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บทคัดยอ พลูคาว (Houttuynia cordata Thunb.) ใชประโยชนในยาไทยพื้นบานและตํารับยาแผนโบราณที่ขึ้นทะเบียน

ในประเทศไทยโดยสํานักงานคณะกรรมการอาหารและยา ในตางประเทศใชรักษาอาการไข ไอ อาการอักเสบ และขับปสสาวะ 

เปนตน มีรายงานวาพลูคาวสามารถตานเชื้อไวรัส ตานเชื้อจุลินทรีย เสริมภูมิคุมกัน ตานอักเสบ ตํารับยาจีนที่มีพลูคาวเปนสวน

ประกอบหลักมีรายงานวาใชเพ่ือบรรเทาจมูกอักเสบในระหวางการแพรระบาดของ COVID-19 กลุมสารที่พบมากในพลูคาว 

คือ phenolics ซ่ึง quercitrin เปนองคประกอบหลัก และไมพบวามีวิธีมาตรฐานในการควบคุมคุณภาพทางเคมีสําหรับ

สารสกัดพลูคาว การศึกษานี้มีวัตถุประสงคเพื่อทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะหปริมาณ quercitrin ในสารสกัดน้ํา

พลูคาวดวยโครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสูง วัฏภาคคงที่ คือ ZORBAX Extend-C18 Rapid Resolution HD

2.1×50 mm, 1.8 µm อณุหภมู ิ30 องศาเซลเซยีส วฏัภาคเคลือ่นที ่คอื สารละลายผสมระบบ gradient ของ 0.2%v/v phosphoric

acid ในนํ้าและเมทานอล อตัราการไหล 0.4 มลิลลิติรตอนาท ีวดัทีค่วามยาวคลืน่ 350 นาโนเมตร เตรยีมสารละลายตัวอยางโดย 

refl ux ในเมทานอล 30 นาท ีผลพบวาวธินีีม้คีวามจาํเพาะ มคีวามเปนเสนตรงในชวงความเขมขน 0.04−0.24 มลิลกิรมัตอมลิลลิติร

คาสมัประสทิธิก์ารตดัสนิใจ (r2) เทากบั 0.99997 รอยละการคนืกลบั (%recovery) เทากบัรอยละ 99.76–103.16 HORRAT ของ 

repeatability และ intermediate precision < 2 ขีดจํากัดในการตรวจวัดเชิงปริมาณ (LOQ) เทากับรอยละ 0.1

โดยน้าํหนกั วธิทีีพ่ฒันาขึน้มคีวามแมนและความเทีย่ง สามารถนาํไปใชตรวจวเิคราะหปรมิาณ quercitrin เพือ่ควบคมุคณุภาพ

ของสารสกัดน้ําพลูคาวเดี่ยวที่มีการจําหนายในเชิงพาณิชยได

คําสําคัญ: การทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห, Quercitrin, สารสกัดน้ําพลูคาว, UHPLC
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การทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห Quercitrin ในสารสกัดน้ำพลูคาวดวย UHPLC  สุนันทา ศรีโสภณ และคณะ

บทนํา

พลคูาวมชีือ่วทิยาศาสตรวา Houttuynia cordata

Thunb. จัดอยูในวงศ Saururaceae มีชื่อทองถิ่นอื่น ๆ

ไดแก ผักคาวตอง ผักกานตอง ผักเขาตอง ผักคาวทอง 

พลูแก เปนตน พลูคาวเปนพืชลมลุกอายุหลายป พบได

ตามพ้ืนที่เปดโลงที่ชื้นแฉะ อยูสูงเกินกวา 1,000 เมตร

จากระดับน้ำทะเลปานกลาง มีเขตการกระจายพันธุ

ตั้งแตประเทศเนปาลจนถึงเอเชียตะวันออกและเอเชีย

ตะวันออกเฉียงใต ในประเทศไทยพบมากตามภูเขาสูง

บริเวณภาคเหนือและภาคตะวันออกเฉียงเหนือ(1,2)

