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บทคัดย่อ

	 บัวบก [Centella asiatica (L.) Urb., Apiaceae] เป็นสมุนไพรในบัญชียาหลักแห่งชาติ สารสำ�คัญในบัวบกเป็น

สารกลุ่มไทรเทอร์พีนส์ และอนุพันธ์ ซ่ึงมีฤทธ์ิทางชีวภาพที่หลากหลาย การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาวิธี

วิเคราะห์ปริมาณสารสำ�คัญ ได้แก่ asiaticoside, madecassoside, asiatic acid และ madecassic acid ในบัวบกด้วยวิธี 

Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC) ในวัตถุดิบและสารสกัดบัวบก โดยสกัดสมุนไพรหรือละลาย

สารสกัดบัวบกด้วย methanol นำ�สารละลายตัวอย่างปริมาตร 4 ไมโครลิตร มาวิเคราะห์ด้วยเครื่อง UPLC โดยใช้

คอลัมน์ AcquityTM UPLC column BEH C
18
, 2.1 x 50 มิลลิเมตร, 1.7 ไมโครเมตร และใช้ น้ำ�กลั่น และ acetonitrile 

เป็น mobile phase อัตราการไหล 0.6 มิลลิลิตร/นาที และตรวจวัดด้วย PDA ที่ความยาวคลื่น 205 นาโนเมตร ผลการ

ทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ดังกล่าว พบว่า calibration curve ของ asiaticoside, asiatic acid และ madecassic 

acid มีลักษณะเป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 0.01-0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และ สาร madecassoside มีลักษณะเป็น

เส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 0.03-0.21 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ค่า coefficient (R2) เท่ากับ 0.999 ค่า % recovery อยู่ใน

ช่วง 95-105% ค่า HORRAT เท่ากับ 0.06-0.3 ค่า LOD และ LOQ ของ asiaticoside, madecassoside, asiatic acid และ 

madecassic acid มีค่า LOD เท่ากับ 0.0021, 0.0080, 0.0114 และ 0.01309 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ตามลำ�ดับ และ LOQ 

เท่ากับ 0.0081, 0.0283, 0.0410 และ 0.0473 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (ตามลำ�ดับ) ซ่ึงวิธีวิเคราะห์ท่ีพัฒนาข้ึนนี้มีความ

เหมาะสม และสามารถนำ�ไปใช้เป็นวิธีตรวจวิเคราะห์สารกลุ่มไทรเทอร์พีนส์ และอนุพันธ์ ในวัตถุดิบและสารสกัด

บัวบกต่อไป

	 คำ�สำ�คัญ:  asiaticoside, madecassoside, asiatic acid, madecassic acid, Centella asiatica
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Abstract

	 Gotu kola [Centella asiatica (L.) Urban, or buabok in Thai] is an herb on the National List of Essential 

Medicine. The major substances in gotu kola are triterpenes and derivatives with various biological activities. The 

objective of this study was to develop analytical methods for quantification of asiaticoside, madecassoside, asiatic 

acid and madecassic acid in gotu kola raw material and extract using the ultra performance liquid chromatographic 

(UPLC) technique by extracting the powdered drug or dissolving the gotu kola extract with methanol. A 4-ml por-

tion of sample solution was injected into the UPLC system using Acquity UPLCTM column BEH C18, 2.1 x 50 mm, 

1.7 mm and using distilled water and acetonitrile as mobile phase, flow rate 0.6 ml/min and measured with a PDA 

at a wavelength of 205 nm. Linearity was established for asiaticoside, asiatic acid, and madecassic acid at concen-

tration ranges of 0.01-0.1 mg/ml and 0.03-0.21 mg/ml for madecassoside with a determination coefficient (R2) of 

0.999. The % recovery was in the range of 95-105% and HORRAT was in the range of 0.06-0.3.  For asiaticoside, 

madecassoside, asiatic acid and madecassic acid, their LOD values were 0.0021, 0.0080, 0.0114 and 0.01309 mg/

ml, respectively, while their LOQ values were 0.0081, 0.0283, 0.0410 and 0.0473 mg/ml, respectively. It has been 

shown that the developed method is suitable and can be used to analyze the content of triterpenoids in gotu kola. 

The appropriate specification of triterpenoids content in gotu kola can be established.

	 Key words:  asiaticoside, madecassoside, asiatic acid, madecassic acid, Centella asiatica 

บทนำ�และวัตถุประสงค์

	 บัวบก มีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Centella asiatica 

(L.) Urban ชื่อพ้อง Hydrocotyle asiatica L., 

Centella coriacea Nanfeldt, Hydrocotyle lu-

nata Lamarck และ Trisanthus cochinchinensis 

Loureiro วงศ์ Apiaceae มีชื่อไทยว่า ผักหนอก 

(เหนือ) ผักแว่น (ใต้) ปะหนะเอขาเต๊าะ (กะเหร่ียง-

แม่ฮ่องสอน) มีชื่อจีนว่า Jixuecao และ มีชื่ออังกฤษ

หลายชือ่ เช่น Centella, Indian Pennywort, Indian 

Water Navewort, Asiatic Pennywort, Gotu 

Kola, Brahma-Manduki, Brahmi, Brahmi-

Mandukparni, Ghortapre, Matoyahuho บัวบก

มีการน�ำมาใช้เป็นยาและผลิตภัณฑ์สุขภาพ ส่วนที่ใช้ 

คือท้ังต้น แพทย์แผนโบราณใช้ท้ังต้นรักษาอาการช�้ำ

ใน บ�ำรุงหัวใจและบ�ำรุงก�ำลัง รักษาอาการอ่อนเพลีย 

เมื่อยล้า ขับปัสสาวะ ขับโลหิตเสีย รักษาโรคผิวหนัง 

ใช้รักษาบาดแผล[1-2] 

	 จากรายงานผลการทดสอบฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา 

พบว่า สารสกัดจากบัวบกสามารถเพิ่มความสามารถ

ในการจดจำ�และการเรียนรู้ มีการจดสิทธิบัตรสาร
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ภาพที่ 1  ต้น และดอก สมุนไพรบัวบก [Centella asiatica (L.) Urban.]

