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การพฒันาสูตรน ้ายาลา้งคลองรากฟันไฮโปคลอไรท ์เป็นการวจิยัในห้องปฏิบติัการเพื่อพฒันาสูตรน ้ายา
ท่ีเป็นสารประกอบคลอรีนใหป้ราศจากกล่ินคลอรีน  

วตัถุประสงค์ พฒันาสูตรน ้ายาลา้งคลองรากฟันไฮโปคลอไรทท่ี์ปราศจากกล่ินคลอรีนแลว้ ประเมิน
สมบติั การตา้นแบคทีเรีย  สมบติัการละลายเน้ือเยื่อใน และสมบติัความเป็นพิษต่อเซลลเ์พาะเล้ียง โดย
เปรียบเทียบกบัสูตรน ้ายาลา้งคลองรากฟันโซเดียมไฮโปคลอไรทท่ี์มีขายในทอ้งตลาด 

วธีิการศึกษา งานวจิยัเพื่อพฒันาสูตรน ้ายาลา้งคลองรากฟันไฮโปคลอไรท ์ ใช ้Trichloroisocyanuric 
acid (TCA) เป็นสารตั้งตน้โดยพบวา่ สูตร TCA 3.5% + 1/7 Buffer-1 และ TCA 3.5% + 1/6 Buffer-1

  ก 



 
 

ผา่นการทดสอบความคงสภาพระยะสั้น โดยความเขม้ของไฮโปคลอไรทอิ์ออน และค่า pH ไม่
เปล่ียนแปลงภายหลงัจากเก็บน ้ายาไวน้าน 4 สัปดาห์  จึงน าน ้ายาลา้งคลองรากฟันท่ีพฒันา 2 สูตร มา
เปรียบเทียบกบัน ้ายาลา้งคลองรากฟันโซเดียมไฮโปคลอไรทท่ี์มีขายในทอ้งตลาด ตามสมบติัท่ีกล่าวใน
วตัถุประสงค ์ผลการตา้นแบคทีเรียพบวา่ทั้ง 2 สูตรท่ีพฒันาข้ึนใหม่มีความสามารถฆ่า E.faecalis ไดร้้อย
ละ100 เม่ือแบคทีเรียสัมผสัน ้ายา เป็นเวลา 30 วนิาที 1, 10 และ30 นาที โดยผลไม่แตกต่างจาก สูตรน ้ายา
ลา้งคลองรากฟันโซเดียมไฮโปคลอไรทท่ี์มีขายในทอ้งตลาด ส าหรับผลของการละลายเน้ือเยื่อในววั 
เป็นเวลา 20 นาที พบวา่ ร้อยละของเน้ือเยือ่ท่ีละลายภายหลงัสัมผสัน ้ายาไฮโปคลอไรทท์ั้ง 2 สูตรและ
น ้ายาโซเดียมไฮโปคลอไรทท่ี์มีขายในทอ้งตลาด ใหผ้ลไม่ต่างกนั (p>0.05) แต่จะต่างจากกลุ่มควบคุม
ซ่ึงแช่ในน ้าเกลือ (p=0.000)  ส่วนผลการประเมินความเป็นพิษต่อ เซลลเ์พาะเล้ียง แอลนายทท์ูนายท์
ตามหลกัเกณฑ ์การประเมินสมบติัทางชีวภาพไอเอสโอ 7405:2008 พบวา่ น ้ายาลา้งคลองรากฟันไฮโป
คลอไรทท์ั้ง 2 สูตร มีความเป็นพิษต่อเซลลไ์ม่ต่างจากน ้ายาลา้งคลองรากฟันโซเดียมไฮโปคลอไรทท่ี์มี
ขายในทอ้งตลาด (p>0.005) 

สรุป สูตรน ้ายาลา้งคลองรากฟันไฮโปคลอไรทท่ี์พฒันาข้ึนใหม่ใหป้ราศจากกล่ินคลอรีน 2 สูตร คือ 
TCA 3.5 % + 1/7 Buffer-1 และTCA3.5% + 1/6 Buffer-1 มีสมบติัตา้นแบคทีเรีย สมบติัละลายเน้ือเยือ่
ใน และมีความเป็นพิษต่อเซลลไ์ม่ต่างจากน ้ายาลา้งคลองรากฟันโซเดียมไฮโปคลอไรทท่ี์มีขายใน
ทอ้งตลาด  จึงมีความเหมาะสมท่ีจะน าไปทดลองใชใ้นทางคลินิกต่อไป 
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Abstract 

This is an in vitro study to develop the formulation of non-chlorinated smell hypochlorite solution for 

root canal irrigation 

Objective: The aim was to formulae non-chlorinated smell hypochlorite solution for root canal 

irrigation. Its antibacterial effects the tissue dissolution and the cytotoxicity on cell culture were also 

assessed comparing with the commercial products of Sodium hypochlorite solution. 

    ข 



 
 

Methodology: Trichloroisocyanuric acid (TCA) was used as the source for producing hypochlorite 

ion in the solution. The results revealed that two formulae of TCA 3.5%+1/7 Buffer-1 and TCA 

3.5%+1/6 Buffer-1 passed short-term of stability test. The hypochlorite ion and pH were stable in 

short incubation period of four weeks. The properties as mentioned in the objective of the two new 

formulated root canal irrigants were assessed comparing with the sodium hypochlorite commercial 

products. The results of antibacterial effect test of the two new formulated solutions on E. faecalis 

after contacting time of  30sec, 1, 10 and 30 min revealed no difference from the commercial 

products. While the dissolution property on bovine pulpal tissue after 20min of direct contact, the two 

new formulated solutions also showed not difference from the commercial products (p>0.05). The 

biocompatibility study on the cell culture according to ISO 7405: 2008 showed that the toxicity of the 

both formulae were not different from the commercial products (p>0.05). 

Conclusion: According to the properties of the antibacterial effect, the pulp tissue dissolution and the 

cytotoxicity test, the two new non-chlorinated smell hypochlorite solutions; TCA3.5%+1/7 Buffer-1 

and TCA3.5%+1/6 Buffer-1showed no significant difference from the commercial products. The 

clinical use should be studied in further studies.  
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รูปท่ี 10  แสดง zone of inhibition ของสูตร 3.5 % TCA เปรียบเทียบกบัสูตรต่างๆ  27               

รูปท่ี 11  แสดงผลทางจุลชีววทิยาของน ้ายาสูตรต่างๆท่ีใชท้ดสอบ ในเวลา 30 วนิาที  29    

รูปท่ี 12 แสดงไม่มีเช้ือแบคทีเรียข้ึนบน BHI agar ภายหลงัแบคทีเรียสัมผสัน ้ายาสูตรต่างๆ 30              

             ตั้งแต่ 30 วนิาที-30 นาที ยกเวน้กลุ่ม NSS 

รูปท่ี 13  เปอร์เซ็นต ์Tissue Loss ของน ้ายาสูตรต่างๆในเวลา 20 นาที    32  

รูปท่ี 14  ร้อยละของเซลลท่ี์เหลือภายหลงัสัมผสัน ้ายาลา้งคลองรากฟัน 5 สูตรท่ีความเขม้ขน้ 33  

              ต่างๆ negative และ positive control          
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บทที ่1   

บทน ำ 

 ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของปัญหำ 

 การก าจดัเน้ือเยือ่ท่ีอกัเสบหรือตายรวมทั้งแบคทีเรียท่ีเป็นตน้เหตุของการติดเช้ือเป็นปัจจยัส าคญัใน

งานรักษาคลองรากฟัน หลกัการคือ ก าจดัแบคทีเรียและเน้ือเยื่อใน (pulpal tissue) ออกใหม้ากท่ีสุดเท่าท่ีจะ

ท าได ้จากนั้นจึงอุดภายในคลองรากฟันใหส้มบูรณ์ดว้ยวสัดุอุดคลองรากฟัน (กตัตาเปอร์ชา)  ตั้งแต่ทางเปิด

เขา้สู่คลองรากฟันจนถึงรูเปิดปลายราก เพื่อไม่ใหแ้บคทีเรียท่ีอาจหลงเหลือภายในคลองรากออกไปท าให้

เกิดพยาธิสภาพท่ีเน้ือเยื่อบริเวณปลายราก ซ่ึงหลกัการก าจดัการติดเช้ือในคลองรากฟันประกอบดว้ย การใช้

เคร่ืองมือขยายคลองรากฟัน (Hand file or Rotary file) ร่วมกบัน ้ายาลา้งคลองรากฟัน โดยเคร่ืองมือจะขดู

หรือตะไบพวกเน้ือเยือ่ท่ีติดเช้ือ เน้ือเยือ่ใน (pulpal tissue) รวมทั้งแบคทีเรียตามผนงัคลองรากฟันออกมา 

โดยจะตอ้งมีน ้ายาลา้งคลองรากฟันช่วยในการชะลา้งหรือละลายพวกเน้ือเยือ่ออกมาสู่ทางเปิดเขา้สู่คลอง

รากฟัน ดงันั้นน ้ายาลา้งคลองรากฟันนอกจากจะช่วยชะลา้งแลว้ควรมีสมบติัในการก าจดัแบคทีเรียอีกทั้ง

ละลายเน้ือเยือ่ในดว้ย ตลอดทั้งแทรกซึมเขา้ไปในบริเวณซอกแคบๆของคลองรากซ่ึงเคร่ืองมือขยายไม่

สามารถผา่นเขา้ไปไดถึ้ง1-3 

 ปัจจุบนั NaOCl (Sodium hypochlorite) เป็นน ้ายาลา้งคลองรากฟันท่ีใชอ้ยา่งกวา้งขวางดว้ยสมบติั
สองประการ คือ สามารถก าจดัเช้ือแบคทีเรียในคลองรากฟันไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ และมีสมบติัช่วยละลาย
เน้ือเยือ่ในไดดี้ ความเขม้ขน้ของ NaOCl ท่ีนิยมใชใ้นทางคลินิกตั้งแต่ 1% ถึง 6% แต่เน่ืองจากน ้ายา NaOCl 
ท่ีใชใ้นปัจจุบนัมีกล่ินของน ้ายาซกัผา้ขาว (Chlorox) ซ่ึงเป็นกล่ินของคลอรีน ท าใหเ้ป็นส่ิงท่ีไม่พึงประสงค์
ในระหวา่งการรักษาคลองรากของทั้งทนัตแพทยแ์ละผูป่้วย ดงันั้นการศึกษาคร้ังน้ี จึงมีวตัถุประสงคท่ี์จะ
พฒันาสูตรน ้ายาลา้งคลองรากฟัน NaOCl ท่ีปราศจากกล่ินคลอรีน แต่ยงัมีสมบติัในการก าจดัแบคทีเรียและ
ละลายเน้ือเยือ่ในไดดี้ ไม่แตกต่างจากสูตรท่ีใชใ้นปัจจุบนั 
 

วตัถุประสงค์ของโครงกำร 
  1. พฒันาสูตรน ้ายาลา้งคลองรากฟัน ไฮโปคลอไรทท่ี์ปราศจากกล่ินคลอรีน 
  2. ประเมินประสิทธิภาพในการก าจดัเช้ือท่ีพบในคลองรากฟันของสูตรน ้ายาท่ีพฒันาใหม่ 
  3. ประเมินประสิทธิภาพในการละลายเน้ือเยือ่ของสูตรน ้ายาท่ีพฒันาใหม่ 
               4. ประเมินความเป็นพิษในเซลลเ์พาะเล้ียง 
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ขอบเขตของกำรวจัิย 
            

