
 

รายงานวจิัยฉบับสมบูรณ 
 

ฤทธิข์องสารสําคัญจากพชืสมุนไพรในการ
ควบคุมโรคแอนแทรคโนสในมะมวง 

 

Effective of the Active Compounds from Medicinal Plants  
to Control Anthracnose Disease in Mango 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
                                                 

รศ. ดร. วิชัย กอประดิษฐสกุล 
ดร. ชัยณรงค  รัตนกรีฑากุล 

 

         มหาวทิยาลัยเกษตรศาสตร 
        กาํแพงแสน นครปฐม 

     พ.ศ. 2548 



 

 
รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ 

 
 
 

ฤทธิ์ของสารสําคัญจากพืชสมุนไพรในการควบคุมโรคแอนแทรคโนสในมะมวง 
 
 
 

Effective of the Active Compounds from Medicinal Plants  
to Control Anthracnose Disease in Mango 

   
 
 

รศ. ดร. วิชัย กอประดิษฐสกุล 

ดร. ชัยณรงค  รัตนกรีฑากุล 

 

 

มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร 

กําแพงแสน นครปฐม 

พ.ศ. 2548 

 



 

กิตติกรรมประกาศ 

 

- ผลงานวิจยันีสํ้าเร็จไดโดยการสนับสนุนดานงบวิจยัจาก โครงการพัฒนา
บัณฑิตศึกษาและวิจัยเทคโนโลยหีลังการเก็บเกี่ยว ภายใตความชวยเหลือของ
ธนาคารพัฒนาแหงเอเซีย (ADB) 

- คณะผูวิจัยขอขอบคุณ ดร.รุงนภา กอประดิษฐสกุล ที่มสีวนใหคําแนะนําการเขียน
และการวิจารณในรายงานบางสวน 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

สารบัญเรื่อง 

          หนา 
คํานํา            1 

วัตถุประสงค              2 

บทที ่1     พชืที่มีฤทธิ์ตอตานเชื้อรา Colletotrichum gloeosporioides    

               เพื่อการควบคุมโรคแอนแทรคโนสในผลมะมวง       3 

บทที ่2     การรวบรวมเชื้อรา Colletotrichum gloeosporioides  

               และอาการโรคแอนแทรคโนสในผลมะมวง       12 

บทที ่3     การคัดเลือกวิธีการทดสอบสารสกัดในการควบคุมโรค     20 

บทที ่4     การพัฒนาวธิีการสกัดสาร และตรวจสอบชนิดของสารออกฤทธิ ์  28 

บทที ่5     องคความรู และการเผยแพร       48 

บทที ่6     เอกสารอางองิ         53 

 
 
 
 



ฤทธิข์องสารสําคญัจากพืชสมุนไพรในการควบคุมโรคแอนแทรคโนสในมะมวง       - 1 - 
 

คํานํา 

ประเทศไทยมพีื้นที่เพาะปลกูมะมวงประมาณ 1.72 ลานไร (เปรมปรี, 2540) มะมวงทีป่ลูกเปน
มะมวงที่ใชรับประทานทัง้ผลดิบและผลสุก โดยพันธุทีน่ยิมใชรับประทานดิบไดแก มะมวงพนัธุเขียวเสวย แรด 
ฟาลัน่ และหนองแซง สําหรับมะมวงที่ใชรับประทานสุกไดแก มะมวงพันธุ น้าํดอกไม ทองดํา และหนงั
กลางวัน โดยคุณภาพของมะมวงที่ดีควรมคีวามแกจัด ผลสะอาด รูปรางดี ปราศจากอาการช้าํ หรืออาการ
ของโรคแอนแทรคโนส  

ปจจุบันประเทศไทยมีการสงออกผลมะมวงน้าํดอกไมออกไปจําหนายยังตางประเทศมากขึ้น  เพราะ
มีรูปทรง สีสันที่สวยงาม และรสชาดทีห่วาน หอม อรอย แตปญหาที่สําคัญของการสงออกคือ ความเสียหายที่
เกิดจากโรคแอนแทรคโนสที่เกิดจากเชื้อรา Colletotrichum gloeosporioides  ซึ่งทาํใหผลเนาระหวางการ
ขนสง และจาํหนาย  (นพินธ และคณะ, 2539) ในการควบคุมโรคแอนแทรคโนสวิธทีี่นยิมมากที่สุดตั้งแตอดีต
จนถงึปจจุบัน คือการใชสารเคมี benomyl และ carbendazim การใชสารเคมีปองกันกําจัดเชือ้ราติดตอกัน
เปนเวลานานทําใหเชื้อรามกีารพัฒนาดานความตานทานตอสารเคมไีด ทําใหการใชสารเคมีตอเนื่อง
จําเปนตองเพิม่ความเขมขนหรือเปลี่ยนสารเคมีที่ใชไปเร่ือยๆ ดังนั้นการควบคมุโรคจึงเกิดความลมเหลว 
(Griffee, 1973) สําหรับสารเคมีที่นยิมใชชบุผลมะมวงเพือ่ควบคุมโรคเปนสารในกลุม Thiabendazole ไดแก 
benomyl และ carbendazim นั้นจะพบวาเปนปญหาตอการสงออก เนื่องจากผลของสารพิษตกคางทําให
เชื้อราสามารถสรางความตานทานได และมีพิษตกคางในสิ่งแวดลอม 

การหาแนวทางในการปองกนักําจัดโรคแอนแทรคโนส โดยหาสารจากธรรมชาติมาใชควบคุมโรคแอน
แทรคโนสของมะมวงแทนการใชสารเคมปีองกันกําจัดโรคพืช  จะเปนการชวยลดปญหาสารเคมีตกคางใน
สภาพแวดลอมดี จากการศึกษาของวัชระ (2535) พบวาสารสกดัของทองพันชั่งที่ระดับความเขมขน 10 
เปอรเซ็นต บนอาหาร PDA สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ C. gloeosporioides ที่ระยะเวลา 10 วัน ได 
66.77 เปอรเซ็นต สําหรับสารสกัดจากพชืชนิดอื่นๆ ผองเพ็ญและคณะ (2542) พบวาสารสกัดวานน้ํา  โปยกั๊ก 
ยาสูบ และหมากสง สามารถยับยั้งการเจริญของเสนใยและการงอกของสปอรเชื้อรา C. gloeosporioides 
ได โดยจะแสดงผลในการยบัยั้งการงอกของสปอรไดดีกวาการเจริญของเสนใย และจากผลการวจิัยของจรัส 
(2537) ไดใชสมุนไพรผงกานพลู และโปยกั๊ก เพื่อการยับยั้งการเจรญิของเชื้อราสาเหตุโรคหลงัเก็บเกี่ยวของ
มะมวง พบวากานพลูสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อรา C. gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสไดถึง 
100 เปอรเซน็ตที่ความเขมขนตั้งแต  5,000 ppm ข้ึนไป กรรณิกา (2540) ไดทดสอบประสทิธิภาพของ
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กระเทียม หอมแดง สาบเสอื มะกรูด และหอมใหญ ในการยบัยั้งการเจริญและการงอกของสปอรของเชื้อรา
สองชนิด คือ C. gloeosporioides และ Fusarium sp. โดยใชน้ําหนักสดของพืชสมนุไพรแตละชนดิ 1, 5 และ 
10 กรัม ตอน้าํ 100 มิลลิลิตร  สารละลายที่ไดเมื่อนําไปทดสอบฤทธิ์ในการยับยัง้การเจริญและการงอกของ 
สปอรเชื้อราพบวาสารสกัดที่แสดงประสทิธิภาพในการควบคุมเชื้อราทดสอบไดดีที่สุดคือกระเทียม รองมาคือ 
หอมใหญ   

 ในงานวิจัยครัง้นี ้ ทางผูวจิัยไดรวบรวมสารสกัดจากพืชทีม่ีรายงานดานประสิทธิภาพในการควบคุม
เชื้อราสาเหตุโรค หรือ สามารถควบคุมอาการของโรคแอนแทรคโนสไดผลดี พืชสมุนไพรในกลุมดังกลาวจะ
นํามาเปรียบเทียบเพื่อคัดเลือกหาชนิดที่สามารถควบคุมเชื้อรา C. gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรค
โนสของมะมวงน้าํดอกไม และศึกษาองคประกอบทางเคมีที่สําคัญจากพืชสมนุไพรที่สามารถออกฤทธิ์ในการ
ควบคุมเชื้อรา C. gloeosporioides  

วัตถุประสงคโครงการ 

1. เพื่อรวบรวมพชืที่มีรายงานทางดานการออกฤทธิ์ตอเชื้อรา Colletotrichum gloeosporioides เชน  
วานน้าํ ทองพนัชั่ง หรือพืชทีม่ีรายงานฤทธิใ์นการควบคุมโรคแอนแทรคโนสในผลมะมวง 

2. พัฒนาวธิีการสกัดสารและทดสอบสารออกฤทธิ์ของพชืสมุนไพรในการควบคุมเชื้อรา                       
C. gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสของมะมวง 

3. ตรวจสอบชนดิของสารออกฤทธิ์จากสารสกัดพืชสมนุไพร 
4. พัฒนาการใชสารสกัดที่ไดจากพืชสมุนไพรที่ดีที่สุด เพื่อควบคุมโรคแอนแทรคโนสบนผลมะมวงหลัง

การเก็บเกี่ยว 
5. การถายทอดความรูเร่ืองการใชสารสกัดพชืในการควบคุมโรคแอนแทรคโนสหลงัการเก็บเกี่ยวของ

มะมวง 
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บทที่ 1  
พืชที่มีฤทธิ์ตอตานเชื้อรา Colletotrichum gloeosporioides  

เพื่อการควบคุมโรคแอนแทรคโนสในผลมะมวง 

พืชแตละสกุลมีความหลากหลายทางรูปราง ลักษณะที่แตกตางกัน และพชืแตละชนิดจะมีการผลิต
สารที่ตางชนิดกันในแตละชนิดของพืช การรายงานถึงฤทธิ์ของสารสกัดจากพืชหลายๆชนิดที่มีตอเชื้อรานัน้ได
มีมานาน การศึกษาเกีย่วกบัการใชสารสกัดจากพืชสมนุไพรเพื่อใชควบคุมเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสได
มีรายงานอยางตอเนื่อง เชน การศึกษาพืชพืน้บานทางภาคอิสานในดานการควบคุมการเจริญของเชื้อรา 
Colletotrichum gloeosporioides   รวมไปถึงการรายงานผลการศึกษาจากสถานศึกษาหรือหนวยปฏิบัติการ
โรคพืชตางๆเกี่ยวกบัการปรบัใชและผลของสารสกัดจากพืชสมนุไพรชนิดตางๆในการควบคุมโรคและเชื้อรา
สาเหตุโรค   

การควบคุมโรคแอนแทรคโนสในผลมะมวงจะมีการใชระบบการควบคมุดวยไอน้าํอุน หรือการใช
สารเคมีชุบผลมะมวง ดังเชนการใช Carbendazim , Benomyl และ Mancozeb ซึ่งเปนสารเคมีที่ใชกนัมา
นานแลว แตในปจจุบันผูบริโภคไดเล็งเห็นถึงความปลอดภัยของอาหารกันมากขึน้ โดยเฉพาะในยุโรปซึง่เปน
ตลาดที่มีการสงออกไปมาก ดังนัน้การใชสารเคมีเพื่อควบคุมโรคแอนแทรคโนสจึงเปนขอจํากัด การตรวจหา
พืชที่สามารถสรางสารเพื่อยับยั้งการเกิดโรคบนผลมะมวงจงึเปนแนวทางหนึง่ทีม่ผูีสนใจกนัมาก ในประเทศ
ไทยก็ไดมีรายงานเกี่ยวพชืทีส่ามารถผลิตสารที่สามารถยับยั้งการเกิดโรค หรือยับยั้งเชื้อรา C. 
gloeosporioides  ซึง่เปนเชื้อสาเหตุโรคแอนแทรคโนสหลังการเก็บเกี่ยวของมะมวงได เชน ทองพันชัง่   ขา 
พลู ไพล หอม กระเทยีม  กระทือ เทยีนกิง่ โปยกั๊ก กานพลู  มะมวงหิมพานต ประยงค ขมิน้ ดีปลี เปลือก
มังคุด และยงัมีอ่ืนๆ อีกมากที่ไมไดกลาวถงึ 

