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บท¤Ñ´Â‹อ

º·¹íา:	 ต�ารับยาประสะเปราะใหญ่	มีสรรพคุณเป็นยารักษาอาการหวัด	หอบหืด	และแก้ไข้อยู่ในบัญชียาหลักแห่งชาติ	

	 พ.ศ.	๒๕๕๔	แต่ไม่มรีายงานการศกึษาวธิกีารควบคมุคณุภาพของผงยาต�ารบัประสะเปราะใหญ่	ดังน้ันวตัถปุระสงค์

	 ของงานวิจัยนี้คือ	การศึกษาความสัมพันธ์ของฤทธิ์ทางชีวภาพของการสกัดผงยาต�ารับประสะเปราะใหญ่

	 กบัระยะเวลาการสกดั	เพือ่หาระยะเวลาการสกดัทีท่�าให้ฤทธิต้์านการแพ้ดทีีส่ดุของยาต�ารบัเพือ่น�ามาใช้ทดสอบ

	 ความคงตัวของผงยาต�ารับประสะเปราะใหญ่

ÇÔ¸Õการศึกษา:		 น�าไปสกดัโดยการแช่สกดัด้วย	๙๕%	เอทานอล	ในระยะเวลาทีต่่างกนั	คอื	๑,	๓,	๕,	๗,	๙	และ	๑๑	วัน	จากนัน้

	 น�าสารสกดัมาศกึษาฤทธิต้์านการแพ้	โดยวธิกีารวดัค่าการยบัยัง้การหลัง่เอนไซม์	β-hexosaminidase	จากเซลล์

	 เมด็เลอืดขาวของหน	ู(RBL-2H3),	ฤทธิต้์านอนมุลูอสิระโดยวธิ	ีDPPH	scavenging	assay	และปรมิาณสารฟีนอลรวม	

	 โดยวธิกีารใช้	Folin-Ciocalteu	reagent	ระยะเวลาการสกดัทีท่�าให้มฤีทธิท์างชวีภาพโดยเฉพาะฤทธิต้์านการแพ้ดทีีส่ดุ	

	 น�ามาใช้สกดัผงยาเก็บที่เวลา	๐,	๑๕,	๓๐,	๖๐,	๙๐	และ	๑๒๐	วัน	ในสภาวะเรง่	ที่อณุหภูมิ	๔๕	องศาเซลเซียส	

	 ความชื้นสัมพัทธ์ร้อยละ	๗๕	เพื่อเป็นการทดสอบความคงตัวของฤทธิ์ต้านการแพ้ของผงยาต�ารับ

ผลการศึกษา:		 การแช่สกดัผงยาต�ารบัประสะเปราะใหญ่	ในระยะเวลาแตกต่างกนัมฤีทธิต้์านการแพ้	และมปีรมิาณสารฟีนอล

	 รวมไม่แตกต่างกันทางสถิติ	(p	>	๐.๐๕)	แต่ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระจากการสกัดเป็นเวลา	๓,	๗	และ	๑๑	วัน	

	 มคีวามแตกต่างทางสถติจิากการสกัด	๑	วนั	(p	<	๐.๐๕)	ซึง่พบว่าการสกัดเป็นระยะเวลา	๑	วนัมีฤทธิต้์านการแพ้

	 ทีด่ทีีส่ดุมค่ีา	IC
50
	เท่ากบั	๑๒.๘๓	±	๐.๘๔	ไมโครกรมั/มลิลลิติร	มสีารฟีนอลรวมเท่ากบั	๒๘.๔๓	±	๓.๖๗	มลิลกิรมั	

	 แกลลิคแอซิด/กรัมสารสกัด	มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระดีเป็นอันดับที่	๕	มีค่า	EC
50
	เท่ากับ	๘๕.๘๔	±	๔.๑๘	

	 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร	โดยฤทธิ์ต้านการแพ้มีความสัมพันธ์แบบผกผันกับฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ	(p	<	๐.๐๕,	

	 r	=	-๐.๘๗๑)	การทดสอบความคงตัวในสภาวะเร่งพบว่า	ค่าการยับยั้งเอนไซม์	β-hexosaminidase	จาก

	 การแช่สกัดเป็นระยะเวลา	๑	วัน	มีความคงตัวเน่ืองจากค่าการยับยั้งเอนไซม์	β-hexosaminidase	ของวันอื่น

	 ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส�าคัญ	เพื่อเปรียบเทียบกับวันที่	๐	(p	>	๐.๐๕)	

วิจารณ์ และ	 ระยะเวลาการแช่สกดัผงยาประสะเปราะใหญ่เพือ่ใช้รกัษาอาการแพ้	เนือ่งจากอาการหวดั	หอบหดื	ทีเ่หมาะสม

สรุปผลการศึกษา:	ที่สุดคือ	การแช่สกัดเป็นระยะเวลา	๑	วัน	เนื่องจากมีฤทธิ์ต้านการแพ้ที่ดีที่สุดและใช้เวลาในการแช่สกัด

	 น้อยที่สุด	การศึกษาความคงตัวพบว่า	สามารถเก็บผงยาไว้ที่อุณหภูมิห้องได้นาน	๒	ปี	โดยที่ฤทธิ์ต้านการแพ้

	 ไม่เปลี่ยนแปลง
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บทน�ำ
	 ยาประสะเปราะใหญ่ เป็นยาต�ำรับยาไทยที่อยู่ใน

บัญชียาหลักแห่งชาติ มีสรรพคุณใช้เป็นยาแก้พิษไข้ตานซาง

ส�ำหรับเด็ก แก้หวัด๑ และเปราะหอม ซ่ึงเป็นตัวยาสมุนไพร

ที่ใช้มากที่สุด (ใช้ครึ่งหนึ่งของยาทั้งหมด) มีสรรพคุณใน 

การแก้หวดั คดัจมกูได้๒ ซึง่มรีายงานว่า มฤีทธิต้์านการแพ้ โดย

การยับยั้งเอนไซม์เบต้าเฮ็กโซซามินิเดส (β-hexosaminidase)  

