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บทคัดย่อ 

 การสังเคราะห์อนุภาคนาโนทองค าด้วยวิธีทางชีวภาพท่ีเป็นมิตรต่อส่ิงแวดล้อมมีความส าคัญ เนื่องจาก

ไม่มีการใช้ตัวท าละลายและตัวรีดิวซ์ท่ีเป็นอันตราย ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาการ

สังเคราะห์อนุภาคนาโนทองค าด้วยวิธีทางชีวภาพ ซึ่งสามารถท าการทดลองได้อย่างรวดเร็วและใช้สารต้ังต้นท่ี

หาได้ง่าย โดยใช้สารสกัดยางจากเถาเอ็นอ่อนเป็นตัวรีดิวซ์และสารละลายไคโตซานเพิ่มความเสถียรให้กับ

อนุภาคนาโนทองค า เพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการสังเคราะห์จึงท าการปรับตัวแปรท่ีเกี่ยวข้อง ได้แก่     

ความเข้มข้นของสารละลายกรดคลอโรออริก สารสกัดยางจากเถาเอ็นอ่อน สารละลายไคโตซาน และ

โซเดียมไฮดรอกไซด์ พิสูจน์เอกลักษณ์ด้วยเทคนิคยูวีวิสิเบิลสเปกโทรสโกปี (UV-Vis) จะพบพีคของเซอร์

เฟซพลาสมอนเรโซแนนซ์ (SPR) ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 539 นาโนเมตร ซึ่งเป็นพีคเอกลักษณ์ของ

อนุภาคนาโนทองค าและเทคนิคฟูเรียร์ทรานส์ฟอร์มอินฟราเรดสเปกโทรสโกปี (FT-IR)  นอกจากนี้น าไป

ทดสอบฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ พบว่า อนุภาคนาโนทองค าท่ีสังเคราะห์ได้มีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ

และไม่เป็นพิษต่อเซลล์ปกติ 
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Abstract 

 The synthesis of gold nanoparticles (AuNPs) using eco-friendly natural reagent is of 

particular interest as this can essentially eliminate the use of excessive solvents and 

potentially harmful reducing agents. In this work, we aimed to develop an eco-friendly, rapid 

and simple procedure for the synthesis of AuNPs using aqueous extract of Cryptolepis 

buchanani latex as a reducing agent and modified chitosan to enhance theirs stability. 

Reaction parameters including concentration of chloroauric acid, latex extract, NaOH and 

chitosan were optimized for maximum yield of AuNPs. The synthesized AuNPs were 

characterized by FT-IR and UV-Vis spectroscopy which showed the surface plasmon resonance 

(SPR) band at 539 nm. In addition, in vitro antioxidant assays demonstrated that the 

synthesized AuNPs possess antioxidant properties. Moreover, the cytotoxicity test on normal 

cell line showed excellent viability of AuNPs stabilized by chitosan. 
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รูปท่ี 1.16 องค์ประกอบหลักของชีวโมเลกุลในพืชท่ีท าหน้าท่ีในการสังเคราะห์อนุภาคนาโนของโลหะ 14 

รูปท่ี 1.17 กลไกการเกิดปฏิกิริยาในการสังเคาะห์อนุภาคนาโนของโลหะ โดยใช้พืช  15 

รูปท่ี 1.18 ความสามารถในการเป็นตัวรีดิวซ์ของ Tannins และ Flavoniod                                               

ในการสังเคราะห์อนุภาคนาโนทองค า  16 

รูปท่ี 3.1 กราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานโปรตีน bovine serum albumin pH 7.0           

ท่ี 750 nm (ยางท่ีเก็บครั้งท่ี 1) 23 

รูปท่ี 3.2 กราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานโปรตีน bovine serum albumin pH 7.0            

ท่ี 750 nm (ยางท่ีเก็บครั้งท่ี 2) 24 

รูปท่ี 3.3 อนุภาคนาโนทองค าท่ีได้จากการปรับปริมาณ HAuCl4 (µL) เมื่อใช้สารสกัดยางจากเถา

เอ็นอ่อน 50 µL 25 

รูปท่ี 3.4 อนุภาคนาโนทองค าท่ีได้จากการปรับปริมาณ HAuCl4 (µL):สารสกัดยางจากเถาเอ็นอ่อน 26 

รูปท่ี 3.5 อนุภาคนาโนทองค าท่ีได้จากปริมาณ 3% NaOH ท่ีแตกต่างกัน 27 
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รูปท่ี 3.6 อนุภาคนาโนทองค าท่ีได้จากระยะเวลาในการเก็บรักษาสารสกัดยางจากเถาเอ็นอ่อน                   

ท่ีแตกต่างกัน (1) 10 วัน (2) 13 วัน (3) 1 เดือน 17 วัน 28 

รูปท่ี 3.7 อนุภาคนาโนทองค าท่ีเสถียรด้วยไคโตซานปริมาณแตกต่างกัน 28 

รูปท่ี 3.8 SEM ของอนุภาคนาโนทองค าท่ีเสถียรด้วยไคโตซานปริมาณท่ีแตกต่างกัน 29 

รูปท่ี 3.9 อนุภาคนาโนทองค าท่ีสังเคราะห์จากสารสกัดยางจากเถาเอ็นอ่อนปริมาณท่ีแตกต่างกัน 30 

รูปท่ี 3.10 UV-Vis spectra ของอนุภาคนาโนทองค าท่ีสังเคราะห์จากสารสกัดยางจากเถาเอ็นอ่อน      

ปริมาณท่ีแตกต่างกัน 31 

รูปท่ี 3.11 อนุภาคนาโนทองค าท่ีสังเคราะห์ท่ีเสถียรด้วยไคโตซานปริมาณท่ีแตกต่างกัน 32 

รูปท่ี 3.12 UV-Vis spectra ของอนุภาคนาโนทองค าท่ีเสถียรด้วยไคโตซานปริมาณท่ีแตกต่างกัน 32 

รูปท่ี 3.13 อนุภาคนาโนทองค าท่ีสังเคราะห์ได้ 33 

รูปท่ี 3.14 UV-Vis spectra ของอนุภาคนาโนทองค าท่ีไม่เติมและเติมไคโตซาน และเติมพูลลูแลน 34 

รูปท่ี 3.15 FT-IR spectra ของ (a) latex extracr (b) chitosan (c) AuNPs (d) AuNPs-CS 35 

รูปท่ี 3.16 ประสิทธิภาพในการท าลายหรือยับยั้งอนุมูลอิสระท่ีเกิดขึ้นของอนุภาคนาโนทองค าท่ี

สังเคราะห์จากยางจากเถาเอ็นอ่อน ท่ีไม่เติมและเติมไคโตซาน 36 

รูปท่ี 3.17 ผลความเป็นพิษ (Cytotoxicity) ของอนุภาคนาโนทองค าท่ีสังเคราะห์จากยางจากเถา

เอ็นอ่อน ท่ีไม่เติมและเติมไคโตซาน ต่อเซลล์ปกติของเนื้อเยื่อใต้ผิวหนังของหนู L929 ท่ีความเข้มข้น

ต่าง ๆ (µM) ของอนุภาคนาโนทองค า 37 

รูปท่ี 3.18 ผลความเป็นพิษ (Cytotoxicity) ของอนุภาคนาโนทองค าท่ีสังเคราะห์จากยางจากเถา

เอ็นอ่อน ท่ีไม่เติมและเติมไคโตซาน ต่อเซลล์มะเร็งช่องปาก KB ท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ (µM) ของอนุภาค

นาโนทองค า 38 

 

 

 

 

 

 

 

 



ฏ 

 

สัญลักษณ์และค าย่อ 

AuNPs   = Gold nanoparticles 

AuNPs-CS  = Gold nanoparticle stabilized by chitosan 

SPR   = Surface plasmon resonance 

FT-IR   = Fourier transform infrared spectroscopy 

UV-Vis   = Ultraviolet–Visible spectroscopy 

SEM   = Scanning Electron Microscope 

µg/mL   = microgram per microliter 

% (w/v)  = percentage mass by volume 

% (v/v)   = percentage volume by volume 

µl   = microliters 

nm   = nanometre 

°C   = degree Celsius 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://en.wikipedia.org/wiki/Fourier_transform_infrared_spectroscopy
https://en.wikipedia.org/wiki/Ultraviolet%E2%80%93visible_spectroscopy


 

บทที่ 1 
บทน า 

 

1.1 ความเป็นมาและมูลเหตุจูงใจในการเสนอโครงการ  
อนุภาคนาโนทองค า (AuNPs) มีความส าคัญในการน ามาประยุกต์ใช้อย่างกว้างขวางในการใน

เชิงชีววิทยาและชีวการแพทย์ เช่น การรักษาโรคมะเร็ง การน าส่งยา การน าไปเป็นตัวเร่งในปฏิกิริยา
ต่าง ๆ เซ็นเซอร์ จากข้อดีของอนุภาคนาโนทองค าจ าเป็นต้องมีความเสถียรและมีขนาดเล็กในระดับ    
นาโนเมตร ท าให้อนุภาคนาโนทองค ามีสมบัติทางกายภาพและทางเคมีท่ีแตกต่างไปจากทองปกติ      
เช่น มีอัตราส่วนระหว่างพื้นท่ีผิวต่อปริมาตรสูง ช่วยในการเร่งปฏิกิริยายาเคมี น าไฟฟ้าได้ดี และมีสีท่ี
เปล่ียนตามขนาดของอนุภาค โดยคุณสมบัติเชิงแสงท่ีเป็นเอกลักษณ์เฉพาะตัว การสังเคราะห์ AuNPs 
ให้มีขนาดเล็กและมีความเสถียรสูง มีการใช้สารเคมีทีส่งผลเสียต่อส่ิงแวดล้อม ซึ่งในปัจจุบันได้น าวัสดุ
จากธรรมชาติมามีบทบาทในการสังเคราะห์ ได้แก่ ยางของต้นไม้, โปรตนี, สารพฤกษเคมีต่าง ๆ เป็นต้น 
เนื่องจากเป็นมิตรต่อส่ิงแวดล้อมและได้ประสิทธิภาพท่ีดี โดยจ าเป็นจะต้องมีบทบาทเป็นตัวรีดิวซ์และ
ท าให้เสถียรได้ ไคโตซานเป็นโพลิเมอร์ทางธรรมชาติ ท่ีประกอบด้วยอนุพันธ์ของน้ าตาลกลูโคสท่ีมีธาตุ
ไนโตรเจนติดอยู่ด้วย จึงมีหมู่อะมิโนและหมู่ไฮดรอกซิล สามารถละลายน้ าได้ท่ีสภาวะกรดอ่อน จึงท าให้
มีคุณสมบัติท่ีโดดเด่นและหลากหลาย มีประสิทธิภาพสูงในกิจกรรมชีวภาพ และยังย่อยสลายได้ตาม
ธรรมชาติ จึงสามารถน าไคโตซานมาเพิ่มความเสถียรให้กับอนุภาคนาโนทองค าได้อีกด้วย 

เถาเอ็นอ่อน (Cryptolepis buchanani Roem. & Schult.) เป็นพืชสมุนไพรจ าพวกเถา มี
เปลือกเถาเรียบสีน้ าตาลแกมด า เมื่อแก่เปลือกจะหลุดออกมาเป็นแผ่น และทุกส่วนของต้นเถาเอ็นอ่อน
นั้นจะมีน้ ายางสีขาวอยู่ ส่วนประกอบต่าง ๆ ของพืชมีสรรพคุณใช้อบเป็นยาสมุนไพรเพื่อสุขภาพ 
เนื่องจากสามารถรักษาการอักเสบ เช่น โรคข้ออักเสบ บรรเทาอาการปวดเมื่อยต่าง ๆ ตามร่างกาย   
และยังมีสรรพคุณในการต่อต้านเช้ือราหรือแบคทีเรีย แก้อาการท้องร่วง รักษาแผลเป่ือยหรือเป็นหนอง 

และในน้ ายางพบเอ็นไซม์คริปโตเลเปน (Cryptolepain) ท่ีประกอบไปด้วยกรดอะมิโน ทริปโตแฟน   
ไทโรซีน ซีสเทอีน ซึ่งต่อกันด้วยพนัธะไดซัลไฟด์ จึงสามารถน าไปใช้ในการสังเคราะห์ AuNPs ได้        
ในงานวิจัยช้ินนี้จึงสนใจท่ีจะสังเคราะห์อนุภาคนาโนทองค าจากยางของเถาเอ็นอ่อน โดยใช้ไคโตซาน
เพิ่มความเสถียร 

 

 

 

 

http://www.เกร็ดความรู้.net/%E0%B8%AA%E0%B8%A1%E0%B8%B8%E0%B8%99%E0%B9%84%E0%B8%9E%E0%B8%A3%E0%B9%84%E0%B8%97%E0%B8%A2/
http://www.เกร็ดความรู้.net/%E0%B8%AA%E0%B8%B5%E0%B8%9B%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%88%E0%B8%B3%E0%B8%A7%E0%B8%B1%E0%B8%99/
http://www.เกร็ดความรู้.net/?p=14034
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B8%B4%E0%B8%9B%E0%B9%82%E0%B8%95%E0%B9%81%E0%B8%9F%E0%B8%99
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1.2 ทฤษฎีและความรู้ที่เก่ียวข้อง 

1.2.1 นาโนเทคโนโลย ี

นาโนเทคโนโลยี คือ เทคโนโลยีท่ีเกี่ยวข้องกับวัตถุท่ีมีขนาดเล็ก ในระดับโมเลกุล โดยจัดเป็น

ระบบ 3 มิติ ซึ่งโดยท่ัวไปจะมีขนาดอยู่ระหว่าง 1-100 นาโนเมตร ซึ่งอนุภาคนาโนของโลหะจะมี

คุณสมบัติท้ังทางเคมีและกายภาพท่ีเปล่ียนไปจากโลหะก้อน เช่น จุดหลอมเหลวทีต่่ าลง มีพื้นท่ีผิวต่อ

ปริมาตรท่ีสูงขึ้น มีคุณสมบัติเชิงแสงท่ีเฉพาะตัว เป็นต้น จึงสามารถน าไปประยุกต์ใช้ได้อย่างกว้างขวาง 

ท้ังในด้านกายภาพ และชีวภาพ  

 คุณสมบัติท่ีโดดเด่นของอนุภาคระดับนาโนเมตรของโลหะ คือ คุณสมบัติเชิงแสงซึ่งจะแสดงถึง

เอกลักษณ์ของโลหะต่าง ๆ เช่น อนุภาคนาโนทองค าขนาด 20 นาโนเมตร มีสีแดง อนุภาคนาโนของเงิน

