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บทคดัย่อ 

 การศึกษากิจกรรมการยับยั้งเชื้อรา Alternaria alternata ของสารสกัดหยาบของส่วนหัว
ของต้น S. pierrei โดยสกัดด้วยตัวท าละลายที่แตกต่างกัน 4 ชนิด ได้แก่ คลอโรฟอร์ม เอทานอล 
เอทิลอะซิเตตและน้ า ด้วยวิธี agar plate พบว่า สารสกัดด้วยคลอโรฟอร์มสามารถยับยั้งการเจริญ
ของเชื้อรา ได้ดีกว่าสารสกัดที่สกัดด้วยตัวท าละลายชนิดอ่ืนๆ เมื่อน าสารสกัดด้วยคลอโรฟอร์มไป
ศึกษากิจกรรมการยับยั้งและฆ่าเชื้อรา พบว่า ค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ
รา (MIC) และค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถฆ่าเชื้อราได้ (MFC) เท่ากับ 2.5 และ 4 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร 

 การศึกษาครั้งนี้ประเมินประสิทธิภาพของสารสกัดจากหัวบัวบกป่าเพ่ือควบคุมโรคใบจุดใน
มะเขือเทศและพริกสองพันธุ์ภายใต้สภาพโรงเรือนและสภาพแปลง วางแผนการทดลองแบบสุ่ม
สมบูรณ์ (CRD) ท า 3 ซ้ า ทั้งสองการทดลอง ทรีตเมนต์ประกอบด้วย 1) ชุดควบคุม 2) ปลูกเชื้อรา
สาเหตุโรค 3) ฉีดพ่นสารสกัดจากหัวบัวบกป่า 4) ฉีดพ่นสารเคมีป้องกันก าจัดเชื้อรา (mancozeb) 5) 
ปลูกเชื้อราและฉีดพ่นสารสกัดจากหัวบัวบกป่า และ 6) ปลูกเชื้อราและฉีดพ่นสารเคมีป้องกันก าจัด
เชื้อรา (mancozeb) ผลการทดลอง แสดงให้เห็นว่า ทรีตเมนต์ที่ป้ายสารสกัดจากบัวบกป่าหลังจาก
ป้ายเชื้อก่อโรคท าให้ระดับของการเกิดโรคมีค่าลดลงหลังป้ายสารสกัดเท่ากับ 8.0% และ 3.8% ใน
มะเขือเทศพันธุ์พวงชมพูและพันธุ์สีดา ตามล าดับ แต่ไม่พบความแตกต่างจากทรีตเมนต์ที่ป้ายสารเคมี
ป้องกันก าจัดเชื้อราหลังจากป้ายเชื้อก่อโรคในสภาพโรงเรือนและแปลง ประสิทธิภาพของสารสกัด
ขึ้นอยู่กับพันธุกรรมพืช ชนิดของพืช และสภาพแวดล้อม ในขั้นต่อไปควรมีการศึกษาวิธีการใช้ภายใต้
สภาพแปลงเกษตรกร 

  

ค าส าคัญ: บัวบกป่า การต้านเชื้อรา พืชวงศ์มะเขือ อัลเทอนาเรีย  
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Abstract 

Antifungal activity of crude extract of the tuber of Stephania pierrei against 
Alternaria alternata using agar plate technique was examined. Chloroform, ethanol, 
ethyl acetate and water were used as the extraction solvents. The results showed that 
the chloroform extract from the tuber of S. pierrei was more the percentage of 
inhibition (%) than the other solvents. Moreover, the crude chloroform extract could 
inhibit A. alternata TIRTR 3435 with MIC and MBC at 2.5 and 4.0 mg/ml, respectively. 

This study evaluated the efficacy of Stephania pierrei tuber extract for control 
of leaf spot disease in two cultivars of tomatoes and chili under greenhouse and field 
condition.  The experiment was conducted Both experiments were conducted in 
Completely Randomized Design with 3 replications. Treatments included 1) control, 2) 
fungal, 3)  Stephania pierrei tuber extract, 4)  fungicide (mancozeb) , 5)  fungal with 
Stephania pierrei tuber extract and 6)  fungal with fungicide (mancozeb) .  The results 
showed that tomatoes plants treated with the fungal with Stephania pierrei tuber 
extract decreased the disease severity to 8.0% and 3.8% in Puang-chom-poo and Sida 
cultivar, respectively after prevention but not differed from chemical fungicide under 
greenhouse and field condition.  The efficacy of extracts depends on plant genotype, 
plant species and environmental factors.  Further studies are needed to find out the 
way to use under conventional condition. 

 

Keywords: Stephania pierrei, Antifungal activity, Solanaceae, Alternaria sp 
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บทที่ 1 

บทน า 

 

1. ความส าคัญและที่มาของปัญหา 

เชื้อราเป็นสาเหตุหนึ่งที่ท าให้พืชผัก และผลไม้มีความเสียหาย ซึ่งจะสามารถสังเกตพบได้ก็

ต่อเมื่อแสดงอาการของโรค ทั้งในแปลงปลูกจนกระทั่งเก็บเกี่ยวและหลังเก็บเกี่ยว เชื้อราบางชนิดมี

การเข้าท าลายแบบแฝงโดยไม่แสดงอาการอยู่ที่ผิวของผลไม้  (Pane et al., 2016) โดยเฉพาะอย่าง

ยิ่งเชื้อราในสกุล Alternaria ซึ่งสามารถก่อให้เกิดความเสียหายให้กับผลผลิตทางการเกษตร เช่น เชื้อ

รา Alternaria alternata เป็นสาเหตุการเกิดโรคในมะเขือเทศทั้งในแปลงและหลังการเก็บเกี่ยว 

และก่อให้เกิดโรคใบจุดของมะนาว  เชื้อรา Alternaria solani เป็นสาเหตุของการก่อให้เกิดโรคใบจุด

สีน้ าตาลในมันฝรั่ง มะเขือยาว และมะเขือเทศ โรคที่เกิดจากราในกลุ่ม Alternaria นี้สามารถท าลาย

พืชได้ทุกระยะการเจริญเติบโต และแพร่ระบาดของโรคเป็นไปอย่างรวดเร็ว (Yen et al., 2014) 

นอกจากนี้ การเก็บพืชผลทางการเกษตรในสภาวะที่ไม่เหมาะสมอาจท าให้มีการเจริญของเชื้อราและ

ท าให้เชื้อรานั้นสามารถสร้างสารพิษ ซึ่งส่งผลให้เกิดความเสียหายทางด้านสุขภาพของผู้บริโภคทั้งใน

มนุษย์และสัตว์ (Placinta et al., 1999)  

พืชตระกูลมะเขือ เป็นพืชที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจของประเทศไทย พืชในตระกูลนี้ได้แก่ 

มะเขือเทศ มะเขือยาว พริก เป็นต้น พืชเหล่านี้มีคุณค่าทางโภชนาการสูง โดยเฉพาะ มะเขือเทศ เป็น

แหล่งของวิตามินและแร่ธาตุที่จ าเป็นต่อร่างกาย เช่น วิตามินซี วิตามินเอ วิตามินบี1 และวิตามินบี 2 

พืชตระกูลมะเขือเป็นพืชที่มีความต้องการสูง แต่เนื่องจากพืชตระกูลนี้มีโรคจากเชื้อราและแมลงเข้า

ท าลายได้ง่าย และเป็นพืชที่มีการเพาะปลูกได้ตลอดทั้งปี โรคที่ส าคัญในพืชตระกูลมะเขือได้แก่ โรคใบ

จุดวง (Early blight) ที่เกิดจากเชื้อรา Alternaria  alternata และ Alternaria solani  (Wang et 

al., 2010)  ดังนั้นเพ่ือการผลิตผักตระกูลมะเขือให้ปลอดภัยจากการเข้าท าลายของโรค เชื้อราเป็น

สาเหตุหนึ่งที่ท าให้พืชผัก และผลไม้มีความเสียหาย ซึ่งจะสามารถสังเกตพบได้ก็ต่อเมื่อแสดงอาการ

ของโรค ทั้งในแปลงปลูกจนกระทั่งเก็บเกี่ยวและหลังเก็บเกี่ยว เชื้อราบางชนิดมีการเข้าท าลายแบบ

แฝงโดยไม่แสดงอาการอยู่ที่ผิวของผลไม้  (Pane et al., 2016) โดยเฉพาะอย่างยิ่งเชื้อราในสกุล 

Alternaria ซึ่งสามารถก่อให้เกิดความเสียหายให้กับผลผลิตทางการเกษตร เช่น เชื้อรา Alternaria 

alternata เป็นสาเหตุการเกิดโรคในมะเขือเทศทั้งในแปลงและหลังการเก็บเกี่ยว และก่อให้เกิดโรค

ใบจุดของมะนาว  เชื้อรา Alternaria solani เป็นสาเหตุของการก่อให้เกิดโรคใบจุดสีน้ าตาลในมัน
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ฝรั่ง มะเขือยาว และมะเขือเทศ โรคที่เกิดจากราในกลุ่ม Alternaria นี้สามารถท าลายพืชได้ทุกระยะ

การเจริญเติบโต และแพร่ระบาดของโรคเป็นไปอย่างรวดเร็ว (Yen et al., 2014) นอกจากนี ้การเก็บ

พืชผลทางการเกษตรในสภาวะที่ไม่เหมาะสมอาจท าให้มีการเจริญของเชื้อราและท าให้เชื้อรานั้น

สามารถสร้างสารพิษ ซึ่งส่งผลให้เกิดความเสียหายทางด้านสุขภาพของผู้บริโภคทั้งในมนุษย์และสัตว์ 

(Placinta et al., 1999) 

พืชตระกูลมะเขือ เป็นพืชที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจของประเทศไทย พืชในตระกูลนี้ได้แก่ 

มะเขือเทศ มะเขือยาว พริก เป็นต้น พืชเหล่านี้มีคุณค่าทางโภชนาการสูง โดยเฉพาะ มะเขือเทศ เป็น

แหล่งของวิตามินและแร่ธาตุที่จ าเป็นต่อร่างกาย เช่น วิตามินซี วิตามินเอ วิตามินบี1 และวิตามินบี 2 

พืชตระกูลมะเขือเป็นพืชที่มีความต้องการสูง แต่เนื่องจากพืชตระกูลนี้มีโรคจากเชื้อราและแมลงเข้า

ท าลายได้ง่าย และเป็นพืชที่มีการเพาะปลูกได้ตลอดทั้งปี โรคที่ส าคัญในพืชตระกูลมะเขือได้แก่ โรคใบ

จุดวง (Early blight) ที่เกิดจากเชื้อรา Alternaria  alternata และ และ Alternaria solani  (Wang 

et al., 2010)  ดังนั้นเพ่ือการผลิตผักตระกูลมะเขือให้ปลอดภัยจากการเข้าท าลายของโรค เพ่ือให้ได้

