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บทคัดยอ    
วัตถุประสงค: เพื่อศึกษาฤทธิ์ตานจุลชีพเบื้องตนของสารสกัดขาลิง (Alpinia conchigera) ชั้น hexane, ethyl acetate และ methanol ตอเชื้อที่เปนตัวแทนของ
เชื้อแกรมบวก แกรมลบ เชื้อท่ีเจริญโดยไมใชออกซิเจน เชื้อรา และ Enterococcus faecalis (E. faecalis) รวมทั้งศึกษาฤทธ์ิตานเชื้อ E.  faecalis ที่เจริญแบบ
อิสระและแบบไบโอฟลม รวมถึงศึกษาเวลาที่เหมาะสมในการออกฤทธิ์ฆาเชื้อ วิธีการศึกษา: สกัดสารจากเหงาขาลิงโดยวิธี percolation ดวย hexane, ethyl 
acetate และ methanol ตามลําดับ ศึกษาฤทธิ์ตานเชื้อจุลชีพเบื้องตนของสารสกัดดวย agar disc diffusion assay หาคาความเขมขนต่ําสุดที่มีฤทธ์ิยับยั้งเชื้อ และ
ฆาเชื้อ  E. faecalis ดวย agar dilution assay ศึกษาฤทธิ์ในการฆาเชื้อและเวลาสัมผัสสารทดสอบของเชื้อ E. faecalis ที่เจริญแบบไบโอฟลม ผลการศึกษา: สาร
สกัดทุกชั้นมีฤทธ์ิตอเชื้อ Staphylococcus aureus (S. aureus) โดยสารสกัดชั้น hexane มีฤทธ์ิแรงที่สุด สารสกัดมีฤทธ์ิออนตอเชื้อ Escherichia coli  (E. coli) 
และ Pseudomonas aeruginosa (Ps. aeruginosa) แตไมมีฤทธ์ิตอเชื้อ Candida albicans (C. albicans) สารสกัดชั้น hexane, ethyl acetate และ methanol มี
ฤทธ์ิยับยั้งการเจริญของเชื้อ E. faecalis โดยมีคา inhibition zone เทากับ 11.52 ± 0.07, 9.87 ± 1.04 และ 7.27 ± 2.57 มม. ตามลําดับ คา MIC ตอเชื้อ E. 
faecalis ของสารสกัดชั้น hexane, ethyl acetate และ methanol เทากับ 25.0, 12.5 และ 50.0 มก./มล. ตามลําดับ คา MBC ตอเชื้อที่เจริญแบบอิสระเทากับ 
50.0, 50.0 และ 100.0 มก./มล. ตามลําดับ และเพิ่มขึ้นเปน > 125.0, 125.0 และ 250 มก./มล. ตามลําดับ เม่ือเชื้อมีการเจริญแบบไบโอฟลม นอกจากนี้ ยังพบวา
ตองใชสารสกัดชั้น ethyl acetate (125.0 มก./มล.) และช้ัน methanol (250.0 มก./มล.) เปนเวลา 4 และ 6 ชั่วโมง ตามลําดับ จึงสามารถฆาเชื้อ E. faecalis ท่ี
เจริญแบบไบโอฟลมได สรุป: สารสกัดขาลิงมีฤทธ์ิฆาเชื้อ E. faecalis ที่เจริญแบบอิสระและใชความเขมขนที่สูงขึ้นเพื่อฆาเชื้อที่เจริญแบบไบโอฟลม   
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บทนํา 

§การติดเชื้ อในคลองรากฟนเปนปจจัยสําคัญที่มีผลตอ
ความสําเร็จในการรักษาคลองรากฟน วิธีกําจัดเชื้อแบคทีเรียจาก
คลองรากฟนหลังจากการเอาเนื้อเยื่อ (pulp) ออกแลว ที่ใชใน
ปจจุบัน คือ การใชน้ํายาสวนลางคลองรากฟน การขยายคลองราก
ฟน และการใสยาในคลองรากฟน กอนที่จะอุดฟนดวยสารเฉื่อย1,2 
น้ํายาสวนลางคลองรากฟนที่นิยมใชในปจจุบันคือ  EDTA 17%, 
chlorhexidine 2% และ sodium hypochlorite 1.3%  อยางไรก็
ตามมีรายงานความลมเหลวในการรักษาคลองรากฟนที่เกิดจาก
การติดเชื้อซ้ําสูงถึงรอยละ 10 - 203 พบวาสวนใหญยังมีการ
อักเสบและการติดเชื้อในคลองรากฟน4 นอกจากนี้ยังพบวา 1 ใน  
8 ของผูปวยที่ใชยาปฏิชีวนะกอนการรักษาคลองรากยังคงพบเชื้อ 
E. faecalis5 โดยเชื้อ E. faecalis นี้เปนแบคทีเรียแกรมบวกที่
เจริญในทางเดินอาหารของมนุษย ซึ่งเปนสายพันธุที่กําจัดยาก6 
การเจริญของเช้ือแบคทีเรียสายพันธุตาง ๆ รวมถึง E. faecalis 

                                                 
 
§ 
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บนผิวรากฟนมีลักษณะแบบยึดเกาะกลุมกันเปนเยื่อบาง หรือ ไบ
โอฟลม (biofilm) ซึ่งจะเพ่ิมการดื้อตอยารักษาอาการในชอง
ปากมากขึ้น7  

