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บทที่ 1 
บทนำ 

 
1.1 ความเป]นมาและมูลเหตุจูงใจ 
 การติดเช้ือในปอดเป^นสาเหตุหลักของการเจบ็ป©วยและการเสียชีวิตในผูZป©วยโรคปอดเรื้อรงั การติดเช้ือเช_นน้ีทำใหZ
เน้ือเย่ือของผูZป©วยเสียหายและอาจเสียชีวิตไดZ โดยสาเหตุหลกัมาจากแบคทีเรียแกรมลบ Pseudomonas aeruginosa[1, 
2] การรักษาการติดเช้ือเป^นไปไดZยาก เน่ืองจากสารตZานจุลชีพธรรมดาไม_สามารถสามารถกำจัดการติดเช้ือที่สรZางฟ™ล+ม
ชีวภาพไดZ สำหรบัเปา́หมายในการต_อตZานการสรZางฟ™ล+มชีวภาพที่เป^นไปไดZ เช_น ทำใหZฟ™ล+มชีวภาพอ_อนแอลงดZวย 
quorum-sensing inhibitors หรอื ฆ_าแบคทีเรียดZวยยาปฏิชีวนะ[3]  แต_พบว_าตัวแบคทีเรียที่มกีลไกในการสรZางฟ™ล+ม
ชีวภาพสามารถทนต_อยาปฏิชีวนะที่ความเขZมขZนสูงไดZหรือทีเ่รียกว_า “recalcitrance” นำไปสู_การรกัษาที่ลZมเหลวและการ
ติดเช้ือซ้ำ[4] การรักษาทางคลินิกโดยใชZยาปฏิชีวนะมักจะพจิารณาประสิทธิภาพจากความเขZมขZนต่ำที่สุดของการยับย้ัง
หรือ MIC[5] ดังน้ันในการรกัษาเป^นเพียงการใหZความเขZมขZนของยาปฏิชีวนะที่สูงข้ึน และ ใชZเวลาในการรกัษานานกว_า
ปกติ ซึ่งบ_งบอกถึงประสิทธิภาพในการรักษาที่ต่ำ[6]    
  ยาปฏิชีวนะที่นิยมนำมาใชZรักษาโรคที่เกิดจาก แบคทีเรียแกรมลบ Pseudomonas aeruginosa คือ 
gentamicin ซึง่เป^นยาปฏิชีวนะที่ใชZกันทั่วไปในป°จจบุัน แต_มีประสิทธิภาพในการรักษาจะข้ึนกับความสามารถในการด้ือ
ยาของแบคทีเรีย ย่ิงการรักษาโรคทีเ่กี่ยวกับปอดซึง่เป^นตำแหน_งที่ยาเขZาถึงไดZค_อนขZางนZอยอาจก_อใหZเกิดเกิดการด้ือยาไดZ
[7] และจากการศึกษายับย้ังการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทเีรียพบว_ายากลุ_มน้ีมีค_า MIC ในระดับ μg/ml[8] ถึงแมZจะมคี_า 
MIC ที่ต่ำแต_การรักษาดZวยยาปฏิชีวนะเสี่ยงแต_อาการด้ือยาจากการกลายพันธุ+โดยการสรZางช้ันฟ™ล+มชีวภาพของแบคทเีรยี
ในครั้งต_อไป  
 ในงานวิจัยน้ีจึงมีเป´าหมายที่จะพัฒนายาที่ใชZในการยับย้ังการเจริญเติบโตของแบคทเีรียแกรมลบ Pseudomonas 
aeruginosa ที่มปีระสทิธิภาพดีข้ึนและไม_เสี่ยงต_ออาการด้ือยา โดยจากการศึกษางานวิจัยพบว_า EDTA ไดZรบัการยอมรบั
ว_าสามารถยับย้ังการเจริญเติบโตของแบคทเีรีย โดยผ_านการทำลายเย่ือหุZมแบคทีเรีย[9]   ค_า MIC ของ EDTA ในระดับ 
μg/ml[10] และยังมีการยืนยันว_า EDTA มีความสามารถในการทำลายฟ™ล+มชีวภาพซึ่งเป^นป°จจัยสำคัญสำหรับการด้ือยา
ของแบคทีเรียน ไดZดีกว_า ยา gentamicin ถึง 1000 เท_า[11]  และจากการศึกษาพบว_าขนาดของอนุภาคมีผลต_อ
พฤติกรรมเมือ่อยู_ภายใน cell โดยย่ิงขนาดเล็กย่ิงมีความสามารถในการแพร_กระจายไดZดีกว_าและยังสามารถถูกกำจัดไดZ
ง_ายกว_า[12] ทางผูZวิจัยจงึคาดว_าอนุภาคนาโนของEDTAจะช_วยเพิ่มประสิทธิภาพในการยับย้ังการเจรญิเติบโตของ
แบคทีเรียแกรมลบ Pseudomonas aeruginosa  
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1.2 การทบทวนวรรณกรรม (Literature review) 
 ในปx 1976 DALIUS J. BRIEDIS และคณะ[8] ไดZทดสอบประสิทธิภาพการยับย้ังการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย
ดZวยยา gentamicin กับ แบคทีเรียแกรมลบ Pseudomonas aeruginosa PA01 พบว_าไดZค_า MIC มากกว_า 25 μg/ml 
จากการศึกษาพบว_า แบคทีเรียแกรมลบ Pseudomonas aeruginosa PA01 สามารถตZานทานยาปฏิชีวนะอย_าง ยา 
ciprofloxacin แต_ยังมีความเสี่ยงต_อการด้ือยาของแบคทีเรยี 
 ในปx 2006 Ehud Banin และคณะ[11] ไดZทดสอบเปรียบเทียบประสิทธิภาพระหว_าง EDTA กบั ยาปฏิชีวนะที่ใชZ
กันทั่วไปอย_างยา gentamicin สำหรบัการยับย้ังเช้ือแบคทเีรียแกรมลบ Pseudomonas aeruginosa PA01 ที่สามารถ
สรZางฟ™ล+มชีวภาพไดZ พบว_า EDTA มีความสามารถในการทำลายฟ™ล+มชีวภาพ ซึ่งเป^นสามารเหตุของการด้ือยาของ
แบคทีเรียชนิดน้ีไดZดีกว_ายา gentamicin ถึง 1000 เท_า  
 ในปx 2020 Abdel-Rhman SH และคณะ[10]  ไดZนำ EDTA มาทดสอบประสิทธิภาพการยับย้ังการเจรญิเติบโต
ของแบคทีเรียแกรมลบ Pseudomonas aeruginosa PA01 พบว_าไดZค_า MIC อยู_ในช_วง 39-12500 μg/ml จากขZอมลู
ขZางตZนทำใหZ EDTA เป^นอีกหน่ึงทางเลือกที่น_าสนใจสำหรบัการศึกษาเพื่อพัฒนาต_อสำหรับเป^นยาในการยับย้ังเช้ือ
แบคทีเรีย Pseudomonas aeruginosa PA01  
 ในปx 2011 Neeraj Kumar และคณะ[13] สังเคราะห+อนุภาคนาโนของ EDTA โดยเริม่จากการ Ca-Na2EDTA 
จากน้ันใชZ Polyvinyl alcohol ( PVA ) เป^น polymer support ที่ความเขZมขZน 1%( w/v ) และใชZ stirring rateในช_วง 
1200 - 1400 rpm ซึ่งขนาดของอนุภาคนาโนที่ไดZเฉลี่ยที่ 300 – 400 nm นำอนุภาคนาโนที่สังเคราะห+ไดZดักจบัโลหะใน
ปอด เทียบกับ EDTA เสZนผ_านศูนย+กลางขนาดไมโครเมตร ซึ่งสามารถบ_งบอกไดZว_าขนาดของอนุภาคนาโนที่สงัเคราะห+ไดZ
ข้ึนกับความเขZมขZนของ polymer support  
 ในงานวิจัยน้ีจะปรบัปรุงวิธีการสังเคราะห+และเพิ่มความเสถียรของอนุภาคนาโน EDTA ดZวยการปรบัเปลี่ยนชนิด
และความเขZมขZนของ polymer support จากน้ันนำไปศึกษาผลการยับย้ังเช้ือแบคทเีรียเทียบกบั EDTA ปกติและยา
ปฏิชีวนะชนิด gentamicin   

