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P1-PS-3 
การพฒันาต ารบัยาฟโูรซีไมดส์ าหรบัผูป่้วยเฉพาะราย 
กานต์ ชยัทอง, ณภทัร นวลสกุลกฤป*, วไิลวรรณ พละไกร,   
สุนนัทช์นก น ้าใจด,ี  บรรลอื สงัขท์อง, กรพีล แมน่ววิฒันกุล 
 
บทน า: ฟูโรซไีมด์เป็นยาขบัปสัสาวะกลุ่ม loop diuretics มี
จ าหน่ายในรูปแบบยาเมด็ (40 และ 500 มลิลกิรมั) และยาฉีด (10 
มลิลกิรมั/มลิลลิติร) ท าให้ไม่สามารถน ามาใช้กบัผูป้่วยได้ทุกราย  
ทางโรงพยาบาลจึงเตรียมยาส าหรบัผู้ป่วยเฉพาะรายขึ้น แต่ยา
เตรยีมมอีายเุพยีง 1 เดอืน ท าใหผู้ป้่วยตอ้งมารบัยาทีโ่รงพยาบาล
บ่อยครัง้   การศกึษาน้ีมจีุดประสงคเ์พือ่พฒันายาเตรยีมฟูโรซไีมด์
ส าหรบัผูป้ว่ยเฉพาะรายแบบแยกผงยาและน ้ากระสายยา ทีผู่ป้่วย
สามารถผสมไดเ้องทีบ่า้น เพือ่ใหไ้ด้ต ารบัทีม่คีวามคงตวัดทีัง้ทาง
กายภาพ เคม ีและจุลชวีวทิยา  วสัดแุละวิธีการทดลอง:  ระยะที ่
1 เป็นการพฒันาน ้ากระสายยา และทดสอบความคงตัวเพื่อ
คดัเลือกน ้ากระสายยา ระยะที่ 2 เป็นการทดสอบความคงตวั
ภายใต้สภาวะเหมอืนกบัการใช้งานจรงิ คอื ทดสอบความคงตวั
ของน ้ากระสายยาและผงยาทีแ่ยกกนัอยู่ และทดสอบความคงตวั
ของยาเตรียมที่ผสมแล้ว   ผลการศึกษา: น ้ ากระสายยาที่
ประกอบดว้ย โซเดยีมคาร์บอกซเีมทลิเซลลูโลส 0.7 % เป็นสาร
แขวนตะกอน และใชไ้ดโซเดยีมฟอสเฟตเป็นบฟัเฟอร์ จะท าใหไ้ด้
ยาเตรยีมที่มคีวามคงตวัทางกายภาพดทีี่สุด โดยพจิารณาจากค่า
การกระจายตวั ความสามารถในการแขวนตะกอน และค่าพเีอชที่
เหมาะสม (7.80 ± 0.06) จงึไดน้ าน ้ากระสายยาต ารบัที ่1 มา
ทดสอบในระยะที ่2 เปรยีบเทยีบกบัต ารบัโรงพยาบาล โดยเกบ็น ้า
กระสายยาและผงยาไวเ้ป็นเวลา 90 วนั จากนัน้ผสมเป็นยาเตรยีม
ตัง้ทิง้ไว ้35 วนั พบว่า ยาเตรยีมต ารบัที ่1 มคีวามสามารถในการ
แขวนตะกอนและการกระจายตัวที่ดีกว่า รวมถึงมีค่าพีเอชที่
ใกล้เคยีง 8.0  ส่วนปริมาณตวัยาส าคญัของยาเตรียมต ารบัที่ 1 
และยาเตรยีมโรงพยาบาล จากการทดสอบดว้ยเครื่อง HPLC ใน
วนัที่ 35 พบว่า ไม่มีความแตกต่างกัน (89.97 และ 95.50 
ตามล าดบั, P=0.27) และทัง้ 2 ต ารบั มปีรมิาณเชือ้จุลนิทรยีต์ ่ากวา่ 
200 MPN/mL  สรุปผล: น ้ากระสายยาและยาเตรียมต ารบัที่
พฒันาขึ้น มีความคงตวัทางกายภาพ เคมี และจุลชวีวทิยาที่ด ี 
สามารถน าไปประยุกต์ใชเ้พื่อท าให้ยาเตรยีมที่ผลติขึ้นมคีวามคง
ตวัทีด่ไีด ้
 
ค าส าคญั: ฟูโรซไีมด,์ ยาเตรยีมส าหรบัผูป้ว่ยเฉพาะราย 
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Quality Control For the Mixture of Phet Sang-Khaat 
Capsule 
Thitiphong Phanharach*, Kritsada Artitruangroj, Somchai Sopajan, 
Wanida Caichompoo , Kreephon Manwivattanagun 

