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บทคัดย่อ

	 บทน�ำและวัตถุประสงค์:  จากการระบาดของเชื้อไวรัสโคโรนา (COVID-19) ฟ้าทะลายโจรได้ถูกน�ำมาใช้ใน

การรกัษาโรคนี ้ท�ำให้ท้องตลาดมีผลติภณัฑ์ฟ้าทะลายโจรท่ีหลากหลายมากข้ึน จงึท�ำการพฒันาวธีิวเิคราะห์หาปรมิาณ

สารแอนโดรกราโฟไลด์ในผลิตภัณฑ์ฟ้าทะลายโจรทั้ง 3 ชนิด คือ แคปซูล สารสกัดชนิดแคปซูล และสารสกัดชนิด

เม็ด เพื่อใช้ควบคุมคุณภาพผลิตภัณฑ์ฟ้าทะลายโจรที่มีจ�ำหน่ายในท้องตลาด 

	 วธิกีารศกึษา:  การศกึษาวจิยันีแ้บ่งเป็น 2 ส่วน 1) พฒันาวธีิการสกดัสารแอนโดรกราโฟไลด์จากผลติภณัฑ์ฟ้า

ทะลายโจรด้วยตัวท�ำละลายเมทานอลร่วมกบัเครือ่งเขย่าความถีสู่ง 2) ตรวจสอบความถกูต้องของวธีิวเิคราะห์ตามหลกั

เกณฑ์ ICH Guideline  ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีชนิดของเหลวประสิทธิภาพสูง ซึ่งใช้คอลัมน์ Zorbax C18 ขนาด 

4.6 5 150 มิลลิเมตร บรรจุอนุภาคขนาด 5 ไมโครเมตร สารละลายตัวพาเป็นส่วนผสมระหว่างน�้ำและเมทานอล ใน

อัตราส่วน 50:50 อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตรต่อนาที ตรวจวัดด้วยอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 224 นาโนเมตร 

	 ผลการศึกษา:  พบว่าการสกัดด้วยเมทานอล 5 นาที และสกัดต่อด้วย 50% เมทานอล 15 นาทีร่วมกับเครื่อง

เขย่าความถี่สูงให้ปริมาณสารแอนโดรกราโฟไลด์เทียบเท่ากับวิธีสกัดตามต�ำรามาตรฐานยาสมุนไพรไทยปี 2021 โดย

วธีิดงักล่าวมีความจ�ำเพาะเจาะจง และมีช่วงการวเิคราะห์ทีมี่ความสมัพนัธ์เป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 0.02-0.14 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยมีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (r) ≥ 0.9999 ความเที่ยงของวิธีวิเคราะห์ให้ค่า %RSD อยู่ใน

ช่วง 0.2-1.1 ค่าความแม่นให้ค่าร้อยละการคืนกลับอยู่ในช่วง 95-99 และมีความทนต่อสภาวะที่เปลี่ยนแปลงไปได้แก่ 

สัดส่วนสารละลายตัวพา อัตราการไหลของตัวพาและอุณหภูมิคอลัมน์ 

	 อภปิรายผล:  ผลการวเิคราะห์การสกดัด้วยวธีิรฟีลกัซ์กบัการเขย่าด้วยเครือ่งเขย่าความถีส่งูสามารถใช้วธีิเขย่า

ความถี่สูงทดแทนวิธีรีฟลักซ์ได้ ซึ่งเป็นวิธีที่ง่าย สะดวก ไม่ใช้สารเคมีที่เป็นสารก่อมะเร็ง (ไดคลอโรมีเทน) ลดระยะ

เวลาและขั้นตอนในการสกัดหาปริมาณสารแอนโดรกราโฟไลด์

	 ข้อสรุป:  จากผลการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์แสดงให้เห็นว่าวิธีท่ีพัฒนาข้ึนนี้สามารถน�ำไป

ใช้ในการวิเคราะห์หาปริมาณแอนโดรกราโฟไลด์ในผลิตภัณฑ์ฟ้าทะลายโจรได้ทั้ง 3 ชนิด คือ แคปซูล สารสกัดชนิด

แคปซูล และสารสกัดชนิดเม็ดซึ่งครอบคลุมทุกผลิตภัณฑ์ที่จ�ำหน่ายในท้องตลาด

	 ค�ำส�ำคัญ:  แอนโดรกราโฟไลด์, ฟ้าทะลายโจร, สารสกัด, โครมาโทกราฟีชนิดของเหลวประสิทธิภาพสูง  

วารสารการแพทย์แผนไทยและการแพทย์​ทางเลือก	 Journal of Thai Traditional & Alternative Medicine
ปีที่ 22  ฉบับที่ 2  พฤษภาคม-สิงหาคม  2567	 Vol. 22  No. 2  May-August  2024

Received date 29/02/24; Revised date 24/07/24; Accepted date 02/08/24

นิพนธ์ต้นฉบับ



408 วารสารการแพทย์แผนไทยและการแพทย์​ทางเลือก	 ปีที่ 22  ฉบับที่ 2  พฤษภาคม-สิงหาคม 2567

	
Development and Validation of Analytical Method for Quatitative Analysis of 
Andrographolide from Androdraphis paniculata Products by High Perfomance 
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Abstract

	 Introduction and Objective:  Due to the outbreak of coronavirus disease 2019 (COVID-19), Andrographis 

paniculata, or Fa Thalai Chon in Thai, has been used to treat this disease, leading to more varieties of A. paniculata 

products available in the market. Therefore, an analytical method was developed to determine the andrographolide 

content in three variants of A. paniculata products: A. paniculata capsules, A. paniculata extract capsules, and  

A. paniculata extract tablets. The method will be used for the quality control of A. paniculata products in the  

market. 

