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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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การประเมินการผลิตสารมลัเบอรโ์รไซดเ์อและฤทธ์ิทางชีวภาพจากเช้ือราเอนโดไฟต ์
และเน้ือเย่ือเพาะเลีย้งของหม่อน 

จกัรพนัธ ์โคมยักลุ*,1, 2, บุญชู ศรีตลุารกัษ์3, ฮิโรยูกิ ทานากะ4, ธฤตา กิติศรีปัญญา1, 2, กรวิทย ์อยูส่กลุ1, 2, 
เพชรวรินทร ์หวงัศภุดิลก6, องัคณา  ส าแดงไฟ6, วราภรณ์ ภตูะลุน**, 2, 5 

 

บทคดัย่อ 
การประเมินการผลิตสารมลัเบอรโ์รไซดเ์อและฤทธ์ิทางชีวภาพจากเช้ือราเอนโดไฟตแ์ละเน้ือเยื่อเพาะเลี้ยงของหม่อน 
จกัรพนัธ ์โคมยักุล*,1, 2, บุญช ูศรตุีลารกัษ์3, ฮโิรยกู ิทานากะ4, ธฤตา กติศิรปีญัญา1, 2, กรวทิย ์อยู่สกุล1, 2, เพชรวรนิทร ์หวงัศุภดลิก6, องัคณา  ส าแดงไฟ6,  
วราภรณ์ ภตูะลุน**, 2, 5 
 

สารสกดัจากหม่อนมกีารรายงานฤทธิท์างชวีภาพในการยบัยัง้เอนไซมแ์อลฟากลูโคซเิดสและเอนไซมไ์ทโรซเินส โดยสารทีอ่อก
ฤทธิท์างชวีภาพหลกัทีพ่บในรากหม่อนไดแ้ก่ มลัเบอรโ์รไซดเ์อ สารชนิดน้ีเป็นโครงสรา้งไกลโคไซดข์องออกซเีรสเวอรร์าทรอลซึง่มฤีทธิ ์
ทางเภสชัวิทยาได้แก่ ฤทธิต์้านเอนไซม์ไทโรซิเนส ฤทธิต์้านไวรสั ฤทธิต์้านอนุมูลอิสระ ฤทธิป์กป้องตับ และ ฤทธิป์กป้องประสาท 
การศกึษาน้ีจงึทดลองหาปรมิาณสารมลัเบอรโ์รไซดเ์อ ฤทธิย์บัยัง้เอนไซมก์ลโูคซเิดส และเอนไซมไ์ทโรซเินส จากสารสกดัเอนโดไฟต์และ
เน้ือเยื่อเพาะเลีย้งตน้หม่อน เปรยีบเทยีบกบัหม่อนในธรรมชาตเิพื่อประเมนิคุณค่าของเอนโดไฟต์และเนื้อเยื่อเพาะเลีย้งต้นหม่อนส าหรบั
การเป็นแหล่งผลติสารทุตยิภูม ิจากการทดลองพบว่า ความเขม้ขน้ของมลัเบอรโ์รไซดเ์อในรากและในเซลลเ์พาะเลีย้งหม่อนสงูกว่าในราก
ฝอยหม่อนจากธรรมชาติอย่างมนีัยส าคญัทางสถติ ิ(10.31±0.76, 19.34±0.53 และ 5.32±0.37 มก./ก. น ้าหนักแหง้ ตามล าดบั) รวมถงึมี
ฤทธิย์บัยัง้เอนไซมก์ลูโคซเิดส (IC50 = 0.11±0.01 มก. น ้าหนกัแหง้/มล., 86±0.9  นก. น ้าหนกัแหง้/มล. และ 0.34±0.02  น ้าหนกัแหง้/มล.
, ตามล าดบั) และ เอนไซมไ์ทโรซเินสสงูกว่ารากหม่อนจากธรรมชาต ิ(IC50 = 0.70±0.05, 0.76±0.06 and 3.20±0.19 มก./ก. น ้าหนกัแหง้/
มล. ตามล าดบั) จากผลการทดลองสรุปไดว้่า เน้ือเยื่อเพาะเลีย้งหม่อนเป็นแหล่งทางเลอืกในการผลติสารออกฤทธิท์างชวีภาพทีน่่าสนใจ 
นอกจากนี้ยงัพบว่า สารสกดัจากอาหารเลีย้งเชือ้ราไตรโคเดอรม์า ซึง่เป็นเอนโดไฟตจ์ากตน้หม่อนใหผ้ลบวกเมื่อทดสอบหามลัเบอรโ์รไซด์
เอ (0.40±0.03  มก./ก. ของน ้าหนกัสารสกดั) รวมถงึมฤีทธิย์บัยัง้เอนไซมแ์อลฟากลโูคซเิดส (IC50 = 0.81±0.12 มก. ของน ้าหนกัสารสกดั/
มล.) และ เอนไซมไ์ทโรซเินส (IC50 = 3.72±0.58 มก. ของน ้าหนกัสารสกดั/มล.)  
 
