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บทคัดย่อ

	 บทน�ำและวัตถุประสงค์:  กะทกรกมีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Passiflora foetida L. วงศ์ Passifloraceae เป็นพืช

สมุนไพรที่ใบมีสารกลุ่มฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ในปริมาณสูง โดยเฉพาะโอเรียนทิน (orientin) และไวเทกซิน 

(vitexin) สารสกัดเอทานอลจากใบมีฤทธ์ิระงับปวด ต้านอนุมูลอิสระ และต้านการอักเสบ จึงถูกน�ำมาใช้เป็นส่วน

ประกอบในยาและผลิตภัณฑ์สุขภาพอย่างแพร่หลาย อย่างไรก็ตาม ปัจจุบันยังไม่มีวิธีการควบคุมคุณภาพสารส�ำคัญ

ดังกล่าว ผู้วิจัยจึงมีวัตถุประสงค์เพื่อวิจัยและพัฒนาวิธีวิเคราะห์และการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์หา

ปริมาณสารโอเรียนทินและไวเทกซินในใบกะทกรกด้วยวิธีโครมาโทกราฟีของเหลวประสิทธิภาพสูงพิเศษ (Ultra–

High Performance Liquid Chromatography, UHPLC)

	 วธิกีารศกึษา:  แบ่งเป็น 3 ขัน้ตอน ได้แก่ 1) การพฒันาวธีิวเิคราะห์ปรมิาณสารโอเรยีนทนิและไวเทกซินในใบ

กะทกรกด้วยวธีิ UHPLC 2) การทดสอบความใช้ได้ของวธีิวเิคราะห์ (method validation) และ 3) การวเิคราะห์ปรมิาณ

สารโอเรียนทินและไวเทกซินในใบกะทกรก จ�ำนวน 14 ตัวอย่าง

	 ผลการศึกษา:  การพัฒนาวิธีวิเคราะห์หาปริมาณโอเรียนทินและไวเทกซินในใบกะทกรกด้วยวิธี UHPLC ใช้ 

50% เอทานอลเป็นตัวท�ำละลายในการสกัด ใช้เวลาในการสกัด 60 นาที เลือกใช้คอลัมน์ชนิด ARC–18, ขนาด 4.6 5 

150 มิลลิเมตร, ขนาดอนุภาค 2.7 ไมโครเมตร เป็นวัฏภาคคงที่ ใช้ 0.1% ออร์โทฟอสโฟริกแอซิดในน�้ำ และ 0.1% ออร์

โทฟอสโฟรกิแอซิดในอะซโิตไนไทรล์เป็นวฏัภาคเคลือ่นที ่ตรวจวดัด้วย diode array detector (DAD) ทีค่วามยาวคลืน่ 

340 นาโนเมตร analytical system ที่ใช้วิเคราะห์มี retention time เฉลี่ย ของโอเรียนทินและไวเทกซินที่ 3.98 และ 4.31 

นาที ตามล�ำดับ ผลการทดสอบความใช้ได้ของวธีิวเิคราะห์ดังกล่าว พบว่ากราฟมาตรฐานของโอเรยีนทนิและไวเทกซิน 

มีลักษณะเป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 1.27 – 122.30 และ 1.35 – 129.36 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามล�ำดับ โดย

มีค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์เท่ากันท่ี 0.99998 ค่าร้อยละของการคืนกลับอยู่ในช่วง 99.03 – 101.74% และ 97.70 

– 101.05% ตามล�ำดับ ขีดจ�ำกัดของการตรวจพบของโอเรียนทินและไวเทกซิน มีค่าเท่ากับร้อยละ 0.009 และ 0.012 

โดยน�้ำหนักแห้งของใบกะทกรก ในขณะท่ีขีดจ�ำกัดของการวัดเชิงปริมาณมีค่าเท่ากับร้อยละ 0.031 และ 0.042 โดย 

น�ำ้หนักแห้งของใบกะทกรก ตามล�ำดับ และจากการวเิคราะห์ตัวอย่างใบกะทกรก 14 ตัวอย่าง พบว่าปรมิาณโอเรยีนทิน 

และไวเทกซินในใบกะทกรก มีค่าเฉลี่ยเท่ากับร้อยละ 1.00 และ 0.14 โดยน�้ำหนักแห้งของใบกะทกรก ตามล�ำดับ 
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	 อภิปรายผล:  การพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณสารโอเรียนทินและไวเทกซินในวัตถุดิบใบกะทกรกด้วยเคร่ือง 

UHPLC ที่พัฒนาขึ้น โดยใช้สารสกัดใบกะทกรกแห้งด้วยตัวท�ำละลาย 50% เอทานอล โดยวิธีรีฟลักซ์ นาน 60 นาที 

ผลการวิเคราะห์ปริมาณสารโอเรียนทินและไวเทกซินในตัวอย่างสารละลายใบกะทกรก จ�ำนวน 14 ตัวอย่าง พบว่ามี

ปริมาณสารโอเรียนทินและไวเทกซิน เฉลี่ยร้อยละ 1.00 และ 0.14 โดยน�้ำหนักแห้งของใบกะทกรก  ตามล�ำดับ ผล

การทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์พบว่าทุกค่าอยู่ในเกณฑ์ยอมรับได้ วิธีการวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นใช้เวลาในการ

วิเคราะห์น้อย วิธีการเตรียมวัฏภาคเคลื่อนที่ง่าย สะดวก และรวดเร็ว

	 ข้อสรปุและข้อเสนอแนะ:  วธีิวิเคราะห์ท่ีพฒันาข้ึนน้ีมีความเหมาะสม สามารถน�ำไปใช้เป็นวธีิตรวจวเิคราะห์

ปรมิาณสารโอเรยีนทินและไวเทกซนิในใบกะทกรก และเป็นพืน้ฐานในการน�ำไปศึกษาวจิยัต่อเพือ่พฒันาวธีิวเิคราะห์

ปริมาณสารท้ังสองในผลิตภัณฑ์สมุนไพรที่มีใบกะทกรกเป็นส่วนประกอบ ผลการวิเคราะห์ปริมาณสารโอเรียนทิน

และไวเทกซินสามารถใช้ประกอบการพิจารณาก�ำหนดเกณฑ์มาตรฐานของปริมาณสารส�ำคัญทั้งสองในใบกะทกรก

ต่อไป 

	 ค�ำส�ำคัญ: โครมาโทกราฟีของเหลวประสิทธิภาพสูงพิเศษ, ใบกะทกรก, ไวเทกซิน, โอเรียนทิน
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Abstract

	 Introduction and Objectives:  “Ka Thok Rok” has the scientific name Passiflora foetida L. belonging to 
Family Passifloraceae, commonly known as Fetid passionflower, is a medicinal plant whose leaves contain high 
amounts of phenolic and flavonoid compounds, particularly orientin and vitexin. Ethanol extracts from the leaves 
exhibit analgesic, antioxidant, and anti–inflammatory activities, leading to their widespread use in pharmaceuticals 
and herbal health products. However, standardized quality control methods for these active compounds are currently 
lacking. Therefore, this study aims to develop and validate an Ultra–High Performance Liquid Chromatography 
(UHPLC) method for the quantitative analysis of orientin and vitexin in P. foetida leaves.
	 Methods:  The study was divided into three steps: developing the UHPLC method for analyzing orientin and 
vitexin in Ka Thok Rok leaves, testing the validity of the analysis method, and analyzing the quantity of orientin 
and vitexin in 14 Ka Thok Rok leaf samples. 
	 Results:  The method developed for analyzing orientin and vitexin in raw Ka Thok Rok leaves using 
UHPLC involves the extraction of dried Ka Thok Rok leaves with 50% ethanol as the solvent through the reflux 
method for 60 minutes, the ARC–18 column, 4.6 5 150 mm, particle size 2.7 μm as the stationary phase, using 
0.1% ortho–phosphoric acid in water and 0.1% ortho–phosphoric acid in acetonitrile as the mobile phase, and  
detecting with diode array detector (DAD) at 340 nm. The analytical system showed average retention times of 
3.98 and 4.31 minutes for orientin and vitexin, respectively. This method was validated by establishing the linearity 
for orientin and vitexin at concentration range of 1.27 – 122.30 and 1.35 – 129.36 μg/mL, respectively, with equal 
determination correlation coefficient (r) of 0.99998. The % recovery were in the range of 99.03 to 101.74% and 
97.70 to 101.05%, respectively. The limit of detection of orientin and vitexin were 0.009 and 0.012% w/w on a 
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บทนำ�และวัตถุประสงค์

