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การวิจัยสูตรและประสิทธิภาพของผลิตภัณฑ์สารสกัดน้อยหน่าเพ่ือการป้องกันก าจัดศัตรูพืช เนื่องจาก
น้อยหน่าจัดเป็นพืชที่มีศักยภาพในการป้องกันก าจัดศัตรูพืช โดยแต่ละส่วนได้แก่ ใบ เปลือกผล เมล็ด เปลือกต้น 
และราก ให้สารที่มีฤทธิ์แตกต่างกัน ในที่นี้เป็นการทดสอบประสิทธิภาพต่อหนอนใยผัก (Plutella xylostella L.)
โดยการสกัดเมล็ดน้อยหน่าด้วยเมทานอล ได้สารสกัดหยาบ แล้วน าไปสกัดด้วยเฮกเซน เมทานอล ไดคลอโรมีเทน 
และน้ า แยกเป็น 4 ส่วน ได้ crude1, crude2, crude3 และ crude4  เมื่อน าไปทดสอบฤทธิ์ต่อหนอนใยผักพบว่า 
crude2 มีฤทธิ์ต่อหนอนใยผัก จึงได้น า crude2 ไปศึกษาสภาวะ (condition) ที่เหมาะสมส าหรับเครื่อง HPTLC 
ในการวิเคราะห์ทั้งเชิงคุณภาพและปริมาณ, สกัดต่อเป็นสารกึ่งบริสุทธิ์และเตรียมเป็นผลิตภัณฑ์เข้มข้นสูตรต่างๆ 
จากการศึกษาสภาวะ โดยใช้  HPTLC glass plate silica gel60 F254 ได้สารตัวพา EtOAc/MTBE/MeOH 
(93/5/2) ส่องภายใต้แสง UV 254, 366 nm และแสงธรรมชาติ แล้วสเปรย์ด้วยน้ ายา dragendorff’s spray 
reagent พบว่าสามารถแยกอัลคาลอยด์ต่างๆ ออกจากกันได้ จึงใช้เป็นวิธีวิเคราะห์สารสกัดกึ่งบริสุทธิ์ที่สกัดได้จาก 
crude2 โดยแยกได้เป็น 5 ส่วน คือ F1, F2, F3, F4 และ F5 พบอัลคาลอยด์ 8 ชนิด จากการทดสอบฤทธิ์ต่อ
หนอนใยผัก พบว่า F1และ F2 ให้เปอร์เซ็นต์การตายของหนอนใยผักสูง ท าให้ทราบว่า อัลคาลอยด์2 (Rf 0.57) 
คือสารที่ออกฤทธิ์สูงสุด จึงใช้เป็นสารอ้างอิง ในการวัดปริมาณสารส าคัญในผลิ ตภัณฑ์ ซึ่งจากการวิจัยสูตร
ผลิตภัณฑ์ ในรูปแบบต่างๆ พบว่า สูตรที่ เหมาะสมในการท าผลิตภัณฑ์มี  2 สูตรคือ EC (emulsifiable 
concentrates) และ EW (emulsion in water) เมื่อทดสอบความคงสภาพหลังให้ความร้อนเป็นตัวเร่งที่อุณหภูมิ 
54 องศาเซลเซียส 14 วัน พบว่าผลิตภัณฑ์ยังคงสภาพไม่เปลี่ยนแปลงทั้ง 2 สูตร เมื่อทดสอบประสิทธิภาพต่อ
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หนอนใยผัก ของผลิตภัณฑ์สูตร EC ที่อัตรา 0.33%w/v และสูตร EW ที่อัตรา 2.67%w/v พบว่าให้เปอร์เซ็นต์การ
ตายหนอนหนอนใยผักเกิน 80% ไม่แตกต่างทางสถิติทั้งก่อนและหลังอบที่อัตราเดียวกัน สอดคล้องกับผลการ
วิเคราะห์ด้วย HPTLC และ HPLC ซึ่งให้ chromatogram ของ alkaloid2 คงที่เมื่อเก็บที่อุณหภูมิต่างๆ ในช่วง
เวลา 0-14 วัน ผลิตภัณฑ์เหล่านี้สามารถน าไปต่อยอดศึกษาประสิทธิภาพต่อแมลงศัตรูพืชชนิดอ่ืนๆได้ในอนาคต 
เพ่ือเพ่ิมมูลค่าและสนองนโยบายการลดการใช้สารเคมีก าจัดศัตรูพืช  
ค าหลัก: สารสกัดน้อยหน่า, สูตรผลิตภัณฑ์, หนอนใยผัก, ทีแอลซีสมรรถนะสูง, อัลคาลอยด์  

Abstract 
The development and efficacy of the formulate products of(Annona squamosa L.) 

extract for controlling insects were studies. Crude extracts form seeds, leaves, barks and roots 
of sugar apple have been extensively tasted for insecticidal activity. In this study the 
efectiveness of sugar apple extract was tested against Plutella xylostella L. Seeds of sugar 
apple were extracted with methanol and then the extract was separated into 4 fractions by 
hexane, methanol, dichloromethane and water and collected crude1, crude2, crude3 and 
crude4, respectively. The efficacy for killing Plutella xylostella L.was tested. It was found that 
crude2 had the highest efficiency against Plutella xylostella L.The extract was then subjected to 
qualitative chemical analysis, quantitative analysis and semi-purification using high performance 
thin layer chromatography (HTPLC) method. The optimum conditions were studied on HTPLC 
glass plate silica gel 60 F254. EtoAc/MTBE/MeOH (93/5/2) was used as mobile phase. The 
developed plates were visualized under visible, UV254 and 366 nm light. As post derivatization 
the plates were sprayed with Dragendoff’s reagent, the results showed that the crude extract2 
can be identified. There were 5 bands observed including F1, F2, F3,F4 and F5 with 8 types of 
alkaloids. The insecticidal activity of 5 bands against Plutella xylostella L.were studied. The 
results indicated that F1 and F2 caused the highest mortality and alkaloid2 (Rf 0.57) was the 
active compound that was used as reference standard for quantitative study. Annona 
squamosa L. extract was formulated into 2 formulas including formulation EC (emulsifiable 
concentrates) and formulation EW (emulsion in water). The stability test of the formulations 
were also studied at 54 oC for 14 days, the result indicated that the products still be stable. 
Two formulations were evaluated against Plutella xylostella L. treatment with formulaion EC at 
0.33% w/v and formulation EW at 2.67 %w/v gave more than 88% mortality and the results of 
two formulations were not significantly different before and after oven. The result was 
absolutely related with HTPLC and HPLC analyzing. The chromatograms of alkaloid2 were still 
constant. The results from this study represent helpful information. Efficacy of the formulations 
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against others insect pests should be further evaluated in order to assess their potential uses as 
natural insecticide. 
Key words :Annona squamosa L. extract, formulation, HPTLC, alkaloids 

6. ค าน า 
ประเทศไทยมีพืชหลายชนิดที่มีประสิทธิภาพในการป้องกันก าจัดศัตรูพืชและวัชพืช เช่น สะเดา หางไหล 

