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บทที่ 3

ผลการทดลอง

ตอนที่ 1  การศึกษาคุณสมบัติของคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชที่เตรียมขึ้นเอง

การเตรียมกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของคลอรเฮ็กซิดีนกับ
พื้นที่ tracing จากโครมาโตกราฟ ตอนที่ 1

เตรียมกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของคลอรเฮ็กซิดีนกับพื้นที่
tracing จากสารละลายคลอรเฮ็กซิดีนที่ทราบความเขมขนทุกครั้งที่ทําการวัดปริมาณคลอรเฮ็ก
ซิดีนที่ปลดปลอยออกมาจากคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชแตละความเขมขน โดยสมการและคา
สถิติที่ไดจากความสัมพันธของความเขมขนของคลอรเฮ็กซิดีนกับพื้นที่ tracing แตละความเขมขน
แสดงดังตาราง 2 ซึ่งไดความสัมพันธเปน สมการเสนตรงที่มีคา R2 อยูในชวง  0.97 – 0.99 และ มี
relative error เมื่อเทียบกับ regression model เทากับ 0.23 - 2.43 %

ตาราง 2   คาสถิติที่ไดจากความสัมพันธของความเขมขนของคลอรเฮ็กซิดีนกับพื้นที่
               tracing จากโครมาโตแกรม

สมการคลอรเฮ็กซิดีนวานิช
ความเขมขนรอยละ จุดตัดแกน Y

(Y-intercept)
ความชัน
(slope)

R2 Relative
error *

5  + 1.3247 56.007 0.9757 2.43
10  - 16.653 119.61 0.9837 1.63
20  - 108.3 148.86 0.9947 0.53
40  - 78779 66540 0.9977 0.23

หมายเหตุ  Y คือ พื้นที่ของ tracing          X คือ ความเขมขนของคลอรเฮ็กซิดีน
                 * relative error เมื่อเทียบกับ regression model = (MSE/MST)*100
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1.1 การปลดปลอยคลอรเฮ็กซิดีนจากคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชที่เตรียมขึ้นเองใน
หองปฏิบัติการ

จากการศึกษาการปลดปลอยคลอรเฮ็กซิดีนจากคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชที่เตรียม
ข้ึนเอง โดยการวิเคราะหหาปริมาณคลอรเฮ็กซิดีนจากตัวอยางสารละลายที่เก็บไดในแตละชั่วโมง
ดวย HPLC พบวาตัวอยางสารละลายที่ไดจากคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชความเขมขนรอยละ
5, 10, 20 และ 40 แสดง tracing ของคลอรเฮ็กซิดีนที่ระยะเวลา (retention time) เดียวกับโครมา
โตแกรมของคลอรเฮ็กซิดีนมาตรฐานที่เวลา 7-10 นาที แตแซนดาแรควานิชไมมี tracing   ดังกลาว
ดังภาพประกอบ11 ดังนั้นคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชความเขมขนรอยละ 5, 10, 20 และ 40
สามารถปลดปลอยคลอรเฮ็กซิดีนดังแสดงในตาราง 3  โดยคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชความ
เขมขนรอยละ 40 ปลดปลอยคลอรเฮ็กซิดีนไดสูงสุดที่ ชั่วโมงที่ 4 ตรวจพบคลอรเฮ็กซิดีนเฉลี่ย ±
สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 28.79 ± 3.94 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร คลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชค
วามเขมขนรอยละ 5, 10 และ 20 ปลดปลอยคลอรเฮ็กซิดีนไดสูงสุด ที่ชั่วโมงที่ 2 ตรวจพบคลอร
เฮ็กซิดีนเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน  0.10 ± 0.01, 0.75 ± 0.38  และ 4.72 ± 1.42 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตรตามลําดับรายละเอียดดังตาราง 4  เมื่อเขียนกราฟของความสัมพันธระหวางเวลากับ
ปริมาณคลอรเฮ็กซิดีนสะสมที่ถูกปลดปลอยออกมาในชวง 24 ชั่วโมง ดังภาพประกอบ 12-15 และ
กราฟเวลากับความเขมขนของคลอรเฮ็กซิดีนที่ถูกปลดปลอยออกมาแตละชวงเวลา ดังภาพ
ประกอบ 16-19 พบวาปริมาณคลอรเฮ็กซิดีนที่ถูกปลดปลอยออกมาจากคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรค
วานิชความเขมขนรอยละ 40 มากกวา 20, 10 และ 5 ตามลําดับ และมีรูปแบบ (pattern) การปลด
ปลอยที่เหมือนกันคือ ปลอยออกมามากในชวง 2-4 ชั่วโมงแรกและคอยๆ ปลอยออกมาปริมาณ
นอยลงและคงที่ในชวงหลัง โดยที่เวลา 24 ชั่วโมงคลอรเฮ็กซิดีนที่ถูกปลดปลอยออกมาจากคลอร
เฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชความเขมขนรอยละ 5, 10, 20 และ 40 สามารถปลดปลอยคลอรเฮ็กซิดีน
0.01, 0.14, 0.74 และ 2.28 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรตามลําดับ
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ภาพประกอบ 11   โครมาโตแกรมจาก 1) คลอรเฮ็กซิดีนมาตรฐาน (5 µg/ml) มี tracing
ของคลอรเฮ็กซิดีนที่เวลา 7.92 – 9.00 นาที  2) แซนดาแรควานิช ไมปรากฏ
tracing ของคลอรเฮ็กซิดีน  3) คลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชรอยละ 20
สามารถปลดปลอยยาออกมาได และแสดง tracing ของคลอรเฮ็กซิดีน ที่เวลา
เดียวกับ 1)

