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นิพนธ์ต้นฉบับ

ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและปริมาณสารประกอบฟีนอลรวมกับระยะเวลาการสกัด
และการศึกษาความคงตัวของผงยาต�ารับตรีผลา

บทคัดย่อ

บทน�ำ: ต�ำรบัยำตรผีลำ ประกอบด้วยสมนุไพร ๓ ชนดิ ได้แก่ สมอไทย สมอพิเภก และมะขำมป้อม อตัรำส่วนทีเ่ท่ำกนั  
	 ในบัญชียาหลักแห่งชาติ	พ.ศ.	๒๕๕๔	ระบุข้อบ่งใช้ส�าหรับบรรเทาอาการไอ	ขับเสมหะ	ส่วนในคัมภีร์แพทย ์
	 แผนไทยมีสรรพคุณช่วยรักษาอาการป่วยในคิมหันตฤดู	(ฤดูร้อน)	และลดความอ้วน	แต่ยังไม่มีรายงาน 
	 การศึกษาวิธีการควบคุมคุณภาพของผงยาตรีผลา	ดังนั้นการศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาระยะเวลา 
	 การแช่สกัดที่ดีที่สุดในการสกัดผงยา	เพื่อน�าไปใช้ทดสอบความคงตัวของฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและหาปริมาณ 
 สำรประกอบฟีนอลรวมของผงยำตรีผลำ 
วิธีกำรศึกษำ:	 แช่สกัดผงยาตรีผลาด้วย	๙๕%	เอทานอล	ในระยะเวลาต่างกัน	คือ	๑,	๓,	๕,	๗,	๙	และ	๑๑	วัน	หรือ 
	 ผงยาตรีผลาสกัดน�้าด้วยวิธีการต้มที่ระยะเวลาต่างกัน	คือ	๑๕,	๓๐,	๔๕	และ	๖๐	นาที	จากนั้นน�าไปค�านวณ 
	 หาร้อยละปริมาณสารสกัดที่ได้ต่อน�้าหนักพืชแห้ง	(%yield)	ทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ	โดยวิธี	DPPH	assay	 
	 และหาปริมาณสารประกอบฟีนอลรวม	ด้วยวิธี	Folin-Ciocalteu	นอกจากนี้เก็บผงยาตรีผลาในสภาวะเร่ง	 
	 ที่อุณหภูมิ	๔๐	±	๒	องศาเซลเซียส	ความช้ืนสัมพัทธ์ร้อยละ	๗๕	±	๕	เป็นเวลา	๖	เดือน	แล้วสุ่มตัวอย่าง 
	 ในวันที่	๐,	๑๕,	๓๐,	๖๐,	๙๐,	๑๒๐,	๑๕๐	และ	๑๘๐	วัน	ตามล�าดับ	สกัดผงยาโดยใช้ระยะเวลาที่ดีที่สุด 
	 จากผลการศึกษาข้างต้น	แล้วน�าไปทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและปริมาณฟีนอลรวม	
ผลกำรศึกษำ:	 การสกัดตรีผลาด้วย	๙๕%	เอทานอล	มีปริมาณสารสกัดที่ได้ต่อน�้าหนักพืชแห้งฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและ 
	 ปริมาณสารประกอบฟีนอลรวม	ปริมาณมากกว่าสารสกัดน�้า	โดยสารสกัดที่ใช้เวลาการแช่สกัดด้วยเอทานอล 
	 เป็นเวลา	๑,	๓,	๕,	๗,	๙	และ	๑๑	วัน	มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระไม่แตกต่างกันทางสถิติ	(p	>	๐.๐๕)	คือ	EC

50  

	 อยู่ในช่วง	๓.๐๙	±	๐.๕๙	ถงึ	๔.๑๗	±	๐.๓๘	ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร	สารประกอบฟีนอลรวม	มปีรมิาณไม่แตกต่าง 
	 กันทางสถิติ	(p	>	๐.๐๕)	มีค่าอยู่ในช่วง	๒๖๐.๒๒	±	๓๑.๕๓	ถึง	๓๐๘.๑๐	±	๑๐.๐๖	มิลลิกรัมแกลลิคแอซิด 
	 ต่อกรัมสารสกัด	ทดสอบความคงตัวทางชีวภาพและเคมีของผงยาตรีผลาพบว่า	เมื่อเก็บในสภาวะเร่งไม่ท�าให ้
	 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและปริมาณสารประกอบฟีนอลรวมเปลี่ยนแปลง	(p	>	๐.๐๕)	เมื่อเทียบกับ	Day	0	 
	 อย่างมีนัยส�าคัญ	แสดงว่าผงยาตรีผลาเก็บรักษาที่อุณหภูมิห้องได้เป็นเวลา	๒	ปี	โดยฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ	 
	 และปริมาณสารประกอบฟีนอลรวมไม่เปลี่ยนแปลง	
วิจารณ์ และ	 สารสกัดต�ารับตรีผลาที่ได้จากการแช่สกัดด้วยเอทานอลนาน	๓	วัน	เป็นการสกัดที่ใช้เวลาส้ันที่สุดและมีฤทธิ์ 
สรุปผลกำรศึกษำ:	ต้านอนุมูลอิสระ	และปริมาณสารประกอบฟีนอลรวมไม่แตกต่างกับการแช่สกัดที่ระยะเวลามากขึ้น	จึงเหมาะ 
	 ทีจ่ะน�าไปใช้สกดัเพ่ือการวเิคราะห์และควบคุมมาตรฐานของผงยาต�ารบัตรผีลา	และผงยาตรผีลามคีวามคงตวั 

