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บทคัดย่อ

	 สารออกฤทธ์ิส�ำคัญของกวาวเครือขาวคือสารไมโรเอสตรอล (miroestrol) ซึ่งพบว่าปริมาณที่ตรวจพบตาม

ธรรมชาติมีความแปรปรวนสูง ดังนั้นจ�ำเป็นต้องมีการควบคุมคุณภาพของวัตถุดิบและผลิตภัณฑ์ เพื่อประสิทธิผล

และความปลอดภัยของผู้บริโภค การศึกษาน้ีจึงมีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะห์ปริมาณสารส�ำคัญ 

ไมโรเอสตรอล ด้วยวธีิ UPLC ในตัวอย่างผลติภณัฑ์แคปซูลกวาวเครอืขาว โดยการสกดัตัวอย่างผงยาด้วยเอทานอล  แล้ว

ท�ำให้บรสิทุธ์ิมากข้ึนด้วย SPE ชนดิซิลกิา จากน้ันตรวจวเิคราะห์โดยระบบ UPLC โดยใช้คอลมัน์ BEH C18 (100x2.1 

มิลลิเมตร, 1.7 ไมครอน) และใช้เฟสเคลื่อนที่ ซึ่งประกอบด้วยน�้ำ และอะซิโตไนไตรล์ ที่อัตราการไหล 0.5 มิลลิลิตร

ต่อนาท ีท�ำการตรวจวดัทีค่วามยาวคลืน่ 214 นาโนเมตร ผลการทดสอบความถกูต้องของวธีิตาม ICH guideline พบว่า 

ช่วงการวิเคราะห์ที่ทดสอบคือ 0.001-0.1 มิลลิกรัมต่อกรัม ให้ความสัมพันธ์เป็นเส้นตรง มีค่า correlation coefficient 

(r) เท่ากับ 0.9999 ค่า %RSD ของการทดสอบความเที่ยงของวิธีในหัวข้อ repeatability และ intermediate precision 

เท่ากับ 2.06 และ 3.02 ตามล�ำดับ ค่า %recovery ของวธีิอยูใ่นช่วง 102-105% ค่า LOD และ LOQ ของสารไมโรเอสตรอล 

เท่ากับ 0.5 และ 1 ไมโครกรัมต่อกรัม ผลการตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างผลิตภัณฑ์แคปซูลกวาวเครือขาวด้วยวิธีที่พัฒนา

ได้นี ้พบว่า สามารถตรวจพบสารไมโรเอสตรอล ได้จ�ำนวน 9 ตัวอย่าง จากตัวอย่างทัง้หมด 22 ตัวอย่าง โดยมีความเข้ม

ข้นอยู่ในช่วง 1.40-15.68 ไมโครกรัมต่อกรัม สรุปได้ว่าวิธีนี้มีความเหมาะสม สามารถน�ำไปใช้เป็นวิธีตรวจวิเคราะห์

สารไมโรเอสตรอล ในตัวอย่างผลิตภัณฑ์แคปซูลกวาวเครือขาวได้เป็นอย่างดี

	 คำ�สำ�คัญ:  ไมโรเอสตรอล, กวาวเครือขาว, UPLC
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Abstract

	 The main active compound of Pueraria spp. (kwao kkruea khao in Thai) is miroestrol, whose content has been 
found to be highly variable in nature. Thus, it is necessary to control the quality of raw materials and products to 
ensure their efficacy and consumers’ safety. This study aimed to develop and validate a UPLC method for analysis 
of miroestrol in kwao khruea khao capsules. Each of the samples was extracted with ethanol and the extract obtained 
was cleaned up with a Sep-Pak si SPE cartridge. Miroestrol in the extract was separated on a BEH c18 (100 5 2.1 
mm, 1.7 µm) column with a mobile phase composed of water and acetonitrile at a flow rate of 0.5 mL/min at detec-
tion wavelength of 214 nm. The developed method was validated according to the ICH guidelines. For miroestrol 
at the concentration range of 0.001–0.1 mg/g, its linearity was observed with a correlation coefficient (r) of 0.9999. 
The %RSDs of miroestrol content for repeatability and intermediate precision were 2.06% and 3.02%, respectively. 
The recovery rate of this method was 102–105%; and the limits of detection and quantification of miroestrol were 
0.5 and 1 µg/g, respectively. The developed method was used for analysis of capsule products, and results showed 
that nine out of 22 samples contained miroestrol at concentrations of 1.40–15.68 µg/g. In conclusion, this method 
is suitable and can be properly used for miroestrol determination in kwao khruea khao capsules.

