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ปัจจุบนัการสังเคราะห์อนุภาคซิลเวอร์นาโน (AgNPs) ดว้ยวิธีทางชีวภาพนบัว่าเป็นกระบวนการท่ีเป็น

มิตรต่อส่ิงแวดลอ้ม ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงมีความมุ่งหมายท่ีจะสังเคราะห ์AgNPs โดยอาศยัสารสกดัจากเปลือกส้มโอ 
มาด าเนินการศึกษาปัจจยัท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสังเคราะห์ AgNPs ไดแ้ก่ ความเขม้ขน้ของ AgNO3 (1 , 2 และ 3 มิลลิ
โมลาร์) ร่วมกบั pH ของสารสกดั (4.8, 5, 6, 7 และ 8) เวลาในการท าปฏิกิริยา (24 และ 48 ชัว่โมง) และรูปแบบใน
การเทสารสกัด และท าการพิสูจน์เอกลกัษณ์ดา้นต่าง  ๆ  ของ AgNPs โดยใช้เทคนิค UV-Visible, FT-IR, XRD, 
TEM และ EDX ตามล าดบั จากนั้นประเมินคุณสมบติัของ AgNPs ท่ีสังเคราะห์ไดใ้นดา้นการยบัย ั้งแบคทีเรียและ
การน าไปประยุกต์ใช้ในการผลิตชีวมวลและสารตา้นอนุมูลอิสระของโปรโตคอร์มกลว้ยไมส้กุลหวาย  ผลการ
ทดลองพบว่า สภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดส าหรับการสังเคราะห์ AgNPs โดยใชส้ารสกดัจากเปลือกส้มโอคือ AgNO3 

ความเขม้ขน้ 2  มิลลิโมลาร์, สารสกดัท่ี pH 8, เวลาท าปฏิกิริยานาน 24 ชัว่โมง และใชรู้ปแบบการเทสารสกดัอยา่ง
รวดเร็ว เม่ือวิเคราะห์การสังเคราะห์ AgNPs ดว้ย UV-Vis พบปรากฏการณ์ surface plasmon resonance (SPR) ท่ี
ความยาวคล่ืนในช่วง 402-411 นาโนเมตร ส่วนการระบุหมู่ฟังก์ชนัดว้ย FTIR จะพบหมู่ฟังก์ชนั O-H, C=O และ 
C-O ของแอลกอฮอล ์ฟีนอล กรดคาร์บอกซิลิก และอะโรมาติกท่ีเก่ียวขอ้งกบัการรีดิวซ์ Ag+ เป็น Ag0 ซ่ึงก่อให้เกิด 
AgNPs และผลึกท่ีไดเ้ป็นผลึกของโลหะเงินท่ีมีโครงสร้างแบบ face-centered cubic (fcc) อีกทั้งเม่ือวิเคราะห์ดว้ย 
TEM จะเห็นไดว่้าอนุภาคมีลกัษณะเป็นทรงกลม มีขนาดเฉล่ียท่ี 31.1 นาโนเมตร นอกจากน้ีการวิเคราะห์ด้วย 
EDX ท่ีพบการดูดกลืนแสงสูงสุดท่ี 3 keV สามารถยืนยนัไดว่้ามีองคป์ระกอบของ Ag และจากการศึกษาสมบติั
การยบัย ั้งแบคทีเรียพบว่า AgNPs ท่ีสังเคราะห์มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมลบได ้100% ท่ีความเขม้ขน้ 200 
มิลลิกรัมต่อลิตร ส าหรับการศึกษาการน า AgNPs ไปประยกุตใ์ชใ้นการเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกลว้ยไมส้กุลหวาย
พบว่า AgNPs ท่ีความเขม้ขน้ 1-50 มิลลิกรัมต่อลิตร ไม่มีผลต่อการเพ่ิมชีวมวล (สัดส่วนการเจริญของน ้ าหนัก
แห้ง)โปรโตคอร์มอย่างมีนัยส าคญัเม่ือเปรียบเทียบการเพาะเล้ียงชุดควบคุมท่ีไม่มีการเติม AgNPs ในขณะท่ี 
AgNPs ความเขม้ขน้ 75-100 มิลลิกรัมต่อลิตร ท าให้ชีวมวลลดลงอย่างมีนยัส าคญั (p < 0.05) นอกจากน้ียงัพบว่า 
AgNPs ทุกความเขม้ขน้ท่ีเสริมลงไปในอาหารเพาะเล้ียงส่งผลต่อการผลิตสารฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ และ
ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระอย่างมีนยัส าคญั (p < 0.05) เม่ือเปรียบเทียบกบัการทดลองชุดควบคุม โดย 
AgNPs ท่ีความเข้มข้นในช่วง  1-20 มิลลิกรัมต่อลิตร  สามารถส่งเสริมการผลิตสารพฤกษเคมีในกลุ่ม
สารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยดแ์ละฤทธ์ิการตา้นอนุมูลอิสระของโปรโตคอร์มกลว้ยไมส้กุลหวายได ้
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MISS SUWIMON DATARUN : EFFECT OF SILVER NANOPARTICLES FROM 
POMELO PEEL EXTRACT ON BIOMASS AND TOTAL PHENOLIC CONTENT 
PRODUCTION OF DENDROBIUM PROTOCORM  THESIS ADVISOR : ASSOCIATE 
PROFESSOR BUDSARAPORN NGAMPANYA, Ph.D. 

Biosynthesis of silver nanoparticles (AgNPs) is currently considered as an environmentally friendly method. 
Thus, this research aimed to biosynthesize AgNPs using green peel pomelo extract. The factors involved in AgNPs 
synthesis, such as a combination of AgNO3 concentrations (1 mM, 2 mM and 3mM) and pH of plant extract (4.8, 5, 6, 7 
and 8), reaction time (24 and 48 hours) and format of plant extract pouring were investigated. The synthesized AgNPs 
were then characterized and identified by UV-Visible spectroscopy, XRD, FT-IR, XRD, TEM, and EDX techniques, 
respectively. Additionally, a property of AgNPs to inhibit bacterial growth and application of AgNPs for production of 
biomass and antioxidants in protocorms of Dendrobium officinale were also evaluated. The optimum conditions for 
AgNPs synthesis using the extract of pomelo green peel were 2 mM AgNO3, pH of the extract at 8, a reaction time of 24 
hours, together with the rapid pouring of the extract. The UV-Vis spectra of the synthesized reactions showed the surface 
plasmon resonance (SPR) peak in the range of 402-411 nm. FTIR analysis revealed the presence of O-H, C=O and C-O 
functional groups of alcohol, phenol, carboxylic acid and aromatic which involved in the reduction of  Ag+ to Ag0 resulting 
in the formation of AgNPs. Crystals of silver in a structure of the face-centered cubic (fcc) was detected by XRD. The 
TEM analysis also showed that the particles were round and had averaged size of 31.1 nm. Moreover, a maximum 
absorbance of 3 keV analyzed by EDX confirmed the presence Ag in NPs. For antibacterial evaluation, AgNPs could 
inhibit gram-negative bacteria by 100% at a concentration of 200 mg/L. Additionally, the application of AgNPs for 
culturing protocorm of D. officinale suggested AgNPs in range of 1-50 mg/L was non-significant effect on increasing of 
protocorm biomass (growth ratio based on dry mass) when compared with the control. On the other hand, biomass of 
protocorms in the cultures containing AgNPs in range of 75-100 mg/L were significantly decreased (p<0.05). In 
comparison with the control, all tested concentrations of AgNPs (1-100 mg/L) showed significant effects (p<0.05) to 
phenolics and flavonoids production as well as antioxidant activity of protocorms. Results suggeste d that AgNPs in range 
of 1-20 mg/L could promote the production of phenolic and flavonoid compound as well as activity of antioxidants in 
protocorms of D. officinale. 
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บทท่ี 1 

บทน า 

1.1 ที่มาและความส าคัญของงานวิจัย 
                อนุภาคซิลเวอร์นาโน (AgNPs) นิยมน าไปใชเ้ป็นสารตา้นจุลชีพในสินคา้อุปโภคบริโภค 
เช่น ผงซกัฟอก เคร่ืองใชไ้ฟฟ้า และอุปกรณ์ทางการแพทย ์แต่ในดา้นการเกษตรนั้นยงัมีการน ามาใช้
ค่อนขา้งน้อย อย่างไรก็ตามเม่ือไม่นานมาน้ีมีการน า AgNPs มาใช้เป็นตวักระตุน้เพื่อเพิ่มชีวมวล
และสารพฤกษเคมีของแคลลสั (Ali et al., 2019) เน่ืองจาก AgNPs สามารถดูดซึมและเคล่ือนยา้ยได้
ง่ายภายในเซลลพ์ืช (Saha & Dutta Gupta, 2018)โดยทัว่ไป AgNPs ท่ีใชใ้นการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อพืช
จะสังเคราะห์ด้วยวิธีทางเคมี ซ่ึงสารเคมีท่ีใช้ในการสังเคราะห์นั้นมกัท าให้เกิดความเป็นพิษต่อ
ส่ิงแวดลอ้มและสุขภาพของมนุษย ์(Ndikau et al., 2017) ดงันั้นการสังเคราะห์ทางชีวภาพจึงไดรั้บ
ความสนใจเพิ่มมากขึ้น การสังเคราะห์อนุภาคนาโนทางชีวภาพ โดยใชส้ารสกดัจากพืชนั้นจะอาศยั
สารจากพืชมาท าหนา้ท่ีเป็นตวัรีดิวซ์ซ่ึงมีขอ้ดี คือ ไม่เป็นพิษ ราคาถูก และเป็นมิตรต่อส่ิงแวดลอ้ม 
(Jasuja et al., 2014) โดยเฉพาะการสังเคราะห์จากของเสียทางการเกษตรจ าพวกเปลือกผลไม้นั้น
ไดรั้บความสนใจเป็นอยา่งมาก เช่น เปลือกส้ม (Skiba & Vorobyova, 2019), เปลือกกลว้ย (Ibrahim, 
2015) และ (Kokila et al., 2015), เปลือกทบัทิม (Goudarzi et al., 2016) และเปลือกส้มโอ (Ali et al., 
2020) งานวิจยัน้ีสนใจท่ีจะศึกษาปัจจยับางประการท่ีมีผลต่อการสังเคราะห์ AgNPs จากเปลือกส้ม
โอ เน่ืองจากเปลือกส้มโอเป็นแหล่งท่ีอุดมไปด้วยสารประกอบฟีนอลิก (Phenolic) ฟลาโวนอยด์ 
(Flavonoid) และสารตา้นอนุมูลอิสระมากมายท่ีสามารถใช้เป็นตัวรีดิวซ์ส าหรับการสังเคราะห์ 
AgNPs (Jalani et al., 2018) ปัจจุบนัการประยกุตใ์ช ้AgNPs ท่ีสังเคราะห์จากสารสกดัจากพืชเพื่อใช้
ส าหรับการเพาะเล้ียงเซลลพ์ืชยงัมีค่อนขา้งนอ้ย จากงานวิจยัของ Ali et al. (2019) มีการทดสอบการ
เสริม AgNPs เป็นตวักระตุน้ในการเพาะเล้ียงแคลลสัของ Caralluma tuberculata พบวา่มีการสะสม
ของชีวมวลและสารทุติยภูมิ (Ali et al., 2019) ดังนั้นงานวิจยัน้ีจึงมีวตัถุประสงค์เพื่อสังเคราะห์ 
AgNPs จากสารสกดัจากเปลือกส้มโอส่วนสีเขียว โดยในเบ้ืองตน้จะศึกษาปัจจยัท่ีเก่ียวขอ้งกบัการ
สังเคราะห์ AgNPs เช่น ความเขม้ขน้ของ AgNO3, pH ของสารสกดั, รูปแบบการเทสารสกดั และ
เวลาในการท าปฏิกิริยา เพื่อให้ได้สภาวะท่ีเหมาะสมในการสังเคราะห์จากนั้ นจะศึกษาการ
ประยกุตใ์ช ้AgNPs ส าหรับการเพิ่มของชีวมวล สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ (Phenolic และ Flavonoid) 
และสารตา้นอนุมูลอิสระของโปรโตคอร์มกลว้ยไมส้กุลหวายจีน (Dendrobium officinale) อีกทั้งยงั
ประเมินฤทธ์ิในการตา้นแบคทีเรียของ AgNPs อีกดว้ย 
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1.2 วัตถุประสงค์ 
1.2.1 ศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการสังเคราะห์ AgNPs จากสารสกดัเปลือกส้มโอ 
1.2.2 ประเมินผลของ AgNPs ท่ีสังเคราะห์จากสารสกัดเปลือกส้มโอต่อการผลิตชีวมวลและ

สารพฤกษเคมี (Phenolic และ Flavonoid) และสารตา้นอนุมูลอิสระของโปรโตคอร์มกลว้ยไมส้กุล
หวาย (D. officinale) 
 

1.3 ขอบเขตงานวิจัย 
1.3.1 ศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการสังเคราะห์ AgNPs จากสารสกัดเปลือกส้มโอ โดย

ปัจจยัท่ีมีการศึกษา คือ ความเขม้ขน้ของ AgNO3 (1, 2 และ 3 มิลลิโมลาร์) ร่วมกบั pH ของสารสกดั 

(4.8, 5, 6, 7 และ 8), เวลาในการท าปฏิกิริยา (24 และ 48 ชัว่โมง) และรูปแบบการเทสารสกดั (ค่อย 

ๆ เท และเทอยา่งรวดเร็ว) โดยปัจจยัความเขม้ขน้ของ AgNO3 ร่วมกบั pH ของสารสกดั จะพิจารณา

สภาวะท่ีดีท่ีสุดจากค่าการดูดกลืนแสงท่ีสูงท่ีสุด ณ λmax ท่ีปรากฎและในส่วนของรูปแบบการเทสาร

สกดัและเวลาในการท าปฏิกิริยา จะพิจารณาจากเปอร์เซ็นผลผลิตของ AgNPs ท่ีสังเคราะห์ได ้

1.3.2 พิสูจน์เอกลักษณ์ของ AgNPs ท่ีสังเคราะห์ได้จากสภาวะท่ีเหมาะสม โดยใช้เทคนิค

ดังต่อไปน้ี ได้แก่ UV-Visible spectroscopy, X-ray diffraction spectroscopy (XRD), Transmission 

electron microscopy (TEM), Energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDX) และ Fourier transform 

infrared spectroscopy (FTIR) เพื่อทราบขนาด รูปร่าง และความบริสุทธ์ิของ AgNPs ท่ีสังเคราะห์

ได ้

1.3.3. ประเมินผลการประยกุตใ์ช ้AgNPs ท่ีสังเคราะห์ได ้ 

1.3.3.1 ประเมินฤทธ์ิในการต้านเช้ือแบคทีเรีย โดยแบคทีเรียท่ีน ามาใช้ทดสอบได้แก่ 

Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli และ Pseudomonas aeruginosa โดยใช้

วิ ธี  Agar well diffusion ซ่ึงฤทธ์ิในยับยั้ งจะประเมินจากการวัดโซนของการยับยั้ งในหน่วย

เซนติเมตร (cm)  และมีการประเมินเพื่อหาความเขม้ขน้ของ AgNPs ในระดบัต ่าสุดท่ีสามารถยบัย ั้ง

การเจริญของจุลินทรีย์ ได ้(MIC, Minimal inhibitory concentration) และหาความเขม้ขน้ของสาร

ในระดบัต ่าสุดท่ีสามารถยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรีย ์(MBC, minimal bactericidal concentration)  

1.3.3.2 ประเมินผลของความเขม้ขน้ AgNPs ต่อการผลิตชีวมวล สารพฤกษเคมี (Phenolic 

และ Flavonoid) และฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของโปรโตคอร์มกลว้ยไมส้กุลหวายจีนท่ีเพาะเล้ียงใน
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อาหารเหลวแบบตั้งน่ิง (Static condition) เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ โดยมีการวิเคราะห์สัดส่วนการ

เจริญ (Growth ratio) การผลิตสารประกอบฟีนอลิก (Phenolic) และสารฟลาโวนอยด์ (Flavonoid) 

ทั้งหมด และความสามารถในการตา้นออกซิเดชนั (FRAP และ DPPH)  

1.4 ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ 
1.4.1 ไดส้ภาวะท่ีเหมาะสมในการสังเคราะห์ AgNPs ดว้ยวิธีทางชีวภาพโดยใช้สารสกัดจาก

เปลือกส้มโอซ่ึงเป็นการน าวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตรมาใชใ้หเ้ป็นประโยชน์ 
1.4.2 ทราบคุณลกัษณะของ AgNPs ท่ีสังเคราะห์ได้จากสารสกัดเปลือกส้มโอในด้านต่าง ๆ 

ไดแ้ก่ UV-Vis, XRD, FT-IR, TEM และ EDX  
1.4.3 ทราบฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียของ AgNPs ท่ีสังเคราะห์ได ้
1.4.4 ทราบความเข้มข้น AgNPs จากสารสกัดเปลือกส้มโอท่ีเหมาะสมต่อการผลิตสาร       

พฤกษเคมี (Phenolic และ Flavonoid) และสารตา้นอนุมูลอิสระในโปรโตคอร์มกลว้ยไมส้กุลหวาย
จีน 
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บทท่ี 2 

วรรณกรรมที่เกีย่วข้อง 

2.1 นาโนเทคโนโลยี 
 อนุภาคนาโน (NPs) เป็นวัสดุท่ีมี เส้นผ่านศูนย์กลางอยู่ในช่วง 1 -100 นาโนเมตร 
(Jeevanandam et al., 2018) และมีคุณสมบติัเฉพาะตวั เช่น น ้ าหนกัของโมเลกุลต ่า, อตัราส่วนพื้นท่ี
ผิวต่อปริมาตรมีขนาดใหญ่, มีความสามารถในการแลกเปล่ียนอิเล็กตรอน และการท าปฏิกิริยาต่อ
พื้นผิว  ((Bayda et al., 2019) และ (Salachna et al., 2019)) โดยมีการน า AgNPs ไปประยุกต์ใชก้นั
อย่างแพร่หลายในผลิตภณัฑ์ต่าง ๆ เช่น ยา, บรรจุภณัฑ์อาหาร, เซ็นเซอร์ส าหรับโมเลกุลชีวภาพ, 
เทคโนโลยส่ีงยนี และติดฉลากเซลลใ์นพืชและยา รวมทั้งมีการน าไปใชก้บัเคร่ืองส าอางดว้ย (ภาพท่ี 
1) (Singh et al., 2016) นอกจากน้ียงัน ามาใชใ้นดา้นการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อพืชอีกดว้ย (Rahmawati et 
al., 2022) 
 

 
ภาพท่ี 1  การประยกุตใ์ช ้AgNPs ทางชีวภาพในดา้นต่าง ๆ  

(Singh et al., 2016) 
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2.2 กระบวนการสังเคราะห์ AgNPs  
 กระบวนการสังเคราะห์ AgNPs แบ่งออกเป็น 2 กระบวนการ คือ จากบนสู่ล่าง (top-down) 
และ จากล่างขึ้นบน (bottom-up) ดงัภาพท่ี 2 

 
ภาพท่ี 2 กระบวนการท่ีใชส้ังเคราะห์ AgNPs (กายภาพ, เคมี และชีวภาพ) 

(Xu et al., 2020) 
โดยวิธีการ top-down คือการก่อตวัของ NPs โดยใช้แรงทางกายภาพ (physical forces) ใน

การสังเคราะห์ เช่น พลงังานกลท่ีใชใ้นการบดและการเจียร, พลงังานความร้อนท่ีใช้การควบแน่น
ของไอ และการใชแ้สงเลเซอร์ (Ju-Nam & Lead, 2008) วิธี top-down เป็นวิธีในการสังเคราะห์ NPs 
ทางกายภาพซ่ึงจะได ้NPs ท่ีบริสุทธ์ิและไม่มีสารเคมีเจือปน แต่วิธีดงักล่าวท าให้ NPs เกาะตวักนั
เป็นกอ้น เน่ืองจากไม่มีสารท่ีท าให้คงตวั (stabilized agent) หรือสารยึดเกาะ (capping agent) อีกทั้ง
ยงัใชอุ้ปกรณ์และพลงังานท่ีซบัซอ้น 

ส่วนวิธีการ bottom-up จะเป็นการสร้างกลุ่ม NPs ท่ีซับซ้อนจากองค์ประกอบในระดับ
โมเลกุลซ่ึงจะอาศยักระบวนการ nucleation และ growth processes (Ju-Nam & Lead, 2008) และ 
(Prasad Yadav et al., 2012) โดยวิธีน้ีเป็นวิธีการสังเคราะห์ทางเคมีและชีวภาพ ในส่วนของการ
สังเคราะห์ทางเคมีจะใช้ควบคู่กับพลงังาน เช่น ปฏิกิริยาจากแสง (photochemical) (Zheng et al., 
2016), ปฏิกิริยาไฟฟ้าเคมี (electrochemical) (Kuntyi et al., 2019), คล่ืนไมโครเวฟ (microwave-
assisted) (Chung et al., 2018) และ คล่ืนความถ่ี (sonochemical) (Shameli et al., 2012)  แมว้า่วิธีทาง
เคมีจท าให้ NPs ไดอ้ย่างรวดเร็ว แต่การใชส้ารเคมีก็มีขอ้จ ากดัในเร่ืองของอนัตรายหากน าไปใชใ้น
งานทางดา้นการแพทยแ์ละส่ิงแวดลอ้ม  

ดังนั้นกระบวนการสังเคราะห์ทางชีวภาพจึงเป็นทางเลือกหน่ึงท่ีมีการน ามาใช้ในการ
สังเคราะห์ AgNPs เพื่อลดความกงัวลเร่ืองความเป็นพิษ โดยทัว่ไปกระบวนสังเคราะห์ทางชีวภาพ
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จะท าไดโ้ดยอาศยัจุลินทรียห์รือสารสกดัจากพืชในกระบวนการสังเคราะห์ ส าหรับในงานวิจยัผูว้ิจยั
ไดส้นใจเลือกใช้สารสกดัจากพืช เน่ืองจากในพืชมีสารพฤกษเคมีจ าพวกฟลาโวน , เทอร์พินอยด์, 
ฟลาโวนอยด,์ ฟีนอลิก, อลัคาลอยด ์และควินิน (Kuppusamy et al., 2016) ท่ีน ามาใชเ้ป็นตวัรีดิวซ์ได ้
อีกทั้งยงัใช้ระยะเวลาในการรีดิวซ์โลหะสั้นกว่าจุลินทรีย ์(Jha et al., 2009) ดงัตวัอย่างงานวิจยัท่ี
แสดงในตารางท่ี 1 ซ่ึงจะเห็นไดว้า่มีการใชส้ารสกดัจากพืชมาสังเคราะห์อนุภาคนาโนค่อนขา้งมาก  

ตารางท่ี 1 การสังเคราะห์ AgNPs ทางชีวภาพจากสารสกดัจากพืชต่าง ๆ 
พืชท่ีใช้สังเคราะห์ ชนิดของ NPs การประยุกต์ใช้ อ้างองิ 
Musa paradisiaca ซิลเวอร์ ตา้นจุลชีพ Ibrahim (2015) 
Citrullus lanatus ซิลเวอร์ - Ndikau et al. (2017) 

Cucumis 
prophetarum 

ซิลเวอร์ ตา้นจุลชีพและ 
ยบัย ั้งเซลลม์ะเร็ง 

Hemlata et al. (2020) 

Euphrasia officinalis 
ซิลเวอร์และ

ทอง 
ยบัย ั้งเซลลม์ะเร็ง Singh et al. (2018) 

Carissa carandas ซิลเวอร์ ตา้นจุลชีพ Rahuman et al. (2021) 
Eranthemum 
pulchellum 

 

ซิลเวอร์ ตา้นจุลชีพและฤทธ์ิใน
การตา้นอนุมูลอิสระ 

Yadav et al. (2021) 

Citrus sinensis 
ซิลเวอร์ ตา้นจุลชีพ Mogole et al. (2021) 
ซิลเวอร์ ตา้นจุลชีพ Dutta et al. (2020) 

Citrus maxima 
ซิลเวอร์ ตา้นจุลชีพ Ali et al. (2020) 
ซิลเวอร์ ตา้นจุลชีพ Kaviya et al. (2011) 

 

ส าหรับงานวิจยัน้ี ผูวิ้จยัจึงสนใจท่ีจะน าสารสกดัจากเปลือกส้มโอส่วนสีเขียวสายพนัธุ์ขาว

น ้าผ้ึงมาใชใ้นกระบวนการสังเคราะห์ เน่ืองจากเปลือกส้มโอเป็นวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตรจ านวน

มากในจงัหวดันครปฐมและเปลือกของส้มโอยงัมีฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระ ซ่ึงสารตา้นอนุมูล

อิสระเป็นสารส าคญัท่ีช่วยสังเคราะห์ AgNPs ได้ส าเร็จ อีกทั้งในรายงานการวิจยัของ Toh et al. 

