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Abstract  

 

 

บทนํา 

ยางพาราเป็นพชืทมีคีวามสําคญัทางเศรษฐกจิของประเทศไทยและประเทศในภูมภิาค

อาเซียน โดยไทยเป็นผู้ผลิตและส่งออกยางธรรมชาติเป็นอันดับหนึงของโลก ด้วยปริมาณ     

การส่งออกกว่า .  ล้านตนั คิดเป็นรอ้ยละ .  ของปรมิาณการส่งออกยางธรรมชาติของ

โลกซงึมปีรมิาณ .  ล้านตนั มพีนืทปีลูกยางกว่า .  ล้านไร่ โดยพนืททีปีลูกยางมากทสีุด

คอืภาคใต้ รองลงมาคอืภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ ภาคเหนือ ภาคตะวนัออกและภาคกลางบาง

จงัหวดั การส่งออกยางธรรมชาติของไทยส่วนใหญ่ส่งออกในรูปของวัตถุดิบ ได้แก่ ยางแผ่น

รมควนั ยางแท่ง นํายางข้น เป็นต้น (ข้อมูลวิชาการยางพารา.  ) ทีผ่านมาเกษตรกรม ี   

การปลูกยางในหลายพนืทีและได้ผลผลิตทีดีดังกล่าวแล้ว แต่เนืองจากขณะนีสภาพแวดล้อม

เปลียนแปลงไปจึงทําให้เกษตรกรเริมประสบปัญหาต่างๆ ไม่ ว่าจะเป็นภัยจากธรรมชาต ิ     

ความแปรปรวนของอากาศ ปรมิาณของนําฝนในแต่ละช่วงฤดูกาล และโดยเฉพาะอย่างยิง    

การระบาดของโรค ซงึมคีวามสําคญัต่อระบบการปลูกยางพารา เช่น โรคเสน้ดําทเีกดิจากเชอืรา 

Phytophthora botryosa Chee, P.palmivora(Butler.)Butler, โ ร ค ใบ ร่ ว งที เกิ ด จ า ก เชื อ ร า 

Phytophthora spp., โรค เป ลือก เน่ าเกิดจาก เชือ รา  Ceratocystis fimbriata Ellis & Halst.,      

โรค ราก ข า ว เกิ ด จ าก เชื อ ร า  Rigidoporus microporus (Fr.) Overeem [Syn:Rigidoporus 

lignosus (Klozsch) Imazeki] และทีเป็นปัญหาหลักและส่ งผลกระทบอย่างสําคัญยิงของ

เกษตรกรในจงัหวดับุรรีมัย์ คอื การเกดิเชอืราของแผ่นยางพาราดิบจากเชอืรา Penicillium sp. 

และ Aspergillus sp. โดยมกัเกดิเชอืราในขนัตอนการเกบ็ผลผลติเพอืรอจําหน่าย และในสภาพ

อากาศทมีคีวามชนืสูง ส่งผลใหแ้ผ่นยางมคีุณภาพตํา เปอรเ์ซน็ต์แผ่นยางน้อย เกษตรกรต้องใช้

สารเคมใีนการกําจดัเชอืราของแผ่นยาง ทาํใหเ้กษตรกรตอ้งมรีายจ่ายทเีพมิสงูขนึเพอืคงคุณภาพ



ของแผ่นยางพาราให้อยู่ในเกณฑ์ดี ซึงส่งผลให้เกิดสารพิษตกค้างในแผ่นยางพารา อีกทัง       

ยงัสง่ผลเสยีต่อเกษตรกร และสงิแวดลอ้มดว้ย (http://www.yangpara.com.  2550)   

 จากเหตุผล ความจําเป็น และผลงานวจิยัทผี่านมาของกลุ่มวจิยันีทไีด้นําสารผลติภณัฑ์

ทางธรรมชาต ิทงัในกลุ่ม แอลดไีฮด์และคโีตนมาทําการผสม (Hybrid) กบัเอมนี แลว้ได้สารใหม่

เ ป็ น ตั ว รีดิ ว ซ์ ที ดี  ซึ ง เรีย ก ว่ า  Schiff base แ ล ะ ยั ง เ ป็ น  nano natural iron chelators                

ทมีปีระสทิธภิาพสูง มฤีทธทิางชวีภาพในการต้านอนุมูลอสิระ   ตา้นการอกัเสบ ตา้นแบคทเีรยี 

และต้านเชอืราหลายชนิด ทําใหค้ณะผู้วจิยัมเีป้าหมายทจีะพฒันาสารต้านเชอืราจากผลติภณัฑ์

ธรรมชาตใินกลุ่มนีต่อไป โดยนํา syringal dehyde สารสกดัจากเปลอืกสน และ coumarin  

สารสกดัจากชะเอม อบเชย หรอืวานิลลา ซงึเป็นพชืทพีบมากในทอ้งถนิ มาเพมิฤทธทิางชวีภาพ

ในรปูของ Double pharmacophore แลว้นําไปรดีวิส์เกลอืของโลหะ และทดสอบฤทธใิน การตา้น

เชอืราของยางแผ่น ซงึกาํลงัระบาดและเป็นปัญหาหนักของเกษตรกรทผีลติยางแผ่น  

ในเขตจงัหวดับุรรีมัย์ ดงันันงานวจิยันีจงึมคีวามสําคญัและจําเป็นเร่งด่วนในการหาสารควบคุม 

