
บทที่ 2

อุปกรณ์และวิธ ีดำเนินการทดลอง

2.1 อ ุปกรณ ์ท ี่ใช ้ในการทดลอง

อุปกรณ์และเคร่ืองมือท่ีใช้ในการทดลองได้แสดงไว้ดังตารางท่ี 2.1 
ตารางที่ 2.1 แสดงช่ือเคร่ืองมือ รุ่น และบริษัทผู้ผลิต

ชอเครองมอ รุ่น บริษัทผลิต j
1.เคร่ืองเขย่าผสม (vortex) Vortex - Genie Scientific Industries Inc., - I

No. 2 New York, USA.
2.เครืองเขย่าสกัดแยกสาร (extraction shaker) A-31 Yamato Scientific Co. Ltd..Japan
3.เครืองระเหยสูญญากาศแบบหมุน (rotary RE - 52 Yamato Scientific Co. Ltd..Japan
' evaporator) 1 1

4.เคร่ืองช่ังแบบหยาบ FX - 3000 A & D , Japan
(electronic balance)

5.เคร่ืองช่ังแบบละเอียด FX - 180A A & D , Japan
(electronic balance)

6.เครือง ultrasonicator อ 200 D.S.C. Group, Thailand
7.เครือง high performance liquid LC-6A Shimadzu 1 Japan

chromatography (HPLC)
8 เคร่ืองวิเคราะห์ผลสำหรับเคร่ือง HPLC C-R4A Shimadzu 1 Japan
9.คอลัมห์สำหรับวิเคราะห์ (analytical column) LC-ODS,STEEL Phenomenex, Japan

สำหรับHPLG
10.คอลัมน์สำหรับเก็บสำดับส่วน (preparative LC-ODS, STEEL Shimpack, Japan

column) สำหรับHPLC iJ
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2.2 สารเคม ีท ี่ใช ้ในการทดลอง

สารเคมีชนิดต่าง  ๆ ท่ีใช้ในการทดลองได้แสดงไว้ดังตารางท่ี 2.2 
ตารางที่ 2.2 รายซ่ือสารเคมีและบริษัทผู้ผลิต

สารเคมี บริษัทผู้ผลิต
1. คลอโรฟอร์ม Merck - ประเทศเยอรมัน
2. ซิลิกาเจล(silica gel) ชนิด 60 Art 7731(0.063-0.200 มม.) Merck - ประเทศเยอรมัน
3. แผ่นทินแลร์โครมาโตกราที! ชิลิกาเจล 60 F254 Merck - ประเทศเยอรมัน
4. เมทธานอล Merck - ประเทศเยอรมัน
5. สารมาตรฐานอะซาไดแรคติน (azadirachtin)lJรสุทธ้ิ95% Sigma -  ประเทศสหรัฐอเมริกา
6. อะซีโตน Merck - ประเทศเยอรมัน
7. เอทธานอล กรมสรรพสามิตร' ประเทศไทย
8.เอทธิลอะซิเตต Merck - ประเทศเยอรมัน
9.เฮกเซน Merck - ประเทศเยอรมัน

2.3 การสกัดสารอะชาไดแรคตินจากเมล ็ดสะเดา (ตามวิธีของฃนิษฐา ดีประหลาด, 2541) 
การเตรียมเมล็ดสะเดาโดยนำเมล็ดสะเดาท่ีอบแห้งท่ีส่ังซ้ือจากบริษัทผลิตภัณฑ์เมล็ดสะเดา 

ไทยมากะเทาะเปลือกออก นำส่วนเมล็ดมาบดละเอียดด้วยเคร่ืองบด เพ่ือเตรียมสกัดแยก 
สารในข้ันตอนต่อไป

2.3.1 การสกัดสารอะซาไดแรคตินจากเมล็ดสะเดา ด้วยตัวทำละลายเมทธานอล
นำเมล็ดสะเดาท่ีผ่านการบดแล้ว 4 กิโลกรัม มาแซ'ในเมทธานอลประมาณ 20 ลิตร เป็น 

เวลา 24 ช่ัวโมง สกัดช้ํา 3 คร้ัง นำสารละลายเมทธานธฟ้ท่ีได้ ไปกล่ันแยกเมทธานอลออกด้วย 
เคร่ืองระเหยสูญญากาศแบบหมุน ท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส นำสารสกัดเมทธานอลท่ีได้ 
( crude methanolextract ) ไปหาน้ําหนักแห้ง และตรวจสอบว่ามีอะซาไดแรคตินหรือไม่ด้วย
แผ่นทินแลร์โครมาโตกราที!

