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บทคัดย่อ
การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อเปรียบเทียบปริมาณกรดโรสมารินิกของสารสกัดหญ้าหนวดแมว (Orthosiphon 

aristatus) ทีส่กดัด้วย 70% เอทานอล จากแหล่งเพาะปลกูท่ีแตกต่างกนั 10 แหล่ง ทดสอบด้วยวธิโีครมาโทกราฟีแบบผิวบาง

และโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง พบว่าแหล่งที่ได้ปริมาณผลผลิตของสารสกัดหยาบสูงที่สุด คือ จังหวัดปราจีนบุรี 

เท่ากับ 13.12 เปอร์เซ็นต์ และผลผลิตต่�่ำำที่สุด คือ จังหวัดเชียงราย เท่ากับ 6.66 เปอร์เซ็นต์ ผลการทดสอบโครมาโทกราฟี

แบบผวิบาง พบลกัษณะรอยพิมพ์ลายนิว้มอืตรงกนัทัง้หมด และตำ�ำแหน่งแถบสารท่ีค่า (Retardation factor, R
f
) เท่ากบั 0.35 

ตรงกับสารมาตรฐานกรดโรสมารินิก ผลการทดสอบด้วยวิธีโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงพบรีเทนชันไทม์ของกรด

โรสมารินิกเท่ากับ 12.50 นาที และมีคุณสมบัติในการดูดกลืนแสงสูงสุดท่ีความยาวคล่ืน (λ
max

) เท่ากับ 329 นาโนเมตร 

จากการวเิคราะห์ปรมิาณกรดโรสมารนิกิ พบว่าจังหวัดนครนายกมปีรมิาณกรดโรสมารนิกิมากทีสุ่ดเท่ากบั 350.86 ไมโครกรัม/

มลิลิลิตร (ร้อยละ 1.75) ส่วนหญ้าหนวดแมวทีม่าจากจงัหวดัยะลาปรมิาณกรดโรสมารนิกิน้อยท่ีสุดเท่ากบั 81.16 ไมโครกรมั/

มิลลิลิตร (ร้อยละ 0.41) ซึ่งการวิเคราะห์ด้วย HPLC ได้มีการทดสอบความถูกต้องและความน่าเชื่อถือของวิธีวิเคราะห์ พบค่า 

การเปรียบเทียบปริมาณกรดโรสมารินิกของสารสกัดหญ้าหนวดแมว 

ด้วยวิธีโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง

The Comparison of rosmarinic acid in Orthosiphon aristatus extract 

by high performance liquid chromatography
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R2 เท่ากับ 0.9997 %recovery ร้อยละ 99.74–108.02 ค่าความแม่นยำ�ำภายในวันและระหว่างวัน มีค่า %RSD เท่ากับ 

0.1 – 1.9 และ 0.3 – 0.6 ตามลำ�ำดับ นอกจากนั้นค่า LOD และ LOQ เท่ากับ 0.06 และ 0.17 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลำ�ำดับ 

แสดงให้เห็นว่าวิธีวิเคราะห์มีความถูกต้องและน่าเชื่อถือในการวิเคราะห์กรดโรสมารินิกในหญ้าหนวดแมว 

คำ�ำสำ�ำคัญ: หญ้าหนวดแมว, กรดโรสมารินิก, โครมาโทกราฟีแบบผิวบาง, โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 

Abstract
The objective of this study is to compare the amount of rosmarinic acid in Orthosiphon aristatus 

extract from 10 different origins. The methods were used thin layer chromatography and high-performance 

liquid chromatography. The leaves of Orthosiphon aristatus were extracted with 70% ethanol. The results 

showed that crude extracts from Prachinburi province were found the highest yield at 13.12 % while 

Chiang Rai province had the lowest yield (6.66 %). TLC fingerprints showed a similar pattern and a spot 

at retardation factor (R
f
) value of 0.35 was identified as standard rosmarinic acid. According to the high-

performance liquid chromatography, λ
max

 was 329 nm and the retention time was 12.50 minutes. Nakhon 

Nayok province has the greatest amount of 350.86 microgram/ml (1.75%) of rosmarinic acid among the 

planting sites while Yala province has the lowest at 81.16 microgram/ml (0.41 %). The method validation 

of the HPLC technique demonstrated good linearity and represented a high correlation coefficient value 

(R2) were 0.9997, %recovery was 99.74 – 108.02. Intra-day and inter-day precisions were showed %RSD 

value 0.1 – 1.9 and 0.3 – 0.6, respectively. In addition, LOD and LOQ were 0.06 and 0.17 micrograms/

milliliter, respectively. It has been demonstrated that this method can accurately and consistently analyze 

the rosmarinic acid in Orthosiphon aristatus.