3

1

2

3
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ตาราง 3   การปลดปลอยคลอรเฮ็กซิดีนสะสมใน 24 ชั่วโมงจากคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิช
   ความเขมขนตางๆ (ความเขมขนละ 6 ตัวอยาง)

คลอรเฮ็กซิดีนใน
แซนดาแรควานิช
ความเขมขนรอยละ

คลอรเฮ็กซิดีน
 ที่ปลดปลอย

ทั้งหมดใน 24 ชั่วโมง
(ไมโครกรัม)

0 (แซนดาแรควานิช)   0.00 ± 0.00
5 16.07 ± 0.22
10          194.00 ± 1.69
20 717.98 ±10.19
40        4410.30 ± 60.62

ตาราง 4   การปลดปลอยคลอรเฮ็กซิดีนสูงสุดจากคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิช
   ความเขมขนตางๆ (ความเขมขนละ 6 ตัวอยาง)

คลอรเฮ็กซิดีนใน
แซนดาแรควานิช
ความเขมขนรอยละ

ชั่วโมงที่ปลดปลอย
คลอรเฮ็กซิดีน

สูงสุด

ความเขมขนคลอรเฮ็กซิดีน
สูงสุด

(ไมโครกรัม/มิลลิลิตร)

0 (แซนดาแรควานิช) - 0.00 ± 0.00
5 2 0.10 ± 0.01
10 2 0.75 ± 0.38
20 2  4.72 ± 1.42
40 4            28.79 ± 3.94
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ภาพประกอบ 12  การปลดปลอยคลอรเฮ็กซิดีนสะสมใน 24 ชั่วโมง จาก
                          คลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชความเขมขนรอยละ 5

ภาพประกอบ 13  การปลดปลอยคลอรเฮ็กซิดีนสะสมใน 24 ชั่วโมง จาก
              คลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชความเขมขนรอยละ 10
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ภาพประกอบ 14  การปลดปลอยคลอรเฮ็กซิดีนสะสมใน 24 ชั่วโมง จาก
              คลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชความเขมขนรอยละ 20

ภาพประกอบ 15  การปลดปลอยคลอรเฮ็กซิดีนสะสมใน 24 ชั่วโมง จาก
              คลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชความเขมขนรอยละ 40
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ภาพประกอบ 16  อัตราการปลดปลอยคลอรเฮ็กซิดีนจากคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิช
                           ความเขมขนรอยละ 5

ภาพประกอบ 17  อัตราการปลดปลอยคลอรเฮ็กซิดีนจากคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิช
                           ความเขมขนรอยละ 10
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ภาพประกอบ 18  อัตราการปลดปลอยคลอรเฮ็กซิดีนจากคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิช
                           ความเขมขนรอยละ 20