สกัดจากบัวบกในคุณสมบัติช่วยเพ่ิมความสามารถ

ในการจำ� จากการทดสอบในสัตว์ทดลอง การศึกษา

ในระดับเซลล์ถึงกลไกการออกฤทธ์ิบำ�รุงสมองพบว่า 

บัวบกทำ�ให้การหายใจในระดับเซลล์สมองดีขึ้น ต้าน

อนุมูลอิสระ ต้านการเสื่อมของเซลล์สมอง คงสภาพ

ปริมาณของ acetylcholine ซ่ึงจำ�เป็นต่อการทำ�งาน

ของสมอง[3-4]

	 นอกจากนี้ บัวบกยังมีฤทธิ์ต้านอักเสบ เพิ่มการ

สร้างคอลลาเจน ช่วยลดความดันเลือดโดยการเพิ่ม

ความยืดหยุ่นให้หลอดเลือด เพิ่มการไหลเวียนของ 

หลอดเลือดดำ�[4] รวมทั้งช่วยให้แผลหายเร็วขึ้น[5] 

ปัจจุบันครีมบัวบกถูกบรรจุอยู่ในบัญชียาหลักแห่ง

ชาติ[6] ใช้รักษาแผล ป้องกันการเกิดแผลเป็น[7]

	 ปัจจุบัน มีการนำ�บัวบกมาใช้ประโยชน์อย่าง

แพร่หลาย การควบคุมคุณภาพจึงมีความสำ�คัญ เพื่อ

ให้เลือกวัตถุดิบบัวบกที่ดีและมีปริมาณสารสำ�คัญสูง

เพื่อใช้ในการผลิตยาและผลิตภัณฑ์จากสมุนไพรที่

มีคุณภาพดี อย่างไรก็ตามการศึกษาเชิงปริมาณของ

สารไทรเทอร์พีนส์ ในบัวบกมีรายงานการวิเคราะห์

ปริมาณ asiaticoside, madecassoside, asiatic 

acid และ madecassic acid ดว้ยวธีิ HPLC[8–13] และ

วธีิ HPTLC[14-15] นอกจากนีไ้ดม้กีารบรรจุวิธีวเิคราะห์

ปรมิาณสารกลุม่ไทรเทอร์พนีส ์และอนพุนัธ์ของบัวบก 

ด้วยวิธี HPLC ในตำ�รามาตรฐานยาของประเทศ

สหรัฐอเมริกา[16] แต่เนื่องจากการวิเคราะห์ปริมาณ

สารกลุ่มไทรเทอร์พีนส์ในบัวบกด้วยวิธี HPLC ใช้

เวลานาน  สำ�หรับประเทศไทย มีข้อกำ�หนดคุณภาพ

ในด้านเคมีฟิสิกส์[17] แต่ยังมิได้มีการกำ�หนดปริมาณ

สารสำ�คญั และยงัไมม่รีายงานการจัดทำ�มาตรฐานทาง

เคมีของสารสกัดสมุนไพรดังกล่าว ทั้งนี้เพื่อเป็นการ

ยกระดบัดา้นมาตรฐานคณุภาพของสารสกดัสมนุไพร

เพื่อประโยชน์เชิงพาณิชย์ 

	 การวิจัยคร้ังนี้มีวัตถุประสงค์ท่ีจะพัฒนาวิธี

วิเคราะห์หาปริมาณสารสำ�คัญโดยใช้วิธี UPLC ซ่ึง

เป็นวิธีที่ให้ความถูกต้องแม่นยำ� สะดวก รวดเร็วและ

เชื่อถือได้ เพื่อใช้เป็นแนวทางในการประเมินคุณภาพ
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ภาพที่ 2 โครงสร้างสารไทรเทอร์พีนส์ที่พบในบัวบก

วัตถุดิบบัวบกที่พบในประเทศไทย และใช้ในการวิจัย

และพัฒนาตำ�รับยาและผลิตภัณฑ์จากสมุนไพรท่ีมี

บัวบกเป็นส่วนผสม

ระเบียบวิธีศึกษา

วัสดุ

	 1.	 ตัวอย่างบัวบก

	 	 1.1 ตัวอย่างวัตถุดิบสมุนไพรบัวบก

	 	 รวบรวมวัตถุดิบสมุนไพรบัวบก จำ�นวน 9 

ตัวอย่าง ในช่วงเดือนพฤษภาคม ถึง สิงหาคม 2560 

เปน็สมนุไพรสดจากแหลง่ธรรมชาติ ตรวจระบชุนดิให้

ทราบชือ่วทิยาศาสตร์ท่ีถกูต้องตามหลกัอนกุรมวิธาน

พืชจำ�นวน 1 ตัวอย่าง (authentic) และสมุนไพรแห้ง

จากร้านขายยาสมุนไพรจากภาคต่าง ๆ ในประเทศ 

จำ�นวน 8 ตวัอยา่ง ตวัอยา่งบวับกสดนำ�มาลา้งทำ�ความ

สะอาด หั่นเป็นชิ้น ๆ ผึ่งให้แห้ง จากนั้นนำ�มาอบใน 

ตู้อบร้อนที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 2 วัน นำ�

มาบดเปน็ผง นำ�ไปผ่านแร่งเบอร์ 180 แลว้เกบ็ใสข่วด

แก้วสีชาปิดสนิท ส่วนสมุนไพรแห้งนำ�มาอบในตู้อบ

ร้อนที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสจนแห้ง เป็นเวลา 1 

ชั่วโมง เพื่อไล่ความชื้น แล้วนำ�มาบดเป็นผง ผ่านแร่ง

เบอร์ 180 แลว้เกบ็ใสข่วดแกว้สชีาปดิสนทิ ตรวจสอบ

ตัวอยา่งท่ีนำ�มาศกึษาโดยนำ�ตวัอยา่งสมนุไพรมาตรวจ

เอกลกัษณท์างเคมดีว้ยวธีิโครมาโทกราฟชีนดิผวิบาง 

โดยเปรียบเทียบลักษณะโครมาโทแกรมกับตัวอย่าง
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อ้างอิง (authentic) 

		  1.2 ตัวอย่างสารสกัดบัวบก

	 	 นำ�ตัวอย่างวัตถุดิบสมุนไพรบัวบก (แห้ง) 

ที่ได้จาก ข้อ 1.1 จำ�นวน 9 ตัวอย่าง บดหยาบ แล้ว

นำ�มาสกัดด้วย 95% v/v ethanol โดยวิธี soxhlet 

extraction นำ�สารสกัดที่ได้มากรอง แล้วระเหยแห้ง

ด้วยเคร่ือง rotary evaporator แล้วเก็บสารสกัดใส่

ขวดแก้วสีชาปิดสนิท

		  1.3 ตัวอย่างสารสกัดบัวบกที่มีจำ�หน่ายใน

ท้องตลาด 

	 	 ซ้ือตัวอย่างสารสกัดบัวบกที่มีจำ�หน่ายใน

ทอ้งตลาด จำ�นวน 2 ตวัอยา่ง ไดแ้ก ่Centella extract 

(liquid) และ Pennywort extract powder นำ�มาเกบ็

ในขวดแก้วสีชาปิดสนิท

	 2.	 สารมาตรฐาน

	 	 asiaticoside ความบริสุทธ์ิ  ≥  98% 

(Chengdu Biopurify, China)

	 	 madecassoside ความบริสุทธ์ิ ≥ 98% 

(Chengdu Biopurify, China)

	 	 asiatic acid ความบริสทุธ์ิ ≥ 98% (Cheng-

du Biopurify, China)

	 	 madecassic acid ความบริสุทธ์ิ ≥ 98% 

(Chengdu Biopurify, China)

	 3.	 สารเคมีและตัวทำ�ละลาย

	 	 methanol (AR grade)

	 	 acetonitrile (HPLC grade)

	 	 น�้ำ (deionized water)

