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บทคัดย่อ

	 บทน�ำและวตัถุประสงค์:  ปัจจบุนัในต�ำรามาตรฐานยาสมุนไพรไทย ยงัไม่พบว่ามีข้อก�ำหนดมาตรฐานในหวัข้อ

การวิเคราะห์ปริมาณสารส�ำคัญส�ำหรับวัตถุดิบหญ้าหนวดแมวและผลิตภัณฑ์ การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนา

วธีิการสกดัและตรวจสอบความถกูต้องของวธีิวเิคราะห์ปรมิาณกรดโรสแมรนิกิ (rosmarinic acid) ในวตัถดุบิใบหญ้า

หนวดแมว ยาแคปซูล และยาชง โดยใช้วิธีโครมาโทกราฟีของเหลวประสิทธิภาพสูงพิเศษ (Ultra–High Performance 

Liquid Chromatography (UHPLC))

	 วธิกีารศกึษา:  การศึกษาวจิยันีแ้บ่งเป็น 3 ส่วน 1) พฒันาวธีิการสกดักรดโรสแมรนิิกจากวตัถดิุบใบหญ้าหนวด

แมวด้วยตัวท�ำละลาย 50% v/v ethanol โดยวิธี reflux 2) ตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ตามหลักเกณฑ์ ICH 

guideline ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีชนิดของเหลวประสิทธิภาพสูงด้วยเครื่อง UHPLC และ 3) วิเคราะห์หาปริมาณ 

กรดโรสแมรินิกในวัตถุดิบใบหญ้าหนวดแมว และผลิตภัณฑ์

	 ผลการศกึษา:  ผลการทดสอบพบว่าวธีิการสกดักรดโรสแมรนิิกจากใบหญ้าหนวดแมวด้วยตัวท�ำละลาย 50% 

v/v ethanol โดย reflux เป็น เวลา 30 นาที ซึ่งเป็นสภาวะการสกัดที่เหมาะสม และสภาวะของระบบโครมาโทกราฟ ี

ที่เหมาะสมท่ีใช้ในการแยกกรดโรสแมรินิก คือ การใช้คอลัมน์ชนิด C18 ขนาด 4.6 5 150 มิลลิเมตร ขนาด 

อนุภาค 5 ไมโครเมตร เป็นวัฏภาคคงที่ และสารละลายตัวพาเป็นส่วนผสมระหว่าง acetonitrile และ 0.1% formic 

acid ในน�้ำ (30 : 70) แบบ isocratic อัตราการไหล 0.5 มิลลิลิตร/นาที เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ ตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 

330 นาโนเมตร จะปรากฏต�ำแหน่งของกรดโรสแมรินิกในช่วง 9.6 – 9.7 นาที  โดยวิธีดังกล่าวมีความจ�ำเพาะเจาะจง 

และมีช่วงการวิเคราะห์ที่มีความสัมพันธ์เป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 10 – 140 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยมีค่า

สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (r) ≥ 0.9999 ความเที่ยงของวิธีวิเคราะห์ให้ค่าร้อยละการคืนกลับอยู่ในช่วง 96.42 – 100.77  

ค่า %RSD อยูใ่นช่วง 0.74 – 1.91 และมีความทนต่อสภาวะท่ีเปลีย่นแปลงไป ได้แก่ สัดส่วนสารละลายตัวพา อตัราการไหล 

ของตัวพา และอุณหภูมิคอลัมน์ การวิเคราะห์หาปริมาณกรดโรสแมรินิกในวัตถุดิบใบหญ้าหนวดแมว จ�ำนวน 14 

ตัวอย่าง มีค่าร้อยละ 0.35 – 2.30 โดยน�้ำหนัก และค่าเฉลี่ยเท่ากับร้อยละ 0.60 ± 0.16 โดยน�้ำหนัก 
	 อภปิรายผล:  วิธีวิเคราะห์หาปรมิาณกรดโรสแมรนิิกในใบหญ้าหนวดแมว ท่ีพฒันาข้ึนนี ้มีข้อได้เปรยีบเหนอืกว่า 

วิธีการวิเคราะห์หาปริมาณกรดโรสแมรินิกในมอโนกราฟหญ้าหนวดแมวของ European Pharmacopoeia 11.0 ใน

แง่ของความเรียบง่าย และเวลาท่ีรวดเร็วในวิธีเตรียมตัวอย่างและการเตรียมวัฏภาคเคลื่อนท่ี รวมท้ังวิธีวิเคราะห์ 

ดังกล่าวม ีretention time ของ rosmarinic acid peak ที ่9.7 นาท ีซึง่น้อยกว่าวธีิวเิคราะห์ของ European Pharmacopoeia 
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11.0 ที่มี retention time ของ rosmarinic acid peak ที่ 11.0 นาที นอกจากนี้วิธีดังกล่าวยังใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณ 

กรดโรสแมรินิกในผลิตภัณฑ์หญ้าหนวดแมวได้อีกด้วย

	 ข้อสรุปและข้อเสนอแนะ:  วิธีวิเคราะห์ท่ีพัฒนาข้ึนน้ี เป็นวิธีที่มีประโยชน์ ไม่เพียงแต่ส�ำหรับหาปริมาณ 

กรดโรสแมรินิกเท่านั้น แต่ยังรวมถึงการก�ำหนดมาตรฐานปริมาณกรดโรสแมรินิกในหญ้าหนวดแมว เพื่อน�ำไป

เพิ่มเติมเป็นข้อก�ำหนดปริมาณกรดโรสแมรินิก (Rosmarinic acid content) ของมอโนกราฟหญ้าหนวดแมว รวมถึง 

ผลิตภัณฑ์หญ้าหนวดแมว เพื่อใช้ส�ำหรับการจัดท�ำมอโนกราฟผลิตภัณฑ์หญ้าหนวดแมว และการตีพิมพ์ในต�ำรา

มาตรฐานยาสมุนไพรไทย (Thai Herbal Pharmacopoeia) ฉบับใหม่ในอนาคต

	 ค�ำส�ำคัญ:  โครมาโทกราฟีของเหลวประสิทธิภาพสูงพิเศษ, โรสมารินิกแอซิด, หญ้าหนวดแมว
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Abstract

	 Introduction and Objectives:  The current Thai Herbal Pharmacopoeia (THP) lacks the specification for the 
quantitative determination of active marker in both the raw material of Orthosiphon aristatus (Blume) Miq. (Ya Nuat Maeo 
in Thai) or Java tea and its finished products. This study aimed to develop an extraction method and validate an analytical 
method for rosmarinic acid content in this medicinal plant and its finished products, namely, capsule and herbal tea.
	 Methods:  This research was divided into three parts: 1) development of an extraction method for rosmarinic acid 
from ground O. aristatus leaf using reflux extraction with 50% v/v ethanol; 2) validation of the analytical method using 
Ultra–High Performance Liquid Chromatography (UHPLC) in accordance with ICH guideline; and 3) determination of 
rosmarinic acid content in raw material and its finished products.
	 Results:  The optimal condition for the extraction of rosmarinic acid from ground O. aristatus leaf was determined 
to be reflux extraction using 50% v/v ethanol for 30 minutes. The optimized chromatographic system utilized a C18  
column (4.6 5 150 mm, 5 µm) as the stationary phase. The mobile phase consisted of an isocratic mixture of acetonitrile 
and 0.1% formic acid in water (30 : 70), with a flow rate of 0.5 ml/min and UV detection at 330 nm. Under these conditions, 
the peak for rosmarinic acid appeared at a retention time of 9.6 – 9.7 minutes. The method demonstrated high specificity 
and excellent linearity within the concentration range of 10 – 140 µg/ml, with a correlation coefficient (r) ≥ 0.9999. The 
accuracy study was confirmed with % recovery ranging from 96.42 – 100.77 with % relative standard deviation (% RSD) 
values between 0.74 – 1.91. Furthermore, the method exhibited robustness against variations in mobile phase proportions, 
flow rate, and column temperature. The analysis of 14 samples of Java tea revealed rosmarinic acid contents ranging from 
0.35% to 2.30% w/w, with a mean of 0.60 ± 0.16 % w/w. 
	 Discussion:  This developed method for quantifying rosmarinic acid in Java tea offers distinct advantages over 
the European Pharmacopoeia 11.0 method. It provides greater simplicity and speed in both sample and mobile phase 
preparation. Furthermore, the proposed method yields a shorter retention time for the rosmarinic acid peak at 9.7 minutes, 
compared to 11.0 minutes in the European Pharmacopoeia 11.0 method. Additionally, this validated method was successfully  
applied to determine the rosmarinic acid content in commercial Java tea products as well. 
	 Conclusion:  This validated analytical method serves as a valuable tool for not only determining the rosmarinic  
acid content, but also standardizing the rosmarinic acid content in Java tea, to be added under the requirements on  
rosmarinic acid content in the Ya Nuat Maeo monograph in THP, including in its commercial medicinal products for future 
preparation of product monographs and publication in the new edition of Thai Herbal Pharmacopoeia.

