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บทคัดย่อ

	 บทน�ำและวตัถุประสงค์:  ชะมวงมีชือ่วทิยาศาสตร์ว่า Garcinia cowa Roxb. วงศ์ Clusiaceae ใบอ่อนของชะมวง

มีรสเปรีย้ว ช่วยระบายท้อง แก้ไข้ กดัฟอกเสมหะ และใช้เป็นอาหาร ปัจจบุนัชะมวงถกูน�ำมาใช้เป็นองค์ประกอบทาง

ยาและผลติภณัฑ์สขุภาพท่ีหลากหลาย อย่างไรกต็ามยงัไม่มีวธีิการควบคุมคณุภาพของสารทีพ่บในใบชะมวง ผูว้จิยัจงึ

มีวตัถปุระสงค์เพือ่ศึกษาการพฒันาวธีิวเิคราะห์ปรมิาณสารโอเรยีนทนิและไวเทกซินในใบชะมวงด้วยวธีิ Ultra High 

Performance Liquid Chromatography (UHPLC) 

	 วิธีการศึกษา:  แบ่งเป็น 3 ขั้นตอน ได้แก่ การพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณสารโอเรียนทินและไวเทกซินในใบ

ชะมวงด้วยวิธี UHPLC การทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์และการวิเคราะห์ปริมาณสารโอเรียนทินและ

ไวเทกซินในใบชะมวงจ�ำนวน 9 ตัวอย่าง

	 ผลการศึกษา:  ผลการทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ดังกล่าว พบว่ากราฟมาตรฐานของโอเรียนทินและ

ไวเทกซินมีลักษณะเป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 1.32-127.01 และ 1.40-134.06 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามล�ำดับ 

โดยมีค่าสัมประสทิธ์ิสหสมัพนัธ์ เท่ากบั 0.9999 ค่าร้อยละของการคนืกลบัอยูใ่นช่วง 96.26-103.15% ขดีจ�ำกดัของการ

ตรวจพบของโอเรยีนทนิและไวเทกซิน มีค่าเท่ากบัร้อยละ 0.002 และ 0.003 โดยน�ำ้หนักแห้งของใบชะมวง (ไมโครกรมั/

ไมโครกรมั) ตามล�ำดับ ในขณะทีขี่ดจ�ำกดัของการวดัเชงิปรมิาณมค่ีาเท่ากบัร้อยละ 0.006 และ 0.009 โดยน�ำ้หนกัแห้ง

ของใบชะมวง (ไมโครกรมั/ไมโครกรมั) ตามล�ำดับ ปรมิาณโอเรยีนทินและไวเทกซินในใบชะมวงมีค่าเฉลีย่ร้อยละ 0.10 

และ 0.06 โดยน�้ำหนักแห้งของใบชะมวง (ไมโครกรัม/ไมโครกรัม) ตามล�ำดับ 

	 อภิปรายผล:  การพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณสารโอเรียนทินและไวเทกซินในวัตถุดิบใบชะมวงด้วยเคร่ือง 

UHPLC ที่พัฒนาขึ้น การสกัดใบชะมวงแห้งด้วยตัวท�ำละลาย 50% เมทานอล โดยวิธีรีฟลักซ์ ผลการทดสอบความ

ใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์พบว่าทุกค่าอยู่ในเกณฑ์ยอมรับได้ วิธีการวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นใช้เวลาในการวิเคราะห์น้อย วิธี

การเตรียมวัฏภาคเคลื่อนที่ง่าย สะดวก และรวดเร็ว

	 ข้อสรุป:  วิธีวิเคราะห์ท่ีพัฒนาข้ึนนี้มีความเหมาะสม สามารถน�ำไปใช้เป็นวิธีตรวจวิเคราะห์ปริมาณสาร 

โอเรียนทินและไวเทกซินในใบชะมวงและสามารถน�ำไปสู่การก�ำหนดเกณฑ์ปริมาณสารส�ำคัญในใบชะมวงต่อไป

	 ค�ำส�ำคัญ:  ใบชะมวง, โอเรียนทิน, ไวเทกซิน, UHPLC
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Abstract

	 Introduction and Objective:  Garcinia cowa Roxb. (Cha Muang in Thai) belongs to the family Clusiaceae. 

Its young leaves taste sour and are used as laxative, antipyretic and mucolytic agents as well as food. Cha Muang 

has been used as an active ingredient of several herbal drugs and health products. However, the appropriate ana-

lytical methods for quality control of those compounds are still limited. This study aimed to develop analytical 

methods for quantification of orientin and vitexin in G. cowa leaf samples using the ultra-high performance liquid 

chromatography (UHPLC) technique. 

	 Methods:  The study was divided into three steps: developing the UHPLC method for analyzing orientin 

and vitexin in G. cowa leaves, testing the validity of the analysis method, and analyzing the quantity of orientin 

and vitexin in nine G. cowa leaf samples. 

	 Results:  This method was validated by establishing the linearity for orientin and vitexin at concentration 

ranges of 1.32–127.01 and 1.40–134.06 µg/mL, respectively, with a determination correlation coefficient (r) of 

0.9999. The %recovery was in the range of 96.26 to 103.15%. Based on the dried weight of G. cowa leaves (µg/

µg), the limits of detection of orientin and vitexin were 0.002 and 0.003% w/w, respectively, the limits of quanti-

fication were 0.006 and 0.009% w/w, respectively, and the average contents of orientin and vitexin were 0.10 and 

0.06% w/w, respectively.

	 Discussion:  The UHPLC method developed for analyzing orientin and vitexin in raw G. cowa leaves 

involves the extraction of dried G. cowa leaves with 50% methanol as the solvent using the reflux method. The 

validity test results of the analysis method were all within acceptable limits. The analysis method requires less time 

and involves a simple, convenient, and rapid preparation of the mobile phase. 

	 Conclusion and Recommendation:  In G. cowa leaves, the newly developed method is suitable and can 

be used to analyze the contents of orientin and vitexin; and the appropriate specification of orientin and vitexin 

contents can be established.

	 Keywords:  Garcinia cowa Roxb. leaves, orientin, vitexin, UHPLC  
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บทนำ�และวัตถุประสงค์

	 ชะมวง มีชื่อทางวิทยาศาสตร์ว่า Garcinia 

cowa Roxb. จัดอยู ่ในวงศ์ Clusiaceae[1] มีชื่อ

อ่ืน ๆ เช่น กะมวง มวงส้ม หมากโมก มีลักษณะทาง

พฤกษศาสตร์เป็นไม้ยนืต้นขนาดกลาง สงูประมาณ 10 

เมตร ใบเป็นใบเดี่ยว ขอบใบเรียบ ใบหนายาว สีเขียว

อ่อนถงึสเีขยีวอมม่วงแดง ก้านใบยาว 1-2 เซนตเิมตร 

ตวัใบยาว 18-20 เซนตเิมตร ใบออกเป็นคูต่รงข้ามกนั 

มีกลิ่นหอม (Figure 1) ดอกขนาดเล็ก ประมาณ 10- 

15 มิลลิเมตร มี 3 กลีบ กลีบดอกแข็งสีนวล มีกลิ่น

หอม ออกดอกตามกิ่ง ผลทรงกลม เว้าเป็นพู ผลมี

เนื้อสีเหลือง รสฝาด ผลสุกสีเหลืองส้ม มีเมล็ดอยู่

ภายใน 4-6 เมลด็ เจริญเตบิโตได้ดตีามป่าชืน้ทางภาค

ใต้และภาคตะวนัออก อาจพบได้บ้างในเขตภาคกลาง 

ใบอ่อนของชะมวงมีรสเปร้ียว มีสรรพคุณยาพื้นบ้าน

ช่วยระบายท้อง แก้ไข้ กัดฟอกเสมหะ แก้ธาตุพิการ[2] 

มรีายงานวจัิยการศกึษาฤทธ์ิทางชวีภาพของใบชะมวง 

พบว่าสารสกดัจากใบชะมวงมฤีทธ์ิต้านจุลนิทรีย์ และ

ฤทธ์ิลดไขมัน พบสารกลุ่มฟลาโวนอยด์ซีไกลโคไซด ์

(flavonoid C-glycoside) 2 ชนิด คือ โอเรียนทิน

และไวเทกซินและสารกลุ่มสเตียรอยด์ (steroids) 

ได้แก่ เบต้า-ซิโตสเตอรอล (beta-sitosterol) เป็น

องค์ประกอบ[3,4]

	 ปัจจุบันประชาชนมีการบริโภคใบชะมวงอย่าง

แพร่หลาย และจากข้อมูลการศึกษาทางวิทยาศาสตร์

แสดงถึงฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีน่าสนใจหลายชนิด แสดง

