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พ ัฒ น า ผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์เจ ล ร ะ ง ับ เช ื้อ โ ด ย ใ ช ้ส า ร ส ก ัด พ อ ล ิแ ช ็ก ค าไ ร ด ์จ า ก ท ุเร ีย น เป ็น ส า ร ก ่อ เจ ล แ ล ะ ย ับ ย ั้ง แ บ ค ท ีเร ีย เป ็น  

ต ัว ย าส ำค ัญ  เน ื่อ ง จ า ก ค ้น พ บ ว ่า  เจ ล พ อ ล ิแ ซ ็ก ค า ไ ร ต ์ม ีถ ุท ธ ิฆ ่า เช ื้อ แ บ ค ท ีเร ีย ท ี่ค ว า ม เข ้ม ข ้น  2 .5 %  ใน น ํ่า  ก าร พ ัฒ น าส ูต ร ต ำร ับ  

ย ัง ใ ช ้ te a  tree  o il (T T O ) แ ล ะ  b e te l o il (B O ) เพ ึ๋อ ว ัต ถ ุป ร ะ ส ง ค ์ส ำ ห ร ับ ย ับ ย ั้ง เช ื้อ จ ุล ิน ท ร ีย ์ ท ำก าร ท ด ส อ บ ค ว าม ไ ว ข อ ง จ ุล ิ 

น ท ร ีย ัห ล าย ส า ย พ ัน ธ ์ท ี่ถ ูก ย ับ ย ั้ง ด ้ว ย  T T O  ใ น ห ล อ ด ท ด ล อ ง  พ บ ว ่า  T T O  ม ีถ ุท ธ ิ'Iย ับ ย ั้ง แ บ ค ท ีเร ีย  9 ส าย พ ัน ธ ์ แ ล ะ ร า 2 ส าย 

พ ัน ธ ์ จ า ก ก า ร ท ด ส อ บ ค ว าม ไ ว ข อ ง จ ุล ิน ท ร ีย ์โ ด ย เท ค น ิค  ag a r d iffu s io n  m e th o d  พ บ ว ่า  te a  tre e  o il ค ว า ม เข ้ม ข ้น ต ั้ง แ ต ่ 0 .3 12  

เป อ ร ์เซ ็น ต ์ ใ ห ้ in h ib itio n  zo n e  เป ็น ว ง ใ ส ม ีข อ บ เข ต ท ี่ค ม ช ัด บ น จ า น อ าห า ร ว ุ้น ต ่อ เช ื้อ  Staphylococcus aureus  A T C C  6 538P  

Staphylococcus epiderm idis  A T c c  12228  Micrococus luteus A T C C  9341 Bac illus sub tilis  A T C C  6 63 3  Escherichia  

co li A T C C  2 5 9 2 2  Sa lm one lla  typh imurium  A T C C  14028  Proteus vulgaris  A T C C  13315  K lebsie lla  pneumoniae  

A T C C  10031 Pseudomonas aeruginosa  A T C C  9721 Saccharomyces cerevisiae  A T C C  9 76 3  แล ะ Candida albicans 

A T C C  10230  ต าม ล ำด ับ  ก าร ท ด ส อ บ โ ด ย เท ค น ิค  b ro th  m ac ro d ilu tio n  เพ ื่อ ห า ป ร ิม าณ ข อ ง  T T O  ท ี่ใช ้ใ น ก าร ย ับ ย ั้ง  

เช ือ จ ุล ิน ท ร ีย ั พ บ ว ่า ค ว า ม เข ้ม ข ้น ต ํ่า ส ุด ท ี่ส า ม า ร ถ ย ับ ย ั้ง ก า ร เจ ร ิญ ข อ ง เช ื้อ จ ุล ิน ท ร ีย ์ (M IC ) ข อ ง  T T O  ม ีช ่ว ง ค ่า  0 .0 36 % - 

0 .3 1 2 %  ค ว า ม เข ้ม ข ้น ต ํ่า ส ุด ท ี่ส า ม า ร ถ ฆ ่า เช ื้อ จ ุล ิน ท ร ีย ์ (M B C ) ข อง T T O  ม ีช ่ว ง ค ่า  0 .0 7 8 % -0 .6 2 5 %  ส าม าร ถ เต ร ีย ม ต ำร ับ  

ผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์เจ ล ร ะ ง ับ เช ื้อ จ า ก ส าร ท ี่ม ีถ ุท ธ ิย ับ ย ั้ง เช ื้อ ธ ุล ิน ท ร ีย ์ท ั้ง  3 ช น ิด  ค ือ  เจ ล พ อ ล ิแ ซ ็ก ค า ไ ร ต ์จ า ก เป ล ือ ก ท ุเร ีย น  tea  tree  o il 

(T T O ) และ b e te l o il (B O ) ส ูต ร ต ำ ร ับ ท ี่เต ร ีย ม ไ ด ้ส ำ เร ็จ แ ล ะ ค ัด เล ือ ก ไ ว ้ม ี 3 ส ูต ร  ค ือ  ผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์เจ ล พ ื้น  (N 0 .1 2 )  ผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์ 

เจ ล ร ะ ง ับ เช ื้อ ท ี่ม ี T T O  (N O .3 3) ผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์เจ ล ร ะ ง ับ เช ื้อ ท ี่ม ี T T O  ร ่ว ม ค ับ  B O  ( N 0 .4 3 )  ก า ร ท ด ส อ บ ค ว าม ค ง ต ัว ข อ ง  

ผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์ (N O . 12 N O .33 แล ะ N 0 . 4 3 ) l ด ย ใ ห ้ผ ่าน  free ze -th aw  cy c le s  6 รอ บ  แ ล ะ ท ี่ต ั้ง ท ิ้ง ไ ว ้อ ุณ ห ภ ูม ิห ้อ ง เป ็น เว ล า  30  ว ัน 

ใ ห ้ผ ล เป ็น ท ี่น ่าพ อ ใ จ  ผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์เจ ล ม ีค ว าม ค ง ต ัว ด ีไ ม ,เป ล ี่ย น แ ป ล ง  ก า ร ศ ึก ษ า ร ะ ย ะ เว ล า ข อ ง ก า ร ฆ ่า เช ื้อ จ ุล ิน ท ร ีย ์ พ บ ว ่า  

ผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์เจ ล ร ะ ง ับ เช ื้อ  N O .33 และ N 0 .4 3  ส าม าร ถ ฆ ่า เช ื้อ  ร. aureus  แ ล ะ  E. co li โ ด ย ด ูจ าก จ ำน ว น โ ค โ ล น ีล ด ล ง ถ ึง  0 ได ้ 

ภ ายใน  15 น าท ี ผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์เจ ล ร ะ ง ับ เช ื้อ ส าม าร ถ ฆ ่า เช ื้อ ร า  c. albicans  พ บ จ ำ น ว น โ ค โ ล น ีล ด ล ง ถ ึง  0 ภ ายใน  6 -2 4  ช ั่วโม ง 

ถ ุท ธ ิย ับ ย ั้ง เช ื้อ แ บ ค ท ีเร ีย ข อ ง ผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์เจ ล ร ะ ง ับ เช ื้อ ต ่อ แ บ ค ท ีเร ีย  9  ส าย พ ัน ธ ์ แ ล ะ เช ือ ร า  2 ส าย พ ัน ธ ุ โ ด ย ว ิธ ีท ด ส อ บ ค ว าม  

ไ ว ข อ ง เช ื้อ จ ุล ิน ท ร ีย ์ด ้ว ย เท ค น ิค  ag a r d iffu s io n  m eth o d  พ บ in h ib itio n  z o n e  บ น อ า ห า ร ว ุ้น เล ี้ย ง เช ื้อ ค ับ ผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์เจ ล ร ะ ง ับ  

เช ื้อ  ได ้แ ก ่ ผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์เจ ล ร ะ ง ับ เช ื้อ  (N O .3 3) ท ี่ม ี 1% T T O  ผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์เจ ล ร ะ ง ับ เช ื้อ  (N O .3 5 ) ท ี่ม ี 1 .5%  T T O  แ ล ะ ผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์ 

