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 สารพฤกิษเคม่ (phytochemicals) เป็นสิ่ารเคมท่ี่่�สิ่ามารถออกิฤที่ธิ�ที่างชีว่ภัาพหรอ่ออกิฤที่ธิ�ต่่อสิิ่�งม่ชีวิ่ต่ พบัเฉพาะในพ่ชี สิ่ารกิลุม่น่�อาจเป็น

สิ่ารที่่�ที่ำใหพ่้ชีผกัิชีนดินั�น ๆ  มส่ิ่ ่กิลิ�นหร่อรสิ่ชีาต่ทิี่่�เปน็ลกัิษณะเฉพาะต่วั บัอกิถง่ความจำเพาะของสิ่มุนไพร สิ่ารพฤกิษเคม่สิ่ามารถแบัง่ออกิเปน็

ประเภัที่ใหญ่ ๆ  เช่ีน ฟิลาโวนอยด์ อลัคาลอยด์ กิรดฟีินอลกิิ แคโรที่น่อยด์ และแที่นนนิ เป็นต้่น กิารวิเคราะห์สิ่ารพฤกิษเคม่เหล่าน่�สิ่ามารถที่ำได้ด้วย

วธิท่ี่างโครมาโที่กิราฟีิ เช่ีน thin-layer chromatography (TLC) gas chromatography (GC) และ high performance liquid chromatography 

(HPLC) เปน็ต่น้ ซึ่่�งวธิท่ี่่�ไดรั้บัความนยิมมากิค่อ HPLC  เน่�องจากิสิ่ารพฤกิษเคม่สิ่ว่นใหญเ่ปน็สิ่ารที่่�ม่โมเลกิลุขนาดใหญ ่ม่จดุเดอ่ดสิ่งู และสิ่ามารถ

ละลายในต่วัที่ำละลายต่า่ง ๆ  ได้ด่ ซึ่่�งนอกิจากิกิารวิเคราะหท์ี่างเคม่แลว้กิารวเิคราะหส์ิ่ารเหล่าน่�โดยอาศัยกิระบัวนกิารที่างช่ีวภัาพกิม่็ความสิ่ำคญั

ไมน่อ้ยเพราะฤที่ธิ�ที่างชีว่ภัาพจะสิ่ามารถช่ีวยจำแนกิความสิ่ามารถของสิ่ารสิ่กัิดสิ่มุนไพรในดา้นต่า่ง ๆ  เชีน่ กิารที่ดสิ่อบัฤทธิ�การติ�านอนุมลูอิสระ 

(antioxidant activities) สิ่ามารถที่ำได้หลายวธิด้่วยกิารใช้ีรเ่อเจนท์ี่ต่่างกินั ได้แก่ิ 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging 

assay, 2,2′-azino-bis(3-ethylbenzo thiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS•+) radical cation - based assay, ferric reducing antioxidant 

power (FRAP) assay และ cupric reducing antioxidant capacity (CUPRAC)  สิ่่วนปัริมาณฟีีนอลิกทั้งหมด (total phenolic content, 

TPC) สิ่ามารถที่ำได้ด้วยวธิ ่Folin-Ciocalteu reagent ซึ่่�งอาศยัหลักิกิารให้สิ่ารสิ่ำคัญเกิดิปฏิกิิริิยากัิบัรเ่อเจนท์ี่กิลายเป็นสิ่ารอนุพนัธ์ (derivatized 

compounds) ซึ่่�งส่ิ่วนใหญเ่ป็นสิ่ารที่่�มส่ิ่ ่ท่ี่�สิ่ามารถต่รวจวัดดว้ยเคร่�องม่อ UV-Vis spectrophotometer หรอ่ 96-well plate reader [1] แล้ว

จ่งนำมาคำนวณเป็นความเข้มข้นของสิ่ารท่ี่�สิ่ามารถยับัยั�งอนุมูลอิสิ่ระได้ร้อยละ 50 (inhibitory concentration, IC50) เพ่�อเปร่ยบัเที่่ยบั

