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	 สารมาตรฐาน	andrographolide	กรมวทิยาศาสตร์การแพทย์	ผลติจากสารส�าคญัของฟ้าทะลายโจรโดยใช้เทคนิค

การสกัดสาร	andrographolide	จากใบของฟ้าทะลายโจรด้วยคลอโรฟอร์ม	แล้วน�ามาแยกและท�าให้บริสุทธ์ิโดยการ

ตกผลึกซ�้าด้วยเอทานอล	น�าสารส�าคัญที่ผลิตได้ไปตรวจยืนยันเอกลักษณ์และความบริสุทธิ์ด้วยวิธี	IR	spectroscopy,	

mass	spectroscopy,	1H-NMR	spectroscopy	และ	differential	scanning	calorimetry	พบว่าเป็นสาร	andrographolide	

ซ่ึงมีความบริสุทธ์ิสูงสามารถน�ามาผลิตเป็นสารมาตรฐานกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์	ก�าหนดค่าความบริสุทธ์ิ	โดย

วธีิ	UPLC	มีค่าเท่ากบั	98.2%	เม่ือค�านวณในสภาวะปกติโดยเปรยีบเทยีบกบัสารมาตรฐาน	andrographolide	ของ	USP	

วิธีการสกัดแยกสารโดยเทคนิคการละลายที่ใช้ตัวท�าละลายที่เหมาะสมและการท�าให้สารบริสุทธิ์ขึ้นโดยการตกผลึก

ซ�า้ทีไ่ด้พฒันาขึน้น้ีเป็นวธีิทีส่ะดวก	ขัน้ตอนไม่ยุง่ยากซับซ้อน	แต่สามารถแยกสาร	andrographolide	ในฟ้าทะลายโจร

ออกจากสารกลุม่	diterpene	lactones	ชนิดอืน่ได้อย่างเฉพาะเจาะจงและมีประสิทธิภาพโดยมีร้อยละของผลผลติเท่ากบั	

0.18
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Abstract

 Andrographolide	DMSc	reference	substance	was	produced	by	extraction	of	leaves	of	Andrographis paniculata 
(Burm.f.)	Nees	with	chloroform.		Andrographolide	crude	extract	was	purified	by	recrystallization	with	ethanol.	
Identification	of	andrographolide	raw	material	was	performed	by	IR	spectroscopy,	mass	spectroscopy,	1H-NMR	
spectroscopy	and	differential	scanning	calorimetry	to	ensure	the	identity	and	purity	of	this	substance.	The	assigned	
value	of	andrographolide	DMSc	reference	substance	was	98.2%	calculated	on	the	as	is	basis,	determined	by	UPLC	
method	compared	with	andrographolide	USP	reference	standard.	This	developed	method	of	liquid	extraction	and	
purification	by	recrystallization	was	a	non-complicated	method	but	selective	separation	of	andrographolide	from	
other	diterpene	lactones	with	the	yield	of	0.18%.

