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พิลังกาสาเป็นสมุนไพรที่ปรากฏในต ารับยาสมุนไพรไทยหลายต ารับ  ในผลมี

สารส าคัญคือ cyanidin-3-O-glucoside เป็นสารในกลุ่ม anthocyanins และ สาร embelin เป็น
สารในกลุม่ benzoquinones งานวิจยันีจ้ดัท าเพื่อตรวจสอบความถกูตอ้งของวิธีวิเคราะหป์รมิาณ 
cyanidin-3-O-glucoside และ embelin ดว้ยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง  โดย
ศึกษาในหัวข้อต่างๆ ได้แก่ ความเป็นเส้นตรงของวิธีวิเคราะห์ ตรวจสอบด้วยสารมาตรฐาน 
cyanidin-3-O-glucoside ไดส้มการเสน้ตรง y = 1.0265x - 0.0381 ค่า R2 = 0.9998 มีค่า LOD 
และ LOQ เท่ากับ 0.104 และ 0.316 µg/mL ความถูกตอ้งของวิธีวิเคราะหมี์ค่า %recovery อยู่
ในช่วง 96.74 – 101.32% ความแม่นย าของวิธีวิเคราะห์ Intraday และ Inter day precision  มี 
%RSD อยู่ในช่วง 0.10-1.80 และ 1.60-1.93 ส่วน embelin ความเป็นเส้นตรงของวิธีวิเคราะห ์
ตรวจสอบดว้ยสารมาตรฐาน embelin ไดส้มการเสน้ตรง y = 1.5696x - 0.2786 ค่า R2 = 0.9972 
มีค่า LOD และ LOQ เท่ากบั 0.013 และ 0.039 µg/mL ตามล าดบั ความถกูตอ้งของวิธีวิเคราะหมี์
ค่า %recovery อยู่ในช่วง 95.88 – 98.85% ความแม่นย าของวิธีวิเคราะห์ Intraday และ Inter 
day precision  มี %RSD อยู่ในช่วง 0.70-0.92 และ 0.65-1.21 ตามล าดบั ซึ่งเป็นไปตามเกณฑ์
ของ AOAC และเม่ือน าวิธีวิเคราะหไ์ปหาปรมิาณ ไดป้รมิาณ cyanidin-3-O-glucoside ใกลเ้คียง
กับการทดสอบ total flavonoid content และ total anthocyanin content ส่วนปริมาณ embelin 
มีความสมัพนัธก์บัปรมิาณ total phenolic content 

 
ค าส าคญั : พิลงักาสา การตรวจสอบความถกูตอ้งของวิธีวิเคราะห ์Embelin Anthocyanin 
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Fruit of Ardisia elliptica Thunb is reported to be used in many Thai herbal 

recipes. This research aims to validate the method for analyzing cyanidin-3-O-glucoside 
and embelin in Ardisia elliptica Thunb. with high performance liquid chromatography 
(HPLC). The study of the method validation of cyanidin-3-O-glucoside was included in 
the topics of Linearity, an r-square was 0.9998 with the range 0.4-2.0 µg/ml, the LOD 
and LOQ was 0.104 and 0.316 µg/mL, the recovery for Accuracy were 96.74-101.32%. 
The precision results in the %RSD were 0.10-1.80 for intraday and 1.60-1.93 for interday. 
The study of method validation of embelin was included in the topics of Linearity, with a 
rsquare of 0.9972, with a range of 0.8-4.0 µg/ml, the LOD and LOQ was 0.013 and 0.039 
µg/mL, the recovery for accuracy were 95.88-98.85%, The precision results in the RSD 
were 0.70-0.92 for intraday and 0.65-1.21 for interday. The method met the general 
requirement of AOAC and can be used for analyzing for cyanidin-3-O-glucoside and 
embelin in Ardisia elliptica Thunb. 
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กิตตกิรรมประกาศ 
  

ปรญิญานิพนธฉ์บบันีส้  าเรจ็ลลุ่วงไดด้ว้ยดี เนื่องจากผูว้ิจยัไดร้บัความเมตตาและกรุณาให้
ความช่วยเหลือ ทัง้ในดา้นความรู ้การใหค้ าปรกึษา และการสนบัสนนุจาก รองศาสตราจารย ์ดร.วีระ
ศกัดิ์ สามี อาจารยท์ี่ปรกึษาหลกั และขอกราบขอบพระคณุ รองศาสตราจารย ์ดร.สรนิ ทดัทอง ที่ให้
ความกรุณาเป็นที่ปรกึษารว่ม รวมทัง้ใหค้  าปรกึษา ขอ้เสนอแนะในการท างานวิจยัครัง้นีด้ว้ย ผูว้ิจยัขอ
กราบขอบพระคณุเป็นอย่างสงูในความกรุณาของอาจารยท์ี่ปรกึษาปริญญานิพนธท์ัง้สองท่าน  ที่ได้
เสียสละเวลาอนัมีค่าปรบัปรุงใหป้ริญญานิพนธมี์ความสมบูรณแ์ละถูกตอ้ง ตลอดจนดูแลเอาใจใส่
การด าเนินงานวิจยัทกุขัน้ตอน ผูว้ิจยัรูส้กึซาบซึง้และขอกราบขอบพระคณุเป็นอย่างสงูไว ้ณ โอกาสนี ้

ขอกราบขอบพระคุณ  รองศาสตราจารย์ ดร.ชุดา  จิตตสุโภ  ที่ ให้ความกรุณาเป็น
ผูท้รงคณุวฒุิภายนอกมหาวิทยาลยัในการสอบปากเปลา่ปรญิญานิพนธ ์

ขอกราบขอบพระคุณ อาจารย ์ดร.วิภาพร เสรีเด่นชัย ที่ใหค้วามกรุณาเป็นกรรมการการ
สอบปากเปล่าปริญญานิพนธ์ รวมถึงการเป็นอาจารยท์ี่ปรกึษาในชัน้ปริญญาโทครัง้นีด้ว้ย อาจารย์
ไดใ้หค้  าปรกึษา และสนบัสนนุผูว้ิจยัตลอดการเรยีนในระดบัชัน้ปรญิญาโทเสมอมา 

ขอกราบพระคณุคณาจารยห์ลกัสตูรวิทยาศาสตรมหาบณัฑิต สาขาวิทยาการเภสชัภณัฑ ์
คณะเภสัชศาสตร  ์มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒทุกท่านที่ถ่ายทอดความรู้ ช่วยเหลือและให้
ค าแนะน าที่เป็นประโยชนแ์ก่ผูว้ิจยั 

ขอขอบคุณเพื่อนๆ พี่ๆ นอ้งๆ ทุกคนที่ใหค้  าปรกึษาและเป็นก าลงัใจในการท างานวิจัยให้
ส  าเรจ็ลลุว่งไดด้ว้ยดี 

ขอกราบขอบพระคณุมารดาที่ใหท้ัง้ก าลงักาย ก าลงัใจและก าลงัทรพัยใ์นการศึกษา และ
การท าวิจยัใหผ้่านลลุว่งไปดว้ยดี 
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บทที ่1 
บทน า 

ภมิูหลัง 
ในปัจจบุนัสมนุไพรเป็นทางเลือกที่นิยมในการน ามาเป็นผลิตภณัฑร์กัษาหรือป้องกนัโรค 

ซึ่งสมุนไพรมีความหมายว่า ยาที่ได้มาจากพืช สัตว์ หรือแร่ธาตุจากธรรมชาติ โดยไม่มีการ
เปลี่ยนแปลงสภาพ ซึ่งสมุนไพรที่ไดจ้ากพืชนัน้ เรียกว่าพืชวตัถุ ส่วนต่าง ๆ ที่น  ามาใชเ้ป็นยาได ้
ไดแ้ก่ ใบ ดอก ผล เปลือกผล เมล็ด เปลือกเมล็ด ราก แก่น เนือ้ไม ้เปลือกไม ้การใชส้มุนไพรมี
ตัง้แต่สมยักรีก อินเดีย จีน และการแพทยแ์ผนไทยโบราณ จนมาถึงปัจจุบนัมีการคน้ควา้วิจยัน า
สมุนไพรมาท าการสกัดใหไ้ดส้ารส าคัญ เพื่อน ามาเป็นตัวยาส าคัญในการรกัษาและป้องกันโรค
ต่อไป  

พิลังกาสา (Ardisia elliptica Thunb.) เป็นพืชในวงศ ์Myrsinaceae เป็นไมย้ืนตน้ขนาด
เล็ก ล าตน้ตัง้ตรง กิ่งกา้นกลม หรือเป็นเหลี่ยม กิ่งอ่อนมีสีน า้ตาลแดง สว่นกิ่งแก่มีสีน า้ตาลอมเทา 
ใบมีลกัษณะเป็นใบเดี่ยว ออกหนาแน่นที่ปลายกิ่ง เป็นรูปรีปลายแหลมถึงมน ดอกออกเป็นช่อที่
ปลายกิ่งหรือซอกใบ มีสีขาวแกมชมพู ผลเป็นรูปทรงกลม ผลอ่อนมีสีแดง ผลสกุมีสีม่วงเขม้ พบ
ตามป่าดงดิบเขาทั่วไป สรรพคุณตามต ารายาไทย ผลมีรสฝาด รอ้น และสุขุม ใชแ้กไ้ข ้แกธ้าตุ
พิการ แก้ท้องเสีย แก้ลมพิษ แก้ซาง (คณะเภสัชศาสตร ์มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี , 2553) มี
รายงานว่าพบสารท่ีมีฤทธ์ิตา้นอนมุลูอิสระ ซึ่งสารที่พบในผลพิลงักาสา ไดแ้ก่สารในกลุ่มฟีนอลิก 
ฟลาโวนอยด ์แอนโทไซยานิน (กนัตก์นิษฐ์ จงรตันวิทย,์ 2012) และ เอมเบลิน  
แอนโทไซยานิน เป็นสารสีที่พบไดต้ามธรรมชาติ ส่วนใหญ่จะพบในพืชที่มีสีม่วง แดง หรือน า้เงิน 
เช่น องุ่นสีแดง แอปเป้ิล เบอรร์ี่ต่าง ๆ และผกัต่าง ๆ ที่มีสีม่วงแดง โดยแอนโทไซยานิน เป็นสารที่มี
ประโยชน์ต่อมนุษย์และสัตว ์มีฤทธ์ิต้านเซลลม์ะเร็ง มีผลดีต่อระบบเลือดและระบบประสาท 
(Burton-Freeman, Sandhu, & Edirisinghe, 2016) แอนโทไซยานินเป็นสารสีที่ละลายน ้าได ้
โดยสารสีนีจ้ะอยู่ในรูป glycosylated form เป็นสารในกลุ่มฟีนอลิก สีและความคงตวัของแอนโท
ไซยานินขึน้อยู่กบั pH แสง และโครงสรา้ง โดยในสภาวะที่เป็นกรด แอนโทไซยานิน  จะเป็นสีแดง 
และจะเปลี่ยนเป็นสีน า้เงินเม่ือ pH สงูขึน้ การศึกษาในหลอดทดลอง สตัวท์ดลอง และในมนุษย์
แสดงใหเ้ห็นว่าแอนโทไซยานินมีฤทธ์ิตา้นอนมุลูอิสระ และฤทธ์ิตา้นเชือ้จลุชีพ ช่วยในการมองเห็น 
และดีต่อระบบประสาท สารในกลุ่มแอนโทไซยานิน ที่พบหลัก ๆ ในพืชได้แก่ cyanidin-3-O-
glucoside (Khoo, Azlan, Tang, & Lim, 2017) 
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เอมเบลิน (Embelin) เป็นสารในกลุ่ม benzoquinone ละลายน า้ไดไ้ม่ดี สามารถพบได้
จากพืชในวงศ ์Myrsinaceae และ Oxalidaceae มีฤทธ์ิตา้นเชือ้แบคทีเรีย ตา้นเชือ้รา ตา้นอาการ
อกัเสบ ลดอาการปวด (Chitra, Devi, & Sukumar, 2003; Poojari, 2014; Prasad, 2017) 
เน่ืองจากสารส าคญัในสารสกดัผลพิลงักาสามีฤทธ์ิท่ีน่าสนใจ สามารถน ามาพฒันาเป็นสารส าคญั
ในการรกัษาและป้องกันโรคต่าง ๆ ได้ แต่การที่จะน าพิลังกาสามาใช้นั้น ต้องท าการควบคุม
คุณภาพของสมุนไพรทั้งดา้นคุณภาพและปริมาณ ดังนั้นงานวิจัยนีมี้วัตถุประสงคท์ี่จะศึกษา
ปริมาณสารฟีนอลิก สารฟลาโวนอยด ์สารแอนโทไซยานิน และเอมเบลิน โดยการศึกษาปริมาณ
สารฟีนอลิกทัง้หมด (total phenolic compound) สารฟลาโวนอยด ์(total flavonoid) สารแอนโท
ไซยานิน (total anthocyanins) เป็นการตรวจสอบเบือ้งตน้ถึงองคป์ระกอบทางเคมีของสารที่พบใน
ผลพิลงักาสา เพื่อน าไปพฒันาวิธีวิเคราะหแ์ละตรวจสอบความถกูตอ้งของวิธีวิเคราะหส์ารส าคญั
ในสารสกัดผลพิลังกาสา และสามารถใชเ้ป็นขอ้มูลในการพัฒนาต ารบัยาสมุนไพรที่มาจากผล
พิลงักาสาไปสูผ่ลิตภณัฑต์่อไป 

ความมุ่งหมายงานวิจัย 
1. เพื่อพัฒนาและตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ของสาร cyanidin-3-O-

glucoside ดว้ยวิธี HPLC 
2. เพื่อพัฒนาและตรวจสอบความถูกตอ้งของวิธีวิเคราะหข์องสาร embelin ดว้ยวิธี 

HPLC 
ขอบเขตงานวิจัย 

งานวิจยันีเ้ป็นงานวิจยัเชิงทดลอง เป็นการศกึษา พฒันาวิธีวิเคราะหข์องสาร cyanidin-3-
O-glucoside และ embelin ในสารสกัดผลพิลังกาสาดว้ยเทคนิคโครมาโทกราฟีสมรรถภาพสูง 
ทดสอบหาปริมาณสารฟีนอลิก สารฟลาโวนอยด ์โดยท าการสกดัสารโดยใชต้วัท าละลาย 3 ชนิด 
ไดแ้ก่ hexane, 95% ethanol และน า้ และตรวจสอบความถกูตอ้งของวิธีวิเคราะหท์ี่พฒันาขึน้ตาม
เกณฑก์ารยอมรบัของ AOAC2002 

ตัวแปรทีศ่กึษา 
1. การทดสอบหาปรมิาณ cyanidin-3-O-glucoside, embelin 

ตวัแปรอิสระ: ปรมิาณ cyanidin-3-O-glucoside, embelin 
ตวัแปรตาม: % Assay 
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2. การทดสอบหาปรมิาณ Total phenolics 
ตวัแปรอิสระ: ปรมิาณ Total phenolics 
ตวัแปรตาม: mg of gallic acid equivalent/ g extract 

3. การทดสอบหาปรมิาณสาร Total flavonoids 
ตวัแปรอิสระ: ปรมิาณสาร Total flavonoids 
ตวัแปรตาม: mg of quercetin equivalent / g extract 

4. การทดสอบหาปรมิาณสาร Total anthocyanin 
ตวัแปรอิสระ: ปรมิาณสาร Total anthocyanin 
ตวัแปรตาม: mg of C3G/g extract 
นิยามศัพทเ์ฉพาะ 

Total phenolics คือ ปรมิาณสารฟีนอลิกทัง้หมดในสารสกดัผลพิลงักาสา 
Total flavonoids คือ ปรมิาณสารฟลาโวนอยดท์ัง้หมดในสารสกดัผลพิลงักาสา 
Total anthocyanins คือ ปรมิาณสารแอนโทไซยานินทัง้หมดในสารสกดัผลพิลงักาสา 
ความถูกต้องของวิ ธีวิเคราะห์  คือ การผ่านการทดสอบวิธีวิ เคราะห์ในหัวข้อ Specificity, 
Accuracy, Precision, Limit of quantitative, Limit of detection และ Linearity and Range  

กรอบแนวคดิงานวิจัย 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ความสามารถในการแยกพีค 
cyanidin-3-O-glucoside และ 
embelin 

System suitability 
ความถกูตอ้งของวิธีวิเคราะห ์
Specificity 
Linearity&Range 
Precision 
Accuracy 
LOD, LOQ 

สภาวะการวิเคราะห ์
-HPLC condition 



 4 

สมมตฐิานงานวิจัย 
1. การวิเคราะหด์ว้ยเทคนิคโครมาโทกราฟีสมรรถภาพสงู สามารถแยก cyanidin-3-O-

glucoside และ embelin และหาปรมิาณได ้
2. วิธีวิเคราะหมี์ความถกูตอ้งของวิธีวิเคราะหต์ามมาตรฐานของ AOAC2002 

ประโยชนท์ี่คาดวา่จะไดร้บั 

1. ทราบถึงปรมิาณของของสาร cyanidin-3-O-glucoside, embelin สารฟีนอลิก และ 
สารฟลาโวนอยด ์

2. สามารถน าวิธีวิเคราะหท์ี่พฒันาขึน้ไปประยุกตใ์ชใ้นการวิเคราะหป์ริมาณแอนโทไซ
ยานินและ embelin จากสารสกดัจากพืชชนิดอื่น ๆ ต่อไปได ้

  



 
 

 

บทที ่2 
เอกสารและงานวิจัยทีเ่กีย่วข้อง 

ในการวิจยัครัง้นี ้ผูว้ิจยัได้ศึกษาเอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวขอ้ง และไดน้ าเสนอตามหัวขอ้
ตอ่ไปนี ้

• พิลงักาสา (Ardisia elliptica thumb) 

• แอนโทไซยานิน (Anthocyanins) 

• เอมเบลิน (Embelin) 

• แมสสเปคโทรมิเตอร ์(Mass spectrometer) 

• เทคนิคโครมาโทกราฟีสมรรถภาพสงู (HPLC) 
พลิังกาสา (Ardisia elliptica thumb) 

พิลังกาสา มีช่ืออื่น ๆ ไดแ้ก่ ลงัพิสา(ตราด) ทุลังกาสา รวมใหญ่ (ชุมพร) ตาปลา จ า้กอ้ง มาตา
อาแย ปือนา ช่ือวิทยาศาสตร ์Ardisia elliptica thumb อยู่ในวงศ ์Myrsinaceae โดยมีการระบุ
รายละเอียดพรรณไมด้งัตาราง 1 (คณะเภสชัศาสตร ์มหาวิทยาลยัอบุลราชธานี, 2553) 

ตาราง 1 แสดงรายละเอียดพรรณไมข้องพิลงักาสา 

รายละเอียดพรรณไม ้(Specimen Details) 

Herbarium no. PHUBU00075 
Family Myrsinaceae 
Scientific name Ardisia elliptica Thunb. 
Thai name พิลงักาสา (Pi lang ka sa) 
Collector Sudarat Homhual 
Collection date 31 July 2010 
Country Thailand 

Location 
Herbal Garden (Faculty of Pharmacy, 
Ubon Ratchathani University) 

Habitat Montane rain forest 
Plant part Leaf, flower, fruit 
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ตาราง 1 (ต่อ) 

รายละเอียดพรรณไม ้(Specimen Details) 
Note White with pink flower 
Botanical description www.phargarden.com 

ภาพประกอบ 1 Herbarium ของพิลงักาสา 

ที่มา : ฐานขอ้มลูสมนุไพร คณะเภสชัศาสตร ์ม.อบุลรราชธานี (2010 : online) 