ประสิ่ิที่ธิภัาพของสิ่มุนไพร

 กิารวิจัยด้านสิ่มุนไพรนั�นต่้องอาศัยข้อมูลที่างเคม่และที่างชี่วภัาพ เพ่�อให้ที่ราบัถ่งปริมาณสิ่ารสิ่ำคัญของสิ่มุนไพรที่่�สิ่ามารถออกิฤที่ธิ�ได้ด่ 

ต่้องสิู่ญเสิ่่ยเวลาอย่างมากิ ไม่ว่าจะเป็นกิระบัวนกิารเต่ร่ยมต่ัวอย่าง ขั�นต่อนที่่�ยุ่งยากิซึ่ับัซึ่้อน และอาจเกิิดความคลาดเคล่�อนเน่�องจากิ 

ผู้วิเคราะห์ (human error) อ่กิด้วย จะด่กิว่าไหม? หากิเราสิ่ามารถวิเคราะห์ข้อมูลสิ่ำคัญที่ั�งสิ่องด้านภัายในขั�นต่อนเด่ยว ที่ำให้ประหยัดเวลา 

ลดกิารใชี้สิ่ารร่เอเจนที่์ที่่�ม่ราคาสิู่ง ลดกิารเกิิดของเสิ่่ยจากิห้องปฏิิบััต่ิกิาร แต่่สิ่ามารถได้ข้อมูลดังกิล่าวครบัถ้วน อ่กิที่ั�งยังเพิ�มความสิ่ามารถของ

กิารวิเคราะห์ฤที่ธิ�ที่างชี่วภัาพเป็นเชีิงปริมาณแบับัเฉพาะเจาะจง (individual analysis) ของสิ่ารสิ่ำคัญแต่่ละชีนิดอ่กิด้วย



ภิาพท่� 1 อ้ปกรณ์ของเทคน้ิค Post - column derivatisation [3]
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 ปัจจบุันัมก่ิารใชีเ้ที่คนคิ HPLC คู่ควบักิบััเที่คนคิ ‘POST–COLUMN DERIVATIZATION’ หรอ่ PCD  เพ่�อเพิ�มประสิ่ทิี่ธภิัาพของกิารวเิคราะห์

ฤที่ธิ�ที่างช่ีวภัาพในงานวิจยัดา้นสิ่มนุไพร เที่คนิค post - column derivatization เป็นสิ่ว่นที่่�เกิดิข่�นภัายหลงัจากิกิารแยกิสิ่ารสิ่ำคัญดว้ยคอลมัน์ 

โดยเม่�อคอลัมน์แยกิสิ่ารสิ่ำคัญออกิมาแล้ว สิ่ารดังกิล่าวจะเข้าไปที่ำปฏิิกิิริยากิับัร่เอเจนที่์ที่่�กิำหนดไว้ เกิิดเป็นอนุพันธ์ของสิ่ารสิ่ำคัญ แล้วจ่ง 

ผา่นเขา้เคร่�องต่รวจวดั (detector) สิ่ว่นใหญ่มกัิใชี ้diode array detector (DAD) ผลที่่�ไดจ้ากิกิารวเิคราะหค์อ่ความสิ่ามารถของฤที่ธิ�ที่างชีว่ภัาพ

ของสิ่ารสิ่ำคัญนั�น ๆ ที่่�แยกิได้ด้วยคอลัมน์ หากิสิ่ารสิ่กิัดสิ่มุนไพรม่สิ่ารสิ่ำคัญหลายชีนิดกิ็สิ่ามารถที่ดสิ่อบัฤที่ธิ�ที่างชี่วภัาพของสิ่ารแต่่ละต่ัวได้

ภัายในกิารวเิคราะหเ์พ่ยงครั�งเด่ยว นอกิจากิน่� PCD ยงัสิ่ามารถนำมาประยกุิต่ใ์ชีก้ิบัักิารวเิคราะหส์ิ่ารบัางชีนดิที่่�ไมส่ิ่ามารถวเิคราะหโ์ดยต่รงดว้ย 

HPLC ได้ เช่ีน กิารวเิคราะห์ปริมาณเอมน่ (amimes) ที่่�ไม่สิ่ามารถต่รวจวดัโดยต่รงได้ด้วย HPLC แต่่เม่�อนำเที่คนิค PCD มาใช้ีโดยให้เกิดิปฏิกิิิรยิากัิบั 

o-phthalaldehyde (OPA) หร่อ fluorescamine reagents กิ็สิ่ามารถต่รวจวัดได้ด้วยเคร่�องต่รวจวัดชีนิด fluorescence detector เป็นต่้น  

