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บทที่ 2

วัสดุ อุปกรณ และ วิธีการ

1. การสกัดสารออกฤทธิ์จากเนื้อในเมล็ดสะเดาชาง
ในกระบวนการผลิตสารสกัดจากพืชนั้นมีกระบวนการสําคัญอยู 2 กระบวนการ คือ 

การเตรียมตัวอยางพืชและ การสกัดสารออกฤทธิ์
1.1   การเตรียมตัวอยางพืช

การเตรียมตัวอยางพืชเปนขั้นตอนที่ตองใชความพิถีพิถันเพื่อใหไดมาซึ่งวัตถุดิบที่
มีคุณภาพในปริมาณที่มากเพียงพอกับความตองการ โดยการเก็บรวบรวมผลสุกของสะเดา
ชางจากศูนยเพาะชํากลาไมที่ 6 จังหวัดสงขลา อําเภอรัตภูมิ จังหวัดสงขลา

นําผลสุกของสะเดาชางมาบีบและแยกเอาเนื้อผลออกใหเหลือเฉพาะเมล็ด นําเมล็ด
ลางน้ําและนําไปผึ่งแดดไวประมาณ 2-3 วัน เพื่อลดความชื้นและทําใหเมล็ดแหง เมล็ดที่
แหงดีแลวจะมีลักษณะเปลือกเปนสีครีม นําเมล็ดไปกะเทาะเปลือกออก นําเฉพาะเนื้อใน
เมล็ด (seed kernel)ไปปนหยาบ (ภาพที่ 4)

ภาพที่ 4   ลักษณะเมล็ดสะเดาชาง (ก.) เนื้อในเมล็ดสะเดาชาง (ข.) และผงเนื้อในเมล็ดสะเดาชาง
ปนหยาบ (ค.)

   ก.    ข.    ค.
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1.2   การสกัดสารออกฤทธิ์
การสกัดสารออกฤทธิ์จากพืชนั้น สามารถทําไดหลายวิธีขึ้นอยูกับคุณสมบัติการ

ทนความรอนของสารที่ตองการสกัด และชนิดของตัวทําละลายที่ใช โดยท่ัวไปนิยมใชวิธี
แชยุย (maceration) ทําโดยการแชตัวอยางพืชกับตัวทําละลายโดยใหตัวทําละลายทวมตัว
อยางในภาชนะปดเชนขวดปากกวาง ขวดรูปชมพู หรือโถ เปนตน ทิ้งไว 7 วัน ระหวางนั้น
จะตองเขยาบอย ๆ เพื่อใหตัวทําละลายสัมผัสกับตัวอยางพืชไดอยางทั่วถึง เมื่อครบกําหนด
แลวรินสารสกัดออกมา นําสารสกัดไปกรอง ควรทําการสกัดซ้ําหลาย ๆ คร้ัง เพื่อให
สามารถเอาสารออกฤทธิ์ออกมาใหไดมากที่สุด (ภาพที่ 5)

ภาพที่ 5   การแชยุยสกัดสารออกฤทธิ์จากเมล็ดสะเดาชาง ดวยนอรมอลเฮกเซน (n-hexane) หรือ
เมทธานอล (methanol)             

สําหรับการสกัดสารออกฤทธิ์จากเมล็ดสะเดาชาง นําผงเนื้อในเมล็ดที่ทําการปนหยาบ 10 
กิโลกรัม นําไปใสขวดปากกวางขนาด 20 ลิตร เติมตัวทําละลายนอรมอลเฮกเซน (n-hexane) ลงไป
จนทวมตัวอยาง ปดปากขวดใหสนิทดวยจุกยางที่หุม aluminum foil ทิ้งไว 7 วัน จากนั้นรินสาร
ละลายออกใหหมด แลวนําสารละลายไปกรองดวยกระดาษกรองแบบหยาบ นําสารละลายที่ผาน
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การกรองแลวไประเหยโดยใชเครื่อง rotary evaporator ซ่ึงอาศัยหลักการกลั่นสารละลายที่ระดับ
อุณหภูมิต่ํา และความดันต่ําเกือบเปนที่ระดับสูญญากาศเพื่อแยกเอาตัวทําละลายออกจากสารสกัด
(ภาพที่ 6) และนําสารสกัดที่ไดไปทําการระเหยสวนของตัวทําละลายที่อาจเหลืออยูดวย water bath 
ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน สวนตัวทําละลายที่แยกออกจากสารสกัดนั้นนําไปทํา
การหมักตัวอยางตอไป ทําซ้ํา 3 คร้ัง ดังนั้นไดสารสกัด n-hexane extract ของเมล็ดสะเดาชาง (น้ํา
มันจากเมล็ดสะเดาชาง)

