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บทคัดยอ 
 
 งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือพัฒนาและตรวจสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะหสําหรับสารดีเมทิลวีดีโลแลคโตน และสาร
วีดีโลแลคโตน ดวยเทคนิค HPLC – PDA ของสารสกัดจากตนกะเม็งดวยวิธีการสกัดท่ีตางกัน ผลการทดลองเลือกสภาวะท่ี
เหมาะสมสําหรับการแยกสารดีเมทิลวีดีโลแลคโตน และสารวีดีโลแลคโตน คือ เฟสเคลื่อนท่ีท่ีมีสวนผสมของเมทานอลและ
สารละลายกรดฟอรมิก 0.05% (โดยปริมาตร) อัตราสวน 95:5 (โดยปริมาตร) กําหนดอัตราการไหลเทากับ 0.6 มิลลิลิตรตอนาที ใช
การชะแบบแกรเดียนท จากการตรวจความใชไดของวิธีทดสอบในการวิเคราะหสารดีเมทิลวีดีโลแลคโตน และสารวีดีโลแลคโตน 
พบวามีคาขีดจํากัดต่ําสุดของการตรวจวัด  เทากับ 0.41 µg L-1 และ 0.004 µg L-1 ตามลําดับ ขีดจํากัดต่ําสุดของการหาปริมาณ 
เทากับ 1.37 µg L-1 และ 0.013 µg L-1 ตามลําดับ ศึกษาความสัมพันธเชิงเสนตรงของสารดีเมทิลวีดีโลแลคโตน พบวามีชวงความ
เขมขน 5.0 – 25 µg L-1 มีคาสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ เทากับ 0.998 และสารวีดีโลแลคโตน มีชวงความเขมขน 1.0 – 25 µg L-1 มี
คาสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ เทากับ 0.999 ตรวจสอบความเท่ียงของวิธีวิเคราะห จากผลการทดลองซ้ําในวันเดียวกันโดยศึกษารอย
ละสวนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ สารดีเมทิลวีดีโลแลคโตนมีคาอยูในชวง 0.38 – 1.61 และสารวีดีโลแลคโตนอยูในชวง 1.18 – 
1.46 และผลการทดลองซ้ําในแตละวันของสารดีเมทิลวีดีโลแลคโตนอยูในชวง 0.34 – 0.47 และสารวีดีโลแลคโตนอยูในชวง 0.59 
– 1.20 ตรวจสอบความแมนของวิธีวิเคราะห โดยวิธี spiked placebo recovery method พบวา รอยละการกลับคืนของสารดี
เมทิลวีดีโลแลคโตนอยูในชวง 89.21 – 97.00% และสารวีดีโลแลคโตนอยูในชวง 100.52 – 100.81 และโดยวิธี standard 
addition method พบวา รอยละการกลับคืนของสารดีเมทิลวีดีโลแลคโตนอยูในชวง 103.01 – 104.93 และสารวีดีโลแลคโตนอยู
ในชวง 89.69 – 105.94 อยูในเกณฑการยอมรับไดท้ัง 2 วิธี  ผลการศึกษาวิธีการสกัดสารดีเมทิลวีดีโลแลคโตน และสารวีดีโลแลค
โตน จากตนกะเม็งดวยวิธีแชหมัก วิธีใชคลื่นเหนือเสียงชวยและวิธีการตม พบสารดีเมทิลวีดีโลแลคโตน มีปริมาณท่ีไมแตกตางกัน
อยางมีนัยสําคัญท้ัง 3 วิธี สวนสารวีดีโลแลคโตน พบเฉพาะในวิธีแชหมักและวิธีใชคลื่นเหนือเสียงชวย 
 
 คําสําคัญ: ดีเมทิลวีดโีลแลคโตน วีดีโลแลคโตน เอชพีแอลซ ี– พีดีเอ 
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Abstract 
This research aimed to develop and validate the method for the analysis of demethylwedelolactone 

and wedelolactone in extracted Kameng samples by HPLC – PDA. Various types of Kameng extractions were 
examined. The optimum condition for separation of demethylwedelolactone and wedelolactone was 99.9% 
(v/v) methanol and 0.05% (v/v) formic acid at the ratio 95:5 (v/v) as mobile phase. The mode of operation 
was gradient elution. The results of method validation to analyze demethylwedelolactone and 
wedelolactone were found as follows: the limit of detection (LOD) 0.41 µg L-1 and 0.004 µg L-1, respectively, 
and the limit of quantification (LOQ) 1.37 µg L-1 and 0.013 µg L-1 respectively. The linearity of 
demethylwedelolactone in the working range was 5.0 – 25 µg L-1 (r2=0.998), and wedelolactone in the 
working range was 1.0 – 25 µg L-1 (r2=0.999). The method validation of precision for intraday precision of 
demethylwedelolactone and wedelolactone were found as 0.38 – 1.61 and 1.18 – 1.46, respectively. The 
intraday precision of demethylwedelolactone and wedelolactone were found as 0.34 – 0.47 and 0.59 – 1.20 
respectively. The percentage of relative standard deviation (%RSD) and accuracy was performed by the spiked 
standard method. The recovery of demethylwedelolactone and wedelolactone were found as 89.21 – 97.00% 
and 100.52 – 100.81% respectively.  For standard addition method, the recovery of demethylwedelolactone 
and wedelolactone were found as 103.01 – 104.93% and 89.69 – 105.94% respectively. The recovery of 
demethylwedelolactone and wedelolactone from both methods was acceptable. Optimum extraction 
condition of demethylwedelolactone and wedelolactone from Kameng were investigated using maceration, 
ultrasound-assisted extraction and decoction. The results show that contents of demethylwedelolactone 
obtained from the three extraction methods were not significantly different, whereas wedelolactone was 
found only in maceration and ultrasound-assisted methods. 
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ลิขสิทธ์ิโดย คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี 

