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บทคัดย่อ 

 

งานวิจัยนี้สนใจที่จะพัฒนากลุ่มอนุภาคแม่เหล็กนาโน (magnetic nanoparticle clusters, MNCs) 

ส าหรับการแยกและการตรวจวัดเชื้อสเตรปโตคอคคัสมิวแทนส์ (S.mutans) เริ่มจากการสังเคราะห์ MNCs ผ่าน

กระบวนการโซลโวเทอร์มอล จากนั้นกราฟต์ด้วยพอลิแอคริลิกแอซิด (PAA) บนพื้นผิวของ MNCs ด้วยปฏิกิริยาพอ

ลิเมอไรเซชันริเริ่มจากพ้ืนผิวของแอคริลิกแอซิดผ่านกลไกแบบ reversible addition-fragmentation chain 

transfer จากการที่พ้ืนผิวของ MNCs ที่กราฟต์ด้วย PAA มีหมู่คาร์บอกซิลจ านวนมาก ท าให้สามารถตรึง cell wall 

binding domain (CWBD) ของ automutanolysin เอนไซม์ซ่ึงจ าเพาะเจาะจงกับเชื้อสเตรปโตคอคคัสมิวแทนส์

คอคไค บนพ้ืนผิว MNCs ที่กราฟต์ด้วย PAA โดยใช้ EDC/NHS เป็นรีเอเจนต์คู่ควบได้ ท าการพิสูจน์เอกลักษณ์ของ 

MNCs ทั้งก่อนและหลังการกราฟต์ด้วย PAA และการคอนจูเกตกับ CWBD ด้วยฟูเรียร์ทรานส์ฟอร์มอินฟราเรดส

เปกโทรสโกปี (FT-IR) การกระเจิงแสงแบบไดนามิกส์ (DLS) และกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (TEM) 

จากการน า MNCs ที่คอนจูเกตกับ CWBD ไปทดสอบการแยกและตรวจวัด S.mutans ผ่านการแยกด้วย

สนามแม่เหล็กและการกรองแบบเลือกผ่านโดยใช้เซลลูโลสแอซิเตดเมมเบรนที่มีเส้นผ่าศูนย์กลาง 0.8 ไมโครเมตร 

พบว่าไม่ประสบความส าเร็จในการบอกความแตกต่างเชิงปริมาณของ S. mutans ที่มีความเข้มข้นต่างกันได้ ถึงแม้

ผลจากการนับจ านวนแบคทีเรียก่อนและหลังการจับกับอนุภาคยืนยันได้ว่าอนุภาคสามารถจับกับแบคทีเรียได้จริง 

ทั้งนี้เป็นผลเนื่องมาจากการที่อนุภาคดังกล่าวมีขนาดใหญ่กว่าเส้นผ่าศูนย์กลางของรูพรุนของแผ่นเมมเบรน 
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Abstract 

 

This research aims to develop magnetic nanoparticle clusters (MNCs) for separation and 

detection of Streptococcus mutans (S. mutans). The MNCs were synthesized by a solvothermal 

method. Poly(acrylic acid) (PAA) was grafted on MNCs by surface-initiated polymerization of acrylic 

acid via reversible addition-fragmentation chain transfer (RAFT) mechanism. Readily available 

carboxyl groups on the PAA-grafted MNCs can bind with the cell wall binding domain (CWBD) of 

automutanolysin, the enzyme that is specific to mutans streptococci using EDC/NHS as coupling 

reagents. The MNCs both before and after PAA grafting and CWBD conjugation were characterized 

by Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR), dynamic light scattering (DLS), and transmission 

electron microscopy (TEM). The CWBD-conjugated MNCs were tested for their ability to separate 

and detect S. mutans by magnetic separation and selective filtration using cellulose acetate 

membrane with a diameter of 0.8 μm. Because the size of the CWBD-conjugated MNCs was larger 

than the pore diameter of the membrane, the CWBD-conjugated MNCs failed to quantitatively 

distinguish the S. mutans having different concentrations although the counting method 

confirmed that they can capture the bacteria. 

 

 

 

 

 

 

Keywords: magnetic nanoparticle clusters, poly(acrylic acid), Streptococcus mutans,  selective 

filtration  



จ 
 

กิตติกรรมประกาศ 

 

รายงานฉบับนี้ส าเร็จได้ด้วยดี เนื่องจากได้รับความอนุเคราะห์จากบุคคลหลายท่าน ซึ่งผู้มีพระคุณท่าน

แรกที่ผู้วิจัยขอขอบคุณคือ รองศาสตราจารย์ ดร.วรวีร์ โฮเว่น อาจารย์ที่ปรึกษาโครงการที่ให้ความรู้ ค าแนะน า

ต่างๆ ในการท าวิจัย ท าให้การด าเนินการวิจัย ส าเร็จลุล่วงได้ด้วยดี  

ขอขอบคุณอาจารย์ ทญ.ดร.พนิดา ธัญญศรีสังข์ ตลอดจนนิสิตปริญญาโทและเอกในกลุ่มงานวิจัยของ

อาจารย์ ทญ.ดร.พนิดา ธัญญศรีสังข์ ที่ให้ความรู้ทางด้านจุลชีววิทยาเกี่ยวกับการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย ขอขอบคุณ

นางสาวพรเพ็ญ แช่อ้ึง นางสาวเอมวิกา วิทยาประสิทธิ์ ตลอดจนนิสิตปริญญาโทและเอกในกลุ่มงานวิจัยของรอง

ศาสตราจารย์ ดร.วรวีร์ โฮเว่น ที่ให้ความรู้ในการใช้เครื่องมือตลอดจนแนะน าเทคนิคการท างานวิจัย 

ขอขอบคุณคณะวิทยาศาสตร์ ภาควิชาเคมีที่ให้ทุนการท าโครงงานวิจัยในครั้งนี้ ขอขอบคุณเพ่ือนๆ คณะ

วิทยาศาสตร์ ภาควิชาเคมี รุ่น 82 ที่ให้ก าลังใจในการท างานวิจัย ขอกราบขอบพระคุณ คุณพ่อ คุณแม่ ที่ให้

ก าลังใจและอยู่เคียงข้างเสมอมา 

ผู้วิจัยขอกราบขอบพระคุณคณะอาจารย์ทุกท่านในคณะวิทยาศาสตร์ ภาควิชาเคมี ที่อบรมสั่งสอนให้มี

ความรู้ คู่คุณธรรมและสร้างแรงผลักดันให้เดินทางมาถึงจุดหมายวันนี้ ขอขอบคุณเป็นอย่างยิ่ง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

สารบัญ 

หน้า 

บทคัดย่อภาษาไทย               ค 

บทคัดย่อภาษาอังกฤษ               ง 

กิตติกรรมประกาศ               จ 

สารบัญ                 ฉ 

สารบัญรูปประกอบ               ซ 

สารบัญตารางประกอบ               ญ 

บทที่ 1 บทน า                1 

1.1 มูลเหตุจูงใจ               1 

1.2 วัตถุประสงค์ของโครงการ             7 

1.3 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ             8 

บทที่ 2 การทดลอง               9 

2.1 เครื่องมือ               9 

2.2 วัสดุและสารเคมี              9 

2.3 วิธีการทดลอง             11 

2.3.1 การสังเคราะห์ magnetic nanoparticle clusters (MNCs)       11 

2.3.2 การกราฟต์พอลิแอคริลิกแอซิดบน MNCs         11 

2.3.2.1 การติด 3-Aminopropyltriethoxysilane (APTES) บนพื้นผิวของ MNCs     11 

2.3.2.2 การติด Initiator ลงบน MNCs         12 

2.3.2.3 การท าปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซชันของแอคริลิกแอซิด       12 

2.3.3 การเตรียมโปรตีน Cell wall binding domain (CWBD)        13 

2.3.4 การติดโปรตีน CWBD บน MNCs ที่กราฟต์ด้วยพอลิแอคริลิกแอซิด      14 

2.3.5 การนับจ านวน Streptococcus mutans (S. mutans)        14 

2.3.6 การจับเชื้อ S. mutans ด้วย CWBD-conjugated MNCs        15 

บทที่ 3 ผลการทดลองและวิเคราะห์ผลการทดลอง           17 

3.1 การสังเคราะห์ MNCs, การเตรียม PAA-grafted MNCs และ CWBD-conjugated MNCs      17 

3.2 การสังเคราะห์พอลิแอคริลิกแอซิดผ่านปฏิกิริยา RAFT polymerization       22 

3.3 การจับเชื้อ S. mutans ด้วย CWBD-conjugated MNCs        24 

หน้า 



ช 
 

บทที่ 4 สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ            27 

เอกสารอ้างอิง                29 

ประวัติผู้วิจัย                31 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ซ 
 

สารบัญรูปประกอบ 

รูปที่                หน้า 

1.1 โครงสร้างของ peptidoglycan             1 

1.2 ขั้นตอนการแยกอนุภาคท่ีจับกับเชื้อออกจากอนุภาคที่ไม่จับกับเชื้อด้วยกระบวนการ magnetophoretic 2 

Chromatography 

1.3 ขั้นตอนการแยกอนุภาคท่ีจับกับเชื้อออกจากอนุภาคที่ไม่จับกับเชื้อด้วยกระบวนการ magnetophoretic 3 

chromatography และขยายสัญญาณการจับเชื้อโดยอาศัยแพลทินัมที่เคลือบอยู่บนกลุ่มอนุภาคแม่ 

เหล็กนาโน เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชันของ tetramethylbenzidine (TMB) 

1.4 ขั้นตอนการตรวจวัดเชื้อ S. typhimurium ด้วยอนุภาคแม่เหล็กนาโนที่ตรึง anti-S. typhimurium      4 

1.5 ขั้นตอนการตรวจวัดเชื้อ L. monocytogenes ด้วยอนุภาคแม่เหล็กนาโนที่ตรึงด้วย anti-       5 

L.monocytogenes 

1.6 กลไกการเกิดปฏิกิริยา RAFT polymerization            5 

1.7 การกราฟต์ PNIAAM-b-PAA บน MNPs            6 

1.8 การกราฟต์ P(NIPA-r-PEGMEA)-b-PAA บน MNP           7 

2.1 สมการแสดงการสังเคราะห์ magnetic nanoparticle clusters (MNCs)        11 

2.2 สมการแสดงการติด APTES บนพื้นผิวของ MNCs          11 

2.3 สมการแสดงการติดสารริเริ่มบนพื้นผิวของ MNCs          12 

2.4 สมการแสดงการท าปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซชันของแอคริลิกแอซิดบนพื้นผิวของ MNCs      12 

