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17 คา LC50 ทางการกินของหนอนกระทูผักเมือ่ทดสอบประสิทธิภาพการเปนสาร 

ฆาแมลงดวยน้าํมันหอมระเหยจากใบยูคาลปิตัส เก็บในฤดูแลง 
(ก)  เดือนพฤศจิกายน 
(ข)  เดือนมกราคม 
(ค)  เดือนมีนาคม           49 

 
 
 
 



 (8)

สารบัญภาพ (ตอ) 
 
ภาพที ่                                                                                                                                          หนา 
 

18 คา LC50 ทางการกินของหนอนกระทูผักเมือ่ทดสอบประสิทธิภาพการเปนสาร 
ฆาแมลงดวยน้าํมันหอมระเหยจากใบยูคาลปิตัสที่เก็บในฤดูฝน 
(ก)  เดือนพฤษภาคม 
(ข)  เดือนกรกฎาคม 
(ค)  เดือนกันยายน           51 

 
19 คา LC50 ตอหนอนกระทูผักเมื่อทดสอบประสิทธิภาพการเปนสารรมดวยน้ํามันหอมระเหย 

จากใบยูคาลิปตัส 
(ก)  ฤดแูลง (เดือนมกราคม) 
(ข)  ฤดูแลง (เดือนพฤษภาคม)          53 

 
20 ประสิทธิภาพในการไลแมลงของน้ํามันหอมระเหยจากใบยูคาลิปตัสตอ 

หนอนกระทูผัก 
(ก)  ฤดแูลง (เดือนมกราคม) 
(ข)  ฤดูแลง (เดือนพฤษภาคม)          55 

 
ภาพผนวกที ่
 

1 ความสัมพันธของความเขมขนของสารละลายมาตรฐานกับพื้นที่ใตสัญญาณของ 
สารละลายมาตรฐานที่ปรากฏ          90 

 
2 ประสิทธิภาพการเปนสารไลแมลงของน้ํามันหอมระเหยจากใบยูคาลปิตัส ที่เก็บ 

ในฤดูแลงตอหนอนกระทูผัก          91 
 

3 ประสิทธิภาพการเปนสารไลแมลงของน้ํามันหอมระเหยจากใบยูคาลปิตัส ที่เก็บ 
ในฤดูฝนตอหนอนกระทูผัก          92 

 



 (9)

สารบัญภาพ (ตอ) 
 
ภาพผนวกที่                                                                                                                                  หนา 
 

4 ความสัมพันธระหวางสารองคประกอบกับอุณหภูมิเฉล่ียและปริมาณน้ําฝนเฉลี่ยใน 
เดือนที่เก็บใบยูคาลิปตัสมาสกัดน้ํามันหอมระเหย        93 
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อุปกรณและวิธีการ 
 
1.  การเล้ียงหนอนกระทูผักเพื่อใชในการทดลอง 
 

ทําการเลี้ยงหนอนกระทูผัก (S. litura) ในหองปฏิบัติการ โดยใชใบคะนาเปนอาหาร จนเขา
ระยะดักแด เมื่อเปนตัวเต็มวัยจึงปลอยใหผสมพันธุ และใชน้ําหวานความเขมขน 5 เปอรเซ็นต เปน
อาหารสําหรับตัวเต็มวัย หนอนที่ใชสําหรับการทดลอง คือ หนอนวัยที่ 2-3 
 
2.  การเก็บใบยูคาลิปตัสเพื่อไปสกัดน้ํามันหอมระเหย 
 

เก็บใบยูคาลิปตัส คามาลดูเลนซิส ที่ปลูกภายในมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน 
จังหวัดนครปฐม โดยเก็บในเวลาเชา เลือกเก็บใบที่คอนขางแกมีสีเขียวเขม เก็บใบยูคาลิปตัส 2 ฤดูกาล 
คือฤดูแลงเก็บในเดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2546 เดือนมกราคม และมีนาคม พ.ศ. 2547 และฤดูฝนเก็บ
ในเดือนพฤษภาคม กรกฎาคม และกันยายน พ.ศ. 2547  
 
3.  การสกัดน้ํามันหอมระเหย 
 

สกัดน้ํามันหอมระเหยโดยวิธีการกลั่นดวยไอน้ํา (steam distillation) โดยใชเครื่องกล่ันน้ํามัน
หอมระเหยดวยไอน้ํา (ภาพที่ 3) ใสน้ําลงในหมอกล่ันน้ํามันหอมระเหยประมาณ 7 ลิตร นําใบยูคาลิปตัส
น้ําหนัก 12 กิโลกรัมใสลงในเครื่องกล่ันความดันไอน้ํา ปดฝาหมอกล่ันใหสนิทไมใหมีไอน้ําออกมา 
จุดไฟที่เตาแก็สและเปดน้ําเขาหมอทําความเย็น เมื่อน้ําในหมอกลั่นเดือด น้ํามันหอมระเหยในใบ
ยูคาลิปตัสจะถูกสกัดออกมาในรูปไอของน้ํามัน โดยไอน้ํามันจะเคลื่อนที่เขาไปในสายยางที่ตอไปยัง
หมอทําความเย็น เมื่อไอของน้ํามันไดรับความเย็นจะควบแนนกลายเปนหยดน้ํามันไหลลงสูขวดแกว
ที่นํามารองไว น้ํามันหอมระเหยของใบยูคาลิปตัสที่สกัดไดจะอยูบริเวณสวนบนของขวด ใช dropper 
ดูดเฉพาะน้ํามันออกมา นําน้ํามันหอมระเหยที่ไดไปเก็บไวในขวดสีชา เพื่อเก็บไวใชในการทดลอง
ตอไป ในการสกัดน้ํามันยูคาลิปตัสแตละครั้งใชเวลาประมาณ 2 ช่ัวโมง 
 
4.  การตรวจหาองคประกอบและปริมาณองคประกอบของน้ํามันหอมระเหย 
 

นําน้ํามันหอมระเหยที่สกัดไดมาตรวจวิเคราะหหาองคประกอบ โดยใชเทคนิคทาง Gas 
chromatography (GC) ในการตรวจหาองคประกอบและปริมาณองคประกอบมีวิธีการดังนี้ 
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4.1  การวิเคราะหน้ํามันหอมระเหยโดยใชเครื่อง GC 
 

