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บทคัดย่อ

	 วิธีวิเคราะห์สาร	andrographolide	 ท่ีพัฒนาขึ้นโดยใช้เครื่อง	Ultra	Performance	Liquid	Chromatography	ใช้	

detector	ชนิด	diode	array	ร่วมกับ	mass	spectrometer	ใช้คอลัมน์	ACQUITY®	UPLC	BEH	C18	ขนาด	2.1	x	100	

มิลลิเมตร	บรรจุอนุภาคขนาด	1.7	ไมโครเมตร	สารละลายตัวพาในระบบ	gradient	เป็น	0.050%	formic	acid	ในน้ำา

และ	0.025%	formic	acid	ใน	acetonitrile	อัตราการไหล	0.5	มิลลิลิตรต่อนาทีและตรวจวัดด้วยยูวีความยาวคลื่น	223	

นาโนเมตร	วิธีวิเคราะห์ท่ีพัฒนาขึ้นนี้มีความเหมาะสมของระบบโครมาโทกราฟตามข้อกำาหนดของตำารายาของ

สหรฐัอเมรกิาฉบบัท่ี	39	(USP39)	มีความเฉพาะเจาะจงของวธีิ	โดยสามารถแยกสาร	andrographolide	ออกจากสารกลุม่	

diterpene	lactones	อืน่	ๆ 	ได้อยา่งมีประสทิธิภาพ	มีความแม่นและความเท่ียง	ความเปน็เสน้ตรงและชว่งการวเิคราะห	์

รวมทัง้ความคงทนต่อสภาวะท่ีมีการเปลีย่นแปลงตามหลกัเกณฑ์การตรวจสอบความถกูต้องของวธีิวเิคราะหข์อง	USP	

และ	ICH	guidelines	วิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นนี้สามารถนำาไปใช้เป็นวิธีมาตรฐานในการตรวจเอกลักษณ์และควบคุม

คุณภาพสาร	andrographolide	ในวัตถุดิบฟ้าทะลายโจรได้
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Abstract

	 The	Ultra	Performance	Liquid	Chromatography	method	was	developed	and	validated	using	a	diode	array	

detector	and	a	mass	spectrometer	to	determine	the	content	of	the	andrographolide.	The	chromatographic	conditions	

were:	ACQUITY®	UPLC	BEH	C18,	1.7μ	column,	size	2.1	x 100	mm,	mixture	of	0.050%	formic	acid	in	water	and	
0.025%	formic	acid	in	acetonitrile	as	the	mobile	phase	of	the	gradient	system,	flow	rate	0.5	ml/min	and	UV	detector	

223	nm.	The	chromatogram	showed	suitability	of	chromatographic	system,	which	conformed	to	the	United	States	

Pharmacopoeia	39th	revision	(USP39)	requirements.	The	selectivity	and	specificity	of	the		method	were	assessed	

by	the	separation	of	andrographolide	from	the	other	diterpene	lactones.	The	developed	method	showed	good	accu-

racy,	precision,	linearity	and	range	including	robustnesss,	according	to	the	USP	and	ICH	guidelines.	The	validated	

method	could	be	used	as	the	reference	method	for	the	assay	of	the	andrographolide	substance	in	andrographolide	

bulk	material	and	powdered	andrographis.

 Key words:	 andrographolide,	Andrographis paniculata	(Burm.	f.)	Nees,	UPLC

บทนำ�

	 ฟ้าทะลายโจร	Andrographis paniculata 

(Burm.	f.)	Nees	เป็นหนึ่งในสมุนไพรที่ได้รับการ

ส่งเสริมให้ใช้เป็นยาพัฒนาจากสมุนไพรซ่ึงบรรจุอยู่

ในบัญชียาหลักแห่งชาติ[1]	มีฤทธ์ิลดไข้	แก้ท้องเสีย	

ลดอาการคออักเสบ[2]	ปัจจุบันมีการใช้ยานี้อย่าง

แพร่หลายท้ังขายตามร้านขายยาและการจ่ายยาใน

โรงพยาบาล	จึงทำาให้บริษัทผู้ผลิตยาสมุนไพร	โรง

พยาบาลและกลุ่มเกษตรกรผลิตภัณฑ์ท้องถิ่นมี

การนำาฟ้าทะลายโจรมาผลิตยาเพิ่มขึ้น	อย่างไรก็ตาม

วตัถดุบิจากธรรมชาตจิะมปีริมาณสารสำาคญัแตกตา่ง

กนัไปตามอายพุชื	ฤดท่ีูเกบ็เกีย่ว	การตากแหง้[3]	ดงันัน้

การควบคุมปริมาณสารสำาคัญของวัตถุดิบที่มาจาก

แหล่งต่าง	ๆ	จึงมีความจำาเป็นอย่างยิ่งเพื่อให้มั่นใจใน

คุณภาพของวัตถุดิบที่จะนำาไปผลิตเป็นยาต่อไป	

	 การควบคุมคุณภาพวัตถุดิบฟ้าทะลายโจร

ตามตำารายาของสหรัฐอเมริกาฉบับที่	39	(USP39)[4] 

มีการวิเคราะห์หาปริมาณของสารกลุ่ม	diterpene	

lactones	ในวัตถุดิบจากใบและต้น	(andrographis)	

ผงละเอียดของใบและต้น	(powdered	androgra-

phis)	และผงสารสกัดฟ้าทะลายโจร	 (powdered	

andrographis	extract)	โดยวิเคราะห์ด้วยวิธี	High	

Performance	Liquid	Chromatography	(HPLC)	