Keyword: Orthosiphon aristatus, Rosmarinic acid, Thin layer chromatography, High performance liquid 

chromatography

บทนำ�ำ

หญ้าหนวดแมว (Orthosiphon aristatus 

(Blume) Miq. หรือ Orthosiphon stamineus Benth.) 

อยู่ในวงศ์ Lamiaceae พบท่ัวไปในแถบเอเชียตะวันออก

เฉียงใต้ มีกลิ่นหอมเล็กน้อย รสชาติค่อนข้างขม และรสเค็ม 

[1] มีสรรพคุณลดไข้ ขับปัสสาวะ ขับนิ่ว และยังสามารถใช้

รักษาโรคกระเพาะปัสสาวะอักเสบ โรคเบาหวาน โรคไขข้อ

อักเสบ โรคเก๊าท์ และโรคไต เป็นต้น [2] มีการศึกษา

องค์ประกอบทางเคมพีบว่าส่วนใหญ่เป็นสารกลุม่ phenolic 

compound ได้แก่ กรดโรสมารินิก (rosmarinic acid) 3’ 

- hydroxy-5, 6, 7, 4’ tetramethoxyflavone (TMF) 

ไซเนนเซติน (sinensetin) และยูพาโทริน (eupatorin) 

เป็นต้น [3] จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่าสารสกัดจากหญ้า

หนวดแมวมฤีทธิต้์านอนมุลูอสิระ [4-6] ต้านการอกัเสบ [5-7] 

ต้านมะเรง็ต่อมลกูหมาก [8, 9] ต้านการสร้างหลอดเลอืดใหม่ 

[10] ต้านเบาหวาน [4, 7, 10, 11] ต้านเชือ้เอชไอว ี[12] และ

ยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของแบคทเีรยี [4, 5, 10] โดยสารสำ�ำคญั

ทีม่ฤีทธิท์างเภสชัวทิยาข้างต้นคอื กรดโรสมารินกิ นอกจากน้ี 

ยังมีรายงานการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของหญ้า

หนวดแมวที่มาจากแหล่งต่างกันด้วยวิธีทางโครมาโทกราฟี
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แบบผิวบาง [13, 14] และวิธีโครมาโทกราฟีของเหลว

สมรรถนะสูง [15] พบว่ามีองค์ประกอบทางเคมีที่ต่างกัน

อย่างมนียัสำ�ำคญัทางสถิต ินอกจากน้ียงัมกีารศึกษาการใช้กรด

โรสมารนิกิในการรกัษาในผูป่้วยโรคผืน่ภมูแิพ้ผวิหนงั (atopic 

dermatitis) [16] และมีการนำ�ำไปใช้ในการต้านการอักเสบ 

ต้านภูมิแพ้ในผู้ป่วยภูมิแพ้ตามฤดูกาล (seasonal allergic 

rhinoconjunctivitis) [17] อย่างไรก็ตามในประเทศไทยยัง

ไม่ได้มกีารศกึษาความแตกต่างขององค์ประกอบทางเคมขีอง

หญ้าหนวดแมวจากพื้นที่ต ่างกัน ดังนั้นผู ้วิจัยจึงศึกษา

เปรียบเทียบปริมาณกรดโรสมารินิกของสารสกัดหญ้า

หนวดแมว จากแหล่งปลูกหญ้าหนวดแมว 10 แหล่ง ใน 5 

ภูมิภาคของประเทศไทย คือ ภาคเหนือ ภาคตะวันออก

เฉียงเหนือ ภาคกลาง ภาคใต้ และภาคตะวันออก ด้วยวิธี

โครมาโทกราฟีแบบผิวบาง และวิธีโครมาโทกราฟีของเหลว

สมรรถนะสูง เพื่อเป็นข้อมูลในการเลือกแหล่งปลูกหญ้า

หนวดแมวทีมี่คณุภาพและมปีรมิาณสารสำ�ำคญัทีเ่หมาะสมใน

การนำ�ำไปใช้ทางการแพทย์ต่อไป

วิธีดำ�ำเนินการวิจัย

การเตรียมตัวอย่างสมุนไพร

ตัวอย ่างหญ้าหนวดแมวท่ีเก็บเก่ียวในเดือน

พฤศจกิายน จาก 10 แหล่งเพาะปลกู นำ�ำมาตากแห้ง เป็นเวลา 

8 ชั่วโมง จากนั้นไปอบที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 5 

ชั่วโมง นำ�ำไปบด แล้วร่อนด้วยตะแกรงเบอร์ 80 จากนั้นนำ�ำ

ผงหญ้าหนวดแมวแห้ง ตัวอย่างละ 50 กรัม เติม 70% 

เอทานอล ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร บ่มไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง

