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บทคััดย่่อ

	 งานวิิจััยนี้้�ได้้ศึึกษาสภาวะที่่�เหมาะสมในการวิิเคราะห์์ปริิมาณไมทราไจนีีนในใบกระท่่อม และทดสอบ               

ความใช้้ได้้ของวิิธีีการวิิเคราะห์์ท่ี่�ดััดแปลงมาจากวิิธีีของ AOAC (Mudge and  Brown, 2017) และ 

Limsuwanchote และคณะ (2017) ในการหาปริิมาณไมทราไจนีีนในตััวอย่่างสารสกััดใบกระท่่อม ซ่ึ่�ง พบว่่า 

วิิธีีวิิเคราะห์์มีีความจำำ�เพาะเจาะจงและมีีช่่วงความเป็็นเส้้นตรงของวิิธีีวิิเคราะห์์ที่่�ดีี โดยอยู่่�ในช่่วง 5-50 

ไมโครกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร มีีค่าสััมประสิิทธิ์์�สหสััมพัันธ์์ 0.9996 ความถููกต้้องของวิิธีีซึ่่�งแสดงด้้วยร้้อยละ              

การคืืนกลัับ พบว่่า อยู่่�ในช่่วงร้้อยละ 101.19-103.26 ค่่าความเที่่�ยงแสดงด้้วยร้้อยละของส่่วนเบี่่�ยงเบน

มาตรฐานสััมพััทธ์  ท่ี่�วิิเคราะห์์ภายในวัันและต่่างวััน มีีค่าน้้อยกว่่า 3%  ค่่าขีีดจำำ�กััดในการตรวจพบและ       

ขีีดจำำ�กัดในการวััดเชิิงปริิมาณของไมทราไจนีีน เท่่ากัับ 0.108 มิิลลิิกรััมต่่อกรััม และ 0.125 มิิลลิิกรััมต่่อกรััม 

ตามลำำ�ดับั ซ่ึ่�งเป็น็ไปตามเกณฑ์์การยอมรัับของวิิธีีทดสอบตามมาตรฐาน Standard Method Performance 

Requirements (SMPR) for Alkaloids of Mitragyna speciosa จากนั้้�นได้้ทำำ�การเก็็บตััวอย่่างใบกระท่่อม

จากแหล่่งต่า่ง ๆ  จำำ�นวน 15 ตัวัอย่า่ง มาวิเิคราะห์์ตามวิธิีทีี่่�ผ่่านการทดสอบความใช้้ได้้แล้้ว พบว่า่ ตัวัอย่า่ง

ใบกระท่่อมมีีปริิมาณไมทราไจนีีน อยู่่�ในช่่วง 2.30-25.54 มิิลลิิกรััมต่่อกรััม ผลการวิิจััยแสดงให้้เห็็นว่่าวิิธีี

การวิิเคราะห์์มีีความน่่าเชื่่�อถืือ และเหมาะสมสำำ�หรัับการตรวจหาปริิมาณสารไมทราไจนีีนในตััวอย่่าง           

สารสกััดใบกระท่่อม
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Abstract

	 In this research, the method modified from the AOAC method (Mudge and Brown, 2017) and 

Limsuwanchote method (2017) for determination of mitragynine in Kratom leaf extract was 

optimized and validated. The method presented specificity and good linearity within a concentration 

range of 5 to 50 µg/mL, with a correlation coefficient (R2) of 0.9996. The accuracy studies were 

conducted as percent recovery, resulting in values ranging from 100.19 – 103.26%. The precision 

evaluated as a relative standard deviation of repeatability (%RSD) for intra-day and inter-day 

precision, which exhibited good repeatability of less than 3%. The limit of detection (LOD) and 

the limit of quantitation (LOQ) were 0.108 and 0.125 mg/g, respectively. The linearity, percent 

recovery, precision, LOD, and LOQ values were deemed acceptable and complied with the 

requirement of Standard Method Performance Requirements for Alkaloids of Mitragyna speciosa. 

Moreover, using this validated method, fifteen samples of Kratom leaves from the central and 

southern regions of Thailand were analyzed, revealing mitragynine concentrations ranging from 

2.30 to 25.54 mg/g. The research results showed that the modified method is reliable and suitable 

for determining mitragynine in Kratom leaf extract samples.
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1. บทนำำ� (Introduction) 

	ปั จจุบัันกระท่่อมได้้ถููกปลดออกจากบััญชีียาเสพติิดให้้โทษ ทำำ�ให้้พืืชกระท่่อมได้้รัับความสนใจเพิ่่�มมากขึ้้�น

อย่่างรวดเร็็ว เกิิดการเพาะปลููก ซื้้�อขายและใช้้ประโยชน์์จากใบพืืชกระท่่อมอย่่างแพร่่หลายในเกืือบ                  

ทุุกภููมิิภาคของประเทศ โดยกระท่่อม  (Kratom; Mitragyna speciosa (Korth.) Havil.) เป็็นพืืชสมุุนไพรที่่�

ถูกูใช้ป้ระโยชน์ม์าอย่า่งยาวนาน ในตำำ�รับัยาแผนโบราณหลายขนาน กระท่อ่มถูกูใช้เ้ป็น็ตัวัยาในการรักัษา

อาการบิิด เช่่น ยาแก้้บิิดลงเป็็นเลืือด ยาแก้้บิิดหััวลููก ยาประสะกาฬแดง ยาประสะกระท่่อม ยาเหลืือง

กระท่่อม เป็็นต้้น [1] สารสำำ�คัญหลัักท่ี่�พบในใบกระท่่อม คืือ สารไมทราไจนีีน ซ่ึ่�งเป็็นสารกลุ่่�มอิินโดลอััลคาลอยด์์ 

(Indole alkaloids) พบมากที่่�สุุดถึึงร้้อยละ 66 นอกจากนี้้�ยัังพบอััลคาลอยด์์ชนิิดอื่่�น ๆ อีีก เช่่น 7-ไฮดรอกซีี