ถึงศักยภาพของพืชสมุนไพรชนิดนี้ท่ีสามารถน�ำไป

พัฒนาต่อยอดเป็นผลิตภัณฑ์ยา หรือผลิตภัณฑ์

เสริมอาหารเพ่ือช่วยป้องกัน หรือรักษาโรคได้ และ

ในการน�ำใบชะมวงมาเป็นองค์ประกอบในการปรุง

ต�ำรับยายังไม่มีข ้อมูลของปริมาณสารส�ำคัญ ใน

ปี 2545 มีรายงานการศึกษา HPLC Fingerprint 

ของสารกลุ่มฟลาโวนอยด์ ได้แก่ ไอโซโอเรียนทิน 

(isoorientin), โอเรียนทิน, ไวเทกซิน และไอโซไว-

เทกซิน (isovitexin) ด้วยวิธี HPLC-PDA[5] พบว่า

ใช้เวลาในการวิเคราะห์ นาน 60 นาที ในปี 2555 มี

รายงานการศึกษาการพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณสาร

ไอโซโอเรียนทิน, โอเรียนทิน, ไวแทกซิน และไอโซไว- 

เทกซิน ด้วยวิธี HPLC-UV/DAD[6] พบว่าใช้เวลาใน

การวิเคราะห์ นาน 30 นาที และต่อมาในปี 2561 มี

รายงานการหาปริมาณสารไวเทกซินในสารสกัดและ

ผลิตภัณฑ์ของพืชชายน�้ำด้วยวิธี UHPLC-DAD[7] 

ใช้เวลาในการวิเคราะห์นาน 16 นาที จากรายงานการ 

ศึกษาท่ีกล่าวมาข้างต้นนี้  ล้วนแต่ท�ำให้สิ้นเปลือง 

วัฏภาคเคลื่อนที่ (Mobile phase) การวิจัยคร้ังนี้จึง

มีวัตถุประสงค์ในการพัฒนาวิธีการวิเคราะห์ปริมาณ

สารโอเรียนทินและไวเทกซินในใบชะมวงและทดสอบ

ความถูกต้องของวิธีเพื่อให้ได้วิธีมาตรฐานของห้อง

ปฏิบัติการท่ีมีความถูกต้องแม่นย�ำ สะดวก รวดเร็ว

และประหยัดสารเคมี เพื่อใช้ในการประเมินคุณภาพ

ของใบชะมวง รวมท้ังการหาปริมาณสารส�ำคญัท่ีอยูใ่น

ใบชะมวง ให้สามารถน�ำไปใช้ประโยชน์ทางการแพทย์

ได้อย่างเหมาะสม นอกจากนี้ยังสามารถใช้ในการ

วิจัยและพัฒนาต�ำรับยาและผลิตภัณฑ์จากใบชะมวง 

ต่อไป

Figure 1  Garcinia cowa Roxb. leaves
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ระเบียบวิธีศึกษา

1. วัสดุ

	 1.1		ตัวอย่างสมุนไพร

	 	 	 ใบชะมวงสดระยะใบเพสลาด จ�ำนวน 

9 ตัวอย ่าง ตัวอย ่างละ 2 กิโลกรัม ที่ เก็บจาก 

กรุงเทพมหานคร ตราด ระยอง จันทบุรี นนทบุรี 

นครนายก ขอนแก่น และชุมพร ในช่วงระหว่างเดือน

มีนาคม 2566 ถึงเดือนสิงหาคม 2566 (Table 1) ผ่าน

การตรวจพิสูจน์เอกลักษณ์ทางเภสัชเวทเปรียบเทียบ

กับตัวอย่างจริง (authentic) จ�ำนวน 1 ตัวอย่าง ที่

ได้จากอ�ำเภอมะขาม จังหวัดจันทบุรี ว่าเป็นใบชะมวง 

Garcinia cowa Roxb. วงศ์ Clusiaceae (Figure 

1) โดยนกัพฤกษศาสตร์ ห้องปฏบิตักิารพพิธิภณัฑ์พชื 

สถาบันวิจัยสมุนไพร หมายเลขอ้างอิง DMSC 5215 

จากน้ันน�ำมาคัดเลือกเฉพาะใบ ล้างด้วยน�ำ้ให้สะอาด 

ผึ่งให้แห้งท่ีอุณหภูมิห้อง และอบให้แห้งด้วยเตาอบ

ร้อนไฟฟ้าท่ีมีพัดลมระบายอากาศท่ีอุณหภูมิ 45-50 

องศาเซลเซียส นาน 72 ชั่วโมง และน�ำตัวอย่างที่แห้ง

แล้วไปบดเป็นผงละเอียด ผ่านแร่งที่มีขนาดช่อง 180 

ไมโครเมตร เก็บผงสมุนไพรใบชะมวงในขวดแก้วสี

ชามฝีาปิดสนทิ ระบุช่ือสมนุไพร แหล่งท่ีเกบ็ วนัท่ีเกบ็ 

และวันที่เตรียมตัวอย่าง เก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิห้อง

Figure 2  Chemical structure of Orientin and Vitexin

Table 1	 Twelve samples of fresh Garcinia cowa Roxb. leaves raw materials were obtained from natural sources in 

various provinces of Thailand

	 Sample	 Natural sources

	 1	 Makham District, Chanthaburi Province

	 2	 Mueang District, Nonthaburi Province (Tree 1)

	 3	 Mueang District, Nonthaburi Province (Tree 2)

	 4	 Pathio District, Chumphon Province

	 5	 Mueang District, Trat Province

	 6	 Ban Na District, Nakhon Nayok Province

	 7	 Mueang District, Rayong Province

	 8	 Bang Khen District, Bangkok Province

	 9	 Mueang District, Khon Kaen Province

	 1.2		 สารมาตรฐาน

	 สารมาตรฐาน : โอเรียนทนิ ความบริสทุธ์ิ ≥ 98% 

(CBP Ltd., Lot.no. PRF8062201), ไวเทกซนิ  ความ

บริสุทธิ์ ≥ 98% (Chromadex, Lot.no. 00022850-

615) 

	 1.3		 สารเคมีและตัวท�ำละลาย

	 methanol HPLC grade (RCI Labscan 

Limited, Thailand), acetonitrile HPLC grade 

(RCI Labscan Limited, Thailand), ethanol AR 

(RCI Labscan Limited, Thailand), methanol 

Orientin Vitexin
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AR (Merck, Germany), ortho-phosphoric acid 

AR (RCI Labscan Limited, Thailand) และน�้ำ

ปราศจาก อิออน (deionized water)

	 1.4		 วัสดุวิทยาศาสตร์และเครื่องแก้ว

	 กระดาษกรองเบอร์ 4 (Whatman, UK), PVDF 

membrane filter ขนาด 0.2 ไมโครเมตร, Nylon 

filter syringe ขนาด 0.2 ไมโครเมตร, เคร่ืองแก้ว 

และ micro pipette

	 1.5		 เครื่องมือ

	 เคร่ือง Ultra High Performance Liquid 

Chromatography รุ่น 1290 Infinity II (Agilent), 

คอลัมน์ชนิด ARC-18, ขนาด 4.6 5 150 มิลลิเมตร, 

ขนาดอนุภาค 2.7 ไมโครเมตร และ ARC-8, ขนาด 

2.1 5 100 มิลลิเมตร, ขนาดอนุภาค 3.0 ไมโครเมตร 

(Restek), ตู้อบร้อนไฟฟ้ารุ่น UL-50 (Memmert), 

เครื่องบดปั่น รุ่น RT 34 (ChyunTseh Industrial), 

เคร่ืองแร่ง รุ่น AS 200 Basic (Retsch), แร่งที่มี

ขนาดช่อง 180 ไมโครเมตร (Endocott), เคร่ืองระเหย

สุญญากาศ ประกอบด้วย rotavapor รุ่น N-1000 

(Eyela) และอ่างน�ำ้แบบควบคมุอณุหภมูรุ่ิน SB-1000 

(Eyela), เครื่องท�ำสุญญากาศรุ่น A-3S (Eyela) และ

เครื่องท�ำน�้ำเย็นหมุนเวียน รุ่น CA-101 (Eyela) และ

เครื่องชั่ง 4 ต�ำแหน่ง รุ่น XT 220A (Precisa)

