์ปริมาณ
สารสเตียรอยด์ทั้งสองชนิด 

 การตรวจวิเคราะห์สิ่งตัวอย่างผลิตภัณฑ์สมุนไพรจ านวน 7 ตัวอย่างด้วยวิธีที่พัฒนาขึ้นและวิธี 
HPLC พบว่าในการทดสอบเบื้องต้นวิธีที่พัฒนาขึ้นสามารถวิเคราะห์สารเพรดนิโซโลนได้ทั้งหมด 7 
ตัวอย่าง โดยค านวณค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ได้เท่ากับ 0.869 (n=7) แต่สามารถวิเคราะห์สารเดก
ซาเมทาโซนได้เพียงตัวอย่างเดียวจึงไม่สามารถหาค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ได้ เนื่องจากในสิ่งตัวอย่าง
ส่วนใหญ่มีปริมาณการปลอมปนที่ต่ ากว่าขีดจ ากัดในการวิเคราะห์เชิงปริมาณของวิธีที่พัฒนาขึ้น 
จากนั้นทางผู้วิจัยจึงได้เพ่ิมขั้นตอนการเตรียมตัวอย่าง โดยการเพ่ิมความเข้มข้นของตัวอย่างสมุนไพร
ก่อนการตรวจวัดประมาณ 4 เท่าด้วยวิธีการระเหยแห้ง พบว่าสามารถวิเคราะห์สารเพรดนิโซโลนได้
ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ได้เท่ากับ 0.802 (n=7) และสามารถวิเคราะห์สารเดกซาเมทาโซนได้ค่า
สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ได้เท่ากับ 0.982 (n=6) เนื่องจากมีหนึ่งตัวอย่างที่ให้ผลการทดลองที่ไม่
สอดคล้อง จึงไม่ทราบค่าการตรวจวัดที่แท้จริงได้ จากการวิเคราะห์ด้วยเครื่องมือทางสถิติ Bland 
and Altman test พบว่าในการวิเคราะห์สารเพรดนิโซโลนตัวอย่างผลิตภัณฑ์สมุนไพรทั้งหมด 7 
ตัวอย่างอยู่ในช่วง ± 1.96 และการวิเคราะห์สารเดกซาเมทาโซนมีตัวอย่างสมุนไพรจ านวน 6 ตัวอย่าง
อยู่ในช่วง ± 1.96 

อภิปรายผลและข้อเสนอแนะ 

 การศึกษาครั้งนี้เป็นการพัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะห์ปริมาณสารสเตียรอยด์ชนิดเดกซาเมทา
โซนและเพรดนิโซโลนที่ปลอมปนในผลิตภัณฑ์สมุนไพร เพ่ือให้สามารถตรวจวิเคราะห์ได้อย่างรวดเร็ว
และมีประสิทธิภาพ ผู้วิจัยได้ใช้เทคนิคตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษและเคมีไฟฟ้ามาประยุกต์ใช้กับ
งานวิจัยครั้งนี้ เนื่องจากกระดาษเป็นวัสดุที่มีต้นทุนต่ า น้ าหนักเบา ย่อยสลายได้ง่ายไม่เป็นมลภาวะต่อ
สิ่งแวดล้อมและสามารถน าไปประยุกต์ใช้กับเทคนิคตรวจวิเคราะห์อ่ืน ๆ ได้หลากหลาย โดยวิธี
ตรวจวัดทางเคมีไฟฟ้าเป็นวิธีที่มีความไว ความจ าเพาะสูง และสามารถน าเครื่องมืออุปกรณ์ตรวจวัด
ดังกล่าว ออกไปตรวจวิเคราะห์ภายนอกห้องปฏิบัติการได้ เนื่องจากตัวเครื่องมีขนาดเล็ก พกพาได้ง่าย 
เครื่องมือจ าหน่ายทางการค้าในปัจจุบัน มีตัวเลือกให้สามารถท างานในระดับภาคสนามได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ  

แม้ว่าในปัจจุบันมีงานวิจัยที่รายงาน การตรวจวิเคราะห์สารสเตียรอยด์ทั้งสองชนิด ด้วย
หลักการทางเคมีไฟฟ้ามาแล้ว แต่อย่างไรก็ตาม จากการศึกษาพบว่าการเกิดปฏิกิริยาทางเคมีไฟฟ้า
ของสารสเตียรอยด์เดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน มีค่าความต่างศักย์ที่แตกต่างกันเพียงเล็กน้อย
จึงท าให้ตรวจแยกชนิดของสารสเตียรอยด์ได้ไม่แม่นย า โดยเฉพาะในกรณีที่สิ่งตัวอย่างมีการปลอมปน
ของสารสเตียรอยด์มากกว่าหนึ่งชนิด และจ าเป็นต้องทราบระดับของสารที่ปลอมปนแต่ละชนิด   
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จากปัญหาดังกล่าวจึงน าไปสู่การใช้กระดาษในการแยกสารสเตียรอยด์ทั้งสองชนิดออกจากกันก่อน
การตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธีทางเคมีไฟฟ้า โดยทางผู้วิจัยได้เลือกใช้กระดาษ  Whatman SG81 
เนื่องจากกระดาษดังกล่าวมีองค์ประกอบของสารซิลิกากระจายตัวอยู่ภายในเนื้อกระดาษคล้ายคลึง
กับแผ่น TLC จึงน าไปสู่การตั้งสมมติฐานว่ากระดาษชนิดนี้สามารถใช้ในการแยกสารสเตียรอยด์ได้
ใกล้เคียงกับหลักการของวิธี TLC ซึ่งนิยมน ามาใช้ในการแยกสารสเตียรอยด์ และตรวจวิเคราะห์ด้วย
แสง UV หรือสังเกตสีที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาทางเคมีระหว่างสาร Tetrazolium blue chloride กับ 
สารสเตียรอยด์ แต่อย่างไรก็ตามการตรวจวัดด้วยวิธี TLC แบบดั้ง มีขีดจ ากัดในเรื่องความไวของการ
ตรวจวิเคราะห์ที่ต่ ามาก และไม่สามารถตรวจวิเคราะห์เชิงปริมาณได้ เหมาะส าหรับใช้ตรวจคัดกรอง
เบื้องต้นเท่านั้น ผู้วิจัยจึงใช้ความสามารถของกระดาษในการแยกสารสองชนิดออกจากกัน และ ใช้
เทคนิคที่ความไวสูงกว่าเช่นเคมีไฟฟ้ามาประยุกต์ใช้ตรวจวัดบนกระดาษโดยตรง 

ในผลการทดลองเบื้องต้นทางผู้วิจัยได้ศึกษาการแยกสารสเตียรอยด์ดังกล่าวด้วยกระดาษ 
Whatman SG81 โดยกระดาษชนิดนี้ท าหน้าที่เป็นวัฏภาคคงที่ ส่วนวัฏภาคเคลื่อนที่นั้นใช้สารละลาย 
Ethyl acetate ใน cyclohexane ที่ความเข้มข้น 60%  (v/v) เนื่องจากที่ความเข้มข้นดังกล่าว 
สามารถแยกสารสเตียรอยด์สองชนิดได้ดีที่สุด โดยมีค่า Retardation factor (Rf) ต่างกันถึง 0.18 
และเมื่อใช้สาร Tetrazolium blue chloride ท าปฏิกิริยา ลักษณะของแถบสารสเตียรอยด์ทั้งสอง
ชนิดถูกแยกออกจากกันอย่างชัดเจน และมีขนาดเล็กกว่าการใช้วัฏภาคเคลื่อนที่ที่ความเข้มข้น 
อ่ืน ๆ เนื่องมาจากสารสเตียรอยด์ทั้งเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนเป็นสารที่มีสภาพขั้วต่ าจึงท าให้
ละลายได้ดีในสารละลาย Ethyl acetated ที่มีสภาพขั้วใกล้เคียงกัน ดังนั้นเมื่อความเข้มข้นของ 
Ethyl acetate ต่ าเกินไป การเคลื่อนที่ของสารสเตียรอยด์จะไปได้ไม่ไกลและลักษณะของแถบ 
สารสเตียรอยด์จะอยู่ในต าแหน่งใกล้เคียงกันมากจนไม่สามารถแยกออกจากกันได้  ดังนั้นที่ความ
เข้มข้นดังกล่าวจึงไม่เหมาะสมในการใช้แยกสารสเตียรอยด์ แต่เมื่อความเข้มข้นของ  Ethyl acetate 
สูงจนเกินไป ท าให้สารสเตียรอยด์เคลื่อนที่ไปได้ไกล และลักษณะของแถบสารสเตียรอยด์มีลักษณะที่
ยาวมี tailing เกิดขึ้น จึงอาจส่งผลต่อกระบวนการวิเคราะห์เชิงปริมาณต่อไปได้ เนื่องจากมีโอกาสสูง
ที่สารสเตียรอยด์ทั้งสองชนิดจะมีที่ไม่แยกออกจากกันอย่างชัดเจน มีการซ้อนทับกันในบริเวณหัวและ
ท้ายของแถบ ข้อดีอีกอย่างหนึ่งของการใช้วัฏภาคเคลื่อนที่ที่ประกอบด้วยสาร ethyl acetate และ 
cyclohexane เพราะสารดังกล่าวมีความเป็นพิษต่ ากว่าวัฏภาคเคลื่อนที่ชนิดอ่ืน ๆ อาทิเช่น สาร 
Chloroform ซึ่งเป็นสารที่มีอันตรายร้ายแรง เป็นต้น [17]  

อุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์สารสเตียรอยด์ถูกออกแบบให้สอดคล้องกับต าแหน่งของสาร 
สเตียรอยด์ที่แยกด้วยวัฏภาคเคลื่อนที่ที่เหมาะสมจากข้อมูลข้างต้น โดยใช้เทคนิคการตัดด้วยแสง
เลเซอร์ ในการตัดกระดาษ Whatman SG81 เนื่องจากเทคนิคดังกล่าวมีความแม่นย าในการตัดที่สูง
และสามารถตัดวัสดุที่มีความเหนียวและหนาได้ดี แต่อย่างไรก็ตามเครื่องตัดเลเซอร์เป็นเครื่ องมือที่มี
