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บทคัดย่อ

	 บทน�ำและวัตถุประสงค์:  Astragalin เป็นสารกลุ่มฟลาโวนอยด์ พบในใบมะรุม (Drumstick tree, Moringa 

oleifera Lam. วงศ์ Moringaceae) มีฤทธิ์ทางชีวภาพหลากหลาย เช่น ต้านอักเสบ ต้านออกซิเดชัน และลดน�้ำตาลใน

เลอืด มีการน�ำสมุนไพรน้ีมาใช้ประโยชน์ท้ังทางยาและผลติภณัฑ์เพือ่สขุภาพ แต่ยงัไม่มีการก�ำหนดปรมิาณสารส�ำคัญ

ของสมุนไพรชนิดนี ้การศึกษานีมี้วตัถปุระสงค์เพือ่พฒันาวธีิวเิคราะห์ปรมิาณ astragalin ในสารสกดัเอทานอลจากใบ

มะรุมด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีชนิดผิวบางสมรรถนะสูง (High-performance thin layer chromatography: HPTLC) 

เพื่อใช้เป็นแนวทางในการควบคุมคุณภาพสารสกัดเอทานอลในใบมะรุม

	 วิธีการศึกษา:  พัฒนาวิธีวิเคราะห์และทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์เชิงปริมาณของสาร Astraga-

lin ในสารสกัดเอทานอลจากใบมะรุม โดยชั่งตัวอย่างสารสกัดเอทานอลจากใบมะรุม 100 มิลลิกรัม มาละลายใน 

เมทานอลปริมาตร 25.0 มิลลิลิตร น�ำสารละลายตัวอย่างที่ได้ ปริมาตร 1 ไมโครลิตร มาสปอตลงบนแผ่น HPTLC ซึ่ง

ฉาบด้วยซิลกิาเจล จเีอฟ 254 นาโนเมตรด้วยเครือ่งพ่นสารอตัโนมัติ (autosampler) โดยมีวฏัภาคเคลือ่นทีป่ระกอบด้วย  

เอทิลอะซีเตท กรดเกลเชียลแอซีติก กรดฟอร์มิกและน�้ำ  อัตราส่วน 20: 1: 1: 2 น�ำมาตรวจสอบภายใต้แสง

อัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 366 นาโนเมตร หลังฉีดพ่นด้วยสารละลาย NP/PEG แล้วน�ำมาวิเคราะห์เชิงปริมาณ

ด้วยเครื่องเดนซิโทมิเตอร์ (densitometer) 

	 ผลการศึกษา:  ผลการทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ดังกล่าว พบว่ากราฟมาตรฐานของ astragalin มี

ความเป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 1.96-11.76 ไมโครกรมัต่อมิลลลิติร โดยมีค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพนัธ์ (r) เท่ากบั 

0.9996 ค่าความแม่นย�ำ astragalin อยู่ในช่วงร้อยละ 97.75-99.49 ค่าความเที่ยงอยู่ในช่วงร้อยละ 0.22-0.45 มีขีดจ�ำกัด

ของการตรวจพบและขดีจ�ำกดัของการวดัเชงิปรมิาณ เท่ากบั 0.313 และ 1.045 ไมโครกรมัต่อมิลลลิติร ตามล�ำดับ เม่ือ

ศึกษาปริมาณ astragalin ในสารสกัดเอทานอลจากใบมะรุมจ�ำนวน 12 ตัวอย่าง พบว่ามีปริมาณสารดังกล่าวร้อยละ 

0.06 โดยน�้ำหนักของสารสกัดเอทานอลจากใบมะรุม (ไมโครกรัม/ไมโครกรัม) 

	 อภิปรายผล:  วิธีวิเคราะห์ท่ีพัฒนาขึ้นมาใหม่ รวดเร็วเน่ืองจากสามารถสังเกตผลได้พร้อมกันหลายตัวอย่าง

ในเวลาเดียวกัน ประหยัดเนื่องจากแผ่น HPTLC ที่ใช้เป็นวัฏภาคคงที่มีราคาถูกกว่าเมื่อเทียบกับคอลัมน์ HPLC เป็น

มิตรต่อสิง่แวดล้อมและมีความปลอดภยั เนือ่งจากใช้วฏัภาคเคลือ่นทีป่รมิาณน้อยกว่า นอกจากนี ้พบว่า สดัส่วนของ
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วฏัภาคเคลือ่นทีใ่นวธีิท่ีพฒันาขึน้ มีการใช้กรดลดลงเม่ือเปรยีบเทียบกบัวธีิท่ีเคยมรีายงานมาก่อน ดังนัน้จึงใช้เทคนิค 

โครมาโทกราฟีชนิดผิวบางสมรรถนะสูงมาใช้ในการพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณ astragalin ในสารสกัดเอทานอลจาก

ใบมะรุม

	 ข้อสรปุ:  วธีิวเิคราะห์ทีพ่ฒันาข้ึนนีม้คีวามเหมาะสม สามารถน�ำไปใช้เป็นวธีิตรวจวเิคราะห์ปรมิาณastragalin 

ในสารสกดัเอทานอลจากใบมะรมุและสามารถน�ำไปสู่การก�ำหนดเกณฑ์ปรมิาณสารส�ำคญัในสารสกดัเอทานอลจาก

ใบมะรุมต่อไป
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Abstract

	 Introduction and Objective:  Astragalin, a flavonoid found in drumstick tree leaves (Moringa oleifera 
Lam., Moringaceae family), exhibits various biological activities, including anti-inflammatory and antioxidative 
effects and the ability to lower blood sugar levels. This herb has traditionally been used for medicinal purposes 
and in developing health products. However, there is currently no specification for the active marker content in 
this plant. This study aimed to develop an analytical method to quantify astragalin content in ethanolic extracts of 
drumstick tree leaves using high-performance thin-layer chromatography (HPTLC).
	 Methods:  The development and validation were performed by weighing 100 mg of drumstick leave-ethanolic 
extract and dissolved in 25.0 mL of methanol. Subsequently, 1 µL of the solution was applied to the HPTLC plate 
coated with Silica gel GF254 utilizing an autosampler. The mobile phase consisted of ethyl acetate, glacial acetic 
acid, formic acid, and water in a ratio of 20:1:1:2 (v/v/v/v). The developed plate was examined under UV366 nm 
after being sprayed with NP/PEG solutions, and astragalin content was quantitatively analyzed using a densitometer.
	 Results:  This method was validated by establishing linearity for astragalin concentrations ranging from 
1.96 to 11.76 µg/mL, yielding a determination correlation coefficient (r) of 0.9996. The accuracy of astragalin 
ranged from 97.75% to 99.49%, while the precision (%RSD) ranged from 0.22% to 0.45%. The limits of detection 
and quantification were determined to be 0.313 and 1.045 µg/mL, respectively. Quantitative analysis of astragalin 
in 12 leave-ethanolic extracts revealed an astragalin content of 0.06 ± % (w/w).
	 Discussion:  The recently developed analytical method offers several advantages, including rapidity achieved 
through the simultaneous observation of multiple samples. It is also cost-effective, as the HPTLC plate employed as 
the stationary phase is more affordable than traditional high-performance liquid chromatography (HPLC) columns. 
Furthermore, this method is environmentally sustainable and safe, utilizing a reduced volume of mobile phase. 