วิธีการศึกษา

1. การศกึษาหาสภาวะของระบบโครมาโทกราฟี

	 1.1		การเตรียมสารมาตรฐาน

	 เตรียมสารละลายสารมาตรฐานโอเรียนทิน

และไวเทกซิน ความเข้มข้น 40 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

ในสารละลาย 50% เมทานอล น�ำสารละลายสาร

มาตรฐานที่ได้ไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง UHPLC

	 1.2		การเตรียมสารละลายตัวอย่าง

	 สกดัตัวอย่างใบชะมวงแห้ง น�ำ้หนกั 1 กรัม ด้วย 

50% เมทานอล ปริมาตร 40 มิลลิลิตร โดยวิธีรีฟลักซ์ 

(reflux) เป็นเวลา 30 นาที กรองและน�ำสารสกัดท่ี

ได้มาระเหยแห้ง ละลายและปรับปริมาตรด้วย 50% 

เมทานอล จนครบ 50 มิลลิลิตร โดยใช้ขวดแก้ววัด

ปริมาตร (volumetric flask) กรองผ่าน Nylon filter 

syringe น�ำสารละลายตัวอย่างท่ีได้ไปวิเคราะห์ด้วย

เครื่อง UHPLC

	 1.3		การเลอืกชนดิของตัวท�ำละลายในการสกดั

	 สกดัตัวอย่างใบชะมวงแห้ง น�ำ้หนกั 1 กรัม โดยใช้

เมทานอล 40 มลิลลิติร เปรียบเทียบกบั 50% เมทานอล 

40 มิลลิลิตร ด้วยวิธีรีฟลักซ์ เป็นเวลา 30 นาที กรอง

ผ่านกระดาษกรองเบอร์ 4 น�ำสารสกัดเมทานอลและ

สารสกัด 50% เมทานอล ไประเหยแห้งด้วยเคร่ือง

ระเหยสุญญากาศ จากนั้นละลายและปรับปริมาตร

ด้วยเมทานอลและ 50% เมทานอล ตามล�ำดบั จนครบ 

50 มิลลิลิตร โดยใช้ขวดแก้ววัดปริมาตร กรองผ่าน 

Nylon filter syringe แล้วน�ำมาวิเคราะห์ด้วยเครื่อง 

UHPLC เพื่อเปรียบเทียบความสามารถในการสกัด

สารโอเรียนทินและไวเทกซินจากใบชะมวง

	 1.4		 การศึกษาระยะเวลาทีเ่หมาะสมในการสกดั

	 สกดัตัวอย่างใบชะมวงแห้ง น�ำ้หนกั 1 กรัม ด้วย 

50% เมทานอล โดยวิธีรีฟลักซ์ เป็นเวลา 20, 30 และ 

45 นาที กรองผ่านกระดาษกรองเบอร์ 4 น�ำสารละลาย

ที่ได้ไประเหยแห้งด้วยเคร่ืองระเหยสุญญากาศ จาก

นั้นละลายและปรับปริมาตรด้วย 50% เมทานอล จน

ครบ 50 มิลลิลิตร โดยใช้ขวดแก้ววัดปริมาตร กรอง

ผ่าน Nylon filter syringe น�ำสารละลายตัวอย่างท่ี

ได้ไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง UHPLC เพื่อเปรียบเทียบ 

ผลของเวลาที่ใช ้ในการสกัดสารโอเรียนทินและ 

ไวเทกซิน
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	 1.5		การเลือกใช้ความยาวคล่ืนในการตรวจ

วิเคราะห์สารโอเรียนทินและไวเทกซิน

	 สกัดตัวอย่างใบชะมวงแห้ง น�้ำหนัก 1 กรัม 

ด้วย 50% เมทานอล โดยวิธีรีฟลักซ์ เป็นเวลา 30 

นาที กรองผ่านกระดาษกรองเบอร์ 4 น�ำสารละลาย

ที่ได้ไประเหยแห้งด้วยเคร่ืองระเหยสุญญากาศ จาก

นั้นละลายและปรับปริมาตรด้วย 50% เมทานอล จน

ครบ 50 มิลลิลิตร โดยใช้ขวดแก้ววัดปริมาตร กรอง

ผ่าน Nylon filter syringe น�ำสารละลายตัวอย่างท่ี

ได้ไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง UHPLC วัดการดูดกลืน

แสงอัลตราไวโอเลต (ultraviolet, UV) ของโอเรียน

ทินและไวเทกซินเพื่อดูความยาวคลื่นที่สารชนิดนี้

สามารถดูดกลืนแสงสูงสุด (λmax) และวิเคราะห์

สารละลายตัวอย่างใบชะมวงโดยใช้ DAD เพื่อเลือก

ความยาวคลืน่ส�ำหรับการตรวจวดัสารโอเรียนทนิและ

ไวเทกซินโดยท่ีไม่พบการซ้อนทับของพีคอื่น (peak, 

co-elute)

	 1.6		 วัฏภาคคงที ่(Stationary phase) และวฏั

ภาคเคลื่อนที่ (Mobile phase)

	 วัฏภาคคงท่ี เปรียบเทียบผลของคอลัมน์ชนิด

ต่าง ๆ ที่แตกต่างกันในเรื่องชนิดอนุภาคภายใน

คอลัมน์ (ARC-18 และ ARC-8) ความยาวคอลัมน ์

(150 และ 100 มิลลิเมตร) โดยพิจารณาเลือกคอลัมน์ 

จากลกัษณะของ peak shape, peak symmetry และ 

retention time 

	 วัฏภาคเคลื่อนที่ ศึกษาชนิดและสัดส่วนของ

วัฏภาคเคลื่อนที่ โดยพิจารณาจาก peak shape และ 

retention time ของโอเรียนทินและไวเทกซิน ความ

สามารถในการแยกสิง่เจือปน (impurity) จากพคีของ

โอเรียนทินและไวเทกซินในสารละลายตัวอย่างใบ

ชะมวงและความดันของระบบโครมาโทกราฟี

2.	การทดสอบความใช้ ได้ของวิธีวิเคราะห์ทาง

เคมี

	 ทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ปริมาณ 

โอเรียนทินและไวเทกซินในสารละลายตัวอย่างใบ

ชะมวงทีพ่ฒันาขึน้ตามแนวปฏบัิตกิารทดสอบความถกู

ต้องของวิธีวิเคราะห์ทางเคมีโดยห้องปฏิบัติการเดียว  

กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข[8]

	 2.1		การทดสอบความเป็นเส้นตรง (linearity) 

และช่วงการวิเคราะห์ (range)

	 เตรียมสารละลายสารมาตรฐานจ�ำนวน 2 ชนิด 

ได้แก่ โอเรียนทินและไวเทกซิน โดยชั่งสารมาตรฐาน

โอเรียนทินและไวเทกซิน น�้ำหนัก 10 มิลลิกรัม ตาม

ล�ำดับ ละลายและปรับปริมาตรด้วย 50% เมทานอล 

จนครบ 50 มิลลิลิตร ด้วยขวดแก้ววัดปริมาตร จะได้ 

stock solution ของสารละลายสารมาตรฐานโอเรียน

ทินและไวเทกซิน เข้มข้น 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

จากนั้นเจือจางให้ได้ 7 ระดับความเข้มข้น ตามล�ำดับ 

ใส่ลงในขวดแก้ววัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร แล้ว

ปรับปริมาตรด้วย 50% เมทานอล จะได้ 7 ระดบัความ

เข้มข้นของสารละลายสารมาตรฐานโอเรียนทิน ดังนี้ 

คือ 1.32, 5.29, 10.58, 21.17, 42.34, 84.67 และ 

127.01 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ 7 ระดับความเข้ม

ข้นของสารละลายสารมาตรฐานไวเทกซิน ดังนี้ คือ 

1.40, 5.59, 11.17, 22.34, 44.69, 89.38 และ 134.06 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ฉีดสารละลายสารมาตรฐาน

โอเรียนทินและไวแทกซิน ท่ี 7 ระดับความเข้มข้น 

ความเข้มข้นละ 3 ซ�้ำ ด้วยเครื่อง UHPLC น�ำค่าพื้นที่

ใต้พีค (peak area) และความเข้มข้นของสารละลาย

สารมาตรฐานโอเรียนทินและไวเทกซินไปสร้างกราฟ

มาตรฐาน (calibration curve) ค่าสัมประสิทธ์ิสห-

สัมพันธ์ (correlation coefficient, r)
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	 2.2		การทดสอบหาร้อยละของการคืนกลับ (% 

recovery) และความเที่ยง (precision)

	 เตรียม sample blank (sample blank คือ 

ตัวอย่างใบชะมวงที่น�ำมาสกัดและตรวจวิเคราะห์หา

ปริมาณโอเรียนทินและไวแทกซิน แล้วมีปริมาณสาร

โอเรียนทินและไวเทกซินในปริมาณต�่ำ ๆ) โดย ช่ัง

ตวัอย่างใบชะมวง 1 กรัม สกดัด้วย 50% เมทานอล โดย

วิธีรีฟลักซ์ เป็นเวลา 30 นาที กรองผ่านกระดาษกรอง

เบอร์ 4 น�ำสารละลายที่ได้ไประเหยแห้งด้วยเคร่ือง

ระเหยสุญญากาศ จากนั้นละลายและปรับปริมาตร

ด้วย 50% เมทานอล จนครบ 50 มิลลิลิตร โดยใช้

ขวดแก้ววัดปริมาตร กรองผ่าน Nylon filter syringe 

น�ำสารละลายตัวอย่างท่ีได้ไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง 

UHPLC จ�ำนวน 6 ซ�้ำ แล้วน�ำมาหาค่าเฉลี่ย (mean)

	 เตรียม spiked sample ลงใน sample blank 

โดยเติมสารละลายสารมาตรฐานที่ความเข้มข้น 3 

ระดับ  ระดับละ 3 ซ�้ำ ฉีดซ�้ำละ 2 คร้ัง โดยเตรียม 

spiked sample ให้มีความเข้มข้น 50, 100, 150% 

	 เติมสารละลายสารมาตรฐานที่ความเข้มข้น 3 

ระดับ ลงใน sample blank แล้ววิเคราะห์ sample 

blank (unspiked) จ�ำนวน 6 ซ�ำ้ และวเิคราะห์ spiked 

sample ระดับละ 3 ซ�้ำ จากนั้นค�ำนวณค่าร้อยละของ

การคืนกลับ

	 % recovery	 =	 (C1 – C2) 5 100

	 	 	 	 	 	 C3

	 เมื่อ	 C1	คือ ความเข้มข้นของสารใน spiked 

sample

	 	 C2	คือ ความเข้มข้นของสารใน sample 

blank

	 	 C3	คือ ความเข้มข้นของสารที่เติม

การทดสอบความเที่ยง (precision)