 ในการศึกษาพืชสมนุไพรชนิดตางๆในบทนี ้เปนการรวบรวมพืชสมุนไพรที่เคยมีรายงานการทดสอบ
ประสิทธิภาพเพื่อควบคุมเชือ้รา และควบคุมโรคของพืช   โดยมีเปาประสงคที่จะคัดเลือกชนิดของพืชที่
สามารถควบคุมเชื้อรา C. gloeosporioides ได 
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ขั้นตอนในการศกึษา 

1. การคัดเลือกหาสมุนไพรในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา Colletotrichum gloeosporioides  
จากการสืบคนเอกสาร ทางผูวิจัยไดคัดเลือกพืชสมุนไพร 12 ชนิดที่ไดมีรายงานประสิทธิภาพในการ

ควบคุมเชื้อราสาเหตุโรคพืชมาบางแลว ไดแก วานน้ํา, เรวหอม, เทียนกิ่ง, กระทือ, พลู, ขมิ้นชัน, กระเทียม, 
มังคุด, ทองพันชั่ง, ขิง, โปยกั๊ก และ ไพล พืชแตละชนิดจะนํามาสกัดหยาบเพื่อเตรียมสารที่สกัดไดไวใชในการ
ทดสอบการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา  C. gloeosporioides เชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสของมะมวงหลัง
การเก็บเกี่ยว บนอาหารทดสอบ PDA  

2. การเตรียมสารสกัดหยาบพชืสมนุไพร 12 ชนิด  
สมุนไพรแหงที่เตรียมไวจาํนวน 500 กรัม จะนาํมาแชในเอทธิลแอลกอฮอล จาํนวน 2- 5 ลิตร เปน

เวลา 3 วัน เมื่อครบกําหนดแลวใหนาํไปกรองแยกกากพืชออก นาํสวนของสารละลายทีก่รองไดไประเหยแหง
ดวยเครื่อง Rotary Evaporator เก็บสวนของสารสกัดหยาบ (crude extract) เปนสวนที่ 1 สําหรับกากพืชที่
เหลือจะนําไปแชดวยเอทธิลแอลกอฮอลอีกครั้ง จะไดสารสกัดหยาบสวนที่ 2 นําสารทั้ง 2 สวนมารวมกนั และ
เก็บไวในตูเยน็เพื่อการทดลองตอไป 

3. การแยกเชื้อราสาเหตโุรคพืช 
 เก็บตัวอยางมะมวงที่แสดงอาการของโรคแอนแทรคโนสจากสวนตางๆ เชน ดอก ใบ และผล มาแยก
เชื้อใหบริสุทธิ ์โดยนําชิ้นสวนพืชที่แสดงอาการโรคตัดเปนชิ้นขนาด 1x1 เซนติเมตร แชดวยสารละลายคลอ -  
รอก 10 เปอรเซ็นตนาน 1 นาท ีลางดวยน้ํานึ่งฆาเชื้อ 2 คร้ัง ซับใหแหงดวยกระดาษนึ่งฆาเชื้อ แลวนาํไปวาง
บนอาหาร water agar (WA) ประมาณ 3 วัน แลวตัดบริเวณปลายเสนใยมาเลี้ยงบนอาหาร potato dextrose 
agar (PDA) แยกใหไดเชื้อบริสุทธิ ์แลวศึกษาลักษณะทางสัณฐานวทิยาภายใตกลองจุลทรรศน พรอมถายรูป
ประกอบ และเก็บเชื้อไวในหลอดอาหาร PDA เพื่อไวใชทดลองตอไป   

4. การวางแผนการทดลองและประสิทธภิาพการยับยั้ง 
วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) 5 ซ้ํา บนอาหาร potato 

dextrose agar (PDA) ที่ผานการนึง่ฆาเชื้อที่ความดัน 15 ปอนด/ตารางนิว้ อุณหภมูิ 121 องศาเซลเซียส แลว
ผสมสารสกัดหยาบ ที่ความเขมขน 0, 10, 50, 100, 500 และ 1,000 ppm  แลวใช cork borer เจาะบริเวณ
ขอบโคโลนีของเชื้อรา C. gloeosporioides ที่เลี้ยงไวบนอาหาร PDA อาย ุ 7 วัน ยายมาวางบนกลางจาน
อาหารเลีย้งเชือ้ที่ผสมสารสกัดดังกลาว แลวนาํไปบมในอุณหภูมิหองเปนเวลา 10 วนั วัดขนาดโคโลนีของเชื้อ
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เปอรเซ็นตยับยั้งการเจริญเตบิโต =      A – B     X  100 

   A  

ที่เจริญในอาหารผสมสารสกดัที่ความเขมขนตางๆ เปรียบเทียบกับ control (ที่ไมผสมสารสกัด) และสารเคมี
เบนโนมิล (ผองเพ็ญ และคณะ, 2542)  บันทกึผลการทดลองและหาเปอรเซ็นตการยับยั้งการเจรญิเติบโต 

 
 
 
A  =  คาเฉลี่ยของเสนผาศนูยกลางของโคโลนีเชื้อราบนอาหารเลีย้งเชือ้ใน control 
B  =  คาเฉลี่ยของเสนผาศนูยกลางของโคโลนีเชื้อราบนอาหารเลีย้งเชือ้ผสมสารสกดั 

ผลการศึกษา 

จากการคัดเลือกพืชสมนุไพร 12 ชนิด ไดแก วานน้ํา, เรวหอม, เทยีนกิง่, กระทอื, พล,ู ขมิ้นชัน, 
กระเทียม, มังคุด, ทองพันชัง่, ขิง, โปยกั๊ก และ ไพล (Table 1) เพื่อนํามาสกัดดวยเอทธิลแอลกอฮอลจนได
สารสกัดหยาบ และนําไปทดสอบการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา  Colletotrichum gloeosporioides สาเหตุ
โรคแอนแทรคโนสของมะมวงหลงัการเก็บเกี่ยว โดยทดสอบสารสกัดหยาบที่ความเขมขน 0, 10, 50, 100, 
500 และ 1000 ppm ผสมกับอาหารเลีย้งเชื้อ potato dextrose agar (PDA) พบวาที่ความเขมขน 1000 
ppm สารสกดัหยาบจากวานน้ําสามารถยับยั้งการเจรญิของโคโลนีเชื้อไดดีที่สุด โดยโคโลนีของเชื้อสามารถ
เจริญได 2.32 เซนติเมตร และสามารถยบัยั้งการเจริญของโคโลนีได 74.44 เปอรเซ็นต รองลงมาไดแก ไพล  
ขิง เทียนกิ่ง และกระทือ มีขนาดโคโลนีเทากับ 3.93, 4.15, 4.48 และ 4.48 เซนติเมตร มีการยับยัง้การเจริญ
ของโคโลนีเทากับ 56.33, 53.88, 50.22 และ 50.22 เปอรเซ็นตตามลําดับ และเมือ่เทียบกบัเบนโนมิล พบวา
ที่ความเขมขน 500 ppm สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อได 100 เปอรเซ็นต และทีค่วามเขมขน 10, 50 และ 
100 ppm โคโลนีสามารถเจริญไดเทากับ 4.90, 2.52, 0.93 เซนติเมตร และสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ
ได 45.56, 72.00 และ 89.67 เปอรเซ็นตตามลําดับ (Table 2 และ Table 3) 
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Table 1  Local names and scientific names of tested medicinal plants. 
Local name Scientific name picture 

วานน้าํ (เหงา) Acorus calamus L.  

เรวหอม (เหงา) Amomum santhioides Wall.  

เทียนกิง่ (ใบ) Lawsonia inermis  

กระทือ (เหงา) Zingiber zerumbet Smith L.   

พล ู(ใบ) Piper betel L.  

ขมิ้นชัน (เหงา) Curcuma longa L.  
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กระเทียม (หัว) Allium sativum L.  

มังคุด  (เปลือก) Garcinia mangostana L.  

ทองพันชัง่ (ใบ) Rhinacathus nasutus L.  

ขิง (เหงา) Zingiber offcinale vern.Adrak  

โปยกั๊ก (ดอก) Hilcium verum Hook.f.  

ไพล (เหงา) Zingiber montunum Koen.  
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Table 2  Effect of crude extracts from 12 medicinal plants on the inhibition mycerial growth of 
Colletotrichum gloeosporioides on potato dextrose agar (PDA). 

Diameter of colony (cm) Treatment 
 0 ppm1/ 10 ppm 50 ppm 100 ppm 500 ppm 1,000 ppm

Waan-nam (MeOH) 9.00 9.00 8.95 8.07 7.23 6.12 

Waan-nam (CH2Cl2)  9.00 8.50 7.18 3.67 2.33 0.37 
Bastard 9.00 9.00 8.30 7.92 7.55 6.98 
Bastard 9.00 9.00 8.33 7.92 7.53 6.98 

Henna tree(MeOH) 9.00 9.00 8.45 7.93 7.35 6.80 

Henna tree(CH2Cl2) 9.00 9.00 8.02 7.05 6.22 4.48 

Kathue(MeOH) 9.00 9.00 8.95 8.07 7.23 6.12 

Kathue(CH2Cl2) 9.00 9.00 8.31 7.45 5.73 4.48 

Betel vine(MeOH) 9.00 8.78 8.07 7.68 6.97 6.47 

Betel vine(CH2Cl2) 9.00 9.00 8.60 8.18 7.58 7.13 

Tumeric(MeOH) 9.00 8.72 8.13 7.10 6.10 5.55 

Tumeric(CH2Cl2) 9.00 9.00 8.02 7.13 6.05 5.43 

Galic(MeOH) 9.00 8.60 8.02 7.45 7.00 6.48 
Galic(CH2Cl2) 9.00 9.00 8.35 8.02 7.45 7.05 
Mangoteen(MeOH) 9.00 8.60 8.02 7.45 7.00 6.48 
Mangoteen(CH2Cl2) 9.00 9.00 7.55 7.18 7.05 6.41 
Thongpun 9.00 8.50 8.00 7.63 6.95 6.23 
Thongpun 9.00 9.00 8.03 7.55 6.98 6.11 
Ginger(MeOH) 9.00 8.35 7.58 7.18 6.58 4.75 
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Ginger(CH2Cl2) 9.00 9.00 8.05 7.08 5.97 4.15 
Chinesestar 9.00 7.87 7.40 7.42 6.87 5.97 
Chinesestar 9.00 9.00 7.90 7.45 6.95 5.88 
Cassumunar(MeOH) 9.00 8.60 8.32 7.53 6.02 4.88 
Cassumunar(CH2Cl2) 9.00 9.00 a 7.96 6.85 5.22 3.93 
Benomyl 9.00 4.90 b 2.52 0.93 0.00 0.00 

1/Mean value of five repeated experiments. Means in the same row followed by different letters differ significantly 
aacording to DMRT (P<0.01) 

 
Table  3  Percent of mycelialgrowth inhibition  of Colletotrichum gloeosporioides on potato 

dextrose agar (PDA) supplemented with various concentration of crude extracts from 
medicinal plants and benomyl fungicide. 