2.3.2 การสกัดสารอะซาไดแรคตินจากสารสกัดเมทธานอล ด้วยสารละลายผสม 
95% เมทธานอลและเอกเซน อัตราส่วน1:1
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นำสารสกัดจากเมทธานอล น้ําหนักแห้ง 144.46 กรัม เติม 95% เมทธานอลให้
เป็นสารละลายปริมาตร 300 มิลลิลิตร สกัดสารท่ีเป็นน้ํามันและสารอ่ืน  ๆ ช่ึงมีข้ัวน้อยออกจาก 
สารสกัดเมทธานอลด้วยเฮกเชน 300 มิลลิลิตร ในกรวยแยก (separating funnel) ขนาด 1,000 
มิลลิลิตร นำไปเขย่าด้วยเคร่ืองเขย่าเป็นเวลา 20 นาที จากน้ันนำมาต้ังให้สารละลายแยกข้ันไขข้ัน 
เมทธานอลซ่ึงอยู่ส่วนล่าง ใส่กรวยแยกใหม่แล้วเติมเฮกเซน 300 มิลลิลิตร นำไปเขย่าทำช้ําจนกว่า 
ข้ันเฮกเซนซ่ึงอยู่ส่วนบนใส ส่วนข้ันเฮกเชน ท่ีได้นำไปกล่ันแยกเฮกเซนออกเพ่ือนำเฮกเซนกลับมา 
ใช้ใหม่ สำหรับสารสกัดข้ันเมทธานอล เก็บไว้ทำการสกัดแยกสารในข้ันต่อไป ( รูปท่ี 2,1 )

2.3,3 การสกัดสารอะซาไดแรคตินจากสารสกัดเมทธานอล ด้วยสารละลายผสมน้ําและ 
เอทธิลอะชิเตท อัตราส่วน 1:6
นำสารสกัดท่ีได้จากการสกัดด้วยสารละลายผสม 95% เมทธานอลและเฮกเซน 300

มิลลิลิตร เติมเอทธิลอะชิเตท 300 มิลลิลิตร ลงในกรวยแยก เติมน้ําลงไป 50 มิลลิลิตร
เพ่ือสกัดสารอ่ืนๆท่ีมีข้ัวมากออกจากสารสกัด นำไปเขย่าด้วยเคร่ืองเขย่าเป็นเวลา 20 นาที
จากน้ันนำมาต้ังให้สารละลายแยกข้ัน ไขข้ันน้ัาท่ีอยู่ส่วนล่างใส,กรวยแยกใหม่แล้วเติมเอทธิล
อะซิเตท 300 มิลลิลิตร นำไปเขย่า ทำซ้ําจนกว่าข้ันเอทธิลอะชิเตทซ่ึงอยู่ส่วนบนใส นำสาร 
ละลายเอทธิล อะซิเตทท่ีได้ไปกล่ันแยกเอทธิลอะซิเตทออกเพ่ือนำกลับมาใช้ใหม่ สำหรับสารสกัด 
อันนำนำไปกล่ัน เพ่ือแยกนำออก หาน้ําหนักแห้งของสารสกัดเอทธิลอะชิเตท เพ่ือแยกสารในข้ัน 
ต่อไป ( รูปท่ี 2.1 )

เมล็ดสะเดา 4 กิโลกรัม
แซ'ในเมทธานอล

’ t

สารสกัดเมทธานอล กาก
1, สกัดด้วยเฮกเซน

i r

สารสกดเฮกเชน สารสกัดข้ัน 95% เมทธานอล
สกัดด้วยสารละลายผสม 

,, น้ําและเอทธิลอะซิเตท (1: 6)