บทนํา  
  การหาปรมิาณวิเคราะหควรมีการควบคุมคุณภาพและการประเมินความเหมาะสมของวิธีวิเคราะหเพ่ือใหไดผลลัพธท่ี
ถูกตองแมนยํามีความจําเพาะตอสารท่ีตองการวิเคราะหเกิดความเช่ือมั่นจึงจําเปนตองทําการตรวจความใชไดของวิธีทดสอบ 
(method validation) ดวยเทคนิค HPLC – PDA เพ่ือยืนยันคุณลักษณะเฉพาะของวิธีวิเคราะหดวยวิธีทางสถิติโดยการหา
พารามิเตอรท่ีเก่ียวของ เชน การวิเคราะหขีดจํากัดต่ําสดุของการตรวจวัด (limit of detection, LOD) ขีดจํากัดต่ําสุดของการหา
ปริมาณ (limit of quantification, LOQ) ความแมนของวิธีวิเคราะห (accuracy) ความเท่ียงของวิธีวิเคราะห (precision) การ
วิเคราะหความสัมพันธเชิงเสนตรง (linearity) (Chansuvarn, 2021)  

 
สารดเีมทิลวีดีโลแลคโตน (demethylwedelolactone) และสารวีดีโลแลคโตน (wedelolactone) เปนสารในกลุม 

coumestans ท่ีพบในตนกะเม็ง (Eclipta prostrata) มีโครงสรางทางเคมีดังภาพท่ี 1  มีฤทธ์ิตานไวรัส ตานอักเสบ ลดระดับไขมัน
ในเลือด ปกปองตับ ตานมะเร็งและมีฤทธ์ิปกปองระบบประสาทกระตุนการสรางรากผม (Jaisin, 2016; Sasidharan et al., 2011)  
มีรายงานวาวิธีการสกัดท้ังแบบดั้งเดิม เชน วิธีแชหมัก (maceration) การแช (percolation) การตม (decoction) การตุน 
(digestion) หรือใชเทคโนโลยเีขามาชวย เชน สกัดดวยคลื่นไมโครเวฟ (microwave extraction) สกัดสารโดยวิธีใชคลื่นเหนือเสียง
ชวย ultrasound-assisted extraction หรือ sonication extraction และชนิดของตัวทําละลายมีผลตอชนิดและปรมิาณของ
สารสําคัญ จากการศึกษาของ Aderogba et al. (2007) พบวาสารสกัดจากสมุนไพรในตัวทําละลายท่ีมีข้ัวมากมีฤทธ์ิตานอนุมลู
อิสระมากกวาสารสกัดสมุนไพรท่ีไดจากตัวทําละลายท่ีมีข้ัวนอย การศึกษาของ Kumar and Dhanani (2013) พบวาตัวทําละลาย
ท่ีมีข้ัวมาก เชน เอ็น – บิวทานอล (n-butanol) เอตทิลอะซเิตต (ethylacetate) และ เมทานอล (methanol) พบปริมาณสาร 
wedelolactone สูงกวาตัวทําละลายท่ีมีข้ัวนอย เชน เฮกเซน (hexane) คลอโรฟอรม (chloroform) สวนการศึกษาปริมาณของ
สารท้ังสองชนิดโดยเทคนิค HPLC ท่ีมีความแมนยําสูง ดังแสดงใน ตารางท่ี 4 

 
สารสกัดจากสมุนไพรนิยมเพ่ือใชเปนสวนผสมในผลิตภัณฑน้ันตองมีความปลอดภัยตามมาตรฐานองคการอาหารและยา

กําหนด ดังน้ันตัวทําละลายจึงมีสวนสาํคัญในการนํามาใชในการสกัดสารสาํคัญจากพืช ในงานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคในการพัฒนาและ
การตรวจความใชไดของวิธีทดสอบในการวิเคราะหสาร demethylwedelolactone และสาร wedelolactone ดวยเทคนิค 
HPLC – PDA ของสารสกัดจากตนกะเม็งดวยวิธีการสกัดและชนิดของตัวทําละลายท่ีมีความปลอดภัยสูงในสัดสวนความเขมขนท่ี
แตกตางกัน เพ่ือใชเปนแนวทางใหไดสารสําคัญท้ังสองชนิดท่ีปลอดภัยสําหรับใชเปนสวนผสมในผลิตภัณฑตอไป  

