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บทคัดย่อ

	 บทน�ำและวัตถุประสงค์:  ออกซีเรสเวอราทรอล (oxyresveratrol) เป็นสารออกฤทธ์ิชนิดหน่ึงที่พบใน 

แก่นมะหาด (Artocarpus lacucha Roxb. ex Buch.–Ham.) มีฤทธ์ิทางชวีภาพหลากหลาย เช่น ต้านออกซิเดชนั ต้านอกัเสบ 

และบรรเทาอาการปวด ปัจจุบันแก่นมะหาดถูกน�ำมาใช้เป็นองค์ประกอบทางยาและผลิตภัณฑ์สุขภาพที่หลากหลาย 

อย่างไรก็ตาม วิธีการตรวจวิเคราะห์สารในแก่นมะหาดที่ใช้ในปัจจุบันน้ันมีความยุ่งยากท้ังในข้ันตอนการสกัดและ

ระยะเวลาในการวเิคราะห์ ซ่ึงส่งผลต่อการน�ำไปใช้เพือ่วเิคราะห์และควบคุมคณุภาพของสารออกฤทธ์ิในแก่นมะหาด  

ผู ้วิจัยจึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาการพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณออกซีเรสเวอราทรอลในแก่นมะหาดด้วยวิธี 

Ultra–High Performance Liquid Chromatography (UHPLC) 

	 วิธีการศึกษา:  แบ่งเป็น 3 ขั้นตอน ได้แก่ 1) การพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณออกซีเรสเวอราทรอลในแก่น

มะหาดด้วยวิธี UHPLC 2) การทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ (method validation) และ 3) การวิเคราะห์ปริมาณ 

ออกซีเรสเวอราทรอลในตัวอย่างแก่นมะหาด จ�ำนวน 8 ตัวอย่าง 

	 ผลการศึกษา:  การพัฒนาวิธีวิเคราะห์หาปริมาณออกซีเรสเวอราทรอลในแก่นมะหาดด้วยวิธี UHPLC จะใช้ 

เมทานอลเป็นตัวท�ำละลายในการสกัด ใช้เวลาในการสกัด 30 นาที เลือกใช้คอลัมน์ชนิด ARC–18, ขนาด 4.6 5 150 

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

ฟอสโฟรกิแอซิดในอะซโิตไนไทรล์เป็นวฏัภาคเคลือ่นท่ี ตรวจวดัด้วย diode array detector (DAD) ทีค่วามยาวคลืน่ 326 

นาโนเมตร ระบบการวิเคราะห์ออกซีเรสเวอราทรอลที่พัฒนาขึ้นมี retention time เฉลี่ยที่ 4.76 นาที ผลการทดสอบ

ความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ดังกล่าว พบว่ากราฟมาตรฐานของออกซีเรสเวอราทรอลมีลักษณะเป็นเส้นตรงในช่วง

ความเข้มข้น 14.33 – 229.32 ไมโครกรมั/มิลลลิติร โดยมีค่าสัมประสิทธ์ิสหสมัพนัธ์ เท่ากบั 0.9999 ค่าร้อยละของการ

คืนกลับและค่าร้อยละส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (%RSD) อยู่ในช่วง 98.03 – 98.70% และ 0.52 – 0.87% ตาม

ล�ำดับ ขดีจ�ำกดัของการตรวจพบและขดีจ�ำกดัของการวดัเชงิปรมิาณ เท่ากบัร้อยละ 0.274 และ 0.912 โดยน�ำ้หนักแห้ง

ของแก่นมะหาด ตามล�ำดับ ปริมาณออกซีเรสเวอราทรอลในตัวอย่างแก่นมะหาดมีค่าอยู่ในช่วงร้อยละ 1.54 – 26.23 

โดยน�้ำหนักแห้งของแก่นมะหาด  

	 อภิปรายผล:  วิธีวิเคราะห์ปริมาณออกซีเรสเวอราทรอลในวัตถุดิบแก่นมะหาดด้วยวิธี UHPLC ที่พัฒนาขึ้น 

ผ่านเกณฑ์ยอมรับได้ของการทดสอบความใช้ได้หรือความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ทุกค่า โดยวิธีวิเคราะห์ที่พัฒนา
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ขึ้นใช้เวลาน้อย วิธีการเตรียมวัฏภาคเคลื่อนท่ีง่าย สะดวก และรวดเร็ว และเหมาะส�ำหรับใช้วิเคราะห์หาปริมาณ 

ออกซีเรสเวอราทรอลในแก่นมะหาดท่ีเป็นลักษณะงานประจ�ำ โดยผลการวิเคราะห์ปริมาณออกซีเรสเวอราทรอล

ในตัวอย่างแก่นมะหาด 8 ตัวอย่าง พบว่ามีปริมาณเฉลี่ยร้อยละ 8.80 ± 8.27 โดยน�้ำหนักแห้งของแก่นมะหาด ซ่ึงชี้
ให้เห็นว่าแก่นมะหาดในตลาดวัตถุดิบสมุนไพรของประเทศยังมีคุณภาพที่แตกต่างกันมาก จึงควรต้องมีการศึกษา

วิจัยเพิ่มเติมเพื่อหาระยะเวลาเก็บเกี่ยวแก่นมะหาดท่ีเหมาะสมส�ำหรับการน�ำมาใช้เป็นวัตถุดิบในการผลิตยาหรือ

ผลิตภัณฑ์สมุนไพร

	 ข้อสรปุและข้อเสนอแนะ:  วธีิวิเคราะห์ท่ีพฒันาข้ึนน้ีมีความเหมาะสม สามารถน�ำไปใช้เป็นวธีิตรวจวเิคราะห์

ปรมิาณออกซเีรสเวอราทรอลในแก่นมะหาดได้ และควรมีการศึกษาวจิยัเพิม่เติมเพือ่น�ำไปสู่การก�ำหนดเกณฑ์ปรมิาณ

ออกซีเรสเวอราทรอลในมอโนกราฟของแก่นมะหาดในต�ำรามาตรฐานยาสมุนไพรไทยต่อไป
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Abstract

	 Introduction and Objective:  Oxyresveratrol is an active principle in the heartwood of Artocarpus  
lacucha Roxb. ex Buch.–Ham. (Ma Hat in Thai) with antioxidative, anti–inflammatory and pain–relieving activities. 
This heartwood has been used as an herbal ingredient in various traditional medicinal products and herbal health 
supplements in the markets. However, available analytical methods for the quality control of oxyresveratrol in  
A. lacucha heartwoood are still practically complicated and inconvenient regarding the extraction process and analytical 
time. Therefore, this study aimed to develop new analytical method for the quantification assessment of oxyresveratrol  
in A. lacucha heartwood samples using ultra–high performance liquid chromatography (UHPLC) technique. 
	 Methods:  The study was divided into three steps, namely, 1) developing UHPLC method for the analysis 
of oxyresveratrol in A. lacucha heartwood, 2) testing the validity of the newly–developed analytical method, and 
3) quantitative analysis of oxyresveratrol in 8 samples of A. lacucha Roxb. heartwood using new method.
	 Results:  UHPLC method development for the analysis of oxyresveratrol in A. lacucha heartwood: It was 
found that oxyresveratrol was best extracted by reflux with methanol for 30 minutes. Chromatographic separation 
was achieved using ARC–18 column (4.6 5 150 mm, 2.7 µm) as the stationary phase, 0.1% ortho–phosphoric acid 
in water and 0.1% ortho–phosphoric acid in acetonitrile as the isocratic mobile phase, and detection with diode array 
detector (DAD) at 326 nm. Under these analytical conditions, the average retention time for oxyresveratrol was 
4.76 minutes. Method validation: The calibration curve of oxyresveratrol was found to be linear at the concentration 
range of 14.33 – 229.32 µg/mL with correlation coefficient (r) of 0.9999. The percentage recoveries and 
% relative standard deviation (%RSD) were in the range of 98.03 – 98.70% and 0.52 – 0.87%, respectively. The 
limit of detection (LOD) and the limit of quantitation (LOQ) of oxyresveratrol was 0.274 and 0.912% w/w of the 
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บทน�ำและวัตถุประสงค์