 
Introduction:  The mixture of Phet Sang-Khaat capsule is 
recommended to treat hemorrhoid in Thai National List of 
Essential Herbal Medicines (2011). This formula consists 
of 3 medicinal plants including Cissus quadrangularis 
(Linn.) (Vitaceae), Clerodendrum serratum (L.) Moon. var. 
wallichii  C.B.Clarke (Lamiaceae) and Rheum officinale 
Baillon. (Polygonaceae). The previous review literatures on 
the mixture of Phet Sang-Khaat capsule did not contain 
information about quality control or formulation. However, 
we found several phytochemical and pharmacological 
studies on single ingredients of this formula. The aim of 
the study to determine the contents of some active 
constituent in each ingredient of formulation such as 
quercetin in C. quadrangularis and rhein in R. officinale and 
the mixture of Phet Sang-Khaat capsule.  Methods: The 
dried powder of the samples were extracted with 50% 
ethanol. HPLC was used to determine each of medicinal 
plants preparation content of major compounds from these 
3 medicinal plants from 5 different regions. Results:  The 
results showed that the amount of quercetin in C. 
quadrangularis from Khon Kaen, Nakornratchasima, Maha 
Sarakham, Phetchabun and Roied provinces were 1.8, 
1,69, 3.51, 3.15 and 3.30 (%w/w, dried powder), 
respectively. The amount of rhein in rhubarb from 
Bangkok, Khon Kaen, Maha Sarakham, Nakornratchasima, 
and Roied provinces were 1.02, 1.09, 1.01, 0.54 and 1.56 
(%w/w, dried powder), respectively. Thus, we were used 
the aerial part of C. quadrangularis from Maha Sarakham 
and the rhizomes of rhubarb from Roied province as the 
ingredients to formulate the mixture of Phet Sang-Khaat 
capsule in this study. The amount of querceitn and rhein in 
the mixture of Phet Sang-Khaat capsule were obtained 
10.96 and 0.70 mg/capsule, respectively. Conclusion: The 
results from this study could be used as a guideline for the 
quality of some Thai herbal formulation.       
  
Keywords:  quality control, the mixture of Phet Sang-
Khaat capsule, quercetin, rhein 
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วิธีเอนไซม-์ลิงค ์อิมมโูนแอสเซยส์ าหรบัการวิเคราะหป์ริมาณสารไมโรเอสทรอล 
ในผลิตภณัฑก์วาวเครือขาว 

กรวิทย ์อยู่สกลุ1, อรพินทร ์อดุมศิลป์2, ทวีศกัด์ิ จึงวฒันตระกลู3, Hiroyuki Tanaka4, 
ชยัโย ชยัชาญทิพยุทธ5, วราภรณ์ ภตูะลุน6 * 

 
บทคดัย่อ 

วิธีเอนไซม-์ลิงค ์อิมมูโนแอสเซยส์ าหรบัการวิเคราะหส์ารไมโรเอสทรอลในผลิตภณัฑก์วาวเครอืขาว 
กรวทิย ์อยู่สกุล1, อรพนิทร ์อุดมศลิป์2, ทวศีกัดิ ์จงึวฒันตระกลู3, Hiroyuki Tanaka4, ชยัโย ชยัชาญทพิยุทธ5, วราภรณ์ ภตูะลุน6 * 
 

บทน า: ต ารบัต่างๆ ของกวาวเครอืขาวถูกใชอ้ย่างแพร่หลายเพื่อบ ารุงร่างกายในผูส้งูอายุ ซึง่สอดคล้องกบัฤทธิท์างเภสชัวทิยา
ทัง้ในระดบัสตัวท์ดลองและมนุษยเ์พื่อบรรเทาอาการต่างๆ ของวยัหมดประจ าเดอืน ดงันัน้ผลติภณัฑ์จากกวาวเครอืขาวทีม่กีารควบคุม
คุณภาพจึงเป็นที่ต้องการของผู้บริโภคและบุคคลากรทางสุขภาพ สารไมโรเอสทรอลเป็นสารที่มีฤทธิเ์ป็นฮอร์โมนเอสโทรเจนสูง มี
ศกัยภาพเป็นตวับ่งชี้ทางชวีภาพเพื่อใช้ในการควบคุมคุณภาพกวาวเครอืขาวและผลติภณัฑ์ เครื่องมือและวิธีด าเนินการวิจยั: วธิี
เอนไซม-์ลงิค ์อมิมโูนแอสเซยแ์บบแขง่ขนั หรอือไีลซาถูกพฒันาขึน้โดยใชโ้พลโีคลนอลแอนตบิอดจีากกระต่าย วธิกีารวเิคราะห์อไีลซาถูก
เปรยีบเทยีบความสามารถในการวดัปรมิาณสารไมโรเอสทรอลกบัวธิโีครมาโทกราฟฟีสมรรถนะสูง หรอื เอชพเีอลซี จากนัน้ประยุกต์ใช้
เพื่อวเิคราะหส์ารในตวัอย่างผลติภณัฑก์วาวเครอืขาว ผลการศึกษา: วธิอีไีลซามคีวามสามารถเทยีบเท่ากบัวธิีเอชพเีอลซ ี(R2= 0.9996) 
ในการวเิคราะหส์ารไมโรทีค่วามเขม้ขน้ต่างๆ นอกจากนัน้แลว้วธิอีไีลซ่ายงัสามารถวเิคราะหใ์นตวัอย่างทีไ่ม่สามารถวเิคราะหด์ว้ยวธิเีอชพี
เอลซ ีเน่ืองจากวธิอีไีลซามคีวามไวทีส่งูกว่า สรปุผล: วธิอีไีลซาทีพ่ฒันาขึน้มศีกัยภาพสงู และความน่าเชื่อถอืในการวเิคราะหป์รมิาณสาร
ไมโรเอสทรอล ซึง่สามารถประยุกตใ์ชเ้พื่อการควบคุมคุณภาพกวาวเครอืขาวทัง้ระดบัการวจิยัและระดบัอุตสาหกรรม  
 
