
 

บทท่ี 3  

วิธีดาํเนินการวิจยั 

 

โครงการวจิยัน้ีแบ่งการดําเนินศึกษาวจิยัเป็นสองส่วนหลกัๆ คอื 1) การสงัเคราะห์

สงักะสอีอกไซด ์และ 2) การวเิคราะหส์มบตัทิางกายภาพ สมบตัทิางแสง และสมบตักิารยบัยัง้

เชือ้แบคทเีรยีของสงักะสอีอกไซดท์ีส่งัเคราะหไ์ด ้โดยมรีายละเอยีดวธิกีารทดลองดงัน้ี 

 

3.1 วธิกีารสงัเคราะหอ์นุภาคนาโนสงักะสอีอกไซด ์

 วธิดีําเนินการสงัเคราะห์ ZnO ได้แบ่งการทดลองเป็น 4 ส่วน สําหรบัการศึกษาผลของ

ปจัจยัทางกายภาพต่อลกัษณะสณัฐานของอนุภาค ZnO โดยมวีธิดีงัต่อไปน้ี 

 3.1.1 การศกึษาผลของความเขม้ขน้ของสารตัง้ตน้ (effect of reagent concentration) 

 สําหรับตัวอย่างชุดแรก (ชุด A ) ละลายซิงก์ไนเตรตเฮกซะไฮเดรต 

(Zn(NO3)2⋅6H2O) ในน้ําปราศจากไอออน (deionized water) ทีบ่รรจุในบกีเกอรข์นาด 1000 ml 

เพื่อเตรยีมสารละลายซงิก์ไนเตรตทีม่ปีรมิาตร 500 mL ([Zn
2+

] = 0.01 mol/L) โดยใชเ้ครื่อง 

magnetic stirrer คนสารละลายดว้ยอตัราเรว็รอบเท่ากบั 300 rpm จนกระทัง่สารละลายจนหมด 

แล้วเทโซเดยีมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ความเขม้ขน้ 0.02 M ([OH
-
] =0.02 mol/L) ลงไปใน

สารละลายอยา่งชา้ๆ ดว้ยปรมิาตรเท่ากนั โดยคดิเป็นอตัราส่วนความเขม้ขน้ [Zn
2+

]:[OH
-
] = 1:2 

(0.01:0.02, 0.05:0.10, 0.1:0.2, และ 0.2:0.4 M; ตวัอย่าง A1-A4) คนอย่างต่อเน่ืองเป็นเวลา 

10 นาท ีแลว้ใชค้ลื่นอลัตราซาวดแ์ผ่เขา้ไปในสารละลายผสม (sonochemical reaction) ต่อเน่ือง

เป็นเวลา 30 นาที ภายใต้บรรยากาศแวดล้อมของห้องทดลอง จะสงัเกตเห็นผลผลิตสีขาว

ปรากฏแขวนลอยอยูใ่นสารละลาย หลงัจากนัน้พกัไว้ใหต้กตะกอน แล้วจงึนําไปกรองพรอ้มกบั

ลา้งดว้ยน้ําปราศจากไอออน และลา้งดว้ยเอทานอลบรสิุทธห์ลายครัง้ ขัน้ตอนสุดทา้ยนําตะกอน

ที่กรองได้ไปอบที่อุณหภูม ิ105 °C เป็นเวลา 18 ชัว่โมง การจดัเตรยีมอุปกรณ์สําหรบัการ

สงัเคราะหอ์นุภาคนาโนสงักะสอีอกไซดแ์ละขัน้ตอนการสงัเคราะหส์ารตวัอย่างสรุปเป็นแผนภาพ

ดงัรปูที ่3.1 
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รปูท่ี 3.1 การจดัเตรยีมอุปกรณ์สาํหรบัการสงัเคราะหอ์นุภาคนาโนสงักะสอีอกไซดแ์ละแผนภาพ

ขัน้ตอนการทดลองสงัเคราะห ์ZnO ดว้ยเงือ่นไขของความเขม้ขน้ของสารตัง้ต้น เวลาสงัเคราะห ์

และค่า pH 

 

 3.1.2 การศกึษาผลของช่วงเวลาทีใ่หค้ลื่นเสยีงแก่สารละลาย (effect of irradiation time) 

 ตวัอย่างชุดที ่2 มขี ัน้การสงัเคราะหเ์ช่นเดยีวกบัชุดแรก แต่เปลีย่นเวลาที่ใชค้ลื่นอลั

ตราซาวดต์ัง้แต่ 10  20  30 จนถงึ 60 นาท ี(ตวัอย่าง B1-B4) โดยควบคุมความเขม้ขน้ของ

สารละลายทีอ่ตัราส่วนคงทีเ่ท่ากบั 0.05:0.1 M 

 3.1.3 การศกึษาผลของความเป็นกรด-เบสของสารละลาย (effect of pH) 