พิลงักาสามีลกัษณะเป็นไมพุ้่มยืนตน้ขนาดเล็ก ล าตน้ตัง้ตรง กิ่งกา้นกลมหรืออาจเป็นเหลี่ยม สี
น า้ตาลอมเทา กิ่งอ่อนสีน า้ตาลแดง ใบมีลกัษณะเป็นใบเดี่ยว เรียงสลบักนั ขึน้หนาแน่นที่ปลายกิ่ง 
เป็นรูปรี ปลายแหลม โคนใบรูปลิ่ม ผิวใบและขอบใบเรียบ แผ่นใบมีต่อมเป็นจุดกระจาย ใบหนา

http://www.phargarden.com/main.php?action=viewpage&pid=81
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มนั กา้นใบสัน้ สีแดง เสน้ใบไม่ค่อยชัดเจน ดอกออกเป็นช่อจากซอกใบ และปลายกิ่ง ช่อละ 4-8 
ดอก กลีบดอกสีขาวแกมชมพ ูติดกนัที่โคนเป็นหลอดสัน้ ๆ ปลายแยกเป็น 5 แฉก ปลายกลีบดอก
แหลม กลีบเลีย้งสีเขียว โคนเช่ือมติดกนั ผลรูปทรงกลมแป้น ผิวเรียบ ผลอ่อนสีแดง ผลสกุมีสีม่วง
เขม้ เมลด็เดี่ยว กลม พบตามป่าดงดิบเขาทั่วไป ขยายพนัธุด์ว้ยเมลด็  
สรรพคุณในต ารายาไทย ใชผ้ลที่มีรสรอ้น ฝาด สขุุม ในการแกไ้ข ้แกท้อ้งเสีย แกล้มพิษ แกธ้าตุ
พิการ แกซ้าง ใชใ้บที่มีรสเฝ่ือนรอ้น แกต้บัพิการ แกป้อดพิการ ใชด้อกที่มีรสเฝ่ือนขมเมา ในการฆ่า
เชือ้โรค ใชร้ากที่มีรสเฝ่ือนเมาและเปรีย้วเลก็นอ้ย ในการแกก้ามโรค แกโ้รคหนองใน โดยต ากบัสรุา 
สว่นของน า้น ามารบัประทาน สว่นของกากจะต าและน าไปพอกปิดแผล ถอนพิษง ูตะขาบ แมงป่อง 
และแกล้มพิษ สว่นตน้ที่มีรสเฝ่ือนเมา น ามาปรุงผสมกบัสมนุไพรอื่นแกโ้รคเรือ้น ฆา่พยาธิที่ผิวหนงั 

ภาพประกอบ 2 พิลงักาสา 

ที่มา : ฐานขอ้มลูสมนุไพร คณะเภสชัศาสตร ์ม.อบุลราชธานี (2010 : online) 

ในแต่ละส่วนของพิลงักาสามีสารส าคัญหลากหลายชนิดโดยเฉพาะสารในกลุ่มฟีนอลิก ฟลาโว
นอยด ์โดยมีงานวิจยัของนกัวิทยาศาสตรห์ลายคณะไดท้ าการทดสอบหาสารส าคญัในแต่ละส่วน
ของพิลงักาสาดงัตาราง 2 
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ตาราง 2 แสดงสารส าคญัในพืชพิลงักาสา 

สารส าคญั สว่นของพืช แหลง่อา้งอิง 

α-amyrin ใบ (Jianhong, 2011) 

β-amyrin ใบ, ล าตน้ (Jianhong, 2011) 

isorhamnetin ผล (Phadungkit & Vallisuta, 
2006) 

quercetin ผล (Phadungkit & Vallisuta, 
2006) 

syringic acid ผล (Phadungkit & Vallisuta, 
2006) 

Anthocyanins ผล (กันต์กนิษ ฐ์  จงรัตนวิทย์ , 
2012) 

Embelin ใบ (Yukongphan, 
Thitikornpong, Palanuvej, 
& Ruangrungsi) 

 

แอนโทไซยานิน (Anthocyanins) 

แอนโทไซยานินเป็นรงควตัถุที่พบในส่วนต่าง ๆ พืช ใหส้ีแดง น า้เงิน ม่วง ละลายน า้ไดด้ี เป็นสาร
ตา้นอนมุลูอิสระ (Antioxidant) มีบทบาทต่อการปอ้งการการเกิดโรคต่าง ๆ ไดแ้ก่ 
โรคหลอดเลือดหัวใจ (Cardiovascular disease) จากการป้องกัน Oxidative stress ที่เกิดจาก
อนมุลูอิสระ (Edirisinghe, Banaszewski, Cappozzo, McCarthy, & Burton-Freeman, 2011)  
โรคมะเรง็ จากการยบัยัง้ epidermal growth-factor receptor (EGFR) (Meiers et al., 2001) 
ปัญ หาในการมองเห็ น  โดยช่ วย ให้ เกิ ด การส ร้า ง  rhodopsin (Matsumoto, Nakamura, 
Tachibanaki, Kawamura, & Hirayama, 2003) 
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โครงสรา้งของแอนโทไซยานิน ประกอบดว้ยสารประกอบ 2 หรือ 3 สว่น ไดแ้ก่ สว่นที่ 1 คือ แอนโท
ไซยานิดิน หรืออะไกลโคน (Aglycone) โครงสรา้งพืน้ฐานของแอนโทไซยานิดิน ประกอบดว้ย 
คารบ์อน 6 อะตอม คารบ์อน 3 อะตอม คารบ์อน 6 อะตอม (C-6-C-3-C-6) เช่ือมต่อกนั แอนโทไซ
ยานิดินที่พบมากมีอยู่ 6 ชนิด คือ เพลาโกนิดิน (Pelargonidin) ไซยานิดิน (Cyanidin) เดลฟินิดิน 
(Delphinidin) พีโอนิดิน (Peonidin) เพทนุิดิน (Petunidin) และมอลวิดิน (Malvidin)  

ภาพประกอบ 3 โครงสรา้งแอนโทไซยานิดิน 

ที่มา : อรอษุา (2011) 

สว่นที่ 2 คือ น า้ตาล ซึง่น า้ตาลจะเกิดพนัธะกบัคารบ์อน ต าแหน่งที่ 3 หรือต าแหน่งที่ 3 และ 5 โดย
น า้ตาลที่เกิดพันธะ ไดแ้ก่ น า้ตาลกลูโคส (Glucose) น า้ตาลกาแลคโตส(Galactose) น า้ตาลรูติ
โนส (Rutinose) และน า้ตาลแรมโนส (Rhamnose) ส่วนที่ 3 คือ กรด ซึ่งอาจมีหรือไม่มีก็ได ้ถา้มี
กรดเป็นองคป์ระกอบจะเรียกว่า นอนอะซิเลตเทต แอนโทไซยานิน (Nonacylated anthocyanin) 
แต่ถา้ไม่มีกรดเป็นองคป์ระกอบจะเรียกว่า อะซิเลตเทต แอนโทไซยานิน  (Acylated anthocyanin) 
โดยกรดจะเกิดการเอสเทอริฟิเคชั่น (Esterification) กบัน า้ตาลที่จบักบัคารบ์อนต าแหน่งที่ 3 และ 
ต าแหน่งที่ 5 กรดที่เกิดพนัธะเอสเทอรก์บัน า้ตาล ไดแ้ก่ กรดคมูาริก (Coumaric acid) กรดเฟอรรู์
ริก (Ferulic acid) กรดคารเ์ฟอิก (Caffeic acid) เป็นต้น ซึ่งการเกิดเอซิเลชั่น (Acylation) ใน
โครงสรา้งของแอนโทไซยานินจะท าใหมี้ความคงตวัดีขึน้ (อรอษุา เชาวนลิขิต, 2011) 
การสกัดแอนโทไซยานิน สามารถใชต้วัท าละลายที่เป็นกรด น า้ แอลกอฮอล ์หรือ อะซีโตน Zhi-
feng Fu และคณะ ไดท้ าการทดลองสกัดใบและผลมันม่วงดว้ย 50%, 70% และ 90% ethanol 
และ 50%, 70% และ 90% acetone พบว่าการสกดัดว้ย 70% ethanol สามารถสกดัแอนโทไซยา
นินออกมาไดด้ี (Fu et al., 2016) Xiaoyu Su และคณะใช ้1N Formic acid ในการสกดัแอนโทไซ
ยานินจากผลมนัม่วงเช่นกนั และน าไปวิเคราะหอ์งคป์ระกอบของแอนโทไซยานินดว้ย HPLC-MS 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2405844019355756#!
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ออกมาได ้โดยโครมาโทแกรมของสารสกดัมนัม่วงแสดง 14 peak ของ anthocyanins โดย peak 
ที่  8 และ 9 เป็น major anthocyanins ดังภาพประกอบ 3 และเม่ือวิ เคราะห์ต่อด้วยMass 
spectrometry พบว่าสามารถสกดัเอา Cyanidin และ Peonidin ออกมาไดซ้ึ่ง Cyanidin มี mass 
ที่ 287 m/z และ Peonidin-3-glucoside มี mass ที่ 301 m/z (Su et al., 2019) 

ภาพประกอบ 4 โครมาโทแกรมของสารสกดัมนัม่วง 

ที่มา : Xiaoyu Su และคณะ (2019). 

นอกจากนีย้งัมีงานวิจยัที่ท  าการศึกษาการสกดัสารแอนโทไซยานินในกะหล ่าปลีม่วง โดยใชต้วัท า
ละลาย ไดแ้ก่ น า้, acidified water, ตัวท าละลายผสมระหว่าง acidified water กับ ethanol ใน
อตัราสว่นต่าง, acidified methanol, acetone และ 70% aqueous acetone ซึ่งตวัท าละลายสว่น
ใหญ่เป็นกรด ซึ่งผลการทดสอบพบว่ายิ่งใชก้รดความเขม้ขน้สงู จะสามารถสกดัแอนโทไซยานินอ
อกมาไดม้าก (Chandrasekhar, Madhusudhan, & Raghavarao, 2012) 
การวิเคราะหป์รมิาณแอนโทไซยานินสามารถท าไดโ้ดยใชเ้ทคนิคโครมาโทกราฟีดว้ยเครื่อง HPLC 
แล้วเทียบกับสารมาตรฐาน จากงานวิจัย  Xiaoyu Su และคณะ ที่ ได้กล่าวไปข้างต้น ได้
ท าการศกึษาปริมาณแอนโทไซยานินดว้ยพบว่าทัง้ในใบและผลของมนัม่วงมีปรมิาณ Cyanidin 3-
(6,6-O-dicaffeoyl-sophoroside)-5-glucoside มากที่สดุ (ในรากมีมากที่สดุ 1481.4 มิลลิกรมัต่อ
กิโลกรมั) และสามารถใชก้ารทดสอบ total anthocyanin content (TAC) จากงานวิจัยของ Zhi-
feng Fu และคณะ (2016) มีวิธีทดสอบ total anthocyanin content โดยเจือจาง sample ด้วย 
1.49% KCl water buffer pH 1.0 แ ล ะ  1.64% Sodium acetate water buffer แ ล้ ว วั ด 
Absorbance ที่ความยาวคลื่น 520 nm และ 720 nm ซึ่ง TAC แสดงในปริมาณของ cyanidin-3-
O-glucoside ค านวณโดย 

Anthocyanins (mg/L) = (A520nm – A700nm)pH1.0 – (A520nm – A700nm)pH4.5 x Mw x DF x 1000/(𝜀 x L) 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2405844019355756#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2405844019355756#!
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Mw=449.2 g/mol, L=Cell path (1cm), 𝜀=Molar absorbance of cyanidin-3-O-glucoside 
(26,900 L cm-1 mol-1) ผลที่ไดพ้บว่าการสกัดสารแอนโทไซยานินจาก 70% ethanol ใหค้่า TAC 
มากที่สดุคือ (36.5 mg c-3-gE/100 g DM) 
 
เอมเบลิน (Embelin) 

เอมเบลิน (Embelin) เป็นสารในกลุ่ม benzoquinone ละลายน า้ไดไ้ม่ดี สามารถพบไดจ้ากพืชใน
วงศ ์Myrsinaceae และ Oxalidaceae มีฤทธ์ิตา้นเชือ้แบคทีเรยี ตา้นเชือ้รา ตา้นอาการอกัเสบ ลด
อาการปวด (R. Poojari, 2014, D.R. Swami, 2018, C. Sivasankar, 2017) 
มีการงานวิจัยสกัดสารส าคัญจากผลพิลงักาสาโดยใช ้95% ethanol, hexane และน า้เป็นตวัท า
ละลาย ท าการสกดัดว้ยการเขย่าเป็นเวลา 6 ชั่วโมง จากนัน้น ามาพิสจูนเ์อกลกัษณแ์ละวิเคราะห์
ปริมาณดว้ย Thin layer chromatography โดยการพิสูจนเ์อกลักษณ์จะใช ้mobile phase เป็น
อตัราส่วนของ chloroform : ethyl acetate : formic acid (5:4:1) และน าไปตรวจสอบที่ใตแ้สงที่
ความยาวคลื่น 254 nm และ365 nm ผลที่ไดเ้ป็นดังภาพประกอบที่ ส่วนการวิเคราะหป์ริมาณ 
Embelin ท าโดยน าสารสกดัจาก Hexane มาท า calibration curve ที่ความเขม้ขน้ 0.2, 0.4, 0.6, 
0.8, 1.0 mg/ml และเตรียมสารละลายของสารสกัด ใช้ mobile phase เป็นอัตราส่วนของ n-
butanol, n-propanol, 4 N ammonia (1:7:2) ผลที่ไดเ้ป็นดงัภาพประกอบที่ น าไปตรวจสอบดว้ย 
TLC densitometry และTLC Image Analysis (Yukongphan et al.) 
ยังมีงานวิจัยที่ท  าการตรวจสอบองประกอบทางเคมีของพิลังกาสา โดยใช ้ IR spectrum, Mass 
spectrum และ 1H-NMR จากนัน้ทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ พบว่ามี embelin เป็นองคป์ระกอบใน
สารสกัดผลพิลังกาสาและมีฤทธ์ิในการตา้นเชือ้แบคทีเรียสายพันธุ์ Bacillus subtilis และยังมี
ความเป็นพิษตอ่ไรสีน า้ตาลและมีฤทธ์ิตา้นอนมุลูอิสระเม่ือท าการทดลองดว้ย DPPH assay 
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ภาพประกอบ 5 TLC fingerprint ของสารสกดัผลพิลงักาสาโดยใช ้95% ethanol เป็นตวัท า
ละลาย 

ที่มา : Pongsathorn Y. et al (2013). 

ภาพประกอบ 6 TLC plate ของสารสกดัผลพิลงักาสาโดยใช ้hexane เป็นตวัท าละลาย 

ที่มา : Pongsathorn Y. et al (2013). 
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แมสสเปคโทรโฟโตมิเตอร ์(Mass spectrophotometer: MS) 

เทคนิคของเครื่อง MS มีหลักกการคือ การท าใหโ้มเลกุลของสารเกิดการแตกตัวเป็นไอออนที่มี
ประจบุวกหรอื cation ซึ่งเป็นได ้2  รูปแบบคือ อิเลก็ตรอนเดี่ยว (M+

•) และ อิเล็กตรอนคู ่M+ ขึน้อยู่
กบัลกัษณะการแตกตวัเป็นไอออน และคณุสมบตัิของสารแต่ละชนิด และไอออนจะแตกตวัอีกครัง้
เป็น fragment ion  ซึ่งไอออนที่มีประจบุวกเท่านัน้ที่จะถกูตรวจพบโดย detector โดยจะแสดงผล
ออกมาเป็นค่ามวลต่อประจุ (m/z) ซึ่งแสดงถึงน า้หนักโมเลกุลของสารชนิดนั้น ๆส่วนประกอบ
เครื่อง MS ดงัภาพประกอบ 7 

ภาพประกอบ 7 สว่นประกอบเครื่อง Mass spectrophotometer 

ที่มา : อรุณรตัน ์สณัฐิติกวินสกลุ, (2020) 

1) ระบบน าเขา้ตวัอย่าง (Sample inlet system) ท าหนา้ที่น  าสารตวัอย่างเขา้สูร่ะบบ
โดยท าใหก้ลายเป็นไอ และน าส่วนที่เป็นไอส่งต่อเขา้สู่ส่วนที่เป็นระบบการท าให้
แตกตวัเป็นไอออน 

2) แหล่งก าเนิดไอออน (Ionization chamber) ท าให้สารแตกตัวเป็นไอออนโดยมี
เทคนิคในการท าใหส้ารแตกตวัเป็นไอออน 3 ชนิดไดแ้ก่ 

a. อิเล็กตรอนกระแทก (Electron Impact, EI) หลกัการคือไอของตวัอย่างถกู
ยิงดว้ยอิเล็กตรอนที่มีพลงังานสงู 70 eV ท าใหอ้ิเล็กตรอนหลดุออกมา 1 
ตัว ซึ่งเกิดเป็นไอออนบวกมากกว่าไอออนลบ  และมีการแตกตัวเป็น 
fragment ion ต่อไปดงัภาพประกอบ 8 
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ภาพประกอบ 8 การแตกตวัเป็นไอออนดว้ยอิเล็กตรอนของโมเลกลุ 

ที่มา : อรุณรตัน ์สณัฐิติกวินสกลุ, (2020) 

b. การเป็นไอออนทางเคมี (Chemical Ionization, CI) หลักการคือ สาร
ตวัอย่างท าปฏิกิรยิากบัแก๊สรีเอเจนท ์(reagent gas) ไดแ้ก่ มีเทน โพรเพน  
แอมโมเนีย อารก์อน และบิวเทน โดยถูกยิงดว้ยอิเล็กตรอนมีพลงังานสงู
ตรงบริเวณแหล่งก าเนิดไอออน ท าใหแ้ก๊สแตกตัวเป็นไอออน  เหมาะกับ
สารตวัอย่างที่มีขนาดโมเลกลุขนาดเลก็ และระเหยง่าย 

c. การระดมยิงอะตอมอย่างเร็ว (Fast Atomic Bombardment, FAB) ใช้
แก๊สเฉ่ือย ไดแ้ก่ อารก์อน หรือ ซีนอนเป็นตวักระแทกกับสารตวัอย่างให้
เกิดการแตกตวัเป็นไอออน 

3) สว่นวิเคราะหม์วล (Mass analyzer tube) แยกความแตกต่างมวลต่อประจุ (m/z) 
ของไอออนบวก โดยไอออนบวกถกูแยกออกจากไอออนลบโดยศกัยไ์ฟฟ้าลบก่อน
ถึ งส่ วนวิ เค ราะห์ม วล  ซึ่ ง มี แท่ งแม่ เหล็ ก เป็ นตัวแยกขนาด  m/z โดยใช้
สนามแม่เหลก็ก่อนที่จะถกูสง่ไปยงัสว่นตรวจหา (detector) 

4) สว่นตรวจหา (detector) ตรวจวิเคราะหม์วลที่มาจากสว่นวิเคราะหม์วล 
5) ส่วนบันทึก (recorder) แปลงสัญญาณจาก detector เป็น mass spectrum ดัง

ภาพประกอบที่ (อรุณรตัน ์สณัฐิติกวินสกลุ, 2020) 
 



 15 

 

ภาพประกอบ 9 Mass spectrum 

ที่มา : อรุณรตัน ์สณัฐิติกวินสกลุ, (2020) 

เทคนิคโครมาโทกราฟีสมรรถภาพสูง (HPLC) 