	 มะหาด มีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Artocarpus  

lacucha Buch.–Ham. อยู ่ในวงศ์ Moraceae  

มีชื่อเรียกอื่น เช่น monkey jack, กาแย, ตาแป, ตา

แปง, หาด, มะหาดเป็นไม้ยนืต้น สงูประมาณ 30 เมตร 

ทรงพุ่มแผ่กว้าง ใบเดี่ยวเรียงสลับ รูปขอบขนานหรือ

รูปวงรี กว้าง 8 – 10 ซม. หลงัใบเป็นมนัสเีขยีวเข้ม ท้อง

ใบสาก ดอกช่อออกท่ีซอกใบค่อนข้างกลม ก้านสั้น 

แยกเพศ อยู่บนต้นเดียวกัน ผลเป็นผลรวม สีเหลือง 

ผวิขรุขระ มขีนนุม่ (Figure 1) มะหาดมสีรรพคณุ ดงันี ้

เปลอืกต้น ขบัพยาธิไส้เดอืน พยาธิเส้นด้าย และพยาธิ

ตวัตดื, แก่น แก้กระษัย คมุก�ำเนดิ แก้เส้นเอน็ปวด แก้

อาเจียน ละลายเลือด แก้ลม แก้เส้นเอ็นพิการ ระบาย

ท้อง ไม่ผูกไม่ถ่าย. มะหาดมีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา เช่น 

ลดความดนัโลหิต ต้านแบคทีเรีย ต้านไมโคแบคทีเรียม 

ฆ่าพยาธิตัวตืด[1]

	 สารส�ำคัญที่พบในแก่นของต้นมะหาดคือ 

ออกซีเรสเวอราทรอล (oxyresveratrol) อยู่ในกลุ่ม

พอลฟีินอล กลุม่ย่อย stilbenoids มสีตูรโครงสร้างดงั

แสดงใน Figure 2 มฤีทธ์ิต้านออกซิเดชนั[2–5] ฤทธ์ิต้าน

เชื้อราและแบคทีเรีย[6–8] ฤทธ์ิลดระดับน�้ำตาลกลูโคส

ในเลือดได้โดยผ่านการยับยั้งการท�ำงานของเอนไซม์

แอลฟากลูโคซิเดส[9] ฤทธ์ิต้านเชื้อไวรัส[10–13] ฤทธิ์

ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส[14–16] ฤทธ์ิต้านอักเสบ[17,18] 

ฤทธ์ิต้านมะเร็ง[19] ฤทธ์ิต้านการเกิดไกลเคช่ัน[20] ฆ่า

พยาธิ[21] ฤทธิ์ชะลอวัย[22] เป็นต้น 

	 ป ัจ จุบันมี รายงานการวิ เคราะห ์ป ริมาณ

ออกซีเรสเวอราทรอลในแก ่นมะหาดและสาร

สกัดแก่นมะหาดหลายวิธี เช่น capillary zone 

electrophoresis[23], TLC densitometry[24, 25], 

HPLC[9,16, 20,24–27] และ quantitative nuclear magnetic 

resonance (qNMR)[28] จากข้อมูลดังกล่าวข้างต้น 

แสดงให้เห็นว ่าการศึกษาการวิเคราะห์ปริมาณ 

ออกซีเรสเวอราทรอลในวัตถุดิบแก่นมะหาดและสาร

dried heartwood, respectively. Quantitative analysis of oxyresveratrol in 8 heartwood samples showed that the 
content of oxyresveratrol was in the range of 1.54 – 26.23% w/w (on a dry weight basis).
	 Discussion:  The developed UHPLC method for determining oxyresveratrol content in A. lacucha heartwood 
met all acceptance criteria for analytical method validation. The newly developed method is rapid, with a simple, 
convenient, and efficient mobile phase preparation process, making it suitable for routine analysis of oxyresveratrol 
in A. lacucha heartwood. The analysis of eight heartwood samples revealed an average oxyresveratrol content of 
8.80 ± 8.27% w/w (on a dry weight basis). This wide variation highlights significant quality differences among raw 
materials currently available in the domestic herbal market. Consequently, further research is needed to determine 
the optimal harvesting period for A. lacucha heartwood to ensure standardized quality for pharmaceutical and herbal 
product manufacturing.
	 Conclusion and Recommendation:  The developed method is suitable for the quantitative analysis 
of oxyresveratrol in A. lacucha heartwood. Furthermore, additional research should be conducted to establish 
acceptance level of oxyresveratrol content in the monograph of “Kaen Ma Hat” or Artocarpus lacucha heartwood 
or in the Thai Herbal Pharmacopoeia (THP) in the future.

	 Keywords: Artocarpus lacucha Roxb. heartwood, oxyresveratrol, UHPLC
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สกดัแก่นมะหาดยงัมไีม่มาก นอกจากนัน้ รายงานการ

ศึกษาดังกล่าวยังมีข้อจ�ำกัดในเร่ืองเวลาท่ีใช้ในการ

วิเคราะห์ท่ีนานเกินไป หรือวิธีการเตรียมตัวอย่างใน

การวิเคราะห์และการเตรียมวัฏภาคเคลื่อนที่มีความ

ยุ่งยาก อาจไม่เหมาะส�ำหรับใช้ในการวิเคราะห์แบบ

งานประจ�ำ 

	 งานวจัิยนีม้วีตัถปุระสงค์เพือ่พฒันาวธีิวเิคราะห์

ออกซีเรสเวอราทรอลในแก่นมะหาด และทดสอบ

ความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้น เพื่อให้ได้

วิธีมาตรฐานที่มีความถูกต้อง แม่นย�ำ สะดวกและ

รวดเร็ว สามารถใช้ในการวิเคราะห์คุณภาพของ

วตัถดุบิและสารสกดัของมะหาด ทีเ่หมาะส�ำหรับใช้ใน

การวเิคราะห์แบบงานประจ�ำ เพือ่เตรียมข้อมลูส�ำหรับ

การขออนุญาตขึ้นทะเบียนผลิตภัณฑ์ นอกจากนี้ ยัง

สามารถน�ำไปใช้ในการวิจัยและพัฒนาผลิตภัณฑ์ท่ีมี

มะหาดเป็นส่วนผสม รวมถึงเป็นข้อมูลในการพัฒนา

พันธุ์มะหาดและวิธีสกัดแก่นมะหาดเพื่อให้ได้สาร

ออกฤทธ์ิในปริมาณสูงเพื่อเพิ่มมูลค่าทางเศรษฐกิจ

ของมะหาดต่อไป

Figure 1  Artocarpus lacucha Roxb. Ex Buch.-Ham. and its heartwood

Figure 2  Chemical structure of oxyresveratrol[25]
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ระเบียบวิธีศึกษา

1. วัสดุ

	 1.1 ตัวอย่างสมุนไพร

	 จัดหาแก่นมะหาดจ�ำนวน 8 ตวัอย่าง ตวัอย่างละ 

1 กิโลกรัม จากแหล่งปลูกธรรมชาติและร้านจ�ำหน่าย

สมุนไพรแห้ง ผ่านการตรวจพิสูจน์เอกลักษณ์ทาง

เภสัชเวชเปรียบเทียบกับตัวอย่างจริง (authentic) 

จ�ำนวน 1 ตัวอย่าง ที่ได้จากอ�ำเภอมะขาม จังหวัด

จันทบุรี ว ่าเป็นมะหาด Artocarpus lacucha 

Buch.–Ham. วงศ์ Moraceae (Figure 1) โดย

นักพฤกษศาสตร์ ห้องปฏิบัติการพิพิธภัณฑ์พืช 

สถาบันวิจัยสมุนไพร หมายเลขอ้างอิง DMSC 5237 

จากนั้นน�ำแก่นมะหาดมาหั่นเป็นชิ้นเล็ก ๆ และอบให้

แห้งด้วยเตาอบร้อนไฟฟ้าที่มีพัดลมระบายอากาศที่

อุณหภูมิ 45 – 50 องศาเซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง และ

น�ำตัวอย่างที่แห้งแล้วไปบดเป็นผงละเอียด ผ่านแร่ง

ที่มีขนาดช่อง 180 ไมโครเมตร เก็บผงสมุนไพรแก่น

มะหาดในขวดแก้วสีชามีฝาปิดสนิท ระบุชื่อสมุนไพร 

แหล่งท่ีเก็บ วันท่ีเก็บ และวันที่เตรียมตัวอย่าง เก็บ

รักษาไว้ที่อุณหภูมิห้อง

	 1.2 สารมาตรฐาน

	 สารมาตรฐาน oxyresveratrol ความบริสุทธ์ิ 

≥ 98% (Chengdu Biopurity Phytochemicals 

Ltd., Lot. PRF9081641)