	 กะทกรก มีชื่อทางวิทยาศาสตร์ว่า Passiflora 

foetida L. จัดอยูใ่นวงศ์ Passifloraceae[1]  สรรพคณุ

ในการรักษาโรคในทางการแพทย์แผนโบราณ พบว่า 

ผลแกน่�ำมาท�ำเป็นผงอาหารเสรมิเพือ่ใช้ชงเป็นเครือ่ง

ดื่ม ในขณะที่ผลดิบใช้เพื่อกระตุ้นให้เกิดการอาเจียน

เพือ่ขบัพษิ ส่วนใบสามารถน�ำไปใช้ได้หลายวธีิ เช่น ท�ำ

เป็นชาสมุนไพร บดเป็นยาพอก หรือรับประทานเป็น

ผัก นอกจากนี้ ยังมีการใช้ใบและรากประสมกันเพื่อ

เป็นยาขับประจ�ำเดือนและรักษาโรคฮิสทีเรีย ทั้งต้น

น�ำมาต้มเป็นยารับประทานเพือ่ฤทธ์ิขบัปัสสาวะหรือใช้

เป็นยาพอกและโลชันเพื่อรักษาโรคผิวหนังที่มีอาการ

อักเสบ[2] มีรายงานการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสาร

สกดัหยาบด้วยเมทานอลจากส่วนต่าง ๆ  ของกะทกรก 

ทั้งหมด 4 ส่วน ได้แก่ ใบ ดอก เปลือก และเมล็ด 

พบว่า สารสกัดใบกะทกรกมีฤทธ์ิของการต้านอนุมูล

อิสระมากที่สุด รองลงมาคือ เปลือก เมล็ด และดอก 

ตามล�ำดับ[3] สารสกัดเอทานอลจากต้นกระทกรกทั้ง

ต้น มีฤทธิ์ต้านแผลในกระเพาะอาหารและต้านอนุมูล

อิสระในหนูทดลอง[4] สารสกัดด้วยเอทานอลจากใบ

กะทกรกแสดงฤทธ์ิระงับปวดอย่างมีนัยส�ำคัญในหนู

ไมซ์และต้านการอกัเสบได้อย่างมนียัส�ำคญัในหนแูรต
[5] มรีายงานว่าสารสกดัจากใบยงัแสดงฤทธ์ิต้านอนมุลู

อิสระ ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส และต้านการอักเสบ 

(ค่า IC50 เท่ากบั 612.25 ไมโครกรัม/มลิลลิติร, 202.39 

ไมโครกรัม/มลิลลิติร และ 15.26 ไมโครกรัม/มลิลลิติร 

ตามล�ำดบั) สารสกดัหยาบด้วยเอทานอลความเข้มข้น 

70% v/v จากใบกะทกรกมปีระสทิธิภาพในการยบัยัง้

การเจริญเติบโตของจลุชีพเหนอืกว่าสารสกดัจากดอก

และเมล็ดอย่างมีนัยส�ำคัญ[6] 

	 มีรายงานการศึกษาสารส�ำคัญในกะทกรก พบ

ว่าสารสกัดจากใบกะทกรกตรวจพบสารพฤกษเคม ี

ได้แก่ แอลคาลอยด์, ฟีนอลิก, เฟลโวนอยด์, แซโพ

นิน และคาร์ดิแอกไกลโคไซด์ โดยมีปริมาณฟีนอล

รวมเฉลี่ย 22.92 mg GAE/g น�้ำหนักแห้ง, ปริมาณ

เฟลโวนอยด์รวมเฉลี่ย 7.01 mg CE/g น�้ำหนักแห้ง, 

dry basis, while limit of quantification were 0.031 and 0.042% w/w, respectively. The average content of orientin 
and vitexin in the 14 leaf samples were 1.00 and 0.14% w/w, respectively.
	 Discussion:  The method developed for analyzing orientin and vitexin in raw Ka Thok Rok leaves  
using UHPLC involves the extraction of dried leaves with 50% ethanol as the solvent through the reflux method. 
Quantitative analysis of orientin and vitexin in 14 Passiflora foetida leaf samples revealed average orientin and 
vitexin contents of 1.00 and 0.14% w/w, respectively. The results of the validity test of the analytical method 
were all within acceptable limits. This developed orientin and vitexin quantification method requires less time for 
analysis and involves a simple, convenient, and rapid preparation of the mobile phase. 
	 Conclusion and Recommendation:  The developed analytical method is suitable and reliable for the 
quantification of orientin and vitexin in P. foetida leaves, and serves as a foundation for future research to quantify 
these compounds in herbal products containing P. foetida leaves. The content of orientin and vitexin found in this 
study can also provide inputs for the future establishment of standardized content of these active markers in Ka 
Thok Rok leaves.

	 Keywords: Passiflora foetida L. leaves, orientin, UHPLC, vitexin
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ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH เฉลี่ย 2.77 mg GAE/g 

น�้ำหนักแห้ง และฤทธิ์รีดิวซ์ธาตุเหล็กเฉลี่ย 3.20 mg 

GAE/g น�้ำหนักแห้ง[7] ใบและผลของกะทกรกมีสาร

ส�ำคญั คอื โอเรียนทิน (orientin) ไวเทกซิน (vitexin)  

ซ่ึงเป ็นสารกลุ ่มเฟลโวนอยด์  (flavonoids) [8]

ซ่ึงมลีกัษณะเป็นผงสขีาว มสีตูรโครงสร้างดงัแสดงใน 

Figure 1[9] ไวเทกซินมีคุณสมบัติทางชีวภาพที่หลาก

หลาย รวมถงึการต้านอนมุลูอิสระ ฤทธ์ิต้านการอกัเสบ 

ต้านมะเร็ง ปกป้องระบบประสาท และปกป้องหัวใจ 

นอกจากนี้ ผลการศึกษาเมื่อเร็ว ๆ นี้ยังรายงานถึง

ประโยชน์ต่อสุขภาพด้านอื่น ๆ  เช่น ช่วยลดไขมัน เผา

ผลาญกลูโคส และปกป้องตับ[10] โอเรียนตินเป็นสาร 

เฟลโวนอยด์ชนดิ ซี–ไกลโคไซด์ (flavonoid C–glycoside)  

ท่ีพบได้ในพืชหลายชนิด จากรายงานวิจัยพบว่าสาร 

โอเรียนตนิมฤีทธ์ิทางชวีภาพหลากหลาย เช่น ฤทธ์ิต้าน

อนุมูลอิสระ ชะลอวัย ต้านการอักเสบ ขยายหลอด

เลอืดและปกป้องระบบหวัใจและหลอดเลอืด ปกป้อง

ระบบประสาท ต้านเบาหวาน ปกป้องตับ รวมถึงฤทธิ์

ช่วยปรับสมดุลและฟื้นฟูร่างกาย[11] 

	 จากฤทธ์ิทางชีวภาพที่กล่าวข้างต้น แสดงถึง

ศักยภาพของพืชสมุนไพรชนิดนี้ที่สามารถน�ำไป

พัฒนาต่อยอดเป็นผลิตภัณฑ์ยาจากสมุนไพร เพื่อ

ช่วยป้องกันหรือรักษาโรคหรือบรรเทาอาการของโรค

ได้ การน�ำใบกะทกรกมาเป็นองค์ประกอบในการผลติ

ผลิตภัณฑ์สมุนไพรให้มีคุณภาพได้มาตรฐานทุกรุ่น

ที่ผลิต ควรต้องมีการควบคุมปริมาณสารส�ำคัญใน

วัตถุดิบและผลิตภัณฑ์ ด้วยวิธีการวิเคราะห์ท่ีเหมาะ

สม แต่จากการทบทวนวรรณกรรมพบว่าวิธีการ

วิเคราะห์ปริมาณสารกลุ่มเฟลโวนอยด์ในใบกะทกรก

ที่เคยมีรายงานยังใช้เวลานานในการวิเคราะห์ ในปี 

2545 มีรายงานการศึกษา HPLC fingerprint ของ

สารกลุ ่มเฟลโวนอยด์ในสารสกัดกะทกรก ได้แก ่ 

ไอโซโอเรียนทนิ (isoorientin), โอเรียนทนิ, ไวเทกซิน  

และไอโซไวเทกซิน (isovitexin) ด้วยวิธี HPLC–

PDA[12] พบว่าใช้เวลาในการวิเคราะห์ นาน 60 นาที 

ในปี 2555 มีรายงานการศึกษาการพัฒนาวิธีวิเคราะห์

ปริมาณสารไอโซโอเรียนทิน, โอเรียนทิน, ไวแทก

ซิน และไอโซไวเทกซิน ด้วยวิธี HPLC–UV/DAD[13] 

พบว่าใช้เวลาในการวิเคราะห์นาน 30 นาที และต่อมา

ในปี 2561 มีรายงานการหาปริมาณสารไวเทกซินใน

สารสกัดและผลิตภัณฑ์ของพืชชายน�้ำ กลุ่มสายพันธุ์

ของพชืสกลุกะทกรก เสาวรส ทีพ่บได้ในแถบเทอืกเขา

แอนดีสในทวีปอเมริกาใต้ด้วยวิธี UHPLC–DAD[14] 

