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บทคัดย่อ

	 บทน�ำและวตัถุประสงค์:  ต�ำรบัยาอาโปธาตุที ่21 มีฤทธ์ิยบัยัง้เชือ้แบคทีเรยีท่ีก่อให้เกดิโรคท้องเสียหลายชนดิ

และมีสารองค์ประกอบหลักคือ brazilin และ gallic acid แต่ยังไม่เคยมีการทดสอบกับเชื้อแบคทีเรียด้ือยาปฏิชีวนะ 

รวมถึงความคงตัวของฤทธ์ิต้านเชื้อแบคทีเรียด้ือยาและปริมาณสารองค์ประกอบทางเคมีชนิดอื่น ๆ นอกเหนือจาก 

brazilin และ gallic acid มาก่อน วัตถุประสงค์ของการศึกษาในครั้งนี้เพื่อทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดต�ำรับอาโปธาตุที่ 

21 ในการยับยั้งเชื้อ extended-spectrum beta-lactamase-producing Escherichia coli หรือ ESBL-E. coli และปริมาณ

องค์ประกอบทางเคมี ความคงตัวของสารสกัดภายใต้สภาวะเร่ง

	 วธิกีารศกึษา:  ต�ำรบัยาอาโปธาตุถกูสกดัด้วยวธีิการต้มน�ำ้ จากน้ันจึงน�ำไปศึกษาฤทธ์ิต้านเชือ้แบคทีเรยีโดยใช้

เทคนิค broth microdilution assay และวิเคราะห์ปริมาณสารส�ำคัญด้วยเทคนิคโครมาโทรกราฟี สารสกัดถูกทดสอบ

ความคงตัวภายใต้สภาวะเร่งโดยท�ำการทดสอบเป็นเวลา 6 เดือน โดยสารสกัดจะถูกน�ำไปทดสอบฤทธ์ิต้านเช้ือ

แบคทีเรียและวิเคราะห์ปริมาณสารส�ำคัญ

	 ผลการศึกษา:  สารสกัดต�ำรับยาอาโปธาตุที่ 21 มีฤทธิ์ยับยั้ง ESBL-E. coli โดยมีค่า MIC อยู่ในช่วง 0.625–2.5 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร สารเคมีท่ีเป็นองค์ประกอบหลักในสารสกัดคือสาร protosappanin B โดยมีปริมาณ 2.89 ± 

0.21%w/w เม่ือท�ำการทดสอบความคงตัวของสารสกดัพบว่าสารสกดัต�ำรบัยาอาโปธาตุท่ี 21 มีความคงตัวในการออก

ฤทธิ์โดยพบว่าฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ E. coli ไม่มีการเปลี่ยนแปลง แต่พบการเปลี่ยนแปลงของปริมาณสาร protosappanin B 

เมื่อทดสอบความคงตัวในวันที่ 120 แต่เมื่อผ่านไป 180 วันพบว่าปริมาณสารดังกล่าวไม่มีความแตกต่างจากวันที่เริ่ม

ต้นท�ำการทดสอบ  

	 อภิปรายผล:  สารสกัดต�ำรับยาอาโปธาตุที่ 21 สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียที่ดื้อต่อยาปฏิชีวนะได้ แต่สารเคมี

ท่ีเป็นองค์ประกอบหลักคือ protosappanin B ซ่ึงแตกต่างจากการศึกษาก่อนหน้า อาจเป็นเพราะความแตกต่างของ

ฤดูกาลและสภาพอากาศซ่ึงมีผลต่อปรมิาณสารเคมีในสมุนไพรทีเ่ป็นส่วนประกอบของต�ำรบัท�ำให้สารเคมทีีเ่ป็นองค์

ประกอบหลกัเปลีย่นแปลงไป แต่อย่างไรกต็าม สารสกดัดังกล่าวยงัคงมีฤทธ์ิยบัยัง้เชือ้แบคทีเรยีและมีความคงตัวของ
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การออกฤทธิ์ แต่ปริมาณสารไม่คงตัวซึ่งอาจเกิดจากความชื้นและอุณหภูมิในการทดสอบความคงตัวที่ท�ำให้เกิดการ

เปลี่ยนแปลงของสารเคมีในต�ำรับ 

	 ข้อสรุปและข้อเสนอแนะ:  จากการศึกษาสามารถสรุปได้ว่าสารสกัดต�ำรับยาอาโปธาตุสามารถยับย้ังเช้ือ

แบคทเีรยี ESBL-E. coli ทีไ่ด้ และมีปรมิาณสารองค์ประกอบหลกัคอืสาร protosappanin B โดยหลงัจากทดสอบความ

คงตัวเป็นเวลา 180 วนั สารดังกล่าวไม่มีการเปลีย่นแปลงเม่ือเทยีบกบัวนัที ่0 อย่างไรกต็าม ปรมิาณสาร protosappanin 

B มีค่าเพิ่มขึ้นเมื่อทดสอบภายใต้สภาวะเร่งที่ 120 วัน ดังนั้น สารสกัดดังกล่าวควรมีการเก็บรักษาในที่อุณหภูมิและ

ความชื้นต�่ำเพื่อป้องกันการเปลี่ยนแปลงของสารส�ำคัญ ในการน�ำยาต�ำรับดังกล่าวไปใช้ควรต้องมีการทดสอบความ

เป็นพิษก่อนที่จะน�ำไปทดสอบประสิทธิผลในคนต่อไป
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Abstract

	 Introduction and Objectives:  The 21st A-Po-That traditional drug formula exhibits antibacterial activity 
against many bacteria that cause diarrhea and its main chemical constituents are brazilin and gallic acid. But there 
have been no studies on its effects on antibiotic-resistant bacteria and its stability in inhibiting antibiotic-resistant 
bacteria, as well as its other chemical compounds. The objectives of the study were to examine the antibacterial 
effects of 21st A-Po-That extract against extended-spectrum beta-lactamase-producing Escherichia coli or ESBL 
E. coli, analyze its chemical composition and assess the stability of the extract under accelerated conditions.
	 Methods:  Extraction of the A-Po-That remedy was performed using a water decoction method. Subse-
quently, the antibacterial activity of the extract was assessed by the broth microdilution assay, while the chemical 
composition was quantified using the HPLC approach. The A-Po-That remedy extract was examined for stability 
under accelerated conditions for 6 months and tested/analyzed for antibacterial activity and chemical compounds.  
	 Results:  The 21st A-Po-That remedy extract was found to exhibit antibacterial activity against ESBL  
E. coli with minimum inhibitory concentration (MIC) values ranging from 0.625 to 2.5 mg/mL. Protosappanin B 
was the primary chemical constituent of the A-Po-That extract with a chemical concentration of 2.89 ± 0.21%w/w. 
The stability testing revealed that the A-Po-That extract exhibited stability in terms of its antibacterial activity and 
a change in its protosappanin B content after 120 days of testing. However, there was no significant difference in 
the content of protosappanin B between day 180 and day 0.
	 Discussion:  The 21st A-Po-That remedy extract effectively suppressed the growth of ESBL E. coli. However, 
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บทนำ�และวัตถุประสงค์

	 ป ัญหาเชื้อดื้อยาเป็นปัญหาส�ำคัญที่ส ่งผล 

กระทบต่อระบบสาธารณสุขทั่วโลก โดยในปี พ.ศ. 

