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ส่วนท่ี 1 สรุปผลการดาํเนินงานโครงการวิจัย (Project) 

1.1 รหสั   ช่ือโครงการ    

  

1.2 ลกัษณะโครงการ   เป็นโครงการวิจยัเด่ียว  

 เป็นโครงการยอ่ยในชดุโครงการวิจยั (ระบช่ืุอชดุโครงการวิจยั)   

   

1.3 ช่ือหวัหน้าโครงการ    

1.4 หนว่ยงานหลกัรับผิดชอบ   

1.5 ประเภทโครงการ  โครงการวิจยั 3 สาขา;      เกษตรศาสตร์       วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี       สงัคมศาสตร์ฯ 

 โครงการวิจยัสถาบนัเพ่ือพฒันาคณุภาพ       

 โครงการวิจยัและถ่ายทอดงานวิจยัสูป่ระชาชน 

 โครงการเสริมสร้างความเข้มแข็งด้านการวิจยั 

 โครงการวิจยัเพ่ือพฒันาหนว่ยปฏิบตักิารวิจยัเช่ียวชาญเฉพาะ (SRU) 

 โครงการวิจยัและพฒันาเพ่ือเพิ่มศกัยภาพเชิงบรูณาการเพ่ือการแขง่ขนัฯ 

 โครงการวิจยัพฒันาร่วมภาครัฐและเอกชน 

1.6 ระยะเวลาดําเนินงานวิจยัตลอดโครงการ  ปี ตัง้แตปี่งบประมาณ  ถึงปีงบประมาณ   

1.7 สถานท่ีดําเนินงานวิจยั/เก็บข้อมลู  

1.8 งบประมาณรวมตลอดโครงการ   บาท ประกอบด้วย 

       ปีงบประมาณ               ได้รับ  บาท  ปีงบประมาณ       ได้รับ    บาท 

      ปีงบประมาณ               ได้รับ  บาท  ปีงบประมาณ       ได้รับ    บาท 

 ปีงบประมาณ               ได้รับ  บาท  ปีงบประมาณ       ได้รับ    บาท 

1.9  วตัถปุระสงค์โครงการวิจยั   

  

1.10  เป้าหมายผลงานวิจยัตลอดโครงการ 

ปีท่ี  เดือนท่ี     ผลงานวิจยัท่ีคาดวา่จะได้    
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1.12  สรุปผลการดําเนินงานตามวตัถปุระสงค์ 

 บรรล ุ   

 บรรลบุางสว่น (ร้อยละ………….) เหตผุล   

 ไมบ่รรล ุเหตผุล   

1.13  ผลผลิต/ สิ่งท่ีได้จากการวิจยั (Outputs) (โปรดระบรุายละเอียด) 

 องค์ความรู้/ข้อมลูพืน้ฐาน   

 สายพนัธุ์พืช/สตัว์/จลุินทรีย์   

 ผลิตภณัฑ์   

 สิ่งประดษิฐ์   

 เทคโนโลยี/นวตักรรม   

 ฐานข้อมลู/ซอฟแวร์   

 คูมื่อ  

 วิดีทศัน์    

การสร้างนกัวิจยั/สนบัสนนุนิสิตปริญญาตรี คน ปริญญาโท  คน ปริญญาเอก  คน 

สนบัสนนุการศกึษาปัญหาพิเศษ            เร่ือง (ระบ)ุ             วิทยานิพนธ์             เร่ือง (ระบ)ุ   

อ่ืนๆ (ระบ)ุ    

1.14  ผลลพัธ์/ผลสําเร็จท่ีได้/หรือคาดวา่จะได้จากการนําผลการวิจยัไปใช้ประโยชน์ (Outcomes)  

(1)  เป้าหมายการนําไปใช้ประโยชน์ (ระบกุลุม่เป้าหมายของงานวิจยัเชิงปริมาณ/คณุภาพ) 

ด้านการศกึษา/เสริมการเรียนการสอน  

ด้านการเกษตร  

ด้านอตุสาหกรรม  

ด้านทรัพยากรธรรมชาต/ิสิ่งแวดล้อม  

ด้านคณุภาพชีวิต สขุภาพอนามยั  
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ด้านเศรษฐกิจ  

ด้านสงัคม  

ด้านการทํานบํุารุงศลิป ศาสนา วฒันธรรม  

ด้านการถ่ายทอดเทคโนโลยี/ฝึกอบรมแก่กลุม่เป้าหมาย  

เสนอภาครัฐ เพ่ือใช้กําหนดแผน/นโยบาย ฯลฯ   

นําความรู้ไปวิจยั/พฒันาขัน้ตอ่ไป  

ก่อให้เกิดความร่วมมือระหว่างหนว่ยงาน/การสร้างเครือข่าย  

อ่ืนๆ (ระบ)ุ  

(2)  สรุปผลการนําผลการวิจยัไปเผยแพร่ / ถ่ายทอด ตัง้แต่เร่ิมต้นจนสิน้สุดโครงการ (ระบรุายละเอียด 

อยู่ระหวา่งดําเนินการสง่ตีพิมพ์/ตีพิมพ์แล้วในรูปแบบเอกสารอ้างอิงและแนบสาํเนาเป็น

ภาคผนวกของรายงาน) 

ตีพิมพ์ในวารสารวิชาการตา่งประเทศ    เร่ือง (ระบ)ุ   

ตีพิมพ์ในวารสารวิชาการในประเทศ    เร่ือง (ระบ)ุ   

นําเสนอในการประชมุ/สมัมนา ตา่งประเทศ    เร่ือง (ระบ)ุ   

นําเสนอในการประชมุ/สมัมนา ในประเทศ    เร่ือง (ระบ)ุ   

นําเสนอทางวิทย/ุโทรทศัน์/Website                    เร่ือง/ครัง้ (ระบ)ุ   

นําเสนอทางนิทรรศการ                                     เร่ือง/ครัง้ (ระบ)ุ    

บทความ/เอกสารสิ่งพิมพ์/วีดีทศัน์                      เร่ือง/ครัง้ (ระบ)ุ           

ถ่ายทอด/ฝึกอบรมแก่เกษตรกร/ผู้สนใจ               เร่ือง/ครัง้ (ระบ)ุ    

ถ่ายทอดสูภ่าคเอกชน/อตุสาหกรรม/ผู้ประกอบการ (ประโยชน์เชิงพาณิชย์)       เร่ือง/ครัง้ (ระบ)ุ   

ภาครัฐนําไปใช้กําหนดแผน/นโยบาย ฯลฯ (ระบ)ุ    

มีผู้ นําผลงานวิจยัไปอ้างอิง (ระบ)ุ    

 อ่ืนๆ (ระบ)ุ     

1.15  การย่ืนจด         สิทธิบตัร          อนสุิทธิบตัร      ลิขสิทธ์ิ 

  มีศกัยภาพท่ีจะย่ืนจด (ระบ)ุ                  ย่ืนจดแล้ว เม่ือ  

1.16  ผลกระทบ (Impact) ท่ีเกิดจากการนําผลการวิจยัไปใช้ (ระบวุา่ก่อให้เกิดผลกระทบอยา่งไร) 

  ด้านความมัน่คง อาทิ การเมืองการปกครอง กฎหมาย การตา่งประเทศ โครงสร้างพืน้ฐาน และ

บริการโทรคมนาคม ฯลฯ (ระบ)ุ   

  ด้านการเศรษฐกิจ อาทิ การพาณิชยกรรม การเกษตรกรรม การอตุสาหกรรม การท่องเท่ียว 

วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี พลงังาน ฯลฯ (ระบ)ุ   

  ด้านคณุภาพชีวิตและสงัคม ศกัยภาพของคนและการศกึษา การแพทย์และสาธารณสขุ หลกัประกนั

ความมัน่คง สวสัดกิารสงัคม วฒันธรรม จริยธรรมและคา่นิยม ฯลฯ (ระบ)ุ   
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  ด้านทรัพยากรธรรมชาตแิละสิ่งแวดล้อม การบริการจดัการการใช้ทรัพยากรให้เกิดประโยชน์ การ

ป้องกนัการทําลาย ลดการสญูเสีย การฟืน้ฟทูรัพยากรและสิ่งแวดล้อม ฯลฯ  

  อ่ืนๆ (ระบ)ุ   

1.17  ผลการดําเนินงานวิจยัสอดคล้องกบัยทุธศาสตร์ชาต ิในด้าน   

ยทุธศาสตร์การขจดัความยากจน 

ยทุธศาสตร์การพฒันาคนและสงัคมท่ีมีคณุภาพ 

ยทุธศาสตร์การปรับโครงสร้างเศรษฐกิจให้สมดลุ และแขง่ขนัได้ 

ยทุธศาสตร์การบริหารจดัการทรัพยากรธรรมชาตแิละสิ่งแวดล้อม 

ยทุธศาสตร์การตา่งประเทศและเศรษฐกิจระหวา่งประเทศ 

ยทุธศาสตร์การพฒันากฎหมายและสง่เสริมการบริหารกิจการบ้านเมืองท่ีดี 

ยทุธศาสตร์การสง่เสริมประชาธิปไตยและกระบวนการประชาสงัคม 

ยทุธศาสตร์การรักษาความมัง่คงของรัฐ 

ยทุธศาสตร์การรองรับการเปล่ียนแปลงและพลวตัโลก 

อ่ืนๆ โปรดระบ ุ           

1.18 ปัญหา อปุสรรค ในการดําเนินงานวิจยัและแนวทางแก้ไข      

1.19 งานท่ีจะทําตอ่ไป/คําชีแ้จงเพิ่มเตมิ         

1.20 ได้แนบ “รายงานผลการวิจัยฉบับสมบูรณ์ของโครงการ (Project)” ตามหวัข้อ ในส่วนท่ี 2          

(หน้าถดัไป)   มาด้วยแล้ว  

 

ลงช่ือ           หวัหน้าโครงการ 

(           ) 

               /            /        วนั/เดือน/ปี ท่ีรายงาน 
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โครงการวจิยัทุนอุดหนุนวจิยั มก.  ปีงบประมาณ 2554  

โครงการวิจยัรหสั ว-ท(ด)24.53   

(ช่ือโครงการภาษาไทย การพฒันาวสัดนุาโนเพ่ือตรวจวิเคราะห์เชือ้ 

E. coli O157 ) 

(ช่ือโครงการภาษาองักฤษ Development of bioconjugated dye 

dopped silica nanoparticle  for E. coli O157 detection) 

               (ชื่อผูวิ้จยัภาษาไทย ฆรณี ตุ้ยเต็มวงศ์ (1)ประเวทย์ ตุ้ย

เต็มวงศ์ (2)) 

 ชื่อผูวิ้จยัภาษาองักฤษ    Kooranee Tuitemwong(1), 

Pravate Tuitemwong(2))                   

บทคัดย่อ 

 การศกึษาวจิยัน้ีมจีดุประสงคเ์พื่อสงัเคราะหอ์นุภาคฟลอูอเรสเซนทซ์ลิกิานาโน 

(FDS-NPs) โดยวธิไีมโครอมิลัชนัชนิดน้ําในน้ํามนั รว่มกบัเทคนิคโซลเจล เพื่อตรวจหา

เชือ้ E. coli O157  เมือ่ตรวจลกัษณะทางกายภาพและทางเคมโีดยใช ้SEM-EDS, TEM 

และ XRD  รว่มกบัคุณสมบตัใินการเรอืงแสงของอนุภาคทีส่งัเคราะหไ์ดพ้บว่าอนุภาคมี

ลกัษณะกลมสสีม้ใส ขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลาง 45±6 นาโนเมตร มคีวามสมํ่าเสมอ 

สามารถเรอืงแสงไดเ้ป็นเวลานาน หลงัจากดดัแปลงใหเ้กดิหมูเ่อมนีบนพืน้ผวิอนุภาค

แลว้นําอนุภาคทีไ่ดน้ี้ไปตดิ (coat) กบัโพลโีคลนอลแอนตบิอด ีIgG E. coli O157  ทีไ่ด้

ทาํใหบ้รสิุทธิใ์นหอ้งปฏบิตักิารโดยใช ้affinity chromatography  นําอนุภาคทีต่ดิกบั

แอนตบิอด ีIgG E. coli O157  แลว้มาทดสอบกบัเชือ้ E. coli O157  ตรวจผลโดยใชว้ธิี

สไลดแ์กว้แทนหลอดทดสอบ และนําไปส่องดใูตก้ลอ้งจุลทรรศน์ epifluorescens  พบว่า

เซลล ์E. coli O157  ไปจบักบัอนุภาคทีต่ดิกบัแอนตบิอด ีIgG E. coli O157  ไดด้แีละ

เรอืงแสงสสีม้  การตรวจหา E. coli O157   โดยวธิน้ีีไมต่อ้งผ่านขัน้ตอนการ 

enrichment  และมศีกัยภาพทีจ่ะพฒันาอนุภาคและแอนตบิอดเีพื่อตรวจหาเชือ้ก่อโรค

ทางเดนิอาหารอื่นๆ ตลอดจนตรวจหาสารชวีโมเลกุลต่อไปในอนาคต  

 

คาํสาํคญั : อนุภาคฟลอูอเรสเซนทซ์ลิกิานาโน   โพลโีคลนอลแอนตบิอด ี   E. coli 

O157   
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ABSTRACT 

           The purpose of this study was to develop fluorescent dye-doped silica 

nanoparticles (FDS-NPs) for the rapid detection of foodborne pathogenic 

Escherichia coli O157. The FDS-NPs were prepared using the combination of 

microemulsion and sol-gel technique.  They were characterized using SEM-

EDS, TEM, XRD, and their photostability. Polyclonal IgG antibodies were 

purified with affinity chromatography. It was found that the synthesis gave 

particles of amorphous structure with consistently clear orange spherical shape 

of 45±6 nm in diameter. They are high intensity with good photostability of 

orange color luminescent (Rubpy dye). The particles surfaces were modified 

chemically to add amine groups that allowed them to capture the purified IgG 

against E. coli O157 onto the surfaces.  Results of the slide method indicated 

that E. coli O157 cells were successfully captured by the FDS-NPs giving a very 

bright orange fluorescent. It appears that no enrichment step is not required for 

this test. It was concluded that FDS-NPs were successfully developed with a 

high potential to be used for the detection of pathogenic bacteria in food  and  

food products and other biomolecules. 
 

