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บทคัดย่อ  
สมุนไพรตำรับจตุผลาธิกะ มีสรรพคุณ แก้ไข้ แก้ลม แก้โรคตา บำรุงธาตุ รู้ถ่ายรู้ปิด ต้านเชื้อจุลินทรีย์ และต้านการอักเสบ แต่ยัง

ไม่มีการศึกษาการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย Streptococcus mutans ซ่ึงเป็นเชื้อที่เป็นสาเหตุหลักท่ีทำให้ฟันผุ งานวิจัยน้ีมี
วัตถุประสงค์เพื่อตรวจหาสารประกอบฟีนอลิกรวม และสารประกอบฟลาโวนอยด์รวม รวมท้ังทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย S. mutans 
ของสารสกัดเอทานอลจตุผลาธิกะ และพัฒนาสารสกัดดังกล่าวไปเป็นน้ำยาบ้วนปากสมุนไพรตำรับจตุผลาธิกะ ผลการทดสอบพบว่า
สารสกัดจตุผลาธิกะมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม และปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์รวม เท่ากับ 368.62 ± 5.15 มิลลิกรัม
สมมูลของกรดแกลลิกต่อกรัมของสารสกัดแห้ง และ 652.33 ± 6.8 มิลลิกรัมสมมูลของเคอร์ซิตินต่อกรัมของสารสกัดแห้ง ตามลำดับ ท้ัง
ยังมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย S. mutans โดยมีค่าความเข้มข้นต่ำสุดในการยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ (MIC) และค่าความ
เข้มข้นต่ำสุดในการฆ่าเชื้อจุลินทรีย์ (MBC) เท่ากับ 12.5 ± 0.00 และ 200 ± 0.00 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ และฤทธิ์ในการ
ยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มของ S. mutans นอกจากน้ีน้ำยาบ้วนปากสมุนไพรตำรับจตุผลาธิกะ สูตรท่ี 3 (ซ่ึงมีสารสกัดจตุผลาธิกะความ
เข้มข้นเท่ากับ 2MIC เป็นส่วนประกอบ) มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียได้ดีท่ีสุดในทุกช่วงเวลาท่ีทำการทดสอบ 

 

คำสำคัญ: จตุผลาธิกะ  น้ำยาบ้วนปาก  ฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย  ฤทธิย์ับยั้งการสร้างไบโอฟิล์ม  สเตรปโตค็อกคัส มิวแทนส์ 
 

Abstract 
The Jatu-Phala-Tiga herbal formulation has been traditionally used to relieve fever, relieve flatulence, treat 

eye diseases, restore the body’s constitution, restore digestive balance, inhibit microorganisms and suppress 
inflammation. However, its inhibitory effect against the growth of Streptococcus mutans, the primary causative 
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agent of dental caries, has not yet been investigated. This study aimed to determine the total phenolic and 
flavonoid contents of the ethanolic extract of Jatu-Phala-Tiga, to evaluate its antibacterial activity against S. mutans, 
and to further develop the extract into Jatu-Phala-Tiga herbal mouthwash formulas. The results revealed that the 
Jatu-Phala-Tiga extract had total phenolic and flavonoid contents of 368.62 ± 5.15 mg gallic acid equivalent/g dry 
extract and 652.33 ± 6.8 mg quercetin equivalent/g dry extract, respectively. It also exhibited antibacterial activity 
against S. mutans with the minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) 
of 12.5 ± 0.00 and 200 ± 0.00 mg/mL, respectively and inhibited its biofilm formation. In addition, the Jatu-Phala-Tiga 
herbal mouthwash formula 3 (containing the extract with a concentration of 2MIC as an ingredient) displayed the 
highest antibacterial activity across all tested time intervals. 
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1. บทนำ  

โรคฟันผุจัดเป็นโรคติดเชื้อในช่องปากท่ีส่งผลกระทบ
ต่อประชากรทุกช่วงวัยท่ัวโลก ท้ังในเด็ก วัยรุ่น ผู้ใหญ่ และ
ผู้สูงอายุ [1] โดยสาเหตุหลักส่วนใหญ่เกิดจากเชื้อแบคทีเรีย  
ส เต รป โต ค็อก คัส  มิ วแทนส์  (Streptococcus mutans;        
S. mutans) ซ่ึงมีความสามารถในการยึดเกาะบนผิวฟัน และ
สามารถสังเคราะห์สาร exopolysaccharides ในปริมาณมาก 
เพื่อสร้างไบโอฟิล์ม (biofilm) ท่ีก่อให้เกิดการผุกร่อนของฟัน 
และยังสามารถย่อยคาร์โบไฮเดรต (carbohydrates) ให้เป็น
กรดแลคติก (lactic acid) ซ่ึงมีผลในการทำลายสารเคลือบฟัน 
นำไปสู่การเกิดฟันผุในท่ีสุด [2], [3]  

ในปัจจุบัน มีการใช้แนวทางต่าง ๆ ในการควบคุม
คราบจุลินทรีย์ (plaque) เช่น การแปรงฟัน และการใช้น้ำยา
บ้วนปาก รวมท้ังน้ำยาฆ่าเชื้อ เพื่อป้องกันฟันผุ  [4] การใช้
ผลิตภัณฑ์น้ำยาบ้วนปากเป็นวิธีท่ีง่ายต่อการนำสารป้องกัน   
ฟันผุเข้าสู่ช่องปาก อีกท้ังยังใช้งานได้สะดวก และมีต้นทุนต่ำ 
จึงสามารถนำมาใช้เป็นส่วนหน่ึงของกิจวัตรการดูแลช่องปาก
ประจำวันได้อย่างมีประสิทธิภาพ [5] 

