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Abstract 
The aim of this study was to evaluate the inhibitory effect of coated paper against Colletotrichum 

gloeosporioides, a causal agent of anthracnose disease in mango cv. Nam Doc Mai. Coated paper containing 1.5 
%(w/v) chitosan and chitosan mixed with vanillin at concentration 0.5, 1, 2, and 4 %(w/v) were tested with C. 
gloeosporioides in vitro by dual culture technique. The result demonstrated that coated paper containing vanillin 
at concentration 1 %(w/v) was the most effective for inhibiting radial growth of C. gloeosporioides by 63.3%. 
Moreover, the inhibitory effect of coated papers on spore germination were tested by slide culture technique. It 
was found that chitosan-vanillin coated paper at all concentrations could inhibit spore germination as well as 
chitosan coated paper caused abnormal of germ tube after treat for 6 hours whereas uncoated paper could not 
inhibit spore germination. This finding demonstrated that combined vanillin and chitosan enhance inhibitory effect 
on C. gloeosporioides. Therefore, chitosan-vanillin coated paper could be an alternative method for prolonging 
mango fruits shelf-life by wrapping. 
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บทคดัยอ 

การศึกษาน้ีมีวตัถุประสงคเพ่ือศกึษาประสิทธิภาพของกระดาษเคลือบในการยับยั้งการเจริญของเชือ้ Colletotrichum 
gloeosporioides เชื้อรากอโรคแอนแทรคโนสในมะมวงพันธุนํ้าดอกไมหลังการเก็บเกี่ยว จากการประเมินประสิทธิภาพของ
กระดาษเคลือบไคโตซานเขมขน 1.5 %(w/v) และกระดาษเคลือบไคโตซานผสมวานิลลินท่ีระดับความเขมขน 0.5, 1, 2, และ 4 
%(w/v) ในการยับยัง้การเจริญของเสนใย C. gloeosporioides ดวยวิธี dual culture technique พบวากระดาษเคลือบไคโต
ซานผสมวานิลลินความเขมขน 1 %(w/v) มีประสิทธิภาพในการยับยัง้การเจริญของเสนใยเชื้อราสาเหตุไดดีท่ีสุด คดิเปน 
63.3% เมื่อประเมินประสิทธิภาพในการยับยั้งการงอกของสปอรเชื้อราดวยวิธี slide culture ท่ีเวลา 6 ชั่วโมง ไมพบการงอกของ 
germ tube สปอรบนกระดาษเคลือบไคโตซานผสมวานิลลินท่ีทุกระดับความเขมขน และพบลักษณะการงอกท่ีผิดปกตขิอง
สปอรบนกระดาษท่ีเคลือบเฉพาะไคโตซาน ในขณะท่ีกระดาษไมเคลือบพบลักษณะการงอกของสปอรตามปกติ แสดงวาการใช
ไคโตซานรวมกับวานิลลินชวยเสริมประสิทธิภาพในการยับยัง้การเจริญของเชื้อราสาเหตุใหดียิ่งขึ้น  กระดาษเคลือบไคโตซาน
ผสมวานิลจึงเปนอีกหน่ึงทางเลือกในการนําไปประยุกตใชหอผลมะมวงหลังการเก็บเกี่ยวใหมีอายุการเก็บรักษาไดนานมากขึ้น 
คําสําคัญ: ไคโตซาน วานิลลิน กระดาษเคลือบ  
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นาจะเปนกรรมวิธีทางเลือกในการควบคุมโรคระหวางการขนสงท่ีนาสนใจ กระดาษยับยัง้จุลินทรียจัดเปนวัสดุบรรจุภัณฑแบบ
แอคทีฟ (Active packaging material) ท่ีมีความสามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียบริเวณผิวหนาของอาหารท่ีสัมผัสกับ
บรรจุภัณฑ (Lee et al., 2003) โดยท่ัวไปสามารถผลิตไดโดยการเคลือบสารยับยัง้จุลินทรียบนแผนกระดาษ ใหมีคุณสมบัติใน
การยับยัง้การเจริญของแบคทีเรีย หรือเชื้อราบนผิวกระดาษได การศึกษาน้ีจึงทําการพัฒนากระดาษเคลือบสารยับยัง้เชื้อกอโรค
แอนแทรคโนส โดยใชวานิลลินซึ่งไดรับการยอมรับวาเปนสารเคมท่ีีปลอดภัย ในโครงสรางมีสารประกอบฟนอลิกท่ีมีโครงสราง
ใกลเคยีงกับยูจีนอลในกานพลูท่ีรูจักกันอยางกวางขวางวามีประสิทธิภาพยับยั้งการเจริญของเชื้อราและแบคทีเรียไดเปนอยางดี 
(Beuchat and Golden, 1989) เปนสารยับยัง้จุลินทรียท่ีเติมลงไปในสารเคลือบชีวฐานท่ีเตรียมจากไคโตซาน ซึง่เปนวัตถดุิบท่ี
สามารถยอยสลายไดในธรรมชาติ ไมเปนพิษ อีกท้ังสามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียไดท้ังยสีต รา และแบคทีเรีย (Begin 
and Calsteren, 1999) 