 
1.3 วัตถุประสงค7 
1. สังเคราะห+และพสิจูน+เอกลักษณ+ของอนุภาคนาโนของ EDTA  
2. ศึกษาความสามารถในการยับย้ังการเจริญเติบโตของแบคทีเรียแกรมลบ Pseudomonas aeruginosa PA01 
1.4 ประโยชน7ท่ีคาดว̂าจะไดuรับ 
ในดZานความรูZและประสบการณ+ต_อตัวนิสิตเอง 
1. มีความรูZความเขZาใจเกี่ยวกับวิธีการสังเคราะห+อนุภาคนาโนของ EDTA  
2. สามารถหาประสทิธิภาพของการสังเคราะห+ทัง้ในเชิงปริมาณและเชิงคุณภาพของการสงัเคราะห+ไดZจากเทคนิค 
ICP-OES และ EA  
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ความรูZ ความเขZาใจที่จะนำไปสู_การแกZไขป°ญหาของสังคมหรอืสภาพแวดลZอม 
1. วิธีการสังเคราะห+อนุภาคนาโนของ EDTA สามารถนำไปต_อยอดในภาคการวิจัยและภาคอุตสาหกรรมไดZในการ
นำไปใชZยับย้ังเช้ือแบคทเีรีย 
1.5 วิธีการดำเนนิงาน 

ก. แผนการศึกษา 
 

1. ศึกษางานวิจัยทีเ่กี่ยวขZอง 
1.1. ศึกษาขZอมูลคุณสมบัติของสารเคมีที่เกี่ยวขZองกับการสังเคราะห+  
1.2. ศึกษารวบรวมงานวิชาการที่เกี่ยวขZองกับการสงัเคราะห+ อนุภาคนาโนของ EDTA  
2. สังเคราะห+และปรบัปรุงความเสถียรดZวย polymer support ของอนุภาคนาโนของ EDTA โดยใชZ Na2-EDTA 

เป^นสารต้ังตZน 
3. วัดขนาดของอนุภาคนาโนแบบปกติและแบบที่ใส_ polymer support ดZวยเทคนิค NTA และ DLS  
4. พิสูจน+เอกลักษณ+ของอนุภาคนาโนของ EDTA แบบปกติและแบบที่ใส_ polymer support ดZวยเทคนิค FTIR, 

ICP-OES, EA, NTA และ DLS 
5.วิเคราะห+ขZอมูล สรุปผล และเขียนรายงาน 
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ข. ระยะเวลาที่ศึกษา 
 
ข้ันตอนดำเนินงาน ระยะเวลาดำเนินงาน (เริ่ม เดือนสิงหาคม 

2563) 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 

1. คZนควZาศึกษาขZอมูลจัดเตรียมอุปกรณ+เครื่องมอืและสารเคม ี          
2. สงัเคราะห+อนุภาคนาโนของ EDTA โดยใชZ Na2-EDTA เป^นสาร
ต้ังตZน 

         

3. วัดขนาดของอนุภาคนาโนแบบปกติและแบบที่ใส_ polymer 
support ดZวยเทคนิค DLS และ NTA 

         

4. พิสจูน+เอกลักษณ+ของอนุภาคนาโนของ EDTA แบบปกติและ
แบบที่ใส_ polymer support ดZวยเทคนิค IR, ICP-OES และ EA 

  -       

5. วิเคราะห+ขZอมลู สรุปผล และเขียนรายงาน          
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1.6 ทฤษฎี 
1.6.1 Disodium ethylenediaminetetraacetic acid (Na2-EDTA) 
 Disodium ethylenediaminetetraacetic acid หรือ C10H14N2Na2O8 เป^นสารประกอบของเกลือโซเดียมที่มี
ลักษณะเป^นของแข็งสีขาว ซึ่งเปน̂สารทีส่ามารถทำคีเลตกบัไอออนของโลหะหนักไดZ. โดย EDTA จะสรZางพันธะกับโลหะ
แลZวไดZเป^นสารประกอบเชิงซZองทีส่ามารถละลายน้ำไดZโดยจะสามารถถูกขับออกไดZทางไต[14] 
 

 
รูปที่ 1.1 โครงสรZางของ Na2-EDTA 
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1.6.2 หลักการสังเคราะห+อนุภาคนาโน 
 การสงัเคราะห+อนุภาคนาโนมี 2 วิธีหลกัคือ top – down และ bottom – up โดยในงานวิจัยน้ีเลอืกสงัเคราะห+
แบบ bottom – up เน่ืองจากวิธี top – down เป^นการสังเคราะห+อนุภาคนาโนจากวัสดุขนาดใหญ_ โดยใชZกระบวนการ
ทาง physicochemical ซึ่งมีผลใหZพื้นผิวของอนุภาคนาโนไม_สม่ำเสมอและส_งผลต_อคุณสมบัติของอนุภาคนาโน แต_การ
สังเคราะห+แบบ bottom – up เป^นการรวมตัวของ ไอออน อะตอม หรือ โมเลกลุ ขนาดเล็กจนใหญ_ข้ึนเป^นระดับนาโน
เมตร ทำไดZหลากหลายวิธี ในงานวิจัยน้ีไดZใชZการตกตะกอนร_วมระหว_าง carboxylate group ของ EDTA และ Ca2+[15, 
16] 
 

 
 

รูปที่ 1.2 การสังเคราะห+อนุภาคนาโนแบบ top – down และ bottom – up 
 
1.6.3 การเคลือบอนุภาคนาโนดZวย polymer support  
 เน่ืองจากความสามารถในการรวมตัว (aggregation) ของอนุภาคข้ึนอยู_กับความสามารถในการละลายน้ำของ
อนุภาค โดยอนุภาคนาโนจะละลายกลบัมาอยู_ในสภาพไอออนแลZวจากน้ันจงึค_อยเกิดปฏิกิริยาเคมีกบัอนุภาคนาโน
ขZางเคียงแลZวเกิดเป^นอนุภาคนาโนขนาดใหญ_ข้ึนเปรียบเสมือนการพอกของอนุภาค โดยเมื่อเติม polymer  ลงไปเคลอืบที่
ผิวของอนุภาคนาโนทำใหZอนุภาคนาโนมีความเสถียรมากข้ึน ละลายน้ำไดZนZอยลง และมีแนวโนZวจะเกิดการรวมตัวนZอยลง 
[17] 
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1.6.3.1 Carboxymethyl cellulose (CMC) 
 Carboxymethyl cellulose หรือ เป^นสารประกอบในกลุ_ม cellulose สูตรทางเคมีคือ (C8H16O8)n เป^นของแข็ง
สีขาวขุ_น โดยขนาดของ CMC โดยในงานวิจัยน้ีเลือก 2 ขนาดคือมี M.W. ประมาณ 90,000 และ 250,000 เพื่อ
เปรียบเทียบผลของขนาดพอลิเมอร+ ดZวยโครงสรZางของ Carboxymethyl cellulose เป^นพอลเิมอร+ทีม่ีหน_วยซ้ำเป^น
อนุพันธ+ของ cellulose ซึ่งไม_เป^นพิษและสามารถย_อยสลายไดZดZวยวิธีทางชีวภาพ[18] และจากงานวิจัยพบว_า CMC เป^น
ตัว stabilizer ที่ดีในการนำมาเคลอืบในอนุภาคนาโนที่มีน้ำเป^นตัวกลาง ซึง่หมู_ carboxylate ของ CMC ในสภาวะเบสจะ
จับกบัอนุภาคนาโนดZวย ion - dipole [19]  
 