 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 1 โครงสรางทางเคมีของสาร demethylwedelolactone (DWL)  
และสาร wedelolactone (WL) (Mendes et al., 2014) 

 

วิธีดําเนินการวิจัย  
 

สารเคมีและสารมาตรฐาน  
 สารเคมี : Ethanol AR grade >95%, Methanol HPLC grade >99%, Acetonitrile HPLC grade >98%, 
Formic acid LC-MS grade >98%, Acetic acid HPLC grade >98%, Demethylwedelolactone AR grade (CAS No; 
6458-55-9) >98%, wedelolactone AR grade (CAS No; 524-12-9) >98% 
 

 

    DWL                                             WL 
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อุปกรณและเคร่ืองมือ 
 อุปกรณและเคร่ืองมือ : เครื่อง HPLC ยี่หอ Waters รุน Waters 717 คอลัมน ยี่หอ Waters รุน ReliantTM C18, 
pump ยี่หอ Waters รุน Waters 600 pump/controller, สวนตรวจวัด ยี่หอ Waters รุน WatersTM PDA 996 เครื่อง 
ultrasonic ยี่หอ Elma Schmidbauer GmbH รุน Elmasonic P 180 H เครื่อง rotary evaporator ยี่หอ Buchi รุน 
R205 เครื่อง freeze dryer ยี่หอ Christ รุน Alpha1-2LD  

การสกัดสารจากตนกะเม็ง 
วิธีท่ี 1 วิธีการแชหมัก ช่ังผงกะเม็งแหง 50 g เติมลงในเอทานอลเขมขน 95% (v/v) ปริมาตร 500 mL ในขวดสีชา

ปดฝาขวดใหสนิท เขยาใหเขากัน วางไวบนเครื่อง shaker เปดเขยาเบา ๆ เปนเวลา 3 วัน ท่ีอุณหภูมิหอง นํานํ้าหมักเอทา
นอลมากรองผานกระดาษกรอง Whatman no.1 แลวนํากากตัวอยางท่ีผานการหมักรอบแรกมาเตมิเอทานอลเพ่ือหมักตอไป
อีก 2 ครั้ง นํานํ้าหมักเอทานอลท่ีกรองไดไปรวมกับท่ีกรองไดครั้งแรก นําไประเหยเอทานอลออกดวยเครื่อง rotary 
evaporator (Sasidharan et al., 2011) 

วิธีท่ี 2 วิธีใชคลื่นเหนือเสียงชวย ช่ังผงกะเม็งแหง 50 g เติมลงในเอทานอลเขมขน 70% (v/v) ปริมาตร 500 mL 
นําไปสกัดดวยเครื่อง ultrasonic กําหนดคลื่นความถ่ี 120 kHz อุณหภูมิ 80 °C เวลา 8 ช่ัวโมง ตั้งไวใหเย็น กรองผาน
กระดาษกรอง Whatman no.1 นําไประเหยเอทานอลออกดวยเครื่อง rotary evaporator จากน้ันนําไปทําใหแหงดวยเครื่อง 
freeze dryer (Lee, 2017) 

วิธีท่ี 3 การสกัดดวยวิธีการตม นําผงกะเม็งแหงปริมาณ 50 g เติมลงในนํ้าเดือด ปริมาตร 500 mL ตมตอไป 5 นาที 
ตั้งไวใหเย็นแลวนํามากรองผานกระดาษกรอง Whatman no.1 นําไปทําใหแหงดวยเครื่อง freeze dryer เก็บตัวอยางท่ีแหง
ในถุงสีชาแชในตูเย็นเพ่ือใชในการทดลองตอไป (Chumark et al., 2008) 

ช่ังสารสกัดจากท้ัง 3 วิธี ขนาด 20  มิลลิกรัม ละลายในเมทานอล 20 mL มีความเขมขน 1 mg mL-1 จากน้ัน ทํา
การกรองดวย filter membrane ชนิด nylon ขนาด 0.45 ไมครอน ปเปตสารสกัดปริมาตร 1,000 µL เจือจางดวย
สารละลายเมทานอลปริมาตร 10 mL จะไดความเขมขน 100 mg L-1  

 

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน demethylwedelolactone และ wedelolactone 
 เติมสารละลายเมทานอลลงในขวดบรรจุสารมาตรฐาน demethylwedelolactone ขนาด 20 mg และ 
สารละลายมาตรฐาน wedelolactone ขนาด 20 mg ขวดละ 1,000 µL ไดสารละลายมาตรฐานเขมขน 20 mg mL-1  กรอง
ดวย filter membrane ชนิด nylon ขนาด 0.45 ไมครอน เก็บในตูเย็น – 20 0C ใชเปน stock standard solution  