Key words:  IgG fluorescent  silica  nanoparticles, E. coli O157,  Polyclonal 
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บทนํา 
 การเปลีย่นแปลงอนัเน่ืองมาจากผลกระทบของ “ภาวะโลกรอ้น” (Global 

warming) หรอื “การเปลีย่นแปลงภมูอิากาศ” (Climate change) ส่งผลกระทบต่อมนุษยใ์น

หลายรปูแบบทัง้ทางกายภาพและทางชวีภาพ ซึง่การเปลีย่นแปลงภูมอิากาศมผีล

โดยตรงต่อการขยายพนัธุแ์ละการแพรก่ระจายของเชือ้จลุนิทรยีท์ีเ่ป็นสาเหตุของโรคตดิ

เชือ้ต่างๆ (Epstein, 2000; Finlay, 2005) เมือ่เกดิการระบาดของโรคสิง่สําคญัคอืการตรวจ

วนิิจฉยัโรคใหร้วดเรว็ทีสุ่ดเพื่อรกัษาใหท้นัเวลาและป้องกนัไมใ่หเ้กดิการแพร่ระบาดได้

อยา่งรวดเรว็และกระจายเป็นวงกวา้ง   ดงันัน้จงึจาํเป็นตอ้งพฒันาวธิทีีร่วดเรว็ในการ

ตรวจหาชนิด และปรมิาณของเชือ้จลุนิทรยีก่์อโรคนัน้ๆ   วธิแีบบดัง้เดมิ (Conventional 

method) ทีย่งัคงใชใ้นปจัจบุนัซึง่ไดแ้ก่ การเพาะเลีย้ง การแยกเชือ้ใหบ้รสิุทธิ ์การตรวจ

วเิคราะห ์และการพสิจูน์หรอืยนืยนัเชือ้นัน้ มขี ัน้ตอนทีซ่บัซอ้นยุง่ยาก ใชเ้วลานาน 

สิน้เปลอืงแรงงาน ใชอุ้ปกรณ์จาํนวนมาก และจาํเป็นตอ้งเพิม่ปรมิาณเชือ้จลุนิทรยีท์ี่

ตอ้งการ (Enrichment) ใหม้ปีรมิาณมากพอจงึจะสามารถตรวจวเิคราะหไ์ด ้(Zhao et  al., 

2004) ทาํใหม้ปีญัหาการกําจดัเชือ้ และผูป้ฏบิตังิานมคีวามเสีย่งต่อการตดิเชือ้ก่อโรคได ้ 

ปจัจบุนัไดม้คีวามพยายามในการพฒันาปรบัปรงุวธิกีารตรวจหาเชือ้จลุนิทรยีก่์อโรคใหม้ี

ความรวดเรว็ และมคีวามไว (Sensitivity) สงู เช่น Immunofluorescent antibody technique 

(วนิดา บรริาช และคณะ, 2541; Brayton et al., 1986), Time-resolved immunofluorometric 

assay (Soukka et al., 2001), Immunomagnetic separation (Bruce and Sen, 2005; Lee et al., 

2006; Paton et al., 2001), Quantum dot (Medintz et al., 2005), Plasmon resonance 

immunosensors (Micheli et al., 2001), ELISA (Kelkar et al., 2004; Worthington et al., 2002), 

PCR (Gerba et al., 2001), Flow cytometry (Gunasekera et al., 2002; Malacrino et al., 2001) 

และ Fluorescent-doped silica nanoparticles (FDS-NPs) (Wang et al., 2006; Yan et al., 2007) 

ซึง่แต่ละวธิมีขีอ้ด ีและขอ้เสยีแตกต่างกนัไป ในงานวจิยัน้ีศกึษาวธิกีารตรวจหาชนิดของ

เชือ้จลุนิทรยีก่์อโรคทีใ่หผ้ลรวดเรว็ มคีวามไวสงู และมคีวามน่าเชื่อถอืโดยอาศยัความรู้

ดา้นนาโนเทคโนโลย ี(Nanotechnology) รว่มกบัความรูด้า้นระบบวทิยาภูมคิุม้กนั 

(Immunology) โดยใชอ้นุภาคฟลอูอเรสเซนทซ์ลิกิานาโน (FDS-NPs) ซึง่ภายในมโีมเลกุล

ของสฟีลอูอเรสซนีแทรกอยู่ภายในโครงรา่งของอนุภาคซลิกิาทําใหม้คีวามเขม้ของการ

เรอืงแสงสงู สามารถคงการเรอืงแสงไดน้าน (Photostability) และตรวจผลการเรอืงแสงได้

งา่ย (Zhao et al., 2004) 
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วสัดอุปุกรณ์ 

 

สารเคมีและอาหารเล้ียงเช้ือ 

 

1. Tris(2’2–bipyridyl) dichlororuthenium(II)hexahydrate  (RuBpy dye) (Fluka, 

Germany) 

2. Tetraethylorthosilicate  (TEOS) (Fluka, Germany) 

3. Triton X -100 (Sigma-Aldrich, USA) 

4. 1-Hexanol (Sigma-Aldrich, Germany) 

5. Cyclohexane (Labscan, Thailand) 

6. Ammonia (30wt.%) (Panreac, EU) 

7.  Sat. Ammonium salfate 

8. Acetone (Anala, England) 

9. Acetic acid (BHD, Malaysia) 

10. 3-Aminopropyl triethoxysilane (APTES) (Fluka, USA) 

11. Glutaraldehyde (Fluka, USA) 

12. Brovine serum albumin (BSA)(Fluka, Switzerland) 

13. Phosphate buffer saline (PBS)  

14. Quenching solution  

15. Trimethoxysilyl-propyl diethyleanetriamine (DETA) 

16. Succinic anhydride 

17. 2.5% glutaraldehyde 

18. 4',6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride (DAPI)  

19. Hitrap Protein A HP,5 mL 

20. Storage buffer  

21. 95% ethanol 

22. 85% NaCl 

23. Citric acid pH3 

24. Tris HCl pH9 

25. Distilled and deionized water 

26. Plate Count  Agar (PCA)  

 



 

9 

 

 

เคร่ืองมือ 

1. Erlenmeyer flask 

2. Cylinder 

3. Tube 

4. Glass pipette 

5. Micropipette 

6. Glass slide 

7. Cover glass 

8. Alumimum foil 

9. Magnetic bar 

10. Magnetic stirrer (VELP scientica Model F203A0160, EU) 

11. pH meter (EUTECH instrument Model pH/Ion 510, Malaysia) 

12. Vortex mixture (Scientific Industries Model G-560E, USA) 

13. Centrifuge (Sigma Model 202M, Geramany) 

14. Ultrasonicator (Sonics & Materials Model VCX500, USA) 

15. Ultrafiltration (vivaspin 20-30,000MWCO) 

16. Sonicator bath (Bransonic Model 2210R-MT, USA) 

17. Epifluorescence microscope (Olympus Model Cover-Q18, Japan) 

18. Transmission electron microscope (TEM)(JEOL Model Cover-Q18, 

Japan) 

19. X-ray difractometer (XRD)(Bruker AXS Model D8 Discover, Germany) 

20. Fourier transformed infrared spectrometer (FT-IR spectrometer)(Perkin 

Elmer Model Spectrum One, USA) 

21. Scanning electron microscope with energy dispersive X-ray spectrometer 

(SEM-EDS) (JSM-6400, Japan) 

22. UV-visible spectrophotometer (Hitachi Model U-188, Japan) 

23. Spectrofluorometer (Cary Eclipse, Australia) 

24. Incubator (Memmert, Germany) 

25. Hot air oven (Memmert, Germany) 

26. Millipore filter 0.20 micrometer 

27. SDS-Page 

28. Swab 

29. Glass rod 
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30.  Amber glass bottle 

 

จลิุนทรีย ์

1. Escherichia coli  O157:H7 

2. Escherichia coli  ATCC  8739 

3.  Enterobacter aerogenes 

4. Proteus mirabilis 

5.  Salmonella Typhimurium DMST 16809 

6.  Bacillus cereus ATCC 11778  

7. Staphylococcus aureus  ATCC 25923 
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วิธีวิจยั 
 

1. การสงัเคราะหอ์นุภาคฟลูออเรสเซนทซิ์ลิกานาโน  (FDS-NPs)   

 

 ทาํการสงัเคราะหอ์นุภาคฟลูออเรสเซนทซ์ลิกิานาโน FDS-NPs  โดย

วธิไีมโครอมิลัชนัชนิดน้ําในน้ํามนั (water in oil microemulsion) รว่มกบัทคนิคโซลเจล (sol-

gel technique) ซึง่ดดัแปลงจากวธิกีารของ Lian et al. , 2004  สารทีใ่ชใ้นการทดลอง

ประกอบดว้ย cyclohexane เป็นเฟสของน้ํามนั (oil phase)   สารละลายสฟีลอูอเรสซนี 

(fluorescein Rubpy dye solution)  เป็นเฟสของน้ํา (water phase)   triton X-100 เป็นสารลด

แรงตงึผวิชนิดไม่มปีระจ ุ(nonionic surfactant)    l-hexanol เป็นตวัช่วยสารลดแรงตงึผวิ 

(co-surfactant)   tetraethylorthosilicate (TEOS) เป็นสารตัง้ตน้ในการสงัเคราะหซ์ลิกิานาโน  

และ ammonium hydroxide (NH4OH) เป็นตวัเรง่ปฏกิริยิาการแตกตวัดว้ยน้ํา (hydrolysis) 

และปฏกิริยิาการรวมตวัดว้ยน้ํา (condensation)   ในการสงัเคราะหอ์นุภาคซลิกิานาโนมี

วธิกีารทาํเป็นขัน้ตอนคอื ทาํการผสม cycloohexane, l-hexanol, , Rubpy dye solution, 

TEOS และ 30% ammonium hydroxide ในฟลาสกข์นาด 50 มลิลลิติร กวนผสมเป็นเวลา 

24 ชัว่โมง หลงัจากปฏกิริยิาดาํเนินจนเสรจ็สมบูรณ์ อนุภาคทีไ่ดจ้ะถูกตกตะกอนดว้ยอะ

ซโิตน จากนัน้ลา้งอนุภาคดว้ยเอทานอลและน้ําหลายๆครัง้ เพื่อกําจดัตวัทาํละลายและ

สารลดแรงตงึผวิ นําอนุภาคมาอบทีอุ่ณหภมู ิ100 องศาเซลเซยีส ประมาณ 1 ชัว่โมง 

จนแหง้  แลว้บดเป็นผงเกบ็ไวใ้นขวดทบึแสง  

 ในการเตรยีมอนุภาคสงัเคราะหไ์ดม้กีารศกึษาปจัจยัต่างๆทีม่ผีลต่อการ

สงัเคราะหไ์ดแ้ก่ 1. อตัราส่วนโดยโมลของน้ําต่อสารลดแรงตงึผวิ (triton X-100)  2. 

อตัราส่วนโดยโมลของตวัช่วยสารลดแรงตงึผวิ (l-hexanol) ต่อสารลดแรงตงึผวิ (triton X-

100)  3. ปรมิาณสารตัง้ตน้ (TEOS)  และ 4. ปรมิาณสารเรง่ปฏกิริยิา (NH4OH)   

 

 นอกจากน้ีเพื่อใหไ้ดป้รมิาณอนุภาคต่อครัง้การผลติเพิม่มากขึน้ จงึทํา

การทดลองโดยเพิม่ปรมิาณส่วนผสมต่างๆเป็น 2 เท่า โดยใชฟ้ลาสกข์นาด 50 มลิลลิติร

เป็นภาชนะในการทาํปฏกิริยิาเช่นเดมิ  

 

 

 
สตูรโครงสรา้งของ cyclohexane 

ทีม่า: http://en.wikipedia.org/wiki/Cyclohexane 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Image:Cyclohexane.PNG
http://en.wikipedia.org/wiki/Cyclohexane
http://fr.wikipedia.org/wiki/Image:Cyclohexane.PNG�
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สตูรโครงสรา้งของ n- Hexanol 

ทีม่า : http://en.wikipedia.org/wiki/1-Hexanol 

 

 

 
 

สตูรโครงสรา้งของ triton X-100 

ทีม่า : http://en.wikipedia.org/wiki/Triton_X-100 

 

 
 

สตูรโครงสรา้งของ tetraethylorthosilicate  

ทีม่า : http://en.wikipedia.org/wiki/Tetraethylorthosilicate 

 

 
 

สตูรโครงสรา้งของ Rubpy dye  

ทีม่า : http://en.wikipedia.org/wiki/Tris(bipyridine)ruthenium(II)_chloride 

 

อนุภาค FDS-NPs ทีไ่ดน้ัน้ ก่อนนําไปวเิคราะหใ์นดา้นต่างๆ ตอ้งทาํใหอ้นุภาคกระจาย

ตวัออกจากกนั (disperse) ใน 95% เอธานอลโดยใชเ้ครื่อง  ultrasonicator เป็นเวลา 

15 นาท ี(เปิด 7 วนิาท ีปิด 2 วนิาท)ี 
 

http://de.wikipedia.org/wiki/Bild:N-hexanol.png
http://en.wikipedia.org/wiki/1-Hexanol
http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Triton_X-100.gif
http://en.wikipedia.org/wiki/Triton_X-100
http://en.wikipedia.org/wiki/Tetraethylorthosilicate
http://de.wikipedia.org/wiki/Bild:N-hexanol.png�
http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Triton_X-100.gif�
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เครือ่ง  ultrasonicator 

 

2. การตรวจวิเคราะหอ์นุภาคฟลอูอเรสเซนทซิ์ลิกานาโนท่ีสงัเคราะหไ์ด้ 

 