ใชเครื่อง Gas chromatograph (GC) ที่มีเครื่องตรวจวัดชนิด Flame Ionization Detector 
(FID) (Shimadzu รุน GC–9A) ใชคอลัมน widebore DB–5 1.5 µm (30 m × 0.541 mm) และใชแกส
ไนโตรเจน (N2) เปน carrier gas อุณหภูมิในการวิเคราะหเทากับ 50–280 องศาเซลเซียส กําหนดให
เร่ิมวิเคราะหที่อุณหภูมิเทากับ 50 องศาเซลเซียส อุณหภูมิเพิ่มขึ้นในอัตรา 10 องศาเซลเซียสตอนาที 
ใชเวลานาน 7 นาที จะได 120 องศาเซลเซียส จากนั้นอุณหภูมิเพิ่มขึ้นในอัตรา 3 องศาเซลเซียสตอนาที 
จนถึงอุณหภูมิเทากับ 280 องศาเซลเซียส ใชเวลานาน 53 นาที 20 วินาที อุณหภูมิขณะทําการฉีดสาร
เทากับ 280 องศาเซลเซียส เวลาที่ทําการวิเคราะหทั้งหมด 1 ช่ัวโมง 20 วินาที (ภาพที่ 4) 
 

4.2  การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 
 

เตรียมสารมาตรฐานทุกชนิดใหมีความเขมขนเทากับ 0.1 กรัมตอมิลลิลิตร ใน
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

 
สูตร   D = M/V 

     D = ความหนาแนนของสาร (ตัวอยาง สาร γ-terpinene มีความหนาแนนเทากับ 
0.848 กรัมตอมิลลิลิตร) 
     M = น้ําหนักของสาร (เทากับ 1 กรัม) 
     V = ปริมาณของสารที่ตองใช 
 

เพราะฉะนั้น V = M/D 
        = 1/0.848 = 1.179 มิลลิลิตร หรือ 1179 ไมโครลิตร 

ดังนั ้น  ปเปตสารมาตรฐานมา  1179  ไมโครลิตร  ผสมกับ เมทธานอลใหได
ปริมาตร  10 มิลลิลิตร เขยาสารละลายใหเขากัน ไดสารละลายมาตรฐานความเขมขน 0.1 กรัมตอ
มิลลิลิตร ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
 

4.3  การวิเคราะหองคประกอบของน้ํามันหอมระเหย 
 

วิเคราะหหาองคประกอบของน้ํามันหอมระเหยโดยเปรียบเทียบกับคา retention time 
ของสารละลายมาตรฐาน 5 ชนิด ไดแก γ-terpinene, α-pinene, limonene, p–cymene และ eucalyptol 
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(1,8-cineole) และหาปริมาณองคประกอบของสารแตละชนิดโดยใชวิธี Corrected area normalization 
method เปรียบเทียบโครมาโตแกรมของตัวอยางน้ํามันหอมระเหยกับโครมาโตแกรมของสารละลาย
มาตรฐาน 
 

คา retention time (RT) คือคาระยะเวลาที่ปรากฏสัญญาณของสาร นับจากเวลาที่เร่ิมตน
วิเคราะหสาร 
 

4.4  การวิเคราะหปริมาณองคประกอบของน้ํามันหอมระเหย 
 

ใชสารละลายมาตรฐานความเขมขน 100 ppm (0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิตร) และ 200 ppm 
(0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิตร) ปริมาณ 1 ไมโครลิตร ฉีดเขาเครื่อง GC คิดเปนน้ําหนักสารเทากับ 0.1 และ 
0.2 ไมโครกรัม นําความเขมขนของสารละลายมาตรฐาน (X) ไปหาคาความสัมพันธกับพื้นที่ใต
สัญญาณของสารละลายมาตรฐานที่ปรากฏ (Y) (ภาพผนวกที่ 1) คาความชัน (b) ที่ได คือพื้นที่ใต
สัญญาณของสาร เมื่อสารละลายมาตรฐานหนัก 1 ไมโครกรัม หาปริมาณองคประกอบของสารแตละ
ชนิดในน้ํามันหอมระเหยโดยใชวิธี Corrected area normalization method เปรียบเทียบพื้นที่ใต
สัญญาณของสารละลายมาตรฐานกับพื้นที่ใตสัญญาณของน้ํามันหอมระเหย 

 
ตัวอยาง 
สาร γ-terpinene 1 ไมโครกรัม มีพื้นที่ใตสัญญาณเทากับ 133770  
น้ํามันหอมระเหย 1 ไมโครลิตร มีพื้นที่ใตสัญญาณเทากับ 17241 (คาตามการอานผลของ

เครื่องบันทึกขอมูล) 
เพราะฉะนั้น น้ํามันหอมระเหย 1 ไมโครลิตร มีสารγ-terpinene = 17241/133770 

= 0.1289 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร 
ความเขมขนของน้ํามันหอมระเหยที่ฉีดเขาเครื่อง GC เทากับ 2 ไมโครลิตรตอมิลลิลิตร 

คิดเปน 500 เทา 
ดังนั้น  น้ํามันหอมระเหย  1  ไมโครลิตร  มีสารγ- terpinene = 0.1289 × 500 

= 64.45 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร (หรือมิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 
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5.  การเลือกใชตัวอยางน้ํามนัหอมระเหยในการทดลอง 
 

การศึกษาประสิทธิภาพของน้ํามันหอมระเหยจากใบยูคาลิปตัสในรูปสารฆาแมลง ทดสอบ
โดยใชน้ํามันหอมระเหยจากเดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2546 เดือนมกราคม และมีนาคม พ.ศ. 2547 เปน
ตัวแทนน้ํามันหอมระเหยที่เก็บในฤดูแลง และน้ํามันหอมระเหยจากเดือนพฤษภาคม กรกฎาคม และ
กันยายน พ.ศ. 2547 เปนตัวแทนน้ํามันหอมระเหยที่เก็บในฤดูฝน จากนั้นนําน้ํามันหอมระเหยจาก
เดือนที่ใหคา LC50 อยูตรงกลางของทั้ง 2 ฤดูกาลมาเปนตัวแทนน้ํามันหอมระเหยที่เก็บในแตละ
ฤดูกาล มาทดสอบประสิทธิภาพในรูปสารรม สารไลแมลง และสารยับยั้งการกินอาหารของหนอน
กระทูผักตอไป 
 