ใชเปนอาหารรบัประทานคูกบันำ้พรกิหรอืลาบ ประโยชน

ทางยาใชเปนยาแผนโบราณและยาพื้นบาน ไดแก ยา

แกกามโรคทำใหน้ำเหลืองแหง แกโรคผิวหนัง แกพิษฝ

แกรดิสดีวง และใชในสูตรตำรบัยาแผนโบราณหลายตำรบั 

ทีก่ระทรวงสาธารณสขุรบัข้ึนทะเบยีน ในตางประเทศ เชน 

จีน เกาหลี ญี่ปุน และอินเดีย รวมถึงภูมิภาคอินโดจีน

มีการนำพลูคาวท้ังตนไปใชกับอาการผิดปกติที่เกิดขึ้น

กับรางกาย เชน ไข ไอ อาการอักเสบ ขับปสสาวะ 

เปนตน(2) ดังแสดงในภาพที่ 1

ในชวงป พ.ศ. 2563 เปนตนมา ทั่วโลกประสบ

กับปญหาดานสาธารณสุขจากการแพรระบาดของ 

SARS-CoV-2 ซึ่งเปนไวรัสชนิดใหมในขณะนั้นทำให

เกิดการเสียชีวิตของประชากรเปนจำนวนมาก เพื่อ

การปองกัน รกัษา และยบัยัง้เช้ือชนดินี ้จงึมกีารศกึษาวิจยั

หลายแขนง รวมถึงมีความสนใจในงานวิจัยดานสมุนไพร

เพิ่มมากขึ้น พลูคาวจึงเปนสมุนไพรที่หลายประเทศให

ความสำคัญ เนื่องจากมีการใชในยาตำรับพื้นบานทั้งใน

ไทยและตางประเทศมานานและมีฤทธิ์ตานไวรัส เชน 

herpes simplex virus (HSV)(3) และ influenza virus 

H1N1(4) ตานเชือ้จลุชพี เชน Stapphylococcus aureus,

Fusobacterium nucleatum, Streptococcus

mutans และ Candida albicans(5) และเสริม

ภูมิคุมกัน(6) โดยเฉพาะอยางยิ่งสารออกฤทธิ์ในสาร

สกัดพลูคาวสามารถยับยั้ง RdRp enzyme ของ

SARS-CoV-2 ได(7) นอกจากนี้สารสกัดพลูคาวยังชวย

ฟนฟูความเสียหายที่เกิดขึ้นกับ aortic endothelial 

ในระหวางกระบวนการการเกิดภาวะไขมันในเลือดสูง(8) 

มีฤทธิ์ตานการอักเสบทั้งในหลอดทดลองและในสัตว

ทดลองได(9,10) การศกึษาในไตหวนั พบวายาตำรบัของจนี

Zheng-Yi-Fang มีลักษณะเปนถุงชา ขนาดบรรจุ

4 กรัมตอถุง ประกอบดวยพลูคาวเปนสวนประกอบหลัก

ในตำรับ มีปริมาณเทากับ 20% และสมุนไพรอื่นอีก 10 

ชนดิ ยาตำรบันีม้ผีลในการบรรเทาอาการจมกูอกัเสบจาก

การแพ (allergic rhinitis) ทีเ่กดิขึน้ระหวางการระบาด

ของ COVID-19(11)

พลูคาวมีองคประกอบทางเคมีหลายชนิด เชน 

สารกลุม phenolics ไดแก p-hydroxybenzoic acid, 

vanillic acid, syringic acid, p-coumaric acid 

และ ferulic acid(12) สารกลุม flavonoids ไดแก 

chlorogenic acid, neochlorogenic acid, crypto-

chlorogenic acid, rutin, hyperin, hyperoside, 

isoquercitrin, quercitrin และ quercetin(12,13) 

และสารกลุม alkaloids ไดแก norcepharadione, 

4,5-dioxodehydroasimilobine, cepharadione

B, aristololactam B II, aristololactam A II,

sauristolactam, piperolactam A, splendidine 

และ aristololactam(14) เปนตน จากรายงานการวิจัย
ภาพที่ 1  พลูคาว (สวนเหนือดิน)
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Method Validation of Quercitrin in Houttuynia cordata Aqueous Extract Using UHPLC   Sununta Srisopon et al.

การประเมนิคณุภาพของพลคูาว จำนวน 35 ตวัอยาง ดวยวิธี

HPLC-DAD พบวา quercitrin เปนองคประกอบหลกั

โดยมีปริมาณ 0.002−0.550%(15) ดังแสดงในภาพที่ 2

หลอดเลือดแข็ง (atherosclerosis) โรคเบาหวาน

(diabetes mellitus) มะเร็ง (cancer) การบาดเจ็บ

ของตับ (liver injury) และการกระตุนการเติบโตของ

เสนผม(16)