พืชในตระกูลขา (Alpnia sp.) เปนพืชที่คนไทยใชประโยชน
แพรหลายทั้งเปนอาหารและยาสมุนไพร มีการศึกษาฤทธิ์ทาง
เภสัชวิทยาของพืชตระกูลขาอยางกวางขวาง โดยเฉพาะการตาน
เช้ือจุลชีพ8 เชน การศึกษาของ Rao และคณะพบวาสารสกัด
หยาบจากเหงาขามีฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกหลายชนิด 
ดังนี้ Bacillus subtilis (B. subtilis), Staphylococcus epidermidis 
(S. epidermidis), S. aureus และ E. faecalis โดยมีคา MBC 
เทากับ 0.16, 0.04, 0.16 และ 0.32 มก./มล. ตามลําดับ และ
แบคทีเรียแกรมลบเชน E. coli, Klebsiella pneumoniae (K. 
pneumoniae), Ps. aeruginosa และ Salmonella  typhimurium 
(S. typhimurium) เปนตน โดยมีคา MBC ตามลําดับดังนี้ 0.01, 
0.32, 0.08 และ 1.28 มก./มล.9 ขาลิง (Alpinia conchigera Griff) 
เปนพืชในสกุลเดียวกับขา มีสรรพคุณรักษาอาการปวดทอง จุก
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เสียดแนนเฟอ ทองผูก แมลงกัดตอย วิงเวียนศีรษะ ฝหนอง กลาก
เกลื้อน ขับพยาธิในลําไส สตรีอยูไฟใชกินหลังคลอด10 และโรค
หนองในจากเชื้อ Neisseria gonorrhoeae (N. gonorrhoeae)11 
สารประกอบสําคัญในน้ํามันหอมระเหยที่สกัดจากใบขาลิง ไดแก 
1’-acetoxychavicol acetate, chavicol, chavicol acetate 1-
hydroxy, cinnamyl alcohol, 4-acetoxy acetate, cymene para, 
heptan-3-one 5-hydroxy-7-(4-hydroxy-3-methoxy-phenyl)-1-
phenyl, heptane-3-5-dione-1-7-diphenyl, kaempferide12 และ
จากผลการศึกษาของ Ibraham และคณะ (2009) สารประกอบ
หลักในน้ํามันหอมระเหยที่สกัดจากเหงา คือ 1,8-cineole, β-bisa-
bolene, β-sesquiphellandrene และ β-elemene8 ผลศึกษาฤทธิ์
ตานเช้ือจุลชีพของน้ํามันหอมระเหยจากขาลิงพบวามีฤทธิ์ตอ Sal-
monella enteritidis (S. enteritidis), S. typhimurium, E. coli, 
Clostridium perfringens (C.  perfringens) และ Campylobacter 
jejuni (C. jejuni)13 และพบวามีฤทธิ์ตอ Ps. aeruginosa, Ps. 
cepacia, S. aureus  และ S. epidermidis8  

อยางไรก็ตาม ยังไมมีรายงานฤทธิ์ของสารสกัดขาลิงตอเช้ือ E. 
faecalis ที่เจริญแบบไบโอฟลมซึ่งเปนสาเหตุสําคัญที่ทําใหการ
รั กษาคลองรากฟนล ม เหลว  ดั งนั้ นการศึกษา วิจั ยนี้ จึ งมี
วัตถุประสงคเพ่ือศึกษาฤทธิ์ตานเชื้อจุลชีพจากสารสกัดขาลิงตอ
เช้ือ E. faecalis ที่เจริญเติบโตแบบยึดเกาะกลุมกันเปนเยื่อบาง 
ซึ่งเปนการนําเอาสมุนไพรทองถิ่นมาใชประโยชนดานทันตกรรม 
และอาจนําไปศึกษาตอยอดเพ่ือพัฒนาเปนผลิตภัณฑทางทันต- 
กรรมในอนาคตตอไป   

 

วิธีการศึกษา  

1) วัสดุอุปกรณ  

เช้ือจุลินทรียที่ใชในการทดสอบ คือ E. coli (ATCC 25922), 
S. aureus (ATCC 25927), Ps. aeruginosa (ATCC 27853), C. 
albicans (ATCC 10231) และ  E. faecalis (ATCC 29212) ได
จากหองปฏิบัติการจุลชีววิทยา คณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัย
อุบลราชธานี เหงาขาลิงสดเก็บจากอําเภอสวนผึ้ง จังหวัดราชบุรี 
ระหวางเดือนธันวาคม 2551 ถึงมกราคม 2552 อาหารเลี้ยงเช้ือที่
ใชในการศึกษา ไดแก Tryptic Soy Agar (TSA), Tryptic Soy 
Broth (TSB), Mueller Hinton Agar (MHA) (บริษัท Merck, 
สหรัฐอเมริกา) Sabouraud Dextrose Agar: SDA (Merck) 
สารละลาย EDTA 17%, chlorhexidine 2% และ sodium 
hypochlorite 5% (ผลิตภัณฑของคณะทันตแพทยศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย) ampicillin disc ความแรง 10 
ไมโครกรัม/ดิสก (บริษัท Dickinson, ประเทศสหรัฐ อเมริกา) 
nitrocellulose membrane (เสนผานศูนยกลาง 10 มม.) (บริษัท 

Millipore Corp., ประเทศสหรัฐอเมริกา) สารเคมีที่ใชสําหรับ
การศึกษานี้สั่งซื้อจากบริษัท Sigma ประเทศสหรัฐอเมริกา และ
เปนสารเคมีเกรดมาตรฐานสําหรับการทดลอง  

    
2) การเตรียมสารสกัดขาลิง  

ลางเหงาขาลิงใหสะอาดหั่นเปนชิ้นเล็ก อบที่ 45 °C เปนเวลา 
3 วันจนแหง บดละเอียดดวยเครื่องบดสมุนไพร ช่ังน้ําหนักผงแหง 
1 กิโลกรัม หอดวยผาขาวบางใสลงในคอลัมน เติมตัวทําละลาย 
hexane พอทวม ปดฝาทิ้งไว 24 ช่ัวโมง เก็บสารละลายที่ไดและ
ทําซ้ําอีก 2 ครั้ง รวมสารสกัดที่ไดทั้งหมดกรองผานกระดาษกรอง 
Whatman No. 2 ทําใหแหงดวย rotary evaporator (Buchi, 
สวิตเซอรแลนด) จากนั้นชั่งน้ําหนักเพ่ือคํานวณปริมาณสารสกัดที่
ได หลังจากนั้นผึ่งผงสมุนไพรที่เหลือใหแหง และสกัดดวยวิธี
เดียวกันแตเปล่ียนตัวทําละลายเปน ethyl acetate และ methanol 
ตามลําดับ  