% Inhibition of mycelial growth1/ Treatment 
 10 ppm 50 ppm 100 ppm 500 ppm 1000 ppm

Waan-nam (MeOH) 0.22 2 5.0 27.78 42.27 

Waan-nam (CH2Cl2) 5.55 20.22 59.22 74.11 95.89 

Bastard cardamon(MeOH) 0 7.78 12.00 16.77 22.44 

Bastard cardamom(CH2Cl2) 0.00 7.44 12.00 16.33 22.44 

Henna tree(MeOH) 0 6.11 17.89 18.33 24.94 

Henna tree(CH2Cl2) 0.00 10.88 21.61 30.33 50.22 

Kathue(MeOH) 0 0.55 10.13 19.47 32.00 

Kathue(CH2Cl2) 0.00 7.78 11.22 36.33 50.22 

Betel vine(MeOH) 2.44 10.33 14.67 22.56 28.11 

Betel vine(CH2Cl2) 0.00 4.44 9.11 15.78 20.78 
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Tumeric(MeOH) 3.11 9.67 21.11 32.22 38.67 

Tumeric(CH2Cl2) 0.00 10.89 20.78 32.78 39.67 

Galic(MeOH) 2.56 6.44 12.22 16.44 20.56 

Galic(CH2Cl2) 0.00 7.22 10.89 17.22 21.67 

Mangoteen(MeOH) 4.44 10.89 12.22 22.22 28.0 

Mangoteen(CH2Cl2) 0.00 16.11 20.22 21.67 28.78 

Thong pun chang(MeOH) 5.56 11.11 15.22 22.78 30.77 

Thong pun chang(CH2Cl2) 0.00 10.78 16.11 22.44 32.11 

Ginger(MeOH) 7.22 15.78 20.22 26.89 47.22 

Ginger(CH2Cl2) 0.00 11.11 21.23 33.66 53.88 

Chinese star anise(MeOH) 12.56 17.56 17.60 23.67 33.67 

Chinese star anise(CH2Cl2) 0.00 12.22 17.22 22.77 34.67 

Cassumunar(MeOH) 4.44 7.56 16.33 33.22 45.78 

Cassumunar(CH2Cl2) 0.00 11.44 23.89 42.22 56.33 

Benomyl 45.56 72.00 89.67 100.00 100.00 

1/Percent Growth Inhibition = diameter of colony in control – diameter of colony in PDA mixed with crude 
extract/diameter of colony in control x 100 

 
สรุปและวิจารณผลการทดลอง 

จากการทดลองพบวาสารสกดัทุกชนิดที่สกดัดวยไดคลอโรมีเทนสามารถยับยัง้การของเชื้อรา C. 
gloeosporioides ไดดีกวาการสกัดดวยเมทธานอล และสารสกัดจากวานน้ําดวยไดคลอโรมีเทนนั้นสามารถ
ยับยั้งการเจรญิโคโลนีของเชื้อไดดีที่สุดเทากับ 85.89 เปอรเซ็นต ที่ความเขม 1,000 ppm ซึ่งสอดคลองกับ
งานวิจยัของธารทิพย) 2540) ที่พบวาสารสกัดวานน้าํที่ความเขมขน   1000  ppm สามารถยบัยั้งการเจริญ
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ของเสนใยเชื้อ C. gloeosporioides ได 82.50 เปอรเซ็นต  และจากรายงานของวิชัย และคณะ (2542) พบวา
สารสกัดวานน้าํที่ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต สามารถยับยัง้การเจริญของเชื้อได 100 เปอรเซ็นต เมื่อ
เปรียบเทียบกบัสารเคมีกําจดัโรคพืช Benomyl พบวาที่ความเขมขน 500 ppm สามารถยบัยั้งได 100 
เปอรเซ็นต ซึง่ใหผลดีกวาวานน้ํา แตเนื่องจากวานน้ํา เปนสมนุไพรทีม่ีการใชประโยชนทางอายุรเวท จงึได
คัดเลือกวานน้าํเพื่อทําการวจิัยตอเนื่อง เพื่อตรวจคนหาสารบริสุทธิว์าจะมีฤทธิ์ในการยับยัง้ไดดีกวา สาร
กําจัดโรคพืช Benomyl หรือไม   
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บทที่ 2  
การรวบรวมเชื้อรา Colletotrichum gloeosporioides และอาการโรคแอนแทรคโนสในผลมะมวง 

 มะมวงเปนพืชที่มีความสําคญัทางเศรษฐกิจ ที่สามารถปลูกไดทั่วทกุภาคของประเทศไทย ดังนั้น
มะมวงในฤดูกาลจึงมมีากเกนิความตองการของผูบริโภค จึงเปนสาเหตุใหผลผลิตราคาตกต่ํา รัฐบาลจงึ
พยายามผลกัดันใหสงไปจาํหนายในตางประเทศ แตปญหาที่พบคือปญหาเรื่องโรคแอนแทรคโนสที่ทาํใหผล
เนา ซึง่เปนการติดเชื้อแฝงตั้งแตผลมะมวงยงัไมสุก เมื่อเก็บมาบมหรือระหวางการสงจําหนาย เชื้อดังกลาว
สามารถทําความเสียหายตอผลผลิตไดมากโดยเฉพาะพนัธุน้าํดอกไม ในการควบคุมโรคแอนแทรคโนสตั้งแต
อดีตจนถึงปจจุบันนยิมการใชสารเคมี benomyl และ carbendazim ชุบผลกอนสงไปจําหนาย และเมื่อมีการ
ตรวจสอบสารตกคางในผลผลิต ก็จัดวาเปนปญหาตอการสงออกอกีประการหนึ่ง ดังนั้นเราจึงพยายามหา
สารจากธรรมชาติที่สามารถยับยั้งการเกิดโรค  

 ในการทดลองนี้ไดมีการสํารวจ เพื่อคัดเลอืกเชื้อโรคแอนแทรคโนส สายพนัธุที่จะทาํความเสียหายได
รุนแรงกับผลมะมวง และเชื้อสายพันธุดังกลาวก็จะนาํไปใชเพื่อเปนตัวแทนในการศึกษา หรือทดสอบ
ประสิทธิภาพในการยบัยั้งการเกิดโรคของสารสกัดจากสมนุไพร 

ขั้นตอนในการศกึษา 

1. การสํารวจและเก็บตัวอยาง  
เก็บสวนตางๆของมะมวง คือ ดอก ใบ และผล ที่แสดงอาการโรคแอนแทรคโนส จากพื้นที ่5 จังหวัด

คือ จ. นครปฐม จ. ราชบุรี จ.. สระบุรี และ จ. ตราด โดยทําการสํารวจ ในชวงป พ.ศ. 2546 

2. การแยกเชื้อ (isolation) และศกึษาลักษณะทางสณัฐานวิทยา (morphology) 
ตัดชิ้นสวนของพืชที่เปนโรค ใหมีขนาด 1x1 เซนติเมตร แชดวยน้าํยาคลอร็อกซ 10 เปอรเซ็นต นาน 1 

นาที หลงัจากนั้นลางดวยน้าํนึง่ฆาเชื้อ 2 คร้ัง ซับใหแหงดวยกระดาษนึ่งฆาเชื้อ นาํไปวางบนอาหาร water 
agar (WA) 3 วัน ตัดบริเวณปลายเสนใยเชื้อรามาเลีย้งบนอาหาร potato dextrose agar (PDA) เพื่อแยกให
ไดเชื้อบริสุทธิ์ ทําการเก็บเชื้อไวในอาหาร  PDA (slant agar)  เพื่อไวใชในการทดลองตอไป เชื้อรา C. 
gloeosporioides ที่แยกไดมาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวทิยาภายใตกลองจุลทรรศน 
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3. การทดสอบการเกิดโรค (pathogenicity  test) และความรุนแรงของโรค 
ทําการเลี้ยงเชือ้รา C. gloeosporioides บนอาหาร PDA 10 วนั ใช cork borer ขนาด 0.5 

เซนติเมตร เพือ่ตัดบริเวณขอบโคโลนี แลวนาํไปปลูกเชือ้บนผล และใบของมะมวงน้ําดอกไม วางบนแผลที่ใช
เข็มเจาะ แลวนําไปบมในกลองใหความชืน้เปนเวลา 5 วัน วัดขนาดแผลที่เปนโรค เพื่อคัดเลือก isolate ที่
สามารถทําใหเกิดโรคไดรุนแรงที่สุดเพื่อใชในการทดลองตอไป 

ผลการศึกษา 

1.  การแยกเชื้อสาเหตขุองโรคแอนแทรคโนสจากมะมวง 
จากการสํารวจเชื้อสาเหตุโรคแอนแทรคโนสจากสวนตางๆ ของมะมวงพันธุตางๆ ในพื้นที่ปลูกมะมวง 

5 แหง ไดแก จ.นครปฐม จ. นนทบุรี จ. ปทุมธาน ี จ. สระบุรี และ จ. ตราด พบวาอาการโรคแอนแทรคโนสนัน้
เกิดจากเชื้อรา C. gloeosporioides ซึ่งสามารถจาํแนกได 14 isolate จาก จ.นครปฐมแยกได 3 isolates 
ไดแก isolate P01, P02 และP03 จ.นนทบุรี 2 isolatesไดแก isolate P04 และP05 จ.ปทุมธานี 2 isolates 
ไดแก isolate P06 และP07 จ.สระบุรี 4 isolates ไดแก isolate P08, P09, P10 และP11 และ จ.ตราด 3 
isolates ไดแก isolate P12, P13 และP14 (ตารางที่ 1, ภาพที ่ 1) โดยแยกจากความแตกตางของลักษณะ
ทางสัณฐานวทิยาไดแก ลักษณะสีของโคโลนี เสนใย รูปราง ขนาดของสปอร และซึ่งพบวาเชื้อมีลักษณะ
โคโลนีบนอาหาร PDA มีสีขาวจนถงึน้าํตาลเทา เสนใยมทีั้งฟูและเรียบ  พบมีการสราง conidial masses สี
สมอมชมพกูระจายอยูบนเสนใย conidia  มีรูปราง cylidrical หัวมนทายมน  ใสไมมี  มีเซลเดยีว มีขนาด
ประมาณ 3.75-5.00 x10.00-15.00 ไมครอน (ภาพที ่2-3) 
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ตารางที่ 1  การแยกเชื้อ Colletotrichum gloeosporioides จากมะมวงที่แสดงอาการโรคของแอนแทรคโนส 
Isolate   Location  Symptom Size of colony  

(cm) 
Number of spore 
spore/ml (x104) 

 Color of 
culture  

Size of spore 
(µm) 

P01 จ. นครปฐม ใบจุด 3.46 h 19.75 d สีขาวเทา-ดํา 2.0x5.5-2.0x6.0 
P02 จ. นครปฐม ผลเนา 5.35 g 109.50 d สีเทา-ชมพ ู 2.0x5.0-2.0x6.0 
P03 จ. นครปฐม ผลเนา 