หรือ โล่ติ๊น หนอนตายหยาก สาบเสือ ซึ่งนักวิจัยสาขาเกษตร และสาขาอ่ืน ๆ ที่เกี่ยวข้องได้ท าการทดลองค้นคว้า
หาสารทดแทนสารเคมีการเกษตร พบว่า สามารถน าเอาส่วนที่ส าคัญต่างๆ เช่น ต้น ราก ใบ ดอก และผล มาสกัด
เพ่ือให้ได้สารส าคัญจากพืชนั้นๆ มาใช้ควบคุมศัตรูพืชแทนสารเคมีได้ดี โดยไม่มีพิษตกค้าง เนื่องจากสารธรรมชาติ
ส่วนใหญ่จะสลายตัวได้เร็ว นอกจากนี้สารสกัดจากพืชยังมีสารที่เป็นองค์ประกอบอยู่มากมาย ซึ่งแมลงจะต้องใช้
เวลานานมากในการสร้างความต้านทานต่อองค์ประกอบต่างๆในสารสกัดเหล่านั้น นอกจากพืชต่างๆเหล่านี้แล้ว ยัง
มีพืชและสมุนไพรอีกหลายชนิดที่มีประสิทธิภาพในการป้องกันก าจัดศัตรูพืชและวัชพืชได้ เช่น น้อยหน่า 
(Annona. Squamosa L.) เป็นพืชผลไม้ในกลุ่ม custard apple family ในประเทศไทยเพาะปลูกน้อยหน่าสาย
พันธุ์ Annoana squamosa L. สารสกัดเมล็ดน้อยหน่าด้วยเอทานอลและเมทานอลมีฤทธิ์ก าจัด ด้วง pulse 
(Callosobruchus chinensis) ได้ถึง 100 เปอร์เซ็นต์  (Al-Lawati et al., 2002) และสามารถก าจัดด้วง khapra 
(Trogoderma granarium) ได้ สารสกัดใบและเมล็ดน้อยหน่ายังสามารถควบคุมแมลงได้อีกหลายชนิด เช่น เพลี้ย 
หนอนฝ้าย ตั๊กแตน มด แมลงหวี่ จากรายงานสารเคมีในผลน้อยหน่าประกอบด้วย diterpenoid compound 
เช่น kaur-16-en-18-oic acid, α-pinene, sabinene และ limonene (Andrade et al., 2001)   

น้อยหน่า เป็นพืชที่มีแนวโน้มในการป้องกันก าจัดศัตรูพืช จากการศึกษาค้นคว้าจากเอกสารงานวิจัย
ต่างๆ พบว่ามีคุณสมบัติในการออกฤทธิ์ควบคุมและก าจัดแมลงต่างๆได้ ข้อมูลส่วนใหญ่ของงานวิจัยน้อยหน่า จะ
เป็นการศึกษาทางด้านประสิทธิภาพและสารส าคัญ มีส่วนน้อยที่ท าการศึกษาและพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์ส าเร็จรูป 
จึงได้น ามาท าการวิจัยและพัฒนาให้เป็นผลิตภัณฑ์ป้องกันก าจัดศัตรูพืชเพ่ือทดแทนหรือลดการใช้สารเคมี 
นอกจากนี้ยังให้ความส าคัญในการศึกษาเอกลักษณ์ทางโครมาโทกราฟีของสารส าคัญในพืชต่างๆ เพ่ือการควบคุม
คุณภาพของผลิตภัณฑ์จากธรรมชาติ  

การน าพืชมาใช้เป็นสารป้องกันก าจัดศัตรูพืชมีความจ าเป็นอย่างยิ่งที่ต้องเข้าใจถึงคุณภาพทางเคมีของ
ส่วนต่างๆของพืช  เช่น  ต้องทราบว่าสารออกฤทธิ์ที่ส าคัญในพืชนั้นเป็นประเภทใด  และสามารถน ามาใช้ประโยชน์
ได้อย่างไร  จึงจ าเป็นต้องศึกษาวิธีการสกัดที่เหมาะสม  ซึ่งขึ้นอยู่กับพืชและประเภทของสารออกฤทธิ์ในพืชนั้นๆ  
และใช้สารเหล่านี้เป็นตัวบ่งชี้ในการวิเคราะห์คุณภาพของผลิตภัณฑ์ที่ท าจากพืชชนิดนั้น ๆ  การศึกษาสารส าคัญใน
พืช และการทดสอบประสิทธิภาพสารส าคัญจากพืชเพ่ือใช้ในการควบคุมศัตรูพืชเป็นสิ่งส าคัญในการเป็นแนว
ทางการวิจัยสูตรและผลิตภัณฑ์สารสกัดจากพืชส าเร็จรูปพร้อมใช้ที่มีคุณภาพ  

น้อยหน่า ชื่อวิทยาศาสตร์ Annona squamosa Linn. มีชื่อสามัญ Sugar Apple, Sweetsop, Custard 
Apple องค์ประกอบทางเคมีของเมล็ดมีสาร  anonaine  alkaloid, isocorydine สารกลุ่ม acetogenin ชื่อ 
annonacin A จ าแนกตามลักษณะเป็น 2 ชนิด ได้แก่ น้อยหน่าพ้ืนเมืองหรือน้อยหน่าฝ้าย แบ่งออกได้เป็น 2 สาย
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พันธุ์ ตามลักษณะของสีผลคือ น้อยหน่าฝ้ายเขียวซึ่งมีผลสีเขียว กับน้อยหน่าฝ้ายครั่งมีผลสีม่วงเข้ม และน้อยหน่า
หนังหรือน้อยหน่าญวน แบ่งได้ 3 สายพันธุ์ คือ น้อยหน่าหนังเขียวมีผลสีเขียว น้อยหน่าหนังทอง และน้อยหน่าหนัง
ครั่ง นอกจากนี้ยังมี น้อยหน่าพันธุ์ลูกผสม 2 สายพันธุ์ คือ พันธุ์เพชรปากช่องและพันธุ์เนื้อทอง 

