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บทคดัย่อ 
 

การศึกษาน้ีเป็นการศึกษาฤทธ์ิการต้านเช้ือจุลชีพ ฤทธ์ิการต้านไบโอฟิล์ม และ
การศึกษาหาองคป์ระกอบทางเคมีท่ีสามารถออกฤทธ์ิในการตา้นเช้ือของสารสกดัสมุนไพรท่ีมีฤทธ์ิ
ตา้นเช้ือมากท่ีสุดต่อเช้ือก่อโรคในช่องปาก โดยสารสกดัสมุนไพร 12 ชนิดท่ีใช้ศึกษาประกอบดว้ย 
ข่า (Alpinia galanga), ขมิ้นชนั (Curcuma longa), ขมิ้นออ้ย (Curcuma zedoaria), พลู (Piper betle), 
ดีปลี (Piper chaba), พริกไทย (Piper nigrum), ช้าพลู  (Piper sarmentosum), สะระแหน่ (Mentha 
cordifolia) , แ ม ง ลั ก  ( Ocimum africanum) , โ ห ร ะ พ า  (Ocimum basilicum) , ก ะ เพ ร า 
(Ocimum sanctum) และขิง (Zingiber officinale) การศึกษาฤทธ์ิการต้านเช้ือในขั้นต้นใช้วิธี agar 
well diffusion method, Minimal inhibition concentration ( MIC) , minimal bactericidal 
concentration (MBC) และ time kill assay การศึกษาฤทธ์ิการตา้นไบโอฟิล์มใชว้ิธี 3-[4,5-dimethyl-
2-thiazolyl]-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium-bromide (MTT) assay และศึกษาองค์ประกอบทางเคมี
ของส ารสกัด ใช้ วิ ธี  thin layer chromatography (TLC) fingerprinting, TLC-bioautography, gas 
chromatography-mass spectrometer (GC-MS)  แ ล ะ  high performance liquid chromatography 
(HPLC) เพื่อคดัเลือกองคป์ระกอบทางเคมีของสารสกดัท่ีมีฤทธ์ิตา้นเช้ือในขั้นตน้ ผลการศึกษาฤทธ์ิ
การตา้นเช้ือในขั้นตน้พบวา่ สารสกดัจากใบพลูสามารถตา้นเช้ือท่ีใชศึ้กษาไดทุ้กชนิด โดยใชค้วาม
เขม้ขน้ในการยบัย ั้งเช้ือท่ีต ่าท่ีสุดอยูใ่นช่วง 1.04 ถึง 4.17 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และความเขม้ขน้ในการ
ฆ่าเช้ือท่ีต ่าท่ีสุดอยูใ่นช่วง 1.56 ถึง 8.33 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ซ่ึงความสามารถในการฆ่าเช้ือของสาร
สกดัจากใบพลูข้ึนกบัความเขม้ขน้และระยะเวลาในการใช้สารสกดั ผลการยบัย ั้งการสร้างไบโอ
ฟิล์ม > 90 % ของสารสกดัจากใบพลูต่อเช้ือ Streptococcus mutans ATCC 25175, Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans ATCC 33384 และ Candida albicans ATCC 90028 ใชค้วามเขม้ขน้ 1.56 + 
0.11, 0.39 + 0.65 และ 3.13 + 0.15 มิลลิกรัม/มิลลิลิตรตามล าดบั ผลการก าจดัไบโอฟิล์ม > 90 % 
ข อ ง ส า ร ส กั ด จ า ก ใ บ พ ลู ต่ อ เ ช้ื อ  Streptococcus mutans ATCC 25175, Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans ATCC 33384 และ Candida albicans ATCC 90028 ใชค้วามเขม้ขน้ 6.25 + 
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0.58, 3.13 + 0.28 และ12.50 + 0.69 มิลลิกรัม/มิลลิลิตรตามล าดบั ส่วนการศึกษาองค์ประกอบทาง
เคมีของสารสกดัจากใบพลูพบว่า สาร 4-chromanol มีฤทธ์ิในการตา้นเช้ือแบคทีเรียและเช้ือราได ้
ดงันั้นสารสกดัจากใบพลูมีคุณสมบติัในการตา้นเช้ือแบคทีเรียและเช้ือราท่ีดี ซ่ึงมีแนวโนม้ท่ีสามารถ
น าไปใชใ้นการรักษาโรคติดเช้ือในช่องปากได ้
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ABSTRACT 
 

The aim of study was to evaluate the antimicrobial and antibiofilm activity of the 
ethanolic extracts of 12 herbs. The phytochemical profile of the most effective extract was also 
investigated. Herb extracts included Alpinia galanga, Curcuma longa, Curcuma zedoaria, 
Piper betle, Piper chaba, Piper nigrum, Piper sarmentosum, Mentha cordifolia, 
Ocimum africanum, Ocimum basilicum, Ocimum sanctum and Zingiber officinale. The 
antimicrobial activity was performed by measuring the inhibition zones using agar well diffusion 
method. Minimal inhibition concentration (MIC)  and minimal bactericidal concentration (MBC) 
were assessed using microdilution method of the Clinical and Laboratory Standards Institute 
(CLSI) and a time kill assay was also determined. Antibiofilm activity was investigated using 3-
[4,5-dimethyl-2-thiazolyl]-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium-bromide (MTT) assay. Thin layer 
chromatography ( TLC) , fingerprinting TLC-bioautography, gas chromatography-mass 
spectrometer ( GC-MS)  and high performance liquid chromatography ( HPLC)  were used to 
determine the active compound of antibacterial. In the results, P. betle showed a good 
antimicrobial activity against all tested strains with MICs ranged from 1.04 to 4.17 mg/ml, and 
MBCs ranged from 1.56 to 8.33 mg/ml. The killing activity depended on time and concentrations 
of extract. The amount of P. betle extract required to inhibit > 90 % biofilm formation of 
Streptococcus mutans ATCC 25175, Aggregatibacter actinomycetemcomitans ATCC 33384 and 
Candida albicans ATCC 90028 were 1.56 + 0.11, 0.39 + 0.65 and 3.13 + 0.15 mg/ml and to 
remove > 90 % biofilm growth were 6.25 + 0.58, 3.13 + 0.28 and 12.50 + 0.69 mg/ml, 
respectively. The major compound was 4-chromanol, which responded for the antimicrobial 
activity of P. betle extract. It was demonstrated that the extract of P.  betle possess 4-chromanol 
with good antimicrobial properties that may be used for treatment of oral infectious diseases.  
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บทน ำ 

บทน ำต้นเร่ือง  

โรคติดเช้ือในช่องปากท่ีส าคัญ ได้แก่ โรคฟันผุ และโรคปริทันต์อักเสบ ซ่ึงมี
สาเหตุหลกัมาจากแบคทีเรียในช่องปากท่ีอาศยัอยูใ่นคราบจุลินทรีย ์หรือไบโอฟิล์ม (biofilm)1-3 ใน
การรักษานั้นอาจตอ้งใช้ยาปฏิชีวนะ เป็นเหตุท าให้ประเทศชาติเสียงบประมาณเป็นจ านวนมากใน
แต่ละปี และบางคร้ังเช้ืออาจด้ือต่อยาปฏิชีวนะ2, 3 ดงันั้นการหาแนวทางใหม่ ๆ ในการรักษาโรคติด
เช้ือในช่องปากจึงมีความจ าเป็นอย่างยิ่ง การน าเอาสมุนไพรมาใชใ้นการรักษาโรคในช่องปากอาจ
เป็นทางเลือกท่ีน่าสนใจ เน่ืองจากท่ีผ่านมามีการน ามาสมุนไพรพื้นบา้นมาใช้ในการรักษาโรคใน
ช่องปากอยา่งมีประสิทธิภาพ แมจ้ะยงัขาดหลกัฐานทางวทิยาศาสตร์ในการสนบัสนุนประสิทธิภาพ
ของสมุนไพรเหล่านั้นก็ตาม  

ในงานวิจัยน้ี ศึกษาสารสกัดจากสมุนไพรไทยพื้นบ้านท่ีพบบ่อย  3 วงศ์ คือ 
สมุนไพรในวงศ ์Lamiaceae เช่น กะเพรา แมงลกั สะระแหน่ และโหระพา เป็นตน้ สมุนไพรในวงศ ์
Piperaceae เช่น ช้าพลู ดีปลี พริกไทย และพลู เป็นตน้ และ สมุนไพรในวงศ์ Zingiberaceae เช่น 
ขมิ้นชนั ขมิ้นออ้ย ข่า และขิง เป็นตน้ โดยการศึกษาในคร้ังน้ีจะศึกษาถึงฤทธ์ิการตา้นเช้ือก่อโรคใน
ช่องปากของสารสกดัจากสมุนไพรในวงศ ์Lamiaceae, Piperaceae และ Zingiberaceae  
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กำรตรวจเอกสำร 

1. สมุนไพรวงศ์ Lamiaceae  
สมุนไพรท่ีน ามาศึกษา ไดแ้ก่  

1.1 กะเพรำ Ocimum sanctum L.4 

ลกัษณะทำงพฤกษศำสตร์ 
ไมล้ม้ลุก สูง 30-90 เซนติเมตร  ทั้งตน้มีกล่ินหอมเฉพาะตวั  ล าตน้เป็นรูปส่ีเหล่ียม 

มีก่ิงกา้นมาก และมีขนปกคลุม ใบมีกล่ินฉุน เป็นเด่ียวเรียงตรงขา้มเป็นคู่ ๆ ลกัษณะใบเป็นรูปรี หรือ
รีแกมขอบขนาน ปลายใบแหลม หรือมน ขอบใบหยกัแบบฟันเล่ือย โคนใบแหลม หรือมน ตามเส้น
ใบมีขน ดอกออกเป็นช่อท่ีปลายก่ิง ใบประดบัมีลกัษณะเป็นรูปไข่ ปลายแหลมขอบมีขน ดอกติด
รอบแกนช่อเป็นระยะ ๆ กลีบดอกมนมีลกัษณะกลมบานวกกลบัไปทางดา้นหลงั กลีบล่างยาวกว่า
กลีบบน มีหยกัรูปหอก 4 หยกั ผลแหง้ มีขนาดเล็ก ๆ 4 ผลอยูร่วมกนั มีลกัษณะเป็นรูปรี กะเพรามี 3 
พนัธ์ุ คือ กะเพราแดง กะเพราขาว และกะเพราลูกผสมระหวา่งกะเพราแดงและกะเพราขาว ใบและ
ก่ิงกา้นของกะเพราขาวมีสีเขียวอ่อน ส่วนใบและก่ิงกา้นของกะเพราแดงมีสีเขียวแกมม่วงแดง4, 5 

สรรพคุณตำมแผนไทย  
ใบ (รสเผด็ร้อน) ช่วยในการขบัลม แก้ปวดทอ้ง แกล้มตานซาง ขบัผายลม แก้จุก

เสียด ทาผวิหนงัแกก้ลากเกล้ือน6   
ตน้ (รสเผด็ร้อน)  แกท้อ้งข้ึน อืด เฟ้อ จุกเสียด แกพ้ิษตานซาง6  

สำรส ำคัญ 
ใบ เม่ือน ามากลัน่ด้วยไอน ้ า ได้น ้ ามนัหอมระเหย 0.7 % ซ่ึงประกอบด้วย methyl 

eugenol, caryophyllene, methyl chavicol, d-pinene, β-pinene, camphene, sabinene, limonene, 1,8-
cineol, r-terpinene, terpinolene, D-cubebene, -cymene, copaene, linalool, iso-caryophllene, β-
elemene, caryphllene, borneol และ d-salinene เป็นตน้6-8 

รำยงำนทำงวทิยำศำสตร์  
1. ฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรีย: น ้ ามนัจากเมล็ดกะเพรา (fixed oil) สามารถตา้นการเจริญเติบโตของเช้ือ

แบคทีเรียแกรมบวก ไดแ้ก่ Staphylococcus aureus และ Bacillus pumilus เช้ือแบคทีเรียแกรมลบ 
ไดแ้ก่ Pseudomonas aeruginosa7-10 

2. ฤทธ์ิตา้นเช้ือรา: สารสกดัดว้ยน ้ าสามารถตา้นการเจริญเติบโตของเช้ือรา Candida albicans ดว้ย
วธีิ agar diffusion ได ้Inhibition zone ท่ีกวา้ง7-9 
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3. ฤทธ์ิอ่ืน ๆ: ฤทธ์ิลดการเกิดแผลในกระเพาะอาหาร11 ฤทธ์ิตา้นการอกัเสบ แกป้วด และฤทธ์ิลดไข้
12, 13 ฤทธ์ิลดน ้าตาลในเลือด14 และฤทธ์ิสมานแผล15 

 
1.2 แมงลกั Ocimum africanum Lour.4 

ลกัษณะทำงพฤกษศำสตร์ 
ไมล้ม้ลุก ล าตน้ตั้งตรง แตกก่ิงกา้นมาก มีกล่ินหอม สูง 30-120 เซนติเมตร ล าตน้ 

และก่ิงกา้นเป็นส่ีเหล่ียมสีเขียวแกมสีเหลือง เม่ือล าตน้ยงัอ่อนอยูมี่ขนสีขาวหนาแน่น ใบเด่ียวออก
เรียงตรงขา้มกนั มีลกัษณะใบเป็นรูปหอกถึงรูปวงรี กวา้ง 1.5-2.5 เซนติเมตร ยาว 3.5-5.5 เซนติเมตร 
โคนใบมีลกัษณะเป็นรูปล่ิม ปลายใบแหลม ขอบใบหยกัเล็กนอ้ยแบบฟันเล่ือย ตามขอบใบและเส้น
ใบมีขนละเอียด กา้นใบยาวไดถึ้ง 2.5 เซนติเมตร ดอกช่อยาวไดถึ้ง 10-30 เซนติเมตร ประกอบดว้ย
ช่อย่อยแบบกระจุก ๆ ละ 3 ดอก ข้อละ 2 กระจุก ใบประดับเป็นรูปวงรีแกมใบหอก ยาว 2-3 
มิลลิเมตร มีขน กา้นดอกยอ่ยแนบไปกบัแกนช่อดอก ยาว 2 มิลลิเมตร กลีบดอกมีสีขาว เช่ือมติดกนั
เป็นหลอด ปลายแยกเป็น 2 ปาก ยาว 4-6 มิลลิเมตร เกสรเพศผู ้4 อนั ยาว 2 อนั สั้ น 2 อนั เกสรเพศ
เมียมีออวูล 4 อนั รังไข่เวา้เป็น 4 พู ผลแห้งประกอบดว้ยผลย่อย 4 ผล มีกลีบเล้ียงหุ้มอยู่ ผลย่อยมี
ทรงเป็นรูปไข่ สีด า กวา้ง 1 มิลลิเมตร ยาว 1.25 มิลลิเมตร4, 5 

สรรพคุณตำมแผนไทย 
เมล็ด (รสหอมร้อน) แช่น ้ าให้พองเต็มท่ี (รสหวานเย็น) รับประทานช่วยเร่งการ

ขบัถ่าย ระบายอุจจาระ แกบิ้ด6 
ใบ (รสหอมร้อน) ขบัลมในล าไส้ แกพ้ิษตานซาง แกโ้รคล าไส้พิการ6 

สำรส ำคัญ 
น ้ ามันหอมระเหย  98.0–99.7 % ของต้นแมงลัก  พบว่ามีส าร  linalool เป็ น

ส่วนประกอบหลัก พบได้ 56.7-60.6 % นอกจากน้ียงัพบสาร epi- -cadinol (8.6-11.4 %), -
bergamotene (7.4-9.2 %), -cadinene (3.3-5.4 %), germacrene D (1.1-3.3 %) และ  camphor (1.1-
3.1 %) เป็นตน้16 
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รำยงำนทำงวทิยำศำสตร์ 
1. ฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรีย: มีรายงานพบว่าน ้ ามนัหอมระเหยมีฤทธ์ิในการตา้นการเจริญเติบโตของ

เช้ือแบคทีเรียแกรมบวก ไดแ้ก่ Streptococcus mutans, Lactobacillus casei17 และ S. aureus18เช้ือ
แบคทีเรียแกรมลบ ไดแ้ก่ Shigella flexineri, Salmonella enteritidis, Escherichia coli, Klebsiella 
spp และ Proteus mirabilis18 

2. ฤทธ์ิตา้นเช้ือรา: น ้ามนัหอมระเหยมีฤทธ์ิในการตา้นการเจริญเติบโตของเช้ือรา C. albicans17 
3. ฤทธ์ิอ่ืน ๆ: ฤทธ์ิการรักษาอาการทอ้งผกู19-21 ฤทธ์ิตา้นการอกัเสบ22 
 

1.3 สะระแหน่ Mentha cordifolia Opiz ex Fresen4 
ลกัษณะทำงพฤกษศำสตร์  

ไมล้ม้ลุก มีกล่ินหอม สูง 10-30 เซนติเมตร ล าตน้มีลกัษณะเป็นส่ีเหล่ียม ตั้งตรง ใบ
เด่ียว ออกเรียงตรงขา้มกนั ใบมีลกัษณะเป็นรูปขอบขนานแกมรูปไข่หรือรูปคลา้ยโล่ กวา้ง 0.5-4.5 
เซนติเมตร ยาว 0.75-7.5 เซนติเมตร โคนใบเป็นรูปล่ิมกวา้งกลม ตดัหรือหัวใจต้ืน ปลายใบกลม
กวา้งหรือมน ขอบใบหยกัซ่ีฟันแกมฟันเล่ือย เน้ือใบหยิกยน่ ดอกช่อกระจุกออกท่ีซอกใบ ดอกยอ่ย
จ านวนมากเรียงตวัหนาแน่น ดอกมีสีม่วงอ่อน กลีบเล้ียง 5 กลีบเช่ือมติดกนัเป็นรูประฆงั ปลายแยก
เป็น 2 ปลายต้ืน ๆ กลีบดอกเช่ือม 4 กลีบติดกนัปลายแยกเป็น 2 ปาก ขนาดไม่เท่ากนั เกสรเพศผู ้4 
อนั ผลแหง้มีลกัษณะเป็นรูปกระสวย ผวิเกล้ียงเป็นมนั มกัจะเป็นหมนั4, 5 

สรรพคุณตำมแผนไทย  
ใบ (รสหอมร้อน) แกป้วดทอ้ง ขบัลมในกระเพาะอาหารและล าไส้ แกจุ้กเสียดแน่น

เฟ้อ ขบัเหง่ือ แกอ้าการเกร็งของกลา้มเน้ือ ทา หรือพอกแกป้วดบวม ผืน่คนั6 

สำรส ำคัญ  

ทั้ งต้นสะระแหน่พบสาร cadinene, carvone, -cymene, limonene, -menthol, 
menthone, neral, ocimene, piperitone, -pinene, piperitol, trans-carveol, trans-carvyl acetate, 
coumarin, methyl acetate, dihydrocarvone และ -pinene เป็นตน้23, 24 

รำยงำนทำงวทิยำศำสตร์ 
1. ฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรีย: มีรายงานพบวา่สารสกดัจากตน้สะระแหน่สามารถตา้นการเจริญเติบโต

ของเช้ือแบคทีเรียแกรมบวก ไดแ้ก่ S. aureus เช้ือแบคทีเรียแกรมลบ ไดแ้ก่ E. coli ในหนูได ้24,  25 
2. ฤทธ์ิอ่ืน ๆ: ฤทธ์ิลดความดนัโลหิต26 ฤทธ์ิตา้นการอกัเสบ27 
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1.4 โหระพำ Ocimum basilicum L.4 
ลกัษณะทำงพฤกษศำสตร์  

ไมล้ม้ลุก สูงถึง 1 เมตร ทุกส่วนมีกล่ินหอมเฉพาะตวั ใบเด่ียว ออกเรียงตรงขา้มกนั 
ลกัษณะใบเป็นรูปไข่ รูปวงรี หรือรูปไข่แกมวงรี กวา้ง 2-3 เซนติเมตร ยาว 4-6 เซนติเมตร ปลายใบ
แหลม โคนใบสอบ ขอบใบเรียบหรือหยกัฟันเล่ือยห่าง ๆ ผิวใบเกล้ียงหรือมีขน ก้านใบยาว 1-3 
เซนติเมตร ดอกช่อฉัตรออกท่ีปลายยอด ยาว 5-25 เซนติเมตร กลีบเล้ียงเช่ือมติดกนัเป็นรูประฆงั 
ปลายแยกเป็นสองปาก กลีบดอกมีสีขาว เช่ือมติดกนัเป็นหลอด ปลายแยกเป็น 2 ปาก ปากบนมี 4 
กลีบ ปากล่าง 1 กลีบยาวกวา่ปากบน มีขนสีขาว ผลรูปวงรี ยาวประมาณ 1.5 มิลลิเมตร4, 5 