ซ่ึงกำาหนดให้ใช้สารละลายตัวพาคือ	acetronitrile	

และ	phosphate	buffer	โดยอัตราสว่นจะปรับเปลีย่น

เป็นไปตามเวลาที่กำาหนด	(gradient	system)	และ
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ใช้คอลัมน์ชนิด	L1	หรือ	C18	ใช้สารมาตรฐาน	an-

drographolide	ในการวิเคราะห์หาปริมาณสารกลุ่ม	

diterpene	lactones	ในรูปของผลรวมของปริมาณ

สาร	andrographolide,	neoandrographolide,	

14-deoxy-11,12-didehydroandrographolide	และ	

andrograpanin	ซ่ึงได้จากการคำานวณเปรียบเทียบ

กับสารมาตรฐาน	andrographolide	วิธีมาตรฐาน

ตาม	USP39	นี้ใช้เวลาในการวิเคราะห์ต่อการฉีดหนึ่ง

คร้ังนานถงึประมาณ	45	นาที		นอกจากนีย้งัไมส่ามารถ

ตรวจเอกลักษณ์สารที่ชะออกมาอย่างต่อเนื่องโดยใช้	

mass	spectrometer	ได	้	รวมถงึวธีิทีก่ำาหนดใน	USP	

ระบใุหใ้ชส้ารละลายตวัพาทีไ่มเ่หมาะสมกบัการใชร่้วม

กบั	mass	spectrometer	เนือ่งจากเกลอื	phosphate	

สามารถตกตะกอนในเครื่องได้	

	 	วธีิวเิคราะห์ทีพ่ฒันาขึน้เปน็การวเิคราะหโ์ดยใช้

เครื่อง	Ultra	Performance	Liquid	Chromatogra-

phy	(UPLC)	ใช้	detector	ชนิด	diode	array	ร่วม

กับ	mass	spectrometer	โดย	UPLC	เป็นเทคนิค

ในการแยกสารซ่ึงมีหลักการเช่นเดียวกับ	HPLC	แต่

มีประสิทธิภาพในการแยกที่ดีกว่า	โดยใช้คอลัมน์ที่

มีขนาดเล็กและบรรจุอนุภาคขนาดเล็กและใช้อัตรา

การไหลของสารละลายตัวพาต่ำา	ๆ	ซึ่งคอลัมน์และตัว

เคร่ืองสามารถทนต่อความดนัไดถ้งึระดบั	15,000	psi	

นอกจากนี้สารตัวอย่างที่ฉีดแต่ละคร้ังใช้ในปริมาณ

น้อยและตรวจวัดด้วย	detector	ที่มีความไวสูง	 ซ่ึง

ใหผ้ลการวเิคราะหท่ี์ไดม้คีวามแมน่	(accuracy)	และ

ความเท่ียง	(precision)	สงู	ม	ีretention	time	สัน้แต่

สามารถแยกพคีออกจากกนัไดอ้ยา่งมปีระสทิธิภาพ[5] 

การใช้	detector	ชนิด	diode	array	ร่วมกับ	mass	

spectrometer	สามารถตรวจเอกลกัษณส์ารสมนุไพร

ซ่ึงมีส่วนประกอบเป็นสารหลายชนิด	เป็นการยืนยัน

ชนิดและความบริสุทธ์ิของสารที่แยกออกมาแต่ละ

พคี	จึงไดม้กีารพฒันาปรับเปลีย่นชนดิของสารละลาย

ตัวพาให้เป็นสารละลายท่ีเหมาะสมสามารถใช้ได้กับ

เครื่อง	mass	spectrometer	ด้วย

ระเบียบวิธีศึกษ�

วัสดุ

 1.	 สารมาตรฐาน

	 	 -	andrographolide,	USP,	ประเทศสหรัฐ

อเมริกา	lot	F0I344	ความบริสุทธ์ิร้อยละ	99.5	เมื่อ

คำานวณสภาพปกติ	(as	is	basis)

  -	powdered	andrographis	extract,	USP, 

ประเทศสหรัฐอเมริกา	lot	F0I342	ซ่ึงประกอบด้วย	

total	diterpene	lactones	ร้อยละ	41	เมื่อคำานวณ

สภาพปกติ	

 2.	 ตัวอย่าง	

 สารมาตรฐาน	andrographolide	lot	no.	RSC6001213 

ความบริสุทธ์ิร้อยละ	98.2	 เมื่อคำานวณสภาพปกติ			

ผลิตโดยศูนย์สารมาตรฐานยาและวัตถุเสพติด	กรม

วิทยาศาสตร์การแพทย์

 3.	 เครื่องมือและอุปกรณ์

 Ultra	Performance	Liquid	Chromatograph	

(UPLC)	(Waters®,	USA)	ประกอบด้วย	binary	

solvent	manager,	sample	manager,	diode	array	

detector,	mass	spectrometer:	ACQUITY®	QDa	

detector	และโปรแกรมประมวลผล	Empower® 3

	 Ultra	Performance	Liquid	Chromato-

graph,	H–Class	 (UPLC	H–Class)	 (Waters®,	

USA)	ประกอบดว้ย	quaternary	solvent	manager,	

sample	manager,	UV	detector	และโปรแกรม

ประมวลผล	Empower® 3

	 คอลัมน์	ACQUITY®	 UPLC	BEH	C18	
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ขนาด	2.1	x	100	มิลลิเมตร	บรรจุอนุภาคขนาด	1.7	

ไมโครเมตร	(Waters®,	USA)	lot	No.	0216330731	

และ	0128153184	

 4.	 สารเคมี	

	 acetonitrile	(HPLC	grade),	methyl	alcohol	

(HPLC	grade),	ethyl	alcohol	(AR	grade),	formic	

acid	(AR	grade),	chloroform	(AR	grade),	hydro-

chloric	acid	37%	(AR	grade),	sodium	hydroxide	

(AR	grade),	hydrogen	peroxide	35%	(AR	grade),	

purified	water	(type	I	กรองดว้ย	Milli	Q-Waters®,	

Milford,	MA,	USA)

วิธีก�รศึกษ�

1. ก�รพัฒน�วิธีวิเคร�ะห์ (method develop-

ment)

	 การพัฒนาวิธีวิเคราะห์เพื่อตรวจเอกลักษณ์

และหาปริมาณของสาร	andrographolide	 โดย

ใช้เคร่ือง	UPLC	โดยทำาการปรับเปลี่ยนชนิดของ

สารละลายตัวพาให้เหมาะสมกับคุณสมบัติของสาร	

andrographolide	และสามารถใช้ร่วมกับ	mass	

spectrometer	นอกจากนี้อัตราส่วนของสารละลาย

ตัวพาและชนิดของสารที่บรรจุ	 ขนาดและความ

ยาวของคอลัมน์ต้องมีความเหมาะสมที่จะแยกสาร	

andrographolide	ที่ต้องการวิเคราะห์ออกจาก 

สารกล่มุ	diterpene	lactones	อืน่ๆ	ไดต้ามขอ้กำาหนด

มาตรฐานท่ีระบุในตำารายา	USP39	โดยใช้เวลาอย่าง

รวดเร็วในการฉีดแต่ละครั้ง	พร้อมกับสามารถยืนยัน

ชนิดและความบริสุทธ์ิของ	andrographolide	และ	

diterpene	lactones	แต่ละพีคด้วย	detector	ชนิด	

diode	array	ร่วมกับ	mass	spectrometer	

2. ก�รตรวจสอบคว�มถูกต้องของวิธีวิเคร�ะห์ 

(method validation)

