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1.1 ประวิติความเป็นมา

ใน 30 ปีท่ีผ่านมา มีการพัฒนาอย่างมากในเทคนิคการวิเคราะห์หาสารสกัดจาก
ธรรมซาติท่ีมีถูทธ้ิฆ่าแมลงทาให้ลดการใช้สารฆ่าแมลงท่ีเป็นสารสังเคราะห์ลงกอปรกับนักวิชาการ 
ในปัจจุบันมีความสนใจเพ่ิมข้ึนในการใช้สารเคมีท่ีได้จากธรรมชาติท่ีมีถเทธ๋ึไล่แมลงท่ีเป็นศัตรูพืช 
เพ่ือป้องกันการเสียหายของธัญพืช ตัวอย่างของสารฆ่าแมลงท่ีได้จากธรรมซาติท่ีมีประสิทธิภาพ 
ท่ีดีในการกำจัดศัตรูพืช ได้แก่ การใช้นิโคตินใช้ในปริมาณต่ําๆแต่สามารถกำจัดศัตรูพืชได้ดี
ซ่ึงแสดงให้เห็นถึงการมีประสิทธิภาพท่ีดี ( Foster and Harris, 1997 )

สารฆ่าแมลงท่ีได้จากธรรมชาติน้ันมนุษย์นำมาใช้เป็นเวลานานแล้ว เช่น ดอก1ไพ'รีทรัม 
( pyrethrum, Chrysanthemum cinerariaefolium ), รากหางไหลหรือโล่ติน ( Demis elliptica ) และ 
ใบยาสูบ ( Nicotina tabacum and Nicotina rustica ) ต่อมานักวิทยาศาสตร์ได้ศึกษาสารฆ่าแมลง 
จากธรรมชาติอีกมากมาย เช่น พืชตระถูล Meliaceae, Rutaceae, Asteraceae, Annonaceae, 
Malvaceae, Labital และ Canellaceae พบว่าพืชตระภูลดังกล่าว มีศักยภาพท่ีจะนำมาพัฒนา 
เป็นสารฆ่าแมลงได้ โดยเฉพาะพืชในตระถูล Meliaceae ซ่ึงมีหลายชนิดได้แก่ สะเดาอินเดีย, 
สะเดาบ้าน, เลียน ( Melia azedarach L. ) เป็นต้น สารสามัญ คือ triterpenoid compounds โดย 
เฉพาะกลุ่ม limonoid ( นพมาศ 1 2535 )

ผลิตภัณฑ์จากธรรมชาติเหล่าน้ี ยังไม่ได้ใช้ในทางการค้าอย่างแพร่หลาย มีการค้นคว้า 
วิจัยสารฆ่าแมลงจากสารสกัดจากเมล็ดสะเดา แสดงให้เห็นว่าการจัดการศัตรูพืซท่ีเป็นแมลง
เป็นปัญหาท่ีสำศัญในการพัฒนาประเทศ สารสำคัญท่ีพบในเมล็ดสะเดาคือสารอะซาไดแรคติน 
เป็นสารไล่แมลงตัวใหม่ เม่ือใช้สารสกัดจากเมล็ดสะเดาพ่นต้นพืช สารสกัดน้ันจะถูกดูดซึมเข้าสู่ 
ต้นพืช ออกฤทธ๋ึโดยการยับย้ังการกินอาหารของแมลง และมีผลในการยับย้ังการเจริญเติบ
โตของแมลงอีกด้วย ( Brady,1982 )
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1.2 ล ักษ ณ ะทางพ ฤกษศาสตร ์ของต ้นสะเดา

Adrien Henri Laurent De Jussieu ได้อธิบายไว้ในป ค.ศ. 1830 ตนสะเดาหรอ 
ช่ือทางวิทยาศาสตร์ Azadirachta indica มีลำดับทางอนุกรมวิธาน (Taxonomy) ดังน้ี

Order : Rutales
Suborder : Rutineae 

Family : Meliaceae
Subfamily : Meiioideae 

Tribe . Melieae
Genus : Azadirachta 

Species : indica

ในประเทศอินเดียมีช่ือเรียกล้นสะเดามากกว่า 100 ซ่ือ แต่ท่ีนิยมเรียกกันคือ Neem 
ส่วนในประเทศไทยเรียกว่า สะเดา, ควินิน หรีอเดา (National research council, 1992)

Azadirachta indica เป็นล้นไม้ท่ีเจรีญเติบโตเร็ว โดยปกติจะสูงถึง 15-20  เมตร 
และภายใต้สภาพแวดล้อมท่ีเหมาะสม จะสูงเฉล่ียถึง 35 -  40 เมตร ความกว้างของลำล้นวัด 
โดยรอบ 80 -  200 เซนติเมตร รีอนยอดเป็นพุ่มหนาทึบตลอดปี และจะแทงยอดอ่อนพร้อม 
ออกดอกสีเทา มีกล่ินหอมอ่อน  ๆ ในช่วงเดือนธันวาคมถึงมีนาคม หลังดอกละเดาบานประมาณ 
60 วัน จะได้ผลสุกของสะเดามีสีเหลืองหรือเหลืองอมเขียว จำนวนเมล็ดส่วนใหญ่มี 1 เมล็ด 
ต่อผล แต่บางคร้ังจะมี 2 เมล็ด เมล็ดมีลักษณะกลมยาวขนาด 5 -1 5  มิลลิเมตร สะเดาให้ 
ผลผลิตเต็มท่ีเม่ืออายุประมาณ 10 ปี (โซคชัย,2537) ผลท่ีสุกดัดจะมีสารอะซาไดแรคติน สูงกว่าผล 
อ่อนนอกจากน้ีนแล้วปริมาณสารอะซาไดแรคตินในเมล็ดสะเดาจะมากหรือน้อยข้ึนอยู่กับสภาพ 
แวดล้อมและพันธุกรรมของล้นสะเดา (Schmutterer, 1990)