ใช้เวลาในการวิเคราะห์นาน 16 นาที จากรายงานการ

วิจัยที่กล่าวมาข้างต้น โดยเฉพาะอย่างยิ่งรายงานเมื่อ

ปี 2545 และ 2555 จะเห็นได้ว่าวิธีท่ีใช้วิเคราะห์สาร 

โอเรยีนทินและไวแทกซินกนิเวลานาน ท�ำให้สิน้เปลอืง

วัฏภาคเคลื่อนที่ (mobile phase)

	 งานวิจัยครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาวิธี

การวิเคราะห์ปริมาณสารโอเรียนทินและไวเทกซินใน

ใบกะทกรกและทดสอบความถกูต้องของวธิ ี(method 

validation) เพ่ือให้ได้วิธีมาตรฐานของห้องปฏบัิติการ

ทีม่คีวามถกูต้องแม่นย�ำ สะดวก รวดเรว็และประหยดั

สารเคม ีเพือ่ใช้ในการประเมนิคณุภาพของใบกะทกรก 

รวมทั้งการหาปริมาณสารส�ำคัญที่อยู่ในใบกะทกรก 

ต่อไป

Orientin Vitexin

Figure 1  Chemical structures of orientin and vitexin
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ระเบียบวิธีศึกษา

1. วัสดุ

	 1.1	 ตัวอย่างสมุนไพร

	 ตัวอย ่างวัตถุดิบกะทกรกสด จ�ำนวน 14 

ตัวอย่าง ตัวอย่างละ 5 กิโลกรัม ที่เก็บจาก 14 จังหวัด 

ได้แก่ นครปฐม สุพรรณบุรี กาญจนบุรี ชลบุรี ล�ำพูน 

นครพนม อ่างทอง สกลนคร ล�ำปาง มุกดาหาร 

นครสวรรค์ สิงห์บุรี พิจิตร และ ปทุมธานี ในช่วง

ระหว่างเดือนธันวาคม 2567 ถึง พฤษภาคม 2568 

ผ่านการตรวจพิสูจน์เอกลักษณ์ทางเภสัชเวทเปรียบ

เทียบกับตัวอย่างจริง (authentic) จ�ำนวน 1 ตัวอย่าง 

ที่ได้จากอ�ำเภอเมือง จังหวัดนนทบุรี ว่าเป็นกะทกรก 

Passiflora foetida L. วงศ์ Passifloraceae โดย

นักพฤกษศาสตร์ ห้องปฏิบัติการพิพิธภัณฑ์พืช 

สถาบันวิจัยสมุนไพร หมายเลขอ้างอิง DMSC 5375 

จากนั้นน�ำมาคัดเลือกเฉพาะใบ ล้างด้วยน�ำ้ให้สะอาด 

ผึ่งให้แห้งท่ีอุณหภูมิห้อง และอบให้แห้งด้วยเตาอบ

ร้อนไฟฟ้าที่มีพัดลมระบายอากาศที่อุณหภูมิ 45 – 50 

องศาเซลเซียส นาน 72 ชั่วโมง และน�ำตัวอย่างที่แห้ง

แล้วไปบดเป็นผงละเอียด ผ่านแร่งที่มีขนาดช่อง 180 

ไมโครเมตร เกบ็ผงสมนุไพรใบกะทกรกในขวดแก้วสี

ชามฝีาปิดสนทิ ระบช่ืุอสมนุไพร แหล่งทีเ่กบ็ วันทีเ่กบ็ 

และวันที่เตรียมตัวอย่าง เก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิห้อง

	 1.2 สารมาตรฐาน

	 สารมาตรฐาน : orientin ความบริสุทธิ์ ≥ 98% 

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

บริสทุธ์ิ ≥ 98% (Chromadex, Lot.no. 00022850–615) 

 	 1.3	 สารเคมีและตัวท�ำละลาย

	 methanol HPLC grade, acetonitrile HPLC 

grade, ethanol AR, ortho–phosphoric acid AR 

ของ RCI Labscan Limited, Thailand; methanol 

AR (Merck, Germany), และน�้ำปราศจากไอออน 

(deionized water)

	 1.4	 วัสดุวิทยาศาสตร์และเครื่องแก้ว

	 กระดาษกรองเบอร์ 4 (Whatman, UK), PVDF 

membrane filter ขนาด 0.2 ไมโครเมตร, nylon fil-

ter syringe ขนาด 0.2 ไมโครเมตร, เครื่องแก้ว และ 

micropipette

	 1.5 เครื่องมือ

	 เคร่ือง Ultra–High Performance Liquid 

Chromatography รุ่น 1290 Infinity II (Agilent) 

ดีเทคเตอร์ ชนิด Diode Array Detector (DAD), 

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), 

เคร่ืองแร่งรุ่น AS 200 Basic (Retsch), แร่งท่ีมขีนาด

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) และ

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

2. วิธีการศึกษา

	 2.1	 การศึกษาหาสภาวะของระบบโครมาโทกราฟี

		  2.1.1	 การเตรียมสารมาตรฐาน

	 	 เตรียมสารละลายสารมาตรฐานโอเรียนทิน

และไวเทกซิน ความเข้มข้น 40 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

ในสารละลาย 50% เมทานอล น�ำสารละลายสาร
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มาตรฐานที่ได้ไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง UHPLC

		  2.1.2	 การเตรียมสารละลายตัวอย่าง

	 	 สกัดตัวอย่างใบกะทกรกแห้ง น�้ำหนัก 1 

กรัม ด้วยเอทานอล ปริมาตร 40 มิลลิลิตร โดยวิธี 

รีฟลักซ์ (reflux) เป็นเวลา 30 นาที กรองผ่านกระดาษ

กรองเบอร์ 4 และน�ำสารสกดัทีไ่ด้มาระเหยแห้ง ละลาย

และปรับปริมาตรด้วยเอทานอล จนครบ 50 มลิลลิติร 

โดยใช้ขวดแก้ววดัปริมาตร (volumetric flask) ปิเปต 

มา 2 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรด้วยเอทานอล  

จนครบ 10 มลิลลิติร โดยใช้ขวดแก้ววัดปริมาตร กรอง

ผ่าน Nylon filter syringe น�ำสารละลายตัวอย่างทีไ่ด้

ไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง UHPLC

	 	 2.1.3	 การเลือกชนิดของตัวท�ำละลายใน

การสกัด

	 	 สกัดตัวอย่างใบกะทกรกแห้ง น�้ำหนัก 1 

กรัม โดยใช้เอทานอล 40 มิลลิลิตร เปรียบเทียบกับ 

50% เอทานอล 40 มลิลลิติร ด้วยวิธรีีฟลกัซ์ เป็นเวลา 

60 นาที กรองผ่านกระดาษกรองเบอร์ 4 น�ำสารสกัด

เอทานอลและสารสกัด 50% เอทานอล ไประเหยแห้ง

ด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศ จากนั้นละลายและปรับ

ปริมาตรด้วยเอทานอลและ 50% เอทานอล ตามล�ำดบั 

จนครบ 50 มิลลิลิตร โดยใช้ขวดแก้ววัดปริมาตร 

ปิเปตมา 2 มลิลลิติร และปรับปริมาตรด้วย 50% เอทานอล  

จนครบ 10 มลิลลิติร โดยใช้ขวดแก้ววัดปริมาตร กรอง

ผ่าน nylon filter syringe แล้วน�ำมาวิเคราะห์ด้วย

เคร่ือง UHPLC เพือ่เปรียบเทียบความสามารถในการ

สกดัสารโอเรียนทนิและไวเทกซินจากใบกะทกรกของ

ตัวท�ำละลายทั้งสองชนิด

		  2.1.4 การศึกษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมใน

การสกัด

	 สกัดตัวอย่างใบกะทกรกแห้ง น�้ำหนัก 1 กรัม 

ด้วย 50% เอทานอล โดยวิธีรีฟลักซ์ เป็นเวลา 30, 45, 

60 และ 90 นาที แล้วเตรียมสารละลายตัวอย่าง ด้วย

วิธีเดียวกับในข้อ 2.1.3 โดยใช้ 50% เอทานอลในการ

ปรับปริมาตร น�ำสารละลายตัวอย่างท่ีได้ไปวิเคราะห์

ด้วยเคร่ือง UHPLC เพื่อเปรียบเทียบผลของเวลาที่

ใช้ในการสกดักบัปริมาณสารโอเรียนทินและไวเทกซิน 

ที่ได้

		  2.1.5 การเลือกใช้ความยาวคลื่นในการ

ตรวจวิเคราะห์สารโอเรียนทินและไวเทกซิน

	 	 สกัดตัวอย่างใบกะทกรกแห้ง น�้ำหนัก 

1 กรัม (เหมือนข้อ 2.1.4) น�ำสารละลายตัวอย่างที่

ได้ไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง UHPLC วัดการดูดกลืน

แสงอัลตราไวโอเลต (ultraviolet, UV) ของโอเรียน

ทินและไวเทกซินเพื่อดูความยาวคลื่นท่ีสารชนิด

นี้สามารถดูดกลืนแสงสูงสุด (λmax) และวิเคราะห์

สารละลายตัวอย่างใบกะทกรกโดยใช้ DAD เพื่อ

เลือกความยาวคลื่นส�ำหรับการตรวจวัดสารโอเรียน

ทินและไวเทกซินโดยที่ไม่พบการซ้อนทับของพีคอื่น 

(co–eluting peaks)

