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บทคดัย่อ 
วธิกีารวเิคราะห์ด้วยโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู (HPLC) ได้ถูกพฒันาขึน้และตรวจสอบ

ความใชไ้ดส้ าหรบัการวเิคราะหท์างปรมิาณของอลัลวิไพรอแคทชีอล (APC) 1 และยูกนีอล 2 ในสารสกดัของ
พลู งานวิจัยนี้ศึกษาผลการสกัดด้วยเทคนิคของไหลวิกฤตยวดยิ่งต่อคุณภาพของสารสกัดจากใบพลู  
กระบวนการสกัดที่ใช้ตัวท าละลายต่างชนิด เพื่อสกัดใบพลูแห้งจะน ามาซึ่งความสามารถในการสกัด
องคป์ระกอบในอตัราสว่นทีต่่างกนัของสารส าคญัในสมุนไพร โดยผลกระทบของตวัท าละลายต่อคุณภาพของ
สารสกดัใบพลนูี้ถูกศกึษาโดยวเิคราะหก์ารเปลีย่นแปลงของสารส าคญัหลกัทีถู่กพบในสารสกดั ไดแ้ก่ APC 1 
และยกูนีอล 2 ปจัจยัทีช่กัน าส าหรบัการสกดัสารส าคญัหลกัเหล่านี้ศกึษาไดจ้าก HPLC ผลทีไ่ดแ้สดงใหเ้หน็ว่า
ปรมิาณของยูกนีอล 2 เพิม่ขึน้ตามสภาพขัว้ทีส่งูขึน้ของตวัท าละลาย แต่ขณะเดยีวกนัปรมิาณของสารทีไ่ม่
ต้องการกเ็พิม่ขึน้ดว้ย การสกดัซ ้าแสดงใหเ้หน็ว่าปรมิาณของสารส าคญัเพิม่ขึน้จากรอ้ยละ 40.6 เป็นรอ้ยละ 
55 โดยมวลและจากรอ้ยละ 10.7 เป็นรอ้ยละ 45.5 โดยมวลส าหรบั APC 1 และยกูนีอล 2 ตามล าดบั 

ค าส าคญั : พล,ู อลัลวิไพรอแคทชีอล, ยกูนีอล, เทคนิคของไหลวกิฤตยวดยิง่, การตรวจสอบความใชไ้ด ้

Abstract 
A high performance liquid chromatographic (HPLC) method was developed and validated for 

quantitative determination of allcypyrocatechol, APC 1 and eugenol 2 in extracts of Piper betle (L.). 
This work studied the effects of supercritical fluid extraction (SFE) on quality of betel-leaf extracts 
(Piper betle L.). As the extraction, applied different solvents on the dried-leaves, this might lead to 

DOI: 10.14456/tjst.2012.13



Thai Journal of Science and Technology         ปีที ่1  ฉบบัที ่2  พฤษภาคม - สิงหาคม 2555 

110 

the ability to extract different composition of valuable phytochemicals in the herbs. The effect of 
solvent on the quality of leaf extract was studied by analyzing the change of majar phytochemicals 
found in the extracts, which are APC 1 and eugenol 2. The influencing factors for the extraction of 
these major compounds based on HPLC were investigated. The results indicated that the content of 
eugenol 2 increased with the polarity of the solvent but more impurity also increased. Partition 
showed that the content of major compounds increased from 40.6 % w/w to 55 % w/w and 10.7 % 
w/w to 45.5 % w/w for APC 1 and eugenol 2, respectively. 

Keywords: Piper betle L., allylpyrocatechol, eugenol, supercritical fluid extraction (SFE), method validation 

1. ค าน า
พล ู(Piper betle L.) เป็นสมุนไพรของไทยที่

มคีวามส าคญัทางการคา้ เพื่อการส่งออก เนื่องจาก
พลูสามารถใช้ประโยชน์ได้มากมาย ทัง้ด้านการ 
แพทย ์การเกษตร และอุตสาหกรรมพลู เป็นพชืใน
วงศ ์Piperaceae สามารถเจรญิเตบิโตไดด้ใีนสภาพ
ภูมอิากาศเขตรอ้นชืน้ของเอเชยีตะวนัออกเฉียงใต ้
ล าตน้มลีกัษณะเป็นไมเ้ถา เลือ้ยพนัตามต้นไมอ้ื่น มี
ใบเป็นใบเดีย่วรปูหวัใจ ใบสเีขยีวเหลอืงถงึเขยีวเขม้ 
เนื้อใบหนาเป็นมนั มรีสเผด็และกลิน่หอมเฉพาะตวั 
มีดอกสีขาว ออกเป็นช่อแน่นบนแกนยาวคล้าย
พรกิไทย ประชากรแถบอนิเดยีหรอืจนีนิยมบรโิภค
ใบพลู เพราะมีฤทธิท์ าให้ปากสดชื่น งานวิจยัของ 
Ramji และคณะ (2002) พบว่าใบพลูสามารถระงบั
กลิ่นปาก ป้องกนัฟนัผุ รกัษาแผลทางเดินอาหาร 
และกระตุ้นเอนไซม์ไลเปสในตบัอ่อน นอกจากนี้ยงั
ใช้รักษาอาการผื่นคันจากลมพิษ ใช้เป็นยาถ่าย
พยาธ ิและยาระบายแกท้อ้งผกู 