   

3) การทดสอบฤทธิ์ตานจุลชีพ  

การทดสอบฤทธิ์ตานจุลชีพเบื้องตน   

การทดสอบฤทธิ์ตานจุลชีพดวยวิธี agar disc diffusion14 โดย
การเตรียมสวนสกัดหยาบขาลิงช้ัน hexane, ethyl acetate และ 
methanol ใน 95% ethanol ใหไดความเขมขนตาง ๆ โดยสาร
ทดสอบมาตรฐานที่มีฤทธิ์ตานจุลชีพที่ใช ไดแก chlorhexidine 
(2% หรือ 20 มก./มล.), EDTA (17% หรือ 170 มก./มล.) และ 
sodium hypochlorite (2.5% หรือ 25 มก./มล.) กรองสารละลาย
ทั้งหมดดวยแผนกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร (Millipore Corp., 
สหรัฐอเมริกา) จากนั้นหยดสารละลายชนิดตาง ๆ ดังกลาว ใน
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงบน sterile paper disc ขนาด
เสนผาศูนยกลาง 5 มม. โดยหยด 25 ไมโครลิตรแลวทิ้งใหแหง 
แลวหยดอีกดานดวย 25 ไมโครลิตรที่เหลือแลวปลอยใหแหง ใช 
ampicillin disc ความแรง 10 มคก./ดิสก เปน positive control   

เตรียมเชื้อแบคทีเรียทุกชนิดใหไดความเขมขนของเช้ือมีความ
ขุนใกลเคียงกับ McFarland No. 0.5 จากนั้นใชไมพันสําลีที่ฆาเชื้อ
แลวจุมเชื้อและกระจายเชื้อใหทั่วบน MHA plate แลววาง paper 
disc หรือ disc ตัวทําละลายของสารฆาเชื้อมาตรฐานและสารสกัด
ขาลิงที่เตรียมไดลงบน plate จากนั้นเพาะบมที่อุณหภูมิ 37 °C 
เปนเวลา 24 ช่ัวโมงสําหรับเชื้อแบคทีเรีย และที่ 25 °C 48 ช่ัวโมง
สําหรับเชื้อรา อานผลโดยการวัดเสนผานศูนยกลางของบริเวณใส 
(clear zone หรือ inhibition zone) ที่เกิดข้ึน สารทดสอบที่มี
บริเวณใสมากกวา 5 มม. ถือวามีฤทธิ์ตานจุลชีพ15 คํานวณคา 
antimicrobial index (AI) จากสูตร (ขนาดเสนผานศูนยกลางของ 
clear zone – 5)/5 16  
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การศึกษาคา MIC และ MBC ตอเชื้อ E. faecalis โดยวิธี 
agar dilution assay17  

เตรียมสารสกัดขาลิงชั้น hexane, ethyl acetate และ 
methanol และสารมาตรฐานทั้งสามชนิดที่ความเขมขนตาง ๆ  
แบบ two fold dilution ใน MHA slant หยดเชื้อ E. faecalis ที่
ความขุนใกลเคียงกับ McFarland No. 0.5 ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 
ลงบนผิวอาหาร บมที่อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง อาน
ผลโดยสังเกตความเขมขนตํ่าสุดที่มองไมเห็นเชื้อข้ึนซึ่งถือเปนคา 
MIC หลังจากนั้นถายเชื้อจากหลอดที่ไมเห็นการเจริญของเช้ือ
ทั้งหมดโดยใชไมพันสําลีชุบน้ําเกลือปายบนผิวอาหาร และนําไป
ปายบน MHA plate บมที่อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
ความเขมขนที่ไมมีการเจริญของเชื้อหรือมีจํานวนโคโลนีนอยกวา 
5 ถือวาความเขมขนนั้นเปนคา MBC18  

 
การทดสอบฤทธิ์ฆาเชื้อ E. faecalis ท่ีเจริญแบบไบโอฟลม19  

จําลองการเจริญของเช้ือแบบไบโอฟลมโดยหยดเชื้อที่ความขุน
ใกลเคียงกับ McFarland No. 0.5 ลงบน nitrocellulose mem-
brane ขนาดเสนผาศูนยกลาง 10 มม. บน TSA นําไปบมที่
อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 48 ช่ัวโมง หลังจากนั้นทดสอบฤทธิ์ฆา
เช้ือโดยถายเชื้อที่เจริญแบบไบโอฟลมลงในหลอดที่มีสารสกัดขา
ลิงชั้น hexane, ethyl acetate และ methanol และสารมาตรฐาน
ทั้งสามชนิดที่ความเขมขนตาง ๆ ใน TSB นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 
°C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นนําหลอดทดลองไป sonicate 5 
นาที เพ่ือใหเช้ือหลุดออกจาก nitrocellulose membrane และ
กระจายตัวดี จากนั้นเจือจางสารละลาย 10 เทา กระจายเชื้อบน 
MHA plate แลวนําไปบมที่ 37 °C นาน 24 ช่ัวโมง นับจํานวน
โคโลนีตอ plate โดย plate ที่มีจํานวนโคโลนีนอยกวา 5 ถือวามี
ฤทธิ์ฆาเชื้อที่เจริญแบบไบโอฟลม  

 
การศึกษาเวลาสัมผัสสารที่มีฤทธิ์ฆาเชื้อ E. faecalis ท่ีเจริญ
แบบไบโอฟลม20  

จําลองการเจริญของเช้ือแบบไบโอฟลมดวยวิธีดังกลาวขางตน 
บมเช้ือที่ เจริญแบบไบโอฟลมในหลอดที่มีสารสกัดขาลิงชั้น 
hexane, ethyl acetate และ methanol และสารมาตรฐานทั้งสาม
ชนิดที่ความเขมขนตํ่าสุด ที่ฆาเชื้อแบบไบโอฟลมที่ไดจากขอ 2.3 
แตละหลอดบมที่อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลาแตกตางกันดังนี้ 0.5, 
1, 2, 4, 6, 8, 16 และ 24 ช่ัวโมง เมื่อครบกําหนดเวลาแลวถาย
แผนไบโอฟลมลงในหลอดทดลองที่มีเฉพาะ TSB เพ่ือ sonicate 
แยกกระจายเชื้อ และ spread plate เพ่ือนับจํานวนโคโลนีตอ 
plate โดย plate ที่มีจํานวนโคโลนีนอยกวา 5 และใชเวลาสั้นที่สุด