6.38 ef 
2428.25 a สีขาว-สม 2.0x5.0-2.5x6.0 

P04 จ. นนทบุรี ผลเนา 5.85 fg 981.25 b สีเทา-ชมพ ู 1.5x4.5-2.0x6.5 
P05 จ. นนทบุรี ใบจุด 6.07 fg 900.00 b สีขาว – เทา 2.0x6.0-2.0x7.0 
P06 จ. ปทุมธาน ี ใบจุด 7.05 de 75.25 d สีขาว – ครีม 2.0x5.5-2.5x7.0 
P07 จ. ปทุมธาน ี ดอกแหง 8.57 ab 862.50 b สีขาว – ครีม 1.5x3.5-2.0x7.5 
P08 จ. สระบุรี ผลเนา 7.47 cd 1040.75 b สีขาว – ครีม 2.0x4.0-2.0x6.5 
P09 จ. สระบุรี ผลเนา 7.85 bcd 862.00 b สีขาว – ครีม 2.0x4.0-2.0x8.0 
P10 จ. สระบุรี ใบจุด 8.20 abc 199.50 d สีขาว – ชมพ ู 2.0x5.0-2.0x5.5 
P11 จ. สระบุรี ใบจุด 8.30 abc 337.25 d สีขาว – ชมพ ู 2.0x4.0-2.5x5.5 
P12 จ. ตราด ผลเนา 8.50 ab 91.25 d สีขาว – ครีม 2.0x5.5-2.5x6.0 
P13 จ. ตราด ใบจุด 8.93 a 381.25 cd สีขาว – ชมพ ู 2.0x4.0-2.0x5.5 
P14 จ. ตราด ผลเนา 9.00 a 760.50 bc สีขาว – ชมพ ู 2.0x6.5-2.0x8.0 

CV (%)  5.70 31.80   
LSD.05  0.58 287.81   
LSD.01  0.76 380.40   

1/ คาเฉลี่ยจาก 4 ซ้ํา คาเฉลี่ยที่ตามดวยอักษรเหมือนกันไมมีความแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ันที่ P = 0.01 โดย
เปรียบเทียบ treatment mean แบบ Duncan’s Multiple Range Test  
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ภาพที ่ 1   อาการของโรคแอนแทรคโนสของมะมวงที่แยกไดเชื้อรา Colletotrichum gloeosporioides 

isolate P01-P14 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่ 2  ลักษณะโคโลนีของเชื้อรา Colletotrichum gloeosporioides isolate P01-P14 
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ภาพที ่ 3  ลักษณะสปอรของเชื้อรา Colletotrichum gloeosporioides isolate P01-P14 
 
2.  การทดสอบการเกิดโรค (pathogenecity  test) 

เมื่อนําเชื้อรา C. gleoesporioides จํานวน 14 isolates มาทดสอบการเกิดโรค เปรียบเทียบกบั control  
บนผลและใบมะมวงเปนระยะเวลา 10 วัน พบวาเชื้อรา C. gloeosporioides isolate P03, P08, P09, P10, P11 
และ P14   สามารถทําใหเกิดโรคบนผลมะมวงน้าํดอกไมไดดีที่สุด เมื่อเปรียบเทียบกับ control พบวามีความ
แตกตางกนัอยางมีนยัสําคญัยิ่งทางสถิติ และพบวา isolate P08 สามารถทําใหเกิดโรคไดรุนแรงที่สุดโดยพบวามี
แผลขนาด 3.69 เซนติเมตร และรองลงมาไดแก isolate P11, P03, P09, P10, P14, P02, P13, P12, P07 และ 
P05 ตามลําดับโดยมีขนาดแผลเทากับ 3.45, 3.41, 3.33, 3.20, 3.19, 1.88, 1.54, 1.22, 1.10 และ 0.98 
เซนติเมตรตามลําดับ สวน isolate P01, P04 และP06 นั้นพบวาไมทําใหเกิดโรคบนผลมะมวงเชนเดียวกับ control 
สวนการเกิดโรคบนใบนัน้พบวาเชื้อรา C. gloeosporioides P09 สามารถทําใหเกิดโรคบนใบมะมวงน้าํดอกไมไดดี
ที่สุด สามารถทําใหเกิดมีแผลขนาด 1.74 เซนติเมตร และรองลงมาไดแก isolate P05, P11, P10, P01, P12, P13, 
P14, P02, P06 และ P08 ซึ่งมีขนาดแผล 1.48, 0.99, 0.80, 0.74, 0.70, 0.58, 0.55,0.49, 0.30 และ 0.20 
เซนติเมตรตามลําดับ สวน isloate P03, P04 และ P07 ไมสามารถทําใหเกิดโรคแอนแทรคโนสบนใบได (ตารางที่ 
2; ภาพที่ 4)   
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ภาพที ่4   การทดสอบความสามารถของเชื้อรา  Colletotrichum  gloeosporioides ที่ทาํใหเกิดโรคบนผล 

และใบมะมวงหลังการปลูกเชื้อ  10 วัน 
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ตารางที่ 2   การทดสอบความสามารถของเชื้อรา  Colletotrichum  gloeosporioides  ทีท่ําใหเกิดโรคบนผล
และใบมะมวงหลังการปลูกเชื้อ  10 วัน 

Size of Symptom (cm) Isolate Location 
Fruit1/ Leaf1/ 

PO1 จ. นครปฐม 0.00 c 0.74 bcd 
PO2 จ. นครปฐม 1.88 b 0.49 cd 
PO3 จ. นครปฐม 3.41 a 0.00 d 
PO4 จ. นนทบุรี 0.00 c 0.00 d 
PO5 จ. นนทบุรี 0.98 b 1.48 ab 
PO6 จ. ปทุมธาน ี 0.00 c 0.30 cd    
PO7 จ. ปทุมธาน ี 1.10 b 0.00 d 
P08 จ. สระบุรี 3.69 a 0.20 cd 
P09 จ. สระบุรี 3.33 a 1.74 a 
P10 จ. สระบุรี 3.20 a     0.80 bcd 
P11 จ. สระบุรี 3.45 a    0.99 abc 
P12 จ. ตราด 1.22 b    0.70 bcd 
P13 จ. ตราด 1.54 b 0.58 cd 
P14 จ. ตราด 3.19 a 0.55 cd 

Control Control 0.00 c 0.00 d 
%CV %CV 26.3 20.3 
LSD0.01 LSD0.01 0.878 0.774 
LSD0.05 Lsd0.05 0.664 0.586 

1/ คาเฉลี่ยจาก 4 ซ้ํา คาเฉล่ียที่ตามดวยอักษรเหมือนกันไมมีความแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ันที่ P= 0.01 โดย
เปรียบเทียบ treatment mean แบบ Duncan’s Multiple Range Test 
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สรุปและวิจารณการทดลอง 

จากการเก็บสวนตางๆชองมะมวง คือ ดอก ใบและผล ที่แสดงอาการโรคแอนแทรคโนส จากพืน้ที ่ 5 
จังหวัดคือ จ. นครปฐม จ. นนทบุรี จ. สระบุรี และ จ. ตราด โดยทาํการสํารวจ ในชวงป พ.ศ. 2546 สามารถ
แยกเชื้อรา C. gloeosporioides ได 14 isolates และเมื่อนาํมาทดสอบการเกิดโรคบนผลและบนใบของ
มะมวงน้าํดอกไมพบวา isolate P09 สามารถเกิดโรคทั้งบนผลและใบไดรุนแรงที่สุด และในรายงานของ
ประสิทธิ ์และนิพนธ (2545) ไดทดสอบความรุนแรงของโรค พบวา C. gloeosporioides (BK-NK-R1.1-12-
5-44) ที่แยกไดจากมะมวงน้ําดอกไมผลสุก ทําใหผลมะมวงพนัธุน้าํดอกไมเกิดโรคแอนแทรกโนสไดรุนแรง
กวาเชื้อ C. gloeosporioides (KI-MK-R1.1-12-5-44) ที่แยกไดจากมะมวงมหาชนกผลดิบ และ 
Colletotrichum sp. (PK-MK-G1.4-7-4-44) ไมเกิดโรค  ซึ่งก็แสดงวาเชื้อรา C. gloeosporioides แตละ 
isolate มีความสามารถในการเกิดโรคไดไมเทากัน และในการทดลองนี้ก็ไดคัดเลือกเชื้อที่สามารถทําใหเกิด
โรคไดรุนแรงที่สุด และสามารถทําใหเกิดโรคไดทั้งบนผลและใบของมะมวงน้ําดอกไม 
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บทที่ 3  
การคัดเลือกวิธีการทดสอบสารสกัดในการควบคุมโรค 

สารสกัดวานน้าํไดแสดงประสิทธิภาพในการยับยัง้การเจริญของเชื้อรา Colletotrichum 
gloeosporioides สาเหตโุรคแอนแทรคโนสในมะมวงไดดีที่สุด (พรชนก และคณะ, 2548) ซึ่งวิธีการทดสอบ
จะเปนวิธี Poisonned food โดยใชอาหาร potato dextrose agar (PDA) ผสมกบัสารสกัดจากพืชที่ระดับ
ความเขมขนตางๆ วิธีดังกลาวมีการใชเพื่อตรวจสอบประสิทธิภาพของสารมานาน และเปนที่ยอมรับกันดี   

สารสกัดจากพืชสมนุไพรประกอบไปดวยสารประกอบหลายชนิด สารออกฤทธิ์ที่มปีระสิทธิภาพ
อาจจะมีเพียงบางสวนในปริมาณนอย ดังนั้นการศึกษาการใชประโยชนจากสารสกัดจากพืชในดานการ
ควบคุมโรคพชื จงึจําเปนตองมวีิธีการทดสอบประสทิธิภาพ เพือ่จะกําจัดสารที่มีประสิทธิภาพต่ําออกไป 
จนกระทั่งไดสารที่คอนขางบริสุทธิ์ทีม่ีประสิทธิภาพในการยับยัง้ตอเชือ้โรคพืชที่สูง 

 การศึกษาในบทนี้เปนการทดสอบวิธกีารตางๆ ที่จะสามารถตรวจสอบประสิทธิภาพของสารสกัด
บางสวนของพชืสมุนไพร ไดอยางรวดเร็ว แมนยํา เทยีบไดหรือดีกวาวิธทีดสอบปกติ โดยมีขอกําหนดคือ
จะตองใชสารทดสอบในปรมิาณทีน่อย ซึ่งวิธีดังกลาวจะเหมาะสมกบัการทดสอบสารที่ผานการทําใหบริสุทธิ์
จากสารสกัดจากพืช 

ขั้นตอนในการศกึษา 

1. การคัดเลือกวิธีการทดสอบสารสกัดวานน้ําในการยบัยั้งการเจรญิของโคโลนขีองเชื้อรา 
Colletotrichum gloeosporioides  

ทําการทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดวานน้าํแบบ Completely Randomized Design (CRD) 5 
ซ้ํา ในการยบัยั้งการเจริญของโคโลนีของเชื้อรา C. gloeosporioides ที่ความเขมขน 0, 100, 500 และ 1,000 
ppm  บนอาหารผสมสารสกัดวานน้าํแลวยายเชื้อ C. gloeosporioides มาวางบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ  10 
วัน ที่อุณหภูมหิอง 25-30 องศาเซลเซยีส (ผองเพ็ญ และคณะ, 2542)  และการทดสอบโดยใช วธิ ี paper 
disc diffusion tectnique บนจานอาหารที่มีสปอรของเชื้อรา C. gloeosporioides ที่ความเขมขน 1x106 
สปอร/มิลลิลิตร จํานวน 0.1 มิลลิลิตร กระจายอยูบนผิวหนาอาหาร PDA บมไวเปนเวลา 7 วัน (อุดมลักษณ 
และคณะ, 2544) แลวบันทกึผลการทดลองและหาเปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญเติบโต 
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เปอรเซ็นตยับยั้งการเจริญเติบโต =     A – B     X  100 
   A  

เปอรเซ็นตยับยั้งการเจริญเติบโต =     A – B     X  100 
   A  

 
 
 
A  =  คาเฉลี่ยของเสนผาศนูยกลางของโคโลนีเชื้อราบนอาหารเลีย้งเชือ้ใน control 
B  =  คาเฉลี่ยของเสนผาศนูยกลางของโคโลนีเชื้อราบนอาหารเลีย้งเชือ้ผสมสารสกดั 