	 สามารถเก็บไว้ได้นาน	๒	ปี	โดยมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระคงเดิม
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บทน�ำ
	 บัญชียาจากสมุนไพร	พ.ศ.	๒๕๕๔	ยาตรีผลาจัด

เป็นยาแผนไทยหรือยาแผนโบราณ	ใช้รักษากลุ่มอาการ 

ระบบทางเดนิหายใจ	มข้ีอบ่งใช้	คือ	บรรเทาอาการไอ	ขับเสมหะ	 

ในสูตรต�ารับประกอบด้วยเนื้อลูกสมอไทย	เนื้อลูกสมอ

พิเภก	เนื้อลูกมะขามป้อม	หนักส่ิงละ	๓๐	กรัม๑	ส่วนคัมภีร์

แพทย์แผนไทย	ที่มีชื่อว่า	คัมภีร์สรรพคุณยา	กล่าวถึงตรีผลา	 

มีสรรพคุณช่วยระงับโรคที่เกิดจากดี	แก้เสมหะและลม 

ในกองธาตุฤดูแลกองอายุสมุฏฐาน๒	หรือใช้เป็นยาป้องกันและ

รกัษาโรคอนัเกีย่วกับฤดกูาล	ภมูอิากาศ	ส่วนในคัมภร์ีวรโยคสาร	 

ใช้ตรีผลาต�าเป็นผง	เป็นยาส�าหรับลดความอ้วน๓	การศึกษา 

พิษวิทยาพบว ่า	สารสกัดตรีผลาด ้วยน�้ า	(อัตราส ่วน	

๑:๑:๑	และ	๑:๒:๓)	ไม่ก่อให้เกิดพิษเฉียบพลันในขนาด	 

๕,๐๐๐	มลิลกิรมัต่อกโิลกรมัน�า้หนกัตวั	และพิษเรือ้รงัในขนาด	

๒,๔๐๐	มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมน�้าหนักตัว	(ระยะเวลา	๒๗๐	วัน)	

มคีวามปลอดภยั	ไม่มผีลต่อการท�างานของตบัและไต๔ แต่ใน 

การศึกษาพิษก่ึงเฉยีบพลันของตรผีลา	ต�ารบัแก้วาตะสมฏุฐาน	 

(อัตราส่วนสมอไทย	สมอพิเภก	มะขามป้อม	=	๑๒:๔:๘)	 

พบคริแอทินินสูงกว่ากลุ่มควบคุม	และผลทางจุลพยาธิวิทยา 

ยังแสดงให ้ เห็นว ่ าตับและไตของหนู เพศเมียมีความ 

ไวต่อพิษมากกว่าหนูเพศผู้	อาจเนื่องมาจากสารแทนนิน๕  

ส่วนรายงานการศึกษาในหลอดทดลอง	พบตรผีลามฤีทธิต้์าน 

การอักเสบ	ฤทธิ์ต้านการกลายพันธุ์	ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ	

ฤทธิ์ต ้านเช้ือแบคทีเรีย	ฤทธิ์ต ้านและยับย้ังเซลล์มะเร็ง	 

ฤทธิ์ลดระดับไขมันในเลือด๖	เช่นเดียวกับการศึกษาในหนูที่ได้

รบัอาหารทีม่คีอเลสเทอรอลสูงร่วมกับการได้รบัตรีผลาแบบผง	 

จะมีระดับไขมันลดลง	และไม่พบความแตกต่างกันทาง 

จุลพยาธิวิทยาของตับในหนูทั้งสองกลุ่ม๗	นอกจากนี้ข้อมูล 

การศึกษาในอาสาสมัครสุขภาพดี	รับประทานสารสกัด

ตรีผลาช้ันเอธานอล	๙๕%	อัตราส่วนสมุนไพร	๑:๑:๑	พบว่า	 

สามารถกระตุ้นภูมิคุ้มกันได้	ไม่พบผลข้างเคียงที่อันตราย	 

ซึ่งอาจใช้ตรีผลาเป็นยาเสริมในการเพ่ิมภูมิคุ้มกันในผู้ป่วย 

เอชไอวไีด้๘	นอกจากนียั้งสามารถลดระดบัไขมนั	(ไทรกลเีซอไรด์	 

และแอลดีแอลคอเลสเทอรอล)	ได้จากการศึกษาประสิทธิผล

ของต�ารับตรีผลาในผู้ที่มีไขมันในเลือดสูงเปรียบเทียบกับ 

กลุ่มควบคุมที่รับประทานยาหลอก	ไม่พบการแพ้ยา	มีเพียง

ผลข้างเคยีงที่ไมรุ่นแรงและสามารถหายไดเ้องเมื่อหยดุยาคอื	 

ถ่ายเหลวขึ้น๙ 

	 แต่อย่างไรก็ตาม	ยังไม่มีรายงานการศึกษาวิธีการ

ควบคุมคุณภาพของตรีผลา	ซึ่งส่งผลโดยตรงต่อความเช่ือมั่น 

ในการใช้ยาของผู้บริโภค	ดังน้ันจึงจ�าเป็นต้องมีการศึกษา

วิธีควบคุมคุณภาพของผงยา	โดยการทดสอบสารประกอบ

ทางเคมีและฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา	เช่น	ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ	