การวเิคราะห quercitrin ในสมนุไพร มกีารศกึษา

เพื่อตรวจสอบองคประกอบของสารในพลูคาวเทานั้น

ไมได เปนการศึกษาเพื่อการวิเคราะหปริมาณของ 

quercitrin ในพลูคาว โดยใช HPLC และ UPLC ดังนี้

การศึกษาองคประกอบในสารสกัดจากชาพลูคาว

ที่ไดจากสวนลำตนและใบดวย HPLC  ตรวจพบ

quercitrin ที่ retention time 29 นาที ใชเวลา

วิเคราะห 50 นาที(12) การประเมินคุณภาพของพลูคาว

ในประเทศจนีจากแหลงปลกูหลายแหง โดยการวเิคราะห

phenolics จำนวน 16 ชนดิ ในพลคูาวดวย HPLC-DAD

พบ quercitrin ที่ retention time 44 นาที ใชเวลา

วิเคราะห 80 นาที(15) การวิเคราะหสาร จำนวน 7 ชนิด

ของพลูคาวในประเทศเกาหลีจากแหลงปลูกหลายแหง

ดวย UHPLC-PDA โดยใช column ตางชนิดกัน

ตรวจพบ quercitrin ที่ retention time ตางกัน

ตัง้แต 8–14 นาที(17) เมือ่เปรยีบเทยีบผลการศกึษาระหวาง

HPLC และ UPLC พบวาการตรวจหา quercitrin

ดวยวิธี UHPLC สามารถทำไดรวดเร็วกวา HPLC

สมุนไพรพลูคาวเปนสมุนไพรที่ภาคเอกชนให

ความสนใจและมีการผลิตออกสูตลาดเพิ่มขึ้นอยาง

ตอเนื่อง เนื่องจากมีสรรพคุณตอรางกายหลายประการ 

โดยเฉพาะอยางยิ่งดานการบำรุงสุขภาพและเสริม

ภูมิคุมกัน จากการสืบคนขอมูลผลิตภัณฑที่ไดรับการ

อนุญาตจากเว็บไซตของสำนักงานคณะกรรมการอาหาร

และยา กระทรวงสาธารณสุข(18) พบวามีผลิตภัณฑ

เกี่ยวกับพลูคาวหลายชนิดทั้งแบบเดี่ยวและผสมมากกวา 

200 รายการ โดยพลูคาวที่ระบุในฉลากของผลิตภัณฑ

สวนใหญระบุเปนสารสกัดพลูคาว แตยังไมพบวามีวิธี

การควบคมุคณุภาพทางเคมทีีเ่ปนมาตรฐานสำหรบัตรวจ

ปริมาณสารสำคัญในสารสกัดน้ำพลูคาว ผูวิจัยจึงพัฒนา

วิธีวิเคราะหเพื่อตรวจปริมาณ quercitrin ซึ่งเปนสาร

สำคัญในสารสกัดน้ำพลูคาวดวยวิธี UHPLC ซึ่งเปน

วิธีที่รวดเร็วกวา HPLC การศึกษานี้มีวัตถุประสงคเพื่อ

ตรวจสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะหที่พัฒนาขึ้นใหม

ภาพที่ 2  โครงสรางทางเคมีของ Quercitrin(15)

สาร quercitrin มีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา เชน 

ฤทธิต์านอนมุลูอสิระ ฤทธิต์านอกัเสบ ฤทธิต์านเชือ้จลุชีพ

ฤทธิ์ปรับภูมิคุมกันของรายการ ฤทธิ์แกปวด ฤทธิ์สมาน

แผล และฤทธิ์คลายกลามเนื้อ เปนตน ซึ่งมีรายงาน

การศึกษาวิจัยที่นำ quercitrin มาใชกับโรคตางๆ ไดแก 

โรคกระดูกที่เกิดจากความผิดปกติของกระบวนการ

เมตาบอลิก (bone metabolic diseases) เชน โรค

กระดูกพรุน (osteoporosis) โรคกระดูกขอออนเสื่อม 

(osteoarthritis) เปนตน โรคที่เกี่ยวกับระบบทางเดิน

อาหารและลำไส (gastrointestinal diseases) เชน แผล

ในทางเดินอาหาร (gastric ulcer) การอักเสบของลำไส 

(inflammatory bowel diseases) เปนตน โรคทาง

ระบบประสาท (neuropathy) เชน การเสื่อมของระบบ

ประสาท (neurodegenerative diseases) หลอดเลอืด

สมองอุดตัน (ischemic stroke) อาการวิตกกังวลและ

ซึมเศรา (anxiety and depressive disorder) อาการ

หูหนวกจากระบบประสาท (nerve deafness) เปนตน 

โรคทางดานระบบภูมิคุมกัน (immune diseases)

เชน โรคสะเก็ดเงิน (psoriasis) โรคภูมิแพตัวเอง

(systemic lupus erythematosus) อาการไวตอการ

สัมผัส (contact hypersensitivity) เปนตน ภาวะ
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การทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห Quercitrin ในสารสกัดน้ำพลูคาวดวย UHPLC  สุนันทา ศรีโสภณ และคณะ

ในหองปฏบิตักิาร เพือ่ใหม่ันใจวาวิธท่ีีพฒันาขึน้นีม้คีวาม

ถกูตอง นาเชือ่ถอื และสามารถใชเปนวิธมีาตรฐานสำหรบั

ควบคุมคุณภาพสารสกัดน้ำพลูคาวได

วัสดุและวิธีการ

การเตรียมสารสกัดน้ำพลูคาว

สมุนไพรพลูคาวเก็บตัวอยางจากแหลงปลูกใน

จังหวัดจันทบุรีและเชียงใหม โดยเจาหนาที่สถาบันวิจัย

สมุนไพรและไดรับการระบุชื่อวิทยาศาสตรตามหลัก

อนกุรมวธิานพชืจากหองปฏบิตักิารพพิธิภัณฑพชื สถาบนั

วิจัยสมุนไพร กรมวิทยาศาสตรการแพทย หมายเลข

Herbarium specimen DMSC 5320 นำสมุนไพร

พลูคาวสวนเหนือดินมาคัดแยก ลาง หั่น และตากใหแหง 

จากนั้นนำไปอบในตูอบรอนท่ีอุณหภูมิ 45–50 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 32 ชั่วโมง นำมาบดเปนผงและผาน

