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บทคัดยอ 

 บทนํา: Trans-Resveratrol เปนสารกลุมฟนอลิกที่พบในผลไมตระกูลเบอรรี่และถ่ัว แสดงฤทธ์ิทาง
เภสัชวิทยาหลากหลาย มีวิธีวิเคราะหหลายวิธีที่ถูกพัฒนาเพื่อหาปริมาณ t-resveratrol ในผลิตภัณฑธรรมชาติ 
แตยังไมมีวิธีวิเคราะหใดท่ีใชบงชี้ความคงตัวของสารในรูปวัตถุดิบและรูปแบบเม็ด งานวิจยันี้พัฒนาข้ึนเพื่อหา
วธิวีเิคราะหบงชีค้วามคงตวัของสาร t-resveratrol โดยเทคนคิ โครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสงูยิง่ยวด 
(UPLC) และทดสอบความถกูตองของวธิตีามขอกาํหนดของ The International Conference on Harmonization 
(ICH) นอกจากนั้นผูวิจัยไดทําการศึกษาความคงตัวของผลิตภัณฑในสภาวะเรง ความคงตัวของสารละลาย
มาตรฐาน และความคงตัวในเคร่ืองฉีดตัวอยางอัตโนมัติ วิธีดําเนินการวิจัย: พัฒนาวิธีวิเคราะหดวย UPLC 
และทดสอบความถูกตองของวิธีในหัวขอ ความแมน ความเท่ียง ความจําเพาะเจาะจง ขีดจํากัดการวิเคราะห 
ขดีจาํกดัการตรวจวัดปรมิาณ ความเปนเสนตรง ชวงการวิเคราะห ความทนของวิธ ีพรอมศกึษาความคงตัวของ
ผลิตภัณฑหลังเก็บในสภาวะเรงเปนเวลา 1 เดือน และเปรียบเทียบพื้นที่พีคระหวางสารละลายมาตรฐานท่ีเก็บ
ในอุณหภูมิตางๆ กับที่เตรียมขึ้นใหม ผลการศึกษา: สภาวะ UPLC ที่เหมาะสมคือ ใชคอลัมนรีเวิรสเฟส C18 
เฟสเคลื่อนที่แบบเกรเดียนทระหวางอะซิโตไนไตรลและนํ้า เวลาวิเคราะห 3 นาที อัตราการไหล 0.4 มิลลิลิตร/
นาที ตรวจวดัดวย UV ความยาวคลืน่ 306 นาโนเมตร พบวาพีคของสารสลายตวัทีเ่กิดจากการเรงปฏกิริยิาแยก
ออกจากพีคสารหลัก และพีคหลักมีความบริสุทธิ์ในทุกสภาวะการทดสอบ วิธีวิเคราะหมีความเปนเสนตรงใน
ชวงความเขมขน 0.4 – 1.8 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร มีคาสัมประสิทธ์ิการกําหนด (r2) เทากับ 0.9999 การทดสอบ
ความเท่ียงแบบภายในวันและตางวัน มคีาสวนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ (%RSD) นอยกวา 2.0 และมีคาการ
ไดกลบัคนื (%recovery) ของวธิเีทากับ 99.04% และ 99.93% สาํหรบัตวัอยางวตัถดุบิและรปูแบบเมด็ตามลําดบั 
คา LOD และ LOQ เทากับ 0.01 และ 0.02 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาณของ t-resveratrol ที่วิเคราะหไดจาก
การเปล่ียนแปลงสภาวะวิเคราะหอยูในชวง ±2% เทียบกับวิธีที่พัฒนาขึ้น ตัวอยางคงตัวเปนเวลา 1 เดือนเมื่อ
เก็บท่ีสภาวะ 40oC 75%RH สารละลายมาตรฐานคงตัวเปนเวลา 25 วันที่อุณหภูมิ –20oC และ 2 วันเมื่อเก็บใน
เครื่องฉีดตัวอยางอัตโนมัติที่อุณหภูมิหอง สรุปผลการวิจัย: วิธีวิเคราะหที่พัฒนาขึ้นมีความแมน ความเที่ยง 
ความนาเชื่อถือและเหมาะสมที่จะเปนวิธีวิเคราะหบงชี้ความคงตัวของ t-resveratrol ในตัวอยางวัตถุดิบและ
รูปแบบเม็ด
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Stability-indicating Ultra-high Performance Liquid Chromatography 
Method for Determination of trans-Resveratrol Bulk and Tablets

