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บทคัดย่อ

	 บทน�ำและวัตถุประสงค์:  พืชกระท่อมได้รับการปลดออกจากสถานะยาเสพติดให้โทษในประเภท 5 มาเป็นพืชที่
สามารถครอบครองบรโิภค และใช้ประโยชน์จากพชืกระท่อมได้ ประกอบกบักระท่อมเป็นพชืทีมี่มูลค่าทางเศรษฐกจิ สาร
ออกฤทธิ์หลักในใบกระท่อมคือสาร mitragynine มีฤทธิ์ท�ำให้รู้สึกเคลิ้ม แก้ปวด การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาวิธี
การวเิคราะห์ปรมิาณสาร mitragynine ในใบกระท่อมด้วยวธีิ Ultra High Performance Liquid Chromatography (UHPLC) 
และทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้น
	 วธิกีารศกึษา:  แบ่งเป็น 3 ขัน้ตอน ได้แก่ การพฒันาวธีิวเิคราะห์ปรมิาณ mitragynine ในใบกระท่อมด้วยวธีิ UHPLC 
การทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ และการวิเคราะห์ปริมาณสาร mitragynine ในใบกระท่อมจ�ำนวน 17 ตัวอย่าง
	 ผลการศึกษา:  พบว่าสภาวะที่เหมาะสมในการตรวจวิเคราะห์คือ ใช้วัฏภาคคงที่เป็น ARC-18 ขนาด 4.6 5 150 
มิลลิเมตร ขนาดอนุภาค 2.7 ไมโครเมตร และวัฏภาคเคลื่อนที่เป็น 0.1% ortho-phosphoric acid ในน�้ำ และ 0.1% ortho-
phosphoric acid ใน acetonitrile อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตร/นาที ตรวจวัดที่ 222 นาโนเมตร มีค่า retention time เฉลี่ย
ที่ 7.19 นาที ผลการทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์พบ calibration curve มีลักษณะเป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 
0.30-30.00 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ค่า correlation coefficient (r) มีค่าเท่ากับ 0.9998 การทดสอบความแม่นของวิธีพบค่า 
% mean recovery อยู่ในช่วงร้อยละ 99.72-100.88 ค่า HORRAT อยู่ในช่วง 0.21-0.51 การทดสอบความเที่ยงพบว่าการ
วิเคราะห์ตวัอย่างจ�ำนวน 10 ซ�้ำภายในวันเดียวกันและการวเิคราะหต์ัวอย่างเมื่อเปลี่ยนวันที่วิเคราะห์เป็นเวลา 3 วัน วันละ 
10 ซ�้ำ มีค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานเท่ากับ 0.53 และ 0.78 ตามล�ำดับค่า Limit of detection (LOD) มีค่าเท่ากับ 0.19 ไมโครกรัม/
มิลลลิติรและค่า Limit of Quantification (LOQ) มีค่าเท่ากบั 0.64 ไมโครกรมั/มิลลลิติร เม่ือน�ำวธีิวเิคราะห์นีม้าตรวจปรมิาณ
สาร mitragynine ในตัวอย่างใบกระท่อมจ�ำนวน 17 ตัวอย่าง พบปริมาณสาร mtragynine ในตัวอย่างใบกระท่อมทั้ง 17 
ตัวอย่าง มีปริมาณอยู่ระหว่าง 0.99 ถึง 1.89 ร้อยละโดยน�้ำหนัก (% w/w)
	 อภิปรายผล:  การพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณสาร mitragynine ในวัตถุดิบใบกระท่อมด้วยเครื่อง UHPLC ที่พัฒนาขึ้น
สกดัใบกระท่อมแห้งด้วยตัวท�ำละลาย ethanol โดยวธีิ reflux ผลการทดสอบความใช้ได้ของวธีิวเิคราะห์พบว่าทกุค่าอยูใ่นเกณฑ์
ยอมรับได้ วิธีการวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นใช้เวลาในการวิเคราะห์น้อย วิธีการเตรียมวัฏภาคเคลื่อนที่ง่าย สะดวก และรวดเร็ว 

	 ข้อสรปุ:  วธีิวเิคราะห์ปรมิาณ mitragynine ในใบกระท่อมด้วยวธีิ UHPLC ทีพ่ฒันาข้ึนมคีวามถูกต้อง แม่นย�ำ เหมาะ

สมส�ำหรับใช้ในการตรวจวิเคราะห์ปริมาณสาร mitragynine ในวัตถุดิบ สารสกัดใบกระท่อม และสามารถใช้ในงานการ

วิเคราะห์แบบประจ�ำได้

	 ค�ำส�ำคัญ:  กระท่อม, mitragynine, UHPLC
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Abstract

	 Introduction and Objective:  Kratom (Mitragyna speciosa) plant has been removed from the list of 
controlled substances in Category 5, making it legally permissible for possession and consumption. Additionally, 
kratom is now recognized for its economic value. The primary active ingredient in kratom leaves is mitragynine, 
which induces pleasurable effects and provides pain relief. The objectives of this study were to develop a method 
for analyzing the quantity of mitragynine in kratom leaves using ultra-high performance liquid chromatography 
(UHPLC) and to test the validity of the developed analysis method.
	 Methods:  The study was divided into three steps: developing the UHPLC method for analyzing mitragy-
nine in kratom leaves, testing the validity of the analysis method, and analyzing the quantity of mitragynine in 17 
kratom leaf samples.
	 Results:  The appropriate conditions for the analysis were using an ARC-18 stationary phase measuring 4.6 
5 150 millimeters with a particle size of 2.7 micrometers and a mobile phase consisting of 0.1% ortho-phosphoric 
acid in water and 0.1% ortho-phosphoric acid in acetonitrile at a flow rate of 1.0 milliliter per minute. The detection 
wavelength was set at 222 nanometers, with an average retention time of 7.19 minutes. The applicability test of 
the analysis method showed that the calibration curve was linear in the concentration range of 0.30–30.00 micro-
grams/milliliter, with a correlation coefficient (r) of 0.9998. The mean recovery percentage ranged from 99.72% to 
100.88%, and the HORRAT values were in the range of 0.21–0.51. The precision test showed a relative standard 
deviation of 0.53 for samples analyzed on the same day and 0.78 for samples analyzed over three consecutive days. 
The limit of detection (LOD) was found to be 0.19 micrograms/milliliter, and the limit of quantification (LOQ) was 
0.64 micrograms/milliliter. Using this developed UHPLC method for analysis, the study determined the quantity 
of mitragynine in the 17 kratom leaf samples, with concentrations ranging from 0.99% to 1.89% w/w.
	 Discussion:  The method developed for analyzing mitragynine in raw kratom leaves using UHPLC involves 
the extraction of dried kratom leaves with ethanol as the solvent through the reflux method. The results of the 
validity test of the analysis method were all within acceptable limits. This developed analysis method requires less 
time for analysis and involves a simple, convenient, and rapid preparation of the mobile phase.
	 Conclusion and Recommendation:  The developed UHPLC method for analyzing mitragynine in kratom 
leaves was found to be accurate, precise, and suitable for determining the quantity of mitragynine in raw kratom 
leaves and kratom leaf extracts. It can be used for routine analysis.

