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บทคดัย่อภาษาไทย 

60401202 : เทคโนโลยชีีวภาพ แผน ก แบบ ก 2 ระดบัปริญญามหาบณัฑิต 
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อนุภาคนาโนซีลีเนียมจากสารสกดักระเทียม อาจารยท่ี์ปรึกษาวิทยานิพนธ์ : รองศาสตราจารย ์ดร. 
กลัยาณี จิรศรีพงศพ์นัธ์ 

 
สารสกัดกระ เ ทียมมีสารองค์ประกอบ  Phenolic (3.09±0.02 mg GAE/ g) และ 

Flavonoids (0.045±0.01 mg CE/ g) ท่ีสามารถเป็นตวัรีดิวซ์และตวัหุ้มในการสังเคราะห์อนุภาคนา
โนซีลีเนียมกระเทียมได ้อยา่งไรกต็าม สมบติัดิวซ์ของกระเทียมมีค่าต ่า ท าใหต้อ้งเสริมดว้ย ascorbic 
acid ในการกระตุน้ปฎิกิริยาเปล่ียน Se4+ ไปเป็นอนุภาคนาโนซีลีเนียม Se0 การศึกษาหาสภาวะท่ี
เหมาะสมต่อการสังเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียมท่ีมีฤทธ์ิจ าเพาะยบัย ั้งเซลลม์ะเร็ง ท าโดยการคดั
กรองฤทธ์ิยบัย ั้งเซลลม์ะเร็งเทียบกบัเซลลป์กติของอนุภาคท่ีไดจ้ากการสังเคราะห์ สภาวะการศึกษา
การสังเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียมกระเทียม คือ 1) ความเขม้ขน้ของ sodium selenite (10, 20 และ 
30 mM) 2) ความเขม้ขน้ของสารสกดักระเทียม (2.5, 3 และ 4 mg/ml) 3) ความเป็นกรด-ด่าง (pH 4, 
6, 8, 10 และไม่ปรับ pH) และ 4) เวลาท่ีใช้ในการบ่มอนุภาคนาโนซีลีเนียม (4, 48 และ72 ชัว่โมง) 
พบว่าไดส้ภาวะท่ีเหมาะสมต่อการสังเคราะห์คือ สภาวะใช้ sodium selenite ความเขม้ขน้ 10 mM 
และสารสกดักระเทียมความเขม้ขน้ 3 mg/ml และ ไม่ปรับ pH ในระยะเวลาบ่มสงัเคราะห์ 72 ชัว่โมง 
บน shaker ในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิหอ้ง อนุภาคนาโนท่ีสังเคราะห์น ามาศึกษาลกัษณะสมบติัของอนุภาค 
ดว้ยการวดัค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดโดยใช ้UV-visible spectroscopy วิเคราะห์ลกัษณะรูปร่าง ขนาด
และธาตุท่ีเป็นองคป์ระกอบดว้ยเทคนิค SEM และ EDS พบว่าอนุภาคนาโนซีลีเนียมกระเทียมมีค่า
การดูดกลืนแสงท่ี 270 nm มีรูปร่างเป็นทรงกลมขนาด 11-70 nm มีธาตุซีลีเนียมเป็นสารประกอบท่ี
ต าแหน่ง 1.4 KeV และการวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค FTIR พบสารสกดักระเทียมในอนุภาค โดยมีหมู่
ฟังกช์นั OH, N-O, C–O–H และ S=O ท่ีคาดวา่มีบทบาทท าหนา้ท่ีเป็นตวัหุม้ (capping agent) อนุภาค
นาโนซีลีเนียม จากการวิเคราะห์พบว่าอนุภาคนาโนซีลีเนียมมีค่าศกัยซี์ตา้ และค่า PDI เท่ากบั -
23.67± 0.81 mV และ 0.181 ตามล าดับ ซ่ึงจะพิจารณาได้ว่าอนุภาคนาโนซีลีเนียมจากสารสกัด
กระเทียมมีความเสถียรในระดบัปานกลาง  (moderately stable) และมีการกระจายตวัของอนุภาค
แบบ monodisperse อนุภาคนาโนซีลีเนียมกระเทียมท่ีไดมี้ฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งตบั 
(HepG2) และเซลล์มะเร็งเต้านม  (MCF-7) ได้ดี ขณะท่ีแสดงพิษต ่าต่อเซลล์ปกติ (MRC-5) เม่ือ
วิเคราะห์ดว้ยวิธี MTT assay โดยความสามารถยบัย ั้งเซลลม์ะเร็งของอนุภาคนาโนซีลีเนียมกระเทียม 
พบมีความจ าเพาะต่อเซลล์มะเร็งมากกว่าเซลล์ปกติ โดยให้ค่า selective index มากกว่า sodium 

 



  จ 

selenite สารสกดักระเทียม และยา Tamoxifen จึงคาดว่าอาจน าไปพฒันาเป็นอาหารเสริมหรือยา
ยบัย ั้งมะเร็งไดดี้ อย่างไรก็ตาม ไม่พบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของอนุภาคนาโนซีลีเนียมกระเทียมท่ี
สังเคราะห์เม่ือวิเคราะห์ดว้ยวิธี DPPH assay ซ่ึงอาจเป็นผลจากการหุ้มท่ีมีปริมาณกระเทียมน้อย 
ร่วมกบัฤทธ์ิตา้นอนุมูลของกระเทียมสกดัท่ีมีฤทธ์ิต ่า ฤทธ์ิการยบัย ั้ง S.aureus ของอนุภาคนาโน
ซีลีเนียมกระเทียมดว้ยวิธี agar diffusion และการวดัความขุ่นของอาหารเล้ียงเช้ือ พบวา่มีฤทธ์ิในการ
ยบัย ั้ง S.aureus ไดดี้ ความสามารถยบัย ั้งเซลล์มะเร็งและยบัย ั้งแบคทีเรีย เป็นผลจากการเป็น pro-
oxidant ของอนุภาคโนซีลีเนียมกระเทียม อย่างไรก็ตาม อนุภาคท่ีสังเคราะห์มีความไม่เสถียรใน
สภาวะเก็บแบบผงแห้งในตูดู้ดความช้ืนท่ีอุณหภูมิห้อง โดยสามารถเก็บไดไ้ม่เกิน 120 วนั ท่ียงัคง
ฤทธ์ิเลือกท าลายเซลล์มะเร็งไดดี้ โดยเป็นช่วงเวลาเก็บท่ีอนุภาคนาโนซีลีเนียมกระเทียมมีความ
ปลอดภยัดี 
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บทคดัย่อภาษาอังกฤษ 

60401202 : Major (BIOTECHNOLOGY) 
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MISS PINPRAPHA SRIBENJARAT : STUDY OF SYNTHETIC CONDITIONS AND 
BIOLOGICAL ACTIVITY OF SELENIUM NANOPARTICLES FROM GARLIC EXTRACT. 
THESIS ADVISOR : ASSOCIATE PROFESSOR KALYANEE JIRASRIPONGPUN 

Garlic extract contained Phenolic (3.09 ± 0.02 mg GAE / g) and Flavonoids (0.045 ± 
0.01 mg CE / g) that could be a reducing agent and capping agent in the synthesis of garlic selenium 
nanoparticles. However, the reducing property of garlic extract was low and it must be 
supplemented with ascorbic acid to stimulate the reaction in converting Se4+ to selenium 
nanoparticles Se0. The optimal condition for synthesis of selenium nanoparticles with selectively 
cancer cells inhibition was performed by screening cancer cell inhibition of the synthesized 
particles in comparison with normal cells. The conditions studied for selenium nanoparticles 
synthesis were: 1) Concentration of sodium selenite (10, 20 and 30 mM) 2) Concentration of garlic 
extract (2.5, 3 and 4mg / ml) 3) Acidity - alkalinity (pH 4, 6, 8, 10 and no pH adjusting) and 4) 
Time periods for curing selenium nanoparticles (4, 48 and 72 hours). The optimum conditions for 
nanoparticles synthesis were found at the condition of using 10 mM sodium selenite, garlic extracts 
at 3 mg / ml, no pH adjusting of the reactant solution and the synthesis period of 72 hours on the 
shaker in the dark at room temperature. The obtained synthetic nanoparticles were studied for its 
characteristic. The maximum absorbance was measured using UV-visible spectroscopy, shape and 
size, including elemental composition was analyzed using SEM and EDAX techniques. The 
selenium garlic nanoparticles (SeNP-G) had absorbance at 270 nm, its shape was spherical with 
size of 11-70 nm. It contains selenium as determined at 1.4 KeV. The FTIR technique reported 
garlic extract in the particles, and the functional groups OH, N-O, C-O-H and S=O demonstrated 
role of garlic extract as a capping agent in the synthesis of SeNP-G. The analysis found that the 
selenium nanoparticles had the zeta potential and the PDI values were -23.67±0.81 mV and 0.181 
respectively, which can be considered that the selenium nanoparticles from garlic extracts are 
moderately stable and have the distribution of monodisperse particles.The selenium nanoparticles 
from garlic extract exhibited growth inhibition of cancer cells (HepG2) and breast cancer cells 
(MCF-7) while demonstrated low toxicity to normal cells (MRC-5) as analyzing by MTT assay. 
The ability to inhibit cancer cells of SeNP-G was more specific to cancer cells rather than normal 
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cells by providing a selective index greater than sodium selenite, garlic extracts and Tamoxifen. It 
was expected that SeNP-G may be developed as a dietary supplement or a cancer inhibitor agent. 
However, the antioxidant activity of SeNP-G was none as determined by DPPH assay; this may be 
the result of a coat that had a small amount of garlic extract, together with the low antioxidant 
activity of garlic extract itself. The S.aureus inhibition of SeNP-G by agar diffusion and the 
turbidity assay showed good inhibitory effect on S.aureus. The inhibition activity against cancer 
cells and bacteria was due to pro-oxidant property of SeNP-G. However, the synthetic particles 
were unstable in a powder form during storage in a desiccant cabinet at room temperature. The 
storage period should no more than 120 days where SeNP-G still has cancer cells selectively 
inhibition and be safe for use. 
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บทที่ 1 

บทน า 

1.1 ท่ีมาและความส าคญั 

ร่างกายของคนเรามีโอกาสพฒันาเกิดโรคมะเร็งได้จากปัจจัยภายนอก เช่น การได้รับ
สารเคมีในควนับุหร่ีและเขม่ารถยนต ์การรับรังสีต่างๆรวมทั้งรังสีอลัตราไวโอเลตในแสงแดด ท่ี
ต่างส่งผลให้สารพันธุกรรมของเซลล์เกิดความผิดปกติ ร่วมกับปัจจัยจากภายในร่างกายท่ี
กระบวนการก าจดัซ่อมแซมเซลล์ผิดปกติบกพร่อง หรือการหลุดรอดของระบบตรวจสอบหรือ
ภูมิคุม้กนัของร่างกาย ในการก าจดัเซลลผ์ิดปกติออกจากร่างกาย จะส่งผลให้เซลล์ผิดปกติอยู่รอด
และเจริญเติบโตเพิ่มจ านวนในลกัษณะควบคุมไม่ได ้แลว้เกิดการเจริญลุกลามแพร่กระจายไปทัว่
ร่างกาย ส่งผลรบกวนเซลล์ปกติของเน้ือเยื่อหรืออวยัวะต่างๆ ให้ท างานลม้เหลวและน าไปสู่การ
เสียชีวิต ปัจจุบนัการรักษาโรคมะเร็งมีหลายวิธี เช่น การใช้ยาเคมีบ าบดั และยาก็มีหลายชนิดท่ี
คุณสมบติัแตกต่างกนั แต่ยาเคมีบ าบดัมกัออกฤทธ์ิเฉพาะเซลลท่ี์มีการแบ่งตวัเท่านั้น อยา่งไรก็ตาม 
เซลลป์กติในร่างกายบางชนิดก็มีการแบ่งตวัต่อเน่ืองเช่นกนั ส่งผลให้เกิดผลขา้งเคียง เช่น คล่ืนไส้ 
อาเจียน ปากอกัเสบ เบ่ืออาหาร ภูมิตา้นทานต ่า ทอ้งเสียและ ผมร่วง นอกจากน้ี ยาท่ีใชรั้กษามะเร็ง 
ยงัท าให้เกิดการฟ้ืนคืนกลบัของเซลล์มะเร็งได ้โดยพบร้อยละ 40 ของผูป่้วยมะเร็งเตา้นมมีการ
พฒันาของโรคจนเกิดการด้ือต่อยาทามอ็กซิเฟนท่ีใชรั้กษา แลว้น าไปสู่การลุกลามและแพร่กระจาย
ไปยงัอวยัวะต่างๆ ดว้ยเหตุน้ี โรคมะเร็งจึงยงัคงจดัเป็นอบัดบั 1 ของสาเหตุการเสียชีวิตในคนไทย
นบัตั้งแต่ปี 2542 จนถึงปัจจุบนั และมีแนวโนม้ป่วยและเสียชีวิตเพิ่มข้ึนเร่ือยๆ โดยมะเร็งตบัจดัเป็น
มะเร็งท่ีพบมากท่ีสุดในผูป่้วยเพศชายโดยมีอตัราผูป่้วยเสียชีวิต 110.10 ต่อประชากร 100,000 คน 
และมะเร็งเตา้นมพบมากท่ีสุดในผูป่้วยเพศหญิงโดยเสียชีวิต 124.48 ต่อประชากร 100,000 คน 
(ส านกันโยบายและยทุธศาสตร์ ส านกังานปลดักระทรวงสาธารณสุข พ.ศ 2560) 

ปัจจุบนัเทคโนโลยนีาโนเร่ิมมีบทบาทน ามาใชท้างการแพทยม์ากข้ึน จากอนุภาคขนาดเลก็
ในช่วง 1-100 นาโนเมตร ซ่ึงมีสมบติัทางเคมีและทางกายภาพท่ีพิเศษแตกต่างไปจากอนุภาคท่ีมี
ขนาดใหญ่ เน่ืองจากอนุภาคขนาดเลก็มีพื้นท่ีผวิสมัผสัสูง และสามารถเกิดปฏิกิริยาเคมีบริเวณพื้นผวิ
ไดดี้ (Wang, Neogi et al. 2006)  อนุภาคนาโนสามารถสงัเคราะห์ไดจ้ากหลากหลายโลหะและท าให้
มีฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีแตกต่างกนั เช่น อนุภาคนาโนเงินมีฤทธ์ิตา้นจุลชีพ ไวรัสและตา้นมะเร็ง อนุภาค
นาโนโลหะแพลทินมัมีฤทธ์ิเป็นตวัเร่งชีวภาพและอนุภาคนาโนซีลีเนียมมีฤทธ์ิตา้นมะเร็งและตา้น
จุลชีพ (Mittal, Chisti et al. 2013) เป็นตน้ การพฒันาอนุภาคนาโน เพื่อใหไ้ดอ้นุภาคนาโนซีลีเนียม
ท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งและจุลชีพ ส าหรับการศึกษาวิจยัน้ีเลือกใชโ้ลหะซีลีเนียมใน
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การพฒันาเป็นอนุภาคนาโน เน่ืองจากซีลีเนียมเป็นธาตุท่ีจ าเป็นต่อสุขภาพของร่างกาย โดยเป็นสาร
องคป์ระกอบของเอนไซม์ตา้นอนุมูลอิสระในร่างกาย และ selenoprotein ท่ีอาจสามารถลดความ
เส่ียงของการเกิดการพฒันาเป็นมะเร็งจากปัจจยัเส่ียงต่างๆได ้จึงมีการน าซีลีเนียมมาเป็นอาหารเสริม
ใน รูปแบบต่ า งๆทั้ ง ซี ลี เ นี ยมอ นินท รีย์   ( selenate และ selenite)  และ ซี ลี เ นี ยม อินท รี ย์  
(selenomethionine และ selenocysteine) อย่างไรก็ตาม ซีลีเนียมมีความเป็นพิษ การบริโภคเป็น
ปริมาณมาก (400 µg/day) ติดต่อกนัเป็นเวลานานท าใหเ้กิดผลขา้งเคียง เช่น  มีอาการทอ้งเสียเร้ือรัง 
เลบ็มือเปราะแตกง่าย ลมหายใจมีกล่ินคลา้ยกระเทียม ผมร่วง มีผื่นคนัตามผิวหนงั คล่ืนไส้ อาเจียน 
และอาจท าใหเ้สียชีวิตได ้จึงตอ้งการก าหนดปริมาณการบริโภค และการพฒันาใชซี้ลีเนียมท่ีเป็นใน
รูปแบบปลอดภยั ซ่ึงมีรายงานว่านาโนเทคโนโลยีเป็นวิธีหน่ึงท่ีสามารถลดความเป็นพิษของ 
selenite และปรับปรุงประสิทธิภาพของซีลีเนียมใหเ้กิดประโยชน์ (Papp, Lu et al. 2007) 

การสังเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียมมีหลายวิธีไดแ้ก่ สังเคราะห์ดว้ยวิธีทางเคมี, กายภาพ
และชีวภาพ โดยการสังเคราะห์ทางชีวภาพท่ีใช้สารจากพืชเป็นวิธีท่ีเป็นมิตรต่อส่ิงแวดลอ้มและ
ราคาไม่แพง กอปรกบัประเทศไทยเป็นประเทศเกษตรกรรมจึงหาวตัถุดิบท่ีเป็นพืชในการสงัเคราะห์
ไดง่้าย ในการพฒันาอนุภาคนาโนซีลีเนียมจากสารสกดัพืชมีรายงานการใชพ้ืชหลายชนิด เช่นสาร
สกดัลูกซดั และอนุภาคนาโนซีลีเนียมของสารสกดัลูกซดัท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งเตา้
นม (MCF-7) ไดใ้กลเ้คียงกบั doxorubicin ท่ีเป็นยารักษามะเร็ง (Ramamurthy, Sampath et al. 2013)
ในการศึกษาวิจยัน้ีเลือกใชก้ระเทียมเป็นสมุนไพรตวัหน่ึงท่ีมีสารส าคญัหลายชนิด และ allicin เป็น
สารหลกัท่ีพบในกระเทียมท่ีมีฤทธ์ิตา้นมะเร็ง โดยเหน่ียวน าให้เซลลม์ะเร็งตายแบบ apoptosis จาก
การเกิด oxidative modification ของกลุ่ม sulfhydryl (thiol) ในเซลล ์(Weisberger and Pensky 1958) 
Anu และคณะในปี 2016 พบว่าอนุภาคท่ีสังเคราะห์จากสารสกดักระเทียมมีความเป็นพิษต่อเซลล์
ปกติท่ีต ่ากวา่อนุภาคนาโนซีลีเนียมท่ีสังเคราะห์จากสาร PVA ซ่ึงเป็นสารท่ีช่วยท าใหอ้นุภาคเสถียร 
งานวิจยัน้ีจึงสนใจสังเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียมจากสารสกดักระเทียม อยา่งไรก็ตาม สภาวะใน
การสังเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียมมีปัจจยัหลายอยา่งเก่ียวขอ้ง ทั้งความเขม้ขน้ของซีลีเนียม และ
ความเขม้ขน้สารพืช pH และเวลาในการสงัเคราะห์ ซ่ึงส่งผลต่อขนาดอนุภาค ความเสถียร และฤทธ์ิ
ของอนุภาคได ้ดงันั้นเป้าหมายของงานวิจยัน้ี จึงมุ่งเนน้การหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการสังเคราะห์
ให้เกิดอนุภาคนาโนซีลีเนียมท่ีมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของเซลล์มะเร็ง โดยน ามา
ทดสอบกบัเซลลม์ะเร็ง 2 ชนิด คือ เซลลม์ะเร็งตบั (HepG2) เซลลม์ะเร็งเตา้นม (MCF-7) เพื่อใหไ้ด้
อนุภาคท่ีฤทธ์ิเฉพาะต่อเซลล์มะเร็ง และมีความเป็นพิษต ่ากว่าต่อเซลล์ปกติ (MRC5) รวมทั้ ง
ตรวจสอบฤทธ์ิเทียบกบัยา Tamoxifen ซ่ึงเป็นยาฮอร์โมนตา้นมะเร็งเตา้นม ซ่ึงคาดหวงัว่าจะได้
อนุภาคนาโนซีลีเนียมของกระเทียมท่ีมีฤทธ์ิต้านมะเร็งท่ีดี  รวมทั้ งตรวจสอบฤทธ์ิการยบัย ั้ง
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เซลลม์ะเร็งของอนุภาคท่ีคดัเลือกท่ีระยะเวลาเก็บต่างๆ นอกจากน้ีไดต้รวจสอบฤทธ์ิตา้นจุลชีพของ
อนุภาคนาโนซีลีเนียมกระเทียมกบั Staphylococcus aureus  

 

1.2 วตัถุประสงค ์

เพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการสงัเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียมจากสารสกดักระเทียม ท่ี
มีฤทธ์ิชีวภาพในการยบัย ั้งเซลลม์ะเร็งและเซลลแ์บคทีเรีย 
 

1.3 ขอบเขตงานวิจยั 

1.3.1 ศึกษาหาสภาวะหรือปัจจยัของความเขม้ขน้ของสารสกัดพืช (กระเทียม, Sodium 
selenite, เวลาและ pH ท่ีใชใ้นการสงัเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียมกระเทียม 

1.3.2 ศึกษาสารองคป์ระกอบ Phenolic และ Flavonoid และความสามารถในการตา้นอนุมูล
อิสระในกระเทียมและความสามารถการตา้นอนุมูลอิสระในอนุภาคนาโนซีลีเนียมดว้ยวิธี ABTS 
และ DPPH assay 

1.3.3 ศึกษาประสิทธิภาพในการตา้นมะเร็งของอนุภาคนาโนซีลีเนียมท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ 
กบัเซลลม์ะเร็ง HepG2, MCF-7 และเซลลป์กติ MRC-5 ดว้ยวิธี MTT assay  

1.3.4 พิสูจน์เอกลกัษณ์อนุภาคนาโนซีลีเนียมกระเทียมดว้ย UV-visible spectrophotometer,                         
Scanning Electron Microscope, Energy Dispersive Spectroscopy ( EDS) , Fourier Transform 
Infrared Spectroscopy (FTIR) และ Zeta potential 

1.3.5 ตรวจสอบฤทธ์ิการยบัย ั้ง Staphylococcus aureus ดว้ย agar diffusion และ turbidity 
assay 

1.3.6 ตรวจสอบฤทธ์ิการยบัย ั้งเซลลม์ะเร็งของอนุภาคนาโนซีลีเนียมกระเทียมท่ีเวลาเกบ็
ต่างๆ 
 

1.4 ผลท่ีคาดวา่จะไดจ้ากงานวิจยั  

ได้ข้อมูลสภาวะท่ี เหมาะสมต่อการสังเคราะห์ให้เ กิดอนุภาคนาโนซีลีเนียม ท่ี มี
ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็ง และ Staphylococcus aureus และไดข้อ้มูลอายุ
คงฤทธ์ิของอนุภาคนาโนซีลีเนียมกระเทียมท่ีสงัเคราะห์ได ้
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บทที่ 2 

เอกสารที่เกีย่วข้อง 

2.1 นาโนเทคโนโลย ี

 นาโนเทคโนโลย ีเป็นสหวิทยาการท่ีมีความเก่ียวขอ้งสมัพนัธ์กบัวิทยาศาสตร์ หลากหลาย
สาขาซ่ึงเป็นเทคโนโลยท่ีีเนน้การพฒันา ใหมี้องคป์ระกอบส าคญั 3 ประการดงัน้ี 
1. เลก็ หมายถึงมีขนาด โครงสร้าง หรือองคป์ระกอบท่ีเลก็ในระดบันาโนเมตร (1-100 นาโนเมตร) 
2. ควบคุมได ้หมายถึง การสังเคราะห์โครงสร้าง การผลิตในระดบันาโนเป็นกระบวนการท่ีสามารถ
ควบคุมและไดผ้ลลพัธ์ท่ีแม่นย  าทุกคร้ัง 
3. มีสมบัติพิเศษ หมายถึง กระบวนการท่ีจัดการ การสร้าง การสังเคราะห์ ให้ขนาด หรือมี
องคป์ระกอบท่ีเล็กระดบันาโนเมตร ซ่ึงมกัก่อให้เกิดสมบติัพิเศษท่ีแตกต่างไปจากวสัดุหรือสสาร
เดิม 