697J Thai Trad Alt Med	 Vol. 22  No. 3  Sep-Dec  2024

	

บทน�ำและวัตถุประสงค์

	 มะรุม มีชื่อทางวิทยาศาสตร์ว่า Moringa ole-

ifera Lam. จัดอยู่ในวงศ์ Moringaceae[1] มีชื่อเรียก

อืน่ เช่น กาแน้งเดงิ ผกัเนือ้ไก่ ผกัอฮีมึ ผกัอฮีมุ มะค้อน

ก้อม เส่ช่อยะ drumstick tree, horse radish tree 

เป็นต้น มะรุมมลีกัษณะเป็นไม้ต้น (tree) สงู 3-6 เมตร 

หรือสงูกว่า ผลดัใบ ใบประกอบแบบขนนก 3 ชัน้ เรียง

สลับ ปลายใบคี่ ไม่มีหูใบ ยาว 20-60 เซนติเมตร ใบ

ชั้นหนึ่งมีใบย่อย 8-10 คู่ ใบแบบรูปไข่กลับรูปขนาน 

ใต้ใบสีเขียวอ่อน ใบอ่อนมีขนสีเทา ขนาดใบยาว 1-3 

เซนติเมตร ช่อดอกแบบแยกแขนง ออกตรงซอกใบ 

ดอกสมบูรณ์เพศ สมมาตรด้านข้าง สีขาว มีกลิ่นหอม 

กลีบเลี้ยงและกลีบดอกมีอย่างละ 5 กลีบ เกสรเพศผู้

ที่สมบูรณ์มี 5 อัน รังไข่ติดเหนือวงกลีบ ผลเป็นแบบ

แห้งแตก รูปยาวแคบ ห้อยลง เมล็ดมีปีก[2-3]

	 จากรายงานการศึกษาพฤกษเคมีและฤทธ์ิทาง

ชีวภาพ พบว่าสารสกัดของใบมะรุมมีฤทธิ์ทางชีวภาพ

ที่น่าสนใจ เช่น ฤทธิ์ยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็ง

ล�ำไส้[4] โดย Pamok และคณะ ได้ศึกษาฤทธ์ิยับยั้ง

การแบ่งตัวของเซลล์มะเร็งล�ำไส้ชนิด hematocrit 

15 (HCT15) SW48 และ SW480 พบว่าสารสกดัด้วย 

เอทานอลร้อยละ 80 จากใบมะรุมสามารถยับยั้งการ

แบ่งตัว (proliferation) ของเซลล์มะเร็งล�ำไส้ โดยมี

ผลต่อการแสดงออกของโปรตนี vascular endothe-

lial growth factor (VEGF)[4] ในปี 2557 Vongsak 

และคณะ ไดศ้กึษาองคป์ระกอบทางเคมขีองสารสกดั

จากใบมะรุม พบสารส�ำคัญ 3 ชนิด ได้แก่ crypto-

chlorogenic acid, isoquercetin และ astragalin 

นอกจากนีย้งัได้วเิคราะห์ปรมิาณสารส�ำคญัท้ัง 3 ชนดิ 

ด้วยวิธี high performance liquid chromatogra-

phy (HPLC)[5] จากรายงานการศกึษาของ Auayporn 

และคณะในปี 2559 ได้ศึกษาผลของสารสกัดด้วย 

เอทานอลจากใบมะรุมต่อการแสดงออกของ VEGF 

ในเซลล์เพาะเลี้ยงมะเร็งล�ำไส้ใหญ่ (HT-29 cells) 

พบว่า ภายหลังการทดสอบสารสกัดใบมะรุมใน HT-

29 cells พบการแสดงออกของโปรตีน VEGF-A 

ลดลง และการแสดงออกของโปรตีน neuropilin-1 

เพิ่มข้ึน ที่เวลา 24 ชั่วโมง และการแสดงออกของ

โปรตีน neuropilin-1 จะลดลงที่เวลา 48 ชั่วโมง 

ซ่ึงผลดังกล่าวสอดคล้องกับผลการแสดงออกของ

Notably, the newly established method incorporates a lower acid concentration in the mobile phase than previously 
reported techniques. Consequently, HPTLC has been utilized to establish a method for quantification of astragalin 
in the ethanolic extract of drumstick tree leaves.
	 Conclusion and Recommendation:  This newly developed method is suitable and cost-effective for analyz-
ing astragalin content in drumstick leave ethanolic extracts. The validation of the astragalin determination method 
in drumstick leaves using HPTLC has been successfully established and could be used to analyze astragalin content 
in drumstick tree leave extracts. Appropriate specifications for astragalin content in drumstick tree leave extract 
could be established.

	 Key words:	 drumstick tree, Moringa oleifera Lam. leave, astragalin, high-performance thin layer chro-
matography
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โปรตีน VEGF-A และ neuropilin-1 ใน HT-29 

cells ภายหลังการทดสอบด้วยสาร astragalin และ 

crypto-chlorogenic acid ซ่ึงพบว่า สารทัง้สองชนดิ

สามารถลดการแสดงออกของโปรตีน VEGF-A และ

เพิ่ม neuropilin-1 ที่เวลา 24 ชั่วโมง ก่อนท่ีจะเกิด

การลด neuropilin-1 ที่เวลา 48 ชั่วโมง เช่นกัน[6] 

จากรายงานพบว่า chlorogenic acid และอนุพันธ์มี

ฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา เช่น ลดระดับการสะสมไขมันใน

ตบั ลดความอ้วน และยบัยัง้การอกัเสบเฉยีบพลนัของ

ปอด และสามารถยบัยัง้สารอนมุลูอสิระ[7-10] นอกจาก

นี้ isoquercetin และ astragalin มฤีทธิเ์ป็นสารต้าน

อนุมูลอิสระและต้านการอักเสบทางด้านผิวหนัง[11-12]

	 ประเทศไทยมีการน�ำใบมะรุมมาบริโภคเป็น

อาหารประจ�ำวันอย่างแพร่หลาย และใช้เป็นยาตาม

ภูมิปัญญาท้องถิ่นพื้นบ้าน จากข้อมูลการศึกษาทาง

วิทยาศาสตร์ข้างต้นแสดงถึงฤทธ์ิทางชีวภาพของใบ

มะรุมที่น่าสนใจหลายชนิด มีศักยภาพสามารถน�ำไป

พฒันาต่อยอดเป็นผลติภณัฑ์ยารักษาโรค ผลติภณัฑ์

เสริมอาหาร หรือผลิตภัณฑ์เคร่ืองส�ำอาง โดยนิยม

ใช้สารสกัดด้วยเอทานอลมาใช้เป็นส่วนผสมของ

ผลิตภัณฑ์เพื่อสุขภาพ อย่างไรก็ตาม การควบคุม

คณุภาพทางเคมขีองใบมะรุมเป็นสิง่จ�ำเป็น แต่ปัจจุบนั

ข้อมลูดงักล่าวยงัมอียูน้่อยมาก ส�ำหรับประเทศไทย มี

ข้อก�ำหนดคณุสมบัตทิางกายภาพ -  เคมขีองใบมะรุม

แห้ง[13] แต่ยังมิได้มีการก�ำหนดปริมาณสารส�ำคัญ 

ทั้งนี้เพ่ือเป็นการยกระดับด้านมาตรฐานคุณภาพของ

สมุนไพรเพื่อประโยชน์เชิงพาณิชย์

	 การศึกษาคร้ังนี้จึงมีวัตถุประสงค์ที่จะพัฒนา

วิธีวิเคราะห์ปริมาณ astragalin ในสารสกัดเอทา-

นอลจากใบมะรุมด้วยวิธีโครมาโทกราฟีชนิดผิวบาง

สมรรถนะสูงซ่ึงเป็นวิธีที่ให้ความถูกต้องแม่นย�ำ 

สะดวก รวดเร็วและเช่ือถือได้ เพื่อใช้เป็นแนวทางใน

การประเมินคุณภาพสารสกัดของใบมะรุมและใช้ใน

การวิจัยและพัฒนาต�ำรับยาและผลิตภัณฑ์ท่ีมีสาร

สกัดใบมะรุมเป็นส่วนผสม

ระเบียบวิธีศึกษา

1. วัสดุ

	 1.1	 ตัวอย่างสมุนไพร

	 ใบมะรุมสด จ�ำนวน 12 ตัวอย่าง ได้แก่ ภาค

กลาง จ�ำนวน 6 ตัวอย่าง คือ จังหวัดนนทบุรี (MOLE 

1, MOLE 3) จังหวัดราชบุรี (MOLE 2) จังหวัด

ชัยนาท (MOLE 11) จังหวัดปทุมธานี (MOLE 12) 

