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บทคดัย่อ 

วัตถุประสงค์ของงานวิจัยนี้เพื่อศึกษาหาปริมาณของสารประกอบแอนทราควิโนน  

4 ชนิด พร้อมกัน คือ แอนทราควิโนน อะลิซาริน ไครโซฟานอล และอีโมดิน ในพืชจ านวน          

8 ตัวอยา่ง ได้แก่ รากยอ เนือ้ในฝักคูน เมล็ดคูน เปลือกคูน ใบคูน ใบขี้เหล็ก เมล็ดกระเจี๊ยบแดง 

และเมล็ดแมงลัก ด้วยวิ ธีโครมาโทรกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง สภาวะท่ีใช้แยกสาร 

ประกอบด้วย คอลัมน ์C18 (150×4.6 มลิลเิมตร 3.5 ไมครอน) แบบวัฏภาคย้อนกลับ และการชะ

แบบไอโซเคติก ด้วย 0.1%v/v ออโธ-ฟอสฟอริกเอซิด : อะซิโตไนไตรล์ อัตราส่วน (50 : 50 โดย

ปริมาตร) ตรวจวัดท่ีความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร ผลการทดลอง พบว่า ในรากยอพบสาร 

แอนทราควิโนน อะลิซาริน และอีโมดิน ในคูนพบสารไครโซฟานอล เฉพาะในเนื้อในฝักคูนและ 

เมล็ดคูน เมล็ดแมงลักพบสารอะลิซารนิ และอโีมดนิ และใบขีเ้หล็กพบเฉพาะสารแอนทราควิโนน  

การประเมินความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ พบว่า มีช่วงความเป็นเส้นตรงอยู่ในช่วง 0.5-10.0 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ของแอนทราควิโนน อะลิซาริน ไครโซฟานอล และอีโมดิน และ 

ค่าสัมประสิทธ์ิความเป็นเส้นตรง (R2) มากกว่า 0.9995 การประเมินความแม่นของวิธี พบว่า  

มีค่าอยู่ในช่วงร้อยละ 75.1-106.8 อย่างไรก็ตามวิธีนี้มีความเท่ียงท่ีน่าพอใจโดยมีค่าเบ่ียงเบน

มาตรฐานสัมพัทธ์ (% RSD) ในช่วงร้อยละ 0.2-2.0 (n=7)  
 

ค าส าคัญ: แอนทราควิโนน โครมาโทรกราฟขีองเหลวสมรรถนะสูง วัฎภาคย้อนกลับ 
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Abstract 

 The purpose of the research was study to evaluate the simultaneous quantitation of 

four anthraquinone compounds, namely anthraquinone, alizarin, chrysophanol and emodin in 

8 plants include root of Noni (Morinda citrifolia L.), Cassia fistula L. (pulp, seeds, peel and 

leaves), Cassia siamea leaves, Rosell seeds and Basil seeds by High Performance Liquid 

Chromatography. For component separation, the method utilized a C18 column (150×4.6 

mm, 3.5-Micron) in reverse phase with isocratic elution using a mobile phase of 0.1% v/v 

Ortho-phosphoric : Acetonitrile (50 : 50 v/v). Wavelength of 254 nm was used for detection. 

The results of determine anthraquinone compounds, anthraquinone, alizarin and emodin 

were found in the Noni roots. Chrysophanol was found in only pulp and seeds of Cassia 

fistula L. sample. Alizarin and emodin were found in Basil seeds sample and anthraquinone 

was found in Cassia siamea Britt leaves. The validation of the chromatographic method was 

performed that the linear calibration curves were obtained over the concentration range of 

0.5-10.0 µg/mL for anthraquinone alizarin chrysophanol and emodin with good correlation 

coefficients (R2 > 0.9995). The accuracy of the method was reported as the recovery in the 

range of 75.1-106.8%. However, this method gave satisfactory precision in terms of relative 

standard deviation (RSD) value in the range 0.2–2.0% (n=7). 

 

Keywords:  Anthraquinone, High performance liquid chromatography, Reversed-phase 

 

บทน า 

ปัจจุบันการใช้ประโยชน์จากสารสกัดจากพืชมีความนิยมสูงเนื่องจากเป็นการคัดหรือ

สกัดเอาเฉพาะส่วนท่ีมีประโยชน์ของสารชีวภัณฑ์ในพืชสมุนไพรออกมา ซึ่งจัดว่าเป็นการแปรรูป

พืชสมุนไพรในขั้นแรกก่อนการน าสารสกัดดังกล่าวไปใช้เป็นส่วนผสมของผลิตภัณฑ์อื่นๆ ต่อไป 

โดยพืชสมุนไพรมีคุณสมบัตใินการรักษาหรือบรรเทาอาการเจ็บป่วยไม่สบายเช่นเดียวกับยา และ