	 Methods:  The study was divided into two parts: (1) development of a method for extraction of 

A. paniculata in products using methanol as a solvent and ultrasonic sonication and (2) validation of the analytical 

method according to the ICH Guidelines using High Performance Liquid Chromatography (HPLC) technique with 

a Zorbax C18 column (4.6 5 150 mm, 5-µm particle size). The mobile phase was a mixture of water and methanol 

(50:50), with a flow rate of 1.0 mL/min, and detection under UV light at the 224 nm wavelength.  

	 Results:  The 5-minute methanol extraction of A. paniculata followed by a 15-minute extraction with 50% 

methanol, coupled with ultrasonic sonication, yielded an andrographolide content comparable to that achieved 

using the Thai Herbal Pharmacopoeia 2021 extraction method. This method demonstrated specificity and a linear 

relationship for the concentrations ranging from 0.02 to 0.14 mg/mL, with a correlation coefficient (r) of ≥ 0.9999. 

Precision, represented by %RSD, ranged from 0.2% to 1.1%, while accuracy, measured by percentage recovery 

fell within the 95% to 99% range. Moreover, the method exhibited robustness against variations in mobile phase 

ratio, flow rate, and column temperature. 

	 Discussion:  The comparison between the reflux method and ultrasonic sonication method revealed that 

the latter is a viable alternative, offering ease of use, convenience, and elimination of carcinogenic chemicals 

like dichloromethane. Additionally, it reduced both the analytical time and extraction steps for andrographolide  

extraction.

	 Conclusion:  The developed HPLC method is suitable for analyzing andrographolide content in three varia-

tions of A. paniculata products (capsules, extract capsules and extract tablets), encompassing all products found in 

the market.

	 Key words:  andrographolide, Andrographis paniculata, extract, High Performance Liquid Chromatography
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บทนำ�และวัตถุประสงค์

	 ฟ้าทะลายโจร มชีือ่วิทยาศาสตร์ Andrographis 

paniculata (Burm.f.) Nees วงศ์ Acanthaceae[1-2] 

จัดเป็นสมุนไพรท้องถิ่นในประเทศแถบเอเชียตะวัน

ออกเฉียงใต้ เช่น อินเดีย จีน ศรีลังกา และไทย ถูก

ใช้กันอย่างแพร่หลายในหลายประเทศทั่วทวีปเอเชีย 

โดยนิยมนําส่วนของใบและลําต้นมาทําเป็นยารักษา

โรค โดยเฉพาะโรคไข้หวัด ในประเทศไทยได้บรรจุ

ฟ้าทะลายโจรอยู่ในบัญชียาหลักแห่งชาติ (บัญชียา

จากสมุนไพร) ของกระทรวงสาธารณสุข ในหมวดหมู่

ยารักษากลุม่อาการของระบบทางเดนิอาหารและระบบ

ทางเดินหายใจ เช่น ท้องเสีย บิด แก้อาการไอ เจ็บคอ 

หรือคออักเสบ ต่อมทอนซิลอักเสบ หลอดลม อักเสบ 

แก้ไข้ทั่วไป เป็นยาขมเจริญอาหาร ฟ้าทะลายโจรเป็น

ท่ีรู้จักและได้รับการยอมรับเป็นสมุนไพรไทยมานาน 

ปัจจุบนัมกีารนาํฟ้าทะลายโจรมาทําเป็นฟ้าทะลายโจร

แคปซูล ฟ้าทะลายโจรสกดัแคปซลู ฟ้าทะลายโจรสกดั

ชนดิเมด็ เพือ่ความสะดวกในการรับประทาน ซ่ึงมผีูท้าํ

การศึกษาค้นคว้าวิจัยถึงสรรพคุณยา และได้พบสาร

พฤกษเคมใีนส่วนต่าง ๆ  ของพชือยูห่ลายชนดิ รวมท้ัง

สารแอนโดรกราโฟไลด์ (Figure 1) ที่เป็นสารส�ำคัญ 

ที่มีอยู่ในทุกส่วน คือ ราก ต้น ใบ[3] 

	 จากการระบาดของเชื้อไวรัสโคโรนา (CO-

VID-19) กรมการแพทย์กระทรวงสาธารณสขุได้มแีนว

ทางเวชปฎบัิติ การวนิจิฉยั ดแูลรักษา และป้องกนัการ

ตดิเชือ้นี ้โดยพจิารณาใช้ฟ้าทะลายโจรในผูป่้วยท่ีไม่มี

อาการหรือมีอาการน้อย ไม่มีปัจจัยเสี่ยงต่อการเกิด

ภาวะแทรกซ้อนท่ีรุนแรงและไม่มีข้อห้ามต่อการใช้

ฟ้าทะลายโจร ขนาดยาท่ีใช้ในผู้ใหญ่ คือ ฟ้าทะลาย

โจรท่ีมีปริมาณแอนโดรกราโฟไลด์ 180 มิลลิกรัมต่อ

วัน แบ่งให้รับประทานก่อนอาหาร 3 ครั้ง ต่อเนื่อง 5 

วันซ่ึงจะต้องเร่ิมยาเร็วท่ีสุดหลังทราบว่าติดเช้ือไวรัส

โคโรนา[4-6] จากสถานการณ์ดังกล่าวจึงท�ำให้มีการ

ใช้ผลิตภัณฑ์ฟ้าทะลายโจรเป็นจ�ำนวนมาก ดังนั้น

ทางส�ำนักยาและวัตถุเสพติดร่วมกับส�ำนักงานคณะ

กรรมการอาหารและยาจึงเก็บตัวอย่างฟ้าทะลายโจร

แคปซูล ฟ้าทะลายโจรสกัดแคปซูล และฟ้าทะลาย

โจรสกัดชนิดเม็ด เพื่อตรวจสอบคุณภาพผลิตภัณฑ์

ฟ้าทะลายโจรว่ามีสารส�ำคัญตรงตามฉลากท่ีแจ้งหรือ

ไม่

	 วิธีมาตรฐานส�ำหรับการตรวจวิเคราะห์ปริมาณ

แอนโดรกราโฟไลด์ในผลติภณัฑ์ฟ้าทะลายโจรยงัไม่มี

ระบุไว้ในต�ำรามาตรฐานยาของสหรัฐอเมริกา (USP) 

