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บทคัดย่อ

	 ตำ�รับยาธาตุอบเชยเป็นยาจากสมุนไพรท่ีอยู่ในบัญชียาหลักแห่งชาติ ใช้เพื่อบรรเทาอาการท้องอืด ท้องเฟ้อ 

ซ่ึงยังไม่เคยมีรายงานการศึกษาวิธีควบคุมคุณภาพของตำ�รับ การศึกษาน้ีจึงมีวัตถุประสงค์เพื่อเป็นการตรวจสอบ

ชนิดสารและหาปริมาณสารเคมีบ่งชี้ของตำ�รับยาธาตุอบเชยด้วยการใช้โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (High 

Performance Liquid Chromatography; HPLC) ทำ�การศึกษาวิธีการวิเคราะห์คุณภาพและปริมาณตัวอย่างยาธาตุ

อบเชยด้วย HPLC พร้อมตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีด้วยการหาค่าความสัมพันธ์เชิงเส้นตรง ค่าความถูกต้อง และ

ค่าความแม่นยำ� จากการศึกษานี้พบว่าตัวอย่างยาธาตุอบเชยประกอบด้วยสาร gallic acid, สาร cinnamic acid, สาร 

glycyrrhizin, สาร cinnamaldehyde และ สาร eugenol ทำ�การพิสูจน์เอกลักษณ์สารเหล่าน้ีโดยเปรียบเทียบกับสาร

มาตรฐาน กราฟมาตรฐานของสารเคมีบ่งชี ้(cinnamic acid, glycyrrhizin, eugenol) แสดงความสมัพนัธ์เชงิเสน้ตรงที่

ดีในช่วงวิเคราะห์ (r2 ≥ 0.9950) ขีดจำ�กัดในการตรวจพบและขีดจำ�กัดในการหาปริมาณพบว่าอยู่ในช่วง 0.08 ถึง 0.24 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ 0.30 ถึง 2.24 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลำ�ดับ ร้อยละส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ของ

การวเิคราะหภ์ายในวนัเดียวกนัอยูใ่นชว่ง 0.86 ถงึ 3.51 และรอ้ยละสว่นเบีย่งเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ของการวเิคราะห์

ระหว่างวันอยู่ในช่วง 0.94 ถึง 6.03 ค่าการกลับคืนของวิธีวิเคราะห์อยู่ในช่วงร้อยละ 85.27 ถึง 102.80 การวิเคราะห์

ปริมาณสารเคมีบ่งชี้ในตัวอย่างยาธาตุอบเชยด้วยวิธี HPLC นี้ พบปริมาณสาร cinnamic acid 0.04 ถึง 0.11 ร้อยละ

โดยน้ำ�หนัก ปริมาณสาร glycyrrhizin 0.70 ถึง 3.15 ร้อยละโดยน้ำ�หนัก และปริมาณสาร eugenol 0.19 ถึง 3.38 ร้อย

ละโดยน้ำ�หนกั ตามลำ�ดับ สรปุได้วา่วธีิวเิคราะหใ์นการศึกษาน้ีจงึเป็นวธีิทีง่่ายและสะดวกในการวเิคราะหค์ณุภาพและ

ปรมิาณสารในตำ�รับยาธาตุอบเชย ทวา่ตำ�รบัยาธาตุอบเชยยงัมอีงคป์ระกอบส่วนหนึง่เปน็สารกล่มุโมโนเทอรป์นีสซ่ึ์ง

ไม่มีคุณสมบัติดูดกลืนแสงยูวี-วิสิเบิล จึงควรต้องหาวิธีการอื่นร่วมวิเคราะห์ด้วย
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Abstract

	 Ya thatu obchey preparation is a herbal remedy in the Thai National List of Essential Medicines which is 
used for the treatment of indigestion. The quality control methods of the mixture have not been reported. The Objec-
tive of this study was to identify constituents in Ya thatu obchey preparation and to quantify contents of chemical 
markers in the preparation by High Performance Liquid Chromatography (HPLC). Qualitative and quantitative 
analyses of the samples were determined using HPLC method. The method was validated on parameters including 
linearity, accuracy, and precision. From this study, gallic acid, cinnamic acid, glycyrrhizin, cinnamaldehyde and 
eugenol, were simultaneously detected in HPLC chromatogram and identified by comparison with those of the 
standard compounds. Chemical markers (cinnamic acid, glycyrrhizin, eugenol) presented good linearity within 
the test range (r2 > 0.9950). The limit of detection and the limit of quantitation varied from 0.08 to 0.24 µg/ml and 
0.30 to 2.24 µg/ml, respectively. The relative standard deviations of intraday precision were 0.86 to 3.51%. The 
relative standard deviations of intraday precision of compounds were 0.94 to 6.03%. The recovery of the method 
was in the range 85.27 to 102.80%. The contents of marker compounds in Ya thatu obchey preparation samples 
were also quantified by this HPLC method.  The results showed that the contents of cinnamic acid, glycyrrhizin, 
and eugenol were 0.04 to 0.11, 0.70 to 3.15 and 0.19 to 3.38%w/w, respectively. In conclusion, the HPLC method is 
suitable for qualitative and quantitative analysis of chemical markers in Ya thatu obchey preparation. However, Ya 
thatu obchey preparation consists of various monoterpenes. This group of compounds generally lacks UV-Visible 
absorption chromophores. Therefore, other analytical techniques should be selected to determine these constituents.