2562 องค์กรอนามัยโลกได้ประกาศให้ปัญหาเชื้อ

ดื้อยาเป็นหนึ่งในปัญหาที่ส่งผลกระทบต่อประชากร

และเป็นสิ่งที่ประเทศต่าง ๆ ควรเฝ้าระวัง[1] จากการ

รายงานความชุกของการพบแบคทีเรียดื้อยาพบ

ว่า เชื้อ Methicillin-Resistant Staphylococcus 

aureus (MRSA), Enterococcus species, En-

terobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa, 

Neisseria gonorrhea และ extended-spectrum 

beta-lactamase-producing (ESBL) เป็นเชื้อ

ดื้อยาที่พบมากที่สุด[2] ซ่ึงแบคทีเรียสายพันธุ ์ดัง

กล่าว จะผลิตเอนไซม์ extended-spectrum beta-

lactamase ที่สลายยาในกลุ่ม beta- lactam ได้ เช่น 

ยา penicillin, monobactam และ cefotaxime[3] 

ส�ำหรับในประเทศไทยพบว่ามีการรายงานการพบ

เชื้อดื้อยาในกลุ่ม ESBL ซ่ึงเมื่อวิเคราะห์แล้วพบว่า

เป็นเชื้อ Escherichia coli ที่มีอัตราการดื้อยาสูงขึ้น 

เรื่อย ๆ ในช่วงระยะเวลา 7 ปี[4] และยังพบเชื้อชนิดนี้

เพิม่มากขึน้ในโรงพยาบาลราชบุรี โรงพยาบาลเชียงค�ำ

และโรงพยาบาลพัทลุง โดยความชุกของเชื้อร้อยละ 

57.2, 30.7 และ 33.44 ตามล�ำดับ[5-7] เชื้อ E. coli เป็น

เช้ือแบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตุของโรคท้องเสียท่ีเกิดการ 

กลายพนัธ์ุและดือ้ยาเพิม่มากขึน้มากเป็นอนัดบัหนึง่[8] 

โดยผู้ป่วยมักจะได้รับเชื้อชนิดนี้จากทางน�้ำ อาหาร 

การใส่สายสวนปัสสาวะในโรงพยาบาล หรือจากระบบ

สขุาภบิาลในโรงพยาบาล ท�ำให้ปัจจุบันเชือ้ดือ้ยาชนดิ

นี้มีการแพร่กระจายไปสู่สิ่งแวดล้อมมากยิ่งขึ้น[9] 

	 กลไกของโรคท้องเสียตามศาสตร์การแพทย์

แผนไทย ในคัมภีร์ธาตุบรรจบกล่าวว่า โรคดังกล่าว

มีสาเหตุจากการรับประทานอาหารผิดแปลก การรับ

ประทานอาหารทีม่ากเกนิไป รับประทานของหมกัดอง 

ท�ำให้กระทบต่อธาตุไฟและธาตุลมให้มีก�ำลังน้อยลง 

และส่งผลให้ระบบย่อยอาหารผิดปกติไป ความผิด

ปกติดังกล่าวจะกระทบต่อธาตุน�้ำและส่งผลให้ธาตุ

the primary chemical compound identified was protosappanin B, which differs in contrast to what was previously 
reported. Seasonal and climatic changes may have an impact on the chemical composition of the remedy’s medici-
nal plant ingredients. Furthermore, the A-Po-That extract exhibited consistent antibacterial activity, but displayed 
different results in terms of chemical composition. The changes in moisture and temperature might be contributing 
to the changing chemical composition of the remedy.
	 Conclusions and Recommendation:  The findings indicate that the A-Po-That formula extract has the 
ability to inhibit ESBL E. coli growth with protosappanin B being identified as its main chemical compound. After 
undergoing stability testing for 180 days, the concentration of protosappanin B remained unchanged compared to 
day 0. However, the concentration of protosappanin B exhibited increased after 120 days. Thus, it is necessary to 
store A-Po-That extract in conditions of low temperature and low humidity to prevent any alteration of its chemical 
elements. Before performing any efficacy study of the A-Po-That formula in patients, it is necessary to perform a 
toxicity study first. 

	 Key words:	 Phyllanthus emblica, Caesalpinia sappan, A-Po-That formula, anti-bacterial activity, herbal 
medicine
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น�้ำมีก�ำลังมากขึ้น จึงท�ำให้มีอาการถ่ายเหลว และ

กระทบต่อธาตุดินเป็นธาตุสุดท้าย ท�ำให้การบีบตัว

ของล�ำไส้ผิดปกติ[10] โดยต�ำรับยาท่ีเกี่ยวข้องกับการ

ใช้รักษาโรคท้องเสียนั้นมีปรากฎในต�ำราพระโอสถ

พระนารายณ์ โดยมีชื่อต�ำรับยาว่า ต�ำรับยาอาโปธาตุ

ที่ 21 ซ่ึงตามคัมภีร์ได้ระบุให้เอาเปลือกมะขามป้อม 

ฝางเสน ต้ม 4 เอา 1 กิน แก้ตกมูกตกหนักหยุดเป็น

อันเที่ยงแท้ ได้แก้รอดจากความตายเป็นมาหลายคน

แล้ว[11] ต�ำรับยานีม้รีสฝาด สามารถกระตุน้การท�ำงาน

ของธาตุไฟและธาตุลมให้เพิ่มมากขึ้น ส่งผลให้ธาตุ

น�้ำมีก�ำลังน้อยลง และรสฝาดยังสามารถรักษาธาตุ

ดิน ลดการบีบตัวของล�ำไส้ จากการศึกษาก่อนหน้า

พบว่า สารสกัดชั้นน�้ำต�ำรับยาอาโปธาตุที่ 21 สามารถ

ยบัยัง้เชือ้แบคทเีรีย Escherichia coli, Pseudomo-

nas aeruginosa, Salmonella enterica subsp. 

enterica serovar Typhi, Shigella dysenteriae, 

Staphylococcus aureus, methicillin resistant 

S. aureus และ Bacillus subtilis โดยมีค่าความ

เข้มข้นต�่ำสุดท่ีสามารถยับยั้งเชื้อและความเข้มข้นต�่ำ

ทีส่ดุทีส่ามารถฆ่าเชือ้แบคทเีรีย อยูใ่นช่วง 0.156-1.25 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร[12] แต่ยังไม่เคยมีรายงานการ