เตรียมสารละลายมาตรฐานสําหรบัชวงการวิเคราะห (working range) โดยปเปตสารละลายมาตรฐานจาก stock 
standard solution ปรมิาตร 250 µL ปรับปริมาตรดวยเมทานอลเปน 50 mL จะไดความเขมขน 100 µg mL-1 จากน้ันป
เปตสารมาตรฐานความเขมขน 100 µg mL-1  ปริมาตร 125 µL ปรับปริมาตรดวยเมทานอลเปน 50 mL จะไดความเขมขน 
250 µg L-1  จากน้ันปเปตสารมาตรฐานความเขมขน 250 µg L-1  ปริมาตร 0.1, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 mL ปรับปริมาตร
ดวยเมทานอลเปน 25 mL จะไดความเขมขน  0, 1.0, 5.0, 10.0, 15.0, 20.0 และ 25.0 µg L-1 ตามลําดับ 
    

การวิเคราะหสาร demethylwedelolactone และสาร wedelolactone ดวยเทคนิค HPLC – PDA 
เท ค นิ ค  HPLC – PDA ป รั บ ป รุ งจ าก วิ ธี ข อ ง  Mendes et al. (2014) โด ย วิ เค ร าะ ห ห าป ริ ม าณ ส า ร 

demethylwedelolactone และสาร wedelolactone ดวยเครื่องโครมาโทกราฟชนิดของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) บริษัท 
Waters (USA) รุน Waters 717, Waters 600 pump/controller ตรวจวัดสัญญาณดวย photo diode array (PDA) 
detector กําหนดความยาวคลื่นท่ี 352 นาโนเมตร ใชคอลัมน ReliantTM C18 reverse phase ขนาดเสนผานศูนยกลาง
ภายใน 4.6 mm ความยาว 250 mm ขนาดอนุภาค 5 µm อัตราการไหล 0.6 mL min-1 ปริมาตรของสารท่ีฉีด 10 µL 
ระยะเวลาท่ีใชวิเคราะห (run time) 15 min โดยศึกษาความแตกตางของเฟสเคลื่อนท่ีท้ังหมด 6 สภาวะ เพ่ือหาสภาวะท่ี
เหมาะสมในการแยกสาร demethylwedelolactone และสาร wedelolactone ออกจากกัน ดังตารางท่ี 1 
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ตารางท่ี 1 การศึกษาสภาวะสาํหรับ HPLC ในการตรวจวิเคราะห demethylwedelolactone และ wedelolactone 
 

    Conditions Mobile phase formula Ratio (v/v) 
 
Gradient 

1 
2 
3 

A: Methanol, B: 0.05  % Acetic acid 
A: Methanol, B: 0.05% Formic acid 
A: Methanol, B: Acetonitrile 

0 min, (5%) B  
3 min, (50%) B 
8 min, (20%) B 
9 - 15 min, (5%) B 

 
Isocratic 

4 
5 
6 

A: Methanol, B: 0.05% Acetic acid 
A: Methanol, B: 0.05% Formic acid 
A: Methanol, B: Acetonitrile 

5% B 
5% B 
30% B 

 
การตรวจสอบความใชไดของวิธีทดสอบ (Method validation) 

การกําหนดขอบเขตในการตรวจสอบความใชไดของวิธีทดสอบไดตรวจสอบตามวิธีของ Chansavarn (2021) โดย
การตรวจสอบความใชไดของวิธีทดสอบ (ตอนท่ี 2) คุณลักษณะเฉพาะท่ีแสดงคุณสมบัติของวิธีโดยศึกษาพารามิเตอรท่ี
เก่ียวของ ดังน้ี  

- ขีดจํากัดต่ําสุดของการตรวจวัด (LOD) และขีดจํากัดต่ําสุดของการหาปริมาณ (LOQ) โดยวิธี based on signal 
to noise โดยการฉีดสารละลายเมทานอล (blank) จํานวน 10 ซ้ํา ทําการวิเคราะหสัญญาณวัดไดจาก blank เปรียบเทียบกับ
สัญญาณของสาร demethylwedelolactone และสาร wedelolactone โดย LOD กําหนดจากคาความเขมขนของสาร 
demethylwedelolactone และสาร wedelolactone ท่ีเครื่องมือวิเคราะหสามารถตรวจวัดสัญญาณได คาท่ียอมรับคือ 3 
ตอ 1 สวน LOQ กําหนดจากปริมาณต่ําสุดของสาร demethylwedelolactone และสาร wedelolactone ท่ีเครื่องมือ
วิเคราะหสามารถตรวจวัดสัญญาณได คาท่ียอมรับคือ 10 ตอ 1 

ความสัมพันธเชิงเสนตรง (linearity) เตรียมสารละลายมาตรฐานความเขมขน 1.0, 5.0, 10.0, 15.0, 20.0 และ 
25.0 µg L-1  วิเคราะหความเขมขนละ 3 ซ้ํา นําคาท่ีไดมาสรางกราฟความสัมพันธเชิงเสนระหวางสัญญาณกับความเขมขน
สารมาตรฐานโดยวิเคราะหพิสัยของเสนตรง (linear range) โดยการเติมสารมาตรฐานความเขมขน 0.00, 0.75, 1.50 และ 
7.50 µg L-1  ในตัวอยางท่ีสกัดดวยวิธีแชหมัก โดยวิเคราะหความเขมขนละ 7 ซ้ํา คํานวณหาคาเฉลี่ย และ %recovery ท่ีแต
ละความเขมขน เขียนกราฟความสัมพันธระหวางสัญญาณกับความเขมขน (ระหวางพ้ืนท่ีใตกราฟกับความเขมขน)  