	 Key words: Ya thatu obchey preparation, High Performance Liquid Chromatography, chemical markers

บทนำ�

	 ยาธาตุอบเชยเป็นยาจากสมุนไพรท่ีจัดอยู่ใน

บัญชียาหลักแห่งชาติ (บัญชียาจากสมุนไพร) เป็นยา

รักษากลุม่อาการทางระบบทางเดนิอาหาร มสีรรพคณุ

บรรเทาอาการท้องอดื ทอ้งเฟอ้ ยาธาตอุบเชยประกอบ

ด้วยเครื่องยา 5 ชนิด ได้แก่ เปลือกอบเชยเทศ (Cin-

namomum zeylanica Blume) ใช้ขับลม ขับเสมหะ 

บำ�รุงธาตุ บำ�รุงกำ�ลัง เปลือกสมุลแว้ง (Cinnamo-

mum bejolghota (Buch.-Ham.) Sweet) ใช้ขับลม 

แกท้้องอดื ท้องเฟอ้[1] ผลกระวาน (Amomum testa-

ceum Ridl.) มีฤทธิ์ขับลม ขับเสมหะ บำ�รุงธาตุ ดอก

กานพลู (Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M. 

Perry.) ช่วยย่อยอาหาร ขับลมในกระเพาะลำ�ไส้ ส่วน

รากชะเอมเทศ (Glycyrrhiza glabra L.) ทำ�ให้ชุ่มชื้น 
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แก้เจ็บคอ แก้ไอ[2] ธาตุวัตถุ ได้แก่ เกล็ดสะระแหน่ 

ทาบรรเทาอาการจากแมลงกัดต่อย และการบูร ใช้แก้

เคลด็บวม ขบัลม กระตุน้หัวใจอยา่งออ่น[3] โดยมสีตูร

ตำ�รับดังนี้ ยาน้ำ� 100 มิลลิลิตร ประกอบด้วย เปลือก

อบเชยเทศ เปลือกสมุลแว้ง ลูกกระวาน ดอกกานพลู 

และรากชะเอมเทศ อย่างละ 800 มิลลิกรัม ส่วนเกล็ด

สะระแหน่ และการบูร อย่างละ 50 มิลลิกรัม

	 จากการศึกษาประสิทธิผลและความปลอดภัย

ของยาธาตุอบเชยของโรงพยาบาลชุมชน 6 แห่งเพื่อ

รักษาอาการจุกแน่นหลังมื้ออาหาร เรอบ่อย และแสบ

ร้อนท่ีลิ้นปี่ในผู้ป่วย functional dyspepsia ซ่ึง

เป็นภาวะผิดปกติของทางเดินอาหารส่วนบนระหว่าง

กระเพาะอาหารและลำ�ไส้เล็กส่วนต้นโดยไม่ทราบ

สาเหตุ ทดลองแบบสุ่มในผู้ป่วย 318 ราย เป็นเวลา 

14 วัน โดยกลุ่มหนึ่งได้รับยาธาตุอบเชย 30 มิลลิลิตร 

เป็นเวลา 3 คร้ังต่อวันเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ได้รับ 

simethicone 105 มิลลิกรัม เป็นเวลา 3 คร้ังต่อ

วัน พบว่าได้ผลการรักษาและความปลอดภัยไม่แตก

ต่างกัน แต่การใช้ยาธาตุอบเชยมีราคาถูกกว่าการใช้ 

simethicone[4] ดงันัน้การใชย้าธาตุอบเชยจึงเปน็ทาง

เลอืกของการรักษาผูป่้วย functional dyspepsia ซ่ึง

เป็นอาการเร้ือรัง ไม่ทราบสาเหตุและต้องใช้ยาติดต่อ

กันนาน ทำ�ให้เสียค่าใช้จ่ายสูง ปัจจุบันยาธาตุอบเชย

มีจำ�หน่ายเป็นผลิตภัณฑ์ตามท้องตลาดและเป็นยาที่

โรงพยาบาลชมุชนหลายแหง่ผลติไดแ้ละจ่ายให้ผูป้ว่ย

ของตนเอง 

	 องค์ประกอบทางเคมีของพืชสมุนไพรในตำ�รับ

นี้มีหลายกลุ่ม ได้แก่ สารกลุ่ม phenylpropanoids 

และอนุพันธ์ เช่น จากเปลือกอบเชยเทศ พบสาร 

cinnamaldehyde, สาร cinnamic acid เป็นต้น[5] 