เป็นเวลา 3 วัน จากนั้นกรองด้วยกระดาษกรอง แล้วนำ�ำ

ตวัอย่างทีไ่ด้ไประเหยเอาตวัทำ�ำละลายออกด้วยเครือ่ง rotary 

evaporator นำ�ำสารสกัดเก็บที่อุณหภูมิ –4 องศาเซลเซียส 

จนกว่าจะนำ�ำไปใช้งาน

การทดสอบด้วย Thin Layer Chromatography (TLC)

เตรียมสารสกดัหญ้าหนวดแมวจากแหล่งเพาะปลกู

ต่าง ๆ และสารมาตรฐานกรดโรสมารินิก ละลายด้วย

เอทานอลให้มคีวามเข้มข้นตวัอย่างละ 10 มลิลกิรมั/มลิลลิิตร 

จากนั้นหยดตัวอย่างปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงบนแผ่น

โครมาโทกราฟีแบบผิวบาง (TLC) ที่เคลือบด้วย silica gel 

60 GF254 (Merck) ขนาด 10 x 12 เซนติเมตร ใช้วัฏภาค

เคล่ือนที่เป็น โทลูอีน เอทิลอะซีเตท และกรดฟอร์มิก 

(toluene: ethyl acetate: formic acid) ในอตัราส่วน 9:9:1 

วางแผ่น TLC ให้วัฏภาคเคล่ือนที่เคล่ือนไปจากจุดเริ่มต้น 

จนถึง solvent front นำ�ำแผ่นโครมาโทกราฟีออกมาวางให้

แห้ง ตรวจสอบผลการแยกสารภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต 

ที่ความยาวคลื่น 254 และ 366 นาโนเมตร จากนั้นคำ�ำนวณ

หาค่า R
f
 ของแถบสารสกัดที่พบ

การทดสอบด ้วย High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC)

เ ต รี ยมตั วอย ่ า งสารส กัดหญ ้ าหนวดแมว

ความเข้มข้น 20 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ในเอทานอล กรองผ่าน 

membrane syringe filter ขนาด 0.45 ไมโครเมตร ปรมิาตร

ที่ฉีด 20 ไมโครลิตร วัฏภาคเคลื่อนที่คือ 0.1% กรดฟอร์มิก

ในน้�้ำำ (0.1% formic acid in water: A) และอะซีโตไนไตรล์ 

(acetonitrile: B) ชะคอลัมน์แบบ gradient program 

แสดงดังตารางที่ 1 วิเคราะห์โดยใช้เครื่อง HPLC – DAD 

system (Shi-madzu, Kyoto, Japan) ใช้คอลัมน์ C18 

(5 ไมโครเมตร, 4.6 x 250 มิลลิเมตร) อุณหภูมิคอลัมน์ 40 

องศาเซลเซยีส อตัราการไหล 1.0 มลิลิลิตร/นาท ี[6] คำ�ำนวณ

หาปรมิาณกรดโรสมารนิกิ เทียบกบัสารละลายมาตรฐานกรด

โรสมารนิกิในช่วงความเข้มข้น 50-800 ไมโครกรมั/มลิลลิติร 

รายงานผลการวิเคราะห์ปริมาณกรดโรสมารินิกในตัวอย่าง

หญ้าหนวดแมว ในหน่วยกรัมต่อน้�้ำำหนักแห้ง 100 กรัม 

(g/100g DW)

การทดสอบความถูกต้องและความน่าเชือ่ถือได้ของวธิกีาร

วิเคราะห์ (Method validation)

การทดสอบความเป็นเส ้นตรง (Linearity) 

นำ�ำสารละลายมาตรฐานกรดโรสมารินิก ความเข้มข้น 50, 

100, 200, 400 และ 800 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 

20 ไมโครลิตร วิเคราะห์ด้วย HPLC จากนั้นสร้างกราฟ

มาตรฐานระหว่างความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกับ

พืน้ทีใ่ต้กราฟ และหาค่าสมัประสทิธิส์หสมัพนัธ์ (correlation 

coefficient, R2)
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การหาค่าความแม่นยำ�ำ (Accuracy) โดยฉีด

สารละลายมาตรฐานกรดโรสมารินิก ความเข้มข้น 50, 100 

และ 400 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร 

ฉีดเข้าเครื่อง HPLC โดยทำ�ำการฉีดซ้�้ำำ 3 ครั้งคำ�ำนวณหาค่า

ร้อยละการกลับคืนของสารละลายมาตรฐาน (%recovery) 

การหาความเท่ียงของเครื่องมือ (Precision) 