- ความเท่ียงของวิเคราะห (precision) โดยการ spiked samples ดวยสารมาตรฐานท่ีมีความเขมขน 7.50 µg L-1 
ทําการวิเคราะห 3 ซ้ํา นําคาท่ีไดมาคํานวณหา %RSD จากสูตร 

 

 
 

- ความแมนของวิธีวิเคราะห (accuracy)  ) โดยการ spiked samples ดวยสารมาตรฐานท่ีมีความเขมขน 7.50 µg 
L-1 ทําการวิเคราะห 9 ซ้ํา นําคาท่ีไดมาคํานวณหา %Recovery จากสูตร  

 

 
 

กําหนดให C1 = ปริมาณสาร DWLและ WL ในตัวอยางสารสกัด ท่ีเตมิดวยสารมาตรฐาน DWL และ WL  
 C2 = ปริมาณสาร DWL และ WL ในตัวอยางสารสกัด 
 C3 = ปริมาณสารมาตรฐาน DWL และ WL ท่ีเติมลงในตัวอยางสารสกัด 
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ผลการวิจัยและอภิปรายผล  
การตรวจสอบชวงคลื่นแสงท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห demethylwedelolactone และ wedelolactone โดย

พิจารณาจากชวงคลื่นแสงท่ีสามารถดูดกลืนแสงไดอยูระหวาง 190 นาโนเมตร ถึง 400 นาโนเมตร สเปกตรัมท่ีแสดงคาการ

ดูดกลืนสูงสุด (λmax)  ท่ีความยาวคลื่น 206.8 นาโนเมตร และ 351.9 นาโนเมตร (ภาพท่ี 3c)  เมื่อพิจารณาความยาวคลื่น
ต่ําสุดท่ีดูดกลืนรังสี (UV cut off) ของตัวทําละลายตองมีคานอยกวาความยาวคลื่นสูงสุดของสารท่ีตองการวิเคราะหพบวา 
ความยาวคลื่นต่ําสุดท่ีดูดกลืนรังสขีองเมทานอลเทากับ 205 นาโนเมตร ซึ่งมีคาใกลเคียงกับความยาวคลื่นของสารท่ีตองการ
วิเคราะห คือ 206 นาโนเมตร อาจทําใหเกิดความคลาดเคลื่อนในการวิเคราะห ประกอบกับผล PDA contour plot 
spectrum (3a) เมื่อ extract โครมาโทแกรมท่ีความยาวคลืน่ 352 นาโนเมตร พบวา ลักษณะของ contour plot ของสารท้ัง 
2 ชนิดสามารถแยกออกจากกันไดอยางสมบูรณมีคา retention time มากกวา 0.3 min แสดงวาสเปกตรัมท่ีไดมีความ
บริสุทธ์ิ โดยยืนยันคาการดูดกลืนแสงและ peak purity จาก Chromatogram Plot (3b) ท่ีชวงคลื่น 352 นาโนเมตร มี
ความจําเพาะของสารท้ัง 2 ชนิด ดังน้ันชวงคลื่นท่ีเหมาะสมสําหรับการวิเคราะหสาร demethylwedelolactone และสาร 
wedelolactone  ท่ีทําละลายดวยเมทานอลคือชวงคลื่น 352 นาโนเมตร  (Snyder et al, 1997)  

 

 

ภาพท่ี 2 การตรวจวัดสเปคตรัมการดูดกลืนแสดงของ demethylwedelolactone และ wedelolactone ดวย HPLC-PDA 
(a) Contour Plot Spectrum โดย extract โครมาโทแกรม (b)  peak purity จาก Chromatogram Plot และ  

(c) การสแกนสเปกตรัมท่ีความยาวคลื่น 352 นาโนเมตรของ demethylwedelolactone และสาร wedelolactone 
 

