
ผลของสารสกัดแทนนินจากเปลือก	Garcinia mangostana L.	และ

คลอเฮกซิดีนในการยับย้ังการเจริญของเช้ือสเตร็ปโตคอคคัส	มิวแทนส์
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บทคัดย่อ

 วัตถุประสงค์: เพื่อศึกษาผลการยับยั้งเชื้อสเตร็ปโตคอคคัส มิวแทนส์ของสารสกัดแทนนินจากเปลือก

มังคุด เปรียบเทียบกับคลอเฮกซิดีนกลูโคเนตร้อยละ 0.12

 วัสดุอุปกรณ์และวิธีการ: สกัดสารแทนนินจากเปลือกมังคุดโดยใช้เอทานอลร้อยละ 95 แล้วนำามาศึกษา

ชนิดด้วยวิธีทางเคมี หาปริมาณแทนนินด้วยวิธีวิเคราะห์เรเดียลดิฟฟิวชั่น จากนั้นทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเชื้อ

สเตร็ปโตคอคคัส มิวแทนส์ ด้วยสารแทนนินเข้มข้น 2, 4, 6, 8 และ 16 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และคลอเฮกซิดีน

กลูโคเนตร้อยละ 0.12 โดยวิธีดิสก์ดิฟฟิวชั่น  

 ผลการศึกษา: สารสกัดจากเปลือกมังคุดเป็นสารคอนเดนส์แทนนิน ที่มีความเข้มข้น 18.69 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร เมื่อนำาสารสกัดแทนนินมาทดสอบพบฤทธิ์ของการยับยั้งเชื้อสเตร็ปโตคอคคัส มิวแทนส์ ซึ่งเพิ่มขึ้นตาม

ปริมาณของสารแทนนิน โดยสารแทนนินเข้มข้น 16 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีผลให้ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณ

ยับยั้งเชื้อสูงที่สุด โดยมีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 19.1 ± 0.9 มิลลิเมตร แต่ต่ำากว่าผลทดสอบที่ได้จากสารละลายคลอเฮก

ซิดีนกลูโคเนตร้อยละ 0.12 ซึ่งมีค่าเฉลี่ยเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้งเชื้อเท่ากับ 19.9 ± 1.2 มิลลิเมตร

 สรุป: สารสกัดแทนนินจากเปลือกมังคุดเข้มข้น 16 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของ

เชื้อสเตร็ปโตคอคคัส มิวแทนส์ ไม่ต่างจากผลการยับยั้งเชื้อของคลอเฮกซิดีนร้อยละ 0.12 อย่างมีนัยสำาคัญทาง

สถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95
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Growth	 inhibitory	 effect	 of	 tannin	 extract	 from	 Garcinia 

mangostana	 L.	 peels	 and	 chlorhexidine	 on	 Streptococcus 

mutans

Sirirat	Boondireke*	Paramaporn	Chiewpattanakul	Kaewmanee*	Nuttaphon	Kittikundecha**	

Napat	Bunnag***	Danuthida	Saket****	Siriluck	Tiranathanagul*	

Abstract

 Objective: To study the effect of tannin, extracted from Garcinia mangostana L. peels, on 

growth inhibition of Streptococcus mutans, compared to 0.12% chlorhexidine gluconate. 

 Methods: Tannin was extracted from the Garcinia mangostana L. peels by using 95% etha-

nol as a solvent. Then, the type of tannin was examined using chemical reactions and the amount 

of tannin extract was determined using radial diffusion assay. Thereafter, the effect of different 

concentrations of tannin, i.e., 2, 4, 6, 8, 16 mg/ml, and 0.12% chlorhexidine gluconate, on the growth 

inhibition of S. mutans was studied using disk diffusion assay.

 Results: The extractant from Garcinia mangostana L. peels was the condensed tannin, 

with its concentration of 18.69 mg/ml. It was found that the growth inhibitory effect of S. mutans 

increased, along with the increasing concentrations of tannin. Though, tannin at 16 mg/ml showed 

the most inhibitory effect against S. mutans according to its highest inhibition zone (19.1 ± 0.9 mm), 

it was lower than that of 0.12% chlorhexidine gluconate (19.9 ± 1.2 mm)

 Conclusion: Tannin, 16 mg/ml, from the Garcinia mangostana L. peels had the growth 

inhibition effect of S. mutans but not statistically significant different from that of 0.12% chlorhexidine

gluconate at 95% confidence level.

Keywords: Chlorhexidine, Disk diffusion, Garcinia mangostana L. peel, Streptococcus mutans, 

Tannin
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บทนำา (Introduction)

 โรคฟันผุเป็นโรคติดเชื้อที่มีอุบัติการณ์การ

เกิดโรคมากท่ีสุด ท้ังในประเทศท่ีพัฒนาแล้วและประเทศ

ที่กำาลังพัฒนา โดยโรคฟันผุมีปัจจัยร่วมหลายสาเหตุที่

ส่งผลทำาให้เกิดโรค ได้แก่ ตัวบุคคล สภาพแวดล้อม

ในช่องปาก และเช้ือก่อโรค ซ่ึงเช้ือก่อโรคท่ีมีบทบาทสำาคัญ

ในการเกิดโรคฟันผุ ได้แก่ สเตร็ปโตคอคคัส มิวแทนส์

(Streptococcus mutans) และแลคโตบาซิลลัสสปีชีส์

(Lactobacillus spp.) แบคทีเรียเหล่านี้ที่ก่อโรคฟันผุ

สามารถผลิตกรดซึ่งเป็นผลผลิตจากกระบวนการ

เมแทบอลิซึมของอาหารในกลุ่มคาร์โบไฮเดรต โดยกรด

ท่ีผลิตจากแบคทีเรียกลุ่มน้ีจะเข้าไปในช้ันของเคลือบฟัน

และเนื้อฟันทำาให้เกิดการละลายแร่ธาตุแคลเซียมและ

ฟอสเฟตที่อยู่ในฟันออกมาสู่สิ่งแวดล้อมภายนอก เรียก

กระบวนการน้ีว่ากระบวนการสลายแร่ธาตุ (demineralization)