หรอืกาํจดัเชอืรา Penicillium sp. และ  Aspergillus sp. และนอกจากนีคณะผูว้จิยัยงัจะไดนํ้าสาร

ไปใชท้ดสอบกบัเชอืราต่างๆ เช่น Phytophthora botryosa Chee, Rigidoporus microporus และ  

Ceratocystis fimbriata Ellis & Halst. เพอืใหผ้ลงานวจิยันีเกดิประโยชน์สูงสุดและเป็นแนวทาง

ในการผลติสารดงักล่าวในระดบัอุตสาหกรรมต่อไป 

 

วตัถปุระสงคข์องการวิจยั 

1. เพอืศกึษาสมบตัทิางเคมเีชงิฟิสกิส ์มอรโ์ฟโลกแีละฤทธทิางชวีภาพของ 

สารชฟิฟ์เบส ชิฟฟ์เบสคอปเปอร์คอมเพล็กซ์ ในการต้านเชือราของแผ่นยาง Penicillium sp. 

และ Aspergillus sp. รวมทงัฤทธกิารต้านเชอืราก่อโรคของต้นยาพารา Phytophthora botryosa 

Chee, Rigidoporus microporus และ Ceratocystis fimbriata Ellis & Halst. ความเป็นพิษต่อ

เซลลป์กต ิ(normal Vero cell line) แบบมสีว่นรว่มของชุมชน 

 2. ถ่ายทอดความรูใ้หก้บัเกษตรกรกลุ่มปลูกยางพาราและหรอืผลติยางแผน่ 

 3. เพอืศกึษาส่วนผสมของยาตา้นเชอืราในแผน่ยาง 

 4. เพอืศกึษาแนวทางในการผลติยาตา้นเชอืราในระดบัอุตสาหกรรม 

 

 

 

 

 

 



วิธีการทดลอง  

 1. การสงัเคราะห์ลิแกนด ์(Schiff base hydrazone ligands) 

  1.1 การสงัเคราะห์สาร Coumarin-Salicylic hydrazide (KU-Sal) 

   1.1.1 ชงัสารคมูารนิ (Coumarin; 0.1 g) ละลายในขวดกน้กลมดว้ย เม

ทานอล (Methanol; 5 mL) กวนสารอย่างต่อเนืองพรอ้มกบัใหค้วามรอ้น ณ อุณหภูม ิ40-60 oC 

เป็นเวลา 20 นาท ีสารละลายจะใสไมม่สี ี

  1.1.2 เตมิสารทจีะเขา้ทาํปฏกิริยิาซาลไิซลกิไฮดราไซด์ (Salicylic 

hydrazide; 0.0938 g) สารผสมเรมิตน้มสีขีาวขุ่น จงึเตมิ Methanol (5 mL) สารละลายจะใสไม่มี

สเีช่นเดมิเมอืเวลาผ่านไป 30 นาท ีสารละลายเรมิเปลยีนเป็นสเีหลอืงอ่อนเกดิขนึ 

  1.1.3 ทดสอบความสมบูรณ์ของการเกดิปฏกิริยิาดว้ยเทคนิคทลิเล

เยอร-์โครมาโทกราฟี โดยทาํการชะ (Develop) ดว้ยตวัทาํละลายทเีหมาะสม แลว้สงัเกตผล

ภายใตแ้สงอุลตราไวโอเลต (UV-lamp)   

  1.1.4 ปฏกิริยิาจะเกดิขนึอย่างสมบูรณ์ภายใน 2 วนั 

  1.1.5 นําสารสารละลายทไีดม้ากรองและปล่อยใหแ้หง้ภายใตร้ะบบ

สญุญากาศเป็นเวลา 2 วนั 

  1.2 การสงัเคราะห์สาร Coumarin-Izoniazid (KU-INH) 

   1.2.1 ชงัสารคมูารนิ (Coumarin; 0.1 g) ละลายในขวดกน้กลมทมีตีวัทํา

ละลายเมทานอลอยู่ 10 mL ใหค้วามรอ้นและกวนอย่างต่อเนือง จนคูมารนิละลายหมด 

  1.2.2 เตมิสาร Izoniazid 0.0845 g ลงไปผสมกนั และกวนสารผสมนี

ต่อเนอืงไปพรอ้มกบัอุ่นสารทอีุณหภมูริะหว่าง 40-60 0C เมอืเวลาผ่านไป 60 นาท ีสารละลาย

เรมิเปลยีนแปลงโดยเปลยีนจากใสไม่มสีเีป็นสเีหลอืงอ่อน แสดงว่าสารทงัสองทําปฏกิริยิากนัและ

มสีารใหม่เกดิขนึ  

  1.2.3 ทดสอบความสมบูรณ์ของการเกดิปฏกิริยิาดว้ยเทคนิคทลิเล

เยอร-์โครมาโทกราฟีดเีวลลอป (Develop) ดว้ยตวัทาํละลายทเีหมาะสม และสงัเกตผลภายใต้

แสงยวู ี(UV-lamp)  

  1.2.4 ปฏกิริยิาจะเกดิขนึอย่างสมบูรณ์ภายใน 6 ชวัโมง 

  1.2.5 กรองและเกบ็สารละลายในระบบสุญญากาศ 

  1.3 การสงัเคราะห์สาร Syringal dehyde -Salicylic hydrazide  

(SRA-Sal) 