		  2.1.6 วัฏภาคคงท่ี (stationary phase) 

และวัฏภาคเคลื่อนที่ (mobile phase)

	 	 วัฏภาคคงท่ี เปรียบเทียบผลของคอลัมน์

ชนิดต่าง ๆ ที่แตกต่างกันในเร่ืองชนิดอนุภาคภายใน

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

สามารถในการแยกสิ่งเจือปน (impurity) จากพีค

ของโอเรียนทินและไวเทกซินในสารละลายตัวอย่าง

ใบกะทกรกและความดันของระบบโครมาโทกราฟี
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	 2.2	 การทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ทาง

เคมี

	 ทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ปริมาณ

โอเรียนทินและไวเทกซินในสารละลายตัวอย่างใบ

กะทกรกที่พัฒนาข้ึนตามแนวปฏิบัติการทดสอบ

ความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ทางเคมีโดยห้องปฏิบัติ

การเดียว กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวง

สาธารณสุข[15] และ ICH Harmonised Guideline 

Validation of Analytical Procedures Q2(R1)[16]

		  2.2.1	 การทดสอบความเป็นเส้นตรง (lin-

earity) และช่วงการวิเคราะห์ (range)

	 	 เตรียมสารละลายสารมาตรฐานจ�ำนวน 

2 ชนิด ได้แก่ โอเรียนทินและไวเทกซิน โดยชั่งสาร

มาตรฐานโอเรียนทินและไวเทกซิน น�้ำหนัก 10 

มิลลิกรัม ตามล�ำดับ ละลายและปรับปริมาตรด้วย 

50% เมทานอล จนครบ 50 มิลลิลิตร ด้วยขวดแก้ว

วัดปริมาตร จะได้ stock solution ของสารละลาย

สารมาตรฐานโอเรียนทินและไวเทกซิน เข้มข้น 200 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จากนั้นเจือจางให้ได้ 7 ระดับ

ความเข้มข้น ตามล�ำดับ ใส่ลงในขวดแก้ววัดปริมาตร

ขนาด 10 มิลลิลิตร แล้วปรับปริมาตรด้วย 50% 

เมทานอล จะได้ 7 ระดับความเข้มข้นของสารละลาย

สารมาตรฐานโอเรียนทิน ดังนี้ คือ 1.27, 5.10, 10.19, 

20.38, 40.77, 81.54 และ 122.30 ไมโครกรัม/

มลิลลิติร และ 7 ระดบัความเข้มข้นของสารละลายสาร

มาตรฐานไวเทกซิน ดงันี ้คอื 1.35, 5.39, 10.78, 21.56, 

 43.12, 86.24 และ 129.36 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ฉีด

สารละลายสารมาตรฐานโอเรียนทินและไวเทกซิน 

ที ่7 ระดบัความเข้มข้น ความเข้มข้นละ 3 ซ�ำ้ ด้วยเคร่ือง  

UHPLC น�ำค่าพ้ืนที่ใต้พีค (peak area) และความ

เข้มข้นของสารละลายสารมาตรฐานโอเรียนทินและ 

ไวเทกซินไปสร้างกราฟมาตรฐาน (calibration curve) 

สมการค�ำนวณความเข้มข้นจากพื้นท่ีใต้พีค และค่า

สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (correlation coefficient, r)

		  2.2.2 การทดสอบหาร้อยละของการคืน

กลับ (% recovery) และความเที่ยง (precision)

	 	 การทดสอบร ้อยละของการคืนกลับ 

(% recovery)

		  เตรยีม sample blank (sample blank คอื 

ตัวอย่างใบกะทกรกที่น�ำมาสกัดและตรวจวิเคราะห์หา

ปริมาณโอเรียนทินและไวแทกซิน แล้วมีปริมาณสาร 

โอเรียนทินและไวเทกซินในปริมาณต�ำ่  ) โดยชัง่ตัวอย่าง 

ใบกะทกรก sample blank 1 กรัม แล้วเตรียมสารละลาย

ตัวอย่างที่สกัดด้วย 50% เอทานอล โดยวิธีรีฟลักซ ์ 

เป็นเวลา 60 นาที กรองผ่านกระดาษกรองเบอร์ 4 

น�ำสารละลายที่ได้ไประเหยแห้งด้วยเคร่ืองระเหย

สุญญากาศ จากนั้นละลายและปรับปริมาตรด้วย 

50% เอทานอล จนครบ 50 มิลลิลิตร โดยใช้ขวดแก้ว

วัดปริมาตร ปิเปตมา 2 มิลลิลิตร และปรับปริมาตร

ด้วย 50% เอทานอล จนครบ 10 มิลลิลิตร โดยใช้ 

ขวดแก้ววัดปริมาตร กรองผ่าน nylon filter syringe 

น�ำสารละลายตัวอย่างที่ได้ไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง  

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

และส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (standard deviation, 

SD)

	 	 เตรียม spiked sample ลงใน sample 

blank โดยเติมสารละลายสารมาตรฐานที่ความเข้ม

ข้น 3 ระดบั ระดบัละ 3 ซ�ำ้ ฉดีซ�ำ้ละ 2 คร้ัง โดยเตรียม 

spiked sample ให้มีความเข้มข้น 50, 100, 150% 

	 	 เติมสารละลายสารมาตรฐานทีค่วามเข้มข้น 

3 ระดับ ลงใน sample blank แล้ววิเคราะห์ sample 

blank (unspiked) จ�ำนวน 6 ซ�ำ้ และวิเคราะห์ spiked 
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sample ระดับละ 3 ซ�้ำ จากนั้นค�ำนวณค่าร้อยละของ

การคนืกลบั (% recovery) ซ่ึงช่วงท่ียอมรับได้คอืร้อย

ละ 95 – 105 ค�ำนวณค่าร้อยละส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน

สัมพัทธ์ (% relative standard deviation, %RSD) 

เกณฑ์การยอมรับ (acceptance criteria) คือ % 

RSD < 2 และค�ำนวณค่า HorRatr (intra–labora-

tory repeatability) ซ่ึงเกณฑ์การยอมรับอยู่ในช่วง 

0.3 – 1.3

สารโอเรียนทินและไวเทกซินในตัวอย่างสารละลาย

ใบกะทกรกเข้มข้น 4,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ซ�้ำ 

10 คร้ัง ในวันเดียวกัน น�ำค่าพื้นที่ใต้พีคมาค�ำนวณ

ปริมาณสารสารโอเรียนทินและไวเทกซิน ค�ำนวณ

ค่าร้อยละส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (% RSD) 

เกณฑ์การยอมรับ (acceptance criteria) คือ % 

RSD < 2

	 Intermediate precision วิเคราะห์ปริมาณ

สารโอเรียนทินและไวเทกซินในตัวอย่างสารละลาย

ใบกะทกรกเข้มข้น 4,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เป็น

เวลา 3 วัน วันละ 10 ซ�้ำ ค�ำนวณค่า % RSD เกณฑ์

การยอมรับ (acceptance criteria) คือ % RSD < 2

		  2.2.3 การทดสอบขีดจ�ำกัดของการตรวจ

พบ (limit of detection, LOD)

	 	 ค�ำนวณค่าประมาณ (estimated) ของ 

LOD จากกราฟมาตรฐาน

	 	 	 (C1 – C2)
% recovery	 =			   5 100
				    C3

	 เมื่อ	 C1 คือ ความเข้มข้นของสารใน spiked sample

	 	 C2	 คอื ความเข้มข้นของสารใน sample blank

	 	 C3 คือ ความเข้มข้นของสารที่เติม

	 การทดสอบความเที่ยง (precision)

	 Repeatability precision วิเคราะห์ปริมาณ

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

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

	 ชั่งตัวอย่างใบกะทกรก 1 กรัม สกัดด้วย 50% 

เอทานอล โดยวธีิรฟีลกัซ์ เป็นเวลา 60 นาท ีแล้วเตรียม

สารละลายตัวอย่างใบกะทกรกด้วยวิธีที่อธิบายใน

ข้อ 2.2.2 โดยใช้ 50% เอทานอลในการปรับปริมาตร 

แล้วน�ำสารละลายตัวอย่างทีไ่ด้ไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง 

UHPLC

		  2.2.4 การทดสอบขีดจ�ำกัดของการวัดเชิง

ปริมาณ (limit of quantitation, LOQ)

