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บทคัดย่อ 

วีธีตรวจสอบเบือ้งต้นเพื่อหาปริมาณสารให้ความหวาน (รูปสตีวโิอไซด์ 

และรีบาวดโิอไซด์ เอ) จากหญ้าหวานต่างแหล่งปลูก 
 
ปราง อินทฤทธ์ิ, วฒุิพร เอีย่มก าแพง 
อาจารย์ที่ปรึกษา: พิสมยั กลุกาญจนาธร, สลนิทิพย์ จารุสนิธนากร 
ภาควิชาเภสชัเคมี คณะเภสชัศาสตร์ มหาวิทยาลยัมหดิล 
ค าส าคัญ: หญ้าหวาน, Thin Layer Chromatography, Stevioside, Rebaudioside A 
  

 โครงการพิเศษนี ้จดัท าขึน้เพ่ือพฒันาวิธีตรวจสอบหาปริมาณสารให้ความหวานในรูปของ

สตีวิโอไซด์ (Stevioside)และรีบาวดิโอไซด์ เอ (Rebaudioside A) จากใบหญ้าหวานแห้ง ซึ่งต้อง

เป็นวิธีท่ีง่ายและรวดเร็ว โดยวิธีโครมาโตกราฟีแบบชัน้บางและเคร่ืองเดนซิโตมิเตอร์ (Thin Layer 

Chromatography(TLC) - Densitometry) โดยเฟสเคล่ือนท่ีท่ีใช้ในการแยกสารคือ เอทิลอะซิเตท: 

เอทานอล: น า้ ในอตัราส่วน 20:5:3 และใช้สารละลายอะนิซาลดีไฮด์ ในการตรวจสอบสารสตีวิโอ

ไซด์และรีบาวดโิอไซด์ เอ ท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร ท าการประเมินความถกูต้อง พบว่าร้อย

ละของการคืนกลบัของสตีวิโอไซด์และรีบาวดิโอไซด์ เอ เท่ากับ 97.87(ค่าสมัพนัธ์การเบี่ยงเบน

มาตรฐาน 0.18)และ เท่ากบั 97.93 (ค่าสมัพนัธ์การเบี่ยงเบนมาตรฐาน 0.69) ตามล าดบั ความ

แมน่ย าของการวิเคราะห์ภายในวนัเดียวกนั และตา่งวนักนั ค านวณได้จากคา่สมัพนัธ์การเบี่ยงเบน

มาตรฐาน พบวา่ สตีวิโอไซด์มีคา่เท่ากบั0.71-3.50และ 2.51-2.93ตามล าดบัและ รีบาวดิโอไซด์ เอ 

มีค่า เท่ากับ0.54-2.62และ 2.36-3.34ตามล าดับ  ความสัมพัน ธ์ เชิ ง เ ส้นตรง (สตีวิ โอไซด์  

y=561.15x + 2039.5 r2=0.9916; รีบาวดิโอไซด์ เอ y = 357.3x+6616.5 r2=0.9905)เม่ือสกดัใบ

หญ้าหวานแห้งด้วยเอทานอล(95%)ท่ีมีอณุหภูมิ 80°C เป็นเวลา 4 ชัว่โมงและน าสารสกดัท่ีได้มา

วิเคราะห์หาปริมาณจากการทดลองพบว่าใบหญ้าหวานท่ีน ามาสกัด มีปริมาณของสตีวิโอไซด์ 

3.25มิลลิกรัม และรีบาวดิโอไซด์ เอ 3.60มิลลิกรัม ซึ่งคิดเป็น 0.01% ของปริมาณใบหญ้าหวาน

แห้ง 
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Abstract 

Screening test for determination of sweetening substances (as 

stevioside and rebaudioside A) content in Stevia rebaudianeBertoni 

from various planted areas 
 
Prang Intharit, WuttipornIamgampang 
Project advisor:PisamaiKulkantanatorn, SalinthipJarusintanakorn 
Department of Pharmaceutical Chemistry, Faculty of Pharmacy,Mahidol University 
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The aim of this special project is to develop a simple and rapid method for 

determination the content of stevioside and rebaudioside  A, the sweetening substances 

in dried leaves of SteviarebaudianeBertoni. By using Thin Layer Chromatography-

Densitometry (TLC-densitometry), the TLC conditions were composed of ethyl acetate: 

ethanol: water (20: 5: 3) as mobile phase, then reacted with anisaldehyde reagent for 

visualization and detected at 540 nm. This method was validated for accuracy (mean 

recovery of stevioside and rebaudioside A were 97.87% (%RSD 0.18) and 97.93% 

(%RSD 0.69 ) respectively), For Intra-day precision results  were 0.71-3.50%RSD for 

stevioside and 0.54-2.62%RSD for rebaudioside A. For Inter-day precision results 

were2.51-2.93 %RSD for stevioside and 2.36-3.34for rebaudioside A . The linearity for 

stevioside was y=561.15x + 2039.5, which r2=0.9916 and  forrebaudioside A was y = 

357.3x+6616.5 which r2=0.9905. The extraction of active sweeteners was done by 

maceration with ethanol at 80°c for 4 hours, and the extract was identifed and 

quantitated. The content of Stevioside and Rebaudioside A in dried stevia leaves were 

3.25 mg and 3.60 mg, respectively, which were about 0.01% w/w.   
  