	 เมื่อพัฒนาวิธีวิเคราะห์ตามข้อ	1	จนได้สภาวะ

ของเคร่ืองและระบบโครมาโทกราฟท่ีเหมาะสมแล้ว	

ทำาการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ตาม

หลักเกณฑ์ตำารายา	USP[4]	และ	ICH	guidelines[6]	

โดยมีรายละเอียดดังต่อไปนี้

 2.1	การเตรียมสารละลาย 

  - สารละลายตัวพาของระบบโครมาโทกราฟ

ประกอบด้วย	0.025%	formic	acid	ใน	acetonitrile	

และ	0.050%	formic	acid	ในน้ำา

  - ตัวทำาละลายเร่ิมต้น	(initial	solution)	

สำาหรับละลายผงยา	ได้แก่	methanol	:	acetonitrile	

อัตราส่วน	50:50

  - ตัวทำาละลายเจือจาง	(diluted	solution)	

สำาหรับเจือจางสารละลายในการละลายผงยาขัน้ต่อไป	

ได้แก่ 0.050%	formic	acid	ในนำ้า

 1)	การเตรียมสารละลายมาตรฐาน

  - เตรียมสารละลายมาตรฐานเริม่ตน้	(stan-

dard	stock	solution)	โดยเตรียมสาร	androgra-

pholide	ความเข้มข้น	0.25	มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร	ใน

ตัวทำาละลายเริ่มต้น

  - สารละลายมาตรฐานตรวจสอบความ

เหมาะสมของระบบ

	 	 (1)	เตรียมสารละลายมาตรฐาน	androgra-

pholide	ความเข้มข้น	125	ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร

จากสารละลายมาตรฐานเร่ิมต้นโดยการเจือจางด้วย

ตัวทำาละลายเจือจาง

	 	 (2)	เตรียมสารละลายมาตรฐาน	powdered	

andrographis	extract	ความเข้มข้น	0.60	มิลลิกรัม

ต่อมิลลิลิตร	ในตัวทำาละลายเร่ิมต้นอุ่นบน	water	

bath	หรือ	sonicate	เป็นเวลา	15–20	นาที		
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 2)	การเตรียมสารละลายตัวอย่าง

	 เตรียมสารละลายตัวอย่าง	andrographolide	

ความเข้มข้น	 0.25	 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร	 ใน 

ตวัทำาละลายเร่ิมต้นกอ่นแลว้เจือจางดว้ยตวัทำาละลาย

เจือจาง	ให้ได้สารละลายตัวอย่าง	andrographolide	

ความเข้มข้น	125	ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร

 2.2	วธีิการตรวจสอบความถกูต้องของวธีิวิเคราะห์

	 	 1)	ความเหมาะสมของระบบโครมาโทกราฟ	

(chromatographic system suitability)

	 	 ฉดีสารละลายมาตรฐาน	andrographolide	

และสารละลายมาตรฐาน	powdered	andrographis	

extract	สำาหรับตรวจสอบความเหมาะสมของระบบ 

โครมาโทกราฟ	ตรวจสอบพารามิเตอร์ต่าง	ๆ	 เช่น	

%RSD,	retention	time	(RT),	theoretical	plate,	

tailing	factor	และ	resolution	ซ่ึงคำานวณตามวิธี

ของ	USP	ฉีดซ้ำา	6	ครั้ง	เพื่อแสดงความเหมาะสมของ

ระบบท่ีใช้รวมทั้งตรวจเอกลักษณ์ของสารแต่ละชนิด

จากการด	ูRT,	UV	spectrum	และ	mass	spectrum	

ของสารแต่ละพีค

	 	 2)	ความจำาเพาะเจาะจงของวธีิ (selectivity 

/	specificity)

	 	 นำาสารละลายตัวอย่าง	andrographolide	

ความเข้มข้น	 0.25	มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร	มา	 5	

มิลลิลิตร	ทำาให้สลายตัวด้วยสภาวะต่าง	ๆ	แล้วปรับ

ปริมาตรใหเ้ปน็	10	มลิลลิติรดว้ยตวัทำาละลายเจือจาง	

นำามาฉดีซ้ำา	2	คร้ัง	ตรวจสอบการสลายตวัทีเ่กดิขึน้	คา่	

RT	และ	resolution	ของสารสลายตัวท่ีเกดิขึน้จะต้อง

แยกจาก	andrographolide	อยา่งชดัเจนโดยกำาหนด

สภาวะต่าง	ๆ	ที่ทำาให้สลายตัว	(stress	conditions)	

ตามหลักการของ	ICH	guideline[6]	ได้แก่		 	

	 	 (1)	เติม	1.0	N	hydrochloric	acid	จำานวน	

0.25	มิลลิลิตร	ตั้งไว้	20	ชั่วโมง

	 	 (2)	เติม	0.1	N	sodium	hydroxide	จำานวน	

0.10	มิลลิลิตร	ตั้งไว้	10	นาที

	 	 (3)	เติม	hydrogen	peroxide	35%	จำานวน	

0.50	มิลลิลิตร	ตั้งไว้	20	นาที

	 	 (4)	ตั้งไว้ให้ถูกแสงแดด	3,	6	 ช่ัวโมง	(ช่วง

เวลา	10.00–16.00	น.)

	 	 (5)	วางบน	water	bath	ที่	90	oC นาน	1,	2,	

3	ชั่วโมง

	 	 3)	ความเป็นเส้นตรงและช่วงการวิเคราะห ์

(linearity and range)

	 	 เตรียมสารละลายมาตรฐาน	androgra-

pholide	ความเข้มข้น	75,	100,	125,	150	และ	175	

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร	ฉีดสารละลายแต่ละระดับ

ความเข้มข้นซำ้า	6	คร้ัง	นำาค่าเฉลี่ยของแต่ละระดับ	 

มาสร้างกราฟมาตรฐานหาความสมัพนัธ์ระหว่างความ

เข้มข้นของสาร	andrographolide	กบัพืน้ท่ีใต้พคีของ

สาร	andrographolide	คำานวณค่าสัมประสิทธิ์ความ

สมัพนัธ์	(correlation	coefficient)	ค่าความลาดเอยีง

ของกราฟ	(slope)	และจุดที่เส้นกราฟตัดแกน	Y	(in-

tercept)	ทดสอบสร้างเส้นกราฟมาตรฐานซำ้า	3	วัน	

เพือ่ศกึษาความเป็นเส้นตรงของระบบโครมาโทกราฟ	

(linearity	of	system)