เจ ล ร ะ ง ับ เช ื้อ  (N 0 .4 3 )  ท ี่ม ี 1%  T T O  ร ่วม  ค ับ 0 .2 %  B O  แ ส ด ง ถ ุท ธ ์ย ับ ย ั้ง เช ื้อ จ ุล ิน ท ร ีย ์ ร. aureus, Ps. aeruginosa, ร. 

epidermidis, M. luteus, E. co li, B. sub tilis , p. vulgaris, ร. typhimurium , K. pneumoniae, c. albicans  แ ล ะ  ร. cerevisiae'lด 

ดี ก า ร ศ ึก ษ า แ บ บ น อ ก ก าย  ( in -v iv o ) โ ด ย ก าร ป ร ะ เม ิน ค ว าม แ ร ง ข อ ง ฤ ท ธ ิย ับ ย ั้ง แ บ ค ท ีเร ีย จ าก จ ำน ว น โ ค โ ล น ีข อ ง เช ื้อ ท ี่ไ ด ้จ าก  

ก าร แ ต ะ น ิ้ว บ น จ า น เล ี้ย ง เช ื้อ ท ั้ง ค ่อ น แ ล ะ ห ล ัง ก า ร ล ้าง ม ือ ด ้ว ย ผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์เจ ล  (ส ูต ร  N O .33 แ ล ะ  N 0 .4 3 )  แ ล ะ ผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์เจ ล พ ื้น  

(N O . 12) ผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์เจ ล ร ะ ง ับ เช ื้อ  N 0 .4 3  แล ะ N 0 .3 3  แ ส ด ง ใ ห ้เห ็น ก า ร ล ด ล ง ข อ ง จ ำน ว น โ ค โ ล น ีข อ ง เช ื้อ ต า ม ป ก ต ิท ี่อ ย ู่บ น  

ม ือ ไ ด ้ด ีก ว ่าก าร ล ้า ง ม ือ ด ้ว ย น ิ้า ป ร ะ ป า  ค ว า ม แ ร ง ข อ ง ก าร ย ับ ย ั้ง แ บ ค ท ีเร ีย  ข อ ง ผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์เจ ล ร ะ ง ับ เช ื้อ ย ัง ไ ด ้ท ำ ก าร ป ร ะ เม ิน  

โ ด ย เป ร ีย บ เท ีย บ ภ ับ ผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์ c le a n  feel® ท ี่ม ีจ ำห น ่าย  พ บ ว ่า ก าร ล ด ล ง ข อ ง เช ื้อ ต า ม ป ก ต ิบ น ม ือ ห ล ัง ก า ร ล ้าง ด ้ว ย ผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์ 

N 0 .3 3  ห ร ือ  43 เป ร ีย บ เท ีย บ ไ ด ้ค ับ ก า ร ใ ช ้ c lean  feel®
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K E Y  W O R D S  : Durio zibethinus / Malaleuca alternifolia /  D U R IA N  P O L Y S A C C H A R ID E  / 
A N T IB A C T E R IA L  A G E N T  /  T E A  T R E E  O IL  /  B E T E L  O IL  /  A N T IS E T IP  G E L

U N C H U L E E  P O N G W IW A T A N A : A N T IM IC R O B IA L  A C T IV IT Y  O F A N T IS E P T IC  G E L  
F R O M  D U R IA N  P O L Y S A C C H A R ID E . T H E S IS  A D V IS O R  : A S S O C . PRO F. S U N A N T A  
P O N G S A M A R T , Ph .D ., T H E S IS  C O -A D V IS O R : ASS O C . PRO F. V IM O L M A S  L IP IP U N ,  
P h.D ., 158 pp . IS B N  974 -17 -4307 -6

