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บทคัดย่อ 

งานวจิัยน้ีท าการสังเคราะห์อนุภาคนาโนของซีลีเนียม (SeNPs) โดยใช ้แอล-ซิสเทอีน (L-cysteine) 

เป็นตัวรีดิวซ์และพลูลูแลน (Pullulan) เ ป็นตัวให้ความเสถียร และศึกษาฤทธ์ิตา้นแบคทีเรีย วธีิการดังกลา่วท า

ไดง้ ่ายโดยเ ติมพูลลูแลนลงไปในสารละลายโซเดียมซีลีไนต์ (Na2SeO3) กอ่นท าการรีดิวซ์ด้วยแอล-ซิสเทอีน 

อตัราส่วนของโซเดียมซีลีไนต์ตอ่แอล-ซิสเทอีนท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการสังเคราะห์อนุภาคนาโนของซีลีเนียม 

คือ 2:2.5 (w/w) พิสูจน์เอกลกัษณ์และหาขนาดของอนุภาคนาโนของซีลีเ นียมด้วยเทคนิคยูว-ีวสิิเบิลสเปก- 

โตรสโกปี กลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสอ่งกราด และแบบสอ่งผา่น พบวา่อนุภาคมขีนาดประมาณ 100 

นาโน เ มตร อนุภ าคน าโนของซี ลี เ นี ยมมีฤทธ์ิใ นการต้านแบคทีเ รี ย สแตปฟิ โลคอคคัส  ออ เ รี ยส 

(Staphylococcus aureus) และเอสเชอริเชีย โคไล (Escherichia coli) 
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Abstract 

In this work, selenium nanoparticles (SeNPs) were synthesized using L-cysteine as a reducing agent 

and pullulan as a stabilizer and evaluated for their antibacterial activity. The SeNPs can be easily prepared 

by adding pullulan into sodium selenite (Na2SeO3) solution before reducing by L-cysteine. The optimal ratio 

of Na2SeO3 to L-cysteine was 2:2.5 (w/w). The SeNPs obtained were characterized by UV-visible 

spectroscopy, scanning electron microscopy (SEM) and transmission electron microscopy (TEM). The 

particle size of SeNPs was approxiately 100 nm. The SeNPs had an activity against Staphylococcus aureus 

(S. aureus) and Escherichia coli (E. coli). 
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ท่ีไมม่กีารเติมพลูลูแลน 

25 

4.10 ภาพถา่ยจากกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสอ่งกราดของอนุภาคนาโนของ
ซีลีเนียมท่ีรีดิวซ์ดว้ยซิสเทอีน 0.25 มลิลิโมลาร์ และมกีารเติมพลูลูแลน 

25 

4.11 ภาพถา่ยจากกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสอ่งกราดของอนุภาคนาโนของ
ซีลีเนียมท่ีรีดิวซ์ดว้ยซิสเทอีน 1.25 มลิลิโมลาร์ และมกีารเติมพลูลูแลน 

26 

4.12 ภาพถา่ยจากกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสอ่งกราดของอนุภาคนาโนของ
ซีลีเนียมท่ีรีดิวซ์ดว้ยซิสเทอีน 2.50 มลิลิโมลาร์ และมกีารเติมพลูลูแลน 

26 

4.13 ภาพถา่ยอนุภาคนาโนของซีลีเนียมจากกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสอ่งผา่น ท่ี
ก  าลงัขยายตา่งๆ 

27 

4.14 อตัราการรอดของแบคทีเรีย E.coli 29 
4.15 อตัราการรอดของแบคทีเรีย S.aureus 31 
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สารบัญตารางประกอบ 

 

ตารางท่ี หน้า 
2.1 สมบติัทางกายภาพของพลูลูแลน 7 
3.1 แสดงปริมาณสารตา่งๆท่ีใชใ้นการท าการทดลองหาปริมาณความเข้มขน้ Sodium 
selenite ท่ีเหมาะสมท่ีสุด 

12 

3.2 แสดงปริมาณสารตา่งๆท่ีใชใ้นการท าการทดลองหาปริมาณความเข้มขน้ L-cysteine 
hydrochloride ท่ีเหมาะสมท่ีสุด 

13 

3.3 แสดงปริมาณสารตา่งๆท่ีใชใ้นการท าการทดลองหาปริมาณความเข้มขน้ Pullulan ท่ี
เหมาะสมท่ีสุด 

13 

4.1 แสดงคา่ความเขม้แสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร ของการทดสอบฤทธ์ิทาง
ชีวภาพของอนุภาคนาโนของซีลีเนียมในแบคทีเรีย E.coli 

29 

4.2 แสดงคา่ความเขม้แสงท่ีความยาวคล่ืน 562 นาโนเมตร ของการทดสอบฤทธ์ิทาง
ชีวภาพของอนุภาคนาโนของซีลีเนียมในแบคทีเรีย S.aureus 

31 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

บทที่ 1 

บทน ำ 

 

1.1 ควำมเป็นมำและมูลเหตุจูงใจในกำรเสนอโครงกำร 

 ซีลีเนียม (Selenium) เ ป็นธาตุท่ีจัดอยูใ่นกลุม่ของสารอาหารท่ีร่างกายตอ้งการในปริมาณ

น้อย (trace element) มีความสัมพนัธ์กบัหน้าท่ีของเอนไซมใ์นระบบกลูต้าไธโอนเปอร์ออกซิเดส

(glutathione perioxidase) ซ่ึง เ ป็นระบบการตา้นอนุมูลอิสระท่ีส าคัญของร่างกาย และเมือ่น าธาตุ

ซีลีเ นียมไปสังเคราะห์เ ป็นอนุภาคนาโน จะท าให้มีคณุสมบติัในการเป็นยาต้านมะเร็งและยาตา้น

แบคทีเรียเพิ่มข้ึนดว้ย แตก่ารท าอนุภาคนาโนของซีลีเนียมจะมีความเสถียรของอนุภาคท่ีจะน าไปใช ้

ไดค้อ่นขา้งต ่า งานวจิัยกอ่นหน้าจึงพยายามพัฒนาอนุภาคนาโนของซีลีเ นียมให้มีความเสถียรมาก

ข้ึน ท าให้สามารถเก็บไวไ้ด้นานข้ึน โดยการใชส้ารปรับเสถียร (stabilizer) เป็นกลุม่สารจ าพวกพอ-
ลิเมอร์ จึงไดท้ าการศึกษาหาขอ้มูลจากงานวจิัยกอ่นหน้า ไดม้กีารวจิยัไวด้งัน้ี  

 ในปี 2004 Zhang และคณะได้ท าการสังเคราะห์อนุภาคนาโนของซีลีเ นียมโดยใช ้สาร

จ าพวกพอลิแซคคาไรด์เป็นสารปรับเสถียร มกีารใชพ้อลิเมอร์ท าการทดลอง 4 ชนิด คือ ไคโตซาน, 

คอนยัคกลูโคแมนแนน, คาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลส และ อคาเซียกมั  พบวา่การใชพ้อลิแซคคาไรด์

ตา่งชนิดกนั จะท าให้อนุภาคท่ีไดม้ีรูปรา่งตา่งกนั และอนุภาคนาโนของซีลีเนียมท่ีสังเคราะห์ได้มี
ความเสถียรมากข้ึน อีกทั้งยงัสามารถน าไปใชใ้นทางอาหารและยาได ้  
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รูปท่ี 1.1 อนุภาคนาโนของซีลีเนียมท่ีปรับเสถียรดว้ย a) ไคโตซาน b) คอนยคักลูโคแมนแนน 

c) อคาเซียกมั d) คาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลส [1] 

 ในปี 2005 Lin และคณะได้ท าการศึกษาสเปกตรัมของอนุภาคนาโนของซีลีเ นียม โดยใช ้

เทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรสโกปี เทียบกบัการใช ้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผา่น เพื่อ

ศึกษาขนาดของอนุภาค เ ทียบกบัความยาวคล่ืนในการดูดกลืนแสง  และตั้งสมมติฐานวา่ ความ

เข้มข้นของตวัรีดิวซ์ท่ีใชม้ีผลตอ่ขนาดอนุภาค พบวา่ เมือ่ใช ้ตวัรีดิวซ์ท่ีมีความเข้มข้นมาก อนุภาค -

นาโนจะมีขนาดเล็กกวา่การใช ้ตัวรีดิวซ์ท่ีความเขม้ข้นน้อย และอนุภาคนาโนขนาดเล็กกวา่ จะ

ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนต ่ากวา่เชน่กนั ท าให้อนุภาคขนาดเล็กจะเป็นสารละลายสีส้มท่ีออ่นกวา่ 
ดงัภาพ 

 

รูปท่ี 1.2 แสดงสีและสเปกตรัมของอนุภาคนาโนของซีลีเนียมขนาด 20.0 ± 6.1, 70.9 ± 9.1, 101.6 ± 
9.8, 146.1 ± 23, 182.8 ± 33.2 และ 240.4 ± 32.2 นาโนเมตร ตามล าดบั [2] 
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 ในปี 2010 Li และคณะได้ท าการสังเคราะห์อนุภาคนาโนของซีลีเนียมในขั้นตอนเดียวโดย

ใชต้ัวรีดิวซ์เป็นแอล-ซิสเทอีน (L-cysteine) พบวา่ การใชแ้อล-ซิสเทอีนความเขม้ขน้ตา่งกนั ท าให้

ขนาดอนุภาคท่ีได้มคีา่ตา่งกนั แตม่คีวามตา่งไมม่าก และถ้าใชท่ี้ความเขม้ขน้มากเกนิไป จะไมเ่กิด