สรรพคุณตำมแผนไทย  
ใบ (รสเผ็ดปร่าขมหอม) แก้ท้องข้ึนอืดเฟ้อ ช่วยย่อยอาหาร ขบัลมในล าไส้ ขบั

เสมหะ แกล้มวงิเวยีน6 
ทั้งตน้ (รสเผด็ปร่าขมหอม) แกห้ลอดลมอกัเสบ แกพ้ิษตานซาง แกไ้ข แกพ้ิษฝี6 

สำรส ำคัญ  
ใบ พบสาร alanine, caffeic acid, eriodictyol, eugenol, myrcene, rutin, quercetin, 

-sitosterol, thymo ส่ วน ล าต้น พ บ ส าร  1,8-cineol, anethole, apigenin, -terpineol, camphor, 
caryophyllene, citral, citronellol, geranial, geraniol, menthol, methyl eugenol, limonene, luteolin, 
-cymene, -thujone, rosmarinic-acid, safrole และพบสาร acetic acid, nerolidol ในน ้ ามันหอม
ระเหย เป็นตน้28, 29 

รำยงำนทำงวทิยำศำสตร์ 
1. ฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรีย: มีรายงานพบวา่สารในน ้ ามนัหอมระเหย มีฤทธ์ิตา้นการเจริญเติบโตของ

เช้ือแบคทีเรียแกรมบวก ไดแ้ก่ S. aureus และ Bacillus subtilis เช้ือแบคทีเรียแกรมลบ ไดแ้ก่ E. 
coli และ Pasteurella multocida29-32  

2. ฤทธ์ิต้านเช้ือรา: สารสกัดด้วย hexane และ methanol มีฤทธ์ิต้านการเจริญเติบโตของเช้ือรา 
ไดแ้ก่ Aspergillus niger และ C. albicans32 

3. ฤทธ์ิอ่ืน ๆ: ฤทธ์ิรักษาแผลในกระเพาะอาหาร ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ ฤทธ์ิตา้นการอกัเสบ 29, 32 
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2. สมุนไพรวงศ์ Piperaceae  
สมุนไพรท่ีน ามาศึกษา ไดแ้ก่  

2.1 ช้ำพลู Piper sarmentosum Roxb. 4 
ลกัษณะทำงพฤกษศำสตร์ 

ไมล้ม้ลุก ล าตน้ทอดคลานไปตามพื้นดิน สูง 30-80 เซนติเมตร ล าตน้สีเขียว มีไหล
งอกเป็นตน้ใหม่ มีรากงอกออกตามขอ้ ใบเป็นใบเด่ียว ออกเรียงสลบักนั แผน่ใบบาง ผิวใบเรียบสี
เขียวเขม้เป็นมนั ใบมีละกษณะเป็นรูปหัวใจ กวา้ง 5-10 เซนติเมตร ยาว 7-15 เซนติเมตร ปลายใบ
แหลม โคนใบเวา้ ดอกออกเป็นช่อท่ีซอกใบ มีลกัษณะเป็นรูปทรงกระบอก ดอกเล็กสีขาวอดัแน่น
อยูบ่นแกนช่อดอก ดอกแยกเพศ ผลเป็นผลสด ลกัษณะกลม อดัแน่นอยูบ่นแกน4, 5 

สรรพคุณตำมแผนไทย 
ใบ (รสเผด็ร้อน) ช่วยในการเจริญอาหาร ขบัเสมหะ ท าใหเ้ลือดลมซ่าน6 

สำรส ำคัญ 
ใบพบส าร  alkaloids, amind, carotenes, flavoniods, lignans, phenylpropanoids, 

phenolics,ascorbic acid, tannins, vitamin C, vitamin E และ xanthophylls เป็นตน้33 

รำยงำนทำงวทิยำศำสตร์ 
1. ฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรีย: มีรายงานการศึกษาพบว่าสารสกดัดว้ยสาร ethanol จากใบช้าพลูมีฤทธ์ิ

ตา้นการเจริญเติบโตของเช้ือในช่องปากได ้4 ชนิด คือ เช้ือแบคทีเรียแกรมบวก ไดแ้ก่ S. mutans, 
Lactobacillus spp. เช้ือแบคทีเรียแกรมลบ ไดแ้ก่ Aggregatibacter actinomycetemcomitans34 

2. ฤทธ์ิตา้นเช้ือรา: สารสกดัด้วยสาร ethanol จากใบช้าพลูมีฤทธ์ิตา้นการเจริญเติบโตของเช้ือรา 
ไดแ้ก่ C. albicans และ A. niger33 

3. ฤทธ์ิอ่ืน ๆ: ฤทธ์ิตา้นการอกัเสบ ฤทธ์ิตา้นอนูมูลอิสระ ฤทธ์ิตา้นมาลาเรีย33 
 

2.2 ดีปล ีPiper chaba Hunter4 
ลกัษณะทำงพฤกษศำสตร์  

ไมเ้ถา ไม่มีขนตามล าตน้ เม่ือล าตน้แห้งจะมีลกัษณะเป็นลายละเอียด ใบเป็นใบ
เด่ียว ออกสลบักนั มีลกัษณะรูปรีแกมขอบขนาน ปลายใบเรียวแหลม โคนใบเบ้ียว มนัคลา้ยหนัง 
เส้นใบออกจากโคนใบ 3-5 เส้น ตอนบนของเส้นใบออกแบบขนนก ดอกออกตรงขา้มใบ เป็นดอก
ช่อชนิดดอกยอ่ย ไม่มีกา้น ช่อดอกเพศผูแ้ละเพศเมียอยูค่นละตน้ ผลอดักนัแน่นเป็นช่อ4, 5 
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สรรพคุณตำมแผนไทย 
ผล (รสเผ็ดร้อนขม) แก้หืด แก้ไอ ขับลมในล าไส้ แก้ลมวิงเวียน  แก้หลอดลม

อกัเสบ แก้โรคนอนไม่หลับ แก้คุดทะราด แก้ท้องร่วง ขบัพยาธิ แก้ปวดกล้ามเน้ือ รักษาอาการ
อกัเสบ6 

สำรส ำคัญ 
ในผล ดีป ลี  พบ  alkaloids ก ลุ่ม  piperidine เช่น  piplatine, piperine, piperanine, 

pipernonaline,dehydropipernonaline, piperlonguminine, retrofractamide B, guineensine, N-
isobutyl-(2E, 4E) -octadecadienamide, N-isobutyl--(2E, 4E, 14Z) -eicosatrienamide แ ล ะ  Methyl 
piperate, piperchabamides A-D เป็นตน้35 

รำยงำนทำงวทิยำศำสตร์  
1. ฤทธ์ิตา้นแบคทีเรีย: มีรายงานพบวา่สารสกดัดว้ย petroleum ether, acetone and ethanol ของดีปลี

มีฤทธ์ิต้านการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียแกรมบวก ได้แก่  Streptococcus faecalis และ 
Streptococcus pyogens เช้ือแบคทีเรียแกรมลบ ไดแ้ก่  E. coli และ Salmonella paratyphi36 

2. ฤทธ์ิตา้นเช้ือรา: สารสกดัดว้ย acetone ของดอก (ผล) ดีปลี สามารถตา้นการเจริญเติบโตของเช้ือ
รา ไดแ้ก่ Fusarium oxysporum, Phytophthora capsici, Colletotrichum capsici, Fusarium solani 
และ Rhizoctonia solani 37 

3. ฤทธ์ิอ่ืน ๆ: ฤทธ์ิตา้นการเกิดแผลในกระเพาะอาหาร35 
 

2.3 พริกไทย Piper nigrum L.4 
ลกัษณะทำงพฤกษศำสตร์ 

ไมเ้ถาเน้ือแข็ง เล้ือยเกาะ งอกรากท่ีขอ้ ใบเด่ียว เรียงสลบั รูปวงรี โคนใบมนหรือ
รูปหวัใจ ปลายใบแหลม กวา้ง 5-14 เซนติเมตร ยาว 13-18 เซนติเมตร ดอกช่อเชิงลดออกท่ีซอกใบ 
ไม่มีกลีบเล้ียงและกลีบดอก ใบประดบัรูปขอบขนานแกมรูปดาบ ผลสดรูปทรงกลม เม่ือสุกจะมีสี
แดง4, 5 

สรรพคุณตำมแผนไทย 
ผลพริกไทย (รสเผ็ดร้อน) แก้ลมลั่นในท้อง แก้ท้องอืดท้องเฟ้อ แก้มุตกิด แก้

เสมหะเฟ่ือง แกล้มอมัพฤกษ์6 
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สำรส ำคัญ 
ในผลพริกไทยมี alkaloids กลุ่ม piperridine เช่น piperine, piperidine, piperitine, 

piperyline, piperolein A, piperolein B และสารประกอบไฮโดรคาร์บอนอ่ืน ๆ เช่น 2E,4E,8Z-N-
isobutyleicosatrienamide; pellitorine; trachyone; pergumidiene; isopiperolein B; pergumidiene; 
trachyone 3, 4-dihydroxyphenyl ethanol glucoside; 3 แ ล ะ  4-dihydroxy-6-( N-ethylamino 
benzamide B) เป็นตน้38, 39 

รำยงำนทำงวทิยำศำสตร์  
1. ฤทธ์ิต้านเช้ือแบคทีเรีย: พบว่าสารสกัดจากผลพริกไทยมีฤทธ์ิต้านการเจริญเติบโตของเช้ือ

แบคทีเรียแกรมบวก ได้แก่ B. subtilis, Bacillus sphaericus และ S. aureus เช้ือแบคทีเรียแกรม
ลบ ไดแ้ก่ Klebsiella aerogenes, Chromobacterium violaceum, E. coli และ P. aeruginosa 38, 40 

2. ฤทธ์ิต้านเช้ือรา: พบว่าน ้ ามันหอมระเหยจากเมล็ด และใบของพริกไทยสามารถต้านการ
เจริญเติบโตของเช้ือรา ไดแ้ก่ C. albicans และ A. niger40 

3. ฤทธ์ิอ่ืน ๆ: ฤทธ์ิป้องกนัการเป็นพิษต่อตบั41 
 

2.4 พลู Piper betle L.4 
ลกัษณะทำงพฤกษศำสตร์ 

ไมเ้ถาเน้ือแข็ง รากงอกตรงบริเวณขอ้ส าหรับเล้ือยเกาะ ใบเด่ียวเรียงสลบักนั ใบมี
ลักษณะเป็นรูปหัวใจ กวา้ง 4-10 เซนติเมตร ยาว 10-15 เซนติเมตร ปลายใบแหลม มีกล่ินหอม
เฉพาะตวั ดอกช่อเชิงหลอด อดัแน่นเป็นกระจุกเป็นรูปทรงกระบอกยาว สีขาว ยาว 5-15 เซนติเมตร 
ไม่มีกลีบเล้ียงและกลีบดอก ไม่ค่อยติดผล4, 5 

สรรพคุณตำมแผนไทย  
ใบ (รสเผด็เมา) แกป้วดฟัน แกร้ ามะนาด แกป้ากเหม็น ขบัลมในล าไส้ แกท้อ้งอืด

ทอ้งเฟ้อ แกป้วดทอ้ง แกท้อ้งเสีย แกก้ลาก แกน้ ้ ากดัเท่า แกค้นั แกล้มพิษ แกก้ารอกัเสบของเน้ือเยื่อ
จมูก และคอ6 

สำรส ำคัญ 
น ้ ามันหอมระเหยประกอบด้วยสารกลุ่ม terpenes เช่น 1,8-cineole, cadinene, 

camphene, caryophyllene, limonene, pinene, chavicol, allyl pyrocatechol, carvacrol, safrole, 
eugenol, และ phenols เช่น chavibetol42 เป็นส่วนใหญ่ 
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รำยงำนทำงวทิยำศำสตร์ 
1. ฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรีย:  

- พบวา่สารสกดัดว้ยน ้ าจากใบพลูมีฤทธ์ิในการตา้นการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียแกรม
บวก S. mutans43 

- พบว่าน ้ ามนัหอมระเหยสามารถตา้นการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียแกรมบวก ได้แก่ 
Staphylococcus epidermidis, S. pyrogenes และ S. aureus เช้ือแบคทีเรียแกรมลบ ไดแ้ก่ E. 
coli และ P. aeruginosa43, 44 

2. ฤทธ์ิต้านเช้ือรา: มีรายงานพบว่าสารสกัดด้วยน ้ าและ methanol จากใบพลูสามารถต้านการ
เจริญเติบโตของเช้ือรา C. albicans และ Malassezia pachydermatis45 

3. ฤทธ์ิอ่ืน ๆ: ฤทธ์ิต่อการหดเกร็งของทางเดินอาหาร ฤทธ์ิตา้นการอกัเสบ ฤทธ์ิตา้นเซลล์มะเร็ง 
ฤทธ์ิลดน ้าตาลในเลือด ฤทธ์ิยบัย ั้งการเกิดแผลในกระเพาะอาหาร42 
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3. สมุนไพรวงศ์ Zingiberaceae  
สมุนไพรท่ีน ามาศึกษา ไดแ้ก่  

3.1 ขมิน้ชัน Curcuma longa L.4 
ลกัษณะทำงพฤกษศำสตร์ 

ไมล้ม้ลุก มีเหงา้ใตดิ้น เน้ือในสีเหลืองอมส้ม มีกล่ินหอม ใบออกเป็นรัศมีติดผวิดิน 
รูปหอกแกมขอบขนาน ดอกออกเป็นช่อ ใบประดบัสีเขียวอ่อนหรือสีขาว รูปหอกเรียงซ้อนกนั ใบ
ประดบั 1 ใบมี 2 ดอก ใบประดบัย่อยรูปขอบขนาน ด้านนอกของใบประดบัมีขน กลีบเล้ียงเช่ือม
ติดกนัเป็นรูปท่อ มีขน กลีบดอกสีขาว โคนเช่ือมติดกนัเป็นท่อยาวปลายแยกเป็น 3 ส่วน เกสรเพศผู ้
มีลกัษณะคลา้ยกลีบดอก มีขนอบัเรณูอยูท่ี่ปลายเกสร ท่อเกสรเพศเมียมีขนาดเล็ก ยาว ยอดเกสรเพศ
เมียมีลกัษณะเป็นรูปปากแตร ผวิเกล้ียง รังไข่มี 3 ช่อง แต่ละช่องมีไข่อ่อน 2 ใบ4, 5 

สรรพคุณตำมแผนไทย  
เหงา้ (รสฝาดหวานเอียน) แกเ้สมหะและโลหิต ขบัผายลม แกท้อ้งอืด ทอ้งเฟ้อ แก้

อาหารไม่ย่อย รักษาแผลในกระเพาะอาหาร แกท้อ้งร่วง แกบิ้ด แกโ้รคผิวหนัง แก้ทอ้งร่วง สมาน
แผล แกผ้ืน่คนั6 

สำรส ำคัญ 
เหงา้ ประกอบดว้ยน ้ามนัหอมระเหย 3-4 %, สารสีเหลืองเป็นสารจ าพวก diferuloyl 

methane มี ช่ือว่า curcumin, monodeamethoxy curcumin และ  didesmethoxy curcumin ในน ้ ามัน
หอมระเหยมีสาร -tolymethyl carbinol ซ่ึงมีฤทธ์ิขบัน ้าดี6 

รำยงำนทำงวทิยำศำสตร์  
1. ฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรีย: พบวา่น ้ามนัหอมระเหยจากขมิ้นชนัสามารถตา้นการเจริญเติบโตของเช้ือ

แบคทีเรียแกรมบวก ไดแ้ก่ S. aureus, S. epidermidis และ Enterococcus faecalis เช้ือแบคทีเรีย
แกรมลบ ไดแ้ก่ E. coli, P. aeruginosa, Salmonella typhimurium และ Proteus vulgaris46, 47 

2. ฤทธ์ิตา้นเช้ือรา: น ้ ามนัหอมระเหยจากขมิ้นชันสามารถตา้นการเจริญเติบโตของเช้ือรา ได้แก่ 
Cryptococcus neoformans, Aspergillus fumigatus, Microsporum gypseum, Trichophyton 
mentagrophytes, Trichophyton rubrum และ Epidermophyton floccosum48, 49  

3. ฤทธ์ิอ่ืน ๆ: ฤทธ์ิขบัลม ฤทธ์ิยบัย ั้งการเกิดแผลในกระเพาะอาหาร ฤทธ์ิตา้นการอกัเสบ ฤทธ์ิตา้น
อนุมูลอิสระ5 
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3.2 ขมิน้อ้อย Curcuma zedoaria (Berg) Roscoe4 
ลกัษณะทำงพฤกษศำสตร์ 

พืชลม้ลุก เหงา้จะลอยข้ึนมาเหนือพื้นดินในขณะท่ีถึงหนา้แลง้ ใบแห้งลงหวั ท าให้
บางคร้ังเรียกวา่ขมิ้นหวัข้ึน เน้ือในเหงา้สีอ่อนกวา่ขมิ้นชนั4, 5 

สรรพคุณตำมแผนไทย  
เหงา้ (รสฝาดหวานเอียน) สมานล าไส้ แกเ้ลือดลมไหลเวียนไม่สะดวก แกอ้กัเสบ 

แกค้ร่ันเน้ือคร่ันตวั ขบัปัสสาวะ แกพ้ิษโลหิต6 

สำรส ำคัญ 
เหงา้ มีน ้ามนัหอมระเหย และ curcumin6 

รำยงำนทำงวทิยำศำสตร์  
1. ฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรีย: มีรายงานการศึกษาพบว่าสารสกดัจากเหงา้ของขมิ้นออ้ยสามารถตา้น

การเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียได ้6 ชนิด คือ เช้ือแบคทีเรียสีแกรมบวก ไดแ้ก่ B. subtilis, S. 
aureus และ  Micrococcus luteus เช้ื อแบคที เรียแกรมลบ  ได้แ ก่  E. coli, Proteus mirabilis 
และ Klebsiella pneumoniae50 

2. ฤทธ์ิตา้นเช้ือรา: สารสกดัจากเหงา้ของขมิ้นออ้ยสามารถตา้นการเจริญเติบโตของเช้ือรา ไดแ้ก่ C. 
albicans และ A. niger50 

3. ฤทธ์ิอ่ืน ๆ: ฤทธ์ิรักษาโรคทอ้งร่วง ฤทธ์ิรักษาโรคมะเร็ง51 
 

3.3 ข่ำ Alpinia galanga (L.) Willd.4 
ลกัษณะทำงพฤกษศำสตร์   

พืชล้มลุก เหง้ามีข้อหรือปล้องเห็นได้ชัด เหง้าสีน ้ าตาลอมแสด ใบเด่ียว เรียง
สลบักนั แผ่นใบรูปหอกปลายแหลม รูปรี ขอบขนาน ปลายใบแหลม ขอบใบเรียบ โคนใบแหลม
เกล้ียงกา้นใบมีขนเล็กน้อย กาบใบหุ้มตน้ ดอกออกเป็นช่อ กา้นช่อเกล้ียง แกนกลางช่อมีขน ดอก
ขนาดเล็ก ใบประดบัรูปไข่ กลีบเล้ียงสีขาวอมเขียว มีขนโคนเช่ือมติดกนั ปลายแยกเป็นหยกัมน ๆ 
กลีบดอกมีโคนเช่ือมติดกนัเป็นหลอดสั้น ๆ ปลายแยกเป็น 3 กลีบ มีกลีบบนหน่ึงกลีบ กลีบล่างสอง
กลีบ บริเวณโคนกลีบดอกชั้นในมีเกสรเพศผูเ้ทียมเล็ก ๆ 2 อนั เกสรเพศผู ้1 อนั รูปโคง้ กา้นเกสร
แบน อบัเรณูยาวประมาณ 6-7 มิลลิเมตร รังไข่ 1 อนั ลกัษณะกลมภายในแบ่งเป็น 3 ช่อง มีไข่อ่อน
ช่องละ 1-2 หน่วย ผลรูปกลมหรือรี สีแดงอมส้ม แก่จดัสีด า ภายในมี 2-3 เมล็ด4, 5 
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สรรพคุณตำมแผนไทย  
เหงา้ (รสเผ็ดร้อนขม) แกป้วดทอ้ง จุกเสียดแน่น ขบัลมให้กระจาย แกบิ้ด แก้พิษ 