	 	 ค�ำนวณค่าประมาณของ LOQ จากกราฟ

มาตรฐาน ดังนี้

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

LOQ (µg/mL), ค่าประมาณ  =  10 5 standard error/slope
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	 เตรียมสารละลาย spiked sample ให้มีความ

เข้มข้นใกล้เคียงกับค่าประมาณของ LOQ แล้วตรวจ

วิเคราะห์ปริมาณโอเรียนทินและไวเทกซินใน spiked 

sample 6 ซ�้ำ ค�ำนวณค่า % RSD และ % recovery 

เกณฑ์การยอมรับ (acceptance criteria) คือ 

% RSD < 2

	 	 2.2.5	 การทดสอบความจ�ำเพาะ (specificity)

	 	 ฉดีสารละลาย mixed working standard 

solution ความเข้มข้น 40 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ

สารละลายตัวอย่างใบกะทกรก ด้วยเคร่ือง UHPLC 

เพื่อตรวจสอบการแยกสารโอเรียนทินและไวเทกซิน 

ออกจากกันและออกจากการรบกวนของสารอื่น ซ่ึง

ต้องมีค่า retention time แยกจากกันได้ดี ค�ำนวณ 

peak purity และค่า resolution

	 2.3	 การวิเคราะห์ปริมาณโอเรียนทินและ 

ไวเทกซินในสารละลายตัวอย่างใบกะทกรก

		  2.3.1	 การเตรียมสารละลายตัวอย่างใบ

กะทกรก

	 	 ชั่งตัวอย่างใบกะทกรก 1 กรัม สกัดด้วย 

50% เอทานอล โดยวิธีรีฟลักซ์ เป็นเวลา 60 นาที 

เตรียมสารละลายตัวอย่างตามวธิท่ีีอธิบายในข้อ 2.2.2 

โดยใช้ 50% เอทานอลในการปรับปริมาตร แล้วน�ำ

สารละลายตัวอย่างท่ีได้ไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง UHPLC 

	 วิเคราะห์ปริมาณโอเรียนทินและไวเทกซินใน

ตัวอย่างใบกะทกรก จ�ำนวน 14 ตัวอย่าง ด้วยวิธีที่

พฒันาขึน้ โดยแต่ละตวัอย่างวเิคราะห์ 3 ซ�ำ้ แล้วน�ำมาหา

ค่าเฉลีย่ความเข้มข้นของสารโอเรียนทินและไวเทกซิน 

ในตวัอย่างสารละลายใบกะทกรก และค�ำนวณเป็นค่า

ร้อยละโดยน�้ำหนักของตัวอย่างใบกะทกรกแห้ง (% 

w/w) ด้วยสมการ

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

เมื่อ	 C0	 คือ ความเข้มข้นของสารที่วิเคราะห์ที่ค�ำนวณได้จากกราฟมาตรฐาน

	 CS	 คอื ปริมาณของสารทีว่เิคราะห์เมือ่ค�ำนวณเป็นร้อยละโดยน�ำ้หนกัสมนุไพรแห้ง (g/100 g dried 

herb)

ผลการศึกษา

1. ผลการพัฒนาวธีิวเิคราะห์ปริมาณโอเรียนทนิ

และไวเทกซินในใบกะทกรก

	 1.1	 ผลการศกึษาหาสภาวะของระบบโครมาโทกราฟี 

	 หลงัจากน�ำสารละลายสารมาตรฐานของโอเรียน-

ทินและไวเทกซินและสารละลายตัวอย่างใบกะทกรก

ไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง UHPLC พบว่าได้สภาวะ

ของระบบโครมาโทกราฟีท่ีเหมาะสมในการแยกสาร

โอเรียนทินและ ไวเทกซิน และสัดส่วนของวัฏภาค 

เคลื่อนท่ีแบบ gradient program ที่เหมาะสม 

ดังแสดงใน Table 1 และ Figure 2
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Table 1  Optimal chromatography conditions for the separation of orientin and vitexin by UHPLC system

Optimal UHPLC 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 (A)

	 and 0.1% ortho–phosphoric acid in acetonitrile (B)

Flow rate	 1.0 mL/min

Detection	 DAD 340 nm

Injection volume	 10 µL

Gradient program of mobile phase

	Time (min)	 Flow	 0.1% ortho–phosphoric acid	 0.1% ortho–phosphoric acid
		  (mL/min)	 in water (%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

Figure 2  Chromatogram of mixed standard solution of orientin and vitexin using optimal UHPLC condition

	 1.2	 ผลการเลือกชนิดของตัวทำ�ละลายในการ

สกัด

	 การศึกษาชนิดของตัวท�ำละลายในการสกัด 

พบว่าเมื่อน�ำสารละลายตัวอย่างท่ีได้จากการสกัดใบ

กะทกรกด้วยเอทานอลและ 50% เอทานอล วิเคราะห์

ด้วยเครื่อง UHPLC ตัวอย่างละ 2 ซ�้ำ พบว่าพื้นที่ใต้

พีคเฉลี่ยของสารโอเรียนทินและไวเทกซินจากการ

สกัดใบกะทกรกด้วยเอทานอล ที่ retention time 

เฉลี่ย 3.99 และ 4.34 นาที ตามล�ำดับ มีค่า 114.189 

และ 26.018 ซึ่งน้อยกว่าใบกะทกรกที่สกัดด้วย 50% 

เอทานอล ที่มีพื้นที่ใต้พีคเฉลี่ย เท่ากับ 186.454 และ 

42.128 ตามล�ำดับ (Figure 3) ดังนั้น ในการพัฒนา

วิธีวิเคราะห์ปริมาณโอเรียนทินและไวเทกซินในใบ

กะทกรก จึงเลือกใช้ 50% เอทานอล เป็นตัวท�ำละลาย

ในการสกัดใบกะทกรก
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	 1.3 ผลการศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการ

สกัด

	 การศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการสกัด พบ

ว่าสารละลายท่ีได้จากการสกัดตัวอย่างใบกะทกรก 

ซ่ึงสกัดด้วยวิธีเดียวกันโดยการรีฟลักซ์กับ 50% เอ

ทานอล แต่ระยะเวลาที่ใช้ในการสกัดแตกต่างกัน 

(30, 45, 60 และ 90 นาที) เมื่อน�ำมาวิเคราะห์ด้วย

เคร่ือง UHPLC พบว่าสารโอเรียนทนิและไวเทกซินให้ 

retention time ที่ 3.99 และ 4.34 นาที ตามล�ำดับ 

โดยค่าพื้นที่ใต้พีคของสารโอเรียนทินและไวเทกซิน

จากการสกดัด้วยระยะเวลา 30, 45 นาที มค่ีาน้อยกว่า

การสกดัด้วยระยะเวลา 60 และ 90 นาท ีซ่ึงค่าพืน้ทีใ่ต้

พีคจากการสกัดด้วยระยะเวลา 60 นาที และ 90 นาที 

มีค่าใกล้เคียงกัน (Table 2) ดังนั้น ในการพัฒนาวิธี

วิเคราะห์ปริมาณสารโอเรียนทินและไวเทกซินในใบ

กะทกรก จึงเลือกใช้ 50% เอทานอล เป็นตัวท�ำละลาย

ในการสกัด และใช้เวลาในการสกัดนาน 60 นาที

Figure 3	 Effect of ethanol and 50% ethanol as solvent for the extraction of orientin and vitexin from Passiflora 
foetida L. leaf sample

Table 2	 Effect of extraction time (30, 45, 60 and 90 minutes) on peak areas of orientin and vitexin extracted 

from Passiflora foetida L. leaf sample using 50% ethanol as solvent

	Extraction time 	 Vial.	 Retention time (minutes)/Peak area
	 (minutes)		  Orientin	 Vitexin

	 30 min	 1	 3.995/75.372	 4.340/17.195

		  2	 3.995/75.471	 4.340/16.991

	 45 min	 1	 3.995/114.470	 4.341/26.135

		  2	 3.996/114.289	 4.341/26.258

	 60 min	 1	 3.991/186.454	 4.339/42.128

		  2	 3.991/185.972	 4.339/42.214

	 90 min	 1	 3.991/186.114	 4.339/42.123

		  2	 3.991/185.988	 4.339/42.195
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	 1.4	ความยาวคลืน่ในการตรวจวัดสารโอเรียนทนิ 