 การเตรียมตัวอย่างชุดที่ 3 มีข ัน้ตอนเช่นเดียวกับชุดที่ 2 แต่ใช้คลื่นเสียงแผ่ใน

สารละลายเป็นเวลา 30 นาท ีหลงัจากปรบัค่าความเป็นกรด-เบสของสารละลายใหม้คี่า pH = 9 

10 11 และ 12 แลว้ ดว้ยการหยด 1M NaOH ลงไปอย่างช้าๆ (∼50 ml/min) พรอ้มทัง้คน

สารละลายไปในเวลาเดยีวกนั (ตวัอยา่ง C1-C4) 

 

3.2 การวเิคราะหค์ุณลกัษณะเฉพาะและสมบตัขิอง ZnO  

 การวเิคราะหค์ุณลกัษณะเฉพาะและสมบตัขิอง ZnO แบ่งออกเป็น 4 วธิ ีดงัน้ี 

 3.2.1 ศกึษาสณัฐานวทิยา (morphology) 

 วเิคราะหล์กัษณะรปูรา่งและขนาดอนุภาคของสารตวัอยา่ง โดยอาศยักลอ้งจุลทรรศน์

อเิลก็ตรอนแบบส่องกราด (SEM) 
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รปูท่ี 3.2 กลอ้งจลุทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบส่องกราด 

 

 3.2.2 ศกึษาความเป็นผลกึและโครงสรา้งเฟส (crystallinity and phase structure)  

 วเิคราะหโ์ครงสรา้งเฟสของสารขนาดผลกึจากการเลีย้วเบนรงัสเีอกซ ์ดว้ยเทคนิค X-

ray diffraction spectroscopy (XRD) 

 

 
 

รปูท่ี 3.3 เครือ่ง X-ray diffractometer (Philips X' Pert MPD) 

 

 3.2.3 ศกึษาสมบตัทิางแสง (optical properties) 

 วเิคราะหส์เปกตรมัการดดูกลนืแสง (UV-vis) และการเรอืงแสงหรอืโฟโตลูมเินสเซนส ์

(PL) ของสารที่อุณหภูมหิ้อง ด้วยเครื่อง UV-vis spectrometer และ luminescence 

spectrometer ตามลาํดบั 
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รปูท่ี 3.4 เครื่องมอืวเิคราะหส์มบตัทิางแสง (a) UV-vis spectrometer (Shimadzu, UV-2450) 

และ (b) luminescence spectrometer (LS/55, PerkinElmer) 

 

 3.2.4 วธิดีาํเนินการศกึษาสมบตักิารยบัยัง้เชือ้แบคทเีรยี (antibacterial properties) 

 สําหรบัการทดสอบสมบตัิการยบัยัง้เชื้อแบคทเีรยีดําเนินการโดยการหาค่าความ

เขม้ขน้ตํ่าสุดทีส่ามารถยบัยัง้การเจรญิของเชือ้ได ้(Minimal Inhibitory Concentration : MIC) 

จะทําการทดสอบใน 96 well microplate และโดยวธิ ีdisc diffusion ซึ่งทําการทดสอบกบั

แบคทเีรยี 5 ชนิด ได้แก่ Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Psuedomonas 

aeruginosa, Staphylococcus aureus และ Enterococcus faecalis โดยมขีัน้ตอนดงัน้ี 

1) การเตรยีมสารละลายนาโนสงักะสอีอกไซด ์สําหรบัการทดสอบหาค่าความเขม้ขน้

ตํ่าสุดทีส่ามารถยบัยัง้เชือ้ได ้(Minimal Inhibitory Concentration: MIC) 

 

 เตรยีมสารละลายตวัอย่าง (stock solution) โดยการละลายอนุภาคนาโนสงักะสี

ออกไซดใ์นสารละลาย NaOH ความเขม้ขน้ 3 M ใหม้คีวามเขม้ขน้เท่ากบั 8,192 µg/ml โดย

ค่อยๆ เตมิ NaOH อยา่งชา้ๆ จนถงึปรมิาตรทีอ่นุภาคนาโนสงักะสอีอกไซดล์ะลายอย่างสมบูรณ์ 

หลงัจากนัน้เติมน้ํากลัน่ที่ปราศจากเชื้อให้ได้ปรมิาตรตามที่ต้องการ (ใช้ปรมิาตรของ NaOH 

น้อยทีสุ่ดทีท่าํใหอ้นุภาคนาโนสงักะสอีอกไซดล์ะลาย)  

 การทดสอบประสทิธภิาพของสารละลายสงักะสอีอกไซด ์ โดยหาค่าความเขม้ขน้

ตํ่าสุดทีส่ามารถยบัยัง้แบคทเีรยีได ้(MIC) ตามมาตรฐานของ CLSI (CLSI, 2006a : M2) โดย

ความเขม้ขน้ของสารละลายสงักะสอีอกไซดท์ีใ่ชส้ําหรบัทดสอบ จะทําการเจอืจางตามลําดบัขัน้ 