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

บทนำ�

 ฟ้าทะลายโจร [Andrographis paniculata 

(Burm.f.) Nees] มถีิน่กำาเนดิจากอินเดยีและศรีลงักา 

พบได้ท่ัวไปในแถบเอเชีย[1] เป็นสมุนไพรท่ีใช้กัน

อย่างแพร่หลายมาเป็นเวลานาน มีรสขม มีฤทธ์ิลด

ไข้ แก้ท้องเสีย ลดอาการคออักเสบ โดยมีสารสำาคัญ

คือ สารกลุ่ม diterpene lactones ซ่ึงได้แก่ สาร 

andrographolide, สาร neoandrographolide, 

สาร 14-deoxy-11,12-didehydroandrographolide 

และสารกลุ่ม flavonoids เป็นต้น[2] ปัจจุบันมีการใช้

ยานี้อย่างกว้างขวางทั้งเป็นยาสามัญประจำาบ้านและ

ใช้ในโรงพยาบาล นอกจากนี้รัฐบาลยังส่งเสริมการ

ใช้ยาสมุนไพรเพื่อทดแทนยาแผนปัจจุบันตามแผน

ยุทธศาสตร์ชาติ 20 ปี ด้านสาธารณสุขและส่งเสริม

อุตสาหกรรมการผลิตสมุนไพรเพื่อการส่งออกไปยัง

ต่างประเทศ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวง

สาธารณสุขซ่ึงเป็นหน่วยงานคุ้มครองผู้บริโภคได้

ดำาเนินการควบคุมคุณภาพผลิตภัณฑ์ฟ้าทะลายโจร

เพือ่ให้มัน่ใจในคณุภาพผลติภณัฑ์ท่ีมจีำาหนา่ยในท้อง

ตลาดและส่งออกไปยังต่างประเทศ

 การควบคุมคุณภาพวัตถุดิบฟ้าทะลายโจร

ตามตำารายาของสหรัฐอเมริกาฉบับที่ 39 (USP39)[3] 

มีการวิเคราะห์หาปริมาณของสารกลุ่ม diterpene 

lactones ในวัตถุดิบจากใบและต้น (andrographis) 

ผงละเอียดของใบและต้น (powdered androg-

raphis) และสารที่ได้จากการสกัดจากใบและต้น 

(powdered andrographis extract) โดยวิเคราะห์

ด้วยวิธี High Performance Liquid Chromatog-

raphy (HPLC) ใช้สารมาตรฐาน andrographolide 

เป็นตัวเปรียบเทียบในการวิเคราะห์หาปริมาณสาร
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กลุ่ม diterpene lactones โดยการคำานวณในรูป

ของผลรวมของปริมาณสาร andrographolide, สาร 

neoandrographolide, สาร 14-deoxy-11,12-dide-

hydroandrographolide และสาร andrograpanin 

ดังนั้นสารมาตรฐาน andrographolide จึงมีความ

สำาคัญอย่างยิ่งในการควบคุมคุณภาพของวัตถุดิบ

และผลติภณัฑ์ฟา้ทะลายโจร โดยสารมาตรฐานนีต้อ้ง

สั่งซ้ือจากต่างประเทศซ่ึงมีราคาค่อนข้างสูง ในแต่ละ

ปีกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ต้องใช้งบประมาณใน

การซื้อสารมาตรฐาน andrographolide เพิ่มขึ้นตาม

ปริมาณงานควบคุมคุณภาพผลิตภัณฑ์ฟ้าทะลายโจร

ในทอ้งตลาดท่ีมจีำานวนเพิม่มากขึน้ ศนูยส์ารมาตรฐาน

ยาและวัตถุเสพติด สำานักยาและวัตถุเสพติดจึงมี

แนวคิดในการผลิตสารมาตรฐานกรมวิทยาศาสตร์

การแพทย์ andrographolide เพื่อนำามาใช้ในการ

ควบคุมคุณภาพฟ้าทะลายโจรเพื่อทดแทนการนำา

เข้าสารมาตรฐานจากต่างประเทศ โดยพัฒนาวิธีการ

สกดัสาร andrographolide จากใบของฟา้ทะลายโจร 

แล้วนำามาแยกให้บริสุทธ์ิและมีปริมาณมากพอที่จะ

นำามาผลิตเป็นสารมาตรฐาน ทำาการตรวจเอกลักษณ์

เพื่อยืนยัน รวมท้ังทดสอบความบริสุทธ์ิของสาร 

andrographolide ท่ีได้ด้วยวิธี UPLC ซ่ึงศูนย์สาร

มาตรฐานยาและวตัถเุสพตดิไดพ้ฒันาและตรวจสอบ

ความถกูตอ้งของวธีิวเิคราะห์แลว้[4] เพือ่ทำาการกำาหนด

ค่าความบริสุทธิ์ของสารมาตรฐานที่ผลิตขึ้น

 สำาหรับวิธีการสกัดสาร andrographolide 

จากใบของฟ้าทะลายโจรนั้น ใช้หลักการเลือกตัวทำา

ละลายให้เหมาะสมที่สามารถสกัดสาร androgra-

pholide ได้ในปริมาณสูงแต่มีสารเจือปนอื่น ๆ ออก

มาในปริมาณน้อย แล้วจึงนำาสารสกัดท่ีได้มาแยกให้

ได้สาร andrographolide ท่ีบริสุทธ์ิขึ้น ซ่ึงการแยก

สาร andrographolide ในสารสกดัออกจากสารอืน่ ๆ  

สามารถทำาได้หลายวิธีได้แก่ การแยกด้วยวิธีคอลัมน์

โครมาโทกราฟี (column chromatography)[5-6] 