ทดสอบโดยนำ�ำสารละลายมาตรฐานกรดโรสมารินิก 

ความเข้มข้น 100, 200 และ 800 µg/ml ปริมาตร 20 

ไมโครลิตร วิเคราะห์โดย HPLC โดยทำ�ำการฉีดซ้�้ำำ 3 คร้ัง 

คำ�ำนวณหาค่าความเที่ยงของเครื่องมือในรูปของร้อยละ

การเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (%RSD) หาค่าความเท่ียง

ภายในวัน (intra-day precision) และหาค่าความเที่ยง

ระหว่างวัน (inter-day precision)

การศึกษาหาค่าความเข้มข้นต่�่ำำสุดที่สามารถ

วเิคราะห์ได้ (Limit of detection, LOD) และค่าความเข้มข้น

ต่�่ำำสุดที่สามารถอ ่านค ่าได ้อย ่างถูกต ้อง (Limit of 

quantitation, LOQ) โดยพิจารณาจากความเข้มข้นที่ให้

อัตราส่วนระหว่างสัญญาณของสารละลายมาตรฐานและ

สัญญาณรบกวน (S/N) เท่ากับ 3 และ 10 สำ�ำหรับ LOD และ 

LOQ ตามลำ�ำดับ

การวิเคราะห์ทางสถิติ

การเปรียบเทียบปริมาณกรดโรสมารินิกของสาร

สกัดหญ้าหนวดแมวจากแหล่งเพาะปลูกท่ีแตกต่างกัน 

วิเคราะห์ด้วยการหาค่าเฉลี่ยและส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

ตารางที่ 1 วัฏภาคเคลื่อนที่แบบ gradient program

เวลา (นาที) B (%)

0.0 - 3.0 80

3.1 - 6.0 70

6.1 – 11.0 60

11.1 – 14.0 55

14.1 – 19.014.1 – 19.0 5

19.1 – 24.0 5

24.1 – 28.0 2

28.1 – 30.0 0

โดยสถิติที่ใช้ในการวิเคราะห์คือ One-way analysis of 

variance (ANOVA) กำ�ำหนดระดับนัยสําคัญทางสถิติ 0.05

ผลการวิจัย 

สารสกดัหยาบของหญ้าหนวดแมวทีส่กดัด้วย 70% 

เอทานอล จากแหล่งเพาะปลูกทั้ง 10 แหล่งในประเทศไทย 

พบว่าทั้ง 10 ตัวอย่าง มีลักษณะเป็นผงสีน้�้ำำตาล มีระดับ

สีเข้ม-อ่อนต่างกันเล็กน้อย โดยแหล่งที่มีปริมาณผลผลิตสูง

ที่สุด (%Yield) คือ จังหวัดปราจีนบุรี รองลงมาคือ จังหวัด

นครนายก และจังหวัดปัตตานี โดยมีปริมาณร้อยละผลผลิต

เท่ากบั ร้อยละ 13.12, 12.78 และ 12.48 ตามลำ�ำดับ ในขณะ

ที่สารสกัดหยาบหญ้าหนวดแมวจากแหล่งเพาะปลูกจังหวัด

เชยีงราย มปีรมิาณน้อยทีสุ่ดคือ ร้อยละ 6.66 แสดงดงัตาราง

ที่ 2

ผลการทดสอบด้วย Thin Layer Chromatography

การวเิคราะห์สารสกดัหยาบหญ้าหนวดแมว ทัง้ 10 

ตัวอย่าง เทียบกับสารมาตรฐานกรดโรสมารินิก เมื่อตรวจ

สอบภายใต้รังสีอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 254 นาโน

เมตร พบแถบทึบแสง ที่ตำ�ำแหน่งของสารมาตรฐานกรดโรส

มารินิก (R
f
 เท่ากับ 0.35) ในขณะที่ตำ�ำแหน่งอื่น ๆ ของสาร

รสกดัไม่พบแถบทบึแสงทีต่รงกบัตำ�ำแหน่งของกรดโรสมารนิกิ 

การสังเกตที่ความยาวคล่ืน 366 นาโนเมตร พบว่าสาร 

มาตรฐานกรดโรสมารินกิ ปรากฏเหน็แถบสีน้�้ำำเงนิ (R
f
 เท่ากบั

0.35) และสารสกัดหยาบหญ้าหนวดแมวมีแถบที่ปรากฏ
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ตารางที่ 2 ลักษณะสี น้�้ำำหนัก และร้อยละผลผลิตของสารสกัดหยาบหญ้าหนวดแมวจากแหล่งเพาะปลูกที่แตกต่างกัน

แหล่งที่มา ลักษณะสีสารสกัด น้�้ำำหนักสารสกัดหยาบ

(g)

ร้อยละผลผลิต

(%)