	 Key words:  miroestrol, Pueraria spp., UPLC

บทนำ�และวัตถุประสงค์

	 ก ว า ว เค รื อข าว เป ็ นพื ชสมุ น ไพร ท่ีมี ชื่ อ

วิทยาศาสตร์ว่า Pueraria mirifica Airy Shaw & 

Suvat. และ P. candollei Wall. Ex Benth. ตามสาย

พันธุ์ท่ีพบในประเทศไทย[1-2] ถือได้ว่า เป็นสมุนไพร

ไทยที่ใช้กันมาอย่างยาวนาน โดยมีรายงานว่า มีการ

กล่าวถึงการใช้ประโยชน์ของกวาวเครือขาวเป็นคร้ัง

แรกเมือ่ปี พ.ศ. 2474 โดยจัดพมิพ์ในรูปแบบของแผ่น

พบัช่ือว่า ต�ำรายาหวักวาวเครือของหลวงอนสุารสนุทร 

กรมการพเิศษเชยีงใหม่ ซ่ึงในต�ำรานีไ้ด้ระบุสรรพคณุ

ไว้ว่า ใช้เป็นยาอายุวัฒนะ ช่วยเพิ่มความเป็นหนุ่ม

สาว ช่วยลดการเห่ียวย่นของผวิหนงั ช่วยให้ผมดกด�ำ 

บรรเทาอาการต้อกระจก ช่วยเพิม่ความจ�ำ ช่วยให้การ

เคลื่อนไหวของร่างกายดีขึ้น ช่วยเร่ืองการไหลเวียน

โลหิต ช่วยท�ำให้เจริญอาหารและช่วยเร่ืองการนอน

หลับ[1] ปัจจุบันนิยมใช้กวาวเครือขาวเป็นผลิตภัณฑ์

ส�ำหรับการชะลอวัย และใช้รักษาบรรเทาอาการวัย

ทองในสุภาพสตรี โดยมีรายงานการศึกษาวิจัยทาง
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คลินิกของกวาวเครือขาวพบว่า การให้กวาวเครือขาว

โดยการรับประทานจะช่วยบรรเทาอาการวัยทอง เช่น 

อาการร้อนวูบวาบ นอนไม่หลับ อารมณ์แปรปรวน 

ปวดหลังปวดข้อ[3-4] และอาการช่องคลอดแห้งได้[5] 

นอกจากนี้ยังมีการทดสอบกวาวเครือขาวในรูปแบบ

ของเจลทาช่องคลอดซึ่งพบว่า สามารถบรรเทาอาการ

ช่องคลอดแห้งได้แม้ประสิทธิผลจะไม่ดีเท่ากับครีม 

เอสโตรเจน[6]