หลังจากนั้นนํากากสะเดาชางที่ผานกระบวนการสกัดเอาน้ํามันออกดวยนอรมอลเฮกเซน 
(n-hexane) แลวมาสกัดตอดวยเมธานอลดวย ทิ้งไว 7 วัน จากนั้นรินสารละลายออกใหหมด แลวนํา
สารละลายไปกรองดวยกระดาษกรองแบบหยาบ นําสารละลายที่ผานการกรองแลวไประเหยโดยใช
เครื่อง rotary evaporator และนําสารสกัดที่ไดไปทําการระเหยสวนของตัวทําละลายที่อาจเหลืออยู
ดวย water bath ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน ตัวทําละลายที่แยกออกจากสารสกัด
นั้นนําไปทําการหมักตัวอยางตอไป ทําซ้ํา 3 คร้ัง  ดังนั้นไดสาร methanol extract ของเมล็ดสะเดา
ชาง (สารสกัดหยาบจากเมล็ดสะเดาชาง) ดังแสดงในภาพที่ 7

ภาพที่ 6       การระเหยสารสกัดดวยเครื่อง rotary evaporator
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เนื้อในเมล็ดสะเดาชาง 10 กิโลกรัม

ปนหยาบ

           สกัดดวยนอรมอลเฮกเซน (n-hexane)

สารสกัดผานการกรองดวยกระดาษกรอง กากจากเมล็ดสะเดา

ระเหยดวยเครื่อง Rotary evaporator สกัดดวยเมทธานอล (methanol)

    สารสกัดที่มีตัวทําละลาย       สารสกัดผานการกรองดวยกระดาษกรอง
นอรมอลเฮกเซน (n-hexane) เหลืออยู

             Water bath 60 0C ระเหยดวยเครื่อง Rotary evaporator

           สารสกัดที่มีตัวทําละลาย
น้ํามันจากเมล็ดสะเดาชาง   เมทธานอล (methanol) เหลืออยู

     

Water bath 60 0C

สารสกัดหยาบจากเมล็ดสะเดาชาง

ภาพที่ 7      กระบวนการสกัดสารออกฤทธิ์จากเมล็ดสะเดาชาง
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2. การเลี้ยงยุงรําคาญในหองปฏิบัติการ
รวบรวมลูกน้ํายุงรําคาญจากสภาพในธรรมชาติจากภาควิชาการจัดการศัตรูพืช ซ่ึงยุงรําคาญ 

