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การศึกษาความคงตัว ต่อฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระและปริมาณสารประกอบ 
ฟีนอลรวมของสารสกัดชั้นเอทานอลของตาํรับเบญจกูล
รุจิรัตน์ แก้วคุ้มภัย*, ทิพาพร ธาระวานิช**, อรุณพร อิฐรัตน์*,***

บทคัดย่อ
บทน�ำ: ยาเบญจกูล เป็นต�ารับยาที่บัญญัติอยู่ในบัญชียาหลักแห่งชาติ มีสรรพคุณในการใช้เป็นยาปรับธาตุ กระจาย 
 กองลมและโลหิต บ�ารุงกองธาตุทั้ง ๔ ให้บริบูรณ์ ซึ่งในต�ารับประกอบด้วยสมุนไพร ๕ ชนิด ได้แก่ ผลดีปลี  
 รากช้าพล ูเถาสะค้าน รากเจตมลูเพลงิแดง เหง้าขิง จากการศึกษาวจิยัทีผ่่านมา ยังไม่มผีูใ้ดศึกษาเกีย่วกบัความคงตวั 
 ของสารสกัดต�ารับยาเบญจกูล ซึ่งการศึกษาความคงตัวของสารสกัดเป็นส่ิงส�าคัญประการหนึ่งที่ใช้ในการ 
 ประเมนิคุณภาพของตวัยา การศึกษาวจิยัในครัง้นีจ้งึมวีตัถปุระสงค์ในการศึกษาความคงตวัของสารสกัดต�ารบั 
 ยาเบญจกูล โดยประเมินจากฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ และปริมาณของสารประกอบฟีนอลรวม 
วิธีกำรศึกษำ: น�าสมนุไพรไปท�าการสกดัด้วย ๙๕% เอทานอล ท�าการเกบ็สารสกดัทีไ่ด้ไว้ในสภาวะเร่ง (accelerated conditions)  
 ที่อุณหภูมิ ๔๕ องศาเซลเซียส และความช้ืนสัมพัทธ์ร้อยละ ๗๕ เป็นระยะเวลา ๑๒๐ วัน โดยจะท�าการสุ่ม 
 ตวัอย่าง ณ วนัที ่๐, ๑๕, ๓๐, ๖๐, ๙๐ และ ๑๒๐ วนั ตามล�าดบั และน�าไปประเมนิประสทิธภิาพโดยการทดสอบ 
 ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระโดยวิธีการ 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging assay และ  
 3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid (ABTS) cation radical scavenging assay และการหาปรมิาณสารประกอบ 
 ฟีนอลรวม โดยใช้ Folin-Ciocalteu’s reagent 
ผลกำรศึกษำ:  จากการทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ โดยวิธีการ DPPH radical scavenging assay ค่า EC50 อยู่ในช่วง  
 ๑๗.๒๔ ± ๐.๔๘ - ๑๗.๗๐ ± ๐.๖๗ ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ ABTS cation radical scavenging assay มีค่า  
 EC50 อยู่ในช่วง ๒๘.๗๑ ± ๑.๐๐ - ๓๓.๑๗ ± ๐.๒๖ ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เมื่อท�าการเปรียบเทียบ ค่า EC50  

 ของช่วงเวลาการเก็บแต่ละช่วงกับวันเริ่มต้นคือ วันที่ ๐ พบว่าไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ  
 (p > ๐.๐๕) ในส่วนของปริมาณสารประกอบฟีนอลรวม มีค่า อยู่ในช่วง ๗๒.๔๓ - ๗๗.๔๒ มิลลิกรัมของ 
 แกลลิกแอซิดต่อกรัมสารสกัด เมื่อเปรียบเทียบ กับวันเริ่มต้น (วันที่ ๐) พบว่าไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัย 
 ส�าคัญทางสถิติ (p > ๐.๐๕) เช่นกัน
วิจารณ์ และ สารสกัดต�ารับเบญจกูลมีความคงตัวในฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและปริมาณสารฟีนอลรวม และสามารถเก็บไว้ที ่
สรุปผลกำรศึกษำ: อณุหภมูห้ิองได้เป็นระยะเวลา ๒ ปี โดยทีฤ่ทธิใ์นการต้านอนมุลูอิสระ และปรมิาณสารประกอบฟีนอลรวม ไม่มี 
 การเปลี่ยนแปลง 
ค�าส�าคัญ: ความคงตัว, เบญจกูล, ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ, สารประกอบฟีนอลรวม 