การเก็บผลควรใช้ไม้สอยหรือเก็บจากโคนล้นใหม่  ๆ หลังการเก็บผลสะเดาควรนำมา 
บีบแยกเน้ือออกจากเมล็ดสดๆอาจนำไปขยำรวมกับทรายเพ่ือให้ส่วนเน้ือหุ้มผลออกง่าย เสร็จแล้ว
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ในประเทศไทยพบพืชสกุล Azadirachta จำนวน 3 ชนิด ดังนี

1. สะเดาอนเดย Azadirachta indica A. Juss ลำตนสูง 1 5 -2 5  เมตร เปลอก 
ลำต้นสีน้ําตาลอมเทา มีลักษณะแตกเป็นร่องเล็ก  ๆ เห็นไม่ชัดเจน ใบเล็กสีเขียวปนเหลืองขอบ 
ใบหยักเป็นฟันเล่ือย แต่ปลายของฟันเล่ือยแหลม โคนใบเบ้ียว ฐานใบเย้ืองกันมาก ปลายใบ 
แหลมเรียวแคบมากจนฅล้ายเสนขน ออกดอกบระปรายตลอดบ

2. สะเดาไทย Azadirachta indica var. siamensis Valeton ช่วงลำต้นลันสูง 15- 20 
เมตร เปลือกลำต้นเป็นร่องลึกเห็นชัดเจน เรือนยอดแผ่กว้างเป็นพุ่มหนาทึบกว่าต้นสะเดาอินเดีย 
ใบสีเขียวเข้มเป็นมัน ขอบใบหยักเป็นฟันเล่ือยพู่ โคนใบเบ้ียวแต่กว้าง ฐานใบเย้ืองกันเล็กน้อย 
ปลายใบแหลมขนาดใหญ่กว่าต้นสะเดาอินเดีย ออกดอกเดือนธันวาคมถึงเดือนมกราคม ดอกมี 
สีขาว มีกล่ินหอมเล็กน้อย เป็นช่อตามปลายก่ิง ให้ผลแก่เดือนมีนาคมถึงเดือนพฤษภาคม

3:สะเดาช้าง หรือสะเดาเทียม Azadirachta excelsa (Jack) Jacobs ลำต้นตรงสูง 
20 -  40 เมตร ต้นอ่อนมีเปลือกต้นเรียบสีน้ําตาลแดง แต่เม่ืออายุมากกว่า 10 ปี เปลือกต้นมี 
สีเทาและแตกออกเป็นแผ่นตามยาว ขนาดใบค่อนข้างใหญ่ ใบหนามีสีเขียวเป็นมัน ขอบใบ 
เรียบหรือบิดข้ึนลงเล็กน้อย โคนใบเบ้ียว ปลายใบแหลม ออกดอกประมาณเดือนมีนาคม ดอก 
เป็นช่อสีเขียว ให้ผลแก่เดือนพฤษภาคม ถึงมิถุนายน (โชคชัย, 2537)

จึงล้างให้สะอาดก่อนนำไปตากแดดให้แห้ง ถ้ามีความชื้นจะทำให้เมล็ดเกิดเซือรา ทำให้ปริมาณ
สารอะซาไดแรคตินลดลงได้ (โชคชัย, 2537)
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1.3 ประโยชน์ของสะเดาในด้านต่าง ๆ
1.3.1 ประโยชน์ของสะเดาในการป้องกันกำจัดแมลง

ในเมล็ดละเดามีสารออกฤทธ๋ึท่ีสำคัญคือ azadirachtin มีผลต่อแมลงในด้านต่างๆ
- มีฤทธ้ิยับย้ังการกินอาหาร (antifeedant)
- มีฤทธขับไล่แมลง (insect repellant)
- มีฤทธ้ียับย้ังการเจริญเติบโตของแมลง (growth disruption)
- มีฤทธ้ิทำให้แมลงเป็นหมัน (sterilant)
- มีฤทธ้ียับย้ังการสร้างไข่ (anti -  ovipositionj
- มีถูทธ้ิทำให้การเจริญเติบโตของแมลงผิดปกติ (abnormal development)

จากคุณสมบัติดังกล่าวทำให้เกษตรกรนำไปใช้ในการควบคุมแมลงศัตรูพืชและแมลงศัตรู 
ในโรงเก็บได้ (Schmutterrer, 1998, Koul, Isman and Ketkar, 1990)

1.3.2 ประโยชน์ของสะเดาในทางการแพทย์
ผลิตภัณฑ์ส่วนใหญ่ของต้นไม้ชนิดต่าง  ๆ มีกัตถประสงค์ท่ีใช้ในทางการแแพทย์ ส่วน 

ต่างๆท่ีถูกนำไปใช้และผลท่ีเกิดข้ึนของส่วนต่าง  ๆจากต้นสะเดาได้ถูกบันทึกไว้คุ้งน้ี

- ส่วนราก, เปลือกของลำต้น และผลอ่อน ใช้เป็นยาบำรุงกำลังและแก้อักเสบ
- เมล็ด, น้ํามัน และใบ ใช้ยับย้ังเช้ือโรค, เป็นยาฆ่าแมลง และเป็นสารขับไล่
- ดอก เป็นยากระตุ้นระนบประสาทและแก้ปวดท้อง
- ยาง ใช้บรรเทาอาการเจ็บปวด
- น้ีาตาลเมา ใช้เป็นยาแก้ร้อนใน, ยาบำรุง

( Mitra, 1963 )

