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บทความวิจัย

บทคัดย่อ
		  การพัฒนาวธิเีตรยีมผงไพลทีม่คีณุภาพตามต�ำรามาตรฐานยาสมนุไพรไทย โดยแบ่งตวัอย่างเหง้าไพลเป็น 3 กลุม่ 
5 ตัวอย่าง ได้แก่ กลุ่มที่ 1 นึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 หรือ 115 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที กลุ่มที่ 2 แช่สารละลาย
ด่างทับทิม (KMnO

4
) ที่ความเข้มข้น 100 ppm หรือ 200 ppm เป็นเวลา 15 นาที และกลุ่มที่ 3 กลุ่มควบคุม (ไม่ผ่าน

กระบวนการลดการปนเปื้อนจุลินทรีย์) พบว่าการนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที ผ่านเกณฑ์มาตรฐาน
ตามต�ำรามาตรฐานยาสมุนไพรไทยส่วนอีก 4 ตัวอย่าง ไม่ผ่านเกณฑ์มาตรฐานด้านการปนเปื้อนจุลินทรีย์ เมื่อวิเคราะห์
องค์ประกอบทางเคมีของน�้ำมันหอมระเหยไพลด้วยเทคนิค GC-MS พบว่าการนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
15 นาที มีองค์ประกอบหลักทางเคมี คือ Triquinacene, 1,4-bis(methoxy) (48.86%), Terpinene-4-ol (8.49%), 
Sabinene (6.94%), 2-Allyl-1, 4-dimethoxy-3-methyl-benzene (6.12%) และ β-Sesquiphellandrene (6.09%) 
และเมื่อเปรียบเทียบ % relative peak area กับกลุ่มควบคุม พบว่าองค์ประกอบหลักในกลุ่มการนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซยีส 15 นาท ีมเีปอร์เซน็ต์น้อยกว่ากลุม่ควบคมุ อย่างไรก็ตามการนึง่ฆ่าเชือ้ทีอ่ณุหภมู ิ121 องศาเซลเซยีส 
15 นาที เป็นวิธีที่เหมาะสมในการเตรียมผงไพลที่ได้คุณภาพ

ค�ำส�ำคัญ: คุณภาพของผงไพล การนึ่งฆ่าเชื้อ ด่างทับทิม
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Abstract
		  For the development preparation methods for qualified cassumunar ginger powder (Zingiber 
cassumunar Roxb.)  based on Thai Herbal Pharmacopoeia, fresh cassumunar ginger rhizome was 
divided into 3 groups with a total of 5 treatments. The first group was sterilized by steam at 121°C or 
115°C for 15 minutes. The second group was soaked into potassium permanganate solution (KMnO

4
) 

at a concentration of 100 ppm or 200 ppm for 15 minutes. The third group was the untreated control 
group which was untreated. The results showed that the steam sterilization of the rhizomes at 121°C 
for 15 minutes passed all the standards of Thai Herbal Pharmacopoeia, while the other 4 treatments  
had microbial contamination. The components in volatile oil were determined by GC-MS. The ratio 
of components contents in volatile oil which was sterilized at 121 °C for 15 minutes in the treatmen 
sample were different from that of the control group. It was consisted of Triquinacene, 1,4-bis (me-
thoxy) (48.86%), Terpinene-4-ol (8.49%), Sabinene (6.94%), 2-Allyl-1,4-dimethoxy-3-methyl-benzene 
(6.12%) and β-Sesquiphellandrene (6.09%). The percentage of the relative peak area of major com-
ponents in the steam sterilization of the rhizomes at 121°C for 15 minutes treatment sample was 
lower than that of the control group. However, steam sterilization of the rhizomes at 121°C for 15 
minutes was a suitable preparation method for qualified cassumunar ginger powder.

Keywords: Cassumunar Ginger Powder Qualified, Steam Sterilization, Potassium Permanganate (KMnO
4
)