ค าส าคญั: หม่อน, สารมลัเบอรโ์รไซดเ์อ, ฤทธิย์บัยัง้เอนไซมก์ลโูคซเิดส, ฤทธิย์บัยัง้เอนไซมไ์ทโรซเินส, เอนโดไฟต ์

 
 

Abstract 
Evaluation of Mulberroside A Production and Bioactivities from Endophytic Fungus and In Vitro Cultures of Morus alba 
Jukrapun Komaikul *,1, 2, Boonchoo Sritularak3, Hiroyuki Tanaka4, Tharita Kitisripunya 1, 2, Gorawit Yusakul 1, 2, Phetcharawarin Wangsuphadilok6, 
Angkana Samdaengfai6, Waraporn Putalun**, 2, 5 
 

Morus alba (mulberry) extracts were reported to have some bioactivities such as α-glucosidase and tyrosinase 
inhibitory activities. Root part of M. alba contains high level of mulberroside A, a glycoside form of oxyresveratrol. This major 
compound shows many pharmacological activities including anti-tyrosinase activity, anti-viral activity, antioxidant activity, 
hepatoprotective effect, and neuroprotective effect. In this study, mulberroside A accumulation, α-glucosidase and tyrosinase 
inhibitory activities of endophytic fungus, in vitro cultures from Morus alba extracts and intact M. alba were determined and 
compared to evaluate them as alternative sources of secondary metabolites. The results show that mulberroside A 
concentrations in cell suspension and root cultures of M. alba were higher than the intact fibrous root (10.31±0.76, 19.34±0.53 
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กานต์ ชยัทอง, ณภทัร นวลสกุลกฤป*, วไิลวรรณ พละไกร,   
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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 
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and 5.32±0.37 mg/g dry weight, respectively). Cell suspension and root cultures also showed higher anti α-glucosidase activity 
(IC50 = 0.11±0.01 mg DW/mL, 86±0.9 ng DW/mL and 0.34±0.02 mg DW/mL, respectively) and anti-tyrosinase activity than that 
found in intact root (IC50 = 0.70±0.05, 0.76±0.06 and 3.20±0.19 mg dry weight/mL, respectively). It is concluded that in vitro 
cultures of M. alba are potential sources of bioactive secondary metabolites. Additionally medium extract of endophytic fungus 
isolated from M. alba (identified as Trichoderma sp.) show positive mulberroside A accumulation (0.40±0.03 mg/g crude 
extract), an anti α-glucosidase activity (IC50 = 0.81±0.12 mg crude extract/mL) and anti-tyrosinase activity (IC50 = 3.72±0.58 
mg crude extract/mL)  
 
Keywords: Morus alba, mulberroside A, anti α-glucosidase activity, anti-tyrosinase activity, endophytes 
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Introduction 
       Morus alba or mulberry has been used as herbal 
medicine for various therapeutic purposes, including anti-
inflammation, anti-asthmatic, function tonic and anti-
diabetic. Moreover, its root extract, fruits and leaves are 
also used in cosmetic industry as antioxidant and 
whitening agent. (Kim et al., 2002; Kumar and Chauhan, 
2008; Piao et al., 2010; Hunyadi el al., 2012).  
       Iminosugars or piperidine alkaloids and 
polysaccharides isolated from mulberry were reported to 
have α-glucosidase inhibition, which is one of anti-diabetic 
mechanism (Hunyadi el al., 2012). The secondary 
metabolites extracted from mulberry species, including 
anthocyanins, stilbenes and flavonoids have been reported 
to act as anti-tyrosinase agents (Ryu et al., 2008; Aramwit, 
2010; Piao et al., 2010). Mulberroside A (MuA) is a major 
stilbene glycoside from root bark of mulberry. Oxyresvertrol 
aglycone form of MuA has been reported to possess many 
pharmacological effects including anti-tyrosinase activity 
(Tengamnuay et al., 2006), anti-viral activity (Galindo et al., 
2011; Lipipun et al., 2011), antioxidant activity (Aftab et al., 
2010), hepatoprotective effect (Shi et al., 2008) and 
neuroprotective effect (Horn et al., 2004). 

       Plant tissue cultures can be growth with short 
growth cycles in the laboratory and they can also 
accumulate high amount of the chemicals found in the 
parent plant (Rao and Ravishankar, 2002). Some 
endodophytes can also produce some secondary 
metabolites similar as their host (Strobel, 1996; Yin, 2011). 
Therefore, this study was aim to investigate MuA 
production, α-glucosidase and tyrosinase inhibitory 
activities  from root culture, cell culture and endophytes of 
M. alba compared with intact plant.  
 