(1) ในขณะเดียวกันร่างกายของคนเราก็มีการตอบสนอง

ต่อการสูญเสียแร่ธาตุในฟันโดยการที่มีแคลเซียมและ

ฟอสเฟตซึ่งมีอยู่ในน้ำาลาย ร่วมกับฟลูออไรด์ที่ช่วยให้

เกิดการสร้างคริสตัล (crystals) ของเนื้อฟันใหม่ โดยที่

ฟลูออไรด์ที่มีอยู่จะเข้าไปจับแคลเซียมไอออนและ

ฟอสเฟตไอออน แล้วเกิดการตกตะกอนเป็นผลึกของ

ฟลูออโรอพาไทต์ (fluorapatite) ที่มีความแข็งแรงเรียก

กระบวนการนี้ว่าการคืนกลับแร่ธาตุ (remineralization)

(1) ในสภาวะปกติกระบวนการสลายแร่ธาตุและการคืนกลับ

แร่ธาตุ จะเกิดขึ้นอย่างสมดุลจึงไม่ทำาให้เกิดฟันผุ

แต่เมื่อใดท่ีมีปริมาณของเชื้อในช่องปากมากจนทำาให้

กระบวนการสลายแร่ธาตุมากกว่ากระบวนการคืนกลับ

แร่ธาตุแล้ว ก็จะเกิดการสูญเสียแร่ธาตุในฟันออกไป

จนเกิดเป็นลักษณะของฟันที่มีสีขาวขุ่น (white spot 

lesion) ซึ่งเป็นสัญญาณเริ่มแรกและเกิดเป็นรูของฟันผุ

ถ้าไม่ได้รับการดูแลรักษา (2) แนวทางในการป้องกัน

โรคฟันผุในปัจจุบันมีหลายวิธี เช่น การใช้ฟลูออไรด์ 

การเคลือบหลุมร่องฟัน เป็นต้น (2) อีกหน่ึงวิธีท่ีสามารถ

ลดการเกิดโรคฟันผุได้ คือ การยับย้ังและการลดปริมาณ

เช้ือก่อโรค ด้วยสารหลายประเภท ไม่ว่าจะเป็นสารสังเคราะห์

ทางเคมีหรือสารสกัดจากธรรมชาติ (3) คลอเฮกซิดีน

เป็นสารสังเคราะห์ทางเคมีท่ีมีคุณสมบัติในการต่อต้าน

เชื้อจุลชีพ (4) จากคุณสมบัตินี้ ทำาให้คลอเฮกซิดีน

ถูกนำามาเป็นตัวเสริมในกระบวนการป้องกันฟันผุ โดย

เฉพาะกับผู้ที่มีความเสี่ยงสูงในการเกิดฟันผุ จากการ

ศึกษาพบว่ามีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเกิดฟันผุ

ร้อยละ 46 (95%CI = 35, 57) และมีคะแนนคุณภาพ

(quality score) คือ ดี (good) (2) อีกทางเลือกหนึ่งที่

สามารถป้องกันการเกิดฟันผุได้ คือการนำาสารสกัดจาก

สมุนไพรชนิดต่าง ๆ มาใช้ จากการศึกษาพบว่าสมุนไพร

มีความสามารถในการยับยั้งเชื้อสเตร็ปโตคอคคัส

มิวแทนส์ โดยใช้สารสกัดจากสมุนไพรชนิดต่าง ๆ เช่น

สายน้ำาผ้ึง (honeysuckle) ดอกมะลิ (jasmine) ดอกเก๊กฮวย

(juhua) ดอกลาเวนเดอร์ (lavender) ดอกกุหลาบ (rose)

ดอกหอมหมื่นลี้ (osmanthus) โต่วต๋ง (duzhong) 

ชาเขียว (green tea) เจียวกู่หลาน (jiaogulan) ตะไคร้

(lemongrass) โรสแมรี่ (rosemary) (3) นอกจากนี้

สารสกัดจากกาแฟและโกโก้ท่ีมีสารประกอบโพลีฟีนอล

(polyphenol) ก็มีความสามารถในการต่อต้านเชื ้อ

แบคทีเรียได้ (5) มีงานวิจัยที่แนะนำาการป้องกันฟันผุ

จากการใช้สารสกัดจากพืชเพ่ือยับย้ังเช้ือก่อโรคเน่ืองจาก

การใช้สารเคมีมีผลกระทบต่อร่างกายหลายอย่าง ไม่ว่า

จะเป็นการรบกวนจุลชีพประจำาถิ่นของช่องปากหรือการ

เป็นพิษต่อร่างกาย และทำาให้เกิดอาการข้างเคียง (3,6) 

โดยมีผลข้างเคียงต่อฟันและเน้ือเย่ือในช่องปาก ในขณะท่ี

สกัดจากพืชนั้นมาจากธรรมชาติซึ่งส่งผลกระทบต่อ

เนื้อเยื่อในช่องปากน้อยกว่า (6) แทนนินเป็นหนึ่งในสาร

ที่พบได้ ในส่วนประกอบของพืชหลายชนิด เช่น  ใบชา

ใบฝรั่ง ใบพลู ใบชุมเห็ด ผลไม้ดิบ เช่น กล้วยดิบ

เปลือกและเมล็ดของผลไม้ เช่น เปลือกมังคุด องุ่น

เมล็ดของมะขาม เปลือกมะพร้าวอ่อน และในไวน์แดง

(3) แทนนินหรือกรดแทนนิก (tannic acid) เป็นสาร

โพลีฟีนอลโมเลกุลใหญ่ที่สามารถละลายน้ำาได้ มีสูตร

โมเลกุลคือ C75H52O46 มีฤทธ์ิเป็นกรดอ่อน ประกอบด้วย

น้ำาตาลกลูโคส (glucose) 1 โมเลกุล และกรดแกลลิค

(gallic acid) 9 โมเลกุล (7) โดยแทนนินมีสองประเภท

ประเภทแรกคือ ไฮโดรไลซ์แทนนิน (hydrolysable tannin)