	 4.	 เครื่องมือ

	 	 AcquityTM Ultra Performance Liquid 

Chromatography - PDA detector 

		  (Water®, USA)

	 	 Mettler Toledo Analytical Balance

	 	 Retsch AS200 Basic Sieve

	 	 water bath

	 5.	 วัสดุวิทยาศาสตร์

	 	 AcquityTM UPLC column BEH C18, 

2.1 x 50 มิลลิเมตร, 1.7 ไมโครเมตร, PVDF mem-

brane filter 0.2 ไมโครเมตร, Membrane filter 0.45 

ไมโครเมตร, Nylon filter syringe 0.2 ไมโครเมตร, 

กระดาษกรองเบอร์ 4 และเครื่องแก้ว

วิธีการศึกษา

	 1.	 การพัฒนาวิ ธี วิ เคราะห์ป ริมาณสาร 

ไทรเทอร์พีนส์ ในวัตถุดิบและสารสกัดบัวบก

		  1.1 การเลือกชนิดของตัวทำ�ละลายในการ

สกัด

	 	 สกดัผงบัวบกน�ำ้หนกั 100 มลิลกิรัมด้วยน�ำ้

กลัน่, 50% (v/v) methanol และ methanol ปริมาตร 

25 มิลลิลิตร ด้วยวิธี reflux เป็นเวลา 30 นาที กรอง 

น�ำสารสกัดด้วยน�้ำ และ สารสกัด 50% (v/v) metha-

nol ไประเหยแห้งแล้วละลายกลับและปรับปริมาตร

ด้วย methanol จนครบ 50 มิลลิลิตร โดยใช้ volu-

metric flask ส่วนสารสกัด methanol ให้กรองแล้ว

ปรับปริมาตรด้วย methanol จนครบ 50 มิลลิลิตร 

โดยใช้ volumetric flask แล้วน�ำมาวิเคราะห์ด้วย

เคร่ือง UPLC เพื่อเปรียบเทียบความสามารถในการ

สกัดสารไทรเทอร์พีนส์ ได้แก่ asiaticoside (AS), 

madecassoside (MS), asiatic acid (AA) และ 

madecassic acid (MA) จากบัวบกของตัวท�ำละลาย

แต่ละชนิด

		  1.2 การศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการ

สกัด

	 	 สกัดตัวอย่างบัวบก น�้ำหนัก 100 มิลลิกรัม

ด้วย 50% (v/v) methanol ด้วยวิธี reflux เป็นเวลา 
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30, 60 และ 120 นาที กรองน�ำสารสกัดไประเหยแห้ง 

แล้วละลายกลบัและปรับปริมาตรด้วย methanol จน

ครบ 50 มิลลิลิตร โดยใช้ volumetric flask แล้วน�ำ

มาวิเคราะห์ด้วยเครื่อง UPLC เพื่อเปรียบเทียบระยะ

เวลาท่ีใช้ในการสกัดสารไทรเทอร์พีนส์ ได้แก่ AS, 

MS, AA และ MA จากบัวบก

		  1.3 ความยาวคล่ืนในการตรวจวเิคราะหส์าร 

asiaticoside (AS), madecassoside (MS), asiatic 

acid (AA) และ madecassic acid (MA)

	 	 วัดการดูดกลืนแสง UV ของสารไทร- 

เทอร์พีนส์ ได้แก่ AS, MS, AA และ MA เพื่อดู

ความยาวคลื่นที่สารนี้สามารถดูดกลืนแสงสูงสุด 

(lmax) ของสารแต่ละชนิด และวิเคราะห์สารละลาย

ตัวอย่างบัวบกโดยใช้ PDA เพื่อเลือกความยาวคลื่น

สำ�หรับการตรวจวัด AS, MS, AA และ MA โดยที่

ไม่พบการเกิด co-elute

	 	 1.4 วัฏภาคคงที่และวัฏภาคเคลื่อนที่

	 	 วัฏภาคคงที่ เปรียบเทียบผลของคอลัมน์

ชนิดต่าง ๆ ที่แตกต่างกัน ได้แก่ ชนิดอนุภาคภายใน

คอลัมน์ (BEH C18 และ BEH phenyl) ความยาว

คอลัมน์ (50 และ 100 มิลลิเมตร) โดยพิจารณาเลือก

คอลัมน์จากลักษณะ peak ของ AS, MS, AA และ 

MA (peak shape และ peak symmetry) และ 

retention time

	 	 วฏัภาคเคลือ่นท่ี ศกึษาชนดิและสดัสว่นของ

วัฏภาคเคลื่อนที่ โดยพิจารณาจาก peak shape และ 

retention time ของ AS, MS, AA และ MA ใน

สารละลายตัวอย่างบัวบก

		  1.5 การวเิคราะหป์ริมาณสารไทรเทอร์พนีส ์

asiaticoside (AS), madecassoside (MS), asiatic 

acid (AA) และ madecassic acid (MA) 

	 	 โดยสรุปวิธีจากผลการศึกษาข้อ 1.1-1.4

	 2.	 การทดสอบความใชไ้ดข้องวธีิวเิคราะหท์าง

เคมี

	 การทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ปริมาณ

สารไทรเทอร์พีนส์ (AS, MS, AA และ MA) ใน

วตัถดุบิและสารสกดับวับกทีพ่ฒันาขึน้ตามแนวปฏบัิติ

การทดสอบความถกูตอ้งของวธีิวเิคราะหท์างเคมโีดย

ห้องปฏิบัติการเดียว กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ 

กระทรวงสาธารณสุข[18]

		  2.1 ความเปน็เสน้ตรง (linearity) และช่วง

การวิเคราะห์ (range)

	 	 เตรียมสารละลายสารมาตรฐานจ�ำนวน 4 

ชนิด ได้แก่ AS, MS, AA และ MA ที่ 6 ระดับความ

เข้มข้น โดยมีความเข้มข้นของ AS, AA และ MA 

ตั้งแต่ 0.01-0.08 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ตามล�ำดับ และ 

MS ตัง้แต่ 0.03-0.2 มลิลกิรัม/มลิลลิติร โดยฉดีความ

เข้มข้นละ 3 ซ�ำ้ และวเิคราะห์ 3 คร้ัง ด้วยเคร่ือง UPLC 

น�ำค่า peak area และความเข้มข้นของสารละลาย 

AS, MS, AA และ MA ไปสร้าง calibration curve 

ศึกษา linearity โดยพิจารณาจาก coefficient (R2) 

และช่วงความเข้มข้นที่ท�ำการทดสอบ (range)

		  2.2 ความแม่น (accuracy) และความเท่ียง 

(precision)

	 	 เติมสารมาตรฐาน (spike) แต่ละชนิด ท่ี

ความเข้มข้นระดับต่าง ๆ ในช่วงการใช้งาน 3 ระดับ 

ลงใน sample blank แล้ววิเคราะห์ sample blank 

(unspiked) จ�ำนวน 6 ซ�้ำ และวิเคราะห์ spike 

sample ระดับละ 3 ซ�้ำ แต่ละซ�้ำท�ำ duplicate จาก

นั้นค�ำนวณค่า % recovery, %RSD และ HORRAT

	 	 C1-C2
	 % recovery =	 	 x 100
	 	 C3

	 เมื่อ	 C1	 คอื	 ความเข้มข้นของสารใน spike 
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sample

