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ABSTRACT 

The utilization of ethanolic herbal extracts for reducing the population of Pectobacterium 

carotovorum sub sp. carotovorum (Erwinia carotovora sub sp. carotovora), the causal agent of  Chinese 

cabbage soft rot, in the infested soil was studied. Twenty kinds of herbal crude extracts were tested for 

their bioactivities against bacterial soft rot agent by paper disc agar diffusion on double layer nutrient 

glucose agar (NGA). Eight crude extracts including clove fruit, nut gall fruit, beleric myrobalan fruit, 

cheburic myrobalan fruit, pomegranate fruit peel, mangosteen fruit rind, betal leaf  and guava leaf could 

inhibit the growth of bacteria and show typical inhibition zones. However, the first 3 extracts showing 

the widest inhibition zones including beleric myrobalan fruit (0.41 cm), nut gall fruit (0.33 cm) and 

pomegranate fruit peel (0.25 cm) were selected for further studied. Each herbal crude extract at the 

concentration of 10,000 and 20,000 ppm were mixed with the artificial infested soil in greenhouse 

condition. Fourty days old Chinese cabbages were transplanted in the treated soil. The bacterial 

population was determined by soil serial dilution and viable plate count on Endo agar at 5-day interval 

for 30 days. This experiment revealed that beleric myrobalan fruit crude extract at  20,000 ppm could 

reduce bacterial population from 3.2 X 107cfu/g to 2.5 X 105cfu/g within 30 days while that in the 

control plot was 9.87 X 105cfu/g. The application time of the beleric myrobalan fruit crude extract  was 

studied. It showed that soil drench with 20,000 ppm beleric myrobalan fruit crude extract for 3 

applications at 10-day interval could reduce bacterial population to 5.55 X 106cfu/g and the disease 

incidence was 17.5% while in the control treatment, the bacterial population was still as high as 1.96 X 

107cfu/g and the disease incidence was 82.5%. Furthermore, the bioactive substance in beleric 

myrobalan fruit crude extract was separated by Quick column chromatography and partially purified by 

Thin layer chromatography. Five interesting fractions, FS1 to FS5, were observed. The inhibition test  
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showed that FS2 fraction could inhibit the growth bacteria and showed the widest inhibition zone of 

0.85 cm. The FS2 fraction was separated by Quick column chromatography and retested. Sub fraction 

FS2-5 provided the widest inhibition zone of 0.85 cm. Sub fraction FS2-5 was purified by Preparative  

thin layer chromatography and produced 1 band that Rf  values of 0.50 showed yellow sediment 

characteristic.The structural elucidation of FS2-5 compound was determined by nuclear magnetic 

resonance (NMR). It was found that the 1H NMR spectrum showed several proton at 2.5 ppm for 

hydroxyl protons; 3.7 ppm for methoxy protons and 7.0 ppm for aromatic proton. This proton pattern is 

similar to  methyl gallate. It may be concluded that the bioactive compound against P. carotovorum sub 

sp. carotovorum, the Chinese cabbage soft rot agent, of beleric myrobalan fruit extract is a kind of 

methyl gallate. 
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บทคดัย่อ 

สารสกดัหยาบจากเอทานอลของพชืสมุนไพร 20 ชนิด ถูกนํามาทดสอบการยบัยัง้การเจรญิของเชื้อ 

Pectobacterium carotovorum sub sp. carotovorum (Erwinia carotovora sub sp. carotovora) สาเหตุโรคเน่า

เละของผกั โดยวธิ ีpaper disc agar diffusion บนอาหาร double layer nutrient glucose agar ใน

หอ้งปฎบิตักิาร พบสารสกดัหยาบจากพชื 8 ชนิด ไดแ้ก ่ผลสมอพเิภก ผลเบญกานี เปลอืกผลทบัทมิ ผลกานพล ู

ผลสมอไทย เปลอืกผลมงัคุด ใบฝรัง่และใบพลทูีส่ามารถก่อใหเ้กดิบรเิวณยบัยัง้ไดช้ดัเจน โดย 3 ลําดบัแรกทีใ่ห้

ผลดทีีสุ่ดไดแ้ก่ สารสกดัหยาบจากผลสมอพเิภก ผลเบญกานี และเปลอืกผลทบัทมิ ค่าเฉลีย่ของบรเิวณยบัยัง้ที ่

1,000 ppm เท่ากบั 0.41, 0.33 และ 0.25 ซม. ตามลําดบั จงึนําสารสกดัหยาบจากพชืทัง้ 3 ชนิดนี้ ทีค่วาม

เขม้ขน้ 10,000 และ 20,000 ppm มาคลุกลงในดนิจําลองการตดิเชือ้ จากนัน้ยา้ยผกักาดเขยีวปลอีายุ 40 วนัลง

ปลูก สุ่มเกบ็ดนิเพื่อตรวจนับปรมิาณเชือ้ทุก 5 วนัเป็นเวลา 30 วนัโดยวธิ ีsoil serial dilution และ viable plate 

count บนอาหาร Endo agar  พบว่าสารสกดัหยาบจากผลสมอพเิภก 20,000 ppm สามารถลดปรมิาณเชื้อ

สาเหตุโรคในดนิไดด้ทีีส่ดุ โดยปรมิาณเชือ้ลดลงจาก 3.20 x 107 cfu/gในวนัแรก เหลอื 2.50 x 105 cfu/g ในวนัที ่

30 เมือ่เทยีบกบั control ในชว่งเวลาเดยีวกนัปรมิาณเชือ้ยงัคงสงูอยูท่ี ่9.87 x 105 cfu/g จงึนําสารสกดัหยาบจาก

ผลสมอพเิภกมาศกึษาวิธีการใช้เพื่อใหเ้กดิประสทิธิภาพสูงสุดพบว่าการใช้สารสกดัหยาบจากผลสมอพเิภก 

20,000 ppm ราดลงดนิ ทุกๆ 10 วนั 3 ครัง้ตดิต่อกนั มผีลทาํใหป้รมิาณเชือ้ลดลงจาก 3.20 x 107 cfu/gในวนั

แรก เหลอื 5.55 x106 cfu/g ในวนัที ่30  และมเีปอรเ์ซน็ตก์ารเกดิโรค 17.50 %  เมื่อเปรยีบเทยีบกบั  control 

ปรมิาณเชือ้ในวนัที ่30 ยงัคงสงู 1.96 x 107 cfu/g และเปอรเ์ซน็ต์การเกดิโรค 82.50 %  นําสารสกดัหยาบจาก

ผลสมอพเิภกมาแยกสารออกฤทธิโ์ดยวธิ ีQuick Column Chromatography ไดส้าร 5 fraction นําแต่ละ fraction 

มาทดสอบการยบัยัง้เชือ้โดยวธิ ีpaper disc agar diffusion พบว่าสารสกดั fraction FS2 ยบัยัง้การเจรญิของเชือ้

ได้ดทีี่สุด โดยมขีนาดของบรเิวณยบัยัง้ 0.85 ซม. จงึนําสารสกดั FS2 มาแยกด้วย Quick Column 

Chromatography อกีครัง้ได้สาร 15 fraction นําแต่ละ fraction ไปทดสอบการยบัยัง้เชื้อโดยวธิกีารเดยีวกนั 

พบว่าสารสกดั fraction FS2-5 ยบัยัง้การเจรญิของเชือ้ไดด้ทีีส่ดุ นําสารสกดั FS2-5 มาทาํใหบ้รสิุทธิม์ากขึน้ดว้ย 

Preparative thin layer chromatographyไดส้าร 1 แถบ TLC plate sheet มคี่า Rf= 0.50 ลกัษณะเป็นผลกึสี

