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บทคัดย่อ  Imperatorin  มีฤทธ์ิทางชีวภาพ  เช่น  ต้านออกซิเดชัน  ต้านเน้ืองอก  ขยายหลอดเลือด  ต้านการเกาะกลุ่มของ
เกล็ดเลือด  เป็นต้น  เป็นสารออกฤทธ์ิชนิดหน่ึงที่พบในผลมะตูม  (Aegle marmelos  (L.) Corrêa  วงศ์  Rutaceae)  ซึ่ง
เป็นสมุนไพรที่มีการใช้ประโยชน์ทั้งทางยาและผลิตภัณฑ์สุขภาพ แต่ยังไม่มีวิธีการควบคุมคุณภาพสมุนไพรชนิดนี้ การศึกษานี ้
จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณ  imperatorin  ในผลมะตูมด้วยวิธี  Ultra  Performance  Liquid  
Chromatography  (UPLC)  ซ่ึงสามารถสรุปวิธีวิเคราะห์ได้ดังน้ี  การสกัดตัวอย่างโดยการ  relux  ผลมะตูม  1  กรัม 

ใน hexane ปริมาตร 50 มิลลิลิตร    เป็นเวลา 30 นาที กรองและน�าสารสกัดที่ได้มาระเหยแห้ง จากนั้นละลายกลับและปรับ
ปริมาตรด้วย methanol จนครบ 25 มิลลิลิตร น�าสารละลายตัวอย่าง 3 มิลลิลิตร มาวิเคราะห์ด้วยเครื่อง UPLC โดยใช้ BEH 
C18, 2.1 × 50 มิลลิเมตร, 1.7 ไมโครเมตร และใช้ 60% methanol เป็น mobile phase อัตราการไหล 0.5 มิลลิลิตร/นาที 
ตรวจวัดด้วย PDA ที่ความยาวคลื่น 302 นาโนเมตร การทดสอบความใช้ได้ของวิธี พบว่า calibration curve มีความเป็น
เส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 0.0402-0.2414 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร มีค่า coeicient (R2) เท่ากับ 0.999896 ค่า %recovery 
อยู่ในช่วง 99.43-103.00% ค่า HORRAT ได้เท่ากับ 0.60-0.88 มี LOD และ LOQ เท่ากับ 0.0026 และ 0.0086 มิลลิกรัม/
มลิลลิติร ตามล�าดับ ซ่ึงแสดงให้เห็นว่า วธีิวเิคราะห์ทีพ่ฒันาขึน้น้ีมคีวามเหมาะสม สามารถน�าไปใช้เป็นวธิตีรวจวเิคราะห์ปริมาณ 
imperatorin ในผลมะตูม และสามารถน�าไปสู่การก�าหนดเกณฑ์ปริมาณสารส�าคัญในผลมะตูมต่อไป
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บทน�า
มะตูม (Aegle marmelos (L.) Corrêa วงศ์ Rutaceae) มีชื่อสามัญ ได้แก่  Bael Fruit Tree, Bengal 

Quince และ Bilak  ชื่อท้องถิ่น ได้แก่ กะทันตาเถร ตุ่มตัง ตูม (ปัตตานี) พะโนงค์ (เขมร) มะปิน (เหนือ) มะปิส่า 
(แม่ฮ่องสอน)(1)  เป็นไม้ต้นผลดัใบ สงู 10-15 เมตร กิง่ก้านมหีนามแหลม ใบประกอบแบบขนนกปลายค่ี มกัม ี3 ใบย่อย 
รูปไข่ถึงรูปรี ดอกออกเป็นช่อกระจุกหลวมๆ หรือเป็นช่อกระจะ ดอกสมบูรณ์เพศ กลีบเลี้ยงและกลีบดอกมี 4-5 กลีบ 

สีขาว มีกลิ่นหอม เกสรเพศผู้ 30-50 อัน ยาวเท่ากลีบดอก ผลสดเนื้อหลายเมล็ด ทรงกลมถึงรี เปลือกชั้นนอกหนาและ
แข็ง  เปลือกช้ันในอ่อนนุ่มและฉ�่าน�้า  จะเปลี่ยนเป็นแข็งเมื่อผลสุก  เมล็ดทรงรีแบน มีจ�านวนมาก  ฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา
ของผลมะตูม เช่น ต้านเชื้อแบคทีเรีย ต้านเชื้อรา ต้านไวรัส ยับยั้งการหดเกร็งของล�าไส้ รักษาแผลในกระเพาะอาหาร 
คลายกล้ามเนื้อเรียบ ต้านฮีสตามีน ลดระดับน�้าตาลในเลือด ลดไขมัน ยับยั้งการเกิด lipid peroxidation เป็นต้น(2) 