(2013) ท่ีไดเ้ปรียบเทียบปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระของเน้ือและเปลือกส้มโอส่วนสีเขียว 2 สาย

พนัธุ์ พบว่าเปลือกส้มโอส่วนสีเขียวทั้ง 2 สายพนัธุ์มีปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระสูงกว่าเน้ือส้มโอ 



  7 

นอกจากน้ีส้มโอพนัธุ์สีขาวยงัมีปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระสูงกวา่ส้มโอสีชมพู ท าใหอ้นุมานไดว้่า

ส้มโอสีขาวมีคุณสมบติัตา้นอนุมูลอิสระสูงกว่าและเป็นแหล่งอุดมไปดว้ยสารตา้นอนุมูลอิสระตาม

ธรรมชาติ ดงันั้นจึงเป็นเหตุผลท่ีท าให้ผูวิ้จยัน าเปลือกส้มโอส่วนสีเขียวสายพนัธุ์ขาวน ้ าผ้ึง (ภาพท่ี 

3) มาใชใ้นงานวิจยัคร้ังน้ี  

 

 

ภาพท่ี 3 ส้มโอสายพนัธุ์ขาวน ้าผ้ึง 

2.3 หลกัการสังเคราะห์ AgNPs ทางชีวภาพ 
กระบวนการสังเคราะห์ AgNPs ทางชีวภาพจากพืชท าไดโ้ดยน าสารสกดัจากพืชผสมกับ

สารละลายซิลเวอร์ไนเตรต (AgNO3) ในช่วงระยะเวลาหน่ึงท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงสีของ
สารละลายผสมซ่ึงบ่งบอกการก่อตวัของอนุภาคนาโน โดยสารละลาย AgNO3 ซ่ึงมีไอออนบวก 
(Ag+) จะเปล่ียนสถานะเป็น zero-valent (Ago) เม่ือเติมสารสกดัจากพืชท่ีมีสารพฤกษเคมีจ านวนมาก  
โดยสารเหล่าน้ีจะท าหนา้ท่ีเป็นตวัรีดิวซ์ จากนั้นจะเกิดกระบวนการสร้างนิวเคลียสขึ้น (nucleation 
process) หลงัจากนั้นจะเขา้สู่ระยะการก่อตวั (growth) ขึ้นทนัที และน าไปสู่การรวมตวัของอนุภาค
ขนาดเล็กเพื่อสร้างอนุภาคนาโนขนาดใหญ่ขึ้น สุดทา้ยรูปร่างต่างๆ ของอนุภาคนาโนจะก่อตวัขึ้น 
เช่น ลูกบาศก์ ทรงกลม สามเหล่ียม หกเหล่ียม ห้าเหล่ียม แท่ง และสายไฟ ดงัภาพท่ี 4 และ 5 โดยมี
ปัจจยัท่ีส่งผลต่อการสังเคราะห์และการก่อตวัของอนุภาคนาโน ไดแ้ก่ พีเอช, อุณหภูมิ, ความเขม้ขน้
ของสารสกดัจากพืช, เวลาในการท าปฏิกิริยา, ความเขม้ขน้ของ AgNO3 ความดนั และอ่ืนๆ (Roy et 
al., 2019) 
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ภาพท่ี 4 การสังเคราะห์ AgNPs ดว้ยวิธีทางชีวภาพ 

(Jain et al., 2021) 
 

 
ภาพท่ี 5 กลไกในการสังเคราะห์ AgNPs ทางชีวภาพ 

(Zafar & Zafar, 2019) 

2.4 ปัจจัยท่ีมีผลต่อการสังเคราะห์ AgNPs ทางชีวภาพ 
2.4.1 พเีอช (pH)  
ในกระบวนการสังเคราะห์ AgNPs มีการใชส้ารละลาย AgNO3 และสารสกดัจากพืชภายใน

กระบวนการสังเคราะห์ โดยมีการปรับ pH ของสารสกดัจากพืช จากรายงานการวิจยัของ Alqadi et 
al. (2014)  กล่าวไวว้่าการเปล่ียนแปลงของพีคเรโซแนนซ์พลาสมอนบนพื้นผิว (surface plasmon 
resonance) บ่งช้ีการเปล่ียนแปลงขนาดของ AgNPs อีกทั้งความยาวคล่ืนท่ีสั้นลง บ่งช้ีการลดลงของ
ขนาด AgNPs (ภาพท่ี 6A) ดงันั้นจึงกล่าวไดว้่าการเพิ่มค่า pH ของสารสกดั (pH เบส) ส่งผลให้เกิด
อนุภาคนาโนท่ีมีขนาดเลก็ลง (ภาพท่ี 6B) และรูปร่างเป็นทรงกลมมากขึ้น (ภาพท่ี 7) ในทางกลบักนั
พีคเรโซแนนซ์พลาสมอนบนพื้นผิวท่ีมีลกัษณะพีคท่ีกวา้ง (broad) จะมีการก่อตวัของ AgNPs ท่ีมี
ขนาดหลากหลาย  
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ภาพท่ี 6 สเปคตรัมการดูดกลืนแสงของ AgNPs ท่ี pH ต่าง ๆ และขนาดของ AgNPs 
(Alqadi et al., 2014) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพท่ี 7 TEM ของ AgNPs ท่ี pH ต่างกนั 
(Alqadi et al., 2014) 

Tripathy et al. (2009) ไดส้ังเคราะห์ AgNPs จากสารสกดัท่ีไดจ้ากใบสะเดา (Azadirachta 
indica) พบวา่เม่ือปรับ pH ใหอ้ยูใ่นช่วงเบสจะท าให ้AgNPs ท่ีสังเคราะห์ไดมี้ขนาดท่ีเลก็กว่า pH ท่ี
เป็นกรด ซ่ึง pH ท่ีเป็นเบสจะมีประจุของ OH- อยู่มากท าให้เกิดแรงดึงดูดทางไฟฟ้ามากขึ้น ท าให้
เพิ่มความเสถียรใหก้บั AgNPs และส่งผลใหก้ารรวมตวัของ AgNPs เกิดนอ้ยลง ในขณะท่ีช่วง pH ท่ี
เป็นกรดนั้น AgNPs จะเกิดการรวมตวักนัมากขึ้น เน่ืองจากการฟอร์มตวัของ AgNPs ในขั้นตอนการ
เกิดนิวเคลียสเกิดขึ้นไดดี้ท าใหเ้กิดการฟอร์มตวัของอนุภาคท่ีมีขนาดใหญ่  
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Rousta & Ghasemi (2019) ศึกษาการสังเคราะห์ AgNPs โดยใช้สารสกดัจากใบ Artemisia 
siebori Besser เพื่อประเมินปัจจยัท่ีส่งผลต่อการสังเคราะห์ โดยปัจจยัท่ีศึกษาคือ pH ท่ี 2, 4, 6, 8 
และ 10 พบว่า pH ในช่วงเบสให้สเปคตรัมการดูดกลืนแสงสูงท่ีสุดและมีอนุภาคขนาดเล็กกว่า pH 
ในช่วงกรด อีกทั้ง pH เบสยงัใหก้ารกระจายตวัของ AgNPs ไดสู้งท่ีสุด  
 Sharma et al. (2019) ศึกษาปัจจยัท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสังเคราะห์ AgNPs ซ่ึงปัจจยัดงักล่าว คือ 
pH ของสารสกดัจากใบ Ocimum gratissimum โดยมีการปรับ pH ของสารสกดัท่ี 4, 5, 6, 7, 8 และ 9 
จะเห็นได้ว่า pH ในช่วง 4-6 (pH กรด) ไม่พบพีคของ surface plasmon resonance (SPR) ในทาง
กลบักนัช่วง pH 7, 8 และ 9 (pH เบส) พบพีคของ SPR สูงสุดท่ี pH 9 ซ่ึงบ่งช้ีการสังเคราะห์ AgNPs 
ท่ีเพิ่มขึ้น 
 จากรายงานการวิจยัท่ีกล่าวขา้งตน้เก่ียวกบัปัจจยัของ pH ของสารสกดั จะเห็นไดว้่า pH มี
ผลต่อขนาดและรูปร่างของอนุภาค โดย pH ท่ีอยู่ในช่วงเหมาะสมส าหรับการก่อตวัของ AgNPs คือ 
pH ในช่วงเบส 

2.4.2 ความเข้มข้นของซิลเวอร์ไนเตรต (AgNO3) 
ความเขม้ขน้ของ AgNO3 ส่งผลอยา่งมากต่อการสังเคราะห์ AgNPs จากรายงานการวิจยัของ 

Jalani et al. (2018) ศึกษาผลของเวลาในการท าปฏิกิริยา, ปริมาณสารสกดัจากพืช และความเขม้ขน้
ของ AgNO3 ท่ีอาจจะส่งผลกระทบต่อกระบวนการสังเคราะห์อนุภาคนาโนทางชีวภาพ โดยผูว้ิจยัจะ
กล่าวถึงปัจจยัของความเขม้ขน้ของ AgNO3 ท่ี 1, 2, 3, 4, และ 5 มิลลิโมลาร์   

พบว่าเม่ือความเขม้ขน้ของ AgNO3 เพิ่มขึ้น พีค SPR จะเล่ือนตามความยาวคล่ืนท่ียาวขึ้น 
ซ่ึงอาจจะกล่าวไดว้่า AgNO3 ท่ีมีความเขม้ขน้ท่ีสูง (3-5 มิลลิโมลาร์) ท าให้มีการก่อตวัของ AgNPs 
ขนาดใหญ่ (Bar et al., 2009) ดงันั้นผูวิ้จยัจึงเลือกความเขม้ขน้ของ AgNO3 ท่ี 2 มิลลิโมลาร์ 

Asimuddin et al. (2020) ศึกษาปัจจัยท่ีมีผลต่อการสังเคราะห์ AgNPs จากสารสกัดใบ 
Azadirachta indica โดยศึกษาในส่วนของอุณหภูมิในการสังเคราะห์ , เวลาในการท าปฏิกิริยา, 
ปริมาตรของสารสกัด และความเข้มข้นของ  AgNO3 โดยจะกล่าวถึงความเข้มข้น  AgNO3 ซ่ึงมี
การศึกษาท่ีความเขม้ขน้ 0.25, 0.5, 0.75, 1 และ 2 มิลลิโมลาร์ จะเห็นไดว้่าความเขม้ขน้ของ AgNO3 
มีผลอย่างมากต่อผลผลิตของ AgNPs จากความเขม้ขน้ของ AgNO3 ท่ีเพิ่มขึ้นท าให้พีคของ SPR ก็
เพิ่มขึ้นเช่นเดียวกนั เน่ืองจากมีการก่อตวัของ AgNPs ท่ีเพิ่มขึ้น (Yang et al., 2011)  
     จากรายงานการวิจยัท่ีกล่าวไวข้า้งตน้เก่ียวกบัปัจจยัของความเขม้ขน้  AgNO3 พบว่าเม่ือ
ความเขม้ขน้ของ AgNO3 เพิ่มขึ้นท าให้พีค SPR มีการเคล่ือนของความยาวคล่ืนท่ียาวขึ้น ซ่ึงส่งผล
ท าใหมี้การก่อตวัของ AgNPs เพิ่มขึ้นดว้ยเช่นกนั 
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2.4.3 เวลาในการท าปฏิกริิยา 
กระบวนการสังเคราะห์ AgNPs จ าเป็นตอ้งใชร้ะยะเวลาในการท าปฏิกิริยาท่ีเหมาะสม ดงั

รายงานการวิจยัของ Veerasamy et al. (2011) กล่าวไวว้า่ เม่ือระยะเวลาในการท าปฏิกิริยาเพิ่มขึ้นจะ
ท าให้มีการก่อตัวของอนุภาคมากขึ้น เน่ืองจากอนุภาคท่ีก่อตัวขึ้นมีความไม่เสถียรจึงจ าเป็นใช้
ระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการสังเคราะห์ ซ่ึง AgNPs ท่ีมีการรวมตวักนัหลงัจากช่วงเวลาท่ีเหมาะสม
ท่ีสุดจะส่งผลท าให้อนุภาคมีขนาดท่ีใหญ่ขึ้น โดยเวลาท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการปฏิกิริยาของงานวิจยั
ดงักล่าว คือ 60 นาที 

Shameli et al. (2012) ศึกษาคุณสมบติัของ AgNPs ท่ีเวลาในท าปฏิกิริยาต่าง ๆ (1, 3, 6, 24 
และ 48 ชัว่โมง) และประเมิน AgNPs ดว้ย TEM, XRD, FTIR และ Zeta potential จากงานวิจยัพบวา่ 
เม่ือระยะเวลาในการท าปฏิกิริยาเพิ่มขึ้นท าให้ความเขม้ของพีค SPR เพิ่มขึ้นจนถึงเวลาในการท า
ปฏิกิริยาท่ี 24 ชัว่โมง แต่หลงัจาก 48 ชัว่โมงพีคของ SPR มีลกัษณะกวา้ง (broad) และค่าการดูดกลืน
แสงลดลง โดยปรากฏการณ์ดงักล่าวเก่ียวขอ้งกบัขนาดของอนุภาคท่ีใหญ่ขึ้นและการรวมตวักนัของ
ผลึก (Darroudi et al., 2010) อนุภาคท่ีมีขนาดใหญ่อาจเกิดจาก stabilizer ไม่สามารถยบัย ั้งขนาดของ 
AgNPs ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 

Jalab et al. (2021) ศึกษาผลของสภาวะ (ความเข้มข้นของสารสกัด , ชนิดของสารสกัด, 
อุณหภูมิในการสังเคราะห์ และเวลาในการท าปฏิกิริยา) ต่อขนาดของ  AgNPs ท่ีสังเคราะห์ได ้จาก
งานวิจยัพบว่า เม่ือเวลาในการท าปฏิกิริยาเพิ่มขึ้นก็จะท าใหไ้ดข้นาดของอนุภาคเพิ่มขึ้นเช่นกนั โดย
ภายหลงัจากช่วงเวลาในการท าปฏิกิริยาท่ีเหมาะสม อนุภาคจะเร่ิมจบัตวักนัเป็นกอ้นและขนาดของ
อนุภาคก็เพิ่มขึ้นดว้ย  

จากรายงานการวิจยัท่ีกล่าวไวข้า้งตน้ท่ีเก่ียวกบัเวลาในการท าปปฏิกิริยาของการสังเคราะห์
อนุภาค สรุปได้ว่าระยะเวลาในการท าปฏิกิริยาแปรผนัตรงกับปริมาณของ  AgNPs และถ้าใช้
ระยะเวลาในการท าปฏิกิริยานานขึ้นจะท าใหไ้ดอ้นุภาคขนาดใหญ่ 

2.4.4 ลกัษณะการเทสารสกดัในสารละลาย AgNO3  
ในส่วนของลกัษณะการเทสารสกดัลงในสารละลาย AgNO3 ก็มีความส าคญัในการก าหนด

ขนาดของ AgNPs ท่ีสังเคราะห์ได้เช่นเดียวกัน ดังรายงานการวิจัยของ Nakhjavani et al. (2017) 
กล่าวว่าการเติมสารละลาย AgNO3 ลงในสารสกดัจากชาและมีการกวนจะท าให้ขนาดของอนุภาค
เลก็ลง 
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2.5 การพสูิจน์เอกลกัษณ์ของ AgNPs ทางชีวภาพ  
การพิสูจน์เอกลกัษณ์ของ AgNPs ท่ีสังเคราะห์ไดด้ว้ยวิธีทางชีวภาพมีวตัถุประสงค ์เพื่อให้

ทราบขนาด, รูปร่าง, โครงสร้างของผลึก, ธาตุท่ีเป็นองค์ประกอบใน AgNPs และหมู่ฟังก์ชนัท่ีมี
บทบาทส าคญัในกระบวนการสังเคราะห์ AgNPs โดยมีการพิสูจน์เอกลกัษณ์ดว้ยเทคนิคต่าง ๆ ดงัน้ี 
 2.5.1 UV-visible spectroscopy (UV-Vis) 
 เป็นเทคนิคท่ีน ามาใช้วิเคราะห์ลกัษณะเบ้ืองตน้ของสารละลาย AgNPs ซ่ึงเป็นวิธีท่ีง่าย 
เช่ือถือได ้และสามารถตรวจสอบการสังเคราะห์และความคงตวัของ AgNPs การวิเคราะห์จะอาศยั
หลักการตรวจหาสเปคตรัมการดูดกลืนแสง (absorption spectrum) ในช่วงความยาวคล่ืน UV-
Visible โดยใน AgNPs จะพบแถบ valence และแถบการน าไฟฟ้าท่ีอยู่ใกลก้นัมาก ส่งผลให้มีการ
เคล่ือนท่ีอย่างอิสระของอิเล็กตรอน จากนั้นพวกอิเล็กตรอนอิสระจะท าให้เกิดแถบพลาสมอน        
เรโซแนนซ์ (SPR) กล่าวคือเกิดจากการผนัผวนของอิเลก็ตรอน AgNPs ในการสะทอ้นกบัคลื่นแสง 
(Panja et al., 2021) กระบวนการสังเคราะห์ AgNPs เป็นปฏิกิริยาท่ีเกิดสีและแสดงแถบการดูดกลืน
แสงท่ีแรงและคมชดัในช่วง 400–500 นาโนเมตร (Sathyavathi et al., 2010)  
 Jalani et al. (2018) สังเคราะห์ AgNPs โดยใช้สารสกดัจากเปลือกส้มโอซ่ึงมีการเติมสาร

สกัดในปริมาตรท่ีแตกต่างกัน คือ 2.5, 5, 7.5, 10 และ 12.5 มิลลิลิตร จากนั้ นน าไปวิเคราะห์ 

absorption spectrum ท่ีช่วงความยาวคล่ืน UV-visible พบว่าปรากฏ peak ในช่วง 401.6 - 407.6      

นาโนเมตร ซ่ึงผลท่ีได้สอดคล้องกับงานวิจัยของ DoGan Calhan & M (2020) ซ่ึงพบ peak ของ

อนุภาคซิลเวอร์นาโนอยูใ่นช่วง 400 - 500 นาโนเมตร (ภาพท่ี 8) 

 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 8 สเปกตรัมการดูดกลืนแสงช่วง UV-vis ในปฏิกิริยาการสังเคราะห์ AgNPs  
ดว้ยวิธีทางชีวภาพ 

(Jalani et al., 2018) และ (DoGan Calhan & M, 2020) 
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 2.5.2 Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR)   

 เป็นการวิเคราะห์องค์ประกอบ, โครงสร้างทางเคมี, พนัธะทางเคมี และหมู่ฟังชันก์ของ

โมเลกุล (Baudot et al., 2010) โดยการระบุลกัษณะเฉพาะของ AgNPs ดว้ย FTIR เพื่อระบุโมเลกุล

ซ่ึงท าหน้าท่ีเป็นสารเคลือบ (coating agent) และสารท าให้คงตัว (stabilizing agent) และเพื่อ

ตรวจจบัการ reduction ของไอออนเงินได ้(Silva et al., 2019) 

 Siddharthan (2019) สั ง เคราะห์  AgNPs ทาง ชีวภาพโดยใช้ส ารสกัดจากใบ ของ 

Catharanthus roseus พบการแสดงพีคส าคญัท่ี 2401, 2073, 1706, 1084 และ 8208 cm-1 ซ่ึงบ่งช้ีว่ามี

หมู่ฟังก์ชันต่างๆ เช่น หมู่กรดคาร์บอกซิลิก (O-H), กลุ่มอลัไคเนส (RC=CH), หมู่คีโตน (C=O), 

แอลกอฮอล,์ หมู่เอไมด,์ วงแหวนฟีนิล, กลุ่มเอมีนปฐมภูมิและทุติยภูมิ (N-H) ตามล าดบั 

 Ali et al. (2020) สังเคราะห์ AgNPs ทางชีวภาพโดยใช้สารสกัดจากเปลือกส้มโอ แสดง

จุดสูงสุด 9 จุดท่ี 378, 2921, 2851, 1640, 1536, 1396, 1063, 534 และ 466 cm-1 ในส่วนของจุดสูงสุด

ท่ี 3361.02 cm-1 แสดงถึงการยดื OH ส าหรับแอลกอฮอลแ์ละฟีนอลท่ีอาจมีอยูใ่นสารสกดัจากผลส้ม

โอ (S et al., 2017), จุดสูงสุดท่ี 2921 และ 2851 cm-1 แสดงการยืดตวัของ C-H (Sathyavathi et al., 

2010), เอไมด์ I และเอไมด์ II ของโปรตีนแสดงท่ี 1640 และ 1536 cm-1 (Shanker et al., 2003), 

จุดสูงสุดท่ี 1396 cm-1 สอดคลอ้งกบั C–N bonds,ในขณะท่ีจุดสูงสุดท่ี 1063 cm-1 อาจเกิดจากการยดื

ของ C–O และC–O–C (Baudot et al., 2010) และพีคการดูดกลืนท่ีแสดงท่ี 534 และ 466 cm-1 แสดง

ถึงความแรงของ C–Cl  ในสารประกอบฮาโลเจน (Balaji et al., 2009) 

   

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 9 สเปกตรัม FTIR ของ AgNPs  
(Ali et al., 2020) 
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2.5.3 X-ray diffraction spectroscopy (XRD)  

วิเคราะห์ลกัษณะเฉพาะของความเป็นผลึกของ AgNPs (Jain et al., 2021)โดยรังสีเอกซ์ท่ี

ตกกระทบพื้นผิวของคริสตัลจะส่งผลให้เกิดรูปแบบของการเล้ียวเบนและสามารถสะท้อน

โครงสร้างทางเคมีและกายภาพของตวัอยา่งได ้(Panja et al., 2021) 

 Ali et al. (2020) สังเคราะห์ AgNPs จากสารสกดัเปลือกส้มโอแลว้น าไปพิสูจน์เอกลกัษณ์

ด้วยเทคนิค XRD เปรียบเทียบกับโครงสร้างมาตรฐานของ Ag พบการปรากฏของ peak ท่ี 37.1, 

44.1, 64.36 และ 77.27 และยงัพบ peak ของ AgCl บางส่วน  

 Jyoti et al. (2016) สังเคราะห์ AgNPs จาก  Urtica dioica Lin เม่ือพิสูจน์เอกลักษณ์ด้วย 

XRD พบการสะทอ้นท่ี 38.45°, 46.35°, 64.75° และ 78.05° ของระนาบผลึกท่ี (111), (200), (220) 

และ (311)  

Anandalakshmi et al. (2015) สังเคราะห์ AgNPs จาก Pedalium murex พบยอดท่ี 38.19°, 

44.37°, 64.56° และ 77.47° ของระนาบผลึกท่ี (111), (200), (220) และ (311)  

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 10 สเปกตรัม XRD ของ Ag 
(Ali et al., 2020) 
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2.5.4 Transmission electron microscopy (TEM)  

  เป็นเทคนิคท่ีส าคญัในการก าหนดลกัษณะของอนุภาค โดยสามารถหาอนุภาคใน

เชิงปริมาณ, ขนาดของอนุภาค, การกระจายของขนาดของอนุภาค และสัณฐานวิทยาของอนุภาค 

(Panja et al., 2021) ดงัรายงานการวิจยัไดมี้การสังเคราะห์ AgNPs จากสารสกดัของใบ Viburnum 

lantana, Couroupita guianensis และ Malachra capitata จากนั้นน า AgNPs ส่องผ่านดว้ย TEM จะ

ใหข้นาดช่วง 20–70, 25–40, 30–35 นาโนเมตร ตามล าดบั และมีรูปร่างเป็นทรงกลมอย่างเห็นไดช้ดั 

(Shafaghat, 2014), (Devaraj et al., 2013) และ (Srirangam & Parameswararao, 2017) 

ภาพท่ี 11  AgNPs จากกลอ้ง TEM 
(Shafaghat, 2014) และ (Srirangam & Parameswararao, 2017)  

 2.5.5 Energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDX)   

เป็นการวิเคราะห์องค์ประกอบเฉพาะของ AgNPs ซ่ึง EDX จะวิเคราะห์ควบคู่กับ TEM  

โดย EDX ขึ้นอยู่กบัการปล่อยรังสีเอกซ์ท่ีมีลกัษณะเฉพาะของช้ินงานท่ีน ามาทดสอบ ล าแสงของ

อนุภาคท่ีมีประจุพลงังานสูงจะถูกโฟกสัไปท่ีตวัอย่างและอิเลคตรอนท่ีมีพลงังานสูงจะตกลงไปใน