	 Repeatability วเิคราะห์ปริมาณสารโอเรียนทนิ

และไวเทกซินในตัวอย่างสารละลายใบชะมวง ซ�้ำ 10 

คร้ัง ในวันเดียวกัน ค�ำนวณค่าร้อยละส่วนเบ่ียงเบน

มาตรฐานสัมพัทธ์ (% RSD)

	 Intermediate precision วิเคราะห์ปริมาณ

สารโอเรียนทินและไวเทกซินในตัวอย่างสารละลาย

ใบชะมวง เป็นเวลา 3 วัน ๆ ละ 10 ซ�้ำ ค�ำนวณค่า 

ร้อยละส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์

		  2.2.1	การทดสอบขีดจ�ำกดัของการตรวจพบ 

(Limit of Detection, LOD)

	 	 ค�ำนวณค่าประมาณ (estimated) ของ LOD 

จากกราฟมาตรฐาน

	 LOD (µg/mL), ค่าประมาณ	 =	 3 5 standard error/slope

		  	 	 LOD (µg/mL) 5 ปริมาตรที่เตรียม (mL) 5 ระดับเจือจาง 5 100
	 LOD (% w/w), ค่าประมาณ	 =	
 	 	 	 	 	 	 1,000,000 5 น�้ำหนักตัวอย่าง (g)

	 เตรียมสารละลายตัวอย่างใบชะมวง โดยชั่ง

ตัวอย่างใบชะมวง 1 กรัม สกัดด้วย 50% เมทานอล 

โดยวิธีรีฟลักซ์ เป็นเวลา 30 นาที กรองผ่านกระดาษ

กรองเบอร์ 4 น�ำสารละลายที่ได้ไประเหยแห้งด้วย

เคร่ืองระเหยสุญญากาศ จากนั้นละลายและปรับ

ปริมาตรด้วย 50% เมทานอล จนครบ 50 มิลลิลิตร 

โดยใช้ขวดแก้ววัดปริมาตร กรองผ่าน Nylon filter 

syringe 

	 เตรียมสารละลาย spiked sample ให้มีความ

เข้มข้นใกล้เคียงกับค่าประมาณของ LOD แล้วตรวจ
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ปริมาณ (Limit of Quantitation, LOQ)

	 	 ค�ำนวณค่าประมาณของ LOQ จากกราฟ

มาตรฐาน ดังนี้

วิเคราะห์ปริมาณโอเรียนทินและไวเทกซินใน spiked 

sample 6 ซ�้ำ

		  2.2.2	การทดสอบขีดจ�ำกัดของการวัดเชิง

	 LOQ (µg/mL), ค่าประมาณ	 =	 10 5 standard error/slope

		  	 	 LOQ (µg/mL) 5 ปริมาตรที่เตรียม (mL) 5 ระดับเจือจาง 5 100	
	 LOQ (% w/w), ค่าประมาณ	 =	
 	 	 	 	 	 	 1,000,000 5 น�้ำหนักตัวอย่าง (g)

	 เตรียมสารละลาย spiked sample ให้มีความ

เข้มข้นใกล้เคียงกับค่าประมาณของ LOQ แล้ว

ตรวจวิเคราะห์ปริมาณโอเรียนทินและไวเทกซินใน 

spiked sample 6 ซ�้ำ ค�ำนวณค่าร้อยละส่วนเบ่ียง

เบนมาตรฐานสัมพัทธ์และค่าร้อยละของการคืนกลับ

		  2.2.3 การทดสอบความจ�ำเพาะ (Specificity)

	 	 ฉีดสารละลาย mixed working standard 

solution ความเข้มข้น 40 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ

สารละลายตวัอย่างใบชะมวง ด้วยเคร่ือง UHPLC เพือ่

ตรวจสอบการแยกสารโอเรียนทินและไวเทกซินออก

จากกันและออกจากการรบกวนของสารอื่น ซ่ึงต้องมี

ค่า retention time แยกจากกันได้ดี

	 2.3		การวิเคราะห์ปริมาณโอเรียนทินและ 

ไวเทกซินในสารละลายตัวอย่างใบชะมวง

		  2.3.1 การเตรียมสารละลายตวัอย่างใบชะมวง

	 	 ชั่งตัวอย่างใบชะมวง 1 กรัม สกัดด้วย 50% 

เมทานอล โดยวธีิรีฟลกัซ์ เป็นเวลา 30 นาท ีกรองผ่าน

กระดาษกรองเบอร์ 4 น�ำสารละลายท่ีได้ไประเหยแห้ง

ด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศ จากนั้นละลายและปรับ

ปริมาตรด้วย 50% เมทานอล จนครบ 50 มิลลิลิตร 

โดยใช้ขวดแก้ววัดปริมาตร กรองผ่าน Nylon filter 

syringe น�ำสารละลายตัวอย่างท่ีได้ไปวิเคราะห์ด้วย

เครื่อง UHPLC 

	 วิเคราะห์ปริมาณโอเรียนทินและไวเทกซินใน

ตัวอย่างใบชะมวง จ�ำนวน 9 ตัวอย่าง ด้วยวิธีที่พัฒนา

ข้ึน โดยท่ีแต่ละตัวอย่างให้วเิคราะห์ 3 ซ�ำ้ แล้วน�ำมาหา

ค่าเฉลี่ย

	 การค�ำนวณความเข้มข้นของสารโอเรียนทนิและ

ไวเทกซนิในตวัอย่างสารละลายใบชะมวง (ร้อยละโดย

น�้ำหนักของตัวอย่างใบชะมวงแห้ง, % w/w)

			   	 C0 (µg/mL) 5 ปริมาตรที่เตรียม (mL) 5 ระดับเจือจาง 5 100	
	 CS (% w/w)	 =
 	 	 	 	 	 1,000,000 5 น�้ำหนักตัวอย่าง (g)

	 เมื่อ	 C0	 คือ ความเข้มข้นของสารที่วิเคราะห์ที่ค�ำนวณได้จากกราฟมาตรฐาน

	 	 CS	 คือ ความเข้มข้นของสารที่วิเคราะห์เพื่อแปลงเป็นร้อยละโดยน�้ำหนัก
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ผลการศึกษา

1.	 การพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณโอเรียนทิน

และไวเทกซินในใบชะมวง

	 1.1		การศึกษาหาสภาวะของระบบโครมาโท-

กราฟี 

	 หลงัจากน�ำสารละลายสารมาตรฐานของโอเรียนทิน 

และไวเทกซินและสารละลายตัวอย่างใบชะมวงไป

วิเคราะห์ด้วยเคร่ือง UHPLC พบว่าได้สภาวะของ

ระบบโครมาโทกราฟีที่ เหมาะสมในการแยกสาร 

โอเรียนทินและไวเทกซิน (Table 2) โดยสัดส่วนของ

วัฏภาคเคลื่อนท่ีแบบ gradient program จะเร่ิมท่ี

เวลา นาทีที่ 0.0 ถึง นาทีที่ 5.0 ใช้ % A : % B (90 : 

10), นาทีท่ี 5.0 ถึง นาทีท่ี 6.0 ใช้ % A : % B (60 : 

40), นาทีที่ 6.0 ถึง นาทีที่ 7.0 ใช้ % A : % B (15 : 85) 

และ นาทีที่ 7.0 ถึง นาทีที่ 7.5 ใช้ % A : % B (90 : 10) 

(Table 3, Figure 3)

Table 2  Optimal chromatography conditions for separation of orientin and vitexin by UHPLC system

		  Optimal conditions

Stationary phase	 UHPLC column ARC-18; 4.6 5 150 mm, 2.7 µm

Column Temperature	 35˚C 

Mobile phase	 Gradient : 0.1% ortho-phosphoric acid in deionized water and 0.1% ortho-phosphoric 

	 acid in acetonitrile

Flow rate	 1.0 mL/min

Detection	 DAD 340 nm

Injection volume	 10 µL

Table 3  Gradient program

	 Time (min)	 Flow	 0.1% ortho-phosphoric acid in water 	 0.1% ortho-phosphoric acid 

		  (mL/min)	 (%A)	 in acetonitrile (%B)

	 initial	 1.0	 90	 10

	 5.0	 1.0	 60	 40

	 6.0	 1.0	 60	 40

	 7.0	 1.0	 15	 85

	 7.5	 1.0	 90	 10
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	 1.2 การเลอืกชนดิของตวัท�ำละลายในการสกดั