Vila และคณะ (2001) พบว่าในสารสกดัจาก
ใบพลมูสีารอลัลวิอลัลวิไพรอแคทชีอล (APC) 1 (รูป
ที่ 1) ซึ่งมีศกัยภาพในการป้องกนักลิ่นปากที่เกิด
จากการย่อยสลายโปรตีนของจุลนิทรยี์ จึงได้น า 
APC 1 มาทดแทนผลิตภัณฑ์สงัเคราะห์จ าพวก
สารประกอบก ามะถันระเหย (volatile sulfur 
compound, VSC) ไดแ้ก่ เมอรแ์คปแทน (methyl-

mercaptan) ไฮโดรเจนซลัไฟด ์(hydrogen sulfide) 
และกรดไขมนัระเหย (volatile fatty acids) เช่น 
butyric acid และ propoinic acid 

รปูท่ี 1 สตูรโครงสรา้งของสารอลัลวิไพรอแคทชีอล 
(APC) 1 (1) หรอื hydroxychavicol (HC) 
และยกูนีอล (2) 

มีรายงานวิจัยที่พบคุณสมบัติทางชีวภาพ
ของใบพลูอีกมาก เช่น สามารถต้านออกซิเดชัน 
(Bhatacharya et al., 2005) ป้องกนัรงัส ี(Dubey et 
al., 1987) รกัษาเบาหวาน (Bandyopadhyay et 
al., 2011) ต้านเชือ้แบคทเีรยี (Bandyopadhyay et 
al., 2011) โดยสารทีส่ าคญัคอื APC 1 มศีกัยภาพ
ในการรกัษาโรคเก๊าท์ (Murata et al., 2009) 
ป้องกนัโรคกลา้มเน้ือหวัใจขาดเลอืดโดยมฤีทธิต์้าน
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การอกัเสบและการเกดิเกลด็เลอืด (Jeng et al., 
2007) ต้านเชือ้รา (Ali et al., 2010) และสามารถ
ท าลายเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวโดยไม่มผีลต่อเซลล์
อื่น (Bandyopadhyay et al., 2011) นอกจากนี้ยงั
พบว่าสารสกดัจากใบพลดูว้ยเมทานอลสามารถออก
ฤทธิย์บัยัง้เชือ้มาเลเรยีได ้(Adhroey et al., 2001) 

การสกัดสารส าคัญจากใบพลูมีเทคนิคที่
สามารถประยุกต์ใช้เพื่อผลติในระดบัอุตสาหกรรม
หลายวธิ ีเช่น วธิสีกดั hydro-distillation จากใบพลู
สด แล้ววิเคราะห์หาปริมาณสาระส าคัญด้วยแก๊ส 
โครมาโทกราฟี-แมสสเปกโตรมทิรี (GC-MS) ได ้ 
5-(2-propenyl)-1,3-benzodioxole 7 ร้อยละ 18.27 
โดยมวล (Sugumaran et al., 2011) วธิสีกดัดว้ย
การต้มใบสดในน ้ า  แล้ววิเคราะห์หาปริมาณ

สารส าคัญด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลว
สมรรถนะสงู (HPLC) ได ้APC 1 รอ้ยละ 5 โดยมวล 
(Anjali et al., 2010) วธิสีกดัดว้ยเมทานอลจากใบ
พลูแห้ง แล้ววิเคราะห์หาปริมาณสาระส าคัญด้วย
คอลมัน์ โครมาโทกราฟี ได ้APC 1 รอ้ยละ 0.9 โดย
มวล และยูกนีอล 2 ร้อยละ 0.16 โดยมวล (Sarkar 
et al., 2008) และวธิสีกดัดว้ยแอลกฮอลจ์ากใบพลู
แห้ง แล้ววิเคราะห์หาปริมาณสาระส าคัญด้วย    
โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง ได้ APC 1 
รอ้ยละ 54.4 โดยมวล (Bandyopadhyay et al., 
2011) (ตารางที่ 1) ขอ้ควรระวงัคอืหลกีเลี่ยงการ
สมัผสักบัความรอ้น เพราะมผีลต่อการออกฤทธิข์อง
สาระส าคญั 