6.  การศึกษาประสิทธิภาพของน้าํมนัหอมระเหยจากใบยคูาลปิตัสในรปูสารฆาแมลง (Insecticidal test) 
 

ทําการทดสอบเบื้องตนเพื่อใชเปนขอมูลกําหนดชวงความเขมขนที่เหมาะสมสําหรับการ
ทดสอบคุณสมบัติการเปนสารฆาแมลง โดยตองการหาชวงความเขมขนที่ทําใหมีการตายของหนอน
กระทูผักอยูในชวง 10-75 เปอรเซ็นต ผลจากการทดสอบเบื้องตนไดชวงความเขมขนสําหรับน้ํามัน
หอมระเหยจากฤดูแลงคือ 4-10 เปอรเซ็นต (v/v) และชวงความเขมขนสําหรับน้ํามันหอมระเหย
จากฤดูฝนคือ 6-12 เปอรเซ็นต (v/v) ดังตารางผนวกที่ 1-6 
 

ทดสอบประสิทธิภาพน้ํามันหอมระเหยจากใบยูคาลิปตัส กับหนอนกระทูผักวัยที่ 2-3 วาง
แผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) โดยใชสารละลายน้ํามันยูคาลิปตัส 
4 ความเขมขน และทดสอบความเขมขนละ 3 ซํ้า โดยมีวิธีการดังนี้ 
 

6.1  นําน้ํามันยูคาลิปตัสที่เก็บในฤดูแลงผสมกับเอทธานอลที่ความเขมขน  4,  6,  8 
และ  10 เปอรเซ็นต (v/v) และน้ํามันยูคาลิปตัสที่เก็บในฤดูฝนผสมกับเอทธานอลที่ความเขมขน 6, 
8,10 และ 12 เปอรเซ็นต (v/v) ใชเอทธานอลเปนสวนควบคุม (control) 
 

6.2  ทําการทดสอบโดยใชวิธี  Leaf dipping method นําใบคะนาจุมสารละลายน้ํามันยูคาลิปตัส 
ที่ความเขมขนตาง ๆ นาน 30 วินาที ผ่ึงใหแหงในที่รม (ภาพที่ 5 ก) 

 
6.3  รอจนกระทั่งเอทธานอลระเหยหมดแลว นําใบคะนาใสลงในจานเลี้ยงเชื้อ 1 ใบเพื่อให

เปนอาหารของหนอน ปดฝาจานเลี้ยงเชื้อ ทิ้งไวที่สภาพอุณหภูมิหอง (ภาพที่ 5 ข) 
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6.4  จดบันทึกปริมาณหนอนที่ตายหลังการทดสอบที่ 24 ช่ัวโมง นําขอมูลท่ีไดไปคํานวณหา
คา Lethal Concentration 50 (LC50) โดยวิธี Probit analysis 

 
คา LC50 หมายถึง ความเขมขนของสารพิษหรือสารฆาแมลงที่แมลงหรือสัตวทดลอง

ไดรับ ซ่ึงมีผลทําใหแมลงหรือสัตวทดลองตาย 50 เปอรเซ็นต  มีหนวยเปน ppm, ppb หรือหนวยของ
ความเขมขนอื่น ๆ 
 
7.  การศึกษาประสิทธิภาพของน้ํามันหอมระเหยจากใบยูคาลิปตัสในรปูสารรม (Fumigant test) 
 

ทําการทดสอบเบื้องตนเพื่อใชเปนขอมูลกําหนดชวงความเขมขนที่เหมาะสมสําหรับการ
ทดสอบคุณสมบัติการเปนสารรม โดยตองการหาชวงความเขมขนที่ทําใหมีการตายของหนอน
กระทูผักอยูในชวง 10-75 เปอรเซ็นต ผลจากการทดสอบเบื้องตนไดชวงความเขมขนสําหรับน้ํามัน
หอมระเหยจากฤดูแลงคือ 4-10 เปอรเซ็นต (v/v) และชวงความเขมขนสําหรับน้ํามันหอมระเหย
จากฤดูฝนคือ 6-12 เปอรเซ็นต (v/v) 
 

วิธีการทดสอบ ดัดแปลงจากวิธีของ Choi et al. (2003) ทําการทดสอบโดยใชกระดาษกรอง
และหลีกเลี่ยงการสัมผัสกับแมลงโดยตรง วางแผนการทดลองแบบ CRD โดยใชสารละลาย
น้ํามันยูคาลิปตัส 4 ความเขมขน และความเขมขนละ 3 ซํ้า (ภาพที่ 6) โดยมีวิธีการทดสอบดังนี้ 
 

7.1  เลือกตัวอยางน้ํามันยูคาลิปตัสจากการทดสอบประสิทธิภาพของน้ํามันยูคาลิปตัสในรูป
สารฆาแมลง ที่มีคา LC50 อยูตรงกลาง โดยใชน้ํามันยูคาลิปตัสที่เก็บในเดือนมกราคม พ.ศ. 2547 เปน
ตัวแทนของน้ํามันยูคาลิปตัสที่เก็บในฤดูแลง และเดือนพฤษภาคม พ.ศ. 2547 เปนตัวแทนของน้าํมัน
ยูคาลิปตัสที่เก็บในฤดูฝน 
 

7.2  นําน้ํามันยูคาลิปตัสที่ เก็บในฤดูแลงผสมกับเอทธานอลความเขมขน  4 ,  6 ,  8 
และ  10 เปอรเซ็นต (v/v) และน้ํามันยูคาลิปตัสที่เก็บในฤดูฝนผสมกับเอทธานอลที่ความเขมขน 6, 8, 
10 และ 12 เปอรเซ็นต (v/v) ใชเอทธานอลเปนสวนควบคุม 
 