	 การศึกษาชนิดของตัวท�ำละลายในการสกัด 

พบว่าเมื่อน�ำสารละลายตัวอย่างท่ีได้จากการสกัดใบ

ชะมวงด้วยเมทานอลและ 50% เมทานอล วิเคราะห์

ด้วยเครื่อง UHPLC ตัวอย่างละ 2 ซ�้ำ พบว่าพื้นที่ใต้

พีคเฉลี่ยของสารโอเรียนทินและไวเทกซินจากการ

สกดัใบชะมวงด้วยเมทานอล ท่ี retention time 3.97 

และ 4.30 นาที ตามล�ำดับ มีค่า 102.978 และ 61.597 

ซ่ึงน้อยกว่าใบชะมวงทีส่กดัด้วย 50% เมทานอล คอื มี

พื้นที่ใต้พีคเฉลี่ย เท่ากับ 188.693 และ 103.998 ตาม

ล�ำดับ (Figure 4)

Figure 3	 Chromatogram of standard solution of orientin (A), vitexin (B) and sample solution of Garcinia cowa 
Roxb. leaves (C)

Figure 4	 Effect of orientin and vitexin extraction in Garcinia cowa Roxb. leaves with 50% methanol (D) and 
methanol (E)
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	 ดงันัน้ในการพฒันาวธีิวเิคราะห์ปริมาณโอเรียน-

ทินและไวเทกซินในใบชะมวง จึงเลอืกใช้ 50% เมทานอล  

เป็นตัวท�ำละลายในการสกัดใบชะมวง

	 1.3		การศึกษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการ

สกัด

	 การศกึษาระยะเวลาทีเ่หมาะสมในการสกดั พบว่า

สารละลายทีไ่ด้จากการสกดัตวัอย่างใบชะมวง ซ่ึงสกดั

ด้วยวิธีเดียวกันโดยการรีฟลักซ์กับ 50% เมทานอล 

แต่ระยะเวลาที่ใช้ในการสกัดแตกต่างกัน เมื่อน�ำมา

วิเคราะห์ด้วยเคร่ือง UHPLC พบว่าสารโอเรียนทิน

และไวเทกซินให้ retention time 3.98 และ 4.31 

นาที ตามล�ำดับ จากการสกัดด้วยระยะเวลา 20, 30 

และ 45 นาที มีค่าดังนี้ คือ ค่าพื้นท่ีใต้พีคของสาร 

โอเรียนทินและไวเทกซินจากการสกัดด้วยระยะเวลา 

20 นาที น้อยกว่าการสกดัด้วยระยะเวลา 30 และ 45 นาที 

ส่วนค่าพื้นท่ีใต้พีคของสารโอเรียนทินและไวเทกซิน

จากการสกัดด้วยระยะเวลา 30 และ 45 นาที ไม่แตก

ต่างกัน (Figure 5, Table 4)

Figure 5	 Effect of extraction time to extract orientin and vitexin from Garcinia cowa Roxb. leaves: 20, 30 and 
45 minutes
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	 ดังนั้นในการพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณสาร 

โอเรียนทนิและไวเทกซินในใบชะมวง จึงเลอืกใช้ 50% 

เมทานอล เป็นตัวท�ำละลายในการสกัดและใช้เวลาใน

การสกัด 30 นาที

	 1.4		ความยาวคลืน่ในการตรวจวดัสารโอเรียน-

ทินและไวเทกซิน

	 จากการศึกษาการดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลต

ของโอเรียนทินและไวเทกซิน พบว่า λmax ของสาร

โอเรียนทินและไวเทกซินมีค่าเท่ากับ 210, 256 และ 

348 นาโนเมตร (F) และ 214, 268 และ 336 นาโน-

เมตร (G) ตามล�ำดับ (Figure 6) และเมื่อวิเคราะห์

สารละลายตัวอย่างใบชะมวงด้วยเคร่ือง UHPLC 

โดยใช้ DAD เป็นเคร่ืองตรวจวัด ที่ความยาวคลื่น 

340 นาโนเมตร ไม่พบการซ้อนทับของพีคของสาร

อื่น (Figure 7)

Table 4 Area under the peak of orientin and vitexin were extracted with 50% methanol at 20, 30 and 45 minutes

				    Retention time (minutes)/Area peak
	 No.	 Sample	 Vial.	
				    orientin	 vitexin

	 1	 50% methanol extract (20 min)	 1	 3.968/124.867	 4.317/77.335

	 2	 50% methanol extract (20 min)	 2	 3.981/123.471	 4.319/76.701

	 3	 50% methanol extract (30 min)	 1	 3.982/200.431	 4.319/125.494

	 4	 50% methanol extract (30 min)	 2	 3.982/197.879	 4.319/123.758

	 5	 50% methanol extract (45 min)	 1	 3.983/199.943	 4.322/125.693

	 6	 50% methanol extract (45 min)	 2	 3.984/200.138	 4.321/125.288

Figure 6  UV spectrum of orientin (F) and vitexin (G)
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	 ดังนั้น ในการพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณสาร 

โอเรียนทินและไวเทกซินในสารละลายตัวอย่าง

ใบชะมวง จึงเลือกการตรวจวัดการดูดกลืนแสง

อัลตราไวโอเลต ที่ความยาวคลื่น 340 นาโนเมตร

	 1.5 วัฏภาคคงที่และวัฏภาคเคลื่อนที่

	 วัฏภาคคงที่ พบว่าเมื่อใช้ UHPLC column 

ชนิด ARC-18 (J), ขนาด 4.6 5 150 มิลลิเมตร, ขนาด

อนภุาค 2.7 ไมโครเมตร UHPLC chromatographic 

fingerprint ที่ได้ให้พีคของโอเรียนทินและไวเทกซิน 

ที่ retention time 3.98 และ 4.31 นาที ตามล�ำดับ 

ซ่ึงมีการแยกจากสิ่งเจือปนอื่นอย่างชัดเจน แต่ UH-

PLC column ชนิด ARC-8 (K), ขนาด 2.1 5 100 

มิลลเิมตร, ขนาดอนภุาค 3.0 ไมโครเมตร ให้การแยก

สารออกจากสิ่งเจือปนอื่นได้น้อยกว่า column ชนิด 

ARC-18 (Figure 8)

	 วฏัภาคเคลือ่นที ่พบว่าเมือ่ปรับเปลีย่นองค์ประกอบ 

ของวัฏภาคเคลื่อนท่ีจากน�้ำและอะซิโตไนไทรล์ 

(L) เป็น 0.1% ออร์โทฟอสโฟริกแอซิด (0.1% ortho-

phosphoric acid) ในน�ำ้ และ 0.1% ออร์โทฟอสโฟริก- 

แอซิด ในอะซิโตไนไทรล์ (acetonitrile) (M) reten-

tion time ของสารโอเรียนทินและไวเทกซิน เปลี่ยน

จาก 4.23 และ 4.62 นาที เป็น 3.98 และ 4.31 นาที 

จะได้ peak shape ของโอเรียนทินและไวเทกซิน 

ท่ีสมมาตร (symmetry) และแยกจากสิ่งเจือปนอ่ืน

อย่างชัดเจน (Figure 8)

	 ดงันัน้ในการพฒันาวธิวีเิคราะห์ปริมาณโอเรียน

ทนิและไวเทกซินในสารละลายตวัอย่างใบชะมวงด้วย

เคร่ือง UHPLC จึงเลือกใช้ UHPLC column ชนิด 

ARC-18, ขนาด 4.6 5 150 มิลลิเมตร, ขนาดอนุภาค 

2.7 ไมโครเมตร ใช้ 0.1% ออร์โทฟอสโฟริกแอซิดในน�ำ้ 

และ 0.1% ออร์โทฟอสโฟริกแอซิดในอะซิโตไนไทรล์

เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ ตรวจวัดด้วย DAD ที่ความยาว 

คลื่น 340 นาโนเมตร

Figure 7	 UV spectrum and chromatogram of orientin and vitexin in sample solution of Garcinia cowa Roxb. leaves 
(I) compare with mixed standard solution of orientin and vitexin (H)
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Figure 8	 Chromatogram of sample solution of Garcinia cowa Roxb. leaves column ARC-18 (J) compared with 
column ARC-8 (K) and mobile phase (L) compare with mobile phase (M)

2. การทดสอบความใช้ ได้ของวิธีวิเคราะห์

	 2.1		การทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงการ

วิเคราะห์

	 จากกราฟมาตรฐานระหว่างความเข้มข้นของ

สารละลายสารมาตรฐานและพื้นที่ใต้พีค พบว่าความ

เข้มข้นของสารละลายสารมาตรฐานโอเรียนทินและ 

ไวเทกซินกับพื้นท่ีใต ้พีคมีลักษณะเป็นเส ้นตรง 

โดยสารมาตรฐานโอเรียนทินมลีกัษณะเป็นเส้นตรงใน

ช่วงความเข้มข้น 1.32-127.01 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

โดยมีค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์ เท่ากับ 0.99999 

และสารมาตรฐานไวเทกซินมีลักษณะเป็นเส้นตรงใน

ช่วงความเข้มข้น 1.40-134.06 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  