อนุภาคนาโน จึงไมเ่ห็นการเปล่ียนสี และเมื่อท าการตรวจวดัความเสถียร พบวา่ อนุภาคจะมขีนาด

เดิมจนถึงประมาณ 120 ช ั่วโมง ถ้าเกินจากนั้นจะเกิดการรวมตวั (aggregation) ในงานวิจยัน้ี แอล-
ซิสเทอีนถือเป็นตวัปรับเสถียรให้พื้นผิวด้วย 

 

รูปท่ี 1.3 แสดงการเปล่ียนสีของอนุภาคนาโนของซีลีเนียมตามความเข้มขน้ของแอล-ซิสเทอีนท่ีใช ้
และกราฟการดูดกลืนแสง โดย I=a, II=b, III=c, IV=d, V=e และ VI=f [4] 

 

 ในปี 2011 Tran และคณะไดท้ าการศึกษาการออกฤทธ์ิทางชีวภาพ โดยน าอนุภาคนาโนของ

ซีลีเนียมท่ีสังเคราะห์ไดม้าทดสอบการออกฤทธ์ิในการยบัยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ  

Staphylococcus aureus ซ่ึงเ ป็นแบคทีเ รียแกรมบวก อนุภาคนาโนของซีลีเ นียมท่ีใชใ้นการทดลองมี

ขนาด 40-60 นาโนเมตร พบวา่อัตราความหนาแนน่ของแบคทีเรียท่ีตรวจวดัได้ภายในระยะเวลาท่ี

ท าการทดลอง (3, 4 และ 5 ช ั่วโมง) มีคา่ลดลงในระดับหน่ึง และความเข้มขน้ของซีลีเ นียมไมม่ีผล

ในการตา้นการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย เน่ืองจากกลุม่ผู ้วจิัยเป็นกลุม่แรกๆท่ีทดสอบฤทธ์ิในการ
ตา้นแบคทีเรียของอนุภาคนาโนของซีลีเนียม จึงอาจตอ้งมกีารพฒันาตอ่ไป 



4 
 

 

 

รูปท่ี 1.4 กราฟแสดงอตัราความหนาแนน่ของแบคทีเรียสแตปฟิโลคอคคัส ออเรียส เมือ่ท าการ
ทดสอบฤทธ์ิดว้ยอนุภาคนาโนของซีลีเนียมท่ีความเข้มขน้ตา่งๆในเวลาท่ีตา่งกนั  [5] 

 

 ในปี 2012 Yu และคณะ ไดท้ าการปรับแตง่พื้นผิวของอนุภาคนาโนของซีลีเ นียมดว้ยไคโต-

ซาน ให้มปีระจุบวก เพื่อเพิ่มการเลือกจ าเพาะและเพิ่มประสิทธิภาพในการตา้นมะเร็ง  โดยทดสอบ

กบัเซลล์มะเร็งในส่วนตา่งๆของร่างกายเทียบกบัเซลล์ปกติ พบวา่อนุภาคนาโนของซีลีเนียมท่ีผา่น

การปรับแตง่พื้นผิวด้วยไคโตซานจะสามารถเข้าไปสูเ่ซลล์มะเ ร็งไดดี้กวา่เมื่อเทียบกบัอนุภาคท่ี

ไมไ่ดผ้า่นการปรับแตง่พื้นผิว ท าให้เซลล์เขา้สูก่ารตายแบบอะพอพโทซิส และถ้าความเขม้ขน้ของ
อนุภาคนาโนของซีลีเนียมมากข้ึน จะออกฤทธ์ิในการตา้นเซลล์มะเร็งได้ดีข้ึน 

 

รูปท่ี 1.5 โครงสร้างของอนุภาคท่ีไดจ้ากขอ้มูลตา่งๆ, การเลือกจ าเพาะขออนุภาคโดยดูจากความ
เขม้ขน้ของซีลีเนียมภายในเซลล์ และคา่ศกัย์ซีตา้ดูการเปล่ียนแปลงประจุของเซลล์ [8] 
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 ในงานวจิัยน้ี ผูว้จิัยตอ้งการศึกษาในสว่นของฤทธ์ิในการตา้นแบคทีเ รียเพิ่มเติม โดยท าการ

ปรับปรุงพื้นผิวโดยใช ้พลูลูแลน ซ่ึงเป็นพอลิเมอร์ในกลุม่เดียวกบัอคาเซียกมั ท่ีให้อนุภาคเป็นทรง

กลม เพื่อเพิ่มความเสถียรให้มากข้ึน และแบคทีเรียท่ีจะใช ้ศึกษาคือแบคทีเรียในสายพันธ์ุสแตปฟิ-

โลคอคคสั ออเรียส (Staphylococcus aureus) ท่ีเป็นแบคทีเรียแกรมบวก และ สายพันธ์ุ เอสเชอริเชีย 

โคไล (Escherichia coli) ท่ีเป็นแบคทีเรียแกรมลบ เพื่อดูความแตกตา่งของการออกฤทธ์ิในแบคทีเรีย
ทั้งสองชนิด และใชต้วัรีดิวซ์เป็นแอล-ซิสเทอีน 

 

1.2 วัตถุประสงค์ของโครงกำร 

- เพื่อสังเคราะห์อนุภาคนาโนของซีลีเนียมให้มคีวามเสถียรมากข้ึน โดยมีพลูลูแลนเป็นตัว

ปรับเสถียร 

- เพื่อศึกษาฤทธ์ิในการต้านแบคทีเรียของอนุภาคนาโนของซีลีเนียม และเปรียบเทียบใน

แบคทีเรียตา่งชนิดกนั 
 

1.3 ประโยชน์ทีค่ำดว่ำจะได้รับ 

- สามารถสังเคราะห์อนุภาคนาโนของซีลีเนียมท่ีมคีวามเสถียรมากข้ึนได ้

- สามารถน าอนุภาคนาโนของซีลีเนียมมาทดสอบฤทธ์ิในการตา้นแบคทีเรีย และบอกความ
แตกตา่งในการออกฤทธ์ิได ้

 



 
 

 

บทที่ 2 

ทฤษฎีที่เก่ียวข้อง 

 

2.1 ซีลีเนียม (Selenium) 

 ซีลีเ นียม เป็นธาตุท่ีจ าเป็นตอ่รา่งกาย จดัอยูใ่นประเภทธาตุท่ีตอ้งการในปริมาณน้อย (trace 

element) ท าหน้าท่ีร่วมกบัไอนไซม์ในระบบกลูตา้ไธโอนเปอร์ออกซิเดส (glutathione peroxidase) 

ซ่ึงเ ป็นระบบการตา้นอนุมลูอิสระท่ีดีท่ีสุดในเซลล์ ซีลีเนียมจะถูกดูดซึมไดดี้ท่ีล าไส้เ ล็ก และเก็บไว ้

ท่ีตับและไตมากกวา่กล้ามเน้ือหรือเน้ือเ ย่ืออ่ืนๆประมาณ 4-5 เทา่ โดยปกติถ้ามีซีลีเนียมเกิน จะถูก
ขบัออกทางปัสสาวะ 

ประโยชน์ของซีลีเนียมท่ีมตีอ่รา่งกาย 

- ท างานรว่มกบัวติามนิอีเพื่อป้องกนัและก  าจดัสารเปอร์ออกไซด์ท่ีเกิดข้ึน 

- ชว่ยชะลอการแกต่ายของเซลล์ตามธรรมชาติ ป้องกนัการแกก่อ่นวยั 

- ชว่ยให้หัวใจท างานไดดี้ข้ึน ลดความเส่ียงในการเกดิหัวใจวาย 

- สง่เสริมให้รา่งกายเติบโตให้เป็นปกติ ควบคมุสุขภาพสายตา ผิวหนังและเส้นผม 

- สง่ผลให้ประจ าเดือนของเพศหญิงเป็นไปตามปกติ 

- ตา้นและละลายสารพิษตา่งๆท่ีเขา้สูร่า่งกาย 

- ยบัยั้งการเพิ่มจ านวนของเชื้อเอชไอว ี สามารถกระตุน้ระบบภูมคิุ้มกนัในผูติ้ดเชื้อด้วย 

- ป้องกนักมัมนัตภาพรังสี และโลหะหนักท่ีเป็นพิษ 
 

ปริมาณซีลีเ นียมท่ีควรได้รับตอ่วนั (RDA) อยูท่ี่ 70-200 ไมโครกรัม และถ้าเ ป็นสารเสริม

อาหาร  ควรอยูใ่น รูปคีเ ลต ห รือ L-selenomethionine form แต ่ถ้าได้รับในปริมาณเกิน กวา่ 400 

ไมโครกรัมตอ่วนั จะท าให้เกดิพิษของซีลีเ นียม (selenosis) ผูท่ี้รับซีลีเ นียมมากเกนิไปจะท าให้เกิด
อาการคล่ืนไส้ ผมรว่ง และถา้ไดรั้บติดตอ่กนัเป็นเวลานานจะท าให้เกดิภาวะตับวายได ้ ในสว่นของ
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การขาดซีลีเ นียม จะน าไปสู่การแกก่อ่นวยั เพราะซีลีเ นียมจะชว่ยในการรักษาความยืดหยุน่ของ
กลา้มเน้ือ 

แหลง่ของซีลีเ นียมท่ีสามารถพบไดใ้นธรรมชาติ คือ บริวเวอร์ยีสต์ เคร่ืองในสัตว ์ปลา หอย 

ขา้วกลอ้ง แตงกวา แอลมอนด์ ผลิตภ ัณฑ์จากนม กระเทียม เห็ดตา่งๆ บร็อคโคล่ี หัวหอม มะเขือเทศ 