7.3  วางกระดาษกรองขนาดเสนผาศูนยกลาง 9 เซนติเมตร ไวบนกนถวยพลาสติก (เสนผาศูนยกลาง 
9 เซนติเมตร สูง 6.5 เซนติเมตร) นําน้ํามันยูคาลิปตัสที่ผสมกับเอทธานอล ในแตละความเขมขน
ปริมาณ 1 มิลลิลิตร หยดลงบนกระดาษกรอง รอจนกระทั่งเอทธานอลระเหยหมด 
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7.4  วางกระดาษอเนกประสงคไวบนตะแกรงลวดเหนือกระดาษกรอง 4 เซนติเมตร เพื่อ
ปองกันการสัมผัสกับหนอนกระทูผักที่ทําการทดสอบ 
 

7.5  วางใบคะนาไวบนกระดาษเอนกประสงค สําหรับเปนอาหารของหนอน 
 

7.6  ปลอยหนอนกระทูผักวัย 2-3 ลงไปบนใบคะนา 10 ตัวตอซํ้า ปดฝาถวยพลาสติก 
 

7.7  จดบันทึกปริมาณหนอนที่ตายหลังการทดสอบที่ 24 ช่ัวโมง นําขอมูลท่ีไดไปคํานวณหา
คา LC50 โดยวิธี Probit analysis  
 
8.  การศึกษาประสิทธิภาพของน้ํามันหอมระเหยจากใบยูคาลิปตัสในรปูสารไลแมลง (Repellent test) 
 

ทําการทดสอบเบื้องตนกอน เพื่อใชเปนขอมูลกําหนดชวงความเขมขนที่เหมาะสมตอหนอน
กระทูผัก ในการทดสอบคุณสมบัติในรูปสารไลแมลง เนื่องจากเปนการทดสอบประสิทธิภาพในรูป
สารไลแมลง ซ่ึงไมตองการใหมีการตายของหนอนกระทูผักเกิดขึ้นจึงกําหนดใหชวงความเขมขนที่ใช
ทดสอบ เริ่มจากระดับความเขมขนที่สามารถไลหนอนกระทูผักได ถึงระดับความเขมขนสูงสุดที่ไม
ทําใหหนอนกระทูผักเริ่มตาย จะไดชวงความเขมขนสําหรับน้ํามันหอมระเหยจากฤดูแลงคือ 
0.5-3.5 เปอรเซ็นต (v/v) และชวงความเขมขนสําหรับน้ํามันหอมระเหยจากฤดูฝนคือ 1-4 เปอรเซ็นต (v/v) 
 

วิธีในการทดสอบ นํามาจากวิธีของ McDonald et al. (1970) และดัดแปลงบางสวนโดย 
Talukder and Howse (1995) ทําการทดสอบโดยวางแผนการทดลองแบบ CRD ในการทดสอบ
คุณสมบัติในรูปสารไลแมลง (ภาพที่ 7) และมีวิธีการทดสอบดังนี้ 
 

8.1  ทําการทดสอบโดยใชสารละลายน้ํามันยูคาลิปตัส 4 ความเขมขน และทําความเขมขนละ 
3 ซํ้า โดยใชน้ํามันยูคาลิปตัสที่เก็บในฤดูแลงความเขมขน 0.5, 1.5, 2.5 และ 3.5 เปอรเซ็นต (v/v) 
และน้ํามันยูคาลิปตัสที่เก็บในฤดูฝนที่ความเขมขน 1, 2, 3 และ 4 เปอรเซ็นต (v/v) 
 

8.2  ตัดกระดาษกรองขนาดเสนผาศูนยกลาง 9 เซนติเมตร ออกเปน 2 สวนเทา ๆ กัน 
 

8.3  นําน้ํามันยูคาลิปตัสที่ผสมกับเอทธานอลในแตละความเขมขนปริมาณ 400 ไมโครลิตร หยด
ลงบนกระดาษกรองสวนแรก สําหรับกระดาษกรองสวนที่สองหยดดวยเอทธานอล เพื่อใชเปนสวนควบคุม 
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8.4  เมื่อเอทธานอลระเหยหมดแลว  ติดกระดาษกรองทั้ งสองสวนกับจานเลี้ยงเชื้อ 
เสนผาศูนยกลาง 9 เซนติเมตร 
 

8.5  ปลอยหนอนกระทูผักวัย 2-3 ลงไป 10 ตัวตอซํ้า โดยปลอยลงตรงกลางของกระดาษ
กรอง ปดฝาจานเลี้ยงเชื้อ 
 

8.6  จดบันทึกจํานวนหนอนในแตละสวนของกระดาษกรอง หลังจากปลอยหนอนลง
ไป 15 นาที, 1, 2, 3, 4 และ 5 ช่ัวโมง  
 

8.7  ขอมูลที่ไดนําไปคํานวณคาเปอรเซ็นตการไลแมลง (Percentage repellency; PR) โดยใช
สูตร Talukder and Howse (1995) 
 

PR = 2 (C-50) 
 

เมื่อ C คือ เปอรเซ็นตของหนอนกระทูผักที่อยูบนกระดาษกรองสวนที่สอง (หยดดวย
เอทธานอล) โดยถาคาเปอรเซ็นตการไลแมลงเปนบวก แสดงวาเปนสารไล (repellency) และคา
เปอรเซ็นตการไลแมลงเปนลบ แสดงวาเปนสารดึงดูด (attractancy) 
 

8.8  วิเคราะหความแปรปรวนของเปอรเซ็นตการไลแมลง โดยวิธี ANOVA และเมื่อพบความ
แตกตางทางสถิติทําการแยกความแตกตางของคาเฉลี่ยดวยวิธี Duncan’s new multiple range test 
 
9.  การศึกษาประสิทธิภาพของน้ํามันหอมระเหยจากใบยูคาลิปตัสในรปูสารยับยัง้การกินอาหาร 
     ของแมลง (Antifeedant test) 
 