โดยมีค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์ เท่ากับ 0.99998 

(Figure 9)
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Calibration curve of orientin

Concentration (mg/mL)

Calibration curve of vitexin

Concentration (mg/mL)

Figure 9	 The calibration curve of orientin and vitexin standard intensity against peak area under the curve (AUC) 
concentration range of 1.32-134.06 µg/mL

	 2.2		การทดสอบร้อยละของการคืนกลับและ

ความเที่ยง

	 เมือ่เตมิสารละลายสารมาตรฐานโอเรียนทนิและ

ไวเทกซินท่ีความเข้มข้นระดบัต่าง ๆ  ในช่วงการใช้งาน 

3 ระดับ ลงใน sample blank วิเคราะห์ sample 

blank จ�ำนวน 6 ซ�้ำ และวิเคราะห์ spiked sample 

ระดับละ 3 ซ�้ำ แต่ละซ�้ำท�ำ duplicate ตามล�ำดับ 

การเตรียม spiked sample ให้มีความเข้มข้น 50, 

100, 150% ความเข้มข้นของโอเรียนทินและไวเทกซิน 

ท่ีค�ำนวณได้เท่ากับร้อยละ 7.69, 14.29 และ 20.00 

โดยน�้ำหนัก ตามล�ำดับ

	 จากการวเิคราะห์ตัวอย่าง spiked sample พบว่า 

ร้อยละของการคืนกลับของสารโอเรียนทินและ

ไวเทกซินอยูใ่นช่วงร้อยละ 96.26-102.25 และ 96.33-

103.15 โดยน�้ำหนัก ตามล�ำดับ (Table 5)
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	 การค�ำนวณ

	 sample blank ที่วิเคราะห์ได้ มีปริมาณความ

เข้มข้นของโอเรียนทินเฉลี่ย 1.3720 ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร (แทนค่าพื้นท่ีใต้พีคของโอเรียนทินที่ค่า y 

จากสมการเส้นตรง y = 7.0125x – 1.2898 จะได้ค่า x 

คือ ปริมาณความเข้มข้นของโอเรียนทินที่ค�ำนวณได้)

ความเข้มข้นของโอเรียนทินใน sample blank 

(%w/w) โดยน�้ำหนักแห้งของใบชะมวง เท่ากับ 

(1.3720 µg/mL) 5 (50 mL) 5 1 5 100/น�้ำหนักใบ

ชะมวง 1.0019 µg /1,000,000 = 0.0068% w/w

		  	 	 (C1 – C2) 5 100
	 % recovery	 =	
 	 	 	 	 	 C3

ที่ระดับความเข้มข้นต�่ำ

	 C1 คอื ความเข้มข้นของสารใน spiked sample 

เท่ากับ 1.4695 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

	 C2 คือ ความเข้มข้นของสารใน sample blank 

เท่ากับ 1.3720 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร

	 C3 คือ ความเข้มข้นของสารท่ีเติม เท่ากับ 

0.1015 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร

	 % recovery = (1.4695-1.3720) 5 100/0.1015 

= 96.01

	 เมื่อวิเคราะห์ระดับละ 3 ซ�้ำ ฉีดซ�้ำละ 2 คร้ัง 

จะได้ % recovery = 96.32 ± 1.21 และ % RSD = 1.25

	 ในขณะเดียวกันการค�ำนวณร้อยละของการ

คืนกลับที่ระดับความเข้มข้นระดับกลางและระดับสูง 

จะค�ำนวณเหมือนกันกับระดับความเข้มข้นต�่ำ แต่จะ

ต่างกันเฉพาะค่า C1 และ C3 

	 จากการวิเคราะห์ตัวอย่าง spiked sample พบ

ว่าร้อยละของการคืนกลับของสารโอเรียนทิน อยู่ใน

ช่วง 96.26-102.25% ดังแสดงใน Table 4

	 sample blank ที่วิเคราะห์ได้ มีปริมาณความ

เข้มข้นของไวเทกซินเฉล่ีย 0.6434 ไมโครกรัม/

มลิลลิติร (แทนค่าพืน้ท่ีใต้พคีของไวเทกซินท่ีค่า y จาก

สมการเส้นตรง y = 7.6343x + 0.1161 จะได้ค่า x คือ 

ปริมาณความเข้มข้นของไวเทกซินที่ค�ำนวณได้)

ความเข้มข้นของไวเทกซินใน sample blank (%w/w) 

โดยน�้ำหนักแห้งของใบชะมวง

	 เท่ากบั (0.6434 µg/mL) 5 (50 mL) 5 1 5 100/

น�ำ้หนกัใบชะมวง 1.0019 µg /1,000,000 = 0.0032% 

w/w

		  	 	 (C1 – C2) 5 100
	 % recovery	 = 	
	 	 	 	 	 C3

ที่ระดับความเข้มข้นต�่ำ

	 C1 คอื ความเข้มข้นของสารใน spiked sample 

เท่ากับ 0.7467 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

	 C2 คือ ความเข้มข้นของสารใน sample blank 

เท่ากับ 0.6434 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร

	 C3 คือ ความเข้มข้นของสารท่ีเติม เท่ากับ 

0.1077 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร

	 % recovery = (0.7467-0.6434) 5 100/0.1077 

= 95.91

	 เมื่อวิเคราะห์ระดับละ 3 ซ�้ำ ฉีดซ�้ำละ 2 คร้ัง  

จะได้ % recovery = 96.33 ± 1.18 และ % RSD = 

1.22 ในขณะเดียวกันการค�ำนวณร้อยละของการคืน

กลับที่ระดับความเข้มข้นระดับกลางและระดับสูง จะ

ค�ำนวณเหมอืนกนักบัระดบัความเข้มข้นต�ำ่ แต่จะต่าง

กันเฉพาะค่า C1 และ C3 

	 จากการวเิคราะห์ตัวอย่าง spiked sample พบว่า 

ร้อยละของการคืนกลับของสารไวเทกซิน อยู่ในช่วง 

96.33-103.15% (Table 5)

การทดสอบความเที่ยง

	 Repeatability วเิคราะห์ปริมาณสารโอเรียนทนิ

และไวเทกซินในตัวอย่างสารละลายใบชะมวง พบว่ามี

ค่าร้อยละส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสมัพัทธ์เท่ากบั 0.24 
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และ 0.23 ตามล�ำดับ (Table 5)

	 การทดสอบ Intermediate precision, 

between-day วิเคราะห์ปริมาณสารโอเรียนทินและ

ไวเทกซิน ในตัวอย่างสารละลายใบชะมวง พบว่ามีค่า

ร้อยละส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์เท่ากับ 0.94 

และ 1.50 ตามล�ำ ดับ (Table 6)

Table 5  Results of percentage recovery and repeatability

	 Analyzed	 Sample blank		  Spiked level		  n = 6

	 substances	 (µg/mL)	 (%w/w)	 (%)	 (%w/w)	 %Recovery	 %RSD	 HORRAT
						      mean ± SD 	

				    50	 7.69	 96.32 ± 1.21	 1.25	 0.47
	 Orientin	 1.3720	 0.0068	 100	 14.29	 96.26 ± 0.22	 0.22	 0.09
				    150	 20.00	 102.25 ± 0.08	 0.08	 0.04

				    50	 7.69	 96.33 ± 1.18	 1.22	 0.46
	 Vitexin	 0.6434	 0.0032	 100	 14.29	 99.83 ± 0.22	 0.22	 0.09

				    150	 20.00	 103.15 ± 0.10	 0.10	 0.04

	 2.3 การทดสอบขีดจ�ำกัดของการตรวจพบ

	 การค�ำนวณ

	 ค�ำนวณค่าประมาณของ LOD จากกราฟ

มาตรฐานของโอเรียนทิน

Table 6  Results of repeatability and intermediate precision between-day

	 Analyzed substances	 % RSD of Repeatability	 % RSD of intermediate precision
			   between-day

	 Orientin	 0.24	 0.94

	 Vitexin	 0.23	 1.50

	 LOD (µg/mL), ค่าประมาณ = 3 5 standard 

error/slope

	 standard error = 0.900816

	 slope = 7.012527 

พบว่า LOD ของการวิเคราะห์โอเรียนทินเท่ากับ 

ร้อยละ 0.002 โดยน�้ำหนักแห้งของใบชะมวง

	 LOD (µg/mL), ค่าประมาณ	 =	 (3 5 0.900816)/7.012527 = 0.385 µg/mL

			   	 LOD (µg/mL) 5 ปริมาตรที่เตรียม (mL) 5 ระดับเจือจาง 5 100
	 LOD (% w/w), ค่าประมาณ	 =
 					     1,000,000 5 น�้ำหนักตัวอย่าง (µg)

 	 	 	 =	 (0.385 5 50) 5 1 5 100/1,000,000/1.0019 = 0.002

ค�ำนวณค่าประมาณของ LOD จากกราฟมาตรฐาน

ของไวเทกซิน
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	 LOD (µg/mL), ค่าประมาณ = 3 5 standard 

error/slope

	 standard error = 1.317304

	 slope = 7.634283 

	 LOD (µg/mL), ค่าประมาณ	 =	 (3 5 1.317304)/7.634283 = 0.518 µg/mL

			   	 LOD (µg/mL) 5 ปริมาตรที่เตรียม (mL) 5 ระดับเจือจาง 5 100
	 LOD (% w/w), ค่าประมาณ	 =
 	 	 	 	 	 1,000,000 5 น�้ำหนักตัวอย่าง (µg)