A n tis e p tic  PG  ge l was deve loped b y  us ing  du ria n  po lysaccha ride  ge l (P G ) as an active  
in g red ien t fo r  g e llin g  and an tiba c te ria l func tions . B a c te r ic id a l a c t iv ity  o f  2 .5%  w /v  o f  PG  has been 
exp lo red , tea tree o i l  (T T O ) and be te l o i l (B O ) were also used in  the fo rm u la t io n  fo r  a n tim ic ro b ia l 
purpose. In vitro a c t iv ity  was pe rfo rm ed  to  eva luate the su s ce p tib ility  o f  m ic roo rgan ism s  to  TTO . 
T T O  showed in h ib ito r y  a c t iv ity  against 9 stra ins o f  bac te ria  and tw o  stra ins o f  yeast. The su sce p tib ility  
test was de te rm ined  b y  agar d if fu s io n  m ethod, in h ib it io n  zone o f  sharp and c lea r m a rg in  was observed  
on agar m ed ia  w ith  T T O  at concen tra tion  0 .312%  against Staphylococcus aureus A T C C  6538P, 
Staphylococcus epidermidis A T C C  12228, Micrococus luteus A T C C  9341, Bacillus subtilis A T C C  
6633, Escherichia coli A T C C  25922, Salmonella typhimurium A T C C  14028, Proteus vulgaris A T C C  
13315, Klebsiella pneumoniae A T C C  10031, Pseudomonas aeruginosa A T C C  9721 , Saccharomyces 
cerevisiae A T C C  9763 and Candida albicans A T C C  10230, respec tive ly . B ro th  m a c ro d ilu tio n  m ethod  
was used to  de te rm ine a q uan tita tive  a n tim ic ro b ia l a c t iv ity  o f  T T O . M in im a l in h ib ito r y  concentra tions  
(M IC s ) o f  T T O  against m ic roo rgan ism s  were in  ranges o f  0 .036%  to  0 .312% . M in im a l bac te ric ida l 
concentra tions (M B C s ) o f  T T O  were 0.078 %  to  0 .625% . The  an tisep tic  P G -ge l p roduc ts  were  
success fu lly  p repared b y  us ing  the com b in a tio n  o f  3 a n tim ic ro b ia l agents, po lysaccha ride  gel, T T O  and 
BO . The an tisep tic  PG  ge l p roduc ts  in c lu d in g  PG -ge l base (N O . 12), an tisep tic  tea tree o il-P G  ge l 
(N O .33) and an tisep tic  tea tree o il/b e te l o il-P G  ge l (N 0 .4 3 )  w ere success fu lly  p repared and selected. 
The an tisep tic  PG  ge l p roduc ts  (N O . 12, N O .33 and N O . 43 ) gave a sa tis fa c to ry  re su lt o f  s ta b ility  test, 
the products w ere unchanged a fte r 6 -tem pera ture c y c lin g  test o r storage at am b ien t tem pera ture fo r  30  
days. T im e -k i l l  s tudy  dem onstra ted the k i l l in g  tim e  o f  an tisep tic  ge l p roduc ts  against represent 
susceptib le bac te ria , the co lo n y  counts o f  tested bacte ria  w ere dec lin ed  to  ze ro  w ith  the p roduc t N O .33 
and p ro d u c t N O .43 w ith in  15 m in  against ร .  aureus and E. coli. W hereas the co lo n y  counts o f  c. 
albicans, a represent fu n g i, was dec lined  to zero w ith  b o th  p roduc ts  w ith in  6 -24  hours. In h ib ito ry  
a c t iv ity  o f  an tisep tic  PG  ge l p roduc ts  were eva luated against 9 stra ins o f  bac te ria  and tw o  stra ins o f  
yeast. The s u s ce p tib ility  test was de te rm ined b y  agar d if fu s io n  m ethod , in h ib it io n  zone on agar med ia  
was observed. The an tisep tic  PG  gel p roducts in c lu d in g  an tisep tic  tea tree o il-P G  ge l (N O .33) 
con ta ined l% T T O , an tisep tic  tea tree o il-P G  gel (N O .35) con ta ined 1 .5% T TO  and an tisep tic  tea tree 
o il/b e te l o il-P G  ge l (N O .43 ) con ta ined l% T T O  w ith  0 .2% B O , p e rfe c tly  e xh ib ite d  a n tim ic ro b ia l 
a c t iv ity  aga inst ร. aureus, Ps. aeruginosa, ร. epidermidis, M. luteus, E. coli, B. subtilis, p. vulgaris, ร. 
typhimurium, K. pneumoniae, c. albicans and ร. cerevisiae. In - v iv o  s tudy  was pe rfo rm ed  to eva luated  
an tiba c te ria l p o ten cy  b y  obse rv ing  the num be r o f  v is ib le  co lon ies  o f  m ic roo rgan ism s  released fro m  
finge rs , w h ic h  w ere  in o cu la ted  on agar p lates, be fo re and a fte r a p p ly in g  an tisep tic  PG  ge l p roducts  
(N O .33 and N O .4 3 ) and P G -ge l base (N O . 12). A n tis e p tic  PG  ge l N O .43 and an tisep tic  PG  ge l N O .33 
showed cons ide rab le  m ore  re du c tio n  o f  v is ib le  co lon ies  fro m  hands no rm a l f lo ra  a fte r a p p lic a tio n  than  
w ash ing  w ith  tap w ater. A n tib a c te r ia l po tency  o f  an tisep tic  PG  ge l p roduc ts  were also eva luated in  
com parison w ith  a com m e rc ia l p ro d u c t o f  clean feel®. The re du c tio n  o f  hands no rm a l f lo ra  a fter 
app lica tio n  produc ts  N O .33 o r 43 were com parab le  w ith  c lean feel®.