ไมทราไจนีีน (7-Hydroxymitragynine) สเปซิิโอไจนีีน (Speciogynine) เพแนนเทอีีน (Paynantheine)  และ 

สเปซิิโอซีีเลีียทีีน (Speciociliatine) เป็็นต้้น  [2] มีีงานวิิจััย พบว่่า กระท่่อมสามารถออกฤทธิ์์�ระงัับปวด               

ได้้มากกว่่าและมีีผลข้้างเคีียงน้้อยกว่่ามอร์์ฟีีน [3]  จึึงมีีความเป็็นไปได้้ที่่�พืืชกระท่่อมจะถููกนำำ�ไปต่่อยอด       

ใช้้ประโยชน์์ในทางการแพทย์์ และมีีโอกาสพััฒนาเป็็นผลิิตภััณฑ์์ประเภทต่่าง ๆ ที่่�สร้้างมููลค่่าเพิ่่�มมากขึ้้�น	
	

	ปั ัจจุุบัันประเทศสหรััฐอเมริิกาเป็็นประเทศที่่�รัับซื้้�อกระท่่อมมากที่่�สุุด โดยร้้อยละ 95 ของทั้้�งหมด นำำ�เข้้า

จากประเทศอิินโดนีีเซีีย ในระหว่่างปีี 2562-2563  อิินโดนีีเซีียมีีการส่่งออกพืืชกระท่่อมและผลิิตภััณฑ์์จาก

กระท่่อมสู่่�สหรััฐอเมริิกา คิิดเป็็นปริิมาณ 121,756 กิิโลกรััม มููลค่่า 548,909 เหรีียญสหรััฐ [4] ซึ่่�งในขณะนี้้�

รััฐบาลอิินโดนีีเซีียมีีแนวโน้้มท่ี่�จะพิิจารณาห้้ามไม่่ให้้มีีการส่่งออกพืืชกระท่่อม [5] หากกฎหมายดัังกล่่าว

ประกาศใช้ ้จะเป็็นโอกาสของประเทศไทยท่ี่�จะส่ง่ออกพืืชกระท่่อมไปยัังสหรััฐอเมริิกามากขึ้้�น โดยประเทศไทย

มีีข้อได้เ้ปรีียบ คือื มีีกระท่อ่มคุณุภาพดีีที่่�ให้ส้ารสำำ�คัญัสููงกว่า่ในหลายประเทศ ได้ม้ีีงานวิิจัยัของ Takayama 

และคณะ [6] เปรีียบเทีียบปริิมาณไมทราไจนีีนในใบกระท่่อมของไทยและประเทศมาเลเซีีย พบว่่า ใบ

กระท่่อมของไทยมีีปริิมาณสารไมทราไจนีีนสููงกว่่าใบกระท่่อมของมาเลเซีียถึึง 5 เท่่า และ พบว่่า รููปแบบ

การสร้า้งและสะสมสารอัลัคาลอยด์ข์องทั้้�งสองแหล่ง่แตกต่า่งกันั ซึ่่�งเกิดิจากปัจัจัยัของสภาพแวดล้อ้ม ทำำ�ให้้

พืชืเจริญเติิบโต สร้้างและสะสมสารได้แ้ตกต่่างกััน  ปัจัจัยัสำำ�คัญัท่ี่�มีีผลต่่อปริิมาณสารสำำ�คัญัในพืืชกระท่่อม

จึึงขึ้้�นอยู่่�กับพื้้�นท่ี่�เพาะปลููก สายพัันธุ์์� อายุุ และฤดููการเก็็บเกี่่�ยว ดัังนั้้�น การศึึกษาปริิมาณสารสำำ�คััญของ

วััตถุดิิบใบกระท่่อมจากแหล่่งพื้้�นท่ี่�ต่่าง ๆ จึึงเป็็นข้้อมููลสำำ�คัญในการกำำ�หนดคุณลัักษณะวััตถุดิิบใบกระท่่อม 

นำำ�ไปสู่่�การควบคุุมคุุณภาพของวััตถุดิบิและสารสกััดใบกระท่อ่ม เป็็นตัวัแปรสำำ�คัญัในการกำำ�หนดราคาของ

กระท่่อมในตลาด

	 เทคนิิค High-performance liquid chromatography (HPLC) เป็็นเทคนิิคที่่�ได้้รัับความนิิยมใน                  

การวิิเคราะห์ป์ริิมาณไมทราไจนีีน เนื่่�องจากให้้ผลการวิเิคราะห์ท์ี่่�แม่่นยำำ� รวดเร็ว็ และมีีความน่่าเชื่่�อถืือ เช่น่

งานวิิจััยของ Mudge และ Brown (2017, 2018) [7, 8] ได้้สกััดไมทราไจนีีนในใบกระท่่อมด้้วย 70%              

เมทานอลในแกลเชีียลแอซิิติิก แล้้ววิิเคราะห์์โดยใช้้สภาวะกราเดีียนท์์ และวิิธีีของ Limsuwanchote และ

คณะ (2017) [9] และ Wungsintaweekul และคณะ (2012) [10]  ได้้สกััดไมทราไจนีีนในพืืชกระท่่อมด้้วย

เมทานอล แล้้ววิิเคราะห์์โดยใช้้สภาวะไอโซเครติิก โดยผู้้�วิิจััยได้้ศึึกษาสภาวะท่ี่�เหมาะสมมาประยุุกต์์ใช้้ใน

งานวิิจััย รวมถึึงทำำ�การทดสอบความใช้้ได้้ของวิิธีีวิิเคราะห์์ เพื่่�อให้้ผลการตรวจสอบมีีความถููกต้้อง แม่่นยำำ�
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มีีความน่า่เชื่่�อถือื เป็น็ข้อ้มููลที่่�สามารถนำำ�ไปใช้ป้ระโยชน์ไ์ด้้ทั้้�งในด้า้นการควบคุมุคุณุภาพวัตัถุดุิบิพืชืกระท่อ่ม