Kritamorn Jitrangsri, Amornrut Chaidedgumjorn2, Malai Satiraphan*

Abstract
 Introduction: trans-Resveratrol is a phenolic compound found in berries and nuts. It shows 
many pharmacological activities. There are many analytical methods has been developed to quantify 
t-resveratrol in natural products, none of these methods are stability-indicating method of t-resveratrol 
in bulk and tablet dosage-form. This research was therefore conducted to develop the stability-indicating
method for determination of t-resveratrol by using Ultra-high Performance Liquid Chromatography 
(UPLC). The developed method was subsequently validated under the International Conference on 
Harmonization (ICH) guidelines on validation of analytical procedures. Furthermore, accelerated 
stability, standard stock solution (SSS) stability and auto-sampler (AS) stability studies of t-resveratrol 
in bulk and tablets were also carried out. Methods: UPLC conditions were developed and then 
validated with the following criteria; accuracy, precision, specifi city, limit of detection (LOD), limit of 
quantitation (LOQ), linearity, range and robustness. The stability of product was analyzed after 1 month 
storage at accelerated conditions. The peak area of t-resveratrol between aged solution and freshly 
prepared solution was compared for SSS and AS study. Results: The optimum UPLC conditions were 
found to be as follows: reversed-phase C18 column with gradient elution system comprised of acetonitrile 
and water, run time 3 minutes, fl ow rate at 0.4 mL/min and UV detection at 306 nm. The degradants 
of t-resveratrol in bulk and tablets obtained from forced degradation study were well separated from 
the t-resveratrol peak, and the t-resveratrol peak was pure in all stress conditions. The linearity of the 
proposed method was found in a range of concentration 0.4 – 1.8 μg/mL. The coeffi cient of determination
(r2) was 0.9999. Repeatability and intermediate precision showed a good reproducibility with %RSD 
less than 2.0. Recovery of method was found to be 99.04% and 99.93% for t-resveratrol in bulk and 
tablets, respectively. The LOD and LOQ were 0.01 μg/mL and 0.02 μg/mL, respectively. The content 
of t-resveratrol resulted from changing of fl ow rate and column temperature were within ±2% compared 
to developed analytical conditions. t-Resveratrol in bulk and tablets was stable for 1 month of storage 
at 40oC 75%RH, standard solution was stable for 25 days at -20oC and 2 days in auto-sampler 
compartment at room temperature. Conclusion: The newly developed method was precise, accurate 
and reliable. It is suitable to be a stability-indicating method for determination of t-resveratrol in bulk 
and tablets.

Keywords: t-resveratrol, stability-indicating method, UPLC 
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บทนํา
 Trans-Resveratrol หรอื trans-3,5,4’-trihy-

droxystilbene เปนสารในกลุมฟนอลกิท่ีไมใชฟลาโวนอยด 
มีมวลโมเลกุลเทากับ 228.2 โครงสรางหลักประกอบ

ดวยหมู stilbene ที่มีลักษณะคลาย estrogen
diethylstilbestrol พบในธรรมชาติได 3 รูปแบบคือ 
cis-, trans- และตอดวยโมเลกุลนํ้าตาลคือ piceid
(รูปที่ 1)  (Carrizzo et al., 2013) 

 

HO OH

OH

 

HO OH

OH   

GluO OH

OH
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รูปที่ 1  รูปแบบของ resveratrol ที่พบไดในธรรมชาติ (ก) cis-isomer (ข) trans-isomer (ค) piceid

 t-resveratrol สามารถพบไดในพชืผลไมหรอื
อาหารหลายชนิด เชน ไวน ถั่วลิสง พืชตระกูลเบอรรี่ 
หมอน สน โกศนํ้าเตา เปนตน (Agg arwal et al., 
2004) และแสดงฤทธิท์างเภสชัวทิยาหลากหลาย เชน 
ตานอนมุลูอสิระ ปองกนัโรคหวัใจ รกัษาโรคเบาหวาน 

เพ่ิมกระบวนการเมแทบอลิซึมของไขมัน ยับยั้งการ
เจริญของเซลลมะเร็ง ปกปองเซลลประสาท และตาน
พิษตอยีนของเอทานอล เปนตน (Chu n-fu et al., 
2013) และปจจุบันมีผลิตภัณฑเสริมอาหารที่มีการ

อางอิงวามีสวนประกอบของ resveratrol ในผลิตภณัฑ
จาํหนายอยางแพรหลายในทองตลาดและส่ือออนไลน 
 เทคนิคโครมาโทกราฟแบบของเหลว
สมรรถนะสูง (HPLC) เปนวิธีที่ใชแยกและวิเคราะห
สารในธรรมชาติ เชน วิเคราะหหาปริมาณ rutin ใน

เมล็ดลําไย (Nusuk et al., 2011) วเิคราะหหาปริมาณ
แอลคาลอยดจากรากสองฟาดง (Daodee et al., 

2012) รวมถึง t-resveratrol มีรายงานการวิเคราะห
สาร t-resveratrol ในถ่ัวลิสงของ Phan-Thien และ
คณะ (2014) โดยใชการแยกดวยคอลัมนรีเวิรสเฟส 
C

18
 เฟสเคลื่อนที่ประกอบดวย 0.1% trifl uoroacetic 

acid (TFA) ในนํ้าและ 0.1%TFA ในอะซิโตไนไตรล 

ระบบการแยกแบบเกรเดียนท (gradient) ใชเวลา
วิเคราะห 35 นาทีตอตัวอยาง (Pha n-Thien et al., 
2014) Sales และ Resurreccion ใช HPLC รเีวริสเฟส C

18
 

วิเคราะหปริมาณสาร t-resveratrol และ t-piceid ใน

ถั่วลิสง ระบบการแยกแบบเกรเดียนทระหวางนํ้ากับ
อะซิโตไนไตรล ใชเวลาวิเคราะห 34 นาทีตอตัวอยาง 
(Sal es and Resurreccion, 2009) เปนตน แตยงัไมมี