โครงการวิจยันีเ้ป็นการวิจยัในห้องปฏิบตักิาร ขัน้ตอนงานวิจยัมีดงันี  ้

งานวิจัยส่วนที่ 1. พฒันาสตูรน า้ยาล้างคลองรากฟันสารละลายไฮโปคลอไรท์ท่ีปราศจากกลิ่นคลอรีน 

 พฒันาสตูรสารละลายไฮโปคลอไรท์  

 ศกึษาความคงสภาพระยะสัน้  
งานวิจัยส่วนที่ 2. ประเมินประสิทธิภาพในการต้านเชือ้แบคทีเรียของสตูรท่ีพฒันาใหมต่อ่การฆา่ 
 Enterococcus faecalis ท่ีดือ้ตอ่การรักษาโรคติดเชือ้ในคลองรากฟัน  

 หาคา่ MBC ของสตูรท่ีพฒันาขึน้ใหมเ่ปรียบเทียบกบัน า้ยาโซเดียมไฮโปคลอไรท์ท่ีมีขายใน
ท้องตลาด 

 ประเมินผลของน า้ยาเม่ือสมัผสัแบคทีเรียโดยตรงท่ีเวลา 30 วินาที 1, 10, 30 นาที และดผูลการ
ยบัยัง้การเจริญเติบโตของเชือ้นาน 1 สปัดาห์ 

งานวิจัยส่วนที่ 3. ประเมินประสิทธิภาพในการละลายเนือ้เย่ือใน (pulp tissue) ของสตูรท่ีพฒันาใหม่ 

 ศกึษาการละลายเนือ้เย่ือในของฟันววัของสตูรท่ีพฒันาใหมเ่ปรียบเทียบกบัน า้ยาโซเดียม ไฮโป
คลอไรท์ ท่ีมีขายในท้องตลาด 

งานวิจัยส่วนที่ 4. ประเมินความเป็นพิษด้วยวิธีเพาะเลีย้งเซลล์ของสตูรท่ีพฒันาใหม่เปรียบเทียบกบั
 น า้ยาโซเดียมไฮโปคลอไรท์ ท่ีมีขายในท้องตลาดตาม วิธีมาตรฐาน ISO 7405:2008   
             Dentistry - Evaluation of biocompatibility of medical devices used in dentistry   

 
ประโยชน์ทีค่ำดว่ำจะได้รับ 

  1. ไดสู้ตรน ้ายาท่ีพฒันาข้ึนโดยปราศจากกล่ินคลอรีน 

  2. จดสิทธิบตัรหรืออนุสิทธิบตัร 

  3. น าออกสู่เชิงพาณิชย ์
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บทที ่2 
      เอกสำรและงำนวจัิยทีเ่กี่ยวข้อง 
 

  NaOCl เป็นสารเคมีท่ีน ามาใชใ้นงานรักษาคลองรากฟันเป็นเวลานานในรูปของของเหลว 

และเป็นท่ีรู้จกัในสมบติัของการเป็นสารฟอกขาว การท่ี NaOCl น ามาใชเ้ป็นน ้ายาลา้งคลองรากฟันดว้ย

สมบติัสองประการ คือ มีฤทธ์ิการท าลายแบคทีเรีย (bactericidal) และละลายเน้ือเยือ่ใน4 แต่ก็มีขอ้ดอ้ยคือ มี

พิษถา้มีการดนัน ้ายาออกไปนอกคลองรากฟันไปสัมผสักบัเน้ือเยือ่บริเวณรอบปลายราก ดงันั้นขณะลา้ง

คลองรากฟันตอ้งมีความระมดัระวงัไม่ดนัน ้ายาลา้งออกไปนอกรากฟันทาง apical foramen อีกประการน ้ายา

ลา้ง NaOCl จะละลายไดเ้ฉพาะ organic tissue ไม่สามารถละลาย inorganic tissue ซ่ึงไดแ้ก่พวกเศษฟันท่ีเกิด

จากการขยายเน่ืองจากการท าความสะอาดคลองราก และส่ิงเหล่าน้ีจะประกอบกนัเป็นชั้นท่ีเรียก smear layer 

ดงันั้นในการท าความสะอาดคลองรากจึงจ าเป็นตอ้งมีน ้ายาลา้งประเภทท่ีก าจดั inorganic tissue เหล่าน้ีได ้

ซ่ึง 17% EDTA (ethylenediamine tetraacetic acid) เป็นน ้ายาลา้งคลองรากฟันอีกชนิดท่ีใชก้นัอยา่ง

กวา้งขวางในงาน endodontics5 ร่วมกบั NaOCl โดยจะเกิดปฏิกิริยา Chelating กบั Ca+2 และ Mg +2 เป็นตน้ 

ช่วยท าลายชั้นดงักล่าวและเปิดโอกาสให ้ NaOCl สามารถเขา้ไปท าลายแบคทีเรียและเศษเน้ือเยื่อในไดอ้ยา่ง

มีประสิทธิภาพ อยา่งไรก็ตามกล่ินของคลอรีนเป็นกล่ินท่ีไม่พึงประสงคใ์นคลินิก ซ่ึงปลดปล่อยออกมาจาก 

hypochlorous acid ภายหลงั NaOCl ท าปฏิกิริยากบั H2O ตามสมการ 

NaOCl + H2O
_    NaOH + HOCl     Na+ + OH- + H+ + OCl- 

 
 โดยคลอรีนท่ีเกิดข้ึนน้ีเป็น strong oxidant มีฤทธ์ิการท าลายแบคทีเรีย โดยจะไปท าปฏิกิริยากบั 
amino acid เกิดเป็น chloramines ท าใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงของ cell metabolism นอกจากน้ี  NaOCl ยงัไป
ท าลายพวก organic tissue เกิดเป็น fatty acid (soap) และ glycerol จะเห็นไดว้า่คลอรีนเป็นสารส าคญัท่ีท าให้ 
NaOCl มีสมบติัท่ีพึงประสงคใ์นการใชเ้ป็นน ้ายาลา้งคลองรากฟัน ดงันั้นในการท่ีจะไม่ใหมี้กล่ินคลอรีน
ระเหยออกมาก็คงตอ้งเลือกหาสารใส่ลงในส่วนผสมของ NaOCl และใหส้ารท่ีใส่ลงไปน้ีจบักบัคลอรีนและ
ละลายอยูใ่นสารละลายไม่ระเหยออกมา แต่ขณะเดียวกนั NaOCl สูตรท่ีพฒันาน้ีก็ยงัตอ้งคงสมบติัของ การ
ท าลายแบคทีเรีย และละลายเน้ือเยื่อไม่แตกต่างจากสูตร NaOCl เดิมท่ีใชเ้ป็นปกติในปัจจุบนั 
 จากการศึกษาของ Bryström และ Sundqvist6-8 เก่ียวกบัการลดจ านวนการติดเช้ือแบคทีเรียในคลอง
รากฟันซ่ึงเป็น classic article ในงาน endodontics โดยเร่ิมตั้งแต่ปี คศ.1981 Bryström และ Sundqvist พบวา่
การขยายคลองรากฟันดว้ยเคร่ืองมือขยายเพียงอยา่งเดียวจะลดจ านวนแบคทีเรียในคลองรากได ้ 50% แต่ถา้มี
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การใชข้องเหลวร่วมในการท าความสะอาดคลองรากเปรียบเทียบระหวา่ง normal saline solution (NSS) และ 
NaOCl พบวา่จ านวนคลองรากฟันท่ีปราศจากเช้ือแบคทีเรียในกลุ่มท่ีลา้งดว้ย NaOCl มากกวา่กลุ่มท่ีลา้งดว้ย  
NSS และประสิทธภาพในการลา้งจะเพิ่มสูงข้ึน ถา้มีการน า EDTA เขา้มาลา้งร่วมเพื่อช่วยก าจดั smear layer 
ซ่ึงจะช่วยให ้NaOCl เขา้ไปท าลายแบคทีเรียและเน้ือเยือ่ในไดดี้ข้ึน 
 ดงันั้นภายหลงัพฒันาสูตรน ้ายาลา้ง NaOCl ท่ีปราศจากกล่ินคลอรีนแลว้จะตอ้งน ามาประเมิน
ประสิทธิภาพในการตา้นแบคทีเรียโดยวธีิ  Direct contact experiment ตามการศึกษาของ Gomes และคณะ9 
ซ่ึงศึกษา NaOCl ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ  โดยให้น ้ายาลา้งคลองรากฟันสัมผสักบัเช้ือ Enterococcus faecalis  ณ 
เวลาต่างๆ กนัเปรียบเทียบกบั Chlorhexidine และน ้าเกลือซ่ึงเป็นกลุ่มควบคุม จากการศึกษาพบวา่ 2.5% และ 
5.25% NaOCl ซ่ึงเป็นความเขม้ขน้ท่ีใชอ้ยา่งกวา้งขวางในงานรักษาคลองรากฟันมีผลในการท าลาย
แบคทีเรียไดร้้อยละ 100ในเวลา 10 min และนอ้ยกวา่ 30 sec ตามล าดบั 
 สมบติัการละลายเน้ือเยือ่ในเป็นสมบติัเด่นอีกประการท่ี NaOCl ถูกเลือกมาเป็นน ้าลา้งคลองรากฟัน 
มีหลายการศึกษา10-12 ท่ีเปรียบเทียบประสิทธิภาพของ NaOCl ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆในการละลายเน้ือเยือ่ โดย
ใชเ้น้ือเยื่อในของววั หมู เป็นตน้ ประสิทธิภาพของ NaOCl ในการละลายเน้ือเยื่อข้ึนกบัความเขม้ขน้ ปริมาณ 
และเวลาท่ี NaOCl สัมผสักบัเน้ือเยือ่ ตลอดทั้งอุณหภูมิ ความเขม้ขน้สูง เช่น  5% และ 3% NaOCl จะละลาย
เน้ือเยือ่ในของววัไดดี้กวา่ 1% NaOCl ในระยะเวลาและน ้าหนกัของเน้ือเยือ่ในววัท่ีเท่ากนั   0.5% NaOCl 
สามารถละลายเน้ือเยือ่ได ้90%   Abou-Rass และ Oglesby11  พบวา่ความเขม้ขน้สูงและการเพิ่มอุณหภูมิของ
น ้ายาลา้ง NaOCl จะช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการละลาย 
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บทที ่3 
ระเบียบวธีิวจัิย 