หลกัการการท างานของเทคนิคโครมาโทกราฟีสมรรถภาพสงู ของเหลวที่มีแรงดนัสงูที่เรียกว่าวฏั
ภาคเคลื่อนที่ (mobile phase) เป็นตวัพาสารตวัอย่างเคลื่อนที่ผ่านวฏัภาคนิ่ง (stationary phase) 
ซึ่ง stationary phase สามารถสรา้งแรงหน่วงโดยอาศัยความชอบจับกันของสารตามหลกั “like 
dissolve like” ที่แตกต่างกันของสารแต่ละชนิด ท าใหเ้กิดความแตกต่างกันของเวลาที่สารนัน้ ๆ 
สามารถเคลื่อนที่ออกจาก stationary phase ท าใหไ้ดเ้วลาหน่วง (retention time)ที่แตกตา่งกนั 
เทคนิคโครมาโทกราฟีมีวิธีการแยกสาร 2 ประเภทไดแ้ก่ 

1) โครมาโทกราฟีแบบปกติ  (normal phase chromatography) โดยการใช้ stationary 
phase ที่มีสภาพขั้วสูงในการแยกสารตัวอย่างที่มีสภาพขั้วสูงเช่นกันออกจาก mobile 
phase ที่มีสภาพขัว้ต ่ากวา่ 

2) โครมาโทกราฟีแบบผนักลบั (reversed phase chromatography) โดยการใช ้stationary 
phase ที่มีสภาพขั้วต ่าในการแยกสารตัวอย่างที่มีสภาพขั้วต ่าเช่นกันออกจาก mobile 
phase ที่มีสภาพขัว้สงูกวา่ 

สว่นประกอบเครื่อง HPLC ดงัภาพประกอบที่ 9 
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ภาพประกอบ 10 สว่นประกอบเครื่อง HPLC 

ที่มา : (Sangsrichan, 2014) 

1) เครื่องสูบ(pump) มีหน้าที่สูบฉีดของเหลวที่ เป็น mobile phase ด้วยความดันสูง ให้
เคลื่อนที่ผ่าน stationary phase ดว้ยอตัราเรว็ตา่ง ๆ ตามที่ก าหนดไว ้มี 2 ชนิดไดแ้ก่ 
- Binary pump หรือ High pressure mixing gradient เป็นระบบป๊ัมคู่โดยป๊ัมทั้งสอง

จะดดู mobile phase จากขวด จากนัน้จึงท าการผสม mobile phase ตามอตัราส่วน
ที่ตัง้ไว ้โดยใชอ้ปุกรณท์ี่เรียกวา่ mixer เป็นตวัผสม 

- Quaternary หรือ  Low pressure mixing gradient ป๊ั ม  1 ตั ว ในการดู ด  mobile 
phase จากขวด โดยอัตราส่วนของ mobile phase ถูกก าหนดโดย proportional 
valve  

2) ตวัฉีด (injector) เป็นอปุกรณท์ี่ใชค้วบคมุปรมิาตรของสารตวัอย่างที่เขา้สูค่อลมัน ์ขัน้แรก
จะใชไ้ซรงิกฉี์ดสารตวัอย่างเขา้ไปในท่อพกัสารตวัอย่าง (sample loop) ซึ่งมีปริมาตรคงที่
(fixed loop injector) แลว้จงึหมนุใหส้ารตวัอย่างที่มากบั mobile phase เขา้สูค่อลมัน ์

3) ส่วนคอลัมน ์(column compartment) เป็นส่วนที่เก็บคอลัมนท์ี่บรรจุ stationary phase 
ไวภ้ายใน สามารถควบคมุอณุหภมูิไดใ้นบางรุน่ สว่นคอลมันมี์หลายชนิดเช่น C8, C18 ซึ่ง
แต่ละชนิดจะมีการบรรจุ stationary phase ที่ใชใ้นการแยกสารต่างชนิดกัน ขึน้อยู่กับ
ความตอ้งการในการใชง้าน 

4) ตวัตรวจหา (detector) มีหนา้ที่วดัปรมิาณของสารเพื่อส่งต่อสูเ่ครื่องบนัทกึผล ซึ่งมีหลาย
ชนิด ขึน้อยู่กบัสารที่ตอ้งการวิเคราะห ์ไดแ้ก่ 

- UV absorption 
- IR absorption 
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- Fluorometry 
- Refractive index 
- Conductivity 
- Flame ionization 
- Mass spectrophotometer 

5) เครื่องบนัทกึผล ใชใ้นการแสดงต าแหน่งของสารท่ีออกมาจากคอลมันเ์พื่อจ าแนกชนิดของ
สารหรือค านวณหาปริมาณสาร ซึ่งสามารถค านวณไดจ้ากความสงูของพีค (peak high) 
หรอืพืน้ที่ใตพ้ีค (peak area) 

ระบบในการเคลื่อนที่ของ mobile phase มี 2 ชนิด  
1) Isocratic elution เป็นการใชอ้ตัราส่วนของ mobile phase อตัราสว่นเดียวคงที่ตลอดการ

วิเคราะห ์
2) Gradient elution มีการเปลี่ยนแปลงอตัราสว่นของ mobile phase ที่เวลาต่าง ๆ เพื่อช่วย

ในการแยกสารตา่ง ๆ ไดด้ีขึน้ (ชชูาติ อารจีิตรานสุรณ,์ 2534)  



 
 

 

บทที ่3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

1. อุปกรณ ์เคร่ืองมือ และสารเคมี (Materials, Instruments and Reagents) 
สารเคม ี
สารมาตรฐาน 
cyanidin-3-O-glucoside (The nature network, Germany) 
embelin (Sigma, India) 
quercetin (Sigma, India) 
acetonitrile (HPLC grade) (Macron fine chemical, USA) 
AlCl3 (Kemaus, Australia) 
n-Hexane (AR grade) (Carlo Erba, France) 
95% ethanol (HPLC grade) (Merck, Germany) 
Folin-Ciocalteu reagent (VWR, England) 
methanol (HPLC grade) (Honeywell, USA) 
orthophosphoric 85% (Carlo Erba, France) 
Na2CO3 (Univar, Australia) 
อุปกรณแ์ละเคร่ืองมือ 
beaker ขนาด 25, 50, 100,250 และ 1000 ml (Pyrex®, USA) 
centrifuge tube ขนาด 15 และ 50 ml  
cylinder ขนาด 5, 10 และ 500 ml 
erlenmeyer flask (Pyrex®, USA) 
High Performance Liquid Chromatography (HPLC Ultimate3000) (Thermo scientific, 
USA) 
-pump: DGP-3600 SD 
-column compartment: TCC-3000 SD 
-column: HiQ sil C18W 4.6 mm x 250 mm, 5µm 
-detector: DAD-3000 
HPLC vial & cap 
Mass spectrophotometer (MSQ Plus) (Thermo scientific, USA) 
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incubator (MEMMERT, Germany) 
microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml 
micropipette ขนาด 20–200 µl และ ขนาด 100–1000 µl (GILSON, France) 
multichannel micropipette ขนาด 20-200 µl (CORNING, Poland) 
96-well microplate (Sterilin, UK) 
microplate reader SpectraMax M3 (Molecular devieces, USA) 
parafilm (BERMIS, Germany) 
pH meter (METTLER TOLEDO, USA) 
Rotary evaporator (BUCHI rotavapor R-114, Switzerland) 
syringe filter ขนาด 0.45 m (Fortune Sciencetific, Thailand) 
ultrasonic sonicator bath (POWERSONIC 410, Korea) 
UV-VIS spectrophotometer (SHIMADZU, Japan) 
vacuum pump (SPARMAX, Taiwan) 
volumetric flask ขนาด 10, 25, 50 และ 100 ml (Witeg Diffigo, Germany) 
volumetric pipette ขนาด 2, 4, 5, 6, 7 เเละ 8 ml 
vortex mixer (Scientific Industries, Inc.) 
กระดาษกรอง (WhatmanTM, China) 
เครื่องชั่งดิจิตอล ทศนิยม 2 ต าแหน่ง 
เครื่องชั่งดิจิตอล ทศนิยม 5 ต าแหน่ง (Mettler Toled XPR205, USA) 
เครื่องชั่งดิจิตอล ทศนิยม 6 ต าแหน่ง (Mettler Toled XPE26, USA) 
ชดุกรอง buchner funnel filtration 
ชดุกรอง glass vacuum filtration 
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2. การเตรียมสารละลายเพือ่ใช้ในงานวิจัย 
2.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐานของ cyanidin-3-O-glucoside 

เตรียม Stock solution ของ cyanidin-3-O-glucoside ที่ความเขม้ขน้ 20 ไมโครกรมัต่อ 
มิลลิลิตร ปริมาตร 100 มิลลิลิตร โดยชั่ง cyanidin-3-O-glucoside น า้หนกั 0.002 g ละลายดว้ย 
mobile phase และปรบัปริมาตรจนครบ 100 มิลลิลิตรดว้ยขวดปรบัปริมาตร จากนัน้เตรียมสาร
มาตรฐาน cyanidin-3-O-glucoside ที่ความเข้มข้น 2.0, 1.6, 1.0, 0.6 และ 0.4 ไมโครกรมัต่อ
มิลลิลิตร เพื่อน าไปสรา้งกราฟมาตรฐาน โดยท า serial dilution ดงันี ้

1) ปิเปต Stock solution ของ cyanidin-3-O-glucoside ที่ความเขม้ขน้ 20 ไมโครกรมั
ต่อมิลลิลิตรมา 10 มิลลิลิตร ใส่ในขวดปรบัปริมาตร แลว้ปรบัปริมาตรดว้ย mobile 
phase จนครบ 100 มิลลิลิตร จะไดค้วามเขม้ขน้ 2.0 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร 

2) ปิเปต Stock solution ของ cyanidin-3-O-glucoside ที่ความเขม้ขน้ 20 ไมโครกรมั
ต่อมิลลิลิตรมา 8 มิลลิลิตร ใส่ในขวดปรบัปริมาตร แลว้ปรบัปริมาตรดว้ย mobile 
phase จนครบ 100 มิลลิลิตร จะไดค้วามเขม้ขน้ 1.6 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร 

3) ปิเปต Stock solution ของ cyanidin-3-O-glucoside ที่ความเขม้ขน้ 20 ไมโครกรมั
ต่อมิลลิลิตรมา 5 มิลลิลิตร ใส่ในขวดปรบัปริมาตร แลว้ปรบัปริมาตรดว้ย mobile 
phase จนครบ 100 มิลลิลิตร จะไดค้วามเขม้ขน้ 1.0 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร 

4) ปิเปต Stock solution ของ cyanidin-3-O-glucoside ที่ความเขม้ขน้ 20 ไมโครกรมั
ต่อมิลลิลิตรมา 3 มิลลิลิตร ใส่ในขวดปรบัปริมาตร แลว้ปรบัปริมาตรดว้ย mobile 
phase จนครบ 100 มิลลิลิตร จะไดค้วามเขม้ขน้ 0.6 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร 

5) ปิเปต Stock solution ของ cyanidin-3-O-glucoside ที่ความเขม้ขน้ 20 ไมโครกรมั
ต่อมิลลิลิตรมา 2 มิลลิลิตร ใส่ในขวดปรบัปริมาตร แลว้ปรบัปริมาตรด้วย mobile 
phase จนครบ 100 มิลลิลิตร จะไดค้วามเขม้ขน้ 0.4 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร 

2.2 การเตรียมสารละลายมาตรฐานของ embelin 
เตรียม Stock solution ของ embelin ที่ความเข้มข้น 20 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 
มิลลิลิตร โดยชั่ ง embelin น ้าหนัก 0.002 g ละลายด้วยน ้า และปรับปริมาตรจนครบ 100 
มิลลิลิตรดว้ยขวดปรบัปริมาตร จากนั้นเตรียมสารมาตรฐาน embelin ที่ความเขม้ขน้ 4.0, 2.0, 
1.6, 1.0 และ 0.8 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร เพื่อน าไปสรา้งกราฟมาตรฐาน โดยท า serial dilution 
ดงันี ้
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1) ปิเปต Stock solution ของ embelin ที่ความเข้มข้น 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรมา 10 
มิลลิลิตร ใส่ในขวดปรบัปริมาตร แลว้ปรบัปริมาตรดว้ยน า้จนครบ 50 มิลลิลิตร จะได้
ความเขม้ขน้ 4.0 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร 

2) ปิเปต Stock solution ของ embelin ที่ความเข้มข้น 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรมา 5 
มิลลิลิตร ใส่ในขวดปรบัปริมาตร แลว้ปรบัปริมาตรดว้ยน า้จนครบ 50 มิลลิลิตร จะได้
ความเขม้ขน้ 2.0 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร 

3) ปิเปต Stock solution ของ embelin ที่ความเข้มข้น 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรมา 4 
มิลลิลิตร ใส่ในขวดปรบัปริมาตร แลว้ปรบัปริมาตรดว้ยน า้จนครบ 50 มิลลิลิตร จะได้
ความเขม้ขน้ 1.6 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร 

4) ปิเปต Stock solution ของ embelin ที่ความเข้มข้น 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรมา 5 
มิลลิลิตร ใส่ในขวดปรบัปริมาตร แลว้ปรบัปริมาตรดว้ยน า้จนครบ 100 มิลลิลิตร จะได้
ความเขม้ขน้ 1.0 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร 

5) ปิเปต Stock solution ของ embelin ที่ความเข้มข้น 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรมา 4 
มิลลิลิตร ใส่ในขวดปรบัปริมาตร แลว้ปรบัปริมาตรดว้ยน า้จนครบ 100 มิลลิลิตร จะได้
ความเขม้ขน้ 0.8 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร 
2.3 การเตรียมตัวอย่าง 

1) การเตรียมตวัอย่างของสารสกดัผลพิลงักาสา  
ผลพิลงักาสาที่เก็บจากสวนสมนุไพร คณะเภสชัศาสตร ์มหาวิทยาลยัศรีนคริทรวิโรฒน ามาตาก
แหง้และบดดว้ยเครื่อง blender จนละเอียด จากนัน้ท าการแร่งโดยใชแ้รง่เบอร ์40 ชั่งผงละเอียด
ของผลพิลังกาสาปริมาณ 50 กรัมใส่ลงในขวดปริมาตร 250 มิลลิลิตร ท าการสกัดด้วยวิธี 
sonication ระยะเวลา 20 นาที โดยใชต้วัท าละลายและปริมาตรดงัตาราง 1 ตามล าดบั โดยเริ่มจ
จาก ethyl acetate เม่ือครบเวลาน าไปกรองแยกกากดว้ยกระดาษกรอง (Whatman no.1) ท าซ า้ 3 
ครัง้ จากนัน้น าสารสกดัที่ไดท้ัง้ 3 ครัง้ รวมกนัมาท าการระเหยแหง้ดว้ยเครื่อง rotary evaporator 
จนไดส้ารสกัดหยาบของผลพิลังกาสา แลว้เติม ethanol ลงในขวดผงสมุนไพรเดิม ท าการสกัด
เช่นเดียวกับการสกัดด้วย ethyl acetate และเติมน ้าลงในขวดผงสมุนไพรเดิม ท าการสกัด
เช่นเดียวกบัการสกดัดว้ย ethyl acetate เช่นกนั ชั่งสารสกดัท่ีไดแ้ลว้บรรจสุารสกดัไวใ้นภาชนะปิด
สนิทน าไปเก็บในตูเ้ย็นที่มีอณุหภมูิ 2-8 องศาเซลเซียส ก่อนน า ไปทดสอบต่อไป 
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ตาราง 3 แสดงชนิดและปรมิาตรของตวัท าละลายในการสกดัผลพิลงักาสาเพื่อทดสอบหา
องคป์ระกอบทางเคมี 

ตวัท าละลาย 
ปรมิาตรตวัท าละลาย (mL) 

ครัง้ที่ 1 ครัง้ที่ 2 ครัง้ที่ 3 

Ethyl acetate 200 200 200 

Ethanol 200 200 200 

Water 200 200 200 

2) การวิเคราะหร์อ้ยละผลไดข้องสารสกดัผลพิลงักาสา 
การค านวณปริมาณสารสกดัผลพิลงักาสาไดจ้ากการสกดัเทียบกบัน า้หนกัของผลพิลงักาสาก่อน
การสกดั ค านว ณโดยใชส้มการ 
Yield of extraction= (A / B) x 100% 
A คือ น า้หนกัสารที่สกดัได ้(กรมั) 
B คือ ปรมิาณผลพิลงักาสาที่ใชใ้นการสกดั (กรมั) 
 

3. วิธีการทดลอง 
3.1 การพสูิจนเ์อกลักษณโ์ดยเคร่ือง HPLC-MS ของ cyanidin-3-O-glucoside 
เป็นการทดสอบเพื่อตรวจสอบชนิดของสารแต่ละชนิดที่พบในสารสกดัผลพิลงักาสา โดยใชเ้ทคนิค
ทางโครมาโทกราฟีในการแยกสารออกมาและใช ้Mass spectrometry ในการระบถุึงมวลโมเลกลุ
ของสารแต่ละชนิดเพื่อน ามวลโมเลกุลนัน้ไปเปรียบเทียบกบัมวลโมเลกุลของสารที่อาจพบในผล
พิลงักาสาซึง่สามารถท าการทดสอบไดด้งันี ้

1) ปิเปต Stock solution ของ cyanidin-3-O-glucoside ที่ความเข้มข้น 20 ไมโครกรมัต่อ
มิลลิลิตรมา 2 มิลลิลิตร ใสใ่นขวดปรบัปรมิาตร แลว้ปรบัปรมิาตรดว้ย mobile phase จน
ครบ 100 มิลลิลิตร จะไดค้วามเขม้ขน้ 0.4 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร 

 
 

2) ชั่งสารสกดั 100 มิลลิกรมั ใสใ่นขวดปรบัปรมิาตร แลว้ปรบัปรมิาตรดว้ย mobile phase  
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กรองสารละลายดว้ย syringe filter บรรจุใน HPLC vial จากนัน้น าไปวิเคราะหด์ว้ยเครื่อง HPLC 
โดยวิเคราะห ์1 ความเขม้ขน้ซ า้ 2 ครัง้ โดยใชส้ภาวะในการวิเคราะห ์(condition) ดงันี ้(Su et al., 
2019) 

- Column: C18 250 mm x 4.6 mm 
- Mobile phase: acetonitrile:0.085%  phosphoric acid (Gradient elution ดัง

ตาราง 4) 

ตาราง 4 แสดงอตัราสว่นของ mobile phase ที่เวลาต่าง ๆ 

เวลา (นาที) 0.085% phosphoric acid (%) Acetonitrile (%) 
0 95 5 
20 75 25 
30 35 65 
50 10 90 
54 10 90 
55 95 5 
60 95 5 

 
- Flow rate: 1 ml/min 
- Temp: 25 °C 
- Wavelength: 210, 286, 520 nm 
- Run time: 60 min 
- Injection volume: 20 µl 
- MS Condition (Su et al., 2019) 
- Scanning interval: 100-1000 m/z 
- Nebulization: 350 ºC 
- N2 flow: 10 psi 
- Capillary and cone voltage: 3.5 kV, 40 V 
- Drying gas flow rate: 5 L/min 
- Detector: ESI/MS 
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3) เป รี ย บ เที ย บ พี ค ที่ ไ ด้ จ า ก  UV detector จ า ก  HPLC แ ล ะ พี ค จ า ก  Mass 
spectrophotometer ที่ตรงกนั จะไดค้่ามวลโมเลกลุของสารท่ีใหพ้ีคนัน้ ๆ 