การช่วยบ ารุงและรักษาสภาวะความสมดุลของร่างกายมนุษย์ รวมถึงการน าไปใช้เพื่อประโยชน์

ด้านเกษตรกรรมในการป้องกันและก าจัดศัตรูพืช ท่ีไม่มีฤทธ์ิตกค้างท่ีเป็นพิษต่อสิ่งมีชีวิตและ

สิ่งแวดลอ้มอื่นๆ เมื่อกลา่วถึงแอนทราควิโนนในปัจจุบันพบงานวจิัยจ านวนมากในทางเภสัชกรรม

น ามาใช้เป็นส่วนประกอบของยาระบาย และใช้ทาภายนอกแก้โรคผิวหนัง  (Monton et al., 

2017; Sakulpanich & Grisanapan, 2009; Sakulpanich et al., 2012; Sihanat et al., 2018)              

แอนทราควิโนนเป็นสารประกอบอินทรีย์ท่ีมีกลิ่นหอมอยู่ในกลุ่มควิโนน (Quinone) พบมากใน 
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พืชหลายสกุล รวมท้ังสกุลแคสเซีย (Cassia) ได้แก่ ขี้เหล็ก คูน ชุมเห็ดเทศ และทรงบาดาล 

(สมศักดิ,์ 2542)   

การสกัดสารจากพชืเป็นจุดเร่ิมต้นส าคัญในขั้นตอนการแยกสาร (Isolation) และการท า

ให้สารบริสุทธ์ิ (Purification) การพัฒนากระบวนการหรือวิธีการสกัดสาระส าคัญจากพืช จึงมี 

ความจ าเป็นอย่างยิ่งท่ีจะสามารถท าให้ได้ปริมาณสารท่ีต้องการและทราบประสิทธิภาพของ 

การสกัดสารด้วยวิธีการต่างๆ ปัจจุบันจึงมีการค้นหาแนวทางการสกัดสารท่ีมีประสิทธิภาพสูง 

เพื่อลดระยะเวลา ลดขั้นตอนการสกัดสาร ลดค่าใช้จ่าย และลดการใช้ตัวท าละลายให้น้อยลง 

การสกัดสารด้วยเทคนิคดั้งเดิมนั้นมีหลายวิธี เช่น การหมัก การต้ม การสกัดรีฟลักซ์ (Reflux) 

และซอกห์เลต (Soxhlet) เป็นต้น ซึ่งการเลือกวิธีการสกัดอาจท าได้หลายวิธีขึ้นอยู่กับชนิดของ

สารท่ีสกัด คุณสมบัติของสารในการทนความร้อน และชนิดตัวท าละลายท่ีใช้ ส าหรับวิธีการ

วิเคราะห์แอนทราควิโนนอยู่หลากหลายวิธี  เช่น  UV-vis spectrophotomertry  TLC Densitometric  

TLC Image analysis Ultrasonic assisted Microwave และ High performance liquid chromatography 

(HPLC) เป็นต้น (Ain  et al. 2016; Duval  et al., 2016; Kuma & Spandana, 2013; Monton et al., 

2017; Sihanat et al., 2018) เทคนิคโครมาโทรกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงหรือ HPLC เป็นเทคนิค 

การแยกองค์ประกอบของสารผสมท่ีน่าสนใจ ซึ่งอาศัยความแตกต่างของอัตราการเคลื่อนท่ีของ

แต่ละองค์ประกอบของสารผสมบนเฟสคงท่ี (Stationary phase) ภายใต้การพาของเฟสเคลื่อนท่ี  

(Mobile phase) ซึ่งสามารถท าได้ท้ังในเชิงคุณภาพและปริมาณวิเคราะห์ และนิยมใช้แบบวัฏภาค

ย้อนกลับ (Reverse phase) เพราะค่อนข้างเสถียรและเฟสเคลื่อนท่ีหาได้ง่าย จึงเป็นวิธีท่ีได้รับ

ความนิยมมากวิธีหนึ่ง เพราะเป็นเทคนิคท่ีให้ความเท่ียง ความแม่น มีสภาพไวสูงและประหยัด

ค่าใชจ้่ายในการวเิคราะห์เมื่อเปรียบเทียบกับเครื่องมืออื่นๆ (Duval et al., 2016)  

อย่างไรก็ตามเพื่อท่ีจะให้ได้สารท่ีสนใจ ขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างนั้นจึงเป็นขั้นตอนท่ีมี

ความส าคัญอยา่งมาก โดยสารท่ีสกัดออกมาต้องมีปริมาณและความเข้มข้นท่ีเคร่ืองมือสามารถ

วัดได้ โดยการเตรียมตัวอย่างท่ีผู้วิจัยใช้ในคร้ังนี้ คือ วิธีการสกัดโดยใช้อ่างควบคุมอุณหภูมิแบบ