บทน�ำ
		  ไพลเป็นอีกพืชสมุนไพรชนิดหนึ่งที่ได้รับการบรรจุอยู่ในบัญชียาหลักแห่งชาติ โดยจัดอยู่ในยาแผนไทยหรือ
ยาแผนโบราณ ยารักษากลุม่อาการทางสตูศิาสตร์-นรเีวชวทิยา คือ ยาประสะไพล มีสรรพคณุบรรเทาอาการปวดประจ�ำเดอืน 
อาการระดูมาไม่ปกติ และขับน�้ำคาวปลาในหญิงหลังคลอด และยังจัดอยู่ในยาพัฒนาจากสมุนไพร ในยากลุ่มอาการทาง
กล้ามเนื้อและกระดูก โดยเป็นยาส�ำหรับใช้ภายนอก คือ ยาครีมไพล และยาน�้ำมันไพล มีสรรพคุณบรรเทาอาการบวม 
ฟกช�ำ้ เคลด็ขดัยอก ท�ำให้มกีารใช้ไพลในการรกัษาโรคอย่างแพร่หลาย ซึง่มกีารน�ำไพลมาแปรรปูให้อยูใ่นผลติภณัฑ์รปูแบบ
ต่างๆ เช่น ยาผง ยาแคปซูล [1] แต่ในการผลิตยาสมุนไพรที่มาจากส่วนรากหรือเหง้าของพืชมักเกิดปัญหาการปนเปื้อน
ของจุลินทรีย์จากดินในปริมาณมาก โดยจากการส�ำรวจคุณภาพยาสมุนไพรของศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ และการ
ศึกษาความปลอดภัยของยาจากสมุนไพรในบัญชียาหลักแห่งชาติ พบตัวอย่างที่ไม่อยู่ในเกณฑ์มาตรฐาน เนื่องจากมีการ
ปนเปื้อนเชื้อจุลินทรีย์ [2-3]
		  ปัจจุบนัมกีารใช้เทคโนโลยกีารฉายรังสีแกมมาเพือ่ใช้ในการลดการปนเป้ือนจุลนิทรีย์ ทัง้ในวตัถดุบิและผลติภัณฑ์
สมนุไพร แต่หน่วยงานท่ีให้บรกิารฉายรังสยีงัมจี�ำนวนน้อยและการเข้าถงึบรกิารทีค่่อนข้างยาก เนือ่งจากหน่วยงานที่ให้
บริการฉายรังสีแกมมาตั้งอยู่ในกรุงเทพฯ และเขตปริมณฑล [4] ท�ำให้สถานพยาบาลที่อยู่ห่างไกล หรือผู้ผลิตที่มีก�ำลัง
ผลิตในปริมาณน้อย ไม่คุ้มทุนในการผลิต เนื่องจากต้องมีต้นทุนค่าขนส่งที่เพิ่มขึ้น และจากการศึกษาวิธีลดการปนเปื้อน
จุลินทรีย์ ด้วยวิธีต่างๆ ในเหง้าขมิ้นชันของ Chusri et al. [5] เช่น การแช่ด้วยเอทานอล 70% (v/v) การต้มในน�้ำเดือด 
การต้มด้วยกรดอะซีติก 5% (v/v) การนึ่ง และการนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที พบว่าการ
เตรียมผงขมิ้นชันจากเหง้าที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เป็นวิธีที่ท�ำให้
ผงขมิ้นชันปราศจากการปนเปื้อนจุลินทรีย์และคงปริมาณสารส�ำคัญ คือ ปริมาณ Curcuminoids ในปริมาณสูง
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และการศกึษาผลของเวลาในการนึง่ฆ่าเชือ้ต่อคณุภาพของผงขมิน้ชันของทวภีรณ์ และคณะ [6] พบว่าการเตรยีมผงขมิน้ชนั
จากเหง้าที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 115 และ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เป็นวิธีที่ท�ำให้ได้ผงขมิ้นชันที่
มีคุณภาพเป็นไปตามเกณฑ์ต�ำรามาตรฐานยาสมุนไพรไทย แต่การเตรียมสมุนไพรด้วยวิธีดังกล่าว มีต้นทุนในการผลิตสูง
เมือ่คดิต้นทนุของเครือ่งนึง่ฆ่าเชือ้ในการเตรยีมผงขมิน้ชนัให้ปราศจากจลิุนทรย์ี คณะผู้วจิยัจงึสนใจการใช้สารละลายด่าง
ทับทิมแช่เหง้าไพลเพื่อลดการปนเปื้อนจุลินทรีย์การใช้ด่างทับทิมเป็นภูมิปัญญาชาวบ้านที่ใช้กันมา และเป็นวิธีที่สะดวก
ท�ำได้ง่าย ซึ่งจากการศึกษาของ Sukul et al. [7] พบว่าการใช้ด่างทับทิมที่ความเข้มข้น 50 ppm และ 100 ppm 
สามารถลดการปนเปื้อนจุลินทรีย์ชนิดต่างๆ ในใบผักชีได้ ดังน้ันคณะผู้วิจัยจึงท�ำการศึกษาวิธีเตรียมตัวอย่างทั้ง 2 วิธี 
คือ วิธีการนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 หรือ 115 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที และการแช่ในสารละลายด่างทับทิมที่
ความเข้มข้น 100 ppm หรือ 200 ppm โดยการใช้สารละลายด่างทับทิมจะมีความเข้มข้นสูงขึ้นเป็น 2 เท่า จากการ
ศึกษาของ Sukul et al. [7] เนื่องจากใช้กับตัวอย่างสมุนไพรที่มาจากส่วนของเหง้าใต้ดิน เพื่อหาวิธีที่เหมาะสมที่สุดใน
การเตรียมผงยาไพลให้มีคุณภาพเป็นไปตามต�ำรามาตรฐานยาสมุนไพรไทย

วัตถุประสงค์
		  เพื่อศึกษาคุณภาพของผงไพล ที่เตรียมด้วยวิธีการนึ่งฆ่าเชื้อและการแช่ด้วยสารละลายด่างทับทิม

ระเบียบวิธีวิจัย
1. การเตรียมผงไพล
		  ตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษา คือ เหง้าไพลสดอายุประมาณ 1 ปี 7 เดือน เก็บตัวอย่างในเดือนกันยายน 2557 จาก
แหล่งปลกูเดยีวกนัในอ�ำเภอเกาะคา จงัหวดัล�ำปาง น�ำตวัอย่างมาล้างท�ำความสะอาด ตดัราก และสะเดด็น�ำ้ให้แห้ง จาก
นั้นแบ่งตัวอย่างเป็น 3 กลุ่ม 5 ตัวอย่าง ดังนี้ 
		  กลุ่มที่ 1 ศึกษาผลของอุณหภูมิในการนึ่งฆ่าเชื้อต่อคุณภาพของผงไพล โดยน�ำตัวอย่างเหง้าไพลสดเข้าเครื่อง
นึ่งฆ่าเชื้อที่ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที โดยใช้อุณหภูมิในการนึ่งฆ่าเชื้อที่แตกต่างกัน 2 ตัวอย่าง 
คือ อุณหภูมิ 121 หรือ115 องศาเซลเซียส
		  กลุ่มที่ 2 ศึกษาผลของความเข้มข้นของด่างทับทิมต่อคุณภาพของผงไพล น�ำตัวอย่างเหง้าไพลสดแช่ใน
สารละลายด่างทับทิมเป็นเวลา 15 นาที โดยใช้ความเข้มข้นที่แตกต่างกัน 2 ตัวอย่าง คือ ความเข้มข้น 100 ppm หรือ 
200 ppm
		  กลุ่มที่ 3 กลุ่มควบคุม คือ ตัวอย่างเหง้าไพลสดไม่ผ่านกระบวนการลดการปนเปื้อนของจุลินทรีย์
		  จากนัน้น�ำไพลทีไ่ด้ในแต่ละกลุม่มาหัน่เป็นช้ินบางๆ ประมาณ 1-2 มลิลิเมตร ด้วยเครือ่งตดัหัน่สมนุไพรอบแห้งด้วย
ตู้อบลมร้อนที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง บดเป็นผงให้ละเอียดด้วยเครื่องบดยาสมุนไพร น�ำไปร่อน
ผ่านแร่งเบอร์ 100 เก็บผงไพลที่ได้ในภาชนะที่สะอาด เพ่ือน�ำไปตรวจสอบคุณภาพของผงไพลในการทดลองต่อไป
ขัน้ตอนการเตรียมผงไพลท�ำในห้องท่ีสะอาด ภายในห้องมหีลอดยูวเีพือ่ฆ่าเชือ้โรค และใช้เอทานอล 70% (v/v) เชด็ฆ่าเช้ือ
อุปกรณ์และเครื่องมือต่างๆ ก่อนใช้งานทุกครั้ง

