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บทคัดย่อ

	 ปรมิาณสารส�ำคญัทีเ่ป็นองค์ประกอบในสมุนไพรเป็นตัวบ่งชีท้ีดี่ในการประเมินคณุภาพสมนุไพร โดยสามารถ

บอกได้ว่าสมุนไพรนั้นมีปริมาณสารส�ำคัญมากเพียงพอส�ำหรับการออกฤทธิ์หรือก่อให้เกิดพิษหรือไม่ การศึกษาวิจัย

ครัง้นี ้จงึท�ำการพฒันาวธีิวเิคราะห์เพือ่ตรวจหาปรมิาณสารไรนาแคนทิน-ซี ซ่ึงเป็นสารส�ำคญัท่ีเป็นองค์ประกอบหลกั

ในรากทองพันชั่ง โดยใช้เทคนิคโครมาโทรกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงหรือเอชพีแอลซี (High-Performance Liquid 

Chromatography: HPLC) ซึง่วธีิวเิคราะห์นีผ่้านการทดสอบความถกูต้องในหวัข้อความเฉพาะเจาะจง พสิยัและความ

เป็นเส้นตรง ความเที่ยง และความแม่น ท้ังนี้วิธีดังกล่าวสามารถแยกสารไรนาแคนทิน-ซี ออกจากองค์ประกอบ

ทางเคมีอื่นในตัวอย่างรากทองพันชั่งได้ จากการทดสอบวิธีวิเคราะห์พบว่าความเป็นเส้นตรงอยู่ในช่วงความเข้มข้น 

0.04-0.20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์ที่ 0.9995 การทดสอบความเท่ียงโดยการวิเคราะห์ซ�้ำ

ในสภาวะและเวลาเดียวกัน (precision) และการวิเคราะห์ซ�้ำในสภาวะเดียวกันแต่เปลี่ยนวันเวลาท่ีท�ำการวิเคราะห์ 

(intermediate precision) ให้ค่า %RSD เท่ากับ 0.39 และ 1.39 ตามล�ำดับ การทดสอบความแม่นให้ค่าร้อยละการคืน

กลับที่ระดับความเข้มข้นต�่ำ กลาง สูง เท่ากับร้อยละ 97.6, 97.5 และ 97.4 ตามล�ำดับ ผลการทดสอบแสดงให้เห็นว่า

วิธีที่พัฒนาขึ้นมานี้สามารถน�ำไปใช้ตรวจสอบปริมาณไรนาแคนทิน-ซี  ในวัตถุดิบรากทองพันชั่งได้
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Abstract

	 The quantity of a chemical constituent in a herb is a good indicator for quality assessment as the constituent 
can indicate that the herb has enough active component to ensure its efficacy, or whether it is toxic. Therefore, the 
researchers developed an analytical method for quantifying the amount of rhinacanthin-C, which is a major chemical 
constituent found in the roots of Rhinacanthus nasutus (thongphanchang in Thai) by using the High-Performance 
Liquid Chromatography (HPLC) technique. This method was validated for its specificity, linearity, precision and 
accuracy. The method could separate rhinacanthin-C from other chemical components in the sample of R. nasutus 
roots. The validation of this analytical method showed that the linearity was between 0.04 and 0.20 mg/mL and the 
correlation coefficient value was 0.9995. The precision and intermediate precision tests showed %RSD of 0.39% 
and 1.39%, respectively. The accuracy test showed %recovery at low, medium and high concentration levels of 
97.6%, 97.5% and 97.4%, respectively. The results suggest that the developed method can be used to quantify the 
amount of rhinacanthin-C in raw R. nasutus roots.

	 Key words:  Rhianacanthus nasutus root, rhinacanthin-C, method validation, assay, quality control

บทน�ำและวัตถุประสงค์ 

	 ทองพันชั่ง (Rhinacanthus nasutus (L.) 

Kurz) เป็นพืชในวงศ์ Acanthaceae กระจายพันธุ์

อยู ่ในอินเดีย จีน และเอเชียตะวันออกเฉียงใต้[1]  