แกนกลางและพลงังานจากการจบัอิเล็กตรอนจะถูกปล่อยออกมา (Colpan et al., 2018) ดงัรายงาน

การวิจยัของ Almasoud et al. (2021) มีการวิเคราะห์ EDX ในองค์ประกอบของ AgNPs โดยทัว่ไป

ผลึกของ AgNPs แสดงพีคประมาณ 3 keV เน่ืองจากเรโซแนนซ์พลาสมอนพื้นผิวและกระบวนการ

สังเคราะห์ พีคของ Ag ปรากฏท่ี 3 keV เน่ืองจากมีธาตุ Ag เป็นองคป์ระกอบ  
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ภาพท่ี 12 สเปคตรัม EDX ของ AgNPs ท่ีสังเคราะห์โดยใช ้F.carica 

2.6 การประยุกต์ใช้ AgNPs ท่ีสังเคราะห์ด้วยวิธีทางชีวภาพ 
2.6.1 การประยุกต์ใช้ NPs ในการต้านจุลชีพ 

 ปัจจุบนัในดา้นเกษตรกรรมมีการใชส้ารก าจดัศตัรูพืชและปุ๋ ยในปริมาณท่ีมากเกินไป ซ่ึงจะ
ส่งผลเสียต่อดินและเพิ่มความตา้นทานให้กบัศตัรูพืช ดงันั้นการรักษาดว้ยยาตา้นจุลชีพแบบใหม่จึง
มีความจ าเป็น ดงันั้น AgNPs ท่ีสังเคราะห์ดว้ยวิธีทางชีวภาพจึงมีบทบาทท่ีน ามาใชเ้ป็นสารต้านจุล
ชีพในปัจจุบนั  

 จากรายงานการวิจยัท่ีแสดงในตารางท่ี 2 ท าให้ผูวิ้จยัสนใจท่ีจะศึกษาฤทธ์ิในการตา้นเช้ือ

แบคทีเรียของ AgNPs ท่ีสังเคราะห์จากสารสกดัเปลือกส้มโอ โดยจะทดสอบการตา้นเช้ือดงัต่อไปน้ี 

Staphylococcus aureus ( S.  aureus) , Bacillus subtilis (B. subtilis) , Escherichia coli ( E.  coli) , 

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) แบคทีเรียท่ีใชใ้นงานวิจยัเป็นแบคทีเรียก่อโรคในพืช น ้า 

และดิน โดยเฉพาะแบคทีเรียแกรมลบ  

Jones et al. (2014) กล่าวไวว้่า E. coli ถูกพบในแหล่งน ้ าผิวดิน และเกิดการปนเป้ือนมาจาก   

ปศุสัตวท์ าให้เกษตรกรท่ีมีการเพาะปลูกผกัและผลไมมี้ความกงัวลอยา่งมาก เน่ืองจาก E. coli อาจะ

ปนเป้ือนมาในน ้าท่ีจะใชใ้นการเกษตร 

Walker et al. (2004) มีรายงานว่า P. aeruginosa เป็นเช้ือก่อโรคในพืชท่ีสามารถสร้างไบโอ

ฟิล์มและฆ่าได้ค่อนข้างยาก และ P. aeruginosa ท าให้เกิดโรคท่ีสามารถแพร่เช้ือไปยงัรากของ 

Arabidopsis thaliana และโหระพา (Ocimum basilicum) ทั้งในหลอดทดลอง (in vitro) และในดิน

ได ้ท าใหพ้ืชเกิดการตายหลงัจากเพาะปลูกเป็นเวลา 7 วนั 
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ในรายงานท่ีกล่าวขา้งตน้ถือเป็นวตัถุประสงคห์น่ึงท่ีจะน าเช้ือดงักล่าวมาใชใ้นการทดลอง ซ่ึงมี

การทดสอบฤทธ์ิในการยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรค โดยใช ้AgNPs ท่ีสังเคราะห์ไดท้างชีวภาพ ผลท่ีได้

จากการทดลองน้ีจะสามารถประเมินการน า AgNPs ไปประยุกตแ์ละแกไ้ขปัญหาในดา้นเพาะเล้ียง

พืชไดใ้นอนาคต 

ตารางท่ี 2 การใช ้AgNPs ในการยบัย ั้งจุลินทรียช์นิดต่าง ๆ  
ชนิดของ 

จุลนิทรีย์ 

ความเข้มข้นของ 

AgNPs 
ผลท่ีได้ อ้างองิ 

P. aeruginosa, E. 

coli และ S. aureus  

25, 50, 75, 100 

และ 125 µg/ml 

ยบัย ั้งท่ี 

8 mm - 15 mm 

Rahuman et al. 

(2021) 

 

B. cereus, E. coli, 

และ S. aureus  
2, 4 และ 6 µL ยบัย ั้งท่ี 10 – 48 mm 

Almasoud et al. 

(2021) 

P. aeruginosa, E. 

coli, C. albicans 

และ S. aureus  

25, 50, 75, 100 

และ 125 µg/ml 

AgNPs ทางชีวภาพยบัยั้ง

ไดดี้กวา่ AgNPs ทางเคมี 

โดยยบัยบัท่ี 15 mm-18 

mm 

Garibo et al. 

(2020) 

P. aeruginosa,  

E. coli, 

และ S. aureus 

500 และ 1000 

ppm 

ยั้บย ั้งท่ี 

10.7 mm - 14.3 mm 

Singh et al. 

(2016) 

 Alternaria solani  
10, 20 และ 50 

ppm  

50 ppm สามารถยงัย ั้งได้

ดีท่ีสุด 
Mohamed (2015) 
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 2.6.2 การประยุกต์ใช้ NPs ทางการเกษตร 

 มีการน า AgNPs มาประยุกตใ์ชใ้นทางการเกษตรเพื่อส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชชนิด

ต่างๆ การกระตุน้ให้มีการพฒันาไปเป็นตน้หรือราก ตลอดจนการกระตุน้ให้มีการผลิตสารตา้น

อนุมูลอิสระ ส าหรับขอ้มูลการวิจยัท่ีแสดงในตารางท่ี 3 เป็นตวัอยา่งท่ีแสดงใหเ้ห็นถึงผลกระทบเชิง

บวกของการใช้ AgNPs ต่อการเจริญเติบโตของพืช โดยรายงานการวิจยัดังกล่าวแสดงให้เห็นว่า 

AgNPs สามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตและการผลิตสารของพืชได ้แต่บางรายงานการวิจยักล่าวไว้

ว่าท่ีความเขม้ขน้ต ่าจะไม่ส่งผลต่อการเจริญเติบโตของพืชและเม่ือให้ความเขม้ขน้ของ AgNPs สูง

เกินไป จะท าให้ไปท าลายเซลลพ์ืชส่งผลให้ยบัย ั้งการเจริญเติบโตของพืชดว้ย ส าหรับในงานวิจยัน้ี 

สนใจท่ีจะน า AgNPs มาประยุกตใ์ชใ้นดา้นเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ เพื่อส่งเสริมการเพิ่มของชีวมวลและ

การสร้างสารพฤกษเคมี โดยมีการรวบรวมขอ้มูลความเขม้ข้นของ AgNPs ต่อการส่งเสริมการ

เจริญเติบโตของพืช ซ่ึงความเขม้ขน้ในการทดลอง คือ 0, 25, 50, 75 และ 100 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 

0, 1, 5, 10, 15, 20, 25 และ 30 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยจะทดสอบในโปรโตคอร์มของกลว้ยไมส้กุล

หวายจีน (D. officinale) ซ่ึงเป็นสายพนัธุ์ท่ีมีการแพร่กระจายค่อนข้างกวา้ง โดยส่วนใหญ่นิยม

น ามาใชเ้ป็นยาแผนจีน เช่น น ามาใชเ้ป็นยาขจดัความร้อน ดา้นระบบการย่อยอาหาร และน ามาเป็น

ยาตา้นมะเร็งไดอี้กดว้ย (Ding et al., 2002) 
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ตารางท่ี 3 ผลของการใช ้AgNPs ต่อการเจริญของพืชชนิดต่างๆ 

ชนิดของพืช 
ความเข้มข้นของ 

AgNPs 
ผลท่ีได้ อ้างองิ 

Rice calli 
0, 5, 10, 15  

และ 20 mg/L 

ความเขม้ขน้ท่ี 5 mg/L กระตุน้

การงอกและผลิตสารตา้นอนุมูล

อิสระไดดี้ 

Manickavasagam 

et al. (2019) 

 

Potted Oriental 

Lilies 

0, 25, 100  

และ 150 ppm 

สามารถกระตุน้การเจริญและเร่ง

การออกดอกของลิลล่ีได ้

Salachna et al. 

(2019) 

Campomanesia 

rufa 

0.39, 0.77,1.54 

และ 15.4 mg/L 

ความเขม้ขน้ 0.39, 0.77 และ 

1.54 mg/Lไม่ส่งผลต่อการเพิ่ม

ชีวมวล และ 15.4 mg/L พบว่า

ตน้ไม่มีการเปล่ียนแปลงทาง

กายภาพ 

Timoteo et al. 

(2019) 

Bitter gourd 0, 1, 5 และ 10 mg/L 

ความเขม้ขน้ 5 และ 10 mg/L มี

การกระตุน้การผลิตสารพฤกษ

เคมี 

Chung et al. 

(2018) 

Brassica 

juncea 

0, 25, 50, 100, 200 

และ 400 ppm 

ความเขม้ขน้ท่ี 50 ppm เหมาะ

ส าหรับการเจริญและการผลิต

สารตา้นอนุมูลอิสระ 

Sharma et al. 

(2012) 

Vanilla 

planifolia 

0, 25, 50, 100 

และ 200 mg/L 

ตน้อ่อนมีการเพิ่มจ านวนและ

ผลิตสารฟีนอลิกและใหฤ้ทธ์ิใน

การตา้นอนุมูลอิสระ 

Spinoso-Castillo 

et al. (2017) 
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บทท่ี 3 

วิธีด าเนินการวิจัย 

3.1 สารเคมีที่ใช้ในการวิจัย 
 สารเคมี  บริษัทผู้ผลติ 
 Agar                                                                                       Lab M LIMITTED 
 Aluminium chloride (AlCl3 ·6H2O)                SIGMA – ALDRICH 
 Ascorbic acid                                                                        SIGMA – ALDRICH 
 2,2–diphenyl–1–picrylhydrazyl (DPPH)                              SIGMA – ALDRICH 
 Ferrous sulfate (FeSO4)  SIGMA – ALDRICH 

Folin-Ciocalteu’s reagent     SIGMA – ALDRICH 
 Gallic acid                                                                              SIGMA – ALDRICH 
 Hydrochloric acid (HCl)      LAB-SCAN 
 Methanol                                                                                LAB SUPLIES 
 Myo-inositol  SIGMA – ALDRICH 

Murashige and Skoog (MS)  PHYTOTECH 
 Nitric acid (HNO3)  QREC 
 Quercetin                                                                               SIGMA – ALDRICH 
 Sodium acetate (CH3COONa)                                               SRLCHEM 
 Sodium carbonate (NaCO3)                                                   SRLCHEM 

 Sodium hydroxide (NaOH)    RCILABSCAN  
 Silver nitrate (AgNO3)                                                         LOBA 
 Sodium nitrite (NaNO2)                                                         FLUKA 
 Sucrose                                                         AMRESCO 
 3.3.16 2,4,6-Tri(2-pyridyl)-s-triazine (TPTZ)                       SIGMA – ALDRICH 
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3.2 อุปกรณ์และเคร่ืองมือท่ีใช้ในการวิจัย 
 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ บริษัทผู้ผลติ 
 Autoclave                                                          TOMY SX-700, SS-325 

 Auto pipette       BIOHIT, DENVILLE  
 Balance        SARTORIUS  

 Centrifuge       HEMLE 
 Conductivity meter      METTLER TOLEDO  
 Cuvette        STARNA  

 Desiccator                                                          NIKKO 
 Energy dispersive x-ray spectrometer (EDX) *                      TECNAI G2 20 S-Twin 
 Freeze dry                                                                                SCANVAC 

 Fourier transform infrared spectrophotometer (FTIR) *         PERKINELMER 
 Hot air oven       BINDER  
 Hotplate Stirrer                                                                        FISHER SCIENTIFIC 
 Laminar flow                                                                           DWYER MARK II 

 Microplate reader     TECAN 
 pH meter       ULTRA BASIC  

 Spectrophotometer                                                                  BIOCHROM LIBRA S22 
 Transmission electron microscope (TEM) *                          TECNAI G2 20 S-Twin 
 Vacuum pump     ROCKER 
 Water bath       MEMMERT 
 X-ray diffraction (XRD)            AERIS 

หมายเหตุ * คือ เคร่ืองมือท่ีส่งวิเคราะห์ 

3.3 เปลือกผลไม้ท่ีใช้ในการวิจัย  
 เปลือกส้มโอสดพนัธุ์ขาวน ้าผ้ึงไดจ้ากตลาดปฐมมงคล อ าเภอเมือง จงัหวดันครปฐม  

3.4 พืชท่ีใช้ในการวิจัย 
 โปรโตคอร์มกลว้ยไมส้กุลหวาย (Dendrobium officinale) ได้รับความอนุเคราะห์มาจาก

ผูช่้วยศาสตราจารย ์ดร.กุลนาถ อบสุวรรณ ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัศิลปากร 
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3.5 แบคทีเรียท่ีใช้ในการวิจัย 
3.5.1 แบคทีเรียแกรมบวก คือ S. aureus และ B. subtilis  

 3.5.2 แบคทีเรียแกรมลบ คือ E. coli และ P. aeruginosa 

3.6 ระเบียบวิธีวิจัย 

 3.6.1 การสังเคราะห์ AgNPs จากสารสกดัเปลือกส้มโอ 

  3.6.1.1 การเตรียมสารสกดัจากเปลือกส้มโอ 
       น าเปลือกส้มโอ (ส่วนสีเขียว) มาลา้งให้สะอาดดว้ยน ้ ากลัน่ และหั่นเป็นช้ินเล็กๆ 
อบใหแ้หง้ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นชัง่เปลือกส้มโอแหง้ 60 กรัม ใส่
ลงในน ้ าปราศจากไอออน (DI water) 600 มิลลิลิตรให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 30 นาที รอให้เยน็แลว้น าไปกรองดว้ยกระดาษกรอง Whatman no.1 จากนั้นน าสารสกัดท่ีได้
เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และมีการน าสารสกัดเปลือกส้มโอไปหาปริมาณสารประกอบ        
ฟีนอลิก และฟลาโวนอยด ์และความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ (DPPH และ FRAP) 

                 
ภาพท่ี 13 การเตรียมเปลือกส้มโอตั้งแต่เปลือกสดไปยงัสารสกดัของส้มโอ 

A. เปลือกส้มโอ B. เปลือกส้มโอท่ีมีการหัน่เป็นช้ินเลก็ ๆ C. เปลือกส้มโอท่ีผา่นการอบท่ี 60 องศา
เซลเซียส 24 ชัว่โมง D. สารสกดัท่ีไดจ้ากเปลือกส้มโอ 
 
 

A B 

C D 
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  3.6.1.2 การศึกษาปัจจัยท่ีมีผลต่อการสังเคราะห์ AgNPs 
การสังเคราะห์ AgNPs จะมีการเติมสารสกดัจากเปลือกส้มโอ 75 มิลลิลิตร ลงใน

สารละลาย AgNO3 1000 มิลลิลิตร และน าไปใหค้วามร้อนในอ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิ (water bath) 
ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 24 ชัว่โมง จากนั้นน าสารละลายผสมป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 
9,000 รอบต่อนาที นาน 30 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เก็บตะกอนแลว้ลา้งตะกอนดว้ยน ้ า 
DI และน าไปป่ันเหว่ียงอีกคร้ัง จากนั้นน าส่วนของตะกอนไปท าใหแ้หง้ภายใตค้วามดนัเยน็ยิ่งยวด 
(Freeze drying) และเก็บผงของ AgNPs ในโถดูดความช้ืน โดยงานวิจยัน้ีมีการศึกษาปัจจยัท่ีมีผล
ต่อการสังเคราะห์ AgNPs คือ ศึกษาผลของความเขม้ขน้ AgNO3 (1, 2 และ 3 มิลลิโมลาร์) ร่วมกบั 
pH ของสารสกัดจากเปลือกส้มโอ (pH 4.8, pH 5, pH 6, pH 7 และ pH 8) พิจารณาจากค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ีสูงท่ีสุดท่ีปรากฏในช่วงความยาวคล่ืนท่ีมีการตรวจหาค่าการดูดกลืนแสง 
(absorption spectrum), เวลาท่ีใชใ้นการท าปฏิกิริยา (24 และ 48 ชัว่โมง) และลกัษณะในการเทสาร
สกดัเปลือกส้มโอ (ค่อยๆ เท กบั เทอย่างรวดเร็ว) จะพิจารณาจากเปอร์เซ็นผลผลิต (% yield) ของ 
AgNPs ซ่ึงค านวณไดต้ามสูตรดงักล่าว (Sood & Chopra, 2017) 

% Yield = 
น ้าหนกัของ 𝐴𝑔𝑁𝑃𝑠 ท่ีผ่านการ 𝐹𝑟𝑒𝑒𝑧𝑒 𝑑𝑟𝑖𝑒𝑑

น ้าหนกัของ 𝐴𝑔𝑁𝑂3ท่ีใช้
 x 100 

โดยมีขั้นตอนการศึกษาปัจจยัต่าง ๆ ดงัน้ี 

3.6.1.2.1 ศึกษาผลของความเข้มข้นของสารละลาย AgNO3 ร่วมกบั pH ของสาร
สกดัเปลือกส้มโอ 

น าสารสกัดจากเปลือกส้มโอท่ีมีการปรับค่า pH ท่ี  4.8 , 5, 6, 7 และ 8 ด้วย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) 0.5 โมลาร์ หรือกรดไนตริก (HNO3) 0.5 โมลาร์  75 
มิลลิลิตร ผสมกบัสารละลาย AgNO3 ความเขม้ขน้ 1, 2 และ 3 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 
และน าไปให้ความร้อนใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 24 ชัว่โมง จากนั้นวดัค่า
การดูดกลืนแสงของสารละลาย AgNPs ท่ีช่วงความยาวคล่ืน 200-800 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ือง UV-
Visible spectrophotometer 

  3.6.1.2.2 ศึกษาผลของเวลาที่ใช้ในการท าปฏิกิริยา 
น าสารสกดัเปลือกส้มโอ pH 8 ผสมกบัสารละลาย AgNO3 ท่ีความเขม้ขน้ 2 มิลลิ

โมลาร์ และน าไปให้ความร้อนใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 24 และ 48 ชัว่โมง 
จากนั้นวดัค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย AgNPs ท่ีช่วงความยาวคล่ืน 200-800 นาโนเมตร ดว้ย
เคร่ือง UV-Visible spectrophotometer 
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3.6.1.2.3 ศึกษาลกัษณะในการเทสารสกดัเปลือกส้มโอ 
  น าสารสกัดเปลือกส้มโอท่ี pH 8 เทผสมกับสารละลาย AgNO3 ท่ี 2 มิลลิโมลาร์ 
โดยจะปล่อยสารสกดัผา่นบิวเรต โดยใชอ้ตัราการไหล (Flow rate) ท่ี 7 มิลลิลิตรต่อนาที กบั เทสาร
สกัดอย่างรวดเร็ว โดยใช้เวลา 1 นาที และน าไปให้ความร้อนใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส นาน 24 ชัว่โมง จากนั้นวดัค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย AgNPs ท่ีช่วงความยาวคล่ืน 
200-800 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ือง UV-Visible spectrophotometer 

3.6.2 พสูิจน์เอกลกัษณ์ของ AgNPs 
พิสูจน์เอกลกัษณ์ (characterization) ของ AgNPs ท่ีสังเคราะห์ได้ด้วยเทคนิคต่างๆ ไดแ้ก่ 

UV- Visible spectroscopy, X- ray diffraction spectroscopy (XRD), Transmission electron 

microscopy (TEM), Energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDX) และ Fourier transform infrared 

spectroscopy (FTIR) 

3.6.2.1 UV-visible spectroscopy (UV-Vis) 
  เทคนิควิเคราะเบ้ืองต้นท่ีใช้ยืนยนัการก่อตัวของ AgNPs ซ่ึงสังเกตได้จากการ
เปล่ียนแปลงสีของสารละลาย และความยาวคล่ืนจ าเพาะของ AgNPs โดยน าสารละลายคอลลอยด์ 
AgNPs ท่ีสังเคราะห์ได ้วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีช่วงความยาวคล่ืน 200-800 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ือง 
UV-Visible spectrophotometer (Biochrom Libra S22, UK) 

 
ภาพท่ี 14 เคร่ือง UV-Visible spectrophotometer (Biochrom Libra S22, UK) 

  3.6.2.2 X-ray diffraction spectroscopy (XRD) 
  เทคนิควิเคราะห์โครงสร้างผลึกของ AgNPs โดยน าสารละลายคอลลอยด์ของ 
AgNPs ป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 9,000 รอบต่อนาที นาน 30 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เก็บ
ตะกอนแลว้ลา้งตะกอนด้วยน ้ า DI และน าไปป่ันเหว่ียงอีกคร้ัง จากนั้นน าส่วนของตะกอนไปท า
แห้งแบบแช่เยือกแข็ง (Freeze-dried) และบดผงของ AgNPs ดว้ยครกเคร่ืองแกว้อาร์เกต และน าไป
วิเคราะห์ XRD ท่ีศูนยเ์คร่ืองมือวิทยาศาสตร์และเทคโนโลย ีคณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัศิลปากร 
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ยี่ห้อ AERIS โดยใช้ Cu Ka ท่ีมีความยาวคล่ืน 1.54 อังสตรอม (Å), ความต่างศักย ์40 กิโลโวลต์ 
(KV), กระแสไฟฟ้า 8 มิลลิแอมแปร์ (mA) และ ช่วงมุม 2θ เท่ากบั 20-90o และหาขนาดของผลึก 
AgNPs โดยใชสู้ตร Debye-Scherrer’s equation ดงัสมการ (Bharani et al., 2012) 

D = 
𝐾𝜆

𝛽𝐶𝑜𝑠𝜃
 

โดย K คือ 0.9 
λ คือ ความยาวคล่ืนของแหล่งก าเนิดรังสีเอกซ์ เช่น คอปเปอร์ (Cu) จะมีค่าเท่ากบั 0.154 นาโนเมตร 
β คือ ความกว้างท่ีความสูงเป็นคร่ึงหน่ึงของความสูงสูงสุดของกราฟระฆัง (Full width half 
maximum, FWHM)  
θ คือ มุมของเบรก (Bragg’s angle) 
 

 
ภาพท่ี 15 เคร่ือง X-ray diffraction spectroscopy (AERIS) 

  3.6.2.3 Transmission electron microscopy (TEM)  
  วิเคราะห์ขนาดและรูปร่างของ AgNPs ท่ีสังเคราะห์ได ้โดยน าผง AgNPs 0.02 กรัม 
ใส่ในขวดเปล่า จากนั้นกระจายตวัในน ้ า DI 1000 ไมโครลิตร และ sonicate ดว้ย ultrasonic cleaner 
นาน 15 นาที 2 รอบ  หยดสารละลายคอลลอยด์ 1 หยด (ปริมาตรไม่เกิน 20 ไมโครลิตร) ลงบน 
copper grid ท่ี coat ดว้ย carbon ทิ้งไวใ้ห้แห้งเป็นระยะเวลา 3 วนั จากนั้นน าไปวิเคราะห์ขนาดและ
รูปร่างภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอน (TEM) ยี่ห้อ FEI (TECNAI G2 20) ท่ีศูนยเ์คร่ืองมือวิจยั 
มหาวิทยาลยัขอนแก่น 
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3.6.2.4 Energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDX) 
  วิเคราะห์องคป์ระกอบทางเคมีของ AgNPs ควบคู่กบัเคร่ือง TEM ท่ีศูนยเ์คร่ืองมือ
วิจยั มหาวิทยาลยัขอนแก่น 

 
ภาพท่ี 16 เคร่ือง Transmission electron microscopy ควบคู่กบั Energy-dispersive X-ray 

spectroscopy 
 

  3.6.2.5 Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) 
  วิเคราะห์ประเภทของสารอินทรีย ์สารอนินทรีย์ และพนัธะเคมีหรือหมู่ฟังกชนัท่ี

เป็นองค์ประกอบในสารสกัดจากเปลือกส้มโอและ AgNPs โดยน าตวัอย่าง 50 มิลลิกรัม วางบน

ผิวหน้า Crystal top plate จากนั้นท าการวิเคราะห์ ท่ีภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยั

ศิลปากร 
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ภาพท่ี 17 เคร่ือง Fourier transform infrared spectroscopy (PerkinElmer) 
 