สารสกัด เมทานอลจากใบน้ อยหน่ ามี ความเป็ น พิษต่อเพลี้ ย อ่อนถั่ ว โดยมี ค่ า LC50 เท่ ากับ 
2,089.30μg/mL (สุดารัตน์และคณะ, 2554) จากการทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดต่อเพลี้ยอ่อนพบว่า สาร
สกัดจากน้อยหน่า ออกฤทธิ์ดีที่สุดต่อเพลี้ยอ่อน จากรายงานวิจัยพบว่าสารส าคัญในใบน้อยหน่าเป็นสารแอลคา
ลอยด์(alkaloids) แอนโนเนอีน (anonaine) และเรซิน (resin) ในเมล็ดมีน้ ามันอยู่ประมาณ 45% น้ ามันเป็นพิษกับ
ด้วงปีกแข็ง เพลี้ยอ่อน แมลงวัน และมวนปีกแข็ง (สมสุข, 2546) กรกช (2554) ได้ศึกษาฤทธิ์ต่อการสัมผัสโดยตรง 
(direct contact) ต่อหนอนแมลงวันทองโดยการจุ่มหนอน (dipping) ลงในสารผสมระหว่างใบน้อยหน่าและใบ
แมงลักคา มีค่า LC50  652.80 ± 13.15 ppm และ 683.25 ± 38.08 ppm ตามล าดับ และสารสกัดใบน้อยหน่า
ด้วยเอทานอลน่าจะเป็นสารเพ่ิมฤทธิ์แบบ additive effect ให้แก่สารสกัดใบสะเดาด้วยเอทานอล และฤทธิ์ของสาร
สกัดต่อการกินของแมลงวันทองตัวเต็มวัย พบว่าสารสกัดใบน้อยหน่าด้วยน้ ามีประสิทธิภาพท าให้แมลงตายได้ ปาน
กลาง LC50 1,710.91 ± 67.07 ppm ฤทธิ์สารสกัดผสมควบคุมแมลงได้ปานกลางเช่นกัน สารสกัดใบสะเดาผสมใบ
น้อยหน่าด้วยเอทานอลก าจัดแมลงได้สูงสุด LC50 1,605.87 ± 67.93 ppm จากการศึกษาของ Khalequzzaman 
andSultana (2006) ทดสอบสารสกัดเมล็ดน้อยหน่าด้วยตัวท าละลายต่างๆกับตัวอ่อนและตัวเต็มวัยของมอดแป้ง 
(Red flour beetle) 4 สายพันธุ์ คือ Raj, CR 1, FSS II และ CTC-12 พบว่า สารสกัดเมล็ดน้อยหน่าด้วยเมทานอล
มีความเป็นพิษต่อตัวอ่อนมอดแป้งสายพันธุ์ FSS II น้อยที่สุด และสารสกัดเมล็ดน้อยหน่าด้วยปิโตรเลียมสปิริท มี
ความเป็นพิษต่อตัวอ่อนมอดแป้งสายพันธุ์ Raj สูงที่สุด ส าหรับตัวเต็มวัยของมอดแป้ง สารสกัดเมล็ดน้อยหน่าด้วย
ปิโตรเลียมสปิริทมีความเป็นพิษกับสายพันธุ์ CTC-12 สูงที่สุด และสารสกัดเมล็ดน้อยหน่าด้วยอะซิโตนมีความเป็น
พิษกับสายพันธุ์ CR 1 น้อยที่สุด สารสกัดหยาบของน้อยหน่าสามารถควบคุมตัวอ่อนผีเสื้อ (Leatemia and Isman, 
2004) ควบคุมแมลงวันผลไม้ ชนิด Mediterranean fruit fly (Ceratitis capitata) ในระยะฟักไข่ รบกวนการ
วางไข่และยืดเวลาพัฒนาการของตัวอ่อน (Epino and Chang, 1993)  ควบคุมตัวอ่อนและตัวเต็มวัยของมอดแป้งสี
แดง Tribolium castaneum Herbst (Khalequzzaman and Sultana, 2006) 

ทีแอลซีสมรรถนะสูง (High Performance Thin Layer Chromatography : HPTLC) คือวิธีการแยก
สารบนแผ่นที่เคลือบด้วยตัวดูดซับ เป็นเทคนิคที่ได้รับความนิยมสูงในห้องปฏิบัติการควบคุมคุณภาพสมุนไพร ที่
สามารถแยกสารได้ดีกว่าวิธีทีแอลซี (Thin Layer Chromatography: TLC) เดิม มีประโยชน์อย่างยิ่งต่อการควบคุม
คุณภาพของสมุนไพรและการตรวจเอกลักษณ์ของวัตถุดิบสมุนไพร  เนื่องจากเป็นวิธีทดสอบเชิงปริมาณที่สามารถ
วิเคราะห์สารได้หลายชนิดในเวลาเดียวกันจึงประหยัดเวลาและค่าใช้จ่ายและเมื่อน าไปผนวกกับเครื่องวัดความ
หนาแน่น (Densitometer) ท าให้ได้ข้อมูลเกี่ยวกับสารเพ่ิมขึ้นช่วยในการพิสูจน์ เอกลักษณ์ โครมาโทกราฟี 
(Fingerprint) และวิเคราะห์หาปริมาณสารส าคัญ ซึ่งมีเทคนิคต่างๆ ช่วยในการตรวจสารที่ไม่สามารถวิ เคราะห์ได้
ด้วยเอชพีแอลซี (High Performance Liquid Chromatography: HPLC) ท าให้สามารถควบคุมคุณภาพผลิตภัณฑ์
สมุนไพรในทัศนะระดับชาติและระดับสากล อีกทั้งมีความถูกต้อง (accuracy) มีความแม่นย า (precision) มีสภาพ
ไว (sensitivity) และมีความเที่ยงในการวิเคราะห์ซ้ า (Reproducibility) 
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มีงานวิจัยเกี่ยวกับการสร้างเอกลักษณ์โครมาโทกราฟีในพืชสมุนไพรหลายชนิด ด้วยการใช้เทคนิคทีแอลซี
สมรรถนะสูง จากการศึกษารากยาสูบ  ลักษณะภายนอก และคุณสมบัติทางพฤกษเคมี การวิเคราะห์ทางพฤกษเคมี 
และเอกลักษณ์โครมาโทกราฟีโดยทีแอลซีสมรรถนะสูง  ผลทางพฤกษวิทยาพบสารฟลาโวนอยด์ ไฟโตสเตอรอล ไตร
เทอร์ปินอยด์ และแทนนิน โดยการสกัดด้วยปิโตรเลียมอีเทอร์ (petroleum ether) เมื่อตรวจค่า Rf ที่ 400nm 
พบว่าเอกลักษณ์โครมาโทกราฟี โดยเครื่อง HPTLC-densitometer สามารถใช้บ่งชี้ข้อมูลในการพิจารณารับรองสาร
สกัดหยาบได้ (Sunilet al., 2011) การสร้างเอกลักษณ์โครมาโทกราฟีของสาหร่ายสีน้ าตาล (Lobophora 
variegate) โดยวิธีทีแอลซีสมรรถนะสูง สกัดด้วยสารละลายเมทานอลิค (methanolic) พบ 9 พีค ให้ค่า Rf อยู่
ในช่วง 0.18-0.86 ซึ่งสรุปได้ว่าการวิเคราะห์เอกลักษณ์โครมาโทกราฟี ด้วยทีแอลซีสมรรถนะสูงของสารสกัดเมทา
นอลิคสามารถใช้เป็นเครื่องมือในการพิสูจน์เอกลักษณ์ของสาหร่าย และเป็นประโยชน์ในการบ่งชี้ทางพฤกษเคมีของ
สายพันธุ์ต่างๆ ได้ (Thennarasan et al.,2014) นอกจากนี้ Manikandan and Doss (2010) ศึกษาส่วนประกอบ
ทางชีวเคมี คุณค่าทางโภชนาการ ตรวจวัดขนาดโมเลกุลของโปรตีน และตรวจทางพฤกษเคมีโดยวิธีทีแอลซี
สมรรถนะสูง และสารสกัดใบต้อยติ่ง และจ๊าหอมด้วย 50% เมทานอลิคพบสารฟลาโวนอยด์ ไกลโคไซด์ ฟีนอล ซา
โปนิน และธาตุอาหารปริมาณเล็กน้อย ได้แก่   ฟีโนลิค คาโรทีนอยด์  จากการศึกษาทีแอลซีสมรรถนะสูงของพืช
สมุนไพรกาง (Albizia lebbeck) ตามวิธี Harborneและ Wagner et al.โดยใช้เอทิลอะซิเตต : เมทานอล : น้ า 
(100:13.5:10) เป็น mobile phase และ สเปรย์ด้วย Dragendorff’s reagent ตามด้วย 10%Sodium nitrile 
reagent และอบที่ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที ส่องภายใต้แสง uv 366 nm และ แสงธรรมชาติ พบ อัล
คาลอยด์ สเตียรอยด์ เทอร์ปินอยด์ ฟลาโวนอยด์ ซาโปนิน และ ไกลโคไซด์ สารสกัดปิโตรเลียมอีเทอร์ พบอัลคา
ลอยด์ 10 ชนิดที่ค่า Rf ระหว่าง 0.02-0.85  สารสกัดเอทิลอะซิเตต พบอัลคาลอยด์ที่แตกต่างกัน 5 ชนิดที่ค่า Rf 
ระหว่าง 0.09-0.84 และสารสกัดเมทานอลิคพบอัลคาลอยด์ที่ต่างกัน 4 ชนิดที่ค่า Rf ระหว่าง 0.02-0.79 (Nazneen 
et al.,2012) และ (Sachin et al., 2009) วิเคราะห์สาร quercetin ในบัวเผื่อน (Nymphaea stellata willd) 
โดยสกัดบัวเผื่อนด้วยกรดไฮโดรคลอริค(hydrochloric) และใช้ mobile phase คือ โทลูอีน(toluene) : เอทิลอะซิ
เตต (ethyl acetate) : กรดฟอร์มิค(formic acid) (5:4:0.2 v/v/v) แล้วตรวจวัดปริมาณด้วยเครื่อง densitometer 
ที่ 380 nm ใช้หลอดดิวเทอเรี่ยม สามารถแยกสาร quercetin ออกจากส่วนประกอบอ่ืนๆ ในสารสกัดได้ดี ให้
ค่าเฉลี่ยของ %recovery เป็น 99.33% ซึ่งการใช้วิธีทีแอลซีสมรรถนะสูง และสามารถใช้วิเคราะห์ปริมาณของ 
quercetin ได้ และเป็นวิธีที่ถูกต้องและรวดเร็ว จากการตรวจสอบทางพฤกษเคมีของว่านหางจระเข้ (A. vera) เพ่ือ
ใช้เป็นเครื่องมือในการท ามาตรฐาน โดยการวิเคราะห์ทางพฤกษเคมี การทดสอบการละลายโลหะหนัก ศึกษาการ
ต้านจุลชีพ และหาปริมาณของ gallic acid และ berberine โดยวิธีทีแอลซีสมรรถนะสูง ผลที่ได้คือ การทดสอบ
ทางพฤกษเคมีเผยให้เห็นถึง อัลคาลอยด์ คาร์โบไฮเดรต แทนนิน สเตียรอยด์ ไตรเทอปินอยด์ และ ไกลโคลไซด์ โดย
พบฟลาโวนอยด์และฟีนอล 1.9% และ 13.11% ตามล าดับ พบ berberine และ gallic acid 2.74% และ 0.543% 
ตามล าดับ (Patel et al., 2012) 