ทดสอบกับเชื้อดื้อยาในกลุ่ม ESBL มาก่อน ในส่วน

ของสมุนไพรท่ีเป็นส่วนประกอบของต�ำรับยาอาโป

ธาตุคือ แก่นฝางและเปลือกต้นมะขามป้อมนั้น พบ

ว่า มีข้อก�ำหนดเกี่ยวกับคุณภาพของผลมะขามป้อม

ที่ระบุไว้ในต�ำรายาสมุนไพรไทยท่ีระบุว่าผลมะขาม

ป้อมจะต้องประกอบด้วยสาร tannin ไม่ต�่ำกว่า 20% 

แต่ไม่พบข้อมลูทางด้านคณุภาพของเปลอืกต้นมะขาม

ป้อมและแก่นฝางในต�ำราดังกล่าว[13] อย่างไรก็ตาม

พบข้อมูลของฝางถูกระบุในต�ำรายาสมุนไพรของจีน

ว่าประกอบด้วยสารส�ำคัญท่ีเป็นองค์ประกอบหลัก

คือ brazilin และยังพบสารส�ำคัญอีกหลายชนิดคือ 

sappanchalcone, sappanone A, sappanone 

B, and 3-hydroxysappanone B, caesalpin J, 

protosappanin A, protosappanin B และสารใน

กลุม่ homoisoflavonoid[14-15] สารส�ำคญัในฝางทีเ่ป็น

สารออกฤทธ์ิหลกัและสามารถยบัยัง้เชือ้แบคทีเรียได้

คือ brazilin[16] นอกจากนั้นยังพบว่าสาร protosap-

panin A และ sappanone B สามารถยบัยัง้การเจริญ

เติบโตของเช้ือแบคทีเรียได้เช่นกัน แต่มีฤทธ์ิน้อย

กว่า brazilin[17] ในส่วนของเปลือกต้นมะขามป้อม

นั้นพบว่ามีรายงานระบุว่าประกอบด้วยสารส�ำคัญใน

กลุ่ม polyphenols และ tannin ได้แก่ gallic acid, 

ellagic acid, chebulagic acid[18] ซ่ึงมีฤทธ์ิยับยั้ง

การเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรีย[19-21] จากข้อมูล

เบื้องต้นของต�ำรับและงานวิจัยที่ผ่านมาของสมุนไพร

ท้ังสองชนดิรวมถงึสารส�ำคญัท่ีพบในสมนุไพร จึงเป็น

ไปได้ว่าต�ำรับยาอาโปธาตุสามารถยบัยัง้เชือ้แบคทีเรีย 

ESBL-E. coli ได้ นอกจากการทดสอบฤทธ์ิของต�ำรับ

ยาดังกล่าวแล้วในการพัฒนาสารสกัดไปสู่ผลิตภัณฑ์

สมุนไพรในปัจจุบันนั้น จะต้องมีการด�ำเนินการ

วิเคราะห์ปริมาณสารเคมีท่ีเป็นองค์ประกอบในต�ำรับ 

รวมถึงการวิเคราะห์ความคงสภาพของสารสกัดดัง

กล่าวให้เป็นไปตามข้อก�ำหนดขององค์การอาหารและ

ยา[22] 

	 ดังนั้นการศึกษาในคร้ังนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อ

ทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อ E. coli กลุ่ม ESBL ที่

มีการดื้อต่อยาปฏิชีวนะของสารสกัดต�ำรับอาโปธาตุ

ที ่21 และศกึษาปริมาณสารองค์ประกอบทางเคมขีอง

สารสกัด ศึกษาความคงตัวของฤทธ์ิต้านแบคทีเรีย

และปริมาณสารส�ำคัญในสารสกัดต�ำรับยาอาโปธาตุ

ภายใต้สภาวะเร่งเพือ่ช่วยสนบัสนนุข้อมลูการน�ำต�ำรับ

ยาดงักล่าวไปใช้และน�ำไปพฒันาเป็นผลติภณัฑ์ต่อไป

ในอนาคต
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ระเบียบวิธีศึกษา

1. วัสดุ

	 ตัวอย่างสมุนไพรท่ีใช้ในการศึกษาท้ังหมด 2 

ชนิด คือ เปลือกต้นมะขามป้อม (Phyllanthus em-

blica) และแก่นฝาง (Caesalpinia sappan) เปลือก

ต้นมะขามป้อมได้รับมาจากจังหวดัปทุมธาน ีและแก่น

ฝางได้รับมาจากจงัหวดัสพุรรณบุรี โดยมะขามป้อมจะ

น�ำไปพสิจูน์เอกลกัษณ์ทีพ่พิธิภณัฑ์พชืสมนุไพรสริิน- 

ธร กรมวิชาการเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ 

โดยมีเลขอ้างอิงพันธุ์พืชเลขที่ BK No.085336. ส่วน

แก่นฝางจะน�ำมาพิสูจน์เอกลักษณ์เปรียบเทียบกับ

ตวัอย่างสมนุไพรทีพ่พิธิภณัฑ์พชืมหาวทิยาลยัสงขลา-

นครินทร์ ตามเลขอ้างอิงเลขที่ SKP098031901

2. วิธีการศึกษา 

	 2.1 การสกัดสาร

	 น�ำสมุนไพรท้ัง 2 ชนิด ล้างด้วยน�้ำสะอาด น�ำ

ไปตากให้แห้งและบดเป็นผงหยาบ ชั่งสมุนไพรทั้ง 2 

ชนิดในสัดส่วนที่เท่ากัน จากนั้นท�ำการเตรียมด้วยวิธี

ที่คล้ายกับที่ระบุในต�ำรา[11] โดยการน�ำสมุนไพรต�ำรับ

ยาอาโปธาตมุาท�ำการสกดัด้วยวธีิการต้ม (decoction) 

โดยน�ำผงสมุนไพรมาท�ำการเติมน�้ำ 4 ส่วน ต้มเดือด 

เป็นเวลา 15 นาที ให้กรองสารสกัดออกแล้วท�ำซ�้ำอีก 

2 ครั้ง น�ำสารสกัดที่กรองแล้วมาเคี่ยวให้เหลือ 1 ส่วน 

จากนัน้น�ำสารสกดัทีไ่ด้มาท�ำให้แห้งด้วยเคร่ืองท�ำแห้ง

แบบเยือกแข็ง (lyophilizer)

	 2.2 การทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อจุลชีพ

	 ในการทดสอบฤทธิต้์านเชื้อแบคทเีรียท�ำการหา

ค่าความเข้มข้นต�่ำสุดของสารสกัดท่ีใช้ในการยับยั้ง

เชือ้ (MIC) ด้วยวธีิ broth microdilution assay โดย

ใช้ rezasurin เป็นอนิดเิคเตอร์[23] เชือ้ ESBL-E.coli ที่

ใช้ในการทดสอบ มทีัง้หมด 21 สายพนัธ์ุ ได้รับมาจาก 

รองศาสตราจารย์ ดร. สุมาลี คอนโด มหาวิทยาลัย

ธรรมศาสตร์ โดยเช้ือท้ังหมดได้ผ่านการวเิคราะห์เพือ่

หาสายพันธุ์และการเปลี่ยนแปลงของยีนส์มาจากการ

ศกึษาก่อนหน้านี้[24] และน�ำมาทดสอบกบั ยาปฏชีิวนะ 

ampicillin ตามเกณฑ์มาตรฐานของ EUCAST ซ่ึง

ก�ำหนดไว้ว่าหากทดสอบยาปฏิชีวนะ ampicillin 

ต่อการยับยั้งเช้ือ E. coli และได้ค่า MIC สูงกว่า 8 

มิลลิกรัมต่อลิตร หรือ 8 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรจะ

ถือว่าเชื้อดังกล่าวมีการดื้อยาปฏิชีวนะ[25] โดยเชื้อ 

ESBL-E.coli ทั้งหมดจะถูกน�ำมาทดสอบเพื่อยืนยัน

ว่าเป็นเชื้อที่ดื้อต่อยา ampicillin ก่อนน�ำไปทดสอบ

กับสารสกัด โดยซ่ึงมีรายละเอียดของเชื้อจุลินทรีย ์

(Table 1) 