การแพทย์พื้นบ้านไทยใช้ผลมะตูมแก่แต่ยังไม่สุก  สดหรือแห้ง  ฝานบางๆ  ชงรับประทานแก้ท้องเสีย  แก้บิด 

แก้โรคกระเพาะอาหาร  ฝาดสมาน  เจริญอาหาร  แก้ธาตุพิการ  ขับผายลม  บ�ารุงก�าลัง  ผลแก่สุกทุบให้เปลือกแตก 

ต้มทั้งลูกกับน�้าตาลแดง เป็นยาระบายท้อง แก้ร้อนในกระหายน�้า แก้มูกเลือด บิดเรื้อรัง และมีการใช้ผลมะตูมในพิกัด 

“ตรีผลสมุฏฐาน” แก้สมุฏฐานแห่งตรีโทษ ขับลมต่างๆ แก้ไตพิการ

ภาพที่ 1 ผลมะตูม

imperatorin หรอื marmelosin (ภาพที ่2) เป็นสารเคมทีีพ่บในผลมะตมู เป็นสารกลุม่ furanocoumarin 

มีคุณสมบัติสามารถละลายได้ในน�้าร้อนแต่ไม่ละลายในน�้าเย็น  ละลายได้ใน  chloroform,  benzene,  alcohol, 
ether  และ  petroleum  ether  สาร  imperatorin  มีฤทธิ์ทางชีวภาพหลากหลาย  เช่น  ต้านออกซิเดชัน(3) 

ต้านเนื้องอก(4) ขยายหลอดเลือด(5) ต้านการเกาะกลุ่มของเกล็ดเลือด(6) ต้านชัก(7) ยับยั้งการแบ่งตัวของเชื้อไวรัสเอดส์ 
HIV(8) และยบัยัง้ Cytochrome P450(9) เป็นต้น องค์ประกอบทางเคมชีนิดอืน่ๆ ทีพ่บในผลมะตมู เช่น luvangetin, 
aurapten, psoralen, marmelide และ tannin เป็นต้น(2) 

จากการทบทวนรายงานการวิจยั พบว่า มรีายงานการศึกษาวิธวิีเคราะห์เชิงปรมิาณของสารส�าคัญในผลมะตมู
หลายวิธ ีได้แก่ การหาปรมิาณแทนนินรวม (วิธ ีFolin-Denis)(10) การหาปรมิาณฟีนอลรวม (วิธ ีFolin-Ciocalteu)(11) 

การหาปริมาณฟลาโวนอยด์รวม (วิธ ีAluminium chloride colorimetry)(12) ซ่ึงล้วนแต่เป็นการหาปรมิาณในลกัษณะ
ของปริมาณกลุ่มสารส�าคัญ  ส่วนการหาปริมาณสารส�าคัญเดี่ยวๆ  ในผลมะตูม  ได้แก่  การหาปริมาณ  imperatorin 
ด้วยวิธี  qNMR (quantitative nuclear magnetic  resonance)(13) นอกจากนี้  ยังมีการควบคุมคุณภาพด้วยวิธี  
chromatographic ingerprint  ได้แก่ HPLC ingerprint proile และ HPTLC ingerprint proile ของ 
ใบมะตูม(14)  ด้วยโดยสาร aegeline เป็นสารส�าคัญในใบมะตูมและใช้เป็นผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร
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เน่ืองจาก  imperatorin  เป็นสารเคมีที่พบในผลมะตูมและมีฤทธิ์ทางชีวภาพหลากหลาย  การศึกษาวิจัย
น้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณ  imperatorin  ในผลมะตูมด้วยวิธี  Ultra  Performance  Liquid 
Chromatography (UPLC) ให้ได้วิธีวิเคราะห์ที่ให้ผลถูกต้อง แม่นย�า รวดเร็ว และเชื่อถือได้ ผลจากการศึกษาวิจัย
นี้ สามารถน�าไปใช้ประโยชน์ในการควบคุมคุณภาพวัตถุดิบ ตลอดจนการวิจัยและพัฒนาต�ารับยาที่มีผลมะตูมเป็นส่วน
ประกอบต่อไปในอนาคต