ถือวาเปนเวลาที่เหมาะสมในการออกฤทธิ์ฆาเชื้อ E. faecalis ที่
เจริญแบบไบโอฟลม   

 

ผลการศึกษา   

สกัดสารจากเหงาขาลิงดวยตัวทําละลาย 3 ชนิด คือ hexane, 
ethyl acetate และ methanol ดวยวิธี percolation หลังจากระเหย
ตัวทําละลายออกดวย rotary evaporator แลวไดสารสกัดที่มี
ลักษณะขนหนืดสีน้ําตาลดํา ปริมาณของสารสกัดชั้น hexane, 
ethyl acetate และ methanol คิดเปนรอยละ 4.06, 2.17 และ 
6.55 ของน้ําหนักผงแหงตามลําดับ เรียกสารสกัดเหลานี้วา สาร
สกัดหยาบขาลิงชั้น hexane, ethyl acetate และ methanol  

   

ฤทธ์ิตานจลุชพีเบื้องตน    

ผลการศึกษาพบวาสารสกัดขาลิงทั้ง 3 ช้ันไมมีฤทธิ์ตานเช้ือ 
C. albicans แตมีฤทธิ์ตานเช้ือ S. aureus, E. coli, Ps. Aeru-
ginosa และ E. faecalis โดยสารสกัดขาลิงชั้น hexane มีฤทธิ์ตาน  

  
ตารางที่ 1 Inhibition zone และ antimicrobial index ของสาร

ทดสอบตอเช้ือตาง ๆ ใน agar disc diffusion assay    

เชื้อทดสอบ สารทดสอบ 
ฤทธิ์ตานจุลชีพ 

Diameter of 
clear zone (มม.) 

Antimicro-
bial index 

S. aureus Ampicillin (10.0 มคก./disc) 
สารสกัดขาลิงช้ัน 

- hexane (50.0 มก./มล.) 
- ethyl acetate (50.0 มก./มล.) 
- methanol (50.0 มก./มล.) 

42.33 ± 14.25 
 

21.44 ± 11.45 
23.96 ± 12.48 
16.97 ± 8.60 

7.47 ± 0.34 
 

3.29 ± 1.11 
3.79 ± 1.05 
2.39 ± 0.93 

E. coli Ampicillin (10.0 มคก./disc) 
สารสกัดขาลิงช้ัน 

- hexane (50.0 มก./มล.) 
- ethyl acetate (50.0 มก./มล.)  
- methanol (50.0 มก./มล.) 

21.74 ± 1.14 
 

6.20 ± 0.72 
NA 

5.14 ± 0.25 

3.35 ± 0.23 
 

0.24 ± 0.14 
NA 

0.03 ± 0.05 

Ps. 
aeruginosa 

Tetracycline(30.0 มคก./disc) 
สารสกัดขาลิงช้ัน 

- hexane (50.0 มก./มล.) 
- ethyl acetate (50.0 มก./มล.) 
- methanol (50.0 มก./มล.) 

26.67 ± 1.88 
 

6.53 ± 0.44 
7.03 ± 1.84 
5.12 ± 0.21 

4.33 ± 0.38 
 

0.31 ± 0.09 
0.41 ± 0.37 
0.02 ± 0.04 

C. albicans Amphotericin B (125.0 มคก./disc) 
สารสกัดขาลิงช้ัน 

- hexane (50.0 มก./มล.) 
- ethyl acetate (50.0 มก./มล.) 
- methanol (50.0 มก./มล.) 

16.43 ± 0.32 
 

NA 
NA 
NA 

2.29 ± 0.06 
 

NA 
NA 
NA 

E. faecalis Ampicillin (10.0 มคก./disc) 
สารสกัดขาลิงช้ัน 
  - hexane (50.0 มก./มล.) 
  - ethyl acetate (50.0 มก./มล.) 
  - methanol (50.0 มก./มล.) 

30.28 ± 5.85 
 

11.52 ± 0.07 
9.87 ± 1.04 
7.27 ± 0.57 

5.06 ± 1.17 
 

1.30 ± 0.01 
0.97 ± 0.21 
0.45 ± 0.11 

หมายเหตุ: ถือวาสารทดสอบมีฤทธิ์ตานจุลชีพเมื่อเสนผานศูนยกลางของ inhibition zone > 5 
มม. หรือมี AI > 0; NA = No activity  
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เช้ือเรียงจากสูงไปตํ่าดังนี้ S. aureus, E. faecalis, Ps. Aeru-
ginosa และ E. coli สารสกัดขาลิงชั้น ethyl acetate ใหผล
เชนเดียวกันแตไมมีฤทธิ์ตอ E. coli ในขณะที่สารสกัดขาลิงชั้น 
methanol มีฤทธิ์ตานเชื้อในลักษณะเดียวกันแตมีฤทธิ์ออนที่สุด 
(ตารางที่ 1)   
 

ฤทธ์ิตานเชื้อ E. faecalis  

คา MIC และ MBC ตอเชื้อ E. faecalis ที่เจริญแบบอิสระโดย
วิธี agar dilution assay   

ในการศึกษาคา MIC และ MBC ของสารทดสอบตอเช้ือ E. 
faecalis ที่เจริญแบบอิสระดวยวิธี agar dilution assay พบวาสาร
สกัดขาลิงจากชั้น hexane, ethyl acetate และ methanol สามารถ
หยุดการเจริญเติบโตของเชื้อไดที่ความเขมขน 25.0, 12.5 และ 
50.0 มก./มล. ตามลําดับ และใชความเขมขนที่สูงข้ึนเปน 75.0, 
37.5 และ 100.0 มก./มล. ตามลําดับเพ่ือฆาเชื้อ เชนเดียวกันกับ 
EDTA, chlorhexidine และ sodium hypochlorite มีคา MIC 1.25, 
0.625 และ 1.25 มก./มล. ตามลําดับ และมีคา MBC สูงข้ึนเปน 
2.50, 0.625 และ 5.0 มก./มล. ตามลําดับ (ตารางที่ 2)  
 