การแพทย์แผนโบราณของไทยใช้รากทองพันชั่งเป็น

ยาแก้กลาก เกลื้อน ผื่นคัน[2] สารส�ำคัญที่เป็นองค์

ประกอบหลกัในสมนุไพรทองพนัชัง่คอืสารไรนาแคน

ทนิ-ซี (rhinacanthin-C) ซ่ึงเป็นสารกลุม่แนพโทควิ-

โนน (naphthoquinone)[3] โดยมีรายงานการศึกษา

ฤทธ์ิทางชวีภาพ เช่น ฤทธ์ิต้านแอนแอโรบคิแบคทีเรีย 

แกรมบวก (Streptococcus mutans และ Propioni-

bacterium acnes) และแอโรบิคแบคทเีรียแกรมบวก 

(Staphylococcus aureus และ S. epidermidis)[4], 

ฤทธ์ิต้านไวรัสกลุ ่ม Cytomegalovirus[5], ฤทธ์ิ

ยับยั้งเอนไซม์แอลฟา-กลูโคซิเดส[6], ฤทธ์ิต้านเชื้อ

รา Trichophyton rubrum, T. mentagrophytes 

และ Microsporum gypseum[7], ฤทธ์ิต้านการแพ้[8], 

ฤทธิ์ต้านการอักเสบ[9] และฤทธิ์ต้านไวรัสไข้หวัดใหญ่

สายพันธุ์ PR8, HRV1B และ CVB3[10] เป็นต้น 

ภาพที่ 1  โครงสร้างทางเคมีของสารไรนาแคนทิน-ซี



585J Thai Trad Alt Med	 Vol. 19  No. 3  Sep-Dec  2021

	 จากข ้อมูลข ้างต ้นจะเห็นได ้ว ่าทองพันชั่ง

เป็นสมุนไพรท่ีมีศักยภาพในการน�ำมาพัฒนาเป็น

ผลติภณัฑ์จากสมนุไพร และสารไรนาแคนทิน-ซีทีเ่ป็น

องค์ประกอบหลักในทองพนัชัง่เหมาะท่ีจะน�ำมาท�ำเป็น

สารส�ำคัญ (marker) ในการควบคุมคุณภาพวัตถุดิบ

สมุนไพรทองพันชั่ง จากการทบทวนวรรณกรรม

พบรายงานการศึกษาปริมาณสารไรนาแคนทิน-ซีใน

ใบทองพันชั่งด้วยวิธีเอชพีแอลซี[7] แต่ยังไม่พบการ

ศกึษาปริมาณไรนาแคนทนิ-ซีในรากทองพนัชัง่ จึงเป็น

ที่มาของงานวิจัยนี้ 

	 จากการศกึษาในปี 2009 ระบวุ่าการสกดัใบทอง 

พันชั่งด้วยตัวท�ำละลายเมทานอลจะท�ำให้ได้ปริมาณ

สารสกัดสูงที่สุด แต่การสกัดด้วยตัวท�ำละลาย

เอทิลอะซีเตทจะสามารถสกัดสารกลุ่มไรนาแคนทิน 

(rhinacanthins) ออกจากตัวอย่างใบทองพันชั่งได้ 

มากที่สุด[7] ผู ้วิจัยจึงเลือกตัวท�ำละลาย 2 ชนิดนี้

มาทดลองหาวิธีที่เหมาะสมในการเตรียมสารละลาย

ตัวอย่างในขั้นตอนการพัฒนาวิธีวิเคราะห์ จากนั้นได้

ทดสอบความถูกต้องของวิธีที่พัฒนาขึ้น เพื่อน�ำวิธี

วิเคราะห์ท่ีผ่านการทดสอบความถูกต้องแล้วไปใช้หา

ปริมาณไรนาแคนทนิ-ซีในวัตถดุบิรากทองพนัชัง่ต่อไป

ระเบียบวิธีศึกษา

1.  ตัวอย่างพืช 

	 ตัวอย่างที่ ใช ้ในการท�ำวิ จัยคร้ังนี้ผ ่านการ

ตรวจพิสูจน์เอกลักษณ์ว่าเป็นรากทองพันชั่งโดย 

อ.พท.นิรันดร์ วิพันธุ์เงิน อาจารย์ประจ�ำวิทยาลัย

เภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยรังสิต โดยรากทองพันชั่ง

สดเกบ็จากจงัหวดัก�ำแพงเพชร, สระแก้ว, ฉะเชงิเทรา, 

นครราชสมีา, กาญจนบรีุ, ระยอง, เพชรบรูณ์, ราชบรีุ, 

สกลนคร, ชุมพร, อุตรดิตถ์, สุโขทัย และอุดรธาน ี

น�ำมาล้างท�ำความสะอาดและอบให้แห้งในตู ้อบที่

อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง และ

ท�ำให้ขนาดเล็กลงโดยการบดและผ่านแร่งเบอร์ 80 

และรากทองพันชั่งแห้งซ้ือจากร้านขายสมุนไพรใน

จังหวัดสุราษฎร์ธานี, อุบลราชธานี และนนทบุรี น�ำมา

ลดขนาดและคัดขนาดโดยไม่ผ่านการล้างท�ำความ

สะอาดและอบแห้ง ซ่ึงตัวอย่างที่ใช้ในการทดสอบ

ความถกูต้องของวิธีวเิคราะห์คอื ตวัอย่างรากทองพนั

ชั่งที่ปลูกที่จังหวัดเพชรบูรณ์

2. สารเคมี

	 สารมาตรฐานไรนาแคนทิน-ซี แยกให้บริสุทธ์ิ

โดยสถาบันชีววิทยาศาสตร์ทางการแพทย์ กรม

วิทยาศาสตร์การแพทย์ ความบริสุทธิ์ร้อยละ 94.36

สารเคมเีกรดเอชพแีอลซี (HPLC grade) ได้แก่ เมทา-

นอลและอะซีโตไนไตรล์ (Macron Fine Chemicals, 

USA) สารเคมเีกรดงานวเิคราะห์ (analytical grade) 

ได้แก่ เมทานอล (Macron Fine Chemicals, USA) 

เอทิลอะซีเตท, กรดไฮโดรคลอริก, 30% ไฮโดรเจน

เปอร์ออกไซด์ และ โซเดียมไฮดรอกไซด์ เพลแล็ต 

(Carlo Erba, France) 

3. เครื่องมือและอุปกรณ์

	 เครื่องเอชพีแอลซี รุ่น alliance Waters 2695 

Separations module, Waters 2996 Photodiode 

Array Detector โปรแกรม Empower1 และรุ่น 

alliance Waters e2695 Separations module, 

Waters 2998 PDA Detector โปรแกรม Empower3 

(Waters, USA), คอลัมน์เอชพีแอลซี ชนิด C18 

ขนาด 4.6X150 มิลลิเมตร อนุภาค 5 ไมโครเมตร รุ่น 

Capcell Pak C18 MG-II รุ่นการผลิต BSII66 และ

รุ่นการผลติ BSII71 (Osaka soda, Japan), เคร่ืองชัง่



586 วารสารการแพทย์แผนไทยและการแพทย์​ทางเลือก	 ปีที่ 19  ฉบับที่ 3  กันยายน-ธันวาคม 2564