นาโนเทคโนโลยีเป็นเทคโนโลยีท่ีสร้างอนุภาคนาโน หรืออนุภาคท่ีมีขนาดเล็กอยู่ในช่วง 
1-10 0นาโนเมตร ซ่ึงมีสมบติัทางเคมี ทางกายภาพและทางชีวภาพท่ีพิเศษแตกต่างไปจากอนุภาคท่ีมี
ขนาดใหญ่ เน่ืองจากขนาดอนุภาคท่ีเล็ก ส่งผลให้มีพื้นท่ีผิวสัมผสัท่ีสูง จึงสามารถเกิดปฏิกิริยาเคมี
บริเวณพื้นผิวได้ดี (Wang, Neogi et al. 2006)โดยอนุภาคนาโนสามารถสังเคราะห์ได้จากโลหะ
หลายชนิด เช่น ทอง, ทองแดง, เงิน และ ซีลีเนียม และใหฤ้ทธ์ิทางชีวภาพหลากหลายแบบ  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 1 ประเภทของอนุภาคนาโนท่ีสงัเคราะห์จากโลหะประเภทต่างๆและฤทธ์ิทางชีวภาพของ
อนุภาค (Shah, Fawcett et al. 2015) 
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2.2 ซีลีเนียม (Selenium) 

ซีลีเนียม (Se) เป็นธาตุท่ีไม่จดัเป็นโลหะ (nonmetallic element) ซ่ึงอยูก่ลุ่มเดียวกบัซลัเฟอร์ 
(Gerald, Combs et al. 1998) แต่มีความแตกต่างกันตรงซีลีเนียมไม่เกิดพนัธะ π bonds ในทุก
รูปแบบ อิเลคตรอนวงนอกของซีลีเนียมจึงมีลกัษณะหลวมกว่าซัลเฟอร์ ส่งผลให้ซีลีเนียมเป็น 
nucleophile และท าปฎิกริยากบัอนุมูลอิสระของออกซิเจนไดร้วดเร็วกวา่ซลัเฟอ ซ่ึงการขาดลกัษณะ 
π-bond ในสารประกอบซีลีเนียม ท าให้เป็นสารท่ีมีความพร้อมในการรีดิวซ์มากกว่าสารประกอบ
ซัลเฟอร์ อย่างไรก็ตาม ธาตุซีลีเนียมมีหลาย oxidation states ((+6), (+4), (0), (-2)) (เช่น selenide 
(Se-2), elemental selenium (Se0) และ selenite (Se4+) และมีสมบติัทางเคมีแตกต่างกนั คือ Se0 ไม่
ละลายน ้ าและมีขนาด <0.45 µm ขณะท่ี selenite และ selenate เป็น oxoanions ท่ีมีอิเลคตรอนมาก 
กว่า จึงเป็นอิออนประจุลบท่ีละลายน ้ าได ้โดย selenite จะเสถียรภายใตส้ภาวะมีออกซิเจนน้อยๆ 
(mildly oxidizing conditions) แต่ selenite ยงัมีสัมพนัธภาพกบัแร่ธาตุหลายชนิดและสารอินทรียท่ี์ 
pH<7 ซีลีเนียมพบไดห้ลายรูปแบบทั้งซีลีเนียมอินทรีย ์และซีลีเนียมอนินทรีย ์โดยซีลีเนียมอนิน- 
ทรีย์มี 3 รูปแบบท่ีพบบนเปลือกโลก ได้แก่ Selenite (Se4+), selenate (Se6+) และ selenide (Se2-) 
อยา่งไรก็ตาม ซีลีเนียมอนินทรียส์ามารถเปล่ียนรูปไปเป็นซีลีเนียมอินทรียไ์ดจ้ากเมตาโบลิซึมของ
ส่ิงมีชีวิต เช่น selenomethionine, selenocystine และ selenocysteine โดยแบคทีเรีย และพืช  

ซีลีเนียมเป็นแร่ธาตุท่ีส าคญัในมนุษยแ์ละสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนมท่ีร่างกายไม่สามารถสร้างข้ึน
เองได ้แต่ไดรั้บจากการบริโภคอาหาร เช่น เมลด็ทานตะวนั เน้ือแดง และอาหารทะเล เป็นตน้ ทั้งน้ี
พืชสามารถน าซีลีเนียมท่ีอยูใ่นดินไปใช ้ซ่ึงการสะสมซีลีเนียมของพืชเป็นปัจจยัต่อสุขภาพของสตัว์
และคน เน่ืองจากคนและสัตวต์อ้งการสารอาหารท่ีจ าเป็นจากพืช ท าให้ประเภทของสารประกอบ 
seleno ในพืชส าคญัยิง่ข้ึน ปริมาณซีลีเนียมของพืชข้ึนอยูก่บัดินบริเวณในการเจริญเติบโตของพืชผกั 
(Whanger and Butler 1988) เช่น หวัผกักาด, กะหล ่าปลี, ถัว่ลนัเตา, ถัว่, แครอท, มะเขือเทศ, มนัฝร่ัง
และแตงกวา มกัพบมีปริมาณซีลีเนียมมากท่ีสุด ประมาณ 6  mg Se/g เม่ือปลูกบนดิน seleniferous 
ส่วนหัวหอมและหน่อไม้ฝร่ังอาจสะสมถึง 17 mg Se/g เม่ือปลูกบนดินประเภทน้ี พืชสามารถ
สังเคราะห์สารอินทรียซี์ลีเนียมรวมทั้ง Selenomethionine (SeMet) จากซีลีเนียมประเภทอนินทรีย ์
ซ่ึงอาจเป็นไปได้ว่ากลุ่มโปรตีนท่ีจับกับซีลีเนียม มีความสัมพนัธ์ในการดูดซับซีลีเนียมท าให้
ส่ิงมีชีวิตสามารถสะสมซีลีเนียมเพิ่มข้ึน (Mounicou, Meija et al. 2004) โดยกระบวนการรวมตวั
ของกรดอะมิโนซีลีโนกบัโปรตีนท่ีไม่จ าเพาะ เกิดจากกรดอะมิโนซีลีโนรวมตวักบัโปรตีน โดย
อาศยัเอนไซม์บางชนิดในกระบวนการดูดซับซีลีเนียม ท าให้ซีลีเนียมสามารถท่ีจะเขา้ไปจบักบั
โปรตีนในส่ิงมีชีวิต และพบไดใ้นพืชท่ีสะสมซีลีเนียม เช่น ตน้หอม (Allium fistulosu) (Kápolna 
and Fodor 2006) และบลอ็กโคล่ี เป็นตน้ 
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ซีลีเนียมท่ีรับเขา้ร่างกายจะถูกดูดซึมไดดี้ท่ีล าไส้เล็ก และร่างกายจะเก็บซีลีเนียมไวใ้นตบั
และไตไดม้ากเป็น 4-5 เท่าของซีลีเนียมท่ีมีอยูใ่นกลา้มเน้ือและเน้ือเยือ่อ่ืนๆ ซีลีเนียมท่ีเขา้สู่ร่างกาย
จะถูกปรับเปล่ียนเป็นกรดอะมิโน selenocysteine และถูกน าไปประกอบเป็นส่วนหน่ึงของโปรตีนท่ี
ถูกเรียกว่า ซีลีโนโปรตีน (selenoproteins) ท่ีมีบทบาทต่อสุขภาพของร่างกาย เช่น Glutathione 
Peroxidases, Thyroid Hormone Deiodinases  และ Thioredoxin Reductases เป็นต้น โดยเอนไซม์
เหล่าน้ีมีความส าคญัต่อหนา้ท่ีของระบบตา้นอนุมูลอิสระภายในเซลล,์ ระบบสืบพนัธ์ุ, การท างาน
ของกลา้มเน้ือและการป้องกนัเน้ืองอก ลดความเส่ียงต่อการเป็นโรคมะเร็ง การป้องกนัโรคหัวใจ
และหลอดเลือด และสามารถยบัย ั้งการเพิ่มจ านวนเช้ือเอชไอวี (HIV) สามารถกระตุ้นระบบ
ภูมิคุม้กนัในผูติ้ดเช้ือเอชไอวี (Hatfield, Berry et al. 2011) ดว้ยเหตุน้ี ซีลีเนียมจึงมีความส าคญัใน
การเป็นยาท่ีมีประสิทธิภาพในการรักษาโรค เช่น สารประกอบซีลีเนียมมีประสิทธิภาพใชเ้ป็นสาร
ย ับย ั้ ง เ ช้ือราในยาสระผมส าหรับรักษาโรคหนังศีรษะแห้ง , รังแคและต่อมไขมันอักเสบ             
ซีลีเนียมซลัไฟตจึ์งเป็นท่ีรู้จกักนัดี ในการรักษารังแค นอกจากน้ี การให ้sodium selenite (Na2SeO3) 
พบสามารถป้องกนัการเกิดกอ้นเน้ือในหนูท่ีฉีดดว้ย dimethylaminoazo-benzene ได ้และการทาผิว
ด้วยสารละลาย sodium selenide (Na2Se2) จะลดการเกิดมะเร็งผิวหนังได้ 30 เท่า เม่ือเทียบกับ        
DL-α-tocopherol และการบริโภคซีลีเนียม 8 ppm พบไม่ก่อให้เกิดเป็นมะเร็ง โดยผูป่้วยมะเร็งท่ีมี
ระดบัซีลีเนียมในพลาสมาต ่าจะเกิดอตัราการตายของผูป่้วยมะเร็งสูงข้ึน ในหลายประเทศจึงมีแนว
การเสริมซีลีเนียม อาจโดยการใส่ซีลีเนียมในดินท่ีเพาะปลูกพืช (ประเทศฟินแลนด์) หรือการเติม 
sodium selenite ผสมในเกลือบริโภค ซ่ึงพบวา่การเสริมซีลีเนียมสามารถลดความเส่ียงการเกิดมะเร็ง 
และเพิ่มอตัราการรอดของผูป่้วยมะเร็งสูงข้ึน จึงมีการใชซี้ลีเนียมในรูปแบบอินทรียแ์ละอนินทรีย์
ของ sodium selenite, selenium chloride, selenomethionine และ selenocysteine มาเป็นอาหารเสริม 
และก าหนดการบริโภคในปริมาณนอ้ยกว่า 70 µg/day ส าหรับผูใ้หญ่ (แนบทา้ยประกาศกระทรวง
สาธารณสุข (ฉบบัท่ี 182) พ.ศ 2541) ซ่ึงกลไกส าหรับซีลีเนียมในการเป็นสารต่อตา้นมะเร็งยงัไม่
เป็นท่ีรู้ชดั แต่มีสมมติฐานหลายประการ เป็นท่ียอมรับวา่ซีลีเนียมมีประสิทธิภาพมากในการป้องกนั
มะเร็ง ในระดบัท่ีสูงมากกว่าระดบัโภชนาการหรือเภสัชวิทยา โดยซีลีเนียมน าไปสู่การตายของ
เซลลม์ะเร็ง และซีลีเนียมยงัเป็นตวัตา้นการเกิด angiogenic และยบัย ั้งการกระจายของเซลลเ์น้ืองอก 
(Gerald, Combs et al. 1998) ซ่ึง Wang และคณะในปี 2015 ไดศึ้กษาแนวโนม้รูปแบบของซีลีเนียม
ท่ีสามารถออกฤทธ์ิเป็นพิษแบบเฉพาะเพื่อใช้ในการรักษาโรคมะเร็งจากการผลิต ROS ท่ีเพิ่มข้ึน
มากข้ึนจากปฏิกิริยาของซีลีเนียมและไทออล อนัเป็นเหตุท าให้เกิดความเครียดออกซิเดชั่นใน
เซลลม์ะเร็ง และน าไปสู่การเป็นพิษท่ีมากข้ึนจากปริมาณ ROS ท่ีมากข้ึน แลว้ส่งผลยบัย ั้งการเจริญ
และก่อเกิดการตายแบบ apoptosis ของเซลล์มะเร็ง อย่างไรก็ตาม การใช้ซีลีเนียมยงัมีปัญหา 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26260751
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เน่ืองจากซีลีเนียมเป็นแร่ธาตุท่ีส าคญัและยงัมีความเป็นพิษท่ีปริมาณสูง การน ามาใช้เป็นอาหาร
เสริมตลอดจนเป็นยาต่างๆตอ้งอยูใ่นปริมาณนอ้ยกว่า 200 µg/day ส าหรับผูใ้หญ่ ผูท่ี้ไดรั้บปริมาณ
ซีลีเนียม 400 µg/day ติดต่อกนัเป็นเวลานานท าใหเ้กิดผลขา้งเคียง เช่น  มีอาการทอ้งเสียเร้ือรัง เล็บ
มือเปราะแตกง่าย ลมหายใจมีกล่ินคลา้ยกระเทียม ผมร่วง มีผื่นคนัตามผิวหนงั คล่ืนไส้ อาเจียน และ
อาจท าให้เสียชีวิตได ้(Reid, Stratton et al. 2004) อยา่งไรก็ตาม นกัวิทยาศาสตร์ไดห้ากลไกในการ
ด าเนินการเพื่อลดความเป็นพิษและปรับปรุงประสิทธิภาพของซีลีเนียมให้อยู่ในรูปอนุภาคนาโน
ซีลีเนียมท่ียงัคงประโยชน์จากสมบติัต่างๆ เช่น ยบัย ั้งจุลินทรีย,์ ยบัย ั้งเช้ือรา และตา้นมะเร็ง (Papp, 
Lu et al. 2007) ซ่ึงการศึกษาความเป็นพิษในหลอดทดลองแสดงให้เห็นว่าอนุภาคนาโนซีลีเนียม 
(SeNPs) ท่ีมีขนาดเฉล่ียท่ี 12.5 nm มีฤทธ์ิเทียบเท่ากบั methylseleninic acid ในการกระตุน้ให้เกิด
การตายแบบ apoptosis ในเซลล์มะเร็งหลายชนิด (Kong, Yuan et al. 2011) และท่ีขนาดเฉล่ียท่ี        
36 nm พบวา่มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของเซลล ์HepG2 โดยใหผ้ลใกลเ้คียงกบั sodium 
selenite (Zhang, Gao et al. 2001) การศึกษาความเป็นพิษในสตัวท์ดลองพบวา่อนุภาคนาโนซีลีเนียม
ส่วนใหญ่มกัจะสะสมอยูภ่ายในเซลลม์ะเร็ง เม่ือมีการฉีดเขา้ไปในช่องทอ้งของหนูเปรียบเทียบกบั
การสะสมซีลีเนียมในเน้ือเยือ่ปกติหลงัจากฉีดอนุภาคนาโนซีลีเนียมเขา้ช่องทอ้ง ซ่ึงลกัษณะของการ
กระจายของอนุภาคนาโนซีลีเนียมในเน้ือเยื่อท่ีแตกต่างกัน ไม่พบความเป็นพิษต่อร่างกายของ
สัตวท์ดลอง แต่ส่งผลให้เกิดการเพิ่มข้ึนของ ROS ในเซลล์มะเร็งและมีฤทธ์ิยบัย ั้งการเติบโตของ
เซลลม์ะเร็งไดดี้ (Wang 2014) 

 

2.3 การสังเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียม 

การสร้างอนุภาคนาโนซีลีเนียมสามารถท าไดห้ลายวิธี เช่น chemical reduction, biological 
synthesis, solvothermal, hydrothermal, microwave-assisted synthesis, green synthesis, 
electrodeposition, และ pulsed laser ablation method (Dhand, Dwivedi et al. 2015) ซ่ึงต่างเป็นการ
รีดิวซ์ sodium selenite ในสภาวะท่ีมีสารใหเ้กิดการเคลือบหุม้บนอนุภาค โดยการหุม้เคลือบอนุภาค
ควรจดัให้พอเหมาะ การหุ้มท่ีมากไปจะท าให้ไดอ้นุภาคใหญ่ข้ึน แต่การเคลือบท่ีบางไป มีผลให้
อนุภาคซีลีเนียมจากการรีดิวซ์ยงัคงมีความไวท่ีสามารถเกิดการจบักนัเป็นกลุ่มกอ้น ส่งผลต่อขนาด
ใหญ่และรูปร่างของอนุภาคได ้ซ่ึงการรีดิวซ์ selenite (Se4+) ให้เป็น Se0 จะท าให้ Se0 ไม่ละลายน ้ า 
และไม่มีความเสถียร โดยมีความไวท่ีจะเปล่ียนรูปได ้จึงตอ้งมีการหุม้ท่ีดี ซ่ึงอนุภาคนาโนซีลีเนียม 
ท่ีซีลีเนียมเป็น Se0 จะมีความเป็นพิษต ่า เขา้กบัร่างกายไดดี้กวา่ selenite (Se4+) และ selenate (Se6+) ท่ี
สามารถจบักบัอนุมูลอิสระไดดี้ 

 

http://haamor.com/th/%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84-%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3-%E0%B8%A0%E0%B8%B2%E0%B8%A7%E0%B8%B0
http://haamor.com/th/%E0%B8%97%E0%B9%89%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B9%80%E0%B8%AA%E0%B8%B5%E0%B8%A2
http://haamor.com/th/%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84%E0%B9%80%E0%B8%89%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%9A%E0%B8%9E%E0%B8%A5%E0%B8%B1%E0%B8%99-%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B7%E0%B9%89%E0%B8%AD%E0%B8%A3%E0%B8%B1%E0%B8%87
http://haamor.com/th/%E0%B9%84%E0%B8%9D-%E0%B8%9B%E0%B8%B2%E0%B8%99-%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%B0-%E0%B8%9D%E0%B9%89%E0%B8%B2-%E0%B8%AA%E0%B8%B4%E0%B8%A7/
http://haamor.com/th/%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%9C%E0%B8%A1%E0%B8%A3%E0%B9%88%E0%B8%A7%E0%B8%87/
http://haamor.com/th/%E0%B8%9C%E0%B8%B7%E0%B9%88%E0%B8%99/
http://haamor.com/th/%E0%B8%84%E0%B8%B1%E0%B8%99/
http://haamor.com/th/%E0%B8%95%E0%B8%B2/
http://haamor.com/th/%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%9A%E0%B8%9A%E0%B8%9C%E0%B8%B4%E0%B8%A7%E0%B8%AB%E0%B8%99%E0%B8%B1%E0%B8%87/
http://haamor.com/th/%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%84%E0%B8%A5%E0%B8%B7%E0%B9%88%E0%B8%99%E0%B9%84%E0%B8%AA%E0%B9%89/
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2.3.1 วิธีทางเคมี 

การสังเคราห์อนุภาคนาโนซีลีเนียมทางเคมีเป็นการรีดิวซ์เกลือของซีลีเนียมดว้ยสารรีดิวซ์
ในสภาวะท่ีมีสารเป็น surfactants แลว้ใหอ้นุภาคคอยลอยดแ์ขวนลอยในสารละลายได ้ซ่ึงสารท่ีเป็น 
reducing agent มีหลายชนิด และมีสภาวะการท างานแตกต่างกัน เช่น ascorbic acid จะรีดิวซ์ 
selenious acid ท่ีเยน็ ซ่ึงเป็นสารละลาย sodium selenite ท่ีปรับเป็นด่างหรือกรดได ้ส่วน Reducing 
carbohydrates สามารถรีดิวซ์เฉพาะสารละลายด่างในสภาวะท่ีให้ความร้อน และ thio compounds 
รวมทั้ง cysteine และ glutathione สามารถรีดิวซ์สารละลาย sodium selenite ท่ีอุณหภูมิห้องและท่ี
สภาวะด่างได ้นอกจากน้ี สารพวก aldehydes, ketones, polyphenols และ creatinine สามารถรีดิวซ์
สารละลาย selenite ท่ี เป็นกรดได้เ ม่ือให้ความร้อน โดย ascorbic acid มีความแตกต่างจาก
สารอินทรียต์วัอ่ืนๆ ท่ีมีกระบวนการรีดิวซ์เฉพาะท่ีรีดิวซ์สารละลาย selenite ท่ีเป็นกรดในท่ีเยน็ได ้
แลว้ใหล้กัษณะเฉพาะของซีลีเนียมท่ีเป็นสีแดง 

งานวิจยัท าการสังเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียมทางเคมีโดยใช ้sodium selenosulphate ดว้ย
การเตรียมจาก selenium 2 g และ sodium sulfite 20 g ในน ้ าท่ี 70°C ปริมาตร100 ml เป็นเวลา               
7 ชั่วโมง จะได้สารละลาย sodium selenosulphate จากนั้ นเตรียม stock ของ polyvinyl alcohol 
(PVA) ซ่ึง PVA ท าหน้าท่ีเป็น stabilizing agent โดยใช ้0.1 g PVA ในน ้ า 100 ml กวนท่ี 80°C เม่ือ
ต้ อ ง ก า ร สั ง เ ค ร า ะ ห์ อ นุ ภ า ค น า โ น ซี ลี เ นี ย ม ท า ง เ ค มี จ ะ ใ ช้  sodium selenosulphate                                   
(ความเขม้ขน้ 2.0 × 10-2 mol dm-3)  ผสมกบั acetic acid (ความเขม้ขน้ 5.0 × 1.0-3 mol dm-3) และเติม 
ให้ได ้0.01% ของ PVA จะไดอ้นุภาคท่ีสังเคราะห์ขนาด 60-100 nm ซ่ึงการสังเคราะห์ทางเคมีเป็น
วิธีท่ีไดรั้บความนิยมมากท่ีสุด เน่ืองจากสามารถสังเคราะห์ไดใ้นปริมาณมาก ควบคุมขนาดและ 
รูปร่างไดง่้าย (Anu, Singaravelu et al. 2016) 

2.3.2 วิธีทางกายภาพ 

วิธีการทางกายภาพเป็นอีกหน่ึงวิธีท่ีไดรั้บความนิยม เน่ืองจากอนุภาคนาโนเงินท่ีสังเคราะห์
ได้มีความบริสุทธ์ิสูง สามารถควบคุมขนาด รูปร่างและปริมาณของอนุภาคนาโนเงินได้ง่าย 
(Mafuné, Kohno et al. 2002) แต่ขอ้เสียคือเคร่ืองมือท่ีใช้มีราคาแพงท าให้มีตน้ทุนในการผลิตสูง 
เช่นการยิงดว้ยเลเซอร์ (laser ablation) ซ่ึงสามารถควบคุมขนาด และรูปร่างไดง่้ายดว้ยการควบคุม
ปัจจยัต่างๆ เช่น ความยาวคล่ืนของเลเซอร์ ความเขม้ของแสงเลเซอร์และเวลาในการยงิเลเซอร์ 

2.3.3 วิธีทางชีวภาพ 

ปัจจุบนัการสงัเคราะห์อนุภาคนาโนโลหะทางชีวภาพนิยมมากข้ึน เน่ืองจากสามารถลดการ
ใชส้ารเคมีท่ีเป็นพิษและเป็นมิตรต่อส่ิงแวดลอ้ม โดยสามารถใชแ้บคทีเรีย เช้ือรา ยสีตแ์ละสารสกดั
จากพืช ซ่ึงส่วนประกอบของการสังเคราะห์อนุภาคนาโนโลหะมีดว้ยกนั 3 ส่วน (1) เกลือของโลหะ 
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เช่น sodium selenite (2) reducing agent ซ่ึงส่วนใหญ่ใช ้ascorbic acid ไปท าหนา้ท่ีในการรีดิวซ์ Se4+ 

ในสารละลายให้เป็น Se0 และอาจใชส้ารพฤกษเคมี เช่น polyphenols, flavonoids และ(3) capping 
agent ซ่ึงสารพฤกษเคมีท าหน้าท่ีเป็น capping agent เน่ืองจากสามารถให้อิเล็กตรอนแก่ไอออน
โลหะและท าใหเ้กิดการรวมตวัเป็นอนุภาคนาโนโลหะท่ีเสถียร (รูปท่ี 2)  

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปท่ี  2 แสดงกลไกของการสังเคราะห์อนุภาคโลหะดว้ยวิธีทางชีวภาพ 
(Mittal, Chisti et al. 2013) 