เหลอืงใส เมือ่นําไปวเิคราะหโ์ครงสรา้งของสารโดยนิวเคลยีรแ์มกเนตกิรโีซแนนซ ์(NMR) พบว่าสเปกตรมัของ1H 

NMR แสดงสญัญาณ 2.5 ppm ซึง่แสดงลกัษณะของ hydroxyl protons ; 3.7 ppm แสดงลกัษณะของ methoxy 

protons และ 7.0 ppm แสดงลกัษณะของ aromatic protons จากองคป์ระกอบของโปรตนี สรุปไดว้่าสาร FS2-5 
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ที่แยกสกดัได้จากผลสมอพิเภกและสามารถยบัยัง้การเจริญของเชื้อแบคทเีรยีสาเหตุโรคเน่าเละ มีลกัษณะ

สญัญาณคลา้ยสาร methyl gallate 
 

คาํสาํคญั: โรคเน่าเละ  การควบคมุโรค  สมอพเิภก  เมทลิกลัเลท  สารสกดัจากพชื 

คาํนํา

โรคเน่าเละของผักที่เกิดจากแบคทีเรีย 

Pectobacterium carotovorum sub sp. 

carotovorum (ชื่อเดมิ Erwinia carotovora sub sp. 

carotovora) เป็นโรคทีส่ําคญัของพชืผกัโดยเฉพาะ

อยา่งยิง่ในวงศก์ะหลํ่า ลกัษณะอาการเกดิรอยชํ้าฉ่ํา

น้ําทีข่ยายตวัออกอย่างรวดเรว็ทัง้ในแนวกว้างและ

แนวลกึ เนื้อเยื่อเน่าเละ มเีมอืกเยิม้และมกีลิน่เหมน็

เฉพาะตวั เชือ้สาเหตุโรคมชีวีติอยู่ในเศษซากพชืใน

ดนิไดน้านและแพร่กระจายไดด้โีดยน้ํา นอกจากทาํ

ใหผ้กัในแปลงเน่าเละแลว้ เชือ้ทีต่ดิมากบัผลผลติทาํ

ให้ผักเน่าเสียในระหว่างการขนส่งและจําหน่าย 

(ศกัดิ,์ 2537; ศศธิร, 2545)  การควบคุมโรคโดยใช้

สารเคม ีก่อใหเ้กดิพษิต่อสภาพแวดลอ้ม เกษตรกร

และผู้บริโภค และเป็นข้อจํากดัในการค้าระหว่าง

ประเทศ เพือ่ลดปรมิาณการใชส้ารเคมใีนแปลงปลูก

ผกัลง จงึไดม้กีารศกึษาหาวธิกีารอื่นในการควบคุม

โรค เชน่ ศศธิร (2546) ศกึษาการจดัการดนิเพื่อลด

ปรมิาณเชือ้ E. carotovora sub sp. carotovora 

สาเหตุโรคเน่าเละของผกักาดเขียวปลีในสภาพ

โรงเรอืน โดยใชน้ํ้าสกดัหยาบและกากของพชื 5 

ชนิด ได้แก่ เปลือกผลทบัทมิ ใบพลู เปลือก

ส้มเขยีวหวาน ต้นลูกใต้ใบและเปลือกผลมงัคุด 

พบว่าทุกกรรมวธิสีามารถลดปรมิาณเชื้อได้ โดย

ปรมิาณเชือ้ในดนิในแต่ละสปัดาหล์ดลงในอตัราทีส่งู

กว่ากรรมวธิคีวบคุม นอกจากนี้ยงัพบว่า การใชน้ํ้า

สกดัหยาบและกากของใบพลูและเปลอืกผลทบัทมิ 

คลุกลงในดนิทีม่กีารตดิเชือ้ สามารถชลอการพฒันา

ของโรคได้ ศศธิร (2547) ทดสอบสารสกดัหยาบ

จากพชื 19 ชนิด ทีส่กดัดว้ยเอทานอล 95% ในการ

ยบัยัง้การเจรญิของเชือ้ E. carotovora sub sp. 

carotovora สาเหตุโรคเน่าเละของผกั โดยวธิ ีpaper 

disc agar diffusion บนอาหาร double layer NGA 

พบสารสกดั 5 ชนิดให้ผลด ีได้แก่สารสกดัหยาบ

จากเปลือกผลทบัทมิและผลเบญกานี ยบัยัง้เชื้อที ่

1,000 ppm ขึน้ไป สารสกดัหยาบจากผลสมอพเิภก

และผลสมอไทยยบัยัง้เชือ้ที ่5,000 ppm ขึน้ไป และ

สารสกดัหยาบจากใบฝรัง่ยบัยัง้เชือ้ที ่ 50,000 ppm 

ขึ้นไป  ศศธิรและสุพจน์ (2548) ทดสอบสารสกดั

หยาบจากพชื 89 ชนิด ซึง่สกดัดว้ยเอทานอล 95% 

โดยวธิ ีpaper disc agar diffusion บนอาหาร 

double layer NGA พบสารสกดั 19 ชนิดสามารถ

ยบัยัง้การเจรญิของเชื้อ Ralstonia solanacearum

ได้ โดย 2 ลําดับแรกที่ให้ผลดีที่สุดคือ สารสกัด

หยาบจากเปลอืกผลทบัทมิและผลสมอพเิภก ศศธิร

และสุพจน์ (2549) นําสารสกดัหยาบจากเปลอืกผล

ทบัทมิและผลสมอพเิภกมาแยกสกดัอย่างละเอยีด

โดย Quick Column Chromatography แยกสารได ้

31 fraction นําแต่ละ fraction มาทดสอบและศกึษา

กลุ่มสารธรรมชาตเิบื้องต้นโดยวิธี Phytochemical 

method  พบว่าสารสาํคญัทีม่ผีลยบัยัง้การเจรญิของ

เชื้ออยู่ในกลุ่มฟลาโวนอยด์และแทนนิน  ชนิดา 

(2553) ศกึษาสารออกฤทธิข์องใบพลูในการยบัยัง้

การเจรญิของเชื้อ R. solanacearum สาเหตุโรค

เหีย่วของขงิ โดยการนําสารสกดัหยาบจากใบพลูมา

แยกดว้ย Quick Column Chromatography และ

วเิคราะหโ์ครงสรา้งของสารโดยนิวเคลยีรแ์มกเนตกิ 

(NMR) พบสเปคตรมัของสาร 1H NMR แสดง

สญัญาณของ aromatic proton (δ 6.45, 1H, d, J 

= 8.00 Hz), (δ 6.60, 1H, s) และ (δ 6.70, 1H, d, 

J = 8.02 Hz), olefinic proton(δ 5.90, 1H, m, -

CH2-CH=CH2) และ (δ 5.00, 2H, m, -CH2-

CH=CH2) และ methylene proton(δ 3.20, 2H, d, 

J = 6.66 Hz,-CH2-CH=CH2) ซึง่มโีครงสรา้งคลา้ย

กบัสาร 4-allyl resorcinol ทีพ่บในรากพล ู 

การใชส้ารสกดัหยาบจากพชืคลุกหรอืราด

ดนิเพือ่ลดปรมิาณเชือ้แบคทเีรยีสาเหตุโรคในดนิตดิ

เชื้อทดแทนการใชส้ารเคม ีเป็นอกีทางเลอืกหนึ่งที่

จะช่วยลดความเสีย่งต่อการเกดิโรคเน่าเละของผกั
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ในรุ่นต่อไปและลดต้นทุนการผลติ งานวจิยันี้ไดนํ้า