วิธีวิ เคราะหที่ เปนวิธีบงชี้ความคงตัวของสาร 
t-resveratrol ซึ่งจําเปนตอการศึกษาความคงตัวและ
ควบคุมคณุภาพผลิตภณัฑ วตัถปุระสงคงานวิจยันีค้อื
เพื่อพัฒนาวิธีวิเคราะหบงชี้ความคงตัวของสาร 
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 t-resveratrol ในรูปแบบวัตถุดิบและเม็ด 
ทีม่คีวามงาย และความรวดเร็วในการวิเคราะห ผูวจิยั
จึงเลือกใชเทคนิคโครมาโทกราฟแบบของเหลว
สมรรถนะสูงยิ่งยวด (UPLC) ในการพัฒนาวิธี
วิเคราะห เน่ืองจากมีขอดีที่เหนือกวา HPLC อยูสาม
ดานคือ ลดระยะเวลาในการวิเคราะห (speed) เพิ่ม
ความไวในการตรวจวัด (sensitivity) และเพ่ิมความ
สามารถในการแยกสาร (resolution) (Nov áková 
et al., 2006)

วิธีดําเนินการวิจัย
 1. เครื่องมือและสารเคมี
  เครื่องมือ: UPLC: Waters® Acquity H 
Class, เครื่องชั่งวิเคราะหความละเอียด 6 ตําแหนง: 
Mettler Toledo XP26, เคร่ืองช่ังวิเคราะหความ
ละเอียด 4 ตําแหนง: Sartorius-CP224S, เครื่องทํา

นํา้บริสทุธ์ิ: TKA-UPW40, เคร่ืองปนเหว่ียง: Beckman 
Coulter Microfuge®16 
 สารเคม:ี t-resveratrol reference standard 
(Sigma Aldrich, US), อะซิโตไนไตรล HPLC grade 
(JT baker, US), เอทานอล HPLC grade (Merck, 
US), t-resveratrol bulk from China, t-resveratrol 
30 มิลลิกรัม tablets plus grape seed from US, 
hydrochloric acid AR grade (LabScan, Thailand), 
sodium hydroxide AR grade (UNIVAR, India), 

3%hydrogen peroxide solution (Siribancha, 
Thailand)
 2. การเตรียมตัวอยาง
  2.1 สารละลายมาตรฐาน 
 - Standard Stock 

  Solution (SSS) 
  การเตรียมสารละลายมาตรฐานโดย
ละลาย t-resveratrol reference standard 10 

มิลลิกรัม ในขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร 
ดวย 80% เอทานอล จะไดสารละลาย SSS ความ
เขมขน 0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร

 - Standard solution
  ทําการปเปต 2 มิลลิลิตร ของสารละลาย 
SSS เจอืจางเปน 10 มลิลลิติร ดวยตวัทาํละลาย (40% 
อะซิโตไนไตรลในนํ้า) จากนั้นเตรียมสารละลาย
มาตรฐานเพื่อใชเปน calibration curve โดยเจือจาง
ในตัวทําละลายใหไดความเขมขน 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 
1.4 และ 1.8 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ
 - วัตถุดิบ t-resveratrol 
  การเตรียมสารละลายวัตถุดิบโดยละลาย 
10 มิลลิกรัม ของวัตถุดิบ t-resveratrol ดวย 
80%เอทานอล ในขวดปรบัปรมิาตรขนาด 10 มลิลลิติร 
จากน้ันปเปต 500 ไมโครลิตร แลวเจือจางเปน 10 
มิลลิลิตร ดวยตัวทําละลายไดความเขมขน 50 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จากนั้นปเปต 200 ไมโครลิตร 
แลวเจือจางเปน 10 มลิลลิติร ดวยตวัทาํละลาย กรอง
ผาน syringe fi lter ขนาดรพูรนุ 0.22 ไมโครเมตร กอน
นําสารละลายไปฉีดเขาเครื่อง UPLC 
 - t-resveratrol แบบเม็ด
  การเตรยีมสารละลายผลติภณัฑแบบเมด็
โดยช่ังนํ้าหนักและบด t-resveratrol จํานวน 20 เม็ด
จนเปนผงละเอียด ชั่งผงยาท่ีบดไดประมาณ 25 
มลิลกิรมั ละลายดวย 5 มลิลลิติร ของ 80% เอทานอล 
แลวนําไปแชในอางคลื่นเสียงความถี่สูงยิ่งยวดเปน
เวลา 20 นาที ปรับปริมาตรเปน 10 มิลลิลิตร ดวย 
80% เอทานอล จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว
รอบ 9500 rpm เปนเวลา 5 นาที ปเปตสารละลายใส

สวนบน 100 ไมโครลิตร แลวเจือจางเปน 10 มลิลลิติร 
ดวยตวัทาํละลาย กรองผาน syringe fi lter ขนาดรพูรนุ 
0.22 ไมโครเมตร กอนนําสารละลายไปฉีดเขาเครื่อง 

UPLC
 - ความจําเพาะเจาะจงของวิธีทดสอบ 
(Specifi city) 

  ตามขอกําหนดของ ICH เมื่อไมมีสาร
มาตรฐาน impurities ใหศึกษาโดยการเรงตัวอยางให
สลายตัว (forced degradation) ในสภาวะเรงตางๆ 
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ไดแก สภาวะกรด ดาง ออกซิเดชัน ความรอน และ
แสง (ICH , 2005) สําหรับตัวอยางวัตถุดิบใช
สารละลายตัวอยางความเขมขน 50 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร ปริมาตร 200 ไมโครลิตร สัมผัสกับสภาวะ
เรงในปริมาตรเทากัน แลวปรับปริมาตรเปน 10 
มลิลลิติร และสําหรบัตวัอยางเมด็ใชสารละลายใสสวน
บนหลงัปนเหวีย่งในขอ 1.2.3 ปรมิาตร 100 ไมโครลติร 