  
R =  CH2COOH 

รูปที่ 1.3 โครงสรZางของ Carboxymethyl cellulose polymer support  
1.6.3.2 2-[2-[3,5-Bis(2-hydroxyethoxy)oxolan-2-yl]-2-(2-hydroxyethoxy)ethoxy]ethyl (E)-octadec-9-enoate 

(Tween 80)  
 Tween 80 หรือ (C32H60O10)n เป^นของเหลวหนืดสเีหลืองอำพัน มี pH ระหว_าง 5-7 และมรีสขม จากหลาย
งานวิจัยพบว_าเมื่อเคลือบ tween 80 ลงบนพื้นผิวของอนุภาคนาโนสามารถรักษาเสถียรภาพของอนุภาคนาโนใน
สารละลายไดZอย_างมีประสิทธิภาพโดย ซึ่งหมู_ hydroxy ของ Tween 80 ในสภาวะเบสจะจบักับอนุภาคนาโนดZวยแรง ion 
- dipole [20, 21]  

 
รูปที่ 1.4 โครงสรZางของ Tween 80 
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1.6.3.3  Polyvinyl alcohol (PVA) 
 Polyvinyl alcohol หรือ (C2H4O)n เป^นของแข็งสีขาวละลายไดZดีในน้ำในช_วง pH ประมาณ 5 – 8 จากหลาย
งานวิจัยพบว_าเมื่อนำ PVA ไปเคลือบทีผ่ิวของอนุภาคนาโนจะเพิ่มความเสถียรของอนุภาคและลดการรวมตัวกันของ
อนุภาคไดZ เน่ืองจากสาย alkyl ของ PVA ทีเ่ขZาไปลZอมจะสามารถป´องกันการรวมตัวกันของอนุภาคนาโนไดZ ซึ่งหมู_ 
hydroxy ของ Tween 80 ในสภาวะเบสจะจับกบัอนุภาคนาโนดZวยแรง ion - dipole [22, 23] 
 

 
 

รูปที่ 1.5 โครงสรZางของ Polyvinyl alcohol 
1.6.4 Nanoparticle Tracking Analysis (NTA)  

หลักการวิเคราะห+ของเทคนิค Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) 
NTA เป^นเทคนิคที่ใชZในการวัดขนาดของอนุภาคที่อยู_ในช_วง 10 – 1000 nm โดยหลกัการทำงานของ NTA  อนุภาคใน
สารคอลลอยด+ที่มีน้ำเป^นตัวทำละลายจะถูกเติมลงในภาชนะและถูกยิงดZวยแสงเลเซอร+ แสงเลเซอร+ที่ผ_านอนุภาคจะ
กระเจิงออกและถูกตรวจวัดไดZดZวยกลZองดิจิตอล ซึง่จะเเสดงขZอมูลเป^นภาพการเคลือ่นที่ของอนุภาคแบบไรZรูปแบบ         
(Brownian) การเคลือ่นที่ของอนุภาคในตัวกลางที่ความเขZมขZนต่ำๆ สามารถคำนวณไดZจากความหนืดของตัวกลาง 
อุณหภูมิ และขนาดของอนุภาค Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) software จะวิเคราะห+จำนวนอนุภาคแต_ละ
ตัวโดยการใชZสมการของ Stokes-Einstein  ในการคำนวณหา Hydrodynamic Size หรือขนาดของอนุภาคที่ข้ึนอยู_กบั
พฤติกรรมเมือ่อยู_ในของไหล[24] 
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รูปที ่1.6 เทคนิค Nanoparticle Tracking Analysis ( NTA ) 

1.6.5 Dynamic Light Scattering (DLS) 
 หลักการวิเคราะห+ของเทคนิค Dynamic Light Scattering (DLS) 
DLS เป^นเทคนิคที่ใชZในการวัดขนาดของอนุภาคที่อยู_ในช_วง 0.005 - 5 µm โดยหลักการทำงานของ DLS วัดขนาดของ
อนุภาคในสารคอลลอยด+ทีม่ีน้ำเปน̂ตัวทำละลาย โดยอาศัยการกระเจงิของแสง อนุภาคที่มีขนาดเล็กจะเคลื่อนที่อย_างไรZ
รูปแบบ (Brownian) การเคลื่อนที่ของอนุภาคในตัวกลางทีค่วามเขZมขZนต่ำๆ สามารถคำนวณไดZจากความหนืดของ
ตัวกลาง อุณหภูมิ และขนาดของอนุภาค ดังสมการของ Stokes-Einstein ซึ่งขนาดที่ไดZจะเป^นจะเป^นการคำนวณผ_าน 
Hydrodynamic Size หรือขนาดของอนุภาคที่ข้ึนอยู_กบัพฤติกรรมของอนุภาคเมือ่อยู_ในของไหล[25, 26] 

 
รูปที่ 1.7 เทคนิค Dynamic Light Scattering (DLS) 

1.6.6 Stokes-Einstein equation 
 ทฤษฎีที่ใชZอธิบายการเคลือ่นที่แบบ Brownian ของอนุภาคคอลลอยด+ โดยการเคลื่อนทีจ่ะถูกอธิบายผ_านการแพร_
ของอนุภาคเน่ืองจากการเคลือ่นที่แบบ Brownian จะเป^นการเคลือ่นที่แบบสุ_มจากที่ที่มีความเขZมขZนสงูไปต่ำ ซึ่งจะอธิบาย
ผ_านสมการ สมการที่ 1.1 
  



10 

 

D = kT
6πηd+

 

สมการที่ 1.1 สมการของ Stokes-Einstein 
โดย D คือ สัมประสิทธ์ิการแพร_ k คือ Boltzmann’s constant T คือ อุณหภูมิ dH คือ เสZนผ_านศูนย+กลางของอนุภาคที่มี

รูปร_างเป^นทรงกลม (Hydrodynamic diameter) η คือ ความหนืดของคอลอยด+[27] 
 