น้ำยาบ้วนปากประกอบด้วยองค์ประกอบหลากหลาย
ท่ีมีฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย ระงับกลิ่นปาก และต้านอนุมูล
อิสระ ซ่ึงมีประสิทธิภาพในการควบคุมการสะสมของคราบ
จุลินทรีย์ รวมถึงช่วยในการป้องกันโรคเหงือก และฟันผุ  [6] 
chlorhexidine เป็นน้ำยาบ้วนปากท่ีมีประสิทธิภาพสูงในการ
ยับยั้งเชื้อ S. mutans ทุกสายพันธุ์ สามารถช่วยลดคราบ
จุลินทรีย์ โรคเหงือกอักเสบ อย่างไรก็ตาม น้ำยาบ้วนปากน้ี
อาจก่อให้เกิดผลข้างเคียง เช่น ฟันเปลี่ยนสี รสชาติไม่พึง
ประสงค์ ภาวะปากแห้ง และผลกระทบต่อช่องปากโดยรวม

ในทางลบ [5], [7] จากการศึกษาพบว่าการใช้สมุนไพรเพื่อการ
ดูแลสุขภาพมีมาอย่างยาวนานตั้งแต่อดีตจนถึงปัจจุบัน อีกท้ัง
ยังมีรายงานถึงการนำสมุนไพรมาพัฒนาเป็นน้ำยาบ้วนปาก 
อย่างไรก็ตาม ยังไม่พบรายงานการพัฒนาน้ำยาบ้วนปากจาก
สมุนไพรตำรับจตุผลาธิกะ (Jatu-Phala-Tiga) รวมถึงการ
ประเมินฤทธิ์ยับยั้ง S. mutans ในรูปแบบผลิตภัณฑ์ดังกล่าว 
ด้วยเหตุน้ี ผู้วิจัยจึงสนใจท่ีจะพัฒนาตำรับสมุนไพรจตุผลาธิกะ 
เป็นผลิตภัณฑ์น้ำยาบ้วนปาก เน่ืองจากยังไม่พบรายงานว่ามี
การทำผลิตภัณฑ์น้ำยาบ้วนปากจากสมุนไพรตำรับจตุผลาธิกะ 

จตุผลาธิกะเป็นตำรับสมุนไพรท่ีประกอบด้วยสมุนไพร 
4 ชนิด ได้แก่ สมอไทย (Terminalia chebula Retz.) สมอเทศ 
(Terminalia arjuna (Roxb. ex DC.) Wight & Arn.) สมอพิ เภก 
(Terminalia bellerica (Gaertn.) Roxb.) และมะขามป้อม 
(Phyllanthus emblica Linn.) มีสรรพคุณตามตำรับยาไทย 
คือ แก้ไข้ แก้โรคตา บำรุงธาตุ รู้ถ่ายรู้ปิด [8] จากการศึกษาท่ี
ผ่านมาพบว่าจตุผลาธิกะมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ [9] ต้านการ
อักเสบ ต้านแบคท่ีเรีย [10] อย่างไรก็ตามพบว่ามีรายงานน้อย
มากเกี่ยวกับการศึกษาความสามารถของตำรับจตุผลาธิกะใน
การยับยั้งแบคทีเรียท่ีก่อโรคฟันผุ ดังน้ันผู้วิจัยจึงสนใจท่ีจะ
ตรวจหาสารประกอบฟีนอลิกรวม (total phenolic content) 
และสารประกอบฟลาโวนอยด์รวม (total flavonoid content) 
รวมท้ังทดสอบฤทธิ์ยับยั้ง S. mutans ของสารสกัดเอทานอล
จตุผลาธิกะ และน้ำยาบ้วนปากสมุนไพรตำรับจตุผลาธิกะ ซ่ึงมี
สารสกัดจตุผลาธิกะเป็นส่วนประกอบ ผลท่ีได้จากการศึกษาใน
ครั้งน้ีสามารถนำไปพัฒนาและต่อยอดในการวิจัยสมุนไพรท่ีมี
ศักยภาพในการป้องกันโรคท่ีเกี่ยวข้องกับงานด้านทันต
สาธารณสุข 
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2. วัสดุ อุปกรณ์และวิธีการวิจัย  
2.1. สมุนไพร 
ผลสมอไทย ผลสมอเทศ ผลสมอพิ เภก และผล

มะขามป้อม ซ้ือมาจากร้านขายสมุนไพรในตำบลพังโคน 
อำเภอพังโคน จังหวัดสกลนคร ได้มีการตรวจสอบเอกลักษณ์
ภายนอกของสมุนไพร โดยผู้เชี่ยวชาญท่ีมีใบประกอบวิชาชีพ
การแพทย์แผนไทย ด้านเภสัชกรรมไทย 