แกต้กโลหิต แกฟ้กบวม แกก้ลากเกล้ือน6 

สำรส ำคัญ 
เหง้าแก่ มีน ้ ามันหอมระเหยประมาณ 0.04 % ประกอบด้วย methyl-cinnamate 

48%, cineol 20-30 % ท่ีเหลือเป็นการบูร และ d-pinene6 

รำยงำนทำงวทิยำศำสตร์  
1. ฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรีย: สารสกดัด้วย methanol, acetone และ diethyl ether จากเหง้าข่ามีฤทธ์ิ

ตา้นการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียแกรมบวก ไดแ้ก่ B. subtilis, S. aureus และ Streptococcus 
epidermis เช้ือแบคที เรียแกรมลบ ได้แก่  Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, E. 
faecalis, E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa และ S. typhimurium52 

2. ฤทธ์ิตา้นเช้ือรา:  พบวา่อนุพนัธ์กลุ่มไดเทอร์ปีนจากเหงา้ข่ามีฤทธ์ิตา้นการเจริญเติบโตของเช้ือรา 
C. albicans โดยมีกลไกออกฤทธ์ิผา่นการยอ่ยโปรโตพลาสทข์องเช้ือ53 

3. ฤทธ์ิอ่ืนๆ: ฤทธ์ิตา้นการอกัเสบ ฤทธ์ิยบัย ั้งการเกิดแผลในกระเพาะอาหาร5 
 

3.4 ขิง Zingiber officinale Roscoe4 
ลกัษณะทำงพฤกษศำสตร์ 

พืชลม้ลุก มีเหงา้ใตดิ้นข้ึนเป็นกอ แทงหน่อใหม่ออกทางดา้นขา้ง เหงา้หรือล าตน้
แทมี้ลกัษณะเป็นขอ้ ๆ  เน้ือในสีขาวหรือเหลืองอ่อน ปลายสุดของขอ้จะเป็นยอดหรือตน้เทียม สูง
พ้นพื้นดินข้ึนมา 50-100 เซนติเมตร ล าต้นเทียมมีกาบหรือโคนใบหุ้มใบเป็นใบเด่ียว ออกเรียง
สลบักนัเป็นสองแถว ใบรูปหอกเกล้ียง ๆ หลงัใบห่อจีบเป็นรูปรางน ้า ปลายใบสอบเรียวแหลม โคน
ใบสอบแคบและจะเป็นกาบหุ้มล าตน้เทียม ตรงช่วงต่อระหวา่งกาบกบัตวัใบจะหักโคง้เป็นขอ้ศอก 
ดอกสีขาว ออกเป็นช่อรูปเห็ดหรือกระบองซ่ึงแทงข้ึนมาจากเหงา้ ทุก ๆ ดอกมีกาบสีเขียวปนแดงรูป
โคง้ ๆ ห่อรองรับกลีบดอกและกลีบเล้ียงมีอยา่งละ 3 กลีบ อุม้น ้ าและหลุดร่วงไว โคนกลีบดอกมว้น
ห่อ ส่วนปลายกลีบผายกวา้งออก เกสรผูมี้ 6 อนั ผลกลมแขง็โต4, 5 

สรรพคุณตำมแผนไทย   
เหงา้  (รสหวานเผด็ร้อน) ช่วยขบัลม แกท้อ้งอืด จุกเสียด แน่นเฟ้อ คล่ืนไส้อาเจียน 

แกห้อบไอ ขบัเสมหะ6 
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สำรส ำคัญ   
เหง้าแก่ มีสารจ าพวก oleo-resin ประกอบด้วย  aromatic ketone, zingerone และ

shogaol ซ่ึงเป็นสารท่ีท าให้มีรสเผด็กล่ินหอม น ามากลัน่ไดน้ ้ ามนัหอมระเหย 1-3 %, แป้ง มากกว่า 
50 % ในน ้ามนัหอมระเหยประกอบดว้ย sasquiterpene, bisabolene, zingiberene และ zingiberol6 

รำยงำนทำงวทิยำศำสตร์ 
1. ฤทธ์ิต้านเช้ือแบคทีเรีย: . มีรายงานพบว่าน ้ ามันหอมระเหยจากเหง้าขิงสามารถต้านการ

เจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียแกรมบวก ได้แก่ B. subtilis เช้ือแบคทีเรียแกรมลบ ได้แก่ P. 
aeruginosa54 

2. ฤทธ์ิต้านเช้ือรา:  มีรายงานการศึกษาโปรตีนท่ีสกัดจากเหง้าขิงพบว่ามีคุณสมบัติต้านการ
เจริญเติบโตของเช้ือรา ไดแ้ก่ Botrytis cinerea, F.oxysporum, Mycosphaerella arachidicola และ 
Physalospora piricola55 

3. ฤทธ์ิอ่ืนๆ: ฤทธ์ิตา้นการอาเจียน ฤทธ์ิตา้นแผลในกระเพาะอาหาร ฤทธ์ิตา้นการอกัเสบ5 
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ตำรำงที่  1 สรุปผลรายงานการศึกษาการต้านเช้ือแบคทีเรียและเช้ือราของสมุนไพรในวงศ ์
Lamiaceae, Piperaceae และ Zingiberaceae ทั้ง 12 ชนิด 
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ตำรำงที ่1 (ต่อ) 
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วตัถุประสงค์ 

1. เพื่อศึกษาการต้านเช้ือของสารสกัดจากสมุนไพรไทยในวงศ์ Lamiaceae, Piperaceae และ 
Zingiberaceae ต่อเช้ือก่อโรคท่ีพบบ่อยในช่องปากในสภาวะแพลงโทนิก 

2. เพื่อศึกษาการต้านเช้ือของสารสกัดจากสมุนไพรไทยในวงศ์ Lamiaceae, Piperaceae และ 
Zingiberaceae ต่อเช้ือก่อโรคท่ีพบบ่อยในช่องปากในสภาวะไบโอฟิลม์ 

3. เพื่อศึกษาองคป์ระกอบทางเคมีท่ีส าคญัของสารสกดัท่ีมีฤทธ์ิในการตา้นเช้ือจุลชีพท่ีดี 
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วธิกีำรด ำเนินงำนวจิัย 

1. กำรสกดัสำรจำกสมุนไพร 
สมุนไพรท่ีศึกษามีทั้งหมด 3 วงศ ์12 ชนิด โดยซ้ือจากตลาดสด ไดแ้ก่ สมุนไพรใน

วงศ ์Lamiaceae เช่น กะเพรา แมงลกั สะระแหน่ และโหระพา เป็นตน้ สมุนไพรในวงศ ์Piperaceae 
เช่น ชา้พลู ดีปลี พริกไทย และพลู เป็นตน้ และ สมุนไพรในวงศ์ Zingiberaceae เช่น ขมิ้นชนั ขมิ้น
ออ้ย (จากร้านขายยาสมุนไพรในอ าเภอหาดใหญ่ จงัหวดัสงขลา) ข่า และขิง เป็นตน้ (ตารางท่ี 1) 
โดยมีเกณฑก์ารคดัเลือกสมุนไพร ดงัน้ี 
- สมุนไพรท่ีคดัเลือกตอ้งเป็นสมุนไพรไทยพื้นบา้นท่ีพบบ่อย 
- สมุนไพรท่ีคดัเลือกมีรายงานการศึกษาเก่ียวกบัฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรียและเช้ือรา 
- เป็นสมุนไพรท่ีมีสรรพคุณรักษาโรคระบบทางเดินอาหาร 
- เป็นสมุนไพรท่ีน ามาใชเ้ป็นอาหารและเคร่ืองเทศ 

น าสมุนไพรมาล้างให้สะอาด สะเด็ดให้แห้งแล้วน ามาหั่นให้เป็นช้ินเล็ก ๆ น า
สมุนไพรไปอบท่ีอุณหภูมิ 40-50 ºC นาน 24 ชัว่โมง จากนั้นน าไปแช่ในตวัท าละลาย 95% ethanol 
ท่ีเตรียมไว ้ให้ท่วมสมุนไพร เป็นเวลา 3 วนั แล้วจึงน ามากรอง เอาส่วนท่ีเป็นสารละลายท่ีได้ไป
ระเหย ethanol ออกด้วยเคร่ืองระเหยสุญญากาศแบบหมุน (rotary vacuum evaporator) ท่ีอุณหภูมิ 
40 ºC จะไดใ้นส่วนของสารสกดัหยาบ และเอาส่วนของกากไปแช่ในตวัท าละลาย ethanol อีกคร้ัง 
ท าเช่นน้ีจนครบ 3 คร้ัง รวมสารสกดัทั้งหมดเก็บในภาชนะปิดสนิท กนัแสง และรักษาในอุณหภูมิ -
20 ºC สารสกดัสมุนไพรท่ีน าไปใช้ทดสอบจะตอ้งเตรียมเป็นสารละลาย 10 กรัม % (ความเขม้ขน้ 
100 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร)โดยท าการละลายด้วย 10 % dimethyl sulfoxide (DMSO) ซ่ึงเป็นความ
เขม้ขน้ท่ีเช้ือจุลชีพสามารถทนได ้และปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ 
 
2. วธีิกำรเตรียมเช้ือทีใ่ช้ทดสอบ 

เพาะเล้ียงเช้ือท่ีตอ้งการทดสอบดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือชนิดแข็งภายใตส้ภาวะอุณหภูมิ
และเวลาท่ีเหมาะสม (ตารางท่ี 2) จากนั้นใช้ loop แตะเช้ือท่ีเป็นโคโลนีเด่ียว จ านวน 3-5 โคโลนี 
น ามาใส่ในขวด sterile ขนาด 20 มิลลิลิตร ซ่ึงมีอาหารเล้ียงเช้ือเหลวปริมาตร 10 มิลลิลิตร น าไปบ่ม
ในตู้บ่มเช้ือภายใต้อุณหภูมิและเวลาท่ีเหมาะสมกบัเช้ือนั้น ๆ จากนั้นปรับปริมาณเช้ือให้ได้เช้ือ
เท่ากบั 1.5 X 108 CFU/ml โดยเทียบความขุ่นกบั McFarland No. 0.5 ชนิดของเช้ือแบคทีเรียและเช้ือ
ราท่ีใชท้ดสอบในการศึกษามีดงัน้ี 
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2.1 คัดเลือกตัวแทนของเช้ือแบคทีเรียแกรมบวก  เป็นสาเหตุของโรคฟันผุ 4 ชนิด 
คื อ  S. mutans ATCC 25175, Streptococcus sobrinus ATCC 33478, Lactobacillus fermentum 
ATCC 14931 และ Lactobacillus salivarius ATCC 11741 

2.2 คัดเลือกตัวแทนของเช้ือแบคทีเรียแกรมลบ เป็นสาเหตุของโรคปริทนัตอ์กัเสบ 
2 ชนิด คือ A. actinomycetemcomitans ATCC 33384 และ Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 

2.3 คัดเลือกตัวแทนของเช้ือรำที่พบบ่อยในช่องปำก 1 ชนิด คือ C. albicans ATCC 
90028 

 
ตำรำงที่ 2 การเพาะเล้ียงเช้ือแบคทีเรียและเช้ือราดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือ และสภาวะท่ีเหมาะสมกบัเช้ือ

แต่ละชนิด ดงัน้ี 

เช้ือจุลชีพ อำหำรเลีย้งเช้ือ สภำวะทีเ่พำะเลีย้ง 

เช้ือแบคทเีรีย แกรมลบ:   
- Fusobacterium nucleatum  
- Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans  

Brain heart infusion 
(broth), Brain heart agar 
เติม 5 % (v/v) blood, 2 % 
(v/v) hemin 

anaerobic incubator  
(80 % N2, 10 % CO2, 10 % 
H2) 37 ºC, 24-48 ชัว่โมง 

เช้ือแบคทเีรีย แกรมบวก:   
- Streptococcus mutans  
- Streptococcus sobrinus  
 

Brain heart infusion 
(broth), Blood agar (agar) 

aerobic incubator (candle 
jar) 37 ºC, 24-48 ชัว่โมง 

- Lactobacillus fermentum  
- Lactobacillus salivarius 

de Man Rogosa and Sharpe 
(MRS) 

anaerobic incubator  
(80 % N2, 10 % CO2, 10 % 
H2) 37 ºC, 24-48 ชัว่โมง 

เช้ือรำ:   
- Candida spp. Sabouraud dextrose broth,  

Sabouraud dextrose agar 
aerobic incubator  
37 ºC, 24-48 ชัว่โมง 
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3. กำรทดสอบกำรต้ำนเช้ือก่อโรคในช่องปำกด้วยสำรสกัดจำกสมุนไพรไทยในวงศ์ Lamiaceae, 
Piperaceae และ Zingiberaceae ในสภำวะแพลงโทนิก (สภำวะทีเ่ช้ืออยู่อย่ำงอสิระในสำรละลำย) 

3.1 กำรทดสอบกำรต้ำนเช้ือแบคทีเรีย และเช้ือรำของสำรสกดัสมุนไพรข้ันต้นด้วย
วธีิ agar-well diffusion 

เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือแบคทีเรียหรือเช้ือราท่ีมีวุน้เป็นส่วนผสม และปราศจากเช้ือ
ปริมาตร 20 มิลลิลิตรน าไปตม้ จากนั้นรอให้อาหารเล้ียงเช้ือมีอุณหภูมิประมาณ 50 °C เติมเช้ือท่ี
ตอ้งการทดสอบท่ีความขุ่น 0.5 McFarland จากขอ้ 2 ลงในอาหารเล้ียงเช้ือดงักล่าว เทอาหารเล้ียง
เช้ือนั้นลงในจานเล้ียงเช้ือท่ีมีวงแหวนโลหะขนาดเส้นผ่าศูนยก์ลาง 0.6 เซนติเมตรวางอยู่ รอจน
อาหารเล้ียงเช้ือเยน็และแข็งตวั ถอดวงแหวนโลหะออก จะปรากฏหลุมส าหรับเติมสารท่ีตอ้งการ
ทดสอบในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีเช้ือผสมอยู ่เติมสารท่ีตอ้งการทดสอบและตวัอยา่งควบคุม คือ 10 % 
dimethyl sulfoxide (DMSO) ผสมน ้ ากลั่นในสัดส่วนเดียวกับท่ีใช้ละลายสารทดสอบ (negative 
control) หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มเช้ือดว้ยสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับเช้ือท่ีใช้ทดสอบนั้น ท าการ
ทดสอบสารสกดัละ 3 ซ ้ า หากพบวงใสรอบหลุมของสาร (inhibition zone) ท่ีทดสอบ แสดงวา่สาร
นั้นมีความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียหรือเช้ือราท่ีใชท้ดสอบ วดัขนาด
เส้นผา่นศูนยก์ลางของวงใสดว้ยไมบ้รรทดั (Vernier caliper) 
 

3.2 กำรทดสอบหำค่ำควำมเข้มข้นที่น้อยที่สุดของสำรสกัดสมุนไพรในกำรยับยั้ง
กำรเจริญเติบโตของเช้ือแบคทเีรีย และเช้ือรำ 

ค่าความเข้มข้นท่ีน้อยท่ีสุดท่ีสามารถยบัย ั้ งการเจริญเติบโตของเช้ือ หรือค่า 
Minimal Inhibitory Concentration (MIC) ของสารสกดัสมุนไพรในการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย และเช้ือ
ราสามารถทดสอบไดด้้วยวิธี broth micro dilution assay ตามวิธีมาตรฐานของ CLSI (Clinical and 
Laboratory Standards Institute) 

เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือแบคทีเรียหรือเช้ือราแบบเหลว เติม 100 ไมโครลิตร ลงใน
ถาดพลาสติกเล้ียงเซลล์ชนิด 96 หลุม (round-bottomed 96-well polystyrene microtiter plate) และ
เติมสมุนไพรท่ีตอ้งการทดสอบ 100 ไมโครลิตร ท าการเจือจาง (two fold dilution) จะไดส้ารละลาย
ท่ีมีความเขม้ขน้ 1:2, 1:4, 1:8, ... ลดลงไปตามล าดบั จากนั้นเติมเช้ือท่ีตอ้งการทดสอบท่ีมีความขุ่น 
0.5 McFarland ลงในหลุมสารละลายท่ีเตรียมไวแ้ลว้ หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มเช้ือดว้ยสภาวะท่ี
เหมาะสมส าหรับเช้ือท่ีใช้ทดสอบนั้น หากพบการขุ่นแสดงวา่มีการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรีย
หรือเช้ือรา หลุมท่ีใสแสดงวา่ไม่มีการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรีย หรือเช้ือรา ซ่ึงความเขม้ขน้ของ

http://en.wikipedia.org/wiki/Clinical_and_Laboratory_Standards_Institute
http://en.wikipedia.org/wiki/Clinical_and_Laboratory_Standards_Institute
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หลุมแรกท่ีไม่มีการขุ่น หรือระดับความเข้มข้นท่ีต ่าท่ีสุด จะรายงานเป็นค่า MIC ของสารสกัด
สมุนไพรต่อเช้ือท่ีใชท้ดสอบ 
 

3.3 กำรทดสอบหำค่ำควำมเข้มข้นที่น้อยที่สุดของสำรสกัดสมุนไพรท่ีสำมำรถฆ่ำ
เช้ือแบคทเีรีย และเช้ือรำ หรือค่ำ Minimum Bactericidal Concentration (MBC) 

ท าการทดสอบโดยการน าสารสกัดสมุนไพรในแต่ละหลุมของ microtiter plate 
ขา้งตน้ตามข้อ 3.2 ไปเพาะเล้ียงเช้ือบนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีผสมวุน้ บ่มเช้ือด้วยสภาวะท่ีเหมาะสม
ส าหรับเช้ือท่ีใชท้ดสอบนั้น 

*** ในการทดสอบตามขอ้ 3.2 และ 3.3 ตอ้งมีหลุม positive control (หลุมท่ีมีเช้ือ
และอาหารเล้ียงเช้ือ) และ negative control (หลุมท่ีไม่มีการเติมเช้ือ) ท าการทดสอบ 3 คร้ัง หลุมแรก
ท่ีไม่พบโคโลนีเช้ือข้ึนรายงานเป็นค่า MBC ของสารสกดัสุมนไพรต่อเช้ือท่ีใชท้ดสอบ 
 

3.4 กำรทดสอบหำผลของสำรสกัดสมุนไพรในกำรยับยั้งกำรเจริญเติบโตของเช้ือ
แบคทเีรียและเช้ือรำต่อหน่วยเวลำ 

จากการทดสอบฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ือของสารสกดัในขั้นตน้ พบวา่สารสกดัจากใบ
พลูสามารถยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย และเช้ือราได้ดี ดังนั้นจึงถูกใช้ในการทดสอบน้ีด้วยวิธี time-kill 
curves assay56 โดยเร่ิมจากการเตรียมเช้ือแบคทีเรีย และเช้ือราท่ีใช้ในการทดสอบปรับความขุ่นท่ี 
OD 600 nm  เท่ากบั 0.02 (ประมาณ 106 CFU/ml) โดยใชอ้าหารเล้ียงเช้ือ และเติมสารสกดัจากใบพลูให้
มีความเขม้ขน้สุดทา้ยท่ี 1, 2 และ 4 เท่าของ MIC ของเช้ือท่ีใชท้ดสอบแต่ละชนิด บ่มเช้ือดว้ยสภาวะ
ท่ีเหมาะสมส าหรับเช้ือท่ีใชท้ดสอบ จากนั้นท าการเก็บตวัอยา่งท่ีเวลา 0, 30 นาที, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12 
และ 24 ชั่วโมง คร้ังละ 100 ไมโครลิตร น ามาเจือจางแบบ serial 10-fold dilution ด้วย 0.1 โมลาร์ 
PBS pH 7.0 และน าเช้ือในแต่ละความเขม้ขน้มาเพาะเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือชนิดแขง็ ก่อนจะน าไป
บ่มในสภาวะท่ีเหมาะสม หลงัจากนั้นจึงน ามานบัจ านวนโคโลนีของเช้ือท่ีเกิดข้ึน ใช ้Chlohexidine 
ท่ีมีความเขม้ขน้สุดทา้ย 0.1 % (น ้าหนกั/ปริมาตร) เป็น positive control และมีอาหารเล้ียงเช้ือเหลวท่ี
ไม่มีส่วนผสมของสารสกดัสมุนไพรเป็น negative control ท าการทดสอบ 3 คร้ัง ค านวณค่าของเช้ือ
ท่ีนบัไดใ้นหน่วย log CFU/ml และเขียนกราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งเวลาและจ านวนเช้ือ (log 
CFU/ml) 
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4. กำรทดสอบกำรต้ำนเช้ือก่อโรคในช่องปำกด้วยสำรสกัดจำกใบพล ูในสภำวะไบโอฟิล์ม (สภำวะที่
เช้ือมีกำรยดึเกำะกลุ่มกนับนพืน้ผวิ) 