ทําการทดสอบเบื้องตนเพื่อใชเปนขอมูลกําหนดชวงความเขมขนที่เหมาะสมตอการ
ทดสอบคุณสมบัติการเปนสารยับยั้ งการกินอาหารของแมลง  เนื่องจากเปนการทดสอบ
ประสิทธิภาพการยับยั้งการกินอาหาร จึงไมตองการใหมีการตายของหนอนกระทูผักที่ระยะเวลา 
3 วันหลังการทดสอบ โดยกําหนดใหชวงความเขมขนที่ใชทดสอบ เปนชวงความเขมขนที่ไมทําให
หนอนกระทูผักตายหลังการทดสอบ 3 วัน ผลจากการทดสอบเบื้องตนไดชวงความเขมขนสําหรับ
น้ํามันหอมระเหยจากฤดูแลงและฤดูฝนคือ 0.5-3.5 เปอรเซ็นต (v/v) 
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วิธีในการทดสอบ ดัดแปลงมาจากวิธีของ Morimoto et al. (1999) และทําการดัดแปลง
บางสวนโดย เกรียงไกร และคณะ (2540) วางแผนการทดลองแบบ CRD ในการทดสอบคุณสมบัติใน
รูปสารยับยั้งการกินอาหารของแมลง (ภาพที่ 8) และมีวิธีการทดสอบดังนี้ 
 

9.1  ทําการทดสอบโดยใชสารละลายน้ํามันยูคาลิปตัส 4 ความเขมขน และทําความเขมขนละ 3 ซํ้า 
โดยใชน้ํามันยูคาลิปตัสที่เก็บในฤดูแลงและฤดูฝน อัตราความเขมขน 0.5, 1.5, 2.5 และ 3.5 เปอรเซ็นต (v/v) ใช
เอทธานอลเปนสวนควบคุม 
 

9.2  ตัดใบคะนาเปนรูปสี่เหล่ียมขนาด 4 × 5 เซนติเมตร และชั่งน้ําหนักหนอนเริ่มตน 
 

9.3  จุมใบคะนาลงในสารละลายน้ํามันยูคาลิปตัสที่ความเขมขนตาง ๆ เมื่อเอทธานอลระเหย
หมดแลว นําใบคะนาใสลงในจานเลี้ยงเชื้อ 1 ใบ ปลอยหนอนกระทูผักที่ผานการอดอาหารนาน 
12 ช่ัวโมง 10 ตัวตอซํ้า ปดฝาจานเลี้ยงเชื้อ ทิ้งไวที่สภาพอุณหภูมิหอง เปนเวลา 3 วัน 
 

9.4  เมื่อครบ 3 วัน วัดพื้นที่ใบคะนาที่เหลืออยูดวยเครื่องวัดพื้นที่ใบ (Leaf area meter รุน 
LI-COR) บันทึกปริมาณของพื้นที่ใบคะนาที่ถูกหนอนกิน และน้ําหนักหนอนที่เปลี่ยนแปลง คํานวณ
คาดัชนีการยับยั้งการกินอาหาร (Antifeedant index; AFI) โดยใชสูตร Escoubas et al. (1992) 
 
 

AFI   =                                                                                                              × 100 
 

คาดัชนีการยับยั้งการกินอาหารนอยกวา 30 แสดงวา สามารถยับยั้งประสิทธิภาพการกิน
อาหารของแมลง (antifeedant activity) เมื่อปริมาณของใบพืชที่ถูกกินในชุดทดสอบและชุดควบคุม
ถูกกําหนดใหมีคาดัชนีการยับยั้งการกินอาหารเทากับ 50 
 

วิเคราะหความแปรปรวนของคาดัชนีการยับยั้งการกินอาหาร โดยวิธี ANOVA และเมื่อพบ
ความแตกตางทางสถิติทําการแยกความแตกตางของคาเฉลี่ยดวยวิธี Duncan’s new multiple range test 
 
 
 
 

% of treated disc consumed 
(% of treated disc consumed + % of control disc consumed) 
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(ก) 

 

 
(ข) 

 

 
(ค) 

 
ภาพที่ 3  การสกัดน้ํามันหอมระเหยโดยวธีิการกลั่นดวยไอน้ํา 
               (ก)  เครื่องกล่ันน้ํามันหอมระเหยดวยไอน้ํา 
               (ข)  น้ํามันยูคาลิปตัสที่สกัดไดจะอยูสวนบนของขวด 
               (ค)  เก็บน้ํามันยูคาลิปตัสไวในขวดสีชา 
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(ก 1) 

 

 
(ข) 

 
ภาพที่ 4  การตรวจหาปริมาณและองคประกอบของน้ํามันหอมระเหยจากใบยูคาลปิตัส 

(ก 1)  เครื่อง Gas chromatograph (GC) 
(ก 2)  คอลัมนที่ใชวิเคราะห 
(ข)    การฉีดสารตัวอยางเขาเครือ่ง GC 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(ก 2) 



 31

 
(ก) 

 

 
(ข) 

 
ภาพที่ 5  การทดสอบประสิทธิภาพในการฆาแมลงของน้ํามันหอมระเหยจากใบยูคาลิปตัส 

(ก)  การทดสอบโดยใชวิธี Leaf dipping method 
(ข)  ปลอยหนอนกระทูผักจํานวน 10 ตวัตอซํ้าลงบนใบคะนา 
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      (ก)     (ข) 
 

          
      (ค)     (ง) 
 

         
      (จ)     (ฉ) 
 
ภาพที่ 6  การทดสอบประสิทธิภาพในรูปสารรมของน้ํามันหอมระเหยจากใบยูคาลปิตัส 

(ก)  วางกระดาษกรองไวบนกนถวยพลาสติก 
(ข)  หยดน้ํามนัยูคาลิปตัสที่ผสมกับเอทธานอลลงบนกระดาษกรอง 
(ค)  วางตะแกรงลวดเหนือกระดาษกรอง 
(ง)  วางใบคะนาไวบนกระดาษเอนกประสงค 
(จ)  ปดฝาถวยพลาสติก 
(ฉ)  จดบนัทึกปริมาณหนอนที่ตายหลังการทดสอบ 24 ช่ัวโมง 
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      (ก)     (ข) 
 

         
      (ค)     (ง) 
 

 
(จ) 

 
ภาพที่ 7  การทดสอบประสิทธิภาพในรูปสารไลแมลงของน้ํามันหอมระเหยจากใบยคูาลิปตัส 

(ก)  ตดักระดาษกรองออกเปน 2 สวน 
(ข)  นําน้ํามนัยูคาลิปตัสที่ผสมกับเอทธานอลหยดลงบนกระดาษกรองสวนแรก 
       สําหรับกระดาษกรองสวนที่สองหยดดวยเอทธานอล  
(ค)  ปลอยหนอนกระทูผักลงตรงกลางของกระดาษกรอง 
(ง)  ปดฝาจานเลี้ยงเชื้อ 
(จ)  บนัทึกจํานวนหนอนกระทูผักในแตละสวนของกระดาษกรอง 
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   (ก)     (ข) 