สารสกัดเอทธลอะชิเตท สารสกัด1ข้ันน้ํา

รูปท่ี 2.1 ข้ันตอนการสกัดสารอะ'ซา'ไดแรคติน'จากเมล็ดสะเดา Azadirachta indica
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2.4.1 การแยกสารจากสารสกัดเอทธิลอะซิเตท
นำสารสกัดเอทธิลอะซิเตทน้ําหนักแห้ง 118.0 กรัม ท่ีตรวจพบสารอะซาไดแรคติน มาแยก 

ครังละ 16.8 กรัม โดยใช้ chromatography column ใช้ซิลิกาเจลชนิด 60 Art 773าเป็นตัวดูดซับ 
บรรจุซิลิกาเจ'ลในคอลัมน์แก้วขนาดเส้นผ่าสูนย์กลาง 10 เซนติเมตร ให้สูง 5 เซนติเมตร 
สารละลายตัวพาท่ีใช้คือ สารละลายผสมคลอโรฟอร์มและเมทธานอลในอัตราส่วน 2:1 อัตราการ 
ไหล 2 มิลลิลิตรต่อนาที เก็บสารละลายจากคอลัมน์ตามลำดับส่วนละ ส่วนละ 30 มิลลิลิตรนำ 
แต่ละส่วนที'ได้ ไปทดสอบหาอะซาไดแรคตินด้วยแผ่นทีนแลร์โครมาโตกราพี! รวบรวมลำดับส่วนท่ี 
มีอะชาไดแรคตินไว้ด้วยกัน นำไประเหยตัวทำละลายออก หาน้ําหนักแห้ง'เตรียมสำหรับแยก 
สารในข้ันตอนต่อไป

2.4.2 การแยกสารจากสารท่ีแยกได้จากสารสกัดเอทธิลอะซิเตท
นำสารท่ีแยกได้จากข้ันตอน 2.4.1 น้ําหนักแห้ง 16.4 กรัม ท่ีตรวจพบลารอะชาไดแรคติน 

มาละลายด้วยเมทรานอลปริมาณ 5 มิลลิลิตร บรรจุลงส่วนบนของคอลัมน์แก้วเส้นผ่าสูนย์กลาง 
10 เซนติเมตร ท่ีมีเซฟาเดคเจล (sephadex gel LH-20) อ่ิมตัวในเมทธานอล สูง 5 เซนติเมตร 
โดยมีตัวซะเป็นเมทธานอล อัตราการไหล 2 มิลลิลิตรต่อนาที ข้ันตอนน้ีเป็นการแยกสารตาม 
ขนาดโมเลกุล โดย.สารท ี่ม ีข นาดโมเลกุลใหญ่จะถูกซะออกมาก่อนสารท่ีมีโมเลกุลขนาดเล็ก
เก็บสารละลายจากคอลัมน์ตามลำดับส่วน ส่วนละ 30 มิลลิลิตร นำลำดับส่วนท่ีได้ไปทดสอบหา 
สารอะซาไดแรคตินด้วยแผ่นทินแลร์โครมาโตกราพี! รวบรวมแต่ละส่วนท่ีมีอะซาไดแรคตินไว้ด้วยกัน 
นำไประเหยตัวทำละลายออกเพ่ือหาน้ีาหนักแห้งสำหรับแยกสารในข้ันตอนต่อไป

2.4.3 การแยกสารจากสารท่ีผ่านการแยกด้วยเซฟาเดคเจล
นำสารท่ีแยกได้จากข้ันตอน 2.4.2 น้ําหนักแห้ง 10.66 กรัม ท่ีตรวจพบสารอะซาไดแรคติน 

