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บทคัดย่อ

	 การศึกษาน้ีมีวตัถปุระสงค์เพือ่พฒันาวธีิวเิคราะห์เชงิคณุภาพและเชงิปรมิาณของขิงโดยตรวจหาสารส�ำคัญใน

กลุ่มที่ให้รสเผ็ดร้อน ซึ่งได้แก่ สารกลุ่ม gingerols และ shogaols ด้วยวิธี Ultra Performance Liquid Chromatography 

(UPLC) การวิเคราะห์เชิงคุณภาพของขิง ท�ำโดยน�ำตัวอย่างขิง 300 มิลลิกรัม มาแช่สกัดใน methanol ปริมาตร 20.0 

มิลลิลิตร เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ดูดสารละลายใสส่วนบนมากรองผ่าน nylon syringe filter ฉีดสารละลายตัวอย่างที่ได้ 

ปริมาตร 3 ไมโครลิตร เข้าสู่ระบบโครมาโทกราฟซึ่งประกอบด้วย คอลัมน์ AcquityTM BEH C18 2.1×50 มิลลิเมตร, 

1.7 ไมโครเมตร วัฏภาคเคลื่อนที่คือส่วนผสมของอะซิโทไนไตรล์ในน�้ำ ร้อยละ 40-65 ชะแบบเกรเดียน ด้วยอัตราการ

ไหล 0.6 มิลลิลิตรต่อนาที อุณหภูมิของตัวอย่างและอุณหภูมิคอลัมน์เท่ากับ 35 และ 40 ºC ตามล�ำดับ ตรวจวัดสาร

ด้วยอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 226 นาโนเมตร จะตรวจพบสารที่เป็นองค์ประกอบทางเคมีที่ส�ำคัญในขิงทั้ง 6 

ชนิด ได้แก่ 6-gingerol, 8-gingerol, 10-gingerol, 6-shogaol, 8-shogaol และ 10-shogaol ที่ retention time เท่ากับ 1.71, 

2.39, 2.77, 2.45, 2.91 และ 3.65 นาที ตามล�ำดับ ระบบดังกล่าวสามารถใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณสาร 6-gingerol ได้

ด้วย และเม่ือท�ำการทดสอบความใช้ได้ของวิธี พบว่า กราฟมาตรฐานของ 6-gingerol มีความเป็นเส้นตรงในช่วง 

0.0474-0.2758 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีค่าสัมประสิทธ์ิการตัดสินใจ (R2) เท่ากับ 0.9998 ค่าความแม่นอยู่ในช่วง 

ร้อยละ 100.68-101.19 ค่าความเที่ยงอยู่ในช่วงร้อยละ 0.43-0.51 มีค่าขีดจ�ำกัดของการตรวจพบและขีดจ�ำกัดของการ

หาปรมิาณ เท่ากบั 0.0038 และ 0.0127 มิลลกิรมัต่อมิลลลิติร ตามล�ำดับ เม่ือศึกษาปรมิาณสาร 6-gingerol ในขิง จ�ำนวน 

8 ตัวอย่าง พบว่า มีปริมาณสารดังกล่าวอยู่ในช่วงร้อยละ 0.50-1.49 โดยน�้ำหนัก
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Abstract

	 The objective of this study is to develop the qualitative and quantitative analytical method of ginger rhizome 
by monitoring the pungent ingredients including gingerols and shogaols by using Ultra Performance Liquid Chro-
matographic (UPLC) technique. For qualitative analysis of ginger, 300 mg of powdered ginger was macerated in 
20.0 ml of methanol for 24 h. Supernatant solution was pipetted and filtered through the nylon syringe filter. 3 µl of 
sample solution was injected into the chromatographic system consisting of AcquityTM BEH C18 2.1×50 mm, 1.7 
µm column and 40-65% of acetonitrile solution in water as mobile phase. Gradient elution was performed. Flow 
rate was set at 0.6 ml/min. Chamber temperature of sample chamber and column were 35 and 40°C, respectively. 
Detection was performed at the UV wavelength of 226 nm. 6 active compounds including 6-gingerol, 8-gingerol, 
10-gingerol, 6-shogaol, 8-shogaol and 10-shogaol were detected at the retention times at 1.71, 2.39, 2.77, 2.45, 
2.91 and 3.65 min, respectively. This system could be also used for determination of 6-gingerol content. The vali-
dation result of the developed method exhibited the linearity of calibration curve of 6-gingerol was in the range 
of 0.0474-0.2758 mg/ml with coefficient of determination (R2) 0.9998. Accuracy and precision were in the range 
of 100.68-101.19% and 0.43-0.51%, respectively. Limit of detection and limit of quantitation were 0.0038 and 
0.0127 mg/ml, respectively. When 8 samples of ginger were analysed, the content of 6-gingerol was obtained in 
the range of 0.50-1.49% w/w.
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บทนำ�

	 ขิง มีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Zingiber officinale 

Roscoe เป็นพืชในวงศ์ Zingiberaceae ชื่อสามัญ

ว่า ginger ช่ืออ่ืน ๆ ได้แก่ ขิงแกลง ขิงแดง (จันทบุรี) 