 

         
   (ค)     (ง) 

 
ภาพที่ 8  การทดสอบประสิทธิภาพในรูปสารยับยั้งการกินอาหารของน้ํามันหอมระเหยจากใบยูคาลิปตัส 

(ก) ปลอยหนอนกระทูผักลงบนใบคะนาทีจุ่มสารละลายน้ํามันยูคาลิปตัส 
(ข) ทิ้งไวที่สภาพอุณหภูมิหอง เปนเวลา 3 วนั 
(ค) เครื่องวัดพื้นทีใ่บ (Leaf area meter) 
(ง) วัดพืน้ที่ใบคะนาที่เหลือหลังการทดสอบ 3 วัน 
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สถานที่และระยะเวลาทําการวิจัย 
 
1.  สถานที ่
 

หองปฏิบัติการ ภาควิชากีฏวิทยา คณะเกษตร กําแพงแสน มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
วิทยาเขตกําแพงแสน จังหวัดนครปฐม 
 

 หองปฏิบัติการ ภาควิชาพืชสวน คณะเกษตร กําแพงแสน มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
วิทยาเขตกําแพงแสน จังหวัดนครปฐม 
 

 ศูนยวจิัยและพฒันากีฏวิทยาอุตสาหกรรม สถาบันวิจัยและพฒันาแหง ม.ก. มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
วิทยาเขตกําแพงแสน จังหวดันครปฐม 
 

 งานวิจัยสภาวะแวดลอม ฝายปฏิบัติการวิจัยและเรือนปลูกพืชทดลอง สถาบันวิจัยและพัฒนาแหง ม.ก. 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน จังหวัดนครปฐม 
 
2.  ระยะเวลาทําการวิจัย 
 

เร่ิมการทดลองตั้งแตเดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2546 ส้ินสุดเดือนสิงหาคม พ.ศ. 2548 
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ตารางผนวกที่ 1  ผลการทดสอบประสิทธิภาพการเปนสารฆาแมลงดวยน้ํามันหอมระเหยจาก 
                           ใบยูคาลิปตสัที่เก็บในเดือนพฤศจิกายน ตอหนอนกระทูผัก 
 
ความเขมขน   จํานวนหนอนกระทูผักที่ตาย (ตัว) 

(% v/v) ซํ้าที่ ระยะเวลาหลังการทดสอบ (ช่ัวโมง) 
    2 4 6 12 24 
0 1 0 0 0 0 0 
 2 0 0 0 0 0 
 3 0 0 0 0 0 
 รวม 0 0 0 0 0 

4 1 3 4 5 6 6 
 2 1 1 1 1 1 
 3 0 0 0 0 0 
  รวม 4 5 6 7 7 
6 1 5 7 7 7 7 
 2 2 4 4 4 4 
 3 3 4 4 6 6 
  รวม 10 15 15 17 17 
8 1 6 6 6 7 8 
 2 5 5 5 5 5 
 3 10 10 10 10 10 
 รวม 21 21 21 22 23 

10 1 10 10 10 10 10 
 2 10 10 10 10 10 
 3 6 6 6 6 6 
  รวม 26 26 26 26 26 
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ตารางผนวกที่ 2  ผลการทดสอบประสิทธิภาพการเปนสารฆาแมลงดวยน้ํามันหอมระเหยจาก 
                       ใบยูคาลิปตัสที่เก็บในเดอืนมกราคม ตอหนอนกระทูผัก 
 
ความเขมขน   จํานวนหนอนกระทูผักที่ตาย (ตัว) 

(% v/v) ซํ้าที่ ระยะเวลาหลังการทดสอบ (ช่ัวโมง) 
    2 4 6 12 24 
0 1 0 0 0 0 0 
 2 0 0 0 0 0 
 3 0 0 0 0 0 
 รวม 0 0 0 0 0 

4 1 0 0 1 1 1 
 2 1 1 2 2 2 
 3 0 1 2 2 2 
  รวม 1 2 5 5 5 
6 1 0 4 4 4 4 
 2 0 5 5 5 5 
 3 3 3 3 4 4 
 รวม 3 12 12 13 13 

8 1 0 4 6 6 6 
 2 0 1 1 4 5 
 3 1 3 6 6 8 
  รวม 1 8 13 16 19 

10 1 3 3 3 7 7 
 2 3 3 4 4 4 
 3 1 7 7 10 10 
  รวม 7 13 14 21 21 
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ตารางผนวกที่ 3  ผลการทดสอบประสิทธิภาพการเปนสารฆาแมลงดวยน้ํามันหอมระเหยจาก 
                           ใบยูคาลิปตสัที่เก็บในเดือนมีนาคม ตอหนอนกระทูผัก 
 
ความเขมขน   จํานวนหนอนกระทูผักที่ตาย (ตัว) 

(% v/v) ซํ้าที่ ระยะเวลาหลังการทดสอบ (ช่ัวโมง) 
    2 4 6 12 24 
0 1 0 0 0 0 0 
 2 0 0 0 0 0 
 3 0 0 0 0 0 
 รวม 0 0 0 0 0 

4 1 0 0 0 0 0 
 2 0 0 0 0 0 
 3 1 2 3 3 3 
  รวม 1 2 3 3 3 
6 1 1 3 3 3 3 
 2 3 5 5 5 5 
 3 2 5 5 5 5 
 รวม 6 13 13 13 13 

8 1 0 2 2 7 7 
 2 4 5 6 6 6 
 3 0 2 2 2 2 
  รวม 4 9 10 15 15 

10 1 0 1 6 6 6 
 2 3 3 3 4 4 
 3 2 5 6 6 6 
  รวม 5 9 15 16 16 
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ตารางผนวกที่ 4  ผลการทดสอบประสิทธิภาพการเปนสารฆาแมลงดวยน้ํามันหอมระเหยจาก 
                           ใบยูคาลิปตสัที่เก็บในเดือนพฤษภาคม ตอหนอนกระทูผัก 
 