 
อุปกรณและวิธกีาร 

1. การแยกเชื้อสาเหตุโรคจากมะมวง 
แยกเชื้อรา C. gloeosporioides ดวยวิธี Tissue transplanting method  

2. การเตรียมสารเคลือบและกระดาษเคลือบไคโตซานผสมวานิลลิน 
 ละลายไคโตซาน 1.5 กรัม ในสารละลายกรดอะซิติกเขมขนรอยละ 1 (โดยนํ้าหนัก) ในนํ้ากล่ัน 100 มิลลิลิตร ใหความ
รอนท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 ชม. จากน้ันนํามาใชเปนตัวทําละลายในการเตรียมสารละลายไคโตซานผสมวานิลลิน
ท่ีระดับความเขมขน 0.5, 1, 2, และ 4 %(w/v) โดยใหความรอนท่ีอุณหภูมิ 83±2 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที จากน้ันนําสาร
เคลือบท่ีระดับความเขมขนตางๆ ปริมาณ 10 มิลลิลิตร เคลือบลงบนกระดาษลอกลายขนาด 29.5 × 21.0 เซนติเมตร ดวย
เคร่ือง RK Print Coat Instruments model K303 MULTI COATER, U.K.  ผ่ึงใหแหงท่ีอุณหภูมิหอง เคลือบซ้ําอีกคร้ังหน่ึง  
3. ทดสอบประสิทธิภาพในการยับย้ังการเจริญเสนใยของเชือ้รา C. gloeosporioides 

3.1 ประสิทธิภาพของสารเคลือบในการยับยั้งการเจริญเสนใยของเชื้อรา  
หยดสารเคลือบ 20 ไมโครลิตร ลงบนเชื้อรา C. gloeosporioides ท่ีเล้ียงบนอาหาร PDA เปนเวลา 1 วัน โดยชุด

ควบคมุไมหยดสารเคลือบ บมท่ีอุณหภูมิหองนาน 7 วัน จากน้ันทําการวัดความยาวเสนผานศูนยกลางโคโลนีของเชื้อรา เพ่ือ
คํานวณหาเปอรเซ็นตยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อรา (เกษม, 2532) 

3.2 ประสิทธิภาพของกระดาษเคลือบในการยับยั้งการเจริญเสนใยของเชื้อรา ดวยวิธี dual culture technique  
ใช cork borer เจาะบริเวณปลายเสนใยเชื้อราสาเหตุวางบนผิวหนาอาหาร PDA หางจากกระดาษเคลือบขนาด 1 × 1 

เซนตเิมตร ประมาณ 4 เซนติเมตร สวนชุดควบคุมใหวางเชื้อราสาเหตุโรคบนผิวหนาอาหาร PDA ท่ีไมมีกระดาษ ในตาํแหนง
เดียวกับชดุทดสอบ บมท่ีอุณหภูมิหองจนเชื้อราสาเหตใุนชดุควบคุมเจริญเตม็จานอาหารเล้ียงเชื้อ ทําการวัดรัศมีโคโลนีของเชื้อ
ราสาเหตเุพ่ือคาํนวณหาเปอรเซน็ตการยับยั้งการเจริญเสนใยของเชื้อราสาเหตุ (เกษม, 2532) 
4. ทดสอบความสามารถในการยับย้ังการงอกของสปอรเชื้อรา C. gloeosporioides  

เตรียมสารแขวนลอยสปอรของเชือ้ C. gloeosporioides ความเขมขน 106 สปอร/มิลลิลิตร  
4.1 ทดสอบการยับยั้งการงอกของสปอรของสารเคลือบ ดวยวิธี Slide culture โดยนําสารเคลือบแตละความเขมขน