	 	 4)	ความแม่น	(accuracy)

	 	 ฉีดสารละลายมาตรฐานและสารละลาย

ตัวอย่าง	andrographolide	ความเข้มข้น	75,	100,	

125,	150	และ	175	ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร	แต่ละ

ระดับความเข้มข้น	ฉีดซำ้า	3	ครั้ง	ทำาการทดสอบซำ้า	3	

วัน	คำานวณปริมาณสาร	andrographolide	ท่ีตรวจ

พบในแต่ละระดับจากเส้นกราฟมาตรฐานในวัน

เดยีวกนั	คำานวณร้อยละของการคนืกลบั	(%recovery) 

ในทุกระดับความเข้มข้น	ควรอยู่ในช่วงร้อยละ	97–

103[7]	และค่าร้อยละของค่าเบีย่งเบนมาตรฐานสมัพนัธ์	
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(%relative	standard	deviation,	RSD)	ไม่เกิน	2.0

	 	 5)	ความเที่ยง	(precision)

  5.1)	ความทวนซ้ำาได้	(repeatability)

	 	 	 (1)	ความเที่ยงของระบบ	(system	pre-

cision)	ฉีดสารละลายมาตรฐาน	andrographolide	

ความเข้มข้น	125	ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร	จำานวน	3	

ตัวอย่าง	แต่ละตัวอย่างฉีดซ้ำา	6	ครั้ง	คำานวณ	%RSD	

ของพื้นท่ีใต้พีคของสาร	andrographolide	 โดย	

%RSD	ไม่ควรเกินร้อยละ	2.0

	 	 	 (2)	ความเที่ยงของวิธี	(method	preci-

sion)	คำานวณ	%RSD	ของร้อยละของการคืนกลับ

ของสารละลายตัวอย่างทั้ง	5	ระดับความเข้มข้นของ

การทดสอบความแม่นในข้อ	4	โดย	%RSD	ไม่ควร

เกินร้อยละ	2.0

  5.2) Intermediate precision

	 	 ฉดีสารละลายตวัอยา่งซ่ึงมคีวามเขม้ขน้ของ	

andrographolide	ความเข้มข้น	125	ไมโครกรัมต่อ

มลิลลิติร	ทำาการทดสอบ	2	วนั	ๆ 	ละ	10	ตวัอยา่ง	แต่ละ

ตัวอย่างฉีดซ้ำา	3	ครั้ง	โดยใช้นักวิเคราะห์	2	คน	และ

เคร่ืองมอื	2	เคร่ือง	คำานวณร้อยละของสาร	androgra-

pholide,	%RSD	ของแต่ละวันและร้อยละของความ

แตกต่างสัมพัทธ์	(%relative	percent	difference,	

RPD)	ระหว่างวัน

  6)	ความคงสภาพของสารละลายมาตรฐาน

และสารละลายตัวอย่าง

	 	 ฉีดสารละลายมาตรฐานและสารละลาย

ตัวอย่าง	 andrographolide	ความเข้มข้น	 125	

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรทุก	ๆ	1	ชั่วโมง	เป็นเวลา	24	

ชั่วโมง	ติดต่อกันคำานวณปริมาณของสาร	androgra-

pholide	เปรียบเทียบกับปริมาณที่	0	ชั่วโมง	โดยให้

ปริมาณที่	0	ชั่วโมงเป็น	100%	ปริมาณที่พบในเวลา

ต่าง	ๆ	ไม่ควรน้อยกว่า	98%	เพื่อดูความคงสภาพ

ของสารละลายมาตรฐานและสารละลายตัวอย่าง	ใน

ระหว่างทำาการทดสอบ

  7)	ความคงทน	(robustness)

	 	 7.1)	ผลกระทบของการเปลีย่นแปลงสภาวะ

ของระบบ	UPLC

	 	ทดสอบโดยการฉดีสารละลายมาตรฐาน	pow-

dered	andrographis	extract	เพื่อตรวจสอบความ

เหมาะสมของระบบในขณะท่ีทำาการเปลี่ยนแปลง

สภาวะต่าง	ๆ	ของเครื่อง	UPLC	ดังนี้

	 (1)	การใช้คอลัมน์	ACQUITY®	UPLC	BEH	

C18	ขนาด	2.1	x	100	มิลลิเมตร	บรรจุอนุภาคขนาด	

1.7	ไมโครเมตร	จำานวน	2	 รุ่นผลิตได้แก่	 lot	No.	

0216330731	และ	lot	No.	0128153184	

	 (2)	อัตราการไหลของสารละลายตัวพา	0.45,	

0.50	และ	0.55	มิลลิลิตรต่อนาที	

	 (3)	อณุหภมูขิองคอลมัน	์ทดสอบโดยใชอ้ณุหภมู	ิ

38oC,	40oC และ	42oC	

	 (4)	ปริมาตรของสารละลายท่ีฉดี	ใช้	1.5,	2.0	และ	

2.5	ไมโครลิตร

	 (5)	ความเขม้ขน้ของ	formic	acid	ในสารละลาย

ตัวพาเปลี่ยนอัตราส่วนดังนี้	

	 %formic	acid	ใน	acetonitrile:	%formic	

acid	ในนำ้า	เท่ากับ	0.020:0.045,	0.025:0.050	และ	

0.030:0.055	โดยแต่ละสภาวะฉีดซำ้า	3	คร้ัง	ดูค่า

พารามิเตอร์ต่าง	ๆ	ในการตรวจสอบความเหมาะสม

ของระบบ	ได้แก่	retention	time,	tailing	factor,	

theoretical	plates	และ	resolution	

	 	 7.2)	ความคงสภาพของคอลัมน์

	 	 ในระหว่างการศึกษาทดสอบความถูก

ต้องของวิธีวิเคราะห์ให้ตรวจสอบประสิทธิภาพของ

คอลัมน์	 โดยทำาการบันทึกค่าดูการเปลี่ยนแปลง	

theoretical	plates	ในวันเร่ิมต้นและในระหว่าง
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การทดสอบจนจบการทดลอง	นับจำานวนคร้ังท่ีฉีด

สารละลายมาตรฐานและสารละลายตัวอย่างในการ

ทดสอบ	

	 	 8)	 ขีดจำากัดของการตรวจพบ	(limit	of	

detection)	และขีดจำากัดของการหาเชิงปริมาณ	

(limit	of	quantitation)	