 * สถานการแพทย์แผนไทยประยุกต์ คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์
 ** ภาควิชาอายุรศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์
 *** ศูนย์ความเป็นเลิศทางการวิจัยแพทย์แผนไทยประยุกต์ คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์
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บทน�ำ
 ยาเบญจกูล เป็นต�ารับยาที่บัญญัติอยู ่ในบัญชี 
ยาหลกัแห่งชาต ิมสีรรพคุณในการใช้เป็นยาปรบัธาต ุกระจาย
กองลมและโลหิต บ�ารุงกองธาตุทั้ง ๔ ให้บริบูรณ์ ซึ่งในต�ารับ
ประกอบด้วยสมุนไพร ๕ ชนิด ได้แก่ ผลดีปลี รากช้าพลู  
เถาสะค้าน รากเจตมูลเพลิงแดง เหง้าขิง ต�ารับยานี้ เป็นยา
ปรับธาตุในยาไทย มักจะให้รับประทานก่อนการให้ยารักษา
โรคมะเร็ง นอกจากนี้ยังใช้ เป็นส่วนประกอบในยาบ�ารุง
โลหิตของสตรีอีกด้วย นอกจากนี้ยังมีรายงานเกี่ยวกับฤทธิ์
การต้านอนุมูลอิสระของต�ารับยาเบญจกูลจากการศึกษาด้วย 
วิธีการ 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) assay มีค่า EC50 

น้อยกว่า ๓๐ ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร๑ ในส่วนของการศึกษา
พิษกึ่งเฉียบพลันของต�ารับยาเบญจกูล ในหนูขาวพันธุ์วิสตาร์ 
โดยป้อนสารสกัดในขนาด ๑, ๖ และ ๓๖ เท่าของขนาดที่
ใช้ในคนปรกติ พบว่าไม่มีความผิดปรกติใดๆ๒ นอกจากนี้ 
ยังมีการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพ อาทิเช่น ฤทธิ์ต้านมะเร็ง  
พบว่าสารสกัดช้ันเอทธานอลมีฤทธิ์ต้านมะเร็งได้ดีโดยเฉพาะ
มะเร็งปอด และมะเร็งเต้านม๓ การศึกษาองค์ประกอบทาง
เคมี พบว่ามีสารประกอบ piperine, plumbagin, myristicine,  
gingerol เป็นต้น๔ และมีการศึกษาความปลอดภัยของยาเม็ด
จากสารสกดัเบญจกลูในคนปรกต ิเป็นระยะเวลา ๑๔ วนั ไม่พบ 
อาการทางคลนิกิผดิปรกตแิละผลตรวจทางห้องปฏบิตักิารอยู่
ในเกณฑ์ปรกต๕ิ นอกจากนีม้กีารศึกษาพิษเรือ้รงัในสตัว์ทดลอง  
ไม่พบความเป็นพิษในขนาดที่ใช้ในคน และจากการศึกษา
ทดลองเบือ้งต้น (preliminary experiment) ของอรณุพร อฐิรตัน์  
และคณะ พบว่าสารสกดัต�ารบัยาเบญจกลู ขนาด ๑๐๐ มลิลกิรมั  
มแีนวโน้มในการลดภาวะไขมนัในเลือดได้ โดยสามารถลดระดบั  
triglyceride ได้อย่างมนียัส�าคัญ นอกจากนัน้ยังลดระดบั LDL,  
HDL total cholesterol และลดความดันโลหิตสูงในหนู

ทดลองได้ ส�าหรับกลไกการออกฤทธิ์ยังไม่ทราบแน่ชัด๖  
จะเห็นได้ว่าต�ารับยาเบญจกูล เป็นต�ารับยาที่มีความน่าสนใจ 
ในการศึกษาวจิยัเก่ียวกบัโรคเรือ้รงัเช่นมะเรง็ ความดนัโลหติสงู  
ไขมันในเลือดสูง ที่กล่าวมามีสาเหตุการเกิดมาจากสาร
อนุมูลอิสระทั้งส้ิน๗ และสารประกอบฟีนอลเป็นสารประกอบ
ที่ออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ดังนั้น ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
และปริมาณสารประกอบฟีนอล น่าจะใช้เป็นข้อบ่งชี้คุณภาพ 
ของสารสกัดที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพเกี่ยวกับโรคเรื้อรัง อาทิ
เช่น ความดันไขมันในเลือดสูง และมะเร็ง ได้ ดังนั้นงานวิจัย
นี้เพ่ือศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของต�ารับเบญจกูล และ
ประมาณสารต้านอนมุลูอิสระซึง่เป็นสารประกอบฟีนอล พร้อม 
ทั้งศึกษาความคงตัวของสารสกัด ต�ารับเบญจกูลโดยประเมิน 
จากฤทธิใ์นการต้านอนมุลูอสิระ และปรมิาณของสารประกอบ 
ฟีนอลรวม เพราะจากการศึกษาวจิยัทีผ่่านมา ยังไม่มผีูใ้ดศึกษา 
เกีย่วกับความคงตวัของสารสกดัต�ารบัยาเบญจกลู ซึง่การศึกษา 
ความคงตัวของสารสกัดเป็นส่ิงส�าคัญที่ใช้ในการประเมิน
คุณภาพของตัวยาก่อนน�ามาผลิตเป็นยาส�าหรับผู้ป่วย และ
เพื่อประโยชน์ในการศึกษาวิจัยทางคลินิกต่อไป