2. การตรวจสอบคุณภาพของผงไพล
		  ตรวจสอบคุณภาพของผงไพลด้วยวิธีต่างๆ ตามต�ำรามาตรฐานยาสมุนไพรไทย [8-9] ทุกตัวอย่างท�ำ 3 ซ�้ำ 
ค�ำนวณหาค่าเฉลี่ยดังนี้
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		  2.1 การตรวจปริมาณสิ่งแปลกปลอม (Determination of Foreign Matter)
		  สุม่ตรวจผงไพลแต่ละตวัอย่าง จ�ำนวน 100 กรมั น�ำมาเกล่ียในภาชนะแบนราบตรวจหาและคดัแยกส่ิงแปลกปลอม
ด้วยตาเปล่าหรือด้วยแว่นขยาย 6 เท่า ช่ังน�้ำหนักสิ่งแปลกปลอม และค�ำนวณร้อยละของสิ่งแปลกปลอมในผงไพล
ตามเกณฑ์มาตรฐานปริมาณสิ่งแปลกปลอมต้องไม่เกิน 2.0% w/w
		  2.2 การตรวจปริมาณความชื้น (Determination of Water Content)
		  ใช้วิธี Azeotropic distillation เติมโทลูอีน (Toluene) 200 มิลลิลิตร และน�้ำ 2 มิลลิลิตร ลงในขวดก้นกลม
กลัน่ด้วย dean-stark apparatus ประมาณ 2 ชั่วโมง อ่านปริมาตรของน�้ำที่ได้ (n) จากนั้นชั่งผงไพล 50 กรัม บรรจุใน
ขวดก้นกลม พร้อม boiling chips 2-3 ชิ้น แล้วน�ำไปกลั่น เมื่อโทลูอีนเริ่มเดือดให้ปรับอัตราเร็วของการกลั่นให้ได้ 2 
หยดต่อวินาที กลั่นด้วยอัตรานี้จนน�้ำที่ถูกกลั่นเกือบหมด จากนั้นปรับเร่งอัตราเร็วเป็น 4 หยดต่อวินาที เมื่อเกิดการกลั่น
สมบูรณ์แล้ว ล้าง condenser ด้วย โทลูอีน กลั่นต่ออีก 5 นาที ปิดเครื่องท�ำความร้อน ทิ้งไว้ให้เย็น รอให้น�้ำและโทลูอีน
แยกชั้นออกจากกัน อ่านปริมาณของน�้ำที่ได้ (n') แล้วค�ำนวณร้อยละของปริมาณความชื้นในผงไพลตามเกณฑ์มาตรฐาน
ปริมาณความชื้นต้องไม่เกิน 13.0% v/w
		  2.3 การตรวจปริมาณน�้ำมันหอมระเหย (Determination of Volatile Oil)
		  ชั่งผงไพล 10 กรัมบรรจุในขวดก้นกลมขนาด 500 มิลลิลิตร เติมน�้ำ 100 มิลลิลิตร เขย่าเบาๆ ให้เข้ากัน น�ำไป
กลั่นด้วย clevenger apparatus เติมน�้ำลงใน graduate tube จนถึง standard line แล้วเติมไซลีน (Xylene) 2 
มิลลิลิตร กลั่นที่อุณหภูมิ 130-150 องศาเซลเซียส เมื่อน�้ำเริ่มเดือดปรับอัตราเร็วในการกลั่น 2-3 มิลลิลิตรต่อนาที เป็น
เวลา 5 ชั่วโมง ปิดเครื่องท�ำความร้อน ท้ิงไว้ให้เย็น ไขน�้ำใน graduate tube ออกช้าๆ จนกระทั่งระดับของสารละลาย
ผสมไซลีนและน�้ำมันหอมระเหยอยู่ที่ preparation line ทิ้งไว้ 1 ชั่วโมง ปรับระดับของสารละลายผสมไซลีนและน�้ำมัน
หอมระเหยมาอยู่ท่ีระดับศูนย์ (0) อ่านปริมาตร น�ำค่าปริมาตรที่อ่านได้ลบด้วยปริมาตรของไซลีน แล้วค�ำนวณร้อยละ
ของปริมาณน�้ำมันหอมระเหยในผงไพล ตามเกณฑ์มาตรฐานปริมาณน�้ำมันหอมระเหยต้องไม่น้อยกว่า 2.0% v/w
		  2.4 การตรวจปริมาณสารสกัดด้วยน�้ำ (Determination of Water-Soluble Extractive)
		  ชั่งผงไพล 5 กรัม บรรจุใน Flask ขนาด 250 มิลลิลิตร เติมน�้ำที่อิ่มตัวด้วยคลอโรฟอร์ม (Chloroform Water) 
100 มิลลิลิตร ปิดด้วยจุกยางให้แน่น วางบนเครื่องเขย่าเป็นเวลา 6 ชั่วโมง และตั้งทิ้งไว้อีก 18 ชั่วโมง จากนั้นกรองอย่าง
รวดเร็ว น�ำสารสกัดที่กรองได้จ�ำนวน 20 มิลลิลิตร ใส่ในชามระเหย (Evaporating Dish) ที่ทราบน�้ำหนักแน่นอน น�ำไป
ระเหยแห้งบนอ่างควบคมุอณุหภมู ิ(Water Bath) แล้วน�ำไปอบทีอ่ณุหภูม ิ105 องศาเซลเซียส จนได้น�ำ้หนกัคงที ่ค�ำนวณ
หาค่าร้อยละของปริมาณสารสกดัด้วยน�ำ้ในผงไพล โดยไพลไม่มีเกณฑ์มาตรฐานก�ำหนดไว้ในต�ำรามาตรฐานยาสมนุไพรไทย
		  2.5 การตรวจปริมาณสารสกัดด้วยเฮกเซน (Determination of Hexane-Soluble Extractive)
		  ชัง่ผงไพล 2 กรมับรรจุใน flask ขนาด 100 มลิลลิติร เติมเฮกเซน (Hexane) 40 มลิลลิติร ปิดด้วยจกุยางให้แน่น 
แช่ทิ้งไว้เป็นเวลา 7 วัน โดยให้เขย่าเป็นครั้งคราว จากนั้นน�ำมากรอง น�ำสารสกัดที่กรองได้จ�ำนวน 20 มิลลิลิตร ใส่ใน
ชามระเหยที่ทราบน�้ำหนักแน่นอน น�ำไประเหยแห้งบนอ่างควบคุมอุณหภูมิเป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง จากนั้นน�ำสารสกัด
ที่ได้ใส่ใน desiccator เป็นเวลา 18 ชั่วโมง น�ำมาชั่งและค�ำนวณหาค่าร้อยละของปริมาณสารสกัดด้วยเฮกเซนในผงไพล
ตามเกณฑ์มาตรฐานปริมาณสารสกัดด้วยเฮกเซนต้องไม่น้อยกว่า 3.0% w/w
		  2.6 การตรวจปริมาณสารสกดัด้วยคลอโรฟอร์ม (Determination of Chloroform-Soluble Extractive)
		  วิธีท�ำเช่นเดียวกับข้อ 2.5 แต่ใช้คลอโรฟอร์ม (Chloroform) เป็นตัวท�ำละลายค�ำนวณร้อยละของปริมาณสาร
สกัดด้วยคลอโรฟอร์มในผงไพลตามเกณฑ์มาตรฐานปริมาณสารสกัดด้วยคลอโรฟอร์มต้องไม่น้อยกว่า 5.0% w/w