	 	 ค่า	limit	of	detection	(LOD)	และ	limit	

of	quantitation	(LOQ)	ได้จากทดสอบหาความเข้ม

ข้นของสารละลายของ	andrographolide	ที่ฉีดแล้ว

ให้ค่า	signal-to-noise	เท่ากับ	3	และ	10	ตามลำาดับ

  9)	ทดสอบวธีิวเิคราะหท์ีพ่ฒันากบัตวัอยา่ง

ผลิตภัณฑ์

	 	 นำาวิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นมาทดสอบกับ

ตัวอย่างผลิตภัณฑ์สมุนไพรฟ้าทะลายโจรแคปซูล	12	

ตัวอย่าง	ว่าสามารถแยกพีคของตัวยาสำาคัญและสาร

กลุ่ม	diterpene	lactones	อื่น	ๆ	ได้ตามข้อกำาหนด	

ในหัวข้อ	system	suitability	ตามมาตรฐานตำารายา	

USP39

ผลก�รศึกษ�

1. ก�รพัฒน�วิธีวิเคร�ะห์ (method develop-

ment)

	 1.1	ทำาการพัฒนาวิธีวิเคราะห์โดยใช้เคร่ือง	

UPLC	ในการหาปรมิาณและตรวจเอกลกัษณ์ของสาร	

andrographolide	 โดยการปรับเปลี่ยนชนิดและ

อัตราส่วนของสารละลายตัวพาและทดลองเปลี่ยน

คอลัมน์ให้เหมาะสมกับสารที่ต้องการวิเคราะห์	พบ

ว่าการใช้สารละลายตัวพาที่มีอัตราส่วนของ	0.025%	

formic	acid	ใน	acetonitrile	ต่อ	0.050%	formic	

acid	ในนำ้า	 (gradient)	 เท่ากับ	90:10	โดยปรับถึง	

20:80	ในเวลา	10	นาที	และเลือกใช้คอลัมน์	AC-

QUITY®	UPLC	BEH	C18	สามารถแยกพีคของสาร	

andrographolide	และสารกลุ่ม	diterpene	lac-

tones	 ซ่ึงได้แก่	สาร	neoandrographolide,	สาร	

14-deoxy-11,12-didehydroandrographolide	 

และ	สาร	andrograpanin	ได้อย่างชัดเจนตามข้อ

กำาหนด	

	 1.2	วิธีวิเคราะห์ท่ีพัฒนาข้ึนนี้สามารถตรวจ 

เอกลักษณ์ของสาร	andrographolide	และสารกลุ่ม	

diterpene	lactones	ทั้ง	3	ชนิด	โดยประมวลจาก

ผลของ	retention	time	(RT),	ความยาวคลื่นท่ีดูด

กลืนแสง	UV	สูงสุด	(lmax)	และ	mass	spectrum	

LC-MS(ESI)(+)	จากการทดสอบโดยใชส้ารมาตรฐาน	

powdered	andrographis	extract	USP	ได้ผล

ดังนี้	andrographolide	(RT	3.2	นาที,	lmax	227.3	

นาโนเมตร,	 [M+H-2H
2
O]+	m/z	315.1)	neoan-

drographolide	(RT	4.2	นาที,	lmax	200.2	นาโน

เมตร,	[M+H-Glc]+	m/z	319.2),	14-deoxy-11,12-

didehydroandrographolide	(RT	4.6	นาที,	lmax	

251.0	นาโนเมตร,	[M+H-H
2
O]+	m/z	315.1),	และ	

andrograpanin	(RT	5.6	นาที,	lmax	200.2	นาโน

เมตร,	[M+H]+	m/z	319.2)

	 สรุปรายละเอียดของวิธีวิเคราะห์โดย	UPLC	ที่

พัฒนาขึ้นตามตารางท่ี	1	เปรียบเทียบกับวิธี	HPLC	

ตาม	USP39	และจากภาพที่	1	โครมาโทแกรมแสดง

การแยกสารทั้ง	4	ชนิดที่	RT	ต่าง	ๆ 	พร้อม	UV	spec-

trum	และ	mass	spectrum	ของสารแต่ละตัว	ตาม

ลำาดับ

2. ก�รตรวจสอบคว�มถกูตอ้งของวธีิวเิคร�ะห์ 

(method validation)

	 ผลการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์

ทีพ่ฒันาขึน้เพือ่หาปริมาณของสาร	andrographolide	

มีรายละเอียดดังนี้
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	 2.1	 การทดสอบความเหมาะสมของระบบ 

โครมาโทกราฟ	(chromatographic	system	suit-

ability): 

	 ฉีดสารละลายมาตรฐาน	2	ชนิดที่เตรียมเพื่อใช้

ทดสอบความเหมาะสมของระบบโครมาโทกราฟ	พบ

ว่าสารละลายมาตรฐาน	andrographolide	ให้ผล

การทดสอบอยู่ในช่วงตามข้อกำาหนดตามมาตรฐาน

ของ	USP	ดังแสดงในตารางที่	2	สำาหรับสารละลาย

มาตรฐาน	powdered	andrographis	extract	แสดง 

พีคของสารท้ัง	4	ชนิดสอดคล้องกับโครมาโทแกรม

มาตรฐานของ	USP	ดังแสดงในภาพที่	2

	 2.2	ความจำาเพาะเจาะจงของวิธ ี(selectivity/ 

specificity):	

	 จากการนำาสารละลายตัวอย่าง	androgra-

pholide	มาทดสอบในสภาวะต่าง	ๆ	(stress	con-

ditions)	 	พบว่าสารที่เกิดขึ้นจากการสลายตัวใน

ตารางที่ 1 เปรียบเทียบวิธีวิเคราะห์สาร andrographolide โดยวิธี HPLC ตาม USP39 และวิธี UPLC ที่พัฒนาขึ้น

       Condition HPLC (USP39) UPLC (developed method)

Column XBridge C18 ACQUITY UPLC BEH C18 
 4.6 x 100 mm, 3.5 μm 2.1 x 100 mm,1.7 μm

Mobile phase Phosphate buffer : ACN 0.050% formic acid ในน�้า (A)
 (gradient) : 0.025% formic acid ใน ACN (B) 
 Time A (%) B (%) (gradient)
 (min)
 0 95 5 Time (min) A (%) B (%)
 18 55 45 0.00 90 10
 25 20 80 4.50 55 45
 28 20 80 6.25 20 80
 35 55 45 7.00 20 80
 40 95 5 8.00 90 10
 45 95 5 10.00 90 10