7. วิธีด าเนินการ 
อุปกรณ์ เครื่องมือเครื่องแก้ว และสารเคมี 
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1. เครื่องแก้ว ได้แก่ volumetric flask, pipette, round bottom flask, cylinder, beaker, vial เป็นต้น 
2. สารเคมี ได้แก่ ethyl ether, ethyl acetate, methanol, chloroform, hexane, petroleum ether, 

น้ ายาพ่น Anisaldehyde-sulfuric acid, น้ ายาพ่นและน้ ายาทดสอบ dragendorff 
3. เครื่องมือวิทยาศาสตร์ ได้แก่ เครื่องชั่งไฟฟ้า , ultrasonic bath, vacuum pump, เครื่องบดตัวอย่าง, 

ตู้อบตัวอย่าง, เครื่องระเหยแบบลดความดัน (rotary evaporator), เครื่องทีแอลซีสมรรถนะสูง (High 
performance thin layer chromatography, HPTLC) และแผ่น HPTLC plate silica gel 60F254 
size 20x10cm 

4. สิ่งทดลอง ได้แก่ เมล็ดน้อยหน่า และหนอนใยผัก 
วิธีการ 

1. จัดซื้อสารเคมี ตัวท าละลายสารอิมัลซิไฟเออร์ และสารลดแรงตึงผิว และเครื่องแก้ว และเก็บหนอนใยผัก 
จากแปลงคะน้า และแปลงกะหล่ าดอก จ.นครราชสีมา และ จ.กาญจนบุรี ส าหรับเลี้ยงเพ่ือทดสอบ 

2. เตรียมสารสกัดหยาบเมล็ดน้อยหน่า โดยน าผลน้อยหน่าสุก แกะเมล็ด ล้างท าความสะอาด อบแห้งและ
บดให้ละเอียด แล้วสกัดด้วย methanol กรองด้วยกระดาษกรองผ่านระบบปั๊มสุญญากาศ และระเหยแห้งด้วยเครื่อง 
rotary evaporator  

3. น าสารสกัดหยาบ ไปทดสอบหนอนใยผัก และสกัดต่อจนได้เป็นสารกึ่งบริสุทธิ์ เพ่ือหาสารออกฤทธิ์ 
4. วิจัยสูตรผลิตภัณฑ์สารสกัดน้อยหน่าน าสารสกัดหยาบที่ได้มาศึกษาหาสูตรผสมของสารสกัดน้อยหน่า 

โดยทดลองผสมตัวท าละลาย (Solvent) สารอิมัลซิไฟเออร์ (emulsifier) และสารลดแรงตึงผิว (surfactants) เมื่อได้
สูตรผสมของสารสกัดน้อยหน่าแล้วน ามาตรวจวิเคราะห์หาสารส าคัญ และทดสอบประสิทธิภาพเบื้องต้นของสูตร
ผสมต่อหนอนใยผัก หลังจากได้สูตรที่เหมาะสมทั้งลักษณะทางกายภาพและประสิทธิภาพแล้วน าสารดังกล่าวมา
ทดสอบความคงสภาพต่อไป 

5. ศึกษาการคงสภาพของผลิตภัณฑ์น้อยหน่าเตรียมผลิตภัณฑ์ส าหรับการทดสอบการคงสภาพวิเคราะห์หา
ปริมาณของกลุ่มสารส าคัญและคุณสมบัติทางกายภาพ ก่อนและหลังใช้ความร้อนเป็นตัวเร่ง 

6. ทดสอบประสิทธิภาพผลิตภัณฑ์สารสกัดจากน้อยหน่าในหนอนใยผักท่ีระดับความเข้มข้นต่างๆ โดยวาง
แผนการทดลองแบบ CRD 6 กรรมวิธีๆละ 4 ซ้ า 

7. วิเคราะห์ข้อมูล สรุปและรายงานผล 
 
ระยะเวลา  เริ่มต้น  ตุลาคม 2559 สิ้นสุด กันยายน 2560 
สถานที่ทดลอง  กลุ่มงานวิจัยวัตถุมีพิษการเกษตรจากสารธรรมชาติ   

 กองวิจัยพัฒนาปัจจัยการผลิตทางการเกษตร 

8. ผลการทดลองและวิจารณ์ 
การเก็บตัวอย่างเมล็ดน้อยหน่า และเตรียมเป็นสารสกัดน้อยหน่า 

เตรียมตัวอย่างเมล็ดน้อยหน่าบด (รูปที่ 1) 
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รูปที่ 1 ขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างเมล็ดน้อยหน่าบด 
 