	 	 C2	 คือ	 ความเขม้ขน้ของสารใน sample 

blank

	 	 C3	 คือ	 ความเข้มข้นของสารที่เติมไป 

(analyte)

	 	 2.3 ขีดจำ�กัดของการตรวจพบ (limit of 

detection, LOD)

	 	 LOD คำ�นวณจากจุดตัดของกราฟมาตรฐาน

ท่ีใชเ้ตรียม sample blank เมือ่กราฟมาตรฐานโดยใช ้

spiked sample blank ที่ 6 ระดับความเข้มข้นของ

สารมาตรฐาน ระดับละ 3 ซ้ำ� จากนั้นคำ�นวณค่าเบี่ยง

เบนมาตรฐานของ y–intercept (Sy/x) และคำ�นวณคา่ 

LOD โดยคา่ LOD คอืคา่ความเขม้ขน้ท่ี response กบั 

y-intercept + 3Sy/x (คำ�นวณจากกราฟมาตรฐาน

ของสารแต่ละชนิด) 

		  2.4 ขีดจำ�กัดของการวัดเชิงปริมาณ (limit 

of quantitation, LOQ)

	 	 LOQ คำ�นวณโดย LOQ มีค่าเท่ากับ 10 เท่า

ของ Sy/x (คำ�นวณจากกราฟมาตรฐานของสารแต่ละ

ชนิด) 

		  2.5 ความจำ�เพาะ (specificity)

	 	 วิเคราะห์ method blank โดยสกัดและ

วิเคราะห์ตามวิธีท่ีพัฒนาใช้สารเคมีท้ังหมด แต่ไม่มี

ตัวอย่างเพ่ือตรวจสอบสารรบกวนที่อาจมาจากสาร

เคมีหรืออุปกรณ์ที่ใช้

	 3.	 การวิเคราะห์ปริมาณสารไทรเทอร์พีนส์ 

[asiaticoside (AS), madecassoside (MS), asiatic 

acid (AA) และ madecassic acid (MA)] ใน

วัตถุดิบและสารสกัดบัวบก

	 	 3.1	การวเิคราะหป์ริมาณสารไทรเทอร์พนีส ์

[asiaticoside (AS), madecassoside (MS), asiatic 

acid (AA) และ madecassic acid (MA)] ในวตัถดุบิ

และสารสกัดบัวบกที่เตรียมขึ้นในห้องปฏิบัติการ

	 	 วิเคราะห์ปริมาณสารไทรเทอร์พีนส์ (AS, 

MS, AA และ MA) ในวัตถดุบิสมนุไพรบัวบก จำ�นวน 

9 ตัวอย่าง ด้วยวิธีที่พัฒนาขึ้นในข้อ 1.5

		  3.2	การวิเคราะห์ปริมาณสารไทรเทอร์

พีนส์ [asiaticoside (AS), madecassoside (MS), 

asiatic acid (AA) และ madecassic acid (MA)] 

ในสารสกัดบัวบกท่ีขายในท้องตลาด (commercial 

extract)

	 	 วิเคราะห์ปริมาณสารไทรเทอร์พีนส์ (AS, 

MS, AA และ MA) ในสารสกัดบัวบก ที่มีจำ�หน่าย

ในท้องตลาด จำ�นวน 2 ตวัอยา่ง ดว้ยวธีิทีพ่ฒันาขึน้ใน

ข้อ 1.5 นำ�มาเปรียบเทียบกับสารสกัดบัวบกที่เตรียม

ขึ้นในห้องปฏิบัติการ

ผลการศึกษา

	 1.	 การพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณสารไทร- 

เทอร์พีนส์ ในวัตถุดิบบัวบก

	 	 1.1 ชนิดของตัวทำ�ละลายในการสกัด

	 	 ผลการศึกษาพบว่า เมื่อน�ำสารละลายท่ีได้

จากการสกดับวับกด้วย methanol, 50% v/v metha-

nol และ น�้ำกลั่น มาวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง UPLC พบ 

peak ของ AS, MS, AA และ MA ท่ี retention time 

0.928-0.930, 0.836-0.839, 1.602-1.604 และ 1.424-

1.427 นาที ตามล�ำดับ โดยการสกัดสารกลุ่มไทรเทอร์- 

พีนส์ ด้วย methanol ให้ปริมาณสารไทรเทอร์พีนส์

สูงสุด (ภาพที่ 3) 

	 	 ดงันัน้ ในการพฒันาวธีิวเิคราะห์ปริมาณ AS, 

MS, AA และ MA ในบัวบก จึงเลือกใช้ methanol 

เป็นตัวทำ�ละลายอินทรีย์ในการสกัดตัวอย่างบัวบก

	 	 1.2 ระยะเวลาที่เหมาะสมในการสกัด

	 	 ผลการศึกษาพบว่า เมื่อสกัดตัวอย่างบัวบก 
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ภาพที่ 3	 ผลการสกดัสาร asiaticoside (AS), madecassoside (MS), asiatic acid (AA) และ madecassic acid (MA) 

ในบัวบกด้วยตัวท�ำละลาย (i) น�้ำ, (ii) 50% (v/v) methanol และ (iii.) methanol

น้ำ�หนกั 200 มลิลกิรัม โดยการ reflux ดว้ย methanol 

เป็นเวลา 30, 60 และ 120 นาที แล้วนำ�มาวิเคราะห์

ปริมาณสารกลุม่ไทรเทอร์พนีสด์ว้ยเครือ่ง UPLC พบ

ว่าพื้นท่ีใต้กราฟของ peak ของ AS, MS, AA และ 

MA ทั้งการสกัดสารท่ีเวลา 1 และ 2 ชั่วโมง ไม่แตก

ต่างกัน (ภาพที่ 4) 

	 	 ดงันัน้ในการพฒันาวิธีวิเคราะห์ปริมาณสาร

ไทรเทอร์พีนสใ์นวตัถดุบิบวับกจงึเลอืกใช ้methanol 

เป็นตัวทำ�ละลาย และใช้เวลาในการสกัดท่ีเวลา 1 

ชั่วโมง

		  1.3 ความยาวคลื่นในการตรวจวิเคราะห์ 

สาร asiaticoside (AS), madecassoside (MS), 

asiatic acid (AA) และ madecassic acid (MA)