 
งานวิจยัของ Kumari และคณะในปี 2017 ไดส้ังเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียมจากสารสกดัขม้ินโดย
ใชเ้กลือโลหะ คือ sodium selenite ความเขม้ขน้ 1 mg/ml ปริมาตร 500 ml ละลายในน ้ากลัน่ และใช ้
reducing agent คือ ascorbic acid ท่ีความเขม้ขน้ 0.12 g/ml ปริมาตร 100 ml ละลายในน ้ ากลัน่และ
ใชส้ารพฤกษศาสตร์เคมีท่ีเป็นองคป์ระกอบของขม้ินเป็น capping agent ความเขม้ขน้ของขม้ินชนั 
80 mg/ml ปริมาตร 5 ml ละลายในอะซิโตน การสังเคราะห์ไดท้ าโดยใช้ sodium selenite 500 ml 
ผสมกบัขม้ินชนั 5 ml ค่อยๆหยด ascorbic acid จนครบ 100 ml  บ่ม 24 ชัว่โมงบน magnetic stirrer 
จะได้ขนาดของอนุภาคประมาณ 35.9±5.01 nm (Kumari, Ray et al. 2017) ส่วนงานวิจัยของ 
Ganesan ในปี 2015 ได้สังเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียมจากดอกเฟ่ืองฟ้าโดยใช้เกลือโลหะคือ 
sodium selenite ความเข้มข้น 10 mM ปริมาตร 90 ml และใช้ reducing agent และ capping agent 
เป็นสารพฤกษศาสตร์เคมีองคป์ระกอบในดอกเฟ่ืองฟ้า ใชค้วามเขม้ขน้ของดอกเฟ่ืองฟ้า 0.1 g/ml 
ปริมาตร 10 ml น ามาผสมกนัและบ่มบน shaker ท่ี 250 rpm อุณหภูมิ 36◦C  นาน 5 วนั  ไดข้นาดของ
อนุภาคประมาณ 53 nm ซ่ึงไม่มีการใช ้ascorbic acid เป็น reducing agent (Ganesan 2015) 
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2.4 ปัจจยัท่ีมีผลต่อการสงัเคราะห์  

การสังเคราะห์ให้ได้อนุภาคนาโนซีลีเนียมท่ีมีขนาดและสัณฐานท่ีตอ้งการ  พบมีปัจจยั
หลายอยา่งเก่ียวขอ้งทั้งชนิดสารสกดัพืช ความเขม้ขน้สารพืช pH เวลา และอุณหภูมิ ท่ีอาจส่งผลให้
ไดอ้นุภาคนาโนซีลีเนียมท่ีมีสณัฐานและฤทธ์ิแตกต่างกนัได ้  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี  3 การสังเคราะห์อนุภาคนาโนโลหะทางวิธีชีวภาพจากพืช  
(Shah, Fawcett et al. 2015) 

 

2.4.1 ผลของความความเป็นกรด-ด่าง  

มีรายงานผลการสังเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียมดว้ยการใช ้dithiotheritol และ gallic acid 
เป็น reducing agents และใช้ sodium selenite เป็นแหล่งของซีลีเนียม ซ่ึงการเปล่ียนแปลง pH         
(pH 5-7) ส่งผลต่อขนาดและรูปร่างของ SeNP จากลกัษณะทรงกลมขนาด 50-75 nm ไปเป็นทรง
กลมขนาด มากกว่า 500 nm ท่ี pH 7 และบ่มต่อไปนาน 1 อาทิตย ์อนุภาคจะมีลกัษณะเป็นเส้นใย
และมีขนาด 5-10 µm เม่ือบ่มนานข้ึนโดย gallic acid ยงัเป็นสารเคมีท่ีระบุบอก pH ได ้ท่ี pH 5 สี
ของ gallic acid เปล่ียนเป็นส้มเหลือง ขณะท่ี pH 7 สีจะออกน ้ าตาลเขม้ ซ่ึงเป็นขอ้ระวงัของการ
สังเกตการเปล่ียนแปลงท่ีอาจมีผลจากความเป็น pH indicator ของสารเคมีท่ีใชส้ังเคราะห์อนุภาคนา
โนซีลีเนียม (Stacey Barnaby, Nazmul Sarker et al. 2011) 

การสัง เคราะห์อนุภาคซีลี เ นียมโดยใช้ mercaptopropionic acid เ ป็น reducing และ       
capping agent พบว่าความหนาแน่นของประจุท่ีผิวจะข้ึนกบัพื้นผิวประจุภายในและโมเลกุลของ 
capping agent โดยซีลีเนียมจะไม่อยู่ในรูป anionic form และ pH มีบทบาทในการเกิดปฎิกริยาให้
อนุภาคนาโนซีลีเนียม อยา่งไรกต็าม pH ท่ีเหมาะสมจะเป็น stabilizer ใหเ้กิดความเสถียรของอนุภาค 
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ซ่ึงค่า pH ท่ีเหมาะสมส าหรับการสังเคราะห์ข้ึนอยูก่บัความเสถียรตามธรรมชาติของ stabilizer จาก
งานวิจยัน้ีใช ้pH เร่ิมตน้โดยการเติมกรด 3-mercaptopropionic ให้มี pH ประมาณ 4.5 (Hodlur and 
Rabinal 2014) 

2.4.2 ความเขม้ขน้ของสารพืช 

งานวิจัยของ Ramesh และคณะในปี 2015 ท าการสังเคราะห์อนุภาคนาโนเงินจาก
มะขามป้อมขนาด 15 nm โดยใชม้ะขามป้อมท่ีท าหนา้ท่ีเป็น reducing agent และ stabilizing agent 
ท่ีความเขม้ขน้ 0.25 g/ml  ศึกษาปริมาตรของสารสกดัมะขามป้อมท่ี 5, 7.5, 10, 12.5 และ 15 ml ใส่
ในสารละลาย AgNO3 ความเข้มข้น 1 mM ปริมาตร 100 ml พบปฏิกิริยาเกิดภายใน 30 นาที ท่ี
อุณหภูมิห้อง โดยสีของสารละลายเปล่ียนจากสีน ้ าตาลเป็นสีส้ม และผลจากการทดลองพบว่า
ปริมาตรสารสกดัมะขามป้อมท่ี 5-10 ml มีความเหมาะสมในการสังเคราะห์ โดยให้พีคจากการวดั
ด้วย UV–Visible spectral ให้แถบ SPR ท่ีเพิ่มข้ึนเป็นพีคเกิดข้ึน โดยให้ค่าดูดกลืนแสงสูงตาม
ปริมาตร แต่ปริมาตรท่ี 10 ml ให้ค่าสูงท่ีสุด และเป็นสภาวะท่ีให้อนุภาคท่ีมีขนาดเล็กกว่าสภาวะท่ี
เกิด SPR พีคท่ีระดบัต่างๆ ดงันั้นปริมาตรของสารสกดัมะขามป้อมท่ี 10 ml ท่ีใหแ้ถบสูงท่ีสุดจึงเป็น
ปริมาตรท่ีเหมาะสมท่ีสุด (Ramesh, Kokila et al. 2015) 

นอกจากน้ียงัพบความเขม้ขน้ของตวั capping agent ยงัเป็นอีกปัจจยัท่ีมีผลต่อขนาดของ
อนุภาคนาโนซีลีเนียม จากงานวิจยัของ Huang และคณะ ในปี 2003 ท าการสังเคราะห์อนุภาคนาโน
ซีลีเนียมท่ีขนาดตั้งแต่ S (5-15 nm), M (20-60 nm) และ L (80-200 nm) การเตรียมอนุภาคนาโน
ซีลีเนียมขนาดต่างๆ 1 ml ความเขม้ขน้ 25 mM ของ sodium selenite ปริมาตร 1 ml ผสมกบั GSH 
ความเขม้ขน้ 25 mM  ปริมาตร 4 ml ท่ีมี BSA 200, 20 และ 2 mg ตามล าดบั ผลการทดลองพบวา่การ
ใช้ BSA 200 mg ให้อนุภาคนาโนซีลีเนียมท่ีมีขนาดเล็ก (S) กว่าท่ีการใช้ BSA 20 mg (M) และ          
2 mg (L) ตามล าดบั (Huang, Zhang et al. 2003) 

2.4.3 อุณหภูมิการเกิดปฏิกิริยา  

Zhang และคณะในปี 2012 ไดท้ าการสังเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียมท่ีอุณหภูมิปกติได้
ขนาดอนุภาคนาโนซีลีเนียม 80 nm และเม่ือมีการใหค้วามร้อนท่ีอุณหภูมิ 90 ◦C นาน 1 ชัว่โมงพบวา่
มีขนาด 110 nm จึงทราบว่าอุณหภูมิมีผลต่อขนาดของอนุภาค เม่ือท าการเพิ่มอุณหภูมิสูงอนุภาคท่ี
สงัเคราะห์มีขนาดใหญ่ข้ึน (Zhang, Taylor et al. 2012) 

Wang และคณะในปี 2015 พบผลของอุณหภูมิในลกัษณะเดียวกนั คือการให้ความร้อน       
70◦C นาน 10 ชั่วโมง ของอนุภาค 35 nm จะท าให้อนุภาคมีขนาดเพิ่ม ข้ึนเป็น 91 nm ซ่ึง             
อนุภาคนาโนซีลีเนียมทั้ง 2 ขนาดท่ีขนาด 35 nm และ 91 nm ไดน้ าไปศึกษาฤทธ์ิการยบัย ั้งการเจริญ
ของเซลล์มะเร็งในเซลล์ Tca8113 (มะเร็งล้ินในคน) และเซลล์ CT26 (มะเร็งล าไส้ในหนู) และ               
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ในสัตวท์ดลอง ผลพบว่าอนุภาคนาโนซีลีเนียมท่ีความเขม้ขน้ 20 µM อนุภาคขนาดเล็ก (35 nm) มี
ฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งทั้งสองชนิดและในสัตวท์ดลองมากกว่าอนุภาคนาโน
ซีลีเนียมขนาดใหญ่ (91 nm) ท่ีความเขม้ขน้ 20 µM ได ้%การยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็ง CT26 
เท่ากบั 50 และ 100 ตามล าดบัและ %การยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็ง Tca8113 เท่ากบั 20 และ 80 
ตามล าดบั (Wang, Chen et al. 2015) 

 

2.5 การสังเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียมและการพิสูจน์เอกลกัษณ์ (Characterizations)  

เอกลักษณ์ของอนุภาคนาโนซีลีเนียมเบ้ืองต้นสังเกตได้จากการเปล่ียนแปลงของสี
สารละลายเม่ือท าปฏิกิริยาในการสงัเคราะห์อนุภาค โดยจะเปล่ียนเป็นสีแดงอิฐ ซ่ึงเป็นลกัษณะปกติ
ของธาตุซีลีเนียมท่ีเป็นธาตุสีแดงอิฐ (Wang, Chen et al. 2015) แสดงถึงเกลือซีลีเนียม (ไม่มีสีเม่ือ
ละลายน ้ า) เช่น Sodium selenite (Se4+) ถูกรีดิวซ์ดว้ย reducing agent เปล่ียนเป็นธาตุ Se (Se0) ซ่ึง
อนุภาคนาโนซีลีเนียมท่ีสังเคราะห์ อาจมีสมบติัและขนาดรูปร่างลกัษณะท่ีแตกต่างกนั จึงตอ้งมีการ
พิสูจน์เอกลกัษณ์ของอนุภาคท่ีสงัเคราะห์ดว้ยเทคนิคต่างๆ ดงัน้ี  

2.5.1 ค่าการดูดกลืนแสง  

อนุภาคนาโนของโลหะมีสมบติัทั้งเคมีและกายภาพแตกต่างจากโลหะขนาดใหญ่ โดยความ
แตกต่างกนัของอนุภาคนาโนจะข้ึนกบัสารองคป์ระกอบ ขนาดและรูปร่างอนุภาค ซ่ึงสมบติัทางแสง
เป็นลกัษณะเฉพาะของอนุภาคนาโน เช่น อนุภาคนาโนของทองขนาด 20 nm จะเป็นสีแดงของไวน์ 
อนุภาคนาโนเงินสีเทาเหลือง และอนุภาคนาโนแพทินัมสีด า นอกจากน้ี อนุภาคนาโนท่ีมีขนาด
แตกต่างกนัจะมีสมบติัทางแสงเปล่ียนแปลงไป เช่นอนุภาคทองท่ีมีขนาดใหญ่จะมี surface plasmon 
resonance เปล่ียนจาก 530 nm ไปเป็นความยาวคล่ืนท่ีมากข้ึน เคร่ืองวัดค่าการดูดกลืนแสง            
(UV-visible spectrophotometer) เป็นเทคนิคหน่ึงทางสเปกโตรสโคปี ท่ีศึกษาการดูดกลืนแสงของ
สารละลายและเป็นเคร่ืองมือท่ีใชใ้นการตรวจวดั ปริมาณแสงและค่าความเขม้ของแสง (Intensity) 
ซ่ึงความยาวคล่ืนแสงจะมีความสัมพนัธ์กับปริมาณ และชนิดของสารท่ีอยู่ในตัวอย่าง ดังนั้น    
อนุภาคนาโนซีลีเนียมท่ีสังเคราะห์จากพืชต่างชนิดให้ค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดท่ีแตกต่างกนั เช่น 
อนุภาคนาโนซีลีเนียมจากใบเลม่อนให้ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 293 nm (Prasad, Patel et al. 2013) 
อนุภาคนาโนซีลีเนียมสังเคราะห์จากว่านหางจระเขค่้าการดูดกลืนแสงท่ี 350 nm (Vyas and Rana 
2017) และอนุภาคนาโนซีลีเนียมท่ีสังเคราะห์จากกระเทียมมีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดท่ี 260 nm 
(Anu, Singaravelu et al. 2016) เป็นตน้ นอกจากน้ี ค่าดูดกลืนแสงของตวัอยา่งยงัใชป้ระมาณขนาด
อนุภาคได ้ซ่ึง Lin และ Wang ในปี 2005 ไดศึ้กษาการควบคุมขนาดของอนุภาคดว้ยการใช ้selenite 
precursor (SeO3

2-), reducing agent (sodium thiosulfate, Na2S2O3), และ colloidal particle stabilizer 
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(sodium dodecyl sulfate) ดว้ยการปรับความเขม้ขน้ thiosulfate และเวลาบ่มปฎิกิริยาไม่ใหน้านเกิน 
6 ชัว่โมง พบว่าความเขม้ขน้หรือปริมาณ reducing agent ท่ีมากข้ึนมีผลให้ขนาดอนุภาคลดลง โดย
หากสารละลายสีเหลืองส้มจะใหอ้นุภาคขนาด 20 nm และเม่ือเกิดการเจริญของอนุภาคตามเวลา จะ
มีสีเขม้ข้ึนตามรูปท่ี 4 ซ่ึงสัมพนัธ์กบัค่าดูดกลืนแสงท่ีอนุภาคขนาดใหญ่จะให้ค่าดูดกลืนแสงช่วง
ความยาวคล่ืนมากข้ึน จากรูป 4A แสดง 6 ขนาดของสารแขวนลอยของซีลีเนียมท่ีแตกต่างกนัจาก
ซา้ยไปขวาจะมีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางเลก็ไปขนาดใหญ่ (20.0-240.4 nm)  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 4 UV-vis spectra ของอนุภาคนาโนซีลีเนียมท่ีสมัพนัธ์กบัสีและขนาดของอนุภาค 
(Lin and Wang 2005) 

2.5.2 Scanning Electron Microscope 

กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด เป็นกล้องจุลทรรศน์ท่ีใช้ electron เป็น
แหล่งก าเนิดแสง เป็นเคร่ืองมือท่ีใช้ศึกษาลักษณะสัณฐานของวสัดุในระดับจุลภาค ซ่ึงเป็น
รายละเอียดท่ีเล็กมาก และมีความสามารถในการแยกชดัดี เน่ืองจากมีความยาวคล่ืนสั้นเพื่อช่วยใน
การวิเคราะห์ลกัษณะสัณฐานของวสัดุ โดยกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดมีก าลงัขยาย
มากกว่า 3,000 เท่า จนถึงระดบัมากกว่า 100,000 เท่า และสามารถแจกแจงรายละเอียดของภาพซ่ึง
ข้ึนกับลักษณะตัวอย่างได้ตั้ งแต่ 3 ถึง 100 นาโนเมตร จึงสามารถท่ีจะเห็นลักษณะรูปร่างและ
ประเมินอนุภาคนาโนได้ อีกทั้ งย ังสามารถใช้งานร่วมกับเทคนิคการวิ เคราะห์ อ่ืน เ ช่น                 
Energy Dispersive Spectrometry (EDS) และ Wavelength Dispersive Spectrometry (WDS) ท่ีเป็น
ขอ้มูลทางเคมี ท าให้กลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดเป็นท่ีนิยมใชก้นัอยา่งกวา้งขวางใน
ปัจจุบนั  
ท่ีมา  http://www.mic.eng.ku.ac.th/facilities-detail.php?id_sub=42&id=38 

A B 

http://www.mic.eng.ku.ac.th/facilities-detail.php?id_sub=42&id=38


  14 

2.5.3 Energy Dispersive Spectroscopy (EDS) 

 Energy dispersive Spectrometry (EDS) เป็นดีเทคเตอร์ตัวหน่ึงท่ีอยู่ในระบบของ SEM 
ส าหรับใชว้ิเคราะห์ธาตุต่าง ๆ ท่ีมีอยูใ่นสารตวัอยา่ง ซ่ึงท าหนา้ท่ีรับสัญญาณ X-Ray โดยใชเ้ทคนิค 
สเปกโตสโคปีพลงังานกระจาย (Energy Dispersive Spectroscopy, EDS) การท างานอาศยัหลกัการ 
Energy Dispersive X-Ray Spectroscopy ใชก้ารเร่งอิเล็กตรอนให้มีพลงังานสูงพอเหมาะพุ่งเขา้ชน
ตวัอย่างซ่ึงประกอบไปดว้ยอะตอมของธาตุท่ีอยู่ในสถานะพื้นจนท าให้อิเล็กตรอนในระดบัชั้น
พลงังานวงในไดรั้บพลงังานจากการชนจนหลุดออกไปจากอะตอม แลว้อิเล็กตรอนจากวงนอกจึง
คายพลงังานออกมาบางส่วนพร้อมกบัเปล่ียนชั้นพลงังานเขา้มาแทนท่ีอิเล็กตรอนท่ีหลุดออกไป 
พลงังานท่ีอิเลก็ตรอนคายออกมาน้ีอยูใ่นรูปรังสีเอก็ซ์และมีค่าเฉพาะตามธาตุนั้น เม่ือวดัค่าพลงังาน
รังสีเอ็กซ์น้ีดว้ย EDS จะสามารถวิเคราะห์ไดว้า่ตวัอยา่งประกอบดว้ยธาตุชนิดใด สามารถวิเคราะห์
ได้ทั้ งเชิงปริมาณและเชิงคุณภาพ สามารถวิเคราะห์ธาตุได้ตั้ งแต่โบรอน (B) ถึงยูเรเนียม (U) 
สามารถวิเคราะห์แบบ Mapping และ Linescan ช่วยในการศึกษาชนิด ปริมาณ และการกระจายของ
องคป์ระกอบธาตุของอนุภาคนาโนซีลีเนียม Energy dispersive Spectrometry (EDS) เป็นดีเทคเตอร์
ตวัหน่ึงท่ีอยูใ่นระบบของ SEM ส าหรับใชว้ิเคราะห์ธาตุต่าง ๆ ท่ีมีอยูใ่นสารตวัอยา่ง ซ่ึงท าหนา้ท่ีรับ
สัญญาณ X-Ray 

2.5.4  Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) 

 เป็นเคร่ืองมือท่ีใชใ้นการวิเคราะห์วสัดุท่ีเป็นสารอินทรียห์รืออนินทรียซ่ึ์งสามารถวิเคราะห์
ตวัอย่างไดท้ั้งของแข็ง ของเหลว และก๊าซ เพื่อตรวจวิเคราะห์หาโครงสร้างและองคป์ระกอบของ
โมเลกุลได ้ซ่ึงในการสังเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียมอาจใช้พืชในการสังเคราะห์ท่ีแตกต่างกนั 
เทคนิคน้ีจึงถือเป็นการบอกเอกลกัษณ์ของอนุภาคนาโนไดเ้น่ืองจากสามารถหาโครงสร้างและ
องค์ประกอบต่างๆได้ เทคนิคน้ีอาศัยหลักการของการดูดกลืนคล่ืนรังสีช่วงกลางอินฟราเรด 
(Middle infrared region)  ประมาณ 400-4000 cm-1 เ ม่ือโมเลกุลได้รับพลังงานจากคล่ืนรังสี
อินฟราเรดท่ีมีความถ่ีตรงกบัความถ่ีของการสัน่ (Stretching) หรือการหมุน (Bending) ของพนัธะโค
วาเลนซ์ในโมเลกุล จะท าใหโ้มเลกุลดงักล่าวเกิดการดูดกลืนแสงและมีการเปล่ียนแปลงค่าโมเมนต์
ขั้ วคู่ (Dipole moment) ของโมเลกุล จากนั้ นเคร่ืองมือจะวัดค่าความเข้มแสงต่อความถ่ีหรือ          
ความยาวคล่ืน (Wave number) ไดผ้ลเป็นสเปคตรัม ซ่ึงในแต่ละพนัธะของหมู่ฟังก์ชนัจะแสดงค่า
ความยาวคล่ืนเฉพาะต่างกนั ท่ีใชบ่้งบอกการมีสารพืชในอนุภาคท่ีใชส้งัเคราะห์ 
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2.5.5 Zeta potential และค่า PDI 

Zeta potential (ค่าศกัยซี์ตา้) คือ ความแตกต่างของประจุไฟฟ้าระหว่างชั้นความหนาแน่น
ของไอออนท่ีอยูร่อบๆอนุภาคและประจุในของเหลวท่ีอยูล่อ้มรอบเป็นค่าท่ีใชเ้พื่อบอกแนวโนม้วา่
อนุภาคจะมีการเกาะตวักนัเป็นกอ้นหรือไม่ เพื่อศึกษาคุณสมบติัการกระจายตวัและความเสถียรของ
อนุภาคในระดับคอลลอยด์ ซ่ึงค่าศกัยซี์ตา้ท่ี ±0-10 mV, ±10-20 mV, ±20-30 mV และมากกว่า       
±30 mM จะบอกได้ว่าอนุภาคนาโนในระดับคอลลอยด์มีความเสถียรในระดับ highly unstable, 
relatively stable, moderately stable และ highly stable ตามล าดบั นอกจากน้ีค่า PDI (polydispersity 
index) เป็นค่าท่ีบอกการกระจายตวัของอนุภาค เม่ือค่า PDI นอ้ยกวา่หรือเท่ากบั 0.1 จะพิจารณาวา่มี
ความเป็น monodisperse สูง และค่าท่ีอยูร่ะหวา่ง 0.1-0.4 มีความเป็น monodisperse ปานกลาง แต่ถา้
ค่า PDI มากกว่า 0.4 จะมีความเป็น polydisperse สูง (Bhattacharjee 2016) จากตารางท่ี 1 จะแสดง
ค่า PDI, Zeta Potential และขนาดของอนุภาคนาโนซีลีเนียมจากสารสกดัพืชต่างๆ จะพบว่าค่า zeta 
potential เป็นประจุลบเน่ืองจากสารพฤษศาตร์ของพืช เช่น Phenolic, flavonoids และ tannins เป็น
ตน้ (Kokila, Elavarasan et al. 2017, Gunti, Dass et al. 2019) 

 
ตารางท่ี 1 ค่า PDI, Zeta potential และขนาดของอนุภาคนาโนซีลีเนียมท่ีสังเคราะห์ดว้ยสารสกดัพืช
ชนิดต่างๆ 

 คุณสมบติั  
 

พืช 
PDI 

(polydispersity 
index) 

Zeta 
potential 
(mV) 

ขนาด 
(nm) 

 
อา้งอิง 

Pelargonium Zonale 0.321 -24.6 136 (Fardsadegh, Vaghari et al. 2019) 
Aloe vera 0.344 -18.0 50 (Nomura and Terwilliger 2019) 

Vitis vinifera (Raisin) 0.212 - 3-18 (Sharma, Sharma et al. 2014) 
Diospyros montana - -22.3 4-16 (Kokila, Elavarasan et al. 2017) 
Lycium barbarum 0.241 -24.1 125 (Zhang, Zhang et al. 2018) 

Ginger - -36.0 100-150 (Menon, K.S et al. 2019) 
Parsley - -14.2 50-100 (Luminita Fritea, Vasile Laslo et al. 