ค าส าคญั กวาวเครอืขาว สารไมโรเอสทรอล เอนไซม-์ลงิค ์อมิมโูนแอสเซย ์เอสโตรเจนจากพชื โพลโีคลนอลแอนตบิอด ี 
 

Abstract 
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay for Determination of Miroestrol in Pueraria candollei  
Associated Products 
Gorawit Yusakul1, Orapin Udomsin2, Thaweesak Juengwatanatrakul3, Hiroyuki Tanaka4, Chaiyo Chaichantipyuth5,  
Waraporn Putalun6 * 
 

Introduction: Various dosage forms of Pueraria candollei are widely applied in folk Thai medicine for rejuvenating 
purpose in aged people, which correlated with its pharmacological activities reported by pre-clinical and clinical trials for 
menopausal symptoms. Therefore, standardized products of this plant are needed by consumers and health care personnel.  
Miroestrol (ME), a potent and stable phytoestrogen in P. candollei, exhibited potential to be biomarker for quality control of P. 
candollei samples and its products. Materials and methods: Indirect competitive enzyme-linked immunosorbant assay (ELISA) 
for ME determination was developed and validated by using polyclonal antibody from rabbit immunization. The correlation of 
ME determination between our ELISA with standard HPLC method was investigated. Finally validated ELISA was applied for 
P. candollei associated products. Results: Developed ELISA was comparable with published HPLC method (R2= 0.9996) in 
samples with various ME contents, moreover this ELISA could determine ME in samples undetectable by HPLC because of its 
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การพฒันาต ารบัยาฟโูรซีไมดส์ าหรบัผูป่้วยเฉพาะราย 
กานต์ ชยัทอง, ณภทัร นวลสกุลกฤป*, วไิลวรรณ พละไกร,   
สุนนัทช์นก น ้าใจด,ี  บรรลอื สงัขท์อง, กรพีล แมน่ววิฒันกุล 
 