คลุกกับซิลิกาเจลปริมาณ 10 กรัม บรรจุลงส่วนบนของคอลัมน์แก้วเส้นผ่าสูนยกลาง 4.2เชนติเมตร 
ซึงมีซิลิกาเจลอ่ิมตัวในสารละลายผสมคลอโรฟอร์มและอะซิโตนในอัตราส่วน 5:1 สูง 40 เซนติเมตร 
โดยมีตัวซะเป็นสารละลายผสมอัตราส่วนเดียวกัน อัตราการไหล 2 มิลลิลิตรต่อนาที ข้ันตอนน้ี 
เป็นการแยกสารตามความแรงของข้ัว เก็บสารละลายจากคอลัมน์ตามลำดับส่วน ส่วนละ 30
มิลลิลิตร นำแต่ลุะส่วนท่ีได้ไปทดสอบหาสารอะซาไดแรคตินด้วยแผ่นทินแลร์โครมาโตกราพี!
รวบรวมแต่ละส่วนท่ีมีอะชาไดแรคตินไว้ด้วยกัน นำไประเหยตัวทำละลายออก หาน้ําหนักแห้ง
สำหรับแยกสารในข้ันตอนต่อไป

2.4 การแยกส ารอะช าได แรค ต ิน ด ้วยค อล ัม น ์โค รม าโต กราvJ (chrom atography colum n)
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2.4.4 การแยกสารจากการชะด้วยสารละลายผสมคลอโรฟอร์มและอะชิโตน ( 5:1 )
นำสารท่ีแยกได้จากข้ันตอน 2.4.3 น้ําหนักแห้ง 6.11 กรัม ท่ีตรวจพบสารอะซาไดแรคติน 

คลุกกับชิลิกาเจล ปริมาณ 10 กรัม บรรจุลงส่วนบนของคอลัมน์แก้วเส้นผ่าดูนย์กลาง 4.2
เซนติเมตร ซ่ึงมีชิลิกาเจลอ่ิมตัวในสารละลายผสมเฮกเชน,คลอโรฟอร์มและอะซิโตน ในอัตราส่วน 
3:1:1 สูง 40 เซนติเมตรโดยมีตัวชะเป็นสารละลายผสมอัตราส่วนเดียวกัน ( ซ่ึงมีความแรงของข้ัว 
สูงกว่าสารละลายผสมคลอโรฟอร์มและอะซิโตน (5:1) ) อัตราการไหล 2 มิลลิลิตรต่อนาที
เก็บสารละลายจากคอลัมน์ตามลำตับส่วน ส่วนละ 30 มิลลิลิตร นำแต่ละส่วนท่ีได้ไปทดสอบหา 
สารอะซาไดแรคตินด้วยแผ่นทินแลร์โครมาโตกราที!รวบรวมแต่ละส่วนท่ีมีอะซาไดแรคตินเข้าด้วยกัน 
นำไประเหยตัวทำละลายออกหาน้ําหนักแห้งสำหรับแยกสารในข้ันตอนต่อไป

2.4.5 การแยกสารจากการชะด้วยสารละลายผสมเฮกเชน, คลอโรฟอร์มและอะซิโตน (3:1:1)
นำสารท่ีแยกได้จากข้ันตอน 2.4.4น้ําหนักแห้งา.93 กรัม ท่ีตรวจพบสารอะซาไดแรคติน 

คลุกกับซิลิกาเจลปริมาณ 10 กรัม บรรจุลงส่วนบนของคอลัมน์แก้วเส้นผ่าดูนย์กลาง 3.5เชนติเมตร 
ซึงมีซิลิกาเจลอ่ิมตัวในสารละลายผสมเฮกเซน,คลอโรฟอร์มและอะซิโตน ในอัตราส่วน 3:2:2 สูง 
30 เซนติเมตร โดยมีตัวชะเป็นสารละลายผสมอัตราส่วนเดียวกัน ( ซ่ึงมีความแรงของข้ัวสูงกว่าใน 
สารละลายผสมเฮกเชนต่อคลอโรฟอร์มต่ออะซิโตน (3:1:1)) อัตราการไหล 2 มิลลิลิตรต่อนาที
เก็บสารละลายจากคอลัมน์ตามลำดับส่วน ส่วนละ 30 มิลลิลิตร นำแต่ละส่วนท่ีได้ไปทดสอบหา 
สารอะซาไดแรคตินด้วยแผ่นทินแลร์โครมาโตกราที! รวบรวมแต่ละส่วนท่ีมีอะซาไดแรคตินไว้ด้วยกัน 
นำไประเหยตัวทำละลายออก หาน้ําหนักแห้งสำหรับแยกสารในข้ันตอนต่อไป