 
ตารางท่ี 1 งานวจิยัทีเ่กีย่วกบัการสกดัสารจากใบพล ู
 

เทคนิคสกดั 
(เทคนิควเิคราะห)์ 

 

วตัถุดบิทีใ่ช ้
ปรมิาณสาระส าคญัทีพ่บ 

(% w/w) 

 

เอกสารอา้งองิ 

Hydro-distillation (GC-MS) ใบพลสูด 5-(2-Propenyl)-1,3-benzodioxole 
7 (18.27) 

Sugumaran et al. 
(2011) 

extracted in boiling water 
(HPLC) 

ใบพลสูด APC 1 (5.0) Pandey et al.  
(2010) 

Alcoholic extract (HPLC) ใบพลแูหง้ APC 1 (54.4) Bandyopadhyay et al.  
(2011) 

Ethanolic extract + 
chromatography (HPLC) 

ใบพลแูหง้ APC 1 (0.9), Eugenol 2 (0.16) Sarkar et al.  
(2008) 

  
งานวจิยัครัง้นี้จงึสกดัสารจากใบพลแูหง้ โดย

ศกึษา APC 1 และยูกนีอล 2 วเิคราะหห์าปรมิาณ
สารส าคญัดว้ยโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู 
และพัฒนาวิธีการตรวจความใช้ได้ในการควบคุม
คุณภาพ เพราะเทคนิควิเคราะห์ที่ใช้ได้เป็นส่วน
ส าคญัต่อการขึน้ทะเบยีนยาใหม่ นอกจากมาตรการ

ทางกฎระเบยีบแลว้ วธิกีารทดสอบทีด่แีละเชื่อถอืได้
มีความจ าเป็นต่อการควบคุมคุณภาพของยาและ
สารออกฤทธิส์ าคญั ดงันัน้การศกึษาความใช้ได้จงึ
เป็นส่วนทีส่ าคญัเพื่อคุณภาพ ความปลอดภยั และ
ประสิทธิภาพของสารออกฤทธิส์ าคัญ โดยใบพลู
ประกอบดว้ยสารประกอบฟีนอล ซึง่มฤีทธิต่์อต้าน
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ออกซเิดชนั โดยสารส าคญัทีพ่บมาก ไดแ้ก่ APC 1 
และยูกนีอล 2 นอกจากนี้ยงัมรีายงานว่าพบ cis-p-
coumaryl quinic acid cis-3, trans-p-coumaryl 
quinic acid trans-3 และ chlorogenic acid 4 (รูปที ่
2) ในปรมิาณเลก็น้อยอกีดว้ย (Bandyopadhyay et 
al., 2011) 
 
 

 
 

รปูท่ี 3 สตูรโครงสรา้งของสาร 5-(2-Propenyl)-1,3-
benzodioxole 

การศึกษานี้ใช้กรด 2,5-ไดเมทิลเบนโซอิก 
(2,5-DMA) 5 เป็นสารเทยีบแทนหากเทคนิคของ
ไหลวกิฤตยวดยิง่ (supercritical fluid extraction, 
SFE) สามารถสกดักรดเหล่านี้ได้ ทัง้นี้พชืตระกูล 
Piperaceae พบสารส าคญัในกลุ่ม piperamides 
ดว้ย ในงานวจิยันี้จงึใชพ้เิพอรนี 6 (รปูที ่3) เป็นสาร
เทียบแทนหากสามารถพบสารกลุ่มนี้ในงานครัง้นี้
ดว้ย งานวจิยันี้สนใจศกึษาการสกดัสารส าคญัในใบ
พล ูโดยศกึษาวธิกีารสกดัดว้ยเทคนิคของไหลวกิฤต
ยวดยิ่ง เพื่อทดสอบคุณภาพทางเคมีด้วยเทคนิค
โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง และพิสูจน์
โครงสร้างของสารแยกบรสิุทธิด์้วยเทคนิคนิวเคลยีร์
แมกเนตกิเรโซแนนซส์เปกโตรสโคปี (NMR) 

 

 
 

รปูท่ี 2 สตูรโครงสรา้งของสาร p-coumaryl quinic acid (3), chlorogenic acid (4), 
2,5 dimethylbenzoic acid 5 (5) และ piperine (6) 