	 Key words:  Mitragyna speciosa (Korth.) Havil., mitragynine, UHPLC
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บทนำ�และวัตถุประสงค์

	 กระท่อม มีชื่อทางวิทยาศาสตร์ว่า Mitragyna 

speciosa (Korth.) Havil. จัดอยู่ในวงศ์เข็มและ

กาแฟ Rubiaceae เป็นไม้ยืนต้นขนาดกลาง ใบสี

เขียว ล�ำต้นจะมีความใหญ่สูงประมาณ 10–15 เมตร 

มีถิ่นก�ำเนิดในเขตร้อนชื้นแถบเอเชียตะวันออกเฉียง

ใต้ โดยเฉพาะประเทศไทย มลายู จนถึงเกาะนิวกิน ี

เติบโตได้ดีในท่ีชุ่มชื้น ความชื้นสูง ดินอุดมสมบูรณ ์

และมีแสงแดดปานกลาง กระท่อมในประเทศไทย

มีอยู่อย่างน้อย 3 สายพันธุ์ เช่น พันธุ์แตงกวา พันธุ์

ยักษาใหญ่ และพันธุ์ก้านแดง เป็นต้น พบมากในป่า

ธรรมชาติบริเวณภาคใต้ เช่น จังหวัดสุราษฎร์ธาน ี

จังหวัดนครศรีธรรมราช จังหวัดตรัง จังหวัดสตูล 

จังหวัดพัทลุง จังหวัดสงขลา จังหวัดยะลา จังหวัด

ปัตตานี จังหวัดนราธิวาส และยังพบในบางจังหวัด

ของภาคกลาง เช่น จังหวัดปทุมธานี มีชื่อเรียกแตก

ต่างกันไปในแต่ละพื้นที่ เช่น อีด่าง อีแดง กระอ่วม 

ท่อม เป็นต้น[1-2]

	 ต�ำรายาไทยใช้ใบกระท่อม แก้บดิปวดมวน ปวด

เบ่ง แก้ปวด แก้ท้องเสีย แก้ท้องร่วง แก้ปวดเมื่อย

ตามร่างกาย และระงับประสาท โดยใช้ใบสดหรือใบ

แห้งน�ำมาเคีย้ว สบู หรือชงเป็นน�ำ้ชา กลุม่ผู้ใช้แรงงาน

และเกษตรกรบริโภคใบกระท่อมเพื่อกดความรู้สึก

เหนด็เหนือ่ยเมือ่ยล้า ท�ำให้ท�ำงานได้ยาวนานขึน้ กรม

การแพทย์แผนไทยและการแพทย์ทางเลอืก กระทรวง

สาธารณสขุ ได้รวบรวมต�ำรับยาแพทย์แผนโบราณทีใ่ช้

พืชกระท่อมได้จ�ำนวน 18 ต�ำรับทั้งหมดเป็นคัมภีร์ยา

หลวงทัง้สิน้ เช่น ต�ำราพระโอสถพระนารายณ์ ต�ำรายา

โรงพระโอสถ (สมัยรัชกาลที่ 2) ต�ำรายาศิลาจารึกวัด

โพธ์ิ (รัชกาลที ่3) ต�ำราแพทย์ศาสตร์สงเคราะห์ (รัชกาล

ที่ 5) ต�ำรายาพระองค์เจ้าสายสนิทวงศ์เจ้ากรมหมอ

หลวง (รัชกาลท่ี 5) ต�ำราเวชศึกษาของพระยาพิศณุ 

ประสาทเวช (รัชกาลที่ 5) ต�ำรายาแพทย์ต�ำบลของ

พระยาแพทย์พงศาวิสุทธาธิบดี (แพทย์หลวงประจ�ำ

พระองค์ในรัชกาลท่ี 6) และคัมภีร์แพทย์ไทยแผน

โบราณของขุนโสภิตบรรณลักษณ์ เป็นต้น[2]

	 การศึกษาทางเภสัชวิทยาพบว่า สารที่พบใน

กระท่อมมากที่สุดเป็นสารกลุ่มอัลคาลอยด์ (alka-

loids) ซ่ึงเป็นสารที่มีฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาในหลาย

ระบบและถกูน�ำมาใช้ในการรักษาโรคอย่างกว้างขวาง 

สารส�ำคญัท่ีพบคอืสาร mitragynine ซ่ึงพบเฉพาะใน

พืชกระท่อมเท่านั้น[3] รายงานผลการศึกษาฤทธ์ิทาง

เภสัชวิทยาพบว่าสาร mitragynine มีคุณสมบัติลด

การปวด (analgesic) แก้ไอ (antitussive) บรรเทา

อาการท้องร่วง (antidiarrheal) มีฤทธ์ิต้านมาลาเรีย 

(antimalarial)[4-7] และมีฤทธิ์ต้านการซึมเศร้า (anti-

depressant effect)[4-9] 

	 ประเทศอินโดนีเซียเป็นผู้เพาะปลูกและส่งออก

กระท่อมรายใหญ่ที่สุดของโลก มีสัดส่วนการส่งออก

ร้อยละ 95 ของปริมาณการส่งออกท่ัวโลก ส่วนท่ีเหลอื

ส่งออกจากมาเลเซีย ไทย และเวยีดนาม โดยมปีระเทศ

สหรัฐอเมริกา เป็นตลาดผูบ้ริโภคสนิค้าจากกระท่อมท่ี

ใหญ่ท่ีสดุในโลก คดิเป็นมลูค่าตลาดประมาณ 30,000 

ล้านบาทต่อปี คาดว่ามีผู้ใช้ผลิตภัณฑ์จากกระท่อม

ประมาณ 10–16 ล้านคน[10]

	 ประเทศไทยได้มีการยกเลิกการก�ำหนดให้

กระท่อมเป็นยาเสพตดิให้โทษในประเภท 5 ประชาชน

จึงสามารถครอบครอง บริโภค และใช้ประโยชน์จาก

กระท่อมได้ ประกอบกับกระท่อมเป็นพืชท่ีมีมูลค่า

ในทางเศรษฐกิจ จึงสมควรส่งเสริมให้มีการพัฒนา

พืชกระท่อม ให้เป็นพืชท่ีมีมูลค่าทางเศรษฐกิจ โดย

ตามพระราชบัญญัติ พืชกระท่อม พ.ศ. 2565 ก�ำหนด
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ให้การใช้ใบกระท่อมเป็นวัตถุดิบหรือส่วนประกอบ

ของผลิตภัณฑ์สมุนไพรเป็นไปตามกฎหมายว่าด้วย

ผลิตภัณฑ์สมุนไพร การใช้ใบกระท่อมเป็นยาเป็นไป

ตามกฎหมายว่าด้วยยา การใช้ใบกระท่อมเป็นอาหาร

เป็นไปตามกฎหมายว่าด้วยอาหาร และการใช้ใบ

กระท่อมเคร่ืองส�ำอางเป็นไปตามกฎหมายว่าด้วย

เครื่องส�ำอาง[11]

	 การขออนุญาตผลิตภัณฑ์ดังกล่าว ต้องอาศัย

ข้อมูลการศึกษาทางวิทยาศาสตร์หลายด้าน ได้แก ่

ข้อมูลด้านคุณภาพ ข้อมูลด้านความปลอดภัย ข้อมูล

ด้านประสิทธิภาพ โดยข้อมูลปริมาณสารส�ำคัญใน

วตัถดุบิสมนุไพรและผลติภณัฑ์ (chromatographic 

profiles เช่น TLC, HPLC, GC)[12] จัดเป็นข้อมูลที่มี

ความส�ำคัญในการขออนุญาติ ทั้งนี้รายงานการศึกษา

ปริมาณสาร mitragynine ในวัตถดุบิใบกระท่อมและ

สารสกดัใบกระท่อมท่ีผ่านมายงัมข้ีอจ�ำกดัในเร่ืองของ

เวลาที่ใช้ในการวิเคราะห์ท่ียังใช้เวลานานเกินไป[13-15] 

หรือวิธีการเตรียมตัวอย่างในการวิเคราะห์และวิธี

การเตรียมวัฏภาคเคลื่อนที่ยังใช้เวลานาน มีความ

ยุ่งยาก ไม่เหมาะส�ำหรับใช้ในงานการวิเคราะห์แบบ

ประจ�ำ[16]