ซ่ึงเป็นแทนนินท่ีสามารถถูกแยกออกเป็นโมเลกุลเล็ก ๆ

มีส่วนประกอบสำาคัญคือกรดแทนนิก พบมากในส่วนใบ ฝัก

และส่วนที่ปูดออกมาจากปกติของพืช (8,9) และประเภท

ที่สองคือ คอนเดนส์แทนนิน(condensed tannin) หรือ
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เรียกว่า โปรแอนโทไซยานิดิน (proanthocyanidin) หรือ

อีกช่ือหน่ึงคือนอนไฮโดรไลซ์แทนนิน (non-hydrolysable

tannin) ซึ่งเป็นอนุพันธ์ของฟลาโวนอยด์โมโนเมอร์

(flavonoid monomers) (8) จะมีสารคาเทชิน (catechin)

เป็นองค์ประกอบที่สำาคัญ พบได้ ในส่วนเปลือกต้นและ

แก่นไม้เป็นส่วนใหญ่ (9)  การเกิดแทนนินยังสามารถเกิด

ได้จากปฏิกิริยาคอนเดนเซชัน (condensation) ของ

อนุพันธ์ของฟลาแวน (flavan) ซึ่งอยู่ในเนื้อเยื่อของพืช

นอกจากน้ันแทนนินยังสามารถเกิดได้จากการพอลิเมอไรเซชัน

(polymerization) ของควิโนน (quinone) (10) แทนนิน

มีส่วนเกี่ยวข้องกับกลไกต่าง ๆ ของร่างกายหลายกลไก

ไม่ว่าจะเป็นการกระตุ้นฟาโกไซติกเซลล์ยับย้ังเซลล์มะเร็ง

(host-mediated antitumor activity) หรือการต้านทาน

การติดเช้ือ (11) โดยแทนนินจะสามารถรวมตัวกับโปรตีน

โดยใช้พันธะไฮโดรเจน (hydrogen bond) ไฮโดรโฟบิก

เอฟเฟ็กต์ (hydrophobic effect) หรือพันธะโควาเลนต์

(covalent bond) ได้ (11,12) กลไกการทำางานของแทนนิน

ในการต้านทานเชื้อที่มีการศึกษาและให้ข้อสันนิษฐานไว้

มี 3 กลไก ได้แก่ กลไกที่หนึ่ง คือการยับยั้งการเกาะติด

ของเช้ือ (adherence of bacterial cell) โดยมีรายงานวิจัย

ผลของแทนนินซ่ึงเป็นสารประกอบโพลีฟีนอล ว่าสามารถ

ยับยั้งการเกาะติดของเชื้อจากกลไกที่สารโพลีฟีนอล

เข้าจับกับบริเวณเร่ง (active site) ของเอนไซม์เดกซ์

แทรนซูเครส (dextran sucrase) และมิวแทนซูเครส

(mutansucrase) ท่ีตำาแหน่งหมู่ -COOH ซ่ึงให้ประจุบวก

(13,14) จึงเกิดการยับย้ังกิจกรรมการทำางานของเอนไซม์

เดกซ์แทรนซูเครส ในการสังเคราะห์กลูแคนชนิดต่าง ๆ

ได้แก่ เดกซ์แทรน (dextran) และมิวแทน (mutan) จาก

ซูโครส (sucrose) (15) ซึ่งปกติเชื้อสเตร็ปโตคอคคัส

มิวแทนส์จะสังเคราะห์กลูแคนแล้วหล่ังออกมาเพ่ือนำา

ไปใช้ ในการเกาะติดแบบครอสลิงค์ (cross-linking) กับ

โฮสท์เซลล์ ดังนั้นการยับยั้งการเกาะติดของเชื้อเกิดขึ้น

ได้จากการยับยั้งการทำางานของเดกซ์แทรนซูเครส

กลไกท่ีสอง คือ การยับย้ังกิจกรรมการทำางานของเอนไซม์

กลูโคซิลทรานซ์เฟอเรส (glucosyltransferase, GTF) 