มีค่า IC
50  

เท่ากับ ๑๔.๙๑ ±  ๐.๘๖ ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  

ส่วนยาประสะเปราะใหญ่เมื่อสกัดด้วย ๙๕% เอทานอล  

มีฤทธิ์ต้านการแพ้ที่ดี โดยมีค่า IC
50
 เท่ากับ ๑๖.๕๙ ± ๑.๖๘  

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ซ่ึงท้ังสารสกัดช้ันเอทานอลของต�ำรับ

ประสะเปราะใหญ่และเปราะหอม ซึ่งเป ็นตัวยาหลักมี 

ฤทธิ์ต้านเอนไซม์เบต้าเฮ็กโซซามินิเดส (β-hexosaminidase) 

ดีกว่ายาต้านการแพ้ช่ือยาคีโตติเฟน (Ketotifen) ที่ใช้กันใน

ปัจจุบันซึ่งมีค่า IC
50
 เท่ากับ ๔๐.๔๑ ± ๑.๗๑ ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร๓ และต�ำรับยาประสะเปราะใหญ่ ยังมีฤทธิ์

ยับยั้งไนตริกออกไซด์ (nitric oxide; NO) โดยมีค่า IC
50
 

เท่ากับ ๑๘.๔๐ ± ๐.๔๓ ไมโครกรัม/มิลลิลิตร๔ จะเห็นได้ว่า  

ยาประสะเปราะใหญ่ เป็นยาที่ควรมีการศึกษาวิจัยในการใช้

เป็นยาแก้หวัดภูมิแพ้ทางคลินิก แต่ยังไม่มีผู้ใดที่ศึกษาวิธีการ

ควบคมุคณุภาพของผงยาประสะเปราะใหญ่ ดงันัน้ การศกึษา

ครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาระยะเวลาการแช่สกัดผงยาที่

ระยะเวลาแตกต่างกันทีท่�ำให้ฤทธิต้์านการแพ้ ฤทธ์ิต้านอนมุลู

อิสระ และปริมาณของสารประกอบฟีนอลรวมดีที่สุด ทั้งนี้

เพื่อเป็นข้อมูลเบื้องต้น ที่จะน�ำยาต�ำรับยาประสะเปราะใหญ่

ไปศึกษาการควบคุมคุณภาพและการศึกษาความคงตัวของ 

ผงยา เพื่อใช้ประโยชน์ในการน�ำไปใช้ในการวิจัยทางคลินิก

ต่อไป

วิธีการศึกษา
การเตรียมตัวอย่างสมุนไพร

	 ๑.๑ สมุนไพรที่จะศึกษา 

	 สมุนไพรจ�ำนวน ๒๑ ชนิด ได้แก่ กระวาน กานพลู 

โกฐเขมา โกฐจุฬาล�ำพา โกฐเชียง โกฐสอ โกฐหัวบัว  

เกสรบัวหลวง จันทน์แดง จันทน์เทศ ดอกจันทน์ เทียนขาว 

เทยีนข้าวเปลอืก เทยีนแดง เทยีนด�ำ เทยีนตาตัก๊แตน บนุนาค 

เปราะหอม พิกุล ลูกจันทน์ และสารภี เก็บหรือซื้อมาและ 

ได้บนัทกึแหล่งทีม่าพร้อมทัง้ท�ำพพิธิภณัฑ์พชืไว้เพือ่เกบ็อ้างองิ

	 สมุนไพร	 ชื่อวิทยาศาสตร์	 ชื่อวงศ์	 ส่วนที่ใช้	 น�้ำหนัก	 ตัวอย่าง	 แหล่งทีม่า

					     (กรัม)	 พรรณไม้หมายเลข

	 กระวาน	 Amomum testaceum Ridl.	 ZINGIBERACEAE	 ผล	 ๒๕	 SKP206011101	 จันทบุรี

	 กานพลู	 Syzygium aromaticum (L.) 	 MYRISTICACEAE	 ดอก	 ๒๕	 SKP123190101	 จันทบุรี

	 	 Merr. et Perry

	 โกฐเขมา	 Atractylodes lancea	 COMPOSITAE	 เหง้า	 ๒๕	 SKP051011201	 จีน

	 	 (Thunb.) DC.

	 โกฐจุฬาล�ำพา	 Artemisia annua L.	 COMPOSITAE	 ทุกส่วน	 ๒๕	 SKP051010101	 จีน

	 โกฐเชียง	 Angelica sinensis (Oliv.) Diels	 UMBELLIFERAE	 ราก	 ๒๕	 SKP199010901	 จีน

	 โกฐสอ	 Angelica dahurica Benth.	 UMBELLIFERAE	 ราก	 ๒๕	 SKP199010401	 จีน

	 โกฐหัวบัว	 Ligusticum sinense	 UMBELLIFERAE	 เหง้า	 ๒๕	 SKP199121901	 จีน

	 	 Oliv. cv. Chuanxiong

	 เกสรบัวหลวง	 Nelumbo nucifera Gaertn.	 NELUMBONACEAE	 เกสร	 ๒๕	 SKP125141401	 นครปฐม

	 จันทน์แดง	 Dracaena loureiri Gagnep.	 DRACAENACEAE	 ล�ำต้น	 ๒๕	 SKP065041201	 จันทบุรี

	 จันทน์เทศ	 Myristica fragrans Houtt.	 MYRISTICACEAE	 ล�ำต้น	 ๒๕	 SKP121130601	 จันทบุรี

	 ดอกจันทน์	 Myristica fragrans Houtt.	 MYRISTICACEAE	 รก	 ๒๕	 SKP121130601	 ชุมพร

	 เทียนขาว	 Cuminum cyminum L.	 UMBELLIFERAE	 ผล	 ๒๕	 SKP199030301	 อินเดีย

	 เทียน	 Foeniculum vulgare	 UMBELLIFERAE	 ผล	 ๒๕	 SKP199062201	 อินเดีย

	 ข้าวเปลือก	 Mill. var. dulce (Mill.) Thell.