จากการศึกษาการแยกสาร demethylwedelolactone และสาร wedelolactone โดยกําหนดการไหลของเฟส
เคลื่อนท่ีและสัดสวนท่ีเหมาะสมตอการแยกของสารท้ังสองชนิดจากท้ัง 2 ระบบ คือ ระบบ gradient ในสภาวะท่ี 1 ถึง 3 และ
ระบบ isocratic ในสภาวะท่ี 4 ถึง 6 ท่ีปรากฏใหเห็นในโครมาโทแกรม (ภาพท่ี 4)  พบวาระบบ isocratic ท้ัง 3 สภาวะ 
peak ของสาร demethylwedelolactone และสาร wedelolactone ไมสามารถแยกออกจากกัน จึงเปลี่ยนมาใชระบบ 
gradient ตามการศึกษา Morel et al. (2017) พบวา ในระบบ gradient สภาวะท่ี 3  เฟสเคลื่อนท่ีเปนสารละลายกลุมไมมี
ข้ัว peak ของสารท้ังสองชนิดไมสามารถออกจากกันได สวนในสภาวะท่ี 1 peak ของสารท้ังสองชนิดแยกออกกันได แต
ปรากฏเสนฐานยกข้ึน (base line drift) ในขณะท่ี ระบบ gradient สภาวะท่ี 2 ซึ่งเฟสเคลื่อนท่ีประกอบดวยเมทานอลเขมขน 
99.9% (v/v) และกรดฟอรมิกเขมขน 0.05% (v/v) กําหนดการไหลของเฟสเคลื่อนท่ีแบบ gradient (ตารางท่ี 1) พิจารณา
โครมาโทแกรมพบวา peak ของสาร demethylwedelolactone และสาร wedelolactone แยกออกจากอยางชัดเจน อาจ
เกิดจากโครงสรางของสารท้ังสองชนิดคลายกัน แตกตางกันตรงหมู Methyl group ของสาร wedelolactone และหมู 
Hydroxyl group ของสาร demethylwedelolactone การใช เฟสคงท่ี เปน reversed phase ซึ่ งเปน เฟสท่ี ไมมี ข้ั ว
(nonpolar) จะส าม ารถห น ว งส าร ท่ี ไม มี ข้ั ว ไว แ ล ะชะส าร ท่ี มี ข้ั วออกมาก อน  จากผลการศึ กษ าพ บ ว าส าร 
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demethylwedelolactone จะ ถู กชะออ กม าก อน  แส ด งว า ส าร  demethylwedelolactone มี ข้ั วม าก กว าส าร 
wedelolactone การลดสัดสวนสารละลาย B (กรด) เปนการลดความมีข้ัวในเฟสเคลื่อนท่ีใหเหมาะสมท่ีจะทําใหสาร 
wedelolactone ท่ีมีข้ัวนอยกวาถูกชะออกมาในท่ีสุด มีรายงานการวิจัยวาการเติมกรดฟอรมิกในเฟสเคลื่อนท่ีทําใหโครมาโท
แกรมมี resolution สูงข้ึน และมีพีค sharp ข้ึน (Phale et al., 2010) ดังน้ันจึงทําการตรวจความใชไดของวิธีทดสอบของ
สาร demethylwedelolactone และสาร wedelolactone ในระบบ gradient ในสภาวะท่ี 2  
 

 
 

ภาพท่ี 3 โครมาโทแกรมของสารมาตรฐานสาร demethylwedelolactone  
และสาร wedelolactone ความเขมขน 250 µg L-1 จากความแตกตางของสภาวะเฟสเคลื่อนท่ี 

 
ผลการตรวจความใชไดของวิธีทดสอบของสาร demethylwedelolactone และสาร wedelolactone (ตารางท่ี 

2) พบวามีขีดจํากัดต่ําสุดของการตรวจวัด (LOD) เทากับ 0.41 µg L-1 และ 0.004 µg L-1 ตามลําดับ ขีดจํากัดต่ําสุดของการ
หาปริมาณ (LOQ) เทากับ 1.37 µg L-1 และ 0.013 µg L-1 ตามลําดับ  

ความสัมพันธเชิงเสนตรง (linearity) ระหวางพ้ืนท่ีใตกราฟกับความเขมขนของสาร demethylwedelolactone 
ในชวงความเขมขน 5.0 – 25 µg L-1 คา r2 เทากับ 0.998 และสาร wedelolactone ในชวงความเขมขน 1.0 – 25 µg L-1 มี
คา r2 เทากับ 0.999 ซึ่งอยูในเกณฑการยอมรับไดคือ > 0.995 

การตรวจสอบความเท่ียงของวิธีวิเคราะห (precision) โดยคํานวณจากรอยละความเบ่ียงเบนมาตรฐาน (%RSD) 
พบวา ผลการทดลองซ้ําในวันเดียวกัน (intraday precision) คา %RSD ของสาร demethylwedelolactone อยูในชวง 
0.38 – 1.61 และสาร wedelolactone อยูในชวง 1.18 – 1.46 สวน %RSD ของผลการทดลองซ้ําในแตละวัน (interday 
precision) ของสาร demethylwedelolactone อยูในชวง 0.34 – 0.47 และสาร wedelolactone อยูในชวง 0.59 – 
1.20 ซึ่งอยูในเกณฑท่ียอมรับไดตามมาตรฐานท่ีกําหนดคือคา %RSD < 2 โดยทําการทดลองซ้ําในแตละวันจํานวน 2 วัน  

ความแมนของวิธีวิเคราะห (accuracy) พิจารณาจากรอยละของการกลับคืน (%Recovery) ของสารมาตรฐานท่ี
เติมลงในตัวอยางท่ีสกัดดวยวิธีการแชหมักโดยวิธี spiked placebo recovery method พบวา %recovery ของสาร 
demethylwedelolactone อยูในชวง 89.21 – 97.00% และสาร wedelolactone อยูในชวง 100.52 – 100.81% และ
โดยวิธี standard addition method จํานวน 3 ความเขมขนคือ 0.75, 1.50 และ 7.50 µg L-1 พบวา %recovery ของสาร 
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demethylwedelolactone อยูในชวง 103.01 – 104.93% และสาร wedelolactone อยูในชวง 89.69 – 105.94% อยู
ในเกณฑท่ียอมรับไดคือระหวาง 80 - 110% ตามเกณฑท่ีมาตรฐานกําหนด  
 