	 การศึกษาคร้ังนี้มีวัตถุประสงค์ในการพัฒนา

วิธีวิเคราะห์สาร mitragynine ในใบกระท่อม และ

ทดสอบความถูกต้องของวิธี เพื่อให้ได้วิธีมาตรฐานที่

มีความถูกต้องแม่นย�ำ สะดวก และรวดเร็ว สามารถ

ใช้ในการวิเคราะห์คุณภาพของวัตถุดิบและสารสกัด

ของใบกระท่อม เหมาะส�ำหรับใช้ในงานการวิเคราะห์

แบบประจ�ำ เพื่อเตรียมข้อมูลส�ำหรับการขออนุญาต

ขึน้ทะเบยีนผลติภณัฑ์ นอกจากนีย้งัสามารถใช้ในการ

วิจัยและพัฒนาและผลิตภัณฑ์ที่มีกระท่อมเป็นส่วน

ผสม รวมถึงเป็นข้อมูลในการพัฒนาพันธุ์กระท่อม

และวิธีสกัดใบกระท่อมเพื่อให้ได้ปริมาณสารออก

ฤทธ์ิในปริมาณสงูเพือ่เพิม่มลูค่าทางเศรษฐกจิของพชื

กระท่อมต่อไป

ระเบียบวิธีศึกษา

1. วัสดุ

	 1.1		สารมาตรฐาน

	 	 	mitragynine ความบริสุทธ์ิ ≥ 95.4% 

(Chromadex, Lot: 00013890-00223)

	 1.2		สารเคมีและตัวท�ำละลาย 

	 	 	methanol (HPLC grade), acetonitrile 

(HPLC grade), ethanol (AR grade), methanol 

(AR grade), hexane (AR grade) และน�้ำปราศจาก 

อิออน (deionized water)

	 1.3		เครื่องมือและอุปกรณ์

	 	 	 เคร่ือง Ultra High Performance Liquid 

Chromatography–DAD detector รุ่น 1290 Infin-

ity II ผลิตภัณฑ์ของ Agilent คอลัมน์ชนิด ARC-

18 ขนาด 4.6 5 150 มิลลิเมตร อนุภาคขนาด 2.7 

ไมโครเมตร และ ARC-8  ขนาด 2.1 5 100 มลิลเิมตร 

อนภุาคขนาด 3.0 ไมโครเมตร ผลติภณัฑ์ของ Restek 

ตูอ้บร้อนไฟฟ้ารุน่ UL-50 ผลติภัณฑ์ของ Memmert 

เคร่ืองบดป่ัน รุ่น RT 34 ผลติภณัฑ์ของ ChyunTseh 

Industrial เครื่องแร่ง รุ่น AS 200 Basic ผลิตภัณฑ์

ของ Retsch เคร่ืองระเหยสญุญากาศ ผลติภณัฑ์ของ 

Eyela ประกอบด้วย อ่างน�้ำแบบควบคุมอุณหภูมิ รุ่น 

SB-1000 เครื่อง rotavapor รุ่น N-1000 เครื่อง As-

pirator รุ่น A-3S และเครื่องท�ำน�้ำเย็นหมุนเวียน รุ่น 

CA-101 เครื่องชั่งไฟฟ้าความละเอียด 0.1 มิลลิกรัม 

รุ่น XB 220A ผลิตภัณฑ์ของ Precisa และ Nylon 

filter syringe ขนาด 0.2 ไมโครเมตร กระดาษกรอง

เบอร์ 4 และเครื่องแก้ว
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	 1.4 	ตัวอย่างใบกระท่อม

	 	 	 ตัวอย่างวัตถุดิบใบกระท่อมสดจ�ำนวน 17 

แหล่งตัวอย่าง แบ่งเป็นจากภาคใต้จ�ำนวน 7 แหล่ง

ตัวอย่าง โดยได้จากจังหวัดชุมพรจ�ำนวน 4 แหล่ง

ตัวอย่าง จังหวัดตรังจ�ำนวน 2 แหล่งตัวอย่าง และ

จังหวัดกระบี่จ�ำนวน 1 แหล่งตัวอย่าง และจากภาค

กลางจ�ำนวน 10 แหล่งตัวอย่าง โดยได้จากจังหวัด

นนทบุรี จ�ำนวน 4 แหล่งตัวอย่าง จังหวัดปทุมธานี

จ�ำนวน 3 แหล่งตัวอย่าง และ กรุงเทพมหานคร 

จังหวัดอยุธยา และจังหวัดนครปฐม จังหวัดละ 1 

แหล่งตัวอย่าง เก็บในช่วงระหว่างเดือนพฤศจิกายน 

2564 ถึงเดือนกุมภาพันธ์ 2565 ผ่านการตรวจระบุชื่อ

ชนิด (plant identification) ของพรรณไม้ตามหลัก

อนกุรมวธิานพชื โดยนกัพฤกษศาสตร์เปรียบเทียบกบั

ตัวอย่างพรรณไม้แห้งหมายเลขอ้างอิง DMSC 5290 

ว่าเป็นใบกระท่อม Mitragyna speciosa (Korth.) 

Havil. 

2. วิธีดำ�เนินการ

	 2.1		การพฒันาวิธีวเิคราะห์ปริมาณ mitragy-

nine ในใบกระท่อม

	 	 	 1) การศึกษาวัฏภาคคงที่ (stationary 

phase) และวัฏภาคเคลื่อนที่ (mobile phase)

	 	 	 	 วเิคราะห์สารละลายมาตรฐาน mitragy-

nine และสารสกัดใบกระท่อมด้วยเคร่ือง UHPLC 

เปรียบเทียบผลของคอลัมน์ที่แตกต่างกัน ได้แก่ชนิด

อนภุาคภายในคอลมัน์ (ARC-18 และ ARC-8) ความ

ยาวคอลัมน์ (150 และ 100 มิลลิเมตร) โดยพิจารณา

เลือกคอลัมน์จากลักษณะของ peak shape peak 

symmetry และ retention time 

	 	 	 ศกึษาชนดิและสัดส่วนของวัฏภาคเคลือ่นที ่

โดยพิจารณาจาก peak shape และ retention time 

ของสาร mitragynine ความสามารถในการแยก im-

purity จาก peak ของสาร mitragynine ในสารสกดั

ใบกระท่อม และความดันของระบบโครมาโทกราฟี

	 	 	 2)	การศึกษาความยาวคลื่นที่ใช้ในการ

ตรวจวิเคราะห์

	 	 	 	 วเิคราะห์สารละลายมาตรฐาน mitragy-

nine และสารสกดัใบกระท่อมด้วยเคร่ือง UHPLC วดั

การดูดกลืนแสง UV ของสารละลายมาตรฐาน mi-

tragynine เพื่อดูความยาวคลื่นที่สาร mitragynine 

สามารถดูดกลืนแสงสูงสุด (λmax) และวิเคราะห์

สารสกัดใบกระท่อมโดยใช้ diode array detector 

(DAD) เพื่อเลือกความยาวคลื่นส�ำหรับการตรวจวัด 

mitragynine ท่ีเหมาะสมและไม่มีการซ้อนทับของ 

peak (co-elute)

	 	 	 3)	การศึกษาชนิดของตัวท�ำละลายที่ใช้ใน

การสกัด

	 	 	 	 วิเคราะห์ผลของการสกัดใบกระท่อม

โดยวธีิ reflux ด้วยตวัท�ำละลาย ethanol เปรียบเทียบ

กับการสกัดด้วยตัวท�ำละลาย methanol แล้วน�ำสาร

สกัดที่ได้มาวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง UHPLC ตัวอย่าง

ละ 2 ซ�้ำ เพื่อเปรียบเทียบความสามารถในการสกัด

สาร mitragynine จากใบกระท่อมของตัวท�ำละลาย 

ethanol กับ methanol

	 	 	 4) การศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการ

สกัด

	 	 	 	 วิเคราะห์ผลของการสกัดใบกระท่อม

โดยวิธี reflux ด้วยตัวท�ำละลาย ethanol ที่เวลา 30 

นาที 45 นาที และ 60 นาที แล้วน�ำสารสกดัใบกระท่อม

ท่ีได้มาวเิคราะห์ด้วยเคร่ือง UHPLC เพือ่เปรียบเทียบ

เวลาที่ใช้ในการสกัดกับปริมาณสาร mitragynine ที่

สกัดได้

	 	 	 5)	การศึกษาหาสภาวะของระบบโครมาโท
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เข้มข้นละ 3 ซ�้ำ น�ำค่าพื้นท่ีใต้พีค และความเข้มข้น