เขยา่รว่มดว้ยในการสกัดเป็นเทคนิคท่ีงา่ย ราคาไม่แพง ดังนั้นผู้วิจัยจึงสนใจท่ีจะท าการวิเคราะห์

หาปริมาณสารแอนทราควิโนน อะลิซาริน ไครโซฟานอล และอีโมดิน โดยใช้เทคนิค HPLC ท่ีได้

จากพืชในท้องถิ่นท่ีสามารถพบได้ในประเทศไทย และเป็นข้อมูลส าหรับการน าพืชสมุนไพรใน 

กลุ่มนีไ้ปประยุกตใ์ชเ้ป็นสว่นผสมของผลิตภัณฑด์้านสมุนไพรไทยต่อไป 

 

 

 

 

http://www.electron.rmutphysics.com/chemistry-glossary/index.php?option=com_content&task=view&id=973&Itemid=103
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วิธีด าเนินการวิจัย 

1. สารเคมี  

 สารเคมีท่ีใช้ในการทดลอง ได้แก่ Anthraquinone standard (C14H8O2) 98% บริษัท 

ACROS Organics™ ประเทศสหรัฐอเมริกา  Alizarin standard (C14H8O4) 98% บริษัท CARLO 

ERBA .Ltd ประเทศฝร่ังเศส Chrysophanol standard (C15H10O4) 99% และ Emodin standard 

(C15H10O5) 99% บริษัท SIGMA-ALDRICH .Ltd ประเทศสหรัฐอเมริกา และ Acetoni tr i le  

(CH3CN) 99% เกรด HPLC ส่วนตัวท าลาย ได้แก่ Methanol (CH3OH) Ortho-Phosphoric acid 

(H3PO4) Acetic acid (CH3COOH) Formic acid (HCOOH) และ Hydrochloric acid (HCl) เกรดงาน

วเิคราะห์  

2. เครื่องมอืที่ใช้ในการทดลอง 

     เคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (High performance liquid chromatography: 

HPLC) รุ่น Agilent series 1260 ประเทศเยอรมนี คอลัมน์ รุ่น ZORBAX Eclipse Plus (C18 150×4.6 mm 

3.5-Micron) บริษัท Agilent Technologies ประเทศสหรัฐอเมริกา Guard Column รุ่น Hardware kit 

(4.6  mm  ID × 12.5 mm 4-Pack) บริษัท  Agilent Technologies ประเทศสหรัฐอเมริกา 

3. การเตรยีมตัวอย่างพืช  

 ตัวอย่างพืช ได้แก่ รากยอ คูน ขี้เหล็ก กระเจี๊ยบแดง แมงลัก เก็บรวบรวมจากพื้นท่ี

ต าบลในเมือง อ าเภอเมือง จังหวัดเพชรบูรณ์ ส่วนของพืชท่ีใช้ศึกษา ได้แก่ รากยอ เนื้อในฝักคูน 

เมล็ดคูน เปลอืกคูน ใบคูน ใบขีเ้หล็ก เมล็ดกระเจี๊ยบแดง และเมล็ดแมงลัก น ามาท าความสะอาด

โดยล้างด้วยน้ าสะอาด แล้วท าการแยกส่วนท่ีต้องการใส่ในถาดสแตนเลสแล้วน าเข้าตู้อบแห้งท่ี

อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส จนพชืแห้งและน้ าหนักคงท่ี น าไปบดให้ละเอียด เก็บในโถดูดความชื้น

เพื่อท าการวเิคราะห์ต่อไป 

4. การทดสอบความถูกต้องของวิธีการวิเคราะห์ (Method validation) 

  4.1 การทดสอบความจ าเพาะเจาะจง (Specificity) 

  ความจ าเพาะเจาะจงของวิธี ท าได้โดยน าตัวอย่างของแบลงค์ คือ 0.1%v/v  

ออโท-ฟอสฟอริก เอซิด : อะซิโตไนไทรล์ ในอัตราส่วน 50:  50 และ สารมาตรฐานผสม 

แอนทราควิโนน อะลิซาริน ไครโซฟานอล และอีโมดินท่ีความเข้มข้น 3 µg/mL ฉีดเข้าเคร่ือง 

HPLC ปริมาตร 5 µL อัตราการไหล 1 มลิลลิิตรตอ่นาท ีท่ีความยาวคลื่น 254 nm 

 4.2 การทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงการวิเคราะห์ ( Linearity and range) 

  ท าการตรวจสอบการวิ เคราะห์สารละลายมาตรฐานแอนทราควิโนน 

(Anthraquione) อะลิซาริน (Alizarin) ไครโซฟานอล (Crysophanol) อีโมดิน (Emodin) ท่ีระดับ
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ความเข้มข้น 0.5  1  2  3  5  7 และ 10 µg/mL และท าการวิเคราะห์โดยการฉีดเข้าเคร่ือง HPLC 