แรงเบอร 180 เก็บตัวอยางที่ไดในขวดแกวสีชาปดสนิท 

ปดฉลากระบุชื่อ แหลงที่มา และหมายเลขตัวอยาง

ชั่งตัวอยางผงพลูคาวแหง 500 กรัม ใสลงในขวด

แกวกนกลมขนาด 4 ลิตร เติมน้ำกล่ัน 3.5 ลิตร สกดัดวยวธิี 

reflux แลวกรองดวยกระดาษกรองเบอร 4 สกดัซำ้จำนวน 

2 ครั้ง ทำใหสารสกัดน้ำพลูคาวเขมขนดวยเครื่องระเหย

สุญญากาศและทำใหแหงดวยวิธีระเหิดดวยความเย็น

(freeze drying) เก็บสารสกัดน้ำพลูคาวในขวดสีชา

ปดสนิทที่อุณหภูมิ 2–8 องศาเซลเซียส ปดฉลากระบุ

ชื่อ แหลงที่มา วิธีเตรียม และหมายเลขตัวอยางสารสกัด

น้ำพลูคาว

สารมาตรฐาน

quercitrin ความบริสุทธิ์ 99.9% และ 98.6% 

(Chengdu Biopurify Phytochemicals Ltd., 

China, Lot. PRF21120302 และ PRF22062201)

สารเคมี

เมทานอล (HPLC grade), น้ำ (ultra purified 

water) และ phosphoric acid (AR grade)

เครื่องมือและอุปกรณ

เครื่อง UHPLC (ultra high performance 

liquid chromatography) รุน 1290 Infinity II (Agilent

Technologies®, Germany) ประกอบดวย 1290 flexible

pump, 1290 vialsampler, ICC (integrated 

column compartment) และ 1290 DAD FS (diode 

array detector fixed slit), guard column ชนิด 

ZORBAX Extend-C18 ขนาด 2.1×5 มิลลิเมตร 

ขนาดอนุภาค 1.8 ไมโครเมตร column ชนิด ZORBAX 

Extend-C18 Rapid Resolution HD ขนาด 2.1x50 

มิลลิเมตร ขนาดอนุภาค 1.8 ไมโครเมตร (Agilent®, 

USA), เครื่องช่ังความละเอียด 0.1−0.01 มิลลิกรัม 

(Mettler Toledo®, Switzerland), เครื่องระเหย

สุญญากาศ (Eyela®, USA), ตูอบรอน (Memmert®, 

Germany), อางนำ้รอน (Contherm scientific Ltd., 

New Zealand), sonicator (Ney®, Ultra sonikTM, 

USA), freeze dryer (Labconco®, USA), PVDF 

syringe membrane filter ขนาด 0.22 ไมโครเมตร, 

กระดาษกรองเบอร 4 และ software Chemdraw 

version 8.0

วิธีวิเคราะห 

สารละลายตัวอยาง เตรียมโดยชั่งผงสารสกัดน้ำ

พลูคาว 500 มิลลิกรัม เติมเมทานอล 20 มิลลิลิตร นำไป 

reflux ที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที 

กรองผานกระดาษกรองเบอร 4 จากนั้นปรับปริมาตร

ดวยเมทานอลจนครบ 50 มิลลิลิตร กรองสารละลายที่ได

ผาน PVDF syringe membrane filter ขนาด 0.22 

ไมโครเมตร

สารละลายมาตรฐาน เตรียม stock standard 

solution โดยชั่ง quercitrin 20 มิลลิกรัม ละลายและ

ปรับปริมาตรดวยเมทานอลจนครบ 50 มิลลิลิตร แลว

เตรียม 6 ระดับความเขมขน เพื่อสรางกราฟมาตรฐาน 

(calibration curve) โดย pipet stock standard 

solution จำนวน 1, 2, 3, 4, 5 และ 6 มิลลิลิตร

ตามลำดับ เจือจางและปรับปริมาตรดวยเมทานอล

จนครบ 10 มิลลิลิตร กรองสารละลายที่ไดผาน PVDF

membrane filter ขนาด 0.22 ไมโครเมตร
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Method Validation of Quercitrin in Houttuynia cordata Aqueous Extract Using UHPLC   Sununta Srisopon et al.

ระบบโครมาโทกราฟ วัฏภาคคงที่ คือ column 

ชนิด ZORBAX Extend-C18 Rapid Resolu-

tion HD ขนาด 2.1×50 มิลลิเมตร, ขนาดอนุภาค 1.8 

ไมโครเมตร อุณหภูมิ column เทากับ 30 องศาเซลเซียส

วัฏภาคเคล่ือนท่ี คือ ระบบ gradient ของ 0.2%v/v 

phosphoric acid ในนำ้ และเมทานอล ดงัแสดงในตาราง

ที่ 1 อัตราการไหลเทากับ 0.4 มิลลิลิตรตอนาที ตรวจวัด

ดวย DAD (diode array detector) ที่ความยาวคลื่น

350 นาโนเมตร

ตารางที่ 1  ระบบของวัฏภาคเคลื่อนที่แบบ gradient

Time (min) 0.2%v/v Phosphoric acid ในนํ้า (%) Methanol (%)