บทน า: ฟูโรซไีมด์เป็นยาขบัปสัสาวะกลุ่ม loop diuretics มี
จ าหน่ายในรูปแบบยาเมด็ (40 และ 500 มลิลกิรมั) และยาฉีด (10 
มลิลกิรมั/มลิลลิติร) ท าให้ไม่สามารถน ามาใช้กบัผูป้่วยได้ทุกราย  
ทางโรงพยาบาลจึงเตรียมยาส าหรบัผู้ป่วยเฉพาะรายขึ้น แต่ยา
เตรยีมมอีายเุพยีง 1 เดอืน ท าใหผู้ป้่วยตอ้งมารบัยาทีโ่รงพยาบาล
บ่อยครัง้   การศกึษาน้ีมจีุดประสงคเ์พือ่พฒันายาเตรยีมฟูโรซไีมด์
ส าหรบัผูป้ว่ยเฉพาะรายแบบแยกผงยาและน ้ากระสายยา ทีผู่ป้่วย
สามารถผสมไดเ้องทีบ่า้น เพือ่ใหไ้ด้ต ารบัทีม่คีวามคงตวัดทีัง้ทาง
กายภาพ เคม ีและจุลชวีวทิยา  วสัดแุละวิธีการทดลอง:  ระยะที ่
1 เป็นการพฒันาน ้ากระสายยา และทดสอบความคงตัวเพื่อ
คดัเลือกน ้ากระสายยา ระยะที่ 2 เป็นการทดสอบความคงตวั
ภายใต้สภาวะเหมอืนกบัการใช้งานจรงิ คอื ทดสอบความคงตวั
ของน ้ากระสายยาและผงยาทีแ่ยกกนัอยู่ และทดสอบความคงตวั
ของยาเตรียมที่ผสมแล้ว   ผลการศึกษา: น ้ ากระสายยาที่
ประกอบดว้ย โซเดยีมคาร์บอกซเีมทลิเซลลูโลส 0.7 % เป็นสาร
แขวนตะกอน และใชไ้ดโซเดยีมฟอสเฟตเป็นบฟัเฟอร์ จะท าใหไ้ด้
ยาเตรยีมที่มคีวามคงตวัทางกายภาพดทีี่สุด โดยพจิารณาจากค่า
การกระจายตวั ความสามารถในการแขวนตะกอน และค่าพเีอชที่
เหมาะสม (7.80 ± 0.06) จงึไดน้ าน ้ากระสายยาต ารบัที ่1 มา
ทดสอบในระยะที ่2 เปรยีบเทยีบกบัต ารบัโรงพยาบาล โดยเกบ็น ้า
กระสายยาและผงยาไวเ้ป็นเวลา 90 วนั จากนัน้ผสมเป็นยาเตรยีม
ตัง้ทิง้ไว ้35 วนั พบว่า ยาเตรยีมต ารบัที ่1 มคีวามสามารถในการ
แขวนตะกอนและการกระจายตัวที่ดีกว่า รวมถึงมีค่าพีเอชที่
ใกล้เคยีง 8.0  ส่วนปริมาณตวัยาส าคญัของยาเตรียมต ารบัที่ 1 
และยาเตรยีมโรงพยาบาล จากการทดสอบดว้ยเครื่อง HPLC ใน
วนัที่ 35 พบว่า ไม่มีความแตกต่างกัน (89.97 และ 95.50 
ตามล าดบั, P=0.27) และทัง้ 2 ต ารบั มปีรมิาณเชือ้จุลนิทรยีต์ ่ากวา่ 
200 MPN/mL  สรุปผล: น ้ากระสายยาและยาเตรียมต ารบัที่
พฒันาขึ้น มีความคงตวัทางกายภาพ เคมี และจุลชวีวทิยาที่ด ี 
สามารถน าไปประยุกต์ใชเ้พื่อท าให้ยาเตรยีมที่ผลติขึ้นมคีวามคง
ตวัทีด่ไีด ้
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Introduction:  The mixture of Phet Sang-Khaat capsule is 
recommended to treat hemorrhoid in Thai National List of 
Essential Herbal Medicines (2011). This formula consists 
of 3 medicinal plants including Cissus quadrangularis 
(Linn.) (Vitaceae), Clerodendrum serratum (L.) Moon. var. 
wallichii  C.B.Clarke (Lamiaceae) and Rheum officinale 
Baillon. (Polygonaceae). The previous review literatures on 
the mixture of Phet Sang-Khaat capsule did not contain 
information about quality control or formulation. However, 
we found several phytochemical and pharmacological 
studies on single ingredients of this formula. The aim of 
the study to determine the contents of some active 
constituent in each ingredient of formulation such as 
quercetin in C. quadrangularis and rhein in R. officinale and 
the mixture of Phet Sang-Khaat capsule.  Methods: The 
dried powder of the samples were extracted with 50% 
ethanol. HPLC was used to determine each of medicinal 
plants preparation content of major compounds from these 
3 medicinal plants from 5 different regions. Results:  The 
results showed that the amount of quercetin in C. 
quadrangularis from Khon Kaen, Nakornratchasima, Maha 
Sarakham, Phetchabun and Roied provinces were 1.8, 
1,69, 3.51, 3.15 and 3.30 (%w/w, dried powder), 
respectively. The amount of rhein in rhubarb from 
Bangkok, Khon Kaen, Maha Sarakham, Nakornratchasima, 
and Roied provinces were 1.02, 1.09, 1.01, 0.54 and 1.56 
(%w/w, dried powder), respectively. Thus, we were used 
the aerial part of C. quadrangularis from Maha Sarakham 
and the rhizomes of rhubarb from Roied province as the 
ingredients to formulate the mixture of Phet Sang-Khaat 
capsule in this study. The amount of querceitn and rhein in 
the mixture of Phet Sang-Khaat capsule were obtained 
10.96 and 0.70 mg/capsule, respectively. Conclusion: The 
results from this study could be used as a guideline for the 
quality of some Thai herbal formulation.       
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higher sensitivity. For application, the P. candollei involved preparations contained ME of 0.766- 12.108 µg/g dry wt. 
Conclusion: The developed ELISA was high performance for reliable ME determination, which could be applied for P. 
candollei quality control in research fields and industrial productions.  