วิธี flash column chromatography[1,6] สำาหรับ

วิธีท่ีพัฒนาข้ึนเป็นการแยกสาร andrographolide 

และทำาให้บริสุทธ์ิด้วยเทคนิคการตกผลึกซ้ำา[7-8] โดย

ใช้หลักการความแตกต่างของค่าการละลายของสาร

ท่ีต้องการกับสารเจือปนอยู่เมื่อมีการเปลี่ยนแปลง

อุณหภูมิ เมื่อได้ตัวทำาละลายและสภาวะที่เหมาะสม 

สารที่ต้องการจะตกผลึกออกมา วิธีนี้จะสามารถแยก

สารใหบ้ริสทุธ์ิไดอ้ยา่งรวดเร็วและไดส้ารทีต้่องการใน

ปริมาณค่อนข้างสูง

ระเบียบวิธีศึกษ�

วัสดุ

	 1.	 วัตถุดิบสมุนไพร	

  ใบฟ้าทะลายโจร จากห้างหุ้นส่วนจำากัด 

อ้วยอัน จังหวัดนครปฐม

 2.	 สารมาตรฐาน

  andrographolide (USP reference stan-

dard, USA) lot F0I344 ความบริสุทธ์ิร้อยละ 99.5 

เมื่อคำานวณสภาพปกติ

  powdered andrographis extract (USP 

reference standard, USA) lot F0I342 ซึ่งประกอบ

ด้วย total diterpene lactones ร้อยละ 41 เมื่อ

คำานวณสภาพปกติ (as is basis)

	 3.	 เครื่องมือและอุปกรณ์

  Infrared spectrophotometer (Jasco, 

Japan)

  NMR spectrophotometer (Bruker, 

Germany)

  Differential scanning calorimeter 
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(DSC) (Mettler Toledo, Switzerland)

  Ultra Performance Liquid Chroma-

tograph (UPLC) (Waters®, USA) ประกอบด้วย 

binary solvent manager, sample manager, 

diode array detector, mass spectrometer:  

ACQUITY® QDa detector และโปรแกรมประมวล

ผล Empower 3

  คอลัมน์ ACQUITY® UPLC BEH C18 

ขนาด 2.1 x 100 มิลลิเมตร บรรจุอนุภาคขนาด 1.7 

ไมโครเมตร (Waters®, USA)

 4.	 สารเคมี

  acetonitrile (HPLC grade), methyl al-

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

formic acid (AR grade), chloroform (AR grade), 

hexane (AR grade)

วิธีก�รศึกษ�

 1. การเตรียมสมุนไพรเพื่อใช้ในการผลิต 

ทำาการตรวจเอกลักษณ์ของฟ้าทะลายโจรอบแห้งท่ี

ซื้อมาโดยวิธี UPLC ที่ศูนย์สารมาตรฐานยาและวัตถุ 

เสพติดพัฒนาขึ้น[4] หลังจากนั้นนำาไปบดและปั่นให้

เป็นผงละเอียด

 2. ทดสอบหาตัวทำาละลายท่ีเหมาะสมสำาหรับ

สกดัผงฟ้าทะลายโจร เพือ่ให้ไดส้ารสกดัฟา้ทะลายโจร 

ที่มีสาร andrographolide ได้ในปริมาณสูงแต่มีสาร

เจือปนอื่น ๆ ในปริมาณต่ำา

 3. นำาสารสกัดฟ้าทะลายโจรท่ีได้มาทำาให้

บริสุทธ์ิโดยเทคนิคการตกผลึก เพื่อแยกสาร an-

drographolide ออกจากสารอื่นโดยใช้ตัวทำาละลาย

และสภาวะที่เหมาะสม 

 4. นำาผลกึจากข้อ 3 มาทำาการตกผลกึซำา้เพือ่ให้

สาร andrographolide มีความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้น