ขิงเผือก (เชียงใหม่) สะเอ (กะเหร่ียง-แม่ฮ่องสอน)[1] 

เป็นพืชล้มลุก มีเหง้าใต้ดินขึ้นเป็นกอ เหง้ามีลักษณะ

เป็นข้อ เนื้อในสีขาวหรือสีเหลืองอ่อน มีลำ�ต้นเทียมมี

กาบหรือโคนใบหุ้ม ใบเป็นใบเดี่ยวรูปหอก ปลายใบ

สอบเรียวแหลม ออกเรียงสลับเป็นสองแถว ดอกสี

ขาว ออกเป็นช่อ ดอกมีกาบสีเขียวปนแดงห่อรองรับ 

กลีบดอกและกลีบเลี้ยงอย่างละ 3 กลีบ เกสรตัวผู้ 

6 อัน ผลกลมแข็ง[2] ส่วนท่ีนำ�มาใช้ประโยชน์ทางยา 

คือ เหง้าขิง (rhizome) ประโยชน์ทางยาในบัญชียา

หลักแห่งชาติมีท้ังในรูปยาเดี่ยวในการขับลมบรรเทา

อาการทอ้งอดืท้องเฟอ้ และเปน็สว่นประกอบในตำ�รับ

ยาหลายตำ�รับ เชน่ ยาหอมอนิทจักร์ ยาเบญจกลู ยาตรี

พิกัด ยาธรณีสันฑะฆาต เป็นต้น[3] สารสำ�คัญในเหง้า

ขิง คือ น้ำ�มันหอมระเหยซ่ึงมีองค์ประกอบทางเคมี

หลักเป็นสารกลุ่ม sesquiterpene hydrocarbons 

ได้แก่ (-)-zingiberine, (+)-ar-curcumene, (-)-b-
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sesquiphellandrene, b-bisabolene, camphene, 

phellandrene, zingiberol, eucalyptol, citral, bor-

neol, linalool เป็นต้น ส่วนสารท่ีให้รสเผ็ดร้อน เป็นสาร

ในกลุ่ม phenylalkanones ซ่ึงชนิดหลัก ได้แก่ gin-

gerols และ shogaols สารกลุ่ม diarylheptanoids 

ไดแ้ก ่gingerenones A-C, isogingerenone B และ 

gingerdione[4]

	 การควบคุมคุณภาพของขิงมีเกณฑ์มาตรฐาน

ของปริมาณสารส�ำคัญในหลายเภสัชต�ำรับ มีเพียง

เภสชัต�ำรับ United State Pharmacopoeia Dietary 

Supplements Compendium (USP DSC) เท่านั้น

ที่มีข้อก�ำหนดคุณภาพของสารที่ให้รสเผ็ดร้อน โดย

ก�ำหนดปริมาณ gingerols และ gingerdiones ซ่ึง

รวมกันไม่น้อยกว่าร้อยละ 0.8 โดยน�้ำหนัก ก�ำหนด

ปริมาณ shogaols ไม่เกินร้อยละ 0.2 โดยน�้ำหนัก 

USP DSC ยังก�ำหนดปริมาณน�้ำมันหอมระเหย ไม่

น้อยกว่าร้อยละ 1.8 โดยปริมาตรต่อน�้ำหนัก[5] เภสัช

ต�ำรับของจีน ออสเตรีย และข้อก�ำหนดขององค์การ

อนามัยโลก ข้อก�ำหนดปริมาณน�้ำมันหอมระเหย โดย

ไม่น้อยกว่าร้อยละ 0.8, 1.5 และ 2.0 โดยปริมาตรต่อ

น�้ำหนัก ตามล�ำดับ เภสัชต�ำรับของอินเดีย ญี่ปุ่น และ

อังกฤษ ไม่มีข้อก�ำหนดมาตรฐานของปริมาณสาร

ส�ำคัญทั้ง 2 กลุ ่ม มีเพียงการควบคุมปริมาณเถ้า 

ปริมาณสารสกัดด้วยตัวท�ำละลาย[4] ส ่วนต�ำรา

มาตรฐานยาสมุนไพรไทย ฉบับปี พ.ศ. 2561 (Thai 

Herbal Pharmacopoeia 2018) มข้ีอก�ำหนดปริมาณ

สารส�ำคัญเฉพาะน�้ำมันหอมระเหยเท่านั้น และการ

ตรวจเชิงคุณภาพหรือการตรวจเอกลักษณ์ทางเคมีก็

จะตรวจหาองค์ประกอบทางเคมีในน�้ำมันหอมระเหย 

โดยไม่มีข้อก�ำหนดคุณภาพของสารส�ำคัญกลุ่ม gin-

gerols หรือ shogaols แต่อย่างใด[6] การศึกษานี้จึงมี

วัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาวิธีวิเคราะห์เชิงคุณภาพโดย

ตรวจหาสารกลุ่ม gingerols และ shogaols และ

พัฒนาวิธีวิเคราะห์เชิงปริมาณโดยการหาปริมาณสาร 

6-gingerol ซ่ึงผลท่ีได้จากการศึกษานี้จะสามารถน�ำ

ไปใช้ควบคุมคุณภาพของขิงต่อไป

ภาพที่ 1 โครงสร้างทางเคมีของสารสำ�คัญบางชนิดที่พบในขิง
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ระเบียบวิธีศึกษา