ให้้มีีมาตรฐานสามารถนำำ�ไปผลิิตหรืือแปรรููปเป็็นผลิิตภััณฑ์์ประเภทต่าง ๆ ได้้อย่่างมีีคุุณภาพ ซ่ึ่�งนำำ�ไปสู่่�

การสร้้างมาตรฐานเพิ่่�มความเชื่่�อมั่่�นแก่่ผู้้�ผลิิตและผู้้�บริิโภค ตลอดจนยกระดัับคุุณภาพวััตถุุดิิบใบกระท่่อม

ให้้สามารถแข่่งขัันได้้ในตลาดโลกต่่อไป 
  

2.	วิ ิธีีการวิิจััย (Experimental methods)

	 2.1	ตั ัวอย่่าง

		   ผู้้�วิิจััยได้้ดำำ�เนิินการเก็็บตััวอย่่างใบกระท่่อมในพื้้�นท่ี่�ภาคกลาง 3 จัังหวััด ได้้แก่่ ปทุุมธานีี  นนทบุรีี        

และนครปฐม และในพื้้�นที่่�ภาคใต้้ 4 จัังหวััด ได้้แก่่ ชุุมพร นครศรีีธรรมราช กระบี่่� และสตููล  โดยเลืือกเก็็บ

ใบที่่�สามหรืือสี่่�นัับจากยอด เป็็นใบท่ี่�ไม่่อ่่อนหรืือไม่่แก่่จนเกิินไป สัังเกตลักษณะใบ จดบัันทึึกข้้อมููลของ         

ต้้นกระท่่อมที่่�เก็็บและบัันทึึกภาพใบกระท่่อมไว้้  จากนั้้�นนำำ�ตััวอย่่างใบกระท่่อมสดมาล้้างทำำ�ความสะอาด

และอบท่ี่�อุุณหภููมิิ 60 องศาเซลเซีียส จนตััวอย่่างแห้้ง นำำ�มาบดให้้ละเอีียด และร่่อนด้้วยตะแกรงท่ี่�มีี        

ความละเอีียด 250 ไมครอน เก็็บตััวอย่่างไว้้ในตู้้�ดููดความชื้้�น เพื่่�อใช้้ทำำ�การทดลองต่่อไป 

	 2.2	 เครื่่�องมืือและอุุปกรณ์์

		  เครื่่�องโครมาโทกราฟีีของเหลวสมรรถนะสููง (High-performance liquid chromatography, 

photodiode  array detector, HPLC-PDA) ยี่่�ห้อ้ Waters รุ่่�น Waters 2998 ผลิตจากประเทศสหรัฐัอเมริกิา

ใช้้คอลััมน์์ชนิดอ็อกตะเดซิลไซเลน (Octadecylsilane) หรืือ C18 ขนาดเส้้นผ่่านศููนย์์กลางภายใน 4.6 มม. 

ความยาว 25 ซม. ขนาดอนุุภาค 5 ไมครอน  ยี่่�ห้้อ Merck รุ่่�น LiChrospher® ผลิิตจากประเทศเยอรมัันนีี, 

เครื่่�องเขย่่าสารโดยใช้้คลื่่�นเสีียงความถี่่�สููง (Ultrasonic sonicator) ยี่่�ห้้อ GT sonic ผลิิตในประเทศจีีน, 

เครื่่�องชั่่�งไฟฟ้าทศนิิยม 4 ตำำ�แหน่่ง ยี่่�ห้้อ Sartorius รุ่่�น SECURA6102-1S ผลิิตจากประเทศเยอรมัันนีี, 

เครื่่�องปั่่�นเหวี่่�ยงตกตะกอน (Centrifuge) ยี่่�ห้้อ Kubota รุ่่�น Kubota 1930 ผลิิตจากประเทศญี่่�ปุ่่�น  และ

เครื่่�องทำำ�น้ำำ��บริิสุุทธิ์์� (Deionized Water) ยี่่�ห้้อ Ultra-Pure Water, ELGA, รุ่่�น ULTRA IONIC ผลิิตจาก

ประเทศสหรััฐอเมริิกา

	 2.3 สารเคมีี

		  สารมาตรฐานไมทราไจนีีน (Mitagynine) ความบริิสุุทธิ์์� 95.4 เปอร์์เซ็็นต์์ ยี่่�ห้้อ Chromadex                 

สารมาตรฐาน 7-ไฮดรอกซีีไมทราไจนีีน (7-Hydroxymitagynine) ความบริิสุุทธิ์์� 90.6 เปอร์์เซ็็นต์์ ยี่่�ห้้อ 

Chromadex ผลิติจากประเทศสหรัฐัอเมริกิา เอทานอล ความเข้ม้ข้น้ร้อ้ยละ 95 (Ethanol 95%) AR grade 

ยี่่�ห้้อ Merck, เมทานอล (Methanol) HPLC grade ยี่่�ห้้อ Merck กรดแอซีีติิก (Acetic acid) HPLC grade 

ยี่่�ห้้อ Merck, แอมโมเนีียมแอซีีเทต (Ammonium acetate) HPLC grade ยี่่�ห้้อ Merck และแอซีีโทไนไทรล์์ 

(Acetonitrile) HPLC grade ยี่่�ห้้อ Merck ผลิิตจากประเทศเยอรมัันนีี

	 2.4	 การเตรีียมสารละลายมาตรฐาน

		  2.4.1	เตรีียมสารละลายมาตรฐาน 7-ไฮดรอกซีีไมทราไจนีีนเข้้มข้น้ โดยชั่่�งสารมาตรฐาน 7-ไฮดรอก