57
การพัฒนาวิธีเตรียมผงไพลที่มีคุณภาพตามต�ำราฯ

ธวัชชัย ศรีสุวรรณ และคณะ

Thaksin.J., Vol.19 (2) July-December 2016

วารสารมหาวิทยาลัยทักษิณ
ปีที่ 19 ฉบัับที่ 2 กรกฎาคม – ธันวาคม 2559

		  2.7 การตรวจสอบการปนเปื้อนของจุลินทรีย์ [9]
		  เตรียมตัวอย่างโดยชั่งผงไพล 10 กรัมใส่ใน flask ที่มี Soybean-Casein Digest Broth จ�ำนวน 90 มิลลิลิตร
ผสมให้เข้ากนั ใช้เป็น stock solution 1:10 จากนัน้ท�ำ serial dilution โดยเจือจางต่อเป็น 1:102 และ 1:103 ตามล�ำดบั
			   2.7.1 การตรวจนับจ�ำนวนจุลินทรีย์ทั้งหมด (Total Aerobic Microbial Count) ด้วยวิธี Pour plate ใช้
ปิเปตดดูตวัอย่างปรมิาตร 1 มลิลลิิตร ใส่จานเพาะเช้ือ (Petri Dish) เททบัด้วย Plate Count Agar (PCA) ปรมิาตร 10-15 
มลิลลิติร หมนุจานเพาะเชือ้เบาๆ เพือ่ผสมให้เข้ากัน ตัง้ทิง้ไว้ประมาณ 15 นาท ีบ่มที ่35 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 24-48 ช่ัวโมง 
ตรวจนับจ�ำนวนโคโลนีจากจานเพาะเชื้อที่มี 30-300 โคโลนี และรายงานผลเป็น CFU/g 
			   2.7.2 การตรวจนบัจ�ำนวนยสีต์และรา (Total Combined Yeasts and Moulds Count) ด้วยวธิ ีPour Plate 
ใช้ปิเปตดดูตวัอย่างปรมิาตร 1 มิลลลิติร ใส่จานเพาะเช้ือ เททบัด้วย Sabouraud Dextrose Agar (SDA) บ่มทีอุ่ณหภมูห้ิอง 
เป็นเวลา 5-7 วัน ตรวจนับจ�ำนวนโคโลนีจากจานเพาะเชื้อที่มี 30-300 โคโลนี และรายงานผลเป็น CFU/g 
			   2.7.3 การตรวจหาจุลินทรีย์กลุ่ม Bile-Tolerant Gram-Negative Bacteria ด้วยวิธี Pour Plate
ใช้ปิเปตดูดตัวอย่างปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่จานเพาะเชื้อ เททับด้วย Mac  Conkey Agar (MCA) บ่มที่ 35 องศาเซลเซียส
เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง ตรวจนับจ�ำนวนโคโลนีจากจานเพาะเชื้อที่มี 30-300 โคโลนี และรายงานผลเป็น CFU/g 
			   2.7.4 การตรวจหา Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella spp. และ 
Staphylococcus aureus ใช้ปิเปตดูดตัวอย่างปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ใน flask เติม Tryptic Soy Both (TSB) ให้ครบ 
100 มิลลลิติร บ่มที ่35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนัน้ถ่ายเชือ้จาก TSB ไปเพาะใน MCA บ่มที ่35 องศาเซลเซยีส 
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง สงัเกตดโูคโลนท่ีีเจริญ ถ้ามโีคโลนสีชีมพใูช้ loop เขีย่เชีอ้ 3-5 โคโลน ีน�ำไปสตรคี (Streak) บนอาหาร 
Eosine Methylene Blue (EMB) หากมีโคโลนีสีด�ำ Green Metallic Sheen แสดงว่ามีเช้ือ Escherichia coli 
ถ่ายเชื้อจาก TSB ไปเพาะใน Cetrimide Agar บ่มที่ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง สังเกตดูโคโลนีที่ขึ้นเจริญ
หากมลีกัษณะสเีหลืองเขยีวถงึน�ำ้เงนิแสดงว่ามเีชือ้ Pseudomonas aeruginosa ถ่ายเชือ้จาก TSB ไปเพาะใน Bismuth 
Sulfite Agar และ Salmonella-Shigella Agar (SS Agar) บ่มที่ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง สังเกตดูโคโลนี
ท่ีเจริญ หากมลีกัษณะสดี�ำ Metallic Sheen แสดงว่ามีเชือ้ Salmonella spp. ถ่ายเชือ้จาก TSB ไปเพาะใน Mannitol-Salt Agar 
