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This study was to study the antibacterial effect of Lignum sappan extract on S. mutans growth. The

antibacterial activities of Lignum sappan's crude extract was measured 17.3 mm at 20 mg/ml concentration. The growth of
S. mutans in control medium was the highest at 8hr, while the media of Lignum sappan extract added-medium (2 mg/ml)
showed maximum growth at 16hr. The pH values of the control media was 5.08 at 8hr, but the media supplemented with
Lignum sappan extract was 6.69 at 8hr. The amounts of total carbohydrate of the control media was 0.81 mg/ml at 8hr,
but the media supplemented with Lignum sappan extract was 2.06 mg/ml at 8hr. In the protein change of culture medium,
the control culture broth and the cultures supplemented with Lignum sappan extract was 8.39 mg/ml and 12.3 mg/ml at
8hr, respectively. The S. mutans polysaccharide contents of the control media and the media supplemented with Lignum
sappan extract was 300 mg/100ml and 60 mg/100 ml at 8hr, respectively. 
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� �

����� �����(plaque)� ��� �� ���� �
����, � � ��� ��� ����� ���� �� �
����� ���� ��� ���. ���� �������
Streptococci(S. mutans), Lactobacilli(L. casei), Actinomyces
(A. biscosus)� S. mutans� �� ����� � �����
����, L. casei� ��� ���� � ������� A.

viscosus� ����� ���� ��� ��� ��. �� S.

mutans� ��� ���� ��� ��� ���� �����
�� ��� ���� �� �� ������ ���� ��.
�� S. mutans� �� ����� �� ���� ��� �
�� ����� ��� ���� ��� �� ��� ���
�. �� �� ��� S. mutans� ���� �	� ����
�
 �	�� ���� ��1). ��� ����� L. casei�

S. mutans� ��� ����� �
� �� ��� � ��
� ������ �� ������ � ��� ��� ��

� �� ���. 
�� �
��� �� S. mutans� ����� �� ���

��� �	��� ��. � �2)� ���, ��� ����
����� � S. mutans� �� ����� ������,
��� �3)� ���, 	�� � ��� �� S. mutans�

�� ����� �� ��� � ��, � ��� flavonoid4),
��� � ���5), ��6), ��7) � �� ��� ��� �
��. 
��(Lignum sappan)� ��� ��� �� ����� �
���
 ��� ����8) ���� ��, ���, �
 ��
� ��� �� 	�� ��9). ��� �� ���� brazilin,
homoisoflavonoids, dibenz[b,d]oxocins (protosappanins A, B
and C, protosappanin E-1 and E-2)10-12) �� ��� ��.
����� S. mutans� �� ��� 
�� �� ����
�� 
� ����, �� ���� ��	 ��13), �� ��
�� ���� ���� �
� �� ��� ��� �14)

�� ��� � ��. 

�� � 
�� ���� ���� ������ �� ��
�� ��� �, S. mutans� �� ����� paper disc
method� ����, S. mutans� ��� ��� �� ��
�� ��� �
��, pH�	, ��� �	, � ��	��
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�	 � ��� ��� ��� �� �� ��� �����
���.

�������

1. ����
� ��� ��� ��� �� ������ ����� �
� ���� �����.

2. ����
1) ����
��� ��� ��� ���� 50 g� ��� � ���
���� �� ��� ���� ��� 1 l� �� �� 100
oC�� ������ ���� ����� 3�� �� ���
��. �� ���� ���� �� 	�� �� �� .��
��� �� ��� �� � ��� �� ������ ��
�� �� ���� � ��� �����(Scheme 1).