 
2. วสัดอุปุกรณ์ 

ใบพลู (P. betle L.) เกบ็ในช่วงเดอืนตุลาคม 
ปี พ.ศ. 2553 ที่จงัหวดัปทุมธานี เครื่องอบ (ยี่ห้อ 
EUREKA) เครื่องบดละเอยีด (ยีห่อ้ Mill Machine, 
Model PM1) เครื่องระเหยสารละลาย (rotary 

evaporator ยีห่อ้ Buchi รุ่น Rotavapor RII) เครื่อง
ของไหลวกิฤตยวดยิง่ (supercritical fluid extraction, 
SFE) รุ่น 24L-SFE เครื่องโครมาโทกราฟีของเหลว
สมรรถนะสงู (HPLC) ยีห่้อ Shimadzu รุ่น 20AT 
สารมาตรฐานทีใ่ชศ้กึษา 98 % กรด 2,5-ไดเมทลิ 
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เบนโซอกิ (2,5-DMA) 5 ยีห่อ้ Acros Organics 95 
% ยูกนีอล 2 และ 97 % พเิพอรนี 6 (ยีห่อ้ Aldrich 
chemistry) อลัลิวไพรอแคทีชอล (APC) 1 แยก
บรสิุทธิด์ว้ยคอลมัน์โครมาโทกราฟี (รูปที ่4) ตวัท า
ละลายทีใ่ชศ้กึษา ไดแ้ก่ ไดเอทลิอเีทอร ์(AR grade 

ยีห่อ้ Merck KGaA) เมทานอล (HPLC grade ยีห่อ้ 
Merck KGaA) เอทิลอะซิเตด (RCI Labscan 
commercial grade กลัน่ก่อนใช)้ โซเดยีมซลัเฟต 
(Ajex finechem Pty Ltd.) Deionized water (DI) 

 

 
 

รปูท่ี 4 การสกดัใบพลูดว้ยเทคนิคเอทลิอะซเิตด (Mula et al., 2008) และท าให้บรสิุทธิด์ว้ยคอลมัน์โครมา-
โทกราฟี ไดอ้ลัลวิไพรอแคทชีอล (APC) 1 (Ramji et al., 2002) a : น ้าหนกัสารสกดั (mg) 
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3. วิธีการวิจยั 
3.1 ใบพลู  

น าตัวอย่างใบพลูสดที่มีลักษณะใบสี
เขยีวแก่มาลา้งใหส้ะอาด หัน่เป็นชิน้เลก็ ๆ แลว้อบ
ให้แห้งด้วยเครื่องอบ โดยควบคุมทีอุ่ณหภูม ิ60ºC 
เป็นเวลา 12 ชัว่โมง ไดน้ ้าหนักคดิเป็นร้อยละ 10 
ของใบพลูที่ เหลือจากการอบแห้ง จากนั ้นน า
ตัวอย่างใบพลูไปบดให้เป็นผงละเอียดด้วยเครื่อง
บดละเอยีด 

3.2 การสกดัสารส าคญัจากใบพลู 
การสกดัด้วยเทคนิคของไหลวิกฤตยวด

ยิง่ (supercritical fluid extraction, SFE) (รูปที่ 5) 
สกดัที่สถาบนัการแพทย์แผนไทย กรมพฒันาการ
แผนไทยและการแพทย์การ เลือก กระทรวง
สาธารณสุข และอุทยานวทิยาศาสตร ์(สวทช.) การ
สกัดได้สารสกัดหยาบ 2 ส่วน ส่วนที่ 1 (สารสกัด
หยาบ [SC1]) สภาวะในการสกัดใช้คาร์บอนได-
ออกไซด์เป็นตัวท าละลายเดี่ยว สกัดที่ความดัน 8 
MPa และอุณหภูมทิี ่60ºC ส่วนที ่2 (สารสกดัหยาบ 
[SCE1]) สกัดโดยใช้คาร์บอนไดออกไซด์และเอทา
นอลเป็นตวัท าละลายร่วม ความดนัที ่5 MPa และ
อุณหภูมทิี่ 60ºC น าสารสกดัที่ได้ไประเหยเอาเอทา
นอลออกทิ้งไว้ในแห้งแล้วชัง่น ้าหนักหาปรมิาณสาร
สกดัหยาบ น าสารสกดัหยาบ [SC1] ขา้งต้นมาท าการ
สกดัซ ้าด้วยไดเอทิล-อีเทอร์ จะได้ [SC1E] ดงัใน
แสดงในแผงผงัที ่2 แสดงตวัอย่างการสกดัใบพล ู

