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	 สารพฤกษเคมีี (phytochemicals) เป็็นสารเคมีีที่่�สามารถออกฤทธิ์์�ทางชีวีภาพหรืือออกฤทธิ์์�ต่่อส่ิ่�งมีีชีีวิต พบเฉพาะในพืืช สารกลุ่่�มนี้้�อาจเป็็น

สารที่่�ทำให้พ้ืืชผักัชนิดินั้้�น ๆ  มีีสีี กลิ่่�นหรืือรสชาติทิี่่�เป็น็ลักัษณะเฉพาะตัวั บอกถึึงความจำเพาะของสมุนไพร สารพฤกษเคมีีสามารถแบ่ง่ออกเป็น็

ประเภทใหญ่่ ๆ  เช่่น ฟลาโวนอยด์์ อัลัคาลอยด์์ กรดฟีีนอลิกิ แคโรทีีนอยด์์ และแทนนินิ เป็็นต้้น การวิิเคราะห์์สารพฤกษเคมีีเหล่่านี้้�สามารถทำได้้ด้้วย

วิธิีีทางโครมาโทกราฟีี เช่่น thin-layer chromatography (TLC) gas chromatography (GC) และ high performance liquid chromatography 

(HPLC) เป็น็ต้น้ ซึ่่�งวิธิีีที่่�ได้รั้ับความนิยิมมากคืือ HPLC  เนื่่�องจากสารพฤกษเคมีีส่ว่นใหญ่เ่ป็น็สารที่่�มีีโมเลกุลุขนาดใหญ่ ่มีีจุดุเดืือดสูงู และสามารถ

ละลายในตัวัทำละลายต่า่ง ๆ  ได้้ดีี ซึ่่�งนอกจากการวิิเคราะห์ท์างเคมีีแล้ว้การวิเิคราะห์ส์ารเหล่่านี้้�โดยอาศััยกระบวนการทางชีีวภาพก็ม็ีีความสำคัญั

ไม่น่้อ้ยเพราะฤทธิ์์�ทางชีวีภาพจะสามารถช่่วยจำแนกความสามารถของสารสกัดสมุนไพรในด้า้นต่า่ง ๆ  เช่น่ การทดสอบฤทธิ์์�การต้้านอนุุมูลูอิิสระ 

(antioxidant activities) สามารถทำได้้หลายวิธิีีด้วยการใช้้รีีเอเจนท์์ต่่างกันั ได้้แก่่ 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)  ส่่วนปริิมาณฟีีนอลิิกทั้้�งหมด (total phenolic content, 

TPC) สามารถทำได้้ด้้วยวิธิีี Folin-Ciocalteu reagent ซึ่่�งอาศัยัหลัักการให้้สารสำคััญเกิดิปฏิกิิริิิยากัับรีีเอเจนท์์กลายเป็็นสารอนุุพันัธ์์ (derivatized 

compounds) ซึ่่�งส่่วนใหญ่เ่ป็็นสารที่่�มีีสีี ท่ี่�สามารถตรวจวััดด้ว้ยเครื่่�องมืือ UV-Vis spectrophotometer หรืือ 96-well plate reader [1] แล้้ว

จึึงนำมาคำนวณเป็็นความเข้้มข้้นของสารท่ี่�สามารถยัับยั้้�งอนุุมููลอิิสระได้้ร้้อยละ 50 (inhibitory concentration, IC50) เพื่่�อเปรีียบเทีียบ

ประสิิทธิิภาพของสมุุนไพร

	ก ารวิิจััยด้้านสมุุนไพรนั้้�นต้้องอาศััยข้้อมููลทางเคมีีและทางชีีวภาพ เพื่่�อให้้ทราบถึึงปริิมาณสารสำคััญของสมุุนไพรที่่�สามารถออกฤทธิ์์�ได้้ดีี 

ต้้องสููญเสีียเวลาอย่่างมาก ไม่่ว่่าจะเป็็นกระบวนการเตรีียมตััวอย่่าง ขั้้�นตอนที่่�ยุ่่�งยากซัับซ้้อน และอาจเกิิดความคลาดเคลื่่�อนเนื่่�องจาก 

ผู้้�วิิเคราะห์์ (human error) อีีกด้้วย จะดีีกว่่าไหม? หากเราสามารถวิิเคราะห์์ข้้อมููลสำคััญทั้้�งสองด้้านภายในขั้้�นตอนเดีียว ทำให้้ประหยััดเวลา 

ลดการใช้้สารรีีเอเจนท์์ที่่�มีีราคาสููง ลดการเกิิดของเสีียจากห้้องปฏิิบััติิการ แต่่สามารถได้้ข้้อมููลดัังกล่่าวครบถ้้วน อีีกทั้้�งยัังเพิ่่�มความสามารถของ

การวิิเคราะห์์ฤทธิ์์�ทางชีีวภาพเป็็นเชิิงปริิมาณแบบเฉพาะเจาะจง (individual analysis) ของสารสำคััญแต่่ละชนิิดอีีกด้้วย