พชืสมุนไพร 20 ชนิดทีม่ศีกัยภาพในการยบัยัง้เชื้อ

แบคทเีรยี มาสกดัสารและทดสอบในหอ้งปฏบิตักิาร 

เพื่อคดัเลือกสารสกดัจากพชืที่ให้ผลดีที่สุด ศกึษา

วธิกีารใชล้ดปรมิาณเชือ้สาเหตุโรคในดนิจําลองการ

ตดิเชือ้ จากนัน้นําสารสกดัจากพชืทีใ่หผ้ลดทีีสุ่ด มา

แยกส่วนและทําให้บรสิุทธิด์้วย Quick Column 

Chromatography และPreparative thin layer 

chromatography ทดสอบและวิเคราะห์โครงสร้าง

ของสารออกฤทธิโ์ดยนิวเคลยีรแ์มกเนตกิรโีซแนนซ ์

(NMR) เพื่อเป็นข้อมูลในการนําไปพฒันาเป็น

ผลติภณัฑค์วบคมุโรคพชืทีเ่กดิจากแบคทเีรยีต่อไป 

 

 

อปุกรณ์และวิธีการ

การทดลองท่ี 1 การแยกเช้ือบริสทุธ์ิและทดสอบ

คณุสมบติัของเช้ือ  

เชือ้บรสิุทธิ ์Pectobacterium carotovorum 

sub sp. carotovorum ทีใ่ชใ้นการทดลองแยกจาก

ผักกาดเขียวปลีที่เป็นโรคเน่าเละโดยวิธี cross 

streak บนอาหาร Endo agar เลือกโคโลนีที่มี

ลกัษณะสแีดงเขม้ กลมนูน เยิม้ ผวิเรยีบเป็นมนัและ

เหลอืบแสง (metallic sheen) นําไปเพิม่ปรมิาณบน

อาหาร nutrient glucose agar (NGA) และปลูกเชือ้

ทีค่่าความขุ่นของเซลล์ O.D.λ590= 0.2 (ประมาณ 

108 cfu/ml) ลงบนผักที่อ่อนแอต่อโรคได้แก ่

ผกักาดขาวปลี มนัฝรัง่ แครอท หอมหวัใหญ่ และ

กะหลํ่าปล ีเพื่อพสิูจน์โรคและทดสอบความรุนแรง

ของเชือ้ คดัเลอืกเชือ้ไอโซเลททีรุ่นแรงทีสุ่ดมาใชใ้น

การทดลอง นําเชื้อบริสุทธิไ์ปศึกษาลักษณะทาง

สณัฐานวทิยา สรรีวทิยาและชวีเคม ีเปรยีบเทยีบกบั

คุณสมบตัขิองเชือ้ชนิดนี้ตาม Bergey’s Manual of 

Determinative Bacteriology, 9 th edition (Holt et 

al., 1994)  เกบ็รกัษาเชือ้ใน slant NGA ปิดทบัดว้ย 

paraffin oil  เกบ็ทีอ่ณุหภมู ิ5 °C  

 

การทดลองท่ี 2  ทดสอบประสิทธิภาพของสาร

สกดัหยาบจากพืชในการยบัยัง้เช้ือโดยวิธี  

paper disc agar diffusion 

พืชทดสอบ พชืสมุนไพร 20 ชนิดได้แก ่

กานพลู (clove : Eugenia caryophyllus) กล้วย 

(banana : Musa sapientum L.) ขมิน้ชนั (tumeric 

: Curcuma longa L.) ชะเอมเทศ(Spanish licorice 

: Glycyrrhiza glabra L.) ดอกเขม็สแีดง (West 

Indian jaxmine : Ixora coccinea) ทบัทิม 

(pomegranate : Punica granatum) เบญกานี (nut 

gall : Quercus infectoria Olivier.) ฝรัง่ (guava: 

Psidium guajava)  พริกหอม (bird chilli : 

Capsicum frutescens)  พลู (betel vine : Piper 

betel L.) ฟ้าทะลายโจร (creat  : Andrographis 

paniculata Nees.) มะขาม (tamarind : 

Tamarindus indica)  แมงลกั (hairy basil : 

Ocimum americanum L.)  มงัคุด (mangosteen : 

Garcinia mangostana)  สมอพิเภก (beleric 

myrobalan : Terminalia bellirica) สมอไทย 

(chebulic myrobalan : Terminalia chebula Retz.) 

สะระแหน่ (kitchen mint : Metha cordifolia Opiz.) 

หมาก (areca nut : Areca catechu L.) หปูลาช่อน 

(floras paint brush : Emilia sonchifolia) และหนุ

มานประสานกาย (Schefflera venulosa Harms.) 

การเตรียมสารสกัดหยาบจากพืช  บด

ตวัอยา่งพชือบแหง้ใหล้ะเอยีด ใสล่งในขวดแกว้เตมิ 

เอทานอล 95 % ในอตัรา พชื : ตวัทาํละลาย = 1 : 

2 โดยปรมิาตร นําไปเขา้เครื่องเขย่า (gyratory 

shaker)ทีค่วามเรว็ 250 รอบ/นาท ีทีอุ่ณหภูมหิอ้ง

เป็นเวลา 3 วนั กรองเศษพชืออก นําส่วนทีก่รองได้

ไประเหยตวัทําละลายออก ด้วยเครื่องระเหยระบบ

สญูญากาศ (rotary vacuum evaporator) รวบรวม

สารสกดัหยาบและเกบ็ทีอุ่ณหภูม ิ 4°C เพื่อใชใ้น

การทดสอบประสทิธภิาพต่อไป (ศศธิร, 2546) 

การเตรียมอาหาร double layer 

nutrient agar (NGA)  เทอาหาร NGA ลงในจาน

เลี้ยงเชือ้ จานละ 10 ml เป็นอาหารรองพืน้ (basal 
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medium) สว่นอาหารชัน้บน (top layer) เตรยีมโดย

นํา virulent colony ของเชือ้ทีเ่จรญิในอาหารเหลว 

NGB อายุ 24 ชม. (O.D. λ590 = 0.2) เตมิลงใน

อาหาร NGA ที่อุณหภูมิ 55°C ในอตัราเชื้อ 1 ml 

ต่ออาหาร 9 ml  เททบัลงบน basal medium รอให้

อาหารแขง็ตวัแลว้รบีนําไปใชท้นัท ี

การทดสอบโดยวิธี paper disc agar 

diffusion ใชไ้มโครปิเปตต์ ขนาด 10 µ หยดสาร

สกดัหยาบจากพชืแต่ละชนิด ความเขม้ขน้ 1,000  

5,000  10,000  50,000 และ 100,000 ppm ลงบน

แผ่นกระดาษกลม (paper disc) ทีน่ึ่งฆ่าเชื้อแล้ว 

ทาํซํ้า 2 ครัง้ รอใหแ้หง้หมาดๆ ก่อนยา้ยมาวางบน

อาหาร double layer NGA ตามตําแหน่งทีก่าํหนด 

โดยมชีุดควบคุม (control) ซึ่งหยดน้ํานึ่งแทนสาร

สกดัวางไวต้รงกลาง ทาํ 4 ซํ้าต่อ 1 ชนิดพชื บ่มเชือ้

ทีอุ่ณหภูมหิอ้ง 24 ชม. ตรวจและบนัทกึผลโดยวดั

เสน้ผ่านศนูยก์ลางบรเิวณยบัยัง้ (Inhibition zone) 

โดยใชส้ตูรความกวา้งของบรเิวณยบัยัง้(ซม.)=(เสน้

ผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับยัง้ – เส้นผ่าน

ศนูยก์ลางของกระดาษกรอง) /2   

 