ผสมลงในสารแขวนลอยสปอรท่ีเตรียมไว ในอัตราสวน 1:1 เขยาจนเขากันแลวนําสารละลายท่ีได 10 ไมโครลิตร มาหยดลงบน
ชิ้นอาหารเล้ียงเชื้อ PDA ขนาด 1×1 เซนตเิมตร ท่ีวางบนสไลด บมไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 6 ชม. จากน้ันหยด Lactophenol 
cotton blue ตรวจดูการงอก germ tube ของสปอรภายใตกลองจลุทรรศนกําลังขยาย 400 เทา  

4.2 ทดสอบการยับยัง้การงอกของสปอรของกระดาษเคลือบ โดยนําสารแขวนลอยของสปอรมาหยดลงบนกระดาษ
เคลือบขนาด 1×1 เซนตเิมตร ท่ีวางบนสไลด บมไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 6 ชม. จากน้ันหยด Lactophenol cotton blue 
ตรวจดูการงอก germ tube ของสปอรภายใตกลองจุลทรรศนกาํลังขยาย 400 เทา 

 
ผล 

1. ประสิทธิภาพในการยับย้ังการเจริญเสนใยของเชื้อรา C. gloeosporioides 
พบวาสารละลายไคโตซานผสมวานิลลินความเขมขน 4 %(w/v) มีประสิทธิภาพในการยับยัง้การเจริญของเสนใยเชื้อ

รา C. gloeosporioides ไดดีท่ีสุด รองลงมาคือ สารละลายไคโตซานผสมวานิลลินความเขมขน 2, 1, 0.5 %(w/v) และ
สารละลายไคโตซานท่ีไมผสมวานิลลิน ตามลําดับ (Figure 1) คิดเปนเปอรเซ็นตยับยัง้การเจริญของเสนใยเชื้อราไดเทากบั 
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82.50, 74.58, 60.42, 40.42 และ 25.00 ตามลําดับ (Table 1) เมื่อทดสอบประสิทธิภาพของกระดาษเคลือบในการยับยั้งการ
เจริญของเสนใยเชื้อราสาเหตุ พบวากระดาษเคลือบไคโตซานผสมวานิลลินความเขมขน 1 %(w/v) มีประสิทธิภาพในการยับยัง้
การเจริญของเสนใยเชื้อราสาเหตไุดดีท่ีสุด คิดเปนเปอรเซ็นตยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อราไดเทากับ 63.3% รองลงมาคือ 
กระดาษเคลือบไคโตซานผสมวานิลลินความเขมขน 4, 2, 0.5 %(w/v) และเคลือบสารละลายไคโตซานท่ีไมผสมวานิลลิน 
ตามลําดับ (Figure 2) คิดเปนเปอรเซ็นตยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อราไดเทากับ 63.33, 49.17, 43.33, 36.67 และ 5.83 
ตามลําดับ (Table 1) ในขณะท่ีกระดาษไมเคลือบไมสามารถยับยัง้การเจริญของเสนใยเชื้อราได  
2. ประสิทธิภาพในการยับย้ังการงอกของสปอรของเชื้อรา C. gloeosporioides 

เมื่อประเมินประสิทธิภาพในการยับยั้งการงอกของสปอรเชื้อราเมื่อเวลาผานไป 6 ชั่วโมง ไมพบการงอกของ germ 
tube สปอรบนสารเคลือบไคโตซานผสมวานิลลินท่ีทุกระดับความเขมขน และพบลักษณะการงอกท่ีผิดปกติของสปอรบนสาร
เคลือบไคโตซานท่ีไมผสมวานิลลิน เทียบกับชุดควบคุมท่ีมีการงอกของสปอรตามปกติ (Figure 3) เชนเดียวกับผลการทดสอบ
บนกระดาษเคลือบท่ีแสดงผลไปในทิศทางเดียวกับสารเคลือบ (Figure 4) 

 
 
 
 
 

 
 
Figure 1  The efficacy of various coating solutions against mycelial growth of C. gloeosporioides on PDA after 7 

days of incubation. 
 

 
 

 
 
 
 
 
Figure 2  The efficacy of various coated paper against mycelial growth of C. gloeosporioides on PDA after 7 days 

of incubation. 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 3  The efficacy of various coating solutions against spore germination after 6 h. of incubation. 
 