2017) 
hawthorn fruit - -24.5 113 (Cui, Liang et al. 2018) 
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ตารางท่ี 1 แสดงตวัอยา่งงานวิจยัท่ีสงัเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียมจากสารพืชต่างๆและใช้

เทคนิคต่างๆในการพิสูจน์เอกลกัษณ์ของอนุภาคนาโน งานวิจยัสังเคราะห์ทางชีวภาพโดยใชส้าร
สกดักระเทียม 2 ml โดยค่อยๆหยดสารละลาย sodium selenite ความเขม้ขน้ 10 mM ปริมาตร 20 ml ใน
ระบบกวนผสม (magnetic stirring) บน thermo-orbital shaker ท่ีความเร็วรอบ 120 rpm นาน 5-7 วนัใน
สภาวะมืดท่ี 36°C แลว้พิสูจน์เอกลกัษณ์ของอนุภาคดว้ยการวิเคราะห์ UV-vis spectrophotometer 
ในช่วง 200-800 nm ให้ค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดอยู่ท่ี 260 nm Transmission Electron Microscopy 
(TEM) ท าใหเ้ห็นรูปร่างของอนุภาคเป็นทรงกลมและขนาดของอนุภาคท่ีสังเคราะห์ทางเคมีมีขนาด 
60-100 nm และทางชีวภาพท่ีใช้สารสกัดจากกระเทียมในการสังเคราะห์อนุภาคมีขนาด                 
100-400 nm  Scanning Electron Microscope เทคนิคท่ีใชว้ิเคราะห์รวมกบั EDS ในการวิเคราะห์ธาตุ
ต่างๆท่ีอยู่ในอนุภาคนาโนซีลีเนียม พบมีธาตุ Selenium ท่ีต าแหน่งประมาณ 1.4 KeV, Oxygen , 
Sodium และ Carbon เทคนิค Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) วิเคราะห์โครงสร้าง
และหาองคป์ระกอบของอนุภาคนาโนซีลีเนียม น าสารสกดักระเทียมและอนุภาคนาโนซีลีเนียมท่ี
สังเคราะห์จากกระเทียมมาวิเคราะห์พบกลุ่ม NO nitro และกลุ่ม CO carboxyl ของสารสกดัจาก
กระเทียม  ท่ีช่วยรีดิวซ์อนุภาคนาโนของซีลีเนียมและการวิเคราะห์ FTIR พบกลุ่ม OH, C-H, C-O-H 
เก่ียวขอ้งกบัการสังเคราะห์อนุภาคนาโนของซีลีเนียม และเทคนิค X-Ray Diffractometer (XRD) 
เทคนิควิเคราะห์การเล้ียวเบนของรังสีเอ็กซ์อาศยัหลกัการของการยิงรังสีเอ็กซ์ไปกระทบท่ีช้ินงาน 
ท าใหเ้กิดการเล้ียวเบน และสะทอ้นออกมาท่ีมุมต่างๆกนัโดยมีหวัวดัสัญญาณ (Detector) เป็นตวัรับ
ขอ้มูล องคป์ระกอบและโครงสร้างของสารจะมีองศาในการเล้ียวเบนรังสีเอก็ซ์ ในมุมท่ีแตกต่างกนั
ออกไปข้ึนกบัองคป์ระกอบ รูปร่าง และลกัษณะผลึก ซ่ึงลกัษณะผลึกของอนุภาคนาโนและมีขนาด 
100-410 nm ตามขอ้มูลท่ีใช ้TEM และ SEM ในการวิเคราะห์ (Anu, Singaravelu et al. 2016) 

Satgurunathan และคณะในปี 2017 สังเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียมจากกระเทียมเพื่อ
พฒันาอาหารใช้ในการเล้ียงกุ้งก้ามกราม โดยการสังเคราะห์ใช้ sodium selenite ละลายใช้น ้ า 
Ultrapure water ( 1 8  MΩ)  ใ ช้ส า รสกัด กระ เ ที ยม  5 ml ผสมกับ  sodium selenite 20 mM                 
ปริมาตร 50 ml บน magnetic stirrer 150 rpm ท่ี 60°C จนกระทัง่สารละลายเปล่ียนจากสีเหลืองใส

Potato - -29.3 115 (Chandramohan, Sundar et al. 2018) 
Theobroma cacao L. - -28.6±5.3 41.5±1.7 (Mellinas, Jimenez et al. 2019) 
Asteriscus graveolens 1.00 -24.1 20.6 (Zeebaree, Zeebaree et al. 2020) 

Emblica officinalis <0.20 -24.4 15-40 (Gunti, Dass et al. 2019) 
Curcumin - -36.9 53 (Guo, Li et al. 2017) 
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เ ป็ น สี ส้ ม อิ ฐ  ไ ด้ อ นุ ภ า ค ข น า ด  48- 87 nm พิ สู จ น์ เ อ ก ลั ก ษ ณ์ ด้ ว ย ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห์                                                 
UV-vis spectrophotometer ในช่วง 200-800 nm มีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดอยู่ท่ี 267 และ 367 nm 
เทคนิค Scanning Electron Microscope แสดงถึงอนุภาคมีรูปร่างกลมและมีขนาด 48-87 nm เทคนิค 
EDS เป็นเทคนิคท่ีใช้วิเคราะห์รวมกับ SEM ในการวิเคราะห์ธาตุต่างๆในอนุภาคโดยพบธาตุ 
Selenium ท่ีต าแหน่งประมาณ 1.4 และ 11.2 KeV, และมี Oxygen, Sodium, Carbon และ Phosphorus 
เทคนิค Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) วิเคราะห์โครงสร้างของอนุภาคนาโน
ซีลีเนียมจากกระเทียมพบว่ามี C=C alkene group, CH2 groups, N–O group และ carboxyl group    
(C=O) และเทคนิค X-Ray Diffractometer (XRD) วิเคราะห์องคป์ระกอบและโครงสร้างของสารจะ
มีองศาในการเล้ียวเบนรังสีเอ็กซ์ ในมุมท่ีแตกต่างกันออกไปข้ึนกับองค์ประกอบ รูปร่าง และ
ลกัษณะผลึก พบว่าลกัษณะผลึกของอนุภาคนาโนเป็น crystalline คลา้ยกบัผลึกของธาตุ Selenium 
ในธรรมชาติ (Satgurunathan, Bhavan et al. 2017) 

 

2.6 พืชท่ีใชใ้นการสงัเคราะห์ (กระเทียม) 

กระเทียมเป็นหน่ึงในพืชท่ีมีฤทธ์ิทางเภสัชกรรมมากมาย เช่น การตา้นจุลชีพ, ตา้นการ
อกัเสบ, ตา้นอนุมูลอิสระ และป้องกนัมะเร็ง สารส าคญัในการออกฤทธ์ิของกระเทียมอยูใ่นกลุ่มของ 
organosulfur compounds เ ช่น allicin (Yoo, Lee et al.  2010)  ซ่ึง allicin เ ป็นสารหลักท่ีพบใน
กระเทียมและมีฤทธ์ิตา้นมะเร็ง เน่ืองจาก allicin สามารถเหน่ียวน าใหเ้ซลลม์ะเร็งตายแบบ apoptosis 
โดยการเกิด oxidative modification ของกลุ่ม sulfhydryl (thiol) ในเซลล ์(Whanger and Butler 1988) 
นอกจากน้ี ในกระเทียมยงัมีสาร phenolic และ flavonoids ซ่ึงมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ โดย Johnson 
และคณะในปี 2016 วิเคราะห์ปริมาณ Phenolic, flavonoid และฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวิธี DPPH 
assay ในกระเทียมท่ีสกดัดว้ยน ้ า พบว่ามีปริมาณ Phenolic เทียบกบั gallic acid 0.285±0.02 gallic 
acid equivalent mg/ml sample ปริมาณ flavonoid เทียบกบั rutin 28.74±8.23 mg rutin/ml และฤทธ์ิ
การตา้นอนุมูลอิสระ DPPH ในช่วง 4.47-92.44% ท่ีความเขม้ขน้กระเทียมตั้งแต่ 3-40 mg/ml โดยให้
ค่า IC50 25.3 mg/ml แสดงถึงกระเทียมมีสารกลุ่ม polyphenolic compounds ซ่ึงมีคุณสมบัติเป็น 
reducing agent และ stabilizing agent ในการสงัเคราะห์อนุภาคนาโนได ้
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รูปท่ี 5 กระเทียม 
ท่ีมา https://www.indiamart.com/proddetail/fresh-garlic-15357922188.html 

 

2.7 ฤทธ์ิทางชีวภาพของอนุภาคนาโนซีลีเนียม 

อนุภาคนาโนซีลีเนียมมีการศึกษาสงัเคราะห์ และตรวจสอบฤทธ์ิทางชีวภาพของอนุภาค ซ่ึง
มีทั้งการยบัย ั้งเซลลม์ะเร็ง การยบัย ั้งเซลลแ์บคทีเรียและการตา้นอนุมูลอิสระ 

2.7.1 ฤทธ์ิยบัย ั้งเซลลม์ะเร็ง 

ความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งเกิดจากการเหน่ียวน าให้เกิดการตาย
แบบ apoptosis และเหน่ียวน าให้เกิดการยบัย ั้งในระยะต่างๆ ในวงจรเซลลซ่ึ์งเกิดจากการท่ีอนุภาค
นาโนซีลีเนียมเขา้สู่ภายในเซลลด์ว้ยการ conjugate กบั ligands และเขา้ไปยงันิวเคลียสท าให้ DNA 
เสียสภาพจากความเครียดออกซิเดชัน่ท่ีมีการสร้าง ROS ซ่ึงเป็นกลไกส าคญัของซีลีเนียมท่ีเหน่ียวน า
ใหเ้กิดความเป็นพิษ โดยท่ี ROS จะท าใหเ้ซลลต์ายโดยการควบคุมกิจกรรมของเอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้ง
กบัวิถีการตายแบบ apoptosis ของเซลล ์(Menon, Ks et al. 2018) จากรายงานการสังเคราะห์อนุภาค-
นาโนซีลีเนียมจากสารสกดัขม้ิน (Se@Cur) ไดอ้นุภาคขนาด 53 nm แลว้น าไปศึกษาฤทธ์ิยบัย ั้งการ
เจริญของเซลลม์ะเร็งตบั (HepG2) และเซลลป์กติ (LO2) วดัความมีชีวิตของเซลลด์ว้ยวิธี MTT วดั
ระดับ ROS และ caspase-3 พบว่าเม่ือใส่ Se@Cur นาน 48 ชั่วโมง ความมีชีวิตของเซลล์ปกติ 
(74.95%) มีค่ามากกว่าเซลล์มะเร็งตบั (52.29%) Se@Cur ค่อนขา้งไม่เป็นพิษต่อเซลล์ปกติและ
สามารถยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งได ้เม่ือวดัระดบั ROS ภายในเซลลม์ะเร็งตบัเม่ือใส่ Se@Cur 
เทียบกบัเซลล์มะเร็งท่ีไม่มีการใส่ Se@Cur พบว่าเซลล์มะเร็งตบัเม่ือใส่ Se@Cur ท าให้ระดบัของ 
ROS เพิ่มข้ึนสูง วดัปริมาณเอนไซม์ caspase-3 เม่ือมีการใส่ Se@Cur พบว่ามีปริมาณเอนไซม์ 
caspase-3 เพิ่มข้ึนสูงเม่ือเทียบกบัเซลลท่ี์ไม่มีการใส่สารทดสอบ จึงสรุปไดว้า่อนุภาคนาโนซีลีเนียม
มีฤทธ์ิเป็น pro-oxidant เม่ือเซลล์ไดอ้นุภาคนาโนซีลีเนียมจะสร้าง ROS เพิ่มข้ึนมากกว่าสภาวะท่ี
เซลล์ไม่ได้รับสาร ท าให้เกิดความเป็นพิษภายในเซลล์เหน่ียวน าให้เซลล์มะเร็งมีการตายแบบ 
apoptosis อยา่งจ าเพาะโดยมีผลต ่าต่อเซลลป์กติ (Guo, Li et al. 2017) 

https://www.indiamart.com/proddetail/fresh-garlic-15357922188.html
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2.7.2 ฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรีย 

กลไกในการยบัย ั้งการเจริญของอนุภาคนาโนอาจเกิดจากการเป็น Pro-oxidant เม่ืออนุภาค
นาโนสัมผสักบัแบคทีเรียและค่อยๆแทรกเขา้ไปภายในเซลลอ์าจจะท าให้เซลลเ์กิดการสร้าง ROS 
ในปริมาณท่ีสูงจึงท าใหเ้กิดการตายของแบคทีเรียจากรายงานของอนุภาคนาโนเงิน (Qing, Cheng et 
al. 2018) นอกจากน้ียงัมีกลไกท่ีน่าจะเป็นไปไดเ้ก่ียวกบัความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของ
แบคทีเรียของอนุภาคนาโนโลหะ โดยอนุภาคนาโนเงินจะกระจายอยูบ่ริเวณผนงัเซลล ์แลว้ปล่อย 
ions sliver ซ่ึงมีคุณสมบติัเป็น soft base โดย ions sliver จะไปจบักบั soft acid เช่น ก ามะถนั (S) ซ่ึง
เป็นหมู่ thiol (-SH) ท่ีอยูบ่ริเวณผนงัเซลลข์องแบคทีเรียไดดี้ จึงท าใหโ้ปรตีนเสียสภาพและสามารถ
เขา้สู่ภายในเซลลไ์ปขดัขวางการแบ่งตวัของเซลลโ์ดยการท าให ้DNA ท่ีมีฟอสฟอรัสเกิดการรวมตวั
กนัเป็นผลใหแ้บคทีเรียตาย (Sintubin, De Windt et al. 2009) นอกจากน้ีมีการศึกษาความสามารถใน
การออกฤทธ์ิของอนุภาคนาโนซีลีเนียมโดยการทดลองกับแบคทีเรียแกรมลบ (E.coli) และ             
แกรมบวก (S.aureus) หลงัจากแบคทีเรียไดรั้บอนุภาคนาโนซีลีเนียมเป็นเวลา 24 ชัว่โมงพบว่าเกิด
การยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียซ่ึงจะยบัย ั้งในแบคทีเรียแกรมบวกมากกว่าในแกรมลบ เน่ืองจาก
ความแตกต่างของโครงสร้างของผนงัเซลลแ์กรมบวกและแกรมลบ ผนงัเซลลข์องแบคทีเรียแกรม
บวกนั้นมีเมมเบรน peptidoglycan ท่ีหนา แต่ด้านนอกไม่มีเมมเบรน lipopolysaccharide ดังนั้น      
อนุภาคนาโนซีลีเนียมจึงสามารถแทรกเขา้ไปภายในแบคทีเรียแกรมบวกไดง่้าย โดยการดูดซบัทาง
เคมี (chemisorption) (Guisbiers, Wang et al. 2016) 

2.7.3 ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ 

ความสามารถของการตา้นอนุมูลอิสระของอนุภาคนาโนซีลีเนียม จากรายงานของ Vyas ปี 
2017 วิเคราะห์ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของอนุภาคนาโนซีลีเนียมท่ีสังเคราะห์จากกระเทียมท่ีมีขนาด 
7-45 nm จากการวิเคราะห์ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวิธี ABTS, DPPH และ FRAP assay ระหว่าง
อนุภาคนาโนซีลีเนียมและสารละลายกระเทียมพบว่าอนุภาคนาโนซีลีเนียมท่ีสังเคราะห์จาก
กระเทียมใหฤ้ทธ์ิฤทธ์ิตา้นอนุมูลท่ีดีกวา่สารสกดักระเทียมท่ีน ามาสังเคราะห์ โดยใหค่้า %inhibition 
จากการวิเคราะห์ดว้ยวิธี ABTS ของอนุภาคนาโนซีลีเนียมและสารสกดักระเทียมเท่ากบั 75 และ 
60% ตามล าดบั ค่า %inhibition จากการวิเคราะห์ดว้ยวิธี DPPH ของอนุภาคนาโนซีลีเนียมและสาร
สกดักระเทียมเท่ากบั 73 และ 65% ตามล าดบัและความสามารถในการริดิวซ์ ferric จากการวิเคราะห์
ด้วยวิธี FRAP ของอนุภาคนาโนซีลีเนียมพบว่ามีความสามารถในการริดิวซ์มากกว่าสารสกัด
กระเทียม (Vyas and Rana 2017) 
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Huang และคณะปี 2003 สังเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียมมีขนาดแตกต่างกนั S (5-15 nm), 
M (20-60 nm) และ L (80-200 nm) เม่ือศึกษาความสามารถตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวิธี DPPH assay 
พบว่าขนาดของอนุภาคนาโนซีลีเนียมมีผลต่อความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ อนุภาคขนาด
เล็ก (S), กลาง (M) และใหญ่ (L) มีฤทธ์ิลดแปรผนัตามขนาดท่ีใหญ่ข้ึน จากผลค่า IC50 มีค่าเท่ากบั 
0.007, 0.80 และ 0.95 mM ตามล าดบั (Huang, Zhang et al. 2003)  
 Forootanfar และคณะปี 2014 ศึกษาความสามารถต้านอนุมูลอิสระของอนุภาคนาโน
ซีลีเนียมท่ีสังเคราะห์ข้ึนดว้ยวิธี DPPH assay จากผลการทดลองพบว่าอนุภาคนาโนซีลีเนียมมีฤทธ์ิ
ตา้นอนุมูลอิสระท่ีต ่า ใชอ้นุภาคซีลีเนียมท่ีความเขม้ขน้ 200 µg/ml ได ้% scavenging 23.1±3.4 เม่ือ
เพิ่มความเขม้ขน้เป็น 800 µg/ml ไดค่้า %scavenging ไม่แตกต่างกนั จึงไม่สามารถค านวณค่า IC50 
ได ้(Forootanfar, Adeli-Sardou et al. 2014) 
 

2.8 ยาตา้นมะเร็ง Tamoxifen  

Tamoxifen เป็นยาในกลุ่ม selective estrogen receptor modulators (SERMS) ซ่ึงการท างาน
ของยากลุ่มน้ีไปแย่งจับท่ี Estrogen receptor ของเซลล์มะเร็งท่ีมี Estrogen receptor (ER+) เช่น 
เซลล์มะเร็งเต้านม (MCF-7) โดยอาศัย tamoxifen helper protein มาช่วยในการท างาน ท าให้ 
estrogen ไม่สามารถจบักบั estrogen receptor และออกฤทธ์ิได ้ท าให้การแบ่งตวัของเซลล์มะเร็ง
ลดลง ดงัรูปท่ี 6 

 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี 6 ยากลุ่ม SERMS แยง่จบั estrogen receptor กบั estrogen 

(Arunee, Manunya et al. 2011) 
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การด้ือยา Tamoxifen เป็นผลจากเซลลม์ะเร็งสร้าง Ubiquitin ligase (CUEDC2) เพิ่มมากข้ึน 
แลว้ไปจบักบัยาท่ีจบักบั receptor ท่ีจบัอยู่ก่อนและน าส่งให้ proteasome ท าลาย ท าให้ยาออกฤทธ์ิ
ได้ไม่ปกติ ส่งผลให้ผู ้ป่วยมีอาการด้ือยา ดังรูปท่ี 7 และเกิดอาการข้างเคียงมี เช่น คล่ืนไส้,               
ปวดกระดูกบวมแดงและอาการหนา้แดง (เอกสารแนะน าผูป่้วย โรงพยาบาลราชวิถี) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี  7 กระบวนการท าใหเ้กิดการด้ือยา Tamoxifen  

(Thomas and Gustafsson 2011) 
 

การออกฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งของ Tamoxifen พบว่าสามารถยบัย ั้งการเจริญ
เซลลม์ะเร็งท่ีไม่มี estrogen receptor เช่น เซลลม์ะเร็งตบั (HepG2) ได ้มีการศึกษาฤทธ์ิการยบัย ั้งการ
เจริญของเซลล ์HepG2 ท่ีไดรั้บยา Tamoxifen ท่ีความเขม้ขน้ 0.1, 1, 10 และ20 µM เป็นเวลา 24, 48 
และ 72 ชัว่โมง แลว้ดูการแสดงออกของ survivin ซ่ึงเป็นโปรตีนตา้นการตายแบบ apoptosis พบวา่ 
Tamoxifen ท่ีความเขม้ขน้ 10 และ 20 µM ท่ีเวลา 72 ชั่วโมง ท าให้มีการแสดงออกของ survivin 
ลดลงอย่างเห็นไดช้ดั แลว้ส่งผลให้เซลล์ตบัตายแบบ apoptosis ดงันั้น ยา Tamoxifen จึงสามารถ
ยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งท่ีไม่มี estrogen receptor  ผา่นวิถีไมโทคอนเดรียใหเ้กิด apoptosis ได ้
(Guo, Huang et al. 2009) เซลลป์กติ เช่น MRC-5 กมี็รายงานวา่มีค่า IC50 เท่ากบั 11.4 µg/ml (Amin, 
Tuenter et al. 2016) และอีกรายงานมีค่า IC50 เท่ากบั 10.5 µg/ml (Ehata, Phuati et al. 2012) พบวา่มี
ค่าใกลเ้คียงกนั 
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บทที่ 3 

วสัดุ อุปกรณ์ และวธีิการทดลอง 

3.1 วสัดุ อุปกรณ์และสารเคมี  

3.1.1 เคร่ืองมือและอุปกรณ์  

1. กระดาษกรอง No.1  
2. กลอ้งจุลทรรศน์ Light-microscope  
3. เคร่ือง Shaker  
4. เคร่ืองชัง่ 2 ต าแหน่ง  
5. เคร่ืองชัง่ 4 ต าแหน่ง  
6. เคร่ืองทา้น ้าบริสุทธ์ิ (Ultra-purification system)  
7. ตูอ้บ  
8. Autoclave  
9. Biological Safety Cabinet Class II  
10. Centrifuge  
11. CO2 Incubator  
12. Micropipette  
13. Muti - channel pipette  
14. pH meter  
15. Pipette aid  
16. Ultracentrifuge 
17. Ultrasonic 
18. UV-Vis Spectrophotometer  
19. Microplate reader 
20. Scanning Electron Microscope * 
21. Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR)* 
22. Energy Dispersive Spectroscopy (EDS)* 
23. Zeta potential * 
*ส่งวิเคราะห์ 
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เคร่ืองแกว้และพลาสติก  
1. ตวักรองสารละลาย, syringe  
2. หลอดทดลอง  
3. 96 well cell culture plate  
4. Beaker, Plate, Erlenmeyer flask  
5. Cuvette  
6. Tissue culture flask ขนาด 25,27 cm2  
7. Pipette 5, 10 ml  
3.1.2 สารเคมีท่ีใชใ้นการทดลอง                                                                       ยีห่อ้/บริษทั  
1. Absolute ethanol                                                                                             RCI lab scan        
2. ABTS                                              SIGMA-ALDRICH  
3. Agar                   Lab M Limitted 
4. Aluminium chloride (AlCl3 6H2O)                                                        SIGMA - ALDRICH 
5. Antibiotic (Penicillin - Streptomycin)                                                   SIGMA-ALDRICH                         
6. Ascorbic acid                                             RCI lab scan  
7. Beef extract                                                                                               Lab M Limitted 
8.Catechin                                                                                                SIGMA-ALDRICH  
9. DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl )                                               SIGMA-ALDRICH  
10. DMSO (Dimethyl sulfoxide)                                                                         Amresco  
11. Ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA)                                                    Fluka    
12. Fetal bovine serum                                                                                       Hyclone   
13. Folin-ciocalteu reagent                                                                             Merck KGaA   
14. Gallic acid                                                                                                       Fluka   
15. Hydrochloric acid (HCl)                                                                            RCI labs can   
16. Minimum Essential Medium (MEM)             SIGMA-ALDRICH 
17. MTT (3-(45- Dimethylthazo-2-y)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide)  SIGMA-ALDRICH   
18. Non- essential amino acid                        Glico 
19. Peptone                                                                                                      Lab M Limitted 
20. Phosphate buffer saline (PBS ; Ca2+ , Mg2+ Free)                                    SIGMA-ALDRICH  
21. Potassium persulfate (K2S2O8)                                                                           Fluka   
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22. Sodium carbonate (Na2CO3)                                                                Riedel-deHaen  
23. Sodium hydroxide (NaOH)                                                                    RCI lab scan  
24. Sodium Selenite                     SIGMA-ALDRICH   
25. Trolox                                                                                               SIGMA-ALDRICH  
26. Trypsin                                                                                                      Amresco 
27. Trypan blue                                                                                                 Glico 

3.1.3 พืชท่ีใชใ้นการทดลอง 

1.สารสกดักระเทียม                               บริษทั ขาวละออ เภสชั จ ากดั 

3.1.4 เซลลท่ี์ใชใ้นการทดลอง 

3.1.4.1 เซลลม์ะเร็งตบั (HepG2) 
 เซลลม์ะเร็งตบัในมนุษย ์มีลกัษณะคลา้ยกระเบ้ือง (epithelial-like) ในการเล้ียงจะใชอ้าหาร 
Minimum Essential Medium (MEM) ที่มี 10 % Fetal Bovine Serum ในตูบ่้ม CO2  ท่ีมี 5% CO2 ท่ี
อุณหภูมิ 37°C 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 8 เซลลม์ะเร็งตบั (HepG2) 
 