จากดอกกานพลู พบสาร eugenol, สาร eugenyl 

acetate, สาร gallic acid, สาร caffeic acid สารกลุม่ 

flavonoids และอนุพันธ์ เช่น จากดอกกานพลู พบ

สาร kaempferol, สาร quercetin[6] จากรากชะเอม

เทศ พบสาร isoliquiritigenin, สาร isoliquiritin, 

สาร liquiritigenin, สาร liquiritin[7] สารกลุม่ terpe-

noids และอนุพันธ์ เช่น จากเปลือกสมุลแว้ง พบสาร 

a-terpineol, สาร linalool[8] ผลกระวาน พบสาร b-

pinene, สาร 1,8-cineole[9] และในรากชะเอมเทศพบ

สาร glycyrrhizin, สาร glycyrrhetic acid[7] เป็นตน้

	 ตำ�รับยาธาตอุบเชยกเ็ชน่เดยีวกบัตำ�รับยาแผน-

ไทยส่วนใหญ่นั่นคือยังขาดวิธีควบคุมคุณภาพ ทำ�ให้

ยาท่ีผลิตแต่ละคร้ังมีปริมาณสารสำ�คัญแตกต่างกัน

ส่งผลถึงการออกฤทธ์ิของยา ดังนั้นเพื่อสร้างเชื่อมั่น

และความปลอดภัยในการใช้ตำ�รับยาไทยให้แก่ผู้

บริโภค การศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อวิเคราะห์

คุณภาพทางเคมีของตำ�รับยาธาตุอบเชย  ได้แก่ 

การตรวจสอบชนิดสารท่ีเป็นองค์ประกอบและการ 

หาปริมาณสารเคมีบ่งช้ี (chemical markers) โดย 

การใช้โครมาโทกราฟีชนิดของเหลวสมรรถนะสูง 

(High Performance Liquid Chromatography, 

HPLC) 

ระเบียบวิธีศึกษา

วัสดุและเครื่องมือ

	 สารมาตรฐาน cinnamic acid, cinnamalde-

hyde, gallic acid, glycyrrhizin และ eugenol จาก

บริษัท Sigma-Aldrich สหภาพยุโรป เคร่ืองยาจาก

ร้านขายยาแผนโบราณในจังหวัดขอนแก่น จังหวัด

อุบลราชธานี และจังหวัดกรุงเทพมหานครอย่างละ 1 

แห่ง (พิสูจน์เอกลักษณ์เคร่ืองยาโดย ผศ. สุดารัตน ์

หอมหวล คณะเภสชัศาสตร์ มหาวทิยาลยัอบุลราชธาน)ี 

ผลติภณัฑ์ยาธาตุอบเชยจากโรงพยาบาล 5 แห่ง ตวัท�ำ

ละลายเกรด HPLC เช่น methanol, acetonitrile 
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และน�้ำจากบริษัท RCI Labscan ประเทศไทย ตัวท�ำ

ละลายเกรด AR เช่น dichloromethane จากบริษัท 

Q Rec ประเทศ New Zealand 

	 เคร่ืองมอื HPLC ชนดิ Dionex Ultimate 3000 

HPLC system, LPG 3400 pump, auto sampler 

(WPS-3000), column oven และ UV/VIS detector 

จากบริษัท Dionex สหภาพยโุรป โดยมสีภาวะของการ

วิเคราะห์ดังนี้

	 วัฏภาคนิ่ง (stationary phase): C-18 col-

umn อนุภาค 5 ไมโครเมตร (mm) ขนาด 4.6 X 250 

มิลลิเมตร (mm) จากบริษัท Phenomenex ประเทศ

สหรัฐอเมริกา

	 วัฏภาคเคลื่อนที่ (mobile phase): 1% acetic 

acid ในน้ำ� (A) และ 1% acetic acid ใน acetonitrile 

(B) โดยมีอัตราส่วนดังนี้ 0-5 นาที 95% A, 5-10 นาที 

85% A, 10-15 นาที 78% A, 15-20 นาที 75% A, 

20-32 นาที 30% A, 32-40 นาที 0% A, 40-55 นาที 

95% A

	 อัตราการไหล: 0.7 มิลลิลิตร/นาที (ml/min) 

	 เวลาในการวิเคราะห์: 55 นาที

	 ความยาวคลืน่ชว่งอลัตราไวโอเลต (ultraviolet, 

UV) ในการวัด: 270 นาโนเมตร (nm)