ส าหรับการสกัดด้วยเทคนิคของไหล
วกิฤตยวดยิง่ ไดท้ าการสกดั 2 ครัง้ ครัง้ที ่1 ไดส้าร
สกดัหยาบ [SC1] และ [SCE1] ครัง้ที่ 2 ได้สารสกดั
หยาบ [SC2] และ [SCE2] งานวจิยันี้ไดร้ายผลการสกดั
ทัง้ 2 ครัง้ โดยน าสารสกดัหยาบ [SC1], [SCE1] และ 
[SC2] มาศกึษาหาปรมิาณสาระส าคญั นอกจากนี้ยงั
ศกึษาหาปรมิาณสารส าคญัของสารสกดัหยาบที่ผ่าน
การสกดัซ ้า [SC1E] อกีดว้ย (สกดัซ ้า n = 3) 

 
 

รปูท่ี 5 ตวัอย่างการสกดัใบพลแูหง้ดว้ยเทคนิคการ
สกดัดว้ยของไหลวกิฤตยวดยิง่ (supercriti-
cal fluid extraction, SFE) ครัง้ 1 

 
3.3 การตรวจสอบความใช้ได้ (method 

validation) 
3.3.1 ค่าความเป็นเส้นตรง (linearity) 

สรา้งกราฟมาตรฐาน (calibration curve) ของกรด 
2,5-ไดเมทลิเบนโซอกิ (2,5-DMA) 5 อลัลวิไพรอ-
แคทชีอล (APC) 1 ยูกนีอล 2 และพเิพอรนี 6 โดย
ตรวจสอบด้วยวธิ ีexternal standard เตรยีมสาร 
ละลาย stock standard ทีค่วามเขม้ขน้ 1,000 ppm 
ละลายสารมาตรฐานแต่ละชนิดด้วยตัวท าละลาย  
เมทานอลที่ความเข้มข้นของกรด 2 ,5-ไดเมทิล   
เบนโซอกิ (2,5-DMA) 5 เป็น 30, 40 และ 50 และ 
APC 1 และยูกนีอล 2 มคีวามเขม้ขน้เป็น 30, 40, 
50, 60, 80 และ 100 ppm ส่วนพเิพอรนี 6 มคีวาม
เขม้ขน้เป็น 30, 40, 50, 60 และ 80 ppm แล้ว
ศกึษาค่าความเป็นเสน้ตรงระหว่างความเขม้ขน้ต่อ
พืน้ทีใ่ต้พคี (peak area) ของสารมาตรฐานแต่ละ
ชนิด 

3.3.2 ค่าความแม่นย า (precision) 
ศึกษาความแม่นย าของ เครื่ องมือวิ เคราะห ์
(repeatability) และค่าความแม่นย าของผูว้เิคราะห ์
(reproducibility) โดยวิเคราะห์ 10 ซ ้า ที่ความ
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เขม้ขน้ 40 ppm ของกรด 2,5-ไดเมทลิเบนโซอกิ 
(2,5-DMA) 5 APC 1 ยูกนีอล 2 และพเิพอรนี 6 
ประเมนิเป็น relative standard deviation (% RSD) 

3.3.3 การหาขีดจ ากัดต ่ าสุดในการ
วิเคราะห์เชิงคุณภาพและเชิงปริมาณ (limit of 
detection and quantification) ขดีจ ากดัต ่าสุดของ
การทดสอบเชงิคุณภาพ (LOD) และขดีจ ากดัต ่าสุด
ของการทดสอบเชงิปรมิาณ (LOQ) โดยตรวจสอบ
จากค่าของกราฟมาตรฐานของสารมาตรฐานกรด 
2,5-ไดเมทลิเบนโซอกิ (2,5-DMA) 5 APC 1 
ยกูนีอล 2 และพเิพอรนี 6 ซึง่ LOD ใหส้ญัญาณเป็น 
3 เท่า ของสญัญาณ noise (S/N) และ LOQ ให้
สญัญาณเป็น 10 เท่าของสญัญาณ noise (S/N) 