ของสารละลายมาตรฐาน mitragynine ไปสร้าง

กราฟมาตรฐาน (calibration curve) ค�ำนวณหาค่า

สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (correlation coefficient, r) 

โดยมีเกณฑ์การยอมรับคือค่า r ต้องมีค่าไม่น้อยกว่า 

0.995

	 	 	 2)	การทดสอบความแม่น (accuracy) โดย

การทดสอบหาร้อยละของการคืนกลับ (% recovery) 

	 	 	 	 เตรียม sample blank (sample 

blank คือ ตัวอย่างใบกระท่อมท่ีน�ำมาสกัดและ

ตรวจวิเคราะห์หาปริมาณ mitragynine แล้วพบว่า

มีปริมาณสาร mitragynine ในปริมาณน้อย ๆ) โดย

ชั่งใบกระท่อม 0.1 กรัม สกัดด้วยวิธี reflux โดยใช ้

ethanol เป็นเวลา 45 นาที กรองแล้วน�ำสารละลาย

ที่ได้ไประเหยแห้ง ละลายกลับและปรับปริมาตรใน 

volumetric flask ด้วย methanol จนครบ 100 

มลิลลิติร กรองผ่าน nylon filter syringe น�ำสารสกดั

ท่ีได้ไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง UHPLC จ�ำนวน 6 ซ�ำ้ แล้ว

น�ำมาหาค่าเฉลี่ย (mean)  

เตรียม spiked sample โดยเติมสารละลายสาร

มาตรฐาน mitragynine ท่ี 3 ระดับความเข้มข้น ซ่ึง

เป็นจุดต�่ำสุด จุดกึ่งกลาง และจุดสูงสุดของช่วงใช้

งานลงใน sample blank ระดับละ 3 ซ�้ำ จากนั้นน�ำ

สารละลาย spiked sample ที่ได้ไปวิเคราะห์ปริมาณ

สาร mitragynine ด้วยเคร่ือง UHPLC ความเข้ม

ข้นละ 2 ซ�้ำ ค�ำนวณหาค่า % recovery ที่แต่ละระดับ

ความเข้มข้น หาค่าเฉลี่ยของค่าร้อยละของการคืน

กลบั (% mean recovery) ค่าร้อยละของค่าเบ่ียงเบน

มาตรฐานสมัพทัธ์ (% relative standard deviation, 

% RSD) และHORRAT โดยมีเกณฑ์การยอมรับคือ 

ค่า % mean recovery ต้องอยู่ในช่วง 95-105 ค่า % 

RSD และ HORRAT ไม่เกิน 2.0

กราฟีที่เหมาะสมในการวิเคราะห์ปริมาณ mitragy-

nine ในใบกระท่อม 

	 	 โดยการสรุปวิธีจากผลการศึกษาในหัวข้อ 

1) – 4) ดังนี้

	 	 เตรียมสารละลายมาตรฐาน mitragynine 

ความเข้มข้น 0.01 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

	 	 เตรียมสารสกัดใบกระท่อม โดยสกัดใบ

กระท่อมน�้ำหนัก 0.1 กรัม ด้วย ethanol ปริมาตร 40 

มิลลิลิตร โดยวิธี reflux เป็นเวลา 45 นาที กรองและ

น�ำสารสกัดที่ได้มาระเหยแห้ง ละลายกลับและปรับ

ปริมาตรใน volumetric flask ด้วย methanol จน

ครบ 100 มิลลิลิตร กรองผ่าน nylon filter syringe 

	 น�ำสารละลายมาตรฐาน mitragynine และสาร

สกัดใบกระท่อมที่ได้ไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง UHPLC

	 2.2		การทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์

	 	 	 ทดสอบความใช้ได้ของวธีิวเิคราะห์ปริมาณ

สาร mitragynine ในใบกระท่อมทีพ่ฒันาขึน้ตามแนว

ปฏิบัติการทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ทาง

เคมีโดยห้องปฏิบัติการเดียว กรมวิทยาศาสตร์การ

แพทย์ กระทรวงสาธารณสุข[17]

	 	 	 1)	การทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วง

ของการวิเคราะห์ (linearity and range)

	 	 	 	 เตรียมสารละลายมาตรฐาน mitragy-

nine โดยชั่งสารมาตรฐาน mitragynine น�้ำหนัก 

10 มิลลิกรัม ละลายและปรับปริมาตรใน flask 

volumetric ด้วย methanol จนครบ 100 มิลลิลิตร 

จะได้ stock solution ของสารละลายมาตรฐาน mi-

tragynine ความเข้มข้น 0.10 มลิลกิรัม/มลิลลิติร เจือ

จางให้ได้ 10 ระดับความเข้มข้น คือ 0.30, 0.60, 1.20, 

2.50, 5.00, 10.00, 15.00, 20.00, 25.00 และ 30.00 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร วิเคราะห์สารละลายมาตรฐาน 

mitragynine ที่เตรียมได้ด้วยเครื่อง UHPLC ความ
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	 	 	 3)	 การทดสอบความเที่ยง (precision)

	 	 	 	 repeatability: ท�ำโดยวิเคราะห์หา

ปริมาณสาร mitragynine ในสารสกัดใบกระท่อม

ซ�้ำ 10 คร้ัง ในวันเดียวกัน ค�ำนวณหาค่าเบี่ยงเบน

มาตรฐานสัมพัทธ์ (% RSD) โดยมีเกณฑ์การยอมรับ

คือ % RSD ต้องไม่เกิน 2.0

	 	 	 	 intermediate precision: ท�ำโดย

วิเคราะห์หาปริมาณสาร mitragynine ในสารสกัด

ใบกระท่อม เป็นเวลา 3 วัน ๆ ละ 10 ซ�้ำ ค�ำนวณหาค่า

เบ่ียงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ (% RSD) โดยมเีกณฑ์การ

ยอมรับคือ % RSD ต้องไม่เกิน 2.0

	 	 	 4) การทดสอบขีดจ�ำกัดของการตรวจพบ 

(limit of detection, LOD)

ค�ำนวณค่า LOD จาก calibration curve ของกราฟ

ท่ีได้จากผลการทดสอบความเป็นเส้นตรง (linearity) 

โดยค่า

				    	 (C1 – C2) 5 100
	 	 % recovery	 = 
	 	 	 	 	 	 C3

	 	 เมื่อ	 C1	 คือ ความเข้มข้นของสารใน spiked sample

	 	 	 	 	 C2	 คือ ความเข้มข้นของสารใน sample blank

	 	 	 	 	 C3	 คือ ความเข้มข้นของสารที่เติม	

	 LOD (mg/ml)	 =	 3 5 standard error/slope

	 LOD (%w/w)	 =	 LOD (mg/ml) 5 ปริมาตรที่เตรียม (ml) 5 ระดับเจือจาง 5 100

                                          	 1,000 5 น�้ำหนักตัวอย่าง (g)

	 	 	 6)	 การยืนยันค่าขีดจ�ำกัดของการวัดเชิง

ปริมาณ (LOQ)

	 	 	 	 เตรียมสารละลาย spiked sample 

ให้มีความเข้มข้นใกล้เคียงกับค่า LOQ ที่ค�ำนวณได ้

แล้วตรวจวเิคราะห์ปริมาณ mitragynine ใน spiked 

sample ด้วยเคร่ือง UHPLC จ�ำนวน 6 ซ�ำ้ ค�ำนวณค่า 

% RSD ค่า % recovery และ HORRAT (Horwitz 

ratio) โดยมีเกณฑ์การยอมรับคือ ค่า % RSD ต้อง

มีค่าไม่เกิน 3 ค่า % recovery ต้องอยู่ในช่วงร้อยละ 

95-105 และ HORRAT ต้องไม่เกิน 2

	 	 	 7)	 การทดสอบความจ�ำเพาะ (specificity)

