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4. สารเคมี และตัวท าละลาย 
 4.1 สำรมำตรฐำน 
  สำรมำตรฐำนพิเพอร์รีนที่มีควำมบริสุทธ์ิอย่ำงน้อย ร้อยละ 97 
 4.2 ตัวท ำละลำย 
  4.2.1 เมทำนอล HPLC grade 
  4.2.2 อะซีโตไนไตรล์ HPLC grade 
  4.2.3 กรดแกลเชียลแอซีติก analytical grade 
 4.3 สำรละลำยตัวพำ (mobile phase) 
  ตัวท ำละลำยผสมของอะซีโตไนไตรล์ น้ ำ และกรดแกลเชียลแอซีติก อัตรำส่วน 60:39.5:0.5 
 
5. อุปกรณ์ และเครื่องมือ 
 5.1 ขวดรูปชมพู่ ขนำด 125 mL 
 5.2 ขวดปรับปริมำตร class A ขนำด 5 และ 10 mL 
 5.3 ปิเปต (volumetric pipette) class A ขนำด 50 mL 
 5.4 ไมโครปิเปต ขนำด 20-200 µL และ 100-1,000 µL 
 5.5 กระดำษกรอง เบอร์ 4 
 5.6 เยื่อกรองชนิดที่ต่อตรงเข้ำกับกระบอกฉีดยำ (syringe filter membrane) ขนำดรูพรุน 0.22 µm 
 5.7 โถดูดควำมช้ืน 
 5.8 ตะแกรงร่อน (test sieve) ขนำด 300 µm 
 5.9 เครื่องช่ังละเอียดทศนิยม 4 ต ำแหน่ง 
 5.10 อ่ำงอัลตรำโซนิก (ultrasonic bath) 
 5.11 เครื่องผสมสำร (vortex mixer) 
 5.12 เครื่องโครมำโทกรำฟีของเหลวสมรรถนะสูง (high performance liquid chromatography; 
        HPLC) พร้อมตัวตรวจวัดชนิด photo diode array (PDA) หรือเทียบเท่ำ  
 5.13 คอลัมน์ชนิด C18 ควำมยำว 150 mm เส้นผ่ำนศูนย์กลำง 3.9 mm ขนำดอนุภำค 5 µm 
 5.14 ตู้อบไฟฟ้ำควบคุมอุณหภูมิได้ที่ 105 ºC ± 2 ºC 
 5.15 อะลูมิเนียมฟอยล์ 
 5.16 พำรำฟิล์ม 
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6. วิธีการทดสอบ 
 6.1 สภำวะของเครื่องมือที่ใช้ทดสอบ 

      กำรทดสอบหำปริมำณพิเพอร์รีนด้วยเครื่อง HPLC ท ำโดยใช้คอลัมน์ชนิด C18 โดยใช้ตัวท ำ
ละลำยผสมของอะซี โต ไนไตรล์  น้ ำ  และ กรดแกล เ ชียลแอซี ติ ก  ในอั ตร ำส่ วน  60 :39. 5 : 0 . 5  
เป็นสำรละลำยตัวพำ ใช้อัตรำกำรไหล 1 mL/min ปริมำตรกำรฉีด 20 µL ตัวตรวจวัดชนิด PDA หรือ
เทียบเท่ำ ที่ควำมยำวคลื่น 340 nm 

 6.2 กำรสร้ำงกรำฟมำตรฐำน 

      เตรียมสำรละลำยมำตรฐำนพิเพอร์รีน ควำมเข้มข้น 1,000 mg/L (stock solution) โดยช่ัง 
สำรมำตรฐำนพิเพอร์รีน 0.0100 g ลงในขวดปรับปริมำตร ขนำด 10 mL ละลำยและปรับปริมำตรด้วย 
ตัวท ำละลำยเมทำนอล ในกรณีที่สำรมำตรฐำนพิเพอร์รีนมีควำมบริสุทธ์ิน้อยกว่ำร้อยละ 100 ให้น ำ 
ร้อยละควำมบริสุทธ์ิ (%assay) มำค ำนวณดังสมกำร 

        

𝐶 =  
𝑤 ×  𝑃 × 104

𝑉
 

     

   เมื่อ 𝐶  =   ควำมเข้มข้นของสำรละลำยมำตรฐำนพิเพอร์รีน เป็น มิลลิกรัมต่อลิตร 
   𝑤   =   น้ ำหนักของสำรมำตรฐำนพิเพอร์รีน เป็น กรัม 
    𝑃    =   ควำมบริสุทธ์ิของสำรมำตรฐำนพิเพอร์รีน (%assay) 
    𝑉   =   ปริมำตรสำรมำตรฐำนพิเพอร์รีนที่ต้องกำรเตรียม เป็น มิลลิลิตร 