ซีีไมทราไจนีีนน้ำำ��หนััก 200 ไมโครกรััม (0.2 มิิลลิิกรััม) ละลายด้้วยเมทานอล และปรัับปริิมาตรในขวดวัดปริิมาตร
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ขนาด 10 มิลิลิลิิติร จะได้้สารละลายมาตรฐาน 7-ไฮดรอกซีีไมทราไจนีีน Stock solution เข้ม้ข้น้ 20 ไมโครกรัมั

ต่่อมิิลลิิลิิตร 

		  2.4.2	เตรีียมสารละลายมาตรฐานไมทราไจนีีนเข้้มข้้น โดยชั่่�งสารมาตรฐานไมทราไจนีีนน้ำำ��หนััก 

2,000 ไมโครกรัมั (2 มิลิลิกิรัมั) ละลายด้ว้ยเมทานอล และปรับัปริมิาตรในขวดวัดัปริมิาตรขนาด 10 มิลิลิลิิติร

จะได้้สารละลายมาตรฐานไมทราไจนีีน Stock solution ความเข้้มข้้น 200 ไมโครกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร  	

	 2.5	วิ ิธีีดำำ�เนิินงาน	  

		  การทดสอบความใช้ไ้ด้้ของวิิธีีทดสอบ พัฒันาขึ้้�นตาม Standard method performance requirements 

(SMPR) for alkaloids of Mitragyna speciosa ของ AOAC (2015) [11] และแนวปฏิิบััติิการทดสอบความถููกต้้อง

ของวิิธีีวิิเคราะห์์ทางเคมีีโดยห้้องปฏิิบััติิการเดีียว ของกรมวิิทยาศาสตร์การแพทย์์ กระทรวงสาธารณสุุข 

(2549) [12] โดยใช้ส้ภาวะท่ี่�เหมาะสมสำำ�หรับัการวิิเคราะห์์ไมทราไจนีีนด้ว้ยเครื่่�องโครมาโทกราฟีีของเหลว

สมรรถนะสููง  ดัังตารางที่่� 1

ตารางที่่� 1 สภาวะที่่�เหมาะสมสำำ�หรัับการวิิเคราะห์์ไมทราไจนีีนด้้วยเครื่่�อง HPLC

สภาวะ รายละเอีียด

คอลััมน์์ LiChrospher® C18 เส้้นผ่่านศููนย์์กลาง 4.6 มม.
ความยาว 25 ซม. ขนาดอนุุภาค 5 ไมครอน

Elution mode Isocratic

เฟสเคลื่่�อนที่่� 20 mM แอมโมเนีียมแอซีีเทต pH 6.0 และแอซีีโทไนไทรล์์ 
อััตราส่่วน 35 : 65

อััตราการไหล (มล./นาทีี) 1.0

ปริิมาตรที่่�ฉีีด (ไมโครลิิตร) 5.0

เวลาในการฉีีด (นาทีี) 15

เวลาที่่�สารเคลื่่�อนที่่� (นาทีี) 11.28

เครื่่�องตรวจวััด ชนิิดโฟโตไดโอดอาเรย์์ (Photodiode array detector)

ความยาวคลื่่�น (นาโนเมตร) 226

		  2.5.1	การทดสอบความจำำ�เพาะเจาะจง (Specificity)

			ทำ   ำ�การวิิเคราะห์์สารละลายมาตรฐานผสมระหว่่าง สารละลายมาตรฐานของ 7-ไฮดรอกซีีไม

ทราไจนีีน ความเข้้มข้้น 1 ไมโครกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร และสารละลายมาตรฐานไมทราไจนีีน ความเข้้มข้้น 10 

ไมโครกรััมต่อ่มิิลลิิลิิตร ด้ว้ยเครื่่�อง HPLC เพื่่�อตรวจสอบการแยกสารไมทราไจนีีนออกจากสารอื่่�น ๆ  ซ่ึ่�งสาร

ทั้้�งสองต้้องมีีพีีคแยกออกจากกัันอย่่างชััดเจน
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		  2.5.2	การทดสอบความเป็็นเส้้นตรง (Linearity) 

	    		กำ  ำ�หนดช่ว่งความเข้ม้ข้น้ของสารไมทราจานีีนในช่ว่ง 5-50 ไมโครกรัมัต่อ่มิลิลิลิิิตร โดยเตรีียม

สารละลายมาตรฐานไมทราไจนีีน 6 ระดัับความเข้้มข้้น ได้้แก่่ ความเข้้มข้้น 5, 10, 20, 30, 40 และ                  

50 ไมโครกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร โดยปิิเปตสารละลายมาตรฐานไมทราไจนีีน stock solution ความเข้้มข้้น              

200 ไมโครกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร ปริิมาตร 0.25, 0.50, 1.0, 1.5, 2.0 และ 2.5 มิิลลิิลิิตร ใส่่ลงในขวดวััดปริิมาตร

ขนาด 10 มิิลลิิลิิตร  ปรัับปริิมาตรด้้วยเมทานอล กรองด้้วยเยื่่�อกรองชนิิด PTFE ขนาดรููพรุุน 0.22 ไมครอน

แล้้วนำำ�ไปวิิเคราะห์์โดยเทคนิิค HPLC ความเข้้มข้้นละ 3 ซ้ำำ�� สร้้างกราฟมาตรฐาน (Calibration curve) 

ระหว่่างพื้้�นที่่�พีีค (Peak area) และความเข้้มข้้นของสารละลายมาตรฐานไมทราไจนีีน โดยค่่าสััมประสิิทธิ์์�

สหสััมพัันธ์์ (Correlation coefficient) ของกราฟมาตรฐานต้้องมีีค่่าไม่่น้้อยกว่่า 0.995 

		  2.5.3	ความเที่่�ยงของวิิธีีวิิเคราะห์์ (Precision)

			ทด   สอบความเท่ี่�ยงของวิิธีีวิิเคราะห์์ โดยใช้้สารมาตรฐานไมทราไจนีีน 3 ระดัับความเข้้มข้้น