Flow rate 1.5 ml/min 0.5 ml/min
Pressure 1800 psi 8400 psi
Column temperature Room Temperature 40˚C
Detection UV 223 nm UV 223 nm
Injection volume 20 μl 2 μl

Retention time
- Andrographolide 10.5 min 3.2 min
- Neoandrographolide 11.7 min 4.2 min
-14-deoxy-11,12 13.9 min 4.6 min
didehydroandrographolide 
- Andrograpanin 15.1 min 5.6 min
Run time 45 min 10 min
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ภาพที่ 1 โครมาโทแกรมแสดง retention time, UV spectrum และ mass spectrum ของสาร andrographolide, neo-

andrographolide, 14-deoxy-11,12-didehydroandrographolide และ andrograpanin เมื่อวิเคราะห์ด้วยวิธี 

UPLC ที่พัฒนาขึ้น

ตารางที่ 2 ผลการทดสอบความเหมาะสมของระบบโครมาโทกราฟ

Suitability requirements (ข้อกำาหนดตาม USP 39) andro neoandro 14-deoxy-11,12- andro
  grapholide grapholide didehydro grapanin
    andrographolide

Standard Tailing factor (NMT 1.5) 1.07 - - -
andrographolide Theoretical plate (NLT 5,000) 165,826 - - -
solution  %RSD (NMT 2.0) 0.41  - - -

Standard Chromatogram is similar to reference Concordance with the reference chromatogram
andrographis chromatogram provided in Certificate (Figure 2)
extract solution of analysis

 Resolution (NLT 5.0)  -  12.5  -
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สภาวะต่าง	ๆ	ไม่รบกวนพีคของ	andrographolide	

(resolution	>	2)	และเมื่อดูค่า	peak	purity	ของพีค	

andrographolide	พบว่ามีค่า	peak	angle	น้อยกว่า	

peak	threshold	ซ่ึงหมายถึงไม่มีการปนเปื้อนของ

สารอื่น	(co-elude)	ในพีคนี้	แสดงว่าระบบมีความ

จำาเพาะเจาะจงกับสาร	andrographolide	นอกจาก

นี้ยังพบว่าสาร	andrographolide	มีการสลายตัว

ประมาณ	40%	เมื่อเติม	0.1	N	sodium	hydroxide	

เป็นเวลา	10	นาทีเป็น	14-Deoxy-11,12-didehy-

droandrographolide	และสารอื่น	ๆ	และเมื่อถูก

ความร้อน	90oC	เป็นเวลา	1,	2,	3	ชั่วโมง	พบว่าสาร	

andrographolide	เกิดการสลายตัวประมาณ	4,	4,	

60%	ตามลำาดับ	โดยโครมาโทแกรมการสลายตัวของ

สาร	andrographolide	ในสภาวะตา่ง	ๆ 	แสดงดงัภาพ 

ที่	3

 2.3	ความเป็นเส้นตรงและช่วงการวิเคราะห์	

(linearity and range): 

	 สารละลายมาตรฐาน	andrographolide	ความ

ภาพที่ 2 โครมาโทแกรมของสารมาตรฐาน USP powdered andrographis extract
 2a: โครมาโทแกรมมาตรฐานจาก USP เมื่อวิเคราะห์สารมาตรฐาน USP powdered andrographis extract 

lot F0I342 ด้วยวิธี HPLC ตามต�ารายา USP 39 
  a : andrographolide c : 14-deoxy-11,12-didehydroandrographolide
  b : neoandrographolide d : andrograpanin
 2b: โครมาโทแกรมของสารมาตรฐาน USP powdered andrographis extract lot F0I342 เมื่อวิเคราะห์ด้วย

วิธี UPLC ที่พัฒนาขึ้น

2a

2b
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เข้มข้น	75,	100,	125,	150	และ	175	ไมโครกรัมต่อ

มลิลลิติร	ฉดีซำา้	3	คร้ัง	ทำาซำา้	3	วนั	พบว่าความสมัพนัธ์

ระหว่างความเข้มข้น	andrographolide	และ	peak	

area	มีลักษณะเป็นเส้นตรงตลอดช่วงความเข้มข้นที่

ทดสอบ	โดยมี	correlation	coefficient	 เท่ากับ	

0.99982,	0.99985	และ	0.99946	

	 2.4	ความแม่น	(accuracy): 

	 สารละลายมาตรฐานและสารละลายตัวอย่าง	

andrographolide	5	ระดบัความเขม้ขน้	75,	100,	125,	

150	และ	175	ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร	ฉีดซ้ำา	3	คร้ัง	

ทำาซ้ำา	3	วัน	คำานวณปริมาณ	andrographolide	ใน

สารละลายตัวอยา่งท่ีตรวจพบจากเสน้กราฟมาตรฐาน

ในวันเดียวกัน	คำานวณร้อยละของการคืนกลับ	(%	

recovery)	อยู่ในช่วงร้อยละ	99.3–100.3 

 2.5	ความเที่ยง	(precision):	

  1) repeatability

  - system precision สารละลายมาตรฐาน	

andrographolide	125	 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร	

จำานวน	3	ตัวอย่าง	ฉีดซ้ำา	6	ครั้ง	คำานวณ	%RSD	ได้	

0.03,	0.51	และ	0.11	โดยค่าท่ีได้ไม่ควรเกินร้อยละ	

2.0	

  - method precision	คำานวณ	%RSD	จาก

ภาพที่ 3 โครมาโทแกรมของสาร andrographolide และสารสลายตัวที่เกิดขึ้นในสภาวะต่าง ๆ
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ร้อยละของการคืนกลับของสารละลายท้ัง	5	ระดับ

ความเข้มข้นของการทดสอบความแมน่	ไดเ้ทา่กบั	1.15 

  2) intermediate precision: 

	 	 สารละลายตวัอยา่ง	andrographolide	125	

ไมโครกรัมตอ่มลิลลิติร	ทำาการทดสอบ	2	วนั	วนัละ	10	

ตวัอยา่ง	ฉดีซ้ำา	3	คร้ัง	ใชน้กัวเิคราะห	์2	คน	และ	เคร่ือง

มือ	2	เครื่อง	คำานวณปริมาณ	andrographolide	พบ

วา่	%RSD	ของการทดสอบภายในวนัเทา่กบั	0.28	และ	

0.19	และ	%RPD	ของการทดสอบระหว่างวันเท่ากับ	

1.18	

 2.6	ความคงสภาพของสารละลายมาตรฐาน

และสารละลายตัวอย่าง:	