2.1 วเิคราะหล์กัษณะทางสณัฐานวทิยาของอนุภาค (ขนาด รปูร่าง และความสมํ่าเสมอ

ของขนาดอนุภาค)  

หลงัจากอนุภาคกระจายตวัและอยูอ่ยา่งเสถยีร  นําซสัเพนชนัของอนุภาคมาหยดลง 

Formvar carbon-coated copper grid  ทิง้ใหแ้หง้เป็นเวลา 20 นาท ี แลว้นํามา

ตรวจสอบใตก้ลอ้งจลุทรรศน์อเิลคตรอนแบบส่องผ่าน (TEM) 

                       
Formvar carbon-coated copper grid         กลอ้งจลุทรรศน์อเิลคตรอนแบบส่องผ่าน 

(TEM) 
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2.2 วเิคราะหธ์าตุองคป์ระกอบของอนุภาค 

  

บดอนุภาค FDS-NPs ใหล้ะเอยีดแลว้นํามาเกลีย่บน carbon tape แลว้นําไปตดิกบั 

holder จากนัน้ทาํการวเิคราะหด์ว้ยกลอ้งจลุทรรศน์อเิลคตรอนแบบส่องกราดประกอบ

อุปกรณ์วเิคราะหธ์าตุดว้ยรงัสเีอก็ซ ์(SEM-EDS) 

 

       
     Holder   และ   Carbontape  

 
                          กลอ้งจลุทรรศน์อเิลคตรอนแบบส่องกราด 

 

2.3  วเิคราะหโ์ครงสรา้งของอนุภาค 

ทาํการวเิคราะหโ์ครงสรา้งของอนุภาค FDS-NPs ดว้ยเครือ่ง X-ray difractometer 

(XRD) โดยใชส้ภาวะดงัต่อไปน้ี 

Target  : Cu 

Voltage  : 40 kV 

Current  : 40 mA 

Angle  : 5-45 degree 

Increment  : 0.02 degree/step 

Scan speed  : 0.3 sec/step 
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เครือ่ง X-ray difractometer (XRD) 

 

3.  ศึกษาคณุสมบติัเชิงแสงของอนุภาค FDS-NPs ท่ีสงัเคราะหไ์ด้ 

 

3.1  ศกึษาช่วงคลื่นแสงของการถกูกระตุ้น และ ช่วงคลื่นแสงของการเปล่งแสง 

 

ช่วงคลื่นแสงของการถูกกระตุน้ (excitation wavelength) และช่วงคลื่นของการ

เปล่งแสง (emission wavelength) ของอนุภาค FDS-NPs จะถูกเปรยีบเทยีบกบัของ

สารละลายส ีRubpy Dye 

 

สาํหรบัการหาช่วงคลื่นของการถูกกระตุน้ ทาํโดยนําเอาอนุภาค FDS-NPs มากระจาย

ในน้ํากลัน่ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 0.125 มลิลกิรมั/มลิลลิติร ส่วนส ีRubpy Dye นํามาเจอื

จางในน้ํากลัน่ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 2 มลิลโิมลาร ์จากนัน้นําไปวเิคราะหด์ว้ยเครือ่ง UV-

visible spectrophotometer โดยใช ้scan wavelength mode   ส่วนการหาช่วงคลื่นการ

เปล่งแสง  ทาํโดยเตรยีมตวัอยา่งเหมอืนขัน้ตอนการหาช่วงคลื่นของการถูกกระตุน้ 

ขา้งตน้  แต่นําไปตรวจดว้ยเครือ่ง spectrofluorometer 

 

            
               Spectrofluorometer                          UV-visible  spectrophotometer 
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3.2.  ศกึษาความคงอยูข่องการเรอืงแสง 

 

ทาํการศกึษาความคงอยูข่องการเรอืงแสงของอนุภาค FDS-NPs โดยเปรยีบเทยีบกบั

สารละลายส ีRubpy Dye โดยนําเอาอนุภาค FDS-NPs มากระจายในน้ํากลัน่ใหไ้ด้

ความเขม้ขน้ 0.125 มลิลกิรมั/มลิลลิติร ส่วนส ีRubpy นํามาเจอืจางในน้ํากลัน่ใหไ้ด้

ความเขม้ขน้ 2 มลิลโิมลาร ์จากนัน้นําตวัอยา่งมาวางใตแ้สง UV ขนาด 8 วตัต ์แลว้เกบ็

มาวดัค่าการเรอืงแสงทุกๆ 5 นาท ีเป็นเวลา 60 นาท ี

 

4. ทาํการดดัแปลงพนัธะเคมีท่ีผิวอนุภาค FDS-NPs ให้เกิดหมู่เอมีน และหมุ่คาร์

บอกซิล เพ่ือติดแอนติบอดี 

 

เน่ืองจากการจะนําเอาอนุภาค FDS-NPs  ไปใชง้านไดน้ัน้ จาํเป็นทีจ่ะตอ้งทําใหส้ารชวี

โมเลกุลสามารถตดิอยูบ่นผวิอนุภาคไดก่้อน  ดงันัน้จงึต้องดดัแปลงผวิอนุภาคใหม้หีมู่

เคมทีีเ่หมาะสมเสยีก่อน  ซึง่ในทีน้ี่เป็นการดดัแปลงผวิอนุภาคใหม้หีมูอ่ะมโินโดยใชส้าร  

APTES  และดดัแปลงใหเ้กดิหมูค่ารบ์อกซลิโดยใช ้trimethoxysilyl-

propyldiethylenetriamine (DETA)  คอืทาํใหเ้กดิหมูเ่อมนีก่อน  หลงัจากนัน้ใชส้าร 

succinic anhydride  แทนทีห่มูเ่อมนีทาํใหเ้กดิหมูค่ารบ์อกซลิ และยนืยนัการมอียูข่อง

หมูอ่ะมโินหลงัขัน้ตอนการดดัแปลง ดว้ยเครือ่ง  FT-IR 

 

 
สตูรโครงสรา้งของ APTES 

ทีม่า : http://www.sigmaaldrich.com 

 

 

 

 

 

http://www.sigmaaldrich.com/
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APTES ทาํปฏกิริยิากบัหมูไ่ฮดรอกซลิของอนุภาคนาโนเกดิเป็นหมูเ่อมนี 

 

 
สตูรโครงสรา้งของ DETA  

ทีม่า : http://www.sibond.com 

 

 

 
สตูรโครงสรา้งของ succinic anhydride 

ทีม่า : http://en.wikipedia.org/wiki/Succinic_anhydride 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
เครือ่ง  Fourier Transformed Infrared Spectrophotometer 

 

 

 

http://www.sibond.com/
http://en.wikipedia.org/wiki/Succinic_anhydride
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5.  การทาํโพลีโคลนอลแอนติบอดีให้บริสทุธ์ิ 

 

E. coli O157 polyclonal  IgG  20 มลิลลิติร ไดจ้าก S&A Reagent Lab   โดยทาง

บรษิทัแยก IgG จาก plasma ของเลอืดกระต่าย  แลว้มาทาํใหเ้ขม้ขน้ (concentrate)  

ไดนํ้ามาทดสอบดงัน้ี 

5.1  ตรวจสอบ  specificity  test โดยวธิ ีslide agglutination 

5.2  วเิคราะหป์รมิาณโปรตนี ของ E. coli O157 polyclonal  IgG 

5.3   ทาํใหบ้รสิุทธิ ์โดยวธิ ี affinity chromatography methodโดยใช ้SDS-PAGE 

 

วิธีเตรียมตวัอย่าง polyclonal  IgG  ก่อนทาํให้บริสุทธ์ิ  

นํา concentrate polyclonal  IgG ทีเ่ตรยีมไว ้  ผสม 0.85% NaCl ในอตัราส่วน 1:1 

ปรบั pH ดว้ย Tris-HCl (pH 8.0) นํามาตกตะกอนดว้ย Sat. (NH4)2SO4  จากนัน้นํามา

ป ัน่เหวีย่งที ่8,000Xg ทีอุ่ณหภมู ิ4ºC เป็นเวลา 30 นาท ีจะไดต้ะกอนของ mixed 

protein ทีอ่ยูใ่นซรีมันัน้  ต่อไปนําตะกอนมาละลายใน PBS(1X) ที ่pH 7.2 แยกต่อดว้ย 

ultrafiltration (vivaspin 20-30,000 MWCO ที ่3 wash cycles แลว้กรองผ่านเครือ่ง

กรองขนาดร ู0.20 µM รอทาํใหบ้รสิุทธิต่์อไป 

 

การทาํให้ IgG บริสทุธ์ิ 

โดยใช ้Protein A sepharose affinity column (Hitrap Protein A HP, 5 mL) โดย 

equilibrated ดว้ย 5 เท่าปรมิาตรของ binding buffer (20 mM sodium phosphate 

buffer, pH 7.0) ก่อน เสรจ็แลว้ใส่ antiserum IgG ลงไป ชะลา้ง impurities และ 

unbound materials อื่นๆ ดว้ย 5-10 เท่าปรมิาตรของ binding buffer เกบ็ fraction ละ 

1 mL หลายๆ fraction นํามาตรวจวดัปรมิาณโปรตนีดว้ย UV spectrometer ทีค่ลื่นแสง 

280 nm หลงัจากนัน้ ทําการชะลา้งโดยใช ้ดว้ย 5 เท่าปรมิาตร ของ elution buffer 

(0.1M citric acid pH 3) เลอืก fraction ทีม่ ีIgG ทาํใหเ้ป็นกลางดว้ย Tris HCl pH 9.0 

และนํามารวมกนั ตรวจหาปรมิาณโปรตนีโดยใช ้lowry method  แลว้นํามา purified 

ดว้ย sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 

 

เช้ือทดสอบ 

นําเชือ้ทีใ่ชท้ดสอบกบั concentrate  E. coli O157 polyclonal  IgG  ไดแ้ก่ E. coli 

O157:H7, E. coli ATCC 8739,  Enterobacter aerogenes,  Proteus mirabilis,  

Salmonella Typhimurium DMST 16809,  Bacillus cereus ATCC 11778  และ 
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Staphylococcus aureus ATCC 25923 ใน แต่ละสายพนัธุล์งในอาหาร TSB บ่มที่

อุณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แลว้นํามาทดสอบ  agglutination test 

โดยใชส้ไลดแ์กว้ 

6. การติด (coat)  IgG บนผิวอนุภาคซิลิกานาโน 

 

ใช ้ซสัเพนชนั  IgG  ทีท่าํใหบ้รสิุทธิแ์ลว้ ความเขม้ขน้ 100  mg/mL บ่มกบัอนุภาคที่

ดดัแปลงผวิแลว้โดย ปรบัอุณหภมูใินการบ่ม 2 อุณหภูม ิคอืที ่4 และ 37 องศาเซลเซยีส  

และปรบัระยะเวลาในการบ่มที ่ 3, 6, 12 และ 24 ชัว่โมง ตามลาํดบั  โดยใช ้condition 

ทีด่ทีีสุ่ดทีไ่ด ้(maximum loading capacity)  ต่อไปทดสอบปรมิาณโปรตนีทัง้หมดบน

อนุภาค โดย วธิ ีLowry โดยตรวจวดัค่าการเปลีย่นสจีากเครือ่ง colorimetric 

techniques 

 

6.1 ทดสอบความเสถยีรหรอืการกระจายตวักนัของอนุภาคซลิกิานาโนทีต่ดิ (coat) ดว้ย 

IgG  

ความเสถยีรหรอืการกระจายตวักนัของอนุภาคซลิกิานาโนทีต่ดิ (coat) ดว้ย IgG 

ตรวจสอบ โดยการวดัค่า Zeta potential  วธิกีาร คอื นําอนุภาคซลิกิานาโนทีโ่คต้ดว้ย 

IgG และทีไ่มโ่คต้ มาผสมกบั 0.1XPBS (0.2mg/mL) ที ่pH 7.4 ซึง่เป็นค่า pH ที่

เหมาะสมต่อการจบักบั antigen และ antibody และผสม NaCl ทีค่วามเขม้ขน้ต่างๆกนั

เพื่อใหม้คี่า ionic strength ต่างๆกนั แลว้วดัค่า zeta potential ดว้ยเครือ่ง  Zeta meter  

จากการทดลองพบว่า อนุภาคซลิกิานาโน ทีย่งัไมไ่ดโ้คต้ดว้ย IgG จะกระจายตวัดทีีสุ่ด

ที ่ionic strength 0.167 ซึง่มคี่า zeta potential ประมาณ -115 mV แต่เมือ่นําอนุภาค

มา coat ดว้ย IgG ค่า Zeta potential เปลีย่นไปคอืมคี่าประมาณ -40-(-50) mV เมือ่ค่า 

ionic strength อยูใ่นช่วง 0.05-0.3 ตามลาํดบั (ค่าลดลงอกีเลก็น้อยเมือ่ค่า ionic 

strength เพิม่ขึน้) เน่ืองจากม ีIgG ทีเ่กาะอยู่บนพืน้ผวิ สรปุไดว้่าอนุภาคซลิกิานาโนที่

จบักบั IgG จะเสถยีรและกระจายตวักนัด ีอยา่งไรกต็ามถา้เพิม่ ion concentration ให้

สงูขึน้มผีลทําใหแ้อนตบิอดสีูญเสยีสภาพและประสทิธภิาพการเกาะของแอนตเิจนกบั

แอนตบิอดลีดลง  ดงันัน้จงึใชค้่า ionic strength  0.167  และค่า ionic strength ของ 

PBS(1X) ประมาณ 0.17 จงึเป็นการดทีีใ่ช ้ PBS(1X) ในการเตรยีม solution ต่อไป 

สตูรคาํนวณ   I=½∑CZ
2
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เครือ่ง  Zeta meter 

 

7. การจบักนัของอนุภาค FDS-NPsท่ีติดแอนติบอดีกบัเช้ือ E. coli O157 :H7   
 

หลงัจากดดัแปลงพืน้ผวิของอนุภาคซลิกิานาโนใหม้หีมู ่ NH2 แลว้ ทาํซสัเพนชัน่ของ

อนุภาคโดยใชอ้นุภาค 2  มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร  ใน PBS(1X) ผสม 2.5% 

glutaraldehyde ที ่pH 7.4 กวนผสมใหเ้ขา้กนัทีอุ่ณหภูมหิอ้ง เป็นเวลา 2 ชัว่โมง ป ัน่