ตารางท่ี 2 การวิเคราะหประสิทธิภาพของคุณลักษณะเฉพาะ 
 

Parameters Information Demethylwedelolactone Wedelolactone 
LOD  (3:1) 0.41 µg L-1 0.004 µg L-1 
LOQ (10:1) 1.37 µg L-1 0.013 µg L-1 
Linearity Range 5 – 25 µg L-1 1 – 25 µg L-1 

r2 0.998 0.999 
Equation Y = 4216.8x + 47184 Y = 3860.8x + 3520.8 

Precision 
(%RSD) 

Intraday precision (n = 7) 0.38 – 1.61 1.18 – 1.46 
Interday precision (n > 10) 0.34 – 0.47 0.59 – 1.20 

Accuracy 
(%Recovery) 

Spiked placebo recovery method 89.21 – 97.00% 100.52 – 100.81% 
Standard addition method 103.01 – 104.93% 89.69 – 105.94% 

 

การวิเคราะหปริมาณสาร demethylwedelolactone และ สาร wedelolactone ดวยเครื่อง HPLC-PDA 
ตัวอยางโครมาโทแกรมดังแสดงในภาพท่ี 6 ของสารสกัดจากตนกะเม็งจากวิธีการสกัด 3 วิธี ประกอบดวย วิธีแชหมัก วิธีใช
คลื่นเหนือเสียงชวยและวิธีการตม พบปริมาณสาร demethylwedelolactone เทากับ 0.79, 0.78 และ 0.73 µg mg-1 ของ
สารสกัดตามลําดับ ซึ่งปริมาณสาร demethylwedelolactone จากวิธีการสกัดท้ัง 3 วิธีไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ 
ในขณะท่ีสาร wedelolactone พบในการสกัดดวยวิธีแชหมักและการวิธีใชคลื่นเหนือเสียงชวยมีปริมาณเทากับ 0.04 และ 
0.02 µg mg-1 ของสารสกัดตามลําดับ แตไมพบในวิธีการตม (ภาพท่ี 5) ซึ่งนาจะเกิดจากคุณสมบัติการมีข้ัวของตัวทําละลายท่ี
สงผลตอปริมาณสารท้ังสองชนิด โดยพิจารณาคุณสมบัติการมีข้ัวจากลําดับการถูกชะผานเฟสคงท่ีชนิด reversed phase 
พบวาสาร demethylwedelolactone มีข้ัวมากกวา ทําใหพบในวิธีการสกัดท่ีใชตัวทําละลายท่ีมีข้ัวนอยจนถึงมีข้ัวมาก 
ในขณะท่ีสาร wedelolactone ซึ่งมีข้ัวนอยกวาจะพบในตัวทําละลายท่ีมีข้ัวนอยเชน เอทานอล แตไมพบในตัวทําละลายชนิด
นํ้าซึ่งมีข้ัวมาก (Nawaz et al., 2020; Siramon and Weanukul, 2020; Akeyothinwong et al., 2020)  

 

 
ภาพท่ี 4 ปริมาณสาร demethylwedelolactone และสาร wedelolactone  

ในสารสกัดจากตนกะเม็ง ดวยวิธีแชหมัก วิธีการใชคลื่นเหนือเสียงชวย และวิธีการตม 
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ภาพท่ี 5 โครมาโทแกรมของสาร demethylwedelolactone และ wedelolactone ในการสกัดจากตนกะเม็งดวยวิธีใช
คลื่นเหนือแสงชวย 
 

จากการตรวจสอบความแมนและความเท่ียงของการวิเคราะหปริมาณสาร demethylwedelolactone และสาร 
wedelolactone ในสารสกัดท้ัง 3 วิธี พบวา %RSD และ %Recovery (ตารางท่ี 3) อยูในชวงท่ียอมรับได  
 
ตารางท่ี 3 ความแมนและความเท่ียงของสาร demethylwedelolactone และสาร wedelolactone จากตนกะเม็งท่ีสกัด
ดวยวิธีท่ีแตกตางกัน 
 

Spiking of the 
extracts 

Demethylwedelolactone  Wedelolactone 
Conc. Ext 
(µg mg-1) 

Conc. Spike 
(µg mg-1) 

%RSD %Recovery 
 Conc. Ext 

(µg mg-1) 
Conc. Spike 

(µg mg-1) 
%RSD %Recovery 

วิธีแชหมัก 0.79 ± 0.00 1.28 ± 0.02 1.85 97.00  0.04 ± 0.01 0.50 ± 0.01 2.11 91.22 
วิธีใชคล่ืนเหนือแสง
ชวย 

0.78 ± 0.02 1.23 ± 0.02 1.53 89.21  0.02 ± 0.00 0.54 ± 0.01 2.02 101.25 

วิธีการตม 0.73 ± 0.02 1.19 ± 0.01 1.10 91.80  0.00 ± 0.00 0.44 ± 0.01 1.38 87.72 
 

หมายเหตุ สารสกัดท้ัง 3 วิธี เติมสารมาตรฐาน demethylwedelolactone และ wedelolactone ความเขมขน 7.5 µg L-1  
*Conc. Ext ความเขมขนท่ีวัดไดของสาร demethylwedelolactone และสาร wedelolactone กอนทําการ spike 
**Conc. Spike ความเขมขนท่ีวัดไดของสาร demethylwedelolactone และสาร wedelolactone หลังทําการ spiked 
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ตารางท่ี 4 งานวิจัยท่ีเก่ียวของกับการวิเคราะหหาสาร demethylwedelolactone และสาร wedelolactone ในสารสกัด

จากตนกะเม็ง (Eclipta prostrata)  

Plant Parts Extraction/Solvent HPLC Conditions Method validation Ref. 