2.5 ขั้นตอนการแยก CWBD-conjugated MNCs ที่จับเชื้อ ด้วย magnetic separation และ       15 

selective filtration         

3.1 XRD pattern ของ MNCs             17 

3.2 สมการแสดงการเตรียม PAA-grafted MNCs           18 

3.3 FT-IR สเปกตรัมของอนุภาค a) MNCs, b) MNCs-APTES, c) MNCs-initiator d) PAA-grafted      19 

MNCs- และ e) CWBD-conjugated MNCs 

3.4 TEM ไมโครกราฟต์ของ a,b,c) MNCs, d,e,f) PAA-grafted MNCs-, และ g,h,i) CWBD-      20 

conjugated MNCs 

3.5 การแตกตัวของ EDTA 2Na ใน milli-Q water           21 

3.6 การลดลงของน้ าหนัก a) MNCs, b) PAA-grafted MNCs- และ c) CWBD-conjugated MNCs      22 

ที่อุณหภูมิต่างๆ ภายใต้สภาวะแก๊สไนโตรเจนด้วยเทคนิค TGA 



ฌ 
 

รูปที่                หน้า 

3.7 สมการแสดงการสังเคราะห์ PAA ในสารละลายด้วย RAFT polymerization       22 

3.8 1H-NMR สเปกตรัมของ PAA ก่อน (crude) และหลัง (pure) การท าให้บริสุทธิ์โดย dialysis     23 

3.9 อนุภาคท่ีจับกับเชื้อ S. mutans หลังจากกรองผ่านแผ่นเซลลูโลสแอซิเตดเมมเบรน       25 

3.10 ความเข้มสี (intensity) ของกระดาษเซลลูโลสแอซิเตดเมมเบรนหลังจับเชื้อ S. mutans      25 

3.11 จ านวนโคโลนีของ S. mutans ก่อนและหลังจับเชื้อด้วย CWBD conjugated MNCs      26 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ญ 
 

สารบัญตารางประกอบ 

ตารางท่ี               หน้า 

3.1  ขนาดเฉลี่ยและประจุของอนุภาคด้วยเทคนิค DLS          20 

3.2  Chemical shift ของ PAA จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค 1H-NMR spectroscopy      23 

3.3  ค่า OD ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ของสารละลายก่อนและหลังจับเชื้อ S. mutans ด้วยอนุภาค  26 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

บทที่ 1 

บทน า 

 

1.1 มูลเหตุจูงใจ 

 จุลินทรีย์ที่เป็นสาเหตุส าคัญท่ีท าให้เกิดโรคฟันผุคือ สเตรปโตคอคคัสมิวแทนส์ (Streptococcus mutans) 

ที่อยู่ในช่องปาก [1] การตรวจวัดปริมาณของเชื้อแบคทีเรียดังกล่าวสามารถใช้เป็นตัวชี้วัดหนึ่งส าหรับประกอบการ

ประเมินความเสี่ยงของการเกิดโรคฟันผุ และน าไปสู่การป้องกันและรักษาที่เหมาะสมกับระดับความเสี่ยงได้  

เอนไซม์เปปทิโดไกลแคนไฮโดรเลส (peptidoglycan hydrolase) เป็นเอนไซม์ที่พบได้ในแบคทีเรียเกือบทุกชนิด 

มีหน้าที่ในการย่อยสลายเปปทิโดไกลแคนซึ่งเป็นโครงสร้างหลักที่พบได้ในผนังเซลล์ของแบคที เรีย(รูปที่ 1.1) มี

บทบาทส าคัญต่อการแบ่งตัวและแยกตัวของเซลล์แบคทีเรีย ซึ่งจากงานวิจัยที่ผ่านมาพบว่าออโตมิวตะโนไลซิน 

(automutanolysin) เป็นเอนไซม์เปปทิโดไกลแคนไฮโดรเลสที่ผลิตโดยเชื้อสเตรปโตคอคคัสมิวแทนส์ สามารถ

เลือกย่อยสลายเฉพาะเชื้อสเตรปโตคอคคัสมิวแทนส์ และเชื้อสเตรปโตคอคคัส ซอบรินัส โดยไม่กระทบกับเชื้อ 

สเตรปโตคอคไคสปีชีส์อ่ืนๆ ในช่องปาก เอนไซม์ดังกล่าวประกอบไปด้วยสองโดเมนหลักได้แก่ คาตาไลติกโดเมน 

อยู่ทางฝั่งปลายด้านหมู่คาร์บอกซิล (C-terminal catalytic domain) ซึ่งท าหน้าที่ย่อยสลายเปปทิโดไกลแคน 

และอีกโดเมนอยู่ฝั่งปลายด้านหมู่อะมิโนท าหน้าที่ในการจับกับผนังเซลล์ (cell wall binding domian) ของเชื้อ

มิวแทนส์ สเตรปโตคอคไค ได้อย่างจ าเพาะ ด้วยความจ าเพาะของโดเมนนี้ หากตัดต่อยีนส์โดยเอาส่วนคาตาไลติก

โดเมนที่ใช้ในการย่อยสลายเปปทิโดไกลแคนออกไป ก็จะสามารถใช้เอนไซม์ดังกล่าวนี้จับกับผนังเซลล์ของ                   

มิวแทนส์ สเตรปโตคอคไค เพ่ือวิเคราะห์หาปริมาณของเชื้อได้ [2,3]  

 
รูปที่ 1.1 โครงสร้างของ peptidoglycan 
 

การตรวจวัดปริมาณของเชื้อแบคทีเรียในงานวิจัยที่ผ่านมามีหลายวิธี เช่น การตรวจนับปริมาณจุลินทรีย์

ทั้งหมดด้วยวิธีพอร์เพลท และสเปรดเพลท อิมมูโนวิทยา ปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอร์ เซอร์เฟซพลาสมอนเรโซแนนซ์ 

วิธีการทางเคมีไฟฟ้า ฟลูออเรสเซนต์สเปกโทรโฟโตเมทรี เป็นต้น วิธีการดังกล่าวบางวิธีต้องใช้ในเวลาในการ
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วิเคราะห์นาน เครื่องมืออุปกรณ์มีราคาแพง ต้องใช้ผู้เชี่ยวชาญในการทดสอบ และในงานวิจัยที่ผ่านมาได้มีการน า

อนุภาคระดับนาโนเมตรของแม่เหล็ก (magnetic nanoparticle, MNPs) ตรึง cell wall binding domain ของ 

automutanolysin เพ่ือน าไปประยุกต์ใช้กับการตรวจวัดเชื้อสเตรปโตคอคคัสมิวแทนส์ ท าให้งานวิจัยนี้สนใจที่จะ

พัฒนาการตรวจวัดปริมาณของแบคทีเรีย โดยใช้กลุ่มอนุภาคระดับนาโนเมตรของแม่เหล็ก (magnetic 

nanoparticle clusters, MNCs) เป็นวัสดุส าหรับจับกับเชื้อ โดยทั่วไปนิยมใช้อนุภาคแบบแมกนีไทต์ (Fe3O4) 

หรือแมกฮีไมต์ (ɣ-Fe2O3) ซึ่งมีสมบัติในการตอบสนองต่อสนามแม่เหล็กภายนอกได้อย่างรวดเร็ว มีขนาดอยู่

ในช่วง 5-500 นาโนเมตร อนุภาคมีพ้ืนที่ผิวต่อปริมาตรสูงท าให้ตรึงหมู่ฟังก์ชันต่างๆได้ เพ่ือน าไปประยุกต์ใช้กับ

งานที่สนใจ และมีความเสถียรมากกว่าเมื่อเทียบกับอนุภาคแม่เหล็กนาโน magnetic nanoparticles (MNPs) 

ตัวอย่างงานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับการน าอนุภาคแม่เหล็กนาโนมาใช้ในการตรวจวัดแบคทีเรีย ได้แก่ 

ในปี ค.ศ. 2013 Kwon และคณะ [4] ได้ท าการเคลือบอนุภาคทองนาโนบนพ้ืนผิวกลุ่มอนุภาคแม่เหล็กนา

โน (Au/MNCs) เพ่ือตรวจวัดเชื้อ Salmonella ในน้ านม โดยตรึง anti-Salmonella ที่มีความจ าเพาะเจาะจงต่อ

เชื้อ Salmonella บนพื้นผิวของอนุภาคทองนาโน โดยใช้ EDC/NHS เป็นรีเอเจนต์คู่ควบ จากนั้นจึงแยกแบคทีเรีย

ที่ต้องการตรวจวัดออกจากน้ านมตัวอย่าง โดยอาศัยสนามแม่เหล็กภายนอก ตามด้วยการดูดสารละลายที่จับเชื้อใส่

ในปลายปิเปต ที่มีการเติม poly(ethylene glycol) (PEG) ซึ่งเป็นสารละลายโพลิเมอร์ที่มีความหนืด แยกอนุภาค

ที่จับกับเชื้อออกจากอนุภาคที่จับกับเชื้อด้วยกระบวนการ magnetophoretic chromatography เป็นเวลา 10 

นาท ีสามารถตรวจพบอนุภาคท่ีจับกับเชื้อ Salmonella ได้ตั้งแต่ความเข้มข้น 100 colony forming unit per 

milliliter (CFU/mL) ด้วยตาเปล่า เนื่องจากแบคทีเรียมีความเข้มข้นที่ปลายท้ายแคบของปิเปต และวัดค่าการ

ดูดกลืนแสงของสารละลายโดยใช้เทคนิค UV−vis spectroscopy (รูปที่ 1.2) 

 

รูปที่ 1.2 ขั้นตอนการแยกอนุภาคท่ีจับกับเชื้อออกจากอนุภาคท่ีไม่จับกับเชื้อด้วยกระบวนการ magnetophoretic 

chromatography [4] 
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ในปี ค.ศ. 2015 Kwon และคณะ [5] ได้เคลือบอนุภาคแพลตินัมนาโนบนพ้ืนผิวกลุ่มอนุภาคแม่เหล็กนา

โน (Pt/MNCs)  เพ่ือตรวจวัดเชื้อ Escherichia coli O157:H7 (E. coli)  ในน้ านมตัวอย่าง โดยตรึง anti-E. coli 

ที่มีความจ าเพาะเจาะจงต่อเชื้อ E. coli โดยใช้ 2-mercaptoethylamine เพ่ือตัดพันธะไดซัลไฟด์ จะได้ half 

antibody fragments แล้วตรึงผ่านพันธะซัลไฟด์-โลหะ บนพ้ืนผิวของอนุภาคแพลตินัม แยกแบคทีเรียที่ต้องการ

ตรวจวัดออกจากน้ านมตัวอย่าง โดยอาศัยสนามแม่เหล็กภายนอก ตามด้วยการดูดสารละลายที่จับเชื้อใส่ใน

ปลายปิเปตที่เติม poly(ethylene glycol) (PEG) ซึ่งเป็นสารละลายโพลิเมอร์ที่มีความหนืด แยกอนุภาคที่จับกับ

เชื้อออกจากอนุภาคที่ไม่จับกับเชื้อด้วยกระบวนการ magnetophoretic chromatography เป็นเวลา 10 นาที 

ขยายสัญญาณการจับเชื้อด้วยปฏิกิริยาออกซิเดชันของ tetramethylbenzidine (TMB) โดยมีอนุภาคแพลตินัม

นาโนเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาการแตกตัวของ hydrogen peroxide ให้เป็น OH radical ซึ่งเป็นตัวออกซิไดซ์ TMB ท า