แต่มีระบุในต�ำรามาตรฐานยาสมุนไพรไทยปี 2021 

(THP 2021) ซ่ึงวิธีที่ระบุไว้นั้นขั้นตอนการสกัดสาร

ส�ำคัญใช้วิธีรีฟลักซ์ ซ่ึงมีความยุ่งยาก ใช้เวลานาน 

มีหลายขั้นตอนและใช้สารเคมีไดคลอโรมีเทน ซ่ึง

เป็นสารท่ีอันตรายหากสัมผัสถูกผิวหนังสามารถก่อ

ให้เกิดการระคายเคืองและมะเร็งได้ หากสูดดมใน

ปริมาณมากจะก่อให้เกิดอาการมึนงง ปวดศีรษะ ง่วง

ซึม หัวใจเต้นผิดปกติ หมดสติได้[7] ผู้วิจัยจึงพัฒนา

วิธีวิเคราะห์ท่ีสะดวก รวดเร็ว ลดการใช้สารเคมีท่ีก่อ

ให้เกิดมะเร็งและลดการใช้อุปกรณ์ในการสกัดถึง 2 

เคร่ืองมอื จากการศกึษาในปี 2016[8] และ ปี 2013 ระบุFigure 1  Chemical structure of Andrographolide
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ว่าสารแอนโดรกราโฟไลด์ละลายได้ดีในเมทานอล[9] 

และสามารถสกัดด้วยเคร่ืองเขย่าความถี่สูงในการ

สกดัสารส�ำคญัแทนการรีฟลกัซ์ แต่มกีารศกึษาเฉพาะ

รูปแบบฟ้าทะลายโจรชนิดแคปซูลอย่างเดียว[8] ซ่ึงจะ

ไม่ครอบคลุมกับผลิตภัณฑ์ฟ้าทะลายโจรสกัดชนิด

แคปซูลและฟ้าทะลายโจรสกัดชนิดเม็ด ผู ้วิจัยจึง

พัฒนาวิธีวิเคราะห์โดยเลือกตัวท�ำละลายเมทานอล

เพื่อน�ำมาใช้ในการสกัด โดยศึกษาประสิทธิภาพของ

การสกดั และระยะเวลาสกดัท่ีเหมาะสมให้ครอบคลมุ

กับทุกผลิตภัณฑ์ฟ้าทะลายโจรทุกรูปแบบ โดยตรวจ

สอบความถูกต้องของวิธีท่ีพัฒนาขึ้นก่อนน�ำไปใช้หา

ปริมาณแอนโดรกราโฟไลด์ในผลิตภัณฑ์สมุนไพร

เพือ่เปรียบเทยีบวธีิท่ีพฒันาขึน้กบัวิธีทีร่ะบใุนต�ำรายา

มาตรฐานยาสมุนไพรไทย

ระเบียบวิธีศึกษา

วัสดุ

	 1. สารมาตรฐาน andrographolide, DMSC 

ความบริสุทธิ์ร้อยละ 99.67 Control No. 02A64213

	 2. ตัวอย่าง จ�ำนวนตัวอย่าง 32 ตัวอย่าง

	 3. เครื่องมือและอุปกรณ์ 

	 High Performance Liquid Chromatograph 

(HPLC) รุ่น 2996-2695

	 คอลัมน์ Zorbax C18 4.6 5 150 mm, 5 µm

Guard column Phenomenex C18 3.0 5 4.0 mm, 

ขนาดอนุภาค 5 µm

	 เครื่องเขย่าความถี่สูง (Sonicate) รุ่น S 100 H 

(Elma, USA)

	 เครื่องชั่ง Microbalance Mettler รุ่น MX5 

	 เครื่องชั่ง 5 ต�ำแหน่ง Mettler Toledo รุ่น XPE 

205 

	 4.	 สารเคมี Methanol HPLC grade, น�้ำ

บริสุทธ์ิ (water type I) จากเคร่ืองผลิตน�้ำ ยี่ห้อ 

Millipore รุ่น Milli Q

วิธีการศึกษา

การพัฒนาวิธีวิเคราะห์ (method develop-

ment)

	 การพัฒนาวิธีวิเคราะห์เพ่ือหาปริมาณแอนโดร- 

กราโฟไลด์ในผลิตภัณฑ์ฟ้าทะลายโจร ด้วยเคร่ือง 

HPLC โดยท�ำการเปลี่ยนวิธีสกัดตัวอย่าง จาก 

วิธีรีฟลักซ์มาเป็นการสกัดด้วยวิธีเขย่าด้วยเคร่ือง

เขย่าความถี่สูง (sonicate) และปรับอัตราส่วนของ

สารละลายตัวพาให้เหมาะสมส�ำหรับวิเคราะห์สาร 

แอนโดรกราโฟไลด์ ซ่ึงท�ำให้ใช้เวลาในการวิเคราะห์

เร็วขึ้นและลดการใช้สารเคมีไดคลอโรมีเทนท่ีเป็น

อันตรายและก่อมะเร็ง

วิธีวิเคราะห์

	 การเตรียมสารละลายมาตรฐานต้ังต้น (stan-

dard stock solution)