3.6.3 การประเมินผลการประยุกต์ใช้ AgNPs ท่ีสังเคราะห์ได้จากสารสกดัเปลือกส้มโอ 

3.6.3.1 การศึกษาฤทธิ์ในการต้านเช้ือแบคทีเรียของ AgNPs ทางชีวภาพ   

3.6.3.1.1 เตรียมเช้ือแบคทีเรียท่ีใช้ทดสอบ 
น าแบคทีเรีย 4 สายพันธุ์  เพาะเ ล้ียงในอาหาร Nutrient Broth (NB) 

ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เขย่าท่ีความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

18-24 ชัว่โมง และน าแบคทีเรียมาปรับความขุ่นให้ได ้1x108 CFU/ml จากนั้นน าไปใชท้ดสอบฤทธ์ิ

ในการตา้นเช้ือแบคทีเรีย 

3.6.3.1.2 ศึกษาฤทธิ์ของ AgNPs ในการต้านเช้ือแบคทีเรียด้วยวิธี Agar 
well diffusion 

น าแบคทีเรียทั้ง 4 สายพนัธุ์ 100 ไมโครลิตร (108 CFU/ml) ใส่ลงบนจาน

อาหาร NA เกล่ียอย่างสม ่าเสมอ และรอให้ผิวดา้นบนของอาหารแห้ง จากนั้นใช ้Cork borer ท่ีผ่าน

การฆ่าเช้ือ เจาะวุน้ออก และเติมสารละลายของ AgNPs (1, 5, 10, 15, 20, 25 และ 30 มิลลิกรัมต่อ

ลิตร) และ (30, 50, 100, 200, 300 และ 500 มิลลิกรัม/ลิตร) ท่ีผ่านการ sonicate เป็นเวลา 15 นาที 

และหยดเช้ือปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในหลุม (well) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

24 ชัว่โมง โดย Positive Control คือ Ampicillin 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ Negative control 

คือ สารสกดัจากเปลือกส้มโอ 0.1 กรัมต่อลิตร และ AgNO3 2 มิลลิโมลาร์ โดยจะพิจารณาจากการ

วดัเส้นผ่านศูนยก์ลางของโซนยบัยั้งรอบ well ในหน่วยเซนติเมตร ซ่ึงการทดลองน้ีจะท า 3 ซ ้ า  (Li 

et al., 2017), (Mickymaray, 2019), (Sharma, 2014) และ (Al-Otibi et al., 2020) 
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3.6.3.1.3 ศึกษาความเข้มข้นของสารในระดับต ่าสุดท่ีสามารถยับย้ังเช้ือ
แบคทีเรีย (Minimum Inhibition Concentration หรือ MIC) 
   น าสารละลาย stock ของ AgNPs (1000 มิลลิกรัมต่อลิตร) เจือจางให้ได้

ความเขม้ขน้ 30, 50, 100, 200 และ 300 มิลลิกรัมต่อลิตร ในอาหาร NB ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 

จากนั้นเติมเช้ือแบคทีเรีย (108 CFU/ml) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส เขย่าท่ี

ความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดย Positive Control คือ Ampicillin 10 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ Negative control คือ สารสกดัจากเปลือกส้มโอ 0.1 กรัมต่อลิตร และ 

AgNO3 2 มิลลิโมลาร์ (Garibo et al., 2020) และ (Ibrahim, 2015) หลังจากเพาะเล้ียง 24 ชั่วโมง 

พิจารณา MIC โดยวดัการเจริญเติบโตของเซลลท่ี์ 600 นาโนเมตร และน ามาค านวณ CFU/ml และ

เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้ง (Li et al., 2017) 

3.6.3.1.4 ศึกษาความเข้มข้นของสารในระดับต ่าสุดท่ีสามารถฆ่าเช้ือ
แบคทีเรีย (Minimum bactericidal concentration หรือ MBC) 
   น าเช้ือท่ีมีการเพาะเล้ียงในสารละลาย AgNPs ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ จาก

การท า MIC มา 100 ไมโครลิตร จากนั้นเกล่ีย (spread) ลงบนจานอาหารเพาะเล้ียง NA บ่มท่ี 37 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง (Garibo et al., 2020) และ (Ibrahim, 2015) ถา้สารละลาย AgNPs 

สามารถฆ่าเช้ือแบคทีเรียไดจ้ะไม่มีโคโลนีขึ้นบนจานอาหารเพาะเล้ียง ดงันั้นความเขม้ขน้ต ่าสุดของ

สารละลาย AgNPs ท่ีสามารถฆ่าเช้ือแบคทีเรียไดจ้ะเป็นค่าของ MBC 

3.6.3.2 ศึกษาความเข้มข้นของ AgNPs ต่อการผลิตชีวมวล สารพฤกษเคมี 
(สารประกอบฟีนอลิก ฟลาโวนอยด์) และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของโปรโตคอร์มกล้วยไม้หวายจีน 

D. officinale 

3.6.3.2.1 การเตรียมโปรโตคอร์มกล้วยไม้สกุลหวายส าหรับการเพิ่ม
จ านวน 
   น าโปรโตคอร์มเพาะเล้ียงและเพิ่มจ านวนลงในอาหารเหลวคร่ึงสูตร
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ท่ีประกอบดว้ย 3 เปอร์เซ็นต์ของน ้ าตาลซูโครส (pH 5.6) จากนั้นเพาะเล้ียง
แบบตั้งน่ิงในตูเ้พาะเล้ียงเน้ือเยื่อ ควบคุมอุณหภูมิท่ี 25 องศาเซลเซียส ภายใตแ้สงสว่าง 16 ชัว่โมง
ต่อวนั เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ (ภาพท่ี 18) 
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ภาพท่ี 18 กลว้ยไมส้กุลหวายจีน (Dendrobium officinale) 

   3.6.3.2.2 ผลของความเข้มข้น AgNPs ต่อการผลติชีวมวล 
             น าโปรโตคอร์มกล้วยไม้หวายจีน (D. Officinale) 1 กรัม ใส่ลงในขวด

เพาะเล้ียงขนาด 8 ออนซ์ ท่ีบรรจุอาหารเหลวคร่ึงสูตร MS ปริมาตร 10 มิลลิลิตร (ปริมาณเซลล์ตั้ง
ตน้คิดเป็น 10%) ท่ีมีการเติม AgNPs ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ (0, 25, 50, 75 และ 100 มิลลิกรัมต่อลิตร) 
ปรับ pH ของอาหารให้ได ้5.6 จากนั้นน าอาหารดงักล่าวไปผ่านการน่ึงฆ่าเช้ือท่ีความดนั 100 กิโล
ปาสคาล (kPa) เป็นเวลา 15 นาที ท่ีอุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส จากนั้นเพาะเล้ียงแบบตั้งน่ิงในตู้
เพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ ควบคุมอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ใหแ้สงสวา่ง 16 ชัว่โมงต่อวนั เป็นระยะเวลา 4 
สัปดาห์ ท าการทดลอง 3 ซ ้า เก็บผลการทดลอง โดยวิเคราะห์สัดส่วนส่วนการเจริญ (Growth ratio), 
สารประกอบฟีนอลิก, สารฟลาโวนอยด์ และฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระ ซ่ึงสัดส่วนการเจริญ
ค านวณตามสูตรต่อไปน้ี 

Growth ratio = 
w2−w1

w1
 

W1 = น ้าหนกัก่อนการเพาะเล้ียง และ W2 = น ้าหนกัหลงัการเพาะเล้ียง 

                          จากผลการทดลองดงักล่าวความเขม้ขน้ของ AgNPs ท่ี 25-50 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร ใหป้ริมาณสารพฤกษเคมีและฤทธ์ิในการยบัย ั้งสูงท่ีสุด แต่ไม่พบความแตกต่างของสัดส่วนการ
เจริญเติบโต (น ้าหนกัแหง้) ท่ี 0-50 มิลลิกรัมต่อลิตร อยา่งมีนยัส าคญั (P<0.05) 

                          ดงันั้นจึงไดเ้ลือกศึกษาความเขม้ขน้ของ AgNPs ในช่วงความเขม้ขน้ท่ีต ่า
กว่า 50 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยศึกษาความเข้มข้นของ AgNPs ท่ี 0, 1, 5, 10, 15, 20, 25 และ 30 
มิลลิกรัมต่อลิตร เพาะเล้ียงเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ ภายใตส้ภาวะท่ีใชใ้นการเพาะเล้ียงเช่นเดียวกบั
การทดลองก่อนหน้า ท าการทดลอง 3 ซ ้ า บนัทึกผลการและวิเคราะห์สัดส่วนการเจริญ (Growth 
ratio), สารประกอบฟีนอลิก, ฟลาโวนอยด ์และฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระ 
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3.6.3.2.3 ก า รวิ เ ค ร า ะ ห์ส ารพฤกษ เคมี  (สารประกอบฟีนอลิก                     

ฟลาโวนอยด์) และฤทธิ์ ในการต้านอนุมูลอิสระของโปรโตคอร์มกล้วยไม้สกุลหวายจีน (D. 

officinale) 

3.6.3.2.3.1 การสกดัสารโปรโตคอร์มของกล้วยไม้สกุลหวาย 
น าผงโปรโตคอร์มกล้วยไม้ท่ีเพาะเล้ียงในอาหารท่ีมีการเติม 

AgNPs ความเขม้ขน้ต่าง ๆมา  1 กรัม เติมเมทานอล 3 มิลลิลิตร เขยา่เป็นเวลา 30 นาที และน าไปบ่ม
ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 10000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 10 นาที ส่วนของของเหลวเหนือตะกอนจะถูกแยกออกมา และในส่วนของตะกอนจะ
น าไปสกดัใหม่ จากนั้นน าส่วนของเหลวท่ีไดจ้ากการสกดั ปรับปริมาตร 10 มิลลิลิตร น าสารสกดัท่ี
ได้เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสก่อนน าไปวิเคราะห์ปริมาณสารพฤกษเคมี (Phenolic และ
Flavonoid) และฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระ (Obsuwan et al., 2019) 

3.6.3.2.3.2 วิเคราะห์ปริมาณฟีนอลกิทั้งหมด 
     น าสารสกดัตวัอย่างปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ผสมกบั 7.5% (w/v) 

Na2CO3 ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร เขย่าเป็นเวลา 3 นาที จากนั้นเติม 10% Folin-Ciocalteu reagent บ่ม

เป็นเวลา 30 นาทีท่ีอุณหภูมิหอ้ง น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 765 นาโนเมตร โดยใช้

สารละลาย Gallic acid เป็นสารละลายมาตรฐาน แสดงผลปริมาณสารประกอบฟีนอลิกในรูปของ 

mg gallic acid /g DW. (Obsuwan et al., 2019) 

3.6.3.2.3.3 วิเคราะห์ปริมาณฟลาโวนอยด์ท้ังหมด 

     น าสารสกัดตัวอย่างปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร  ผสมกับน ้ ากลั่น

ปริมาตร 2.25 มิลลิลิตร จากนั้นเติม 5% NaNO2 ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนัและบ่มเป็น

เวลา 6 นาที และเติม 10% AlCl3•6H2O ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไวเ้ป็นเวลา 5 นาที เติม NaOH 

ความเขม้ขน้ 1 โมลาร์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนั วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 

510 นาโนเมตร โดยใช้สารละลาย Quercetin เป็นสารละลายมาตรฐาน แสดงผลปริมาณ

สารประกอบฟลาโวนอยดใ์นรูปของ mg quercetin / g sample (Zhang et al., 1992) 
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3.6.3.2.3.4 ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอสิระ  

     ทดสอบ 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)  น าสารสกัด

กลว้ยไมป้ริมาตร 6 มิลลิลิตร ผสมกบั 0.0634 มิลลิโมลาร์ DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) 

ปริมาตร 2 มิลลิลิตร และผสมใหเ้ขา้กนัเป็นเวลา 3 วินาที จากนั้นตั้งทิ้งไวใ้นท่ีมืดเป็นเวลา 30 นาที 

วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 519 นาโนเมตร โดยใช ้DPPH เป็นสารมาตรฐาน ซ่ึงวิธีน้ีจะ

แสดงผลในรูปของเปอร์เซ็นการยบัย ั้ง DPPH (Obsuwan et al., 2019) 

                           % DPPH = (
𝐴𝑏𝑠𝑡0−𝐴𝑏𝑠𝑡30

𝐴𝑏𝑠𝑡0
) 𝑥 100 

Abst0 = ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายผสมหลงัจากบ่มเป็นเวลา 0 นาที 
Abst30 = ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายผสมหลงัจากบ่มเป็นเวลา 30 นาที  

    ทดสอบ Ferric reducing antioxidant power (FRAP) น าสารสกดั

ตวัอย่างปริมาตร 200 ไมโครลิตรผสมกบัสารละลาย FRAP ปริมาตร 1.8 มิลลิลิตร (Sodium acetate 

buffer 300 มิลลิลิตร pH 3.6, 10 มิลลิลิตร TPTZ ใน 40 มิลลิลิตร HCl และ FeCl3•6H2O 20 มิลลิโม

ลาร์ ในอตัราส่วน 10:1:1 (v/v)) บ่มในท่ีมืดเป็นเวลา 4 นาที วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 

593 นาโนเมตร โดยใช ้FeSO4 เป็นสารมาตรฐาน (Phongtongpasuk et al., 2016) 

3.6.4 วิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
 ผลการทดลองแสดงผลในรูปค่าเฉล่ีย ± ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน การวิเคราะห์ขอ้มูลทาง
สถิติด าเนินการโดยใช้ One-Way ANOVA หรือ Independent T-Test ผ่านโปรแกรม SPSS โดยมี
การวิเคราะห์ค่าความแตกต่างทางสถิติของขอ้มูลท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 % (P < 0.05) 
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บทท่ี 4 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

4.1 การสังเคราะห์ AgNPs ด้วยวิธีทางชีวภาพจากสารสกดัเปลือกส้มโอ 
 จากการทดลองน าสารสกัดจากเปลือกส้มโอมาท าปฏิกิริยากบัสารละลาย AgNO3 พบว่า
สารละลายผสมจะเปล่ียนจากสีเหลืองเป็นสีเหลืองน ้ าตาลอ่อนหลงัจากให้ความร้อนท่ี 60 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที (ภาพท่ี 19C) หลงัจากผ่านไป 1 ชั่วโมงสารละลายผสมเปล่ียนเป็นสี
น ้ าตาลแดง (ภาพท่ี 19D) ซ่ึงบ่งช้ีการสร้าง AgNPs เน่ืองจากการเกิดปฏิกิริยารีดักชัน (Reduction 
reaction) ของซิลเวอร์ไอออน (Ag+) เป็นอนุภาคนาโนเงิน (Ago) (Ibrahim, 2015)โดยโมเลกุล
อินทรียท่ี์อยู่ในสารสกดัเปลือกส้มโอ ดงัแสดงในตารางท่ี 4 เขา้มามีบทบาทเป็นตวั capping และ 
stabilizer ท าให้สารละลายผสมเปล่ียนเป็นสีน ้ าตาลด าเขม้ หลงัจาก 24 และ 48 ชัว่โมง (ภาพท่ี 19F 
และ G) จากนั้นน าสารละลายผสมป่ันเหว่ียงท่ี 10000 รอบต่อนาที นาน 30 นาที จะไดต้ะกอนของ
อนุภาคซิลเวอร์ (ภาพท่ี 19H) และจะไดเ้ป็นผงของ AgNPs (ภาพท่ี 19I) โดยสีท่ีเกิดขึ้นขณะขั้นตอน
การสังเคราะห์เกิดจากการสั่นโดยรวมของอิเลก็ตรอนท่ีเป็นส่ือกระแสไฟฟ้าใน AgNPs (Mulvaney, 
1996) และ (Paulkumar et al., 2013) 

 
ภาพท่ี 19 การเปล่ียนสีของสารสกดัจากเปลือกส้มโอท่ีท าปฏิกิริยากบัสารละลาย AgNO3 

(A) สารสกดัจากเปลือกส้มโอ (Pomelo extract), (B) AgNO3, (C) Pomelo extract ผสมกบั AgNO3 
นาน 10 นาที, (D) Pomelo extract ผสมกับ AgNO3 นาน 1 ชั่วโมง, (E) Pomelo extract ผสมกับ 
AgNO3 นาน 6 ชั่วโมง, Pomelo extract ผสมกับ AgNO3 นาน 24 ชั่วโมง, Pomelo extract ผสมกบั 
AgNO3 นาน 48 ชัว่โมง, (H) ตะกอนของ AgNPs และ (I) ผงของ AgNPs 
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ตารางท่ี 4 ปริมาณสารพฤกษเคมีและสารตา้นอนุมูลอิสระในสารสกดัจากเปลือกส้มโอ 

สาร 
สกดั 

จากเปลือก
ส้มโอ 

สารพฤกษเคมี สารต้านอนุมูลอสิระ 

ฟีนอลิก  
(mg GAE/g) 

ฟลาโวนอยด ์ 
(mg QE/g) 

DPPH 
(% Inhibition) 

FRAP 
(mg FeSO4/g) 

 
19.21 ± 0.014 

 
2.56 ± 0.008 

 

 
17.24 ± 4.720 

 
8.75 ± 0.020 

 

 4.1.1 การศึกษาปัจจัยท่ีมีผลต่อการสังเคราะห์ AgNPs 
 ศึกษาปัจจยัของความเขม้ขน้ AgNO3 (1, 2  และ 3 มิลลิโมลาร์) ร่วมกบั pH ของสารสกดั
จากเปลือกส้มโอ (pH 4.8, pH 5, pH 6, pH 7 และ pH 8) โดยจะพิจารณาเลือกสภาวะท่ีให้ค่าสูงสุด
ของการดูดกลืนแสงในช่วงความยาวคล่ืนท่ีตรวจหาช่วง 200 – 800 นาโนเมตร 
 จากผลการทดลองดังแสดงในภาพท่ี 20 (A-C) พบว่าค่าสูงสุดของ  surface plasmon 
resonance (SPR) ของ AgNPs ท่ีสังเคราะห์ในทุกสภาวะถูกพบท่ีช่วงความยาวคล่ืนประมาณ  402-
411 นาโนเมตร แต่ในทางกลบักนัไม่พบการเกิด SPR ในสภาวะท่ีมีเพียงสารสกดัจากพืช ผลท่ีไดมี้
ความสอดคลอ้งกบัรายงานการวิจยัของ Ali et al. (2020) ไดมี้การพิสูจน์เอกลกัษณ์ดว้ย UV–Vis ท่ี
ความเขม้ขน้ของ AgNO3 2  และ 4 มิลลิโมลาร์ และพบค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดของอนุภาคนาโนท่ี 
426 นาโนเมตร   SPR ท่ีถูกพบในทุกสภาวะของงานวิจยัน้ีจะอยู่ในช่วง 402-411 นาโนเมตร ซ่ึง
สอดคลอ้งกบัการศึกษาอ่ืนๆ ท่ีตีพิมพเ์ม่ือเร็วๆ น้ี โดยความยาวคล่ืนของ SPR สูงสุดส าหรับ AgNPs 
จะอยูใ่นช่วง 400-500 นาโนเมตร (Aref & Salem, 2020) 

เม่ือพิจารณาค่า pH พบว่า pH 4.80, pH 5 และ pH 6 (pH กรด) ของสารสกดัท่ีทดสอบกบั
ความเขม้ขน้ของ AgNO3 จะเห็นไดว้่ามีการก่อตวัของ AgNPs ค่อนขา้งน้อย และมีค่าการดูดกลืน
แสงท่ีความยาวคล่ืนประมาณ 430 นาโนเมตร ในขณะท่ี pH 7 และ 8 (pH เบส) พบว่าให้ค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ีสูงกวา่เม่ือเทียบกบั pH ท่ีเป็นกรด และพบแถบ SPR ของ AgNPs ท่ีช่วงความยาวคล่ืน 
402-411 นาโนเมตร ค่าการดูดกลืนแสงบ่งบอกถึงผลผลิตของ AgNPs ท่ีมากหรือนอ้ย และค่า pH ก็
เป็นอีกหน่ึงในปัจจยัท่ีมีอิทธิพลมากท่ีสุด มีการอธิบายว่าการเปล่ียนแปลงของ pH ท าให้เกิดการ
เปล่ียนแปลงสารพฤกษเคมีในพืช ซ่ึงส่งผลต่อความสามารถในการจบัตวัและการลดลงของไอออน
ของโลหะในระหว่างการสังเคราะห์อนุภาคนาโน โดยค่า pH ท่ีแตกต่างกนัจะส่งผลต่อลกัษณะทาง
สัณฐานวิทยาและผลผลิตของ AgNPs (Singh et al., 2016) จากผลการทดลองจะเห็นได้ว่าท่ีความ
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เขม้ขน้ของ AgNO3 2 มิลลิโมลาร์ ให้ผลผลิตของ AgNPs สูงสุดท่ีค่าการดูดกลืนแสง 1.61 และ
สังเกตเห็นไดว้่าไม่พบพีคท่ีปนเป้ือนหรือถูกรบกวน อีกทั้งยงัให้ลกัษณะของพีคท่ีแหลมคม (Sharp 
peak) และให้ค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดท่ีความยาวคล่ืนต ่าสุด จะสะท้อนถึง AgNPs ขนาดเล็ก 
(Smitha et al., 2008) ดงัรายงานการวิจยัของ Alqadi et al. (2014) กล่าวไวว้่าการเปล่ียนแปลงของ
พีคเรโซแนนซ์พลาสมอนบนพื้นผิว (surface plasmon resonance) บ่งช้ีการเปล่ียนแปลงขนาดของ 
AgNPs อีกทั้งความยาวคล่ืนท่ีสั้นลงบ่งช้ีการลดลงของขนาด AgNPs ดงันั้นจึงสรุปไดว้่าการเพิ่มค่า 
pH ของสารสกดั (pH เบส) ส่งผลให้เกิดอนุภาคนาโนท่ีมีขนาดเล็กลงและรูปร่างเป็นทรงกลมมาก
ขึ้น ในทางกลบักนัพีคเรโซแนนซ์ลาสมอนบนพื้นผิวท่ีมีลกัษณะพีคท่ีกวา้ง (broad) จะมีการก่อตวั
ของ AgNPs ท่ีมีขนาดหลากหลาย ดังนั้นจึงสรุปได้ว่าสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการสังเคราะห์ 
AgNPs คือ ความเขม้ขน้ของ AgNO3 ท่ี 2 มิลลิโมลาร์ และมีการปรับ pH ของสารสกดัเปลือกส้มโอ
เท่ากบั 8  
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ภาพท่ี 20 สเปกตรัมการดูดกลืนแสง UV-Visible ของ AgNPs ท่ีสังเคราะห์                                  

จากสารสกดัเปลือกส้มโอ โดยศึกษาความเขม้ขน้ของ AgNO3 ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร (1 (A), 2 (B) 
และ 3 (C)  มิลลิโมลาร์) ผสมกบัสารสกดัเปลือกส้มโอท่ีปรับ pH ปริมาตร 75 มิลลิลิตร  (4.8, 5, 6, 7 

และ 8) ท าปฏิกิริยาเป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
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 การพิจารณาผลของเวลาในการปฏิกิริยา 24 และ 48 ชัว่โมงต่อการสังเคราะห์ AgNPs 
จะแสดงในภาพท่ี 21 และตารางท่ี 5 โดยพบวา่ผลผลิตของ AgNPs ใหค้่าการดูดกลืนแสงสูงสุดท่ี 24 
และ 48 ชัว่โมง คือ 1.48 และ 1.63 ตามล าดบั และพบการดูดกลืนแสงสูงสุดของพีค SPR ท่ี 417 และ 
415 นาโนเมตร ตามล าดบั เม่ือพิจารณาความเขม้ของการดูดกลืนแสง พบว่าระยะเวลาในการท า
ปฏิกิริยาท่ี 48 ชั่วโมง ให้ค่าการดูดกลืนแสงสูงกว่าท่ี 24 ชั่วโมง อย่างไรก็ตามเปอร์เซ็นต์ (%) 
ผลผลิตของ AgNPs ท่ีได้จากปฏิกิริยา 24 และ 48 ชั่วโมงไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคญัท่ีระดับ
ความเช่ือมั่น 95% ดังนั้นจึงเลือกสภาวะในการท าปฏิกิริยาท่ี 24 ชั่วโมงส าหรับการสังเคราะห์ 
AgNPs 

 
ภาพท่ี 21 สเปกตรัมการดูดกลืนแสง UV-Visible ของ AgNPs จากสารสกดัเปลือกส้มโอโดยศึกษา
เวลาในการท าปฏิกิริยา (24 และ 48 ชัว่โมง) ความเขม้ขน้ของ AgNO3 2 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 1000 