   1.3.1 ชงัสารไซลงิกอลดไีฮด ์(Syringal dehyde; 0.1 g) ละลายในขวด

กน้กลมดว้ยตวัทาํละลายเมทานอล (Methanol) ปรมิาตร 10 mL กวนอย่างต่อเนืองดว้ยเครอืง

กวนสาร (Magnetic stirrer) พรอ้มใหค้วามรอ้นทอุีณหภมูชิว่ง 40-60 oC จนไซลงิกอลดไีฮด์

ละลายหมด  



  1.3.2 จากนนัเตมิสารละลายซาลไิซลกิไฮดราไซดใ์นเมทานอล 

(Salicylic hydrazide; 0.0835 g) สารอนิทรยีท์งัสองชนิดจะทาํปฏกิริยิาการควบแน่นกนั โดย

สงัเกตเบอืงตน้จากสารละลายเรมิเปลยีนแปลงจากใสไม่มสีเีป็นสเีหลอืงใส 

  1.3.3 กวนต่อไปและใหค้วามรอ้น ทดสอบความสมบรูณ์ของการ

เกดิปฏกิริยิาดว้ย เทคนิคทลิเลเยอรโ์ครมาโทกราฟี โดยดเีวลลอป (Develop) ดว้ยตวัทําละลาย

อนิทรยีท์เีหมาะสม แลว้นําไปสงัเกตผลภายใต้แสงยูว ี 

  1.3.4 เมอืปฏกิริยิาเกดิอยา่งสมบรูณ์แลว้กรองและเกบ็สารใหม่ไฮดรา

โซน (Novel hydrazone ligand) ไวใ้นระบบสุญญากาศ (Vacuum) ขา้มคนืจะไดผ้ลกึเกดิขนึ 

  1.4 การสงัเคราะห์สาร Syringal dehyde – Izoniazid (SRA-INH) 

   1.4.1 ชงัสารไซลงิกอลดไีฮด ์0.1 g ละลายเมทานอล 10 mL กวนอย่าง

ต่อเนอืงดว้ยเครอืงกวนสารพรอ้มใหค้วามรอ้นทอีุณหภูมริะหว่าง 40-60 oC จนไซลงิกอลดไีฮด์

ละลายหมด จะสงัเกตเหน็สารละลายใส 

  1.4.2 เตมิรเีอเจนต์ Izoniazid (INH; 0.0752 g) ประมาณ 1 ชวัโมง

สารละลายเรมิเปลยีนแปลงจากใสไม่มสีเีป็นสเีหลอืงใส แสดงว่าไดผ้ลผลติเกดิขนึ 

  1.4.3 หลงัจากปฏกิริยิาเกดิขนึอยา่งสมบรูณ์แลว้กรองและเกบ็ไวใ้น

ระบบสญุญากาศ จะได้ผลกึของไฮดราโซน   

2. วิธีการสงัเคราะหส์ารประกอบเชิงซ้อน 

 สารประกอบเชิงซ้อนทุกตัวสังเคราะห์ด้วยวิธีทีคล้ายคลึงกันคือนําสาร Schiff base 

ligands มาทําปฏิกิริยาคอนจูเกตชันกบั Cu ในตัวทําละลายเมทานอล (methanolic solvent) 

ดว้ยอตัราส่วนโดยโมล 1:1 ปรบัความเป็นกรด-เบสของสารละลายใหไ้ด ้pH 6 กวนสารละลาย

อยา่งต่อเนือง ณ อุณหภมู ิ40-60 0C ปฏกิริยิาจะเกดิขนึอยา่งสมบูรณ์ในเวลาประมาณ 3 ชวัโมง  

3. การศึกษาสมบัติท างเคมีเชิงฟิ สิกส์ของสารตัวอย่าง (Physicochemical 

properties) นําสารทสีงัเคราะห์ได้ทงัหมดมาศกึษาสมบตัทิางเคมเีชงิฟิสกิส ์(Physicochemical 

properties) โดยใชเ้ทคนิคดงัต่อไปน ี

     3.1 การวดัสมบตักิารละลายในตวัทาํละลายต่างๆ เช่น เมทานอล เอทานอล ไดเมทลิ

ซลัฟอกไซด ์และไดเมทลิฟอรม์าไมด ์

     3.2 วเิคราะห์หาจุดหลอมเหลว (Melting point) นําสารทสีงัเคราะห์ได้ทุกตวัมาหาจุด

หลอมเหลวดว้ยเครอืง Melting point  

     3.3 การสงัเกตลกัษณะผลกึ ส ีและคาํนวณหาผลผลติรอ้ยละ (% yield)  

    3.4 วดัคา่การดดูกลนืแสงดว้ยเครอืง UV-Vis spectroscopy  

    3.5 วิเคราะห์ธาตุองค์ประกอบ (Elemental analysis) วิเคราะห์หาธาตุ Carbon, 

Hydrogen, Nitrogen และ Oxygen ในสารตวัอยา่งทสีงัเคราะหไ์ด ้



 