ในช่่วง ต่ำำ�� กลาง และสููง ได้้แก่่ 10, 20 และ 40 ไมโครกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร และใช้้สารสกััดจากตััวอย่่าง                   

ใบกระท่่อม 2 ตััวอย่่าง โดยทำำ� Intra-day precision จำำ�นวน 6 ซ้ำำ�� ภายในวัันเดีียวกััน จากนั้้�นนำำ�ปริิมาณ       

ไมทราไจนีีนมาคำำ�นวณหาค่่าเฉลี่่�ย (Mean) และค่่าเบี่่�ยงเบนมาตรฐานสััมพััทธ์์ (%RSD) จากนั้้�นทำำ� 

Intermediate precision ทำำ�การทดลองเหมืือน Intra-day precision โดย (1) เปลี่่�ยนผู้้�ทดลอง และ (2) 

เปลี่่�ยนวัันที่่�ทำำ�การทดลอง โดยใช้้ผู้้�ทดลองเดิิม เป็็นเวลา 3 วััน แล้้วนำำ�ปริิมาณไมทราไจนีีนมาคำำ�นวณหา

ค่่าเฉลี่่�ย และค่่าเบี่่�ยงเบนมาตรฐานสััมพััทธ์์

	 	 2.5.4	ความถููกต้้อง (Accuracy)

			   การทดสอบความถููกต้้องโดยใช้้วิิธีีการเติิมสารมาตรฐานที่่�ทราบความเข้้มข้้นลงในตััวอย่่าง

ที่่�มีีปริิมาณไมทราไจนีีนต่ำำ�� หรืือ Sample blank ที่่� 3 ระดัับความเข้้มข้้นคืือ ต่ำำ�� กลาง และสููง ได้้แก่่ 10,  20 

และ 40 มิิลลิิกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร แล้้วนำำ�ไปสกััดด้้วยวิิธีีเดีียวกัับการวิิเคราะห์์จริิง ความเข้้มข้้นละ 3 ซ้ำำ�� นำำ�ผล

ที่่�ได้้มาคำำ�นวณร้้อยละของการคืืนกลัับ (%Recovery) ในแต่่ละระดัับความเข้้มข้้น ควรอยู่่�ในช่่วง 95.0 – 

105.0 และค่่าร้้อยละของค่่าเบี่่�ยงเบนมาตรฐานสััมพััทธ์ (%Relative standard deviation, %RSD) ไม่่เกิิน 3.0 

โดยมีีสููตรคำำ�นวณ ดัังนี้้�

%Recovery   =   (C1-C2)/C3 x 100

			   เมื่่�อ	 C1  คืือ ความเข้้มข้้นของสารไมทราไจนีีนในตััวอย่่างที่่�วััดได้้ 

				      	 C2 คืือ ความเข้้มข้้นของสารไมทราไจนีีนในตััวอย่่างแบลงค์์ (Sample blank)

					     C3 คืือ ความเข้้มข้้นของสารมาตรฐานไมทราไจนีีนที่่�เติิมลงในตััวอย่่าง (Spiked 

					     sample)

%RSD  =    SD / 

			   เมื่่�อ	 SD	 =	ค่ ่าเบี่่�ยงเบนมาตรฐาน

	   			    	 	 =	ค่ ่าเฉลี่่�ยของข้้อมููล
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		  2.5.5	การทดสอบขีีดจำำ�กััดของการตรวจพบ (Limit of detection, LOD) ขีีดจำำ�กััดของการวััด

เชิิงปริิมาณ (Limit of quantitation, LOQ)

			   โดยทั่่�วไปขีีดจำำ�กัดัของการตรวจพบ (LOD) จะไม่่สามารถแสดงปริิมาณได้อ้ย่่างถููกต้้องแม่่นยำำ�

จึึงประมาณค่่าเป็็น 3 เท่่าของส่่วนเบี่่�ยงเบนมาตรฐานบวกกัับค่่าเฉลี่่�ยของ Sample blank เนื่่�องจากใช้้

ตััวอย่่างผงใบกระท่่อมท่ี่�มีีไมทราไจนีีนปริิมาณต่ำำ��เป็็น Sample blank ทำำ�การวิิเคราะห์์จำำ�นวน 10 ซ้ำำ��             

จากนั้้�นคำำ�นวณหาค่่าเฉลี่่�ย (  และค่่าเบี่่�ยงเบนมาตรฐาน (SD) เพื่่�อหาค่่า LOD และค่่าประมาณ LOQ โดย

คำำ�นวณจาก

									         LOD =   + 3SD

				    การประมาณค่่า		  LOQ =   + 10SD 
				  

			   จากนั้้�นยืืนยัันค่่า LOQ โดยเติิมสารละลายมาตรฐานไมทราไจนีีนที่่�ระดัับความเข้้มข้้นเดีียว

กับัค่่าประมาณ LOQ จำำ�นวน 7 ซ้ำำ�� แล้้วพิจารณาความเท่ี่�ยง (Precision) ท่ี่�แสดงด้ว้ย ค่า่เบี่่�ยงเบนมาตรฐาน

สััมพััทธ์์ และความแม่่น โดยคำำ�นวณจากค่่าร้้อยละการคืืนกลัับ (%Recovery)

		  2.5.6	การวิิเคราะห์์ไมทราไจนีีนในตััวอย่่างใบกระท่่อมจากแหล่่งต่่าง ๆ 

			   เตรีียมตััวอย่่างสารสกััดใบกระท่่อมจำำ�นวน 15 ตััวอย่่าง  โดยชั่่�งตััวอย่่างผงใบกระท่่อม 0.200x กรััม 

ลงในหลอดเซ็็นตริฟิิวก์์ขนาด 15 มิิลลิิลิิตร จากนั้้�นเติิมเมทานอล 10 มิิลลิิลิิตร ผสมให้้เข้้ากัันด้้วย                   