ที่มีความเก่ียวข้องกับกระบวนการเกิดโรค	เช่น	โรคเรื้อรัง	

หรือระบบภูมิคุ ้มกันบกพร่อง	หากมีสารต้านอนุมูลอิสระ

ในสมุนไพร	เช่น	วิตามินซี	ก็จะช่วยเสริมระบบการท�างาน 

ของเม็ดเลือดขาวและระบบภูมิคุ ้มกัน	บรรเทาโรคใน 

ระบบทางเดินหายใจ	(อาการแพ้)	หรือลดระยะเวลาการ 

เป็นหวดัได้	ดงันัน้	การศึกษานีจ้งึมวีตัถปุระสงค์คือ	ศึกษาระยะ

เวลาการแช่สกัดทีด่ทีีสุ่ดในการสกดัผงยา	เพ่ือน�าไปใช้ทดสอบ

ความคงตัวของผงยาตรีผลาในด้านฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 

และปรมิาณสารประกอบฟีนอลรวมของต�ารบั	เพ่ือประโยชน์ใน

การควบคุมมาตรฐานผงยาและศึกษางานวจิยัทางคลนิกิต่อไป

วิธีกำรศึกษำ
การเตรียมผงยาตรีผลา

	 ผลสมอไทย	(Terminalia	chebula	Retz.)	ผลสมอพิเภก	 

(Terminalia	bellirica	(Gaertn.)	Roxb.)	และผลมะขามป้อม	(Phyl-

lanthus	emblica	L.)	สดจากกาญจนบุรี	จากนั้นน�าสมุนไพร

สดทั้งสามชนิด	ล้างให้สะอาด	อบให้แห้งในตู้อบ	อุณหภูมิ

ประมาณ	๗๐	-	๙๐	องศาเซลเซยีส	บดให้ละเอยีดด้วยเครือ่งบด	 

ร่อนผ่านตะแกรงเบอร์	๘๐	ช่ังผงสมนุไพรแต่ละชนดิในปรมิาณ

เท่ากัน	แล้วผสมสมุนไพรแห้งแต่ละชนิดให้เข้ากันจนได้ผงยา

ต�ำรับตรีผลำ

การสกัดผงยาตรีผลา

 สารสกัดเอทานอล

	 แบ่งผงยาตรผีลาส่วนละ	๓๐	กรมั	จ�านวน	๖	ส่วน	แช่

ด้วย	๙๕%	เอทานอล	ในระยะเวลาต่างกัน	คือ	๑,	๓,	๕,	๗,	๙	

และ	๑๑	วนั	จากนัน้น�าสารสกัดไประเหยแห้ง	โดยใช้เครือ่งกลัน่ 

ระเหยสารแบบหมุน	(Rotary	evaporator)	และค�านวณหา 

ร้อยละปริมาณสารสกัดเอทานอลที่ได้ต่อน�้าหนักพืชแห้ง	 

(%yield)

 สารสกัดน�้า

	 น�าผงตรีผลาน�้าหนัก	๑๒๐	กรัม	แบ่งออกเป็น	๔	

ส่วนๆ	ละ	๓๐	กรัม	น�ามาต้มน�้าที่ระยะเวลาต่างกัน	คือ	๑๕,	

๓๐,	๔๕	และ	๖๐	นาท	ีกรอง	น�าส่วนทีก่รองได้ไปท�าแห้ง	ด้วย

เครื่องท�าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง	(Freeze	dryer)	และค�านวณ 

หาร้อยละปริมาณสารสกัดน�้าที่ได้ต่อน�้าหนักพืชแห้ง	(%yield)
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การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (Free radical scavenging 

activity) 

	 การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ	ด้วยวิธี	DPPH	

assay	โดยใช้	BHT	(Butylated	hydroxytoluene)	เป็นสาร

มาตรฐาน	มีหลักการคือ	หากสมุนไพรมีความสามารถใน 

การก�าจดัอนมุลูอสิระ	โดยการให้ไฮโดรเจนอะตอม	แก่อนมุลู	

DPPH	ซึ่งเป็นอนุมูลไนโตรเจนที่คงตัว	จะแสดงให้เห็นโดย 

การเปล่ียนสารละลาย	DPPH	สีม ่วงในเอทานอลเป็น

สารละลายสีเหลือง	

วิธีการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH assay๑๐

	 เตรียมสารละลายมาตรฐาน	DPPH	(1,1-diphenyl-

2-picrylhydrazyl)	โดยละลายใน	absolute	ethanol	จากนั้น

ช่ังสารมาตรฐาน	BHT	และสารสกัดสมุนไพร	อย่างละ	 

๑๐	มิลลิกรัม	ส�าหรับสารสกัดที่แช่สกัดด้วย	๙๕%	เอทานอล	

ละลายด้วย	absolute	ethanol	๑๐	มิลลิลิตร	และสารสกัดน�้า 

ทีไ่ด้จากการต้มผงยาตรผีลา	ละลายด้วยน�า้	(deionized	water)	