มิลลิลิตร ผสมกบัสารสกดัเปลือกส้มโอท่ี pH 8 ปริมาตร 75 มิลลิลิตร 
ตารางท่ี 5 ผลของเวลาในการท าปฏิกิริยาต่อ % ผลผลิตของ AgNPs 

% ผลผลิต วิเคราะห์ทางสถิติดว้ย Independent T-test  T-test. F = 2.429 and Sig = 0.194 บ่งช้ีถึงไม่
มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัท่ี p<0.05 

เวลาในการ 
ท าปฏิกริิยา  
(ช่ัวโมง) 

น ้าหนักของ 
AgNO3 ท่ีใช้  

(กรัม) 

ปริมาตรท่ีใช้
สังเคราะห์ AgNPs 

 (ลติร) 

% ผลผลติ 
ของ AgNPs 

24 
48 

0.3397 1 
19.6153 ± 1.4247 
24.7277 ± 5.1080 
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ส าหรับการพิจารณาผลของรูปแบบการเทสารสกดัจากพืช พบว่ารูปแบบการเทสารสกดัทั้งค่อย 
ๆ เท และเทอย่างรวดเร็วส่งผลใหเ้กิด AgNPs ท่ีความยาวคล่ืน 414 นาโนเมตร โดยมีค่าการดูดกลืน
แสงท่ี 1.74 และ 1.79 ตามล าดบั สเปกตรัมท่ีไดไ้ม่มีความแตกต่างกนั (ภาพท่ี 22) และ % ผลผลิต
ของการเททั้งสองรูปแบบไม่มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%  
ตามท่ีแสดงในตารางท่ี 6 

 
ภาพท่ี 22 สเปกตรัมการดูดกลืนแสง UV-Visible ของ AgNPs ท่ีสังเคราะทางชีวภาพ ศึกษารูปแบบ
การเทสารสกดั (ค่อยๆ เท และเทอยา่งรวดเร็ว)  ความเขม้ขน้ของ AgNO3 2 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 

1000 มิลลิลิตร ผสมกบัสารสกดัเปลือกส้มโอท่ี pH 8 ปริมาตร 75 มิลลิลิตร 
ตารางท่ี 6 ผลของรูปแบบการเทสารสกดั (ค่อยๆ เท และเทอยา่งรวดเร็ว) ต่อ % ผลผลิตของ AgNPs 

* หมายเหตุ ค่อย ๆ เท คือ ปล่อยสารสกดัผ่านบิวเรตผสมกบัสารละลาย AgNO3 โดยใช้อตัราการ
ไหล (Flow rate) ท่ี 7 มิลลิลิตรต่อนาที  และส่วนของการเทอย่างรวดเร็ว คือ เทสารสกัดผสมกบั
สารละลาย AgNO3 ผา่นบีกเกอร์ โดยใชอ้ตัราการไหลท่ี 75 มิลลิลิตรต่อ นาที 
% ผลผลิต วิเคราะห์ทางสถิติดว้ย Independent T-test  T-test. F = 2.429 and Sig = 0.194 บ่งช้ีถึงไม่
มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัท่ี p<0.05 

 

รูปแบบ 
การเทสารสกดั 

น ้าหนักของ 
AgNO3 ท่ีใช้ 

(กรัม) 

ปริมาตรท่ีใช้
สังเคราะห์ AgNPs 

(ลติร) 

% ผลผลติ 
ของ AgNPs 

ค่อย ๆ เท  
เทอยา่งรวดเร็ว 

0.3397 1 
21.5877 ± 1.8586 
19.6153 ± 1.4247 
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4.2 ผลการพสูิจน์เอกลกัษณ์ของ AgNPs ท่ีสังเคราะห์จากสารสกดัเปลือกส้มโอ 

4.2.1 Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR)  
ผลการระบุหมู่ฟังชันหลกั ๆ ของสารพฤกษเคมีในสารสกัดเปลือกส้มโอท่ีเก่ียวขอ้งกบั

ปฏิกิริยารีดกัชนัของซิลเวอร์ไอออนและการรักษาเสถียรภาพของ AgNPs  สเปคตรัม FTIR ของสาร
สกดัเปลือกส้มโอและ AgNPs ท่ีสังเคราะจากสารสกดัเปลือกส้มโอ แสดงดงัภาพท่ี 23  A และ B 
ตามล าดบั จะเห็นไดว้่าสเปคตรัมทั้งสองมีการเปล่ียนแปลง โดย peak ท่ี 3263 และ 3410 cm-1 เกิด
จากการยืดตวัของ O-H ของ แอลกอออล์ (Alcohol) และฟีนอล (Phenol) ซ่ึงมีอยู่ในสารสกดัจาก
เปลือกส้มโอ ((Ali et al., 2020), (Ibragic et al., 2021) และ (Mogole et al., 2021)), จุดสูงสุดท่ี 2926, 
2922 และ 1462 cm-1 เกิดการสั่นสะเทือนแบบยืด (stretching vibration) ของสายโซ่ aliphatic 
hydrocarbons (C-H) ในกลุ่มของ methylene หรือ methyl จากไขมนัในสารสกดั ((Hamouda et al., 
2019), (Ibragic et al., 2021) และ (Mogole et al., 2021)), จุดสูงสุดท่ี 1594 และ 1618 cm-1 เกิดการ
ยืดของ CONH ซ่ึงแสดงกลุ่มเอไมด์ (Amide) ของโปรตีน, จุดสูงสุดท่ี 1398 และ 1399 cm-1 เป็น
ลกัษณะเฉพาะของสายอะลิฟาติก (Aliphatic) (CH2 และ CH3) (Mogole et al., 2021), จุดสูงสุดท่ี 
1259, 1048 และ 1081 cm-1 เกิดจากการยืดตวัของ C-O จาก แอลกอฮอล ์(Alcohol) กรดคาร์บอกซิ
ลิก (Carboxylic acid)  เอสเทอร์(Ester) และ อีเทอร์(Ether) ((Khan et al., 2021) , (Sowmyya & 
Lakshmi, 2018) และ (Thirunavoukkarasu et al., 2013)) และในจุดสูงสุดท่ี 1733 cm-1 ของสเปคตรัม 
AgNPs เกิดการสั่นแบบยืดของ C=O ของสารประกอบฟีนอลิก (Phenolic) (Mogole et al., 2021) 
บ่งช้ีได้ว่าอาจจะมีสารสกัดในปริมาณน้อยเหลืออยู่ในAgNPs อีกทั้ งยงัพบจุดสูงสุดอ่ืน ๆ ใน
สเปคตรัม FTIR ของสารสกดัเปลือกส้มโอ ท่ี 991, 923, 867, 776, 602, 515 และ 423 cm-1 ซ่ึงอาจจะ
สอดคลอ้งกบัสารประกอบอะโรมาติกและฮาโลเจน (Aromatic และ Halogen) (Yuen et al., 2005)   

จากการวิเคราะห์ FTIR พบว่า สเปคตรัม ของ AgNPs มีการเปล่ียนแปลงต าแหน่ง 
wavenumber เม่ือเปรียบเทียบกับสเปคตรัมของสารสกัดจากเปลือกส้มโอ ซ่ึงบ่งช้ีการก่อตวัของ 
AgNPs โดยในกลุ่มของ O-H, C=O และ C-O ของ alcohol, phenol, carboxylic acid และ aromatic 
เป็นหมู่ฟังกช์นัของฟลาโวนอยดแ์ละสารประกอบฟีนอลิก ท่ีมีคุณสมบติัในการรีดิวซ์ Ag+ เป็น Ag0  

รวมถึงหมู่ฟังก์ชนั Ester, Ether และ Halogens ท่ีมีคุณสมบติัดงัท่ีกล่าวขา้งตน้ (Khan et al., 2021)
สุดทา้ยกลุ่มของ Amide ของโปรตีนมีหนา้ท่ีในการป้องกนัไม่ให้อนุภาคเกาะติดกนัและจบัตวัเป็น
กอ้นขนาดใหญ่ (Chutrakulwong et al., 2020)  

อีกทั้งพบยงัพบ peak ของ C=O ใน AgNPs  แสดงใหเ้ห็นวา่เกิดการรีดิวซ์ Ag+ เป็น Ag0  ได้
ไม่สมบูรณ์ แต่พบ % Transmittance ค่อนขา้งนอ้ย ในอีกแง่หน่ึงกล่าวไดว้่ากลุ่มของ C=O ท่ีปรากฏ
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อยู่ในสารประกอบฟีนอลิก และฟลาโวนอยด์ และอยู่บนพื้นผิวของ AgNPs ท่ีท าหน้าห่อหุ้ม 
(Capping) และรักษาเสถียรภาพ (Stabilizer) ของ AgNPs   

 

 
 

ภาพท่ี 23 สเปคตรัม Fourier transform infrared ของ AgNPs ท่ีสังเคราะห์จากสารสกดัเปลือกส้มโอ 
pH 8 ร่วมกบั AgNO3 2 มิลลิโมลาร์, ระยะเวลาในการท าปฏิกิริยาท่ี 24 ชัว่โมง  

และลกัษณะการเทสารสกดัอยา่งรวดเร็ว 
(A) สเปคตรัมของสารสกดัจากเปลือกส้มโอ และ (B) สเปคตรัมของ AgNPs ท่ีสังเคราะห์ไดจ้าก
สารสกดัเปลือกส้มโอ 



  40 

4.2.2 X-ray diffraction spectroscopy (XRD) 
น า AgNPs ท่ีสังเคราะห์ไดจ้ากสารสกดัเปลือกส้มโอในสภาวะท่ีเหมาะสม (ความเขม้ขน้

ของ AgNO3 2 มิลลิโมลาร์, สารสกดั pH 8, เวลาในการท าปฏิกิริยา 24 ชัว่โมง และลกัษณะการเท
สารสกดัแบบรวดเร็ว) พิสูจน์เอกลกัษณ์โดยใช้การเล้ียวเบนของรังสีเอ็กซ์เพื่อยืนยนัลกัษณะของ
ผลึก เช่น โครงสร้างของผลึก ขนาดผลึก และความเครียด (การเปล่ียนแปลงรูปร่างของวสัดุ เม่ือมี
แรงภายนอกมากระท า) (Akbaari et al., 2011) และโครงสร้างของผลึกของ AgNPs แสดงดงัภาพท่ี 
24 จะเห็นได้ว่าท่ี 2-Theta ตั้งแต่ 20-90 พบพีคท่ี 38.13, 44.44, 64.50 และ 77.48 ซ่ึงสอดคลอ้งกับ
ระนาบของผลึกเงิน (111), (200), (220) และ (311) ตามล าดบั โดยพีคท่ีไดข้า้งตน้ค่อนขา้งสอดคลอ้ง
กบังานวิจยัท่ีรายงานก่อนหน้าน้ี ((Ibrahim, 2015), (Mathew et al., 2020) และ (Chowdhury et al., 
2021))  อีกทั้งในส่วนของระนาบขา้งตน้สอดคลอ้งกบัโครงสร้างของผลึกเงินแบบ Face-centered 
cubic (fcc) (Chowdhury et al., 2021) และใหข้นาดของผลึก AgNPs 24.35 นาโนเมตร นอกจากน้ียงั
พบพีค อ่ืน ๆ  ท่ี  28.03, 32.26 และ 81.64 ซ่ึ งแสดงถึงผลึกของ AgCl (Ali et al., 2020) และ
สารประกอบอินทรียท่ี์มีอยู่ในสารสกัด (Roopan et al., 2013) อย่างไรก็ดีในส่วน XRD ของสาร
สกดัจากเปลือกส้มโอ (Pomelo Extract) พบว่าไม่มีพีคของโครงสร้างผลึกเน่ืองจากสารสกัดของ
เปลือกส้มโอไม่มีรูปร่างของผลึกหรือความเขม้ขน้ของสารสกดัอาจมีปริมาณค่อนขา้งมากท าให้บด
บงัโครงสร้างของผลึก (Bayat et al., 2021) 

 
ภาพท่ี 24 รูปแบบ XRD ของ AgNPs ท่ีสังเคราะห์จากสารสกดัเปลือกส้มโอ pH 8 ร่วมกบัความ

เขม้ขน้ของ AgNO3 2 มิลลิโมลาร์, เวลาท าปฏิกิริยาท่ี 24 ชัว่โมง  
และลกัษณะการเทสารสกดัอยา่งรวดเร็ว 
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4.2.3 Transmission electron microscopy (TEM)  
ผลการประเมินสัณฐานวิทยาและขนาดของ AgNPs โดยใช้กลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอน

แบบส่องผ่าน ไดแ้สดงในภาพท่ี 25 จะเห็นไดว้่ามีการก่อตวัของ AgNPs ท่ีมีรูปร่างของอนุภาคเป็น
ทรงกลม ((Ali et al., 2020), (Masum et al., 2019) และ (Mickymaray, 2019)) และมีการกระจายตวั
แบบ polydisperse ((Mogole et al., 2021) และ (Rahuman et al., 2021)) (ภาพท่ี 25A) ในส่วนการ
กระจายขนาดของ AgNPs ท่ีสังเคราะห์ไดแ้สดงไวใ้น Histogram (ภาพท่ี 25B) จะเห็นไดว้่าขนาด
ของอนุภาคมีการกระจายตวัอยู่ท่ี 0-87 นาโนเมตร และมีการกระจายตวัสูงสุดท่ี 33-43 นาโนเมตร มี
ขนาดเฉล่ียท่ี  31.1 ± 12.5 นาโนเมตร อีกทั้งรูปแบบการเล้ียวเบนของอิเล็กตรอนในพื้นท่ีท่ีเลือก 
(SAED pattern)  แสดงไวด้งัภาพท่ี 25C พบวา่รูปแบบ SAED ของ AgNPs ท่ีปรากฏจุดสวา่งบ่งบอก
ถึงลกัษณะของผลึก AgNPs โดยแสดงให้เห็นขอบท่ีมีลกัษณะเป็นวงแหวนวงกลมท่ีสอดคลอ้งกบั
ระนาบ (111), (200), (220) และ (311) ของโครงสร้างผลึก Ag แบบ  face-centered cubic (fcc) โดย
รูปแบบของ SAED มีระนาบสอดคลอ้งกบัผลการทดลองของ XRD อีกดว้ย 

จากการเปรียบเทียบขนาดของผลึกท่ีไดจ้ากการวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค XRD และขนาดของ
อนุภาคท่ีได้จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค TEM พบว่า ขนาดของผลึกท่ีได้จากการวิเคราะห์ด้วย 
XRD จะมีขนาดเล็กกว่า (24.35 นาโนเมตร) ผลึกท่ีวิเคราะห์ดว้ย TEM (31.1 นาโนเมตร) โดยผลท่ี
ไดจ้ากการทดลองน้ีมีความสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Sallehudin et al. (2018) และ Mondal et al. 
(2020) ท่ีไดร้ายงานวา่ขนาดของผลึก AgNPs จาก XRD จะเท่ากบัหรือเล็กกว่าจากการวิเคราะห์ดว้ย 
TEM ทั้งน้ีก็เน่ืองจากส่วนของผลึกนาโน (Nanocrystalline) ท่ีวิเคราะห์ดว้ย XRD จะปรากฏอยู่ใน
บริเวณพื้นท่ีเฟสเดียวท่ีเล็กท่ีสุด (Smallest single phase) ของ AgNPs ในขณะท่ีการวิเคราะห์ดว้ย 
TEM จะบ่งบอกไดท้ั้งขนาดรูปร่างทางสัณฐานวิทยาและขนาดผลึกท่ีครอบคลุมทัว่ทั้งบริเวณผลึก 
โดยแต่ละบริเวณของผลึกจะแบ่งพื้นท่ีดว้ยขอบของผลึกนั้น ๆ ดงัแสดงในภาพท่ี 25D อีกทั้งผลึกแต่
ละอนัจะมีลกัษณะเป็นผลึกเด่ียว (Single crystal) กล่าวไดว้่าผลึกสามารถประกอบดว้ยศูนย ์หน่ึง 
หรือสองมิติ หรือมีมิติจ านวนมาก (Akbaari et al., 2011)  
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ภาพท่ี 25 การพิสูจน์เอกลกัษณ์ของ AgNPs จากสารสกดัเปลือกส้มโอดว้ยวิธี TEM 

(A) TEM ของ AgNPs ท่ีสังเคราะห์จากสารสกัดเปลือกส้มโอ (B) Histogram แสดงการกระจาย
ขนาดของ AgNPs (C) การเล้ียวเบนอิเล็กตรอนในพื้นท่ีท่ีเลือก (SAED pattern) ของ AgNPs และ 
(D) ลักษณะของขนาด AgNPs ท่ีได้จากการวิเคราะห์ด้วยวิธี TEM (Particle size) และวิธี XRD 
(Crystallite size) (Akbaari et al., 2011) 
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4.2.4 Energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDX)  
ผลจากวิเคราะห์องค์ประกอบของธาตุท่ีเก่ียวขอ้งกบัการก่อตวัของ AgNPs ไดแ้สดงไวใ้น

ภาพท่ี 26 จะเห็นได้ว่าพบพีคสัญญาณท่ี 3 keV เน่ืองจากการสะท้อนของพลาสมอนบนพื้นผิว 
surface plasmon resonance ซ่ึงเกิดจากธาตุ Ag ท่ีเป็นองค์ประกอบหลักใน AgNPs ((Ali et al., 
2020), (Hemlata et al., 2020) และ (Ibrahim, 2015)) นอกจากน้ียงัตรวจพบสัญญาณของธาตุ Cu 
เน่ืองจาก grid ท่ีเป็นทองแดง (Cu) และเคลือบดว้ยคาร์บอน (C) ซ่ึงใช้ส าหรับการเตรียมตวัอย่าง 
(Saha & Dutta Gupta, 2018) และ (Singh et al., 2016) 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี 26 โปรไฟล ์Energy dispersive X‑ray analysis pattern (EDX) ของ AgNPs ทางชีวภาพ 
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4.3 การประยุกต์ใช้ AgNPs ท่ีสังเคราะห์จากสารสกดัเปลือกส้มโอ 

4.3.1 การศึกษาฤทธิ์ในการต้านเช้ือแบคทเีรียของ AgNPs จากสารสกดัเปลือกส้มโอ 
จากการประเมิน AgNPs ท่ีสังเคราะห์จากสารสกัดเปลือกส้มโอต่อการตา้นแบคทีเรียก่อ

โรค 4 สายพันธุ์  ได้แก่ S.  aureus, B.  subtilis, E.  coli และ P.  aeruginosa โดยใช้วิ ธี  agar well 
diffusion และการหาความเขม้ขน้ของ AgNPs ในระดบัต ่าสุดท่ีสามารถยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย (MIC) 
และความเขม้ขน้ท่ีสามารถฆ่าแบคทีเรีย (MBC) ไดผ้ลการทดลองดงัต่อไปน้ี  

ภาพท่ี 27 เป็นการตรวจสอบลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของเช้ือแบคทีเรียท่ีใช้ในงานวิจยั 
โดยไดมี้การน าเซลลแ์บคทีเรียไปยอ้มแกรมและส่องภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์เพื่อสังเกตลกัษณะของ
เซลล์ พบว่าแบคทีเรียแกรมบวก คือ B. subtilis และ S. aureus จะยอ้มติดสีม่วง โดย B. subtilis มี
รูปร่างเป็นแท่ง ส่วน S. aureus มีรูปร่างเป็นทรงกลม อาจจะอยู่รวมกนัคลา้ยพวงองุ่น (ภาพท่ี 27A 
และ B) ในส่วนของแบคทีเรียแกรมลบ คือ E. coli และ P. aeruginosa จะยอ้มติดสีแดง โดย E. coli 
มีรูปร่างเป็นแท่งสั้น ๆ เช่นเดียวกบั P. aeruginosa (ภาพท่ี 27C และ D) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี 27 ภาพจากกลอ้งจุลทรรศน์ (Light microscope) ของเซลลแ์บคทีเรียท่ีเพาะเล้ียงเป็นเวลา    

24 ชัว่โมงและน ามายอ้มแกรม 
A) B. subtilis B) S. aureus C) E. coli และ D) P. aeruginosa (100 x) 

A B 

C D 
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 ผลของการตา้นแบคทีเรียของ AgNPs ด้วยวิธี agar well diffusion  จะแสดงโซนของการ
ยบัย ั้งดังภาพท่ี 28 จะเห็นได้ว่าไม่พบโซนการยบัย ั้งของ AgNPs (0, 1, 5, 10, 15, 20, 25 และ 30 
มิลลิกรัมต่อลิตร) ทั้ง 4 สายพนัธุ์ แต่พบโซนการยบัย ั้งของ AgNO3 และ แอมพิซิลลิน (Ampicillin) 
(ภาพท่ี 28 A-D) โดยเม่ือพิจารณาขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางของโซนยบัยั้งดงัตารางท่ี 7 พบว่าขนาด
เส้นผ่านศูนย์กลางโซนยบัยั้งของแบคทีเรียแกรมลบ (E.coli และ P. aeruginosa) ท่ีทดสอบกับ 
AgNO3 ใหค้่าขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางสูงกว่าแบคเรียแกรมบวกอยา่งมีนยัส าคญั (P<0.05) ในส่วน
ของยาปฏิชีวนะ Ampicillin พบว่าแบคทีเรียแกรมลบให้ขนาดของเส้นผ่านศูนยก์ลางโซนยบัยั้งต ่า
กว่าแบคทีเรียแกรมบวกอย่างมีนัยส าคญั (P<0.05) ซ่ึงมีสาเหตุมาจากแบคทีเรียแกรมลบมีส่วน
ห่อหุม้ ไดแ้ก่ เยือ่หุม้ชั้นนอก ท่ีประกอบดว้ยไลโปโพลีแซ็กคาไรด์ ผนงัเซลล ์peptidoglycan ท่ีมีการ
เช่ือมดว้ยสายโซ่เปปไทด์ และไซโตพลาสซึมหรือเยื่อหุ้มชั้นใน โดยเยื่อหุ้มชั้นนอกท าหน้าท่ีเป็น
เกราะป้องกนัไม่ใหย้าปฎิชีวนะเจาะเขา้ไปในเซลลไ์ด ้ซ่ึงแบคทีเรียแกรมบวกจะไม่มีเยือ่หุม้ชั้นนอก 
ดงันั้นท าให้ Ampicillin ยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวกไดดี้แต่จะด้ือยาในแบคทีเรียแกรมลบ (Exner et 
al., 2017) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

A. 
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B.   

C.   
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ภาพท่ี 28 โซนการยบัย ั้งของสารละลาย AgNO3 2 มิลลิโมลาร์,  Ampicillin 10 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร, 0.1 กรัมต่อมิลลิลิตร P.E. และ AgNPs ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ                                            

(1, 5, 10, 15, 20, 25 และ 30 มิลลิกรัมต่อลิตร) ดว้ยวิธี agar well diffusion 
โดยทดสอบบนเ ช้ือดัง ต่อไป น้ี  A)  Staphylococcus aureus (S.  aureus)  B)  Bacillus subtilis                   
(B. subtilis) C) Escherichia coli (E. coli) และ D) Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

D.   
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ตารางท่ี 7 ฤทธ์ิในการยบัย ั้งแบคทีเรียของ AgNPs (1-30 มิลลิกรัมต่อลิตร) ท่ีสังเคราะห์จากสารสกดั
ของเปลือกส้มโอ แสดงขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางของโซนยบัยั้ง หน่วยเซนติเมตร (cm) 

สารท่ีใช้ทดสอบ 
สายพนัธ์ุของแบคทีเรีย (ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของโซนยับย้ัง (cm)) 

S. aureus B. subtilis E. coli P. aeruginosa 
AgNO3 

P.E. 
Ampicillin 

1 mg/L AgNPs 
5 mg/L AgNPs 

10 mg/L AgNPs 
15 mg/L AgNPs 
20 mg/L AgNPs 
25 mg/L AgNPs 
30 mg/L AgNPs 

1.5±0.0436c 
0±0.0000 

2.5±0.1412a 
0±0.0000 
0±0.0000 
0±0.0000 
0±0.0000 
0±0.0000 
0±0.0000 
0±0.0000 

1.4±0.0657c 
0±0.0000 

1.8±0.1843b 
0±0.0000 
0±0.0000 
0±0.0000 
0±0.0000 
0±0.0000 
0±0.0000 
0±0.0000 

1.7±0.1605b 
0±0.0000 

0.2±0.2580c 
0±0.0000 
0±0.0000 
0±0.0000 
0±0.0000 
0±0.0000 
0±0.0000 
0±0.0000 

2.1±0.0717a 
0±0.0000 
0±0.0000c 
0±0.0000 
0±0.0000 
0±0.0000 
0±0.0000 
0±0.0000 
0±0.0000 
0±0.0000 