วัสดุ

1. สมุนไพรขิง

	 รวบรวมตัวอย่างเหง้าขิงจากแหล่งต่าง ๆ ทั้ง

แหล่งธรรมชาติและร้านขายสมุนไพร จำ�นวน 8 

ตัวอย่าง ในช่วงระหว่างเดือนธันวาคม 2558 ถึง

เมษายน 2559 ตัวอย่างขิงสดนำ�มาล้างให้สะอาด 

ย่อยขนาด อบแห้งท่ีอุณหภูมิ 45°C นำ�ไปบดเป็นผง

ละเอียด ผ่านแร่งเบอร์ 180 แล้วเก็บในภาชนะแก้วสี

ชาปิดฝาสนิท

2. สารมาตรฐาน

	 6-gingerol ความบริสุทธิ์ ≥ 98% (Chengdu 

Biopurify Phytochemicals, China)

	 8-gingerol ความบริสุทธ์ิ ≥ 95% (Sigma-

Aldrich, Switzerland)

	 10-gingerol ความบริสุทธ์ิ ≥ 95% (Sigma, 

USA)

	 6-shogaol ความบริสุทธ์ิ ≥ 98% (Chengdu 

Biopurify Phytochemicals, China)

	 8-shogaol ความบริสุทธ์ิ ≥ 98% (Chengdu 

Biopurify Phytochemicals, China)

	 10-shogaol ความบริสุทธิ์ ≥ 98% (Chengdu 

Biopurify Phytochemicals, China)

3. สารเคมีและตัวทำ�ละลาย

	 อะซิโทไนไตรล์ ชนิด HPLC (Merck, Ger-

many) และ น�้ำ (deionized water)

4. เครื่องมือ

	 AcquityTM Ultra Performance Liquid 

Chromatograph-PDA detector (Waters, USA) 

และ Empower 2 software, เคร่ืองช่ังไฟฟ้า ความ

ละเอียด 0.01 มิลลิกรัม (Mettler-Toledo, Switzerland)

5. วัสดุวิทยาศาสตร์และเครื่องแก้ว

	 AcquityTM UPLC BEH C18, 2.1×50 

มิลลิเมตร, 1.7 ไมโครเมตร (Waters, USA), nylon 

syringe filter สำ�หรับกรองสารละลายตัวอย่าง, 

PVDF membrane filter 0.2 ไมโครเมตร สำ�หรับ

กรองตัวทำ�ละลาย, nylon membrane filter 0.2 

ไมโครเมตร สำ�หรับกรอง DI water, tuberculin  

syringe สำ�หรับดูดสารละลายตัวอย่างในข้ันตอน

การเตรียมตัวอย่าง, volumetric flask ชนิด light 

protect ขนาด 10 และ 100 มิลลิลิตร, glass stop-

pered-flask, pipette

วิธีการศึกษา

1. วิธีวิเคราะห์เชิงคุณภาพของขิง

	 ทำ�การพัฒนาวิธีตรวจเอกลักษณ์ทางเคมีของ

ขิงโดยใช้ UPLC fingerprint และตรวจหาสารกลุ่ม 

gingerols และ shogaols โดยสารกลุ่ม gingerols 

ที่ตรวจหา ได้แก่ 6-gingerol, 8-gingerol และ 

10-gingerol และสารกลุม่ shogaols ทีต่รวจหา ไดแ้ก ่

6-shogaol, 8-shogaol และ 10-shogaol

2. วิธีวิเคราะห์เชิงปริมาณของขิง

	 2.1 การพฒันาวธีิวเิคราะหป์ริมาณ 6-gingerol 

ในขิง ด้วยวิธี UPLC[7]

	 	 2.1.1 การเลอืกชนดิของตวัทำ�ละลายในการ

สกัด

	 	 จากรายงานการวิจัยในอดีต พบว่า ตัวท�ำ

ละลายที่สามารถสกัดสาร 6-gingerol ได้ดีมีหลาย

ชนิด เช่น methanol, ethyl acetate เป็นต้น ส่วน

ผสมของแอลกอฮอล์และน�ำ้จะท�ำให้ความสามารถใน

การสกดัสาร 6-gingerol ลดลง โดยเมือ่อตัราส่วนของ
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น�ำ้เพิม่ขึน้ ปริมาณสาร 6-gingerol จะถกูสกดัออกมา

ได้น้อยลง[8] จึงท�ำการศกึษาเปรียบเทียบความสามารถ

ของตัวท�ำละลายในการสกัดสาร 6-gingerol จากขิง 

โดยตัวท�ำละลายที่เลือกใช้ จ�ำนวน 2 ชนิด ได้แก่ 

methanol และ ethanol ในเบ้ืองต้นจะสกัดด้วยวิธี

การแช่สกัด (maceration) เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ตาม

วิธีของ USP DSC 2015[5]