มีสีเหลือง อนุภาคนาโนของแพลทินัม มีสีด า เป็นต้น [1] 

1.2.2 คุณสมบัติของอนุภาคนาโนทองค า 

ทองค าเป็นธาตุท่ีรู้จักกันโดยท่ัวไป โดยมีลักษณะสมบัติท่ีเป็นธาตุเฉ่ือย มักไม่ท าปฏิกริยา        
มีความปลอดภัย สามารถน ามาใช้กันมาทางการแพทย์ในการเป็นสารป้องกันการอักเสบของเนื้อเยื่อใน
การรักษาโรค ซึ่งโดยท่ัวไปทองค าจะมีลักษณะเป็นสีเหลือง แต่เมื่อทองค าอยู่ในระดับนาโนเมตร        
จะส่งผลให้อนุภาคของทองค านั้นมีขนาดเล็กกว่าความยาวคล่ืนแสงท่ีมาตกกระทบมาก จึงท าให้เกิด
ปรากฏการณ์เชิงแสงท่ีเรียกว่า เซอร์เฟซพลาสมอนเรโซแนนซ์ (surface plasmon resonance, SPR)  

พลาสมอน คือ การเกิดการส่ันรวม (collective oscillation) ของประจุในโลหะ แสดงออกมา

ในรูปคล่ืน โดยประจุบวกจะอยู่กับท่ีและประจุลบจะเคล่ือนท่ีรอบ ๆ โลหะ เมื่อมีสนามแม่เหล็ก

ภายนอก เช่น แหล่งของแสง เป็นสาเหตุท่ีท าให้เกิดอิเล็กตรอนอิสระท่ีผิวของโลหะเกิดการส่ันรวม     

ท าให้พลาสมอนท่ีพื้นผิวเพิ่มมากขึ้น เนื่องจากอิเล็กตรอนในอนุภาคมีประจุไฟฟ้า ดังนัน้เมื่อเกิดการส่ัน

จะท าให้เกิดสนามแม่เหล็กสอดคคล้องกับสนามแม่เหล็กภายนอก ท าให้เกิดปรากฏการณ์ท่ีเรียกว่า 

เซอร์เฟซพลาสมอนเรโซแนนซ์ โดยจะเกิดท่ีผิวของอนุภาคโลหะดังรูปที่ 1.1 แต่อย่างไรก็ตามขนาด

อนุภาคของโลหะจะเล็กกว่าความยาวคล่ืนของแสงจากภายนอกท่ีมาตกกระทบ ซึ่งความยาวคล่ืนท่ี

สอดคล้องกับ SPR จะขึ้นอยู่กับชนิดของโลหะ รูปร่างและขนาดของอนุภาคนาโนของโลหะ ดังรูปที่ 1.2 

โดยอนุภาคนาโนทองค ามีพีคของ SPR ขึ้นที่ 520-550 นาโนเมตร โดยจะเกิดการดูดกลืนท่ีแสงสีเขียว 

ท าให้เห็นเป็นแดงหรือม่วงดังรูปที่ 1.3 [1-2] 
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รูปที่ 1.1 กลไกการเกิด เซอร์เฟซพลาสมอนเรโซแนนซ์ [1] 

 

 
รูปที่ 1.2 เซอร์เฟซพลาสมอนเรโซแนนซ์ขึ้นอยู่กับขนาดอนุภาคนาโนทองค า [2] 

 

รูปที่ 1.3 สีของอนุภาคนาโนท่ีมีขนาดแตกต่างกัน [2] 
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1.2.3 การสังเคราะห์อนุภาคนาโนทองค า 

โดยท่ัวไปการสังเคราะห์อนุภาคนาโนทองค ามี 2 แบบ [3] ดังรูปที่ 1.4 คือ  

แบบท่ี 1 กระบวนการสังเคราะห์แบบใหญ่ไปเล็ก (top-down) เป็นการสร้างจากขนาดใหญ่ให้

เป็นขนาดเล็ก โดยการตัดแบ่งวัตถุขนาดใหญ่ให้เล็กลงจนถึงระดับนาโนเมตรด้วยแรงภายนอก โดยใช้ 

เทคนิคต่าง ๆ เช่น การยิงด้วยเลเซอร์ (laser ablation) หรือการฉายรังสีไอออน (ion  irradiation)   

แต่พบว่าวิธีนี้มีข้อจ ากัดคือควบคุมขนาดและรูปร่างของอนุภาคได้ยาก [4] ซึ่งเทคนิคต่าง ๆ ไม่ว่าจะเป็น

ทางกายภาพหรือเคมี มีการใช้สารเคมีทีท าให้เกิดอันตรายอย่างมาก  

แบบท่ี 2 กระบวนการสังเคราะห์แบบเล็กไปใหญ่ (bottom-up) เป็นการสังเคราะห์โดยเริ่มต้น

จากการเรียงอะตอมแต่ละอะตอมประกอบข้ึนเป็นอนุภาคจนมีขนาดนาโนเมตร โดยอาศัยปฏกิริยา

รีดักชันของสารเคมี (chemical reduction) หรือวิธีทางชีวภาพ (biological method) เช่น พืชหรือ

ส่ิงมีชีวิตขนาดเล็ก นอกจากนี้ยังสามารถควบคุมขนาดของอนุภาคได้โดยปัจจัยต่าง ๆ เช่น ความเข้มข้น

กรดคลอโรออริก ตัวรีดิวซ์ อุณหภูมิ และสารลดแรงตึงผิว ในปัจจุบันการสังเคราะห์แบบเล็กไปใหญ่ 

นิยมใช้ในการสังเคราะห์อนุภาคนาโนทองมากกว่าแบบใหญ่ไปเล็ก เนื่องมาจากเป็นวิธีท่ีง่าย สามารถ

ควบคุมขนาดและรูปร่างของอนุภาคได้ง่าย [3]  

 

รูปที่ 1.4 การสังเคราะห์แบบบนล่างและแบบล่างสู่บน [5]  

 
การเกิดปฏิกิริยารีดักชันของสารละลายกรดคลอโรออริก (HAuCl4) โดยใช้ตัวรีดิวซ์ เช่น 

โซเดียมโบโรไฮไดรด์ (NaBH4) หรือ โซเดียมซิเตรท (C6H5Na3O7) [6] เพื่อเปล่ียนไอออนของทอง (Au3+) 
เป็นอะตอมของทอง (Au0) จากนั้นอะตอมทองรวมตัวกันหลายๆ อะตอมจนกลายเป็นอนุภาคนาโนทอง
ท่ีมีขนาดระดับนาโนเมตร ซึ่งมีลักษณะเป็นคอลลอยด์ท่ีมีของแข็งขนาดนาโนเมตรแขวนลอยอยู่ใน
สารละลาย ส่วนวิธีทางชีวภาพ (biological method) เป็นวิธีท่ีเป็นมิตรต่อส่ิงแวดล้อม ซึ่งได้รับความ
นิยมสูงมาก เนื่องจากสามารถท าได้ง่าย สามารถเกิดอนุภาคนาโนของโลหะได้รวดเร็ว โดยใช้เนื้อเยื่อ
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ต่าง ๆ ของพืชมาใช้ในการสังเคราะห์ เช่น ใบ ล าต้น เปลือก หรือส่ิงมีชีวิตขนาดเล็ก เช่น แบคทีเรีย ฟัง
ใจ ยีสต์ [3]  

ดังนั้นการสังเคราะห์อนุภาคนาโนทองค าด้วยวิธีต่าง ๆ สามารถสรุปได้ดังรูปที่ 1.5 โดย

แบ่งเป็น 3 วิธี คือ การสังเคราะห์ทางกายภาพ การสังเคราะห์ทางเคมี และการสังเคราะห์ทางชีวภาพ 

ซึ่งแต่ละวิธีมีข้อดี ข้อเสียท่ีแตกต่างกัน [7]  

  

รูปที่ 1.5 การสังเคราะห์อนุภาคนาโนด้วยวิธีต่าง ๆ [7]  

 

(1) การสังเคราะห์ทางกายภาพ (physical method) มีข้อเสียในการใช้ต้นทุนในการ
สังเคราะห์สูง ไม่มีประสิทธิภาพในด้านวัสดุและพลังงานท่ีใช้ในการควบคุมขนาด
อนุภาค  

(2) การสังเคราะห์ทางเคมี (chemical method) มีข้อดีในการท าให้ได้อนุภาคท่ีมีการ

กระจายตัวสูงอย่างสม่ าเสมอ แต่มีข้อเสียเนื่องจากสารเคมีและพลังงานท่ีใช้มีราคา

แพง และยังเป็นสารเคมีท่ีเป็นอันตราย ท าให้ไม่ปลอดภัยต่อส่ิงแวดล้อม 

(3) การสังเคราะห์ทางชีวภาพ (biological method) มีข้อดีในการท าให้ได้อนุภาคท่ีมี

การกระจายตัวอย่างสม่ าเสมอ และเป็นมิตรต่อส่ิงแวดล้อม  
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1.2.4 การประยุกต์ใช้อนุภาคนาโนทองค า  

ในปัจจุบันมีการน าอนุภาคนาโนทองค าไปใช้กันอย่างกว้างขวาง [8] ประกอบด้วย 

(1) ระบบอิเล็กทรอนิกส์ อนุภาคนาโนทองค าได้รับการออกแบบเพื่อใช้เป็นตัวน าจากหมึกพิมพ์

ท่ี ในปัจจุบันนี้อุปกรณ์อิเล็กทรอนิกส์มีขนาดเล็กลง อนุภาคนาโนจึงเป็นองค์ประกอบส าคัญในการ

ออกแบบชิป และมีการใช้ในการเช่ือมต่อตัวต้านทาน ตัวน าและองค์ประกอบอื่น ๆ ของชิป

อิเล็กทรอนิกส์ 

(2) การรักษาโดยใช้แสงกระตุ้น อนุภาคนาโนทองค าท่ีดูดกลืนช่วงใกล้รังสีอินฟาเรด (รวมท้ัง
เปลือกนาโนทองและแท่งนาโนทอง) สามารถผลิตความร้อนเมื่อถูกกระตุ้นด้วยแสงในช่วงความยาวคล่ืน 
700-800 นาโนเมตร ซึ่งจะช่วยให้อนุภาคนาโนเหล่านี้ก าจัดเนื้องอก เมื่อแสงถูกน าไปใช้ในเนื้องอกท่ีมี
อนุภาคนาโนทองค าอนุภาคอยู่ อนุภาคจะร้อนขึ้นอย่างรวดเร็วท าให้เซลล์มะเร็งถูกก าจัด โดยเรียกกัน
ว่าการรักษาด้วยความร้อน (hyperthermia therapy)  

(3) การน าส่งสารโดยใช้โมเลกุลต่าง ๆ เคลือบบนพื้นผิวของอนุภาคนาโนทองค า เนื่องจากมี
อัตราส่วนระหว่างพื้นท่ีผิวต่อปริมาตรสูง ท าให้สามารถเคลือบด้วยโมเลกุลได้มาก เช่น การน าส่งยา
รักษาโรค 

(4) เซนเซอร์ อนุภาคนาโนทองค าถูกน ามาใช้เป็นเซนเซอร์อย่างแพร่หลาย เช่น การตรวจวัด
จากสี โดยสามารถระบุได้ว่าอาหารมีความเหมาะสมต่อการบริโภค สามารถน ามาใช้ในการตรวจหา
โปรตีน สารมลพิษ และโมเลกุลอื่น ๆ 

(5) การตรวจสอบ อนุภาคนาโนทองค าสามารถกระจายแสง ท าให้เห็นเป็นสีต่าง ๆ ภายใต้
กล้องจุลทรรศน์ โดยสามารถน าไปใช้ในการถ่ายภาพทางชีวภาพ ซึ่งอนุภาคนาโนทองค าท่ีดีจะต้องมี
ความหนาแน่นมาก จึงจะท าให้มีประโยชน์ในการส่องผ่านกล้องกล้องจุลทรรศน์มากขึ้น 

(6) วินิจฉัยและรักษาโรค อนุภาคนาโนทองค าสามารถน ามาใช้เป็นตัวบ่งช้ีทางชีวภาพ เพื่อ
รักษาโรคหัวใจ โรคมะเร็ง รักษาการติดเช้ือ และใช้ในครัวเรือนท่ัวไป เช่น การทดสอบการต้ังครรภ์ด้วย
ตนเอง 

(7) ตัวเร่งปฏิกิริยา ส าหรับปฏิกิริยาเคมีต่าง ๆ เนื่องจากพื้นผิวของอนุภาคนาโนสามารถ
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันได้หรือในบางกรณีสามารถลดการเกิดปฏิกิริยา (ไนโตรเจนออกไซด์) นอกจากนี้
อนุภาคนาโนทองค าสามารถพัฒนาส าหรับการใช้งานเช้ือเพลิง ซึ่งเทคโนโลยีเหล่านี้จะเป็นประโยชน์ใน
อุตสาหกรรมยานยนต์ 
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1.2.5 การเพิ่มความเสถียรให้อนุภาคนาโนทองค า 

การท าให้อนุภาคนาโนทองค ามีความเสถียรหรือการเพิ่มหมู่ฟังก์ชันบนพื้นผิว เพื่อท าให้

สามารถน าอนุภาคนาโนทองค าไปใช้ประโยชน์ได้หลากหลาย มี 3 วิธีท่ีใช้กันอย่างกว้างขวาง [9]        

ดังรูปที่ 1.6 

(1) อาศัยพันธะโควาเลนท์ระหว่าง AuNPs กับลิแกนด์มีหมู่ไทออล (–SH), ฟอสฟีน 

(phosphine), และอะมิโน (-NH2) เป็นต้น ท าให้มีความซับซ้อนมาก พันธะมีความแข็งแรง 

อนุภาคจึงมีความเสถียรมาก โดยสามารถท าปฏิกิริยาได้ท่ีอุณหภูมิสูง ซึ่งเทคนิคท่ีน ามาใช้มาก

ท่ีสุด คือ กระบวนการสร้างพันธะระหว่างอนุภาคทองท าและลิแกนด์ทีมีซัลเฟอร์เป็น

องค์ประกอบ 

(2) อาศัยแรงดึงดูดระหว่างประจุหรือการดูดซับทางกายภาพของลิแกนด์ ซึ่งเป็นวิธีท่ีท าได้ง่าย
และใช้เวลาไม่นาน ท าให้มีข้อดีมากกว่าการใช้พันธะโควาเลนท์ แต่อย่างไรก็ตามพันธะจะไม่
แข็งแรง ท าให้สามารถหลุดออกได้ง่ายเมื่อท าปฏิกริยา ท าให้อนุภาคไม่เสถียรมาก ท าให้ไม่
เหมาะในการน าไปใช้ประโยชน์  