	 สาเหตุที่กวาวเครือขาวมีสรรพคุณทางยา 

เนื่องจากมีองค์ประกอบทางเคมีเป็นสารออกฤทธ์ิ

คล้ายฮอร์โมนเอสโตรเจน หรือสารไฟโตเอสโตรเจน 

โดยมีรายงานว่า พบสารไฟโตเอสโตรเจนอย่างน้อย 

17 ชนิด ในกวาวเครือขาว โดยสามารถแบ่งออก

เป็น 3 กลุ่ม คือ กลุ่ม isoflavonoid จ�ำนวน 10 ชนิด 

ได้แก่ daidzein, daidzin, genistein, genistin, 

kwakhurin, kwakhurin hydrate, tuberosin, 

puerarin, mirificin และ puemiricarpene; กลุ่ม 

coumestran จ�ำนวน 4 ชนิด ได้แก่ coumestrol, 

mirificoumestan, mirificoumestan glycol และ 

mirificoumestan hydrate และกลุ่ม chromene 

จ�ำนวน 3 ชนิด ได้แก่ไมโรเอสตรอล (miroestrol), 

ดีออกซีไมโรเอสตรอล (deoxymiroestrol) และ 

ไอโซไมโรเอสตรอล (isomiroestrol)[1] โดยในช่วงแรก

ของงานวิจัยกวาวเครือขาวพบว่า สารไมโรเอสตรอล 

 (ภาพที่ 1) เป็นสารออกฤทธ์ิส�ำคัญเนื่องจากมีฤทธ์ิ 

เอสโตรเจนแรงท่ีสุด โดยพบว่า มีฤทธ์ิเท่ากับ 0.25 

เท่าของสาร 17β-estradiol ต่อมามีการแยกสาร 

ดอีอกซีไมโรเอสตรอล ได้ส�ำเร็จและพบว่า มฤีทธ์ิมาก

กว่าสารไมโรเอสตรอล 10 เท่า แต่มีความคงตัวน้อย

กว่า โดยพบว่า ในระหว่างขั้นตอนการสกัดและแยก

สารนัน้ ตวัสารดอีอกซีไมโรเอสตรอล จะเกดิปฏกิริิยา

ออกซิเดชันเปลี่ยนเป็นสารไมโรเอสตรอล  และสาร 

ไอโซไมโรเอสตรอล[7] ดังนั้นด้วยความท่ีสารไมโร- 

เอสตรอล  มีความคงตัวสูงกว่า จึงมักถูกเลือกใช้เป็น

สาร marker ส�ำคัญส�ำหรับงานตรวจวิเคราะห์[8] โดย

ปริมาณสารไมโรเอสตรอลในหัวกวาวเครือขาวที่เคย

มีการรายงานนั้นพบว่า Sunee Chansakaow และ

คณะได้รายงานไว้ท่ี 0.002% w/w[7] Satoko Shi-

mokawa และคณะ รายงานผลการตรวจวิเคราะห์ไว้

ที่ 0.004 %w/w[8] และ Gorawit Yusakul และคณะ 

แสดงผลการตรวจวิเคราะห์จ�ำนวน 4 ตัวอย่างไว้ท่ี 

0.018, 0.0061, 0.0069 และ 0.0000 %w/w[9] ซึ่งจะ

เห็นว่าปริมาณสารส�ำคญันีม้คีวามแปรปรวนสงู โดยมี

ความแตกต่างกนัสงูสดุถงึ 9 เท่า รวมทัง้ยงัมตัีวอย่างที่

ตรวจไม่พบสารไมโรเอสตรอลด้วย ดังนั้นถ้าไม่มีการ

ควบคุมคุณภาพของวัตถุดิบจะส่งผลให้ผู้บริโภคได้

รับสารส�ำคัญนี้ในปริมาณท่ีไม่แน่นอน ซ่ึงจะมีผลต่อ

ประสิทธิผลและความปลอดภัยได้ รวมทั้งหากไม่มี

การควบคมุคณุภาพของวัตถดุบิทีใ่ช้ในการศกึษาวจัิย

กจ็ะส่งผลต่อความน่าเชือ่ถอืของข้อมลูการศกึษาทีไ่ด้

ด้วย ซ่ึงท่ีผ่านมานัน้ งานวิจัยทางคลนิกิของกวาวเครือ

ขาวส่วนใหญ่แล้วยังขาดข้อมูลปริมาณสารส�ำคัญ 

ไมโรเอสตรอล[10] ดังนั้นวิธีการตรวจวัดสารส�ำคัญนี้

จึงมีความส�ำคัญต่อการพัฒนาการใช้ประโยชน์ของ

สมุนไพรกวาวเครือขาวเป็นอย่างมาก

ภาพที่ 1  โครงสร้างของ miroestrol
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	 ส�ำหรับผลิตภัณฑ์แคปซูลกวาวเครือขาวนั้น 

เป็นผลิตภัณฑ์ที่มีการจ�ำหน่ายและใช้กันอย่างแพร่

หลาย โดยอยูใ่นรูปแบบของยาแผนโบราณ ทีน่อกจาก

กวาวเครือขาวแล้วยังมีส่วนผสมเป็นสมุนไพรชนิด

อื่น ๆ อีกหลายชนิด ซ่ึงพบว่า ยังไม่เคยมีรายงาน

ถึงวิธีวิเคราะห์สารไมโรเอสตรอล ในผลิตภัณฑ์

แคปซูลกวาวเครือขาวที่เป็นสารผสมนี้เลย ดังนั้น

งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์ที่จะพัฒนาวิธีการตรวจ

วเิคราะห์ปริมาณสารส�ำคญัไมโรเอสตรอล ในตวัอย่าง

ผลิตภัณฑ์แคปซูลกวาวเครือขาวที่มีความถูกต้อง 

แม่นย�ำ และเชื่อถือได้ ซ่ึงเบื้องต้นจะท�ำให้ทราบ

ข้อมูลปริมาณสารส�ำคัญไมโรเอสตรอล ในตัวอย่าง

ผลิตภัณฑ์ที่จ�ำหน่ายในท้องตลาด รวมทั้งยังสามารถ

ใช้วิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาได้นี้เป็นวิธีวิเคราะห์ส�ำหรับ

การควบคุมคุณภาพผลิตภัณฑ์และวัตถุดิบส�ำหรับ

งานวิจัย เพ่ือให้ผลของงานวิจัยนั้นมีความน่าเชื่อถือ

ซ่ึงจะช่วยพัฒนาการใช้ประโยชน์จากกวาวเครือขาว

ได้อย่างยั่งยืนต่อไป

ระเบียบวิธีศึกษา

วัสดุ

	 1. ตัวอย่างผลิตภัณฑ์แคปซูลกวาวเครือขาว

	 รวบรวมตัวอย่างผลิตภัณฑ์แคปซูลกวาวเครือ

ขาวที่มีจ�ำหน่ายในท้องตลาดในช่วงปี 2561-2563 

จ�ำนวนทั้งสิ้น 22 ตัวอย่าง

	 2. สารมาตรฐาน

	 สารไมโรเอสตรอล ได้มาจากการสกัดและแยก

สารจากวัตถุดิบกวาวเครือขาวจนได้เป็นผลึกบริสุทธ์ิ

ไมโรเอสตรอล ซ่ึงท�ำการตรวจสอบโดยวิธี HPLC 

เปรียบเทียบกับสารมาตรฐานไมโรเอสตรอล ของ 

ดร.สนุย์ี จันทร์สกาว[7] คณะเภสชัศาสตร์ มหาวทิยาลยั

เชียงใหม่

	 3. สารเคมี

	 เอทานอล (AR grade), เฮกเซน (AR grade), 

เอทิล อะซิเตท  (AR grade), อะซิโตไนไตรล์ (HPLC 

grade), น�้ำ (ultrapure water)	