อาหารทะเลตา่งๆ แตซี่ลีเนียมจะถูกท าลายได้ดว้ยเมื่อถูกกระทบกระ เทือนหรือการให้ความร้อน 
เชน่ ถา้ผลิตแป้งจากขา้วจะท าให้สูญเสียซีลีเนียมไป 50% 

 

2.2 พลูลูแลน (pullulan) 

 พลูลูแลน เ ป็นพอลิแซคคาไรด์ท่ีประกอบดว้ยน ้ าตาลมอลโตทริโอส (maltotriose) คือเ ป็น

หน่วยน ้ าตาลกลูโคส 3 หนว่ยเชื่อมติดกนัด้วยพ ันธะแอลฟา-1,4 ไกลโคซิดิก (α-1,4 glycosodic 

bond) และแตล่ะหนว่ยของมอลโตทริโอสเชื่อมติดกนัด้วยพ ันธะแอลฟา -1,6 ไกลโคซิดิก (α-1,6 

glycosodic bond) พบไดจ้ากการยอ่ยแป้งของเชื้อรา “ออรีโอแบซิเดียม พลูลูแลนส์” (Aureobasidium 
pullulans) 

ตารางท่ี 2.1 สมบติัทางกายภาพของพลูลูแลน 

พารามิเตอร์ รายละเอียด 
ลกัษณะภายนอก ผงสีขาวหรือขาวแกมเหลือง 

การละลายน ้ า (25ᵒC) ละลายไดดี้ 
ความไวแสงจ าเพาะ [α] D2O (1% ในน ้ า) อยา่งน้อย +160ᵒ 

พอลิเปปไทด์ (%) ไมเ่กนิ 0, 5 
pH ของสารละลาย 5-7 

แรธ่าตุตกคา้ง-เถา้ (ซลัเฟต, %) ไมเ่กนิ 3 
ความชื้น (สูญเสียจากการท าให้แห้ง, %) ไมเ่กนิ 6 

มวลโมเลกลุ (กโิลดาลตนั kDa) 100-250 
 

 



 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 2.1 โครงสร้างของพลูลูแลน [14] 

 ปัจจุบนั พลูลูแลนถูกน ามาใชใ้นอุตสาหกรรมดา้นตา่งๆ ดงัน้ี  

- อุตสาหกรรมอาหาร 1) น ามาใชแ้ทนแป้งบางส่วนในการท าพาสต้าหรืออาหารท่ีผา่นการ

อบ เ น่ืองจากพลูลูแลนเป็นคาร์โบไฮเดรตท่ีมแีคลอรีต ่า 2) ใชเ้ ป็นสารเ ติมเต็มท่ีมีความหนืด

ต ่าในเคร่ืองด่ืมและซอสตา่งๆ เพราะความหนืดของพลูลูแลนจะไมไ่ด้รับผลกระทบจาก

ความร้อน การเปล่ียนคา่ pH และไอออนของโลหะตา่งๆ 3) สามารถใช ้เป็นตวัเชื่อมและตัว

ปรับเสถียรในเคร่ืองปรุงอาหาร 4) ฟิล์มท่ีผลิตจากพูลลูแลนน ามาใชท้ าหอ่บรรจุอาหารแห้ง

ได ้จ าพวกถัว่ อาหารเส้น ผกั และเน้ือสัตว ์

- อุตสาหกรรมยา 1) น ามาใช ้ในดา้นทันตกรรม โดนท าเป็นกาวส าหรับติดฟันปลอม 2) ใช ้

เป็นสารเคลือบยาเม็ด ป้องกนัยาเส่ือมสภาพ ท าให้รักษาอายุของยาไดน้านข้ึน 3) ใชเ้ ป็นตัว

ขยายพลาสมาในเลือดแทนเดกซ์แทรน 4) ใชเ้ ป็นส่วนผสมในผลิตภ ัณฑ์ท่ีใช ้บ ารุง รักษา

รา่งกาย เชน่ สบู ่ยาสระผม โลชนั หรือเคร่ืองส าอางอ่ืนๆ 

- อุตสาหกรรมอ่ืนๆ 1) ใช ้เป็นสารเคลือบเส้นใย เพื่อเพิ่มสมบติัความโปรง่แสง ความเหนียว 

และยงั เป็นสารเคลือบท่ีไมม่พีิษ 2) ใชเ้ ป็นสารชว่ยจบัตวัในอุตสาหกรรม เชน่การเคลือบ

กระดาษ เพื่อให้หมึกพิมพ์ติดดีข้ึน 3) ใช ้ในงานทางด้านภาพถา่ย การพิมพ์ และอุปกรณ์

อิเล็กทรอนิกส์  
 

 

 

 



 

 

2.3 แบคทเีรีย S.aureus 

 S.aureus เป็นแบคทีเรียแกรมบวก มีลกัษณะกลม โคโลนีมสีีเหลือง เ ติบโตไดดี้ในภาวะท่ีมี

ออกซิเจน ชว่งอุณหภูมิท่ีเหมาะกบัการเจริญเติบโต คือ 35-40 องศาเซลเซียส pH ท่ีเหมาะสมอยู ่

ในชว่ง 7-7.5 บางสายพนัธ์ุจะสามารถผลิตสารพิษท่ีเรียกวา่ “เอนเทอโรทอกซิน” ท าให้เกดิอาการ

อาหารเป็นพิษ และสามารถผลิตสารชนิดน้ีไดดี้ท่ีสุดท่ีอุณหภูม ิ 40 องศาเซลเซียส 

 แบคทีเรีย S.aureus มชีีวติอยูไ่ดใ้นอากาศ ฝุ่นละออง ขยะมลูฝอย น ้ า อาหารและนม ภายใน

รา่งกายส่ิงมีชีวติ จะพบไดบ้ริเวณทางเดินหายใจ ล าคอ หรือเส้นผมและผิวหนังประมาณ 50% หรือ

มากกวา่ในผูท่ี้มีสุขภาพดี การเติบโตของแบคทีเ รียชนิดน้ีเกิดจากการเกบ็อาหารไวใ้นอุณหภูมิท่ีไม ่

เหมาะสม เชื้อจึงมกีารเจริญเติบโตและสร้างสารพิษไดอ้ยา่งรวดเร็ว 

 อนัตรายท่ีพบได้จากแบคทีเ รียชนิดน้ี  คือ เ ป็นแบคทีเ รียท่ีทนความร้อนได้สูงถึง 143.3 

องศาเซลเซียส เพราะฉะนั้นอุณหภูมิในการหุงตม้อาหารไมส่ามารถท าลายแบคทีเรียชนิดน้ีได้ โรค

อาห าร เ ป็ นพิษ ท่ี เ กิด จาก แบคที เ รี ย  S.aureus มีชื่ อ เ รี ยก วา่  Staphyloenterotoxicosis แล ะ 

Staphylorenterotoxemia ลกัษณะของอาการท่ีพบ คือ มอีาการคล่ืนไส้ อาเ จียน เ ป็นตะคริวในชอ่ง

ทอ้งและออ่นเพลีย ข้ึนอยูก่บัปริมาณสารพิษท่ีไดรั้บ โดยปริมาณท่ีท าให้เกดิโรคคือเมือ่มสีารเอน -
เทอโรทอกซินปนเป้ือนในอาหารประมาณ 1 ไมโครกรัม 

 วธีิป้องกนัการเกดิโรคจากแบคทีเรีย S.aureus คือ ควรรับประทานอาหารขณะท่ีร้อนอยู ่

และไมค่วรเก็บอาหารท่ีปรุงเสร็จแล้วไวใ้น อุณหภูมิสูง  ผู ้ปรุงอาหารกค็วรจะป้องกนัโดยการไมไ่อ
หรือจามรดอาหารขณะท่ีปรุง 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 2.2 แบคทีเรีย S.aureus [15] 



 

 

2.4 แบคทเีรีย E.coli 

 E.coli เ ป็นแบคทีเ รียแกรมลบ อยูใ่นกลุม่โคลิฟอร์ม สามารถเจริญเติบโตได้ดีในชว่ง

อุณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียส พบไดใ้นล าไส้ของสัตวแ์ละมนุษย์ บางชนิดจะชว่ยในการยอ่ยอาหาร

ภายในล าไส้ แตจ่ะมชีนิดท่ีสามารถท าอันตรายได ้โดยอาการทัว่ไปท่ีพบเมื่อได้รับแบคทีเ รียชนิดน้ี

เข้าสู ่รา่งกาย คือ ท าให้เกดิอาการท้องเสีย อาจรุนแรงถึงขั้นถา่ยเป็นเ ลือดได้ โดยปกติเมือ่เกิดโรค
ดงักลา่ว จะสามารถหายไดเ้องภายใน 10 วนั 

 แบคทีเรีย E.coli จะเข้าสูร่ ่างกายโดยผา่นการรับประทาน เมื่อมกีารปนเป้ือนในอาหารและ

น ้ า ในเ ด็ก ผูสู้งอายุ และผูท่ี้มรี ่างกายออ่นแอ จะมคีวามเส่ียงในการเกดิโรคจากแบคทีเ รียชนิดน้ีได้

มากกวา่ 

 วธีิการป้องกนัเชื้อแบคทีเ รีย E.coli คือ การรักษาความสะอาดของร่างกาย ล้างมือกอ่น

รับประทานอาห ารและหลังการ เข้าห้ องน ้ าทุกค ร้ัง รับประทานอาห ารท่ีปรุงสุกใหม ่ๆ  ไม ่