ปริมาตร 5 µL อัตราการไหล 1 มลิลลิิตรตอ่นาท ีท่ีความยาวคลื่น 254 nm ความเข้มข้นละ 3 ซ้ า  

 4.3 การทดสอบค่าต่ าสุดที่สามารถตรวจวัดได้ (Limit of detection : LOD) 

และค่าต่ าสุดที่วิเคราะห์เชิงปริมาณ (Limit of the quantitation : LOQ)  

  การทดสอบค่า LOD และ LOQ สามารถค านวณได้โดยใช้วิธีการของ Shi et al. 

(2014) น าผลข้อมูลจากการทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงการวิเคราะห์ของกราฟมาตรฐาน

ระหว่างความเข้มข้นกับพื้นท่ีใต้พีค โดยการพิจารณาจุดตัดกราฟมาตรฐานของ Y-intercept คือ  

ค่าความเข้มข้นต่ าสุด ค านวณความเข้มข้นต่ าสุดท่ีสามารถตรวจวิเคราะห์ได้ (LOD) และค่าต่ าสุด 

ท่ีวเิคราะห์เชงิปริมาณได้อยา่งแมน่ย า (LOQ) จากสมการท่ี 1 และสมการท่ี 2 

 

  LOD  = 3 (
    

 
)    …………. (1)  

          LOQ  = 10(
    

 
)   …………. (2) 

 

เมื่อ        = √
 ∑     ̂  

 

   
 

 

 โดย           =    ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานท่ีได้จากการท า Linearity  

           =    ค่าสัญญาณที่ได้จากการวิเคราะห์จริง 

 ̂         =    ค่าสัญญาณที่ได้จากสมการเส้นตรง (y = ax + c) 

b         =    ความชันของสมการเส้นตรง      

 4.4 การทดสอบความแม่น (Accuracy) และความเที่ยง (Precision)  

  เตมิสารละลายมาตรฐานแอนทราควิโนนเข้มข้น 100 µg/mL จ านวน 1.25  5.00 

และ 12.50 mL ตามล าดับ ใส่ในขวดปรับปริมาตรขนาด 5 mL ในแต่ละขวด และปรับด้วย 

ตัวท าละลายอะซิโตไนไทรล์ ให้ครบ 50 mL จะได้ความเข้มข้นเท่ากับ 2.5 10.0 และ 25.0 µg/mL 

(สารละลายมาตรฐานอะลิซาริน ไครโซฟานอล และอีโมดิน เตรียมเช่นเดียวกับสารละลาย

มาตรฐานแอนทราควิโนน) เตรียมตัวอย่างใบขี้เหล็ก โดยการชั่งตัวอย่างมา 1 กรัม ใส่ ในขวดรูป

ชมพู ่บันทึกน้ าหนักที่แนน่อน น าตัวอย่างมาเติมสารละลายมาตรฐานแอนทราควิโนน อะลิซาริน  

ไครโซฟานอล และอโีมดนิ แตล่ะความเขม้ขน้ 2.5 10.0 และ 25.0 µg/mL ความเข้มข้นละ 1 ขวด 

ขวดละ 1 mL (แต่ละความเข้มข้นท าซ้ า 7 ซ้ า) เติมสารละลายเมทานอล (pH=1) จ านวน 25 mL

น าไปไว้ในอ่างควบคุมอุณหภูมิแบบเขย่าท่ี 70 ๐C เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นน ามากรองด้วย

กระดาษกรองเบอร์ 1 ใส่ขวดก้นกลม ขนาด 25 mL แล้วน าไประเหยเมทานอลออกจนแห้ง เติม 
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ตัวท าละลายอะซิโตไนไทรล์ 4 mL น าไป sonicate จนตัวอย่างท่ีติดอยู่ท่ีก้นขวดกลมละลาย 

ออก จากนั้นน ามาเทใส่ขวดปรับปริมาตรขนาด 5 mL แล้วปรับปริมาตรให้ครบด้วยตัวท าละลาย 

อะซิโตไนไทรล์ กรองด้วย Syringe filter nylon ขนาด 0.22 µm × 13 mm ใส่ขวด Vial แล้วน าไป

วิเคราะห์ด้วยเคร่ือง HPLC หาค่าความแม่นและความเท่ียง ท าโดยการฉีดเข้าเคร่ือง HPLC และ

ท าการวิเคราะห์โดยการค านวณหาร้อยละการกลับคืน (% Recovery) ของสารมาตรฐานท่ีเติม

ความเข้มข้น 0.5 2.0 และ 5.0 µg/mL เทียบกับปริมาณสารท่ีวิเคราะห์ได้และ ค่าส่วนเบ่ียงเบน