(C. quinquefasciatus) มีลักษณะที่สําคัญคือ ตัวเต็มวัยเปนยุงสีน้ําตาลขนาดเล็ก และ  proboscis ไมมี
แถบขาว เกล็ดบน scutum เปนเสนเล็ก ๆ สีน้ําตาลทอง สวนสีของ basal bands บนปลองทอง 
(tergites) ทุกปลองไมเขม และระยะลูกน้ําหัวมีขน 3 กระจุกหรือมากกวานั้น กระจุกละ 5-6 เสน 
ดานลางของปลองทองจะมีขนเปนกระจุก และดานขางจะมีลักษณะเปนฟน สวนความยาวของลํา
ตัวจะยาว 5 เทาของความกวาง และปลองทองปลองสุดทายมีทอหายใจ ซ่ึงไดจําแนกยุงรําคาญที่
รวบรวมมาตามลักษณะดังกลาวขางตนนี้ นํายุงรําคาญมาเลี้ยงแลวปลอยใหเขาระยะดักแดและเปน
ตัวเต็มวัย ตามลําดับ โดยจะเลี้ยงตัวเต็มวัยในกรงขนาด 30 x 30 x 30 เซนติเมตร (ภาพที่ 8) ให
อาหารดวยสารละลายน้ําตาล 6 % ผสมกับยีสต โดยใสสารละลายดังกลาวในหลอดทดลองและปด
ปากหลอดดวยสําลี นอกจากนี้ใหน้ําเปลาโดยใสไวในหลอดทดลองปดปากหลอดดวยสําลีเชนเดียว
กัน เพื่อใหยุงมาดูดน้ําหวานและน้ําจากสําลีที่ปดอยู แลวนําหลอดทดลองไปวางไวในกรงเลี้ยงยุง  
หลังจากนั้นก็ปลอยใหตัวเต็มวัยกินน้ําและน้ําหวาน เมื่ออายุได 2 วัน ก็จะใหดูดเลือดหนูตะเภาโดย
จะนําหนูไปใสในกรงเวลา 18.00-20.00 นาฬิกา ปลอยใหยุงดูดเลือดหนูประมาณ 2 ช่ัวโมง กรงที่
เล้ียงยุงนั้นจะตองคลุมดวยผาดํา หลังจากดูดเลือดแลว 48 ช่ัวโมงก็จะนําน้ําสะอาดใส plate ไปวาง
ไวในกรงเพื่อใหยุงไดวางไขและตองเปลี่ยนน้ําทุกวัน เมื่อยุงวางไขแลวนําไขมาเลี้ยงในถาดจนฟก
กลายเปนลูกน้ําใหอาหารลูกน้ําดวย อาหารไก และตองเปลี่ยนน้ําทุก ๆ 2 วัน เล้ียงลูกน้ําจนกลาย
เปนตัวเต็มวัย ทําการเลี้ยงยุงเพิ่มปริมาณ 2 รุน เพื่อใหไดปริมาณมากพอที่จะใชในการทดสอบประ
สิทธิภาพของสารสกัดจากเมล็ดสะเดาชาง

ภาพที่ 8     การเลี้ยงตัวเต็มวัยของยุงรําคาญในกรงขนาด 30 x 30 x 30 เซนติเมตร
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3. การทดสอบประสิทธิภาพของน้ํามันจากเมล็ดสะเดาชาง สารสกัดหยาบจากเมล็ดสะเดาชางและ
น้ํามันตะไครหอมในการไลยุงรําคาญโดยวิธีทาผิวหนัง

การวางแผนการทดลอง  เจือจางสารสกัดจากสะเดาชางโดยใชเอธานอล (ethanol) เปนตัว
ทําละลายทั้งในรูปน้ํามันและสารสกัดหยาบออกเปน 6 ความเขมขน คือ 1%, 2%, 4%, 6%, 8% 
และ 10% w/v และน้ํามันตะไครหอมจากบริษัทวิทยาศรมมี 6 ความเขมขนคือ 1%, 2%, 4%, 6%, 
8% และ 10% w/v (ภาพท่ี 9) เปรียบเทียบกับสารไลแมลง ก.ย. 15  มีสารออกฤทธิ์ที่สําคัญ 2
ชนิด  คือ deet (N, N diethyl-m-toluamide) 25.63% w/w และ dimethyl phthalate 30.60% w/w ทา
บนผิวหนังใหสม่ําเสมอบริเวณหลังแขน พื้นที่ 3 x 10 เซนติเมตร ปริมาณสารเทากับ 1 มิลลิกรัม/
ตารางเซนติเมตร ปดบริเวณผิวหนังสวนอื่นใหหมดดวยถุงแขน เจาะชองเฉพาะบริเวณผิวหนังที่
ทาสารไว ยื่นแขนเขาไปในกรงขนาด 30 x 30 x 30 ซม. ซ่ึงมียุงเพศเมียอายุ 4-5 วัน ที่เล้ียงดวยสาร
ละลายน้ําตาล 6 % ผสมกับยีสต และยังไมเคยดูดเลือด จํานวน 250 ตัว เปนเวลานาน 3 นาที ดึง
แขนออก ทิ้งระยะนาน 30 นาที ยื่นแขนเขาไปในกรงใหม 3 นาที โดยใชแขนคนทดลอง 3 คน ซ่ึง
อาสาสมัครทั้ง 3 คนมีความเต็มใจและยินยอมที่จะชวยทําการทดลองนี้และไมขัดกับจรรยาบรรณ
การใชสัตวของสภาวิจัยแหงชาติป 2542 ทําการทดลองในเวลา 18.00-21.00 นาฬิกา จนกระทั่ง
ภายในชวงเวลา 3 นาที (ภาพท่ี 10) ที่ยื่นแขนเขาไปยุงดูดเลือดติดตอกัน 2 ตัว ถือเปนเวลาหมด
ประสิทธิภาพในการปองกันยุงของตัวอยางชนิดนั้น และมาตรฐานที่นําไปใชในการปองกันยุง
สารสามารถปองกันยุงดูดเลือดไดนาน 2 ช่ัวโมงขึ้นไป (มาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม, 2522)