4. การเตรียมตวัอย่างเพือวิเคราะหด้์วยเครือง SEM 

     4.1 ตดิตวัอย่างบนแท่นวางตวัอยา่ง (stub) ดว้ยเทปกาวสองหน้า 

              4.2 นําตวัอย่างไปฉาบทองดว้ยเครอืง Ion sputter (ยหีอ้ Balzers, model SCD 040 

              4.3 นําไปสอ่งดูดว้ย SEM (ยหีอ้ JEOL, model JSM-6400) 

5. การทดสอบฤทธิทางชีวภาพ      

     5.1 การทดสอบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระโดยวธีิ DPPH assay  

         การทดสอบด้วยวิธี  DPPH radical scavenging assay หรือ 1,1-diphenyl-2-

picrylhydrazyl เป็นสารอนุมลูอสิระ (Free radical) สามารถรบั Electron หรอื Hydrogen radical 

ได ้ซงึเมอื DPPH อยู่ในรปูสารละลายใน Absolute methanol จะมสีมี่วง และเมอืทาํปฏกิริยิากบั

สารทมีฤีทธิ Antioxidant จะทําใหม้ีสจีางลง โดยใช้ BHT (Butylated hydroxytoluene) เป็นสาร

มาตรฐานทใีห้ผลบวกในการทดสอบฤทธิต้านอนุมูลอิสระด้วยวธิีนี ค่าทไีด้จากการทดสอบจะ

แสดงเป็นค่า IC50 โดยต้องมีค่าตํากว่า 100 มลิลิกรมัต่อมลิลิลิตร จึงจะถือว่ามฤีทธิต้านอนุมูล

อสิระ 

   5.1.1 การเตรียมสารละลายเพือทดสอบความสามารถในการต้านอนุมลู

อิสระโดยวิธี DPPH assay   

   1. เตรยีมสารละลาย DPPH ความเขม้ขน้ 100 µg/mL ในสารละลาย 

absolute methanol  

    2. เตรยีมสารตวัอยา่งและสารมาตรฐาน ทคีวามเขม้ขน้เทา่กบั 12.5, 

25, 50 และ 100 ตามลาํดบั  

  โดยความเขม้ขน้ 12.5 ppm ปิเปตสารมา 1.25 mL ปรบัปรมิาตรใหค้รบ 10 mL 

       ความเขม้ขน้ 25 ppm ปิเปตสารมา 2.5 mL ปรบัปรมิาตรใหค้รบ 10 mL 

  ความเขม้ขน้ 50 ppm ปิเปตสารมา 5 mL ปรบัปรมิาตรใหค้รบ 10 mL  

    3. เตรยีมขวดสชีา 24 ขวด เพราะในแต่ละความเขม้ขน้จะตอ้งใชข้วด 

สชีาจาํนวน 3 ขวด และอกี 1 ขวด เป็นขวด control รวมเป็น 25 ขวด     

    4. นําขวดสชีา ทงั 25 ขวด ไปอบไวท้อีุณหภมู ิ100 0C รอใหข้วดเยน็ 

จงึนํามาใชไ้ด ้

  5.1.2 วิธีการวิเคราะหค์วามสามารถการต้านอนุมลูอิสระโดย วิธี DPPH 

assay   1. ปิเปต 1 ml ของสารละลายตวัอยา่งและสารมาตรฐาน ในแต่ละ 

ความเขม้ขน้ ใสใ่นขวดสชีา 3 ใบ   เพอืทาํการทดสอบสารตวัอยา่งละ 3 ครงั (triplicate) 

   2. ปิเปต Methanolic DPPH radical 2 ml ใส่ขวดสชีาในแต่ละความ

เขม้ขน้       



   3. เขยา่ใหส้ารเขา้กนั นําขวดทงั 25 ใบ เกบ็ไวใ้นทมีดือุณหภมู ิ37 0C 

เป็นเวลา 30 นาท ี    

   4. วดัคา่การดดูกลนืแสงของสารละลายดว้ยเครอืง SPECTRONIC 20 

GENESYS   ทคีวามยาวคลนื 517 nm โดยวดัจากความเขม้ขน้ตําไปยงัความเขม้ขน้สงู 

   5. คาํนวณหาคา่ % inhibition ดงัสมการ  

   % inhibition = OD control - ODsample x 100 

          OD control  

  OD control  คอื ค่า absorbance ของ control (มเีฉพาะ DPPH) 

  ODsample  คอื ค่า absorbance ของ สารละลายตวัอยา่งหรอืสารละลายมาตรฐาน 

 

 5.2 การทดสอบความสามารถในการต้านอนุมลูอิสระโดยวิธี Ferric reducing 

antioxidant   power assay (FRAP) 

        การทดสอบด้วยวิธี FRAP assay (Ferric reducing antioxidant power) assay 

เป็นการวดัความสามารถของสารต้านอนุมูลอิสระในการใหอ้ิเล็กตรอนอสิระ (reducing agent) 

โดยอาศยัคุณสมบัติในการเป็นตัวรดีิวซ์ในปฏิกิรยิา redox-linked colorimetricmethod โดยท ี

ferric tripyridyltriazine (Fe3+-TPTZ) complex จะถูกรดีิวซ์ด้วยสารทมีีฤทธิต้านอนุมูลอิสระ ที