	 	 ความยาวคลื่นในการตรวจวิเคราะห์สาร 

AS, MS, AA และ MA วัดการดูดกลืนแสง UV ของ 

AS, MS, AA และ MA พบว่าการดูดกลืนแสงสูงสุด 

(lmax) มีค่าเท่ากับ 205 นาโนเมตร และเมื่อวิเคราะห์

สารละลายตัวอย่างบัวบก ด้วยเคร่ือง UPLC โดยใช้ 

PDA เป็น detector ที่ความยาวคลื่น 205 นาโนเมตร 

ไม่พบการเกิด co-elute ของสารอื่น 

		  1.4 วัฏภาคคงที่และวัฏภาคเคลื่อนที่

	 	 วัฏภาคคงที ่การเปรียบเทียบผลของคอลมัน์

ชนิดต่าง ๆ ที่แตกต่างกันในกรณีชนิดอนุภาคภายใน

คอลัมน์ พบว่า UPLC chromatographic finger-

print ของสารละลายตัวอยา่งบวับกและตรวจวดัดว้ย 

PDA ที่ความยาวคลื่น 205 นาโนเมตร โดยใช้ water 

และ acetonitrile เปน็วฏัภาคเคลือ่นที ่เมือ่ใช ้UPLC 

column ชนิด BEH C18, 2.1 x 50 มิลลิเมตร, 1.7 



278 วารสารการแพทย์แผนไทยและการแพทย์​ทางเลือก	 ปีที่ 18  ฉบับที่ 2  พฤษภาคม-สิงหาคม 2563

ภาพที่ 4	 ผลของระยะเวลาที่ใช้ในการสกัดสาร asiaticoside (AS), madecassoside (MS), asiatic acid (AA) และ 

madecassic acid (MA)ในบัวบกด้วยระยะเวลา (i) 30 นาที, (ii) 60 นาที, และ (iii.) 120 นาที

ไมโครเมตร พบ UPLC chromatogram ของสารกลุม่

ไทรเทอร์พนีส ์ไดแ้ก ่AS, MS, AA และ MA ที ่reten-

tion time 0.928-0.930, 0.836-0.839, 1.602-1.604 

และ 1.424-1.427 นาที ตามลำ�ดับ และสามารถแยก 

ออกจาก impurity อื่น ๆ ได้ดี จึงเลือกใช้ UPLC  

column ชนิดดังกล่าวในการวิเคราะห์ปริมาณสาร 

ไทรเทอร์พีนส์ในบัวบกที่ถูกพัฒนาขึ้น

	 	 วัฏภาคเคล่ือนที่ เมื่อเปลี่ยนองค์ประกอบ

ของวัฏภาคเคลื่อนที่ จาก acetonitrile เป็น metha-

nol พบว่า retention time ของสารกลุ่มไทรเทอร์-

พนีส ์ไดแ้ก ่AS, MS, AA และ MA เปลีย่นจาก 0.928 

เป็น 0.960, 0.836 เป็น 0.924, 1.602 เป็น 2.440 และ 

1.424 เป็น 1.594 นาที ตามลำ�ดับ นอกจากนี้ยังมีการ

แยก (resolution) ของสารกลุ่มไทรเทอร์พีนส์ ที่ด้อย

กว่าการใช้ acetonitrile เป็นส่วนผสม 

		  1.5 การวิเคราะห์ AS, MS, AA และ MA 

โดยสรุปวิธีจากผลการศึกษาข้อ 1.1-1.4

	 	 การวเิคราะหป์ริมาณสาร AS, MS, AA และ 

MA ในวัตถุดิบและสารสกัดบัวบก 

	 การเตรียมสารละลายตัวอย่างวัตถุดิบบัวบก

	 สกัดผงบัวบก น้ำ�หนัก 100 มิลลิกรัม ด้วย 

methanol ปริมาตร 25 มิลลิลิตร โดยวิธี reflux เป็น
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ตารางที่ 1 วัฏภาคเคลื่อนที่แบบ Gradient program

	time (min)	 flow (ml/min)	 water	 acetonitrile

	 initial	 0.6	 85	 15

	 1.5	 0.6	 40	 60

	 2.0	 0.6	 0	 100

	 3.0	 0.6	 0	 100

	 4.0	 0.6	 85	 15

เวลา 1 ชัว่โมง กรองและปรับปริมาตรดว้ย methanol 

จนครบ 50 มิลลิลิตร

	 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน AS, MS, AA 

และ MA

	 การเตรียมสารละลายตัวอย่างสารสกัดบัวบก

	 ชั่งสารสกัดบัวบกน�้ำหนัก 20 มิลลิกรัม ลงใน 

volumetric flask ขนาด 50 มลิลลิติร ละลายและปรับ

ปริมาตรจนครบ ด้วย methanol

	 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน

	 ชั่งสารมาตรฐาน AS, MS, AA และ MA น�้ำ

หนัก 30 มิลลิกรัม ละลายและปรับปริมาตรด้วย 

methanol จนครบ 250 มิลลิลิตร จากนั้นเจือจางให้

ได้ 6 ระดบั โดยสารละลายของสารมาตรฐาน AS, AA 

และ MA เตรียมความเข้มข้นที่ 0.01-0.08 มิลลิกรัม/

มิลลิลิตร และ สารละลายสารมาตรฐาน MS เตรียม

ความเข้มข้นที่ 0.03-0.2 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร

สภาวะของระบบโครมาโทกราฟี

	 วฏัภาคคงที ่Column: Acquity® UPLC BEH 

C18 1.7 µm, 2.1 x 50 mm

	 อุณหภูมิคอลัมน์ 40 องศาเซลเซียส

	 วัฏภาคเคลื่อนที่ Gradient Water: Acetoni-

trile 

	 อัตราการไหล 0.6 มิลลิลิตร/นาที

	 การตรวจวัดสาร PDA ที่ความยาวคลื่น 205 

นาโนเมตร

	 ปริมาตรการฉีด 4 ไมโครลิตร

	 2.	 การทดสอบความใช้ได้ของวิธวีเิคราะหท์าง

เคมี

	 การทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ปริมาณ

สาร AS, MS, AA และ MA ในวัตถุดิบและสารสกัด

บัวบกทีพ่ฒันาขึน้ตามแนวปฏบัิติการทดสอบความถกู

ต้องของวิธีวิเคราะห์ทางเคมีโดยห้องปฏิบัติการเดียว 

กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข[18] 

	 	 2.1	ความเปน็เสน้ตรง (linearity) และช่วง

การวิเคราะห์ (range)

	 	 การทดสอบความเป็นเส้นตรง (linearity) 

และช่วงการวิเคราะห์ (range) โดยฉีดสารละลายสาร 

AS, MS, AA และ MA ที ่6 ระดบัความเข้มข้น ความ

เข้มข้นละ 3 ซ�ำ้ และวเิคราะห์ 3 คร้ัง ด้วยเคร่ือง UPLC 

น�ำค่า peak area และความเข้มข้นของสารละลาย สาร

มาตรฐาน AS, MS, AA และ MA ไปสร้าง calibra-

tion curve ผลการศึกษาดังภาพที่ 5

	 จากภาพท่ี 5 พบวา่ calibration curve ของสาร

มาตรฐาน AS (i), MS (ii), AA (iii.) และ MA (iv) 