	 4. เครื่องมือ

	 เคร่ืองชั่งไฟฟ้าความละเอียด 0.01 มิลลิกรัม 

(Mettler toledo), ultrasonic bath (Branson 5200), 

rotary evaporator (Eyela, Japan), centrifuge  

(Eppendorf), vacuum pump, vacuum manifold, 

nitrogen evaporator (N-EVAPTM112), AcquityTM 

Ultra Performance LC (Waters, USA)

	 5. วัสดุวิทยาศาสตร์

	 หลอดปั ่นสาร ขนาด 50 มิลลิลิตร, nylon 

membrane filter ขนาด 0.2 ไมโครเมตร, nylon 

syringe filter ขนาด 0.2 ไมโครเมตร, silica SPE 

cartridge (Sep-Pak®, 3 ลูกบาศก์เซนติเมตร 500 

มลิลกิรัม), หลอดทดลองขนาด 15 มลิลลิติร, Acquity 

UPLC column BEH C18 (1.7 ไมครอน, 2.1 5 100 

มิลลิเมตร) และเครื่องแก้ว

วิธีการศึกษา

1. การสกัดตัวอย่าง

	 ชัง่ตวัอย่างผงยาแคปซลูกวาวเครือขาว ตวัอย่าง

ละ 2 กรัม ใส่ใน centrifuge tube ขนาด 50 มลิลลิติร 

เติมเอทานอล 10 มิลลิลิตร แล้วท�ำการสกัดด้วยวิธี 

ultrasound-assisted extraction โดยน�ำไปตั้ง

สกัดใน  ultrasonic bath เป็นเวลา 25 นาที จาก

นั้นน�ำไป centrifuge ที่ความเร็ว 6,000 รอบต่อ

นาที นาน 10 นาที เพื่อเก็บสารละลายส่วนใส ส่วน

ตะกอนท่ีเหลือท�ำการสกัดอีกรอบด้วยเอทานอล 



599J Thai Trad Alt Med	 Vol. 19  No. 3  Sep-Dec  2021

10 มิลลิลิตร แล้วท�ำการล้างตะกอนอีก 2 รอบ ด้วย 

เอทานอล 5 มลิลลิติร น�ำส่วนใสท้ังหมดมารวมกนัแล้ว

น�ำไประเหยแห้งด้วยเครื่อง rotary evaporator จาก

นั้นท�ำการละลายกลับด้วย  80% เอทานอลในน�้ำ โดย

ปรับปริมาตรเป็น 2 มิลลิลิตร

2. การเตรียมตัวอย่างให้บริสุทธิ์

	 ด�ำเนินการเตรียมตัวอย่างสารสกัดให้มีความ

บริสุทธิ์มากขึ้นด้วยเทคนิค solid phase extrac-

tion (SPE) ซ่ึงเลือกใช้ SPE cartridge ชนิดซิลิกา 

โดยท�ำการปรับสภาวะ SPE cartridge ด้วยเอทา

นอล ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ตามด้วยเฮกเซน ปริมาตร 

3 มิลลิลิตร จากนั้นไปเปตตัวอย่างสารสกัดปริมาตร 

200 ไมโครลิตร ลงบน packing bed ของ SPE car-

tridge ชะล้างสารรบกวนออกด้วยเฮกเซน ปริมาตร 

3 มิลลิลิตร และ elute สารสกัดออกมาด้วย 5% 

เอทานอล ในเอทิล อะซิเตท ปริมาตร 3 มิลลิลิตร 

น�ำสารสกัดที่ได้นี้ไปท�ำให้แห้งด้วยเคร่ือง nitrogen 

evaporator แล้วละลายกลับด้วยเอทานอล ปริมาตร 

200 ไมโครลิตร โดยกรองด้วย nylon syringe filter 

ขนาด 0.2 ไมโครเมตร ก่อนการตรวจวิเคราะห์ด้วย

เครื่อง UPLC

3. สภาวะของระบบ UPLC

	 column: Acquity UPLC column BEH 	

	 C18 (1.7 ไมครอน, 2.1 5 100 มิลลิเมตร)

	 column temperature: 35 ˚C
	 mobile phase A: น�้ำ

	 mobile phase B: อะซิโตไนไตรล์

	 flow rate: 0.5 มิลลิลิตรต่อนาที

	 injection volume: 1 ไมโครลิตร

	 detector: PDA detector ทีค่วามยาวคลืน่ 214 

นาโนเมตร

	 สภาวะ gradient ของ mobile phase: ตาราง

ที่ 1

4. การทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ 

(method validation)

	 4.1 การทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงการ

วิเคราะห์ (linearity และ range)

	 เติมสารไมโรเอสตรอล ลงในตัวอย่างจ�ำนวน 7 

ระดับ ที่ช่วงความเข้มข้น 0.001–0.1 มิลลิกรัม/กรัม 

แล้วน�ำไปตรวจวเิคราะห์ตามวิธีท่ีพฒันาได้ สร้างกราฟ

ความสมัพนัธ์ระหว่างความเข้มข้นกบั peak area ทีไ่ด้ 

ค�ำนวณหาค่าสมัประสทิธ์ิของความสมัพนัธ์ (correla-

tion coefficient, r)