 
เคร่ืองมือทีใ่ช้ในกำรวจัิยและกำรเกบ็รวบรวมข้อมูล 

วธีิด ำเนินกำรวจัิย 
 ส่วนที ่1 กำรพฒันำสูตรน ำ้ยำล้ำงคลองรำกฟันสำรละลำยไฮโปคลอไรท์  ทีป่รำศจำกกลิน่คลอรีน 
  1.1  ส ารวจ สารเคมี ท่ีจะใชเ้ป็นวตัถุดิบส าหรับการน ามาผลิตสูตรน ้ายาลา้งคลองรากฟัน
สารละลายไฮโปคลอไรท ์โดยวเิคราะห์หาปริมาณแอคทีฟคลอรีน (chlorine  ions) ดว้ยวธีิไทเทรต 
(Determination of Sodium Hypochlorite in Household Bleach, Minneapolis Community and Technical 
College. Principles of Chemistry II, C1152 : v.11.11)  เปรียบเทียบกบัปริมาณแอคทีฟคลอรีน ท่ีมีอยูใ่น
น ้ายาลา้งคลองรากฟันโซเดียมไฮโปคลอไรท ์ท่ีใชก้นัอยูใ่นปัจจุบนั  ก่อนน ามาทดลองผลิตสูตรน ้ายาลา้ง
คลองรากฟันสารละลายไฮโปคลอไรทท่ี์ตอ้งการพฒันาสูตรใหม่ 
  1.2 สารเคมีเตรียมสูตรสารละลายไฮโปคลอไรท์ ท่ีคดัเลือกมาจะน ามาทดลองเตรียมเป็น
สูตรน ้ายาลา้งคลองรากฟัน แลว้เติมสาร adjuvants และ/หรือ buffers ท่ีมีสมบติัจบัคลอรีนแก๊ส (available 
chlorine gas) ท่ีระเหยไปในบรรยากาศ ใหม้าละลายในน ้ายาแทน โดยจะทดลอง 3 สูตร 
  1.3 ทดลองความคงสภาพระยะสั้น โดยเก็บสูตรท่ีพฒันาใหม่น้ีเป็นระยะเวลา 1 เดือน แลว้
ทดลองหาสารออกฤทธ์ิคงเหลือ โดยศึกษาจากปัจจยัต่างๆ ไดแ้ก่ 
    - ปัจจยัจากสูตร 
    - ปัจจยัจากรูปแบบยาเตรียม 
    - ปัจจยัจากภาชนะบรรจุ 
   1.4 น าขอ้มูลท่ีศึกษาผลกระทบจากปัจจยัต่างๆมาพฒันาปรับปรุงสูตรน ้ายาลา้งคลองรากฟัน 
   1.5 คดัเลือกสูตรท่ีมีความคงสภาพ โดยตอ้งมีปริมาณแอคทีฟคลอรีนในสารละลายไฮโป

คลอไรทท่ี์สามารถออกฤทธ์ิฆ่าแบคทีเรีย ละลายเน้ือเยือ่ใน และความเป็นพิษต่อเซลล ์(cytotoxicity test) 
ไม่แตกต่างจากน ้ายาโซเดียมไฮโปคลอไรทท่ี์ใชอ้ยูใ่นปัจจุบนั 

 ส่วนที ่2 กำรประเมินประสิทธิภำพในกำรต้ำนแบคทเีรีย  
 2.1 หาค่า Minimum bactericidal concentration (MBC) ดูผลการฆ่าเช้ือ E. faecalis 
 วธีิท า: ใช ้broth micro-dilution technique ดงัน้ี 

 - ทดสอบผลการยบัย ั้งเช้ือ E. faecalis ของสูตรสารละลายไฮโปคลอไรท์ โดยวธีิ broth micro-
dilution ค่าความเขม้ขน้ท่ีนอ้ยท่ีสุดท่ีสามารถฆ่าเช้ือไดจ้ะน ามาเปรียบเทียบประสิทธิภาพการฆ่าเช้ือใน
แต่ละสูตร 

- การเตรียมเช้ือท่ีใชท้ดสอบ น าโคโลนีเช้ือมาเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว brain heart infusion 
broth (BD, USA) อบท่ี 37ºC ในบรรยากาศท่ีมี 5% CO2 เป็นเวลา 24 ชัว่โมง น าเช้ือท่ีไดม้าปรับความขุ่น  
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โดยการวดัค่า Optical density (OD) ท่ี 600 nm ใหไ้ด ้0.1 ซ่ึงจะไดค้วามหนาแน่นของเช้ือประมาณ 1-5 x 
108 cfu/ml จากนั้นเจือจางเช้ือ 1:1000 เท่า  

- ท าการทดสอบในไมโครไตเตอร์เพลทชนิด 96 หลุม (96-well polystyrene round-bottom 
microtiter plate, Corning, USA) โดยน าสารละลายไฮโปคลอไรทแ์ต่ละสูตรท่ีเตรียมไวม้าท า two-fold 
dilution ใหมี้ความเขม้ขน้ลดลงตั้งแต่ 2-29 เท่า หยดสารทดสอบแต่ละความเขม้ขน้ปริมาตร 100 µl ลงใน
หลุมโดยเรียงจากความเขม้ขน้มากไปนอ้ย ท าความเขม้ขน้ละ 3 หลุม จากนั้นหยดเช้ือท่ีไดเ้ตรียมไว้
ปริมาตร 100 µl ลงในหลุมท่ีไดใ้ส่สารทดสอบขา้งตน้ และมีหลุมกลุ่มควบคุมบวก (positive control) คือ
เป็นหลุมท่ีไม่ใส่สาร ส่วนหลุมกลุ่มควบคุมลบ (negative control) เป็นหลุมท่ีไม่มีเช้ือ อบท่ี 37ºC ใน 
บรรยากาศท่ีมี 5% CO2 นาน 24 ชัว่โมง  

- หาค่า MBC โดยดูดสารละลายปริมาตร 20 µl จากหลุมทดสอบ มาเพาะเล้ียงลงบน บน BHI agar 
อบท่ี 37ºC ในบรรยากาศท่ีมี 5% CO2 เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ดูการเจริญเติบโตของเช้ือบน agar บนัทึกค่า
ความเขม้ขน้นอ้ยท่ีสุดของสารท่ีสามารถฆ่าเช้ือได ้ น าค่ามาเปรียบเทียบกนัประสิทธิภาพในการฆ่าเช้ือ
ของแต่ละสูตร กบัน ้ายาโซเดียมไฮโปคลอไรทท่ี์ใชอ้ยูใ่นปัจจุบนั 

 2.2 การประเมินประสิทธิภาพในการตา้นแบคทีเรีย โดยใหน้ ้ายาสัมผสัเช้ือโดยตรงตามระยะเวลาท่ี
ต่างกนั 
 2.1 น าเช้ือ E. faecalis ซ่ึงเล้ียงบน Brain Heart Infusion มาละลายใน 0.9% Nacl solusion แลว้ปรับ
ให ้cell suspension มีความขุ่นตาม 0.5 McFarland scale นัน่คือ มีแบคทีเรีย 1.5X108 CFU/ml  
 2.2 น า Test tube มาใส่ตวัอยา่งน ้ายา NaOCl จ านวน 1ml/หลอด โดยจะทดสอบ NaOCl สูตรท่ีมีใน
ทอ้งตลาด และสูตรท่ีพฒันาใหม่ ท า 1 หลอด/ช่วงเวลา/สูตร 
 จากนั้นน า bacterial suspension ในขอ้ 2.1 จ  านวน 2 ml มาใส่ในแต่ละหลอด และ Vortex ผสมเป็น
เวลา 10 sec. จบัเวลาให ้bacteria สัมผสักบัน ้ายา NaOCl ท่ีความเขม้ขน้ดงักล่าวขา้งตน้ เป็นวลา 30 sec, 1, 
10, และ 30 min ตามล าดบั เม่ือครบเวลาดูด suspension มา 0.5 ml มาใส่ tube จ านวน 3 tube/ช่วงเวลา/สูตร 
ซ่ึงแต่ละ tube มี 1 ml ของ BHI และ neutralizer (0.6%Sodium Thiosulphate) แลว้น าไป incubate ต่ออีก 7 
วนัเพื่อให้แน่ใจวา่ไม่มี bacteria หลงเหลืออยู ่พร้อมทั้งน า suspension 20 ul ของแต่ละหลอดมาเพาะเล้ียง
แบคทีเรียบนอาหารวุน้ โดยเก็บในตูอ้บ 37๐C เป็นเวลา 3 วนั เพื่อประเมินวา่มีแบคทีเรียข้ึนหรือไม่ ส าหรับ
กลุ่มควบคุมใช ้sterile saline แทนน ้ายา NaOCl  
 ในการศึกษาจะทดสอบตามขอ้ 2.2 โดยท าซ ้ า 3 คร้ัง ก็จะไดเ้ป็นเวลาท่ีแบคทีเรียสัมผสักบัน ้ายา 
NaOCl และมีผลในการท าลายแบคทีเรียได ้100% 
 ส่วนที ่3 กำรประเมินประสิทธิภำพในกำรละลำยเนือ้เยือ่ใน 

 3.1 น า bovine mandibular tooth มาตดัในแนว mesio-distal direction ดว้ย diamond bur และ
แบ่งเป็น 2 ซีก จากนั้นน า pulp tissue ออกมาจากฟันววั แลว้น ามาแบ่งเป็นช้ิน ซ่ึงมีปริมาตรเท่ากนั 
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(0.1±0.05gm) จ านวน 10 ช้ิน/ความเขม้ขน้ของน ้ายา พร้อมทั้งชัง่น ้าหนกัของเน้ือเยือ่ในก่อนแช่น ้ายาลา้ง 
และจดบนัทึก 

 3.2 น าช้ินเน้ือเยื่อในขอ้ 3.1 มาแช่ใน NaOCl  สูตรท่ีพฒันาและสูตรดั้งเดิมท่ีใชอ้ยู ่โดยแช่ 1 ช้ิน
เน้ือเยือ่ใน/ถว้ย/น ้ายาลา้ง เป็นเวลา 20 นาที เม่ือครบเวลาน าช้ินเน้ือเยื่อในท่ีเหลือมาซบัแหง้ และชัง่น ้าหนกัท่ี
เหลือจากการละลายในน ้ายาลา้ง จดบนัทึก 

 จากการศึกษาในดา้นการละลายของน ้ายาลา้งไฮโปคลอไรท ์ท่ีพฒันาใหม่ก็จะท าใหท้ราบวา่สูตรท่ี
พฒันามีประสิทธิภาพในการละลายเน้ือเยือ่ในต่างจากน ้ายาโซเดียมไฮโปคลอไรทท่ี์ขายในทอ้งตลาดหรือไม่ 
 ส่วนที ่4. กำรประเมินควำมเป็นพษิต่อเซลล์ของสูตรสำรละลำยไฮโปคลอไรท์ทีพ่ฒันำใหม่และสูตร
โซเดียมไฮโปคลอไรท์ทีใ่ช้อยู่ในปัจจุบัน 
 ใชว้ธีิมาตรฐานตาม ISO 7405:2008 Dentistry - Evaluation of biocompatibility of medical devices 
used in dentistry 13 โดยน าเซลลแ์อลเกา้สองเกา้ (L929 cell line) มายอ่ยดว้ย 0.25% Trypsin versene แลว้
ปรับเซลลใ์หไ้ด ้1 x105 cell/ml น ามาใส่ใน 96 well plate จ านวน 1x104 cell/well น าเพลทมาใส่ในตูอ้บ
ควบคุมอตัราการไหลของ 5 %CO2 ท่ีอุณหภูมิ  37๐C  ความช้ืนสัมพทัธ์ 100% เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จะได้
เซลลล์กัษณะชั้นเดียว ครบเวลาดูดอาหารเล้ียงเซลลเ์ก่าออกลา้งดว้ย PBS(1X) 

น าสูตรน ้ายาลา้งคลองรากฟันไฮโปคลอไรททุ์กสูตรมาเจือจางเป็นความเขม้ขน้ 20%, 2%, 0.2% 
และ 0.02% ตามล าดบั ส่วน positive control เป็น polyvinyl chloride (PVC, Hatano Research Institute, 
Food Land Drug Safety Center, Kanawaga, Japan) ขนาด 3 cm2 แช่ใน 2 ml ของ DMEM media โดยน าไป
เขา้ตูอ้บ 37๐C  5%CO2 24h ก่อนทดสอบ 