สามารถให้อิเล็กตรอนได้ ทําให้เกิด Fe2+-TPTZ complex ดังนันวิธีนี  สามารถใช้วัด total 

reducing power ของสารต้านอนุมูลอสิระทมีีความสามารถในการถ่ายทอดอเิล็กตรอนให ้Fe3+ 

เปลยีนเป็น Fe2+ ได ้เทยีบกบัสารต้านอนุมูลอสิระมาตรฐานคอื FeSO4 สรา้งกราฟมาตรฐานใน

การหาปรมิาณ Fe2+ ทเีกดิจากปฏิกิรยิาของสารตัวอย่าง แสดงฤทธิต้านอนุมูลอิสระเป็นค่า 

FRAP value (Fe(II)/g)        

  5.2.1 การเตรียมสารละลายเพือทดสอบความสามารถในการต้านอนุมูล

อิสระโดยวิธี   Ferric    reducing   antioxidant   power    assay (FRAP) ทาํไดด้งันี 

         1. Acetate buffer (300 ml, pH 3.6) โดยชงั 3.1 g ของ Sodium   

acetate,  glacial   acetate  acid  16  ml  ละลายในนํากลนั ปรบัปรมิาตรเป็น  1  L  ผสมให้

เขา้กนั   

แลว้นําไปเกบ็ทอีุณหภมู ิ 4  0C 

   2. Dilute HCl เป็น 40 mM โดยปิเปต 1.46 ml ของนํากลนัผสมใหเ้ขา้

กนัแลว้นําไปเกบ็ไวท้อีุณหภมูหิอ้ง 

   3. Ferric chloride มา 0.051 g ละลายโดยนํากลนั 10 ml 

   4. TPTZ   (2, 4, 6 – tri [2 – pyridyl ] – s – triazin)  10  ml, 0.031 g   

ละลายใน  HCl  40 mM จากนันละลายใน water bath ทอีุณหภมู ิ50 0C (เตรยีมใหม่ทกุครงั

เวลาใช)้ 



   5. การเตรยีมสารละลาย   FRAP   reagent  โดยการนําสารละลาย  

acetate   buffer, Ferric  chloride  และ TPTZ  ในปรมิาตร  100 ml, 10  ml ,  10 ml  

ตามลาํดบั   

ผสมใหเ้ขา้กนัใน    water   bath   ทอีุณหภูม ิ 37 0C  

  5.2.2 วิธีการวิเคราะหค์วามสามารถการต้านอนุมลูอิสระโดยวิธี Ferric    

reducing   antioxidant   power    assay (FRAP) 

   . ปิเปตสารตวัอย่างทคีวามเขม้ขน้เทา่กบั 12.5,25,50 และ 100 

ตามลาํดบั โดยปิเปต150 µL ของสารละลายตวัอย่าง แลว้ปิเปต 3 mL ของสารละลาย FRAP ลง

ขวดเดมิทมีสีารละลายตวัอยา่งอยู ่เขย่าใหเ้ขา้กนั บ่มทอีุณหภูม ิ37๐C  

   2. วดัคา่การดดูกลนืแสงในนาทที ี6 ทคีวามยาวคลนื 593 nm  

   3. ทําการทดลอง 3 ซํา โดยเปรียบเทียบกับสารละลายมาตรฐาน 

Ferrous sulfate คํานวณหาปริมาณ Relative antioxidant activity (FRAP value) จากกราฟ

มาตรฐานของ FeSO4 ทีแสดงความสัมพันธ์ระห ว่างความเข้มข้นของ FeSO4 กับค่ า 

absorbance โดยตอ้งเจอืจางสารตวัอยา่งใหอ้ยูใ่นช่วงกราฟมาตรฐาน  

6. การทดสอบความสามารถในการต้านการเจริญเติบโตของเชือรา 

    6.1 การเตรียมอาหารเลียงเชือรา มวีธิกีารดงันี 

  1. ชงั Potato dextrose agar 

  2. ละลายและทาํใหสุ้กด้วยความรอ้นบน Hot plate ซงึใชค้วามรอ้นระดบั 2 

  3. ปรบัค่า pH ของอาหารใหเ้หมาะสมกบัเชอืรา 

  4. นําไปฆา่เชอืด้วยเครอืง autoclave ทอีุณหภมู ิ121 0C เป็นเวลา 15 นาท ี

  5. นําอาหารไปเทลง Plate (จานเลยีงเชอื) ในเครอืง Laminar flow  

    6.2 เชือราทีนํามาใช้ในการทดสอบฤทธิ 

  1. Penicillium sp. 

2. Aspergillus sp.  

    6.3 ขนัตอนการเขียเชือ 

          1. เผา loop จนรอ้นแดง รอให ้loop เยน็ จากนันใช ้loop เขยีเชอืมาเตะทผีวิวุน้

ใกล้ๆ  จานเพาะเชอื ลาก loop เบาๆ โดยใชด้า้นแบนของปลาย loop แตะเบาๆ บนผวิวุน้ไปมา 

4-5 ครงั ระวงัอย่าให ้loop ฝังลงในวุน้ ปิดฝาจานเพาะเชอื 

          2. ขดีเชอืแบบ Streak plate ทาํการขดีครงัท ี2 โดยใช ้loop เขยีเชอื   

ผ่านเชอืทแีตะไวค้รงัแรก ลากไปมา 5-6 ครงั ขดีครงัท ี3 โดยการหมุนจานเลก็น้อยใหเ้หมาะและ