และ จังหวัดนครสวรรค์ (MOLE 10) ภาคเหนือ 

จ�ำนวน 2 ตัวอย่าง คือ จังหวัดแพร่ (MOLE 7) และ

จังหวดัตาก (MOLE 8) ภาคใต้ จ�ำนวน 4 ตวัอย่าง คอื 

จังหวัดตรัง (MOLE 5) จังหวัดสุราษฎร์ธานี (MOLE 

4 และ MOLE 6) และ จังหวัดนครศรีธรรมราช 

(MOLE 9) จากแหล่งธรรมชาติของประเทศไทย เก็บ

ในช่วงระหว่างเดอืนตุลาคม 2565 ถงึเดอืนกรกฎาคม 

2566 ตรวจระบุชือ่ชนดิวทิยาศาสตร์ตามหลกัพฤกษ-

อนุกรมวิธานพืช และเปรียบเทียบกับตัวอย่างพรรณ

ไม้แห้งกับพรรณไม้อ้างอิงของพิพิธภัณฑ์พืช กรม

วิทยาศาสตร์การแพทย์ (หมายเลขอ้างอิง DMSC 

5233) 

	 1.2	 สารมาตรฐาน

	 สารมาตรฐาน astragalin (Figure 1) ความ

บริสุทธิ์ ≥ 98% (Chromadex®, lot no. 00011056-

412)
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	 1.3 สารเคมีและตัวท�ำละลาย

	 สารเคมี

	 Ethanol AR (RCI Labscan Limited, Thai-

land), ethyl acetate AR (Fisher Scientific, UK), 

n-hexane AR (RCI Labscan Limited, Thailand), 

n-butanol AR (RCI Labscan Limited, Thailand), 

formic acid (Merck, Germany), acetic acid, 

glacial (Merck, Germany), absolute ethanol 

(RCI Labscan Limited, Thailand), methanol 

AR (RCI Labscan Limited, Thailand), และน�้ำ

กลั่น (distilled water)

	 สารละลาย

	 สารละลาย NP เตรียมโดยละลาย diphenyl-

boric acid-2-aminoethyl ester จ�ำนวน 1 กรัม ใน 

methanol 100 มิลลิลิตร[14]

	 สารละลาย PEG เตรียมโดยละลาย polyeth-

ylene glycol 4000 จ�ำนวน 5 กรัม ใน ethanol 100 

มิลลิลิตร[14]

	 1.4	 วัสดุวิทยาศาสตร์และเครื่องแก้ว

	 HPTLC Silica gel 60F254 Glass plate ขนาด 

20x10 เซนติเมตร No.1056420001 (Merck, Ger-

many), Nylon filter syringe ขนาด 0.2 ไมโครเมตร, 

กระดาษกรองเบอร์ 4 (Whatman, UK), เครื่องแก้ว 

และ micropipette

	 1.5	 เครื่องมือ

	 ตู้อบร้อนไฟฟ้ารุ่น UL-50 (Memmert), เครื่อง

บดปั่น รุ่น RT 34 (ChyunTseh Industrial), เครื่อง

แร่ง รุ่น AS 200 Basic (Retsch), แร่งท่ีมีขนาด

ช่อง 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), ชุด

เครื่อง TLC densitometer ประกอบด้วยเครื่องพ่น

สารตัวอย่าง (Automatic TLC Sampler 4), ถัง

แก้วส�ำหรับแยกสาร (TLC chamber ขนาด 10 5 20 

เซนตเิมตร) ยีห้่อ CAMAG, เคร่ืองถ่ายภาพโครมาโต- 

กราฟ (TLC Digital camera รุ่น TLC Visualizer 

2) และ เคร่ืองตรวจอ่านแผ่น TLC (TLC Scanner 

3) ยี่ห้อ CAMAG และเครื่องชั่ง 4 ต�ำแหน่ง รุ่น XT 

220A (Precisa)

2. วิธีการศึกษา

	 2.1	 การศึกษาหาสภาวะของระบบโครมาโท-

กราฟี

	 	 	 2.1.1	 การเตรียมสารมาตรฐาน

	 	 	 เตรียมสารละลายสารมาตรฐาน astra-

galin ความเข้มข้น 0.80 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร น�ำ

สารละลายสารมาตรฐานที่ได้ไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง

โครมาโทกราฟีชนิดผิวบางสมรรถนะสูง

	 	 	 2.1.2	 การเตรยีมสารสกดัเอทานอลจากใบ

มะรุม 

	 	 	 น�ำตัวอย่างใบมะรุมสดมาคัดแยกเอา

เฉพาะใบ น�ำมาล้างด้วยน�้ำให้สะอาด ผึ่งให้แห้ง

ที่อุณหภูมิห้องพอหมาด ๆ และอบให้แห้งด้วยตู้

Figure 1  Chemical structure of astragalin
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อบร้อนไฟฟ้าที่อุณหภูมิ 45˚C นาน 72 ชั่วโมง น�ำ
ตัวอย่างที่แห้งไปบดเป็นผงหยาบ ผ่านแร่งขนาด 180 

ไมโครเมตร แล้วเก็บสมุนไพรในขวดแก้วสีชาท่ีมีฝา

ปิดสนิท ปิดฉลากระบุชื่อสมุนไพร ปริมาณ และวันที่

เตรียมตัวอย่าง เก็บรักษาที่อุณหภูมิห้อง 

	 น�ำผงสมนุไพรใบมะรุม จ�ำนวน 50 กรัม มาสกดั

ด้วยเอทานอลโดยวธีิรีฟลกัซ์ (reflux) แล้วน�ำไประเหย

ให้ตัวท�ำละลายออกด้วยเคร่ืองระเหยสญุญากาศโดย

ใช้อุณหภูมิ 45˚C ได้สารสกัดเอทานอลจากใบมะรุม 
ซ่ึงมีลักษณะเป็นสารสกัดสีเขียวเข้ม กลิ่นเฉพาะตัว 

เพื่อน�ำมาศึกษาปริมาณสารส�ำคัญในขั้นตอนต่อไป 

(ลักษณะตัวอย่างดังแสดงตาม (Figure 2)

Figure 2	 Dried drumstick tree leaves powder (Moringa oleifera Lam.), and drumstick tree leaves ethanolic 

extracts.

	 	 	 2.1.3	 การเตรียมสารละลายสารสกัด 

เอทานอลจากใบมะรุม

	 	 	 ละลายสารสกัดเอทานอลจากใบมะรุม น�้ำ

หนัก 100 มิลลิกรัม ด้วยเอทานอลและปรับปริมาตร

ด้วยเอทานอลจนครบ 25.0 มลิลลิติร โดยใช้ขวดแก้ว

วดัปริมาตร (volumetric flask) น�ำสารละลายตวัอย่าง

ที่ได้ไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง TLC densitometer

	 	 	 2.1.4 การศึกษาชนิดและสัดส่วนวัฏภาค

เคลื่อนที่

			   การศึกษาชนิดและสัดส่วนของวัฏภาค

เคลือ่นที ่โดยพจิารณาจากความสามารถในการแยกองค์

ประกอบทางเคมขีองสารในสารละลายตัวอย่างสารสกดั 

เอทานอลจากใบมะรุม และค่า hRF ที่เหมาะสมของ 

astragalin ในสารละลายตัวอย่างสารสกัดเอทานอล

จากใบมะรุม

	 	 	 เตรียมวัฏภาคเคลือ่นท่ีโดยผสมบิวทานอล 

(n-butanol), กรดแกลเชียลแอซีติก และน�้ำกลั่น

ในอัตราส่วน 6:3:1 และสารละลายผสมของเอทิล- 

อะซิเตท (ethyl acetate), กรดฟอร์มิก (formic 

acid), กรดแกลเชียลแอซีติก (acetic acid, glacial) 