รุ่น XPE205 และรุ่น XP2U (Mettler, Switzerland), 

เคร่ืองเขย่าความถี่สูง รุ่น S 100 H (Elma, USA), 

อ่างน�้ำควบคุมอุณหภูมิ รุ่น WNE 22 (Memmert, 

Germany)

4. วิธีการศึกษา

	 4.1 การศกึษาเปรียบเทยีบตวัท�ำละลายและวธีิ

สกัดที่เหมาะสมในการเตรียมสารละลายตัวอย่าง

	 ชัง่ตวัอย่างรากทองพนัชัง่ 100 มลิลกิรัม เตมิตวั

ท�ำละลายเมทานอลปริมาตร 25 มลิลิลติร น�ำไปรีฟลักซ์ 

(reflux) ที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 

ชัว่โมง จากนัน้ระเหยตวัท�ำละลายออก แล้วละลายอกี

คร้ังด้วยเมทานอลปริมาตร 10 มลิลลิติร เปรียบเทียบ

กับการใช้เอทิลอะซีเตทในการสกัด และเปรียบเทียบ

การสกัดโดยวิธีรีฟลักซ์กับวิธีสกัดด้วยการเขย่าด้วย

เคร่ืองเขย่าความถีส่งู (sonicate) โดยใช้ตวัท�ำละลาย

เป็นเมทานอล ซึง่ใช้ตัวอย่าง 200 มิลลิกรัม และตัวท�ำ

ละลาย 20 มลิลลิติร เขย่าเป็นเวลา 10, 20 และ 30 นาที 

โดยท�ำการทดสอบตัวอย่างละ 2 ซ�้ำ

	 4.2 วิธีวิเคราะห์

	 การเตรียมสต๊อกสารละลายมาตรฐาน (stan-

dard stock solution)

	 ชั่งสารละลายมาตรฐานไรนาแคนทิน-ซี 5 

มลิลกิรัม ละลายด้วยเมทานอลใส่ในขวดปรับปริมาตร 

ขนาด 25 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วยเมทานอล แล้ว

เขย่าด้วยเคร่ืองเขย่าความถี่สูงเป็นเวลา 10 นาที จะ

ได้สารมาตรฐานที่มีความเข้มข้น 0.20 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร 

	 การเตรียมสารละลายมาตรฐานส�ำหรับสร้าง

กราฟมาตรฐาน (standard curve)

	 สร้างกราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างความเข้ม

ข้นของสารมาตรฐานที่ความเข้มข้น 0.04, 0.08, 0.12, 

0.16 และ 0.20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร กับพื้นที่ใต้พีค 

โดยปิเปตสต๊อกสารละลายมาตรฐาน 1, 2, 3 และ 4 

มิลลิลิตร ใส่ในขวดปรับปริมาตรขนาด 5 มิลลิลิตร 

แล้วปรับปริมาตรด้วยเมทานอล จะได้สารละลาย

มาตรฐานที่มีความเข้มข้น 0.04, 0.08, 0.12 และ 0.16 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล�ำดับ และที่ความเข้มข้น 

0.20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ให้น�ำสต๊อกสารละลาย

มาตรฐานท่ีเหลอืมาใช้โดยไม่ต้องเจือจางจากนัน้กรอง

สารละลายมาตรฐานทุกความเข้มข้นด้วยหัวกรอง

ชนิด PVDF ขนาด 0.45 ไมโครเมตร

	 การเตรียมสารละลายตัวอย่าง (sample solu-

tion)

	 ช่ังผงรากทองพนัช่ัง 50 มลิลกิรัม ใส่ในขวดปรับ

ปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วยเมทา-

นอล จากนั้นเขย่าด้วยเคร่ืองเขย่าความถี่สูงเป็นเวลา 

10 นาที แล้วกรองด้วยหัวกรองชนิด PVDF ขนาด 

0.45 ไมโครเมตร โดยเตรียมตัวอย่างจ�ำนวน 2 ซ�้ำ 

การวิเคราะห์ปริมาณสารไรนาแคนทิน-ซีด้วยเคร่ือง

เอชพีแอลซี

	 ใช้เครื่องเอชพีแอลซี ยี่ห้อ Waters โมเดล alli-

ance ที่ควบคุมการท�ำงานด้วยโปรแกรม Empower 

ในการทดสอบวิธีวิเคราะห์ โดยใช้คอลัมน์ชนิด C18 

ขนาด 4.6x150 มิลลิเมตร อนุภาค 5 ไมโครเมตร ตั้ง

ค่าอุณหภูมิคอลัมน์ท่ี 25 องศาเซลเซียส สารละลาย

ตัวพาที่ใช้ประกอบด้วย A คือ 0.1% กรดอะซีติกใน

น�้ำ และ B คือ อะซีโตไนไตรล์ โดยมีการเปลี่ยนแปลง

สัดส ่วนสารละลายตัวพาขณะท�ำการวิเคราะห ์ 

(gradient) ดังตารางที่ 1 ตั้งค่าอัตราการไหล 1 

มิลลิลิตรต่อนาที ปริมาตรการฉีด 50 ไมโครลิตร 

วดัค่าการดดูกลนืแสงท่ีความยาวคลืน่ 280 นาโนเมตร

	 การวิเคราะห์หาปริมาณสารส�ำคัญเร่ิมจากการ

ทดสอบความเหมาะสมของระบบ (system suit-
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ability) โดยการฉดีสารละลายมาตรฐานความเข้มข้น 

0.12 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 5 ซ�้ำ ซึ่งต้องได้ค่า %RSD 