วัสดุและวิธีการ
วัสดุ
1. ตัวอย่างผลมะตูม

รวบรวมตัวอย่างผลมะตูม จ�านวน 29 ตัวอย่าง  ในช่วงเดือนมิถุนายน 2554 ถึงเมษายน 2556  เป็นผลสด
จากแหล่งธรรมชาติ จ�านวน 3 ตัวอย่าง และผลแห้งจากร้านยาสมุนไพร จ�านวน 26 ตัวอย่าง ผลสดน�ามาล้างให้สะอาด 
ฝานเป็นแว่น ผึ่งให้แห้ง จากนั้นน�ามาอบในตู้อบร้อนที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 3 วัน น�ามาบดเป็นผง ผ่าน
แร่งเบอร์ 180 แล้วเกบ็ในขวดแก้วสชีาปิดสนิท ส่วนผลแห้งน�ามาอบในตูอ้บร้อนทีอ่ณุหภมู ิ50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
1 ชั่วโมง เพื่อไล่ความชื้น แล้วน�ามาบดเป็นผง ผ่านแร่งเบอร์ 180 แล้วเก็บในขวดแก้วสีชาปิดสนิท

2. สารมาตรฐาน 
imperatorin (marmelosin)  ความบริสุทธิ์ ≥ 98% (Sigma-Aldrich, India)

3. ตัวท�าละลาย
hexane (AR grade), methanol (HPLC grade), น�้า (Deionized water) 

4. เครื่องมือ
AcquityTM  Ultra Performance Liquid Chromatography –PDA detector (Waters, USA)
Mettler Toledo Analytical Balance
Eyela NE-1 Rotary Evaporator
Retsch AS200 Basic Sieves
Water bath 

ภาพที่ 2 โครงสร้างทางเคมีของ imperatorin 

0 0
0

0



Quantitative Analysis of Imperatorin in Bael Fruit by UPLC  Duangpen Pattamadilok et al.

330
วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 57 ฉบับที่ 4 ตุลาคม - ธันวาคม 2558

5. วัสดุวิทยาศาสตร์ 
AcquityTM UPLC column BEH C18, 2.1 × 50 มิลลิเมตร, 1.7 ไมโครเมตร, PVDF membrane 

ilter  0.2  ไมโครเมตร, Membrane  ilter  0.45  ไมโครเมตร,  Nylon  ilter  syringe  0.2  ไมโครเมตร, 
กระดาษกรอง เบอร์ 4 และเครื่องแก้ว 

วิธีการ
1. การพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณ imperatorin ในผลมะตูม 

1.1 การเลือกชนิดของตัวท�าละลายในการสกัด
    สกัดตัวอย่างผลมะตูม น�้าหนัก 1 กรัม ด้วย hexane และ methanol ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ด้วยวิธี 

relux เป็นเวลา 1 ชั่วโมง กรอง น�าสารสกัด hexane ไประเหยแห้ง แล้วละลายกลับและปรับปริมาตรด้วย methanol 
จนครบ 25 มิลลิลิตร  โดยใช้  volumetric lask ส่วนสารสกัด methanol  ให้น�าไประเหยเพื่อลดปริมาตร จากนั้น 

ปรับปริมาตรกลับจนครบ  25  มิลลิลิตร  โดยใช้  volumetric  lask  แล้วน�ามาวิเคราะห์ด้วยเครื่อง UPLC  เพื่อ 

เปรียบเทียบความสามารถในการสกัดสาร imperatorin จากผลมะตูมของตัวท�าละลายแต่ละชนิด

1.2 การศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการสกัด
  สกัดผลมะตูมแห้ง น�้าหนัก 1 กรัม ด้วย hexane โดยวิธี relux เป็นเวลา 30 และ 60 นาที กรอง แล้ว

น�าสารละลายที่ได้ไประเหยแห้ง  จากน้ันละลายกลับและปรับปริมาตรด้วย methanol  จนครบ  25  มิลลิลิตร  โดยใช ้
volumetric lask น�าสารละลายตัวอย่างที่ได้ไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง UPLC เพื่อเปรียบเทียบผลของเวลาที่ใช้ในการ
สกัดสาร imperatorin  

1.3 ความยาวคลื่นในการตรวจวัดสาร imperatorin  

      วัดการดูดกลืนแสง UV ของ imperatorin เพื่อดูความยาวคลื่นที่สารชนิดนี้สามารถดูดกลืนแสงสูงสุด 

(λmax)  และวิเคราะห์สารละลายตัวอย่างผลมะตูมโดยใช้  PDA  เพื่อเลือกความยาวคลื่นส�าหรับการตรวจวัด 

imperatorin โดยที่ไม่พบการเกิด co-elute

1.4 วัฏภาคคงที่และวัฏภาคเคลื่อนที่ 
     วัฏภาคคงที่  เปรียบเทียบผลของคอลัมน์ชนิดต่างๆ  ที่แตกต่างกันในเรื่องชนิดอนุภาคภายในคอลัมน์ 