สกัดสารสกัดหยาบจากเมล็ดน้อยหน่าด้วยเมทานอล  แล้วน าไประเหยด้วยเครื่องระเหยแบบลดความดัน 
(รูปที่ 2) แล้วน า crude ที่ได้ ไปแยกเป็น 4 ส่วนตามสภาพขั้วน้อยไปมาก (เฮกเซน เมทานอล ไดคลอโรมีเทน และ
น้ า) ได้ crude1, crude2, crude3 และ crude4 น าไปทดสอบฤทธิ์ต่อหนอนใยผัก ได้เปอร์เซ็นต์การตายเฉลี่ย 27.5, 
90.0, 0.0, 0.0% ตามล าดับท าให้ทราบว่าสารที่มีฤทธิ์ต่อหนอนใยผักอยู่ใน crude2 จึงน า crude2 ไปศึกษาสภาวะ
(condition) ที่เหมาะสมส าหรับเครื่อง HPTLC ในการวิเคราะห์ทั้งเชิงคุณภาพและปริมาณ, สกัดต่อเป็นสารกึ่งบริสุทธิ์ 
และเตรียมเป็นผลิตภัณฑ์เข้มข้นสูตรต่างๆ 

 

 
 

รูปที่ 2 ขั้นตอนการเตรียมสารสกัดหยาบจากเมล็ดน้อยหน่า 

การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมเพื่อวิเคราะห์สารออกฤทธิ์ในสารสกัดและสูตรผลิตภัณฑ์น้อยหน่า 
 การศึกษาสภาวะ (condition) ที่เหมาะสม (ทดสอบตัวอย่าง crude2) ในการวิเคราะห์ด้วยเครื่องทีแอลซี
สมรรถนะสูง (HPTLC) ด้วยแผ่น TLC aluminium sheets silica gel60 F254 ส่องภายใต้แสง UV366 nm และ
สเปรย์ด้วยน้ ายา dragendorff s spray reagent แล้วส่องภายใต้แสงธรรมชาติ เพ่ือทดสอบการแยกของ alkaloids 
ชนิดต่างๆ  

 การหาสภาวะสารตัวพา (mobile phase) ด้วยตัวท าละลาย 1 ชนิด ได้แก่ diethyl ether, 
petroleum ether, tert-butyl methyl ether, methanol, ethanol, butanol, propanol, propane1,2diol, 
emyl alcohol, tetrahydrofuran, formaldehyde, acetic acid, dichloromethane, ethyl acetate, dioxane 
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acetone, acetonitrile, benzene, toluene, xylene, chloroform, hexane, water ตามล าดับ พบว่าไม่สามารถ
แยก alkaloids แต่ละตัวออกจากกันได้  

 การห าสภ าวะสารตั วพ า (mobile phase) ด้ วยตั วท าละลายผ สม  2 ชนิ ด  ได้ แก่
( EtOAc/MeOH(9/1), ( EtOAc/MeOH(8/2), (EtOAc/Hexane(1/1),( EtOAc/MeOH/AcOH(7/2/1), 
(EtOAc/AcOH(5/5), (EtOAc/MTBE(5/5), (EtOAc/propanol(8/2), (MeOH/CHCl3(5/5), (MeOH/ACN(5/5)  
ตามล าดับ พบว่าไม่สามารถแยกได้ดีเท่าที่ควร 

 การหาสภาวะสารตัวพา (mobile phase) ด้วย ตัวท าละลายผสม 3-4 ชนิด (ทดสอบตัวอย่าง 
crude1-4) ได้แก่  

   (1) toluene/ MeOH/EtOAc/AcOH(20/12/20/1) 
   (2) toluene/ MeOH/EtOAc/AcOH(20/12/20/1) 
   (3) EtOAc/MeOH/CHCl3(5/4/1) 
   (4) EtOAc/MeOH/CHCl3(7/1.5/1.5) 
   (5) EtOAc/MTBE/MeOH(93/5/2)  
   (6) EtOAc/MTBE/AcOH(95/4/1)  

 
พบว่าการใช้ EtOAc/MTBE/MeOH (93/5/2) สามารถแยก alkaloids ต่างๆ ออกจากกันได้ดีกว่า จึง

เลือกใช้เป็นสารตัวพาส าหรับทดสอบสารกึ่งบริสุทธ์ที่สกัดได้ต่อไป (รูปที่ 3) 

 
รูปที่ 3 การหาสภาวะสารตัวพา ด้วยตัวท าละลาย 3-4 ชนิด 

 
การสกัดสารกึ่งบริสุทธิ์เพื่อหาสารที่มีฤทธิ์ต่อหนอนใยผัก  
 น าcrude2 ซึ่งมีฤทธิ์ต่อหนอนใยผักมากที่สุด มาสกัดต่อด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟีได้สารกึ่ง
บริสุทธิ์F1, F2, F3, F4 และ F5(รูปที่ 4) แล้วน าไปทดสอบฤทธิ์ต่อหนอนใยผัก ได้%การตายเฉลี่ย67, 97, 30, 30 และ
13 %ตามล าดับ ท าให้ทราบว่า F2 มี alkaloid ชนิดที่มีฤทธิ์ต่อหนอนใยผักมากท่ีสุด คือ alkaloid2 (รูปที่ 5-6)และ
จาก spectrum ท าให้ทราบว่าความยาวคลื่นสูงสุด (max) ที่ใช้วัด alkaloid2 คือ 215nm(รูปที่ 7) 

 

(1)   (2) (3) (4) (5) (6) 
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รูปที่ 4 การใช้เทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟีเพ่ือแยกสารกึ่งบริสุทธิ์ 
 

 
รูปที่ 5 Fingerprintของ crude 1-4 และ F1-5 

 

 
รูปที่ 6 HPTLC chromatogram ของ crude 1-4 และ F1-5 
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รูปที่ 7 Spectrum ของสารalkaloids ต่างๆ ที่พบใน crude2 

 
การพัฒนาสูตรผลิตภัณฑ์จากสารสกัดน้อยหน่า 
 เตรียมเป็นผลิตภัณฑ์เข้มข้นสูตรต่างๆ โดยน า crude2 มาพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์สูตร EC (emulsifiable 
concentrates) และ EW (emulsion in water) โดยผสมตัวท าละลาย สารอิมัลซิไฟเออร์ สารลดแรงตึงผิว และ
สารเติมแต่งในอัตราส่วนต่างๆ และทดสอบการคงสภาพเบื้องต้น จนได้เป็นผลิตภัณฑ์ที่เหมาะสมในสูตรEC และ 
EW อย่างละ 1สูตร (รูปที ่8)เพ่ือใช้ในการทดสอบประสิทธิภาพต่อหนอนใยผัก 

 

 
รูปที่ 8 ผลิตภัณฑจ์ากสารสกัดเมล็ดน้อยหน่าสูตร EWและ EC 

 
การทดสอบการคงสภาพ (stability) ของสูตรผลิตภัณฑ์สารสกัดเมล็ดน้อยหน่า  

 การคงสภาพของผลิตภัณฑ์ก่อนและหลังใช้ความร้อนเป็นตัวเร่ง  โดยอบที่อุณหภูมิ 54องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 14 วัน พบว่าลักษณะทางกายภาพไม่เปลี่ยนแปลงทั้ง สูตร EW และสูตร EC(รูปที่ 9) 

EC EW 
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รูปที่ 9 ผลิตภัณฑ์ก่อนและหลังอบให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 54 องศาเซลเซียส 14 วัน 

 
 การคงสภาพของสารสกัดน้อยหน่าcrude2 เมื่อละลายในตัวท าละลายที่มีสภาพกรด-ด่าง ได้แก่ 