ตารางที่ ๑	 แหล่งท่ีมา หมายเลขของตัวอย่างพรรณไม้ และส่วนที่ใช้ของสมุนไพรในต�ำรับประสะเปราะใหญ ่และปริมาณยาใน  

	 ๑,๐๐๐ กรัม
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	 น�ำสมุนไพรต�ำรับประสะเปราะใหญ่ทั้ง ๒๑ ชนิด 

ตามสัดส่วนที่ได้ก�ำหนดไว้ ดังแสดงในตารางที่ ๑ ไปย่อยให้

มขีนาดเลก็ แล้วร่อนผ่านตะแกรงเบอร์ ๘๐ จากนัน้แบ่งผงยา

ทั้งหมดออกเป็น ๖ ส่วน ส่วนละ ๑๐๐ กรัม สกัดด้วย ๙๕% 

เอทานอล ที่ระยะเวลาต่างๆ ดังนี้ สกัดระยะเวลานาน ๑, ๓, 

๕, ๗, ๙ และ ๑๑ วนั จากนัน้น�ำสารสกดัทีไ่ด้ไประเหยให้แห้ง

โดยใช้เครื่องกลั่นระเหยสารแบบหมุน (rotary evaporator)  

จากนั้นค�ำนวณหาร้อยละสารสกัดท่ีได้ต่อน�้ำหนักพืชแห้ง  

(% yield) 

	 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพและการหาปริมาณ

สารประกอบทางเคมี

	 ท�ำการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพที่เกี่ยวข้อง ได้แก่ 

ฤทธิต้์านการแพ้ ฤทธิต้์านอนมุลูอสิระ และการหาปรมิาณสาร

ฟีนอลรวม ดังนี้

	 ฤทธิ์ต้านการแพ้

	 การทดสอบฤทธิ์ต้านการแพ้มีหลักการดังน้ี คือ 

การใช้สิง่แปลกปลอมต่อเนือ้เยือ่ร่างกาย (antigen) ไปกระตุน้

เซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด basophil (Rat basophilic leukemia; 

RBL-2H3 cells) ท�ำให้เกดิ degranulation การเกดิ degranulation  

จะมีการหลั่งสารฮิสทามีน (histamine) ควบคู่กับการหลั่ง

เอนไซม์ β-hexosaminidase เสมอ๕ ดงันัน้การศกึษาฤทธิย์บัยัง้

การหลั่งฮิสทามีน ที่หลั่งจาก mast cell และ basophil จึงใช้

ปริมาณ β-hexosaminidase ท่ีหลั่งออกมาเป็นตัวชี้วัดอาการ

ภูมิแพ้ที่เกิดขึ้น ซึ่งวิธีการวัดปริมาณ  β-hexosaminidase ที่

หลั่งออกมาโดยใช้เทคนิควัดการดูดกลืนแสง (UV-Visible 

spectrophotometry) ถือเป็นวิธีที่สะดวกและรวดเร็ว๖ 

	 วธิกีารทดสอบฤทธิต้์านเอนไซม์ β-hexosaminidase๗ 

โดยเล้ียงเซลล์ RBL-2H3 cells ใน 24 well-plate (โดยเซลล์

มีความเข้มข้น ๕ x ๑๐๕ เซลล์/มิลลิลิตร) อาหารที่ใช้เลี้ยง

เซลล์คือ minimum essential medium eagle (MEM) ที่

ประกอบด้วย ๑๕% Fetal bovine serum (FBS), penicillin 

(๑๐๐ หน่วย/มิลลิลิตร) และ streptomycin (๑๐๐ ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร) โดยเพาะเลี้ยงเซลล์ใน CO
2
 incubator ท่ีอุณหภูมิ  

๓๗ องศาเซลเซยีส เป็นเวลา ๑ ชัว่โมง เตมิ dinitrophenylated  

IgE solution (DNP-IgE) ที่อยู่ใน MEM ลงไปหลุมละ ๔๐ 

ไมโครลิตร เฉพาะหลุม control และหลุม sample ส่วน blank 

จะใส่ MEM เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ ๓๗ องศาเซลเซียส เป็น

เวลา ๒๔ ชั่วโมง ดูดสารละลายเก่าออกแล้วล้างด้วย buffer 

A solution (ประกอบด้วย 119 mM NaCl, 5 mM KCl, 0.4 

mM MgCl
2
, 25 mM PIPES, 40 mM NaOH pH 7.2) ๔๐๐ 

ไมโครลิตร เติม buffer A solution ๑๖๐ ไมโครลิตร ลง

ไปทุกหลุม เขย่าให้เข้ากัน แล้วน�ำไปเพาะเล้ียงที่อุณหภูมิ  

๓๗ องศาเซลเซียส เป็นเวลา ๑๐ นาที เติมสารสกัด

สมุนไพร (sample solution) จ�ำนวน ๒๐ ไมโครลิตร ลงไป

ในหลุม sample ส่วนหลุม blank และ control เติม buffer A  

๒๐ ไมโครลิตรแล้วเพาะเลี้ยง ที่อุณหภูมิ ๓๗ องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา ๑๐ นาที เติม dinitrophenylated bovine serum 

albumin solution (DNP-BSA) ๒๐ ไมโครลิตรในหลุม control 

และ sample ส่วนหลมุ blank เตมิ buffer A แล้วจงึเพาะเลีย้ง

ที่อุณหภูมิ ๓๗ องศาเซลเซียส เป็นเวลา ๒๐ นาที pipette 

sample solution ๕๐ ไมโครลิตรลงใน 96 well-plate เติม 

1 mM p-nitrophenyl N-acetyl-β-D-glucosaminide (PNAG)  

	 สมุนไพร	 ชื่อวิทยาศาสตร์	 ชื่อวงศ์	 ส่วนที่ใช้	 น�้ำหนัก	 ตัวอย่าง	 แหล่งทีม่า

					     (กรัม)	 พรรณไม้หมายเลข

	 เทียนแดง	 Lepidium sativum L.	 CRUCIFERAE	 เมล็ด	 ๒๕	 SKP057121901	 อินเดีย

	 เทียนด�ำ	 Nigella sativa L.	 RANUNCULACEAE	 เมล็ด	 ๒๕	 SKP160141901	 อินเดีย

	 เทียนตาตั๊กแตน	Anethum graveolens L.	 UMBELLIFERAE	 ผล	 ๒๕	 SKP199010701	 อินเดีย