	 Keywords:  Orthosiphon aristatus (Blume) Miq., rosmarinic acid, UHPLC
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บทน�ำและวัตถุประสงค์

	 หญ้าหนวดแมว (Java tea) หรือ พยบัเมฆ มชีือ่

วิทยาศาสตร์คือ Orthosiphon aristatus (Blume) 

Miq. เป็นพชืสมนุไพรในวงศ์ Lamiaceae[1] ทีม่กีารใช้ 

มาอย่างยาวนานในแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต ้

รวมถึงประเทศไทย[2–3] หญ้าหนวดแมวมีสรรพคุณ

ลดไข้ ขับปัสสาวะ ขับนิ่ว และยังสามารถใช้รักษา

โรคกระเพาะปัสสาวะอักเสบ โรคเบาหวาน โรคไขข้อ 

อกัเสบ เป็นต้น[2, 4–8] ปัจจุบนัหญ้าหนวดแมวได้รับการบรรจุ 

อยู ่ในบัญชียาหลักแห่งชาติด ้านสมุนไพร ชนิด 

ยาชง[2] และนอกจากนีย้งัมจี�ำหน่ายเป็นชนดิยาแคปซูล 

ในท้องตลาดด้วย มีการศึกษาองค์ประกอบทางเคมี

พบว่าส่วนใหญ่เป็นสารกลุ่ม phenolic compound 

ได้แก่ rosmarinic acid (Figure 1), 3’–hydroxy–5, 

6, 7, 4’ tetramethoxyflavone (TMF), sinensetin 

และ eupatorin เป็นต้น[9] 

	 จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่าสารสกัดจากหญ้า

หนวดแมวมฤีทธ์ิต้านการสร้างหลอดเลอืดใหม่[4] ต้าน

เบาหวาน[7–8] ต้านอนุมูลอิสระ[9–12] ต้านการอักเสบ[12] 

ต้านมะเร็งต่อมลูกหมาก[13] โดยสารส�ำคัญที่มีฤทธ์ิ

ทางเภสัชวิทยาคือ rosmarinic acid ซ่ึงเป็นสาร

ประกอบฟีนอลิกที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพหลากหลาย เช่น 

ต้านอนุมูลอิสระ ต้านการอักเสบ และช่วยป้องกัน

การสะสมของผลึกนิ่วในไต[4–5] ดังนั้น rosmarinic  

acid จึงเป็นสารส�ำคัญที่สามารถใช้เป็นเคร่ืองชี้วัด 

คุณภาพในหญ้าหนวดแมวซ่ึงสอดคล้องกับใน 

European Pharmacopoeia 11.0 อย่างไรก็ตาม 

ในต�ำรามาตรฐานยาสมุนไพรไทยฉบับปัจจุบัน

ปี ค.ศ. 2021 (Thai Herbal Pharmacopoeia 

2021: THP2021) ฉบับปัจจุบัน พบว่ามีข้อก�ำหนด

มาตรฐานของหญ้าหนวดแมว ในด้านการตรวจ

พสิจูน์เอกลกัษณ์ และค่าทางฟิสกิส์–เคมไีว้แล้ว แต่ยงั 

ไม่มีข้อก�ำหนดมาตรฐานในหัวข้อการหาปริมาณสาร

ส�ำคัญไว้ส�ำหรับวัตถุดิบ และยังไม่มีมาตรฐานของ

ผลติภณัฑ์ด้วย[1] การก�ำหนดเกณฑ์มาตรฐานดงักล่าว

จะช่วยควบคุมคุณภาพของวัตถุดิบและผลิตภัณฑ์ 

ท�ำให้สามารถรับประกันความสม�่ำเสมอของปริมาณ

สารส�ำคัญในแต่ละรุ่นการผลิต (batch) ซ่ึงส่งผลต่อ

ประสิทธิผลในการรักษาของผู้ป่วยได้

Figure 1  Chemical structure of rosmarinic acid

	 การหาปริมาณ rosmarinic acid นั้น สามารถ

ใช้วิธีทางโครมาโทกราฟีของเหลวประสิทธิภาพสูง 

(High–Performance Liquid Chromatography: 

HPLC) ซ่ึงเป็นวิธีมาตรฐานที่ส�ำคัญส�ำหรับการ

วิเคราะห์ปริมาณสารส�ำคัญในสมุนไพร เนื่องจากมี

ความถูกต้อง (accuracy) ความแม่นย�ำ (precision) 

และความจ�ำเพาะเจาะจง (specificity) สงู[14] แม้ว่าใน 

European Pharmacopoeia 11.0 จะมีมอโนกราฟ

หญ้าหนวดแมว ซึง่มีข้อก�ำหนดและวิธีการหาปริมาณ

สาร rosmarinic acid โดยวิธี HPLC อย่างไรก็ตาม 

วิธีดังกล่าวมีการเตรียมสารละลายตัวพา (mobile 

phase) ที่ค่อนข้างซับซ้อน อีกท้ัง retention time 

ของ rosmarinic acid ปรากฏที่ 11 นาที นอกจากนี้ 

ต�ำรายาดังกล่าวยังไม่มีมอโนกราฟ และวิธีมาตรฐาน

ของการวิเคราะห์หาปริมาณ rosmarinic acid ใน  
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ผลิตภัณฑ์ชนิดยาแคปซูล และยาชง[15] อีกทั้ง 

ในปัจจุบันยังไม่มีการศึกษาที่พัฒนาวิธีในการตรวจ

ผลิตภัณฑ์ดังกล่าว จึงจ�ำเป็นต้องมีการพัฒนาวิธี

มาตรฐาน รวมถงึการหาค่ามาตรฐานของ rosmarinic 

acid และตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ 

(method validation) ให้ครอบคลุมวัตถุดิบ และ

ผลิตภัณฑ์หญ้าหนวดแมวตามแนวทางของ ICH 

guideline[16] เพื่อให้มั่นใจว่าวิธีที่พัฒนานั้นสามารถ

น�ำไปใช้งานได้จริงในห้องปฏิบัติการควบคุมคุณภาพ

ยาสมุนไพร

	 ดังนั้น การศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนา

และตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ปริมาณ 

rosmarinic acid ในวัตถุดิบใบหญ้าหนวดแมว 

ยาแคปซูล และยาชง โดยใช ้วิ ธี  Ultra–High  

Performance Liquid Chromatography (UHPLC) 

ส�ำหรับน�ำข้อมลูท่ีได้ไปเสนอเป็นข้อก�ำหนดมาตรฐาน

ของวัตถุดิบใบหญ้าหนวดแมวเพิ่มเติมในข้อก�ำหนด

ปริมาณ rosmarinic acid (Rosmarinic acid 

content) ซ่ึงต ้องก�ำหนดทั้งปริมาณขั้นต�่ำของ  

rosmarinic acid และวธีิวเิคราะห์ รวมท้ังเพือ่น�ำข้อมลู 

ไปจัดท�ำมาตรฐานแคปซูลหญ้าหนวดแมวและยาชง

หญ้าหนวดแมว ส�ำหรับบรรจุลงในต�ำรามาตรฐานยา

สมุนไพรไทยเพื่อใช้เป็นมาตรฐานอ้างอิงต่อไป 

ระเบียบวิธีศึกษา

1.	วัสดุ

	 1.1	 สารมาตรฐาน 

	 Rosmarinic acid ความบริสุทธ์ิ > 99.06% 

(Lot: 268907, PhytoLab, Germany)

	 1.2	 สารเคมีและตัวท�ำละลาย

acetonitrile (HPLC grade, Fisher Scientific, 

UK), ethanol (HPLC grade, CARLO ERBA, 

Italy), water type I ผลิตจาก Milli–Q® IQ 7000 

(Merck, Germany), formic acid (AR grade, 

Sigma–Aldrich, Merck, Germany)

	 1.3	 เครื่องมือและอุปกรณ์

	 Ultra–High Performance Liquid Chro-

matograph (UHPLC) รุ่น Ultimate 3000 (Thermo 

Scientific, USA), คอลัมน์ Verticep® C18 ขนาด 

4.6 5 150 มิลลิเมตร, 5 ไมโครเมตร, guard car-

tridge Verticep® C18 ขนาด 4.6 5 10 มิลลิเมตร 

ขนาดอนุภาค 5 ไมโครเมตร (Vertical Chromatog-

raphy Co., Ltd., Thailand), เครื่องเขย่าความถี่

สูง (Sonicator) รุ่น Branson 1200 (Branson, 

USA), ชุด reflux, เตาไฟฟ้า, กระดาษกรองเบอร์ 1 

(Whatman®, China), PVDF (HL) syringe filter 

ขนาด 0.2 µm (Thermo Scientific, USA), เครื่อง

บดปั่น, เคร่ืองชั่งรุ่น XP 205DR (Mettler Toledo, 

Switzerland), เคร่ืองชัง่รุ่น XP2U (Mettler Toledo, 

Switzerland), เครื่องแก้ว

	 1.4	 ตัวอย่างหญ้าหนวดแมวและผลิตภัณฑ์

	 ตัวอย่างวัตถุดิบใบ รวมยอดอ่อน (stem tip) 