	 	 	 =	 (0.518 5 50) 5 1 5 100/1,000,000/1.0019 = 0.003

พบว่า LOD ของการวิเคราะห์ไวเทกซินเท่ากับร้อยละ 0.003 โดยน�้ำหนักแห้งของใบชะมวง

	 2.4 	การทดสอบขดีจ�ำกดัของการวดัเชิงปริมาณ

การค�ำนวณ

	 ค�ำนวณค่าประมาณของ LOQ จากกราฟ

มาตรฐานของโอเรียนทิน

	 LOQ (µg/mL), ค่าประมาณ = 10 5 standard 

error/slope

	 standard error = 0.900816

	 slope = 7.012527 

	 LOQ (µg/mL), ค่าประมาณ 	 =	 (10 5 0.900816)/7.012527 = 1.285 µg/mL

		  	 	 LOQ (µg/mL) 5 ปริมาตรที่เตรียม (mL) 5 ระดับเจือจาง 5 100
	 LOQ (% w/w), ค่าประมาณ 	 =
 	 	 	 	 	 1,000,000 5 น�้ำหนักตัวอย่าง (µg)

	 	 	 =	 (1.285 5 50) 5 1 5 100/1,000,000/1.0019 = 0.006

			   	 (C1 – C2) 5 100
	 % recovery	 =
	 	 	 	 	 C3

ที่ความเข้มข้นของ LOQ เท่ากับ 1.285 ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร

	 C1 คอื ความเข้มข้นของสารใน spiked sample 

เท่ากับ 1.5175 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

	 C2 คือ ความเข้มข้นของสารใน sample blank 

เท่ากับ 1.4233 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร

	 C3 คือ ความเข้มข้นของสารท่ีเติม เท่ากับ 

0.0988 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร

	 % recovery = (1.5175-1.4233) 5 100/0.0988 

= 95.34

เมื่อวิเคราะห์ปริมาณโอเรียนทินใน spiked sample 

6 ซ�้ำ การค�ำนวณร้อยละของการคืนกลับ ท่ีเหลืออีก 

5 คร้ัง จะค�ำนวณเหมอืนกนักบัคร้ังแรก แต่จะต่างกนั

เฉพาะค่า C1 และ C3 

เมือ่วเิคราะห์ 6 ซ�ำ้ จะได้ % recovery = 96.61 ± 1.45 

และ % RSD = 1.50

	 ค�ำนวณค่าประมาณของ LOQ จากกราฟ

มาตรฐานของไวเทกซิน

	 LOQ (µg/mL), ค่าประมาณ = 10 5 standard 

error/slope

	 standard error = 1.317304

	 slope = 7.634283 
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ที่ความเข้มข้นของ LOQ เท่ากับ 1.726 ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร

	 C1 คอื ความเข้มข้นของสารใน spiked sample 

เท่ากับ 0.7914 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

	 C2 คือ ความเข้มข้นของสารใน sample blank 

เท่ากับ 0.6639 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร

	 C3 คือ ความเข้มข้นของสารท่ีเติม เท่ากับ 

0.1328 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร

	 % recovery = (0.7914-0.6639) 5 100/0.1328 

= 96.01

	 เมื่อวิเคราะห์ปริมาณไวเทกซินใน spiked 

sample 6 ซ�้ำ การค�ำนวณร้อยละของการคืนกลับ ที่

เหลืออีก 5 ครั้ง จะค�ำนวณเหมือนกันกับครั้งแรก แต่

จะต่างกันเฉพาะค่า C1 และ C3 

	 เมื่อวิเคราะห์ 6 ซ�้ำ จะได้ % recovery = 97.16 

± 1.07 และ % RSD = 1.10

	 พบว่า LOQ ของการวิเคราะห์โอเรียนทินและ 

ไวเทกซินเท่ากบัร้อยละ 0.006 และ 0.009 โดยน�ำ้หนกั

แห้งของใบชะมวง (ไมโครกรัม/ไมโครกรัม) ตามล�ำดบั 

โดยมค่ีาร้อยละส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์เท่ากบั 

1.50 และ 1.10 ตามล�ำดับ และร้อยละของการคืน

กลบัอยูใ่นช่วงร้อยละ 95.07-98.97 และ 96.01-98.38  

ตามล�ำดับ (Table 7)

	 LOQ (µg/mL), ค่าประมาณ	 =	 (10 5 1.317304)/7.634283 = 1.726 µg/mL

		  	 	 LOQ (µg/mL) 5 ปริมาตรที่เตรียม (mL) 5 ระดับเจือจาง 5 100
	 LOQ (% w/w), ค่าประมาณ	 =
 	 	 	 	 	 1,000,000 5 น�้ำหนักตัวอย่าง (µg)

 	 	 	 =	 (1.726 5 50) 5 1 5 100/1,000,000/1.0019 = 0.009

	 % recovery	 =	 (C1 – C2) 5 100

	 	 	 	 	 C3

Table 7  Results of Limit of Quantitation

	 Analyzed 	 Spiked sample	 LOQ		  n = 6
	 substances	 (µg/mL)	 (% w/w)	 % Recovery	 % Recovery	 % RSD
					     mean ± SD	 	

				    95.36
				    97.24		
				    98.97
	 Orientin	 0.0988	 0.006		  96.61 ± 1.45	 1.50
				    95.07
				    97.09		
				    95.94		

 				    96.01	
				    96.50
		
				    97.89
	 Vitexin	 0.1328	 0.009		  97.16 ± 1.07	 1.10
				    96.11
				    98.38		
				    98.08
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	 2.5		การทดสอบความจ�ำเพาะ

	 จากการฉีดสารละลายสารมาตรฐานและ

สารละลายตัวอย่างใบชะมวง พบว่าภายใต้สภาวะ 

UHPLC ทีพ่ัฒนาขึ้นสามารถแยกสารโอเรียนทินและ

ไวเทกซนิออกจากกันได้ และไม่มีการรบกวนของสาร

อื่นในตัวอย่าง โดยมีค่า retention time เท่ากับ 3.97 

และ 4.30 นาที ตามล�ำดับ (Figure 10)

Figure 10	 Chromatogram of standard solution of orientin (1), vitexin (2), mixed standard solution of orientin 
and vitexin (3) and sample solution of Garcinia cowa Roxb. leaves (4)

3.	การวเิคราะห์ปริมาณโอเรียนทนิและไวเทกซิน 

ในสารละลายตัวอย่างใบชะมวง

	 ผลการวิเคราะห์ปริมาณสารโอเรียนทินและ

ไวเทกซินในตัวอย่างสารละลายใบชะมวง จ�ำนวน 9 

ตัวอย่าง พบว่าสารละลายตัวอย่างใบชะมวงมปีริมาณ

สารโอเรียนทินและไวเทกซิน เฉลี่ยร้อยละ 0.10 และ 

0.06 โดยน�้ำหนักแห้งของใบชะมวง (ไมโครกรัม/

ไมโครกรัม) ตามล�ำดับ (Table 8)
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อภิปรายผล

	 ชะมวงเป็นสมุนไพรที่มีศักยภาพเชิงพาณิชย์

และมีประโยชน์ทั้งเป ็นอาหาร เป ็นยาและเป ็น

ผลติภณัฑ์สขุภาพ สามารถน�ำมาพฒันาเป็นผลติภณัฑ์

ต่าง ๆ เช่น เคร่ืองดื่มสมุนไพร ผลิตภัณฑ์เคร่ือง

ส�ำอาง มีรายงานการศึกษาทางวิทยาศาสตร์ด้านเคม ี

เภสัชวิทยาและพิษวิทยามากมายที่สนับสนุนการ

ใช้ แต่การพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์นั้น ปัจจัยที่ส�ำคัญ 