เหวีย่งใหอ้นุภาคตกตะกอน แลว้ลา้งดว้ย PBS เพื่อเอา glutaraldehyde ออก นํามา 

resuspened ใน PBS(1X) แลว้ใส่ E. coli O157:H7 IgG 0.1 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร   ทาํ

ให ้Final concentration ของอนุภาค เท่ากบั 2 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร    แบ่งอนุภาคซสั

เพนชนัเป็น 2 ส่วน คอื บ่มที ่4 องศาเซลเซยีส และ 37 องศาเซลเซยีส แต่ละอุณหภมูิ

ตรวจผล ทีเ่วลา 3, 6, 12 และ 24 ชัว่โมงตามลาํดบั แลว้ทดสอบโปรตนีโดย วธิ ีLowry 

เช่นเดยีวกนั 

8. การตรวจสอบการจบักนัของ อนุภาค FDS-NPsท่ีติดแอนติบอดีกบัเช้ือ E. coli 

O157 H:7   
 

8.1 ทดสอบอนุภาคซลิกิานาโนทีเ่คลอืบ IgG แลว้กบัแบคทเีรยี E. coli O157:H7 ใน

หลอดทดสอบ  โดยการนําอนุภาคมาผสมกบัเซลลซ์สัเพนชนัของ E. coli O157:H7 

 ในหลอดทดสอบ นําซสัเพนชนัส่องดใูตก้ลอ้ง epifluorescence 

8.2 ทดสอบอนุภาคซลิกิานาโนทีเ่คลอืบ IgG แลว้กบัแบคทเีรยี E. coli O157:H7 บน

แผ่นสไลดแ์กว้ โดยเพาะเชือ้ E. coli O157:H7 บนสไลดแ์กว้ก่อน แลว้จงึทดสอบกบั  

อนุภาคซลิกิานาโนทีเ่คลอืบ IgG  โดยนําอนุภาคมายอ้มดว้ย DAPI (สารfluorescent 

dye มา bindกบั DNA ของจลุนิทรยี ์ตรวจดโูดยใชก้ลอ้ง epifluorescence microscope 

นํามาส่องกบั แสง UV จะใหส้ารเรอืงแสงสฟ้ีา (blue luminescence) ทาํ 3 ซํ้าในแต่ละ 

treatment 
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8.2.1 ปรบัเปลีย่นระยะเวลาในการบ่ม 

8.2.2 ปรบัเปลีย่นความเขม้ขน้ของอนุภาค 

คาํนวณหาเปอรเ์ซน็ตก์ารจบัของอนุภาค = เซลลแ์บคทเีรยีทีเ่กาะตดิกบัอนุภาค X 100 

(captured efficiency)                     เซลลแ์บคทเีรยีทัง้หมด 

 

8.3 การตรวจหา specificity 

ใช ้แผ่นสไลดแ์กว้ทีเ่คลอืบดว้ยแบคทเีรยีชนิดอื่นๆ ทัง้แกรมบวกและแกรมลบ ไดแ้ก่ E. 

coli O157:H7, E. coli ATCC 8739,  Enterobacter aerogenes,  Proteus mirabilis,  

Salmonella Typhimurium DMST 16809,  Bacillus cereus ATCC 11778  และ 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 ในแต่ละสายพนัธุล์งในอาหาร TSB บ่มที่

อุณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง นําเซลลซ์สัเพนชนัมา swab ลงบน 

PCA แลว้วาง แผ่นสไสดแ์กว้บนอาหาร PCA ปิดฝาจาน นําไปบ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 องศา

เซลเซยีส เป็นเวลา 8 ชัว่โมง แบคทเีรยีจะเจรญิเกาะบนผวิสไลดแ์กว้ ใชป้ากคบีคบี

สไลดอ์อกมาลา้งเบาๆเพื่อเอาเชือ้ทีไ่มไ่ดเ้กาะสไสดอ์อก  จากนัน้นํามาทดสอบกบั 

อนุภาคซลิกิานาโนทีเ่คลอืบแอนตบิอด ี0.5 มลิลลิติร  นํามาบ่มทีอุ่ณหภูมหิอ้ง 60 นาท ี 

ลา้งดว้ยน้ํากลัน่  ยอ้มดว้ยส ีDAPI  และตรวจสอบใตก้ลอ้งจลุทรรศน์ epifluorescence  

แลว้นํามาคาํนวณหาเปอรเ์ซน็ตค์วามจาํเพาะเช่นเดยีวกนั 
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ผลและวิจารณ์ 
1. การสงัเคราะหอ์นุภาคฟลูออเรสเซนทซิ์ลิกานาโน ( FDS-NPs )  

 

จากการสงัเคราะหอ์นุภาคฟลอูอเรสเซนทซ์ลิกิานาโน โดยวธิไีมโครอมิลัชนัชนิดน้ําใน

น้ํามนัรว่มกบัเทคนิคโซลเจล ผลทดลองพบว่าทุก ๆ ปจัจยั ไดแ้ก่  1. อตัราส่วนโดยโม

ลของน้ําต่อสารลดแรงตงึผวิ (Wo)  2. อตัราส่วนโดยโมลของตวัช่วยสารลดแรงตงึผวิต่อ

สารลดแรงตงึผวิ (P) โดยใหป้รมิาณของสารลดแรงตงึผวิคงที ่ 3. ปรมิาณของสารตัง้ตน้ 

(TEOS) ในการสงัเคราะหซ์ลิกิา  และ 4. ปรมิาณของตวัเรง่ปฏกิริยิา (NH4OH) ในการ

สงัเคราะหซ์ลิกิา  มผีลต่ออนุภาคทีส่งัเคราะหไ์ด ้ ( FDS-NPs ) ทัง้สิน้  

 

ขัน้ตอนการสงัเคราะหแ์ต่ละขัน้ตอนไดแ้สดงไวใ้นภาพที ่1.1 ในระยะเริม่ตน้ของการ

สงัเคราะห ์ส่วนผสมต่างๆจะมสีสีม้ใส เป็นเน้ือเดยีวกนั หลงัจากปฏกิริยิาดําเนินไป 24 

ชัว่โมง ลกัษณะโดยทัว่ไปยงัคงเหมอืนเดมิดงัภาพที ่1.2 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่ 1.1 การสงัเคราะหอ์นุภาค FDS-NPs ดว้ยไมโครอมิลัชนัชนิดน้ําในน้ํามนัที่

เสถยีร ในระยะเริม่ตน้ 

  

 

 

 

     

  

 

  ภาพที ่ 1.2 การสงัเคราะหอ์นุภาค FDS-NPs ดว้ยไมโครอมิลัชนัชนิดน้ําในน้ํามนัที่

เสถยีร เมือ่เวลาผ่านไป 24 ชัว่โมง    
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เมือ่เตมิอะซโีตน (acetone) ลงไปเพื่อหยดุระบบไมโครอมิลัชนัทีเ่สถยีร จะมตีะกอนสี

สม้ขุน่ลกัษณะคลา้ยเจลเกดิขึน้ ซึง่เป็นการบ่งบอกถงึปฏกิริยิาการเกดิอนุภาคสมบรูณ์

เรยีบรอ้ยแลว้ 

อนุภาคทีส่งัเคราะหไ์ดม้ลีกัษณะกลม มสีสีม้ใสคลา้ยเจล สามารถมองทะลุผ่านได ้และมี

ความเสถยีร คอืสามารถคงความเป็นไมโครอมิลัชนัไดน้านในระบบปิด ดงัภาพที ่1.3 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่ 1.3 หลงัจากเตมิอะซโีตน FDS-NPs ซึง่ตะกอนทีไ่ดจ้ะมลีกัษณะคลา้ยเจลใสสี

สม้  

 

หลงัจากนัน้ อนุภาค FDS-NPs ทีไ่ดจ้ะถูกนําไปป ัน่เหวีย่งและลา้งเพื่อกําจดัสารลดแรง

ตงึผวิและสสี่วนเกนิออก  จากนัน้นําไปอบทีอุ่ณหภูม ิ100  องศาเซลเซยีส เป็นเวลา  2 

ชัว่โมง และบดใหล้ะเอยีดโดยใชแ้ท่งแกว้  อนุภาคทีไ่ดจ้ะมลีกัษณะเป็นผงละเอยีดสสีม้

ดงัภาพที ่1.4  นํามาเกบ็ในขวดทบึแสงก่อนนํามาวเิคราะหด์า้นอื่นต่อไป  

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 1.4 อนุภาค FDS-NPs มลีกัษณะเป็นผงละเอยีดสสีม้ 

 

ปรมิาณอนุภาคทีไ่ดจ้ากการสงัเคราะหแ์ต่ละครัง้นัน้ ถา้ใชส้ารตัง้ตน้ปรมิาณ 1 เท่า 

(FDS-NPs1X) จะไดป้รมิาณอนุภาคประมาณ 20 มลิลกิรมั  และถ้าใชส้ารตัง้ตน้ปรมิาณ 

2 เท่า (FDS-NPs2X) จะไดป้รมิาณอนุภาคประมาณ 40 มลิลกิรมั  
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อนุภาค FDS-NPs ก่อนนําไปวเิคราะหใ์นดา้นต่างๆ ตอ้งทาํใหก้ระจายตวัออกจากกนั 

(disperse) ใน 95% เอธานอลโดยใชเ้ครือ่ง ultrasonicator จงึไดอ้นุภาคฟลอูอเรสเซนท์

ซลิกิานาโนทีม่คีวามเสถยีรแขวนลอยใน 95% เอธานอลอยา่งคงตวั (ภาพที ่1.5) 

 

    
 

      ภาพท่ี 1.5   อนุภาค FDS-NPs ก่อน (A)  และ หลงั (B) ทาํใหก้ระจายใน 95% 

เอธานอล 

 

 

2. การตรวจวิเคราะหอ์นุภาคฟลอูอเรสเซนทซิ์ลิกานาโนท่ีสงัเคราะหไ์ด้ 

2. 1  ตรวจวิเคราะหล์กัษณะทางสณัฐานวิทยาของอนุภาค 

 

ลกัษณะทางสณัฐานของอนุภาคถูกตรวจสอบดว้ยกลอ้งจลุทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบส่อง

ผ่าน (TEM) โดยแสดงไวใ้นภาพที ่2.1.1, 2.1.2, 2.1.3  และ ตารางที ่2.1.1 ขนาดเฉลีย่

ของ FDS- NPs1X  คอื 47 ± 6 นาโนเมตร  และ FDS- NPs2X  คอื 45 ± 6 นาโนเมตร  

อนุภาคจากทัง้สองตวัอยา่งมรีปูรา่งกลม ค่อนขา้งจะเหมอืนๆกนั และมขีนาดทีค่่อนขา้ง

ใกลเ้คยีงกนั แต่เน่ืองจาก FDS- NPs2X  ใหอ้นุภาคทีม่กีารกระจายตวัของขนาดทีต่ํ่า

กว่า และใหป้รมิาณอนุภาคต่อการสงัเคราะหม์ากกว่า ดงันัน้จงึเลอืก  FDS- NPs2X  

มาทําการวเิคราะหใ์นขัน้ต่อไป 

 

 

 

 

 

 

 

A B 

อนภุาคตกตะกอน 

อนภุาคกระจายตวั 
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ภาพที ่2.1.1 อนุภาคซลิกิานาโน FDS- NPs1X (A) และ  FDS- NPs2X (B) วเิคราะห์

โดยใช ้ TEM  ที ่กําลงัขยาย 160,000 เท่า 

 

 

 
 

ภาพที ่2.1.2 อนุภาคซลิกิานาโนวเิคราะหโ์ดยใช ้ TEM  ที ่กําลงัขยาย 200,000 เท่า 

10 nm 
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ภาพท่ี  2.1.3  การกระจายตวัของขนาดอนุภาค FDS- NPs1X    และ   FDS- NPs2X  
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ตารางที ่2.1.1     พารามเิตอรแ์ละขนาดของอนุภาค FDS-NPs ทีส่งัเคราะหไ์ด ้

Sample Parameter Size (nm): 

d = diameter 

Average size 

(nm) 

FDS- NPs1X   7.5 ml cyclohexane  

1.8 ml 1-hexanol  

3.54 ml Triton X-100  

0.48 ml Rubpy solution  

0.1 ml TEOS  

0.09 ml NH4OH 

35<d<71 47 ± 6 

FDS- NPs2X 15 ml cyclohexane  

3.6 ml 1-hexanol  

3.54 ml Triton X-100  

0.96 ml Rubpy solution  

0.2 ml TEOS  

0.18 ml NH4OH 

38<d<68 45 ± 6 

 

ในการสงัเคราะห ์FDS-NPs น้ี TEOS ถูกใชเ้ป็นสารตัง้ตน้  แลว้ทาํปฏกิริยิากบัน้ําโดย

กระบวนการโซลเจลเกดิเป็นโพลเิมอรข์อง SiO2 หรอืซลิกิา (Santra et al., 2001)  

กระบวนการเกดิโพลเิมอรจ์ะถูกเรง่โดย NH4OH ภายในระบบไมโครอมิลัชนัแบบน้ําใน

น้ํามนั  ส่วนทีเ่ป็นน้ําจะกระจายตวัเป็นหยดเลก็ๆภายในน้ํามนั โดยถูกลอ้มรอบดว้ยชัน้

บางๆของสารลดแรงตงึผวิซึง่กค็อื Triton X-100 และ 1-hexanol  ดงันัน้ส่วนของน้ํา

และน้ํามนัจงึถูกแยกออกจากกนั และภายในหยดน้ําเลก็ๆน้ีเองจะเป็นส่วนที่

เกดิปฏกิริยิาเคมเีพื่อใหเ้กดิอนุภาค (Zhao et al., 2004)  ยิง่กว่านัน้ ขนาดของอนุภาค

