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บทท่ี 2

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการ

1.  การแยกลําดับสวน (fractionate) ของสารสกัดดวย n-hexane จากเมล็ดสะเดาชาง ดวยวิธีการ 
quick column chromatography

การแยกลําดับสวนของสารสกัด มีอยูหลายวิธีดวยกัน การแยกลําดับสวนของสาร
สกัดหยาบดวย n-hexane จากเมล็ดสะเดาชางในครั้งนี้ใชวิธีการ quick column chromatography
โดยใช stationary phase เปนของแข็ง (solid) คือ silica gel สวน mobile phase เปนของเหลว
(liquid) คือ n-hexane , chloroform , ethyl acetate และ methanol นํา silica gel 250 กรัม บรรจุลง
sintered glass นําสารสกัดหยาบดวย  n-hexane จากเมล็ดสะเดาชาง (ภาพที่ 4ก) จํานวน 20 กรัม มา
ผสมกับ  silica gel คลุกเคลาใหเขากัน แลวบดจนเปนผง (ภาพที่ 4ข) เทลงบนผิวหนาของ silica gel 
ใน sintered glass กดใหแนน นําสําลีมาปดทับดานบนเพื่อปองกันการพังทลายของผิวหนา (ภาพที่ 4
ค) หลังจากนั้นทําการชะลาง (eluting) สารดวยตัวทําละลายทั้งหมด 4 ชนิด ตัวทําละลายชนิดที่ 1
คือ n-hexane ทําการริน n-hexane จํานวน 200 มิลลิลิตรอยางชา ๆ ลงใน sintered glass รอจน        
n-hexane ซึมลงใน silica gel จนหมด แลวทําการเชื่อมตอกับปมเพื่อการดูดสารละลายออกจาก
silica gel สารละลายที่ไดจะไหลลงในภาชนะรองรับ (ภาพที่ 4ง) รอจนกระทั่งไมมีสารไหลลงมา
แลว จึงทําการถอดการเชื่อมตอกับปมออก ทําซ้ําจนใช n-hexane ครบ 1,000 มิลลิลิตร นําสารที่ได
เทออกจากภาชนะรองรับ ไปเก็บไวในขวดชมพู แลวทําการชะลาง ตอดวยตัวทําละลายชนิดที่สอง
คือ chloroform โดยใชวิธีการเดียวกันเปนจํานวน 1,000 มิลลิลิตร และตัวทําละลายชนิดสุดทายคือ 
methanol เปนจํานวน 1,000 มิลลิลิตร จะไดสารออกมา 4 สวนดวยกัน นําสารที่ไดในแตละสวนไป
ระเหยใหแหงดวยเครื่อง evaporator (ภาพที่ 4จ) ที่อุณหภูมิ 30-35 C   เพื่อแยกเอาตัวทําละลายออก 
และนําสารที่ไดไปทําการระเหยตัวทําละลายที่อาจเหลืออยูดวย water bath (ภาพที่ 4ฉ) จนไดสารที่
ไมมีตัวทําละลายเหลืออยูทําซ้ําจนไดปริมาณในแตละสวนมีปริมาณเพียงพอตอการทดลอง

2.  การเลี้ยงเพิ่มปริมาณแมลงวันแตงในหองปฏิบัติการ
ทําการรวบรวมแมลงวันแตงในระยะตาง ๆ ที่เขาทําลายบวบ แตงกวา และแตง

แคนตาลูป จากสภาพธรรมชาติในแปลงทดลองภาควิชาการจัดการศัตรูพืช และแปลงเกษตรกรใน
เขตตําบลบางเหรียง อําเภอควนเนียง จังหวัดสงขลา มาเลี้ยงจนกลายเปนตัวเต็มวัย ทําการเลี้ยงตัว
เต็มวัยในกรงเลี้ยงแมลงที่ทําดวยตาขายไนลอนขนาด 20 x 25 x 30 เซนติเมตร ดวยสารละลายน้ําผ้ึง 
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10 เปอรเซ็นต น้ํา และยีสตผสมน้ําตาล อัตรา 1 : 1 เมื่อครบ 12 วันหลังจากออกจากดักแดแมลงวัน
แตงก็จะเริ่มจับคูผสมพันธปลอยใหแมลงวางไขโดยใชวิธีการลอใหแมลงวางไขในผลแตง แลวแยก
ไขไปเลี้ยงในภาชนะที่บรรจุอาหารเทียม โดยใชวิธีการและสูตรอาหารของแสน ติกวัฒนานนท 
(2529) แลวนําภาชนะไปวางไวบนสวนผสมของขี้เล่ือยดวยวิธีการรอน นําดักแดที่ไดใสไวในกรง
เล้ียงแมลงจนกลายเปนตัวเต็มวัย ทําการเลี้ยงเพิ่มปริมาณแมลงวันแตงตอใหมีปริมาณที่เพียงพอที่จะ
ใชในการทดลอง