วิธีกำรศึกษำ
การเตรียมตัวอย่างสมุนไพร
 คัดเลอืกสมนุไพรและตรวจสอบเอกลกัษณ์ สมนุไพร
ทีใ่ช้ในการศึกษาวจิยั ซึง่เป็นส่วนประกอบในต�ารบัยาเบญจกลู  
๕ ชนดิ ได้แก่ ผลดปีลี รากช้าพลู เถาสะค้าน รากเจตมลูเพลงิ
แดง และเหง้าขิง ที่เก็บจากแหล่งต่างๆ ของประเทศไทยใน
ช่วงเดอืนมนีาคม พ.ศ. ๒๕๕๖ (ตารางที ่๑) ในสดัส่วนทีเ่ท่ากนั  
จากนั้นท�าการบดหยาบสมุนไพรแต่ละชนิด และน�ามารวมกัน
เป็นต�ารับยาเบญจกูลในอัตราส่วนที่เท่ากัน

 สมุนไพร ชื่อวิทยาศาสตร์ ชื่อวงศ์ ส่วนที่ใช ้ อัตราส่วนในต�ารับ แหล่งที่มา
     (ร้อยละ) 
 ดีปลี Piper retrofractum Vahl. PIPERACEAE ผล ๒๐ กาญจนบุรี
 ช้าพล ู Piper sarmentosum Roxb. PIPERACEAE ราก ๒๐ กาญจนบุรี
 สะค้าน Piper ribesoides Wall. PIPERACEAE เถา ๒๐ กาญจนบุรี
 เจตมูลเพลิงแดง Plumbago indica L. PLUMBAGINACEAE ราก ๒๐ กาญจนบุรี
 ขิง Zingiber officinale Roscoe ZINGEBERACEAE เหง้า ๒๐ กาญจนบุรี

ตารางที่ ๑ แสดงชื่อสามัญ ชื่อวิทยาศาสตร์ แหล่งที่มา ส่วนที่ใช้ และอัตราส่วนน�า้หนักของสมุนไพรในต�ารับ
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การสกัดสมุนไพรต�ารับยาเบญจกูล
 น�าสมุนไพรที่บดแล้วในอัตราส่วนที่เท่ากัน ปริมาณ 
๗๐ กิโลกรัม มาท�าการหมักด้วย ๙๕% เอทานอล เป็นเวลา 
๓ วัน จากนั้นท�าการกรอง และน�ามาท�าการระเหยแห้งด้วย
เครื่อง rotary evaporator น�ากากที่ได้จากการกรองไปหมักซ�า้ 
ด้วยวิธีการเดียวกันอีก ๒ รอบ น�าสารสกัดที่ได้ทั้งหมดมา 
รวมกนั แล้วไปท�าการระเหยแห้งด้วยเครือ่ง rotary evaporator 
อีกครั้ง และท�าให้แห้งโดยวิธีการ freeze dry ซึ่งได้ปริมาณ 
สารสกัดร้อยละ ๑๑.๑๖
การทดสอบสภาพความคงตัวในสภาวะเร่ง๘