	 	 	 	 วเิคราะห์สารละลายมาตรฐาน mitragy-

nine ความเข้มข้น 0.010 มลิลกิรัม/มลิลลิติร และสาร

สกัดใบกระท่อมด้วยเคร่ือง UHPLC เพื่อตรวจสอบ

	 LOQ (mg/ml)	 =	 10 5 standard error/slope

	 LOQ (%w/w)	 =	 LOQ (mg/ml) 5 ปริมาตรที่เตรียม (ml) 5 ระดับเจือจาง 5 100

                                          	 1,000 5 น�้ำหนักตัวอย่าง (g)

	 	 	 5) การทดสอบขีดจ�ำกัดของการวัดเชิง

ปริมาณ (limit of quantitation, LOQ)

	 	 	 	 ค�ำนวณค่า LOQ จาก calibration 

curve ของกราฟท่ีได้จากผลการทดสอบความเป็น

เส้นตรง (linearity) โดยค่า
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การแยกสาร mitragynine ออกจากกันและออกจาก

การรบกวนของสารอื่น ซ่ึงต้องมีค่า retention time 

แยกจากกันได้ดี

3.	การวิเคราะห์ปริมาณสาร mitragynine ใน

ใบกระท่อมจำ�นวน 17 ตัวอย่าง

	 เตรียมสารสกัดใบกระท่อมจ�ำนวน 17 ตัวอย่าง 

โดยสกัดใบกระท่อมตัวอย่างละ 0.1 กรัม ด้วยวิธี 

reflux โดยใช้ ethanol ปริมาตร 40 มิลลิลิตร เป็น

เวลา 45 นาที กรองและน�ำสารสกัดที่ได้มาระเหยแห้ง 

ละลายกลับและปรับปริมาตรใน volumetric flask 

ด้วย methanol จนครบ 100 มิลลิลิตร กรองผ่าน 

nylon filter syringe น�ำสารสกัดใบกระท่อมที่ได้ไป

วเิคราะห์ด้วยเคร่ือง UHPLC ด้วยวธีิทีพ่ฒันาขึน้ สาร

สกัดละ 3 ซ�้ำ แล้วน�ำมาหาค่าเฉลี่ย (mean)

	 การค�ำนวณค่าความเข้มข้นของสาร mitragynine 

ท่ีวเิคราะห์ได้จากสารสกดัใบกระท่อม (ร้อยละโดยน�ำ้

หนักตัวอย่างใบกระท่อม, % w/w )

	 CS (% w/w) 	 =	 C0 (mg/ml) 5 ปริมาตรที่เตรียม (ml) 5 ระดับเจือจาง 5 100

                                          	 1,000 5 น�้ำหนักตัวอย่าง (g)

	 เมื่อ	C0		 คือ	 	ความเข้มข้นของสารที่วิเคราะห์ที่ค�ำนวณได้จากกราฟมาตรฐาน

	 	 	 CS	 คือ	 ความเข้มข้นของสารที่วิเคราะห์เพื่อแปลงเป็นร้อยละโดยน�้ำหนัก

ผลการศึกษา

1.	ผลการพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณสาร mi-

tragynine ในใบกระท่อม

	 1.1		ผลการศึกษาหาวัฏภาคคงที่ (stationary 

phase) และวัฏภาคเคลื่อนที่ (mobile phase)

	 	 	 1)	 วัฏภาคคงที่ 

	 	 	 	 ผลการศึกษา UHPLC chromato-

graphic fingerprint ของสารสกัดใบกระท่อมท่ี

ความยาวคลืน่ 222 นาโนเมตร ใช้ 0.1% ortho-phos-

phoric acid ในน�้ำ และ 0.1% ortho-phosphoric 

acid ใน acetonitrile เป็นวัฏภาคเคล่ือนที่ พบว่า

เมื่อใช้ UHPLC column ชนิด ARC-18 ขนาด 4.6 

5 150 มิลลิเมตร ขนาดอนุภาค 2.7 ไมโครเมตร 

UHPLC chromatogram ที่ได้แสดง peak ของ

สาร mitragynine ที่ retention time 7.19 นาที 

และมีการแยกออกจาก peak อ่ืนอย่างชัดเจน ใน

ขณะที่เมื่อใช้ UHPLC column ชนิด ARC-8 ขนาด 

2.1 x 100 มิลลิเมตร ขนาดอนุภาค 3.0 ไมโครเมตร 

UHPLC chromatogram ที่ได้แสดง peak ของสาร 

mitragynine ที่ retention time 6.58 นาที แต่พบ 

peak ของสาร mitragynine ซ้อนทับกับ peak ข้าง

เคียง (Figure 1)

	 	 	 2)	 วัฏภาคเคลื่อนที่ 

	 	 	 	 ผลการศึกษา chromatographic fin-

gerprint ของสารสกัดใบกระท่อมที่ความยาวคลื่น 

222 นาโนเมตร ใช้ UHPLC column ชนิด ARC-18 

เป็นวัฏภาคคงที่ พบว่าเมื่อปรับเปลี่ยนองค์ประกอบ

ของวัฏภาคเคลื่อนท่ีจากน�้ำและ acetonitrile โดย

เพิม่ 0.1% ortho-phosphoric acid เข้าไป เป็น 0.1% 

ortho-phosphoric acid ในน�้ำ และ 0.1% ortho-

phosphoric acid ใน acetonitrile ค่า retention 

time ของสาร mitragynine เปลี่ยนจาก 8.02 นาที 

เป็น 7.19 นาท ีและม ีpeak shape ของสาร mitragy-
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Figure 1	 The UHPLC chromatogram of the Mitragyna speciosa leaf extract using different stationary phases, 
where (A) represents the ARC-18 UHPLC column, and (B) represents the ARC-8 UHPLC column

nine ดีขึ้น การแยกดีขึ้นและแยกจาก peak อื่นอย่าง

ชัดเจน (Figure 2) 

	 ดังนั้นในการพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณ mi-

tragynine ในใบกระท่อมด้วยเคร่ือง UHPLC คร้ัง

นี้จึงเลือกใช้ UHPLC column ชนิด ARC-18, ขนาด 

4.6 5 150 มิลลิเมตร ขนาดอนุภาค 2.7 ไมโครเมตร 

เป็นวัฏภาคคงที่ ใช้ 0.1% ortho-phosphoric acid 

ในน�้ำ และ 0.1% ortho-phosphoric acid ใน ace-

tonitrile เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ 

	 1.2		ผลการศึกษาความยาวคลื่นที่ใช้ในการ

ตรวจวัดสาร mitragynine 

	 	 	 ผลการศึกษาการดูดกลืนแสง UV ของ

สาร mitragynine ในสารละลายมาตรฐาน mi-

tragynine และสาร mitragynine ในสารสกัดใบ

กระท่อมด้วยเคร่ือง UHPLC โดยใช้ DAD เป็นเคร่ือง

ตรวจวัด พบค่า λmax ของสาร mitragynine มีค่า

เท่ากับ 222 และ 244 นาโนเมตร (Figure 3) และเมื่อ

วิเคราะห์สารสกัดใบกระท่อม ด้วยเครื่อง UHPLC ที่

ความยาวคลื่น 222 นาโนเมตร ไม่พบการซ้อนทับกัน

ของ peak ของสาร mitragynine กับสารอื่น ดังนั้น

ในการพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณสาร mitragynine 

ในใบกระท่อม จึงเลือกการตรวจวัดการดูดกลืนแสง 

UV ที่ความยาวคลื่น 222 นาโนเมตร
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Figure 2	 Chromatographic fingerprint of Mitragyna speciosa leaf extract was obtained using different mobile 
phases. (A) represents a mixture of water and acetonitrile, while (B) represents a combination of 
0.1% ortho-phosphoric acid in water and 0.1% ortho-phosphoric acid in acetonitrile