การทดลองท่ี 3  การลดปริมาณเช้ือแบคทีเรีย

สาเหตโุรคเน่าเละในดินจาํลองการติดเช้ือโดย

ใช้สารสกดัหยาบจากพืช  

การเตรียมดินจาํลองการติดเช้ือ เตรยีม

ดินอบฆ่าเชื้อบรรจุในถุงพลาสติกขนาดใหญ่ นํา 

suspension เชือ้บรสิุทธิ ์P. carotovorum sub sp. 

carotovorum อาย ุ24 ชม. O.D. λ590 = 0.2 คลุกดนิ

ในอตัรา เชือ้ 500 ml ต่อดนิอบฆ่าเชือ้ 5 kg เขย่า

ถุงเพือ่คลุกเคลา้ใหเ้ชือ้กระจายสมํ่าเสมอ 

การทดสอบประสิทธิภาพของสารสกดั

จากพืชในการลดปริมาณเช้ือ นําสารสกดัหยาบ

จากพชื ทีย่บัยัง้การเจรญิของเชือ้ไดด้ทีีสุ่ด 3 อนัดบั

แรกซึ่งได้แก่ สารสกัดหยาบจากผลสมอพิเภก 

เปลือกผลทบัทมิ และผลเบญกานี ความเขม้ขน้ 

10,000 และ 20,000 ppm คลุกลงในดนิทีค่ลุกเชื้อ

แลว้ ในอตัราสารสกดั 500 ml ต่อดนิคลุกเชือ้ 5 kg 

ส่วนชุดควบคุม (Control) ใช้น้ํานึ่งแทนสารสกัด 

จากนัน้นําดนิในแต่ละกรรมวธิมีาบรรจุลงในกระบะ

พลาสตกิ ยา้ยผกักาดเขยีวปล ีอาย ุ40 วนั ลงปลูก

กระบะละ 10 ต้น สุ่มเกบ็ตวัอย่างดนิทุก 5 วนั 

ตัง้แต่วนัที ่ 1 (เชือ้เริม่ตน้) ถงึวนัที ่ 30 รวม 7 ครัง้ 

นําตวัอยา่งดนิมาทาํ soil serial dilution และ viable 

plate count บน Endo agar ตรวจนับโคโลนี หา

ค่าเฉลี่ยและคํานวณหาปริมาณเชื้อในดินแต่ละ

กรรมวธิ ีเปรยีบเทยีบกบัชดุควบคมุ(control)ซึง่คลุก

เชื้อแต่ไม่ได้คลุกสารสกัดจากพืช วางแผนการ

ทดลองแบบ CRD กรรมวธิลีะ 4 ซํ้า บนัทกึ 

เปอรเ์ซน็ตก์ารเกดิโรคและประเมนิความรุนแรงของ

โรคจากระดบั 0 ถงึ 4 (ศศธิร, 2547)  

    การศึกษาวิธีการใช้สารสกัดจากพืช

เพ่ือให้มีประสิทธิภาพสูงสุดในการลดปริมาณ

เช้ือในดินและการเกิดโรค 

นําสารสกดัจากพชืทีใ่หผ้ลดทีีสุ่ดในการลด

ปรมิาณเชือ้สาเหตุโรคในดนิจากการทดลองขา้งต้น 

ซึ่งได้แก่ สารสกดัหยาบจากผลสมอพิเภก ความ

เขม้ขน้ 20,000 ppm มาศกึษาความถี่ของการใช ้

วางแผนการทดลองแบบ CRD 4 ซํ้า นําดนิทีค่ลุก

เชื้อแล้ว มาคลุกและราดสารสกดัจากพืช โดย

จดัเป็น 5 กรรมวธิดีงันี้ 

กรรมวธิทีี ่1  คลุกสารสกดัหยาบจากผล

สมอพเิภกลงดนิ ครัง้เดยีวกอ่นยา้ยปลกู 

กรรมวธิทีี ่ 2  ราดสารสกดัซํ้าทุกๆ 10 วนั 

(รวม 3 ครัง้) 

กรรมวธิทีี ่3  ราดสารสกดัซํ้าทุกๆ 5 วนั 

(รวม 6 ครัง้) 

กรรมวธิทีี ่ 4  ราดสารสกดัซํ้าทุกๆ 3 วนั 

(รวม 10 ครัง้) 

ชุดควบคุม (control)  ใชน้ํ้าแทนสารสกดั

จากพชื 

สุ่มดินมาตรวจนับปริมาณเชื้อแบคทีเรีย

ทุกๆ 5 วนั ตัง้แต่วนัที ่1-30 โดยวธิ ีsoil serial 

dilution และ viable plate count บน Endo agar 

คํานวณหาปริมาณเชื้ อ ในดินแ ต่ละกรรมวิธ ี

เปรียบเทยีบกบั control สงัเกตอาการของโรค 

บนัทกึจาํนวนตน้ทีเ่ป็นโรคและประเมนิความรุนแรง

ของโรค  
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การทดลองท่ี 4  การแยกส่วนของสารสกดัด้วย 

Quick Column Chromatography และทดสอบ

ประสิทธิภาพในการยบัยัง้การเจริญของเช้ือ  

นําสารสกดัหยาบจากผลสมอพเิภกมาแยก

สกัดอย่างละเอียดโดยวิธี Quick Column 

Chromatography โดยนํา silica gel (Kieselgel 60 

ขนาด 35-70 mesh ของบริษัท Merck, Germany) 

ผสมกับ chloroform คนไล่ฟองอากาศให้หมด 

จากนัน้เทลงในคอลมัน์ขนาด 2 x 30 cm โดยให ้

silica gel มน้ํีาหนกัเป็น 25 เท่าของสารสกดัเริม่ตน้ 

เตมิ chloroform ใหเ้ตม็คอลมัน์  แลว้ปล่อยใหไ้หล

ออก จนเหลอื silica gel ประมาณ 1 cm เตมิสาร

สกัดหยาบจากผลสมอพิเภกลงไป ชะสารด้วย 

chloroform และmethanol ครัง้ละ100ml ตามลําดบั

ดงันี้ chloroform 100%, chloroform-methanol 

(9.5:0.5), chloroform-methanol (9 : 1), 

chloroform-methanol (8.5:1.5) และ methanol 

100% ตามลาํดบั เกบ็สารทีช่ะไดส้ว่น (fraction) ละ 

100 ml นําสารแต่ละ fraction ไปทดสอบการยบัยัง้

เชือ้ P. carotovorum sub sp. carotovorum โดยวธิ ี

paper disc agar diffusion เลอืก fraction ทีใ่หผ้ลดี

ที่สุด มาแยกด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟี โดยใช ้

silica gel ผสมกบั chloroform บรรจุในคอลมัน์

ขนาด 1x30 cm ให ้ silica gel มน้ํีาหนักเป็น 10 

เท่าของสารสกดั เริ่มต้นชะด้วย chloroform-

methanol (8.5 : 1.5) ครัง้ละ 50 ml นําแต่ละ 

fraction มาทดสอบการยบัยัง้เชือ้โดยวธิเีดยีวกนัอกี

ครัง้ นํา fraction ทีย่บัยัง้เชื้อได ้มาทาํใหบ้รสิุทธิ ์

ด้วยเทคนิค Preparative Thin Layer 

Chromatography(PTLC) และนําไปวิเคราะห์

โครงสรา้งโดย nuclear magnetic resonance 

(NMR)  
 

การทดลองท่ี5  การวิเคราะหโ์ครงสร้างทางเคมี

ของสารออกฤทธ์ิด้วยเคร่ือง Nuclear Magnetic 

Resonance (NMR) 