1.3.3 ประ'โยชน์ด้านอา,1
ส่วนท่ีเป็นเน้ือไม้ าานี จึงเหมาะสำหรับใช้ในการก่อ

สร้างและทำเพ่อรันิเจอร์ซาว ฝาบ้าน, ใช้เป็นไม้เช้ือเพลิงท่ีให้ค่า
ความร้อนสูงมาก (โชคชัย, 253,



หอสมุดกลาง สถาบันวิทยบริการ 
จุฬาลงกรฌมหาวิทยาลัย

1.4 องค ์ประกอบของสารที่สำค ์ญในเมล็ดสะเดา

มีการศึกษาการสกัดและแยกชนิดของสารประกอบจากเมล็ดสะเดา เริมทำการศึกษา 
ในประเทศอินเดีย โดย Siddiqui (1942) ได้ทำการแยกสาร nimbin, nimbinin และ nimbidin 
จากน้ํามันท่ีสกัดได้จากเมล็ดสะเดา (อ้างถึงใน Butterworth and Morgan, 1972) ในปี 1963 
Mitra ได้สกัดแยกสาร nimbidinin, desacetylnimbin, nimbinic acid, neonimbidin และ
neutral D (Mitra, 1963) ต่อมาได้มีการศึกษาและพัฒนาวิธีการแยกสารจากเมล็ดสะเดา พบ 
ว่าสารทีออกกเทธ้ีฆ่าแมลง ได้แก่ triterpenoids, phenolic compounds, carotenoid, steroids 
และ ketone เป็นต้น สารสำคัญที่มีฤทธ้ียับยั้งการกินอาหารของแมลง ได้ถูกแยกในปี1968 โดย 
Morgan และ Butterworth ให้ซอว่า azadirachtin (อ้างถงในNagasampagi และคณะ, 1995) 
สาร azadirachtin มีโครงสร้างคล้ายสารจำพวก steroids ซึงเป็นกลุ่ม tetranortriterpenoid 
(limnoid) มีการรายงานสูตรโครงสร้างคร้ังแรกของสาร azadirachtin!นปี ค.ศ. 1972 (Butterworth, 
Morgan and Percy,1972) ต่อมานักเคมี Broughton (1986) และKraus (1987) ได้ทำการวิเคราะห์ 
สูตรโครงสร้างของสาร azadirachtin พบว่าสูตรโครงสร้างท่ีรายงานคร้ังแรกน้ันผิด จึงได้เสนอสูตร 
โครงสร้างท่ีถูกต้องข้ึนมาใหม่ดังน้ี

\

CHr.OOC 5—  O

รูปท่ี 1-1 สูตรโครงสร้างของสารอะซาไดแรคติน ( Schmutterer,1988 )
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ในปัจจุบันมีอนุพันธ์ของ tetranortriterpenes ถึง 80 อนุพันธ์ และอนุพันธ์ของ 
Azadirachtin ถูกแยกจากสารสกัดเมล็ดสะเดา และยังมี nimbinene, nimbandiol, azadiradione, 
salanin, vilasinin, gedunin, meldenindiol เป็นตน (Nagasampagi และคณะ, 1995) “

เป็นท่ีรู้จักกันดีว่าในน้ํามันสะเดามีสารอะซาไดแรคตินอยู่ซึงได้มา 2 วิธีโดยการปีบอัด 
เมล็ดสะเดาในอุณหภูมิท่ีเย็น และการสกัดน้ํามันออกด้วยตัวทำละลาย หลังจากสกัดนำมันออก 
แล้วสกัดกากท่ีเหลือด้วยการใช้ตัวทำละลาย เซ่น อัลกอฮอล์ หรือตัวทำละลายอืน  ๆได้สารกลุ่ม 
limonoids ซ่ึงมีสารอะซาไดแรคตินมีฤทธ้ิเป็นสารฆ่าแมลง (Locke, Walter and Larew, 1995)
ตัวทำละลายท่ีใช้ในการแยกสารอะชาไดแรคตินจากเมล็ดสะเดาได้แก่ เมทธานอล, เอทธานอล, 
น้ํา, เมทธิลลืน, คลอไรด์,คลอโรฟอร์ม, เฮกเซน,เมทธิลเอทธิลคีโตน, บิวธานอล, ปิโตเลียมเบนซีน 
อีเธอร์, อะซิโตน, เมทธิลเทิร์ทบิวธิล อีเธอร์,ไดเอทธิล คาร์บอเนต เป็นต้นพบว่าประสิทธิภาพ ของ 
สารสกัดท่ีเพ่ิมข้ึน สามารถทำได้โดยการเพ่ิมข้ัวของสารละลาย ตัวอย่างเซ่น จากเฮกเซนไปเป็น 
เอทธานอล, จากเอทธานอลไปเป็นเมทธานอล, จากเมทธานอลไปเป็นน้ํา เป็นต้น ( Carter et 
al.,1991 )

. ' อะ'ซา'ไดแรคตน ( ^35แ44®16  ̂ ฟ้นสาร tetranortriterpenoid ทีได้จาก ( Azadirachta 

indica A. Juss ) เทคนิคท่ีถูกเตรียมในการแยกสารอะชาไดแรคติน ควรจะทำให้ได้ปริมาณของสาร 
จากผลิตภัณฑ์ธรรมชาติท่ีบริสุทธ๋ึอย่างมากซ่ึงเป็นท่ีต้องการสำหรับวัตถุประสงค์ใน การทดลอง
ค้นคว้า การทำให้สารอะซาไดแรคตินบริสุทธ้ิยากทีจะทำให้สำเร็จได้ ต้องใช้เทคนิคพิเศษ
เทคนิคทดสำหรับการทำใหสารบรสุทธิคอ high performance liquid chromatography (HPLC) 
(Butterworth 1Morgan and Percy, 1972) แต่ก่อนท่ีจะมาถึงข้ันท่ีทำให ้สารมีความบริลุทธ้ิสูง
ต้องผ่านเทคนิคต่าง  ๆ ซ่ึงสามารถแยกสารท่ีเป็นองค์ประกอบในเมล็ดสะเดาออกมาได้หลายชนิด 
และมีการนำไปทดสอบถุทธ๋ึทางชีวภาพกับหนอนชนิดต่างๆยกตัวอย่างแสดงตังตารางท่ี 1.1
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ตารางท่ี!.1 แสดงฤทธ้ิทางชีวภาพของสารอะซาไดแรคตินและอนุพันธ์
Compounds and I ts  Organisms Source Biological Activity References
Axadirachtin Seeds BUTTERWORTH e l a i ,  196S 