 ท�าโดยการเก็บสารสกัดขนาด ๑๐๐ มิลลิกรัม ใน
ขวดแก้วขนาดเล็กที่มีฝาปิดมิดชิด อย่างละ ๓ ขวดไว้ในตู้
ที่ควบคุมอุณหภูมิและความช้ืน ในสภาวะเร่ง (accelerated 
conditions) คือ ตู้ควบคุม ที่มีอุณหภูมิ ๔๕ องศาเซลเซียส 
และความช้ืนสัมพัทธ์ร้อยละ ๗๕ เป็นระยะเวลา ๑๒๐ วัน  
โดยจะท�าการเก็บตวัอย่างมาศึกษาฤทธิต้์านอนมุลูอสิระ และ
ปรมิาณฟีนอลรวม ณ วนัที ่๐, ๑๕, ๓๐, ๖๐, ๙๐ และ ๑๒๐ วนั  
ตามล�าดับ และน�าไปประเมินประสิทธิภาพโดยการทดสอบ
ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ และการหาปริมาณสารประกอบ 
ฟีนอลรวม 
การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ
 ท�าการทดสอบฤทธิท์างชีวภาพเกีย่วกบัฤทธิก์ารต้าน
อนมุลูอสิระ โดยวธิกีาร DPPH radical scavenging assay และ 
ABTS cation radical scavenging assay การเลือกใช้ทั้ง ๒ วิธี
มาทดสอบฤทธิใ์นการต้านอนมุลูอสิระในครัง้นี ้เพราะเป็นวธิทีี่
สะดวก รวดเรว็ ง่ายต่อการวเิคราะห์ เนือ่งจากทัง้ DPPH และ 
ABTS เป็นอนุมูลอิสระที่ค่อนข้างเสถียร และท�าปฏิกิริยาได้ดี
ในตัวท�าละลายอินทรีย์๙ เนื่องจากในการศึกษาครั้งนี้ใช้สาร
สกดัช้ันเอทานอล และเลอืกใช้ทัง้ ๒ วธิเีพ่ือเป็นการตรวจสอบ
ว่าผลทีไ่ด้มคีวามแม่นย�าและเป็นไปในทศิทางเดยีวกนัหรอืไม่ 
และท�าการวิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟีนอลรวม ดังนี้
การทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH radical 
scavenging assay๑๐

หลักการ
 เป็นการทดสอบโดยใช้สารตัวอย่างท�าปฏิกิริยากับ 
DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) ซึ่งเป็นอนุมูลอิสระที่
เสถียรมีสีม่วง เมื่อ DPPH ท�าปฎิกิริยาการสารตัวอย่างที่มี
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ จะเปลี่ยนสีของ DPPH ให้จางลง

วิธีการทดสอบ
 น�าสารสกัดที่เก็บเป็นขวดและชั่งแล้ว ๑๐ มิลลิกรัม 
และสารทดสอบมาตรฐาน (positive control) BHT ช่ังให้มี
น�้าหนัก ๑๐ มิลลิกรัม แล้วน�ามาท�าละลายด้วย absolute 
ethanol ๑๐ มลิลลิติร ให้ได้ระดบัความเข้มข้น ๑๐๐, ๕๐, ๑๐, 
๕ และ ๑ ไมโครลิตรต่อมิลลิลิตร จากนั้นเติมสารมาตรฐาน 
และสารละลายสารสกัดที่เตรียมไว้ลงใน 96 well plate  
หลุมละ ๑๐๐ ไมโครลิตร และเติมสารละลาย DPPH ลงใน 
96 well plate หลุมละ ๑๐๐ ไมโครลิตรเช่นกัน และเก็บไว้ใน
ที่มืดเป็นเวลา ๓๐ นาที ที่อุณหภูมิห้อง แล้วน�าไปวัดค่าความ
ดูดกลืนแสงที่ ๕๒๐ นาโนเมตร ท�าการทดสอบตัวอย่างละ 
๓ ซ�้า และน�าค่าที่ได้มาค�านวณหาค่าความเข้มข้นของสารที่มี
ประสทิธภิาพยับย้ังอนมุลูอสิระได้ร้อยละ ๕๐ (EC50) ซึง่เป็นตวั
บ่งชี้ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ
การทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วย วิธี ABTS cation 
radical scavenging assay๑๑