Materials and Methods 
Plant materials, sample preparation and determination 
of MuA by indirect competitive ELISA 
       M. alba samples were collected from faculty of 
Pharmaceutical Sciences, Khon Kaen University, Thailand 
in April 2011. Cell suspension cultured was obtained from 
leaf-derived callus of M. alba cultured on Murashige and 
Skoog (MS) liquid medium supplemented with 0.1 mg/L 
thiadiazuron (TDZ) and 1 mg/L naphthaline acetic acid 
(NAA). Root culture was obtained from root of M. alba 
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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
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the study to determine the contents of some active 
constituent in each ingredient of formulation such as 
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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 
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results showed that the amount of quercetin in C. 
quadrangularis from Khon Kaen, Nakornratchasima, Maha 
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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 
____________________________________________________________ 
 
Faculty of Pharmacy, Mahasarakham University, Mahasarakham Province, 
44150, Thailand 
*Corresponding author: Tel: 089-9414725 E-mail: woonupk@hotmail.com 
 

The 5th Annual Northeast Pharmacy Research Conference of 2013 “Pharmacy Profession: 

Moving Forward to ASEAN Harmonization” Faculty of Pharmaceutical Sciences, Khon Kaen University, Thailand

February 16 – 17, 2013
February 16 – 17, 2013                                                                                              The 5th Annual Northeast Pharmacy Research Conference of 2013 

“Pharmacy Profession: Moving Forward to ASEAN Harmonization”  
Faculty of Pharmaceutical Sciences, Khon Kaen University, Thailand 

_______________________________________________________________________________________________ 
 

143 

cultured on half strength MS liquid medium supplemented 
with 1 mg/L NAA.   
       Dried powdered of plant samples (10 mg) were 
weighted, extracted with 500 µL methanol and then 
sonicated for 15 min. The extracts were centrifuged at 
3,000 rpm for 3 minutes to collect the supernatant. This 
extraction procedure was repeated four times. The 
combined extract were evaporated at 50°C and re-
dissolved in 1 mL methanol. Consequently, sample 
solutions were diluted into appropriated concentrations. 
The MuA concentrations were determined by indirect 
competitive ELISA using polyclonal antibody against MuA.
        

Endophytes isolation and extraction 
       M. alba explants were rinsed with tap water, 
dipped in 2% sodium hypochlorite (10 min), 70% ethanol 
for 30 seconds and washed with sterilized distilled water 
several times. Surfaces of explants were removed by 
cutting under sterile conditions. Small pieces of surface 
sterilized explants were plated on potato dextrose (PDB) 
and Lysogeny broth (LB). Difference characteristic 
microorganism were selected and subcultured at least 3 
times to obtained a single strain. Isolated microorganisms 
were transferred onto liquid potato dextrose (PDB) or 
Lysogeny broth (LB). Endophytes medium were harvested, 
and then separated with ethyl acetate. Ethyl acetate parts 
were kept and evaporated. Dried crude extracts were re-
dissolved in methanol, then diluted into appropriated 
concentrations. 
Anti-Alpha-glucosidase activity 
       α -glucosidase enzyme (100 µL, 0.7 units/mL) 
was mixed with 10 µL methanol or samples and incubated 
at 37°C for 10 minutes in 96-well plate. After that 20 mM 
p-nitrophenyl- α -D-glucopyranoside in phosphate buffer 

saline (PBS) were added, mixed and incubated  at 37°C 
for 15 minutes, and then 100  µL sodium carbonate were 
added to stop the reaction. Produced p-nitrophenyl was 
measured by microplate reader at the absorbance of 405 
nm. Acarbose (1 mg/mL) was used as the positive control.  
Anti-tyrosinase activity 
       Mushroom tyrosinase enzyme (20 µL, 31 unit/mL 
in 0.1 M PBS) or PBS were mixed with 50% methanol or 
samples in 50% methanol (20  µL) and 160 µL PBS in 96-
well plate. The mixtures were incubated for 10 minutes, 
and then 20 µL L-Dopa (2 mg/mL) were added. Amount of 
dopachrome was measured by using spectrophotometer at 
the absorbance of 490 nm 
Statiscal analysis 
      One-way analysis of variance (ANOVA) was 
performed to check different accumulations of MuA in 
samples and compared with Duncan at 0.05 level of 
significant. 
 