≤ 2.0 จากนั้นฉีดสารละลายมาตรฐานความเข้มข้น

อื่นที่เหลือความเข้มข้นละ 2 ซ�้ำ และฉีดสารละลาย

ตัวอย่างตัวอย่างละ 2 ซ�้ำ น�ำข้อมูลความเข้มข้นของ

สารละลายมาตรฐานกับค่าเฉลี่ยของพื้นที่ใต้พีคมา

สร้างกราฟเพ่ือหาสมการเส้นตรง  (y = ax+b) และค่า

สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (correlation coefficient: r) 

แล้วค�ำนวณปริมาณไรนาแคนทนิ-ซีในตัวอย่าง โดยใช้

สมการ

	 R0 	= 	((rs-b)/a) 5 V 5 (100/Ws)

	 R0 	=	ปริมาณไรนาแคนทนิ-ซีในตวัอย่าง (ร้อยละ 

โดยน�้ำหนัก)

	 rs	 = พ้ืนท่ีใต ้พีคของไรนาแคนทิน-ซีใน

สารละลายตัวอย่าง

	 b	 =	ค่าจุดตัดแกน y (y-intercept) ที่ได้จาก

สมการเส้นตรง

	 a	 =	 ค่าความชนั (slope) ทีไ่ด้จากสมการเส้นตรง

	 V	 =	ปริมาตรสุดท้ายของสารละลายตัวอย่าง 

(มิลลิลิตร)

	 Ws	=	น�้ำหนักของตัวอย่าง (มิลลิกรัม) 

	 4.3 วธีิการทดสอบความถกูต้องของวธีิวเิคราะห์

และเกณฑ์การยอมรับ[11]

	 ความเฉพาะเจาะจง (specificity)

	 เปรียบเทียบพื้นที่ใต้พีคสารไรนาแคนทิน-ซีของ

สารละลายตัวอย่างที่เตรียมตามที่อธิบายไว้ในการ 

เตรียมสารละลายตัวอย่าง ซ่ึงมคีวามเป็นกรด-ด่าง (pH) 

ประมาณ 5 กับพื้นท่ีใต้พีคของสารละลายตัวอย่างที่

ผ่านการท�ำให้สลายตัว ซ่ึงเตรียมโดยชั่งผงตัวอย่าง

รากทองพันชั่ง 50 มิลลิกรัม ใส่ในขวดปรับปริมาตร

ขนาด 10 มิลลิลิตร น�ำไปทดสอบการสลายตัวใน

สภาวะเครียด (stress testing) จากนั้นปรับปริมาตร

ให้ครบ 10 มิลลิลิตรด้วยเมทานอล แล้วเขย่าด้วย

เคร่ืองเขย่าความถี่สูงเป็นเวลา 10 นาที โดยสภาวะที่

ใช้ทดสอบมีดังนี้

	 -	 การสลายตวัด้วยความร้อน (thermal degra-

dation): ต้มที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 3 ชั่วโมง[11] 

	 - 	การสลายตัวในสภาวะกรด (acid hydroly-

sis): เติมกรดไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 3 โนล่าร์ 3 

หยด ต้มที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 3 ชั่วโมง แล้ว

โดยเติมโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 5 โนล่าร ์

ประมาณ 2 หยด เพื่อปรับความเป็นกรด-ด่างให้อยู่ที่

ประมาณ 5[11]

	 -	 การสลายตัวในสภาวะด่าง (basic hydroly-

sis): เติมโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 5 โนล่าร์ 

3 หยด ต้มที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 3 ชั่วโมง 

แล้วโดยเติมกรดไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 3 โนล่าร ์

ประมาณ 5 หยด เพื่อปรับความเป็นกรด-ด่างให้อยู่

ที่ประมาณ 5[11]

	 - 	การสลายตัวด ้วยปฏิกิ ริยาออกซิเดชั่น 

(oxidation): เติม 30% ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 40 

ไมโครลิตร ต้มที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 5 นาที[11] 

	 - 	การสลายตัวด้วยแสง (photolysis): วางตัว

อย่างภายใต้แสงไฟที่ความเข้มแสง 10,000 ลักซ์ต่อ

ชั่วโมง เป็นเวลา 120 ชั่วโมง[11-12]

ตารางที่ 1  สัดส่วนสารละลายตัวพา

	เวลา (นาที)	 อัตราการไหล	 %A	 %B
		  (มิลลิลิตร/นาที)	

	 0	 1.0	 25	 75

	 20	 1.0	 25	 75

	 22	 1.0	 5	 95

	 27	 1.0	 5	 95

	 30	 1.0	 25	 75

	 35	 1.0	 25	 75
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	 เกณฑ์การยอมรับ คือ พีคไรนาแคนทิน-ซีต้อง

ไม่ถูกรบกวนด้วยพีคอื่น ๆ โดยพิจารณาจากค่ามุม

ความบริสทุธ์ิ (purity angle) ทีต่�ำ่กว่าค่าขดีแบ่งความ

บริสุทธิ์ (purity threshold)

	 การทดสอบพิสัยและความเป ็นเส ้นตรง 

(Range and Linearity)

	 เตรียมสารละลายมาตรฐานส�ำหรับสร้างกราฟ

มาตรฐานที่ความเข้มข้น 0.04, 0.08, 0.12, 0.16 และ 

0.20 มลิลกิรัมต่อมลิลลิติร มาฉดีภายใต้สภาวะเคร่ือง

ที่ผ่านการทดสอบความเหมาะสมของระบบ

	 เกณฑ์การยอมรับ คือ ค่าสัมประสิทธ์ิสห-

สัมพันธ์ (r) ≥ 0.995

	 การทดสอบความเที่ยง (Precision) 