(3) น าไปติดกับสารชีวโมเลกุลอย่างโปรตีนหรือคาร์โบไฮเดรตท่ีมีความจ าเพาะ เช่น แอนติบอดี-
แอนติเจน, ไบโอติน-อะวิดิน เป็นต้น 

 

รูปที่ 1.6 การเพิ่มความเสถียรและหมู่ฟังก์ชันอนุภาคนาโนทองค า [9]  
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1.2.6 ไคโตซาน 

ไคโตซาน เป็นโพลิเมอร์ทางธรรมชาติ ซึ่งมีองค์ประกอบส าคัญในรูปของ ดีกลูโคซามีน (D–

glucosamine) ดังรูปที่ 1.7 จึงมีหมู่อะมิโนและหมู่ไฮดรอกซิล สามารถละลายน้ าได้ท่ีสภาวะกรดอ่อน 

จึงท าให้มีคุณสมบัติท่ีโดดเด่นและหลากหลาย มีประสิทธิภาพสูงในกิจกรรมชีวภาพ และยังย่อยสลายได้

ตามธรรมชาติ จึงสามารถน าไคโตซานมาเพิ่มความเสถียรให้กับอนุภาคนาโนทองค าได้อีกด้วย [10]  

 

รูปที่ 1.7 โครงสร้างของไคโตซาน  

 
มีงานวิจัยต่าง ๆ น าไคโตซานมาเพิ่มความเสถียรให้กับอนุภาคนาโนทองค า โดยพบว่าเมื่อใช้   

ซิเตรทเป็นตัวรีดิวซ์ พื้นผิวของโมเลกุลจะมีประจุลบมากขึ้น เนื่องจากซิเตรทสามารถดูดซับได้บนพื้นผิว
อนุภาคเกิดแรงผลักกันทางไฟฟ้าดังรูปที่ 1.8 ดังนั้นอนุภาคจะสามารถมารวมตัวกัน เมื่อมีปริมาณ       
ซิเตรทน้อยลง จากนั้นเมื่อใส่ไคโตซานลงไปประจุลบบนพื้นผิวของอนุภาคจะมีแรงทางไฟฟ้ากับประจุ
บวกของไคโตซาน เนื่องจากโมโนเมอร์ของไคโตซานเป็นดีกลูโคซามีน (D-glucosamine) ซึ่งมีหมู่เอมีน
สามารถรับโปรตรอนได้ในสภาวะท่ีเป็นกรด [10]  

 

รูปที่ 1.8 ซิเตรทบนพื้นผิวอนุภาคนาโนทองค า [10] 
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ไคโตซานสามารถท าปฏิกิริยาบนพื้นผิวของอนุภาคนาโนทองค าได้ ท าให้สามารถควบคุมขนาด
และท าให้อนุภาคมีความเสถียรเป็นเวลามากกว่า 3 เดือน โดยท่ีความยาวคล่ืนของเซอร์เฟซพลาสมอน
เรโซแนนซ์ (SPR) ไม่เปล่ียนแปลง ขึ้นอยู่กับหลายปัจจัย ไม่ว่าจะเป็น เวลา ความแรงไอออน (ionic 
strength) อุณหภูมิ พีเอช เป็นต้น จึงมีการเสนอ 3 กลไกท่ีให้อนุภาคนาโนทองค ามีความเสถียร ดังนี้ 

(1) เกิดจากประจุทางไฟฟ้าท่ีต่างชนิดกันและความเกะกะ จะมีความเสถยีรมากในสภาวะท่ี

เป็นกรดและค่าความแรงไอออนต่ า 

(2) เกิดจากความเกะกะ ความเสถียรจะขึ้นอยู่กับสภาวะท่ีเป็นกรดและค่าความแรงไอออนสูง 

(3) เมื่ออยู่ในสภาวะท่ีเป็นกลางจะท าให้ไม่สามารถท าให้อนุภาคเสถียรได้ 

จากสังเคราะห์ท่ีพีเอช 4.8 และมีค่าความแรงไอออนสูง มีลักษณะตรงกับกรณีท่ี (2) พบว่า R-NH3
+ 

จากไคโตซานท าให้อนุภาคเสถียร จึงมีการพิจารณาโครงร่างสามมิติของไคโตซานและอนุภาคนาโน

ทองค า เนื่องจาก CH2 ของดีกลูโคซามีนบนโครงสร้างของไคโตซานก็มีบทบาทเช่นกัน ดังรูปที่ 1.9 

ถึงแม้ว่าจะไม่มีหลักฐานชัดเจนว่าหมู่ฟังก์ชันใดท่ีมีประสิทธิภาพในการท าให้อนุภาคนาโนทองค าเสถียร

ได้ดีท่ีสุด แต่ปฏิกิริยาระหว่างกันของโมเลกุลท่ีแตกต่างกันขึ้นอยู่กับประเภทของพันธะท่ีมีส่วนท าให้

อนุภาคนาโนทองค าเสถียร [11]  

 

รูปที่ 1.9 แรงระหว่างโมเลกุลของไคโตซานกับอนภุาคนาโนทองค า [11]  
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การศึกษาอิทธิพลของไคโตซานท่ีมีต่อ Au3+ ท าให้เกิดอนุภาคนาโนทองค า พบว่าได้อนุภาคนา
โนทองค าท่ีเกิดจากปฏิกิริยารีดักชันของ Au3+ ด้วยไคโตซาน [12] ดังรูปที่ 1.10 

 

 
รูปที่ 1.10 กลไกการเกิด AuNPs จากไคโตซาน [12]  

ความแตกต่างเนื่องจากการสูญเสียโปรตอนจาก AuCl4- และกลูโคซามีนจากไคโตซาน ซึ่ง
สามารถเพิ่มการสูญเสียโปรตรอนได้ เนื่องจากมีเอมีนปฐมภูมิ (primary amine) และหมูไ่ฮดรอกซิล 
(hydroxyl group) กลไกการเกิดปฏิกิริยาแสดงดังรูปที่ 1.11จะเห็นได้ว่ากลูโคซามีนสามารถ
ปลดปล่อยได้ 1 หรือ 2 โปรตอน 

 

 
รูปที่ 1.11 โคออดิเนช่ันระหว่างกลูโคซามีนกับ Au3+ [12]  

 

(1) การเช่ือมต่อระหว่างไนโตรเจนอะตอมของหมู่เอมนีบนกลูโคซามีนเป็นแบบแบบมอนอเดน
เทต (monodentate) 

(2) การเช่ือมต่อเป็นแบบไบเดนเตต (bidentate) ซึ่งเช่ือมระหว่างไนโตรเจนอะตอมของเอมีน

ปฐมภูมิและออกซิเจนอะตอมท่ีสูญเสียโปรตอนบนหมูไ่ฮดรอกซิล เกิดเป็นวงห้าเหล่ียมท่ีมี

ความเสถียร 

 



11 

 

1.2.7 ต้นเถาเอ็นอ่อน 

เถาเอ็นอ่อน (Cryptolepis buchanani Roem. & Schult.) จัดเป็นไม้เถาเล้ือยพาดพันกับ

ต้นไม้อื่น เป็นไม้เล้ือยจ าพวกเถาเนื้อแข็ง เถาล าต้นกลม เปลือกเถาเรียบหนาเป็นสีน้ าตาลอมสีด าหรือ

เป็นสีแดงเข้มและมีลายประตลอดเถา ยาวประมาณ 4-5 เมตร ก้านเล็ก มีสีเทาอมเขียวและไม่มีขนปก

คลุม เมื่อเถาแก่เปลือกจะหลุดลอกออกเป็นแผ่น ๆ มียางสีขาวข้นท้ังต้นดังรูปที่ 1.12 พรรณไม้ชนิดนี้

ขยายพันธุ์ด้วยวิธีการเพาะเมล็ด มักพบข้ึนตามป่าราบหรือตามท่ีรกร้าง ทางจังหวัดหวัดสระบุรี 

ส่วนประกอบต่าง ๆ ของพืชมีสรรพคุณต่าง ๆ ดังนี้  

 

(1) ราก เถา และใบมีรสขม เป็นยาเย็น มีพิษ ออกฤทธิ์ต่อหัวใจและตับ ใช้เป็นยาฟอกเลือด  

(2) เถาน ามาต้มกินจะช่วยท าให้จิตใจชุ่มช่ืน  

(3) เมล็ดมีรสขมเมา สรรพคุณเป็นยาขับลมในล าไส้และในกระเพาะอาหาร ท าให้ผายและเรอ ช่วย

แก้อาการจุกเสียดแน่นท้อง  

(4) เถาใช้แก้อาการฟกช้ าด าเขียว  

(5) ใบและเถามีสรรพคุณเป็นยาบ ารุงเส้นเอ็น แก้อาการปวดเมื่อย โดยใบมีรสชวนให้คล่ืนไส้ ใช้ท า

เป็นลูกประคบ แก้ปวดเส้นเอ็น ช่วยคลายเส้นเอ็น ท าให้เส้นเอ็นท่ีตึงยืดหย่อน ส่วนเถามีรสขม 

แก้เส้นเอ็นพิการ เส้นแข็ง แก้อาการปวดเมื่อยเส้นเอ็น แก้อาการปวดบวม ปวดเมื่อยตาม

ร่างกาย ปวดหลัง แก้ขัดยอก [13]  

      

รูปที่ 1.12 ต้นเถาเอ็นอ่อน [13]  
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จากงานวิจัยของ Laupattarakasem และคณะ [14] ได้ท าการศึกษาต้นเถาเอ็นอ่อนในภาคใต้

ของประเทศไทย โดยล าต้นสามารถน ามาใช้ในการรักษาการอักเสบ เช่น โรคข้ออักเสบ กล้ามเนื้อ

อักเสบ และอาการบาดเจ็บของข้อต่อ ต่อมา Vinayaka และคณะ [15] พบว่าสารสกัดจากต้นเถา

เอ็นอ่อนมีฤทธิ์ในการต่อต้านเช้ือรา ท่ีเป็นสาเหตุของโรคกลาดเกล้ือน 

นอกจากนี้ในน้ ายางพบเอ็นไซม์คริปโตเลเปน (Cryptolepain) ท่ีประกอบไปด้วยกรดอะมิโน          

ดังรูปที่ 1.13 คือ ทริปโตแฟน ไทโรซีน ซีสเทอีน ซึ่งต่อกันด้วยพนัธะไดซัลไฟด์ [16-17] จึงสามารถ

น าไปใช้ในการสังเคราะห์อนุภาคนาโนทองค าได้  

 

(a)                                    (b)    (c) 

รูปที่ 1.13 โครงสร้างของกรดอะมิโน (a) ทริปโตแฟน (b) ไทโรซีน (c) ซีสเทอีน 

 

1.2.8 การต่อต้านอนุมูลอิสระ (DPPH Radical-Scavenging Activity Assay) 

 อนุมูลอิสระ (free radical ) คือ โมเลกุลท่ีมีอิเล็กตรอนคู่โดดเด่ียวอยู่รอบนอกและมีอายุส้ัน

มาก จึงจัดเป็นโมเลกุลท่ีไม่เสถียรและว่องไวต่อการเกิดปฏิกิริยาเคมี จึงมีความไวสูงในการเข้าท า

ปฏิกิริยากับสารชีวโมเลกุลในร่างกาย ท าลายสมดุลของระบบต่าง ๆ โดยการท าลายองค์ประกอบหลัก

ของเซลล์ สามารถแตกพันธะเปปไทด์ของโปรตีน ท าให้โปรตีนไม่สามารถท างานได้ตามปกติ โดยท่ัวไป

อนุมูลอิสระจะท าปฏิกิริยากับสารอื่น ใน 2 รูปแบบ คือ โดยการดึงเอาอะตอมไฮโดรเจนมาจากสาร

โมเลกุลท่ีอยู่ข้างเคียงและการเพิ่มโมเลกุลของออกซิเจนเข้าไป เพื่อให้เกิดเป็นอนุมูลเปอร์ออกซิล 

(peroxyl radical) 

 สารท่ีน ามาใช้ต่อต้านหรือยับยัง้การเกิดอนุมูลอิสระ เรียกว่า สารต้านอนุมูลอิสระ เป็นสารท่ีท า

หน้าท่ีต่อต้านหรือยับยั้งการเกิดปฏิกริยาออกซิเดชัน จึงช่วยยับยั้งอนุมูลอิสระไม่ใหท้ าลายองค์ประกอบ

ของเซลล์ ซึ่งสารต่อต้านอนุมูลอิสระในธรรมชาติ ได้แก่ สารเคมีจากพืช ผัก ผลไม้ สมุนไพร ชา เป็นต้น 

โดยพบสารส าคัญหลายชนิดได้แก่ สารประกอบฟีนอล วิตามินซี เบต้าแคโรทีน แคโรทีนอยด์ เป็นต้น 

https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B8%B4%E0%B8%9B%E0%B9%82%E0%B8%95%E0%B9%81%E0%B8%9F%E0%B8%99
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B8%B4%E0%B8%9B%E0%B9%82%E0%B8%95%E0%B9%81%E0%B8%9F%E0%B8%99
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 DPPH Radical-Scavenging Activity Assay ใช้อนุมูลอิสระ DPPH• เป็นอนุมูลท่ีมีไนโตรเจน

ท่ีคงตัว มีสีม่วงอยู่ในรูปอนุมูลอยู่แล้ว โดยไม่ต้องท าปฏิกิริยาเพื่อให้เกิดอนุมูลอิสระ การวิเคราะห์เป็น

การวัดความสามารถในการรีดิวซ์ ซึ่งถ้ามีฤทธิ์ในการต่อต้านอนุมูลอิสระจะเปล่ียนจากสีม่วงไปเป็น       

สีเหลือง โดยวัดการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 517 นาโนเมตร ดังรูปที่ 1.14 

 

รูปที่ 1.14 หลักการของ DPPH Radical-Scavenging Activity Assay [18] 

 

1.2.8 การศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์ (MTT assay) 

หลักการท างานของ MTT assay คือเซลล์ซึ่งยังมีชีวิตอยู่เท่านั้นท่ีสามารถใช้ enzyme 

succinate dehydrogenase เปล่ียน MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyl 

tetrazolium bromide) ให้เป็น formazan โดยปฎิกริยารีดักชัน ดังรูปที่ 1.15 โดยผลึกของ 

formazan ท่ีได้มีสีม่วงน้ าเงิน และมีความสามารถดูดกลืนแสงสูงสุดท่ีช่วงความยาวคล่ืนประมาณ    