Figure 3  UV spectrum of mitragynine
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	 1.3		ผลการศึกษาชนดิของตัวท�ำละลายทีใ่ช้ใน

การสกัด

	 	 	 ผลการศึกษาผลของตัวท�ำละลายในการ

สกัดใบกระท่อม พบว่าตัวท�ำละลาย methanol 

สามารถสกัดสาร mitragynine ออกจากใบกระท่อม

ได้ดีกว่าตัวท�ำละลาย ethanol โดยสารสกัดใบ

กระท่อมด้วย methanol มีพื้นที่ใต้พีคเฉลี่ยของสาร 

mitragynine เท่ากับ 281.24 ในขณะที่สารสกัดใบ

กระท่อมด้วย ethanol มีพื้นที่ใต้พีคเฉลี่ยของสาร 

mitragynine เท่ากับ 226.01 (Table 1) แต่อย่างไร

ก็ตามสารสกัดใบกระท่อมด้วย methanol จะมีสีเข้ม

กว่าสีของสารสกัดใบกระท่อมด้วย ethanol และพบ

การตกตะกอนเมื่อต้ังท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิ 25˚ซ. ภายใน
เวลาไม่เกิน 2 ช่ัวโมง ซ่ึงเป็นตะกอนท่ีคงทนไม่สลาย

เมื่อต้ังทิ้งไว้ข้ามคืน ดังนั้นในการพัฒนาวิธีวิเคราะห์

ปริมาณ mitragynine ในใบกระท่อมด้วยเคร่ือง 

UHPLC ครั้งนี้จึงเลือกใช้ ethanol เป็นตัวท�ำละลาย

ในการสกัด

Table 1  Comparing the peak area values of Mitragyna speciosa extracted using methanol and ethanol

	 Item		  Sample	 No.	 Peak area under the curve of mitragynine

	 1	 methanol extract (30 min)	 1	 281.36

	 2	 methanol extract (30 min)	 2	 281.12

	 3	 ethanol extract (30 min)	 1	 226.11

	 4	 ethanol extract (30 min)	 2	 225.90

Table 2	 The peak area values of Mitragyna speciosa were extracted using ethanol at 30 minutes, 45 minutes, 
and 60 minutes

	 Item		  Sample	 No.	 Peak area under the curve of mitragynine

	 1	 ethanol extract (30 min)	 1	 221.65
	 2	 ethanol extract (30 min)	 2	 225.47
	 3	 ethanol extract (45 min)	 1	 248.25
	 4	 ethanol extract (45 min)	 2	 247.17
	 5	 ethanol extract (60 min)	 1	 246.17
	 6	 ethanol extract (60 min)	 2	 246.28

	 1.4		ผลการศึกษาระยะเวลาทีเ่หมาะสมในการ

สกัด

	 	 	 ผลการศึกษาระยะเวลาที่ใช้ในการสกัด

ใบกระท่อม พบว่าสารสกัดใบกระท่อมท่ีได้จากการ

สกัดที่ระยะเวลา 30 นาที มีพื้นที่ใต้พีคเฉลี่ยของสาร 

mitragynine น้อยกว่าพืน้ทีใ่ต้พคีเฉลีย่ของสาร mi-

tragynine ที่ได้จากการสกัดใบกระท่อมที่ระยะเวลา 

45 และ 60 นาที และพบว่าพื้นท่ีใต้พีคเฉลี่ยของสาร 

mitragynine ที่ได้จากการสกัดที่ระยะเวลา 45 และ 

60 นาที มีค่าไม่แตกต่างกัน (Table 2) ดังนั้นในการ

พัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณสาร mitragynine ในใบ

กระท่อมด้วยเครื่อง UHPLC ครั้งนี้ จึงเลือกใช้ระยะ

เวลาในการสกัดที่ระยะเวลา 45 นาที
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	 1.5		ผลการศึกษาหาสภาวะของระบบโครมาโท

กราฟีที่เหมาะสมในการวิเคราะห์ปริมาณ mitragy-

nine ในใบกระท่อม

	 	 	 ผลการศึกษาการวิเคราะห์สารละลาย

มาตรฐานของ mitragynine และสารสกดัใบกระท่อม 

ด้วยเคร่ือง UHPLC พบว่าสภาวะของระบบโครมา

โทกราฟีที่เหมาะสมที่ใช้ในการแยกสาร mitragy-

nine คือใช้คอลัมน์ชนิด ARC-18 ขนาด 4.6 5 150 

มิลลิเมตร ขนาดอนุภาค 2.7 ไมโครเมตร เป็นวัฏภาค

คงทีแ่ละใช้ 0.1% ortho-phosphoric acid ใน water 

และ 0.1% ortho-phosphoric acid ใน acetonitrile 

แบบ gradient อตัราการไหล 1.0 มลิลลิติร/นาท ีเป็น

วัฏภาคเคลื่อนที่ ตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 222 นาโน

เมตร จะปรากฏต�ำแหน่ง peak ของสาร mitragynine 

ที่ retention time ในช่วง 7.17-7.20 นาที (Table 

3) และสัดส่วนของวัฏภาคเคลื่อนที่แบบ gradient 

program (Table 4) 

Table 3	 Presentation of the suitable chromatographic system for separating mitragynine using UHPLC

	 UHPLC Conditions

Stationary phase 	 Raptor ARC-18 column, 4.6 5 150 mm, 2.7 µm particle size

Column temperature 	 40˚C
Mobile phase	 Gradient: 0.1% ortho-phosphoric acid in water and 0.1% 

	 ortho-phosphoric acid in acetonitrile

Flow rate	 1.0 mL/min

Detector conditions	 Monitor at 222 nm

Injection volume	 5 µL

Table 4  Gradient conditions for mobile phase of UHPLC

	 Time	 Flow	 0.1% ortho-phosphoric acid 	 0.1% ortho-phosphoric acid in
	 (min)	 (ml/min)	 in water (%A)	 acetonitrile (%B)

	 0.0	 1.0	 95	 5

	 5.5	 1.0	 40	 60

	 6.0	 1.0	 10	 90

	 6.5	 1.0	 10	 90

	 7.0	 1.0	 95	 5

	 9.0	 1.0	 95	 5
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2. ผลการทดสอบความใช้ ได้ของวิธีวิเคราะห์ 

	 2.1		ผลการทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วง

ของการวิเคราะห์ (linearity and range)

	 	 	 ผลจากการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐาน 

mitragynine ที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ 10 ระดับ

ความเข้มข้น ตัง้แต่ 0.30-30.00 ไมโครกรัม/มลิลลิติร 

พบว่าความสัมพันธ์ระหว่างค่าความเข้มข้นของ

สารละลายมาตรฐาน mitragynine กับพื้นที่ใต้พีคมี

ลกัษณะเป็นเส้นตรงตลอดช่วงความเข้มข้นทีว่เิคราะห์ 

โดยมีค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์ (r) เท่ากับ 0.9999 

(Figure 4)

Figure 4  The calibration curve of mitragynine standard intensity against peak area under the curve (AUC)

	 2.2		ผลการทดสอบความแม่น (accuracy) 

โดยผลการทดสอบร้อยละของการคืนกลับ (% re-

covery) 