ความเขมขน   จํานวนหนอนกระทูผักที่ตาย (ตัว) 
(% v/v) ซํ้าที่ ระยะเวลาหลังการทดสอบ (ช่ัวโมง) 

    2 4 6 12 24 
0 1 0 0 0 0 0 
 2 0 0 0 0 0 
 3 0 0 0 0 0 
 รวม 0 0 0 0 0 
6 1 1 1 3 3 4 
 2 0 1 2 2 6 
 3 0 1 3 3 3 
  รวม 1 3 8 8 13 
8 1 1 2 3 6 8 
 2 1 1 3 3 3 
 3 1 1 3 4 5 
 รวม 3 4 9 13 16 

10 1 1 1 1 5 9 
 2 1 3 4 4 4 
 3 1 1 2 5 5 
  รวม 3 5 7 14 18 

12 1 2 4 10 10 10 
 2 1 4 4 4 7 
 3 0 2 2 3 3 
  รวม 3 10 16 17 20 
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ตารางผนวกที่ 5  ผลการทดสอบประสิทธิภาพการเปนสารฆาแมลงดวยน้ํามันหอมระเหยจาก 
                           ใบยูคาลิปตสัที่เก็บในเดือนกรกฎาคม ตอหนอนกระทูผัก 
 

ความเขมขน   จํานวนหนอนกระทูผักที่ตาย (ตัว) 
(% v/v) ซํ้าที่ ระยะเวลาหลังการทดสอบ (ช่ัวโมง) 

    2 4 6 12 24 
0 1 0 0 0 0 0 
 2 0 0 0 0 0 
 3 0 0 0 0 0 
 รวม 0 0 0 0 0 
6 1 0 0 0 1 1 
 2 1 3 3 3 4 
 3 1 1 1 1 4 
  รวม 2 4 4 5 9 
8 1 0 0 3 3 3 
 2 0 0 1 1 2 
 3 1 5 5 8 9 
  รวม 1 5 9 12 14 

10 1 0 1 5 6 6 
 2 1 2 2 4 4 
 3 0 2 2 5 5 
 รวม 1 5 9 15 15 

12 1 1 2 2 4 7 
 2 8 9 10 10 10 
 3 10 10 10 10 10 
  รวม 19 21 22 24 27 
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ตารางผนวกที่ 6  ผลการทดสอบประสิทธิภาพการเปนสารฆาแมลงดวยน้ํามันหอมระเหยจาก 
                           ใบยูคาลิปตสัที่เก็บในเดือนกันยายน ตอหนอนกระทูผัก 
 
ความเขมขน   จํานวนหนอนกระทูผักที่ตาย (ตัว) 

(% v/v) ซํ้าที่ ระยะเวลาหลังการทดสอบ (ช่ัวโมง) 
    2 4 6 12 24 
0 1 0 0 0 0 0 
 2 0 0 0 0 0 
 3 0 0 0 0 0 
 รวม 0 0 0 0 0 
6 1 0 0 0 1 3 
 2 1 3 3 3 3 
 3 5 6 8 10 10 
  รวม 6 9 11 14 16 
8 1 0 0 1 3 4 
 2 1 1 1 1 5 
 3 8 8 8 8 9 
 รวม 9 9 10 12 18 

10 1 1 4 4 4 4 
 2 4 5 5 5 5 
 3 4 4 10 10 10 
  รวม 9 13 19 19 19 

12 1 2 3 3 4 7 
 2 6 6 7 7 7 
 3 3 5 5 5 9 
  รวม 11 14 15 16 23 
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ตารางผนวกที่ 7  ผลการทดสอบประสิทธิภาพการเปนสารรมกําจัดแมลงของน้ํามันหอมระเหยจาก 
                           ใบยูคาลิปตสั ที่เก็บในฤดแูลงและฤดูฝนตอหนอนกระทูผัก ที่ระยะเวลา 24 ช่ัวโมง 
 

ฤดูกาล ความเขมขน  เปอรเซ็นตการตาย  LC50  สมการรีเกรสชั่น  
  (% v/v) (%) (% v/v) ± S.E. 

ฤดูแลง 0 0.00 6.51  Y = 7.83X - 4  ± 7.56  
(มกราคม) 4 30.00 (5.43 mg/ml)  R2 = 0.915   

 6 43.33   
 8 50.00   
  10 80.00     

ฤดูฝน 0 0.00 7.71  Y = 10.50x - 33.67  ±8.27  
(พฤษภาคม) 6 23.33 (6.44 mg/ml)  R2 = 0.942   

 8 56.67   
 10 76.67   
  12 86.67     
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ตารางผนวกที่ 8  ผลการทดสอบประสิทธิภาพการไลแมลงของน้ํามันหอมระเหยจากใบยูคาลิปตสั ที่เก็บในฤดแูลงตอหนอนกระทูผัก 
 

  เปอรเซ็นตการไลแมลง (% ± SD) เปอรเซ็นต 
ความเขมขน  เวลาหลังทดสอบ การไลแมลงเฉลี่ย  

(% v/v) 15 นาที 1 ชั่วโมง 2 ชั่วโมง 3 ชั่วโมง 4 ชั่วโมง 5 ชั่วโมง (% ± SD) 
0.5 26.67 ± 46.19 33.33 ± 30.55 26.67 ± 23.09 26.67 ± 23.09 26.67 ± 23.09 26.67 ± 23.09 27.78 ± 12.62 
1.5 60.00 ± 34.64 46.67 ± 23.09 33.33 ± 41.63 33.33 ± 41.63 33.33 ± 41.63 33.33 ± 41.63 40.00 ± 31.80 
2.5 80.00 ± 20.00 60.00 ± 00.00 53.33 ± 23.09 53.33 ± 23.09 46.67 ± 11.55 46.67 ± 11.55 56.67 ± 17.64 
3.5 80.00 ± 20.00 73.33 ± 30.55 73.33 ± 30.55 73.33 ± 30.55 73.33 ± 30.55 60.00 ± 00.00 72.22 ± 22.69 

 ns1/ ns ns ns ns ns  
C.V. (%) 52.13 45.93 65.46 75.25 64.15 58.79   

 
1/  ไมแตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับความเชือ่มั่น 95 เปอรเซ็นต 
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ตารางผนวกที่ 9  ผลการทดสอบประสิทธิภาพการไลแมลงของน้ํามันหอมระเหยจากใบยูคาลิปตสั ที่เก็บในฤดฝูนตอหนอนกระทูผัก  
 