๑๐	มิลลิลิตร	แล้วเจือจางให้ได้ความเข้มข้น	๑๐๐,	๕๐,	๑๐	

และ	๑	ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร	จากนั้นหยอดสารมาตรฐาน	

BHT	สารละลายตัวอย่างที่ความเข้มข้นต่างๆ	และสารละลาย

มาตรฐาน	DPPH	ใน	96	well	plate	หลุมละ	๑๐๐	ไมโครลิตร	

ตั้งทิ้งไว้ในที่มืดเป็นเวลา	๓๐	นาที	วัดค่าการดูดกลืนแสง	 

(absorbance)	ที่ความยาวคลื่น	๕๒๐	นาโนเมตรด้วยเครื่อง	 

microplate	reader	และหาค่าความเข้มข้นของสารที่มี

ประสทิธภิาพยับย้ังอนมุลูอสิระได้ลดลงร้อยละ	๕๐	(EC
50
)	จาก

ค่ากราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารสกัด

กับ	%inhibition	(dose	response	curve)	ด้วยโปรแกรม	prism

การหาปริมาณสารประกอบฟีนอลรวม (Total phenolic com-

pound) 

	 ทดสอบสารประกอบฟีนอลรวม	(Total	phenolic	

compound)	ด้วย	Folin-Ciocalteu,s	reagent	โดยใช้	gallic	acid	

เป็นสารมาตรฐาน	วัดค่าการดูดกลืนแสง	ที่ความยาวคล่ืน	

๗๖๕	นาโนเมตร	

วิธีการทดลองหาสารประกอบประกอบฟีนอลรวม๑๑ 

	 เตรียมสารมาตรฐาน	gallic	acid	และสารสกัด

สมุนไพร	อย่างละ	๑	มิลลิกรัม	ส�าหรับสารสกัดที่แช ่

สกัดด้วย	๙๕%	เอทานอล	ละลายด้วย	absolute	ethanol	 

๑	มิลลิลิตร	และสารสกัดน�้าที่ได้จากการต้มผงยาตรีผลา	

ละลายด้วยน�า้	(deionized	water)	๑	มลิลลิติร	หยอดสารละลาย 

ตัวอย่าง	ใน	96	well	plate	หลุมละ	๒๐	ไมโครลิตร	จากนั้น

หยอด	Folin-Ciocalteu,s	reagent	หลมุละ	๑๐๐	ไมโครลติร	และ

โซเดยีมคาร์บอเนต	(Sodium	carbonate:	Na
2
CO

3
)	๘๐	ไมโครลิตร	 

ตัง้ทิง้ไว้อณุหภมูห้ิองเป็นเวลา	๓๐	นาท	ีวดัค่าการดดูกลนืแสง	 

ทีค่วามยาวคล่ืน	๗๖๕	นาโนเมตรด้วยเครือ่ง	microplate	reader	 

และค�านวณปรมิาณสารประกอบฟีนอลรวมจากกราฟมาตรฐาน	

gallic	acid	ในหน่วยกรัมของแกลลิคแอซิดต่อกรัมสารสกัด	 

(g	GAE/g	of	extract)

การทดสอบความคงตัวทางชีวภาพ (Stability test)

	 น�าผงยาตรผีลาทีผ่ลติได้เก็บในสภาวะเร่งทีอุ่ณหภมูิ	

๔๐	±	๒	องศาเซลเซยีส	ความช้ืนสัมพัทธ์ร้อยละ	๗๕	± ๕ เป็น

เวลา	๖	เดือน	แล้วสุ่มตัวอย่างในวันที่	๐,	๑๕,	๓๐,	๖๐,	๙๐,	

๑๒๐,	๑๕๐	และ	๑๘๐	วนั	ตามล�าดบั	เกบ็ตู	้–๒๐	องศาเซลเซยีส	 

เมื่อครบทุกตัวอย่างน�าสารสกัดผงยาแช่	๙๕%	เอทานอล	 

และระเหยแห้งพร้อมกัน	โดยการใช้ระยะเวลาที่ดีที่สุดจาก 

การผลการศึกษาข้างต้น	คือ	๓	วนั	แล้วน�าไปทดสอบฤทธิต้์าน

อนมุลูอิสระและหาปรมิาณสารประกอบฟีนอลรวม	หากพบว่า 

ผงยามีฤทธิ์คงตัวตลอดการทดสอบ	จึงอนุมานได้ว่าผงยา

ตรีผลามีอายุไม่น้อยกว่า	๒	ปี	ที่สภาวะอุณหภูมิห้อง๑๒ 

การวิเคราะห์ทางสถิติ

	 ในการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและหาปริมาณ

สารประกอบฟีนอลรวม	และความคงตัวทางชีวภาพ	จะท�า 

การทดสอบตวัอย่างละ	๓	ครัง้	(n	=	๓)	น�าผลทีไ่ด้คิดค่าเฉลีย่	

และหาค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของการวัด	(Standard	 

error	of	measurement;	SEM)	โดยจะแสดงผลเป็นค่าเฉล่ีย

ความเข้มข้นที่ให้ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระร้อยละ	๕๐	(EC
50
)	และ 