PCD จง่เปน็ที่างออกิท่ี่�ดเ่ย่�ยมต่่อกิารเพิ�มประสิ่ทิี่ธภิัาพงานวจิยัดา้นสิ่มนุไพร สิ่ว่นสิ่ำคญัของเที่คนคิ PCD น่�ประกิอบัดว้ย กิ) กิระบัวนกิารที่่�ที่ำให้

เกิิดสิ่ารอนุพันธ์ โดยที่ั�วไปจะเป็นกิารใชี้ร่เอเจนที่์ที่ำปฏิิกิิริยาที่างเคม่กิับัสิ่ารสิ่ำคัญ เกิิดเป็นสิ่ารอนุพันธ์ที่่�สิ่ามารถต่รวจวัดได้ด้วยเคร่�องต่รวจวัด

ชีนดิต่่าง ๆ ปฏิกิิิริยาที่่�ใช้ีในเที่คนิค PCD น่�เปร่ยบัเสิ่มอ่นหัวใจของ PCD เพราะเป็นกิารเพิ�มศกัิยภัาพในกิารใช้ี HPLC และยังเป็นกิารเพิ�ม sensitivity 

และ selectivity ของเที่คนิคอก่ิที่างหน่�งด้วย ข) อปุกิรณ์/เคร่�องม่อที่่�ใช้ีเพิ�มเต่มิจากิระบับั HPLC ประกิอบัด้วย (1) ปั�มแรงดนัสิ่งูเพ่�อฉด่รเ่อเจนท์ี่

เข้าไปในระบับั HPLC (2) mixer ที่ั�วไปจะใช้ี Tee - หร่อ X - pieces เพ่�อเชี่�อมต่่อกิบััปั�ม (1) เข้าสิู่ร่ะบับั และ (3) reaction coil เป็นส่ิ่วนที่่�ร่เอเจนท์ี่ 

เกิิดปฏิิกิิริยากิับัสิ่ารสิ่ำคัญที่่�ผ่านคอลัมน์ออกิมาแล้ว เกิิดเป็นสิ่ารอนุพันธ์แล้วเชี่�อมต่่อกิับัเคร่�องต่รวจวัด [2] รายละเอ่ยดดังรูปที่่� 1

 อย่างไรกิ็ต่าม เที่คนิค PCD ยังม่ข้อจำกิัดเชี่นกิัน ได้แกิ่ กิารเกิิด

ปฏิิกิิริยาเพ่�อให้ได้สิ่ารอนุพันธ์ ต่้องม่อัต่รากิารเกิิดปฏิิกิิริยาที่่�รวดเร็ว 

ต่้องไม่ม่ต่ะกิอนจากิกิารเกิิดปฏิิกิิริยาที่่�จะส่ิ่งผลต่่อระบับั HPLC 

ซึ่่�งหากิเกิิดต่ะกิอนข่�นในปฏิิกิิริยาอาจที่ำให้เคร่�องต่รวจวัดอุดต่ันได้ 

นอกิจากิน่�กิารต่่ออุปกิรณ์ PCD จะเป็นกิารเพิ�ม dead - volume ในระบับั 

HPLC สิ่ง่ผลให้พก่ิท่ี่�ไดม้ค่วามกิว้างมากิข่�น (broadening peak) และ

สิ่ารผ่านคอลัมน์ออกิมาล่าช้ีากิว่ากิารแยกิด้วยเที่คนิค HPLC (retention 

time มากิข่�น) เน่�องด้วยข้อจำกิัดเหล่าน่� จ่งม่กิารวิจัยและพัฒนาใน

สิ่่วนของอุปกิรณ์ดังกิล่าวอย่างต่่อเน่�อง ได้แกิ่ กิารใชี้ reaction coil 

ที่่�มข่นาดเสิ่น้ผา่นศนูยก์ิลางเลก็ิกิวา่ 5 มลิลเิมต่ร รวมไปถง่กิารพฒันา 

mixer ให้ม่ขนาดเล็กิลงปริมาต่รภัายในถ่งระดับันาโนลิต่ร เพ่�อเพิ�ม

ประสิ่ทิี่ธิภัาพของ sensitivity ในกิารเกิดิปฏิกิิริิยา ที่ำให้ลด baseline 

noise และเพิ�ม signal-to-noise ratio อ่กิด้วย [4]