 
ค่าเฉล่ีย±ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน ภายในคอลมัตวัอกัษรเดียวกนัแสดงถึงไม่แตกต่างกนัอยา่งมี
นยัส าคญัตามวิธี Duncan’s new Multiple Range Test ท่ี p<0.05 

จากผลการทดลองดงักล่าวท าให้มีการเพิ่มความเขม้ขน้ของ AgNPs เป็น 30, 50, 100, 200, 
300 และ 500 มิลลิกรัมต่อลิตร ดงัภาพท่ี 29 (A-D) จะเห็นไดว้่าไม่พบโซนยบัยั้งของ AgNPs ทั้ง 4 
สายพนัธุ์ เม่ือพิจารณาขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางของโซนยบัยั้งดงัตารางท่ี 8 พบวา่ใหผ้ลไปในทิศทาง
เดียวกบัการทดลองท่ีกล่าวมาขา้งตน้ดงัตารางท่ี 7 เน่ืองจากขนาดความหนาของวุน้ (Agar) จะมีผล
ต่อความเขม้ขน้ของสารทดสอบ โดยสารทดสอบในหลุมจะมีการแพร่ผ่าน (diffusion) ไปยงัโพลิ
เมอร์ของวุน้ หากความหนาของชั้นวุน้อาหารไม่เท่ากนัก็จะท าให้ความเขม้ขน้ของสารทดสอบท่ีอยู่
ในวุน้ไม่เท่ากนั  โดยอาจส่งผลต่อขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางของโซนยบัยั้ง ถา้วุน้บางจะท าให้เกิด
โซนยบัยั้งขนาดใหญ่และตวัอย่างของสารทดสอบมีความเขม้เพิ่มมากขึ้น ส่งผลให้มีประสิทธิภาพ
ในการยบัย ั้งเพิ่มขึ้นแต่ถา้วุน้มีลกัษณะหนาจะเกิดโซนยบัยั้งขนาดเล็ก เน่ืองจากความเขม้ขน้ของ
ตวัอยา่งสารทดสอบลดลง ส่งผลท าใหป้ระสิทธิภาพในการยบัย ั้งลดลงอีกดว้ย (Oxoid, 2022) 
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ภาพท่ี 29 โซนการยบัย ั้งของสารละลาย AgNO3 2 มิลลิโมลาร์,  Ampicillin 10 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร, 0.1 กรัมต่อมิลลิลิตร P.E. และ AgNPs ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ                                          
(30, 50, 100, 200 และ 300 มิลลิกรัมต่อลิตร) ดว้ยวิธี agar well diffusion 

โดยทดสอบบนเช้ือดงัต่อไปน้ี A) S. aureus B) B. subtilis C) E. coli และ D) P. aeruginosa 
 

A

B

C

D
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ตารางท่ี 8 ฤทธ์ิในการยบัย ั้งแบคทีเรียของอนุภาคซิลเวอร์นาโน (AgNPs) (30-500 มิลลิกรัมต่อลิตร) 
ท่ีสังเคราะห์จากสารสกดัของเปลือกส้มโอ แสดงขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางของโซนยบัยั้ง (cm) 

สารท่ีใช้ทดสอบ 
สายพนัธ์ุของแบคทีเรีย (ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของโซนยับย้ัง (cm)) 

S. aureus B. subtilis E. coli P. aeruginosa 
AgNO3 

P.E. 
Ampicillin 

30 mg/L AgNPs 
50 mg/L AgNPs 

100 mg/L AgNPs 
200 mg/L AgNPs 
300 mg/L AgNPs 
500 mg/L AgNPs 

0.9±0.7150b 
0±0.0000 

2.9±0.0550 
0±0.0000 
0±0.0000 
0±0.0000 
0±0.0000 
0±0.0000 
0±0.0000 

0.9±0.2593b 
0±0.0000 
0±0.0000 
0±0.0000 
0±0.0000 
0±0.0000 
0±0.0000 
0±0.0000 
0±0.0000 

1.5±0.1100a 
0±0.0000 
0±0.0000 
0±0.0000 
0±0.0000 
0±0.0000 
0±0.0000 
0±0.0000 
0±0.0000 

1.9±0.0864a 
0±0.0000 
0±0.0000 
0±0.0000 
0±0.0000 
0±0.0000 
0±0.0000 
0±0.0000 
0±0.0000 

ค่าเฉล่ีย±ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน ภายในคอลมัน์ตวัอกัษรเดียวกนัแสดงถึงไม่แตกต่างกนัอยา่งมี
นยัส าคญัตามวิธี Duncan’s new Multiple Range Test ท่ี p<0.05 

ดังนั้นผูวิ้จัยจึงเลือกศึกษาความเข้มข้นของ AgNPs ในระดับต ่าสุดท่ีสามารถยบัย ั้งเช้ือ
แบคทีเรีย (MIC) และความเขม้ขน้ท่ีสามารถฆ่าแบคทีเรีย (MBC) โดยมีการน าเช้ือแบคทีเรียเล้ียงลง
ในอาหาร NB ร่วมกบั  AgNPs ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  

จากการทดลองจะเห็นไดว้่าเม่ือสังเกตุลกัษณะทางกายภาพของความขุ่นในแบคทีเรียแกรม
บวก (S. aureus และ B. subtilis) ท่ีทดสอบกบั AgNPs พบวา่ไม่มีความแตกต่างกบั Control และเม่ือ
เปรียบเทียบกบัแบคทีเรียแกรมลบ (E. coli และ P. aeruginosa) พบว่าความขุ่นของเช้ือจางลง (ภาพ
ท่ี 30A) และเม่ือพิจารณาค่าความขุ่นท่ี 600 นาโนเมตร ของแบคทีเรียทั้ง 4 สายพนัธุ์ (ภาพท่ี 30B) 
พบว่า S. aureus ท่ีเล้ียงร่วมกับ AgNPs ท่ี 100, 200, และ 300 นาโนเมตร ให้ค่าการดูดกลืนแสง
ลดลงเม่ือเทียบกับ Control แต่ในส่วนของ B. subtilis เล้ียงร่วมกับ AgNPs ท่ี 100, 200, และ 300 
มิลลิกรัมต่อลิตร ให้ค่าการดูดกลืนแสงเพิ่มขึ้น และในส่วนของ E. coli กบั P. aeruginosa ท่ีเล้ียง
ร่วมกบั AgNPs ท่ี 30-300 มิลลิกรัมต่อลิตร ใหค้่าการดูดกลืนแสงลดลงเม่ือเทียบกบั Control   
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ภาพท่ี 30 ฤทธ์ิในการตา้นแบคทีเรีย 
A) ลักษณะทางกายภาพของความขุ่นจากแบคทีเรียทั้ง 4 สายพันธุ์ท่ีมีการเติมตัวอย่าง (Amp, 
AgNO3, P.E, 30, 50, 100, 200 และ 300 มิลลิกรัมต่อลิตรของ AgNPs) ลงในอาหารและเพาะเล้ียง 
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง B) ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตรของแบคทีเรียทั้ง 4 สายพนัธุ์ท่ีมีการเติม
ตวัอยา่งลงในอาหารและเพาะเล้ียงเป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
 
 
 
 
 
 

A 

S. aureus 

B. subtilis 

P. aeruginosa 

E. coli 

Blank 

AgNO3 Control P.E. 30 50 100 200 300 Amp 

0
0.1
0.2
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0.5
0.6
0.7
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จากการพิจารณาลกัษณะทางกายภาพของความขุ่นและค่าของความขุ่นท่ี 600 นาโนเมตร 
ดงักล่าว (ภาพท่ี 30A และ B) มีแนวโนม้ท่ีจะสามารถประเมินผลของความเขม้ขน้ AgNPs ในการ
ยบัย ั้งแบคทีเรียเบ้ืองตน้ได ้แต่ยงัคงไม่สามารถยนืยนัผลการทดลองได ้ผูว้ิจยัจึงพิจารณาจากการหา 
CFU/ml ของแบคทีเรียทั้ง 4 สายพนัธุ์ท่ีทดสอบกบั AgNPs เพื่อประเมินหาค่า MIC ดงัตารางท่ี 9 
พบว่าแบคทีเรียแกรมบวกท่ีเล้ียงร่วมกบั AgNPs (30-300 มิลลิกรัมต่อลิตร) ให้ค่า CFU/ml สูงกว่า 
Control แสดงวา่เช้ือยงัคงมีการเจริญเติบโตท าใหไ้ม่มีค่าของ MIC อีกทั้งผลของแบคทีเรียท่ีทดสอบ
กับ Ampicillin และ AgNO3 พบว่าให้ค่า CFU/ml ลดลง ในส่วนของแบคทีเรียแกรมลบ พบว่า 
CFU/ml ของ AgNPs ท่ี 30-300 มิลลิกรัมต่อลิตร มีค่าลดลงเม่ือเทียบกบั Control ดงันั้นค่า MIC ของ
แบคทีเรียแกรมลบ คือ 30 มิลลิกรัมต่อลิตร ของ AgNPs  

 
ตารางท่ี 9 ค่า CFU/ml ของแบคทีเรียทั้ง 4 สายพนัธุ์ท่ีมีการเติมตวัอย่าง (Amp, AgNO3, P.E, 30, 50, 
100, 200 และ 300 มิลลิกรัมต่อลิตรของ AgNPs) ลงในอาหารเพาะเล้ียง และค่า MIC และ MBC 
ของ AgNPs 

สาร 
ท่ีใช้ทดสอบ 

สายพนัธ์ุของแบคทีเรีย (CFU/ml) 
S. aureus B. subtilis E. coli P. aeruginosa 

Control 
Ampicillin 

AgNO3 
P.E. 

30 mg/L AgNPs 
50 mg/L AgNPs 

100 mg/L AgNPs 
200 mg/L AgNPs 
300 mg/L AgNPs 

1.63x109 
4.44x107 

0 
8.00x108 
1.37x1010 
1.45x109 
1.33x1010 
5.49x1010 
3.02x109 

4.73x108 
4.90x107 

0 
5.98x109 
5.69x109 
6.83x108 
7.72x109 
4.90x109 
7.53x109 

1.21x1012 
0 
0 

1.87x108 
5.17x1011 
8.97x1011 
4.47x1011 
2.63x1011 
3.90x1011 

7.79x1012 
3.10x1012 

0 
0 

1.21x1012 
8.27x1011 
1.34x1011 

0 
0 

MIC 
MBC 

+ 
+ 

+ 
+ 

30 mg/L  
+ 

30 mg/L 
200 mg/L  

+  คือ แบคทีเรียมีการเจริญเติบโต และ 0 คือ แบคทีเรียไม่มีการเจริญเติบโต 
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จากนั้ นผู ้วิจัยจึงน าค่า MIC มาศึกษาหาค่าความเข้มข้นของ AgNPs ในระดับต ่าสุดท่ี
สามารถฆ่าเช้ือแบคทีเรีย (MBC) โดยน าแบคทีเรียแกรมลบท่ีทดสอบกบั AgNPs ท่ีความเขม้ขน้ 30-
300 มิลลิกรัมต่อลิตร มาเกล่ียลงบนอาหาร NA บ่มเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ถา้ AgNPs สามารถฆ่าเช้ือ
แบคทีเรียได้จะไม่มีโคโลนีขึ้นบนจานอาหารเพาะเล้ียง ดังนั้นความเขม้ขน้ต ่าสุดของ AgNPs ท่ี
สามารถฆ่าเช้ือแบคทีเรียไดจ้ะเป็นค่าของ MBC ซ่ึงจากผลการทดลองดงัแสดงในภาพท่ี 31 จะเห็น
ไดว้่าอาหารท่ีเพาะเล้ียง E. coli ร่วมกบั AgNPs ท่ี 30-300 มิลลิกรัมต่อลิตร มีโคโลนีปรากฏในทุก
ความเขม้ขน้ท่ีกล่าวมา (ภาพท่ี 31A) แสดงว่าความเขม้ขน้ต ่าสุดของ AgNPs ไม่สามารถฆ่าเช้ือ
แบคทีเรียได ้≥ 99.9% (MBC) ซ่ึงผลสอดคลอ้งกบั % การยบัย ั้งในตารางท่ี 10 พบวา่ท่ีความเขม้ขน้
ต ่าสุดของ AgNPs (30 มิลลิกรัมต่อลิตร) ให้ % การยบัย ั้งเพียง 57.18%  ในส่วนของอาหารท่ี
เพาะเล้ียง P. aeruginosa ร่วมกบั AgNPs ท่ี 30-300 มิลลิกรัมต่อลิตร ไม่พบโคโลนีท่ีความเขม้ขน้ 
200-300 มิลลิกรัมต่อลิตร (ภาพท่ี 31B) แสดงว่าความเขม้ขน้ต ่าสุดของ AgNPs ท่ีสามารถฆ่าเช้ือ
แบคทีเรียได ้≥ 99.9% (MBC) คือ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร ซ่ึงสอดคลอ้งกบั % การยบัย ั้งในตารางท่ี 
10 พบวา่ท่ีความเขม้ขน้ต ่าสุด (200 มิลลิกรัมต่อลิตร) ให ้% การยบัย ั้ง 100 % ดว้ยเช่นกนั 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี 31 อาหารท่ีแสดงความเขม้ขน้ต ่าสุดของสารละลาย AgNPs ท่ีสามารถฆ่าเช้ือแบคทีเรียได ้

(MBC) A) E. coli และ B) P. aeruginosa 
 
 
 
 

A 

B 

30 mg/L 50 mg/L 100 mg/L 200 mg/L 300 mg/L 



  54 

ตารางท่ี 10 เปอร์เซ็นการยบัย ั้งของแบคทีเรียทั้ง 4 สายพนัธุ์ท่ีใช ้AgNPs ในการทดสอบ 

สาร 
ท่ีใช้ทดสอบ 

% ผลของการยับยั้ง 
S. aureus B. subtilis E. coli P. aeruginosa 

Ampicillin 97.27±3.1388 89.65±3.8066 100.00±0.0000 50.27±1.6050 
AgNO3 100.00±0.0000 100.00±0.0000 100.00±0.0000 100.00±0.0000 

P.E. 50.97±20.2402 0±0.0000 99.98±0.0058 100.00±0.0000 

30 mg/L AgNPs 0±0.0000 0±0.0000 57.18±10.4287 80.59±2.3685 
50 mg/L AgNPs 11.19±14.3005 0±0.0000 25.69±3.9168 90.04±6.7922 

100 mg/L 
AgNPs 

0±0.0000 0±0.0000 62.98±7.0477 97.59±0.2371 

200 mg/L 
AgNPs 

0±0.0000 0±0.0000 78.18±3.1366 100.00±0.0000 

300 mg/L 
AgNPs 

0±0.0000 0±0.0000 67.68±6.5785 100.00±0.0000 

ค่าเฉล่ีย±ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน  

ดงันั้นจากผลการทดลองการประเมินความเขม้ขน้ AgNPs ท่ีสังเคราะห์จากสารสกดัเปลือก

ส้มโอต่อการตา้นแบคทีเรียก่อโรค และทดสอบการยบัย ั้งดว้ยวิธี agar well diffusion สรุปไดว้่าทุก

ความเขม้ขน้ของ AgNPs (0-500 มิลลิกรัมต่อลิตร) ไม่สามารถยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรคทั้ง 4 สายพนัธุ์ 

ในส่วนของการพิจารณาหาค่า MIC พบว่าจากผลของลกัษณะทางกายภาพของความขุ่นและค่าการ

ดูดกลืนแสง 600 นาโนเมตร สามารถประเมินผลการยบัย ั้งได้แค่ในเบ้ืองตน้ ซ่ึงสุดทา้ยผูวิ้จยัจะ

ประเมินผล MIC จากค่า CFU/ml โดยพบว่าในแบคทีเรียแกรมบวกท่ีเล้ียงร่วมกบั AgNPs ไม่มีค่า

ของ MIC แต่ในแบคทีเรียแกรมลบให้ค่า MIC ของทั้ง 2 สายพนัธุ์ ท่ี 30 มิลลิกรัมต่อลิตร อีกทั้งใน

ส่วนของค่า MBC มีเพียงสายพนัธุ์ P. aeruginosa ท่ี AgNPs ความเข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตร 

สามารถฆ่าเช้ือได ้100%  

โดยจากผลการทดลองจะเห็นได้ว่าวิธี MIC เหมาะส าหรับการประเมินหาความเข้มข้น

ต ่าสุดของ AgNPs ท่ียบัย ั้งแบคทีเรีย วิธีดังกล่าวจะมีการเติม AgNPs ลงในอาหารท่ีเพาะเล้ียง

แบคทีเรีย โดย AgNPs จะค่อยๆ ปลดปล่อย Ag+ ออกมาในอาหารและสัมผสักบัเซลลแ์บคทีเรียได้

โดยตรงและมีพื้นท่ีผิวในการสัมผสัไดอ้ยา่งทัว่ถึง กลไกในการยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแกรม
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ลบท่ีมีผนังเซลล์ประจุลบจะเกิดขึ้นโดยประจุลบท่ีผนังเซลล์จะดึงดูด AgNPs ท่ีมีประจุบวก โดย 

Ag+ จะสัมผสักับผนังเซลล์และไปท าลายผนังเซลล์ ท าให้ AgNPs ผ่านเขา้ไปภายในเซลล์ และ 

ปล่อย Ag+ เขา้สู่เซลล์ไปขดัขวางกระบวนการทางชีววิทยา ซ่ึงจะเขา้ไปท าลายดีเอ็นเอ โปรตีน ท า

ให้เกิดความเสียหายภายในเซลล์ และน าไปสู่การผลิต ROS (Reactive oxygen species) หรือท าให้

เกิดภาวะเครียด จนกระทั่งหยุดการขนส่งอิเล็กตรอนและน าไปสู่การตายของเซลล์แบคทีเรีย 

((Jadhav et al., 2021) และ (Yougbare et al., 2021)) 

สุดทา้ยเม่ือพิจารณาผลดงัตารางท่ี 10 จะปรากฏไดว้่า AgNPs ท่ีใชท้ดสอบกบัแบคทีเรียแก

รมลบใหฤ้ทธ์ิในการยบัย ั้งไดดี้กวา่แบคทีเรียแกรมบวก เน่ืองจากผนงัเซลลข์องแบคทีเรียแกรมบวก

ประกอบด้วยชั้น peptidoglycan หนา ซ่ึงประกอบด้วยสายโซ่โพลีแซ็กคาไรด์แบบเส้นตรงท่ี

เช่ือมโยงกนัดว้ยเปปไทด์สั้น ท าให้เกิดโครงสร้างท่ีหนามากยิ่งขึ้นท าให้ AgNPs เขา้สู่เซลลไ์ดย้าก 

ในขณะท่ีแบคทีเรียแกรมลบผนงัเซลลมี์ชั้นของ peptidoglycan ท่ีบางกวา่ (Shrivastava et al., 2007) 
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4.3.2 ผลของการศึกษาความเข้มข้นของ AgNPs ต่อการผลติชีวมวลและสารพฤกษเคมีของ

โปรโตคอร์มกล้วยไม้หวายจีน D. officinale 
จากการทดลองเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกลว้ยไมห้วายจีน (D. officinale) ในอาหารเหลว ½ 

MS ท่ีเติม AgNPs ความเขม้ขน้ต่างๆ (0, 25, 50, 75 และ 100 มิลลิกรัมต่อลิตร) เพาะเล้ียงในสภาวะ
ตั้งน่ิงเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ พบวา่เม่ือพิจารณาลกัษณะทางกายภาพจะเห็นไดว้่าช้ินส่วนของโปร
โตคอร์มมีสีเขียวสดในอาหารท่ีเติม AgNPs ในทุกความเข้มข้นท่ีทดสอบและช้ินพืชมีการ
เจริญเติบโตเพิ่มขึ้นจากก่อนการเพาะเล้ียง (ภาพท่ี 32) ส าหรับสัดส่วนการเจริญเติบโต (Growth 
ratio) จากตารางท่ี 11 พบว่าความเข้มข้นของ AgNPs ท่ี  25 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้ Growth ratio 
น ้ าหนักสดสูงสุดท่ี 0.9359 ในขณะท่ี Growth ratio ของน ้ าหนักแห้งจะเห็นไดว้่าความเขม้ขน้ของ 
AgNPs ท่ี 0, 25 และ 50  มิลลิกรัมต่อลิตร ให้ Growth ratio น ้ าหนักแห้งไม่แตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญ (p<0.05) ในทางตรงกันข้ามอาหารท่ีเสริมความเข้มข้นของ AgNPs ท่ี 75 และ 100 
มิลลิกรัมต่อลิตร ใหผ้ลเชิงลบต่อการเจริญเติบโตของโปรโตคอร์ม D. officinale 

 
ภาพท่ี 32 โปรโตคอร์มของกลว้ยไมห้วายจีนท่ีเพาะเล้ียงแบบตั้งน่ิงเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์         

ในอาหารเหลว half-strength MS ท่ีมีการเติมตวักระตุน้  
A) 0 B) 25 C) 50 D) 75 และ E) 100 มิลลิกรัมต่อลิตร ของ AgNPs  
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ตารางท่ี 11 ผลของ AgNPs (0, 25, 50, 75 และ 100 มิลลิกรัมต่อลิตร) ต่อสัดส่วนการเจริญเติบโต  
(น ้าหนกัสดและน ้าหนกัแหง้) ของโปรโตคอร์ม D. officinale ท่ีเพาะเล้ียงเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์  
 
 
 
 
 
 
 
 
ค่าเฉล่ีย±ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน ภายในคอลมัน์ท่ีตามดว้ยอกัษรเดียวกนัแสดงถึงไม่แตกต่างกนั
อยา่งมีนยัส าคญัตามวิธี Duncan’s new Multiple Range Test ท่ี p<0.05 

ในการเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกลว้ยไมห้วายจีน D. officinale เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ จะ
เห็นไดว้่ามีการผลิตสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ในโปรโตคอร์ม ดงัภาพท่ี 33 โปรโต
คอร์มท่ีเพาะเล้ียงในอาหาร half-strength MS ท่ีเติม AgNPs 25 มิลลิกรัมต่อลิตร มีปริมาณฟีนอลิก
สูงท่ีสุดอยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเปรียบเทียบกบัความเขม้ขน้ของ AgNPs อ่ืนๆ  ในส่วนของปริมาณฟลา
โวนอยด์มีการผลิตสูงสุดท่ีความเขม้ขน้ AgNPs 50 มิลลิกรัมต่อลิตรโดยรวมแสดงให้เห็นว่าท่ี 25 
และ 50 มิลลิกรัมต่อลิตรของAgNPs มีการผลิตฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์สูงสุด ซ่ึงสอดคลอ้งกับ
อตัราส่วนการเจริญเติบโต (น ้าหนกัแหง้) ในแง่ของฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระ พบวา่วิธี FRAP ให้
ฤทธ์ิตา้นในการอนุมูลอิสระสูงสุดท่ี 25 มิลลิกรัมต่อลิตร AgNPs และในส่วนของ DPPH ให้ฤทธ์ิ
ตา้นในการอนุมูลอิสระสูงสุดท่ี 25, 50 และ 100 มิลลิกรัมต่อลิตร AgNPs จากผลการทดลองสรุปได้
ว่า AgNPs ท่ีสังเคราะห์จากเปลือกส้มโอในส่วนของเปลือกสีเขียวท่ีความเข้มขน้ของ AgNPs ช่วง 
25-50 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถใชเ้ป็นตวักระตุน้ส าหรับการผลิตสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโว
นอยดแ์ละมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระจากโปรโตคอร์มของกลว้ยไมห้วายจีนได ้
 
 
 
 
 

AgNPs (mg/L) 
สัดส่วนการเจริญเติบโต  

(น ้าหนักสด) 
สัดส่วนการเจริญเติบโต  

(น ้าหนักแห้ง) 
0 

25 
50 
75 

100 

0.5292 ± 0.0169c 
0.9359 ± 0.0499a 
 0.8740 ± 0.0773ab 
0.7260 ± 0.0229b 
 0.8222 ± 0.0203ab 

3.3750 ± 0.0402a 
3.4469 ± 0.0349a 
3.2168 ± 0.0978a 
2.8873 ± 0.0120b 
2.5947 ± 0.1339b 
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ภาพท่ี 33 ผลของความเขม้ขน้ AgNPs (0, 25, 50, 75 และ 100 มิลลิกรัมต่อลิตร) ต่อปริมาณ

สารพฤกษเคมีและสารตา้นอนุมูลอิสระ 
A. ปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด B. ปริมาณฟลาโวนอยดท์ั้งหมด C. ฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระ (FRAP) 
D. ฤทธ์ิในการต้านอนุมูลอิสระ (DPPH) หลังการเพาะเล้ียงเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ ตัวอักษร
ต่างกนัแสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติตามวิธี Duncan’s new Multiple Range Test 
ท่ี p<0.05 