0 75 25

0.5 60 40

3 55 45

4 75 25

6 75 25

วธิวีเิคราะหนีเ้ปนวิธทีีพ่ฒันาขึน้ในหองปฏบิตักิาร 

โดยกอนการนำไปตรวจสอบความถูกตองของวิธไีดทำการ

ตรวจสอบพารามิเตอรตางๆ จากผลการวิเคราะหโครมา

โทแกรมของสารละลายตัวอยางดวยโปรแกรม control 

panel for OpenLAB software version 2.3 (Agilent 

Technologies®, Germany) พบวาผานเกณฑของวิธี

วิเคราะหที่เหมาะสม(19) คือ resolution > 2, tailing 

factor < 2, theoretical plate number > 2000 และ 

symmetry factor < 1.5

การทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห

ความจำเพาะ (specificity)

วิเคราะหสารละลายมาตรฐานและสารละลาย

ตวัอยางสารสกดัน้ำพลูคาวดวยเครือ่ง UHPLC รุน 1290 

Infinity II แลวเปรยีบเทียบผลของ UV spectrum ทีไ่ด

ความเปนเสนตรง (linearity)

วเิคราะหสารละลายมาตรฐาน 6 ระดบัความเขมขน

ที่ 0.04, 0.08, 0.12, 0.16, 0.20 และ 0.24 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตร ความเขมขนละ 3 ครั้ง ทำซ้ำ 3 วัน 

สรางกราฟมาตรฐานของ quercitrin ระหวาง

ความเขมขน (แกน x) กับ peak area (แกน y) ของ

แตละวันของการวิเคราะห พิจารณาความเปนเสนตรง

ของชวงที่ทำการทดสอบจากคาสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ 

(coefficient of determination, r2) และ residual plot 

โดยเกณฑการยอมรับความเปนเสนตรง คือ r2 > 0.999 

และ residual plot ที่ไดจากผลตางของความเขมขน

สังเกตและคาความเขมขนประมาณ (y-residual) ของ

ทุกระดับความเขมขนมีการกระจายตัวรอบๆ คาศูนย(20)

ความแมน (accuracy)

unspiked sample คือ ตัวอยางสารสกัดน้ำ

พลูคาวที่มีปริมาณ quercitrin นอยที่สุดเมื่อเทียบกับ

ตัวอยางสารสกัดน้ำพลูคาวอื่นในการศึกษานี้

การหาความเขมขนของ quercitrin ใน unspiked

sample ทำโดยเตรียมสารละลาย unspiked sample 

จำนวน 10 ซ้ำ แลวนำไปวิเคราะหดวย UHPLC ซ้ำละ 

3 ครั้ง

การหาความเขมขนของ target value ทำโดย

เตรียมสารละลายตัวอยางสารสกัดน้ำพลูคาวที่ไมใช

unspiked sample จำนวน 10 ซ้ำ นำไปวิเคราะหดวย 

UHPLC ซ้ำละ 2 ครั้ง และคำนวณความเขมขนเฉลี่ย

การประมาณคาความเขมขนของ spiked sample 

3 ระดับความเขมขน (ต่ำ กลาง สูง) โดยคำนวณท่ี

รอยละ 50, 100 และ 150 ของความเขมขน target value 

ไดความเขมขนเทากับ 0.05, 0.08 และ 0.15 มิลลิกรัม

ตอมิลลิลิตร ตามลำดับ
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การทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห Quercitrin ในสารสกัดน้ำพลูคาวดวย UHPLC  สุนันทา ศรีโสภณ และคณะ

การวิเคราะห spiked sample ทั้ง 3 ระดับความ

เขมขน

ระดับความเขมขนต่ำ ทำโดยชั่ง unspiked 

sample 500 มิลลิกรัม จำนวน 7 ซ้ำ เติมสารละลาย

มาตรฐาน quercitrin ความเขมขน 1.2 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตร ปริมาตร 2 มิลลิลิตร

ระดับความเขมขนกลาง ทำโดยชั่ง unspiked 

sample 500 มิลลิกรัม จำนวน 7 ซ้ำ เติมสารละลาย

มาตรฐาน quercitrin ความเขมขน 2 มิลลิกรัม

ตอมิลลิลิตร ปริมาตร 2 มิลลิลิตร

ระดับความเขมขนสูง ทำโดยชั่ง unspiked 

sample 500 มิลลิกรัม 7 ซ้ำ เติมสารละลายมาตรฐาน 

quercitrin ความเขมขน 3.6 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  

ปริมาตร 2 มิลลิลิตร 

จากน้ันเตมิเมทานอล ปรมิาตร 18 มิลลลิติร ลงใน

unspiked sample ท่ีเติมสารละลายมาตรฐานแตละ

ระดับความเขมขนไวแลว นำไป reflux ที่อุณหภูมิ 80 

องศาเซลเซยีส นาน 30 นาที แลวกรองผานกระดาษกรอง

เบอร 4 และปรับปริมาตรดวยเมทานอลจนครบ 50 

มิลลิลิตร ซึ่งจะไดความเขมขนสุดทายของความเขมขน

ในระดับ ต่ำ กลาง สูง เทากับ 0.05, 0.08 และ 0.15 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลำดับ กรองสารละลายที่ได