ยงัสามารถถูกควบคุมไดด้ว้ยการปรบัอตัราส่วนระหว่างน้ําและสารลดแรงตงึผวิ 

(Abarkan et al., 2006)   ในขณะทีป่ฏกิริยิากําลงัดําเนินไปนัน้โมเลกุลของส ีRubpy ซึง่

ละลายอยูใ่นส่วนของน้ํา กจ็ะถูกโครงสรา้งของซลิกิาทีก่่อตวัขึน้โอบลอ้มและถูกกกัไวใ้น

โครงสรา้งของซลิกิาในทีสุ่ด  ดว้ยเหตุน้ีจงึทาํใหอ้นุภาคซลิกิาทีไ่ดม้คีุณสมบตัใินการ

เรอืงแสง 

 

2.2  วิเคราะหธ์าตอุงคป์ระกอบของอนุภาค (ภายใต้กล้องจลุทรรศน์อิเลคตรอ

นแบบส่องกราด) 

ผลการวเิคราะหธ์าตุองคป์ระกอบของ FDS-NPs โดยใชเ้ครือ่ง SEM-EDS (ภาพที ่2.2 

และตารางที ่2.2) ไดแ้สดงใหเ้หน็ว่าอนุภาคประกอบดว้ยธาตุซลิกิอน (Si) 11.31% 

atomic  ธาตุออกซเิจน (O) 64.43% atomic  ธาตุรทูเีนียม (Ru) 0.15% atomic  และ
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ธาตุคารบ์อน (C) 24.11% atomic  จากผลการตรวจพบธาตุรทูเีนียมในอนุภาคเป็นการ

ยนืยนัไดว้่ามสี ีRubpy ภายในอนุภาค ส่วนการตรวจพบธาตุคารบ์อนนัน้ มคีวามเป็นไป

ได ้3 กรณ ีคอื 

1. ธาตุคารบ์อนมาจากโมเลกุลของส ีRubpy dye 

2. ธาตุคารบ์อนมาจากโมเลกุลของแอลกอฮอลท์ีเ่กดิจากปฏกิริยิา alcohol 

condensation ในกระบวนการโซล-เจล 

3. ธาตุคารบ์อนมาจากสารอนิทรยีท์ีใ่ชใ้นกระบวนการสงัเคราะห ์ซึง่ตดิแน่นกบัตวั

อนุภาค 

 

ส่วนในกรณขีองธาตุออกซเิจนซึง่ถูกตรวจพบเป็นปรมิาณมากเกนิกว่าอตัราส่วนของ 

SiO2 ทีค่วรจะมอีตัราส่วน Si ต่อ O  เท่ากบั 1:2 นัน้  มคีวามเป็นไปไดว้่าออกซเิจนที่

เกนิมานัน้มาจากโมเลกุลของน้ําทีเ่กาะแน่นกบัอนุภาค  ซึง่สามารถยนืยนัไดจ้ากผลการ

วเิคราะหด์ว้ย FT-IR ทีแ่สดงถงึโมเลกุลน้ําในอนุภาค 

 

ตารางท่ี 2.2  ธาตุองคป์ระกอบของ FDS-NPs 

 

Element Weight % Atomic % 

Si 19.22 11.31 

O 62.35 64.43 

Ru 0.92 0.15 

C 17.51 24.11 

Total 100.00 100.00 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

             ภาพท่ี 2.2       EDS spectrum แสดงธาตุองคป์ระกอบของอนุภาค FDS-NPs
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2.3  ตรวจวิเคราะหโ์ครงสร้างด้วยเคร่ือง X-ray diffractometer (XRD) 

 

เน่ืองจากโดยทัว่ไปแลว้สารประเภทซลิกิาสามารถแบ่งไดเ้ป็นสองรปูแบบคอื แบบผลกึ

และแบบอสณัฐาน ดงันัน้จงึทาํการตรวจสอบโครงสรา้งของ FDS-NPs ดว้ยเครือ่ง XRD 

นัน้  ลกัษณะของกราฟทีไ่ดด้งั แสดงในภาพที ่2.3  ซึง่ลกัษณะเสน้กราฟมช่ีวงสงู

ระหว่าง 18 ถงึ 30 องศา (มจีดุสงูสุดที ่22 องศา) ลกัษณะทีไ่ดน้ี้แสดงใหเ้หน็ว่าอนุภาค 

FDS-NPs  มโีครงสรา้งเป็นแบบอสณัฐาน (Zhao et al., 2008; Zhao et al., 2009; 

Park et al., 2010)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                      

  

 ภาพท่ี 2.3 รปูแบบ XRD สเปคตรมัของอนุภาค FDS-NPs 

 

3.  คณุสมบติัเชิงแสงของอนุภาค FDS-NPs ท่ีสงัเคราะหไ์ด้ 
 

 ศึกษาช่วงคล่ืนแสงของการถกูกระตุ้นและการเปล่งแสง 

 

ในการศกึษาน้ีสเีรอืงแสงทีเ่ลอืกใช ้คอื Rubpy  ซึง่เป็นสอีนินทรยีเ์รอืงแสงทีม่คีุณสมบตัิ

ชอบน้ํา (hydrophilicity) ดงันัน้จงึสามารถละลายในส่วนของน้ําไดด้ ีเหมาะต่อการ

สงัเคราะหด์ว้ยวธิไีมโครอมิลัชนัแบบน้ําในน้ํามนั  ช่วงคลื่นแสงของการถูกกระตุน้และ

การเรอืงแสงถูกตรวจสอบดว้ยเครือ่ง UV-visible spectrophotometer และ 

spectrofluorometer ตามลาํดบั  ผลทีไ่ดแ้สดงในภาพที ่3.1 และ 3.2  ในแต่ละภาพ

แสดงการเปรยีบเทยีบระหว่างสารละลายส ีRubpy และอนุภาค FDS-NPs ทีส่งัเคราะห์

ได ้ ผลทีไ่ดแ้สดงใหเ้หน็ว่าส ีRubpy และอนุภาค FDS-NPs มคี่าการกระตุน้หรอืค่าการ

ดดูกลนืแสงอยูใ่นช่วงแสง UV ถงึแสงสน้ํีาเงนิ โดยมคี่าสูงสุดเหมอืนกนัทีค่วามยาวคลื่น 



 

31 

 

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

350 400 450 500 550 600 650 700

Wavelength (nm)

A
bs

or
ba

nc
e 

A

B

0

100

200

300

400

475 525 575 625 675

Wavelength (nm)

Fl
uo

re
sc

en
ce

 In
te

ns
ity

  (
a.

u.
))

 A

B

455 นาโนเมตร  และมคี่าการเรอืงแสงในช่วงแสงสสีม้  โดยมคี่าสงูสุดเหมอืนกนัทีค่วาม

ยาวคลื่น 606 นาโนเมตร  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 3.1  สเปคตรมัการถูกกระตุน้ดว้ยแสงของ (A) อนุภาค FDS-NPs และ (B) 

สารละลายส ีRubpy  ดว้ยเครือ่ง UV-visible spectrophotometer  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 3.2  สเปคตรมัการเปล่งแสงเมือ่ถูกกระตุน้ดว้ยแสงความยาวคลื่น 455 นาโน

เมตรของ (A) อนุภาค FDS-NPs และ (B) สารละลายส ีRubpy  ดว้ยเครือ่ง 

spectrofluorometer 
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สาํหรบัการทดลองเรือ่งความคงอยูข่องการเรอืงแสง โดยใหอ้นุภาค FDS-NPs ถูก

กระตุน้ดว้ยแสง UV (ความยาวคลื่นประมาณ 365 นาโนเมตร) โดยใชห้ลอดเมอควิรี ่ 

กําลงั 8 วตัต ์เป็นเวลา 60 นาท ี (ภาพที ่3.3)เมือ่เปรยีบเทยีบความคงอยูข่องการเรอืง

แสง พบว่าความสว่างของการเรอืงแสงลดลงไปประมาณ 1.5 เปอรเ์ซน็ตเ์ท่านัน้  

ในขณะทีส่ารละลายส ีRubpy ลดลงไปมากประมาณ 6 เปอรเ์ซน็ต ์(ภาพที ่3.4)  สาเหตุ

ที ่FDS-NPs มคีวามเสถยีรของแสงเน่ืองจากภายในอนุภาคมโีมเลกุลของสเีรอืงแสงอยู่

อยา่งหนาแน่นภายในอนุภาคขนาดเลก็ (Yan et al., 2007) นอกจากน้ีโครงสรา้งของซลิิ

กายงัทําหน้าทีป่กป้องสจีากการเกดิ photobleaching และ photodegradation ซึง่เป็น

ปรากฏการณ์ทีพ่บไดใ้นสเีรอืงแสงทัว่ไป  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 ภาพท่ี 3.3    ลกัษณะการเรอืงแสงของอนุภาค FDS-NPs  เมือ่ถูกกระตุน้ใตแ้สง UV 8 

W (ความยาวคลื่น 365 นาโนเมตร 
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ภาพท่ี 3.4   เปรยีบเทยีบความคงอยูข่องการเรอืงแสงระหว่าง (A) อนุภาค FDS-NPs 

และ (B) สารละลายส ีRubpy exposed to UV (8W, 365 nm) light of mercury lamp 

 

4. การวิเคราะหห์มู่ฟังกช์นัของอนุภาคฟลอูอเรสเซนทซิ์ลิกานาโน FDS-NPs 

ก่อนและหลงัดดัแปลงพนัธะเคมีท่ีผิวอนุภาค 

  

4.1 อนุภาคฟลอูอเรสเซนทซิ์ลิกานาโนก่อนดดัแปลงพนัธะเคมี 

เมือ่นําอนุภาค FDS-NPs ทีส่งัเคราะหไ์ด ้ และยงัไมผ่่านการดดัแปลงพนัธะเคมทีีผ่วิ

อนุภาค นํามาวเิคราะหห์าหมูฟ่งักช์นัดว้ยเครือ่ง FTIR พบว่าประกอบไปดว้ยหมูไ่ฮดร

อกซลิ (O-H) ซึง่พบในช่วงความยาวคลื่น 3,200 –3,600 cm
-1 

 หมูซ่ลิกิา (Si-O-Si) ที่

ความยาวคลื่นเท่ากบั 1,091 cm
-1
 และหมูค่ารบ์อนิล (C=O) ทีค่วามยาวคลื่นเท่ากบั 

1,634 cm
-1
 ซึง่เป็นพคีทีแ่สดงถงึโครงสรา้งหลกัของซลิกิาแสดงดงัภาพที ่ 4.1  

 



 

34 

 

 
 

ภาพท่ี 4.1   FTIR Spectrum ของอนุภาค FDS-NPs ก่อนดดัแปลงพนัธะเคมทีีผ่วิ

อนุภาค 

 

4.2  อนุภาคฟลอูอเรสเซนทซิ์ลิกานาโนท่ีดดัแปลงให้เกิดหมู่เอมีน 

จากผลการวเิคราะหห์มูฟ่งัก์ชนัของอนุภาค FDS-NPs หลงัจากดดัแปลงพนัธะ

เคมทีีผ่วิของอนุภาคใหเ้กดิหมูเ่อมนีดว้ย (3-aminopropyl)triethoxysilane (APTES) 

แสดงดงัภาพที ่4.2 เปรยีบเทยีบกบักราฟของอนุภาค FDS-NPs ทีไ่มไ่ดม้กีารดดัแปลง

พนัธะเคมใีดๆ  (ภาพที ่4.1) พบว่ามคีวามแตกต่างกนัทีค่วามยาวคลื่น 1,565 cm
-1
 มี

พคีเกดิขึน้ดงัภาพที ่4.2 พบว่าเป็นตําแหน่งของหมูเ่อมนีชนิด primary amine (แมน้ 

อมรสทิธิ ์และ อมร เพชรสม, 2535; เยน็หทยั แน่นหนา, 2549) แสดงใหเ้หน็ว่าสามารถ

ใช ้APTES ทาํใหเ้กดิหมูเ่อมนีไดต้ามตอ้งการ 

 

Si-O-Si stretch 

Si-OH 

stretch 

C = O stretch 

Si-CH3 (asymmetric / symmetric) stretch 

OH stretch 

Si-C stretch 
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ภาพท่ี 4.2 FTIR Spectrum ของอนุภาค FDS-NPs หลงัดดัแปลงพนัธะเคมทีีผ่วิ

อนุภาคใหเ้กดิหมูเ่อมนีดว้ย (3-aminopropyl) triethoxysilane (APTES)  

 

4.3 อนุภาคฟลอูอเรสเซนทซิ์ลิกานาโนท่ีดดัแปลงให้เกิดหมู่คารบ์อกซิล 

จากผลการวเิคราะหห์มูฟ่งัก์ชนัของอนุภาค FDS-NPs หลงัจากดดัแปลงพนัธะ

เคมทีีผ่วิของอนุภาคใหเ้กดิหมูค่ารบ์อกซลิโดยใช ้trimethoxysilyl-propyl 

diethylenetriamine (DETA) เพื่อใหเ้กดิหมูเ่อมนีก่อน หลงัจากนัน้ใช ้succinic 

anhydride เพื่อแทนทีห่มูเ่อมนีทําใหเ้กดิหมูค่ารบ์อกซลิแสดงดงัรปูที ่4.3  พบว่ากราฟ

ทีเ่กดิขึน้มพีคีทีแ่ตกต่างจากอนุภาค FDS-NPs ทีย่งัไมผ่่านการดดัแปลงพนัธะเคมทีีผ่วิ

อนุภาค (ภาพที ่4.1) ทีต่ําแหน่งความยาวคลื่น 1,567 cm
-1
 เป็นหมูเ่อมนีชนิด primary 

amine และทีต่ําแหน่งความยาวคลื่น 1,695 cm
-1
 เป็นหมูค่ารบ์อกซลิเกดิขึน้ดงัภาพที ่

4.3 (แมน้ อมรสทิธิ ์และ อมร เพชรสม, 2535; เยน็หทยั แน่นหนา, 2549) แสดงว่า

สามารถตดิตัง้หมูค่ารบ์อกซลิทีผ่วิอนุภาคไดต้ามวตัถุประสงคแ์ต่ยงัคงเหลอืหมูเ่อมนีที่