 
2.2. การเตรียมสารสกัดจตุผลาธิกะ 
นําผลสมอไทย ผลสมอเทศ ผลสมอพิเภก และผล

มะขามป้อม มาบดให้ละเอียด ในอัตราส่วน 1 :1:1:1 จากน้ัน
นำมาสกัดด้วยเอทานอล 95% ในอัตราส่วน 1:2 (น้ำหนัก:
ปริมาตร) ปิดฝาให้สนิท ไม่โดนแสง ท่ีอุณหภูมิห้องนาน 3 วัน 
โดยมีการเขย่าทุกวัน หลังจากน้ันกรองหยาบด้วยผ้าขาวบาง 
และกรองซ้ำด้วยกระดาษกรอง Whatman No.1 นำไประเหย
ตัวทำละลายด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุน (rotary 
vacuum evaporator; Buchi, Switzerland) ท่ีความดัน 50 
- 200 มิลลิบาร์ ความเร็ว 70 รอบต่อนาที และอุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียส จนได้สารสกัดท่ีแห้งสนิท ก่อนนำไปใช้ให้
ละลายสารสกัดด้วย 0.5% DMSO (dimethyl sulfoxide) 
เพื่อให้ได้ความเข้มข้นตามท่ีต้องการ 

 
2.3. การเตรียมเชื้อแบคทีเรีย 
ในการศึกษาน้ีใช้เชื้อแบคทีเรีย S. mutans (ATCC 

25175T) โดยทำการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด Brain 
Heart Infusion (BHI) ท้ังในรูปแบบของอาหารแข็ง (BHI agar) 
และอาหารเหลว (BHI broth) ภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจน 
(Anaerobic jar) ท่ีอุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส พร้อมท้ัง
ควบคุมระดับ CO2 ท่ี 5% เป็นระยะเวลา 48 ชั่วโมง ก่อนนำ
เชื้อที่ได้ไปใช้ในการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดสมุนไพร 

 
2.4. การตรวจวัดปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม 
การตรวจวัดปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม ใช้วิธี 

Folin-Ciocalteu assay ซ่ึงทำโดยเตรียมสารสกัดเอทานอล
จตุผลาธิกะท่ีความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร หยดลงใน 
96-well plate 20 ไมโครลิตร เติม Folin-Ciocalteu regent 
(Sigma, USA) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และเติม 75% sodium 
carbonate ปริมาตร 80 ไมโครลิตร บ่มในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิห้อง
เป็นเวลา 30 นาที นำไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 
นาโน เมตร  ด้ วย เครื่ อ ง  microplate reader และนำมา

คำนวณปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมจากกราฟมาตรฐาน
ของ gallic acid แล้วรายงานในหน่วยมิลลิกรัมสมมูลของกรด
แกลลิกต่อกรัมสารสกัดแห้ง (mg gallic acid equivalent/g of 
dry extract) [11] 

 
2.5. การตรวจวัดปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์รวม 
การตรวจวัดปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์รวม   

ใช้ วิ ธี  aluminium chloride colorimetric ซ่ึ งท ำ โด ย ใช้  
quercetin เป็นสารมาตรฐาน เติมสารสกัดเอทานอลจตุผลาธิกะ 
ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 5 ไมโครลิตร 
ลงใน  96-well plate จาก น้ัน เติม น้ ำกลั่นปริมาตร 130 
ไมโครลิตร และ 5% sodium nitrite ปริมาตร 7.5 ไมโครลิตร 
บ่มในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที จากน้ันเติม 10% 
aluminum chloride ปริมาตร 7.5 ไมโครลิตร และบ่มในท่ี
มืดท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที เมื่อครบเวลา เติม 1 M 
sodium hydroxide ปริมาตร 50 ไมโครลิตร แล้วนำไปวัด
ค่าท่ีความยาวคลื่น 510 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง microplate 
reader และนำมาคำนวณปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์รวม
จากกราฟมาตรฐานของ quercetin แล้วรายงานในหน่วย
มิลลิกรัมสมมูลของเคอร์ซิตินต่อกรัมสารสกัดแห้ง (mg 
quercetin equivalent/g dry extract) [12] 

 
2.6. การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดต่อการยับยั้งเชื้อ

แบคทีเรีย S. mutans 
การประเมินฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อ S. mutans ของ

สารสกัดเอทานอลจตุผลาธิกะใช้วิธี disc diffusion โดยเริ่ม
จากการเพาะเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว BHI broth และปรับ
ความขุ่นของเชื้อให้เป็น 0.5 McFarland จากน้ันนำเชื้อท่ีได้
กระจายให้ ท่ัวพื้ นผิวของ BHI agar การเตรียมสารสกั ด
สมุนไพรทำโดยการนำสารสกัดสมนไพรท่ีความเข้มข้น 500 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาณ 20 ไมโครลิตร หยดลงบนแผ่น 
paper disc ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร ก่อนนำไป
วางบนจานเพาะเชื้อท่ีมีเชื้อกระจายอยู่แล้ว โดย positive 
control ท่ีใช้คือ 0.2% chlorhexidine และ negative control 
ท่ีใช้คือ 0.5% DMSO จากนั้นบ่มในอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ภายใต้ความเข้มข้นของ CO2 5% เป็นเวลา 48 ชั่วโมง เมื่อ
ครบเวลา วัดขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางบริเวณท่ีไม่มีการเจริญของ
เชื้อ หรือโซนยับยั้ ง (inhibition zone) โดยวัดเป็นหน่วย
มิลลิเมตร และบันทึกผลการทดลอง ซ่ึงดำเนินการทดสอบซ้ำ
จำนวน 3 ซ้ำ [13] 
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2.7. การหาค่าความเข้มข้นต่ำสุดของสารสกัด
สมุนไพรในการยับยั้งและฆ่าเชื้อจุลินทรีย์ 