หลักการ
 เป็นการทดสอบโดย ABTS หรือ 2,2’-azinobis 
(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) จะถูกเปลี่ยนเป็น
อนมุลูอสิระทีม่ปีระจบุวกด้วยการเตมิโปแทสเซยีมเปอร์ซลัเฟต  
เมือ่ท�าปฏกิริยิากบัสารตวัอย่างทีม่ฤีทธิเ์ป็นสารต้านอนมุลูอสิระ 
จะเปลี่ยนจากสีเขียวน�า้เงินเป็นสารสีจางลง ถึงไม่มีสี
วิธีการทดสอบ
 เตรยีมสารละลาย ABTS โดยผสมสารละลาย ABTS 
ในน�้ากล่ันกับสารละลาย potassium persulphate ในน�้ากลั่น 
ให้เข้ากัน ในอัตราส่วน ๑:๑ เก็บไว้ในที่มืด ณ อุณหภูมิห้อง
เป็นเวลา ๑๒ - ๑๖ ช่ัวโมง แล้วเจือจางด้วยน�้ากลั่น วัดค่า
การดูดกลืนแสงให้อยู่ในช่วง ๐.๗ - ๐.๙ ที่ความยาวคลื่น  
๗๓๔ นาโนเมตร เตรยีมสารละลายสารสกดัตวัอย่าง และสาร
ทดสอบมาตรฐาน (positive control) Trolox และ BHT ให้ได้
ความเข้มข้น ๑๐๐, ๕๐, ๑๐, ๕ และ ๑ ไมโครลติรต่อมลิลลิติร 
และเติมสารมาตรฐาน และสารละลายสารสกัดที่เตรียม
ไว้ลงใน 96 well plate ตามด้วยเติมสารละลาย ABTS ที่ 
เจือจางแล้ว จากนั้นวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
๗๓๔ นาโนเมตร ท�าการทดสอบตวัอย่างละ ๓ ซ�า้ และน�าค่าที่
ได้มาค�านวณหาค่าความเข้มข้นของสารทีม่ปีระสทิธภิาพยับย้ัง
อนุมูลอิสระได้ร้อยละ ๕๐ (EC50) 
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การหาปริมาณสารประกอบฟีนอลรวม (Total phenolic  
compound)๑๒

หลักการ
 เป็นการทดสอบหาปริมาณสารประกอบฟีนอลรวม 
ด้วย Folin-Ciocalteu’s reagent โดยใช้ gallic acid เป็นสาร
ทดสอบมาตรฐาน สารประกอบฟีนอลรวมเมือ่ท�าปฏกิริยิากับ 
Folin-Ciocalteu reagent จะท�าให้เกิดเป็นสารสีน�้าเงิน 
วิธีการทดสอบ
 เตรียมสารสกัดตัวอย ่าง และสารมาตรฐาน  
๑ มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ละลายใน absolute ethanol จาก
นั้นเติมสารละลายตัวอย่าง ๒๐ ไมโครลิตร ลงใน 96 well 
plate เติม Folin-Ciocalteu’s reagent ๑๐๐ ไมโครลิตร และ
เติมโซเดียมคาร์บอเนต (sodium carbonate : Na2Co3) ลง
ไป ๘๐ ไมโครลิตร ตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง ๓๐ นาที วัดค่าการ 
ดูดกลืนแสงที่ ๗๖๕ นาโนเมตร ท�าการทดสอบตัวอย่างละ 
๓ ซ�้า ค�านวณปริมาณสารประกอบฟีนอลรวมจาก calibration 
curve ของสารมาตรฐาน gallic acid โดยคิดเป็น มลิลกิรมัของ
แกลลิกแอซิดต่อกรัมสารสกัด (mgGAE/g extract)

การวิเคราะห์ผลทางสถิติ
 ในการศึกษาการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพเกี่ยวกับ
ฤทธิก์ารต้านอนมุลูอิสระ โดยวธิกีาร DPPH radical scavenging  
assay และ ABTS cation radical scavenging assay และ
ท�าการวิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟีนอลรวม จะท�า 
การทดสอบซ�้าตัวอย่างละ ๓ ครั้ง เพ่ือเป็นการตรวจสอบ 
ความแม่นย�าของผลที่ได้ และน�าผลที่ได้มาวิเคราะห์หา 
ความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (± SEM) และใช้ paired t-test 
(p < ๐.๐๕) เปรียบเทียบความแตกต่างของฤทธิ์ทางชีวภาพ 
ระหว่างวันที่ ๐ กับวันต่างๆ

ผลกำรศึกษำ
 เมื่ อ เก็บสารสกัดในสภาวะเร ่ ง ที่มี อุณหภูมิ  
๔๕ องศาเซลเซยีส และความช้ืนสมัพัทธ์ร้อยละ ๗๕ เป็นระยะ
เวลา ๑๒๐ วนั แล้วน�ามาท�าการศึกษาฤทธิต้์านอนมุลูอสิระด้วย  
วธิ ีDPPH assay และ ABTS assay พบว่าทีว่นัเริม่ต้น (วนัที ่๐) 
มีค่า EC50 ๑๗.๕๖ ± ๑.๑๑ และ ๒๘.๗๑ ± ๑.๐๐ ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร ตามล�าดับ ซึ่งมีค่ามากกว่า BHT ที่ใช้เป็นสาร
มาตรฐานใน DPPH assay รวมไปถึงมีค่ามากกว่า BHT และ 
Trolox ที่ใช้เป็นสารมาตรฐาน ใน ABTS assay ด้วย