ซึ่งมีหน้าที่ย้ายหน่วยกลูโคสจากซูโครสเพื่อสังเคราะห์

กลูแคน โดยเอนไซม์ที่มีคุณสมบัติของกลูโคซิลทรานซ์

เฟอเรส คือ เดกซ์แทรนซูเครสและมิวแทนซูเครสซ่ึง

มีหมู่ -COOH ที่บริเวณเร่งของเอนไซม์ โดยเดกซ์แทรน

ซูเครสมีคุณสมบัติเป็น GTF-soluble มีหน้าที่สังเคราะห์

เดกซ์แทรน ซึ่งเป็นกลูแคนที่ละลายน้ำา ส่วนเอนไซม์

มิวแทนซูเครส มีคุณสมบัติเป็น GTF-insoluble มีหน้าที่

สังเคราะห์มิวแทน ซึ่งเป็นกลูแคนที่ไม่ละลายน้ำา ดังนั้น

โมเลกุลของโพลีฟีนอลจึงสามารถเข้าจับและขัดขวาง

กิจกรรมการทำางานของเอนไซม์กลูโคซิลทรานซ์เฟอเรส

(13) ซ่ึงทำาหน้าท่ีสำาคัญเป็นกลูแคนซูเครส ในกระบวนการ

เมแทบอลิซึมของซูโครส (16) ทำาให้เชื้อไม่สามารถย่อย

น้ำาตาลโมเลกุลคู่เป็นน้ำาตาลโมเลกุลเด่ียวเพ่ือสร้างพลังงาน

ส่งผลให้เกิดการยับย้ังการเจริญของเช้ือสเตร็ปโตคอคคัส

มิวแทนส์ (13) กลไกที่สาม คือ ฤทธิ์ในการยับยั้งจุลชีพ

(antimicrobial activity) เกิดขึ้นเมื่อมีการเข้าจับของ

สารโพลีฟีนอล แล้วสร้างคอมเพล็กซ์กับโปรตีนและ

โพลีแซคคาไรด์บนผิวเซลล์ (11,17) ทำาให้เกิดการยับยั้ง

การทำางานของโมเลกุลบนผิวเซลล์ โดยสามารถยับยั้ง

เอนไซม์ที่เกาะอยู่ด้านนอกผิวเซลล์ (envelope trans-

port proteins) รวมทั้งแอดฮีซิน (adhesins) ของเซลล์

แบคทีเรีย (8,17) ซึ่งนอกจากนี้ ยังมีผลให้การซึมผ่าน

ของสารจำาพวกไอออน (ions) โปรตอน (protons) และ

สารโมเลกุลใหญ่ เช่น โปรตีน ลดลง (18) โดยเฉพาะ

การสร้างคอมเพล็กซ์ของสารโพลีฟีนอล กับไอออนของ

โลหะ หรือสารโมเลกุลใหญ่ จะมีผลกระทบทำาให้มีปริมาณ

ไอออนโลหะและสารท่ีจำาเป็นลดลง  ซ่ึงสารเหล่าน้ีจำาเป็น

ต่อการดำารงชีวิตของแบคทีเรีย (8,19) ดังน้ัน จึงเป็นกลไก

สำาคัญในการยับยั้งการเจริญของเชื้อสเตร็ปโตคอคคัส

มิวแทนส์ โดยความสามารถในการยับยั้งจะมีมากขึ้น

เมื่อเกิดการสร้างคอมเพล็กซ์ที่มีขนาดใหญ่ นอกจากนี้

ยังมีการทดลองที่แสดงว่า แทนนินและองค์ประกอบ

ของแทนนินหรืออนุพันธ์สามารถจับกับผนังเซลล์ของ

แบคทีเรียบางชนิดได้ มีผลยับย้ังการเจริญของแบคทีเรีย

(antibacterial activity) (7) และยับย้ังกระบวนการสลาย

โปรตีน (antiprotease activity) ของแบคทีเรียได้ (8,20)

และนอกจากนี้แทนนินเป็นหนึ่งในสารสกัดจากพืชท่ีมี

งานวิจัยพิสูจน์ถึงประสิทธิภาพในการยับย้ังเช้ือแบคทีเรีย

ที่ก่อโรคฟันผุ (18)

 ทางคณะผู้วิจัยได้เล็งเห็นถึงประสิทธิภาพใน

การยับยั้งเชื้อก่อโรคฟันผุของแทนนินที่สกัดจากเปลือก
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มังคุด ซึ่งจัดเป็นพืชไม้ผลที่มีความสำาคัญทางเศรษฐกิจ

และมีมากในประเทศไทย จึงนำามาศึกษาวิจัยถึงประสิทธิภาพ

ของสารสกัดแทนนินจากเปลือกมังคุด ในการยับยั้ง

การเจริญของเชื้อสเตร็ปโตคอคคัส มิวแทนส์ ซึ่งเป็น

เชื้อก่อโรคฟันผุ โดยเปรียบเทียบกับประสิทธิภาพของ

สารละลายคลอเฮกซิดีนร้อยละ 0.12

วัสดุอุปกรณ์และวิธีการ (Materials and Methods)

 1. การสกัดแทนนินจากเปลือกมังคุด

 ห่ันเปลือกมังคุดสดเป็นช้ินเล็ก ๆ แล้วนำาไปตากแดด

จนแห้งสนิท โดยทำาการช่ังน้ำาหนักเปลือกมังคุดซ้ำาต่อเน่ือง

2 วัน และน้ำาหนักไม่เปล่ียนแปลง จึงนำาเปลือกมังคุดแห้ง

ท่ีได้มาเข้าเคร่ืองป่ัน ทำาการป่ันจนได้ผงเปลือกมังคุดหยาบ

แล้วนำามาบดละเอียดโดยใช้โกร่งบดยา ผสมผงเปลือก

มังคุดบดละเอียดปริมาณ 100 กรัม กับเอทานอลร้อยละ

95 ปริมาตร 1 ลิตร แล้วนำาไปต้มในอ่างต้มน้ำาควบคุม

อุณหภูมิที่ 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 

กรองสารละลายที่ได้ด้วยการดาษกรองวอทแมน เบอร์ 1

(whatman filter paper, Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, USA) หลังจากนั้น นำาสารละลายที่ได้จากการกรอง

มาตั้งทิ้งไว้ ให้ระเหยที่อุณหภูมิห้องประมาณ 1 สัปดาห์

จนได้ผลึกของสารสกัดจากเปลือกมังคุด (21)

 2. การทดสอบชนิดของแทนนินโดยใช้ปฏิกิริยา

ทางเคมี

 ละลายสารสกัดท่ีได้จากข้อ 1 ปริมาณ 1.13 กรัม

ด้วยน้ำากลั่น 125 มิลลิลิตร และเติมโซเดียมคลอไรด์ 

(NaCl) ร้อยละ 10 ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร จากนั้นกรอง

ด้วยกระดาษกรองวอทแมนเบอร์ 1 แล้วนำาสารที่ผ่าน

การกรองมาทดสอบโดยแบ่งสารสกัดออกเป็น 3 หลอด

หลอดท่ี 1 ทดสอบด้วยเฟอร์ริกคลอไรด์ (ferric chloride)

ร้อยละ 1 ปริมาณ 2-3 หยด หลอดที่ 2 ทดสอบด้วย

น้ำาปูนใส (lime water) 5 มิลลิลิตร และหลอดท่ี 3 ไม่ใส่

สารใด ๆ  เพิ่มเติม เพื่อใช้เป็นหลอดควบคุม โดยผลจาก

การทดสอบแทนนินชนิดคอนเดนส์แทนนิน จะให้สีเขียว

กับเฟอร์ริกคลอไรด์และไม่พบการตกตะกอนกับน้ำาปูนใส

ส่วนแทนนินชนิดไฮโดรไลซ์แทนนิน จะให้สีน้ำาเงินดำากับ

เฟอร์ริกคลอไรด์ และให้ตะกอนสีน้ำาเงินเหลือบเทากับ

น้ำาปูนใส (22) 

 3. การทดสอบหาปริมาณแทนนินด้วยวิธีวิเคราะห์

เรเดียลดิฟฟิวชั่น (radial diffusion assay)(23) 

(ดัดแปลงจาก Hagerman AE. Radial diffusion method

for determining tannin in plant extracts. J Chem 

Ecol. 1987;13(3):437-49.)