ส าหรับ negative control เป็น Thermanox plastic cover slips (NUNCTM, Naperville, IL, USA) 
ขนาด 6 cm2 แช่ใน 2 ml ของ media น าไปเขา้ตูอ้บก่อนทดสอบเช่นเดียวกบั positive control ดูดน ้ายา
ทดสอบทั้ง 5 สูตร , 4 ความเขม้ขน้/สูตรตามความเขม้ขน้ดงักล่าวขา้งตน้ positive และ negative control 
จ านวน 100 ul ใส่ใน 96 well plate 8หลุม/สารทดสอบ พร้อมทั้งน าไปเขา้ตูอ้บดงักล่าวขา้งตน้เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง จึงดูดสารทดสอบออก ลา้งดว้ย PBS(1X) และ ใส่ 0.05% MTT ในอาหารเล้ียงเซลล ์จ านวนหลุมละ 
50 ไมโครลิตร น าเขา้ตูอ้บควบคุมอตัราการไหลของ 5 %CO2 ท่ีอุณหภูมิ  37๐C  ความช้ืนสัมพทัธ์ 100% เป็น
เวลา 2 ชัว่โมง น าเพลทออกจากตูอ้บ น ามาสังเกตเซลลด์ว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ชนิดหวักลบั จากนั้นลา้งแต่ละ
หลุมดว้ย PBS(1X) จ  านวน 1 คร้ัง ใส่ Isopropanol หลุมละ 100 ไมโครลิตร เพื่อละลายฟอร์มาแซนออกมา
จากเซลล ์ควรห่อเพลทดว้ยอลูมิเนียมฟอยดเ์พื่อป้องกนัแสงท าปฏิบติักิริยากบัสารในเพลท จากนั้นน าเพลท
มาตั้งบนเคร่ืองเขยา่สารเพื่อช่วยเร่งการละลายเป็นเวลา 30 นาที แลว้น าไปวดัหาค่าความเขม้แสงท่ีความยาว
คล่ืน 570 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ืองอีไรซาไมโครเพลทรีดเดอร์ น าค่าความเขม้แสงมาค านวณค่าร้อยละของ
เซลลท่ี์มีชีวติ (%cell viability) โดยใชสู้ตร    
 

ร้อยละของเซลลมี์ชีวติ =   100 x OD 570e / OD 570b      (e = experiment, b = blank)   
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 ในการประเมินความเป็นพิษต่อเซลล ์จะท าตามการทดสอบขา้งตน้ ซ ้ า 3 คร้ัง 
 ส่วนที ่5 กำรประเมินกลิน่คลอรีน 
 ประเมินกล่ินคลอรีนของน ้ายาลา้งคลองรากฟันสารละลายไฮโปคลอไรทท่ี์พฒันาข้ึนเปรียบเทียบกบัสูตร
น ้ายาลา้งคลองรากฟันท่ีใชใ้นปัจจุบนั คือ CU และ MU ซ่ึงเป็นผลิตภณัฑข์องคณะทนัตแพทยศาสตร์จุฬาลงกรณ
มหาวทิยาลยั และมหาวทิยาลยัมหิดล ตามล าดบั ดว้ยวธีิดมกล่ินโดยเจา้หนา้ท่ี 2 คน 
 

กำรวเิครำะห์ข้อมูล 
  งำนวจัิยส่วนที ่1 การพฒันาสูตรน ้ายาลา้งคลองรากฟัน สารละลายไฮโปคลอไรดท่ี์ปราศจาก
กล่ินคลอรีนภายหลงัไดสู้ตรน ้ายาลา้งคลองรากฟันไฮโปคลอไรดท่ี์ปราศจากกล่ินคลอรีนแลว้ น ามาศึกษาความคง
สภาพเป็นระยะเวลา 1 เดือน ซ่ึงจะกล่าวโดยละเอียดในบทท่ี 4 ผลการวจิยัต่อไป 
  งำนวจัิยส่วนที ่2 การประเมินประสิทธิภาพในการตา้นแบคทีเรีย โดยวธีิ direct contact ของเช้ือ 
E.faecalis เม่ือสัมผสักบัน ้ายาสูตรต่างๆท่ีระยะเวลา 30 sec., 1, 10 และ 30 min สามารถท าลายแบคทีเรียได ้100% 
หรือไม่ 
  งำนวจัิยส่วนที ่3 การประเมินประสิทธิภาพในการท าลายเน้ือเยือ่ใน น าค่าเน้ือเยือ่ในของฟันววั
ก่อนแช่ในน ้ายาและภายหลงัแช่ในน ้ายาสูตรต่างๆเป็นเวลา 20 นาที  มาหา % loss จากสูตร 
 
   น ้าหนกัเน้ือเยื่อในก่อนแช่- น ้าหนกัเน้ือเยือ่ในหลงัแช่  x 100 
                                         น ้าหนกัเน้ือเยื่อในก่อนแช่ 
 
 หาค่าสถิติพื้นฐาน Mean±SD,   %Tissue loss ของน ้ายาแต่ละสูตร และใชส้ถิติ Kruskal Wallis Test เพื่อ
เปรียบเทียบค่าแฉล่ีย %Tissue loss ของน ้ายาสูตรต่างๆ จากนั้นใชส้ถิติ Mann-Whitny U Test เปรียบเทียบรายคู่
ของแต่ละสูตร 
 
  งำนวจัิยส่วนที ่4 การประเมินความเป็นพิษต่อเซลลข์องสูตรท่ีพฒันาเปรียบเทียบกบัสูตรท่ีมีขาย
ในทอ้งตลาด ใชส้ถิติ Kruskal Wallis Test โดยเปรียบเทียบค่าเฉล่ียความมีชีวติของเซลลท่ี์เหลือภายหลงัสัมผสั
น ้ายาสูตรต่างๆในแต่ละความเขม้ขน้ (20%, 2%, 0.2% และ 0.02%) positive และ negative control จากนั้นใชส้ถิติ  
Mann-Whitny U Test เปรียบเทียบรายคู่ของน ้ายาสูตรต่างๆในแต่ละความเขม้ขน้ 
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บทที ่4 
ผลกำรวจัิย 

 
งำนวจัิยส่วนที ่1: กำรพฒันำสูตรน ำ้ยำล้ำงคลองรำกฟันสำรละลำยโซเดียมไฮโปคลอไรท์ 
ขั้นตอนท่ี 1: ศึกษาสมบติัน ้ายาลา้งคลองรากฟันโซเดียมไฮโปคลอไรทท่ี์ใชอ้ยูใ่นปัจจุบนั 
 ผลการส ารวจสมบติัของน ้ายาลา้งคลองรากฟันโซเดียมไฮโปคลอไรทดู์ตารางท่ี 1 ซ่ึงพบวา่ 
o สารละลายมีค่าความเป็นด่างสูง pH อยูร่ะหวา่ง 12.44–13.55 โดยค่ามีความสัมพนัธ์กบัปริมาณ 

hypochlorite ion (OCl-) ถา้ปริมาณ OCl- สูง ค่า pH จะลดลง 
o สารละลายมีความแตกต่างกนัของปริมาณ OCl- ท่ีตรวจวเิคราะห์โดยไทเทรต มี lot variation ค่าความ

เขม้ขน้โซเดียมไฮโปคลอไรทอ์ยูร่ะหวา่ง 0.5 – 3.5% นัน่แสดงวา่น ้ายาไม่คงสภาพ ปริมาณความเขม้ขน้
ลดลงตามเวลาท่ีเก็บไว ้จึงมีความไม่แน่นอนข้ึนอยูก่บั จ  านวนคร้ังของการเปิดใช ้อุณหภูมิหอ้ง อายยุา 

o เวลาเปิดขวดจะมีกล่ินคลอรีนแก็ส รุนแรง การสูดดมเป็นเวลานานหรือหลายคร้ัง จะท าใหเ้กิดการระคาย
เคืองทางเดินหายใจ 
 

ตำรำงที ่1: ผลการส ารวจสมบติัน ้ายาลา้งคลองรากฟันโซเดียมไฮโปคลอไรทท่ี์ใชใ้นปัจจุบนั 
 

แหล่งผลติ    ควำมเข้มข้น       pH ฆ่ำ E. faecalis      ละลำยเนือ้เยือ่ใน 

คณะทนัตแพทยศาสตร์ CU 
(จุฬาลงกรณ์ มหาวทิยาลยั) 

0.5-3.5% NaOCl 
(lot  variations) 

   12.44–13.55                                  
ความเขม้ขน้สูงละลายไดดี้กวา่ 

คณะทนัตแพทยศาสตร์  MU 
(มหาวทิยาลยัมหิดล) 

0.5-3.5% NaOCl 
(lot  variations) 

   12.44–13.55                                 
ความเขม้ขน้สูงละลายไดดี้กวา่ 

Virkon™ 0.13% OCl-             2                                X  
        เน้ือเยือ่แขง็ไม่ละลาย 
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รูปท่ี 1: ตวัอยา่งผลการวิเคราะห์ปริมาณ NaOCl ท่ีลดลงภายในเวลา 6 เดือนหลงัการเปิดขวดใชง้าน  
        
 

 
  
ศึกษาผลของ pH ต่อการออกฤทธ์ิท่ีส าคญั 2 ประการ พบวา่ 
o pH ของสารละลาย กรด หรือ ด่าง ยงัสามารถ ฆ่า E. faecalis ไดดี้ 
o pH ของสารละลายท่ีเป็นกรด จะท าใหเ้น้ือเยือ่ไม่ละลายโดยจะแขง็ตวัเป็นกอ้น 

 
 ตารางท่ี 2: ผลการปรับ pH น ้ายาลา้งคลองรากฟันโซเดียมไฮโปคลอไรทท่ี์ใชอ้ยูใ่นปัจจุบนัใหเ้ป็นกรด 
 

แหล่งผลติ     ควำมเข้มข้น    pH (เดิม)          pH (กรด)    ผลกำรออกฤทธ์ิ 
คณะทนัตแพทยศาสตร์  CU 
(จุฬาลงกรณ์ มหาวทิยาลยั) 

0.5-3.5% NaOCl 
(vary with lot) 

12.44 – 13.55                   2 
(ดว้ย sulphamic acid) 

ฆ่า E. faecalis 
X  ละลายเน้ือเยือ่ใน 

คณะทนัตแพทยศาสตร์  MU 
(มหาวทิยาลยัมหิดล) 

0.5-3.5% NaOCl 
(vary with lot) 

12.44 – 13.55                   2 
(ดว้ย sulphamic acid) 

ฆ่า E. faecalis 
X  ละลายเน้ือเยือ่ใน 

สรุป: น ้ายา CU, MU ถา้ปรับ pH เป็นกรด (ดว้ย sulphamic acid) จะท าใหเ้น้ือเยือ่ไม่ละลาย 
 
ขั้นตอนท่ี 2: การพฒันาสูตรสารละลายไฮโปคลอไรทส์ าหรับลา้งคลองรากฟัน 

 การหาสารตั้งตน้ NaOCl พบวา่ไม่มีจ  าหน่ายในประเทศไทย การน าสารเคมีมาผลิตสาร NaOCl ไม่
สามารถท าไดเ้พราะจดัเป็นสารอนัตราย การน าเขา้ตอ้งขออนุญาตจากองคก์ารอาหารและยา กระทรวง
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สาธารณสุข ซ่ึงยุง่ยากและมีขั้นตอนท่ีจะเสียเวลามากทั้งจากการติดต่อซ้ือจากต่างประเทศและการน าออก
จากกรมศุลกากร แต่ประเทศไทยมีการน าเขา้ 10% w/v NaOCl ซ่ึงเม่ือทดลองสั่งซ้ือจาก 2 บริษทัเอกชน  
พบวา่ความเขม้ขน้ไม่ตรงตามฉลาก โดยมีปริมาณต ่ากวา่ 10% w/v NaOCl การน ามาผลิตเป็นสูตรท่ีคง
สภาพจึงไม่เหมาะสม เพราะมี lot variations มาก. 