	 ช่ังสารมาตรฐานแอนโดรกราโฟไลด์ 5 mg ใส่

ในขวดก�ำหนดปริมาตรขนาด 25 ml เติมเมทานอล     

2 ml น�ำไปเขย่าด้วยเครื่องเขย่าความถี่สูงประมาณ 5 

นาที ปรับปริมาตรด้วย 50% เมทานอล ได้สารละลาย

มาตรฐานแอนโดรกราโฟไลด์ความเข้มข้น 0.2 mg/ml

การสร้างกราฟมาตรฐาน (calibration curve)

	 เตรียมสารละลายมาตรฐานแอนโดรกราโฟไลด์

จากสารละลายมาตรฐานต้ังต้นท้ังหมด 6 ความ 

เข้มข้น คือ 0.02, 0.04, 0.06, 0.08, 0.10 และ 0.14 
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mg/ml โดยปิเปตสารละลายมาตรฐานตั้งต้น 1, 2, 3, 

4, 5 และ 7 ml ตามล�ำดับ ใส่ในขวดก�ำหนดปริมาตร

ขนาด 10 ml ปรับปริมาตรด้วย 50% เมทานอล 

กรองผ่านเมมเบรนชนิดไนลอน ความละเอียดขนาด 

0.45 µm

การเตรียมสารละลายตัวอย่าง

	 การเตรียมสารละลายตัวอย่างผลิตภัณฑ์ฟ้า

ทะลายโจรชนิดแคปซูลและสารสกัดฟ้าทะลายโจร

ชนิดแคปซูลโดยสุ่มตัวอย่างแคปซูลยา 20 แคปซูล 

จากนั้นน�ำผงตัวอย่างจ�ำนวน 20 แคปซูลผสมให้เป็น

เนื้อเดียวกันโดยบดและน�ำไปแร่งผ่าน US Sieve 

No.80 (สารสกดัฟ้าทะลายโจรชนดิแคปซูลไม่ต้องแร่ง

ผ่าน US Sieve No.80) ชั่งผงฟ้าทะลายโจรปริมาณ 

400 mg (แบบแคปซูล) 200 mg (แบบสารสกัดชนิด

แคปซูล) ใส่ในขวดก�ำหนดปริมาตรขนาด 100 ml เตมิ

เมทานอลจ�ำนวน 10 ml เขย่าด้วยเครื่องเขย่าความถี่

สูง 5 นาที จากนั้นเติม 50% เมทานอล จ�ำนวน 60 

ml เขย่าด้วยเคร่ืองเขย่าความถี่สูง 15 นาที ตั้งทิ้งไว้

ที่อุณหภูมิห้อง 30 นาที จากนั้นปรับปริมาตรจนครบ 

100 ml ด้วย 50% เมทานอล ผสมให้เข้ากนั กรองผ่าน

เมมเบรนชนิดไนลอน ความละเอียดขนาด 0.45 µm

การเตรียมสารละลายตัวอย่างผลิตภัณฑ์สารสกัดฟ้า

ทะลายโจรชนิดเม็ดโดยสุ่มตัวอย่างยา 20 เม็ดผสม

ให้เป็นเนือ้เดยีวกนัโดยการบด จากนัน้ชัง่ผงฟ้าทะลาย

โจรปริมาณ 80 mg ใส่ในขวดก�ำหนดปริมาตรขนาด 

100 ml เติมเมทานอลจ�ำนวน 10 ml เขย่าด้วยเครื่อง

เขย่าความถี่สูง 5 นาที จากนั้นเติม 50% เมทานอล 

จ�ำนวน 60 ml เขย่าด้วยเคร่ืองเขย่าความถีส่งู 15 นาที 

ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 30 นาที จากนั้นปรับปริมาตร

จนครบ 100 ml ด้วย 50% เมทานอล ผสมให้เข้ากัน 

กรองผ่านเมมเบรนชนิดไนลอน ความละเอียดขนาด 

0.45 µm

สภาวะเคร่ืองโครมาโทกราฟีชนิดของเหลว

ประสิทธิภาพสูง

	 ในการทดสอบวธีิวเิคราะห์นีใ้ช้คอลมัน์ Zorbax 

ชนิด C18 ขนาด 4.6 5 150 mm อนุภาค 5 µm 

ตั้งค่าอุณหภูมิคอลัมน์ที่ 25˚C อุณหภูมิตัวอย่างท่ี 
30˚C สารละลายตัวพาเป็นส่วนผสมระหว่างน�้ำและ 
เมทานอล ในอัตราส่วน 50:50 อัตราการไหล 1.0 

ml/min ปริมาตรการฉีด 20 µ l ตรวจวัดด้วย

อัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 224 nm

ความเหมาะสมของระบบ (system suitability)

	 ฉีดสารละลายมาตรฐานแอนโดรกราโฟไลด์

ความเข้มข้น 0.060 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 5 ซ�้ำ เพื่อ

ตรวจสอบความเหมาะสมของระบบโครมาโทกราฟ

โดยมีค่า %RSD ≤ 2 ก่อนการสร้างกราฟมาตรฐาน

วธีิการทดสอบความถกูต้องของวธีิวเิคราะห์และ

เกณฑ์การยอมรับ

	 ความจำ�เพาะเจาะจง (specificity)

	 พีคแอนโดรกราโฟไลด์ในสารละลายตัวอย่าง

ต้องไม่มีสัญญาณจากสารอื่น ๆ รบกวน และมีค่า re-

tention time ของสารแอนโดรกราโฟไลด์ในตัวอย่าง

สอดคล้องกับมาตรฐาน โดยประเมินค่าความบริสุทธิ์

ของพีค (peak purity) จากค่า purity angle ต้องมี

ค่าน้อยกว่า purity threshold 

	 การทดสอบความเป็นเส้นตรง (linearity)