การขดีครงัท ี4 ใหล้าก loop ไปมา 2-3 ครงั 

 



7. การศึกษาฤทธิในการต้านเชือรา  โดยมวีธิกีารศกึษาการตา้นการเจรญิเตบิโตของ

เชอืรา ดงันี 

  7.1. นําเชอืราเกลยีบน plate ทมีอีาหารเลยีงเชอือยู ่โดยใช ้loop เขยีเชอืจาก   

สด๊อกมาเกลยีลงบน plate แลว้ใช ้Cotton bud ทฆีา่เชอืดว้ยเครอืง autoclave นาน 15 นาที

เกลยีเชอืราใหท้วั plate   

  7.2 เตรยีมสารตวัอย่างโดยชงัสารตวัอยา่งทงั 8 ชนิด เตรยีมเป็นความเขม้ขน้

ต่างๆ ดงันี สาร KU-Sal เตรยีมความเขม้ขน้เป็น 100, 200 และ 300 ppm โดยชงัสารมา 

0.0050 g ปรบัปรมิาตรด้วย DMSO (Dimethyl sulfoxide)  

  7.3 ปิเปตสารตวัอยา่งจากความเขม้ขน้ 300 ppm ใส่ลงในขวดวดัปรมิาตรขนาด 

10 ml ทคีวามเขม้ขน้ดงัต่อไปนี 

             ความเขม้ขน้  100 ppm ปิเปต 3.33 ml ปรบัปรมิาตรเป็น 10 ml 

            ความเขม้ขน้  200 ppm ปิเปต 6.66 ml ปรบัปรมิาตรเป็น 10 ml 

          7.4 นํา Paper disk วางบนแผ่นกระจกสเีหลยีมแตล่ะความเขม้ขน้ แลว้ปิเปต

สารละลายตวัอย่าง 20 µl ลงบน Paper disk ในแต่ละความเขม้ขน้ แลว้นํา Paper disk เกบ็ไวใ้น

ทมีแีสงสว่าง เป็นเวลา 2 ชวัโมง จากนันนํามาวางบนเชอืทเีตรยีมไวข้า้งตน้ตามความเขม้ขน้ที

กําหนดไวใ้นขอ้ท ี1 

  7.5 นําเชอืไปบ่มในตูบ้ม่เชอื ในกรณีของเชอืราใชอุ้ณหภูม ิ370C เป็นเวลา 3-5 

วนั  

  7.7 วดั Clear zone และบนัทกึผล  

8. การทดสอบความสามารถในการต้านเชือราในยางแผ่น 

   การทดสอบความสามารถในการต้านเชอืราในยางแผ่นประกอบดว้ยขนัตอนต่างๆ 

ดงัต่อไปนี 

 8.1 นําแผน่ยางพารามาดดัเป็นวงกลมใหม้เีสน้ผ่านศนูยก์ลาง 5 เซนตเิมตร 

แลว้วางแผน่ยางพาราใน plate 

 8.2 นําแผน่ยางพาราทตีดัไดไ้ปฆา่เชอืดว้นแสง UV เป็นเวลา 15 นาท ี

  8.3 นําเชอืราเกลยีบน plate ทมียีางแผน่อยู่ โดยเผา loop จนรอ้นแดง รอให ้

loop เยน็ จากนันใช ้loop เขยีเชอืมาเตะทแีผ่นยางลาก loop เบาๆ โดยใชด้า้นแบนของปลาย 

loop แตะเบาๆ บนยางแผ่นไปมา 4-5 ครงั ปิดฝาจานเพาะเชอื ขดีเชอืแบบ Streak plate ทาํการ

ขดีครงัท ี2 โดยใช ้loop เขยีเชอื ผ่านเชอืทแีตะไว้ครงัแรก ลากไปมา 5-6 ครงั ขดีครงัท ี3  

โดยการหมุนจานเลก็น้อยใหเ้หมาะและการขดีครงัท ี4 ใหล้าก loop ไปมา 2-3 ครงั         

  



   8.4 เตรยีมสารตวัอย่างโดยชงัสารตวัอยา่งทงั 8 ชนิด เตรยีมเป็นความเขม้ขน้

ต่างๆ ดงันี เช่นสาร KU-Sal เตรยีมความเขม้ขน้เป็น 100, 200 และ 300 ppm โดยชงัสารมา

0.0050 g ปรบัปรมิาตรด้วย DMSO (Dimethyl sulfoxide)  

  8.5 ปิเปตสารตวัอยา่งจากความเขม้ขน้ 300 ppm ใส่ลงในขวดวดัปรมิาตรขนาด 

10 ml ทคีวามเขม้ขน้ดงัต่อไปนี 

             ความเขม้ขน้  100 ppm ปิเปต 3.33 ml ปรบัปรมิาตรเป็น 10 ml 

            ความเขม้ขน้  200 ppm ปิเปต 6.66 ml ปรบัปรมิาตรเป็น 10 ml 

          8.6 นํา Paper disk วางบนแผน่กระจกสเีหลยีมแตล่ะความเขม้ขน้ แลว้ปิเปต

สารละลายตวัอย่าง 20 µl ลงบน Paper disk ในแต่ละความเขม้ขน้ แลว้นํา Paper disk เกบ็ไวใ้น