ค่าเฉล่ียของปริมาณสารประกอบฟีนอลรวม	(GAE)	ตามล�าดับ	

ส่วนความแตกต่างของฤทธิต้์านอนมุลูอสิระ	ปรมิาณสารประกอบ 

ฟีนอลรวมในแต่ละวัน	วิเคราะห์สถิติโดยใช้	one-way	 

ANOVA	(p	<	๐.๐๕)	และความคงตัวของผงยาตรีผลา	

วิเคราะห์สถิติโดยใช้	paired	t-test	เทียบความแตกต่างใน

แต่ละวันที่เก็บกับผงยาแช่สกัดด้วย	๙๕%	เอทานอล	ที่ระยะ

เวลา	๐	วัน	หรือ	Day	0	(p	<	๐.๐๕	)

ผลกำรศึกษำ
	 เมื่อระเหยแห้งสารแช่สกัดผงยาตรีผลาด้วย	๙๕%	

เอทานอล	พบว่า	มีลักษณะข้นเหนียวสีน�้าตาลเข้ม	และเมื่อ

ระเหยแห้งสารสกัดผงยาตรีผลาด้วยการต้มน�้า	พบว่ามี

ลักษณะเป็นผงร่วนแห้งสีน�้าตาลเหลือง	มีร้อยละน�้าหนักเมื่อ

เปรียบเทียบกับน�้าหนักสมุนไพรแห้ง	(%yield)	ในระยะเวลา

ต่างๆ	ดังแสดงในตารางที่	๑
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  รูปแบบการสกัด ระยะเวลา %yield % เมื่อเทียบกับ %yield มากสุด

	 แช่	๙๕%	เอทานอล	 ๑	วัน	 ๑๕.๓๓*	 ๗๔.๖๔

	 	 	 ๓	วัน	 ๒๐.๑๘	 ๙๘.๒๕

	 	 	 ๕	วัน	 ๒๐.๐๔	 ๙๗.๕๗

	 	 	 ๗	วัน	 ๑๘.๗๒	 ๙๑.๑๔

	 	 	 ๙	วัน	 ๑๙.๖๐	 ๙๕.๔๒

	 	 	 ๑๑	วัน	 ๒๐.๕๔	 ๑๐๐

	 ต้มน�้า	 		 ๑๕	นาที	 ๓.๙๘	 ๑๙.๓๘

	 	 	 ๓๐	นาที	 ๕.๑๓	 ๒๔.๙๘

	 	 	 ๔๕	นาที	 ๑๓.๑๐	 ๖๓.๗๘

	 	 	 ๖๐	นาที	 ๖.๔๗	 ๓๑.๕๐

ตารางที่ ๑ น�้าหนักร้อยละ	(%yield)	ของสารสกัดที่ได้จากการแช่สกัดผงยาตรีผลาด้วย	๙๕%	เอทานอล	และการต้มน�้า 

	 ที่ระยะเวลาต่างกัน	เมื่อเปรียบเทียบกับน�้าหนักสมุนไพรแห้ง

*	มีความแตกต่างอย่างมีนัยส�าคัญ	เมื่อ	p-value	<	๐.๐๕	(เทียบกับการสกัดในรูปแบบเดียวกัน)

*	มีความแตกต่างอย่างมีนัยส�าคัญ	(p-value	<	๐.๐๕)	เมื่อเปรียบเทียบกับการต้มน�้า	๓๐	นาที	ด้วยวิธี	multiple-comparison	(scheffe)

  รูปแบบการสกัด ระยะเวลาการแช่สกัด ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ปริมาณสารประกอบฟีนอลรวม

    EC
50
 (μg/ml) (mg GAE/g)

	 แช่	๙๕%	เอทานอล	 ๑	วัน	 ๓.๙๕	 ± ๐.๕๑	 ๒๖๐.๒๒	± ๓๑.๕๓

	 	 	 ๓	วัน	 ๔.๑๗	 ± ๐.๓๘	 ๒๖๔.๓๒	± ๓.๗๓

	 	 	 ๕	วัน	 ๓.๐๙	 ± ๐.๕๙*	 ๒๙๓.๗๔	± ๘.๕๕

	 	 	 ๗	วัน	 ๓.๘๘	 ± ๐.๑๑	 ๒๙๙.๑๓	± ๗.๙๕

	 	 	 ๙	วัน	 ๔.๐๕	 ± ๐.๒๒	 ๓๐๐.๔๑	± ๘.๐๘

	 	 	 ๑๑	วัน	 ๔.๑๖	 ± ๐.๐๖	 ๓๐๘.๑๐	± ๑๐.๐๖

	 ต้มน�้า	 	 ๑๕	นาที	 ๕.๔๙	 ± ๐.๓๓	 ๒๑๘.๖๗	± ๔.๕๒

	 	 	 ๓๐	นาที	 ๖.๑๔	 ± ๐.๗๗	 ๒๒๘.๔๐	± ๑.๔๕

	 	 	 ๔๕	นาที	 ๕.๐๖	 ± ๐.๑๐	 ๒๕๕.๔๐	± ๒.๙๖

	 	 	 ๖๐	นาที	 ๕.๑๘	 ± ๐.๒๓	 ๒๐๗.๕๓	± ๒.๑๙

	 	 	 BHT	 ๑๔.๙๐	± ๑.๖๕	

ตารางที่ ๒	 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ	และปริมาณสารประกอบฟีนอลรวม	(mean	±  	SEM)	ของสารสกัดที่ได้จากการแช่สกัด 