ไมไ่ดถู้กแทนทีด่ว้ยหมูค่ารบ์อกซลิเหลอือยู ่

 

 

 

 

 

 

 

Si-O-Si stretch 

Si-C stretch 

Si-OH 

stretch 

C = O stretch 

Si-CH3 (asymmetric / symmetric) stretch 

N-H  

OH stretch 
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ภาพท่ี 4.3 FTIR Spectrum ของอนุภาค FDS-NPs หลงัดดัแปลงพนัธะเคมทีีผ่วิ

ของอนุภาคดว้ย   trimethoxysilyl-propyldiethylenetriamine (DETA) และ succinic 

anhydride  ใหเ้กดิหมูค่ารบ์อกซลิ  

 

จากลกัษณะของเสน้กราฟทีไ่ด ้สามารถสรปุออกมาเป็นตารางที ่ 4.1   ซึง่

แสดงหมูเ่คมแีละพนัธะต่างๆทีพ่บในอนุภาค FDS-NPs 

 

OH stretch 

Si-O-Si stretch 

Si-OH 

stretch 

Si-C stretch 

C = O (Carboxyl) stretch 

N-H  

Si-CH3 (asymmetric / symmetric) stretch 

C = O (Carboxyl) stretch 
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ตารางท่ี 4.1  หมูเ่คมแีละพนัธะเคมทีีพ่บในอนุภาค FDS-NPs ทีส่งัเคราะหไ์ด ้ ก่อน

และหลงัดดัแปลง 

Wave 

number  

(cm-1) 

Assignment References 

1030-1130 

1000-1200 

Si–O–Si stretching 

vibration 

C–H stretching vibration 

Liu et al., 2007; Shi et al., 2009 

Shi et al., 2009 

1600-1630 O–H bending vibration of 

adsorbed H2O 

Asouhidou et al., 2009; Shi et al., 

2009 

 

1580-1650 N–H bending vibration 

 

Asouhidou et al., 2009; Shi et al., 

2009; Li et al., 2010 

2925  C–H asymmetric stretching 

vibration 

Liu et al., 2007; Asouhidou et al., 

2009 

 

3280-3400 –NH2 asymmetric and 

symmetric stretching 

vibration  

Asouhidou et al., 2009; Shi et al., 

2009; Li et al., 2010 

3000-3600 O–H asymmetric and 

symmetric stretching 

vibration of adsorbed H2O 

Asouhidou et al., 2009; Shi et al., 

2009 

3000-3600 O–H stretching vibrations 

of   Si-OH 

White and Tripp, 2000; Liu et al., 

2007 

 

เน่ืองจาก IR bands มช่ีวงทีท่บัซอ้นกนัคอื N–H bending vibration ทบัซอ้น

กบั O–H bending vibration of adsorbed H2O ที ่1600-1650  และ –NH2 

asymmetric and symmetric stretching vibration ทบัซอ้นกบั O–H asymmetric and 

symmetric stretching vibration of adsorbed H2O และ O–H stretching vibrations of   

Si-OH ที ่3000-3600 จงึยากทีจ่ะแยกใหเ้หน็ความแตกต่างของ อนุภาคซลิกิานาโนที่

ดดัแปลงหมุ่functional group  แลว้กบัทีย่งัไมด่ดัแปลง   อยา่งไรกต็ามจากผลการ

วเิคราะห ์จะเหน็ไดว้่ากราฟของอนุภาค FDS-NPs ก่อนการดดัแปลงและหลงัการ

ดดัแปลงใหม้หีมูอ่ะมโิน มคีวามคลา้ยคลงึกนัค่อนขา้งมาก แต่เมือ่นํามาขยายดเูฉพาะ

ในช่วงเลขคลื่น 1600-1630 cm
-1
  จะมจีดุแตกต่างสองตําแหน่งคอื อนุภาคทีผ่่านการ
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ดดัแปลงจะมตีําแหน่งดดูกลนืเพิม่ขึน้มาบรเิวณเลขคลื่นที ่1600 ถงึ 1610 cm
-1
 ซึง่เกดิ

จากการดดูกลนืของหมูอ่ะมโินในขณะทีอ่นุภาคทีไ่มด่ดัแปลงบรเิวณน้ีจะมเีสน้กราฟที่

ค่อนขา้งเรยีบ (ภาพที ่4.4) 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่4.4 เปรยีบเทยีบ FTIR Spectrum ในช่วงเลขคลืน่ 1600-1630 cm-1  ของ

อนุภาคทีส่งัเคราะหไ์ด ้ระหว่างอนุภาคก่อนการดดัแปลงพนัธะเคม ี (A) และหลงัการ

ดดัแปลง พนัธะเคม ี (B) 

 

นอกจากน้ีหากพจิารณาทีช่่วงคลื่น 3000 ถงึ 3600 cm
-1
 ซึง่โดยปกตเิป็นช่วง

การดดูกลนืของหมูไ่ฮดรอกซลิ (O-H) ของ Si-OH และ ของน้ํา จะพบว่ากราฟของ

อนุภาคซลิกิานาโนทีผ่่านการดดัแปลงจะมช่ีวงการดดูกลนืทีก่วา้งกว่าเลก็น้อยอนั

เน่ืองมาจากการดดูกลนืของหมูอ่ะมโินทีเ่พิม่เขา้มา  

 

 

5. การทาํโพลีโคลนอลแอนติบอดีให้บริสทุธ์ิ 

E. coli O157 polyclonal  IgG  น้ีไดจ้าก S&A Reagent Lab   โดยแยก IgG จาก 

plasma ของเลอืดกระต่าย มาทําใหเ้ขม้ขน้ (concentrate) และทาํใหบ้รสิุทธิ ์โดยวธิ ี 

affinity chromatography method ในหอ้งปฏบิตักิาร  ขัน้แรกไดต้รวจสอบ antiserum  

E. coli O157 polyclonal  IgG  กบัแบคทเีรยีสายพนัธุต่์างๆ ทีไ่ด ้ดงัน้ี 
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5.1 การทดสอบ ความจาํเพาะเจาะจง (Specificity) 

ไดนํ้า concentrate E. coli O157 polyclonal  IgG  มาทดสอบการ เกดิ 

agglutination กบัเชือ้ E. coli O157:H7  และแบคทเีรยีสายพนัธุต่์างๆ โดยวธิ ีslide 

agglutination  ดงัแสดงในตารางที ่5.1  

 

ตารางที ่5.1   การทดสอบ การเกดิ agglutination ของ E. coli  O157 polyclonal  IgG  

กบัเชือ้ E. coli O157:H7   

แบคทีเรีย ผล  agglutination  

Escheria  coli O157:H7  

E. coli ATCC 8739 — 

En. aerogenes — 

P. mirabilis — 

S. Typhimurium DMST 16809 — 

B. cereus ATCC 11778 — 

S. aureus ATCC 25923 — 

+ :  ผลบวก   เกดิตะกอนของซสัเพนชัน่  

-  : ผลลบ     ซสัเพนชนัขุน่ขาว ไมเ่กดิตะกอน 

 

จากตารางแสดงใหเ้หน็ว่า polyclonal antiserum  E. coli O157 ทีไ่ดจ้าก S&A 

Reagent Lab   มคีวามจาํเพาะต่อ E. coli O157:H7  ดงันัน้เหมาะทีนํ่าไปทําใหบ้รสิุทธิ ์

ในขัน้ต่อไป 

 

5.2  วเิคราะหป์รมิาณโปรตนี 

ก่อนนํา polyclonal antiserum  E. coli O157  ไปทําใหบ้รสิุทธิน์ัน้ ไดนํ้า 

antiserum มาหาปรมิาณของโปรตนี พบว่ามปีรมิาณ 56 mg/mLซึง่ถา้ใชป้รมิาตร 5 mL 

จะเท่ากบั 280 mg ซึง่เกนิค่า binding capacity ของคอลมัน์ (จไุดป้ระมาณ 100 mg 

IgG  ดงันัน้จงึแบ่ง serum ออกเป็น 4 ส่วน เท่าๆกนั  แต่ละส่วนต่อ 1 คอลมัน์ โดยทาํ 

2 รอบ อยา่งไรกต็ามผลทีอ่อกมาพบว่า IgG เกาะอยูค่อลมัน์เฉพาะรอบที ่1 เท่านัน้ 

รอบที ่2 ตรวจไมพ่บ IgG  
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ภาพดา้นล่างแสดงปรมิาณโปรตนีของ polyclonal antiserum  E. coli O157  IgG 

ทีแ่บ่งเป็น 4 ส่วน เท่าๆกนั (4 คอลมัน์) โดยวดัค่าการดูดกลนืแสงที ่OD280 ในแต่ละ

ส่วนแสดงใหเ้หน็ ปรมิาณโปรตนีในแต่ละ fraction ทีแ่ยกไดม้คี่าไมเ่ท่ากนั ปรมิาณ

โปรตนีสงูสุดในส่วนที ่1 2 3 และ 4 อยูใ่น fraction ที ่22-33,  29-40,  29-42 และ 34-

40 ตามลาํดบั   
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         ภาพที ่5.2  แสดงปรมิาณโปรตนีใน polyclonal antiserum  IgG ของ E. coli 

O157 ในแต่ละ คอลมัล ์(portions 1-4)



 

42 

 

5.3 การทาํ polyclonal antiserum  E. coli O157  ใหบ้รสิุทธิ ์

โปรตนี A เป็น surface protein  พบทีc่ell wall ของ Staphylococcus aureus  โปรตนี A 

ประกอบดว้ย regeion 6 regions ทีแ่ตกต่างกนั 5 จาก 6 พบว่ามกีาร bind ทีแ่ขง็แรงและมคีวามจาํเพาะต่อ

ส่วน  Fc ของ IgG เท่านัน้  และปล่อยให ้ดา้น antigens อสิระ  Immobilite protein A 1 โมเลกุล สามารถ

เกาะอยา่งน้อย 2 โมเลกุลของ IgG  ขณะทีใ่ส่ IgG เขา้ในคอลมัน์ IgG จะเกาะกบัโปรตนี A sepharose 

ขณะทีโ่ปรตนีอื่นๆไมเ่กาะ พนัธะการเกาะกนัของโปรตนี A และ IgG ทาํใหแ้ยกไดโ้ดยความเป็นกรดของ 

elution buffer 

 

เกบ็ IgG จาก fraction ดงักล่าวของแต่ละส่วน (ทัง้หมด 4 ส่วน) จาก 5.2   นํามารวมกนั เพื่อทาํให้

บรสิุทธิโ์ดยใช ้ SDS-PAGE  และตรวจผลทีไ่ดเ้ทยีบกบั IgG จาก โปรตนีอ้างองิ standard (ladder)  เพื่อ

ยนืยนั   จากแถบทีป่รากฏ 2 แถบใน SDS-PAGE  ซึง่เป็นแถบของ Heavy chain (50 kDa) และ Light 

chain (ประมาณ 28 kDa)  จากภาพดา้นล่าง 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่5.3 การตรวจสอบความบรสิุทธิข์อง IgG จาก SDS-PAGE ช่อง 1 โปรตนีอา้งองิ standard (ladder)  

ช่อง 2 และ 3 คอื  E. coli O157 antiserum  (ทาํ 2 ซํ้า) 

 

6. การติด (coat)  IgG บนผิวอนุภาคซิลิกานาโน 

ทาํการ coat โดยใชซ้สัเพนชนั  IgG  ความเขม้ขน้ 100  mg/mL บ่มกบัอนุภาคทีด่ดัแปลงผวิแลว้ 

โดยปรบั condition ใหไ้ด ้maximum loading capacity แลว้ทดสอบปรมิาณโปรตนีทัง้หมดบนอนุภาค โดย

วธิ ีLowry โดยตรวจวดัจากการเปลีย่นสจีากเครือ่ง colorimetric techniques  ตรวจดผูลจาก IgG ในรปู 

immobilized protein ทีเ่กาะอนุภาคซลิกิานาโนของอุณหภมูขิณะ coat คอื ที ่4 องศาเซลเซยีส และ 37 

องศาเซลเซยีส  และผลของระยะเวลาในการ coat คอื ที ่3, 6, 12 และ 24 ชัว่โมง ตามลาํดบั พบว่าที่

116.0 kDa 

25.0 kDa 

66.2 kDa 

45.0 kDa 

35.0 kDa 

18.4 kDa 

        1        2          3 

Light chian 

Heavy chain 



 

43 

 

อุณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส มคี่าเฉลีย่เท่ากบั 14.20, 18.90, 20.89 และ 22.30 ไมโครกรมัต่อมลิลกิรมั และ

ทีอุ่ณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส  มคี่าเฉลีย่เท่ากบั19.83, 20.85, 24.83 และ 33.02 ไมโครกรมัต่อมลิลกิรมั 

ตามลาํดบั จากผลการทดลองจะเหน็ไดว้่า ระยะเวลาในการบ่มมผีลต่อปรมิาณ IgG ทีเ่กาะบนอนุภาคซลิิ

กานาโน  คอืเมือ่ระยะเวลาบ่มนานขึน้ การเกาะจบักม็คี่ามากขึน้ อุณหภูมทิีบ่่มกม็ผีลต่อการเกาะจบั คอืที่

อุณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส  พบปรมิาณโปรตนีทีเ่กาะจบัมากขึน้ อาจเป็นเพราะอุณหภมูช่ิวยส่งเสรมิ

ปฏกิริยิาเคมรีะหว่าง IgG กบั พืน้ผวิของอนุภาค ดงันัน้จงึเลอืกใช ้อุณหภมูทิี ่37 องศาเซลเซยีส  24 

ชัว่โมง  เป็นทีน่่าสงัเกตว่า เมือ่ไมไ่ดด้ดัแปลงผวิอนุภาคซลิกิานาโน  แต่ยงัมกีารเกาะตดิของอนุภาคซลิิ