1.6.7 Minimum inhibition concentration (MIC) 
 ความเขZมขZนของยาที่ต่ำทีสุ่ดในการยับย้ังการเจรญิเติบโตของเช้ือแบคทเีรีย ซึ่งสามารถบ_งบอกถึงประสทิธิภาพ
ของยาไดZ ถZาย่ิงค_า MIC ต่ำแสดงว_าประสทิธิภาพของยาย่ิงสงู ซึ่งวิธีที่นิยมในการทดสอบมี 2 วิธี Dilution test และ Agar 
disk diffusion test ในงานวิจัยน้ีใชZวิธี Dilution test เป^นหาค_า MIC จากการเจือจางยาใหZมีความเขZมขZนต_างๆนำไป
ทดสอบกับเช้ือที่กำลังเจริญเติบโต (In vivo) แลZวหาความเขZมขZนยาที่ต่ำทีสุ่ดที่ทำใหZเช้ือแบคทเีรียตายหมด ดังรปูที่ 1.9 
[28] โดยใชZเทคนิค fluorometric-based assay ในการตรวจวัด ซึ่งเป^นเทคนิคทีอ่าศัยปฏิกิริยาภายในเซลล+แบคทเีรียที่มี
ชีวิต ยกตัวอย_างเช_น resazurin microplate assay ที่อาศัยปฏิกิริยา reduction ของ resazurin โดยอาศัย NADH/H+. 
ที่อยู_ภายในแบคทีเรีย ซึ่งหลงัจากเกิดปฏิกิริยาจะไดZสารที่ใหZแสง Fluorescence โดยปริมาณแสงที่วัดไดZจะแปรผันตรงกับ
ปริมาณเช้ือแบคทีเรียที่ยังมีชีวิต[29]  

 
รูปที่ 1.8 resazurin microplate assay 
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รูปที่ 1.9 Minimum inhibition concentration (MIC) 

 
 



 

บทที่ 2 
การทดลอง 

 
2.1 เคร่ืองมือและอุปกรณ7 
2.1.1 เครื่องมือ 
2.1.1.1 FourierTransform–Infrared  spectrometer (Nicolet 6700) 
2.1.1.2 Dynamic Light Scattering (Zeta potential malvern) 
2.1.1.3 Nanosight ns30  
2.1.1.4 Thermo Scientific, iCAP 6500 ICP-OES  
2.1.1.5 Elemental Analyzer (Thermo flash 2000) 
 
2.2 สารเคม ี
2.2.1 สารเคมีสำหรบัการสงัเคราะห+อนุภาคนาโนของEDTA 
2.2.1.1 Na2-EDTA (Vivantie Inc. USA)  
2.2.1.2 CaCl2.2H2O (Merck) 
2.2.1.3 NaOH (Merck) 
2.2.1.4 Tween 80  
2.2.1.5 CMC polymer (M.W. 90000)  
2.2.1.6 CMC polymer (M.W. 250000) 
2.2.1.7 Polyvinyl Alcohol  
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2.3 วิธีการทดลอง 
2.3.1 การสงัเคราะห+อนุภาคนาโนของ calcium EDTA 
2.3.1.1 การเตรียมสารต้ังตZน    
 เตรียม NaOH ความเขZมขZน 2.50 M  
 เตรียม Ca2+ ความเขZมขZน 4.42 M  
 เตรียม Na2EDTA (ต_อหลอด) ช่ังของแข็ง Na2EDTA 0.50 g เติมน้ำ 2.00 ml จะไดZของผสม (ตะกอนไม_ละลายน้ำ) 
2.3.1.2  การสังเคราะห+อนุภาคนาโนของ EDTA 
 นำ Na2EDTA 0.50g/2ml เติม NaOH 2.50 M 1.00 ml จากน้ัน vortex จนละลายเป^นสารละลายใสไม_มีตะกอน 
จึงนำสารละลายที่ไดZไปเติม Ca2+ ความเขZมขZน 4.42 M 2.00 ml (vortex Na2EDTA ตลอดขณะเติม) จะไดZสารละลายใส
ไม_มีสีไม_มีตะกอน จากน้ัน vortex ต_อ 15-20 นาที หลงัจาก vortex นำสารละลายที่ไดZเขย_าทิ้งไวZเป^นเวลาประมาณ  20-
48 ช่ัวโมง จะไดZคอลลอยด+สีขาวขุ_น 
2.3.2  ปรับปรุงการสังเคราะห+อนุภาคนาโนของ EDTA  
2.3.2.1  ปรับปรุงการสังเคราะห+อนุภาคนาโนโดยการปรบัเปลี่ยนอัตราส_วนระหว_าง EDTA  : Ca2+   
 อัตราส_วนระหว_าง EDTA  : Ca2+ คือ 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:6, 1:7 โดยโมล 

 
อัตราส_วนระหว_าง 

EDTA  : Ca2+ 
mmol EDTA ปริมาตร NaOH 

(ml) 
mmol Ca2+ ปริมาตรสารละลาย 

(ml) 
1:1 1.34 1.00 1.34 5.00 
1:2 1.34 1.00 2.69 5.00 
1:3 1.34 1.00 4.03 5.00 
1:4 1.34 1.00 5.37 5.00 
1:5 1.34 1.00 6.72 5.00 
1:6 1.34 1.00 8.06 5.00 
1:7 1.34 1.00 9.40 5.00 

ตารางที่ 2.1 การปรับเปลี่ยนอัตราส_วนระหว_าง EDTA  : Ca2+ 
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2.3.2.2  ปรับปรุงการสังเคราะห+อนุภาคนาโนโดยการปรบัเปลี่ยนความเขZมขZนของอัตราส_วนระหว_าง EDTA  : Ca2+ 1:7 
  

อัตราส_วนระหว_าง 
EDTA  : Ca2+ 

ความเขZมขZน EDTA 
(g/ml) 

ความเขZมขZน Ca2+ 

(M) 
1:7 0.25 4.42 
1:7 0.32 5.95 
1:7 0.36 6.80 
1:7 0.46 8.50 

ตารางที่ 2.2 การปรับเปลี่ยนความเขZมขZนของอัตราส_วนระหว_าง EDTA  : Ca2+ 1:7 
 
 
2.3.2.3  ปรับปรุงการสังเคราะห+อนุภาคนาโนโดยการปรบัเปลี่ยนเวลาในการ เขย_า 

อัตราส_วนระหว_าง 
EDTA  : Ca2+ 

เวลาในการ เขย_า 
(ช่ัวโมง) 

1:7 20 
1:7 48 

ตารางที่ 2.3 ปรบัเปลี่ยนเวลาในการ เขย_า 
2.3.3 การเคลือบอนุภาคนาโนดZวย polymer support  
2.3.3.1 เตรียมสารละลาย polymer support  
 เตรียมสารละลาย Tween 80 3.00% w/v โดยการช่ัง Tween 80 ของเหลวหนืดสเีหลืองใส 1.20g ละลายในน้ำ 
40.00 ml  
 เตรียมสารละลาย CMC ทั้งตัว 2 ตัวคือมี M.W. เท_ากับ 90,000 และ 250,000 ตามลำดับ 3.00% w/v โดยการ
ช่ัง CMC ของแข็งสีขาวขุ_น 1.20g ละลายในน้ำ 40.00 ml   
 เตรียมสารละลาย Polyvinyl Alcohol 3.00% w/v โดยการช่ัง Polyvinyl Alcohol ของเหลวหนืดสเีหลืองใส 
1.20g ละลายในน้ำ 40.00 ml  
 จากน้ันนำของผสม polymer ทั้ง 4 อุ_นในเตาอบทีอุ่ณหภูมิประมาณ 60 °C เป^นเวลา 15 นาท ีจะไดZของผสม 
polymer จากน้ันนำไป vortex ต_อจนไดZสารละลายใสไม_มตีะกอน  
2.3.3.2 เคลือบ support polymer บน EDTA Nano particles   
 นำคอลลอยด+ของ EDTA มา 5.00 ml เติมดZวยสารละลาย polymer ชนิดละ 5.00 ml (ชนิดละหลอด) ความ
เขZมขZนของ support polymer ดังError! Reference source not found. จากน้ันนำไป vortex ประมาณ 10 นาทีเ
พื่อใหZสารละลายเขZากัน  
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2.3.3.3 การเคลือบ support polymer บน EDTA Nano particles โดยการปรับเปลี่ยนความเขZมขZนของsupport 
polymer 