และน�้ำกลั่น ในอัตราส่วน 20:1:1:2 น�ำมาใส่ใน tank 

ทิง้ไว้อย่างน้อย 1-2 ชัว่โมง เพือ่ให้บรรยากาศใน tank 

อิ่มตัว

	 	 	 2.1.5	 การตรวจหาสารฟลาโวนอยด์ (fla-

vonoids detection)

	 	 	 น� ำแผ ่นเคลือบซิลิกาเจลไปพ ่นด ้วย

สารละลายทดสอบ NP/PEG โดยมีเทคนิคดังนี้ น�ำ

แผ่นเคลือบซิลิกาเจลไปท�ำให้ร้อนท่ีอุณหภูมิ 80˚C 
นาน 10 นาที จากนั้นพ่นด้วยสารละลาย NP ขณะ

ที่แผ่นเคลือบซิลิกาเจลยังร้อน แล้วพ่นทับด้วย
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สารละลาย PEG ทิง้ไว้ให้แห้งในอากาศและสงัเกตผล

ภายใต้แสงอลัตราไวโอเลตทีค่วามยาวคลืน่ 366 นาโน

เมตร

	 2.2	 การทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์

	 ทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ปริมาณ 

astragalin ในสารสกัดเอทานอลจากใบมะรุมที่

พัฒนาขึ้นตามแนวปฏิบัติการทดสอบความถูกต้อง

ของวธิวีเิคราะห์ทางเคมโีดยห้องปฏบัิติการเดยีว กรม

วิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข[15]

	 	 	 2.2.1	 การทดสอบความเป็นเส้นตรง (lin-

earity) และช่วงการวิเคราะห์ (range)

	 	 	 ชั่งสารมาตรฐาน astragalin น�้ำหนัก 10 

มิลลิกรัม ละลายและปรับปริมาตรด้วยเมทานอล

จนครบ 50.0 มิลลิลิตร ในขวดแก้ววัดปริมาตร จะ

ได้สารละลายมาตรฐานเข้มข้นของสารมาตรฐาน 

astragalin ความเข้มข้น 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

จากนั้นเจือจางให้ได้ 6 ระดับความเข้มข้น ตามล�ำดับ 

ใส่ลงในขวดแก้ววัดปริมาตร ขนาด 25.0 มิลลิลิตร 

แล้วปรับปริมาตรด้วยเมทานอล จะได้ 6 ระดับความ

เข้มข้น คือ 1.96, 3.92, 5.88, 7.84, 9.80 และ 11.76 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

	 	 	 น� ำสารละลายตัวอย ่ างสารสกัดและ

สารละลายสารมาตรฐาน astragalin มาสปอตบน

แผ่นเคลือบซิลิกาเจลในแนวระดับเดียวกัน ให้เป็น

แถบ (band) ขนาด 6 5 0.45 มิลลิเมตร ด้วยเครื่อง 

Autosampler โดยสปอตสารละลายตัวอย่างสาร

สกัด จ�ำนวน 1 แถบ ปริมาตร 1 ไมโครลิตร (วิเคราะห์ 

3 ซ�้ำ) และสารละลายสารมาตรฐาน 6 ระดับความ

เข้มข้น ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ตามล�ำดับ (ทุกระดับ

ความเข้มข้นวิเคราะห์ 3 ซ�้ำ) โดยให้ห่างจากขอบล่าง

ประมาณ 1.5 เซนติเมตร และให้มีระยะห่างระหว่าง

สารละลายแต่ละชนดิไม่น้อยกว่า 0.5 เซนตเิมตร จาก

นัน้น�ำแผ่นเคลอืบซิลกิาเจลดงักล่าวมาจุ่มลงใน tank 

ซึ่งอิ่มตัวด้วยวัฏภาคเคลื่อนที่ ซึ่งเป็นสารละลายผสม

ของเอทิลอะซิเตท กรดฟอร์มิก กรดแกลเชียลแอซี

ติก และน�้ำกลั่น ในอัตราส่วน 20:1:1:2 รอจนวัฏภาค

เคลือ่นทีเ่ป็นระยะทาง 8 เซนติเมตร จึงน�ำแผ่นเคลอืบ

ซิลิกาเจลออก ต้ังท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้องให้แห้ง แล้วจึง

น�ำแผ่นเคลอืบซิลกิาเจลไปพ่นด้วยสารละลายทดสอบ 

NP/PEG โดยมีเทคนิคดังนี้ น�ำแผ่นเคลือบซิลิกาเจล

ไปท�ำให้ร้อนที่อุณหภูมิ 80˚C นาน 10 นาที จากนั้น
พ่นด้วยสารละลายทดสอบ NP ขณะท่ีแผ่นเคลือบ 

ซิลิกาเจลยังร้อน แล้วพ่นทับด้วยสารละลายทดสอบ 

PEG ทิ้งไว้ให้แห้งในอากาศและสังเกตผลภายใต้

แสงอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 366 นาโนเมตร  

(Figure 3) และน�ำมาอ่านแผ่นด้วยเคร่ืองตรวจอ่าน

แผ่นโครมาโทกราฟีผิวบาง ด้วยโปรแกรม Vision-

CATS จากเครื่องตรวจอ่านแผ่น TLC น�ำค่าพื้นที่ใต้

พีค (area under curve, AUC) ที่ได้มาสร้างกราฟ

แสดงความสัมพันธ์ระหว่างพื้นที่ใต้พีคกับความเข้ม

ข้นของสารละลายมาตรฐาน จะได้กราฟมาตรฐาน 

(standard curve) จากนั้นท�ำการวิเคราะห์ปริมาณ 

astragalin ในสารละลายตัวอย่างสารสกัดเอทานอล

จากใบมะรุม โดยน�ำค่าพืน้ท่ีใต้พคีท่ีได้เทียบกบักราฟ

มาตรฐาน (Figure 4)

	 	 	 2.2.2 การทดสอบหาร้อยละของการคืน

กลับ (% recovery) และความเที่ยง (precision)

	 	 	 เตรียม sample blank (sample blank 

คือ ตัวอย่างสารสกัดใบมะรุมท่ีน�ำมาตรวจวิเคราะห์

หาปริมาณ astragalin แล้วมปีริมาณสาร astragalin 

ในปริมาณต�ำ่  ) โดยละลายสารสกดัเอทานอลจากใบ

มะรุม น�้ำหนัก 100 มิลลิกรัม ด้วยเอทานอลและปรับ

ปริมาตรด้วยเอทานอลจนครบ 25.0 มิลลิลิตร โดย

ใช้ขวดแก้ววัดปริมาตร น�ำสารละลายตัวอย่างสาร
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สกัดที่ได้ไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ืองโครมาโทกราฟีชนิด

ผวิบางสมรรถนะสงูจ�ำนวน 6 ซ�ำ้ แล้วน�ำมาหาค่าเฉลีย่ 

(mean)

	 เตรียม spiked sample ลงใน sample blank 

โดยเติมสารละลายมาตรฐานที่ความเข้มข้น 3 ระดับ  

ระดับ 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

		  	 	 (C
1
 – C2) 5 100

	 % recovery	 = 
	 	 	 	 	 C3

	 เมื่อ	 C1	 คือ ความเข้มข้นของสารใน spiked 

sample

	 	 	 C2	 คือ ความเข้มข้นของสารใน sample 

blank

	 	 	 C3	 คือ ความเข้มข้นของสารที่เติม

การทดสอบความเที่ยง

	 Repeatability วเิคราะห์ปรมิาณสาร astraga-

lin ในตัวอย่างสารสกัดเอทานอลจากใบมะรุม ซ�้ำ 6 

คร้ังในวันเดียวกัน ค�ำนวณค่าร้อยละส่วนเบี่ยงเบน

มาตรฐานสัมพัทธ์ (% RSD)