สัมผัสกับสภาวะเรงในปริมาตรเทากัน แลวปรับ
ปริมาตรเปน 10 มิลลิลิตร ยกเวนหัวขอ thermolysis 
ที่ใชรูปแบบผงของตัวอยางวัตถุดิบและรูปแบบเม็ด
สมัผสักบัสภาวะเรง โดยใหสมัผสักบัสภาวะเรงจนสาร
สลายตัวไปประมาณ 20% จึงทําการหยุดปฏิกิริยา 
(ตารางที่ 1)

ตารางที่ 1 สภาวะเรงตางๆ ที่ใชศึกษา forced degrada

Stress conditions Raw material Tablets

Acid hydrolysis 0.1 N HCl 8 hr, RT 0.1 N HCl 24 hr, RT

Basic hydrolysis 0.01 N NaOH 8 hr, RT 0.01 N NaOH 8 hr, RT

Oxidation 3%H
2
O

2
 2 hr, RT 3%H

2
O

2
 8 hr, RT

Thermolysis 60oC 1 month 60oC 1 month

Photolysis UV 254 nm 15 minutes UV 254 nm 15 minutes

hr = hours, RT = room temperature

 จากน้ันพจิารณาคามุมความบรสิทุธิข์องพคี 
(peak purity angle) คือคาความบริสุทธิ์ของพีค ณ 
จดุเวลาตางๆ เทยีบกับตาํแหนง apex และคาขดีแบง
ความบริสุทธิ์ของพีค (peakpurity threshold) คือคา
มุมความบริสุท ธ์ิที่ มากสุดของพีค ซ่ึง เ กิดจาก
กระบวนการรบกวนตางๆ เชน สารถูกชะออกมาใน
เวลาเดียวกัน สัญญาณของตัวทําละลายหรือสิ่ง

รบกวนอื่นๆ เปนตน โดยจะถือวาพีคมีความบริสุทธิ์
เม่ือคา peak purity angle นอยกวาคา peak purity 
threshold

 - ความเที่ยงของวิธี (Precision)
  ทําการทดสอบหัวขอ repeatabil i ty 
โดยวิเคราะหตัวอยาง t-resveratrol วัตถุดิบและ
รูปแบบเม็ดจํานวน 6 ซํ้าภายในวันเดียวกัน และ

intermediate precision โดยวิเคราะหตัวอยาง 
t-resveratrol วัตถุดิบและรูปแบบเม็ดจํานวน 6 ซํ้า
ตางวันกัน โดยพิจารณาคาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน

สัมพัทธ (%RSD) ภายในวันที่วิเคราะห และทดสอบ
ความแปรปรวนระหวางวันทีว่เิคราะหโดยใช F-test ที่
ระดับนัยสําคัญ 0.05
 - ความแมนของวิธี (Accuracy)
  ทําการ วิ เคราะหค าการไดก ลับคืน 
(%recovery) ของวิธีโดย spike สารละลายมาตรฐาน
ลงในตัวอยางท่ีทราบความเขมขนแนนอนท่ีระดับ 
50%, 100% และ 150% (0.5, 1.0 และ 1.5 ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร ตามลําดับ) 

 - ความเปนเสนตรงและชวงการวเิคราะห 
(Linearity and Range)
  ทําการวิเคราะหสารละลายมาตรฐานใน
ชวงความเขมขน 0.4 – 1.8 ไมโครกรมั/มลิลลิติร และ
สรางกราฟความสมัพนัธระหวางความเขมขนของสาร

กับพื้นที่พีค แลวพิจารณาคาสัมประสิทธิ์การกําหนด 
(Coeffi cient of determination) 
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 - LOD และ LOQ
  ทาํการทดสอบโดยนาํสารละลายมาตรฐาน
มาเจอืจาง แลววเิคราะหหาความเขมขนทีท่าํใหพืน้ที่
ใตพีคที่ไดรับมีอัตราสวน signal to noise ประมาณ 
3:1 สําหรับ LOD และประมาณ 10:1 สําหรับ LOQ 
 - ความทนของวิธทีดสอบ (Robustness)
  ทาํการวเิคราะหปรมิาณ t-resveratrol ใน
ตัวอยางวัตถุดิบและรูปแบบเม็ดภายใตสภาวะการ
วิเคราะหที่เปลี่ยนไป ไดแก การเปลี่ยนอัตราการไหล 
(±10%) หรือเปลี่ยนอุณหภูมิคอลัมน (±5oC) 
 - ความคงตัว (Stability)
  - ความคงตัวของผลิตภัณฑ (Product 
stability)
  - ทําการวิเคราะหปริมาณ t-resveratrol 
ในตวัอยางวตัถดุบิและรปูแบบเมด็ หลังเกบ็ในตูศกึษา
ความคงตวัทีส่ภาวะ 40oC 75%RH เปนเวลา 1 เดือน 
  - ความคงตัวของสารละลายมาตรฐาน 
(Standard stock solution stability) ทําการเจือจาง
สารละลายมาตรฐาน SSS ที่เก็บที่อุณหภูมิ -20oC 
เปนเวลา 25 วัน แลวพิจารณาพื้นที่พีคที่ไดรับเทียบ
กับสารละลายมาตรฐานที่เตรียมขึ้นใหมความคงตัว
ของสารในเครือ่งฉีดตวัอยางอตัโนมัต ิ(Auto-sampler 
stability)
  ทําการวิเคราะหสารละลายมาตรฐานใน 