ความเขZมขZน 
Polymer ที่ใส_      

(% w/v) 

Tween 80 
(g) 

ปริมาตรสารละลาย 
(ml) 

1.00 0.40 40.00 
2.00 0.80 40.00 
3.00 1.20 40.00 

ตารางที่ 2.4 การเตรียม support polymer โดยการปรบัเปลี่ยนความเขZมขZนของ support polymer 

 
ความเขZมขZน 

Polymer ที่ใส_      
(% w/v) 

ปริมาตร  
Polymer 

(ml) 

ปริมาตรคอลลอยด+
ของ EDTA  

ความเขZมขZนสุดทZายของ 
polymer (% w/v) 

1.00 5.00 5.00 0.50 
2.00 5.00 5.00 1.00 
3.00 5.00 5.00 1.50 
4.00 5.00 5.00 2.00 

ตารางที่ 2.5 การเคลือบ support polymer โดยการปรับเปลี่ยนความเขZมขZนของ support polymer 
 
2.3.3.4 การเคลือบ support polymer บน EDTA Nano particles โดยการปรับเปลี่ยนชนิดของ polymer  
 วิธีการเตรียมและเคลือบ support polymer ทำดZวยวิธีการเดียวกับขZอ 2.3.3.1 และขZอ 2.3.3.2 โดยจะไดZ ความ
เขZมขZนสุดทZายของ polymer แต_ละชนิดเป^น 1.50 % (w/v) 

ชนิดของ 
polymer 

ความเขZมขZนสุดทZายของ 
polymer (% w/v) 

Tween 80 1.50 
CMC (M.W. 90000) 1.50 
CMC (M.W. 250000) 1.50 

PVA 1.50 
ตารางที่ 2.6 การเตรียม support polymer โดยการปรบัเปลี่ยนชนิดของ support polymer 
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2.3.4 การเตรียมสารเพื่อนำไปพสิูจน+เอกลักษณ+  
2.3.4.1 การเตรียมสารเพื่อนำไป freeze dry   
 นำสารที่ไดZจากขZอ 2.3.1 ขZอ 2.3.3 แบ_งเป^น 2 ชุด ชุดแรกนำไป centrifuge แลZวลZางตะกอนก_อน ชุดที่ 2 ไม_ตZอง
ลZางตะกอน จากน้ันนำสารทั้ง 2 ชุดไปแช_ที่ตูZแช_อุณหภูมิ – 80.0	°C  จากน้ันจงึนำไป freeze dry เพื่อนำสารไปพสิจูน+
เอกลักษณ+ดZวยเทคนิค FT-IR, ICP-OES และ EA. ต_อไป  
 



 

 
บทที่ 3 

ผลการทดลอง และการวิเคราะห7ผลการทดลอง 
 
3.1 การสังเคราะห7อนุภาคนาโน  
3.1.1 การสงัเคราะห+อนุภาคนาโนโดยการปรับเปลี่ยนอัตราส_วนระหว_าง EDTA  : Ca2+ ตาม Error! Reference s

ource not found.  
 จากการทดลองพบว_าก_อนนำไปเขย_าของผสมทกุหลอดเป^นสารละลายใสเมื่อเขย_าทิง้ไวZเป^นเวลา 24 ช่ัวโมงพบว_า
ที่อัตราส_วนระหว_าง EDTA  : Ca2+ ต้ังแต_ 1:1 ถึง 1:6 ยังคงเป^นสารละลายใสไม_มสีี มเีพียงอัตราส_วน 1:7 ที่เปลี่ยนเป^น
คอลลอยด+สีขาวคลZายนมโดยไม_พบการแยกช้ันหรือตกตะกอนจึงคาดว_าที่อัตราส_วน 1:7 น_าจะเกิดอนุภาคระดับนาโนของ 
EDTA ข้ึนแลZว จากน้ันเมื่อเขย_าของผสมต_อไปอีกประมาณ 30 ช่ัวโมง พบว_าอัตราส_วน 1:7 ยังคงมลีักษณะเป^นคอลลอยด+
สีขาวคลZายนมอยู_ และพบว_าที่อัตราส_วน 1:6 เกิดคอลลอยด+สีขาวคลZายนมข้ึนเช_นกัน แต_อีก 5 อัตราส_วนที่เหลือยังคงเป^น
สารละลายใสไม_มสีีอยู_เช_นเดิม และแมZจะเขย_าทิ้งไวZอีกถึง 24 ช่ัวโมง ทั้ง 5 อัตราส_วนก็ยังคงเป^นสารละลายใสไม_มสีีอยู_ จึง
สามารถสรปุไดZว_าที่อัตราส_วน EDTA  : Ca2+ เท_ากับ  1:7  เป^นอัตราส_วนที่ดีทีสุ่ดในการสงัเคราะห+อนุภาคนาโน เน่ืองจาก
ไดZคอลลอยด+ในเวลาทีส่ั้นที่สุดเพียง 20 – 30 ช่ัวโมง และมคีวามเสถียรอยู_ตัวไดZนานกว_า 30 ช่ัวโมง  
 

 
รูปที่ 3.1 อัตราส_วนที่ดีทีสุ่ดของ EDTA : Ca2+ ที่ทำใหZไดZ คอลลอยด+สีขาวคลZายนม คืออัตราส_วน 1:6 และ 1:7 ตามลำดับ 
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3.1.2 การสงัเคราะห+อนุภาคนาโนโดยการปรับเปลี่ยนความเขZมขZนของอัตราส_วนระหว_าง EDTA  : Ca2+ (1:7) 
 จากการทดลอง 3.1.1 ทำใหZเราไดZอัตราส_วน EDTA  : Ca2+ ที่ดีที่สุดเป^น  1:7  แต_ยังใชZเวลาสังเคราะห+นานถึง 20 
– 30 ช่ัวโมง จงึทดลองเพิ่มความเขZมขZนของสารต้ังตZนเพื่อใหZสารสามารถตกตะกอนเร็วข้ึน โดยเปลี่ยนความเขZมขZนของ 
EDTA และ Ca2+ ตาม ตารางที่ 2.2 และพบว_าที่ความเขZมขZนของ Ca2+ เท_ากับ 8.50 M ซึ่งเป^นความเขZมขZนสูงสุดที่
ทดลอง เกิดตะกอนทันทีที่นำสารละลาย Ca2+ ผสมกับสารละลาย EDTA ส_วนที่ความเขZมขZนต่ำลงเกิดเป^นคอลลอยด+สขีาว
คลZายนมเมือ่เขย_าของผสมทิง้ไวZเป^นระยะเวลาหน่ึง แต_คอลลอยด+ทีเ่กิดจาก Ca2+ เขZมขZน 5.95 และ 6.80 M พบแยกช้ัน
และตะกอนขนาดใหญ_จงึไม_เหมาะกับการนำไปใชZ ความเขZมขZนของ Ca2+ ที่เหมาะสมจึงเท_ากบั 4.42 M 
 