	 ผงยาตรีผลาด้วย	๙๕%	เอทานอล	และการต้มน�้าที่ระยะเวลาต่างกัน	(n	=	๓)
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วิจำรณ์ และสรุปผลกำรศึกษำ
 กำรแช่สกัดผงยำตรีผลำด้วย ๙๕% เอทำนอล  

ในระยะเวลาต่างกันพบว่าที่ระยะเวลา	๑๑	วัน	มีร้อยละ 

น�้าหนักสารสกัดต่อน�้าหนักสมุนไพรแห้ง	(%yield)	มากที่สุด	

(ร้อยละ	๒๐.๕๔)	เมือ่คิดสถติเิฉพาะผงยาตรผีลาทีแ่ช่สกดัด้วย	

๙๕%	เอทานอล	ที่เวลา	๓,	๕,	๗,	๙	และ	๑๑	วัน	พบว่าไม่มี

ความแตกต่างอย่างมีนัยส�าคัญ	(p	<	๐.๐๕)	แต่การแช่สกัด

ด้วย	๙๕%	เอทานอล	เป็นเวลา	๑	วัน	มีสารสกัดน้อยกว่าวัน

อื่นๆ	อย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ	และเมื่อเปรียบเทียบปริมาณ

สารสกัดจากการแช่สกัดผงยาตรีผลาด้วย	๙๕%	เอทานอล 

ทีร่ะยะเวลาต่างๆ	พบว่า	มปีรมิาณมากกว่าปรมิาณสารสกดัที่

ได้จากการต้มน�า้ในทกุระยะเวลา	และการแช่สกัดผงยาตรผีลา

ด้วย	๙๕%	เอทานอล	มแีนวโน้มใกล้เคียงกนั	ตัง้แต่ระยะเวลา

ตั้งแต่	๓	วันขึ้นไป	

	 ดังเห็นได้จากการคิดเทียบร้อยละของการสกัด

ในตารางที่	๑	แสดงการแช่สกัดผงยาตรีผลาด้วย	๙๕%	 

เอทานอล	เป็นระยะเวลา	๓	วนั	(ร้อยละ	๒๐.๑๘)	กไ็ด้สารสกัด

ในปริมาณที่ใกล้เคียงกับการแช่สกัดผงยาตรีผลาด้วย	๙๕%	 

เอทานอล	เป็นระยะเวลา	๑๑	วัน	ซึ่งหากต้องใช้เวลานานใน

การแช่สกดัถงึ	๑๑	วนั	จะท�าให้เสียเวลามากเกนิไป	สอดคล้อง

กับหลักการสกัดสมุนไพรที่อาศัยหลักการแพร่	(diffusion)	คือ	

เมือ่สารนัน้ถึงจดุสมดลุมคีวามอ่ิมตวัแล้ว	การแพร่จะสิน้สดุลง	 

การสกัดด้วยระยะเวลาที่เพ่ิมข้ึน	ก็ไม่ท�าให้ได้ปริมาณสาร 

ที่มำกกว่ำเดิม

	 ผลการศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของการแช่สกัด

ผงยาตรีผลาด้วย	๙๕%	เอทานอล	และการต้มน�้าที่ระยะ

เวลาต่างกัน	มีความแตกต่างอย่างมีนัยส�าคัญ	(p	<	๐.๐๕)	

โดยเมื่อเปรียบเทียบหาความแตกต่างของค่าเฉล่ีย	โดยใช	้ 

Multiple-comparison	(scheffe)	พบว่า	การแช่สกัดผงยาตรผีลา

ด้วย	๙๕%	เอทานอล	เป็นเวลา	๕	วัน	มีความแตกต่างกับ 

การต้มน�้า	ที่ระยะเวลา	๓๐	นาที	ดังแสดงในตารางที่	๒	

แสดงให้เห็นว่าการแช่สกัดผงยาตรีผลาด้วย	๙๕%	เอทานอล	

ที่ระยะเวลา	๕	วัน	มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระดีที่สุด	คือ	EC
50
 

เท่ากับ	๓.๐๙	±	๐.๕๙	ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร	สอดคล้องกับ

การศึกษาที่ผ่านมาพบว่า	ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี	DPPH	

assay	ของสารสกัดเอทานอลต�ารับตรีผลา	มีค่า	EC
50
 เท่ำกับ 

๓.๙๑	±	๐.๑๙๑๓ และ ๕.๙๔ ±	๐.๐๖๑๔	ไมโครกรมัต่อมลิลิลติร	 

ส ่วนสารสกัดน�้ าของต�ารับตรีผลามีค ่า	EC
50
 เท ่ำกับ  

๔.๓๔ ±	๐.๓๕๑๓	ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร	ซึ่งมีค่าใกล้เคียงกับ

ผลการศึกษานี	้คือ	EC
50
	อยู่ในช่วง	๔.๘๘	ถงึ	๗.๖๗	ไมโครกรมั

ต่อมิลลิลิตร

	 ปริมาณสารประกอบฟีนอลรวมของการแช่สกัด 

ผงยาตรผีลาด้วย	๙๕%	เอทานอล	และการต้มน�า้ทีร่ะยะเวลา

ต่างกัน	ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ	(p	>	๐.๐๕)	(ตารางที่	