และไวเทกซิน

	 จากการศึกษาการดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลต

ของโอเรียนทินและไวเทกซิน พบว่า λmax ของสารโอ

เรียนทินมีค่าเท่ากับ 210, 256 และ 348 นาโนเมตร 

และไวเทกซิน และ 214, 268 และ 336 นาโนเมตร 

และเมื่อวิเคราะห์สารละลายตัวอย่างใบกะทกรกด้วย

เคร่ือง UHPLC โดยใช้ DAD เป็นเคร่ืองตรวจวัดที่

ความยาวคลืน่ 340 นาโนเมตร ไม่พบการซ้อนทับของ

พคีของสารอืน่ (Figure 4) ดงันัน้ วธีิวเิคราะห์ปริมาณ

สารโอเรียนทินและไวเทกซินในสาร ละลายตัวอย่าง

ใบกะทกรก จึงเลือกการตรวจวัดการดูดกลืนแสง

อัลตราไวโอเลต ที่ความยาวคลื่น 340 นาโนเมตร

Figure 4  UV spectrum at 340 nm of orientin and vitexin in Passiflora foetida L. leaf sample solution

	 1.5	 วัฏภาคคงที่และวัฏภาคเคลื่อนที่

	 วัฏภาคคงที่ พบว่าเมื่อใช้ UHPLC column 

ชนิด ARC–18, ขนาด 4.6 5 150 มิลลิเมตร, ขนาด

อนภุาค 2.7 ไมโครเมตร UHPLC chromatographic 

fingerprint ทีไ่ด้ ให้พีคของโอเรียนทินและไวเทกซนิ 

ที ่retention time 3.98 และ 4.31 นาท ีตามล�ำดบั ซึง่

มีการแยกจากสิ่งเจือปนอื่นอย่างชัดเจน แต่ UHPLC 

column ชนิด ARC–8, ขนาด 2.1 5 100 มิลลิเมตร, 

ขนาดอนุภาค 3.0 ไมโครเมตร ให้การแยกสารออก

จากสิ่งเจือปนอื่นได้น้อยกว่า column ชนิด ARC–18 

(Figure 5)

	 วัฏภาคเคลื่อนที่ พบว่าเมื่อปรับเปลี่ยนองค ์

ประกอบของวฏัภาคเคลือ่นทีจ่ากน�ำ้และอะซิโตไนไทรล์  

เป็น 0.1% ออร์โทฟอสโฟริกแอซิด (0.1% ortho–phos-

phoric acid) ในน�ำ้ และ 0.1% ออร์โทฟอสโฟริกแอซิด 

ในอะซิโตไนไทรล์ retention time ของสารโอเรียนทนิ

และไวเทกซิน เปลีย่นจาก 4.23 และ 4.62 นาท ีเป็น 3.98 

และ 4.31 นาที และได้ peak shape ของโอเรียนทิน 

และไวเทกซินที่สมมาตร (symmetry) แยกจากสิ่ง

เจือปนอื่นอย่างชัดเจน (Figure 5)  

	 ดงันัน้ ในการพฒันาวธีิวเิคราะห์ปริมาณโอเรียน

ทินและไวเทกซินในสารละลายตัวอย่างใบกะทกรก

ด้วยเคร่ือง UHPLC จึงเลือกใช้ UHPLC column 

ชนิด ARC–18, ขนาด 4.6 5 150 มิลลิเมตร, ขนาด

อนุภาค 2.7 ไมโครเมตร ใช้ 0.1% ออร์โทฟอสโฟริก

แอซิดในน�้ำ และ 0.1% ออร์โทฟอสโฟริกแอซิดใน 

อะซิโตไนไทรล์เป็นวัฏภาคเคลือ่นท่ี และตรวจวดัด้วย 

DAD ที่ความยาวคลื่น 340 นาโนเมตร
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2. ผลการทดสอบความใช้ ได้ของวิธีวิเคราะห์ 

(method validation)

	 2.1 ผลการทดสอบความเป็นเส้นตรง (linearity)  

และช่วงการวิเคราะห์ (range)

	 จากกราฟมาตรฐานระหว่างความเข้มข้นของ

สารละลายสารมาตรฐานและพื้นที่ใต้พีค พบว่าความ

เข้มข้นของสารละลายสารมาตรฐานโอเรียนทินและ 

ไวเทกซินกับพื้นท่ีใต ้พีคมีลักษณะเป็นเส ้นตรง 

โดยสารมาตรฐานโอเรียนทินมลีกัษณะเป็นเส้นตรงใน

ช่วงความเข้มข้น 1.27 – 122.30 ไมโครกรัม/มลิลลิติร 

โดยมีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (r) เท่ากับ 0.99998 

และสารมาตรฐานไวเทกซินมีลักษณะเป็นเส้นตรงใน

ช่วงความเข้มข้น 1.35 – 129.36 ไมโครกรัม/มลิลลิติร 

โดยมีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (r) เท่ากับ 0.99998 

(Figure 6)

Figure 5	 Effect of ARC–8 VS ARC–18 UHPLC columns and two types of mobile phase in gradient program (water 
and acetonitrile VS 0.1% ortho–phosphoric acid in water and in acetonitrile) on chromatograms of 
50% ethanolic extract of Passiflora foetida L. leaf sample solution
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	 2.2	 ผลการทดสอบร้อยละของการคืนกลับ 

(% recovery) และความเที่ยง (precision)

	 เมื่อเติมสารละลายสารมาตรฐานโอเรียนทิน

และไวเทกซินที่ความเข้มข้นระดับต่าง ๆ ในช่วง

การใช้งาน 3 ระดับ ลงใน sample blank วิเคราะห ์

sample blank จ�ำนวน 6 ซ�้ำ และวิเคราะห์ spiked 

sample ระดับละ 3 ซ�้ำ แต่ละซ�้ำท�ำ duplicate ตาม

ล�ำดับ การเตรียม spiked sample ให้มีความเข้มข้น 

50, 100, 150% ความเข้มข้นของโอเรียนทินท่ีค�ำนวณ

ได้เท่ากบั 2.9114, 10.1925 และ 30.5800 ไมโครกรัม/

มลิลลิติร ตามล�ำดบั และไวเทกซินท่ีค�ำนวณได้เท่ากบั 

3.0800, 10.7800 และ 28.7467 ไมโครกรัม/มลิลลิติร 

ตามล�ำดบั จากการวเิคราะห์ตวัอย่าง spiked sample 

พบว่าในทกุระดบัความเข้มข้น ร้อยละของการคนืกลบั

ของสารโอเรียนทินและไวเทกซินอยู่ในช่วงร้อยละ 

99.03 – 101.74 และ 97.70 – 101.05 ตามล�ำดับ ซึ่ง

อยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ (ร้อยละ 95 – 105) และมีค่า 

% RSD ไม่เกิน 2.00 ส่วนค่า HorRatr ท่ีแสดง 

repeatability ของการวิเคราะห์สารโอเรียนทินและ

ไวเทกซินภายในห้องปฏิบัติการเดียว อยู่ในช่วง 0.59 

– 1.28 และ 0.36 – 0.91 ตามล�ำดับ ซ่ึงอยู่ในช่วงท่ี

ยอมรับได้ (0.3 – 1.3) (Table 3)

Figure 6	 Calibration curves of orientin and vitexin peak areas under the curve (AUC) and concentrations of 
standard solutions in µg/mL.

Table 3  Results of % recovery and repeatability

	 Analyzed	 Sample blank	 Spiked sample	 % Recovery	 %RSD	 HorRatr 
	substance	 concentration	 concentration		  (n=6)	

		  (µg/mL)	 (%w/w)	 (%)	 (µg/mL)	 (mean ± SD)		

Orientin	 20.8677	 0.5207	 50	 2.9114	 100.84 ± 1.07	 1.07	 1.28

				    100	 10.1925	 101.74 ± 0.82	 0.80	 1.06

				    150	 30.5800	 99.03 ± 0.40	 0.40	 0.59

Vitexin	 4.8916	 0.1221	 50	 3.0800	 97.70 ± 0.41	 0.42	 0.51

				    100	 10.7800	 101.05 ± 0.68	 0.68	 0.91

				    150	 28.7467	 100.97 ± 0.24	 0.24	 0.36
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	 ผลการทดสอบความเที่ยง (precision)

	 Repeatability precision ของการวิเคราะห์

ปริมาณสารโอเรียนทินและไวเทกซินในตัวอย่าง

สารละลายใบกะทกรก พบว่ามีค่าร้อยละส่วนเบ่ียง

เบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (% RSD) เท่ากับ 0.24 และ 

0.23 ตามล�ำดับซึ่งผ่านเกณฑ์การยอมรับ

	 Intermediate precision, between–day ของ

การวิเคราะห์ปริมาณสารโอเรียนทินและไวเทกซิน ใน

ตัวอย่างสารละลายใบกะทกรก พบว่ามค่ีาร้อยละส่วน

เบีย่งเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ (% RSD) เท่ากบั 0.94 และ 

1.50 ตามล�ำดับ ซึ่งผ่านเกณฑ์การยอมรับ

	 2.3	 ผลการทดสอบขีดจ�ำกัดของการตรวจพบ 

(limit of detection, LOD)