	 เตรียมสารละลายมาตรฐานส�ำหรับสร้างกราฟ

มาตรฐานที่ความเข้มข้น 0.02, 0.04, 0.06, 0.08, 0.10 
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และ 0.14 mg/ml ฉีดภายใต้สภาวะเครื่องที่ผ่านการ

ทดสอบความเหมาะสมของระบบ เกณฑ์การยอมรับ 

คือ ค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์ (r) อยู่ในช่วง 0.995-

1.000[10]

การทดสอบความเที่ยงตรง (precision)

	 เตรียมสารละลายตัวอย่างตามที่อธิบายใน

การเตรียมสารละลายตัวอย่างในหัวข้อวิธีวิเคราะห์

โดยเตรียมตัวอย่างท้ังหมด 6 ตัวอย่าง เกณฑ์การ

ยอมรับมีค่า %RSD ≤ 2.0[10]

Intermediate precision

	 ท�ำเหมอืนการทดสอบความเท่ียงตรงแต่เปลีย่น

นักวิเคราะห์ เกณฑ์การยอมรับ มีค่า %RSD ≤ 2.0[10]

	 การทดสอบความแม่น (accuracy)

	 ผลิตภัณฑ์ฟ้าทะลายโจรชนิดแคปซูล

	 ชั่งสารมาตรฐานแอนโดรกราโฟไลด์ลงในขวด

ก�ำหนดปริมาตรขนาด 100 ml ที่มีผงตัวอย่างฟ้า

ทะลายโจรชนดิแคปซูลปริมาณ 100 mg ปรับปริมาตร

ด้วย 50% เมทานอล โดยให้มีระดับความเข้มข้น 

สุดท้าย คือ 0.04, 0.08, 0.12 mg/ml กรองผ่าน 

เมมเบรนชนิดไนลอนความละเอียดขนาด 0.45 µm 

ท�ำซ�้ำความเข้มข้นละ 3 ซ�้ำ 

	 ผลิตภัณฑ์สารสกัดฟ้าทะลายโจรชนิดแคปซูล

	 ชั่งสารมาตรฐานแอนโดรกราโฟไลด์ลงในขวด

ก�ำหนดปริมาตรขนาด 100 ml ทีม่ผีงตัวอย่างสารสกดั

ฟ้าทะลายโจรปริมาณ 100 mg และปรับปริมาตรด้วย 

50% เมทานอล โดยให้มรีะดบัความเข้มข้นสดุท้าย คอื 

0.05, 0.10, 0.125 mg/ml กรองผ่านเมมเบรนชนิด

ไนลอนความละเอียดขนาด 0.45 µm ท�ำซ�้ำความเข้ม

ข้นละ 3 ซ�้ำ 

	 ผลิตภัณฑ์สารสกัดฟ้าทะลายโจรชนิดเม็ด

	 ชั่งสารมาตรฐานแอนโดรกราโฟไลด์ลงในขวด

ก�ำหนดปริมาตรขนาด 100 ml ท่ีมผีงตัวอย่างสารสกดั

ฟ้าทะลายโจรปริมาณ 40 mg และปรับปริมาตรด้วย 

50% เมทานอล โดยให้มีระดับความเข้มข้นสุดท้าย 

คอื 0.03, 0.06, 0.09 mg/ml กรองผ่านเมมเบรนชนดิ

ไนลอน ความละเอยีดขนาด 0.45 µm ท�ำซ�ำ้ความเข้ม

ข้นละ 3 ซ�้ำ 

	 และค�ำนวณร้อยละการกลับคืน (%recovery) 

โดยมีเกณฑ์การยอมรับอยู่ในช่วง %recovery 95-

105[10]

	 Filter effect

	 เตรียมสารละลายมาตรฐานทีค่วามเข้มข้น 0.06 

mg/ml กรองและไม่กรองผ่านเมมเบรนชนิดไนลอน

ความละเอยีดขนาด 0.45 µm เข้าเคร่ือง HPLC อย่าง

ละ 2 ซ�้ำ

	 เตรียมสารละลายตวัอย่างผลติภณัฑ์ฟ้าทะลาย

โจรชนิดแคปซูล สารสกัดฟ้าทะลายโจรชนิดแคปซูล 

และผลติภณัฑ์สารสกดัฟ้าทะลายโจรชนดิเมด็เหมอืน

กับหัวข้อการเตรียมสารละลายตัวอย่าง จากนั้นกรอง

และไม่กรองผ่านเมมเบรนชนิดไนลอนขนาด 0.45 

µm เข้าเครื่อง HPLC อย่างละ 2 ซ�้ำ

	 ค�ำนวณหาค่า %different ของ peak area ของ

สารละลายมาตรฐานและสารละลาย

	 ตัวอย่างท่ีกรองเปรียบเทียบกับท่ีไม่ได้กรอง 

โดยเกณฑ์ผ่าน คือ ค่าไม่มากกว่า 2 

สูตรค�ำนวณดังนี้

		  	 peak area of filtered std or sample - peak area of non-filtered std or sample
	 %different	 = 	 	 	 5 100
	 	 	 	 peak area of non-filtered std or sample
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	 ความทนของวิธี (Robustness)