	 Intermediate precision วิเคราะห์ปริมาณ

สาร astragalin ในตัวอย่างสารสกัดใบมะรุมเป็น

เวลา 3 วัน วันละ 6 ซ�้ำ ค�ำนวณค่าร้อยละส่วนเบี่ยง

เบนมาตรฐานสัมพัทธ์ 

	 	 	 2.2.3 	การทดสอบขีดจ�ำกัดของการตรวจ

พบ (limit of detection, LOD)

	 	 	 ค�ำนวณค่าประมาณ (estimated) ของ 

LOD จากกราฟมาตรฐาน ดังนี้

	 LOD (µg/mL), ค่าประมาณ	 =  3 5 σ/S
 
							       LOD (µg/mL) 5 ปริมาตรที่เตรียม (mL) 5 ระดับเจือจาง 5 100 
	 LOD (%w/w), ค่าประมาณ	 =
	 	 	 	 	 	 	 	 1,000,000 5 น�้ำหนักตัวอย่าง (g)

	 เตรียมสารละลายตัวอย่างสารสกัดเอทานอล

จากใบมะรุม โดยละลายสารสกัดเอทานอลจากใบ

มะรุม น�้ำหนัก 100 มิลลิกรัม ด้วยเอทานอลและปรับ

ปริมาตรด้วยเอทานอลจนครบ 25.0 มิลลิลิตร โดยใช้

ขวดแก้ววัดปริมาตร

	 เตรียมสารละลาย spiked sample ให้มีความ

เข้มข้นใกล้เคียงกับค่าประมาณของ LOD แล้วตรวจ

วิเคราะห์ปริมาณ astragalin ใน spiked sample 6 

ซ�้ำ

	 	 	 2.2.4 การทดสอบขีดจ�ำกัดของการวัดเชิง

ปริมาณ (limit of quantitation, LOQ)

	 	 	 ค�ำนวณค่าประมาณของ LOQ จากกราฟ

มาตรฐาน ดังนี้

	 LOQ (µg/mL), ค่าประมาณ	 =	 10 5 σ/S 
							     
						      	 LOQ (µg/mL) 5 ปริมาตรที่เตรียม (mL) 5 ระดับเจือจาง 5 100
	 LOQ (%w/w), ค่าประมาณ	 = 
	 	 	 	 	 	 	 	 1,000,000 5 น�้ำหนักตัวอย่าง (g)
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	 เตรียมสารละลาย spiked sample ให้มีความ

เข้มข้นใกล้เคียงกับค่าประมาณของ LOQ แล้วตรวจ

วิเคราะห์ปริมาณ astragalin ใน spiked sample 6 

ซ�้ำ ค�ำนวณค่าร้อยละส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์

และค่าร้อยละของการคืนกลับ

		  	 2.2.5	 การทดสอบความจ�ำเพาะ (specificity)

	 	 	 หยดสารละลายสารมาตรฐาน astraga-

lin ความเข้มข้น 0.80 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ

สารละลายตัวอย่างสารสกัดเอทานอลจากใบมะรุม 

เพื่อตรวจสอบการแยกองค์ประกอบทางเคมีของสาร 

และค่า hRF ทีเ่หมาะสมของ astragalin ในสารละลาย

ตัวอย่างสารสกัดเอทานอลจากใบมะรุม

	 2.3	 การวิเคราะห์ปริมาณ astragalin ในสาร

สกัดเอทานอลจากใบมะรุม

	 	 	 2.3.1	 การเตรียมสารละลายตัวอย่างสาร

สกัดเอทานอลจากใบมะรุม

	 	 	 น�ำผงสมุนไพรใบมะรุม จ�ำนวน 50 กรัม 

มาสกดัด้วยเอทานอลโดยวธีิรีฟลกัซ์ แล้วน�ำไประเหย

ให้ตัวท�ำละลายออกด้วยเคร่ืองระเหยสุญญากาศท่ี

อุณหภูมิ 45˚C ได้สารสกัดเอทานอลจากใบมะรุม 
ละลายสารสกัดเอทานอลจากใบมะรุม น�้ำหนัก 

100 มิลลิกรัม ด้วยเอทานอลและปรับปริมาตรด้วย 

เอทานอลจนครบ 25.0 มิลลิลิตร โดยใช้ขวดแก้ว

วัดปริมาตร น�ำสารละลายตัวอย่างสารสกัดท่ีได้

ไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ืองโครมาโทกราฟีชนิดผิวบาง

สมรรถนะสูง

	 	 	 วิเคราะห์ปริมาณ astragalin ในตัวอย่าง

สารสกดัใบมะรุม จ�ำนวน 12 ตวัอย่าง ด้วยวธีิท่ีพฒันา

ข้ึน โดยท่ีแต่ละตัวอย่างให้วเิคราะห์ 3 ซ�ำ้ แล้วน�ำมาหา

ค่าเฉลี่ย (Mean)

	 	 	 การค�ำนวณความเข้มข้นของสารทีว่เิคราะห์

ในตัวอย่างสารสกัดเอทานอลจากใบมะรุม (ร้อยละ

โดยน�้ำหนักตัวอย่างสารสกัดเอทานอลจากใบมะรุม, 

% 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 ปริมาณร้อยละโดยน�้ำหนักของสาร astragalin ในสารสกัดมะรุม

ผลการศึกษา

1. การพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณ astragalin 

ในสารสกัดเอทานอลจากใบมะรุม

	 1.1	 การศึกษาหาสภาวะของระบบโครมาโท- 

กราฟี

	 หลังจากน�ำสารละลายสารมาตรฐานของ as-

tragalin และสารละลายสารสกัดเอทานอลจากใบ

มะรุม ไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ืองโครมาโทกราฟีชนิด

ผิวบางสมรรถนะสูง พบว่าอัตราส่วนส่วนผสมของ

ตัวท�ำละลายท่ีท�ำให้เกิดการแยกสารได้ดี และเหมาะ

สมในการแยกสาร astragalin คือเอทิลอะซิเตท, 

กรดฟอร์มิก, กรดแกลเชียลแอซีติก และน�้ำกลั่น ใน

อัตราส่วน 20:1:1:2 (Figure 3) 

	 1.2	 การศึกษาชนิดและสัดส ่ วนวัฏภาค

เคลื่อนที่

	 วัฏภาคเคล่ือนที่ พบว่าสัดส่วนของวัฏภาค

เคลื่อนท่ีท�ำให้การแยกองค์ประกอบทางเคมีของสาร
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ในสารละลายสารสกัดเอทานอลจากใบมะรุมและค่า 

hRF ที่เหมาะสมของ astragalin ในสารละลายสาร

สกัดเอทานอลจากใบมะรุม คือ สารละลายผสมของ 

เอทิลอะซิเตท:กรดฟอร์มิก:กรดแกลเชียลแอซีติก: 

น�้ำกลั่น ในอัตราส่วน 20:1:1:2 (v/v/v/v) (Figure 3)

Figure 3	 Chromatogram of standard astragalin (Track 1) and samples (Track 2, 3, 4, 5 and 6) after deriva-
tized with NP/PEG solution and observed under UV 366 nm. The plate was developed with n-butanol, 
glacial acetic acid and distilled water in a ratio of 6: 3: 1 (v/v/v) and ethyl acetate, formic acid, 
glacial acetic acid and distilled water in a ratio of 20: 1: 1: 2 (v/v/v/v) in system1 and system 2, 

respectively.