๒)	และพบว่า	การแช่สกัดผงยาตรีผลาด้วย	๙๕%	เอทานอล	 

ที่ระยะเวลา	๑๑	วัน	มีปริมาณสารประกอบฟีนอลรวมมาก

ที่สุด	คือ	๓๐๘.๑๐	±	๑๐.๐๖	มิลลิกรัมแกลลิคแอซิดต่อกรัม 

สารสกดั	ใกล้เคียงกบัการศึกษาของ	Deepa	B	และคณะ๑๔ ทีพ่บว่ำ 

 ระยะเวลาที่เก็บความคงตัว (วัน) ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ปริมาณสารประกอบฟีนอลรวม

  EC
50
 (μg/ml) (mg GAE/g)

	 ๐	 ๔.๕๓	±	๐.๒๕	 ๒๙๖.๔๖	±	๐.๒๗

	 ๑๕	 ๓.๘๘	±	๐.๒๖	 ๓๐๑.๒๓	±	๐.๑๘

	 ๓๐	 ๓.๗๐	±	๐.๔๘	 ๓๒๙.๑๕	±	๐.๑๑

	 ๖๐	 ๓.๖๕	±	๐.๑๕	 ๓๒๘.๘๘	±	๐.๐๘

	 ๙๐	 ๔.๔๑	±	๐.๒๐	 ๓๖๒.๗๑	± ๐.๑๕

	 ๑๒๐	 ๓.๕๗	±	๐.๔๒	 ๓๓๗.๓๕	±	๐.๑๒

	 ๑๕๐	 ๔.๗๑	±	๐.๔๘	 ๓๒๒.๐๔	±	๐.๘๔

	 ๑๘๐	 ๔.๔๖	±	๐.๒๕	 ๒๙๓.๔๖	±	๐.๘๙

ตารางที่	๓	 ความคงตัวทางชีวภาพของสารสกัดที่ได้จากการแช่สกัดผงยาตรีผลาด้วย	๙๕%	เอทานอล	๓	วัน	(n	=	๓)	ทดสอบ 

	 โดยวัดฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ	และปริมาณสารประกอบฟีนอลรวม	(mean	±	SEM)	
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ปริมาณสารประกอบฟีนอลรวมด้วยวิธี	Folin-Ciocalteu	ของ 

สารสกัดเอทานอลต�ารับตรีผลา	มีค่า	๒๕๔	±	๘.๓	มิลลิกรัม 

แกลลิคแอซิดต่อกรัมสารสกัด	เปรียบเทียบการศึกษาของ	 

Nag	G	และคณะ๑๕	ซึ่งพบว่าปริมาณสารประกอบฟีนอลรวม

ด้วยวิธี	Folin-Ciocalteu	ของสารสกัดน�้าต�ารับตรีผลา	มีค่า	

๑๔๗	± ๑๔	มิลลิกรัมแกลลิคแอซิดต่อกรัมสารสกัด	โดยการ

สกัดในการศึกษานี้มีค่ามากกว่า	๒๐๐	มิลลิกรัมแกลลิคแอซิด

ต่อกรัมสำรสกัด 

	 จากการศึกษาข้างต้น	การศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูล

อิสระ	และปริมาณสารประกอบฟีนอลรวมของการแช่สกัด

ผงยาตรีผลาด้วย	๙๕%	เอทานอล	เป็นเวลา	๓	วัน	(EC
50 
=	 

๔.๑๗	±	๐.๓๘	ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)	เป็นระยะเวลาที่ส้ัน

และได้ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่ไม่แตกต่างจากแช่สกัดที่ใช้

เวลามากกว่า	และยังมีปริมาณสารประกอบฟีนอลรวมไม่ต่าง

กันทางสถิติกับวันที่	๑๑	ซึ่งมีปริมาณสารประกอบฟีนอลรวม 

สูงที่สุด	(๒๖๔.๓๒	±	๓.๗๓	และ	๓๐๘.๑๐	±	๑๐.๐๖	มิลลิกรัม

แกลลิคแอซิดต่อกรัมสารสกัด	ตามล�าดับ)	อีกทั้งสารสกัด

ในวันที่	๓	มีร้อยละปริมาณสารสกัดต่อน�้าหนักผงยาตรีผลา	

เท่ากับ	๒๐.๑๘	อยู่ในปริมาณที่ค่อนข้างสูงและใกล้เคียงกับ	

%yield	สงูสดุ	(ร้อยละ	๒๐.๕๔)	ดงันัน้	การสกดัเพ่ือศึกษาฤทธิ์

ทางชีวภาพต่อสุขภาพ	คือ	ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ	และปริมาณ

สารประกอบฟีนอลรวม	เพ่ือหามาตรฐานของผงยาตรีผลา	

ควรต้องแช่สกัดด้วย	๙๕%	เอทานอล	นาน	๓	วัน	เป็นเวลาที่

เหมาะสม	ไม่นานเกินไป	และเป็นวิธีการสกัดที่สะดวกและมี

ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่ดีกว่าการสกัดด้วยน�้า	

	 ดังนั้นการทดสอบความคงตัวของผงยาตรีผลา	

ในสภาวะเร ่งคือที่อุณหภูมิ	๔๐	± ๒ องศำเซลเซียส 

ความชื้นสัมพัทธ์ร้อยละ	๗๕	±	๕	เป็นเวลา	๖	เดือน	แล้วเก็บ

ผงยาในวันที่	๐,	๑๕,	๓๐,	๖๐,	๙๐,	๑๒๐,	๑๕๐	และ	๑๘๐	

วัน	ตามล�าดับ	เพ่ือน�ามาทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและ 