 
Keywords: P. candollei, miroestrol, enzyme-linked immunosorbant assay, phytoestrogen, polyclonal antibody  
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Introduction  

Pueraria candollei var. mirifica is phytoestrogen 
enrich plant which its tuberous root was used widely in 
traditional Thai medicine system for smoothening skin, 
enhancing memory and rejuvenating in aged man and 
woman (Anusarnsoondhorn, 1931). The randomized 
clinical trials to evaluate efficacy and safety of P. candollei 
var. mirifica showed that the climacteric scores of 
menopause woman were declined, whereas no significant 
side effects were observed (Chandeying and 
Lamlertkittikul, 2007 ; Lamlertkittikul and Chandeying, 2004 
; Virojchaiwong et al., 2011), which efficacy of 50 mg daily 
dose P. candollei var. mirifica was not significantly different 
from 0.625 mg conjugated equine estrogen with/without 
medroxyprogesterone acetate (Chandeying and 
Sangthawan, 2007). Overall trials suggested that this plant 
benefited for menopausal related disorders.  

Isoflavonoid and chromene compounds, including 
puerarin, daidzin, genistin, daidzein, genistein, miroestrol 

(ME), deoxymiroestrol and isomiroestrol, are chemical 
components mediating for estrogenic effects of P. candollei 
var. mirifica. ME as biomarker for quality control of P. 
candollei exhibited strong estrogenic acitivity. Analytical 
method of ME using HPLC-UV was developed as 
described (Yusakul et al., 2011) for its determination in 
Pueraria candollei. Disadvantage of HPLC method for 
minor compounds in plant sample is interference of other 
compounds which need for sample pretreatment resulting 
interested compound loss. Immunoassay with polyclonal 
antibody exhibited various advantages, including high 
sensitivity (Chappey et al., 1992), inexpensive, short time 
production and low technology and skill required.  
 In this report, we aim to compare performance of 
our developed ELISA with HPLC method, and then to 
apply for ME determination in P. candollei associated 
products.    
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การพฒันาต ารบัยาฟโูรซีไมดส์ าหรบัผูป่้วยเฉพาะราย 
กานต์ ชยัทอง, ณภทัร นวลสกุลกฤป*, วไิลวรรณ พละไกร,   
สุนนัทช์นก น ้าใจด,ี  บรรลอื สงัขท์อง, กรพีล แมน่ววิฒันกุล 
 