	 	 	 ผลการศึกษาการวิเคราะห์ปริมาณสาร 

mitragynine ใน sample blank โดยท�ำการวเิคราะห์

จ�ำนวน 6 ซ�้ำ และผลการศึกษาการวิเคราะห์ปริมาณ

สาร mitragynine ใน spiked sample ที่เตรียมได้

จากการเติมสารละลายสารมาตรฐาน mitragynine 

ที่ 3 ระดับความเข้มข้น ลงใน sample blank ระดับ

ละ 3 ซ�้ำ โดยท�ำการวิเคราะห์ความเข้มข้นละ 2 ซ�้ำ พบ

ว่าค่าร้อยละของการคนืกลบั ในทุกระดบัความเข้มข้น

อยูใ่นเกณฑ์ท่ียอมรับได้ ในช่วงร้อยละ 99.72-100.88 

% RSD และ HORRAT ไม่เกิน 2.0 (Table 5)
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Table 5  Accuracy determined for the UHPLC method

Sample	 Sample	 Spiked	 Sample					     %Recovery 	 blank	 level	 spike	 %Recovery		  %RSD	 HORRAT					     mean ± SD	 (mg/ml)	 (mg/ml)	  (mg/ml)		

Mitragynine	 0.0019	 0.0007	 0.0027	 99.19	 99.72 ± 1.64	 1.64	 0.51
			   0.0027	 100.55
			   0.0027	 101.23
			   0.0027	 96.65
			   0.0027	 100.20
			   0.0027	 100.48

		  0.0030	 0.0050	 101.80	 100.12 ± 1.06	 1.06	 0.36
			   0.0050	 100.51
			   0.0049	 100.24
			   0.0049	 100.25
			   0.0049	 99.11
			   0.0049	 98.84

		  0.0062	 0.0083	 101.82	 100.88 ± 0.59	 0.59	 0.21
			   0.0082	 101.16
			   0.0082	 100.99
			   0.0082	 100.29
			   0.0082	 100.79
			   0.0082	 100.23

The acceptance criteria for %Recovery, according to the AOAC Peer-Verified Methods Program on Policies and Procedures 
in Arlington, VA, USA (1998), are 95-105%. The acceptance of precision is evaluated using the HORRAT (Horwitz Ratio)  

(< 2)					   

	 2.3		ผลการทดสอบความเที่ยง (precision)

	 	 	 1) repeatability 

	 	 	 ผลการศึกษาการวิเคราะห์ปริมาณสาร 

mitragynine ในตัวอย่างใบกระท่อม พบว่ามค่ีาเบ่ียง

เบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (% RSD) เท่ากับ 0.53 (Table 

6)

	 	 	 2) intermediate precision, between-

day 

	 	 	 ผลการศึกษาการวิเคราะห์ปริมาณสาร 

mitragynine ในตัวอย่างใบกระท่อม พบว่ามค่ีาเบ่ียง

เบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (% RSD) เท่ากับ 0.78 (Table 

6)

Table 6  Precision determined for the UHPLC method

	 Sample	 Repeatability; % RSD	 Intermediate precision; % RSD

	 Mitragynine	 0.53	 0.78
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	 2.4		 ผลการทดสอบขีดจ�ำกัดของการตรวจพบ 

(limit of detection, LOD)

	 	 	 พบว่า LOD ของการวิเคราะห์ mitragy-

nine เท่ากับ 0.19 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร หรือเท่ากับ

ร้อยละ 0.0191 โดยน�้ำหนัก 

	 2.5		 ผลการทดสอบขีดจ�ำกัดของการวัดเชิง

ปริมาณ (limit of quantitation, LOQ) 

	 	 	 พบว่า LOQ ของการวิเคราะห์ mitragy-

nine เท่ากับ 0.64 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร หรือเท่ากับ

ร้อยละ 0.0637 โดยน�้ำหนัก โดยมีค่า % RSD เท่ากับ 

1.69 ค่า HORRAT เท่ากับ 0.49 และร้อยละของการ

คืนกลับอยู่ในช่วงร้อยละ 95.18-99.66 (Table 7)

Table 7  The results of the limit of quantitation study (LOQ)

	 Sample	 Spiked	 Sample					     %Recovery Sample	 blank	 level	 spike	 %Recovery		  %RSD	 HORRAT					     mean ± SD	 (mg/ml)	 (mg/ml)	  (mg/ml)		

Mitragynine	 0.00195	 0.0006	 0.0016	 97.99	 98.23 ± 1.66	 1.69	 0.49
				    99.66
				    97.92
				    99.14
				    99.47
				    95.18

	 2.6		 การทดสอบความจ�ำเพาะ (specificity) 

	 	 	 ผลจากการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐาน

และสารละลายตวัอย่างพบว่า ภายใต้สภาวะ UHPLC 

ทีพ่ฒันาขึน้ สามารถแยกสาร mitragynine ออกจาก

สารอื่นได้ และไม่มีการรบกวนของสารอื่นในตัวอย่าง 

โดยมีค่า retention time เท่ากับ 7.17 นาที (Figure 5)

Figure 5  Chromatographic fingerprint of the standard mitragynine solution and the Mitragyna speciosa leaf extract
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3.	การวิเคราะห์ปริมาณ mitragynine ในใบ

กระท่อม

	 ผลการวิเคราะห์ปริมาณ mitragynine ใน

ตวัอย่างใบกระท่อม จ�ำนวน 17 ตวัอย่าง พบว่าปริมาณ

สาร mitragynine ในตัวอย่างใบกระท่อมมีค่าอยู่ใน

ช่วงร้อยละ 0.99-1.89 โดยน�้ำหนัก (Table 8)

Table 8  The results of the analysis of mitragynine content in Mitragyna speciosa extract using UHPLC method.

	 Sample No.	 Collection site	 Mitragynine content (w/w)

	 1	 Trang Province 1	 0.99

	 2	 Trang Province 2	 1.23

	 3	 Krabi Province	 1.55

	 4	 Chumphon Province 1	 1.59

	 5	 Chumphon Province 2	 1.77

	 6	 Chumphon Province 3	 1.89

	 7	 Chumphon Province 4	 1.08

	 8	 Phra Nakhon Si Ayutthaya	 1.54

	 9	 Pathum Thani Province 1	 1.45

	 10	 Pathum Thani Province 2	 1.60

	 11	 Pathum Thani Province 3	 1.49

	 12	 Nonthaburi Province 1	 1.66

	 13	 Nonthaburi Province 2	 1.26

	 14	 Nonthaburi Province 3	 1.58

	 15	 Nonthaburi Province 4	 1.00

	 16	 Nakhon Pathom Province	 1.40

	 17	 Bangkok	 1.11

อภิปรายผล

	 การพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณสาร mitragy-

nine ในวัตถุดิบใบกระท่อมด้วยเคร่ือง UHPLC 

โดยสกัดใบกระท่อมแห้งด้วยตัวท�ำละลาย ethanol 

โดยวิธี reflux เป็นเวลา 45 นาที ใช้คอลัมน์ชนิด 

ARC-18 ขนาด 4.6 5 150 มิลลิเมตร ขนาดอนุภาค 

2.7 ไมโครเมตร เป็นวัฏภาคคงท่ี และใช้ 0.1% 

ortho-phosphoric acid ในน�้ำ และ 0.1% ortho-

phosphoric acid ใน acetonitrile เป็นวัฏภาค

เคลื่อนท่ี อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตร/นาที ตรวจวัด

ที่ความยาวคลื่น 222 นาโนเมตร ใช้เวลาในการตรวจ

สอบ 9 นาที จะปรากฏต�ำแหน่ง peak ของ mitragy-

nine ที่ retention time ในช่วง 7.17-7.20 นาที 

	 การทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ ได้

ทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงของการวิเคราะห ์

พบว่ามีความเป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 0.30-

30.00 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ค่าสัมประสิทธ์ิสห

สัมพันธ์ (correlation coefficient, r) เท่ากับ 0.9998 
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ซ่ึงมีค่ามากกว่าค่าที่ยอมรับได้ที่ก�ำหนดค่า correla-

tion coefficient (r) ต้องมีค่าไม่น้อยกว่า 0.995 

	 การทดสอบความแม่นของวิธีพบค่า % mean 

recovery อยู่ในช่วงร้อยละ 97.72-100.88 ซ่ึงใน

เกณฑ์ท่ียอมรับได้ท่ีก�ำหนดค่าไว้ในช่วงร้อยละ 95-

105 ค่า % RSD อยูใ่นช่วง 0.59-1.64 ซ่ึงอยูใ่นเกณฑ์ที่

ยอมรับได้ซ่ึงก�ำหนดค่าไว้ไม่เกนิ 2.0% และค่า HOR-

RAT อยู่ในช่วง 0.21-0.51 ซ่ึงอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับ

ได้ซ่ึงก�ำหนดค่าไว้ไม่เกิน 2.0 แสดงว่าวิธีวิเคราะห์นี้

มีความแม่น 

	 การทดสอบความเท่ียงของวิธี พบว่าผลการ

ทดสอบความท�ำซ�้ำได้ โดยการวิเคราะห์ตัวอย่าง

จ�ำนวน 10 ซ�้ำภายในวันเดียวกัน และการวิเคราะห์

ตวัอย่างเมื่อเปลี่ยนวนัที่วิเคราะห์เป็นเวลา 3 วัน ๆ  ละ 

10 ซ�้ำ มีค่า % RSD เท่ากับ 0.53 และ 0.78 ตามล�ำดับ 

จากค่า % RSD ที่ได้พบว่าอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได ้

คือ ไม่มากกว่า 2.0 แสดงว่าวิธีวิเคราะห์นี้สามารถ

ท�ำซ�้ำได้และมีความเที่ยง ค่า LOD มีค่าเท่ากับ 0.19 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตรและค่า LOQ มีค่าเท่ากับ 0.64 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

	 เมื่อน�ำวิธีวิเคราะห์ปริมาณสาร mitragynine 

ในใบกระท่อมด้วยวิธี UHPLC ที่พัฒนาขึ้นมาใหม่นี้

เปรียบเทียบกับวิธีการหาปริมาณสาร mitragynine 

ในวัตถุดิบและสารสกัดใบกระท่อมที่มีรายงานไว้

ก่อนแล้ว พบว่าวิธีการวิเคราะห์ท่ีพัฒนาขึ้นนี้มีค่า % 

recovery ใกล้เคียงกับวิธีการวิเคราะห์ที่มีรายงานไว้

ก่อนหน้านี้[13,15] ค่า LOD และ LOQ ที่ได้จากวิธีการ

วิเคราะห์ท่ีพัฒนาขึ้นมีค่าใกล้เคียงกับ ค่า LOD และ 

LOQ ที่ได้จากวิธีการวิเคราะห์ที่มีรายงานไว้ก่อนหน้า

นี้[15-16] ส�ำหรับการเปรียบเทียบระยะเวลาในการตรวจ

วเิคราะห์พบว่า วธีิวเิคราะห์ท่ีพฒันาขึน้มาใหม่ใช้เวลา

ในการวเิคราะห์ 9 นาท ีซ่ึงใช้เวลาในการวิเคราะห์น้อย

กว่าวิธีการวิเคราะห์ท่ีมีรายงานไว้ก่อนหน้านี้[13-15] แต่

ใช้เวลามากกว่ารายงานผลการวิเคราะห์ของ Suhanya 

Parthasarathy และคณะ ในปี 2013 ซ่ีงใช้เวลาใน

การวิเคราะห์เท่ากับ 6 นาที[16] แต่อย่างไรก็ตามวิธี

การวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นนี้ มีข้อได้เปรียบเหนือวิธี

การวเิคราะห์ท่ีมรีายงานไว้ก่อนหน้านี ้ในแง่ของความ

เรียบง่ายและเวลาท่ีรวดเร็วในวิธีเตรียมตัวอย่างและ

การเตรียมวัฏภาคเคลื่อนที่ โดยวิธีวิเคราะห์ก่อนหน้า

นี้ ใช้วิธีสกัดใบกระท่อมด้วยวิธีหมักด้วย methanol 

เป็นเวลา 5 วัน และใช้ acetonitrile – 0.05% formic 

acid (ปรับให้ PH เท่ากับ 5) เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ ใน

ขณะท่ีวิธีวิเคราะห์นี้เตรียมสารสกัดใบกระท่อมโดย

การสกัดด้วยวิธี reflux ใช้ตัวท�ำละลาย ethanol ที่

เวลา 45 นาที และการเตรียมวัฏภาคเคลื่อนท่ี 0.1% 

ortho-phosphoric acid ในน�้ำ และ 0.1% ortho-

phosphoric acid ใน acetonitrile ไม่จ�ำเป็นต้องมี

การปรับ PH ใด ๆ จึงเป็นการเตรียมวัฏภาคเคลื่อนที่

ทีง่่าย สะดวก และรวดเร็ว รวมถงึลดระยะเวลาสมัผสั

สารเคมีที่เป็นอันตรายกับนักวิจัย 

	 เมื่อน�ำวิธีวิเคราะห์นี้มาตรวจปริมาณสาร mi-

tragynine ในตวัอย่างใบกระท่อมจ�ำนวน 17 ตวัอย่าง 

พบปริมาณสาร mitragynine ในตวัอย่างใบกระท่อม

ทัง้ 17 ตวัอย่าง มปีริมาณอยูร่ะหว่าง 0.99 ถงึ 1.89 ร้อย

ละโดยน�ำ้หนกั ซ่ึงข้อมลูปริมาณสาร mitragynine ใน

ตัวอย่างใบกระท่อมในแหล่งพื้นท่ีต่าง ๆ สามารถใช้

เป็นข้อมูลให้ทราบถึงพื้นท่ีและระบบนิเวศท่ีเหมาะ

สมต่อการเจริญเติบโตของต้นกระท่อมที่สามารถ

สร้างสาร mitragynine ในปริมาณสูง เพื่อน�ำมาปรับ

ใช้ในการเพาะปลกูต้นกระท่อมทางอตุสาหกรรมให้ได้

ปริมาณสาร mitragynine ในใบกระท่อมปริมาณสูง 

รวมทัง้เป็นประโยชน์ต่อการพฒันาพนัธ์ุกระท่อม และ

ผลติภณัฑ์ผสมกระท่อมสร้างเพิม่มลูค่าทางเศรษฐกจิ
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ของพืชกระท่อมต่อไป นอกจากนี้เนื่องจากสาร mi-

tragynine เป็นสารออกฤทธิห์ลกัของใบกระท่อม การ

ตรวจวิเคราะห์ปริมาณสาร mitragynine ในวัตถุดิบ

ใบกระท่อมและสารสกัดใบกระท่อมจึงเป็นประโยชน์

ต่อการการขออนญุาตขึน้ทะเบยีนผลติภณัฑ์ นอกจาก

นีย้งัสามารถใช้ในการวจัิยและพฒันาและผลติภณัฑ์ที่

มีกระท่อมเป็นส่วนผสมต่อไป 

ข้อสรุป

	 การศึกษานี้ได้พัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะห์

ปริมาณ mitragynine ในใบกระท่อมด้วยวธีิ UHPLC 

และทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ ผลการศกึษา

พบว่าวิธีที่พัฒนาขึ้น มีความถูกต้องแม่นย�ำ สะดวก 

รวดเร็ว และประหยัดสารเคมีที่ใช้ใน mobile phase 

จึงน�ำวิธีที่ได้มาตรวจปริมาณ mitragynine ใน

ตัวอย่างใบกระท่อม ท�ำให้ได้ข้อมูลซ่ึงเป็นประโยชน์

ต่อการพัฒนาพันธุ์กระท่อม และผลิตภัณฑ์ผสม

กระท่อม

กิตติกรรมประกาศ

	 ขอขอบคุณกรมวิทยาศาสตร ์การแพทย ์

กระทรวงสาธารณสุข ที่สนับสนุนงบประมาณในการ

ศึกษานี้  
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