  เปอรเซ็นตการไลแมลง (% ± SD) เปอรเซ็นต 
ความเขมขน  เวลาหลังทดสอบ การไลแมลงเฉลี่ย  

(% v/v) 15 นาที 1 ชั่วโมง 2 ชั่วโมง 3 ชั่วโมง 4 ชั่วโมง 5 ชั่วโมง (% ± SD) 
1 20.00 ± 20.00 20.00 ± 20.00 13.33 ± 11.55 13.33 ± 11.55 13.33 ± 11.55 13.33 ± 11.55 15.56 ± 7.70 
2 46.67 ± 50.33 46.67 ± 50.30 33.33 ± 23.09 33.33 ± 23.09 20.00 ± 20.00 20.00 ± 20.00 33.34 ± 30.55 
3 53.33 ± 11.55 40.00 ± 34.64 40.00 ± 34.64 26.67 ± 11.55 26.67 ± 11.55 26.67 ± 11.55 35.56 ± 17.10 
4 66.67 ± 30.55 46.67 ± 46.19 46.67 ± 46.19 46.67 ± 46.19 46.67 ± 46.19 46.67 ± 46.19 45.55 ± 32.37 
 ns1/ ns ns ns ns ns  

C.V. (%) 67.76 103.30 87.44 78.92 86.41 86.41   
 
1/  ไมแตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับความเชือ่มั่น 95 เปอรเซ็นต 
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ตารางผนวกที่ 10  ปริมาณสารออกฤทธิ์ที่มีอยูในน้ํามันหอมระเหยจากใบยูคาลิปตสั ในการทดสอบ 
                              ประสิทธิภาพการเปนสารฆาแมลงตอหนอนกระทูผัก ที่ความเขมขนของคา LC50 
 

ฤดูกาล ปริมาณสารองคประกอบ (mg/ml) 
 α-pinene p-cymene limonene eucalyptol γ-terpinene 

ฤดูแลง      
      

พฤศจิกายน 0.20 0.76 1.00 0.00 3.63 
LC50 = 5.64 (% v/v)      

      
มกราคม 0.14 1.25 0.12 1.71 3.21 

LC50 = 6.87 (% v/v)      
      

มีนาคม 0.09 2.39 0.00 0.00 3.95 
LC50 = 8.34 (% v/v)      

ฤดูฝน      
      

พฤษภาคม 0.15 3.59 0.00 0.00 2.51 
LC50 = 7.31 (% v/v)      

      
กรกฏาคม 0.07 2.98 0.00 0.82 2.41 

LC50 = 8.23 (% v/v)      
      

กันยายน 0.10 2.91 0.00 1.52 2.71 
LC50 = 5.72 (% v/v)           
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ตารางผนวกที่ 11  ปริมาณสารออกฤทธิ์ที่มีอยูในน้ํามันหอมระเหยจากใบยูคาลิปตสั ในการทดสอบ 
                              ประสิทธิภาพการเปนสารรมตอหนอนกระทูผัก ที่ความเขมขนของคา LC50  
 

เดือน ปริมาณสารออกฤทธิ์ (mg/ml) 
 α-pinene p-cymene limonene eucalyptol γ-terpinene 

ฤดูแลง 0.13 1.18 0.12 1.62 3.04 
(มกราคม)      

LC50 = 6.51 (% v/v)      
      

ฤดูฝน 0.16 3.79 0.00 0.00 2.64 
(พฤษภาคม)      

LC50 = 7.71 (% v/v)      
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ตารางผนวกที่ 12  ปริมาณสารออกฤทธิ์ที่มีอยูในน้ํามันหอมระเหยจากใบยูคาลิปตสั ในการทดสอบ 
                              ประสิทธิภาพการเปนสารไลแมลง 
 

ฤดูกาล ความเขนขน ปริมาณสารออกฤทธิ์ (mg/ml) 
 (% v/v) α-pinene p-cymene limonene eucalyptol γ-terpinene 

ฤดูแลง 0.5 0.01 0.09 0.01 0.12 0.23 
(มกราคม) 1.5 0.03 0.27 0.03 0.37 0.70 

 2.5 0.05 0.46 0.04 0.62 1.17 
 3.5 0.07 0.64 0.06 0.87 1.63 
       

ฤดูฝน 1 0.02 0.49 0.00 0.00 0.34 
(พฤษภาคม) 2 0.04 0.98 0.00 0.00 0.69 

 3 0.06 1.47 0.00 0.00 1.03 
 4 0.08 1.97 0.00 0.00 1.37 
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ภาพผนวกที่ 1  ความสัมพันธของความเขมขนของสารละลายมาตรฐานกับพื้นทีใ่ตสัญญาณของ  

 สารละลายมาตรฐานที่ปรากฏ  
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ภาพผนวกที่ 2  ประสิทธิภาพการปนสารไลแมลงของน้ํามันหอมระเหยจากใบยูคาลปิตัส ที่เก็บใน 
                         ฤดูแลงตอหนอนกระทูผัก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

R2 = 0.942 

R2 = 0.787 
R2 = 0.941 
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ภาพผนวกที่ 3  ประสิทธิภาพการปนสารไลแมลงของน้ํามันหอมระเหยจากใบยูคาลปิตัส ที่เก็บใน 
                         ฤดูฝนตอหนอนกระทูผัก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

R2 = 0.866 
R2 = 0.931 
R2 = 0.989 
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ภาพผนวกที่ 4  ความสัมพันธระหวางสารองคประกอบกับอุณหภูมิเฉล่ียและปริมาณน้ําฝนเฉลี่ยใน  

 เดือนที่เก็บใบยูคาลิปตัสมาสกัดน้ํามันหอมระเหย 
 
∗ที่มา:  Nakhonpathom Meteorological Station (2003) และ Nakhonpathom Meteorological Station   
           (2004) 

α-pinene  p-cymene limonene eucalyptol γ-terpinene 
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