vial เดิมท่ีเก็บอยูในเครื่องฉีดตัวอยางอัตโนมัติเปน
เวลา 2 วันท่ีอุณหภูมิหอง เปรียบเทียบพื้นที่พีคที่ได
รับกับพื้นที่พีคเกาที่เคยไดรับตอนเตรียมสารละลาย
ครั้งแรก
 1.3 สภาวะท่ีใชวิเคราะห (Chromato-

graphic conditions)
   ทาํการวเิคราะหดวยเคร่ือง UPLC ยีห่อ 
Waters® รุน Acquity H Class ประกอบดวยปมแรง
ดันสูงสองตัว ระบบกําจัดฟองอากาศ ระบบควบคุม
อุณหภูมิคอลัมน เครื่องฉีดตัวอยางอัตโนมัติควบคุม

อุณหภูมิได และระบบตรวจวัดความไวสูงแบบ 

photodiode array คอลัมน Acquity BEH C18 
2.1 mm x 100 mm ขนาดอนุภาค 1.7 ไมโครเมตร 
เฟสเคลือ่นทีป่ระกอบดวยอะซโิตไน-ไตรล (A) และนํา้ 
(B) โปรแกรมการแยกแบบเกรเดียนท (gradient) ดงันี ้
0 นาที; 70%B, 0.2 นาที; 40%B, 0.7 นาที; 60%B, 
1.3 นาที; 60%B, 1.5 นาที; 70%B และ 3.0 นาที; 
70%B อัตราการไหลที่ 0.4 มิลลิลิตร/นาที อุณหภูมิ
คอลัมน 30oC ปริมาตรฉีด 2 ไมโครลิตร ตรวจวัดโดย
ใชแสง UV ที่ความยาวคลื่น 306 นาโนเมตร 

ผลการวิจัย
 1. การพัฒนาวิธีวิเคราะห
  เนื่องจากผูวิจัยตองการพัฒนาวิธี
วิเคราะหที่มีความงายและสะดวกในการวิเคราะห จึง
เริม่ตนจากการทดลองใชสภาวะการวิเคราะหของ Lee 
และคณะ (2004) ซึ่งใชเฟสเคลื่อนที่คือนํ้ากับอะซิโต
ไนไตรล ในอัตราสวน 60:40 คอลัมนรีเวิรสเฟส C

18
 

อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตร/นาที พบพีคของ t-res-
veratrol ที่เวลาประมาณ 16 นาที (Lee et  al., 2004) 
จงึทาํการโอนยายวธิวีเิคราะหจาก HPLC เปน UPLC 
โดยใชโปรแกรมสําเร็จรูปของบริษัท Waters แลว
ทดสอบความจาํเพาะเจาะจงของวธิ ีพบวาเมือ่ทาํการ
ทดสอบสภาวะเรงออกซิเดชัน สภาวะท่ีใชไมสามารถ
แยกพีคของสารละลาย H

2
O

2
 ออกจากพีคของสาร

หลักได จึงปรับระบบการแยกจากไอโซเครติก (iso-
cratic) เปนเกรเดียนท (gradient) โดยเพิ่มอัตราสวน
ของนํ้าในชวงแรกเปน 70% เพื่อใหพีคของ H

2
O

2
 ที่

ละลายนํ้าออกมากอน และเนื่องดวยคุณสมบัติของ
สาร t-resveratrol ที่ไมสามารถละลายในนํ้าจึงถูกชะ

ออกมาทีหลัง แลวจึงเพิ่มอัตราสวนของตัวทําละลาย
อินทรียเพื่อใหสาร t-resveratrol ออกมาเร็วขึ้น แลว
ลดปรมิาณลงกลบัสูสภาวะเริม่ตน ทิง้ไวเปนเวลา 1.5 

นาทเีพือ่ใหคอลมันอยูในสภาวะสมดลุกอนเริม่ฉดีเขม็
ตอไป จากนั้นจึงปรับอัตราการไหลใหมีความเหมาะ
สมระหวาง retention time ของสารกับแรงดันยอน
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กลับของระบบ พบวาที่อัตราการไหล 0.4 มิลลิลิตร/
นาที ทําใหสาร t-resveratrol ถูกชะออกมาที่เวลา
ประมาณ 1.3 นาท ี(รปูท่ี 2(ก)) และมแีรงดนัยอนกลบั
ของระบบสูงสุดที่ 10,000 psi

 

 

 

 

( ) 

( ) 

( ) 

cis trans 

( ) 

cis-resveratrol 

H2O2 

trans-resveratrol 

trans-resveratrol 

trans-resveratrol 

trans-resveratrol ( ) 

cis-resveratrol 

รูปที่ 2  โครมาโตแกรมท่ีไดจากการศึกษาการสลายตัว (ก) สารละลายมาตรฐาน t-resveratrol (ข) ตัวอยาง
วัตถุดิบท่ีไมผานการสลายตัว (ค) ตัวอยางวัตถุดิบที่สัมผัส 3%H