(MSA) บ่มที่ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง สังเกตดูโคโลนีที่เจริญ หากมีลักษณะสีเหลืองใช้ loop เขี่ยเชี้อ 3-5 
โคโลนีมาทดสอบ Coagulase Test หากมีลักษณะเป็นลิ่มแสดงว่ามีเชื้อ Staphylococcus aureus 
			   2.7.5 การตรวจหา Clostridium spp. ใช้ปิเปตดดูตวัอย่างปรมิาตร 1 มลิลลิติร เตมิลงใน Cooked Meat 
Medium บ่มที่ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ถ่ายเชื้อไปเพาะใน Tryptose Sulfite Cycloserin Agar (TSC) 
บ่มที่ 35 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่ไม่มีออกซิเจนเป็นเวลา 2-3 วัน สังเกตดูโคโลนีที่เจริญ หากมีลักษณะสีด�ำอยู่ตรง
กลางโคโลนีแสดงว่ามีเชื้อ Clostridium spp.
		  2.8	การตรวจวิเคราะห์องค์ประกอบของน�้ำมันหอมระเหยไพลด้วยเทคนิค GC-MS (Trace GC Ultra/
ISQMS, Thermo Scientific Inc., USA) สภาวะ GC ที่ใช้ทดสอบประกอบด้วย คอลัมน์ชนิด TR-5MS (30 เมตร x 0.25 
มลิลเิมตร x 0.25 ไมโครเมตร) โหมดการฉดีแบบ Split ม ีsplit ratio 10:1 ปรมิาตรตวัอย่างทีฉ่ดี 1 ไมโครลติร ก๊าซตวัพา 
คือฮีเลียม อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรต่อนาที อุณหภูมิของส่วนที่ฉีดสาร 250 องศาเซลเซียส โปรแกรมอุณหภูมิเริ่มต้น 
60 องศาเซลเซียส คงไว้ 3 นาที เพิ่มอุณหภูมิในอัตรา 1 องศาเซลเซียสต่อนาที จนถึง 80 องศาเซลเซียส เพิ่มอุณหภูมิใน
อัตรา 3 องศาเซลเซียสต่อนาที จนถึง 120 องศาเซลเซียส เพิ่มอุณหภูมิในอัตรา 4 องศาเซลเซียสต่อนาที จนถึง 220 
องศาเซลเซยีส คงไว้ 10 นาท ีและเพิม่อณุหภูมใินอตัรา 10 องศาเซลเซียสต่อนาท ีจนถงึ 250 องศาเซลเซยีส คงไว้ 5 นาที 
สภาวะ MS เป็น Electronionization อณุหภมู ิIon Source 250 องศาเซลเซยีส อณุหภมู ิTransfer Line 250 องศาเซลเซยีส 
ช่วงมวลในการวิเคราะห์ 35-500 amu
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3. การวิเคราะห์ผลการทดลอง
		  โดยวิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of Variance, ANOVA) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% และเปรียบเทียบ
ความแตกต่างของค่าเฉลี่ยระหว่างตัวอย่างโดยวิธี DMRT (Duncan’s New Multiple Range Test)

ผลการวิจัยและอภิปรายผล
		  ผลการตรวจสอบการปนเปื้อนจุลินทรีย์ของผงไพลทั้ง 5 ตัวอย่าง (ตารางที่ 1) พบว่าการนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส 15 นาที ผ่านเกณฑ์มาตรฐานเนื่องจากไม่พบการปนเปื้อนจุลินทรีย์ต่างๆ ตามข้อก�ำหนดในต�ำรา
มาตรฐานยาสมุนไพรไทย ซึ่งสอดคล้องกับผลการทดลองของ Chusri et al. [5] และทวีภรณ์ และคณะ [6] ส่วนอีก 4 
ตวัอย่าง ไม่ผ่านเกณฑ์มาตรฐาน เนือ่งจากตรวจพบจ�ำนวนจลุนิทรย์ีทัง้หมด จ�ำนวนยสีต์และราท้ังหมดเกินเกณฑ์มาตรฐาน
ตรวจพบ เชือ้ Staphylococcus aureus และเชือ้ Salmonella spp. ดงันัน้การเปรยีบเทยีบวธิเีตรยีมผงไพลทีม่คุีณภาพ
เป็นไปตามต�ำรามาตรฐานยาสมนุไพรไทย จงึเปรยีบเทยีบในด้านคณุภาพและปรมิาณสารส�ำคญัของผงไพลท่ีเตรยีมด้วย
วิธีการนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาทีกับกลุ่มควบคุม (กลุ่มที่ 3)
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วารสารมหาวิทยาลัยทักษิณ
ปีที่ 19 ฉบัับที่ 2 กรกฎาคม – ธันวาคม 2559