3.1.4.2 เซลลม์ะเร็งเตา้นม (MCF-7) 
 เซลล์มะเร็งเตา้นมในมนุษย ์มีลกัษณะคลา้ยกระเบ้ือง (epithelial-like) ในการเล้ียงจะใช้
อาหาร Minimum Essential Medium (MEM)  ท่ี มี  10 % fetal bovine serum และเพิ่ม  1%  non-
essential amino acid  ในตูบ่้ม CO2  ท่ีมี 5% CO2 ท่ีอุณหภูมิ 37°C 
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รูปท่ี 9 เซลลม์ะเร็งเตา้นม (MCF-7) 

 

3.1.4.3 เซลลป์อด (MRC-5) 
 เซลลป์อดในมนุษยเ์ป็นเซลลป์กติ มีลกัษณะคลา้ยกระสวย (Fibroblasts-like) ในการเล้ียง
จะใช้อาหาร Minimum Essential Medium (MEM) ที่มี 10 % fetal bovine serum ในตูบ่้ม CO2  ท่ีมี 
5% CO2 ท่ีอุณหภูมิ 37°C 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี 10 เซลลป์อด (MRC-5) 

 

3.2 การศึกษาสารองคป์ระกอบหลกัของพชืและฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ 

3.2.1 การวิเคราะห์หาปริมาณ total phenolic ดว้ยวิธี Folin-Ciocalteu method 

 น าสารสกัดกระเทียมละลายน ้ าปริมาตร 30 µl ผสมกับสารละลาย 1N Folin - ciocalteu 
reagent 300 µl และ 15% Na2CO3 150 µl น ้ากลัน่ 200 µl ตามล าดบั ท้ิงไวเ้ป็นเวลา 30 นาทีน าไปวดั
ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 765 nm แลว้ค านวณหาปริมาณ total phenolic compound จาก
กราฟมาตรฐาน Gallic acid และค านวณใหอ้ยูใ่นหน่วยของ mg GAE/g sample 
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3.2.2 การวิเคราะห์หาปริมาณ total flavonoid ดว้ยวิธี Aluminium chloride method  

 น าสารสกัดกระทียมละลายน ้ าป ริมาตร  250 µl ผสมกับ  5% NaNO2 75  µl และ                       
10% Aluminium chloride 150 µl แลว้ ท้ิงไว ้5 นาที จากนั้นเติม 1 M NaOH 500 µl ท้ิงไว ้15 นาที 
จากนั้นน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 510 นาโนเมตร แล้วค านวณหาปริมาณ total flavonoid 
(µg/ml) จากกราฟมาตรฐาน catechin และค านวณใหอ้ยูใ่นหน่วยของ mg Catechin /g sample   

3.2.3 การวิเคราะห์ความสามารถรีดิวซ์ดว้ยวิธี Ferric reducing antioxidant power assay 

 การวิเคราะห์ความสามารถในการรีดิวซ์เหล็ก (ferric ion (Fe3+)) ของสารตา้นอนุมูลอิสระ 
จะตอ้งเตรียม reagent ในการท าปฏิกิริยา เร่ิมจาก 1. เตรียม Sodium acetate buffer 300 mM pH 3.6 
2. เตรียมสารละลาย TPTZ (ตอ้งเตรียมใหม่ทุกคร้ัง) ละลายด้วยกรด HCl 40 mM และ 3.เตรียม
สารละลาย FeCl3· 6H2O 200 mM (ตอ้งเตรียมใหม่ทุกคร้ัง) จากนั้นน า 3 ส่วนน้ีผสมกนัในสัดส่วน 
10:1:1 น า reagent ท่ีเตรียมไวท้ าปฏิกิริยากับสารสกัดกระเทียมท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ โดยมีหลุม 
blank (เติมน ้ าปริมาตร 20 µl ผสมกบั  reagent ปริมาตร 180 µl) หลุม sample blank (เติมสารสกดั
พืชท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ 20 µl ผสมกบัน ้ ากลัน่ปริมาตร 180 µl) และหลุม sample ท่ีเติมสารสกดัพืช
ปริมาตร 20 µl ผสมกบั reagent ปริมาตร 180 µl  จากนั้นน าตวัอยา่งบ่มในท่ีมืดท่ี อุณหภูมิหอ้งนาน 
30 นาที ท าการวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 593 nm ใช ้Trolox เป็นสารเทียบมาตรฐาน 
ค านวณใหอ้ยูใ่นหน่วยของ mg Trolox / g sample 

3.2.4 การวิเคราะห์ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ 

3.2.4.1 วิธี DPPH 

การวิเคราะห์การก าจดัอนุมูลอิสระของอนุมูล DPPH ซ่ึงเป็นอนุมูลอิสระท่ีเสถียร ท าโดย
น าสารสกดักระเทียมละลายน ้ าใส่ลงใน 96 well plate จากนั้นใส่สารละลาย DPPH ท่ีละลายดว้ย 
ethanol ซ่ึงมีค่า absorbance เท่ากบั 0.70±0.02 ท่ีความยาวคล่ืน 517 nm ไปท าปฏิกิริยากบัสารสกดั
กระเทียมท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ โดยมีหลุม blank (เติม น ้ าปริมาตร 20 µl ผสมกบั 90 µM ของ DPPH 
ปริมาตร 180 µl) หลุม sample blank (เติมสารสกดัพืชท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ 20 µl ผสมกบัน ้ ากลัน่
ปริมาตร 180 µl) และหลุม sample ท่ีเติมสารสกดัพืชปริมาตร 20 µl ผสมกบั 90 µM ของ DPPH 
ปริมาตร 180 µl  จากนั้นน าตวัอยา่งบ่มในท่ีมืดท่ี อุณหภูมิหอ้งนาน 30 นาที ท าการวดัค่าการดูดกลืน
แสงท่ีความยาวคล่ืน 517 nm ท าการทดลองซ ้ า 3 คร้ัง จากนั้น ค านวณ %inhibition ตามสมการ ใช ้
Ascorbic acid เป็นสารเทียบมาตรฐาน 
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3.2.4.2 วิธี ABTS 

เต รียมสารละลาย ABTS cation radical solution โดยผสม 7 mM ABTS กับ 140 mM  
K2S2O8 ให้เขา้กนั บ่มในท่ีมืดเป็นเวลา 16 ชั่วโมงท่ีอุณหภูมิห้อง จะไดส้ารละลายสีฟ้าเขียวเขม้ 
จากนั้นเจือจาง ABTS•+ reagent ท่ีไดม้าดว้ยน ้ ากลัน่ให้มีค่า absorbance เท่ากบั 0.70±0.02 ท่ีความ
ยาวคล่ืน 734 nm ซ่ึงจะใชเ้ป็นสารทดสอบความสามารถก าจดั ABTS•+ โดยน าสารสกดักระเทียม
และ Trolox ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ (µg/ml) ปริมาตร 10 µl มาใส่สารละลาย ABTS•+reagent ปริมาตร 
490 µl ผสมใหเ้ขา้กนัและตั้งไวใ้นท่ีมืดท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 6 นาที แลว้วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืน 734 nm เ ทียบกับหลอดควบคุมท่ีใส่น ้ ากลั่นปริมาตร 10 µl กับสารละลาย 
ABTS•+reagent ปริมาตร 490 µl แลว้ค านวณหาความสามารถยบัย ั้งอนุมูลอิสระ ABTS•+ เทียบเท่า
กบั Trolox จากค่า % inhibition ของสารละลายมาตรฐาน Trolox กบัความเขม้ขน้สารพืช ค านวณ % 
inhibition ตามสมการ 
 
 

 

3.3 การศึกษาสภาวะการสงัเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียม 

 น าสารสกดักระเทียมมาสังเคราะห์อนุภาคนาโน ใช้สารละลาย sodium selenite กบัสาร
สกดักระเทียม ภายใตส้ภาวะการกระตุน้ดว้ย  ascorbic acid ท าการศึกษาสภาวะต่างๆ ไดแ้ก่ 

3.3.1 ความเขม้ขน้ของ Sodium selenite ท่ีใชใ้นการสงัเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียม 

การสังเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียมจากสารสกัดกระเทียมท่ีความเข้มข้นของ             
sodium selenite 10, 20 และ 30 mM ปริมาตร 20 ml ละลายสารสกดักระเทียม 0.06 g (ความเขม้ขน้               
3mg/ml) บ่มบน shaker 10 นาที ค่อยๆหยด ascorbic acid 80 mM จนเปล่ียนสีเป็นสีส้มอ่อน ซ่ึง
สภาวะ sodium selenite 10, 20 และ 30 mM หยด ascorbic acid 80 mM ปริมาตร 2.9 ml จากนั้นบ่ม
ในท่ีมืด ท่ีอุณหภูมิห้อง 72 ชัว่โมง เก็บตะกอนอนุภาคนาโนซีลีเนียมโดยป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 
13,363 rpm นาน 40 นาที ลา้งตะกอนดว้ยน ้ากลัน่ 2 คร้ัง ละลายตะกอนดว้ย PBS น าไป sonicate ท่ี
ความถ่ี 20% นาน 2 นาที 2-3 คร้ัง ตรวจสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ (3.2.4) และสังเกตลกัษณะ
อนุภาคในระหวา่งเกบ็ท่ี 4°C 
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3.3.2 ความเขม้ขน้ของสารพืชท่ีใชใ้นการสังเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียม 

สังเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียมจากสารสกดักระเทียมท่ีสภาวะ sodium selenite 10 mM 
ปริมาตร 20 ml ความเขม้ขน้ของสารสกดักระเทียม 2.5, 3 และ 4 mg/ml บ่ม 10 นาที ค่อยๆหยด 
ascorbic acid 80 mM จนครบ 2.9 ml บ่มในท่ีมืด ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 48 และ 72 ชัว่โมง บน shaker เก็บ
ตะกอนอนุภาคนาโนซีลีเนียมโดยป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 13,363 rpm นาน 40 นาที ลา้งตะกอน
ด้วยน ้ ากลัน่ 2 คร้ัง ละลายตะกอนด้วย PBS น าไป sonicate ท่ีความถ่ี 20% นาน 2 นาที 2-3 คร้ัง 
ตรวจสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ (3.2.4) และสงัเกตลกัษณะอนุภาคในระหวา่งเกบ็ท่ี 4°C 
3.3.3 เวลาท่ีใชใ้นการสงัเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียม 

สังเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียมจากสารสกดักระเทียมใชส้ภาวะ sodium selenite 10 mM 
ปริมาตร 20 ml ความเขม้ขน้ของสารสกัดกระเทียม 3 mg/ml บ่มบน shaker 10 นาที ค่อยๆหยด 
ascorbic acid 80 mM จนเปล่ียนสีเป็นสีส้มอ่อน ใชป้ริมาตร 2.9 ml บ่มในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิหอ้ง 4, 12, 
48 และ72 ชัว่โมง บน Shaker เก็บตะกอนโดยป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 13,363 rpm นาน 40 นาที 
ลา้งตะกอนดว้ยน ้ ากลัน่ 2 คร้ัง ละลายตะกอนดว้ย PBS น าไป sonicate ท่ีความถ่ี 20% นาน 2 นาที     
2-3 คร้ัง ตรวจสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ (3.2.4) และสงัเกตลกัษณะอนุภาคในระหวา่งเกบ็ท่ี 4°C 
3.3.4 เวลาและความเป็นกรด - ด่างท่ีใชใ้นการสงัเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียม 

สังเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียมจากสารสกดักระเทียมใชส้ภาวะ sodium selenite 10 mM 
ปริมาตร 20 ml ความเขม้ขน้ของสารสกดักระเทียม 3 mg/ml บ่มบน shaker 10 นาที ค่อยๆหยด 
ascorbic acid 80 mM จนครบ 2.9 ml ปรับ pH เ ป็น 4, 6, 8, 10 และไม่ปรับ pH บ่มในท่ีมืดท่ี
อุณหภูมิห้อง 72 ชั่วโมง บน shaker ซ่ึงสภาวะท่ีไม่ปรับ pH มี pH อยู่ในช่วง 5.3 – 5.5 การเก็บ
ตะกอนอนุภาคนาโนซีลีเนียมโดยป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 13,363 rpm นาน 40 นาที ลา้งตะกอน
ด้วยน ้ ากลัน่ 2 คร้ัง ละลายตะกอนด้วย PBS น าไป sonicate ท่ีความถ่ี 20% นาน 2 นาที 2-3 คร้ัง 
ตรวจสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ (3.2.4) และสงัเกตลกัษณะอนุภาคในระหวา่งเกบ็ท่ี 4°C 
 

3.4 การศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพของอนุภาคนาโนซีลีเนียม 

3.4.1 การศึกษาความสามารถตา้นอนุมูลอิสระของอนุภาคนาโนซีลีเนียม 

3.4.1.1 วิธี DPPH assay ตามวิธีการทดลองท่ี 3.2.4.1 

3.4.2 การศึกษาความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งเทียบกบัยาตา้นมะเร็ง 

เพาะเล้ียงเซลล์มะเร็งตบั (HepG2) และเซลล์มะเร็งเตา้นม (MCF-7) โดยมีเซลล์ปกติคือ
เซลล์ปอด (MRC-5) ท่ีเป็นตัวควบคุม ท าการเพาะเล้ียงลงใน 96 well plates บ่มเล้ียงในตู้บ่ม
บรรยากาศ 5% CO2 ท่ีอุณหภูมิ 37°C ประมาณ 24-48 ชัว่โมงใหเ้ซลลไ์ดป้ระมาณ 80% confluence ใส่
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สารตวัอยา่งท่ีจะศึกษา บ่มตามเวลาท่ีตอ้งการ แลว้วิเคราะห์ความมีชีวิตของเซลลด์ว้ยวิธี MTT assay 
และน าค่า % ความมีชีวิตมาสร้างกราฟเพื่อหาค่าความเขม้ขน้ของสารท่ีมีผลใหค้วามมีชีวิตของเซลล์
ลดลง 50% (IC50)  โดยจะท าการศึกษาความสามารถในยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็ง ดงัน้ี  
3.4.2.1 ศึกษาฤทธ์ิอนุภาคนาโนซิลีเนียมจากกระเทียมและกระเทียมท่ียบัย ั้งการเจริญของ
เซลลม์ะเร็งและเซลลป์กติ 
3.4.2.2 ศึกษาฤทธ์ิของยาตา้นมะเร็ง Tamoxifen ดูการยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งและเซลลป์กติ
ใชค้วามเขม้ขน้ของ Tamoxifen ตั้งแต่ 11, 9, 7 และ 6 µg/ml บ่ม 24 ชัว่โมง 

3.4.3 การศึกษาความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรีย 

ท าการเพาะเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย S.aureus ซ่ึงเป็นแบคทีเรียแกรมบวกใช้ loop เข่ียเช้ือ
แบคทีเรียจาก stock แช่แข็งโดย streak ไปบนอาหารแข็ง Nutrient Agar (NA) และบ่มท่ีอุณหภูมิ 
37 ̊C นาน 24 ชัว่โมง จากนั้นใช ้loop เข่ียโคโลนีเด่ียวๆท่ีเกิดข้ึนบนอาหารแขง็ใส่ลงในอาหารเหลว 
Nutrient Broth (Sharma, Sharma et al.) บ่มอุณหภูมิ 37̊C จนกระทัง่แบคทีเรียเจริญเติบโตประมาณ 
108 CFU/ml จึงน ามาศึกษาความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรีย ดงัน้ี 

3.4.3.1 วิธี Agar diffusion  

เตรียมอาหารแขง็ Nutrient Agar (NA) ลงใน plate ปริมาตร 25 ml เม่ืออาหารแขง็ตวั น าเช้ือ
ท่ีเตรียมในอาหารเหลวท่ีมีเช้ือประมาณ 108 CFU/ml เจือจางให้ไดเ้ช้ือประมาณ 2-3 × 106 cells/ml  
จากนั้นน าเช้ือเกล่ียใหท้ัว่ plate ปล่อยให้เช้ือแหง้ น า corkborer เจาะรูบน plate ตามจ านวนตวัอยา่ง
ท่ีจะทดสอบจะใส่ตวัอย่างหลุมละ 30 µl โดยอนุภาคนาโนซีลีเนียมใช้ท่ีความเขม้ขน้ 10 และ 5 
mg/ml บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 ̊C นาน 24 ชัว่โมง ถา้ตวัอยา่งมีความสามารถตา้นแบคทีเรียจะเกิดบริเวณใส 
( clear zone) และวดัเส้นผา่นศูนยก์ลางของบริเวณใสโดยใช ้vernier caliper  

3.4.3.2 วดัค่าความขุ่นของอาหารเล้ียงเช้ือ (Turbidity assay) 

น าเช้ือแบคทีเรียเตรียมในอาหารเหลวท่ีมีเช้ือประมาณ 108 CFU/ml เจือจางให้มีความ
เขม้ขน้ประมาณ 1-2 × 105 cells/ml ลงใน 96 well plates หลุมละ 100 µl ในการศึกษาใชอ้นุภาคนา
โนซีลีเนียมท่ีความเขม้ขน้ตั้งแต่ 250-0.12 µg/ml บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 ̊C นาน 24 ชัว่โมง จากนั้นวดัค่า
ความขุ่น ท่ีความยาวคล่ืน 600 nm ด้วยเค ร่ือง microplate reader (TECAN Sunrise, Australia) 
ค านวณเป็นค่า %การยบัย ั้งการเจริญดว้ยสมการดงัต่อไปน้ี  

% growth inhibition= (OD control-(OD sample-OD sample blank)/OD control) *100 
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3.5 การพิสูจน์เอกลกัษณ์ของอนุภาคนาโนซีลีเนียม 

 น าอนุภาคนาโนซีลีเนียมกระเทียมท าการพิสูจน์เอกลักษณ์ด้วยเทคนิค UV-visible 
spectrophotometer, Scanning Electron Microscope, Energy Dispersive Spectroscopy (EDS)  และ 
Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) 

3.5.1 UV-visible spectrophotometer 

เทคนิค UV-visible spectrophotometer ใชดู้การเปล่ียนแปลงสีของอนุภาคนาโนซีลีเนียม
เบ้ืองตน้ โดยน าสารละลายอนุภาคนาโนซีลีเนียมท่ีสังเคราะห์ไดใ้นแต่สภาวะ 1 ml เติมน ้ ากลัน่ให้
ครบ 20 ml น ามาป่ันเหวี่ยงเก็บตะกอนท่ีความเร็วรอบ 13,363 rpm นาน 40 นาที จากนั้นละลาย
ตะกอนดว้ยน ้ากลัน่ 1 ml และเจือจางสารละลาย 1:5 จึงมาวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีช่วง 200-700 nm  

3.5.2 Scanning Electron Microscope  

เทคนิค Scanning Electron Microscope ใชศึ้กษาลกัษณะสัณฐานของอนุภาคนาโนซีลีเนียม
การเตรียมตวัอยา่งแบบผง ใชก้ารเตรียมแบบผงทัว่ไปตวัอยา่งชนิดผงท่ีมีขนาด 10 ไมครอนข้ึนไป 
สามารถติดบนแท่นช้ินงานไดเ้ลย โดยพยายามติดใหอ้นุภาคเรียงตวัในลกัษณะเด่ียวๆ ไม่เกาะกลุ่ม
กัน การยึดติดโดยใช้เทปกาวคาร์บอนสองหน้า ส่งวิเคราะห์ท่ีศูนยเ์คร่ืองมือวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลย ีคณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัศิลปากร 

3.5.3 Energy Dispersive Spectroscopy (EDS/EDX) 

 เป็นการวิเคราะห์ธาตุองคป์ระกอบของอนุภาคนาโนซีลีเนียมจากกระเทียมซ่ึงจะวิเคราะห์
ควบคู่กับเคร่ือง Scanning Electron Microscope ส่งวิเคราะห์ท่ีศูนย์เคร่ืองมือวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลย ีคณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัศิลปากร 

3.5.4 Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) 

เทคนิค FTIR เป็นเทคนิคท่ีใช้ในการศึกษาหมู่ฟังก์ชันของโมเลกุล การเตรียมตวัอย่าง
ตวัอยา่งท่ีจะน ามาวิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง FT-IR จะอยูใ่นสถานะของแขง็ ของเหลว หรือก๊าซก็ได ้โดย
ส่วนใหญ่จะในรูปของแข็ง วิธีการเตรียมตวัอยา่งบดตวัอยา่งให้มีความละเอียดจากนั้นท าการผสม
ตวัอยา่งเขา้กบัโพแทสเซียมโบรไมด ์(KBr) ในโกร่งบดสาร โดยใหต้วัอยา่งมีความเขม้ขน้ ประมาณ 
0.01 เปอร์เซ็นต ์และบดสารให้ละเอียดโดยใหมี้การกระจายตวัอยา่งสม ่าเสมอจากนั้นใส่ตวัอยา่งท่ี
บดแลว้ลงในแม่พิมพแ์ละน าไปอดัดว้ยเคร่ืองอดัไฮดรอลิกให้มีความดนัประมาณ 15,000 ท้ิงไว ้       
1-2 นาทีและถอดตัวประกบแม่พิมพ์ออกตัวอย่างจะติดอยู่ท่ีแม่พิมพ์ มีลักษณะเป็นวงกลมใส 
ตวัอยา่งจะกระจายอยูบ่นโพแทสเซียมโบรไมด ์(KBr) แลว้น าตวัอยา่งเขา้เคร่ือง FTIR ส่งวิเคราะห์
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คณะวิศวกรรมศาสตร์และเทคโนโลยีอุตสาหกรรม ภาควิชา ปิโตรเคมีและวัสดุพอลิเมอร์ 
มหาวิทยาลยัศิลปากร 

3.5.5 Zeta potential และ PDI 

เป็นการวิเคราะห์ค่าศกัยซี์ตา้สามารถใชบ้อกความเสถียร การเตรียมตวัอยา่งโดยใชอ้นุภาค
นาโนซีลีเนียมท่ีความเข้มข้น 5 mg/ml ละลายด้วยน ้ า DI ส่งวิ เคราะห์ท่ี คณะเภสัชศาสตร์ 
มหาวิทยาลยัศิลปากร สภาวะของเคร่ืองท่ีใช ้คือ อุณหภูมิ 25 ̊C ก าหนดขนาดอนุภาคให้น้อยกว่า 
1000 nm ส่งวิเคราะห์ท่ีหน่วยภูมิปัญญาทางเภสัชศาสตร์ "ประโชติ เปล่งวิทยา" คณะเภสัช-
ศาสตร์ มหาวิทยาลยัศิลปากร 

 

3.6 การศึกษาศกัยภาพการออกฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระและการยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็ง 

 น าอนุภาคนาโนซีลีเนียมท่ีสภาวะเหมาะสมมีฤทธ์ิการยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งโดย
ท าการทดลองตามวิธีการทดลองท่ี 3.4.2.1 ในทุกๆ 1 เดือนเป็นเวลาประมาณ 6 เดือน เพื่อเป็นการ
หาอายกุารเกบ็รักษาของอนุภาคนาโนซีลีเนียม (Shelf life) 
 

3.7 วิเคราะห์ทางสถิติ 

 การทดลองทั้งหมดมีการท าซ ้ าอยา่งนอ้ยสามคร้ัง ความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัถูกค านวณ
โดยการวิเคราะห์แบบ one-way ANOVA และ two sample T- test โดยใชโ้ปรแกรมโปรแกรม SPSS 
Statistics เวอร์ชัน่ 22.0 
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บทที่ 4 

ผลการทดลองและวจิารณ์ผลการทดลอง  

 การสังเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียมดว้ยวิธีทางชีวภาพโดยการใชส้ารพฤกษศาสตร์เคมีไป
ท าหนา้ท่ีเป็น reducing agent และ capping agent ท่ีสามารถให้อิเล็กตรอนแก่ไอออนโลหะและท า
ให้เกิดการรวมตัวเป็นอนุภาคนาโนโลหะท่ีเสถียร ผลการศึกษาสารองค์ประกอบหลักและ
ความสามารถรีดิวซ์ของสารสกดักระเทียมและปัจจยัต่างๆท่ีเก่ียวขอ้ง ดงัน้ี 

4.1 การศึกษาสารองคป์ระกอบหลกัและความสามารถรีดิวซ์ของสารสกดักระเทียม 

การวิเคราะห์หาสารองคป์ระกอบ Phenolic และ Flavonoid ของสารสกดักระเทียมไดใ้ชว้ิธี
ทางเคมี คือ Folin-ciocalteu assay และ Aluminium chloride colorimetric assay ตามล าดบั และท า
เทียบกบัสารมาตรฐาน Gallic acid (µg/ml) ในการหาสารองคป์ระกอบ Phenolic และเทียบกบัสาร
มาตรฐาน Catechin (µg/ml)  ในการหาสารองค์ประกอบ Flavonoid รวมทั้ งได้วิ เคราะห์
ความสามารถรีดิวซ์ของกระเทียมจากการหาค่า IC50 (Inhibition concentration 50%) หรือความ
เขม้ขน้สารท่ีมีผลยบัย ั้งอนุมูลอิสระได ้50% ในการประเมินความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ
โดยวิธีวิเคราะห์ Ferric reducing antioxidant power assay (FRAP) เทียบกบัสารมาตรฐาน Trolox 
ต่อไป 