Roots 
Stems 
leaves 

Maceration/ 
30% Ethanol 
Soxhlet  
extraction/      
Methanol 
Ethylacetate 

Column; C18  
Mobile phase: gradient 
A; ACN with 1% H3PO4 
B; DW with 1% H3PO4  
Wavelength; 351 nm 

Demethylwedelolactone: 
  LOD; 0.048 µg mL-1 
  LOQ; 0.16 µg mL-1 
  Range; 0.07 – 0.7 mg mL-1   
  R2; 0.9999 
  Equation; Y=0.000152X–0.001 
Wedelolactone: 
  LOD; 0.15 µg mL-1 
  LOQ; 0.51 µg mL-1 
  Range; 0.14 – 1.4 mg mL-1   
  R2; 0.9999 
  Equation; Y=0.000152X –0.003 

Mendes 
et al., 
2014 

 

Whole plants Maceration/ 
Methanol 
 

Column; C8 
Mobile phase: isocratic 
ACN with 0.1% H3PO4 

Wavelength; 254 nm 

- 
-  
- 

Murali 
et al., 
2002 

 
Whole plants Maceration/  

Methanol 
 

Column; C18  
Mobile phase; gradient 
A; 0.1% C2H7NO2 
B; ACN  
Wavelength; 355 nm 

Demethylwedelolactone: 
  Range; 0.1 – 1.0 mg mL-1   
  R2; 0.9908 
  Equation; Y=0.001372X+250215 
Wedelolactone: 
  Range; 0.05 – 0.5 mg mL-1   
  R2; 0.9804 
  Equation; Y=3E–84497X+0.6 

Morel 
et al., 
2017 

 

Whole plants Maceration/ 
Methanol  

Column; C18  
Mobile phase; isocratic 
MeOH with 0.04% 
C2H4O2 
Wavelength; 352 nm 

Wedelolactone: 
  LOD; 2 µg mL-1 
  LOQ; 5 µg mL-1 
  Range; 5 - 100 µg mL-1   
  R2; 0.998 
  Equation; Y=86558X– 
    125096 

Kumar, 
2013 

Whole plants Ultrasound 
Extraction/ 
70% Ethanol  
 

Column; C18  
Mobile phase; isocratic 
  MeOH with 0.5% 
C2H4O2 
Wavelength; 352 nm 

- 
- 
- 
 

Lee, 
2017 
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สรุปผลการวิจัย  
การพัฒนาวิธีวิเคราะหเพ่ือหาปริมาณสาร demethylwedelolactone และสาร wedelolactone จากตนกะเม็ง 

มีความแมนและความเท่ียงสูง ทําการตรวจสอบความเท่ียงของวิธีวิเคราะห (precision) โดยการวิเคราะห intraday 
precision และ interday precision ผลการวิเคราะหอยูในเกณฑท่ียอมรับตามมาตรฐานมีคา %RSD < 2 ความแมนของวิธี
วิเคราะห (accuracy) อยูในเกณฑท่ียอมรับไดชวง 80 - 110% ตามเกณฑท่ีมาตรฐานกําหนด และจากผลการศึกษาวิธีการ
สกัดท่ีแตกตางกัน 3 วิธี ประกอบดวยวิธีแชหมัก วิธีใชคลื่นเหนือเสียงชวยและวิธีการตม พบปริมาณสาร wedelolactone ท่ี
สกัดดวยวิธีแชหมักและวิธีใชคลื่นเหนือเสยีงชวยแตไมพบในวิธีการตม ในขณะท่ีปริมาณสาร demethylwedelolactone พบ
ในสารสกัดจากท้ัง 3 วิธี ซึ่งนาจะเกิดจากคุณสมบัติการมีข้ัวของสาร demethylwedelolactone ท่ีสูงกวาและสาร 
wedelolactone สงผลใหละลายไดในตัวทําละลายท้ัง 3 ชนิด แตเมื่อพิจารณาดานปริมาณสารท่ีพบและเวลาท่ีใชในการสกัด
วิ ธี ใช ค ลื่ น เห นื อ เสี ย งช ว ย น า จ ะ เป น วิ ธี ท่ี ดี ท่ี สุ ด เ น่ื อ งจ าก พ บ ท้ั งป ริ ม าณ ส า ร  wedelolactone แ ล ะ ส า ร 
demethylwedelolactone และใชเวลาในการสกัดนอยกวา 
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