	 4.2 การทดสอบความเทีย่ง (precision) ของวธีิ

	 การทดสอบค่า repeatability โดยการท�ำตาม

วธีิวเิคราะห์ ตรวจวเิคราะห์ตวัอย่างเดยีวกนัจ�ำนวน 6 

ตัวอย่าง ภายในวนัเดยีวกนั แล้วค�ำนวณหาค่า %RSD 

ของผลการตรวจวิเคราะห์ที่ได้

	 การทดสอบค่า intermediate precision โดย

ตารางที่ 1  สภาวะ gradient ของ mobile phase

	 Time (min)	 %mobile phase A	 %mobile phase B

	 initial	 83	 17

	 2.7	 83	 17

	 3.0	 75	 25

	 4.2	 75	 25

	 4.5	 68	 32

	 6.0	 68	 32

	 6.5	 32	 68

	 8.5	 32	 68

	 9.0	 83	 17

	 10.0	 83	 17
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การตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างเดียวกัน วันละ 6 ตัวอย่าง 

เพิ่มอีก 2 วัน แล้วหาค่า %RSD ของผลการตรวจ

วิเคราะห์ของทั้งหมด 3 วัน

	 4.3 การทดสอบความแม่นของวิธี (accuracy)

	 เติมสารไมโรเอสตรอล ลงในตัวอย่างจ�ำนวน  

3 ระดับ คือ 0.001, 0.01 และ 0.02 มิลลิกรัม/กรัม 

ระดับละ 3 ซ�้ำ ท�ำการตรวจวิเคราะห์แต่ละตัวอย่าง

ตามวิธี แล้วค�ำนวณหาค่า %recovery

	 4.4 การหาค่าขีดจ�ำกดัของการตรวจพบ (limit 

of detection, LOD)

	 ท�ำการทดสอบโดยการหาความเข้มข้นของสาร

ไมโรเอสตรอล ในตัวอย่างที่ให้ค่า signal-to-noise 

เท่ากับ 3:1

	 4.4 การหาค่าขีดจ�ำกัดของการวัดเชิงปริมาณ 

(limit of quantitation, LOQ)

	 LOQ มีค่าเท่ากับความเข้มข้นของสารไมโร- 

เอสตรอล ในตวัอย่าง ทีใ่ห้ค่า signal-to-noise เท่ากบั 

10:1

	 4.5 ความจ�ำเพาะเจาะจง (specificity) ของวธีิ 

	 วิเคราะห์ method blank โดยท�ำการสกัดและ

เตรียมตัวอย่างให้บริสุทธ์ิตามวิธีท่ีพัฒนาได้ โดยใช้

สารเคมีและวัสดุท้ังหมดแต่ไม่มีตัวอย่าง แล้วท�ำการ

ตรวจวเิคราะห์เพือ่ตรวจสอบสารรบกวนท่ีอาจมาจาก

สารเคมีหรือวัสดุท่ีใช้ในการสกัดและเตรียมตัวอย่าง

ให้บริสุทธิ์

	 4.6 การสร้างกราฟมาตรฐาน (calibration 

curve)

	 เตรียมสารไมโรเอสตรอลความเข้มข้น 0.2 

มิลลิกรัม/มิลลิลิตร โดยชั่งสารไมโรเอสตรอล 0.2 

มิลลิกรัม ละลายในเอทานอล ปรับปริมาตรให้เป็น 1 

มลิลลิติร ใช้เตรียม working standard ความเข้มข้น 

0.02, 0.015, 0.01, 0.005 และ 0.0005 มิลลิกรัม/

มิลลิลิตร สร้างกราฟมาตรฐานระหว่างความเข้มข้น

ของสารไมโรเอสตรอล กับ peak area ค�ำนวณหาค่า

สัมประสิทธ์ิของความสัมพันธ์ (correlation coef-

ficient, r)