	 เปลีย่นสดัส่วนสารละลายตวัพา ดงันี ้อตัราส่วน

ผสมระหว่างเมทานอลและน�้ำ ในอัตราส่วน 48:52, 

50:50 และ 52:48

	 เปลี่ยนอัตราการไหลของตัวพา ดังนี้ 0.8 ml/

min, 1.0 ml/minและ 1.2 ml/min

	 เปลี่ยนอุณหภูมิของคอลัมน์ ดังนี้ อุณหภูม ิ

28˚C, อุณหภูมิ 30˚C และอุณหภูมิ 32˚C 
	 ฉดีสารละลายมาตรฐานและสารละลายตัวอย่าง

เข้าเครื่อง HPLC อย่างละ 3 ซ�้ำ

	 น�ำค่า peak area ของสารแอนโดรกราโฟไลด์มา

ค�ำนวณหาปริมาณ และใช้ค�ำนวณหาค่า %RSD โดย

เกณฑ์ผ่าน คือ ค่าไม่มากกว่า 2

ผลการศึกษา

	 จากการทดลองเปรียบเทียบวิธีเตรียมสาร

สกัดตัวอย่างพบว่า การสกัดโดยวิธีรีฟลักซ์ด้วยตัว

ท�ำละลายไดคลอโรมีเทนและเมทานอล อัตราส่วน 

1:1[11] ได้ปริมาณสารส�ำคญัเทยีบเท่ากบัการสกดัด้วย

เคร่ืองเขย่าความถีส่งูท่ีใช้ตัวท�ำละลาย 50% เมทานอล 

(Table 1) 

Table 1 Content of andrographolide extracted using the reflux extraction method and ultrasonication method

			   Andrographolide	  
			   of extract	
			   capsule

Reflux extraction 	 30 min	 2.4 %w/w	 21.5 mg/capsule	 19.6 mg/tablet
dichloromethane : methanol
(1:1)[10]					   

Ultrasonication 100% 	 sonicate	 2.5 %w/w	 21.3 mg/capsule	 20.5 mg/tablet
methanol 5 min and 50% 	 10 min
methanol at different times	 sonicate	 2.6 %w/w	 22.0 mg/capsule	 20.5 mg/tablet 
	 15 min	
	 sonicate	 2.6 %w/w	 22.0 mg/capsule	 21.1 mg/tablet
	 20 min

ผลการทดสอบความจำ�เพาะเจาะจง

	 พีคแอนโดรกราโฟไลด์ไม่ถูกรบกวนจากพีค 

อ่ืนๆ โดยพิจารณาจากค่าความบริสุทธ์ิของพีค 

(peak purity) โดยประเมิณค่าความบริสุทธ์ิของพีค 

purity จาก purity angle มค่ีา 0.118 ซ่ึงมค่ีาน้อยกว่า 

purity threshold  มีค่า 0.290 และจากการทดสอบ

ฉีดตัวท�ำละลาย คือ 50% เมทานอลและสารละลาย

มาตรฐานพบว่าตัวท�ำละลายไม่มีสัญญาณรบกวน

พีคของแอนโดรกราโฟไลด์ซ่ึงมีค่า retention time 

ประมาณ 5.4 นาที (Figure 2)

Methods	 Times
Andrographolide
of capsule

Andrographolide of
extract tablet
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Figure 2	 HPLC chromatograms of standard and sample 
	 a: diluent (50% methanol), b: andrographolide standard solution, c: sample solution

a

b

c
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เข้มข้น 0.02, 0.04, 0.06, 0.08, 0.10 และ 0.14 mg/

ml กบั peak area พบว่าได้ค่าสมัประสทิธ์ิสหสมัพนัธ์

ไม่น้อยกว่า 0.9999 (Figure 3)

	 ผลการทดสอบพิสัยและความเป็นเส้นตรง

	 จากการสร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างความ

เข้มข้นของสารมาตรฐานแอนโดรกราโฟไลด์ที่ความ

Figure 3  The calibration curve of Andrographolide standard intensity against peak area under the curve

 	 ผลการทดสอบความเที่ยง

	 การวิเคราะห์ซ�้ำในสภาวะและเวลาเดียวกัน พบ

ว่ามค่ีา %RSD อยูใ่นช่วง 0.2-1.1 และการวิเคราะห์ซ�ำ้

ในสภาวะเดยีวกนัแต่เปลีย่นนกัวเิคราะห์ วนัและเวลา

ที่ท�ำการวิเคราะห์ (intermediate precision) พบว่า

มีค่า %RSD อยู่ในช่วง 0.2-0.4

Table 2  Test results precision

		  Capsule	 Extract capsule	 Extract tablet

	Sequence	 Content of	 Intermediate	 Content of	 Intermediate	 Content of	 Intermediate
	 Injection	 androgra-	 Precision	 androgra-	 Precision	 androgra-	 Precision
		  pholide		  pholide		  pholide
		  (%w/w)		  (mg/cap)		   (mg/tab)	

1		  2.372	 2.358	 21.583	 21.710	 20.436	 20.408

2		  2.366	 2.374	 21.568	 21.571	 20.719	 20.414

3		  2.367	 2.371	 21.555	 21.618	 20.308	 20.385

4		  2.365	 2.375	 21.518	 21.576	 20.774	 20.275

5		  2.371	 2.356	 21.813	 21.645	 20.808	 20.473

6		  2.356	 2.377	 21.697	 21.635	 20.325	 20.365

Mean	 2.366	 2.369	 21.622	 21.626	 20.562	 20.387

RSD (%)	 0.2	 0.4	 0.5	 0.2	 1.1	 0.3

Criteria (%RSD)	 ≤ 2.0[10]	 ≤ 2.0[10]	 ≤ 2.0[10]	 ≤ 2.0[10]	 ≤ 2.0[10]	 ≤ 2.0[10]
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	 ผลการทดสอบความแม่น

	 จากการทดสอบความแม่นทีร่ะดบัความเข้มข้น 

ต�ำ่ กลาง และสงู พบว่าได้ค่าร้อยละการคนืกลบัอยูใ่น

ช่วง 95-99

Table 3  Accuracy test results for low, medium, and high concentration

			   Recovery (%)
Products	 Concentration				    Mean (%)	 RSD (%)	 Criteria (%)
	 (mg/ml)		  Injection		