2
O

2
 เปนเวลา 2 ชั่วโมง (ง) ตัวอยาง

วัตถุดิบท่ีสัมผัส UV 254 นาโนเมตร เปนเวลา 15 นาที และ (จ) UV spectra ของสาร trans- และ 
cis-resveratrol
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 2. การตรวจสอบความถูกตองของ
วิธีวิเคราะห
 - ความจาํเพาะเจาะจงของวธิ ี(Specifi city)
  ศึกษาสารสลายตัวที่ เกิดจากการเรง
ปฏิกิริยา (forced degradation study) พบวาสาร t-
resveratrol สลายตัวไดงายในสภาวะที่เปนดาง และ
ภายใตแสง UV สวนการเรงปฏิกิริยาในกรดและ
ออกซิเดชันพบสารคอยๆ สลายตัว แตสารมีความ
คงทนท่ีอุณหภูมิ 60oC เปนเวลา 1 เดือนโดยไมเกิด
การสลายตัว และสารสลายตัวที่เกิดจากการเรง
ปฏิกิริยาออกซิเดชัน และฉายแสง UV คือ cis-res-
veratrol (ไอโซเมอรของ t-resveratrol) ซึ่งสามารถ
พิสูจนเอกลักษณไดโดยพิจารณาคาการดูดกลืนแสง

สูงสุดที่ 286 นาโนเมตร (รูปที่ 2(จ)) แตพีคของ t-
resveratrol ทีว่เิคราะหไดโดยผานการเรงปฏิกริยิาใน
ทุกสภาวะยังคงมีความบริสุทธ์ิอยู โดยมีคา peak 
purity angle นอยกวาคา peak purity threshold 
 - ความเที่ยงของวิธี (Precision)
  ผลการวเิคราะหปรมิาณสาร t-resveratrol 
ในตัวอยางวัตถุดิบและรูปแบบเม็ดจํานวน 6 ซํ้าที่
ความเขมขน 1.0 ไมโครกรมั/มลิลิลติร ใหคาสวนเบ่ียง
เบนมาตรฐานสมัพทัธ (%RSD) ภายในวนัทีว่เิคราะห
นอยกวา 2.0% และไมพบความแตกตางของความ
แปรปรวนระหวางวนัทีว่เิคราะหโดยใช F-test ทีร่ะดบั
ความเชื่อมั่น 0.05 (ตารางที่ 2) 

ตารางที่ 2 ผลการศึกษาความเที่ยงของวิธีวิเคราะห (Precision)

Sample
Analyzed

on

%Label amount
Mean SD %RSD F

cal
a

1 2 3 4 5 6

Raw 2 Apr 15 94.85 93.87 92.43 92.51 92.18 93.01 93.14 1.03 1.11 3.05

material 3 Apr 15 93.13 91.79 92.11 93.32 92.72 92.80 92.65 0.59 0.64

Tablets 2 Apr 15 108.15 107.88 110.62 106.96 106.74 105.90 107.71 1.64 1.52 1.38

3 Apr 15 108.32 109.61 110.05 105.04 108.90 106.54 108.08 1.93 1.78
aF

cal
 = SD

large
2/SD

small
2, F

cri(0.05,5,5)
 = 5.05, F

cal
 < F

cri
; accepted H

0

 
เนื่องจากคา F ที่คํานวณไดของตัวอยางมี

คานอยกวาคา F ที่จุดวิกฤต 
  3. ความแมนของวิธี (Accuracy)
  จากการวิเคราะหตัวอยางท่ีผานการ 

spike สารละลายมาตรฐานทีร่ะดบัความเขมขน 50%, 

100% และ 150% ของตัวอยางวัตถุดิบและรูปแบบ

เม็ด มีคาการไดกลับคืน (%recovery) อยูในชวง 
98.35-99.55% และ 98.30-102.26% ของตัวอยาง
วัตถุดิบและรูปแบบเม็ดตามลําดับ (ตารางที่ 3)
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ตารางที่ 3  ผลการศึกษาความแมนของวิธี (Accuracy)

Sample Applied (μg/mL) Found (μg/mL)a ± SD %Recoveryb

Raw material 0.5 0.492 ± 0.005 98.35

1.0 0.992 ± 0.004 99.22

1.5 1.493 ± 0.017 99.55

Tablets 0.5 0.492 ± 0.008 98.30

1.0 0.992 ± 0.015 99.24

1.5 1.534 ± 0.040 102.26
aคาเฉลี่ยจากการวิเคราะห 3 ซํ้า (n=3) b%Recovery = (Conc.Found/Conc.Applied) x 100

 4. ความเปนเสนตรงและชวงการวเิคราะห 

(Linearity and Range)
  วธิวีเิคราะหมคีวามสัมพันธเปนเสนตรง
ระหวางพื้นที่พีคกับความเขมขนของสารโดยมีคา
สัมประสิทธิ์การกําหนด (r2) เทากับ 0.9999 ในชวง
ความเขมขน 0.4 – 1.8 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และมี
สมการถดถอยเชิงเสนเทากับ y = 29875.5882x - 
620.6716 

 5. LOD และ LOQ
  LOD และ LOQ ของวิธวีเิคราะหเทากบั 
0.01 และ 0.02 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ
 6. ความทนของวิธทีดสอบ (Robustness)
  ผลการวิเคราะหปริมาณ t-resveratrol 
เม่ือเปล่ียนสภาวะท่ีใชในการวิเคราะหไดแก ที่
อุณหภูมิคอลัมน 25 และ 35oC ที่อัตราการไหล 0.36 
และ 0.44 มิลลิลิตร/นาที อยูในชวง 2% เมื่อเทียบกับ
วิธีวิเคราะหที่พัฒนาขึ้นทั้งในตัวอยางวัตถุดิบและ
รูปแบบเม็ด (ตารางที่ 4)