3.4 การวิเคราะหส์ารส าคญัในใบพลู 
สารสกัดที่ได้จากการสกัดด้วยเทคนิค

ของไหลวิกฤตยวดยิ่งน ามาวิเคราะห์ด้วยเครื่อง  
โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง  ยี่ห้อ 
Shimadzu รุ่น 20AT โดยวเิคราะห์แบบ isocratic 
ใช ้injuction value loop ที ่20 µl และจบัสญัญาณ
ดว้ยยูว-ีเวสิ ดเีทคเตอร์ (UV-Vis detector) รุ่น 
SPD-20A สภาวะในการวิเคราะห์หาปริมาณ
สารส าคญัใช้เฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) ใน
อตัราส่วนของเมทานอล : น ้า (70:30) อตัราการ
ไหล (flow rate) ที ่0.7 ml/min ปรมิาณสารทีใ่ชฉ้ีด
ตวัอย่างที ่20 µl เวลาในการวเิคราะห์ที ่15 นาท ี
และใช้คอลมัน์ RP-C18 ยี่ห้อ HPLC Column 
Thermo Scientific Hypersil GOLD ขนาด 5 µm 
4.6 x 250 mm  สารมาตรฐานทีใ่ช ้ไดแ้ก่ กรด 2,5-
ไดเมทลิเบนโซอกิ (2,5-DMA) 5 APC 1 ยูกนีอล 2 
และพเิพอรนี 6 โดย APC 1 ได้จากการแยกจาก
วธิกีารสกดัใบพลูด้วยสารละลายเอทลิอะซเิตดและ
ท าการสกดัซ ้า ๆ ด้วยเฮกเซน (รูปที่ 4) หลงัจาก
ผ่านคอลมัน์โครมาโทกราฟี จะไดส้ารสกดัมลีกัษณะ
ของสารเป็นของเหลวคลา้ยน ้ามนั สเีหลอืงอ่อนใส มี

น ้าหนัก 400 mg ซึง่ผลของ 1H NMR คาดว่าเป็น 
APC 1 (CDCl3, 400 MHz), δ (ppm): 3.24 (2H, 
dd, J = 6.5, 1´-H ) 5.05 (2H, dd, 3´-H ) 5.95 (2H, 
broad s, 3-OH, 4-OH), 6.71 (1H, d, 6-H), 6.75 
(1H, m, H-1') 6.9 (1H, dd, H-4,5) Rf = 0.43 ในตวั
ท าละลาย 35 % เอทลิอะซ-ิเตดในเฮกเซน 
 
4. ผลการวิจยั 

4.1 การสกดัด้วยเทคนิคของไหลวิกฤต
ยวดย่ิง  

ไดส้ารสกดัหยาบเป็น [SC1] หนัก 400 g 
และ [SCE] (หลงัจากน าไประเหยสารละลาย) ออกได้
น ้าหนัก 28.40 g จากน ้าหนักเริม่ต้น ลกัษณะของ
สารสกดัทัง้ 2 คือของเหลวหนืดสเีขยีวน ้าตาลเข้ม 
เมื่อน าสารสกดัหยาบ [SC1] น ้าหนัก 20 g มาสกดั
ซ ้า (partition) ดว้ยอเีทอร ์จะไดส้ารสกดั [SC1E] มี
น ้าหนักเท่ากับ 17.06 g ลักษณะของสารเป็น
ของเหลวหนืดสเีขยีวเขม้ 

4.2 ผลการตรวจสอบความใช้ได้  
ในการทดลองครัง้นี้มกีารศกึษา % RSD 

ของ retention time และ  peak area ของสาร
มาตรฐานทัง้ 4 ชนิด ได้แก่ กรด 2,5-ไดเมทิล-   
เบนโซอกิ (2,5-DMA) 5 APC 1 ยูกนีอล 2 และ    
พิเพอรีน 6 โดยศึกษาในวันเดียวกัน ( Inter-day) 
ศึกษา % recovery ของการสกดัใบพลูมีความ
แตกต่างกนัของแต่ละตวัอย่างที่ท าการฉีดสารสกดั
ตัวอย่างใบพลูที่ความเข้มข้น 1 ml/10 ml ใน
สารละลาย methanol และ spike สารมาตรฐานมี
ความเข้มข้ม 50 µg/ml ของกรด 2,5-ไดเมทิล   
เบนโซอกิ (2,5-DMA) 5 APC 1 ยูกนีอล 2 และ    
พเิพอรนี 6 นอกจากนี้ไดศ้กึษา limit of detection 
(LOD) (รูปที ่6) ไดศ้กึษาอตัราส่วนของ signal ที่
เป็น 3 เท่าของสญัญาณ noise และ limit of 
quantification (LOQ) (รูปที ่7) ไดศ้กึษาอตัราส่วน

http://cgi.ebay.com/ws/eBayISAPI.dll?ViewItem&item=170707992863&_trksid=p2992.m753
http://cgi.ebay.com/ws/eBayISAPI.dll?ViewItem&item=170707992863&_trksid=p2992.m753
http://cgi.ebay.com/ws/eBayISAPI.dll?ViewItem&item=170707992863&_trksid=p2992.m753
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ของ signal ทีเ่ป็น 10 เท่า ของสญัญาณ noise ดงั
แสดงในตารางที ่2 