นําสารออกฤทธิย์บัยัง้เชือ้ fraction FS2-5 

มาทําใหบ้รสิุทธิ ์ ดว้ยเทคนิค TLC plate โดยใช้

ระบบ CHCl3: MeOH (9:1) มคีา่ Rf = 0.50 เตรยีม

สารบรสิุทธิใ์นสารละลาย Acetone-d6 แลว้นําไป

วเิคราะหโ์ครงสรา้งดว้ยเครื่อง 300 MHZ  Nuclear 

Magnetic Resonance (NMR )ไดแ้ก ่1H ทีภ่าควชิา

เคมคีณะวทิยาศาสตร ์มหาวทิยาลยัมหดิล 

 

ผลและวิจารณ์ 

เช้ือบริสทุธ์ิและทดสอบคณุสมบติัของเช้ือ 

จากการนําเชื้อบรสิุทธิท์ี่แยกได้จากผกัที่

เป็นโรคเน่าเละ มาทดสอบความสามารถในการ

ก่อใหเ้กดิโรคในผกัทดลอง พบว่าเชื้อทัง้ 5 ไอโซ

เลท สามารถก่อให้เกิดอาการเน่าเละบนผกัชนิด

ต่างๆได้ แต่มพีฒันาอาการของโรคที่แตกต่างกนั 

เมือ่เปรยีบเทยีบอาการหลงัจากบ่มเชือ้นาน 48 ชม. 

พบว่าเชือ้ไอโซเลท ECC19 มคีวามรนุแรงมากทีสุ่ด 

โดยทําให้พืชทดลองทัง้ 5 ชนิด แสดงอาการเน่า 

เละ มเีมอืกเยิม้แฉะ แผลขยายลุกลามอย่างรวดเรว็

และมีกลิ่นเฉพาะตัว  จึงเลือกใช้เชื้อไอโซเลท 

ECC19 เป็นตัวแทนในการทดลอง เมื่อศึกษา

คุณสมบตัทิางสณัฐานวทิยา สรรีวทิยา และชวีเคมี

ของเชือ้เปรยีบเทยีบกบัขอ้มลูใน Bergey’s Manual 

of Determinative Bacteriology, 9th Edition พบว่า

เป็นแบคทเีรยีรูปร่างท่อนสัน้ แกรมลบ เซลล์ย้อม

ตดิสแีดงของ safranin-O เมื่อทาํปฎกิริยิากบั 3% 

KOH เกิดลักษณะเมือกเหนียวหนืดยืดเป็นสาย 

สร้างกรดจากน้ําตาล manitol, raffinose และ 

lactose แต่ไม่เกิด phosphatase activity ไม่ใช้

น้ําตาล sucrose ไม่สร้าง indole ซึ่งตรงตาม

คุณสมบตัขิองเชื้อ Pectobacterium carotovorum 

sub sp. carotovorum (Erwinia carotovora sub 

sp. carotovora) (Holt et al., 1994 )
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Table 1  Morphological and biochemical characteristics of ECC19 compared to E. carotovora. 

Characteristic  
E. carotovora 

ECC19  E. carotovora1/  

Gram stain reaction  Gram negative  Gram negative 

Oxygen relationship  +  +  

Shape  short rod  short rod  

KOH test +  +  

Acid produced from :      

     sorbitol  -  -  

     manitol  +  +  

     sucrose  -  -  

     raffinose  +  +  

     arabitol   -  -  

     lactose  +  +  

 
1/ Cited in Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology, 9th edition  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 1  Soft rot symptom in various test plants after 48 hours inoculation with 

Pectobacterium carotovorum sub sp. carotovorum, isolates ECC19 showing watery 

decay, enlarge rapidly and has putrid odor. 

             A. Carrot B. Cabbage      C. Potato      D. Chinese-cabbage      E. Onion 

A 

E 

C D 

B 
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Figure 2  Pectobacterium carotovorum sub sp. carotovorum (ECC19) was tested by  

        Gram stain and 3% KOH. 

A. The Gram stain showed Gram negative, rod-shaped bacteria stained with safranin-O. 

B. 3% KOH solution test showed vidcid slime.   
 

การทดลองท่ี 2  ทดสอบประสิทธิภาพของสารสกดัหยาบจากพืชในการยบัยัง้เช้ือโดยวิธี  

paper disc agar diffusion 

เมื่อนําสารสกดัหยาบจากพชื 20 ชนิด ไป

ทดสอบการยบัยัง้เชื้อโดยวธิี paper disc agar 

diffusion พบสารสกดัจากพชื 8 ชนิด ทีส่ามารถ

ยบัยัง้การเจรญิ 

ของเชือ้ ไดแ้ก ่ผลกานพล ูผลเบญกานี ผล

สมอพเิภก ผลสมอไทย เปลอืกผลทบัทมิ เปลอืกผล

มงัคดุ ใบพล ูและใบฝรัง่ โดย 3 ลําดบัแรกทีใ่หผ้ลดี

ทีส่ดุไดแ้ก ่สารสกดัหยาบจากผลสมอพเิภก เปลอืก

ผลทบัทมิ และผลเบญกานี ค่าเฉลี่ยบรเิวณยบัยัง้ที ่

1,000 ppm ขนาด 0.41 ,0.33 และ 0.25 cm 

ตามลําดบั (Figure 3) สอดคล้องกบัรายงานของ

ศศธิรและสุพจน์ (2548) พบว่าสารสกดัหยาบจาก

เปลือกผลทบัทิมและผลสมอพิเภกสามารถยบัยัง้

การเจรญิของเชื้อ Ralstonia solanacearum ได้ที่

ความเข้มข้นตัง้แต่ 1,000 ppm ขึ้นไป
 

 

 
 

Figure 3  Inhibition zone produced by plant crude extracts of 1,000  5,000  10,000  50,000 and 

             100,000 ppm against Pectobacterium carotovorum sub sp. carotovorum by paper disc 

              agar diffusion on double layer NGA. 

         A. Pomegranate           B. Nut Gall    C. Clove       D. Chebulic myrobalan  

         E. Beleric myrobalan     F. Mangosteen    G. Betal pepper      H. Guava  

E  

H G 

A 

D C 

B A B 

C D 

E F 

G H 

A B 
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การทดลองท่ี 3  การลดปริมาณเช้ือแบคทีเรียสาเหตโุรคเน่าเละในดินจาํลองการติดเช้ือ 

โดยใช้สารสกดัหยาบจากพืช

การทดสอบประสิทธิภาพของสารสกดั

จากพืชในการลดปริมาณเช้ือ จากการนําสาร

สกดั 3 อบัดบัแรกทีใ่หผ้ลดทีีสุ่ดในการทดลองที ่1 

ไดแ้ก่ สารสกดัหยาบจากผลสมอพเิภก  เปลอืกผล

ทบัทมิ และผลเบญกานี ความเขม้ขน้ 10,000 และ 

20,000 ppm คลุกในดนิจําลองการตดิเชือ้ สุ่มตรวจ

นับปรมิาณของเชือ้ทุก 5 วนัตัง้แต่วนัที ่1(เริม่ตน้) 