	 1.3 สารเคมีและตัวท�ำละลาย 

	 methanol HPLC grade, acetonitrile HPLC 

grade, ethanol AR, ortho–phosphoric acid AR 

จาก RCI Labscan Limited, Thailand, methanol 

AR (Merck, Germany), และน�้ำปราศจากไอออน 

(deionized water)

	 1.4 วัสดุวิทยาศาสตร์และเครื่องแก้ว

	 คอลัมน์ชนิด C–18 (รุ่น ARC–18), ขนาด 4.6 5 

150 มิลลิเมตร, ขนาดอนุภาค 2.7 ไมโครเมตร และ

ชนิด C–8 (รุ่น ARC–8), ขนาด 2.1 5 100 มิลลิเมตร, 

ขนาดอนุภาค 3.0 ไมโครเมตร (Restek, USA), 

กระดาษกรองเบอร์ 4 (Whatman, UK), PVDF 

membrane filter ขนาด 0.2 ไมโครเมตร, nylon  

syringe filter ขนาด 0.2 ไมโครเมตร (Leroon, 

China), เครื่องแก้ว และ micropipette

	 1.5 เครื่องมือ

	 เคร่ือง Ultra High Performance Liquid 

Chromatography–DAD detector รุ่น 1290 Infinity  

II (Agilent), ตู้อบร้อนไฟฟ้ารุ่น UL–50 (Memmert), 

เครื่องบดปั่น รุ่น RT 34 (ChyunTseh Industrial), 

เคร่ืองแร่ง รุ่น AS 200 Basic (Retsch), แร่งที่มี

ขนาดช่อง 180 ไมโครเมตร (Endocott), เคร่ือง

ระเหยสุญญากาศ ประกอบด้วย อ่างน�้ำแบบควบคุม

อุณหภูมิรุ่น SB–1000 (Eyela) และ rotavapor รุ่น 

N–1000 (Eyela) และ เครื่องท�ำสุญญากาศรุ่น A–3S 

(Eyela) และเคร่ืองท�ำน�ำ้เย็นหมุนเวียน รุ่น CA–101 

(Eyela) และเครื่องชั่งไฟฟ้า 4 ต�ำแหน่ง รุ่น XT 220A 

(Precisa)

2. วิธีการศึกษา

	 2.1	 การศกึษาหาสภาวะของระบบโครมาโทกราฟี

		  2.1.1	การเตรียมสารมาตรฐาน

	 	 เตรียมสารละลายสารมาตรฐานออกซีเรส-

เวอราทรอล ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม/มลิลลิติร น�ำ

สารละลายสารมาตรฐานที่ได้ไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง 

UHPLC
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		  2.1.2	การเตรียมสารละลายตัวอย่าง

	 	 สกัดตัวอย่างแก่นมะหาด น�้ำหนัก 1 กรัม 

ด้วยเอทานอล ปริมาตร 40 มิลลิลิตร โดยวิธีรีฟลักซ ์

เป็นเวลา 30 นาที กรองผ่านกระดาษกรองเบอร์ 4 

แล้วน�ำสารสกัดที่ได้มาระเหยแห้ง ละลายและปรับ

ปริมาตรด้วยเมทานอล จนครบ 50 มิลลิลิตร โดยใช้

ขวดแก้ววัดปริมาตร (volumetric flask) กรองผ่าน 

nylon syringe filter น�ำสารละลายตัวอย่างท่ีได้ไป

วิเคราะห์ด้วยเครื่อง UHPLC

		  2.1.3 การเลือกชนิดของตัวท�ำละลายใน

การสกัด

	 	 สกัดตัวอย่างแก่นมะหาด น�้ำหนัก 1 กรัม  

โดยใช้เอทานอล 40 มิลลิลิตร เปรียบเทียบกับ 

เมทานอล 40 มิลลิลิตร ด้วยวิธีรีฟลักซ์ เป็นเวลา 30 

นาที กรองผ่านกระดาษกรองเบอร์ 4 น�ำสารสกัด 

เอทานอลและสารสกัดเมทานอลไประเหยแห้งด้วย

เคร่ืองระเหยสุญญากาศ จากนั้นละลายและปรับ

ปริมาตรด้วยเมทานอล จนครบ 50 มิลลิลิตร โดยใช้

ขวดแก้ววัดปริมาตร ปิเปตสารละลายตัวอย่างมา 1 

มิลลิลิตร และปรับปริมาตรด้วยเมทานอล จนครบ 

25 มิลลิลิตร โดยใช้ขวดแก้ววัดปริมาตร กรองผ่าน 

nylon syringe filter แล้วน�ำมาวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง 

UHPLC เพื่อเปรียบเทียบความสามารถในการสกัด

สารออกซีเรสเวอราทรอลจากแก่นมะหาด

		  2.1.4 การศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมใน

การสกัด

	 	 สกัดตัวอย่างแก่นมะหาด น�้ำหนัก 1 กรัม 

ด้วยเมทานอล ด้วยวิธีรีฟลักซ์ เป็นเวลา 30, 45 และ 

60 นาที กรองผ่านกระดาษกรองเบอร์ 4 น�ำสารละลาย

ที่ได้ไประเหยแห้งด้วยเคร่ืองระเหยสุญญากาศ จาก

นั้นน�ำสารสกัดมาเตรียมเป็นสารละลายตัวอย่างด้วย

วิธีเดียวกับในข้อ 2.1.3 น�ำสารละลายตัวอย่างที่ได้ไป

วเิคราะห์ด้วยเคร่ือง UHPLC เพือ่เปรียบเทยีบผลของ

เวลาที่ใช้ในการสกัดสารออกซีเรสเวอราทรอล

		  2.1.5	การเลือกใช้ความยาวคลื่นในการ

ตรวจวิเคราะห์สารออกซีเรสเวอราทรอล

	 	 สกัดตัวอย่างแก่นมะหาด น�้ำหนัก 1 กรัม 

ด้วยเมทานอล โดยวธีิรีฟลกัซ์ เป็นเวลา 30 นาที กรอง

ผ่านกระดาษกรองเบอร์ 4 น�ำสารละลายทีไ่ด้ไประเหย

แห้งด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศ จากนั้นน�ำสารสกัด

มาเตรียมเป็นสารละลายตัวอย่างด้วยวิธีเดียวกับใน

ข้อ 2.1.3 น�ำสารละลายตัวอย่างท่ีได้ไปวิเคราะห์ด้วย

เครื่อง UHPLC วัดการดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลต 

(ultraviolet, UV) ของออกซีเรสเวอราทรอล เพื่อดู

ความยาวคลืน่ท่ีสารชนดินีส้ามารถดดูกลนืแสงสงูสดุ 

(λmax) และวิเคราะห์สารละลายตัวอย่างแก่นมะหาด

โดยใช้ DAD เพือ่เลอืกความยาวคลืน่ส�ำหรับการตรวจ

วัดสารออกซีเรสเวอราทรอลโดยท่ีไม่พบการซ้อนทับ

ของพีคอื่น (co–eluting peaks)

		  2.1.6 วัฏภาคคงท่ี (Stationary phase) 

และวัฏภาคเคลื่อนที่ (Mobile phase)

	 	 วัฏภาคคงท่ี เปรียบเทียบผลของคอลัมน์

ชนิดต่าง ๆ ที่แตกต่างกันในเร่ืองชนิดอนุภาคภายใน

คอลมัน์ (ชนดิ C–18 และ C–8) ความยาวคอลมัน์ (150 

และ 100 มิลลิเมตร) โดยพิจารณาเลือกคอลัมน์ จาก

ลักษณะของ peak shape, peak symmetry และ 

retention time 

	 	 วัฏภาคเคลื่อนที่ ศึกษาชนิดและสัดส่วน

ของวัฏภาคเคลื่อนที่ โดยพิจารณาจาก peak shape 

และ retention time ของออกซีเรสเวอราทรอล 

ความสามารถในการแยกสิ่งเจือปน (impurity) จาก

พีคของออกซีเรสเวอราทรอล ในสารละลายตัวอย่าง 
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แก่นมะหาด และความดันของระบบโครมาโทกราฟี

	 2.2 การทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ 

(method validation)

	 	 ทดสอบความใช้ได้ของวธีิวเิคราะห์ปริมาณ

ออกซีเรสเวอราทรอลในแก่นมะหาดที่พัฒนาขึ้นตาม

แนวปฏิบัติ การทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์

ทางเคมีโดยห้องปฏิบัติการเดียว กรมวิทยาศาสตร์

การแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข[29] และ ICH Har-

monised Guideline Validation of Analytical 

Procedures Q2(R1)[30]