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ราคาแพง สาเหตุที่ทางผู้วิจัยได้เลือกใช้เทคนิคดังกล่าว เนื่องจากเทคนิคอ่ืน ๆ ที่ใช้ในการสร้าง
ขอบเขตบนแผ่นกระดาษ อาทิเช่น wax-printing, wax dipping และ photolithography นั้น ได้มี
รายงานมาก่อนว่าไม่เหมาะสมในการน ามาใช้ในงานวิจัยครั้งนี้ เนื่องจากขอบเขตพ้ืนที่ hydrophobic 
ที่สร้างจากวิธี wax printing และ wax dipping นั้นถูกท าลายโดยวัฏภาคเคลื่อนที่ ส่วนวิธี photo-
lithography ไม่เหมาะสม เนื่องจากกระดาษที่สร้างขึ้นด้วยวิธีดังกล่าวมีความเหนียวไม่สามารถตัด
แยกพ้ืนที่การตรวจวิเคราะห์ให้ออกจากบริเวณอ่ืน ๆ ได้ จึงส่งผลให้เมื่อหยดสารละลายอิเล็กโทรไลต์
ในขั้นตอนการตรวจวิเคราะห์ สารละลายอิเล็กโทรไลต์จะแพร่กระจายออกจากพ้ืนที่ต้องการตรวจวัด
ไปยังพ้ืนที่อ่ืน ๆ ซึ่งส่งผลให้ค่าสัญญาณกระแสไฟฟ้าที่เกิดข้ึนมีความไม่สม่ าเสมอ ดังนั้นเทคนิคการตัด
ด้วยแสงเลเซอร์จึงเหมาะสมที่สุดในงานวิจัยครั้งนี้ เพราะกระดาษโดนตัดออกโดยตรงไม่มีการสร้าง
ขอบเขตบริเวณชอบน้ าและไม่ชอบน้ าบนผิวกระดาษ   

เทคนิคการพิมพ์สามมิติ เป็นเทคนิคที่นิยมใช้ในการสร้างโมเดลเสมือนจริงหรือขึ้นรูปชิ้นงาน
ตามการออกแบบ จึงท าให้มีความยืดหยุ่นในการน าไปประยุกต์ใช้ได้อย่างหลากหลาย ยกตัวอย่างเช่น 
การน าไปใช้ในการสร้างอุปกรณ์อ านวยความสะดวกต่าง ๆ ทางอุตสาหกรรม [80] การสร้างชุดตรวจ
วิเคราะห์ต่าง ๆ [81]  หรือสร้างอวัยวะเทียมของมนุษย์ [82, 83] เป็นต้น โดยในงานวิจัยครั้งนี้ได้
น าเอาเทคนิคการพิมพ์สามมิติเข้ามาประยุกต์ใช้ในการสร้างชุดตรวจวิเคราะห์ โดยมีวัตถุประสงค์ต่าง 
ๆ ดังนี้ ในขั้นตอนการแยกสารสเตียรอยด์ กระดาษจะสัมผัสกับวัฏภาคเคลื่อนที่โดยตรง จึงท าให้
กระดาษเกิดการอ่อนตัวและเสียสภาพ ซึ่งเป็นอุปสรรคอย่างมากในการทดสอบ ดังนั้นทางผู้วิจัยจึ ง
ออกแบบตลับส าหรับบรรจุชุดตรวจโดยใช้เครื่องพิมพ์สามมิติ เพื่อให้กระดาษสามารถคงตัวอยู่ได้ และ
ในขั้นตอนการตรวจวิเคราะห์จะมีการสอดขั้วไฟฟ้าลงไปข้างใต้ส่วนของกระดาษที่ใช้ในการตรวจ
วิเคราะห์ หรือ detection zone ดังนั้นขั้วไฟฟ้าจะต้องถูกตรึงอยู่บริเวณดังกล่าวตลอดการตรวจ
วิเคราะห์ ทางผู้วิจัยจึงได้ออกแบบตลับชุดตรวจให้มีช่องพอดีกับขนาดของขั้วไฟฟ้าที่จะเสียบเข้าไปได้ 
และให้ต าแหน่งที่สอดขั้วไฟฟ้าตรงกับต าแหน่งของกระดาษที่ใช้ในการตรวจวิเคราะห์ ซึ่งส่งผลให้
สะดวกต่อผู้ปฏิบัติงานเป็นอย่างมาก และในขั้นตอนการหยดสารละลายอิเล็กโทรไลต์ลงบนกระดาษ
ส่วนที่ใช้ในการตรวจวิเคราะห์ เพ่ือท าการตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธีทางเคมีไฟฟ้า แต่เนื่องจากกระดาษ
เป็นวัสดุที่มีคุณสมบัติชอบน้ า จึงท าให้เมื่อหยดสารละลายอิเล็กโทรไลต์ลงไป สารละลายอิเล็กโทรไลต์
จะแพร่กระจายออกไปบริเวณรอบข้าง จึงท าให้บริเวณที่ตรวจวิเคราะห์ไม่มีสารละลายอิเล็กโทรไลต์
คงเหลืออยู่ จึงไม่สามารถตรวจวิเคราะห์ทางเคมีไฟฟ้าได้ ดังนั้ นทางผู้วิจัยจึงได้สร้างชิ้นงานด้วย
เครื่องพิมพ์สามมิติให้เป็นทรงกระบอกขอบมีความคม ส าหรับท าหน้าที่ตัดกระดาษ (cutter) เพ่ือแยก
ส่วนของกระดาษที่ใช้ในการตรวจวิเคราะห์ออกจากบริเวณอ่ืน ๆ ก่อนหยดสารละลายอิเล็กโทรไลต์ 
ซึ่งจากการศึกษาพบว่าสารละลายอิเล็กโทรไลต์ที่หยดลงบนไปยังคงอยู่บริเวณดังกล่าว และลักษณะ