ฤทธ์ิฆาเชื้อ E. faecalis ที่เจริญแบบไบโอฟลม 

สารสกัดขาลิงชั้น hexane, ethyl acetate และ methanol มี
ฤทธิ์ฆาเชื้อ E. faecalis ที่เจริญแบบไบโอฟลม โดยความเขมขนที่
มีฤทธิ์ฆาเชื้อจากสารสกัดชั้น hexane, ethyl acetate และ 
methanol คือ > 125.0, 125.0 และ 250.0 มก./มล. ตามลําดับ ซึ่ง
คิดเปน > 1.67, 3.33 และ 2.5 เทาของคา MBC ตอเช้ือที่เจริญ
แบบอิสระ โดยความเขมขนที่มีฤทธิ์ฆาเชื้อของสารมาตรฐาน 
chlorhexidine และ sodium hypochlorite ตํ่ากวาที่พบในสารสกัด 
คือ 3.125 และ 25 มก./มล. ซึ่งคิดเปน 5 เทาของคา MBC ตอเช้ือ
ที่เจริญแบบอิสระของ chlorhexidine และ sodium hypochlorite 
และ > 5 เทาสําหรับ EDTA (ตารางที่ 3)   
 

เวลาสัมผัสสารที่ เหมาะสมในการออกฤทธิ์ฆาเชื้อ  E. 
faecalis ที่เจริญแบบไบโอฟลม  

สารสกัดขาลิงชั้น ethyl acetate (125.0 มก./มล.) และ 
methanol (250.0 มก./มล.) มีฤทธิ์ในการฆาเชื้อ E. faecalis ที่
เจริญยึดเกาะกันเปนกลุมบนเยื่อบาง แตตองใชเวลาในการสัมผัส
สารถึง 4 และ 6 ช่ัวโมง ตามลําดับ ในขณะที่ chlorhexidine 
(3.125 มก./มล.) และ sodium hypochlorite (25.0 มก./มล.) เริ่ม
ออกฤทธิ์ฆาเชื้อที่เวลา 2 และ 4 ช่ัวโมง ตามลําดับ (ตารางที่ 4) 

ตารางที่ 2 คา Minimum inhibitory concentration (MIC) และ
minimum bactericidal concentration (MBC) ของสาร
ทดสอบตอเช้ือ E. faecalis ที่เจริญแบบอิสระ   

สารทดสอบ 
Agar dilution assay 

MIC (มก./มล.) MBC (มก./มล.) 
EDTA 
Chlorhexidine 
Sodium hypochlorite 
สารสกัดขาลิงช้ันตาง ๆ  

- hexane 
- ethyl acetate 
- methanol 

1.25  
0.625 
1.25 

 
25.0 
12.5 
50.0 

2.5 
0.625 
5.0 

 
50.0 
50.0 
100.0 

     
ตารางที่ 3 คา Minimum bactericidal concentration (MBC) ของ

สารทดสอบตอเช้ือ E. faecalis ที่เจริญแบบไบโอฟลม 

สารทดสอบ 
MBC for E. faecalis biofilm 

(มก./มล.) 
EDTA 
Chlorhexidine 
Sodium hypochlorite 
สารสกัดขาลิงช้ัน 

- hexane 
- ethyl acetate 
- methanol 

> 12.5 
3.125 
25.0 

 
> 125 
125.0 
250.0 

    
ตารางที่ 4 คา Contact time (ช่ัวโมง) ของสารทดสอบตอเช้ือ E. 

faecalis ที่เจริญแบบไบโอฟลม  

สารทดสอบ 
Contact time 

(ชั่วโมง) 
Chlorhexidine (3.125 มก./มล.) 
Sodium hypochlorite (25.0 มก./มล.) 
สารสกัดขาลิงช้ัน 

- ethyl acetate (125.0 มก./มล.) 
- methanol (250.0 มก./มล.) 

2 
4 
 
4 
6 

   
วิจารณและสรุปผลการศึกษา  

การใชน้ํายาลางคลองรากฟนหรือใสยาในคลองรากฟนเพ่ือ 
ชวยกําจัดเชื้อแบคทีเรียที่เหลือตกคางหลังจากขยายคลองรากฟน 
มีจุดประสงคเพ่ือชวยลดการอักเสบของเนื้อเยื่อรอบปลายรากฟน 
และชวยใหคลองรากแหง น้ํายาลางคลองรากฟนที่ดีควรมีฤทธิ์ 
ตานเชื้อจุลินทรียไดดีและไมเปนพิษ หรือระคายเคืองตอเนื้อเยื่อ
รอบปลายรากฟน21 E. faecalis เปนแบคทีเรียแกรมบวกชนิดหนึ่ง
ที่พบวาเปนสาเหตุการติดเชื้อซ้ําในการรักษาคลองรากฟน22-24 E. 
faecalis อาศัยในคลองรากฟนทั้งแบบอิสระและแบบไบโอฟลม ซึ่ง
เปนรูปแบบการอยูรวมกันของแบคทีเรียในสภาวะที่มีอาหารจํากัด 
ซึ่งการอยูรวมกันแบบนี้เปนสาเหตุที่ทําใหเช้ือมีความตานทานตอ
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สารตานแบคทีเรีย25,26 ในการศึกษานี้ไดสกัดสารจากเหงาขาลิง
ดวยวิธี percolation ซึ่งเปนวิธีสกัดสารแบบตอเนื่องที่ทําให
สารสําคัญไมสลายตัวเพราะความรอน และเปนวิธีที่งายและ
สะดวก  