  3.1 การเตรียมเพลทสำาหรับการทดสอบ

  เติมผงวุ้น 1 กรัมในบัฟเฟอร์ (glacial acetic

acid 0.29%v/v และ ascorbic acid 1.07%v/v 

ในน้ำากล่ัน pH 5.0) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร โดยอุ่นให้ร้อน

และคนจนละลายหมด ต้ังสารละลายท่ีได้ในอ่างอังไอน้ำา

45 องศาเซลเซียส คนเป็นระยะ ๆ  แล้วเติม Bovine 

serum albumin (Difco & BBL, USA) ปริมาณ 0.1 

กรัม คนจนละลายหมด ก่อนเทสารละลาย 19 มิลลิลิตร

ใส่แต่ละเพลท รอจนแข็งตัวแล้วเจาะรูขนาดเส้นผ่าน

ศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร จากนั้นห่อปิดด้วยพาราฟิล์ม 

เก็บเพลทที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

  3.2 การวิเคราะห์เรเดียลดิฟฟิวชั่น

       นำากรดแทนนิกมาตรฐาน (Merck, Germany) 

มาเตรียมให้มีความเข้มข้น 1, 5, 10 และ 15 มิลลิกรัม

ต่อมิลลิลิตร โดยใช้เอทานอลร้อยละ 95 เป็นตัวทำาละลาย

สำาหรับการเตรียมสารสกัดเพื่อหาปริมาณแทนนิน

ทำาโดยชั่งผงสารสกัดเปลือกมังคุดที่เตรียมไว้ ในข้อ 1 

ปริมาณ 1 กรัม ผสมกับน้ำากลั่นปริมาตร 5 มิลลิลิตร

ต้มอุ่นในอ่างอังไอน้ำา 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที

ท้ิงให้เย็นแล้วปรับปริมาตรด้วยน้ำากล่ันจนครบ 8 มิลลิลิตร

นำามากรองตะกอนด้วยกระดาษกรองวอทแมนเบอร์ 1 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) หลังจากนั้น

หยดสารสกัดแทนนิน และกรดแทนนิกมาตรฐานแต่ละ

ความเข้มข้นลงในเพลทที่เตรียมไว้ ในข้อ 3.1 หลุมละ 

15 ไมโครลิตร นำาเพลทไปอบในตู้ 37 องศาเซลเซียส

เป็นเวลา 72 ชั่วโมง วัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของ

วงที่เกิดขึ้นและนำาค่าท่ี ได้มาสร้างกราฟมาตรฐาน

ความเข้มข้นของแทนนินในหน่วยมิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

จึงเทียบหาปริมาณแทนนินท่ีสกัดได้ โดยใช้กราฟ

มาตรฐาน
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 4. การทดสอบฤทธิ์การยับย้ังเชื้อสเตร็ปโต

คอคคัส มิวแทนส์ ด้วยวิธีการดิสก์ดิฟฟิวชั่น

  4.1 การเตรียมสารสกัดแทนนิน

  นำาสารสกัดจากเปลือกมังคุดมาละลายใน

เอทานอลร้อยละ 95 ให้ได้ความเข้มข้นเริ่มต้นของ

แทนนินที่ 18.69 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร แล้วทำาการ

เจือจางต่อด้วยเอทานอลร้อยละ 95 ให้ได้ความเข้มข้น

ของแทนนินเท่ากับ 2, 4, 8, 16 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร

เพ่ือใช้ในการทดสอบฤทธ์ิการยับย้ังเช้ือสเตร็ปโตคอคคัส

มิวแทนส์ 

  4.2 การเตรียมเช้ือสเตร็ปโตคอคคัส มิวแทนส์

  นำาเชื้อสเตร็ปโตคอคคัส มิวแทนส์ ที่ได้

ความอนุเคราะห์จากภาควิชาโอษฐวิทยา คณะทันตแพทยศาสตร์ 

มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ

ชนิดเหลว Mueller Hinton broth (Difco & BBL, USA)

โดยบ่มในตู้อบเลี้ยงเชื้อ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส

เป็นเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นนำาเชื้อมาแขวนลอย

ในอาหารเหลวใหม่ ให้ได้ปริมาณเช้ือเท่ากับ 0.5 Mcfarland

Standard โดยวัดการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร

เกลี่ยเชื้อให้กระจายทั่วผิวหน้าอาหารเล้ียงเช้ือแบบ

กึ่งแข็งชนิด Mueller Hinton Agar (Difco & BBL, 

USA)

  4.3 การทดสอบฤทธิ์ของแทนนินในการ

ยับย้ังเช้ือด้วยวิธีการดิสก์ดิฟฟิวช่ัน (disk-diffusion)

  ทำาการทดสอบโดยวิธีดิสก์ดิฟฟิวชั่น นำาสาร

แทนนินที่เตรียมไว้ ในข้อ 4.1 ปริมาตร 10 ไมโครลิตร

หยดลงบนกระดาษกรองขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 

6 มิลลิเมตร ที่ผ่านการอบฆ่าเชื้อแล้ว และวางทิ้งไว้ 

1 ช่ัวโมงเพ่ือให้เอทานอลร้อยละ 95 ซ่ึงเป็นตัวทำาละลาย

ระเหยออกจนหมด หลังจากนั้นนำาแผ่นกระดาษกรอง

วางลงบนจานเลี้ยงเชื้อที่เตรียมไว้ ในข้อ 4.2 โดยมี

คลอเฮกซิดีนร้อยละ 0.12 เป็นกลุ่มควบคุมเชิงบวก

และเอทานอลร้อยละ 95 เป็นกลุ่มควบคุมเชิงลบ 

หลังจากนั้นนำาไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็น

เวลา 24 ชั่วโมง และอ่านผลความสามารถในการต้าน

เชื้อโดยการวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณ

ยับยั้งเชื้อ (clear zone) โดยทำาการทดสอบจำานวน 3 ครั้ง

ครั้งละ 3 ซ้ำา แล้วหาค่าเฉลี่ย (mean ± SD)