ภาพที่ 4สารสกัดดวย n-hexane จากเมล็ดสะเดาชาง (ก) การผสมสารกับ silica gel (ข) การ
ตาง ๆ ลงใน column (ค) การชะลางสารดวยตัวทําละลายตาง ๆ (ง) การระเหยให
เครื่อง evaporation (จ) การระเหยตัวทําละลายที่อาจเหลืออยูดวย water bath (ฉ)
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3.   การทดสอบความเขมขน และระยะเวลาของสวนแยกยอยของสารสกัดหยาบดวย n-hexane จาก
เมล็ดสะเดาชาง ที่ออกฤทธิ์ในการขับไลแมลงวันแตง

สวนแยกยอยตาง ๆ และสารสกัดหยาบดวย n-hexane จากเมล็ดสะเดาชาง ที่นํามา
ทดสอบประสิทธิภาพในการไลแมลงวันแตงนี้มี 5 รูปแบบ คือ สวนแยกยอยดวย n-hexane สวน
แยกยอยดวย chloroform สวนแยกยอยดวย ethyl acetate สวนแยกยอยดวย methanol และสารสกัด
หยาบดวย n-hexane จากเมล็ดสะเดาชาง เจือจางสารทั้ง 5 ชนิด ที่ความเขมขน 10,000, 25,000, 
50,000, 75,000 และ 100,000 มิลลิกรัม/ลิตร ตามลําดับ โดยใช acetone เปนตัวทําละลาย

กรงทดลอง เปนกรงรูปทรงสี่เหล่ียมจุตรัสขนาด 30 x 30 x 30 เซนติเมตร ดานขาง 
4 ดานทําดวยแผนพลาสติกใส เจาะรูตรงกลางเปนรูปทรงกลมดานใดดานหนึ่ง และติดถุงตาขาย 
เพื่อทําเปนทางเขาออกของกรง ดานลางปดดวยพลาสติกหอปกหนังสือ และดานบนปดดวยมุงตา
ขาย ใชกรงทดลองทั้งหมด 24 กรงทดลอง

วัสดุการเกาะของแมลงวันแตง โดยการนําเอาผลออนของแคนตาลูปที่มีอายุ
ประมาณ 10 วัน หลังจากดอกรวง และไมมีรอยทําลายของแมลงวันมาลางน้ําสะอาด ผาเปน 2 ซีก 
ตามความยาว ใชเข็มหมุดเจาะรูบนผิวของแคนตาลูปจํานวน 50 รู หลังจากนั้นขูดเนื้อดานในออก
ดวยชอนใหเหลือแตเปลือก และใชแผนพาราฟลมหอดานลางเพื่อรักษาความชื้น แลวนําไปวางบน 
plate

แมลงวันแตงสําหรับการทดลอง ใชแมลงวันแตงที่มีอายุ 14 วัน หลังจากออกจาก
ดักแด นําแมลงวันแตงเพศผู และเพศเมียซ่ึงพรอมจะผสมพันธุมาไวในกรงเดียวกันเปนเวลา 24 ช่ัว
โมง หลังจากนั้นนําแมลงวันแตงไปใสในกรงทดลองจํานวน 10 ตัว ตอ 1 กรงทดลอง ประกอบดวย
เพศเมีย และเพศผู อยางละ 5 ตัว ปลอยใหแมลงอดอาหาร 12 ช่ัวโมง กอนทําการทดลอง และให
อาหารทุก ๆ 12 ช่ัวโมงในชวงการทดสอบเพื่อปองกันไมใหแมลงตายระหวางการทดสอบเนื่องจา
กอดอาหาร