รูปที่ ๑ แสดงฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดเบญจกูลด้วยวิธีการ DPPH assay (n = ๓)
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รูปที่ ๒ แสดงฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดเบญจกูลด้วยวิธีการ ABTS assay (n = ๓)

รูปที่ ๓ แสดงปริมาณสารประกอบฟีนอลรวมของสารสกัดเบญจกูล (n = ๓)
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วิจำรณ์ และสรุปผลกำรศึกษำ
 จากการศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วย DPPH 
assay พบว่าสารสกัดต�ารับมีค่า EC50 เป็น ๑๗.๕๖ ± ๑.๑๑ 
ไมโครกรมัต่อมลิลลิิตร ซึง่มฤีทธิน้์อยกว่า BHT ซึง่เป็นสารต้าน
อนมุลูอสิระทีใ่ช้เป็นมาตรฐาน ผลการศึกษามคีวามสอดคล้อง
กับการศึกษาของอรุณพร อิฐรัตน์ และคณะ๑ ที่พบว่า  
สารสกดัเบญจกลูมฤีทธิต้์านอนมุลูอสิระ ด้วย DPPH assay มี
ค่า EC50 เท่ากบั ๑๔.๙ ไมโครกรมัต่อมลิลลิิตร แต่ยังไม่มผีูใ้ด
ศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วย ABTS assay ซึ่งพบค่า EC50 

เท่ากบั ๒๘.๗๑ ± ๑.๐๐ ไมโครกรมัต่อมลิลิลติร เมือ่เทยีบกบั 
สารต้านอนุมูลอิสระที่ใช้กัน พบว่าสารสกัดเบญจกูลมีฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS assay น้อยกว่าสารมาตรฐาน  
แต่การวจิยัครัง้นีเ้ป็นรายงานครัง้แรกของการทดสอบเบญจกูล 
กับ ABTS assay ส่วนการหาปริมาณสารประกอบฟีนอลใน
เบญจกูล พบว่า มีปริมาณ ๗๗.๔๒ ± ๓.๓๕ มิลลิกรัมของ 
แกลลิกแอซิดต่อกรัมสารสกัด จากการศึกษาในครั้งนี้กล่าว
ได้ว่าสารสกัดเบญจกูลมีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี 
ABTS assay น้อยกว่า วิธีการ DPPH assay อย่างไรก็ตาม
ผลที่ได้จากการทดสอบทั้ง ๒ วิธีนี้ แสดงให้เห็นว่าสารสกัด
ต�ารับยาเบญจกูล มีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระที่ดีและผลที่
ได้เป็นไปในทิศทางเดียวกัน และมีความสัมพันธ์กับปริมาณ
สารประกอบฟีนอล
 ผลการศึกษาความคงตวัของสารสกดัต�ารบัเบญจกลู  
หลงัจากเก็บสารสกดัเบญจกลูไว้ภายใต้สภาวะเร่ง (accelerated  
conditions) ทีอ่ณุหภมู ิ๔๕ องศาเซลเซยีส และความช้ืนสัมพัทธ์

ร้อยละ ๗๕ เป็นระยะเวลา ๑๒๐ วัน แล้วท�าการสุ่มตัวอย่าง 
ณ วันที่ ๐, ๑๕, ๓๐, ๖๐, ๙๐ และ ๑๒๐ วัน ตามล�าดับ 
และน�าสารสกัดดังกล่าวมาท�าการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ
เกี่ยวกับฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ โดยวิธีการ DPPH radical  
scavenging assay และ ABTS cation radical scavenging  
assay และท�าการวิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟีนอลรวม 
เพ่ือเป็นการประเมนิสภาพความคงตวัของสารสกัด พบว่าเมือ่
ท�าการเปรียบเทียบ ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ทั้งสองวิธี จากค่า 
EC50 ของช่วงเวลาการเก็บแต่ละช่วง (ณ วันที่ ๑๕, ๓๐, ๖๐, 
๙๐ และ ๑๒๐ ) เปรียบเทียบกับวันเริ่มต้น (วันที่ ๐) พบว่า
ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ (p > ๐.๐๕) ทั้ง
สองวิธี แสดงว่าสารสกัดเบญจกูลมีความคงตัวในฤทธิ์ต้าน 
อนอุสิระมาก ไม่ว่าจะยืนยันด้วยวธิกีารใด ฤทธิต้์านอนมุลูอิสระ 
กยั็งเท่าเดมิ ซึง่ต่างกับการศึกษาฤทธิต้์านมะเรง็ของ วทิยานพินธ์ 
ของมันทนา สุทธานุรักษ์ ซึ่งศึกษาความคงตัวของยาเม็ด
กับเซลล์มะเร็งเต้านมพบว่ายาเม็ดจากสารสกัดไม่คงตัว ใน
ฤทธิ์การต้านมะเร็งเต้านม๑๓ และอินทัช ศักดิ์ภักดีเจริญ  
ได้ศึกษาความคงตัวของสารสกัดช้ันเอทานอลของเบญจกูล 
พบว่า plumbagin ซึ่งเป็นสารตา้นมะเร็งไม่คงตัว เมื่อเกบ็นาน 
๑๒๐ วัน ปริมาณสาร plumbagin จากร้อยละ ๑๐๐ ลดลง 
เหลือร้อยละ ๒๕.๗๔๑๔