3.2 การทดสอบความเหมาะสมของระบบ (system suitability) ของ cyanidin-3-o-glucoside 
เป็นการทดสอบเพื่อพิสูจนว์่าระบบโครมาโทกราฟีที่ใชมี้ความสามารถในการแยก (Resolution) 
และการวิเคราะหใ์หผ้ลเหมือนเดิมทุกครัง้ (reproducibility) เพียงพอส าหรบัใชใ้นการวิเคราะห์
ตวัอย่างโดยการทดสอบนีอ้ยู่บนหลกัการของเครื่องมือ ระบบอิเล็กทรอนิกการปฏิบตัิงานวิเคราะห์
ซึง่ทัง้หมดท าการประเมินแบบองคร์วม สามารถท าการทดสอบไดด้งันี ้
1) ปิเปต Stock solution ของ cyanidin-3-O-glucoside ที่ความเข้มข้น 20 ไมโครกรมัต่อ

มิลลิลิตรมา 2 มิลลิลิตร ใสใ่นขวดปรบัปรมิาตร แลว้ปรบัปรมิาตรดว้ย mobile phase จน
ครบ 100 มิลลิลิตร จะไดค้วามเขม้ขน้ 0.4 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร 

2) กรองสารละลายดว้ย syringe filter บรรจใุน HPLC vial จากนัน้น าไปวิเคราะหด์ว้ยเครื่อง 
HPLC โดยวิเคราะห ์1 ความเขม้ขน้ซ า้ 6 ครัง้ โดยใชส้ภาวะในการวิเคราะห ์(condition) 
ดงันี ้

- Column: C18 250 mm x 4.6 mm 
- Mobile phase: acetonitrile: 0.085%  phosphoric acid (Gradient elution ดัง

ตาราง 5) 

ตาราง 5 แสดงอตัราสว่นของ mobile phase ที่เวลาต่าง ๆ 

เวลา (นาที) 0.085% phosphoric acid (%) Acetonitrile (%) 
0 85 15 
20 75 25 
25 85 15 
30 85 15 

 
- Flow rate: 1 ml/min 
- Temp: 25 °C 
- Wavelength: 512 nm 
- Run time: 60 min 
- Injection volume: 20 µl 
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3) ท าการวิเคราะห ์และประมวลผลตามหวัขอ้ต่าง ๆ ดงันี ้
- Resolution (Rs) คือ การแยกสารสองตวัในของผสม โดยใชส้ภาวะที่เหมาะสม 
- Tailing factor (T) เป็นการวดัความสมมาตรของพีค 
- Number of theoretical plate (N) เป็นตวับง่ชีถ้ึงประสิทธิภาพของคอลมัน ์
- Relative standard deviation (%RSD) คื อ  ค่ าร้อยละเบี่ ย งเบนมาตรฐาน

สมัพทัธ ์เป็นการวดัความแม่นย าของระบบโดยน า peak area, peak height และ 
retention time ที่วดัไดม้าค านวณตามสมการ ดงันี ้

%RSD=
SD
X̅

×100% 

- เกณฑก์ารยอมรบัค่าพารามิเตอรพ์ืน้ฐานเพื่อแสดงประสิทธิภาพการแยกของ 
- ระบบตามมาตรฐาน USP37 (Pharmacopoeia., 2020) ดงัแสดงในตาราง 6 

ตาราง 6 เกณฑก์ารยอมรบัค่าจากการตรวจสอบความเหมาะสมของพารามิเตอร ์

Parameter Guideline 
Rs ≥2 
T ≤2 
N ≥2000 
%RSD ≤2% 
 

3.3 การตรวจสอบความถูกต้องของวธิีวิเคราะห ์(Method validation) ของ cyanidin-3-O-
glucoside  
ตรวจสอบวิธีวิเคราะหท์ี่ไดพ้ฒันาขึน้มาท าการตรวจสอบความถกูตอ้งตามหวัขอ้ต่าง ๆดงันี ้

1) Specificity (ความจ าเพาะของวิธีวิเคราะห์) เป็นการตรวจสอบความจ าเพาะของวิธี
วิเคราะห ์เพื่อดวู่าวิธีวิเคราะหส์ามารถแยกสารที่ตอ้งการได้ และพีคของสารอื่น ๆ จะตอ้ง
ไม่รบกวนพีคของสารส าคญัหรือสารที่สนใจน าสารสกดัผลพิลงักาสา และสารมาตรฐาน
บรรจลุงใน HPLC vial และน าไปวิเคราะหด์ว้ยเครื่อง HPLC เปรียบเทียบพีคของสารสกดั
ผลพิลงักาสาและสารมาตรฐาน และสงัเกตคา่ peak purity ของสาระส าคญั 

2) Linearity and range (เป็นการตรวจสอบความเป็นเสน้ตรงของวิธีวิเคราะห)์ 
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Linearity คือ ความสามารถของวิธีวิเคราะหท์ี่ใหผ้ลการวิเคราะหเ์ป็นสัดส่วนโดยตรงกับความ
เขม้ขน้ของสารที่มีอยู่จรงิภายในช่วงความเขม้ขน้ที่ก  าหนด 
Range คือ ช่วงความเขม้ขน้ระหว่างค่าสงูที่สุดและค่าต ่าที่สุดของสารที่ตอ้งการวิเคราะหท์ี่เป็น
เสน้ตรงและสามารถวิเคราะหป์รมิาณของสารในช่วงดงักลา่วได ้
โดยมีวิธีการทดลองดงันี ้

2.1) น า stock solution ของ สารมาตรฐาน cyanidin-3-O-glucoside มาเจือจางให้
ได้ความเข้มข้น 0.4, 0.6, 1.0, 1.6 และ 2.0 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร โดยปิเปต 
stock solution มา 2, 3, 5, 8  และ 10 มิลลิลิตรตามล าดบั และปรบัปรมิาตรดว้ย 
mobile phase 100 มิลลิลิตร บรรจุในHPLC vial และน าไปวิเคราะหด์ว้ยเครื่อง 
HPLC โดยวิเคราะหท์ัง้หมด 5 ความเขม้ขน้ ความเขม้ขน้ละ 3 ครัง้ 

2.2) สรา้ง calibration curve จาก peak area ที่ไดจ้ากการวิเคราะห ์และค านวณหา
สมการเสน้ตรง (y=mx+c) กบั correlation coefficient (r) 

เกณฑย์อมรบัประเมินค่าจาก correlation coefficient ของ regression line ค่าที่ไดต้อ้งมากกว่า 
0.995 

3) Limit of detection (LOD) และ Limit of quantitation (LOQ) 
Limit of detection คือ เป็นการหาความเขม้ขน้ที่นอ้ยที่สดุท่ีตรวจพบได ้
Limit of quantitation คือ เป็นการหาความเขม้ขน้ที่นอ้ยที่สดุท่ีระบปุรมิาณที่แน่นอนไดส้ามารถหา
ไดจ้ากสมการดงันี ้

 

LOD=
3SD 0f Y-intercept

Slope
 

 

LOQ=
10SD 0f Y-intercept

Slope
 

 
 

4) Accuracy (ความถกูตอ้งของวิธีวิเคราะห)์ 
เป็นการตรวจสอบความถกูตอ้งของวิธีวิเคราะห์ แสดงใหเ้ห็นว่าวิธีวิเคราะห ์สามารถแสดงผลการ
วิเคราะหไ์ดใ้กลเ้คียงกบัปรมิาณจรงิ โดยมีวิธีการทดลองดงันี ้
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4.1) น า stock solution ของสารมาตรฐาน cyanidin-3-O-glucoside มาเจือจางให้ได้
ความเข้มข้น 0.4 1.0 และ 2.0 µg/ml โดยปิเปต stock solution มา 2, 5 และ 10 
มิลลิลิตรตามล าดับ และปรบัปริมาตรดว้ย mobile phase 100 มิลลิลิตร บรรจุใน 
HPLC vial และน าไปวิเคราะหด์ว้ยเครื่อง HPLC โดยวิเคราะหท์ัง้หมด ความเขม้ขน้ 
vial ละ 3 ครัง้ ท าซ า้ 3 ครัง้ 

4.2) แทนคา่ peak area ที่ไดล้งในสมการเสน้ตรงของ calibration curve เพื่อหาปรมิาณที่
วิเคราะหไ์ดแ้ละน าไปค านวณหา %recovery โดยค านวณไดจ้ากสมการดงันี ้

%recovery = ปรมิาณที่วิเคราะหไ์ดx้ 100% 
       ปรมิาณที่มีอยู่จรงิ 
เกณฑย์อมรบั %recovery ตาม AOAC2002 (AOAC, 2002) ดงัตาราง 7 

ตาราง 7 เกณฑก์ารยอมรบั %recovery ในการทดสอบหวัขอ้ Accuracy 

Concentration  Recovery limits 
100%  98 - 101% 
10%  95 - 102% 
1%  92 – 105% 
0.1%  90 – 108% 
0.01%  85 – 110% 
10 µg/g (ppm)  80 – 110% 
1 µg/g  75 – 120% 
10 µg/kg (ppb)  70– 125% 

  
5) Precision (ความแม่นย าของวิธีวิเคราะห)์ 

เป็นการตรวจสอบความแม่นย าของวิธีวิเคราะห์ ทดสอบโดยใช ้Sample ในการวิเคราะหโ์ดยผล
การวิเคราะหท์ี่ไดค้วรใหค้่าที่ไม่แตกตา่งกนั 
5.1) น า stock solution ของสารมาตรฐาน cyanidin-3-O-glucoside มาเจือจางให้ได้ความ
เขม้ขน้ 0.4 1.0 และ 2.0 µg/ml โดยปิเปต stock solution มา 2, 5 และ 10 มิลลิลิตรตามล าดับ 
และปรบัปริมาตรดว้ย mobile phase 100 มิลลิลิตรบรรจุใน HPLC vial และน าไปวิเคราะหด์ว้ย
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เครื่อง HPLC โดยวิเคราะหท์ัง้หมด ความเขม้ขน้ vial ละ 3 ครัง้ ท าซ า้ 3 ครัง้ ในวนัเดียวกนั (intra-
day precision) เเละ ท าซ า้ 3ครัง้ในวนัที่เเตกต่างกนัเป็นเวลา 3 วนั (inter-day precision) 
5.2) แทนค่า peak area ที่ ได้ลงในสมการเส้นตรงของ calibration curve เพื่อหาปริมาณที่
วิเคราะหไ์ดแ้ละน าไปค านวณหา %RSD 
เกณฑย์อมรบั %rsd ตาม AOAC2002 (AOAC, 2002) ดงัตาราง 8 

ตาราง 8 เกณฑก์ารยอมรบั %rsd ในการทดสอบหวัขอ้ Precision 

Concentration  Repeatability (RSDr) 
100%  1% 

10%  1.5% 

1%  2% 

0.1%  3% 

0.01%  4% 

10 µg/g (ppm)  6% 

1 µg/g  8% 

10 µg/kg (ppb)  15% 

 
3.4 การวิเคราะหห์าปริมาณ cyanidin-3-O-glucoside ในสารสกัดผลพลิังกาสา 
1) ชั่งสารสกดัผลพิลงักาสาจากทัง้ 3 ตวัท าละลาย มา 100 มิลลิกรมั ละลายดว้ย mobile phase 
และปรบัปรมิาตรจนครบ 25 มิลลิลิตร ในขวดปรบัปรมิาตร 
2) เตรียมสารสกัดใหไ้ดค้วามเขม้ขน้อยู่ในช่วงของ calibration curve บรรจุใน HPLC vial และ
น าไปวิเคราะหด์ว้ยเครื่อง HPLC โดยวิเคราะหท์ัง้หมด 3 ความเขม้ขน้ vial ละ 2 ครัง้ 
3) แทนค่า peak area ที่ไดไ้ปแทนค่าลงในสมการเสน้ตรงของ calibration curve เพื่อหาปริมาณ
ที่วิเคราะหไ์ด ้และเปรียบเทียบปรมิาณของ cyanidin-3-O-glucoside ที่สกดัไดจ้ากเเตล่ะวิธี 
3.5 การพสูิจนเ์อกลักษณโ์ดยเคร่ือง HPLC-MS ของ embelin 
เป็นการทดสอบเพื่อตรวจสอบชนิดของสารแต่ละชนิดที่พบในสารสกดัผลพิลงักาสา โดยใชเ้ทคนิค
ทางโครมาโทกราฟีในการแยกสารออกมาและใช ้Mass spectrometry ในการระบถุึงมวลโมเลกลุ
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ของสารแต่ละชนิดเพื่อน ามวลโมเลกุลนัน้ไปเปรียบเทียบกบัมวลโมเลกุลของสารที่อาจพบในผล
พิลงักาสาซึง่สามารถท าการทดสอบไดด้งันี ้

1) ปิเปต Stock solution ของ embelin ที่ความเขม้ขน้ 20 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตรมา 2 
มิลลิลิตร ใส่ในขวดปรบัปริมาตร แลว้ปรบัปริมาตรดว้ย mobile phase จนครบ 100 
มิลลิลิตร จะไดค้วามเขม้ขน้ 0.4 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร 

2) ชั่งสารสกัด 100 มิลลิกรมั ใส่ในขวดปรบัปริมาตร แล้วปรบัปริมาตรด้วย mobile 
phase  

3) กรองสารละลายดว้ย syringe filter บรรจุใน HPLC vial จากนัน้น าไปวิเคราะหด์ว้ย
เครื่อง HPLC โดยวิเคราะห ์1 ความเขม้ขน้ซ า้ 2 ครัง้ โดยใชส้ภาวะในการวิเคราะห ์
(condition) ดงันี ้ 
- Column: C18 250 mm x 4.6 mm 
- Mobile phase: acetonitrile:0.085%  phosphoric acid (Gradient elution ดัง

ตาราง 9) 
- Flow rate: 1 ml/min 
- Temp: 25 °C 
- Wavelength: 210, 286, 520 nm 
- Run time: 20 min 
- Injection volume: 20 µl 

MS Condition  
- Scanning interval: 200-1200 m/z 
- Nebulization: 350 ºC 
- N2 flow: 10 psi 
- Capillary and cone voltage: 3.5 kV, 40 V 
- Drying gas flow rate: 5 L/min 
- Detector: ESI/MS 
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ตาราง 9 แสดงอตัราสว่นของ mobile phase ที่เวลาต่าง ๆ 

เวลา (นาที) 0 . 085%  phosphoric acid 
(%) 

Acetonitrile (%) 

0 20 80 
15 5 95 
16 20 80 
20 20 80 

 
4) เป รี ย บ เที ย บ พี ค ที่ ไ ด้ จ า ก  UV detector จ า ก  HPLC แ ล ะ พี ค จ า ก  Mass 

spectrophotometer ที่ตรงกนั จะไดค้่ามวลโมเลกลุของสารท่ีใหพ้ีคนัน้ ๆ 
3.6 การทดสอบความเหมาะสมของระบบ (system suitability)ของ embelin 
เป็นการทดสอบเพื่อพิสูจนว์่าระบบโครมาโทกราฟีที่ใชมี้ความสามารถในการแยก(Resolution) 
และการวิเคราะหใ์หผ้ลเหมือนเดิมทุกครัง้ (reproducibility) เพียงพอส าหรบัใชใ้นการวิเคราะห์
ตวัอย่างโดยการทดสอบนีอ้ยู่บนหลกัการของเครื่องมือ ระบบอิเล็กทรอนิกการปฏิบตัิงานวิเคราะห์
ซึง่ทัง้หมดท าการประเมินแบบองคร์วม สามารถท าการทดสอบไดด้งันี ้

1) ปิเปต Stock solution ของ embelin ที่ความเขม้ขน้ 20 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตรมา 2 
มิลลิลิตร ใส่ในขวดปรับปริมาตร แล้วปรับปริมาตรด้วย เอทานอลจนครบ 100 
มิลลิลิตร จะไดค้วามเขม้ขน้ 0.4 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร 

2) กรองสารละลายดว้ย syringe filter บรรจุใน HPLC vial จากนัน้น าไปวิเคราะหด์ว้ย
เครื่อง HPLC โดยวิเคราะห ์1 ความเขม้ขน้ซ า้ 6 ครัง้ โดยใชส้ภาวะในการวิเคราะห ์
(condition) ดงันี ้
- Column: C18 250 mm x 4.6 mm 
- Mobile phase: acetonitrile : 0.085% phosphoric acid (Gradient elution ดัง

ตาราง 9) 
- Flow rate: 1 ml/min 
- Temp: 25 °C 
- Wavelength: 286 nm 
- Run time: 20 min 
- Injection volume: 20 µl 
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3) ท าการวิเคราะห ์และประมวลผลตามหวัขอ้ต่าง ๆ ดงันี ้
- Resolution (Rs) คือ การแยกสารสองตวัในของผสม โดยใชส้ภาวะที่เหมาะสม 
- Tailing factor (T) เป็นการวดัความสมมาตรของพีค 
- Number of theoretical plate (N) เป็นตวับง่ชีถ้ึงประสิทธิภาพของคอลมัน ์
- Relative standard deviation (%RSD) คื อ  ค่ าร้อยละเบี่ ย งเบนมาตรฐาน

สมัพทัธ ์เป็นการวดัความแม่นย าของระบบโดยน า peak area, peak height และ 
retention time ที่วดัไดม้าค านวณตามสมการ ดงันี ้

%RSD=
SD
X̅

×100% 

เกณฑก์ารยอมรบัค่าพารามิเตอรพ์ืน้ฐานเพื่อแสดงประสิทธิภาพการแยกของระบบตามมาตรฐาน 
USP37 (Pharmacopoeia., 2020) ดงัแสดงในตาราง 6 
3.7 การตรวจสอบความถูกต้องของวธิีวิเคราะห ์(Method validation) ของ embelin 
ตรวจสอบวิธีวิเคราะหท์ี่ไดพ้ฒันาขึน้มาท าการตรวจสอบความถกูตอ้งตามหวัขอ้   ต่าง ๆ ดงันี ้

1) Specificity (ความจ าเพาะของวิธีวิเคราะห์) เป็นการตรวจสอบความจ าเพาะของวิธี
วิเคราะห์ เพื่อดูว่าวิธีวิเคราะหส์ามารถแยกสารที่ตอ้งการได้ และพีคของสารอื่น ๆ 
จะตอ้งไม่รบกวนพีคของสารส าคญัหรือสารที่สนใจน าสารสกดัผลพิลงักาสา และสาร
มาตรฐานบรรจุลงใน HPLC vial และน าไปวิเคราะหด์ว้ยเครื่อง HPLC เปรียบเทียบ
พีคของสารสกัดผลพิลังกาสาและสารมาตรฐาน และสังเกตค่า peak purity ของ
สาระส าคญั 

2) Linearity and range (เป็นการตรวจสอบความเป็นเสน้ตรงของวิธีวิเคราะห)์ 
Linearity คือ ความสามารถของวิธีวิเคราะหท์ี่ใหผ้ลการวิเคราะหเ์ป็นสัดส่วนโดยตรงกับความ
เขม้ขน้ของสารที่มีอยู่จรงิภายในช่วงความเขม้ขน้ที่ก  าหนด 
Range คือ ช่วงความเขม้ขน้ระหว่างค่าสงูที่สุดและค่าต ่าที่สุดของสารที่ตอ้งการวิเคราะหท์ี่เป็น
เสน้ตรงและสามารถวิเคราะหป์รมิาณของสารในช่วงดงักลา่วได ้
โดยมีวิธีการทดลองดงันี ้
2.1) น า stock solution ของ สารมาตรฐาน embelin มาเจือจางใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 0.8, 1.0, 1.6, 
2.0 และ 4.0 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร โดยปิเปต stock solution มา 4 และ 5 มิลลิลิตรตามล าดับ 
และปรับปริมาตรด้วย mobile phase 100 มิลลิลิตร ในความเข้มข้น 0.8, 1.0 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ส่วนความเขม้ขน้ 1.6, 2.0 และ 4.0 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร ปิเปต stock solution 4, 5 
และ 10 มิลลิลิตรตามล าดับ และปรบัปริมาตรดว้ย mobile phase 50 มิลลิลิตร บรรจุในHPLC 
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vial และน าไปวิเคราะหด์ว้ยเครื่อง HPLC โดยวิเคราะหท์ัง้หมด 5 ความเขม้ขน้ ความเขม้ขน้ละ 3 
ครัง้ 
2.2) สรา้ง calibration curve จาก peak area ที่ได้จากการวิเคราะห์ และค านวณหาสมการ
เสน้ตรง (y=mx+c) กบั correlation coefficient (r) 
เกณฑย์อมรบัประเมินค่าจาก correlation coefficient ของ regression line ค่าที่ไดต้อ้งมากกว่า 
0.995 