ให้เกิดการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลาย และความเข้มสีแปรผันตามปริมาณของเชื้อ E. coli สามารถวัดปริมาณ

เชื้อ E. coli ได้ตั้งแต่ความเข้มข้น 10 CFU/mL ด้วยเทคนิค UV−vis spectroscopy (รูปที่ 1.3) 

 

รูปที่ 1.3 ขั้นตอนการแยกอนุภาคท่ีจับกับเชื้อออกจากอนุภาคท่ีไม่จับกับเชื้อด้วยกระบวนการ magnetophoretic  

chromatography และขยายสัญญาณการจับเชื้อโดยอาศัยแพลทินัมที่เคลือบอยู่บนกลุ่มอนุภาคแม่เหล็กนาโน 

เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชันของ tetramethylbenzidine (TMB) [5] 
 

ในปี ค.ศ. 2014 Shim และคณะ [6] ได้สังเคราะห์ MNPs เพ่ือทดสอบการจับกับเชื้อ Salmonella 

typhimurium (S. typhimurium) โ ด ยต รึ ง  anti-S. typhimurium ที่ มี ค ว า มจ า เ พ า ะ เ จ า ะจ งต่ อ เ ชื้ อ                        

S. typhimurium บนพ้ืนผิวของอนุภาค ผ่านการสร้างพันธะระหว่างหมู่คาร์บอกซิลบนพ้ืนผิว MNPs และ หมู่แอ

มิโนของ anti-S. typhimurium โดยใช้ EDC เป็นรีเอเจนต์คู่ควบ จากนั้นจึงแยกแบคทีเรียที่ต้องการตรวจวัดออก

จากสารเจือปนอ่ืนๆ โดยอาศัยสนามแม่เหล็กภายนอก ตามด้วยการกรองด้วยกระดาษกรองแบบเลือกผ่าน 

(selective filtration) โดยใช้เมมเบรนเซลลูโลสแอซิเตดที่รูพรุนมีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 0.8 ไมโครเมตร เพ่ือ

แยกเชื้อที่ถูกจับด้วยอนุภาคและวิเคราะห์ปริมาณของเชื้อจากความเข้มสีที่ปรากฏบนแผ่นเมมเบรน โดยพบว่า

ความเข้มของสีบนแผ่นเมมเบรนแปรผันตรงกับปริมาณของแบคทีเรีย ทั้งนี้สามารถตรวจวัดปริมาณแบคทีเ รียได้

ความเข้มข้นต่ าสุดที่ 2×101 CFU/mL (รูปที่ 1.4) 
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รูปที่ 1.4 ขั้นตอนการตรวจวัดเชื้อ S. typhimurium ด้วยอนุภาคแม่เหล็กนาโนที่ตรึง anti-S. typhimurium [6] 

ในปี  ค.ศ. 2014 Shim และคณะ [7] ได้สัง เคราะห์  MNPs เ พ่ือทดสอบการจับกับเชื้อ Listeria 

monocytogenes (L. monocytogenes) โดยตรึง anti-L. monocytogenes ที่มีความจ าเพาะเจาะจงต่อเชื้อ L. 

monocytogenes บนพ้ืนผิวของอนุภาค ผ่านการสร้างพันธะระหว่างหมู่คาร์บอกซิลบนพ้ืนผิว MNPs และ หมู่อะ

มิโนของ anti-L. monocytogenes โดยใช้ EDC เป็นรีเอเจนต์คู่ควบ จากนั้นจึงแยกแบคทีเรียที่ต้องการตรวจวัด

ออกจากสารเจือปนอ่ืนๆ โดยอาศัยสนามแม่เหล็กภายนอก ตามด้วยการกรองด้วยกระดาษกรองแบบเลือกผ่าน 

โดยใช้เมมเบรนไนโตรเซลลูโลสที่รูพรุนมีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 1.2 ไมโครเมตร เพ่ือแยกเชื้อที่ถูกจับด้วยอนุภาค

และวิเคราะห์ปริมาณของเชื้อจากความเข้มสีที่ปรากฏบนแผ่นเมมเบรน โดยพบว่าความเข้มของสีบนแผ่นเมมเบรน

แปรผันตรงกับปริมาณของแบคทีเรีย ทั้งนี้สามารถตรวจวัดปริมาณแบคทีเรียที่อยู่ในสารละลายและผักได้ความ

เข้มข้นต่ าสุดที่ 2×101 cell/mL และ 1x102 cell/g ตามล าดับ (รูปที่ 1.5) 

 

รูปที่  1.5 ขั้นตอนการตรวจวัดเชื้อ L. monocytogenes ด้วยอนุภาคแม่เหล็กนาโนที่ตรึงด้วย  anti- L. 

monocytogenes [7] 



5 
 

ในงานวิจัยที่ผ่านมามีการน าพอลิเมอร์มากราฟต์บนพื้นผิวอนุภาคนาโน และน ามาประยุกต์ในการตรึงสาร

ชีวโมเลกุลหรือโปรตีนบนพอลิ เมอร์ เนื่องจากพอลิเมอร์มีปริมาณหมู่ ฟังก์ชันเป็นจ านวนมากต่อพ้ื นที่                     

มีความสามารถในการบวมตัว และความยืดหยุ่นของโซ่พอลิเมอร์ ท าให้สารชีวโมเลกุลหรือโปรตีนสามารถเข้าถึง

โมเลกุลพอลิเมอร์ได้ง่าย ส่งผลให้การตรึงสารชีวโมเลกุลบนพอลิเมอร์ที่กราฟต์บนอนุภาคนาโนมีประสิทธิภาพมาก

ขึ้น นอกจากนี้การกราฟต์พอลิเมอร์ที่เหมาะสมยังช่วยท าให้อนุภาคนาโนมีเสถียรภาพในการกระจายตัวในตัวกลาง

ตามต้องการหากเลือกพอลิเมอร์ที่เหมาะสมได้ การตรึงพอลิเมอร์ บนอนุภาคนาโนเพ่ือให้ได้ความหนาแน่นในการ

กราฟต์สูงมักนิยมท าผ่านปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซชันริเริ่มบนพ้ืนผิว (surface-initiated polymerization) โดยใน

งานวิจัยนี้สนใจการท าปฏิกิริยาผ่านกลไกแบบ reversible addition-fragmentation chain transfer (RAFT) 

ซึ่งเหมาะส าหรับใช้ในการตรึงพอลิเมอร์ที่มีความสามารถละลายน้ าได้ดี เหมาะแก่การประยุกต์ใช้ในการตรึงสาร  

ชีวโมเลกุล (รูปที่ 1.6) 

 

รูปที่ 1.6 กลไกการเกิดปฏิกิริยา RAFT polymerization [8] 
 

ตัวอย่างงานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับการกราฟต์พอลิเมอร์บนอนุภาคแม่เหล็กนาโน ด้วยปฏิกิริยา RAFT 

polymerization ได้แก่ 

ในปี ค.ศ. 2006 Wang และคณะ [9] ได้สังเคราะห์ MNPs ที่บนพ้ืนผิวตรึงด้วยพอลิเมอร์ โดยได้ทดลอง

ท าการตรึง poly(acrylic acid) หรือ polystyrene ลงบนพ้ืนผิว ซึ่งเริ่มจากน า MNPs มาผ่านปฏิกิริยา ozone 

treatment เพ่ือเกิดหมู่ peroxide บนพ้ืนผิว MNPs ที่จะท าหน้าที่เป็นสารริเริ่มปฏิกิริยาและใช้ 1-phenylethyl 

dithiobenzoate (PVB) ท าหน้าที่เป็นสารถ่ายโอนโซ่ แล้วน าไปท าปฏิกิริยา RAFT polymerization เพ่ือตรึง   

พอลิเมอร์ลงบนพ้ืนผิว จากการทดลองพบว่า MNPs ที่ตรึงพอลิเมอร์ลงบนพ้ืนผิวสามารถกระจายตัวและมีความ

เสถียรดีกว่า MNPs ที่ไม่ได้ตรึงพอลิเมอร์ลงบนพื้นผิว 
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ในปี ค.ศ. 2013 Sahoo และคณะ [10] ได้สังเคราะห์ MNPs ด้วยวิธีการตกตะกอนร่วม จากนั้นท า

ปฏิกิริยากับ 3-aminopropyl)triethoxysilane (APTES) เพ่ือท าให้พื้นผิวของอนุภาคมีหมู่แอมิโน จากนั้นกราฟต์

พ้ืนผิว MNPs ด้วย poly(N-isopropylacrylamide)-block-poly(acrylic acid) (PNIAAM-b-PAA) ด้วยปฏิกิริยา 

RAFT polymerization โดยใช้ EDC/NHS เป็นรีเอเจนต์คู่ควบ ตรึงหมู่แอมิโนบางส่วนที่ไม่ได้ติดโคพอลิเมอร์ด้วย 

folic acid (FA) ที่มีความจ าเพาะเจาะจงกับผนังเซลล์ที่มี folate receptor แล้วตรึง doxorubicin (DOX) และ 

rhodamine B isothiocyanate (RITC) เพ่ือเป็นสารน าส่งยาต้านมะเร็ง จากการทดสอบการน าส่งยาเข้าไปใน

เซลล์มะเร็ง พบว่าสามารถน าส่งยาไปยังเซลล์เป้าหมายได้และท าลายเซลล์มะเร็งได้ส าเร็จที่พีเอช  5.0 และ

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (รูปที่ 1.7)  

 

รูปที่ 1.7 การกราฟต์ PNIAAM-b-PAA บน MNPs [10] 
 

ในปี ค.ศ. 2016 Dutta และคณะ [11] ได้สังเคราะห์ MNPs ด้วยวิธีการตกตะกอนร่วม ท าพ้ืนผิวของ 

MNPs ให้มีหมู่แอมิโนโดยการท าปฏิกิริยากับ APTES จากนั้นกราฟต์ด้วย poly(N-isopropylacrylamide-ran-

poly(ethylene glycol) methyl ether acrylate)-block-poly(acrylic acid) (P(NIPA-r-PEGMEA)-b-PAA) 

ผ่านปฏิกิริยา RAFT polymerization โดยใช้ EDC/NHS เป็นรีเอเจนต์คู่ควบ แล้วตรึง doxorubicin (DOX) เพ่ือ

เป็นสารน าส่งยาต้านมะเร็ง จากการทดสอบการน าส่งยาเข้าไปในเซลล์มะเร็งปากมดลูกที่พีเอช  และอุณหภูมิที่

แตกต่างกัน ประเมินการทดสอบด้วย MTT assay พบว่าสามารถปลดปล่อยยาที่ไลโซโซมของเซลล์มะเร็งได้ที่พี

เอช 5.0 และอุณหภูมิมากกว่า 37 องศาเซลเซียส (รูปที่ 1.8) 
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รูปที่ 1.8 การกราฟต์ P(NIPA-r-PEGMEA)-b-PAA บน MNP [11] 
 