 
รูปที่ 3.2 การสังเคราะห+อนุภาคนาโนโดยการปรบัเปลี่ยนความเขZมขZน 6.80, 5.95, 4.42 M ตามลำดับ  
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3.1.3 การสงัเคราะห+อนุภาคนาโนโดยการปรับเปลี่ยนเวลาในการ เขย_า   
 จากการทดลอง 3.1.1 พบว_าอัตราส_วน EDTA : Ca2+ ที่ดีทีสุ่ดคือ 1:7 สามารถสรZางคอลลอยด+ไดZในเวลา 24 
ช่ัวโมงและยังคงรักษาสภาพคอลลอยด+น้ีไวZไดZกว_า 48 ช่ัวโมง จึงนำอนุภาคจากการเขย_าที่ 24 และ 48 ช่ัวโมงมาวัดขนาด
เทียบกันเพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงขนาดของอนุภาค โดยเมื่อนำคอลลอยด+ไปวิเคราะห+ขนาดดZวยเทคนิค NTA พบว_า
อนุภาคที่ไดZจากการเขย_าที่ 24 และ 48 ช่ัวโมง ดังแสดงในรปูที่ 3.3  
 

 
รูปที่ 3.3 เสZนผ_านศูนย+กลางของอนุภาคนาโนโดยการปรบัเปลี่ยนเวลาในการ เขย_า 

 
พบว_าทั้ง 2 สภาวะยังคงมีขนาดอยู_ในช_วงนาโนเมตรโดยที่ระยะเวลาสังเคราะห+ 24 ช่ัวโมง ไดZอนุภาคนาโนที่มีเสZนผ_าน
ศูนย+กลาง 121.2 ± 53.30 nm และที่ 48 ช่ัวโมงมีเสZนผ_าศูนย+กลาง 212.9 ±62.90 nm จึงสรุปไดZว_าการตกตะกอนดZวย
ระยะเวลาที่นานข้ึนทำใหZอนุภาคมีขนาดใหญ_ข้ึน 
 เพื่อแต_ป´องกันไม_ใหZอนุภาคเกาะกลุ_มกันจนตกเป^นตะกอน จงึนำอนุภาคนาโนไปเคลือบดZวย polymer  ต_อไป 
เพื่อใหZความเกะกะของสาย polymer ป´องกันไม_ใหZอนุภาคเกาะกลุ_มกันจนตกตะกอน [17] 
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3.2 การเคลือบอนุภาคนาโนดuวย polymer support  
3.2.1 เปรียบเทียบขนาดของอนุภาคนาโนแบบทีเ่คลือบและไม_เคลอืบ polymer ดZวยเทคนิค DLS  
 ในการทดลองน้ี polymer ที่ใชZไดZแก_ Tween 80 และ PVA ที่ความเขZมขZน 1.50 %(w/v) จากการวิเคราะห+
ขนาดของอนุภาคนาโนไดZผลดังรูปที่ 3.4 
 

 
รูปที่ 3.4 เสZนผ_านศูนย+กลางของอนุภาคนาโนแบบทีเ่คลอืบและไม_เคลือบ polymer support 

 
ผลการทดลองพบว_าขนาดของอนุภาคหลังเคลือบดZวย polymer  มีขนาดเล็กลง นอกจากน้ันขนาดของอนุภาคนาโนที่
เคลือบดZวย Tween 80 มีขนาดเล็กกว_าทีเ่คลือบดZวย PVA แสดงว_าชนิดของ polymer มผีลต_อขนาดอนุภาค เน่ืองจาก 
polymer เมื่อเขZาไปอยู_ที่พื้นผิวของอนุภาคนาโน polymer จะไปเพิม่ผลของ steric ทำใหZอนุภาคนาโนเกิดการรวมตัวกัน
ไดZยากมากข้ึน และ เน่ืองจากโครงสรZางของ Tween 80 มีความเกะกะมากกว_าโครงสรZางของ PVA จึงคาดว_าน_าจะทำใหZ
อนุภาคที่เคลือบดZวย Tween 80 มผีลของ steric มากกว_าอนุภาคที่เคลือบดZวย PVA  
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3.2.2 การเคลือบอนุภาคนาโนดZวย polymer support โดยปรบัเปลี่ยนความเขZมขZนของ polymer support  
 ไดZทดลองเปลี่ยนความเขZมขZนของ polymer ตามตารางที่ 2.4 เพื่อหาความสมัพันธ+ระหว_างความเขZมขZนของ 
polymer กบัขนาดอนุภาคนาโนที่สงัเคราะห+ไดZดZวยเทคนิค NTA โดยไดZขนาดของอนุภาคดังรูปที่ 3.5 
 

 
รูปที่ 3.5 เสZนผ_าศูนย+กลางของอนุภาคนาโนโดยปรบัเปลีย่นความเขZมขZนของ tween 80 polymer support  

 
จากผลการทดลองพบว_าที่ความเขZมขZนของ polymer เท_ากบั 1.50 %w/v อนุภาคนาโนที่ไดZจะมีขนาดเล็กที่สุด จากผล
การทดลองพบว_าขนาดของอนุภาคแปรผกผันกับความเขZมขZนของ polymer เน่ืองจาก ย่ิงความเขZมขZนของ polymer สงู
มากข้ึนย่ิงทำใหZสามารถเคลอืบ polymer ลงบนผิวของอนุภาคไดZมากข้ึน จึงทำใหZผลของ steric สงูข้ึน ซึ่งสามารถ
ขัดขวางการรวมตัวกันของอนุภาคไดZมากข้ึน จึงใชZความเขZมขZนน้ีในการนำไปทดสอบหาความสัมพันธ+ระหว_างชนิดของ 
polymer กบัขนาดอนุภาคนาโนที่สงัเคราะห+ไดZ ต_อไป  
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3.2.3 การเคลือบ polymer support โดยการปรบัเปลี่ยนชนิด 
 การทดลองน้ีไดZเปลี่ยนชนิด polymer เพือ่หา polymer  ทีเ่หมาะที่สุดในการนำไปใชZ ซึ่งเมื่อวัดขนาดของ
อนุภาคนาโนดZวยเทคนิค NTA แลZวพบว_า อนุภาคที่เกิดจาก polymer แต_ละชนิดมเีสZนผ_าศูนย+กลางดังรูปที่ 3.6 
 

  
รูปที่ 3.6 เสZนผ_านศูนย+กลางของอนุภาคนาโนโดยปรบัเปลี่ยนชนิดของ polymer support 

 
จากผลการทดลองพบว_า polymer ที่ทำใหZขนาดของอนุภาคนาโนเล็กที่สุดคือ Tween 80 โดยมีขนาดเฉลี่ยเท_ากับ 
178.0 ± 76.0 nm ส_วนอนุภาคที่เคลือบดZวย CMC (M.W. 90,000) มีขนาดเฉลี่ยเท_ากบั 190.0 ± 52.2 nm ซึง่ต่ำกว_า
เล็กนZอย เมื่อนำไปเทียบกับอนุภาคที่เคลือบดZวย CMC (M.W. 250,000) และ PVA โดยมีขนาดเฉลี่ยอยู_ที่ 195.5 ± 70.2 
nm และ 305.2 ± 109.5 ตามลำดับ ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับอนุภาคนาโนที่เคลือบดZวย Tween 80 และ CMC (M.W. 
90,000) พบว_ามเีสZนผ_านศูนย+กลางของอนุภาคที่ใหญ_กว_าอย_างเห็นไดZชัด จากผลการทดลองพบว_าเมื่อเคลือบอนุภาคนาโน
ดZวย Tween80 และ CMC  ทำใหZอนุภาคนาโนเสถียรและมขีนาดเล็กทีสุ่ด จึงสรุปไดZว_าเราสามารถปรบัขนาดของอนุภาค
นาโนไดZดZวยการเคลือบ polymer ลงไปบนผิวของอนุภาค โดยเสZนผ_านศูนย+กลางของอนุภาคจะแปรผกผันกับความ
เขZมขZนของ polymer ที่ใส_เขZาไป  
 