การหาค่าความเข้มข้นต่ำสุดในการยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ 
(minimum inhibitory concentration; MIC) และค่าความ 
เข้มข้นต่ำสุดในการฆ่าเชื้อจุลินทรีย์ (minimum bactericidal 
concentration; MBC) ทำโดยวิธี broth dilution method 
ใน 96-well plate โดยเจือจางสารสกัดให้ม ีความเข้มข้น
ในช่วง 500 - 3.9 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ด้วยวิธี two-fold 
dilution และเตรียมเชื้อจุลินทรีย์ ท่ีต้องการทดสอบให้มี   
ความขุ่นเท่ากับ 0.5 McFarland จากนั้นเติมสารสกัดท่ีเจือจาง
แล้ว และเชื้อท่ีปรับความขุ่นแล้วในอัตราส่วน 1 :1 บ่มท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท่ีมี CO2 5% นาน 48 ชั่วโมง 
วัดผลค่าความเข้มข้นต่ำสุดท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของ
เชื้อจุลินทรีย์ (MIC) โดยสังเกตหลุมสุดท้ายท่ีใส และไม่มี
ตะกอนของเชื้อจุลินทรีย์ท่ีก้นหลุม สำหรับการทดสอบหาค่า
ความเข้มข้นต่ำสุดท่ีสามารถฆ่าเชื้อจุลินทรีย์ (MBC) ทำต่อจาก
การหาค่า MIC โดยดูดอาหารในหลุมท่ีใส มาหยดลงบน BHI 
agar บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท่ีมี CO2 5% นาน 48 
ชั่วโมง จากน้ันจึงอ่านผลค่า MBC คือความเข้มข้นต่ำสุดของ
สารสกัดท่ีไม่มีการเจริญของเชื้อบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ โดย
สังเกตจากไม่พบโคโลนีบนอาหาร BHI agar ทำการทดสอบ 3 ซ้ำ 
เพื่อยืนยันผลการทดลอง [14] 

 
2.8. การทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์ม 

ของการสกัดสมุนไพร 
การทดสอบฤทธิ์การยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มของการ

สกัดสมุนไพรใช้วิธี crystal violet staining for biofilm assay 
ใน 96-well plate ซ่ึงทำโดยการเตรียมสารสกัดเอทานอล      
จตุผลาธิกะมาเจือจางให้ ได้ความเข้ มข้น  MIC, 1/2MIC, 
1/4MIC, 1/8MIC และ1/16MIC ด้วย BHI broth เตรียม BHI 
broth ท่ีมี 2% sucrose และเตรียมเชื้อแบคทีเรียท่ีต้องการ
ทดสอบให้มี ค่าการดูดกลืนแสง (optical density; OD) ท่ี
ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เท่ากับ 0.08 - 0.1 จากนั้นเติม
สารสกัดสมุนไพร 2% sucrose ใน และเชื้อท่ีปรับความขุ่น
แล้วในอัตราส่วน 1 :1:1 โดย positive control คือ 0.2% 
chlorhexidine และ  negative control คื อ  0.5% DMSO 
บ่มท่ีอุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส ท่ีมี  CO2 5% นาน 24 
ชั่วโมง ทำการทดลอง 3 ซ้ำ เมื่อครบเวลาล้างไบโอฟิล์มด้วย 
phosphate buffer (ความเข้มข้น 1x) และนำไปอบในตู้บ่ม 
ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 45 นาที จากนั้นย้อมสีด้วย 

0.1% crystal violet เป็นเวลา 20 นาที แล้วถ่ายภาพไบโอฟิล์ม 
ด้วยกล้อง phase contrast microscope และละลายสีด้วย 
30% acetic acid ปริมาณ 150 ไมโครลิตร แล้วนำไปวัดค่า
การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร และนำไป
คำนวณหาเปอร์เซ็นการยับยั้งฺการสร้างไบโอฟิล์ม [15] 

 
2.9. การเตรียมผลิตภัณฑ์น้ำยาบ้วนปากสมุนไพร 
ในการศึกษาน้ีได้พัฒนาน้ำยาบ้วนปาก 3 สูตร คือ 

สูตรท่ี 1 (ไม่มีสารสกัดสมุนไพรเป็นส่วนประกอบ) ส่วนสูตรท่ี 
2 และสูตรท่ี 3 เป็นสูตรท่ีมีสารสกัดเอทานอลจตุผลาธิกะเป็น
ส่วนประกอบ โดยมีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ  MIC และ 
2MIC ตามลำดับ (Table 1) การเตรียมน้ำยาบ้วนปากทำโดย
ชั่ งน้ำหนักของสารสกัดสมุนไพรตำรับจตุผลาธิกะ 625 
มิลลกิรัม (สำหรับสูตรที่ 2) และ 1,250 มิลลิกรัม (สำหรับสูตร
ท่ี 3) ละลายด้วย เอทานอล 95% ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ใช้
การ sonicate ช่วยในการละลายสารสกัดสมุนไพรให้เร็วขึ้น 
เติม  glycerin และ parabens ท่ี ละลายด้ วย  propylene 
glycol และ 70% sorbitol และผสมสารให้ เข้ ากัน  เติ ม 
peppermint และคนผสมสารให้เข้ากัน ปรับปริมาตรด้วย   
น้ำกลั่นให้ครบ 50 มิลลิลิตร เมื่อละลายเข้ากันดีแล้ว นำไป
กรองโดยใช้กระดาษกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร 