	 	 2.1.2 การศึกษาวิธีการสกัดและระยะเวลา

สกัดที่เหมาะสม

	 	 ภายหลังจากการคัดเลือกตัวทำ�ละลายที่

เหมาะสมในการสกัดสาร 6-gingerol ในขิง จาก ข้อ 

2.1.1 แล้ว จึงมาศึกษาเพื่อหาวิธีสกัดใหม่โดยมุ่งหวัง

ลดระยะเวลาการสกัดให้สั้นลงกว่าเดิม เนื่องจากวิธี

การสกัดสาร 6-gingerol ในขิงตาม USP DSC ต้อง

ใช้ระยะเวลา 24 ชั่วโมง

	 	 ทำ�การศึกษาเปรียบเทียบวิธีการสกัดสาร 

6-gingerol ดว้ยตวัทำ�ละลายทีเ่หมาะสมจากขอ้ 2.1.1 

วิธีต่าง ๆ ได้แก่ วิธีการแช่สกัดเป็นเวลา 1, 2, 3, 4, 6 

และ 24 ชั่วโมง และวิธีรีฟลักซ์ เป็นเวลา 30 และ 60 

นาที

	 	 2.1.3 ความยาวคลื่นในการตรวจวัด

	 	 วดัการดดูกลนืแสงอัลตราไวโอเลตของสาร 

6-gingerol เพ่ือดคูวามยาวคลืน่ทีส่ารชนดินีส้ามารถ

ดูดกลืนแสงสูงสุด และวิเคราะห์สารละลายตัวอย่าง

ขิงโดยใช้ PDA เพ่ือเลือกความยาวคลื่นที่เหมาะสม

ที่สุดที่มีความจำ�เพาะ (specificity) สำ�หรับการตรวจ

วดัสาร 6-gingerol โดยไมม่สีารรบกวนอืน่ (interfer-

ence)

	 	 2.1.4 วัฏภาคคงที่และวัฏภาคเคลื่อนที่

	 	 วฏัภาคคงที ่ศกึษาเปรียบเทียบคอลมันช์นดิ

ต่าง ๆ ที่มีความแตกต่างกัน เช่น ชนิดของอนุภาค

ภายในคอลมัน ์(BEH C18, BEH C8 และ BEH phe-

nyl) ความยาวของคอลัมน์ (50 และ 100 มิลลิเมตร) 

โดยพิจารณาผลการแยกสาร 6-gingerol ลักษณะ

ของพีคสาร 6-gingerol (รูปร่างและความสมมาตร

ของพีค) และ retention time ของสาร 6-gingerol

	 	 วัฏภาคเคลื่อนที่ ศึกษาชนิดและอัตราส่วน

ของตัวทำ�ละลายท่ีจะใช้เป็นวัฏภาคเคลื่อนท่ี โดย

พิจารณาจากรูปร่างของพีคสาร 6-gingerol และ 

retention time ของสารดังกล่าว และความสามารถ

ในการแยกพีคของสาร 6-gingerol ออกจากสาร 

อื่น ๆ ในสารละลายตัวอย่างขิง 

	 	 นอกจากนี้ยังได้ศึกษาถึงอุณหภูมิ ปริมาตร

ของสารท่ีฉีดท่ีเหมาะสมวิธีวิเคราะห์ปริมาณสาร 

6-gingerol ในขิงด้วยวิธี UPLC

	 โดยสรุปวิธีจากการศึกษาในข้อ 2.1.1-2.1.4

	 2.2 การทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์

	 ทำ�การทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์สาร 

6-gingerol ในขิง ท่ีได้พัฒนาขึ้นตามแนวปฏิบัติการ

ทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ทางเคมีโดย

ห้องปฏิบัติการเดียว กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ 

กระทรวงสาธารณสุข[9]

	 2.3 การวิเคราะห์ปริมาณสาร 6-gingerol ใน

ขิง

	 ศึกษาคุณภาพของขิงโดยวิเคราะห์ปริมาณสาร 

6-gingerol ในขิง จำ�นวน 8 ตัวอย่าง ท่ีรวบรวมจาก

แหล่งต่าง ๆ ทั้งแหล่งธรรมชาติและร้านขายสมุนไพร 

โดยใช้วิธีวิเคราะห์ที่ได้พัฒนาขึ้น

ผลการศึกษา

1. วิธีวิเคราะห์เชิงคุณภาพของขิง[7]

	 การเตรียมสารละลายตัวอย่าง

	 นำ�ตัวอย่างขิง น้ำ�หนัก 300 มิลลิกรัม มาสกัด
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ภาพที่ 2 โครมาโทแกรมของสารกลุ่ม gingerols และ shogaols