ผลการศึกษา

	 ตัวอย่างผลิตภัณฑ์แคปซูลกวาวเครือขาวที่

ผ่านขั้นตอนการสกัดตัวอย่าง การเตรียมตัวอย่างให้

บริสุทธ์ิ และการตรวจวิเคราะห์โดย UPLC ตามวิธี

ท่ีพัฒนาได้นี้ ได้ตัวอย่างผลการตรวจวิเคราะห์เป็น 

โครมาโตแกรม เปรียบเทียบกับโครมาโตแกรมของ

สารไมโรเอสตรอลดังภาพท่ี 2 ซ่ึง peak ของสาร 

ไมโรเอสตรอล มค่ีา retention time ท่ีประมาณ 2.52 

นาท ีและ ยวูสีเปกตรัม จะต้องมลีกัษณะเฉพาะตวัคอื

มีค่า λmax สองต�ำแหน่งท่ีประมาณ 214 และ 283 

นาโนเมตร เมื่อท�ำการวิเคราะห์ method blank ตาม

วิธีที่พัฒนาได้ไม่พบ peak รบกวนใด ๆ  โดยวิธีนี้มีค่า 

LOD เท่ากับ 0.5 ไมโครกรัมต่อกรัม ที่ค่า signal-to-

noise เท่ากบั 3:1 และมค่ีา LOQ เท่ากบั 1 ไมโครกรัม

ต่อกรัม ที่ค่า signal-to-noise เท่ากับ 10:1 ในส่วน

ของกราฟมาตรฐานแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างความ

เข้มข้นของสารไมโรเอสตรอล กับ peak area ของ

สารไมโรเอสตรอล ทีร่ะดบั 0.0005-0.02 มลิลกิรมัต่อ

มิลลิลิตร ได้กราฟเป็นเส้นตรงมีค่า r มากกว่า 0.999

	 ผลการทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงของ

การวิเคราะห์พบว่า ในช่วงความเข้มข้นของสารไมโร-

เอสตรอล ในตัวอย่างที่ระดับ 0.001–0.1 มิลลิกรัมต่อ

กรัม ได้กราฟเส้นตรงมีค่า r เท่ากับ 0.9999 (ภาพที่ 3) 

	 ผลการทดสอบความเที่ยงของวิธี ในรูปแบบ

ของค่า repeatability ได้ค่า %RSD ของผลการตรวจ

วิเคราะห์ตัวอย่างเดียวกัน 6 ซ�้ำ ภายในวันเดียวกัน

เท่ากบั 2.18 และในรูปแบบของ intermediate preci-



601J Thai Trad Alt Med	 Vol. 19  No. 3  Sep-Dec  2021

ภาพที่ 2  ตัวอย่างผลการตรวจวิเคราะห์ (A) miroestrol  (B) ตัวอย่างผลิตภัณฑ์

sion ได้ค่า %RSD ของผลการตรวจวิเคราะห์ตวัอย่าง

เดียวกันวันละ 6 ซ�้ำ จ�ำนวน 3 วัน เท่ากับ 3.09 ซึ่งผล

การทดสอบความเที่ยงของวิธีนี้แสดงดังตารางที่ 2 

	 ผลการทดสอบความแม่นของวิธี โดยการเติม

สารไมโรเอสตรอล ที่ระดับความเข้มข้น 0.001, 0.01 

และ 0.02 มิลลิกรัมต่อกรัม พบว่า มีค่า %recovery 

อยู่ในช่วง 102-105% ดังตารางที่ 3

	 ผลการตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างผลิตภัณฑ์

แคปซูลกวาวเครือขาวท่ีจ�ำหน่ายในท้องตลาดโดยวิธี

ที่พัฒนาได้นี้ พบว่า จากการตรวจวิเคราะห์ตัวอย่าง

ทั้งสิ้นจ�ำนวน 22 ตัวอย่าง ซ่ึงท�ำการตรวจวิเคราะห์

ก่อนวนัสิน้อายขุองผลติภณัฑ์ตามท่ีระบบุนฉลากพบ

ว่า มีตัวอย่างที่ตรวจพบสารไมโรเอสตรอล จ�ำนวน 9 

ตวัอย่าง โดยมคีวามเข้มข้นของสารไมโรเอสตรอล อยู่

ในช่วง 1.40-15.68 ไมโครกรัมต่อกรัม โดยผลการ

ตรวจวิเคราะห์แต่ละตัวอย่างท่ีมีสารไมโรเอสตรอล 

แสดงดังตารางที่ 4

ภาพที่ 3  กราฟแสดง linearity ของวิธีวิเคราะห์
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อภิปรายผล