จังหวัดนครนายก (a) สีน้�้ำำตาลอ่อน 6.39 12.78

จังหวัดนครปฐม (b) สีน้�้ำำตาลเข้ม 4.73 9.46

จังหวัดนครสวรรค์ (c) สีน้�้ำำตาลเข้ม 3.40 6.80

จังหวัดเชียงราย (d) สีน้�้ำำตาลเข้ม 3.33 6.66

จังหวัดปราจีนบุรี (e) สีน้�้ำำตาลเข้ม 6.56 13.12

จังหวัดชลบุรี (f) สีน้�้ำำตาลเข้ม 5.04 10.08

จังหวัดนครราชสีมา (g) สีน้�้ำำตาลอ่อน 3.60 7.20

จังหวัดยโสธร (h) สีน้�้ำำตาลอ่อน 5.78 11.56

จังหวัดปัตตานี (i) สีน้�้ำำตาลอ่อน 6.24 12.48

จังหวัดยะลา (j) สีน้�้ำำตาลอ่อน 4.39 8.78

ชัดเจนไม่น้อยกว่า 7 แถบ (ภาพที่ 1) ค่า R
f
 ของแถบที่แยก

ได้จากสารสกัดหยาบ แสดงดังตารางที่ 3

ผลการทดสอบด้วย High Performance Liquid 

Chromatography

จากผลการทดลองโครมาโทกราฟีของเหลว

สมรรถนะสูงจากตัวอย่างหญ้าหนวดแมวทั้ง 10 แหล่ง 

พบว่ามีลักษณะของโครมาโทแกรมที่คล้ายกัน โดยพีคที่ 

Retention time 12.50 นาที มีลักษณะสเปกตรัม และค่า

ดูดกลืนแสงมีความยาวคล่ืนสูงสุด (λ
max

) เท่ากับ 329 

นาโนเมตร (ภาพที ่2) ซึง่ตรงกบัสารมาตรฐานกรดโรสมารนิกิ 

แสดงดังภาพที่ 3

ตารางที่ 3 ลักษณะสี และค่า R
f
 ของแถบสารที่แยกได้จากสารสกัดหญ้าหนวดแมวโดยวิธี TLC

แถบสาร ลักษณะสีของแถบสาร R
f
 

1 สีน้�้ำำเงิน (blue) 0.20

2 สีน้�้ำำเงิน (blue) 0.35

3 สีเขียว (green) 0.38

4 สีฟ้า (light blue) 0.40

5 สีแดง (red) 0.50

6 สีแดงส้ม (red-orange) 0.60

7 สีแดงส้ม (red-orange) 0.70
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ภาพที่ 1 TLC chromatogram ภายใต้รังสีอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 254 (A) และ 366 (B) นาโนเมตรDatafile Name:oa_NY2_OK.lcd
Sample Name:oa_NY04_22032564
Sample ID:oa_NY04_22032564
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ภาพที่ 2 HPLC chromatogram ของสารสกัดหยาบหญ้าหนวดแมว

ภาพที่ 3 HPLC chromatogram ของสารมาตรฐานกรดโรสมารินิก
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การวิเคราะห์ปริมาณกรดโรสมารินิกของสารสกัด

หยาบหญ้าหนวดแมวทั้ง 10 แหล่งเพาะปลูก ส่วนใหญ่

มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำ�ำคัญทางสถิติ (p<0.05) 

โดยสารสกัดหยาบหญ้าหนวดแมวจากจังหวัดนครนายกมี

ปรมิาณกรดโรสมารนิกิสงูทีส่ดุ เท่ากบั 350.86 (ร้อยละ 1.75) 

รองลงมาคือจังหวัดชลบุรีมีค่า เท่ากับ 319.93 ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร (ร ้อยละ1.60) และแหล่งท่ีพบปริมาณกรด

โรสมารินิก น้อยที่สุดคือจังหวัดยะลา เท่ากับ 81.16 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (ร้อยละ 0.41) อย่างไรก็ตาม เมื่อ

เปรียบเทียบเป็นรายคู ่  ยังพบว่าสารสกัดหยาบหญ้า

หนวดแมว จากจังหวัดนครสวรรค์ จังหวัดเชียงราย จังหวัด

ปราจีนบุรี และจังหวัดนครราชสีมา ไม่มีความแตกต่างกัน

ทางสถิติ แสดงดังตาราที่ 4 

ตารางที่ 4 ปริมาณและร้อยละกรดโรสมารินิกของหญ้าหนวดแมวจากแหล่งเพาะปลูกที่แตกต่างกัน

แหล่งตัวอย่าง ปริมาณกรดโรสมารินิก* 

(µg/ml extracts)