 สารประกอบท่ีมี chlorine อยูใ่นโมเลกุล ท่ีมีจ  าหน่ายในทอ้งตลาดและสามารถจดัซ้ือจดัหาไดไ้ดแ้ก่ 
sodium chloride (NaCl) และผงคลอรีนท่ีใชใ้นสระวา่ยน ้า 
 

ขั้นตอนท่ี 3: การพฒันาสูตรจากสารตั้งตน้ NaCl  
 NaCl สามารถท าใหเ้กิด HOCl ไดโ้ดยใชป้ฎิกิริยา oxidation ในท่ีน้ีเลือก oxidizing agent คือ oxone 

[Potassium monopersulfate triple salt (2KHSO5·KHSO4·K2SO4)] 
    NaCl + H2O           Na+ + Cl-           oxone     HOCl            H+ + OCl-             Cl2 
HOCl ไม่คงตวัเม่ืออยูใ่นน ้าจะใหส้ารละลายมีฤทธ์ิเป็นกรด และสลายตวัให ้gas chlorine มีกล่ินฉุน 

 ทดลองใช ้buffer-1 จบั Cl2 ผลปรากฏตามตารางท่ี 3 สรุปดงัน้ี  
- สารละลาย pH < 1 เป็นกรดมาก  
- ไม่มีกล่ิน Cl2  
- สามารถวเิคราะห์ปริมาณ OCl-  ได ้ 
- สามารถฆ่า E. faecalis ได ้แต่ไม่ละลายเน้ือเยือ่และพบวา่ท าใหเ้น้ือเยือ่แขง็ตวั 
 
             ตำรำงที ่3: สูตรรอบท่ี 1 จบั Cl2 ดว้ย Sulphamic acid (Buffer-1) 

รายการสารเคมี 
ปริมาณสารเคมี (gm) / น ้า 20 ml 
สูตร 1 สูตร 2 สูตร 3 สูตร 4 สูตร 5 2.5% NaOCl 

Oxone 5 5 5 2.5 3 - 
NaCl 1 1 1 0.5 0.6 - 
Buffer-1 1 2 3 1 1 - 
Titration volume (ml) 11.4 10.5 10.0 6.3 7.3 - 
* % OCl- 2.85% 2.63% 2.5% 1.58% 1.82% 1.72% 
กล่ิน  gas Cl2 X X X X X  
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 ตำรำงที ่4: สูตรรอบท่ี 2 ปรับ pH ลดความเป็นกรดดว้ย Sodium tripolyphosphate (Na5P3O10) (Buffer-2) 

รายการสารเคมี 
ปริมาณสารเคมี (กรัม) / น ้า 20 ml  
สูตร 6 สูตร 7 สูตร 8 สูตร 9 สูตร 10 2.5% NaOCl 

Oxone 5 5 5 5.5 5 - 
NaCl 1 1 1.5 1 1 - 
Buffer-1 3 2 2 2 1 - 
Buffer-2 5 3.5 3.5 3.5 2 - 
Titration volume (ml) 8 9 9 10 10 - 
% OCl- 2.00% 2.25% 2.25% 2.50% 2.50% 1.72% 
pH 2.00 2.06 2.06 2.01 2.01 13.50 

         สูตรรอบท่ี 2: pH ยงัเป็นกรด ไม่ละลายเน้ือเยื่อและท าใหเ้น้ือเยือ่แขง็ตวั  
ทดลองน าสูตร 9, 10 มาพฒันาต่อโดยปรับ pH เป็นด่างดว้ย NaOH แลว้ศึกษาความคงสภาพ 
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ตำรำงที ่5: สูตรรอบท่ี 3 น าสูตร 9, 10 มาพฒันาต่อโดยการปรับ pH ใหเ้ป็นด่างดว้ย NaOH 

สารเคมี 
ปริมาณสารเคมี (กรัม) / น ้า 20 ml 
สูตร 11 สูตร 12 สูตร 13 สูตร 14 สูตร 15 สูตร 16 สูตร 17 สูตร 18 

Oxone 5 5 5 5 5 5 5 5 
NaCl 1 1 1 1 1 1 1 1 
Buffer-1 1 1 1 1 1 1 1 1 
100 N NaOH  10 (ml) 8 (ml) 5 (ml) 4 (ml) 3 (ml) 2 (ml) - (ml) - (ml) 
Buffer-2 - - - - - - - 2 
Dist. water  10 (ml) 12 (ml) 15 (ml) 16 (ml) 17 (ml) 18 (ml) 20 (ml) 20 (ml) 
Titration  
volume  

0.6 (ml) 3.5 (ml) 7 (ml) 8 (ml) 9.5 (ml) 10.6 (ml) 11 (ml) 10 (ml) 

% OCl- 0.15% 0.8% 1.75% 2.00% 2.40% 2.65% 2.75% 2.5% 
pH 12.53 7.00 1.67 1.33 1.19 1.15 0.69 2.03 
Physical  
proporties 

- ppt ทนัที 
-เกิดก๊าซ Cl2 -มี
แรงดนั 
-กล่ินรุนแรง 

-15 นาที 
 เกิด ppt 

-15 นาที 
 เกิด ppt 

-15 นาที 
เกิด ppt 

- ใส - ใส - ใส -15 นาที 
เกิด ppt 

ทิ้งไวข้า้มคืน (O/N) 
% OCl- - 0.725% 1.75% 1.125% 0.95% 0.25 % 0.125% 2.3% 
pH - 6.08 1.68 1.09 6.54 6.53 6.54 3.5 
Physical 
proporties 

ปฏิกริยา 
รุนแรงมาก 
ไม่ไดเ้ก็บ
ตวัอยา่งไว ้

- ppt - ppt - ppt  
-เกิดก๊าซ  
  Cl2 

 -มีแรงดนั 
- กดักร่อน 
ฝาพลาสติก 

- ppt  
-เกิดก๊าซ  
  Cl2  
-มีแรงดนั 
- กดักร่อน 
ฝาพลาสติก 

- ppt  
-เกิดก๊าซ  
  Cl2   
-มีแรงดนั 
- กดักร่อน 
ฝาพลาสติก 

- ppt  
-เกิดก๊าซ 
  Cl2  
-มีแรงดนั 
- กดักร่อน 
ฝาพลาสติก 

- ppt  
-เกิดก๊าซ  
  Cl2  
 -มีแรงดนั 
-กดักร่อน 
ฝาพลาสติก 

* ppt หมายถึงตกตะกอน (precipitated) 
* ผลการทดลองพบวา่ทุกสูตรไม่คงสภาพ มี  gas Cl2 เกิดข้ึน กล่ินรุนแรง โดยสูตรท่ีใส่ NaOH มาก จะเกิดแรงดนั 
gas Cl2 รวดเร็วและกล่ินแรงมาก 
*  % OCl- ท่ีลดลง แสดงวา่ความคงสภาพจะลดลง 
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ตำรำงที ่6: สูตรรอบท่ี 4: การปรับลด oxone เพื่อลดความเป็นกรด โดยไม่ใช ้NaOH 
สูตร Day Titration volume (ml) %  OCl- pH 
สูตร  19  
( 3:1:1)* 

Day 0 7 ml 1.8 0.77 
Day 1 0.2 ml 0.515 - 
Day 5 0.1 ml 0.26 - 

สูตร 20   
(3:1:1:1)* 

Day 0 6.7 ml 1.725 1.34 
Day 1 6.5 ml 1.67 - 
Day 5 0.1 ml 0.26 - 

สูตร 21**   
(3:1:1:2)* 

Day 0 6.7 ml 1.72 2.36 
Day 1 6.5 ml 1.67 - 
Day 5 6.2 ml 1.60 - 

 * ใชส่้วนผสมตามสัดส่วนดงัน้ี           Oxone : NaCl : Buffer-1 : Buffer-2 
  ** สูตร 21 มีความคงตวัดี แต่ pH ยงัมีความเป็นกรดสูง  
 
 สรุปผลกำรพฒันำสูตรด้วยสำรตั้งต้น NaCl ไม่ประสบผลส าเร็จเพราะไม่สามารถละลายเน้ือเยื่อได ้
ขั้นตอนที ่4: การพฒันาสูตรจากสารตั้งตน้ผงคลอรีนท่ีใชใ้นสระวา่ยน ้า (trichloroisocyanuric acid; TCA)  

 
               Trichloroisocyanurate                                  Dichloroisocyanurate  

 TCA การละลายในน ้าจะเพิ่มข้ึน เม่ือหยด 20% NaOH ลงไป 
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 ตำรำงที ่7: สูตรรอบท่ี 1 TCA ผสม  NaOH เม่ือ pH สูงข้ึน ค่า %  OCl-  ไม่คงสภาพเม่ือเก็บไว ้

สูตร Day Titration volume (ml) %  OCl- pH 
(1) 
Rx: TCA                     1      g 
       20%NaOH         1      ml 
       Water qs. ad.   100  ml 

Day0 2.2 ml 0.566 4.81 
Day 1 2.0 ml 0.515 4.34 
Day 3 1.1 ml 0.283 6.77 
Day 5 0.5 ml 0.129 6.82 

(2) 
Rx: TCA                     1      g 
       20%NaOH         2      ml 
       Water qs. ad.   100  ml 

Day0 1.9 ml 0.489 6.88 
Day 1 1.6 ml 0.412 6.82 
Day 3 1.4 ml 0.361 6.82 
Day 5 1.3 ml 0.335 6.82 

 TCA 3.9% ใหป้ริมาณ OCl- 1.72% (ค านวณตาม molecular weight) เท่ากบั 2.5% NaOCl (1.72% OCl- ) 
เม่ือทดสอบการละลายเน้ือเยื่อเบ้ืองตน้โดยใชเ้น้ือเยื่อหมูท่ีมีขนาด กวา้ง x ยาว x หนา = 2 x 2 x 0.2 cm ผลการ
ทดลองดงัน้ี 
 ตำรำงที ่8: สูตรรอบท่ี 2: TCA 3.9% (1.72% OCl- ) เปรียบเทียบผลการละลายเน้ือเยือ่กบั MU, CU 

Formula Preparation  pH OCl- Tissuse disoving 
1 ( A) น ้ายา NaOCl (MU lot 1) 13.14 1.16 % ดี 
2 (B) น ้ายา NaOCl (MU lot 2) 13.05 1.47 % ดีมาก 
3 (C) 3.9% TCA (= 1.72% OCl- )  4.99 1.72 % X  เน้ือเยื่อแขง็ 
4 (D) Oxone : TCA : Buffer-1 : Buffer-2 

3 : 3.9 : 1 : 2 (gram in 100 ml) 
2.42 1.72 % X เน้ือเยื่อแขง็ 

5 (E) Virkon™ ผสมตามค าแนะน าบริษทั 2.02 0.13 % X  เน้ือเยื่อแขง็ 
6 (5%NaOH) 5 % NaOH 14.29 - ดีท่ีสุดละลายหมด 