KRAUS e l a i ,  1985b, 1987c
Acricoioprus h e id u s G 100% at 1 pg/mi STAIBER, 1992
E p ila c h n a  VCvives!is A EC50 -  13 ppm SCHWINGER,1985

SCHWTNGER e t a i ,  1984
KRAUS e l a i .  1991, 1993a

(F ) G LC50 = 1.66 ppm REMBOLD, 1989a,b
OF) G 69% at 1.00 ppm SCHWINGER, 1985
( T ) G 60% 0.01 pg BAUMANN, 1985

KRAUS e t a i .  1991, 1993a
H elico^'crpa z ta G EC50 = 0.7 ppm KUBO and KLOCKE. 1982
H elio lh is  virescens G ED50 = 0.7 ppm "

G EC50 = 0.07 ppm YAMASAKI cl a i ,  1987
L LC50 = 0.80 ppm ■

M elcm oplus ze n g v in ip e s (F ) G EDfO = 10.8 pg/g CHAMPAGNE d  a l., 1989,
1992

O n c o p c h u s fis c ia lu s ( T ) G ED50 = 3.5 ng ISMAN cl a i ,  1990
m G ED50 = 5 ng CHAMPAGNE e l a i ,  1989,

1992
P ecîinophora  g o ssyp ie lla G EC50 = 0.4 ppm KUBO and KLOCKE, 19S2,

KUBO e t a i ,  1986
P tr id r  orna soucia A EC50 = 8.0 ng/cm2 ISMAN era/.. 1990

(F ) G EC50 = 0.26 ppm "
(F ) G EC50 = 0.4 nmol/g CHAMPAGNE el a i .  1989,

1992
( I ) G 100% at 2 pg/g KOUL era/.. 1991

P o p illia  japons ca A EC50 = 2.00 ppm SCHWINGER, 1985
S ch is i o c tr e e  g reg a ria (F ) A 100% at 0.07 ppm BUTTERWORTH e l a i .  1968
S p o d o p lerc  fr v g ip e rd a G EC50 = 0.4 ppm KUBO and KLOCKE, 1982,

KUBO cl a i .  1986
G EC50 = 0.08 ppm LEE era/., 1991
L LC50 = 1.00 ppm "

S podop lera  iiûora lis A EC50 = 0.07 ppm KJLINGELE, 1985
A 98.8% at 1 ppm LEY era/., 1993

(F ) G 20-30% at 10 ppm BAUMANN, 1985
( T ) G 90-100% at 10 pg ■

Tenebrio  m olitor ( I ) G 100% at 1 pg/pupa PASCUAL a  a i .  1990
Trypanosom a cruzi G ED50 =  0.25 pg/ml GONZALES el a i ,  1992

3-Deacetylazadiraditin

E pilachna  \errvesiis  
H clio lh is  virescens

1 -Detigloylazadirachtin 
('Azadirachtin ร)

E pilachna  vaciveslis 
1 -Detigloyl-1 -isovaieroyl- 

azadirachlin 
Marrangin '

CAzadirachlin L'i 
E p ila c h n a  «ะ.Tveslis

Seeds

Seed
kernels2-

G EC50 = 0.38 ppm 
G EC50 = 0.09 ppm 
L LC50 = 0.37 ppm

G EC50 = 0.57 ppm 
A 100% at 100 ppm

(F) G EC50 = 0.25 ppm 
L 100% at 1 ppm

REMBOLD, 19S9a,b 
THIELE, 1991 - 
KRAUS e l a i .  1991, 1993 a 
REMBOLD, 1989a,b 
YAMASAKI cl a i ,  1987
REMBOLD. 1989a,b

ZHOU-HALWART, 1993 
ERMEL e l a i ,  1991
KALINOWSKI Cl a i ,  1993 
ERMEL c l a i ,  1991

2 Azadirachlin can ฟ;บ be isolated from tissue cultures (ALLAN cl a i ,  1994).
A = Antifecdant activity; EC = Effective concentration; (F) = Application by feeding; G = Growth 
inhibition; (I) = Application by injection; L = Larvicida! activity; (T) = Topical application.

(อ้างถึงใน Schmutterer, 1995 )
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สารอะชาไดแรคตินในเมล็ดสะเดาท่ีมาจากต้นกำเนิดท่ีแตกต่างกันจะมีปริมาณสาร 
อะ'ซา'ไดแรคตินท่ีต่างกัน ตัวอย่างของเมล็ดสะเดาจากประเทศต่างๆถูกน่ามาสังเกตมากกว่า 4 ปี 
หลังจากเก็บเมล็ดมาทำให้แห้ง กะเทาะเปลือกออก น่าไปสกัดด้วยวิธี soxhlet และหาปริมาณ 
สารอะซาไดแรคตินและน้ํามันในเมล็ด แสดงดังตารางท่ี 1.2