ของหญ้าหนวดแมวแห้ง จ�ำนวน 11 แหล่งตัวอย่าง ได้

จากจังหวัดหนองบัวล�ำภู สิงห์บุรี อ่างทอง นครปฐม 

นครนายก ปราจนีบรีุ ราชบรีุ อตุรดติถ์ นนทบรีุ แหล่งละ 

1 ตัวอย่าง และกรุงเทพฯ 2 ตัวอย่าง ส่วนตัวอย่างสด 

ได้จากจังหวัดเชียงราย 1 ตัวอย่าง และ นนทบุรี 2 

ตัวอย่าง รวมท้ังหมด 14 ตัวอย่าง น�ำตัวอย่างท้ังหมด ไป

อบทีอ่ณุหภมู ิ50˚C เป็นเวลา 6 ชัว่โมง ตวัอย่างดงักล่าว 

ผ่านการตรวจระบุชื่อชนิด (plant identification) 

ตามข้อก�ำหนดของต�ำรามาตรฐานยาสมุนไพรไทย 

ตัวอย่างผลิตภัณฑ์ท่ีซ้ือจากท้องตลาดเป็นยาท่ีม ี

เลขทะเบียนยา G ประกอบด้วย ผลิตภัณฑ์ยาชนิด

แคปซูลจาก 3 บริษัท และยาชงจาก 2 บริษัท ท้ังนี ้
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ตวัอย่างท่ีกล่าวข้างต้นต้องผ่านการบดเป็นผงและผ่าน

แร่งเบอร์ 30 ก่อนที่จะน�ำไปทดสอบ

2. วิธีการศึกษา

	 2.1	 การพัฒนาวิธีการสกัดหญ้าหนวดแมว

	 พฒันาวธีิสกดัหญ้าหนวดแมวเพือ่ให้ได้วิธีสกดั

ที่เหมาะสม และหาปริมาณ rosmarinic acid ด้วย

เครื่อง UHPLC 

การเตรียมสารละลายตัวอย่าง

	 กรณีเปรียบเทียบวิธีการสกัดตัวอย่างเพื่อ 

ให้ได้วิธีสกัดท่ีเหมาะสม เตรียมสารละลายของผงใบ

หญ้าหนวดแมวโดยดัดแปลงการสกัดจากวิธี reflux 

ของ European Pharmacopoeia 11.0[15] ซ่ึงสกัด

ผงใบหญ้าหนวดแมวจ�ำนวน 0.1 กรัม โดยชัง่ละเอยีด

ทศนิยม 4 ต�ำแหน่ง ด้วย 50% v/v ethanol ปริมาตร 

18 มิลลิลิตร โดยวิธี reflux หรือ sonicate เป็นเวลา 

30 นาท ีกรอง ปรับปริมาตรด้วยตวัท�ำละลายเดยีวกนั

ให้ครบ 20 มิลลิลิตร และกรองผ่าน PVDF (HL) 

syringe filter 0.2 µm โดยเปรียบเทียบกับวิธีสกัด

ของ European Pharmacopoeia 11.0[15] ซ่ึงสกัด

ผงใบหญ้าหนวดแมวจ�ำนวน 0.5 กรัม โดยชัง่ละเอยีด

ทศนิยม 4 ต�ำแหน่ง ด้วย 50% v/v ethanol ปริมาตร 

90 มิลลิลิตร ด้วยวิธี reflux เป็นเวลา 30 นาที กรอง 

ปรับปริมาตรด้วยตัวท�ำละลายเดียวกันให้ครบ 100 

มิลลิลิตร และกรอง 

	 ส่วนของผลิตภัณฑ์ชนิดแคปซูล และยาชง

ใช้วิธีสกัดแบบวัตถุดิบโดยชั่งผงยาจากผลิตภัณฑ ์

ดงักล่าวให้มปีริมาณผงหญ้าหนวดแมว จ�ำนวน 0.1 กรัม 

โดยชั่งละเอียดทศนิยม 4 ต�ำแหน่ง สกัดด้วย 50% 

v/v ethanol ปริมาตร 18 มิลลิลิตร ด้วยวิธี reflux 

เนื่องจากผลิตภัณฑ์ดังกล่าวบรรจุด้วยผงใบหญ้า

หนวดแมวที่บดแล้วซึ่งมีเมทริกซ์ในลักษณะเดียวกัน

	 2.2	 การพัฒนาวิธีวิเคราะห์หาปริมาณสาร 

rosmarinic acid

			   2.2.1	วิธีวิเคราะห์

	 	 	 การพัฒนาวิเคราะห์ด้วย UHPLC ต้อง

เลือกใช้คอลัมน์ และตรวจวัดด้วย ณ ความยาวคลื่น

ทีเ่หมาะสม รวมทัง้มกีารปรับอตัราส่วนของสารละลาย

ตัวพา และหาเวลาการเคลื่อนท่ีให้เหมาะสมส�ำหรับ

วิเคราะห์สาร rosmarinic acid เพื่อให้วิเคราะห์ได้

อย่างรวดเร็ว ถูกต้อง และมีความแม่น (accuracy) 

			   2.2.1.1 การสร้างกราฟมาตรฐาน (cali-

bration curve)

	 	 	 ชั่งสารมาตรฐาน rosmarinic acid 10.0 

มิลลิกรัม โดยชั่งละเอียดทศนิยม 7 ต�ำแหน่ง ใน 

volumetric flask ขนาด 50 มิลลิลิตร เติม 50% v/v 

ethanol ปริมาตร 10 มลิลลิติร เขย่าแล้วปรับปริมาตร

จนครบเพื่อเตรียมสารละลายมาตรฐานต้ังต้น และ

เตรียมสารละลายมาตรฐาน rosmarinic acid จาก

สารละลายมาตรฐานต้ังต้น เพื่อให้ได้ความเข้มข้น 

20 – 140 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

			   2.2.1.2 สภาวะเครื่องโครมาโทกราฟชีนดิ

ของเหลวประสิทธิภาพสูงพิเศษ

	 	 	 ในการทดสอบวิธีวิเคราะห์นี้ใช้คอลัมน์ 

Verticep® ชนิด C18 ขนาด 4.6 5 150 มิลลิเมตร 

ขนาดอนุภาค 5 ไมโครเมตร และ guard cartridge 

Verticep® C18 ขนาด 4.6 5 10 มิลลิเมตร อนุภาค 

5 ไมโครเมตร ตั้งค ่าอุณหภูมิคอลัมน์ที่  25˚C 
สารละลายตัวพาเป็นส่วนผสมระหว่าง acetonitrile 

และ 0.1 % formic acid ในน�้ำ ในอัตราส่วน 30 : 70 

แบบ isocratic อัตราการไหล 0.5 มิลลิลิตร/นาท ี
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ปริมาตรการฉีด 20 ไมโครลิตร และตรวจวัดด้วย

อัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 330 นาโนเมตร 

				    2.2.1.3	 ความเหมาะสมของระบบ 

(system suitability)

	 	 	 	 ฉีดสารละลายมาตรฐาน rosmarinic 

acid ความเข้มข้น 60 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

5 ซ�้ำ เพื่อตรวจสอบความเหมาะสมของระบบโครมา-

โทกราฟ ต้องมีค่าร้อยละของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน

สัมพัทธ์ (% relative standard deviation: %RSD) 

ไม่เกิน 2.00 ก่อนการสร้างกราฟมาตรฐาน

			   2.2.2	การทดสอบความใช ้ได ้ของวิ ธี

วิเคราะห์ (method validation)

	 	 	 เป็นการทดสอบความใช้ได้ของวธีิวเิคราะห์

ปริมาณสาร rosmarinic acid ในหญ้าหนวดแมว และ

ในผลิตภัณฑ์ที่พัฒนาขึ้นตามแนวปฏิบัติการทดสอบ 

ความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ทางเคมี[16] โดยม ี

รายละเอียดดังนี้

			   	 2.2.2.1	 การทดสอบความจ� ำ เพาะ 

(specificity)