		  การตรวจปริมาณสิ่งแปลกปลอมในผงไพลที่เตรียมด้วยวิธีต่างๆ (ตารางที่ 2) ทั้ง 5 ตัวอย่าง ไม่พบปริมาณ
สิ่งแปลกปลอม ผ่านเกณฑ์มาตรฐาน ซึ่งก�ำหนดให้มีปริมาณสิ่งแปลกปลอมไม่เกิน 2.0% w/w เนื่องจากมีการคัดแยก
สิ่งแปลกปลอมออกตั้งแต่กระบวนการล้างท�ำความสะอาด และเตรียมผงไพลในห้องที่สะอาดติดหลอดยูวีเพื่อฆ่าเชื้อโรค
ใช้เอทานอล 70% เช็ดท�ำความสะอาดเครื่องมือและอุปกรณ์ต่างๆ ก่อนการใช้งานทุกครั้ง
		  การตรวจปริมาณความชื้นในผงไพลที่เตรียมด้วยวิธีต่างๆ (ตารางที่ 2) พบว่าทั้ง 5 ตัวอย่าง มีปริมาณความชื้น
อยู่ในช่วง 6.53-6.90%  v/w ผ่านเกณฑ์มาตรฐาน ซึ่งก�ำหนดให้มีปริมาณความชื้นไม่เกิน 13.0% v/w แสดงให้เห็นว่า
การอบไพลที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง ไม่ท�ำให้ปริมาณความชื้นของผงไพลเกินเกณฑ์มาตรฐาน
ทีก่�ำหนด ในการวเิคราะห์เปรยีบเทยีบปรมิาณความชืน้ในแต่ละกลุม่ พบว่าไม่มคีวามแตกต่างกนัทางสถติ ิโดยเป็นผลมาจาก
การน�ำตัวอย่างไพลที่ผ่านการหั่นทุกตัวอย่างใช้เวลาในการอบเท่ากัน และมีการสลับถาดใส่ตัวอย่างให้ได้รับความร้อน
อย่างทั่วถึงกัน
		  การตรวจปริมาณน�้ำมันหอมระเหย (ตารางที่ 2) พบว่าทั้ง 5 ตัวอย่าง มีปริมาณน�้ำหอมระเหยอยู่ในช่วง
3.13-3.93% v/w ผ่านเกณฑ์มาตรฐาน ซ่ึงก�ำหนดให้มีปริมาณน�้ำมันหอมระเหยไม่น้อยกว่า 2.0% v/w เมื่อท�ำการ
วเิคราะห์ พบว่า โดยภาพรวมปรมิาณน�ำ้มันหอมระเหยในกลุ่มที ่1 มปีรมิาณน�ำ้มนัหอมระเหยน้อยกว่ากลุ่มที ่2 และกลุ่มที ่3 
อย่างมีนัยส�ำคัญ (p<0.05) โดยท่ีกลุ่มที่ 2 และกลุ่มที่ 3 ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ เมื่อเทียบภายในกลุ่มที่ 1
พบว่าที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส มีปริมาณน�้ำมันหอมระเหยน้อยกว่าที่อุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส โดยมีปริมาณ
น�้ำมันหอมระเหยอยู่ที่ 3.13% v/w และ 3.40% v/w ตามล�ำดับ ซึ่งมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญ (p<0.05) โดย
ผลการทดลองสอดคล้องกับผลการศึกษาของทวีภรณ์ และคณะ [6] พบว่าการนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
15 นาที มีปริมาณน�้ำมันหอมระเหยของขมิ้นชันน้อยกว่าการนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส 15 นาทีและจาก
การรายงานของ Sukrasno et al. [10] พบว่า ความร้อนและการเผาไหม้ที่อุณหภูมิสูงกว่า 60 องศาเซลเซียส มีผลต่อ
การลดลงของน�้ำมันหอมระเหยนั่นแสดงว่าการใช้อุณหภูมิสูงในการนึ่งฆ่าเชื้อ ท�ำให้เกิดการสูญเสียปริมาณน�้ำมันหอม
ระเหยเพิ่มขึ้น
		  การตรวจปริมาณสารสกัดด้วยน�้ำ (ตารางที่ 2) พบว่าทั้ง 5 ตัวอย่าง มีปริมาณสารสกัดด้วยน�้ำอยู่ในช่วง
15.98-18.76% w/w ซึง่ไม่มีการก�ำหนดเกณฑ์ไว้ แต่หากน�ำเกณฑ์มาตรฐานของปรมิาณสารสกดัด้วยน�้ำที่มกีารก�ำหนด
ไว้ในต�ำรามาตรฐานยาสมุนไพรไทย [8] ของพืชที่จัดอยู่ในกลุ่มเดียวกัน เช่น ขมิ้นชัน ซึ่งก�ำหนดปริมาณสารสกัดด้วยน�้ำ
ไม่น้อยกว่า 9.0% w/w มาเป็นเกณฑ์อ้างอิงเพื่อเทียบเคียงผลการทดลอง พบว่าทุกตัวอย่างมีปริมาณสารสกัดด้วยน�้ำ
สูงกว่าเกณฑ์ และเมื่อท�ำการวิเคราะห์ปริมาณสารสกัดด้วยน�้ำ พบว่ากลุ่มที่ 1 มีปริมาณสารสกัดด้วยน�้ำน้อยกว่ากลุ่มที่ 
2 และกลุ่มที่ 3 อย่างมีนัยส�ำคัญ (p<0.05) และพบว่าการนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที มีปริมาณ
สารสกัดด้วยน�้ำน้อยที่สุดซึ่งผลการทดลองสอดคล้องกับ Chusri et al. [5] โดยพบว่าขม้ินชันที่ผ่านการน่ึงฆ่าเช้ือที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที มีปริมาณสารสกัดด้วยน�้ำน้อยที่สุด ทั้งนี้อาจเป็นผลมาจากการใช้อุณหภูมิสูงใน
การนึ่งฆ่าเชื้อ ส่งผลท�ำให้สารประกอบบางชนิดที่สามารถละลายในน�้ำได้เกิดการเสียสภาพไป
		  การตรวจหาปริมาณสารสกัดด้วยเฮกเซน (ตารางที่ 2) พบว่าทั้ง 5 ตัวอย่าง มีปริมาณสารสกัดด้วยเฮกเซนอยู่
ในช่วง 18.68-23.16% w/w ผ่านเกณฑ์มาตรฐาน ซึ่งก�ำหนดให้มีปริมาณสารสกัดด้วยเฮกเซนไม่น้อยกว่า 3.0% w/w 
เมื่อท�ำการวิเคราะห์ พบว่ากลุ่มที่ 1 และ กลุ่มที่ 2 มีปริมาณสารสกัดด้วยเฮกเซนน้อยกว่ากลุ่มที่ 3 อย่างมีนัยส�ำคัญ 
(p<0.05) และพบว่าการนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที มีปริมาณสารสกัดด้วยเฮกเซนน้อยที่สุดเมื่อ
เทยีบกบัตวัอย่างอืน่ๆ โดยการใช้อณุหภมูสิงูมผีลต่อการสลายตวัของสารกลุม่ทีม่โีมเลกลุขนาดเลก็ เช่น สารกลุม่ monoterpene 
ซึ่งเป็นองค์ประกอบหลักของน�้ำมันหอมระเหยในไพล [11- 12] และสารกลุ่มอื่นๆ ที่สามารถละลายได้ในเฮกเซน
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วารสารมหาวิทยาลัยทักษิณ
ปีที่ 19 ฉบัับที่ 2 กรกฎาคม – ธันวาคม 2559