ทําการทดสอบโดยใชแผนการทดลองแบบ Complete Randomized Design (CRD)
ประกอบดวย 6 ส่ิงทดลอง คือ สวนแยกยอยดวย n-hexane นํามาเตรียมเปน 5 ระดับความเขมขนคือ 
10,000, 25,000, 50,000, 75,000 และ 100,000 มิลลิกรัม/ลิตร และชุดควบคุม 1 ชุด โดยใช acetone 
เปนตัวทําละลาย (ภาพที่ 5ก) ส่ิงทดลองละ 4 ซํ้า โดยใชวิธีการทดสอบแบบไมใหแมลงมีทางเลือก 
คือ ใน 1 กรงทดสอบจะมีส่ิงทดลองที่ใชลอแมลงเพียงสิ่งทดลองเดียว และแยกชุดควบคุมไวตาง
หาก ใชผลออนของแตงแคนตาลูปที่ไดเตรียมไว (ภาพที่ 5ข) พนสารที่ความเขมขนตาง ๆ ดวย
เครื่อง potter tower sprayer (ภาพที่ 5ค) 1 ช้ินตอ 1 ความเขมขน ทิ้งไว 5 นาที แลวนําไปวางบริเวณ
ตรงกลางของกรงทดลองที่ไดเตรียมไว 1 ช้ิน ตอ 1 กรงทดสอบ (ภาพที่ 5ง) จากนั้นนําไปวางใน
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หองทดลอง (ภาพที่ 5จ) บันทึกจํานวนแมลงที่เขามาเกาะ (ภาพที่ 5ฉ) เมื่อเวลาผานไป 1, 3, 6, 9, 12,
24, 36 และ 48 ช่ัวโมง โดยใชเวลาในการนับครั้งละ 10 นาที

ภาพที่ 5 สารละลายของสวนแยกยอยดวย n-hexane ที่ความเขมขนตาง ๆ เรียงจากนอยไป
(ก) ลักษณะผลออนที่ใชในการทดสอบ (ข) เครื่อง potter tower sprayer (ค) การว
ในกรงทดสอบ (ง) การวางกรงในหองทดลอง (จ) ลักษณะการเกาะของแมลงวัน (ฉ
ข
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จากนั้นจึงนําจํานวนการเขาเกาะผลออนของแตงแคนตาลูปของแมลงวันแตงมาหา
เปอรเซ็นตการไลแมลงโดยใชสมการ (Nagpal et.al., 2001)

PR =[(MC-ME) / MC] x 100
โดย PR  = เปอรเซ็นตการไลแมลง

MC = จํานวนแมลงที่นับไดจากชุดควบคุม
ME = จํานวนแมลงที่นับไดจากสิ่งทดลองในแตละความเขมขน

นําเปอรเซ็นตการไลแมลงที่ไดดังกลาว มาหาความแตกตางทางสถิติดวยวิธี
Analysis of Variance (ANOVA) และเปรียบเทียบคาเฉลี่ยของแตละสิ่งทดลองดวยวิธี Duncan’s 
Multiple Range Test (DMRT) รวมถึงหาคาเฉลี่ยเพื่อนําไปคํานวณหาคา EC50 ดวยวิธี probit 
analysis

การทดสอบหาความเขมขน และระยะเวลาการออกฤทธิ์ของสวนแยกยอยดวย
chloroform สวนแยกยอยดวย ethyl acetate สวนแยกยอยดวย methanol และสารสกัดหยาบดวย      
n-hexane จากเมล็ดสะเดาชาง ใชวิธีการและการดําเนินการเชนเดียวกับสวนแยกยอยดวย n-hexane

4.  การทดสอบสวนแยกยอยของสารสกัดหยาบดวย n-hexane จากเมล็ดสะเดาชาง ที่มีฤทธิ์ในการ
ขับไลแมลงวันแตงที่เหมาะสม ในแปลงทดลอง

แปลงที่ใชในการทดลองครั้งนี้ เปนแปลงของไร SMT ที่อําเภอพะยุหะคีรี จังหวัด
นครสวรรค (ภาพที่ 6ก) วิธีการปลูกมีดังนี้ ทําการเพาะเมล็ดแตงแคนตาลูปในถาดหลุม โดยใช peat 
moss เปนวัสดุในการเพาะนําตนกลาที่ได ไปปลูกในพื้นที่ที่เตรียมไว ซ่ึงมีผาพลาสติกคลุมแปลง
และมีระบบการใหน้ําแบบน้ําหยดอยูใตผาพลาสติก มีระยะหางระหวางตน 45 เซนติเมตร และ
ระหวางแถว 100 เซนติเมตร ปกคางโดยใชไมไผ และมัดไมไผตามขวาง 2 ช้ัน ที่ระดับ 75 และ 150 
เซนติเมตรใชเชือกฟางผูกระหวางไมตามขวางทั้งสอง เมื่อตนโตจะนําตนมาพันกับเชือกดังกลาว 
ตลอดระยะเวลาปลูกมีการเด็ดตาขาง และใสปุยตามความเหมาะสม ไวผลผลิตตนละ 1 ลูก บริเวณ
ขอที่ 8-10 พรอมกับหอผล สวนตนที่จะทําการทดลองจะไวตนละ 3 ลูก บริเวณขอที่ 12-20 เมื่อไว
ลูกแลวจะเด็ดยอดทิ้ง