	 	 	 	 เตรียมสารละลายมาตรฐาน rosmarinic 

acid ที่ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จาก

ข้อ 2.2.1.1 และสารละลายตัวอย่างหญ้าหนวดแมว 

และผลิตภัณฑ์หญ้าหนวดแมวที่สกัดโดยวิธี reflux 

จากข้อ 2.1 และวิเคราะห์สารละลายข้างต้นภายใต้

สภาวะ UHPLC ที่พัฒนาขึ้น โดยโครมาโทแกรมของ

สารละลายตัวอย่างดังกล่าวจะต้องมีค่า retention 

time ของ rosmarinic acid peak สอดคล้องกับ

สารละลายมาตรฐาน และ ไม่มสีญัญาณจากสารอืน่ ๆ   

รบกวน ใน rosmarinic acid peak ด้วย

				    2.2.2.2 การทดสอบความเป็นเส้นตรง

และช่วงของการวิเคราะห์ (linearity and range) 

	 	 	 	 เตรียมสารละลายมาตรฐาน rosmarinic 

acid โดยชั่งสารมาตรฐาน rosmarinic acid จ�ำนวน 

10.0 มิลลิกรัม โดยช่ังละเอียดทศนิยม 7 ต�ำแหน่ง 

ละลายด้วย 50% v/v ethanol และปรับปริมาตรใน 

volumetric flask จนครบ 50 มิลลิลิตร จะได้ stock 

solution ของสารละลายมาตรฐาน rosmarinic acid 

ความเข้มข้น 0.2 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร แล้วเจือจางให้

ได้สารละลายในช่วงระดับความเข้มข้น คือ 10 – 140 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร วิเคราะห์สารละลายมาตรฐาน 

rosmarinic acid ท่ีเตรียมได้ด้วยเคร่ือง UHPLC 

ความเข้มข้นละ 3 ซ�้ำ และน�ำค่าพื้นที่ใต้กราฟ และ

ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน rosmarinic 

acid ไปสร้างกราฟมาตรฐาน (calibration curve) 

ค�ำนวณหาค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์ (correlation 

coefficient, r) โดยมีเกณฑ์การยอมรับคือค่า r ต้อง

มีค่าไม่น้อยกว่า 0.995 

				    2.2.2.3 การทดสอบความแม่น (accuracy) 

โดยการทดสอบหาร ้ อยละของการ คืนกลับ 

(% recovery) 

	 	 	 	 เตรียม sample blank (sample blank 

คือ ตัวอย่างหญ้าหนวดแมวที่น�ำมาสกัดและตรวจ

วิเคราะห์หาปริมาณ rosmarinic acid แล้วพบว่ามี

ปริมาณสาร rosmarinic acid ในปริมาณน้อย) หรือ 

ในกรณี sample blank ของผลติภณัฑ์ เตรียมจากผงยา 

จากผลิตภัณฑ์ชนิดแคปซูล หรือยาชง โดยสกัดผง

หญ้าหนวดแมวดังกล่าว จ�ำนวน 0.1 กรัม ด้วย 50% 

v/v ethanol ปริมาตร 18 มลิลลิติร โดยวิธี reflux เป็น

เวลา 30 นาท ีกรองและปรับปริมาตรด้วยตวัท�ำละลาย

เดียวกันให้ครบ 20 มิลลิลิตร กรองผ่าน PVDF (HL) 

syringe filter 0.2 µm น�ำสารละลายท่ีได้ไปวเิคราะห์

ด้วยเคร่ือง UHPLC จ�ำนวน 3 ซ�้ำ แล้ว น�ำมาหาค่า

เฉลี่ย (mean) 

	 เตรียม spiked sample โดยเติมสารละลายสาร
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มาตรฐาน rosmarinic acid ที่ 3 ระดับความเข้มข้น 

ซึ่งเป็นจุดต�่ำสุด จุดกึ่งกลาง และจุดสูงสุดของช่วงใช้

งานลงใน sample blank ระดับละ 3 ซ�้ำ จากนั้น น�ำ

สารละลาย spiked sample ที่ได้ไปวิเคราะห์ปริมาณ

สาร rosmarinic acid ด้วยเคร่ือง UHPLC ความเข้มข้น 

ละ 2 ซ�้ำ ค�ำนวณหาค่า % recovery ที่แต่ละระดับ

ความเข้มข้น, ร้อยละเฉลีย่ของการคนืกลบั (% mean 

recovery), และ % RSD โดยมีเกณฑ์การยอมรับคือ 

% mean recovery ต้องอยู่ในช่วง 95.00 – 105.00 

และ % RSD ต้องไม่เกิน 2.00

				    2.2.2.4	 การทดสอบสภาพท�ำซ�้ ำได ้

(repeatability) และความเที่ยง (precision) 

	 	 	 	 Repeatability: ท�ำโดยวิเคราะห์หา

ปริมาณสาร rosmarinic acid ในสารละลายของใบ

หญ้าหนวดแมว ผลิตภัณฑ์ยาแคปซูล หรือยาชง ซ�้ำ 

6 ครั้ง ในวันเดียวกัน ค�ำนวณหา % RSD โดยเกณฑ์

การยอมรับ คือ % RSD ต้องไม่เกิน 2.00 

	 	 	 	 Intermediate precision: ท�ำโดย

วิเคราะห์หาปริมาณสาร rosmarinic acid ใน

สารละลายใบหญ้าหนวดแมว ผลิตภัณฑ์ยาแคปซูล 

หรือ ยาชง 6 ซ�้ำ ในสภาวะเดียวกับข้างต้นแต่เปลี่ยน

นักวิเคราะห์ วัน และเวลา ค�ำนวณหา % RSD โดย

เกณฑ์การยอมรับคือ % RSD ต้องไม่เกิน 2.00 

				    2.2.2.5	 ความทนของวธีิ (robustness)

	 	 	 	 ทดสอบความทนของวิธี (robustness) 

โดยทดลองเปลี่ยนสภาวะของเคร่ือง UHPLC ได้แก่

เปลีย่นสดัส่วนสารละลายตัวพา เปลีย่นอตัราการไหล

ของตัวพา หรือเปลี่ยนอุณหภูมิของคอลัมน์ ดังนี้

	 	 	 	 - เปลี่ยนสัดส่วนสารละลายตัวพาคือ 

อตัราส่วนผสมระหว่าง acetonitrile และ 0.1% formic  

acid เป็น 28 : 72, 30 : 70 และ 32 : 68 

	 	 	 	 - เปลีย่นอตัราการไหลของตัวพาเป็น 0.4, 

0.5 และ 0.6 มิลลิลิตร/นาที 

	 	 	 	 - เปลีย่นอณุหภมูขิองคอลมันเ์ป็น 23.0, 

25.0 และ 27.0 องศาเซลเซียส 

	 	 	 ฉีดสารละลายมาตรฐานและสารละลาย

ตัวอย่าง เข้าเครื่อง UHPLC อย่างละ 3 ซ�้ำโดยเปลี่ยน

สภาวะหนึ่งในสภาวะข้างต้น และคงอีกสองสภาวะท่ี

เหลือไว้ ท�ำสลับเช่นนี้จนครบทั้งสามสภาวะดังกล่าว 

น�ำค่า peak area ของสาร rosmarinic acid มา

ค�ำนวณหาปริมาณ และใช้ค�ำนวณหาค่า %RSD โดย

เกณฑ์การยอมรับ คือ % RSD ต้องไม่เกิน 2.00

			   	 2.2.2.6	 Filter effect

				    แม้ว่าการทดสอบนีไ้ม่ใช่เกณฑ์การทดสอบ

ความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ของ ICH guideline[16] 

แต่การดดูซับสารส�ำคญัในตัวอย่างโดยการกรองผ่าน

เมมเบรนฟิลเตอร์ (membrane filter) แต่ละชนิด  

อาจเกดิขึน้ได้ ดงันัน้จึงจ�ำเป็นต้องทดสอบว่า membrane 

filter ดังกล่าวต้องไม่มีผลต่อการวิเคราะห์[17] และ

มีการศึกษาก่อนหน้านี้ว่าสารท่ีมีคุณสมบัติเป็นกรด 

เช่น benzoic acid อาจมีการสูญเสียของสารจากการ

ดูดซับ (% adsorption loss) โดย PVDF filter ในตัว

ท�ำละลาย acetonitrile ซึ่งมีค่า % adsorption loss 

0.18 – 7.82[18]  