	 เตรียมสารละลายตัวอย่างตามที่อธิบายใน

การเตรียมสารละลายตัวอย่างในหัวข้อวิธีวิเคราะห ์

โดยเตรียมตัวอย่างทั้งหมด 6 ตัวอย่าง

	 เกณฑ์การยอมรับ คือ ปริมาณไรนาแคนทิน-ซี

ในตัวอย่างทั้ง 6 ตัวอย่างมีค่า %RSD ≤ 2.0 

	 การทดสอบความแม่น (Accuracy)

	 เตรียมสารละลายตัวอย่างโดยชั่งผงรากทอง

พันชั่ง 25 มิลลิกรัม ใส่ในขวดปรับปริมาตรขนาด 10 

มิลลิลิตร แล้วเติมสต๊อกสารละลายมาตรฐานความ

เข้มข้น 0.20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 2, 3 และ 

4 มลิลลิติร เพือ่ให้ได้ความเข้มข้นของไรนาแคนทิน-ซี

ที่ระดับความเข้มข้นต�่ำ (67%), กลาง (100%) และสูง 

(133%) โดยเตรียมความเข้มข้นละ 3 ซ�้ำ จากนั้นปรับ

ปริมาตรด้วยเมทานอลแล้วน�ำไปเขย่าด้วยเคร่ืองเขย่า

ความถี่สูงเป็นเวลา 10 นาที

เกณฑ์การยอมรับ คอื ร้อยละการคนืกลบั (%recovery) 

ที่แต่ละระดับความเข้มข้นมีค่าอยู่ในช่วง 97-103 % 

และมีค่า %RSD ≤ 2.0

ผลการศึกษา

	 ผลการศึกษาเปรียบเทียบตัวท�ำละลายและวิธี

สกัดที่เหมาะสมในการเตรียมสารละลายตัวอย่าง

	 จากการทดลองหาวธีิเตรียมสารละลายตัวอย่าง

ที่เหมาะสมพบว่า การสกัดโดยการรีฟลักซ์ด้วยตัวท�ำ

ละลายเมทานอลและเอทิลอะซีเตทสามารถสกดัไรนา-

แคนทิน-ซีออกมาได้ในปริมาณใกล้เคยีงกนั ผูวิ้จัยจึง

ทดลองเตรียมสารละลายตัวอย่างโดยใช้ตัวท�ำละลาย

เป็นเมทานอลร่วมกบัการเขย่าด้วยเคร่ืองเขย่าความถี่

สงู ซ่ึงได้ผลไม่ต่างกบัวิธีรีฟลกัซ์ด้วยเอทิลอะซีเตท ดงั

แสดงในตารางที่ 2

	 เนื่องจากการเตรียมสารละลายตัวอย่างโดยใช้

ตัวอย่าง 200 มิลลิกรัม ตัวท�ำละลาย 20 มิลลิลิตร ให้

ค่าพืน้ท่ีใต้พคีท่ีใกล้เคยีงจุดสงูสดุของกราฟมาตรฐาน 

ดังนั้นในการเตรียมสารละลายตัวอย่างเพื่อทดสอบ

ความถกูต้องของวธีิวเิคราะห์ผู้วจัิยจึงปรับลดปริมาณ

ตัวอย่างลงเป็น 50 มิลลิกรัม ละลายในตัวท�ำละลาย 

10 มิลลิลิตร เพื่อให้ค่าพื้นที่ใต้พีคอยู่ในช่วงกึ่งกลาง

กราฟมาตรฐาน 

ตารางที่ 2	 ปริมาณไรนาแคนทิน-ซีที่ได้จากการสกัดด้วย

วิธีต่าง ๆ

วิธีสกัด		  ปริมาณไรนาแคนทิน-ซี
		  (%w/w) ± %RPD

	 เมทานอล	 1.98 ± 0.92

	 เอทิลอะซีเตท	 2.01 ± 0.26

การเขย่าด้วย	
เครื่องเขย่า	
ความถี่สูงโดย	
ใช้ตัวทำ�ละลาย
เป็นเมทานอล 

10 นาที	 2.01 ± 0.10

20 นาที	 2.02 ± 0.40 

30 นาที	 2.04 ± 0.36

รีฟลักซ์
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	 ผลการทดสอบความเฉพาะเจาะจง

	 จากการทดสอบฉีดตัวท�ำละลายเมทานอลและ

สารละลายมาตรฐานพบว่า ตวัท�ำละลายไม่มสีญัญาณ

รบกวนพีคของไรนาแคนทิน-ซีซ่ึงมีค่ารีเทนชั่นไทม์

หรืออาร์ที (retention time: RT) ประมาณ 13.3 

นาที เมื่อน�ำสารละลายตัวอย่างที่ถูกท�ำให้สลายตัวใน

สภาวะต่าง ๆ มาวิเคราะห์เปรียบเทียบกับสารละลาย

ตัวอย่างท่ีไม่ถูกท�ำให้สลายตัวด้วยเทคนิคเอชพีแอล

ซีพบว่าสารไรนาแคนทิน-ซีทนต่ออุณหภูมิสูงและ

สภาวะกรดได้ดี แต่มีแนวโน้มที่จะสลายตัวเมื่ออยู่ใน

สภาวะด่างและเมื่อเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่น ดังแสดง