D e p a rtm e n t................B io c h e m is try ...................
F ie ld  o f  s tu d y .. ..B io m e d ic in a l C h em istry .. 
A cad em ic  y e a r ................. 2 0 0 5 ............................



VI

AC KNO W LEDG EM ENTS

I wish to express my sincere gratitude and appreciation to my thesis advisor, 
Associate Professor Dr. Sunanta Pongsamart for her invaluable advice, guidance and 
encouragement throughout this study. Her patience and kindness are also deeply 
appreciated.

I wish to express my grateful thank to my thesis co-advisor, Associate 
Professor Dr. Vimolmas Lipipun, Department of Microbiology, Faculty of 
Pharmaceutical Sciences, Chulalongkom University for her kindness, valuable advice, 
and encouragement throughout this research.

I also wish express deep appreciation to all members of the thesis committee 
for their suggestions and comments.

Thanks are also due to Chulalongkom University and the Ministry of 
University Affairs for granting partial financial support to fulfill this study.

I would like to thank my friends and all staff members of Department of 
Biochemistry and other person whose names have not been mentioned here for their 
assistance and encouragement.

Finally, I would like to express my infinite thanks and deepest gratitude to my 
parent for their care, understanding, supporting and encouragement.



CONTENTS

Page
ABSTRACT (Thai)........................................................  iv
ABSTRACT (English).....................................................  V
ACKNOWLEDGEMENTS................................................  vi
CONTENTS...............................................................  vii
LIST OF TAB LES.........................................................  ix
LIST OF FIGURES........................................................  X

LIST OF ABBREVIATIONS..............................................  xiii
CHAPTER

I. GENERAL BACKGROUND...............................  1
1. INTRODUCTION....................................... 1
2. LITERATURE REVIEW................................  3
2.1 DISINFECTIONS, HAND WASHING AND ANTISEPTIC 3
2.2 GELLING AGENT.........................  10
2.3 GELS.....................................  20
2.4 NATURAL MATERIALS OF ANTIMICROBIAL AGENTS 23
2.5 ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY TESTS.....  38

II. METHODS.................................................  46
1. MATERIALS...........................................  46
2. METHODS.............................................  47
2.1 ISOLATION OF POLYSACCHARIDE GEL (PG).... 47
2.2 PROPERTIES OF POLYSACCHARIDE GEL (PG)... 48
2.3 PROPERTIES OG TEA TREE OIL (TTO)..........  48
2.4 PREPARATION ANTISEPTIC PG GEL............  50
2.5 STABILITY TEST OF AN IISEPTIC PG GEL PRODUCTS 53
2.6 EFFICACY OF ANTISEPTIC PG GEL...............  53

III. RESULTS..................................................  58
1. ISOLATION OF POLYSACCHARIDE GEL (PG).....  58
2. PROPERTIES OF POLYSACCHARIDE GEL (PG)....  58
3. PROPERTIES OF TEA TREE OIL (TTO)............  59



4. PREPARATION ANTISEPTIC PG GEL..............  68
5. STABILITY TEST OF ANTISEPTIC PG GEL PRODUCTS 68
6. EFFICACY ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF THE

PRODUCTS ANTISEPTIC PG GEL.................... 75
IV. DISCUSSION AND CONCLUSION.......................  93

REFERENCES.................................   104
APPENDICES.............................................................  116
VITA......................................................................  158