4.1 กำรทดสอบหำค่ำควำมเข้มข้นที่น้อยที่สุดของสำรสกัดสมุนไพรในกำรยับยั้ง
กำรสร้ำงไบโอฟิล์ม (สภำวะทีเ่ช้ือมีกำรยดึเกำะกลุ่มกนับนพืน้ผวิ) ของเช้ือแบคทเีรียและเช้ือรำ 

ท าการทดสอบดว้ยวธีิ MTT reduction assay57 ซ่ึงเป็นการทดสอบหาเช้ือท่ียงัมีชีวิต
อยู่ โดยเช้ือท่ีมีชีวิตจะมีกระบวนการขนส่งอิเล็กตรอน และกระบวนการน้ีจะสามารถเปล่ียนผลึก
สาร tetrazolium ในสาร MTT ใหก้ลายเป็นสารสีม่วง formazan ท่ีไม่ละลายน ้าได ้ 

ทดสอบโดยเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย หรือเช้ือราแบบเหลวท่ีมีการเติม 1% 
mucin เติม 100 ไมโครลิตร ลงในถาดพลาสติกเล้ียงเซลล์ชนิด 96 หลุม แบบกน้แบน (flat-bottomed 
96-well polystyrene microtiter plate) และเติมสารสกดัจากใบพลู ซ่ึงมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ือท่ีดีใน
การทดลองขั้นตน้ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ท าการเจือจาง (two fold dilution) จะไดส้ารละลายท่ีมี
ความเขม้ขน้ 1:2, 1:4, 1:8, ... ลดลงไปตามล าดบั จากนั้นเติมเช้ือแบคทีเรีย และเช้ือราท่ีใช้ในการ
ทดสอบปรับความขุ่นท่ี OD 600 nm  เท่ากับ 0.02 (ประมาณ 106 CFU/ml) ลงในหลุมสารละลายท่ี
เตรียมไวแ้ลว้ หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มเช้ือดว้ยสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับเช้ือท่ีใช้ทดสอบนั้น
เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง แลว้จึงค่อย ๆ เทสารละลายทิ้ง แลว้ลา้ง microtiter plate  ดว้ย 50 มิลลิโมลาร์ 
phosphate-buffered saline (PBS) ท่ี มี  pH 7.0 จ  านวน  3 ค ร้ัง  แล้ว เติมส าร  3-(4, 5-dimethyl-2-
thiazolyl)-2, 5-diphenyl-2H-tetrazolium-bromid (MTT solution)  ท่ี มี ค ว าม เข้ ม ข้ น เท่ า กั บ   5 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร บ่มในท่ีมืดเป็นเวลา 3 ชัว่โมง ดูดสารละลายทิ้ง และ
เติมสาร 100 % dimethylsulfoxide (DMSO) 100 ไมโครลิตร จากนั้นจึงดูดสารละลายทั้งหมดไปใส่
ในน าถาดพลาสติกเล้ียงเซลล์ชนิด 96 หลุม แบบก้นแบน (flat-bottomed 96-well polystyrene 
microtiter plate) อนัใหม่ และน าไปวดัค่าดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือง Elisa plate reader ท่ีความยาวคล่ืน 
570 นาโนเมตร (Optical Density : OD570 nm)  

ค่าท่ีวดัไดจ้ะเป็นปริมาณเช้ือในไบโอฟิล์มท่ีรอดชีวติ ซ่ึงค่าการดูดกลืนแสงจะแปร
ผนัตามปริมาณเช้ือท่ีรอดชีวิต ซ่ึงสาร MTT จะท าปฏิกิริยากบัสารเมตาบอไลคท่ี์ผลิตจากเซลล์ของ
เช้ือท่ีมีชีวิต ซ่ึงการท างานของเอนไซม์ dehydrogenase เช่น NADH และ NADPH จะท าให้สารสี
เหลืองของ MTT ตกผลึกกลายเป็นสารสีม่วงของ formazan จากนั้ นน ามาเปรียบเทียบกับกลุ่ม
ควบคุมท่ีมีการเติมเช้ือในอาหารเล้ียงเช้ือ (positive control) และมีอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีส่วนผสมของ
สารสกดัสมุนไพรในแต่ละความเขม้ขน้เป็น blank control ท  าให้ทราบไดว้า่ท่ีความเขม้ขน้เท่าใดท่ี
สารมีผลต่อการสร้างไบโอฟิลม์ของเช้ือ ค านวณผลการทดลองดว้ยสูตร  
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% Inhibition = [1- (A570 of the test/A570 of non-treated control) × 100%]. 

โดยความเขม้ขน้ท่ีต ่าท่ีสุดท่ีสามารถยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิล์มได ้50 % และ 90 % รายงานเป็นค่า 
MBIC50 and MBIC90 (minimum biofilm inhibition concentration) ท าการทดสอบ 3 คร้ัง 
 

4.2 กำรทดสอบหำค่ำควำมเข้มข้นที่ น้อยที่ สุดของสำรสกัดสมุนไพรในกำร
ท ำลำยไบโอฟิล์ม (สภำวะทีเ่ช้ือมีกำรยดึเกำะกลุ่มกนับนพืน้ผวิ) ของเช้ือแบคทเีรีย และเช้ือรำ 

ส ร้ า ง แ บ บ จ า ล อ ง ไ บ โ อ ฟิ ล์ ม  (biofilm model) ข อ ง เ ช้ื อ  S. mutans, A. 
actinomycetemcomitans และ C. albicans ในถาดพลาสติกเล้ียงเซลล์ชนิด 96 หลุมแบบก้นแบน 
(flat-bottomed 96-well polystyrene microtiter plate) ซ่ึงในการสร้างไบโอฟิล์มของเช้ือดงักล่าวตอ้ง
ใชเ้ช้ือแบคทีเรีย และเช้ือราท่ีใชใ้นการทดสอบปรับความขุ่นท่ี OD 600 nm  เท่ากบั 0.02 (ประมาณ 106 
CFU/ml) เพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือชนิดเหลวท่ีมีการเติม 1% mucin จากนั้นน าไปบ่มท่ีสภาวะท่ี
เหมาะสมของเช้ือแต่ละชนิด นาน 24 ชัว่โมง แลว้จึงค่อย ๆ เทสารละลายและเช้ือในสภาวะแพลงโท
นิกท่ีไม่สามารถสร้างไบโอฟิล์มในการยึดเกาะกบัผนงัของ microtiter plate ไดทิ้้ง ท าการลา้งเซลล์ท่ี
หลุดออกจากไบโอฟิล์มดว้ย PBS pH 7.0 จ านวน 3 คร้ัง จากนั้นเติมสาร phosphate-buffered saline 
(PBS) ท่ีมีสารสกัดจากใบพลูท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ 200 ไมโครลิตรลงในหลุม บ่มท่ีสภาวะท่ี
เหมาะสมของเช้ือแต่ละชนิด นาน 18-24 ชัว่โมง วดัค่าความสามารถในการท าลายไบโอฟิล์มของ
เช้ือด้วยวิธี MTT reduction assay57 ดังกล่าวข้างต้น โดยวดัค่าดูดกลืนแสงด้วยเคร่ือง Elisa plate 
reader ท่ีความยาวคล่ืน 570 นาโนเมตร (Optical Density : OD570 nm) น ามาเปรียบเทียบกับกลุ่ม
ควบคุมท่ีมีการเติมเช้ือในอาหารเล้ียงเช้ือ (positive control) และมีอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีส่วนผสมของ
สารสกดัสมุนไพรในแต่ละความเขม้ขน้เป็น blank control ท  าให้ทราบไดว้า่ท่ีความเขม้ขน้เท่าใดท่ี
สารมีผลต่อการสร้างไบโอฟิลม์ของเช้ือ ค านวณผลการทดลองดว้ยสูตร 

% Eradication = [1- (A570 of the test/A570 of non-treated control) × 100%] 

โดยความเขม้ขน้ท่ีต ่าท่ีสุดท่ีสามารถก าจดัไบโอฟิล์มได ้50 % และ 90 % รายงานเป็นค่า MBEC50 
and MBEC90 (minimum biofilm eradication concentration) ท าการทดสอบ 3 คร้ัง 
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5. กำรศึกษำองค์ประกอบทำงเคมีทีส่ ำคัญของสำรสกดัจำกใบพลูทีม่ีฤทธ์ิในกำรต้ำนเช้ือทีด่ี  

5.1 กำรทดสอบแยกสำรองค์ประกอบทำงเคมีของสำรสกัดจำกใบพลูด้วยวิธี Thin 
Layer Chromatography (TLC) และกำรทดสอบหำฤทธ์ิกำรยับยั้งเช้ือแบคทีเรีย และเช้ือรำของ
สำรองค์ประกอบทำงเคมีของสำรสกดัจำกใบพลูด้วยวธีิ TLC-bioautography  

การแยกสารองค์ประกอบ ใช้สารสกดัจากใบพลู (100 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) สาร
มาตรฐาน eugenol (5 ไมโครลิตร/มิลลิลิตร ใน 95 % ethanol) และ 4-chromanol (1 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร ใน 95 % ethanol) ปริมาตร 5 ไมโครลิตรแตม้ (spotting) ลงบนแผ่น TLC ท่ีเคลือบด้วย 
alumina silica gel GF254 (stationary phase) ขนาด 8 x 2 เซนติเมตร โดยแต้มให้ ห่างจากปลาย
ด้านล่างข้ึนมาประมาณ 1 เซนติเมตร น าแผ่นดังกล่าวไปจุ่มลงในภาชนะแก้วแบบปิดท่ีมีตวัท า
ละลายใส่ไวเ้พียงเล็กน้อยในระดับท่ีตวัท าละลายสูงไม่เกินจุดท่ีแต้มสารตวัอย่าง ตวัท าละลาย 
หรือวฏัภาคเคล่ือนท่ี (mobile phase) ท่ีใช้คือ toluene : ethyl acetate ในอัตราส่วน 90 : 10 คอย
สังเกตรอยเปียกของตวัท าละลายท่ีซึมข้ึนดา้นบนของแผน่ TLC ขอบของรอยเปียกของตวัท าละลาย
น้ีเรียกวา่ solvent front เม่ือสารมาเกือบถึงปลายดา้นบนของแผน่ (ห่างจากปลายดา้นบนของแผน่ลง
มา 0.5 เซนติเมตร) ก็ให้รีบเอาแผน่ TLC ออก ทิ้งให้ตวัท าละลายแห้งก่อนน าไปพ่นสเปยด์ว้ย 20 % 
(w/v) ของสาร phosphomolybdic acid ใน ethanol และน าไปองัความร้อนท่ี 105 oC เป็นเวลา 5 นาที 
ค านวณหาค่า  Rf (relative front values) ซ่ึงเป็นอัตราส่วนของระยะทางท่ีสารเคล่ือนท่ีเทียบกับ
ระยะทางท่ีตวัท าละลายเคล่ือนท่ี58 หรือสูตร  

Rf = ระยะทางท่ีสารเคล่ือนท่ี / ระยะทางท่ีตวัท าละลายเคล่ือนท่ี 

 ส่วน TLC-bioautography ใช้วิธี agar overlay โดยการวางแผ่น TLC ข้างต้น (ไม่
ต้องพ่นสเปรย์) ลงบนจานเพาะเล้ียงเช้ือท่ีมีอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีวุน้เป็นส่วนผสมเป็นฐาน (6 
มิลลิลิตร) เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือแบคทีเรียหรือเช้ือราท่ีมีวุน้เป็นส่วนผสม และปราศจากเช้ือปริมาตร 
10 มิลลิลิตรน าไปต้ม จากนั้นรอให้อาหารเล้ียงเช้ือมีอุณหภูมิประมาณ 50 °C เติมเช้ือท่ีต้องการ
ทดสอบท่ีความขุ่น 0.5 McFarland ลงในอาหารเล้ียงเช้ือดงักล่าว บ่มเช้ือด้วยสภาวะท่ีเหมาะสม
ส าหรับเช้ือท่ีใช้ทดสอบนั้ น หากพบวงใสรอบจุดของสาร (inhibition zone) แสดงว่าสารนั้ นมี
ความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรีย หรือเช้ือราท่ีใชท้ดสอบ59 
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5.2 กำรตรวจวิเครำะห์สำรองค์ประกอบทำงเคมีในสำรสกัดจำกใบพลูด้วยวิธี GC-
MS analysis 

ตรวจสอบหาสารองค์ประกอบทางเคมีสารสกัดจากใบพลู 100 ไมโครลิตรด้วย
เค ร่ือง  gas chromatograph-mass spectrometer (GC-MS, Trace GC Ultra, USA) เค ร่ืองจะท าการ
ตรวจวิเคราะห์โดยแยกสารโดยการบรรจุใน column ชนิด silica capillary (TR-5MS, 0.25 มิลลิเมตร 
x 30 มิลลิเมตร, ความหนาของแผน่ฟิล์ม 0.25 ไมโครเมตร) อุณหภูมิท่ีใชต้ั้งไวท่ี้ 70  oC นาน 2 นาที 
เพิ่มข้ึนจนถึง 250 oC สูงสุดท่ี 305 oC ในอตัราส่วน 10 oC ต่อนาที และคงท่ีนาน 5 นาที  ส่วนท่ีท า
หน้าท่ีเป็นตวัฉีด (อตัราส่วน 10: 1) ใช้ Helium (บริสุทธ์ิ 99 %)  อตัราการไหล 1  มิลลิลิตร/นาที 
โดยใชแ้ก๊สเป็นตวัพา (carrier) 

ส าหรับ MS operation parameter ใช้ electron ionization mode (EI), ion source 70 
eV; ion source temperature 250  oC Mass spectra ท่ีไดอ้ยู่ในช่วง 35 ถึง 500 amu อตัราการสแกน 2 
วินาที การวิเคราะห์องค์ประกอบของสารสกดัโดยใช้ Mass spectra เปรียบเทียบกบั Wiley 9 mass 
spectral library สามารถค านวณหาปริมาณสารจาก GC peak areas60 

 
5.3 กำรตรวจวิเครำะห์สำรองค์ประกอบสำรส ำคัญทำงเคมีในสำรสกัดจำกใบพลู

ด้วยวธีิ high performance liquid chromatography (HPLC) 
วิเคราะห์สารองค์ประกอบท่ีส าคญัในสกดัจากใบพลูด้วยเคร่ืองโครมาโทกราฟี

ของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC; Agilent® 1100 series, Palo Alto, CA) โดยวิเคราะห์แบบ isocratic 
ใช ้injection value loop ท่ี 20 ไมโครลิตร และจบัสัญญาณดว้ย UV-detector สภาวะในการวิเคราะห์
หาปริมาณสารส าคญั ใช้เฟสเคล่ือนท่ี (mobile phase) ในอตัราส่วนของ เมทานอล : น ้ า (70 : 30) 
อตัราการไหล (flow rate) ท่ี 0.7 มิลลิลิตร/นาที เวลาในการวิเคราะห์ท่ี  20 นาที และใช้คอลัมน์ 
Apollo C18 (ขนาด 250 มิลลิเมตร x 4.6 มิลลิเมตร, 5 ไมโครเมตร particle size (Alltech Associates 
Inc., Deerfield, IL) สารมาตรฐานท่ีใช ้ไดแ้ก่ eugenol และ 4-chromanol 61 

 
6. กำรวเิครำะห์ข้อมูล 

วเิคราะห์ขอ้มูลในเชิงพรรณนา โดยใชค้่าเฉล่ีย และส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานจากการ
ค านวณขอ้มูลท่ีไดใ้นการทดสอบซ ้ า 3 คร้ัง  
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ผลกำรด ำเนินงำนวจิัย 
วตัถุประสงค์ข้อที ่1  
เพื่ อศึกษาการต้าน เช้ือของสารสกัดจากสมุนไพรไทยในวงศ์  Lamiaceae, Piperaceae และ 
Zingiberaceae ต่อเช้ือก่อโรคท่ีพบบ่อยในช่องปากในสภาวะแพลงโทนิก 

จากการทดสอบฤทธ์ิการยบัย ั้งเช้ือจุลชีพในขั้นต้นของสารสกดัสมุนไพรทั้ง 12 
ชนิดดว้ยวิธี agar-well diffusion พบวา่สารสกดัจากใบพลู และสารสกดัจากเหงา้ขมิ้นออ้ยมีฤทธ์ิใน
การยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือรา C. albicans ATCC 90028 (ตารางท่ี 3 และ ตารางท่ี 1 ของ
ภาคผนวก ก และ ข) ในขณะท่ีการทดสอบฤทธ์ิการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียในขั้นตน้ พบว่ามีเพียงสาร
สกดัจากใบพลูเท่านั้นท่ีมีฤทธ์ิท่ีดีต่อการยบัย ั้งเช้ือท่ีใช้ทดสอบทุกชนิด (ตารางท่ี 3 และ ตารางท่ี 1 
ของภาคผนวก ข และ ค) อีกทั้งยงัพบว่าสมุนไพรในวงศ์ Lamiaceae ไม่สามารถยบัย ั้งเช้ือรา และ
เช้ือแบคทีเรียท่ีใชท้ดสอบได ้

ค่า MIC ของสารสกัดจากใบพลูต่อเช้ือราท่ีใช้ทดสอบอยู่ในช่วง 1.56 ถึง 3.13 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ค่า MIC ของสารสกดัจากเหงา้ขมิ้นออ้ยต่อเช้ือราท่ีใชท้ดสอบอยูใ่นช่วง 1.56 ถึง 
8.33 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และค่า MBC ของสารสกัดจากใบพลูต่อเช้ือราอยู่ในช่วง 3.13 ถึง 8.33 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ในขณะท่ีค่า MBC ของสารสกัดจากเหง้าขมิ้นอ้อยต่อเช้ือรามากกว่า 25 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (ตารางท่ี 2 ของภาคผนวก ก) ส่วนค่า MIC ของสารสกัดจากใบพลูต่อเช้ือ
แบคทีเรียอยู่ในช่วง 1.04 ถึง 4.17 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และค่า MBC ของสารสกดัจากใบพลูต่อเช้ือ
แบคทีเรียอยูใ่นช่วง 1.56 ถึง 8.33 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

ผลการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือจุลชีพต่อหน่วยเวลาของสารสกดัจากใบพลู 
โดยความเขม้ขน้ท่ี 1×MIC, 2×MIC และ 4×MIC สามารถยบัย ั้งเช้ือ C. albicans ATCC 90028 ไดท่ี้
เวลา 8, 2 และ 1 ชัว่โมง ตามล าดบั (รูปท่ี 1 ของภาคผนวก ก) ความเขม้ขน้ท่ี 1×MIC, 2×MIC และ 
4×MIC สามารถยบัย ั้งเช้ือ S. mutans ATCC 25175 ได้ท่ีเวลา 12, 8 และ 6 ชั่วโมง ตามล าดบั และ
สามารถยบัย ั้งเช้ือ A. actinomycetemcomitans ATCC 33384 ไดท่ี้เวลา 6, 2 และ 1 ชัว่โมง ตามล าดบั 
(รูปท่ี 1 ของภาคผนวก ค) ส่วน  0.1 % CHX (positive control) สามารถยบัย ั้งเช้ือทั้ ง 3 ชนิดได้
ภายใน 30 นาที 
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ตำรำงที่ 3 แสดงสารสกดัสมุนไพร, ส่วนท่ีใชใ้นการทดสอบของสารสกดั และความสามารถในการ  
ยบัย ั้งเช้ือจุลชีพ 