2.  การคัดเลอืกวิธกีารทดสอบสารสกดัวานน้าํตอการงอกของสปอรเชื้อรา Colletotrichum 
gloeosporioides 

ในการทดสอบการยับยัง้การงอกของสปอรเชื้อรา C. gloeosporioides โดยสารสกดัวานน้ํา ใชการ
ทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) 5 ซ้ํา ที่ความเขมขน 0, 100, 500 และ 1,000 ppm 
โดยการทดสอบบนอาหาร water agar (WA), water agar+rose bengal (WA-RB), potato dextrose gar 
(PDA), potato dextrose agar+rose bengal (PDA-RB), microcentrifuge tube, multiwell plates, 
concave slide, slide culture  และบนใบมะมวง  โดยใชสปอรของเชื้อรา C. gloeosporioides ที่ความ
เขมขน 1x106 spore/มิลลิลิตร จํานวน 0.1 มิลลิลิตร แลวทําการตรวจสอบการยับยัง้การงอกของสปอร
หลังจากทําการปลูกเชื้อแลว 16 ชั่วโมง ภายใตกลองจุลทรรศน (Jatisatienr and Jatisatienr., 1999 และ 
Prusky et. al.,1982) 

 
 
 

A  =  จํานวนสปอรของเชื้อราที่งอกใน control 
B  =  จํานวนสปอรของเชื้อราที่งอกบนอาหารเลี้ยงเชื้อผสมสารสกัด 

ผลการศึกษา 

1.  การทดสอบสารสกัดวานน้ําในการยับยั้งการเจริญของโคโลนีของเชื้อรา Colletotrichum  
gloeosporioides  

จากการศึกษาประสิทธิภาพของสารสกัดวานน้ําที่ความเขมขน 0, 100, 500 และ 1,000 ppm ในการ
ยับยั้งเชื้อรา C. gloeosporioides เชื้อสาเหตุโรคแอนแทรคโนสมะมวงบนอาหาร PDA ที่อายุ 9 วัน พบวาที่
ความเขมขน 1,000 ppm สามารถยับยัง้การเจริญเชื้อ C.gloeosporioides ไดที่สุดคือ 77.11 เปอรเซ็นต  
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และรองลงมาคือ 500 และ 100 ppm ตามลําดับ คือ 55.5และ 10.67 เปอรเซ็นตตามลาํดับ   และเมื่อ
เปรียบเทียบกบั 0 ppm พบวามีความแตกตางกนัอยางมนีัยสาํคัญยิ่งที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต 
(Table 1)  สวนการทดสอบดวยวิธ ีpaper disc diffusion technique ไมพบ clear zone (Table 2) และไม
สามารถใชทดสอบการยับยัง้การเจริญของโคโลนีดวยเทคนิคนี้ได  
 
Table 1   Effect of Waan-nam (Acorus calamus L.) extract colony diameter (cm) and percent 

colony inhibition of Colletotrichum gloeosporioides, on potato dextrose agar 
Treatment Size of Colony (cm)1/  inhibition growth (%)2/ 

0 ppm 9.00 a - 

100 ppm 8.04 b 10.67 

500 ppm 3.82 c 57.56 

1,000 ppm 2.06 d 77.11 

%CV 1.76 - 
LSD.05 0.14 - 

1 Mean value of five repeated experiments. Means in the same column followed by different letters differ 
significantly (P<0.01) 

2/ Percent Growth Inhibition = Size of Colony in Control – Size of Colony in PDA mixed with crude extract / Size of 
Colony in Control x100 

 
Table 2   Effect of Waan-nam (Acorus calamus L.) extract to controll Colletotrichum 

gloeosporioides on paper disc technique. 
Treatment Size of clear zone (cm) % inhibition growth (%) 

0 ppm 0 - 

100 ppm 0 - 

500 ppm 0 - 

1,000 ppm 0 - 
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2.  การคัดเลอืกวิธกีารทดสอบสารสกดัวานตอการงอกของสปอรเชื้อรา Colletotrichum 
gloeosporioides 

จากการทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดวานน้าํในการยับยั้งเชื้อรา C. gloeosporioides บน
อาหาร water agar (WA), water agar+rose bengal (WA-RB), potato dextrose gar (PDA), potato 
dextrose agar+rose bengal (PDA-RB), microcentrifuge tube, multiwell plates, concave slide, slide 
culture  และ บนใบมะมวง ที่ความเขมขน0, 100, 500 และ 1,000 ppm พบวาบนอาหาร WA  ผสมสารสกัด
วานน้าํสามารถยับยัง้เชื้อรา C. gloeosporioides ไดดีที่สุดที ่ 1,000 ppm เทากบั 94.5 เปอรเซ็นต การ
ตรวจสอบบนอาหาร WA-RB  เทากับ 93.75 เปอรเซ็นต การตรวจสอบบนอาหาร PDA เทากับ 79.75 
เปอรเซ็นต การตรวจสอบบนอาหาร PDA-RB เทากับ 95.5 เปอรเซ็นต การทดสอบใน microcentrifuge tube 
พบวาสารสกดัวานน้ําสามารถยับยัง้การงอกของสปอรเชื้อรา C. gloeosporioides เทากับ 62.37 เปอรเซ็นต 
ใน multiwell plates เทากบั 58 เปอรเซน็ต ใน concave slide เทากับ 67.81 เปอรเซ็นต บน slide culture 
เทากับ 91.82 เปอรเซ็นต และบนใบออนมะมวงน้าํดอกไม เทากับ 69.67 เปอรเซ็นต เมื่อเปรียบเทียบทาง
สถิติพบวามีความแตกตางกนัอยางมนีัยสาํคัญยิ่งทางสถิติที่ระดับความเชื่อมัน่ 95 เปอรเซ็นต   (Table 3 
และTable 4, Figure 1) 

 
Table 3 Effect of Waan-nam extract to control spore germination of Colletotrichum 

gloeosporioides, post-harvest pathogen of mango anthracnose  
Spore Germination (spore)1/ Treat 

ment WA WA-RB PDA PDA-RB Micro 
centrifuge 

tube 

multiwell 
plates 

concave 
slide 

slide 
culture 

mango 
leaf 

0 ppm 100.00 a 100.00 a 100.00a 100.00 a 93.00 a 100.0 a 94.75 a 97.75 a 99.75 a 
100 ppm 94.00 a 95.00 a 100.00a 100.00 a 93.00 a 93.0 a 88.00 a 89.25 b 95.25 b 
500 ppm 82.00 b 81.25 b 78.25 b 80.50 b 48.50 c 85.0 b 54.75 b 53.50 c 74.50 c 

1,000 ppm 5.50 c 6.25 c 20.25c 4.50 b 35.0 d 42.0 c 30.50 c 8.00 d 30.25 d 
%CV 5.61 5.35 6.14 4.83 13.55 6.02 6.13 7.308 5.73 

LSD.05 6.21 5.82 6.85 5.30 13.26 7.41 6.33 7.06 6.62 
1 Mean value of five repeated experiments. Means in the same column followed by different letters differ 

significantly (P<0.01) 
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Table 4 Percent inhibition of spore germination of Colletotrichum gloeosporioides, post-harvest 
pathogen of mango anthracnose 

inhibition spore germination (%)1/ Treatment 
WA WA-RB PDA PDA-RB microcentrifu

ge tube 
multiwell 

plates 
Concave 

slide 
Slide 

culture 
mango 

leaf 
100 ppm 6.0 5.00 0.00 0.0 16.67 7 7.12 8.70 4.51 

500 ppm 18.0 18.75 21.75 19.5 47.85 15 42.22 45.27 25.31 

1,000 ppm 94.5 93.75 79.75 95.5 62.37 58 67.81 91.82 69.67 
1/ Percent Growth Inhibition = Size of Colony in Control – Size of Colony in PDA Mixed with Crude Extract / Size 

of Colony in Control x100 
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Figure 1  Effect of Waan-nam extract to controlling spore germination of Colletotrichum 

gloeosporioides, post-harvest pathogen of mango anthracnose  
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สรุปและวิจารณ 
จากการคัดเลือกหาวิธีการทดสอบสารสกัดวานน้ําในการยับยั้งการเจรญิของโคโลนีเชื้อรา C. 

gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสมะมวงบนอาหาร PDA พบวาที่ความเขมขน 1,000 ppm 
สามารถยับยัง้การเจริญเชื้อ C. gloeosporioides ไดดีที่สุดคือ 77.11 เปอรเซ็นต  และรองลงมาคอืที่ระดับ 
500 และ 100 ppm  คือ 55.5 และ 10.67 เปอรเซ็นตตามลําดับ   ซึ่งสอดคลองกับวชิัย และคณะ (2542) ที่
พบวาสารสกดัวานน้ําที่ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อได 100 เปอรเซ็นต แตการ
ทดสอบการยบัยั้งการเจริญของโคโลนีเชื้อราโดยใชวิธ ี diffusion disc technique บนอาหาร PDA ที่มีสปอร
ของเชื้อรา C. gloeosporioides กระจายอยูทั่วผวิหนาอาหาร แลวบมไวในอุณหภมูิหอง 7 วัน  ไมพบ clear 
zone ซึ่งแสดงวาวธิีการนี้ไมสามารถใชทดสอบการยับยัง้การเจริญของเชื้อได ซึง่ตางไปจากงานของ Suhaila, 
et.al.(1996) สามารถใชเทคนิค paper disc diffusion technique ตรวจสอบประสิทธิภาพของสารสกัดพชื
สมุนไพรในการยับยั้งเชื้อรา C. gloeosporioides, Fusarium pallidoroseum, Botryodiplodia 
theobromae, Alternaria alternata, Penicillium citrinum, Phomopsis caricae-papayae และ 
Aspergillus niger ได สําหรับอุดมลักษณ และคณะ (2544) ไดใช  disc diffusion technique ตรวจสอบการ
ออกฤทธิ์ตานการเจริญของเชื้อรา Aspergillus niger, Eurotium amstelodami และ E. chevalieri ของสาร
สกัดหยาบของพลูเพื่อตานการเจริญของเชือ้รา E. amstelodami ที่ความเขมขน 100,000 ppm และตานการ
เจริญของเชื้อรา E. chevalieri ไดที่ความเขมขน 200,000 ppm  จากผลการศึกษาของ ชวเลศิ และวิชัย 
(2545) ไดตรวจสอบประสทิธิภาพของสารสกัดสมุนไพรในการยับยัง้เชื้อรา Fusarium oxysporum โดยวิธี 
filter paper disc method  พบวาสารสกดัพลู และกานพลูที่ความเขมขน 100,000 ppm สามารถสราง clear 
zone ได 78.27 และ 65.49 เปอรเซ็นต ตามลําดับ เมือ่เปรียบเทียบกับสาร Imazalil ที่ความเขมขน 1,000 
ppm 

สําหรับวธิีการทดสอบการยบัยั้งการงอกของสปอรเชื้อรา C. gloeosporioides บนอาหาร water 
agar (WA), water agar+rose bengal (WA-RB), potato dextrose gar (PDA) และ potato dextrose 
agar+rose bengal (PDA-RB) พบวาสามารถยับยั้งการงอกของสปอรของเชื้อรา C. gloeosporioides ได  
โดยพบวาบนอาหาร WA  ผสมสารสกัดวานน้าํ พบวาสารสกัดวานน้าํสามารถยับยัง้เชื้อรา C. 
gloeosporioides ไดดีที่สุดที่ 1,000 ppm เทากับ 94.5 เปอรเซ็นต บนอาหาร WA-RB  เทากับ 93.75 
เปอรเซ็นต บนอาหาร PDA  เทากับ 79.75 เปอรเซ็นต และบนอาหาร PDA-RB เทากบั 19.5 เปอรเซ็นต  