	 บุนนาค	 Mesua ferrea L.	 GUTTIFERAE	 ดอก	 ๒๕	 SKP08313060	 ราชบุรี

	 เปราะหอม	 Kaempferia galanga L.	 ZINGIBERACEAE	 เหง้า	 ๕๐๐	 SKP206110701	 กาญจนบรุี

	 พิกุล	 Mimusops elengi L.	 SAPOTACEAE	 ดอก	 ๒๕	 SKP171130501	 ราชบุรี

	 ลูกจันทน์	 Myristica fragrans Houtt.	 MYRISTICACEAE	 เมล็ด	 ๒๕	 SKP121130601	 ชุมพร

	 สารภี	 Mammea siamensis Kosterm.	 GUTTIFERAE	 ดอก	 ๒๕	 SKP083131901	 ราชบุรี

ตารางที่ ๑	 แหล่งที่มา หมายเลขของตัวอย่างพรรณไม้ และส่วนที่ใช้ของสมุนไพรในต�ำรับประสะเปราะใหญ่ และปริมาณยาใน  

	 ๑,๐๐๐ กรัม (ต่อ)
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๕๐ ไมโครลติรลงใน ๔๘ หลมุด้านบน ส่วนด้านล่างเตมิ citric 

acid แล้วเพาะเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ ๓๗ องศาเซลเซียส เป็นเวลา  

๒ ชั่วโมง เติม Na
2
CO

3
 buffer ๒๐๐ ไมโครลิตรแล้ววิเคราะห์ 

p-nitrophenol โดยใช้ UV-Vis detector ที่ความยาวคลื่น  

๔๐๕ นาโนเมตร น�ำค่าท่ีได้มาค�ำนวณหาค่าความเข้มข้นที่

สามารถยับยั้งการหลั่งเอนไซม์ได้ร้อยละ ๕๐ (inhibitory con-

centration can inhibit 50% enzyme release; IC
50
) จากค่า 

dose response curve โดยใช้ prism program 

ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ

	 DPPH หรือ 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl เป็น 

อนุมูลอิสระ สามารถรับ electron hydrogen radical ได้ ซึ่ง

เมื่อ DPPH อยู่ในรูปสารละลายใน absolute ethanol จะมี 

สีม่วง และเมื่อท�ำปฏิกิริยากับสารท่ีมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระจะ

ท�ำให้มีสีจางลง โดยเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน (buthyl-

hydroxytoluene; BHT) สามารถวิเคราะห์ปริมาณ โดยวัดค่า

การดูดกลืนแสงที่ ๕๒๐ นาโนเมตร หลังจากปฏิกิริยาด�ำเนิน

ไปจนถึงภาวะคงที่ 

วิธีการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดยใช้ DPPH๘

	 ชัง่สารมาตรฐาน BHT และ สารสกดัสมนุไพร หนกั 

๑๐ มิลลิกรัม ละลายด้วย absolute ethanol ๑๐ มิลลิลิตร  

เจือจางให ้ได ้ความเข ้มข ้น ๑๐๐, ๕๐, ๓๐, ๑๐ และ  

๑ ไมโครกรมั/มลิลลิติร (เตรยีม ๒ มลิลลิติร) น�ำสารมาตรฐาน 

BHT และสารละลายตัวอย่างความเข้มข้นต่างๆ เติมลงใน  

96 well plate หลมุละ ๑๐๐ ไมโครลติร เตมิสารละลาย DPPH 

ทีเ่ตรยีมโดยละลาย DPPH ใน absolute ethanol (6 x 10-5 M)  

(MW DPPH = 394.32) ใน 96 well plates หลุมละ  

๑๐๐ ไมโครลิตร ทิ้งไว้ ๓๐ นาทีในที่มืด และน�ำไปวัด 

ค่าดูดกลืนแสงด้วยเครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสงของสาร

ตัวอย่าง (microplate reader) ที่ ๕๒๐ นาโนเมตร และหาค่า

ความเข้มข้นของสารที่มีประสิทธิภาพยับยั้งอนุมูลอิสระได้ 

ร้อยละ ๕๐ (effective concentration can inhibit 50% free radical;  

EC
50
) จากค่า dose response curve ด้วย prism program 

การหาปริมาณสารฟีนอลรวม

	 การทดสอบหาปริมาณฟีนอลรวม (total phenolic 

compounds) ด้วย Folin-Ciocalteu’s reagent ตามวิธีของ 

(Miliauskas et al., 2004) โดยใช้ Gallic acid เป็นสารมาตรฐาน 

ค�ำนวณปริมาณสารฟีนอลรวมเฉลี่ยในรูปมิลลิกรัม ของ gallic 

acid equivalents (GAE) ต่อสารสกัดชั้นเอทานอล ๑ กรัม๙

วิธีการทดลองหาสารประกอบฟีนอลรวม

	 ปรมิาณสารประกอบฟีนอลรวมในสารสกดัวดัได้จาก

ค่าการดูดกลืนแสงตามวิธี Folin-Ciocalteu’s method๑๐ โดย

ประยุกต์ใช้ใน 96 well plate ปริมาณสารประกอบฟีนอลรวม

ค�ำนวณจาก calibration curve ของสารมาตรฐานแกลลกิแอซดิ 

(gallic acid) โดยคิดเป็น มิลลิกรัมของแกลลิกแอซิดต่อกรัม

สารสกัด (mg GAE/g of extract) การค�ำนวณค่าสารประกอบ 

ฟีนอลรวมในวิธีนี้จะคิดจากความสามารถในการท�ำปฏิกิริยา

เคมีของสารตัวอย่างที่สัมพันธ์อย่างเท่ากันกับแกลลิกแอซิด๑๑  

การทดลองโดยการเตรยีมสารสกดัตวัอย่างและสารมาตรฐาน

แกลลิกแอซิด ๑ มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ละลายใน absolute 

ethanol ดูดสารตัวอย่าง ๒๐ ไมโครลิตรลงใน 96 well 

plate เติม Folin-Ciocalteu’s reagent ๑๐๐ ไมโครลิตร 

เติมโซเดียมคาร์บอเนต (Sodium carbonate: Na
2
CO

3
)  