ผลผลิตมีปริมาณและคุณภาพสูง จึงมีการใช้สารเคมีในการป้องกันก าจัดโรคในปริมาณมาก ซึ่งการใช้

สารเคมีปริมาณมากท าให้เกิดการตกค้างของสารเคมีอยู่ในผลผลิต แต่ปัจจุบันผู้บริโภคได้ตระหนักถึง

ความปลอดภัยและคุณค่าของสภาพแวดล้อมมากข้ึน  

จากข้อมูลของส านักงานเศรษฐกิจการเกษตร ในปี พ.ศ. 2553-2559 พบว่ามีปริมาณและการ

น าเข้าของสารเคมีป้องกันและก าจัดโรคพืช (fungicide) มูลค่า 3,860 ล้านบาท ในปี พ.ศ. 2553 

เพ่ิมขึ้นเป็น 4,503 ล้านบาท ในปี พ.ศ. 2559 คิดเป็นมูลค่า 643 ล้านบาท เนื่องจากการใช้สารเคมี

เพ่ือใช้ในการป้องกันและก าจัดโรคพืชเป็นวิธีการที่สามารถปฏิบัติได้ง่าย แต่อย่างไรก็ตามการใช้

สารเคมีในการควบคุมโรคอย่างต่อเนื่องได้สร้างปัญหาแก่การผลิตในระยะยาว เช่น ปัญหาด้าน

เศรษฐกิจ ท าให้ต้นทุนการผลิตสูง ปัญหาด้านโรคและแมลงศัตรูพืชที่มักเกิดความต้านทานต่อสารเคมี 

ปัญหาสุขภาพอนามัยของเกษตรกรผู้ใช้ รวมถึงปัญหาสารพิษตกค้างในผลผลิตซึ่งมีผลกระทบต่อ

ผู้บริโภคและปัญหาสารพิษตกค้าง หรือปนเปื้อนในสภาพแวดล้อมได้ ดังนั้น จึงได้มีการศึกษาวิจัยเพ่ือ

หาวิธีการใหม่ๆ ในการป้องกันและก าจัดโรคพืช ทดแทนการใช้สารเคมี เช่น ก ารใช้พืชที่มี

ความสามารถในการต้านทานโรค การใช้วิธีการเขตกรรม และการใช้วิธีการป้องกันควบคุมโรคด้วย

วิธีการทางชีวภาพ ได้แก่ การใช้สารสกัดจากธรรมชาติ เป็นต้น และจากการศึกษาเบื้องต้นพบว่า สาร

สกัดจากหัวของบัวบกป่าสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราในสกุล Alternaria ได้ ดังนั้น การ
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ศึกษาวิจัยครั้งนี้มีเป้าหมายเพ่ือใช้สารสกัดจากบัวบกป่าทดแทนหรือลดปริมาณการใช้สารเคมีที่ใช้ใน

การยับยั้งการเจริญของเชื้อรา Alternaria  

 

2. วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

2.1 เพ่ือศึกษาฤทธิ์การต้านเชื้อราสายพันธุ์ Alternaria ด้วยสารสกัดท่ีได้จากบัวบกป่า 
2.2 เพ่ือศึกษาผลของการใช้สารสกัดจากบัวบกป่า เพ่ือทดแทนสารเคมีที่ใช้ในการก าจัดเชื้อราสกุล 

Alternaria ในพืชตระกูลมะเขือ 
 

3. ขอบเขตของโครงการวิจัย 
ท าการทดลองโดยการเก็บตัวอย่างพืชจากพ้ืนที่ภาคตะวันออก โดยเฉพาะอย่างยิ่งในเขต

มหาวิทยาลัยบูรพา วิทยาเขตสระแก้ว มาวิเคราะห์องค์ประกอบเคมีเบื้องต้น และสกัดสาระส าคัญโดย
ใช้ตัวท าละลายที่แตกต่างกัน น าสาระส าคัญท่ีได้มาทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อราด้วยวิธีการต่างๆ 
 
4. ทฤษฎี สมมุติฐาน และกรอบแนวคิดของโครงการวิจัย 

4.1 ทฤษฎีที่เกี่ยวข้อง 
ปัจจุบันเกษตรกรได้มีการใช้ยาก าจัดศัตรูพืชกันอย่างแพร่หลาย เมื่อมีการใช้สารเคมีย่อม

ก่อให้เกิดผลเสียตามมา เช่น ก่อให้เกิดผลเสียต่อสุขภาพของเกษตรกรที่เป็นผู้ใช้ และมี ผลเสียต่อ

ผู้บริโภคด้วย เชื้อราเป็นหนึ่งในปัญหาของการก่อให้เกิดโรคในพืชผัก และผลไม้ โดยเฉพาะเชื้อที่ท าให้

เกิดโรคใบจุดสีน้ าตาล เช่น เชื้อรา Alternaria alternata พบได้ในพืชตระกูลมะเขือ เช่น มะเขือเทศ 

มะนาว พริก เป็นต้น พืชเหล่านี้ล้วนแต่เป็นพืชเศรษฐกิจ   

พืชตระกูลมะเขือ เป็นพืชที่มีคุณค่าทางโภชนาการสูง เช่น วิตามินซี วิตามินเอ วิตามินบี1 

และวิตามินบี 2 พืชตระกูลมะเขือเป็นพืชที่มีความต้องการสูง แต่เนื่องจากพืชตระกูลนี้มีโรคจากเชื้อ

ราและแมลงเข้าท าลายได้ง่าย และเป็นพืชที่มีการเพาะปลูกได้ตลอดทั้งปี โรคที่ส าคัญในพืชตระกูล

มะเขือได้แก่ โรคใบจุดวง (Early blight) ที่เกิดจากเชื้อรา Alternaria  alternata (Wang et al., 

2010) นอกจากนี ้Alternaria  alternata ยังก่อให้เกิดโรคในพืชและผลไม้ชนิดอ่ืนได้ด้วย ดังนั้นเพ่ือ

การผลิตพืชผักให้ปลอดภัยจากการเข้าท าลายของโรค เพ่ือให้ได้ผลผลิตมีปริมาณและคุณภาพสูง จึงมี

การใช้สารเคมีในการป้องกันก าจัดโรคในปริมาณมาก ซึ่งการใช้สารเคมีปริมาณมากท าให้เกิดการ

ตกค้างของสารเคมีอยู่ในผลผลิต แต่ปัจจุบันผู้บริโภคได้ตระหนักถึงความปลอดภัยและคุณค่าของ

สภาพแวดล้อมมากข้ึน  
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ในปัจจุบันได้มีการศึกษาวิจัยเพ่ือหาวิธีการต่างๆ เพ่ือน ามาใช้ในการป้องกันและก าจัดโรคพืช 

ทดแทนการใช้สารเคมี เช่น การใช้พืชที่มีความสามารถในการต้านทานโรค การใช้วิธีการเขตกรรม 

การใช้วิธีการป้องกันควบคุมโรคด้วยวิธีการทางชีวภาพ การใช้สารสกัดจากพืชสมุนไพร รวมทั้งได้มี

การน าสารประกอบที่มีการย่อยสลายตามธรรมชาติที่ได้จากสัตว์น้ าที่มีเปลือกแข็งเช่น ปูและกุ้ง พบว่า

มีผลส่งเสริมท าให้สามารถฆ่าเชื้อราในธรรมชาติได้ หรือมีการน าไคโตซาน และ essential oil มาใช้

ในการต้านเชื้อรา Alternaria  alternata ด้วย (Banos et al. 2012)  

 
4.2 สมมุติฐาน 

4.2.1 สารสกัดสามารถยับยั้งหรือฆ่าเชื้อราสายพันธุ์ Alternaria ได้ในความเข้มข้นที่ต่ า 
4.2.2 ได้ความเข้มข้นของสารสกัดท่ีเหมาะสมที่สามารถฆ่าเชื้อราในแปลงปลูกพืชได้ 
4.2.3 สารสกัดที่ได้สามารถน าไปใช้ทดแทนสารเคมีท่ีใช้ก าจัดโรคพืชได้ 

 
4.3 กรอบแนวคิดของการวิจัย 
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5. วิธีด าเนินการวิจัยโดยสรุป 
5.1 เก็บตัวอย่างบัวบกป่า จากพ้ืนที่มหาวิทยาลัยบูรพา วิทยาเขตสระแก้ว  

 5.2 ศึกษาองค์ประกอบทางเคมี โดยวิเคราะห์โปรตีนหยาบ ไขมัน, เถ้า, ส่วนเยื่อใยหยาบ และ การ
วิเคราะห์เยื่อใยโดยดีเทอเจน ได้แก่ เยื่อใยที่ไม่ละลายในดีเทอเจนที่เป็นกลาง เยื่อใยที่ไม่ละลายในดี
เทอเจนที่เป็นกรด (ADF) และ ADL 

5.3 ศึกษาการศึกษาฤทธิ์ต้านเชื้อรา  

5.3.1 โดยการทดสอบการยับยั้งเชื้อราด้วยวิธี Disc Diffusion  

5.3.2 น าเชื้อที่ได้ไปทดสอบ MIC และ MFC โดยเปรียบเทียบกับยามาตรฐาน 

5.3.3 ศึกษาโครงสร้างของเชื้อราที่ได้รับสารสกัด โดย SEM และ TEM 

5.4 การทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อราโรงเรือนทดลองและแปลงทดลอง 

5.4.1 การเตรียมเชื้อเพ่ือทดสอบการเกิดโรคในสภาพเรือนปลูกพืชทดลอง 

โดยน าเมล็ดมะเขือเทศ 2 สายพันธุ์ คือ พวงชมพู 2 และ สีดา และเมล็ดพริกพันธุ์พริกหนุ่ม 
ได้แบ่งกลุ่มทดลองออกเป็น 6 กลุ่ม  

T1 - ชุดควบคุม ไม่ปลูกเชื้อราสาเหตุโรคและไม่ฉีดพ่นสารใดๆ  
T2 – ปลูกเชื้อราสาเหตุโรค  
T3 - ฉีดพ่นสารป้องกันก าจัดเชื้อรา (mancozeb) อัตรา 35 กรัม/น้ า 20 ลิตร 
T4 - ฉีดพ่นสารสกัดความเข้มข้น 2 mg/ml ใน 1%  dimethyl sulfoxide (DMSO) 
T5 - ปลูกเชื้อราสาเหตุโรค + สารสกัดความเข้มข้น 2 mg/ml ใน 1% dimethyl 

sulfoxide (DMSO) 
T6 - ปลูกเชื้อราสาเหตุโรค + สารป้องกันก าจัดเชื้อรา mancozeb 

 
5.4.2 การเตรียมเชื้อเพ่ือทดสอบการเกิดโรคในสภาพแปลงปลูก 

ปลูกเมล็ดมะเขือเทศพันธุ์พวงชมพู 2 และสีดา และเมล็ดพริกพันธุ์พริกหนุ่ม  จากข้อมูล
ประสิทธิภาพของสารสกัดในสภาพโรงเรือน คัดเลือกความเข้มข้นสารสกัดที่เหมาะสม มาทดสอบใน
สภาพแปลงปลูก ย้ายต้นกล้ามะเขือเทศอายุ 4 สัปดาห์ลงในแปลงโดดเดี่ยว (isolation field) จากพืช
ชนิดอ่ืนที่เชื้อสามารถก่อโรคได้ (เช่น พริก มะเขือ เป็นต้น) โดยใช้ระยะระหว่างแถว 75 เซนติเมตร 
ระยะระหว่างต้น 50 ซม. ได้แบ่งกลุ่มทดลองออกเป็น 6 กลุ่ม  