ของสัญญาณไฟฟ้ามีความเสถียรมากขึ้น ดังนั้นการน าเอาเทคนิคการพิมพ์สามมิติเข้ามาใช้ในการ
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ตรวจวิเคราะห์ในครั้งนี้ ช่วยให้สามารถแยกสารสเตียรอยด์และท าการตรวจวิเคราะห์ได้ภายในชุด
ตรวจเดียว และเมื่อน าชุดตรวจที่สร้างขึ้นมาทดสอบการแยกสารสเตียรอยด์ทั้งสองชนิดด้วยวัฏภาค
เคลื่อนที่ที่เหมาะสมอีกครั้ง พบว่าสามารถแยกสารสเตียรอยด์ทั้งสองชนิดไปยังพ้ืนที่ตรวจวิเคราะห์ได้
ภายในระยะเวลา 7 นาที ซึ่งสามารถแยกได้เร็วกว่าการแยกสารบนกระดาษเป็นรูปสี่เหลี่ยมผืนผ้า  
ที่ไม่ได้สร้างรูปทรงเป็นท่อ โดยแยกได้เร็วขึ้นประมาณ 30 วินาที และเร็วกว่าวิธี  TLC มาตรฐาน  
ซึ่งปกติแล้วใช้เวลาประมาณ 10 นาทีในการตรวจวิเคราะห์ เนื่องจากกระดาษเป็นวัสดุที่มีความชอบ
น้ าสูงและการเคลื่อนที่ของสารละลายภายในช่องแคบจะมีแรง capillary ที่สูงกว่า จึงท าให้สามารถ
แยกสารสเตียรอยด์ทั้งสองชนิดออกจากกันได้อย่างรวดเร็ว 

ในการศึกษาหาสภาวะแวดล้อมที่เหมาะสมในการตรวจวิเคราะห์สารสเตียรอยด์ชนิดเดกซา -
เมทาโซนและเพรดนิโซโลนด้วยวิธีทางเคมีไฟฟ้า ซึ่งเบื้องต้นทางผู้วิจัยได้ศึกษา pH ของสารละลาย 
อิเล็กโทรไลต์ที่เหมาะสม เนื่องจากกระบวนการเกิดปฏิกิริยาทางเคมีไฟฟ้าของสารเดกซาเมทาโซน
และเพรดนิโซโลนเกิดจากกระบวนการรีดักชัน ของหมู่คีโตน เป็นหมู่ไฮดรอกซิล โดยสารเดกซาเมทา
โซนและเพรดนิโซโลนมีค่า pKa เท่ากับ 12.42 และ 12.59 ตามล าดับ ซึ่งบ่งบอกได้ว่าสารดังกล่าว
สามารถเกิดการเปลี่ยนแปลงของโครงสร้างโมเลกุลในสภาวะที่  pH สูง ๆ ได้ โดยทางผู้วิจัยจึงได้
ทดสอบโดยการเตรียมสารละลายสเตียรอยด์มาตรฐานทั้งสองชนิดใน BR buffer ที่ค่า pH แตกต่าง
กันดังนี้คือ 2.0, 3.0, 4.0, 5.0 และ 6.0 เป็นต้น จากนั้นหยดสารละลายดังกล่าวลงบนขั้วไฟฟ้า
โดยตรงแล้ววิเคราะห์ด้วยเทคนิค cyclic voltammetry เนื่องจากเทคนิคดังกล่าวเป็นเทคนิคเบื้องต้น
ที่นิยมใช้ในการศึกษาการเกิดปฏิกิริยาทางเคมีไฟฟ้า พบว่าในการตรวจวิเคราะห์สารเดกซาเมทาโซน
และเพรดนิโซโลนที่ pH 4.0 เหมาะสมที่สุด เนื่องจากสามารถให้ค่ากระแสไฟฟ้าสูงที่สุดในการตรวจ
วิเคราะห์สารสเตียรอยด์ทั้งสองชนิด การศึกษาความแรงไอออนที่เหมาะสมในสารละลายอิเล็กโทร-
ไลต์ โดยท าการหยดสารละลายสารสเตียรอยด์มาตรฐานแต่ละชนิดลงบนแผ่นกระดาษ  Whatman 
SG81 แล้วหยดสารละลายอิเล็กโทรไลต์ชนิด BR buffer ที่ใช้ KCl ในการปรับความแรงของไอออน
ดังนี้ 0.05 M, 0.10 M, 0.5 M และ 1.0 M เป็นต้น จากนั้นจึงวิเคราะห์ด้วยเทคนิค DPV เนื่องจาก
ทางผู้วิจัยต้องการจ าลองกระบวนการตรวจวิเคราะห์บนแผ่นกระดาษ โดยการปรับค่าความแรงของ
ไอออนจะช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการเคลื่อนที่ของสารสเตียรอยด์จากแผ่นกระดาษสู่ขั้วไฟฟ้า 
เนื่องจากความแรงของไอออนที่เหมาะสมจะช่วยให้การเคลื่อนที่ของสารสู่ขั้วไฟฟ้าเป็นแบบการแพร่ 
(diffusion) แทนที่การเคลื่อนที่แบบไมเกรชัน (migration) ซึ่งมีประสิทธิภาพและเหมาะสมกับ
งานวิจัยนี้มากกว่า จากการศึกษาพบว่าที่ความแรงของไอออนเท่ากับ 1.0 M ให้ค่ากระแสไฟฟ้าสูง
ที่สุดในการตรวจวิเคราะห์สารสเตียรอยด์ทั้งสองชนิด ซึ่งบ่งบอกได้ว่าความแรงของไอออนดังกล่าว
สามารถช่วยส่งเสริมเคลื่อนที่ของสารสู่ขั้วไฟฟ้าได้อย่างมีประสิทธิภาพ การศึกษาสภาวะของการตรวจ