 5. นำาผลึกไปตรวจเอกลักษณ์ด้วย IR spec-

troscopy และทดสอบความบริสุทธ์ิเบื้องต้นโดยหา

ปริมาณสาร andrographolide ด้วยวิธีวิเคราะห์โดย 

UPLC ซ่ึงใช้ detector ชนิด diode array ร่วมกับ 

mass spectrometer เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน 

andrographolide USP โดยวัตถุดิบท่ีผลิตได้ควร

มีความบริสุทธ์ิของสาร andrographolide มากกว่า

ร้อยละ 95 มี UV spectrum และ mass spectrum 

สอดคล้องกับ spectrum ของสารมาตรฐาน an-

drographolide USP

 6. ทำาตามขั้นตอนท่ี 3-5 ซำ้า ให้ได้สาร an-

drographolide ปริมาณมากเพียงพอที่จะนำาไปผลิต

เป็นสารมาตรฐาน

 7. ตรวจเอกลักษณ์เพื่อยืนยันสารสำาคัญ

และความบริสุทธ์ิด้วย mass spectroscopy, IR 

spectroscopy, nuclear magnetic resonance 

spectroscopy (NMR) และ differential scanning 

calorimeter (DSC) 

 8. ทดสอบความเป็นเนื้อเดียวกันของผงสาร 

andrographolide ที่ผลิตขึ้น (homogeneity test-

ing) และประมวลผลด้วยวิธีทางสถิติ

 9. ประมวลผลการทดสอบคุณสมบัติทั้งหมด

และกำาหนดค่าความบริสุทธ์ิแล้วนำาไปผลิตเป็นสาร

มาตรฐาน

ผลก�รศึกษ�

 นำาฟ ้าทะลายโจรอบแห ้ง ท่ีผ ่านการตรวจ

เอกลักษณ์ด้วยวิธี UPLC แล้ว มาบดและปั ่นให้

ละเอยีด นำามาสกดัด้วยตัวทำาละลายชนดิต่าง ๆ  ได้แก่ 

chloroform, hexane, methanol, ethanol, 50% 

ethanol นำาสารสกัดท่ีได้ไปฉีดหาปริมาณสาร an-

drographolide สารกลุ่ม diterpene lactones และ
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สารตัวอืน่ ๆ  ท่ีสกดัออกมาได้ ด้วยวิธี UPLC ตามราย

ละเอยีดวธีิในตารางที ่1 พบว่าสารสกดัทีม่ปีริมาณสาร 

andrographolide มากท่ีสดุคอืสารสกดัจาก metha-

nol และ ethanol รองลงมาคือสารสกัดจาก chloro-

form และ 50% ethanol ตามลำาดบั ส่วนสารสกดัจาก 

hexane มีปริมาณ andrographolide น้อยที่สุด แต่

ในสารสกดัของ methanol และ ethanol พบสารกลุม่ 

diterpene lactones และสารอื่น ๆ ปนออกมาใน

ปริมาณสงูเช่นกนั โดยมปีริมาณสารอืน่ ๆ  มากกว่าการ

สกัดด้วย chloroform ดังโครมาโทแกรม (ภาพท่ี 1) 