1 N HCl, 0.1N HCl, 0.01N HCl, 0.001N HCl, H2O, 0.001N NaOH, 0.01N NaOH, 0.1N NaOHแ ล ะ  1N 
NaOHเรียงจากซ้ายไปขวาตามล าดับ(รูปที่ 10)สังเกตการเปลี่ยนแปลงในระยะเวลา0, 1, 3, 7 และ 14 วันโดยชั่ง
สารสกัดน้อยหน่า 1กรัม ละลายด้วยตัวสารละลายกรด-ด่าง 4 มิลลิลิตร พบว่า ในสภาวะด่าง crude2 ละลายในตัวท า
ละลายได้ดีและคงสภาพมากกว่าในสภาวะกรด 

 
รูปที่ 10 สารสกัด Crude2 ในตัวท าละลายกรด-ด่างที่เวลาต่างๆ 

 
 การคงสภาพของลักษณะทางกายภาพของใบคะน้า (phytotoxicity) หลังฉีดพ่นด้วยผลิตภัณฑ์สูตร 

EC และ สูตร EW หลังฉีดพ่น 3 วัน พบว่าใบคะน้ามีสภาพปกติ (รูปที่ 11) 

EC EW 
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รูปที่ 11 ใบคะน้า ก่อนและหลังฉีดพ่นด้วยผลิตภัณฑ์สูตร EC และ EW 

 
 การคงตัวของpH ของสารสกัดน้อยหน่าสูตร EC และ EW โดยแบ่งใส่ภาชนะขนาดเล็กแล้วแยกเก็บ 

ที่อุณหภูมิต่างๆ คือ 0องศาเซลเซียส, อุณหภูมิห้อง(RT), 45องศาเซลเซียสและ 70องศาเซลเซียส โดยวิเคราะห์ทุก 2 
วัน จนครบ 14 วันจากการวัดค่า pH พบว่า ทั้งสูตร EC และ EW มีแนวโน้มลดลงเมื่อเวลาเพ่ิมขึ้น และมีอัตราการลด
มากขึ้นเมื่อเก็บที่อุณหภูมิสูงขึ้น (รูปที่ 12) 

 
รูปที่ 12 แนวโน้มของค่า pH เมื่อเวลาเพ่ิมขึ้นจากการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์สูตร EC และ EW ที่อุณหภูมิต่างๆ 

 

 
ตารางที่ 1 ค่า pH จากการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์สูตร EC และ EW ที่อุณหภูมิต่างๆ 

 



13 
 

 การคงตัวของสารออกฤทธิ์ในสารสกัดน้อยหน่าสูตร EC และ EW โดยแบ่งใส่ภาชนะขนาดเล็กแล้ว
แยกเก็บ ที่อุณหภูมิต่างๆ คือ 0องศาเซลเซียส, อุณหภูมิห้อง(RT),45องศาเซลเซียส และ 70องศาเซลเซียส โดย
วิเคราะห์ทุก 2 วัน จนครบ 14 วันจากการวิเคราะห์ปริมาณสารออกฤทธิ์alkaloid2ในผลิตภัณฑ์น้อยหน่าสูตร EC 
และ EW ที่เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 0, RT, 54 และ 70 องศาเซลเซียสด้วยเครื่องHPTLC ในระยะเวลา 0, 2, 6, 8, 10, 12 
และ 14 วัน ผลการเปรียบเทียบ HPTLC chromatogramและ HPTLC fingerprint  ไม่พบความแตกต่างหรือลดลง
ของ alkaloid2 ในทั้ง 2สูตรผลิตภัณฑ์ (รูปที่ 13-14) จึงน าตัวอย่างดังกล่าว ไปวิเคราะห์ด้วยเครื่องHPLC ซึ่งมีความ
ละเอียดในการแยกท่ีดีกว่า โดยใช้ column ODS3, สารตัวพา water/methanol/acetonitrile(15/50/35)ตรวจวัด
ที่ความยาวคลื่น 215nm ผลการเปรียบเทียบ HPLC chromatogram (รูปที่ 15) พบว่ามีการเปลี่ยนแปลงของ
สารส าคัญเพียงเล็กน้อยเท่านั้น 

 
รูปที ่13 HPTLC fingerprintและ HPTLC chromatogramของผลิตภัณฑ์สูตร EC  

เก็บที่อุณหภูมิ 0, RT, 54 และ 70 องศาเซลเซียส ในระยะเวลา 0, 2, 6, 8, 10, 12 และ 14 วัน 
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รูปที่ 14 HPTLC fingerprintและ HPTLC chromatogram ของผลิตภัณฑ์สูตร EW 

เก็บที่อุณหภูมิ 0, RT, 54 และ 70 องศาเซลเซียส ในระยะเวลา 0, 2, 6, 8, 10, 12 และ 14 วัน 
 

 
รูปที่ 15 HPLC chromatogram ของผลิตภัณฑ์สูตร EC และ EW 

เก็บที่อุณหภูมิ 0, RT, 54 และ 70 องศาเซลเซียส ในระยะเวลา 0, 2, 6, 8, 10, 12 และ 14 วัน 
 

 การคงตัวของคุณสมบัติทางกายภาพของผลิตภัณฑ์ก่อนอบและหลังอบอุณหภูมิ 54องศา
เซลเซียส 14 วัน ผลการสดสอบความเป็นกรด-ด่าง พบว่าก่อนและหลังอบมีการเปลี่ยนแปลงเล็กน้อย และ ผลิตภัณฑ์
หลังอบทั้ง 2 สูตร มีค่า pH ลดลง ค่าต่างๆ แสดงในตารางที่ 2 

 
ตารางที่ 2 ผลทดสอบคุณสมบัติทางกายภาพของผลิตภัณฑ์ EC, EW ก่อนและหลังอบ  
 

สูตร EW ก่อนอบ หลังอบ วิธีทดสอบ 
กรด-ด่าง as H2SO4 0.008% as H2SO4 0.010% MT191 CIPAC L 
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การไหลเท 3.44% - MT148.1 CIPAC J 
pH 4.38 3.91 MT75.3 CIPAC J 
ฟอง 1min=4ml, 12min=0ml - MT47.1 CIPAC O 

 
สูตร EC ก่อนอบ หลังอบ วิธีทดสอบ 
กรด-ด่าง as H2SO4 0.008% as H2SO4 0.009% MT191 CIPAC L 
ปริมาณน้ า 2.356 2.156 MT30.5 CIPAC J 
pH 5.10 4.88 MT75.3 CIPAC J 
ฟอง 1min=4ml, 12min=4ml - MT47.1 CIPAC O 