โดยวธีิแชส่กดัใน methanol ปริมาตร 20.0 มลิลลิติร 

เปน็เวลา 24 ชัว่โมง ดดูสารละลายสว่นใสมากรองผา่น 

nylon syringe filter ไดส้ารละลายตวัอยา่งเพือ่นำ�ไป

วิเคราะห์

	 ระบบโครมาโทกราฟ

	 ระบบโครมาโทกราฟทีไ่ดจ้ากการศกึษาวธีิตรวจ

เอกลักษณ์ทางเคมีของขิงโดยใช้ UPLC fingerprint 

ดังตารางที่ 1 ซ่ึงระบบดังกล่าวถูกนำ�ไปใช้ในการ

วิเคราะห์ปริมาณสาร 6-gingerol ด้วย

	 ผลการตรวจเอกลักษณ์ทางเคมีของขิง จำ�นวน 

8 ตัวอย่าง ด้วยวิธี UPLC ดังภาพที่ 3

	 UPLC โครมาโทแกรมของตัวอย่างขิงทุก

ตัวอย่างที่นำ�มาศึกษา จะพบสารที่เป็นองค์ประกอบ

ทางเคมีท่ีสำ�คัญในขิงท้ัง 6 ชนิด ได้แก่ 6-gingerol, 

8-gingerol, 10-gingerol, 6-shogaol, 8-shogaol 

และ 10-shogaol ที่ retention time เท่ากับ 1.71, 

2.39, 2.77, 2.45, 2.91 และ 3.65 นาที ตามลำ�ดับ 

โดยสารท่ีพบมากท่ีสุด ได้แก่ 6-gingerol และ 
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ตารางที่ 1 ระบบโครมาโทกราฟที่ใช้สำ�หรับการวิเคราะห์เชิงคุณภาพและเชิงปริมาณของขิง

วัฏภาคคงที่	 คอลัมน์ AcquityTM UPLC BEH C18, 2.1×50 มิลลิเมตร, 1.7 ไมโครเมตร

วัฏภาคเคลื่อนที่	 A. อะซิโทไนไตรล ์

	 B. น�้ำก�ำจัดอิออน

การชะ	 แบบเกรเดียน (gradient)

		  เวลา	 อัตราการไหล	 ร้อยละ	 ร้อยละ	 curve

		  (นาที)	 (มิลลิลิตรต่อนาที)	 ของ A	 ของ B

	 1	 0.00	 0.60	 40.0	 60.0

	 2	 1.60	 0.60	 40.0	 60.0	 6	

	 3	 2.00	 0.60	 65.0	 35.0	 3

	 4	 5.00	 0.60	 65.0	 35.0	 6

	 5	 7.00	 0.60	 65.0	 35.0	 6

	 6	 7.40	 0.60	 40.0	 60.0	 8

ปริมาตรการฉีดสาร	 3 ไมโครลิตร

อุณหภูมิช่องตัวอย่าง	 35°C

อุณหภูมิคอลัมน์	 40°C

การตรวจวัดสาร	 UV 226 นาโนเมตร

6-shogaol (ภาพที่ 4)

2. วิธีวิเคราะห์เชิงปริมาณของขิง[7]

	 2.1 การพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณสาร 6-gin-

gerol ในขิง ด้วยวิธี UPLC

	 	 2.1.1 การเลอืกชนดิของตวัทำ�ละลายในการ

สกัด

	 	 ผลการศกึษาเปรียบเทยีบความสามารถของ

ตัวทำ�ละลายในการสกัดสาร 6-gingerol จากขิง โดย

ตัวทำ�ละลายที่เลือกใช้ จำ�นวน 2 ชนิด ได้แก่ metha-

nol และ ethanol สกัดด้วยวิธีแช่สกัด เป็นเวลา 24 

ชัว่โมง พบวา่ methanol สามารถสกดัสาร 6-gingerol 

ไดม้ากทีส่ดุ และสารละลายตวัอยา่งทีไ่ดม้คีวามคงตวั

เป็นเวลาไม่น้อยกว่า 5 วัน

	 	 2.1.2 การศึกษาวิธีการสกัดและระยะเวลา

สกัดที่เหมาะสม

	 	 จากการศึกษาเปรียบเทียบวิธีการสกัดสาร 

6-gingerol ด้วย methanol โดยแช่สกัดเป็นเวลา 

1, 2, 3, 4, 6 และ 24 ชั่วโมง และรีฟลักซ์เป็นเวลา 30 

และ 60 นาที พบว่า การรีฟลักซ์เป็นเวลา 30 และ 60 

นาที สกัดสาร 6-gingerol ได้น้อยกว่าการแช่สกัด 60 

นาท ีและปริมาณสาร 6-gingerol ทีส่กดัไดจ้ากการแช่

สกดัเรียงตามลำ�ดบั คอื ระยะเวลาแช่สกดั 1-4 ช่ัวโมง 

< 6 ชั่วโมง < 24 ชั่วโมง เมื่อพิจารณาความคงตัวของ

สารละลายตัวอย่างที่สกัดได้ พบว่า เมื่อสกัดด้วยวิธี 

รีฟลกัซ์ซ่ึงเป็นการใช้ความร้อน สารละลายตัวอยา่งจะ

มีลักษณะขุ่นเมื่อตั้งทิ้งไว้ข้ามคืน

	 นอกจากนี้ในข้ันตอนการเตรียมสารละลาย
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ภาพที่ 4 อัตราส่วนของปริมาณสารกลุ่ม gingerols และ shogaols ในตัวอย่างขิง

ภาพที่ 3 โครมาโทแกรมของสารสกัด methanol ของขิง ตัวอย่างที่ 1-8
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ตัวอย่างก่อนฉีดเข้าสู่ระบบโครมาโทกราฟ จะต้องมี