4.1.1 การวิเคราะห์หาปริมาณ total phenolic ดว้ยวิธี Folin-Ciocalteu method 

สารองค์ประกอบ Phenolic ของกระเทียมมีโครงสร้างเป็น phenolate ions ในสารละลาย
ด่าง ซ่ึงจะสามารถรีดิวซ์ Folin-Ciocalteu reagent ท่ีเป็นสีเหลือง ให้เป็นสีฟ้าในวิธี Folin-ciocalteu 
assay ซ่ึงเม่ือเทียบกับสารมาตรฐาน Gallic acid (µg/ml) และค านวณหาปริมาณ total phenolic 
compound จาก กราฟมาตรฐาน จะไดป้ริมาณ total phenolic ในหน่วยของ mg GAE/g sample  การ
วิเคราะห์สารสกดักระเทียม พบวา่กระเทียมสกดัมีปริมาณ total phenolic compound 3.09±0.018 mg 
GAE/g  ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการวิเคราะห์จากการสกดักลีบกระเทียมสดดว้ยตวัท าละลายต่างๆ ซ่ึง
ปริมาณ total phenolic compound ของกระเทียมสดท่ีสกดัดว้ยน ้า มีค่าเท่ากบั 2.97±0.58 mg GAE/g 
sample (Kallel, Driss et al. 2014) แสดงถึงกระเทียมสกดัขาวละออเภสชัมีปริมาณ total phenolic ไม่
แตกต่างจากกระเทียมสด  

4.1.2 การวิเคราะห์หาปริมาณ total flavonoid ดว้ยวิธี Aluminium chloride colorimetric method 

flavonoids ในกระเทียมจะเกิด chelate อิออนของ Al3+ แลว้ไดเ้ป็นสารเชิงซ้อนท่ีละลายน ้า
สีส้มแดงท่ีวดัค่าดูดกลืนแสงในวิธี aluminium chloride colorimetric assayได ้ซ่ึงเม่ือเทียบกบัสาร
มาตรฐาน catechin (µg/ml) และค านวณปริมาณ flavonoids จากกราฟมาตรฐาน จะหาปริมาณ 
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flavonoids ในหน่วย mg Catechin /g sample  พบว่าสารสกัดกระเทียมมีปริมาณ flavonoids 
0.0149±0.006 mg Catechin /g sample ขณะท่ีวิธีการสกดักลีบกระเทียมสดดว้ยตวัท าละลายต่างๆ 
พบปริมาณ flavonoids จากสารสกัดกระเทียมโดยใช้น ้ า เทียบกับสารมาตรฐาน Quercetin จะมี
ปริมาณ flavonoids เท่ากับ .045±0.01 mg QE /g sample (Kallel, Driss et al. 2014) เห็นได้ว่า
ปริมาณฟีนอลลิคในสารสกดักระเทียมจะมีมากกวา่ปริมาณฟลาโวนอยด ์ในลกัษณะเดียวกนักบัพืช
ทั่วๆไปท่ีพบมีปริมาณฟีนอลลิคมากกว่าฟลาโวนอยด์ อย่างไรก็ตาม ปริมาณฟีนอลลิคและ              
ฟลาโวนอยด ์ยงัแตกต่างกนัได ้ข้ึนกบัสายพนัธ์ุพืช วิธีการเพาะปลูก การสกดั และการวิเคราะห์ ซ่ึง
ในท่ีน้ีพบปริมาณ flavonoids แตกต่างกนัอาจเน่ืองจากการใชส้ารมาตรฐานในการเปรียบเทียบต่าง
ชนิดกนั  

4.1.3 ความสามารถรีดิวซ์ ดว้ยวิธี Ferric reducing antioxidant power assay 

การวดัความสามารถใหอิ้เล็กตรอนอิสระ (reducing agent) โดยอาศยัคุณสมบติัในการเป็น
ตวัรีดิวซ์ในปฏิกิริยา redox-linked colorimetric method โดย ferric tripyridyltriazine (Fe3+-TPTZ)  
complex จะถูกรีดิวซ์ในสภาวะ pH ต ่าๆ ดว้ยสารท่ีมีฤทธ์ิท่ีสามารถให้อิเล็กตรอนได ้(reductant) 
แลว้เกิดเป็น ferrous-tripyridyltriazine complex (Fe2+-TPTZ complex) ท่ีมีสีน ้าเงิน ซ่ึงความสามารถ
รีดิวซ์ Ferric ของกระเทียมจะท าเทียบกับสารมาตรฐาน Trolox (µg/ml) และแสดงผลในหน่วย       
mg Trolox /g sample จากผลท่ีได้ พบว่ากระเทียมขาวลออมีความสามารถรีดิวซ์ Ferric ได้              
4.78 ± 0.034 mg Trolox /g sample ขณะท่ีกระเทียมสดท่ีหั่นละเอียดและตม้กบัน ้ ามีความสามารถ
ในการรีดิวซ์ Ferric เทียบเท่ากบัสารมาตรฐานเท่ากบั 1.13±0.31 mg Trolox /g sample (Wiwat and 
Wallaya 2009) ซ่ึงค่าท่ีแตกต่างกนัอาจจะเกิดจากวิธีการสกดัท่ีแตกต่างกนั โดยกระเทียมขาวลออจะ
ท าโดยการสกดัสดและระเหยน ้าในน ้าคั้นกระเทียมใหเ้ป็นผงแหง้ดว้ย spray dry 

ผลท่ีไดจ้ากการวิเคราะห์สารส าคญัและความสามารถรีดิวซ์ของกระเทียมขาวลออ พบว่า
กระเทียมขาวลออมีปริมาณสารฟีนอลลิคมากกวา่ฟลาโวนอยด ์ซ่ึงสารทั้งสองมีสมบติัในการรีดิวซ์
ได้ ตามวิธีวิเคราห์ folin-ciocalteu assay และ ferric reducing antioxidant power assay (FRAP) ท่ี
อาศยัหลกัการรีดิวซ์ของสาร และกระเทียมขาวลออยงัมีฤทธ์ิจบัโลหะจากวิธีวิเคราะห์  aluminium 
chloride colorimetric assay ท่ีการเกิดสีเ กิดจากสารกลุ่ม flavonoids จับกับ aluminium ดังนั้ น 
กระเทียมขาวลออจึงอาจน าไปใช้สังเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียมจากบทบาทการเป็น  reducing 
agent และ capping agent ได ้
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4.2 การศึกษาสภาวะการสงัเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียม 

sodium selenite เป็นแหล่งของธาตุซีลีเนียมท่ีน าไปสังเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียม ซ่ึง
สภาวะแรกในการสังเคราะห์ไดใ้ช้สารสกัดกระเทียมกบัสารละลาย sodium selenite โดยไม่ใส่ 
ascorbic acid พบว่าสารละลายในสภาวะบ่มเขย่าท่ีอุณหภูมิห้องไม่เปล่ียนเป็นสีส้มแดงท่ีระบุการ
เกิดอนุภาคนาโนซีลีเนียม แมบ่้มนานเป็นสัปดาห์ (รูปท่ี 11A) แสดงถึงสารสกดักระเทียมมีความ
แรงการเป็นสารรีดิวซ์ไม่เพียงพอให้ Se4+ เปล่ียนไปเป็น Se0 และเม่ือท าการสังเคราะห์โดยใส่ 
sodium selenite และ ascorbic acid และไม่มีการใส่สารสกดักระเทียม พบวา่เกิดการเปล่ียนเป็นสีส้ม
แดง แต่มีลกัษณะเป็นเม็ดๆ ในสารละลาย (รูปท่ี 11B) แสดงถึง ascorbic acid สามารถรีดิวซ์ Se4+ 
ไปเป็น Se0 ไดดี้ ซ่ึง Se0 เป็นสารท่ีไม่ละลายน ้า และไม่เสถียร จึงเกิดการจบักลุ่มใหเ้ห็นเป็นเมด็เลก็ 
จากการขาดสารหุ้มให้ Se0 เกิดความเสถียร ดงันั้นการสังเคราะห์ต่อไป จึงมีการใส่ ascorbic acid 
ช่วยกระตุน้ปฎิกริยาการสังเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียม และมีใส่สารสกดักระเทียมไปท าหนา้ท่ี 
reducing agent และเป็นตวัหุ้ม (capping agent) ให้อนุภาคนาโนซีลีเนียมมีความเสถียร อย่างไรก็
ตาม การสังเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียมให้มีขนาดเล็ก มีความสัมพนัธ์กบัปัจจยัต่างๆ ในท่ีน้ี จึง
ท าการศึกษาสภาวะการสังเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียมดงัในสภาวะต่อไปน้ี เพื่อคดักรองเลือก
สภาวะของการสังเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียมท่ีเหมาะสมจากฤทธ์ิทางชีวภาพในการตา้นมะเร็ง
และตา้นอนุมูล DPPH ต่อไป 
 
 
 
 
รูปท่ี 11 แสดงสภาวะท่ีใส่ sodium selenite และสารสกัดกับกระเทียม (A) และสภาวะท่ีใส่        
sodium selenite และ ascorbic acid (B) อนุภาคนาโนซีลีเนียมท่ีเวลาบ่ม 72 ชั่วโมง แสดงการจบั
กลุ่มอนุภาคตามลูกศร 
 

4.2.1 ผลความเขม้ขน้ของ sodium selenite ท่ีใชใ้นการสงัเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียม 

การสงัเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียมจากสารสกดักระเทียมท่ีสภาวะใช ้sodium selenite 10, 
20 และ30 mM ปริมาตร 25 ml และมีความเข้มข้นของสารสกัดกระเทียม 3 mg/ml บ่ม 10 นาที 
ค่อยๆหยด ascorbic acid 80 mM จนครบ 2.9 ml บ่มในท่ีมืด ท่ีอุณหภูมิห้อง 72 ชัว่โมง บน shaker 
130 rpm (รูปท่ี 12)เม่ือวดัค่าการดูดกลืนแสงด้วยเคร่ือง UV-visible spectrophotometer เกิดพีค
ประมาณ 270, 250, 250 nm ตามล าดับ (รูปท่ี 13) เม่ือวิเคราะห์ขนาดและลักษณะรูปร่างของ     

A B 
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อนุภาคนาโนซีลีเนียมโดยใช้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด พบว่าอนุภาคนาโน
ซีลีเนียมท่ีสภาวะใส่ sodium selenite ความเขม้ขน้ 10, 20 และ 30 mM มีรูปร่างทรงกลมท่ีมีขนาดอยู่
ในช่วง 11-70, 31-70 และ 31-100 nm ตามล าดบั (รูปท่ี 14) เม่ือวิเคราะห์ธาตุบนผิวของอนุภาคนา
โนซีลีเนียมดว้ย EDS พบ % selenium ในอนุภาคมีปริมาณมากตามสภาวะการใส่ sodium selenite 
ในการสังเคราะห์ และย ังพบธาตุคาร์บอน ไนโตรเจน ออกซิเจน และซัลเฟอ ร์ท่ีเป็นธาตุ
องค์ประกอบของสารชีวโมกุลในกระเทียม เน่ืองจากกระเทียมมีสารองค์ประกอบซัลเฟอ ร์เป็น
องค์ประกอบหลกัจาก allicin ท่ีเป็น organosulfur (รูปท่ี 15) ซ่ึงผลจากการวิเคราะห์เอกลกัษณ์ 
ขนาดของอนุภาคนาโนซีลีเนียมทั้ง 3 สภาวะพบว่าอนุภาคนาโนซีลีเนียมท่ีใช้ Sodium selenite       
10 mM ให้อนุภาคขนาดเล็กกว่าสภาวะใช้ Sodium selenite ท่ี 20 และ 30 mM ซ่ึงสอดคล้องกับ
งานวิจยัของ Anu และคณะ (2016) ท่ีสังเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียมจากสารสกดักระเทียมความ
เขม้ขน้ 0.1 g/ml ปริมาตร 2 ml และใช้ Sodium selenite 10 mM  บ่ม 5-7 วนั เกิดพีคท่ี 260 nm มี
ขนาดอยู่ในช่วง 40-100 nm (Anu, Singaravelu et al. 2016) และงานวิจยัท่ีสังเคราะห์อนุภาคนาโน
ซีลีเนียมจากสารสกดักระเทียมท่ีใช้ selenious acid 30 mM บ่ม 2 วนั เกิดพีคท่ีช่วง 200-300 nm มี
ขนาดประมาณ 205 nm (Ezhuthupurakkal, Polaki et al. 2017) 

 
รูปท่ี 12 สารละลายอนุภาคนาโนซีลีเนียมจากสภาวะการใส่ sodium selenite ท่ีความเขม้ขน้ 10, 20 
และ30 mM ท่ีเวลาบ่ม 72 ชัว่โมง 
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รูปท่ี 13 UV-vis spectra ของอนุภาคนาโนซีลีเนียมท่ีความเขม้ขน้ของ sodium selenite ท่ี 10, 20 
และ30 mM ท่ีเวลาบ่ม 72 ชัว่โมง 
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รูปท่ี 14 รูปจากกลอ้งจุลทรรศน์
อิเลก็ตรอนแบบส่องกราดและขนาดของอนุภาคนาโนซีลีเนียมท่ีสภาวะการสังเคราะห์ใช ้sodium 
selenite 10 mM (A), สภาวะการสงัเคราะห์ใช ้sodium selenite     20 mM (B) และสภาวะการ
สังเคราะห์ใช ้sodium selenite 30 mM (C) บ่ม 72 ชัว่โมง 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Element Weight % Atomic % Error %

C 26.58 59.56 13.91

N 5.19 9.97 26.9

O 4.54 7.63 21.97

S 2.25 1.89 16.33

Se 61.45 20.95 6.8

A Element Weight % Atomic % Error %

C 28.91 61.24 11.44

N 5.84 10.61 15.94

O 5.07 8.07 13.25

S 1.47 1.17 10.4

Se 58.7 18.92 4.51
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 รูปท่ี 15 Energy dispersive Spectrometry (EDS) ของอนุภาคนาโนซีลีเนียมท่ีสภาวะการสังเคราะห์
ใช ้sodium selenium 10 mM (A), 20 mM (B) และ 30 mM บ่ม 72 ชัว่โมง 
 

การคดักรองอนุภาคนาโนซีลีเนียมท่ีสังเคราะห์จาก sodium selenite ท่ีความเขม้ขน้ 10, 20 
และ30 mM โดยวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH assay พบว่าทั้ง 3 ชนิดอนุภาคท่ี
สังเคราะห์ไดไ้ม่มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ ส่วนฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งตบั (HepG2) และ
มะเร็งเตา้นม (MCF-7) และเซลล์ปกติ (MRC-5) ไดท้ าโดยบ่มเซลล์กบัอนุภาคทั้ง 3 ชนิด ท่ีความ
เขม้ขน้ต่างๆ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ก่อนวิเคราะห์ความมีชีวิตของเซลล์ดว้ย MTT assay และน าค่า 
IC50 มาเปรียบเทียบ ผลจากรูปท่ี 16 พบว่า อนุภาคจากสภาวะท่ีใช้ sodium selenite ความเขม้ขน้      
10 mM ให้อนุภาค ท่ีให้ค่า IC50 ต่อเซลลป์กติ (MRC-5) สูงกว่าเซลลม์ะเร็งตบั และเซลลม์ะเร็งเตา้
นมมากกว่าอนุภาคจากสภาวะความเขม้ขน้ sodium selenite อ่ืนๆ แสดงถึงอนุภาคจากสภาวะใช้ 
sodium selenite 10 mM สามารถยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งมากกวา่เซลลป์กติ เม่ือเปรียบเทียบ
ความเป็นพิษต่อเซลลป์กติพบว่าท่ีสภาวะใช ้sodium selenite 10 mM มีความเป็นพิษนอ้ยท่ีสุดและ
ขนาดของอนุภาคท่ีสภาวะการสังเคราะห์น้ียงัมีขนาดเล็กท่ีสุด อย่างไรก็ตาม อนุภาคยงัคงมีฤทธ์ิ
ตา้นอนุมูลอิสระต ่า ซ่ึงคาดวา่อาจเป็นผลจากสารพืชท่ีใชหุ้ม้มีปริมาณนอ้ยไป ดงันั้น จึงทดลองโดย
การใชส้ภาวะการสังเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียมท่ีใชค้วามเขม้ขน้ของ sodium selenite 10 mM ท่ี
ให้การยบัย ั้งเซลล์มะเร็งดี มาสังเคราะห์อนุภาคในสภาวะท่ีมีความเข้มข้นสารสกัดกระเทียม
แตกต่างกนั 
 

 

 

 

Element Weight % Atomic % Error %

C 21.45 55.7 15.75

N 3.23 7.18 38.43

O 3.9 7.61 22.4

S 2.25 2.18 18.44

Se 69.18 27.33 6.79

C 
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รูปท่ี 16 ค่า IC50 ของอนุภาคนาโนซีลีเนียมท่ีใช้ความเข้มข้นของ Sodium selenite แตกต่างกัน        
บ่ม 72 ชัว่โมงของเซลลม์ะเร็งตบั (HepG2) มะเร็งเตา้นม (MCF-7) และเซลลป์กติ (MRC-5) ซ่ึงค่า 
IC50 ของแต่ละเซลลใ์นแต่ละสภาวะจะแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั (*P<0.05) (n=3) โดยเปรียบเทียบ
สารชุดเดียวกนักบัเซลลไ์ลน์ต่างกนั 
 

4.2.2 ผลความเขม้ขน้ของสารพืชท่ีใชใ้นการสังเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียม 

การสังเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียมในสภาวะใช ้sodium selenite 10 mM ปริมาตร 20 ml 
และใช้สารสกัดกระเทียมท่ีความเข้มข้น 2.5, 3 และ 4 mg/ml บ่มเขย่า 10 นาที แล้วค่อยๆหยด 
ascorbic acid 80 mM จนครบ 2.9 ml บ่มในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิห้อง 48 และ 72 ชั่วโมงบน shaker       
130 rpm (รูปท่ี 17A และB) พบว่าสารละลายเปล่ียนเป็นสีส้มแดง โดยสีจะเขม้มากข้ึนเม่ือความ
เขม้ขน้กระเทียมสกดัมากข้ึน เม่ือน าอนุภาคในสารละลายแขวนลอยสีส้มแดงท่ีไดม้าป่ันเหวี่ยง ลา้ง 
และศึกษาสมบัติกายภาพของอนุภาค โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเค ร่ือง  UV-visible 
spectrophotometer พบมีพีคในช่วงประมาณ 260-280 nm ท่ีทุกสภาวะของความเขม้ขน้สารสกัด
กระเทียม (รูปท่ี 18) อย่างไรก็ตาม สังเกตพบว่าสารละลายแขวนลอยสีส้มแดงในสภาวะใช้
กระเทียมสกดั 3 mg/ml มีการตกตะกอนชา้ท่ีสุด เม่ือท าการเกบ็ในรูปของสารละลายท่ีอุณหภูมิ 4°C 
โดยสามารถเก็บไดถึ้ง 14 วนัจึงเร่ิมพบมีการตกตะกอนท่ีปลายหลอดเล็กน้อย ขณะท่ีสภาวะท่ีใช้
สารสกดักระเทียม 2.5 และ 4 mg/ml ระยะเวลาสังเคราะห์ 48 และ72 ชัว่โมง ใหอ้นุภาคแขวนลอยท่ี
เร่ิมตกตะกอนในช่วงการเกบ็ท่ี 3-7 วนัและท่ีสภาวะใชส้ารสกดักระเทียม 4 mg/ml ไม่สามารถกรอง
ผ่านตวักรอง 0.45 µm ไดดี้ ซ่ึงอาจเป็นผลเน่ืองจากการใส่สารสกดักระเทียมท่ีมีหนา้ท่ีเป็นตวัหุ้ม 
เกิดการหุม้นอ้ยเกินไปเม่ือใชค้วามเขม้ขน้กระเทียมสกดันอ้ย ท าใหอ้นุภาคไม่เสถียรและเกาะจบักนั 
หรืออาจมีการหุ้มมากเกินไปในกรณีใชค้วามเขม้ขน้กระเทียมมาก แลว้ท าให้เกิดการรวมกลุ่มของ
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อนุภาคผ่านสารประกอบพืชให้มีขนาดใหญ่ และไม่สามารถกรองผ่านตัวกรองได้ ซ่ึงอนุภาค
แขวนลอยเหล่านั้นจะเกิดการตกตะกอนอยา่งรวดเร็ว จากผลการวิเคราะห์การตกตะกอน และการ
กรองผ่านตวักรอง 0.45 µm พบว่าอนุภาคนาโนซีลีเนียมท่ีใช้สารสกดัจากกระเทียม 3 mg/ml ท่ี
ระยะเวลาบ่มสังเคราะห์ 48 และ 72 ชัว่โมง น่าให้อนุภาคท่ีมีความเสถียรกว่าสภาวะความเขม้ขน้
อ่ืนๆของกระเทียม 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 17 สารละลายอนุภาคนาโนซีลีเนียมท่ีสภาวะการสังเคราะห์ความเข้มข้นของสารสกัด
กระเทียมต่างๆ ท่ีบ่ม 48 ชัว่โมง (A) และ 72 ชัว่โมง (B) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 18 UV-vis spectra ของอนุภาคนาโนซีลีเนียมใชค้วามเขม้ขน้สารสกดักระเทียมท่ี 2.5, 3 และ            
4 mg/ml ท่ีเวลาบ่ม 48 และ 72 ชัว่โมง  
 

 อนุภาคนาโนซีลีเนียมท่ีสังเคราะห์ไดจ้ากใชส้ารสกดักระเทียมท่ีความเขม้ขน้ 2.5, 3 และ      
4 mg/ml ท่ีเวลา 48 และ72 ชัว่โมง เม่ือน ามาคดักรองฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็ง พบวา่ความ
เขม้ขน้ของสารสกดักระเทียมและระยะเวลาบ่มมีผลต่อฤทธ์ิของอนุภาค โดยสภาวะท่ีใชส้ารสกดั
กระเทียม 3 mg/ml บ่ม 72 ชัว่โมง มีแนวโนม้ดีท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งไดดี้ ขณะท่ีมี
ความเป็นพิษต่อเซลล์ปกติไม่มาก ส่วนอนุภาคจากสภาวะใช้สารสกัดกระเทียม 2.5 mg/ml               
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บ่ม 48 และ 72 ชั่วโมงและ 4 mg/ml บ่ม 72 ชั่วโมงไม่มีฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของเซลล์มะเร็ง            
สันนิฐานว่าอนุภาคท่ีสภาวะดังกล่าวไม่เสถียร จึงอาจเกิดการจับตกตะกอน ดังในสภาวะเก็บ
สารละลาย ซ่ึงอาจท าใหอ้นุภาคเหล่านั้นเขา้เซลลใ์หเ้กิดฤทธ์ิยบัย ั้งไม่ได ้ส่วนอนุภาคนาโนซีลีเนียม
สภาวะท่ีใชส้ารสกดักระเทียม 3 mg/ml บ่ม 48 ชัว่โมง และ 4 mg/ml บ่ม 48 ชัว่โมง อาจมีการหุ้มดี 
จึงเสถียรเป็นอนุภาคเลก็ๆ ท่ีเขา้เซลลใ์หเ้กิดฤทธ์ิในการยบัย ั้งเจริญของเซลลม์ะเร็งได ้และพบยบัย ั้ง
เซลล์มะเร็งไดดี้กว่าเซลล์ปกติเล็กน้อย (รูปท่ี 19) ส่วนการวิเคราะห์ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวิธี 
DPPH assay ของอนุภาคท่ีได ้ยงัคงพบในลกัษณะเดิมท่ีอนุภาคทั้งหมดไม่มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ 
DPPH ดงันั้นจึงใชส้ภาวะใช ้sodium selenite 10 mM สารสกดักระเทียม 3 mg/ml บ่ม 72 ชัว่โมงใน
การศึกษาเก่ียวกบัสภาวะ pH ต่อไป เน่ืองจาก pH มีผลต่อรูปร่างและขนาดของอนุภาคซีลีเนียมได ้
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   