(two fold diultion) เริม่ต้นจาก 1-2,048 µg/ml ขัน้ตอนการทดสอบมรีายละเอยีดดงัน้ี เตรยีม

แบคทเีรยีทีใ่ชส้ําหรบัทดสอบ ได้แก่ Escheriachia. coli (ATCC 25922), Staphylococcus 

aureus (ATCC 25923), Pseudomonas aeruginasa (ATCC 27853), Klebsiella pneumoniae 

(ATCC 700603) และ Salmonella Typhimurium (isolated strain) โดยใช้แบคทเีรยีอายุ

ประมาณ 18-20 ชัว่โมง นํามาปรบัความขุ่นในน้ําเกลอื 0.85% ด้วยเครื่อง densitometer 

(BioSan: England) ใหไ้ดค้วามขุ่นเท่ากบั 0.5 McFarland ซึง่จะมแีบคทเีรยีปรมิาณ 1x10
8
 ถงึ 

(a) (b) 
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2x10
8
 CFU/ml จากนัน้เจอืจางแบคทเีรยีดว้ย Mueller Hinton Broth (MHB) (Himedia: India) 

ในอตัราส่วน 1:100 โดยปรมิาตรของแบคทเีรยีทีใ่ชท้ดสอบเท่ากบั 50 µl เมื่อรวมกบัปรมิาตร

ของอาหารและสารละลายสงักะสอีอกไซดแ์ลว้จะมปีรมิาตรรวมเท่ากบั 200 µl/well จะทําใหไ้ด้

ความเขม้ขน้ของเชื้อแบคทเีรยีที่ทดสอบอยู่ที่ประมาณ 5x10
4 
CFU/well หลงัจากนัน้นําไป 

incubate อุณหภมู ิ37 °C นาน 18-24 ชัว่โมง จงึนํามาอ่านผลการทดสอบ 

 

 
 

รปูท่ี 3.5 การศกึษาปรมิาณสารละลายความเขม้ขน้ตํ่าทีสุ่ดทีป้่องกนัไม่ใหเ้กดิการเจรญิของเชือ้

แบคทเีรยีในหลอดทดลองโดยวธิ ีMIC  

(ทีม่า: http://animalhealth.bayer.com/ah/5236.0.html) 

 

2) การเตรยีมสารละลายนาโนสงักะสอีอกไซด์สําหรบัการทดสอบหาความสามารถ

ยบัยัง้เชือ้แบคทเีรยีโดยวธิ ีdisc diffusion  

 เตรยีมสารละลายนาโนสงักะสอีอกไซดใ์หไ้ดค้วามเขม้ขน้ 40 mg/ml โดยละลาย

แขวนลอยอนุภาคนาโนสงักะสอีอกไซด์ในน้ํา sterile deionized water (DDW) เขย่าสาร

แขวนลอยแรงๆ โดยใช ้ vortex mixer เป็นเวลา 5 นาที ่หลงัจากนัน้นําสารแขวนลอยนาโน

สงักะสอีอกไซดไ์ปแช่ใน ultrasonic bath แลว้ sonicate เป็นเวลา 3 ชัว่โมง ทีอุ่ณหภูมหิอ้ง แลว้

นํามาเกบ็ไวใ้นตูเ้ยน็ 4 °C ทิง้ไว ้1 คนืก่อนนํามาทดสอบ 
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 เตรยีมแบคทเีรยีทีใ่ชส้ําหรบัทดสอบ ไดแ้ก่ E. coli (ATCC 25922), S. aureus 

(ATCC 25923), Ps. aeruginasa (ATCC 27853), K. pneumoniae (ATCC 700603) และ S. 

Typhimurium (isolate strain) โดยใชแ้บคทเีรยีอายุประมาณ 18-20 ชัว่โมง นํามาปรบัความขุ่น

ในน้ําเกลอื 0.85% ดว้ยเครื่อง densitometer (BioSan: England) ใหไ้ดค้วามขุ่นเท่ากบั 0.5 

McFarland ซึง่จะมแีบคทเีรยีปรมิาณ 1x10
8
 ถงึ 2x10

8
 CFU/ml ใช ้sterile cotton swab จุ่มเชือ้

ทีไ่ดป้รบัความขุ่นแลว้ นําไป streak ใหท้ัว่จานอาหารเลีย้งเชือ้ Muller Hinton Agar (MHA) 

จากนัน้ใชแ้ผ่น disc ทีห่ยดดว้ยสารแขนลอยของอนุภาคนาโนสงักะสอีอกไซดท์ีม่คีวามเขม้ขน้ 

800 µg/disc วางลงบนอาหาร MHA ทีไ่ด ้streak เชือ้แบคทเีรยีจนเตม็หน้าอาหารแลว้ นําจาน

อาหารเพาะเชือ้ไปบ่มเพาะที ่37 °C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จงึนํามาอ่านผลการทดสอบโดยการ

วดัเสน้ผ่านศูนยก์ลางของวงใสทีเ่กดิขึน้ 