 5. การทดสอบทางสถิติ

 ทำาการทดสอบทางสถิติเพ่ือเปรียบเทียบความ

แตกต่างระหว่างผลการยับยั้งเชื้อ (mean ± SD) ของ

สารสกัดแทนนินที่ได้จากเปลือกมังคุด ที่มีความเข้มข้น

เท่ากับ 2, 4, 8, 16 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร กับคลอเฮก

ซิดีนร้อยละ 0.12 ด้วยโปรแกรม GraphPad Prism 

9.3.1 ด้วยสถิติ Independent t-test ท่ี p-value < 0.05 

แสดงถึงความมีนัยสำาคัญทางสถิติ

ผลการทดลอง (Results)

 1. ผลการทดสอบชนิดแทนนินที่สกัดได้จาก

เปลือกมังคุด

 จากการทดสอบชนิดของแทนนินด้วยเฟอร์ริก

คลอไรด์ร้อยละ 1 พบการตกตะกอนเป็นสีเขียว และ

การทดสอบด้วยน้ำาปูนใสไม่พบการตกตะกอนสีน้ำาเงิน

เหลือบเทา ดังแสดงในรูปที่ 1A และ B แสดงให้เห็นว่า

แทนนินท่ีสกัดได้จากเปลือกมังคุดเป็นชนิดคอนเดนส์

แทนนิน
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 2. ผลการทดสอบหาปริมาณแทนนินด้วยการ

วิเคราะห์เรเดียลดิฟฟิวชั่น 

 รูปท่ี 2 แสดงผลการทดสอบของปริมาณแทนนิน

โดยวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของวงที่เกิดขึ้น (ring 

diameter) แล้วสร้างกราฟมาตรฐานความเข้มข้นของ

แทนนินในหน่วยมิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (รูป 2A) และ

หลังการวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของวงท่ีเกิดขึ้นจาก

การทดสอบ (รูป 2B) แล้วเทียบหาปริมาณแทนนินจาก

กราฟมาตรฐาน โดยใช้สมการ y = 0.383x + 5.8405  ซึ่ง

พบว่าความเข้มข้นของแทนนินท่ีสกัดได้จากเปลือกมังคุด

(x) = 18.69 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

รูปที่ 1 ผลการทดสอบหาชนิดของแทนนินด้วยวิธีทางเคมีโดยการทำาปฏิกิริยากับ

A) เฟอร์ริกคลอไรด์ร้อยละ 1, B) น้ำาปูนใส และ C) ไม่เติมสารทดสอบ (หลอดควบคุม)

Fig. 1 Chemical test results for the determination of tannin by using

A) 1% ferric chloride, B) lime water and C) without reaction (control).

รูปที่ 2A) กราฟมาตรฐานของสารแทนนินตามความเข้มข้นและขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของวงที่เกิดขึ้นและ

B) ลักษณะของวงที่เกิดขึ้นในการศึกษาปริมาณสารสกัดแทนนินจากเปลือกมังคุด

Fig. 2A) The standard curve of tannin showing the increasing concentrations and ring diameters and 

B) the formed rings of tannin extracted from Garcinia mangostana L. peels.
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 3. ผลการทดสอบฤทธิ์การยับย้ังเชื้อด้วยวิธี

การดิสก์ดิฟฟิวชั่น

 ผลการยับย้ังเช้ือสเตร็ปโตคอคคัส มิวแทนส์ของ

แทนนินจากเปลือกมังคุด ที่มีความเข้มข้นของแทนนิน

2, 4, 8, 16 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร คลอเฮกซิดีนร้อยละ 

0.12 และเอทานอลร้อยละ 95 วัดได้จากขนาดเส้นผ่าน

ศูนย์กลางของบริเวณยับยั้งเชื้อ ดังผลที่แสดงในรูปที่ 3

และกราฟที่แสดงในรูปที่ 4 โดยแทนนินที่สกัดได้จาก

เปลือกมังคุดมีค่าเฉลี่ยการยับยั้งเชื้อสเตร็ปโตคอคคัส

มิวแทนส์เท่ากับ 13 ± 1.2, 14.3 ± 1.2, 14.9 ± 1.1 และ 

19.1 ± 0.9 มิลลิเมตรตามลำาดับ ซึ่งมีประสิทธิภาพมาก

ขึ้นเมื่อความเข้มข้นสูงขึ้น และค่าเฉลี่ยการยับยั้งเชื้อ

ของคลอเฮกซิดีนร้อยละ 0.12 มีค่าเท่ากับ 19.9 ± 1.2

มิลลิเมตร ซ่ึงสูงท่ีสุด ขณะท่ีเอทานอลร้อยละ 95 ไม่พบ

บริเวณการยับยั้งเชื้อสเตร็ปโตคอคคัส มิวแทนส์

รูปที่ 3 ผลการยับยั้งเชื้อสเตร็ปโตคอคคัส มิวแทนส์ ของแทนนินจากเปลือกมังคุดที่ความเข้มข้น 2 มิลลิกรัม

ต่อมิลลิลิตร (A), 4 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (B), 8 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (C), 16 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร

(D), คลอเฮกซิดีนร้อยละ 0.12 (E), และเอทานอลร้อยละ 95 (F).

