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บทท่ี 2

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการ

1.  การแยกลําดับสวน (fractionate) ของสารสกัดดวย n-hexane จากเมล็ดสะเดาชาง ดวยวิธีการ 
quick column chromatography

การแยกลําดับสวนของสารสกัด มีอยูหลายวิธีดวยกัน การแยกลําดับสวนของสาร
สกัดหยาบดวย n-hexane จากเมล็ดสะเดาชางในครั้งนี้ใชวิธีการ quick column chromatography
โดยใช stationary phase เปนของแข็ง (solid) คือ silica gel สวน mobile phase เปนของเหลว
(liquid) คือ n-hexane , chloroform , ethyl acetate และ methanol นํา silica gel 250 กรัม บรรจุลง
sintered glass นําสารสกัดหยาบดวย  n-hexane จากเมล็ดสะเดาชาง (ภาพที่ 4ก) จํานวน 20 กรัม มา
ผสมกับ  silica gel คลุกเคลาใหเขากัน แลวบดจนเปนผง (ภาพที่ 4ข) เทลงบนผิวหนาของ silica gel 
ใน sintered glass กดใหแนน นําสําลีมาปดทับดานบนเพื่อปองกันการพังทลายของผิวหนา (ภาพที่ 4
ค) หลังจากนั้นทําการชะลาง (eluting) สารดวยตัวทําละลายทั้งหมด 4 ชนิด ตัวทําละลายชนิดที่ 1
คือ n-hexane ทําการริน n-hexane จํานวน 200 มิลลิลิตรอยางชา ๆ ลงใน sintered glass รอจน        
n-hexane ซึมลงใน silica gel จนหมด แลวทําการเชื่อมตอกับปมเพื่อการดูดสารละลายออกจาก
silica gel สารละลายที่ไดจะไหลลงในภาชนะรองรับ (ภาพที่ 4ง) รอจนกระทั่งไมมีสารไหลลงมา
แลว จึงทําการถอดการเชื่อมตอกับปมออก ทําซ้ําจนใช n-hexane ครบ 1,000 มิลลิลิตร นําสารที่ได
เทออกจากภาชนะรองรับ ไปเก็บไวในขวดชมพู แลวทําการชะลาง ตอดวยตัวทําละลายชนิดที่สอง
คือ chloroform โดยใชวิธีการเดียวกันเปนจํานวน 1,000 มิลลิลิตร และตัวทําละลายชนิดสุดทายคือ 
methanol เปนจํานวน 1,000 มิลลิลิตร จะไดสารออกมา 4 สวนดวยกัน นําสารที่ไดในแตละสวนไป
ระเหยใหแหงดวยเครื่อง evaporator (ภาพที่ 4จ) ที่อุณหภูมิ 30-35 C   เพื่อแยกเอาตัวทําละลายออก 
และนําสารที่ไดไปทําการระเหยตัวทําละลายที่อาจเหลืออยูดวย water bath (ภาพที่ 4ฉ) จนไดสารที่
ไมมีตัวทําละลายเหลืออยูทําซ้ําจนไดปริมาณในแตละสวนมีปริมาณเพียงพอตอการทดลอง

2.  การเลี้ยงเพิ่มปริมาณแมลงวันแตงในหองปฏิบัติการ
ทําการรวบรวมแมลงวันแตงในระยะตาง ๆ ที่เขาทําลายบวบ แตงกวา และแตง

แคนตาลูป จากสภาพธรรมชาติในแปลงทดลองภาควิชาการจัดการศัตรูพืช และแปลงเกษตรกรใน
เขตตําบลบางเหรียง อําเภอควนเนียง จังหวัดสงขลา มาเลี้ยงจนกลายเปนตัวเต็มวัย ทําการเลี้ยงตัว
เต็มวัยในกรงเลี้ยงแมลงที่ทําดวยตาขายไนลอนขนาด 20 x 25 x 30 เซนติเมตร ดวยสารละลายน้ําผ้ึง 
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10 เปอรเซ็นต น้ํา และยีสตผสมน้ําตาล อัตรา 1 : 1 เมื่อครบ 12 วันหลังจากออกจากดักแดแมลงวัน
แตงก็จะเริ่มจับคูผสมพันธปลอยใหแมลงวางไขโดยใชวิธีการลอใหแมลงวางไขในผลแตง แลวแยก
ไขไปเลี้ยงในภาชนะที่บรรจุอาหารเทียม โดยใชวิธีการและสูตรอาหารของแสน ติกวัฒนานนท 
(2529) แลวนําภาชนะไปวางไวบนสวนผสมของขี้เล่ือยดวยวิธีการรอน นําดักแดที่ไดใสไวในกรง
เล้ียงแมลงจนกลายเปนตัวเต็มวัย ทําการเลี้ยงเพิ่มปริมาณแมลงวันแตงตอใหมีปริมาณที่เพียงพอที่จะ
ใชในการทดลอง