รูปท่ี 19 ค่า IC50 ของอนุภาคนาโนซีลีเนียมท่ีใชค้วามเขม้ขน้ของสารสกดักระเทียมแตกต่างกนัและ
เวลาบ่ม 48 และ 72 ชั่วโมงของเซลล์มะเร็งตบั (HepG2) มะเร็งเตา้นม (MCF-7) และเซลล์ปกติ 
(MRC-5) ซ่ึงค่า IC50 ของแต่ละเซลล์ในแต่ละสภาวะจะแตกต่างอย่างมีนยัส าคญั (*P<0.05) (n=3)
โดยเปรียบเทียบสารชุดเดียวกนักบัเซลลไ์ลน์ต่างกนั 
 

4.2.3 ความเป็นกรด – ด่างท่ีใชใ้นการสงัเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียม 

การสังเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียมจากสารสกัดกระเทียมโดยใช้สภาวะท่ีมี sodium 
selenite 10 mM ปริมาตร 20 ml ความเขม้ขน้ของสารสกดักระเทียม 3 mg/ml บ่มบน shaker 10 นาที 
ค่อยๆหยด ascorbic acid 80 mM จนครบ 2.9 ml จากนั้นปรับ pH เป็น 4, 6, 8, 10 และไม่ปรับ pH 
และบ่มในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิหอ้ง 72 ชัว่โมง บน shaker ซ่ึงสภาวะท่ีไม่ปรับ pH (มี pH อยูใ่นช่วง 5.3 - 
5.5) (รูปท่ี 20) พบว่าทุกสภาวะให้สารละลายแขวนลอยสีเหลืองอ่อน เวน้แต่สภาวะ pH 4 ท่ี
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สารละลายเกิดเป็นสีส้มแดงทนัที ขณะท่ีสภาวะอ่ืนสารละลายค่อยๆเปล่ียนเป็นสีส้มแดงมากข้ึน
ตามระยะเวลาบ่ม อยา่งไรก็ตาม พบว่าสภาวะ pH ท่ีเป็นด่างมากข้ึน เกิดความเขม้ของสารละลายสี
ส้มลดลงตาม pH ท่ีมากข้ึน และพบมีเม็ดเล็กๆสีแดงในสภาวะบ่มท่ี pH 4 ขณะท่ี pH อ่ืนๆให้
สารละลายแขวนลอยดี  ซ่ึงสอดคลอ้งกบัขอ้มูลว่า selenite มีสัมพนัธภาพกบัแร่ธาตุหลายชนิดและ
สารอินทรียไ์ดดี้ท่ี pH<7 (Li, McGrath et al. 2008) เม่ือน าอนุภาคท่ีไดม้าป่ันเหวี่ยง ลา้ง และวดัค่า
การดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือง UV-visible spectrophotometer พบพีคประมาณ 270 nm ในสภาวะท่ีไม่
ปรับ pH ขณะท่ีในสภาวะ pH 4, 6, 8 และ 10 ไม่เกิดพีค (รูปท่ี21) ซ่ึงอาจเป็นผลจากสภาวะเหล่าน้ี
ก่อให้เกิดอนุภาคท่ีไม่เสถียร จากการท่ีสารชีวภาพในสภาวะดงักล่าวเกิดการเส่ือม มีรายงานว่า 
allicin เป็นสารในกระเทียมท่ีมีความเสถียรไดดี้ท่ี pH 5-6 และpH ท่ีสูงหรือต ่ากวา่น้ีส่งผลให ้allicin 
เส่ือมสลายอยา่งรวดเร็ว ส่วนการวิเคราะห์ขนาดและลกัษณะรูปร่างของอนุภาคนาโนซีลีเนียมจาก
กลอ้งจุลทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบส่องกราดท่ีสภาวะ pH 4 ใหอ้นุภาคขนาดช่วง 31-70 nm (รูปท่ี 22) 
ซ่ึงมีขนาดใหญ่มากกว่าสภาวะท่ีเป็นด่าง อาจจะเกิดจากสารสกดักระเทียมท่ีเป็นตวัหุ้มของอนุภาค
นาโนซีลีเนียมมีความเสถียรใน pH ท่ีค่อนขา้งเป็นด่าง (Mansor, Herng et al. 2016) เม่ือมีการปรับ 
pH ให้เป็นกรดอาจจะให้ตวัหุ้ม หุ้มไดไ้ม่ดีจึงท าให้เกิดการรวมตวักนัของอนุภาคท าให้อนุภาคมี
ขนาดท่ีค่อนขา้งใหญ่กวา่ ใน pH ท่ีเป็นด่างมีการหุม้อนุภาคใหเ้กิดความเสถียรกวา่ ส่วนสภาวะท่ีไม่
ปรับ pH ก็พบอนุภาคส่วนใหญ่ขนาดเลก็ 21-50 nm อยา่งไรก็ตาม ควรศึกษาสมบติัทางชีวภาพของ
อนุภาคท่ีสงัเคราะห์ไดต่้อไป 

 
 
 
 

 
รูปท่ี 20 สารละลายอนุภาคท่ีสภาวะปรับ pH 4, 6, 8, 10 และไม่ปรับ pH บ่ม 72 ชัว่โมง 
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รูป ท่ี  21 UV-vis spectra ของอนุภาคนาโนซีลี เ นียมท่ีปรับ pH 4, 6, 8, 10 และ ไม่ปรับ pH                   
บ่ม 72 ชัว่โมง  
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รูปท่ี 22 รูปจากกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดและขนาดของอนุภาคนาโนซีลีเนียมท่ี
ปรับ pH4 (A), pH8 (B), pH10 (C) และไม่ปรับ pH (D) 
 

อนุภาคนาโนซีลีเนียมท่ีไดจ้ากการสังเคราะห์ภายใตส้ภาวะบ่มท่ี pH ต่างๆ เม่ือน ามาคดั
กรองฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งพบว่าท่ีสภาวะไม่ปรับ pH มีฤทธ์ิการยบัย ั้งการเจริญของ
เซลลม์ะเร็งและมีความเป็นพิษต่อเซลลป์กติ (MRC-5) นอ้ยท่ีสุด เม่ือเปรียบเทียบกบัอนุภาคท่ีไดใ้น
สภาวะ pH4 พบวา่มีฤทธ์ิการยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็ง แต่พบวา่ค่อนขา้งเป็นพิษต่อเซลลป์กติ 
(MRC-5) และอนุภาคจากสภาวะ pH 6, 8 และ 10 พบว่าไม่เป็นพิษต่อเซลล์ปกติ (MRC-5) และ
เซลลม์ะเร็ง (รูปท่ี 23) ดงันั้น จึงใชส้ภาวะบ่มสงัเคราะห์ท่ีไม่ปรับ pH ในการศึกษาต่อไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 23 ค่า IC50 ของอนุภาคนาโนซีลีเนียมท่ีมีการปรับ pH แตกต่างกนัและเวลาบ่ม 72 ชัว่โมงของ
เซลลม์ะเร็งตบั (HepG2) มะเร็งเตา้นม (MCF-7) และเซลลป์กติ (MRC-5) ซ่ึงค่า IC50 ของแต่ละเซลล์
ในแต่ละสภาวะจะแตกต่างอย่างมีนัยส าคญั (*P<0.05) (n=3) โดยเปรียบเทียบสารชุดเดียวกนัต่อ
เซลลไ์ลน์ท่ีต่างกนั  
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4.2.4 เวลาท่ีใชใ้นการสงัเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียม 

 สังเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียมจากสารสกดักระเทียมใชส้ภาวะ sodium selenite 10 mM 
ปริมาตร 20 ml ความเขม้ขน้ของสารสกดักระเทียม 3 mg/ml บ่มบน Shaker 10 นาที ค่อยๆหยด 
ascorbic acid 80 mM จนเปล่ียนสีเป็นสีส้มอ่อน ใช้ปริมาตร 2.9 ml ไม่ปรับ pH บ่มในท่ีมืดท่ี
อุณหภูมิห้อง 4, 48 และ 72 ชัว่โมง บน shaker ลกัษณะของสารละลายในเวลาบ่มต่างๆจะพบว่าท่ี    
4 ชัว่โมง สีของสารละลายจะมีสีส้มอ่อนกว่าท่ีเวลา 48 และ 72 ชัว่โมง แต่ทุกสภาวะบ่มมีลกัษณะ
แขวนลอยดี (รูปท่ี 24) ซ่ึงอนุภาคท่ีได้เม่ือน าไปป่ันเหวี่ยง ล้างและวดัค่าการดูดกลืนแสงช่วง        
200-700 nm พบว่าอนุภาคนาโนซีลีเนียมท่ีเวลาต่างๆ เกิดพีคประมาณ 260, 270 และ270 nm 
ตามล าดบั โดยพีคท่ีเวลา 4 ชัว่โมงมีความชดัเจนท่ีสุด อาจเน่ืองจากเป็นระยะเร่ิมๆท่ี Se4+ เปล่ียนเป็น 
Se0 อนุภาคจึงมีขนาดเล็ก และจากปรากฎการณ์เซอร์เฟสพาสมอนเรโซแนนท ์(SPR) ของอนุภาค
โลหะท่ีท าให้เห็นพีคเกิดข้ึน  อย่างไรก็ตาม พีคท่ีเกิดไม่ชดัเจนและให้ค่าดูดกลืนแสงไปทางความ
ยาวคล่ืนมากเม่ือเวลาบ่มนานข้ึน (รูปท่ี 25) อาจเน่ืองจากอนุภาค Se0 ถูกหุ้มดว้ยพืชให้มีขนาดใหญ่
ข้ึน ตามท่ี Lin และ Wang ปี 2005 รายงานไว ้ซ่ึงเม่ือน าอนุภาคท่ีไดไ้ปวิเคราะห์รูปร่างและขนาด
ของอนุภาคนาโนซีลีเนียมท่ีสังเคราะห์จากเวลา 4, 48 และ 72 ชัว่โมง พบว่ามีรูปร่างเป็นทรงกลมมี
ขนาดอยูใ่นช่วง 11-70 nm โดยมีแนวโนม้วา่อนุภาคมีขนาดใหญ่ข้ึน  เม่ือเวลาบ่มนานข้ึน แต่ไม่เห็น
ความแตกต่างใหเ้ห็นชดัเจน (รูปท่ี 26) ดงันั้น ทั้ง 3 สภาวะท่ีใชใ้นการบ่ม พบเวลาในช่วงศึกษาไม่มี
ผลต่อขนาดของอนุภาคนาโนซีลีเนียม  
 

รูปท่ี 24 สารละลายของอนุภาคนาโนซีลีเนียมท่ีเวลาบ่ม 4 ชั่วโมง (A), 48 ชั่วโมง (B) และ                
72 ชัว่โมง (C) 
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รูปท่ี 25 UV-vis spectra ของอนุภาคนาโนซีลีเนียมท่ีเวลาบ่มต่างๆ 
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รูปท่ี 26 รูปจากกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดและขนาดของอนุภาคนาโนซีลีเนียมท่ี
สภาวะการสงัเคราะห์ท่ีเวลา 4 ชัว่โมง (A), เวลา 48 ชัว่โมง (B) และเวลา 72 ชัว่โมง (C) 
 

อนุภาคนาโนซีลีเนียมท่ีเวลาบ่มต่างๆ เม่ือน าไปวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระด้วย            
วิธี DPPH เทียบกับ ascorbic acid  พบว่าไม่มีฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระเช่นเดิม อนุภาคนาโน
ซีลีเนียมท่ีเวลาต่างๆ เม่ือน าไปทดสอบกบัเซลลม์ะเร็งและเซลลป์กติ พบว่าอนุภาคท่ีสภาวะบ่ม 48 
และ72 ชัว่โมง มีฤทธ์ิการยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งไดดี้ ทั้งเซลลม์ะเร็งตบัและเซลลม์ะเร็งเตา้
นมใกลเ้คียงกนั ขณะท่ีมีผลพิษต ่าต่อเซลลป์กติ ส่วนอนุภาคจากสภาวะบ่ม 4 ชัว่โมงพบวา่มีฤทธ์ิใน
การยบัย ั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งนอ้ยท่ีสุดเม่ือเทียบกบัสภาวะบ่ม 48 และ 72 ชัว่โมง โดยให้ค่า 
IC50 ของเซลลม์ะเร็งตบัและมะเร็งเตา้นมของสภาวะบ่ม 4 ชัว่โมง เท่ากบั 169.64 และ 149.08 µg/ml    
(รูปท่ี 27) และเม่ือค านวณค่าความปลอดภยัดว้ยค่า selectivity index ของอนุภาคนาโนซีลีเนียมท่ี
สภาวะบ่ม 4, 48 และ 72 ชัว่โมง จากค่า IC50 ของเซลลป์กติเทียบกบัเซลลม์ะเร็งตบัไดค่้า 0.66, 3.13 
และ 5.11 ตามล าดบั ค่าความปลอดภยัดว้ยค่า selectivity index  จากค่า IC50 ของเซลลป์กติเทียบกบั
เซลล์มะเร็งเต้านมได้ค่า 0.75, 3.61 และ 3.47 ตามล าดับ พบว่าสภาวะบ่มท่ี 72 ชั่วโมง มีความ
ปลอดภยัต่อเซลลต์บัมากท่ีสุด ดงันั้นสภาวะการสังเคราะห์ท่ีบ่ม 72 ชัว่โมงจึงเหมาะต่อการน าไป
พฒันาเป็นอาหารเสริม ซ่ึงผูว้ิจยัไดน้ าสภาวะน้ีไปสังเคราะห์อนุภาค และศึกษาสมบติัทางชีวภาพ
ของอนุภาค และอายุการเก็บรักษาอนุภาคนาโนซีลีเนียมต่อการออกฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของ
เซลลม์ะเร็งและความเป็นพิษต่อเซลลป์กติต่อไป  
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รูปท่ี 27 ค่า IC50 ของอนุภาคนาโนซีลีเนียมท่ีเวลาบ่มแตกต่างกันต่อเซลล์มะเร็งตับ (HepG2),      
มะเร็งเตา้นม (MCF-7) และเซลล์ปกติ (MRC-5) ซ่ึงค่า IC50 ของแต่ละเซลล์ในแต่ละสภาวะจะ
แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั (*P<0.05) (n=3)  
 

4.3 การศึกษาสมบติัทางกายภาพและชีวภาพของอนุภาคนาโนซีลีเนียมกระเทียม 

4.3.1 สมบติัทางกายภาพ 

อนุภาคนาโนซีลีเนียมกระเทียมจากสภาวะการสังเคราะห์ท่ีเลือกไว ้คือสารสกดักระเทียม    
3 mg/ml  sodium selenite 10 mM ไม่ปรับ pH และระยะบ่มสังเคราะห์ 72 ชัว่โมง ใหค่้าการดูดกลืน
แสงด้วยเคร่ือง UV-visible spectrophotometer ท่ีพีคประมาณ 270 nm (รูปท่ี 28) อนุภาคท่ีได้มี
สัณฐานทรงกลมขนาดเล็กระดบันาโนในช่วง 11-60 nm ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่อง
กราด วิเคราะห์ขนาดดว้ยโปรแกรม image J การวิเคราะห์ธาตุในอนุภาคนาโนซีลีเนียมดว้ย EDS 
พบ Selenium ท่ีต าแหน่งประมาณ 1.4 KeV และธาตุ  Sulfur, Carbon, Nitrogen และ Oxygen            
(รูปท่ี 29) ซ่ึงธาตุ Sulfur เป็นธาตุท่ีพบในพืชตระกูลหอมและกระเทียมแสดงถึงอนุภาคนาโน
ซีลีเนียมท่ีสังเคราห์ข้ึนมีธาตุซีลีเนียมและสารสกัดพืชเป็นองค์ประกอบ ซ่ึงสอดคล้องกับการ
สังเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียมจากสารสกดักระเทียมท่ีวิเคราะห์ธาตุดว้ยเทคนิค EDS พบวา่มีธาตุ 
Selenium ท่ีต าแหน่งประมาณ 1.4 KeV เช่นกนั (Vyas and Rana 2017) 
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รูปท่ี 28  UV-vis spectra ของอนุภาคนาโนซีลีเนียมและสารสกดักระเทียม 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี 29 ผลวิเคราะห์ EDS ของอนุภาคนาโนซีลีเนียม 

 
อยา่งไรกต็าม ไดพ้ิสูจน์เอกลกัษณ์ดว้ยการวิเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียมดว้ยเทคนิค FTIR 

เทียบกบักระเทียมสกดั ( รูปท่ี 30) พบวา่กระเทียมสกดัมีปฎิสัมพนัธ์กบัอิออนของซีลีเนียม โดยหุม้
อยูก่บัอนุภาคซีลีเนียม เน่ืองจากการตรวจพบพีคของสารสกดักระเทียมซ่ึงแสดงพนัธะหรือหมู่ของ
สารองคป์ระกอบพืชจากการเกิดพีคท่ีต าแหน่งสเปคตรัมท่ี 3442 cm-1 (OH stretching ของ alcohols 
ซ่ึงพบท่ี phenolic และ flavonoid), 2935 cm-1 (C-H stretching), 1644 cm-1 (C=O stretching ของ 
amide), 1426 cm-1 (N–O stretching ของ aromatic amine ) 1024 cm-1 (C-O ของ alcohols ) และ 
1010-1070 cm-1 ท่ีระบุ S=O stretching ดงัรูปท่ี 30A  มีการเปล่ียนไปยงัต าแหน่งสเปคตรัมท่ีพบใน
อนุภาคนาโนซี ลี เ นียมกระ เ ทียม  ท่ีต าแหน่งดัง น้ี  3443, 2924, 1631, 1452 และ1062 cm-1                       
(รูปท่ี 4.16B) เม่ือเปรียบเทียบต าแหน่งสเปคตรัมของสารสกดักระเทียมและอนุภาคนาโนซีลีเนียม

Element Weight % Atomic % Error %

C 28.91 61.24 11.44

N 5.84 10.61 15.94

O 5.07 8.07 13.25

S 1.47 1.17 10.4

Se 58.7 18.92 4.51
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จากสารสกดักระเทียมพบว่าเกิดการเปล่ียนแปลงของต าแหน่ง OH stretching ท าให้เกิดการ shift 
จ าก  3. 442. 80 cm- 1 ไ ป  3443. 12 cm- 1 , 2935. 52 cm- 1 ไ ป  2924. 70 cm- 1, 1644. 26 cm- 1 ไ ป                
1631.14 cm-1, 1426.64 cm-1 ไป 1452.18 cm-1 และ 1024.44 cm-1 ไป 1062.03 cm-1  และพบพีคท่ี
ต าแหน่ง 1010-1070 cm-1 เปล่ียนแปลงไป ซ่ึงต าแหน่งสเปคตรัมของ FTIR ท่ีเปล่ียนไป แสดงให้
เห็นว่าหมู่ฟังกช์นั OH, N-O, C–O–H และ S=O มีบทบาทเก่ียวขอ้งกบัการสังเคราะห์อนุภาคนาโน
ซีลีเนียม ซ่ึงสอดคล้องกับการวิเคราะห์พบว่าหมู่ฟังก์ชันของ OH, C-H และ C-O-H ในการ
สังเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียมจากกระเทียม (Anu, Singaravelu et al. 2016) 

ส่วนการวิเคราะห์ความเสถียรด้วยเทคนิค Zeta potential การสังเคราะห์อนุภาคนาโน
ซีลีเนียมจากสารสกดักระเทียมใช้สารในสารสกดักระเทียมในการหุ้มเพื่อกนัการเกาะกลุ่มของ
อนุภาคให้อนุภาคนาโนมีความเสถียร จากการวิเคราะห์พบว่าอนุภาคนาโนซีลีเนียมมีค่าศกัยซี์ตา้
และค่า PDI เท่ากับ -23.67± 0.81 mV และ 0.181 ตามล าดับ ซ่ึงจะพิจารณาได้ว่าอนุภาคนาโน
ซีลีเนียมจากสารสกดักระเทียมมีความเสถียรในระดบัปานกลาง (moderately stable) เน่ืองจากมีค่า
ศกัยซี์ตา้ท่ี ±20-30 mV และจากค่า PDI อยู่ในช่วง 0.1-0.4 แสดงให้เห็นว่าอนุภาคมีค่าการกระจาย
ตัวแบบ moderately monodisperse (Bhattacharjee 2016) อนุภาคนาโนซีลีเนียมจากสารสกัดพืช
ชนิดต่างๆ มีค่าศกัยซี์ตา้เป็นประจุลบเช่น อนุภาคนาโนซีลีเนียมจากว่านหางจระเข,้ ผกัชีฝร่ัง และ
มะขามป้อม มีค่าศยัซี์ตา้เท่ากบั -18.0, -14.2 และ-24.4 mV ตามล าดบั (Luminita Fritea, Vasile Laslo 
et al. 2017, Gunti, Dass et al. 2019, Nomura and Terwilliger 2019) อาจเน่ืองมาจากสารพฤษศาตร์
ของพืช เช่น Phenolic, flavonoids และ tannins  
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รูปท่ี 30 ผลวิเคราะห์ FTIR ของสารสกดักระเทียม (A) และอนุภาคนาโนซีลีเนียมจากสารสกัด
กระเทียม (B) 
 

4.3.2 สมบติัตา้นอนุมูลอิสระ 

การประเมินความสามารถต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดกระเทียมและอนุภาคนาโน
ซีลีเนียมกระเทียมได้ใช้วิธีวิเคราะห์ทางเคมี 2 วิธี คือ 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-
sulphonic acid) (ABTS) และ 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) เทียบกบัสารมาตรฐาน Trolox 
และ Ascorbic acid ตามล าดบั  

4.3.2.1 วิธี ABTS  

การวิเคราะห์ความสามารถต้านอนุมูลอิสระของกระเทียมด้วยวิธี ABTS เทียบกับสาร
มาตรฐาน Trolox (µg/ml) อาศยัความสามารถส่งถ่ายไฮโดรเจนอะตอมของสารทดสอบ แลว้ท าให้
สารละลายสีฟ้าเขียวของ ABTS จางลง ซ่ึงการวิเคราะห์ท่ีความเขม้ขน้แตกต่างกนัของสารสกดั    
กระเทียบ (200, 100, 50 และ25 mg/ml)  จะไดค่้า %ABTS scavenging ดงัรูปท่ี 31 ซ่ึงหาค่า IC50 ได ้
56.91 mg/ml และไดค่้าตา้นอนุมูลอิสระเทียบกบัสารมาตรฐาน Trolox เป็น 5.21±0.012 mg Trolox 
eq./ g sample ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยั Wiwat และ Wallaya ในปี 2009 โดยน ากระเทียมสดท่ีหั่น
ละเอียดน าไปตม้กบัน ้าท าการวิเคราะห์ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระพบวา่มีค่าเทียบกบัสาร
มาตรฐานเท่ากับ 5.17±0.54 mg Trolox eq/g of sample (Wiwat and Wallaya 2009)  ขณะท่ีการ
วิเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียมกระเทียมมีค่า% ABTS scavenging ท่ีความเขม้ขน้ 23 mg/ml เท่ากบั 
6.97 มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระต ่าแสดงถึงกระเทียมท่ีหุม้อนุภาคนาโนซีลีเนียมกระเทียมอาจมีปริมาณ

B

B 
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นอ้ย หรืออาจเกิดโครงสร้างเปล่ียนไปท่ีไม่สามารถใหไ้ฮโดรเจนอะตอมกบัอนุมูล ABTS ใหเ้ปล่ียน
สีได ้ 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปท่ี 31% ABTS scavenging ของสารสกดักระเทียมท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ (n=3) 
 