สำรสกดั
สมุนไพร 

ส่วนทีใ่ช้ 
ควำมสำมำรถในกำรยบัยั้งเช้ือจุลชีพก 

Lf Ls Ss Sm Aa Fn Ca 

วงศ์ Lamiaceae: 

กะเพรา ทั้งตน้ - n.d. - - - - - 

แมงลกั ทั้งตน้ - n.d. - - - - - 

สะระแหน่ ใบ - n.d. - - - - - 

โหระพา ทั้งตน้ - n.d. - - - - - 

วงศ์ Piperaceae: 

ชา้พลู ใบ - - - - - ++ + 

ดีปลี ผล - - - - - + + 

พริกไทย ผล - - - - - + - 

พลู ใบ ++ ++ +++ +++ ++ +++ +++ 

วงศ์ Zingiberaceae: 

ขมิ้นชนั เหงา้ - - - + - ++ + 

ขมิ้นออ้ย  เหงา้ - - - + - ++ ++ 

ข่า เหงา้ - - - + ++ ++ + 

ขิง เหงา้ - - + - - ++ + 

+, 0 < zone < 10 มิลลิเมตร; + +, 10 มิลลิเมตร < zone < 20 มิลลิเมตร; + + +, 20 มิลลิเมตร < 
zone; -, ไม่ปรากฏ inhibition zone 

ก เช้ือแบคทีเรีย: Lf – L. fermentum ATCC 14931; Ls – L. salivarius ATCC 11741; Ss – S. 
sobrinus ATCC 33478; Sm – S. mutans ATCC 25175; Aa – A. actinomycetemcomitans 
ATCC 33384; Fn – F. nucleatum ATCC 25586; CA – C. albicans, n.d. – not determined 
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วตัถุประสงค์ข้อที ่2  
เพื่ อศึกษาการต้าน เช้ือของสารสกัดจากสมุนไพรไทยในวงศ์  Lamiaceae, Piperaceae และ 
Zingiberaceae ต่อเช้ือก่อโรคท่ีพบบ่อยในช่องปากในสภาวะไบโอฟิลม์ 

ผลการทดสอบหาค่าความเขม้ขน้ท่ีน้อยท่ีสุดของสารสกดัจากใบพลูในการยบัย ั้ง
การสร้างไบโอฟิล์ม > 50 % และ > 90 % (MBIC50 และ MBIC90) ต่อเช้ือ C. albicans ATCC 90028 
อยูท่ี่ 0.78 + 0.31 และ 3.13 + 0.15 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ตามล าดบั (รูปท่ี 2 ของภาคผนวก ก) ต่อเช้ือ 
S. mutans ATCC 25175 อยู่ท่ี 0.39 + 0.20 และ 1.56 + 0.11 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ตามล าดบั และเช้ือ 
A. actinomycetemcomitans ATCC 33384 อยู่ท่ี  0.10 + 0.03 และ 0.39 + 0.65 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
ตามล าดบั (รูปท่ี 2 ของภาคผนวก ค)  

ผลการทดสอบหาค่าความเข้มข้นท่ีน้อยท่ีสุดของสารสกัดจากใบพลูในการ
ก าจดัไบโอฟิลม์ > 50 % และ > 90 % (MBEC50 และ MBEC90) ต่อเช้ือ C. albicans ATCC 90028 อยู่
ท่ี 1.56 + 0.44 และ 12.5 + 0.69 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ตามล าดบั (รูปท่ี 2 ของภาคผนวก ก) ต่อเช้ือ S. 
mutans ATCC 25175 อยู่ท่ี 0.78 + 0.11 และ 6.25 + 0.58 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ตามล าดบั และเช้ือ A. 
actinomycetemcomitans ATCC 33384 อยู่ ท่ี  0.78 + 0.34 และ  3.13 + 0.28 มิ ล ลิก รัม /มิ ล ลิ ลิตร 
ตามล าดบั (รูปท่ี 3 ของภาคผนวก ค) ซ่ึง 0.1 % CHX สามารถยบัย ั้ง และจ ากดัการสร้างไบโอฟิล์ม
ของเช้ือทั้ง 3 ชนิดได ้100 % 
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วตัถุประสงค์ข้อที ่3  
เพื่อศึกษาองคป์ระกอบทางเคมีท่ีส าคญัของสารสกดัท่ีมีฤทธ์ิในการตา้นเช้ือท่ีดี 

ผลการแยกสารองค์ประกอบทางเคมีของสารสกดัจากใบพลูดว้ยวิธี TLC ดงัรูปท่ี 
3B ของภาคผนวก ก และรูปท่ี 5a ของภาคผนวก ข ซ่ึงพบวา่ต าแหน่งสารขนาดใหญ่ท่ีมีค่า Rf = 0.38 
เทียบค่า Rf ได้ในต าแหน่งเดียวกับสารมาตรฐาน 4-chromanol ซ่ึงสามารถยบัย ั้งเช้ือ C. albicans 
ATCC 90028 (รูปท่ี 3C ของภาคผนวก ก) เช้ือแบคทีเรียแกรมบวก S. mutans ATCC 25175 (รูปท่ี 
5b ของภาคผนวก ค) และเช้ือแบคทีเรียแกรมลบ A. actinomycetemcomitans ATCC 33384 (ไม่
สามารถถ่ายรูปท่ีชดัเจนได)้ โดยการทดสอบดว้ยวธีิ TLC-bioautography และต าแหน่งสารท่ีมีค่า Rf 
= 0.74 ซ่ึงมีขนาดเล็กกว่า มีต าแหน่งค่า Rf ในต าแหน่งเดียวกบัสารมาตรฐาน eugenol ซ่ึงพบว่าไม่
สามารถยบัย ั้งเช้ือทั้ง 3 ชนิดไดด้ว้ยวธีิ TLC-bioautography 

ผลการตรวจวิเคราะห์สารองค์ประกอบทางเคมีในสารสกดัจากใบพลูดว้ยวิธี GC-
MS analysis ดังตารางท่ี  4 และรูปท่ี  3A ของภาคผนวก ก  เม่ือเทียบกับ Wiley 9 mass spectral 
library พบว่าในสารสกัดจากใบพลูมีสารองค์ประกอบทางเคมีท่ีมีปริมาณมาก 2 สาร คือสาร 4-
chromanol (62.33 %) และสาร eugenol (17.10 %)  

ผลการตรวจวิเคราะห์สารองค์ประกอบทางเคมีในสารสกัดจากใบพลูด้วยวิธี 
HPLC ดงัรูปท่ี 4 ของภาคผนวก ค เม่ือเทียบกบั peak ของสารมาตรฐาน พบวา่สารสกดัจากใบพลูมี 
2 peaks ใหญ่ท่ีสามารถแยกได้ peak ท่ี 1 คือ สาร 4-chromanol แยกท่ีเวลา 5.654 ± 0.04 นาที และ 
peak ท่ี 2 คือ สาร eugenol แยกท่ีเวลา 7.966 ± 0.09 นาที  
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ตำรำงที ่4   ผลการตรวจสอบองคป์ระกอบทางเคมีของสารสกดัจากใบพลูดว้ย GC-MS 

เวลำ  
(min) 

ช่ือทำงเคมีของสำร สูตรโมเลกุล มวลโมเลกุล 
ปริมำณ 
(%) 

4.61 1,8-Cineole C10H18O 154 0.24 
7.51 Chavicol C9H10O 134 0.82 
9.10 Eugenol C10H12O2 164 17.10 

10.45 4-Chromanol C9H10O2 150 62.33 
10.94 δ-Cadinene C15H24 204 1.16 
12.26 4-Allyl-1,2-diacetoxybenzene C13H14O4 234 0.13 
15.92 Stearic acid C18H36O2 284 0.59 
17.06 Phytol C20H40O 296 0.75 
17.94 Neophytadiene C20H38 278 1.30 
25.21 α-Tocopherol-β-D-mannoside C35H60O7 592 0.57 
27.52 β-Sitosterol C29H50O 414 1.50 
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วจิำรณ์ผลกำรวจิัย 

เช้ือจุลชีพท่ีเจริญเติบโตบนผิวเคลือบฟัน และบริเวณร่องเหงือกเป็นสาเหตุในการ
ก่อโรคติดเช้ือในช่องปากท่ีส าคญั ไดแ้ก่ โรคฟันผุ และโรคปริทนัต์อกัเสบ ซ่ึงมีสาเหตุหลกัมาจาก
แบคทีเรียในช่องปากท่ีอาศยัอยู่ในคราบจุลินทรีย ์หรือไบโอฟิล์ม (biofilm)1-3 โดยเฉพาะแบคทีเรีย
ในกลุ่ม pioneer ท่ีท  าหนา้เร่ิมตน้ในกระบวนการก่อรูปไบโอฟิล์ม เช่น S. mitis, S. mutans, S. oralis 
และ S. sangius เป็นต้น3, 62 ซ่ึงแบคทีเรียกลุ่มน้ีจะเข้ายึดเกาะบนผิวเคลือบฟันท่ีมีคราบน ้ าลาย 
(pellicle formation) เคลือบอยู่ และเปล่ียนแปลงสภาวะแวดลอ้มบนผิวเคลือบฟัน ท าให้ออกซิเจน
บนผิวฟัน หรือร่องเหงือกลดลง เกิดการรีดิวซ์เหมาะแก่การเจริญเติบโตส าหรับเช้ือแบคทีเรียแอน
แอโรบส์ เช่น A. actinomycetemcomitans, F. nucleatum และ Porphyromonas gingivalis เป็นตน้ มี
ผลให้เกิดความซบัซ้อนของชุมชนแบคทีเรียท่ีเจริญเติบโตเต็มท่ี ซ่ึงชุมชนแบคทีเรียกลุ่มน้ีสามารถท่ี
จะหลุดออกจากไบโอฟิล์มกลับมาอยู่ในรูปของแพลงโทนิก (planktonic) ในน ้ าลาย และก่อรูป
เป็นไบโอฟิล์มในต าแหน่งอ่ืนไดใ้หม่อีกคร้ัง ด้วยสาเหตุของโครงสร้างท่ีซับซ้อนจึงท าให้เช้ือใน
สภาวะไบโอฟิล์มมีคุณสมบติัในการด้ือต่อยา และภูมิคุม้กนัของร่างกายมากกวา่เช้ือในสภาวะแพลง
โทนิก3, 62, 63 

การรักษาโรคติดเช้ือในช่องปากทางคลินิกนั้ นนิยมใช้คลอเฮกซิดีน 0.12 % 
(chlorhexidine gluconate, CHX) เป็นน ้ ายาบ้วนปากส าหรับต้านเช้ือจุลชีพ แต่อย่างไรก็ตามได้มี
รายงานพบวา่ เม่ือใชค้ลอเฮกซิดีนในระยะเวลานานจะมีผลขา้งเคียง เช่น การรับรสจะเสียไปในผูใ้ช้
บางคน เน่ืองจากคลอเฮกซิดีนมีรสชาติไม่ดี (เฝ่ือน ขม) มีการหลุดลอกของเยื่อบุช่องปาก เกิดอาการ
ปวดแสบปวดร้อน เกิดการติดสีท่ีตวัฟัน และเน้ือเยือ่ในช่องปาก64, 65  นอกจากน้ีในการรักษาบางคร้ัง
อาจตอ้งใชย้าปฏิชีวนะ ซ่ึงเป็นเหตุท าใหป้ระเทศชาติเสียงบประมาณเป็นจ านวนมากในแต่ละปี และ
เช้ืออาจด้ือต่อยาปฏิชีวนะ ดงันั้นการหาแนวทางใหม่ ๆ ในการรักษาโรคติดเช้ือในช่องปากจึงมี
ความจ าเป็นอยา่งยิ่ง การใชส้มุนไพรในการบ าบดัโรคก็เป็นอีกทางเลือกท่ีน่าสนใจ เน่ืองจากท่ีผา่น
มามีการน ามาสมุนไพรพื้นบา้นมาใชใ้นการรักษาโรคในช่องปากอย่างมีประสิทธิภาพ ถึงแมจ้ะยงั
ขาดหลกัฐานทางวทิยาศาสตร์ในการสนบัสนุนประสิทธิภาพของสมุนไพรเหล่านั้นก็ตาม  

การศึกษาในคร้ังน้ีแสดงให้เห็นอยา่งชดัเจนวา่ สารกดัจากใบพลูสามารถยบัย ั้งเช้ือ
ได้ทั้ งในสภาวะแพลงโทนิก และสภาวะไบโอฟิล์ม พลูเป็นสมุนไพรในวงศ์ Piperaceae ซ่ึง
การแพทยพ์ื้นบา้นในหลาย ๆ ประเทศ โดยเฉพาะประเทศในทวีปเอเชียฝ่ังตะวนัออกเฉียงใต ้เช่น 
ประเทศไทย ประเทศมาเลเซีย และประเทศอินเดีย เป็นตน้ ไดใ้ชใ้บพลูรักษาโรคท่ีหลากหลาย โดย
จากรายงานก่อนหนา้น้ีเก่ียวกบัเภสัชวทิยาของพลู พบวา่พลูมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย เช่น P. 
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aeruginosa และ E. coli เป็นตน้ มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ือรา และยีตส์ เช่น C. albicans, Aspergillus 
flavus เป็นตน้ และฤทธ์ิอ่ืนๆ เช่น การตา้นการอกัเสบ ฤทธ์ิลดน ้ าตาลในเลือด ฤทธ์ิต่อการหดเกร็ง
ของทางเดินอาหาร เป็นตน้42, 44, 66   

ผลการต้านเช้ือ C. albicans ATCC 90028 (ตวัแทนของเช้ือราท่ีก่อโรค) ในช่อง
ปากดว้ยสารสกดัสมุนไพร 12 ชนิดในขั้นตน้ พบวา่มีสารสกดัจากใบพลู และสารสกดัจากเหงา้ขมิ้น
ออ้ยสามารถยบัย ั้งเช้ือในสภาวะแพลงโทนิกท่ีใช้ในการทดสอบไดดี้ แต่ทั้งน้ีเม่ือน าสารสกดัทั้ง 2 
ชนิดน้ีมาทดสอบหาค่า MIC และค่า MFC พบวา่สารสกดัจากใบพลูมีความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือ
ราท่ีใช้ทดสอบทั้ง 11 ชนิดไดด้ว้ยความเขม้ขน้ท่ีต ่ากว่าสารสกดัจากเหงา้ขมิ้นออ้ย (ภาคผนวก ก) 
ในขณะท่ีผลการต้านเช้ือแบคทีเรียแกรมบวก และเช้ือแบคทีเรียแกรมลบ ซ่ึงเป็นตัวแทนเช้ือ
แบคทีเรียก่อโรคฟันผ ุและโรคปริทนัตอ์กัเสบดว้ยสารสกดัสมุนไพร 12 ชนิด พบวา่มีเพียงสารสกดั
จากใบพลูเท่านั้นท่ีสามารถยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียท่ีใช้ในการทดสอบไดทุ้กชนิด (ภาคผนวก ข) ซ่ึงค่า
ความเขม้ขน้ท่ีใช้ในการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย และเช้ือราของสารสกดัจากใบพลูอยู่ในช่วง 1.04 ถึง 
4.17 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ส่วนค่าความเขม้ขน้ท่ีใชใ้นการฆ่าเช้ือทั้ง 2 ชนิดน้ีของสารสกดัจากใบพลู
อยูใ่นช่วง 1.56 ถึง 8.33 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

อีกทั้งจากผลการทดสอบจะสังเกตได้ว่าเช้ือแบคทีเรียแกรมลบมีความไวต่อสาร
สกดัจากใบพลูมากกวา่เช้ือแบคทีเรียแกรมบวก โดยมีความเป็นไปไดว้่าสารสกดัสามารถผ่านผนงั
เซลล์ชั้นนอก (inner membrane)  ซ่ึงท าหน้าท่ีเป็นตวักั้นสารต่าง ๆ ของเช้ือแบคทีเรียแกรมลบ เขา้
ไปภายในเซลล์ได ้อีกทั้งผนงัหุ้มเซลล์ชั้นในสุด (inner layer) ของเช้ือแบคทีเรียแกรมลบมีชั้นของ 
peptidoglycan ท่ีบางกวา่เช้ือแบคทีเรียแกรมบวก3 จึงเป็นไปไดว้า่สารสกดัจากใบพลูมีความสามารถ
ในการตา้นเช้ือแบคทีเรียแกรมลบไดดี้ และจากการศึกษาฤทธ์ิการตา้นเช้ือจุลชีพในขั้นตน้ ยงัพบอีก
วา่สมุนไพรไทยในวงศ ์Lamiaceae ไม่สามารถตา้นเช้ือรา และเช้ือแบคทีเรียท่ีใช้ในการทดสอบได ้
โดยมีความเป็นไปได้ว่าสารส าคญัท่ีมีฤทธ์ิในการต้านเช้ืออาจเป็นสารน ้ ามนัหอมระเหย ซ่ึงถูก
ระเหยออกไปในขั้นตอนของสกดั สารสกดัของสมุนไพรในวงศน้ี์จึงไม่สามารถแสดงค่าการยบัย ั้ง
เช้ือได ้

นอกจากน้ีในการศึกษาฤทธ์ิการตา้นเช้ือจุลชีพต่อหน่วยเวลา พบว่าฤทธ์ิของสาร
สกดัจากใบพลูต่อการฆ่าเช้ือจุลชีพข้ึนอยูก่บัระยะเวลาท่ีใช ้และความเขม้ขน้ของสารสกดั ซ่ึงความ
เขม้ขน้ท่ี 3.13 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร สามารถฆ่าเช้ือรา C. albicans ATCC 90028 (ตวัแทนของเช้ือรา) 
และเช้ือ S. mutans ATCC 25175 (ตวัแทนของเช้ือแบคทีเรียแกรมบวก) ได้ภายในเวลา 8 ชั่วโมง 
ขณะท่ี เช้ือ A. actinomycetemcomitans ATCC 33384 (ตัวแทนของเช้ือแบคทีเรียแกรมลบ) ใช้
ระยะเวลาในการฆ่าเพียง 2 ชัว่โมงท่ีความเขม้ขน้เดียวกนั  
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Deshpande และ Kadam66 ได้ศึกษาฤทธ์ิการตา้นเช้ือแบคทีเรีย S. mutans ด้วยสาร
สกัดจากใบพลูท่ีสกัดด้วย ethanol (MIC = 5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) และสกัดด้วยน ้ า (MIC = 10 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) แต่ไม่มีขอ้มูลของการตา้นเช้ือในสภาวะไบโอฟิล์ม และสารองค์ประกอบทาง
เคมีท่ีส าคญัของสารสกดัจากใบพลู ซ่ึงผลการศึกษาน้ีพบวา่ค่า MIC ของสารสกดัจากใบพลู (MIC = 
1.56 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ต ่ากวา่ค่า MIC ของสารสกดัจากใบพลูท่ีสกดัดว้ย ethanol และสกดัดว้ยน ้ า
ในการศึกษาของ Deshpande และ Kadam66 (ภาคผนวก ข) เช่นเดียวกบัการศึกษาของ Himratul-
Aznita และคณะ67 ซ่ึงศึกษาฤทธ์ิของสารสกดัจากใบพลูท่ีสกดัด้วยน ้ าต่อการยบัย ั้งเช้ือรา 7 ชนิด 
ประกอบด้วย C. albicans ATCC 14053, C. glabrata ATCC 90030, C. tropicalis ATCC 13803, C. 
krusei ATCC 14243, C. lusitaniae ATCC 64125, C. parapsilosis ATCC 22019 แ ล ะ  C. 
dubliniensis ATCC MYA-2975 โดยพบวา่สารสกดัจากใบพลูท่ีสกดัดว้ย ethanol ของการศึกษาน้ีใช้
ความเขม้ขน้ในการยบัย ั้ง (MIC) และฆ่า (MFC) เช้ือรา C. glabrata ATCC 90030 และ C. tropicalis 
ATCC 13803 ท่ีต  ่ากวา่สารสกดัดว้ยน ้าในการศึกษาของ Himratul-Aznita และคณะ67  