จากผลการทดสอบข้างต้นจึงเลือก chloroform เป็น

ตัวทำาละลายที่จะนำามาสกัดสาร andrographolide 

จากผงฟ้าทะลายโจรเนื่องจากสามารถสกัดสาร an-

drographolide ได้โดยมีสารอื่น ๆ  เจือปนในปริมาณ

ที่ตำ่า

 ทำาการสกัดผงฟ้าทะลายโจรแห้งด้วย chloro-

form ที่อุณหภูมิ 60oC กรองแยกผงและกากที่เหลือ

ออกจากสารสกดั เมือ่ทิง้สารสกดัไวท้ีอ่ณุหภมูห้ิองจะ

มผีงละเอยีดสเีขียวเทา (ภาพท่ี 2a) แยกออกมา กรอง

เพื่อแยกผงละเอียดสีเขียวเทาออกจากสารสกัด แล้ว

นำามาละลายดว้ย ethanol ท่ีอณุหภมู ิ60oC และท้ิงไว้

ที่อุณหภูมิห้อง สาร andrographolide ตกผลึกออก

มาจากสารละลาย ซ่ึงจะได้ผลึกสีออกเหลือง (ภาพท่ี 

2b) ล้างผลึกด้วย ethanol เย็น เพื่อกำาจัดสิ่งเจือปน

บนผวิผลกึ ทำาการตกผลกึซ้ำาดว้ย ethanol จนไดผ้ลกึ

ที่มีสีขาวและความบริสุทธิ์มากขึ้น (ภาพที่ 2c, 2d)

 นำาผลึกสาร andrographolide ไปบดและ

ตรวจเอกลักษณ์ด้วยวิธี IR spectroscopy พบว่า

มี IR spectrum (KBr) ท่ีมีการดูดกลืนแสงท่ี 2929, 

1729, 1675, 1459, 908, 659 cm-1 และนำาไปหา

ปริมาณด้วยวิธีวิเคราะห์โดย UPLC โดยเปรียบ

เทียบกับสารมาตรฐาน andrographolide USP พบ

ว่าสาร andrographolide ที่ผลิตขึ้นมีความบริสุทธ์ิ

เบื้องต้นมากกว่าร้อยละ 98 จากโครมาโทแกรมของ

ตารางที่ 1 วิธีวิเคราะห์สาร andrographolide โดย UPLC[4]

Chromatographic Condition

Column ACQUITY® UPLC BEH C18 2.1 x 100 mm, 1.7 mm

Mobile phase (gradient) 0.050% formic acid in water (A): 0.025% formic acid in ACN (B) 

 Time (min) A (%) B (%)

 0.00 90 10
 4.50 55 45
 6.25 20 80
 7.00 20 80
 8.00 90 10
 10.00 90 10
Flow rate 0.5 ml/min
Column temperature 40˚C
Detection  UV 223 nm
Injection volume 2 ml
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ภาพที่ 1 โครมาโทแกรมของสารสกัดด้วยตัวทำาละลายชนิดต่าง ๆ ซึ่งประกอบด้วย สาร andrographolide, สารกลุ่ม 

diterpene lactones และสารอื่น (*)

2a: ผงละเอียดสีเขียวเทา
จากการสกัดด้วย 

chloroform

2b: ผลึกสีเหลือง
จากการตกผลึกด้วย ethanol

2c: ผลึกสีขาว
จากการตกผลึกซ้ำา

2d: ผลึกสาร andrographolide
ที่มีความบริสุทธิ์สูง

ภาพที่ 2 ลักษณะของผลึกที่สกัดได้จากฟ้าทะลายโจร
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สาร andrographolide มี retention time เท่ากับ 

3.20 นาทีและพบว่า UV spectrum มี lmax ที่ 226 

นาโนเมตร และ mass spectrum LC-MS(ESI)(+) 