T1 - ชุดควบคุม ไม่ปลูกเชื้อราสาเหตุโรคและไม่ฉีดพ่นสารใดๆ  
T2 - ปลูกเชื้อราสาเหตุโรค 
T3 - ฉีดพ่นสารป้องกันก าจัดเชื้อรา (mancozeb) อัตรา 35 กรัม/น้ า 20 ลิตร 
T4 - ฉีดพ่นสารสกัดความเข้มข้น 2 mg/ml ใน 1%  dimethyl sulfoxide (DMSO) 
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T5 - ปลูกเชื้อราสาเหตุโรค + สารสกัดความเข้มข้น 2 mg/ml ใน 1%  dimethyl 
sulfoxide (DMSO) 

T6 - ปลูกเชื้อราสาเหตุโรค + สารป้องกันก าจัดเชื้อรา mancozeb 
5.4.3 ประเมินการเกิดโรค 

 
6. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1. เพ่ือให้เกษตรกรน าไปใช้ทดแทนสารเคมี หรือลดการใช้สารเคมีที่ใช้ในการควบคุมการเกิด
โรคจากเชื้อรา Alternaria 

2. ได้วิธีการเพ่ือน าไปพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์ชีวภาพทดแทนการใช้สารเคมีทางการเกษตร 
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
เชื้อรา Alternaria เป็นเชื้อราที่เป็นสาเหตุโรคพืชหลายชนิด ท าให้เกิดโรคใบไหม้และใบจุด

กับพืชหลายชนิด และเป็น seed-borne pathogen ด้วย เชื้อรา Alternaria  โดยมีลักษณะ conidia 
รูปร่างคล้ายกระบอก (obclavate) สีน้ าตาล มี beak ซึ่งเป็นเซลล์ส่วนปลายของ conidia อ้วนสั้นหรือ
ยาวมากคล้ายเส้นด้าย (filiform) มีผนังกั้นเซลล์ทั้งตามขวาง (transverse septa) และตามยาว หรือ
เอียง (longitudinal septa) อาจเกิดเดี่ยวๆ หรือต่อกันเป็นลูกโซ่ conidiophore สีน้ าตาล ไม่แตก
แขนง เกิดเดี่ยวๆ หรือเป็นกลุ่ม (Estiarte et al., 2017) 

โรคใบจุดและใบไหม้ที่เกิดจากเชื้อรา Alternaria  อาการบนใบเป็นแผลกลม ขนาดค่อนข้าง
ใหญ่มักเกิดรอยแผลเป็นวงเรียงกันเป็นชั้นๆ สีน้ าตาลเข้มหรือด าบนแผล ( zonate หรือ 
concentricring) เนื้อเยื่อรอบๆ แผลเปลี่ยนเป็นสีเหลือง แผลอาจเชื่อมต่อกันท าให้ใบไหม้ (blight) 
ได้ และเนื่องจากเชื้อราติดไปกับเมล็ด ดังนั้นต้นอ่อนอาจแสดงอาการแห้งตาย (seedling blight) ได้
ด้วย โรคซึ่งมีสาเหตุมาจากเชื้อรา Alternaria  มีชื่อเรียกต่างๆกันไป เช่น โรคใบกรอบของพืชตระกูล
กะหล่ า สาเหตุจาก A. brassicae และ A. brassicicola โรคใบจุดสีม่วง (Purple blotch) ของหอม 
กระเทียม สาเหตุจาก A. porri โรคใบจุดสีน้ าตาล (Early blight) ของมะเขือเทศ สาเหตุจาก A. 
solani และ A. alternata เป็นสาเหตุของการเกิดโรคใบจุดของมะนาว (Timmer et al., 2003) 
ดังนั้นเชื้อรา Alternaria เป็นเชื้อราที่ก่อให้เกิดการปนเปื้อนได้ในพืชผลทางการเกษตรที่ปลูกในแปลง 
และเป็นสาเหตุของการก่อให้เกิดการเน่าเสียในผลไม้  พวกเมล็ดพืช และผัก ตลอดจนขั้นตอนหลังการ
เก็บเกี่ยวและขั้นตอนการขนส่งพืชผลทางการเกษตรซึ่งเชื้อราชนิดนี้เป็นสาเหตุหลักที่ก่อให้เกิดการ
เน่าเสียของพืชวัตถุดิบได้ตั้งแต่ข้ันตอนการปลูกจนตลอดการเกี่ยว  

เชื้อรา Alternaria เป็นจีนัสที่สามารถสร้างสารพิษได้ สารพิษท่ีเชื้อราสร้างขึ้นนี้อาจส่งผลเสีย
ได้ทั้งในมนุษย์และสัตว์ที่ได้รับประทานพืชผลทางการเกษตรชนิดนั้นได้ สารพิษท่ีถูกสร้างข้ึนโดย เชื้อ
รา Alternaria ได้แก่ alternariol, alternariol methyl ether (AME), tentoxin, tenuazonic acid, 
altenuene and altertoxins  

เชื้อรา Alternaria alternata เป็นสายพันธุ์ที่ก่อให้เกิดโรคท่ีพบมากในผัก และผลไม้หลังเก็บ
เกี่ยว ปัจจุบันพบว่า เชื้อรา A. alternata นี้สามารถสร้างสารพิษหลักได้ถึง 5 ชนิด คือ alternariol, 
alternariol methyl ether (AME), altenuene, tenuazonic acid และ altertoxin-l และยังพบอีก
ว่า ยังมีเชื้อรา Alternaria สายพันธุ์อ่ืนก็มีการสร้างสารพิษได้ เช่น A. tenuissima, A. brassicae, A. 
capsici-annui, A. citri, A. cucumerina, A. longipes, A. porri และ A. solani สร้างสาร 
alternariol และ alternariol monomethyl ether ได้ (EFSA, 2011; Logrieco et al., 2009; 
Ostry, 2008) 
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ปัจจุบันวิธีการควบคุมจะใช้สารเคมีในควบคุมหรือฆ่าเชื้อราที่ก่อโรคในพืช วิธีการควบคุมจึง
ต้องมีการควบคุมอย่างเข้มงวดเนื่องจากว่าอาจจะมีผลต่อการปนเปื้อนในสิ่งแวดล้อม ผลกระทบต่อ
สุขภาพของเกษตรกรและต่อผู้บริโภคได้ นอกจากนี้ยังอาจมีผลต่อการดื้อยาของเชื้อราร่วมด้วย 
(Wilson et al., 1994) ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากธรรมชาติจึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่ในปัจจุบันได้มีการ
น ามาใช้เพื่อลดหรือควบคุมการเกิดโรคจากเชื้อราที่จะก่อให้เกิดความเสียหายในพืชผัก ผลไม้ รวมไป
ถึงสุขภาพของผู้บริโภค ปัจจุบันนี้นักวิทยาศาสตร์ได้ให้ความส าคัญต่อการเกิดโรคจากสารเคมีจึงได้
ค้นหาและน าสารสกัดที่ได้จากธรรมชาติ เช่น พืช และสตัว์ มาใช้ทดแทนสารเคมี เพ่ือง่ายต่อการ
ควบคุม ลดความเสี่ยงต่อการเกิดโรคและการปนเปื้อนสู่สิ่งแวดล้อมได้  

จากรายงานได้มีการน าไคโตซานที่ได้จากปูและกุ้งมาใช้ทดสอบการเจริญของเชื้อราพบว่าไค
โตซานสามารถฆ่าเชื้อราก่อโรคในพืช (Rabea et al., 2003; Banos et al., 2006) นอกจากนี้ยังมี
รายงานว่า ไคโตซานที่ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถยับยั้งการเจริญของเส้นใยรา A. 
alternate ได้ (Zivkovic et al., 2018) เนื่องจากว่าไคโตซานมีกลไกการท าลายเมมเบรนและผนัง
เซลล์ของเส้นใยราได้ (Benhamou et al., 1992; Ghaouth et al., 1992)  

ผลิตภัณฑ์ essential oils ที่ได้จากพืชเป็นที่ทราบกันอยู่แล้วว่ามีความสามารถในการฆ่าเชื้อ
ราที่ก่อโรคได้ จากการรายงานของ Banos et al. (2012) ได้ท าการศึกษาคุณสมบัติการต้านเชื้อรา A. 
alternata ของไคโตซาน และessential oils พบว่า เมื่อใช้ไคโตซานร่วมกับ essential oils สามารถ
ยับยั้งการเจริญของเส้นใยยา A. alternata ได้   

Zaker et al. (2010) จากการศึกษาโดยใช้สารสกัดที่ใช้ตัวท าละลายเมทานอลและเมทานอล
น้ าในการสกัดพืชหลายชนิดเพื่อยับยั้งการเจริญของเส้นใยราและสปอร์ A. alternata พบว่า สารสกัด
ที่สกัดด้วยตัวท าละลายเมทานอลให้ผลต่อการยับยั้ง A. alternata ไดด้ีกว่าที่สกัดด้วยเมทานอลน้ า 
โดย peppermint (15%) lavandula (15%) peppermint (10%) และ eucalyptus (15%) แสดง
ให้เห็นว่าสารสกัดมีความสามารถยับยั้งการเจริญของเส้นใยรา A. alternata ได้เท่ากับ 0.13, 0.40, 
0.43 และ 0.50 เซนติเมตร ตามล าดับ นอกจากนี้สารสกัดที่สกัดด้วยเมทานอลยังสามารถลดจ านวน
สปอร์ของ A. alternata ไดอ้ย่างชัดเจน สารสกัดที่ลดจ านวนสปอร์ลงได้คือ eucalyptus (15%) และ 
peppermint (10%) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมโดยใช้ Mancozeb (0.2%) 

ต้นบัวบกป่า มีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Stephania pierrei Craib เป็นพืชที่จัดอยู่ ในวงศ์  
Menispermaceae เป็นพืชมีหัวใต้ดินที่มีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 5-8 เซนติเมตร  ต้นบัวบก
ป่าเป็นไม้ที่พบได้ในป่าดิบชื้นแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ โดยเฉพาะประเทศไทยและมาเลเซีย 
(Prawat et al., 1982) ในทางแพทย์แผนโบราณได้น าต้นบัวบกป่ามาใช้เป็นยาสมุนไพรเพ่ือใช้ในการ
บรรเทาอาการปวดกล้ามเนื้อและยาระงับปวด (นันทวัน, 2541)  