550-600 nm การดูดกลืนแสงเป็นสัดส่วนโดยตรงกับความเข้มข้นของสีม่วงน้ าเงินหรือปริมาณ 

formazan ท่ีเกิด แปรผันโดยตรงกับปริมาณของ succinate dehydrogenase enzyme ซึ่งขึ้นกับ

จ านวนเซลล์ท่ีมีชีวิต ดังนั้น จึงสามารถวัดปริมาณเซลล์ท่ีมีชีวิตอยู่ โดยการวัดปริมาณ formazan ท่ีเกิด

จากการเปล่ียนแปลง MTT ภายในเซลล์ 

 

รูปที่ 1.15 หลักการของ MTT assay [19] 
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1.3 งานวิจัยที่เก่ียวข้อง 

 การสังเคราะห์ AuNPs ให้มีขนาดเล็กและมีความเสถียรสูง มีการใช้สารเคมีทีส่งผลเสียต่อ

ส่ิงแวดล้อม ซึ่งในปัจจุบันได้น าวัสดุจากธรรมชาติมามีบทบาทในการสังเคราะห์ ได้แก่ ยางของต้นไม้, 

โปรตีน, สารพฤกษเคมีต่าง ๆ เป็นต้น เนื่องจากเป็นมิตรต่อส่ิงแวดล้อมและได้ประสิทธิภาพท่ีดี โดย

จ าเป็นจะต้องมีบทบาทเป็นตัวรีดิวซ์และท าให้เสถียร 

 ต่อมา Makarov และคณะ [20] ได้ท าการศึกษาการสังเคราะห์อนุภาคนาโนของโลหะ โดยใช้

พืช พบว่าสารท่ีมีบทบาทส าคัญในการเกิดปฏิกิริยายารีดักชันไปเป็นอนุภาคนาโนของโลหะท่ีแตกต่าง

กัน ซึ่งองค์ประกอบหลักท่ีท าหน้าท่ีเป็นตัวรีดิวซ์แสดงดังรูปที่ 1.16 

 

รูปที่ 1.16 องค์ประกอบหลักของชีวโมเลกุลในพืชท่ีท าหน้าท่ีในการสังเคราะห์อนุภาคนาโนของโลหะ 

(a) เทอร์พีนอยด ์(ยูจีนอล) (b,c) ฟลาโวนอยด์ (ลูทีโอลิน, เควอซิทิน)  

(d) เฮกโซส (e,f) กรดอะมิโน (ทริปโตแฟน, ไทโรซีน) [20]  

 

 จากการศึกษาพบว่าโปรตีนมีบทบาทในการสังเคราะห์อนุภาคระดับนาโนเมตรจากพืช 

เนื่องจากกรดอะมิโนท่ีแตกต่างกันจะมีประสิทธิภาพในการเช่ือมต่อกับโลหะและเป็นตัวรีดิวซ์ท่ีต่างกัน 

โดยพบว่าทริปโตแฟน (tryptophan) เป็นตัวรีดิวซ์ท่ีดีท่ีสุด ส าหรับไอออนของทอง แต่ฮิสทิดีน 

(histidine) สามารถเช่ือมต่อกับไอออนทองได้ดีท่ีสุด เนื่องจากกรดอะมิโนสามารถเช่ือมต่อกับไอออน

ของโลหะผ่านทางหมู่อะมิโนและคาร์บอนิลผ่านทางโครงสร้างหลักหรือโซ่ข้างของหมู่อะมิโน เช่น      

https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B8%B4%E0%B8%9B%E0%B9%82%E0%B8%95%E0%B9%81%E0%B8%9F%E0%B8%99
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B8%B4%E0%B8%9B%E0%B9%82%E0%B8%95%E0%B9%81%E0%B8%9F%E0%B8%99
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หมู่คาร์บอนิลของแอสปาร์ติก (aspartic) และกลูตามิก (glutamic) หรือไนโตรเจนในวงอิมิดาโซล 

(imidazole ring) ของฮิสทิดีน รวมถึงโซ่ข้างอื่น ๆ ท่ีสามารถเช่ือมต่อกับไอออนของโลหะได้ เช่น       

ไทออล (-SH) ของซีสเทอีน (cysteine), ไทโออีเทอร์ (-S-) และเมไทโอนีน (methionine), ไฮดรอกซิล 

(-OH) ของซีรีน (serine), ธรีโอนีน (threonine) และไทโรซีน (tyrosine), คาร์บอนิล (C=O) ของ

แอสพาราจีน (asparagine) และกลูตามีน (glutamine) [20]  

การศึกษาความสามารถในการรีดิวซ์ไอออนของโลหะ พบว่าหมู่ท่ีเกี่ยวข้องกับปฏิกิริยารีดักชัน

ของเงินคือ หมู่ไฮดรอกซิลของไทโรซีน หมู่คาร์บอนิลของกลูตามีนและแอสพาราจีน รวมถึงหมู่ไทออล 

ของซีสเทอีนและหมู่อะมิโนก็มีบทบาทในปฏิกิริยารีดักชันของโลหะอีกด้วย [20] 

กลไกการเกิดปฏิกิริยาในการสังเคราะห์อนุภาคนาโนของโลหะ โดยใช้พืช แบ่งออกเป็น 3 

ขั้นตอนดังรูปที่ 1.17 

(1) สภาวะกระตุ้น (the activation phase) ไอออนของโลหะเกิดปฏิกิริยารีดักชันและเกิดการ

รวมตัวของอนุภาคเกิดเป็นนิวเคลียส 

(2) สภาวะเจริญเติบโต (the growth phase) เกิดการรวมกันของอนุภาคโดยท่ีอนุภาคจะรวมตัว

กันจนมีขนาดใหญ่ขึ้นในขนาดนาโนเมตร 

(3) สภาวะสุดท้าย (the termination phase) ขนาดมีความคงท่ี เนื่องจากมีสารจากพืชท่ีเพิ่ม

ความเสถียร 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 1.17 กลไกการเกิดปฏิกิริยาในการสังเคราะห์อนุภาคนาโนของโลหะ โดยใช้พืช [20]  
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Shabestarian และคณะ [21] ได้ท าการสังเคราะห์อนุภาคนาโนทองค าจากสารสกัดจากซูแมค

และทดสอบฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ ซึ่งพบว่า AuCl4- สามารถออกซิไดซ์สารประกอบแทนนินและ 

ฟีนอล ท าให้หมู่ไฮดรอกซิลเปล่ียนไปเป็นหมูคาร์บอนิล และไพอิเล็กตรอน (π electron) ของหมูค่าร์

บอนิลเมื่อเข้าสู่กระบวนการแลกเปล่ียนอิเล็กตรอน (Red/Ox system) จะส่งอิเล็กตรอนให้ออร์บิทัลท่ี

ว่างของโลหะ เพื่อเปล่ียนเป็นอนุภาคของโลหะได้ ดังรูปที่ 1.18 ดังนั้นจึงมีการเสนอว่าสารประกอบ

ประเภทฟลาโวนอยด ์(flavonoid) แทนนิน (tannins) และสารประกอบฟีนอลอื่น ๆ สามารถท าหน้าท่ี

เป็น capping agent ในการสร้างอนุภาคนาโนทองค า ซึ่งมีส่วนช่วยในการรักษาความเสถียร  

 

รูปที่ 1.18 ความสามารถในการเป็นตัวรีดิวซ์ของ Tannins และ Flavoniod                                               
ในการสังเคราะห์อนุภาคนาโนทองค า [21] 

 
Das และคณะ [22] ใช้สารสกัดจากธรมชาติในการสังเคราะห์ คือ ยางจากต้นรัก (Calotropis 

procera) ท่ีมีลักษณะเป็นยางขุ่นสีขาว รวมถึงมีปริมาณโปรตีนสูง ซึ่งเป็นเอ็นไซม์ต่อต้านอนุมูลอิสระ   
มีเอนไซม์ซีสเตอีนโปรติเอส (cysteine protease) ท่ีมีหมู่ไทออลอิสระและทริปโตแฟน (tryptophan) 
พบว่าสามารถสังเคราะห์ได้อนุภาคท่ีมีความเสถียรสูงและมีความเข้ากันได้ทางชีวภาพ จึงสามารถน าไป
ประยุกต์ใช้ในด้านชีวการแพทย์ได้ 

  

 

 

https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B8%B4%E0%B8%9B%E0%B9%82%E0%B8%95%E0%B9%81%E0%B8%9F%E0%B8%99
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1.4 ขอบเขตงานวิจัย 

 ในงานวิจัยนี้จะเป็นการสังเคราะห์อนุภาคนาโนทองค าจากยางของเถาเอ็นอ่อน ท าการปรับ

ปริมาณของสารละลายกรดคลอโรออริก สารสกัดยางจากต้นเถาเอ็นอ่อนและโซเดียมไฮดรอกไซด์    

เพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการสังเคราะห์อนุภาคนาโนทองค า จากนั้นใช้ไคโตซานเพิ่มความเสถียร 

โดยอนุภาคนาโนทองค าท่ีสังเคราะห์ได้จะเกิดการเปล่ียนแปลงของสีจากสารละลายสีเหลืองไปเป็น

สารละลายแดงหรือม่วง ขึ้นกับสภาวะท่ีแตกต่างกัน โดยหาปริมาณโปรตีนด้วยวิธีลาวรี (Lowry 

method) ส่วนอนุภาคนาโนทองค าน าไปพิสูจน์เอกลักษณ์ด้วยเทคนิคอัลตราไวโอเลตและวิสิ

เบิลสเปกโทรสโคปี (UV-Vis spectroscopy) และกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM) 

น าไปตรวจสอบด้วยฟูเรียร์ทรานฟอร์มอินฟราเรดสเปกโทรสโกปี (FT-IR spectroscopy) จากนั้นน าไป

ทดสอบฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระและทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ปกติ 

 

1.5 วัตถุประสงค์ 

1. สังเคราะห์อนุภาคนาโนทองค าท่ีเสถียรด้วยไคโตซาน โดยใช้ยางจากเถาเอ็นอ่อน 

2.ทดสอบฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระของอนุภาคนาโนทองค าท่ีสังเคราะห์ได้ 

3. ทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ปกติและเซลล์มะเร็งของอนุภาคนาโนทองค าท่ีสังเคราะห์ได้ 

1.6 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

ได้อนุภาคนาโนทองค าท่ีเสถียรด้วยไคโตซาน โดยใช้ยางจากเถาเอ็นอ่อน มีฤทธิ์ในการต้าน

อนุมูลอิสระโดยไม่เป็นพิษต่อเซลล์ปกติและเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง 

 

 



 

บทที่ 2 

การทดลอง 

2.1 รายการเคร่ืองมือ อุปกรณ์ 
2.2.1 เคร่ืองมือ 

(1) ฟูเรียร์ทรานฟอร์มอินฟราเรดสเปกโทรสโกปี (FT-IR spectroscopy) 
(2) ยูวีวิสิเบิลสเปกโทรสโกปี (UV-Vis spectroscopy) 
(3) กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM) 

2.1.2 อุปกรณ์ 

(1) บิกเกอร์ 

(2) หลอดทดลอง 

(3) ไมโครปิเปต 

(4) แท่งแม่เหล็กกวนสาร 

(5) เครื่องให้ความร้อน 

(6) เทอร์โมมิเตอร์ 

(7) กระดาษวัดค่าพีเอช 

(8) เครื่องหมุนเหวียง 

(9) ขวดก าหนดปริมาตร 

2.2 รายการสารเคมี 

(1) สารละลายกรดคลอโรออริก (HAuCl4) 

(2) โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) 

(3) โซเดียมคาร์บอเนต (NaCO3) 

(4) คอปเปอร์ซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4.5H2O) 

(5) โซเดียมโพแทสเซียมทาร์เทรต (NaKC4H4O6.4H2O) 

(6) สารละลายโบวินซีรัมอัลบูมิน (bovine serum albumin) 

(7) ไคโตซาน 

(8) โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 

(9) โพแทสเซียมคลอไรด์ (KCl) 

(10) โพแทสเซียม ไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 

(11) ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) 
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(12) Folin & Ciocalteu’s phenol 

(13) 2,2-ไดฟินิล-1-ไพคริลไฮดราซิล (DPPH) 

(14) เอทานอล (CH3CH2OH) 

(15) กรดแกลลิก (C7H6O5) 

2.3 วิธีการทดลอง 

2.3.1 เตรียมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์  

เตรียมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ pH 7.4 โดยการช่ัง NaCl 80.0 

กรัม, KCl 2.0 กรัม, KH2PO4 2.7 กรัม, Na2HPO4 14.2 กรัม ลงในขวดวัดปริมาตร ปรับปริมาตรเป็น 1 

ลิตร เจือจางสารละลาย 10 เท่า จากนั้นปรับให้เป็นพีเอช 7.4  

2.3.2 เตรียมสารสกัดยางจากเถาเอ็นอ่อน 

1. ยางท่ีเก็บครั้งท่ี 1 น ายางท่ีเก็บจากต้นเถาเอ็นอ่อนละลายในสารละลายฟอสเฟสบัฟเฟอร์ 

pH 7.4 สัดส่วน 1:1 เก็บใส่ในขวดสีชา ท่ีอุณหภูมิ 4 °C  

2. ยางท่ีเก็บครั้งท่ี 2 เก็บยางมา 0.3434 กรัม ลงในสารละลายฟอสเฟสบัฟเฟอร์ pH 7.4 

ปริมาณ 5 mL 

2.3.3 หาปริมาณโปรตีนของสารสกัดยางจากเถาเอ็นอ่อนด้วยวิธีลาวรี (Lowry method) 

วิธีหาปริมาณโปรตีนที่มีความแม่นย าสูงจะต้องผ่านการไฮโดรไลซิสกรดอะมิโนด้วยกรด ซึ่งวิธีท่ี

ใช้ส่วนใหญ่มีความว่องไว (sensitivity) กับกรดอะมิโนท่ีเป็นองค์ประกอบของโปรตีน แต่ไม่สามารถหา

ความเข้มข้นที่แน่นอนได้ วิธีลาวรีไม่มีข้อจ ากัดนี้จึงมีความว่องไวและแม่นย าในการหาปริมาณโปรตีน

มาก จึงถูกน าไปใช้อย่างกว้างขวาง ไม่ว่าจะเป็นโปรตีนที่ผสมกันหรือสารสกัดหยาบ [23] 

วิธีนี้ได้พฒันาปรับปรุงจากปฏิกิริยาไบยูเรต (Biuret reaction) ท่ีเกิดจากพันธะเปปไทด์ของ