รับประทานอาหารดิบ เพราะแบคทีเรียชนิดน้ีจะถูกท าลายได้ดว้ยการใชค้วามร้อนสูง 

 การ รักษาเมื่อได้รับเ ชื้อ สามารถรับประทานยาแกป้วดท้องเ บ้ือง ต้นได้ แตไ่มค่วร

รับประทานยากลุม่สเตอรอยด์  เชน่ ยาแอสไพริน เพราะจะมผีลตอ่ไตของผูท่ี้รับประทานยาเข้าไป 

และควรหลีกเล่ียงการด่ืมชา กาแฟ เคร่ืองด่ืมบรรจุกระป๋องและเคร่ืองด่ืมแอลกอฮอล์ 

 

รูปท่ี 2.3 แบคทีเรีย E.coli [16] 

 



 

 

บทที่ 3 

วิธีการทดลอง 

 

3.1 สารเคมีและเคร่ืองมือทีใ่ช้ในการทดลอง 

1. Sodium selenite บริษทั Sigma-Aldrich จ ำกดั 

2. L-cysteine hydrochloride บริษทั Sigma-Aldrich จ ำกดั 

3. Pullulan บริษทั TCI จ ำกดั 

4. แบคทีเรีย Staphylococcus aureus (S.aureus) 

5. แบคทีเรีย Escherichia coli (E.coli) 

6. Mueller Hinton Broth บริษทั HiMedia Laboratories จ ำกดั 

7. Anhydrous Ampicilin บริษทั T.P. Drug Laboratories (1969) จ ำกดั 

8. เคร่ืองยูว-ีวสิิเบิลสเปกโตรสโกปี ย่ีห้อ Agilent รุน่ HP8453 

9. เคร่ืองฟลูออเรสเซนซ์สเปกโตรสโกปี ย่ีห้อ Varian รุน่ Cary Eclipse 

10. เคร่ืองไมโครไทเทอร์เพลท ย่ีห้อ BioTek รุน่ PowerWave XS2 

11. 96 well plate 

12. กลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสอ่งกรำด 
13. กลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสอ่งผำ่น 

 

3.2 วิธีการทดลอง 

3.2.1 กำรสังเครำะห์และกำรพิสูจน์เอกลกัษณ์ของอนุภำคนำโนของซีลีเนียม 

กำรเตรียมสำรตั้งตน้ 

- ช ัง่โซเดียมซีลีไนต์ 0.0865 กรัม ละลำยในน ้ ำ 5 มลิลิลิตร ไดส้ำรละลำยโซเดียม- 

ซีลีไนต์ควำมเขม้ขน้ 100 มลิลิโมลำร์ 
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- ช ัง่พ ูลลูแลน 2.5 กรัม ละลำยในน ้ ำ 50 มิลลิลิตร ได้สำรละลำยพูลลูแลนควำม

เขม้ขน้ 5% 

- ช ัง่แอล-ซิสเทอีน 0.0078 กรัม ละลำยในน ้ ำ 5 มลิลิลิตร ได้สำรละลำยแอล-ซิสเท

อีน ควำมเขม้ขน้ 10 มลิลิโมลำร์ (เตรียมใหมทุ่กคร้ังท่ีท ำกำรทดลอง) 

กำรหำภำวะท่ีเหมำะสมท่ีสุดในกำรสังเครำะห์อนุภำคนำโนของซีลีเนียม 

- ล ำดบัขั้นกำรทดลอง 

1) เติมสำรละลำยโซเดียมซีลีไนต์ในหลอดทดลอง 

2) เติมพ ูลลูแลนในหลอดทดลองท่ีมสีำรละลำยโซเดียมซีลีไนต์ แล้วตั้งคนท้ิงไว ้

30-45 นำที 

3) เ ติมสำรละลำยแอล-ซิสเทอีนในหลอดทดลองท่ีมีสำรละลำยผสม ปรับ

ปริมำตรเป็น 2 มลิลิลิตร ให้ควำมร้อนท่ีอุณหภูม ิ80 องศำเซลเซียส ตั้งคนท้ิง

ไวป้ระมำณ 1 ช ั่วโมง เสร็จแล้วตั้ง ท้ิงไวใ้ห้เ ย็นกอ่นน ำไปท ำกำรทดลองใน

สว่นอ่ืนตอ่ไป 

 
- กำรหำปริมำณควำมเข้มขน้ของซีลีเนียมท่ีเหมำะสมท่ีสุด 

ขอ้มลูแสดงปริมำณสำรตำ่งๆท่ีใช ้ ดงัน้ี 

ตำรำงท่ี 3.1 ปริมำณสำรตำ่งๆท่ีใชใ้นกำรท ำกำรทดลองหำปริมำณควำมเข้มขน้ 
โซเดียมซีลีไนต์ท่ีเหมำะสมท่ีสุด 

หลอดท่ี Na2SeO3 (mM) Pullulan 5 % (μL) L-cysteine (mM) 
C 0 400 2.50 
1 2 400 2.50 
2 4 400 2.50 
3 6 400 2.50 
4 8 400 2.50 
5 10 400 2.50 
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- กำรหำปริมำณควำมเข้มขน้ของแอล-ซิสเทอีนท่ีเหมำะสมท่ีสุด 

ขอ้มลูแสดงปริมำณสำรตำ่งๆท่ีใช ้ ดงัน้ี 

ตำรำงท่ี 3.2 ปริมำณสำรตำ่งๆท่ีใชใ้นกำรท ำกำรทดลองหำปริมำณควำมเข้มขน้ 

แอล-ซิสเทอีนท่ีเหมำะสมท่ีสุด 

หลอดท่ี Na2SeO3 (mM) Pullulan 5 % (μL) L-cysteine (mM) 
C 2 400 0.00 
1 2 400 0.25 
2 2 400 1.25 
3 2 400 2.50 
4 2 400 3.75 
5 2 400 5.00 

 

- กำรหำปริมำณควำมเข้มขน้ของพลูลูแลนท่ีเหมำะสมท่ีสุด 

ขอ้มลูแสดงปริมำณสำรตำ่งๆท่ีใช ้ ดงัน้ี 

ตำรำงท่ี 3.3 ปริมำณสำรตำ่งๆท่ีใชใ้นกำรท ำกำรทดลองหำปริมำณควำมเข้มขน้ 

พลูลูแลนท่ีเหมำะสมท่ีสุด 

หลอดท่ี Na2SeO3 (mM) Pullulan 5 % (μL) L-cysteine (mM) 
C 2 0 2.50 
1 2 100 2.50 
2 2 250 2.50 
3 2 400 2.50 
4 2 650 2.50 
5 2 800 2.50 
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พิสูจน์เอกลกัษณ์ของอนุภำคนำโนของซีลีเนียมท่ีสังเครำะห์ได ้

- วิเครำะห์ด้วยเ ทคนิคยูวี-วิสิเ บิลสเปกโตรสโกปี สำรตัวอยำ่งท่ีใช ้ในกำร

วเิครำะห์เรียงล ำดับตำมควำมเขม้ขน้ จำกต ่ำท่ีสุด ไปจนถึงสูงท่ีสุด หำคำ่ควำม

ยำวคล่ืนท่ีไดค้ำ่ควำมเข้มแสงสูงท่ีสุดในแตล่ะสเปกตรัม 

- สง่ไปส่องกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกรำดและแบบส่องผำ่น เพื่อ

ถำ่ยภำพ ดูลักษณะกำรกระจำยตัว วดัขนำดของอนุภำค และวิเครำะห์ผลกำร

ทดลอง 

 
3.2.2 กำรทดสอบฤทธ์ิทำงชีวภำพ 

กำรเตรียมอำหำรส ำหรับเล้ียงแบคทีเรีย 

ช ั่ง  Mueller Hinton Broth 10.5 กรัม ละลำยในน ้ ำ 500 มิลลิลิตร (ใช ้ควำมร้อน
ชว่ยในกำรละลำยได)้ เกบ็ไวใ้นตูเ้ย็น 

กำรเล้ียงเชื้อแบคทีเรีย 

น ำอำหำรเ ล้ียงเชื้อเทใส่หลอดส ำหรับเพำะเชื้อ 7 มิลลิลิตร ทั้ง ส้ินสองหลอด 

หลอดแรก เ ข่ียแบคทีเ รีย Staphylococcus aurues จำกเพลทเก็บเชื้ อใส่ลงใ น

หลอด ท ำเชน่เ ดียวกนักบัแบคทีเรีย Escherichia coli ในอีกหลอดหน่ึง น ำทั้งสอง

หลอดท่ีมีแบคทีเ รียไปเ ล้ียงให้โต ท่ีอุณหภูมิ 37.0±0.1 องศำเซลเซียส เขยำ่ท่ี

ควำมถ่ี 100 รอบตอ่นำที เป็นระยะเวลำ 6 ช ัว่โมง กอ่นน ำมำทดสอบฤทธ์ิ 
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ทดสอบฤทธ์ิของอนุภำคนำโนของซีลีเนียมกบัแบคทีเรียทั้งสองชนิด 

- เติมแบคทีเ รียลงใน 96 well plate ตำมชอ่งท่ีมีเคร่ืองหมำย X ดังตอ่ไปน้ี  180 

ไมโครลิตร  ต ่อช ่อง  (ท ำกำรทดลองแบคทีเ รีย  Staphylococcus aureus ก ับ 
Escherichia coli แยกกนั) 

  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A               
B   X X X X X X X   X   
C   X X X X X X X   X   
D   X X X X X X X   X   
E                         
F                         
G                         
H                         

 