 จากรายงานการวิจัยที่ผ่านมาบัวบกป่า มีสารส าคัญที่พบจากส่วนหัวใต้ดินคือ มีสาร 
cepharanthine และ homoaromoline (Prawat et al., 1982) สาร cepharanthine มีฤทธิ์ยับยั้ง
การเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งได้หลายชนิด เช่น มะเร็งช่องปาก มะเร็งเม็ดเลือดขาว มะเร็งตับ 
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ม ะ เ ร็ ง ท่ อ น้ า ดี  (Seubwai et al., 2010) แ ล ะ ยั ง พ บ อี ก ว่ า จ า ก ส่ ว น หั ว ใ ต้ ดิ น มี ส า ร 
bisbenzylisoquinoline alkaloids ซึ่งมีศักยภาพในการยับยั้งต่อ Plasmodium falciparum ได้ 
(Cindy et al., 1999) จากการศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบส่วนหัวใต้ดินของต้น
บัวบกป่าที่สกัดด้วยเมทานอล โดยใช้ thin-layer chromatography (TLC) plate และใช้ 2,2-
diphenyl-l-picrylhydrazyl hydrate (DPPH) ฉีดพ่นลงบนแผ่น TLC พบว่าสารสกัดหยาบมีผลการ
ต้านอนุมูลอิสระได ้(Patnibul et al., 2008)  

จากการศึกษาฤทธิ์การต้านแบคทีเรียจากสารสกัดส่วนหัวของ S. glabra พบว่าสามารถ
ยับยั้ ง เ ชื้ อแบคที เ รี ย ได้  5 สปี ชี ส์ คื อ  Staphylococcus aureus, S. mutans, Microsporum 
gypseum, M. canis และ Trichophyton rubrum (Semwal and Rawat, 2009a,b)  และสาร
สกัดด้วยเอทานอลมีฤทธิ์การต้ านเชื้อราได้  6 สปีชีส์คือ Aspergillus niger, A. fumigatus, 
Penicillium citranum, M. gypseum, M. canis และ T. rubrum  (Semwal et al., 2009) จนถึง
ปัจจุบัน จากการศึกษาข้อมูลข้างต้น S. pierrei ยังขาดข้อมูลการศึกษาองค์ประกอบทางเคมีเบื้องต้น
และฤทธิ์ต้านเชื้อรา Alternaria ท าให้ผู้วิจัยสนใจที่จะศึกษาฤทธิ์การต้านเชื้อรา Alternaria ของสาร
สกัดบัวบกป่า 
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บทที่ 3 

วิธีการด าเนินการวิจัย 

 

1. วัตถุดิบและการเตรียมวัตถุดิบ 

 1.1 การสกัดสารส าคัญจากตัวอย่างพืช 
  1.1.1 ตัวอย่างพืช S. pierrei 
  เก็บตัวอย่างพืช S. pierrei จากพ้ืนที่มหาวิทยาลัยบูรพาวิทยาเขตสระแก้ว น ามาล้างน้ าให้
สะอาด ผึ่งลมให้แห้ง จากนั้นท าการหั่นให้เป็นชิ้นเล็กๆ น าไปท าแห้งโดยการอบด้วยเครื่องอบลมร้อน
แบบถาด (tray dryer) ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง และเก็บไว้ในถุงพลาสติก 
 

 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 3.1 การเตรียมตัวอย่างพืชก่อนน าไปสกัด 
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  1.1.2 ศึกษาองค์ประกอบทางเคมี  
   โดยวิเคราะห์ (Proximate Analysis) (AOAC, 1990) โดยวิเคราะห์ดังต่อไปนี้ คือ วัตถุแห้ง 
(Dry matter (DM), โปรตีนหยาบ (Crude protein, CP), ไขมัน (Ether extract), เถ้า (Ash) ส่วน
เยื่อใยหยาบ (Crude fiber, CF) และ การวิเคราะห์เยื่อใยโดยดีเทอเจน (Detergent analysis) 
(Georing and VanSoest, 1970) ได้แก่  เยื่อใยที่ ไม่ละลายในดี เทอเจนที่ เป็นกลาง (Neutral 
detergent fiber, NDF) เยื่อใยที่ไม่ละลายในดีเทอเจนที่เป็นกรด (Acid detergent fiber, ADF) และ 
Acid detergent lignin, ADL 
  1.1.3 การสกัดสารสกัดจากส่วนหัวของพืช S. pierrei 
   1.1.3.1 การสกัดสารสกัดหยาบโดยวิธีการต้มด้วยน  า  
   น าตัวอย่างแห้งของ 60 กรัม เติมน้ าปริมาณ 500 มิลลิลิตร น าไปต้มที่อุณหภูมิ 80 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นน าสารสกัดหยาบที่ได้มาแยกส่วนของพืชที่สกัดแล้ว (retentate) 
โดยใช้ผ้าขาวบาง และน าสารละลายที่ได้ไปกรองอีกครั้งหนึ่งด้วยกระดาษกรอง Whatman No. 1 น า
สารละลายที่ได้หลังจากการกรอง (filtrate) ไประเหยแห้งโดยใช้เครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุน 
(rotary vacuum evaporator) ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ท าซ้ า 3 ครั้ง แล้วน าสารรวมกันแล้ว
ชั่งน้ าหนัก จะได้ crude extract แล้วค านวณหาปริมาณ yield ของสารสกัด 
   1.1.3.2 การสกัดสารสกัดหยาบโดย Soxhlet extraction 
   น าตัวอย่างแห้งของ 20 กรัม เติมตัวท าละลาย ได้แก่ เอทานอล เอทิลอะซิเตต และ
คลอโรฟอร์ม ปริมาตร 400 มิลลิลิตร น าไปสกัดด้วยชุดสกัด Soxhlet เป็นเวลา 4 ชั่วโมง สารสกัดที่
ได้ท าให้แห้งเช่นเดียวกับข้อ 1.1 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 3.2 ขั้นตอนการเตรียมสารสกัดของหัวบัวบกป่า 
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 1.2 จุลินทรีย ์ 

 จุลินทรีย์ที่ใช้ในการศึกษา คือ เชื้อรา Alternaria alternata TISTR 3282 และ Alternaria 

alternata TISTR 3435 โดยซื้อเชื้อจุลินทรีย์จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศ

ไทย (วว.)  

 1.3 การเตรียมกล้าเชื อเริ่มต้น 

  1.3.1 เชื้อรา A. alternata TISTR 3282 และ A. alternata TISTR 3435 เพาะเลี้ยงบน

อาหารแข็ง Potato Dextrose agar (PDA) เป็นเวลา 7 วัน ใช้ cork borer เจาะเชื้อราบนอาหาร

ขนาด 5 มิลลิเมตร เพ่ือใช้เป็นเชื้อเริ่มต้นส าหรับการทดสอบกิจกรรมการต้านเชื้อราด้วยวิธี agar 

plate  

  1.3.2 เชื้อรา A. alternata TISTR 3282 และ A. alternata TISTR 3435 เพาะเลี้ยงบน

อาหารแข็ง Potato Dextrose agar (PDA) ในขวดแบน เป็นเวลา 7 วัน จากนั้นเติมน้ าที่ผ่านการฆ่า

เชื้อลง น าสปอร์ที่ได้ไปนับโดยใช้ haemacytometer และเจือจางให้มีสปอร์ 1x105 สปอร์ต่อ

มิลลิลิตร เพ่ือใช้เป็นเชื้อเริ่มต้นส าหรับการทดสอบหาค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่ยับยั้งการเจริญของเชื้อรา 

(minimal inhibitory concentration, MIC) และค่ าความเข้มข้นต่ าสุ ดที่ ส ามารถฆ่ า เชื้ อ ร า 

(minimal fungicidal concentration, MFC) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 3.3 การเตรียมเชื้อรา A. alternata บนอาหาร PDA 
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2. วิธีการด าเนินการวิจัยในห้องปฏิบัติการ 

 2.1 การทดสอบกิจกรรมการต้านเชื อราด้วยวิธี agar plate 

  น าสารสกัดมาละลายด้วย dimethyl sulfoxide (DMSO) ความเข้มข้น 1 เปอรเซ็นต์ ให้ได้

ความเข้มข้นของสารสกัด 5, 10 และ 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นปิเปตสารทดสอบปริมาตร 0.1 

มิลลิลิตร ใส่ในอาหารแข็ง potato dextrose agar ในจานเพาะเชื้อและกระจายสารสกัดให้ทั่วๆ จาน

เพาะเชื้อโดยใช้ spreader น าชิ้นวุ้นที่มีเชื้อราที่เจริญขนาด 5 มิลลิเมตร (จากข้อ 1.3.1) วางบน

อาหารที่มีสารสกัดความเข้มข้นต่างๆ จานอาหารเพาะเชื้อชุดควบคุมไม่มีสารสกัดหยาบผสมอยู่ บ่ม

จานอาหารเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน และวัดเส้นผ่านศูนย์กลางของ

โคโลนีเชื้อราบนอาหาร PDA ที่มีสารสกัดหยาบความเข้มข้นต่างๆ ผสมอยู่ เปรียบเทียบกับชุดควบคุม

ที่ไม่มีสารสกัดหยาบอยู่ ท าการทดลอง 3 ซ้ า แล้วน าข้อมูลที่ได้มาค านวณเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการ

เจริญของเชื้อรา (Percentage of Inhibition) ดังสมการ 

เปอร์เซ็นต์การยับยั้ง   =    𝑅1−𝑅2
𝑅1

   x   100 

  โดย R1 คือ เส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีเชื้อราที่เจริญบนอาหารชุดควบคุม 

   R2 คือ เส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีเชื้อราที่เจริญบนอาหารชุดทดลองที่มีสารสกัด

หยาบความเข้มข้นต่างๆ  

 

 2.2 การหาค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถยับยั งการเจริญของเชื อรา (MIC) และ การหาค่า

ความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถฆ่าเชื อรา (MFC) 

  การหาค่าความเข้มข้นต่ าสุดของสารสกัดในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา (MIC) ด้วยวิธี 

broth dilution method โดยการปิเปตอาหาร PDB ปริมาตร 160 ไมโครลิตร ใส่ลงหลุมของ 96 

well plate จากนั้นปิเปิตสารสกัดที่ละลายในสารละลาย DMSO ความเข้มข้นต่างๆ ปริมาตร 20 

ไมโครลิตร ให้มีความเข้มข้นของสารสกัด เป็น 0.5, 1, 2, 2.5, 4, 5, และ 8 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดย

เปรียบเทียบผลของสารสกัดและยาฆ่าเชื้อรา ได้แก่ Fluconazole และ Ketoconazole โดยใช้ความ

เข้มข้น 0.25, 0.5, 0.8, 1, 1.6 และ 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