มาตรฐานสัมพัทธ์ (% RSD) ได้จากการท าการทดลอง 7 ซ้ า  

 5. การเตรยีมตัวอย่างและผลการวิเคราะห์ตัวอย่าง 

 การวิเคราะห์หาปริมาณแอนทราควิโนน อะลิซาริน ไครโซฟานอล และอีโมดิน 

จากพืช ต าบลในเมือง อ าเภอเมือง จังหวัดเพชรบูรณ์ ท้ังหมด 8 ตัวอย่าง ได้แก่ รากยอ เนื้อใน

ฝักคูน ใบคูน เมล็ดคูน เปลือกคูน ใบขี้เหล็ก เมล็ดกระเจี๊ยบแดง และเมล็ดแมงลัก โดยน า

ตัวอย่างพืชแห้งท่ีบดละเอียดแล้วมาชั่ง 1 กรัม ใส่ในขวดรูปกรวยขนาด 25 mL เติมสารละลาย   

เมทานอล (pH=1)  จ านวน 25 mL พร้อมเขยา่แล้วปิดฟรอยส์ น าไปไวใ้นอ่างควบคุมอุณหภูมิแบบ

เขย่าท่ี 70 ๐C เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นน ามากรองด้วยกระดาษกรองเบอร์ 1 ใส่ขวดก้นกลม

ขนาด 25 mL แลว้น าไประเหยเมทานอลออกจนแห้ง เติมตัวท าละลายอะซิโตไนไทรล์ 4 mL แล้ว

น าไป sonicate จนตัวอยา่งที่ตดิอยู่ท่ีก้นขวดกลมละลายออก เทใส่ขวดปรับปริมาตร ขนาด 5 mL 

ปรับปริมาตรด้วยตัวท าละลายอะซิโตไนไทรล์ กรองด้วย Syringe filter nylon ขนาด 0.22 µm × 13 mm 

ใส่ขวด Vial น าไปด้วยวิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC  

 

ผลการวิจัยและอภปิรายผล 

1. ผลการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ (Validation of the method) 

 การตรวจสอบความถูกต้องแม่นย า เป็นการวิเคราะห์เพื่อให้เกิดความมั่นใจว่าวิธี

วิเคราะห์ให้ผลท่ีถูกต้อง มีความเหมาะสมสามารถน ามาใช้ในการวิเคราะห์ตัวอย่างจริง ดังนั้น 

จึงจ าเป็นต้องศึกษา  Method validation ซึ่งเป็นกระบวนการยืนยันความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ 

ได้ก าหนดพารามเิตอร์ ท่ีจะศกึษาดังนี้ 

 1.1 ผลความจ าเพาะเจาะจงของวิธีวเิคราะห์ (Specificity)  

  ผลการศึกษาความจ าเพาะเจาะจงของวิธีวิเคราะห์ แสดงได้จากระหว่าง 

โครมาโทแกรมของแบลงค์ คือ 0.1 %v/v  ออโท-ฟอสฟอริก เอซิด : อะซิโตไนไทรล์ (50 : 50) และ

โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานผสม แอนทราควิโนน อะลิซาริน ไครโซฟานอล และ 

อีโมดิน (เข้มข้น 3 µg/mL) เพื่อศึกษาว่าแบลงค์ไม่ถูกรบกวนจากสารอื่น ในการวิเคราะห์แยก 
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ตัวอย่างท่ีต้องการศึกษา โดยการตรวจพบจะต้องไม่พบสิ่งรบกวนในต าแหน่งเดียวกันกับสาร 

ท่ีต้องการวเิคราะห์ได้ผล ดังภาพท่ี 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

ภาพที่ 1 โครมาโทแกรม (A) 0.1 %v/v ออโท-ฟอสฟอริก เอซิด : อะซิโตไนไทรล์ (50 : 50) และ 

(B) โครมาโทแกรมของสารมาตรฐานแอนทราควิโนน อะลิซาริน ไครโซฟานอล และ 

อโีมดนิ ที่ความเข้มข้น 3 µg/mL  

 

  จากการศึกษาความจ าเพาะเจาะจงของวิธีวิเคราะห์ พบว่า โครมาโทแกรมของ 

แบลงค์ คือ 0.1 % v/v ออโท-ฟอสฟอริก เอซิด : อะซิโตไนไทรล์ท่ีใช้เป็นเฟสเคลื่อนท่ี ไม่พบพีคใดๆ 

เกิดขึ้นในช่วงการวิเคราะห์ และเมื่อเทียบกับโครมาโตแกรมของสารละลายมาตรฐานผสม  

(อะลิซาริน แอนทราควิโนน ไครโซฟานอล และอีโมดิน) ความเข้มข้น 3 µg/mL พบพีคขึ้นท่ีเวลา 