ในตารางที่ 3

	 วธีิวเิคราะห์ทีพ่ฒันาขึน้นีส้ามารถแยกไรนาแคน- 

ทิน-ซีออกจากองค์ประกอบทางเคมีอื่นในสารละลาย

ตัวอย่างรากทองพันชั่งได้ และยังสามารถแยกไรนา-

แคนทิน-ซีออกจากสารท่ีเกิดจากการสลายตัวของ

สารไรนาแคนทิน-ซีในสภาวะเครียดได้อีกด้วย ดัง

แสดงในภาพที่ 3

	 ผลการทดสอบพิสัยและความเป็นเส้นตรง

	 จากการสร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างความ

เข้มข้นของสารมาตรฐานไรนาแคนทิน-ซีท่ีความเข้ม

ข้น 0.04, 0.08, 0.12, 0.16 และ 0.20 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร กับพื้นที่ใต้พีค พบว่าได้ค่าสัมประสิทธิ์สห-

สัมพันธ์เท่ากับ 0.9995 ดังแสดงในภาพที่ 2

	 ผลการทดสอบความเที่ยง

	 การวิเคราะห์ซ�ำ้ในสภาวะและเวลาเดยีวกนั (re-

peatability) พบว่ามค่ีา %RSD เท่ากบั 0.39 และการ

วิเคราะห์ซ�้ำในสภาวะเดียวกันแต่เปลี่ยนนักวิเคราะห์ 

วันเวลาท่ีท�ำการวิเคราะห์ และเคร่ืองมือท่ีใช้ในการ

วิเคราะห์ (intermediate precision)  พบว่ามีค่า 

%RSD เท่ากับ 0.98, 1.39 และ 0.63 ตามล�ำดับ ดัง

แสดงในตารางที่ 4

	 ผลการทดสอบความแม่น

	 จากการทดสอบความแม่นที่ระดับความเข้ม

ข้นต�่ำ กลาง และสูง พบว่า ได้ค่าร้อยละการคืนกลับ 

ร้อยละ 97.55, 97.47 และ 97.44 ตามล�ำดับ ดังแสดง

ในตารางที่ 5 

	 ผลการวเิคราะห์ปริมาณสารไรนาแคนทิน-ซใีน

ตัวอย่างรากทองพันชั่ง

	 หลังจากผ่านการทดสอบความถูกต้องของวิธี

วเิคราะห ์ผูว้ิจยัได้น�ำวธิทีีพ่ฒันาขึน้มานี้ใช้หาปรมิาณ

ไรนาแคนทิน-ซีในรากทองพันช่ังจ�ำนวน 16 ตัวอย่าง 

โดยท�ำการวเิคราะห์ตวัอย่างละ 2 ซ�ำ้ พบว่ารากทองพนั

ชัง่มปีริมาณไรนาแคนทนิ-ซีเฉลีย่ร้อยละ 1.74 ± 0.38 

โดยน�ำ้หนกั (%w/w) ซ่ึงแต่ละตวัอย่างมปีริมาณไรนา

แคนทิน-ซีดังแสดงในตารางที่ 6

ตารางที่ 3	 การสลายตัวของสารไรนาแคนทิน-ซีในตัวอย่าง

ที่ผ่านการทดสอบในสภาวะต่าง ๆ

การทดสอบ 	 ร้อยละการสลายตัว

การสลายตัวด้วยความร้อน	 3

การสลายตัวในสภาวะกรด	 6

การสลายตัวในสภาวะด่าง	 98

การสลายตัวด้วยปฏิกิริยาออกซิเดชั่น	 47

การสลายตัวด้วยแสง	 13

ภาพที่ 2	 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหว่างความเข้มข้นของ

สารมาตรฐานไรนาแคนทิน-ซีกับพื้นที่ใต้พีค
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ภาพที่ 3	 โครมาโตแกรมของสารละลายมาตรฐานและสารละลายตัวอย่างที่ผ่านการทดสอบในสภาวะต่าง ๆ
a. = ตวัทำ�ละลายเมทานอล, b.= สารละลายมาตรฐานไรนาแคนทนิ-ซี, c. = ตวัอยา่งทีเ่ตรยีมโดยไมผ่า่นการทดสอบในสภาวะเครียด, 
d. = ตัวอย่างที่ผ่านการทดสอบการสลายตัวด้วยความร้อน, e. = ตัวอย่างที่ผ่านการทดสอบการสลายตัวในสภาวะกรด, f. = ตัวอย่าง
ที่ผ่านการทดสอบการสลายตัวในสภาวะด่าง, g. = ตัวอย่างที่ผ่านการทดสอบการสลายตัวด้วยปฏิกิริยาออกซิเดชั่น, h. = ตัวอย่างที่
ผ่านการทดสอบการสลายตัวด้วยแสง
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ตารางที่ 4  ผลการศึกษาความเที่ยง

		  		  การวิเคราะห์ซ�้ำ	 การวิเคราะห์ซ�้ำ
				    ในสภาวะเดียวกัน	 ในสภาวะเดียวกัน
		   		  แต่ เปลี่ยนวันเวลา	 แต่เปลี่ยนเครื่องมือ
				    ที่ท�ำการวิเคราะห์	  ที่ใช้ในการวิเคราะห์

ตัวอย่างที่ 1	 1.70	 1.67	 1.74	 1.72

ตัวอย่างที่ 2	 1.68	 1.67	 1.75	 1.69

ตัวอย่างที่ 3	 1.70	 1.68	 1.75	 1.71

ตัวอย่างที่ 4	 1.69	 1.65	 1.73	 1.70

ตัวอย่างที่ 5	 1.69	 1.66	 1.72	 1.70

ตัวอย่างที่ 6	 1.70	 1.66	 1.74	 1.71

ค่าเฉลี่ย ± %RSD	 1.69 ± 0.39	 1.67 ± 0.57	 1.74 ± 0.70	 1.71 ± 0.55

ความเที่ยงของการเปลี่ยนนักวิเคราะห์	 ค่าเฉลี่ย ± %RSD	 1.68 ± 0.98

ความเที่ยงของการเปลี่ยนวันเวลาที่ท�ำการ
		  ค่าเฉลี่ย ± %RSD	 1.72 ± 1.39
วิเคราะห์