จากรายงานในขั้นตน้จึงสามารถท่ีจะระบุไดว้า่ความสามารถในการตา้นเช้ือจุลชีพ
ข้ึนอยู่กบัหลายปัจจยั อาทิ แหล่งเพาะปลูกของสมุนไพร ช่วงระยะเวลาการเก็บเก่ียว วิธีการสกดั 
เป็นตน้ อีกทั้งยงัข้ึนอยูก่บัตวัท าละลายท่ีใชใ้นการสกดัสาร โดยจากการศึกษาทั้งสองน้ีพบวา่ตวัท า
ละลาย ethanol มีประสิทธิภาพในการต้านเช้ือท่ีดีกว่าสารสกัดด้วยน ้ า จึงมีความเป็นไปได้ว่า
สารส าคญัท่ีออกฤทธ์ิไม่ละลายในน ้า แต่ละลายในตวัท าละลาย ซ่ึงตวัท าละลายท่ีใชใ้นการสกดัสาร
มี อีกหลายชนิด เช่น  chloroform, methanol, acetone เป็นต้น  โดยตัวท าละลายแต่ละชนิดมี
ความสามารถในการสกดัแยกสารไดไ้ม่เหมือนกนั จึงตอ้งศึกษาเปรียบเทียบคุณสมบติัในการยบัย ั้ง
เช้ือจุลชีพของสารสกดัท่ีสกัดตวัตวัท าละลายอ่ืน ๆ เพิ่มเติมในภายภาคหน้า ทั้ งน้ีการศึกษาของ 
Deshpande และ  Kadam66 และการศึกษาของ Himratul-Aznita และคณะ67 ยงัขาดการทดสอบ
เก่ียวกับฤทธ์ิการยบัย ั้งการสร้าง และก าจดัเช้ือในสภาวะไบโอฟิล์ม รวมทั้ งการทดสอบหาสาร
องคป์ระกอบทางเคมีจากสารสกดัจากใบพลู  

อย่างไรก็ตามจากการศึกษาผลการตา้นเช้ือจุลชีพในสภาวะแพลงโทนิก สารสกดั
จากใบพลูแสดงให้เห็นถึงคุณสมบติัการตา้นเช้ือรา  และแบคทีเรียไดอ้ยา่งมีนยัส าคญั ดงันั้นในการ
ทดสอบฤทธ์ิการตา้นเช้ือในสภาวะไบโอฟิล์ม และการวิเคราะห์หาสารองคป์ระกอบทางเคมี จึงใช้
สารสกดัจากใบพลูในการทดสอบ 

การศึกษาน้ีไดท้ดสอบฤทธ์ิของสารสกดัจากใบพลูต่อการตา้นเช้ือในสภาวะไบโอ
ฟิล์ม ทั้ ง C. albicans ATCC 90028 (ตัวแทนของเช้ือรา) เช้ือแบคทีเรียแกรมบวก คือ S. mutans 
ATCC 25175  (ตั ว แ ท น ข อ ง เช้ื อ ก่ อ โ รค ฟั น ผุ )  แ ล ะ เช้ื อ แ บ ค ที เรี ย แ ก ร ม ล บ  คื อ  A. 
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actinomycetemcomitans ATCC 33384 (ตวัแทนของเช้ือก่อโรคปริทนัตอ์กัเสบ) โดยพบวา่สารสกดั
จากใบพลูสามารถท่ีจะยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิลม์ และสามารถก าจดัเช้ือในสภาวะไบโอฟิลม์ท่ีอาย ุ1 
วนัได ้ซ่ึงความเขม้ขน้ท่ีใช้ในการก าจดัไบโอฟิล์ม (MBEC90) มีค่าสูงกว่าความเขม้ขน้ท่ีใช้ในการ
ยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิลม์ (MBIC90) ประมาณ 4 ถึง 6 เท่า ซ่ึงในการยบัย ั้งการสร้าง และก าจดัเช้ือรา
ในสภาวะไบโอฟิลม์นั้นจะตอ้งใชส้ารสกดัจากใบพลูท่ีมีความเขม้ขน้สูงกวา่การยบัย ั้ง และก าจดัเช้ือ
แบคทีเรียในสภาวะแพลงโทนิกประมาณ 2 ถึง 4 เท่า โดยค่าความเขม้ขน้ของสารสกดัจากใบพลูท่ี
ใช้ในการก าจดัเช้ือในสภาวะไบโอฟิล์ม (MBEC90) ไดอ้ย่างครอบคลุมทั้งเช้ือรา และเช้ือแบคทีเรีย
นั้นตอ้งใชค้วามเขม้ขน้ท่ีประมาณ 12.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร อยา่งไรก็ตามสารสกดัจากใบพลูแสดง
ความสามารถในการยบัย ั้ง และก าจดัเช้ือจุลชีพในสภาวะไบโอฟิล์มไดอ้ย่างมีนัยส าคญั เน่ืองจาก
เช้ือจุลชีพในสภาวะไบโอฟิลม์มีคุณสมบติัในการป้องกนัตวัเองจากสารภายนอก และด้ือต่อสารตา้น
เช้ือจุลชีพมากกวา่เช้ือในสภาวะแพลงโทนิก68 ดงันั้นในการศึกษาน้ีสามารถระบุไดว้า่สารสกดัจาก
ใบพลูมีคุณสมบติัการตา้นเช้ือจุลชีพในสภาวะไบโอฟิล์มท่ีดี โดยสามารถท่ีจะป้องกนัการสร้างไบ
โอฟิลม์ และการก าจดัเช้ือในสภาวะไบโอฟิลม์ 

ส่วนผลการศึกษาในการแยกสารองคป์ระกอบทางเคมีของสารสกดัจากใบพลูดว้ย
วิ ธี  TLC fingerprinting, GC-MS analysis, HPLC แ ล ะ ก ารห าฤ ท ธ์ิ ก าร ย ับ ย ั้ ง เ ช้ื อ จ าก ส าร
องค์ประกอบทางเคมีของสารสกดัจากใบพลูด้วยวิธี TLC-bioautography พบว่าสาร 4-chromanol 
เป็นสารส าคญัท่ีมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ือรา และเช้ือแบคทีเรียทั้งสองแกรม เน่ืองจากพบวา่รอบวงของ
สารนั้นมี inhibition zone ในขณะท่ีสาร eugenol ไม่พบ inhibition zone ซ่ึงอาจจะมีสาเหตุมาจาก
ปริมาณท่ีนอ้ยของสาร จึงไม่สามารถออกฤทธ์ิตา้นเช้ือไดใ้นการศึกษาน้ี แต่ทั้งน้ีมีรายงานฤทธ์ิการ
ตา้นเช้ือของสาร eugenol ในรายงานก่อน ๆ69-71 

  

รูปที ่1 โครงสร้างของสาร 4-chromanol72 รูปที ่2 โครงสร้างของสาร eugenol73 
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การศึกษาแยกสารองค์ประกอบทางเคมีของสารสกดัจากใบพลูในอดีต ไม่พบว่า 
สาร 4-chromanol เป็นองค์ประกอบทางเคมีของสารสกดัจากใบพลู42, 44, 74, 75 ซ่ึงอาจจะมีสาเหตุมา
จาก library ท่ีใชอ้า้งอิงสารองคป์ระกอบทางเคมีท่ีแยกไดจ้าก GC-MS analysis แตกต่างกนั จึงท าให้
ได้ผลการวิเคราะห์สารท่ีแตกต่างกนั อย่างไรก็ตามผลการศึกษาน้ีได้สนับสนุนผลการศึกษาของ 
Deshpande และ Kadam66 ซ่ึงพบว่าสารสกดัจากใบพลูท่ีสกดัดว้ย ethanol มีสาร 4-chromanol เป็น
องคป์ระกอบ แต่มีความแตกต่างกนัในปริมาณสัดส่วนของสารท่ีไดพ้บ โดยการศึกษาน้ีไดพ้บสาร 
4-chromanol เป็นองค์ประกอบหลกั (62.33 %) ซ่ึงเป็นปริมาณท่ีมากกวา่การศึกษาของ Deshpande 
และ Kadam66 โดยอาจจะมีสาเหตุมาจากหลายปัจจยั เช่น สภาพแวดลอ้มท่ีใชใ้นการเพาะปลูก ทั้งภูมิ
ประเทศและภูมิอากาศ ระยะเวลาในการเพาะปลูกและเก็บเก่ียวสมุนไพร และการเก็บรักษา
สมุนไพรก่อนการสกดั เป็นตน้ ปัจจยัเหล่าน้ีมีผลต่อการพบสารองคป์ระกอบทางเคมีท่ีหลากหลาย 
และสารสกดัจากสมุนไพรท่ีมาจากแหล่งเพาะปลูกท่ีแตกต่างกนั ให้ปริมาณของสารองค์ประกอบ
ทางเคมีท่ีพบเหมือนกนัมีปริมาณสัดส่วนความแตกต่างกันด้วย อีกทั้งการศึกษาของ Deshpande 
และ Kadam66 ไดท้ดสอบเพียงการแยกสารองค์ประกอบทางเคมี มิไดท้ดสอบถึงความสามารถใน
การยบัย ั้งเช้ือของสารองค์ประกอบแต่ละชนิด  จึงมีความเป็นไปได้ว่า สาร 4-chromanol อาจจะ
น ามาใชใ้นการยบัย ั้งเช้ือก่อโรคในช่องปากในภายภาคหนา้ได ้
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สรุปผลกำรวจิัย 

การศึกษาผลการตา้นจุลชีพของสมุนไพรไทยในวงศ์ Lamiaceae, Piperaceae และ 
Zingiberaceae ต่อเช้ือก่อโรคในช่องปาก พบว่าสารสกดัจากใบพลู (วงศ์ Piperaceae) สามารถตา้น
เช้ือรา และเช้ือแบคทีเรียท่ีใช้เป็นตวัแทนของเช้ือก่อโรคในช่องปากไดท้ั้งในสภาวะแพลงโทนิก 
และสภาวะไบโอฟิล์ม ในขณะท่ีสมุนไพรในวงศ ์Lamiaceae ไม่สามารถแสดงฤทธ์ิการตา้นเช้ือจุล
ชีพท่ีใช้ในการทดสอบได ้อาจเป็นผลมาจากสารองค์ประกอบทางเคมีในสมุนไพรของวงศ์น้ีส่วน
ใหญ่เป็นสารน ้ ามนัหอมระเหย จึงท าให้ไม่สามารถตา้นเช้ือจุลชีพได ้ในการศึกษาน้ีจึงสนใจท่ีจะ
น าเอาสารสกดัจากใบพลูมาใชใ้นการทดสอบ โดยพบวา่ความเขม้ขน้ของสารสกดัท่ีใชใ้นการตา้น
เช้ือรา และเช้ือแบคทีเรียตอ้งใชใ้นระดบัความเขม้ขน้ 12.50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร จึงสามารถท่ีจะตา้น
เช้ือไดใ้นทั้งสองสภาวะไดอ้ยา่งครอบคลุม และจากการศึกษาสารองคป์ระกอบทางเคมีของสารสกดั
จากใบพลู พบวา่สาร 4-chromanol ซ่ึงเป็นสารท่ีมีปริมาณมากสุดในสารสกดัจากใบพลู (62.33 %) มี
ฤทธ์ิในการต้านเช้ือรา และเช้ือแบคทีเรียได้ด้วยวิธี TLC-bioautography อย่างไรก็ตามจากผล
การศึกษาของการวิจยัน้ีเป็นเพียงการศึกษาฤทธ์ิขั้นตน้ในการตา้นเช้ือของสารสกดัสมุนไพรต่อเช้ือ
ตวัแทนซ่ึงเป็นสาเหตุของโรคในช่องปากเท่านั้น ยงัมิไดศึ้กษาฤทธ์ิการตา้นเช้ือก่อโรคในช่องปาก
ทางคลินิก ฉะนั้นการศึกษาในอนาคตควรจะท าการทดสอบถึงฤทธ์ิ และกลไกการตา้นเช้ือก่อโรค
ในช่องปากของสารสกดัจากใบพลู และสาร 4-chromanol โดยละเอียด รวมทั้งศึกษาเปรียบเทียบ
ฤทธ์ิของสารสกดัท่ีใชต้วัท าละลายในการสกดัท่ีแตกต่างกนัดว้ย ซ่ึงมีความเป็นไปไดท่ี้ตวัท าละลาย
ชนิดอ่ืนสามารถใชใ้นการสกดัสารไดดี้กวา่ตวัท าละลาย ethanol ท่ีใชใ้นการศึกษาวจิยัน้ี  
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ABSTRACT 

Purpose: To evaluate the anticandidal activity of the ethanol extracts of 12 

herbs from Thailand. 

Methods: The herbs studied were Alpinia galanga, Curcuma longa, 

Curcuma zedoaria, Mentha cordifolia, Ocimum africanum, Ocimum basilicum, 

Ocimum sanctum, Piper betle, Piper chaba, Piper nigrum, Piper sarmentosum 

and Zingiber officinale. Various Candida spp. were examined for minimal 

inhibitory concentration (MIC) and minimal fungicidal concentration (MFC) 

using microdilution method; time-kill assay was also used to assess the 

plants. Antibiofilm activity was investigated using a 3-[4, 5-dimethyl-2-

thiazolyl]-2, 5-diphenyl-2H-tetrazolium-bromide (MTT assay). Gas 

chromatography mass spectrometry (GC-MS) analysis, thin layer 

chromatography (TLC) fingerprinting and TLC-bioautography were used to 

determine the active anticandidal compound. 

Results: All tested herbs, except extracts of P. nigrum and Limiaceae family, 

showed different inhibited zone against Candida albicans ATCC 90028. P. 

betle revealed the strongest  anticandidal activity against all tested strains with 

MIC ranging from 1.56 to 3.13 mg/ml, and MFC from 3.13 to 8.33 mg/ml. 

Killing activity depended on time and concentrations of the extract. The 

concentration of P. betle extract required to inhibit ≥ 90 % biofilm formation of 

C. albicans ATCC 90028 was 3.13 ± 0.15 mg/ml, while that to remove ≥ 90 % 

biofilm growth was 12.50 ± 0.69 mg/ml. The result of GC-MS chromatogram 

showed the major compound of P.betle extract as the 4-chromanol, which 

responded for the anticandidal activity  
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Conclusion: P. betle extract contains 4-chromanol which is a good 

anticandidal agent that could be used for the treatment of oral infectious 

diseases caused by certain Candida spp.  

 

Keywords: Piper betle, 4-Chromanol, Anticandida, Biofilm, Candidiasis 
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INTRODUCTION  

The genus Candida contains more than 150 species, however, only a limited 

number of these species regularly cause diseases in humans [1]. Candida 

species belong to the normal microbiota of human mucosal surfaces including 

the oral cavity. There has been a significant increase in incidence of oral 

candidiasis due to higher numbers of immunocompromised patients, the use 

of dental devices and the use of broad spectrum antifungal drugs. Candida 

albicans is the main cause of oral candidiasis, however, non-C. albicans 

(NCAC) species such as Candida glabrata, Candida krusei and Candida 

tropicalis are now frequently reported as human pathogens [2].  

The pathogenesis of oral candidiasis is facilitated by a number of factors 

including the ability to adhere to medical devices and/or host cells, and to form 

biofilm. Biofilm formation is an important virulence factor for a number of 

Candida species as it confers significant resistance to antifungal therapy by 

limiting their penetration   through the matrix and protecting cells from host 

immune responses [3]. It has been demonstrated that biofilms formed by C. 

albicans and/or NCAC strains have been associated with high morbidity and 

mortality rates [4].  

Chlorhexidine (CHX) has been used as an adjunctive therapeutic option for 

topical use owing to its broad-spectrum antimicrobial efficacy in oral 

candidiasis. However, it has been known to have side effects with prolonged 

use [5,6]. 

Natural products have increasingly received attentions due to their 

antimicrobial activity against a wide range of human pathogens. Few studies 
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have reported anticandidal activity from various herbs [7,8]. In addition, the 

information on their active compounds is scarce. The aim of this study was to 

evaluate of the ethanolic extracts of 12 herbs, which are traditionally used in 

Thai folk medicine against various Candida spp. The phytochemical profile of 

the most effective extract was also investigated. 

EXPERIMENTAL 

Preparation of medicinal herb extracts  

Twelve herbs included in this study were purchased from the local market, 

and their details are shown in Table 1. The herbs were identified by Dr. 

Supreeya Yuenyongsawad; Department of Pharmacognosy and 

Pharmaceutical Botany, Faculty of Pharmaceutical Sciences, Prince of 

Songkla University, Songkhla, Thailand, where voucher specimens (Table 1) 

were deposited in the herbarium. The dried plants were macerated with 

ethanol for 3 days and then filtered through Whatman no. 4 filter paper. The 

filtrate, each case, was concentrated using a rotary evaporator at 40 °C and 

kept at -20 °C. A 10 % (w/v) stock solution in 10 % dimethyl sulfoxide (DMSO) 

of each extract was used in this study. 

Candida strains and growth conditions  

A total of eleven Candida spp. were tested, and the details of strains used 

shown in Table 2. In this study, all tested strains were cultured on Sabouraud 

Dextrose Agar (SDA; Difco Laboratories, Detroit, MI, USA) or Sabouraud 

Dextrose broth (SDB; Difco Laboratories, Detroit, MI, USA) at 37 °C for 24 h.  
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Antifungal assay  

Agar diffusion test  

A 100 µl of inoculum (107 cfu/ml) was mixed with 20 ml of warm SDA, and 

poured into the plate with a 6 mm diameter metal cup. After solidifying the 

SDA, the metal cups were removed and the well filled with 100 µl of each 

extract. A 10 % DMSO was included as control. Inhibitory activity was 

determined by measuring the diameter of the inhibited zone. All tests were 

performed in triplicates.  

Broth microdilution test 

Minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum fungicidal concentration 

(MFC) were determined using the broth microdilution method of the Clinical 

and Laboratory Standards Institute [9]. Each extract was subjected to a two-

fold serial dilutions in the SDB to obtain concentrations from 0.02 mg/ml to 25 

mg/ml at a total volume of 100 µl per well in 96-well plate, and 100 µl of each 

tested strain (1 × 103 cfu/ml) was added. The medium as well as 0.1 % CHX 

and 10 % DMSO were used as blank, positive control and non-treated control, 

respectively.    

MIC was defined as the lowest concentration of the extract that showed no 

detectable growth. MFC was defined as the lowest concentration of wells that 

did not grow when 10 µl of the well contents was plated on agar. All 

experiments were repeated thrice in duplicates. 

Time-kill assay  

As the screening of extracts revealed that P. betle extract gave the strongest 

anticandidal activity, it was used for the time-kill assay [10]. Growing culture 
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(106 cfu/ml) of representative C. albicans ATCC 90028 was added to SDB and 

exposed to 1, 2 and 4 × the MIC of extract, and extract free medium was used 

as growth control. Samples were removed for colony counts at 0, 0.5, 1, 2, 4, 

6, 8, and 24 h. The viable counts were determined using the serial dilution 

method after incubation. The procedure was repeated in triplicate, and the 

log10 cfu/ml was plotted against time. A 0.1 % CHX was used as positive 

control. All assays were carried out in triplicates.  

Antibiofilm assay 

Inhibition of biofilm formation  

The effect of P. betle extract on biofilm formation of representative C. albicans 

ATCC 90028 was examined using the modified microdilution method [11]. 

Two-fold serial dilutions of extract and a cell suspension of the tested strain 

were prepared as described in the MIC assay. A 0.1 % CHX was used as the 

positive control. The phosphate buffered saline (PBS) at pH 7.0 and the 

medium alone were used as the non-treated and blank controls, respectively. 

After overnight incubation, supernatants were discarded and washed 3 times 

with PBS. Biofilm formation was quantified using a 3-[4, 5-dimethyl-2-

thiazolyl]-2, 5-diphenyl-2H-tetrazolium-bromide (MTT; Sigma-Aldrich, St Louis, 

MO, USA) assay. The numbers of surviving Candida were determined by 

measuring their ability to reduce the yellow tetrazolium salt to a purple 

formazan product at OD 570 nm. Percentage inhibition was calculated by an 

equation [1- (A570 of the test / A570 of non-treated control) × 100]. The biofilm 

inhibition concentration (MBIC50 and MBIC90) was defined as the 
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concentrations that showed 50 % and 90 % inhibition of biofilm formation. All 

experiments were repeated thrice in duplicates [11]. 