Table 1 Description of ESBL-E. coli[24]

Code	 Resistance gene patterns

EC sk 3	 blaSHV, blaTEM, blaOXA-2

EC sk 8	
EC sk 89	
EC sk 91	
EC sk 4	 blaTEM, blaOXA-2

EC sk 6	
EC sk 11	
EC sk 76	
EC sk 83	
EC sk 85	
EC sk 23	 blaSHV, blaTEM, blaCXT-M, blaOXA-2

EC sk 77	
EC sk 20	 blaTEM, blaCXT-M, blaOXA-2

EC 190 sk 56	
EC 388 sk100	
EC 410 sk101	
EC sk 82	 blaTEM
EC 359 sk93	
EC sk 80	 blaTEM, blaOXA-2, blaOXA-10

EC sk 81	 blaTEM, blaCXT-M

EC 490 sk114	 blaTEM, blaCXT-M, blaOXA-10



634 วารสารการแพทย์แผนไทยและการแพทย์​ทางเลือก	 ปีที่ 22  ฉบับที่ 3  กันยายน-ธันวาคม  2567

	 จากนัน้เชือ้ทัง้หมดถกูน�ำมาเพาะเลีย้งบนอาหาร 

nutrient agar และบ่มที่ 37˚C เป็นเวลา 18-24 
ชั่วโมง หลังจากนั้นเขี่ยเชื้อ 1-2 โคโลนีใส่ลงในอาหาร 

Muller Hinton broth (MHB) และท�ำการบ่มที่ 

37˚C เป็นเวลา 2-6 ชั่วโมง และน�ำมาปรับความขุ่น
ของเชื้อให้มีความขุ่นเท่ากับ 0.5 McFarland stan-

dard (1 5 108 CFU/mL) จากนั้นน�ำมาเจือจางด้วย 

Muller Hinton broth ในอัตราส่วน 1:100 เพื่อน�ำ

ไปทดสอบกบัสารสกดั ในส่วนของการเตรียมสารสกดั

นั้น ท�ำการเตรียมสารสกัดน�้ำต�ำรับยาอาโปธาตุความ

เข้มข้น 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยใช้ deionized 

water เป็นตัวท�ำละลาย จากนั้นน�ำมากรองผ่านตัว

กรองปราศจากเชื้อขนาด 0.22 ไมโครเมตร แล้วน�ำ

ไปเจือจางด้วยอาหาร MHB ให้ได้ความเข้มข้นต่าง ๆ 

ท�ำการเติมสารสกัดลงใน 96 well plate ปริมาตร 50 

µL ต่อหลมุ จากนัน้จึงปิเปตเชือ้แบคทเีรียทีเ่ตรยีมไว้

ใส่ลงไป 50 µL ต่อหลุม น�ำไปบ่มที่ 37˚C เป็นเวลา 
18-24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาให้ท�ำการเติมสารละลาย 

resazurin (1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ปริมาตร 10 

ไมโครลิตรต่อหลุมลงไป และน�ำไปบ่มที่ 37˚C เป็น
เวลา 3 ชั่วโมง บันทึกค่า MIC โดยค่า MIC คือความ

เข้มข้นต�่ำสุดของสารสกัดท่ีไม่มีการเปลี่ยนสี จาก

นั้นท�ำการทดสอบเพื่อหาค่าความเข้มข้นต�่ำสุดท่ีฆ่า

เชื้อได้ (MBC) หลังจากนั้นดูดสารละลายในหลุมที่ 

resazurin ไม่มีการเปลี่ยนสี ปริมาตร 3 ไมโครลิตร

น�ำไปเพาะเลี้ยงบนอาหาร nutrient agar บ่ม 37˚C 
เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง และบันทึกค่า MBC โดยค่า 

MBC คือความเข้มข้นต�่ำสุดของสารสกัดท่ีไม่มีการ

เจริญเติบโตของแบคทีเรีย

	 2.3 การทดสอบความใช้ได้ของวิธีการทดสอบ

ปริมาณองค์ประกอบทางเคมโีดยใช้เทคนคิโครมาโท- 

กราฟีของเหลวสมรรถนะสูงและการตรวจวดัปริมาณ

สารส�ำคัญในสารสกัดต�ำรับยาอาโปธาต ุ

	 ในการวิเคราะห์จะใช้เคร่ืองโครมาโทกราฟี

ของเหลวสมรรถนะสูงของ Shimadzu-HPLC sys-

tem (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) รุ่น 

modular Shimadzu LC-40 system โดยมีส่วน

ประกอบของเคร่ืองได้แก่ LC-40D solvent delivery 

module และ  SPD-M40 Photo Diode Array de-

tector โดยใช้โปรแกรมส�ำหรับวเิคราะห์คอื โปรแกรม 

LabSolutions software 

	 ในการวิเคราะห์ใช้คอลัมน์ยี่ห้อ Phenomenex 

Luna รุ่น 5 µ C18 (2) 100A analytical column 

(250 5 4.60 mm 5 microns) ที่ต่อกับ C18 guard 

column โดยใช้ mobile phase คือ 0.1% phos-

phoric acid (A) และ acetonitrile (B) โดยใช้รูป

แบบการผสมสารละลายแบบ gradient elution ตาม

อัตราส่วนดังนี้ 0-11 นาที, 95% A, 12-31 นาที, 85% 

A, 32- 36 นาที, 75% A, 37-41 นาที, 0% A, 42 นาที, 

0% A, 42.1-46 นาที, 95%A, 47 นาที, 95% A โดย

ก�ำหนดอัตราการไหลที่ 0.65 มิลลิลิตรต่อนาที และ

ท�ำการตรวจวดัสารส�ำคญัท่ีความยาวคลืน่ 286 นาโน- 

เมตร โดยฉีดตัวอย่างปริมาตร 10 ไมโครลิตร ก่อน

การวิเคราะห์จะมีการทดสอบความถูกต้องของวิธี

วเิคราะห์ โดยท�ำการทดสอบตาม The International 

Conference on Harmonization (ICH) guidelines 

โดยท�ำการทดสอบความเป็นเส้นตรง (linearity), การ

ทดสอบความแม่นย�ำ (accuracy), การทดสอบความ

เท่ียง (precision), การทดสอบขีดจ�ำกดัของการตรวจ
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พบ (limit of detection, LOD) และการทดสอบขีด

จ�ำกดัของการวดัเชงิปริมาณ (limit of quantitation, 

LOQ)[26] 

	 ในการทดสอบความเป็นเส้นตรง (linearity) 