จากการตรวจสอบการยับยัง้การงอกของสปอรเชื้อรา C. gloeosporioides ที่ความเขมขน 0, 100, 
500 และ 1,000 ppm ใน microcentrifuge tube, multiwell plates และ concave slide ใน 
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microcentrifuge tube สามารถยับยัง้การงอกของสปอรเชื้อรา C. gloeosporioides ไดดีที่สุดที่ 1,000 ppm 
เทากับ 62.37 เปอรเซ็นต ใน multiwell plate เทากับ 58 เปอรเซ็นต ซึ่งวิธีดังกลาวหนวยงาน The National 
Center for the Delvelopment of Natural Products (NCDNP) ไดหาเทคนิคการตรวจสอบสารออกฤทธิ์ใน
ธรรมชาติที่สามารถยับยั้งการงอกสปอรของเชื้อรา Botrytis sp., Colletotrichumsp., Fusariumsp. และ 
Discula sp. โดยใช 96-well  microtiter plate bioassay ที่เวลา 0, 24, 48 และ 96 ชั่วโมงได (Wedge and 
Kuhajek, 1998)    และใน concave slide เทากบั 67.81 เปอรเซ็นต และรองลงมาไดแก 500 และ 100 ppm 
เทากับ 42.22 และ 7.12 เปอรเซ็นตตามลาํดับ และเมื่อเปรียบเทียบทางสถิติพบวามีความแตกตางกนัอยางมี
นัยสําคัญยิง่ทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95เปอรเซ็นต ซึ่ง Chaky, et.al.(2001) ไดตรวจสอบการงอกของ
สปอรในน้ํานึ่งฆาเชื้อบน glass slide และ  hanging dropพบวามีเปอรเซ็นตการงอกเทากับ 65.5+13.9 และ 
42.3+9.2 เปอรเซ็นตตามลาํดับ  

จากการตรวจสอบการยับยัง้การงอกของสปอรเชื้อรา C. gloeosporioides ที่ความเขมขน 0, 100, 
500 และ 1,000 ppm บน slide culture และ ใบออนมะมวงน้าํดอกไม slide culture พบวาสามารถยับยั้ง
การงอกของสปอรเชื้อรา C. gloeosporioides ไดดีที่สุดที่ 1,000 ppm เทากับ 91.82 เปอรเซ็นต และ
รองลงมาไดแก 500 และ 100 ppm เทากับ 45.27 และ 8.7เปอรเซ็นตตามลาํดับ และเมื่อเปรียบเทียบทาง
สถิติพบวามีความแตกตางกนัอยางมนีัยสาํคัญยิ่งทางสถิติที่ระดับความเชื่อมัน่ 95 เปอรเซ็นต ซึ่ง Pursky, 
et.al. (1982) พบวาสารสกัดจากเปลอืกผลออนของอโวกาโดสามารถยับยั้งการงอกสปอรของเชื้อรา C. 
gloeosporioides  โดยใชเทคนิค glass slide bioassay ที่ 16 ชั่วโมง พบวามีคา ED50 ในการยับยั้งการงอก
สปอรเทากับ 450 µg.ml-1  และบนใบออนมะมวงน้ําดอกไม พบวายับยั้งการงอกของสปอรเชื้อรา C. 
gloeosporioides ไดเทากับ 69.67 เปอรเซ็นต และรองลงมาไดแก 500 และ 100 ppm เทากับ 25.31 และ 
4.51 เปอรเซ็นตตามลําดับ และเมื่อเปรียบเทียบทางสถิติพบวามีความแตกตางกนัอยางมนีัยสาํคัญยิ่งทาง
สถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต  ซึ่ง Chaky et al.(2001) รายงานวาเมื่อสปอรของเชื้อรา C. 
graminicola สัมผัสกับผิวพชื สปอรจะงอกไดเมื่อมีความน้ํา (ความชืน้) ถาไมมีความชื้นสปอรกจ็ะพักตวัอยู 
และเมื่อใดที่มคีวามชืน้สปอรจะงอก และสราง appressoria  เกาะยดึผิวพืช  Haugard et al.(2003) ได
ตรวจสอบประสิทธิภาพของสารสกัดเชื้อตอการงอกของสปอร และการสราง appressorial ของเชื้อรา
Blumeria graminis บนใบขาวบารเลย พบวามีความแตกตางอยางมนีัยสาํคัญยิ่งทางสถิติเมือ่เปรียบเทียบ
กับน้ํา และพบวาที่ใชสารสกัดนั้นเมื่อสปอรงอกสามารถสราง appressorial  แตไมสามารถสราง haustorium 
ในเซลพืชได 
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บทที่ 4  
การพัฒนาวธิีการสกัดสาร และตรวจสอบชนิดของสารออกฤทธิ ์

วานน้าํมีชื่อวทิยาศาสตร Acorus calamus Linn. จัดอยูในวงศ Araceae สวนที่ใชเหงามีการ
รายงานเกี่ยวกับประสิทธิภาพ ของพืชสมุนไพรและเครื่องเทศ และสารเคมีที่เปนองคประกอบสําคัญ ในการ
ยับยั้งการเจรญิของเชื้อจุลินทรีย สารดังกลาวมีคุณสมบัติเปนสารแกแพ (antihistaminic substance) หรือ
สารที่ทาํใหแมลงเปนหมนั (Phonglux, 1987) 

 กรรมวิธีการแยกน้าํมนัหอมระเหยจากพืชมีหลายวิธีตามความเหมาะสมของพืช และตองคํานึงถึง
สถานะของสาร ความเสถียรของสารระเหย ปริมาณความเขมขนของสารระเหยในตัวอยางและวตัถุประสงค
ของการทดลอง ดังนั้นวิธีการแยกน้ํามันหอมระเหยดวยการกลัน่ ) distillation ( การกลั่นดวยวิธีตาง ๆ อาศัย
หลักความสามารถในการกลายเปนไอของสารระเหยจากพืช การกลัน่ที่นยิมใช คือ การกลัน่ดวยไอน้ํา จะเปน
การแยกสารและทําใหสารบริสุทธิ ์ สารทีน่าํมากลั่นดวยไอน้ํา จะไดไมรวมเปนเนื้อเดยีวกับน้ํา เปนการกลัน่ที่
ใหสารและน้าํมันหอมระเหยออกมาดวยกนั ประโยชนของการกลัน่ดวยไอน้ํา คือ แยกสารที่ระเหยงายและไม
ละลายน้ําออกมาจากสารผสมที่กลายเปนไอไดยาก การกลั่นดวยไอน้าํไดแก 

- การกลัน่ดวยไอน้ําโดยตรง ) direct steam distillation(  มักใชกับพืชสด โดยตมสาร
ตัวอยางกับน้าํโดยตรงจนเดือดกลายเปนไอ ไอน้าํจะพาสารที่ระเหยไดออกมาแลวกลัน่เปน
ของเหลวที่เครือ่งควบแนนโดยของเหลวจะแยกเปนสองชัน้ เชน การกลั่นน้ํามนัหอมระเหย 
น้ํามนัหอมระเหยซึง่สวนใหญเบากวาน้าํจะลอยอยูขางบน  

- การกลัน่ดวยไอน้ําโดยออม ) Indirect steam distillation ( เปนการกลั่นโดยใหไอน้ําผาน
ตัวอยางที่ตองการแยก ใชในการกลั่นสารอินทรียที่มีจุดเดือดสูง เปนวธิีที่นยิมใชมากในการแยก
สารออกจากผลิตผลจากธรรมชาติ การกลัน่ไอน้ําโดยออมทําไดโดยใสสารที่ตองการกลั่นในขวด
กลั่นแลวผานไอน้ําจากหมอตมเขาไปยังขวดกลั่น ไอน้าํจะพาสารระเหยไดออกมาแลวกลั่นเปน
ของเหลวที่เครือ่งควบแนนเชนเดียวกับการกลั่นดวยไอน้ําโดยตรง 

วิธีการสกัดสารที่มีฤทธิ์ควบคุมโรคพืชจากพืชหมายถึงสารดังกลาวนัน้เปนสารที่พืชสรางขึ้นภายใน
เซลพืชหรือระหวางเซลพืชหรืออยูในเนื้อเยือ่พืชนัน่เอง  วธิีการและหลักการมีความยากงายแตกตางกนั ใน
การปฏิบัติอาจเปนการสกัดโดยไมใชความรอนเชนการบีบ หรือค้ันในสภาวะที่อุณหภูมิปกติ (Cold Press)  
เชนการคั้นน้าํกะทิจากเนื้อมะพราว การคั้นน้าํผลไม  หรือถาสกัดดวยอัลกอฮอล หรือตัวทําละลายอื่นๆ ซึ่ง
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เปนวธิีที่ใชกันโดยภูมิปญญาหมอพื้นบาน เชนการนําสมนุไพรมาแชเหลา เปนยาดองเหลาทีม่ีตํารับ
หลากหลายกนัไป หรือบางวิธทีี่สกัดดวยความรอน เชนตมเพื่อใหสารดังกลาวละลายออกมาเรว็ขึ้น หรือ
เพื่อใหสารระเหยเปนไอและกลั่นเก็บในรูปน้ํามนั 

 วิธีการสกัดสารเพื่อการทดสอบมักใชวิธกีารกลั่นหาน้าํมนัหอมระเหย หรือวธิีการสกัดแบบงาย
ดวยอัลกอฮอล การศึกษาในพืชบางชนดิเชน ตนพลคูาว พบวาน้าํมันหอมระเหยมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ
เชื้อราบางชนดิในขณะที่สารสกัดโดยตัวทาํละลายไมมีผลยับยั้งเลย ดังนัน้สารจากวานน้ําเพื่อการควบคุมโรค
แอนแทรคโนส โดยวิธทีี่สกดัโดยตัวทาํละลายอาจไมใชวิธีที่ดีที่สุด การทดลองนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อพัฒนา
วิธีการสกัดสาร ทดสอบฤทธิแ์ละเปรียบเทยีบประสิทธิภาพ ตลอดจนวิเคราะหสารออกฤทธิ ์ดวยกระบวนการ
ทางวทิยาศาสตร 

ขั้นตอนในการศกึษา 

1. การสกัดสารจากวานน้าํโดยการกลั่น 
นําตัวอยางเหงาของวานน้าํแบบสดหรือแหงมาหั่นเปนชิ้นเล็กๆ บรรจุลงในเครื่องสกัดสาร

อเนกประสงค (Thai Extraction Apparatus ) รุน TEA – 10 (เครื่องกลั่นสารไดจากกลุมวจิัยเครือ่งสกัดสาร
อเนกประสงค ต.หนองแหยง อ.สันทราย จ.เชียงใหม 50210) โดยมหีลักการสกัดคือ ไอน้ํารอนจะเปนตวัพา
ใหน้าํมันออกจากตัวอยางพชื ไอน้าํรอนจะผานบริเวณทอหลอเยน็ และทําใหไอน้ําและน้ํามันที่สกัดได
ควบแนนกลายเปนของเหลว ตกลงมาในภาชนะบรรจุ โดยจะเหน็ตัวอยางน้ํามันที่แยกเปนชั้นลอยอยูเหนือชัน้
ของน้ํา  
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2. สกัดสารจากวานน้าํดวยตัวทําละลาย คือไดคลอโรมีเทน เอทธานอล และเมทธานอล ดังภาพที ่1 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

3 วัน 

สมุนไพรแหง 500 กรัม 

แช  CH2Cl2 

3 วัน  
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ระเหยแหง 

กาก 

แช
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สาร 

ระเหยแหง 

กาก 

Crude extract in  CH2Cl2 

Crude extract in  MeOH/EtOH 
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เปอรเซ็นตยับยั้งการเจริญเติบโต =     A – B     X  100 
   A  