 ตารางแสดงผลการศึกษาดูระดบัค่า pH และ % OCl-  ท่ีมีต่อการละลายเน้ือเยื่อ 
 สรุป: pH เป็นด่างสูงละลายเน้ือเยื่อไดดี้กวา่  และปริมาณ % OCl-  สูงข้ึนการละลายเน้ือเยือ่จะดีข้ึน 
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รูปที ่2: แสดงตวัอยา่งผลการทดลองละลายเน้ือเยือ่ จากสูตร A (MU lot 1) 
 

 
 
 
0 hour 1 hour 3 hour 5 hour 24 hour 72 hour 
 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
ใสและบาง 

Tissuse disoving + ++ +++ ++++ +++++ 
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ตำรำงที ่9: สูตรรอบท่ี 3 เปรียบเทียบสูตรท่ีปรับสัดส่วน TCA,  Buffer-1, Buffer-2 และ NaOH  

สารเคมี 
ปริมาณสารเคมี (กรัม)  
สูตร 7 สูตร 8 สูตร 9 สูตร 10 สูตร 11 สูตร 12 สูตร 13 สูตร 14 

TCA  0.35 0.7 0.75 0.7 0.7 0.76 0.86 0.8 
Distilled water  20 20 16.5 20 20 20 20 20 
Buffer-1 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 0.75 1.5 1.5 
Buffer-2 1.5 1.5 1.5 2.25 0.7 0.7 0.5 0.25 
 20% NaOH (ml) 6 8.5 23.5 7 20 20 20 20 
 Titration    
volume (ml) 

3.2 5.7 - - 3.8 2.4 4.7 4.5 

% OCl- 0.79% 1.4% - - 0.94% 0.6% 1.16% 1.11% 
pH 12.92 13 13.29 12.64 13.58 13.50 13.58 13.61 
Total  30 ml 30 ml 40 ml 30 ml 40 ml 40 ml 40 ml 40 ml 
Physical 
proporties 

- ppt  
brown 
 

- ppt  
white 

- ppt white 
ปรับ pH  
สูงกวา่น้ี 
ไม่ได ้
 ppt  

-ppt brown 
ปรับ pH  
สูงกวา่น้ี 
ไม่ได ้ 
ppt 

- ppt white -เกิดก๊าซ
ตลอดเวลา  
% OCl- 

 
 

- ใส ppt 
 White 
นอ้ยมาก 

ใส 

เลือกสูตรท่ี 14 ท่ีมีความคงสภาพไปพฒันาต่อไป 
ตำรำงที ่10: สูตรรอบท่ี 4 TCA จากสูตรท่ี 14 น ามาพฒันาโดยปรับ pH >13 ดว้ย NaOH 

Ingredients (gram) TCA 1 TCA 2 TCA 3 
TCA  2.0 2.5 3.0 
 Distil. water qs. ad 100 100 100 
Buffer-1 3.75 3.75 3.75 
Buffer-2 0.5 0.5 0.5 
20% NaOH 50 ml 50 ml 50 ml 
Tritation volume 4.7 ml 6.0 ml 7.2 ml 
% OCl- 1.21% 1.48% 1.78% 
pH 13.58 13.46 13.45 
Physical proporties ppt . over night ppt . over night ppt . over night 

  สูตร TCA 1-3 ไม่คงสภาพ 
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ตำรำงที ่11: สูตรรอบท่ี 5 TCA 4 

Ingredients (gram) TCA 4-1  TCA 4-2 TCA 4-3 
TCA  2.0 2.0 2.0 

 Distil. water qs. ad 100 100 100 
Buffer-1 3.75 3.75 3.75 
Buffer-2 0.5 0.5 0.5 
20% NaOH (ml) 25 22.5 20 
Day 0 Tritation volume 5.7 ml 5.2 ml 4.9 ml 

% OCl- 1.41% 1.29% 1.21% 
pH 13.23 13.00 12.80 
Physical proporties ใส ใส ใส 

Day1 Tritation volume 6.0 ml 5.2 ml 5.1 ml 
% OCl- 1.48% 1.29% 1.26% 
pH 13.28 13.20 12.95 
Physical proporties ใส ใส ใส 

Day2 Tritation volume 5.8 ml 5.2 ml 5.1 ml 
% OCl- 1.43% 1.29% 1.26% 
pH 13.16 12.91 12.70 
Physical proporties ใส ใส ใส 

Day3 Tritation volume 5.8 ml 5.2 ml 5.1 ml 
% OCl- 1.43% 1.29% 1.26% 
pH 13.15 12.90 12.69 
Physical proporties ใส ใส ใส 

Day7 Tritation volume 5.8 ml 5.2 ml 5.1 ml 
% OCl- 1.43% 1.29% 1.26% 
pH 13.15 12.91 12.68 
Physical proporties ใส ใส ใส 

   * สูตร TCA 4 ไดส้ารละลายใส แต่ค่า pH และ % OCl-  เม่ือทิ้งไว ้7 วนัยงัไม่คงสภาพ  
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ตำรำงที ่12: สูตรรอบท่ี 6 TCA 5 - TCA 8 เพิ่ม adjuvant ศึกษาความคงสภาพ 

Ingredients (gm) TCA 5 TCA 6 TCA 7 TCA 8 
TCA  2.0 2.0 2.0 2.0 
 Distil. water qs. ad 100 100 100 100 
Buffer-1 3.8 3.8 3.8 3.8 
Buffer-2 + adjuvant 0.5 + 0 0.5 +0.275 0.5+0.075 0.5+0.28 
20% NaOH (ml) 50 20 18 20 
Day 0 Tritation volume 4.7 ml 5.0 ml 4.9 ml 5.1 ml 

% OCl- 1.21% 1.24% 1.21% 1.26% 
pH 13.58 12.90 12.80 12.37 
Physical proporties ppt.  white ใส ใส ใส 

ตำรำงที ่13: สูตรรอบท่ี 7 เลือก TCA 8 มาพฒันาสูตรและศึกษาความคงสภาพ 

สูตร 
TCA 8 

Buffer-1 Buffer-2 20% NaOH Water qs.ad Adjuvant TCA Physical 
proporties 

TCA 8-1 3.8 0.5 40 100 ml 0 2 g ใสไม่มีสี 
Day 0 Day 1 Day 7 
pH 13.55 1.24% OCl- pH 13.47 1.19 % OCl- pH 13.60 1.19 % OCl- 

TCA8-2 3.8 0.5 40 100 ml 0.06 g 2.0g ใสไม่มีสี 
Day 0 Day 1 Day 7 
pH 13.51 1.24% OCl- pH 13.47 1.24% OCl- 13.52 1.24% OCl- 

TCA8-3 3.8 0.5 20 ml 100 ml 0.06 g 2.0 g ใสไม่มีสี 
Day 0 Day 1 Day 7 
pH 12.90 1.26% OCl- pH 12.91 1.24% OCl- pH 12.86 1.24% OCl- 

TCA8-4 3.8 0.5 13 ml 100 ml 0.06 g 2.0 g ทิ้งไว ้ppt  
TCA8-5 3.8 0.5 2 ml (?) 100 ml 0.06 g 2.0 g ไม่ละลาย  
TCA8-6 3.8 0.5 20 ml 100 ml 0.26 g 2.0 g ละลายชา้  

ใสไม่มีสี Day 0 Day 1 Day 7 
pH 12.90 1.24% OCl- pH 12.90 1.24% OCl- pH 12.90 1.24% OCl- 

TCA8-7 3.8 0.5 18 ml 100 ml 0.06 g 0.06 g ใสไม่มีสี 
Day 0 Day 1 Day 7 
pH 12.70 1.24%OCl- pH 12.60 1.24% OCl- pH 12.64 1.24% OCl- 
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ตำรำงที ่14: สูตรรอบท่ี 8 พฒันาสูตร TCA 2 และ TCA 8 ศึกษาความคงสภาพระยะเวลา 1 เดือน  
Formula Buffer-1 Buffer-2 20% NaOH Adjuvant TCA Dist. water qs.ad 
TCA 2A 3.8 g 0.5 g 50 ml - 2 g 100 ml 
TCA 2B 3.8 g 0.5 g 50 ml 0.16 g 2 g 100 ml 
TCA 8-6A 3.8 g 0.5 g 20 ml 0.28 g 2 g 100 ml 
TCA 8-6B 3.8 g 0.5 g 20 ml 0.28 g 1.8 g 100 ml 
TCA 8-7A 3.8 g 0.5 g 18.4 ml 0.08 g 2 g 100 ml 
TCA 8-7B 3.8 g 0.5 g 18.4 ml 0.08 g 1.8 g 100 ml 

 
หมายเหตุ สูตร TCA2 พฒันาสูตรมาจากตารางท่ี 10 
    สูตร TCA8 พฒันาสูตรมาจากตารางท่ี 13 
 
รูปที ่3: แสดงค่า pH ของสูตรต่างๆท่ีเก็บไวน้าน 4 สัปดาห์ 
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รูปที ่4: ปริมาณไฮโปคลอไรทอิ์ออน (OCl- ) ของสูตรต่างๆท่ีเก็บไวน้าน 4 สัปดาห์ 
 

 
 
เลือกสูตร TCA 2B และ TCA 8-6B ท่ีคงสภาพหลงัเก็บไว ้4 สัปดาห์ไปทดสอบผลการออกฤทธ์ิต่อไป 
 
 รูปที ่5: แสดงผลการละลายเน้ือเยื่อในจากฟันววัในเวลานาน 1 ชัว่โมง  
 สูตร TCA 2B และ TCA 8-6B เปรียบเทียบกบัสูตร CU, MU โดยใชน้ ้าเป็นกลุ่มควบคุม 

                 
               CU   MU  TCA 2B           TCA 8-6B                 water 

          (negative control) 
       ละลำยหมด           ละลำยหมด      ละลำยบำงส่วน     ละลำยบำงส่วน      ไม่ละลำยเลย  
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within 4 weeks 

TCA-2A

TCA-2B

TCA8-6A

TCA8-6B

TCA8-7A

TCA8-7B



22 
 

ตำรำงที ่15: สูตรรอบท่ี 9 ศึกษาผลของ Buffer-1 ต่อการละลายเน้ือเยือ่ใน 
สูตร Buffer-1 

      (g) 
Buffer-2  
     (g) 

20%NaOH 
    (ml) 

adjuvant (g) TCA 
 (g) 

Distil. water  
qs. ad 

Pulp tissue 
disolving 

กลิน่  
Cl2 

1 1/3 (1.25) 0.5 50 0.16 4 100 +2 +2 
2 1/3 (1.25) 0.5 50 0.16 3.5 100 +2 +2 
3 1/7 (0.5) 0.5 50 0.16 3.5 100 +3 +1 
4 - 0.5 50 0.16 3.5 100 +3 +4 
5 1/7 (0.5) 1 50 0.16 3.5 100 +3 +1 
6 1 (3.8) 0.5 50 0.16 3.5 100 +1 0 
7 (CU) - - - - - - +3 +5 
 