โปรตีนท าปฏิกิริยากับคอปเปอร์ภายใต้สภาวะเบส ท าให้เกิด Cu+ ซึ่งเกิดปฏิกิริยากับโฟลินรีเอเจนต์     

(Folin reagent) และ Folin-Ciocalteu reagent ซึ่งมีส่วนผสมของฟอสฟอโมลิบเดต 

(phosphomolybdate) และฟอสฟอโมทังสเตท (phosphotungstate) ได้สารละลายสีน้ าเงินเข้ม    

วิธีนี้มีสารเคมีท่ีไปรบกวนหลายชนิด ได้แก่ สารประกอบฟีนอล รวมทั้ง ฟนีิลอะลานีน ไทโรซีน      

และทริปโตเฟน น้ าตาลต่าง ๆ เช่น กลูโคส ซูโครส รวมทั้งกลีเซอรอล ไทออล และตัวรีดิวซ์ต่าง ๆ และ
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สามารถวัดโปรตีนได้ท่ีระดับความเข้มข้นของต่ า ๆ ท่ี 0.01 mg/mL และช่วงท่ีเหมาะสมในการหา

ปริมาณโปรตีน คือ 0.01-1.0 mg/mL ซึ่งขั้นตอนการเตรียมสารเคมีประกอบด้วย [24] 

(1) เตรียมสารละลายเชิงซ้อนท่ีประกอบด้วย 2% (w/v) Na2CO3 , 1% (w/v) CuSO4.5H2O และ 

2% (w/v) NaKC4H4O6.4H2O ละลายในน้ ากล่ันในอัตราส่วนต่อปริมาตร 100:1:1 ตามล าดับ 

(2) เตรียม 2M NaOH 

(3) 1 M Folin reagent 

(4) สารตัวอย่าง คือ ส่วนใสของสารสกัดยางจากเถาเอ็นอ่อน  

(5) สารละลายมาตรฐานโปรตีน bovine serum albumin 2 mg/mL เก็บไว้ในตู้เย็นอุณหภูมิ     
-20 °C ดังตารางที่ 2.1 

ตารางที่ 2.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐานโปรตีน bovine serum albumin ความเข้มข้นต่าง ๆ  

สารละลาย
มาตรฐาน (µL) 
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ความเข้มข้น

โปรตีน (µg/mL) 
0 10 20 50 100 200 500 1000 2000 

 
ขั้นตอนการทดลอง 

(1) น าสารตัวอย่างและสารละลายมาตรฐาน 0.1 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลองจากนั้นใส่       

2M NaOH น าไปวางบนเครื่องให้ความร้อนอุณหภูม ิ100°C เป็นเวลา 10 นาที ให้เกิดการ

ไฮโดรไลซิส 

(2) ท าให้เย็นลง โดยการวางท้ิงไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที 

(3) ใส่ 0.1 มิลลิลิตร Folin reagent โดยใช้เครื่องหมุนเหวี่ยง จากนั้นต้ังท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้องเป็น

เวลา 30-60 นาที (ไม่ควรเกิน 60 นาที) สารละลายจะเปล่ียนเป็นสีน้ าเงิน 

(4) น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 750 nm (ถ้ามีปริมาณโปรตีนน้อยกว่า 500 

µg/mL) หรือท่ีความยาวคล่ืน 500 nm (ถ้ามีปริมาณโปรตีนอยู่ระหว่าง 100-2000 µg/mL) 

(5) น าข้อมูลท่ีได้ไปสร้างกราฟมาตรฐาน เพื่อหาปริมาณโปรตีนในสารตัวอย่าง 
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2.3.4 เตรียมสารละลายไคโตซาน  

(1) ช่ังไคโตซาน 0.0584 กรัม ละลายในกรดอะซิติก 1% (v/v)  

(2) คนสารท่ีอุณหภูมิห้อง จนได้สารละลายสีเหลืองอ่อนจะได้สารละลานไคโตซานความ

เข้มข้น 0.05% (w/v) 

2.3.4 สังเคราะห์อนุภาคนาโนทองค าด้วยยางจากเถาเอ็นอ่อน 

(1) หาสภาวะท่ีเหมาะสมในการสังเคราะห์ โดยท าการทดลองโดยใช้ยางท่ีเก็บได้ 2 ครั้ง  

- ยางท่ีเก็บครั้งท่ี 1 ท าการปรับปริมาณ HAuCl4 ความเข้มข้น 104 ppm,         

สารสกัดยางจากเถาเอ็นอ่อน ความเข้มข้น 39 mg/mL, 3%NaOH              

และ 0.05% ไคโตซาน 

- ยางท่ีเก็บครั้งท่ี 2 ท าการปรับปริมาณ สารสกัดยางจากเถาเอ็นอ่อนความเข้มข้น 

และ 0.05% ไคโตซาน 

(2) ปิเปตส่วนใสของสารสกัดยางจากต้นเถาเอ็นอ่อน, NaOH โดยปรับปริมาตรท่ีแตกต่างกัน 

ลงไปหลอดทดลอง เพื่อหาอัตราส่วนท่ีเหมาะสม กรณีท่ีใช้ไคโตซานเพิ่มความเสถียรให ้    

ปิเปตลงไปด้วย จากนั้นใส่แท่งแม่เหล็กกวนสาร น าไปวางบนเครื่องให้ความร้อนอุณหภูมิ 

60°C เป็นเวลา 20 นาที 

(3) ปิเปต HAuCl4 ลงไป จากนั้นสังเกตการณ์เปล่ียนแปลงเป็นเวลา 1 ช่ัวโมง 

(4) สังเกตการณ์เปล่ียนแปลงของสี 

(5) น าไปทดสอบด้วย SEM และ FT-IR 

2.3.5 ทดสอบฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ (DPPH Radical-Scavenging Activity Assay) 

(1) เตรียม 0.1 mM DPPH ท่ีละลายในเอทานอล 

(2) จากนั้นน าไปผสมกับสารตัวอย่าง คือ อนุภาคนาโนทองค าท่ีสังเคราะห์ได้  

(3) ต้ังท้ิงไว้ให้เกิดการท าปฏิกิริยาในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 นาที  

(4) น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 517 nm โดยสามารถค านวณเปอร์เซ็นการ

ต้านอนุมูลอิสระได้ดังสมการ 
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DPPH radical-scavenging = [( Acontrol – Asample + A background )/  Acontrol] x 100 

Acontrol คือ ค่าการดูดกลืนแสงของ DPPH ท่ีละลายในเอทานอล 

Asample คือ ค่าการดูดกลืนแสงของ DPPH ท่ีละลายในเอทานอลผสมกับอนุภาคนาโนทองค าท่ี

สังเคราะห์ได้ในอัตราส่วนต่อปริมาตรท่ีเท่ากัน 

A background คือ ค่าการดูดกลืนแสงของเอทานอลผสมกับอนุภาคนาโนทองค าท่ีสังเคราะห์ได้ใน

อัตราส่วนต่อปริมาตรท่ีเท่ากัน 

2.3.6 การศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์ (MTT assay) 

(1) ปิเปตเซลล์ปกติจากเนื้อเยื่อใต้ผิวหนังของหนู L929 และเซลล์มะเร็งช่องปาก KB ท่ีท าการ

เพาะเล้ียงลงไปใน 96-well culture plate ปริมาณ 200 µL 

(2) น าเซลล์ท่ีอยู่ใน 96-well culture plate มาบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ภายใต้

สภาพบรรยากาศท่ีมี 5% ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 

(3) เตรียมสารละลายอนุภาคนาโนทองค าท่ีไม่เติมและเติมไคโตซาน ความเข้มข้นต่าง ๆ คือ       

500, 250, 125, 62.50, 31.25, 15.63, 7.81, 3.91 และ 0.98 µM   

(4) ปิเปตเซลล์ท่ีอยู่ใน 96-well culture plate ปริมาตร 20 µL จากนั้นปิเปตอนุภาคนาโน

ทองค าท่ีเตรียมไว้ ปริมาตร 20 µL ดังนั้นความเข้มข้นสุดท้ายใน 96-well culture plate คือ 

50, 25, 12.50, 6.25, 3.13, 1.56, 0.78, 0.39, 0.20 และ 0.10 µM น ามาบ่มต่อท่ีอุณหภูมิ 

37 °C เป็นเวลา 3 วัน ภายใต้สภาพบรรยากาศท่ีมี 5% ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 

(5) ปิเปต MTT ท่ีความเข้มข้น 5 mg/mL ปริมาตร 10 µL ลงใน 96-well culture plate 

จากนั้นท้ิงไว้ 4 ช่ัวโมง 

(6) จะเกิดผลึกของ formazan ท่ีก้นหลุม จากนั้นดูดอาหารเล้ียงเซลล์และ MTT ออกจากหลุม

และเติม DMSO ปริมาตร 150 µL เพื่อละลายผลึก formazan 

(7) น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 nm โดยจะท าการทดลอง 3 ซ้ า และสามารถ

ค านวณเปอร์เซ็นต์การอยู่รอดของเซลล์ได้ดังนี้ 

% การอยู่รอดของเซลล์ =  
ค่าการดดูกลืนแสงของเซลลท่ี์ใส่อนภุาคนาโนทองค า

ค่าการดูดกลืนแสงของเซลล์ที่ไม่ใส่อนภุาคนาโนทองค า
 x100 

 

 



 

บทที่ 3 
ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 

 

3.1 การหาปริมาณโปรตีนของสารสกัดยางจากต้นเถาเอ็นอ่อนด้วยวิธีลาวรี (Lowry method) 
ตารางที 3.1 ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานโปรตีน bovine serum albumin และสาร
สกัดจากยางของต้นเถาเอ็นอ่อน (ยางท่ีเก็บครั้งท่ี 1) 

ความเข้มข้นของโปรตีน 
(µg/mL) 

ค่าการดูดกลืนแสง
ท่ี 750 nm 

ความเข้มข้นของโปรตีน 
(µg/mL) 

ค่าการดูดกลืนแสง
ท่ี 750 nm 

0 0.032 200 0.109 
10 0.039 500 0.221 
20 0.040 1000 0.374 
50 0.057 2000 0.504 

100 0.074 
สารสกัดยางท่ีเจือจาง 

10 เท่า 0.128 
 

 

รูปที่ 3.1 กราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานโปรตีน bovine serum albumin pH 7.0           

ท่ี 750 nm (ยางท่ีเก็บครั้งท่ี 1) 

พบว่าจากการทดลองหาปริมาณโปรตีนจากยางท่ีเก็บครั้งท่ี 1 จากกราฟมาตรฐาน ได้สมการ

เป็น y = 0.0003x + 0.0378 ,R² = 0.9973 ดังรูปที่ 3.1 จะได้ความเข้มข้นโปรตีนคือ 39 mg/mL  

y = 0.0003x + 0.0378
R² = 0.9973
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ตารางที 3.2 ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานโปรตีน bovine serum albumin และสาร
สกัดจากยางของต้นเถาเอ็นอ่อน (ยางท่ีเก็บครั้งท่ี 2) 

ความเข้มข้นของโปรตีน 
(µg/mL) 

ค่าการดูดกลืนแสง
ท่ี 750 nm 

ความเข้มข้นของโปรตีน 
(µg/mL) 

ค่าการดูดกลืนแสง
ท่ี 750 nm 

0 0.079 200 0.147 
10 0.076 500 0.238 
20 0.078 1000 0.346 

50 0.086 
สารสกัดยางท่ีเจือจาง 

20 เท่า 0.212 
 

 

รูปที่ 3.2 กราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานโปรตีน bovine serum albumin pH 7.0           
ท่ี 750 nm (ยางท่ีเก็บครั้งท่ี 2) 

 
พบว่าจากการทดลองหาปริมาณโปรตีนจากยางท่ีเก็บครั้งท่ี 2 จากกราฟมาตรฐาน ได้สมการ

เป็น y = 0.0003x + 0.03793 ,R² = 0.9877 ดังรูปที่ 3.2 จะได้ความเข้มข้นโปรตีนคือ 29 mg/mL  
แสดงว่าในสารสกัดยางจากเถาเอ็นอ่อนมีโปรตีน สอดคล้องกับงานวิจัยท่ีผ่านมา ท่ีพบว่าในน้ ายางของ
เถาเอ็นอ่อนพบ เอ็นไซม์คริปโตเลเปน (Cryptolepain) ท่ีประกอบไปด้วยกรดอะมิโน ทริปโตแฟน    
ไทโรซีน ซีสเทอีน [17] 

 

y = 0.0003x + 0.0793
R² = 0.9877
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https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B8%B4%E0%B8%9B%E0%B9%82%E0%B8%95%E0%B9%81%E0%B8%9F%E0%B8%99
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3.2 การสังเคราะห์อนุภาคนาโนทองค าโดยใช้สารสกัดยางจากเถาเอ็นอ่อน (ยางที่เก็บคร้ังท่ี 1) 

 3.2.1 การปรับปริมาณ HAuCl4 

จากการหาสภาวะท่ีเหมาะสมโดยการปรับปริมาณ HAuCl4 ดังรูปที่ 3.3 พบว่าจะเกิดอนุภาค

นาโนทองค าเป็นสารละลายสีม่วงดังรูปที่ 3.3(b)  ในสภาวะท่ีใช้ HAuCl4 104 ppm ปริมาณ 5 µL 

และสารสกัดยางจากเถาเอ็นอ่อน 39 mg/mL ปริมาณ 50 µL และเมื่อมีปริมาณ HAuCl4 มากเกินไป

จะเกิดเป็นตะกอน เนื่องจากสารท่ีท าหน้าท่ีเป็นตัวรีดิวซ์และเพิ่มความเสถียรจากสารสกัดยางเถา

เอ็นอ่อน คือเอนไซม์คริปโตเลเปนท่ีมีน้อยเกินไป ท าใหไ้ม่มีความสามารถมากพอ จึงเกิดจากการรวมตัว

กันเองของไอออนของทอง และเมื่อมีปริมาณ HAuCl4 น้อยเกินไป ท าให้ไม่สามารถเป็นตัวรีดิวซ์เพื่อ

เปล่ียน Au3+ ไปเป็น Au0 ได้ ดังนั้นจึงท าการหาปริมาณท่ีเหมาะสมของ HAuCl4 และสารสกัดยางจาก

เถาเอ็นอ่อน เนื่องจากสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีจะเกิดอนุภาคนาโนทองค า จะต้องมีหมู่ไฮดรอกซิลท่ีเพียงพอ

จากเอ็นไซม์คริปโตเลเปน ท่ีมีไทโรซีนเป็นสารประกอบฟีนอล รวมถึงทริปโตแฟนและซีสเทอีน สามารถ