2.5 การแยกสารอะซาไดแรคตินด้วยรีเวอสเฟส ไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ ลิควิด โครมาโตกราvJ 
( reversed phase HPLC )

นำสารท่ีแยกได้จากการซะด้วยสารละลายผสมเฮกเชน, คลอโรฟอร์มและอะซิโตน ในอัตรา 
ส่วน 3:2:2 (ข้อ 2.4.5) ท่ีตรวจพบสารอะซาไดแรคติน ไปตรวจสอบด้วยรีเวอสเฟส ทินแลร์โครมา 
โตกราที! ( reversed phase TLC ) พบว่ายังมีสารอ่ืนปนอยู่ จึงทำการแยกด้วย reversed phase 
HPLC ต่อไป โดยมีสภาวะในการแยกสารตังน้ี
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คอลัมน์

สารละลายตัวพา 
สารละลายตัวล้าง 
อัตราการไหล 
อุณหภูมิ
ปริมาณสารตัวอย่าง 
ตัวทำละลายสารตัวอย่าง 
ความยาวคล่ืนการตรวจวัด

คอลัมน์สำหรับเก็บลำตับส่วน (preparative column) 
shimpack (LC-ODS,STEEL, 250X30 มิลลิเมตร) 
50% เมทธานอลในน้ีาท่ีขจัดไอออนทวีคูณ 
80% เมทธานอลในน้ําท่ีขจัดไอออนทวีคูณ
8.0 มิลลิลิตรต่อนาที 
26 องศาเซลเซียส
4.0 มิลลิลิตร
50% เมทธานอลในนำท่ีขจัดไอออนทวีดูณ
คล่ืนอัลตราไวโอเลตท่ีความยาวคล่ืน 210 นาโนเมตร

เตรียมสารละลายตัวอย่าง โดยนำสารสกัดท่ีได้จากข้ันตอน 2.4.5 20 มิลลิกรัม ละลาย 
ด้วย 50% เมทธานอลในนำท่ีขจัดไอออนทวีคูณ 4 มิลลิลิตร กรองผ่านกระดาษกรองเซลลูโลส 
อะซิเตตขนาดเส้นผ่าคูนย์กลาง 13 มิลลิลิตร นำไปขจัดฟองอากาศด้วยเคร่ืองโซนิเคท
(sonicator) ฉีดสารละลายเข้าเคร่ือง HPLC เก็บสารละลายท่ีออกจากคอลัมน์ตามลำดับส่วนละ 
5 มิลลิลิตรต่อหลอดทดลองจากนันนำแต่ละลำดับส่วนไประเหยสารละลายออกและนำมาวิเคราะห์ 
หาอะซาไดแรคตินด้วย HPLC รวมลำดับส่วนท่ีมีรีเทนชันไทห์ (retention time) ตรงกับสารมาตรฐาน 
อะซาไดแรคตินไว้ด้วยกัน ช่ังนำหน์กแห้งของสารท่ีได้และคำนวณหาปริมาณอะชาไดแรคตินต่อไป