- เติมน ้ ำกลัน่ 20 ไมโครลิตร ลงในคอลมัน์ท่ี 2 และ 11 

- เติมสำรตัวอยำ่งหลอดท่ี C จำกกำรทดลองกำรหำปริมำณควำมเข้มข้นของ

ซีลีเนียมท่ีเหมำะสม 20 ไมโครลิตร ลงในคอลมัน์ท่ี 3 

- เติมยำ anhydrous ampicilin ควำมเข้มขน้ 50 ไมโครกรัมตอ่ลิตร ลงในคอลัมน์

ท่ี 4 20 ไมโครลิตร 

- เติมสำรตัวอยำ่งหลอดท่ี C จำกกำรทดลองกำรหำปริมำณควำมเขม้ข้นของพลู-

ลูแลนท่ีเหมำะสม 20 ไมโครลิตร ลงในคอลมัน์ท่ี 5 

- เติมสำรตวัอยำ่งหลอดท่ี 1 จำกกำรทดลองกำรหำปริมำณควำมเขม้ขน้ของแอล-

ซิสเทอีนท่ีเหมำะสม 20 ไมโครลิตร ลงในคอลมัน์ท่ี 6 

- เติมสำรตวัอยำ่งหลอดท่ี 2 จำกกำรทดลองกำรหำปริมำณควำมเขม้ขน้ของแอล-

ซิสเทอีนท่ีเหมำะสม 20 ไมโครลิตร ลงในคอลมัน์ท่ี 7 

- เติมสำรตวัอยำ่งหลอดท่ี 3 จำกกำรทดลองกำรหำปริมำณควำมเขม้ขน้ของแอล-

ซิสเทอีนท่ีเหมำะสม 20 ไมโครลิตร ลงในคอลมัน์ท่ี 8 
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- ตั้งไวใ้นเคร่ืองเพำะเชื้อ ท่ีอุณหภูม ิ37.0±0.1 องศำเซลเซียส โดยไมต่อ้งเขยำ่ ท้ิง

ไวข้ำ้มคืน 

- น ำเพลทท่ีท ำกำรทดสอบฤทธ์ิมำวิครำะห์ดว้ยเคร่ืองไมโครไทเทอร์เพลท โดย

ตั้งคำ่ควำมยำวคล่ืนแสงเทำ่กบั 600 นำโนเมตรส ำหรับ  E.coli และ 562 นำโน-
เมตรส ำหรับ S.aureus เพื่อวดัคำ่ควำมเขม้แสง วเิครำะห์ผลจำกขอ้มลูท่ีได ้



 
 

 

บทที่ 4 

ผลการทดลอง 

 

4.1 ผลการทดลองในการวิเคราะห์ข้อมูลเชิงสเปกโตรสโกปี 

1. การทดลองการหาปริมาณความเข้มขน้ซีลีเนียมท่ีเหมาะสมท่ีสุด 

การทดลองช ุดน้ี เป็นการทดสอบการเกิดอนุภาคนาโนของซีลีเนียมโดยการรีดิวซ์

ซีลีเ นียม (IV) ให้กลายเป็นซีลีเ นียม (0) ด้วยแอล-ซิสเทอีน จุดประสง ค์เพื่อศึกษาความ

แตกตา่งของปริมาณซีลีเนียมท่ีใช ้ สง่ผลตอ่ขนาดของอนุภาคนาโนท่ีไดอ้ยา่งไร 

จากการทดลอง พบวา่ สารตัวอยา่งท่ีมซีีลีเนียม จะเปล่ียนสี จากสารละลายใส ไมม่ี

สี เ ป็นสารละลายสีส้ม หลังจากถูกรีดิวซ์ด้วยแอล-ซิสเทอีนซ่ึงแสดงวา่มีซีลีเ นียม(0) 

เกดิข้ึน มสีีดงัรูป 4.1  

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.1 สีของอนุภาคนาโนของซีลีเนียมท่ีสังเคราะห์ไดเ้มื่อปรับเปล่ียนความเข้มขน้

ของซีลีเนียมจาก 0-10 mM ในพลูลูแลน 5% 400 μL และใชแ้อล-ซิสเทอีน 2.5 mM 
C = 0 mM, 1 = 2 mM, 2 = 4 mM, 3 = 6 mM, 4 = 8 mM และ 5 = 10 mM 
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ผู ้วิจัยจึงน าอนุภาคนาโนของซีลีเ นียมท่ีสังเคราะห์ได้ในการทดลองช ุดน้ีไป

วเิคราะห์ดว้ยเทคนิคยูว-ีวิสิเบิลสเปกโตรสโกปี เพื่อประเมนิหาขนาดอนุภาคของซีลีเนียม

ท่ีสังเคราะห์ได ้โดยพิจารณาจากคา่ความยาวคล่ืนต าแหนง่ท่ีมีความเข้มแสงสูงท่ีสุด จาก

รูปท่ี 4.2 พบวา่ มกีารดูดกลืนแสงยูว ี2 ชว่งด้วยกนั คือประมาณ 250-280 นาโนเมตร และ 

320-360 นาโนเมตร ซ่ึงผลการทดลองสอดคล้องกบัผลการทดลองในรูปท่ี 1.2 ท่ีรายงาน

โดย Lin และคณะ[2] ซ่ึงมีการดูดกลืนแสงในชว่งความยาวคล่ืนเดียวกนัและรายงานวา่

อนุภาคนาโนซีลีเ นียมท่ีสังเคราะห์ได้มขีนาด 101.6±9.8 นาโนเมตร แตเ่ น่ืองจากกราฟท่ี

ได้จากเทคนิคยูวี-วิสิเ บิลสเปกโตรสโกปีไมส่ามารถแยกความแตกตา่ง ปริมาณสารท่ี

สังเคราะห์ได ้เพื่อแกปั้ญหาดงักลา่ว จึงน าสารตัวอยา่งในการทดลองชดุน้ีไปวิเคราะห์ดว้ย

เทคนิคฟลูออเรสเซนซ์สเปกโตรสโกปี โดยในตอนแรกเลือกกระตุน้ท่ีความยาวคล่ืน 250 

นาโนเมตร เพราะสเปกตรัมจากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรสโกปี มี

สัญญาณข้ึนในช ่วงความยาวคล่ืน 200-3 00 นาโนเมตร และพบวา่ ให้สัญญาณการ

เปลง่แสงฟลูออเรสเซนซ์ดีกวา่ท่ีความยาวคล่ืนอ่ืนๆ  ให้เ ป็นพลังงานกระตุน้ส าหรับ

เทคนิคฟลูออเรสเซนซ์สเปกโตรสโกปี 
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รูปท่ี 4.2 สเปกตรัมแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งความเข้มแสงกบัความยาวคล่ืนของการ

ทดลองการหาปริมาณความเข้มขน้ท่ีเหมาะสมของซีลีเนียมด้วยเทคนิค 
ยูว-ีวสิิเบิลสเปกโตรสโกปี 
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 จากการวเิคราะห์  พบวา่ ผลการทดลองสอดคล้องกบัการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคยูวี- 

วสิิเ บิลสเปกโตรสโกปี คือเมื่อมีการรีดิวซ์จากซีลีเ นียม(IV) เ ป็นซีลีเนียม(0) พบวา่มคีวาม

ยาวคล่ืนการคายแสงสูงสุดท่ี 485 นาโนเมตร จากการทดลองพบวา่ ความเขม้ของสัญญาณ

ฟลูออเรสเซนซ์เมื่อปรับเปล่ียนซีลีเ นียมจาก 0-10 มิลลิโมลาร์ไมแ่ตกตา่งกนั อาจเป็น

เพราะวา่ปริมาณแอล-ซิสเทอีนท่ีท าหน้าท่ีเ ป็นตัวรีดิวซ์ ได้รีดิวซ์ซีลีเ นียมไมห่มด หรือ 

แอล-ซิสเทอีนยังน้อยเกนิไป ดังนั้น ในการทดลองถดัไป จึงหาปริมาณแอล-ซิสเทอีนท่ี

เหมาะสม 

 

2. การทดลองการหาปริมาณความเข้มขน้แอล-ซิสเทอีนท่ีเหมาะสมท่ีสุด 

การทดลองชดุน้ีท าเพื่อศึกษาขนาดของอนุภาคนาโนของซีลีเ นียมท่ีสังเคราะห์ได้

เมื่อรีดิวซ์ซีลีเ นียม (IV) เ ป็น ซีลีเ นียม (0) ดว้ยแอล-ซิสเทอีนท่ีความเข้มข้นตา่งๆกนั ซ่ึง

ปฏิกริิยาท่ีศึกษามคีวามเข้มขน้ของแอล-ซิสเทอีนอยูท่ี่ 0.00-5.00 มลิลิโมลาร์ 

จากการทดลองในช ุดน้ี  จะสังเกตการเปล่ียนสีของสารละลายเหมือนกบัการ

ทดลองการหาปริมาณซีลีเนียม พบวา่ สารละลายจะเปล่ียนจากสารละลายใส ไมม่ีสี เป็น
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รูปท่ี 4.3 สเปกตรัมแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งความเข้มแสงกบัความยาวคล่ืนของการ

ทดลองการหาปริมาณความเข้มขน้ท่ีเหมาะสมของซีลีเนียมด้วยเทคนิค 

ฟลูออเรสเซนซ์สเปกโตรสโกปี 
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สารละลายสีส้ม โดยมีความเขม้ของสีตา่งกนั ท่ีความเข้มขน้ซิสเทอีน 0.25 มลิลิโมลาร์ จะ

มสีีส้มออ่นท่ีสุด และท่ีความเข้มข้นซิสเทอีน 2.50 โมลาร์ จะมีสีส้มเขม้ท่ีสุด ในสว่นของ