จะเร่ิมจากการฉีดสารละลายมาตรฐานในความเข้ม

ข้นที่ต่างกัน 6 ความเข้มข้น โดยฉีดความเข้มข้น

ละ 3 ซ�้ำ และน�ำค่าพื้นที่ใต้กราฟไปสร้างเป็นกราฟ

มาตรฐาน (calibration curve) แสดงความสัมพันธ์

ระหว่างพ้ืนที่ใต้กราฟ (y) และความเข้มข้นของสาร

มาตรฐาน (x) โดยค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (corre-

lation coefficient, r2) ที่ค�ำนวณได้ควรมีค่ามากกว่า 

0.999 ส�ำหรับการทดสอบความแม่นย�ำ (accuracy) 

จะท�ำการวเิคราะห์ปริมาณสารมาตรฐานทีท่ราบความ

เข้มข้นที่แน่นอน ได้แก่ ความเข้มข้น 50, 100, 200 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ที่ท�ำการปิเปตเพิ่มเข้าไปใน

สารสกดัชัน้ต�ำรับยาอาโปธาตคุวามเข้มข้น 5 มลิลกิรัม

ต่อมิลลิลิตร ท�ำการวิเคราะห์ 3 ซ�้ำ และน�ำมาค�ำนวณ 

% recovery โดยใช้สมการด้านล่าง 

	  	 	 	 	 ปริมาณสารส�ำคัญที่วิเคราะห์ได้ทั้งหมด-ปริมาณสารส�ำคัญในตัวอย่าง  
	 % Recovery	 =	 	 	 5 100
    	 	 	 	 	 	 ปริมาณสารส�ำคัญที่เติมลงไป

	 ส�ำหรับการทดสอบความเที่ยง (precision) จะ

ท�ำการเตรียมสารมาตรฐานที่ความเข้มข้น 100, 200, 

400 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร น�ำไปวิเคราะห์ด้วย

ระบบท่ีต้องการทดสอบ โดยท�ำการทดลองซ�้ำในวัน

เดยีวกนัท้ังหมด 3 ซ�ำ้ (intra-day) และท�ำการทดลอง

ซ�้ำระหว่างวัน 3 ซ�้ำ (inter-day) จากนั้นน�ำผลที่ได้มา

ค�ำนวณหาค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสมัพนัธ์ (%RSD) 

โดยค่าท่ีได้ต้องไม่เกิน 2% ในการทดสอบขีดจ�ำกัด

ของการตรวจพบ (LOD) และการทดสอบขีดจ�ำกัด

ของการวัดเชิงปริมาณ (LOQ) จะท�ำการค�ำนวณโดย

ใช้ข้อมูลจากการทดสอบความเป็นเส้นตรงมาท�ำการ

ค�ำนวณตามสูตรด้านล่าง

	 	 	 	  	3.3 5 ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน
	 LOD	 =
	 	 	 	 	 ความชัน

	 	  	 	 10 5 ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน
	 LOQ	 =
	 	 	 	 	 ความชัน

	 2.4	 การทดสอบความคงตัวของสารสกัดภาย

ใต้สภาวะเร่ง

	 ช่ังสารสกัดต�ำรับยาอาโปธาตุใส่ในขวดแก้วปิด

ฝา และน�ำไปเก็บภายใต้สภาวะเร่งท่ีอุณหภูมิ 40 ± 
2˚C ความชืน้สมัพทัธ์ 75 ± 5% เป็นระยะเวลา 6 เดอืน 
โดยท�ำการเกบ็ตัวอย่างสารสกดัตวัอย่างในช่วงวนัที ่0, 

30, 60, 90, 120, 150, 180 ตัวอย่างที่ถูกเก็บจะน�ำไป

ทดสอบฤทธ์ิต้านเช้ือแบคทีเรียและวิเคราะห์ปริมาณ

สารส�ำคญัเพือ่ดคูวามคงตัวของสารสกดั โดยหากสาร

สกัดมีฤทธ์ิและปริมาณสารส�ำคัญคงท่ีจะถือว่าสาร

สกัดดังกล่าวสามารถเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นระยะ

เวลา 2 ปี[27]

	 2.5	 การค�ำนวณทางสถิติ

	 ข้อมูลจะถูกแสดงในรูปของเป็นค่าเฉลี่ย ± 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน และทดสอบทางสถิติด้วยวิธี 

paired- sample t-test โดยก�ำหนดค่า p value < 

0.05 หมายถึงมีความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญทาง

สถิติ 
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ผลการศึกษา

1.	การทดสอบฤทธ์ิต้านเช้ือจุลินทรีย์ของสาร

สกัดตำ�รับยาอาโปธาตุและความคงตัวของ

ฤทธ์ิต้านเช้ือจุลินทรีย์ของสารสกัดหลังการ

ทดสอบสารสกัดภายใต้สภาวะเร่ง

	 ในส่วนของผลการยับยั้งเชื้อของยาปฏิชีวนะ 

ampicillin นั้นพบว่าค่าที่ได้มีค่าอยู่ในช่วง 0.625 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรจนถึงมากกว่า 1 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตรซ่ึงเป็นค่า MIC ที่ถือว่าเชื้อมีการดื้อยาดัง

กล่าว[25] เมื่อน�ำสารสกัดต�ำรับยาอาโปธาตุไปท�ำการ

ทดสอบกับเชื้อ E. coli ที่ดื้อยาปฏิชีวนะ ผลที่ได้

พบว่าสารสกัดต�ำรับยาอาโปธาตุสามารถยับยั้งเชื้อ

ได้ทุกสายพันธุ์ โดยมีค่า MIC อยู่ในช่วง 0.625-2.5 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (Table 2) ภายหลังการน�ำสาร

สกัดที่ทดสอบภายใต้สภาวะเร่งที่อุณหภูมิ 40 ± 2˚C 
ความชืน้สมัพทัธ์ 75 ± 5% เป็นระยะเวลา 6 เดอืน ผลที่

ได้พบว่าฤทธ์ิการต้านเชือ้แบคทเีรียของสารสกดัต�ำรับ

ยาอาโปธาตมุค่ีาทีค่่อนข้างคงที ่โดยพบว่าค่า MIC ใน

การยับยั้งเชื้อแต่ละชนิดมีการแปรผันไม่เกิน 1 ระดับ

ความเจอืจาง ในขณะท่ีการยบัยัง้เชือ้บางชนดิ เช่น EC 

sk 8, EC sk 89, EC sk 76 มีค่าคงที่  

2.	การทดสอบความใช้ ได้ของวิธีการวิเคราะห์

ปริมาณองค์ประกอบทางเคมีโดยใช้เทคนิค

โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 

(HPLC)

	 ในการเร่ิมการวิเคราะห์ปริมาณสารส�ำคัญนั้น 

เมื่อท�ำการวิเคราะห์ HPLC chromatogram ของ

สารสกัดต�ำรับยาอาโปธาตุพบว่าสารสกัดดังกล่าวมี

ปริมาณสารที่เคลื่อนท่ีออกมาในนาทีท่ี 23.330 สูง

ที่สุด และเมื่อท�ำการเทียบลักษณะของ UV visible 

spectrum ของ peak ดังกล่าวที่พบในสารสกัดกับ 

peak ของสารมาตรฐานในฐานข้อมูล และท�ำการ

ยืนยันโดยใช้เทคนิค spiking พบว่าสารดังกล่าวคือ 

protosappanin B (Figure 1-2)