ถงึวนัที ่30 รวม 7 ครัง้ พบว่าสารสกดัจากผลสมอ

พิเภก 20,000 ppm สามารถลดปริมาณเชื้อ

แบคทเีรยีสาเหตุโรคในดินได้ดทีีสุ่ด โดยปรมิาณ

ของเชื้อในดนิวนัที ่30 ของกรรมวธินีี้ลดลงเหลือ 

2.50 x 105 cfu/g และมเีปอรเ์ซ็นต์การเกดิโรค

ตํ่าสุด 17.5 %  เมื่อเทยีบกบั control ในช่วงเวลา

เดยีวกนัปรมิาณเชื้อยงัคงอยู่ที ่9.87 x 105 cfu/g 

และเปอรเ์ซน็ตก์ารเกดิโรคสงูสดุ 97.5 % กรรมวธิทีี่

ให้ผลดีรองลงมาได้แก่กรรมวิธีที่คลุกดินด้วยสาร

สกัดหยาบจากผลสมอพิเภกและผลเบญกาน ี

10,000 ppm ปรมิาณเชือ้ในวนัที ่30 ใกล้เคยีงกนั

อยู่ที ่3.82 x 105 cfu/g และ 3.80 x 105 cfu/g มี

เปอร์เซ็นต์การเกดิโรค 32.5 %และ 37.5 % 

ตามลําดบั อย่างไรก็ตามปรมิาณเชื้อแบคทเีรีย

สาเหตุโรคในดนิของทกุกรรมวธิยีงัคงอยู่ในระดบัสงู

พอที่จะทําให้ผกักาดเขยีวปลีแสดงอาการโรคเน่า

เละได ้(Table 2) 

 

Table 2  Bacterial population in the treated soil with plant crude extracts at  5-day interval for 

            30 days after treatment and percent of diseased plants. 

1 Means within a column followed by the same letter are not significantly different according to LSD Test (P=0.05 ) 

 

          การศึกษาวิธีการใช้สารสกัดจากพืช

เพ่ือให้มีประสิทธิภาพสูงสุดในการลดปริมาณ

เช้ือในดินและการเกิดโรค จากการนําสารสกดั

หยาบจากสมอพเิภกความเขม้ขน้ 20,000 ppm ซึง่

ให้ผลดีที่ สุด ในการยับยั ้งกา ร เจ ริญของ เชื้ อ 

P.carotovorum sub sp.carotovorum ในดนิตดิเชือ้

จากการทดลองขา้งตน้ มาศกึษาความถีข่องการใช้

เพื่อให้เกิดประสิทธิภาพสูงสุด โดยจัดเป็น 5 

กรรมวิธี ทําการสุ่มเก็บตวัอย่างดิน เพื่อตรวจนับ

ปรมิาณเชือ้แบคทเีรยีในดนิทกุๆ 5 วนั ตัง้แต่วนัที ่1 

Plant Crude 

Extract ppm 

Population of  Pectobacterium carotovorum sub sp. carotovorum (cfu/g) 

Day 1 Day 5 Day 10 Day 15 Day 20 Day 25 Day 30 

% 

Disease 

 

Pomegranate 10,000 3.20x107
u

1/ 6.02x105
c-h 4.40x105

a-f 9.20x105i-l 6.60x105d-i 3.25x105abc 5.65x105
b-g 65.0 

 20,000 3.20x107
u 6.50x105

d-h 1.29x106
nop 1.75x106

qr 6.80x105
f-j 3.10x105

ab 7.72x105
g-k 82.5 

          

Nut gall 10,000 3.20x107
u 1.96x106

rs 1.05x106
k-n 9.40x105

jkl 9.00x105
i-l 4.70x105

a-f 3.80x105
a-e 37.5 

 20,000 3.20x107
u 1.60x106

pq 2.03x106
s 2.09x106

s 5.40x105
b-g 5.37x105

b-g 6.72x105
f-j 70.0 

          

Beleric 

myrobalan 

10,000 3.20x107
u 1.62x106

q 3.20x106
t 1.61x106

q 8.60x105
h-l 2.30x105

a 3.82x105
a-d 32.5 

20,000 3.20x107
u 2.11x106

s 1.07x106
k-m 6.60x105

e-j 1.06x106
lmn 2.20x105

a 2.50x105
a 17.5 

          

Control 0 3.20x107
u 3.01x106

t 1.22x106
mn 1.52x106

opq 1.12x106
lmn 1.26x106

mno 9.87x105
klm 97.5 
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(เชือ้เริม่ตน้) ถงึวนัที ่ 30 โดยการนําตวัอย่างดนิมา

ทาํ soil serial dilution และ viable plate count บน

อาหารเลี้ยงเชือ้ Endo agar คาํนวณหาปรมิาณเชือ้

ในดนิแต่ละกรรมวธิ ี เปรยีบเทยีบกบัcontrol พบว่า

ทุกกรรมวธิสีามารถลดปรมิาณเชือ้ในดนิลงได ้โดย

ทําให้ปรมิาณเชื้อในดินแต่ละสปัดาห์ลดลงตํ่ากว่า 

control และเปอร์เซน็ต์การเกดิโรคตํ่ากว่า control 

ทีไ่ม่ได้คลุกสารสกดั กรรมวธิทีี ่2 ทีค่ลุกสารสกดั

ทุกๆ 10 วนั รวม 3 ครัง้ ปรมิาณเชื้อในวนัที ่30 

ลดลงเหลือ 5.55x106cfu/g ในขณะที่ control 

ในช่วงเวลาเดียวกนัยังคงสูงอยู่ที่1.96x107 cfu/g 

และในด้านการเกดิโรค กรรมวธิทีี ่2 มเีปอรเ์ซน็ต์

การเกิดโรคตํ่าที่สุด 17.50% ในขณะที่ control 

เปอรเ์ซน็ต์การเกดิโรคสงูทีสุ่ด 82.50% (Table 3) 

ซึง่ผลการทดลองนี้สอดคล้องกบัรายงานของศศธิร 

(2546) ศึกษาการจัดการดินเพื่อลดปริมาณเชื้อ 

Erwinia carotovora สาเหตุโรคเน่าเละของผกักาด

เขยีวปลใีนสภาพโรงเรอืน โดยใชน้ํ้าสกดัหยาบและ

กากของพชื 5 ชนิด ไดแ้ก่ เปลอืกทบัทมิ ใบพล ู

เปลอืกส้มเขยีวหวาน ต้นลูกใต้ใบและเปลือกผล

มงัคุด คลุกลงในดนิพบว่าทุกกรรมวธิสีามารถลด

ปรมิาณเชือ้ในดนิลงได ้โดยทาํใหป้รมิาณเชือ้ในดนิ

ในแต่ละสปัดาหล์ดลงในอตัราทีส่งูกว่า control ใน

สปัดาห์ที ่ 5 ปรมิาณเชือ้ในดนิทุกกรรมวธิทีีค่ลุก

ดว้ยน้ําสกดัหยาบและกากของพชื ลดลงเหลอื 0.23 

- 0.47x103 cfu/g ในขณะทีป่รมิาณเชือ้ในดนิทีเ่ป็น 

control ยงัคงอยูท่ี ่0.15x104 cfu/g  

    จะเหน็ได้ว่าการใชส้ารสกดัหยาบจากพชื 

คลุกหรอืราดดนิในแปลงทีเ่คยมโีรคระบาดมาก่อน 

สามารถลดปรมิาณประชากรของเชื้อแบคทเีรยีลง 

ลดความเสี่ยงต่อการเกิดโรคและลดความรุนแรง

ของโรคในพืชที่ปลูกรุ่นใหม่ได้ ถ้ามีการศึกษา

เพิ่มเติมถึงวิธีการนําไปใช้ในสภาพแปลงให้เกิด

ประสิทธิภาพสูงสุดหรือใช้ร่วมกบัวิธีการอื่นเช่น 

การกาํจดัเศษซากพชืทีเ่ป็นโรค การไถพลกิกลบัดนิ

ตากแดด การปลูกพชืหมุนเวยีน จะเกดิประโยชน์

อย่า งยิ่ง ต่อเกษตรกรและผู้บริโภค และเ ป็น

ทางเลอืกหนึ่งทีช่่วยลดปรมิาณการใชส้ารเคมทีีเ่ป็น

พษิและลดตน้ทนุการผลติลงได ้

 

Table 3  Bacterial population in the treated soil with beleric myrobalan crude extract of 20,000  

  ppm in various application times compared with control and percent of diseased plant. 