 ดงันัน้การทดสอบครัง้นีเ้ป็นการวเิคราะห์หาปรมิาณ
สารประกอบฟีนอลรวมซึ่งพบว่ามีความสัมพันธ์ไปในทิศทาง
เดียวกันกับฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ และเมื่อท�าการเปรียบเทียบ
ปริมาณสารประกอบฟีนอลรวมของช่วงเวลาการเก็บแต่ละ 

 DPPH radical ABTS radical Total phenolic compound
  scavenging assay scavenging assay 
 

วันที่ n
 EC50 (µg/ml) ± SEM EC50 (µg/ml) ± SEM mgGAE/g ± SEM

 ๐ ๓ ๑๗.๕๖ ๑.๑๑ ๒๘.๗๑ ๑.๐๐ ๗๗.๔๒ ๓.๓๕
 ๑๕ ๓ ๑๗.๒๔ ๐.๔๘ ๓๑.๗๙ ๐.๐๖ ๗๔.๕๑ ๒.๖๕
 ๓๐ ๓ ๑๘.๒๙ ๐.๗๒ ๓๑.๔๔ ๑.๓๘ ๗๕.๑๔ ๓.๖๔
 ๖๐ ๓ ๑๗.๔๗ ๑.๑๗ ๓๓.๑๗ ๐.๒๖ ๗๓.๐๗ ๓.๑๕
 ๙๐ ๓ ๑๗.๗๐ ๐.๖๗ ๓๑.๔๕ ๐.๘๗ ๗๒.๔๓ ๒.๙๘
 ๑๒๐ ๓ ๑๗.๔๕ ๐.๐๙ ๓๐.๙๘ ๐.๖๔ ๗๔.๒๑ ๓.๕๓
 BHT  ๑๒.๔๕ ๑.๔๖ ๑๔.๔๕ ๑.๒๔  
 Trolox    ๑๓.๗๘ ๒.๑๕