		  2.2.1	 การทดสอบความจ�ำเพาะ (specificity)

	 	 ฉีดสารละลายสารมาตรฐานออกซีเรส- 

เวอราทรอล ความเข้มข้น 50.0 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

และสารละลายตัวอย่างด้วยเคร่ือง UHPLC เพื่อ

ตรวจสอบการแยกสารออกซีเรสเวอราทรอลออก

จากกันและออกจากการรบกวนของสารอื่น ซ่ึงต้องมี

ค่า retention time แยกจากกันได้ดี ค�ำนวณ peak 

purity และค่า resolution

		  2.2.2	การทดสอบความเป ็นเส ้นตรง 

(linearity) และช่วงการวิเคราะห์ (range)

	 	 เตรียมสารละลายสารมาตรฐานออกซี

เรสเวอราทรอล โดยชั่งสารมาตรฐานออกซีเรสเว

อราทรอล น�้ำหนัก 10 มิลลิกรัม ละลายและปรับ

ปริมาตรด้วยเมทานอล จนครบ 50 มิลลิลิตร ด้วย

ขวดแก้ววัดปริมาตร จะได้ stock solution ของ 

สารละลายมาตรฐานออกซีเรสเวอราทรอลความเข้มข้น 

200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เจือจางให้ได้ 5 ระดับ

ความเข้มข้น คือ 12.50, 25.0, 50.0, 100.0 และ 

200.0 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ฉีดสารละลายมาตรฐาน 

ออกซีเรสเวอราทรอล ที่ 5 ระดับความเข้มข้น ความ

เข้มข้นละ 3 ซ�้ำ เข้าเครื่อง UHPLC น�ำค่าพื้นที่ใต้พีค 

(area under curve, AUC) และความเข้มข้นของ

สารละลายสารมาตรฐานออกซีเรสเวอราทรอลไปสร้าง

กราฟมาตรฐาน (calibration curve) และค�ำนวณค่า

สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (correlation coefficient, r)

		  2.2.3 การทดสอบหาร้อยละของการคืน

กลับ (% recovery) และความเที่ยง (precision)

		  การทดสอบร้อยละของการคืนกลับ (% 

recovery)

	 	 เตรียม sample blank (sample blank คอื 

ตัวอย่างแก่นมะหาดที่น�ำมาสกัดและตรวจวิเคราะห์

หาปริมาณออกซีเรสเวอราทรอล แล้วมีปริมาณสาร

ออกซีเรสเวอราทรอลในปริมาณต�่ำ) โดยช่ังตัวอย่าง

แก่นมะหาด 1 กรัม สกัดด้วยเมทานอล ปริมาตร 40 

มลิลลิติร ด้วยวธีิรีฟลกัซ์ เป็นเวลา 30 นาท ีจากนัน้น�ำ

สารสกดัมาเตรียมเป็นสารละลายตัวอย่างด้วยวธีิเดยีว

กบัในข้อ 2.1.3 น�ำสารละลายตัวอย่างทีไ่ด้ไปวเิคราะห์

ด้วยเคร่ือง UHPLC จ�ำนวน 6 ซ�ำ้ แล้วน�ำมาหาค่าเฉลีย่ 

(mean)

	 	 เตรียม spiked sample ลงใน sample 

blank โดยเติมสารละลายมาตรฐานท่ีความเข้มข้น 

3 ระดับ ระดับละ 3 ซ�้ำ ฉีดซ�้ำละ 2 ครั้ง โดย spiked 

สารละลายสารมาตรฐานท่ีความเข้มข้นระดบัต�ำ่ กลาง 

และสูง ลงไปใน sample blank 50, 100, 150% ตาม

ล�ำดับ

	 	 เติมสารละลายมาตรฐานท่ีความเข้มข้น 3 

ระดับ ลงใน sample blank แล้ววิเคราะห์ sample 

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

sample ระดับละ 3 ซ�้ำ จากนั้นค�ำนวณค่าร้อยละของ

การคืนกลับ (% recovery)
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	 เมื่อ	 C1 คือ ความเข้มข้นของสารใน spiked 

sample

	 	 	 C2 คือ ความเข้มข้นของสารใน sample 

blank

	 	 	 C3 คือ ความเข้มข้นของสารที่เติม

	 การทดสอบความเที่ยง (precision)

	 Repeatability precision ทดสอบโดย

วเิคราะห์ปริมาณสารออกซีเรสเวอราทรอลในตวัอย่าง

แก่นมะหาดเข้มข้น 801.20 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ซ�้ำ 

10 คร้ัง ในวันเดียวกัน น�ำค่าพื้นที่ใต้พีคมาค�ำนวณ

ความเข้มข้นสารออกซีเรสเวอราทรอล ค�ำนวณค่า

ร้อยละส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (% relative 

standard deviation, % RSD) เกณฑ์การยอมรับ 

(acceptance criteria) คือ % RSD < 2

	 Intermediate precision ทดสอบโดยวเิคราะห์

ปริมาณสารออกซีเรสเวอราทรอลในตัวอย่างแก่น

มะหาดเข้มข้น 801.20 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เป็น

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

การยอมรับ (acceptance criteria) คือ % RSD < 2

	 	 2.2.4 	การทดสอบขีดจ�ำกัดของการตรวจ

พบ (Limit of detection, LOD)

	 	 ค�ำนวณค่าประมาณ (estimated) ของ LOD 

จากกราฟมาตรฐาน ดังนี้

	 	 	 (C1 – C2)
% recovery	 =			   5 100
				    C3

	 	 	 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

		  เตรียมสารละลายตัวอย่างแก่นมะหาด โดย

ชั่งตัวอย่างแก่นมะหาด 1 กรัม สกัดด้วยเมทานอล 

โดยวิธีรีฟลักซ์ เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นน�ำสารสกัด

มาเตรียมเป็นสารละลายตัวอย่างด้วยวิธีเดียวกับใน

ข้อ 2.1.3 น�ำสารละลายตัวอย่างท่ีได้ไปวิเคราะห์ด้วย

เครื่อง UHPLC 

	 	 เตรียมสารละลาย spiked sample ให้

มีความเข้มข้นใกล้เคียงกับค่าประมาณของ LOD 

แล้วตรวจวิเคราะห์ปริมาณออกซีเรสเวอราทรอล ใน 

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

recovery เกณฑ์การยอมรับ (acceptance criteria) 

คือ % RSD < 2

		  2.2.5 การทดสอบขีดจ�ำกัดของการวัดเชิง

ปริมาณ (Limit of quantitation, LOQ)

	 	 ค�ำนวณค่าประมาณของ LOQ จาก จากกราฟ

มาตรฐาน ดังนี้

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

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

มีความเข้มข้นใกล้เคียงกับค่าประมาณของ LOQ 

แล้วตรวจวิเคราะห์ปริมาณออกซีเรสเวอราทรอล ใน 

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

recovery เกณฑ์การยอมรับ (acceptance criteria) 

คือ % RSD < 2

	 2.3	 การวิเคราะห์ปริมาณออกซีเรสเวอราทรอ

ลในตัวอย่างแก่นมะหาด

		  2.3.1	การเตรียมสารละลายตัวอย่างแก่น

มะหาด

	 	 สกัดตัวอย่างแก่นมะหาด น�้ำหนัก 1 กรัม 

ด้วยเมทานอล ปริมาตร 40 มิลลิลิตร โดยวิธีรีฟลักซ์  

เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นน�ำสารสกัดมาเตรียมเป็น

สารละลายตัวอย่างด้วยวิธีเดียวกับในข้อ 2.1.3  

น�ำสารละลายตัวอย่างที่ได้ไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง 

UHPLC

	 	 วิเคราะห์ปริมาณออกซีเรสเวอราทรอล

ในตัวอย่างแก่นมะหาด จ�ำนวน 8 ตัวอย่าง ด้วยวิธีที่

พัฒนาข้ึน โดยท่ีแต่ละตัวอย่างให้วิเคราะห์ 3 ซ�้ำ น�ำ

มาหาความเข้มข้นของสารออกซีเรสเวอราทรอล

ในสารละลายตัวอย่างแก่นมะหาด (µg/mL) โดย 

ค�ำนวณจากกราฟมาตรฐาน แล้วน�ำมาหาค่าเฉลี่ย 

(mean) 