1 Means within a column followed by the same letter are not significantly different according to LSD Test (P=0.05) 

Beleric 

Myrobalan 
20,000 ppm 

Population of Pectobacterium carotovorum sub sp. carotovorum (cfu /g) 
% 

Disease  Day 1 Day 5 Day 10 Day 15 Day 20 Day 25 Day 30 

T1  

(1 time) 

3.20x107
o1/ 

 

4.25x106
abc 

 

4.00x106
abc 

 

4.27x106
abc 

 

4.22x106
a-d 

 

4.25x106
abc 

 

1.11x106
ij 

 

22.00 

 

T2  

(3 times) 

3.20x107
o 

 

6.47x106
d-g 

 

6.47x106
d-g 

 

3.87x106
abc 

 

4.95x106
a-e 

 

8.27x106
hg 

 

5.55x106
b-f 

 

17.50 

 

T3  

(6 times) 

3.20x107
o 

 

5.67x106
c-f 

 

1.33x107
jk 

 

3.45x106
ab 

 

4.60x106 
a-d 

 

7.30x106
fg 

 

7.57x106
fg 

 

37.50 

 

T4  

(10 times) 

3.20x107
o 

 

6.87x106
c-f 

 

7.25x106
fg 

 

3.45x106
abc 

 

3.32x106
a 

 

4.90x106
a-e 

 

6.80x106
efg 

 

40.00 

 

Control 3.20x107
o 

 

10.22x106
efg 

 

1.66x107
m 

 

1.59x107
ml 

 

1.41x107
lk 

 
1.78x107

m-n 

 

1.96x107
n 

 

82.50 
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การทดลองท่ี 4  การแยกส่วนของสารสกดัด้วย Quick Column Chromatography และทดสอบ 

ประสิทธิภาพในการยบัยัง้การเจริญของเช้ือ 

จากการนําสารสกัดหยาบของผลสมอ

พิเภกไปแยกส่ วนด้วยQuick Column 

Chromatography ไดส้าร 33 fraction (Figure 4) 

นําสารแต่ละ fraction ไปตรวจสอบดว้ย TLC แลว้

รวม fraction ทีค่ล้ายกนัจดัใหม่เป็น 5 fraction 

นํามาทดสอบการยบัยัง้เชือ้ โดยวธิ ี paper disc 

agar diffusion อกีครัง้ พบว่า fraction ที ่ FS2       

(F11-F16)  สามารถยบัยัง้การเจรญิของเชือ้ได ้โดย

เกดิบรเิวณยบัยัง้กวา้ง 0.85 cm รองลงมาไดแ้ก ่

FS3 (F17-F20) และ FS4 (F21-F25) เกดิบรเิวณ

ยบัยัง้ 0.75 และ 0.32 cm ตามลําดบั ส่วน FS1 

(F1-F10) และ FS5(F26-F33) ไมส่ามารถก่อใหเ้กดิ

บรเิวณยบัยัง้เชือ้ (Table 4) 

 

Table 4  Quantity and characteristic of beleric myrobalan fine extract after the Quick Colum 

Chromatography and average sizes of their inhibition zone.  

Fraction Quantity(mg) characteristic 
average sizes of 

inhibition zones (cm) 
   

FS1 (F1-F10)    957 Dark green sediment   0.00 d1/ 

FS2 (F11-F16) 1,145 Brown sediment 0.85 a 

FS3 (F17-F20) 2,413 Dark brown sediment 0.75 b 

FS4 (F21-F25)    825 Green - brown sediment 0.32 c 

FS5 (F26-F33)    264 Yellow - brown sediment 0.00 d 
    1Means within a column followed by the same letter are not significantly different according to LSD Test (P=0.05).    

                                                                                                       

 
 

Figure 4  Physical characteristic of 33 fractions (F1 - F33) extracted  by Quick column chromatography  

จากการนําสารสกดัหยาบ FS2 (F11-F16) 

มาแยกดว้ย Quick Column Chromatography ที่

ทาํการชะดว้ยตวัทาํละลายเรยีงลําดบัจาก hexane, 

chloroform, methanol และน้ํา ซํ้าอกีครัง้ เกบ็สารที่

ได้ใส่หลอดทดลอง หลอดละ 20 ml ได้สาร 15 

fraction ตัง้แต่ FS2-1 ถงึ FS2-15 (Figure 5)  นํา

สารแต่ละfraction มาทดสอบการยบัยัง้การเจริญ

ของเชือ้ P. carotovorum sub sp. carotovorum 

โดยวธิ ีpaper disc agar diffusion พบว่าสาร FS2-
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5 มปีระสทิธภิาพในการยบัยัง้เชือ้ไดด้ทีีสุ่ด (Table 5) 

 

Table 5  Quantity and characteristic of beleric myrobalan fruit extract fraction FS2-1 to FS2-15 and 

average sizes of  their inhibition zones.  

Fraction Characteristic 
average sizes of  
inhibition zone (cm) 
 

FS2-1 Hyaline      0.00 f 1/ 

FS2-2 Hyaline      0.00 f 

FS2-3 Green- yellow turbid      0.21 e 

FS2-4 Green- yellow clear      0.49 c 

FS2-5 Yellow clear      0.85 a 

FS2-6 Pale yellow clear      0.62 b 

FS2-7 Pale yellow clear      0.25 d 

FS2-8 
 
Hyaline      0.03 f 

FS2-9 
 
Hyaline      0.03 f 

FS2-10 to FS2-15 
 
Hyaline      0.00 f 

1Means within a column followed by the same letter are not significantly different according to LSD Test (P=0.05).    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5  Physical characteristic of 15 fractions (FS2-1 to FS2-15) extracted  by Quick column 

         chromatography of beleric myrobalan fruit extract. 
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การทดลองท่ี 5  การวิเคราะหโ์ครงสร้างทางเคมีของสารบริสทุธ์ิด้วยเคร่ือง Nuclear Magnetic 

Resonance (NMR)

การศึกษาชนิดของสารบรสิุทธิ ์(สารออก

ฤทธิย์บัยัง้เชื้อแบคทเีรยี isolate ECC19) โดยการ

นําสาร FS2-5 วเิคราะห์องคป์ระกอบของสารดว้ย

เครื่อง 300 MHZ Nuclear Magnetic Resonance 

(NMR ) เพื่อตรวจวดั 1H  ผลของการวเิคราะห์

โครงสร้างสาร ดงัแสดงในภาพที่ 7B โดยพบ

สญัญาณ 1H NMR ที ่ 2.5 ppm ซึง่แสดงลกัษณะ

ของ hydroxyl protons ; 3.7 ppm แสดงลกัษณะ

ของ methoxy protons และ 7.0 ppm  แสดง

ลกัษณะของ aromatic protons จากองคป์ระกอบ

ของโปรตนีทีไ่ด ้สรุปไดว้่าสาร FS2-5 ทีแ่ยกไดจ้าก

ผลสมอพเิภกและสามารถยบัยัง้การเจรญิของเชื้อ

แบคทีเรียสาเหตุโรคเน่าเละ มีลักษณะสัญญาณ

คลา้ยสาร methyl gallate (Kane,1988) (Figure 6)  