 
 
 
 
 
 
 



23 

3.3 การศึกษาหาอัตราส^วนระหว̂าง EDTA  : Ca2+ ท่ีอยู^ภายในอนุภาคนาโน 
3.3.1 การศึกษาหาปริมาณของ Ca2+ ภายในอนุภาคดZวยเทคนิค Inductive Coupled Plasma Optical Emission 

Spectrometer (ICP-OES) ผ_าน External calibration method  
จากการทดลองพบว_าเมื่อนำสารตัวอย_างไปวัดดZวยเทคนิค ICP และคำนวณจากสมการของ กราฟ calibration ดังตารางที่ 
4.ก.4.1 พบว_า อนุภาคนาโนแต_ละชนิดทมีีรZอยละของ Ca2+ โดยน้ำหนักดังตารางที่ 3.1 

อนุภาคนาโน % Ca2+ (w/w)  
No polymer support 20.01 

Add Tween 80 polymer support 18.44 
Add CMC polymer support 19.03 

ตารางที่ 3.1 รZอยละของ Ca2+ ภายในอนุภาคดZวยเทคนิค Inductive Coupled Plasma 
3.3.2 การศึกษาหาปริมาณของ N ภายในอนุภาคดZวยเทคนิค Elemental analysis ผ_าน CHNS method  
 หลงัจากการเตรียมสารตัวอย_างอนุภาคนาโนของ EDTA ตามวิธีการทดลองที่ 3.3.2.1 จากน้ันนำไปวัดหาปริมาณ 
Nitrogen ดZวยเทคนิค Elemental analysis ผ_าน CHNS method ซึ่งจากการทดลองสามารถหาปริมาณของ Nitrogen 
ภาคในอนุภาคนาโนไดZดังตารางที่ 3.2 
 

อนุภาคนาโน % Nitrogen (w/w)  
No polymer support 6.73 

Add Tween 80 polymer support 6.38 
Add CMC polymer support 6.89 

ตารางที่ 3.2 ปรมิาณของ Nitrogen ภายในอนุภาคดZวยเทคนิค Elemental analysis ผ_าน CHNS method 
 
3.3.3 การคำนวณเพื่อหาอัตราส_วนระหว_าง EDTA  : Ca2+  ภายในอนุภาคนาโน    
 จากผลการทดลองทั้ง 2 เทคนิคตามหัวขZอ 3.3.1 และ 3.3.2 สามารถคำนวณหาจำนวน mol ของ Ca2+ และ EDTA 
ในอนุภาคนาโนแต_ละแบบไดZดังตารางที่ 3.3 
 

อนุภาคนาโน  mol Ca2+  mol Nitrogen 
No polymer support 0.0050 0.0024 

Add Tween 80 polymer support 0.0046 0.0023 
Add CMC polymer support 0.0048 0.0025 

ตารางที่ 3.3 ปรมิาณของ Ca2+ และ EDTA ในอนุภาคนาโนแต_ละแบบ 
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ซึ่งเมื่อนำมาคำนวณหาอัตราส_วนระหว_าง EDTA  : Ca2+  โดยการนำปริมาณของ EDTA ไปหารดZวยปรมิาณของ Ca2+ 
พบว_าแต_ละแบบไดZอัตราส_วน EDTA  : Ca2+  ดังตารางที่ 3.4 
 

ชนิดของอนุภาคนาโน อัตราส_วนระหว_าง EDTA  : Ca2+   
No polymer support 1:2.08 

Add Tween 80 polymer support 1:2.09 
Add CMC polymer support 1:1.84 

ตารางที่ 3.4 อัตราส_วนระหว_าง EDTA  : Ca2+  ภายในอนุภาคนาโน 

 
จากผลการคำนวณพบว_าอัตราส_วนของ EDTA  : Ca2+  เฉลีย่อยู_ที่ประมาณ 1:2 จึงบอกไดZว_าโครงสรZางของอนุภาคนาโนที่
ไดZคือ Ca2-EDTA  
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3.4 การพิสูจน7เอกลักษณ7เพ่ือเทียบระหว̂างอนุภาคนาโนแบบท่ีมีและไม^มี polymer support ดuวยเทคนคิ Fourier 

Transform Infrared Spectrometer 

  
รูปที่ 3.7 กราฟ FT-IR ของอนุภาคนาโนชนิดต_างๆและ CMC polymer   
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รูปที่ 3.8 กราฟ FT-IR ขยายพีคในช_วง C=O stretching 

 

 
รูปที่ 3.9 กราฟ FTIR. ของ Tween 80 polymer [30] 

 
จากผลการทดลอง รปูที่ 3.8 กราฟ FT-IR ขยายพีคในช_วง C=O stretching รูปที่ 3.7 กราฟ FT-IR ของอนุภาคนาโนชนิด
ต_างๆและ CMC polymer เมื่อเปรียบเทียบกราฟระหว_าง EDTA ปกติ (เสZนสีแดง) กับ อนุภาคนาโนของ EDTA ทัง้ 3 ตัว 
(เสZนสี ฟ´า, ชมพ,ู และ เขียว) พบว_าความถ่ีของพีค C=O stretching ช_วง 1600 cm-1 ของอนุภาคนาโน Ca2EDTA ทั้ง 3 
ตัวเกิด red shift เมื่อเทียบกับตัว Na2EDTA เน่ืองจากค_าความถ่ีของ C=O stretching จะแปรผกผันกบัความแข็งแรง
ของพันธะไอออนิคระหว_าง COO- และ โลหะ ดังน้ันถZาโลหะย่ิงมีประจสุงูย่ิงเกิดพันธะไอออนิค ไดZดีค_าความถ่ีของ C=O 
stretching ย่ิงนZอย[31] ซึ่งทำใหZ C=O stretching ของอนุภาคนาโน Ca2EDTA เกิด red shift เมื่อเมื่อเทียบพีคในช_วง 
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fingerprint ซึ่งมีความเหมือนกันจึงสามารถยืนยันไดZว_า เสZนสีฟ´า, ชมพ,ู และ เขียว เป^นอนุภาคนาโนของ EDTA จริง เมือ่
เปรียบเทียบสเปกตรัมระหว_างอนุภาคนาโนที่ไม_เคลือบ polymer เสZนสฟี´า และอนุภาคนาโนที่เคลือบ CMC และ Tween 
80 polymer เสZนสีชมพู และ สีเขียวตามลำดับ พบว_าพีคมลีักษณะเหมือนกันทั้งหมดโดยที่เสZนสี ชมพู และ สีเขียว ซึ่ง
เป^นของอนุภาคนาโนที่เคลอืบดZวย polymer ไม_พบพีคอื่นทีบ่_งบอกถึงการเคลือบ polymer ลงบนอนุภาคไดZเลย สาเหตุ
น_าจะมาจากการที่ใส_ปรมิาณของ polymer ค_อนขZางนZอยคือเพียง 1.50 % (w/v) และ centrifuge เพื่อลZางตะกอนออก
ก_อนนำมาศึกษาดZวยเทคนิค FTIR จึงคาดว_าปรมิาณของ polymer ที่เหลอือยู_มีนZอยมากจนไม_สามารถสงัเกตเห็นพีคไดZ  
 สรปุไดZว_าความคลาดเคลื่อนของอัตราส_วนระหว_าง EDTA  : Ca2+  ที่เคลือบดZวย CMC polymer ไม_ไดZเกิดจาก
การเคลือบดZวย polymer คาดว_าจะมาจากการลZางตะกอนก_อนนำไปทำ freeze dry อาจถูกชะ Ca2+ บางส_วนหลุด
ออกไปดZวย  
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3.5 ศึกษาผลการยับย้ังการเจริญเติบโตของแบคทเีรีย  
 ศึกษาเพื่อเปรียบเทียบความสามารถในการยับย้ังการเจริญเติบโตของแบคทเีรียระหว_าง EDTA และ อนุภาคนาโน
ของ EDTA ทีท่ดสอบดZวยเทคนิค fluorometric-based assay  microdilution method โดยรายงานผลผ_านค_า MIC ดัง
ตารางที่ 3.5 
 