วิธีการศึกษา

	 1.	 การเตรียมตำ�รับยาธาตุอบเชยก่อนการ

วิเคราะห์

	 เตรียมตวัอยา่งตำ�รับยาธาตอุบเชยในหอ้งปฏบิตัิ

การ คณะเภสชัศาสตร์ มหาวิทยาลยัอุบลราชธาน ีโดย

นำ�เคร่ืองยามาทำ�ความสะอาด จากนัน้บดเปน็ผง ผา่น

แร่งเบอร์ 40 ชั่งน้ำ�หนักอบเชยเทศ สมุลแว้ง กานพลู 

กระวาน ชะเอมเทศอย่างละ 8 กรัม (g) ต้มกับน้ำ�

สะอาด 1,000 มิลลิลิตร (ml) เป็นเวลา 1 ชั่วโมงท่ี

อุณหภูมิ 90ºC หลังจากต้มแล้วทิ้งไว้จนอุณหภูมิลด

ลงเหลือ 60ºC เติมการบูรและเกล็ดสะระแหน่อย่าง

ละ 0.50 g ผสมใหเ้ขา้กนั กรองแลว้ทิง้ใหเ้ยน็ นำ�ตำ�รับ

ยาธาตุที่ได้ไปทำ�ให้แห้งด้วยการแช่เยือกแข็ง (freeze 

drying)

	 นำ�ผลิตภัณฑ์ตำ�รับยาธาตุอบเชยจากโรง-

พยาบาล 5 แห่ง ปริมาณ 360-480 ml (ข้ึนกับขนาด

บรรจุของผลิตภัณฑ์) ไปทำ�ให้แห้งด้วย freeze dry-

ing เช่นกัน

	 2.	 การเตรียมสารมาตรฐาน

	 ช่ังสารมาตรฐานอย่างแม่นยำ� ละลายด้วย 

methanol ให้มีความเข้มข้น 0.3-1 มิลลิกรัม/

มลิลลิติร (mg/ml) จากนัน้นำ�มาเจือจางดว้ย metha-

nol ให้มีความเข้มข้นต่าง ๆ กัน เพื่อใช้เป็นสาร

มาตรฐานในการวิเคราะห์ 

	 3.	 การเตรียมตัวอย่างเพื่อใช้ในการวิเคราะห์

	 ชั่งผงตำ�รับยาธาตุอบเชย 50 mg สกัดด้วย 

methanol 3 ml นำ�ไป sonicate ท่ี 25ºC 10 นาที 

จากนั้น centrifuge ที่ 2500 rpm 25ºC 10 นาที ดูด

เอาเฉพาะส่วนน้ำ�ใส ทำ�ซ้ำ�อีก 2 คร้ัง รวมสารสกัด 

methanol ไว้ด้วยกัน สกัดผงตำ�รับยาธาตุอบเชย

ต่อให้หมดจดด้วย dichloromethane โดยสกัดเช่น

เดียวกับการสกัดด้วย methanol นำ�ส่วนที่สกัดด้วย 

dichloromethane ทัง้หมดไประเหยแหง้ดว้ย rotary 

evaporator แลว้ละลายกลบัดว้ยสารสกดั methanol 

ทำ�การปรับปริมาตรด้วย methanol ใน volumetric 

flask จนครบ 10 ml นำ�สารละลายตำ�รับยาธาตอุบเชย

กรองผ่านหัวกรองชนิด nylon ขนาด 0.45 mm ดูด

สารละลายท่ีกรองแลว้ 0.5 ml ผสมกบั methanol 0.5 

ml จากนั้นนำ�ไปวิเคราะห์ ตัวอย่างละ 3 ซ้ำ� ปริมาตรที่

ฉีดครั้งละ 10 ไมโครลิตร (ml)
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	 4.	 การพิสูจน์เอกลักษณ์ของสารในตำ�รับ

ยาธาตุอบเชย

	 วิเคราะห์ตัวอย่างตำ�รับยาธาตุอบเชยและสาร

มาตรฐาน เปรียบเทียบเวลารีเทนชัน (retention 

time) ของพีค (peak) ของสารในยาธาตุอบเชยกับ

ของสารมาตรฐานแต่ละชนิด

	 5.	 การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ 

(method validation)[10] 

	 	 5.1 ความจำ�เพาะเจาะจง (selectivity) 

	 	 นำ�สารมาตรฐานและตัวอย่างตำ�รับยาธาตุ

อบเชยที่เติมสารมาตรฐานวิเคราะห์ด้วย HPLC โดย 

retention time ของ peak ของสารชนิดเดียวกันจะ

มคีา่เทา่กนั และพืน้ท่ีใต้พคี (peak area) ของตัวอยา่ง

ยาธาตุอบเชยที่เติมสารมาตรฐานจะต้องเพิ่มขึ้น

	 	 5.2 ค่าความเป็นเส้นตรง (linearity) และ

ช่วงความสัมพันธ์ที่เป็นเส้นตรง (range)

	 	 สร้างกราฟมาตรฐาน (calibration curve) 