การทดลองลดปริมาณ Buffer-1 ในสูตรรอบท่ี 9 (ดูสูตร 1,2,3,5,6) เม่ือเทียบกบัสูตร CU พบวา่ ปริมาณ buffer-1 มี
ผลต่อความสามารถในการละลายเน้ือเยือ่ แต่ผลการออกฤทธ์ิฆ่าแบคทีเรียดอ้ยลงหรือไม่ ดูผลการทดลองทางจุล
ชีววทิยาโดยใช ้ broth micro-dilution technique ดงัน้ี 
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การทดสอบทางจุลชีววทิยา ดูผลการฆ่าเช้ือ E. faecalis ใช ้broth micro-dilution technique 
 ผลกำรทดลอง: 
1) สูตร1 และสูตร 2 เทยีบ CU (สูตร 7) โดยการท า dilution 0 - 29 เท่า ทุกสูตรยงัฆ่าเช้ือได ้  

        
 

      
 

 
รูปที ่6 สูตร 1 และสูตร 2 เปรียบเทียบกบั CU (สูตร 7) ในการทดลองทางจุลชีววทิยา 

สูตร 1 

สูตร 2 

CU 

+ = Positive control 

-= Negative control 

1 = ไม ่dilute 

2 = dilute 2 เทา่ 

3 = dilute 22 เทา่ 

4 = dilute 23 เทา่ 

5 = dilute 24 เทา่ 

6 = dilute 25 เทา่ 

7 = dilute 26 เทา่ 

8. = dilute 27 เทา่ 

9 =dilute 28 เทา่ 

10 = dilute 29 เทา่ 
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2) สูตร 3 และสูตร 4 เทยีบ CU (สูตร 7) โดยการท า dilution 0 - 29 เท่า ทุกสูตรยงัฆ่าเช้ือได ้

         
 

                              
 

   
 
 
รูปที ่7 สูตร 3 และสูตร 4 เปรียบเทียบกบั CU (สูตร 7) ในการทดลองทางจุลชีววทิยา 
 

สูตร 3 

สูตร 4 

CU 

+ = Positive control 

-= Negative control 

1 = ไม ่dilute 

2 = dilute 2 เทา่ 

3 = dilute 22 เทา่ 

4 = dilute 23 เทา่ 

5 = dilute 24 เทา่ 

6 = dilute 25 เทา่ 

7 = dilute 26 เทา่ 

8. = dilute 27 เทา่ 

9 =dilute 28 เทา่ 

10 = dilute 29 เทา่ 
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3) สูตร 5 และสูตร 6 เทยีบ CU (สูตร 7) โดยการท า dilution 0 - 29 เท่า ทุกสูตรยงัฆ่าเช้ือได ้    

        
 

          
   

                                      
 
  รูปที ่8 สูตร 5 และสูตร 6 เปรียบเทียบกบั CU (สูตร 7) ในการทดลองทางจุลชีววทิยา 
 
 
 

สูตร 5 

สูตร 6 

CU 

+ = Positive control 

-= Negative control 

1 = ไม ่dilute 

2 = dilute 2 เทา่ 

3 = dilute 22 เทา่ 

4 = dilute 23 เทา่ 

5 = dilute 24 เทา่ 

6 = dilute 25 เทา่ 

7 = dilute 26 เทา่ 

8. = dilute 27 เทา่ 

9 =dilute 28 เทา่ 

10 = dilute 29 เทา่ 
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สรุปผลกำรออกฤทธ์ิ TCA 3.5% + 1/7 Buffer-1 
o ผลการละลายเน้ือเยือ่ในไม่แตกต่างจากสูตร CU 
o ผลการฆ่าเช้ือแบคทีเรีย E. faecalis ไม่แตกต่างจากสูตร CU 

 
งำนวจัิยส่วนที ่2: ผลการทดสอบประสิทธิภาพในการตา้นแบคทีเรีย 
  

วธีิท ำ: กำรทดสอบ Agar diffusion technique  
 การทดสอบ agar  diffusion technique ใชจ้านเล้ียงเช้ือเส้นผา่นศูนยก์ลาง 8.5 เซนติเมตร ท่ีมีอาหาร
เล้ียงเช้ือชนิดแขง็ BHI agar (BD, USA) ปริมาตร 25 มล.  เตรียมเช้ือ E. faecalis ในอาหารเหลวใหมี้ความ
หนาแน่น 1-5 x 105 CFU/ml ใชไ้มพ้นัส าลีท่ีปราศจากเช้ือ จุ่มสารละลายเช้ือและทาเช้ือใหท้ัว่ผวิของอาหาร
เล้ียงเช้ือชนิดแขง็จนทัว่ทั้งจาน น าสารละลายไฮโปคลอไรท ์20 ไมโครลิตร หยดลงบน paper disc ท่ี
ปราศจากเช้ือ ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 6 มม. จากนั้นน า disc ท่ีมีสารทดสอบ ไปวางไวบ้นอาหารแขง็ท่ีได้
ทาเช้ือไว ้โดยใหมี้ระยะห่างกนัพอสมควร น าไปบ่มท่ี 37ºC ในบรรยากาศท่ีมี 5% CO2 เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
บนัทึกผลและเปรียบเทียบขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางของวงยบัย ั้งเช้ือ (inhibition zone) ของไฮโปคลอไรท ์แต่
ละสูตร 
 สูตรรอบที ่1: สูตรท่ีใชใ้นการทดสอบ 
 น ้ายา 10% NaOCl จากบริษทั POSE HEALTH CARE LIMITED. Lot No. 15071 น ามาวเิคราะห์
หาปริมาณ available chlorine ก่อน แลว้น ามาเจือจางใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ตั้งแต่ 0.5 – 2.5% NaOCl ไดเ้ป็น
สูตร A – E ตามตาราง 16  แลว้น ามาศึกษาเปรียบเทียบกบัสูตรท่ีพฒันาข้ึนมาใหม่ และสูตร CU, MU ท่ีมี
จ  าหน่ายในทอ้งตลาด 
 
ตำรำงที ่16 น ้ายาลา้งสูตรต่างๆท่ีเตรียมจากน ้ายา NaOCl น ามาประเมินประสิทธิภาพในการฆ่า E.faecalis   
                    ดว้ยวธีิ agar diffusion 

Ingredient Formula 
A B C D E G negative control 

% NaOCl 0.5 1 1.5 2 2.5   
% TCA  
(plus  
adjuvant) 

     3.5 
(plus1/7Buffer-1) 

 

NaCl       0.9% (NSS) 
    หมายเหตุ น ้ายา NaOCl เตรียมจาก 10% NaOCl ของบริษทั POSE HEALTH CARE LIMITED 
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 ผลกำรทดลอง : 
รูปที ่9 ตวัอยา่งผลการฆ่าเช้ือ E. faecalis ของสูตร A-G ดว้ยวธีิ agar diffusion  
 

  
 
ส าหรับความกวา้งของน ้ายาลา้งสูตรต่างๆ ท่ีสามารถฆ่า E. faecalis (Zone of inhibition) โดยวธีิ agar 
diffusion แสดงตามรูปท่ี 10 
 
รูปท ี10 แสดง zone of inhibition ของสูตร 3.5 % TCA เปรียบเทียบกบัสูตรต่างๆ 

 
 
 สรุป : สตูร G ให้ผลต้านเชือ้ E. faecalis  ได้ดี จงึเลือกมาท าการทดสอบประสิทธิภาพความเร็วท่ี
น า้ยามีผลในการฆา่เชือ้ในระยะเวลาตา่งๆกนั โดยการเปรียบเทียบกบัสตูรท่ีมีจ าหนา่ยในท้องตลาดตอ่ไป 
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 ผลการทดลองสูตร G: การประเมินผลการฆ่าเชือ้แบคทีเรียโดยให้น า้ยาสัมผัสเชือ้โดยตรง
ตามระยะเวลาที่ต่างกัน  
 จากสตูร G น ามาพฒันาสตูรอีกครัง้โดยปรับปริมาณ adjuvant ให้มีความเข้มข้น 2 ระดบัสตูร A 
และ B ตามตารางตอ่ไปนี ้ 
 ตารางท่ี 17  น า้ยาล้างสตูรตา่งๆท่ีน ามาประเมินประสิทธิภาพในการฆา่ E.faecalis  โดยวิธี 
direct contact 
Ingredient Formula 

A B C D M negative control 
% NaOCl   (CU) 2.5 (MU)  
% TCA  

(+ adjuvant) 
3.5  

(plus 1/7Buffer-1) 
3.5  

(plus 1/6 Buffer-1) 
    

NaCl      0.9% (NSS) 

 
 ผลการทดลอง พบวา่ทกุสตูรสามารถฆา่เชือ้ได้เม่ือเชือ้สมัผสัน า้ยาตัง้แต ่30 วินาที ถึง 30 นาที 
แสดงผลการทดลองตารางที 18 

 
 ตำรำงที ่18  ประสิทธิภาพของน ้ายาสูตรต่างๆในการฆ่าเช้ือแบคทีเรียท่ีเวลา 30 วนิาที ถึง 30 นาที 
 

สูตร 
ระยะเวลำทีน่ ำ้ยำสัมผสัเช้ือ (n = 8) 

30 วนิำที 1 นำที 10 นำที 30 นำที 
A - - - - 
B - - - - 
C - - - - 
2.5%NaOCl - - - - 
MU - - - - 
NSS + + + + 

   +  หมายถึง มีเช้ือข้ึน  , -  หมายถึงไม่มีเช้ือข้ึน 
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รูปท ี11 แสดงผลทางจุลชีววิทยาของน ้ายาสูตรต่างๆท่ีใชท้ดสอบ ในเวลา 30 วนิาที 
 

    
          สูตร A    สูตร B                    สูตร C 
 

     
    สูตร 2.5%NaOCl            สูตร MU    สูตร NSS 
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รูปที ่12  แสดงไม่มีเช้ือแบคทีเรียข้ึนบน BHI agar ภายหลงัแบคทีเรียสัมผสัน ้ายาสูตรต่างๆ ตั้งแต่ 30 วนิาที-
30 นาที ภายหลงั incubate ต่อเป็นเวลา 7 วนั ยกเวน้กลุ่ม NSS 
  
 

     
   สูตร A, B    สูตร C, D  
 

                                                  
      สูตร M, NSS     
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งำนวจัิยส่วนที ่3: การประเมินประสิทธิภาพในการละลายเน้ือเยือ่ในของฟันววั 
 จากการใหเ้น้ือเยื่อในของฟันววัสัมผสักบัน ้ายาทั้ง 5 สูตร คือ สูตร TCA 3.5%+1/7 Buffer -1, TCA 
3.5%+1/6 Buffer -1, CU, MU และ 2.5%NaOCl  โดยมี NSS เป็นกลุ่มควบคุม %Tissue loss ของน ้ายาสูตร
ต่างๆ และ NSS ตามรูปท่ี 13 
 จากการวเิคราะห์ดว้ยสถิติ Mann-Whitney U test พบวา่ ทั้ง 2 สูตร ท่ีพฒันาใหม่ไม่แตกต่างกนั แต่
สูตร TCA 3.5%+1/7 Buffer -1 ละลายเน้ือเยือ่ในไดดี้กวา่สูตร 2.5% NaOCl และสูตร CU ละลายเน้ือเยือ่ใน
ไดดี้กวา่ 2.5%  NaOCl (p<0.05) ส าหรับกลุ่ม NSS มีผลในการละลายเน้ือเยือ่ในดอ้ยกวา่สูตรน ้ายาลา้งไฮโป
คลอไรททุ์กสูตร (p=0.000) ตามตารางท่ี 19 
 สรุป สูตรน ้ายาลา้งคลองรากฟันโซเดียมไฮโปรคลอไรทท่ี์ปราศจากกล่ินคลอรีนทั้งสองสูตร มี
ประสิทธิภาพในการละลายเน้ือเยื่อในววัไม่ต่างกนัและไม่ต่างจากสูตรท่ีมีขายในทอ้งตลาด 
 