ซึ่งสอดคล้องกบัรายงานของ Chung และคณะ 

(1998 ) พบว่า tannic acid, proply gallate และ 

methyl gallate ทีค่วามเขม้ขน้ 100 – 1,000 mg/ml 

สามารถยบัยัง้การเจรญิของเชื้อแบคทเีรยีในลําไส้

ไดถ้งึ 8 ชนิด  และรายงานของ Choi และคณะ 

(2009) ได้ศกึษาฤทธิก์ารต้านแบคทเีรยีของสาร 

methyl gallate ทีส่กดัได้จากต้น Galla ( Galla 

rhois ) พบว่า methyl gallate ทีร่ะดบัความเขม้ขน้

ตัง้แต่ 250 ppm ขึน้ไป สามารถยบัยัง้การเจรญิของ

เชือ้แบคทเีรยี Enterobacter cloacae, Salmonella 

minesota และ Escherichia coli ได ้
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Figure 6  Comparison of 1H NMR signal of FS2-5 extracted and purified from beleric myrobalan fruit 

with that of methyl gallate 

 A. Signal of 1H NMR from methyl gallate (Kane,1988) 

 B. Signal of 1H NMR from FS2-5 purified from beleric myrobalan fruit extract 

สรปุ 

กา ร ท ด ส อบ คว า ม ส า ม า ร ถ ใ น กา ร

ก่อใหเ้กดิโรคของแบคทเีรยีทีแ่ยกไดจ้ากผกัทีเ่ป็น

โรคเน่าเละ พบว่าแบคทีเรียทัง้ 5 ไอโซเลท 

สามารถก่อใหเ้กดิโรคบนพชืทดลองได ้โดยเชือ้ไอ

โซเลท ECC19 ก่อให้เกดิอาการของโรครุนแรง

มากทีส่ดุ เมือ่ศกึษาลกัษณะทางสณัฐาน สรรีวทิยา

และชีวเคมีของเชื้อ เปรียบเทียบกับข้อมูลใน 

Bergey’s Manual of Determinative 

Bacteriology 9th Edition (Holt et al., 1994 ) 

พบว่าคุณสมบัติของเชื้อไอโซเลท ECC19 

สอดคล้องกบัคุณสมบตัิของเชื้อ Pectobacterium 

carotovorum sub sp. carotovorum (Erwinia 

carotovora sub sp. carotovora) จงึใชเ้ชือ้ไอโซ

เลทนี้เป็นตวัแทนในการทดลอง 

การทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัด

หยาบจากพชืในการยบัยัง้การเจรญิของเชือ้โดยวธิ ี

paper disc agar diffusion พบสารสกดัจากพชื 8 

ชนิดสามารถยบัยัง้การเจรญิของเชื้อได้ ได้แก ่ 

สารสกดัหยาบจากผลกานพล ูผลเบญกานี ผลสมอ

พิเภก ผลสมอไทย เปลือกผลทบัทิม เปลือกผล

มงัคุด ใบพลู และใบฝรัง่ สารสกดัหยาบที่ให้ผล

ยบัยัง้เชือ้ไดด้ทีีสุ่ด 3 อนัดบัแรก ไดแ้ก่ สารสกดั

หยาบจากผลสมอพเิภก เปลอืกผลทบัทมิ และผล

A 

B 
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เบญกานี ค่าเฉลี่ยบริเวณยับยัง้ที่ความเข้มข้น 

1,000 ppm เท่ากบั 0.41, 0.33 และ 0.25 cm 

ตามลาํดบั  

การนําสารสกดัหยาบจากพชืทัง้ 3 ชนิดนี้ 

ความเขม้ขน้ 10,000 และ 20,000 ppm มาคลุกลง

ในดนิจําลองการตดิเชือ้ ในอตัราสารสกดั 500 ml 

ต่อดินคลุกเชื้อ 5 kg จากนัน้ยา้ยผกักาดเขยีวปลี

อายุ  40 วันลงปลูก สุ่มเก็บดินเพื่อตรวจนับ

ปรมิาณเชือ้ทุก 5 วนัเป็นเวลา 30 วนัโดยวธิ ีsoil 

serial dilution และ viable plate count บนอาหาร 

Endo agar  พบว่าสารสกดัหยาบจากผลสมอ

พเิภก 20,000 ppm สามารถลดปรมิาณเชือ้สาเหตุ

โรคในดนิไดด้ทีีส่ดุ โดยปรมิาณเชือ้ลดลงจาก 3.20 

x107 cfu/g ในวนัแรก เหลอื 2.50x105 cfu/gในวนัที ่

30 เมื่อเทยีบกบั control ในช่วงเวลาเดียวกนั

ปรมิาณเชือ้ในวนัที ่30 ยงัคงอยูท่ี ่9.87 x105 cfu/g  

การนําสารสกดัหยาบจากผลสมอพิเภก

มาศกึษาวธิีการใชเ้พื่อให้เกดิประสทิธิภาพสูงสุด 

พบว่าการใช้สารสกดัจากผลสมอพิเภก 20,000 

ppm ราดลงดนิ ทกุๆ 10 วนั 3 ครัง้ตดิต่อกนั มผีล

ทาํใหป้รมิาณเชือ้ลดลงจาก 3.20 x107 cfu/g ในวนั

แรก เหลอื 5.55 x106 cfu/gในวนัที ่30  และมี

เปอร์เซ็นต์การเกดิโรคตํ่า 17.50 %  เมื่อ

เปรียบเทียบกบั control ปริมาณเชื้อในวันที่ 30 

ยงัคงสงู 1.96 x107 cfu/g และเปอรเ์ซน็ต์การเกดิ

โรคสงู 82.50%  

การนําสารสกดัหยาบจากผลสมอพิเภก

ซึง่ใหผ้ลดทีีสุ่ด มาแยกสารออกฤทธิโ์ดยวธิ ีQuick 

Column Chromatography ไดส้าร 5 fraction นํา

แต่ละ fraction มาทดสอบการยบัยัง้เชื้อโดยวิธ ี

paper disc agar diffusion พบว่าสารสกดั fraction 

FS2 ยบัยัง้การเจรญิของเชือ้ไดด้ทีีสุ่ด ขนาดของ

บรเิวณยบัยัง้ 0.85 cm จงึนําสารสกดั FS2 มา

แยกด้วย Quick Column Chromatography อกี

ครัง้ ได้สาร 15 fraction นําแต่ละ fraction ไป

ทดสอบการยบัยัง้เชือ้โดยวธิกีารเดยีวกนั พบสาร 

fraction FS2-5 ยบัยัง้การเจรญิของเชือ้ได้ดทีีสุ่ด 

นําสาร FS2-5 มาทําให้บริสุทธิม์ากขึ้นด้วย 

Preparative Thin Layer Chromatographyไดส้าร 

1 แถบ TLC plate sheet มคี่า Rf= 0.50 ลกัษณะ

เป็นผลึกสเีหลืองใส เมื่อวิเคราะห์โครงสร้างโดย 

Nuclear Magnetic Resonance (NMR) พบว่า

สเปกตรมัของ1H NMR แสดงสญัญาณ 2.5 ppm 

ซึง่แสดงลกัษณะของ hydroxyl protons ; 3.7 ppm 

แสดงลกัษณะของ methoxy protons และ 7.0 

ppm แสดงลกัษณะของ aromatic protons จาก

องคป์ระกอบของโปรตนีทีไ่ด ้สรุปไดว้่าสาร FS2-5 

ทีแ่ยกไดจ้ากผลสมอพเิภกและสามารถยบัยัง้การ

เจริญของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคเน่าเละ มี

ลกัษณะสญัญาณคลา้ยสาร methyl gallate 
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