ผลการวิเคราะห์สารส าคัญที่สกัดจาก
เทคนิคของไหลวิกฤตยวดยิ่งนัน้ พบว่าสารสกัด

ตวัอย่าง [SC1], [SC2], [SC1E] และ [SCE] วเิคราะห์
พบสารส าคญัอลัลวิไพรอแคทชีอล (APC) 1 และ 
ยูกีนอล 2 (รูปที่ 8 และ 9) ในสดัส่วนต่าง ๆ ดงั
ตาราง 3  

 
 

 
 

รปูท่ี 6 โครมาโตแกรม limit of detection (LOD) ของสารมาตรฐานรวม 4 ชนิด ละลายในเมทานอล           
(A: 2,5-DMA; B: allylpyrocatcehol; C: eugenol; D: piperine และ I: Interfere) 

 
 
 

 
 

รปูท่ี 7 โครมาโตแกรม limit of quantification (LOQ) ของสารมาตรฐานรวม 4 ชนิด ละลายในเมทานอล            
(A: 2,5-DMA; B: allylpyrocatcehol; C: eugenol; D: piperine และ I: Interfere) 
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ตารางท่ี 2 ผลการตรวจสอบความใชไ้ด ้(method validation) 
 

Analytical features 2,5-DMA 5 APC 1 Eugenol 2 Piperine 6 
Working     

- Range, mg/L 
- Slope 
- Intercept 
- R2 

30-60 
2648 

-27259 
0.9998 

30-60 
31806 
-25555 
0.9994 

30-60 
37451 
-34689 
0.9992 

30-60 
7698 

-63272 
0.9982 

Inter-day Precision (% RSD) 
     - Repeatability (n=10) 

    

       Peak area 3.17 4.22 1.85 4.13 
       Retention time 0.52 0.08 0.11 0.15 
     - Reproducibility (n=10)     
       Peak area 7.09 8.92 8.16 7.59 
       Retention time 1.41 0.28 0.25 0.22 
% Recovery     

- Sample 1 100.00 71.66 97.72 89.51 
- Sample 2 100.00 55.22 96.91 100.00 

LOD, mg/L (3S/N) 0.5 1.0 0.1 0.5 
LOQ, mg/L (10S/N) 2.0 2.0 0.2 1.2 

 

 
 

 
 

รปูท่ี 8 โครมาโตแกรมของสารมาตรฐาน 2,5-DMA (1), APC (2), eugenol (3) และ piperine (4) ที ่280 
nm; อตัราการไหล (flow rate) 0.7 ml/min ปรมิาณสารทีใ่ชฉ้ีดตวัอย่างที ่20 µl 
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ตารางท่ี 3 ปรมิาณสารส าคญัทีพ่บต่อน ้าหนกัสารตวัอย่าง (% w/w) 
 

 

sample 
ปรมิาณสารทีพ่บต่อน ้าหนกัตวัอย่าง (% w/w) 

APC 1 % w/w Eugenol 2 % w/w ลกัษณะโดยทัว่ไป 
SC1

a 40.61 40.6 10.74 10.7 เหลว หนืด สเีขยีวน ้าตาลเขม้ 
SC2

a 34.49 34.5 19.98 20.0 เหลว หนืด สเีขยีวเขม้   
SC1E

b 55.48 55.5 45.46 45.5 เหลว หนืด สเีขยีวน ้าตาลเขม้ 
SCE

a 22.46 22.5 31.53 31.5 เหลว หนืด สเีขยีวน ้าตาลเขม้ 
aปรมิาณสารทีพ่บต่อน ้าหนกัตวัอย่างสารสกดั (% w/w) 
bปรมิาณสารทีพ่บต่อน ้าหนกัตวัอย่างสารสกดั SC1

a 
 

 
 

รปูท่ี 9 โครมาโตแกรมของสารสกดั [SC1], [SC2], [SC1E] และ [SCE] ที ่280 nm; อตัราการไหล (flow rate) 
0.7 ml/min ปรมิาณสารทีใ่ชฉ้ีดตวัอย่างที ่20 µl 

 
5. สรปุ 

5.1 ผลการรายงานตรวจสอบความใช้ได ้
(method validation) พบว่าค่าความสมัพนัธเ์ป็น
เสน้ตรง (limearity, R2) ของสารส าคญักรด 2,5-ได
เมทลิเบนโซอกิ (2,5-DMA) 5 อลัลวิไพรอแคทชีอล 