3) Limit of detection (LOD) และ Limit of quantitation (LOQ) 
Limit of detection คือ เป็นการหาความเขม้ขน้ที่นอ้ยที่สดุท่ีตรวจพบได ้
Limit of quantitation คือ เป็นการหาความเขม้ขน้ที่นอ้ยที่สดุท่ีระบปุรมิาณที่แน่นอนไดส้ามารถหา
ไดจ้ากสมการดงันี ้
 

LOD=
3SD 0f Y-intercept

Slope
 

 

LOQ=
10SD 0f Y-intercept

Slope
 

 
4) Accuracy (ความถกูตอ้งของวิธีวิเคราะห)์ 

เป็นการตรวจสอบความถกูตอ้งของวิธีวิเคราะห์ แสดงใหเ้ห็นว่าวิธีวิเคราะห ์สามารถแสดงผลการ
วิเคราะหไ์ดใ้กลเ้คียงกบัปรมิาณจรงิ โดยมีวิธีการทดลองดงันี ้
4.1) น า stock solution ของสารมาตรฐาน embelin มาเจือจางใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 0.4 1.0 และ 
1.6 µg/ml โดยปิเปต stock solution มา 2, 5 และ 8 มิลลิลิตรตามล าดับ และปรบัปริมาตรดว้ย 
mobile phase 100 มิลลิลิตร บรรจุใน HPLC vial และน าไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC โดย
วิเคราะหท์ัง้หมด ความเขม้ขน้ vial ละ 3 ครัง้ ท าซ า้ 3 ครัง้ 
4.2) แทนค่า peak area ที่ ได้ลงในสมการเส้นตรงของ calibration curve เพื่อหาปริมาณที่
วิเคราะหไ์ดแ้ละน าไปค านวณหา %recovery โดยค านวณไดจ้ากสมการดงันี ้

%recovery = ปรมิาณที่วิเคราะหไ์ดx้ 100% 
        ปรมิาณที่มีอยู่จรงิ 

เกณฑย์อมรบั %recovery ตาม AOAC2002 (AOAC, 2002) ดงัตาราง 7 
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5) Precision (ความแม่นย าของวิธีวิเคราะห)์ 
เป็นการตรวจสอบความแม่นย าของวิธีวิเคราะห์ ทดสอบโดยใช ้Sample ในการวิเคราะหโ์ดยผล
การวิเคราะหท์ี่ไดค้วรใหค้่าที่ไม่แตกตา่งกนั 
5.1) น า stock solution ของสารมาตรฐาน embelin มาเจือจางใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 0.8 1.6 และ 
4.0 µg/ml โดยปิเปต stock solution มา 4 มิลลิลิตร และปรบัปริมาตรดว้ย mobile phase 100 
มิลลิลิตร ในความเขม้ขน้ 0.8 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร สว่นความเขม้ขน้ 1.6 และ 4.0 ไมโครกรมัต่อ
มิลลิลิตร ปิเปต stock solution 4 และ 10 มิลลิลิตรตามล าดับ และปรบัปริมาตรด้วย mobile 
phase 50 มิลลิลิตรบรรจุใน HPLC vial และน าไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC โดยวิเคราะห์
ทัง้หมด ความเขม้ขน้ vial ละ 2 ครัง้ ท าซ า้ 3 ครัง้ ในวนัเดียวกนั (intra-day precision) เเละ ท าซ า้ 
3ครัง้ในวนัที่เเตกต่างกนัเป็นเวลา 3 วนั (inter-day precision) 
5.2) แทนค่า peak area ที่ ได้ลงในสมการเส้นตรงของ calibration curve เพื่อหาปริมาณที่
วิเคราะหไ์ดแ้ละน าไปค านวณหา %RSD 
เกณฑย์อมรบั %rsd ตาม AOAC2002 (AOAC, 2002) ดงัตาราง 8 
3.8 การวิเคราะหห์าปริมาณ embelin ในสารสกัดผลพลิังกาสา 
1) ชั่งสารสกดัผลพิลงักาสาจากทัง้ 3 ตวัท าละลาย มา 100 มิลลิกรมั ละลายดว้ย mobile phase 
และปรบัปริมาตรจนครบ 100 มิลลิลิตร ในขวดปรบัปริมาตร แลว้ปิเปตสารละลายขา้งตน้มา 1 
มิลลิลิตร ใสล่งในขวดปรบัปรมิาตรขนาด 100 มิลลิลิตร และปรบัปรมิาตรจนครบ 100 มิลลิลิตร 
2) เตรียมสารสกัดใหไ้ดค้วามเขม้ขน้อยู่ในช่วงของ calibration curve บรรจุใน HPLC vial และ
น าไปวิเคราะหด์ว้ยเครื่อง HPLC โดยวิเคราะหท์ัง้หมด 3 ความเขม้ขน้ vial ละ 2 ครัง้ 
3) แทนค่า peak area ที่ไดไ้ปแทนค่าลงในสมการเสน้ตรงของ calibration curve เพื่อหาปริมาณ
ที่วิเคราะหไ์ด ้และเปรียบเทียบปรมิาณของ embelin ที่สกดัไดจ้ากเเตล่ะวิธี 
3.9 การวิเคราะหห์าปริมาณสารฟีนอลกิ (Total phenolic content) 
วิเคราะห์ปริมาณสารฟีนอลิกด้วยวิ ธี  Folin-Ciocalteu reagent (Benabdallah, Rahmoune, 
Boumendjel, Aissi, & Messaoud, 2016) เตรียมสารละลาย Folin-Ciocalteu ความเขม้ขน้รอ้ย

ละ 10 โดยปริมาตร (10%  v/v Folin-Ciocalteu reagent) โดยปิเปตสารละลาย 
Folin-Ciocalteu 5 มิลลิลิตร ใส่ขวดปรบัปริมาตร และปรบัปริมาตรดว้ยน า้กลั่นจน
ครบ 50 มิลลิลิตร 

2) เตรียมสารละลายโซเดียมคารบ์อเนตความเขม้ขน้รอ้ยละ 10 โดยน า้หนกัต่อปรมิาตร 
(10%  w/v) โดยชั่ ง Na2CO3 anhydrous มา 5 กรัม ละลายด้วยน ้ากลั่นแล้วปรับ
ปรมิาตรเป็น 50 มิลลิลติร 
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3) เตรียม stock solution ของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกความเข้มข้น 200 
ไมโครกรมั/มิลลิลิตรโดยชั่งกรดแกลลิก 0.010 กรมั ละลายในเอทานอลและปรบั
ปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตรในขวดปรบัปริมาตร จากนั้นน ามาเจือจางให้ได้ความ
เขม้ขน้ 20, 40, 60, 80 และ  100 ไมโครกรมั/มิลลิลิตร โดยปิเปต stock solution มา 
1, 2, 3, 4 และ 5 มิลลิลิตรตามล าดบั และปรบัปรมิาตรดว้ยเอทานอล 10 มิลลิลิตร 

4) เตรียมสารละลายสารสกัดโดยการละลายดว้ยน า้ ให้ไดค้วามเขม้ขน้ของสารสกัด 
0.002มิลลิกรมั/มิลลิลิตร  

5) น าสารละลายมาตรฐานและสารสกัดมา 50 ไมโครลิตร ใส่ลงใน 96-well plate เติม
สารละลาย Folin-Ciocalteu ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ตั้งทิง้ไว ้4 นาที จากนั้นเติม
สารละลายโซเดียมคารบ์อเนต (Na2CO3) 50 ไมโครลิตรเขย่าให้เข้ากันตั้งทิง้ไวท้ี่
อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 2 ชั่วโมง น าสารละลายที่ไดไ้ปวดัค่าการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 765 นาโนเมตร ค านวณหาปรมิาณสารฟีนอลิกในสารสกดัโดยเปรียบเทียบ
กับกราฟมาตรฐานของกรดแกลลิกและแสดงผลเป็นค่ากรดแกลลิกต่อน า้หนักสาร
สกดั 1 กรมั (mg of gallic acid equivalent/ g extract) 

3.10 การวิเคราะหห์าปริมาณสารฟลาโวนอยด ์(Total flavonoid content) 
วิเคราะหห์าปรมิาณสารฟลาโวนอยดด์ว้ยวิธี aluminum chloride 

1) เตรียมสารละลาย AlCl3 ความเข้มข้นร้อยละ 10 โดยปริมาตร (10%  v/v AlCl3 
reagent) โดยชั่ง AlCl3.6H2O 18.10 กรมั และปรบัปริมาตรดว้ยน า้กลั่นจนครบ 100 
มิลลิลิตร 

2) เต รี ย ม ส า รล ะล าย โซ เดี ย ม อ ะซี เต ต ค ว าม เข้ม  1 โม ล า ร์  (1 M) โด ย ชั่ ง 
CH3COONa.3H2O มา 13.61 กรมั ละลายดว้ยน า้กลั่นแลว้ปรบัปริมาตรเป็น  100 
มิลลิลิตร 

3) เตรียม stock solution ของสารละลายมาตรฐานเคอร์ซิตินความเข้มข้น 200 
ไมโครกรมั/มิลลิลิตร โดยชั่ง 20 มิลลิกรมัละลายในเอทานอลและปรบัปริมาตรเป็น 
100 มิลลิลิตรในขวดปรบัปริมาตร จากนั้นน ามาเจือจางใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 20, 40, 
60, 80 และ  100 ไมโครกรมั/มิลลิลิตร โดยปิเปต stock solution มา 1, 2, 3, 4 และ 
5 มิลลิลิตรตามล าดบั และปรบัปรมิาตรดว้ยเอทานอล 10 มิลลิลิตร 

4) เตรียมสารละลายสารสกัดโดยการละลายดว้ยเอทานอล ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ของสาร
สกดั 0.004 มิลลิกรมั/มิลลิลิตร  
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5) น าสารละลาย AlCl3 10 ไมโครลิตรใส่ลงใน 96-well plate เติมสารละลายมาตรฐาน
และสารสกัดปริมาตร 50 ไมโครลิตร จากนั้นเติมสารละลายโซเดียมอะซีเตต 
(CH3COONa) 50 ไมโครลิตรเขย่าใหเ้ขา้กนัตัง้ทิง้ไวท้ี่อณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 40 นาที 
น าสารละลายที่ ได้ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 415 นาโนเมตร 
ค านวณหาปริมาณสารฟลาโวนอยดใ์นสารสกดัโดยเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐาน
ของสารมาตรฐานเคอรซ์ิตินและแสดงผลเป็นค่าเคอรซ์ิตินต่อน า้หนกัสารสกดั  1 กรมั 
(mg of quercetin equivalent / g extract) 

3.11 การวิเคราะหห์าปริมาณแอนโทไซยานิน (Total anthocyanin content) 
การวิเคราะห์หา Total anthocyanin content จากวิธี pH-differential ดัดแปรงมาจากวิธีของ 
(Lee, Durst, Wrolstad, & Collaborators, 2005) 

1) เตรียมสารละลายบัฟเฟอร ์pH เท่ากับ 1.0 หรือ Potassium chloride (0.025M) โดยชั่ง 
Potassium chloride 0.186 g ใส่ลงใน beaker เติมน า้ 95 mL น าไปวดั pH แลว้ปรบัให้
ได ้pH 1.0 (±0.05) ดว้ย hydrochloric acid น าสารละลายบฟัเฟอรท์ี่ปรบั pH แลว้ปรบั
ปรมิาตรสารละลายโดยใชน้ า้ DI จนครบ 100 mL 

2) เตรียมสารละลายบัฟ เฟอร์ pH 4.5 หรือ  Sodium acetate (0.4M) โดยชั่ ง  Sodium 
acetate 5.443 g ใส่ลงในบีกเกอรเ์กอร ์เติมน า้ 95 mL น าไปวัด pH แลว้ปรบัใหไ้ด ้pH 
4.5 (± 0.05) ดว้ย hydrochloric acid น าสารละลายบฟัเฟอรท์ี่ปรบั pH แลว้ปรบัปรมิาตร
สารละลายโดยใชน้ า้ DI จนครบ 100 mL 

3) เตรียมสารละลายสารสกดัโดยการละลายดว้ยเอทานอล ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ของสารสกดั 
0.0005 มิลลิกรมั/มิลลิลิตร  

4) เติมสารละลายมาตรฐานและสารสกดัปริมาตร 40 µL และเติมสารละลายบฟัเฟอร ์160 
µL ท าเช่นเดียวกนัทัง้ pH 1.0 และ pH 4.5 โดยท าการทดสอบแต่ละตวัอย่าง 3 ครัง้ แลว้
น าไปบ่มในที่มืด 30 นาที จากนัน้น าไปวดัความสามารถการดดูกลืนแสงดว้ย microplate 
reader ความยาวคลื่น 510, 700 nm แลว้น าค่าการดูดกลืนแสงไปค านวณ โดยที่ A = 
(A510nm - A700nm) pH1.0 - (A510nm - A700nm) pH4.5 เม่ือไดค้่า A น าไปแทนค่าหาปริมาณ
ของแอนโทไซยานินจากสมการเสน้ตรงจากกราฟมาตรฐานของ cyanidin-3-o-glucoside 
ตามสมการ y = 0.5611x - 0.0151  



 
 

 

บทที ่4 
ผลด าเนินการวิจัย 

ลักษณะตัวอย่างสมุนไพร 
ตัวอย่างของสมุนไพรจากตน้พิลังกาสาที่สวนสมุนไพรคณะเภสชัศาสตร ์มหาวิทยาลัย   

ศรีนครนิทรวิโรฒ 

ภาพประกอบ 11 แสดงตวัอย่างผลพิลงักาสาสวนสมนุไพรจากคณะเภสชัศาสตรม์หาวิทยาลยัศรี
นครนิทรวิโรฒ 

การเตรียมตวัอย่าง 
น าผลพิลงักาสามาท าการแกะเนือ้แยกจากเมล็ดแลว้น ามาตากแหง้ จากนัน้น าไปบดดว้ย

เครื่อง blender จนละเอียด จากนั้นท าการแร่งโดยใช้แร่งเบอร ์40 จนได้เป็นผงสมุนไพรดัง
ภาพประกอบ 
 

ภาพประกอบ 12 แสดงผงสมนุไพรจากผลพิลงักาสา 
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ค่าร้อยละปริมาณของสารสกัดสมุนไพร 
ผลการสกดัสมนุไพรผลพิลงักาสาโดยใช้ ethyl acetate มี %yield คิดเป็นรอ้ยละ 4.35 ± 

0.67 ส่วนการสกัดสมนุไพรผลพิลงักาสาโดยใช้ ethanol มี %yield คิดเป็นรอ้ยละ 10.15 ± 1.55 
และการสกดั สมนุไพรผลพิลงักาสาโดยใชน้ า้ มี %yield คิดเป็นรอ้ยละ 0.15 ± 0.03 ดงัตาราง 

ตาราง 10 แสดงรอ้ยละปรมิาณของสารสกดัสมนุไพรผลพิลงักาสา 

ตวัท าละลาย น า้หนกัสมนุไพร 
(กรมั) 

น า้หนกัสาร (กรมั) 
 

%yield 
 

Ethyl acetate 
50 ± 0.02 

2.17 ± 0.33 4.35 ± 0.67 
Ethanol 5.08 ± 0.77 10.15 ± 1.55 
น า้ 0.07 ± 0.02 0.15 ± 0.03 

ผลการพสูิจนเ์อกลักษณโ์ดยเคร่ือง HPLC-MS ของ cyanidin-3-O-glucoside 
เม่ือท าการเปรียบเทียบ Mass spectrum ของสารมาตรฐาน cyanidin-3-O-glucoside 

กับ Mass spectrum ของสารสกัดผลพิลงักาสาที่ไดจ้ากการสกัดดว้ย ethanol และน า้ ซึ่งตัวท า
ละลายมีขัว้ใกลเ้คียงกบั cyanidin-3-O-glucoside พบว่าสารสกดัผลพิลงักาสาที่ไดจ้ากการสกดั
ดว้ย ethanol มีรูปแบบการแตกตวัเป็นพีคที่มวลโมเลกลุต่างๆ มีความใกลเ้คียงกบัสารมาตรฐาน 
cyanidin-3-O-glucoside ดงัภาพประกอบ 13-15 
 

ภาพประกอบ 13แสดง Mass spectrum ของสารมาตรฐาน cyanidin-3-O-glucoside 
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ภาพประกอบ 14 แสดง Mass spectrum ของสารสกดัผลพิลงักาสาที่ไดจ้ากการสกดัดว้ย ethanol 

ภาพประกอบ 15 แสดง Mass spectrum ของสารสกดัผลพิลงักาสาที่ไดจ้ากการสกดัดว้ยน า้ 

ผลการพสูิจนเ์อกลักษณโ์ดยเคร่ือง HPLC-MS ของ embelin 
เม่ื อท าการเปรียบ เที ยบ  Mass spectrum ของสารมาตรฐาน  embelin กับ  Mass 

spectrum ของสารสกัดผลพิลังกาสาที่ไดจ้ากการสกัดดว้ย ethyl acetate ซึ่งตัวท าละลายมีขั้ว
ใกลเ้คียงกบั embelin พบว่าสารสกดัผลพิลงักาสาที่ไดจ้ากการสกดัดว้ย ethyl acetate มีรูปแบบ
การแตกตัวเป็นพีคที่มวลโมเลกุลต่างๆ มีความใกล้เคียงกับสารมาตรฐาน embelin ดัง
ภาพประกอบ 16-17 

 
 

 

 
 

ภาพประกอบ 16 แสดง Mass spectrum ของสารมาตรฐาน embelin 
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ภาพประกอบ 17 แสดง Mass spectrum ของสารสกดัผลพิลงักาสาที่ไดจ้ากการสกดัดว้ย Ethyl 
acetate 

ผลการทดสอบความเหมาะสมของระบบ (system suitability)ของ cyanidin-3-O-glucoside 
เม่ือน าสารมาตรฐาน cyanidin-3-O-glucoside มาท าการวิเคราะหด์ว้ยเครื่อง HPLC โดย

ใชส้ภาวะการวิเคราะหด์งัตาราง 5 ท าการวิเคราะหท์ี่ความเขม้ขน้ 1 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตรซ า้ 6 
ครัง้ และบนัทกึคา่เฉลี่ยของ system suitability parameter ต่างๆ ไดแ้ก่ Resolution (Rs), Tailing 
factor (T), Number of theoretical plate (N), Relative standard deviation (%RSD) ได้ผลดัง
ตาราง 11 

ตาราง 11 แสดง parameter ที่ทดสอบความเหมาะสมของระบบวิธีวิเคราะห ์cyanidin-3-o-
glucoside 

Parameter Guideline cyanidin-3-O-glucoside 
(±RSD) 

Peak area - 1.1993 ± 0.78 
Retention time - 6.81 ± 0.41 

Symmetry factor ≤2 0.87 
Column efficiency (N) ≥2000 3536 ± 1.11 

Resolution (Rs) ≥2 - 
%RSD ≤2 0.78 

 