ภาพประกอบ 19  อัตราการปลดปลอยคลอรเฮ็กซิดีนจากคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิช
                           ความเขมขนรอยละ 40
1.2  ความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตตอเชื้อ S. mutans ATCC 25175 ของ
คลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชที่เตรียมขึ้นเองในหองปฏิบัติการ
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 การศึกษานี้หาคา MIC  และ MBC ของคลอรเฮ็กซิดีนตอ S. mutans ATCC 25175 โดย
วิธี two fold microdilution พบวาความเขมขนที่เชื้อไมสามารถเจริญเติบโตได (ไมขุน) คือ 1.50,
3.00 และ 6.00 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรดังภาพประกอบ 20 ดังนั้นคาความเขมขนที่นอยที่สุดที่
ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ (MIC) เทากับ 1.50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และเมื่อนําสารผสมของ
หลุมที่ 1.50, 3.00 และ 6.00 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรไปเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อพบวาที่ 3.00
และ 6.00 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรไมมีการเจริญเติบโตของเชื้อดังภาพประกอบ 21  ดังนั้นความเขม
ขนต่ําสุดที่ทําใหเชื้อตาย (MBC) เทากับ 3.00 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ทํา 2 คร้ังไดคาเทากัน จาก
ปริมาณของคลอรเฮ็กซิดีนสูงสุดที่ปลดปลอยออกมาจากวานิชแตละความเขมขนขางตน พบวา
ปริมาณของคลอรเฮ็กซิดีนสูงสุดที่ปลดปลอยออกมาจากคลอรเฮ็กซิดีนในเเซนดาแรควานิชความ
เขมขนรอยละ 20 (4.72 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) และ รอยละ 40 (28.79 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร)
สูงกวาคา MIC และ MBC ของเชื้อ S. mutans ATCC 25175
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 +
 +  +  +  +  +  +  +   -
 +  +  +  +  +  +  +   -
 +  +  +  +  +  +  +   -
 -  -  -   +   +   +  +   -
 -  -  -   +   +   +   +   -
 -  -  -   +   +   +   +   -

6 3 1.5 0.75 0.32 0.16 0.08

กลุ
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วบ
คุม
ลบ

กลุมควบคุมบวก

แอกกอฮอล

คลอรเฮ็กซิดีน

ไมโครกรัม/ มิลลิลิตร
ความเขมขนของ
คลอรเฮ็กซิดีน
-     ไมมีการเจริญเติบโตของเชื้อ +   มีการเจริญเติบโตของเชื้อ

ภาพประกอบ 20    ผลการหาคาความเขมขนนอยที่สุดของคลอรเฮ็กซิดีนที่ยับยั้งการเจริญ
               เติบโตตอ S. mutans  ATCC 25175 (MIC) = 1.50 ไมโครกรัม/ มิลลิลิตร

3 µg/ml 1.5 µg/ml

6 µg/ml
6 µg/ml
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ภาพประกอบ 21    ผลการหาคาความเขมขนนอยที่สุดของคลอรเฮ็กซิดีนที่ฆา
             S. mutans ATCC 25175  (MBC) = 3.00 ไมโครกรัม/ มิลลิลิตร
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เมื่อนําคลอรเฮ็กซิดีนมาตรฐานที่ความเขมขนขน  1.00, 3.00, 5.00, 10.00, 15.00 และ
20.00 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร มาทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตของ
S. mutans ดวยวิธี agar diffusion พบวาทุกความเขมขนเกิดวงใสรอบหลุม (inhibition zone)
ขนาดตางๆ ดังตาราง 5  และ ภาพประกอบ 22  กราฟความสัมพันธระหวางความเขมขนของคลอร
เฮ็กซิดีนกับเสนผานศูนยกลางของวงใสพบวาไดความสัมพันธตามสมการเสนตรง
Y= 0.4854X + 9.2981 และ  R2 = 0.9881 โดย Y คือ เสนผานศูนยกลางของวงใส และ X คือ
ความเขมขนของคลอรเฮ็กซิดีน เมื่อนําตัวอยางสารละลายจากการทดสอบการปลดปลอยคลอร
เฮ็กซิดีนสูงสุดออกมาจากวานิชของแตละความเขมขนมาทดสอบความสามารถในการยับยั้งการ
เจริญเติบโตของ S. mutans ดวยวิธี agar diffusion พบวาคลอรเฮ็กซิดีนที่ถูกปลดปลอยออกมา
จากคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชความเขมขนรอยละ 0 และ 5 ไมเกิดวงใส ในขณะที่ตัวอยางที่
ไดจากคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชความเขมขนรอยละ 10, 20 และ 40 เกิดบริเวณที่ยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเชื้อ (วงใส) ที่มีเสนผานศูนยกลาง 9.5, 17.5 และ 22.5 มิลลิเมตรตามลําดับ โดย
เสนผานศูนยกลางของวงใสของคลอรเฮ็กซิดีนที่ถูกปลดปลอยออกมาจากคลอรเฮ็กซิดีนแซนดา
แรควานิชความเขมขนรอยละ 20 และ 40 มีความแตกตางจากกลุมควบคุม (แอลกอฮอล) อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติที่ระดับ α=0.05 โดยใชสถิติการวิเคราะหความแปรปรวนแบบทางเดียว
(one-way analysis of variance; ANOVA) ดวยวิธี Tukey ดังตาราง 6 และภาพประกอบ 23  ดัง
นั้นคลอรเฮ็กซิดีนในเเซนดาแรควานิชความเขมขนรอยละ 20 และ 40 สามารถยับยั้งการเจริญเติบ
โตของ S. mutans ไดดี นอกจากนั้นเมื่อนําคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชทดสอบดวยวิธีเดียวกัน
พบวาทุกความเขมขนเกิดบริเวณที่ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ รวมทัง้แซนดาแรค    วานชิ  (ตา
ราง 7 และภาพประกอบ 24) แสดงวาแซนดาแรคมีผลในการยับยั้งการเจริญเติบโตตอ S. mutans
สวนแอลกอฮอลซึ่งเปนสวนผสมของวานิชไมเกิดวงใสรอบๆหลุม (ตาราง 5 และภาพประกอบ 22)
แสดงวาแอลกอฮอลความเขมขนที่ใชไมมีผลตอการเจริญเติบโตตอเชื้อ           S. mutans
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ตาราง 5    เสนผานศูนยกลางของวงใสที่ไมมีการเจริญเติบโตของเชื้อ S. mutans ATCC 25175
                 จากคลอรเฮ็กซิดีนมาตรฐานความเขมขนตางๆ (ความเขมขนละ 3 ตัวอยาง)