ภาพที่่� 1 อุุปกรณ์์ของเทคนิิค Post - column derivatisation [3]
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	ปั จจุบุันัมีีการใช้เ้ทคนิคิ HPLC คู่่�ควบกับัเทคนิคิ ‘POST–COLUMN DERIVATIZATION’ หรืือ PCD  เพ่ื่�อเพิ่่�มประสิทิธิภิาพของการวิเิคราะห์์

ฤทธิ์์�ทางชีีวภาพในงานวิิจัยัด้า้นสมุนุไพร เทคนิิค post - column derivatization เป็็นส่ว่นที่่�เกิดิขึ้้�นภายหลังัจากการแยกสารสำคััญด้ว้ยคอลัมัน์์ 

โดยเมื่่�อคอลััมน์์แยกสารสำคััญออกมาแล้้ว สารดัังกล่่าวจะเข้้าไปทำปฏิิกิิริิยากัับรีีเอเจนท์์ที่่�กำหนดไว้้ เกิิดเป็็นอนุุพัันธ์์ของสารสำคััญ แล้้วจึึง 

ผ่า่นเข้า้เครื่่�องตรวจวัดั (detector) ส่ว่นใหญ่่มักัใช้ ้diode array detector (DAD) ผลที่่�ได้จ้ากการวิเิคราะห์ค์ืือความสามารถของฤทธิ์์�ทางชีวีภาพ

ของสารสำคััญนั้้�น ๆ ที่่�แยกได้้ด้้วยคอลััมน์์ หากสารสกััดสมุุนไพรมีีสารสำคััญหลายชนิิดก็็สามารถทดสอบฤทธิ์์�ทางชีีวภาพของสารแต่่ละตััวได้้

ภายในการวิเิคราะห์เ์พีียงครั้้�งเดีียว นอกจากนี้้� PCD ยังัสามารถนำมาประยุกุต์ใ์ช้ก้ับัการวิเิคราะห์ส์ารบางชนิดิที่่�ไม่ส่ามารถวิเิคราะห์โ์ดยตรงด้ว้ย 

HPLC ได้้ เช่่น การวิเิคราะห์์ปริิมาณเอมีีน (amimes) ที่่�ไม่่สามารถตรวจวัดัโดยตรงได้้ด้้วย HPLC แต่่เมื่่�อนำเทคนิิค PCD มาใช้้โดยให้้เกิดิปฏิกิิิริยิากัับ 

o-phthalaldehyde (OPA) หรืือ fluorescamine reagents ก็็สามารถตรวจวััดได้้ด้้วยเครื่่�องตรวจวััดชนิิด fluorescence detector เป็็นต้้น  

PCD จึึงเป็น็ทางออกท่ี่�ดีีเยี่่�ยมต่่อการเพิ่่�มประสิทิธิภิาพงานวิจิัยัด้า้นสมุนุไพร ส่ว่นสำคัญัของเทคนิคิ PCD นี้้�ประกอบด้ว้ย ก) กระบวนการที่่�ทำให้้

เกิิดสารอนุุพัันธ์์ โดยทั่่�วไปจะเป็็นการใช้้รีีเอเจนท์์ทำปฏิิกิิริิยาทางเคมีีกัับสารสำคััญ เกิิดเป็็นสารอนุุพัันธ์์ที่่�สามารถตรวจวััดได้้ด้้วยเครื่่�องตรวจวััด

ชนิดิต่่าง ๆ ปฏิกิิิริิยาที่่�ใช้้ในเทคนิิค PCD นี้้�เปรีียบเสมืือนหััวใจของ PCD เพราะเป็็นการเพิ่่�มศักัยภาพในการใช้้ HPLC และยัังเป็็นการเพิ่่�ม sensitivity 

และ selectivity ของเทคนิิคอีีกทางหนึ่่�งด้้วย ข) อุปุกรณ์์/เครื่่�องมืือที่่�ใช้้เพิ่่�มเติมิจากระบบ HPLC ประกอบด้วย (1) ปั๊๊�มแรงดันัสูงูเพ่ื่�อฉีีดรีีเอเจนท์์

เข้้าไปในระบบ HPLC (2) mixer ทั่่�วไปจะใช้้ Tee - หรืือ X - pieces เพื่่�อเชื่่�อมต่่อกับัปั๊๊�ม (1) เข้้าสู่่�ระบบ และ (3) reaction coil เป็็นส่่วนที่่�รีีเอเจนท์์ 

เกิิดปฏิิกิิริิยากัับสารสำคััญที่่�ผ่่านคอลััมน์์ออกมาแล้้ว เกิิดเป็็นสารอนุุพัันธ์์แล้้วเชื่่�อมต่่อกัับเครื่่�องตรวจวััด [2] รายละเอีียดดัังรููปที่่� 1

	 อย่่างไรก็็ตาม เทคนิิค PCD ยัังมีีข้้อจำกััดเช่่นกััน ได้้แก่่ การเกิิด

ปฏิิกิิริิยาเพื่่�อให้้ได้้สารอนุุพัันธ์์ ต้้องมีีอััตราการเกิิดปฏิิกิิริิยาที่่�รวดเร็็ว 