 
2.10. การศึกษาผลของน้ำยาบ้วนปากตำรับจตุ

ผลาธิกะต่อการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย 
การศึกษาผลของน้ำยาบ้วนปากตำรับจตุผลาธิกะต่อ

การยับยั้งเชื้อแบคทีเรียใช้วิธี time-kill curve assay ซ่ึงทำ
โดยเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย S. mutans ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
BHI broth ปริมาตร 2 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส ท่ีมี CO2 5% เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากน้ันปรับ
ปริมาณเชื้อให้มีความขุ่นเท่ากับ 0.5 McFarland นำน้ำยา
บ้วนปากสูตรท่ี 1 สูตรท่ี 2 และสูตรท่ี 3 มาผสมกับเชื้อ         
S. mutans ท่ีเตรียมไว้ อัตราส่วน 1:1 กลุ่มควบคุม positive 
control คือ 0.2% chlorhexidine และ negative control 
คือน้ำยาบ้วนปากสูตรท่ี 1 นำหลอดทดลองท่ีได้ไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 0, 30 วินาที, 1 นาที 
และ 2 นาที นำมาเจือจางด้วย 0.9% sodium chloride ใน
อัตราส่วน  1 :1 แล้ว spread plate บนอาหาร BHI agar 
นำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท่ีมี CO2 5% เป็นเวลา 
24 ชั่วโมง นับจำนวนโคโลนีท่ีเกิดขึ้น แล้วดูความสัมพันธ์
ระหว่างเวลาและจำนวนโคโลนีของเชื้อท่ีพบ 
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2.11. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
ผลการทดลองแสดงเป็นค่าเฉลี่ย (mean) ± ส่วน

เบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation; SD) (n = 3) การ
วิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติระหว่างกลุ่มใช้การวิเคราะห์

ความแปรปรวนทางเดียว (one-way ANOVA) ทดสอบ
ร่วมกับ Duncan post-hoc test ท่ีระดับนัยสำคัญทางสถิติ 
p-value < 0.05 โดยโปรแกรม statistical package for the 
social science (SPSS) 

 
Table 1 Ingredients of mouthwash with Jatu-Phala-Tiga herbal formulation extract 

Ingredients  
Volume (mL) 

Formula 1 
(mouthwash base) 

Formula 2  
(MIC of the extract) 

Formula 3  
(2MIC of the extract) 

Ethanol  
(with Jatu-Phala-Tiga extract) 

- 0.5 
(625 mg of the extract) 

0.5 
(1,250 mg of the extract) 

Glycerin 4 4 4 
70% Sorbitol 2 2 2 
Parabens 0.5 0.5 0.5 
Peppermint - 0.5 0.5 
Water qs ad 50 50 50 

 
3. ผลการวิจัย 

3.1. ผลการตรวจวัดปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม 
และปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์รวม 

ผลการตรวจวัดปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม และ
ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์รวมของสารสกัดเอทานอล
จตุผลาธิกะ พบว่าสารสกัดเอทานอลจตุผลาธิกะมีปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิกรวมเท่ากับ 368.62±5.15 มิลลิกรัม
สมมูลของกรดแกลลิกต่อกรัมสารกัดแห้ง และมีปริมาณ
สารประกอบฟลาโวนอยด์รวมเท่ากับ 652.33±6.8 มิลลิกรัม
สมมูลของเคอร์ซิตินต่อกรัมสารสกัดแห้ง 

 
3.2. ผลการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดต่อการยับยั้ง

เชื้อแบคทีเรีย S. mutans 
การทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อ S. mutans ใช้วิธี 

disc diffusion โดยการวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของโซน
ยับยั้งท่ีเกิดขึ้นรอบ ๆ แผ่น paper disc ท่ีมีสารสกัดจตุผลาธิกะ 
เทียบกับ positive control คือ 0.2% chlorhexidine และ 
negative control คือ 0.5% DMSO ซ่ึงได้ผลการทดลองดังน้ี 
11.22 ± 1.38, 16.18 ± 1.53 และ 6.00 ± 0.00 มิลลิ เมตร 
ตามลำดับ ซ่ึงผลท่ีได้จากชุดการทดลองของสารสกัดจตุผลาธิกะ 
มีความแตกต่างจากผลท่ีได้จาก positive control และ negative 
control อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p < 0.05) ดังแสดงใน 
Table 2 

3.3. ผลการหาค่าความเข้มข้นต่ำสุดของสารสกัด
สมุนไพรในการยับยั้งและฆ่าเชื้อจุลินทรีย์ 

ผลการห าค่าความ เข้ มข้ นต่ ำสุ ด ในก ารยั บ ยั้ ง
เชื้อจุลินทรีย์  (MIC) และค่าความเข้มข้นต่ำสุดในการฆ่า
เชื้อจุลินทรีย์ (MBC) ทำโดยวิธี broth dilution method ซ่ึง
ผลท่ีได้พบว่าสารสกัดเอทานอลจตุผลาธิกะมีค่า MIC เท่ากับ 
12.5 ± 0.00 และมีค่า MBC เท่ากับ 200 ± 0.00 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร ส่วน chlorhexidine (positive control) พบว่ามี
ค่า MIC เท่ากับ 0.01 ± 0.00 และมีค่า MBC เท่ากับ 0.04 ± 
0.00 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ 
 