งานวิจัยนี้สนใจที่จะพัฒนาการตรวจวัดปริมาณของแบคทีเรียโดยใช้  MNCs เตรียมผ่านกระบวนการ 

solvothermal method [12] ซึ่งจะท าให้ได้อนุภาคที่มีขนาดและรูปร่างสม่ าเสมอ จากนั้นจึงน าไปกราฟต์ด้วย

พอลิแอคริลิกแอซิด (poly(acrylic acid), PAA) [9] ผ่านปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซชันริเริ่มจากพ้ืนผิว (surface-

initiated polymerization) ที่มีกลไกแบบ reversible addition-fragmentation chain transfer (RAFT) ซึ่ง

นอกจากจะช่วยเพ่ิมเสถียรภาพการกระจายตัวในน้ าของ MNCs แล้ว ยังท าให้พ้ืนผิวอนุภาคมีหมู่คาร์บอกซิล 

(carboxyl group) เป็นจ านวนมาก พร้อมที่จะท าปฏิกิริยากับหมู่แอมิโนของเอนไซม์เพปทิโดไกลแคนไฮโดรเลส  

ที่มีเฉพาะส่วนที่จับกับผนังเซลล์ (cell wall binding domian) ที่จ าเพาะเจาะจงในการจับยึดกับสเตรปโตคอคคัส

มิวแทนส์ ซึ่งจะสามารถใช้ MNCs ที่ท าให้เสถียรด้วยพอลิแอคริลิกแอซิดและคอนจูเกตกับเพปทิโดไกลแคน   

ไฮโดรเลสนี้ในการแยกและการตรวจวัดสเตรปโตคอคคัสมิวแทนส์  ซึ่งประกอบด้วยสองขั้นตอนหลัก โดยขั้นแรก

เป็นการแยกแบคทีเรียที่ต้องการตรวจวัดออกจากสารตัวอย่าง อาศัยหลักการแยกเชื้อด้วยสนามแม่เหล็ก 

(magnetic seperation) [13] โดยใช้ MNCs เป็นวัสดุส าหรับจับกับเชื้อ ขั้นที่สองเป็นการน าเชื้อแบคทีเรียที่คัด

แยกแล้วมากรองแบบเลือกผ่าน (selective filtration) [6] บนเมมเบรน ที่มีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของรูพรุนใหญ่

กว่า MNCs เริ่มต้น แต่เล็กกว่า MNCs ที่จับกับเชื้อแบคทีเรียแล้ว ความเข้มของสีบนแผ่นเมมเบรนจะแปรผันตาม

ปริมาณของ MNCs ที่จับกับเชื้อแบคทีเรียและติดค้างอยู่บนเมมเบรน ท าให้สามารถวิเคราะห์หาปริมาณของเชื้อ

แบคทีเรียได้จากการดูสีที่ปรากฏ (colorimetric method) บนแผ่นเมมเบรนที่มองเห็นได้ด้วยตาเปล่า 

 

1.2 วัตถุประสงค์ของโครงการ 

1. สังเคราะห์และพิสูจน์เอกลักษณ์ของกลุ่มอนุภาคแม่เหล็กนาโนที่ท าให้เสถียรด้วยพอลิแอคริลิกแอซิดคอน

จูเกตกับเอนไซม์เพปทิโดไกลแคนไฮโดรเลส 

2. ศึกษาการใช้กลุ่มอนุภาคแม่เหล็กนาโนที่ได้ในการแยกและการตรวจวัดสเตรปโตคอคคัสมิวแทนส์ 
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1.3 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

ได้กลุ่มอนุภาคแม่เหล็กนาโนท าให้เสถียรด้วยพอลิแอคริลิกแอซิดคอนจูเกตกับเพปทิโดไกลแคนไฮโดรเลส 

เพ่ือใช้เป็นวัสดุในการแยกและตรวจวัดสเตรปโตคอคคัสมิวแทนส์แบบการวัดสีที่สังเกตเห็นได้ด้วยตาเปล่า 



 
 

บทที่ 2 

การทดลอง 

 

2.1 เครื่องมือ 

1. Hot plate-stirrer (PC-420D, CORNING) 

2. X-ray Diffraction (XRD) (D8 Discover, Bruker) 

3. Fourier Transform-Infrared Spectroscopy (FT-IR) (Thermo Scientific Nicolet 6700 FT-IR) 

4. Transmission Electron Microscopy (TEM) (JEM-2010, JEOL) 

5. Dynamic Light Scattering (DLS) (Malvern Nano ZS90) 

6. Thermogravimetric Analysis (TGA) (TGA-8000, PerkinElmer) 

7. Nuclear Magnetic Resonance (1H-NMR) Spectrometer (Model Mercury-400, Varian) 

8. Epson Perfection V33 scanner 

9. Spectrophotometer (GENESYS 20, Thermo Scientific) 

10. Gel electrophoresis (Mini-PROREAN® Tetra Cell Systems, BIO-RAD) 

11. Teflon-lined stainless-steel autoclave 100 mL 

 

2.2 วัสดุและสารเคมี 

1. Iron(III) chloride hexahydrate (FeCl3·6H2O) 

2. Sodium acetate (NaAc) 

3. Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt (EDTA 2Na) 

4. Ethylene glycol (EG) 

5. Ethanol 

6. Milli-Q water 

7. Ammonium solution 

8. 3-Aminopropyltriethoxysilane (APTES) 

9. 4,4′-Azobis(4-cyanopentanoic acid) (ACVA)  

10. N,N'-Dicyclohexylcarbodiimide (DCC) 

11. 4-Dimethylaminopyridine (DMAP) 

12. Dimethylformamide (DMF) 



10 
 

13. 4-Cyano-4-(phenylcarbonothioylthio)pentanoic acid  

14. Sterile phosphate buffer saline (PBS) pH 7.4 

15. Deionized water 

16. Acrylic acid (AA) 

17. Cell wall binding domain (CWBD) 

18. Escherichia coli (E. coli) BL-21 

19. Luria-Bertani (LB) agar 

20. Luria-Bertani (LB) broth 

21. Ampicillin 

22. Isopentenyltransferases (IPTs) 

23. Lysis buffer pH 8.0 

24. Wash buffer pH 8.0 

25. Elution buffer pH 8.0 

26. Protease inhibitors 

27. Lysozyme 

28. HIS-Select® Nickel Affinity Gel 

29. N-hydroxysuccinimide (NHS)  

30. 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimide (EDC) 

31. Streptococcus mutans (S. mutans) 

32. Brain heart infusion (BHI) agar 

33. Brain heart infusion (BHI) broth 

34. Cellulose acetate membrane pore size 0.8 µm 

35. Filter membrane pore size 125 mm 

36. PS-screen printed paper 
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2.3 วิธีการทดลอง 

2.3.1 การสังเคราะห์ magnetic nanoparticle clusters (MNCs) 

 

รูปที ่2.1 สมการแสดงการสังเคราะห์ magnetic nanoparticle clusters (MNCs) 
 

สั ง เ ค ร าะห์  MNCs ด้ ว ย กร ะบวนกา ร  solvothermal method เ ริ่ ม จ ากชั่ ง  iron(III) chloride 

hexahydrate (FeCl3·6H2O) 0.68 กรัม (2.5 มิลลิโมล) ที่เป็นสารตั้งต้น ชั่ง sodium acetate (NaAc) 1.2 กรัม 

(0.015 โมล) ชั่ง ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt (EDTA 2Na) 0.034 กรัม (0.01 มิลลิโมล) 

เพ่ือท าให้ผลิตภัณฑ์มีความคงตัว เติม ethylene glycol (EG) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร เพ่ือละลายสาร น าไปเขย่า

ด้วยการสั่นสะเทือนที่คลื่นความถี่ 50 เฮิร์ซ เป็นเวลา 30 นาที เพ่ือให้สารละลายเป็นเนื้อเดียวกัน สารที่ได้มี

ลักษณะเป็นคอลลอยด์สีด าอมเหลือง เทสารละลายลงใน teflon-lined stainless-steel autoclave ขนาด 100 

มิลลิลิตร ให้สารท าปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 200 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 ชั่วโมง ภายในเครื่อง stirred reactor 

หลังจากสารเย็นตัวลงที่อุณหภูมิห้อง ล้างตะกอนสีด าที่ได้ด้วยน้ าและเอทานอลอย่างละ 3 รอบ ตามล าดับ ท าให้

แห้งด้วยการอบที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ได้สารเป็นของแข็งเม็ดละเอียดสีน้ าตาลเข้มเป็นผลิตภัณฑ์ 

2.3.2 การกราฟต์พอลิแอคริลิกแอซิดบน MNCs 

2.3.2.1 การติด 3-Aminopropyltriethoxysilane (APTES) บนพื้นผิวของ MNCs 

 

รูปที่ 2.2  สมการแสดงการติด APTES บนพื้นผิวของ MNCs 
 

ชั่ง MNCs 0.05 กรัม เติมสารละลายผสมปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในอัตราส่วนโดยปริมาตรของ ethanol : 

milli-Q water = 9:1 ใส่ลงในขวดก้นกลมขนาด 100 มิลลิลิตร เติมสารละลายแอมโมเนียปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร 

ด้วยไมโครปิเปต น าไปเขย่าด้วยการสั่นสะเทือนที่คลื่นความถ่ี 50 เฮิร์ซ เป็นเวลา 30 นาที เพ่ือให้ MNCs กระจาย

ตัวในสารละลาย เติม APTES ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ด้วยไมโครปิเปต เขย่าให้สารเข้ากันด้วยเครื่องเขย่าเป็นเวลา 
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12 ชั่งโมง หลังจากนั้นล้าง MNCs ที่ติด APTES ด้วย ethanol 5 รอบ ท าให้แห้งภายใต้สุญญากาศ เป็นเวลา       

2 ชั่วโมง 

2.3.2.2 การติดสารริเริ่มลงบน MNCs 

 

รูปที่ 2.3 สมการแสดงการติดสารริเริ่มบนพื้นผิวของ MNCs 
 

ชั่ง 4,4′-Azobis(4-cyanopentanoic acid) (ACVA) (สารริเริ่ม) 0.2114 กรัม (37.5 มิลลิโมล) เป็นสาร

ริเริ่มส าหรับปฏิกิริยา RAFT polymerization ชั่ง N,N'-dicyclohexylcarbodiimide (DCC) 1.943 กรัม (37.5 

มิลลิโมล) เพ่ือเป็นรีเอเจนต์คู่ควบ และ 4-dimethylaminopyridine (DMAP) 9.143 กรัม (3.74 มิลลิโมล) เพ่ือ

เป็นตัวเร่งปฏิกิริยา ในอัตราส่วนโดยโมลของ ACVA : DCC : DMAP = 1 : 1: 0.1 ลงในขวดแก้วขนาด 50 

มิลลิลิตร ที่มีแท่งแม่เหล็กอยู่ ปิดด้วยจุกยางและรัดด้วยลวดทองแดง เติม dimethylformamide (DMF) ปริมาตร 