บันทึกผล นับจํานวนยุงที่เกาะแขนติดตอกัน 2 ตัว ถือวาหมดประสิทธิภาพในการปองกัน
ยุงดูดเลือด และหาระยะเวลาปองกันยุงดูดเลือด
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ภาพที่ 9   สารสกัดหยาบจากเมล็ดสะเดาชาง (1)  น้ํามันตะไครหอม (2) และน้ํามันจากเมล็ด  
สะเดาชาง (3)

ภาพที่ 10     การทดสอบประสิทธิภาพของน้ํามันและสารสกัดหยาบจากเมล็ดสะเดาชาง และน้ํา
มันตะไครหอมโดยวิธีทาผิวหนัง
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4. การทดสอบประสิทธิภาพทําใหยุงรําคาญที่ตกสูพื้นของน้ํามันและสารสกัดหยาบจากเมล็ด
สะเดาชาง และน้ํามันตะไครหอมโดยใชเคร่ืองไลยุงไฟฟา (Raid)

ทดสอบความเขมขนของน้ํามันและสารสกัดหยาบจากเมล็ดสะเดาชาง และน้ํามันตะไคร
หอมที่สามารถทําใหยุงรําคาญตกสูพื้นไดเพื่อหาคา KC50 (knockdown concentration 50%) และ 
KC95 (knockdown concentration 95%) หลังจากนั้นทําการทดสอบระยะเวลาในการออกฤทธิ์ที่ทํา
ใหยุงรําคาญตกที่ตกสูพื้น ของน้ํามันจากเมล็ดสะเดาชางและน้ํามันตะไครหอมที่ความเขมขนระดับ 
KC95 เพื่อนําไปหาคา KT50 (knockdown time 50%) นอกจากนี้ไดทําการทดสอบผลของสารเพิ่ม
ประสิทธิภาพบางชนิดตอการออกฤทธิ์ที่ทําใหยุงรําคาญตกสูพื้นของน้ํามันจากเมล็ดสะเดาชางและ
น้ํามันตะไครหอม
4.1 การทดสอบความเขมขนของน้ํามันและสารสกัดหยาบจากเมล็ดสะเดาชางและน้ํามันตะไคร 

หอมท่ีทําใหยุงรําคาญตกสูพื้น
การเตรียมสารสกัดจากเมล็ดสะเดาชาง เจือจางน้ํามันและสารสกัดหยาบจากเมล็ด

สะเดาชางและน้ํามันตะไครหอมโดยใชเอธานอล (ethanol) เปนตัวทําละลาย 6 ความเขมขน คือ 
1%, 2%, 4%, 6%, 8% และ 10% w/v  เปรียบเทียบกับ เรดดแผนแมทฟอยด1 (Raid Laminated 
Foil Mat 1) มีสารออกฤทธิ์ที่สําคัญ คือ d-allethrin 4.35% w/w