วิ เคราะห์ด้ วยเทคนิค DPV ซึ่ งประกอบไปด้วย 3 ปั จจัยที่ ส าคัญคือ  accumulation time, 
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accumulation potential และ  pulse amplitude เป็ นต้ น  ซึ่ ง ในการศึ กษา accumulation 
potential เป็นการศึกษาหาค่าความต่างศักย์ที่ให้แก่ขั้วไฟฟ้า เพ่ือให้โมเลกุลของสารที่กระจายตัวอยู่
ในเนื้อกระดาษเข้ามารวมตัวกันที่พ้ืนผิวของขั้วไฟฟ้าก่อนตรวจวิเคราะห์ พบว่าในการตรวจวิเคราะห์
สารเดกซาเมทาโซนที่ค่าความต่างศักย์เท่ากับ -500 mV และสารเพรดนิโซโลนที่ค่าความต่างศักย์
เท่ากับ -700 mV เป็นค่าที่เหมาะสม เนื่องจากค่าดังกล่าวเมื่อวิเคราะห์แล้วให้ค่ากระแสไฟฟ้าสูงที่สุด 
ซึ่งค่ากระแสไฟฟ้าที่เพ่ิมสูงขึ้นบ่งบอกได้ว่าที่ความต่างศักย์ดังกล่าวส่งผลให้โมเลกุลของสารสเตียรอยด์
เข้ามารวมตัวกันที่ขั้วไฟฟ้าได้ดี แต่อย่างไรก็ตามค่าความต่างศักย์ที่น ามาใช้ในการศึกษาในครั้งนี้มีค่า
ใกล้ค่าศักย์ไฟฟ้าที่ เกิดปฏิกิริยารีดักชันของสารสเตียรอยด์ทั้งสองชนิด จึงอาจส่งผลให้มีสาร  
สเตียรอยด์บางส่วนเกิดปฏิกิริยาไปก่อนการตรวจวิเคราะห์ ซึ่งจะส่งผลต่อขีดจ ากัดในการตรวจ
วิเคราะห์ได้ ดังนั้นควรตั้งค่าช่วงศักย์ไฟฟ้าที่ตรวจวิเคราะห์ให้ต่ ากว่าค่า  accumulation potential 
ที่ศึกษา การศึกษา accumulation time เป็นการศึกษาหาระยะเวลาที่ให้ศักย์ไฟฟ้าแก่ขั้วไฟฟ้า 
เพ่ือให้โมเลกุลของสารที่กระจายตัวอยู่ในเนื้อกระดาษเข้ามารวมตัวกันที่พ้ืนผิวของขั้วไฟฟ้าก่อนการ
ตรวจวิเคราะห์ พบว่าในการตรวจวิเคราะห์สารเดกซาเมทาโซนที่ค่า accumulation time เท่ากับ 
50 และ 100 วินาที ค่ากระแสไฟฟ้าที่ตรวจวัดได้ไม่มีความแตกต่างกัน และสารเพรดนิโซโลนที่ค่า 
accumulation time เท่ากับ 25, 50, และ 100 วินาที ค่ากระแสไฟฟ้าที่ตรวจวัดได้ไม่มีความ
แตกต่างกัน จึงเลือก accumulation time ที่ใช้ระยะเวลาน้อยที่สุดในการตรวจวิเคราะห์คือ 50 
วินาที ส าหรับสารเดกซาเมทาโซนและ 25 วินาที ส าหรับสารเพรดนิโซโลน ซึ่งค่า  accumulation 
time ในการศึกษาครั้งนี้มีค่าต่ ากว่าวิธีวิเคราะห์ด้วยเซลล์ไฟฟ้ามาตรฐานประมาณ 3 เท่า และ 6 เท่า 
ส าหรับสารเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนตามล าดับ [37] เนื่องจากในการวิเคราะห์ด้วย
เซลล์ไฟฟ้ามาตรฐานสารสเตียรอยด์จะกระจายตัวอยู่ในสารละลายอิเล็กโทรไลต์จึงท าให้ต้องใช้เวลา
ในการให้ศักย์ไฟฟ้าเพ่ือให้สารสเตียรอยด์เข้ามารวมกันที่ขั้วไฟฟ้าก่อนการตรวจวิเคราะห์ แต่วิธีที่
พัฒนาขึ้นนี้ สารสเตียรอยด์แต่ละชนิดจะถูกแยกรวมกันอยู่บนแผ่นกระดาษก่อนการตรวจวิ เคราะห์
ด้วยเทคนิคทางเคมีไฟฟ้า ดังนั้นสารสเตียรอยด์จะเข้ามาจับที่ขั้วไฟฟ้าได้รวดเร็วกว่าการตรวจ
วิเคราะห์ด้วยเซลล์ไฟฟ้ามาตรฐาน และการศึกษา pulse amplitude พบว่าในการตรวจวิเคราะห์
สารเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนที่ค่า pulse amplitude เท่ากับ 150 mV เป็นค่าที่เหมาะสม 
เนื่องจากค่าดังกล่าวเมื่อท าการวิเคราะห์แล้วให้ค่ากระแสไฟฟ้าสูงที่สุด และเมื่อเพ่ิมค่า pule 
amplitude เท่ากับ 200 และ 250 mV ค่ากระแสไฟฟ้าจะค่อย ๆ คงที่และลดลงเล็กน้อย  

การทดสอบหาช่วงความเป็นเส้นตรงระหว่างความเข้มข้น 10 ถึง 500 µg/mL พบว่าในการ
ตรวจวิเคราะห์สารสเตียรอยด์ชนิดเดกซาเมาทาโซน สามารถค านวณค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ได้