สวนแยกยอย (fraction) ของสารสกัดดวย n-hexane จากเมล็ดสะเดาชาง ที่นํามา
ทดสอบการขับไลแมลงวันแตงในแปลงทดลองมี 2 รูปแบบ คือ สวนแยกยอยดวย n-hexane ซ่ึงเปน
สวนแยกยอยที่ใหผลในการไลที่เหมาะสม และสารสกัดหยาบดวย n-hexane (ภาพที่ 6ข) เตรียมสาร
ทั้ง 2 ชนิดที่ความเขมขนที่ระดับใหคา EC50 โดยใช acetone เปนตัวทําละลาย และมีการใชควบคูกับ
สารเพิ่มประสิทธิภาพ คือ Latron CS-7®  ในอัตราสวนที่ฉลากระบุ
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แผนรองรับ (ภาพที่ 6ค) นําแผนฟวเจอรบอรดสีดําขนาดหนา 0.4 เซนติเมตร มา
ตัดเปนรูปวงกลมที่มีเสนผานศูนยกลาง 20 เซนติเมตร แลวนําผาหางกระรอกสีดําซึ่งมีคุณสมบัติใน
การดูดซับไดดีติดลงบนแผนฟวเจอรบอรดจํานวน 2 ช้ัน เย็บดวยลวดเย็บกระดาษ ตัดผาสวนที่เกิน
จากฟวเจอรบอรดออก นําแผนรองรับไปติดตั้งที่ไมไผในบริเวณที่ทําการทดลอง โดยที่แผนรองรับ
จะอยูสูงจากพื้นประมาณ 75 เซนติเมตร และอยูระหวางตนแตงแคนตาลูปโดยมีจํานวนตนทางซาย
และสูงจากพื้นประมาณ 75 เซนติเมตร และอยูระหวางตนแตงแคนตาลูปโดยมีจํานวนตนทางซาย 
และทางขวาเทากัน แตละแผนหางกันเปนระยะทาง 2 เมตร และใชแผนรองรับ 1 แผนตอ 1 หนึ่งสิ่ง
ทดลอง

ทําการทดลองโดยใชแผนการทดลองแบบ Randomize Completed Block Design
(RCB) ประกอบดวย 5 ส่ิงทดลองดังนี้

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

3. สวนแยกยอยดวย n- hexane EC50 (77,841 มิลลิกรัม/ลิตร)
4. สวนแยกยอยดวย n-hexane EC50 (77,841 มิลลิกรัม/ลิตร)  + Latron CS-7®

5. ชุดควบคุม
มีจํานวนซ้ํา 4 ซํ้า (block) ในหนี่งสิ่งการทดลองจะใชตนแตงแคนตาลูปทั้งหมด 12 

คน ซ่ึงอยูฝงเดียวกับแผนรองรับ 6 ตน และตรงขามอีก 6 ตน ทดลองโดยการเทสารที่เตรียมไว
จํานวน 10 มิลลิลิตรลงในหลอดทดลอง แลวฉีดพนสารดวยเครื่องพนละอองน้ํา (foggy) ไปที่แผน
รองรับใหทั่วทั้งแผนทุก ๆ 7 วัน ฉีดทั้งหมด 3 คร้ัง ทําการนับจํานวนผลออนปกติ และที่ถูกทําลาย
ทั้งหมด กอนการฉีดทุกครั้ง และบันทึกผล ลักษณะการทําลาย แสดงดังภาพที่ 6(ง)

จากนั้นจึงนําผลที่บันทึกไดจากการนับจํานวนผลออนที่ ถูกทําลาย  มาหา
เปอรเซ็นตการทําลาย แลวนําเปอรเซ็นตการถูกทําลายมาคํานวณหาเปอรเซ็นตการลดการทําลาย 
โดยใชสมการ (Nagpal et.al., 2001)

PR =[(MC-ME) / MC] x 100
โดย PR  = เปอรเซ็นตการลดการทําลาย

MC = เปอรเซ็นตการทําลายจากชุดควบคุม
ME = เปอรเซ็นตการทําลายจากสิ่งทดลองในแตละความเขมขน

นําผลเปอรเซ็นตการทําลาย และเปอรเซ็นตการไลแมลงที่ไดดังกลาว ไปวิเคราะหความ
แตกตางทางสถิติดวยวิธี ANOVA และเปรียบเทียบคาเฉลี่ยของแตละสิ่งทดลองดวยวิธี DMRT
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ภาพที่ 6 ลักษณะแปลงที่ทําการทดลอง (ก) สารสกัดสะเดา และสวนแยกยอย n-hexane (ข) ล
แผนรองรับสาร (ค) ลักษณะการทําลายของแมลงวันแตงเปรียบเทียบกับปกติ (ง)
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