2.	การทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์

	 2.1	 การทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงการ

วิเคราะห ์

	 จากกราฟมาตรฐาน (calibration curve) 

ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายสารมาตรฐาน 

astragalinและพื้นท่ีใต้พีค พบว่าความเข้มข้นของ

สารละลายสารมาตรฐาน astragalin กบัพืน้ท่ีใต้พคีมี

ลักษณะเป็นเส้นตรง ในช่วงความเข้มข้น 1.96-11.76 

ไมโครกรัม/มลิลลิติร โดยมค่ีาสมัประสทิธ์ิสหสมัพนัธ์ 

(r) เท่ากับ 0.9996 (Figure 4)

Figure 4  Calibration curve of astragalin concentration range of 1.96-11.76 µg/mL

A
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a 
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ak

Concentration of standard solution (mg/mL)
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	 2.2 การทดสอบร้อยละของการคืนกลับและ

ความเที่ยง

	 เมื่อเติมสารละลายสารมาตรฐาน astragalin ที่

ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ จ�ำนวน 3 ช่วงระดับการใช้

งาน แล้ววิเคราะห์ตัวอย่าง unspiked sample พบ

ว่ามีปริมาณ astragalin เท่ากับ 1.1474 ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร (คิดเป็นร้อยละ 0.0284 โดยน�้ำหนัก) 

การค�ำนวณ

	 Sample blank ที่วิเคราะห์ได้ มีปริมาณความ

เข้มข้นของแอสทรากาลินเฉลี่ย 1.1474 ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร (แทนค่าพื้นที่ใต้พีคของแอสทรากาลินท่ี

ค่า y จากสมการเส้นตรง y = 0.0012x + 0.0013 จะ

ได้ค่า x คือ ปริมาณความเข้มข้นของแอสทรากาลินที่

ค�ำนวณได้)

	 ความเข้มข้นของแอสทรากาลินใน sample 

blank (% w/w) โดยน�้ำหนักของสารสกัดใบมะรุม

	 เท่ากบั (1.1474 µg/mL) 5 (25 mL) 5 1 5 100/

น�้ำหนักสารสกัดใบมะรุม 0.1010 µg /1,000,000 = 

0.0284% w/w

					     	 	(C1 – C2) 5 100
	 	 % recovery	 =             
 	 	 	 	 	 	 	 C3

	 ที่ระดับความเข้มข้นต�่ำ

	 C1		 คือ	 ความเข้มข้นของสารใน spiked sample เท่ากับ 1.4380 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  

	 C2	 	 คือ	 ความเข้มข้นของสารใน sample blank เท่ากับ 1.1474 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร

	 C3	 	 คือ	 ความเข้มข้นของสารที่เติม เท่ากับ 0.3015 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร

	 % recovery = (1.4380-1.1474) 5 100/0.3015 

= 96.38

	 เมื่อวิเคราะห์ระดับละ 3 ซ�้ำ ฉีดซ�้ำละ 2 ครั้ง จะ

ได้ % recovery = 97.75 ± 1.50 และ % RSD = 1.54

ในขณะเดยีวกนัการค�ำนวณร้อยละของการคนืกลบัที่

ระดบัความเข้มข้นระดบักลางและระดบัสงู จะค�ำนวณ

เหมือนกันกับระดับความเข้มข้นต�่ำ แต่จะต่างกัน

เฉพาะค่า C1 และ C3 และผลการวิเคราะห์ spiked 

sample พบว่าร้อยละของการคืนกลับของสาร as-

tragalin อยู่ในช่วงร้อยละ 97.75-99.49 (Table 1)

การทดสอบความเที่ยง

	 การทดสอบความเท่ียง (repeatability) และ in-

termediate precision, between-day โดยวเิคราะห์

ปริมาณสาร astragalin ในตัวอย่างสารละลายสาร

สกัดเอทานอลจากใบมะรุม จ�ำนวน 6 ซ�้ำ น�ำค่าเฉลี่ย

และค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานมาหาค่าร้อยละส่วนเบ่ียง

เบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (%RSD) พบว่า มีค่าร้อยละ

ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (%RSD) เท่ากับ 

ร้อยละ 0.22 และ 0.45 ตามล�ำดับ (Table 2)
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Table 1  Results of percentage recovery and repeatability.

Analyzed	 Sample 	 Spike level	 Spike	 Astragalin content	 %Recovery	 %RSD
substance	 blank	 (%)	 concentration	 (µg/mL)		  Mean ± SD	 (n = 6)
	 (µg/mL)		  (µg/mL)	 Theoretical	 Found	 (n = 6)
					     (Average)	

		  50	 0.1508	 1.2982	 1.2690	 97.75 ± 1.50	 1.54

Astragalin 	 1.1474	 100	 0.3015	 1.4489	 1.4415	 99.49 ± 1.59	 1.60

		  150	 0.6300	 1.7774	 1.7477	 98.33 ± 0.88	 0.89

	 %Recovery acceptance criteria according to AOAC Peer-verified methods program on policies and procedures, 

Arlington, VA, USA (1998) is 95-105%

Table 2  Results of repeatability (%RSD) and intermediate precision (%RSD).

	 Analyzed substance	 	 Repeatability			  Intermediate precision

				    (n = 6)			  between days (n = 6)

		  Astragalin	 Mean		  S.D.	 Mean		  S.D.

			   5.0798		  0.0133	 5.3177		  0.0232

		  % RSD		  0.22			   0.45

	 2.3 การทดสอบขีดจ�ำกัดของการตรวจพบ 

(limit of detection; LOD) และขีดจ�ำกัดของการ

หาปริมาณ (limit of quantitation; LOQ)

	 จากกราฟมาตรฐานสามารถหาค่าขีดจ�ำกัดของ

การตรวจพบ และขีดจ�ำกัดของการหาปริมาณ โดย

ค�ำนวณจากค่า 3σ/S และ 10σ/S โดย พบว่า LOD 

และ LOQ ของการวิเคราะห์ astragalin มีค่าเท่ากับ 

0.313 และ 1.045 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (คิดเป็น 

0.313 และ 1.045 ng/band) ตามล�ำดับ

 	 การค�ำนวณค่าประมาณของ LOD และ LOQ จากกราฟมาตรฐาน

	 LOD (µg/mL), ค่าประมาณ	 =	 3 5 σ /S

	 โดย σ = 0.000126 และ S	 =	 0.001206 

	 LOD (µg/mL), ค่าประมาณ	 =	 (3 5 0.000126)/0.001206 = 0.313 µg/mL

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

	 	 	 	 	 	 =	 0.313 5 25 5 1 5 100/1,000,000/0.1010

	 	 	 	 	 	 =	 0.008
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	 พบว่า LOD ของการวิเคราะห์ astragalin เท่ากับร้อยละ 0.008 โดยน�้ำหนักของสารสกัดเอทานอลจากใบ

มะรุม (Table 3)

	 LOQ (µg/mL), ค่าประมาณ	 =	 10 5 σ/S

	 โดย σ = 0.000126 และ S	 =	 0.001206

	 LOQ (µg/mL), ค่าประมาณ	 =	 (10 5 0.000126)/0.001206 

	 	 	 	 	 	 =	 1.045 µg/mL

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

	 =  1.045 5 25 5 1 5 100/1,000,000/0.1010

	 =  0.026

	 พบว่า LOQ ของการวิเคราะห์ astragalin 

เท่ากับร้อยละ 0.026 โดยน�้ำหนักของสารสกัดเอทา-

นอลจากใบมะรุม

	 การทดสอบเพื่อยืนยันผลขีดจ�ำกัดของการหา

ปริมาณ (limit of quantitation; LOQ) โดยน�ำ un-

spiked sample มาเติม Astragalin ทีร่ะดบัความเข้ม

ข้นทีเ่ป็นขดีจ�ำกดัของการหาปริมาณ (LOQ) วเิคราะห์

ปริมาณ astragalin ใน spiked sample โดยท�ำการ

ทดลอง 6 ซ�้ำ แล้วค�ำนวณร้อยละของการคืนกลับ 

						      	 (C1 – C2) 5 100
	 % recovery	 =	
	 	 	 	 	 	 	 C3

	 ที่ความเข้มข้นของ LOQ เท่ากับ 1.045 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร

	 C1	 	 คือ	 ความเข้มข้นของสารใน spiked sample เท่ากับ 1.2256 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  

	 C2	 	 คือ	 ความเข้มข้นของสารใน sample blank เท่ากับ 1.1474 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร

	 C3	 	 คือ	 ความเข้มข้นของสารที่เติม เท่ากับ 0.0804 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร

	 % recovery = (1.2256-1.1474) 5 100/0.0804 = 97.33

พบว่า ร้อยละการคืนกลับของ astragalin ที่ระดับ

ความเข้มข้นเท่ากบัค่า LOQ มร้ีอยละการคนืกลบั (% 

recovery) และค่าความเที่ยง (% RSD) เป็น 97.84 ± 

1.92 และ 1.97 ตามล�ำดับ (Table 4)
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2.4 การทดสอบความจ�ำเพาะ 

	 จากการพ่นสารละลายสารมาตรฐานและ

สารละลายสารสกัดเอทานอลจากใบมะรุม พบว่าภาย

ใต้สภาวะโครมาโทกราฟีผิวบางที่พัฒนาขึ้น สามารถ

Table 3  Results of limit of detection

Analyzed substances	 Spiked sample	 LOD	 % Recovery of	 % Recovery of 	 % RSD
	 (µg/mL)	 (% w/w)	 LOD	  LOD
			   (n = 6)	 (Mean ± S.D.)	

Astragalin	 0.0284	 0.008	 104.93	 102.65 ± 4.14	 4.04
			   98.09		
			   101.51		
			   98.09		
			   108.35		
			   104.93

Table 4  Results of limit of quantitation

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

Astragalin	 0.0804	 0.026	 97.33	 97.84 ± 1.92	 1.97
			   98.36		
			   95.27		
			   100.41		
			   96.30		

			   99.38	

แยกสาร astragalin และองค์ประกอบทางเคมีของ

สารในสารละลายสารสกดัเอทานอลจากใบมะรุมออก

จากกันได้ โดยมีค่า hRF เฉลี่ยเท่ากับ 55 (Figure 5)

Figure 5	Chromatogram of 12 samples of Drumstick tree leave extract solutions (tracks 7 – 12 and 13 – 18) 
compared with standard astragalin 6 concentrations (tracks 1 – 6). The samples were examined under 
ultraviolet light at 366 nm after spraying with NP/PEG solution.
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3. การวเิคราะห์ปริมาณ astragalin ในสารสกดั

เอทานอลจากใบมะรุม

	 ผลการวเิคราะห์ปริมาณ astragalin ในตัวอย่าง

สารละลายสารสกดัเอทานอลจากใบมะรุม จ�ำนวน 12 

ตัวอย่าง พบว่าปริมาณ astragalin มีค่าเฉลี่ยร้อยละ 

0.06 โดยน�้ำหนักของสารสกัดเอทานอลจากใบมะรุม 

(Table 5)

Table 5	 Astragalin contents in Drumstick tree (Moringa oleifera Lam.) leaves ethanolic extracts sample solution 

by HPTLC densitometry.

	 Sample	 Sample code	 Sample weight	 The concentration of astragalin is	 Astragalin
			   (g)	 calculated from a linear equation of calibration	 content
				    curve (µg/mL)	 (% w/w)

	 1	 MOLE 1	 0.1040	 1.52	 0.04
	 2	 MOLE 2	 0.1096	 3.13	 0.07
	 3	 MOLE 3	 0.1029	 2.55	 0.06
	 4	 MOLE 4	 0.1028	 4.76	 0.12
	 5	 MOLE 5	 0.1077	 7.12	 0.17
	 6	 MOLE 6	 0.1083	 1.03	 0.02
	 7	 MOLE 7	 0.1067	 2.52	 0.06
	 8	 MOLE 8	 0.1054	 1.90	 0.05
	 9	 MOLE 9	 0.1091	 2.13	 0.05
	 10	 MOLE 10	 0.1068	 0.35	 0.01
	 11	 MOLE 11	 0.1055	 1.68	 0.04
	 12	 MOLE 12	 0.1053	 1.60	 0.04
				    Mean		  0.06

อภิปรายผล

	 ใบมะรุมเป็นสมุนไพรท่ีมีศักยภาพเชิงพาณิชย์

และมีประโยชน์ท้ังเป็นยาและเป็นผลิตภัณฑ์สุขภาพ 

แต่ยงัไม่มกีารก�ำหนดปริมาณสารส�ำคญัเพือ่ใช้ส�ำหรับ

ควบคุมคุณภาพสมุนไพรชนิดนี้ มีรายงานการศึกษา

พฤกษเคมแีละฤทธ์ิทางชวีภาพ พบว่าสารสกดัของใบ

มะรุมมฤีทธ์ิทางชวีภาพท่ีน่าสนใจ เช่น ฤทธ์ิยบัยัง้การ

แบ่งตัวของเซลล์มะเร็งล�ำไส้ ฤทธ์ิต่อการสลายไขมัน

ในเซลล์ไขมันจากหนูขาว ฤทธิ์ต้านออกซิเดชั่น ยับยั้ง

การอักเสบเฉียบพลันของปอด ส่วน isoquercetin 

และ astragalin มีฤทธ์ิเป็นสารต้านอนุมูลอิสระและ

ต้านการอักเสบทางด้านผิวหนัง และมีรายงานผลการ

ศึกษาสารที่แยกได้จากใบมะรุม พบว่ามีสารประกอบ

ที่ส�ำคัญ 3 ชนิด ซ่ึงเป็นสารกลุ่มฟลาโวนอยด์ ได้แก ่

crypto-chlorogenic acid isoquercetin และ 

astragalin

	 ในการพฒันาวธีิวเิคราะห์ปริมาณสาร astraga-

lin ในสารสกดัเอทานอลจากใบมะรุมด้วยวิธีโครมาโท- 

กราฟีชนิดผิวบางสมรรถนะสูงนั้น เมื่อน�ำสารละลาย

ตัวอย่างไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ืองเดนซิโตมิเตอร์แล้ว
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สังเกตผลภายใต้แสง UV 366 nm ภายหลังการ

พ่นเพลทด้วยน�้ำยา NP/PEG ซ่ึงเป็นน�้ำยาท่ีมีความ

จ�ำเพาะเจาะจงต่อสารกลุ่มฟาโวนอยด์ โดยจะสังเกต

การเรืองแสงสีเขียวของ astragalin ได้ 

	 การศึกษาระบบท่ีเหมาะสมในการแยก พบว่า 

อัตราส่วนส่วนผสมของตัวท�ำละลาย บิวทานอล กรด

แกลเชียลแอซีติก และน�้ำกลั่น ในอัตราส่วน 6:3:1 

(v/v/v) นั้นมีการแยกองค์ประกอบทางเคมีของสาร

ในตัวอย่างสารสกัดใบมะรุมได้ไม่ดี เนื่องจากระบบ

ที่ใช้แยกมีความมีขั้วสูงจนเกินไป ท�ำให้องค์ประกอบ

ทางเคมีเคลื่อนที่ได้รวดเร็ว และไม่เกิดการแยกที่

สมบูรณ์ แต่เมือ่ลดความมขีัว้ลง โดยเปลีย่นส่วนผสม

ของตัวท�ำละลายเป็นเอทิลอะซิเตท กรดฟอร์มิก กรด

แกลเชียลแอซีติก และน�้ำกลั่น ในอัตราส่วน 20:1:1:2 

(v/v/v/v) แล้ว จะท�ำให้เกดิการแยกองค์ประกอบทาง

เคมีของสารได้ดีกว่าและเหมาะสมในการแยกสาร 

astragalin ออกจากองค์ประกอบทางเคมีอื่น ๆ 

	 การทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ดงักล่าว 

พบว่ากราฟมาตรฐานของ astragalin มีลักษณะเป็น

เส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 1.96-11.76 ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร โดยมีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (r) เท่ากับ 