ผาน PVDF syringe membrane filter ขนาด 0.22 

ไมโครเมตร นำไปวิเคราะหดวย UHPLC ซ้ำ 2 ครั้งตอ

ตัวอยาง (duplicate)

คำนวณความเขมขนของ quercitrin จากกราฟ

มาตรฐาน และคำนวณรอยละการคนืกลบั (%recovery) 

เกณฑการยอมรบัความถกูตองของวิธวิีเคราะห อยูในชวง

รอยละ 95–105(20) 

C1 คอื ความเขมขนท่ีวัดไดของสารใน spiked 

  sample

C
2
 คือ ความเขมขนที่วัดไดของสารใน

  unspiked sample

C
3
 คือ  ความเขมขนของ added analyte

ความเที่ยง (precision)

repeatability วิเคราะหสารละลายตัวอยางสาร

สกัดน้ำพลูคาวที่เติมสารมาตรฐาน quercitrin 3 ระดับ

ความเขมขน ซึง่สารละลายทีน่ำไปวเิคราะหมคีวามเขมขน

สุดทายของ quercitrin เทากับ 0.05, 0.08 และ 0.15 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยสารละลายนี้เตรียมขึ้นใน

ขั้นตอนของการทดสอบความแมน ระดับความเขมขนละ 

7 ซ้ำ ฉีด UHPLC ซ้ำ 2 ครั้งตอตัวอยาง ทำการวิเคราะห

ภายในวันเดียวกันดวยนักวิเคราะห 1 คน คำนวณรอยละ

ของคาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (%RSD) 

intermediate precision วิเคราะหสารละลาย

ตัวอยางสารสกัดน้ำพลูคาวที่เติมสารมาตรฐาน querci-

trin 3 ระดบัความเขมขน โดยสารละลายทีน่ำไปวเิคราะห

มคีวามเขมขนสดุทายของ quercitrin เทากบั 0.05, 0.08 

และ 0.15 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ระดับความเขมขนละ

7 ซำ้ ฉดี UHPLC ซำ้ละ 2 ครัง้ วเิคราะหดวยนกัวเิคราะห 

2 คน  ตางวนักนั คำนวณรอยละของคาเบีย่งเบนมาตรฐาน

สัมพัทธ (%RSD)

ประเมนิคา Horwitz’s equation และ HORRAT

ของ repeatability และ intermediate precision 

เกณฑการยอมรับคือ HORRAT < 2(21)

ขีดจำกัดการวัดเชิงปริมาณ (limit of quantita-

tion, LOQ)

วิเคราะหสารละลายตัวอยางสารสกัดน้ำพลูคาวที่

เตมิสารมาตรฐาน quercitrin โดยทีค่วามเขมขนสดุทาย

ม ีquercitrin เทากบั 0.01 มลิลกิรมัตอมลิลลิติร จำนวน 

10 ซ้ำ แลววิเคราะหดวย UHPLC ซ้ำ 2 ครั้งตอตัวอยาง 

คำนวณความเขมขนของ quercitrin ในสารละลาย

ตัวอยางขางตน จากกราฟมาตรฐานยืนยัน LOQ ดวย

การประเมินคาความแมนจาก %recovery และประเมิน

คาความเที่ยงดวย %RSD

(C1 - C2)

      C3

× 100
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ผล

วิธีวิเคราะห

ผลการวิเคราะหสารละลายตัวอยางสารสกัดพลูคาว

พบ quercitrin ที่ retention time เทากับ 3.151 นาที

โดย resolution, tailing factor, theoretical plate 

และ symmetry factor มีคาเทากับ 2.7412, 1.0600, 

5351 และ 1.1918 ตามลำดบั ซึง่ผานเกณฑความเหมาะสม

สำหรับวิธีวิเคราะห ดังแสดงในภาพที่ 3

ภาพที่ 3  โครมาโทแกรมของ (A) สารละลายมาตรฐาน quercitrin ความเขมขน 0.16 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร

 และ (B) สารละลายตัวอยางสารสกัดน้ำพลูคาว ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร

การทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห

ความจำเพาะ (specificity)

เมื่อเปรียบเทียบผลการวิเคราะหของสารละลาย

มาตรฐานและสารละลายสารสกัดน้ำพลูคาว ดังแสดงใน

ภาพที ่3 พบวา retention time ของสารละลายมาตรฐาน 

quercitrin ปรากฏที่ 3.138 นาที และ quercitrin

ในตวัอยางสารละลายตวัอยางสารสกดันำ้พลคูาว ปรากฏท่ี

3.151 นาที และ ผลการวิเคราะห UV spectrum 
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ของ quercitrin peak ทั้งในสารละลายมาตรฐานและ

สารละลายตัวอยางสารสกัดน้ำพลูคาว ดังแสดงในภาพที่ 

4 พบวาวิธีนี้เปนวิธีที่มีความจำเพาะ

ความเปนเสนตรง (linearity)