 
3. การทดสอบประสิทธิภาพของสารสกดัวานน้าํจากวิธสีกัดตางๆกัน 

นําสารสกัดของวานน้ําที่กลัน่ดวนน้าํ (น้ํามันหอมระเหย) สกัดดวยไดคลอโรมีเทน (crude extract) 
เอทธานอล (crude extract) และเมทธานอล (crude extract) ทดสอบการยับยัง้เชื้อรา  C. gloeosporioides 
บนอาหาร potato dextrose agar (PDA) ผสมสารสกัดที่ความเขมขน 0, 100, 500 และ 1,000 ppm  เปน
เวลา 9 วัน ในสภาพอุณหภมูิหอง แลววัดขนาดเสนผานศูนยกลางโคโลนีของเชื้อ และหาเปอรเซน็ยับยัง้การ
เจริญของเชื้อ   

 
 
  

A = ขนาดโคโลนีใน control 
B = ขนาดโคโลนีในอาหารผสมสารสกัด 

 

4. ทดสอบประสิทธิภาพของสารออกฤทธิ์ในการยบัยั้งเชื้อรา Colletotrichum gloeosporioides 
 ทําการทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบวานน้ํา, asarone (สารบริสุทธิ์ของวานน้ํา), 
Trichoderma sp., T. harzianum และ Bacillus sp. ในการยับยั้งเชื้อราC. gloeosporioides  สาเหตุโรค
หลังการเก็บเกี่ยวของมะมวง โดยทําการทดลองบนอาหาร potato dextrose agar (PDA) ผสมกับสารที่
ความเขมขน 0, 100, 500 และ 1,000 ppm  เปนเวลา 9 วัน ทําการวัดขนาดโคโลนีของเชื้อ และคํานวณหา
เปอรเซ็นตยับยั้งการเจริญตอเชื้อรา C.gloeosporioides 

5.   ทดสอบประสิทธิภาพของสารออกฤทธิใ์นการยับยั้งเชื้อรา Colletotrichum gloeoporioides บนผล
มะมวงน้าํดอกไม 
 นําผลมะมวงที่สุกแกเต็มทีม่าลางดวยน้ําใหสะอาด ตากลมใหแหง นํามาแชในสารสกัดวานน้ํา,  
Trichoderma sp. และ Bacillus sp. ผสมน้ําอุนประมาณ 45 องศาเซลเซียส ที่ความเขมขน 0, 100, 500 
และ 1,000 ppm เปนเวลา 5 นาท ีตากลมใหแหง แลวใชเข็มทําแผล 3 แผล แลวใช corck borer เจาะบริเวณ
ขอบโคโลนีของเชื้อรา  C. gloeosporioides ที่อายุ 10 วัน แลวยายมาวางบนผลมะมวง แลวนําไปบมไวใน
อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 วนั ทาํการวัดขนาดแผลของการเกิดโรคและคํานวณหาเปอรเซ็นตยับยัง้การเกิดโรค 
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6. การวิเคราะหสารออกฤทธิ์ของวานน้าํ 
 นําสารสกัดหยาบของวานน้าํ ระเหยตวัทาํละลายออกดวย vacuum pump เปนเวลา 12 ชั่วโมง แลว
ละลายดวย chloroform-d 99.8%DMin  ประมาณ 5 มิลลิลิตร  ดูดสารใสหลอดและปดจุกใหสนทิดวยความ
ระมัดระวัง แลวนําไปวิเคราะหดวยเครื่อง NMR spectrometry (Nuclear Magnetic Resonance 
Spectrometry) 400 MHz 

7. การตรวจวเิคราะหองคประกอบทางเคมีของน้ํามนัวานน้ําดวยเครื่อง Gas Chromatograph 
ตัวอยางน้าํมนัวานน้ําที่สกดัไดจากการกลั่นดวยเครื่องกลั่นอเนกประสงค  จะนาํไปเจือจางดวย

แอลกอฮอลชนิดบริสุทธิ ์(Absolute Alcohol) เพื่อที่จะนําไปตรวจวเิคราะหชนิดของสารประกอบ ในน้ํามนั
วานน้าํดวยเครื่อง Gas Chromatograph ที่ตอเขากับระบบ Mass Spectrometer โดยมีคุณสมบัติของระบบ 
Gas Chromatograph ไดแก การใชทอแยกชนิด DB-1 ใชอุณหภูมิในตูอบจาก 80°ซ (เซลเซียส)  ไปจนถึง 
250°ซ  มีอัตราการเพิ่มของอุณหภูมิเทากบั 5°ซ ตอนาท ี และคุณสมบัติของระบบ Mass Sperctrometer 
ไดแก การตรวจวัดการแตกตวัของสารดวยระบบ EI (Electron Ionization)และวัดการแตกตัวของสารที่มี
น้ําหนกัโมเลกลุต้ังแต 35 ถึง 450 m/z  

ผลการศึกษา 

 น้ํามนัหอมระเหยที่ไดจาการกลั่นเหงาวานน้ํา มีลักษณะใส สีเหลืองออน มกีลิ่นหอมออนๆ สวนสาร
สกัดที่ไดจากไดคลอโรมีเทน มีสีดํา หนืดและขน ในขณะที่สารสกัดจากเอทธานอล (crude extract)  และ
เมทธานอล(crude extract) มีลักษณะเหลว และความหนืดนอยกวา 

เมื่อนําสารสกดัวานน้ําทีไดจากการกลั่น  (น้ํามนัหอมระเหย) สกัดดวยเอทธานอล (crude extract)  
เมทธานอล(crude extract) และไดคลอโรมีเทน(crude extract) มาทดสอบการยับยัง้เชื้อรา C. 
gloeosporioides สาเหตุโรคหลังการเก็บเกี่ยวของมะมวง ที่ความเขมขน  0, 100, 500 และ 1,000 ppm บน
อาหาร potato dextrose agar (PDA) พบวาวานน้าํที่ความเขมขน 1,000 ppm สามารถยบัยั้งไดสูงสุด
เทากับ 80.78 เปอรเซ็นต รองมาไดแกไดคลอโรมีเทน  เมทธานอล และเอทธิลแอลกอฮอลเทากับ 75.33, 
64.44 และ 60.22 เปอรเซ็นตตามลําดับ ดังตารางที ่1 
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ตารางที่ 1 แสดงการเจริญของเชื้อรา Colletotrichum gloeosporioides ที่เจริญบนอาหารทดสอบที่ผสมดวย
สารสกัดจากวานน้ําโดยวิธีตางๆ 

ขนาดของโคโลนี (ซ.ม.) %ยับยั้งการเจริญ 
วิธีการ 0  ppm 100 ppm 500 ppm 1000 

ppm 
100 ppm 500 ppm 1000 

ppm 
กลั่น 9.00 8.18 4.95 1.73 9.11 45.00 80.78 

สกัดดวย EtOH 9.00 8.40 5.44 3.58 6.67 39.56 60.22 

สกัดดวย MeOH 9.00 8.35 5.45 3.20 7.22 39.44 64.44 

สกัดดวย CH2Cl2 9.00 8.23 5.22 2.22 8.56 42.00 75.33 

 
 เมื่อนํามาทดสอบประสิทธิภาพของสารสกดัหยาบวานน้าํ , asarone (สารบริสุทธิ์ของวานน้าํ), 
เปรียบเทียบกบัสารสกัดหยาบจากเชื้อรา Trichoderma viride, T. harzianum และ Bacillus sp. ในการ
ยับยั้งเชื้อรา C. gloeosporioides  สาเหตุโรคหลงัการเก็บเกี่ยวของมะมวง โดยทําการทดลองบนอาหาร 
potato dextrose agar (PDA) ผสมกับสารที่ความเขมขน 0, 100, 500 และ 1,000 ppm  เปนเวลา 9 วัน 
พบวา asarone ซึ่งเปนสารออกฤทธิ์ของวานน้าํที่ความเขมขน 1,000 ppm สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ
รา C. gloeosporioides ได 100 เปอรเซ็นต และรองมาไดแกสารสกัดหยาบจาก Bacillus sp., 
Trichoderma sp., วานน้ํา และT. harzianum ซึ่งสามารถยับยัง้การเจริญไดเทากบั 83.56, 78.33, 73.33 
และ 41.67 เปอรเซ็นตตามลาํดับ (ตารางที ่2)  

จากการทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดวานน้าํ, Trichoderma sp. และ Bacillus sp. ผสมน้ําอุน
ประมาณ 45 องศาเซลเซยีส ที่ความเขมขน 0, 100, 500 และ 1,000 ppm เพื่อใชในการทดสอบการควบคุม
โรคแอนแทรคโนสบนผลมะมวง  พบวาสารสกัดที่ความเขมขน 1,000 ppm จากเชื้อ Bacillus sp. สามารถ
ยับยั้งการเกิดโรคไดสูงสุดเทากับ 64.91 เปอรเซ็นต และรองมาไดแก Trichoderma sp. และวานน้ํา สามารถ
ยับยั้งการเกิดโรคไดเทากับ 46.81 และ 12.00 เปอรเซ็นตตามลําดับ (ดังตารางที่ 3, ภาพที ่1) 
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ตารางที ่ 2 การทดสอบสารออกฤทฺธิท์างชีวภาพตอการยับยั้งเชื้อราColletotrichum gloeosporioides สาเหตุ
โรคหลังการเกบ็เกี่ยวของมะมวงที่อายุ 9 วนั 

Diameter of colony (cm) %Inhibition1/ Crude extract 
0 100 500 1,000 100 500 1,000 คาเฉลี่ย2/ 

asarone 9.00 6.23 2.67 0.00 30.78 70.33 100.00 67.04 a 

waan-nam 9.00 7.67 4.84 2.40 14.78 46.22 73.33 44.78 d 

Trichoderma isp. 9.00 7.50 3.53 1.95 16.67 60.78 78.33 51.93 c 

T. harzianum 9.00 8.45 7.40 5.25 6.11 17.78 41.67  21.85 e 

Bacillus sp. 9.00 6.57 3.57 1.48 27.00 60.33 83.56 56.96 b 
1/Percent Growth Inhibition = diameter of colony in control – diameter of colony in PDA mixed with crude 
extract/diameter of colony in control x 100 
2/Mean value of five repeated experiments. Means in the same row followed by different letters differ significantly 
aacording to DMRT (P<0.01) 
 

ตารางที่ 3  การทดสอบสารออกฤทฺธิท์างชีวภาพตอการยับยั้งเชื้อราColletotrichum gloeosporioides บนผล
มะมวงที่อาย ุ5 วัน 

Diameter of symtom (cm) %Inhibition Crude extract 
0 100 500 1,000 100 500 1,000 คาเฉลี่ย1/ 

waan-nam 2.3 2.2 2.2 1.8 0.00 7.56 12.00 6.52 c 

Trichoderma sp. 2.3 2.3 1.83 1.17 2.27 16.81 46.81 21.96 b 

Bacillus sp. 2.28 2.12 1.4 0.8 0.70 38.59 64.91 34.73 a 
1/Mean value of five repeated experiments. Means in the same row followed by different letters differ significantly 
aacording to DMRT (P<0.01) 
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ภาพที ่1  การทดสอบประสทิธิภาพของสารสกัดในการยับยั้งการเกิดโรคแอนแทรคโนสมะมวง 
 
 

Bacillus sp.

control 100 500 1,000 
Trichoderma  sp.