มีลักษณะเป็นเส้นตรง โดยสารมาตรฐาน AS, AA 

และ MA มีลักษณะเป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 

0.01-0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และ สารมาตรฐาน MS 

มีลักษณะเป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 0.03-0.21 

มิลลิกรัม/มิลลิลิตร โดยสารมาตรฐานท้ัง 4 ชนิด มี

ค่า coefficient (R2) เท่ากับ 0.999 

		  2.2	ความแม่น (accuracy) และความเทีย่ง 

(precision)

	 	 การทดสอบความแม่น (accuracy) โดยเตมิ

สารมาตรฐาน (spike) ที่ความเข้มข้นระดับต่าง ๆ ใน

ช่วงการใช้งาน 3 ระดับ ลงใน sample blank แล้ว
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ภาพที่ 5	 calibration curve ของสารละลายมาตรฐาน asiaticoside (i), asiatic acid (iii) และ madecassic acid 

(iii) ในช่วงความเข้มข้น 0.01-0.1 และ madecassoside (iv) ในช่วงความเข้มข้น 0.03-0.21 มิลลิกรัม/

มิลลิลิตร

วิเคราะห์ sample blank (unspiked) จ�ำนวน 6 ซ�้ำ 

และวิเคราะห์ spike sample ระดับละ 3 ซ�้ำ แต่ละซ�้ำ

ท�ำ duplicate ผลการศึกษาดังตารางที่ 2

		  2.3	ขีดจำ�กัดของการตรวจพบ (limit of 

detection, LOD)

	 	 พบว่า LOD ของ AS, MS, AA และ MA 

มีค่าเท่ากับ 0.0021, 0.0080, 0.0114 และ 0.01309 

มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ตามลำ�ดับ

	 	 2.4	ขีดจำ�กัดของการวัดเชิงปริมาณ (limit 

of quantitation, LOQ)

	 	 LOQ จากการคำ�นวณ ของ AS, MS, AA 

และ MA มีค่าเท่ากับ 0.0081, 0.0283, 0.0410 และ 

0.0473 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ตามลำ�ดับ

		  2.5 ความจำ�เพาะ (specificity)

	 	 วเิคราะห์ method blank สารรบกวน peak 

ของ AS, MS, AA และ MA

	 3.	 การพฒันาวธีิวเิคราะหป์ริมาณสาร asiati-

coside (AS), madecassoside (MS), asiatic acid 

(AA) และ madecassic acid (MA) ในวัตถดุบิและ

สารสกัดบัวบก 

	 	 3.1	การวเิคราะหป์ริมาณสารไทรเทอร์พนีส์ 

[asiaticoside (AS), madecassoside (MS), asiatic 

acid (AA) และ madecassic acid (MA)] ในวตัถดุบิ

และสารสกัดบัวบกที่เตรียมขึ้นในห้องปฏิบัติการ

	 ผลการวเิคราะห์ปริมาณ AS, MS, AA และ MA 

ในวัตถดุบิ จ�ำนวน 9 ตัวอย่าง พบว่า ปริมาณ AS, MS, 
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ตารางที่ 2	 ผลการศกึษาความแมน่และความเทีย่งของสาร asiaticoside, madecassoside, asiatic acid และ madecas-
sic acid 

	 %recovery

    analyte	 standard	 %spike	 individual	 average	 HORRAT**	 % recovery
	 addition level	 target		  		  criteria*

asiaticoside	 low level	 50	 100.62	 100.36	 0.06	 95-105	
	 		  100.22				   	
			   100.23
	 medium level	 100	 98.96	 99.20	 0.17	 95-105	
	 		  98.50				   	
			   99.15
	 high level	 150	 98.15	 98.14	 0.10	 95-105	
	 		  98.38				   	
			   97.83

madecassoside	 low level	 50	 104.55	 105.46	 0.29	 95-105	
	 		  105.90				   	
			   104.63
	 medium level	 100	 101.12	 102.56	 0.29	 95-105	
	 		  102.68				   	
			   102.74
	 high level	 150	 103.94	 102.59	 0.36	 95-105	
	 		  102.62				   	
			   102.99

asiatic acid	 low level	 50	 95.27	 94.71	 0.49	 95-105	
	 		  95.93				   	
			   93.02
	 medium level	 100	 104.49	 105.91	 0.29	 95-105	
	 		  106.06				   	
			   106.39
	 high level	 150	 104.47	 103.96	 0.21	 95-105	
	 		  104.54				   	
			   104.98

madecassic acid	 low level	 50	 102.36	 103.78	 0.24	 95-105
	 		  103.33
			   103.51
	 medium level	 100	 99.51	 99.02	 0.22	 95-105	
	 		  99.14				   	
			   98.79
	 high level	 150	 98.41	 99.14	 0.19	 95-105	
	 		  98.65				   	
			   99.95

*ตาม AOAC Peer-verified methods program on policies and procedures, Arlington, VA, USA (1998)
**การยอมรับความเที่ยง ประเมินจาก HORRAT (< 2)
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ตารางที่ 4	 ผลการวิเคราะห์ปริมาณสาร asiaticoside, madecassoside, asiatic acid และ madecassic acid ในสาร

สกัดบัวบก

	ตัวอย่าง	 asiaticoside	 madecassoside	 asiatic acid	 madecassic acid	 total triterpenes

	 1	 4.62	 21.92	 0.90	 1.01	 28.45
	 2	 7.74	 43.18	 0.97	 2.28	 54.17
	 3	 13.27	 63.47	 3.62	 1.83	 82.19
	 4	 12.87	 41.61	 0.42	 1.11	 56.02
	 5	 11.51	 39.65	 3.02	 2.41	 56.59
	 6	 2.12	 9.52	 3.42	 3.26	 18.33
	 7	 10.01	 45.78	 3.91	 2.94	 62.64
	 8	 2.40	 7.48	 3.91	 1.72	 15.51
	 9	 3.90	 12.51	 2.42	 1.67	 20.50
	ค่าเฉลี่ย	 7.61	 31.68	 2.51	 2.03	 43.82
	 SD	 4.48	 19.50	 1.39	 0.77	 23.65
Centella extract (liquid)	 21.87	 18.37	 -	 -	 40.24
Pennywort extract powder	 41.86	 27.15	 -	 -	 69.01

ตารางที่ 3	 ผลการวิเคราะหป์ริมาณสาร asiaticoside, madecassoside, asiatic acid และ madecassic acid ในวัตถดิุบ

บัวบกด้วยวิธี UPLC

	ตัวอย่าง	 asiaticoside	 madecassoside	 asiatic acid	 madecassic acid	 total triterpenes

	 1	 2.23	 10.62	 0.20	 0.21	 13.26
	 2	 2.32	 12.92	 0.13	 0.14	 15.51
	 3	 2.95	 14.10	 0.77	 0.74	 18.56
	 4	 2.23	 7.69	 0.52	 0.35	 10.80
	 5	 3.21	 15.01	 0.52	 0.49	 19.23
	 6	 0.69	 3.31	 0.99	 0.78	 5.76
	 7	 0.71	 2.23	 1.03	 0.54	 4.52
	 8	 2.24	 10.50	 0.83	 0.80	 14.37
	 9	 1.10	 3.53	 0.64	 0.35	 5.63
	ค่าเฉลี่ย	 1.97	 8.88	 0.63	 0.49	 11.96
	 SD	 0.92	 4.90	 0.32	 0.25	 5.61