(BEH C18, BEH C8 และ BEH phenyl) ความยาวคอลัมน์ (50 และ 100 มิลลิเมตร) โดยพิจารณาเลือกคอลัมน์
จากลักษณะ peak ของ imperatorin (peak shape และ peak symmetry) และ retention time

  วัฏภาคเคลื่อนที่  ศึกษาชนิดและสัดส่วนของวัฏภาคเคลื่อนที่  โดยพิจารณาจาก  peak  shape  และ  
retention time ของ imperatorin ความสามารถในการแยก impurity จาก peak ของ imperatorin ในสารละลาย
ตัวอย่างผลมะตูม และความดันของระบบโครมาโทกราฟี

1.5 วิธีวิเคราะห์ปริมาณสาร imperatorin 
  โดยสรุปวิธีจากผลการศึกษาในข้อ 1.1-1.4

2. การทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ทางเคมี
ทดสอบความใช้ได้ของวิธวิีเคราะห์ปรมิาณ imperatorin ในผลมะตมูทีพ่ฒันาขึน้ตามแนวปฏบัิตกิารทดสอบ

ความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ทางเคมีโดยห้องปฏิบัติการเดียว กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข(15) 
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2.1 ความเป็นเส้นตรง (Linearity) และช่วงการวิเคราะห์ (Range) 
     ฉีดสารละลายสารมาตรฐาน imperatorin ที่ 6 ระดับความเข้มข้น ตั้งแต่ 0.0402-0.2414 มิลลิกรัม/

มิลลิลิตร    ความเข้มข้นละ  3  ซ�้า  และวิเคราะห์ซ�้า  3  ครั้ง  ด้วยเครื่อง UPLC น�าค่า  peak  area  และความเข้มข้น 

ของสารละลายสารมาตรฐาน  imperatorin  ไปสร้าง  calibration  curve  ศึกษา  Linearity  โดยพิจารณาจาก 

coeicient (R2) และช่วงความเข้มข้นที่ท�าการทดสอบ (Range)
2.2 ความแม่น (Accuracy) และความเที่ยง (Precision)
     เติมสารมาตรฐาน (spike) ที่ความเข้มข้นระดับต่างๆ ในช่วงการใช้งาน 3 ระดับ ลงใน sample blank 

แล้ววิเคราะห์ sample blank (unspiked) จ�านวน 6 ซ�้า และวิเคราะห์ spiked sample ระดับละ 3 ซ�้า แต่ละซ�้าท�า 
duplicate จากนั้นค�านวณค่า %recovery, %RSD และ HORRAT 

   (C1 - C2) × 100
%recovery  = 
        C3

เมื่อ   C1   คือ  ความเข้มข้นของสารใน spiked sample 
    C2  คือ  ความเข้มข้นของสารใน sample blank
    C3   คือ  ความเข้มข้นของสารที่เติมลงไป (analyte)

2.3 ขีดจ�ากัดของการตรวจพบ (Limit of detection, LOD)
       LOD ค�านวณจากจุดตัดของกราฟมาตรฐานที่เตรียมโดยใช้ sample blank เมื่อสร้างกราฟมาตรฐาน

โดยใช้ spiked sample blank ที่ 6 ระดับความเข้มข้นของสารมาตรฐาน ระดับละ 3 ซ�้า จากนั้นค�านวณค่าเบี่ยงเบน
มาตรฐานของ y-intercept (Sy/x) และค�านวณค่า LOD โดย LOD คือ ความเข้มข้นที่ response กับ y-intercept 
+ 3 Sy/x   

2.4 ขีดจ�ากัดของการวัดเชิงปริมาณ (limit of quantitation, LOQ)
  LOQ ค�านวณโดย LOQ มีค่าเท่ากับ 10 เท่าของ Sy/x  

2.5 ความจ�าเพาะ (Speciicity)
   วิเคราะห์ method  blank  โดยสกัดและวิเคราะห์ตามวิธีที่พัฒนา  ใช้สารเคมีทั้งหมด แต่ไม่มีตัวอย่าง 

เพื่อตรวจสอบสารรบกวนที่อาจมาจากสารเคมีหรืออุปกรณ์ที่ใช้

3. การวิเคราะห์ปริมาณ imperatorin ในตัวอย่างผลมะตูม
วิเคราะห์ปริมาณ imperatorin ในผลมะตูม จ�านวน 29 ตัวอย่าง ด้วยวิธีที่พัฒนาขึ้นในข้อ 1.5

ผล  
1. การพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณ imperatorin ในผลมะตูม