	 	 	 	 เตรียมสารละลายตัวอย่างของใบหญ้า

หนวดแมวจ�ำนวน 4 ตัวอย่าง ดังที่อธิบายในหัวข้อ

การเตรียมสารละลายตัวอย่าง จากนั้นกรอง และไม่

กรองผ่าน PVDF (HL) syringe filter ฉีดเข้าเครื่อง  

UHPLC อย่างละ 2 ซ�ำ้ ค�ำนวณหาค่าร้อยละความแตกต่าง 

ของพื้นที่ใต้พีค (% difference of peak area) ของ

สารละลายตัวอย่างที่กรองเปรียบเทียบกับท่ีไม่ได้

กรองโดยเกณฑ์ผ่าน คือ ค่าไม่มากกว่า 2.00 
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3. การวิเคราะห์หาปริมาณสาร rosmarinic 

acid ในหญ้าหนวดแมว 

	 เตรียมสารละลายหญ้าหนวดแมว จ�ำนวน 14 

ตัวอย่าง สกัดหญ้าหนวดแมว ตัวอย่างละ 0.1 กรัม 

โดยชัง่ละเอยีดทศนยิม 4 ต�ำแหน่ง โดยวธีิ reflux ด้วย 

50% v/v ethanol ปริมาตร 18 มลิลลิติร เป็น เวลา 30 

นาที กรองและปรับปริมาตรด้วยตวัท�ำละลายเดยีวกนั

จนครบ 20 มลิลลิติร กรองผ่าน PVDF (HL) syringe 

filter น�ำสารละลายหญ้าหนวดแมว ที่ได้ไป วิเคราะห์

ด้วยเคร่ือง UHPLC ด้วยวิธีท่ีพัฒนาขึ้นสารละลาย 

ละ 2 ซ�้ำ แล้วน�ำมาหาค่าเฉลี่ย (mean) 

	 การค�ำนวณค่าความเข้มข้นของสาร rosmarinic 

acid ที่วิเคราะห์ได้จากตัวอย่าง ค�ำนวณเป็นร้อยละ

โดยน�้ำหนักตัวอย่างหญ้าหนวดแมว (% w/w) 

4. การวิเคราะห์ปริมาณสาร rosmarinic acid 

ในตัวอย่างผลิตภัณฑ์ 

	 เตรียมสารละลายโดยสกัดหญ้าหนวดแมวจาก

ผลิตภัณฑ์ท่ีมีจ�ำหน่ายในท้องตลาด และมีการขึ้น

ทะเบยีนยา ได้แก่ยาแคปซูล จ�ำนวน 3 ตวัอย่าง และยา

ชง จ�ำนวน 2 ตวัอย่าง โดยน�ำผงยาออกจาก 20 แคปซูล 

หรือ ในกรณียาชง 20 ซอง แล้วน�ำไปบดผ่านแร่งมี

ขนาดเบอร์ 30 ชัง่ตวัอย่างให้มปีริมาณหญ้าหนวดแมว

ละ 0.1 กรัม โดยชั่งละเอียดทศนิยม 4 ต�ำแหน่ง มา 

สกัดโดยวิธี reflux ด้วย 50% v/v ethanol ปริมาตร 

18 มลิลลิติร เป็นเวลา 30 นาท ีกรอง และปรับปริมาตร

ด้วยตัวท�ำละลายเดียวกันจนครบ 20 มิลลิลิตร กรอง

ผ่าน PVDF (HL) syringe filter น�ำสารละลายของ

แคปซูล หรือยาชงหญ้าหนวดแมวที่ได้ไปวิเคราะห์

ด้วยเคร่ือง UHPLC ด้วยวิธีท่ีพัฒนาขึ้น สารละลาย

ละ 2 ซ�้ำ แล้วน�ำมาหาค่าเฉลี่ย (mean) 

	 การค�ำนวณปริมาณสาร rosmarinic acid ที่

วิเคราะห์ได้จากตัวอย่าง ค�ำนวณเป็นร้อยละโดย 

น�้ำหนักตัวอย่างหญ้าหนวดแมวในแคปซูลและยาชง 

(% w/w) รวมทั้งปริมาณต่อแคปซูล หรือต่อซอง

ผลการศึกษา

1. ผลการพัฒนาวิธีการสกัดหญ้าหนวดแมว 

	 ผลการเปรียบเทียบการสกัด พบว่าการสกัดผง

ใบหญ้าหนวดแมว จ�ำนวน 0.1 กรัม ด้วย 50% v/v 

ethanol ปริมาตร 18 มิลลิลิตร โดยวิธี reflux เป็น

เวลา 30 นาท ีกรองและปรับปริมาตรด้วยตวัท�ำละลาย

เดยีวกนัให้ครบ 20 มลิลลิติร ได้ปริมาณ rosmarinic 

acid ดีกว่าการสกัดด้วย ultrasonic bath และไม่

ต่างกับวิธี reflux ของ European Pharmacopoeia 

11.0[15] (Table 1) 

	 ส่วนผลการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานของ 

rosmarinic acid และสารละลายของหญ้าหนวดแมว

และผลติภณัฑ์ ด้วยเคร่ือง UHPLC พบว่าสภาวะของ

ระบบโครมาโทกราฟี (Table 2) ทีพ่ฒันาขึน้เป็นสภาวะ

มคีวามเหมาะสมในการแยกสาร rosmarinic acid ไม่

พบการซ้อนทับกันของ peak ของสาร rosmarinic 

acid กับสารอื่น และปรากฏต�ำแหน่ง peak ของสาร 

rosmarinic acid ท่ี retention time ในช่วง 9.6 – 9.7 

นาที (Figures 2 – 4) 

	 	 	 (peak area of filtered sample-peak area of nonfiltered sample)
% difference	 =	 	 	 5 100
	 	 	 	 peak area of nonfiltered sample)
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Table 1	 Comparison of rosmarinic acid contents of powdered Java Tea obtained from reflux and sonication 

extractions in various conditions for 30 minutes

	 Samples		  Rosmarinic acid contents (% w/w)
		  Reflux extraction	 Reflux extraction	 Sonication
		  (0.1 g of sample in 50% 	 (0.5 g of sample in 50%	 (0.1 g of sample in 50%
		  ethanol 20 ml)	 ethanol 100 ml)[15]	 ethanol 20 ml)

	 1	 0.57	 0.54	 0.48

	 2	 0.62	 0.60	 0.48

	 3	 0.35	 0.36	 0.31

	 4	 0.66	 0.64	 0.55

	 5	 0.66	 0.63	 0.55

	 6	 0.54	 0.50	 0.43

Table 2  Suitable chromatographic system for separating rosmarinic acid by UHPLC

UHPLC Conditions

Stationary phase	 Verticep® C18, 4.6 5 150 mm, 5 µm particle size and guard cartridge C18 

	 ขนาด 4.6 5 150 mm, 5 µm particle size 

Column temperature	 25˚C
Mobile phase	 acetonitrile : 0.1% formic acid (30 : 70), isocratic

Flow rate	 0.5 ml/min

Detector condition	 330 nm

Injection volume	 20 µl

System suitability	 % RSD ≤ 2.00

2. ผลการพัฒนาวิธีวิเคราะห์หาปริมาณสาร 

rosmarinic acid

	 ความเหมาะสมของระบบ (system suitability)

	 พบว่าการฉีดสารละลายมาตรฐาน rosmarinic 

acid ความเข้มข้น 60 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 5 ซ�้ำ 

เพื่อตรวจสอบความเหมาะสมของระบบโครมาโท-

กราฟีมีค่าร้อยละของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ ์

(% RSD) เท่ากับ 0.15 ซึ่งไม่เกิน 2.00

	 ผลการทดสอบความจ�ำเพาะ (specificity)

	 ผลจากการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐาน และ

สารละลายตัวอย่างพบว่า ภายใต้สภาวะ UHPLC ท่ี

พัฒนาข้ึน สามารถแยกสาร rosmarinic acid ออก

จากสารอื่นได้ และไม่มีการรบกวนของสารอื่นใน

ตัวอย่าง โดยมีค่า retention time เท่ากับ 9.710 – 

9.730 นาที (Figures 2 – 4)
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Figure 2  Chromatogram of rosmarinic acid standard

Figure 3  Chromatogram of powdered Java tea

Figure 4  Chromatogram of powdered Java tea product
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	 ผลการทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงของ

การวิเคราะห์ (linearity and range)

	 ผลจากการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐาน 

rosmarinic acid ที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ 8 

ระดับ ตั้งแต่ 10 – 140 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร พบว่า

ความสัมพันธ์ระหว่างค่าความเข้มข้นของสารละลาย

มาตรฐาน rosmarinic acid กับพื้นท่ีใต้กราฟมี

ลกัษณะเป็นเส้นตรงตลอดช่วงความเข้มข้นท่ีวเิคราะห์ 

โดยมค่ีาสมัประสทิธ์ิสหสมัพนัธ์ (r) เท่ากบั 0.9999 ซ่ึง

ผ่านเกณฑ์การยอมรับ (Figure 5)

Figure 5  Calibration curve of rosmarinic acid standard solutions

	 ผลการทดสอบความแม่น (accuracy) โดยผล

การทดสอบร้อยละของการคืนกลับ (% recovery)