ภาพที่ 4สารสกัดดวย n-hexane จากเมล็ดสะเดาชาง (ก) การผสมสารกับ silica gel (ข) การ
ตาง ๆ ลงใน column (ค) การชะลางสารดวยตัวทําละลายตาง ๆ (ง) การระเหยให
เครื่อง evaporation (จ) การระเหยตัวทําละลายที่อาจเหลืออยูดวย water bath (ฉ)
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3.   การทดสอบความเขมขน และระยะเวลาของสวนแยกยอยของสารสกัดหยาบดวย n-hexane จาก
เมล็ดสะเดาชาง ที่ออกฤทธิ์ในการขับไลแมลงวันแตง

สวนแยกยอยตาง ๆ และสารสกัดหยาบดวย n-hexane จากเมล็ดสะเดาชาง ที่นํามา
ทดสอบประสิทธิภาพในการไลแมลงวันแตงนี้มี 5 รูปแบบ คือ สวนแยกยอยดวย n-hexane สวน
แยกยอยดวย chloroform สวนแยกยอยดวย ethyl acetate สวนแยกยอยดวย methanol และสารสกัด
หยาบดวย n-hexane จากเมล็ดสะเดาชาง เจือจางสารทั้ง 5 ชนิด ที่ความเขมขน 10,000, 25,000, 
50,000, 75,000 และ 100,000 มิลลิกรัม/ลิตร ตามลําดับ โดยใช acetone เปนตัวทําละลาย

กรงทดลอง เปนกรงรูปทรงสี่เหล่ียมจุตรัสขนาด 30 x 30 x 30 เซนติเมตร ดานขาง 
4 ดานทําดวยแผนพลาสติกใส เจาะรูตรงกลางเปนรูปทรงกลมดานใดดานหนึ่ง และติดถุงตาขาย 
เพื่อทําเปนทางเขาออกของกรง ดานลางปดดวยพลาสติกหอปกหนังสือ และดานบนปดดวยมุงตา
ขาย ใชกรงทดลองทั้งหมด 24 กรงทดลอง

วัสดุการเกาะของแมลงวันแตง โดยการนําเอาผลออนของแคนตาลูปที่มีอายุ
ประมาณ 10 วัน หลังจากดอกรวง และไมมีรอยทําลายของแมลงวันมาลางน้ําสะอาด ผาเปน 2 ซีก 
ตามความยาว ใชเข็มหมุดเจาะรูบนผิวของแคนตาลูปจํานวน 50 รู หลังจากนั้นขูดเนื้อดานในออก
ดวยชอนใหเหลือแตเปลือก และใชแผนพาราฟลมหอดานลางเพื่อรักษาความชื้น แลวนําไปวางบน 
plate

แมลงวันแตงสําหรับการทดลอง ใชแมลงวันแตงที่มีอายุ 14 วัน หลังจากออกจาก
ดักแด นําแมลงวันแตงเพศผู และเพศเมียซ่ึงพรอมจะผสมพันธุมาไวในกรงเดียวกันเปนเวลา 24 ช่ัว
โมง หลังจากนั้นนําแมลงวันแตงไปใสในกรงทดลองจํานวน 10 ตัว ตอ 1 กรงทดลอง ประกอบดวย
เพศเมีย และเพศผู อยางละ 5 ตัว ปลอยใหแมลงอดอาหาร 12 ช่ัวโมง กอนทําการทดลอง และให
อาหารทุก ๆ 12 ช่ัวโมงในชวงการทดสอบเพื่อปองกันไมใหแมลงตายระหวางการทดสอบเนื่องจา
กอดอาหาร

ทําการทดสอบโดยใชแผนการทดลองแบบ Complete Randomized Design (CRD)
ประกอบดวย 6 ส่ิงทดลอง คือ สวนแยกยอยดวย n-hexane นํามาเตรียมเปน 5 ระดับความเขมขนคือ 
10,000, 25,000, 50,000, 75,000 และ 100,000 มิลลิกรัม/ลิตร และชุดควบคุม 1 ชุด โดยใช acetone 
เปนตัวทําละลาย (ภาพที่ 5ก) ส่ิงทดลองละ 4 ซํ้า โดยใชวิธีการทดสอบแบบไมใหแมลงมีทางเลือก 
คือ ใน 1 กรงทดสอบจะมีส่ิงทดลองที่ใชลอแมลงเพียงสิ่งทดลองเดียว และแยกชุดควบคุมไวตาง
หาก ใชผลออนของแตงแคนตาลูปที่ไดเตรียมไว (ภาพที่ 5ข) พนสารที่ความเขมขนตาง ๆ ดวย
เครื่อง potter tower sprayer (ภาพที่ 5ค) 1 ช้ินตอ 1 ความเขมขน ทิ้งไว 5 นาที แลวนําไปวางบริเวณ
ตรงกลางของกรงทดลองที่ไดเตรียมไว 1 ช้ิน ตอ 1 กรงทดสอบ (ภาพที่ 5ง) จากนั้นนําไปวางใน
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หองทดลอง (ภาพที่ 5จ) บันทึกจํานวนแมลงที่เขามาเกาะ (ภาพที่ 5ฉ) เมื่อเวลาผานไป 1, 3, 6, 9, 12,
24, 36 และ 48 ช่ัวโมง โดยใชเวลาในการนับครั้งละ 10 นาที