 ตั่วอย่างกิารใชี้เที่คนิค HPLC เที่่ยบักัิบั HPLC–PCD โดยม่

วัต่ถุประสิ่งค์สิ่ำหรับักิารที่ดสิ่อบัแบับัคัดกิรอง (screening test) 

เพ่�อหาสิ่มุนไพรที่่�ม่ศักิยภัาพชีนิดใหม่ ในกิารวิเคราะห์น่�ใชี้ CUPRAC 

reagent เป็นร่เอเจนที่์ในกิารที่ำให้เกิิดสิ่ารอนุพันธ์ในกิารที่ดสิ่อบั 

สิ่ารต้่านอนุมลูอสิิ่ระในต่วัอย่างชีาเขย่ว โดยใช้ีอตั่รากิารไหล 4 มลิลลิติ่ร/

นาที่ ่ผลกิารวิเคราะห์แสิ่ดงดังรปูที่่� 2 โครมาโต่แกิรมด้านบันเป็นกิารใช้ี 

HPLC-DAD ต่รวจวัดที่่�ความยาวคล่�น 280 นาโนเมต่ร ในขณะที่่� 

โครมาโต่แกิรมด้านล่างเป็นกิารแสิ่ดงถ่งฤที่ธิ�ต่้านอนุมูลอิสิ่ระของ 

สิ่ารสิ่ำคญัในต่วัอย่างชีาเชีย่ว (กิารกิลับัภัาพเพ่�อเปรย่บัเที่ย่บัโครมาโต่แกิรม

ที่่�ได้จากิ HPLC-PCD เที่่านั�น) ด้วยกิารใชี้ CUPRAC reagent แล้ว

ต่รวจวัดท่ี่�ความยาวคล่�น 450 นาโนเมต่ร เพ่�อต่รวจวัดชีนิดและปรมิาณ

สิ่ารต้่านอนุมูลอิสิ่ระในตั่วอย่างเด่ยวกิัน จะเห็นได้อย่างชีัดเจนว่า 

ในชี่วงนาท่ี่ท่ี่� 1 ม่หลายพ่กิที่่�แสิ่ดงปริมาณสิ่ารสิ่ำคัญเพ่ยงเล็กิน้อย 

แต่่ในที่างกิลับักิัน ม่พ่กิที่่�แสิ่ดงฤที่ธิ�ต่้านอนุมูลอิสิ่ระที่่�ม่ความสิ่ามารถ

อย่างโดดเด่นในบัริเวณดังกิล่าว [5]



ภิาพท่� 2 โครมาโตแกรมของการใชั่้เทคน้ิค HPLC เทียบกับ HPLC-PCD ใน้ตัวิอย่างชั่าเขียวิ [5]
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 ดังนั�น เที่คนิค PCD น่�เป็นเที่คนิคที่่�ม่ประสิ่ิที่ธิภัาพอย่างยิ�งสิ่ำหรับักิารประยุกิต่์ใชี้กิับังานวิจัยด้านสิ่มุนไพร และยังสิ่ามารถพัฒนาต่่อยอด

เพ่�อใชี้ในกิารวิเคราะห์เชีิงปริมาณได้อ่กิด้วย กิลุ่มวิจัยและพัฒนาสิ่มุนไพร กิองเที่คโนโลย่ชุีมชีน กิรมวิที่ยาศาสิ่ต่ร์บัริกิาร จ่งเล็งเห็นว่ากิารนำ

เที่คนิคน่�มาใชี้จะช่ีวยให้สิ่ามารถคัดเล่อกิชีนิดของสิ่มุนไพร ต่ลอดจนสิ่ารสิ่ำคัญที่่�ม่ศักิยภัาพ ซึ่่�งเป็นกิารต่่อยอดงานวิจัยให้สิ่ามารถใชี้ประโยชีน์

ได้อย่างกิว้างขวางมากิข่�น
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