	 ผลการศกึษาการวเิคราะห์ปริมาณสาร rosmarinic  

acid ใน sample blank ทีเ่ตรียมจากผงใบหญ้าหนวด

แมว ผลิตภัณฑ์ชนิดแคปซูล หรือ ยาชง โดยท�ำการ

วิเคราะห์จ�ำนวน 3 ซ�้ำ และผลการศึกษาการวิเคราะห์

ปริมาณสาร rosmarinic acid ใน spiked sample 

ที่เตรียมได้จากการเติมสารละลายสารมาตรฐาน 

rosmarinic acid ท่ี 3 ระดับความเข้มข้น ลงใน 

sample blank ข้างต้น ระดับละ 3 ซ�้ำ โดยท�ำการ

วิเคราะห์ความเข้มข้นละ 2 ซ�้ำ พบว่าค่าร้อยละของ 

การคืนกลับ (% recovery) ในทุกระดับความเข้มข้น 

อยูใ่นเกณฑ์ท่ียอมรับได้ ในช่วงร้อยละ 96.42 – 100.77 

และมี % RSD ไม่เกิน 2.00 (Table 3)
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	 ผลการทดสอบความเที่ยง (precision)

	 	 1)	 Repeatability

	 	 ผลการศกึษาความเทีย่งการวิเคราะห์ปริมาณ

สาร rosmarinic acid ในตัวอย่างของใบหญ้าหนวด

แมว ผลิตภัณฑ์ชนิดแคปซูล หรือยาชง จากการ

วิเคราะห์ซ�้ำ 6 ครั้งในวันเดียวกัน พบว่ามีร้อยละของ

ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (% RSD) เท่ากับ 1.33, 

1.21, 1.42 ตามล�ำดับ (Table 4) ซ่ึงผ่านเกณฑ์การ

ยอมรับ

		  2) Intermediate precision, inter–day

	 	 ผลการศึกษาการวิเคราะห์ปริมาณสาร 

rosmarinic acid ในตัวอย่างของใบหญ้าหนวดแมว 

ผลิตภัณฑ์ชนิดแคปซูล หรือยาชง 6 ซ�้ำ โดยเปลี่ยน

นักวิเคราะห์ และวันที่วิเคราะห์ พบว่ามีร้อยละของ

ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (% RSD) เท่ากับ 1.42, 

1.50, 1.61 ตามล�ำดับ (Table 4) ซ่ึงผ่านเกณฑ์การ

ยอมรับ

Table 3  Accuracy test results of rosmarinic acid analyses in Java tea and its finished products

	 Sample	 Spiked 		  % Recovery		  % Mean	 % RSD	 Acceptance
		  concentration		  Injection		  recovery		  criteria
		  (mg/ml)	 1	 2	 3			 

1.	Powdered	 0.01	 98.40	 99.07	 101.43	 99.63	 1.60	 95.00 – 105.00 
	 Java tea	 0.02	 98.79	 102.64	 100.88	 100.77	 1.91	 95.00 – 105.00
	 	 0.03	 98.85	 100.93	 97.39	 99.06	 1.80	 95.00 – 105.00

2.	Capsule	 0.01	 97.66	 96.35	 96.53	 96.85	 0.74	 95.00 – 105.00
	 	 0.02	 97.06	 95.21	 96.97	 96.42	 1.08	 95.00 – 105.00
	 	 0.03	 97.84	 96.28	 98.75	 97.62	 1.28	 95.00 – 105.00

3.	Tea	 0.01	 100.51	 97.53	 98.29	 98.78	 1.57	 95.00 – 105.00
	 	 0.02	 95.01	 94.53	 97.92	 95.82	 1.91	 95.00 – 105.00
	 	 0.03	 96.41	 95.72	 97.97	 96.70	 1.19	 95.00 – 105.00

	 ผลการทดสอบความทนของวิธี (robustness)

	 ผลการทดสอบความทนของวิธีโดยเปลี่ยน

สดัส่วนสารละลายตวัพา เปลีย่นอัตราการไหลของตวั

พา และเปลีย่นอณุหภมูขิองคอลมัน์ พบว่า % RSD อยู่

ในช่วง 0.17 – 1.23 (Table 5)

Table 4  Precision test results of rosmarinic acid analyses in Java tea and its finished products

Sample 	 Repeatability	 Intermediate precision	 Acceptance criteria of 
	 % RSD	 % RSD	 % RSD

1.	Powdered Java tea	 1.33	 1.42	 ≤ 2.00

2.	Capsule	 1.21	 1.50	 ≤ 2.00

3.	Tea	 1.42	 1.61	 ≤ 2.00
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	 ผลการทดสอบ Filter effect

	 ผลการทดสอบ Filter effect ในตัวอย่างใบ

หญ้าหนวดแมวที่สุ ่มมา จ�ำนวน 4 ตัวอย่าง พบว่า 

% difference ของ peak area ของสารละลายตวัอย่าง 

ที่กรองเปรียบเทียบกับที่ไม่ได้กรองอยู่ในช่วง 0.04 – 

0.62 โดยเกณฑ์ผ่าน คือ ค่าไม่มากกว่า 2 (Table 6)

Table 5  Robustness test results of rosmarinic acid analyses in Java tea and its finished products

	 Sample	 Mobile phase	 % RSD	 Flow rate	 % RSD	 Temperature	 % RSD
		  (Acetonitrile:		  (ml/min)		  (˚C)
		  0.1%formic acid)			 

1.	Powdered Java tea	 28 : 72	 0.17	 0.40	 0.82	 23.00	 0.97

	 	 30 : 70	 0.30	 0.50	 0.30	 25.00	 0.40

	 	 32 : 68	 1.08	 0.60	 1.23	 27.00	 0.70

2.	Capsule	 28 : 72	 0.35	 0.40	 0.50	 23.00	 0.90

	 	 30 : 70	 0.40	 0.50	 0.40	 25.00	 0.20

	 	 32 : 68	 0.58	 0.60	 0.43	 27.00	 0.80

3.	Tea	 28 : 72	 0.87	 0.40	 0.43	 23.00	 0.22

	 	 30 : 70	 0.50	 0.50	 0.50	 25.00	 0.30

	 	 32 : 68	 0.67	 0.60	 0.68	 27.00	 0.40

Table 6  Test results of filter effect 

		  Sample	 Rosmarinic acid peak area 	 % Difference of
			   under the chromatogram	 peak areas

			   Filter	 Non–filter	

1.	Chiang Rai	 190.62	 190.31	 0.16

2.	Bangkok 1	 47.03	 46.94	 0.19

3.	Bangkok 2	 41.39	 41.38	 0.04

4.	Nonthaburi 1	 40.74	 40.49	 0.62

3. การวิเคราะห์ปริมาณ rosmarinic acid ใน

ใบหญ้าหนวดแมว 

	 ผลการวิเคราะห์ปริมาณ rosmarinic acid 

ในตัวอย่างใบหญ้าหนวดแมว จ�ำนวน 14 ตัวอย่าง 

พบว่าปริมาณสาร rosmarinic acid ในตัวอย่าง 

ใบหญ้าหนวดแมว มีค่าอยู่ในช่วงร้อยละ 0.35 – 2.30  

โดยน�้ำหนัก (Table 7)
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4. การวิเคราะห์ปริมาณสาร rosmarinic acid 

ในตัวอย่างผลิตภัณฑ์

	 ผลการวิเคราะห์ปริมาณ rosmarinic acid ใน

ตวัอย่างผลติภณัฑ์หญ้าหนวดแมว จ�ำนวน 5 ตวัอย่าง 

พบว่าปริมาณสาร rosmarinic acid ในตัวอย่างหญ้า

หนวดแมว มีค่าอยู่ในช่วงร้อยละ 0.37 – 0.44 และ 

0.22 – 0.61 โดยน�้ำหนักส�ำหรับแคปซูล และยาชง 

ตามล�ำดับ (Table 8)

Table 7  Rosmarinic acid contents in powdered Java tea samples collected from various provinces

	 Sample No.*	 Collection site (Province)	 Rosmarinic acid content (% w/w)

	 1	 Nong Bua Lam Phu	 0.57

	 2	 Sing Buri	 0.62

	 3	 Ang Thong	 0.35

	 4	 Nakhon Pathom	 0.66

	 5	 Nakhon Nayok	 0.66

	 6	 Prachin Buri	 0.54

	 7	 Uttaradit	 0.74

	 8	 Bangkok 1	 0.54

	 9	 Bangkok 2	 0.50

	 10	 Nonthaburi 1	 0.47

	 11	 Ratchaburi	 0.56

	 12	 Chiang Rai	 2.18

	 13	 Nonthaburi 2	 0.99

	 14	 Nonthaburi 3	 2.30

	 	 Mean	 0.60**

	 	 SD	 0.16**

* Samples No. 1 – 11 were obtained as dried specimens, while No. 12 – 14 were obtained as fresh Java tea which was later 
dried and ground at the Bureau of Drug and Narcotic.
**Samples 12 and 14 were excluded as outliers.
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อภิปรายผล

	 rosmarinic acid เป็นสารในกลุม่ polyphenols ที่

มรีายงานการศกึษาว่ามฤีทธ์ิทางเภสัชวทิยา และพบมาก

ในหญ้าหนวดแมว สามารถละลายได้ดีใน ethanol[19] 