ท่ีควรค�ำนึงถึงคือปัจจัยด้านคุณภาพของใบชะมวง 

เนือ่งจากใบชะมวงมสีารส�ำคญักลุม่กลุม่ฟลาโวนอยด์

ซีไกลโคไซด์ 2 ชนิด คือ โอเรียนทินและไวเทกซิน 

และสารกลุ่มสเตียรอยด์ ได้แก่ เบต้า-ซิโตสเตอรอล 

เป็นองค์ประกอบ มีรายงานวิจัยการศึกษาฤทธ์ิทาง

ชีวภาพของใบชะมวง พบว่าสารสกัดจากใบชะมวงมี

ฤทธ์ิต้านจลุนิทรีย์ และฤทธ์ิลดไขมนั[3,4] ในการพฒันา

วิธีวิเคราะห์ปริมาณสารโอเรียนทินและไวเทกซินใน

ตัวอย่างใบชะมวง โดยการสกัดตัวอย่างใบชะมวงใน 

50% เมทานอล ด้วยวิธีรีฟลักซ์ กรองและน�ำสารสกัด

มาระเหยแห้ง จากนั้นละลายกลับและปรับปริมาตร

ด้วย 50% เมทานอลจนครบ 50 มิลลิลิตร โดยใช้ขวด

แก้ววัดปริมาตร กรองผ่าน Nylon filter syringe น�ำ

สารละลายตัวอย่างดังกล่าวปริมาตร 10 ไมโครลิตร 

ฉดีเข้าสูร่ะบบโครมาโทกราฟีของเคร่ือง UHPLC ซ่ึงใช้

คอลัมน์ชนิด ARC-18, ขนาด 4.6 5 150 มิลลิเมตร, 

ขนาดอนุภาค 2.7 ไมโครเมตร และใช้ 0.1% ออร์โท-

ฟอสโฟริกแอซิดในน�้ำและ 0.1% ออร์โทฟอสโฟริก

แอซิดในอะซิโตไนไทรล์เป็นวัฏภาคเคลื่อนท่ี อัตรา

การไหล 1.0 มิลลิลิตร/นาที ตรวจวัดด้วย DAD ที่

ความยาวคลื่น 340 นาโนเมตร จะปรากฏพีคของ 

โอเรียนทินและไวเทกซิน ท่ี retention time เท่ากับ 

Table 8	 The results showed orientin and vitexin contents in sample solution of Garcinia cowa Roxb. leaves by 

Ultra High Performance Liquid Chromatography

	 Sample	 Collection site	 The concentration of orientin	  Orientin and vitexin
			   and vitexin are calculated 	 content
			   from a linear equation of 	 (% w/w)
			   Calibration curve (µg/mL)	  

			   orientin	 vitexin	 orientin	 vitexin

	 1	 Makham District, Chanthaburi Province	 28.727	 16.423	 0.14	 0.08

	 2	 Mueang District, Nonthaburi Province (Tree 1)	 23.079	 15.547	 0.12	 0.08

	 3	 Mueang District, Nonthaburi Province (Tree 2)	 28.888	 14.825	 0.14	 0.07

	 4	 Pathio District, Chumphon Province	 8.273	 5.295	 0.04	 0.03

	 5	 Mueang District, Trat Province	 12.913	 8.334	 0.06	 0.04

	 6	 Ban Na District, Nakhon Nayok Province	 16.275	 10.461	 0.08	 0.05

	 7	 Mueang District, Rayong Province	 24.125	 13.264	 0.12	 0.07

	 8	 Bang Khen District, Bangkok Province	 26.998	 13.213	 0.13	 0.07

	 9	 Mueang District, Khon Kaen Province	 17.553	 11.669	 0.09	 0.06

			   Mean			   0.10	 0.06
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3.97 และ 4.30 นาที ตามล�ำดับ 

	 ผลการทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์

ดังกล่าว พบว่ากราฟมาตรฐานมีความเป็นเส้นตรง 

โดยสารมาตรฐานโอเรียนทนิมลีกัษณะเป็นเส้นตรงใน

ช่วงความเข้มข้น 1.32-127.01 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

โดยมีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ เท่ากับ 0.9999 และ

สารมาตรฐานไวเทกซินมีลักษณะเป็นเส้นตรงในช่วง

ความเข้มข้น 1.40-134.06 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร โดย

มค่ีาสมัประสทิธ์ิสหสมัพนัธ์ เท่ากบั 0.9999 ค่าร้อยละ 

 การคืนกลับอยู่ในช่วง 96.26-102.25 และ 96.33-

103.15% ตามล�ำดบั ค่า HORRAT เท่ากบั 0.04-0.47 

และ 0.04-0.46 ตามล�ำดับ LOD ของการวิเคราะห์

โอเรียนทินและไวเทกซิน เท่ากับร้อยละ 0.002 และ 

0.003 โดยน�้ำหนักแห้งของใบชะมวง (ไมโครกรัม/

ไมโครกรัม) ตามล�ำดับ LOQ ของการวิเคราะห์ 

โอเรียนทินและไวเทกซิน เท่ากับร้อยละ 0.006 และ 

0.009 โดยน�้ำหนักแห้งของใบชะมวง (ไมโครกรัม/

ไมโครกรัม) ตามล�ำดับ โดยมีค่าร้อยละส่วนเบี่ยงเบน 

มาตรฐานสัมพัทธ์ เท่ากับ 1.50 และ 1.10 ตามล�ำดับ 

และร้อยละของการคืนกลับอยู่ในช่วงร้อยละ 95.07-

98.97 และ 96.01-98.38 ตามล�ำดับ ปริมาณสาร

โอเรียนทินและไวเทกซินในสารละลายตัวอย่างใบ

ชะมวง จ�ำนวน 9 ตัวอย่าง มีค่าเฉลี่ยร้อยละ 0.10 

และ 0.06 โดยน�ำ้หนกัแห้งของใบชะมวง (ไมโครกรัม/

ไมโครกรัม) ตามล�ำดับ สามารถน�ำไปใช้เป็นข้อมูล

เบ้ืองต้นในการก�ำหนดปริมาณสารโอเรียนทินและ 

ไวเทกซินในตัวอย่างสารละลายใบชะมวงได้

	 UHPLC เป็น High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) ที่มีการพัฒนาเพื่อให้

มีประสิทธิภาพการแยกสาร ความไวในการแยกสาร

ท่ีดีขึ้น ใช้วัฏภาคเคลื่อนท่ีน้อยลง และลดระยะเวลา

ในการตรวจวิเคราะห์ คือ เมื่อน�ำวิธีวิเคราะห์ปริมาณ 

โอเรียนทินและไวเทกซินในใบชะมวงด้วยวิธี UHPLC 

ทีพ่ฒันาขึน้มาใหม่เปรียบเทยีบกบัการหาปริมาณสาร

โอเรยีนทนิและไวเทกซนิด้วยวธิ ีHPLC-UV/DAD [6] 

และการหาปริมาณสารไวแทกซินในสารสกัดและ

ผลติภณัฑ์ของพืชชายน�ำ้ด้วยวิธี UHPLC-DAD[7] พบ

ว่าวิธี HPLC/UV/DAD และวิธี UHPLC-DAD[7] ใช้

เวลาวเิคราะห์ต่อ 1 ตัวอย่าง นาน 30 นาที และ 16 นาที 

ตามล�ำดับ ท�ำให้สิ้นเปลืองวัฏภาคเคลื่อนท่ี ส่วนวิธี 

วิเคราะห์ท่ีพัฒนาข้ึนมาใหม่ ใช้เวลาในการวิเคราะห์ 

7.5 นาที ซ่ึงรวดเร็วและประหยัดวัฏภาคเคลื่อนท่ี 

ดังนั้นจึงเลือกใช้เคร่ือง UHPLC ในการพัฒนาวิธี

วเิคราะห์ปริมาณโอเรียนทิน และไวเทกซินในใบชะมวง 

จากการทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ปริมาณ 

โอเรียนทินและไวเทกซินท่ีพัฒนาขึ้น พบว่า ร้อยละ

ของการคืนกลับจากการวิเคราะห์ spiked sample 

อยู่ในเกณฑ์ยอมรับ (95-105%) ซ่ึงแสดงถึงความ

แม่นของวิธีวิเคราะห์ และค่า HORRAT อยู่ในเกณฑ์

ยอมรับ (< 2) ซึ่งแสดงถึงความเที่ยงของวิธีวิเคราะห์

ท่ีพัฒนาขึ้น วิธีดังกล่าวจึงมีความเหมาะสม สามารถ

น�ำไปใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณสารโอเรียนทิน 

และไวเทกซิน เพื่อใช้ควบคุมปริมาณสารของใบ

ชะมวงต่อไปได้

ข้อสรุป

	 การศึกษานี้ได้พัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะห์

ปริมาณสารโอเรียนทินและไวเทกซินในใบชะมวงด้วย

วิธี UHPLC และทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห ์

ผลการวิจัยพบว่าวิธีท่ีพัฒนาข้ึน มีความถูกต้อง

แม่นย�ำ สะดวก รวดเร็ว และประหยัดสารเคมีที่ใช้

ในวัฏภาคเคลื่อนที่ จึงน�ำวิธีท่ีได้มาตรวจปริมาณสาร 

โอเรียนทินและไวเทกซินในตัวอย่างใบชะมวง ท�ำให้

ได้ข้อมูลซ่ึงเป็นประโยชน์ต่อการพัฒนาพันธุ์ชะมวง
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และผลิตภัณฑ์ผสมใบชะมวง

กิตติกรรมประกาศ

	 ขอขอบคุณ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ที่

สนับสนุนงบประมาณในการวิจัยนี้ ห้องปฏิบัติการ

เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช ห้องปฏิบัติการพิพิธภัณฑ์พืช 

และเจ้าหน้าที่ห้องปฏิบัติการวิจัยเพื่อแยกสารส�ำคัญ

จากสมุนไพรทุกท่าน ที่ท�ำให้งานวิจัยนี้ส�ำเร็จลุล่วงไป

ได้ด้วยดี
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