ความเที่ยงของการเปลี่ยนเครื่องมือวิเคราะห์	 ค่าเฉลี่ย ± %RSD	 1.70 ± 0.63

ตารางที่ 5 ผลการทดสอบความแม่นของวิธีที่ระดับความเข้มข้นต่ำ� กลาง และสูง

ตัวอย่างรากทองพันชั่ง	 ร้อยละการคืนกลับที่ระดับ	 ร้อยละการคืนกลับที่ระดับ	 ร้อยละการคืนกลับที่ระดับ

 ที่ใช้ศึกษาความแม่น	 ความเข้มข้นต�่ำ	 ความเข้มข้นกลาง	 ความเข้มข้นสูง

ตวัอย่างที่ 1	 99.63	 97.08	 97.92

ตัวอย่างที่ 2	 97.92	 96.84	 97.36

ตัวอย่างที่ 3	 95.09	 98.49	 97.06

ค่าเฉลี่ย ± %RSD	 97.55 ± 1.92	 97.47 ± 0.75	 97.44 ± 0.37

อภิปรายผล

	 จากผลการทดลองหาตัวท�ำละลายและวิธีที่

เหมาะสมในการเตรียมสารละลายตัวอย่างพบว่า การ

สกัดด้วยเมทานอลร่วมกับการเขย่าด้วยเคร่ืองเขย่า

ความถี่สูง ให้ผลไม่ต่างจากการสกัดโดยวิธีรีฟลักซ์

ด้วยเอทลิอะซเีตท[7] ผูว้จัิยจึงเลอืกใช้เมทานอลเป็นตวั

ท�ำละลาย ร่วมกับการเขย่าด้วยเครื่องเขย่าความถี่สูง

เป็นเวลา 10 นาท ีในการสกดัสารไรนาแคนทนิ-ซีออก

จากรากทองพันชั่ง เนื่องจากเป็นวิธีที่ง่ายและสะดวก

	 ในข้ันตอนการพัฒนาวิเคราะห์ผู้วิจัยเลือกใช้

สารละลายตัวพาท่ีประกอบด้วย 0.1% กรดอะซีติก

ในน�้ำ และอะซีโตไนไตรล์ เนื่องจากสารละลาย 0.1% 

กรดอะซีติกในน�้ำมีค่าความเป็นกรด-ด่างประมาณ 

3.3 ซึ่งอยู่ในช่วงที่เหมาะสมส�ำหรับคอลัมน์ที่เลือกใช้ 

และจากการทดลองปรับสัดส่วนสารละลายตัวพาพบ

ว่าสัดส่วนของเฟสน�้ำท่ีมากขึ้นจะสามารถแยกสารที่

การวิเคราะห์ซ�้ำ
ในสภาวะและ
เวลาเดียวกัน

การวิเคราะห์ซ�้ำใน
สภาวะเดียวกันแต่
เปลี่ยนนักวิเคราะห์

ตัวอย่าง
รากทองพันชั่ง

ที่ใช้ศึกษาความเที่ยง
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เป็นองค์ประกอบในสารละลายตัวอย่างออกจากกนัได้

ดขีึน้ แต่มข้ีอเสยีคอืจะใช้เวลาในการวิเคราะห์นานขึน้ 

	 สารละลายตัวพาที่เหมาะสมในการแยกพีค 

ไรนาแคนทนิ-ซีออกจากพคีของสารอืน่ๆ ในสารละลาย

ตวัอย่าง คอื 0.1% กรดอะซีตกิในน�ำ้และอะซีโตไนไตรล์ 

ในอัตราส่วน 75 และ 25 ซึ่งสารละลายตัวพาสัดส่วน

นีส้ามารถแยกสารทีเ่ป็นองค์ประกอบหลกัในรากทอง

พันชั่งได้ 4 พีค โดยพีคไรนาแคนทิน-ซีมีค่าอาร์ท ี

ประมาณ 13.3 นาที ซึ่งแยกออกจากพีคอื่นได้ดีโดยมี

ค่าการแยก (resolution) มากกว่า 2

	 เพ่ือยดือายกุารใช้งานของคอลมัน์และลดปัญหา

การถูกรบกวนจากพีคอ่ืนในการวิเคราะห์ ผู้วิจัยจึง

ใช้สารละลายตัวพาที่มีการเปลี่ยนแปลงสัดส่วนขณะ

ท�ำการวเิคราะห์โดยเพิม่สดัส่วนของอะซีโตไนไตรล์ให้

สูงในช่วงท้ายเพื่อชะสารที่ไม่มีขั้วอื่น ๆ ในสารละลาย

ตัวอย่างออกจากคอลัมน์ แล้วจึงค่อยเปลี่ยนสัดส่วน

สารละลายตัวพากลับเป็นสัดส่วนเดิมก่อนจะฉีด

สารละลายตัวอย่างถัดไป

	 สารมาตรฐานไรนาแคนทิน-ซีดดูกลนืแสงได้ดทีี่

ความยาวคลื่น 249.9, 280.9 และ 332.4 นาโนเมตร 

โดยท่ีความยาวคลืน่ท่ี 250 นาโนเมตร จะให้สญัญาณ

พคีของสารไรนาแคนทิน-ซีสงูสดุแต่ผู้วิจัยเลอืกตรวจ

วัดการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร 

เนื่องจากให้ค่าการแยกพีคไรนาแคนทิน-ซีออกจาก

พีคอื่นดีกว่าที่ความยาวคลื่น 250 นาโนเมตร

	 การทดสอบสารละลายตัวอย่างเพื่อดูการสลาย

ตารางที่ 6 ปริมาณไรนาแคนทิน-ซีในตัวอย่างรากทองพันชั่ง 16 ตัวอย่าง

	 แหล่งที่มา	 ปริมาณสารไรนาแคนทิน-ซี (ร้อยละโดยน�้ำหนัก)