		  จากนัน้ ค�ำนวณปริมาณออกซีเรสเวอราทรอล 

เป็นค่าร้อยละโดยน�้ำหนักของตัวอย่างแก่นมะหาด 

(% 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 ความเข้มข้นของสารที่วิเคราะห์ในสารละลายที่ค�ำนวณได้จากกราฟมาตรฐาน (µg/mL)

	 CS	 คือ ปริมาณของสารที่วิเคราะห์เมื่อค�ำนวณเป็นร้อยละโดยน�้ำหนักแห้งของสมุนไพร (g/100 g 

dried herb)

ผลการศึกษา

1. การพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณออกซีเรส- 

เวอราทรอลในแก่นมะหาด

	 1.1 การศกึษาหาสภาวะของระบบโครมาโทกราฟี

	 หลังจากน�ำสารละลายมาตรฐานของออกซีเรส- 

เวอราทรอลและสารละลายตัวอย่างแก่นมะหาดไป

วิเคราะห์ด้วยเคร่ือง UHPLC พบว่าได้สภาวะของ

ระบบโครมาโทกราฟีท่ีเหมาะสมในการแยกสารออกซี

เรสเวอราทรอล ดังแสดงใน Table 1 และ Figure 3 

โดยสดัส่วนของวฏัภาคเคลือ่นท่ี (0.1% ortho–phos-

phoric acid in deionized water (A) และ 0.1% 

ortho–phosphoric acid in acetonitrile (B)) แบบ 

Isocratic program จะเริ่มที่เวลา นาทีที่ 0.0 ถึง นาที

ที่ 12.0 ใช้ %A : %B (80 : 20) 
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Table 1  Optimal chromatography conditions for the separation of oxyresveratrol by UHPLC system

Optimal UHPLC conditions

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

Column Temperature	 40˚C
Mobile phase	 Isocratic: 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 326 nm

Injection volume	 5 µL

Isocratic program

Time (min)	 Flow rate	 0.1% H3PO4 in water	 0.1% H3PO4 in acetonitrile
	 (mL/min)	 (%A)	 (%B)

initial	 1.0	 80	 20

12.0	 1.0	 80	 20

Figure 3	 Chromatogram of standard solution of oxyresveratrol (A) and sample solution of Artocarpus lacucha 
Roxb. ex Buch.–Ham. heartwood (B)

	 1.2	 การเลอืกชนิดของตัวท�ำละลายในการสกดั

	 การศึกษาชนิดของตัวท�ำละลายในการสกัด 

พบว่าเมื่อน�ำสารละลายที่ได้จากการสกัดแก่นมะหาด

ด้วยเอทานอลและเมทานอล วิเคราะห์ด้วยเคร่ือง 

UHPLC ตัวอย่างละ 2 ซ�้ำ พบว่าพื้นที่ใต้พีคเฉลี่ยของ

สารออกซีเรสเวอราทรอล จากการสกัดแก่นมะหาด

ด้วยเอทานอล ที่ retention time เฉลี่ย 4.76 นาท ี

มีค่า 1,710.013 ซ่ึงน้อยกว่าแก่นมะหาดท่ีสกัดด้วย

เมทานอล คือ ท่ี retention time เฉลี่ย 4.75 มีค่า 

2,682.038 (Figure 4)

	 ดั งนั้น  ในการพัฒนาวิ ธีวิ เคราะห ์ป ริมาณ 

ออกซีเรสเวอราทรอลในแก่นมะหาด จึงเลือกใช ้

เมทานอลเป็นตัวท�ำละลายในการสกัดแก่นมะหาด
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Figure 4	 Effect of ethanol and methanol as solvent for the extraction of oxyresveratrol in Artocarpus lacucha 
Roxb. ex Buch.–Ham. heartwood.

	 1.3	 การศกึษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการสกดั

	 เมื่อน�ำสารละลายที่ได้จากการสกัดตัวอย่าง

แก่นมะหาดทีส่กดัด้วยวธีิเดยีวกนัโดยการรีฟลกัซ์กบั 

เมทานอล ที่ระยะเวลาสกัดแตกต่างกัน (30, 45 และ 

60 นาที) มาวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง UHPLC พบว่าสาร 

ออกซีเรสเวอราทรอล ให้ retention time เฉลีย่ 4.76 นาที 

ค่าพื้นท่ีใต้พีคของสารออกซีเรสเวอราทรอล จากการ 

สกัดด้วยระยะเวลา 30 นาที มีค่ามากกว่าการสกัด

ด้วยระยะเวลา 45 และ 60 นาที ตามล�ำดับ (Table 2)

ดังนั้น ในการพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณสารออกซี-

เรสเวอราทรอลในแก่นมะหาดจึงเลือกใช้เมทานอล

เป็นตัวท�ำละลายในการสกัดและใช้เวลาในการสกัด 

30 นาที

Table 2	 Effect of extraction time (30, 40, and 60 minutes) on retention time and peak areas of oxyresveratrol 

extracted from Artocarpus lacucha Roxb. ex Buch.–Ham. heartwood using methanol as solvent.

	 Extraction time	 Sample No.	 Retention time (min)/
	 (minutes)		  peak area of oxyresveratrol

	 30 min	 1	 4.745/2680.749

		  2	 4.747/2679.821

	 45 min	 1	 4.755/2013.280

		  2	 4.757/2050.196

	 60 min	 1	 4.763/1553.299

		  2	 4.766/1582.032

	 1.4 ความยาวคลืน่ในการตรวจวดัสารออกซเีรส- 

เวอราทรอล

	 จากการศึกษาการดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลต 

ของออกซีเรสเวอราทรอล พบว่า λmax ของสาร 

ออกซีเรสเวอราทรอลในสารละลายมาตรฐาน 

ออกซีเรสเวอราทรอล (E) และสารละลายตัวอย่าง 

แก่นมะหาด (F) มค่ีาเท่ากบั 218, 302 และ 326 นาโนเมตร  

(Figure 5) และเมื่อวิเคราะห์สารละลายตัวอย่างแก่น

มะหาดด้วยเครื่อง UHPLC โดยใช้ DAD เป็นเครื่อง

ตรวจวัด ที่ความยาวคลื่น 326 นาโนเมตร ไม่พบการ
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ซ้อนทับของพีคของสารอื่น

	 ดงันัน้ ในการพฒันาวิธีวิเคราะห์ปริมาณสารออก

ซีเรสเวอราทรอลในแก่นมะหาด จึงเลอืกการตรวจวดั

การดดูกลนืแสง UV ทีค่วามยาวคลืน่ 326 นาโนเมตร

Figure 5	 UV spectrum of standard oxyresveratrol (A) and sample solution of methanolic extract of Artocarpus 
lacucha Roxb. ex Buch.–Ham. heartwood (B)

	 1.5 วัฏภาคคงที่ (stationary phase) และวัฏ

ภาคเคลื่อนที่ (mobile phase)

	 วัฏภาคคงที่ พบว่าเมื่อใช้ UHPLC column 

ชนิด C–8 (G), ขนาด 2.1 5 100 มิลลิเมตร, ขนาด

อนภุาค 3.0 ไมโครเมตร UHPLC chromatographic  

fingerprint ที่ได้ให้พีคของออกซีเรสเวอราทรอลท่ี 

retention time 1.86 นาท ีแต่ให้การแยกสารออกซีเรส- 

เวอราทรอลออกจากสิ่งเจือปนอื่นได้น้อย เมื่อใช้ 

UHPLC column ชนิด C–18 (H), ขนาด 4.6 5 150 

มิลลิเมตร, ขนาดอนุภาค 2.7 ไมโครเมตร UHPLC 

chromatographic fingerprint ที่ได้ให้พีคของออก

ซีเรสเวอราทรอล ที่ retention time 4.75 นาที ซึ่งมี

การแยกจากสิ่งเจือปน (impurity) อื่นอย่างชัดเจน 

(Figure 6)

Figure 6	 Chromatogram of sample solution of methanolic extract of Artocarpus lacucha Roxb. ex Buch–Ham. 
heartwood using C–8 column vs C–18 column
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	 วฏัภาคเคลือ่นที ่พบว่าเมือ่ปรับเปลีย่นองค์ประกอบ 