20 มิลลิลิตร ด้วย syringe ลงในขวดแก้วเพ่ือละลายสาร น าไปผ่านแก๊สไนโตรเจนพร้อมคนสารละลายด้วยแท่ง

แม่เหล็ก เป็นเวลา 4 ชั่วโมง น า MNCs ที่ได้จากข้ันตอนที ่2.3.2.1 เทใส่ลงขวดแก้วขนาด 50 มิลลิลิตร ปิดด้วยจุก

ยางและรัดด้วยลวดทองแดง น าไปผ่านแก๊สไนโตรเจนเป็นเวลา 10 นาที จากนั้นถ่ายเทสารละลายที่เตรียมไว้ด้วย 

syring ลงในขวดแก้ว น าไปเขย่าด้วยการสั่นสะเทือนที่ความถี่ 50 เฮิร์ซ เป็นเวลา 30 นาที ภายใต้บรรยากาศ

ไนโตรเจน เพ่ือให้สารกระจายตัวในสารละลาย แล้วเขย่าด้วยเครื่องเขย่าให้เข้ากันเป็นเวลา 2 ชั่วโมง ล้างสารด้วย 

DMF และ ethanol อย่างละ 4 รอบ ตามล าดับ ท า MNCs ให้แห้งภายใต้สุญญากาศ เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 

2.3.2.3 การท าปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซชันของแอคริลิกแอซิด 

 

รูปที่ 2.4 สมการแสดงการท าปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซชันของแอคริลิกแอซิดบนพื้นผิวของ MNCs 

 ชั่ ง  ACVA 7.00 มิ ล ลิ ก รั ม  (0.5 มิ ล ลิ โ ม ล ) เ ป็ น ส า ร ริ เ ริ่ ม ท า ป ฎิ กิ ริ ย า แ ล ะ  4-cyano-4-

(phenylcarbonothioylthio) pentanoic acid 27.9 มิลลิกรัม (5 มิลลิโมล) เป็นสารถ่ายโอนโซ่หรือ chain 

Transfer Agent (CTA) ในอัตราส่วนโดยโมล CTA : ACVA = 10 : 1 ลงในขวดแก้วขนาด 50 มิลลิลิตร ที่มีแท่ง
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แม่เหล็กอยู่ เติม milli-Q water ที่ต้มจนเดือดแล้วท าให้เย็นโดยผ่านแก๊สไนโตรเจนปริมาตร 9 มิลลิลิตร เติม 

phosphate buffer saline (PBS) pH 7.4 ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ในอัตราส่วนโดย

ปริมาตร milli-Q water : PBS = 9 : 1 เติมสารละลายแอคริลิกแอซิดปริมาตร 685.6 ไมโครลิตร (0.8 โมล) ด้วย

ไมโครปิเปต เทสารที่เตรียมไว้จากขั้นตอนที่ 2.3.2.2 ปิดด้วยจุกยางและรัดด้วยลวดทองแดง น าไปเขย่าด้วยการ

สั่นสะเทือนที่ความถี่ 50 เฮิร์ซ พร้อมผ่านแก๊สไนโตรเจนเป็นเวลา 30 นาที น าขวดแก้วที่บรรจุสารใส่ลงในอ่าง

น้ ามันที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส พร้อมคนสารด้วยแท่งแม่เหล็ก เป็นเวลา 20 ชั่วโมง หลังจากท าปฏิกิริยาเสร็จ

แล้วแบ่งสารละลายสีส้ม 300 ไมโครลิตร ไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิค 1H-NMR spectroscopy เพ่ือหาองค์ประกอบ

ของพอลิแอคริลิกแอซิดที่เกิดขึ้นในสารละลายก่อนท าให้บริสุทธิ์และหา % conversion ของการเกิดปฏิกิริยาพอ

ลิเมอไรเซชัน น าสารละลายส่วนที่เหลือผ่านกระบวนการไดอะไลซิสเป็นเวลา 3 วัน โดยใช้ถุงไดอะไลซิส 

(molecular weight cut off 3500) ท าให้แห้งด้วยกระบวนการ freeze dry แล้วน าไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิค     
1H-NMR spectroscopy เพ่ือหา degree of polymerization (DP) และน้ าหนักโมเลกุล ล้างสารที่เป็นของแข็ง

สีน้ าตาลเข้มด้วย ethanol 3 รอบ และ deionized water 2 รอบ ท าให้แห้งด้วยกระบวนการ freeze dry 

2.3.3 การเตรียมโปรตีน Cell wall binding domain (CWBD) 

เกลี่ยเชื้อ Escherichia coli (E. coli) BL-21 ที่อยู่ในสารละลาย ใส่ลงบนเพลตอาหารเลี้ยงเชื้อ Luria-

Bertani (LB) agar เพ่ือท าให้เซลล์แยกออกจากกันเป็นโคโลนีเดี่ยว น าไปบ่มเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

ภายใต้สภาวะที่มีแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เขี่ยโคโลนีเดี่ยว 2 -3 โคโลนี ลงใน

หลอดทดลองที่มีสารละลาย LB broth 5 มิลลิลิตร และ ampicillin เข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 

5 ไมโครลิตร น าไปบ่มเชื้อและเขย่าที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะที่มีแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ 5 

เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ดูดสารละลาย 1 มิลลิลิตร ลงในขวดรูปชมพู่ที่บรรจุ LB broth 100 มิลลิลิตร 

และ ampicillin เข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร น าไปบ่มเชื้อและเขย่าที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4.5 ชั่วโมง สารละลายที่ได้มีค่า optical density (OD) ที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร

ประมาณ 0.4-0.5 น า ไปบ่ม เชื้ อและเขย่ าที่ อุณหภูมิ  15  องศา เซล เซี ยส  เป็น เวลา 30  นาที  เติ ม 

isopentenyltransferases (IPTs) ความเข้มข้น 1 โมลาร์ 100 ไมโครลิตร ลงในสารละลาย น าไปบ่มเชื้อต่อและ

เขย่าที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ปั่นเหวี่ยงสารละลายที่ได้จนตกตะกอนที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส ละลายตะกอนสีเหลืองด้วย lysis buffer pH 8.0 ปริมาตร 38.84 มิลลิลิตร เติม lysozyme ความ

เข้มข้น 25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 400 ไมโครลิตร และ protease inhibitors 764 ไมโครลิตร น าสาร

ผสมไปเขย่าด้วยการสั่นสะเทือนที่คลื่นความถี่สูงจนเห็นเป็นสารละลายใสสีส้ม น าไปปั่นเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส ดูดสารละลายใสสีส้มเก็บไว้สกัดโปรตีน ใช้การกรองแยกขนาดโปรตีนที่ต้องการโดยเทคนิคคอลัมน์โคร

มาโทกราฟี โดยใช้ HIS-Select® Nickel Affinity Gel เป็นวัฏภาคนิ่ง ล้างคอลัมน์ด้วย deionized water 10 
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มิลลิลิตร และ lysis buffer 5 มิลลิลิตร เทสารละลายที่เก็บไว้ทั้งหมดลงในคอลัมน์และบ่มสารเป็นเวลา 1 ชั่วโมง 

เพ่ือสารละลายที่มีโปรตีนให้จับกับวัฏภาคนิ่ง ล้างคอลัมน์ด้วย wash buffer pH 8.0 ปริมาตร 90 มิลลิลิตร แล้ว

ชะล้างโปรตีนด้วย elution buffer pH 8.0 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร น าสารละลายโปรตีนผ่านกระบวนการไดอะไล

ซิสใน PBS pH 6.8 ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง วัดขนาดโปรตีนที่ได้ด้วยเทคนิค gel 

electrophoresis และหาความเข้มข้นของโปรตีนด้วย Bradford protein assay 

2.3.4 การติดโปรตีน CWBD บน MNCs ที่กราฟต์ด้วยพอลิแอคริลิกแอซิด 

 ชั่ง MNCs ที่กราฟต์ด้วยพอลิแอคริลิกแอซิด 0.005 กรัม ลงในขวดแก้วขนาดเล็ก เติม PBS pH 7.4 ความ

เข้มข้น 0.01 โมลาร์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร น าไปเขย่าด้วยการสั่นสะเทือนที่คลื่นความถี่ 50 เฮิร์ซ เป็นเวลา 30 

นาที ชั่ง 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC) 0.0383 กรัม (0.2 มิลลิโมล) และชั่ง     

N-hydroxysuccinimide (NHS) 0.0058 กรัม (0.05 มิลลิโมล) ใส่ลงในขวดแก้วขนาดเล็ก น าไปเขย่าด้วยการ

สั่นสะเทือนที่คลื่นความถี่ 50 เฮิร์ซ เป็นเวลา 30 นาที หุ้มรอบขวดแก้วด้วยอะลูมิเนียมฟอยล์ เติม CWBD ความ

เข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร น าไปเขย่าด้วยเครื่องเขย่าที่อุณหภูมิน้อยกว่า 25 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ให้สารท าปฏิกิริยาต่อที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ล้าง  MNCs 

ด้วย PBS เย็น pH 7.4 ความเข้มข้น 0.01 โมลาร์ และ milli-Q water เย็น 5 รอบ รอบละ 1 มิลลิลิตร ตามล าดับ 

ใส่สารในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์สีชาขนาด 1.5 มิลลิลิตร ท าให้แห้งด้วยกระบวนการ freeze dry จะได้ CWBD-

conjugated MNCs เป็นผลิตภัณฑ์ เก็บสารที่ได้ไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

2.3.5 การนับจ านวน Streptococcus mutans (S. mutans) 

เกลี่ยเชื้อ S. mutans UA 159 ที่อยู่ในสารละลาย (stock solution) ใส่บนเพลตอาหารเลี้ยงเชื้อ Brain 

heart infusion (BHI) agar เพ่ือท าให้เซลล์แยกออกจากกันเป็นโคโลนีเดี่ยว น าไปบ่มเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส ภายใต้สภาวะที่มีแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เขี่ยโคโลนีเดี่ยว 2-3 โคโลนี 

ลงในหลอดทดลองที่มีสารละลาย BHI broth 5 มิลลิลิตร น าไปบ่มเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใต้

สภาวะที่มีแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง น าสารละลายไปวัดค่า OD ด้วยเครื่อง 

spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ท าการเจือจางสารละลายด้วย BHI broth ให้มีค่า OD 

เริ่มต้นที่  0 .1 น าสารละลายเจือจางไปบ่มเชื้อที่ อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะที่มีแก๊ส

คาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 2.5 ชั่วโมง ค่า OD ที่ได้ประมาณ 0.5 แสดงถึงปริมาณเชื้อ S. 

mutans ที่พบในสารละลายประมาณ 1010 colony forming unit per milliliter (CFU/mL) เจือจางสารละลาย 

BHI broth ที่มีเชื้อด้วย sterile PBS pH 7.4 ความเข้มข้น 0.01 โมลาร์ ให้อยู่ในช่วงความเข้มข้น 10 9-104 