  จากนั้นปิเปตสารแขวนลอยของสปอร์เชื้อรา (จากข้อ 1.3.2) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ผสมให้

เข้ากัน โดย 

   Positive control คือ มีสารละลาย DMSO + อาหารเลี้ยงเชื้อ 

   Negative control คือ มีสารละลาย DMSO + อาหารเลี้ยงเชื้อ + สปอร์เชื้อรา 
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  จากนั้นน า 96-well plate ไปบ่มที่ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2-3 วัน อ่านผลการยับยั้ง

การเจริญของเชื้อราโดยสังเกตหลุมสุดท้ายที่ไม่มีการเปลี่ยนแปลงเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไม่

เติมเชื้อจุลินทรีย์ นั่นคือ ค่าความเข้มข้นต่ าสุดของสารสกัดในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ (MIC) 

บันทึกหน่วยเป็นมิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

  น าสารละลายในหลุมที่ไม่มีการเจริญของเชื้อราไปเพาะเลี้ยงในอาหาร PDA ถ้าความเข้มข้น

ของสารสกัดที่สามารถฆ่าเชื้อราได้ ก็จะไม่พบการเจริญของเชื้อราบนอาหารเลี้ยงเชื้อ แต่ถ้าเชื้อราไม่

ตายก็จะพบการเจริญของเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ และรายงานค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่ไม่มีการเจริญ

ของเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อเป็นค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถฆ่าเชื้อราได้ทั้งหมด (MFC) ท าการ

ทดลอง 3 ซ้ าๆ ละ 2 หลุม 

 

 2.3 ศึกษาโครงสร้างของเชื อราด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning 

electron microscopy; SEM) 

  2.3.1 การเตรียมเชื้อรา  
  น าเชื้อราเลี้ยงในอาหาร PDA เป็นเวลา 7 วัน เมื่อครบเวลา จากนั้นเติมน้ าที่ผ่านการฆ่าเชื้อ

ลงไปและ เทสปอร์แขวนลอย ลงในบีกเกอร์ที่อบฆ่าเชื้อ (spore suspention) ลงในบีกเกอร์ที่อบฆ่า

เชื้อ และปิเปตสารสกัดที่เป็นค่า MIC ลงในหลอดทดลองที่มีอาหาร จากนั้นท าการใช้ปิเปตดูดสาร

แขวนลอยของเชื้อราใส่ในอาหารเหลว PDB ที่อยู่ในหลอดทดลอง น าไปบ่มที่ 30 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 72 ชั่วโมง 

2.3.2 ขั้นตอนการเตรียมตัวอย่าง SEM 
1. Fixation 
น าส่วน cell pellet มาเติม 2.5% glutaraldehyde ใน 0.1M phosphate buffer, pH 

7.2 เก็บไว้ข้ามคืนที่ 4 C ล้างด้วย buffer เดิม 3 ครั้งๆ ละ 15 นาที 
2. Post-fixation 
เติม 1% osmium tetroxide เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ล้างด้วยน้ า 3 ครั้งๆ ละ 15 นาที 
3. Dehydration 
เติม acetone series เริ่มจาก 20%, 40%, 60%, 80%, 100%, 100%, และ 100% ความ

เข้มข้นละ 15 นาที จากนั้นท าให้ตัวอย่างแห้งโดยใช้วิธี CPD (critical point dying) ติดตัวอย่างลง
บน stub ฉาบตัวอย่างด้วยทอง น าไปถ่ายภาพด้วยเครื่อง SEM 
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 2.4 ศึกษาโครงสร้างของเชื้อราด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน 
(Transmission eletron microscope; TEM) 
  2.4.1 การเตรียมเชื้อรา  
  น าเชื้อราเลี้ยงในอาหาร PDA เป็นเวลา 7 วัน เมื่อครบเวลา จากนั้นเติมน้ าที่ผ่านการฆ่าเชื้อ

ลงไปและ เทสปอร์แขวนลอย ลงในบีกเกอร์ที่อบฆ่าเชื้อ (spore suspention) ลงในบีกเกอร์ที่อบฆ่า

เชื้อ และปิเปตสารสกัดที่เป็นค่า MIC ลงในหลอดทดลองที่มีอาหาร จากนั้นท าการใช้ปิเปตดูดสาร

แขวนลอยของเชื้อราใส่ในอาหารเหลว PDB ที่อยู่ในหลอดทดลอง น าไปบ่มที่ 30 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 72 ชั่วโมง 

 

2.4.2 ขั้นตอนการเตรียมตัวอย่าง TEM 
1. Fixation 
น าส่วน cell pellet มาเติม 2.5% glutaraldehyde ใน 0.1M phosphate buffer, pH 

7.2 เกบ็ไว้ข้ามคืนที่ 4 องศาเซลเซียส ล้างด้วย buffer เดิม 3 ครั้งๆ ละ 15 นาท ี
2. Post-fixation 
เติม 1% osmium tetroxide เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ล้างด้วยน้ า 3 ครั้งๆ ละ 15 นาที 
3. Dehydration 
เติม acetone series เริ่มจาก 20%, 40%, 60%, 80%, 100%, 100%, และ 100% ความ

เขม้ข้นละ 15 นาท ี
4. Infiltration 
เติมสารผสมของ acetone : epoxy resin เริ่มจากอัตราส่วน 2:1 , 1:1 , และ 1:2 ความ

เข้มข้นละ 2 ชั่วโมง 
5. Penetration 
เติม pure epoxy resin 2 ครั้งๆ ละ 3 ชั่วโมง 
6. Embedding 
ย้ายตัวอย่างลง embedding capsule 
7. Polymerization 
อบที ่60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
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3. วิธีการด าเนินการวิจัยในโรงเรือนทดลองและแปลงทดลอง 

วิธีการด าเนินการวิจัย 
น าเชื้อรา Alternaria ไปเลี้ยงบนอาหาร PDA เป็นเวลา 72 ชั่วโมง เทน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อบนโคโลนี

ในขวดเลี้ยงเชื้อรา จากนั้นท าการขูดผิวหน้าโคโลนีเบาๆ เทสปอร์แขวนลอย ลงในบีกเกอร์ที่อบฆ่าเชื้อ 

(spore suspention) ลงในบีกเกอร์ที่อบฆ่าเชื้อ และน ามานับสปอร์ด้วย haemacytometer ปรับ

ความเข้มข้นให้ได้ 1x104 สปอร์/มิลลิลิตร 

1.การทดสอบประสิทธิภาพสารสกัดในสภาพเรือนปลูกพืชทดลอง 
ปลูกเมล็ดมะเขือเทศพันธุ์พวงชมพู 2 และสีดา และเมล็ดพริกพันธุ์พริกหนุ่มด้วยพีทมอสใน

ถาดเพาะขนาด 104 หลุม เมื่อต้นกล้ามะเขือเทศทั้ง 2 พันธุ์และพริกมีอายุ 4 สัปดาห์ ย้ายกล้าใส่ถุง
เพาะช าขนาด 7 นิ้วใช้วัสดุปลูกที่มีส่วนผสมของขุยมะพร้าว : ทราย ในอัตรา 1 : 1 ถุงเพาะช าละ 1 
ต้น วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (CRD) ท า 3 ซ้ า ซ้ าละ 10 ต้น ย้ายต้นกล้าทั้งหมดใส่ใน
โรงเรือนที่สร้างแยกตัวออกจากการเพาะปลูกพืชโดยทั่วไป มีการคลุมพ้ืนที่ด้วยแผ่นพลาสติกใส
โดยรอบ และปิดด้วยตาข่ายกรองแสง (สแลน) ด้านบนและด้านข้างอีกชั้น เพ่ือให้สภาพแวดล้อม
เหมาะสมต่อการเกิดโรคภายหลังจากการปลูกเชื้อ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 3.4 ต้นกล้ามะเขือเทศ และพริก 
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โดยแบ่งกลุ่มทดลองดังนี้ 
T1 - ชุดควบคุม ไม่ปลูกเชื้อราสาเหตุโรคและไม่ฉีดพ่นสารใดๆ  
T2 - ปลูกเชื้อราสาเหตุโรค 
T3 - ฉีดพ่นสารป้องกันก าจัดเชื้อรา (mancozeb) อัตรา 35 กรัม/น้ า 20 ลิตร 
T4 - ฉีดพ่นสารสกัดความเข้มข้น 2 mg/ml ใน 1%  dimethyl sulfoxide (DMSO) 
T5 - ปลูกเชื้อราสาเหตุโรค + สารสกัดความเข้มข้น 2 mg/ml ใน 1%  dimethyl sulfoxide 
(DMSO) 
T6 - ปลูกเชื้อราสาเหตุโรค + สารป้องกันก าจัดเชื้อรา mancozeb 
 
2.การทดสอบประสิทธิภาพสารสกัดในสภาพแปลงปลูก 

ปลูกเมล็ดมะเขือเทศพันธุ์พวงชมพู 2 และสีดา และเมล็ดพริกพันธุ์พริกหนุ่มด้วยพีทมอสใน
ถาดเพาะขนาด 104 หลุม เมื่อต้นกล้าขุยมะพร้าวกับทรายในอัตรา 1 : 1 มาใส่กระถางๆ ละ 1 ต้น
เตรียมวัสดุปลูกที่มีส่วนผสมของขุยมะพร้าว : ขี้เถ้าแกลบ ในอัตรา 1 : 1  (หรือพีทมอส) น าไปนึ่งฆ่า
เชื้อ และบรรจุใส่กระถาง น าต้นกล้ามะเขือเทศอายุ 4 สัปดาห์ ที่เพาะด้วยขุยมะพร้าวกับทรายใน
อัตรา 1 : 1 ในถาดเพาะขนาด 104 หลุม มาใส่กระถางๆ ละ 1 ต้น วางแผนการทดลองแบบสุ่ม
สมบูรณ์ (CRD) ท า 3 ซ้ า ซ้ าละ 10 กระถาง ย้ายกระถางทั้งหมดใส่ในโรงเรือนที่สร้างแยกตัวออกจาก
การเพาะปลูกพืชโดยทั่วไป จากข้อมูลประสิทธิภาพของสารสกัดในสภาพโรงเรือน คัดเลือกความ
เข้มข้นสารสกัดท่ีเหมาะสม มาทดสอบในสภาพแปลงปลูก ย้ายต้นกล้ามะเขือเทศอายุ 4 สัปดาห์ลงใน
แปลงโดดเดี่ยว (isolation field) จากพืชชนิดอ่ืนที่เชื้อสามารถก่อโรคได้ (เช่น พริก มะเขือ เป็นต้น) 
โดยใช้ระยะระหว่างแถว 75 เซนติเมตร ระยะระหว่างต้น 50 ซม. วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ 
(CRD) ท า 3 ซ้ า เก็บข้อมูลกลุ่มการทดลองละ 5 ต้นต่อซ้ า โดยมีกลุ่มการทดลอง ดังนี้ 
T1 - ชุดควบคุม ไม่ปลูกเชื้อราสาเหตุโรคและไม่ฉีดพ่นสารใดๆ  
T2 - ปลูกเชื้อราสาเหตุโรค 
T3 - ฉีดพ่นสารป้องกันก าจัดเชื้อรา (mancozeb) อัตรา 35 กรัม/น้ า 20 ลิตร 
T4 - ฉีดพ่นสารสกัดความเข้มข้น 2 mg/ml ใน 1% dimethyl sulfoxide (DMSO) 
T5 - ปลูกเชื้อราสาเหตุโรค + สารสกัดความเข้มข้น 2 mg/ml ใน 1% dimethyl sulfoxide 
(DMSO) 
T6 - ปลูกเชื้อราสาเหตุโรค + สารป้องกันก าจัดเชื้อรา mancozeb 
 