ภาพที่ 5 สารละลายของสวนแยกยอยดวย n-hexane ที่ความเขมขนตาง ๆ เรียงจากนอยไป
(ก) ลักษณะผลออนที่ใชในการทดสอบ (ข) เครื่อง potter tower sprayer (ค) การว
ในกรงทดสอบ (ง) การวางกรงในหองทดลอง (จ) ลักษณะการเกาะของแมลงวัน (ฉ
ข
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จากนั้นจึงนําจํานวนการเขาเกาะผลออนของแตงแคนตาลูปของแมลงวันแตงมาหา
เปอรเซ็นตการไลแมลงโดยใชสมการ (Nagpal et.al., 2001)

PR =[(MC-ME) / MC] x 100
โดย PR  = เปอรเซ็นตการไลแมลง

MC = จํานวนแมลงที่นับไดจากชุดควบคุม
ME = จํานวนแมลงที่นับไดจากสิ่งทดลองในแตละความเขมขน

นําเปอรเซ็นตการไลแมลงที่ไดดังกลาว มาหาความแตกตางทางสถิติดวยวิธี
Analysis of Variance (ANOVA) และเปรียบเทียบคาเฉลี่ยของแตละสิ่งทดลองดวยวิธี Duncan’s 
Multiple Range Test (DMRT) รวมถึงหาคาเฉลี่ยเพื่อนําไปคํานวณหาคา EC50 ดวยวิธี probit 
analysis

การทดสอบหาความเขมขน และระยะเวลาการออกฤทธิ์ของสวนแยกยอยดวย
chloroform สวนแยกยอยดวย ethyl acetate สวนแยกยอยดวย methanol และสารสกัดหยาบดวย      
n-hexane จากเมล็ดสะเดาชาง ใชวิธีการและการดําเนินการเชนเดียวกับสวนแยกยอยดวย n-hexane

4.  การทดสอบสวนแยกยอยของสารสกัดหยาบดวย n-hexane จากเมล็ดสะเดาชาง ที่มีฤทธิ์ในการ
ขับไลแมลงวันแตงที่เหมาะสม ในแปลงทดลอง

แปลงที่ใชในการทดลองครั้งนี้ เปนแปลงของไร SMT ที่อําเภอพะยุหะคีรี จังหวัด
นครสวรรค (ภาพที่ 6ก) วิธีการปลูกมีดังนี้ ทําการเพาะเมล็ดแตงแคนตาลูปในถาดหลุม โดยใช peat 
moss เปนวัสดุในการเพาะนําตนกลาที่ได ไปปลูกในพื้นที่ที่เตรียมไว ซ่ึงมีผาพลาสติกคลุมแปลง
และมีระบบการใหน้ําแบบน้ําหยดอยูใตผาพลาสติก มีระยะหางระหวางตน 45 เซนติเมตร และ
ระหวางแถว 100 เซนติเมตร ปกคางโดยใชไมไผ และมัดไมไผตามขวาง 2 ช้ัน ที่ระดับ 75 และ 150 
เซนติเมตรใชเชือกฟางผูกระหวางไมตามขวางทั้งสอง เมื่อตนโตจะนําตนมาพันกับเชือกดังกลาว 
ตลอดระยะเวลาปลูกมีการเด็ดตาขาง และใสปุยตามความเหมาะสม ไวผลผลิตตนละ 1 ลูก บริเวณ
ขอที่ 8-10 พรอมกับหอผล สวนตนที่จะทําการทดลองจะไวตนละ 3 ลูก บริเวณขอที่ 12-20 เมื่อไว
ลูกแลวจะเด็ดยอดทิ้ง