Eradication of biofilm formation 

The eradication of biofilm was also examined using minimum biofilm 

eradication concentration (MBEC) assay. A 200 µl (103 cfu/ml) aliquot of C. 

albicans ATCC 90028 was inoculated into 96-well plates to form biofilm 

overnight. The biofilm was washed 3 times with PBS. The biofilm was 

exposed to a 200 µl of various concentrations of extract ranged from 0.02 

mg/ml to 25 mg/ml. The numbers of surviving Candida were determined using 

MTT assay at OD 570 nm. Percentage eradication was calculated by an 

equation [1- (A570 of the test / A570 of non-treated control) × 100]. MBEC value 

was defined as the concentrations that showed 50 and 90 % eradication of 

biofilm formation. The medium alone, 0.1 % CHX and PBS were used as the 

blank control, positive and non-treated, respectively. All experiments were 

repeated thrice in duplicate [11]. 

GC-MS analysis of phytoconstituents in P. betle extract 

One microliter of P. betle extract was investigated for its phytoconstituents 

using gas chromatography-mass spectrometer (GC-MS, Trace GC Ultra, 

USA), the TR-5MS capillary column (0.25mm × 30m × 0.25µm film thickness) 

was used for the separation of various phytoconstituents. The GC conditions 

were: injection temperature, 250 °C; column temperature, isothermal at 70 °C 

for 2 min, then programmed to 305 °C at 10 °C/min and held at this 

temperature for 5 min. Helium gas with a flow rate of 1.0 ml/min was used as 

a carrier gas. The effluent of the GC column was introduced directly into the 
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source of MS and spectra obtained in the electron ionization mode with 70 eV 

ionization energy, the sector mass analyzer was set to scan between 35-500 

amu for 2 s. The identification of individual unknown compound is based on 

comparing its retention time relative to those of the known components by 

matching spectral peaks available with Wiley 9 Mass Spectral Library [12].  

Thin layer chromatography ( TLC)  fingerprinting of P. betle and TLC-

bioautography assisted separation of anticandidal 

For TLC-fingerprinting study, P. betle extract (100 mg) and pure eugenol (5 µl) 

were prepared in 1 ml of 95 % ethanol. A 10 µl of each sample was applied 

onto the alumina silica gel GF254 TLC-plate, and was run through a series of 

solvent systems using a mixture of 90 volumes of toluene and 10 volume of 

ethyl acetate as the mobile phase.  The plates were dried in the air, and were 

stained with a 20 % (w/v) of phosphomolybdic acid in ethanol [13].  

TLC-bioautography was performed using agar overlay method. TLC-plates 

were placed on plate contained 6 ml of SDA, and 10 ml of top agar with 100 µl 

of inoculum (107 cfu/ml) was covered on TLC plate. After overnight incubation, 

the inhibited zone was observed as clear zone. The relative front values (Rf) 

was calculated as: Rf = distance travelled by solute / distance travelled by 

solvent [14]. 

Statistical analysis 

The data are expressed as mean ± standard deviation (SD) by using Microsoft 

Excel 2007 12.0.6611.1000 (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA) from 

the three experiments with duplicate independent experiments. The graph of 
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time-kill analysis is plotted using SigmaPlot Version 11.0 (Systat Software, 

Inc., San Jose, CA, USA). 

RESULTS 

Anticandidal activity of 12 herbs against C. albicans was shown in Table 1. 

These extracts showed different inhibited zone against C. albicans ATCC 

90028. The diameter of inhibited zone for all the extracts ranged from 1 to 20 

mm, except P. nigrum and extracts of Lamiaceae did not show any inhibitory 

zone. Two herbs P. betle and C. zedoaria, revealed the good anticandidal 

activity, and were further examined for their MIC and MFC against 11 Candida 

strains. P. betle exhibited a better anticandidal activity than C. zedoaria 

against all tested strains with the MICs ranged from 1.56 to 3.13 mg/ml and 

MFCs ranged from 3.13 to 8.33 mg/ml, respectively (Table 2).  

Time kill assay of P. betle extract was performed for C. albicans ATCC 90028, 

it was depended on time and concentrations of extract. At 1 × MIC, 2 × MIC 

and 4 × MIC, the strain was killed after 8, 2 and 1 h, respectively. The killing of 

0.1 % CHX was observed within 30 min (Figure 1).  

The concentrations of P. betle extract required to inhibit ≥ 50 % and ≥ 90 % 

biofilm formation of C. albicans ATCC 90028 were 0.78 ± 0.31 mg/ml and 3.13 

± 0.15 mg/ml, respectively.  The concentrations of P. betle extract to remove 

of ≥ 50 % and ≥ 90 % biofilm formation were 1.56 ± 0.44 mg/ml and 12.5 ± 

0.69 mg/ml, respectively. CHX could completely inhibit or remove biofilm 

formation (Figure 2).   

The GC-MS analysis of P. betle extract showed 2 major chemical components 

of 4-chromanol (62.33 %) and eugenol (17.10 %), which their retention times 
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were 10.46 and 9.11, respectively (Figure 3A). It was demonstrated that there 

were several bands of components appeared on the TLC-plate (Figure 3B), 

and one major band with Rf at 0.38 gave the large inhibited clear zone against 

tested Candida in TLC-bioautography assay (Figure 3C). Another minor band 

with Rf at 0.74 matched to the standard eugenol did not show any inhibited 

zone. 
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Table 1: Plants and susceptibility of Candida albicans ATCC 90028  

Family Scientific name 
Voucher 
specimen 
no. 

Used 
part 

Anticandidal 
activity 

Lamiaceae Mentha cordifolia Opiz. SKP 
095130301 

Leaf - 

Ocimum basilicum L. SKP 
095150201 

Aerial 
parts 

- 

Ocimum africanum Lour. SKP 
095150101 

Aerial 
parts 

- 

Ocimum sanctum L. SKP 
095151901 

Aerial 
parts 

- 

Piperaceae Piper betle L. SKP 
146160201 

Leaf + + + 

Piper chaba Hunter SKP 
146160301 

Fruit + 

Piper nigrum L. SKP 
146161401 

Fruit - 

Piper sarmentosum Roxb. SKP 
146161906 

Leaf + 

Zingiberaceae Alpinia galanga (L.) Willd. SKP 
206010701 

Rhizome + 

Curcuma longa L. SKP 
206031201 

Rhizome + 

Curcuma zedoaria 
Roscoe 

SKP 
206032601 

Rhizome + + 

Zingiber officinale Roscoe SKP 
206261501 

Rhizomes + 

+, 0 < zone < 10 mm; + +, 10 mm < zone < 20 mm; + + +, 20 mm < zone; -, 
absence of inhibition zone 
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Table 2: MIC and MFC of tested extracts against Candida spp. 

Strain Concentration of extracts (mg/ml) 

 Curcuma zedoaria Piper betle 

MIC MFC MIC MFC 

Candida albicans ATCC 10231 2.60±0.9 >25 3.13±0 4.17±1.8 

Candida albicans ATCC 90028 2.60±0.9 >25 3.13±0 3.13±0 

Candida dubliniensis MYA-577 2.60±0.9 25±0 2.60±0.9 4.17±1.8 

Candida dubliniensis MYA-646 2.60±0.9 25±0 2.08±0.9 3.13±0 

Candida glabrata ATTC 66032 6.25±0 >25 3.13±0 6.25±0 

Candida glabrata ATTC 90030 6.25±0 >25 2.60±0.9 5.21±1.8 

Candida krusei ATTC 6258 8.33±3.6 >25 3.13±0 8.33±3.6 

Candida krusei ATTC 34135 8.33±3.6 >25 3.13±0 6.25±0 

Candida tropicalis ATTC 750 2.60±0.9 >25 2.60±0.9 4.17±1.8 

Candida tropicalis ATTC 13803 2.60±0.9 >25 2.08±0.9 3.13±0 

Candida tropicalis ATTC 66029 1.56±0 25±0 1.56±0 4.17±1.8 

MIC – the minimum inhibitory concentration; MFC – the minimum fungicidal 
concentration; the values represent data obtained from three independent 
assays and where the appropriate mean ± S.D. is given. 
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Figure 1: Time-kill curves of C. albicans ATCC 90028 at different 
concentrations of P. betle extract: 0 × MIC (), 1 × MIC (), 2 × MIC () and 
4 × MIC (); 0.1 % CHX (). Each symbol indicated the mean ± SD. 
 

 

Figure 2: Inhibition () and eradication () of biofilm of C. albicans ATCC 
90028 by P. betle extract at various concentrations; 0.1 % (w/v) CHX was 
used as control. Error bars indicate standard deviations; n = 6. 
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Figure 3: GC-MS chromatogram (A), TLC fingerprinting (B) and TLC-
bioautography against C. albicans ATCC 90028 (C) of P. betle leaves extract   
 

DISCUSSION 

Candida species are the most common fungal pathogens of humans and are 

the causative agents at various locations in the body, giving rise to severe 

morbidity in millions of individuals worldwide [15]. In oral cavity, C. albicans is 

the organism most frequently implicated in a range of oral candidiasis like 

oropharyngeal candidiasis, oral thrush and denture stomatitis [15], and NCAC 
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have been found dramatically in oral candidal infection. A topical use of CHX 

mouthwash is the most common antimicrobial substance to control oral 

candidiasis. However, CHX has been reported as having many unwanted 

effects including taste disturbance, desquamative lesions, and brown staining 

of the teeth and oral mucosa [5,6] and having limited use in the pregnant and 

the young children. 

Medicinal herbs are widely employed in folk medicine, mainly in communities 

with low hygiene and poor and sanitation. Plants products are considered to 

have low side effects compared with synthetic ones. Some studies have 

demonstrated that herbs possess the anticandidal activity against various 

Candida strains [7,8]. In this study, 7 of 12 Thai herbs, A. galanga, C. longa, 

C. zedoaria, P. betle, P. chaba, P. sarmentosum and Z. officinale showed 

potential anticandidal activity against tested C. albicans. However, P. nigrum 

and plant extracts in family of Lamiaceae did not any activity possible because 

their major potent compounds are volatile oil which could have evaporated 

during preparation of extracts by a rotary evaporator. Among those plants 

tested, P. betle extract exhibited the strongest anticandidal activity against 

tested Candida species.  

In addition, P. betle extract has shown an antibiofilm activity. Biofilm of C. 

albicans and NCAC are associated with high incidence of hospital morbidity 

and mortality [4] due to the increased use of medical devices such as lens, 

implants and dentures. Such biomaterials facilitate Candida strains to colonize 

and form biofilm leading to the development of fungal resistance to antifugal 

agents such as amphotericin B, ketoconazole and fluconazole [16]. 
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Experiments comparing biofilm of Candida in this study have demonstrated 

that higher concentrations of MBEC90 of P. betle extract (4 folds) than of 

MBIC90 are required to significantly remove existing biofilm cells. This is an 

expected result since Candida in the biofilm is strongly protected and less 

susceptible to antifungal agents than in planktonic form [17]. It was shown that 

P. betle extract was able to remove Candida in the dose and time dependent 

manner. Our results indicated that P. betle extract acts as a potent antibiofilm 

agent that has dual actions of preventing biofilm formation and removing 

existing biofilm.  

P. betle has been extensively used in traditional medicines in many countries. 

It was reported to have various pharmacological activities such as antifungal, 

antimicrobial, immunomodulatory and anti-inflammatory [18].  

The antimicrobial activity has been previously shown to be a broad spectrum 

of both bacteriostatic and fungistatic effects against C. albicans, 

Pseudomonas aeruginosa, Aspergillus flavus and Escherichia coli [19,20]. 

Some studies reported an anticandidal effect of P. betle on a wide range of 

Candida spp. [7,20]. Our results are in concordance with the study of 

Himratul-Aznita et al [20] who demonstrated the anticandidal activity of 

aqueous crude extract of P. betle leaves against 7 oral Candida species. 

However, there was no information of antibiofilm or active compounds 

mentioned in that study. The ethanol extract in this study revealed the lower 

MICs and MFCs of anticandidal activity compared to the aqueous extract [20]. 

This was also found in a study of the ethanol extract of P. betle leaves with 
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stronger antibacterial activity compared with aqueous extract [21]. It indicates 

that the ethanol may be the appropriate solvent for P. betle leaves extraction. 

The results of the GC-MS analysis, TLC fingerprinting and TLC-bioautography 

in the present study indicated that 4-chromanol could be the active compound 

responsible for the anticandidal activity. There were only 2 major peaks found 

in the GC-MS analysis, and the one with the lower peak matched to the 

eugenol by the TLC fingerprinting. Eugenol did not exhibit any anticandidal 

activity in TLC-bioautography assay. Therefore, the major band found on the 

TLC fingerprinting with Rf of 0.38 showing a large inhibited zone against 

Candida strain should be the highest peak of 4-chromanol found in GC-MS 

analysis.  

A number of phytochemical constituents of P. betle extract have been 

documented in some studies [18,22]; however, 4-chromanol has not be 

reported. The finding of the phytochemical profile of P. betle extract in this 

study is in agreement with Deshpande and Kadam [21], in which the extract 

revealed the presence of 4-chromanol. However, the presence of 4-chromanol 

was a major component in this study (62.33 %), which was higher than earlier 

reported that was higher than their report. The finding of chemotypic variations 

in this study and others may be due to ecological and geographical conditions, 

age of herb and time of harvesting. The apparent variation in the chemical 

profile may influence their anticandidal activity. 

CONCLUSION 

The current study supports the traditional advantages of the studied plant and 

suggests that the P. betle leaves extract is a potential source of natural 
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anticandidal agent. It possesses 4-chromanol with good anticandidal 

properties that may be used for oral infectious diseases caused by certain 

Candida spp. Further work should be perform to determine its mode of action 

as well as in vivo activity. 
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Abstract  

To evaluate the antibacterial activity of 12 ethanol Thai herb extracts against oral 

pathogens. They were examined for antibacterial activities using microdilution and 

time kill methods. Antibiofilm activity was also investigated using a 3-[4, 5-dimethyl-

2-thiazolyl]-2, 5-diphenyl-2H-tetrazolium-bromide (MTT) assay. High performance 

liquid chromatography (HPLC) , thin layer chromatography (TLC) fingerprinting and 

TLC-bioautography were used to determine the active antibacterial compounds. Piper 

betle revealed excellent antibacterial activity against all tested strains with minimal 

inhibitory concentration (MIC) ranging from 1.04 to 4.17 mg/ml and minimal 

bactericidal concentration (MBC) from 1.56 to 8.33 mg/ml. Killing activity depended 

on time and concentrations of the extract. P. betle extract had the ability to inhibit and 

remove biofilm. HPLC chromatograms showed the major compound of P. betle 

extract as 4-chromanol which responded for antibacterial activity. It was demonstrated 

that P. betle extract possesses 4-chromanol with good antibacterial properties that may 

be used for oral infectious diseases. 

 

Keywords: antibacterial, antibiofilm, Piper betle, 4-chromanol, oral pathogens 
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1. Introduction  

Herbal medicines are valuable and readily available resources for primary health care 

for thousands of years in the Indian Ayurvedic system of medicine and folklore 

medicine of Thailand. The bioactive compounds in herbal medicines are secondary 

metabolites which act as various pharmacological activities (Jesonbabu et al., 2012) . 

They are used as the substances of modern drugs (Cragg and Newman, 2001; Bhanot 

et al., 2011) such as morphine from Papaver somniferum for pain treatment (Pace and 

Burke, 1996; Blakemore and White, 2002) , colchicine from Colchicum autumnale for 

treatment in pericardial disease ( Deftereos et al., 2013) . A number of studies have 

reported antibacterial activity from various herbs (Rukayadi et al., 2013; Chanudom et 

al., 2014) , however, scientific evidence to support their active compounds and their 

effectiveness for inhibitory bacteria and biofilm on oral pathogens is limited. 

The imbalance of bacteria in the dental biofilm is cause in dental caries and 

periodontitis which are major oral infections (Liljemark and Bloomquist, 1996) . It is 

co-aggregation of free-floating bacterial strains in the oral e.g. Streptococcus spp., 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans and Fusobacterium nucleatum ( Nishihara 

and Koseki, 2004) to become the complex structure. The treatments need to use high 

antimicrobial agent doses for removing the biofilm which have side effects (Nickel et 

al., 1985) for example taste disturbance, desquamative lesions, and brown staining of 

the teeth and oral mucosa from using chlorhexidine gluconate ( CHX)  in long term 

(Flötra et al., 1971; Addy and Moran, 1995). 

Therefore, herbal medicines are the best alternative for being antibacterial agents since 

they are perceived to have the safety. The aim of study was to evaluate the 

antibacterial and antibiofilm activity of 12 ethanolic Thai herb extracts included 
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Alpinia galanga, Curcuma longa, Curcuma zedoaria, Piper betle, Piper chaba, 

Piper nigrum, Piper sarmentosum, Mentha cordifolia, Ocimum africanum, 

Ocimum basilicum, Ocimum sanctum and Zingiber officinale and the active 

compounds of the most effective extract were also investigated. 

2. Materials and Methods  

2.1 Preparation of medicinal herb extracts  

Twelve herbs included in this study were purchased from the local market in the 

month of August 2012, and the details were shown in Table 1. All herbs were 

identified by Dr. Supreeya Yuenyongsawad; Department of Pharmacognosy and 

Pharmaceutical Botany, Faculty of Pharmaceutical Sciences, Prince of Songkla 

University, Songkhla, Thailand, where the voucher specimens (Table 1) were 

deposited in the herbarium. Dried plants were macerated with ethanol for 3 days and 

then filtrated through Whatman No. 4 filter paper. Each filtrate was dried using a 

rotary evaporator at 40 °C and kept at -20 °C. A 10 % (w/v) stock solution in 10 % 

dimethyl sulfoxide (DMSO) of each extract was used in this study. 

2.2 Bacteria strains and growth conditions  

A total of seven oral microorganisms were tested, and the details of strains used 

shown in Table 2. Microorganisms were maintained on either brain heart infusion agar 

(BHA; Difco Laboratories, Detroit, Michigan) with 5 % (v/v) blood for facultative 

bacteria, and supplemented with 0.5 % (w/v) yeast extract and haemin for anaerobic 

bacteria. The strains were grown under aerobic, or anaerobic (10 % H2, 10 % CO2 and 

80 % N2) conditions as appropriate. 



75 

2.3 Antibacterial assay  

2.3.1 Agar diffusion test 

One hundred microliters of inoculum, equivalent to 107 CFU/ml, was mixed with 20 

ml of warm melted BHA. The mixture was then poured into the plate with a 6 mm 

diameter metal cup. After solidifying the BHA, the metal cups were removed and the 

well was added with 100 µl of each plant extract. The plate was incubated at 37 °C for 

24 h. A 10 % DMSO were taken as a negative control. The antimicrobial activity of 

each plant extract was determined by measuring the diameter of the zone of the 

inhibition in millimeters. Duplicates were maintained and the experiment was 

repeated thrice. 

2.3.2 Broth microdilution test 

Minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration 

(MBC) were done as recommended instruction of the Clinical and Laboratory 

Standards Institute (CLSI). Briefly, 10 % stock solution of each extract was diluted in 

the brain heart infusion broth (BHI)  in two-fold serial dilutions to obtain 

concentrations from 0.024  mg/ml to 25 mg/ml at a total volume of 100 µl per well in 

96-well microtiter plates. 100 µl of each tested species culture at a final concentration 

of 1 × 106 CFU/ml was added to each well and incubated at 37 °C in appropriate 

conditions. The medium, 0.1 % CHX and 10 % DMSO were used as the blank, 

positive and non-treated controls. 

MIC was defined as the lowest concentration of the extract that produced a complete 

suppression of visible growth. MBC was defined as the lowest concentration of wells 

that did not allow visible growth when 10 µl of the well contents was plated on agar 
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and grown at 37 °C in appropriate conditions. All experiments were repeated thrice in 

duplicate. 

2.4 Time kill assay  

As the results of the screening of herb extracts revealed that P. betle extract gave the 

strongest antibacterial activity. Thus, P. betle extract was used for the time kill assay. 