2.6 การวิเคราะห์หาปริมาณอะซาไดแรคตินด้วยเครื่อง HPLC
สภาวะของเคร่ืองเป็นดังน้ี
คอลัมน์ : คอลัมน์สำหรับวิเคราะห์ (analytical column)

phenomenex ( LC-ODS,STEEL, 150X4.6 มิลลิเมตร )
สารละลายตัวพา : 60% เมทธานอลในน้ําท่ีขจัดไอออนทวีคูณ
สารละลายตัวล้าง : 80% เมทธานอลในน้ําท่ีขจัดไอออนทวีคูณ
อัตราการไหล : 0.5 มิลลิลิตรต่อนาที
อุณหภูมิ : 26 องศาเซลเซียส
ปริมาณท่ีใช้วิเคราะห์ : 10 ไมโครลิตร
ตัวทำละลายสารตัวอย่าง : 60% เมทธานอลในน้ําท่ีขจัดไอออนทวีคูณ
ความยาวคล่ืนการตรวจวัด : คล่ืนอัลตราไวโอเลตท่ีความยาวคล่ืน 210 นาโนเมตร
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เตรียมสารละลายมาตรฐานอะซาไดแรคตินให้มีความเข้มข้น 0, 200, 400, 600, 800, 1,000 
และ 1,200 ppm. ฉีดสารละลายมาตรฐานแต่ละความเข้มข้นเข้าเคร่ือง HPLC นำพืนทีใต้พีค 
จากโครมาโตแกรมท่ีได้มาทำกราฟมาตรฐานของสารอะซาไดแรคติน

2.7 การเพาะเลี้ยงหนอนผีเส ื้อกินไขผึ้งขนาดใหญ่ (Galleria ทาellonella  L.)

เก็บหนอนผีเส้ือกินไขผ้ึงขนาดใหญ่ท่ีเข้าทำลายรังของผ้ึงในธรรมชาติ จากสถานีวิจัย
ชีววิทยาของผ้ึง จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ตำบลบางขันแตก อำเภอเมือง จ. สมุทรสงคราม 
แล้วทำการเพาะเล้ียงในห้องทดลอง ท่ีอุณหภูมิห้อง จนหนอนเจริญเป็นตัวเต็มวัย แยกเอาตัว 
เต็มวัยของผีเส้ือกินไขผ ึ้ง ท่ีเป็นเพศผู้และเพศเมียจำนวน 10 คู่ มาใส่ในกล่องพลาสติกปากกว้าง 
ขนาดเส้นผ่านสูนย์กลาง 8 เซนติเมตรสูง 10 เซนติเมตร ซ่ึงบุด้วยกระดาษทิซอุเพ่ือให้ผีเส้ือ 
ผสมพันธุและวางไข่

หลังจาก 3 -  5 วัน ตัวเต็มวัยจะเร่ิมวางไข่ ตัดกระดาษทิชชุท่ีมีไข่ใส่ลงในกล่องท่ีมือาหาร 
เทียม ( ภาคผนวก ก ) หลังจากน้ันประมาณ 5 -  6 วัน หนอนจะเร่ิมฟักออกจากไข่คอยเติม 
อาหารเทียมให้เพียงพอต่อจำนวนหนอนในแต่ละกล่อง พอหนอนเข้าสู่ระยะท่ี 3 จึงคัดแยก
หนอนมาเพ่ือทำการทดลองต่อไป ส่วนหนอนท่ีไม่ได้ใช้ เล้ียงต่อไปจนเข้าดักแด้ และทำการเพาะ 
ขยายพันธุเป็นรุ่นต่อไป ( จักรา,2537 )

2.8 การทดสอบฤทธของสารสก้ดโดยชีววิธี ( bioassay )

2.8.1 การทดสอบความเป็นพิษเฉียบพลันในเวลา 72 ช่ัวโมง และหาค่า LC50ท่ี 72 ช่ัวโมง 
โดยการทดสอบโเทธของสารสกัดท่ีได้จากการสกัดด้วยตัวทำละลาย, สารสกัดท่ีได้จากคอลัมน์
โครมาโตกราพีเท่ีตรวจพบสารอะซาไดแรคติน และสารท่ีแยกได้จากรีเวอสเฟสไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์
ลิควิด โครมาโตกราพี (reversed phase HPLC) กับหนอนผีเส้ือกินไขผ้ึงขนาดใหญ่ (Galleria 
ทาellonella L.)