ค่าเฉล่ียของตัวอย่างท้ังหมดมีสารอะชาไดแรคติน 3.6 มก./ก. ของเมล็ดท่ียังไม่ได้ 
กระเทาะเปลือกและมีน้ํามันอยู่ 46 % ปริมาณอะซาไดแรคตินท่ีสูงท่ีสุดจากตัวอย่างท่ีเก็บมาจาก 
เอเชียใต้ และเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ ได้แก่ ประเทศอินเดีย, พม่า และไทย 
ตารางท่ี 1.2 แสดงค่าเฉล่ียของสารอะซาไดแรคตินและน้ํามันในเมล็ดสะเดาจากประเทศต่างๆ
Country No. of sample Oil

( % ± S.E. )
Azadirachtin 

( mg/g ± S.E. )
Dominican Rep. 44 46.6 ±6.4 3.43 ± 0.74
Haiti 16 46.5 ± 4.6 3.05 ±0.59
Ecuador 26 46.6 ±3.1 3.99 ±1.19
Senegal 22 44.3 ±4.0 3.30 ±0.63
Gambia 6 45.5 ±1.5 2.98 ±0.88
Niger 15 48.1 ±2.6 3.40 ±0.67
Benin 57 47.4 ±4.4 3.75 ±0.94
Sudan 9 44.8 ±4.0 2.53 ±0.60
Somalia 19 46.4 ±2.4 2.90 ±0.88
Iran 4 45.4 ±1.9 2.75 ±1.65
Yemen 7 49.7 ±2.5 4.44 ±0.9
India 9 47.6 ± 5.5 5.14 ± 1.80
Sri Lanka 3 50.1 ±5.0 3.40 ±0.34
Myanmar (Burma) 3 48.8 - 6.10 ±0.70
Thailand 6 45.0 ±5.0 5.20 ±1.10
Australia 1 48.1 4.90 -

(อ้างถึงใน Schmutterer, 1995 )
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1.5 วิธ ีการทดสอบฤทธีของสารโดยชีววิธ ี (Bioassay)

การทดสอบถุทธ้ิสารโดยวิธีชีววิธีน้ัน สามารถทำได้กับส่ิงมีชีวิตหลาย  ๆ ชนิด เซ่น ต้นพืช, 
แมลง, ปลา, หนู เป็นด้น ข้ึนอยู่กับวัตถุประสงค์ในการทดสอบสารน้ัน  ๆ ในการใช้สารเพ่ือการ 
เกษตรจะพิจารณาโดยใช้แมลง ซ่ึงแมลงแต่ละชนิดจะมีการตอบสนองต่าง  ๆ กันไป ข้ึนอยู่กับ 
ปัจจัยทางชีวเคมี, กายภาพ, พันธุกรรมและนิเวศวิทยาของแมลงแต่ละชนิดน้ัน ซ่ึงในการ
ทดสอบในห้องทดลองต้องปรับสภาพในห้องทดลองให้ใกล้เคียงธรรมชาติมากท่ีสุด เพ่ือประโยชน์ 
ในการนำสารท่ีต้องการทดสอบไปใช้ได้อย่างมีประสิทธิภาพ

ชนิดของสารในสารตัวอย่างท่ีนำมาทดสอบ หากมีหลายชนิดจะทำให้ผลการทดสอบมีความ 
คลาดเคล่ือน เพราะทำให้ความเฉพาะเจาะจงต่อแมลงมีค่าลดลง แมลงบางชนิดอาจจะมีการ 
ปรับตัวให้ต้านทานต่อสารได้ การใช้สารเพ่ือป้องกันและกำจัดแมลงต้องมีผลชัดเจนต่อแมลงศัตรู 
ท่ีเป็นเป้าหมาย ความเข้มข้นของสารเคมีท่ีมีผลทางชีววิทยาอยู่ในสารละลายเม่ือทดสอบกับส่ิงมี 
ชีวิตในช่วงเวลาท่ีกำหนดและดูผลท่ีเกิดข้ึนน้ันเป็นการทดสอบโดยชีววิธี ภายใต้สภาวะในการ
ทดสอบของแต่ละชุดการทดลองและช่วงเวลาท่ีส่ิงมีชีวิตได้สัมผัสกับสารทดสอบ ท่ีความเข้มข้นท่ี 
ทำให้เกิดการตายจะถูกนำมาวิเคราะห์ทางสถิติเป็นค่า LC50 ( concentration producing 50%
mortality ) ( Glass, 1973 )

การทดสอบถุทธ้ิของสารโดยชีววิธี (bioassay) ท่ีใช้แมลงเป็นตัวทดสอบสามารถทำได้ดังน้ี

1 .Residue test เป็นการทดสอบโดยใช้พิษตกค้างบนวัสดุหรือใบพืชเพ่ือให้แมลงสัมผัส 
หรือให้แมลงกิน

-  Adult vial test เป็นการทดสอบโดยนำสารฆ่าแมลงอัตราต่าง  ๆ เคลือบภาชนะหรือ
วัสดุแล้วให้ตัวเต็มวัยแมลงสัมผัส เช่น ใช้สารฆ่าแมลงหยดลงในขวดแก้วขนาดเล็กแล้วทำให้สาร 
ฆ่าแมลงกระจายท่ีผิว’'ขวด โดยวางขวดแก้วน้ันบนเคร่ืองหมุนให้แห้ง แล้วจึงปล่อยตัวเต็มวัย
แมลงไป เพ่ือทำการทดสอบโดยตรวจนับแมลงท่ีตายหลังทำการทดลอง 24 ช่ัวโมง

- Leaf dip bioassay ใช้ใบพืชท่ีเป็นอาหารของแมลงจุ่มลงในสารฆ่าแมลงท่ีอัตราต่างๆ
ท้ิงใบให้แห้งจึงปล่อยหนอน หรือตัวอ่อนแมลงให้กินใบพืชน้ันเป็นอาหาร ตรวจนับจำนวน
แมลงท่ีตายหลังการทดลอง 24 ช่ัวโมง