ขาลิงเปนพืชในสกุลเดียวกับขา (Alpinia sp.) ซึ่งเปนสกุลที่มี
การศึกษาฤทธิ์ตานจุลชีพจํานวนมาก แตการศึกษาฤทธิ์ตานจุลชีพ
ของขาลิงยังมีไมมากนัก มีการศึกษาของ Wannissorn และคณะ
ในป 2005 พบวาน้ํามันหอมระเหยที่สกัดไดจากเหงาขาลิงโดยการ 
กลั่ น ด ว ยน้ํ า  มี ฤทธิ์ ยั บ ยั้ ง ก า ร เ จ ริญ เ ติ บ โตของ เ ชื้ อ  S. 
typhimurium, S. enteritidis, E. coli, C. perfringens และ C. jejuni 
เมื่อทดสอบดวยวิธี disc diffusion assay13 แตผลการศึกษาครั้งนี้
พบวาเฉพาะสารสกัดขาลิงในช้ัน hexane เทานั้นที่มีฤทธิ์ยับยั้ง
เช้ือ E.coli อยางออน ทั้งนี้เนื่องมาจากการใชวิธีการสกัดตางกัน 
ทําใหไดสารสําคัญที่ตางกัน และในการศึกษานี้ไมไดสกัดน้ํามัน
หอมระเหย ซึ่งเปนสวนที่มีสารสําคัญที่มีฤทธิ์ตานจุลชีพ ทําให
ฤทธิ์ที่ไดจากการศึกษานี้ออนกวา  

น้ํามันหอมระเหยจากขาลิงมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญอยางออนตอ 
Ps. aeruginosa, Ps. cepacia และ S. epidermidis รวมถึงเชื้อรา
กลุม dermatophyte ไดแก Microsporum canis, Trichophyton 
mentagrophytes และ Trichophyton rubrum8 ซึ่งสอดคลองกับผล
การศึกษาในครั้งนี้ ที่พบวาสารสกัดขาลิงมีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ Ps. 
aeruginosa อยางออน และไมมีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ C. albicans แต
สารสกัดขาลิงจากสารสกัดทุกชั้นมีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ S. aureus และ 
E. faecalis ผลการศึกษาที่ไดแสดงใหเห็นวาในเหงาขาลิงมี
สารสําคัญที่มีฤทธิ์ตานเช้ือจุลชีพ โดยสารสําคัญในสารสกัดจะ
ยับยั้งการเจริญของจุลินทรียโดยทําลายเซลลเมมเบรนของเซลล
แบคทีเรียทําใหของเหลวไหลเขาออกเซลลได เนื่องจากแบคทีเรีย
แกรมลบมี outer membrane ปกคลุมช้ันเซลลเมมเบรนอีกที  
องคประกอบของ outer membrane สวนใหญเปนลิพอพอลิ
แซ็กคาไรดหลายชนิดที่ควบคุมการผานเขาและออกของสารตาง 
ๆ เปนจุดที่ทําใหแบคทีเรียแกรมลบทนตอการทําลายโดยสาร
ปฏิชีวนะ สารซักฟอก โลหะหนัก สี และเอนไซมในทางเดินอาหาร 
เปนตน ซึ่งสารประกอบหลักที่มีในน้ํามันหอมระเหยที่สกัดจากใบ 
ของขาลิงคือ 1,8-cineole, β-bisabolene, β-sesquiphellandrene 
และ β-elemene8 ซึ่งอาจเปนสารที่มีผลยับยั้งแบคทีเรีย  

สารสกัดขาลิงทั้งสามสวนมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเช้ือ E. 
faecalis ที่เจริญแบบอิสระเมื่อทดสอบดวย disc diffusion assay 
ผลการทดสอบพบวาสารสกัดขาลิงชั้น hexane มีฤทธิ์แรงกวา 
ethyl acetate และ methanol ตามลําดับ การหาคา MIC และ 
MBC ของสารทดสอบตอเช้ือ E. faecalis ที่เจริญแบบอิสระดวยวิธี 
agar dilution assay พบวาสารสกัดขาลิงช้ัน hexane, ethyl 
acetate และ methanol มีคา MIC เทากับ 25.0, 12.5 และ 50.0 
มก./มล. ตามลําดับ และคา MBC เทากับ 50.0, 50.0 และ 100.0 

มก./มล. ตามลําดับ แสดงใหเห็นวาในการทดลองนี้ สารสกัดขาลิง
จากชั้น ethyl acetate มีฤทธิ์แรงกวาที่พบในช้ัน hexane และ 
methanol ตามลําดับ ซึ่งผลการศึกษาสวนนี้ ตางจากผลที่ไดจาก
การศึกษาดวยวิธี agar disc diffusion ทั้งนี้อาจเนื่องจาก
ความสามารถในการละลายของสารสําคัญในสารสกัดชั้น hexane 
ซึ่งเปนสารที่ไมมีข้ัว สารสําคัญอาจตกตะกอนเมื่ออยูในอาหาร
เหลว ทําใหคา MIC และ MBC ที่ไดสูงกวาความเปนจริง แสดงวา
สารสําคัญที่มีฤทธิ์ตานเช้ือจุลชีพในเหงาขาลิงเปนสารพวกที่มีข้ัว
เล็กนอยจนถึงไมมีข้ัว สวนสารที่ใชในทางทันตกรรม ซึ่งไดแก 
EDTA, chlorhexidine และ sodium hypochlorite นั้น ผลการ 
ศึกษาในครั้งนี้พบคา MIC เทากับ 1.25, 0.625 และ 1.25 มก./มล. 
ตามลําดับ และคา MBC เทากับ 2.50, 0.625 และ 5.0 มก./มล. 
ตามลําดับ จะเห็นวาคา MBC ของสารดังกลาวต่ํากวาความเขม 
ขนที่ใชในคลินิก แตสาเหตุที่ยังพบการติดเชื้อหลังการรักษาคลอง
รากฟนอาจเนื่องมาจากระยะเวลาในการสัมผัสยาของเชื้อยังไม
นานเพียงพอ27  