และสัดส่วนของวัฏภาคเคลื่อนที่จากเมทานอลและ 

อะซิโตไนไทรล์ เป็น 0.1% ออร์โทฟอสโฟริกแอซิด 

(0.1% ortho–phosphoric acid) ในน�้ำ และ 0.1% 

ออร์โทฟอสโฟริกแอซิดในอะซิโตไนไทรล์ มีผลให ้

retention time ของสารออกซีเรสเวอราทรอล เปลีย่น

จาก 9.631 นาที เป็น 4.622 นาที และได้ peak shape 

ของออกซีเรสเวอราทรอลท่ีดีข้ึน การแยกดีข้ึน และ

แยกจากสิ่งเจือปนอื่นอย่างชัดเจน (Figure 7)

Figure 7	 Effect of two types of mobile phase in isocratic program (methanol and acetonitrile VS 0.1% ortho–
phosphoric acid in deionized water and in acetonitrile) on chromatograms of methanolic extract of 
Artocarpus lacucha Roxb. ex Buch.–Ham. heartwood sample solution

	 ดังนั้น ในการพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณออก

ซีเรสเวอราทรอลในแก่นมะหาดด้วยเคร่ือง UHPLC 

จึงเลือกใช้ UHPLC column ชนิด C–18, ขนาด  

4.6 5 150 มิลลิเมตร, ขนาดอนุภาค 2.7 ไมโครเมตร 

ใช้ 0.1% ออร์โทฟอสโฟริกแอซิดในน�้ำ และ 0.1% 

ออร์โทฟอสโฟริกแอซิดในอะซิโตไนไทรล์ เป็นวัฏภาค 

เคลื่อนที่ ตรวจวัดด้วย DAD ที่ความยาวคลื่น 326 

นาโนเมตร

2. การทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ 

(method validation)

	 2.1	 การทดสอบความจ�ำเพาะ (specificity)

	 จากการฉีดสารละลายสารมาตรฐานและ

สารละลายตัวอย่างแก่นมะหาด พบว่าภายใต้สภาวะ 

UHPLC ที่พัฒนาขึ้นสามารถแยกสารออกซีเรส- 

เวอราทรอลออกจากกันได้ และไม่มีการรบกวนของ

สารอื่นในตัวอย่าง โดยมีค่า retention time เฉลี่ย
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เท่ากับ 4.76 นาที มีค่า peak purity ของสารละลาย

สารมาตรฐานซีรัมโบน เท่ากับร้อยละ 96.74 และมีค่า 

resolution > 2 เมื่อค�ำนวณจากพีคของออกซีเรส- 

เวอราทรอลกับพีคสารอื่นในสารละลายตัวอย่าง 

แก่นมะหาด (Figure 8) 

Figure 8	 Chromatogram of standard solution of oxyresveratrol (A) and sample solution of Artocarpus lacucha 
Roxb. ex Buch.–Ham. heartwood (B)

	 2.2	 การทดสอบความเป็นเส้นตรง (linearity) 

และช่วงการวิเคราะห์ (range)

	 จากกราฟมาตรฐานระหว่างความเข้มข้นของ

สารละลายมาตรฐานและพื้นที่ใต้พีค พบว่าความเข้ม

ข้นของสารละลายมาตรฐานออกซีเรสเวอราทรอลกับ

พื้นท่ีใต้พีคมีลักษณะเป็นเส้นตรง โดยสารมาตรฐาน

ออกซีเรสเวอราทรอลมีลักษณะเป็นเส้นตรงในช่วง

ความเข้มข้น 14.333 – 229.320 ไมโครกรัม/มลิลลิติร 

โดยมีค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์ (r) เท่ากับ 0.9999 

(Figure 9)

Figure 9	 Calibration curve of standard oxyresveratrol determined by UHPLC at 326 nm showing peak areas 
against concentration range of 14.333 – 229.320 µg/mL
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	 2.3 การทดสอบร ้อยละของการคืนกลับ 

(% recovery) และความเที่ยง (precision)

	 เมื่อเติมสารละลายสารมาตรฐานออกซีเรส- 

เวอราทรอลท่ีความเข้มข้นระดับต่าง ๆ ในช่วงการ 

ใช้งาน 3 ระดบั ลงใน sample blank วิเคราะห์ sample 

blank จ�ำนวน 6 ซ�ำ้ และวเิคราะห์ spiked sample ระดบั

ละ 3 ซ�ำ้ แต่ละซ�ำ้ท�ำ duplicate ตามล�ำดบั การเตรียม 

spiked sample ให้มีความเข้มข้น 50, 100, 150 % 

ความเข้มข้นของออกซีเรสเวอราทรอลที่ค�ำนวณได้

เท่ากับ 9.5550, 32.7600 และ 85.9950 ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร ตามล�ำดับ

	 จากการวิเคราะห์ตัวอย่าง spiked sample พบ

ว่าในทุกระดับความเข้มข้น ร้อยละของการคืนกลับ

ของสารออกซเีรสเวอราทรอลอยูใ่นช่วงร้อยละ 98.03 

– 98.70 ซ่ึงอยูใ่นเกณฑ์ทีย่อมรับได้ (ร้อยละ 95 – 105) 

และมค่ีา % RSD อยูใ่นช่วง 0.52 – 0.87 ซ่ึงไม่เกนิ 2.00 

อยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ ส่วนค่า HorRatr ที่แสดง  

repeatability ของการวเิคราะห์สารออกซีเรสเวอราทรอล 

ภายในห้องปฏิบัติการเดียว อยู่ในช่วง 0.72 – 1.34 ซึ่ง

อยู่ในช่วงที่ยอมรับได้ (0.3 – 1.3) (Table 3)

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)

	Oxyresveratrol	 28.6650	 3.5653	 50	 9.5550	 98.03 ± 0.51	 0.52	 0.72

				    100	 32.7600	 98.70 ± 0.86	 0.87	 1.34

				    150	 85.9950	 98.61 ± 0.66	 0.67	 1.14

	 การทดสอบความเที่ยง (precision)

	 Repeatability precision ของการวิเคราะห์

ปริมาณสารออกซีเรสเวอราทรอลในตัวอย่างแก่น

มะหาด พบว่ามีค่าร้อยละส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน

สัมพัทธ์ (% RSD) เท่ากับ 0.09 ซ่ึงผ่านเกณฑ์การ

ยอมรับ

	 Intermediate precision, between–day 

ของการวิเคราะห์ปริมาณสารออกซีเรสเวอราทรอล

ในตัวอย่างแก่นมะหาด พบว่ามีค่าร้อยละส่วนเบี่ยง

เบนมาตรฐานสัมพัทธ์ เท่ากับ 0.13 ซึ่งผ่านเกณฑ์การ

ยอมรับ

	 2.4 การทดสอบขีดจ�ำกัดของการตรวจพบ 

(Limit of detection, LOD)

	 จากการค�ำนวณค่าประมาณของ LOD ของออก

ซีเรสเวอราทรอล ตามสูตรในวิธีการศึกษาข้อ 2.2.4 

พบว่า

	 	 •	 ค่าประมาณของ LOD (µg/mL) จากกราฟ

มาตรฐานของออกซีเรสเวอราทรอล มค่ีา 2.200 µg/mL

	 	 •	 ค่าประมาณของ LOD (% w/w) เท่ากับ

ร้อยละ 0.274 โดยน�้ำหนักแห้งของแก่นมะหาด

	 	 •	 ร้อยละของการคืนกลับอยู่ในช่วงร้อยละ 

97.26 – 99.71 และค่าร้อยละส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน

สัมพัทธ์เท่ากับ 1.02
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	 2.5	 การทดสอบขีดจ�ำกัดของการวัดเชิง

ปริมาณ (Limit of quantitation, LOQ)

	 จากการค�ำนวณค่าประมาณของ LOQ ของออก

ซีเรสเวอราทรอล ตามสูตรในวิธีการศึกษาข้อ 2.2.5 

พบว่า

	 	 •	 ค่าประมาณของ LOQ (µg/mL) จากกราฟ

มาตรฐานของออกซีเรสเวอราทรอล มีค่า 7.334 µg/

mL

	 	 •	 ค่าประมาณของ LOQ (% w/w) เท่ากับ

ร้อยละ 0.912 โดยน�้ำหนักแห้งของแก่นมะหาด

	 	 •	 ร้อยละของการคืนกลับอยู่ในช่วงร้อยละ 

96.13 – 98.72 และค่าร้อยละส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน

สัมพัทธ์เท่ากับ 1.14 

3. การวิเคราะห์ปริมาณออกซีเรสเวอราทรอล

ในแก่นมะหาด

	 ผลการวเิคราะห์ปริมาณออกซีเรสเวอราทรอลใน

ตัวอย่างแก่นมะหาด จ�ำนวน 8 ตัวอย่าง พบว่าปริมาณ

สารออกซีเรสเวอราทรอลในตวัอย่างแก่นมะหาดมค่ีา

อยู่ในช่วงร้อยละ 1.54 – 26.23 โดยน�้ำหนัก มีปริมาณ

เฉลี่ยร้อยละ 8.80 ± 8.27 โดยน�้ำหนักแห้งของแก่น

มะหาด (Table 4)

Table 4	 Concentrations (µg/mL) and contents (% w/w) of oxyresveratrol in Artocarpus lacucha Roxb. ex  

Buch.–Ham. heartwood extract sample solutions, and as percent by weight of dried heartwood samples.