วิธีการทดสอบ วางแผนการทดลองแบบ  Complete Randomized Design (CRD) ใชน้ํา
มันและสารสกัดหยาบจากเมล็ดสะเดาชาง และน้ํามันตะไครหอม 6 ความเขมขนดังกลาวขางตน
และเรดดแผนแมทฟอยด 1 ทําการทดลอง 4 ซํ้า โดยใชตูกระจกขนาด 70 x 70 x 70  เซนติเมตร 
และภายในตูกระจกมีเครื่องไลยุงไฟฟา (Raid) ซ่ึงมีแผนฟอยดขนาด 2.3 x 4 เซนติเมตร (ภาพที่ 
11) โดยนํากระดาษสาชุบน้ํามันและสารสกัดหยาบจากเมล็ดสะเดาชาง และน้ํามันตะไครหอมที่
ระดับความเขมขนตาง ๆ ปริมาณ 5 ml. นาน 5 นาที แลวนําไปอบที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ใช
เวลา 48 ช่ัวโมง หลังจากนั้นจึงนํากระดาษสาที่ชุบน้ํามันและสารสกัดหยาบจากเมล็ดสะเดาชาง
และน้ํามันตะไครหอมมาติดกับแผนฟอยด และนําไปใสในเครื่องไลยุงไฟฟา (Raid) เสียบปลั๊กทิ้ง
ไว 2 นาที จึงปลอยยุงรําคาญเพศเมียอายุ   4-5 วัน  และอยูในสภาพสมบูรณเขาไปในตูกระจก
จํานวน 20 ตัว (ภาพท่ี 12) นับจํานวนยุงที่ตกสูพื้นทุก ๆ 5 นาที จนครบ 60 นาที (ดัดแปลงมาจาก
มาตรฐานผลิตภัณฑ อุตสาหกรรม, 2522)

การวิเคราะหผล  นําจํานวนยุงที่ตกสูพื้นมาวิเคราะห Analysis of Variance (ANOVA) 
เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของชุดทดลองดวยวิธี Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) และหาคา KC50

และ KC95 โดยใชวิธี probit analysis และหาเปอรเซ็นตยุงที่ตกสูพื้น
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ภาพที่ 11   การเตรียมน้ํามันจากเมล็ดสะเดาชาง (ก.) สารสกัดหยาบจากเมล็ดสะเดาชาง (ข.)
น้ําตะไครหอม (ค.) ในรูปของแผนฟอยดขนาด 2.3 x 4 เซนติเมตร

ภาพที่ 12 การทดสอบน้ํามันและสารสกัดหยาบจากเมล็ดสะเดาชาง และน้ํามันตะไครหอมในตู
กระจกขนาด 70 x 70 x 70  เซนติเมตร

   ข.

   ก.

   ค.
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4.2 การทดสอบระยะเวลาในการออกฤทธิ์ท่ีทําใหยุงรําคาญตกสูพื้นของน้ํามันจากเมล็ดสะเดาชาง 
และน้ํามันตะไครหอม

การทดลองนี้จะใชน้ํามันจากเมล็ดสะเดาชางเพียงอยางเดียวโดยจะไมใชสารสกัดหยาบจาก
เมล็ดสะเดาชางเนื่องจากสารสกัดหยาบจากเมล็ดสะเดาชางนั้นใหผลในการทําใหยุงรําคาญตกสูพื้น
นอยกวาน้ํามันจากเมล็ดสะเดาชาง ดังนั้นการทดลองนี้จึงใชน้ํามันจากเมล็ดสะเดาชางและน้ํามัน
ตะไครหอมที่ความเขมขน 10% โดยทําการทดสอบในตูกระจกขนาด 70 x 70 x 70  เซนติเมตร และ
ภายในตูกระจกมีเครื่องไลยุงไฟฟา (Raid) ซ่ึงมีแผนฟอยดขนาด 2.3 x 4 เซนติเมตร การเตรียมน้ํา
มันจากเมล็ดสะเดาชางและวิธีการทดลอง เหมือนกับในขอ 4.1 บันทึกผลโดยนับจํานวนยุงที่ตกสู
พื้นที่เวลา 1, 3, 6, 9 และ 12 ช่ัวโมง แลวนําผลที่ไดมาหาคา KT50 โดยใชวิธี probit analysis และหา
เปอรเซ็นตยุงรําคาญที่ตกสูพื้น