[M+H-2H
2
O]+ m/z เท่ากบั 315 ดงัภาพท่ี 3 และ 4 ซ่ึง

สอดคล้องกับผล IR, UV และ mass spectrum ของ

สารมาตรฐาน andrographolide USP เมือ่ทดสอบท่ี

สภาวะเดียวกัน

 นอกจากนี้เมื่อตรวจด้วยเคร่ือง DSC พบว่า

มีจุดหลอมเหลว 230.2oC และเมื่อตรวจโดยเคร่ือง 

NMR (Bruker ADVANCE 300 spectrometer) ให้

ผลดงันี ้1H NMR (CDCl
3
, 300 MHz) δ 6.97 (1H, dt, 

J = 7.0, 1.7 Hz, H-12), 5.04 (2H, br s, OH), 4.90 

(1H, s, H-19a), 4.58 (1H, s, H-17b), 4.46 (1H, dd, J 

= 10.5, 6.1 Hz, H-15a), 4.26 (1H, dd, J = 10.5, 2.0 

Hz, H-19a), 4.19 (1H, d, J = 11.1 Hz, H-15b), 3.48 

(1H, d, J = 10.1 Hz, H-19b), 2.54 (2H, t, J = 6.5 

Hz, H-11), 2.43 (1H, brd, H-9), 1.85-1.59 (several 

protons), 1.30-1.22 (several protons), 0.70 (3H, 

s, H-20) ดงัแสดงในภาพที ่5 สามารถพสิจูนโ์ครงสร้าง

ของสารจากคา่เคมคีอลชฟิตข์องโปรตอนบนคาร์บอน

ทัง้ 20 ตำาแหนง่ พบวา่สอดคลอ้งกบัโครงสร้างโมเลกลุ

ของสาร andrographolide

 จากการประมวลผลตรวจเอกลักษณ์สาร

สำาคัญด้วยการใช้ FT-IR, NMR, DSC, UPLC และ 

mass spectroscopy สามารถยืนยันได้ว่าเป็นสาร 

andrographolide มีลักษณะเป็นผงสีขาว (white 

crystalline powder)  โดยมีโครงสร้างโมเลกุล 

ดังแสดงในภาพท่ี 6 มีสูตรโมเลกุล C
20

H
30

O
5
 และมี

น้ำาหนักโมเลกุลเท่ากับ 350.45 โดยสามารถผลิตสาร 

andrographolide ความบริสุทธ์ิสูงได้ 13 กรัมจาก

ปริมาณฟ้าละลายโจรแห้งเริ่มต้น 7 กิโลกรัม คิดเป็น

ร้อยละผลผลิต (%yield) เท่ากับ 0.18 

 หลังจากตรวจเอกลักษณ์เพื่อยืนยันสารสำาคัญ

แลว้ นำาไปทดสอบหาความบรสิทุธ์ิของสาร androgra-

pholide โดยวิธี UPLC ตามรายละเอียดในตารางท่ี 

1 พบว่าได้ความบริสุทธ์ิมากกว่าร้อยละ 95 จึงนำาไป

ทดสอบความเป็นเนื้อเดียวกันของผงยา (homoge-

neity testing) พบว่าผงสาร andrographolide ท่ี

ผลติขึน้มคีวามเป็นเนือ้เดยีวกนัของผงยา (homoge-

neous powder) แล้วจึงนำามาผลิตเป็นสารมาตรฐาน

กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ andrographolide 

(Andrographolide DMSc reference standard) 

ภาพที่ 3 IR spectrum ของสาร andrographolide lot no. RSC6001213
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ภาพที่ 5 1H-NMR spectrum ของสาร andrographolide lot no. RSC6001213

ภาพที่ 4 UPLC chromatogram, UV spectrum และ mass spectrum ของสาร andrographolide lot no. RSC6001213
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สามารถกำาหนดค่าความบริสุทธ์ิได้เท่ากับ 98.2% 