	 ดังนั้นในการศึกษาคร้ังนี้จึงเลือกวิเคราะห์สาร 

protosappanin B ซ่ึงเป็นองค์ประกอบหลกัของต�ำรับ 

โดยผลการทดสอบความใช้ได้ของระบบการวเิคราะห์

ในการใช้วเิคราะห์สาร protosappanin B ทีอ่ยูใ่นสาร

สกัดต�ำรับอาโปธาตุนั้นพบว่าค่าความเป็นเส้นตรง, 

การทดสอบความแม่นย�ำและการทดสอบความเท่ียง

เป็นไปตามเกณฑ์ท่ีก�ำหนด (Table 3-5) โดยพบว่า

ค่าขีดจ�ำกัดของการตรวจพบสาร protosappanin B 

มค่ีาเท่ากบั 6.39 ไมโครกรัมต่อมลิลลิติรและขีดจ�ำกดั

ของการวัดเชิงปริมาณของสารนี้มีค่าเท่ากับ 21.30 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (Table 3)

	 เมื่อท�ำการวิเคราะห์ปริมาณสาร protosap-

panin B ที่มีอยู่ในสารสกัดต�ำรับยาอาโปธาตุพบว่า

สารสกดัดงักล่าวมปีริมาณ protosappanin B เท่ากบั 

2.89 ± 0.21%w/w และเมื่อท�ำการวิเคราะห์ปริมาณ

สาร protosappanin B ในสารสกดัต�ำรับยาอาโปธาตุ

ท่ีทดสอบภายใต้สภาวะเร่ง พบว่าภายหลงัการทดสอบ

ที่ระยะเวลา 6 เดือน ปริมาณสารดังกล่าวในวันที่ 180 

มีค่าเท่ากับ 2.9 ± 0.14%w/w และไม่มีความแตก

ต่างจากวันที่ 0 แต่พบการเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส�ำคัญ

ทางสถิติของปริมาณสาร protosappanin B ในวันที่ 

120 โดยพบว่ามีปริมาณเท่ากับ 3.42 ± 0.09%w/w 

(Figure 3)
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Figure 1	 HPLC chromatogram of (a.) Apo-that extract 5 mg/mL, (b.) protosappanin B 200 µg/mL, and (c.) 

Apo-that extract 5 mg/mL spike with protosappanin B 200 µg/mL
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Figure 2  UV visible spectra of protosappanin B (black line) and protosappanin B in Apo-that extract (green line)

Table 3	 Linearity, correlation coefficient (r2), limit of detection (LOD), limit of quantitation (LOQ) of calibration 
curves of protosappanin B in Apo-taat extract

Parameter	 Protosappanin B

Concentration (µg/mL)	 25-400

Regression equation (y = axe + b)	 Y = 19578x-75563

R2	 0.9999

LOD (µg/mL)	 6.39

LOQ (µg/mL)	 21.3

Table 4  Intra-day and inter-day precision of protosappanin B

		  Intra-daya (n = 9)		 Inter-dayb (n = 9)

Sample	 Concentration	 Measured		  Measured
	 (µg/mL)	 Concentration	 %RSD	 Concentration	 %RSD
	   	 (µg/mL)		   (µg/mL)

	 100	 97.82 ± 1.05	 1.07	 96.7 ± 1.12	 1.15

Protosappanin B	 200	 199.07 ± 0.9	 0.45	 196.01 ± 3.35	 1.71

	 400	 400.91 ± 5.1	 1.27	 394.84 ± 7.3	 1.85
aData was expressed as Mean ± S.D. and obtained by triplicate analyses in a consecutive run
bData was expressed as Mean ± S.D. and obtained by triplicate analyses per day over 3 different runs
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	 อย่างไรก็ตามการศึกษานี้ได้ท�ำการวิเคราะห์

ปริมาณสารตวัอืน่ ๆ  ทีส่ามารถพบได้ในต�ำรับคอื bra-

zilin และ protosappanin B โดยใช้ระบบวิเคราะห์

เดยีวกนัพบว่าสารสกดัต�ำรับยาอาโปธาตปุระกอบด้วย

สารทั้งสองชนิดนี้โดยพบ peak ของสาร gallic acid 

และ brazilin ในนาทีที ่10.874 และ 24.097 แต่สารท้ัง

สองตัวนั้นมีปริมาณน้อยกว่า protosappanin B ซึ่ง

สังเกตได้จากความสูงของ peak ที่มีค่าต�่ำกว่า peak 

ของ protosappanin B (Figure 4)

Table 5  Accuracy validation of the analytical method for protosappanin B

Sample	 Spiked volume		  Recovery (%)		  Mean ± %RSD

	 (µg/mL)	 N1	 N2	 N3	

	 50	 104.18	 104.67	 101.11	 103.32 ± 1.86

Protosappanin B	 100	 93.63	 91.57	 90.99	 92.06 ± 1.5

	 200	 93.44	 95.12	 94.87	 94.48 ± 0.95

Figure 3  Protosappanin B content at day 0 to 180 after stability testing (*p-value<0.05)
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Figure 4	 HPLC chromatogram of (a.) Apo-that extract 5 mg/mL, (b.) gallic acid and brazilin 200 µg/mL, and 

(c.) Apo-that extract 5 mg/mL spike with gallic acid and brazilin 200 µg/mL
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อภิปรายผล