1.1 ชนิดของตัวท�าละลายในการสกัด
   ผลการศึกษาพบว่า เมือ่น�าสารละลายทีไ่ด้จากการสกดัผลมะตมูด้วย hexane และ methanol วิเคราะห์

ด้วยเครือ่ง UPLC พบว่า พืน้ทีใ่ต้กราฟของ peak สาร imperatorin ที ่retention time 1.3 นาท ีมค่ีาไม่แตกต่างกนั 

(ภาพที่ 3)  แต่สารละลายตัวอย่างที่ได้จากการสกัดด้วย methanol จะมีสีของสารละลายตัวอย่างเข้มกว่าการสกัดด้วย 
hexane และยงัพบการตกตะกอนเมือ่ตัง้ทิง้ไว้ทีอ่ณุหภมู ิ25 องศาเซลเซียส ภายในเวลาไม่เกนิ 6 ช่ัวโมง ซ่ึงเป็นตะกอน
ที่คงทนไม่สลายเมื่อตั้งทิ้งไว้ข้ามคืน  
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ดังนั้น ในการพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณ imperatorin ในผลมะตูม จึงเลือกใช้ hexane เป็นตัวท�าละลาย
อินทรีย์ในการสกัดตัวอย่างผลมะตูม

1.2 ระยะเวลาที่เหมาะสมในการสกัด 

  สารละลายที่ได้จากการสกัดตัวอย่างผลมะตูม  ซ่ึงสกัดด้วยวิธีเดียวกันโดยการ  relux  กับ  hexane 
แต่ระยะเวลาที่ใช้ในการสกัดแตกต่างกัน  เมื่อน�ามาวิเคราะห์ด้วยเครื่อง UPLC พบว่า พื้นที่ใต้กราฟของ peak สาร 
imperatorin ที ่retention time 1.0 นาท ีทัง้จากการสกัดด้วยระยะเวลา 30 และ 60 นาท ีมค่ีาไม่แตกต่างกัน (ภาพที ่4) 

ภาพที่ 3  ผลการสกัด imperatorin (marmelosin) ในผลมะตูมด้วย hexane และ methanol
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ภาพที่ 4  ผลของระยะเวลาที่ใช้ในการสกัด imperatorin (marmelosin) จากตัวอย่างผลมะตูม
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ดังนั้น ในการพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณ imperatorin ในผลมะตูมจึงเลือกใช้ hexane เป็นตัวท�าละลายใน
การสกัดและใช้เวลาในการสกัดเพียง 30 นาที 

1.3 ความยาวคลื่นในการตรวจวัด imperatorin  

   จากการศึกษาการดูดกลืนแสง UV  ของ  imperatorin พบว่า  λmax  ของสารดังกล่าว  มีค่าเท่ากับ 
218.8, 248.6 และ 302.5 นาโนเมตร (ภาพที่  5) และเมื่อวิเคราะห์สารละลายตัวอย่างผลมะตูมด้วยเครื่อง UPLC 
โดยใช้ PDA เป็น detector ที่ความยาวคลื่น 302 นาโนเมตร ไม่พบการเกิด co-elute ของสารอื่น (ภาพที่ 6) 

ภาพที่ 5  UV spectrum ของ imperatorin (marmelosin)

ภาพที่ 6  UPLC ingerprint ของสารละลายตัวอย่างผลมะตูม

ดังนั้น ในการพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณ imperatorin ในผลมะตูม จึงเลือกตรวจวัดการดูดกลืนแสง UV 
ที่ความยาวคลื่น 302 นาโนเมตร ในการตรวจวัด

1.4 วัฏภาคคงที่และวัฏภาคเคลื่อนที่  
 วัฏภาคคงที่ จากการศึกษา  UPLC  chromatographic  ingerprint  ของสารสกัด  hexane 

จากผลมะตูมและตรวจวัดด้วย PDA ที่ความยาวคลื่น 302 นาโนเมตร โดยใช้ 70 % methanol เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่  
พบว่า เมือ่ใช้  UPLC column ชนิด BEH C18,  2.1 × 50 มลิลเิมตร, 1.7 ไมโครเมตร พบว่า UPLC chromatogram 

ที่ได้ให้  peak  ของ  imperatorin  ที ่ retention  time  0.6  นาที  ซ่ึงมีแยกจาก  impurity  อ่ืนอย่างชัดเจน  ดังน้ัน 

จึงเลือก UPLC column ชนิดดังกล่าวส�าหรับวิธีวิเคราะห์ปริมาณ imperatorin ที่พัฒนาขึ้น
 วัฏภาคเคลื่อนที่ เมื่อปรับเปลี่ยนองค์ประกอบของวัฏภาคเคลื่อนที่เป็น 55 % และ 60 % methanol  