๘๐ ไมโครลิตร ทิง้ไว้ทีอุ่ณหภมิูห้อง ๓๐ นาท ีและน�ำไปวดัค่า

การดูดกลืนแสงที่ ๗๖๕ นาโนเมตร 

การทดสอบความคงตัว

	 น�ำผงยา ๑,๒๐๐ กรัม แบ่งออกเป็น ๖ ส่วนๆ ละ 

๒๐๐ กรัม เม่ือเริ่มการทดลองให้เก็บผงยาส่วนที่ ๑ เข้าตู้  

-๒๐ องศาเซลเซียส คิดเป็นตัวอย่างที่ Day 0 และน�ำผงยา

ส่วนทีเ่หลือเก็บทีอุ่ณหภมิู ๔๕ องศาเซลเซยีส ความชืน้สมัพทัธ์ 

ร้อยละ ๗๕ เป็นเวลา ๑๕, ๓๐, ๖๐, ๙๐ และ ๑๒๐ วัน  

ตามล�ำดับ ให้เป็น Day 15, Day 30, Day 60, Day 90 และ 

Day 120 ตามล�ำดับ เมื่อครบก�ำหนดเวลาของผงยาแต่ละ

วันตามก�ำหนด ให้น�ำออกมาเก็บไว้ที่ตู้ -๒๐ องศาเซลเซียส  

เช่นเดียวกับผงยา Day 0 เพื่อรอท�ำการแช่สกัด และสกัด

พร้อมกันเม่ือน�ำผงยาส่วนสุดท้ายคือ Day 120 ออกจาก

อุณหภูมิ ๔๕ องศาเซลเซียส ความช้ืนสัมพัทธ์ร้อยละ ๗๕  

น�ำผงยาทกุระยะเวลามาแช่สกดัและสกดัด้วย ๙๕% เอทานอล  

พร้อมกันโดยใช้ระยะเวลาที่ดีที่สุดที่ได้จากการทดสอบฤทธิ์

ต้านการแพ้ในเวลาที่ต่างกัน จากผลการทดลองข้างต้น  

สารสกัดที่เก็บในการศึกษาความคงตัวน�ำไปทดสอบฤทธิ์

ทางชีวภาพ หลังจากนั้นจึงเปรียบเทียบฤทธิ์ทางชีวภาพของ

วันที่เก็บในสภาวะเร่งแต่ละระยะเวลากับ Day 0 เป็นรายคู ่ 

ถ้าระยะเวลาต่างๆ มีฤทธิ์ทางชีวภาพไม่แตกต่างกันแสดงว่า  

ผงยามีความคงตัว และถ้า ๔ เดือนผลของการทดสอบ

ฤทธิ์ไม่แตกต่างกับ วันเริ่มต้นหรือ Day 0 แสดงว่าผงยาม ี

ความคงตัวมีอายุนาน ๒ ป ี โดยฤทธิ์ทางชีวภาพไม ่

เปลีย่นแปลง ตามข้อก�ำหนดของ กรมวทิยาศาสตร์การแพทย์ 

กระทรวงสาธารณสุข๑๒

การวิเคราะห์ผลทางสถิติ

	 ในการศึกษาฤทธิ์ต้านการแพ้ ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ

และปริมาณสารฟีนอลรวมท�ำการทดสอบตัวอย่างละ ๓ ครั้ง  

และน�ำมาผลที่ได ้มาวิเคราะห์หาค่าความคลาดเคลื่อน
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มาตรฐานของการวดั	(standard	error	of	measurement;	SEM)	

ส่วนความแตกต่างระหว่างฤทธิ์ต้านภูมิแพ้	ฤทธิ์ต้านอนุมูล

อิสระของสารสกัดเอทานอลในแต่ละวัน	และปริมาณสาร

ตารางที่ ò	 แสดงร้อยละน�้าหนักเมื่อเปรียบเทียบกับน�้าหนักสมุนไพรแห้ง	(%	yield)	ที่ได ้จากการแช่สกัดสารด้วย	

	 ๙๕	%	เอทานอล	ที่ระยะเวลาการสกัดต่างๆ

 ระยะเวลาที่ใช้แช่สกัดสาร (วัน) % yield

	 ๑	 ๖.๑๕

	 ๓	 ๕.๗๕

	 ๕	 ๖.๖๘

	 ๗	 ๗.๓๓

	 ๙	 ๖.๒๗

	 ๑๑	 ๗.๑๕

รูปที่ ๑	แสดงฤทธิ์ต้านการแพ้ของต�ารับยาประสะเปราะใหญ่	เมื่อสกัดด้วยระยะเวลาที่แตกต่างกัน	(n	=	๓)

*p	<	๐.๐๕	เป็นค่าที่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติกับวันที่	๑

รูปที่ ò	แสดงฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของต�ารับยาประสะเปราะใหญ่	เมื่อสกัดด้วยระยะเวลาต่างกัน	(n	=	๓)

ฟีนอลรวมจากการสกัดเอทานอลในแต่ละวัน	ประเมินโดย

ใช้สถิติ	one-way	ANOVA	(p	<	๐.๐๕)	ส่วนด้านการทดสอบ

ความคงตัว	วิเคราะห์โดยใช้สถิติ	pair-T	test	(p	<	๐.๐๕)

ผลกำรศึกษำ
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รูปที่ ó	แสดงปริมาณสารฟีนอลรวมของต�ารับยาประสะเปราะใหญ่	เมื่อสกัดด้วยระยะเวลาที่แตกต่างกัน	(n	=	๓)

ตารางที่ ó	แสดงฤทธิ์ต้านการแพ้	ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ	และปริมาณฟีนอลรวม	เมื่อสกัดผงยาประสะเปราะใหญ่	เป็นระยะเวลา

	 แตกต่างกัน	(n	=	๓)

*p	<	๐.๐๕	เป็นค่าที่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติกับวันที่	๑