ร้อยละของปริมาณกรดโรสมารินิก

(g/100g DW)

จังหวัดนครนายก (a) 350.86 ± 0.06000 a 1.75 

จังหวัดนครปฐม (b) 157.69 ± 0.00882 b 0.79 

จังหวัดนครสวรรค์ (c) 238.60 ± 0.00333 c 1.19 

จังหวัดเชียงราย (d) 199.96 ± 0.17000 d 1.00 

จังหวัดปราจีนบุรี (e)   225.42 ± 0.01856 c, e 1.13 

จังหวัดชลบุรี (f) 319.93 ± 0.00577 f 1.60 

จังหวัดนครราชสีมา (g)   207.58 ± 0.00577 d, e 1.04 

จังหวัดยโสธร (h) 103.41 ± 0.00333 g 0.52 

จังหวัดปัตตานี (i) 261.41 ± 0.00577 h 1.31 

จังหวัดยะลา (j)  81.16 ± 0.00000 i 0.41 

*ตัวอักษรที่ต่างกัน แสดงถึงมีความแตกต่างอย่างมีนัยสำ�ำคัญทางสถิติ (p<0.05)

ผลการทดสอบความถูกต้องและความน่าเชื่อถือได้ของวิธี

การวิเคราะห์ (Method validation)

ผลการทดสอบความเป็นเส้นตรง (Linearity) 

แสดงให้เห็นว่ามีลักษณะที่ดี โดยได้สมการเส้นตรง คือ

y = 19668x – 616706 และค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพัทธ์ (R2) 

เท่ากับ 0.9997 แสดงดังภาพที่ 4

การทดสอบหาค่าความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ 

(Accuracy) โดยเติมสารละลายมาตรฐานกรดโรสมารินิกที่

ทราบความเข ้มข ้นลงไปในตัวอย ่างหญ้าหนวดแมว 

แล้วคำ�ำนวณหาค่า %recovery มค่ีาเท่ากับ 99.74 – 108.02 % 

จากผลการทดลองแสดงว ่าวิธีการวิ เคราะห์ดังกล ่าว

มีความถูกต้องสูงตามเกณฑ์ที่ยอมรับได้ (ร้อยละ 90-110)

ผลการทดสอบความแม ่นยำ�ำของเครื่องมือ 

(Precision) พบว่า intra-day precision มค่ีา %RSD เท่ากบั 

0.1 – 1.9 ส่วน inter-day precision มีค่า %RSD เท่ากับ 

0.3 – 0.6 จากผลการทดลองแสดงว่าวธิกีารวเิคราะห์ดงักล่าว

มีความแม่นยำ�ำตามเกณฑ์ที่ยอมรับได้ (%RSD น้อยกว่า 2)

ผลการหาค่าความเข้มข้นต่�่ำำสุดที่สามารถวิเคราะห์

ได้ (LOD) และค่าความเข้มข้นต่�่ำำสุดที่สามารถอ่านค่าได้

อย่างถูกต้อง (LOQ) พบว่าค่า LOD และ LOQ เท่ากับ 0.06 

และ 0.17 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลำ�ำดับ แสดงดังตารางที่ 5
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ตารางที ่5 ผลการทดสอบความถกูต้องของวิธีการวิเคราะห์ (method validation) กรดโรสมารนิกิในสารสกดัหญ้าหนวดแมว

Validation parameter Rosmarinic acid

Linearity

linear regression equation y = 19668x – 616706

R2 0.9997

Accuracy (%recovery)

50 µg/ml 108.02

100 µg/ml 103.80

400 µg/ml 99.74

Precision (%RSD)

intra-day 0.1-1.9

inter-day 0.3-0.6

Specificity

λ
max

 (nm) 329

retention time (min) 12.50

Sensitivity

LOD (µg/ml) 0.06

LOQ (µg/ml) 0.17

ภาพที่ 4 กราฟมาตรฐานสารละลายมาตรฐานกรดโรสมารินิก
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อภิปรายและสรุปผลการวิจัย