กานาโนกบั IgG เกดิขึน้ แสดงว่าเกดิการยดึกนัของ non covalent binding  อาจมาจาก electrostatic force  

Vander Waals หรอื แรงจากพนัธะ H-bond กไ็ด ้จากภาพดา้นล่างจะเหน็ว่ามกีารเกาะตดิของ  IgG กบั 

อนุภาค  ไมว่่าจะบ่มที ่37 องศาเซลเซยีส  หรอื 4 องศาเซลเซยีส  และเมือ่เวลาในการบ่มนานขึน้การ

เกาะตดิกม็คี่ามากขึน้  ปรมิาณโปรตนีทีว่ดัไดจ้ากการบ่มทีอุ่ณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส ทีเ่วลา 3, 6, 12 และ 

24 เท่ากบั 4.74, 10.94, 12.01 และ 12.65   ไมโครกรมัต่อมลิลกิรมั  และทีอุ่ณหภูม3ิ7  องศาเซลเซยีส  

เท่ากบั  3.34 6.20 9.43 10.86 ไมโครกรมัต่อมลิลกิรมัตามลาํดบั (ภาพที ่6) 

 

 

ภาพที ่6  ปรมิาณ IgGs ทีจ่บับนผวิของอนุภาค FDS-NPs ทีด่ดัแปลงพนัธะและไม่ดดัแปลงพนัธะ เมือ่ใช้

อุณหภมู ิ4 และ 37 องศาเซลเซยีส ทีร่ะยะเวลาต่างๆกนั 

6.1 ทดสอบความเสถยีรหรอืการกระจายตวักนัของอนุภาคซลิกิานาโนทีต่ดิดว้ย IgG 

 โดยวดัค่า Zeta potential  ดผูลค่า stability และ dispersibility ของอนุภาคจากกราฟ  Zeta 

potential (mV) 

Zeta potential คอืค่าความแตกต่างของประจไุฟฟ้า(ไอออน )ระหว่างบนพืน้ผวิอนุภาค และบรเิวณรอบนอก 

มหีน่วยเป็นมลิลโิวลต ์และ เป็นค่า ionic strength ของอนุภาค แสดงถงึแนวโน้มของอนุภาคทีจ่ะเกาะกนั
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หรอืกระจายตวักนั อนุภาคจะกระจายตวักนัดหีรอืเสถยีร (เหมาะต่อการนําไปประยุกตใ์ชง้าน) เมือ่ค่า zeta 

มากกว่า + 30 mV หรอื น้อยกว่า -30 mV (ห่างจากค่า 0จะยิง่ด)ี ซึง่ขึน้อยูก่บัปจัจยัต่างๆ เช่น pH 

conductivity ชนิดของอนุภาค ชนิดของ medium และค่า ionic strengthของ medium  ปกตคิ่า pH ที่

เหมาะต่อการทําปฏกิริยิาของ Ag ต่อ Ab เท่ากบั 7.4 ดงันัน้จงึทาํการหาค่า zeta potential ที ่pH น้ี 

 

ภาพที ่ 6.1 ค่า Zeta potential ของอนุภาค FDS-NPs ที ่ตดิ IgG  และไมต่ดิ  IgG ที ่ ionic strength 

ต่างๆกนั 

 

7. การจบักนัของอนุภาค FDS-NPsท่ีติดแอนติบอดีกบัเช้ือ E. coli O157 H:7   
 

อนุภาคซลิกิานาโนทีจ่ะนํามาเกาะตดิกบั IgG นัน้ไดถู้กดดัแปลงทาํใหเ้กดิอะมโินกรุ๊ปบนพืน้ผวิก่อน 

เพื่องา่ยต่อการทําใหเ้กดิลกัษณะการเกาะตดิแบบ Bioconjugation  ในทีน้ี่ไดส้าร glutaraldehyde เป็น 

cross linking agent  ระหว่าง amino acid 2 กรุป๊ในโปรตนี คอืเกาะกบั อนุภาค coat ดว้ย IgG ดา้นหน่ึง 

และเกาะกบัเซลลแ์บคทเีรยีเป้าหมายอกีขา้งหน่ึง ในโมเลกุลของ glutaraldehyde จะม ี2 aldehyde กรุป๊ 

เป็น reactive group ซึง่จะทําปฏกิริยิากบั อะมโินกรุ๊ปผ่านทางพนัธะโควาเลนซ ์มผีลทาํให ้IgG เกาะตดิกบั

อนุภาคได ้เทคนิคน้ีงา่ย ไม่ตอ้งการสารตัง้ตน้และขัน้ตอนมาก ใชเ้วลาน้อยและมปีระสทิธภิาพสงู 
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8. การตรวจสอบการจบักนัของ อนุภาค FDS-NPsท่ีติดแอนติบอดีกบัเช้ือ E. coli O157 H:7   

 

8.1 ทดสอบอนุภาคซิลิกานาโนท่ีเคลือบ IgG แล้วกบัแบคทีเรีย E. coli O157:H7 โดยการนําอนุภาค

มาผสมกบัเซลลซ์สัเพนชนัของ E. coli O157:H7 ในหลอดทดสอบ นําซสัเพนชนัส่องดใูต้กล้อง 

epifluorescence 

ผลปรากฏว่าอนุภาคไดร้วมตวักนัเป็นกลุ่มกอ้นแลว้ตกตะกอนอยูท่ีก่น้หลอดทดสอบ ไดนํ้าเอา

ตะกอนไปส่องดใูตก้ลอ้ง epifluorescence พบว่ามทีัง้อนุภาคซลิกิาและเซลล ์E. coli O157:H7 ผสมกนัดงั

รปู สามารถอธบิายว่าเกดิ agglutination ระหว่างแอนตเิจน(เซลล)์กบัแอนตบิอด ีเหมอืน latex bead 

agglutination หลงัจากน้ีไดล้องปรบัเปลีย่นเวลาในการบ่ม แต่กม็ปีญัหาดงัเช่นน้ีอยู่ ปฏกิริยิาเช่นน้ีไม่

สามารถแยกอนุภาคซลิกิาทีไ่มไ่ดจ้บักบัเซลล ์E. coli O157:H7 ออกจากอนุภาคทีจ่บัเซลลไ์ด ้ และไม่

สามารถหาปรมิาณของ E. coli O157:H7  ทีเ่กาะตดิกบัอนุภาคได ้ 

 

 

 

  

 

                                         (A)                              (B) 

ภาพที ่8.1 ภาพภายใตก้ลอ้งจลุทรรศน์ epifluorescence ของการจบักนัของอนุภาค FDS-NPs ทีต่ดิ

แอนตบิอดขีอง E. coli O157:H7 ในหลอดทดสอบ โดยที ่(A) ส่องดว้ยแสง blue light และ(B) ใชแ้สง UV  

 

8.2 ทดสอบอนุภาคซิลิกานาโนท่ีเคลือบ IgG แล้วกบัแบคทีเรีย E. coli O157:H7 บนสไลดแ์ก้ว 

เพื่อหลกีเลีย่งการเกดิ agglutination ดงัขา้งตน้ (8.1) จงึใชว้ธิเีลีย้งเซลล ์E. coli O157:H7  บน

สไลดแ์กว้แทน โดยปรบัเปลีย่นระยะเวลาในการบ่มและความเขม้ขน้ของอนุภาค  จากนัน้นํามาทดสอบกบั

แบคทเีรยีจนีสัอื่นๆเพื่อดคู่าความจาํเพาะ (specificity) 

 

8.2.1 ผลของระยะเวลาในการบ่มอนุภาค 

นําแผ่นสไลดท์ีเ่คลอืบดว้ย E. coli O157:H7 มาเคลอืบทบัดว้ยอนุภาคซลิกิานาโนทีเ่คลอืบดว้ย IgG (0.2 

mg/mL) 0.5 mL แลว้นําไปบ่มอุณหภูมหิอ้งทีเ่วลาต่างๆกนัคอื 15, 30, 60, 120 และ 180 นาท ีตามลําดบั 

อนุภาคซลิกิาทีต่ดิแอนตบิอดจีะจบักบั  E. coli O157:H7  หลงัจากนัน้ลา้งเอาอนุภาคทีไ่มไ่ดจ้บักบัเชือ้ออก

แลว้นํามายอ้มดว้ยสารละลาย DAPI ส่องดใูตก้ลอ้ง epifluorescence Microscope โดยใชท้ัง้ blue light และ
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แสง UV เพื่อเปรยีบเทยีบอตัราส่วนของเซลลท์ีเ่กาะตดิกบัอนุภาค (targeted cell) และเซลลอ์สิระ  แสดงผล

เป็นเปอรเ์ซน็ตข์องเซลล ์ทีจ่บักบัอนุภาค ต่อจาํนวนเซลลท์ัง้หมดใน field เดยีวกนั  เลือ่น fields แลว้ทาํซํ้า

ทัง้หมด 10 fields 
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     (A)                 (B) 

ภาพที ่8.2.1.1   ภาพใตก้ลอ้งจลุทรรศน์ epifluorescence ทีก่ําลงัขยาย 1000X  ของเชือ้ E. coli O157:H7 

บ่มกบัอนุภาค FDS-NPs ทีต่ดิแอนตบิอด ีIgG ทีเ่วลาในการบ่มต่างๆกนั เมือ่ส่องดโูดยใชแ้สงธรรมดา (A)  

และแสง UV(B) 

 

 

15 min 15 min 

30 min 30 min 

60 min 60 min 

120 min 
120 min 

180 min 180 min 
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ต่อจากนัน้ไดค้ํานวณเปอรเ์ซน็ตก์ารจบัของอนุภาคซลิกิานาโนกบั E. coli O157:H7 ดงัน้ี 

คาํนวณ เปอรเ์ซน็ตก์ารจบั = เซลลแ์บคทเีรยีทีเ่กาะตดิอนุภาค X 100 

(Captured efficiency,%) เซลลแ์บคทเีรยีทัง้หมด 

        

 

เปอรเ์ซน็ตก์ารจบัของอนุภาคซลิกิานาโนกบั E. coli O157:H7 เท่ากบั 58.17, 74.48, 87.83, 85.23และ 

90.91  เมือ่บ่มทีเ่วลา 15, 30, 60, 120 และ 180 นาท ีตามลาํดบั  จากผลสรปุไดว้่า เมือ่เวลาการบ่มนาน

ขึน้ เปอรเ์ซน็ตก์ารจบักนัของอนุภาคจะเพิม่ขึน้  อยา่งไรกต็ามเมืเ่วลาการบ่มนานกว่า 120 นาท ีปรมิาณ E. 

coli O157:H7 ทีเ่กาะกบัอนุภาคไมไ่ดเ้พิม่มากไปกว่าเมื่อบ่มที ่60 นาท ี ซึง่แสดงใหเ้หน็ว่า ทีเ่วลา 60 นาที

เป็นเวลาทีเ่หมาะสมทีสุ่ดในการจบักนัระหว่างอนุภาคและเซลลเ์ป้าหมาย  E. coli O157:H7 จงึไดเ้ลอืกเวลา

บ่มทีเ่วลา 60 นาทใีนการทดลองต่อไป 

 

 

ภาพที ่8.2.1.2 กราฟแสดงเปอรเ์ซน็ตก์ารจบักนัของอนุภาค FDS-NPs ทีต่ดิ IgG กบัเชือ้ E. coli O157:H7 

ทีร่ะยะเวลาบ่มต่างๆกนั 

 

8.2.2 ผลของความเขม้ขน้ของอนุภาคซลิกิานาโน 

นําอนุภาคซลิกิานาโน ที ่coated กบั Ig G ทีค่วามเขม้ขน้ต่างๆ โดยใหอ้นุภาคซลิกิานาโนกระจาย

ตวัใน Ig G ทีค่วามเขม้ขน้ 0.2, 0.5 และ 1.0 mg/mL ใน 1XPBS pH 7.4 นําไปบ่มทีอุ่ณหภมูหิอ้งเป็นเวลา 

60 นาท ี ลา้งดว้ยน้ํากลัน่ เพื่อเอาอนุภาคทีไ่มไ่ดเ้กาะตดิออก นํามายอ้มดว้ยสารละลาย DAPI ดภูายใต้

กลอ้งจลุทรรศน์ epifluorescences  ในภาพ 8.2.2.1เมือ่ นํามาคาํนวณหาค่า capture efficiency หรอื 

เปอรเ์ซน็ตก์ารจบักนั ทีค่วามเขม้ขน้ต่างๆกนั พบว่ามคี่าเปอรเ์ซน็ต ์การจบัเท่ากบั 87.31, 87.77 และ 
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88.77 เปอรเ์ซน็ต ์ เมือ่ความเขม้ขน้ IgG เท่ากบั 0.2, 0.5 และ 1.0 mg/mL ตามลาํดบั ซึง่มคี่าใกลเ้คยีงกนั 

จงึเลอืกความเขม้ขน้ IgG ที ่0.2 mg/mL มาทดลองต่อไป 
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         (A)     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A)                         (B) 

ภาพที ่ 8.2.2.1  ภาพใตก้ลอ้งจลุทรรศน์ epifluorescence ทีก่ําลงัขยาย 1000X  ของเชือ้ E. coli O157:H7 

บ่มกบัอนุภาค FDS-NPs ทีต่ดิแอนตบิอด ีIgG ทีค่วามเขม้ขน้ของ IgG ต่างๆกนัเมื่อส่องดโูดยใชแ้สง

ธรรมดา (A)  และแสง UV (B) 

 

เพื่อใหแ้น่ใจว่าเซลล ์E. coli O157:H7 ทีจ่บักบัอนุภาคนัน้ จบัโดยปฏกิริยิาของแอนตเิจนต่อ

แอนตบิอด ีจรงิ  จงึไดล้องทาํ non specific binding  โดยใชอ้นุภาคซลิกิานาโนทีไ่ม่ไดเ้คลอืบแอนตบิอด ี