 
การทดสอบประสิทธิภาพ (efficacy) เบื้องต้นของผลิตภัณฑ์สารสกัดเมล็ดน้อยหน่าสูตร EC และ EW 
 ผลการทดสอบผลิตภัณฑ์สูตร EC ต่อหนอนใยผักวัย2-3 โดยวิธี Leaf dipping method วางแผนการ
ทดลองแบบ CRD จ านวน 4 ซ้ า โดยมี 6 ระดับความเข้มข้นเป็นกรรมวิธีที่อัตรา 0.00, 0.33, 0.50, 0.67, 0.83 
และ 1.00%w/v พบว่าให้เปอร์เซ็นต์การตายของหนอนใยผัก 17, 93, 100, 93, 100 และ 97% ตามล าดับ จาก
ผลที่ไม่แตกต่างกันทุกความเข้มข้น จึงลดความเข้มข้นลง ที่อัตรา 0.00, 0.02, 0.08, 0.17, 0.25 และ 0.33%w/v
พบว่าให้เปอร์เซ็นต์การตายของหนอนใยผัก 12.5, 40.0, 50.0, 60.0, 62.5 และ 85.0% ตามล าดับจากการ
วิเคราะห์ผลทางสถิติ พบว่า การใช้อัตรา 0.17, 0.25 และ 0.33% ให้ผลการตายของหนอนใยผักไม่แตกต่างทาง
สถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (ตาราง 3, รูปที่ 16) 
 ผลการทดสอบผลิตภัณฑ์สูตร EW ต่อหนอนใยผักวัย2-3 โดยวิธี Leaf dipping method วางแผนการ
ทดลองแบบ CRD จ านวน 4 ซ้ า โดยมี 6 ระดับความเข้มข้นเป็นกรรมวิธีที่อัตรา 0.00, 2.67, 4.00, 5.33, 6.67และ 
8.00%w/vให้ %การตายของหนอนใยผัก 33, 90, 70, 100, 97 และ 93% ตามล าดับ จากผลที่ไม่แตกต่างกันทุก
ความเข้มข้น จึงลดความเข้มข้นลง ที่อัตรา 0.00, 0.13, 0.67, 1.33, 2.00 และ 2.67%w/vพบว่าให้%การตายของ
หนอนใยผัก 12.5, 22.5, 32.5, 55.0, 72.5 และ77.5% ตามล าดับจากการวิเคราะห์ผลทางสถิติ พบว่า การใช้อัตรา 
2.00 และ 2.67 % ให้ผลการตายของหนอนใยผักไม่แตกต่างทางสถิติท่ีระดับความเชื่อมั่น 95%(ตาราง 3, รูปที่ 16) 

 

 
รูปที่ 16 หนอนใยผักที่ตายหลังได้รับผลิตภัณฑ์สารสกัดน้อยหน่า 
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ตารางที่  3 ค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การตายของหนอนใยผักวัย2 ในการทดสอบประสิทธิภาพเบื้องต้นของผลิตภัณฑ์
น้อยหน่า สูตร EC และ สูตร EW 

กรรมวิธี เปอร์เซ็นต์การตายของหนอนใยผักวัย2 
(%corrected mortality) 

1. EC formulation 0.00%w/v  (additive) 12.5 f 
2. EC formulation 0.02%w/v 40.0 c-f 
3. EC formulation 0.08%w/v 50.0 b-e 
4. EC formulation 0.17%w/v 60.0 a-d 
5. EC formulation 0.25%w/v 62.5 abc 
6. EC formulation 0.33%w/v 85.0 a 
7. EW formulation 0.00%w/v  (additive) 12.5 f 
8. EW formulation 0.13%w/v 22.5 ef 
9. EW formulation 0.67%w/v 32.5 def 
10. EW formulation 1.33%w/v 55.0 bcd 
11. EW formulation 2.00%w/v 72.5 ab 
12. EW formulation 2.67%w/v 77.5ab 
13. น้ า (กรรมวิธีควบคุม) - 

CV(%) 37.80 
หมายเหตุ ตัวเลขที่ตามหลังด้วยตัวอักษรเหมือนกันในแต่ละคอลัมน์ไม่แตกต่างกันทางสถิติ ใช้ DMRT ที่ระดับความเชื่อมัน 95% 

 

การทดสอบประสิทธิภาพ (efficacy) ของผลิตภัณฑ์สารสกัดเมล็ดน้อยหน่าสูตร EC และ EW ก่อน-หลังให้ความ
ร้อนเป็นตัวเร่งที่อุณหภูมิ 54 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วัน    
 ผลการทดสอบผลิตภัณฑ์สูตร EC ต่อหนอนใยผักวัย2-3 โดยวิธี Leaf dipping method วางแผนการ
ทดลองแบบ CRD จ านวน 4 ซ้ า โดยมี 6 ระดับความเข้มข้นเป็นกรรมวิธีที่อัตรา 0.00, 0.02, 0.08, 0.17, 0.25 และ 
0.33%w/v ผลิตภัณฑ์ก่อนอบให้%การตายของหนอนใยผัก 3, 8, 40, 53, 65และ88% ตามล าดับ ผลิตภัณฑ์หลังอบ
ให้%การตายของหนอนใยผัก 3, 13, 30, 70, 60และ85% ตามล าดับจากการวิเคราะห์ผลทางสถิติ พบว่าที่อัตรา
เดียวกัน ทั้งก่อนและหลังอบให้ผลไม่แตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (ตารางที่ 4) 
 ผลการทดสอบผลิตภัณฑ์สูตร EW ต่อหนอนใยผักวัย2-3 โดยวิธี Leaf dipping method วางแผนการ
ทดลองแบบ CRD จ านวน 4 ซ้ า โดยมี 6 ระดับความเข้มข้นเป็นกรรมวิธีที่อัตรา 0.00, 0.13, 0.67, 1.33, 2.00 และ 
2.67%w/vผลิตภัณฑ์ก่อนอบให้ %การตายของหนอนใยผัก 5, 18, 38, 68, 70 และ 88% ตามล าดับ ผลิตภัณฑ์หลัง
อบให้%การตายของหนอนใยผัก 3, 13, 48, 70, 80และ83% ตามล าดับจากการวิเคราะห์ผลทางสถิติ พบว่าที่อัตรา
เดียวกัน ทั้งก่อนและหลังอบให้ผลไม่แตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (ตารางที่ 5) 
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ตารางที่  4 ค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การตายของหนอนใยผักวัย2 ในการทดสอบประสิทธิภาพของผลิตภัณฑ์น้อยหน่า สูตร 
EC ก่อนและหลังอบที่ อุณหภูมิ 54 องศาเซลเซียส 14 วัน 

กรรมวิธี เปอร์เซ็นต์การตายของหนอนใยผักวัย2 
(%corrected mortality) 

1. EC formulation 0.00%w/v  (additive) ก่อนอบ 2.5 f 
2. EC formulation 0.02%w/v ก่อนอบ 7.5 f 
3. EC formulation 0.08%w/v ก่อนอบ 40.0 cd 
4. EC formulation 0.17%w/v ก่อนอบ 52.5 bc 
5. EC formulation 0.25%w/v ก่อนอบ 65.0 ab 
6. EC formulation 0.33%w/v ก่อนอบ 87.5 a 
7. EC formulation 0.00%w/v (additive) หลังอบ 2.5 f 
8. EC formulation 0.02%w/vหลังอบ 12.5 ef 
9. EC formulation 0.0.08%w/vหลังอบ 30.0 de 
10. EC formulation 0.17%w/vหลังอบ 70.0 ab 
11. EC formulation 0.25%w/vหลังอบ 60.0 bc 
12. EC formulation 0.33%w/vหลังอบ 85.0 a 
13. น้ า (กรรมวิธีควบคุม) - 

CV(%) 34.0 
หมายเหตุ ตัวเลขที่ตามหลังด้วยตัวอักษรเหมือนกันในแต่ละคอลัมน์ไม่แตกต่างกันทางสถิติ ใช้ DMRT ที่ระดับความเชื่อมัน 95% 