CFU/mL แล้วดูดสารละลายปริมาตร 10 ไมโครลิตร ด้วยไมโครปิเปตใส่บนเพลตอาหารเลี้ยงเชื้อ BHI agar น าไป

บ่มเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะที่มีแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
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จะได้จ านวนเชื้อในเพลตตั้งแต่ในช่วงความเข้มข้น 107 -102 CFU/mL นับจ านวนเชื้อ S. mutans ก่อนจับเชื้อ

ด้วย CWBD-conjugated MNCs และวัดค่า OD ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร 

2.3.6 การจับเชื้อ S. mutans ด้วย CWBD-conjugated MNCs 

 

รูปที่ 2.5 ขั้นตอนการแยก CWBD-conjugated MNCs ที่จับเชื้อด้วย magnetic separation และ selective 

filtration 
 

ชั่ง CWBD-conjugated MNCs 0.15 มิลลิกรัม ลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ดูด 

sterile PBS pH 7.4 ความเข้มข้น 0.01 โมลาร์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตรใส่ลงไปในหลอด น าไปเขย่าด้วยการ

สั่นสะเทือนที่คลื่นความถี่ 50 เฮิร์ซ เป็นเวลา 30 นาที ดูดสารละลายที่ได้ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร ลงในหลอด       

ไมโครเซนตริฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม sterile PBS pH 7.4 ความเข้มข้น 0.01 โมลาร์ ปริมาตร 0.7 มิลลิลิตร 

ดูดสารละลาย PBS ที่มีเชื้อ S. mutans ในช่วงความเข้มข้น 104-109  CFU/mL จากขั้นตอนที่ 2.3.5 หลอดละ 

0.1 มิลลิลิตร จะได้สารละลายที่มีความเข้มข้นของเชื้อ S. mutans ตั้งแต่ 102-107 CFU/mL ท าการจับเชื้อที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเชียส เป็นเวลา 30 นาที ใช้สนามแม่เหล็กภายนอกแยกอนุภาคท่ีจับกับเชื้อและไม่จับกับเชื้อ

ออกจากสารละลายเป็นเวลา 10 นาที แล้วดูดสารละลายปริมาตร 10 ไมโครลิตร ด้วยไมโครปิเปตใส่บนเพลต

อาหารเลี้ยงเชื้อ BHI agar น าไปบ่มเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะที่มีแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์    

5 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง นับจ านวนเชื้อแบคทีเรียที่เหลือหลังจากจับเชื้อด้วย  CWBD-conjugated 

MNCs ดูดสารละลายที่เหลือมาวัดค่า OD ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ล้างอนุภาคผสมด้วย sterile PBS pH 

7.4 ความเข้มข้น 0.01 โมลาร์ ปริมาตร 50 ไมโครลิตร จ านวน 2 รอบ กรองอนุภาคท่ีจับกับเชื้อด้วยการกรองผ่าน

สุญญากาศ โดยวางกระดาษกรอง (Filter membrane) ที่รูพรุนมีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 125 มิลลิเมตร ลงไป

ก่อนเพ่ือปิดรูของ Büchner funnel ใส่กระดาษ PS-screen printed มีรูที่ไม่ปิดด้วย PS ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 
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5 มิลลิเมตร และตามด้วย cellulose acetate membrane ที่รูพรุนมีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 0.8 ไมโครเมตร 

ตามล าดับ ดูด sterile PBS pH 7.4 ความเข้มข้น 0.01 โมลาร์ ลงบนกระดาษกรองจนกระดาษกรองเปียก ดูด

สารละลายที่ CWBD-conjugated MNCs จับเชื้อปริมาตร 0.05 มิลลิลิตร ลงบนกระดาษกรอง รอให้กระดาษ

กรองแห้ง สแกนกระดาษกรองด้วย Epson Perfection V33 scanner เลือกโหมดสแกน 24 bits Professional 

น าภาพกระดาษกรองที่ได้วัดความเข้มสีด้วยโปรแกรม Scion image 



 
 

บทที่ 3 

ผลการทดลองและวิเคราะห์ผลการทดลอง 

 

3.1 การสังเคราะห์ MNCs, การเตรียม PAA-grafted MNCs และ CWBD-conjugated MNCs  

การสังเคราะห์ MNCs ท าโดยผ่านกระบวนการ solvothermal method  พิสูจน์เอกลักษณ์ด้วยเทคนิค 

XRD แสดงผลดังรูปที่ 3.1 พบว่าเกิดพีกในช่วง 2θ ระหว่าง 30-70 องศา จ านวน 6 สัญญาณ ได้แก่ 2θ เท่ากับ 

30.16, 35.58, 43.20, 53.55, 57.05 และ 62.68 องศา ตามล าดับ ซึ่งสอดคล้องกับระนาบผลึกของธาตุเหล็ก

ออกไซด์ (Fe3O4 หรือγ- Fe2O3) ได้แก่ (220), (311), (400), (422), (511), และ (440) ตามล าดับ [14,15] แสดง

ว่าผลึกท่ีได้มีโครงสร้างเป็น Face-centered cubic (FCC) ขนาดผลึกเฉลี่ยที่ได้จากการขยายสูงสุด 189.28     นา

โนเมตร ค านวณได้จากตามสมการ Scherrer 

D =
0.9λ 

βcosθ
 

(3.1) 

D คือ ขนาดอนุภาคเฉลี่ย(นาโนเมตร) 𝜆 คือ ค่าความยาวคลื่นของแหล่งก าเนิดรังสีเอกซ์ (CuKα = 

0.1540 นาโนเมตร) β คือ ความกว้างที่ความสูงเป็นครึ่งหนึ่งของความสูงสูงสุดของกราฟระฆัง หรือ full width 

half maximum (FWHM) θ คือ มุมของแบรก (Bragg’s angle)  

 

รูปที่ 3.1 XRD pattern ของ MNCs 
 

การกราฟต์พอลิแอคริลิกแอซิด (PAA) บน MNCs เริ่มจากการติดหมู่ริเริ่มปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซชันลงบน

พ้ืนผิว ในงานวิจัยนี้เลือกใช้ 4,4′-azobis(4-cyanopentanoic acid) (ACVA) แต่การเกิดปฏิกิริยาระหว่างพ้ืนผิว

ของ MNCs ซึ่งเป็นสารอนินทรีย์กับตัวริเริ่มซึ่งเป็นสารอินทรีย์ท าให้พันธะที่เกิดขึ้นไม่เสถียร จ าจึงเป็นต้องท า

ปฏิกิริยาผ่านสารประกอบ siliane งานวิจัยนี้เลือกใช้ 3-aminopropyl triethoxysilane (APTES) เนื่องจากมีหมู่
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ปลายอะมิโนที่สามารถเกิดปฏิกิริยากับหมู่คาร์บอกซิลของตัวริเริ่มได้เกิดเป็นพันธะเอไมด์ เริ่มจากการน า MNCs 

มาติด APTES ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 12 ชั่วโมง แล้วน าอนุภาคล้างด้วย ethanol และท าให้แห้งภายใต้

สุ ญ ญ า ก า ศ  เ ป็ น เ ว ล า  2  ชั่ ว โ ม ง  จ า ก นั้ น น า  MNCs ที่ ติ ด  APTES ไ ป ติ ด ตั ว ริ เ ริ่ ม โ ด ย ใ ช้  N,N'-

dicyclohexylcarbodiimide (DCC) และ 4-dimethylaminopyridine (DMAP) เป็นรีเอเจนต์คู่ควบเพ่ือเชื่อม

ระหว่างหมู่คาร์บอกซิลของตัวริเริ่มและหมู่อะมิโนของ APTES เมื่อติดตัวริเริ่มบน MNCs เป็นเวลา 20 ชั่วโมง แล้ว

ล้างด้วย DMF และ ethanol ท าให้แห้งด้วยสุญญากาศเป็นเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นน าอนุภาคไปกราฟต์ด้วย     พอ

ลิแอคริลิกแอซิด (PAA) บนพื้นผิวของ MNCs ด้วยปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซชันริเริ่มจากพ้ืนผิวของแอคริลิกแอซิดผ่าน

กลไกแบบ reversible addition-fragmentation chain transfer (RAFT) ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 20 ชั่วโมง เมื่อปฏิกิริยาสิ้นสุดลงล้างอนุภาคด้วย ethanol และ deionized water ท าให้แห้งด้วย

กระบวนการ freeze dry (รูปที่ 3.2) จากการที่พ้ืนผิวของ MNCs ที่กราฟต์ด้วย PAA มีหมู่คาร์บอกซิลจ านวนมาก 

ท าให้สามารถตรึง cell wall binding domain (CWBD) ของ automutanolysin เอนไซม์ซึ่งจ าเพาะเจาะจงกับ

เชื้อสเตรปโตคอคคัสมิวแทนส์คอคไค บนพ้ืนผิว MNCs ที่กราฟต์ด้วย PAA โดยใช้ EDC/NHS เป็นรีเอเจนต์คู่ควบ

ได้  

 

รูปที่ 3.2 สมการแสดงการเตรียม PAA-grafted MNCs 
 

จากนั้ นน า  MNCs, MNC ที่ ติ ด  APTES, MNCs ที่ ติ ด  initiator, PAA-grafted MNCs และ  CWBD-

conjugated MNCs ไปพิสูจน์เอกลักษณ์ด้วยเทคนิค FT-IR ดังแสดงผลในรูปที่ 3.3 พิจารณาสเปกตรัม a ถึง e 

พบสัญญาณของ Fe-O stretching ที่ 528 cm-1 เป็นของสารประกอบเหล็กออกไซด์ (Fe3O4) พบ COO- 

stretching ที่ 1433 และ 1637 cm-1 เป็น symmetric และ asymmetric (νas) stretching ของหมู่คาร์บอกซิเลต

ที่มีองค์ประกอบของ EDTA 2Na พบ sp3 C-H stretching ที่ 2851 และ 2925 cm-1 เป็นของหมู่ไฮโดรคาร์บอน

ที่มีอยู่ใน EDTA 2Na และพบ O-H stretching ที่ 3431 cm-1 เป็นของหมู่ไฮดรอกซิล แสดงว่าอนุภาคท่ีสังเคราะห์
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ได้มีเหล็กออกไซด์เป็นองค์ประกอบที่ถูกท าให้เสถียรด้วย EDTA 2Na และมีหมู่ไฮดรอกไซด์ล้อมรอบ MNCs 

พิจารณาสเปกตรัม d พบสัญญาณของ C=O stretching ที่ 1713 cm-1 เป็นของหมู่คาร์บอกซิลของ PAA แสดง

ว่าสามารถกราฟต์ PAA บนพ้ืนผิวของ MNCs ได้จริง พิจารณาสเปกตรัม d และ e พบสัญญาณของ C-H 

vibrating ที่ 1027 cm-1 เป็นของหมู่ไฮโดรคาร์บอนที่เป็นสายโซ่หลักของ PAA พิจารณาสเปกตรัม e ไม่พบ

สัญญาณของ C=O stretching ที่ 1713 cm-1 เนื่องจากเกิดพันธะเอไมด์ แสดงว่าสามารถติด CWBD บนพ้ืนผิว