4.583 9.877 10.655 และ 22.503 นาที ตามล าดับ ใช้เวลาในการวิเคราะห์ท้ังหมด 23 นาที 

แสดงให้เห็นว่าผลการวเิคราะห์ไม่พบสิ่งรบกวนท่ีต าแหนง่เดียวกับสารท่ีต้องการตรวจวัด  

  1.2 ผลการทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงการวิเคราะห์ (Linearity and Range) 

   ผลการทดสอบความเป็นเส้นตรงของสารมาตรฐานแอนทราควิโนน อะลิซาริน          

ไครโซฟานอล และอีโมดิน ท่ีระดับความเข้มข้นระหว่าง 0.5-10.0 µg/mL เมื่อน าพื้นท่ีใต้พีคและ

ความเข้มข้นไปสร้างกราฟความเป็นเส้นตรงอยู่ในช่วง 0.5-10.0 µg/mL ดังภาพท่ี 2 
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ภาพที่ 2 แสดง Linearity ของสารมาตรฐาน (A) แอนทราควิโนน (B) อะลซิาริน (C) ไครโซฟานอล 

และ (D) อโีมดนิ ท่ีชว่งความเข้มข้นระหว่าง 0.5-10.0 µg/mL  

 

   จากการศึกษาความเป็นเส้นตรงและช่วงการทดสอบของสารมาตรฐาน 

แอนทราควิโนน อะลซิาริน  ไครโซฟานอล และอีโมดิน ได้ช่วงการทดสอบท่ีความเข้มข้นระหว่าง 

0.5-10.0 µg/mL และค่าสัมประสิทธ์ิแสดงการตัดสินใจหรือ R2 ได้เท่ากับ 0.9995 0.9997  

0.9998 และ 0.9996 ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่าผ่านเกณฑ์ท่ีก าหนด คือ ค่า R2 มีค่ามากกว่า 

0.995  

  1.3 ผลการทดสอบ LOD และ LOQ 

   จากผลศึกษาความเป็นเส้นตรงและช่วงการวิเคราะห์เพื่อมาค านวณหาค่า 

y/ xS  LOD และ LOQ ดังตารางที่ 1  
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ตารางที่ 1 ผลการตรวจสอบความใชไ้ด้ของวธีิวิเคราะห์ 

สารมาตรฐาน 
ช่วงการทดสอบ 

(µg/mL) 

สมการ 

ความสัมพันธ์ 
R2 Sy/x 

LOD 

(µg/mL) 

LOQ 

(µg/mL) 

แอนทราควิโนน 0.5-10 y = 109.95x - 6.67 0.9995 7.6811 0.2096 0.6986 

อะลิซาริน 0.5-10 y = 52.62x - 4.94 0.9997 2.7113 0.1546 0.5153 

ไครโซฟานอล 0.5-10 y = 26.01x + 0.24 0.9998 1.4139 0.1631 0.5435 

อโีมดิน 0.5-10 y = 14.35x - 1.37  0.9996 1.0584 0.2213 0.7376 
   

   จากการศึกษาการทดสอบขีดจ ากัดการตรวจวัดต่ าสุด และขีดจ ากัดการตรวจวัด 

เชิงปริมาณ (LOD และ LOQ) ของสารมาตรฐานแอนทราควิโนน อะลิซาริน ไครโซฟานอล และ 

อีโมดิน พบว่า ได้ค่า LOD อยู่ท่ี 0.2096 0.1546 0.1631 และ 0.2213 µg/mL ตามล าดับ และ 

ค่า LOQ อยู่ท่ี 0.6986 0.5153 0.5435 และ 0.7376 µg/mL ตามล าดับ  

  1.4 ผลการทดสอบความแม่นและความเที่ยง (Accuracy and Precision) 

   ผลศึกษาการทดสอบความแม่นและความเท่ียงของการวิเคราะห์ โดยการหา

ร้อยละการคืนกลับมา (% Recovery) และค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (% RSD) โดยการเติม

สารละลายมาตรฐานผสม 4 ชนิด (แอนทราควิโนน อะลิซาริน ไคโซฟานอล และอีโมดิน) ใน

ตัวอย่างใบขี้เหล็กท่ีระดับความเข้มข้น 0.5 2.0 5.0 µg/mL ได้ค่า % Recovery และ % RSD 

ดังตารางที่ 2  
 

ตารางที่ 2 ผลการวิเคราะห์และค่าความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน (แอนทราควิโนน       

   อะลซิาริน ไครโซฟานอล และอีโมดิน)  (n=7) 

สารมาตรฐาน 
ความเข้มข้นที่ Spiked 

ในตัวอย่าง (µg/mL) 