ความเขม้ขน้ 3.75 และ 5.00 มลิลิโมลาร์ สารละลายไมม่กีารเปล่ียนสี ดงัรูป 4.4  

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.4 สีของอนุภาคนาโนของซีลีเนียมท่ีสังเคราะห์ไดเ้มื่อปรับเปล่ียนความเข้มขน้ของ

แอล-ซิสเทอีนจาก 0.00-5.00 mM ในพลูลูแลน 5% 400 μL และใชโ้ซเดียมซีลีไนต์ 2 mM 
C = 0.00 mM, 1 = 0.25 mM, 2 = 1.25 mM, 3 = 2.50 mM, 4 = 3.75 mM และ 5 = 5.00 mM 

-0.5

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

200 300 400 500 600 700 800

Int
en

sity
 (a

.u.
)

Wavelength (nm)

control cys 0.25 mM cys 1.25 mM

cys 2.50 mM cys 3.75 mM cys 5.00 mM

รูปท่ี 4.5 สเปกตรัมแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งความเข้มแสงกบัความยาวคล่ืนของการ

ทดลองการหาปริมาณความเข้มขน้ท่ีเหมาะสมของซิสเทอีนดว้ยเทคนิค 

ยูว-ีวสิิเบิลสเปกโตรสโกปี 
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ท าการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคยูวี-วิสิเ บิลสเปกโตรสโกปี เพื่อดูการดูดกลืนแสง 

พบวา่ ต าแหนง่ของสัญญาณในสเปกตรัมจะตา่งกนั เมื่อเติมแอล-ซิสเทอีนลงไป 0.25 มลิลิ

โมลาร์ ให้  λmax ท่ี 260 นาโนเมตรความเข้มสัญญาณต ่าแสดงวา่มีปริมาณซีลีเ นียม(0) อยู ่

น้อยและมีขนาดประมาณ 100 นาโนเมตร ท่ีค านวณเทียบกบังานของ Lin และคณะ เมื่อ

เพิ่มปริมาณแอล-ซิสเทอีนไปห้าเทา่ เ ป็น 1.25 มิลลิโมลาร์ ปรากฏ λmax = 250 นาโนเมตร 

ซ่ึงเ ล่ือนไปทางซ้ายมอื แสดงวา่ ซีลีเ นียม(0) ท่ีสัง เคราะห์ได้มีขนาดอนุภาคเล็กลงเมื่อ

ปริมาณแอล-ซิสเทอีนเพิ่มข้ึน ความเขม้ของสัญญาณสูงข้ึนแสดงวา่มีปริมาณของซีลีเ นียม

(0) มากข้ึน เมื่อเพิ่มปริมาณแอล-ซิสเทอีนไปเป็น 2.50 มลิลิโมลาร์ ผลท่ีไดก้ลบัไมเ่ป็นไป

ในทิศทางเดียวกนั แตป่รากฏสัญญาณท่ีกวา้งในชว่งตั้งแต ่320-580 นาโนเมตร แสดงวา่

อนุภาคมขีนาดใหญม่าก ซ่ึงอาจเกดิเน่ืองมาจากอนุภาคนาโนซีลีเนียมเกิดการรวมตัวกนั

กลายเป็นอนุภาคขนาดใหญ ่แตเ่มื่อเพิ่มแอล-ซิสเทอีนไปเป็น 3.75 และ 5.00 มลิลิโมลาร์ 

พบวา่สารละลายไมม่ีสี แตพ่อตั้งท้ิงไว ้1 วนั พบวา่เกดิตะกอนสีแดงของซีลีเนียม(0) นอน

กน้อยูข่้างลา่งหลอด ซ่ึงอาจตีความได้วา่ เมือ่ความเข้มขน้แอล -ซิสเทอีนมาก อาจรีดิวซ์
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รูปท่ี 4.6 สเปกตรัมแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งความเข้มแสงกบัความยาวคล่ืนของ

การทดลองการหาปริมาณความเข้มขน้ท่ีเหมาะสมของแอล-ซิสเทอีนด้วยเทคนิค 

ฟลูออเรสเซนซ์สเปกโตรสโกปี 
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ซีลีเนียม(IV) ให้กลายเป็นซีลีเนียม(0)  ให้มขีนาดเล็กมากๆ จนไมป่รากฏสีตามทฤษฎีของ 

Mie แตเ่มื่อเวลาผา่นไป อนุภาคท่ีเล็กๆดงักลา่วรวมตวักนัเป็นอนุภาคใหญ ่และตกตะกอน

ออกมา แตส่เปกตรัมท่ีไดจ้ากการตรวจวดัยงัสามารถสังเกตไดย้ากเชน่เดียวกบัการทดลอง

การหาปริมาณซีลีเนียมท่ีเหมาะสม จึงต้องน าไปวเิคราะห์ดว้ยเทคนิคฟลูออเรสเซนซ์สเปก

โตรสโกปี โดยให้พลงังานกระตุน้ท่ีความยาวคล่ืน 250 นาโนเมตร ไดด้งัรูปท่ี 4.6 

จากการตรวจวดั พบวา่ เมื่อใชป้ริมาณความเข้มข้นซิสเทอีนมากข้ึน จะท าให้มี

ความเข้มของสัญญาณมากข้ึน ซ่ึงยืนยันไดว้า่ อนุภาคนาโนของซีลีเ นียมท่ีสังเคราะห์ได้

จากการใช ้ซิสเทอีนในชว่งความเขม้ขน้ 0.25-2.50 มลิลิโมลาร์ มีความแตกตา่งของขนาด

อนุภาคจริง เมื่ออ้างอิงจากงานวิจัยของ Siwach และคณะ[11] ท่ีมีการตรวจวดัขนาด

อนุภาคนาโนด้วยเทคนิคฟลูออเรสเซนซ์สเปกโตรสโกปี พบวา่ถ้ามคีวามเขม้สัญญาณมาก

ข้ึน อนุภาคนาโนจะมขีนาดเ ล็ก และเมื่อดูจากสเปกตรัมของเทคนิคยูวี-วสิิเบิลสเปกโตรส

โกปี จึงสามารถสรุปได้วา่ อนุภาคนาโนท่ีสังเคราะห์ไดม้ีขนาดท่ีแตกตา่งกนั แตอ่าจจะ

แตกตา่งกนัเพียงเล็กน้อย และเมื่อใชซิ้สเทอีน ท่ีความเขม้ขน้ 3.75 และ 5.00 มลิลิ-โมลาร์ 

พบวา่ไมเ่กิดสัญญาณฟลูออเรสเซนซ์ อาจเป็นเพราะวา่การเติมตัวรีดิวซ์มาก ท าให้ได้

อนุภาคท่ีมขีนาดเล็กมากจนไมส่ามารถรับและคายพลงังานจากฟลูออเรสเซนซ์ได้ 

และจากผลการทดลอง ในส่วนของการหาปริ มาณซีลี เ นียมท่ี เหมาะสม เมื่อ

วเิคราะห์จากผลการทดลองในสว่นน้ี พบวา่ อตัราสว่นของความเข้มขน้ซีลีเนียมตอ่ความ

เขม้ขน้ซิสเทอีนท่ีท าให้ไดอ้นุภาคนาโนของซีลีเนียมท่ีมากท่ีสุด คือ 2:2.5  

 

3. การทดลองการหาปริมาณพลูลูแลนท่ีเหมาะสมท่ีสุด 

ในสว่นน้ีจะศึกษาผลของความเข้มข้นพ ูลลูแลนท่ีใชใ้นการเพิ่มความเสถียรของ

อนุภาค นาโนท่ีสังเคราะห์ได้ โดยเปรียบเทียบการสังเคราะห์อนุภาคนาโนของซีลีเนียมท่ี

ไมม่ีการเติมพลูลูแลน และการเ ติมพูลลูแลนท่ีปริมาตรตา่งๆกนั เพื่อศึกษาขนาดและความ

เสถียรของอนุภาคนาโนท่ีสังเคราะห์ได้ เร่ิมตน้จะดูการเปล่ียนสีของสารละลายเหมือนกบั

สว่นท่ีผา่นมา พบวา่ สารตวัอยา่งทั้งหมดเปล่ียนจากสารละลายใส ไมม่สีี เป็นสารละลายสี

ส้ม มีความเข้มของสีไมแ่ตกตา่งกนั ส่ิง ท่ีพบ คือ เมื่อใชพ้ ูลลูแลนความเขม้ขน้มากข้ึน จะ

ใชเ้วลาในการรีดิวซ์ให้เกิดสารละลายสีส้มของอนุภาคนาโนของซีลีเ นียมมากข้ึนดว้ย สี

ของสารละลายเป็นดงัรูปท่ี 4.7 
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เมื่อน าไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิคยูว-ีวิสิเบิลสเปกโตรสโกปี พบวา่ต าแหนง่ของ

ความยาวคล่ืนท่ีเกิดสัญญาณท่ีไดจ้ากการทดลองช ุดน้ีไมม่คีวามแตกตา่งกนั มเีพียงความ
เขม้แสงท่ีแตกตา่งกนัเล็กน้อย ดงัรูปท่ี 4.8 

รูปท่ี 4.7 สีของอนุภาคนาโนของซีลีเนียมท่ีสังเคราะห์ไดเ้มื่อปรับเปล่ียนปริมาตรของพลูลู-

แลน 5% จาก 0-800 μL โดยใชแ้อล-ซิสเทอีน 2.5 mM และใชโ้ซเดียมซีลีไนต์ 2 mM 

C = 0 μL, 1 = 100 μL, 2 = 250 μL, 3 = 400 μL, 4 = 650 μL และ 5 = 800 μL 
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รูปท่ี 4.8 สเปกตรัมแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งความเข้มแสงกบัความยาวคล่ืนของการ