		  การตรวจหาปริมาณสารสกัดด้วยคลอโรฟอร์ม (ตารางที่ 2) พบว่าทั้ง 5 ตัวอย่าง มีปริมาณสารสกัดด้วย
คลอโรฟอร์มอยู่ในช่วง 15.07-15.88% w/w ผ่านเกณฑ์มาตรฐาน ซ่ึงก�ำหนดให้มีปริมาณสารสกัดด้วยคลอโรฟอร์ม
ไม่น้อยกว่า 5.0% w/w เมื่อท�ำการวิเคราะห์เปรียบเทียบในแต่ละกลุ่ม พบว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติแต่จะพบว่า
กลุม่ที ่1 มปีรมิาณสารสกดัด้วยคลอโรฟอร์มน้อยกว่ากลุม่ที ่2 และกลุ่มที ่3 ซึง่อาจเป็นผลมาจากการใช้อณุหภูมสูิง ท�ำให้
สารบางชนดิทีล่ะลายได้ในตวัท�ำละลายคลอโรฟอร์มเกดิการสลายตัว แต่อย่างไรกต็าม การใช้อณุหภูมิสูงไม่ท�ำให้ปรมิาณ
สารสกัดด้วยคลอโรฟอร์มเกิดความแตกต่างกันทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ไม่ใช้ความร้อน

ตารางที่ 3 องค์ประกอบหลักของน�้ำมันหอมระเหยไพล

% relative peak area

121°C 

15 นาที

Control

8.21 Sabinene (C
10
H

16
) 6.94 13.56

8.44 β-Pinene  (C
10
H

16
) 0.43 1.59

8.98 β-Myrcene (C
10
H

16
) 0.20 0.89

11.18 p-Cymene  (C
10
H

14
) 0.18 1.15

13.42 γ-Terpinene  (C
10
H

16
) 1.06 4.06

15.42 Terpinolene (C
10
H

16
) 0.24 0.80

24.54 Terpinene-4-ol (C
10
H

18
) 8.49 23.23

42.92 β-Sesquiphellandrene (C
15
H

24
) 6.09 3.93

45.54 2-Allyl-1,4-dimethoxy-3-methyl-benzene  (C
12
H1

6
O

2
) 6.12 2.95

46.92 Triquinacene 1,4-bis(methoxy) (C
12
H

14
O

2
) 48.86  26.19

50.51 2-Propenoic acid,3-(3,4-dimethoxyphenyl)-methylester  (C
12
H

14
O

4
)  4.96  2.15

 RT: Retention Time

RT องค์ประกอบ
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วารสารมหาวิทยาลัยทักษิณ
ปีที่ 19 ฉบัับที่ 2 กรกฎาคม – ธันวาคม 2559