โดยวิเคราะห์สารละลายของสารเคมีบ่งชี้ cinnamic 

acid, glycyrrhizin และ eugenol ความเขม้ขน้ตา่ง ๆ  

กนัอยา่งนอ้ย 6 ความเขม้ขน้ นำ�ผลท่ีไดม้าหาคา่ความ

เป็นเส้นตรงระหว่าง peak area กับความเข้มข้นของ

สาร linear range ประเมินจากค่าสัมประสิทธ์ิสห-

สัมพันธ์ (correlation coefficient, r2) ของ calibra-

tion curve ซึ่ง r2 ต้องมากกว่า 0.9950

	 	 5.3 ความถูกต้อง (accuracy)

	 	 เติมสารเคมีบ่งชี้ที่ทราบความเข้มข้นลงไป

ในตัวอย่างตำ�รับยาธาตุอบเชยท่ีเตรียมจากเคร่ืองยา

จังหวัดอุบลราชธานี วิเคราะห์หาปริมาณสารเทียบกับ

ตัวอย่างตำ�รับยาธาตุท่ีไม่ได้เติมสาร หาร้อยละของ

การกลับคืน (%recovery) โดยเกณฑ์ในการยอมรับ

อยู่ในช่วง 85-110%

	 	 5.4 ความแม่นยำ� (precision)

	 	 ทำ�การสกัดตัวอย่างตำ�รับยาธาตุอบเชยท่ี

เตรียมจากเคร่ืองยาจังหวัดอุบลราชธาน ี18 ตัวอย่าง 

จากนั้นนำ�ไปวิเคราะห์หาค่าความแม่นยำ�ภายในวัน

เดียวกัน (intraday precision) และค่าความแม่นยำ�

ระหว่างวัน (interday precision) นำ�ผลท่ีได้ไปหา

ร้อยละส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (%relative 

standard deviation, %RSD) ซ่ึง %RSD ของ in-

traday precision ต้องนอ้ยกวา่ 6% และ %RSD ของ 

interday precision ต้องน้อยกว่า 11%

	 	 5.5 ขีดจำ�กัดในการตรวจพบ (Limit of de-

tection, LOD) และขีดจำ�กัดในการวิเคราะห์ (Limit 

of quantitation, LOQ)

	 	 ตรวจสอบด้วยการเติมสารเคมีบ่งชี้ที่ค่า

ความเข้มข้นท่ีอยู่ในช่วงกลางลงในตัวอย่างเปล่า 

(sample blank) วเิคราะห ์5-7 ซ้ำ� คา่ LOD วดัไดจ้าก

ความเขม้ขน้ของสารทีใ่หส้ญัญาณเป็น 3 เท่าของสว่น

เบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation, SD) ของ 

sample blank เหนือค่าเฉลี่ยสัญญาณของ sample 

blank และค่า LOQ วัดได้จากความเข้มข้นของสารที่

ให้สัญญาณเป็น 10 เท่า ของ SD ของ sample blank 

เหนือค่าเฉลี่ยสัญญาณของ sample blank

	 6.	 การวิเคราะห์สารเคมีบ่งช้ีในตัวอย่างตำ�รับ

ยาธาตุอบเชย

	 ใช้วิธีวิเคราะห์ที่ศึกษานี้ วิเคราะห์ปริมาณสาร

เคมีบ่งชี้ทั้ง 3 ชนิดในตัวอย่างตำ�รับยาธาตุอบเชย

ที่เตรียมในห้องปฏิบัติการและผลิตภัณฑ์ของโรง-

พยาบาลท้ังหมด 8 ตวัอยา่ง วเิคราะหต์วัอยา่งละ 3 ซ้ำ� 

ผลการศึกษา

	 1. การพิสูจน์เอกลักษณ์ของสารสกัดตำ�รับ

ยาธาตุอบเชย

	 จากภาพท่ี 1 วิธีวิเคราะห์นี้สามารถจำ�แนกสาร
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มาตรฐาน gallic acid (8.50 นาที), cinnamic acid 

(31.37 นาที), glycyrrhizin (32.21 นาที), cinnam-

aldehyde (33.11 นาที) และ eugenol (34.89 นาที) 

ออกจากกนัได ้เมือ่นำ�ตวัอยา่งตำ�รับยาธาตุอบเชยทัง้ 8 

ตวัอยา่งมาวเิคราะหพ์บ peak ทีม่คีา่ retention time 

ตรงกับ peak ของสารมาตรฐานทั้ง 5 ชนิด ดังภาพที่ 2 

	 2.	 ผลการตรวจสอบความใช้ไ ด้ของวิ ธี

วิเคราะห์

	 กราฟมาตรฐานของสารเคมีบ่งชี้ 3 ชนิด ได้แก่ 

cinnamic acid, glycyrrhizin และ eugenol 

แสดงความสัมพันธ์เป็นเส้นตรงระหว่าง peak area 

กับความเข้มข้นของสาร โดยมี r2 ≥ 0.9950 และค่า 

ภาพที่ 2	 แสดง chromatogram ของตำ�รับยาธาตุอบเชยเทียบกับสารมาตรฐาน 5 ชนิด โดย L1 = เตรียมจาก