พบว่า retention time ของสาร imperatorin เปลี่ยนเป็น 1.4 และ 1.2 นาที ตามล�าดับ และเมื่อใช้ 60 % methanol 
เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่จะได้  peak  shape  ของ  imperatorin  ที่ดีขึ้น  แต่เมื่อใช้  55 % methanol  ความดันของ 
ระบบ UPLC จะสูงขึ้น ซึ่งจะท�าให้อายุการใช้งานของ UPLC column สั้นลง
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   ดังน้ัน  ในการพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณ  imperatorin  ในผลมะตูมด้วยเครื่อง  UPLC  จึงเลือก
ใช้  AcquityTM  BEH C18,  2.1  ×  50  มิลลิเมตร,  1.7  ไมโครเมตร  และ  60% methanol  เป็นวัฏภาคเคลื่อนที ่
ตรวจวัดด้วย PDA ที่ความยาวคลื่น 302 นาโนเมตร

1.5 วิธีวิเคราะห์ปริมาณ imperatorin ในผลมะตูม
 การเตรียมสารละลายตัวอย่าง 
  สกัดผงมะตูม น�้าหนัก 1 กรัม  ด้วย hexane ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดยวิธี relux เป็นเวลา 30 นาที 

กรองและน�าสารสกัดที่ได้มาระเหยแห้ง จากนั้นละลายกลับและปรับปริมาตรด้วย methanol จนครบ 25 มิลลิลิตร 

 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน imperatorin
  ชั่ง imperatorin น�้าหนัก 20 มิลลิกรัม ละลายและปรับปริมาตรด้วย methanol จนครบ 100 มิลลิลิตร 

ด้วย volumetric lask จากนั้นเจือจางให้ได้ 6 ระดับความเข้มข้น คือ 0.04, 0.08, 0.12, 0.16, 0.20 และ 0.24 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

 สภาวะของระบบโครมาโทกราฟี 
  วัฏภาคคงที่  AcquityTM UPLC BEH C18, 2.1 × 50 มิลลิเมตร, 1.7 ไมโครเมตร
  อุณหภูมิคอลัมน์  ambient
  วัฏภาคเคลื่อนที่  60 % methanol
  อัตราการไหล  0.5 มิลลิลิตร/นาที
  การตรวจวัดสาร  PDA ที่ความยาวคลื่น 302 นาโนเมตร
  ปริมาตรการฉีด  3 ไมโครลิตร
  โดย retention time ของ imperatorin เท่ากับ 1.2 นาที

2. การทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์
2.1 ความเป็นเส้นตรง (Linearity) และช่วงการวิเคราะห์ (Range) 
  ฉีดสารละลายสารมาตรฐาน imperatorin ที่ 6 ระดับความเข้มข้น ตั้งแต่ 0.0402-0.2414 มิลลิกรัม/

มิลลิลิตร  ความเข้มข้นละ 3 ซ�้า และวิเคราะห์ซ�้า 3 ครั้ง ด้วยเครื่อง UPLC น�าค่า peak area และความเข้มข้นของ
สารละลายสารมาตรฐาน imperatorin ไปสร้าง calibration curve ผลการศึกษา (ภาพที่ 7-8)

ภาพที่ 7 Chromatogram ของสารละลายสารมาตรฐาน imperatorin 
    ในช่วงความเข้มข้น 0.0402-0.2414 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร
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จากภาพที่ 7-8 พบว่า calibration curve ของสารมาตรฐาน imperatorin มีลักษณะเป็นเส้นตรง ในช่วง
ความเข้มข้น 0.0402-0.2414 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  โดยมีค่า coeicient (R2) เท่ากับ 0.999896 

2.2 ความแม่น (Accuracy) และความเที่ยง (Precision)
  เมือ่เตมิสารมาตรฐานทีค่วามเข้มข้นระดบัต่างๆ ในช่วงการใช้งาน 3 ระดบั ลงใน sample blank วิเคราะห์ 

sample blank จ�านวน 6 ซ�้า และวิเคราะห์ spiked sample ระดับละ 3 ซ�้า แต่ละซ�้าท�า duplicate ผลการศึกษา 
(ตารางที่ 1)

ภาพที่ 8 Calibration curve ของสารละลายสารมาตรฐาน imperatorin 
    ในช่วงความเข้มข้น 0.0402-0.2414 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร

  Low level    104.8272 
    50  101.7207   103.00  0.60  95-105% 
      102.4670

      100.1012
  Medium level   100  96.8887  99.43  0.88  95-105%
      101.2907

      103.1674
  High level  150  99.1816  101.06  0.76  95-105% 
      100.8324     

* ตาม AOAC Peer-veriied methods program on policies and procedures, Arlington, VA, USA (1998)
** การยอมรับความเที่ยง ประเมินจาก HORRAT (< 2)

ตารางที่ 1  ผลการศึกษาความแม่นและความเที่ยง 

 Standard addition   %Spiked  %Recovery     เกณฑ์การยอมรับ
  level  target  Individual  Average  HORRAT**  ของ %recovery*



การหาปริมาณ Imperatorin ในผลมะตูมด้วยวธีิ UPLC ดวงเพญ็ ปัทมดิลก และคณะ

337
วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์

ปีที่ 57 ฉบับที่ 4 ตุลาคม - ธันวาคม 2558

ตารางที่ 2  ผลการวิเคราะห์ปริมาณ imperatorin ในผลมะตูมด้วยวิธี UPLC

 
ตัวอย่างที่

  ปริมาณ imperatorin   
ตัวอย่างที่

  ปริมาณ imperatorin
    (% โดยน�้าหนัก)    (% โดยน�้าหนัก)

  1  0.24  16  0.07
  2  0.24  17  0.14
  3  0.50  18  0.18
  4  0.04  19  0.28
  5  0.19  20  0.13
  6  0.17  21  0.27
  7  0.29  22  0.09
  8  0.13  23  0.16
  9  0.25  24  0.37
  10  0.13  25  0.32
  11  0.10  26  0.24
  12  0.16  27  0.18
  13  0.12  28  0.25
  14  0.10  29  0.26
  15  0.23    0.20
      SD  0.09

2.3 ขีดจ�ากัดของการตรวจพบ (Limit of detection, LOD)
  พบว่า LOD มีค่าเท่ากับ 0.0026 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร

2.4 ขีดจ�ากัดของการวัดเชิงปริมาณ (limit of quantitation, LOQ)
  LOQ จากการค�านวณ มีค่าเท่ากับ 0.0086 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

2.5 ความจ�าเพาะ (Speciicity)
  ผลการวิเคราะห์ method blank ไม่พบสารรบกวน peak ของ imperatorin  
       

3. การวิเคราะห์ปริมาณ imperatorin ในตัวอย่างผลมะตูม
ผลการวิเคราะห์ปริมาณ  imperatorin  ในผลมะตูม  จ�านวน  29  ตัวอย่าง พบว่า  ปริมาณ  imperatorin 

มีค่าอยู่ในช่วง 0.04-0.5 % โดยน�้าหนัก มีค่าเฉลี่ยของปริมาณ imperatorin เท่ากับ 0.20 % โดยน�้าหนัก ค่าเบี่ยงเบน
มาตรฐาน เท่ากับ 0.09 (ตารางที่ 2 และภาพที่ 9)   

ภาพที่ 9  ปริมาณ imperatorin ในผลมะตูม   
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วิจารณ์
วิธีรับประทานผลมะตูมโดยมากจะต้มเป็นน�้ามะตูม  ซ่ึงจะได้น�้ามะตูมที่มีลักษณะใสเน่ืองจากการต้ม 

จะเติมน�้าในปริมาณมาก  แต่ในการวิเคราะห์ปริมาณ  imperatorin  หากสกัดโดยการต้มกับน�้าและน�ามาลดปริมาตร 
สารสกัดที่ได้จะมีลักษณะเป็นเมือก  ข้นหนืด  ไม่สามารถท�าการวิเคราะห์ด้วยวิธีน้ีได้  จึงต้องใช้ตัวท�าละลายอินทรีย ์

ในการสกัดแทน UPLC  เป็น High Performance Liquid Chromatograph  (HPLC) ที่มีการพัฒนาเพื่อให ้

มีประสิทธิภาพการแยกสาร  ความไวในการแยกสารที่ดีขึ้น  ใช้วัฏภาคเคลื่อนที่น้อยลง  และลดระยะเวลาในการ
ตรวจวิเคราะห์  ดังน้ัน  จึงเลือกใช้เครื่อง  UPLC  ในการพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณ  imperatorin  ในผลมะตูม
จากการทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ปริมาณ  imperatorin  ที่พัฒนาขึ้น  พบว่า  %recovery  จากการ
วิเคราะห์  spiked  sample  อยู่ในเกณฑ์ยอมรับ  (95-105%)  ซ่ึงแสดงถึงความแม่นของวิธีวิเคราะห์  และค่า 
HORRAT  อยู่ในเกณฑ์ยอมรับ  (<  2)  ซ่ึงแสดงถึงความเที่ยงของวิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้น  วิธีดังกล่าวจึงมีความ
เหมาะสม  สามารถน�าไปใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณสาร  imperatorin  เพื่อการควบคุมคุณภาพของผลมะตูม 