	 วิธีตรวจวิเคราะห์ท่ีพัฒนาได้นี้ ใช้ระยะเวลา

ในการฉีดตัวอย่าง (runtime) 10 นาที และพีคของ

สารไมโรเอสตรอลออกมาที่ระยะเวลา (retention 

time) ประมาณ 2.5 นาที ถือได้ว่าเร็วที่สุดเมื่อเทียบ

กับวิธีวิเคราะห์สารไมโรเอสตรอล ด้วย HPLC ของ

งานวิจัยอื่น ๆ[8-9,11] โดยสาเหตุหลักท่ีใช้เวลาในการ

ตรวจวิเคราะห์น้อยกว่าเป็นเพราะเครื่อง HPLC ที่ใช้

ในงานวิจัยนี้เป็นชนิด UPLC ที่มีประสิทธิภาพสูงกว่า 

HPLC ท่ัวไป โดยเฉพาะอย่างยิง่ในเร่ืองของความเร็ว

ของการตรวจวิเคราะห์ ส่วนที่มีความแตกต่างจากวิธี

ของงานวิจัยอื่นอีกประการหนึ่งก็คือ วิธีนี้จ�ำเป็นต้อง

มีขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างให้บริสุทธ์ิโดยเทคนิค 

SPE เนื่องจากตัวอย่างในงานวิจัยนี้เป็นผลิตภัณฑ์

แคปซูล ซ่ึงมีสมุนไพรชนิดอื่น ๆ ผสมอยู่ด้วย ท�ำให้

มีสารรบกวนมากกว่าการวิเคราะห์ตัวอย่างวัตถุดิบ

กวาวเครือขาวเพียงอย่างเดียว การเตรียมตัวอย่าง

โดยเทคนิค SPE นี้จะช่วยขจัดสารรบกวนส่วนท่ีไม่

เกี่ยวข้องออก ซ่ึงช่วยให้คอลัมน์สามารถแยกสารไม

โรเอสตรอล ได้ง่ายขึ้น รวมท้ังช่วยลดการอุดตันของ

คอลัมน์ได้ ซ่ึงจากการทดสอบความถูกต้องของวิธี

พบว่า แม้จะมีขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างให้บริสุทธ์ิ

ตารางที่ 2 ผลการทดสอบความเที่ยงของวิธี

		  Day 1 (n = 6)	 Day 2 (n = 6)	 Day 3 (n = 6)

	 Repeatability			 
	 Miroestrol (µg/g) (Mean ± S.D.)	 3.06 ± 0.06	 3.02 ± 0.06	 2.90 ± 0.06

	 %RSD	 2.06	 1.91	 2.18

	 Intermediate precision			 
	 Miroestrol (µg/g) (Mean ± S.D.)	 2.99 ± 0.09

	 %RSD	 3.02

ตารางที่ 3  ผลการทดสอบความแม่นของวิธี

	 Concentration after	 Concentration	 %recovery	 %RSD (n = 3) 
	 adding standard (mg/mL)	 found (mg/mL)	

	 0.020	 0.02103	 105	 0.56

	 0.010	 0.01034	 103	 1.03

	 0.001	 0.00102	 102	 0.82

ตารางที่ 4	 ผลการตรวจวิเคราะหตั์วอยา่งทีม่สีาร miro-
estrol

	 Sample no.	  miroestrol (µg/g) 
		  (Mean ± S.D., n = 3)

	 1	 2.25 ± 0.03	
	 2	 4.79 ± 0.12
	 3	 3.41 ± 0.09
	 4	 3.32 ± 0.02
	 5	 3.41 ± 0.13
	 6	 2.02 ± 0.13
	 7	 2.23 ± 0.02
	 8	 15.68 ± 0.78
	 9	 1.40 ± 0.03
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เพ่ิมขึ้น แต่ผลการทดสอบก็บ่งชี้ว่าวิธีนี้มีความเที่ยง