เมื่อคำานวณในสภาวะปกติโดยเปรียบเทียบกับสาร

มาตรฐาน andrographolide ของ USP

อภิปร�ยผล

 การสกัดสารสำาคัญ andrographolide ใน 

ฟ้าทะลายโจรใช้หลักการสกัดพืชสมุนไพรโดยการ

เลือกตัวทำาละลายท่ีเหมาะสมกับคุณสมบัติสารที่

ต้องการสกัดออกมา แล้วจึงนำาสารสกัดที่ได้มาทำาให้

ตกผลกึเพือ่แยกสารทีต้่องการออกจากสารอืน่ท่ีอยูใ่น

สารสกัด หลังจากนั้นทำาให้สารท่ีต้องการมีความ

บริสุทธ์ิยิ่งขึ้นโดยเทคนิคการตกผลึกซำ้า (recrystal-

ization)[8-9] การเลอืกใช้ chloroform เป็นตัวทำาละลาย

ที่มีค่า polarity index (PI) ค่อนข้างตำ่า (PI = 4.1) นั้น

ถึงแม้ว่าไม่ค่อยเหมาะสมกับคุณสมบัติความเป็นขั้ว

ของสาร andrographolide ท่ีต้องการสกัดออกจาก

ฟ้าทะลายโจร ทำาให้ปริมาณท่ีสกัดออกมาได้นั้นน้อย

กว่าการสกัดด้วยตัวทำาละลายที่มีค่า PI สูงกว่าเช่น 

ethanol (PI = 5.2) และ methanol (PI = 6.6) แต่พบ

ว่าสารสกัดที่ได้จาก chloroform จะมีการเจือปนของ

HO

Andrographolide

O

O

OH

HO

1

3 5
7

910

12

14 16

17

18 19

20

ภาพที่ 6 โครงสร้างโมเลกุลของสาร andrographolide 

lot no. RSC6001213

สารกลุ่ม diterpene lactones และสารอื่นน้อยกว่า

เมือ่เทยีบกบัการสกดัด้วยตวัทำาละลายอืน่[10] จึงได้สาร

สกดัท่ีมคีวามเข้มข้นของสาร andrographolide ค่อน

ข้างสูงและเมื่อทำาให้อุณหภูมิของสารสกัด chloro-

form เยน็ลง สาร andrographolide ท่ีมคีวามเข้มข้น

สูงและมีค่าการละลายใน chloroform ตำ่าจึงตกผลึก

ออกมา หลงัจากนัน้นำามาทำาให้มคีวามบริสทุธ์ิเพิม่ขึน้

โดยเทคนิคการตกผลึกซำ้าโดยเลือกใช้ ethanol ซ่ึง

เป็นตัวทำาละลายที่เหมาะสมสามารถละลายสาร an-

drographolide ได้ดีเมื่อให้ความร้อน ตามหลักการ

ของการตกผลกึซำา้[9] สารละลายอิม่ตวัของ androgra-

pholide (saturated solution) เมือ่ท้ิงให้เยน็ลงอย่าง

ช้า ๆ ที่อุณหภูมิห้อง สาร andrographolide ที่อิ่มตัว

จะตกผลึกออกมาจากสารอื่น ๆ ที่ละลายใน ethanol 

ได้ดีแต่มีความเข้มข้นน้อย[8] หลังจากนั้นจึงล้างผลึก

ด้วย ethanol เยน็ซำา้หลาย ๆ  คร้ังเพือ่กำาจดัสิง่เจือปน

อ่ืน นอกจากนี้การปล่อยให้ตกผลึกอย่างช้า ๆ จะได้

ผลึกท่ีมีขนาดใหญ่และมีความบริสุทธ์ิกว่าการทำาให้

เยน็อย่างรวดเร็ว ซ่ึงจะได้ผลกึเลก็ละเอยีดและมพีืน้ท่ี

ผิวมาก มีโอกาสท่ีสารอื่นจะปนเปื ้อนอยู ่กับผลึก

ละเอียดได้มากกว่า[9]

 วิ ธีการแยกสารและทำาให้บริสุทธ์ิโดยการ

ตกผลึกเป็นวิธีการที่สะดวก ข้ันตอนไม่ยุ่งยากซับ

ซ้อน และไม่สิ้นเปลืองตัวทำาละลายอินทรีย์เหมือนวิธี

คอลมันโ์ครมาโทกราฟ ี(column chromatography) 

หรือวิธี flash column chromatography แต่ต้อง

ศึกษาและทดสอบเพื่อหาตัวทำาละลายและสภาวะท่ี

เหมาะสม อีกท้ังปริมาณสารท่ีต้องการต้องมีปริมาณ

มากพอที่จะทำาให้เกิดสภาวะอิ่มตัวของสารละลาย

จึงจะทำาให้เกิดการตกผลึกได้[9] วิธีการผลิตสาร an-

drographolide จากฟ้าทะลายโจรท่ีพัฒนาข้ึนนี้ใช้

หลักการสกัดและตกผลึกซ่ึงเป็นหลักการพื้นฐานแต่

C20H30O5

Andrographolide
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มีแนวคิดท่ีแตกต่างในการเลือกตัวทำาละลายท่ีใช้ใน