 
ตารางที ่ 5 ค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การตายของหนอนใยผักวัย2 ในการทดสอบประสิทธิภาพของผลิตภัณฑ์น้อยหน่า สูตร 
EW ก่อนและหลังอบที่ อุณหภูมิ 54 องศาเซลเซียส 14 วัน 

กรรมวิธี เปอร์เซ็นต์การตายของหนอนใยผักวัย2 
(%corrected mortality) 

7. EW formulation 0.00%w/v (additive) ก่อนอบ 5.0 e 
8. EW formulation 0.13%w/vก่อนอบ 17.5 de 
9. EW formulation 0.67%w/vก่อนอบ 37.5 cd 
10. EW formulation 1.33%w/vก่อนอบ 67.5 ab 
11. EW formulation 2.00%w/vก่อนอบ 70.0 ab 
12. EW formulation 2.67%w/vก่อนอบ 87.5 a 
7. EW formulation 0.00%w/v (additive) หลังอบ 5.0 e 
8. EW formulation 0.13%w/vหลังอบ 5.0 e 
9. EW formulation 0.67%w/vหลังอบ 47.5 bc 
10. EW formulation 1.33%w/vหลังอบ 70.0 ab 
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11. EW formulation 2.00%w/vหลังอบ 80.0 a 
12. EW formulation 2.67%w/vหลังอบ 82.5 a 
13. น้ า (กรรมวิธีควบคุม) - 

CV(%) 38.7 
หมายเหตุ ตัวเลขที่ตามหลังด้วยตัวอักษรเหมือนกันในแต่ละคอลัมน์ไม่แตกต่างกันทางสถิติ ใช้ DMRT ที่ระดับความเชื่อมัน 95% 

9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
การวิจัยสูตรและประสิทธิภาพของผลิตภัณฑ์สารสกัดน้อยหน่าเพ่ือการป้องกันก าจัดศัตรูพืช เนื่องจาก

น้อยหน่าจัดเป็นพืชที่มีศักยภาพในการป้องกันก าจัดศัตรูพืช โดยแต่ละส่วนได้แก่ ใบ เปลือกผล เมล็ด เปลือกต้น 
และราก ให้สารที่มีฤทธิ์แตกต่างกัน ในที่นี้เป็นการทดสอบประสิทธิภาพต่อหนอนใยผัก Plutella xylostella L. 
โดยการสกัดเมล็ดน้อยหน่าด้วย methanol ได้สารสกัดหยาบ แล้วน าไปแยกเป็น 4 ส่วน ได้ crude1, crude2, 
crude3 และ crude4 เมื่อน าไปทดสอบฤทธิ์ต่อหนอนใยผักพบว่า crude 2 มีฤทธิ์ต่อหนอนใยผัก จึงได้น า 
crude2 ไปศึกษาสภาวะ (condition) ที่เหมาะสมส าหรับเครื่อง HPTLC ในการวิเคราะห์ทั้งเชิงคุณภาพและ
ปริมาณ, สกัดต่อเป็นสารกึ่งบริสุทธิ์ และเตรียมเป็นผลิตภัณฑ์เข้มข้นสูตรต่างๆ จากการศึกษาสภาวะ โดยใช้ 
HPTLC glass plate silica gel60 F254 ได้สารตัวพา EtOAc/MTBE/MeOH (93/5/2) ส่องภายใต้แสง uv254, 
366nm และแสงธรรมชาติ แล้วสเปรย์ด้วยน้ ายา dragendorff s spray reagent พบว่าสามารถแยก alkaloid 
ต่างๆ ออกจากกันได้ จึงใช้เป็นวิธีวิเคราะห์สารสกัดกึ่งบริสุทธิ์ที่สกัดได้จาก crude 2 โดยแยกได้เป็น 5 ส่วน คือ 
F1, F2, F3, F4 และ F5 พบ alkaloids 8 ชนิด จากการทดสอบฤทธิ์ต่อหนอนใยผัก พบว่า F1และ F2 ให้%การ
ตายของหนอนสูง ท าให้ทราบว่า alkaloid2 (Rf 0.57) คือสารที่ออกฤทธิ์สูงสุด จึงใช้เป็นสารอ้างอิง ในการวัด
ปริมาณสารส าคัญในผลิตภัณฑ์ ซึ่งจากการวิจัยสูตรผลิตภัณฑ์ในรูปแบบต่างๆ พบว่า สูตรที่เหมาะสมในการท า
ผลิตภัณฑ์มี 2 สูตรคือ EC (emulsifiable concentrates) และ EW (emulsion in water) เมื่อทดสอบความคง
ตัวหลังให้ความร้อนเป็นตัวเร่งที่อุณหภูมิ 54 องศาเซลเซียส 14 วัน พบว่าผลิตภัณฑ์ยังคงลักษณะทางกายภาพไม่
เปลี่ยนแปลงทั้ง 2 สูตร เมื่อทดสอบประสิทธิภาพต่อหนอนใยผัก ของผลิตภัณฑ์สูตร EC ที่อัตรา 0.33%w/v และ
สูตร EW ที่อัตรา 2.67%w/v พบว่าให้%การตายหนอนหนอนใยผักเกิน 80% ไม่แตกต่างทางสถิตทิั้งก่อนและหลัง
อบที่อัตราเดียวกันสอดคล้องกับผลการวิเคราะห์ด้วย HPTLC และ HPLC ซึ่งให้ chromatogram ของ alkaloid2 
คงที่เมื่อเก็บที่อุณหภูมิต่างๆ ในช่วงเวลา 0-14วันแต่ค่า pH มีแนวโน้มลดลง และมีอัตราการลดมากขึ้นเมื่อเก็บที่
อุณหภูมิสูงขึ้นการทดลองนี้ควรต่อยอดเพ่ือหาสูตรโครงสร้างของสารออกฤทธิ์ alkaloid2 ด้วยเครื่องมือแมสสเปก
โตรมิเตอร์ จะท าให้สามารถวิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธิ์ที่แน่นอนได้ ส าหรับผลิตภัณฑ์สูตร EC และ EW ที่
พัฒนาขึ้น สามารถน าไปต่อยอดศึกษาประสิทธิภาพต่อแมลงศัตรูพืชชนิดอ่ืนๆได้ในอนาคต เพ่ือเพ่ิมมูลค่าและ
สนองนโยบายการลดการใช้สารเคมีก าจัดศัตรูพืช  

10.  การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 
ผลการวิจัยนี้ ท าให้ทราบวิธีสกัดและตรวจสอบสารที่มีฤทธิ์ต่อหนอนใยผักจากเมล็ดน้อยหน่า สามารถ

พัฒนาสูตรผลิตภัณฑ์สารก าจัดศัตรูพืชจากน้อยหน่า โดยใช้ข้อมูลเอกลักษณ์ทางโครมาโทกราฟี (HPTLC 
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fingerprint) ในการควบคุมคุณภาพผลิตภัณฑ์สารสกัดน้อยหน่าซึ่งสามารถใช้เป็นปัจจัยการผลิตที่ช่วยลดการใช้
วัตถุมีพิษการเกษตรจากสารเคมี เพ่ิมคุณภาพชีวิต ประหยัดค่าใช้จ่าย และเพ่ิมมูลค่าให้เกิดประโยชน์สูงสุดจากเมล็ด
ที่เหลือจากการบริโภค โดยสามารถถ่ายทอดความรู้ไปยังนักวิจัย ภาครัฐ ภาคเอกชน เกษตรกรและผู้ที่สนใจต่อไป 
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