และความแม่นอยู ่ในเกณฑ์ดี มีความเหมาะสมที่

จะน�ำไปใช้เป็นวิธีส�ำหรับตรวจวิเคราะห์ตัวอย่าง

ผลติภณัฑ์แคปซูลกวาวเครือขาวได้ รวมท้ังยงัสามารถ

น�ำไปใช้เป็นวธิสี�ำหรบัตรวจวเิคราะห์ตวัอยา่งวตัถดุบิ

กวาวเครือขาวที่มีสารรบกวนน้อยกว่าได้อีกด้วย

	 จากผลการตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างผลิตภัณฑ์

แคปซูลกวาวเครือขาวที่จ�ำหน่ายในท้องตลาด ซ่ึง

ท�ำการตรวจวิเคราะห์ก่อนวันสิ้นอายุที่ระบุบนฉลาก

ของผลิตภัณฑ์พบว่า มีตัวอย่างท่ีตรวจไม่พบสาร 

ไมโรเอสตรอลที่ระดับ LOD ของวิธี (0.5 ไมโครกรัม

ต่อกรัม) จ�ำนวน 13 ตัวอย่าง ส่วนตัวอย่างท่ีตรวจ

พบสารไมโรเอสตรอลนั้น พบว่ามีความแตกต่าง

ของปริมาณความเข้มข้นของสารส�ำคัญนี้สูงสุดถึง

ประมาณ 11 เท่า โดยเมื่อท�ำการเปรียบเทียบปริมาณ

เนื้อยากวาวเครือขาวที่ระบุบนฉลากต่อน�้ำหนักผงยา 

2 กรัม ที่ใช้ในการตรวจวิเคราะห์ของวิธีพบว่า กลุ่ม

ตัวอย่างที่ตรวจไม่พบสารไมโรเอสตรอลนั้นมีเนื้อ

ยากวาวเครือขาวอยู่ต้ังแต่ 153-640 มิลลิกรัม ส่วน

กลุ่มตัวอย่างที่ตรวจพบสารไมโรเอสตรอลจ�ำนวน 

9 ตัวอย่าง มีเนื้อยากวาวเครือขาวอยู่ในช่วง 80-800 

มิลลิกรัม ซ่ึงจะพบข้อสังเกตคือ สามารถที่จะตรวจ

พบสารไมโรเอสตรอลได้ในตัวอย่างที่มีส่วนผสมของ

กวาวเครือขาวเพียง 80 มิลลิกรัม แต่ในขณะเดียวกัน

กม็โีอกาสท่ีจะตรวจไม่พบสารไมโรเอสตรอลได้ แม้ว่า

ตวัอย่างนัน้จะมเีนือ้ยากวาวเครือขาวถงึ 640 มลิลกิรัม 

ซึง่สาเหตหุลกันา่จะมาจากปรมิาณสารไมโรเอสตรอล 

ในทางธรรมชาติท่ีมีความแปรปรวนสูง ตามท่ีมี

รายงานว่า พบความแตกต่างกันถึง 9 เท่า รวมทั้งพบ

ตัวอย่างท่ีตรวจไม่พบสารไมโรเอสตรอลด้วย ดังนั้น

ด้วยคุณภาพที่แตกต่างกันของวัตถุดิบ และปริมาณ

เนื้อยากวาวเครือขาวที่ไม่เท่ากันในแต่ละผลิตภัณฑ์ 

จะท�ำให้มีโอกาสที่ปริมาณความเข้มข้นของสารไมโร-

เอสตรอลเมือ่เทยีบกบัน�ำ้หนกัผงยาทีเ่ท่ากนั ในแต่ละ

ผลิตภัณฑ์ท่ีตรวจพบจะมีความแตกต่างกันได้สูง 

ส่วนตัวอย่างที่ตรวจไม่พบสารส�ำคัญนั้นหากสามารถ

ท�ำการเพิ่มปริมาณตัวอย่างท่ีใช้ในการตรวจวิเคราะห์ 

หรือตรวจเฉพาะตัววัตถุดิบกวาวเครือขาวเพียงอย่าง

เดียว ก็มีโอกาสท่ีจะตรวจะพบสารไมโรเอสตรอลได ้

ซึ่งวิธีที่พัฒนาได้นี้จะสามารถน�ำไปใช้ได้เป็นอย่างดี    

	  ส�ำหรับสารส�ำคัญไมโรเอสตรอลนี้มีรายงาน

ว่า พบได้เฉพาะในพืชกวาวเครือขาวเท่านั้น[1] ดัง

นั้นหากสามารถท�ำการตรวจพบสารไมโรเอสตรอล

ได้ในผลิตภัณฑ์ใด เบ้ืองต้นจะสามารถยืนยันได้ว่า

ผลิตภัณฑ์นั้นมีส่วนผสมของกวาวเครือขาวอยู่จริง 

แต่ส�ำหรับปริมาณท่ีเหมาะสมนั้นยังไม่มีเกณฑ์ท่ีระบุ

ไว้ จ�ำเป็นต้องมกีารศกึษาวจัิยเพิม่เตมิ ซ่ึงวธีิการตรวจ

วิเคราะห์ท่ีพัฒนาได้จะเป็นประโยชน์ส�ำหรับงานวิจัย

และงานควบคุมคุณภาพของวัตถุดิบและผลิตภัณฑ์

ต่อไปได้ 

ข้อสรุป

	 วิธีวิเคราะห์สาร miroestrol ในผลิตภัณฑ์

แคปซูลกวาวเครือขาวโดยวิธี UPLC ท่ีพัฒนาได้

นี้ สามารถขจัดสารรบกวนได้ดีและใช้เวลาในการ

ตรวจวิเคราะห์ท่ีรวดเร็ว มีผลการทดสอบความถูก

ต้องของวิธีที่บ่งชี้ว่า วิธีนี้มีความไวและความจ�ำเพาะ 

รวมท้ังมีความแม่นและความเท่ียงอยู ่ในเกณฑ์ด ี

สามารถน�ำไปใช้เป็นวธีิส�ำหรับตรวจวเิคราะห์ตัวอย่าง

ผลิตภัณฑ์แคปซูลกวาวเครือขาวได้อย่างถูกต้องเชื่อ

ถือได้ โดยผลการตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างผลิตภัณฑ์

แคปซูลกวาวเครือในท้องตลาดแสดงให้เป็นถึงความ

แปรปรวนของปริมาณสารไมโรเอสตรอล โดยต่างกัน

สูงสุดประมาณ 11 เท่า เมื่อเทียบกับน�้ำหนักผงยาท่ี
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เท่ากนั ดงันัน้จ�ำเป็นต้องมกีารควบคมุให้ได้มาตรฐาน

เพื่อความปลอดภัยและความมีประสิทธิผลในการใช้

ของผู้บริโภค ซ่ึงวธีิการตรวจวิเคราะห์ทีพ่ฒันาได้นีจ้ะ

สามารถน�ำไปใช้ประโยชน์ส�ำหรับงานวิจัย เพื่อศึกษา

หาระดับที่เหมาะสมของสารไมโรเอสตรอล ที่มีความ

ปลอดภัยและมีประสิทธิผล นอกจากนี้ยังสามารถใช้

วธินีีเ้ป็นวธีิส�ำหรับตรวจวเิคราะห์เพือ่ควบคมุคณุภาพ

ของวัตถุดิบและผลิตภัณฑ์ต่อไปได้
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