เท่ากับ 0.988 และสารเพรดนิโซโลนค านวณค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ได้เท่ากับ 0.994 ซึ่งบ่งบอกได้
ว่าวิธีที่พัฒนาขึ้นมีความสัมพันธ์ใกล้เคียงเชิงเส้นตรงในการตรวจวิเคราะห์สารสเตียรอยด์ทั้งสองชนิดที่
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ช่วงความเข้มข้นดังกล่าว และในการทดสอบขีดจ ากัดในการตรวจวิเคราะห์ พบว่าวิธีที่พัฒนาขึ้นมี
ขีดจ ากัดในการตรวจวิเคราะห์เชิงคุณภาพของสารเดกซาเมทาโซนเท่ากับ 3.59  µg/mL และของสาร
เพรดนิโซโลนเท่ากับ 6.00 µg/mL ส่วนขีดจ ากัดในการตรวจวิเคราะห์เชิงปริมาณเท่ากับ  11.98 
µg/mL และของสารเพรดนิโซโลนเท่ากับ 20.02 µg/mL อย่างไรก็ตามการศึกษาข้างต้นเป็น
การศึกษาในสารละลายมาตรฐานเท่านั้น ซึ่งในสิ่งตัวอย่างสมุนไพรจริงจะมีสิ่งเจือปนต่าง ๆ มากมาย 
ท าให้องค์ประกอบส่วนใหญ่นั้นแตกต่างจากสารละลายมาตรฐาน และอาจจะส่งต่อกระบวนการตรวจ
วิเคราะห์ได้ ดังนั้นจึงควรตรวจวิเคราะห์สารสเตียรอยด์มาตรฐานที่เตรียมในสิ่งตัวอย่างสมุนไพร
เพ่ิมเติม ซึ่งผลการทดสอบในเบื้องต้นพบว่าวิธีที่พัฒนาขึ้นมีขีดจ ากัดในการตรวจวิเคราะห์ทั้งเชิง
คุณภาพและเชิงปริมาณที่สูงกว่าวิธี HPLC ซึ่งเป็นวิธีที่นิยมน ามาใช้ในการตรวจวิเคราะห์เชิงปริมาณ 
อย่างไรก็ตามวิธี HPLC ต้องอาศัยกระบวนการที่สลับซับซ้อนอาทิเช่น การสกัดด้วยตัวดูดซับของแข็ง 
ซึ่งใช้เวลาในการสกัดนานประมาณ 1 ชั่วโมงต่อหนึ่งตัวอย่าง และมีขั้นตอนกระบวนการเตรียมวัฏภาค
เคลื่อนที่ โดยการผ่านเครื่องกรองสารเคมีเพ่ือเปลี่ยนคุณภาพของวัฏภาคเคลื่อนที่เป็นชนิดที่เหมาะสม
กับเครื่อง HPLC ซึ่งกระบวนการต่าง ๆ เหล่านี้ส่งผลให้เพ่ิมต้นทุนและระยะเวลาในการตรวจ
วิเคราะห์ เป็นต้น  

ในเบื้องต้นทางผู้วิจัยได้ทดสอบสารรบกวนการเกิดปฏิกิริยา ซึ่งการทดสอบนี้แบ่งออกเป็น 2 
ส่วนคือ การทดสอบสารรบกวนที่อาจพบในผลิตภัณฑ์สมุนไพรทั่วไปคือ สารแคมเพสเตอรอลและ 
สติกแมสเตอรอล ซึ่งเป็นสารสเตียรอยด์ของพืชที่มีโครงสร้างที่คล้ายคลึงกับสารสเตียรอยด์ที่วิเคราะห์ 
โดยตรวจวิเคราะห์สารละลายสเตียรอยด์มาตรฐานที่มีการปลอมปนของสารแคมเพสเตอรอลและ  
สติกแมสเตอรอลที่ความเข้มข้น 200 µg/mL และ 50 µg/mL ตามล าดับ เนื่องจากความเข้มข้น
ดังกล่าวเป็นความเข้มข้นที่สูงที่สุดที่เคยมีการงานการตรวจพบในพืชและสมุนไพรทั่วไป [84, 85]   
ผลการศึกษาพบว่าค่า %  Recovery  ของวิธีที่พัฒนาขึ้นอยู่ในช่วง 80-115 % จึงสรุปได้ว่าสาร 
สเตียรอยด์จากพืชทั้งสองชนิดไม่รบกวนกระบวนการตรวจวิเคราะห์ เนื่องจากสารทั้งสองชนิดนี้ไม่
สามารถเกิดปฏิกิริยาทางเคมีไฟฟ้าได้ และการทดสอบสารรบกวนจากสารสเตียรอยด์ชนิดเดกซาเม-
ทาโซนและเพรดนิโซโลนที่อาจจะรบกวนการตรวจวิเคราะห์กันเอง เนื่องจากสารสเตียรอยด์ทั้ง 2 
ชนิด เกิดปฏิกิริยาทางเคมีไฟฟ้าที่ความต่างศักย์ใกล้เคียงกันมากคือ -0.93 V และ -0.96 V ตามล าดับ  
ซึ่งผลการทดสอบพบว่าที่ความเข้มข้นสูงถึง 1000 µg/mL สารสเตียรอยด์ทั้งสองชนิดสามารถรบกวน
การตรวจวิเคราะห์ได้ เนื่องจากที่ความเข้มข้นสูงเกินไป การแยกบนกระดาษอาจไม่สมบูรณ์ มีแถบ
ของสเตียรอยด์แต่ละชนิดซ้อนเหลื่อมกันในบริเวณหัวท้ายของแถบได้ โดยพิจารณาจากค่า % 