18 
 

 
 
ภาพที่ 3.5 ทดสอบประสิทธิภาพสารสกัดในสภาพแปลงปลูก 
 
3. ประเมินการเกิดโรค (Disease incidence) 

บันทึกลักษณะอาการของโรคที่เกิดขึ้น โดยประเมินจากพ้ืนที่ใบท่ีเป็นโรคต่อต้น โดยให้
คะแนนการเกิดโรคคือ คือ 0 = ไม่มีอาการของโรค, 1 = พื้นที่เกิดโรค 10-20%, 2 = พื้นที่ใบเกิดโรค 
20-30%, 3 = พื้นที่ใบเกิดโรค 30-40%, 4 = พ้ืนที่ใบเกิดโรค 40-50% และ 5 = พ้ืนที่ใบเกิดโรค
มากกว่า 50%  
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ภาพที่ 3.6 การประเมินการเกิดโรคของต้นมะเขือเทศ 
 
 
 
  

0 3 2 1 4 5 
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น าค่าที่ได้จากการประเมินมาค านวณดัชนีการเข้าท าลาย 

 

%ดัชนีการเข้าท าลาย =
ผลรวมของการเป็นโรคแต่ละระดับ

จ านวนต้นพืชที่เก็บข้อมูล
×

100

ระดับสูงสุดของความรุนแรง
 

 
ประเมินให้คะแนนการเกิดโรค 2 ครั้ง ครั้งแรก ก่อนการป้ายสารสกัดบัวบกป่า โดยนับจากการป้ายเชื้อ
ราก่อโรคใบจุดไปแล้ว 10 วัน และเริ่มเห็นอาการใบจุดปรากฏ ครั้งที่สอง หลังการป้ายสารสกัดบัวบก
ป่าไปแล้ว 7 วัน วิเคราะห์ความแปรปรวนของค่าเฉลี่ยการเกิดโรคแต่ละทรีตเมนต์ด้วย one-way 
ANOVA (analysis of variance) test เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยด้วย Duncan’s 
Multiple Range Test และวิเคราะห์ประสิทธิภาพการยับยั้งโรคของสารสกัดบัวบกป่าจากการ
เปรียบเทียบดัชนีการเข้าท าลายก่อนและหลังการป้ายสารสกัดบัวบกป่าด้วย Pair t-test  
 

4. สถานที่ท าการวิจัย 

 อาคารวิจัยการเกษตรและเทคโนโลยี คณะเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยบูรพา วิทยา

เขตสระแก้ว 
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บทที่ 4 
ผลและวิจารณ์การทดลอง 

 
1. ผลวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี 
 ผลวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของหัวบัวบกป่าพบว่ามีเปอร์เซ็นต์ความชื้น โปรตีน ไขมัน เถ้า 
คาร์โบไฮเดรตและแป้ง พบว่ามีค่าเท่ากับ 12.20, 8.01, 0.50, 11.22, 68.07 และ 37.53% (w/w) 
ตามล าดับ ดังตารางที่ 4.1 
 
ตารางที่ 4.1 องค์ประกอบทางเคมีของหัวบัวบกป่า 

องค์ประกอบทางเคมี % (w/w) 
ความชื้น 12.20±0.52 
โปรตีน 8.01±0.11 
ไขมัน 0.5±0.05 
เถ้า 11.22±0.21 

คาร์โบไฮเดรต 68.07±0.67 
แป้ง 37.53±0.16 

 
 การพบเถ้าในพืชตัวอย่างเป็นการชี้วัดถึงปริมาณแร่ธาตุได้ จากผลการวิเคราะห์ เถ้าที่พบในหัว
บัวบกป่าพบว่ามีปริม าณเท่ากับ 11.22% ซึ่ ง เป็นปริมาณที่สู งกว่ า พืชชนิด อ่ืนที่ อยู่ ในวงศ์  
Menispermaceae (3.26-9.61%) เช่น ต้น Tinospora cordifolia (Chavan et al., 2014; Mahima 
et al., 2014) ต้น T. malabarica (Hedge et al., 2015) ต้น T. sinensis (Chavan et al., 2014) 
ราก Sphenocentrum jollyanum (Ekpone et al., 2018) นอกจากนี้ยังพบว่า ไขมันที่พบจากส่วน
หัวบัวป่ามีค่าเท่ากับ 0.5% ซึ่งเป็นค่าที่ต่ ากว่าพืชชนิดอ่ืนๆในวงศ์นี้เช่นกัน ส่วนโปรตีนมีค่าเท่ากับ 
8.01% ซึ่งใกล้เคียงกับต้น T. cordifolia มีค่าเท่ากับ 7.74% (Mahima et al., 2014) และรากของ 
S. jollyanum มีค่าโปรตีนเท่ากับ 7.35% (Ekpone et al., 2018) และคาร์ โบไฮเดรตเท่ากับ 
68.07% ขณะเดียวกันพบว่ารากของ Sphenocentrum jollyanum มีคาร์ โบไฮเดรตเท่ากับ 
77.26% ซึ่งมีค่าต่ ากว่าเล็กน้อย (Ekpone et al., 2018) และสูงกว่า Tinospora sp. (Chavan et 
al., 2014) 
 
2. ปริมาณสารสกัด (% Yield) 
 จากการน าตัวอย่างไปสกัดด้วยตัวท าละลายที่แตกต่างกัน พบว่ามีปริมาณสารสกัดท่ีได้แตกต่าง
กันดังตารางที่ 2 จากการใช้ตัวท าละลายที่แตกต่างกันในการสกัดหัวบัวบกป่าพบว่า การใช้น้ าในการ
สกัดได้ปริมาณสารออกมามากท่ีสุด รองลงมาคือเอทานอล คลอโรฟอร์ม และเอทิลอะซิเทต ซึ่งมี
ปริมาณสารเท่ากับ 35.70, 8.46, 3.19 และ 0.69 ตามล าดับ 
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ตารางที่ 4.2 ปริมาณสารสกัดที่พบจากหัวบัวบกป่า 

ตัวท าละลาย (% Yield 
น้ า 35.70 

เอทานอล 8.467 
เอทิลอะซิเทต 0.693 
คลอโรฟอร์ม 3.19 

 
3. การศึกษากิจกรรมการต้านเชื้อรา 
 3.1 การทดสอบกิจกรรมการต้านเชื อราด้วยวิธี agar plate 
 การทดสอบกิจกรรมการต้านเชื้อราด้วยวิธี agar plate โดยใช้สารสกัดจากส่วนหัวของต้น

บัวบกป่า (Stephania pierrei) โดยน ามาสกัดที่ด้วยตัวท าละลายที่แตกต่างกัน ได้แก่ คลอโรฟอร์ม 

เอทานอล เอทิลอะซิเตต และน้ า จากนั้นน าสารสกัดมาละลายด้วยสารละลาย Dimethylsulfoxide 

(DMSO) ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ พบว่า สารสกัดที่ 0.5, 1 และ 2 มิลลิกรัม สามารถยับยั้งเชื้อรา 

A. alternata TISTR 3282 ได้ 22.37-48.04 เปอร์เซ็นต์ และสามารถยับยั้ง A. alternata TISTR 

3435 ได้ 23.08-53.56 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ และเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของสารสกัดจาก 0.5 เป็น 1 

และ 2 มิลลิกรัม พบว่าสารสกัดสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อรา A. alternata ทั้งสองสายพันธุ์ได้

เพ่ิมข้ึน (ภาพที่ 4.1) 

 เมื่อเปรียบเทียบชนิดของตัวท าละลายต่อการยับยั้งเชื้อรา พบว่า สารสกัดจากส่วนหัวของ

บัวบกป่าด้วยคลอโรฟอร์มสกัดสามารถยับยั้งการเจริญของ A. alternata TISTR  3282 และ TISTR 

3435 ได้ดีกว่าสารสกัดด้วยเอทานอล เอทิลอะซิเตต และน้ า โดยสารสกัดจากส่วนหัวของบัวบกป่า

ด้วยคลอโรฟอร์มที่ 2 มิลลิกรัมสามารถยับยั้งการเจริญของ A. alternata TISTR  3282 และ TISTR 

3435 ได้ 48.04 และ 53.56 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ซึ่งสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราได้ดีกว่าสาร

สกัดด้วยเอทานอลจาก Polygonum maritimum ที่สามารถยับยั้งการเจริญของ A. alternata 

(34.3%) (Jovanovic et al., 2018) และสารสกัดจากวอลนัท (Juglans regia) สามารถยับยั้งการ

เจริญของ A. alternata ได้น้อยกว่า 45% (Wianowska et al., 2016)   

อย่างไรก็ตาม การยับยั้งการเจริญของเชื้อรายังน้อยกว่า เมื่อเปรียบเทียบกับยาต้านเชื้อรา  

Floconazole และ Ketoconazole ที่ 0.5 มิลลิกรัม โดยยาต้านเชื้อรา Floconazole สามารถยับยั้ง

เชื้อรา A. alternata TISTR  3282 และเชื้อรา A. alternata TISTR 3435 ได้ 100 เปอร์เซ็นต์ 

ตามล าดับ ขณะที่  Ketoconazole สามารถยับยั้ ง เชื้อรา A. alternata TISTR 3282 และ A. 

alternata TISTR 3435 ได้ 76.73 และ 66.04 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ แม้ว่าสารสกัดจากหัวบกป่า
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ด้วยคลอโรฟอร์มจะสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อรา A. alternata TISTR  3282 และ TISTR 

3435 ได้ไม่แตกต่างกัน แต่การเจริญของ A. alternata TISTR  3282 และ TISTR 3435 บนอาหาร 

PDA พบว่า TISTR 3435 เจริญเติบโตได้เร็วกว่า TISTR 3282 ดังนั้น จึงเลือก TISTR 3435 เพ่ือใช้ใน

การศึกษาค่าความเข้มข้นของสารสกัดจากหัวบกป่าด้วยคลอโรฟอร์มต่อการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา

ต่อไป 

 

 
 
ภาพที่ 4.1 การยับยั้งการเจริญด้วยวิธี Agar plate ของรา A. alternata TISTR 3282 และ A. 