ทมีแีสงสว่าง เป็นเวลา 2 ชวัโมง จากนันนํามาวางบนเชอืทเีตรยีมไวข้า้งตน้ตามความเขม้ขน้ที

กําหนดไวใ้นขอ้ท ี3 

  8.7 นําไปบ่มในตูบ่้มเชอื ในกรณีของเชอืราใชอุ้ณหภูม ิ37 0C เป็นเวลา 3-5   

วนั  

  8.8 วดั Clear zone และบนัทกึผล  

9. การทดสอบสมบติัทางกายภาพและสมบติัเชิงกลของยางแผ่น 

  9.1 ทดสอบความต้านทานแรงดึง (Tensile properties) 

  นํายางแผ่นทผีา่นการผสมกบัสารตวัอย่างทงั 8 ชนดิโดยตดัแผ่นยางใหม้ขีนาด 

3x5 เชนตเิมตร มาทดสอบความต้านทานแรงดงึ (Tensile properties) ตามมาตรฐาน ISO 37-

1994 (E) ดว้ยเครอืง Lloyd โดยใชค้วามเรว็ในการดงึชนิทดสอบ 500 มลิลเิมตรต่อนาท ีเพอื

ทดสอบหาค่ามอดลูสัทรีะยะยดื 100%, ค่าความตา้นทานต่อแรงดงึ (tensile strength) และระยะ

ยดืกอ่นขาด (elongation at break) แลว้หาคา่เฉลยีของชนิทดสอบ 8 ตวัอย่าง   

  9.2 การทดสอบความทนแรงฉีกขาด (Tear strength)  

  ทดสอบความตา้นทานแรงฉีกขาด (Tear strength) ตามมาตรฐาน ISO 34 

(Angle test piece) ดว้ยเครอืงเทนไซล์ (Tensile test machine) ดว้ยอตัราเรว็ในการดงึ 500 

มลิลเิมตรต่อนาท ีค่าความตา้นทานแรงฉีกขาดคอืค่าแรงดงึสงูสดุททีาํใหย้างเกดิการฉีกขาดต่อ

ความหนาของชนิตวัอย่าง (มหีน่วยเป็น N/mm)  

  9.3 ทดสอบคา่ความแขง็ (HardnessShore A) 

  ทดสอบความแขง็ (Shore a hardness) ดว้ยเครอืงวดั Shore Durometer 

(Model 716) ทดสอบตามมาตรฐาน ASTM D2240 โดยทกีารวดัจะรายงานค่าความแขง็ 

(hardness number) ภายใตร้ะยะเวลากด (Indentation time) 15 วนิาท ีและบนัทกึคา่ Median 

จากค่าทวีดัไดท้งัหมด 5 คา่  

 

 



 10. การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลลป์กติ 

 ทดสอบความเป็นพษิต่อเซลล์ปกติ (Vero cells) โดยเติม Vero cells 45 µl (3.3 x 104 

cells/mL) ลงในแต่ละหลุมของ 384-well plates ทมีสีารตวัอยา่งอยู ่5 µl เจอืจางดว้ย DMSO 0.5 

% แลว้บม่ทอีุณหภมู ิ37oC ม ีCO2 5% เป็นเวลา 4 วนัแลว้วดัค่าฟลูออเรสเซนต ์(excitation  

ท ี485 nm และ emission ท ี535 nm) สรา้งกราฟระหว่างความเขม้ขน้ของสารตวัอย่างกบั 

คา่การตอบสนองของเซลลเ์พอืหา IC50  

  

สรปุและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 ผลทไีดจ้ากการสงัเคราะห์ทงัตวัรดีิวซ์และอนุภาคนาโนคอปเปอร์ พบว่า ไดผ้ลผลติใน

เปอรเ์ซน็ต์สงูและอนุภาคทสีงัเคราะหไ์ดม้ลีกัษณะเป็นผลกึ (Crystal)  มรีปูรา่งและมอรโ์ฟโลก ี

ทแีตกต่างกนั ลกัษณะทโีดดเด่นเป็นรูปเขม็ (Needle forms) ขนาดของอนุภาคอยู่ระหว่าง 35 

ถงึ 81 nm มจีุดหลอมเหลวอยูร่ะหว่าง 144.4 ถงึ 288.9 0C  

 เทคนิค DPPH method จะเหน็ว่า อนุภาคส่วนใหญ่มปีระสทิธภิาพในการต้านอนุมลูเสร ี

DPPH ได้ดีโดยเฉพาะอนุภาค SRA-Sal และ KU-INH-Cu ส่วนผลการต้านอนุมูลอิสระด้วย

เทคนิค FRAP method พบว่า อนุภาค KU-Sal มปีระสิทธิภาพในการรดีิวซ์ Fe3+ ไปเป็น Fe2+ 

ไดส้งูสดุ รองลงมาคอื KU-INH ซงึผลการทดสอบฤทธขิองสารทสีงัเคราะหใ์นการต้านอนุมลูอสิระ

ด้วยเทคนิค DPPH และ เทคนิค FRAP ทีมีความสัมพันธ์กันน้อย ทังนีเนืองจากสารทีมี

ความสามารถในการรดีวิซ์เหล็กได้ดอีาจจะแสดงสมบตัใินการตา้นอนุมลูอสิระด้วยการใหอ้ะตอม

ไฮโดรเจนไม่ดี (โอภา วชัระคุปต์.  2549) นอกจากนี ยงัขนึอยู่กบัความสามารถในการละลาย

และขนาดของโมเลกุลของสารทจีะเขา้ทาํปฏกิริยิากบัอนุมลูอสิระ (มณัฑนา ภาณุมาภรณ์. 2552) 

ดงันัน การทตีวัรดีวิซ์และอนุภาคนาโนคอปเปอรม์คีวามสามารถในการตา้นอนุมูลอสิระ DPPH. 