เมื่อทำการวิเคราะหสารละลายมาตรฐาน และ

สรางกราฟมาตรฐานระหวางความเขมขน (แกน x) กับ 

peak area (แกน y) พบวามีความเปนเสนตรงในชวง

ความเขมขน 0.04–0.24 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยผล

การวิเคราะหทั้ง 3 วัน มีคาสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (r2) 

เทากับ 0.99997 ดังแสดงในภาพที่ 5

ภาพที่ 4  UV spectrum ของ quercitrin peak จากการวิเคราะหดวยเครื่อง UHPLC

            (A) สารละลายมาตรฐาน quercitrin ความเขมขน 0.16 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และ 

            (B) สารละลายตัวอยางสารสกัดน้ำพลูคาว ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร

ภาพที่ 5  กราฟมาตรฐานของ quercitrin ที่ความเขมขน 0.04–0.24 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (n = 3)
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เมื่อวิเคราะหตางวันกัน จำนวน 3 วัน พบวา

y-residual ของ quercitrin ทีค่วามเขมขนแตละระดบั

มีการกระจายรอบๆ คาศูนย ดังแสดงในภาพที่ 6

ความแมน (accuracy)

ความเขมขนของ quercitrin ที่ เติมลงใน 

unspiked sample ที่คาประมาณรอยละ 50, 100 และ 

150 ของ target value เทากับ 0.05, 0.08 และ 0.15 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลำดับ โดยความเขมขนเฉลี่ย

ของ target value เมื่อวิเคราะหสารละลายตัวอยางสาร

สกัดน้ำพลูคาว จำนวน 10 ซ้ำ พบวาเทากับ 0.1 มิลลิกรัม

ตอมิลลิลิตร

ผลการทดสอบความแมนที่ 3 ระดับความเขมขน

พบวารอยละของการคนืกลบัอยูในชวงรอยละ 103.16±0.68,

100.58±0.51 และ 99.76±0.62 ตามลำดับ ดังแสดง

ในตารางที่ 2

ภาพที่ 6 residual plot ของ quercitrin ที่ความเขมขน 0.04–0.24 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (n = 3)

residual plot

ความเที่ยง (precision)

repeatability ผลการทดสอบความเท่ียงที่ 3 

ระดับความเขมขน มีคา %RSD เทากับ 0.61, 0.61 และ 

0.60 ตามลำดบั และ HORRAT เทากบั 0.23, 0.24 และ 

0.23 ตามลำดับ

intermediate precision ผลการทดสอบ

ความเที่ยงที่ 3 ระดับความเขมขน มีคา %RSD เทากับ 

1.69, 2.63 และ 1.10 ตามลำดับ และ HORRAT 

เทากับ 0.65, 1.01 และ 0.42 ตามลำดับ ดังแสดงใน

ตารางที่ 2

ขีดจำกัดการวัดเชิงปริมาณ (limit of quantitation,

LOQ)

การทดสอบขีดจำกัดการวัดเชิงปริมาณ พบวา 

LOQ เทากับรอยละ 0.1 โดยน้ำหนา โดย %recovery 

เทากับรอยละ 100.18±1.24 และ %RSD เทากับ 0.93
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วิจารณ

การวิเคราะหปริมาณ quercitrin ในสารสกัดน้ำ

พลคูาวดวยวธิ ีUHPLC เปนวธิทีีพ่ฒันาขึน้ในหองปฏบิตักิาร

การเตรียมตัวอยางสารละลายสารสกัดน้ำพลูคาวใช

วิธี reflux เนื่องจากเม่ือเปรียบเทียบการเตรียมดวย

การหมัก การ sonicate และการ reflux พบวาการ

reflux ทำให ไดสารละลายตัวอย างที่ มีปริมาณ

quercitrin มากท่ีสุด เม่ือเปรยีบเทียบกบัอกี 2 วิธ ีทีก่ลาว

ขางตน ตัวทำละลายที่ใช คือ เมทานอล เนื่องจากสาร 

quercitrin สามารถละลายในเมทานอลไดดี เมื่อได

วิธีเคราะหที่พัฒนาแลวจำเปนตองมีการทดสอบความ

ถูกตองของวิธี เพื่อใหม่ันใจวาผลวิเคราะหที่ไดจากวิธีที่

พฒันาขึน้ใหมนีม้คีวามถกูตองและนาเชือ่ถอื วธิวีเิคราะหนี้

ใชวัฏภาคคงที่ คือ column ZORBAX Extend-C18 

Rapid Resolution HD ขนาด 2.1×50 มิลลิเมตร 

ขนาดอนุภาค 1.8 ไมโครเมตร ท่ีอุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส วัฏภาคเคลื่อนที่ คือ 0.2%v/v phosphoric 

acid ในน้ำและเมทานอล ซึ่งใชระบบ gradient

อัตราการไหลเทากับ 0.4 มิลลิลิตรตอนาที ตรวจ

วัดที่ความยาวคลื่น 350 นาโนเมตร วิธี น้ีเปนวิธีที่

มีระบบการแยกเหมาะสม เนื่องจาก resolution

> 2, tailing factor < 2, theoretical plate number 

> 2000 และ symmetry factor < 1.5 ซึ่งผานเกณฑตาม 

CDER(19) จากการทดสอบความถูกตองของวิธีแสดงให

เห็นวาเปนวิธีที่สามารถนำมาใชได เนื่องจากมีความเปน

เสนตรงในชวงความเขมขน 0.04−0.24 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตร คาสัมประสิทธิ์การตัดสินใจเทากับ 0.99997 