3.4. ผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์ม 
ของการสกัดสมุนไพร 

จากการนำสารสกัดเอทานอลจตุผลาธิกะมาทดสอบ
ฤทธิ์ในการยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์ม พบว่าท่ีความเข้มข้น 
MIC, 1/2MIC, 1/4MIC, 1/8MIC และ1/16MIC  มี ค่ าการ
ยับยั้งการสร้าง ไบโอฟิล์ม  เท่ากับร้อยละ 45.81 ± 1.38, 
37.76 ± 4.76, 29.38 ± 1.79, 24.84 ± 4.56 และ 8.82 ± 4.05 
ตามลำดับ โดยเปรียบเทียบกับ positive control คือ 0.2% 
chlorhexidine และ  negative control คื อ  0.5% DMSO   
มีค่าการยับยั้ง ไบโอฟิล์ม เท่ากับร้อยละ 50.00 ± 3.83 และ 
0.01 ± 0.00 ตามลำดับ ซ่ึงมีค่าแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ
ทางสถิติ (p < 0.05) ดังแสดงใน Table 3 
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Table 2 Antibacterial activity against S. mutans of the herbal extract examined by disc diffusion method 
Tested substances Inhibition zone (mm) 
Jatu-Phala-Tiga extract 11.22 ± 1.38b 
0.2% chlorhexidine (positive control) 16.18 ± 1.53c 
0.5% DMSO (negative control) 6.00 ± 0.00a 

Data are presented as mean ± standard deviation (SD).  
Mean values followed by different superscripts (a, b, c) within a column are significantly different (p < 0.05). 
 
Table 3 Inhibitory effect on biofilm formation by S. mutans of the herbal extract with different concentrations 

Tested substances % Inhibition of biofilm formation 
Jatu-Phala-Tiga extract  

MIC 
 

45.81 ± 1.38c 
1/2MIC 37.76 ± 4.76b,c 
1/4 MIC 29.38 ± 1.79b 
1/8 MIC 24.84 ± 4.56b 
1/16 MIC 8.82 ± 4.05a 

0.2% chlorhexidine (positive control) 50.00 ± 3.83c 
0.5% DMSO (Negative control) 0.01 ± 0.00a 

Data are presented as mean ± standard deviation (SD).  
Mean values followed by different superscripts (a, b, c) within a column are significantly different (p < 0.05). 
 

3.5 . ผลการศึกษาฤทธิ์ของน้ำยาบวนปากตำรับ      
จตุผลาธิกะต่อการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย 

ผลการศึกษาฤทธิ์ของน้ำยาบ้วนปากตำรับจตุผลาธิกะ
ต่อการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ S. mutants โดยใช้วิธี 
time-kill curve assay พบว่าท่ีเวลา 0, 30 วินาที, 1 และ 2 
นาที จำนวนโคโลนีของ S. mutants ท่ีพบในกรณีของน้ำยา
บ้วนปากสูตรท่ี 1 เท่ากับ 41.0 ± 1.4, 55.0 ± 1.4, 48.5 ± 2.8 

และ 45.0 ± 4.2 ตามลำดับ ในกรณีของน้ำยาบ้วนปากสูตรท่ี 2 
เท่ากับ 35.5 ± 2.1, 24.5 ± 3.5, 36.5 ± 3.5 และ 21.0 ± 5.6 
ตามลำดับ และในกรณีของน้ำยาบ้วนปากสูตรท่ี 3 เท่ากับ 
24.5 ± 4.9, 16 ± 5.6, 12.5 ± 3.5 และ 21 ± 2.8 ตามลำดับ 
จากผลการทดลองน้ีจะเห็นได้ว่าน้ำยาบ้วนปากสมุนไพรตำรับ
จตุผลาธิกะ สูตรท่ี 3 มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียดีท่ีสุด 
ในทุกช่วงเวลาท่ีทำการทดสอบ (Figure 1) 

 

 
 

Figure 1 Antibacterial activity of Jatu-Phala-Tiga herbal mouthwash against S. mutants studied by time-kill curve assay 
Data are presented as mean ± standard deviation (SD). 

Mean values with different numbers (a, b) are significantly different (p < 0.05). 
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4. อภิปรายผลการวิจัย 
ตำรับสมุนไพรจตุผลาธิกะมีสรรพคุณตามตำรับยาไทย 

คือ แก้ไข้ แก่ลมแก้โรคตา บำรุงธาตุ รู้ถ่ายรู้ปิด [8] เป็นตำรับ
ท่ีประกอบด้วยสมุนไพร 4 ชนิด ได้แก่ สมอไทย (Terminalia 
chebula Retz.), สมอเทศ (Terminalia arjuna (Roxb. ex 
DC.) Wight & Arn.), ส ม อ พิ เภ ก  (Terminalia bellerica 
(Gaertn.) Roxb.) และมะขามป้อม (Phyllanthus emblica 
Linn.) มีสารประกอบฟีนอลิก และสารประกอบฟลาโวนอยด์ 
ซ่ึงมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ต้านการอักเสบ และต้านแบคทีเรีย 
[10] จากผลการศึกษาหาปริมาณของสารประกอบฟีนอลิกรวม 
และสารประกอบฟลาโวนอยด์รวมในสารสกัดเอทานอล       
จตุผลาธิกะพบว่ามีค่าแตกต่างจากการศึกษาของ Wetchakul 
et al. [9] เน่ืองจากมีปัจจัยท่ีแตกต่างกัน เช่น ความเข้มข้น
ของสารสกัด โดยการศึกษาในครั้งน้ีใช้ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัม 
ต่อมิลลิลิตร ในขณะท่ีการศึกษาของ Wetchakul et al. ใช้
ความเข้มข้น 2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และการศึกษาในครั้งน้ี
ใช้เวลาหมักสารสกัดเป็นเวลา 3 วัน ในขณะท่ีการศึกษาของ 
Wetchakul et al. ใช้เวลาในการหมักสารสกัดเป็นเวลา 7 วัน 
จากผลการศึกษาในครั้งน้ีแสดงให้เห็นว่าสารสกัดจตุผลาธิกะ  
มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อ S. mutans เน่ืองจากมีสารประกอบ  
ฟีนอลิก และสารประกอบฟลาโวนอยด์ และมีรายงานวิจัยท่ี
ผ่านมาท่ีพบว่า สารประกอบฟีนอลิก และฟลาโวนอยด์มีฤทธิ์
ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย [16] 

จากผลการศึกษาฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของ
เชื้อแบคทีเรีย S. mutans ของสารสกัดเอทานอลจตุผลาธิกะ 
ด้วยวิธี disc diffusion ในครั้งน้ี พบว่าสารสกัดสามารถยับยั้ง
การเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย S. mutans โดยมีขนาด 
เส้ นผ่ านศูนย์ กลางของโซนยั บยั้ งเท่ ากั บ  11.22 ± 1.38 
มิลลิเมตร และมีค่า MIC และ MBC เท่ากับ 12.5 และ 200 
มิลลิกรัมต่อมิลลิตร ตามลำดับ ซ่ึงแตกต่างจากผลการศึกษา
ของ Bellamkonda et al. [17] ท่ี ได้ ค่า MIC ของการสกัด
สมอไทย ซ่ึงเป็นสมุนไพรในตำรับจตุผลาธิกะ เท่ากับ 25 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เน่ืองจากสารสกัดสมอไทยเป็นสมุนไพร
เดียว ส่วนสารสกัดจตุผลาธิกะเป็นสารสกัดรวมเป็นตำรับ และ
วิธีการสกัดสารของ Bellamkonda et al. ใช้เวลาสกัดสาร
เพียง 24 ชั่วโมง ซ่ึงการศึกษาในครั้งน้ีใช้เวลาสกัดสาร 3 วัน 
จึ งทำให้ มี ค่ า  MIC และ ค่า MBC แตกต่ างกัน  และจาก
การศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจตุผลาธิกะต่อการยับยั้งการสร้าง   
ไบโอฟิล์มโดยเชื้อ S. mutans พบว่ามีค่าการยับยั้งการสร้าง   
ไบโอฟิล์มท่ีใกล้เคียงกับค่าท่ีได้จากกลุ่ม positive control 

(0.2% chlorhexidine) ซ่ึงสอดคล้องกับการศึกษาของ Sadr 
Haghighi et al. [18] ซ่ึงศึกษาประสิทธิภาพของสารสกัดตรีผลา
ท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ ต่อการยับยั้ งการสะสมของคราบ
จุลินทรีย์  และฤทธิ์ต้ าน เชื้ อแบคที เรีย S. mutans และ 
Lactobacillus ซ่ึงพบว่าสารสกัดตรีผลามีประสิทธิภาพในการ
ป้องกันการเกิดคคราบจุลินทรีย์ ใกล้เคียงกับ chlorhexidine 
ท้ังในผู้ ท่ีมีสุขภาพเหงือกปกติ และผู้ป่วยท่ีมีภาวะเหงือก
อักเสบเรื้อรังหรือโรคปริทันต์อักเสบ  

จากรายงานของ Sanseera [19] ซ่ึงทำการศึกษาฤทธิ์
ต้านแบคทีเรียในช่องปากของสารสกัดจากส่วนเหนือดินของ
ต้นขลู่ เพื่อใช้พัฒนาตำรับยาสีฟันสมุนไพร โดยใช้เอทานอลเป็น
ตัวทำละลายในการเตรียมสารสกัด และประเมินฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ
แบคทีเรีย S. mutans ด้วยวิธี disc diffusion method ผล
การทดลองพบว่าสารสกัดจากต้นขลู่ท่ีความเข้มข้น 1,000 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถยับยั้งการเจริญของ S. mutans 
ได้ โดยมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของโซนยับยั้ง เท่ากับ 7.10 
± 0.20 มิลลิเมตร เมื่อเปรียบเทียบกับยาปฏิชีวนะมาตรฐาน 
erythromycin ท่ีความเข้มข้น 0.15 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ซ่ึง
ให้ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของโซนยับยั้ง เท่ากับ  23.90 ± 
0.36 มิลลิเมตร แสดงให้เห็นว่าสารสกัดต้นขลู่มีฤทธิ์ต้านเชื้อ 
S. mutans ได้ในระดับหน่ึง [19]  