การติดเชื้อซ้ําในการรักษาคลองรากฟนที่พบจากการใช 
สารเหลานี้ในการสวนลางคลองรากฟน อาจเนื่องจากระยะเวลาใน
การสัมผัสสารไมนานพอ หรือเปนเชื้อ E. faecalis สายพันธุด้ือยา 
หรือการที่เช้ือ E. faecalis มีการเจริญแบบไบโอฟลม ซึ่งเปน
ลักษณะการเติบโตของ E. faecalis ที่พบบอย ไบโอฟลมทําให
ความสามารถซึมผานของยาเขาไปในเชื้อลดลง และอัตราเมแทบอ
ลิซึมและการเติบโตของเช้ือในไบโอฟลมจะต่ํากวาปกติ เนื่องจาก
อาหารจํากัด ซึ่งทําใหการออกฤทธิ์ของยาลดลงดวย28 การที่ยาไม
สามารถฆาเชื้อที่อยูช้ันในของไบโอฟลมเปนสาเหตุใหเช้ือที่เจริญ
แบบไบโอฟลมทนตอยาตานจุลชีพได 100 - 1000 เทา29 หรือเพ่ิม
การดื้อตอยารักษาอาการในชองปากมากขึ้น7 สารสกัดขาลิงช้ัน 
ethyl acetate และ methanol มีคา MBC ตอเช้ือ E. faecalis ที่
เจริญแบบไบโอฟลมดังนี้ 125.0 และ 250 มก./มล. ซึ่งคิดเปน 2.5 
เทาของคา MBC ของเชื้อที่เจริญแบบอิสระ สวนสารสกัดขาลิงชั้น 
hexane ที่ความเขมขน 125.0 มก./มล. ยังไมสามารถฆาเชื้อที่
เจริญแบบไบโอฟลมได  เนื่ องจากขอจํ ากัดในการละลาย 
เชนเดียวกันกับสารมาตรฐาน chlorhexidine และ sodium 
hypochlorite ทั้งนี้ ความเขมขนที่มีฤทธิ์ฆาเชื้อของสารทั้งสอง คือ 
3.125 และ 25 มก./มล. ตามลําดับ ซึ่งคิดเปน 5 เทาของคา MBC 
ตอเชื้อที่เจริญแบบอิสระ อธิบายไดวาการที่เช้ือเจริญแบบไบโอ
ฟลมนั้นเปนกลไกหนึ่ง ที่เช้ือในธรรมชาติมักใชปรับตัวเพ่ือการอยู
รอดในสภาวะที่มีอาหารจํากัด หรือเพ่ือทนตอการปองกันตนเอง
ทางภูมิคุมกันของโฮสท30  

การสรางไบโอฟลมของแบคทีเรียตองอาศัยยีนควบคุมการ
สราง ซึ่งยีนนั้นเกิดจากการกลายพันธุของยีนปกติในสภาวะ
ดังกลาวขางตน ทั้งนี้ แบคทีเรียที่รวมกลุมเกาะกันเปนแบบไบโอ
ฟลมหากมีจํานวนมากกวา 1,000 ตัว จะทําใหเช้ือสามารถดื้อทั้ง
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ตอการกลืนกินสิ่งแปลกปลอม แอนติบอด้ี และยาปฏิชีวนะ ซึ่ง
กลไกการดื้อนี้ สัมพันธกับการเขาจับของสารตานจุลชีพกับ
โครงขายที่เปนสารจําพวกโพลีแซคคาไรดที่ลอมรอบกลุมของ
แบคทีเรียที่เกิดไดชาลง นอกจากนี้ ยังมีการปรับเปล่ียนของ
สารอาหารที่อยูรอบ ๆ เชน ความเปนกรด-ดาง ความเขมขนของ
เกลือ (salinity) และความเขมขนของสารออสโมล (osmorality) ซึ่ง
ทําใหมีผลตอการเกาะติดของเชื้อ การเขาถึงเช้ือของยา เปนตน31 
ทําใหทนตอสารตานจุลชีพ และปริมาณสารอาหารที่จํากัดทําใหลด
กระบวนการเมแทบอลิซึมและลดอัตราการเจริญเติบโต ซึ่งเปน
สาเหตุหนึ่งที่ทําใหยาตานจุลชีพออกฤทธิ์ไดนอยลง  

นอกจากนี้แลว แบคทีเรียสวนที่อยู ช้ันในของไบโอฟลม
สามารถสรางสปอร และมีช้ันปองกันอยางแข็งแรง ดังนั้นชั้นนอก
ของไบโอฟลมจึงเปนชั้นที่ปองกันสวนที่อยูภายในไมใหถูกทําลาย 
ซึ่งเปนสาเหตุใหเกิดการดื้อยา7,32 ดังนั้น คา MBC ของเชื้อที่เจริญ
แบบไบโอฟลมจึงสูงกวาเชื้อที่เจริญแบบอิสระ สารสกัดขาลิงชั้น 
ethyl acetate (125.0 มก./มล.) และช้ัน methanol (250.0 มก./
มล.) มีฤทธิ์ในการฆาเชื้อ E. faecalis ที่เจริญแบบไบโอฟลม แต
ตองใชเวลาในการสัมผัสสารนาน 4 และ 6 ช่ัวโมง ตามลําดับ 
ในขณะที่ chlorhexidine (3.125 มก./มล.) และ sodium hypo-
chlorite (25.0 มก./มล.) มีฤทธิ์ฆาเชื้อที่เวลา 2 และ 4 ช่ัวโมง 
ตามลําดับ ทั้งนี้ อาจเปนเพราะการที่ยาตานจุลชีพจะออกฤทธิ์ได
ตองใชเวลามากขึ้นในการแทรกซึมเขาสูช้ันในไบโอฟลม เพ่ือ
ทําลายเชื้อที่อยูในใจกลางไบโอฟลม ซึ่งผลการศึกษาสอดคลองกับ
ผลการศึกษาของ Abdullah และคณะที่ศึกษาระยะเวลาในการ
สัมผัสกับน้ํายาฆาเชื้อที่ใชในคลินิกทันตกรรม คือ chlorhexidine 
0.2%, EDTA 17% และ sodium hypochlorite 3% ของเชื้อ E. 
faecalis ที่เจริญแบบไบโอฟลม เทียบกับเชื้อที่เจริญแบบอิสระโดย
ใหเวลาสัมผัสสารนานสูงสุด 60 นาที ผลการศึกษาพบวา 
chlorhexidine 0.2% และ sodium hypochlorite 3% สามารถฆา
เช้ือที่เจริญแบบอิสระไดที่เวลา 15 และ 1 นาที ตามลําดับ 
chlorhexidine 0.2% และ sodium hypochlorite 3% สามารถลด
จํานวนโคโลนีลงอยางมีนัยสําคัญตามเวลาสัมผัสสารที่เพ่ิมข้ึน แต
พบวาเฉพาะ sodium hypochlorite 3% เทานั้นที่สามารถฆาเชื้อ 
E. faecalis ที่เจริญแบบไบโอฟลมไดเมื่อเวลาสัมผัสสารเทากับ 2 
นาที20 โดยการศึกษาของ Abdullah และคณะนั้นแตกตางจาก
การศึกษาของ Gomes และคณะ22 ที่พบวา chlorhexidine 0.2% 
และ sodium hypochlorite 4% สามารถฆาเชื้อไดเมื่อเวลาสัมผัส
สารเทากับ 30 วินาที และ 5 นาที ตามลําดับ  