ความเข้มข้นที่ตรวจ

พบ (µg/mL) 
% RSD % Recovery 

อะลิซาริน 0.5 

2.0 

5.0 

0.3984±0.0064 

1.5015±0.0088 

4.1040±0.0069 

1.6 

0.8 

0.6 

79.7 

75.1 

82.1 

แอนทราควิโนน 0.5 

2.0 

5.0 

0.5338±0.0064 

1.7778±0.0182 

4.7072±0.0042 

1.5 

1.0 

0.4 

106.8 

88.9 

94.1 

อโีมดิน 0.5 

2.0 

5.0 

0.3816±0.0150 

1.7778±0.0182 

4.1470±0.0564 

0.8 

1.0 

1.4 

76.3 

88.9 

82.9 

ไครโซฟานอล 0.5 

2.0 

5.0 

0.4424±0.0029 

1.9216±0.0150 

4.8957±0.0321 

0.7 

0.8 

0.7 

88.5 

96.1 

97.9 
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   ผลการทดสอบความแม่นและความเท่ียงของการวิเคราะห์ โดยการเติม

สารละลายมาตรฐาน (แอนทราควิโนน อะลิซาริน ไครโซฟานอล และอีโมดิน) ในตัวอย่างใบขี้เหล็ก 

ซึ่งเป็นตัวแทนของ sample blank ท่ีความเข้มข้น 0.5 2.0 5.0 µg/mL ได้ค่า % Recovery ในช่วง 

75.1-106.8 พบว่า % Recovery ผ่านเกณฑ์ท่ีก าหนด คือ 70%-110% และ % RSD ไม่เกิน 2% 

ตามท่ี AOAC (2002) ได้ก าหนดไว้  

2.  ผลการวิเคราะห์ปริมาณแอนทราควิโนน อะลิซาริน ไครโซฟานอล และ 

อโีมดิน ในตัวอย่างพืช  

 ผลการศึกษาหาปริมาณแอนทราควิโนน อะลิซาริน ไครโซฟานอล และอีโมดิน  

ในตัวอย่างพืช 8 ชนิด ได้แก่ รากยอ ใบขี้เหล็ก เมล็ดแมงลัก เมล็ดกระเจี๊ยบแดง เนื้อในฝักคูน 

เปลือกคูน เมล็ดคูน และใบคูน แสดงตัวอย่างโครมาโทแกรม ดังภาพท่ี 3 และค านวณปริมาณ

สารกลุม่แอนทราควิโนนท่ีวิเคราะห์ ดังตารางที่ 3 

 

ตารางที่ 3 ผลการวเิคราะห์หาปริมาณ (แอนทราควิโนน อะลิซารนิ ไครโซฟานอล และอีโมดิน)  

   ในตัวอยา่งพชื 8 ชนิด (n=4) 

ชนิดตัวอย่าง ปริมาณสารที่วเิคราะห์ได้ (µg/g) 

แอนทราควิโนน อะลิซาริน ไครโซฟานอล อีโมดิน 

รากยอ 80.56±19.04 7.03±2.75 - 55.12±2.30 

ใบขีเ้หล็ก 0.84±0.09 - - - 

เมล็ดกระเจี๊ยบแดง - - - - 

เมล็ดแมงลกั - 1.27±0.03 - 2.89±0.24 

เนือ้ในฝักคูน - - 1.63±0.10 - 

เปลือกคูน - - - - 

เมล็ดคูน - - 1.42±0.13 - 

ใบคูน - - - - 

หมายเหตุ  -   หมายถึง ตรวจไม่พบ 
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ภาพที่ 3 โครมาโทแกรมที่ ไ ด้จากการวิ เคราะห์สารมาตรฐานผสม 4 ตัว (1) อะลิซาริน (2)  

แอนทราควิโนน (3) ไครโซฟานอล และ (4) อีโมดิน (A) ตัวอย่างสารสกัดรากยอ (B) เมล็ด

แมงลัก (C) และ เนื้อในฝักคูน (D) จากเครื่อง HPLC คอลัมน์ C-18 เฟสเคลื่อนที่ 50 : 50 

ของ 0.1% v/v ออโท-ฟอสฟอริก เอซิด : อะซิโตไนไทรล์ ปริมาตรฉดี 5 µL 
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  จากการศึกษาหาปริมาณกลุ่มสารแอนทราควิโนน โดยเทียบกับสารมาตรฐาน  

4 ชนิด ประกอบด้วย สารแอนทราควิโนน สารอะลิซาริน สารไครโซฟานอล และสารอีโมดิน 

วเิคราะหใ์นตัวอยา่ง 8 ชนิด ได้แก่ รากยอ ใบขีเ้หล็ก เมล็ดแมงลัก เมล็ดกระเจี๊ยบแดง เนื้อในฝัก