จากผลการทดลองดงักล่าวความเขม้ขน้ของ AgNPs ท่ี 25-50 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้ปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์และฤทธ์ิในการยบัย ั้งสูงท่ีสุด (ภาพท่ี 33) ในขณะท่ีสัดส่วน
การเจริญเติบโต (น ้าหนกัแหง้) ช่วงระหวา่ง 0-50 มิลลิกรัมต่อลิตร จะเห็นไดว้า่การผลิตชีวมวลไม่มี
ความแตกต่างกนั (ตารางท่ี 11)  

ดงันั้นผูวิ้จยัจึงเลือกศึกษาผลของ AgNPs ท่ีความเขม้ขน้ต ่า ๆ (0, 1, 5, 10, 15, 20, 25 และ 
30 มิลลิกรัมต่อลิตร) เพาะเล้ียงเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ จากผลการทดลองเม่ือพิจารณาลกัษณะทาง
กายภาพของโปรโตคอร์มกลว้ยไมห้วายจีน ดงัภาพท่ี 34 พบว่า กลุ่มของโปรโตคอร์มมีสีเขียวสด
ตั้งแต่มีการเพาะเล้ียงในสัปดาห์ท่ี 0 จนกระทัง่สัปดาห์ท่ี 4 และจะเห็นไดว้่าในทุกความเขม้ขน้ของ 
AgNPs ไม่ส่งผลต่อสีของช้ินส่วนของโปรโตคอร์ม อีกทั้งกลุ่มโปรโตคอร์มยงัคงมีการเจริญเติบโต
เพิ่มมากขึ้นเม่ือเปรียบเทียบกบัสัปดาห์ท่ี 0 เม่ือพิจารณาถึงสัดส่วนการเจริญเติบโต (Growth ratio) 
จากตารางท่ี 12 พบว่า การเติม AgNPs ในช่วงความเขม้ขน้ 5-25 มิลลิกรัมต่อลิตร ส่งผลให้ Growth 

A B 

C D 
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ratio ของน ้ าหนกัสดสูงท่ีสุด แต่ในทางกลบักนัเม่ือพิจารณาจาก Growth ratio ของน ้ าหนกัแห้งท่ีมี
แนวโน้มให้ผลท่ีแม่นย  ากว่า จะเห็นไดว้่าความเขม้ขน้ของ AgNPs ท่ี 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ส่งผลให้ 
Growth ratio ของน ้าหนกัแห้งสูงท่ีสุด อยา่งไรก็ดี การเติม AgNPs ความเขม้ขน้สูง (30 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร) กลบัพบวา่ใหค้่า Growth ratio ต ่าท่ีสุด  

ภาพท่ี 34 โปรโตคอร์มของกลว้ยไมห้วายจีนท่ีเพาะเล้ียงเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ในอาหาร
เหลว half-strength MS ท่ีมีการเสริมดว้ย AgNPs  (1, 5, 10, 15, 20, 25 และ 30 มิลลิกรัมต่อลิตร) 
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ตารางท่ี 12 ผลของ AgNPs (0, 1, 5, 10, 15, 20, 25 และ 30 มิลลิกรัมต่อลิตร) ต่อสัดส่วนการ
เจริญเติบโต (น ้ าหนักสดและน ้ าหนักแห้ง) ของโปรโตคอร์มกล้วยไม้หวายจีน D. officinale ท่ี
เพาะเล้ียงเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ 

ค่าเฉล่ีย±ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน ภายในคอลมัน์ท่ีตามดว้ยอกัษรเดียวกนัแสดงถึงไม่แตกต่างกนั
อยา่งมีนยัส าคญัตามวิธี Duncan’s new Multiple Range Test ท่ี p<0.05 

จากการเพาะเล้ียงโปรโตคอร์ม D. officinale เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ จะเห็นไดว้า่การเสริม
ตวักระตุน้ AgNPs ลงในอาหารเพาะเล้ียงมีผลต่อการผลิตสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ 
และใหฤ้ทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระ ดงัแสดงในภาพท่ี 35 เม่ือพิจารณาการผลิตสารพฤกษเคมี พบวา่
ตัวกระตุ้น AgNPs มีผลต่อการผลิตสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์อย่างมีนัยส าคัญ 
(P<0.05) เม่ือเปรียบเทียบกบัอาหารท่ีไม่มีการเติมตวักระตุน้ AgNPs (Control) (ภาพท่ี 35 A และ 
B) โดยการผลิตสารประกอบฟีนอลิก พบวา่ความเขม้ขน้ของ AgNPs ในช่วง 1-25 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ให้ผลเชิงบวก เน่ืองจากกลุ่มโปรโตคอร์มมีการผลิตประกอบฟีนอลิกเพิ่มขึ้นเม่ือเทียบกบัอาหาร
สูตรควบคุมท่ีไม่เติม AgNPs  (Control) ในขณะท่ีความเขม้ขน้ 30 มิลลิกรัมต่อลิตร ส่งผลเชิงลบต่อ
การผลิตสารประกอบฟีนอลิกท่ีลดลง (ภาพท่ี 35A) และเม่ือพิจารณาการผลิตฟลาโวนอยด์ จะเห็น
ไดว้า่การเติม AgNPs ความเขม้ขน้ในช่วง 1-20 มิลลิกรัมต่อลิตร ส่งผลเชิงบวกท าใหป้ริมาณฟลาโว
นอยด์เพิ่มขึ้นเม่ือเทียบกับ อาหารสูตรควบคุมท่ีไม่เติม AgNPs  (Control) ขณะท่ีการเติม AgNPs 
ความเขม้ขน้ระหวา่ง 25-30 มิลลิกรัมต่อลิตร กลบัใหผ้ลในเชิงลบ (ภาพท่ี 35B) 

ในส่วนของฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระท่ีมีการวิเคราะห์ด้วยวิธี FRAP และ DPPH  เม่ือ
พิจารณาจาก FRAP พบวา่ความเขม้ขน้ของ AgNPs ในช่วง 1-25 มิลลิกรัมต่อลิตร ส่งผลเชิงบวกต่อ

AgNPs 
(mg/L) 

สัดส่วนการเจริญเติบโต  
(น ้าหนักสด) 

สัดส่วนการเจริญเติบโต  
(น ้าหนักแห้ง) 

0 
1 
5 

10 
15 
20 
25 
30 

             0.4538 ± 0.1776b 
 0.6566 ± 0.0533ab 
  0.7845 ± 0.0732a 
  0.7759 ± 0.2847a 
  0.8938 ± 0.2319a 
  0.7636 ± 0.1425a 
  0.8155 ± 0.2202a 

        0.6607 ± 0.2183ab 

5.8517 ± 1.7444ab 
 7.0092 ± 0.3754a 
6.6850 ± 1.1464ab 
6.6062 ± 0.8198ab 
6.8370 ± 1.1293ab 
6.0897 ± 0.2699ab 
5.4725 ± 1.0107ab 

 5.2308 ± 0.9270b 



  61 

กลุ่มโปรโตคอร์ม โดยให้ฤทธ์ิค่อนขา้งสูงเม่ือเทียบกบัสูตรท่ีไม่เติม AgNPs และท่ีความเขม้ขน้ 30 
มิลลิกรัมต่อลิตร จะส่งผลเชิงลบ (ภาพท่ี 35C) ในขณะท่ีการวิเคราะห์ดว้ยวิธี DPPH จะเห็นไดว้่า 
ความเข้มข้นของ AgNPs ตั้งแต่ 1-30 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้ผลเชิงบวกเม่ือเทียบกับสูตรควบคุม 
(Control) (ภาพท่ี 35D) 

 อยา่งไรก็ดี ถึงแมว้า่ความเขม้ขน้ของ AgNPs ท่ี 25-30 มิลลิกรัมต่อลิตร จะให ้Growth ratio 
ของน ้ าหนักแห้งน้อยท่ีสุดเม่ือเทียบกับสูตรควบคุม หรือเน่ืองจากเซลล์ของกลุ่มโปรโตคอร์ม
บางส่วนเร่ิมตาย (ตารางท่ี 12) แต่การเติม AgNPs 25 มิลลิกรัมต่อลิตร ยงัคงมีการผลิตสารประกอบฟี
นอลิกและฟลาโวนอยด์และให้ฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระไดดี้เม่ือเทียบกบัสูตรควบคุม (Control) 
ในขณะท่ีการเติม AgNPs 30 มิลลิกรัมต่อลิตร ถึงแมว้่าจะยงัมีการผลิตสารประกอบฟีนอลิกและฟ
ลาโวนอยด์และให้ฤทธ์ิในการต้านอนุมูลอิสระ (FRAP) ก็ตาม แต่การผลิตสารดังกล่าวนั้นมี
แนวโนม้ลดลงเม่ือเทียบกบั สูตรควบคุม (ภาพท่ี 30 A, B และ C) ในทางตรงกนัขา้มการเติม AgNPs 
30 มิลลิกรัมต่อลิตร ยงัให้ฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระสูงกว่าสูตรควบคุมเม่ือวิเคราะห์ด้วยวิธี 
DPPH (ภาพท่ี 35D)  

จากการทดลองเติมตวักระตุน้ AgNPs ลงในอาหารเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกลว้ยไมห้วายจีน 
จะเห็นไดว้่าการเติม AgNPs ความเขม้ขน้สูง จะมีผลยบัย ั้งการเจริญเติบโต (Growth ratio น ้ าหนกั
แห้ง) ของพืช โดยเม่ือโปรโตคอร์มกลว้ยไมส้กุลหวายจีนสัมผสักบัอาหารท่ีมีความเขม้ขน้ของ 
AgNPs สูง ๆ ซ่ึง AgNPs ดงักล่าวอาจส่งผลกระตุน้ Receptor ท่ีเยื่อหุ้มเซลล์ ท าให้ Receptor เปิด
ออกและมีการแลกเปล่ียนไอออนเกิดขึ้น รวมไปถึงไอออนของอนุภาคนาโนท่ีสามารถเขา้ไปใน
เซลลข์องพืชไดเ้ช่นกนั ท าใหเ้ซลลพ์ืชผลิต Reactive oxygen species  (ROS) ตามกลไกป้องกนัส่ิง
แปลกปลอมและท าใหเ้กิดภาวะเครียดออกซิเดชนั (Oxidative stress) อยา่งไรก็ตามเซลลพ์ืชท่ีผลิต 
ROS มากเกินไป อาจส่งผลต่อการท าลายเซลล์พืช และท าให้ DNA หรือเยื่อหุ้มเซลล์ เกิดความ
เสียหาย หรือเกิดการร่ัวไหลของอิเล็กโทรไลต ์และน าไปสู่การตายของเซลล์ในท่ีสุด อีกทั้ง ROS 
ยังส่งผลกระตุ้นการท างานของยีนท่ีเก่ียวข้องกับท าให้เกิดการผลิตสารเมแทบอไลท์ได้ 
(metabolite)  (Anjum et al., 2019) ซ่ึงสอดคล้องกับผลการศึกษาในคร้ัง น้ี  ท่ี ช้ีให้ เ ห็นว่า 
สารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ ซ่ึงเป็นสารเมแทบอไลทท์ุติยภูมิ (Secondary metabolite) 
สามารถผลิตขึ้นไดเ้ม่ือไดรั้บ AgNPs  

อยา่งไรก็ตาม มีรายงานการศึกษาก่อนหนา้น้ี พบวา่ การเติมตวักระตุน้ AgNPs ความเขม้ขน้
ต ่า ๆ ลงในอาหารเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกลว้ยไมห้วายจีน สามารถช่วยบรรเทาความเครียดและ
กระตุน้การเจริญเติบโตของพืชได ้(Poschenrieder et al., 2013) 
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จากการศึกษาผลความเข้มขน้ของ AgNPs เพื่อส่งเสริมการผลิตชีวมวล, สารพฤกษเคมี
จ าพวกฟีนอลิก, ฟลาโวนอยด์ และสารตา้นอนุมูลอิสระ จากโปรโตคอร์มของกลว้ยไมห้วายจีน D. 
officinale ให้ไดป้ริมาณมาก ควรเพาะเล้ียงในอาหารท่ีมีการเติม AgNPs ความเขม้ขน้ 10 มิลลิกรัม
ต่อลิตร (ภาพท่ี 30 A และ B) อีกทั้งถา้ตอ้งการให้โปรโตคอร์มมีคุณสมบติัในการตา้นอนุมูลอิสระ
เพิ่มมากขึ้นควรเพาะเล้ียงในอาหารท่ีเติมตวักระตุน้ AgNPs ความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร (ภาพท่ี 
35 C และ D) ท าให้สารท่ีมีคุณสมบติัในการตา้นอนุมูลอิสระสามารถท างานไดดี้จึงท าให้ฤทธ์ิการ
ตา้นอนุมูลอิสระท่ีสูง ไม่จ าเป็นตอ้งใหมี้การผลิตสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยดสู์งท่ีสุด ดงั
ตวัอย่างรายงานการวิจยัของ Kahkonen et al. (1999) ท่ีกล่าวว่าฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดั
จากพืชไม่จ าเป็นตอ้งสัมพนัธ์กบัปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท่ีสูงขึ้น ทั้งน้ีการศึกษาชนิดของสาร
ท่ีเป็นองค์ประกอบในกลุ่มสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยท่ี์มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระปริมาณ
สูงควรวิเคราะห์เจาะจงเพื่อใหช้นิดของสารท่ีแน่นอนนั้นต่อไป 

 
ภาพท่ี 35 ผลของความเขม้ขน้ AgNPs (0, 1, 5, 10, 15, 20, 25 และ 30 มิลลิกรัมต่อลิตร) ต่อการผลิต
สารพฤกษเคมีและสารตา้นอนุมูลอิสระ   
A. ปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด B. ปริมาณฟลาโวนอยดท์ั้งหมด C. ฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระ (FRAP) 
D. ฤทธ์ิในการต้านอนุมูลอิสระ (DPPH) หลังการเพาะเล้ียงเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ ตัวอักษร
ต่างกนัแสดงถึงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติตาม วิธี Duncan’s new Multiple Range Test 
ท่ี p<0.05 
 

A B 

C D 
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บทท่ี 5 

สรุปผลการวิจัย 
ในงานวิจยัน้ีไดส้ังเคราะห์ AgNPs ดว้ยวิธีทางชีวภาพโดยอาศยัสารสกดัจากเปลือกส้มโอท่ี

เป็นของทางเหลือทิ้งทางการเกษตร ซ่ึงการน าเอาเปลือกส้มโอมาใชน้อกจากจะเป็นการก าจดัของ
เสียทางการเกษตรแลว้ ก็ยงัเป็นช่องทางในการเพิ่มมูลค่าของเหลือใชใ้นทางการเกษตรอีกดว้ย โดย
งานวิจยัไดมี้การศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการสังเคราะห์ พิสูจน์เอกลกัษณ์ และการประยกุตใ์ช ้
AgNPs ในดา้นการยบัย ั้งแบคทีเรีย การผลิตชีวมวลและสารตา้นอนุมูลอิสระ 

จากการศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการสังเคราะห์ AgNPs จากสารสกดัของเปลือกส้ม
โอ โดยศึกษาปัจจยัของความเขม้ขน้ AgNO3 ร่วมกบั pH ของสารสกดั ระยะเวลาในการท าปฏิกิริยา 
และรูปแบบของการเทสารสกดั สภาวะท่ีเหมาะสมในการสังเคราะห์ AgNPs คือ ความเขม้ขน้ของ 
AgNO3 2 มิลลิโมลาร์ pH ของสารสกดัคือ 8 เวลาในการท าปฏิกิริยาท่ี 24 ชัว่โมง และมีการเทสาร
สกดัอยา่งรวดเร็ว  

พิสูจน์เอกลกัษณ์ของ AgNPs ท่ีสังเคราะห์ไดจ้ากสภาวะท่ีเหมาะสม พบวา่เกิดปรากฏการณ์ 
surface plasmon resonance (SPR) ขึ้นในช่วงความยาวคล่ืนประมาณ 402-411 นาโนเมตร และเม่ือ
วิเคราะห์ FTIR พบหมู่ฟังกช์นั O-H, C=O และ C-O ของแอลกอฮอล ์ฟีนอล กรดคาร์บอกซิลิก และ   
อะโรมาติก ซ่ึงเป็นหมู่ฟังกช์นัของสารพฤกษเคมีท่ีท าหนา้ท่ีในการรีดิวซ์ AgNPs ในส่วนของ XRD 
พบระนาบของโครงสร้างผลึกแบบ face-centered cubic และ AgNPs ท่ีสังเคราะห์ไดมี้รูปร่างเป็น
ทรงกลม มีขนาดเฉล่ียอยู่ท่ี 31.1 นาโนเมตร อีกทั้งเม่ือวิเคราะห์ EDX พบว่ามีการดูดกลืนแสงท่ี 3 
keV ซ่ึงเกิดจากธาตุ Ag ท่ีเป็นองคป์ระกอบใน AgNPs อีกดว้ย  

การน า AgNPs ไปประยกุตใ์ชใ้นดา้นการยบัย ั้งแบคทีเรีย จะเห็นไดว้า่ AgNPs มีฤทธ์ิในการ
ยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมลบได้ดี และในการผลิตชีวมวล สารพฤกษเคมี และสารตา้น
อนุมูลอิสระของโปรโตคอร์มกลว้ยไมห้วายจีนนั้น อาจกล่าวไดว้่าความเขม้ขน้ของ AgNPs ท่ี 1-50 
มิลลิกรัมต่อลิตร ไม่ส่งผลต่อการผลิตชีวมวลอยา่งมีนยัส าคญั แต่ในส่วนของการผลิตสารพฤกษเคมี 
และสารตา้นอนุมูลอิสระ พบว่าอาหารท่ีเติม AgNPs ในช่วงความเขม้ขน้ 1-20มิลลิกรัมต่อลิตร 
เหมาะแก่การผลิตสารพฤกษเคมีและยงัใหฤ้ทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระท่ีเพิ่มขึ้นอีกดว้ย  

ผลท่ีได้จากการงานวิจัยน้ี แสดงให้เห็นถึงการลดปริมาณของเหลือทิ้งทางการเกษตร 
(เปลือกส้มโอ) และน ามาใช้ประโยชน์ในการสังเคราะห์อนุภาคนาโนด้วยวิธีการท่ีเป็นมิตรต่อ
ส่ิงแวดลอ้ม โดย AgNPs ท่ีสังเคราะห์ไดจ้ากสารสกัดเปลือกส้มโอในงานวิจยัน้ี แสดงให้เห็นถึง
ศกัยภาพในการน ามาใชใ้นการตา้นแบคทีเรียแกรมลบและสามารถกระตุน้ให้โปรโตคอร์มกลว้ยไม้
สกุลหวายจีนมีการผลิตสารพฤกษเคมี (ฟีนอลิก ฟลาโวนอยด ์และสารตา้นอนุมูลอิสระ) ไดม้ากขึ้น 
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ซ่ึงจะเป็นประโยชน์อย่างมากต่อการน าไปเพิ่มผลผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพในกลว้ยไมส้กุล
หวาย เพื่อรองรับความตอ้งการการน าไปใชเ้ป็นส่วนประกอบของยา อาหาร และเวชส าอาง ต่อไป 
 
ข้อเสนอแนะ 
1. ควรมีการทดสอบฤทธ์ิในการยบัย ั้งแบคทีเรียในกลุ่มท่ีก่อให้เกิดโรคในพืช เพื่อน าไปสู่การ
ประยกุตใ์ช ้AgNPs เป็นสารป้องกนัและ/หรือก าจดัโรคพืช 
2. ควรมีการศึกษาหาความเขม้ขน้ของ AgNPs ในช่วงความเขม้ขน้ระดบัต ่า ๆ ท่ี 1-5 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร เพื่อกระตุน้ให้พืชมีการผลิตสารพฤกษเคมีในปริมาณท่ีมากขึ้น แต่ในส่วนของสารตา้นอนุมูล
อิสระควรมีการศึกษาในช่วงความเขม้ขน้ระดบัต ่า ๆ ท่ี 0-1 มิลลิกรัมต่อลิตร เพื่อกระตุน้ให้มีการ
ผลิตสารตา้นอนุมูลอิสระท่ีมากขึ้นเช่นเดียวกนั เพื่อน าไปสู่การเพิ่มปริมาณของสารพฤกษเคมีและ
สารตา้นอนุมูลอิสระท่ีเพียงพอต่อความตอ้งการของอุตสาหกรรมต่าง ๆ  
3. ควรมีการทดสอบความเป็นพิษของ AgNPs ท่ีเป็นสารตกคา้งในสภาพแวดลอ้มหลงัการน าไปใช้
งานเป็นสารก าจดัศตัรูพืชทางการเกษตร 
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ภาคผนวก ก การเตรียมสารเคมีท่ีใช้ในการทดลอง 

1. การเตรียมอุปกรณ์เคร่ืองแก้วส าหรับการสังเคราะห์  
เตรียมสารละลาย Aqua regia ปริมาตร 100 มิลลิลิตร  
โดยเตรียมสารละลาย conc. HCl: conc. HNO3 ในอตัราส่วน 3: 1 (v/v)  
ดงันั้น ปิเปต conc. HCl มา 75 มิลลิลิตร และ conc. HNO3 มา 25 มิลลิลิตร 

2. การเตรียมสารละลาย AgNO3 ส าหรับการสังเคราะห์ AgNPs  
 เตรียม 3 มิลลิโมลาร์ ของ AgNO3 ปริมาตร 500 มิลลลิติร 
วิธีการค านวณ  

  
𝑔

𝑀.𝑊.
 = 

𝐶𝑉

1000
 

 

                          
𝑔

168.87
 = 

(3𝑥10−3𝑀)𝑥 500 𝑚𝑙

1000
 

  
                               g       = 0.2533 
ดงันั้น ชัง่ Silver nitrate 0.2533 กรัม ละลายในน ้า DI ปรับปริมาตรเป็น 500 มิลลิลิตร 
             เตรียม 2 มิลลิโมลาร์ ของ AgNO3 ปริมาตร 500 มิลลลิติร 

วิธีการค านวณ 
    C1V1 = C2V2 
   (3 mM AgNO3) (V1) = (2 mM AgNO3) (500 ml) 
       V1  = 333.33 ml 
ดงันั้น ปิเปต Stock 3 mM AgNO3 333.33 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ย DI เป็น 500 มิลลิลิตร  
3. การเตรียมสารละลายวิเคราะห์ Total phenolic  

เตรียมสารละลายมาตรฐาน Gallic acid ความเข้มข้น 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลลิติร 
ปริมาตร 10 มิลลลิติร  
              วิธีการค านวณ  
    สารละลาย 1 มิลลิลิตร   มี Gallic acid  อยู ่0.001 กรัม 

  สารละลาย 10 มิลลิลิตร  มี Gallic acid  อยู ่
10 𝑥 0.001

1
  = 0.01 กรัม 

ดงันั้น ตอ้งชัง่ Gallic acid มา 0.01 กรัม ละลายและปรับปริมาตรดว้ยขวดปรับปริมาตร 10 มิลลิลิตร  
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  เตรียมสารละลาย 10%  Folin-ciocalteue’s reagent ปริมาตร 100 มิลลลิติร 
   ปิเปต Folin-ciocalteue’s มา 10 มิลลิลิตร และเติมน ้ากลัน่ 90 มิลลิลิตร บรรจุใส่ในขวดสี 

   เตรียมสารละลาย 7.5 % Na2CO3 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

     วิธีการค านวณ  
สารละลาย 100 มิลลิลิตร   มี   Na2CO3   อยู ่7.5 กรัม  

ดงันั้น ตอ้งชัง่ Na2CO3 มา 7.5 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ปรับปริมาตรใหไ้ด ้100 มิลลิลิตร  

4. การเตรียมสารละลายวิเคราะห์ Flavonoid content 

เตรียมสารละลายมาตรฐาน Quercetin ความเข้มข้น 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลลิติร ปริมาตร 
10 มิลลลิติร  

วิธีการค านวณ 
    สารละลาย 1 มิลลิลิตร มี  Quercetin  อยู ่0.001 กรัม 

  สารละลาย 10 มิลลิลิตร มี Quercetin อยู ่
10 𝑥 0.001

1
  = 0.01 กรัม 

ดงันั้น ตอ้งชัง่ Quercetin มา 0.01 กรัม ปรับปริมาตรดว้ย 99% ethanol 10 มิลลิลิตร 

เตรียมสารละลาย 5% NaNO2
  ปริมาตร 100 มิลลลิติร 

วิธีการค านวณ  

สารละลาย 100 มิลลิลิตร  มี   NaNO2     อยู ่5 กรัม 

ดงันั้น ตอ้งชัง่ NaNO2 มา 5 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ปรับปริมาตรใหไ้ด ้100 มิลลิลิตร  

เตรียมสารละลาย 10 % AlCI3·6H2O ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 

วิธีการค านวณ  

สารละลาย 100 มิลลิลิตร   มี   AlCI3·6H2O   10 กรัม  

สารละลาย 20 มิลลิลิตร     มี   AlCI3·6H2O    
20 𝑚𝑙 𝑥 10 𝑔

100 𝑚𝑙
 = 2 กรัม 

ดงันั้น ตอ้งชัง่ AlCI3·6H2O  มา 2 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ปรับปริมาตรใหไ้ด ้20 มิลลิลิตร  
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เตรียมสารละลาย 1 โมลาร์ NaOH ปริมาตร 100 มิลลลิติร 

วิธีการค านวณ 

𝑔

𝑀.𝑊.
 = 

𝐶𝑉

1000
 

 

                                
𝑔

40
 = 

(1 𝑀)𝑥 100 𝑚𝑙

1000
 = 4 

ดงันั้น ตอ้งชัง่ NaOH  มา 4 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ปรับปริมาตรใหไ้ด ้100 มิลลิลิตร  
4. การเตรียมสารละลายวิเคราะห์ Ferric reducing antioxidant power (FRAP) 

เตรียมสารละลายมาตรฐาน FeSO4 ความเข้มข้น 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลลิติร ปริมาตร 10 
มิลลลิติร 

วิธีการค านวณ 
    สารละลาย 1 มิลลิลิตร   มี  FeSO4  อยู ่0.001 กรัม 

  สารละลาย 10 มิลลิลิตร มี  FeSO4  อยู ่
10 𝑥 0.001

1
  = 0.01 กรัม 

ดงันั้น ตอ้งชัง่ FeSO4 มา 0.01 กรัม ปรับปริมาตรดว้ย 99% ethanol 10 มิลลิลิตร 

 เตรียมสารละลาย 300 มิลลโิมลาร์ Sodium acetate buffer pH 3.6 ปริมาตร 250 มิลลิลติร 

 วิธีการค านวณ 

pH  =  pKa + log([A]/[HA]) 
3.6  =  pKa + log([CH3COONa]/[CH3COOH]) 
3.6  =  4.67 + log([CH3COONa]/[CH3COOH]) 
-1.16  =  log([CH3COONa]/[CH3COOH]) 
10-1.16  =  ([CH3COONa]/[CH3COOH]) 

0.063[CH3COOH]   = [CH3COONa]……………………………………..(1) 
[CH3COONa+CH3COOH] = 300 mM…………………………………………….(2) 
จากสมการท่ี (1)+(2) 

0.063[CH3COOH] + [CH3COOH]  =  0.3 M 
1.069 [CH3COONa]    =  0.3 M  

[CH3COOH]    =  0.28 M  
[CH3COONa]    =  0.3 – 0.28 M  

    [CH3COONa]    =  0.02 M 
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  การเตรียม 0.02 M CH3COONa pH 3.6 ปริมาตร 250 มิลลลิติร 

𝑔

𝑀.𝑊.
 = 

𝐶𝑉

1000
 

 

                        
𝑔

136.05
  = 

(0.02 𝑀)𝑥 250 𝑚𝑙

1000
 = 0.6804 

 
  การเตรียม 0.02 M CH3COOH ปริมาตร 250 มิลลลิติร 

       C = 
10%𝐷

𝑀.𝑊.
 