	 จากการค�ำนวณค่าประมาณของ LOD ของ 

โอเรียนทิน ตามสูตรในวิธีการศึกษาข้อ 2.2.3 พบว่า

	 	 	 •	 ค่าประมาณของ LOD (µg/mL) จาก

กราฟมาตรฐานของโอเรียนทิน มีค่า 0.367 µg/mL

	 	 	 •	 ค่าประมาณของ LOD (% w/w) เท่ากับ

ร้อยละ 0.009 โดยน�้ำหนักแห้งของใบกะทกรก 

ส่วนการค�ำนวณค่าประมาณของ LOD ของไวเทกซิน 

ตามสูตรในวิธีการศึกษาข้อ 2.2.3 พบว่า

	 	 	 •	 ค่าประมาณของ LOD (µg/mL) จาก

กราฟมาตรฐานของไวเทกซิน มีค่า 0.500 µg/mL

	 	 	 •	 ค่าประมาณของ LOD (% w/w) เท่ากับ

ร้อยละ 0.012 โดยน�้ำหนักแห้งของใบกะทกรก

	 2.4 ผลการทดสอบขีดจ�ำกัดของการวัดเชิง

ปริมาณ (limit of quantitation, LOQ)

	 จากการค�ำนวณค่าประมาณของ LOQ ของ 

โอเรียนทิน ตามสูตรในวิธีการศึกษาข้อ 2.2.4 พบว่า

	 	 	 •	 ค่าประมาณของ LOQ (µg/mL) จาก

กราฟมาตรฐานของโอเรียนทิน มีค่า 1.225 µg/mL

	 	 	 •	 ค่าประมาณของ LOQ (% w/w) เท่ากับ

ร้อยละ 0.031 โดยน�้ำหนักแห้งของใบกะทกรก

	 	 	 •	 % recovery = 97.49 ± 1.94 และ 

% RSD = 1.99 เมื่อวิเคราะห์ 6 ซ�้ำ

	 ส่วนการค�ำนวณค่าประมาณของ LOQ ของไว

เทกซิน ตามสูตรในวิธีการศึกษาข้อ 2.2.4 พบว่า

	 	 	 •	 ค่าประมาณของ LOQ (µg/mL) จาก

กราฟมาตรฐานของไวเทกซิน มีค่า 1.665 µg/mL

	 	 	 •	 ค่าประมาณของ LOQ (% w/w) เท่ากับ

ร้อยละ 0.042 โดยน�้ำหนักแห้งของใบกะทกรก

	 	 	 •	 % recovery = 99.06 ± 1.34 และ 

% RSD = 1.35 เมื่อวิเคราะห์ 6 ซ�้ำ

	 2.5	 การทดสอบความจ�ำเพาะ (specificity)

	 จากการฉีดสารละลายสารมาตรฐานและ

สารละลายตัวอย่างใบกะทกรก พบว่าภายใต้สภาวะ 

UHPLC ทีพ่ัฒนาขึ้นสามารถแยกสารโอเรียนทินและ

ไวเทกซนิออกจากกันได้ และไม่มีการรบกวนของสาร

อื่นในตัวอย่าง โดยมีค่า retention time เท่ากับ 3.97 

และ 4.30 นาที ตามล�ำดับ peak purity มีค่าเท่ากับ

ร้อยละ 95.32 และ 95.14 ตามล�ำดบั และมค่ีา resolu-

tion เท่ากับ 1.07 และ 1.52 ตามล�ำดับ แสดงให้เห็น

ว่าการแยกยังอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ 

3. การวิเคราะห์ปริมาณโอเรียนทินและไวเทก

ซินในสารละลายตัวอย่างใบกะทกรก

	 ผลการวิเคราะห์ปริมาณสารโอเรียนทินและ

ไวเทกซินในตัวอย่างสารละลายใบกะทกรก จ�ำนวน 

14 ตัวอย่าง พบว่าสารละลายตัวอย่างใบกะทกรกมี

ปริมาณสารโอเรียนทินและไวเทกซิน เฉลี่ยร้อยละ  

1.00 และ 0.14 โดยน�้ำหนักแห้งของใบกะทกรก  

ตามล�ำดับ (Table 4)
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Table 4	 Concentrations (µg/mL) and contents (% w/w) of orientin and vitexin in Passiflora foetida L. leaf 

extract sample solutions, and as percent by weight of dried leaf samples

	Sample	 Collection site	 Concentration*	 Content**
	 No.	 District/Province	 (µg/mL)	 (% w/w)

			   orientin	 vitexin	 orientin	 vitexin

	 1	 Kamphaeng Saen/ Nakhon Pathom	 55.371	 3.121	 1.38	 0.08

	 2	 Song Phi Nong/ Suphanburi	 23.613	 4.892	 0.59	 0.12

	 3	 Mueang/ Kanchanaburi	 22.893	 3.901	 0.57	 0.10

	 4	 Bo Thong/ Chonburi	 32.859	 6.794	 0.82	 0.17

	 5	 Mueang/ Lamphun	 37.170	 2.385	 0.93	 0.06

	 6	 That Phanom/ Nakhon Phanom	 60.500	 2.064	 1.51	 0.05

	 7	 Mueang/ Ang Thong	 32.491	 6.179	 0.81	 0.15

	 8	 Phu Phan/ Sakon Nakhon 	 46.246	 1.601	 1.15	 0.04

	 9	 Mueang/ Lampang	 39.347	 7.263	 0.98	 0.18

	 10	 Wan Yai/ Mukdahan	 42.607	 2.252	 1.06	 0.06

	 11	 Banphot Phisai/ Nakhon Sawa	 45.851	 6.958	 1.14	 0.17

	 12	 In Buri/ Sing Buri	 43.818	 9.017	 1.09	 0.22

	 13	 Dong Charoen/ Phichit	 50.201	 9.104	 1.25	 0.23

	 14	 Thanyaburi/ Pathum Thani	 28.714	 12.900	 0.71	 0.32

			   Mean	 40.120	 5.602	 1.00	 0.14

			   SD	 11.298	 3.319	 0.28	 0.08

* Concentrations of orientin and vitexin calculated from linear equation of its standard curve from AUC analyzed by UHPLC.
** Content (% w/w) of orientin and vitexin in g per 100 g of dried leaf sample

อภิปรายผล

	 ผลิตภัณฑ์เสริมอาหารท่ีใส่กะทกรก ส่วนมาก

จะใช้สารสกัดของดอกมากกว่าใบ แต่ก็มีผลิตภัณฑ์

ท่ีใช้ใบกะทกรกด้วยเช่นกัน แต่ไม่ว่าจะใช้ส่วนของ

ใบหรือดอก ผลิตภัณฑ์ส่วนมากจะมีค�ำกล่าวอ้างทาง

สุขภาพเพื่อช่วยให้นอนหลับได้ดีขึ้น คลายเครียด 

โดยบางผลิตภัณฑ์อาจใช้ผสมกับสมุนไพรอื่นที่มี

สรรพคุณคล้ายกัน เพื่อเสริมฤทธ์ิกัน[20]   ซ่ึงค�ำกล่าว

อ้างทางสุขภาพนี้มีพื้นฐานจากการใช้พื้นบ้าน ใน

ประเทศเวียดนาม กะทกรกเป็นสมุนไพรชนิดหนึ่งใน

สาธารณสขุมลูฐาน ใช้ส่วนเหนอืดนิแห้งทีม่ดีอก (dry 

aerial flowering part) 20 – 40 กรัม ต้มกับ siro 

(medicinal wine) หรือน�ำ้หรือแอลกอฮอล์ในสดัส่วน

ท่ีเท่ากัน ท�ำเป็นยาต้ม (decoction) ใช้ดื่มก่อนนอน 

เพือ่ช่วยให้นอนหลบั[21] สรรพคณุทีก่ล่าวมานีส่้วนหนึง่

เนื่องจากสารออกฤทธิ์กลุ่ม C–glycosyl flavonoids 

เช่น ไวเทซิน (vitexin), ไอโซไวเทซิน (isovitexin), 

โอเรียนทนิ (orientin) และไอโซโอเรียนทนิ (isoorientin) 
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ท�ำหน้าท่ีเป็นสารออกฤทธิท์างชวีภาพหลกั (bioactive 

constituents) ทีรั่บผดิชอบต่อการออกฤทธ์ิต่อระบบ

ประสาทส่วนกลางในการท�ำให้สงบระงับช่วยให้นอน

หลับ (sedative–hypnotic) คลายความวิตกกังวล 

(anxiolytic) และลดกิจกรรมการเคลื่อนไหวของ

ร่างกาย (motor activity–reducing effects)[17–19] 