		  1	 2	 3	 		

Capsule	 0.04	 95.0	 95.8	 98.9	 96.6	 2.2	 95-105
	 0.08	 95.8	 95.9	 96.2	 96.0	 0.2	 95-105
	 0.12	 96.7	 96.8	 96.6	 96.7	 0.1	 95-105

Extract capsule	 0.05	 95.6	 94.7	 97.2	 95.8	 1.3	 95-105
	 0.10	 96.9	 96.7	 97.7	 97.1	 0.5	 95-105
	 0.125	 97.6	 97.1	 96.6	 97.1	 0.5	 95-105

Extract tablet	 0.03	 97.3	 98.8	 96.6	 97.6	 1.1	 95-105
	 0.06	 96.3	 96.1	 96.4	 96.3	 0.2	 95-105
	 0.09	 99.0	 98.6	 97.1	 98.2	 1.0	 95-105

	 ผลการทดสอบความทนของวิธี

	 จากการทดสอบความทนของวธีิโดยการเปลีย่น

สดัส่วนสารละลายตวัพา เปลีย่นอัตราการไหลของตวั

พาและเปลีย่นอณุหภมูขิองคอลมัน์ พบว่า %RSD อยู่

ในช่วง 0.1-1.1

Table 4  Test results robustness

	 Mobile phase	 RSD	 Flow rate	 RSD	 Temperature	 RSD
Products		
	 (methanol:water)	 (%)	 (ml/min)	 (%)	 (˚C)	 (%)

Capsule	 48:52	 1.0	 0.8	 0.4	 28	 0.5
	 50:50	 0.4	 1.0	 0.4	 30	 0.4
	 52:48	 1.1	 1.2	 0.4	 32	 0.7

Extract capsule	 48:52	 0.8	 0.8	 0.4	 28	 0.7
	 50:50	 0.7	 1.0	 0.7	 30	 0.7
	 52:48	 1.0	 1.2	 0.5	 32	 0.7

Extract tablet	 48:52	 0.5	 0.8	 0.2	 28	 0.2
	 50:50	 0.1	 1.0	 0.1	 30	 0.1
	 52:48	 0.3	 1.2	 0.1	 32	 0.1
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อภิปรายผล

	 แอนโดรกราโฟไลด์สามารถละลายในสารตวัท�ำ

ละลายอนิทรีย์ เช่น อะซีโตน, เมทานอล, คลอโรฟอร์ม 

และอีเทอร์[9] ดังนั้นผู้วิจัยจึงเลือกใช้เมทานอลในการ

สกัดเนื่องจากหาซ้ือได้ง่ายและราคาถูก  การแช่สกัด

และเขย่าด้วยเคร่ืองเขย่าความถีส่งูเป็นเวลา 5 นาท ีซ่ึง

พบว่าให้ผลทีแ่ตกต่างจากงานวิจัยปี 2016[8] ทีผ่่านมา

งานวจัิยนีเ้ลอืกใช้ 50% เมทานอลในการสกดัด้วยการ

แช่และเขย่าด้วยเครื่องเขย่าความถี่สูง โดยพบว่าการ

ใช้ 50%เมทานอลในการสกัดตั้งแต่ต้นจะไม่สามารถ

สกัดสารแอนโดกราโฟไลด์ในผลิตภัณฑ์สารสกัด 

ฟ้าทะลายโจรชนิดแคปซูลและชนิดเม็ดได้  โดยพบ

ว่าค่าปริมาณแอนโดรกราโฟไลด์ทีส่กดัได้น้อยกว่าวิธี 

รีฟลกัซ์ซ่ึงเป็นวิธีทีร่ะบไุว้ในต�ำรามาตรฐานยาสมนุไพร

ไทย เนื่องจากโดยทั่วไปสารสกัดที่น�ำมาใช้ในการ

ผลิตยาสมุนไพรมักใช้เอทานอลเป็นตัวท�ำละลายใน

การสกัดซ่ึงปลอดภัยและให้ปริมาณสารส�ำคัญที่สูง[12]