ปริมาณสารประกอบฟีนอลรวม	ได้ผลดังแสดงในตารางที่	๓	 

ผลการทดสอบพบว่า	ผงยาตรีผลามีความคงตัว	เพราะ 

ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและปริมาณสารประกอบฟีนอลรวมของ

วันแรกจนถึงวันสุดท้ายที่เก็บผงยาไม่มีความแตกต่างกัน 

ทางสถติ	ิเมือ่เปรยีบเทยีบกบัวนัแรก	(p	>	๐.๐๕)	จงึสรปุได้ว่า	 

ผงยาตรีผลามีความคงตัว	๒	ปี	ที่สภาวะอุณหภูมิห ้อง	 

โดยฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและปริมาณสารประกอบฟีนอลรวม

ไม่เปลี่ยนแปลง

 การควบคุมคุณภาพสารสกดัให้ได้ฤทธิต้์านอนมุลูอิสระ 

ที่ดีที่สุดและใช้ระยะเวลาน้อยที่สุด	ควรแช่สกัดผงยาตรีผลา

ด้วย	๙๕%	เอทานอล	เป็นระยะเวลา	๓	วัน	และเมื่อเก็บ

อุณหภูมิห้องมีความคงตัว	๒	ปี	โดยฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและ

ปริมาณสารประกอบฟีนอลรวมไม่เปลี่ยนแปลง
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Introduction: Triphala	recipe	consists	of	Terminalia	chebula,	Terminalia	bellirica	and	Phyllanthus	emblica	in	equal	proportions.	 

	 It	is	in	Herbal	Essential	Medicines	of	Thailand	National	List	in	A.D.	2011	and	used	for	relieve	cough.	 

	 In	Thai	traditional	medicine,	triphala	remedy	is	used	in	the	form	of	powder	drug	for	losing	weight	and	 

	 curing	symptoms	in	summer	season.	However,	there	is	no	report	on	quality	control	of	triphala	powder	 

	 drug	remedy.	Thus,	the	purposes	of	this	study	were	to	investigate	the	best	extraction	procedure	to	obtain	 

	 the	best	biological	activity	such	as	free	radical	scavenging	activity	and	total	phenolic	content	and	study	 

	 on	stability	of	the	extract.

Method:	 Triphala	powder	drug	was	macerated	with	95%	ethanol	for	six	different	period	times	as	1,	3,	5,	7,	9,	 

	 11	days	and	boiled	in	water	for	four	different	times	as	15,	30,	45,	60	minutes.	Percent	yield	was	calculated	 

	 and	free	radical	scavenging	activity	was	evaluated	by	using	DPPH	assay.	Total	phenolic	content	was	 

	 determined	using	Folin-Ciocalteu	reagent.	Stability	of	the	extract	was	studies	using	an	accelerated	condition	 

	 (40	๐C	and	75%	RH)	of	crude	triphala	remedy	for	6	months	and	collected	in	6	different	times	as	 

	 0,	15,	30,	60,	90,	120,	150,	180	days.	Triphala	extract	was	obtained	using	the	best	extraction	condition	and	 

	 assayed	for	free	radical	scavenging	acitivity	and	total	phenolic	content.

Result:	 Ethanolic	extract	of	triphala	showed	percent	yield,	free	radical	scavenging	activity	and	total	phenolic	content	 

	 greater	than	triphala	water	extract.	The	ethanolic	extract	with	six	different	period	times	as	1,	3,	5,	7,	9,	11	days	 

	 were	not	significantly	different	(p	>	0.05)	in	term	of	free	radical	scavenging	activity	and	total	phenolic	 

	 content.	Free	radical	scavenging	activity	as	EC
50
	was	between	3.09	±	0.59	and	4.17	±	0.38	μg/ml.	Total	 

	 phenolic	content	was	260.22	±	31.53	to	308.10	±	10.06	mg	GAE/g.	Stability	test	in	term	of	free	radical	 

	 scavenging	activity	and	total	phenolic	content	was	not	significantly	different	(p	>	0.05)	when	compared	 

	 with	Day	0.	Thus,	triphala	powder	drug	was	stable	for	2	years	at	room	temperature.

Discussion and	 Triphala	was	macerated	with	95%	ethanol	at	day	3	showed	minimal	extraction	time,	where	free	radical	 

Conclusion:	 scavenging	activity	and	total	phenolic	content	were	not	significant	different	from	the	maximum	extraction	 

	 time.	Thus,	three	days	extraction	period	time	was	used	for	quality	control	that	powder	triphala	for	remedy	was	 

	 macerated	with	95%	ethanol	for	3	days.	According	to	the	stability	test	condition,	triphala	powder	drug	was	 

	 stable	for	2	years	at	room	temperature	that	free	radical	scavenging	activity	did	not	change	significantly.

Key words:	Triphala,	Free	radical	scavenging	activity,	Total	phenolic	content,	Extraction	time,	Stability	test