คลอรเฮ็กซิดีน
(ไมโครกรัม/ มิลลิลิตร)

เสนผานศูนยกลางของวงใส
(มิลลิเมตร  ±  สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน)

0 (แอลกอฮอล)                         0.0 ±  0.0
1.00                         9.5 ± 0.7
3.00                       10.5 ± 0.7
5.00                       12.5 ± 0.7

10.00                       14.0 ± 0.0
15.00                       16.5 ± 0.7
20.00                       19.0 ± 0.0

หมายเหตุ  เสนผานศูนยกลางของวงใสที่ไดรวมเสนผานศูนยกลางของหลุม (8 มิลลิเมตร)

ภาพประกอบ 22   ความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตตอเชื้อ S. mutans ATCC 25175     
                       ของคลอรเฮ็กซิดีนมาตรฐานความเขมขน 1.00, 3.00, 5.00,10.00, 15.00 และ
                            20.00 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร
ตาราง 6    เสนผานศูนยกลางของวงใสที่ไมมีการเจริญเติบโตของเชื้อ S. mutans ATCC 25175
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                 จากคลอรเฮ็กซิดีนความเขมขนสูงสุดที่ปลดปลอยออกมา (ทําซ้ํา 3 คร้ัง)

ความเขมขนสูงสุดของคลอรเฮ็กซิดีน
ที่ปลดปลอยจากคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิช

เสนผานศูนยกลางของวงใส
(มิลลิเมตร ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน)

แอลกอฮอล 0.0(8.0)  ±  0.0
0.00 0.0(8.0)  ±  0.0
0.10 0.0(8.0)  ±  0.0
0.75        9.5  ±  0.7
4.72      17.5   ±  0.7*
28.79        22.5  ±  0.7 *

*  แตกตางอยางมีนัยสําคัญจากกลุมควบคุม ( แอลกอฮอล) ที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95
หมายเหตุ  เสนผานศูนยกลางของวงใสที่ไดรวมเสนผานศูนยกลางของหลุม (8 มิลลิเมตร)

ตาราง 7    เสนผานศูนยกลางของวงใสที่ไมมีการเจริญเติบโตของเชื้อ S. mutans ATCC 25175
                 จากคลอรเฮ็กซิดีนวานิช  (ทําซ้ํา 3 คร้ัง)

คลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิช
ความเขมขนรอยละ

เสนผานศูนยกลางของวงใส
(มิลลิเมตร ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน)

แอลกอฮอล              0.0(8.0)  ±  0.0
0 20.0  ±  0.0*
5  20.0  ±  0.0*
10  25.5  ±  0.7*
20  29.5  ±  0.7*
40 30.0  ± 1.4*

*  แตกตางอยางมีนัยสําคัญจากกลุมควบคุม ( แอลกอฮอล) ที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95
หมายเหตุ  เสนผานศูนยกลางของวงใสที่ไดรวมเสนผานศูนยกลางของหลุม (8 มิลลิเมตร)