ผลการทดสอบความเหมาะสมของระบบ (system suitability)ของ embelin 
เม่ือน าสารมาตรฐาน embelin มาท าการวิเคราะหด์ว้ยเครื่อง HPLC โดยใชส้ภาวะการ

วิเคราะหด์งัตาราง 7 ท าการวิเคราะหท์ี่ความเขม้ขน้ 1 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตรซ า้ 6 ครัง้ และบนัทกึ
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ค่าเฉลี่ยของ system suitability parameter ต่างๆ ได้แก่  Resolution (Rs), Tailing factor (T), 
Number of theoretical plate (N), Relative standard deviation (%RSD) ไดผ้ลดงัตาราง 12 

ตาราง 12 แสดง parameter ที่ทดสอบความเหมาะสมของระบบวิธีวิเคราะห ์embelin 

Parameter Guideline embelin (±RSD) 
Peak area - 0.8511 ± 1.11 

Retention time - 10.56 ± 0.02 
Symmetry factor ≤2 1.87 

Column efficiency (N) ≥2000 32463 ± 0.95 
Resolution (Rs) ≥2 - 

%RSD ≤2 1.11 

 

ผลการตรวจสอบความถูกต้องของวธิวีิเคราะห ์(Method validation) ของ cyanidin-3-o-
glucoside  

1. Specificity (ความจ าเพาะของวิธีวิเคราะห์) เป็นการตรวจสอบความจ าเพาะของวิธี
วิเคราะห ์เพื่อดวู่าวิธีวิเคราะหส์ามารถแยกสารที่ตอ้งการได้ และพีคของสารอื่น ๆ จะตอ้ง
ไม่รบกวนพีคของสารส าคัญหรือสารที่สนใจน าสารสกัดผลพิลังกาสา  โดยท าการ
เปรียบเทียบ retention time ของพีค cyanidin-3-O-glucoside ในสารละลายมาตรฐาน 
cyanidin-3-O-glucoside กบั สารสกดัผลพิลงักาสา โดยเลือกใชส้ารสกดัผลพิลงักาสาที่
ใช ้ethanol เป็นตัวท าละลายมาท าการทดสอบ ดังภาพประกอบ และท าการบันทึกค่า 
retention time และ peak purity factor ดงัตาราง 13 
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ภาพประกอบ 18 แสดง Chromatogram ของสารละลายมาตรฐาน cyanidin-3-o-glucoside 
(บน) และสารสกดัผลพิลงักาสาท่ีไดจ้ากการสกดัดว้ย ethanol (ลา่ง) 

ตาราง 13 แสดง retention time และ peak purity factor 

สารละลาย Retention time Peak purity factor 
cyanidin-3-O-glucoside STD 6.903 1000 

สารสกดัผลพลิงักาสา 6.777 995 

 
2. Linearity and range (เป็นการตรวจสอบความเป็นเสน้ตรงของวิธีวิเคราะห)์ 

 ท าการวิเคราะหส์ารละลายมาตรฐาน cyanidin-3-o-glucoside ที่ความเขม้ขน้ 0.4 - 2 
ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตรวิเคราะหด์ว้ยเครื่อง HPLC โดยใช ้UV เป็น detector ที่ความยาวคลื่น 520 
nm เพื่อหาความสัมพันธ์ระหว่างความเขม้ขน้กับพืน้ที่ใตก้ราฟ (peak area) พบว่าสมการของ
แสดงความสัมพันธ์เชิงเสน้ตรงของ cyanidin-3-O-glucoside y = 1.0265x - 0.0381 โดยมีค่า 
coefficient of determination (R2) เท่ากบั 0.9998 ดงัภาพประกอบ และตาราง 14 
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ภาพประกอบ 19 แสดงความสมัพนัธเ์ชงิเสน้ตรงของ Cyanidin-3-o-glucoside 

ตาราง 14 แสดงสมการเชงิเสน้ตรงของสารละลายมาตรฐานและ coefficient of determination 
(R2) 

สารมาตรฐาน  ความเข้มข้น (µg/mL)  สมการ  R2 

Cyanidin-3-o-
glucoside 

0.4 – 2.0 y = 1.0265x - 0.0381 0.9998 

 

3. Limit of detection (LOD) และ Limit of quantitation (LOQ) 
ความเขม้ขน้ต ่าสดุของการวิเคราะหเ์ชิงคณุภาพ (LOD) สามารถหาไดจ้ากการแทนค่าในสตูร 

LOD = 3.3σ/S โดย σ คือค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของจุดตัดแกน y และ S คือ slopeของกราฟ
มาตรฐาน ค่า LOD ของ cyanidin-3-o-glucoside มีค่าเท่ากบั 0.104 µg/mL 
ความเขม้ขน้ต ่าสดุของการวิเคราะหเ์ชิงปรมิาณ (LOQ) สามารถหาไดจ้ากการแทนค่าในสตูร LOQ 

= 10σ/S โด ย  σ คื อ ค่ า เบี่ ย ง เบ น ม า ต รฐ า น ข อ ง จุ ด ตั ด แ ก น  y แ ล ะ  S คื อ  slope 
ของกราฟมาตรฐาน คา่ LOQ ของ cyanidin-3-o-glucoside มีค่าเท่ากบั 0.316 µg/mL 

4. Accuracy (ความถกูตอ้งของวิธีวิเคราะห)์ 
การทดสอบความถกูตอ้งของวิธีวิเคราะหโ์ดยวิเคราะหท์ี่ความเขม้ขน้ 0.4, 1.0 และ 2.0 ไมโครกรมั
ต่อมิลลิลิตร วิเคราะห์ที่  3 ความเข้มข้น ความเข้มข้นละ 3 ซ า้ พบว่ามีค่า % recovery ของ 

y = 1.0265x - 0.0381
R² = 0.9998
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cyanidin-3-o-glucoside อยู่ในช่วง 96.74 – 101.32% ซึ่งเกณฑข์อง AOAC ระบวุา่ควรอยู่ในช่วง 
92-105% ดงันัน้ cyanidin-3-o-glucoside มีค่า %recovery อยู่ในเกณฑท์ี่ระบไุว ้ดงัตาราง 15 

ตาราง 15 แสดงผลการทดสอบความถกูตอ้งของวิธีวิเคราะห ์

ความเขม้ขน้  
(µg/mL) 

%Recovery คา่เฉลี่ย (±SD) %RSD 

ครัง้ที่ 1 ครัง้ที่ 2 ครัง้ที่ 3 
0.4 99.30 101.32 99.65 100.09 ± 1.08 1.08 
1.0 97.71 97.92 96.74 97.46 ± 0.63 0.65 
2.0 100.04 100.13 98.79 99.65 ± 0.75 0.75 

 

5. Precision (ความแม่นย าของวิธีวิเคราะห)์ 
การทดสอบตวามแม่นย าของวิธีวิเคราะหโ์ดยท าการทดสอบสารละลายมาตรฐาน cyanidin-

3-o-glucoside ที่ 3 ความเขม้ขน้ ไดแ้ก่ 0.4, 1.0 และ 2.0 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร ความเขม้ขน้ละ 
3 ซ า้ (Intraday precision) พบว่า มีค่า 96.51 – 102.18% และค่ามี %RSD อยู่ในช่วง 0.10-1.80 
ดังตาราง 16 และท าการทดสอบซ า้ 3 วนั (Inter day precision) พบว่า มีค่า 93.18 – 100.35% 
และค่ามี %RSD อยู่ในช่วง 1.60-1.93 ดังตาราง 17 ซึ่งผ่านตามเกณฑ์ของ AOAC ที่ระบุว่าค่า 
RSD ตอ้งมีคา่นอ้ยกวา่ 2% 

ตาราง 16 แสดงผลการทดสอบความแม่นย าของวิธีวิเคราะห ์(Intraday precision) 

ความเขม้ขน้ 
(µg/mL) 

%Recovery ค่าเฉลี่ย (±SD) %RSD 
ครัง้ที่ 1 ครัง้ที่ 2 ครัง้ที่ 3 

0.4 102.18 100.29 98.58 100.35 ± 1.80 1.80 
1.0 96.72 96.63 96.51 96.62 ± 0.10 0.10 
2.0 98.38 98.61 98.50 98.50 ± 0.12 0.12 
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ตาราง 17 แสดงผลการทดสอบความแม่นย าของวิธีวิเคราะห ์(Inter day precision) 

ความเขม้ขน้ 
(µg/mL) 

%Recovery คา่เฉลี่ย (±SD) %RSD 

ครัง้ที่ 1 ครัง้ที่ 2 ครัง้ที่ 3 
0.4 100.35 97.57 96.73 98.22 ± 1.80 1.93 
1.0 95.41 96.21 93.18 94.74 ± 1.52 1.60 
2.0 98.50 95.65 95.03 96.39 ± 0.12 1.92 

ผลการวิเคราะหห์าปริมาณ cyanidin-3-o-glucoside ในสารสกัดผลพลิังกาสา 
น าวิธีวิเคราะห์ที่ท  าการตรวจสอบความถูกต้องแล้วไปท าการวิเคราะห์หาปริมาณ 

cyanidin-3-o-glucoside ในสารสกัดผลพิลังกาสาที่ท  าการสกัดด้วย ethanol และน ้า พบว่า
ปรมิาณ cyanidin-3-o-glucoside ในสารสกดัผลพิลงักาสาที่ท  าการสกดัดว้ย ethanol มีค่าเท่ากบั 
4.66 ± 1.68 มิลลิกรมัต่อกรมัของสารสกดั ส่วนสารสกดัผลพิลงักาสาที่ท  าการสกดัดว้ยน า้ ไม่พบ
พีคของ cyanidin-3-o-glucoside 

ผลการตรวจสอบความถูกต้องของวธิวีิเคราะห ์(Method validation) ของ embelin  
1. Specificity (ความจ าเพาะของวิธีวิเคราะห์) เป็นการตรวจสอบความจ าเพาะของวิธี

วิเคราะห ์เพื่อดวู่าวิธีวิเคราะหส์ามารถแยกสารที่ตอ้งการได้ และพีคของสารอื่น ๆ จะตอ้ง
ไม่รบกวนพีคของสารส าคัญหรือสารที่สนใจน าสารสกัดผลพิลังกาสา  โดยท าการ
เปรียบเทียบ retention time ของพีค embelin ในสารละลายมาตรฐาน embelin กบั สาร
สกดัผลพิลงักาสา โดยเลือกใชส้ารสกดัผลพิลงักาสาที่ใช ้ethyl acetate เป็นตวัท าละลาย
มาท าการทดสอบ ดังภาพประกอบ 20 และท าการบันทึกค่า retention time และ peak 
purity factor ดงัตาราง 18 
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ภาพประกอบ 20 แสดง Chromatogram ของสารละลายมาตรฐาน embelin (ลา่ง) และสารสกดั
ผลพิลงักาสาที่ไดจ้ากการสกดัดว้ย ethyl acetate (บน) 

ตาราง 18 แสดง retention time และ peak purity factor 

สารละลาย Retention time Peak purity factor 
embelin STD 10.64 1000 

สารสกดัผลพลิงักาสา 10.58 1000 
 

2. Linearity and range (เป็นการตรวจสอบความเป็นเสน้ตรงของวิธีวิเคราะห)์ 
ท าการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐาน embelin ที่ความเข้มข้น 0.8 – 4.0 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตรวิเคราะหด์ว้ยเครื่อง HPLC โดยใช ้UV เป็น detector ที่ความยาวคลื่น 286 nm เพื่อหา
ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นกับพื ้นที่ ใต้กราฟ (peak area) พบว่าสมการของแสดง
ความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงของ embelin คือ y = 1.5696x - 0.2786 โดยมีค่า coefficient of 
determination (R2) เท่ากบั 0.9972 ดงัภาพประกอบ และตาราง 19 
 

สารสกดัผลพิลงักาสา 

สารละลายมาตรฐาน 
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ภาพประกอบ 21 แสดงความสมัพนัธเ์ชงิเสน้ตรงของ embelin 

ตาราง 19 แสดงสมการเชงิเสน้ตรงของสารละลายมาตรฐานและ coefficient of determination 
(R2) 

สารมาตรฐาน  ความเขม้ขน้ (µg/mL)  สมการ  R2 

embelin 0.8 – 4.0 y = 1.5696x - 0.2786 0.9972 

 
3. Limit of detection (LOD) และ Limit of quantitation (LOQ) 
ความเขม้ขน้ต ่าสดุของการวิเคราะหเ์ชิงคณุภาพ (LOD) สามารถหาไดจ้ากการแทนค่าในสตูร 

LOD = 3.3σ/S โดย σ คือค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของจุดตัดแกน y และ S คือ slopeของกราฟ
มาตรฐาน ค่า LOD ของ embelin มีค่าเท่ากบั 0.013 µg/mL 
ความเขม้ขน้ต ่าสดุของการวิเคราะหเ์ชิงปรมิาณ (LOQ) สามารถหาไดจ้ากการแทนค่าในสตูร LOQ 

= 10σ/S โดย σ คือค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของจดุตดัแกน y และ S คือ slopeของกราฟมาตรฐาน 
ค่า LOQ ของ embelin มีค่าเท่ากบั 0.039 µg/mL 

4. Accuracy (ความถกูตอ้งของวิธีวิเคราะห)์ 
การทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์โดยวิเคราะห์ที่ความเข้มข้น 0.8, 2.0 และ 4.0 

ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร วิเคราะหท์ี่ 3 ความเขม้ขน้ ความเขม้ขน้ละ 3 ซ า้ พบว่ามีค่า %recovery 
ของ embelin อยู่ในช่วง 95.88 – 98.85% ซึ่งเกณฑข์อง AOAC ระบุว่าควรอยู่ในช่วง 95-102% 
ดงันัน้ embelin มีค่า %recovery อยู่ในเกณฑท์ี่ระบไุว ้ดงัตาราง 20 

y = 1.5696x - 0.2786
R² = 0.9972
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ตาราง 20 แสดงผลการทดสอบความถกูตอ้งของวิธีวิเคราะห ์

ความเขม้ขน้  
(µg/mL) 

%Recovery คา่เฉลี่ย (±SD) %RSD 

ครัง้ที่ 1 ครัง้ที่ 2 ครัง้ที่ 3 
0.8 98.85 96.68 95.88 97.14 ± 1.54 1.58 
2.0 96.32 98.52 99.13 97.99 ± 1.48 1.51 
4.0 98.18 96.85 96.94 97.33 ± 0.74 0.77 

 
5. Precision (ความแม่นย าของวิธีวิเคราะห)์ 
การทดสอบตวามแม่นย าของวิธีวิเคราะหโ์ดยท าการทดสอบสารละลายมาตรฐาน embelin ที่ 

3 ความเขม้ขน้ ไดแ้ก่ 0.8, 1.6 และ 4.0 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร ความเขม้ขน้ละ 3 ซ า้ (Intraday 
precision) พบว่า มีค่า 97.27 – 102.15% และค่ามี %RSD อยู่ในช่วง 0.70-0.92 ดังตาราง 21 
และท าการทดสอบซ ้า 3 วัน (Inter day precision) พบว่า มีค่า 96.59 – 101.30% และค่ามี 
%RSD อยู่ในช่วง 0.65-1.21 ดงัตาราง 22 ซึ่งผ่านตามเกณฑข์อง AOAC ที่ระบวุ่าค่า RSD ตอ้งมี
ค่านอ้ยกวา่ 2% 

ตาราง 21 แสดงผลการทดสอบความแม่นย าของวิธีวิเคราะห ์(Intraday precision) 

ความเขม้ขน้ 
(µg/mL) 

%Recovery คา่เฉลี่ย (±SD) %RSD 
ครัง้ที่ 1 ครัง้ที่ 2 ครัง้ที่ 3 

0.8 101.39 100.34 102.15 101.30 ± 0.91 0.90 
1.6 97.27 98.65 97.73 97.88 ± 0.70 0.72 
4.0 99.17 100.77 100.76 100.23 ± 0.92 0.92 
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ตาราง 22 แสดงผลการทดสอบความแม่นย าของวิธีวิเคราะห ์(Inter day precision) 

ความเขม้ขน้ 
(µg/mL) 

%Recovery คา่เฉลี่ย (±SD) %RSD 
ครัง้ที่ 1 ครัง้ที่ 2 ครัง้ที่ 3 

0.8 101.30 99.08 99.35 99.91 ± 1.21 1.21 
1.6 97.88 96.59 98.53 97.67 ± 0.99 1.02 
4.0 100.23 99.05 99.17 99.49 ± 0.65 0.65 

ผลการวิเคราะหห์าปริมาณ embelin ในสารสกัดผลพลิังกาสา 
น าวิธีวิเคราะห์ที่ท  าการตรวจสอบความถูกต้องแล้วไปท าการวิเคราะห์หาปริมาณ 

embelin ในสารสกัดผลพิลังกาสาที่ท  าการสกัดดว้ย Ethyl acetate พบว่าปริมาณ embelin ใน
สารสกดัผลพิลงักาสาที่ท  าการสกดัดว้ย Ethyl acetate มีค่าเท่ากบั 565.27 ± 75.33 มิลลิกรมัต่อ
กรมัของสารสกดั  

ผลการวิเคราะหห์าปริมาณสารฟีนอลกิ (Total phenolic content) 
การหาปริมาณสารฟีนอลิกในสารสกัดผลพิลังกาสา โดย ใช้วิ ธี  Folin-Ciocalteu 

Colorimetric เทียบกับสารมาตรฐาน  gallic acid ซึ่งเป็นสารกลุ่มฟีนอลิก  สร้างเป็นกราฟ
มาตรฐานดงัภาพประกอบ เพื่อหาสมการความสมพนัธเ์ชิงเสน้ตรงในการค านวณหาปรมิาณสารฟี
นอลิกในสารสกัดผลพิ ลังกาสา ได้เป็น   y = 0.0569x + 1.9339 โดยมีค่ า  coefficient of 
determination (R2) เท่ากบั 0.9905 ไดป้รมิาณสารฟีนอลิกตอ่กรมัของสารสกดัดงัตาราง 23 
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ภาพประกอบ 22 แสดงความสมัพนัธเ์ชงิเสน้ตรงของสารมาตรฐาน gallic acid 

ตาราง 23 แสดงปรมิาณ Total phenolic content จากสารสกดัผลพลิงักาสา 

ตัวท าละลาย มิลลกิรัมสมมูลของ gallic acid ต่อกรัมของสารสกดั 
(mean ± SD) (mg GAE/g crude extract) 

Ethyl acetate 39.22 ± 6.32 
Ethanol 27.80 ± 3.91 
น า้ 2.87 ± 0.62 

ผลการวิเคราะหห์าปริมาณสารฟลาโวนอยดร์วม (Total flavonoid content) 
การหาปริมาณสารฟลาโวนอยด์รวม ในสารสกัดผลพิลังกาสา โดยใช้วิธี aluminium 

chloride method เทียบกับสารมาตรฐาน quercetin ซึ่งเป็นสารในกลุ่มฟลาโวนอยด ์สรา้งเป็น
กราฟมาตรฐานดงัภาพประกอบ เพื่อหาสมการความสมพนัธเ์ชิงเสน้ตรงในการค านวณหาปรมิาณ
สารฟลาโวนอยดร์วม ในสารสกัดผลพิลังกาสา ไดเ้ป็น  เป็น  y = 0.0391x + 0.0044 โดยมีค่า 
coefficient of determination (R2) เท่ากับ 0.9983 ไดป้ริมาณสารฟลาโวนอยดร์วมต่อกรมัของ
สารสกดัดงัตาราง 24 

y = 0.0569x + 1.9339
R² = 0.9905
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ภาพประกอบ 23 แสดงความสมัพนัธเ์ชงิเสน้ตรงของสารมาตรฐาน quercetin 