 ระยะเวลาการสกัด ฤทธิ์ต้านการแพ้ (n = ó) ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (n = ó) ปริมาณฟีนอลรวม (n = ó)  

  ฤทธิ์ IC
50
 (µg/ml) SEM EC

50
 (µg/ml) SEM (mg gallic acid /g  SEM

        of extract)

	 ๑	วัน	 	 ๑๒.๘๓	 ๐.๘๔	 ๘๕.๘๔	 ๔.๑๘	 ๒๘.๔๓	 ๓.๖๗

	 ๓	วัน	 	 ๒๕.๑๑	 ๑.๙๘	 ๖๗.๓๒*	 ๑.๙๗	 ๓๔.๙๑	 ๔.๖๙

	 ๕	วัน	 	 ๑๘.๓๓	 ๓.๔๗	 ๘๔.๖๒	 ๑.๐๕	 ๓๐.๖๐	 ๔.๗๐

	 ๗	วัน	 	 ๑๖.๖๘	 ๒.๓๒	 ๘๑.๕๗*	 ๓.๙๔	 ๓๐.๐๒	 ๔.๕๘

	 ๙	วัน	 	 ๑๕.๓๒	 ๓.๙๐	 ๙๒.๕๐	 ๐.๖๗	 ๓๓.๖๓	 ๔.๔๐

	 ๑๑	วัน	 	 ๑๗.๓๖	 ๒.๔๕	 ๗๙.๙๘*	 ๔.๑๑	 ๓๗.๒๒	 ๔.๘๔

รูปที่ ô	 แสดงค่าการยบัยัง้เอนไซม์	β-hexosaminidase	ทีค่วามเข้มข้น	๑๐๐	ไมโครกรมั/มลิลลิติร	ของต�ารบัยาประสะเปราะใหญ่	

	 ที่สกัดด้วยเอทานอลระยะเวลา	๑	วัน	(n	=	๓)
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วิจารณ์ และสรุปผลการศึกษา
วิจารณ์ผลการศึกษา

	 ผงยาต�ำรับประสะเปราะใหญ่น�ำมาสกัดด ้วย  

๙๕% เอทานอล โดยการแช่สกัดเป็นระยะเวลาแตกต่างกัน 

ได้แก่ ๑, ๓, ๕, ๗, ๙ และ ๑๑ วัน พบว่า การแช่สกัดเป็น

ระยะเวลา ๗ วัน มีค่าเปอร์เซ็นต์น�้ำหนักเมื่อเปรียบเทียบกับ 

น�ำ้หนกัสมนุไพรแห้ง (% yield) ทีม่ากทีส่ดุ คอืร้อยละ ๗.๓๓ และ

การแช่สกัดด้วยเอทานอลเป็นระยะเวลา ๓ วันจะมีค่าร้อยละ 

น�้ำหนักเมื่อเปรียบเทียบกับน�้ำหนักสมุนไพรแห้ง (% yield)  

ที่น้อยที่สุดคือ ร้อยละ ๕.๗๕ ซึ่งไม่แตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญ

ทางสถติ ิ(p > ๐.๐๕) และเมือ่น�ำสารสกดัทีไ่ด้จากการแช่สกัด  

๙๕% เอทานอล ในระยะเวลาต่างๆ ไปท�ำการทดสอบฤทธิ์ 

ที่เกี่ยวข้อง ได้แก่ ฤทธิ์ต้านการแพ้ ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 

และหาปริมาณสารฟีนอลรวมพบว่า การแช่สกัดต�ำรับยา

ประสะเปราะใหญ่ เป็นระยะเวลา ๑, ๓, ๕, ๗, ๙ และ ๑๑ วนั  

มีฤทธิ์ยับยั้งการหลั่งเอนไซม์ β -hexosaminidase หรือ  

ฤทธิ์ต้านการแพ้โดยมีค่า IC
50
 อยู่ในช่วง ๑๒.๘๓ ± ๐.๘๔ 

ถึง ๒๕.๑๑ ± ๑.๙๘ ไมโครกรัม/มิลลิลิตร โดยฤทธิ์ 

ต้านการแพ้ที่ดีที่สุดคือ การสกัดด้วยการแช่สกัดเอทานอล

เป็นเวลา ๑ วัน และการสกัดด้วยการแช่ด้วยเอทานอลเป็น

เวลา ๓ วัน จะมีฤทธิ์ต้านการแพ้น้อยที่สุด แต่เมื่อน�ำมา

ทดสอบทางสถิติพบว่า ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญ

ทางสถิติ (p > ๐.๐๕) ซึ่งใกล้เคียงกับผลการศึกษาของ 

ศุณิตา มากชูชิต ท่ีพบว่า สารสกัดประสะเปราะใหญ่ มีฤทธิ์

ต้านการแพ้ มค่ีา IC
50 
= ๑๖.๕๙ ± ๑.๖๘ ไมโครกรมั/มลิลลิติร๓ 

ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ พบว่า ยาประสะเปราะใหญ่มีฤทธิ์

ต้านอนุมูลอิสระน้อย มีค่า EC
50
 อยู่ในช่วง ๖๗.๓๒ ± ๑.๙๗  

ถึ ง ๙๒.๕ ± ๐.๖๗ ไมโครกรัม /มิลลิลิตร ในขณะที่ 

สารต้านอนุมูลอิสระที่เป็นมาตรฐาน คือ BHT มีค่า EC
50
 

เท่ากับ ๑๓.๔๕ ± ๑.๒๗ ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เม่ือทดสอบ

ทางสถิติพบว่า การแช่สกัดเป็นเวลา ๓, ๗ และ ๑๑ วัน  

มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระแตกต่างจากการแช่สกัดเวลา ๑ วัน 

อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p < ๐.๐๕) เมื่อหาปริมาณสาร 

ฟีนอลรวม พบว่า การแช่สกดัต�ำรบัยาประสะเปราะใหญ่ เป็น

ระยะเวลา ๑, ๓, ๕, ๗, ๙ และ ๑๑ วนั มค่ีาปรมิาณสารฟีนอลรวม 

อยู่ในช่วง ๒๘.๔๓ ± ๓.๖๗ ถึง ๓๗.๒๒ ± ๔.๘๔ มิลลิกรัม 

แกลลกิแอซดิ/กรมัสารสกดั โดยปรมิาณสารฟีนอลรวมในการ

สกัดด้วยการแช่สกัดเอทานอลเป็นเวลา ๑ วัน จะมีปริมาณ 

สารฟีนอลรวมน้อยทีส่ดุ และการสกดัด้วยการแช่สกดัเอทานอล 

เป็นเวลา ๑๑ วนั จะมปีรมิาณสารฟีนอลรวมมากทีส่ดุ แต่เมือ่ 

น�ำมาทดสอบทางสถิติพบว่า ไม่มีความแตกต่างอย่างม ี

นัยส�ำคัญทางสถิติ (p > ๐.๐๕) 

	 จากการศกึษาฤทธิต้์านการแพ้ ปรมิาณสารฟีนอลรวม  

และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ สรุปได้ว่า ระยะเวลาการแช่สกัด

ผงยาประสะเปราะใหญ่ที่เหมาะสมที่สุด คือ การแช่สกัด

ยาประสะเปราะใหญ่ด้วยเอทานอลเป็นระยะเวลา ๑ วัน  

เน่ืองจากมีฤทธิ์ต ้านการแพ้ที่ ดีที่ สุด ซึ่งสอดคล้องกับ 

จุดมุ่งหมายในการใช้ยาประสะเปราะใหญ่ในการรักษาหวัด

ภมูแิพ้ นอกจากนัน้แล้วยงัมค่ีาร้อยละน�ำ้หนกัเมือ่เปรยีบเทียบ

กับน�้ำหนักสมุนไพรแห้ง (%yield) ที่ค่อนข้างสูงและใช้เวลาใน 

การแช่สกัดน้อย แต่มีฤทธิ์ต้านการแพ้ที่ดี เหมาะสมต่อ 

การน�ำไปพัฒนาเป็นยาในรูปแบบสารสกัดต่อไป ถึงแม้ว่า

การสกัดด้วยวิธีน้ีจะมีปริมาณสารฟีนอลรวมที่น้อยและฤทธิ์ 

ต้านอนุมูลอิสระที่ไม่ดีนักก็ตาม แต่ไม่มีความแตกต่างอย่าง

มีนัยส�ำคัญทางสถิติ ดังนั้นการสกัดใช้เวลาน้อยที่สุด แต่ฤทธิ์

ที่ตรงตามสรรพคุณดีที่สุดต้องเป็นการแช่สกัด ๑ วัน ซึ่งระยะ

เวลาการสกดัน้ีสามารถน�ำมาพฒันาเป็นรปูสารสกดัต�ำรบัต่อไป 

	 เมื่อน�ำผลการทดลองหาความสัมพันธ์ของฤทธิ ์

ต้านการแพ้ ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ และปริมาณสารฟีนอลรวม  

พบว่า ฤทธิ์ต้านการแพ้มีความสัมพันธ์ผกผันระดับสูงกับฤทธิ์

ต้านอนุมูลอิสระ (r = -๐.๘๗๑) ส่วนฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระไม่

สัมพันธ์กับปริมาณฟีนอลรวม (r = -๐.๓๗๖) และฤทธิ์ต้าน

การแพ้ไม่สัมพันธ์กับปริมาณฟีนอลรวมเช่นกัน (r = ๐.๒๑๖) 

น่ันอาจหมายความได้ว่า ในการทดสอบฤทธิ์เบื้องต้นจะใช ้

การศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระแทนการทดสอบฤทธิ์ต้านการ

แพ้ไม่ได้ เนื่องจากการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระมีความ

สัมพนัธ์กันในทางตรงข้ามกับฤทธิต้์านการแพ้ และปรมิาณสาร

ฟีนอลรวมไม่มคีวามสมัพนัธ์กบัฤทธิต้์านการแพ้ เนือ่งจากค่าท่ี

ได้คือ ค่า r = ๐.๒๑๖ ซึ่งน้อยมาก แสดงว่า ปริมาณสารเคมี

ที่มีความสัมพันธ์กับฤทธิ์ต้านการแพ้ไม่ใช่กลุ่มของสารฟีนอล  

ดังน้ัน ยงัคงต้องแยกสารทีอ่อกฤทธิต้์านการแพ้และดปูรมิาณ

สารทีอ่อกฤทธิต้์านการแพ้นัน้ว่ามคีวามสมัพนัธ์กบัฤทธิต้์านแพ้ 

หรือไม่ ถ้าสัมพันธ์กันจึงจะใช้เป็นการควบคุมคุณภาพทาง

เคมีด้วยสารที่แยกได้ ดังน้ันการทดลองต่อไปต้องแยกสารท่ี 

ออกฤทธิ์ต้านการแพ้เพื่อใช้ควบคุมมาตรฐานทางเคมีของ

สารสกัดในการทดสอบความคงตัวในสภาวะเร่ง โดยการ

เก็บผงยาประสะเปราะใหญ่ ไว้ที่อุณหภูมิ ๔๕ องศาเซลเซียส 

ความชื้นสัมพัทธ์ร้อยละ ๗๕ เป็นเวลา ๐, ๑๕, ๓๐, ๖๐, ๙๐ 

และ ๑๒๐ วัน แล้วน�ำมาสกัดโดยเลือกระยะเวลาการสกัดที่

เหมาะสมที่สุด ซึ่งคือการแช่สกัดเป็นระยะเวลา ๑ วัน แล้ว

น�ำสารสกัดมาทดสอบฤทธิ์ต้านการแพ้ โดยใช้ค่าการยับย้ัง

เอนไซม์ β-hexosaminidase ที่ความเข้มข้นของสารสกัด 

๑๐๐ ไมโครกรัม/มิลลิลิตร พบว่า มีค่าการยับยั้งเอนไซม์ 

β-hexosaminidase ที่เวลาต่างกัน คิดเป็น ร้อยละ ๙๒.๒๗ ± 
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๒.๑๓, ๙๕.๐๘ ± ๒.๖๖, ๙๔.๕๒ ± ๑.๙๕, ๘๘.๖๑ ± ๔.๗๔, 