 5

2
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ภาพประกอบ 23    ความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตตอเชื้อ S. mutans ATCC 25175     
ของสารละลายตัวอยางคลอรเฮ็กซิดีนสูงสุดความเขมขน 1) 0   2) 0.10
3) 0.75  4) 4.72  และ 5) 28.79  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรที่ปลดปลอยออกมา
จากคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชความเขมขนตางๆ

ภาพประกอบ 24    ความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตตอเชื้อ S. mutans ATCC 25175   
ของแซนดาแรควานิช (0) และคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชความเขมขน

     รอยละ 5, 10, 20 และ 40

1.3   การศึกษาความเปนพิษของคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชตอไฟโบรบลาสต
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Balb/C 3T3
ศึกษาความเปนพิษของคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชโดยการนําความเขมขนสูงสุดของ

คลอรเฮ็กซิดีนที่ปลดปลอยออกมาจากคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชแตละความเขมขนเปรียบ
เทียบกับคาความเขมขนของคลอรเฮ็กซิดีนที่ทําใหเซลลไฟโบรบลาสต Balb/C 3T3 มีชีวิตรอดรอย
ละ 50 เมื่อสัมผัสสารนาน 24 ชั่วโมง พบวาความเขมขนของคลอรเฮ็กซิดีนที่ทําใหเซลล        ไฟโบ
รบลาสต Balb/C 3T3 รอดชีวิตรอยละ 50 เทากับ 4.62 ±  1.07 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งไดจาก
คาเฉลี่ยของการทดลอง 3 คร้ัง  ดังภาพประกอบ 25

ปริมาณคลอรเฮ็กซิดีนสูงสุดที่ปลดปลอยออกมาจากคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิช
ความเขมขนรอยละ 5 (0.10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) และ 10 (0.75 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) มีคา
ตํ่ากวาความเขมขนของคลอรเฮ็กซิดีนที่ทําใหเซลลไฟโบรบลาสต Balb/C 3T3 มีชีวิตรอยละ 50
แตปริมาณคลอรเฮ็กซิดีนที่ไดจากคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชความเขมขนรอยละ 20
(4.72 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) และ 40 (28.79 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร)  สูงกวาความเขมขนของ
คลอรเฮ็กซิดีนที่ทําใหเซลลไฟโบรบลาสต Balb/C 3T3 มีชีวิตรอยละ 50

เมื่อทดสอบความเปนพิษของคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชที่เตรียมขึ้นเองทุกความเขม
ขน พบวาแตละความเขมขนมีรอยละการมีชีวิตของเซลลดังตาราง 8   โดยคลอรเฮ็กซิดีนแซนดา
แรควานิชความเขมขนรอยละ 5, 10 และ 20 มีรอยละการมีชีวิต 96.78, 96.16 และ 88.56  ตาม
ลําดับ ซึ่งสูงกวารอยละ 50 และไมมีความแตกตางจากกลุมควบคุม แตคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรค
วานิชความเขมขนรอยละ 40  มีรอยละการมีชีวิตของเซลล 55.31 ซึ่งแตกตางจากกลุมอ่ืนๆ และ
กลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 โดยใชสถิติการวิเคราะหความแปรปรวนแบบ
ทางเดียว (one-way analysis of variance; ANOVA) ดวยวิธี Tukey นอกจากนั้น แอลกอฮอล
และ แซนดาแรควานิช มีรอยละการมีชีวิตของเซลลมากกวากลุมควบคุมเล็กนอย เมื่อดูเซลลไฟโบ
รบลาสต Balb/C 3T3  หลังจากสัมผัสคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชนาน 24 ชั่วโมง พบวาใน
หลุมที่สัมผัสแซนดาแรควานิชมีความหนาแนนของเซลลไฟโบรบลาสต Balb/C 3T3  มากกวาหรือ
เทากับกลุมควบคุม และมากกวาหลุมที่สัมผัสคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชความเขมขนรอยละ
5, 10, 20 และ40 ตามลําดับ นอกจากนี้เซลลไฟโบรบลาสต Balb/C 3T3  ที่สัมผัสคลอรเฮก็ซดีิน
แซนดาแรควานชิความเขมขนรอยละ 40 มกีารเปลีย่นแปลงรปูราง ดังภาพประกอบ 26

100

120
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ตอนที่ 2. การศึกษาเปรียบเทียบคุณสมบัติของคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชที่เตรียม
ขึ้นเองกับคลอรเฮ็กซิดีนวานิชที่มีจําหนาย

จากการศึกษาคุณสมบัติของคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชที่เตรียมขึ้นเองขางตน โดย
เลือกคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชความเขมขนรอยละ 20 และ 40 เปรียบเทียบกับ EC 40

เนื่องจากคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชความเขมขนรอยละ 20 และ 40 สามารถนํามาใชในการ
ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ S. mutans ได และเมื่อพิจารณาถึงสวนประกอบของ วานิช คลอร
เฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชความเขมขนรอยละ 40 มีรอยละของคลอรเฮ็กซิดีนและองคประกอบที่ไม
ออกฤทธิ์ (inactive component) ที่สําคัญใกลเคียงกับ EC 40  คือแซนดาแรควานิช

การเตรียมกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของคลอรเฮ็กซิดีนกับ
พื้นที่ tracing จากโครมาโตกราฟ ตอนที่ 2

เตรียมกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของคลอรเฮ็กซิดีนกับพื้นที่
tracing โดยเตรียมสารละลายคลอรเฮ็กซิดีนมาตรฐานที่ทราบความเขมขนในการเตรียมกราฟ
มาตรฐาน 1 คร้ัง เนื่องจากทําการวัดปริมาณคลอรเฮ็กซิดีนที่ปลดปลอยออกมาจากคลอรเฮ็กซิดีน
แซนดาแรควานิชแตละความเขมขนในครั้งเดียวกัน โดยสมการและคาสถิติที่ไดจากความสัมพันธ
ของความเขมขนของคลอรเฮ็กซิดีนกับพื้นที่ tracing ไดความสัมพันธเปนสมการเสนตรงที่คือ
Y = 145,420X – 372,121 มีคา R2 = 0.9966 และ relative error = 0.34% เมื่อ Y คือ พื้นที่ของ
tracing และ X คือ ความเขมขนของคลอรเฮ็กซิดีน

2.1  การศึกษาการปลดปลอยคลอรเฮ็กซิดีนจากคลอรเฮ็กซิดีนในแซนดาแรคความเขม
ขนรอยละ 20, 40 และ EC 40    

ทําการศึกษาการปลดปลอยคลอรเฮ็กซิดีนในชวง 12 ชั่วโมงเนื่องจากการศึกษาขางตนพบ
วาอัตราการปลดปลอยสูงสุดของคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชที่เตรียมขึ้นเองอยูที่ 2-4 ชั่วโมง
และลดลงจนคงที่ที่ 5-10 ชั่วโมง (ภาพประกอบ 16-19)

การปลดปลอยคลอรเฮ็กซิดีนจากคลอรเฮ็กซิดีนวานิชทั้ง 3 ชนิดแสดงดังตาราง 9 โดย
คลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชความเขมขนรอยละ 20 และ 40 ปลดปลอยคลอรเฮ็กซิดีนสูงสุดอยู
ที่ชั่วโมงที่ 3  ความเขมขนสูงสุดเฉลี่ยที่ปลดปลอยคือ 8.13 ± 2.05 และ 29.46 ±  4.17 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ในขณะที่ EC 40 ปลดปลอยคลอรเฮ็กซิดีนสูงสุดที่ชั่วโมงที่ 6  ความเขม
ขนเฉลี่ย 20.84 ±   2.70 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร   จากภาพประกอบ 27 และ 28  แสดงใหเห็นวา
คลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชความเขมขนรอยละ 40 ปลดปลอยคลอรเฮ็กซิดีนที่ความเขมขนสูง
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สุดที่สูงกวา EC 40 และคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชความเขมขนรอยละ 20 ตามลําดับ ระยะ
เวลาในการปลดปลอยคลอรเฮ็กซิดีนสูงสุดของคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชความเขมขนรอยละ
20 และ 40 ส้ันกวา และ ลดลงเร็วกวา EC 40  ดังแสดงไดจากในชั่วโมงที่ 12 ตรวจพบคลอรเฮ็ก
ซิดีนเฉลี่ยจาก  EC 40 (8.11 ± 0.80 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร)  มากกวาคลอรเฮ็กซิดีนเฉลี่ยใน
แซนดาแรควานิชรอยละ 40 (3.34 ± 0.20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) และ 20 (2.56 ±  0.02
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) ตามลําดับ

ตาราง 9   ความสามารถในการปลดปลอยคลอรเฮ็กซิดีนของคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชที่
                เตรียมขึ้นเองความเขมขนรอยละ 20, 40 เปรียบเทียบกับ EC 40  (ทําซ้ํา 3 คร้ัง)