2) �� � ��
��� ��� ��
�� BCA(Piece Co.), BSA(Piece

Co.)� ���
�, S. mutans ��� �� ��� brain
heart infusion(Difco, U.S.A)� �����. ��� pH meter
(Istek Co., Korea), UV/Vis spectrophotometer(Shimadzu Co.,
Japan), centrifuge(Hanil Co., Korea), ���(BBL Co.),
incubator(Dongyang Co., Korea), clean bench(Sangwoo Co.,
Korea), voltex(Dongyang Co., Korea), magnetic stirrer

(Corning Co., U.S.A) �� �����. 
3) �� � ��
��� ��� ��� ����� ������� �� ��

S. mutans KCTC 3065� ����
�, �� � 	����
brain heart infusion(BHI) ��� 37oC�� 24�� �� �
���� �� �����.

4) 	��� ��
��� 	��� 
�� paper disc method� ��� ��
��
�15), S. mutans �� 1 loop� 10 ml BHI broth�
��� � 37oC�� 18~20�� ����� �� ���� �
����.
��� Müller hinton agar ��� petri dish� 15 ml�

���� ��� �� �, S. mutans ��� 50 µl� ���
� ��� �����. �� �� ��� 400 mg� ���
1 ml� ��� �� paper disc(6 mm)� 50 µl� ��� �
�����. ��� disc� ��� ���� ��� �	 ��
�� ��, 37oC�� 24���� �� �����. ����
�� 	���� paper disc ��� clear zone ��(mm)�
���� �����.

5) ��	��� ��
��	���(MIC, minimum inhibitory concentration)�

paper disc method� ��� ����
�15), S. mutans ��
1 loop� 10 ml BHI broth� ��� � 37oC�� 18~20�
� ���
� ���� �����. 
��� Müller hinton agar ��� petri dish� 15 ml �

���� ���� �, S. mutans ��� 50 µl� ����
��� �����. �� ���� �� ��� 10 mg/ml�

2� �� ��� � 37oC�� 24�� �� �� ���� �
�
� ���� ��� ��� 
�� ��� �����.

6) ���� ��
����� S. mutans �� 1 loop� 10 ml BHI broth�
��� � 37oC�� 18~20�� ���
� ���� ���
�� � 50 µl� �� ��� 50 µl� BHI broth 10 ml�

�����. 37oC�� �� ����� ��	� ���� �
� ��� spectrophotometer� ���� ���(600 nm)�
�����.

7) pH ��
pH ��� S. mutans �� 1 loop� 10 ml BHI broth�
��� � 37oC�� 18~20�� �� ���� ��� ��
� 50 µl� �� ��� 50 µl� BHI broth 10 ml� ���
� 37oC�� �� ����� ��	� ���� pH meter�
���� �����.

8) ���� �� ��
��� ���� ��� phenol sulfuric acid ��� ��

���. ���� ��� 
���� ��� ��� ����
� D-glucose� ����
�, glucose� 100 µl/ml� stock
solution� ��� ���� ���� �		 ���� ���
�. 
��� ��� 20 ml� ���� �		 ��� 1 ml�

���, ��� 80% phenol 25 µl� �� �� 2.5 ml� �
���, ����� ��� �� ��� 1 ml� ���. ��
sample 1 ml� ��� 80% phenol 25 µl, �� �� 2.5 ml

� ����. ���� � 	�� � 30oC�� 20�� 
�

������ �� Standard extract preparation from Lignum sappan.
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�� �	
� ��� �� ��� � ���� ����
490 nm�� ����.

9) ��� �� ��
��� ��� ��� BCA kit� ���� �����. �
��� ��� 
���� ��� ��� ����� BSA
(Bovine Serum albumine)� �����. BSA� 1 mg/ml�

stock solution� ���, ���� ���� �		 ����
����. 
��� ��� 20 ml� ���� BCA 	��
(100:2)� 4 ml ���, ��� �		 ���� �� 0.1 ml

� ����, ����� ��� �� ��� 0.2 ml� ��
�. �� sample 1 ml� BCA reagent 	��� ���. �
��� � 	�� � 37oC�� 30�� 
��� �	�� �
�� ��, ��� � ���� ���� 562 nm�� ����.