เครื่องยาจังหวัดขอนแก่น L2 = เตรียมจากเครื่องยาจังหวัดอุบลราชธานี L3 = เตรียมจากเครื่องยาจังหวัด

กรุงเทพมหานคร H-1 = ผลติภณัฑ์จากจงัหวัดอุบลราชธานี H-2 = ผลติภณัฑ์จากจงัหวัดอำ�นาจเจริญ H-3 = 

ผลิตภณัฑ์จากจงัหวัดขอนแกน่ H-4 = ผลิตภณัฑ์จากจงัหวัดอู่ทอง และ H-5 = ผลิตภณัฑ์จากจงัหวัดพษิณโุลก

ภาพที่ 1 แสดง peak ของ 1 gallic acid, 2 cinnamic acid, 3 glycyrrhizin, 4 cinnamaldehyde และ 5 eugenol
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LOD และ LOQ อยู่ในช่วง 0.08 ถึง 0.24 ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร (µg/ml) และ 0.30 ถึง 2.24 µg/ml ตาม

ลำ�ดับ ดังแสดงในตารางที่ 1

	 การตรวจสอบความถกูต้องของวิธีวิเคราะห ์โดย

การหา %recovery จากการเติมสารเคมบ่ีงชีท้ั้ง 3 ชนดิ

ทีท่ราบความเขม้ขน้ลงในตวัอยา่งตำ�รับยาธาตุอบเชย

ที่เตรียมจากเคร่ืองยาจังหวัดอุบลราชธานี เปรียบ

เทียบกับตัวอย่างท่ีไม่ได้เติมสาร แล้วคำ�นวณหา 

%recovery พบวา่ %recovery ของ cinnamic acid, 

glycyrrhizin และ eugenol อยูใ่นชว่ง 85-110% สว่น 

%RSD ของ intraday precision และ %RSD ของ 

interday precision ของสารทั้ง 3 ชนิด ดังแสดงใน

ตารางที่ 2

	 3.	 การวิ เคราะห์ปริมาณสารเคมีบ่งชี้ ใน

ตัวอย่างตำ�รับยาธาตุอบเชย

	 นำ�วิธีวิเคราะห์ที่ศึกษานี้มาหาปริมาณสารเคมี

บ่งชี้ทั้ง 3 ชนิดในตำ�รับยาธาตุอบเชยท่ีเตรียมขึ้นเอง

ในห้องปฏิบัติการ 3 ตัวอย่าง ได้แก่ L1 ถึง L3 และ

ผลิตภัณฑ์ตำ�รับยาธาตุอบเชยของโรงพยาบาล 5 

แห่ง ได้แก่ H1 ถึง H5 พบว่าตำ�รับยาธาตุอบเชยทั้ง 8 

ตัวอย่างมีปริมาณ cinnamic acid 0.04 ถึง 0.11% 

w/w ปริมาณ glycyrrhizin 0.70 ถงึ 3.15% w/w และ

ปริมาณ eugenol 0.19 ถึง 3.38% w/w ปริมาณสาร

เคมีบ่งชี้ที่วิเคราะห์ได้ในตัวอย่างตำ�รับยาธาตุอบเชย

แหล่งต่าง ๆ ดังตารางที่ 3 และภาพที่ 3

อภิปรายผล

	 จากการศึกษาการวิเคราะห์เชิงคุณภาพของ

ตำ�รับยาธาตุอบเชยด้วยวิธี HPLC นี้ พบว่า chro-

matogram ที่ได้ประกอบด้วย peak ของสาร gallic 

acid, สาร cinnamic acid, สาร glycyrrhizin, 

สาร cinnamaldehyde และ สาร eugenol พิสูจน์

ตารางที่ 1 แสดง calibration curve, linear range, LOD และ LOQ ของสารเคมีบ่งชี้

		  	 Linear range	 LOD	 LOQ
สารเคมีบ่งชี้	 Calibration curve	 r2
			   (µg/ml)	 (µg/ml)	 (µg/ml)

cinnamic acid	 y = 2.5612x - 0.4471	 0.9964	 0.1-3.6	 0.08	 2.24

glycyrrhizin	 y = 0.0432x + 0.0306	 0.9998	 10-150	 0.24	 0.71

eugenol	 y = 0.1466x - 0.0713	 0.9995	 0.25-120	 0.10	 0.30

ตารางที่ 2 แสดง accuracy และ precision ของการวิเคราะห์

	 Accuracy (n = 3)	 Intraday day (n = 6)	 Interday day (n = 12)