คลอรเฮ็กซิดีนใน
แซนดาแรควานิช
ความเขมขนรอยละ

ชั่วโมงที่ปลดปลอย
คลอรเฮ็กซิดีน

สูงสุด

ความเขมขนคลอรเฮ็กซิดีน
สูงสุด

(ไมโครกรัม/มิลลิลิตร)

20 3 8.13 ±2.05
40 3 29.46 ±  4.17

EC 40 6            20.84 ±   2.70



46

ภาพประกอบ 27   ปริมาณการปลดปลอยคลอรเฮ็กซิดีนสะสมใน 12ชั่วโมง จาก
                            คลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชที่เตรียมขึ้นเองความเขมขน
                            รอยละ 20 และ 40 เปรียบเทียบกับ EC 40

ภาพประกอบ 28    อัตราการปลดปลอยคลอรเฮ็กซิดีนจากคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิช
                             ที่เตรียมขึ้นเองความเขมขนรอยละ 20 และ 40 เปรียบเทียบกับ EC 40   
2.2  ความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตตอ S. mutans  ATCC 25175 ของคลอร
เฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชความเขมขนรอยละ 20, 40 และ EC 40 และคลอรเฮ็กซิดีน
สูงสุดที่ถูกปลดปลอยออกมา
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จากปริมาณของคลอรเฮ็กซิดีนสูงสุดที่ปลดปลอยออกมาจากวานิชทั้ง 3 ชนิดขางตน พบ
วาความเขมขนของคลอรเฮ็กซิดีนสูงสุดที่ปลดปลอยออกมาจากคลอรเฮ็กซิดีนในเเซนดาแรค
วานิชความเขมขนรอยละ 20 (8.13 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร), 40 (29.46 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร)
และ EC 40 (20.84 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) สูงกวาคา MIC และ MBC ของ S. mutans  ATCC
25175 และเมื่อนําตัวอยางคลอรเฮ็กซิดีนสูงสุดที่ถูกปลดปลอยออกมาทดสอบความสามารถใน
การยับยั้งการเจริญเติบโตตอ S. mutans ดวยวิธี agar diffusion  ตัวอยางคลอรเฮ็กซิดีนสูงสุดที่
ถูกปลดปลอยออกมาจากคลอรเฮ็กซิดีนในเเซนดาแรควานิชความเขมขนรอยละ  20, 40 และ
EC 40 เกิดบริเวณที่ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ (วงใส) ที่มีเสนผานศูนยกลาง 12.5, 15.0
และ 14.5 มิลลิเมตรตามลําดับ    ดังตารางที่ 10 และภาพประกอบ 29  ซึ่งบริเวณที่ไมมีการเจริญ
เติบโตของเชื้อที่เกิดขึ้นจากวานิชทั้ง 3 ชนิดไมแตกตางกันทางสถิติ  เมื่อทดสอบเชนเดียวกันดวย
คลอรเฮ็กซิดีนวานิชพบวา EC 40 (24.5 มิลลิเมตร) เกิดบริเวณที่ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ
มากกวาคลอรเฮ็กซิดีนในเเซนดาแรควานิชความเขมขนรอยละ 20 (21.3 มิลลิเมตร) และ40 (21.5
มิลลิเมตร) แตไมแตกตางกันทางสถิติโดยใชสถิติการวิเคราะหความแปรปรวนแบบทางเดียว (one-
way analysis of variance; ANOVA) ดวยวิธี Tukey ดังตาราง 11 และภาพประกอบ 30

ตาราง 10     ความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตของ S. mutans ATCC 25175 จาก
                   ตัวอยางสารละลายคลอรเฮ็กซิดีนความเขมขน 8.13, 29.46 และ 20.84 ไมโครกรัม

       ตอมิลลิลิตรที่ปลดปลอยออกมาจากคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชที่เตรียมขึ้น
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       เปรียบเทียบกับ EC 40 (ทําซ้ํา 3 คร้ัง)

ความเขมขนของตัวอยางสารละลาย
คลอรเฮ็กซิดีนสูงสุด
ที่ถูกปลดปลอย

(ไมโครกรัม/มิลลิลิตร)

สนผานศูนยกลางของวงใส
(มิลลิเมตร±คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน)

8.13 12.5 ±  0.7
29.46 15.0 ± 1.4
20.84 14.5 ± 1.4

หมายเหตุ  เสนผานศูนยกลางของวงใสที่ไดรวมเสนผานศูนยกลางของหลุม (8 มิลลิเมตร)