บทน า: ฟูโรซไีมด์เป็นยาขบัปสัสาวะกลุ่ม loop diuretics มี
จ าหน่ายในรูปแบบยาเมด็ (40 และ 500 มลิลกิรมั) และยาฉีด (10 
มลิลกิรมั/มลิลลิติร) ท าให้ไม่สามารถน ามาใช้กบัผูป้่วยได้ทุกราย  
ทางโรงพยาบาลจึงเตรียมยาส าหรบัผู้ป่วยเฉพาะรายขึ้น แต่ยา
เตรยีมมอีายเุพยีง 1 เดอืน ท าใหผู้ป้่วยตอ้งมารบัยาทีโ่รงพยาบาล
บ่อยครัง้   การศกึษาน้ีมจีุดประสงคเ์พือ่พฒันายาเตรยีมฟูโรซไีมด์
ส าหรบัผูป้ว่ยเฉพาะรายแบบแยกผงยาและน ้ากระสายยา ทีผู่ป้่วย
สามารถผสมไดเ้องทีบ่า้น เพือ่ใหไ้ด้ต ารบัทีม่คีวามคงตวัดทีัง้ทาง
กายภาพ เคม ีและจุลชวีวทิยา  วสัดแุละวิธีการทดลอง:  ระยะที ่
1 เป็นการพฒันาน ้ากระสายยา และทดสอบความคงตัวเพื่อ
คดัเลือกน ้ากระสายยา ระยะที่ 2 เป็นการทดสอบความคงตวั
ภายใต้สภาวะเหมอืนกบัการใช้งานจรงิ คอื ทดสอบความคงตวั
ของน ้ากระสายยาและผงยาทีแ่ยกกนัอยู่ และทดสอบความคงตวั
ของยาเตรียมที่ผสมแล้ว   ผลการศึกษา: น ้ ากระสายยาที่
ประกอบดว้ย โซเดยีมคาร์บอกซเีมทลิเซลลูโลส 0.7 % เป็นสาร
แขวนตะกอน และใชไ้ดโซเดยีมฟอสเฟตเป็นบฟัเฟอร์ จะท าใหไ้ด้
ยาเตรยีมที่มคีวามคงตวัทางกายภาพดทีี่สุด โดยพจิารณาจากค่า
การกระจายตวั ความสามารถในการแขวนตะกอน และค่าพเีอชที่
เหมาะสม (7.80 ± 0.06) จงึไดน้ าน ้ากระสายยาต ารบัที ่1 มา
ทดสอบในระยะที ่2 เปรยีบเทยีบกบัต ารบัโรงพยาบาล โดยเกบ็น ้า
กระสายยาและผงยาไวเ้ป็นเวลา 90 วนั จากนัน้ผสมเป็นยาเตรยีม
ตัง้ทิง้ไว ้35 วนั พบว่า ยาเตรยีมต ารบัที ่1 มคีวามสามารถในการ
แขวนตะกอนและการกระจายตัวที่ดีกว่า รวมถึงมีค่าพีเอชที่
ใกล้เคยีง 8.0  ส่วนปริมาณตวัยาส าคญัของยาเตรียมต ารบัที่ 1 
และยาเตรยีมโรงพยาบาล จากการทดสอบดว้ยเครื่อง HPLC ใน
วนัที่ 35 พบว่า ไม่มีความแตกต่างกัน (89.97 และ 95.50 
ตามล าดบั, P=0.27) และทัง้ 2 ต ารบั มปีรมิาณเชือ้จุลนิทรยีต์ ่ากวา่ 
200 MPN/mL  สรุปผล: น ้ากระสายยาและยาเตรียมต ารบัที่
พฒันาขึ้น มีความคงตวัทางกายภาพ เคมี และจุลชวีวทิยาที่ด ี 
สามารถน าไปประยุกต์ใชเ้พื่อท าให้ยาเตรยีมที่ผลติขึ้นมคีวามคง
ตวัทีด่ไีด ้
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Introduction:  The mixture of Phet Sang-Khaat capsule is 
recommended to treat hemorrhoid in Thai National List of 
Essential Herbal Medicines (2011). This formula consists 
of 3 medicinal plants including Cissus quadrangularis 
(Linn.) (Vitaceae), Clerodendrum serratum (L.) Moon. var. 
wallichii  C.B.Clarke (Lamiaceae) and Rheum officinale 
Baillon. (Polygonaceae). The previous review literatures on 
the mixture of Phet Sang-Khaat capsule did not contain 
information about quality control or formulation. However, 
we found several phytochemical and pharmacological 
studies on single ingredients of this formula. The aim of 
the study to determine the contents of some active 
constituent in each ingredient of formulation such as 
quercetin in C. quadrangularis and rhein in R. officinale and 
the mixture of Phet Sang-Khaat capsule.  Methods: The 
dried powder of the samples were extracted with 50% 
ethanol. HPLC was used to determine each of medicinal 
plants preparation content of major compounds from these 
3 medicinal plants from 5 different regions. Results:  The 
results showed that the amount of quercetin in C. 
quadrangularis from Khon Kaen, Nakornratchasima, Maha 
Sarakham, Phetchabun and Roied provinces were 1.8, 
1,69, 3.51, 3.15 and 3.30 (%w/w, dried powder), 
respectively. The amount of rhein in rhubarb from 
Bangkok, Khon Kaen, Maha Sarakham, Nakornratchasima, 
and Roied provinces were 1.02, 1.09, 1.01, 0.54 and 1.56 
(%w/w, dried powder), respectively. Thus, we were used 
the aerial part of C. quadrangularis from Maha Sarakham 
and the rhizomes of rhubarb from Roied province as the 
ingredients to formulate the mixture of Phet Sang-Khaat 
capsule in this study. The amount of querceitn and rhein in 
the mixture of Phet Sang-Khaat capsule were obtained 
10.96 and 0.70 mg/capsule, respectively. Conclusion: The 
results from this study could be used as a guideline for the 
quality of some Thai herbal formulation.       
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Materials and Methods  
Production of polyclonal antibody 

 ME (>90% purity) was purified from tuberous root 
cortex of P. candollei, which obtained compound was 
confirmed using H1-NMR with authentic standard. ME was 
conjugated to bovine serum albumin (BSA) as immunogen, 
whereas the compound was conjugated to ovalbumin 
(OVA) as non-relevant coating in ELISA test using 
periodate oxidation reaction.  A male New Zealand White 
rabbit was immunized with ME-BSA emulsified with 
Freund’s adjuvants for anti-ME antibody production, which 
total IgG as source of antibody was purified from rabbit 
serum using Protein G FF affinity column (Amersham 
Pharmacia Biotech, Sweden).  
Indirect competitive ELISA 