Fig. 3 Inhibitory effect of tannin from Garcinia mangostana L. peels at concentrations

of 2 mg/ml (A), 4 mg/ml (B), 8 mg/ml (C), 16 mg/ml (D), 0.12% chlorhexidine

(E) and 95% ethanol (F) on S. mutans.
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 4. ผลการทดสอบทางสถิติ

 จากผลการทดสอบทางสถิติพบว่าฤทธ์ิในการยับย้ัง

เชื้อสเตร็ปโตคอคคัส มิวแทนส์ ของสารสกัดแทนนิน

จากเปลือกมังคุดที่ความเข้มข้น 2, 4 และ 8 มิลลิกรัม

ต่อมิลลิลิตร ซึ่งมีค่าเฉลี่ยบริเวณยับยั้งเชื้อ 13 ± 1.2, 

14.3 ± 1.2 และ 14.9 ± 1.1 มิลลิเมตร ตามลำาดับมี

ความแตกต่างอย่างมีนัยสำาคัญกับคลอเฮกซิดีนร้อยละ

0.12 ซ่ึงมีค่าเฉล่ียบริเวณยับย้ังเช้ือ 19.9 ± 1.2 มิลลิเมตร 

ที่ p-value < 0.0001 ในขณะที่สารสกัดแทนนินที่ความ

เข้มข้น 16 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งมีค่าเฉลี่ยบริเวณ

ยับยั้งเชื้อ 19.1 ± 0.9 มิลลิเมตร ไม่มีความแตกต่างกัน

ทางสถิติกับผลการยับยั้งเชื้อของคลอเฮกซิดีนร้อยละ

0.12 (รูปที่ 4)

รูปที่ 4 กราฟแสดงค่าเฉลี่ยเส้นผ่านศูนย์กลาง (mean ± SD) ในการยับยั้งเชื้อสเตร็ปโตคอคคัส มิวแทนส์

ของแทนนินจากเปลือกมังคุดที่ความเข้มข้นต่าง ๆ เปรียบเทียบกับคลอเฮกซิดีนร้อยละ 0.12

Fig. 4 The mean diameters (mean ± SD) in S. mutans inhibition by tannins from Garcinia 

mangostana L. peels at various concentrations, compared to the 0.12% chlorhexidine.
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บทวิจารณ์ (Discussion)

 แทนนินเป็นสารที่พบได้จากพืชหลากหลายชนิด

ไม่ว่าจะเป็นเปลือกมังคุด เปลือกกล้วยหอม หรือใบชา

โดยพบว่ามีหลากหลายวิธีท่ีสามารถใช้ในการสกัดแทนนิน

จากพืช ไม่ว่าจะเป็นการสกัดด้วยน้ำา เอทานอล หรือ

อะซีโตน และอีกหลากหลายวิธี  ยกตัวอย่างเช่น จาก

การทดลองของ Sung และคณะ ในปี 2012 เมื่อ

ทำาการสกัดแทนนินจากชาเขียวด้วยเอทานอล พบว่า

ให้ปริมาณสารสกัดแทนนินสูงที่สุด (21) ดังนั้นทาง

คณะผู้วิจัยจึงเลือกวิธีการดังกล่าวในการทดลอง โดย

จากการทดสอบแทนนินท่ีสกัดได้จากเปลือกมังคุดนั้น

พบว่าเป็นชนิดคอนเดนส์แทนนิน ในปี 1999 Cowan 

ได้กล่าวถึงผลการยับยั้งเชื้อของสารสกัดแทนนินหรือ

อนุพันธ์ซ่ึงรวมถึงโพลีฟีนอล คาเทชิน ควิโนน และฟลาโวน

(flavone) ซึ่งมีผลยับยั้งไวรัสและแบคทีเรียชนิดต่าง ๆ

เช่น วิบริโอ คอเลอเร (Vibrio cholerae), ชิเกลล่า

(Shigella), สเตร็ปโตคอคคัส มิวแทนส์ และเชื้ออื่น ๆ

(8) อย่างที่ทราบกันดีว่าเชื้อสเตร็ปโตคอคคัส มิวแทนส์

เป็นแบคทีเรียชนิดสำาคัญที่เป็นสาเหตุของโรคฟันผุด้วย

กลไกการสร้างกรดแลคติกมาทำาลายโครงสร้างของฟัน

เกิดเป็นฟันผุขึ้น ดังนั้นการกำาจัดเชื้อสเตร็ปโตคอคคัส

มิวแทนส์ จึงเป็นหน่ึงในวิธีท่ีสามารถป้องกันการเกิดฟันผุได้

มีการวิจัยพบว่าแทนนินที่สกัดจากเปลือกมังคุดมีฤทธิ์ใน

การยับย้ังไบโอฟิล์มของเช้ือสเตร็ปโตคอคคัส มิวแทนส์

และเชื้อพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส (Porphyromonas

gingivalis) ซ่ึงเป็นแบคทีเรียก่อโรคฟันผุและเหงือกอักเสบ

ในช่องปาก (24) นอกจากแทนนินที่สกัดได้จากเปลือก

มังคุดแล้ว ยังมีงานวิจัยที่รายงานว่าแทนนิน รวมทั้ง

สารอนุพันธ์ เช่น โพลีฟีนอล ท่ีสกัดได้จากพืชหลากหลาย

ชนิดสามารถยับย้ังการเจริญของเชื้อสเตร็ปโตคอคคัส

มิวแทนส์ได้เช่นกัน (25-27) และมีรายงานพบว่า

สารคาเทชิน มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียหลายชนิด

โดยเฉพาะความสามารถในการยับยั้งเอนไซม์กลูโคซิล

ทรานส์เฟอเรสของเชื้อสเตร็ปโตคอคคัส มิวแทนส์

(28,29) ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่มีบทบาทสำาคัญในการสร้าง

ไบโอฟิล์มของเชื้อ ที่เป็นสาเหตุนำาไปสู่โรคฟันผุ โดย

ผลการยับยั้งคาดว่าเกิดจากการที่สารสร้างพันธะกับ

โปรตีนได้เป็นคอมเพล็กซ์ (8) จึงเป็นการขัดขวาง

กระบวนการทำางานของเอนไซม์ดังกล่าว จึงมีผลกับการ

สร้างพลังงานและการเจริญของเชื้อ สารสกัดแทนนิน

หรืออนุพันธ์ยังสามารถยับยั้งกระบวนการอื่นๆ ของเชื้อ

ได้จากการสร้างคอมเพล็กซ์กับเอนไซม์นอกผิวเซลล์

(envelope transport proteins) รวมทั้งแอดฮีซิน

(adhesins) และโพลีแซคคาไรด์ (polysaccharides) 