จำกนั้นเตรียมสำรละลำยมำตรฐำนพิเพอร์รีน ควำมเข้มข้น 100 mg/L โดยปิเปตสำรละลำยมำตรฐำน 
พิเพอร์รีนควำมเข้มข้น 1,000 mg/L ปริมำตร 500 µL ลงในขวดปรับปริมำตรขนำด 5 mL และปรับปริมำตร
ด้วยตัวท ำละลำยเมทำนอล 
  เตรียมสำรละลำยมำตรฐำนพิเพอร์รีน ควำมเข้มข้น 1 2 3 4 5 และ 6 mg/L เพื่อสร้ำง 
กรำฟมำตรฐำน โดยปิเปตสำรละลำยมำตรฐำนพิเพอร์รนี ควำมเข้มข้น 100 mg/L ปริมำตร 50 100 150 200 
250 และ 300 µL ตำมล ำดับ ลงในขวดปรับปริมำตรขนำด 5 mL และปรับปริมำตรด้วยตัวท ำละลำย 
เมทำนอล น ำสำรละลำยมำตรฐำนที่เตรียมได้แต่ละควำมเข้มข้น กรองด้วยเยื่อกรองชนิดที่ต่อตรงเข้ำกับ
กระบอกฉีดยำ ขนำดรูพรุน 0.22 µm น ำสำรละลำยที่ได้ไปวิเครำะห์โดยใช้เครื่อง HPLC เพื่อให้ได้พื้นที่พีก 
ดังรูป 1 จำกนั้นสร้ำงกรำฟมำตรฐำน (calibration curve) ระหว่ำงควำมเข้มข้น และพื้นที่พีกของสำร
มำตรฐำนทั้ง 6 ควำมเข้มข้น ดังรูป 2 ค ำนวณหำสมกำรเส้นตรง (regression equation) และหำสัมประสิทธ์ิ
สหสัมพันธ์เชิงเส้น (coefficient of determination, R2) 
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รูป 1 HPLC โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานพิเพอร์รีน 
(ข้อ 6.2) 

 
 

 
             

รูป 2 กราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานพิเพอร์รีน 
(ข้อ 6.2) 

7. การเตรียมตัวอย่าง 
 7.1 น ำตัวอย่ำงพริกไทยแห้งมำบดให้ละเอียด และร่อนผ่ำนตะแกรงขนำด 300 µm ใส่ภำชนะปิด
สนิท เก็บตัวอย่ำงไว้ในโถดูดควำมช้ืน 
 7.2 น ำตัวอย่ำงพริกไทยไปอบในตู้อบไฟฟ้ำควบคุมอุณหภูมิได้ที่ 105 ºC ± 2 ºC เป็นเวลำ 3 ช่ัวโมง 
น ำออกจำกตู้อบ ใส่ในโถดูดควำมช้ืน ปล่อยทิ้งไว้ให้เย็นลงจนถึงอุณหภูมิห้อง ช่ังแล้วอบซ้ ำจนมวลที่ช่ังได้ 2 
ครั้งติดต่อกันต่ำงกันไม่เกิน 0.5 mg/g 
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 7.3 ช่ังตัวอย่ำงที่ได้จำกข้อ 7.2 จ ำนวน 0.2 g ให้ทรำบมวลแน่นอนถึงทศนิยม 4 ต ำแหน่ง ลงในขวด
รูปชมพู่ขนำด 125 mL เติมตัวท ำละลำยเมทำนอล ปริมำตร 50 mL ปิดปำกขวดด้วยอะลูมิเนียมฟอยล์และ
ปิดทับด้วยพำรำฟิล์ม น ำไปสกัดในอ่ำงอัลตรำโซนิก เป็นเวลำ 30 นำที 
 7.4 กรองสำรสกัดที่ได้จำกข้อ 7.3 ลงในขวดสีชำด้วยกระดำษกรอง และท ำกำรทดสอบต่อไป 
 7.5 กำรหำปริมำณพิเพอร์รีนในสำรละลำยตัวอย่ำง 
      ปิเปตสำรละลำยตัวอย่ำงที่ได้จำกข้อ 7.4 ปริมำตร 100 µL ลงในขวดปรับปริมำตรขนำด  
5 mL ปรับปริมำตรด้วยตัวท ำละลำยเมทำนอล จำกนั้นน ำสำรละลำยที่ได้มำกรองด้วยเยื่อกรองชนิดที่ต่อตรง
เข้ำกับกระบอกฉีดยำ ขนำดรูพรุน 0.22 µm และน ำไปวิเครำะห์โดยใช้เครื่อง HPLC น ำพื้นที่พีกของสำร
ตัวอย่ำงที่ได้ไปค ำนวณหำปริมำณพิเพอร์รีนจำกสมกำรเส้นตรงที่ได้จำกกรำฟมำตรฐำนจำกข้อ 6.2 
 
8. การค านวณหาปริมาณพิเพอร์รีน 
 8.1 สร้ำงกรำฟมำตรฐำนของสำรมำตรฐำนพิเพอร์รีนที่ควำมเข้มข้น 6 ระดับ ตำมข้อ 6.2 เพื่อให้ได้
สมกำรเส้นตรง โดยค่ำสัมประสิทธ์ิกำรก ำหนด (coefficient of determination, R2) ต้องไม่น้อยกว่ำ 0.995 
 8.2 ค ำนวณหำปริมำณพิเพอร์รีน จำกสมกำร 
 

A = [(
𝐶𝑥 × 𝑉

𝑚
) × 𝐷 × 10−4] 
 

  เมื่อ A คือ ปริมำณพิเพอร์รีน เป็น ร้อยละโดยมวล 
𝐶𝑥 คือ ควำมเข้มข้นของพิเพอรร์ีนที่ค ำนวณจำกกรำฟมำตรฐำน 

เป็น มิลลิกรัมต่อลิตร 
 𝑉 คือ ปริมำตรของสำรละลำยที่ใช้ในกำรสกัด (จำกข้อ 7.3) เป็น มิลลิลิตร 
 𝑚 คือ มวลของตัวอย่ำง เป็น กรัม 
 𝐷 คือ แฟกเตอร์กำรเจือจำง (dilution factor) ของสำรละลำยตัวอย่ำง 

 8.3 ปริมำณพิเพอร์รีนที่ได้จำกวิธีวิเครำะห์ต้องมีค่ำ %RSD ไม่มำกกว่ำ 5.0 ของกำรวิเครำะห์ตัวอย่ำง 
อย่ำงน้อย 3 ครั้ง 
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