รอยละการคืนกลับของการวิเคราะห quercitrin

ที่ความเขมขน 3 ระดับของคาเปาหมายเทากับรอยละ

103.16±0.68, 100.58±0.51 และ 99.76±0.62

ตามลำดับ และคา HORRAT ของ repeatability และ 

intermediate precision นอยกวา 2 ซึ่งอยูในเกณฑ

การยอมรับตาม AOAC guideline(21) ขีดจำกัดในการ

ตรวจวดัเชงิปริมาณของวิธน้ีีเทากบัรอยละ 0.1 โดยนำ้หนกั

นอกจากวิธีวิเคราะหนี้จะมีประสิทธิภาพแลว ยังสามารถ

เพิ่มประสิทธิผลในการปฏิบัติงานได เน่ืองจากใชระยะ

การวิเคราะหตอการฉีด 1 ครั้ง เทากับ 6 นาที ในขณะที่

การศกึษาอืน่ใชเวลาในการวเิคราะหดวย HPLC ประมาณ

40−80 นาที(12,15) และใชเวลาการวิเคราะหดวย UPLC 

เทากับ 14 นาที(17)  ซึ่งเปนผลมาจากการปรับชนิดของ

วัฏภาคเคล่ือนที่ ระบบ gradient ชนิดของคอลัมน 

อุณหภูมิของคอลัมน และอัตราการไหลของวัฏภาค

เคลือ่นที ่ทำใหสามารถวเิคราะหจำนวนตวัอยางไดมากขึน้

ในระยะเวลาที่เทากันและใชสารเคมีในการวิเคราะห

นอยลง ซึง่เปนขอดใีนการลดจำนวนของเสยีเคมทีีจ่ะออกสู

สิ่งแวดลอมได

สรุป

วธิกีารวเิคราะหทีพ่ฒันาขึน้นีส้ามารถตรวจปรมิาณ 

quercitrin ในสารสกัดน้ำพลูคาวไดอยางถูกตอง

เที่ยงตรง รวดเร็ว และมีประสิทธิภาพ ซึ่งมีประโยชน

ในการนำไปใชควบคุมคุณภาพของสารสกัดน้ำพลูคาว

ในเชิงพาณิชยได

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณ กรมวิทยาศาสตรการแพทย ใน

การสนับสนุนครุภัณฑสำหรับการวิจัย และขอขอบคุณ

เจาหนาทีส่ถาบนัวจิยัสมนุไพรทกุทานทีใ่หความชวยเหลอื

ในการทำงานวิจัยเปนอยางดี
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Sununta Srisopon, Somchit Niumsakul, Sarawut Chankhotkaew, Sakwichai Ontong, 
Koravit Somkid, and Siriwan Chaisomboonpan
Medicinal Plant Research Institute, Department of Medical Sciences, Nonthaburi 11000, Thailand.

Method Validation of Quercitrin Content 
in Houttuynia cordata Aqueous Extract 

Using Ultra High Performance Liquid 
Chromatography

ABSTRACT Heartleaf (Houttuynia cordata Thunb.) is used for Thai traditional medicine and 
preparations registered by the Thai food and drug administration. It has been used for treating various
symptoms such as fever, cough, and infl ammation, and as diuretic. Additionally, it was reported as 
antiviral, antimicrobial, immune stimulant and anti-infl ammatory. From Traditional Chinese Medicine,
which heartleaf, as the main ingredient for allergic rhinitis during the COVID-19 pandemic, was
reported. Phenolics were found as main compounds in this plant, of which quercitrin was reported as a major 
ingredient. Since the quality control of heartleaf aqueous extract has not been regulated, the objective of 
this study was to validate the method for analysis of the content of quercitrin in heartleaf aqueous extract 
Using Ultra High Performance Liquid Chromatography (UHPLC). The stationary phase was ZORBAX 
Extend-C18 Rapid Resolution HD 2.1x50 mm, 1.8 µm at a temperature of 30 ºC. The mobile phase was a 
mixture of 0.2%v/v phosphoric acid in water and methanol as a gradient system. The fl ow rate was 0.4 mL/min.
It was detected using photodiode array detector at 350 nm.  The sample solution was prepared by refl uxing 
with methanol for 30 minutes. The results showed that this method was specifi c. Linearity was between 
0.04–0.24 mg/ml with r2 = 0.99997. The accuracy (% recovery) was 99.76–103.16%. The HORRAT of 
repeatability and intermediate precision was less than 2. Limit of quantitation (LOQ) was 0.1 %w/w.
The developed method was accurate and precise. Therefore, it can be used for the determination of quercitrin 
content as the quality control method of single heartleaf aqueous extracts which are commercially available.

Keywords: Method validation, Quercitrin, Heartleaf aqueous extract, UHPLC