2.Topical bioassay เป็นวิธีการทดสอบท่ียอมรับกันว่าค่อนข้างเท่ียงตรงท่ีสุด โดยใช้สาร 
ฆ่าแมลงหยดลงบนอกปล้องท่ี 2 ของแมลง โดยใช้เคร่ืองมีอท่ีเรียกว่า microapplicator syringe 
ลักษณะคล้ายเข็มฉีดยา แต่มีกลไกควบคุมการไหลของสารฆ่าแมลงให้เท่ากับ า ไมโครลิตร
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เพ่ือให้หยดลงบนตัวแมลงโดยใช้สารฆ่าแมลงอัตราต่าง  ๆ หลังจากน้ันเล้ียงแมลงไว้โดยให้
อาหารตามปกติ วิเคราะห์'ผลโดยตรวจนับจำนวนแมลงท่ีตายหลังการหยดสารฆ่าแมลง 24 
ช่ัวโมง

3. Dip bioassay โดยการปล่อยแมลงลงในสารละลายของสารฆ่าแมลงอัตราต่าง  ๆ หลัง 
จากน้ัน 24 ช่ัวโมงนับจำนวนแมลงท่ีตาย วิธีน้ีมักใช้กับลูกน้ํายุง และแมลงท่ีอาศัยในน้ีาซนิดอ่ืนๆ

4. Feeding bioassay วิธีน้ีผสมสารฆ่าแมลงลงในอาหารของแมลงเพ่ือทดสอบ
5. Fumigant assay วิธีน้ีมักใช้ทดสอบกับแมลงศัตรูในโรงเก็บเพ่ือทดสอบความต้านทาน

ต่อสารรม เซ่น พ่อสพืน (phosphine) เป็นต้น โดยปล่อยแมลงท่ีจะทดสอบไว้ใน chamber ซ่ึง 
อาจใช้โหลดูดความช้ืนดัดแปลงมาใช้ในการทดลอง ใช้เข็มสูดก๊าซพ่อสพืน ปล่อยก๊าชลงใน
chamber ท่ีมีแมลงอยู่ ท้ิงไว้ประมาณ 20 ช่ัวโมง จึงนับแมลงท่ีตาย

( พรรณเพ็ญ, 2539 )

1.6 ก า ร ศ ึก ษ า ผลของส า รอะช า ไดแรคตินท่ีมีต่อแมลงและสิงมีชีวิตช น ิด อ่ืน
ปี ค.ศ. 1984 Ladd, Warthen และ Klein ได้ทำการทดสอบสารอะซาไดแรคติน 

บริสุทธิไมากกว่า 90 เปอร์เซ็นต์ กับตัวอ่อนของ Popillia japonica พบว่ามีผลทำให้การพัฒนา 
จากตัวอ่อนไปสู่ตัวเต็มวัยไม่สมยุ]รณ์ แต่ไม่มีผลกับตัวอ่อนระยะท่ี 3 และท่ีแก่กว่าน้ัน คำนวณ 
หาค่า LC50 และ LCgo ได้เท่ากับ 0.1 และ 0.4 pig ตามลำดับ

ปี ค.ศ. 1984 Malik และ Mujtaba ได้นำพืช 7 ชนิด มาทด่สอบหาฤทธ้ิในการไล่ 
แมลงกับหนอน Tribolium castaneum และฤทธ๋ียับย้ังการกินอาหารต่อ Rhyzopertha dominica 
พบว่าๆทธ้ิในการขับไล่แมลงมีอยู่ในรากของ Saussurea lappa และ fเทธ้ิยับย้ังการกินอาหารมี 
อยู่ในเมล็ดสะเดาโดยได้แยกสาร azadirachtin มาทดสอบ

ปี ค.ศ. 1983 Gujar และ Mehrotra พบว่า ในอาหารท่ีมี azadirachtin ทำให้ 
Spodoptera litura ลดการกินอาหารและยับย้ังก'1รเจริญเติบโตของแมลง"นเละสาร azadirachtin 
มีผลต่อ การเปล่ียนรูปร่างของหนอนไปสู่ดักแด้

ปี ค.ศ.. 1985 Gujar และ Mehrotra พบว่า ผลของ azadirachtin และผลิตภัณฑ์ท่ีได้จาก 
เมล็ดสะเดา มีผลต่อการเจริญและการพัฒนาของตัวอ่อน Spodoptera litura โดยการให้หนอน 
กินใบไม้ท่ีจุ่มสาร ท้ังน้ีความรุนแรงท่ีเกิดข้ึนน้ันข้ึนอยู่กับความเข้มข้นและชนิดของสารท่ีใช้

ปี ค.ศ. 1987 Koul, Amanai และ Ohtaki ศึกษาผลของสารอะชาไดแรคตินต่อการเจริญ
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ของตัวอ่อนระยะท่ี 5 ของ Bombyx mori โดยการฉีดสารน้ีสู่ตัวอ่อนอายุ 0-6 วัน พบว่าเกิดผล 2 
ทางคือ ทำให้การเจริญของตัวอ่อนอายุ 0-3 วัน ไม่สมนุรณ์ ส่วนตัวอ่อนอายุ 4-6 วัน ตัวอ่อนไม่ 
สามารถเจริญเข้าสู่ตักแต้ได้เพราะถูกยับย้ังการสร้างผิวช้ันนอกรอบปล้องลำตัวหนอนทำให้หนอน 
ตายในระยะต่อมาประมาณ 12 วัน