Purified anti-ME antibody was characterized and 
used to develop competitive ELISA for ME determination. 
The 96-well plate was coated with 5 µg/ml ME-OVA and 
then treated with 1% gelatin consecutively. In competitive 
step, 50 µL serial concentrations of standard ME or 
sample prepared in 20% ethanol were added to each well, 
and then 50 µL of 12.5 µg/ml anti-ME antibody diluted in 
phosphate-buffered saline with 0.05% Tween 20 (TPBS) 
containing 0.25% gelatin and 0.25% BSA was allowed to 
react with ME in each well for 1 hour. Next, the plate was 
washed three times with TPBS, and a diluted solution 
(1:1,000) of peroxidase conjugated goat anti-rabbit IgG 
antibody in TPBS containing 0.5% gelatin was reacted with 
fixed polyclonal antibody for 1 hour. After washing the 
plate three times with TPBS, 100 μL of substrate solution, 
100 mM citrate buffer (pH 4.0) containing 0.003% H2O2 and 
0.3 mg/mL of ABTS, was added to each well and 
incubated for 15 min. The absorbance at 405 nm was 
measured using a microplate reader (Model 550 Microplate 
Reader BioRad Laboratories, CA, USA). All reactions were 
carried out at 37°C. 
Method validation 

P. candollei samples with various ME contents 
were used as samples for correlation experiment between 
developed ELISA and HPLC method (Yusakul et al., 2011). 
The chromatography was performed using a PerkinElmer 
Series 200 LC pump connected to a PerkinElmer 785A 

UV/VIS detector. An RP-18 column (LiChroCART®, 125 
mm×4 mm, 5 μm particle size, Merck, Germany) was 
used. The mobile phase consisted of 20% acetonitrile 
adjusted pH with 1.5% acetic acid, which flow rate of 
mobile phase was set at 1.0 mL/min. Finally the well 
characterized ELISA was applied for ME determination in 
P. candollei associated preparations.  
 
Results and discussions 
Correlation with HPLC method   

ME contents in each sample by ELISA was 
correlated with value from HPLC method with high 
coefficient of determination (R2=0.9996). The high 
correlation indicated that developed ELISA was 
comparable with HPLC method in high ME containing 
samples. Moreover, some samples undetectable by HPLC 
method could be quantified by ELISA due to its 1000 times 
higher sensitivity approximately, when was calculated by 
limit of quantification (LOQ).  
Application  

Characterized ELISA was applied to determine 
ME in P. candollei associated products. Because P. 
candollei products commonly were developed from part of 
tuber without cortex containing small amount of ME, and 
Thai herbal products composed of many medicinal plant, 
the finish product contained of too low ME content to 
determine using HPLC-UV method. There are several 
advantages of ELISA over HPLC with UV detector for ME 
determination in products; the firstly ELISA could detect 
with very low concentration requiring small sample amount, 
the secondly ELISA determined without any chemical 
interference from both P. candollei and other medicinal 
plants, the finally ELISA could be applied with many 
samples in short of analysis time. The P.candollei involved 
preparations contained 0.766-12.108 µg/g dry wt. of ME, 
which was 0.179-3.483 µg/unit when calculated by weight 
of a capsule or a tablet (table 1), which coefficient of 
variation (CV) for all ME determination in these products 
was maximum of 7.56 %. Our developed ELISA could be 
applied for ME quantification with various contents in 
different composition product with small amount of sample 
needed.   



140

การประชมุวชิาการและน าเสนอผลงานระดบัชาต ิThe 5th Annual Northeast Pharmacy Research Conference of 2013                               16 – 17  กุมภาพนัธ ์ 2556 
“Pharmacy Profession: Moving Forward to ASEAN Harmonization” ณ คณะเภสชัศาสตร ์มหาวทิยาลยัมหาสารคาม 
______________________________________________________________________________________________ 

 

2 

P1-PS-3 
การพฒันาต ารบัยาฟโูรซีไมดส์ าหรบัผูป่้วยเฉพาะราย 
กานต์ ชยัทอง, ณภทัร นวลสกุลกฤป*, วไิลวรรณ พละไกร,   
สุนนัทช์นก น ้าใจด,ี  บรรลอื สงัขท์อง, กรพีล แมน่ววิฒันกุล 
 