10) S. mutans� ��� ��
�� ���� S. mutans� glucan ��� ��� 

�
�	�� �� ��� � ���� �� � �� ��16)� �
��� �����. �� ��� ��� BHI ��� �� �
��� ��(2 mg/ml)�� � ��	� �
� � ��� 4oC
���� �����. ��� ���� ��� ��� ���
� ��� ��� ��� 2.5N� ��� ��� NaOH� �
�� 12���� �����. ��� ���� acetic acid�
��� ��� �� cell debris� ���� �� ��� �,
���� 3��(v/v)� ���� ��� �� �� �����.
���� �� ��� ���� �������(Beckman XL-
90)� ����(15,000�g, 10 min) ��� ��� ����
�. ��� ���� 60oC�� ���� � ���(mg/ml)�
�����.

�������

1. S. mutans KCTC 3065� �� ����
�� ���� 20 mg/ml� ��� paper disc ��
� S.

mutans� �� 	���� ��� ��, 17.3 mm� ���

��� ���(Fig. 1). ���17)� ��� Staphylococcus

aureus� Salmonella typhimurium� �� ��	�� ��
���� �� ��� �
� 	��� ����� ��� 
����. ��� �� ���� ��� �	��� ��
�� ���� �� ���
� ��� � �� �
� ��

��, ��� � ��� S. mutans� �� 	���� ��
��� � ��� �� ��� � �� �
� ��.

2. ������
S. mutans KCTC 3065� �� �� ���� ��	��
�� ��� �� 2.5 mg/ml ��� ��� ���� ��

�, 1.25 mg/ml��� �� ��� ��. ��� S. mutans

� �� �� ���� ��	���� 2.5 mg/ml
� ���
�(Fig. 2).

3. �� ��� ��� �� S. mutans KCTC 3065
��� ��� ��
�� ���� S. mutans KCTC 3065� ��� ���
��� ���� �� �� ���� 2 mg/ml� ��� ��
� ��� � �� ��� Spectrophotometer� ��� ��
� Fig. 3 - 6� ��.

���� �� Antimicrobial activity by paper disc method of the
Lignum sappan extract(DH-39) on the growth of S. mutans
KCTC 3065.

���� �� Minimal inhibitory concentrations of the Lignum
sappan extract on the growth of S. mutans KCTC 3065.
(1) 10 mg/ml (2) 5 mg/ml (3) 2.5 mg/ml (4) 1.25 mg/ml

���� �� The growth curve of S. mutans KCTC 3065 by
addition of Lignum sappan extract.
-
��

- Lignum sappan, -
��

- Control
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1) �� ���� ����� ��� ��
�� ���� S. mutans ��� �� ��� ���� �
� 8�� �� ��� 1.05� ��� ��� ����, ��
���(2 mg/ml)� ��� ����� ��� ���� 16��
�� ��� 0.36�� ��� ��� ����(Fig. 3). ��
� ��� �� �� ���� ��� �	�	 S. mutans�

��� �� � �� ����� 
� ��� ����. 
2) �� ���� pH ��� ��� ��
�� ���� S. mutans KCTC 3065� ���� 8��
�� ��� � ��� pH� ��� �� ���� pH 5.08
� ��� ��� ����, �� ���� ��� ��� pH
6.69� ��� ��� ��� �� ���� �� pH ���
�� ���� ���(Fig. 4). �	� pH� ���	 
��
�����, �� �� ���� 
��� ����� � ��
� �� ��� ���� �� ���� ������ pH�
����, ����� � pH� 5.5 ��� ���� �� �
�� ���� ������ ����18). � ��� �� ��
���� ���� �� pH� ��� ��� ��� �� �
�� �� ���� ���� ��� ������ ��� �
�� ��� �	�� �	���� ������ ��� ��
� � 
� ��� ����.