๘๕.๙๓ ± ๖.๒๑, ๙๑.๒๔ ± ๓.๒๐ ตามล�ำดับ ซึ่งเมื่อทดสอบ

ทางสถิติเปรียบเทียบ ช่วงเวลาการเก็บแต่ละช่วงเวลา กับ  

Day 0 มค่ีาไม่แตกต่างอย่างมนียัส�ำคญัทางสถติ ิดังน้ันจงึสรปุ

ได้ว่า ยาประสะเปราะใหญ่ยงัคงมฤีทธิใ์นการต้านการแพ้ เมือ่

เก็บผงยาประสะเปราะใหญ่ไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นระยะเวลา  

๒ ปี๑๒ โดยฤทธิ์ต้านการแพ้ไม่เปลี่ยนแปลง

สรุปผลการศึกษา

	 ผลการศึกษาสรุปว ่ า การสกัดผงยาต� ำรับ 

ประสะเปราะใหญ่โดยการแช่สกัดด้วย ๙๕% เอทานอลเป็น

ระยะเวลา ๑, ๓, ๕, ๗, ๙ และ ๑๑ วัน ให้ค่าร้อยละน�้ำหนัก

เมือ่เปรยีบเทยีบกบัน�ำ้หนกัสมนุไพรแห้ง (%yield) ไม่แตกต่าง

กนั และมฤีทธิต้์านการแพ้ และมปีรมิาณสารฟีนอลรวมมค่ีาไม่

แตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ แต่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ

น้อย และมีความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ โดยการ

สกัดเป็นเวลาวันท่ี ๓, ๗ และ ๑๑ วัน มีความแตกต่างจาก

การสกัดเป็นเวลา ๑ วัน แสดงว่า การสกัดยาประสะเปราะ

ใหญ่เพื่อน�ำไปใช้ในการรักษาอาการแพ้เนื่องจากหวัดภูมิแพ้

นัน้ สามารถสกดัได้โดยการแช่สกดัด้วย ๙๕% เอทานอลเป็น

ระยะเวลา ๑ วัน การสกัดด้วยวิธีนี้ใช้ระยะเวลาน้อยที่สุดใน 

การสกัดยาประสะเปราะใหญ่และให้ผล ต้านการแพ้ที่ดี

ที่สุด และจากการหาความสัมพันธ์ของฤทธิ์ต้านการแพ้มี

ความสัมพันธ์แบบผกผันระดับสูงกับฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 

ดังนั้นจึงไม่สามารถใช้การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระแทน

การทดสอบฤทธิ์ต้านการแพ้ได้ และฤทธิ์ต้านการแพ้นั้นไม่

สัมพันธ์กับปริมาณสารฟีนอลรวม แสดงว่า ไม่สามารถใช้ค่า

ฟีนอลรวมแทนค่าสารเคมีที่ออกฤทธิ์ต้านการแพ้ได้ จากการ

ทดสอบความคงตัวในสภาวะเร่งพบว่า ค่าการยับยั้งเอนไซม ์

β-hexosaminidase จากการแช่สกัดเป็นระยะเวลา 1 วัน มี

ความคงตวัเนือ่งจาก ค่าการยบัยัง้เอนไซม์ β-hexosaminidase 

ของวันอื่น ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญ เม่ือเปรียบ

เทียบกับวันที่ 0 (p > ๐.๐๕) ผงยาประสะเปราะใหญ่สามารถ

เก็บไว้ในอุณหภูมิห้องได้ ๒ ปี โดยท่ียังคงมีฤทธิ์ต้านการแพ้

ได้ไม่เปลี่ยนแปลง
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Introduction:	 Pra-sa-prao-hyai formula has been used in Thai traditional medicine to treat colds, asthma and fever and it is  

	 also a herbal preparation in herbal national drug list in Anno Domini 2011. There is no report for biological  

	 control of this preparation. Thus, the objective of this research was to study on correlation of biological  

	 activity of extract from Pra-sa-prao-hyai remedy and extraction period times. This knowledge was also  

	 used to investigate for stability of powder drug of this remedy. 

Methods:	 Pra-sa-prao-hyai remedy was extracted with 95% ethanol in different times, they were 1, 3, 5, 7, 9  

	 and 11 days respectively. All of extracts were tested for antiallergic activity by determination on inhibitory  

	 effect of β-hexosaminidase enzyme from Rat basophilic leukemia (RBL-2H3). DPPH scavenging activity  

	 was also tested by DPPH radical assay and total phenolic content was measured by Folin-Ciocalteu reagent.  

	 The day of extraction which showed the highest of allergic activity was also used for studying on stability  

	 of Pra-sa-prao-hyai powder drug. The stability studies by an accelerated condition (45oC and 75% RH)  

	 of crude remedy were studied by keeping in 6 different times (Day 0, 15, 30, 60, 90 and 120 respectively).  

	 Then, these powder drugs which was kept in each times was extracted and tested antiallergic activity. 

Results:	 The extracts from crude drug which were extracted in each times were not significantly different on  

	 antiallergic and total phenolic content (p > 0.05). The DPPH scavenging activity of extract at Day 3, 7 and  

	 11 were significantly different with Day 1. The extract at Day 1 showed the best antiallergic activity  

	 (IC
50
 = 12.83 ± 0.84 µg/ml), total phenolic contents 28.43 ± 3.67 mg gallic acid/g extract and it showed  

	 the fifth of DPPH scavenging activity (EC
50
 = 85.84 ± 4.18 µg/ml). It showed reversely correlation  

	 between antiallergic and DPPH scavenging activities (p < 0.05, r = -0.871). The crude powder of Pra-sa- 

	 prao-hyai remedy was stable because the percentage of antiallergic activity of each time was not  

	 significantly different when they were compared with Day 0 (p > 0.05).

Discussion	 The best time for extraction of Pra-sa-prao-hyai remedy was maceration for one day. Pra-sa-prao-hyai  

and Conclusion:	 remedy powder was stable and it had shelf life of antiallergic activity as 2 years.
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