นอกจากนี้ ไวเทกซินยังมีฤทธ์ิทางชีวภาพอื่น ๆ เช่น 

ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ ต้านการอักเสบ ปกป้องระบบ 

ประสาท และปกป้องหัวใจ ลดไขมนั เพิม่การเผาผลาญ 

กลูโคส และปกป้องตับ[10] ส่วนโอเรียนตินที่พบได้ใน

พืชหลายชนิดก็มีฤทธ์ิทางชีวภาพหลากหลายเช่นกัน 

เช่น ฤทธ์ิต้านอนมุลูอสิระ ต้านการอกัเสบ ขยายหลอด

เลอืด และปกป้องระบบหวัใจและหลอดเลอืด ปกป้อง

ระบบประสาท ต้านเบาหวาน ปกป้องตับ และช่วยปรับ

สมดุลและฟื้นฟูร่างกาย[11] ดังนั้น ในการวิจัยและ

พัฒนาวิธีควบคุมคุณภาพของใบกะทกรกนี้จึงเลือก

วเิคราะห์สารโอเรียนทนิและไวเทกซินซ่ึงเป็นสารออก

ฤทธิ์ทางชีวภาพที่ส�ำคัญของใบกะทกรก

	 ในการพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณสารโอเรียนทิน

และไวเทกซินในตัวอย่างใบกะทกรก จะใช้ 50% เอทานอล  

เป็นตัวท�ำละลายในการสกัด ใช้เวลาในการสกัด 60 

นาที เลือกใช้คอลัมน์ชนิด ARC–18, ขนาด 4.6 5 150  

มลิลเิมตร, ขนาดอนภุาค 2.7 ไมโครเมตร เป็นวัฏภาค 

คงท่ี ใช้ 0.1% ออร์โทฟอสโฟริกแอซิดในน�้ำ และ 

0.1% ออร์โทฟอสโฟริกแอซิดในอะซิโตไนไทรล์เป็น

วฏัภาคเคลือ่นท่ี ตรวจวดัด้วย diode array detector 

(DAD) ที่ความยาวคลื่น 340 นาโนเมตร analytical 

system ที่ใช้วิเคราะห์มี retention time เฉลี่ย 

ของโอเรียนทินและไวเทกซินที่ 3.98 และ 4.31 นาท ี

ตามล�ำดบั ผลการทดสอบความใช้ไดข้องวธิวีเิคราะห์

ดังกล่าว พบว่ากราฟมาตรฐานมีความเป็นเส้นตรง 

โดยสารมาตรฐานโอเรียนทินมลีกัษณะเป็นเส้นตรงใน

ช่วงความเข้มข้น 1.27 – 122.30 ไมโครกรัม/มลิลลิติร 

โดยมค่ีาสมัประสทิธ์ิสหสมัพนัธ์ เท่ากบั 0.99998 และ

สารมาตรฐานไวเทกซินมีลักษณะเป็นเส้นตรงในช่วง

ความเข้มข้น 1.35 – 129.36 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

โดยมีค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ ์เท่ากับ 0.99998 ค่า

ร้อยละการคืนกลับอยู่ในช่วง 99.03 – 101.74 และ 

97.70 – 101.05% ตามล�ำดับ ค่า HorRatr อยู่ในช่วง 

0.59 – 1.28 และ 0.36 – 0.91 ตามล�ำดับ LOD ของ

การวิเคราะห์โอเรียนทินและไวเทกซิน เท่ากับร้อยละ 

0.009 และ 0.012 โดยน�้ำหนักแห้งของใบกะทกรก 

ตามล�ำดับ LOQ ของการวิเคราะห์โอเรียนทินและ 

ไวเทกซิน เท่ากบัร้อยละ 0.031 และ 0.042 โดยน�ำ้หนกั 

แห้งของใบกะทกรก ตามล�ำดับ โดยมีค่าร้อยละส่วน

เบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ เท่ากับ 1.99 และ 1.35 

ตามล�ำดับ และร้อยละของการคืนกลับอยู ่ในช่วง 

ร้อยละ 95.11 – 99.89 และ 97.26 – 100.45 ตามล�ำดบั 

ปริมาณสารโอเรียนทินและไวเทกซินในสารละลาย

ตัวอย่างใบกะทกรก จ�ำนวน 14 ตัวอย่าง มีค่าเฉลี่ย

ร้อยละ 1.00 และ 0.14 โดยน�้ำหนักแห้งของใบ

กะทกรก ตามล�ำดับ สามารถน�ำไปใช้เป็นข้อมูลเบ้ือง

ต้นในการก�ำหนดปริมาณสารโอเรียนทินและไวเทกซิน 

ในตัวอย่างสารละลายใบกะทกรกได้

	 UHPLC เป็น High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) ที่มีการพัฒนาเพื่อให้

มีประสิทธิภาพการแยกสาร ความไวในการแยกสาร

ท่ีดีข้ึน ใช้วัฏภาคเคลื่อนท่ีน้อยลง และลดระยะเวลา

ในการตรวจวิเคราะห์ คือ เมื่อน�ำวิธีวิเคราะห์ปริมาณ 

โอเรียนทินและไวเทกซินในใบกะทกรกด้วยวธีิ UHPLC 

ทีพ่ฒันาขึน้มาใหม่เปรียบเทยีบกบัการหาปริมาณสาร

โอเรียนทินและไวเทกซินด้วยวธีิ HPLC–UV/DAD[13] 
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และการหาปริมาณสารไวแทกซินในสารสกัดและ

ผลิตภัณฑ์ของพืชชายน�้ำด้วยวิธี UHPLC–DAD[14] 

พบว่าวิธี HPLC/UV/DAD และวิธี UHPLC–DAD 

ใช้เวลาวิเคราะห์ตัวอย่างต่อ 1 ตัวอย่าง นาน 30 

นาที และ 16 นาที ตามล�ำดับ ท�ำให้สิ้นเปลืองวัฏภาค

เคลื่อนที่ ส่วนวิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นมาใหม่ ใช้เวลา

ในการวิเคราะห์ 7.5 นาที ซ่ึงรวดเร็วและประหยัด 

วัฏภาคเคลื่อนท่ี ดังนั้นจึงเลือกใช้เคร่ือง UHPLC ใน

การพฒันาวธีิวเิคราะห์ปริมาณโอเรียนทินและไวเทกซิน 

ในใบกะทกรก จากการทดสอบความใช้ได้ของวิธี

วิเคราะห์ปริมาณโอเรียนทินและไวเทกซินท่ีพัฒนา

ขึ้น พบว่าร้อยละของการคืนกลับจากการวิเคราะห ์

spiked sample อยูใ่นเกณฑ์ท่ียอมรับได้ (95 – 105%) 

ซ่ึงแสดงถงึความแม่นของวิธีวิเคราะห์ และค่า HorRatr 

อยู่ในเกณฑ์ยอมรับได ้ซ่ึงแสดงถึงความเท่ียงของวิธี

วิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้น วิธีดังกล่าวจึงมีความเหมาะสม 

สามารถน�ำไปใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณสารโอเรียน

ทินและไวเทกซิน เพื่อใช้ควบคุมปริมาณสารส�ำคัญ

ของใบกะทกรกต่อไปได้

ข้อสรุป

	 การศึกษานี้ได้พัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะห์

ปริมาณสารโอเรียนทินและไวเทกซินในใบกะทกรก

ด้วยวิธี UHPLC และทดสอบความใช้ได้ของวิธี

วิเคราะห์ ผลการวิจัยพบว่าวิธีที่พัฒนาขึ้น มีความถูก

ต้องแม่นย�ำ สะดวก รวดเร็ว และประหยดัสารเคมท่ีีใช้

ในวัฏภาคเคลื่อนที่ จึงน�ำวิธีท่ีได้มาตรวจปริมาณสาร

โอเรียนทินและไวเทกซินในตัวอย่างใบกะทกรก พบ

ว่ามีปริมาณเฉลี่ยร้อยละ 1.00 และ 0.14 โดยน�้ำหนัก

แห้งตามล�ำดับ ข้อมูลท่ีได้สามารถใช้เป็นพื้นฐานใน

การก�ำหนดมาตรฐานของใบกะทกรกและปริมาณขั้น

ต�่ำของสารทั้งสองชนิดในวัตถุดิบใบกะทกรกแห้งใน

อนาคต รวมทัง้เป็นประโยชน์ในการพฒันาวธีิวเิคราะห์

สารส�ำคัญทั้งสองชนิดในผลิตภัณฑ์ผสมใบกะทกรก 

และน�ำมาใช้ในการวิจัยเพื่อพัฒนาพันธุ์กะทกรกให้มี

สารส�ำคัญสูงต่อไป

กิตติกรรมประกาศ

	 ขอขอบคุณกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ที่

สนับสนุนงบประมาณในการวิจัยนี้ ห้องปฏิบัติการ

เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช ห้องปฏิบัติการพิพิธภัณฑ์พืช 

และเจ้าหน้าท่ีห้องปฏิบัติการวิจัยเพื่อแยกสารส�ำคัญ

จากสมุนไพรทุกท่าน ที่ท�ำให้งานวิจัยนี้ส�ำเร็จลุล่วงไป

ได้ด้วยดี
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