3) �� ���� ���� ��� ��� ��
�� ���� S. mutans KCTC 3065 � ��� � ��
�� ���� ��� 	��� �� ���� �����. �
���� �� ���� ��� ��� �� � �����
�� ml � 2.5~3 mg� ����� �� �
�. �� 8��

� ���� 0.81 mg/ml �
��, �� ���� ��� �
�� 2.06 mg/ml� ����� �� �� ��� ���
(Fig. 5).

4) �� ���� �	� ��� ��� ��
�� ���� ��� BHI ��� S. mutans KCTC 3065
� ���� ��� ���� �	��� �����. �� 0
����� �� ���� 10 mg/ml� �	�� ���
�.
��� �� ���� �	 8����� ���� 8.39 mg/ml

�
�, �� ���� ��� ��� 12.3 mg/ml� �	��

���� �� The pH changes in S. mutans KCTC 3065 culture
medium by addition of Lignum sappan extract.
-
��

- Lignum sappan, -
��

- Control

���� 	� The changes of total carbohydrate in S. mutans KCTC
3065 culture medium by addition of Lignum sappan extract.
-
��

- Lignum sappan, -
��

- Control

���� 
� The protein changes in S. mutans KCTC 3065 culture
medium by addition of Lignum sappan extract.
-
��

- Lignum sappan, -
��

- Control

���� �� The effect of Lignum sappan extract on S. mutans
KCTC 3065 polysaccharide production.
-
��

- Lignum sappan, -
��

- Control
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���
�(Fig. 6). � �� ��� �� ��� �	� BHI
� � �	�� ������ ��� �� ��� �� ��
��, ����� �� �� ��� �� �	�� ��� �
� ���� �� ��� ����. ��� ��� 
���
�� �	�� ��� �� ��� �� �� 
 �	� ��
���� ��� ��� ����.

4. �� ���� S. mutans KCTC 3065� ��� �
�� ��� ��

S. mutans KCTC 3065� ���� ������ ����
�����(dental plaque)� ����� �� ��� ���
�� �����. ��� � ����� �� ���� S.

mutans� ��� ��� �� �� ����� �	�� ��
� ������ ��� ���� �� ��� 	����.
Fig. 7�� �� 
� �� ������ �� 8����
300 mg/100 ml� ���� �
��, �� ���� ���
����� 60 mg/100 ml� ���� ����  1/5�� �
� �����(Fig. 7).
��� �� ��� � � �� ���� ������ �
��� S. mutans� �� ����, ����, pH ����
�� �� ��� ����� �� ����� �� ���
� �, �	��� �� ���� ��� � 
� ���
����.

� �

� ��� �� ���� S. mutans KCTC 3065� ��
����� paper disc method� ���, ��� S. mutans

KCTC 3065 ��� �� ��� �����.
1. S. mutans KCTC 3065� �� �� ���� ����
����� 2.5 mg/ml�
�.

2. �� ���� S. mutans KCTC 3065��� �� ��
� ���� 8���� 1.05� �� ���� ����,
�� ���� 2 mg/ml� ��� ����� 16�� �
� 0.36�� ����� ���.

3. S. mutans KCTC 3065� 8�� �� ��� � ��
� pH� ��� �� ���� pH 5.08�
��, ��
���� ��� ��� pH 6.69�
�.

4. S. mutans KCTC 3065� 8�� �� ��� � ��
� ���� ���� ��� �� ���� 0.81 mg/ml

�
��, �� ���� ��� ��� 2.06 mg/ml �

�.

5. S. mutans KCTC 3065� 8�� �� ��� � ��
� �	� ���� ��� �� ���� 8.39 mg/ml

�
��, �� ���� ��� ��� 12.3 mg/ml �


�. 
6. S. mutans KCTC 3065� ��� ��� ��� ���
���� 
� �� 8��� 300 mg/100 ml� ����
��, �� ���� ��� ����� 60 mg/100 ml�

�����.
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