ต้้องไม่่มีีตะกอนจากการเกิิดปฏิิกิิริิยาที่่�จะส่่งผลต่่อระบบ HPLC 

ซึ่่�งหากเกิิดตะกอนขึ้้�นในปฏิิกิิริิยาอาจทำให้้เครื่่�องตรวจวััดอุุดตัันได้้ 

นอกจากนี้้�การต่่ออุุปกรณ์์ PCD จะเป็็นการเพิ่่�ม dead - volume ในระบบ 

HPLC ส่ง่ผลให้้พีีกท่ี่�ได้ม้ีีความกว้างมากขึ้้�น (broadening peak) และ

สารผ่่านคอลััมน์์ออกมาล่่าช้้ากว่าการแยกด้วยเทคนิิค HPLC (retention 

time มากขึ้้�น) เน่ื่�องด้้วยข้้อจำกััดเหล่่านี้้� จึึงมีีการวิิจััยและพััฒนาใน

ส่่วนของอุุปกรณ์์ดัังกล่่าวอย่่างต่่อเนื่่�อง ได้้แก่่ การใช้้ reaction coil 

ที่่�มีีขนาดเส้น้ผ่า่นศูนูย์ก์ลางเล็ก็กว่า่ 5 มิลิลิเิมตร รวมไปถึึงการพัฒันา 

mixer ให้้มีีขนาดเล็็กลงปริิมาตรภายในถึึงระดัับนาโนลิิตร เพื่่�อเพิ่่�ม

ประสิทิธิภาพของ sensitivity ในการเกิดิปฏิกิิริิิยา ทำให้้ลด baseline 

noise และเพิ่่�ม signal-to-noise ratio อีีกด้้วย [4]

	ตั วอย่่างการใช้้เทคนิิค HPLC เทีียบกับ HPLC–PCD โดยมีี

วััตถุุประสงค์์สำหรัับการทดสอบแบบคััดกรอง (screening test) 

เพื่่�อหาสมุุนไพรที่่�มีีศัักยภาพชนิิดใหม่่ ในการวิิเคราะห์์นี้้�ใช้้ CUPRAC 

reagent เป็็นรีีเอเจนท์์ในการทำให้้เกิิดสารอนุุพัันธ์์ในการทดสอบ 

สารต้้านอนุุมูลูอิสิระในตัวัอย่่างชาเขีียว โดยใช้้อัตัราการไหล 4 มิลิลิลิิติร/

นาทีี ผลการวิิเคราะห์์แสดงดัังรูปูที่่� 2 โครมาโตแกรมด้้านบนเป็็นการใช้้ 

HPLC-DAD ตรวจวััดที่่�ความยาวคลื่่�น 280 นาโนเมตร ในขณะที่่� 

โครมาโตแกรมด้้านล่่างเป็็นการแสดงถึึงฤทธิ์์�ต้้านอนุุมููลอิิสระของ 

สารสำคัญัในตัวัอย่่างชาเชียีว (การกลับภาพเพื่่�อเปรีียบเทีียบโครมาโตแกรม

ที่่�ได้้จาก HPLC-PCD เท่่านั้้�น) ด้้วยการใช้้ CUPRAC reagent แล้้ว

ตรวจวััดท่ี่�ความยาวคล่ื่�น 450 นาโนเมตร เพ่ื่�อตรวจวััดชนิดและปริมิาณ

สารต้้านอนุุมููลอิิสระในตััวอย่่างเดีียวกััน จะเห็็นได้้อย่่างชััดเจนว่่า 

ในช่่วงนาทีีท่ี่� 1 มีีหลายพีีกที่่�แสดงปริิมาณสารสำคััญเพีียงเล็็กน้้อย 

แต่่ในทางกลัับกััน มีีพีีกที่่�แสดงฤทธิ์์�ต้้านอนุุมููลอิิสระที่่�มีีความสามารถ

อย่่างโดดเด่่นในบริิเวณดัังกล่่าว [5]



ภาพที่่� 2 โครมาโตแกรมของการใช้้เทคนิิค HPLC เทีียบกัับ HPLC-PCD ในตััวอย่่างชาเขีียว [5]
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	ดั ังนั้้�น เทคนิิค PCD นี้้�เป็็นเทคนิิคที่่�มีีประสิิทธิิภาพอย่่างยิ่่�งสำหรัับการประยุุกต์์ใช้้กัับงานวิิจััยด้้านสมุุนไพร และยัังสามารถพััฒนาต่่อยอด

เพื่่�อใช้้ในการวิิเคราะห์์เชิิงปริิมาณได้้อีีกด้วย กลุ่่�มวิิจััยและพััฒนาสมุนไพร กองเทคโนโลยีีชุมชน กรมวิิทยาศาสตร์บริการ จึึงเล็็งเห็็นว่่าการนำ

เทคนิิคนี้้�มาใช้้จะช่่วยให้้สามารถคััดเลืือกชนิดของสมุนไพร ตลอดจนสารสำคััญที่่�มีีศักยภาพ ซึ่่�งเป็็นการต่่อยอดงานวิิจััยให้้สามารถใช้้ประโยชน์

ได้้อย่่างกว้้างขวางมากขึ้้�น
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