	 ฉีดสารละลายมาตรฐานและตัวอย่าง	 an-

drographolide	125	ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร	ทุก	ๆ	

1	ชั่งโมงเป็นเวลา	24	ชั่วโมงติดต่อกัน	เพื่อทดสอบ

ความคงสภาพของยาในระหว่างทำาการวิเคราะห์	พบ

ว่าในช่วงเวลา	24	ช่ัวโมงปริมาณ	andrographolide	

มกีารเปลีย่นแปลงสงูสดุ	1.2%	เมือ่เทยีบกบัปริมาณท่ี

จุดเร่ิมต้น	ซ่ึงไม่เกินข้อกำาหนด	2.0%	แสดงถึงความ

คงสภาพที่ดีในตัวทำาละลายที่ใช้

 2.7	ความคงทน	(robustness)

	 	 1)	ผลกระทบของการเปลี่ยนแปลงสภาวะ

ของระบบ	UPLC

	 	 ประเมินผลโดยการเปรียบเทียบค่า	reten-

tion	time,	theoretical	plate,	tailing	factor	และ	

resolution	ของพีคสาร	neoandrographolide	และ	

ตารางที่ 3 ผลของการเปลี่ยนแปลงสภาวะของเครื่อง UPLC

  Retention Resolution Theoretical Tailing

      สภาวะของเครื่อง UPLC time  neoandrographolide VS plate factor

  andrographolide 14-deoxy-11,12- andrographolide andrographolide

   didehydroandrographolide

%formic acid ใน 0.050:0.025 3.206 12.2 162640 1.07

น�้า : ACN 0.450:0.020 3.192 12.0 161163 1.07 

 0.550:0.030 3.190 11.9 160676 1.07

อัตราการไหลของ 0.50 3.206 12.2 162640 1.07

สารละลายตัวพา 0.45 3.350 12.4 163368 1.07

(ml/min) 0.55 3.086 11.8 157504 1.07

อุณหภูมิของ 40 3.206 12.2 162640 1.07

คอลัมน์  38 3.224 12.3 160930 1.08

(° C) 42 3.189 11.8 162042 1.08

ปริมาตรของ 2.0 3.206 12.2 162640 1.07

สารละลายที่ฉีด 1.5 3.206 12.1 168088 1.08

(μl) 2.5 3.204 12.0 148621 1.06

คอลัมน์ lot. No. 0216330731 3.206 12.2 162640 1.07

 0128153184 3.212 11.3 139347 0.98
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14-deoxy-11,12-didehydroandrographolide	

(ตาม	USP38	ควรมีค่าไม่ต่ำากว่า	5.0)	ดังตารางที่	3

	 	 2)	ความคงสภาพของคอลัมน์

	 	 จากการตรวจสอบประสิทธิภาพของ

คอลัมน์	ACQUITY®	UPLC	BEH	C18	ที่ใช้

ในการศึกษาครั้งนี้โดยบันทึกค่า	 theoretical	

plate	ของสาร	andrographolide	เมือ่เริม่ต้นใช้

ประมาณ	160,000	หลังจากจบการทดสอบ	พบ

ว่าฉีดสารละลายต่าง	ๆ	ประมาณ	1,000	ครั้ง	ค่า	

theoretical	plates	ลดลงเหลือประมาณ	92%	

แสดงถึงความคงทนของคอลัมน์

 2.8	ขีดจำากัดของการตรวจพบ	(limit	of	de-

tection)	และขีดจำากดัของการหาเชงิปริมาณ	(limit	

of	quantitation):	

	 จากการทดสอบฉีดสารละลายของ	androgra-

pholide	พบว่า	 limit	of	detection	(LOD)	มีค่า

เท่ากับ	164.5	นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร	(n	=	6,	S/N	=	

3.7)	และ	limit	of	quantitation	(LOQ)	มีค่าเท่ากับ	

299.0	นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร	(%RSD	=	2.2,	n	=	6,	

S/N	=	10.6)	

 2.9	ทดสอบวิธีวิเคราะห์ที่พัฒนากับตัวอย่าง

ผลิตภัณฑ์

	 จากการวิเคราะห์เพื่อแยกพีคของสาร	 an-

drographolide	และสารกลุ่ม	diterpene	lactones	

อีก	3	ชนิด	ได้แก่	สาร	neoandrographolide,	สาร	

14-deoxy-11,12-didehydroandrographolide		

และสาร	andrograpanin	ของผลิตภัณฑ์ฟ้าทะลาย

โจรแคปซูลท้ัง	12	แหลง่ผลติโดยวิธีวเิคราะหท่ี์พฒันา

ขึ้น	พบว่าวิธีท่ีพัฒนาขึ้นนี้สามารถแยกพีคของสาร	

andrographolide,	สาร	neoandrographolide,	

ภาพที่ 4 โครมาโทแกรมของผลิตภัณฑ์ฟ้าทะลายโจรแคปซูลจ�านวน 12 ตัวอย่างเทียบกับสารละลายมาตรฐาน USP 

powdered andrographis extract 

 Pk1 : andrographolide Pk2 : neoandrographolide  

 Pk3 : 14-deoxy-11,12-didehydroandrographolide Pk4 : andrograpanin
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สาร	14-deoxy-11,12-didehydroandrographolide	