control 100 500 1,000 

Waan-nam

control 100 500 1,000 



ฤทธิข์องสารสําคญัจากพืชสมุนไพรในการควบคุมโรคแอนแทรคโนสในมะมวง       - 36 - 
 

ผลการตรวจวิเคราะหสารประกอบทีส่าํคัญในน้ํามนัวานน้ํา 
 ผลการตรวจหาสารประกอบที่มีอยูในน้าํมนักระชายโดยใชเครื่อง Gas Chromatograph ที่ตออยูกบั
เครื่องวิเคราะหมวลสาร (Mass Spectrometer) โดยตรวจจากลกัษณะของ Total ion chromatogram (ภาพ
ที่ 2) พบวามสีารที่ประกอบอยูในน้าํมนัวานน้าํอยางนอย 11 ชนิด โดยสารประกอบที่เปนองคประกอบหลักมี
อยู 1 ชนิด คิดเปน 80 เปอรเซ็นตของสารทัง้หมดเมื่อเทยีบกับพืน้ที่ใตกราฟ   

โดยที่มวลสารของสารประกอบแตละชนิดจะมีลักษณะการแตกตัวที่แตกตางกนั และจากการใช
ขอมูลของลักษณะการแตกตัวของสารที่แยกไดแตละชนิดจากน้ํามันวานน้าํ เพื่อนาํไปประมวลผล
เปรียบเทียบกบัขอมูลการแตกตัวของสารในแฟมขอมูลหลักของหนวยประมวลผลการวิเคราะห สามารถสรปุ
ลักษณะของสารประกอบทีท่ราบชนิดของสารได 8 ชนดิ ดังแสดงไวในตารางที ่ 4  โดยลักษณะการแตกตัว
ของสารแตละชนิดไดรวบรวมไวในภาพที่ 3 ถึง ภาพที ่ 10 สารที่นาจะเปนไปไดที่ประกอบในน้าํมนัวานน้ําทั้ง 
8 ชนิดไดแก สาร A) 1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl- , สาร B) Bicyclor[2.2.1]heptan-2-one,1,7,7-
trimethyl-, สาร C) Benzene, 1,2-dimethoxy-4-(1-propenyl)-, สาร D) Cedrol, สาร E) Naphthalene, 
1,2,3,5,6,8a-hexahydro-4,7-dimethyl-1-, สาร F) Benzene, 1,2,3-trimethoxy-5-(2-propenyl)-, สาร G) 
Asarone และสาร H) Benzene, 1,2,4-trimethoxy-5-(1-propenyl)- โดย สาร G หรือ สาร Asarone จะพบ
ในอัตราสวนทีสู่งที่สุด และไดดําเนินการนาํไปทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุมเชือ้สาเหตุโรคพชื 
 
ตารางที่ 4  : แสดงรายชื่อของสารที่เปนองคประกอบในน้ํามนัวานน้าํ จากการเปรียบเทียบขอมูลการแตกตัว

ของสารกับขอมูลมาตรฐานประจําเครื่อง (Mass Spectrum Library) 
สารประกอบ 
ในน้ํามัน
วานน้ํา 

น้ําหนัก
มวลของ
สาร  

รายชื่อของสารประกอบที่เปรียบเทียบไดจากขอมูลมาตรฐานประจําเครื่อง 

สาร A 154 1,6-Octadien-3-ol, 3,7-
dimethyl- 

1,6-Octadien-3-ol, 3,7-
dimethyl- 

1,6-Octadien-3-ol, 3,7-
dimethyl- 

สาร B 152 Bicyclor[2.2.1]heptan-
2-one,1,7,7-trimethyl- 

Camphor Camphor 

สาร C 178 Benzene, 1,2-
dimethoxy-4-(1-
propenyl)- 

Benzene, 1,2-
dimethoxy-4-(1-
propenyl)- 

Benzene, 1,2-
dimethoxy-4-(1-
propenyl)- 

สาร D 222 Cedrol Cedrol Chrysene, 
octadecahydro 
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สาร E 204 Naphthalene, 
1,2,3,5,6,8a-
hexahydro-4,7-
dimethyl-1- 

Naphthalene, 
1,2,3,5,6,8a-
hexahydro-4,7-
dimethyl-1- 

Naphthalene, 
1,2,3,4,4a,5,6,8a-
octahydro-7-methyl-4-
met 

สาร F 208 Benzene, 1,2,3-
trimethoxy-5-(2-
propenyl)- 

Benzene, 1,2,4-
trimethoxy-5-(1-
propenyl)- 

Benzene, 1,2,3-
trimethoxy-5-(1-
propenyl)- 

สาร G 208 Asarone Benzene, 1,2,4-
trimethoxy-5-(1-
propenyl)- 

Asarone 

สาร H 208 Benzene, 1,2,4-
trimethoxy-5-(1-
propenyl)- 

Benzene, 1,2,4-
trimethoxy-5-(1-
propenyl)- 

Benzene, 1,2,4-
trimethoxy-5-(1-
propenyl)- 

 
ภาพที ่2  แสดง Total ion chromatogram ของสารที่แยกไดดวย Gas Chromatograph ของน้ํามันวานน้ํา 

ซึ่งประกอบดวยสารตางๆประมาณ 11 ชนดิ และมีสารทีท่ราบถงึโครงสรางของสารแลวจํานวน 9 
ชนิด 

A
B

C
D

E
F

G 

H
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ภาพที ่ 3 แสดงการแตกตัวภายใต Mass Spectrometer ของสารประกอบ A ที่แยกไดจากน้าํมันวานน้ํา 
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ภาพที ่4  แสดงการแตกตัวภายใต Mass Spectrometer ของสารประกอบ B ที่แยกไดจากน้าํมันวานน้ํา 
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ภาพที ่5 แสดงการแตกตัวภายใต Mass Spectrometer ของสารประกอบ C ที่แยกไดจากน้าํมนัวานน้ํา 
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ภาพที ่6  แสดงการแตกตัวภายใต Mass Spectrometer ของสารประกอบ D ที่แยกไดจากน้าํมนัวานน้ํา 
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ภาพที ่7 แสดงการแตกตัวภายใต Mass Spectrometer ของสารประกอบ E ที่แยกไดจากน้าํมันวานน้ํา 
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ภาพที ่ 8 แสดงการแตกตัวภายใต Mass Spectrometer ของสารประกอบ F ที่แยกไดจากน้าํมันวานน้ํา 
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ภาพที ่9 แสดงการแตกตัวภายใต Mass Spectrometer ของสารประกอบ G ที่แยกไดจากน้าํมนัวานน้ํา 



ฤทธิข์องสารสําคญัจากพืชสมุนไพรในการควบคุมโรคแอนแทรคโนสในมะมวง       - 45 - 
 

 
ภาพที ่10 แสดงการแตกตัวภายใต Mass Spectrometer ของสารประกอบ H ที่แยกไดจากน้าํมนัวานน้ํา 
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เมื่อนําสาร asarone และสารสกัดหยาบของวานน้าํไปวิเคราะหตําแหนงของโมเลกุลของไฮโดรเจน
แบบเปรียบเทยีบ โดยใชเครือ่ง NMR spectrometry (Nuclear Magnetic Resonance Spectrometry) จะ
พบลักษณะการเกิด resonance ของไฮโดรเจนโมเลกุลของสาร asarone อยูในชุดของสารสกัดหยาบวานน้าํ
ดวยเชนกัน (ภาพที ่11 A และ ภาพที ่11 B)  

 

 
 
ภาพที ่11 แสดง NMR spectrum เปรียบเทียบของสาร Asarone (A) และ สารสกัดหยาบวานน้าํ ( ฺB) ที่

วิเคราะหดวย 400 MHz 1H NMR (CDCl3) 

A 

B 
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สรุปและวิจารณผลการทดลอง 

 น้ํามนัหอมระเหยที่ไดจากการกลั่นวานน้ํา ที่ระดับความเขมขน 1,000 ppm สามารถยับยั้งเชื้อรา C. 
gloeosporioides ไดสูงสุดเทากับ 80.78 เปอรเซ็นต       รองมาไดแกการสกัดของวานน้ําดวยไดคลอโรมีเทน 
 เมทธานอล และเอทธิลแอลกอฮอล ซึง่แสดงผลเทากับ 75.33, 64.44 และ 60.22 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  
โดยประสิทธิภาพของน้ํามันวานน้าํในการควบคุมเชื้อราทดสอบ ไดแสดงผลการควบคุมในระดับที่ใหผลดี
เทียบเทากับสารสกัดของวานน้าํดวยเอทธลิแอลกอฮอล 
 วานน้าํมีองคประกอบของสารอยูภายในหลายชนิด จากรายงานของชยัโย (2527)  พบวาสารที่ตรวจ
พบไดแก acoraneae, isocalemendiol, calamonic acid, asarone, acolamone, isoacolamone เปนตน
จากการวิเคราะหเปรียบเทียบกันดวย NMR spectrometer (Nuclear Magnetic Resonance 
Spectrometer) ของ asarone และสารสกัดหยาบของวานน้าํ พบวามีลักษณะพีคของสาร asarone อยูในพีค
ของสารสกัดหยาบวานน้าํ แสดงวาสารสกัดหยาบของวานน้าํที่ไดนีม้ีสารออกฤทธิ์คือ asarone  และจาก
ขอมูลของการตรวจวิเคราะหน้าํมนัวานน้าํดวยเครื่อง Gas Chromatograph ที่ตอเขากับ Mass 
Spectrometer ก็ยังสามารถยืนยันไดวา สารออกฤทธิ์ในวานน้ําที่สามารถควบคุมเชื้อรา C. 
gloeosporioides คือ asarone 
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บทที่ 5 
องคความรู และการเผยแพร 

ขอมูลทางวิชาการเกี่ยวกับการใชสมุนไพรตางๆ สามารถตรวจหาไดทางเครือขาย Internet  ทาง
ผูวิจัยไดรวบรวมเสนทางการสืบคนสําหรบัแหลงขอมูลที่นาสนใจดงันี้ : 
 

http://www.ucmp.berkeley.edu/monocots/acorus.html 
http://florawww.eeb.uconn.edu/acc_num/199700056.html 
http://plants.usda.gov/cgi_bin/topics.cgi?earl=plant_profile.cgi&symbol=ACCA4 
http://www.herbs2000.com/herbs/herbs_calamus.htm 
http://www.exoticnatural.com/memory-acorus.htm 
http://www.exoticnatural.com/antiinflammatory-acorus.htm 
 

แหลงขอมูลทางดานน้ํามนัหอมระเหยจากวานน้ํา 
http://res2.agr.ca/stjean/publication/resume9900/belanger4_e.htm 
 

แหลงขอมูลดานสาร Asarone 
http://www.inchem.org/documents/jecfa/jecmono/v16je04.htm 

 http://www.creationherbal.com/yhst-37605164721613/canewiacaeso.html 
 

ทางผูวิจยัไดนาํเสนอผลงานบางสวนในการประชุมวิชาการ ไดแก 
1) การประชุมวิชาการมหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน คร้ังที่ 1 แหง ในวนัที ่ 7 – 9 ธันวาคม 
2547 ภาคโปสเตอร  บทคัดยอตีพิมพใน วารสารวิชาการมหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน ป
ที่ 2 ฉบับพิเศษ ธนัวาคม 2547 หนา 52 - 53 
2) การประชุมทางวิชาการ คร้ังที่ 43 มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร ในวนัที่ 1 – 4 กุมภาพันธ 2548 ภาค
โปสเตอร พรอมกับการตพีิมพเร่ืองเต็มในหนงัสือ เร่ืองเต็มการประชุมทางวิชาการ คร้ังที่ 43 
มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร บางเขน กรุงเทพ 
 พรอมกันนีท้างผูวิจัยไดรวบรวมตัวอยางของขอมูลที่เกี่ยวของ  : 
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