ของ MNCs ที่กราฟต์ PAA ได้จริง ทั้งนี้ C=O stretching ของหมู่เอไมด์จะขึ้นในช่วงเลขคลื่นเดียวกับของหมู่    

คาร์บอกซิเลตของ EDTA คือ 1637-1433 cm-1 โดยจะเห็นความเข้มของพีกในช่วงดังกล่าวเพ่ิมมากขึ้นใน

สเปกตรัม e หากเทียบกับสเปกตรัมอ่ืนๆ  

 

รูปที่ 3.3 FT-IR สเปกตรัมของอนุภาค a) MNCs, b) MNCs-APTES, c) MNCs-initiator d) PAA-grafted 

MNCs- และ e) CWBD-conjugated MNCs 
 

เมื่อพิจารณาสัณฐานวิทยาของอนุภาคด้วยเทคนิค TEM ดังแสดงผลในรูปที่ 3.4 พบว่า MNCs ที่

สังเคราะห์ได้มีขนาดเฉลี่ย 179±30 นาโนเมตร มีลักษณะเป็นกลุ่มของอนุภาคแม่เหล็กขนาดนาโนเมตรเล็กๆ

รวมตัวกัน หรือเรียกว่าคลัสเตอร์ (cluster) ท าให้ยืนยันได้ว่าอนุภาคที่สังเคราะห์ได้มีรูปร่างเป็นคลัสเตอร์ ดังรูป 

3.4c พิจารณารูปที่ 3.4 d,e,f พบว่า MNCs ที่กราฟต์ด้วย PAA มีขนาดเฉลี่ย 184±28 นาโนเมตร พิจารณารูปที่ 

3.4 g,h,i พบว่า MNCs ที่คอนจูเกตด้วย CWBD มีขนาดเฉลี่ย 207±25 นาโนเมตร เห็นได้ว่า MNCs ที่กราฟต์ด้วย 

PAA และ MNCs ที่คอนจูเกตด้วย CWBD มีขนาดใหญ่ขึ้นตามล าดับ เนื่องจากการเพ่ิมจ านวนของโมเลกุลขนาด

ใหญ่ (PAA และ CWBD) บนพื้นผิวของ MNCs 
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รูปที่ 3.4 TEM ไมโครกราฟต์ของ a,b,c) MNCs, d,e,f) PAA-grafted MNCs-, และ g,h,i) CWBD-conjugated 

MNCs 
 

ตารางท่ี 3.1 ขนาดเฉลี่ยและประจุของอนุภาคด้วยเทคนิค DLS 

Sample 
Diameter 

(nm) 
PDI 

Zeta potential 

(mV) 

MNCs 220±2.5 0.10 19.80 

PAA-grafted MNCs 283±5.6 0.23 -24.03 

CWBD-conjugated 

MNCs 
1087±63 0.37 -1.21 

 

น าอนุภาคมาวัดขนาดและประจุของอนุภาคด้วยเทคนิค DLS แสดงค่าดังตารางที่ 3.1 โดยใช้ milli-Q 

water เป็นของเหลวที่อนุภาคกระจายตัว พบว่า MNCs, MNCs-PAA และ CWBD-conjugated MNCs มีขนาด

ใหญ่ขึ้นตามล าดับ เนื่องจากการเพ่ิมขึ้นของหมู่ฟังก์ชันบนพ้ืนผิวของ MNCs แต่ขนาดของ CWBD-conjugated 

MNCs ที่ได้มีขนาดใหญ่มาก เพราะเอนไซม์ที่จ าเพาะในการจับเชื้อ S. mutans เกิดการเสื่อมสภาพ ท าให้ CWBD-

conjugated MNCs เกิดการจับตัวเป็นกลุ่มก้อน (aggregation) อนุภาคมีค่า PDI เพ่ิมขึ้นตามล าดับดังนี้ 0.10, 

0.23, และ 0.37 แสดงให้เห็นว่าความสม่ าเสมอของการกระจายตัวขนาดอนุภาคในของเหลวลดลง เมื่อวัดค่า

ประจุของอนุภาคพบว่า MNCs มีประจุเป็นบวก (19.80 มิลลิโวลต์) เนื่องจาก EDTA 2Na เป็นตัวท าให้ MNCs มี

ความคงตัว เมื่อ MNCs กระจายตัวใน milli-Q จะเกิดการแตกตัวของโซเดียมแคตไอออน (Na+) มาล้อมรอบ 
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MNCs ดังรูปที่ 3.5 ค่าประจุของ PAA-grafted MNCs- มีค่าเป็นลบ (-24.03 มิลลิโวลต์) เนื่องจากการแตกตัวของ

หมู่คาร์บอกซิลของ PAA เป็นหมู่คาร์บอกซิเลตแสดงว่าสามารถกราฟต์ PAA บน MNCs ได้จริง และค่าประจุของ 

CWBD-conjugated MNCs มีค่าเป็นลบน้อยลง (-1.21 มิลลิโวลต์) เนื่องจากเกิดพันธะเอไมด์ท าให้เกิดการลดลง

ของจ านวนหมู่คาร์บอกซิล แสดงว่าสามารถติด CWBD บน MNC ที่กราฟต์ด้วย PAA ได้ 

 

Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt (EDTA 2Na) 

รูปที่ 3.5 การแตกตัวของ EDTA 2Na ใน milli-Q water 
 

การวัดการเปลี่ยนแปลงของน้ าหนักโดยให้ความร้อนจากอุณหภูมิห้องจนถึง 900 องศาเซลเซียส ด้วย

อัตราการเพ่ิมขึ้นของอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียสต่อนาที ภายใต้บรรยากาศของแก๊สไนโตรเจนของสารประกอบ

อินทรีย์ของ MNCs, PAA-grafted MNC- และ CWBD-conjugated MNCs ด้วยเทคนิค TGA ดังรูปที่ 3.6 พบว่า

เกิดการสูญเสียน้ าหนักครั้งแรกในช่วงที่อุณหภูมิต่ ากว่า 300 องศาเซลเซียส ส่วนใหญ่เกิดจากการสล ายตัวของ

ความชื้นและสารที่ระเหยได้ของ PAA-grafted MNCs- และ CWBD-conjugated MNCs ประมาณ 6.2 และ 5.9 

% ตามล าดับ ส าหรับน้ าหนักที่สูญเสียไปในระหว่างช่วงอุณหภูมิจาก 300 ถึง 600 องศาเซลเซียส ส่วนใหญ่เกิด

จากการสลายตัวของPAA ในกรณีของ PAA-grafted MNCs และ CWBD รวมกับ PAA ในกรณีของ CWBD-

conjugated MNCs ประมาณ 11.0 และ 14.1 % ตามล าดับ มากกว่าของ MNCs (1.35%) ยืนยันได้ว่าสามารถ

กราฟต์ PAA และติด CWBD บน MNCs ได้จริง ส่วนน้ าหนักที่สูญเสียไปในช่วงอุณหภูมิสูงกว่า 600 องศาเซลเซียส 

นั้นเกิดจากการสลายตัวของผงเขม่าด าหรือเกิดการสลายตัวของสารมหโมเลกุลขนาดใหญ่ที่เป็นสารอินทรีย์ของ 

PAA-grafted MNCs- และ CWBD-conjugated MNCs เพราะไม่ปรากฏการหายไปชองน้ าหนัก MNCs 
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รูปที่ 3.6 การลดลงของน้ าหนัก a) MNCs, b) PAA-grafted MNCs- และ c) CWBD-conjugated MNCs ที่

อุณหภูมิต่างๆ ภายใต้สภาวะแก๊สไนโตรเจนด้วยเทคนิค TGA 
 

3.2 การสังเคราะห์พอลิแอคริลิกแอซิดผ่านปฏิกิริยา RAFT polymerization 

 

รูปที่ 3.7 สมการแสดงการสังเคราะห์ PAA ในสารละลายด้วย RAFT polymerization 
 

จากรูปที่ 3.7 ท าปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซชันของแอคริลิกแอซิด (AA) ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 20 ชั่วโมง เมื่อสิ้นสุดปฏิกิริยาพบว่าได้สารละลายใสสีส้ม จากนั้นแบ่งพอลิแอคริลิกแอซิด (PAA) ที่สังเคราะห์

ได้ (crude) ไปพิสูจน์เอกลักษณ์ด้วยเทคนิค 1H-NMR spectroscopy เพ่ือหาค่า % conversion (พิจารณา       

1H-NMR สเปกตรัมของ crude ในรูปที่ 3.8) และส่วนที่ เหลือท าให้บริสุทธิ์โดยการท า dialysis ใน dionized 

water เป็นเวลา 72 ชั่วโมง จากนั้นน าพอลิเมอร์ที่ได้ไปพิสูจน์เอกลักษณ์ด้วยเทคนิค 1H-NMR เพ่ือหาน้ าหนัก

โมเลกุลของพอลิเมอร์ (พิจารณา 1H-NMR สเปกตรัมของ pure ในรูปที่ 3.8) จะพบสัญญาณ chemical shift 

ของโปรตอนในโครงสร้างของพอลิเมอร์ ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 3.2 

เมื่อพิจารณา 1H-NMR สเปกตรัมของ pure จะพบสัญญาณที่ค่า chemical shift 2.2 และ 1.0 – 1.8 

ppm ของโปรตอนที่ต าแหน่ง e และ d ในโครงสร้าง PAA ที่อยู่ในสายโซ่พอลิเมอร์ที่สังเคราะห์ได้จึงสามารถ
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ยืนยันการเกิด PAA นอกจากนี้ยังสามารถยืนยันได้ว่าพอลิเมอร์ดังกล่าวถูกท าให้บริสุทธิ์โดยการท า  dialysis 

เนื่องจากไม่พบสัญญาณโปรตอนของมอนอเมอร์ (โปรตอน b และ c) ในสเปกตรัมของ pure PAA ทั้งนี้จะพบ

สัญญาณโปรตอนของวงแอโรมาติกที่ต าแหน่ง a ใน 1H-NMR ทั้งของ crude และ pure แสดงให้เห็นถึงการมีอยู่

ของหมู่ปลายที่เป็นไดไทโอเบนโซเอตที่มาจากสารถ่ายโอนโซ่หรือ CTA  

 

รูปที่ 3.8 1H-NMR สเปกตรัมของ PAA ก่อน (crude) และหลัง (pure) การท าให้บริสุทธิ์โดย dialysis 
 

ตารางท่ี 3.2 Chemical shift ของ PAA จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค 1H-NMR spectroscopy 

Chemical 

shift (ppm) 
ต าแหน่ง 1H 

1.0 - 1.8 d 

2.2 e 

5.8 - 6.3 b 

6.0 c 

7.3 - 8.0 a 
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สามารถใช้ข้อมูลจากสเปกตรัมของ crude ในการค านวณ % conversion โดยอาศัยสัญญาณโปรตอน