alternata TISTR 3435 โดยสารสกัดจากส่วนหัวของพืช S. pierrei ที่สกัดด้วยตัวท าละลายที่

แตกต่างกัน หลังจากการบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 5 วัน  

 F  =  Fluconazole 

 K  =  Ketoconazole 

 C  =  Chloroform extract 

 Ea  =  Ethanol extract 

 Et = Ethyl-acetate extract 

 H = Aqueous extract 
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 3.2 การศึกษาความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถยับยั งการเจริญของเชื อรา (Minimal inhibitory 

concentration, MIC) และความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถฆ่าเชื อรา (Minimal fungicidal 

concentration, MFC)  

 จากการคัดเลือกผลโดยวิธี agar plate technique พบว่า สารสกัดจากส่วนหัวของต้น 

Staphania pierrei ที่สกัดด้วยคลอโรฟอร์มมีกิจกรรมการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา A. alternate 

TISTR 3435 ได้ดีกว่าการสกัดด้วยตัวท าละลายอ่ืนๆ จึงท าการศึกษาหาค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่

สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อรา (MIC) A. alternata TISTR 3435 โดยวิธี  micro dilution 

technique พบว่า ที่ความเข้มข้นของสารสกัดเท่ากับ 2.5, 4, 5 และ 8 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีการ

ตกตะกอนของสารสกัด สารละลายใส และไม่มีการเจริญของเชื้อราเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม  

แสดงว่า A. alternata TISTR 3435 ไม่สามารถเจริญได้ ดังนั้นจึงสรุปได้ว่า ค่าความเข้มข้นต่ าสุด 

(MIC) ของสารสกัดจากส่วนหัวของต้น S. pierrei ที่สกัดด้วยคลอโรฟอร์มในการยับยั้งการเจริญของ 

A. alternate TISTR 3435 เท่ากับ 2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในขณะที่ค่าค่าความเข้มข้นต่ าสุด 

(MIC) ของยาฆ่าเชื้อรา Floconazole และ Ketonazole ในการยับยั้งการเจริญของ A. alternata 

TISTR 3435 เท่ากับ 1.6 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ดังแสดงในตารางที่ 4.3  

 

ตารางที่ 4.3 ค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของรา A. alternata TISTR 3435  

Extract Control Minimal inhibitory concentration (MIC) (mg/ml) 
Tuber extract - 2.5 

- Fluconazole 1.6 
- Ketoconazole 1.6 

 

 เมื่อน าหลอดที่ไม่มีการเจริญเติบโตของเชื้อราจากการหาค่า MIC ของสารสกัดหยาบจากส่วน

หัวของต้น S. pierrei ด้วย คลอโรฟอร์มในการยับยั้งการเจริญของ A. alternate ด้วยวิธี micro 

dilution technique ไปท าการ spread plate บนอาหาร PDA พบว่า ที่ความเข้มข้นต่ าตั้งแต่ 2.5 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ลงไปนั้นเชื้อราสามารถเจริญได้ แสดงว่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถฆ่าเชื้อรา 

A. alternata ได้ คือ 4 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (ตารางที่ 4.4) ซึ่งมีค่ามากกว่า MIC ที่ได้จากสารสกัด

หยาบจากใบของ pequi (Caryocar brasiliense) ซึ่งมีค่า MIC เท่ากับ 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

(Breda et al., 2016) เมื่อพิจารณาสัดส่วนของค่า MFC:MIC พบว่ามีค่าเท่ากับ 1.6:1 ซึ่งมีค่าอยู่
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ระหว่าง 1-2:1 จึงจัดว่าสารสกัดจากส่วนหัวของต้น S. pierrei มีกลไกในการฆ่าเชื้อรา (fungicidal 

agent)  

 
ตารางที่ 4.4 ค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถฆ่าเชื้อรา A. alternata TISTR 3435 

Extract Control Minimal fungicidal concentration (MFC) (mg/ml) 

Tuber extract - 4 
- Fluconazole >2 
- Ketoconazole >2 
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4. การศึกษาโครงสร้างของเชื้อราด้วย SEM และ TEM 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4.2 ลักษณะโครงสร้างของเชื้อรา ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM)  
หมายเหตุ:  A-C; เป็นกลุ่มควบคุม, D-F; เชื้อราได้รับสารสกัด 1mg, G-I; เชื้อราได้รับสารสกัด 2.5 
mg, J-L; เชื้อราได้รับยา Fluconazole, M-O; เชื้อราได้รับยา Ketoconazole 
 
 

A B C 

D E F 

G H I 

J K L 

M N O 
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ภาพที่ 4.3 ลักษณะโครงสร้างของเชื้อราด้วยกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (TEM) 
หมายเหตุ: A-B; เป็นกลุ่มควบคุม, C-D; เชื้อราได้รับสารสกัด 1mg, E-F; เชื้อราได้รับสารสกัด 2.5 mg, 
G-H; เชื้อราได้รับยา Fluconazole, I-J; เชื้อราได้รับยา Ketoconazole 
 

A B 

C D 

E F 

G H 

I J 
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 การศึกษาผลของลักษณะโครงสร้างของเชื้อรา Alternalia alternata ด้วยกล้องจุลทรรศน์
แบบส่องกราด (SEM) และกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (TEM) ตามภาพที่ 4.2 และ 4.3 
ตามล าดับ ได้มีการแบ่งกลุ่มทดลองออกเป็น 5 กลุ่ม ดังนี้ กลุ่มควบคุมที่ไม่มีการเติมสารสกัด กลุ่มที่
ได้รับสารสกัด และกลุ่มที่ได้รับยามาตรฐาน โดยกลุ่มที่ได้รับสารสกัดใช้ค่า MIC (2.5 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร) และค่าความเข้มข้นต่ ากว่าค่า MIC (1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) และเปรียบเทียบกับยา
มาตรฐานอีก 2 ชนิด คือ Fluconazole และ Ketoconazole จากการทดลองพบว่า กลุ่มท่ีได้รับสาร
สกัดที่มีความเข้มข้นต่ ากว่าค่า MIC นั้น สารสกัดท าให้ผนังเซลล์ของเชื้อราเริ่มมีการเปลี่ยนแปลง
เกิดขึ้นเมื่อดูจากการน าเชื้อไปท า SEM และค่า MIC ของสารสกัดที่ความเข้มข้นเท่ากับ 2.5 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงของผนังเซลล์ของเชื้อราได้มากกว่าค่าความเข้มข้น 1 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร นอกจากนั้นยังมีผลต่อการยับยั้งการเจริญของเชื้อราได้อย่างชัดเจน เมื่อเปรียบเทียบกับ
ยามาตรฐานที่ใช้ในการทดสอบ  
 จากการท า SEM เมื่อน าสารสกัดที่ความเข้มข้น ความเข้ม 1 และ 2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร
ทดสอบกับเชื้อราโดยเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมและยามาตรฐาน ดังภาพที่ 4.2 พบว่า โครงสร้าง
ของเส้นใยของเชื้อรากลุ่มควบคุมโดยเฉพาะที่ผิวของเส้นใยราไม่มีการเปลี่ยนแปลง เมื่อเปรียบเทียบ
กับกลุ่มที่ได้รับสารสกัด ที่ความเข้มข้น 1 และ 2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในกลุ่มนี้พบว่าเมื่อได้รับสาร
สกัดที่ความเข้มข้นที่ต่ ากว่าค่า MIC พบว่าเส้นใยเริ่มมีความเสียหายเกิดขึ้นโดยมีการหลุดลอกน้อย ดัง
ภาพที่ C และ D และเมื่อน าค่า MIC คือ 2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรของสารสกัด พบว่าโครงสร้างของ
เส้นใยรามีความเสียหายเพ่ิมมากขึ้นโดยมีการหลุดลอก เส้นใยมีการบิดเบี้ยวและบวม ดังภาพที่ E 
และ F เมื่อเปรียบเทียบกับยามาตรฐานทั้ง Fluconazole (G และ H) และ Ketoconazole (I และ J) 
(Banos et al.,2012) 
 เมื่อน าสารสกัดที่ความเข้ม 1 และ 2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ไปทดสอบกับเชื้อรา Alternalia 
alternata และน าไปท า TEM ดังภาพที่ 4.3 พบว่าเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มของเชื้อราที่เป็นกลุ่ม
ควบคุม เห็นได้ว่าสารสกัดเริ่มท าให้ผนังเซลล์เส้นใยรามีการเปลี่ยนแปลงตั้งแต่ความเข้มข้นที่  1 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามภาพที่ C และ D และเมื่อเปรียบเทียบกับค่า MIC ที่ 2.5 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตรนั้นเห็นได้ชัดเจนมากขึ้นจากภาพที่ E และ F  ท าให้ทราบว่าสารสกัดสามารถสร้างความ
เสียหาย และมีผลต่อการท าลายของผนังเซลล์ของเส้นใยราได้ โดยสารสกัดท าให้ผนังเซลล์ของเส้นใย
รามีการบวม ท าให้ลักษณะโครงสร้างเปลี่ยนแปลงโดยท าให้บิดเบี้ยว และท าให้เซลล์แตกได้ (Banos 
et al.,2012)  
 
 
 
 
 



29 
 

5. ผลการทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดบัวบกป่าในการยับยั้งโรคใบจุด 
ตารางท่ี 4.5 ค่าเฉลี่ยความรุนแรงของโรคใบจุด (%) บนใบพืชในสภาพโรงเรือนและสภาพแปลง ทั้ง
ก่อนและหลังจากเพาะเชื้อ 
ชนิดพืช Times T1 T2 T3 T4 T5 T6 P-value 

สภาพโรงเรือน 
มะเขือเทศ After 4.89c 10.44ab 8.00bc 6.67bc 13.78a 7.33bc * 

พวงชมพู Before 5.56c 10.22abc 6.89bc 8.44abc 11.78a 11.33ab * 
 Pair t-test ns ns ns ns ns ns  

มะเขือเทศ After 7.33 7.78 6.00 6.89 7.56 5.33 ns 

สีดา Before 5.56 14.89 10.67 13.11 12.00 13.33 ns 

 Pair t-test ** * ns ns ns *  
พริกหนุ่ม After 1.11 2.44 2.89 2.22 3.56 3.56 ns 

 Before 1.78 4.67 2.00 2.22 5.11 4.89 ns 

 Pair t-test ns ns ns ns ns ns  

สภาพแปลง 

มะเขือเทศ After 7.56 11.78 6.00 9.78 8.00 7.78 ns 

พวงชมพู Before 2.44b 9.78ab 4.67b 8.89ab 14.67a 6.22ab *** 
 Pair t-test * ns ns ns * ns  