	 ต�ำรับยาอาโปธาตุที่ 21 เป็นต�ำรับยาที่ประกอบ

ด้วยสมุนไพรจ�ำนวน 2 ชนิด คือ เปลือกมะขามป้อม

และแก่นฝางน�ำมาต้มน�้ำรับประทาน จากรายงาน

ก่อนหน้านี้พบว่าเมื่อน�ำต�ำรับยาดังกล่าวมาสกัดด้วย

วิธีการต้มน�้ำพบว่าสารสกัดดังกล่าวสามารถยับยั้ง

เชื้อแบคทีเรีย Escherichia coli ATCC25922 ซ่ึง

เป็นเชื้อสายพันธุ์มาตรฐานได้ โดยมีสารออกฤทธิ์

ที่เป็นองค์ประกอบหลักคือ brazilin และ gallic 

acid[12] ในการศึกษาคร้ังนี้สารสกัดดังกล่าวยังคง

มีฤทธ์ิยับยั้งเชื้อ E. coli ที่ดื้อยาปฏิชีวนะ โดยเชื้อ 

E. coli ที่น�ำมาทดสอบเป็นเชื้อที่มีการกลายพันธุ์

และมีการเปลี่ยนแปลงบนยีนหลายต�ำแหน่งส่งผล

ให้เกิดการดื้อยาปฏิชีวนะได้หลากหลายชนิด[28] แต่

สารสกัดต�ำรับอาโปธาตุสามารถยับยั้งเชื้อดื้อยาที่

น�ำมาทดสอบได้ทุกชนิด และเมื่อวิเคราะห์ปริมาณ

ของสารเคมีที่เป็นองค์ประกอบหลักพบว่าสารองค์

ประกอบหลักคือ protosappanin B ซึ่งแตกต่างจาก

การศกึษาก่อนหน้าท่ีพบว่ามปีริมาณของสาร brazilin 

เป็นองค์ประกอบหลักและพบสาร gallic acid รอง

ลงมา[12] สาร protosappanin B เป็นสารที่จัดอยู่ใน

กลุ่ม homoisoflavonoid เช่นเดียวกับ brazilin ซ่ึง

สารดังกล่าวพบได้ในแก่นฝาง[15,29] สารเคมีในกลุ่ม

ของ homoisoflavonoid เช่น homoisoflavonone, 

3-(4´-methoxybenzyl)-7,8-methylenedioxy-

chroman-4-one มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ฤทธ์ิต้าน

ไวรัสและฤทธ์ิต้านเชื้อแบคทีเรีย อีกท้ังยังสามารถ

ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียในกลุ่ม mycobacterial โดยมี

ค่า MIC อยู่ในช่วง 16–256 µg/mL[30] ในส่วนของ

สาร protosappanin B นั้น พบว่าสามารถยับยั้ง

เชื้อ methicillin-susceptible S. aureus และ 

E. coli ATCC25922[31] แต่ยงัไม่พบรายงานเกีย่วกบั

กลไกการออกฤทธ์ิยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ของสารชนิดนี ้

แต่คาดว่าน่าจะมีกลไกการออกฤทธ์ิคล้าย ๆ กับสาร

ชนิดอื่น ๆ  ในกลุ่ม homoisoflavonoid ที่พบว่ามีการ

ฆ่าเช้ือโดยการกระตุ้นให้เยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรีย

แตกและยับยั้งการสังเคราะห ์กรดนิวคลีอิก[30]  

นอกจากกลไกดังกล่าวแล้ว สาร protosappanin 

B อาจเกิดการยับยั้งเชื้อดื้อยาผ่านกลไกต่าง ๆ  

เช่น สามารถจับกับตัวรับหรือ active site บริเวณ

ผนังเซลล์แบคทีเรียท่ีเกิดการดื้อยาปฏิชีวนะและ

สามารถลดกลไกการขับยาออกนอกเซลล์ได้จึงเป็น

สาเหตุให้สารสกัดต�ำรับยาอาโปธาตุสามารถยับยั้ง

เชื้อแบคทีเรียดื้อยาได้[32] นอกจากนี้การที่พบสาร

องค์ประกอบหลักคือ protosappanin B แทนที่จะ

เป็น brazilin นั้นอาจเกิดจากสภาวะแวดล้อมและ

การเปลี่ยนแปลงของสภาพอากาศเป็นเหตุผลหลัก 

โดยมีงานวิจัยพบว่าปริมาณสารฟลาโวนอยด์รวมใน

พืชมีความแตกต่างกัน แม้จะเป็นพืชชนิดเดียวกัน

และเก็บในฤดูกาลเดียวกันแต่คนละปี ซ่ึงความแตก

ต่างของปริมาณสารฟลาโวนอยด์นั้นอาจจะเกิดจาก

อุณหภูมิของสภาวะอากาศในแต่ละปีมีค่าท่ีแตกต่าง

กัน และช่วงเวลาท่ีพระอาทิตย์ข้ึนและตกท่ีไม่เท่ากัน

ในแต่ละปี ส่งผลต่อปฏิกิริยาชีวเคมีในพืชจึงท�ำให้

ปริมาณสารเคมีอย่างฟลาโวนอยด์มีค่าแตกต่างกัน

เมื่อเก็บคนละช่วงเวลา[33] จึงท�ำให้ในการศึกษาคร้ัง

นี้พบสารองค์ประกอบหลักในสารสกัดต�ำรับยาอาโป

ธาตุแตกต่างจากการศกึษาก่อนหน้า นอกจากนีใ้นการ

ทดสอบความคงตวัของสารสกดัต�ำรับยาอาโปธาตพุบ

ว่าฤทธ์ิต้านเช้ือแบคทีเรียดื้อยาของสารสกัดดังกล่าว

มีค่าคงที่โดยสังเกตได้จากค่า MIC ของสารสกัดต่อ

การยับยั้งเช้ือเมื่อเปรียบเทียบวันท่ี 0 พบว่ามีค่าคงท่ี
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หรือเปลี่ยนแปลงไม่เกิน 1 ระดับความเจือจางตาม

ข้อก�ำหนดของ the European Society of Clinical 

Microbiology and Infectious Diseases[34] แสดง

ให้เห็นได้ว่าสารสกัดมีความคงตัวในการออกฤทธ์ิ

ยับยั้งเชื้อ ในส่วนความคงตัวของปริมาณสารเคมี

พบว่า ปริมาณสาร protosappanin B ในสารสกัด

เมื่อเปรียบเทียบวันท่ี 0 และ 180 พบว่าสารดังกล่าว

มีปริมาณ protosappanin B ไม่แตกต่างจากวันที่ 0 

แต่การเปลีย่นแปลงทีเ่หน็ได้ชดัเกดิขึน้ ณ วนัท่ี 120 ที่

พบว่าปริมาณสาร protosappanin B มคีวามแตกต่าง

อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับวันที่ 0 โดยที่

สารดังกล่าวมีปริมาณสูงขึ้น โดยตามเกณฑ์ของ ICH 

Harmonised Tripartite Guideline ได้ระบุว่าใน

การทดสอบความคงตัวของสารสกดัภายใต้สภาวะเร่ง

หากพบว่ามีการเปลี่ยนแปลงของปริมาณสารส�ำคัญ

อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติที่เวลาใดก็ตามแสดงว่าสาร

ดังกล่าวไม่คงตัว และควรเก็บรักษาไว้ในที่อุณหภูมิ

ต�่ำและความชื้นต�่ำ[27] แต่จากการท่ีฤทธ์ิของสารสกัด

ยังคงมีค่าคงที่ในทุกช่วงเวลาในขณะที่ปริมาณสาร

องค์ประกอบหลักมีการเปลี่ยนแปลงในบางช่วงเวลา

นั้น อาจมีเหตุผลจากการออกฤทธ์ิของต�ำรับดังกล่าว 

เกิดจากฤทธ์ิของสารองค์ประกอบทางเคมีในต�ำรับ 

หลาย ๆ  ตวัทีอ่อกฤทธ์ิร่วมกนัซ่ึงมกัจะพบได้บ่อยเมือ่

มกีารใช้สมนุไพรหลายชนดิร่วมกนัในการทดสอบและ

พบว่าท�ำให้มีฤทธ์ิดีขึ้นกว่าการใช้สมุนไพรเพียงชนิด

เดยีว[35] ต�ำรับยาอาโปธาตเุป็นต�ำรับทีม่กีารใช้สมนุไพร 

2 ชนิดร่วมกัน ดังนั้นการออกฤทธ์ิของต�ำรับยาดัง

กล่าวก็อาจจะเกิดจากสารองค์ประกอบทางเคมีของ

สมุนไพรท้ัง 2 ชนิดออกฤทธ์ิร่วมกัน โดยงานวิจัยที่

ผ่านมาพบว่าสารส�ำคัญที่เป็นองค์ประกอบหลักที่

พบในมะขามป้อมคือ gallic acid ในขณะที่ฝางพบ 

brazilin เป็นองค์ประกอบหลัก[12] gallic acid ที่

พบในเปลือกต้นมะขามป้อมสามารถท�ำลายเยื่อหุ้ม

เซลล์ของแบคทีเรีย E. coli ท่ีดื้อต่อยาปฏิชีวนะ[36] 