Recovery  ที่เกินช่วง 80-115 % ดังนั้นกรณีที่สิ่งตัวอย่างมีการปลอมปนสารสเตียรอยด์ในปริมาณ
มากควรเจือจางสิ่งตัวอย่างที่มีการรบกวนก่อนการตรวจวิเคราะห์อีกครั้ง 
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การทดสอบความถูกต้องของวิธีที่พัฒนาขึ้น พบว่าค่า % Recovery ของการตรวจวิเคราะห์
สารเพรดนิโซโลนที่ความเข้มข้น 20 µg/mL เท่านั้นที่ไม่อยู่ในช่วงค่ามาตรฐานของ AOAC จึงท าให้วิธี
ที่พัฒนาขึ้นมีข้อจ ากัดในการตรวจวิเคราะห์สารเพรดนิโซโลนในปริมาณต่ า ๆ แต่อย่างไรก็ตามปัญหา
ดังกล่าวสามารถแก้ไขได้ด้วยการเพ่ิมความเข้มข้นของสิ่งตัวอย่างที่สกัดเสร็จเรียบร้อยแล้วด้วย
กระบวนการระเหยแห้งก่อนท าการทดสอบซ้ า และในการทดสอบความเที่ยงในการตรวจวิเคราะห์ 
พบว่าสารสเตียรอยด์ทั้งสองชนิดที่ความเข้มข้นสูง กลางและต่ า ไม่อยู่ในช่วงค่ามาตรฐานของ AOAC 
ซึ่งบ่งบอกได้ว่าวิธีที่พัฒนาขึ้นมีความเที่ยงในการตรวจวิเคราะห์ที่ต่ ากว่ามาตรฐาน ทางผู้วิจัยคาดว่า
สาเหตุอันเนื่องมาจากประการแรกก็คือ ปริมาณสิ่งตัวอย่างที่หยดลงในชุดตรวจแต่ละครั้งมีปริมาตร
เพียง 1 µL เท่านั้น จึงท าให้อาจเกิดความคลาดเคลื่อนของปริมาตรที่หยดในแต่ละครั้งประการที่สอง
คือตัวท าละลายที่ใช้เป็นสารละลาย DCM : Methanol อัตราส่วน 9:1 v/v ซึ่งสารละลายดังกล่าว
ระเหยได้ง่าย ถ้าวางสิ่งตัวอย่างทิ้งไว้นานในการทดสอบแต่ละครั้งจึงอาจเกิดความคลาดเคลื่อนได้ของ
ความเข้มข้นได้ ประการที่สามคือการกระจายตัวของซิลิกาบนแผ่นกระดาษ whatman SG81 แต่ละ
แผ่นมีความแตกต่างกัน ซึ่งอาจส่งผลให้ประสิทธิภาพในการแยกสารสเตียรอยด์แต่ละครั้งมีความ
คลาดเคลื่อนได้ โดยความแตกต่างกันเพียงเล็กน้อยที่กล่าวเอาไว้ข้างต้นล้วนสามารถส่งผลต่อ
กระบวนการตรวจวิเคราะห์ได้  

ผลการเปรียบเทียบการตรวจวัดการปลอมปนของสารสเตียรอยด์ในผลิตภัณฑ์สมุนไพร
จ านวน 7 ตัวอย่าง ระหว่างวิธีที่พัฒนาขึ้นและวิธี  HPLC ซึ่งเป็นวิธีที่นิยมน ามาใช้ในการตรวจ
วิเคราะห์เชิงปริมาณ พบว่าการตรวจวิเคราะห์สารเพรดนิโซโลนสามารค านวณค่าสัมประสิทธิ์
สหสัมพันธ์ได้เท่ากับ 0.869 (n=7) และมี 2 ตัวอย่างที่ให้ผลการทดสอบที่แตกต่างจากวิธีมาตรฐานคือ
ตัวอย่างที่ 3 และตัวอย่างที่ 7 และพบว่าการตรวจวิเคราะห์สารเดกซาเมทาโซนไม่สามารถน ามา
ค านวณค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ได้ เนื่องจากสิ่งตัวอย่างส่วนใหญ่มีการปลอมปนในปริมาณที่น้อย
กว่าขีดจ ากัดในการตรวจวิเคราะห์เชิงปริมาณของวิธีที่ พัฒนาขึ้น จากปัญหาดังกล่าวทางผู้วิจัยจึงได้
เพ่ิมขั้นตอนกระบวนการระเหยแห้งในขั้นตอนกระบวนการเตรียมตัวอย่างก่อนการตรวจวิเคราะห์ 
โดยเพ่ิมความเข้มข้นขึ้นมาประมาณ 4 เท่า ซึ่งพบว่าการตรวจวิเคราะห์สารเพรดนิโซโลนสามารถ
ค านวณค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ได้เท่ากับ 0.802 (n=7) และเมื่อน าไปวิเคราะห์ด้วยเครื่องมือทาง
สถิติ Bland and Altman test ผลการศึกษาพบว่าในการวิเคราะห์สารเพรดนิโซโลนตัวอย่าง
ผลิตภัณฑ์สมุนไพรทั้งหมดอยู่ในช่วง ± 1.96 อย่างไรก็ตามค่าความแตกต่างระหว่างวิธีที่พัฒนาขึ้นกับ
วิธี HPLC มีค่าสูงมากระหว่าง -29.9 จนถึง 34.4 สาเหตุมาจากตัวอย่างที่ 3 และ 7 ค่าที่วิเคราะห์ได้มี
ความคลาดเคลื่อนจากความเป็นจริง และในการตรวจวิเคราะห์สารเดกซาเมทาโซนพบว่าการเพ่ิม