สารเคมีบ่งชี้	 %Recovery	 Mean ± SD	 RSD	 Mean ± SD	 RSD
		  (% w/w)	 (%)	 (% w/w)	 (%)

cinnamic acid	 85.27	 0.02 + 0.00	 1.26	 0.02 + 0.00	 4.10

glycyrrhizin	 98.71	 1.02 + 0.04	 3.51	 1.07 + 0.06	 6.03

eugenol	 102.80	 0.54 + 0.00	 0.86	 0.54 + 0.01	 0.94
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เอกลักษณ์โดยเปรียบเทียบกับ retention time ของ 

peak สารมาตรฐานทั้ง 5 ชนิด ดังนั้นวิธีวิเคราะห์นี้

สามารถใช้เป็นวิธีที่ใช้พิสูจน์เอกลักษณ์เบื้องต้นของ

ตำ�รับยาธาตุอบเชยได้ แต่ยังพบว่ามี peak อื่น ๆ อีก

ใน chromatogram ของตัวอยา่งยาธาตุ จึงควรทำ�การ

ศกึษาตอ่ไปเพือ่จำ�แนกชนดิสารทัง้หมดและสร้างเปน็

ลายพิมพ์เอกลักษณ์ทางเคมีของยาธาตุอบเชย

	 สารเคมีบ่งชี้ที่ใช้ในการวิเคราะห์หาปริมาณครั้ง

นี ้ไดแ้ก ่สาร cinnamic acid, สาร glycyrrhizin และ 

สาร eugenol จากรายงานการศกึษาฤทธ์ิตอ่ระบบทาง

เดินอาหารพบว่าสาร cinnamic acid สามารถยับยั้ง

การทำ�งานของ H+/K+-ATPase ซ่ึงเกี่ยวข้องกับการ

หลั่งกรดในกระเพาะอาหาร และยับยั้งการเจริญของ 

Helicobacter pyrori ที่เป็นสาเหตุหนึ่งของการเกิด

ภาพที่ 3 แสดงกราฟเปรียบเทียบปริมาณสารเคมีบ่งชี้ทั้ง 3 ชนิดที่วิเคราะห์ได้ในยาธาตุอบเชยจากแหล่งต่าง ๆ

ตารางที่ 3 การวิเคราะห์ปริมาณสารเคมีบ่งชี้ในตัวอย่างตำ�รับยาธาตุอบเชย

			   ปริมาณสาร (% w/w)
	สารเคมีบ่งชี้
		  cinnamic acid	 glycyrrhizin	 eugenol

	 L-1	 0.05 + 0.00	 1.73 + 0.15	 2.63 + 0.03

	 L-2	 0.05 + 0.00	 1.23 + 0.04	 3.38 + 0.09

	 L-3	 0.05 + 0.00	 1.0 + 0.02	 0.19 + 0.02

	 H-1	 0.11 + 0.00	 2.29 + 0.17	 3.19 + 0.05

	 H-2	 0.07 + 0.00	 3.1 + 0.42	 2.87 + 0.10

	 H-3	 0.04 + 0.00	 2.0 + 0.07	 0.83 + 0.04

	 H-4	 0.06 + 0.01	 0.7 + 0.05	 0.68 + 0.01

	 H-5	 0.04 + 0.00	 2.0 + 0.19	 2.09 + 0.30

หมายเหตุ	 L1 = เตรียมจากเครื่องยาจังหวัดขอนแก่น L2 = เตรียมจากเครื่องยาจังหวัดอุบลราชธานี L3 = เตรียมจากเครื่องยา
จังหวัดกรุงเทพมหานคร

	 H-1 = ผลิตภัณฑ์จากจังหวัดอุบลราชธานี H-2 = ผลิตภัณฑ์จากจังหวัดอำ�นาจเจริญ H-3 = ผลิตภัณฑ์จากจังหวัด
ขอนแก่น H-4 = ผลิตภัณฑ์จากจังหวัดอู่ทอง H-5 = ผลิตภัณฑ์จากจังหวัดพิษณุโลก
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แผลในกระเพาะอาหาร[11] สาร glycyrrhizin มีฤทธ์ิ

ตา้นการอกัเสบใชรั้กษาแผลในระบบทางเดนิอาหาร[7]  

สว่นสาร eugenol มฤีทธ์ิปกปอ้งเยือ่บกุระเพาะอาหาร[12]  

การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์อ้างอิง

ตามหลักเกณฑ์ของ ICH guide line[10] จากผลการ

วิเคราะห์พบว่า linearity และ range ของสาร cin-

namic acid, สาร glycyrrhizin และสาร eugenol ม ี

correlation coefficient (r2) เท่ากับ 0.9964, 0.9998 

และ 0.9995 ตามลำ�ดบั ซ่ึง r2 ≥ 0.9950 แสดงถงึความ

สัมพันธ์เชิงเส้นตรงที่ดี และมี range อยู่ในช่วง 0.1-

3.6, 10-150 และ 0.25-120 µg/ml ตามลำ�ดับ ความ

ถูกต้องของวิธีวิเคราะห์พบว่า %recovery ของสาร 

cinnamic acid, สาร glycyrrhizin และสาร euge-

nol เท่ากับ 85.27, 98.71 และ 102.80% ตามลำ�ดับ 

ซึ่งอยู่ในช่วงการยอมรับได้ที่ 85-110 % เมื่อพิจารณา

ความแมน่ยำ�ของวธีิวเิคราะห ์พบว่า intraday preci-

sion ของสาร cinnamic acid, สาร glycyrrhizin 

และสาร eugenol เท่ากบั 1.26, 3.51 และ 0.86% RSD 

ตามลำ�ดับ ซึ่งน้อยกว่า 6% และ interday precision 

เท่ากับ 4.10, 6.03 และ 0.94% RSD ตามลำ�ดับ ซ่ึง

น้อยกว่า 11% ดังนั้นความแม่นยำ�ของวิธีวิเคราะห์

อยู่ในเกณฑ์การยอมรับ limit of detection และ 

limit of quantitation ของสาร cinnamic acid, สาร 

glycyrrhizin, สาร eugenol อยู่ท่ี 0.08 และ 2.24, 

0.24 และ 0.71, 0.10 และ 0.30 µg/ml ตามลำ�ดับ ดัง

นั้นวิธีวิเคราะห์ในการศึกษาครั้งนี้จึงเป็นวิธีที่ง่ายและ

สะดวกในการนำ�ไปวเิคราะห์คณุภาพและปริมาณสาร

ในตำ�รับยาธาตุอบเชย แตต่ำ�รบัยาธาตุอบเชยยงัมอีงค์

ประกอบสว่นหนึง่เป็นสารกลุม่ monoterpenoids ซ่ึง

ไม่มีคุณสมบัติดูดกลืนแสง UV จึงอาจต้องหาวิธีการ

อื่นร่วมวิเคราะห์

	 เมื่อนำ�วิธีวิเคราะห์ด้วย HPLC ในการศึกษานี้

ไปหาปริมาณสาร cinnamic acid, สาร glycyrrhizin 

และสาร eugenol ในตัวอย่างตำ�รับยาธาตุอบเชย

จำ�นวน 8 ตัวอย่าง แบ่งเป็นตัวอย่างตำ�รับยาธาตุ

อบเชยที่เตรียมขึ้นมาในห้องปฏิบัติตามวิธีในบัญชี

ยาหลักแห่งชาติ ซ่ึง L-1 เตรียมจากเคร่ืองยาจังหวัด

ขอนแกน่ L-2 เตรียมจากเคร่ืองยาจังหวัดอบุลราชธาน ี

และ L-3 เตรียมจากเคร่ืองยาจังหวัดกรุงเทพมหานคร 

สว่นตัวอยา่ง H-1 ถงึ H-5 เป็นผลติภณัฑ์ตำ�รับยาธาตุ

อบเชยของโรงพยาบาล โดย H-1 เป็นผลิตภัณฑ์

ของโรงพยาบาลในจังหวัดอุบลราชธานี H-2 เป็น

ผลติภณัฑ์ของโรงพยาบาลในจังหวดัอำ�นาจเจริญ H-3 

เป็นผลิตภัณฑ์ของโรงพยาบาลในจังหวัดขอนแก่น 

H-4 เป็นผลิตภัณฑ์ของโรงพยาบาลในจังหวัด

อู่ทอง และ H-5 เป็นผลิตภัณฑ์ของโรงพยาบาลใน

จังหวัดพิษณุโลก พบว่าตัวอย่างยาธาตุอบเชยท่ีนำ�

มาวิเคราะห์มีปริมาณสาร cinnamic acid 0.04 ถึง 

0.11% w/w ปริมาณสาร glycyrrhizin 0.70 + 0.05 

ถึง 3.15 + 0.42% w/w และพบสาร eugenol 0.19 

+ 0.02 ถึง 3.38 + 0.09% w/w จากผลการศึกษาพบ

ว่าปริมาณสารบ่งช้ีในตำ�รับยาธาตุอบเชยจะมีความ

แตกต่างกันโดยเฉพาะปริมาณของสาร eugenol 

เนือ่งมาจากความแตกต่างของคณุภาพเคร่ืองยาแต่ละ

แหล่ง วิธีการเตรียมยาซ่ึงตำ�รับยาธาตุอบเชยเป็น

ยาต้ม ดังนั้นอุณหภูมิและเวลาในการต้มเป็นปัจจัย

ที่มีผลต่อปริมาณสารสำ�คัญโดยเฉพาะสารที่ระเหย

ได้ของตำ�รับ เมื่อพิจารณา HPLC chromatogram 

ของตำ�รับยาธาตุอบเชยที่เตรียมขึ้นเองทั้ง 3 ตัวอย่าง 

(L1 ถึง L3) และของผลิตภัณฑ์ของโรงพยาบาลใน

จังหวดัอบุลราชธาน ี(H-1) จะไมม่ ีpeak ที ่retention 

time 30.25 นาที ดังปรากฏใน chromatogram ของ

ผลติภณัฑ์ของโรงพยาบาลตัวอยา่งที ่H-2 ถงึ H-5 ซ่ึง

อาจเกิดจากการใส่สารถนอม (preservative) ลงใน
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