IX

T a b le  Page

1. In-vivo studies of antiseptic PG gel product by hand washing test was
perfermed for prevalue of CFU using the following steps arrangement....  56

2. Compatibility test of 1% Tea tree oil (TTO) in each tested solubilizer.... 62
3. Antimicrobial activity of tea tree oil against bacteria and fungi by

agar diffusion method, nz = no inhibition zone.......................... 64
4. Minimal Inhibitory Concentration (MIC) and minimal bactericidal

concentration (MBC) of tea tree oil against microorganisms............  66
5. Formulation of PG gel base of durian polysaccharide gel (PG)

TEA = Triethanolamine, DW = distilled water...........................  69
6. Formulation of antiseptic PG gel contained tea tree oil (TTO)

TTO = Tea tree oil, TEA = Triethanolamine, DW = distilled water.....  70
7. Formulation of antiseptic PG gel contained tea tree oil (TTO) and

betel oil (BO) TTO = Tea tree oil, BO = Betel oil, TEA = Triethanolamine,
DW = distilled water.....................................................  71

8. Summary of antiseptic PG gel products after stability test..............  72
9. Antimicrobial activity of antiseptic PG gel finished products against

microorganisms by agar diffusion method, nz = no inhibition zone.........80
10. Antimicrobial test for all ingredients in PG gel base against

microorganisms by agar diffusion method, nz = no inhibition zone........ 81
11. In-vivo evaluation of antiseptic potency of antiseptic gel products by 

hand washing test Score no: 1 = 0-50 colony, 2 = 50-100 colony,
3 = 100-200 colony, 4 = >200 colony. Data are mean ± SD., ท = 10.......89

L I S T  O F  T A B L E S



X

F ig u re  Page
1. The structure of Alginic acid...................................... 11
2. The structure units of pectin.............................................  13
3. Carrageenan consists of alternating 3-linked-p-D-galactopyranose and

4-linked- a-D-galactopyranose units....................................  13
4. The structure of K-carrageenan (kappa-carrageenan) ....................  14
5. Structural of 1-carrageenan (iota-carrageenan)........................ 14
6. Structural of ̂ .-carrageenan (lambda-carrageenan)....................  15
7. The structure of chitosan.............................................. 17
8. Structural of Carboxymethycellulose (CMC)..............................  18
9. Schematic drawing of a molecular segment of a cross-linked

polyacrylic acid polymer.............................................  19
10. Polysaccharide gel (PG) powder product isolated from dried

fruit-rinds of durian................................................. 60
11. Effect of concentrations of sorbitol on the apparent viscosity of

polysaccharide gel (PG).............................................  61
12. Microbiological assay plate of tea tree oil (TTO) against ร. aureus 

ATCC 6538P on MHA medium. Concentrations of tea tree oil were
5, 2.5, 1.25, 0.625, and 0.312% (v/v) and control (C) was 0.5% Tween 80... 65

13. MIC assay of tea tree oil by broth macrodilution method using MHB
medium against M. luteus ATCC 9341..........................  67

14. Antiseptic PG gel products after freshly prepared. A= PG-gel base 
(NO. 12), B= Tea tree oil PG-gel (NO.33), c= Tea tree oil/Betel oil-
PG gel (NO.43)................................................... 73

15. Tea tree oil PG-gel antiseptic finished product of formula NO.33
(A: after freshly prepared B: After 30 days storage at room temperature.).... 74

16. Time-kill analysis of antiseptic PG gel products against ร. aureus ATCC
6538P, normal saline was used as a control.................  76

17. Time-kill analysis of antiseptic PG gel products against E. coli ATCC
25922, normal saline was used as a control.................... 77

L I S T  O F  F IG U R E S



XI

F ig u re  Page

18. Time-kill analysis of antiseptic PG gel products against c. albicans ATCC
10230, normal saline was used as a control............................  78

19. Microbiological assay plate against B. subtilis ATCC 6633 
on Mueller hinton agar (MHA). A, NSS (normal saline);
B, 2.5% PG, C: base PG gel (NO. 12); D, l%tea tree oil PG gel (N0.33);
E, 1.5% tea tree oil PG gel (NO.35) and F, 1% tea tree oil/0.2% betel
oil PG gel (NO.43)..................................................... 82