ปี ค.ศ. 1989 Barnly, Yam asaki และ Kloce ไต้ทำการทดสอบสารอะซาไดแรคตินและ 
อนุพันธ็ฉีก 3 ตัว โดยการฉีดเข้าทางปากของตัวอ่อนระยะที่ 5 Heliothis virescens ที่ปริมาณสาร 
ตํ่าสุด 0.5jixg พบว่าสารท้ัง 4 ตัว มีผลป้องกันการเข้าสู่ดักแด้ของตัวอ่อนระยะที่ 5 และทำให้ตัว 
อ่อนตาย 100 %ท่ีระดับปริมาณสารสูงกว่า 4.0 fig และไต้นำสารท้ัง 4 ตัว ให้ถูกแสง UV เป็น 
เวลา 90. 200 และ 400 ช้ัวโมง พบว่าการให้สารถูกแสงอย่างน้อยที่สุด 400. ช้ัวโมง ทำให้สาร 
อะซาไดแรคตินลดฤทธิ้ทางชีวภาพลง

ปี ค.ศ. 1990 Jilani และ Saxena ไต้ทดสอบฤทธ้ิการขับไล่ของน้ํามันขม้ิน, Curcuma 
longa (L.) .พันธุ้ไม้รากหอม, Acorus calamus (L.) 1 สะเดา 1Azadirachta indica A Juss. เป็นเวลา 
8 สัปดาห์ โดยซุบสารด้วยกระดาษกรองท่ี 200, 400 และ 800 pig/crr)2 เพ่ือไล่แมลง พบ1ว่าน้ํามัน 
ขม้ินและพันธ์ไม้รากหอมมีถูทธขับไล่มากกว่าน้ํามันสะเดาใน 2 สัปดาห์แรก แต่ฤทธ้ิการขับ'ไล่ลด 
ลงอย่างรวดเร็วมากกว่านํ้ามันสะเดา

ปี ค.ศ. 1990 Blaney และคณะ ไต้พบว่า ฤทธ้ียับย้ังการกินอาหารของ azadirachtin 
และอนุพันธ์ของสาร azadirachtin กลุ่ม limonoids ต่อหนอนผีเส้ือ 4 ชนิด Spodoptera liüoralis, 
Spodoptera frugiperda, Heliothis virescens และ Heliothis armigera พบว่ามีผลต่อหนอนทัง 
4 ชนิด แต่มผลต่อ Spodoptera littoralis มากทีสุด

ปี ค.ศ. 1992 Stark และคณะไต้ศึกษาพบการเจริญพันธ์ของ Psutallia incisi ไปเป็น 
ตัวเต็มวัยลดลงถึง 63 -  88% เม่ือให้สาร azadirachtin เข้มข้น มากกว่า 20 ppm.

ปี ค.ศ. 1993 Lawery, Isman และ Brard ไต้ทำการทดลองในห้องทดลองและภาคสนาม 
ด้วยน้ํามันสะเดาท่ีถูกแยกออกมาตามกระบวนการแยกแล้วและสารสกัดจากเมล็ดสะเดา พบว่า 
มีผลต่อเพลีย ทำให้เพลียลดจำนวนลง ความเข้มข้นโดยประมาณท่ีทำให้เพล้ียลดลง 50% [LC50) 
อยู่ในช่วง0.2-1,4%ล่วนการทดลองในภาคสนามท้ันไต้ผลควบคุมเพล้ียบนพริกไทยและสตอรเบอรี 
แต่ไม่มีผลควบคุมเพลียดอกกะหล่ํา แสดงว่าการใช้สารตังกล่าวควบคุมเพล้ียน้ันไม่ไต้ผลเสมอไป 
ท้ังน้ีข้ึนอยู่กับพืซท่ีอาศัย, ชนิดของเพล้ีย และสภาวะอากาศด้วย

ปี ค.ศ. 1994 Bhathal และ Singh ทดสอบฦทธ้ิยับย้ังการกินอาหารของผลิตภัณฑ์ทาง 
การค้าจากสารสภัดเมล็ดสะเดา 80% ซึงมี azadirachtin อยู่ ต่อหนอนระยะท่ี 3 Spilosoma
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obliqua โดยการจุ่มใบท่ี 48 ซม. หนอนมการกินลดลงแตกต่างจากกลุ่มค ว บ คุมอย่างมีนัย 
สำคัญ ความเข้มข้นตำสุด 6.7% มีผลยับย้ังการกินอาหารของหนอน 0.313% และ ความเข้มข้น 
สูงสุด 86% มีผลยับย้ังการกินอาหารของหนอน 5%