Growing cultures (106 CFU/ml) of representative strains, S. mutans ATCC 25175 and 

A. actinomycetemcomitans ATCC 33384 in BHI broth supplemented with the extract 

at concentrations equivalent to 1 × MIC, 2 × MIC and 4 × MIC were incubated at 

37 °C. Surviving bacteria were observed at 0, 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, and 24 h by culturing 

on agar plates. The procedure was repeated in triplicate, and the log10 CFU/ml was 

plotted against time. A 0.1 % CHX and medium alone were used as positive and 

negative controls, respectively. 

2.5 Antibiofilm assay 

2.5.1 Inhibition of biofilm formation  

The effect of P. betle extract on biofilm formation of each representative strain, S. 

mutans ATCC 25175 and A. actinomycetemcomitans ATCC 33384 was examined by 

using the modified microdilution method (Tang et al., 2011) . Briefly, two-fold serial 

dilutions of P. betle extract were prepared, with final concentration ranged from 0.024 

mg/ml to 25 mg/ml. A cell suspension of the tested strains was prepared as described 

in the MIC assay, and 100 l (final concentration 1 × 106 CFU/ml) were inoculated in 

the wells of a 96-wells polystyrene tissue culture plate. A 0.1 % CHX was used as the 

positive controls. The phosphate-buffered saline ( PBS)  at pH 7.0 and the medium 

alone were used as the non-treated and blank controls, respectively. Following 
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incubation at 37 °C for 24 h, supernatants were discarded and washed 3 times with 

PBS. Biofilm formation was quantified by using a 3-[4, 5-dimethyl-2-thiazolyl]-2, 5-

diphenyl-2H-tetrazolium-bromide (MTT) assay.  After washing, 100 μl PBS at pH 7.0 

with 0.5 % MTT (Sigma-Aldrich, USA) solution was added and allowed to incubate 

in the dark at 37°C for 3 hours. The MTT solution was replaced with 100 μl of DMSO 

and allowed to incubate for 15 minutes at the room temperature. The numbers of 

surviving bacteria were determined by measuring their ability to reduce the yellow 

tetrazolium salt to a purple formazan product at 570 nm. Higher OD values indicate an 

increased number of surviving microorganisms in the biofilm. Percentage inhibition 

was calculated by using the equation [1 - (A570 of the test / A570 of non-treated 

control)]. The minimum biofilm inhibition concentration (MBIC) was defined as the 

lowest concentration that showed 50 % and 90 % inhibition of biofilm formation 

(MBIC50 and MBIC90). 

2.5.2 Eradication of biofilm formation 

The antibacterial activity of P. betle extract in the biofilm was also examined using 

the minimum biofilm eradication concentration (MBEC) assay. Briefly, a 200 µl in 

early log phase (106 CFU/ml) of each representative strain, S. mutans ATCC 25175 

and A. actinomycetemcomitans ATCC 33384 was inoculated  into  each well  of  96 

well polystyrene microtiter plates and incubated for 24 h at 37 °C for the development 

of a multilayer biofilm. The culture was then blotted out and the well carefully washed 

3 times with sterile PBS in order to remove non-adherent cells ( Tang et al., 2011) . 

These biofilms were then exposed to a 200 µL of various concentrations of P. betle 

extract ranged from 0.024 mg/ml to 25 mg/ml, incubated at 37 °C in appropriate 

conditions. At the end point of the treatment of the biofilms with P. betle extract, the 
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adherent cells were washed 3 times with sterile PBS. The numbers of surviving 

culture were determined using MTT assay. The MBEC value was defined as the 

concentrations that showed 50 % and 90 % eradication of biofilm formation. And 

0.1 % CHX, PBS and the medium alone were used as the positive, non-treated and 

blank controls, respectively. 

2.6 High Performance Liquid Chromatography (HPLC) of P. betle  

The amount of eugenol and 4-chromanol in the extract was analyzed by using high 

performance liquid chromatography (Agilent® 1100 series, Palo Alto, CA). The 

reverse column was Apollo C18, 250 mm x 4.6 mm, 5 μm particle size ( Alltech 

Associates Inc., Deerfield, IL). The mobile phases were methanol: water (70: 30 v/v), 

flow rate at 0.7 ml/min, UV Detector was set at 280 nm, injection volume was 20 μl. 

Firstly, the solutions, P. betle extract (1 mg), pure eugenol (5 µl) and 4-chromanol 

(0.5 mg) were prepared in 1 ml of 95 % ethanol.  After that, these solutions were taken 

to analyze by HPLC to construct curve by using the Microsoft Excel software package 

(Excel 2007; Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA). These sample solutions 

was injected three times (Singtongratana et al., 2013). 

2.7 Thin Layer Chromatography ( TLC)  fingerprinting of P. betle and TLC-

bioautography assisted separation of antibacterial 

For TLC-fingerprinting study, P. betle extract (100 mg), pure eugenol (5 µl) and 4-

chromanol (1 mg) were prepared in 1 ml of 95 % ethanol. A 10 µl of each sample was 

applied onto the alumina silica gel GF254 TLC-plate, and was run through a series of 

solvent systems using a mixture of 90 volumes of toluene and 10 volume of ethyl 

acetate as the mobile phase. After removal of the plate, allow it to dry in air, spray the 
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plate with a 20 % (w/v) solution of phosphomolybdic acid in ethanol and heat at 

105 °C for 5 minutes (Department of Medical Sciences, 2007). 

TLC-bioautography was performed using agar overlay method. TLC-plates were 

placed on plate contained 6 ml of BHA, and 10 ml of top agar with 100 µl of S. 

mutans ATCC 25175 and A. actinomycetemcomitans ATCC 33384 inoculum ( 107 

CFU/ml)  was covered on TLC plate. After overnight incubation, the inhibited zone 

was observed as clear zone. The relative front values ( Rf)  was calculated as: Rf = 

distance travelled by solute / distance travelled by solvent (Rahalison et al., 2011). 

2.8 Statistical analysis 

Data were expressed as mean and standard deviation (SD) by computational analysis 

from the three experiments with duplicate independent experiments. For antibiofilm 

assay were analyzed statistically using Mann-Whitney U test. The differences were 

considered statistically significant at P < 0.05. 

3. Results 

Of 12 tested herb extracts, P. betle showed a good result of antibacterial activity 

against all tested microorganisms ( Table 1) . P. betle revealed the good antibacterial 

activity, which were further examined for their MIC and MBC against 7 bacteria 

strains. The MIC of P. betle extract ranged from 1.04 to 4.17 mg/ml and MBC ranged 

from 1.56 to 8.33 mg/ml, respectively (Table 2). 

Time kill assay of P. betle leaves extract against S. mutans ATCC 25175 and A. 

actinomycetemcomitans ATCC 33384 is demonstrated in Figure 1. It was depended on 

time and concentrations of P. betle leaves extract. Completed killing of S. mutans 

ATCC 25175 cells treated with 1 × MIC, 2 × MIC and 4 × MIC of the extract 
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occurred within 12, 8 and 6 h, respectively. At 1 × MIC, 2 × MIC and 4 × MIC, A. 

actinomycetemcomitans ATCC 33384 was killed after 6, 2 and 1 h, respectively. The 

killing of positive control (0.1 % CHX) was observed within 30 min. 

The inhibition and eradication of the biofilm formation of S. mutans ATCC 25175 and 

A. actinomycetemcomitans ATCC 33384 by P. betle leaves extract at various 

concentration and with 0.1 % CHX is also demonstrated in Figure 2 and Figure 3. The 

concentrations of P. betle extract required to inhibit for ≥ 50 % biofilm formation 

(MBIC50) of S. mutans ATCC 25175 and A. actinomycetemcomitans ATCC 33384 

were 0.39 + 0.20 and 0.10 + 0.03 mg/ml, respectively and for ≥ 90 % of the inhibition 

of biofilm growth (MBIC90) were 1.56 + 0.11 and 0.39 + 0.65 mg/ml, respectively. At 

the concentrations of P. betle extract > 0.39 mg/ml, there was a statistical significance 

of inhibition of biofilm growth of all tested strains compare to non-treated control 

(Figure 2). The concentrations of P. betle extract to eradicate for ≥ 50 % biofilm 

formation (MBEC50) of S. mutans ATCC 25175 and A. actinomycetemcomitans 

ATCC 33384 were 0.78 + 0.11 and 0.78 + 0.34 mg/ml, respectively and for ≥ 90 % of 

the removal of biofilm growth (MBEC90) were 6.25 + 0.58 and 3.13 + 0.28 mg/ml, 

respectively. At the concentrations of P. betle extract > 0.78 mg/ml, there was a 

statistical significance of inhibition of biofilm growth of all tested strains compare to 

non-treated control (Figure 3). CHX could completely (100 %) inhibit or remove 

biofilm formation of all tested strains. 

Typical chromatograms of the standards, P. betle extract and the mixture of P. betle 

extract and the standards are shown in Figure 4a, b and c, respectively. Peak 1 was 

identified as 4-chromanol with retention times of 5.486 ± 0.00 min, 5.654 ± 0.04 min 
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and 5.610 ± 0.00 min, respectively. Peak 2 can be assigned to eugenol with retention 

times of 7.853 ± 0.01 min, 7.966 ± 0.09 min and 7.757 ± 0.01 min, respectively. 

Figure 5a exhibited the developed TLC plate of P. betle leaf extract that there were 

several bands of components appeared on the TLC-plate. One major band with Rf at 

0.38 matched to the standard 4-chromanol gave the large inhibited clear zone against 

S. mutans ATCC 25175 in TLC-bioautography assay (Figure 5b), but this band gave 

mild inhibited clear zone against A. actinomycetemcomitans ATCC 33384 which was 

not shown. Another minor band with Rf at 0.74 matched to the standard eugenol did 

not show any inhibited zone. 

4. Discussion 

The present study clearly showed that 1 of 12 Thai herbs, P. betle leaf extract revealed 

a good antibacterial against both cariogenic bacteria e.g. S. mutans and S. sobrinus, 

and periodontopathogens including F. nucleatum and A. actinomycetemcomitans. P. 

betle ( family Piperaceae)  is known as “Phlu”, which has been extensively used in 

traditional herbal remedies in Thailand and many other countries in tropical Asia. It is 

reported for various pharmacological activities such as antimicrobial, 

immunomodulatory and anti-inflammatory (Nagori et al., 2011) . The leaf of it has a 

significant antimicrobial activity against broad spectrum of micro-organisms such as 

Streptococcus pyrogen, Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris, Escherichia coli, 

Pseudomonas aeruginosa etc. ( Pradhan et al., 2013) . In the results, P. betle can 

optimize both the planktonic cells and the biofilm against tested strains. 

Initially, pioneer bacteria species such as S. mitis, S. mutans, S. oralis and S. sangius 

( Liljemark and Bloomquist, 1996; Seneviratne et al., 2011)  manifold to form 

microcolonies which embed in a soft matrix consisting of extracellular 
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polysaccharides, degraded mammalian cells and component of the saliva, resulting in 

a biofilm. They develop to involve co-aggregations between other genus such as A. 

actinomycetemcomitans, F. nucleatum and Porphyromonas gingivalis and the primary 

colonizers ( Nishihara and Koseki, 2004; Seneviratne et al., 2011) . The biofilm 

exhibits the different properties compared with planktonic cells. According to 

previous studies, a biofilm can withstand the defensive act of the host and better 

resistance to antibiotics than planktonic cells (Nickel et al., 1985). 

The mechanical removal of the dental biofilm is the most efficient procedure to 

prevent or limit bacteria adhesion and their subsequent growth on the tooth surface. 

CHX is a chemical-based antimicrobial agent which is used extensively in the 

mouthrinse to help maintain dental biofilm at a level compatible with oral health. 

However, it was reported on some local side effects when was used in long term 

including taste disturbance, desquamative lesions, and brown staining of the teeth and 

oral mucosa ( Flötra et al., 1971; Addy and Moran, 1995) . Thus, finding alternative 

agents to be used as adjucts in oral healthcare regimens became a prime interest. 

In result, P. betle leaf extract was more active against gram negative bacteria than 

gram positive bacteria due to the differences in their cell wall structures. Gram-

negative bacteria have a unique outer membrane, a thinner layer of peptidoglycan, and 

a periplasmic space between the cell wall and the membrane. In the outer membrane, 

gram-negative bacteria have lipopolysaccharides (LPS), porin channels, and murein 

lipoprotein all of which gram-positive bacteria lack. It is possible that gram negative 

bacteria were susceptibility more than gram positive bacteria because of their cell wall 

structures (Silhavy et al., 2010) . Similar results are also reported in Citrus bergamia 

(Mandalari et al., 2007) and Woodfordia fruticosa (Parekh and Chanda, 2006). 
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Our results are in concordance with the study of Deshpande and Kadam (2013) who 

demonstrated the finding of antibacterial activity of ethanol and aqueous crude extract 

of P. betle leaves against S. mutans. However, there was no information of antibiofilm 

or active compounds mentioned in that study. The ethanol extract in this study 

revealed the lower MIC of antibacterial activity compared to the aqueous extract 

(Deshpande and Kadam, 2013). It can be stated that ethanolic extracts were more potent 

than aqueous extract. There is possible explanation for the observed effects: the active 

compounds were soluble in organic solvents and basically not present in water 

extracts. 

The antibiofilm activity experiments, comparing biofilm of tested strains have 

examined that MBEC90 of P. betle extract were higher than of MBIC90 (4-8 folds). P. 

betle is required to significantly move existing biofilm cells, since bacteria in the 

biofilm is strongly protected and less susceptible to antibacterial agents than in 

planktonic form ( Donlan and Costerton, 2002) . Our results indicated that P. betle 

extract acts as a potent antibiofilm agent that has dual actions preventing biofilm 

formation and removing of existing biofilm.  

Our previously study, it was found that the major constituents of P. betle leaf extract were 4-

chromanol (62.33 %) and eugenol (17.10 %) in GC-MS analysis and the extract  revealed 

good anticandidal activities but the anticandida of 4-chromanol with Rf at 0.38 was not 

unclear in  TLC fingerprinting and TLC-bioautography assay (Kawsud et al., 2014). In 

this study, the band with Rf at 0.38 clearly acted as 4-chromanol following the results of 

TLC fingerprint and HPLC. It was found that 4-chromanol appeared the strong antibacterial 

activity by observed clear zone of the inhibition. Eugenol with Rf at 0.74 did not exhibit 



84 

any antibacterial activity in TLC-bioautography assay. Therefore, P. betle leaf extract 

reveals good antibacterial activity with major compound, 4-chromanol. 

5. Conclusions 

This study suggested that the extract of P. betle leaves is a potential source of natural 

antibacterial which possesses 4-chromanol. It was exhibited with good antibacterial 

properties that may be used for oral infectious diseases. Further study and the 

mechanisms of antibacterial activity of 4-chromanol should be investigated in more 

detail as well as their activity in vivo. 
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Table 1. Plants and susceptibility of oral microorganisms 

Scientific name 

Voucher 

specimen no. Used 

part 

Antibacterial activity of 

microorganismsa 

Lf Ls Ss Sm Aa Fn 

Lamiaceae: 

Mentha cordifolia 

Opiz. 

SKP 

095130301 

Leaf - n.d. - - - - 

Ocimum africanum 

L. 

SKP 

095150101 

Aerial 

parts 

- n.d. - - - - 

Ocimum basilicum 

Lour. 

SKP 

095150201 

Aerial 

parts 

- n.d. - - - - 

Ocimum sanctum 

L. 

SKP 

095151901 

Aerial 

parts 

- n.d. - - - - 

Piperaceae: 

Piper betle L. SKP 

146160201 

Leaf ++ ++ +++ +++ ++ +++ 

Piper chaba 

Hunter 

SKP 

146160301 

Fruit - - - - - + 

Piper nigrum L. SKP 

146161401 

Fruit - - - - - + 

Piper sarmentosu

m Roxb. 

SKP 

146161906 

Leaf - - - - - ++ 

Zingiberaceae: 

Alpinia galanga 

(L.) Willd. 

SKP 

206010701 

Rhizome - - - + ++ ++ 

Curcuma longa L. SKP 

206031201 

Rhizome - - - + - ++ 

Curcuma zedoaria 

Roscoe 

SKP 

206032601 

Rhizome - - - + - ++ 

Zingiber officinale 

Roscoe 

SKP 

206261501 

Rhizome - - + - - ++ 

+, 0 < zone < 10 mm; + +, 10 mm < zone < 20 mm; + + +, 20 mm < zone; -, absence of 

inhibition zone 
a microorganisms: Lf – L. fermentum ATCC 14931; Ls – L. salivarius ATCC 11741; Ss – 

S. sobrinus ATCC 33478; Sm – S. mutans ATCC 25175; Aa – A. actinomycetemcomitans 

ATCC 33384; Fn – F. nucleatum ATCC 25586, n.d. – not determined 
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Table 2. MIC and MBC of P. betle extracts against oral microorganisms 

Microorganisms 

Concentration of extract 

(mg/ml) 

 MIC MBC 

Gram positive bacteria: 

L. fermentum ATCC 14931 4.17 + 1.80 8.33 + 3.61 

L. salivarius ATCC 11741 4.17 + 1.80 8.33 + 3.61 

S. sobrinus ATCC 33478 1.56 + 0.00 4.17 + 1.80 

S. mutans ATCC 25175 1.56 + 0.00 1.56 + 0.00 

Gram negative bacteria: 

A. actionmycetemcomitans ATCC 33384 1.04 + 0.45 2.08 + 0.90 

F. nucleatum ATCC 25586 1.30 + 0.45 2.08 + 0.90 

MIC – the minimum inhibitory concentration  

MBC – the minimum bactericidal concentration  

 

 

 

 



91 

 

Figure 1. Time-kill curves of S. mutans ATCC 25175 (a) and A. 

actinomycetemcomitans ATCC 33384 (b) at different concentrations of P. betle 

extract: 0×MIC (), 1×MIC (), 2×MIC () and 4×MIC (); 0.1 % (w/v) CHX 

(); CFU, Colony Forming Units 



92 

 

Figure 2. Inhibition of biofilm formation of S. mutans ATCC 25175 (a) and A. 

actinomycetemcomitans ATCC 33384 (b) by P. betle extract at various concentrations, 

0.1 % (w/v) CHX was used as control. Error bars indicate standard deviations; n=6. *, 

significant differences (compared to the non-treated control) P < 0.05 
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Figure 3. Eradication of biofilm formation of S. mutans ATCC 25175 (a) and A. 

actinomycetemcomitans ATCC 33384 (b) by P. betle extract at various concentrations, 

0.1 % (w/v) CHX was used as control. Error bars indicate standard deviations; n=6. *, 

significant differences (compared to the non-treated control) P < 0.05 
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Figure 4. HPLC chromatograms of the standards; 4-chromanol and eugenol (a), P. 

betle leaf extract (b), and the mixture of the standards and P. betle extract (c) 
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Figure 5. TLC fingerprinting (a) and TLC-bioautography against S. mutans ATCC 

25175 (b) of P. betle leaf extract 
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ประวตัิผู้เขยีน 

ช่ือ สกุล ปาจรีย ์ ขาวสุด 
รหัสประจ ำตัวนักศึกษำ 5510820013 
วุฒิกำรศึกษำ 

 

วุฒิ ช่ือสถำบัน ปีทีส่ ำเร็จกำรศึกษำ 

วทิยาศาสตรบณัฑิต มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ 2555 

 
ทุนกำรศึกษำ  (ทีไ่ด้รับในระหว่ำงกำรศึกษำ) 

ทุนอุดหนุนการวิจยัเพื่อวิทยานิพนธ์ประจ าปีการศึกษา 2556 ทุนบณัฑิตวิทยาลยั 
มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ จ านวน 6,000 บาท 

ทุนยกเว้นค่าธรรมเนียมการศึกษาส่วนต่างส าหรับหลักสูตรวิทยาศาสตร
มหาบณัฑิต สาขาวทิยาการสุขภาพช่องปากประยกุต ์จ  านวน 60,000 บาท 

ทุ น บั ณ ฑิ ต ศึ ก ษ า ภ า ย ใ ต้ โ ค ร ง ก า ร ม ห า วิ ท ย า ลั ย วิ จั ย แ ห่ ง ช า ติ 
มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ ภายใตโ้ครงการวิจยัเร่ือง มะหาดและเพชรสังฆาตเพื่อใช้ในโรคติด
เช้ือท่ีพบบ่อยในช่องปาก สัญญาเลขท่ี DEN5405475 จ านวน 60,000 บาท 
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