ตาราง 24 แสดงปรมิาณ Total flavonoid content จากสารสกดัผลพลิงักาสา 

ตัวท าละลาย มิลลกิรัมสมมูลของ quercetin ต่อกรัมของสารสกัด 
(mean ± SD) (mg QE/g crude extract) 

Ethyl acetate 4.78 ± 0.53 
Ethanol 3.28 ± 0.45 
น า้ 1.03 ± 0.07 

ผลการวิเคราะหห์าปริมาณแอนโทไซยานินรวม (Total anthocyanin content) 
การหาปริมาณแอนโทไซยานินรวม ในสารสกัดผลพิลงักาสา โดยใชว้ิธี pH-differential 

เทียบกับสารมาตรฐาน cyanidin-3-o-glucoside ซึ่งเป็นสารในกลุ่มแอนโทไซยานิน ที่ pH 1.0 
และ 5.0 สรา้งเป็นกราฟมาตรฐานดงัภาพประกอบ เพื่อหาสมการความสมพนัธเ์ชิงเสน้ตรงในการ
ค านวณหาปรมิาณแอนโทไซยานินรวม ในสารสกดัผลพิลงักาสา ไดเ้ป็น  y = 0.5611x + 0.00151 
โดยมีค่า coefficient of determination (R2) เท่ากับ 0.9998 ไดป้ริมาณแอนโทไซยานินรวม ต่อ
กรมัของสารสกดัดงัตาราง 25 
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ภาพประกอบ 24 แสดงความสมัพนัธเ์ชงิเสน้ตรงของสารมาตรฐาน cyanidin-3-o-glucoside 

ตาราง 25 แสดงปรมิาณ Total anthocyanin content จากสารสกดัผลพิลงักาสา 

ตัวท าละลาย มิลลกิรัมสมมูลของ cyanidin-3-o-glucoside ต่อกรัม
ของ สารสกดั 

(mean ± SD) (mg C-3-GE/g crude extract) 
Ethyl acetate ไม่พบ 

Ethanol 3.39 ± 0.34 
น า้ 0.04 ± 0.00 

เปรียบเทยีบปริมาณสารส าคัญทีท่ าการสกัดโดยใช้ตัวท าละลายทัง้ 3 ชนิด 
ท าการเปรียบเทียบปริมาณ  Total phenolic content, Total flavonoid content และ 

Total anthocyanin content ที่ท  าการสกดัดว้ย ethyl acetate, ethanol และน า้ ดงัตาราง 26 โดย
ใชส้ถิติ independent t-test โดยท าการเปรียบเทียบเป็นคูไ่ดผ้ลดงัตาราง 26-29 
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ตาราง 26 แสดงปรมิาณสารส าคญัจากสารสกดัผลพิลงักาสาโดยใชต้วัท าละลายชนิดต่างๆ 

สารตวัอย่าง คร้ังทีส่กัด Total flavonoid 
content (mg  
QE /g crude 

extract) 

Total phenolic 
content (mg 
GAE/g crude 

extract) 

Total 
anthocyanin 

content (mg C-
3-GE/g crude 

extract) 

Ethyl 
acetate 

1 4.2304 34.6463 ไม่พบ 
2 4.8223 36.5800 ไม่พบ 
3 5.2811 46.4284 ไม่พบ 

Mean 4.7779 39.2182 ไม่พบ 
SD 0.5267 6.3186 - 

Ethanol 

1 2.9087 25.9994 3.1876 
2 3.7914 32.2874 3.7864 
3 3.1672 25.1232 3.2051 

Mean 3.2891 27.8033 3.3930 
SD 0.4538 3.9079 0.3408 

น า้ 

1 1.0760 2.7405 0.0419 
2 0.9520 2.3171 0.0451 
3 1.0713 3.5412 0.0438 

Mean 1.0331 2.8663 0.0436 
SD 0.0703 0.6217 0.0016 
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ตาราง 27 แสดงผลการเปรยีบเทียบปรมิาณ Total flavonoid content ระหวา่งตวัท าละลายชนิด
ต่างๆทางสถิติดว้ยสถิติ independent t-test ที่ระดบันยัส าคญัทางสถิติ 0.05 

คู่ที ่ ตัวท าละลาย n Mean SD T df Sig. 

1 
Ethyl acetate 3 4.7779 0.28 

3.7090 4 0.0207 
Ethanol 3 3.2891 0.21 

2 
Ethyl acetate 3 3.2891 0.28 

12.2061 4 0.0003 
น า้ 3 1.0331 0.00 

3 
Ethanol 3 3.2891 0.21 

8.5086 4 0.0010 
น า้ 3 1.0331 0.00 

ตาราง 28 แสดงผลการเปรยีบเทียบปรมิาณ Total phenolic content ระหว่างตวัท าละลายชนิด
ต่างๆทางสถิติดว้ยสถิติ independent t-test ที่ระดบันยัส าคญัทางสถิติ 0.05 

คู่ที ่ ตัวท าละลาย n Mean SD T df Sig. 

1 
Ethyl acetate 3 39.2182 39.93 

2.6612 4 0.0563 
Ethanol 3 27.8033 15.27 

2 
Ethyl acetate 3 39.2182 39.93 

9.9168 4 0.0006 
น า้ 3 2.8663 0.39 

3 
Ethanol 3 27.8033 15.27 

10.9152 4 0.0004 
น า้ 3 2.8663 0.39 

ตาราง 29 แสดงผลการเปรยีบเทียบปรมิาณ Total anthocyanin content ระหว่างตวัท าละลาย
ชนิดต่างๆทางสถิติดว้ยสถิติ independent t-test ที่ระดบันยัส าคญัทางสถิติ 0.05 

ตัวท าละลาย n Mean SD T df Sig. 
Ethanol 3 3.3930 0.12 

17.0238 4 7x10-5 
น า้ 3 0.0436 0.00 

 



 
 

 

บทที ่5 
สรุปผลการวิจัย อภปิรายผล และข้อเสนอแนะ 

สรุปผลการวจิัย 
การตรวจสอบความถูกตอ้งของวิธีวิเคราะหส์ารสกัดจากผลพิลังกาสาเพื่อวิเคราะหห์า

ปรมิาณ embelin และ cyanidin-3-o-glucoside โดยใชเ้ทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะ
สูง ซึ่งอ้างอิงตามเกณฑ์ ICH guideline และผลการทวนสอบวิธีอ้างอิงตามเกณฑ์ AOAC 
guideline โดยก่อนน าวิธีวิเคราะหห์าปริมาณ embelin และ cyanidin-3-o-glucoside มาท าการ
การตรวจสอบความถกูตอ้ง ไดมี้การพฒันาวิธีวิเคราะหท์ัง้ในเชิงคณุภาพและปรมิาณของสารทัง้ 2 
ชนิดนี ้โดยการวิธีวิเคราะหใ์นเชิงคุณภาพ ไดน้ าเทคนิคแมสสเปคโทรโฟโตมิเตอรม์าใชร้่วมกับ
เทคนิค HPLC ดว้ย เพื่อท าการพิสจูนเ์อกลกัษณข์องสารทัง้ 2 ชนิด 
 การพิสจูนเ์อกลกัษณข์องสาร cyanidin-3-o-glucoside โดยใชเ้ทคนิคแมสสเปคโทรโฟโต
มิเตอรร์่วมกับ HPLC โดยท าการดัดแปลงสภาวะการวิเคราะห์จากงานวิจัยของ  (Su et al., 
2019)) ซึ่งเทคนิค HPLC ใช้ 0.1% phosphoric acid และ acetonitrile เป็น mobile phase ที่มี
สดัส่วนเปลี่ยนแปลงที่เวลาต่าง ๆ (gradient) ดงัตาราง 4 วดัค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
210, 286 และ 520 นาโนเมตร ส่วนเทคนิคแมสสเปคโทรโฟโตมิเตอรใ์ช ้ESI/MS เป็น detector 
โดยท าการเทียบแมสสเปคตรมัระหว่างสารสกัดผลพิลังกาสากับสารมาตรฐาน  cyanidin-3-o-
glucoside จากการทดสอบพบวา่ระยะเวลา (retention time) ที่สาร cyanidin-3-o-glucoside ถกู
ตรวจพบที่เวลา 6.90 นาที ซึ่งพบพีคที่ retention time ใกลเ้คียงกนัในโครมาโตแกรมของสารสกดั
ผลพิลงักาสาที่สกดัดว้ย Ethanol และแมสสเปคตรมัของสารมาตรฐาน cyanidin-3-o-glucoside 
มีความใกลเ้คียงกบั แมสสเปคตรมัของสารสกดัผลพิลงักาสาที่สกดัดว้ย Ethanol เช่นกนั 
 ส่วนการพิสูจน์เอกลักษณ์ของสาร embelin ท าการดัดแปลงสภาวะการวิเคราะหจ์าก
งานวิจยัของ  (Su et al., 2019)) ซึ่งมีการปรบัสดัสว่น mobile phase ที่เวลาต่าง ๆ (gradient) ดงั
ตาราง 9 โดยท าการเทียบแมสสเปคตรมัระหว่างสารสกัดผลพิลงักาสากบัสารมาตรฐาน embelin 
จากการทดสอบพบว่าระยะเวลา (retention time) ที่สาร embelin ถกูตรวจพบที่เวลา 10.58 นาที 
ซึ่งพบพีคที่ retention time ใกลเ้คียงกันในโครมาโตแกรมของสารสกัดผลพิลังกาสาที่สกัดดว้ย 
Ethyl acetate และแมสสเปคตรมัของสารมาตรฐาน embelin มีความใกลเ้คียงกบั แมสสเปคตรมั
ของสารสกดัผลพิลงักาสาที่สกดัดว้ย Ethyl acetate เช่นกนั 
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 ความเหมาะสมของวิธีวิเคราะห์ (system suitability) ที่ใช้ในงานนี ้อ้างอิงตามเกณฑ ์
USP37 โดยวิ ธีวิ เคราะห์สาร  cyanidin-3-o-glucoside ตามตาราง 5 มีค่า symmetry factor 
เท่ากับ 0.87 และค่าcolumn efficiency เท่ากับ 3535 ค่า RSD มีค่าเท่ากับ 0.78% พิจารณา
ขอ้ก าหนดถือว่าผ่านเกณฑข์อง USP37 แสดงว่าวิธีวิเคราะหส์าร embelin มีความเหมาะสมต่อ
ระบบเครื่องมือที่ใชใ้นการวิเคราะห์ ส่วนวิธีวิเคราะหส์าร embelin ตามตาราง 5 มีค่า symmetry 
factor เท่ากับ  1.87 และค่าcolumn efficiency เท่ากับ  32463 ค่า RSD มีค่าเท่ากับ 1.11% 
พิจารณาข้อก าหนดถือว่าผ่านเกณฑ์ของ USP37 แสดงว่าวิธีวิเคราะห์สาร embelin มีความ
เหมาะสมต่อระบบเครื่องมือที่ใชใ้นการวิเคราะหเ์ช่นกนั 

การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ (method validation) สาร cyanidin-3-o-
glucoside และ embelin ในหวัขอ้ความจ าเพาะของวิธีวิเคราะห ์(Specificity) ของสาร cyanidin-
3-o-glucoside มีค่า peak purity factor เท่ากบั 995 ส่วนสาร embelin มีค่า peak purity factor 
เท่ากับ 1000  ในหัวขอ้ความเป็นเสน้ตรง (Linearity) ของสาร cyanidin-3-o-glucoside ในช่วง
ความเขม้ขน้ 0.4-2.0 µg/mL ไดส้มการของแสดงความสมัพนัธเ์ชิงเสน้ตรง y = 1.0265x - 0.0381 
ค่า coefficient of determination (R2) เท่ากับ 0.9998 ส่วน Linearity ของสาร embelin ในช่วง
ความเข้มข้น 0.8-4.0 µg/mL ได้สมการแสดงความสัมพันธ์ของ embelin คือ y = 1.5696x - 
0.2786 โดยมีค่าcoefficient of determination (R2) เท่ากับ 0.9972 หัวข้อความแม่นย าของวิธี
วิเคราะห ์(precision) เป็นการทดสอบความแม่นย าของเครื่องมือ พบว่าค่า %RSD ของหัวขอ้ 
Intra-day precision ของสาร cyanidin-3-o-glucoside มีค่า %RSD อยู่ในช่วง 0.10-1.80 และ 
Inter day precision ของสาร cyanidin-3-o-glucoside มีค่า %RSD อยู่ในช่วง 1.60-1.93 ส่วน
สาร embelin หั วข้อ  Intra-day precision มี ค่ า  RSD อยู่ ใน ช่ ว ง  0.70-0.92 และ  Inter day 
precision ของสาร embelin มีค่า %RSD อยู่ในช่วง 0.65-1.21  สว่นความถกูตอ้งของวิธีวิเคราะห ์
(accuracy) มีค่า %recovery ของ cyanidin-3-o-glucoside อยู่ในช่วง 96.74 – 101.32% และ 
embelin อยู่ในช่วง 95.88 – 98.85% ซึ่งถือว่าผ่านเกณฑข์อง AOAC ค่า LOD ของสาร cyanidin-
3-o-glucoside และ embelin เท่ากับ 0.104 และ 0.013 µg/mL ตามล าดับ ส่วนค่า LOQ ของ 
cyanidin-3-o-glucoside และ embelin มีค่าเท่ากบั 0.316 และ 0.039 µg/mL ตามล าดบั 
 ปริมาณ cyanidin-3-o-glucoside ในสารสกัดผลพิลังกาสาที่ท  าการสกัดดว้ย Ethanol 
และน ้า พบว่าปริมาณ  cyanidin-3-o-glucoside ในสารสกัดผลพิลังกาสาที่ท  าการสกัดด้วย 
Ethanol มีค่าเท่ากับ 4.66 ± 1.68 มิลลิกรมัต่อกรมัของสารสกัด ส่วนสารสกัดผลพิลงักาสาที่ท  า
การสกัดดว้ยน า้ ไม่พบพีคของ cyanidin-3-o-glucoside ส่วนปริมาณ embelin ในสารสกัดผล
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พิลงักาสาที่ท  าการสกดัดว้ย Ethyl acetate พบว่าปริมาณ embelin ในสารสกดัผลพิลงักาสาที่ท  า
การสกดัดว้ย Ethyl acetate มีค่าเท่ากบั 565.27 ± 75.33 มิลลิกรมัต่อกรมัของสารสกดั  
 การหาปริมาณ Total phenolic content จากสารสกัดผลพิลังกาสา พบว่าสารสกัดผล

พิลงักาสาที่สกดัดว้ย Ethyl acetate มีปริมาณ Total phenolic content อยู่ในช่วง 39.22 ± 6.32 
mg GAE/g extract สารสกดัผลพิลงักาสาที่สกดัดว้ย Ethanol มีปรมิาณ Total phenolic content 

อยู่ในช่วง 27.80 ± 3.91 mg GAE/g extract และสารสกัดผลพิลงักาสาที่สกัดดว้ยน า้ มีปริมาณ 

Total phenolic content อยู่ในช่วง 2.87 ± 0.62 mg GAE/g extract  
 การหาปริมาณ Total flavonoid content จากสารสกัดผลพิลังกาสา พบว่าสารสกัดผล

พิลงักาสาที่สกัดดว้ย Ethyl acetate มีปริมาณ Total flavonoid content อยู่ในช่วง 4.78 ± 0.53 
mg QE/g extract สารสกัดผลพิลงักาสาที่สกัดดว้ย Ethanol มีปริมาณ Total flavonoid content 

อยู่ในช่วง 3.28 ± 0.45 mg QE/g extract และสารสกัดผลพิลังกาสาที่สกัดด้วยน า้  มีปริมาณ 

Total flavonoid content อยู่ในช่วง 1.03 ± 0.07 mg QE/g extract 
 การหาปรมิาณ Total anthocyanin content จากสารสกดัผลพิลงักาสา พบวา่สารสกดัผล
พิลังกาสาที่สกัดดว้ย Ethyl acetate ไม่พบ anthocyanin content สารสกัดผลพิลังกาสาที่สกัด

ดว้ย Ethanol มีปรมิาณ Total anthocyanin content อยู่ในช่วง 3.39 ± 0.34 C-3-GE /g extract 

และสารสกดัผลพิลงักาสาที่สกดัดว้ยน า้ มีปรมิาณ Total anthocyanin content อยู่ในช่วง 0.04 ± 
0.00 mg C-3-GE /g extract 
 เม่ือเปรียบเทียบผลการสกัดดว้ยตัวท าละลายชนิดต่างๆที่มีต่อปริมาณ Total phenolic 
content ดว้ยสถิติ independent t-test ที่ระดบันยัส าคญั 0.05 พบว่าการสกดัดว้ย ethyl acetate 
ใหผ้ลไม่แตกต่างกับการสกัดดว้ย ethanol โดยมีค่า p-value เท่ากับ 0.0563 และการสกัดดว้ย 

ethyl acetate ใหผ้ลต่างกับการสกัดดว้ยน า้อย่างมีนัยส าคัญ โดยมีค่า p-value เท่ากับ 0.0006 
ส่วนการสกัดด้วย ethanol ให้ผลต่างกับการสกัดด้วยน ้าอย่างมีนัยส าคัญ โดยมีค่า p-value 

เท่ากบั 0.0004 
 เม่ือเปรียบเทียบผลการสกัดดว้ยตวัท าละลายชนิดต่างๆที่มีต่อปริมาณ Total flavonoid 
content ดว้ยสถิติ independent t-test ที่ระดบันยัส าคญั 0.05 พบว่าการสกดัดว้ย ethyl acetate 
ใหผ้ลต่างกับการสกดัดว้ย ethanol อย่างมีนยัส าคญั โดยมีค่า p-value เท่ากบั 0.0207 และการ
สกดัดว้ย ethyl acetate ใหผ้ลต่างกบัการสกดัดว้ยน า้อย่างมีนยัส าคญั โดยมีค่า p-value เท่ากบั 
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0.0003 ส่วนการสกัดดว้ย ethanol ใหผ้ลต่างกับการสกัดดว้ยน า้อย่างมีนัยส าคัญ โดยมีค่า p-

value เท่ากบั 0.0010 
เม่ือเปรียบเทียบผลการสกัดดว้ยตวัท าละลายชนิดต่างๆที่มีต่อปริมาณ Total flavonoid content 
ดว้ยสถิติ independent t-test ที่ระดบันัยส าคญั 0.05 พบว่าการสกัดดว้ย ethanol ใหผ้ลต่างกับ
การสกดัดว้ยน า้อย่างมีนยัส าคญั โดยมีค่า p-value เท่ากบั 7x10-5 