ผสมกบั E. coli O157:H7  แลว้สงัเกตการเกาะตดิของเชือ้เช่นเดมิ ดงัภาพ 8.2.2.2  นํามาหาค่า capture 

efficiency ทีค่วามเขม้ขน้ต่างๆกนั พบว่า เปอรเ์ซน็ตก์ารจบักนัอยูท่ี ่3-5 เปอรเ์ซน็ต์ ทีค่วามเขม้ขน้ IgG 

เท่ากบั 0.2, 0.5 และ 1.0 mg/mL ตามลาํดบั  การจบัน้ีเป็น non –specific binding  เกดิโดยปฏกิริยิาอยา่ง

อ่อน (weak interaction) เช่น electrostatic force ระหว่างเซลลเ์มมเบรนและผวิของอนุภาคเอง ดงัภาพ 

8.2.2.3  

 

 

0.2 mg/ml 0.2 mg/ml 

0.5 mg/ml 0.5 mg/ml 

1.0 mg/ml 1.0 mg/ml 
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          (A)                 (B) 

ภาพที ่8.2.2.2  ภาพใตก้ลอ้งจลุทรรศน์ epifluorescence ทีก่ําลงัขยาย 1000X  ของเชือ้ E. coli O157:H7 

บ่มกบัอนุภาค FDS-NPs ทีไ่มต่ดิแอนตบิอด ีIgG  ทีค่วามเขม้ขน้ของ อนุภาคต่างๆกนัเมือ่ส่องดโูดยใชแ้สง

ธรรมดา (A)  และแสง UV (B) 

0.2 mg/ml 0.2 mg/ml 

0.5 mg/ml 0.5 mg/ml 

1.0 mg/ml 1.0 mg/ml 
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ภาพที ่8.2.2.3  กราฟแสดงเปอรเ์ซน็ตก์ารจบักนัของอนุภาค FDS-NPs ทีต่ดิ IgG และไมต่ดิ IgG กบัเชือ้ 

E. coli O157:H7 ทีค่วามเขม้ขน้ของอนุภาคต่างๆกนั 

 

8.3 การตรวจหา specificity 

จากผลการทดลองพบว่า เมื่อใหอ้นุภาคจบักบัแบคทเีรยีแกรมลบอื่นๆ ไดแ้ก่ E. coli  ATCC 8739, 

En. aerogenes, P.  mirabilis, และ S. Typhimurium DMST 16809  หาค่า capture efficiency เท่ากบั 

5.20, 8.38, 13.34 และ 3.21 สาํหรบั ตามลาํดบั  เมือ่ทดสอบกบัแบคทเีรยีแกรมบวก ไดแ้ก่ Bacillus 

cereus  ATCC 11778  และ S.  aureus  ATCC 25923  พบว่าค่า capture efficiency เท่ากบั 9.53 และ 

14.80  สาํหรบั ตามลาํดบั  แสดงดงัภาพดา้นล่าง 
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          (A)           (B) 

ภาพที ่8.3.1  ภาพใตก้ลอ้งจลุทรรศน์ epifluorescence ทีก่ําลงัขยาย 1000X  ของแบคทเีรยีแกรมลบ  เมือ่

บ่มกบัอนุภาค FDS-NPs ทีต่ดิแอนตบิอด ีIgG  เมือ่ส่องดโูดยใชแ้สงธรรมดา (A)  และแสง UV (B) 

 

 

 

 

E. coli ATCC 8739 E. coli ATCC 8739 

E. aerogenes E. aerogenes 

P. mirabilis P. mirabilis 

S. Typhimurium DMST 16809 S. Typhimurium DMST 16809 



 

54 

 

 

 

 

 

 

 

 

         

 (A)              (B) 

 

ภาพที ่8.3.2  ภาพใตก้ลอ้งจลุทรรศน์ epifluorescence ทีก่ําลงัขยาย 1000X  ของแบคทเีรยีแกรมบวก เมือ่

บ่มกบัอนุภาค FDS-NPs ทีต่ดิแอนตบิอด ีIgG  เมือ่ส่องดโูดยใชแ้สงธรรมดา (A)  และแสง UV (B) 

 

 

 

ภาพที ่8.3.3  กราฟแสดงเปอรเ์ซน็ตก์ารจบักนัของอนุภาค FDS-NPs ทีต่ดิ IgG กบัแบคทเีรยีอื่นๆ   

 

B. cereus ATCC 11778 B. cereus ATCC 11778 

S. aureus ATCC 25923 S. aureus ATCC 25923 
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การเกดิ cross reaction ระหว่างอนุภาคซลิกิานาโนทีต่ดิ IgG E. coli O157:H7 กบัแบคทเีรยีอื่นๆ ตามผล

ทีแ่สดงเป็นสิง่ทีไ่มพ่งึประสงค ์มสีาเหตุมาจาก IgGs บนพืน้ผวิอนุภาค IgGs ทีนํ่ามาทดสอบน้ีเป็น 

polyclonal IgGs เตรยีมจากกระต่าย ซึง่จะจาํ specific antigen ที ่ epitopes ทีห่ลากหลายต่างๆกนั  ดงันัน้

ค่า specificity กไ็มค่งที ่ทาํใหเ้กดิปฏกิริยิา cross reaction ได ้
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สรปุและเสนอแนะ 

 
เมือ่ดดัแปลงพนัธะเคมทีีผ่วิอนุภาคใหเ้กดิหมูฟ่งักช์นัสาํหรบัตดิแอนตบิอดทีีผ่วิอนุภาค ซึง่ทําการทดลอง 2 

วธิ ี คอืการดดัแปลงใหเ้กดิหมูเ่อมนีทีผ่วิอนุภาค และการดดัแปลงใหเ้กดิหมูค่ารบ์อกซลิทีผ่วิอนุภาค ซึง่

จะตอ้งนําอนุภาคทีไ่ดน้ัน้ไปทดสอบกบัการจบักบัแอนตบิอดขีองเชือ้ E. coli O157:H7 ต่อไป  

 
ทาํการสงัเคราะหอ์นุภาคฟลูออเรสเซนทซ์ลิกิานาโน (FDS-NPs)โดยวธิไีมโครอมิลัชนัชนิดน้ําในน้ํามนั 

รว่มกบัเทคนิคโซลเจล ซึง่อนุภาคประกอบดว้ยสาร tertraethylorthosilicate (TEOS) เป็นสารตัง้ตน้ สาร 

cyclohexane เป็น oil phase และ สารละลายสฟีลอูอเรสซนี (Rubpy Dye) เป็น waterphase โดยใช ้triton 

X-100 เป็นสารลดแรงตงึผวิชนิดไม่มปีระจ ุและ n-hexanol เป็นตวัช่วยสารลดแรงตงึผวิ และใชแ้อมโมเนีย

มไฮดรอกไซดเ์ป็นตวัเรง่ปฏกิริยิาแตกตวัและการรวมตว้ดว้ยน้ําในการสงัเคราะหอ์นุภาคซลิกิา พบว่าปจัจยั

ต่างๆคอื การปรบัอตัราส่วนโดยโมลของน้ําต่อสารลดแรงตงึผวิ (triton X-100 ) การปรบัอตัราส่วนโดยโม

ลของน้ําต่อตวัช่วยสารลดแรงตงึผวิ (n-hexanol) การปรบัปรมิาณสารตัง้ตน้ (TEOS)ในการสงัเคราะหซ์ลิกิา 

และการปรบัปรมิาณตวัเรง่ปฏกิริยิา(แอมโมเนียมไฮดรอกไซด)์ในการสงัเคราะห ์พบว่าทุกปจัจยั มี

ความสาํคญัต่อการสงัเคราะหอ์นุภาคฟลอูอเรสเซนทซ์ลิกิานาโน อนุภาคทีส่งัเคราะหไ์ดม้รีปูร่างกลมสสีม้

คลา้ยเจลใส ส่วนขนาดขึน้อยูก่บัอตัราส่วนโดยโมลของน้ํากบัสารลดแรงตงึผวิ(triton X-100 )(W0)  

อตัราส่วนโดยโมลของตวัช่วยของสารลดแรงตงึผวิ(n-hexanol) (P)  ปรมิาณสารตัง้ตน้ (TEOS) และปรมิาณ

ตวัเรง่ปฏกิริยิา(แอมโมเนียมไฮดรอกไซด)์  ผลจากภาพถ่ายจากกลอ้งจลุทรรศน์อเิลคตรอนแบบส่องกราด

(TEM) พบว่าขนาดเฉลีย่ของอนุภาคเท่ากบั 45-47นาโนเมตร แอมโมเนียมไฮดรอกไซดเ์ป็นปจัจยัหลกัทีม่ ี

ผลต่อขนาดของอนุภาค เมื่อปรมิาณแอมโมเนียมไฮดรอกไซดเ์พิม่ขึน้อนุภาคมขีนาดเลก็ลง อยา่งไรกต็าม

สามารถควบคุมขนาดโดยการปรบัอตัราส่วนระหว่างน้ําและสารลดแรงตงึผวิ และในขณะทีป่ฏกิริยิากําลงั

ดาํเนินไปนัน้ โมเลกุลสฟีลอูอเรสซนีซึง่ละลายอยูใ่นส่วนของน้ํากจ็ะถูกโครงสรา้งของซลิกิา้ทีก่่อตวัขึน้โอบ

ลอ้มและถูกกกัไวใ้นโครงสรา้งของซลิกิา้เป็นพนัๆโมเลกุล โครงสรา้งน้ีช่วยปกป้องสจีากการถูกชะลา้งโดย

ออกซเิจนจากสิง่แวดลอ้ม ทําใหส้ามารถเรอืงแสงไดน้าน ผลการวเิคราะหธ์าตุองคป์ระกอบโดยใชเ้ครือ่ง 

SEM-EDS แสดงใหเ้หน็ว่า  อนุภาคประกอบดว้ยธาตุซลิกิอน 11.3%atomic ธาตุออกซเิจน 64.43%atomic  

ธาตุรทูเีนียม 0.15%atomic  และธาตุคารบ์อน 24.11%atomic  คุณสมบตัเิชงิแสงของอนุภาคแสดงใหเ้หน็

ว่าสฟีลอูอเรสซนีและอนุภาคทีส่งัเคราะหไ์ดม้คี่าการดดูกลนืแสงหรอืค่ากระตุน้อยูใ่นช่วงแสงUVถงึแสงสน้ํีา

เงนิโดยมคี่าสงูสุดเหมอืนกนัทีค่วามยาวคลื่น 455 นาโนเมตร ในช่วงแสงสสีม้ และมคี่าการเรอืงแสงโดยมี

ค่าสงูสุดเหมอืนกนัทีค่วามยาวคลื่น 606 นาโนเมตร และมคีวามคงอยูข่องการเรอืงแสงอยูใ่นเกณฑเ์สถยีร

คอืเมือ่เวลา 60 นาทผี่านไปความสว่างลดลง 1.5% เท่านัน้  ต่อมาไดว้เิคราะหห์มูฟ่งัชัน่ของอนุภาคก่อน

และหลงัดดัแปลงพนัธะเคมพีบว่า ก่อนดดัแปลงพนัธะเคมอีนุภาคประกอบดว้ยหมู่ไฮดรอกซลิ(O-H)ในช่วง

ความยาวคลื่น 3,200-3,600 cm
-1
 และหมูซ่ลิกิา้ (Si-O-Si) ทีค่วามยาวคลื่น 1,091 cm

-1 
และหมูค่ารบ์อนิล 

(C=O) ทีค่วามยาวคลื่น 1,634 cm
-1
 หลงัจากถูกดดัแปลงใหเ้กดิหมูเ่อมนีพบว่า ทีค่วามยาวคลื่น 1,565 cm

-

1
 เกดิพคีในตําแหน่งหมูเ่อมนีชนิด primary amine แต่อนุภาคทีด่ดัแปลงใหเ้กดิหมูค่ารบ์อกซลินัน้มคีวาม

แตกต่างของพคีทีค่วามยาวคลื่น 1,695 cm
-1 

 ในส่วน  concentrate polyclonal  IgG  E. coli O157 ไดม้า 

ทดสอบ specificity กบัเชือ้ E. coli O157  และแบคทเีรยีอื่นๆ วเิคราะหป์รมิาณโปรตนี และทาํใหบ้รสิุทธิ ์
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โดยวธิ ี affinity chromatography methodโดยใช ้SDS-PAGE หลงัจากนัน้นําแอนตบิอดไีปตดิบนผวิ

อนุภาคซลิกิานาโน ทดสอบความเสถยีรหรอืการกระจายตวักนัของอนุภาคซลิกิานาโนทีต่ดิดว้ย IgG แลว้จงึ

นํามาทดสอบจบักบัเชือ้ E. coli O157 :H7  ตรวจการจบับนแผ่นสไลดแ์กว้ ส่องดโูดยใชก้ลอ้ง 

epifluorescence microscope ใชแ้สง UV จะใหส้ารเรอืงแสงสฟ้ีา (blue luminescence) พบว่าอนุภาคทีไ่ด้

มกีารตดิกบั polyclonal  IgG  E. coli O157 อยูใ่นเกณฑด์ ีและจบักบัเชือ้ E. coli O157 :H7 ไดด้ ีหลงัจาก

ตรวจหา specificity กบัแบคทเีรยีแกรมบวกและแกรมลบ ไดแ้ก่ E. coli O157:H7, E. coli ATCC 8739,  

Enterobacter aerogenes,  Proteus mirabilis,  Salmonella Typhimurium DMST 16809,  Bacillus 

cereus ATCC 11778  และ Staphylococcus aureus ATCC 25923 แลว้ พบเกดิ cross reaction ระหว่าง

อนุภาคซลิกิานาโนทีต่ดิ IgG E. coli O157 กบัแบคทเีรยีอื่นๆ บา้ง สาเหตุมาจาก IgGs บนพืน้ผวิอนุภาค 

IgGs ทีนํ่ามาทดสอบน้ีเป็น polyclonal IgGs อยา่งไรกต็ามจะศกึษาและใชโ้มโนโคลนอลแอนตบิอด ีIgG E. 

coli O157  แทนและนํามาใชต้รวจหาเชือ้ E. coli O157:H7 ในอาหารและผลติภณัฑอ์าหารต่อไปในอนาคต 
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