นอกจากนี้ มีการวิจัยพบร้อยละการลดลงของการผุตาม

ร่องฟัน (fissure caries) ร้อยละ 40 ที่เกิดจากเชื้อ

สเตร็ปโตคอคคัส มิวแทนส์ในหนูที่ได้รับอาหารที่มี

คาเทชินร้อยละ 0.1 เป็นส่วนประกอบ (30) ในปี 2012 

ตรีสุวรรณและคณะ (27) พบว่าสารสกัดโพลีฟีนอล

จากเปลือกมังคุดสามารถยับย้ังการเจริญของเชื้อ

สเตร็ปโตคอคคัส มิวแทนส์ ได้ที่ความเข้มข้นต่ำาสุด

ในการยับยั้งการเจริญคือ 0.25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร

และความเข้มข้นต่ำาสุดในการฆ่าเชื้อคือ 1 มิลลิกรัม

ต่อมิลลิลิตร ในปัจจุบันคลอเฮกซิดีนเป็นสารที่มีการใช้

อย่างแพร่หลายในการลดปริมาณเชื้อในช่องปาก แต่

ด้วยผลข้างเคียงของการใช้ ไม่ว่าจะเป็นการติดสีที่ตัว

ฟันหรือเนื้อเยื่อในช่องปาก การเปลี่ยนแปลงการรับรส

หรือการหลุดลอกของเนื้อเยื่อในช่องปาก (4) ปัจจุบัน

จึงมีงานวิจัยที่มุ่งเน้นหาสารสกัดจากธรรมชาติที่มีฤทธิ์

ในการยับย้ังเช้ือในช่องปากได้โดยมีผลข้างเคียงท่ีน้อยลง

ซึ่งแทนนินก็เป็นหนึ่งในสารสกัดจากธรรมชาติที่มีงาน

วิจัยหลากหลายกล่าวถึง อย่างไรก็ตาม การนำาแทนนิน

มาใช้ในการลดปริมาณเช้ือในช่องปากน้ัน ยังไม่มีการใช้

กันอย่างแพร่หลาย ซึ่งได้นำามาสู่ความสนใจของผู้วิจัย

ในการศึกษาการใช้แทนนินในการกำาจัดเชื้อในช่องปาก

โดยเฉพาะอย่างยิ่งเชื้อสเตร็ปโตคอคคัส มิวแทนส์ซึ่ง

เป็นเช้ือก่อโรคฟันผุในช่องปากท่ีสำาคัญ โดยเปรียบเทียบ

ระหว่างผลการยับยั้งเชื้อของแทนนินกับคลอเฮกซิดีน

ซึ่งเป็นสารเคมีท่ีนิยมใช้สำาหรับการฆ่าเชื้อในช่องปาก

ในปัจจุบัน โดยในงานวิจัยท่ีผ่านมายังไม่มีการเปรียบเทียบ

ผลของการยับยั้งการเจริญของเชื้อสเตร็ปโตคอคคัส

มิวแทนส์กับคลอเฮกซิดีนหรือสารเคมีตัวอื่น ๆ จาก

ผลการทดลองของคณะผู้วิจัยทำาให้พบว่าสารสกัดแทนนิน

จากเปลือกมังคุดท่ีความเข้มข้น 16 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร
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มีผลในการยับยั ้งเชื ้อ สเตร็ปโตคอคคัส มิวแทนส์ 

ไม่แตกต่างกับคลอเฮกซิดีนอย่างมีนัยสำาคัญทางสถิติท่ี

ระดับความเชื่อมั่นที่ร้อยละ 95 

 แม้ว่าคลอเฮกซิดีนเป็นสารที่มีคุณสมบัติในการ

ยับย้ังเช้ือในช่องปากท่ีดี แต่มีผลข้างเคียงท่ีไม่พึงประสงค์

หลายประการ ดังนั้นจึงเป็นแนวทางในการพัฒนาการ

ใช้สารสกัดแทนนินเพ่ือเสริมหรือทดแทนฤทธ์ิการยับยั้ง

เชื้อของคลอเฮกซิดีนและลดผลข้างเคียง ซึ่งแนวทาง

ดังกล่าวยังจำาเป็นต้องได้รับการศึกษาต่อไปในอนาคต

โดยการนำาสารทั้งสองชนิดมาทดสอบเพื่อศึกษาฤทธิ์

ร่วมในการยับยั้งเชื้อเชื้อสเตร็ปโตคอคคัส มิวแทนส์

หากผลในการศึกษาพบว่าเมื่อใช้สารทั้งสองชนิดร่วมกัน

แล้วสามารถเสริมฤทธ์ิในการยับย้ังเช้ือสเตร็ปโตคอคคัส

มิวแทนส์ จึงสามารถนำาสารสกัดแทนนินมาใช้ทดแทน

หรือเสริมฤทธิ์ของคลอเฮกซิดีนได้ นอกจากนี้แทนนิน

มีคุณสมบัติในการยับยั้งการเกาะติดของเชื้อ ซึ่งเป็น

คุณสมบัติที่น่าสนใจในการนำามาศึกษาต่อไปด้วยเช่นกัน

บทสรุป (Conclusions)

 จากผลการศึกษาในครั้งนี้พบว่า แทนนินที่ได้

จากการสกัดเปลือกมังคุดด้วยเอทานอลเป็นแทนนิน

ชนิดคอนเดนส์แทนนิน โดยสารสกัดแทนนินที่ความ

เข้มข้นที่ 16 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีฤทธิ์ในการยับยั้ง

การเจริญของเชื้อสเตร็ปโตคอคคัส มิวแทนส์ (ค่าเฉลี่ย

บริเวณยับย้ังเช้ือเท่ากับ 19.1 ± 0.9 มิลลิเมตร) ไม่แตกต่าง

จากคลอเฮกซิดีนร้อยละ 0.12 (ค่าเฉลี่ยบริเวณยับยั้ง

เชื้อเท่ากับ 19.9 ± 1.2 มิลลิเมตร)
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