เครื่่�อง Vortex  เป็็นเวลา 30 วิินาทีี  แล้้วนำำ�ไปสกััดด้้วยคลื่่�นเสีียงความถี่่�สููงท่ี่�อุุณหภููมิิ 60 องศาเซลเซีียส  

เป็็นเวลา 30 นาทีี นำำ�สารสกััดที่่�ได้้มาทำำ�ปั่่�นเหวี่่�ยง ท่ี่� 7,000 รอบต่่อนาทีี เป็็นเวลา 10 นาทีี เพื่่�อแยกเอา

เฉพาะสารสกััดส่่วนใส นำำ�ตะกอนไปสกััดซ้ำำ�� แล้้วนำำ�สารสกััดส่่วนใสมารวมกััน จากนั้้�นนำำ�สารละลายกรอง

ผ่่านเยื่่�อกรอง PTFE ขนาดรููพรุุน 0.22 ไมครอน นำำ�ไปวิิเคราะห์์หาปริิมาณไมทราไจนีีนด้้วยเครื่่�อง HPLC 

แล้้วนำำ�มาคำำ�นวณหาปริิมาณไมทราไจนีีนในหน่่วยมิิลลิิกรััมต่่อกรััม (mg/g) 

3. ผลและวิิจารณ์์ (Results and discussion) 

	 3.1	 การทดสอบความจำำ�เพาะเจาะจง (Specificity)

		ทำ  ำ�การวิิเคราะห์์สารละลายมาตรฐานผสมระหว่่าง สารละลายมาตรฐานของ 7-ไฮดรอกซีีไมทราไจนีีน 

ความเข้้มข้้น 1  ไมโครกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร และสารละลายมาตรฐานไมทราไจนีีน ความเข้้มข้้น 10 ไมโครกรััม

ต่่อมิิลลิิลิิตร ด้้วยเครื่่�อง HPLC รููปท่ี่� 1A แสดงโครมาโตแกรมของสารละลายมาตรฐานท่ี่�ได้้จากการวิิเคราะห์์ 

พบว่่า พีีคของ 7-ไฮดรอกซีีไมทราไจนีีนและพีีคของไมทราไจนีีนแยกจากกัันอย่่างชััดเจน โดยมีี Retention 

time เท่่ากัับ 5.39 และ 10.83 นาทีี ตามลำำ�ดัับ และเมื่่�อวิิเคราะห์์ตััวอย่่างสารสกััดใบกระท่่อม พบว่่า พีีค

ของไมทราไจนีีน มีี Retention time เท่่ากัับ 10.83 นาทีี ดัังรููปท่ี่� 1B ดัังนั้้�นวิิธีีวิิเคราะห์์นี้้�มีีความจำำ�เพาะ

เจาะจงสููง ปราศจากเมทริิกซ์์รบกวน
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รููปที่่� 1 โครมาโตแกรมของสารละลายมาตรฐานผสมระหว่่างสารละลายมาตรฐาน 7-ไฮดรอกซีีไมทราไจนีีนและสารละลาย
มาตรฐานไมทราไจนีีน (1A) และโครมาโตแกรมของตััวอย่่างสารสกััดใบกระท่่อม (1B)

รููปที่่� 2 กราฟมาตรฐานของสารมาตรฐานไมทราไจนีีนที่่�ความเข้้มข้้น 5-50 ไมโครกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร

	 3.2	 การทดสอบความเป็็นเส้้นตรงและช่่วงของการวิิเคราะห์์ (Linearity and range)

		  การทดสอบนี้้�ได้ก้ำำ�หนดช่ว่งการวิิเคราะห์ส์ารไมทราไจนีีนอยู่่�ในช่ว่งความเข้ม้ข้น้  5 – 50 ไมโครกรัมั

ต่่อมิิลลิิลิิตร เมื่่�อนำำ�สารมาตรฐานไมทราไจนีีนท่ี่�เตรีียมไว้้ไปวิิเคราะห์์ด้้วย HPLC ความเข้้มข้้นละ 3 ซ้ำำ��      

แล้้วนำำ�ค่่าเฉลี่่�ยมาเขีียนกราฟความสััมพัันธ์์ระหว่่างความเข้้มข้้นและพื้้�นท่ี่�พีีค จะได้้กราฟมาตรฐานที่่�มีี

สมการเส้้นตรง  y = 31221x – 10403 และมีีค่่า Correlation coefficient (r2) = 0.9996 ดัังรููปที่่� 2

	 3.3 การทดสอบความเที่่�ยง (Precision)

		  ความเที่่�ยง เป็็นความใกล้้เคีียงของค่่าท่ี่�ได้้จากการวิิเคราะห์์ซ้ำำ�� ๆ กัันหลายครั้้�งเพื่่�อดููการกระจาย

ของค่่าที่่�วิิเคราะห์์ได้้ในแต่่ละความเข้้มข้้น โดยเลืือกวิิเคราะห์์สารมาตรฐานไมทราไจนีีนความเข้้มข้้น 10, 

20 และ 40 ไมโครกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร และตััวอย่่างกระท่่อม จำำ�นวน 2 ตััวอย่่าง โดยวิิเคราะห์์แบบ Intra-day 

precision และแบบ Inter-day precision แล้้วนำำ�ผลการวิิเคราะห์์มารายงานผลในรููปของ %Relative 

standard deviation (%RSD) ดัังตารางที่่� 2
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ตารางท่ี่� 2 ผลการทดสอบความเท่ี่�ยง Intra-day และ Inter-day precision ของสารมาตรฐานไมทราไจนีีน และ

ในตััวอย่่างสารสกััดใบกระท่่อม (n = 6)