ทดลองการหาปริมาณความเข้มขน้ท่ีเหมาะสมของพูลลูแลนดว้ยเทคนิค 

ยูว-ีวสิิเบิลสเปกโตรสโกปี 
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เน่ืองจากสเปกตรัมของสารตวัอยา่งในการทดลองช ุดน้ี เหมือนกนั  จึงไมท่ าการ

วเิคราะห์ด้วยเทคนิคฟลูออเรสเซนซ์สเปกโตรสโกปี เพราะจากการทดลองท่ีหาปริมาณ

ความเขม้ขน้ของซีลีเนียมท่ีดีท่ีสุด พบวา่ ถา้สเปกตรัมท่ีไดจ้ากการวเิคราะห์ด้วยเทคนิคยูวี-

วสิิเบิลสเปกโตรสโกปีมีลกัษณะสัญญาณเหมอืนกนั สัญญาณท่ีไดจ้ากการวเิคราะห์ด้วย

เทคนิคฟลูออเรสเซนซ์สเปกโตรสโกปีกจ็ะเหมือนกนั จึงสามารถสรุปไดว้า่ เมือ่ใชป้ริมาณ

ความเขม้ขน้ของพลูลูแลนในสารละลายไมม่ีผลตอ่ขนาดของอนุภาคนาโน 

เมื่อเกบ็อนุภาคนาโนของซีลีเ นียมไว ้พบวา่ อนุภาคนาโนท่ีสังเคราะห์ไดจ้ะเกิด

การรวมตวั โดยสารตวัอยา่งท่ีไมม่กีารเ ติมพลูลูแลนจะเกดิการรวมตัวกอ่น และเมือ่เ ติม

พลูลูแลนมากข้ึน จะท าให้เกิดการรวมตวัของอนุภาคช ้าลง จึงสามารถสรุปไดว้า่ ความ

เสถียรของอนุภาคนาโนของซีลีเ นียมข้ึนอยูก่บัปริมาณของพูลลูแลนท่ีเ ติมลงไปกอ่นท า
การรีดิวซ์ซีลีเนียม (IV) ให้เป็นซีลีเนียม (0) 

 

4.2 ผลการทดลองจากการส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน 

1. การถา่ยภาพอนุภาคนาโนของซีลีเนียมดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสอ่งกราด 

การทดลองในสว่นน้ีท าเพื่อวดัขนาดท่ีพื้นผิวของอนุภาคนาโน รวมถึงศึกษาผล

ของการกระจายตวัของอนุภาคนาโนของซีลีเนียมท่ีสังเคราะห์ได้ โดยสารตวัอยา่งท่ีจะ

น าไปตรวจวเิคราะห์ด้วยเทคนิคน้ี คือ 1. อนุภาคนาโนของซีลีเนียมท่ีไมม่ีการเติมพลูลู -

แลน 2. อนุภาคนาโนของซีลีเ นียมท่ีรีดิวซ์ดว้ยซิสเทอีน 0.25 มลิลิโมลาร์ และมีการเ ติม

พลูลูแลน 3. อนุภาคนาโนของซีลีเ นียมท่ีรีดิวซ์ดว้ยซิสเทอีน 1.25 มลิลิโมลาร์ และมกีาร

เติมพูลลูแลน 4. อนุภาคนาโนของซีลีเ นียมท่ีรีดิวซ์ดว้ยซิสเทอีน 2.50 มิลลิโมลาร์ และมี

การเติมพลูลูแลน ในการเลือกสารตัวอยา่งดังกลา่วไปถา่ยภาพเน่ืองจากความแตกตา่งจาก

การวิเคราะห์ดว้ยเทคนิคทางสเปกโตรสโกปี ภาพท่ีถา่ยไดจ้ากกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอน

แบบสอ่งกราด เป็นดงัรูปท่ี 4.4 

จากรูปท่ี 4. 9 เมื่อไมม่ีกา รเ ติมพูลลูแลนกอ่นการรี ดิวซ์ซีลีเ นียม ( IV) ให้เ ป็น

ซีลีเ นียม (0) พบวา่อนุภาคจะอยูเ่กาะกนัเ ป็นกลุม่ แตใ่นรูปท่ี 4.10, 4.11 และ 4.12 ท่ีมีการ

เติมพลูลูแลนกอ่นท าการรีดิวซ์ อนุภาคจะมกีารกระจายตวั สามารถเห็นเป็นทรงกลมของ

อนุภาคช ัดเจน สามารถวดัขนาดได้เฉล่ียประมาณ 100 นาโนเมตร แตไ่มส่ามารถบอก
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ความแตกตา่งของขนาดอนุภาคได ้เ น่ืองจากไมส่ามารถใชก้  าลังขยายในการถา่ยภาพ

มากกวา่น้ีได ้จึงไมส่ามารถสังเกตเห็นความแตกตา่งของขนาดอนุภาคเมือ่ใชค้วามเข้มข้น

ของซิสเทอีนตา่งกนั การวเิคราะห์ในสว่นน้ีจึงสรุปได้เฉพาะกรณีความแตกตา่งของการ

กระจายตวัของอนุภาคเมือ่เ ติมและไมเ่ติมพูลลูแลนกอ่นท าการรีดิวซ์ วา่การเ ติมพูลลูแลน

จะท าให้อนุภาคนาโนของซีลีเนียมไมเ่กาะกลุม่กนั 

 

 

 
 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.9 ภาพถา่ยจากกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสอ่งกราดของอนุภาคนาโน
ของซีลีเนียมท่ีไมม่กีารเติมพลูลูแลน 
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รูปท่ี 4.10 ภาพถา่ยจากกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสอ่งกราดของอนุภาค 

นาโนของซีลีเนียมท่ีรีดิวซ์ด้วยซิสเทอีน 0.25 มลิลิโมลาร์ และมกีารเติมพลูลูแลน 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.11 ภาพถา่ยจากกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสอ่งกราดของอนุภาค 

นาโนของซีลีเนียมท่ีรีดิวซ์ด้วยซิสเทอีน 1.25 มลิลิโมลาร์ และมกีารเติมพลูลูแลน 
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รูปท่ี 4.12 ภาพถา่ยจากกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสอ่งกราดของอนุภาค 

นาโนของซีลีเนียมท่ีรีดิวซ์ด้วยซิสเทอีน 2.50 มลิลิโมลาร์ และมกีารเติมพลูลูแลน 
 

2. การถา่ยภาพอนุภาคนาโนของซีลีเนียมดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสอ่งผา่น 

การวิเคราะห์ด้วยกลอ้งจุลทรรศน์อิเ ล็กตรอนแบบสอ่งผา่น ท าเพื่อวดัขนาดของ

อนุภาคนาโนของซีลีเ นียมท่ีสังเคราะห์ได้ สารตวัอยา่งท่ีน ามาวเิคราะห์ คือ อนุภาคนาโน

ของซีลีเนียมท่ีรีดิวซ์ด้วยซิสเทอีน 2.50 มลิลิโมลาร์ และมกีารเ ติมพลูลูแลน เน่ืองจากเป็น

อตัราสว่นท่ีมคีวามเข้มขน้มากท่ีสุดท่ีท าการสังเคราะห์ได ้ ดงัรูปท่ี 4.5 
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จากภาพ สามารถวดัขนาดของอนุภาคได้เทา่กบั 100 นาโนเมตร และทุกอนุภาคมี

ขนาดใกล้เ คียงกนัมาก แสดงให้เ ห็นวา่ การใช ้พ ูลลูแลนเป็นตัวปรับเสถียร และความ

เข้มข้นของซิสเทอีนท่ีใช ้ มผีลตอ่การก  าหนดขนาดของอนุภาคนาโนของซีลีเ นียมท่ี

สังเคราะห์ได ้

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.13 ภาพถา่ยอนุภาคนาโนของซีลีเนียมจากกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบ
สอ่งผา่น ท่ีก  าลงัขยายตา่งๆ 
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4.3  ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของอนุภาคนาโนของซีลีเนียมทีมี่ต่อแบคทเีรีย 

1. ทดสอบกบัแบคทีเรีย E.coli 

การศึกษาการออกฤทธ์ิทางชีวภาพของอนุภาคนาโนของซีลีเนียมท่ีมตีอ่แบคทีเรีย

นั้น จะศึกษาโดยการดูคา่การดูดกลืนแสงของแบคทีเ รียท่ีความยาวคล่ืนหน่ึง โดยจะ

เปรียบเทียบจากแบคทีเ รียท่ีไมม่ีการใส่ยาใดๆลงไป แบคทีเ รียท่ีมีการใส่ย าฆา่เชื้ อ

แบคทีเรียท่ีมขีายทั่วไป และแบคทีเ รียท่ีมกีารใสอ่นุภาคนาโนของซีลีเนียมท่ีสังเคราะห์ได้

โดยมีอัตราส่วนของสารตั้งต้นท่ีใช ้แตกตา่งกนั การวดัคา่ความเขม้แสง จะศึกษาท่ีความ
ยาวคล่ืนเทา่กบั 600 นาโนเมตร ซ่ึงแสดงในตารางท่ี 4.1 

ตารางท่ี 4.1 คา่ความเขม้แสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร ของการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพของ

อนุภาคนาโนของซีลีเนียมในแบคทีเรีย E.coli 

 

จากตาราง พบวา่ คา่ความเขม้แสงของแบคทีเรีย  E.coli เมือ่ไมม่ีการเติมสารอ่ืนๆ

ลงไป จะมีคา่เฉล่ียท่ี 0.469 a.u. และเมือ่เติมสารอ่ืนๆลงไป พบวา่ แบคทีเ รียมคีา่ความเข้ม