การสกัดและตกผลึก กล่าวคือตัวทำาละลายท่ีเลือก

อาจไม่ใช่ตัวทีส่ามารถใหร้้อยละของผลผลิตได้สงูสุด 

แต่เป็นตัวทำาละลายที่สามารถแยกสาร androgra-

pholide ออกจากสารกลุ่ม diterpene lactones 

ชนิดอื่นได้อย่างเฉพาะเจาะจงและมีประสิทธิภาพ 

จึงลดเวลาการทำางานไม่ต้องตกผลึกซ้ำาหลายคร้ัง

เนื่องจากมีสารเจือปนน้อย ทำาให้สามารถผลิตสาร 

andrographolide ได้ปริมาณมากพอ (อย่างน้อย 10 

กรัม) และมคีวามบริสทุธ์ิเหมาะสมทีจ่ะนำามาผลติเปน็

สารมาตรฐาน

 การตรวจเอกลักษณ์ผลึกสาร androgra-

pholide ที่ผลิตขึ้น ได้ IR spectra และ Mass 

spectra สอดคล้องกับการศึกษาของ Singh P.K. 

และคณะ[11] และ Yong-Xi S. และคณะ[12] ตามลำาดบั 

นอกจากนี้การทดสอบโดย NMR พบว่าโครงสร้าง

โมเลกุลเป็นสาร andrographolide สำาหรับการหาค่า

จุดหลอมเหลวของสารก็เป็นวิธีการตรวจเอกลักษณ์

และความบริสุทธ์ิของสารเช่นกัน[13] ซ่ึงจากผลการ

ทดสอบท้ังหมดสามารถยืนยันได้ว่าสารที่ได้จากวิธี

ผลิตที่พัฒนาขึ้นนี้คือสาร andrographolide 

ข้อสรุป

 สาร andrographolide ท่ีสกดัจากฟา้ทะลายโจร 

โดยวิ ธีที่พัฒนาขึ้นมี ร้อยละของผลผลิตเท่ากับ 

0.18 นำามาผลิตเป็นสารมาตรฐานกรมวิทยาศาสตร์

การแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข andrographolide 

(Andrographolide DMSc reference standard) 

ผ่านการตรวจเอกลักษณ์เพื่อยืนยันสารสำาคัญและ

ความบริสุทธิ์ นอกจากนี้ยังพบว่ามีความเป็นเนื้อ

เดียวกันของผงยา กำาหนดค่าความบริสุทธ์ิได้เท่ากับ 

98.2% เมื่อคำานวณในสภาวะปกติ เป็นสารมาตรฐาน

จากสมุนไพรชนิดแรกท่ีผลิตและมีจำาหน่ายท่ีกรม

วิทยาศาสตร์การแพทย์ โดยราคาถูกกว่าการนำาเข้า

สารมาตรฐานชนิดนี้จากต่างประเทศประมาณ 5 เท่า 

ผู้ประกอบการผลิตยาพัฒนาจากสมุนไพรสามารถ

นำาไปใช้เป็นสารมาตรฐานในการตรวจวิเคราะห์

วัตถุดิบเพื่อหาปริมาณสาร andrographolide และ

ใช้ในการควบคุมคุณภาพผลิตภัณฑ์ฟ้าทะลายโจร

ที่มีการผลิตในประเทศซ่ึงเป็นการส่งเสริมการส่ง

ออกผลิตภัณฑ์สมุนไพรไทยท่ีได้มาตรฐานไปยังต่าง

ประเทศ นอกจากนี้การวิจัยยังสามารถนำาไปเป็นตัว

เปรียบเทียบเพื่อต่อยอดงานวิจัย ใช้ในการทดสอบ

ฤทธ์ิ ทดสอบความเป็นพิษและกำาหนดขนาด (dose) 

ของสารสำาคัญเพื่อการพัฒนาผลิตภัณฑ์ต่อไป

กิตติกรรมประก�ศ

 ขอขอบคุณ ดร.วุฒิชัย นุตกุลและนายธีระวุธ 

ปิ่นทอง ที่ได้ให้คำาแนะนำาและเป็นที่ปรึกษาในการ 

สกดัและแยกสาร andrographolide จากฟา้ทะลาย- 

โจร จนสามารถนำามาผลิตเป็นสารมาตรฐาน andro- 

grapholide กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวง 

สาธารณสุข
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