สารมาตรฐาน/
ตััวอย่่าง

Intra-day Inter-day

วัันที่่� 1 วัันที่่� 2 วัันที่่� 3

Mean ± SD %RSD Mean ± SD %RSD Mean ± SD %RSD

10 µg/mL 9.90 ± 0.16 1.64 9.91 ± 0.16 1.99 9.98 ± 0.23 2.29

20 µg/mL 19.95 ± 0.12 0.59 20.96 ± 0.46 2.19 21.04 ± 0.30 1.42

40 µg/mL 39.83 ± 0.29 0.72 40.74 ± 0.74 1.81 41.48 ± 0.81 1.94

Sample 1 20.58 ± 0.39 1.89 20.31 ± 0.34 1.68 20.84 ± 0.28 1.33

Sample 2 20.49 ± 0.30 1.46 20.34 ± 0.34 1.69 20.77 ± 0.24 1.17

		จ  ากผลการทดลองจะเห็็นได้้ว่่าค่่า %RSD ของ Intra-day และ Inter-day precision ของสาร

มาตรฐานทั้้�ง 3 ความเข้้มข้้น และของตัวัอย่่างใบกระท่่อมท่ี่�วิิเคราะห์์ได้้ เป็็นไปตามมาตรฐาน Standard 

method performance requirements for alkaloids of Mitragyna speciosa กำำ�หนดไว้ ้โดยผลการวิิเคราะห์์

ปริิมาณของไมทราไจนีีนมีีค่่า  %RSD ≤ 3% แสดงให้้เห็็นว่่าวิิธีีวิิเคราะห์์มีีความเที่่�ยงสููง

	 3.4	 การทดสอบความถููกต้้อง (Accuracy)

		  ความถููกต้้องของผลทดสอบ (Aaccuracy) เป็็นการแสดงความใกล้้เคีียงของค่่าที่่�วิิเคราะห์์ได้้          

ด้้วยวิิธีีการทดสอบนั้้�นกัับค่่าอ้้างอิิงหรืือค่่าจริง  สำำ�หรัับงานวิิจััยน้ี้�เนื่่�องจากไม่่สามารถหาสารมาตรฐาน

อ้้างอิิงได้้ จึึงทำำ�การเติิมสารมาตรฐานไมทราไจนีีน 3 ระดัับความเข้้มข้้น คืือความเข้้มข้้น 10.00, 20.00 และ 

40.00 ไมโครกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร ลงในตััวอย่่างใบกระท่่อมก่่อนการสกััด และวิิเคราะห์์หาปริิมาณไมทราไจนีีน 

แล้้วคำำ�นวณหา %Recovery พบว่่า มีีค่าอยู่่�ในช่่วง 100.19 – 103.26% ดัังแสดงในตารางที่่� 3 ซึ่่�งอยู่่�               

ในเกณฑ์์ที่่�ยอมรัับได้้ตาม Standard method performance requirements for alkaloids of Mitragyna 

speciosa ที่่�กำำ�หนดค่่าไว้้ในช่่วง 95-105 

ตารางท่ี่� 3 ค่่าร้้อยละการคืืนกลัับ (%Recovery) ของสารไมทราไจนีีนในตััวอย่่างสารสกััดใบกระท่่อม             

(n = 3)

ความเข้้มข้้นของ
ไมทราไจนีีนที่่�เติิม (mg/ml)

ร้้อยละการคืืนกลัับ
(%Recovery)

%RSD

10.00 101.99 ± 1.49 1.46

20.00 100.19 ± 0.81 0.80

40.00 103.26 ± 1.60 1.55
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	 3.5	 การทดสอบขีีดจำำ�กััดของการตรวจพบ (Limit of detection, LOD) และการประมาณค่่าขีีด

จำำ�กััดในการวััดเชิิงปริิมาณ (Limit of quantitation, LOQ)

		จ  ากการศึึกษาขีีดจำำ�กััดในการตรวจพบ (Limit of detection : LOD) และการประมาณค่่าขีีดจำำ�กััด

ในการวััดเชิิงปริิมาณ (Limit of quantitation : LOQ) ของไมทราไจนีีนโดยคำำ�นวณจากสมการในข้้อ 2.5.5 

เพื่่�อหาค่่า LOD และ LOQ พบว่่า เมื่่�อนำำ�ตััวอย่่างกระท่่อมท่ี่�ถููกสกััดไมทราไจนีีนออกแล้้ว มาสกััด                     

แล้้ววิิเคราะห์์ขีีดจำำ�กััดในการตรวจพบของไมทราไจนีีนเท่่ากัับ 0.108 มิิลลิิกรััมต่่อกรััม และมีีค่่าประมาณ

ขีีดจำำ�กััดในการวััดเชิิงประมาณเท่่ากัับ 0.125 มิิลลิิกรััมต่่อกรััม แสดงดัังตารางที่่� 4

ตารางท่ี่� 4 ผลการศึึกษาขีีดจำำ�กัดในการตรวจพบ (LOD) และการประมาณค่่าขีีดจำำ�กัดในการวััดเชิิงปริิมาณ 

(LOQ) ของไมทราไจนีีน

ลำำ�ดัับ
ปริิมาณไมทราไจนีีน
(มิิลลิิกรััมต่่อกรััม)

ร้้อยละของไมทราไจนีีน
(%w/w)

1 0.102 0.0102

2 0.102 0.0102

3 0.097 0.0097

4 0.103 0.0103

5 0.099 0.0099

6 0.098 0.0098

7 0.104 0.0104

8 0.097 0.0097

9 0.101 0.0101

10 0.099 0.0099

เฉลี่่�ย 0.100 0.0100

SD 0.00253 0.000253

%RSD 2.49 2.49

LOD = ( +3SD) 0.108 (107.6 ppm) 0.0110

การประมาณค่่า LOQ=( +10SD) 0.125 (125.1 ppm) 0.0130

*หมายเหตุ ุค่า่ท่ี่�ยอมรัับตามมาตรฐาน Standard method performance requirements for alkaloids of Mitragyna speciosa (2015) กำำ�หนด
 LOD 0.015% (150 ppm), LOQ ≤ 0.05 % (≤ 500 ppm)