เป็นตัวรีดิวซ์อนุภาคนาโนทองค า รวมทั้งหมู่ฟังก์ชันอื่น ๆ ในเอนไซม์ เช่น หมู่คาร์บอนิล หมู่อะมิโน   

หมู่ไทออล สามารถเช่ือมต่อกับอนุภาคนาโนทองค า และท าให้อนุภาคมีความเสถียรได้ 

 

 

รูปที่ 3.3 อนุภาคนาโนทองค าท่ีได้จากการปรับปริมาณ  

HAuCl4 (µL) เมื่อใช้สารสกัดยางจากเถาเอ็นอ่อน 50 µL 

(a) 2 (b) 5 (c) 10 (d) 20 (e) 40 (f) 50 µL 

 
 
 
 
 

https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B8%B4%E0%B8%9B%E0%B9%82%E0%B8%95%E0%B9%81%E0%B8%9F%E0%B8%99
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3.2.2 การปรับปริมาณ HAuCl4 และสารสกัดยางจากเถาเอ็นออ่น 

เมื่อท าการปรับปริมาณ HAuCl4 และสารสกัดยางจากเถาเอ็นอ่อนท่ีแตกต่างกัน ดังรูปที่ 3.4

พบว่าได้อนุภาคนาโททองค าท่ีมีสีต่างกัน ดังรูปที่ 3.4(a) ได้เป็นสารละลายใสสีม่วง เกิดจากการใช้ 

HAuCl4 5 µL และสารสกัดยางจากเถาเอ็นอ่อน 100 µL และรูปที่ 3.4(e) ได้เป็นสารละลายสีม่วงแดง 

เกิดจากการใช้ HAuCl4 10 µL สารสกัดยางจากเถาเอ็นอ่อน 200 µL ซึ่งสอดคล้องปรากฎการณ์เซอร์

เฟซพลาสมอนเรโซแนนซ์ท าให้เห็นสีของอนุภาคนาโนทองค าเป็นสีแดง จากกลไกการเกิดอนุภาคนาโน

ทองค า คือ ตัวรีดิวซ์จะท าหน้าท่ีเปล่ียน Au3+ ไปเป็น Au0 ต่อมาเกิดสภาวะเจริญเติบโต ซึ่งเกิดการ

รวมกันของอนุภาคโดยท่ีอนุภาคจะรวมตัวกันจนมีขนาดใหญ่ขึ้นในขนาดนาโนเมตร และจากนั้นจะมี

สารเพิ่มความเสถียรล้อมรอบอนุภาคท าให้ขนาดคงท่ีได้ จากการท่ีเห็นเป็นสีม่วงจึงเกิดจากการรวมตัว

กันของอนุภาคนาโนทองค าให้มีขนาดใหญ่ขึ้น เพราะมีเอนไซม์ท่ีใช้เป็นตัวรีดิวซ์และตัวเพิ่มความเสถียร

ท่ีล้อมรอบอนุภาคน้อยเกินไป อนุภาคจึงรวมตัวกัน ดังนั้นปริมาณกรดคลอโรออริกกับสารสกัดยางจาก

เถาเอ็นอ่อนท่ีเหมาะสม คือ 10 µL และ 200 µL ตามล าดับ 

 

รูปที่ 3.4 อนุภาคนาโนทองค าท่ีได้จากการปรับปริมาณ 

HAuCl4 (µL) : สารสกัดยางจากเถาเอ็นอ่อน (µL) 

(a) 5:100 (b) 10:100 (c) 20:100 (d) 5:200 (e) 10:200 (f) 20:200 

(g) 5:400 (h) 10:400 (i) 20:400 (j) 5:600 (k) 10:600 (l) 20:600 

(m) 5:800 (n) 10:800 (o) 20:800 (p) 5:900 (q) 10:900 (r) 20:900 
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3.2.3 การปรับปริมาณ NaOH 

ต่อมาน ามาศึกษาผลของ NaOH โดยจากผลการทดลอง ดังรูปที่ 3.5 การปรับปริมาณ 3% 
NaOH พบว่าเมื่อใช้ 10 µL ท่ี pH เท่ากับ 11 และเมื่อใส่ HAuCl4 ได้สารละลายเป็นสีม่วงแดง ซึ่งมี
ลักษณะสอดคล้องกับอนุภาคนาโนทองค าท่ีเหมาะสมท่ีสุด เนื่องจาก NaOH มีหน้าท่ีในการไปรับ
โปรตอนจากหมู่ไฮดรอกซิลของไทโรซีน ท่ีพบในสารสกัดยางจากเถาเอ็นอ่อนเพื่อเปล่ียนไปเป็น        
หมู่คาร์บอนิล ท าให้สามารถเป็นตัวรีดิวซ์เปล่ียน Au3+ ไปเป็น Au0 ได้ซึ่ง pH ท่ีเหมาะสมในการท างาน
ของเอ็นไซม์คริปโตเลเปน อยู่ในช่วง 8-10.5 และอุณหภูมิท่ีเหมาะสม คือ 60-75°C [17] ดังนั้นสภาวะ
ท่ีเหมาะสมในการสังเคราะห์อนุภาคนาโนทองค าด้วยยางจากเถาเอ็นอ่อน คือ HAuCl4 104 ppm 
ปริมาณ 10 µL สารสกัดยางจากเถาเอ็นอ่อน 39 mg/mL ปริมาณ 200 µL และ  3% NaOH 10 µL 
โดยท าการทดลองท่ีอุณหภูมิ 60°C ระยะเวลา 60 นาที 

 

รูปที่ 3.5 อนุภาคนาโนทองค าท่ีได้จากปริมาณ 3% NaOH ท่ีแตกต่างกัน 

 (a) 5 µL (b) 10 µL (c) 20 µL 

 

 3.2.4 การศึกษาระยะเวลาในการเก็บรักษาสารสกัดยากจากเถาเอ็นอ่อน 

จากผลการทดลอง พบว่าประสิทธิภาพในการเป็นตัวร ีรีดิวซ์และตัวเพิ่มความเสถียรของสาร
สกัดจากยางจากเถาเอ็นอ่อนลดลงเรื่อย ๆ เมื่อเก็บไว้นานขึ้นดังรูปที่ 3.6 เนื่องจากเอนไซม์สามารถ
เส่ือมสภาพอาจเกิดจากอุณหภูมิท่ีเก็บไม่ถึง 4 °C จึงมีข้อจ ากัดในด้านเวลาในการเก็บรักษา ดังนั้นการ
สังเคราะห์อนุภาคนาโนทองค า ด้วยการใช้สารสกัดยางจากเถาเอ็นอ่อน จึงควรน ามาทดลองให้รวดเร็ว
ท่ีสุด เพื่อให้เอนไซม์ยังคงเป็นตัวรีดิวซ์และเพิ่มความเสถียรให้กับอนุภาคได้ 
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รูปที่ 3.6 อนุภาคนาโนทองค าท่ีได้จากระยะเวลาในการเก็บรักษาสารสกัดยางจากเถาเอ็นอ่อน                   
ท่ีแตกต่างกัน (1) 10 วัน (2) 13 วัน (3) 1 เดือน 17 วัน 

 

3.2.5 การเพิ่มความเสถียรด้วยไคโตซาน 

และเพื่อให้อนุภาคนาโนทองค าท่ีสังเคราะห์มีความเสถียรมากขึ้น ต่อมาจึงน าไคโตซานมาช่วย

เพิ่มความเสถียรให้กับอนุภาคนาโนทองค า ดังรูปที่ 3.7 จะเห็นว่าเมื่อใช้ไคโตซาน 50 µL และ 100 µL 

เกิดอนุภาคนาโนทองค าท่ีมีสีตะกอนท่ีแตกต่างกัน คือ ตะกอนสีชมพูและม่วง โดยเมื่อใช้ปริมาณไคโต-

ซานมากขึ้น จะท าให้อนุภาคนาโนทองค าขนาดใหญ่มากขึ้น เนื่องจากไคโตซานละลายได้ในสภาวะกรด

อ่อน จึงต้องปรับสภาวะให้ได้ pH 11 โดยสารละลาย NaOH และ pH จะลดลง เมื่อเติมกรดคลอโรออ

ริก และไคโตซานมี pka เท่ากับ 6.4 ท าใหไ้คโตซานบางส่วนสามารถตกตะกอนได้ จึงมีข้อสันนิษฐานว่า

มีไคโตซานตกตะกอนปนอยู่ในสารละลายด้วย ท าให้ไม่สามารถควบคุมขนาดอนุภาคได้  

 

รูปที่ 3.7 อนุภาคนาโนทองค าท่ีเสถียรด้วยไคโตซานปริมาณแตกต่างกัน 

(a) 50 µL (b) 100 µL (c) 200 µL (d) 300 µL (e) 400 µL 
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จากผล SEM ดังรูปที่ 3.8 พบตะกอนของไคโตซาน โดยอนุภาคนาโนทองค าสามารถเกาะอยู่
บนไคโตซาน ซึ่งจากงานวิจัยพบว่า ไคโตซานสามารถควบคุมขนาดอนุภาคได้ ในสภาวะท่ีมีความเป็น
กรดอ่อน เนื่องจากจะเกิดแรงระหว่างโมเลกุล R-NH3

+ และ CH2 ของดีกลูโคซามีนบนโครงสร้างของ   
ไคโตซาน ท าให้อนุภาคนาโนทองค ามีความเสถียรได้ [11] ดังนั้นใน pH ท่ีเหมาะสมในการทดลองนี้   
ไคโตซานจึงไม่เหมาะในการควบคุมขนาดอนุภาค 

     

(a) 

 

(b) 

รูปที่ 3.8 SEM ของอนุภาคนาโนทองค าท่ีเสถียรด้วยไคโตซานปริมาณท่ีแตกต่างกัน 

(a) 50 µL (b) 100 µL 
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3.3 การสังเคราะห์อนุภาคนาโนทองค าโดยใช้สารสกัดยางจากเถาเอ็นอ่อน (ยางที่เก็บคร้ังที่ 2) 

3.3.1 การปรับปริมาณสารสกัดยางจากเถาเอ็นอ่อนทีแ่ตกต่างกัน 

จากนั้นเมื่อได้สภาวะท่ีเหมาะสมในการสังเคราะห์อนุภาคนาโนทองค า จึงน ามาท าการทดลอง
กับยางท่ีเก็บได้ในครั้งท่ี 2 พบว่าจากรูปที่ 3.9 เมื่อใช้ปริมาณสารสกัดยางจากเถาเอ็นอ่อนท่ีแตกต่างกัน 
พบว่าเมื่อใช้สารสกัดยางจากเถาเอ็นอ่อน 100 µL เกิดเป็นสารละลายใสสีชมพู และจากนั้นน าไปพิสูจน์
เอกลักษณ์ด้วยเทคนิค UV-Vis ดังรูปที่ 3.10 พบพีคของเซอร์เฟซพลาสมอนเรโซแนนซ์ ดูดกลืนแสง    
ท่ีความยาวคล่ืน 531 nm ส่วนเมื่อใช้สกัดยางจากเถาเอ็นอ่อน 200 µL และ 300 µL ไม่พบพีค
เอกลักษณ์ของอนุภาคนาโนทองค า ดังนั้นสภาวะท่ีเหมาะสมในการสังเคราะห์อนุภาคนาโนทองค าด้วย
ยางจากเถาเอ็นอ่อน คือ HAuCl4 104 ppm ปริมาณ 10 µL สารสกัดยางจากเถาเอ็นอ่อน 28.8 
mg/mL ปริมาณ 100 µL และ 3% NaOH 10 µL โดยท าการทดลองท่ีอุณหภูมิ 60°C ระยะเวลา 60 
นาที ซึ่งจะเห็นว่าสภาวะท่ีใช้ในการทดลองใกล้เคียงกับการใช้ยางจากการเก็บครั้งท่ี 1 แตกต่างกันท่ี
ความเข้มข้นของโปรตีนในสารสกัดยางจากเถาเอ็นอ่อน เนื่องจากไม่สามารถท่ีจะเก็บยางแต่ละครั้งให้มี
ปริมาณโปรตีนที่เท่ากันได้ และเกิดความคลาดเคล่ือนในการหาปริมาณโปรตีนด้วย Lowry method 
ท าให้เมื่อได้ยางมาท าการทดลองในแต่ละครั้งจึงต้องท าการหาปริมาณโปรตีนก่อน จากนั้นน ามาปรับ
ปริมาณสารสกัดยางจากเถาเอ็นอ่อนให้เหมาะสมในการสังเคราะห์อนุภาคนาโนทองค า 

 

 

รูปที่ 3.9 อนุภาคนาโนทองค าท่ีสังเคราะห์จากสารสกัดยางจากเถาเอ็นอ่อนปริมาณท่ีแตกต่างกัน 

(a) 100 µL (b) 200 µL (c) 300 µL 
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รูปที่ 3.10 UV-Vis spectra ของอนุภาคนาโนทองค าท่ีสังเคราะห์จากสารสกัดยางจากเถาเอ็นอ่อน      
ปริมาณท่ีแตกต่างกัน  

 

3.3.2 การปรับปริมาณไคโตซานที่แตกต่างกัน 

จากนั้นน าสภาวะท่ีเหมาะสมในการสังเคราะห์อนุภาคคนาโนทองค า โดยใช้ยางจากเถา
เอ็นอ่อนมาเพิ่มความเสถียรด้วยการใช้ไคโตซาน พบว่า สามารถสังเคราะห์อนุภาคนาโนทองค าได้      
ดังรูปที่ 3.11 ซึ่งได้สีท่ีแตกต่างกันไป เมื่อน าไปพิสูจน์เอกลักษณ์ด้วยเทคนิค UV-Vis ดังรูปที่ 3.12    
พบพีคของเซอร์เฟซพลาสมอนเรโซแนนซ์ ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 544 nm 533 nm 538 nm 
530 nm เมื่อใช้ปริมาณไคโตซานมากขึ้นตามล าดับ และจะสังเกตุเห็นว่า intensity ลดน้อยลง 
เนื่องจากไคโตซานสามารถน ามาใช้เป็นตัวรีดิวซ์ได้ แต่มีความสามารถในการเป็นตัวรีดิวซ์ท่ีไม่ดีและ
โครงสร้างสามารถสลายตัวเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น เนื่องจากเมื่อเติมไคโตซานมากขึ้น ท าให้มีการเติม NaOH 
เพื่อปรับให้เป็น pH 11 ไคโตซานบางส่วนตกตะกอน จึงมีความสามารถในการรีดิวซ์และเพิ่มความ
เสถียรให้กับอนุภาคได้น้อยลง intensity จึงลดลง ดังนั้นปริมาณไคโตซานท่ีเหมาะสมในการสังเคราะห์
อนุภาคนาโนทองค าด้วยยางจากเถาเอ็นอ่อน คือ 25 µL  
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รูปที่ 3.11 อนุภาคนาโนทองค าท่ีสังเคราะห์ท่ีเสถียรด้วยไคโตซานปริมาณท่ีแตกต่างกัน 