  = 
(10)(99.7)(1.049)

60.05
 

  = 17.42 M 

                     C1V1          =       C2V2 

                 (17.42 M) V1 =  (0.28 M) (250 ml) 

  V1= 4.02 ml 

ดงันั้น ชัง่ CH3COONa 0.6804 กรัม และปิเปต CH3COOH 4.02 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหไ้ด ้250

มิลลิลิตร ก่อนน ามาใชง้านควรปรับค่า pH 

 เตรียมสารละลาย 10 มิลลโิมลาร์ TPTZ ใน 40 มิลลโิมลาร์ HCL ปริมาตร 10 มิลลลิติร 

𝑔

𝑀.𝑊.
 = 

𝐶𝑉

1000
 

 

                        
𝑔

312.33
  = 

(10 𝑥 10−3𝑀)𝑥 10 𝑚𝑙

1000
 = 0.0312 กรัม 

       เตรียม 40 มิลลิโมลาร์ HCL 

         C = 
10%𝐷

𝑀.𝑊.
 

  = 
(10)(37)(1.19 )

36.46
 = 12.08 M 

                     C1V1           =       C2V2 

                 (12.08 M) V1  =  (40 x 10−3 M) (10 ml) 

  V1 = 0.033 ml 

ดงันั้น ชัง่ TPTZ 0.0312 กรัม ละลายใน HCl 0.033 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ 10 มิลลิลิตร 
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        เตรียมสารละลาย 20 มิลลโิมลาร์ FeCI3·6H20 ปริมาตร 10 มิลลลิติร 
𝑔

𝑀.𝑊.
 = 

𝐶𝑉

1000
 

 

                        
𝑔

270.30
  = 

(20 𝑥 10−3𝑀)𝑥 10 𝑚𝑙

1000
 = 0.0541 กรัม 

ดงันั้น ชัง่ FeCI3·6H20 0.0541 กรัม ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ 10 มิลลิลิตร 
5. การเตรียมสารละลายที่ใช้วิเคราะห์ 2,2-Diphenyl-1-1-Picrydrazyl (DPPH) 

เตรียมสารละลายมาตรฐาน Ascorbic acid ความเข้มข้น 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลลิติร 
ปริมาตร 10 มิลลลิติร 

วิธีการค านวณ 
    สารละลาย 1 มิลลิลิตร   มี  Ascorbic acid   0.001 กรัม 

  สารละลาย 10 มิลลิลิตร มี  Ascorbic acid   
10 𝑥 0.001

1
  = 0.01 กรัม 

ดงันั้น ตอ้งชัง่ Ascorbic acid มา 0.01 กรัม ปรับปริมาตรดว้ย 99% ethanol 10 มิลลิลิตร 

 เตรียมสารละลาย 0.0634 มิลลโิมลาร์ DPPH ปริมาตร 50 มิลลลิติร 

𝑔

𝑀.𝑊.
 = 

𝐶𝑉

1000
 

 

                        
𝑔

394.32
  = 

(0.0634 𝑥 10−3𝑀)𝑥 50 𝑚𝑙

1000
 = 0.0012 กรัม 

ดงันั้น ชัง่ DPPH 0.0012 กรัม ปรับปริมาตรดว้ย 95 % ethanol 50 มิลลิลิตร 
6. การเตรียมสารส าหรับด้านแบคทีเรีย 

 การเตรียมสารละลาย 0.85% NaCl ปริมาตร 100 มิลลลิติร 

วิธีการค านวณ  

สารละลาย 100 ml   มี   NaCl    อยู ่0.85 g  

ดงันั้น ตอ้งชัง่ NaCl  มา 0.85 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ปรับปริมาตรใหไ้ด ้100 มิลลิลิตร  
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  การเตรียมสารละลาย 1 mg/ml Ampicillin ปริมาตร 1 มิลลลิติร 

  วิธีการค านวณ 

   สารละลาย 1 ml  มี Ampicillin 0.001 กรัม ถา้ตอ้งการความเขม้ขน้ 10 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร     

              C1V1  =  C2V2 

                                    1000 µg/ml (V1) = 10 µg/ml (1000 µL)       

      V1 = 10 µL  

ดงันั้น ชัง่ Ampicillin 0.001 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ 1 มิลลิลิตร และปิเปตมา 10 µL ปรับปริมาตร 1

มิลลิลิตร จะไดค้วามเขม้ขน้ของ Ampicillin 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นน าสารละลาย 

Ampicillin กรองผา่น syring filter ก่อนน าไปใชง้าน 

 การเตรียมสารละลาย 1000 mg/L AgNPs ปริมาตร 200 มิลลลิติร 

    วิธีการค านวณ 

   1000 มิลลิลิตร    ชัง่   AgNPs     1000   มิลลิกรัม 

  200 มิลลิลิตร     ชัง่   AgNPs     0.2      มิลลิกรัม  

ดงันั้น ชัง่ AgNPs 0.2 มิลลิกรัม ละลายในน ้า DI 200 มิลลิลิตร จากนั้นน าไป Sonicate เป็นเวลา 15 

นาทีเพื่อให้อนุภาคเกิดการกระจายตวัไดดี้ขึ้น 
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ภาคผนวก ข 
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ภาคผนวก ข การศึกษาผลของเวลาในการท าปฏิกิริยาและรูปแบบของการเทสารสกัดต่อเปอร์เซ็น
ของผลผลติของ AgNPs  
ตารางท่ี 13 ผลของเวลาในการท าปฏิกิริยาต่อ % ผลผลิตของ AgNPs 
เวลาในการ
ท าปฎิกิริยา 

น ้าหนักของ AgNPs ผลผลติของ AgNPs 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 
24 ชัว่โมง 0.0626 0.0653 0.072 18.4280 19.2228 21.1952 
48 ชัว่โมง 0.0665 0.0812 0.0843 19.5761 23.9034 24.8160 

 
ตารางท่ี 14 ผลของรูปแบบการเทสารสกดั (ค่อยๆ เท และเทอยา่งรวดเร็ว) ต่อ % ผลผลิตของ 
AgNPs 
รูปแบบการ
เทสารสกดั 

น ้าหนักของ AgNPs ผลผลติของ AgNPs 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 
ค่อย ๆ เท 0.0676 0.0723 0.0801 19.8999 21.2835 23.5796 
เทอยา่ง
รวดเร็ว 

0.0626 0.0653 0.072 18.4280 19.2228 21.1952 

 
การศึกษาผลของขนาดอนุภาคซิลเวอร์นาโนจากการวัดมือและใช้โปรแกรม ImageJ 
 การค านวณหาเปอร์เซ็นต ์(%) Frequency ของช่วงขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง AgNPs 

โดยมีการน าช่วงท่ีมีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 11-21 นาโนเมตร (วดัดว้ยไมบ้รรทดั) 
โดยจ านวนอนุภาคท่ีนบัทั้งหมด คือ 436 อนุภาค   คิดเป็น 100 %   

ถา้ช่วงขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 11-21 นาโนเมตร  นบัได ้63 อนุภาค คิดเป็น  
63 𝑥 100%

436
 = 14 % 

ดงันั้นประสิทธิภาพในการสังเคราะห์ AgNPs ท่ีให้ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางช่วง 11-21 นาโนเมตร 
คือ 14 % 
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ตารางท่ี 15 % Frequency ของช่วงขนาดของเส้นผา่นศูนยก์ลางของอนุภาค โดยใชว้ิธีจากการวดั
ดว้ยไมบ้รรทดั 

ช่วงของขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลางอนุภาค (nm) 

จ านวน % Frequency Mean ± S.D. Median ± S.D. 

0-10 20 5 

31.1 ± 12.5 31 ± 11.8 

11-21 63 14 
22-32 96 22 
33-43 114 26 
44-54 55 13 
55-65 61 14 
66-76 19 4 
77-87 8 2 

จ านวนอนุภาคท่ีนบัทั้งหมด 436 
 
ตารางท่ี 16 % Frequency ของช่วงขนาดของเส้นผา่นศูนยก์ลางของอนุภาค โดยใช ้ImageJ 

ช่วงของขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลางอนุภาค (nm) 

จ านวน % Frequency Mean ± S.D. Median ± S.D. 

0-10 1 0 

32.1 ± 12.9 34.1 ± 12.6 

11-21 37 12 
22-32 81 26 
433-43 84 27 
44-54 55 18 
55-65 35 11 
66-76 16 5 
77-87 2 1 

จ านวนอนุภาคท่ีนบั
ทั้งหมด 

311 
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ภาคผนวก ค 
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ภาคผนวก ค การศึกษาความเข้มข้นของ AgNPs ต่อการยับยั้งแบคทีเรียโดยพิจารณาจากค่าการ
ดูดกลืนแสง, CFU/ml และ %ของการยับยั้งแบคทีเรีย 
ตารางท่ี 17 ค่าการดูดกลืนแสงของแบคทีเรียแกรมบวกท่ีมีการเติม AgNPs ในอาหาร 

ความเข้มข้นของ 
AgNPs (mg/L) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตรของแบคทีเรียแกรมบวก 

S. aureus B. subtilis 
คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 

Control 0.145 0.160 0.143 0.205 0.233 0.218 
30 0.143 0.17 0.147 0.193 0.197 0.235 
50 0.188 0.166 0.165 0.242 0.191 0.238 

100 0.168 0.122 0.082 0.469 0.402 0.442 
200 0.059 0.106 0.075 0.448 0.412 0.532 
300 0.002 0.000 0.001 0.547 0.655 0.633 

 
ตารางท่ี 18 ค่าการดูดกลืนแสงของแบคทีเรียแกรมลบท่ีมีการเติม AgNPs ในอาหาร 

ความเข้มข้นของ 
AgNPs (mg/L) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตรของแบคทีเรียแกรมลบ 

E. coli P. aeruginosa 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 
Control 0.356 0.284 0.312 0.306 0.326 0.32 

30 0.217 0.245 0.359 0.211 0.156 0.153 
50 0.186 0.252 0.278 0.187 0.234 0.146 

100 0.209 0.274 0.309 0.022 0.026 0.024 
200 0.140 0.168 0.224 0.092 0.179 0.082 
300 0.0190 0.099 0.248 0.044 0.119 0.060 
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ตารางท่ี 19 ค่า CFU/ml ของแบคทีเรียแกรมบวกท่ีมีการเพาะกบั AgNPs 

ความเข้มข้น
ของ AgNPs 
(mg/L) 

ค่า CFU/ml ของแบคทีเรียแกรมบวก 

S. aureus B. subtilis 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 
Control 1.63 x108 1.00 x109 5.33 x109 2.00 x107 4.00 x108 1.00 x109 

30 1.73 x108 3.00 x108 9.33 x109 1.33 x108 6.33 x108 2.00 x109 
50 5.66 x107 7.00 x108 5.00 x109 1.50 x108 2.33 x108 1.67 x109 

100 1.33 x109 8.67 x109 4.33 x1010 8.33 x108 2.33 x109 2.00 x1010 
200 8.30 x109 2.30 x1010 1.33 x1011 2.03 x109 2.67 x109 1.00 x1010 
300 6.73 x109 1.33 x109 1.00 x109 6.00 x108 2.00 x109 2.00 x1010 

 
ตารางท่ี 20 ค่า CFU/ml ของแบคทีเรียแกรมลบท่ีมีการเพาะเล้ียงกบั AgNPs 

ความ
เข้มข้น 
AgNPs 
(mg/L) 

ค่า CFU/ml ของแบคทีเรียแกรมลบ 

E. coli P. aeruginosa 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 

Control 1.12 x1012 1.30 x1012 1.20 x1012 1.67 x1011 1.00 x1012 3.00 x1013 
30 6.50 x1012 5.00 x1011 4.00 x1011 1.29 x1012 1.04 x1011 1.30 x1012 
50 5.10 x1011 3.50 x1011 4.80 x1011 7.60 x1011 7.70 x1011 9.50 x1011 

100 5.10 x1011 3.50 x1011 4.80 x1011 1.17 x1011 1.46 x1011 1.38 x1011 
200 2.90 x1011 2.20 x1011 2.80 x1011 0 0 0 
300 3.30 x1011 4.80 x1011 3.60 x1011 0 0 0 
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ตารางท่ี 21 % การยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมลบโดยเติม AgNPs ในอาหาร 

ความเข้มข้น 
AgNPs 
(mg/L) 

% การยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบ 

E. coli P. aeruginosa 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 
30 46.13 58.56 66.85 79.30 83.32 79.14 
50 28.72 27.07 21.27 87.81 87.65 84.76 

100 57.73 70.99 60.22 98.12 97.66 97.79 
200 75.96 81.76 76.79 100.00 100.00 100.00 
300 72.65 60.22 70.16 100.00 100.00 100.00 

 
การศึกษาความเข้มข้นของ AgNPs ต่อการผลิตชีวมวลและสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์
พฤกษเคมีของโปรโตคอร์มกล้วยไม้หวายจีน  
กราฟมาตรฐานของ Gallic acid (วิเคราะห์ฟีนอลกิท้ังหมด)   
ตารางท่ี 22 ความสัมพนัธ์ระหวา่งความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐาน Gallic acid กบัค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 765 นาโนเมตร 

ความเข้มข้นของ 
Gallic acid (µg/ml) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 765 นาโนเมตร 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 เฉลีย่ 
0 0 0 0 0 

100 0.152 0.154 0.15 0.152 
150 0.265 0.268 0.263 0.265 
200 0.387 0.34 0.362 0.363 
250 0.455 0.512 0.492 0.486 
300 0.616 0.597 0.63 0.614 
350 0.834 0.935 0.768 0.846 
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ภาพท่ี 36 กราฟมาตรฐานของสารละลาย Gallic acid 

 
กราฟมาตรฐานของ Quercetin (วิเคราะห์ฟลาโวนอยด์ท้ังหมด)   
ตารางท่ี 23 ความสัมพนัธ์ระหวา่งความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐาน Quercetin กบัค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 510 นาโนเมตร 

ความเข้มข้นของ 
Quercetin (µg/ml) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 510 นาโนเมตร 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 เฉลีย่ 
0 0 0 0 0 

100 0.087 0.084 0.09 0.087 
200 0.162 0.175 0.165 0.167 
300 0.24 0.252 0.252 0.248 
400 0.324 0.351 0.354 0.343 
500 0.456 0.494 0.496 0.482 
600 0.573 0.51 0.548 0.544 
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ภาพท่ี 37 กราฟมาตรฐานของสารละลาย Quercetin 
 

กราฟมาตรฐานของ FeSO4 (วิเคราะห์ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอสิระด้วยวิธี FRAP)   
ตารางท่ี 24 ความสัมพนัธ์ระหวา่งความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐาน FeSO4 กบัค่าการดูดกลืน
แสงท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร 

ความเข้มข้นของ 
Quercetin (µg/ml) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 595 นาโนเมตร 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 เฉลีย่ 
0 0 0 0 0 

20 0.064 0.078 0.094 0.079 
40 0.199 0.177 0.204 0.193 
60 0.298 0.293 0.223 0.271 
80 0.401 0.398 0.393 0.397 

100 0.482 0.51 0.581 0.524 
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ภาพท่ี 38 กราฟมาตรฐานของสารละลาย FeSO4 
กราฟมาตรฐานของ Ascorbic acid (วิเคราะห์ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอสิระด้วยวิธี DPPH)   
ตารางท่ี 25 ความสัมพนัธ์ระหวา่งความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐาน Ascorbic acid กบัค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 519 นาโนเมตร 

ความเข้มข้นของ 
Quercetin (µg/ml) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 519 นาโนเมตร 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 เฉลีย่ 
0 0 0 0 0 

20 0.4 0.471 0.449 0.440 
40 0.344 0.367 0.345 0.352 
60 0.28 0.272 0.263 0.272 
80 0.169 0.226 0.198 0.198 

100 0.105 0.098 0.146 0.116 

 
ภาพท่ี 39 กราฟมาตรฐานของสารละลาย Ascorbic acid 
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ตารางท่ี 26 สัดส่วนการเจริญเติบโตของน ้าหนกัสดของโปรโตคอร์มกลว้ยไมห้วายจีน (D. 
officinale) ท่ีเพาะเล้ียงเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์โดยมีการเติมตวักระตุน้ AgNPs 

AgNPs 
(mg/L) 

สัดส่วนการเจริญเติบโต (น ้าหนกัสด) 
คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 เฉล่ีย 

0 0.5411 0.5172 0.5291 
25 0.9006 0.9711 0.9358 
50 0.8193 0.9286 0.8740 
75 0.7098 0.7422 0.7260 

100 0.8079 0.8366 0.8222 
AgNPs 
(mg/L) 

สัดส่วนการเจริญเติบโต (น ้าหนกัสด) 
คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 4 เฉล่ีย 

0 0.6471 0.5525 0.2584 0.3571 0.4238 
1 0.5803 0.7025 0.6800 0.6634 0.6566 
5 0.8163 0.8217 0.6748 0.8253 0.7485 

10 1.0504 0.9895 0.5723 0.4915 0.7759 
15 1.0555 1.1015 0.6000 0.8173 0.8936 
20 0.6926 0.9752 0.6684 0.7183 0.7636 
25 0.9202 0.9206 0.4853 0.9357 0.8155 
30 0.9719 0.6270 0.4646 0.5795 0.6607 
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ตารางท่ี 27 สัดส่วนการเจริญเติบโตของน ้าหนักแห้งของโปรโตคอร์มหวายจีน (D. officinale) 
เพาะเลีย้งเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์โดยมกีารเติมตัวกระตุ้น AgNPs 

AgNPs 
(mg/L) 

สัดส่วนการเจริญเติบโต (น ้าหนกัแหง้) 
คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 เฉล่ีย 

0 3.3466 3.4034 3.3750 
25 3.4223 3.4716 3.4470 
50 3.1477 3.2860 3.2169 
75 2.8958 2.8788 2.8873 

100 2.5000 2.6894 2.5947 
AgNPs 
(mg/L) 

สัดส่วนการเจริญเติบโต (น ้าหนกัแหง้) 
คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 4 เฉล่ีย 

0 6.9048 7.5788 5.2271 3.6960 5.8516 
1 7.3297 7.3223 6.7949 6.5897 7.0092 
5 7.9524 5.3223 7.2198 6.2454 6.6850 

10 7.8205 6.1795 6.3700 6.0549 6.6062 
15 7.9670 7.6227 5.6593 6.0989 6.8370 
20 5.8791 5.9084 6.4652 6.1062 6.0897 
25 6.0549 5.8938 3.9597 5.9817 5.4725 
30 5.5421 5.5128 3.8791 5.9890 5.2308 
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ตารางท่ี 28 ความเขม้ขน้ของ AgNPs (0-100 มิลลิกรัมต่อลิตร) ต่อการผลิตสารประกอบฟีนอลิก, 
ฟลาโวนอยด ์และฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ 

AgNPs 
(mg/L) 

ฟีนอลิกทั้งหมด (mg/g) ฟลาโวนอยดท์ั้งหมด (mg/g)  
คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 

0 6.144 6.772 5.985 5.788 
25 10.311 9.572 6.378 6.376 
50 8.433 8.012 7.883 7.642 
75 6.807 6.537 4.428 4.304 

100 7.229 7.031 5.407 5.629 

AgNPs 
(mg/L) 

สารตา้นอนุมูลอิสระ 
FRAP (mg/g) 

สารตา้นอนุมูลอิสระ 
DPPH (% Inhibition) 

 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 
0 23.088 21.034 33.49 32.71 

25 35.439 34.880 55.43 55.12 
50 25.672 26.993 54.96 53.57 
75 23.738 23.107 50.47 48.91 

100 28.442 27.568 53.41 54.03 
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ตารางท่ี 29 ความเขม้ขน้ของ AgNPs (0-30 มิลลิกรัมต่อลิตร) ต่อการผลิตผลิตสารประกอบฟีนอลิก
และฟลาโวนอยด์ 

AgNPs 
(mg/L) 

ฟีนอลิกทั้งหมด (mg/g) ฟลาโวนอยดท์ั้งหมด (mg/g)  
คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 

0 5.086 5.566 5.675 5.173 6.516 5.392 
1 8.328 8.831 9.054 6.568 5.742 6.589 
5 7.640 8.659 8.310 3.398 2.961 2.902 

10 9.076 9.236 9.554 6.927 7.935 7.617 
15 8.969 9.297 9.516 8.860 9.338 8.901 
20 7.223 7.867 8.163 7.953 7.594 8.089 
25 7.586 8.106 7.677 6.015 6.166 5.756 
30 4.370 4.402 4.386 2.948 2.678 2.432 

 
ตารางท่ี 30 ความเขม้ขน้ของ AgNPs (0-30 มิลลิกรัมต่อลิตร) ต่อฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระ 

AgNPs 
(mg/L) 

สารตา้นอนุมูลอิสระ (FRAP) 
(mg/g) 

สารตา้นอนุมูลอิสระ DPPH  
(% Inhibition) 

 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 
0 13.697 14.516 14.516 36.97 35.44 34.29 
1 24.941 26.059 27.805 46.36 47.32 45.98 
5 20.776 22.116 22.317 31.23 34.10 32.57 

10 25.146 23.886 24.018 64.75 55.56 53.83 
15 21.260 23.243 24.542 45.21 47.89 47.51 
20 16.760 18.677 18.863 47.13 47.32 46.17 
25 19.530 19.192 18.119 45.21 44.83 46.74 
30 10.884 12.129 12.250 35.25 40.23 37.74 
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