เมื่อเปรียบเทียบกับผลการศึกษาของ Abdullah และคณะ และ 
Gomes และคณะกับการศึกษานี้ ก็พบความแตกตางเชนกัน โดย 
chlorhexidine (3.125 มก./มล.) และ sodium hypochlorite (25.0 
มก./มล.) มีฤทธิ์ฆาเชื้อที่เวลา 2 และ 4 ช่ัวโมงตามลําดับ เห็นได
วาเวลาในการสัมผัสสารแลวมีฤทธิ์ฆาเชื้อ E. faecalis ที่เจริญ

แบบไบโอฟลมที่ไดจากการศึกษาครั้งนี้ นานกวาผลจากการศึกษา
ทั้งสองดังกลาวขางตน เนื่องจากมีความแตกตางในหลายดาน เชน 
จํานวนเชื้อเริ่มตน การเตรียมเชื้อแบบไบโอฟลม ชนิดอาหารเล้ียง
เช้ือที่ใช ข้ันตอนและวิธีการนับจํานวนโคโลนีของเชื้อ และที่สําคัญ
คือ ในการเตรียมสารทดสอบตาง ๆ ในการศึกษาครั้งนี้ใช TSB 
เปนตัวทําละลาย ซึ่งทําใหเช้ือมีแหลงอาหาร และความหนืดของ
สารละลายมีผลตอการแทรกซึมหรือการออกฤทธิ์ของสารทดสอบ
ดวย ซึ่งตางจากการทดลองของ Abdullah และคณะ20 ที่ใช
สารละลายฟอสเฟตเปนตัวทําละลาย ดังนั้นในการศึกษาครั้งตอไป
ควรเลือกตัวทําละลายที่สามารถละลายสารไดดีที่สุดเพ่ือลดปญหา
จากปจจัยดังกลาว และเนื่องจากสารสกัดขาลิงที่ใชในการศึกษาใน
ครั้งนี้เปนสารสกัดหยาบ จึงทําใหตองใชสารในปริมาณสูง ดังนั้น
ควรแยกสกัดสารสกัดใหไดสวนสกัดที่บริสุทธิ์มากขึ้นในการศึกษา
ครั้งตอไป และจากผลการศึกษานี้ยังไมสามารถที่จะนําสารสกัด
จากเหงาขาลิงไปใชในทางคลินิกไดเนื่องจากยังขาดขอมูล
การศึกษาทางดานความปลอดภัย สารสําคัญออกฤทธิ์และการทํา
ใหบริสุทธิ์ แตเปนขอมูลพ้ืนฐานในการสนับสนุนการใชสมุนไพร
และการศึกษาตอไป 
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ABSTRACT  
Objective: To preliminarily study antimicrobial activity of Kha-ling (Alpinia conchigera) extract in hexane, ethyl acetate, and methanol against the 
representative gram positive, gram negative and anaerobe bacteria, fungus and Enterococcus faecalis as well as to evaluate its activity  on E. 
faecalis growing in a form of either planktonic or biofilm including optimal time for its antimicrobial activity.  Methods: Rhizomes of Kha-ling were 
extracted by percolation with hexane, ethyl acetate, and methanol, respectively. The antimicrobial effect of various extracts was first investigated 
using agar disc diffusion assay. Minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) were determined by agar 
dilution method. The MBC and contact time of various extracts on E. faecalis biofilm were also investigated. Results: All extracts inhibited S. aureus 
of which hexane extract has the highest activity. They had weak effects on E. coli and P. aeruginosa, and no activity on C. albicans. All hexane, 
ethyl acetate, and methanol extracts inhibited E. faecalis that grew in a planktonic form with inhibition zones of 11.52 ± 0.07, 9.87 ± 1.04 และ 7.27 ± 
2.57 mm, respectively. MICs were 25.0, 12.5 และ 50.0 mg/mL for hexane, ethyl acetate, and methanol extracts, respectively.  MBC of hexane, ethyl 
acetate, and methanol extracts were 50.0, 50.0, and 100.0 mg/mL, which were increased to >125.0, 125.0, and 250.0 mg/mL, respectively in E. 
faecalis biofilms. In addition, ethyl acetate (125.0 mg/mL) and methanol (250.0 mg/mL) extracts showed bactericidal effects when incubated with E. 
faecalis biofilms for 4 and 6 hours, respectively. Conclusion: Kha-ling extracts showed bactericidal activity against E. faecalis growing in planktonic 
form as well as biofilm form with higher concentration required.  
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