Sample No.		  Collection site	 Concentration* 	 Content**

				    (µg/mL)	 (% w/w)

	 1	 Makham District, Chanthaburi Province	 89.56	 11.14

	 2	 Pong Nam Ron District, Chanthaburi Province	 87.23	 10.85

	 3	 Jakrawat Herbal Shop	 92.86	 11.55

	 4	 Bangkok Herbal Shop	 12.38	 1.54

	 5	 Tha Prachan Herbal Shop	 22.03	 2.74

	 6	 Tan Chun Herbal Shop	 38.11	 4.74

	 7	 San Dee Pharmacy Herbal Shop	 210.88	 26.23

	 8	 Ban Mho Kim Herbal Shop	 13.18	 1.64

			   mean		  8.80

			   SD		  8.27

* Concentrations of oxyresveratrol (µg/mL) calculated from linear equation of standard curve using peak areas analyzed by UHPLC.
** Content of oxyresveratrol in % w/w on a dry weight basis

อภิปรายผล

	 การพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณสารออกซีเรส- 

เวอราทรอลในวัตถุดิบแก่นมะหาดด้วยวิธี UHPLC 

จะใช้ เมทานอลเป็นตัวท�ำละลายในการสกัด ใช้เวลา

ในการสกดั 30 นาที เลอืกใช้คอลมัน์ชนดิ C–18 ขนาด 

4.6 5 150 มิลลิเมตร ขนาดอนุภาค 2.7 ไมโครเมตร 

เป็นวฏัภาคคงที ่ใช้ 0.1% ออร์โทฟอสโฟริกแอซิดในน�ำ้ 

และ 0.1% ออร์โทฟอสโฟริกแอซิดในอะซิโตไนไทรล์ 



306 วารสารการแพทย์แผนไทยและการแพทย์​ทางเลือก	 ปีที่ 24  ฉบับที่ 2  พฤษภาคม-สิงหาคม  2569

แบบ Isocratic อตัราส่วน 80 : 20 เป็นวฏัภาคเคลือ่นท่ี 

อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตร/นาที ตรวจวัดสารด้วย 

diode array detector (DAD) ที่ความยาวคลื่น 326 

นาโนเมตร ใช้เวลาในการวิเคราะห์ 12 นาที จะปรากฏ 

ต�ำแหน่งพคีของสารออกซีเรสเวอราทรอล ที ่retention 

time เฉลี่ย 4.76 นาที 

	 เมื่อเปรียบเทียบตัวท�ำละลายที่ใช้ในการสกัด

แก่นมะหาดจะเลือกใช้เมทานอล เนื่องจากสารสกัด

แก่นมะหาดด้วยเมทานอลจะให้พื้นท่ีใต้พีคของสาร

ออกซีเรสเวอราทรอลมากกว่าสารสกัดแก่นมะหาด

ด้วยเอทานอล เมื่อวิเคราะห์ด้วยเครื่อง UHPLC

	 ผลการทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห ์

พบว่าท้ังหมดอยู ่ในเกณฑ์ยอมรับได้ คือกราฟ

มาตรฐานของออกซีเรสเวอราทรอลมีความเป็น 

เส้นตรงตลอดช่วงการวิเคราะห์ท่ีความเข้มข้น 14.333 –  

229.320 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร โดยมีค่าสัมประสิทธ์ิ

สหสัมพันธ์ (r) เท่ากับ 0.9999 ถือว่าอยู่ในเกณฑ์ท่ี

ยอมรับได้ คือมากกว่า 0.995   

	 ผลการทดสอบความแม่นของวิธี พบว่าร้อยละ 

ของการคืนกลับของสารออกซีเรสเวอราทรอล อยู่

ในช่วง 98.03 – 98.70 ซ่ึงอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ที่

ก�ำหนดค่าไว้ในช่วงร้อยละ 95 – 105 ค่าร้อยละส่วน

เบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ อยู่ในช่วง 0.52 – 0.87 

ซ่ึงอยู ่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ท่ีก�ำหนดค่าไว้ไม่เกิน 

ร้อยละ 2.0 และค่า HorRatr อยู่ในช่วง 0.72 – 1.34 

ซ่ึงอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ท่ีก�ำหนดค่าไว้ คือ 0.3 – 

1.3 แสดงว่าวิธีวิเคราะห์นี้มีความแม่น การทดสอบ

ความเที่ยงพบว่าการวิเคราะห์ตัวอย่างจ�ำนวน 10 

ซ�้ำภายในวันเดียวกันและการวิเคราะห์ตัวอย่างเมื่อ

เปลี่ยนวันท่ีวิเคราะห์เป็นเวลา 3 วัน วันละ 10 ซ�้ำ มี

ค่าร้อยละส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์เท่ากับ 

0.09 และ 0.13 ตามล�ำดับ ค่าขีดจ�ำกัดของการ

ตรวจพบของการวิเคราะห์สารออกซีเรสเวอราทรอล 

เท่ากับ 2.20 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (ร้อยละ 0.274 

โดยน�้ำหนักแห้งของแก่นมะหาด ค่าขีดจ�ำกัดของ

การวัดเชิงปริมาณของการวิเคราะห์สารออกซีเรส- 

เวอราทรอล เท่ากบั 7.33 ไมโครกรัม/มลิลลิติร (ร้อยละ 

0.912 โดยน�้ำหนักแห้งของแก่นมะหาดและผล

ทดสอบยืนยันค่าขีดจ�ำกัดของการวัดเชิงปริมาณ 

โดยทดสอบความแม่นและความเท่ียงท่ีระดับความ

เข้มข้นนี้จ�ำนวน 6 ซ�้ำ ได้ค่าร้อยละของการคืนกลับ

เท่ากับ 97.68 ± 1.12 และค่าร้อยละส่วนเบ่ียงเบน

มาตรฐานสัมพัทธ์เท่ากับ 1.14 ดังนั้น ที่ความเข้มข้น 

ระดับนี้มีความแม่นและความเท่ียงเหมาะสมกับ 

การใช้งาน 

	 ผลการวิเคราะห์ปริมาณออกซีเรสเวอราทรอล 

ในตัวอย่างแก่นมะหาด จ�ำนวน 8 ตัวอย่าง พบว่า

ปริมาณสารออกซีเรสเวอราทรอลในตัวอย่างแก่น

มะหาดมค่ีาอยูใ่นช่วงร้อยละ 1.54 – 26.23 โดยน�ำ้หนกั 

แห้งของแก่นมะหาด และมีค่าเฉลี่ยและส่วนเบ่ียง

เบนมาตรฐานที่ 8.80 ± 8.27 % w/w ซ่ึงชี้ให้เห็นว่า

คุณภาพของแก่นมะหาดในตลาดวัตถุดิบสมุนไพร

เมือ่ใช้ปริมาณของออกซีเรสเวอราทรอลเป็นเกณฑ์ยงั

มีปัญหา เพราะคุณภาพแตกต่างกันมาก ดังนั้น ควร

มีการศึกษาวิจัยเพิ่มเติมว่าระยะเวลาท่ีเหมาะสมใน

การเก็บเกี่ยวแก่นมะหาดควรเป็นเวลากี่ปี เพื่อให้ได้

สารออกซีเรสเวอราทรอลในปริมาณสูง และหากจะ

ก�ำหนดค่ามาตรฐานของปริมาณออกซีเรสเวอราทรอล 

ในแก่นมะหาดในต�ำรามาตรฐานยาสมุนไพรไทย 

(Thai Herbal Pharmacopoeia, THP) ว่าต้องมี

ปริมาณไม่ต�่ำกว่าร้อยละเท่าใดของน�้ำหนักแห้งของ

แก่นมะหาด คงต้องมีการศึกษาวิจัยเพิ่มเติมโดยใช้
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จ�ำนวนตัวอย่างที่มากกว่านี้มาก 