แสงลดลง จึงน าคา่ความเขม้แสงเฉล่ียของแบคทีเรียไปค านวณเป็นสัดส่วนแบคทีเรียท่ีมี

ชีวิตรอด ด้วยสมการ  %𝑏𝑎𝑐𝑡𝑒𝑟𝑖𝑎 𝑣𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑡𝑦 =  
𝑂𝐷600  𝑡𝑟𝑒𝑎𝑡𝑒𝑑 𝑏𝑎𝑐𝑡𝑒𝑟𝑖𝑎

𝑂𝐷600  𝑢𝑛𝑡𝑟𝑒𝑎𝑡𝑒𝑑  𝑏𝑎𝑐𝑡𝑒𝑟𝑖𝑎
× 100 ได้

คา่ดงัรูปท่ี 4.14 

  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A   only 

bac 
No 
Se  

Ampicilin  No 
pullulan 

 0.25 
mM cys 

 1.25 
mM cys 

 2.50 
mM cys 

    only 
bac 

  

B   0.447 0.338 0.154 0.390 0.348 0.402 0.353   0.471   
C   0.479 0.284 0.113 0.465 0.335 0.367 0.44   0.497   
D   0.482 0.258 0.109 0.512 0.279 0.313 0.312   0.474   
E                         
F   0.469   0.293  0.125 0.457   0.321  0.361  0.368     0.481  เฉล่ีย 
G                         
H                         
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รูปท่ี 4.14 อตัราการรอดของแบคทีเรีย E.coli 

 

จากรูปท่ี 4.14 พบวา่ความเข้มข้นของแบคทีเรียเมือ่ใสย่า anhydrous ampiphilin มี

คา่ ลดลง จากแบคที เ รี ยท่ีไมไ่ด้เ ติมสารใ ดเพิ่ ม จึง ใช ้ค ่าดังกลา่ วเ พื่ อเ ปรียบเทียบ

ประสิทธิภาพในการต้านแบคทีเรีย เมือ่ดูจากผลการทดลองใส่สารตวัอยา่งชนิดตา่งๆลงใน

แบคทีเรีย พบวา่ความเขม้ขน้ของแบคทีเรียท่ีมกีารเ ติมอนุภาคนาโนของซีลีเ นียมท่ีมกีาร

เติมพลูลูแลนดว้ย และสารละลายพูลลูแลนท่ีไมม่ีอนุภ าคนาโนของซีลีเนียม มคีา่ลดลงแต ่

ไมล่ดลงเทา่การใช ้ยา anhydrous ampiphilin ท่ีเ ป็นยามาตรฐาน และเมื่อดูจากคา่ความ

เขม้ขน้แบคทีเรียเมือ่เ ติมอนุภาคนาโนของซีลีเนียมท่ีไมม่พีลูลูแลนอยู ่พบวา่ ความเข้มข้น

อยูใ่นระดับใกลเ้ คียงกบัแบคทีเรียท่ีไมม่กีารเ ติมสารใดๆลงไป การทดลองในส่วนน้ีจึง

สรุปไดว้า่ อนุภาคนาโนของซีลีเ นียมไมม่ีผลในการตา้นแบคทีเรีย  E.coli ซ่ึงเ ป็นแบคทีเรีย

แกรมลบ ในส่วนของพลูลูแลน จะมฤีทธ์ิในการตา้นแบคทีเรียชนิดน้ีเล็กน้อย แตย่งัไมพ่อ

ส าหรับการน ามาใชแ้ทนยามาตรฐาน 
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2. การทดสอบกบัแบคทีเรีย S.aureus 

ในการทดสอบฤทธ์ิในการต้านแบคทีเ รีย  S.aureus จะมวีิธีการศึกษาเหมอืนกบัใน

แบคทีเ รีย E.coli แตจ่ะวดัคา่ความเขม้แสงท่ีความยาวคล่ืน 562 นาโนเมตร มีคา่ความเข้ม

แสงดงัตารางท่ี 4.2 
 

ตารางท่ี 4.2 คา่ความเขม้แสงท่ีความยาวคล่ืน 562 นาโนเมตร ของการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพของ
อนุภาคนาโนของซีลีเนียมในแบคทีเรีย S.aureus 

 

จากตาราง พบวา่ แบคทีเรียท่ีมีการเ ติมอนุภาคนาโนของซีลีเนียมจะมีคา่ความเข้ม

แสงท่ีน้อยกวา่แบคทีเรียท่ีไมม่กีารเติมสารอ่ืน จึงน าคา่ความเข้มแสงมาใชค้ านวณหา อึตรา

การรอดของแบคทีเ รีย โดยใช ้สมการเ ดียวกบั E.coli แตเ่ปล่ียนคา่ความยาวคล่ืนท่ีใช ้วดั
เป็น 562 นาโนเมตร ไดค้า่ดงัรูปท่ี 4.15 

  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A   only 

bac 
No 
Se  

Ampicilin  No 
pullulan 

 0.25 
mM cys 

 1.25 
mM cys 

 2.50 
mM cys 

    only 
bac 

  

B   0.345 0.389 0.157 0.277 0.106 0.225 0.371   0.364   
C   0.378 0.372 0.172 0.329 0.433 0.185 0.305   0.388   
D   0.371 0.334 0.215 0.300 0.123 0.194 0.320   0.394   
E                         
F   0.365 0.365 0.181 0.302 0.115 0.201 0.332   0.382  เฉล่ีย 
G                         
H                         
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รูปท่ี 4.15 อตัราการรอดของแบคทีเรีย S.aureus 

จากรูปท่ี 4.15 พบวา่ อนุภาคนาโนของซีลีเ นียมท่ีสังเคราะห์โดยใช ้ซิสเทอีนท่ี  

ความเข้มขน้ 0.25 มิลลิโมลาร์และมกีารเ ติมพลูลูแลน จะมีแนวโน้มของการออกฤทธ์ิใน

การต้านแบคทีเรีย S.aureus ท่ีดีกวา่ยามาตรฐาน anhydrous ampiphilin และประสิทธิภาพ
ในการตา้นแบคทีเรียจะลดลงเมือ่ความเข้มขน้ของตวัรีดิวซ์มากข้ึน 

ในการวิเคราะห์ร่วมกบัข้อมลูในเชิงสเปกโตรสโกปี พบวา่อนุภาคนาโนของ

ซีลีเนียมท่ีรีดิวซ์ด้วยซิสเทอีนท่ีมคีวามเข้มขน้ต ่ากวา่ จะท าให้ได้อนุภาคนาโนท่ีมีขนาด

ใหญก่วา่ แสดงวา่อนุภาคนาโนของซีลีเนียมท่ีมีขนาดใหญก่วา่สามารถต้านแบคทีเ รีย 
S.aureus ท่ีเป็นแบคทีเรียแกรมบวกได้ดีกวา่อนุภาคนาโนของซีลีเนียมท่ีมีขนาดเล็กกวา่ 
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บทที่ 5 

สรุปผลการทดลอง 

 

 จากการทดลองการสังเคราะห์อนุภาคนาโนของซีลีเนียมโดยมพี ูลลูแลนเป็นสารปรับเสถียร 

พบวา่ ความเขม้ขน้ของซีลีเนียมท่ีใชใ้นการสังเคราะห์อนุภาคนาโนท่ีเหมาะสมท่ีสุดเมือ่มกีารเติม

พลูลูแลนกอ่นท าการรีดิวซ์ด้วยซิสเทอีน คือ 2 มลิลิโมลาร์ และความเข้มข้นของซิสเทอีนท่ีน ามาใช ้

รีดิวซ์ซีลีเ นียม (IV) เ ป็นซีลีเ นียม (0) ได้ อยูใ่นชว่ง 0.25-2.50 มิลลิโมลาร์ จากขอ้มลูการวเิคราะห์

ดว้ยเทคนิคยูวีวสิิเ บิลสเปกโตรสโกปี และฟลูออเรสเซนซ์สเปกโตรสโกปี พบวา่ ปัจจัยท่ีมีผลตอ่

ขนาดของอนุภาคนาโนท่ีสังเคราะห์ได ้คือความเข้มข้นของซิสเทอีนท่ีใช ้ในการรีดิวซ์ ซ่ึงขอ้มูล

ทางสเปกโตรสโกปีสามารถบอกได้อีกวา่ อนุ ภาคนาโนของซีลีเ นียมท่ีสังเคราะห์ได้มีขนาด

ประมาณ 100 นาโนเมตร ในด้านความเสถียร พบวา่การเ ติมพลูลูแลนท่ีมคีวามเข้มข้นมากจะท าให้

อนุภาคนาโนท่ีสังเคราะห์ไดม้ีการรวมตวักนัช ้าลง การวดัขนาดของอนุภาคนาโนท าไดโ้ดยการ

ถา่ยภาพด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด และแบบส่องผา่น อนุภาคนาโนท่ีได้มี

ขนาด 100 นาโนเมตร ซ่ึงตรงกบัขอ้มูลทางสเปกโตรสโกปี ในการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ พบวา่ 

อนุภาคนาโนของซีลีเ นียมท่ีสังเคราะห์ได ้สามารถตา้นแบคทีเรี ย S.aureus ซ่ึงเ ป็นแบคทีเรียแกรม

บวกได้ดีกวา่แบคทีเ รีย E.coli โดยอนุภาคนาโนท่ีมีขนาดใหญก่วา่ สามารถออกฤทธ์ิในการต้าน
แบคทีเรียไดดี้กวา่อนุภาคขนาดเล็ก รวมถึงการใชย้ามาตรฐาน anhydrous ampiphilin ดว้ย 
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