Results and Discussion 
       The results showed that the MuA concentrations 
(table 1) in cell suspensions and root cultures of M. alba 
were significantly higher than those found in the intact 
fibrous root (10.31±0.76, 19.34±0.53 and 5.32±0.37 mg/g 
dry weight, respectively) but these level were lower than 
intact root and the root bark (22.39±1.06 and 26.86±2.69 
mg/g dry weight, respectively). The concentrations range of 
MuA in mulberry root bark of M. alba were reported from 
lower than 0.09 to 53.97 mg/g dry weight, approximately 
(Piao et al., 2010).  
 

 

Table 1 Mulberroside A accumulation in samples. (n=3) 
Sample Mulberroside A concentration (mg/g dry weight) 
Intact fibrous root 5.32±0.37 
Intact root 22.39±1.06 
Intact root bark 26.86±2.69 
Cell culture 10.31±0.76 
Root culture 19.34±0.53 
Trichoderma sp. medium 0.40±0.03 (mg/g crude extract) 
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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.       
  
Keywords:  quality control, the mixture of Phet Sang-
Khaat capsule, quercetin, rhein 
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      Table 2 shows that the cell suspensions and root 
cultures also exhibited a higher level of α-glucosidase 
inhibition (IC50 = 0.11±0.01 mg DW/mL, 86±0.9 ng DW/mL 
and 0.34±0.02 mg DW/mL, respectively) and tyrosinase 
inhibition compared with intact root (IC50 = 0.70±0.05, 
0.76±0.06 and 3.20±0.19 mg dry weight/mL, respectively).  
        21-day-old cell and root cultures of M. alba 
contained lower level of MuA than that found in intact root 
of M. alba. However, higher MuA yield may be obtained by 

elicitation and condition optimization, including inoculums 
density, nutrient content and light condition. In vitro cultures 
of M. alba especially root culture dry powders exerted a 
strong anti α-glucosidase activity compared with 1-
deoxynojirimycin, one of the most effective iminosugars 
isolated from M. alba (Hunyadi et al, 2012). Moreover, both 
in vitro cultures showed strong tyrosinase inhibition. These 
results conclude that in vitro cultures of M. alba are 
potential sources of bioactive secondary metabolites. 

 

Table 2  Inhibitory effects on α-glucosidase activity and tyrosinase activity of the samples. (n=3) 
Sample IC50 of anti-α-glucosidase activity 

(mg dry weight/mL) 
IC50 of anti-tyrosinase activity 
(mg dry weight/mL) 

Intact fibrous root 0.09±0.01 0.32±0.01 
Intact root 0.34±0.02 3.20±0.19 
Intact root bark 0.07±0.01 0.90±0.09 
Intact twig 0.76±0.07 - 
Intact leaf 2.61±0.11 - 
Cell culture 0.11±0.01 0.70±0.05   
Root culture 86x10-6±0.9x10-6   0.76±0.06   
Trichoderma sp. medium 0.81 (mg crude extract/mL) 3.72 (mg crude extract/mL) 
1-Deoxynojirimycin  5x10-3±0.43x10-3 - 
Oxyresveratrol - 2.68x10-3±0.35x10-3   

 
       After 10 different of endophytic microbial were 
isolated from M. alba explant. Medium extract of 
endophytic fungus isolated from M. alba (identified as 
Trichoderma sp.) can inhibit α-glucosidase (IC50 = 
0.81±0.12 mg crude extract/mL), tyrosinase enzymes (IC50 
= 3.72±0.58 mg crude extract/mL). It also showed a 
positive mulberroside A accumulation (0.40 mg/g crude 
extract). While others microbial medium showed the 
negative results. This study can’t be concluded that 
Trichoderma sp. can produce mulberroside A, because of 
the false positive from the ELISA method can be occurred 
by the cross reactivity of polyclonal antibody. The 
endophytic fungus may produce compounds with the 
similar structures as MuA. However, These results still 
indicated that Trichoderma sp. is the interesting source of 
bioactive secondary metabolites because some 
microorganisms can produce secondary metabolites 
related to plants and level of the secondary metabolites 
can be improved by optimization of culture conditions. For 

an example Bacillus sp. can produce a 1-deoxynojirimycin 
and yield of the compound was increased by sorbitol 
supplementation (Onose et al., 2012).  
 
Conclusion 
       In vitro cultures of M. alba and Trichoderma sp. 
isolated from M. alba are potential sources of the 
secondary metabolites. In future studies, improvement of 
MuA accumulation in in vitro cultures by elicitation and 
optimization culture condition as well as isolation of 
bioactive secondary metabolites from Trichoderma sp. will 
be investigated.  
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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 
____________________________________________________________ 
 
คณะเภสชัศาสตร ์มหาวทิยาลยัมหาสารคาม อ าเภอกนัทรวชิยั  
จงัหวดัมหาสารคาม 44150 
*ติดต่อผู้นิพนธ:์ Tel: 080-4137996, E-mail: topaz_killer@hotmail.com  

P1-PS-4 
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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