ตาราง 11     ความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตของ S. mutans ATCC 25175 จาก
                   คลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชที่เตรียมขึ้นเองเปรียบเทียบกับ EC 40

                   (ทําซ้ํา 3 คร้ัง)

คลอรเฮ็กซิดีน
แซนดาแรควานิช
ความเขมขนรอยละ

เสนผานศูนยกลางของวงใส
(มิลลิเมตร±คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน)

20 21.3  ±  1.8
40 21.5 ±  2.1

EC 40 24.5  ±  2.1

หมายเหตุ  เสนผานศูนยกลางของวงใสที่ไดรวมเสนผานศูนยกลางของหลุม (8 มิลลิเมตร)

    4

    3  2
1
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ภาพประกอบ 29      ความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตตอเชื้อ S. mutans ATCC 25175     
                         ของตัวอยางสารละลายคลอรเฮ็กซิดีนความเขมขน 1) 0, 2) 8.13, 3) 29.46
                              และ 4) 20.84 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรที่ปลดปลอยออกมาจากคลอรเฮ็กซิดีน
                              ในแซนดาแรควานิชที่เตรียมขึ้นเปรียบเทียบกับ EC 40

ภาพประกอบ 30      ความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตตอเชื้อS. mutans ATCC 25175      
     ของแซนดาแรควานิช (0) และคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชความเขมขน
      รอยละ  5, 10, 20 และ 40 เปรียบเทียบกับ EC 40

2.3  ความเปนพิษตอเซลลไฟโบรบลาสต Balb/c 3T3 ของคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิช
ความเขมขนรอยละ 20, 40 และ EC 40

 40

 20

EC 40

5

   0   10
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เมื่อนําความเขมขนสูงสุดของคลอรเฮ็กซิดีนที่ปลดปลอยออกมาจากคลอรเฮ็กซิดีนแซนดา
แรควานิชทั้ง 3 ชนิด เปรียบเทียบกับคาความเขมขนของคลอรเฮ็กซิดีนที่ทําใหเซลลไฟโบรบลาสต
Balb/C 3T3 มีชีวิตรอยละ 50  เมื่อสัมผัสสารนาน 24 ชั่วโมง พบวาความเขมขนสูงสุดของคลอร
เฮ็กซิดีนที่ปลดปลอยออกมาจากคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชความเขมขนรอยละ 20 (8.13
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร), 40 (29.46 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) และ EC 40 (20.84 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร) สูงกวาคาความเขมขนของคลอรเฮ็กซิดีนที่ทําใหเซลลไฟโบรบลาสต Balb/C 3T3 มีชีวิต
รอยละ 50 และเมื่อทดสอบความเปนพิษของคลอรเฮ็กซิดีนวานิช  พบวาคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรค
วานิชความเขมขนรอยละ 20 มีรอยละการมีชีวิตมากกวาคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชความเขม
ขนรอยละ 40 และ EC 40 ตามลําดับ ดังตาราง 12  โดยคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชความ
เขมขนรอยละ40 และ EC 40 มีรอยละการมีชีวิตรอดของเซลลแตกตางกับคลอรเฮ็กซิดีนแซนดา
แรควานิชความเขมขนรอยละ 20 อยางมีนัยสําคัญ แตคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชความเขม
ขนรอยละ 40 และ EC 40มีรอยละการมีชีวิตของเซลลไมแตกตางกันทางสถิติ โดยใชสถิติการ
วิเคราะหความแปรปรวนแบบทางเดียว (one-way analysis of variance; ANOVA) ดวยวิธี
Tukey ดังนั้นคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชความเขมขนรอยละ 20 มีความเปนพิษนอยกวาคลอร
เฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชความเขมขนรอยละ 40 และ EC 40 ตามลําดับ

ตาราง 12     รอยละการมีชีวิตของเซลลไฟโบรบลาสต Balb/C 3T3 (ทําซ้ํา 3 คร้ัง)

คลอรเฮ็กซิดีน
ในแซนดาแรควานิช
ความเขมขนรอยละ

รอยละการมีชีวิต

กลุมควบคุม 100.00  ±  0.00
20    88.56  ± 11.22
40       55.31  ±  20.67 *

EC40       47.34  ±  6.75   *

*แตกตางอยางมีนัยสําคัญจากกลุมควบคุม (ไมมีสารทดสอบ) ที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95
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