การกรองสารละลายตัวอย่างผ่าน syringe filter จึง

ได้ศึกษาผลของตัวกรองชนิดต่าง ๆ ต่อปริมาณสาร 

6-gingerol ซ่ึงพบว่า ในสารละลายตวัอยา่งขงิตวัอยา่ง

เดยีวกนั เมือ่กรองผา่นตวักรองชนดิ PVDF จะไดส้าร 

6-gingerol ออกมานอ้ยกวา่ตวักรองชนดิ nylon และ 

PTFE โดยที่ตัวกรอง 2 ชนิดหลัง ได้สาร 6-gingerol 

ออกมาในปริมาณเท่ากัน แต่เมื่อพิจารณาต้นทุนการ

วิเคราะห์ ตัวกรองชนิด nylon จะมีราคาต่ำ�กว่า

	 	 2.1.3 ความยาวคลื่นในการตรวจวัด

	 	 ที่ความยาวคลื่น 226 นาโนเมตร สามารถ

ตรวจวัดสาร 6-gingerol ไดด้ท่ีีสดุโดยท่ีไมพ่บสารอ่ืน

รบกวน (interfere) ดังนั้น ในการพัฒนาวิธีวิเคราะห์

นี้ จึงเลือกใช้ตัวตรวจวัด (detector) ชนิด PDA และ

ทำ�การตรวจวัดที่ UV ความยาวคลื่น 226 นาโนเมตร

	 	 2.1.4 วัฏภาคคงที่และวัฏภาคเคลื่อนที่

	 	 วัฏภาคคงท่ี พบว่า AcquityTM UPLC BEH 

C18 2.1×50 มลิลเิมตร, 1.7 มลิลเิมตร ใหผ้ลการแยก

สาร 6-gingerol ได้ดีที่สุด ดังภาพที่ 3

	 	 วัฏภาคเคลื่อนท่ี ได้ทำ�การศึกษาเลือก

ภาพที่ 5 เปรียบเทียบโครมาโทแกรมของสารสกัดขิงที่ได้จากตัวทำ�ละลาย methanol และ ethanol
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ชนิดและอัตราส่วนของตัวทำ�ละลายที่ใช้เป็นวัฏภาค

เคลื่อนท่ีโดยพิจารณาจากรูปร่างพีคและ  reten-

tion time ของสาร 6-gingerol ความสามารถในการ

แยกสารรบกวนอื่นออกจากสาร 6-gingerol ในขิง 

และความดันของระบบโครมาโทกราฟ ดังนั้น ในการ

พัฒนาวิธีวิเคราะห์นี้ จึงเลือกใช้ส่วนผสมของอะซิโท-

ไนไตรลใ์นน้ำ� ร้อยละ 40-65 ชะแบบเกรเดยีน ทีอ่ตัรา

การไหล 0.6 มิลลิลิตรต่อนาที พบว่าสาร 6-gingerol 

มีค่า retention time ประมาณ 1.7 นาที

	 	 2.1.5 วิธีวิเคราะห์ปริมาณสาร 6-gingerol 

ในขิง ด้วยวิธี UPLC

	 	 จากผลการศึกษาในข้อ 2.1.1-2.1.4 นำ�มา

สรุปเป็นวิธีวิเคราะห์ปริมาณสาร 6-gingerol ในขิง

ได้ดังนี้

	 การเตรียมสารละลายตัวอย่าง

	 น�ำตัวอย่างขิง น�้ำหนัก 300 มิลลิกรัม (ชั่งอย่าง

ละเอียด) มาสกัดโดยวิธีแช่สกัดใน methanol 

ปริมาตร 20.0 มิลลิลิตร เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ดูด

สารละลายส่วนใสมากรองผ่าน nylon syringe filter 

จะได้สารละลายตัวอย่างเพื่อน�ำไปวิเคราะห์ต่อไป

	 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน

	 6-gingerol น�้ำหนัก 45 มิลลิกรัม (ช่ังอย่าง

ละเอยีด) น�ำมาละลายใน methanol และปรับปริมาตร

จนครบ 100.0 มิลลิลิตร ได้ stock standard solu-

tion จากนั้นน�ำมาเจอืจางโดยปิเปต stock standard 

solution ปริมาตร 1, 2, 3, 4, 5 และ 6 มิลลิลิตร ใส่

ลงในขวดแก้วปรับปริมาตร แล้วปรับปริมาตรด้วย 

methanol จนครบ 10.0 มิลลิลิตร

	 ระบบโครมาโทกราฟ

	 ดังตารางที่ 1

	 2.2 การทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์

	 	 2.2.1 ช่วง (range) และความเป็นเส้นตรง 

(linearity)