ต่อไปได้จากผลการวิเคราะห์ปริมาณ  imperatorin  ในผลมะตูม  จ�านวน  29  ตัวอย่าง  สามารถน�าไปสู่การก�าหนด
มาตรฐานปริมาณ  imperatorin  ในผลมะตูมได้  โดยก�าหนดจากค่าเฉลี่ยปริมาณสารดังกล่าวลบด้วย  10%  ของ 
ค่าเฉลี่ยนั้น ซึ่งมีค่าเท่ากับ 0.18%  เมื่อปัดเลขเป็นทศนิยม 1 ต�าแหน่ง  ได้ค่า 0.20% ดังนั้น ผลมะตูมควรมีปริมาณ 
imperatorin ไม่น้อยกว่า 0.20% โดยน�้าหนัก  

สรุป
วิธีวิเคราะห์ปริมาณ imperatorin ในผลมะตูมด้วยเครื่อง UPLC  ที่พัฒนาขึ้น โดยสกัดผงมะตูม น�้าหนัก 

1 กรัม  ด้วย hexane ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดยวิธี relux เป็นเวลา 30 นาที กรองและน�าสารสกัดที่ได้มาระเหยแห้ง 
จากนั้นละลายกลับและปรับปริมาตรด้วย methanol จนครบ 25 มิลลิลิตร น�าสารละลายดังกล่าว ปริมาตร 3 มิลลิลิตร
ฉีดเข้าสู่ระบบโครมาโทกราฟีของ UPLC ซึ่งใช้ column ชนิด BEH C18, 2.1 × 50 มิลลิเมตร, 1.7 ไมโครเมตร 
และใช้  60% methanol  เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่  อัตราการไหล  0.5  มิลลิลิตร/นาที  และตรวจวัดสารด้วย  PDA 

ที่ความยาวคลื่น  302  นาโนเมตร  จะปรากฏ  peak  ของ  imperatorin  ที่  retention  time  เท่ากับ  1.2  นาท ี

ผลการทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ดังกล่าว พบว่า calibration curve  มีความเป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 

0.0402-0.2414 มลิลกิรมั/มลิลลิติร มค่ีา coeicient (R2) เท่ากบั 0.999896  ค่า %recovery อยูใ่นช่วง  99.43-103.00% 

ค่า HORRAT  เท่ากับ  0.60-0.88  ค่า  LOD  และ  LOQ มีค่าเท่ากับ  0.0026  และ  0.0086  มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
ตามล�าดับ  จากข้อมูลข้างต้นแสดงให้เห็นว่าวิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นน้ีมีความเหมาะสม  สามารถน�าไปใช้เป็นวิธีตรวจ
วิเคราะห์ปรมิาณ imperatorin ในผลมะตมู และสามารถน�าไปสูก่ารก�าหนดเกณฑ์ปรมิาณสารส�าคญัในผลมะตมูต่อไป
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ABSTRACT Imperatorin  is  an  active  principle  for  anti-oxidation,  anti-tumor,  vasodilation,  
anti-platelet aggregation in Bael fruit (Aegle marmelos (L.) Corrêa, Family Rutaceae).  Although this 
plant  is widely used  in  traditional medicine and health products,  there  is no quality  control method 

for it. The objective of this study is to develop an analytical method for determination of imperatorin 
content in Bael fruit using UPLC.  Sample preparation was prepared by reluxing 1 g of powdered drug 
in 50 ml of hexane for 30 min, iltering and evaporating until dryness.  The residue was redissolved and 
adjusted with methanol  to  25 ml.  A  3 µl-portion  of  sample  solution was  injected  to UPLC  system. 
The analysis was performed using BEH C18, 2.1×50 mm, 1.7 µm column and 60% methanol as the mobile 
phase  at  low  rate  of  0.7 ml/min,  and  detected with PDA at wavelength  302  nm. This method was 
validated. Linearity was established for imperatorin concentration range of 0.0402-0.2414 mg/ml with a 
coeicient of determination (R2) 0.999896. %Recovery was in the range of 99.43-103.00%.  HORRAT was 
in the range of 0.60-0.88. LOD and LOQ were equal to 0.0026 and 0.0086 mg/ml, respectively.  It was 
shown that this developed method was suitable and could be used to analyze the content of imperatorin 
in Bael fruit. The appropriate speciication of imperatorin content in Beal fruit could be established.