		  จากผลการตรวจสอบคุณภาพของผงไพลทีเ่ตรยีมโดยวิธต่ีางๆ พบว่าการนึง่ฆ่าเช้ือทีอ่ณุหภมู ิ121 องศาเซลเซียส 
15 นาที เป็นวิธีที่เหมาะสมที่สุด ดังนั้นจึงได้ท�ำการวิเคราะห์องค์ประกอบของน�้ำมันหอมระเหยไพลด้วยเทคนิค GC-MS
จากตัวอย่างที่เตรียมด้วยการนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ผลการ
วิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของน�้ำมันหอมระเหยไพล (ตารางที่ 3) พบว่าทั้ง 2 ตัวอย่างมีองค์ประกอบหลักเป็นสาร
กลุ ่ม monoterpene ได้แก่ Sabinene, β-Pinene, β-Myrcene, p-cymene, γ-Terpinene, Terpinolene,
Terpinene-4-ol และรองลงมาเป็นสารกลุ่ม Sesquiterpenes ได้แก่ β-Sesquiphellandrene โดยสารส�ำคัญที่พบใน
ปริมาณมากที่สุดในกลุ่มการนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที และในกลุ่มควบคุม ได้แก่ Triquinacene, 
1,4-bis (Methoxy), Terpinene-4-ol และ Sabinene ตามล�ำดับ ซึ่งสอดคล้องกับผลการศึกษาของ Bhuiyan et al. 
[13] และ Singh et al. [14] โดยพบว่าปรมิาณสารส�ำคญัทีพ่บมากทีสุ่ดในเหง้าไพล คือ Triquinacene, 1,4-bis (Methoxy) 
และ terpinene-4-ol ตามล�ำดับ และพบว่าในกลุ่มการนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที มีปริมาณสาร
ส�ำคัญกลุ่ม monoterpene ลดลงจากปริมาณเริ่มต้นเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม โดยเป็นผลมาจากการใช้อุณหภูมิ
สูงท�ำให้สารกลุ่ม monoterpene ซึ่งมีโมเลกุลขนาดเล็กเกิดการระเหยได้ง่ายท�ำให้มีปริมาณลดลง ส่วนสารกลุ่มที่มี
โมเลกุลขนาดใหญ่กว่า ได้แก่ Triquinacene, 1,4-bis (Methoxy), 2-Allyl-1, 4-dimethoxy-3-methyl-benzene, 
β-Sesquiphellandrene และ 2-Propenoic acid, 3-(3,4-Dimethoxyphenyl)-methylester มีปริมาณที่เพิ่มขึ้น
โดยการเพิ่มขึ้นของปริมาณดังกล่าวในตัวอย่างที่เตรียมด้วยการนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที ไม่ใช่
การเพิ่มขึ้นจริงของปริมาณสารส�ำคัญจากปริมาณเริ่มต้น แต่เป็นการเพิ่มขึ้นของสัดส่วนจากการวิเคราะห์ % relative 
peak area ของปริมาณสารส�ำคัญที่มีอยู่ในตัวอย่าง

สรุปผล
		  จากการศึกษาคุณภาพของผงไพลทั้ง 5 ตัวอย่าง พบว่าการนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที 
ไม่มีการปนเปื้อนจุลินทรีย์ต่างๆ (ตารางที่ 1) และผ่านเกณฑ์มาตรฐานตามข้อก�ำหนดในต�ำรามาตรฐานยาสมุนไพรไทย 
(ตารางที่ 2) ส่วนอีก 4 ตัวอย่าง ไม่ผ่านเกณฑ์มาตรฐาน เนื่องจากตรวจพบการปนเปื้อนจุลินทรีย์เกินเกณฑ์มาตรฐาน
เมื่อวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของน�้ำมันหอมระเหยไพลด้วยเทคนิค GC-MS ของกลุ่มการนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส 15 นาที และกลุ่มควบคุม พบว่ามีองค์ประกอบหลักเป็นสารกลุ่ม monoterpene ได้แก่ Sabinene,
β-Pinene, β-Myrcene, p-Cymene, γ-Terpinene, Terpinolene, Terpinene-4-ol และรองลงมาเป็นสารกลุ่ม 
Sesquiterpenes ได้แก่ β-Sesquiphellandrene โดยสารส�ำคญัทีพ่บในปริมาณมากทีส่ดุในกลุม่การนึง่ฆ่าเชือ้ทีอ่ณุหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส 15 นาที ได้แก่ Triquinacene, 1,4-bis (Methoxy) (48.86%), Terpinene-4-ol (8.49%) และ 
Sabinene (6.94%) ตามล�ำดับ และสารส�ำคัญที่พบในปริมาณมากที่สุดในกลุ่มควบคุม ได้แก่ Triquinacene, 1,4-bis 
(Methoxy) (26.19%), Terpinene-4-ol (23.23%) และ Sabinene (13.56%) ตามล�ำดับ และพบว่าในกลุ่มการนึ่ง
ฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที มีปริมาณสารส�ำคัญกลุ่ม monoterpene ลดลงจากปริมาณ
เริม่ต้นเมือ่เปรยีบเทียบกบักลุม่ควบคมุ โดยสรปุแม้การน่ึงฆ่าเชือ้ทีอ่ณุหภมู ิ121 องศาเซลเซยีส 15 นาท ีจะท�ำให้คณุภาพ
ของผงไพลลดลงเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม แต่ก็ยังมีคุณภาพผ่านตามเกณฑ์มาตรฐานท่ีก�ำหนดไว้ในต�ำรามาตรฐานยา
สมุนไพรไทย ซึ่งการนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที มีข้อดี คือ ไม่พบการปนเปื้อนจุลินทรีย์ต่างๆ
แต่มีข้อด้อยคือท�ำให้ปริมาณน�้ำมันหอมระเหยไพล และองค์ประกอบหลักทางเคมีในน�้ำมันหอมระเหยไพลมีปริมาณท่ี
ลดลง แต่อย่างไรก็ตามการนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที เป็นวิธีที่เหมาะสมในการเตรียมผงไพลที่ได้
คุณภาพผ่านเกณฑ์มาตรฐานซ่ึงในอนาคตควรจะมีการศึกษาเกี่ยวกับปริมาณสารส�ำคัญและฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของ
น�้ำมันหอมระเหยไพลที่ได้จากการเตรียมด้วยวิธีการนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที
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