สวนแยกยอย (fraction) ของสารสกัดดวย n-hexane จากเมล็ดสะเดาชาง ที่นํามา
ทดสอบการขับไลแมลงวันแตงในแปลงทดลองมี 2 รูปแบบ คือ สวนแยกยอยดวย n-hexane ซ่ึงเปน
สวนแยกยอยที่ใหผลในการไลที่เหมาะสม และสารสกัดหยาบดวย n-hexane (ภาพที่ 6ข) เตรียมสาร
ทั้ง 2 ชนิดที่ความเขมขนที่ระดับใหคา EC50 โดยใช acetone เปนตัวทําละลาย และมีการใชควบคูกับ
สารเพิ่มประสิทธิภาพ คือ Latron CS-7®  ในอัตราสวนที่ฉลากระบุ
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แผนรองรับ (ภาพที่ 6ค) นําแผนฟวเจอรบอรดสีดําขนาดหนา 0.4 เซนติเมตร มา
ตัดเปนรูปวงกลมที่มีเสนผานศูนยกลาง 20 เซนติเมตร แลวนําผาหางกระรอกสีดําซึ่งมีคุณสมบัติใน
การดูดซับไดดีติดลงบนแผนฟวเจอรบอรดจํานวน 2 ช้ัน เย็บดวยลวดเย็บกระดาษ ตัดผาสวนที่เกิน
จากฟวเจอรบอรดออก นําแผนรองรับไปติดตั้งที่ไมไผในบริเวณที่ทําการทดลอง โดยที่แผนรองรับ
จะอยูสูงจากพื้นประมาณ 75 เซนติเมตร และอยูระหวางตนแตงแคนตาลูปโดยมีจํานวนตนทางซาย
และสูงจากพื้นประมาณ 75 เซนติเมตร และอยูระหวางตนแตงแคนตาลูปโดยมีจํานวนตนทางซาย 
และทางขวาเทากัน แตละแผนหางกันเปนระยะทาง 2 เมตร และใชแผนรองรับ 1 แผนตอ 1 หนึ่งสิ่ง
ทดลอง

ทําการทดลองโดยใชแผนการทดลองแบบ Randomize Completed Block Design
(RCB) ประกอบดวย 5 ส่ิงทดลองดังนี้

1. สารสกัดหยาบดวย n- hexane EC50 (27,260 มิลลิกรัม/ลิตร)
2. สารสกัดหยาบดวย n- hexane EC50 (27,260 มิลลิกรัม/ลิตร) + Latron CS-7®

3. สวนแยกยอยดวย n- hexane EC50 (77,841 มิลลิกรัม/ลิตร)
4. สวนแยกยอยดวย n-hexane EC50 (77,841 มิลลิกรัม/ลิตร)  + Latron CS-7®

5. ชุดควบคุม
มีจํานวนซ้ํา 4 ซํ้า (block) ในหนี่งสิ่งการทดลองจะใชตนแตงแคนตาลูปทั้งหมด 12 

คน ซ่ึงอยูฝงเดียวกับแผนรองรับ 6 ตน และตรงขามอีก 6 ตน ทดลองโดยการเทสารที่เตรียมไว
จํานวน 10 มิลลิลิตรลงในหลอดทดลอง แลวฉีดพนสารดวยเครื่องพนละอองน้ํา (foggy) ไปที่แผน
รองรับใหทั่วทั้งแผนทุก ๆ 7 วัน ฉีดทั้งหมด 3 คร้ัง ทําการนับจํานวนผลออนปกติ และที่ถูกทําลาย
ทั้งหมด กอนการฉีดทุกครั้ง และบันทึกผล ลักษณะการทําลาย แสดงดังภาพที่ 6(ง)

จากนั้นจึงนําผลที่บันทึกไดจากการนับจํานวนผลออนที่ ถูกทําลาย  มาหา
เปอรเซ็นตการทําลาย แลวนําเปอรเซ็นตการถูกทําลายมาคํานวณหาเปอรเซ็นตการลดการทําลาย 
โดยใชสมการ (Nagpal et.al., 2001)

PR =[(MC-ME) / MC] x 100
โดย PR  = เปอรเซ็นตการลดการทําลาย

MC = เปอรเซ็นตการทําลายจากชุดควบคุม
ME = เปอรเซ็นตการทําลายจากสิ่งทดลองในแตละความเขมขน

นําผลเปอรเซ็นตการทําลาย และเปอรเซ็นตการไลแมลงที่ไดดังกลาว ไปวิเคราะหความ
แตกตางทางสถิติดวยวิธี ANOVA และเปรียบเทียบคาเฉลี่ยของแตละสิ่งทดลองดวยวิธี DMRT
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ภาพที่ 6 ลักษณะแปลงที่ทําการทดลอง (ก) สารสกัดสะเดา และสวนแยกยอย n-hexane (ข) ล
แผนรองรับสาร (ค) ลักษณะการทําลายของแมลงวันแตงเปรียบเทียบกับปกติ (ง)
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