chlorhexidine ได้รับการยอมรับว่ามีประสิทธิภาพสูง
ในการต่อต้านจุลินทรีย์ อย่างไรก็ตาม มักทำให้เกิดคราบบน
ฟันและวัสดุอุดฟัน รวมถึงส่งผลต่อการรับรส ซ่ึงเป็นปัจจัยท่ี
ทำให้เกิดการวิจัยเกี่ยวกับการพัฒนาน้ำยาบ้วนปากจาก
สมุนไพร [20] ในการศึกษาครั้งน้ีได้นำสมุนไพรตำรับจตุผลาธิกะ 
มาพัฒนาเป็นน้ำยาบ้วนปาก และศึกษาฤทธิ์การยับยั้งเชื้อ
แบคทีเรีย S. mutans เปรียบเทียบกับ 0.2% chlorhexidine 
ในหลอดทดลอง ซ่ึงพบว่า 0.2% chlorhexidine มีประสิทธิภาพ
ในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียนได้ดีกว่าน้ำยาบ้วนปากตำรับ      
จตุผลาธิกะ ซ่ึงสอดคล้องกับการศึกษาของ Srinagesh et al. 
[21] ท่ีเปรียบเทียบประสิทธิภาพของน้ำยาบ้วนปาก 6% ตรีผลา 
กับ 0.2% chlorhexidine พบว่า เมื่อใช้น้ำยาบ้วนปาก 6% ตรีผลา 
และ 0.2% chlorhexidine วันละ 2 ครั้ง สามารถลดปริมาณเชื้อ 
Streptococcus ในช่องปากได้ 17% และ 44% ตามลำดับ 
แม้สารสกัดเอทานอลจตุผลาธิกะจะมีปริมาณสารประกอบ     
ฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์สูง แต่มีข้อจำกัดด้านการยับยั้งและ
การฆ่าเชื้อแบคทีเรีย โดยมีค่า MIC เท่ากับ 12.5 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร และ MBC ท่ี 200 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ซ่ึงสูงมาก
เมื่อเทียบกับ 0.2% chlorhexidine อย่างไรก็ตาม ศักยภาพ
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ของสารสกัดเอทานอลจตุผลาธิกะอยู่ท่ีความสามารถในการ
ยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ S. mutans โดยมีค่าสูงถึง
ร้อยละ 45.81 ซ่ึงเป็นค่าท่ีใกล้เคียงกับ 0.2% chlorhexidine 
กลไกการออกฤทธิ์ดังกล่าวบ่งชี้ ว่าสารออกฤทธิ์ในตำรับ       
จตุผลาธิกะมุ่งเน้นการลดการยึดเกาะของไบโอฟิล์ม ซ่ึงเป็น
ต้นเหตุหลักของโรคฟันผุ มากกว่าการฆ่าเชื้อแบคทีเรียโดยตรง 
อย่างไรก็ตามเพ่ือยืนยันผลท่ีได้จากการศึกษาในห้องปฏิบัติการ 
จำเป็นต้องมีการศึกษาเพิ่มเติม เพื่อประเมินประสิทธิภาพ และ
ความปลอดภัยของสารสกัดจตุผลาธิกะให้มีความชัดเจนยิ่งขึ้น  

 
5. บทสรุป 

การศึกษาในครั้งน้ีแสดงให้เห็นว่าสารสกัดเอทานอล
จตุผลาธิกะมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิครวมเท่ากับ 368.62 
± 5.15 มิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิกต่อกรัมสารสกัดแห้ง 
และมีปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์รวมเท่ากับ 652.33 ± 
6.8 มิลลิกรัมสมมูลของเคอร์ซิตินต่อกรัมสารสกัดแห้ง รวมท้ัง
มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ S. mutans โดยมี
ขนาดของเส้นผ่านศูนย์กลางของโซนยับยั้ง เท่ากับ 11.22 ± 
1.38 มิลลิเมตร และมีค่า MIC และ MBC เท่ากับ 12.5 ± 
0.00 และ 200 ± 0.00 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ มี
ฤทธิ์ในการยับยั้งการสร้าง ไบโอฟิล์มs โดยท่ีค่า MIC มีฤทธิ์   
ในการยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์ม เท่ากับร้อยละ 45.81 ± 1.38 
เมื่ อเปรียบเทียบกับ 0.2% chlorhexidine (positive control) 
ซ่ึงมีค่าการยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์ม เท่ากับร้อยละ 50.00 ± 
3.83 จะเห็นได้ว่าสารสกัดเอทานอลจตุผลาธิกะมีฤทธิ์ในการ
ยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มใกล้เคียงกับ positive control เมื่อ
นำไปพัฒนาไปเป็นผลิตภัณฑ์น้ำยาบ้วนปากสมุนไพรตำรับ    
จตุผลาธิกะ และนำไปทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย 
S. mutans โดยวิธี time-kill curve assay พบว่าในทุกเวลา 
น้ำยาบ้วนปากสูตรท่ี 3 (ซ่ึงมีสารสกัดจตุผลาธิกะความเข้มข้น
กับ 2MIC เป็นส่วนประกอบ) สามารถยับยั้งการเจริญเติบโต
ของเชื้อแบคทีเรีย S. mutans ได้ดีท่ีสุด แม้สารสกัดเอทานอล
จตุผลาธิกะจะมีข้อจำกัดด้านการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย แต่มี
คุณสมบัติในการยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มท่ีโดดเด่น จึงมี
ศักยภาพเบื้องต้นสำหรับการนำมาพัฒนาเป็นน้ำยาบ้วนปาก 
โดยมีเป้าหมายหลักเพื่อการป้องกันและควบคุมการสะสมของ
คราบจุลินทรีย์ซ่ึงเกิดจากการสร้างไบโอฟิล์มของจุลินทรีย์ 
แนวทางการศึกษาต่อยอดควรมีการแยกสารออกฤทธิ์เพื่อเพิ่ม
ประสิทธิภาพ และประเมินความปลอดภัยและความคงตัวใน
ระยะยาวในทางคลินิกอย่างครอบคลุมต่อไป 
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