(APC) 1 ยูกนีอล 2 และ พเิพอรนี 6 ได้ R2 = 
0.9998, 0.9994, 0.9992 และ 0.9982 ตามล าดบั 
ผลการรายงานค่าความแม่นย า (precision) ซึ่ง
วเิคราะหค์วามแม่นย าของเครื่องมอื (repeatability) 
(n = 10) สารส าคญัทัง้ 4 สาร ทีค่่า % RSD ไม่เกนิ 
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5 ถอืว่าเป็นค่าทีย่อมรบัได ้และความแม่นย าของผู้
ทดลอง (reproduciblity) (n = 10) พบว่า % RSD มี
ค่าไม่เกิน 10 ถือเป็นค่าที่ยอมรบัได้ ส าหรบัค่า
ความถูกต้อง (accuracy) ซึ่งรายงานเป็นค่า % 
recovery พบว่ากรด 2,5-ไดเมทลิเบนโซอกิ (2,5-
DMA) 5 ยูกนีอล 2 และพเิพอรนี 6 ในตวัอย่างสาร
สกดั [SC1] และ [SC1] มคี่าอยู่ในช่วงทีด่ ี(90-110 
%) ส าหรบัค่าการหาขดีจ ากดัต ่าสุดในการวเิคราะห ์
(LOD) อตัราส่วนของ signal ที่เป็น 3 เท่าของ
สญัญาณ noise และค่าการหาขดีจ ากดัปริมาณ
ต ่าสดุของวธิ ี(LOQ) ไดศ้กึษาอตัราส่วนของ signal 
ทีเ่ป็น 10 เท่าของสญัญาณ noise พบว่ากรด 2,5-
ไดเมทลิเบนโซอกิ (2,5-DMA) 5 อลัลวิไพรอแค-
ทชีอล (APC) 1 ยูกนีอล 2 และพเิพอรนี 6 มคี่า
ปรมิาณต ่าสุดของ noise ที ่2.0, 2.0, 0.2 และ 1.2  
ตามล าดบั 

5.2 การสกดัดว้ย SFE ไดส้ารสกดัหยาบ 
[SC1] เป็นคดิเป็นร้อยละ 8 โดยมวลของผงพลูแห้ง 
สารสกดัหยาบ [SCE] คดิเป็น 0.57 โดยมวลของผง
พลูแห้ง และเมื่อน าสารสกดัหยาบ [SC1] ผ่านการ
สกดัซ ้า (partition) ไดอ้ตัรารอ้ยละ 4.27 ดงันัน้การ
สกดัเพื่อให้ไดอ้ลัลวิไพรอแคทชีอล (APC) 1 ใน
ปริมาณสูงในตัวอย่าง สามารถใช้ SFE แบบ
คารบ์อนไดออกไซด์เป็นตวัท าละลายเดีย่ว แต่หาก
ต้องการปรมิาณของยูกนีอล 2 มากในตวัอย่างต้อง
ใชเ้อทานอลเป็นตวัท าละลายร่วม มขีอ้เสยีคอืสารที่
ไม่ต้องการกม็ปีรมิาณสงูขึน้ด้วยและเพิม่ค่าใช้จ่าย
จากตวัท าละลาย 

5.3 ปรมิาณของอลัลวิไพรอแคทชีอล (APC) 
1 และยูกีนอล 2 จากการสกดั SC1 ให้ปริมาณ
สารส าคญัเพิม่ขึน้จากการท าการสกดัซ ้าดว้ยอเีทอร ์
โดยมปีรมิาณสารเพิม่ขึน้เป็น 1.35 และ 4.25 เท่า
ตามล าดบั 

5.4 ใน SFE เป็นเทคนิคทีไ่ม่สามารถสกดั
กรดฟีนอลกิออกมาได้จากใบพลู ดงัที่แสดงในสาร
สกัดตัวอย่างทัง้หมดไม่สามารถพบกรด 2,5-ได 
เมทลิเบนโซอกิ (2,5-DMA) 5 และพเิพอรนี 6  
ดังนัน้หากต้องการสารส าคัญจ าพวกกรด cis-p-
coumaryl quinic acid, trans-p-coumaryl quinic 
acid และ chlorogenic acid ต้องใช้เทคนิคอื่น 
ส าหรบัสารกลุ่ม piperamides มแีนวโน้มว่าพบใน
ใบพล ูเพราะเทคนิค SFE แบบคารบ์อนไดออกไซด ์
และเอทานอลเป็นตัวท าละลายร่วมนัน้ วิเคราะห์
ดว้ยโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) 
แสดงสารที ่retention time (t = 11.86 ) ใกลเ้คยีง
กบัพเิพอรนี 6 (t = 12.36 ) ซึง่อยู่ระหว่างการศกึษา
สารน้ีต่อไป 
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