20. Microbiological assay plate against c. albicans ATCC 10230 
on Sabouraud dextrose agar (SDA) A, NSS (normal saline);
B, 2.5% PG, C: base PG gel (NO. 12); D, l%tea tree oil PG gel (N0.33);
E, 1.5% tea tree oil PG gel (NO.35) and F, 1% tea tree oil/0.2% betel
oil PG gel (NO.43)..........................................  83

21. Microbiological assay plate against c. albicans ATCC 10230 on Sabouraud 
dextrose agar (SDA). A, sterile water; B, 15% propylene glycol;
c ,  13% Cremophore RH 40®; D, 0.5% Amerchol L-101®;
E, 0.1% vitamine E acetate and F, 1.2% menthol......................  84

22. Microbiological assay plate against B. subtilis ATCC 6633 on 
Mueller hinton agar (MHA). A, sterile water; B, 15% propylene glycol; 
c ,  13% Cremophore RH 40®;D, 0.5% Amerchol L-101®;
E, 0.1 % vitamine E acetate and F, 1.2% menthol.................... 85

23. In-vivo studies of antiseptic PG gel finished products NO.33, 43 by hand 
washing test, (a) = performed by process 1 ; (๖) = performed by 
process 2; (c) = performed by process 3. The colony counts were 
performed after incubation the inoculated MHA plates at 3 7 ° c  for 24 hrs.
Score no: 1 = 0 - 50 colony, 2 = 50 -100 colony, 3 = 100 — 200 colony,
4 = >200 colony......................................................  86



F ig u re  Page

24. The number of colonies of normal flora on hands inoculated by finger 
pressed on MHA media for 30 seconds and incubated overnight at 37°c.
(A = before washing with tap water, B= after washing with tap water, 
c= after washing antiseptic PG gel base, D= after washing with antiseptic 
PG gel tea tree oil, E= after washing with antiseptic PG gel tea
tree oil/betel oil)............................................. 87

25. In-vivo evaluation of antiseptic potency by hand washing test of gel 
commercial product (clean feel®), antiseptic PG gel NO.33 and NO. 43, 
tap water was control. The colony counts were determined after 
incubation the inoculated MHA plates at 37°c for 24 hrs. Score no:
1 = 0-50 colony, 2 = 50-100 colony, 3 = 100-200 colony, 4 = >200 colony.
Data are mean ± SD., ท = 10 a, b = significant difference (p <0.05).......  90

26. Evaluation of subject’s perception of tea tree oil-PG gel products (NO.33)... 91
27. Evaluation of subject’s perception of tea tree oil/betel oil-PG gel

products (N0.43)...............................................  92

x ii



X111

L I S T  O F  A B B R E V IA T IO N S

ATCC American Type Culture Collection, 
Maryland, USA

BO Betel oil
BP Brithish Pharmcopoeia
CMC Carboxymethylcellulose
° c degree Celsius (centigrade)
CFU colony forming unit
cps centipoises
DMSO dimethyl sulfoxide
DW deionized water
e-g exampli gratia, for example
et al. et alii, and others
g gram (ร)
HPMC hydroxypropyl methylcellulose
ISO International Organisation for 

Standardization
hr hour
hrs hours
kDa kilodalton
kg kilogram (ร)
L litre (ร)
MBC minimal bactericidal concentration
mg milligram
MHA mueller hinton agar
MHB mueller hinton broth
MIC minimal inhibitory concentration
min minute (ร)
ml millilitre (ร)
mm millimetre (ร)
NCCLS National Committee for Clinical 

Laboratory Standard
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NO. number
NSS narmal saline solution
PEG polyethylene glycol
SDA sabouraud dextrose agar
SDB sabouraud dextrose broth
PG polysaccharide gel
pH the negative logarithm of hydrogen ion 

concentration
qs. make to volume
SD standard deviation
sec second (ร)
TEA Triethanolamine
TSA tryptic soy agar
TSB tryptic soy broth
TTO Tea tree oil
USP The United States Pharmacopeia
pg microgram (ร)
pi microlitre (ร)
w/v weight by volume
พ/พ weight by weight
% percentage
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