(a) 25 µL (b) 50 µL (c) 100 µL (d) 200 µL 

 

 

รูปที่ 3.12 UV-Vis spectra ของอนุภาคนาโนทองค าท่ีเสถียรด้วยไคโตซานปริมาณท่ีแตกต่างกัน 
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3.3.3 เปรียบเทียบอนุภาคนาโนทองค าที่ไม่เติมและเติมไคโตซานและเติมพูลลูแลน 

จากนั้นจึงน าสภาวะท่ีเหมาะสมในการสังเคราะห์อนุภาคนาโนทองค า โดยใช้ยางจากเถา
เอ็นอ่อน พบว่าพีคเอกลักษณ์ของอนุภาคนาโนทองค าท่ีใกล้เคียงกันดังรูปที่ 3.14 โดยอนุภาคนาโน
ทองค าท่ีไม่เติมไคโตซาน พบพีคของเซอร์เฟซพลาสมอนเรโซแนนซ์ (SPR) ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 
527 nm และเมื่อเติมไคโตซาน SPR ดูดกลืนแสงท่ี 539 nm ซึ่งมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 30 และ 60 
nm ตามล าดับ เนื่องจากพีคของ SPR จะขึ้นอยู่กับขนาดของอนุภาค โดยดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน
มากขึ้น เมื่อมีขนาดอนุภาคใหญ่ขึ้น เนื่องจากอนุภาคท่ีมีขนาดใหญ่จะมีช่องว่างระหว่างพลังงานท่ีแคบ
ลง ท าให้ดูดกลืนแสงท่ีความความคล่ืนมากขึ้น 

จะเห็นว่าสารสกัดยางจากเถาเอ็นอ่อนสามารถท าหน้าท่ีเป็นตัวรีดิวซ์และเพิ่มความเสถียรให้
อนุภาคนาโนทองค าได้ดีกว่าการเติมไคซานลงไป เนื่องจากท าให้ได้อนุภาคท่ีมีขนาดเล็กกว่า และเมื่อ
น าไปเปรียบเทียบกับพูลลูแลนซึ่งเป็นพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีสามาถเพิ่มความเสถียรได้เช่นกัน พบพีคของ 
เซอร์เฟซพลาสมอนเรโซแนนซ์ ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 529 nm มีขนาด 40 nm ซึ่งใกล้เคียงกับ
การไม่เติมไคโตซาน พูลลูแลนจึงสามารถควบคุมขนาดอนุภาคได้ดีกว่าไคโตซาน เนื่องจากมีหมู่ไฮดรอก
ซิลเป็นองค์ประกอบ และท่ี pH 7 เป็น pH เหมาะสมในการทดลอง ไคโตซานไม่สามารถควบคุมขนาด
อนุภาคในสภาวะท่ีเป็นกลาง เนื่องจากแรงระหว่างโมเลกุล R-NH3

+ และ CH2 ของดีกลูโคซามีนบน
โครงสร้างของไคโตซาน ในสภาวะกรดอ่อน ท าให้อนุภาคนาโนทองค ามีความเสถียรได้ [11] ดังนั้นใน 
pH ท่ีเหมาะสมในการทดลองนี้ ไคโตซานจึงไม่สามารถท าให้อนุภาคเสถียรได้ 

 

 

รูปที่ 3.13 อนุภาคนาโนทองค าท่ีสังเคราะห์ได้ 

(a) ไม่เติมไคโตซาน (b) เติมไคโตซาน (c) เติมพูลลูแลน 
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รูปที่ 3.14 UV-Vis spectra ของอนุภาคนาโนทองค าท่ีไม่เติมและเติมไคโตซาน และเติมพูลลูแลน 

 

3.3.4 การพิสูจน์เอกลักษณ์โดยใช้เทคนิค FT-IR 

 พิจารณา IR สเปกตรัมดังรูปที่ 3.15(a) ของสารสกัดยางจากเถาเอ็นอ่อน พบว่ามีการดูดกลืน

รังสีในช่วงความยาวคล่ืน 3000-3500 cm-1 ซึ่งเป็นพีคของ O-H และ N-H stretching ซ้อนทับกันอยู่ 

พีคท่ี 1640 cm-1 และ 1616 cm-1 ซึ่งเป็นพีคของ C=O stretching และ N-H bending ของหมู ่    

เอไมต์ตามล าดับ พีคท่ี 1392 cm-1 เป็นพีคของ C-O stretching พีคท้ังหมดแสดงถึงโครงสร้างของ

กรดอะมิโนและสารประกอบฟีนอลท่ีอยู่ในสารสกัดยางจากเถาเอ็นอ่อน โดยท าหน้าท่ีเป็นตัวรีดิวซ์

ไอออนของโลหะ ให้กลายเป็นอนุภาคระดับนาโนเมตรได้ 

 พิจารณา IR สเปกตรัมดังรูปที่ 3.15(b) ของไคโตซาน พบว่ามีการดูดกลืนรังสีในช่วงความยาว

คล่ืน 3000-3500 cm-1 ซึ่งเป็นพีคของ O-H และ N-H stretching ซ้อนทับกันอยู่ พีคท่ี 1647 cm-1 

และ 1624 cm-1 ซึ่งเป็นพีคของ C=O stretching และ N-H bending ของหมู่เอไมต์ตามล าดับ       

พีคท่ี 1392 cm-1 เป็นพีคของ C-O stretching 

พิจารณา IR สเปกตรัมดังรูปที่ 3.15(c) ของอนุภาคนาโนทองค าท่ีสังเคราะห์โดยใช้ยางจาก

เถาเอ็นอ่อน พบว่ามีการดูดกลืนรังสีในช่วงความยาวคล่ืนคล้ายสารสกัดยางจากเถาเอ็นอ่อน และเกิด

พีคท่ีชัดเจนมากขึ้น คือ พีคท่ี 1644 cm-1 ซึ่งเป็นพีคของ C=O stretching และพีคท่ี 1385 cm-1 ซึ่ง

เป็นพีคของ C-O stretching พีคท่ีเกิดขึ้นเป็นการยืนยันการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของสารสกัดยาง
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จากเถาเอ็นอ่อน โดยสารประกอบฟีนอลสามารถเปล่ียนไปเป็นหมู่คาร์บอนิล (C=O) เพื่อเป็นตัวรีดิวซ์

ใหเ้กิดอนุภาคนาโนทองค าและสามารถเช่ือมต่อกับอนุภาคนาโนทองค า จึงมีบทบาทในการเพิ่มความ

เสถียรให้กับอนุภาคอีกด้วย 

พิจารณา IR สเปกตรัมดังรูปที่ 3.15(d) ของอนุภาคนาโนทองค าท่ีสังเคราะห์โดยใช้ยางจาก

เถาเอ็นอ่อนโดยการเติมไคโตซาน พบว่ามีการดูดกลืนรังสีในช่วงความยาวคล่ืน 3545 cm-1 3471 cm-1 

และ 3415 cm-1 ซึ่งเป็นพีคของ O-H และ 1º N-H stretching ตามล าดับและพบพีคท่ี 1637 cm-1 

และ 1615 cm-1 เป็นพีคของ C=O stretching และ N-H bending ของหมู่เอไมต์ตามล าดับ และพีคท่ี 

1385 cm-1 ซึ่งเป็นพีคของ C-O stretching เป็นพีคท่ีชัดเจนมากขึ้นเช่นเดียวกันกับอนุภาคนาโน

ทองค าท่ีสังเคราะห์โดยใช้ยางจากเถาเอ็นอ่อน 

 

รูปที่ 3.15 FT-IR spectra ของ (a) latex extracr (b) chitosan (c) AuNPs (d) AuNPs-CS 
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3.4 ทดสอบฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ (DPPH Radical Scavenging Activity) 

DPPH Radical Scavenging Activity เป็นวิธีท่ีใช้กันอย่างกว้างขวางในการทดสอบฤทธิ์ใน
การยับยั้งอนุมูลอิสระของสารประกอบต่าง ๆ วิธนีี้อาศัยค่าการดูดกลืนแสงท่ีเปล่ียนไปของ DPPH เมื่อ
ท าปฏิกิริยากับสารต้านอนุมูลอิสระ ซึ่งอนุมูลอิสระ DPPH มีอิเล็กตรอนโดดเด่ียว สามารถดูดกลืนแสง
ได้ท่ีความยาวคล่ืน 517 nm เห็นเป็นสีม่วง จากนั้นเมื่อ DPPH รับอิเล็กตรอนจากสารต้านอนุมูลอิสระ
ท่ีอยู่บนพื้นผิวของอนุภาคนาโนทองค าจะเปล่ียนเป็นสีเหลืองได้ 

จากผลการทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งอนุมูลอิสระพบว่าอนุภาคนาโนทองค าท่ีสังเคราะห์จากยาง
จากเถาเอ็นอ่อน ท่ีไม่เติมและเติมไคโตซานมีฤทธิ์ในการยับยั้งอนุมูลอิสระดังรูปที่ 3.16 พบว่าอนุภาค
นาโนทองค าท่ีไม่เติมไคโตซาน มีเปอร์เซ็นต่อต้านอนุมูลอิสระท่ีสูงท่ีสุดท่ีความเข้มข้น 31.25 µM 
เท่ากับ 42.09% และอนุภาคนาโนทองค าท่ีเติมไคโตซานสูงสุดท่ีความเข้มข้น 1.95 µM เท่ากับ 
33.56% ซึ่งจะเห็นว่าอนุภาคนาโนทองค าท่ีไม่เติมไคโตซานมีฤทธิ์ในการยับยั้งอนุมูลอิสระมากกว่าเมื่อ
เติมไคโตซาน เนื่องจากอนุภาคท่ีมีขนาดเล็กกว่าจะมีพื้นท่ีผิวต่อปริมาตรสูง จึงมีโอกาสท่ีสารชีวโมเลกุล 
เช่น สารประกอบฟีนอลท่ีเกาะอยู่ท่ีผิว AuNPs ไปรีดิวซ์ DPPH ได้ดีกว่าอนุภาคท่ีมีขนาดใหญ่กว่า และ
พบว่าเมื่อใช้อนุภาคนาโนทองค าท่ีความเข้มข้นสูงขึ้นจะเกิดสีแดงจากอนุภาคนาโนทองค าไปรบกวนสี
ของ DPPH ท่ีเป็นสีม่วง ท าให้ผลการทดลองคลาดเคล่ือนไปได้ 

  
รูปที่ 3.16 ประสิทธิภาพในการท าลายหรือยับยั้งอนุมูลอิสระท่ีเกิดขึ้นของอนุภาคนาโนทองค าท่ี

สังเคราะห์จากยางจากเถาเอ็นอ่อน ท่ีไม่เติมและเติมไคโตซาน 
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3.5 การศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์ (MTT assay) 

 จากผลการทดสอบกับเซลล์ปกติของเนื้อเยื่อใต้ผิวหนังของหนู L929 ดังรูปที่ 3.17 พบว่า

อนุภาคนาโนทองค าท่ีสังเคราะห์ได้ มีเปอร์เซ็นการอยู่รอดของเซลล์สูง ซึ่งกราฟในช่วงแรกที่มีเปอร์เซ็น

การรอดชีวิตท่ีลดลง เนื่องจากปริมาณอนุภาคนาโนทองค าท่ีมากขึ้น ท่ียังคงเป็นพิษต่อเซลล์เล็กน้อย 

และสูงขึ้นอีกครั้งเมื่อมีไคโตซานหรือเอ็นไซม์จากยางเถาเอ็นอ่อนบนพื้นผิวของอนุภาคมากขึ้น โดย 

อนุภาคนาโนทองค าท่ีเติมไคโตซานมีเปอร์เซ็นการอยู่รอดของเซลล์ท่ีสูงกว่าการไม่เติมไคโตซาน 

เนื่องจากไคโตซานซึ่งเป็นโพลิเมอร์ในธรรมชาติ ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ล้อมรอบอนุภาคนาโนทองค า

อยู่ ดังนั้นจึงท าให้อนุภาคมีความเข้ากันได้ทางชีวภาพสูงขึ้น โดยมีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตสูงถึง 112.89 

ท่ีความเข้มข้น 25 µM 

 

 

รูปที่ 3.17 ผลความเป็นพิษ (Cytotoxicity) ของอนุภาคนาโนทองค าท่ีสังเคราะห์จากยางจากเถา
เอ็นอ่อน ท่ีไม่เติมและเติมไคโตซาน ต่อเซลล์ปกติของเนื้อเยื่อใต้ผิวหนังของหนู L929 ท่ีความเข้มข้น

ต่าง ๆ (µM) ของอนุภาคนาโนทองค า 
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จากผลการทดสอบกับเซลล์มะเร็งช่องปาก KB ดังรูปที่ 3.18 พบว่าอนุภาคนาโนทองค าท่ี

สังเคราะห์ได้ มีเปอร์เซ็นการอยู่รอดของเซลล์มากกว่า 80 % โดยพบว่าอนุภาคนาโนทองค าท่ีไม่เติม

และเติมไคโตซานมีเปอร์เซ็นการอยู่รอดของเซลล์ท่ีใกล้เคียงกัน โดยไม่สามารถยับยังเซลล์มะเร็งได้ 

เนื่องจากเซลล์มะเร็งมีความแข็งแรง สามารถทนทานต่อสภาวะต่าง ๆ ได้ดี ดังนั้นอนุภาคนาโนทองค าท่ี

สังเคราะห์ได้จึงไม่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเซลล์มะเร็งช่องปาก 

 

รูปที่ 3.18 ผลความเป็นพิษ (Cytotoxicity) ของอนุภาคนาโนทองค าท่ีสังเคราะห์จากยางจากเถา
เอ็นอ่อน ท่ีไม่เติมและเติมไคโตซาน ต่อเซลล์มะเร็งช่องปาก KB ท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ (µM) ของอนุภาค