มะเขือเทศ After 7.11 7.11 5.56 7.33 3.78 4.22 ns 

สีดา Before 6.44 9.33 11.33 8.22 11.33 11.78 ns 

 Pair t-test ns ns ns ns * *  
พริกหนุ่ม After 3.56 5.11 4.89 2.44 5.33 4.00 ns 

 Before 2.89 4.44 2.67 2.67 5.78 4.89 ns 

 Pair t-test ns ns ns ns ns ns  

หมายเหตุ ตัวอักษรต่างกันในแถวแสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ วิเคราะห์โดย 
Duncan’s Multiple Range Test 
 ตารางที่ 4.5 แสดงค่าเฉลี่ยของดัชนีการเข้าท าลายของโรคต่อใบพืชภายใต้สภาพโรงเรือนและ
สภาพแปลง มะเขือเทศพันธุ์พวงชมพูแสดงให้เห็นว่ามีความแตกต่างระหว่างแต่ละทรีตเมนต์ทั้งก่อน
และหลังการป้ายสารสกัดในสภาพโรงเรือนและก่อนการป้ายสารสกัดในสภาพแปลง แต่ไม่พบว่ามี
ความแตกต่างระหว่างแต่ละทรีตเมนต์ในมะเขือเทศพันธุ์สีดา และพริกพันธุ์พริกหนุ่ม โดยพันธุกรรม
ของพืชน่าจะมีผลต่อความอ่อนแอต่อเชื้อโรค อนึ่งได้ทดลองป้ายสาร dimethyl sulfoxide (DMSO) 
ซึ่งเป็นสารละลายที่ใช้สกัดสารจากบัวบกป่า พบว่า ไม่ส่งผลกระทบใดๆ ต่อใบพืช 
 เมื่อพิจารณาทรีตเมนต์ที่ป้ายสารสกัดจากบัวบกป่าหลังจากป้ายเชื้อก่อโรค (T5) พบว่า ระดับ
ของการเกิดโรคหลังการป้ายสารสกัดมีค่าลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับก่อนป้ายสาร
สกัดในมะเขือเทศทั้งสองพันธุ์ในสภาพแปลงแต่ไม่พบความแตกต่างในพริกพันธุ์พริกหนุ่ม แสดงให้เห็น
ว่าสารสกัดจากบัวบกป่าสามารถลดอาการของโรคใบจุดลงได้ ถึงแม้ว่าจะพบว่ามีประสิทธิภาพใน
สภาพแปลงทดลองเท่านั้นอาจเป็นเพราะว่าสภาพภูมิอากาศ เช่น ความชื้นและอุณหภูมิที่ค่อนข้างสูง
ในโรงเรือนส่งผลให้เชื้อเจริญเติบโตได้ดี (Talley et al, 2002) สารสกัดจึงไม่แสดงผลในเชิงบวกเช่นใน
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สภาพแปลง และเมื่อพิจารณาทรีตเมนต์ที่ป้ายสารเคมีป้องกันก าจัดเชื้อรา (mancozeb) หลังจากป้าย
เชื้อก่อโรค (T6) พบว่า ระดับของการเกิดโรคหลังการป้ายสารป้องกันก าจัดเชื้อรามีค่าลดลงอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับก่อนป้ายสารป้องกันก าจัดเชื้อราในมะเขือเทศพันธุ์สีดาทั้งสภาพ
โรงเรือนและสภาพแปลง แต่ไม่พบความแตกต่างในพริกพันธุ์พริกหนุ่มและมะเขือเทศพันธุ์พวงชมพู 
แสดงให้เห็นว่าสารเคมีป้องกันก าจัดเชื้อรามีประสิทธิภาพเฉพาะกับบางสปีชีส์และบางสายพันธุ์พืช 
 เมื่อพิจารณาเฉพาะมะเขือเทศพันธุ์สีดาภายใต้สภาพแปลง สารสกัดบัวบกป่าลดอาการโรคได้ 
7.55% ในขณะที่สารเคมีป้องกันก าจัดเชื้อราลดอาการโรคได้ 7.56% จะเห็นได้ว่าประสิทธิภาพของ
สารสกัดบัวบกป่ามีค่าใกล้เคียงกับสารเคมีป้องกันก าจัดเชื้อรา อย่างไรก็ตามสารสกัดบัวบกป่าไม่
สามารถควบคุมอาการของโรคใบจุดได้ในทุกสปีชีส์ของพืชและทุกจีโนไทป์ภายใต้สภาพโรงเรือนและ
แปลงทดลอง การศึกษาต่อไปควรค้นหาวิธีการที่จะใช้สารสกัดบัวบกป่าภายใต้การเพาะปลูกปกติ
ทั่วไปของเกษตรกร เพ่ือเป็นทางเลือกแก่ผู้เพาะปลูกพืชผักระบบเกษตรอินทรีย์ 
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บทที่ 5 
สรุปผลการทดลอง 

1. จากการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของหัวบัวบกป่าพบว่ามีเปอร์เซ็นต์ความชื้น โปรตีน 
ไขมัน เถ้า คาร์โบไฮเดรตและแป้ง พบว่ามีค่าเท่ากับ 12.20, 8.01, 0.50, 11.22, 68.07 และ 37.53% 
(w/w) ตามล าดับ 

2. จากการศึกษากิจกรรมการต้านเชื้อรา A. alternata ของสารสกัดหยาบของส่วนหัวของ
ต้น S. pierrei โดยสกัดด้วยคลอโรฟอร์ม โดยวิธี agar plate technique สามารถยับยั้งเชื้อราได้
ดีกว่าการสกัดด้วยเอทานอล เอทิลอะซิเตต และน้ า  

3. เมื่อน าสารสกัดจากส่วนหัวของต้น S. pierrei ที่สกัดด้วยคลอโรฟอร์มไปทดสอบกิจกรรม
การยับยั้งการเจริญของเชื้อรา A. alternata TISTR 3435 พบว่า สารสกัดหยาบจากส่วนหัวของต้น 
S. pierrei สามารถยับยั้งการเจริญและฆ่าเชื้อราได้ โดยมีค่า MIC และ MBC เท่ากับ 2.5 และ 4 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ 

4. การศึกษาโครงสร้างของเส้นใยของเชื้อราเมื่อได้รับสารสกัดโดยใช้ค่า MIC ได้ศึกษาผ่าน 
SEM และ TEM พบว่าลักษณะโครงสร้างของเส้นใยรามีการเปลี่ยนแปลงมีลักษณะบวม และผนังเซลล์
แตก เมื่อเปรียบเทียบกับยามาตรฐาน 
 5. การศึกษาการประเมินประสิทธิภาพของสารสกัดจากหัวบัวบกป่าเพ่ือควบคุมโรคใบจุดใน
มะเขือเทศและพริกสองพันธุ์ภายใต้สภาพโรงเรือนและสภาพแปลง แสดงให้เห็นว่า ทรีตเมนต์ที่ป้าย
สารสกัดจากบัวบกป่าหลังจากป้ายเชื้อก่อโรคท าให้ระดับของการเกิดโรคมีค่าลดลงหลังป้ายสารสกัด
เท่ากับ 8.0% และ 3.8% ในมะเขือเทศพันธุ์พวงชมพูและพันธุ์สีดา ตามล าดับ 
 6. แต่ไม่พบความแตกต่างจากทรีตเมนต์ที่ป้ายสารเคมีป้องกันก าจัดเชื้อราหลังจากป้ายเชื้อ
ก่อโรคในสภาพโรงเรือนและแปลง ประสิทธิภาพของสารสกัดขึ้นอยู่กับพันธุกรรมพืช ชนิดของพืช 
และสภาพแวดล้อม ในขั้นต่อไปควรมีการศึกษาวิธีการใช้ภายใต้สภาพแปลงเกษตรกร 
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ผลผลิต (Output) 
 

1. การน าเสนอผลงานและวารสารเนื่องจากการประชุมวิชาการระดับนานาชาติ:  
Sirilak Kamonwannasit, Quanjai Rupitak and Agarat Kamcharoen, 2019. Antifungal and 

antioxidant activities of the extract of Stephania pierrei tubers. In Proceeding 
of the 4th RSU International Research Conference on Science and Technology, 
Social Science, and Humanities  (RSUSSH 2019).  26 April, 2019. Rungsit 
University, Pathum Thani, Thailand, pp 610-615. 

 
2. เผยแพร่ข้อมูลความรู้แก่เกษตรในชุมชนและบุคคลที่สนใจ โดยจัดท าเอกสารให้ความรู้แก่เกษตรกร 
ในงานประชุมสมาพันธ์เกษตรยั่งยืนสระแก้ว ครั้งที่ 2/2562 วันที่ 20 สิงหาคม พ.ศ. 2562 ณ ศูนย์ฝึก
และพัฒนาอาชีพราษฎรไทยบริเวณชายแดนสระแก้ว 
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รูปเกษตรที่เข้าในงานประชุมสมาพันธ์เกษตรยั่งยืนสระแก้ว 
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รายงานสรุปการเงิน 
เลขที่โครงการระบบบริหารงานวิจัย 23389 สัญญาเลขท่ี 3/2562 

โครงการวิจัยประเภทงบประมาณเงินรายได้จากเงินอุดหนุนรัฐบาล (งบประมาณแผ่นดิน)  
ประจ าปีงบประมาณ พ.ศ. 2562 มหาวิทยาลัยบูรพา 

ชื่อโครงการ การต้านเชื้อราก่อโรคสายพันธุ์ Alternaria ในพืชวงศ์มะเขือด้วยสารสกัดจากหัวบัวบก
ป่า 
ชื่อหัวหน้าโครงการ ดร.ศิริลักษณ์ กมลวรรณสิทธิ์ 
รายงานในช่วงตั้งแต่วันที่ 1 ตุลาคม 2561 ถึงวันที่ 30 กันยายน 2562 
 

รายรับ 
จ านวนเงินที่ได้รับ 
 งวดที่ 1 (50%)  117,850 บาท เมื่อวันที่ 27 ธันวาคม 2561 
 งวดที่ 2 (40%)  94,280  บาท เมื่อวันที่ 4 มีนาคม 2562 

งวดที่ 3 (10%)  23,570  บาท เมื่อวันที่   กันยายน 2562 
 

รายจ่าย 
รายจ่าย งบประมาณท่ีตั้งไว้ งบประมาณท่ีใช้จริง จ านวนเงินคงเหลือ/

เกิน 
1. ค่าตอบแทน 20,000 20,000.00 0 

2. ค่าจ้าง 45,000 45,000 0 
3. ค่าวัสดุ 83,130.00 83,130.00 0 

4. ค่าใช้สอย 64,000.00 64,000.00 0 
5. ค่าครุภัณฑ์ 0 0 0 

6. ค่าใช้จ่ายอื่นๆ 
6.1 ค่าสาธารณูปโภค 

23,570.00 23,570.00 0 

รวม 235,700 235,700 0 
 

       
 ............................................................. 

   นางสาวศิริลักษณ์ กมลวรรณสิทธิ์ 
หัวหน้าโครงการผู้รับทุน 
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