จากการศกึษานีไ้ด้วเิคราะห์ปริมาณกรดโรสมารินกิ

จากสารสกัดหยาบหญ้าหนวดแมวจากแหล่งเพาะปลูกที่

ต่างกันในประเทศไทย และสกัดสารด้วยตัวทำ�ำละลาย 70% 

เอทานอล พบว่าสารสกดัหยาบหญ้าหนวดแมวมร้ีอยละของ

ผลผลิตอยู่ในช่วงระหว่าง 6.66-13.12 ซึ่งสอดคล้องกับการ

ศึกษาของ Suhaimi และคณะ [8] ที่มีการศึกษาการสกัด

หญา้หนวดแมวด้วย 70% เอทานอลร่วมกับการใช้คลืน่เสียง

ความถี่สูง พบปริมาณสารสกัดหยาบหญ้าหนวดแมวอยู่ใน

ช่วง 5-10%

ผลการวิเคราะห์ทางโครมาโทกราฟีแบบผิวบาง 

พบว่าสารมาตรฐานกรดโรสมารนิกิ มค่ีา R
f
 เท่ากบั 0.35 และ

เมื่ อทดสอบสารส กัดหญ ้ าหนวดแมวภาย ใต ้ แส ง

อัลตราไวโอเลตความยาวคลื่น 366 นาโนเมตร พบว่ามีแถบ

สารทั้งหมด 7 แถบ โดยผลการทดสอบของสารสกัดหญ้า

หนวดแมวทั้ง 10 แหล่ง น่าจะมีกรดโรสมารินิกเป็น

องค์ประกอบทางเคมี เนื่องจากแถบสาร มีค่า R
f 
และมีสีตรง

กบัสารมาตรฐานกรดโรสมารนิกิ สอดคล้องกบัการศกึษาของ 

Kartini และคณะ [13] ได้ทำ�ำการศึกษาทดสอบสารสกัดใบ

ของหญ้าหนวดแมว (Orthosiphon aristatus) จาก 11 

แหล่ง ในอนิโดนเีซยี ด้วยวธิ ีThin Layer Chromatography 

(TLC) พบว่า มค่ีา R
f
 เท่ากบั 0.20-0.30 ซึง่มค่ีาเท่ากนัทัง้หมด 

และปรากฏลักษณะรอยพิมพ์ลายนิ้วมือโครมาโทกราฟีแบบ

ผิวบางคล้ายคลึงกัน นอกจากน้ียังสอดคล้องกับข้อมูลใน 

Thai Herbal Pharmacopoeia ปี 2021 ท่ีพบแถบสาร

สีน้�้ำำเงินชัดเจน เมื่อเทียบกับสารมาตรฐานกรดโรสมารินิก 

มีค่า R
f
 เท่ากับ 0.30-0.37 โดยใช้ Mobile Phase ระบบ

เดียวกัน [1] และเมื่อเปรียบเทียบสารสกัดหญ้าหนวดแมว 7 

แหล่งเพาะปลูก ได้แก่ จังหวัดนครนายก จังหวัดนครปฐม 

จังหวัดนครสวรรค์ จังหวัดปราจีนบุรี จังหวัดชลบุรี จังหวัด

นครราชสมีา และจงัหวดัปัตตานี ปรากฏเหน็แถบสารสนี้�้ำำเงนิ

ชัดเจน แสดงว่าแนวโน้มที่มีปริมาณกรดโรสมารินิกมากกว่า

อกี 3 แหล่งเพาะปลูกคอื จงัหวดัเชยีงราย จงัหวดัยโสธร และ

จังหวัดยะลา ที่ปรากฏแถบสารไม่ชัดเจน ซ่ึงน่าจะเกิดจาก

ตัวอย่างจากแหล่งดังกล่าว มีปริมาณกรดโรสมารินิคน้อย

ซึ่งสอดคล้องกับผลการวิเคราะห์ด้วย HPLC

จากการทดสอบด้วยวิธีโครมาโทกราฟีของเหลว

สมรรถนะสูง (HPLC) แต่ละแหล่งมีลักษณะโครมาโทแกรม

เหมอืนกนั แต่มพีืน้ทีใ่ต้กราฟแตกต่างกนั แสดงให้เหน็ว่าหญ้า

หนวดแมวแต่ละแหล่งมีปริมาณองค์ประกอบทางเคมีที่

แตกต่างกัน โดยในการวิเคราะห์ปริมาณกรดโรสมารินิก 

พบหญ้าหนวดแมวจากทัง้ 10 แหล่งมปีรมิาณกรดโรสมารินิก 

อยู่ระหว่าง 0.41-1.75 g/100 g DW ซึ่งสอดคล้องกับการ

ศึกษาในประเทศอินโดนีเซียที่สกัดหญ้าหนวดแมวด้วย

เมทานอลจาก 9 แหล่ง พบปรมิาณกรดโรสมารนิกิ อยูร่ะหว่าง 

0.19-2.60 g/100 g DW [15] ในการศึกษาน้ีพบหญ้า

หนวดแมวแหล่งที่มีปริมาณกรดโรสมารินิกมากท่ีสุด คือ 

จงัหวดันครนายก และแหล่งทีม่ปีรมิาณน้อยทีส่ดุ คอื จงัหวดั

ยะลา ซึ่งแตกต่างกันอย่างมีนัยสำ�ำคัญทางสถิติ (p<0.05) 

จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่าปริมาณองค์ประกอบทางเคมี

ของพืชสมุนไพรในแต่ละพื้นที่มีความแตกต่างกัน เน่ืองจาก

ชนิดของดิน สภาพภูมิอากาศ ปริมาณฝนที่ได้รับ รวมทั้ง

สภาวะแสงแดด [13] นอกจากนีย้งัอาจเกดิจากสายพนัธุ ์อายุ

ของพืช ช่วงเวลาในการเก็บ และปัจจัยด้านส่ิงแวดล้อม

อืน่ ๆ  ได้ [15] และจากการศึกษา Shekarchi [18] ได้วเิคราะห์

ปริมาณกรดโรสมารินิกในพืชสมุนไพรอื่น ๆ 29 สายพันธุ์

ในวงศ์ Labiatae พบว่ามีปริมาณตั้งแต่ 0.00 - 5.85 g/100 

g DW ซึ่งมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำ�ำคัญทางสถิติ

ในการศึกษาครั้งน้ีมีการทดสอบความถูกต้องและ

ความน่าเชือ่ถอืของวธิวีเิคราะห์ปริมาณสารสำ�ำคญัด้วยเทคนคิ 

HPLC พบว่าวิธีวิเคราะห์นี้มีความถูกต้องและน่าเช่ือถือ 

อยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ ตามเกณฑ์มาตรฐานของ ICH [19] 

พบว่าค่าความเป็นเส้นตรง ที่ช่วงความเข้มข้น 50 - 800 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร มีค่า R2 เท่ากับ 0.9997 ค่า LOD และ 

LOQ เท่ากบั 0.06 และ 0.17 ไมโครกรมั/มิลลิลิตร ตามลำ�ำดบั 

และเม่ือวิเคราะห์ intra-day precision และ inter-day 

precision (%RSD เท่ากับ 0.1 – 1.9 และ 0.3 – 0.6 

ตามลำ�ำดับ) อยู่ในเกณฑ์มาตรฐาน %RSD น้อยกว่า 2 ส่วน 

%recovery มีค่าเท่ากับ ร้อยละ 99.74 – 108.02 ซึ่งอยู่ใน

เกณฑ์ทีย่อมรบัได้ (90-110%) จากการวเิคราะห์ Retention 

time ลักษณะของสเปกตรัม และค่า λ
max

 ของพีค พบว่า

ตรงกบัสารมาตรฐานกรดโรสมารนิกิ โดยม ีRetention time 
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เท่ากับ 12.50 นาที และมีค่า λ
max

 เท่ากับ 329 นาโนเมตร 

ซึง่สอดคล้องกบัการศกึษาของ Hernadi และคณะ [15] และ 

Lau และ Chua [20] ที่ได้วิเคราะห์หาปริมาณของกรด

โรสมารนิิกในสารสกดัหญ้าหนวดแมว โดยใช้ RP-HPLC ชนดิ 

Gradient elution พบว่าวิธีวิเคราะห์นี้มีความถูกต้อง และ

ความน่าเชือ่ถอื และในปี 2019 การศกึษาของ Guo และคณะ 

[21] ได้ศึกษาวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีในหญ้า

หนวดแมว โดยใช้วิธีโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง

แบบพเิศษและแมสสเปกโตรเมตร ีพบว่ามอีงค์ประกอบทาง

เคมี ได้แก่ กรดฟีนอลิก 26 ชนิด ฟลาโวนอยด์ 11 ชนิด 

ไดเทอร์พีนอยด์ 6 ชนิด กรดไขมัน 4 ชนิด และแทนชิโนน 

5 ชนิด นอกจากนี้ยังพบองค์ประกอบทางเคมีมากท่ีสุดคือ 

กรดโรสมารินิก

การศึกษาวิจัยนี้เป็นการเปรียบเทียบปริมาณกรด

โรสมารินิกของสารสกัดหญ้าหนวดแมวจากแหล่งปลูกที่

แตกต่างกัน ด้วยวิธีโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 

(HPLC) ซึ่งผลจากการศึกษามีความสำ�ำคัญเป็นอย่างมากใน

ด้านการสาธารณสุข สำ�ำหรับใช้เป็นฐานข้อมูลและแนวทาง

ในการเลือกซื้อหญ้าหนวดแมวจากแหล่งเพาะปลูกที่

พบปริมาณกรดโรสมารินิกตามเกณฑ์ของ Thai herbal 

phamacopoeia ได้อย่างเหมาะสม เพ่ือนำ�ำไปพัฒนาเป็น

ผลติภณัฑ์หรือนวตักรรมจากหญ้าหนวดแมว เพือ่นำ�ำมาใช้ใน

ทางการแพทย์และสาธารณสุขต่อไป 
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