AA และ MA ในวัตถุดิบบัวบก มีค่าระหว่าง 0.69-

3.23%, 2.23-15.15%, 0.13-1.03% และ 0.14-0.81% 

โดยน�้ำหนัก ตามล�ำดับ และมีค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

เท่ากับ 0.9, 4.75, 0.31 และ 0.24 ตามล�ำดับ และ ผล

การวิเคราะห์ปริมาณ AS, MS, AA และ MA ในสาร

สกดับัวบก มค่ีาระหว่าง 2.13-13.27%, 7.48-63.47%, 

0.42-3.91% และ 1.01-3.26% โดยน�ำ้หนกั ตามล�ำดบั 

และมีค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน เท่ากับ 0.9, 4.75, 0.31 

และ 0.24 ตามล�ำดับ (ตารางที่ 3-4 และภาพที่ 6-7)
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ภาพที ่6 ปริมาณสาร asiaticoside, madecassoside, asiatic acid และ madecassic acid ในวัตถุดิบบัวบก

ภาพที่ 7 ปริมาณสาร asiaticoside, madecassoside, asiatic acid และ madecassic acid ในสารสกัดบัวบก

		  3.2	การวิเคราะห์ปริมาณสารไทรเทอร์-

พีนส์ [asiaticoside (AS), madecassoside (MS), 

asiatic acid (AA) และ madecassic acid (MA)] 

ในสารสกัดบัวบกท่ีขายในท้องตลาด (commercial 

extract)

	 	 สารสกัดบัวบก commercial extract ซึ่งมี

จ�ำหน่าย 2 ชนิด คือ ชนิดผงแห้ง มีลักษณะเป็นผง

ละเอียดสีน�้ำตาลอ่อน และชนิดของเหลว เป ็น

ของเหลวใส ไม่มีสี เมื่อน�ำมาวิเคราะห์ปริมาณ AS, 

MS, AA และ MA พบว่าสารสกัดบัวบก commer-

cial extract พบเฉพาะพีคของ AS และ MS โดยมี

ปริมาณ AS, MS ในสารสกัดชนิดผงแห้ง 41.86 และ 
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27.15 และสารสกัดชนิดของเหลว เท่ากับ 21.87 และ 

18.37% โดยน�้ำหนัก

อภิปรายผล

	 บวับกเป็นสมนุไพรทีม่ศีกัยภาพเชงิพาณชิย์และ

มีประโยชน์ทั้งเป็นยาและเป็นผลิตภัณฑ์สุขภาพ 

สามารถน�ำมาพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์ต่าง ๆ  เช่น เครื่อง