การศึกษานี้ จึงเลือกใช้ rosmarinic acid เป็น 

active marker[15] การเปรียบเทียบวิธีสกัดตัวอย่าง

ระหว่างวธีิทีด่ดัแปลงมาโดย reflux ตวัอย่าง 0.1 กรัม 

ด้วย 50% v/v ethanol 18 มิลลิลิตร กรองและปรับ

ปริมาตรด้วยตัวท�ำละลายจนครบ 20 มิลลิลิตร กับ 

วิธี sonicate โดยใช้ตัวอย่างและตัวท�ำละลาย 

เช่นเดียวกันเป็นเวลา 30 นาที พบว่าวิธี reflux ให้

ปริมาณ rosmarinic acid ทีม่ากกว่า และเมือ่เทยีบกบั 

วิธีสกัดตัวอย่างของ European Pharmacopoeia 

11.0 ซ่ึง reflux ตัวอย่าง 0.5 กรัม ด้วย 50% v/v 

ethanol 95 มิลลิลิตร กรองและปรับปริมาตรด้วยตัว

ท�ำละลายจนครบ 100 มิลลิลิตร[15] พบว่าวิธีที่พัฒนา

ได้ผลไม่ต่างกัน หรือไม่น้อยกว่า จึงเป็นวิธีท่ีช่วย

ประหยัดตัวท�ำละลาย และลดเวลาเตรียมตัวอย่าง

ลง นอกจากนี้ ยังใช้วิธีท่ีพัฒนาดังกล่าวในการสกัด

สารละลายของผลติภณัฑ์ได้ด้วย เนือ่งจากผลติภณัฑ์

ชนิดยาแคปซูล และยาชงจะบรรจุด้วยผงหญ้าหนวด

แมวท่ีบดแล้ว ซ่ึงมีแมทริกซ์ในลักษณะเดียวกันกับ

วัตถุดิบ 

	 ท้ังนี้ วิธีวิเคราะห์ปริมาณสาร rosmarinic 

acid ในวัตถุดิบหญ้าหนวดแมว และผลิตภัณฑ์ชนิด

ยาแคปซูล และยาชงด้วยเคร่ือง UHPLC ที่พัฒนา

ข้ึนนี้ ได้ผ่านการทดสอบความถูกต้องของวิธีตาม 

ICH guideline[16] โดยสกดัหญ้าหนวดแมวแห้ง และ

ผลิตภัณฑ์ด้วยตัวท�ำละลาย 50% v/v ethanol ด้วย

วธิ ีreflux เป็นเวลา 30 นาท ีใช้คอลมัน์ชนดิ C18 ขนาด 

4.6 5 150 มิลลิเมตร ขนาดอนุภาค 5 ไมโครเมตร  

ซ่ึงม ีguard cartridge C18 ขนาด 4.6 5 10 มลิลเิมตร 

Table 8  Rosmarinic acid contents in Java tea products

	 Sample	 Dosage	 Labeled amount	 Rosmarinic acid	 Rosmarinic acid		  Indication
	 No.	 form	 of powdered	 content (% w/w) 	 content (mg)		  and use
			   Java tea per 	 in capsule or	 per capsule or
			   capsule or sachet*	 sachet	 sachet 

	 1	 Capsule 1	 160 mg / 320 mg	 0.43	 1.76	 Diuretic: take 2 cap. 2 
	 	 	 	 	 	 times a day.

	 2	 Capsule 2	 410 mg / 410 mg	 0.44	 1.80	 Diuretic: take 1 cap. 2 
	 	 	 	 	 	 times a day.

	 3	 Capsule 3	 350 mg / 500 mg	 0.37	 1.85	 Diuretic: take 1 – 2 
	 	 	 	 	 	 cap. 3 times a day.

	 4	 Tea 1	 2 g / 2 g	 0.61	 12.20	 Diuretic: take infusion of 
						      1 tea bag 2 times a day

	 5	 Tea 2	 0.7 g / 1 g	 0.22	 2.20	 Diuretic: take infusion of 2 
						      tea bags as needed

*The first figures are labeled amount of powdered Java tea and the second figures are the total weight of the herbal drug powder 
contained in each capsule or sachet.
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อนุภาค 5 ไมโครเมตร เป็นวัฏภาคคงที่ และใช ้ 

acetonitrile และ 0.1% formic acid ในน�ำ้ อตัราส่วน 

30 : 70 เป็นวฏัภาคเคลือ่นที ่แบบ isocratic อตัราการ

ไหล 0.5 มลิลลิติร/นาท ีตรวจวัดทีค่วามยาวคลืน่ 330 

นาโนเมตร สอดคล้องตาม European Pharmaco-

poeia 11.0[15] และควบคุมอุณหภูมิคอลัมน์ที่ 25 ˚C 
จะปรากฏต�ำแหน่ง peak ของ rosmarinic acid ที่ 

retention time ในช่วง 9.6 – 9.7 นาที 

	 การทดสอบความใช้ได้ของวธีิวเิคราะห์ (method  

validation) ได้ทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วง 

ของการวเิคราะห์พบว่ามคีวามเป็นเส้นตรง (linearity) 

ในช่วงความเข้มข้น 10 – 140 ไมโครกรัม/มลิลลิติร ค่า

สัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์ (correlation coefficient, 

r) เท่ากับ 0.9999 ซ่ึงมีค่ามากกว่าค่าที่ยอมรับได้ที่

ก�ำหนดค่า correlation coefficient (r) ต้องมีค่า

ไม่น้อยกว่า 0.995 ส่วนการทดสอบความแม่นของ

วิธี (accuracy) พบค่า % mean recovery อยู่ใน

ช่วงร้อยละ 96.42 – 100.77 ซึ่งอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับ

ได้ที่ก�ำหนดค่าไว้ในช่วงร้อยละ 95.00 – 105.00 ค่า 

% RSD อยู่ในช่วง 0.74 – 1.91 ซึ่งอยู่เกณฑ์ที่ยอมรับ

ได้ซ่ึงก�ำหนดค่าไว้ไม่เกิน 2.00 แสดงว่าวิธีวิเคราะห์

นี้มีความแม่น ส่วนการทดสอบความเท่ียงของวิธี 

(precision) พบว่าผลการทดสอบความท�ำซ�้ำได้ 

(repeatability) โดยการวิเคราะห์ตัวอย่างวัตถุดิบ 

และผลิตภัณฑ์จ�ำนวน 6 ซ�้ำ ภายในวันเดียวกัน และ

การวิเคราะห์ตัวอย่างดังกล่าว เมื่อเปลี่ยนผู้วิเคราะห์ 

และวันที่วิเคราะห์ 6 ซ�้ำ (intermediate precision, 

inter–day) มีค่า % RSD อยู่ในช่วง 1.21 – 1.42 และ 

1.42 – 1.61 ตามล�ำดับ อยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ คือ 

ไม่มากกว่า 2.00 แสดงว่าวิธีวิเคราะห์นี้สามารถท�ำ

ซ�้ำได้และมีความเท่ียง ส่วนการทดสอบหัวข้อ filter 

effect ซ่ึงเป็นการทดสอบว่าการกรองด้วย PVDF 

(HL) syringe filter อาจดูดซับสารส�ำคัญหรือไม่นั้น 

พบว่า syringe filter ที่ใช้ไม่มีผลต่อการวิเคราะห์หา 

rosmarinic acid เนื่องจากมี % difference อยู่ใน

ช่วง 0.04 – 0.62 ซึ่งมีค่าไม่เกิน 2  

	 นอกจากนี้  เมื่อน�ำวิธีวิเคราะห์ปริมาณสาร 

rosmarinic acid ในใบหญ้าหนวดแมวด้วยวิธี 

UHPLC ที่พัฒนาขึ้นมาใหม่นี้ เปรียบเทียบกับวิธีการ

หาปริมาณสาร rosmarinic acid ในวตัถดุบิ และสาร

สกัดใบหญ้าหนวดแมวที่มีรายงานไว้ก่อนแล้ว พบว่า 

วธีิการวเิคราะห์ท่ีพฒันาขึน้นี ้มข้ีอได้เปรียบเหนอืกว่า

วิธีการวิเคราะห์ท่ีมีรายงานไว้ก่อนหน้านี้[15,20] ในแง่

ของความเรียบง่าย และเวลาท่ีรวดเร็วในวิธีเตรียม

ตัวอย่างและการเตรียมวัฏภาคเคลื่อนที่ ขณะท่ี 

European Pharmacopoeia 11.0 ใช้ phosphoric acid,  

acetonitrile, water (1 : 19 : 80) ต่อ phosphoric 

acid, methanol, acetonitrile (1 : 40 : 59), แบบ 

gradient[15] ส�ำหรับการเปรียบเทียบระยะเวลาในการ

ตรวจวิเคราะห์สารส�ำคัญ rosmarinic acid พบว่าวิธี

วเิคราะห์ทีพ่ฒันาขึน้ใหม่ใช้เวลาตรวจพบ rosmarinic 

acid peak ไม่เกิน 10 นาที ซึ่งใช้เวลาน้อยกว่าวิธีการ

วิเคราะห์ที่มีรายงานไว้ก่อนหน้านี้[15, 20] 