	 เมือ่ฉดีสารละลายมาตรฐาน 6-gingerol ทีร่ะดบั

ความเข้มข้นต่าง ๆ ความเข้มข้นละ 3 ซ้ำ� และทำ�การ

วิเคราะห์ซ้ำ� 3 คร้ัง ตามวิธีที่พัฒนาขึ้น พบว่า กราฟ

มาตรฐาน (calibration curve) มีความเป็นเส้นตรง

ในช่วง 0.0474-0.2758 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ด้วยค่า 

coefficient of determination (R2) เท่ากับ 0.9998 

ภาพที่ 6	 เปรียบเทยีบผลการศึกษาวิธกีารสกดัและระยะ

เวลาสกัด

ภาพที่ 7 เปรียบเทียบผลของตัวกรองชนิดต่าง ๆ



386 วารสารการแพทย์แผนไทยและการแพทย์​ทางเลือก	 ปีที่ 17  ฉบับที่ 3  กันยายน-ธันวาคม 2562

ภาพที่ 8 UV spectrum ของสารกลุ่ม gingerols และ shogaols

ดังภาพที่ 9

	 2.2.2 ความแม่น (accuracy) และความเที่ยง 

(precision)

	 เติมสารมาตรฐาน 6-gingerol ที่ระดับความ 

เข้มข้นต่าง ๆ จำ�นวน 3 ช่วงระดับการใช้งาน ลงใน 

sample blank (เตรียม spiked sample) จากนั้น

ทำ�การวิเคราะห์ด้วยวิธีท่ีพัฒนาขึ้น โดยวิเคราะห์ 

sample blank (unspiked sample) และ spiked 

sample ทำ�การวิเคราะห์ 6 ซ้ำ� แล้วคำ�นวณค่า %re-

covery และ %RSD ผลดังตารางที่ 2 ซึ่งรายงานเป็น

ค่าเฉลี่ยของแต่ละระดับ

	 	 2.2.3 ขีดจำ�กัดของการตรวจพบ (limit of 

detection; LOD) และขีดจำ�กัดของการหาปริมาณ 

(limit of quantitation; LOQ)

	 จากกราฟมาตรฐาน สามารถหาค่าขีดจำ�กัดของ

การตรวจพบและขีดจำ�กัดของการหาปริมาณ โดย

คำ�นวณจากค่า 3Sy/x และ 
10Sy/x ได้เท่ากับ 0.0038 

และ 0.0127 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำ�ดับ

	 2.3 การวเิคราะหป์ริมาณสาร 6-gingerol ในขิง

	 เมื่อทำ�การวิเคราะห์ตัวอย่างขิง จำ�นวน 8 

ตัวอย่าง ด้วยวิธีที่พัฒนาขึ้น โดยวิเคราะห์ตัวอย่างละ 

2 ซ้ำ� ผลการวิเคราะห์ดังตารางที่ 3

ภาพที่ 9  มาตรฐานของสาร 6-gingerol
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อภิปรายผล

	 งานวจัิยนีไ้ดพ้ยายามพฒันาวธีิให้สามารถตรวจ

วิเคราะห์ได้ท้ังเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณ กล่าว

คือ สามารถใช้เป็นวิธีตรวจเอกลักษณ์ทางเคมีของ

ขิง สามารถแยกให้เห็นถึงสารกลุ่ม gingerols และ 

shogaols รวม 6 ชนิด แต่ในที่นี้จะวิเคราะห์ปริมาณ

สาร 6-gingerol เท่านั้น หากต้องการหาปริมาณสาร

กลุ่ม gingerols และ shogaols ชนิดอื่น ๆ  ก็สามารถ

ใช้ระบบวิเคราะห์นี้ได้ เพียงแต่ต้องหาสารมาตรฐาน

ชนิดอื่นมาเพิ่มเติมในการสร้าง calibration curve 

ตลอดจนการทดสอบความใช้ได้ของวิธี

	 เมื่อทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ปริมาณ

สาร 6-gingerol ในขิงที่พัฒนาขึ้น พบว่า วิธีดังกล่าว

มีความเหมาะสม แม่นยำ� และรวดเร็ว สามารถนำ�วิธี

นี้ไปใช้ในการควบคุมคุณภาพของขิงต่อไปได้

	 ในการศึกษาปริมาณสาร 6-gingerol ในขิง 

จำ�นวน 8 ตัวอย่าง พบว่า ปริมาณสารดังกล่าวมีค่า

ต่ำ�สุดและสูงสุด คิดเป็น ร้อยละ 0.50 และ 1.49 

โดยน้ำ�หนัก ตามลำ�ดับ ซ่ึงแตกต่างกันถึงเกือบ 

3 เท่า นอกจากนี้ยังพบอีกว่าปริมาณสาร 6-gin-

ตารางที่ 2 ผลการทดสอบความแม่นและความเที่ยงของวิธีวิเคราะห์ปริมาณสาร 6-gingerol ในขิงที่พัฒนาขึ้น

spiked sample	 %recovery	 %RSD	 เกณฑ์การยอมรับ*

low level (70% target)	 100.68	 0.43	

medium level (100% target)	 101.19	 0.51	 95-105%

high level (150% target)	 100.88	 0.45

ตารางที่ 3 ผลการวิเคราะห์ปริมาณสาร 6-gingerol ในขิง

			   ปริมาณสาร 6-gingerol ในขิง

	ตัวอย่างที่ 		  (ร้อยละโดยน�้ำหนัก)		  %RPD

		  1	 2	 ค่าเฉลี่ย	

	 1	 0.71	 0.72	 0.71	 1.58

	 2	 0.71	 0.72	 0.71	 1.08

	 3	 0.69	 0.69	 0.69	 0.27

	 4	 0.50	 0.50	 0.50	 0.25

	 5	 0.86	 0.88	 0.86	 1.60

	 6	 0.57	 0.58	 0.58	 0.30

	 7	 0.79	 0.81	 0.80	 2.72

	 8	 1.49	 1.48	 1.49	 0.51

		  ค่าเฉลี่ย		  0.79

		  sd		  0.29

*อ้างอิงตาม The AOAC manual for the peer verified methods program (1993)