อภปิรายผลการวิจัย 
 จากผลการวิจยัในการพิสจูนเ์อกลกัษณของสารสกดัผลพิลงักาสาพบว่าสารทัง้ 2 ชนิดมี 
retention time ที่ต่างกนัอย่างมากเนื่องจากสภาพขัว้ของ cyanidin-3-o-glucoside มีโครงสรา้งที่
มีขั้วสูง ส่วน embelin มีโครงสรา้งที่ มีขั้วต ่า ท าให้ต้องมีการปรับสัดส่วนของ mobile phase 
เพื่อใหเ้หมาะสมในการวิเคราะหส์ารทัง้ 2 ชนิดมากขึน้ ใชเ้วลาในการวิเคราะหน์อ้ยลง และการ
วิ เคราะห์โดยการใช้ UV-Vis เป็น  detector พบว่าการใช้ wavelength ที่  520 nm มีความ
เหมาะสมในการวิเคราะห ์cyanidin-3-o-glucoside ซึ่งเป็นสารในกลุ่ม anthocyanin เป็นสารที่มี
สีม่วง ท าใหมี้การดดูกลืนแสงที่มากและมีพีคของสารอื่นๆในกลุ่ม anthocyanin สามารถดดูกลืน
แสงไดอ้ีกดว้ย ส่วน embelin wavelength ที่เหมาะสมคือ wavelength ที่ 286 nm เนื่องจากให ้
peak area ที่มีความสม ่าเสมอในความเขม้ขน้เดียวกนั 
 การวิเคราะหส์าร anthocyanin และ embelin (Ferreira & Laddha, 2013) 
 ตอ้งป้องกันแสงและใชอุ้ณหภูมิต ่าในการสกัดและใชเ้วลาไม่นานในการวิเคราะห ์เนื่องจากมี
โครงสรา้งhydroxy group สามารถเกิดปฎิกิรยิา esterification กบักรดอินทรีย ์รวมถึงสามารถเกิด 
nucleophilic substitution ง่ายเม่ืออยู่ในรูปสารละลาย ในสภาวะกรดยังสามารถเกิดปฏิกิริยา 
dealkylation (Aamir, Ovissipour, Sablani, & Rasco, 2013) ดงัแสดงในภาพประกอบ 25 
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ภาพประกอบ 25 รูปแบบการสลายตวัของ anthocyanin 

ที่มา : Aamir และคณะ (2013)  
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ภาพประกอบ 26 รูปแบบการสลายตวัของ embelin 

ที่มา : Ferreira และคณะ (2013)  

ในการวิเคราะหห์าปรมิาณ Total phenolic content พบวา่ในสารสกดัผลพิลงักาสาที่สกดั
ด้วย ethyl acetate มีปริมาณมากที่สุดสอดคล้องกับการหาปริมาณ embelin โดยใช้เทคนิค 
HPLC ซึ่งพบว่ามี embelin ปริมาณมากเช่นกัน เนื่องจาก embelin มีโครงสรา้งของ hydroxyl 
group ที่สามารถท าปฏิกิริยากับ  Folin-Ciocalteu reagent ท าให้มีปริมาณ Total phenolic 
content สูง เช่นเดียวกับปริมาณ Total flavonoid content ในสารสกัดผลพิลังกาสาที่สกัดดว้ย 
ethyl acetate มีปริมาณสูงเนื่องจาก embelin มีโครงสรา้งของ hydroxyl group ที่สามารถท า
ปฏิกิรยิากบั Aluminium chloride colorimetric test (Stasiuk & Kozubek, 2011) 
ในการวิเคราะหห์าปริมาณ Total flavonoid content พบว่าในสารสกัดผลพิลงักาสาที่สกัดดว้ย 
ethyl acetate มีปริมาณใกลเ้คียงกับสารสกดัผลพิลงักาสาที่สกัดดว้ย Ethanol อาจเนื่องมาจาก
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ตัวท าละลาย 2 ชนิดนีส้ามารถสกัดสารในกลุ่ม flavonoid ซึ่งเม่ือน าไปเปรียบเทียบกับการหา
ปรมิาณ Total anthocyanin content และการหาปรมิาณ cyanidin-3-o-glucoside โดยใชเ้ทคนิค 
HPLC พบวา่สารสกดัผลพิลงักาสาที่สกดัดว้ย Ethanol  มีปรมิาณมากที่สดุเน่ืองจาก Ethanol เป็น
ตวัท าละลายที่มีขัว้เหมาะสมในการสกดั anthocyanin ออกมา  ซึ่ง anthocyanin เป็นสารในกลุ่ม 
flavonoid  

เนื่องจากการสกดั anthocyanin ในงานวิจยัที่ผ่านมานิยมใชต้วัท าละลายที่เป็นกรดมาท า
การสกดั สง่ผลใหก้ารน ากรดออกจากสารสกดัท าไดย้ากและมีโอกาสตกคา้งสงู เม่ือสงัเกตผลของ
การสกัดสาร  anthocyanin ด้วย ethanol พบว่าการสกัดด้วย ethanol นั้นให้ anthocyanin 
ปริมาณสูงไดเ้ช่นกัน ดังนั้นการสกัดดว้ย ethanol จึงเป็นตัวเลือกที่ดีในการสกัด anthocyanin 
เพราะสามารถหาสารไดจ้ากหอ้งปฏิบตัิการทั่วไป สามารถระเหยเพื่อก าจัดตวัท าละลายไดง้่าย 
ตกคา้งนอ้ย และเป็นอนัตรายต่อสขุภาพผูบ้ริโภคสารสกดัไดน้อ้ยอีกดว้ย นอกจากนี ้ethanol ยงั
สามารถสกดัสาร flavonoid และ phenolic ออกมาไดด้ีไม่แตกต่างจาก ethyl acetate และมีความ
เป็นพิษนอ้ยกวา่ดงันัน้จงึสามารถน า ethanol ไปสกดัสารทัง้ 2 ชนิดนีไ้ด ้

จากผลการวิเคราะหป์ริมาณสาร cyanidin-3-o-glucoside ดว้ยเทคนิค HPLC และการ
วิเคราะหห์าปริมาณ Total flavonoid content ดว้ย วิธี Aluminium chloride colorimetric assay 
และการหาปริมาณ Total anthocyanin content ดว้ยวิธี pH-differential พบว่าสาร cyanidin-3-
o-glucoside มีปริมาณใกล้เคียงปริมาณ Total flavonoids และ  Total anthocyanin content 
เนื่องจากการวิเคราะหป์ริมาณสารดว้ยเทคนิค HPLC เป็นการวิเคราะหท์ี่มีความแม่นย าสงู และ
การวิเคราะหโ์ดยใชป้ฏิกิรยิา Aluminium chloride colorimetric assay เป็นการวิเคราะหป์รมิาณ
สารกลุ่ม flavonoids ทั้งหมดโดยการเกิดปฏิกิริยาระหว่าง aluminium ion กับหมู่ keto และหมู่ 
hydroxyl หรอืท าปฏิกิรยิากบัหมู่ dihydroxyl บนโครงสรา้งของสาร flavonoids   

ข้อเสนอแนะ 
จากการพัฒนาวิธีวิเคราะห์เชิงคุณภาพเพื่อพิสูจน์เอกลักษณ์ของสาร cyanidin-3-o-

glucoside และ embelin  โดยใชเ้ทคนิค HPLC ร่วมกบัแมสสเปคโตรโฟโตมิเตอร ์สามารถน ามา
ประยุกตใ์ชใ้นการวิเคราะหเ์ชิงปริมาณได ้โดยการเลือกพีคของมวลโมเลกุลที่มีความเขม้ของ
สัญญาณสูงที่สุด มาท าการวิเคราะห์เพื่อเทียบปริมาณระหว่างสารมาตรฐานกับสารสกัดได ้
นอกจากนีอ้าจน าส่วนอื่นๆของพืชพิลงักาสามาท าการสกดัและศกึษาปรมิาณสาร embelin เทียบ
กับที่ผล เนื่องจากมีงานวิจัยที่ระบุว่าส่วนใบและล าตน้นั้นมีการพบ embelin เช่นกัน เพื่อเป็น
ตวัเลือกที่เพิ่มขึน้ส  าหรบัประชาชนทั่วไปในการน าพิลงักาสาไปใชต้่อไป 
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ตาราง 30 แสดงปรมิาณของสารสกดัสมนุไพรผลพิลงักาสาที่สกดัดว้ย Ethyl acetate 

 น า้หนกั
สมนุไพร 
(กรมั) 

น า้หนกั 
ฟลาสก ์
(กรมั) 

น า้หนกั 
ฟลาสก ์+ 
สารสกดั 
(กรมั) 

น า้หนกัสาร
สกดั (กรมั) 

รอ้ยละโดย
น า้หนกั 
(%w/w) 

1 50.02 121.43 123.99 2.56 5.12 
2 49.98 149.57 151.55 1.98 3.96 
3 50.01 127.59 129.57 1.98 3.96 

Mean 50.00 132.86 135.04 2.17 4.35 
SD 0.02 14.79 14.57 0.33 0.67 

%RSD 0.04 11.13 10.79 15.41 15.41 

ตาราง 31 แสดงปรมิาณของสารสกดัสมนุไพรผลพิลงักาสาที่สกดัดว้ย Ethanol 

 น า้หนกั
สมนุไพร 
(กรมั) 

น า้หนกั 
ฟลาสก ์
(กรมั) 

น า้หนกั 
ฟลาสก ์+ 
สารสกดั 
(กรมั) 

น า้หนกัสาร
สกดั (กรมั) 

รอ้ยละโดย
น า้หนกั 
(%w/w) 

1 50.02 205.32 209.95 4.63 9.26 
2 49.98 166.66 171.29 4.63 9.26 
3 50.01 167.22 173.19 5.97 11.94 

Mean 50.00 179.73 184.81 5.08 10.15 
SD 0.02 22.16 21.79 0.77 1.55 

%RSD 0.04 12.33 11.79 15.24 15.24 
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ตาราง 32 แสดงปรมิาณของสารสกดัสมนุไพรผลพิลงักาสาที่สกดัดว้ยน า้ 

 น า้หนกั
สมนุไพร 
(กรมั) 

น า้หนกั 
ฟลาสก ์
(กรมั) 

น า้หนกั 
ฟลาสก ์+ 
สารสกดั 
(กรมั) 

น า้หนกัสาร
สกดั (กรมั) 

รอ้ยละโดย
น า้หนกั 
(%w/w) 

1 50.02 165.40 165.34 0.06 0.12 
2 49.98 123.95 123.88 0.07 0.14 
3 50.01 171.99 171.9 0.09 0.18 

Mean 50.00 153.78 153.71 0.07 0.15 
SD 0.02 26.04 26.04 0.02 0.03 

%RSD 0.04 16.94 16.94 20.83 20.83 

ตาราง 33 แสดงความเหมาะสมของระบบในการวิเคราะห ์cyanidin-3-o-glucoside 

 Retention 
time 

Area Symmetry 
factor 

Column 
efficiency 

(N) 

Resolution 

1 6.770 1.2124 0.90 3485 - 
2 6.793 1.2060 0.87 3510 - 
3 6.813 1.1944 0.87 3545 - 
4 6.827 1.1916 0.88 3551 - 
5 6.840 1.1922 0.87 3587 - 
6 6.770 1.2124 0.90 3485 - 

Mean 6.8087 1.1993 0.87 3536 - 
%RSD 0.41 0.78 1.25 1.11 - 
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ตาราง 34 แสดงความเหมาะสมของระบบในการวิเคราะห ์embelin 

 Retention 
time 

Area Symmetry 
factor 

Column 
efficiency 

(N) 

Resolution 

1 10.563 0.8394 1.86 31993 - 
2 10.563 0.8425 1.85 32483 - 
3 10.567 0.8501 1.87 32309 - 
4 10.563 0.8516 1.78 32420 - 
5 10.563 0.8592 1.81 32687 - 
6 10.560 0.8640 1.85 32884 - 

Mean 10.563 0.8511 1.838 32463 - 
%RSD 0.02 1.11 1.83 0.95 - 

ตาราง 35 แสดงผลความเป็นเสน้ตรงของวิธีวิเคราะหข์อง cyanidin-3-o-glucoside 

ความ
เขม้ขน้ 
(µg/ml) 

ครัง้ที่ 1 ครัง้ที่ 2 ครัง้ที่ 3 Mean SD %RSD 

0.4 0.3605 0.3706 0.3823 0.3711 0.01 2.94 
0.6 0.5553 0.5830 0.5902 0.5762 0.02 3.20 
1 0.9902 0.9975 1.0089 0.9989 0.01 0.94 

1.6 1.6155 1.5805 1.5718 1.5893 0.02 1.46 
2 2.0483 2.0382 1.9806 2.0224 0.04 1.80 
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ตาราง 36 แสดงผลความเป็นเสน้ตรงของวิธีวิเคราะหข์อง embelin 

ความ
เขม้ขน้ 
(µg/ml) 

ครัง้ที่ 1 ครัง้ที่ 2 ครัง้ที่ 3 Mean SD %RSD 

0.8 1.0520 1.0900 1.0660 1.0693 0.02 1.79 
1 1.3666 1.3600 1.3235 1.3501 0.02 1.72 

1.6 2.1282 2.0456 2.0024 2.0587 0.06 3.10 
2 2.8137 2.8232 2.8631 2.8333 0.03 0.93 
4 6.0786 6.0594 6.0116 6.0499 0.03 0.57 

ตาราง 37 แสดงผลความถกูตอ้งของวิธีวิเคราะหข์อง cyanidin-3-o-glucoside 

ความ
เขม้ขน้ 
(µg/ml) 

ครัง้ที่ 1 ครัง้ที่ 2 ครัง้ที่ 3 Conc. %Amount Mean SD %RSD 

0.4 
0.2412 0.2344 0.2392 0.3972 99.30 

100.09 1.08 1.08 0.2436 0.2443 0.2427 0.4053 101.32 
0.2461 0.2350 0.2365 0.3986 99.65 

1.0 
0.6183 0.6153 0.6086 0.9771 97.71 

97.46 0.63 0.65 0.6203 0.6073 0.6186 0.9792 97.92 
0.6165 0.6103 0.5965 0.9674 96.74 

2.0 
1.2708 1.2757 1.2859 2.0008 100.04 

99.65 0.75 0.75 1.2849 1.2794 1.2716 2.0026 100.13 
1.2668 1.2622 1.2546 1.9758 98.79 
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ตาราง 38 แสดงผลความถกูตอ้งของวิธีวิเคราะหข์อง embelin 

ความ
เขม้ขน้ 
(µg/ml) 

ครัง้ที่ 1 ครัง้ที่ 2 ครัง้ที่ 3 Conc. %Amount Mean SD %RSD 

0.8 
0.9781 0.9572 0.9527 0.7908 98.85 

97.14 1.54 1.58 0.9385 0.9349 0.9328 0.7734 96.68 
0.9377 0.9180 0.9204 0.7670 95.88 

2.0 
2.6499 2.7679 2.8174 1.9264 96.32 

97.99 1.48 1.51 2.7415 2.8335 2.8673 1.9704 98.52 
2.8137 2.8232 2.8631 1.9826 99.13 

4.0 
5.9630 5.7941 5.9002 3.9274 98.18 

97.33 0.74 0.77 5.8614 5.7222 5.8228 3.8741 96.85 
5.4666 6.0850 5.8714 3.8776 96.94 
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ตาราง 39 แสดงคา่ปรมิาณ Total flavonoid content ทางสถิติดว้ย independent t-test 
เปรียบเทียบระหวา่งการสกดัดว้ย ethyl acetate และ ethanol 

t-Test: Two-Sample Assuming Equal Variances 
    

  Ethyl acetate Ethanol  
Mean 4.7779 3.2891  
Variance 0.28 0.21  
Observations 3 3  
Pooled Variance 0.2417   
Hypothesized Mean Difference 0   
df 4   
t Stat 3.7090   
P(T<=t) one-tail 0.0103   
t Critical one-tail 2.1318   
P(T<=t) two-tail 0.0207   
t Critical two-tail 2.7764   
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ตาราง 40 แสดงคา่ปรมิาณ Total flavonoid content ทางสถิติดว้ย independent t-test 
เปรียบเทียบระหวา่งการสกดัดว้ย ethyl acetate และน า้ 

t-Test: Two-Sample Assuming Equal Variances 
    

  Ethyl acetate Water  
Mean 4.7779 1.0331  
Variance 0.28 0.00  
Observations 3 3  
Pooled Variance 0.1412   
Hypothesized Mean Difference 0   
df 4   
t Stat 12.2061   
P(T<=t) one-tail 0.0001   
t Critical one-tail 2.1318   
P(T<=t) two-tail 0.0003   
t Critical two-tail 2.7764    
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ตาราง 41 แสดงคา่ปรมิาณ Total flavonoid content ทางสถิติดว้ย independent t-test 
เปรียบเทียบระหวา่งการสกดัดว้ย ethanol และน า้ 

t-Test: Two-Sample Assuming Equal Variances 
    

  Ethanol Water  
Mean 3.2891 1.0331  
Variance 0.21 0.00  
Observations 3 3  
Pooled Variance 0.105453   
Hypothesized Mean Difference 0   
df 4   
t Stat 8.5086   
P(T<=t) one-tail 0.0005   
t Critical one-tail 2.1318   
P(T<=t) two-tail 0.0010   
t Critical two-tail 2.7764    
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ตาราง 42 แสดงคา่ปรมิาณ Total phenolic content ทางสถิติดว้ย independent t-test 
เปรียบเทียบระหวา่งการสกดัดว้ย ethyl acetate และ ethanol 

t-Test: Two-Sample Assuming Equal Variances 
    

  Ethyl acetate Ethanol  
Mean 39.2182 27.8033  
Variance 39.93 15.27  
Observations 3 3  
Pooled Variance 27.5986   
Hypothesized Mean Difference 0   
df 4   
t Stat 2.6612   
P(T<=t) one-tail 0.0282   
t Critical one-tail 2.1318   
P(T<=t) two-tail 0.0563   
t Critical two-tail 2.7764    
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ตาราง 43 แสดงคา่ปรมิาณ Total phenolic content ทางสถิติดว้ย independent t-test 
เปรียบเทียบระหวา่งการสกดัดว้ย ethyl acetate และน า้ 

t-Test: Two-Sample Assuming Equal Variances 
    

  Ethyl acetate Water  
Mean 39.2182 2.8663  
Variance 39.93 0.39  
Observations 3 3  
Pooled Variance 20.1558   
Hypothesized Mean Difference 0   
df 4   
t Stat 9.9168   
P(T<=t) one-tail 0.0003   
t Critical one-tail 2.1318   
P(T<=t) two-tail 0.0006   
t Critical two-tail 2.7764    
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ตาราง 44 แสดงคา่ปรมิาณ Total phenolic content ทางสถิติดว้ย independent t-test 
เปรียบเทียบระหวา่งการสกดัดว้ย ethanol และน า้ 

t-Test: Two-Sample Assuming Equal Variances 
    

  Ethanol Water  
Mean 27.8033 2.8663  
Variance 15.27 0.39  
Observations 3 3  
Pooled Variance 7.8293   
Hypothesized Mean Difference 0   
df 4   
t Stat 10.9152   
P(T<=t) one-tail 0.0002   
t Critical one-tail 2.1318   
P(T<=t) two-tail 0.0004   
t Critical two-tail 2.7764    
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ตาราง 45 แสดงคา่ปรมิาณ Total anthocyanin content ทางสถิติดว้ย independent t-test 
เปรียบเทียบระหวา่งการสกดัดว้ย ethanol และน า้ 

t-Test: Two-Sample Assuming Equal Variances 
    

  Ethanol Water  
Mean 3.3930 0.0436  
Variance 0.12 2.54E-06  
Observations 3 3  
Pooled Variance 0.0581   
Hypothesized Mean Difference 0   
df 4   
t Stat 17.0238   
P(T<=t) one-tail 3.49E-05   
t Critical one-tail 2.1318   
P(T<=t) two-tail 6.98E-05   
t Critical two-tail 2.7764    
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ภาพประกอบ 27 โครมาโตแกรมของสารมาตรฐาน cyanidin-3-o-glucoside 

 

ภาพประกอบ 28 โครมาโตแกรมของสารมาตรฐาน embelin 

 

ภาพประกอบ 29 โครมาโตแกรมของสารสกดัผลพิลงักาสาที่สกดัดว้ย Ethanol 
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ภาพประกอบ 30 โครมาโตแกรมของสารสกดัผลพิลงักาสาที่สกดัดว้ยน า้ 

 

ภาพประกอบ 31 โครมาโตแกรมของสารสกดัผลพิลงักาสาที่สกดัดว้ย Ethyl acetate 
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