	 เมื่อน�ำวิธีวิ เคราะห ์นี้มาตรวจปริมาณสาร 

rosmarinic acid ในตวัอย่างใบหญ้าหนวดแมว จ�ำนวน 

14 ตัวอย่าง พบปริมาณสาร rosmarinic acid อยู ่

ระหว่างร้อยละ 0.35 ถึง 2.30 โดยน�้ำหนัก ค่าเฉลี่ย 

เมื่อตัดค่า outlier ออกคือ ร้อยละ 0.60 ± 0.16 โดย 

น�้ำหนัก อีกทั้งตัวอย่างที่จะน�ำมาก�ำหนดค่ามาตรฐาน 

ควรพจิารณาทัง้ตวัอย่างสดทีท่�ำแห้งเอง และตัวอย่าง

จากร้านจ�ำหน่ายสมนุไพร ในการศกึษานีพ้บว่าตัวอย่าง 

สดท่ีจัดท�ำแห้งเองพบปริมาณ rosmarinic acid 
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สูงกว่าตัวอย่างจากร้านจ�ำหน่ายสมุนไพร ประมาณ 

2 – 5 เท่า แสดงให้เห็นว่าความใหม่ของตัวอย่างมี

ผลต่อปริมาณสาร rosmarinic acid อย่างไรก็ตาม 

หากใช้เกณฑ์ตดัสนิของ European Pharmacopoeia 

ซ่ึงก�ำหนดให้หญ้าหนวดแมวแห้งม ีrosmarinic acid 

content ไม่น้อยกว่าร้อยละ 0.3 โดยน�้ำหนัก[15] จะ

เห็นได้ว่าทั้ง 14 ตัวอย่างที่ศึกษาผ่านเกณฑ์มาตรฐาน

ของ European Pharmacopoeia แสดงให้เห็นว่า

วัตถุดิบหญ้าหนวดแมวของประเทศไทยมีปริมาณ 

rosmarinic acid ผ่านเกณฑ์มาตรฐานที่สามารถส่ง

ออกไปยังทวีปยุโรปได้[15]  

	 การตรวจวิเคราะห์ปริมาณสาร rosmarinic 

acid ในผลิตภัณฑ์ชนิดยาแคปซูล และยาชง ด้วย

วิธีที่พัฒนาขึ้น ได้สุ่มตัวอย่างที่มีเลขทะเบียนยามา

ตรวจวิเคราะห์ เพื่อให้ทราบปริมาณที่แน่นอนของ

หญ้าหนวดแมวท่ีระบุบนฉลาก พบว่ามีปริมาณ 

rosmarinic acid อยู่ในช่วงร้อยละ 0.37 – 0.44 และ 

0.22 – 0.61 โดยน�้ำหนัก ส�ำหรับแคปซูล และยาชง

ตามล�ำดบั จาก Table 8 จะเหน็ว่าแต่ละบริษัทมขีนาด

บรรจุของผงหญ้าหนวดแมวในแคปซูลหรือซองยาชง

ที่หลากหลาย แต่ผลการวิเคราะห์ปริมาณสารส�ำคัญ 

rosmarinic acid ในยาแคปซูล 1 – 3 พบว่ามีค่าใกล้

เคียงกัน คือ 1.76 – 1.85 มิลลิกรัมต่อแคปซูล ขณะ

ที่ยาชง 1 และ 2 มีปริมาณ rosmarinic acid 12.20 

และ 2.20 มิลลิกรัมต่อซอง ตามล�ำดับ ซ่ึงแตกต่าง

กันมาก แม้จะดื่มยาชงของบริษัทที่ 2 จ�ำนวน 2 ซอง

ต่อคร้ังตามฉลากก็ยังได้รับปริมาณสารส�ำคัญน้อย

กว่ายาชง 1 ซองของบริษัทที่ 1 อย่างไรก็ตาม ปัจจุบัน

ส�ำนกังานคณะกรรมการอาหารและยายงัไม่ได้ก�ำหนด

ให้ระบปุริมาณ rosmarinic acid บนฉลากผลติภณัฑ์

หญ้าหนวดแมว เพียงแต่ให้ระบุปริมาณผงหญ้า

หนวดแมวต่อแคปซูลหรือต่อซองบนฉลากเท่านั้น 

ท้ังนี้ การก�ำหนดเกณฑ์มาตรฐานปริมาณสารส�ำคัญ

ของผลิตภัณฑ์ในต�ำรายา[1] โดยท่ัวไปจะก�ำหนดช่วง 

เป็นร้อยละของปริมาณสารส�ำคัญท่ีระบุบนฉลาก 

(% Labeled amount, %LA) เช่น 90.0 – 110.0 %LA

	 การศึกษานี้จะเป็นแนวทางจัดท�ำข้อก�ำหนด

มาตรฐานสาร rosmarinic acid ในวัตถุดิบหญ้า

หนวดแมว และผลิตภัณฑ์ชนิดยาแคปซูล และยา

ชง ต่อไป ซ่ึงจะช่วยในขั้นตอนการควบคุมคุณภาพ 

ท�ำให้สามารถรับประกันความสม�่ำเสมอของปริมาณ

สารส�ำคัญในแต่ละรุ่นการผลิต (batch) ซ่ึงส่งผลต่อ

ประสิทธิผลในการรักษาของผู้ป่วย

ข้อสรุป

	 การศึกษานี้ได้พัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะห์

ปริมาณ rosmarinic acid ในท้ังใบหญ้าหนวดแมว 

และผลติภณัฑ์ชนดิแคปซูลและยาชง ด้วยวธีิ UHPLC 

โดยสกัดผงใบหญ้าหนวดแมวแห้ง หรือ ผงยาของ

ผลิตภัณฑ์ดังกล่าว ช่ัง 0.1 กรัม reflux ด้วยตัวท�ำ

ละลาย 50% v/v ethanol จ�ำนวน 18 มิลลิลิตร 

เป็นเวลา 30 นาที กรอง และปรับปริมาตรเป็น 20 

มิลลิลิตร ด้วยตัวท�ำละลายเดิม กรองผ่าน PVDF 

(HL) syringe filter ขนาด 0.2 ไมโครเมตร ก่อนน�ำไป

วิเคราะห์ด้วย UHPLC ซึ่งใช้คอลัมน์ชนิด C18 ขนาด 

4.6 5 150 มิลลิเมตร ขนาดอนุภาค 5 ไมโครเมตร ซึ่ง

มี guard cartridge C18 ขนาด 4.6 5 10 มิลลิเมตร 

ขนาดอนุภาค 5 ไมโครเมตร เป็นวัฏภาคคงที่ และใช้ 

acetonitrile และ 0.1% formic acid ในน�้ำ (30 : 70) 

เป็นวฏัภาคเคลือ่นที ่แบบ isocratic อตัราการไหล 0.5 

มิลลิลิตรต่อนาที ตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 330 นาโน

เมตร ซึ่งควบคุมอุณหภูมิคอลัมน์ที่ 25 ̊ C จะปรากฏ
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ต�ำแหน่ง peak ของ rosmarinic acid ที่ retention 

time ในช่วง 9.6 – 9.7 นาที และทดสอบความใช้ได้

ของวธีิวเิคราะห์ซ่ึงผ่านตามเกณฑ์ ICH Guideline[16] 

ข้อมูลที่ได้จะเป็นประโยชน์ต่อการจัดท�ำข้อก�ำหนด

มาตรฐานในหัวข้อปริมาณสารส�ำคัญ (Rosmarinic 

acid content) และก�ำหนดค่ามาตรฐานปริมาณ 

rosmarinic acid ในมอโนกราฟหญ้าหนวดแมว และ

ผลิตภัณฑ์ส�ำหรับบรรจุในต�ำรามาตรฐานยาสมุนไพร

ไทยต่อไป

กิตติกรรมประกาศ

	 ข อ ข อบคุณส� ำ นั ก ย า แ ล ะ วั ต ถุ เ ส พติ ด 

กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ที่สนับสนุนงบประมาณ 

และเครื่องมือ ในการศึกษานี้
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