388 วารสารการแพทย์แผนไทยและการแพทย์​ทางเลือก	 ปีที่ 17  ฉบับที่ 3  กันยายน-ธันวาคม 2562

gerol และ 6-shogaol ในตัวอย่างดังกล่าว คิดเป็น

อตัราสว่นโดยเฉลีย่เทา่กบั 1:1 ซึง่มคีวามแตกตา่งกบั

ข้อกำ�หนดของ USP DSC ที่กำ�หนดให้ปริมาณ gin-

gerols และ gingerdiones รวมกันไม่น้อยกว่า 

ร้อยละ 0.8 โดยน้ำ�หนัก และปริมาณ shogaols ไม่

เกินร้อยละ 0.2 โดยน้ำ�หนัก คิดเป็นอัตราส่วน 4:1 ซึ่ง

ข้อกำ�หนดของ shogaols เป็น limit test เนื่องจาก

ปริมาณสารกลุ่มดังกล่าวเป็นตัวบ่งชี้คุณภาพขิง โดย

ปริมาณสารกลุ่ม gingerols จะลดลงตามระยะ

เวลาและอุณหภูมิของการเก็บรักษา และถูกเปลี่ยน

เป็นสารกลุ่ม shogaols  โดยกระบวนการ dehy-

dration[10]  แต่เนื่องจากปริมาณสารกลุ่ม gin-

gerols และ shogaols ที่ได้จากแต่ละภูมิประเทศจะ

มอีตัราสว่นทีแ่ตกตา่งกนั ดงันัน้ การจัดทำ�ขอ้กำ�หนด 

ปริมาณสารสำ�คัญในขิงไทย สำ�หรับใช้ในการคัด

เลอืกขงิทีม่คีณุภาพเพือ่เขา้สูก่ระบวนการผลติยาหรือ

ผลิตภัณฑ์สุขภาพ จึงเป็นสิ่งสำ�คัญ

	 สำ�หรับในประเทศไทย ยังไม่มีข้อกำ�หนด

หรือเกณฑ์มาตรฐานของสารกลุ่ม gingerols และ 

shogaols ในขิง ดังนั้น ผลงานวิจัยนี้สามารถนำ�ไป

ต่อยอดโดยการนำ�ไปศึกษาปริมาณสาร 6-gingerol 

และสารกลุ่ม shogaols ในตัวอย่างขิงจำ�นวนมาก

ขึ้น เพื่อให้สามารถกำ�หนดเป็นเกณฑ์มาตรฐานของ

ปริมาณสารสำ�คัญในขิงได้

ข้อสรุป

	 การวิเคราะห์เชิงคุณภาพของขิงด้วยวิธี Ultra 

Performance Liquid Chromatography (UPLC) 

ที่พัฒนาขึ้น สามารถตรวจพบสารที่เป็นองค์ประกอบ

ทางเคมีที่สำ�คัญในขิงทั้ง 6 ชนิด ได้แก่ 6-gingerol, 

8-gingerol, 10-gingerol, 6-shogaol, 8-shogaol 

และ 10-shogaol ที่ retention time เท่ากับ 1.71, 

2.39, 2.77, 2.45, 2.91 และ 3.65 นาที ตามลำ�ดับ 

และสามารถนำ�วิธีดังกล่าวมาใช้ในการวิเคราะห์

เชิงปริมาณของขิงได้ โดยการวิเคราะห์ปริมาณสาร 

6-gingerol ผลการทดสอบความใช้ได้ของวิธี พบว่า 

กราฟมาตรฐานของ 6-gingerol มีความเป็นเส้นตรง

ในช่วง 0.0474-0.2758 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีค่า 

coefficient of determination (R2) เท่ากับ 0.9998 

มีค่าความแม่นและความเที่ยงของวิธีวิเคราะห์อยู่ใน

เกณฑ์การยอมรับ (%recovery อยู่ในช่วงร้อยละ 

100.68-101.19, %RSD อยูใ่นชว่งร้อยละ 0.43-0.51) 

ค่าขีดจำ�กัดของการตรวจพบและขีดจำ�กัดของการ

หาปริมาณที่คำ�นวณได้ เท่ากับ 0.0038 และ 0.0127 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำ�ดับ จากการวิเคราะห์

เชิงปริมาณในตัวอย่างขิง จำ�นวน 8 ตัวอย่าง พบว่า มี

ปริมาณสาร 6-gingerol อยู่ในช่วงร้อยละ 0.50-1.49 

โดยน้ำ�หนัก (%RPD อยู่ในช่วงร้อยละ 0.30-2.72)
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