กระบวนการระเหยแห้งช่วยให้สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพในการตรวจวิเคราะห์ในปริมาณต่ า ๆ ได้ โดย
สามารถค านวณค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ได้เท่ากับ 0.982 (n=6) แต่พบว่าตัวอย่างที่ 2 มีการรบกวน
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จากสารเคมีชนิดอ่ืน ประกอบกับสิ่งตัวอย่างดังกล่าวเมื่อท าการสกัดแล้ว พบว่ามีสารแขวนลอย
กระจายอยู่ในสารละลายหลังปั่นตกตะกอนแล้วเป็นจ านวนมาก จึงส่งผลให้ปริมาตรในการดูด
สารละลายแต่ละครั้งเกิดการคลาดเคลื่อน ท าให้ค่าที่วิเคราะห์ได้มีค่าต่ ากว่าวิธี HPLC ซึ่งสอดคล้อง
กับผลการวิเคราะห์ด้วยเครื่องมือทางสถิติ Bland and Altman test ที่ตัวอย่างดังกล่าวไม่อยู่ในช่วง 
± 1.96  

จากการวิจัยในครั้งนี้กล่าวโดยสรุปได้ว่าวิธีที่พัฒนาขึ้นมานั้นสามารถช่วยแก้ปัญหาต่าง  ๆ
มากมายอาทิเช่น สามารถลดขั้นตอน ระยะเวลา ในการเตรียมตัวอย่างก่อนการตรวจวิเคราะห์ได้
อย่างมีประสิทธิภาพ โดยการน ากระดาษ Whatman SG81 เข้ามาประยุกต์ใช้ ซึ่งหลักการส่วนนี้
สามารถน าไปใช้กับวิธีการตรวจวิเคราะห์สารเคมีอ่ืน ๆ ได้อย่างมากมาย อีกทั้งยังช่วยในการแก้ไข
ปัญหาการรบกวนจากสารสเตียรอยด์ด้วยกันเอง ซึ่งเป็นปัญหาหนึ่งที่พบในการตรวจวิเคราะห์ด้วย
เซลล์ไฟฟ้ามาตรฐานที่เคยมีการรายงานมาก่อนหน้านี้ แต่อย่างไรก็ตามวิธีที่พัฒนาขึ้นมีข้อจ ากัดใน
การตรวจวิเคราะห์เชิงปริมาณที่มีค่าต่ ากว่าวิธี HPLC และวิธีทางเคมีไฟฟ้าอ่ืน ๆ แต่อย่างไรก็ตามจาก
การศึกษาค้นคว้าพบว่าปริมาณของสารสเตียรอยด์ชนิดเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนที่สามารถ
ส่งผลกระทบต่อสุขภาพของผู้บริโภคได้คือ ผู้บริโภคต้องได้รับสารเดกซาเมทาโซนประมาณ 0.75 กรัม
ต่อวัน หรือ สารเพรดนิโซโลนประมาณ 5 กรัมต่อวัน ซึ่งโดยปกติแล้วผู้บริโภคจะมีการรับประทาน
ผลิตภัณฑ์สมุนไพรในกรณีแบบผงประมาณ 1 ช้อนโต๊ะต่อวันหรือประมาณ 7 g ดังนั้นสมุนไพรแบบผง
ควรมีการปลอมปนของสารสเตียรอยด์อย่างน้อย 11 µg ต่อสมุนไพร 100 mg ส าหรับเดกซาเมทา-
โซนและ 71 µg ต่อสมุนไพร 100 mg ส าหรับเพรดนิโซโลน ในกรณีแบบเม็ดหรือแคปซูลจะต้อง
รับประทานวันละ 2 ครั้ง ครั้งละหนึ่งเม็ด โดยน้ าหนักเฉลี่ยต่อเม็ดประมาณ 500 mg หรือคิดเป็น 1 g 
ต่อวัน ดังนั้นสมุนไพรแบบเม็ดควรมีการปลอมปนของสารสเตียรอยด์อย่างน้อย 75 µg ต่อสมุนไพร 
100 mg ส าหรับเดกซาเมทาโซนและ 500 µg ต่อสมุนไพร 100 mg ส าหรับเพรดนิโซโลน [86] 
ดังนั้นปัญหาในเรื่องของขีดจ ากัดในการตรวจวิเคราะห์ของวิธีที่พัฒนาขึ้นจึงอาจจะไม่ส่งผลต่อการ
น าเอาชุดตรวจไปใช้ในการตรวจวิเคราะห์จริง อย่างไรก็ตามทางผู้มีวิจัย ได้เสนอแนวคิดที่จะพัฒนา
ขีดจ ากัดในการตรวจวิเคราะห์เพื่อให้เทียบเท่าวิธี HPLC โดยการเปลี่ยนขั้วไฟฟ้า เป็นชนิดที่มีความไว
ในการตรวจวิเคราะห์ที่สูงกว่าอาทิเช่น การใช้ขั้วไฟฟ้าทองซึ่งมีความสามารถในการน าไฟฟ้าที่ดีกว่า
ขั้วไฟฟ้าชนิดคาร์บอนหรือใช้ขั้วไฟฟ้าท่อนาโนคาร์บอนที่คุณสมบัติในการเพ่ิมพ้ืนที่รับส่งอิเล็กตรอน 
ซึ่งขั้วต่าง ๆ เหล่านี้ทางผู้วิจัยคาดว่าสามารถช่วยเพ่ิมสัญญาณกระแสไฟฟ้าจากการตรวจวิเคราะห์ได้ 
แต่อย่างไรก็ตามข้ัวดังกล่าวมีราคาท่ีแพงอาจจะส่งผลต่อต้นทุนในการตรวจวิเคราะห์  
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