4.3 การทดสอบผลของสารเพิ่มประสิทธิภาพบางชนิดตอการออกฤทธิ์ท่ีทําใหยุงรําคาญตกสูพื้น
ของน้ํามันจากเมล็ดสะเดาชางและน้ํามันตะไครหอม

สารที่ใชทดสอบ นําน้ํามันจากเมล็ดสะเดาชางและน้ํามันตะไครหอมที่ทําใหยุงรําคาญตกสู
พื้นที่ระดับ KC95 ผสมกับสารเพิ่มประสิทธิภาพ 3 ชนิด ชนิดใดชนิดหนึ่งคือ Fixer 600, Latron 

CS-7 และ Foil อัตราที่ใช 5 ซีซีตอน้ํา 20 ลิตร Fixer 600 มีสารออกฤทธิ์ คือ Blend of Alkyl 
Aryl Polythoxylate and sodium salt of dialkysulfosuccinate  60%  และ LatronCS-7 มีสารออก
ฤทธิ์ คือ Blend of alkyl aryl polythoxylate and sodium salt of alkylsulfonatedalkylate 60%  สวน 
Foil มีสารออกฤทธิ์ 2 ชนิด คือ Ethexylated Natural Oil 93% และ Alkylated Natural Oil 7%

วิธีทดสอบ วางแผนการทดลองแบบ Complete Randomized Design  (CRD) โดยมี      
ทรีตเมนตในการทดลอง 12 ทรีตเมนต คือ

1. น้ํามันจากเมล็ดสะเดาชาง
2. น้ํามันจากเมล็ดสะเดาชาง  + Fixer 600
3. น้ํามันจากเมล็ดสะเดาชาง  + Latron CS-7
4. น้ํามันจากเมล็ดสะเดาชาง  + Foil

5. น้ํามันตะไครหอม
6. น้ํามันตะไครหอม  + Fixer 600
7. น้ํามันตะไครหอม  + Latron CS-7
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8. น้ํามันตะไครหอม  + Foil

9.  น้ํา +  Fixer 600
10. น้ํา +  Latron CS-7
11.  น้ํา +  Foil

12. ชุดควบคุม (น้ํา)
ทําการทดลอง 4  ซํ้า โดยใชตูกระจกขนาด 70 x 70 x 70  เซนติเมตร และภายในตูกระจก         

มีเครื่องไลยุงไฟฟา (Raid) ซ่ึงมีแผนฟอยดขนาด 2.3 x 4 เซนติเมตรโดยนํากระดาษสาชุบน้ํามัน
จากเมล็ดสะเดาชางและน้ํามันตะไครหอมปริมาณ 5 ml. ผสมกับสารเพิ่มประสิทธิภาพในอัตราที่ใช 
5 ซีซีตอน้ํา 20 ลิตร นาน 5 นาที แลวนําไปอบที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ใชเวลา 48 ช่ัวโมง หลัง
จากนั้นจึงนํากระดาษสาที่ชุบน้ํามันจากเมล็ดสะเดาชางและน้ํามันตะไครหอมมาติดกับแผนฟอยด
และนําไปใสในเครื่องไลยุงไฟฟาแลวเสียบปล๊ักทิ้งไว 2 นาที จึงปลอยยุงรําคาญเพศเมียอายุ 4-5 วัน
และอยูในสภาพสมบูรณเขาไปในตูกระจกจํานวน 20 ตัว นับจํานวนยุงที่ตกสูพื้นทุก ๆ         5 นาที 
จนครบ 20 นาที (ดัดแปลงมาจากมาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม, 2522)

การวิเคราะหผล  นําจํานวนยุงที่ตกสูพื้นมาวิเคราะห Analysis of Variance (ANOVA) 
เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของชุดทดลองดวยวิธี Duncan’s Multiple Range Test (DMRT)