- นำตัวหนอนระยะ 3 จำนวน 10 ดัวต่อช้ําใช้ท้ังหมด 10 ซ้ํา งดให้อาหารเป็นเวลา
2 ช่ัวโมง

-นำสารสกัดมาช่ังน้ําหนัก และละลายด้วยเอทธานอล เตรียมสารละลายให้ได้ความ 
เข้มข้น 0.01, 0.05, 0.10, 0.50 และ 1.00 มก.ของสารสกัด/มก.ของอาหารทดสอบ แต่ลด 
ปริมาณสารลงในส่วนท่ีเป็นสารท่ีแยกได้จาก reversed phase HPLC เน่ืองจากใช้สารท่ีมีความ
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ปริสุทธ้ีมากข้ึนช่ังน้ําหนักสารท่ีแยกได้จาก reversed phase HPLC ละลายด้วยเอทธานอล เตรียม 
สารละลายให้ได้ความเข้มข้น 0.025, 0.050, 0.075 และ 0.10 มก.ของสารสกัด/มก.ของอาหาร 
ทดสอบนำไปทดสอบกับหนอน โดยเทียบกับกลุ่มควบคุมซ่ึงเป็นอาหารท่ีไม่ใส่สารใด  ๆ นับจำนวน 
หนอนท่ีตายแล้วคำนวณหาค่า LC50 ภายในเวลา 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง

2.8.2 การทดสอบหาเปอร์เซ็นต์การยับย้ังการกินอาหาร (antifeedant) โดยการทดสอบฤทธ๋ึของ 
สารสกัดท่ีได้จากการสกัดด้วยตัวทำละลาย, สารสกัดท่ีได้จากคอลัมน์โครมาโตกราพีเท่ีตรวจพบสาร 
อะซาไดแรคตินและสารท่ีแยกได้จากรีเวอสเฟสไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโตกราพีเ ( reversed 
phase HPLC ) กับหนอนผีเส้ือกินไขผ้ึงขนาดใหโม่ (Galleria mellonella L.)

- นำตัวหนอนระยะ 3 จำนวน 10 ตัวต่อซ้ําใช้ท้ังหมด 10 ซ้ํา งดให้อาหารเป็นเวลา
2 ช่ัวโมง

-นำสารสกัดมาช่ังน้ําหนัก และละลายด้วยเอทธานอล เตรียมสารละลายให้ได้ความ 
เข้มข้น 0.01, 0.05, 0.10, 0.50 และ 1.00 มก.ของสารสกัด/มก.ของอาหารทดสอบ แต่ลด 
ปริมาณสารลงในส่วนท่ีเป็นสารท่ีแยกได้จาก reversed phase HPLC เน่ืองจากใช้สารท่ีมีความ 
บริสุทธ้ิมากข้ึนช่ังน้ําหนักสารท่ีแยกได้จาก reversed phase HPLC ละลายด้วยเอทธานอล เตรียม 
สารละลายให้ได้ความเข้มข้น 0.025, 0.050, 0.075 และ 0.10 มก.ของสารสกัด/มก.ของอาหาร 
ทดสอบนำไปทดสอบกับหนอน โดยเทียบกับกลุ่มควบคุมซ่ึงเป็นอาหารท่ีไม่ใส่สารใด  ๆ ช่ังน้ําหนัก 
อาหารแห้งที,เหลือแล้วคำนวณหาค่าเปอร์เซ็นต์การยับย้ังการกินอาหารภายในเวลา 24, 48 และ 72 
รัวโมง

2.8.3 การวิเคราะห์ผลการทดลอง
2.8.3.1 คำนวณเปอร์เซ็นต์การตายของหนอนท่ีถูกต้องจากสูตร Abbott ‘ร formula 

(Finney,1971) (ภาคผนวก จ)
2.8.3.2 คำนวณเปอร์เซ็นต์การยับย้ังการกินอาหารของหนอนจากสูตรของ Bently et al. 

( อ้างถึงในพุทธลักษณ์, 2540 ) ( ภาคผนวก จ )
2.8.3.3 คำนวณหาค่า LC50 โดยใช้โปรแกรมโปรบิท (Probit analysis) ของ Finney (1971)

(ภาคผนวก ฉ)
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