		  หาขีีดจำำ�กััดในการวััดเชิิงปริิมาณ โดยทำำ�การเติิมสารละลายมาตรฐานไมทราไจนีีนท่ี่�ระดัับ                 

ความเข้้มข้้น  0.1251 มิิลลิิกรััมต่่อกรััม (จากการคำำ�นวณค่่าประมาณ LOQ) และทำำ�การวิิเคราะห์์                                      

ด้้วยเครื่่�อง HPLC แสดงผลดัังตารางที่่� 5 พบว่่า %Recovery ของไมทราไจนีีนอยู่่�ในช่่วง 99.02-102.39% 

และมีีค่า่ %RSD = 1.44 ซ่ึ่�งอยู่่�ในเกณฑ์์การยอมรับัในช่ว่ง 95-105% และค่า่ %RSD ≤ 3 แสดงว่า่ขีีดจำำ�กัด

ในการวััดเชิิงปริิมาณ (LOQ) ของไมทราไจนีีนมีีความถููกต้้องและมีีความเที่่�ยงที่่�ยอมรัับได้้
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ตารางที่่� 5 การพิิสููจน์์ขีีดจำำ�กััดในการวััดเชิิงปริิมาณ (LOQ) ของไมทราไจนีีนในหน่่วย มิิลลิิกรััมต่่อกรััม

ช่่วงความเข้้มข้้นที่่�พิิสููจน์์

ปริิมาณไมทราไจนีีน (มิิลลิิกรััมต่่อกรััม)

No. %Recovery
ปริิมาณไมทราไจนีีน

ในตััวอย่่างที่่�วิิเคราะห์์ได้้

ความเข้้มข้้น
(0.1251 มิิลลิิกรััมต่่อกรััม)

1 101.65 0.1260

2 102.09 0.1266

3 102.39 0.1270

4 99.47 0.1233

5 102.28 0.1268

6 99.86 0.1238

7 99.02 0.1228

เฉลี่่�ย 0.1252

SD 0.0018

%RSD 1.440

	 3.6	 การวิิเคราะห์์ไมทราไจนีีนในตััวอย่่างใบกระท่่อมจากแหล่่งต่่าง ๆ 

		จ  ากการสำำ�รวจและเก็็บตัวัอย่่างใบกระท่่อมแหล่่งต่า่ง ๆ  ในพื้้�นที่่�ภาคกลาง 3 จังัหวััด ได้แ้ก่่ ปทุุมธานีี

นนทบุุรีี และนครปฐม และในพื้้�นที่่�ภาคใต้้ 4 จัังหวััด ได้้แก่่ ชุุมพร นครศรีีธรรมราช กระบี่่� และสตููล              

รวมจำำ�นวน 15 ตััวอย่่าง  มาสกััดและวิิเคราะห์์ด้้วยเทคนิิค HPLC พบว่่า ตััวอย่่างใบกระท่่อมมีีปริิมาณ       

ไมทราไจนีีน อยู่่�ในช่่วง 2.30 – 25.54 มิิลลิิกรััมต่่อกรััม โดยภาคกลางอยู่่�ในช่่วง  14.59 – 25.54 มิิลลิิกรััมต่่อกรััม

และภาคใต้้ อยู่่�ในช่่วง 2.30 – 23.09  มิิลลิิกรััมต่่อกรััม ดัังรููปท่ี่� 3 ซ่ึ่�งในแต่่ละแหล่่งพื้้�นท่ี่�ใบกระท่่อมมีีปริิมาณ           

ไมทราไจนีีนแตกต่่างกัันไปตามปััจจััยพื้้�นท่ี่�ปลููก สายพัันธุ์์� อายุุ และฤดููกาลเก็็บเกี่่�ยว [2] โดยผลการวิิเคราะห์์         

พบปริิมาณสารไมทราไจนีีนอยู่่�ในช่่วงท่ี่�สอดคล้้องกัับงานวิิจััยท่ี่�ได้้ทำำ�การสำำ�รวจพืชกระท่่อมในประเทศไทย [13]   

รููปที่่� 3 ปริิมาณไมทราไจนีีนที่่�วิิเคราะห์์ได้้ในตััวอย่่างใบกระท่่อมแหล่่งต่่าง ๆ จากภาคกลางและภาคใต้้
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4. สรุุป (Conclusion)

	 การตรวจสอบความใช้้ได้้ของวิิธีีการวิิเคราะห์์ปริิมาณไมทราไจนีีนในตััวอย่่างสารสกััดใบกระท่่อมด้้วย

เทคนิคิ HPLC โดยดััดแปลงพัฒันาวิธิีีทดสอบมาจากวิธีิีของ AOAC และ Limsuwanchote และคณะ และ

ทำำ�การตรวจสอบคุณุลักัษณะเฉพาะต่า่ง ๆ  ได้แ้ก่ ่ความจำำ�เพาะเจาะจง ช่ว่งความเป็น็เส้น้ตรง ความถููกต้อ้ง

ความเที่่�ยง ขีีดจำำ�กััดในการตรวจพบ ขีีดจำำ�กััดในการวััดปริิมาณ พบว่่า ผลที่่�วิิเคราะห์์ได้้เป็็นไปตามเกณฑ์์

การยอมรัับของวิิธีีทดสอบตามมาตรฐาน Standard method performance requirements for alkaloids 

of Mitragyna speciosa  และวิิธีีวิเิคราะห์์สามารถใช้้หาปริิมาณไมทราไจนีีนในตัวัอย่่างสารสกััดใบกระท่่อม

จากแหล่่งต่่าง ๆ ได้้ โดยวิิธีีที่่�พััฒนานี้้�มีีความน่่าเชื่่�อถืือ และเหมาะสมสำำ�หรัับการตรวจหาปริิมาณ                     

สารไมทราไจนีีนในตััวอย่่างสารสกััดใบกระท่่อม 
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