0.9996 ร้อยละของการคืนกลับของสาร astragalin 

อยู่ในช่วงร้อยละ 97.75-99.49 มีขีดจ�ำกัดของการ

ตรวจพบและขีดจ�ำกัดของการวัดเชิงปริมาณ เท่ากับ 

0.313 และ 1.045 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล�ำดับ 

การทดสอบความเท่ียงของวธีิวเิคราะห์โดยค�ำนวณค่า

ร้อยละส่วนเบ่ียงเบน (%RSD) พบว่า มค่ีาร้อยละส่วน

เบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์เท่ากับ 1.97 การทดสอบ

ความแม่นย�ำของวธีิโดยค�ำนวณจากค่าร้อยละของการ

คืนกลับ (% recovery) พบว่า ร้อยละการคืนกลับอยู่

ในช่วงร้อยละ 95.27-100.41 ปริมาณสาร astragalin 

ในตวัอย่างสารสกดัใบมะรุม จ�ำนวน 12 ตวัอย่าง มค่ีา

เฉลี่ยร้อยละ 0.06 โดยน�้ำหนักของสารสกัดใบมะรุม 

พบว่า สารสกดัมะรุมจากภาคใต้มปีริมาณ astragalin 

สูงเมื่อเทียบกับภูมิภาคอื่น โดยสารสกัดใบมะรุมจาก

จังหวัดสรุาษฎร์ธานแีละตรังมปีริมาณ Astragalin สงู

ถึงร้อยละ 0.12 และ 0.17 ตามล�ำดับ และพบว่า สาร

สกดัใบมะรุม 6 ตัวอย่าง มปีริมาณ astragalin ต�ำ่กว่า

ค่าเฉลี่ย ในการศึกษาคร้ังนี้อาจมีข้อจ�ำกัดด้านระยะ

เวลาในการวจัิย ท�ำให้จ�ำนวนตวัอย่างท่ีน�ำมาศกึษาใน

คร้ังนีอ้าจยงัมแีหล่งไม่มากพอท่ีจะเป็นตัวแทนของท้ัง

ประเทศ หากต้องการก�ำหนดเป็นค่ามาตรฐานจึงควร

เก็บตัวอย่างเพิ่มเติมให้ครอบคลุมและเป็นตัวแทน

ของกลุ่มตัวอย่าง อย่างไรก็ตาม เมื่อเปรียบเทียบกับ

การศึกษาที่มีรายงานมา พบว่า วิธีที่พัฒนาขึ้นมีการ

ใช้วัฏภาคเคลื่อนที่ท่ีมีความปลอดภัยต่อผู้วิเคราะห์

มากกว่า เนือ่งจากมกีารใช้กรดฟอร์มกิ กรดแกลเชยีล- 

แอซีติก ท่ีลดลง นอกจากนี้ พบว่า วิธีท่ีพัฒนาข้ึนมี

ขดีจ�ำกดัของการตรวจพบและขดีจ�ำกดัของการวดัเชงิ

ปริมาณท่ีต�่ำกว่า โดย ขีดจ�ำกัดของการตรวจพบและ

ขีดจ�ำกดัของการวดัเชงิปริมาณของวธีิท่ีเคยมรีายงาน

พบว่ามีขีดจ�ำกัดของการตรวจพบและขีดจ�ำกัดของ

การวัดเชิงปริมาณของสาร astragalin เป็น 10.84 

และ 36.13 ng/band ในขณะที่วิธีที่พัฒนาขึ้นมามีค่า

เท่ากบั 0.313 และ 1.046 ng/band นอกจากนีย้งัมค่ีา

ประสทิธิผลท่ีใช้ในการแยก (resolution) ทีด่ ีสามารถ

แยกแถบของ astragalin ออกจากแถบของสารอืน่ได้

ด ีนอกจากนี ้วธีิโครมาโทกราฟีชนดิผิวบางสมรรถนะ

สูงท่ีมีการพัฒนาเพื่อให้มีประสิทธิผลการแยกสาร 

ความไวในการแยกสารที่ดีขึ้น ใช้วัฏภาคเคลื่อนที่

น้อยลง วัฏภาคอยู่กับท่ีคือแผ่น HPTLC มีราคาถูก 

สามารถเห็นผลการวิเคราะห์ได้ในคราวเดียวกัน ไม่

ยุ่งยากในการตรวจวิเคราะห์ คือ เมื่อน�ำวิธีวิเคราะห์

ปริมาณ astragalin ในสารสกัดเอทานอลจากใบ
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มะรุมด้วยวิธีโครมาโทกราฟีชนิดผิวบางสมรรถนะ

สูงที่พัฒนาขึ้นมาใหม่เปรียบเทียบกับการหาปริมาณ

ด้วยวิธี HPLC พบว่าการหาปริมาณสาร astragalin 

ในใบมะรุมด้วยวิธี HPLC นี้  มีขั้นตอนการวิเคราะห์

ตวัอย่างทีค่่อนข้างยุง่ยาก ใช้เวลาในการวิเคราะห์นาน 

40 นาที วัฏภาคคงที่คือคอลัมน์มีราคาแพง ดังนั้นจึง

เลือกใช้เคร่ืองโครมาโทกราฟีชนิดผิวบางสมรรถนะ

สูงในการพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณ astragalin ใน

สารสกดัเอทานอลจากใบมะรุม จากการทดสอบความ

ถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ปริมาณ astragalin ที่พัฒนา

ขึ้น พบว่าร้อยละของการคืนกลับจากการวิเคราะห ์

spiked sample อยู่ในเกณฑ์ยอมรับ (95-105%) ซึ่ง

แสดงถึงความแม่นของวิธีวิเคราะห์ท่ีพัฒนาขึ้น วิธี

ดังกล่าวจึงมีความเหมาะสม สามารถน�ำไปใช้ในการ

วิเคราะห์ปริมาณสาร astragalin เพื่อใช้เป็นแนวทาง

ในการควบคมุคณุภาพสารส�ำคญัของวัตถดุบิใบมะรุม

และสารสกัดใบมะรุมต่อไปได้

ข้อสรุป

	 การศึกษานี้ได้พัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะห์

ปริมาณ astragalin ในสารสกัดเอทานอลจากใบ

มะรุมด้วยวิธีโครมาโทกราฟีชนิดผิวบางสมรรถนะ

สูงและทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ พบว่าวิธีที่

พฒันาขึน้มคีวามถกูต้องแม่นย�ำ สะดวก และประหยดั

สารเคมีที่ใช้ในวัฏภาคเคลื่อนที่ จึงน�ำวิธีที่ได้มาตรวจ

ปริมาณ astragalin ในตัวอย่างสารสกัดใบมะรุม 

จากข้อมูลข้างต้นแสดงให้เห็นว่าวิธีวิเคราะห์ที่พัฒนา

ขึ้นนี้มีความเหมาะสม สามารถน�ำไปใช้เป็นวิธีตรวจ

วิเคราะห์ปริมาณ astragalin ในสารสกัดเอทานอล

จากใบมะรุมและสามารถน�ำไปสู่การก�ำหนดเกณฑ์

ปริมาณสารส�ำคัญในสารสกัดใบมะรุมต่อไป

กิตติกรรมประกาศ
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