นอกจากนัน้สาร brazilin ท่ีพบในแก่นฝาง ยงัสามารถ

ยบัยัง้เชือ้แบคทเีรียผ่านกลไกการยบัยัง้การสงัเคราะห์

โปรตีน[37] โดยต�ำรับยาอาโปธาตุท่ีท�ำการศึกษาคร้ังนี ้

พบว่าประกอบด้วยสาร gallic acid และ brazilin 

เหมือนกับรายงานก่อนหน้า[12] แต่จากการวิเคราะห์

ด้วย HPLC chromatogram และยืนยันผลด้วย

การเทียบกับสารมาตรฐานทั้งสองชนิดพบว่าต�ำรับ

ยาอาโปธาตุที่ท�ำการศึกษาในคร้ังนี้ประกอบด้วยสาร 

gallic acid และ brazilin ในปริมาณน้อยกว่าสาร 

protosappanin B ซ่ึงอาจเกิดจากช่วงเวลาในการ

เก็บตัวอย่างคนละช่วงเวลาจึงท�ำให้ได้องค์ประกอบ

ทางเคมีท่ีแตกต่างกัน แต่ถึงแม้องค์ประกอบทาง

เคมีจะแตกต่างจากการศึกษาท่ีผ่านมา แต่สารสกัด

ต�ำรับยาอาโปธาตุยงัคงแสดงฤทธ์ิยบัยัง้เช้ือแบคทีเรีย 

ESBL-E. coli อาจเป็นไปได้ว่า การท่ีมีสารออกฤทธ์ิ

หลาย ๆ ชนิดร่วมกันท�ำให้สารสกัดต�ำรับยาอาโปธาตุ

ยงัคงมฤีทธ์ิยบัยัง้เชือ้แบคทีเรียได้แม้จะมปีริมาณของ

สาร protosappanin B เปลีย่นแปลงไป อย่างไรกต็าม

สมนุไพรทีใ่ช้ในการทดลองนีย้งัไม่มกีารระบุถงึเกณฑ์

ควบคมุคณุภาพในด้านของปริมาณสารเคมท่ีีควรพบ

ในสมุนไพรเหมือนกับสมุนไพรชนิดอื่น ๆ ท่ีถูกระบุ

ค่ามาตรฐานของปริมาณสารเคมีไว้ในต�ำรามาตรฐาน

สมุนไพรไทย[13] เมื่อพิจารณาจากข้อมูลของงานวิจัย

ที่ผ่านมาพบว่าฝางท่ีสกัดด้วยวิธีต้มน�้ำประกอบด้วย

สาร brazilin อยู่ในช่วง 11.14-14.89%w/w[12,38] 

และเมื่อสกัดด้วยเอทานอลพบว่ามีสาร brazilin อยู่

ในช่วง 8.13-18.53%w/w ขึ้นอยู่กับความเข้มข้นของ

เอทานอลและวธีิท่ีใช้ในการสกดั[39] นอกจากนัน้เมือ่มี
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การเปรียบเทยีบปริมาณของ protosappanin B และ 

brazilin ในงานวิจัยที่ผ่านมาพบว่าสาร protosap-

panin B มีปรมิาณน้อยกวา่ brazilin โดยมีปรมิาณที่

ตรวจพบเท่ากับ 0.85 และ 1.52% w/w ตามล�ำดับ[40]  

ในขณะท่ีเปลอืกต้นมะขามป้อมมรีายงานว่าพบ gallic 

acid อยูใ่นช่วง 2.50-6.10% w/w[12,41] เมือ่เปรยีบจาก

ผลการศกึษาในคร้ังนีก้บัรายงานทีผ่่านมาจึงท�ำให้เหน็

ได้ว่าแก่นฝางและเปลอืกต้นมะขามป้อมมคีวามหลาก

หลายของปริมาณสารเคมีที่เป็นองค์ประกอบหลักซ่ึง

ส่งผลต่อปริมาณสารส�ำคัญที่ออกฤทธิ์ในยาสมุนไพร

ที่ประกอบด้วยพืชทั้งสองชนิดนี้ 

ข้อสรุป

	 จากการศึกษาสามารถสรุปได้ว ่าสารสกัด

ต�ำรับยาอาโปธาตุท่ีได้จากการสกัดด้วยวิธีการต้ม

น�้ำสามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย E. coli ที่ดื้อต่อยา

ปฏิชีวนะได้ และมีปริมาณสารองค์ประกอบหลัก

คือสาร protosappanin B นอกจากนั้นสารสกัด 

ดังกล่าวยังคงมีฤทธ์ิยับยั้งเชื้อแบคทีเรียท่ีคงตัวเมื่อ

น�ำไปทดสอบความคงตัวภายใต้สภาวะเร่งหลังจาก

การทดสอบที่ 180 วัน พบว่าปริมาณสาร protosap-

panin B ไม่มีการเปลี่ยนแปลงเมื่อเทียบกับวันที่ 0 

แต่ปริมาณสาร protosappanin B มีค่าเพิ่มขึ้นเมื่อ

ทดสอบภายใต้สภาวะเร่งท่ี 120 วัน ดังนั้น สารสกัด

ดงักล่าวควรมกีารเกบ็รักษาในทีอุ่ณหภมูติ�ำ่ ความชืน้

ต�่ำ และควรเก็บรักษาในภาชนะที่ปิดสนิทเพื่อป้องกัน

การปลี่ยนแปลงของสารส�ำคัญท่ีเป็นองค์ประกอบใน

สารสกัดต�ำรับอาโปธาตุ อย่างไรก็ตาม การพัฒนายา

ต�ำรับดังกล่าวไปใช้ในคนไข้ควรต้องมีการทดสอบ

ความเป็นพิษก่อนท่ีจะน�ำไปทดสอบประสิทธิผลใน

คนต่อไป นอกเหนือจากนั้นการจัดท�ำมาตรฐานของ

แก่นฝางและเปลือกต้นมะขามป้อมเพื่อใช้เป็นเกณฑ์

ควบคมุคณุภาพของสมนุไพรควรท่ีจะมกีารศกึษาเพือ่

ช่วยควบคมุคณุภาพของวตัถดุบิและสารออกฤทธ์ิใน

ยาสมนุไพรให้มค่ีาสม�ำ่เสมอและท�ำให้ได้สมนุไพรทีม่ี

คุณภาพเหมาะสมในการน�ำไปพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์

ต่าง ๆ ต่อไปได้ในอนาคต
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