ดื่มสมุนไพร ผลิตภัณฑ์เคร่ืองส�ำอาง มีรายงานการ

ศึกษาทางวิทยาศาสตร์ทางด้านเคมี เภสัชวิทยาและ

พษิวิทยามากมายทีส่นบัสนนุการใช้ แต่การพฒันาเป็น

ผลิตภัณฑ์นั้น ปัจจัยท่ีส�ำคัญหนึ่งท่ีควรค�ำนึงถึงคือ

ปัจจยัด้านคณุภาพของสมนุไพร เนือ่งจากบวับกมสีาร

ส�ำคญักลุม่ไทรเทอร์พนีส์ และไทรเทอร์พนีส์ไกลโคไซด์ 

ท่ีมีฤทธ์ิทางเภสัชวิทยา ในการวิเคราะห์ด้วยวิธีที่

พัฒนาขึ้นใช้ methanol ในการสกัดตัวอย่างวัตถุดิบ 

แล้วน�ำมาวเิคราะห์ด้วย Ultra Performance Liquid 

Chromatography (UPLC) ในการพฒันาวธีิวเิคราะห์

ปริมาณสารไทรเทอร์พีนส์เอสเตอร์ไกลโคไซด์ ได้แก่ 

asiaticoside, madecassoside และ ไทรเทอร์พีนส์ 

ได้แก่ asiatic acid และ madecassic acid ใน

วัตถุดิบและสารสกัดบัวบก จากการทดสอบความ

ใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ asiaticoside, madecasso-

side, asiatic acid และ madecassic acid พบว่าการ

วเิคราะห์มคีวามแม่นย�ำ โดยพจิารณาจาก %recovery 

ของการวิเคราะห์ spike sample อยู่ในเกณฑ์การ

ยอมรับ (95-105%) และค่า HORRAT อยู่ในเกณฑ์

การยอมรับ (HORRAT < 2) ซ่ึงแสดงว่าวิธีดังกล่าว

มคีวามเทีย่ง และสามารถน�ำไปใช้วิเคราะห์หาปริมาณ

สาร asiaticoside, madecassoside, asiatic acid 

และ madecassic acid ในตัวอย่างวัตถุดิบและสาร

สกัดบัวบก ส�ำหรับการควบคุมคุณภาพของวัตถุดิบ

และสารสกดับวับกต่อไป จากผลการวเิคราะห์ปริมาณ

สารไทรเทอร์พีนส์เอสเตอร์ไกลโคไซด์ ได้แก่ asiati-

coside, madecassoside และ สารไทรเทอร์พีนส์ 

ได้แก่ asiatic acid และ madecassic acid ใน

วตัถดุบิและสารสกดับวับก จ�ำนวน 9 ตัวอย่าง สามารถ

น�ำไปใช้เป็นข้อมูลเบ้ืองต้นในการก�ำหนดปริมาณสาร

ไทรเทอร์พนีส์เอสเตอร์ไกลโคไซด์ และสารไทรเทอร์-

พนีส์ ในบวับกได้ โดยก�ำหนดจากค่าเฉลีย่ของปริมาณ

สารกลุ่มไทรเทอร์พีนส์รวมในตัวอย่าง ลบด้วยค่า

เบี่ยงเบนมาตรฐาน โดยมีปริมาณ asiaticoside, 

madecassoside, asiatic acid และ madecassic 

acid ในวัตถุดิบมีค่าเท่ากับ 1.07, 4.13, 0.32 และ 

0.25% โดยน�้ำหนัก ตามล�ำดับ และในสารสกัดมีค่า

เท่ากับ 3.13%, 12.17%, 1.12%, 1.19% โดยน�้ำหนัก 

ตามล�ำดับ และสามารถน�ำไปใช้เป็นข้อมูลในการ

ก�ำหนดปริมาณสารไทรเทอร์พีนส์รวมในวัตถุดิบ

บัวบกและสารสกัด ซ่ึงมีค่าเท่ากับ 5.77%, 17.61% 

โดยน�้ำหนัก ตามล�ำดับ

	 จากผลการวิเคราะห์ปริมาณสารไทรเทอร์พีนส์

เอสเตอร์ไกลโคไซด์ ได้แก่ asiaticoside, madecas-

soside และ สารไทรเทอร์พีนส์ ได้แก่ asiatic acid 

และ madecassic acid ในวัตถุดิบบัวบกท่ีเก็บใน

ประเทศไทย เมือ่เปรียบเทยีบกบั WHO monograph 

และ USP monograph[17] ของสมุนไพรชนิดนี้ ซ่ึงมี

การก�ำหนดปริมาณสารไทรเทอร์พีนส์เอสเตอร์ไกล- 

โคไซด์ ได้แก่ asiaticoside และ madecassoside 

ควรมีปริมาณไม่น้อยกว่า 2.0% โดยน�้ำหนัก ซึ่งแสดง

ให้เห็นว่า สมุนไพรบัวบกของประเทศไทยมีคุณภาพ

ทีด่ ีและมปีริมาณสารส�ำคญัสงูกว่าทีม่าตรฐานก�ำหนด 

	 นอกจากนี้ การศึกษาคร้ังนี้ ยังได้เปรียบเทียบ

ในสารสกัดบัวบกท่ีเตรียมข้ึนในห้องปฏิบัติการ โดย

เปรียบเทียบกบัสารสกดัท่ีมขีายในท้องตลาด ม ี2 ชนดิ

คือ สารสกัด Centella extract ชนิดของเหลว และ 
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Pennywort extract powder ดลูกัษณะทางกายภาพ

และวิเคราะห์ปริมาณสารไทรเทอร์พีนส์ ได้แก่ asia-

ticoside, madecassoside, asiatic acid และ 

madecassic acid ในตวัอยา่งพบวา่ สารสกดับัวบกที่

เตรียมไดใ้นหอ้งปฏบิติัการ มลีกัษณะเป็นของแขง็กึง่

เหลว มสีเีขยีวออ่น จนกระทัง่สเีขยีวขีม้า้ มกีลิน่เฉพาะ

ตัว แต่สารสกัดบัวบกที่มีจำ�หน่ายในท้องตลาด ชนิด

ผง มลีกัษณะเป็นผงแหง้ ละเอยีด มสีเีหลอืงอมน้ำ�ตาล 

ไม่มีกลิ่น ผลการวิเคราะห์ปริมาณสารไทรเทอร์พีนส ์

ไดแ้ก ่asiaticoside, madecassoside, asiatic acid 

และ madecassic acid ในตัวอยา่ง พบว่า สารสกดัที่

เตรียมในห้องปฏบิติัการตรวจพบ สาร asiaticoside, 

madecassoside, asiatic acid และ madecassic 

acid ซ่ึงสารสกัดท่ีมีจำ�หน่ายในท้องตลาด ตรวจพบ

เฉพาะสารไทรเทอร์พีนส์เอสเตอร์ไกลโคไซด์ คือ 

asiaticoside และ madecassoside ไม่พบสารไทร- 

เทอร์พีนส์ asiatic acid และ madecassic acid 

	 นอกจากนี้ เมื่อพิจารณาสัดส่วนของสารไทร- 

เทอร์พนีสเ์อสเตอร์ไกลโคไซด ์คอื asiaticoside และ 

madecassoside จากตัวอย่างวัตถุดิบและสารสกัด

บัวบกท่ีเตรียมจากห้องปฏิบัติการพบว่า สัดส่วนของ

สารไทรเทอร์พีนสเ์อสเตอร์ไกลโคไซด ์คอื madecas-

soside จะมีปริมาณสูงกว่า asiaticoside โดยพบ

สัดส่วนของ asiaticoside ต่อ madecassoside 

ในสัดส่วนประมาณ 1:4 ในทุกตัวอย่าง สำ�หรับสาร

สกัดบัวบกที่มีจำ�หน่ายในท้องตลาดมีสัดส่วนของ 

madecassoside จะมีปริมาณต่ำ�กว่า asiaticoside 

โดยพบสัดส่วนของ asiaticoside ต่อ madecas-

soside ในสัดส่วนประมาณ 2:1

ข้อสรุป

	 วิธีวิเคราะห์ปริมาณ asiaticoside, madecas-

soside, asiatic acid และ madecassic acid ใน

ตวัอยา่งบวับกดว้ยเคร่ือง UPLC ทีพ่ฒันาขึน้ โดยสกดั

ผงบัวบก ด้วย methanol ปริมาตร 25 มิลลิลิตร โดย

วิธี reflux เป็นเวลา 1 ชั่วโมง กรองและปรับปริมาตร

ด้วย methanol จนครบ 50 มิลลิลิตร สำ�หรับสาร

สกดับัวบกโดยนำ�สารสกดัมาละลายและปรับปริมาตร

ด้วย methanol นำ�สารละลายดังกล่าว ปริมาตร 4 

ไมโครลิตร ฉีดเข้าสู่ระบบโครมาโทกราฟีของ UPLC 

Column: Acquity® UPLC BEH C18 1.7 µm, 2.1 

x 50 mm อุณหภูมิคอลัมน์ 40 องศาเซลเซียส และ

ใช้ Water:Acetonitrile เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ อัตรา

การไหล 0.6 มิลลิลิตร/นาที และตรวจวัดด้วย PDA 

ทีค่วามยาวคลืน่ 205 นาโนเมตร จะปรากฏ peak ของ 

asiaticoside, madecassoside, asiatic acid และ 

madecassic acid ท่ี retention time เท่ากบั 0.928-

0.930, 0.836-0.839, 1.602-1.604 และ 1.424-1.427 

นาที ตามลำ�ดับ ผลการทดสอบความใช้ได้ของวิธี

วิเคราะห์ดังกล่าว พบว่า calibration curve มีความ

เป็นเสน้ตรง โดยสารมาตรฐาน asiaticoside, asiatic 

acid และ madecassic acid มีลักษณะเป็นเส้นตรง

ในชว่งความเขม้ขน้ 0.01-0.1 มลิลกิรัม/มลิลลิติร และ 

สารมาตรฐาน madecassoside มีลักษณะเป็นเส้น

ตรงในชว่งความเขม้ขน้ 0.03-0.21 มลิลกิรัม/มลิลลิติร 

มีค่า coefficient (R2) เท่ากับ 0.999 ค่า % recovery 

ของสารทุกตัวอยู่ในช่วง 95-105% ค่า HORRAT 

เท่ากับ 0.06-0.3 ค่า LOD ของ asiaticoside, 

madecassoside, asiatic acid และ madecas-

sic acid มีค่าเท่ากับ 0.0021, 0.0080, 0.0114 และ 

0.01309 ตามลำ�ดับ และ LOQ มีค่าเท่ากับ 0.0081, 

0.0283, 0.0410 และ 0.0473 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  

ตามลำ�ดับ จากข้อมูลข้างต้นแสดงให้เห็นว่าวิธี

วิเคราะห์ท่ีพัฒนาข้ึนนี้มีความรวดเร็ว เหมาะสม 
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