 
 
 
 
 
 
Figure 4  The efficacy of various coated paper against spore germination after 6 h. of incubation. 
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Table 1  Percent inhibition of radical growth (PIRG) of C. gloeosporioides after 7 days of incubation. 
Sample Percent inhibition of radical growth (PIRG)* 

Control Chitosan 0.5%(w/v) 1%(w/v) 2%(w/v) 4%(w/v)  

Coating solution 0 25.00 40.42 60.42 74.58 82.50  

Coated paper 0 5.83 36.67 63.33 43.33 49.17  

* Percent inhibition of radical growth was calculated using the following formula: 
   PIRG = (x - y / x) × 100 Where,  x = Average growth (cm) of C. gloeosporioides in control petridish 

 y = Average growth (cm) of C. gloeosporioides in each treated petridish 
 

วิจารณผล 
กระดาษเคลือบไคโตซานผสมวานิลลินความเขมขน 1 %(w/v) มปีระสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุ

ไดดีกวากระดาษท่ีเคลือบไคโตซานเพียงอยางเดียว ท้ังน้ีเปนผลมาจากการทํางานท่ีเสริมประสิทธภิาพกันระหวางไคโตซานและ
วานิลลิน กลาวคือ ไคโตซานซึง่มีประจุบวกเมื่อจับกับประจุลบท่ีเซลลเมมเบรนของจุลินทรียจะทําใหเกิดการร่ัวไหลของ
สารสําคัญออกจากเซลลทําใหเซลลเสียสภาพ ในขณะท่ีการยบัยั้งเชื้อของวานิลลินเปนผลมาจากการทําใหผนังเซลลและเยื่อ
หุมเซลลของจุลินทรียถูกทําลายจึงเกิดการสูญเสียสมดุลไอออนของสารภายในเซลล ของเหลวภายในเซลลจึงเกิดการร่ัวไหล
ออกมา (Fitzgerald et al., 2004) ท้ังน้ีประสิทธิภาพในการยับยัง้การเจริญของจุลินทรียขึ้นอยูกับระดับความเขมของ
สารประกอบฟนอลิกในวานิลลิน ท่ีระดับความเขมขนต่ําจะสงผลกระทบตอเอมไซมท่ีทําหนาท่ีใหพลังงานแกเซลลของจุลินทรีย 
ในขณะท่ีระดับความเขมขนสูงจะทําใหเกิดการตกตะกอนของโปรตีนของเซลล อยางไรก็ตามเน่ืองจากวานิลลินสามารถละลาย
ในนํ้าไดเพียง 1 g/100 ml ท่ีอุณหภูมิ 25 °C สารละลายไคโตซานผสมวานิลลินท่ีระดับความเขมขนมากกวา 1 %(w/v) จะเกิด
การตกผลึกเมื่อท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง สงผลใหประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อของกระดาษเคลือบไคโตซานผสมวานิลลินท่ีความ
เขมขนมากกวา 1 %(w/v) ไมไดดีไปกวากระดาษเคลือบท่ีความเขมขน 1 %(w/v) ความสามารถในการละลายของวานิลลินจงึ
เปนขอจํากัดหน่ึงท่ีสงผลตอประสิทธิภาพในการยับยั้งจุลินทรีย การพัฒนากระดาษเคลือบจากไคโตซานผสมวานิลลินใหมี
ปริมาณวานิลลินเพ่ิมขึ้นจึงตองแกปญหาโดยการเพ่ิมจาํนวนชั้นในการเคลือบ อยางไรก็ตามการเคลือบสามารถทําไดไมเกิน 3 
ชั้น ดวยขอจํากดัของกระดาษท่ีบาง ซึ่งการประยกุตใชกระดาษเคลือบหอผลมะมวงหลังการเก็บเกี่ยวเพ่ือยืดอายกุารเก็บรักษา
กําลังอยูในระหวางดําเนินการศึกษาตอไป 

 
สรุป 

กระดาษเคลือบไคโตซานผสมวานิลลินความเขมขน 1 %(w/v) มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรากอโรค
แอนแทรคโนสของมะมวงในสภาพหองปฏิบัติการไดดีท่ีสุด เมื่อเทียบกับกระดาษเคลือบไคโตซานผสมวานิลลินท่ีระดับความ
เขมขนอ่ืนๆ และกระดาษเคลือบไคโตซานเพียงอยางเดียว 

 
คําขอบคุณ 

ไดรับการสนับสนุนจากศูนยนวตักรรมเทคโนโลยีหลังการเก็บเกี่ยว สํานักงานคณะกรรมการอุดมศึกษา กทม. 10400 
ในการทําวจิัย  
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