		  ตัวอย่างที่ 1	 ตัวอย่างที่ 2	 ค่าเฉลี่ย ± %RPD

ก�ำแพงเพชร		  2.21	 2.17	 2.19 ± 2.10
สระแก้ว		  1.41	 1.41	 1.41 ± 0.52
ฉะเชิงเทรา		  2.14	 2.09	 2.12 ± 2.28
นครราชสีมา		  2.99	 3.04	 3.01 ± 1.78
กาญจนบุรี		  1.90	 1.88	 1.89 ± 0.74
ระยอง		  2.09	 2.10	 2.10 ± 0.41
เพชรบูรณ์		  1.74	 1.74	 1.74 ± 0.70
ราชบุรี		  1.96	 1.98	 1.97 ± 1.11
สกลนคร		  2.02	 2.03	 2.03 ± 0.17
ชุมพร		  1.78	 1.79	 1.79 ± 0.38
อุตรดิตถ์		  1.82	 1.85	 1.84 ± 1.78
สุโขทัย		  1.62	 1.61	 1.62 ± 0.94
อุดรธานี		  1.08	 1.09	 1.08 ± 1.47
สุราษฎร์ธานี		  2.10	 2.10	 2.10 ± 0.20
อุบลราชธานี		  1.11	 1.12	 1.11 ± 0.16

นนทบุรี		  1.18	 1.17	 1.18 ± 0.22

*ข้อมูลที่เป็น outlier ไม่ได้น�ำมาค�ำนวณค่าเฉลี่ย (ตัด outlier โดยใช้วิธี interquartile range)
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ตัวภายใต้สภาวะต่างๆชี้ให้เห็นว่าสารไรนาแคนทิน-ซี

ไม่คงในสภาวะด่างและไม่คงตัวเมื่อเกิดปฏิกิริยา 

ออกซิเดชั่น ในการท�ำวิจัยครั้งนี้คณะผู้วิจัยไม่ได้

ศึกษาสารที่เกิดจากการสลายตัวของไรนาแคนทิน-ซี

ในแต่ละสภาวะว่าเป็นสารใด และเป็นสารท่ีมฤีทธ์ิหรือ

มพีษิหรือไม่ หากมผีูส้นใจน�ำสารไรนาแคนทนิ-ซีไปใช้

ประโยชน์ในการพัฒนาต�ำรับยาในอนาคตอาจต้องมี

การศึกษาเรื่องดังกล่าวเพิ่มเติม

ข้อสรุป

	 จากผลการทดสอบความถกูต้องของวธีิวเิคราะห์ 

พบว่าวธีิทีพ่ฒันาขึน้มานีม้คีวามเฉพาะเจาะจงสามารถ

แยกไรนาแคนทิน-ซีออกจากสารอื่น ๆ ในสารละลาย

ตัวอย่างได้ ค่าความเป็นเส้นตรงของสารมาตรฐาน

ไรนาแคนทิน-ซีอยู่ในช่วงความเข้มข้น 0.04-0.20 

มลิลกิรัมต่อมลิลลิติร ซ่ึงให้ค่าสมัประสทิธ์ิสหสมัพนัธ์ 

0.9995 การทดสอบความเทีย่งโดยการวิเคราะห์ซ�ำ้ใน

สภาวะและเวลาเดยีวกนั กบัการวิเคราะห์ซ�ำ้ในสภาวะ

เดียวกันแต่เปลี่ยนวันเวลาที่ท�ำการวิเคราะห์ให้ค่า 

%RSD เท่ากับ 0.39% และ 1.39% ตามล�ำดับ การ

ทดสอบความแม่นให้ค่าร้อยละการคืนกลับที่ระดับ

ความเข้มข้นต�่ำ กลาง และสูง ร้อยละ 97.55, 97.47 

และ 97.44 ตามล�ำดับ แสดงให้เห็นว่าวิธีวิเคราะห์ที่

พฒันาขึน้มานีม้คีวามเหมาะสมท่ีจะน�ำมาใช้ในการหา

ปริมาณไรนาแคนทิน-ซีในรากทองพันชั่ง 

	 จากการน�ำวธีิท่ีผ่านการทดสอบความถกูต้องแล้ว 

มาวเิคราะห์หาปริมาณสารไรนาแคนทนิ-ซีในตวัอย่าง

รากทองพนัชัง่จ�ำนวน 16 ตวัอย่าง พบว่าปริมาณไรนา- 

แคนทนิ-ซีท่ีพบในตัวอย่างวตัถดุบิรากทองพนัชัง่มค่ีา

เฉลี่ยอยู่ที่ร้อยละ 1.74 ± 0.38 โดยน�้ำหนัก

กิตติกรรมประกาศ

	 ขอขอบคุณ ดร.ภญ.ปฐมาพร ปรึกษากรและ

คณะ จากสถาบันชีววิทยาศาสตร์ทางการแพทย์ 

กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์เป็นอย่างสูง ส�ำหรับการ

เอื้อเฟื้อสารมาตรฐานไรนาแคนทิน-ซีท่ีใช้ในการวิจัย

ในครั้งนี้
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