คูน เปลอืกคูน เมล็ดคูน และใบคูน พบว่า สารแอนทราควิโนนเป็นสารหลักท่ีพบในรากยอ โดยมี

ปริมาณสารแอนทราควิโนน อะลิซาริน และอีโมดิน อยู่มากท่ีสุด เท่ากับ 80.56±19.04 

7.03±2.75 และ 55.12±0.00 µg/g ตามล าดับ รองลงมา คือ เมล็ดแมงลัก มีปริมาณอะลิซาริน

และอโีมดนิอยูท่ี่ 1.27±0.03 และ 2.89±0.00 µg/g ตามล าดับ ส าหรับในตัวอย่างคูน ได้แบ่งส่วน

ตา่งๆ ในการวิเคราะห์ คือ เนื้อในฝักคูน เปลือกคูน เมล็ดคูน และใบคูน พบว่า เนื้อในฝักคูนและ

เมล็ดคูนมปีริมาณไครโซฟานอลอยูท่ี่ 1.63±0.00 และ 1.42±0.03 µg/g ตามล าดับ ส่วนเปลือกคูน

และใบคูนไม่พบพีคในโครมาโทรแกรมท่ีตรงกับสารมาตรฐานท่ีวิเคราะห์  อย่างไรก็ตาม 

พืชบางชนิดท่ีไม่พบพีคตรงกับสารมาตรฐานท่ีท าการตรวจวัด อาจมีสารส าคัญท่ีปรากฏในกลุ่ม

แอนทราควิโนนชนิดอื่นท่ีมีฤทธ์เป็นยาระบาย ซึ่งสอดคล้องกับรายงานการพบสาร Rhein เป็น 

สารหลักที่พบในฝักคูน (Sakulpanich & Gritsanapan, 2009) และมี Rhein 0.0993% w/w ในคูน 

(Chewchinda et al., 2014) ส าหรับใบขี้เหล็กมีปริมาณแอนทราควิโนนอยู่ท่ี 0.84±0.09 µg/g 

ส่วนตัวอย่างท่ีเหลือไม่พบสารแอนทราควิโนน อะลิซาริน ไครโซฟานอล และอีโมดิน ดังนั้น

ตัวอย่างท่ีพบกลุ่มสารแอนทราควิโนนท่ีท าการวิเคราะห์สามารถน ามาใช้เป็นยาระบายได้  

การเปรียบเทียบปริมาณแอนทราควิโนน จากงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้องมีปริมาณของแอนทราควิโนน  

จากรากยออยู่ท่ี 103.2±4.8 mg/g (Temiyaputra et al., 2008) ในขณะท่ี สมศักดิ์ (2542) พบปริมาณ

ของแอนทราควโินนจากฝักคูน และใบขีเ้หล็กอยูท่ี่ 0.6 และ 0.12 g/100 g ซึ่งปริมาณแอนทราควิโนน

ท่ีศึกษาคร้ังนี้มีค่าน้อยกว่าจากงานวิจัยดังกล่าว อย่างไรก็ตามงานวิจัยนี้ได้ใช้เทคนิค HPLC 

วเิคราะห์สารกลุ่มแอนทราควโินน แสดงให้เห็นการตรวจสอบวธีิท่ียอมรับได้ พบว่า มีค่า R2 0.999 

เป็นตัวยนืยันความเป็นเส้นตรง ส่วนค่า % RSD ต่ ากว่า 2 และ % Recovery อยู่ในช่วง 75.1-106.8 

เป็นตัวยืนยันค่าความเท่ียงและความถูกตอ้งของวธีิ  

 

สรุปผลการวิจัย   

การวเิคราะหส์ารประกอบแอนทราควิโนนจากพืชด้วยเทคนิคโครมาโทรกราฟีของเหลว

สมรรถนะสูงแบบวัฎภาคย้อนกลับและใช้การชะแบบไอโซเคติก สามารถวิเคราะห์หาปริมาณ 

กลุ่มแอนทราควิโนน 4 ชนิด พร้อมกัน (แอนทราควิโนน อะลิซาริน ไครโซฟานอล และอีโมดิน) 

ในเวลาเพียง 23 นาที มีวิธีการเตรียมตัวอย่างท่ีง่ายไม่ซับซ้อน จึงลดเวลาในการสกัดได้มาก 

สามารถวิเคราะห์สารผสมในปริมาณน้อยได้และสามารถวิเคราะห์ซ้ า ซึ่งให้ผลการตรวจสอบ

ความความเท่ียงและความแมน่ท่ีด ีสามารถน าไปใชใ้นการวิเคราะห์สารประกอบแอนทราควิโนน
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ในพืชชนิดอื่นๆ และเป็นทางเลือกในการพัฒนาเป็นส่วนประกอบของผลิตภัณฑ์ยาสมุนไพรไทย

ตอ่ไป 
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