และสาร	andrograpanin	ได้ตามข้อกำาหนดในหัวข้อ	

system	suitability	ตามมาตรฐาน	USP39	โดยมี

ค่า	relative	retention	time	เทียบกับ	androgra-

pholide	เท่ากบั	1.35,	1.48,	1.79	ตามลำาดบั	ดงัแสดง

ในภาพที่	4	เมื่อคำานวณหาปริมาณสารทั้ง	4	ชนิดของ

ผลิตภัณฑ์ฟ้าทะลายโจรแคปซูลท้ัง	12	แหล่งผลิต

พบว่ามีปริมาณต่อแคปซูลอยู่ในช่วง	3.14–9.62,	

0.60–1.95,	1.02–4.23,	0.01–0.05	มลิลกิรัมตามลำาดบั

อภิปร�ยผล

	 วิธี	UPLC	ที่พัฒนาขึ้นสามารถวิเคราะห์หา

ปริมาณสาร	andrographolide	ได้สะดวกและรวดเร็ว	

ใช้เวลาวิเคราะห์	10	นาทีต่อหนึ่งคร้ังซ่ึงเร็วกว่าการ

วิเคราะห์ด้วยวิธี	HPLC	ที่กำาหนดใน	USP	ประมาณ	

4	เท่า	จึงลดเวลาในการทำางาน	ประหยดัค่าใช้จ่ายและ

ลดปริมาณการใช้ตัวทำาละลายอินทรีย์ได้อย่างมาก	

นอกจากนัน้วธีินีย้งัสามารถตรวจเอกลกัษณ์สารแต่ละ

ตวัโดยการใช้	detector	ชนดิ	diode	array	และ	mass	

spectrometer	เพ่ือยนืยนัชนดิของสารสำาคญัรวมทัง้

ความบริสุทธ์ิของสารว่าไม่มีสารอื่นเจือปน	การปรับ

เปลี่ยนใช ้ 	 formic	 acid	 เป ็นส ่วนประกอบใน

สารละลายตัวพาของระบบโครมาโทกราฟแทน	phos-

phate	buffer	เป็นการเลือกตัวทำาละลายท่ีเหมาะสม

เมื่อใช้กับ	detector	ชนิด	Electrospray	Ionization	

Source-Mass	spectrometer	(ESI-MS)	เนื่องจาก

ขณะที่มีการใช้ความร้อนสูงในการระเหยสารละลาย

ตัวพา	phosphate	จะทำาให้เกิดการปนเปื้อนในส่วน	

ion	source	ของเคร่ือง[8-10]	นอกจากนีก้ารเตมิ	formic	

acid	ทั้งในเฟสนำ้าและ	acetonitrile	ของสารละลาย

ตัวพานั้นเพ่ือเป็นการปรับ	baseline	ให้เป็นเส้นตรง	

ซ่ึงทำาให้ผลวเิคราะห์ดกีว่าการใช้	formic	acid	ในเฟส

นำ้าเพียงอย่างเดียว	ในขณะท่ีปรับเพิ่มสัดส่วนของ	

acetonitrile	ของสารละลายตัวพานั้น	baseline	จะ

เอนลงเนือ่งจากการดดูกลนืคลืน่	UV	ทีค่วามยาวคลืน่	

223	nm	ใกล้กับ	UV	cut-off	ของ	formic	acid	(210	

nm)	ทำาให้	baseline	ไม่คงทีผ่ลการวเิคราะห์ทีไ่ด้อาจ

ไม่ถูกต้อง

	 วิธีวิเคราะห์ท่ีพัฒนาขึ้นนี้สามารถแยกพีคได้

อย่างมีประสิทธิภาพ	จากการทดสอบพบว่าการแยก	

สาร	andrographolide	และสารกลุ่ม	diterpene	

lactones	ทั้ง	3	ชนิดจากสารมาตรฐาน	powdered	

andrographis	extract	ให้	mass	spectrum	ของ

สารแต่ละตัวท่ีแยกได้สอดคล้องกับการทดลองของ	

Yong-Xi	S.และคณะ[11]	สำาหรับสาร	14-deoxy-11,12-

didehydroandrographolide	ซ่ึง	USP39	ได้กำาหนด

ให้มีปริมาณสารตัวนี้ในโมโนกราฟ	powdered	an-

drographis	extract	ไม่เกิน	15%	ของผลรวมของ	

diterpene	lactones[4]	สารนีจ้ะมปีริมาณเพิม่ขึน้จาก

การสลายตัวของสาร	andrographolide	ในสภาวะที่

เป็นด่าง	 ซ่ึงสาร	14-deoxy-11,12-didehydroan-

drographolide	นี้	มีผลต่อระบบหัวใจและหลอด

เลือดโดยมีฤทธ์ิในการขยายหลอดเลือดและลดการ

เต้นของหวัใจ	ผูบ้ริโภคท่ีได้รับฟ้าทะลายโจรทีม่สีารนี้

ในปริมาณมาก	อาจมีผลให้เกิดอาการความดันโลหิต

ตำ่า[12]  จึงควรระมัดระวังในการจ่ายยานี้ให้กับผู้ป่วย 

ที่มีภาวะโรคหัวใจและหลอดเลือด		นอกจากนี้เมื่อ 

สาร	andrographolide	ในรูปผลึก	amorphous	

สัมผัสความร้อนท่ีมากกว่า	90oC	จะสลายตัวเป็น 

สาร	14-deoxy-11,12-didehydroandrographolide			

โดยสอดคล้องกับรายงานว่าสาร	andrographolide	

เกดิการสลายตัวท่ีอุณหภมูมิากกว่า	70oC		เช่นกนั[13-14] 

ดงันัน้ขัน้ตอนในการผลติและการเกบ็รักษาผลติภณัฑ์

จากฟ้าทะลายโจรควรหลีกเลี่ยงสภาวะท่ีจะทำาให้เกิด
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การสลายตัวดังกล่าวด้วย

ข้อสรุป

	 วิธีวิเคราะห์สาร	andrographolide	ที่พัฒนา

ขึ้นนี้สามารถนำาไปใช้เป็นวิธีมาตรฐานในการตรวจ

เอกลักษณ์และวิเคราะห์หาความบริสุทธ์ิของสาร	

andrographolide	นอกจากนี้ยังใช้ในการควบคุม

คุณภาพปริมาณสาร	andrographolide	ในวัตถุดิบ

ฟ้าละลายโจร	รวมท้ังวิเคราะห์หาปริมาณสารกลุ่ม	 

diterpene	 lactones	ในรูปของผลรวมเมื่อใช้วิธี

เปรียบเทียบกับสาร	andrographolide	ซ่ึงเป็นวิธีที่

ใช้ในการควบคุมคุณภาพผลิตภัณฑ์ฟ้าทะลายโจร

ที่มีการผลิตและจำาหน่ายในประเทศและยังเป็นการ

ส่งเสริมการส่งออกผลิตภัณฑ์สมุนไพรไทยท่ีได้

มาตรฐานไปยังต่างประเทศด้วย

กิตติกรรมประก�ศ

 ขอขอบคณุนายอำาพร	วงศเ์จรญิสถติ	ทีไ่ดใ้หค้ำา

แนะนำาขั้นตอนในการพัฒนาวิธีวิเคราะห์และนางสาว 

นดิาพรรณ	เรืองฤทธินนท	์ทีไ่ดใ้หค้ำาแนะนำาการตรวจ

สอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์สาร	androgra-

pholide	จากฟ้าทะลายโจรจนสามารถนำามาพัฒนา

เป็นวิธีวิเคราะห์มาตรฐานนี้
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