ตารางที่ 4  ผลการศึกษาความทนของวิธีทดสอบ (Robustness)

Sample Normal condition
(%L.A.a)

0.40 mL/min, 30oC

Changed Condition (%L.A.a)

Flow rate (mL/min) Column Temperature (oC)

0.36 0.44 25 35

Raw material 92.34 92.50 92.53 92.90 92.65

Tablets 109.33 109.44 109.30 110.30 109.90
aคาเฉลี่ยจากการวิเคราะห 3 ซํ้า (n=3)
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ว. เภสัชศาสตรอีสาน วิธีวิเคราะหบงชี้ความคงตัวของ trans-resveratrol ในตัวอยางวัตถุดิบ
และรูปแบบเม็ดโดยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสูงยิ่งยวด

กริชอมร จิตรรังศรี และคณะ

 7. การศึกษาความคงตัว (Stability)
  ความคงตัวของผลิตภัณฑ (Product 
stability) พบวาตัวอยางวัตถุดิบและรูปแบบเม็ดมี
ความคงตัวเปนเวลาอยางนอย 1 เดือน หลังเก็บในตู
ศึกษาความคงตัวที่สภาวะ 40oC 75%RH โดยมี
ปริมาณ t-resveratrol เปลี่ยนแปลงไมเกิน 2% เมื่อ
เทียบกับตัวอยางที่ไมไดเก็บในตูศึกษาความคงตัว 
สําหรับความคงตัวของสารละลายมาตรฐาน (Stand-
ard stock solution stability) และความคงตวัของสาร
ในเคร่ืองฉีดตัวอยางอัตโนมัติ (Auto-sampler stabil-
ity) พบวาสารละลายมาตรฐานท่ีเกบ็ทีอ่ณุหภูม ิ-20oC 
มีความคงตัวเปนเวลาอยางนอย 25 วันและสามารถ
เก็บในเคร่ืองฉีดตัวอยางอัตโนมัติไดเปนเวลา 2 วันที่
อุณหภูมิหองโดยไมทําใหปริมาณพื้นที่พีคท่ีวัดได
เปลี่ยนแปลงเกิน 2%

อภิปรายผลการวิจัย
 วิธีวิเคราะห t-resveratrol ที่พัฒนาข้ึนมี
ความสะดวกในการวิเคราะหมากกวาวิธีวิเคราะหที่
เคยไดรับการตีพิมพมากอน (Beňova et al., 2010; 
Casas et al., 2010; Chukwumah et al., 2012; 
Marqués et al., 2013; Phan-Thien et al., 2014; 
Püssa et al., 2006; Xiong et al., 2014; Yu et al., 
2005; Zupančič et al., 2015) เนือ่งจากเฟสเคล่ือนท่ี

ประกอบดวยนํ้ากับอะซิโต-ไนไตรลเทานั้น และเปน
วธิวีเิคราะหทีม่คีวามรวดเรว็มากกวา โดยมรีะยะเวลา
วิเคราะหตอหนึ่งตัวอยางเพียง 3 นาที ทั้งนี้อาจ

เนื่องจากวิธีวิเคราะหที่มีเปนวิธีที่ใชวิเคราะหหา
ปริมาณ t-resveratrol ในตัวอยางสมุนไพร จึงจําเปน

ตองใชระยะเวลาในการวิเคราะหนานเพราะเปนสาร
ผสมหลายชนิด จากการศึกษาความจําเพาะเจาะจง

ของวิธีทดสอบพบวาสาร t-resveratrol สลายตัวงาย
ในสภาวะท่ีเปนดาง ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาของ 
Zupančič และคณะ (2015) ที่สรุปวา t-resveratrol 
สลายตัวอยางรวดเร็วในสภาวะที่เปนดาง โดยที่ pH 
10.0 สารจะสลายตัวไปเกือบทั้งหมดภายในเวลา 9 
นาที ทําใหจําเปนตองลดความเขมขนของดางที่ใช
ทดสอบลงเปน 0.01 N NaOH เนื่องจากถาใช 0.1 N 
NaOH สารจะสลายไปเกือบทั้งหมดในเวลา 1 ชั่วโมง 
นอกจากนี้ t-resveratrol จะเปลี่ยนไอโซเมอรไปเปน 
cis-resveratrol ไดงายเม่ือถกูกระตุนดวยแสง โดยการ
ฉายแสง UV ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร เปน
เวลา 15 นาที จะทําใหประมาณ 50% ของ t-resver-
atrol เปลี่ยนเปน cis ไอโซเมอร ซึ่งพิสูจนเอกลักษณ
ไดโดยคาการดูดกลืนแสงสูงสุดของสารจะเปล่ียนจาก 
306 นาโนเมตร เปน 286 นาโนเมตร (Liu et al., 
2013; Rudolf et al., 2005; Zupančič et al., 2015;) 
(รปูที ่2(จ)) โดยปจจยัทีส่งผลตอการเปลีย่นไอโซเมอร
ของสารไดแก ระยะเวลาในการฉายแสง สถานะทาง
กายภาพของสาร และอุณหภูมิ (Zupanči č et al., 
2015) โดยวิธีที่พัฒนาข้ึนสามารถแยกสารท้ังสอง