	 เมื่อเปรียบเทียบวิธีวิเคราะห์ปริมาณสารออก

ซีเรสเวอราทรอลในแก่นมะหาดด้วยวิธี UHPLC ที่

พฒันาขึน้ใหม่นีก้บัรายงานผลการศกึษาการวิเคราะห์

ปริมาณสารออกซีเรสเวอราทรอลในแก่นมะหาด

ก่อนหน้านี้ โดยเมื่อเปรียบเทียบการเลือกใช้วัฏภาค 

เคลื่อนที่ พบว่าวิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นมาใหม่นี้ให ้

peak shape ของสารออกซเีรสเวอราทรอลทีส่มมาตร 

มีการแยกจากสิ่งเจือปน (impurity) อื่นอย่างชัดเจน

กว่าวิธีการวิเคราะห์ท่ีมีรายงานไว้ก่อนหน้านี้ [16,24,26] 

และเมื่อเปรียบเทียบระยะเวลาในการตรวจวิเคราะห์ 

พบว่าวิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นใหม่นี้ใช้เวลาในการ

วิเคราะห์น้อยกว่าวิธีการวิเคราะห์ที่มีรายงานไว้ก่อน

หน้านี้[16,24] แต่ใช้เวลามากกว่ารายงานผลการวเิคราะห์

ของดวงเพ็ญ ปัทมดิลก และคณะ[26] อย่างไรก็ตาม 

วิธีการวิเคราะห์ท่ีพัฒนาขึ้นนี ้มีข้อได้เปรียบเหนือวิธี

การวิเคราะห์ท่ีมีรายงานไว้ก่อนหน้านี้ในแง่ของความ

เรียบง่ายและเวลาที่รวดเร็วในวิธีเตรียมตัวอย่าง โดย

วธีิวเิคราะห์ก่อนหน้านีใ้ช้วธีิสกดัแก่นมะหาดเป็นเวลา 

60 นาที[26] 6 ชั่วโมง[16] และ 8 ชั่วโมง[24] ในขณะที่วิธี

วิเคราะห์นี้เตรียมสารสกัดแก่นมะหาดโดยการสกัด

ด้วยวิธีรีฟลักซ์ ใช้เวลา 30 นาที

	 เมือ่น�ำวิธีวเิคราะห์ท่ีพัฒนาข้ึนใหม่นีเ้ปรียบเทียบ 

กบัผลการทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ปริมาณ

สารออกซีเรสเวอราทรอลของมะหาดจากวิทยานพินธ์

ของ Acom Sornsute[16] และรายงานการศึกษาของ

ดวงเพ็ญ ปัทมดิลก และคณะ[26]  พบว่าค่าร้อยละ 

ของการคนืกลบัของสารออกซีเรสเวอราทรอล (95.91 

– 99.64) ของวิธีการวิเคราะห์ท่ีพัฒนาขึ้นนี้ มีค่าใกล้

เคียงกับวิธีการวิเคราะห์ท่ีมีรายงานไว้ก่อนหน้านี ้

(103.8 – 110.5)[16] และ (95.75 – 100.36)[26] ตามล�ำดบั 

ค่าขีดจ�ำกัดของการตรวจพบของการวิเคราะห์สาร 

ออกซีเรสเวอราทรอล (2.20 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

และค่าขีดจ�ำกัดของการวัดเชิงปริมาณของการ

วเิคราะห์สารออกซีเรสเวอราทรอล (7.33 ไมโครกรัม/

มิลลิลติร) ทีไ่ด้จากวิธีการวิเคราะห์ทีพ่ัฒนาขึ้นนี้ มีคา่

มากกว่าค่าขดีจ�ำกดัของการตรวจพบของการวเิคราะห์

สารออกซีเรสเวอราทรอล (1.2 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

และค่าขีดจ�ำกัดของการวัดเชิงปริมาณของการ

วิเคราะห์สารออกซีเรสเวอราทรอล (4.0 ไมโครกรัม/

มลิลลิติร) ทีไ่ด้จากวธีิการวเิคราะห์ทีม่รีายงานไว้ก่อน

หน้านี้[16]  แต่มีค่าน้อยกว่าค่าขีดจ�ำกัดของการตรวจ

พบของการวิเคราะห์สารออกซีเรสเวอราทรอล (5 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) และค่าขีดจ�ำกัดของการวัดเชิง

ปริมาณของการวเิคราะห์สารออกซีเรสเวอราทรอล (17 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) ท่ีได้จากวิธีการวิเคราะห์จาก

รายงานการศกึษาของดวงเพญ็ ปัทมดลิก และคณะ[26] 

ทั้งนี้ค ่าขีดจ�ำกัดของการวัดเชิงปริมาณของการ

วเิคราะห์สารออกซีเรสเวอราทรอลของวิธีการวเิคราะห์

ท่ีพัฒนาข้ึนนี้มีการทดสอบความแม่นและความเท่ียง

เพื่อยืนยันค่าขีดจ�ำกัดของการวัดเชิงปริมาณของการ

วิเคราะห์สารออกซีเรสเวอราทรอล ซ่ึงแตกต่างกับวิธี

การวิเคราะห์ท่ีมีรายงานไว้ก่อนหน้านี้ที่ไม่ได้มีการ

ทดสอบดังกล่าว[16,26]

	 จากผลการเปรียบเทียบวิธีวิเคราะห์ปริมาณสาร

ออกซีเรสเวอราทรอลในแก่นมะหาดด้วยวธีิ UHPLC 

ท่ีพฒันาขึน้ใหม่นีก้บัรายงานการศกึษาวธีิการวเิคราะห์

ที่มีรายงานไว้ก่อนหน้านี้สามารถสรุปได้ว่า วิธีการ

วิเคราะห์ท่ีพัฒนาข้ึนนี้สามารถใช้เป็นทางเลือกใช้ใน

การตรวจวิเคราะห์ท่ีเป็นงานประจ�ำได้ดี เพื่อใช้เป็น

ข้อมูลในการควบคุมคุณภาพวัตถุดิบ สารสกัด และ

ผลิตภัณฑ์จากมะหาด การขออนุญาตขึ้นทะเบียน
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ผลิตภัณฑ์ การวิจัยและพัฒนาผลิตภัณฑ์ที่มีมะหาด

เป็นส่วนผสม รวมถึงเป็นข้อมูลในการพัฒนาพันธุ์

มะหาดและวิธีสกัดแก่นมะหาดเพื่อให้ได้ปริมาณสาร

ออกฤทธ์ิในปริมาณสูงเพื่อเพิ่มมูลค่าทางเศรษฐกิจ

ของพืชมะหาดต่อไป

ข้อสรุป

	 การศึกษานี้ได้พัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะห์

ปริมาณออกซีเรสเวอราทรอลในแก่นมะหาดด้วยวิธี 

UHPLC และทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ ผล

การวิจัยพบว่าวิธีที่พัฒนาขึ้น มีความถูกต้องแม่นย�ำ 

สะดวก รวดเร็ว และประหยัดสารเคมีที่ใช้ในวัฏภาค

เคลื่อนท่ี จึงเป็นวิธีที่เหมาะสมส�ำหรับใช้วิเคราะห์

ปริมาณออกซีเรสเวอราทรอลในตัวอย่างแก่นมะหาด 

และเป็นประโยชน์ในการศึกษาวิจัยในอนาคตเพื่อ

พัฒนาผลิตภัณฑ์ผสมแก่นมะหาด พัฒนาสายพันธุ์

มะหาด และการก�ำหนดระยะเวลาเกบ็เกีย่วทีเ่หมาะสม  

รวมทั้งในการก�ำหนดปริมาณขั้นต�่ำของออกซิเรส- 

เวอราทรอลในมอโนกราฟวตัถดุบิแก่นมะหาดใน THP

กิตติกรรมประกาศ

	 ขอขอบคุณ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ที่

สนับสนุนงบประมาณในการวิจัยนี้ ห้องปฏิบัติการ

เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช และเจ้าหน้าท่ีห้องปฏิบัติการ

วิจัยเพื่อแยกสารส�ำคัญจากสมุนไพรทุกท่าน ที่ท�ำให้

งานวิจัยนี้ส�ำเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดี
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