นาโนทองค า 
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บทที่ 4 

สรุปผลการทดลอง 

งานวิจัยนี้ต้องการสังเคราะห์อนุภาคนาโทองค าท่ีเสถียรด้วยไคโตซาน โดยใช้ยางจากเถา
เอ็นอ่อน และจากนั้นน าไปตรวจสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการต่อต้านอนุมูลอิสระและทดสอบความเป็น
พิษต่อเซลล์ โดยสามารถหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการสังเคราะห์อนุภาคนาโนทองค า โดยใช้ยางจากเถา
เอ็นอ่อน ด้วยวิธีทางชีวภาพได้ คือ HAuCl4 104 ppm ปริมาณ 10 µL สารสกัดยางจากเถาเอ็นอ่อน 
28.8 mg/mL ปริมาณ 100 µL และ 3% NaOH 10 µL โดยท าการทดลองท่ีอุณหภูมิ 60°C ระยะเวลา 
60 นาที และเมื่อเติมไคโตซานเพื่อเพิ่มความเสถียร ปริมาณไคโตซานท่ีเหมาะสม คือ 25 µL โดย
อนุภาคนาโนทองค าท่ีไม่เติมไคโตซานมีพีคของ surface plasmon resonance ดูดกลืนแสงท่ี 527 
nm และเมื่อเติมไคโตซานดูดกลืนแสงท่ี 539 nm nm ซึ่งมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 30 และ 60 nm 
ตามล าดับ โดยสารชีวโมเลกุลในสารสกัดยางจากเถาเอ็นอ่อนสามารถท าหน้าท่ีเป็นตัวรีดิวซ์และเพิ่ม
ความเสถียรให้อนุภาคนาโนทองค า เอ็นไซม์คริปโตเลเปน (Cryptolepain) รวมถึงสารประกอบฟีนอล
เป็นตัวรีดิวซ์และเพิ่มความเสถียรให้อนุภาคนาโนทองค าได้ ซึ่งการเติมไคโตซานท าให้อนุภาคมีขนาด
ใหญ่ขึ้น เนื่องจาก pH 7 เป็น pH ท่ีเหมาะสมในการทดลอง ท าให้ไคโตซานไม่สามารถควบคุมขนาด
อนุภาคในสภาวะท่ีเป็นกลาง เนื่องจากแรงระหว่างโมเลกุล R-NH3

+ และ CH2 ของดีกลูโคซามีนบน
โครงสร้างของไคโตซาน ในสภาวะกรดอ่อน ท าให้อนุภาคนาโนทองค ามีความเสถียรได้ [11] ดังนั้นใน 
pH ท่ีเหมาะสมในการทดลองนี้ ไคโตซานจึงไม่สามารถท าให้อนุภาคเสถียรได้ 

จากการทดสอบฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ พบว่าอนุภาคนาโนทองค าท่ีสังเคราะห์จากยาง
จากเถาเอ็นอ่อน อนุภาคนาโนทองค าท่ีไม่เติมไคโตซานมีฤทธิ์ในการยับยั้งอนุมูลอิสระมากกว่าเมื่อเติม
ไคโตซาน เนื่องจากขนาดท่ีเล็กกว่าจึงมีพื้นท่ีผิวต่อปริมาตรสูง สารต่อต้านอนุมูลอิสระ เช่น 
สารประกอบฟีนอลจึงสามารถล้อมรอบผิวได้ดีกว่า โดยมีเปอร์เซ็นต่อต้านอนุมูลอิสระท่ีสูงท่ีสุดท่ีความ
เข้มข้นของอนุภาคนาโทองค า 31.25 µM เท่ากับ 42.09% ส่วนอนุภาคนาโนทองค าท่ีเติมไคโตซาน
สูงสุดท่ีความเข้มข้น 1.95% เท่ากับ 33.56%  

จากการศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์ปกติของเนื้อเยื่อใต้ผิวหนังของหนู (L929) พบว่าอนุภาค

นาโนทองค าท่ีเติมไคโตซานมีความเป็นพิษต่อเซลล์ปกติน้อยกว่าการไม่เติมไคโตซาน โดยมีเปอร์เซ็นต์

การรอดชีวิตสูงถึง 112.89% ท่ีความเข้มข้น 25 µM เนื่องจากไคโตซานเป็นโพลิเมอร์ในธรรมชาติ ไม่มี

ความเปน็พิษต่อเซลล์ล้อมรอบอนุภาคนาโนทองค าอยู่ จึงท าให้อนุภาคมีความเข้ากันได้ทางชีวภาพ

สูงขึ้น และอนุภาคนาโนทองค าท่ีสังเคราะห์ได้ไม่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเซลล์มะเร็งช่องปาก (KB) 
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ตารางที่ 1 การปรับปริมาณ HAuCl4 ท่ีแตกต่างกัน ในการสังเคราะห์อนุภาคนาโนทองค า ท่ีอุณหภูมิ 
60°C ระยะเวลา 60 นาที (ยางท่ีเก็บครั้งท่ี 1) 

 
หลอดท่ี 

Au3+ 
(ppm) 

Au3+ 
104 

ppm 
(µL) 

ยาง  
 (µL) 

3% 
NaOH 
(µL) 

pH 
ก่อน/
หลังใส่ 
Au3+ 

น้ า 
(µL) 

ปริมาตรรวม 
(µL) 

 
ผลการทดลอง 

1 20 2 50 
 

10 11/6 938 1000 สารละลายใส  
สีเหลืองอ่อน 

2 50 5 50 
 

10 11/3 935 1000 สารละลายใส            
  สีม่วง ตะกอนม่วง 

3 100 
 

10 50 
 

10 11/2 930 1000 สารละลายใส 
 สีเหลืองอ่อน 
ตะกอนส้ม 

4 200 20 50 
 

10 11/2 920 1000 สารละลายใส 
 สีเหลืองอ่อน 
ตะกอนส้ม 

5 400 40 50 
 

10 11/1 900 1000 สารละลายใส         
สีเหลือง ตะกอนส้ม 

6 500 50 50 
 

10 11/1 890 1000 สารละลายใส 
 สีเหลือง ตะกอนส้ม 
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ตารางที่ 2 การปรับปริมาณ HAuCl4 และสารสกัดยางจากเถาเอ็นอ่อนท่ีแตกต่างกัน ในการสังเคราะห์
อนุภาคนาโนทองค า ท่ีอุณหภูมิ 60°C ระยะเวลา 60 นาที (ยางท่ีเก็บครั้งท่ี 1) 

 

 
หลอดท่ี 

Au3+ 
(ppm) 

Au3+ 
104 

ppm 
(µL) 

ยาง  
 (µL) 

3% 
NaOH 
(µL) 

pH 
ก่อน/
หลังใส่ 
Au3+ 

น้ า 
(µL) 

ปริมาตร
รวม (µL) 

 
ผลการทดลอง 

1 50 5 100 10 10/3 885 1000 สารละลายใส       
สีม่วง 

2 100 10 100 10 10/2 880 1000 สารละลายใส       
สีเหลืองอ่อน 
ตะกอนด า 

3 200 20 100 10 10/2 870 1000 สารละลายใส       
สีเหลืองอ่อน 
ตะกอนม่วง 

4 50 5 200 10 10/3 785 1000 สารละลายใส       
สีเหลือง 

5 100 10 200 10 10/2 780 1000 สารละลายใส           
สีม่วงแดง 

6 200 20 200 10 10/2 770 1000 สารละลายใส        
สีเหลืองอ่อน 
ตะกอนด า 

7 50 5 400 10 10/3 585 1000 สารละลายขุ่น      
สีเหลืองอ่อน  

8 100 10 400 10 10/2 580 1000 สารละลายใส       
สีเหลืองอ่อน 
ตะกอนม่วง 

9 200 20 400 10 10/2 570 1000 สารละลายขุ่น          
สีเหลืองอ่อน    
ตะกอนม่วง 

10 50 5 600 10 10/3 385 1000 สารละลายใส        
สีเหลือง 
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ตารางที่ 2 (ต่อ) การปรับปริมาณ HAuCl4 และสารสกัดยางจากเถาเอ็นอ่อนท่ีแตกต่างกัน ในการ
สังเคราะห์อนุภาคนาโนทองค า ท่ีอุณหภูมิ 60°C ระยะเวลา 60 นาที (ยางท่ีเก็บครั้งท่ี 1) 

 

 

 

 

 
หลอดท่ี 

Au3+ 
(ppm) 

Au3+ 
104 

ppm 
(µL) 

ยาง  
 (µL) 

3% 
NaOH 
(µL) 

pH 
ก่อน/
หลังใส่ 
Au3+ 

น้ า 
(µL) 

ปริมาตร
รวม (µL) 

 
ผลการทดลอง 

11 100 10 600 10 10/2 380 1000 สารละลายใส        
สีเหลือง            

ตะกอนม่วง 
12 200 20 600 10 10/2 370 1000 สารละลายใส        

สีเหลือง            
ตะกอนม่วง 

13 50 5 800 10 10/3 185 1000 สารละลายใส        
สีเหลือง 

14 100 10 800 10 10/2 180 1000 สารละลายใส        
สีเหลือง            

ตะกอนม่วง 
15 200 20 800 10 10/2 170 1000 สารละลายใส        

สีเหลือง           
ตะกอนม่วง 

16 50 5 900 10 10/3 85 1000 สารละลายใส        
สีเหลือง 

17 100 10 900 10 10/2 80 1000 สารละลายใส        
สีเหลือง 

18 200 20 900 10 10/2 70 1000 สารละลายใส        
สีเหลือง 
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ตารางที่ 3 ปริมาณ NaOH ท่ีแตกต่างกัน ในการสังเคราะห์อนุภาคนาโนทองค า ท่ีอุณหภูมิ 60°C 
ระยะเวลา 60 นาที (ยางท่ีเก็บครั้งท่ี 1) 

 
หลอดท่ี 

3% NaOH 
(µL) 

pH 
ก่อน/
หลังใส่ 
Au3 

Au3+ 
(ppm) 

Au3+ 
104 

ppm 
(µL) 

ยาง  
 (µL) 

น้ า 
(µL) 

ปริมาตรรวม 
(µL) 

 
ผลการทดลอง 

1 5 10/3 100 10 200 785 1000 สารละลายขุ่น   
สีม่วงอ่อน 
ตะกอนม่วง 

2 10 11/4 100 10 200 780 1000 สารละลายขุ่น   
สีม่วงแดงอ่อน 

3 20 12/8 100 10 200 770 1000 สารละลายขุ่น 
สีเหลือง 

 

ตารางที่ 4 การศึกษาระยะเวลาในการเก็บรักษาสารสกัดยากจากเถาเอ็นอ่อน ในการสังเคราะห์อนุภาค
นาโนทองค า ท่ีอุณหภูมิ 60°C ระยะเวลา 60 นาที (ยางท่ีเก็บครั้งท่ี 1) 

 
หลอดท่ี 

เวลาเก็บ
รักษา

สารสกัด
ยาง 

Au3+ 
104 

ppm 
(µL) 

ยาง  
 (µL) 

3% 
NaOH 
(µL) 

pH 
ก่อน/
หลังใส่ 
Au3+ 

น้ า 
(µL) 

ปริมาตรรวม 
(µL) 

 
ผลการทดลอง 

5 10 วัน 10 200 10 10/2 780 1000 สารละลายใส           
สีม่วงแดง 

2 13 วัน 10 200 10 11/4 780 1000 สารละลายขุ่น          
สีม่วงแดงอ่อน 

3 1 เดือน 
17 วัน 

10 200 10 10/5 780 1000 สารละลายขุ่น  
สีเหลืองอ่อน     
ตะกอนม่วง 
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ตารางที่ 5 ปริมาณไคโตซานท่ีแตกต่างกัน ในการสังเคราะห์อนุภาคนาโนทองค า ท่ีอุณหภูมิ 60°C 
ระยะเวลา 60 นาที (ยางท่ีเก็บครั้งท่ี 1) 

 

ตารางที่ 6 การปรับปริมาณสารสกัดยางจากเถาเอ็นอ่อนท่ีแตกต่างกัน ในการสังเคราะห์อนุภาคนาโน
ทองค า ท่ีอุณหภูมิ 60°C ระยะเวลา 60 นาที (ยางท่ีเก็บครั้งท่ี 2) 

 

 
หลอดท่ี 

0.05% 
Chitosan  

(µL) 

3% 
NaOH 
(µL) 

pH 
ก่อน/
หลังใส่ 
Au3+ 

Au3+ 
104 

ppm 
(µL) 

ยาง 
 (µL) 

น้ า 
(µL) 

ปริมาตรรวม 
(µL) 

 
ผลการทดลอง 

1 50 20 10/5 10 200 720 1000 สารละลายขุ่น   
สีม่วงแดง 

ตะกอนม่วงแดง 
2 100 30 10/5 10 200 660 1000 สารละลายขุ่น    

สีม่วง ตะกอนม่วง 
3 200 50 10/5 10 200 540 1000 สารละลายขุ่น    

สีเหลืองอ่อน 
4 300 70 12/6 10 200 420 1000 สารละลายขุ่น    

สีเหลืองอ่อน 
5 400 120 12/6 10 200 270 1000 สารละลายขุ่น    

สีเหลืองอ่อน 

 
หลอดท่ี 

ยาง  
 (µL) 

Au3+ 
(ppm) 

Au3+ 
104 

ppm 
(µL) 

3% 
NaOH 
(µL) 

pH 
ก่อน/
หลังใส่ 
Au3+ 

น้ า 
(µL) 

ปริมาตรรวม 
(µL) 

 
ผลการทดลอง 

1 100 100 10 10 12/7 880 1000 สารละลายใส         
สีชมพู 

2 200 100 10 10 11/7 780 1000 สารละลายขุ่น        
สีม่วงอ่อน 

3 300 100 10 10 10/7 680 1000 สารละลายขุ่น               
ไม่มีสี 
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ตารางที่ 7 การปรับปริมาณไคโตซานท่ีแตกต่างกัน ในการสังเคราะห์อนุภาคนาโนทองค าโดยใช้ยางจาก
เถาเอ็นอ่อน ท่ีอุณหภูมิ 60°C ระยะเวลา 60 นาที (ยางท่ีเก็บครั้งท่ี 2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
หลอดท่ี 

0.05% 
Chitosan  

(µL) 

3% 
NaOH 
(µL) 

pH 
ก่อน/
หลังใส่ 
Au3+ 

 

Au3+ 
104 

ppm 
(µL) 

ยาง 
 (µL) 

น้ า 
(µL) 

ปริมาตรรวม 
(µL) 

 
ผลการทดลอง 

1 25 10 10/6 10 100 855 1000 สารละลายใส  
สีชมพูเข้ม 

2 50 20 12/7 10 100 820 1000 สารละลายใส   
สีชมพูอ่อน 

3 100 30 12/7 10 100 760 1000 สารละลายใส  
 สีม่วงอ่อน 

4 200 50 12/8 10 100 640 1000 สารละลายใส  
  สีชมพูอ่อน 
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