ไอโซเมอรออกจากกันได และพีคของสาร t-resveratrol 
จะไมถูกรบกวนดวยพีคของสารสลายตัวที่เกิดขึ้นใน
ทุกสภาวะที่ใชทดสอบ ผลการศึกษาความเที่ยงของ

วธิ ี(Precision) พบวาวธิทีีพ่ฒันาข้ึนมคีาสวนเบ่ียงเบน
มาตรฐานสัมพัทธ (%RSD) จากการทดลองแบบ
ภายในวันและระหวางวันท่ีวิเคราะหอยูในชวง 0.64-
1.78% ซึง่มีคานอยกวาวิธทีีพ่ฒันาโดย Lee และคณะ 

(2004) และ Phan-Thien และคณะ (2014) และมี
ความสามารถในการฉีดซํา้ (Repeatability) ทีด่โีดยมี
คา %RSD ของพ้ืนทีพ่คีจากการวิเคราะหตวัอยางซํา้

จํานวน 5 ครั้งนอยกวา 1.0% (ตารางที่ 5)
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ตารางที่ 5 ผลการทดสอบความเหมาะสมของระบบ (system suitability)
 

Injections Retention Time (min) Peak area USP Plates USP Tailing factor

1 1.297 32318 14462 1.28

2 1.298 32201 14229 1.28

3 1.299 32222 13732 1.28

4 1.295 32336 14020 1.28

5 1.297 32241 13267 1.29

Mean 1.297 32264 13942 1.28

%RSD 0.10 0.19 3.32 0.35

 นอกจากนี้ ผลการทดสอบความแมน 
(Accuracy) ของวิธีพบวามีคาการไดกลับคืน 
(%Recovery) อยูในชวง 98.35-102.26% ซึง่มคีาการ
ไดกลับคืนมากกวาวิธีวิเคราะหของ Liu และคณะ 
(2013) Phan-Thien และคณะ (2014) และ Rudolf 
และคณะ (2005) ทัง้น้ีอาจเนือ่งจากตวัอยางทีใ่ชศกึษา
เปนวัตถดุบิและรูปแบบเม็ดซึง่มีตัวกลางท่ีไมซบัซอน
เหมือนตัวอยางสมุนไพร นอกจากน้ีคา LOD และ 
LOQ ของวิธีที่พัฒนาขึ้นใหมมีคาเทากับ 0.01 และ 
0.02 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ซึ่งมีคาเทากับวิธีของ Ru-
dolf และคณะ (2005) แตมีคาตํ่ากวาวิธีวิเคราะหของ 
Lee และคณะ (2004) Pascual-Marti และคณะ 

(2001) และ Zupančič และคณะ (2015) ผลการศึกษา

ความทนของวิธีวิเคราะห (Robustness) พบวาเม่ือ
เปล่ียนอัตราการไหลในชวง ±10% และอุณหภูมิ
คอลัมน ±5oC ไมสงผลตอการหาปริมาณของ 
t-resveratrol ในตัวอยางวัตถุดิบและรูปแบบเม็ด 
สาํหรับผลการศึกษาความคงตัวของสาร t-resveratrol 

พบวาทัง้ตวัอยางวตัถดุบิและรปูแบบเม็ดมคีวามคงตวั
เปนเวลา 1 เดอืนท่ีอณุหภูม ิ40oC 75%RH และในรูป
สารละลายคงตัวเปนเวลาอยางนอย 25 วันเม่ือเก็บที่
อุณหภูมิ –20oC และอยางนอย 2 วันเมื่อเก็บที่

อุณหภูมิหอง ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาของ Liazid 
และคณะ (2007) ที่ระบุวาสาร t-resveratrol จะสลาย
ตัวเม่ืออุณหภูมิมากกวา 100oC และการศึกษาของ 
Zupančič และคณะ (2015) ที่สรุปวาสารละลาย
t-resveratrol ในตวักลางท่ี pH 6.8 อตัราการสลายตัว
จะลดลง 22 เทาเมื่อเก็บที่อุณหภูมิ 4oC เมื่อเทียบกับ
การเก็บที่อุณหภูมิ 37oC 

สรุปผลการวิจัย
 วิธีวิเคราะหบงชี้ความคงตัวของสาร t-res-
veratrol ในตัวอยางวัตถุดิบและรูปแบบเม็ดที่พัฒนา
ขึน้ มคีวามงาย สะดวก วเิคราะหไดรวดเรว็ พรอมทัง้
มีความถูกตอง แมนยํา และนาเชื่อถือ เหมาะสมที่จะ

ใชเปนวธิวีเิคราะหทีใ่ชตดิตามความคงตวัหรอืควบคมุ
คุณภาพผลิตภัณฑ t-resveratrol ในหองปฏิบัติการ

กิตติกรรมประกาศ 
 งานวิจยัช้ินนีไ้ดรบัการสนับสนุนงบประมาณ

และเครื่องมือจากคณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัย
ศลิปากร วทิยาเขตพระราชวังสนามจันทร รวมท้ังการ
อนุเคราะหเครื่อง UPLC และคอลัมนที่ใชในงานวิจัย

จากบริษัทสิทธิพรแอสโซซิเอส จํากัด 
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ว. เภสัชศาสตรอีสาน วิธีวิเคราะหบงชี้ความคงตัวของ trans-resveratrol ในตัวอยางวัตถุดิบ
และรูปแบบเม็ดโดยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสูงยิ่งยวด
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