บทน า: ฟูโรซไีมด์เป็นยาขบัปสัสาวะกลุ่ม loop diuretics มี
จ าหน่ายในรูปแบบยาเมด็ (40 และ 500 มลิลกิรมั) และยาฉีด (10 
มลิลกิรมั/มลิลลิติร) ท าให้ไม่สามารถน ามาใช้กบัผูป้่วยได้ทุกราย  
ทางโรงพยาบาลจึงเตรียมยาส าหรบัผู้ป่วยเฉพาะรายขึ้น แต่ยา
เตรยีมมอีายเุพยีง 1 เดอืน ท าใหผู้ป้่วยตอ้งมารบัยาทีโ่รงพยาบาล
บ่อยครัง้   การศกึษาน้ีมจีุดประสงคเ์พือ่พฒันายาเตรยีมฟูโรซไีมด์
ส าหรบัผูป้ว่ยเฉพาะรายแบบแยกผงยาและน ้ากระสายยา ทีผู่ป้่วย
สามารถผสมไดเ้องทีบ่า้น เพือ่ใหไ้ด้ต ารบัทีม่คีวามคงตวัดทีัง้ทาง
กายภาพ เคม ีและจุลชวีวทิยา  วสัดแุละวิธีการทดลอง:  ระยะที ่
1 เป็นการพฒันาน ้ากระสายยา และทดสอบความคงตัวเพื่อ
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และยาเตรยีมโรงพยาบาล จากการทดสอบดว้ยเครื่อง HPLC ใน
วนัที่ 35 พบว่า ไม่มีความแตกต่างกัน (89.97 และ 95.50 
ตามล าดบั, P=0.27) และทัง้ 2 ต ารบั มปีรมิาณเชือ้จุลนิทรยีต์ ่ากวา่ 
200 MPN/mL  สรุปผล: น ้ากระสายยาและยาเตรียมต ารบัที่
พฒันาขึ้น มีความคงตวัทางกายภาพ เคมี และจุลชวีวทิยาที่ด ี 
สามารถน าไปประยุกต์ใชเ้พื่อท าให้ยาเตรยีมที่ผลติขึ้นมคีวามคง
ตวัทีด่ไีด ้
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Introduction:  The mixture of Phet Sang-Khaat capsule is 
recommended to treat hemorrhoid in Thai National List of 
Essential Herbal Medicines (2011). This formula consists 
of 3 medicinal plants including Cissus quadrangularis 
(Linn.) (Vitaceae), Clerodendrum serratum (L.) Moon. var. 
wallichii  C.B.Clarke (Lamiaceae) and Rheum officinale 
Baillon. (Polygonaceae). The previous review literatures on 
the mixture of Phet Sang-Khaat capsule did not contain 
information about quality control or formulation. However, 
we found several phytochemical and pharmacological 
studies on single ingredients of this formula. The aim of 
the study to determine the contents of some active 
constituent in each ingredient of formulation such as 
quercetin in C. quadrangularis and rhein in R. officinale and 
the mixture of Phet Sang-Khaat capsule.  Methods: The 
dried powder of the samples were extracted with 50% 
ethanol. HPLC was used to determine each of medicinal 
plants preparation content of major compounds from these 
3 medicinal plants from 5 different regions. Results:  The 
results showed that the amount of quercetin in C. 
quadrangularis from Khon Kaen, Nakornratchasima, Maha 
Sarakham, Phetchabun and Roied provinces were 1.8, 
1,69, 3.51, 3.15 and 3.30 (%w/w, dried powder), 
respectively. The amount of rhein in rhubarb from 
Bangkok, Khon Kaen, Maha Sarakham, Nakornratchasima, 
and Roied provinces were 1.02, 1.09, 1.01, 0.54 and 1.56 
(%w/w, dried powder), respectively. Thus, we were used 
the aerial part of C. quadrangularis from Maha Sarakham 
and the rhizomes of rhubarb from Roied province as the 
ingredients to formulate the mixture of Phet Sang-Khaat 
capsule in this study. The amount of querceitn and rhein in 
the mixture of Phet Sang-Khaat capsule were obtained 
10.96 and 0.70 mg/capsule, respectively. Conclusion: The 
results from this study could be used as a guideline for the 
quality of some Thai herbal formulation.       
  
Keywords:  quality control, the mixture of Phet Sang-
Khaat capsule, quercetin, rhein 
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Table 1 Miroestrol content in P. candollei associated products. 
Number of 
product Preparation Weight/unit of product 

(mg)  
Miroestrol content 
(µg/g dry wt.) (µg/unit) 

1 Capsule 233.38 0.766±0.049 0.179±0.012 
2 Capsule 512.82 1.872±0.097 0.960±0.050 
3 Capsule 367.44 2.141±0.107 0.787±0.039 
4 Capsule 287.64 12.108±0.285 3.483±0.082 
5 Capsule 303.20 0.966±0.018 0.293±0.005 
6 Capsule 516.71 1.193±0.054 0.616±0.028 
7 Capsule 316.80 0.695±0.037 0.220±0.012 
8 Capsule 275.21 1.138±0.019 0.313±0.005 
9 Tablet 792.95 0.908±0.069 0.720±0.054 
10 Tablet 153.13 1.703±0.039 0.261±0.006 

 
Conclusion 
 Our developed ELISA was the first immunoassay 
with high sensitivity to analyze ME, which exhibit potential 
as biomarker for quality control of P. candollei samples and 
its preparations. Validated ELISA was comparable with 
published HPLC method (R2= 0.9996) in samples with 
various ME contents. The ELISA was applied to 
P.candollei involved preparations, which there were 0.766-
12.108 µg/g dry wt. of ME content. The ELISA could be 
apply for quality control of P. candollei samples before its 
using in pre-clinical and clinical researches, and of P. 
candollei associated products or materials during its 
development and production in industrial level  
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