ตารางที่ ๒ สรุปฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ โดยวิธี DPPH radical scavenging assay และ ABTS cation radical scavenging assay  
 และปริมาณสารประกอบฟีนอลรวม (n = ๓) ในการทดสอบความคงตัวทางชีวภาพ
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ช่วงกับวันเริ่มต้น (วันที่ ๐) พบว่าไม่มีความแตกต่างอย่างมี
นัยส�าคัญทางสถิติ (p > ๐.๐๕) เช่นกัน นั่นหมายถึง สารสกัด
เบญจกูลสามารถเกบ็ไว้ทีอ่ณุหภมูห้ิองเป็นระยะเวลานาน ๒ ปี 
โดยที่ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ และปริมาณสารประกอบ 
ฟีนอลรวม ไม่มกีารเปลีย่นแปลง จากผลการวจิยันีค้วรท�าการ
ศึกษาต่อเนือ่งในการเกบ็สารสกดัในสภาวะเร่งต่อไปอกีเพ่ือดู
ว่า ระยะเวลาใดฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระลดลงเป็นครึ่งหนึ่ง ก็จะ
ได้อายุการเก็บที่คงไว้ซึ่งสารส�าคัญ และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ
คงอยู่ ซึ่งจะบอกอายุที่แท้จริงของสารสกัดต�ารับเบญจกูลได้
 สารสกัดช้ันเอทานอลของต�ารับเบญจกูลที่แพทย์
แผนไทยใช้เป็นยาปรับธาตุ มักจะใช้ในยาบ�ารุงในสตรี มีฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระ ทั้งสองวิธีมีฤทธิ์ไปในทิศทางเดียวกัน และ
มีปริมาณสารประกอบฟีนอล มากกว่า ๗๐ มิลลิกรัมของ 
แกลลกิแอซดิต่อกรมัสารสกดั เมือ่ศึกษาสภาพความคงตวัภายใต้ 
สภาวะเร่ง พบว่าสารสกัดต�ารับเบญจกูลมีสภาพความคงตัว 
และสามารถเก็บไว้ทีอ่ณุหภมูห้ิองได้เป็นระยะเวลา ๒ ปี โดยที่
ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ และปริมาณสารประกอบฟีนอล
รวม ไม่มีการเปลี่ยนแปลง และไม่มีความแตกต่างอย่างมี 
นยัส�าคัญทางสถติ ิ(p > ๐.๐๕) ดงันัน้ งานวจิยันีใ้ช้สรปุเป็นข้อมลู 
ในการสนับสนุน การใช้เบญจกูลในการปรับธาตุของร่างกาย
ให้เป็นปรกต ิด้วยการลดสารอนมุลูอสิระทีเ่ข้าสูร่่างกาย ท�าให้
สารสกัดเบญจกูลเป็นสารสกัดที่สามารถลดการเกิดโรคที่เกิด
จากสารอนุมูลอิสระเข้าสู่ร่างกายได้ นอกจากนี้ ยังสนับสนุน
เบญจกูลที่เป็นตัวยาในต�ารับบ�ารุงเลือดได้ และสารสกัด 
เบญจกูลยังมีความคงตัวในด้านฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ และ
ปริมาณสารที่เป็นสารต้านอนุมูลอิสระ ดังนั้น แนวทางการ
พัฒนาต่อไปควรน�าสารสกัดเบญจกูลมาพัฒนาเป็นตัวยาใน
การรักษาโรคเรื้อรังที่เกิดจากอนุมูลอิสระ เพราะสารสกัดนี้มี
ความคงตัว ๒ ปี สารสกัดไปพัฒนาเป็นยาเม็ด หรือรูปแบบ
ยาแคปซลู เพ่ือใช้ในการทดลองทางคลินกิต่อไป กน่็าจะมอีายุ
การใช้งาน ๒ ปี เช่นกัน แต่อย่างไรก็ตามควรทดสอบความ
คงตวัของฤทธิต้์านอนมุลูอสิระด้วยการใช้เซลล์ด้วย เพ่ือยืนยัน
การใช้ในร่างกายอีกทางหนึ่งด้วย 
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Abstract
Study on stability testing of the ethanolic extract of Benjakul remedy on antioxidant activities and total phenolic content
Ruchirat Kaewkumpai*, Thipaporn Tharavanij**, Arunporn Itharat *, ***

 * Department of Applied Thai Traditional Medicine, Faculty of Medicine, Thammasat University
 ** Department of Medicine, Faculty of Medicine, Thammasat University
 *** Excellence Center of Thai Traditional Medicine Research, Faculty of Medicine, Thammasat University 
Introduction: Benjakul is a Thai Traditional medicine preparation in The National Essential Drug Lists of Thailand. It is  
 used for improvement of general health and wellbeing. It is composed of five plants: Piper retrofractum  
 fruit, Piper sarmentosum root, Piper ribessoides stem, Plumbago indica root, and Zingiber officinale rhizome.  
 There is no report about the stability of the antioxidant activities of the ethanolic extract of Benjakul and  
 determination of total phenolic content. Objective was to investigate the stability of the ethanolic extract  
 of Benjakul by determination its antioxidant activity and total phenolic content.
Method: Benjakul preparations were extracted with 95% ethanol. The extracts were stored under accelerated  
 storage conditions at 45°C and 75% relative humidity (RH) for 4 months and keeping at days 0, 15, 30,  
 60, 90 and 120 respectively. At the end of the storage, the extracts were tested for antioxidant activities  
 by 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging assay, 3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid  
 (ABTS) cation radical scavenging assay and also determination of total phenolic content using  
 Folin-Ciocalteu’s reagent. 
Result: The results from DPPH radical scavenging assay showed that the EC50 values of the extracts at days  
 0, 15, 30, 60, 90 and 120 were 17.24 ± 0.48 - 17.70 ± 0.67 µg/ml. The results from the ABTS assay  
 showed the EC50 of the samples as 28.71 ± 1.00 - 33.17 ± 0.26 µg/ml. The antioxidant activities from  
 both assays showed no significant difference at different storage times (p > 0.05). In addition, the total  
 phenolic content showed as 72.43 - 77.42 mgGAE/g extract and no significant difference at different  
 storage times with day 0 (p > 0.05).
Discussion The ethanolic extract of Benjakul was stable over 2 years, because of no significant difference of its  
and Conclusion: antioxidant activities and total phenolic content at various time comparison with day 0 under the accelerated  
 storage conditions. 
Key words:  Stability, Benjakul, Antioxidant activities, Total phenolic compound
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