ของมอนอเมอร์ต าแหน่ง b และ c ที่ค่า chemical shift 5.8 – 6.3 ppm และอาศัยสัญญาณโปรตอนของ        

พอลิเมอร์ต าแหน่ง d และ e ที่ค่า chemical shift 1.0 – 2.2 ppm สามารถค านวณได้จากสมการ 

% conversion =  
∫ H(e,d)

∫ H(e,d) + ∫ H(b,c)

 x 100% 

(3.2) 

ซึ่งพบว่าเมื่อท าปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซชันเป็นเวลา 24 ชั่วโมง จะได้ % conversion ที่ได้จากการค านวณ

เท่ากับ 97.0 % ซึ่งมีค่าที่สูง 

นอกจากนั้นผู้วิจัยยังสามารถค านวณน้ าหนักโมเลกุลของ PAA ที่สังเคราะห์ได้โดยสามารถค านวณน้ าหนัก

โมเลกุลของ PAA ได้จากสมการ 

Mn = [(Mwacrylic acid x Degree of polymerization (DP)) − (MwCTA)] x % conversion 
(3.3) 

ซ่ึง Mw(acrylic acid) = 72.06 g/mol, Mw(CTA) = 279.38 g/mol 

ทั้งนี้สามารถค านวณ Degree of polymerization (DP) ได้จากสเปกตรัม 1H-NMR ของ pure โดย

สามารถหาได้จากสมการ 

Degree of polymerization (DP) =  
∫ H(e,d)

∫ H(a)

5

 

(3.4) 

จากสมการ 3.4 สามารถค านวณหาค่า DP ได้เท่ากับ 97.8 และสามารถค านวณน้ าหนักโมเลกุลของ PAA 

ตามสมการ 3.3 ได้เท่ากับ 6,565 ซึ่งในการสังเคราะห์ PAA ตามทฤษฎีใช้ DP เท่ากับ 100 และมีน้ าหนักโมเลกุล

เท่ากับ 7,268 ซึ่งมีค่าใกล้เคียงกับทฤษฎี แสดงว่า สามารถควบคุมค่า DP และน้ าหนักโมเลกุลของพอลิเมอร์ที่

สังเคราะห์จากปฏิกิริยา RAFT polymerization ได้ดี 
 

3.3 การจับเชื้อ S. mutans ด้วย CWBD-conjugated MNCs 

การตรวจวัดปริมาณเชื้อ S. mutans แบ่งเป็น 2 ขั้นตอนหลัก เริ่มจากขั้นการใช้ CWBD-conjugated 

MNCs จับกับเชื้อ S. mutans ท าการแยก MNCs ที่จับกับเชื้อและไม่จับกับเชื้อออกจากสารละลายตัวอย่างโดยใช้

สนามแม่เหล็กภายนอก (magnetic separation) เป็นเวลา 10 นาที ขั้นที่สองเป็นการแยกอนุภาคที่จับกับเชื้อ

ออกจากอนุภาคที่ไม่จับกับเชื้อ โดยการกรองแบบเลือกผ่าน (selective filtration) บนแผ่นเซลลูโลสแอซิเตดเมม

เบรนที่รูพรุนมีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 0.8 ไมโครเมตร อนุภาคที่จับกับเชื้อจะติดบนแผ่นเมมเบรนดังแสดงในรูปที่ 

3.9 และวัดความเข้มสีบนแผ่นเมมเบรนด้วยโปรแกรม scion image ดังแสดงในรูปที่ 3.10 พบว่าความเข้มสีบน
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แผ่นเมมเบรนที่ได้ไม่แปรผันตามจ านวนปริมาณเชื้อ S. mutans เนื่องจากเอนไซม์ที่มาจับเชื้อเกิดการเสื่อมสภาพ

จับตัวกันเป็นก้อน ขนาดของ MNCs ที่คอนจูเกตกับเอนไซม์มีขนาดมากกว่า 0.8 ไมโครเมตร ท าให้ไม่สามารถ

กรองผ่านแผ่นเมมเบรนได้ แต่สามารถยืนยันกันจับเชื้อ S. mutans ได้จากการลดลงของค่า OD ที่ความยาวคลื่น 

600 นาโนเมตร ด้วยเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ดังแสดงในตารางที่ 3.3 และการลดลงของเชื้อบนเพลตอาหาร

เลี้ยงเชื้อ BHI agar ดังแสดงในรูปที่ 3.11 

 

รูปที่ 3.9 อนุภาคท่ีจับกับเชื้อ S. mutans หลังจากกรองผ่านแผ่นเซลลูโลสแอซิเตดเมมเบรน 
 

 

รูปที่ 3.10 ความเข้มสี (intensity) ของกระดาษเซลลูโลสแอซิเตดเมมเบรนหลังจับเชื้อ S. mutans 
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ตารางที่ 3.3 ค่า OD ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ของสารละลายก่อนและหลังจับเชื้อ S. mutans ด้วย

อนุภาค 

S. mutans 

(CFU/mL) 
ODBefore ODAfter 

PBS (blank) 0.000 0.000 

102 0.002 0.001 

103 0.002 0.001 

104 0.002 0.002 

105 0.010 0.000 

106 0.013 0.001 

107 0140. 0.002 
 

 

รูปที่ 3.11 จ านวนโคโลนีของ S. mutans ก่อนและหลังจับเชื้อด้วย CWBD conjugated MNCs 

 



 
 

บทที่ 4 

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

 

MNCs ที่สังเคราะห์ผ่านกระบวนการ solvothermal method พิสูจน์เอกลักษณ์ด้วยเทคนิค XRD 

อนุภาคที่ได้เป็นเหล็กออกไซด์ (Fe3O4) และผลึกที่ได้มีโครงสร้างเป็น Face-centered cubic (FCC) จากเทคนิค 

TEM ได้อนุภาคมีลักษณะรูปร่างเป็น cluster ขนาดเฉลี่ย 179±30 นาโนเมตร สามารถยืนยันการกราฟต์ PAA 

และ ติด CWBD บน MNCs ได้ด้วยเทคนิค FT-IR พบสัญญาณของ Fe-O stretching ที่ 528 cm-1 เป็นของธาตุ

เหล็กออกไซด์ พบสัญญาณ  C=O stretching ที่ 1713 cm-1 เป็นของหมู่คาร์บอกซิลของ PAA ที่กราฟต์บน 

MNCs และเมื่อติด CWBD บน MNCs เกิดการหายไปของสัญญาณดังกล่าว ทดสอบหาขนาดและประจุของ

อนุภาคในการกระจายตัวของ mill-Q water ด้วยเทคนิค DLS จะได้ขนาดอนุภาคที่เพ่ิมขึ้นเมื่อท าการกราฟต์ 

PAA และติด CWBD บนพ้ืนผิว MNCs ตามล าดับ และประจุของ MNCs, PAA-grafted MNCs- และ CWBD-

conjugated MNCs จะมีค่าเป็นบวก, ลบและติดลบน้อยลง เนื่องจากการแตกตัวของหมู่ฟังก์ชันที่ล้อมรอบ MNCs 

และยืนยันการกราฟต์ PAA และติด CWBD ด้วยเทคนิค TGA พบการสลายไปของสารประกอบอินทรีย์ที่ช่วง

อุณหภูมิ 300-600 องศาเซลเซียส  

สามารถกราฟต์ PAA บนพ้ืนผิว MNCs ผ่านปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซชันริเริ่มจากพ้ืนผิวผ่านกลไกแบบ 

RAFT polymerization เมื่อน าพอลิเมอร์ที่สังเคราะห์ได้ในสารละลายพิสูจน์เอกลักษณ์ด้วยเทคนิค 1H-NMR 

ค านวณ DP = 97.8 มี % conversion = 97% ค านวณน้ าหนักโมเลกุลของ PAA = 6,565 ซึ่งในการสังเคราะห์ 

PAA ตามทฤษฎีใช้ DP เท่ากับ 100 และมีน้ าหนักโมเลกุลเท่ากับ 7,268 ค่าท่ีได้ใกล้เคียงกับทฤษฎี 

ตรวจวัดปริมาณเชื้อ S.mutans โดยแบ่งเป็น 2 ขั้นตอนหลัก เริ่มจากใช้ CWBD-conjugated MNCs จับ

กับเชื้อ S.mutans ท าการแยก MNCs ที่จับกับเชื้อและไม่จับกับเชื้อออกจากสารละลายตัวอย่างโดยใช้

สนามแม่เหล็กภายนอก (magnetic separation) ขั้นที่สองเป็นการแยกอนุภาคที่จับกับเชื้อออกจากอนุภาคที่จับ

กับเชื้อ โดยการกรองแบบเลือกผ่าน (selective filtration) บนแผ่นเซลลูโลสแอซิเตดเมมเบรนที่รูพรุนมีขนาด

เส้นผ่าศูนย์กลาง 0.8 ไมโครเมตร อนุภาคท่ีจับกับเชื้อจะติดบนแผ่นเมมเบรน แต่ความเข้มสีบนแผ่นเมมเบรนที่ได้

ไม่แปรผันตามจ านวนปริมาณเชื้อ S.mutans เนื่องจากเอนไซม์ที่มาจับเชื้อเกิดการเสื่อมสภาพจับตัวกันเป็นก้อน 

ขนาดของ MNCs ที่คอนจูเกตกับเอนไซม์มีขนาดมากกว่า 0.8 ไมโครเมตร ท าให้ไม่สามารถกรองผ่านแผ่นเมม

เบรนได้ แต่สามารถยืนยันกันจับเชื้อได้จากการลดลงของเชื้อหลังใช้อนุภาคจับเทียบกับก่อนจับเชื้อ 

หากได้ผลการศึกษาที่เหมาะสมจากการตรวจวัดเชื้อ S.mutans ด้วย CWBD-conjugated MNCs และ

ท าการแยกอนุภาคที่จับกับเชื้อโดยการกรองเลือกผ่านแล้ว งานวิจัยที่จะด าเนินการต่อในอนาคตจะเป็นการน า

กระบวนการ magnetophoretic chromatography มาใช้ในการวิเคราะห์หาปริมาณเชื้อ S.mutans ที่จับด้วย 
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CWBD-conjugated MNCs และท าการขยายสัญญาณการจับเชื้อ  S.mutans ด้วยปฏิกิริยาออกซิเดชันของ 

tetramethylbenzidine (TMB) 
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ประวัติผู้วิจัย 

 

นางสาวสุทธาวัลย์ ใส้เพ้ีย เกิดเมื่อวันที่ 26 กรกฎาคม 2537 ที่ตรัง ส าเร็จการศึกษามัธยมศึกษาตอน

ปลาย สายสามัญ แผนกวิทยาศาสตร์-คณิตศาสตร์ จากโรงเรียนห้วยยอด เมื่อปีการศึกษา 2555 เข้าศึกษาใน

หลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เมื่อปีการศึกษา 2556 ที่

อยู่ที่สามารถติดต่อได้หลังจากจบการศึกษาคือ 99/154 ม.6 ซอย 11 แขวงล าปลาทิว เขตลาดกระบัง กรุงเทพฯ 
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