ไดด้เีพราะมคีวามสามารถในการละลายนําไดด้แีละโมเลกลุไมเ่กะกะ (Steric effect)  

จงึเกดิปฏกิริยิารดีกัชนัไดด้ ีแต่มคีวามสามารถในการรดีวิซ์เหลก็ไดน้้อยในเทคนิค FRAP  

 ผลการตา้นเชอืราก่อโรคของยางแผ่น พบว่า อนุภาคทงั 8 ชนดิ สามารถตา้นเชอืรา 

ก่อโรคของยางแผ่นทัง Penicillium sp. และ Aspergillus sp. บนจานเพาะเชือได้ และเมือนํา

อนุภาคทงัหมดนีไปทดสอบกบัเชอืราดงักล่าวทเีจรญิเตบิโตอยู่บนยางแผ่น พบว่า ประสทิธภิาพ

ในการตา้นเชอืราเพมิขนึเป็นสองเท่า แสดงว่าอนุภาคคอปเปอร์นาโนตา้นเชอืราเหล่านีไดด้ ี

บนยางแผ่นของเกษตรกร (ระพีพันธ์ แดงตันกี และคณะ. 2554) จึงเป็นการค้นพบใหม่ทีมี

ประโยชน์อย่างยงิ 

 ผลการศึกษาความเครียดและความเค้น เมือเติมอนุภาคคอปเปอร์นาโนในยางแผ่น 

พบว่า ยางแผ่นทนทานต่อแรงดงึเพมิขนึโดยเฉพาะอนุภาคนาโนทมีตีวัรดีวิซ์เป็นไซลงิกอลดไีฮด์

ซาลิไซลกิไฮดราโซน (SRA-Sal-Cu) มคี่าเฉลยีท ี7.00 กโิลกรมั และแผ่นยางทรีบัแรงตงึไดน้้อย



ทสีุดคอื แผ่นยางททีดสอบกบัสาร KU-Sal ซงึมค่ีาเฉลยีท ี5.33 กโิลกรมั แต่เมอืเปรยีบเทยีบกบั

สารควบคุม พบว่า แผ่นยางทดสอบเตมิสารตวัอย่างมคีวามทนต่อแรงดึงดีกว่าแผ่นยางควบคุม 

นนัคือการเตมิอนุภาคนาโนคอปเปอรล์งในกระบวนการผลติยางแผ่นนอกจากจะป้องกนักําจดั

เชอืราแลว้ยงัเพมิสมบตัเิชงิกลของยางใหส้งูขนึ 

 

ข้อเสนอแนะ 

 งานวจิยันีเป็นการนําองค์ความรูท้างด้านนาโนเทคโนโลยมีาใช้ในด้านการเกษตร ซึงถอื

เป็นการวจิยัทแีปลกใหม่ของประเทศไทย หลกัการ ทฤษฎรีวมทงัผลทไีดจ้ากการวจิยัยงัสามารถ

ถูกถ่ายทอดใหก้บัเกษตรกร จงึถอืเป็นการวางรากฐาน ใหค้วามรูแ้ละในขณะเดยีวกนัยงัเป็น 

การสรา้งความตระหนักใหก้บัเกษตรกรไดร้บัประโยชน์ รูท้นัเทคโนโลยใีหม่ และป้องกนัการถูก

หลอกจากพ่อคา้บางกลุ่มได้อกีดว้ย สงิสาํคญัและจาํเป็นทจีะตอ้งดาํเนินการต่อไปอกี  

 1. ข้อเสนอแนะเพือการวิจยัครงัต่อไป 

     1.1 จะต้องวิจยัเพอืวเิคราะหก์ลไกทแีท้จรงิเกยีวกบั Mode of action ของผลติภณัฑ์

ในกลุ่มนีกบัการออกฤทธต่ิอราและเพลยีวา่เป็นอย่างไร 

     1.2 ศกึษาตน้ทนุในการผลติสารตวัอย่าง 

     1.3 ตอ้งทดสอบสารตวัอยา่งในหลายพนืทแีละหลายช่วงเวลา เพอืใหเ้กดิ 

ความมนัใจวา่สามารถใชไ้ดใ้นสภาพอย่างไรบา้ง 

 2. ข้อเสนอแนะเพือการนําไปใช้ 

     2.1 สารนาโนทสีงัเคราะหไ์ดส้ามารถนําไปใช้ฉดีพน่ในแปลงผกั เชน่  

หอม และกระเทยีม  เพอืป้องกนัโรคทเีกดิจากเชอืราได ้สารเหล่านีไม่เป็นอนัตรายต่อมนุษย ์ 

     2.2 สามารถนําอนุภาคนาโนคอปเปอรไ์ปใชใ้นกระบวนการผลิตยางแผน่ และ 

แปลงปลูกยางพาราได้เป็นอยา่งด ี
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