ดังนั้นจึงใช้เมทานอลในการสกัดในช่วง 5 นาทีแรก 

เนือ่งจากเมทานอลมคีณุสมบตัใิกล้เคยีงกบัเอทานอล 

ซ่ึงสามารถท�ำให้ตัวอย่างสารสกัดแตกตัวได้ดี และ

ใช้ 50% เมทานอลในการสกัดต่อเป็นเวลา 15 นาที 

ปรับปริมาตรให้ครบ 100 ml ด้วย 50% เมทานอล 

เพื่อไม่ให้เกิดปัญหาในการแยกพีคของสารแอนโดร- 

กราโฟไลด์ในผลิตภัณฑ์ฟ้าทะลายโจร เนื่องจาก

สารละลายตัวพาในระบบโครมาโตกราฟีในการแยก

สารส�ำคญัในวธีิทีพ่ฒันาขึน้นีใ้ช้สารละลายตวัพาผสม

ระหว่างเมทานอลและน�ำ้ในอตัราส่วน 50:50 โดยทัง้นี้

ได้ทดลองแล้วว่าการสกัดต่อด้วย 50% เมทานอล

เป็นเวลา 15 นาที เป็นเวลาที่เหมาะสมให้ปริมาณตัว

ยาส�ำคัญในระดับที่สูงและไม่ได้แตกต่างจากการใช้

เวลาในการสกดั 20 นาท ีขัน้ตอนในการสกดัน้อยกว่า

ระยะเวลาในการสกัดสั้นกว่า และปริมาณแอนโดร- 

กราโฟไลด์ท่ีได้จากวิธีการสกัดด้วยการแช่และเขย่า

ด้วยเคร่ืองเขย่าความถี่สูงไม่แตกต่างจากวิธีรีฟลักซ์

ที่ระบุในต�ำรามาตรฐานยาสมุนไพรไทย 

	 การสกัดแบบร้อนและต่อเนื่องด้วยวิธีรีฟลักซ์

กับการสกัดแบบแช่ในตัวท�ำละลายที่เหมาะสมและ

เขย่าด้วยเคร่ืองเขย่าความถีส่งูให้ปริมาณสารแอนโดร- 

กราโฟไลด์ไม่ต่างกนัอย่างมนียัส�ำคญั (Table 3) ดงันัน้ 

จึงเลือกใช้การสกัดแบบแช่ในตัวท�ำละลายท่ีเหมาะ

สมและเขย่าด้วยเครื่องเขย่าความถี่สูง  โดยช่วงแรก

จะต้องใช้ตัวท�ำละลายเมทานอล จ�ำนวน 10 ml เขย่า

ความถี่สูงเป็นเวลา 5 นาทีก่อน จึงจะสามารถละลาย

ตัวอย่างออกมาได้หมด จากนั้นเติม 50% เมทานอล 

จ�ำนวน 60 ml เขย่าความถี่สูงเป็นเวลา 15 นาที ตั้งทิ้ง

ไว้ทีอ่ณุหภมูห้ิองเป็นเวลา 30 นาท ีเพือ่ให้อณุหภมูลิด

ลงก่อนปรับปริมาตร ในการสกัดแอนโดรกราโฟไลด์

ออกมาจากผลิตภัณฑ์ฟ้าทะลายโจรผู้วิเคราะห์ใช้วิธี

ดังกล่าวเนื่องจากเป็นวิธีท่ีง่าย สะดวก ไม่ใช้สารเคมี

ท่ีเป็นสารก่อมะเร็ง (ไดคลอโรมีเทน) ลดระยะเวลา

และขัน้ตอนในการสกดัสารส�ำคญัออกมาและสามารถ

ใช้วิธีนี้กับทุกผลิตภัณฑ์ฟ้าทะลายโจร คือ ฟ้าทะลาย

โจรชนิดแคปซูล ฟ้าทะลายโจรสกัดชนิดแคปซูลและ

ฟ้าทะลายโจรสกัดชนิดเม็ด ซ่ึงแตกต่างจากงานวิจัย

เดิมท่ีสามารถวิเคราะห์ปริมาณแอนโดรกราโฟไลด์

ด้วยเคร่ืองเขย่าความถี่สูงจากผลิตภัณฑ์ฟ้าทะลาย

โจรชนิดแคปซูลได้เพียงอย่างเดียว  โดยวิธีที่พัฒนา

ข้ึนนีไ้ด้ผ่านการทดสอบความถกูต้องของวิธีตาม ICH 

guideline
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Table 5  Compare reflux extraction method with ultrasonication method (capsules)

	 Content of andrographolide reflux 		  Content of andrographolide
Sample
	 extraction method (mg/unit)		  ultrasonication method (mg/unit)

1	 11.192		  11.129

2	 11.163		  11.201

3	 11.172		  11.187

4	 11.159		  11.209

5	 11.189		  11.120

6	 11.120		  11.219

Mean 		  11.172

%RSD 		  0.3

Table 6  Compare reflux extraction method with ultrasonication method (extract capsules)

	 Content of andrographolide reflux		  Content of andrographolide
Sample 
	 extraction method (mg/unit)		  ultrasonication method (mg/unit)

1	 21.348		  21.583

2	 21.209		  21.568

3	 21.251		  21.555

4	 21.457		  21.518

5	 21.452		  21.813

6	 21.496		  21.697

Mean		  21.496

%RSD		  0.8

Table 7 Compare reflux extraction method with ultrasonication method (extract tablets)

	 Content of andrographolide 		  Content of andrographolide
Sample
	 reflux extraction method (mg/unit)		  ultrasonication method (mg/unit)

1	 20.001		  20.436

2	 20.089		  20.719

3	 19.999		  20.308

4	 20.135		  20.774

5	 20.006		  20.808

6	 19.963		  20.325

Mean		  20.297

%RSD		  1.6
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ข้อสรุป

	 จากผลการทดสอบความถกูต้องของวธีิวเิคราะห์ 

พบว่าวิธีที่พัฒนาขึ้นผ่านทุกหัวข้อการทดสอบ ซ่ึงวิธี

ดังกล่าวมีความจ�ำเพาะเจาะจงสามารถแยกแอนโดร- 

กราโฟไลด์ออกจากส่วนประกอบอื่น ๆ ในสารละลาย

ตัวอย่างได้ ค่าความเป็นเส้นตรงของสารมาตรฐาน 

แอนโดรกราโฟไลด์อยู่ในช่วงความเข้มข้น 0.02-0.14 

mg/ml มีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์มากกว่า 0.9999 

ค่าทดสอบความเที่ยงของการวิเคราะห์ %RSD อยู่ใน

ช่วง 0.2-1.1 การทดสอบความแม่นให้ค่าร้อยละการ

คืนกลับอยู่ในช่วง 95-99 และจากการทดสอบความ

ทนของวิธีมีค่า %RSD อยู่ในช่วง 0.1-1.1 จากผลการ

ทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นนี้มี

ความเหมาะสมท่ีจะน�ำมาใช้วเิคราะห์หาปริมาณแอน-

โดรกราโฟไลด์และสามารถน�ำไปใช้เป็นวิธีมาตรฐาน

ในการวิเคราะห์ในต�ำรามาตรฐานยาสมุนไพรไทยได้ 

Figure 4  Flow chart for sample preparation procedures of ultrasonication and reflux extraction 
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