แบคทีเรยี  MIC (μg/ml) 
EDTA EDTA nanoparticles 

 Pseudomonas aeruginosa PA01 32 16 
ตารางที่ 3.5 การยับย้ังการเจรญิเติบโตของแบคทเีรียระหว_าง EDTA และ อนุภาคนาโนของ EDTA 

จากผลการทดลองพบว_าอนุภาคนาโนของ EDTA เน่ืองจากการเคลือบ polymer ความเขZมขZนต่ำเกินไปและถูกชะออกใน
ข้ันตอนการลZางตะกอน และขนาดของอนุภาคนาโนของ Ca2-EDTA ทั้งแบบเคลือบและไม_เคลือบ polymer ไม_ไดZต_างกนั
มาก จึงทำใหZผลในการยับย้ังการเจริญเติบโตของแบคทเีรียเท_ากัน เมื่อนำไปเทียบกับ EDTA ปกติพบว_าสามารถยังย้ังการ
เจริญเติบโตของแบคทีเรียไดZดีกว_า EDTA ปกติ โดยมีค_า MIC นZอยกว_าถึง 2 เท_า  
 จึงสามารถสรปุไดZว_าความสามารถในการยับย้ังการเจริญเติบโตของแบคทีเรยีข้ึนอยู_กับขนาดของอนุภาค และ
อนุภาคนาโน EDTA ทีส่ังเคราะห+ไดZมปีระสทิธิภาพสูงกว_ายา gentamicin ที่นิยมใชZกันในป°จจบุันซึ่งมีค_า MIC มากกว_า             
25 (μg/ml)  
 



 

บทที่ 4 
สรุปผลการทดลอง 

 
 การศึกษาการสังเคราะห+อนุภาคนาโนของ Ca2-EDTA พบว_าอัตราส_วนระหว_าง EDTA : Ca2+ ทีเ่หมาะสมทีสุ่ดคือ 
1:7 โดยมีความเขZมขZนทีเ่หมาะสมที่สุดที่ใชZในการสังเคราะห+ ของ Ca2+ ในรูปสารละลาย และ ของ EDTA ในรปูของผสม 
เท_ากับ 4.42 M และ 0.25 g/ml ตามลำดับ 
 การศึกษาเพื่อหาขนาดของอนุภาคพบว_า ขนาดของอนุภาคข้ึนอยู_กับเวลาที่ใชZในการตกตะกอนร_วม โดยทีเ่วลา 24 
ช่ัวโมงไดZขนาดของอนุภาคนาโนเหมาะสมที่สุด และสำหรบัการเพิ่มความเสถียรและลดขนาดของอนุภาคโดยการเคลอืบ
ดZวย polymer พบว_า Tween 80 และ Carboxymethyl cellulose (M.W. 90,000) ทั้ง 2 ชนิดที่ความเขZมขZน 1.50 
%(w/v) มีความเหมาะสมทีสุ่ดในการนำมาเคลอืบลงบนผวิของอนุภาคนาโนเพื่อใหZไดZอนุภาคนาโนที่มีขนาดเล็กที่สุดทีจ่ะ
นำไปทดสอบในการยังย้ังการเจรญิเติบโตของแบคทีเรีย 
 การศึกษาเพื่อพิสจูน+เอกลกัษณ+ สามารถสรปุไดZว_าโครงสรZางของอนุภาคนาโนที่สงัเคราะห+ไดZคือ Ca2-EDTA  
 การศึกษาการการยังย้ังการเจรญิเติบโตของแบคทเีรีย พบว_าอนุภาคนาโนของ Ca2-EDTA มีค_า MIC เท_ากบั 16 
(μg/ml) 
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ภาคผนวก ก 
 

 
ตารางที่ ก.4.1 External calibration curve ของ Ca2+ 

สรZางกราฟ calibration ไดZสมการเสZนตรงของกราฟ calibration คือ y = 22.387x + 306.12 โดยมีค_า R2 = 0.9932 
การคำนวณ ตัวอย_างที่เป^นอนุภาคนาโนของ EDTA แบบไม_ใส_ polymer support 

1 mol Ca2+

40 g Ca2+ ×
172.7 g Ca2+

1000 ml
×

30 ml
0.0258 g sample

=
0.0050 mol Ca2+

g sample
 

 
การคำนวณ ตัวอย_างที่เป^นอนุภาคนาโนของ EDTA แบบใส_ Tween 80  polymer support 

1 mol Ca2+

40 g Ca2+ ×
163.5 g Ca2+

1000 ml
×

30 ml
0.0266 g sample

=
0.0046 mol Ca2+

g sample
 

 
การคำนวณ ตัวอย_างที่เป^นอนุภาคนาโนของ EDTA แบบใส_ CMC  polymer support 

1 mol Ca2+

40 g Ca2+ ×
162.4 g Ca2+

1000 ml
×

30 ml
0.0256 g sample

=
0.0048 mol Ca2+

g sample
 

  

y = 22.387x + 306.12
R² = 0.9932
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การคำนวณจากสารตัวอย_างทีเ่ป^นอนุภาคนาโนของ EDTA แบบไม_ใส_ polymer support 

6.73 g N
100 g sample

×
1 mol N
14 g N

×
1 mol EDTA

2 mol N
=

0.0024 mol EDTA
g sample

 

 
การคำนวณจากสารตัวอย_างทีเ่ป^นอนุภาคนาโนของ EDTA แบบใส_ Tween 80 polymer support 

6.38 g N
100 g sample

×
1 mol N
14 g N

×
1 mol EDTA

2 mol N
=

0.0023 mol EDTA
g sample

 

 
การคำนวณจากสารตัวอย_างทีเ่ป^นอนุภาคนาโนของ EDTA แบบใส_ CMC polymer support 

6.89 g N
100 g sample

×
1 mol N
14 g N

×
1 mol EDTA

2 mol N
=

0.0025 mol EDTA
g sample
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