 
งำนวจัิยส่วนที ่4: 
 ผลการทดสอบความมีชีวิตของเซลลภ์ายหลงัสัมผสัน ้ายาลา้งคลองรากฟันไฮโปคลอไรทท์ั้ง 5 สูตร 
, positive control และ negative control มีเซลลเ์หลือดงัรูปท่ี 14 และเม่ือน าค่าความมีชีวิตของเซลลท่ี์เหลือ
ไปวเิคราะห์ทางสถิติพบวา่ ท่ีความเขม้ขน้ 20% และ 2% TCA ทั้งสูตร1/7 และ 1/6 มีพิษในระดบัเดียวกบั
สูตร CU, MU 2.5% NaOCl และ positive control (p>0.05) แต่เม่ือความเขม้ขน้ลดลงเป็น 0.2%  TCA สูตร 
1/7 และ1/6 มีความเป็นพิษไม่ต่างจากสูตร CU, MU, 2.5% NaOCl (p>0.05) แต่มีพิษนอ้ยกวา่ positive 
control (p=0.001) และมีพิษมากกวา่ negative control (p=0.001) ส่วนท่ีความเขม้ขน้เจือจางท่ีสุด 0.02% ทุก
สูตรของน ้ายาลา้งคลองรากฟันท่ีมีขายในทอ้งตลาด และท่ีพฒันาข้ึนใหม่มีความเป็นพิษไม่ต่างจาก negative 
control (p=1.000) แต่นอ้ยกวา่ positive control (p=0.001) 
สรุป น ้ายาลา้งคลองรากฟันไฮโปคลอไรทท่ี์ปราศจากกล่ินคลอรีน สูตร TCA3.5%+1/7Buffer-1 และ 
TCA3.5%+1/6Buffer-1 มีความเป็นพิษต่อเซลลท์ดสอบ ไม่ต่างจากน ้ายาลา้งคลองรากฟันท่ีขายในทอ้งตลาด 
งำนวจัิยส่วนที ่5:การประเมินกล่ินคลอรีน 
 ผูว้จิยัไดป้ระเมินกล่ินทุกคร้ังท่ีปรับสูตรดว้ยนกัวจิยั 2 คน เปรียบเทียบกล่ินกบัสูตรท่ีมีจ าหน่ายใน
ทอ้งตลาด คือCU และMU โดยสูตรท่ีเลือกมาทดลองตั้งแต่ TCA2-8 ไม่มีกล่ินทุกสูตร 
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รูปที ่13 เปอร์เซ็นต ์Tissue Loss ของน ้ายาสูตรต่างๆในเวลา 20 นาที 
 

 
 
 

ตำรำงที ่19   แสดงการวเิคราะห์สถิติการละลายเน้ือเยือ่ในววัของน ้ายาลา้งสูตรต่างๆ * ( p = 0.000) 
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รูปที ่14  ร้อยละของเซลลท่ี์เหลือภายหลงัสัมผสัน ้ายาลา้งคลองรากฟัน 5 สูตรท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ negative  
               และ positive control (อกัษรเหมือนกนัไม่ต่างกนั p>0.05) 
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บทที ่5 
สรุป และอภิปรำยผล 

 สรุปผลกำรวจัิย 
 ขั้นตอนท่ี 1 ในการพฒันาสูตรสารละลายไฮโปคลอไรท์ท่ีปราศจากกล่ินคลอรีนจากสารเร่ิมตน้ 
TCA (Trichloroisocyanuric acid) พบวา่ TCA 3.5%+1/7 Buffer-1 และ TCA 3.5%+1/6 Buffer-1 ภายหลงั
ประเมินความคงสภาพระยะสั้นในระยะเวลา 1 เดือนมีค่า pH และ hypochlorite ion ท่ีคงท่ี ดงัรูปท่ี3-4  และ
เม่ือน าไปประเมินสมบติัเบ้ืองตน้ในเร่ืองการตา้นฤทธ์ิแบคทีเรีย E. faecalis โดยใช ้broth micro-dilution 
technique ดงัรูปท่ี 6-8 และสมบติัการละลายเน้ือเยื่อ ดงัรูปท่ี 5 พบวา่ไม่แตกต่างจากน ้ายาลา้งคลองรากฟัน 
CU ท่ีมีขายในทอ้งตลาด จึงไดน้ าทั้ง 2 สูตรมาประเมินสมบติัในขั้นตอนท่ี  2, 3 และ 4 ตามล าดบัต่อไป โดย
เปรียบเทียบกบัน ้ายาลา้งคลองรากฟันท่ีมีขายในทอ้งตลาด คือ CU, MU และ 2.5% NaOCl โดยมี NSS เป็น
กลุ่มควบคุม 
 ขั้นตอนท่ี 2 การประเมินประสิทธิภาพการตา้นแบคทีเรียในการศึกษาคร้ังน้ีเลือกใชแ้บคทีเรีย 
E.faecalis เพราะเป็นแบคทีเรียท่ีค่อนขา้งด้ือต่อการรักษาในการรักษาคลองรากฟัน โดยวธีิ direct contact 
นัน่คือให้น ้ายาทุกสูตรสัมผสักบั E. faecalis ตั้งแต่เวลา 30 วนิาที, 1, 10 และ 30 นาที พบวา่ทุกสูตรสามารถ
ฆ่าแบคทีเรียไดต้ั้งแต่ 30 วินาที และไม่มีเช้ือข้ึนในทุกระยะเวลาท่ีทดสอบ ในขณะท่ีกลุ่มควบคุม NSS ไม่มี
ผลในการฆ่าแบคทีเรีย เม่ือน าน ้ายาลา้งคลองรากฟันทุกสูตรไป incubate ต่ออีก 7 วนั และน าไปเพาะเล้ียง
บนอาหารวุน้ และ incubate อีกเป็นเวลา 3 วนั ก็ยงัคงไม่พบเช้ือแบคทีเรียข้ึนบนอาหารวุน้ในทุกช่วงเวลาท่ี
ศึกษา ดงัตารางท่ี 18 และรูปท่ี 11-12 
 ขั้นตอนท่ี 3 การประเมินประสิทธิภาพในการละลายเน้ือเยือ่ใน ซ่ึงเป็นสมบติัอนัพึงประสงคข์อง
น ้ายาลา้งคลองรากฟัน % Tissue loss ของเน้ือเยือ่ในววั ภายหลงัสัมผสักบัน ้ายาลา้งคลองรากฟันท่ีมีขายใน
ทอ้งตลาด และสูตร TCA  2 สูตร ท่ีผลิตข้ึนใหม่ ค่อนขา้งสูงถึง 80%-95% ในขณะท่ีเน้ือเยือ่ในววัท่ีแช่ใน 
NSS มีค่า % loss เท่ากบั 8% อยา่งไรก็ตามค่า % tissue loss ของสูตร TCA 3.5% + 1/7 Buffer-1, TCA 3.5% 
+ 1/6 Buffer-1 ไม่ต่างกนั และไม่ต่างจากสูตร CU และ MU ดงัตารางท่ี 19 และรูปท่ี 13 
 ขั้นตอนท่ี 4 การประเมินความเป็นพิษของน ้ายาลา้งคลองรากฟันทุกสูตร ตาม ISO 7405:2008 
Destistry-Evaluation of biocompatibility of medical device used in dentistry โดยวธีิการเพาะเล้ียงเซลลใ์น
หอ้งปฏิบติัการ น าทุกสูตรท่ีศึกษามาเจือจางเป็นความเขม้ขน้ 20%, 2%, 0.2% และ 0.02% ตามล าดบั และให้
สัมผสักบัเซลล ์L929 cell line เป็นเวลา 24 ชม. โดยใช ้Thermanox plastic coverslip เป็น negative control 
และ polyvinyl chloride เป็น positive control พบวา่ในทุกความเขม้ขน้ท่ีศึกษาทั้ง 2 สูตรท่ีพฒันาข้ึนมามี
ความเป็นพิษไม่แตกต่างจากสูตรท่ีมีขายในทอ้งตลาดซ่ึงน ามาศึกษาเปรียบเทียบ ดงัรูปท่ี 14 
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 อภิปรำยผลกำรวจัิย 
 สูตรสารละลายไฮโปคลอไรท ์TCA 3.5+1/7 Buffer-1 และ TCA 3.5+1/6 Buffer-1 ท่ีไดพ้ฒันาข้ึน
เป็นสูตรน ้ายาลา้งคลองรากฟันท่ีปราศจากกล่ินคลอรีน ซ่ึงเป็นกล่ินอนัไม่พึงประสงคใ์นระหวา่งการใช ้
น ้ายาลา้งคลองรากฟันของการรักษาในคลินิก การใส่ Buffer-1 เขา้ไปจบั Cl2 ช่วยท าใหน้ ้ายาลา้งคลองราก
ฟันสูตรดงักล่าวไม่มีกล่ินคลอรีนระเหยออกและสูตรท่ีพฒันาดงักล่าวน้ี เม่ือศึกษาสมบติัท่ีน ้ายาลา้งคลอง
รากฟันควรจะมี ประการแรกคือ ฤทธ์ิตา้นแบคทีเรีย และประการท่ีสองคือ ประสิทธิภาพในการละลาย
เน้ือเยือ่ใน เพื่อใหน้ ้ายาลา้งไหลเขา้ไปท าลายแบคทีเรียและละลายเน้ือเยือ่ในบริเวณท่ีเคร่ืองมือขยายคลอง
รากฟันไม่สามารถเขา้ไปไดโ้ดยสมบติั 2 ประการดงักล่าวขา้งตน้ น ้ายาไฮโปคลอไรทท่ี์ปราศจากกล่ิน
คลอรีนก็ออกฤทธ์ิไดดี้ เทียบเท่ากบัน ้ายาคลองรากฟันท่ีมีขายในทอ้งตลาด 
 ส าหรับสมบติัความเป็นพิษต่อเซลล ์เม่ือเปรียบเทียบกบัน ้ ายาท่ีมีขายในทอ้งตลาดไม่แตกต่างกนัใน
ทุกความเขม้ขน้ท่ีศึกษาตามหลกัเกณฑข์อง ISO 7405 ท่ีความเขม้ขน้ต ่า 0.02% ของทุกสูตรมีพิษไม่ต่างจาก 
negative control อยา่งไรก็ตามการใชน้ ้ายาลา้งคลองรากฟันประเภทสารละลายไฮโปคลอไรทใ์นทางคลินิก 
จะตอ้งมีความระมดัระวงัไม่ใหเ้กินออกไปนอกปลายรากฟันทาง apical foramen เพราะสารประเภทน้ีเม่ือ
สัมผสัเน้ือเยือ่ปลายรากฟันยอ่มท าใหเ้กิดอาการปวดและบวมอยา่งรุนแรง 
 ดงันั้น TCA 3.5+1/7 Buffer-1 และ TCA 3.5+1/6 Buffer-1 เป็นอีกทางเลือกของน ้ายาลา้งคลองราก
ฟันท่ีปราศจากกล่ินคลอรีน และมีสมบติัของน ้ายาลา้งคลองรากท่ีตอ้งการทุกประการ การผลิตออกสู่ตลาด
เพื่อใหท้นัตแพทยไ์ดใ้ชใ้นงานรักษาคลองรากฟันจึงเป็นเป้าหมายต่อไป 
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