การทดสอบโ]ทธิของสารสกัดจากเมล็ดสะเดาได้ ทำการศึกษากับส่ิงมีชีวิตอ่ืนอีกด้วยในปี 
1984 Sinha และคณะ ได้ทำการทดสอบน้ํามันจากเมล็ดสะเดาท่ียังไม่ได้เจือจางกับลิงโดยใส่ใน 
ปากช่องคลอดก่อนท่ีจะมีการผสมพันธุกัน พบว่ามีผลกับสเปิร์มท่ีแข็งแรงคือสารอะซาไดแรคติน 
จะไปทำลายผนังเชลล์ของสเปิร์มทำให้สเปิร์มฝ่อเป็นการป้องกันการต้ังครรภํได้ ในปีเดียวกัน
Pillai และ Santhakumari ได้ทดสอบความเป็นพิษของสารจากเมล็ดสะเดากับหนูพันธุ'ผสมโดย 
ผสมกับอาหารสูงถึง 2,000 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (น้ําหนักหนู) พบว่าไม่มีความเป็นพิษ ( อ้างถึงใน 
Ahmed และ Grainge, 1986 ) สารสกัดจากสะเดามีฤทธ้ิไล่ไส้เดือนดิน มีฤทธ๋ีต่อปลาหางนกยูงใน 
เวลา 96 ช่ัวโมง โดยผสมสารสกัดต่อน้ํา 8.8 มล./ลิตร ความเป็นพิษต่อปลาน่าจะมีสาเหตุจาก 
นำมันท่ีเป็นองค์ประกอบของสารสกัดจากเมล็ดสะเดา การทดสอบความเป็นพิษกับสัตว์เลือด
อุ่นโดยการทดสอบกับเป็ดด้วยการผสมอาหารให้กิน พบว่าใช้ปริมาณสารถึง 16.0มล. / กก.
( 7,000 ppm ) จึงจะเป็นพิษต่อสัตว์ทดลอง ในปี 1974 Schmutterer ทำการศึกษาความเป็นพิษ 
ของสารสกัดจากเมล็ดสะเดากับหนูโดยให้สารสกัดจากเมล็ดสะเดา 5,000 มก./กก.ของน้ําหนักตัว 
ของหนูแสดงให้เห็นว่าสารไม่เป็นพิษต่อหนูโดยการกิน รวมท้ังความเป็นพิษทางผิวหนังซ่ึงทำการ 
ทดสอบในลักษณะเดียวกันโดยให้ความเข้มข้น 5,000 และ 8,750 มก./กก.ของน้ําหนักตัวหนู เพ่ือ 
ทดสอบให้แน่ใจว่าสารสกัดจากเมล็ดสะเดาไม่มีพิษทังทางการกินและทางสัมผัส ได้ทำการ
ทดสอบตามวิธีเดิมโดยใช้ระยะเวลาในการทดสอบถึง 28 วันพบว่าสารสกัดไม่มีความเป็นพิษต่อ 
หนูท้ังทางการกินและทางสัมผัส ( Schmutterer, 1990 )
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1.7 ม ูลเหต ุจ ูงใจในการทำวิจ ัย
ปัจจุบันได้มีการนำสารท่ีสกัดจากธรรมชาติมาใช้ในการป้องกันและกำจัดแมลงเพ่ือลดการ 

ใช้สารเคมีซึงมีผลกระทบต่อส่ิงแวดล้อม สารอะชาไดแรคตินเป็นสารท่ีสกัดได้จากเมล็ดสะเดา มี 
ถุทธ้ิต่อแมลงโดยยับย้ังการกินอาหาร ยับย้ังการสร้างไข่ เป็นสารฆ่าแมลงทำให้หนอนไม่สามารถ 
ลอกคราบจากระยะดักแด้ไปเป็นตัวเต็มวัยได้ เป็นต้น แต่เน่ืองจากสารอะซาไดแรคตินสลายตัวไต้ 
ง่ายเม่ือโดนแสงหรือถูกความร้อน ดังน้ันปริมาณสารอะชาไดแรคตินท่ีเตรียมได้จะเปล่ียนแปลงข้ึน 
อยู่กับสภาพและอายุของการเก็บรักษา ซ่ึงในการนำสารสกัดท่ีมีสารอะซาไดแรคตินไปใช้ควบคุม 
แมลงจำเป็นต้องทราบปริมาณของสารอะซาไดแรคติน และตามปกติการใช้สารสกัดจากเมล็ด
สะเดามักอยู่ในข้ันตอนท่ีเป็นสารสกัดด้วยน้ําหรือเมทธานอลซ่ึงมีปริมาณสารอะซาไดแรคตินอยู่ 
น้อยและไม่แน่นอน ดังน้ันในงานวิจัยน้ีจึงได้ทำการสกัดสารในแต่ละข้ันตอนเพ่ือให้ได้สารสกัดท่ีมี 
ปริมาณสารอะชาไดแรคตินท่ีมีความบริสุทธ้ิมากข้ึนตามลำดับและจึงเป็นอีกแนวทางหน่ึงท่ีจะนำ 
ผลท่ีได้จากการทดสอบถุทธของสารอะซาไดแรคติน ท่ีมีต่อแมลงมาใช้เลือกสารสกัดเบ้ืองต้นเพ่ือ 
เป็นแนวทางในการสกัดสารให้บริสุทธ้ียิงข่ืนต่อไป

า.8 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย
เพ่ือสกัดแยกสารอะชาไดแรคตินจากเมล็ดสะเดาให้มีความปริสุทธ๋ึมากข้ึนและนำไป 

ศึกษาฤทธ้ีทางชีวภาพ (biological activity) ของสารอะซาไดแรคตินต่อตัวอ่อนของแมลง

1.9 ขอบเขตของงานวิจ ัย
1. สกัดสารจากเมล็ดสะเดาด้วยการสกัดโดยใช้ตัวทำละลาย,โดยใช้คอลัมน์โครมาโตกราทีเ 

และโดยใช้การแยกด้วย reversed phase HPLC เพื่อให้ได้สารอะซาไดแรคตินท่ีค่อนข้างบริลุทธิ้
2. วิเคราะห์หาปริมาณสารอะซาไดแรคติน ท่ีได้จากข้อ (1) โดยวิธี HPLC
3. ศึกษาถุทธิ้ทางชีวภาพของสารสกัดตามลำดับขั้นที่ได้จากข้อ (1 ) ต่อแมลงโดยวิธีการกิน 

(feeding bioassay) ซึ่งใช้หนอนผีเสื้อกินไขผึ้งขนาดใหญ่ ( Gallleria ทาellonella L. ) เป็นสัตว์ทดลอง
4. ศึกษาความเป็นพิษเฉียบพล้น (acute toxicity) และหาค่า l_C50 ท่ี 72 ชั่วโมงโดยใช ้

สารสกัดที่ได้จากข้อ (า)
5. ศึกษาเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการกินอาหารของหนอน โดยใช้สารสกัดที่ได้จากข้อ (1)
6. วิเคราะห์ค่า LC50 โดยใช้ probit analysis และเปรยบเทียบความแตกต่างของเปอร์เซ็นต์ 

การยับยั้งการกินอาหารที่ระดับความเชื่อมั่น 95%โดยใช้ Duncan ร new multiple range test
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