4.3.2.2 วิธี DPPH  

วิเคราะห์ความสามารถตา้นอนุมูลอิสระของกระเทียมดว้ยวิธี DPPH เทียบกบัสารมาตรฐาน 
Ascorbic acid (µg/ml) จากผลการทดลองพบวา่ท่ีความเขม้ขน้ 200, 100, 50 และ 25 mg/ml ไดค่้า% 
DPPH inhibition ดังรูปท่ี 32 ค่า IC50 62.45 mg/ml มีค่าต้านอนุมูลอิสระเทียบกับสารมาตรฐาน 
Ascorbic acid เป็น 1.41±0.016 mg Ascorbic acid eq/g of sample จากผลการทดลองโดยน ากระเทียม
สดท่ีหั่นละเอียดน าไปตม้กบัน ้ าท าการวิเคราะห์ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระพบว่ามีค่า
เทียบกับสารมาตรฐานเท่ากับ 0.48±0.07 mg Ascorbic acid eq/g of sample (Wiwat and Wallaya 
2009) ซ่ึงพบวา่มีค่าท่ีแตกต่างกนัอาจจะเกิดจากวิธีการสกดัท่ีแตกต่างกนั ส่วนการวิเคราะห์อนุภาค
นาโนซีลีเนียมกระเทียมค่า% DPPH inhibition ท่ีความเขม้ขน้ 16 mg/ml พบว่าไม่มีฤทธ์ิตา้นอนุมูล
อิสระแสดงถึงกระเทียมท่ีหุ้มอนุภาคนาโนซีลีเนียมกระเทียมอาจมีปริมาณน้อย หรืออาจเ กิด
โครงสร้างเปล่ียนไปท่ีไม่สามารถใหไ้ฮโดรเจนอะตอมกบัอนุมูล DPPH ได ้นอกจากน้ี อาจเป็นผล
จากความไม่เสถียรของสารสกดักระเทียมในสภาวะบ่ม 72 ชัว่โมง ท่ีสังเคราะห์อนุภาค เน่ืองจากค่า
ความสามารถจบัอนุมูล DPPH ของสารสกดักระเทียมท่ีท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิห้อง 72 ชัว่โมง มีค่าลดลง 
ซ่ึงปัจจยัเหล่าน้ีอาจท าใหอ้นุภาคนาโนซีลีเนียมกระเทียมท่ีสังเคราะห์ข้ึนไม่มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ 
อยา่งไรก็จตาม ซีลีเนียมในอนุภาคนาโนซีลีเนียมกระเทียมอาจถูกน าไปเมตาโบไลตแ์ละสังเคราะห์
เป็น selenoprotein ท่ีเป็นเอนไซมต์า้นอนุมูลอิสระได ้ซ่ึงอาจเป็นหวัขอ้ใหศึ้กษาต่อไปไดอี้ก 
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รูปท่ี 32 %DPPH inhibition ของสารสกดักระเทียมท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ (n=3) 

 

4.3.3 สมบติัยบัย ั้งเซลลม์ะเร็ง 

การศึกษาฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งของอนุภาคนาโนซีลีเนียมกระเทียม ไดศึ้กษา
เทียบกับ sodium selenite กระเทียมและยา Tamoxifen โดยศึกษากับเซลล์มะเร็งตับ (HepG2), 
เซลล์มะเร็งเตา้นม (MCF-7) เทียบกบัเซลล์ปกติ (MRC-5) ดว้ยวิธี MTT assay แลว้ค านวณหาค่า 
IC50 (ค่าความเข้มข้นของสารท่ีมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของเซลล์ท่ี 50%) พบว่า 
sodium selenite ใหค่้า IC50 ต่อเซลลม์ะเร็งตบั (HepG2), เซลลม์ะเร็งเตา้นม (MCF-7) และเซลลป์กติ 
(MRC-5) มีค่า 3.35, 4.67 และ 11.89 µM ตามล าดบั (รูปท่ี 33A) โดย Sodium selenite ค่อนขา้งเป็น
พิษต ่าต่อเซลล์ปกติ ขณะท่ีเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งสูง สอดคลอ้งกบัขอ้มูลยบัย ั้งเซลล์มะเร็งของ 
Sodium selenite ท่ีเป็น pro-oxidant กระตุน้ใหเ้กิด ROS ในเซลล ์ส่งผลใหเ้ซลลม์ะเร็งเกิด ROS มาก
ข้ึนและเกิดภาวะเครียดออกซิเดชนักระตุน้ใหเ้ซลลม์ะเร็งตายมากกวา่เซลลป์กติ (Wang, Chen et al. 
2015)  ส่วนสารสกดักระเทียมมีฤทธ์ิการยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งทั้งสองชนิดต ่าแต่ค่อนขา้งมี
ความเป็นพิษต่อเซลลป์กติ จากค่า IC50 (ค่าความเขม้ขน้ของสารท่ีมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการ
เจริญของเซลลท่ี์ 50%) ของ HepG2 MCF7 และ MRC5 ท่ี 47.35, 49.96 และ 12.38 mg/ml ตามล าดบั 
(รูปท่ี 33B) ซ่ึงคา้นกบัขอ้มูลรายงานท่ีวา่สารสกดักระเทียมมีฤทธ์ิยบัย ั้งเซลลม์ะเร็ง (Sk-mel3, AGS, 
MCF7) ไดดี้ โดยมีความเขม้ขน้ยบัย ั้งให้ค่า IC50 ท่ีน้อยกว่า 4 mg/ml  ขณะท่ี IC50 ของเซลล์ปกติ 
(L929) มากกว่า 5 mg/ml (Ghazanfari, Yaraee et al. 2011) ผลความสามารถยบัย ั้งเซลลม์ะเร็งไดต้ ่า
ในงานวิจยัน้ีท่ีมีค่า IC50 สูงมากกว่า คาดว่าเป็นผลจากการเป็นสารสกดัหยาบของกระเทียมท่ีผ่าน
การแปรรูปร่วมกบัความไม่เสถียรของสารส าคญัในกระเทียมเม่ืออยู่ในรูปสารละลายกระเทียมท่ี
เป ล่ียน รูป เ ป็น  diallyl sulfide (Gunti, Dass et al.), diallyl disulfide (DADS), diallyl trisulfide 
(DATS), ally methyl trisulfide (AMTS) และ ajoene  ท าให้มีปริมาณสารออกฤทธ์ิยบัย ั้งมะเร็งของ 
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S-allyl mercaptocysteine และ allicin ในระดบัต ่า ซ่ึงแมมี้รายงานการยบัย ั้งมะเร็งของสารเมตาโบต์
จาก allicin (Chen, Li et al. 2011) แต่อาจมีในปริมาณท่ีต ่าท่ีส่งผลให้ไดค่้าการยบัย ั้ง 50% ท่ีระดบั
ความเข้มข้นสูงในการศึกษาน้ี อย่างไรก็ตาม การสังเคราะห์อนุภาคนาซีลีเนียมจากสารสกัด
กระเทียมจะช่วยลดฤทธ์ิพิษของ sodium selenite และเพิ่มศักยภาพการย ับย ั้ งการเจริญของ
เซลล์มะเร็งให้สูงข้ึนได ้นอกจากน้ี มีรายงานว่าสารสกดักระเทียมมีความเป็นพิษต่อเซลล์ปกติ 
(Normal human skin fibroblasts BJ (ATCC CRL-2522)) เช่นกันโดยคาดว่าสารสกัดกระเทียมมี
สมบติั pro-oxidant เม่ือท าการวิเคราะห์ดว้ย neutral red assay  ดงันั้น สารสกดักระเทียมมีบทบาท
ทั้งการเป็น antioxidant และ pro-oxidant (Szychowski, Rybczyńska-Tkaczyk et al. 2018) 

 
รูปท่ี 33 ค่า IC50 ของ sodium selenite (A) และสารสกดักระเทียม (B) ต่อเซลลม์ะเร็งตบั (HepG2) 
มะเร็งเตา้นม (MCF-7) และเซลลป์กติ (MRC-5) ซ่ึงแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั (*P<0.05) (n=3) 
 

การศึกษาฤทธ์ิของยา Tamoxifen จากรูป 34 พบว่ามีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเซลล์มะเร็งตับ 
(HepG2) เซลล์มะเร็งเตา้นม (MCF-7) และเซลล์ปกติ (MRC-5) ไม่แตกต่างกัน Tamoxifen จึงมี
ความเป็นพิษต่อเซลล์ปกติ ซ่ึงมีค่า IC50 8.86, 10.23 และ 11.95 µg/ml ตามล าดับ สอดคล้องกับ
งานวิจยัของ Amin และคณะปี 2016 รายงานว่าเซลล์ปกติ (MRC-5) มีค่า IC50 11.14 µg/ml มีค่า
ใกลเ้คียงกนั (Amin, Tuenter et al. 2016) การออกฤทธ์ิของยา Tamoxifen เป็นการแยง่จบัท่ี Estrogen 
receptor ของเซลลม์ะเร็งท่ีมี Estrogen receptor (ER+) เช่น เซลล ์MCF-7 ท าให ้Estrogen ไม่สามารถ
จับ Estrogen receptor ท าให้การแบ่งตัวของเซลล์มะเร็งลดลง (Arunee, Manunya et al. 2011) 
นอกจากน้ียา Tamoxifen มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งท่ีไม่มี Estrogen receptor    
(ER-) เช่น เซลล์ HepG2 และ MRC-5 จากงานวิจยัของ Guo และคณะปี 2009 ศึกษาการออกฤทธ์ิ
ยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งตบั (HepG2) พบวา่ยา Tamoxifen สามารถยบัย ั้งการเจริญของเซลลท่ี์
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ไม่มี Estrogen receptor (ER-) ผ่านวิถีไมโทคอนเดรียใหเ้กิดการตายแบบ apoptosis (Guo, Huang et 
al. 2009) 

ส่วนการตรวจสอบฤทธ์ิของอนุภาคนาโนซีลีเนียมพบว่ามีฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของ
เซลล์มะเร็งดีและฤทธ์ิไม่ค่อยเป็นพิษต่อเซลล์ปกติ ซ่ึงฤทธ์ิยบัย ั้งในลกัษณะเฉพาะต่อเซลลม์ะเร็ง 
คาดว่าเป็นผลเน่ืองจากขนาดของอนุภาคนาโนนั้นอยูใ่นช่วง 10-100 nm ซ่ึงมีขนาดเล็กจึงสามารถ
แทรกเข้าไปในเซลล์มะเร็งโดยผ่านการเข้าแบบเอนโดไซโทซิส อาศัยกลไกฟิโนไซโทซิส 
(Kettiger, Schipanski et al. 2013) เม่ืออนุภาคนาโนซีลีเนียมเขา้ภายในเซลล์จะท าให้เกิดการผลิต 
ROS ภายในเซลล์ท่ีมากเกินไปจากความสามารถในการเป็น pro-oxidant ท าให้ไมโทคอนเดรีย
ผิดปกติเกิดความเสียหายท าให้เซลลเ์กิดการตายแบบ apoptosis (Liao, Yu et al. 2015) ซ่ึงตามปกติ
ภายในเซลลม์ะเร็งมีการผลิต ROS ในปริมาณท่ีสูงอยูแ่ลว้ เม่ืออนุภาคนาโนท าใหผ้ลิต ROS มากข้ึน 
จึงท าใหเ้ซลลม์ะเร็งเกิดการสะสม ROS มากข้ึน แลว้ก่อนใหเ้กิดภาวะเครียดออกซิเดชนั ท าใหเ้ซลล์
ตายมากกวา่ในเซลลป์กติท่ีมีการสร้างปริมาณ ROS ท่ีสมดุล (Khurana, Tekula et al. 2019)  ตารางท่ี 
2 แสดงค่าความปลอดภยั selectivity index  ของ Tamoxifen, sodium selenite, สารสกดักระเทียม 
และอนุภาคนาโนซีลีเนียม จากค่า IC50 ของเซลลป์กติต่อเซลลม์ะเร็งตบัหรือต่อเซลลม์ะเร็งเตา้นม 
จะพบว่า sodium selenite และสารสกดักระเทียมมีความจ าเพาะในการท าลายเซลลม์ะเร็งต ่า ขณะท่ี
อนุภาคนาโนซีลีเนียมกระเทียมมีความจ าเพาะในการท าลายเซลล์มะเร็งไดม้ากกว่า โดยท าลาย
เซลลม์ะเร็งเตา้นมไดดี้กวา่มะเร็งตบั และยงัมีความปลอดภยัต่อเซลลป์กติ  

 
 
 

 
 

 
 
 
รูปท่ี  34 ค่า IC50 ของยา Tamoxifen และอนุภาคนาโนซีลีเนียมต่อเซลล์มะเร็งตับ (HepG2)            
มะเร็งเตา้นม (MCF-7) และเซลลป์กติ (MRC-5) ตวัอกัษร (a, b และ c) ท่ีแตกต่างกนัแสดงถึงความ
แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั (*P<0.05) (n=3)  
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ตารางท่ี 2 ค่าความปลอดภยั selectivity index ของอนุภาคนาโนซีลีเนียม จากค่า IC50 ของเซลลป์กติ
เทียบกบัเซลลม์ะเร็ง 

SI Tamoxifen Selenite Garlic SeNPs-72H 
IC50MRC-5/IC50HepG2 1.043 0.939 0.261 5.106 
IC50MRC-5/IC50MCF-7 1.045 1.460 0.248 3.471 

SI = selectivity index 
SeNP-H72 = อนุภาคนาโนซีลีเนียมท่ีเวลาบ่ม 72 ชัว่โมง (n=3) 
 

4.3.4 สมบติัยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรีย 

 การวิเคราะห์ความสามารถยบัย ั้งแบคทีเรีย (S. aureus) ของอนุภาคนาโนซีลีเนียมดว้ยวิธี 
agar diffusion จากการวดัขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางของบริเวณใส (clear zone) ตารางท่ี 3 พบว่าท่ี
อนุภาคนาโนซีลีเนียมมีความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียไดโ้ดยยบัย ั้งใหเ้กิดวงใส
มากข้ึนเม่ือความเขม้ขน้อนุภาคนาโนซีลีเนียมกระเทียมมากข้ึน โดยท าให้เกิดขนาดของเส้นผ่าน
ศูนยก์ลางบริเวณใสท่ีความเขม้ขน้ 5 และ 10 mg/ml มีค่าเท่ากบั 10.11±0.748 และ 11.25±1.580 mm 
ตามล าดบั ขณะท่ีกระเทียมไม่มีฤทธ์ิยบัย ั้งให้เกิดวงใสเกิดข้ึน และขณะเดียวกนั Sodium selenite     
10 mM สามารถยบัย ั้ง S. aureus ให้เกิดวงใส 11.58±0.340 mm เห็นได้ว่าความสามารถยบัย ั้ง
แบคทีเรียของอนุภาคนาโนซีลีเนียมกระเทียมอาจเป็นผลจาก sodium selenite มากกว่ากระเทียม
สกดั 

 
ตารางท่ี  3 แสดงขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางของบริเวณใส (clear zone) ของอนุภาคนาโนซีลีเนียม 
 
 
 
 
 
        
 
 
SeNP-H72 = อนุภาคนาโนซีลีเนียมท่ีเวลาบ่ม 72 ชัว่โมง  
ตวัอกัษร (a และ b) ท่ีแตกต่างกนัแสดงถึงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั (*P<0.05) n=3 

Samples 
clear zone 

average size ± SD 
Sodium selenite 10 mM 11.58±0.340a 

SeNP-H72 (5 mg/ml) 10.11±0.748a 

SeNP-H72 (10 mg/ml) 11.25±1.580a 

Garlic (10 mg/ml) - 
Penicillin and Streptomycin (100 U) 20.16±0.635b 
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นอกจากน้ียงัท าการศึกษาความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียโดยการวดัค่า
ความขุ่นของอาหารเล้ียงเช้ือ (Turbidity assay) จากผลการทดลองพบว่าความสามารถในการยบัย ั้ง
การเจริญของแบคทีเรียจะข้ึนอยู่กบัความเขม้ขน้ของอนุภาคนาโนซีลีเนียม ดงัรูปท่ี 34A มีค่า IC50 
เท่ากบั 3.50 µg/ml เม่ือเทียบกบัสารสกดักระเทียมและ sodium selenite มีค่า IC50 เท่ากบั 2599.22
และ 1.90 µg/ml ตามล าดับ จากค่า IC50 พบว่าสารสกัดกระเทียมมีฤทธ์ิการยบัย ั้งการเจริญของ
แบคทีเรียน้อยท่ีสุด จึงสอดคลอ้งกบัการทดลองวิธี agar diffusion ว่าความสามารถการยบัย ั้งการ
เจริญของแบคทีเรียของอนุภาคนาโนซีลีเนียมจากกระเทียมนั้น มีฤทธ์ิจาก sodium selenite มากกวา่
สารสกดักระเทียม ซ่ึงกลไกการยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียจากอนุภาคนาโนซีลีเนียมอาจเกิดจาก
ความสามารถเป็น Pro-oxidant ของอนุภาค ท่ีเม่ือเขา้ภายในเซลล ์จะกระตุน้สร้าง ROS มากข้ึน จน
เกิดความเป็นพิษต่อเซลล ์S. aureus ใหเ้ซลลต์าย (Qing, Cheng et al. 2018) จากตารางท่ี 4 แสดงค่า 
IC50 ของอนุภาคนาโนซีลีเนียมต่อการยบัย ั้ง S. aureus และเซลลป์กติ (MRC-5) จากผลการทดลอง
พบวา่มีความปลอดภยัต่อเซลลป์กติ 

 
 

 
                                        
 
 
 
     
   
 
 
 
 
 
 

รูป ท่ี  35 %การย ับย ั้ งแบคทีเ รียของอนุภาคนาโนซีลี เ นียมท่ีสภาวะบ่ม 72 ชั่วโมง (A) ,                         
สารสกดักระเทียม (B) และ sodium selenite (C) ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ในแต่ละตวัอยา่งแตกต่างกนั
อยา่งมีนยัส าคญั (*P<0.05) (n=3) 
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ตารางท่ี  4 ค่าความเขม้ขน้ของอนุภาคนาโนซีลีเนียม (SeNPs-72H) ท่ียบัย ั้งการเจริญของเซลลป์กติ 
(MRC-5) และยบัย ั้งแบคทีเรีย S. aureus (IC50) 

IC50 sodium selenite (µM) SeNPs-G72 (µg/ml) 
S. aureus  1.90±0.25a 3.5±0.35b 

MRC-5 2.04±0.85a 219.78±20.03b 

ตวัอกัษร (a และ b) ท่ีแตกต่างกนัแสดงถึงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั (*P<0.05) ในคอลมัน์
เดียวกนั (n=3) 
 

4.4 การศึกษาอายกุารเกบ็รักษาอนุภาคนาโนซีลีเนียมต่อการออกฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็ง

และความเป็นพิษต่อเซลลป์กติ 

อนุภาคนาโนซีลีเนียมจากสภาวะใช ้sodium selenite 10 mM สารสกดักระเทียม 3 mg/ml 
และ ไม่ปรับ pH ในระยะเวลาบ่ม 72 ชัว่โมง ซ่ึงอนุภาคท่ีไดน้ ามาป่ันเหวี่ยง ลา้ง และเก็บแบบแหง้
ในตูดู้ดความช้ืนท่ีอุณหภูมิห้องในท่ีมืด และน าอนุภาคท่ีเวลาต่างๆ จากสภาวะเก็บไปศึกษาฤทธ์ิ
ยบัย ั้งเซลลม์ะเร็ง จากรูป 35 พบว่าเม่ือเวลาผ่านไปค่า IC50 ของอนุภาคนาโนซีลีเนียมต่อเซลลป์กติ 
(MRC-5) มีค่าลดลงซ่ึงแสดงถึงความเป็นพิษต่อเซลลป์กติ (MRC-5) เพิ่มข้ึนแต่การยบัย ั้งการเจริญ
ของเซลลป์กตินอ้ยว่าในเซลลม์ะเร็งทั้ง 2 ชนิด จากรูปเล็กของรูปท่ี 35 ในส่วนของฤทธ์ิยบัย ั้งการ
เจริญของเซลลม์ะเร็งตบัและมะเร็งเตา้นมมีฤทธ์ิการยบัย ั้งท่ีค่อนขา้งคงท่ีตั้งแต่วนัท่ี 0 ถึงวนัท่ี 180 
ซ่ึงการท่ีอนุภาคนาโนซีลีเนียมเป็นพิษต่อเซลล์ปกติมากข้ึน จากตารางท่ี 5 ค่าความปลอดภัย 
selectivity index ของอนุภาคนาโนซีลีเนียมจากสารสกดักระเทียมท่ีเวลาเก็บต่างๆ จากค่า IC50 ของ
เซลลป์กติเทียบกบัเซลลม์ะเร็ง ซ่ึงการเป็นพิษต่อเซลลป์กติเพิ่มมากข้ึนอาจจะเกิดจากสารพฤกษเคมี
ท่ี เ ป็นองค์ประกอบของพืช เ ช่น สารประกอบ polyphenols ท่ี มีหน้า ท่ีในการเป็นตัวหุ้ม            
(capping agent) เส่ือมสภาพไป ท าใหเ้กิดความเสียหายใหฤ้ทธ์ิของอนุภาคนาโนซีลีเนียมเพิ่มข้ึน จึง
เป็นพิษต่อเซลล์ปกติเพิ่มข้ึน หรือธาตุซีลีเนียมอาจท าปฎิกริยากบัออกซิเจนเกิดเป็น SeO2 ท่ีเม่ือ
ละลายน ้ าจะเกิดเป็น selenous acid ท่ีเป็นพิษต่อเซลลสู์งข้ึน ดงันั้นการเก็บไม่ควรเกิน 120 วนัหรือ
ประมาณ 4 เดือน เน่ืองจากการใชส้ารพฤกษศาตร์เคมีของสารพืชมีการเส่ือมลงไป ซ่ึงอาจตอ้งมีการ
ปรับการหุ้มให้ช่วยคงฤทธ์ิของอนุภาคนาโนซีลีเนียมไว ้อาจโดยการเติมสารให้ความคงตวัหรือใช้
ตวัหุม้ (capping agent) เป็นสารประเภทสารพอลิเมอร์ เช่น polyvinyl alcohol ท่ีอาจท าใหอ้นุภาคนา
โนซีลีเนียมมีอายกุารเก็บรักษาต่อการออกฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งและมีความปลอดภยั
ต่อเซลลป์กติยาวนานมากข้ึน (Dwivedi, Shah et al. 2011)  
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รูปท่ี 36 ค่า IC50 ของอายุการเก็บรักษาของอนุภาคนาโนซีลีเนียมต่อเซลล์มะเร็งตับ (HepG2)     
มะเร็งเตา้นม (MCF-7) และเซลลป์กติ (MRC-5) (รูปเลก็รูปขยายของวนัท่ี 140 ถึง 180 วนั) 
 

ตารางท่ี  5 ค่าความปลอดภยั selectivity index ของอนุภาคนาโนซีลีเนียมจากสารสกดักระเทียมท่ี
เวลาเกบ็ต่างๆ จากค่า IC50 ของเซลลป์กติเทียบกบัเซลลม์ะเร็ง 

วนัที่ IC50MRC-5/IC50HepG2 IC50MRC-5/IC50MCF-7 
0 16.12 33.84 
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180 1.82 2.61 
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บทที่ 5 

สรุปผลการทดลอง 

การสงัเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียมทางชีวภาพจากสารสกดักระเทียมในท่ีน้ี ไดต้รวจสอบ
คุณสมบัติพืชในการเป็นตัวรีดิวซ์และตัวหุ้ม โดยวิเคราะห์สารองค์ปกระกอบ phenolic และ 
flavonoids ในสารสกัดกระเทียมพบมีปริมาณ phenolic เทียบเท่า gallic acid เป็น 3.09±0.02 mg 
GAE/ g sample และมีปริมาณ flavonoids เทียบเท่า catechin เป็น  0.045±0.01 mg CE/ g sample 
ตามล าดบั สารทั้งสองในสารสกดักระเทียมสามารถท าหน้าท่ีเป็นตวัรีดิวซ์และตวัหุ้ม (capping 
agent) Se0 ท่ีเกิดข้ึนในการสังเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียมได ้สารสกดักระเทียมมีความเป็นสาร
รีดิวซ์ท่ีมีฤทธ์ิต ่า จึงตอ้งใช ้ascorbic acid เป็นตวักระตุน้ปฏิกิริยารีดิวซ์เร่ิมตน้จาก Se4+ เป็น Se0 ให้
เป็นสารละลายแขวนลอยสีส้มแดง โดยสารสกดักระเทียมท าหนา้ท่ีเป็นทั้งตวัรีดิวซ์และตวัหุ้มใน
การสังเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียมจากสารสกดักระเทียม การสังเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียม
จากสภาวะปัจจยัต่างๆ เช่น ความเขม้ขน้ของ sodium selenite, ความเขม้ขน้ของสารสกดักระเทียม, 
pH และเวลาในการสังเคราะห์ ท่ีส่งผลต่อขนาดและฤทธ์ิทางชีวภาพในการยบัย ั้งเซลล์มะเร็งของ
อนุภาคนาโนซีลีเนียมท่ีสังเคราะห์ข้ึน ผลพบว่าไดส้ภาวะการสังเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียมท่ี
เหมาะสมต่อการใชป้ระโยชน์ในการยบัย ั้งเซลลม์ะเร็งของ HepG2 และ MCF7 ไดดี้กว่าเซลลป์กติ 
MRC5 และมีฤทธ์ิยบัย ั้ง S.aureus ได้ดี คือสภาวะใช้  sodium selenite ความเขม้ขน้ 10 mM  สาร
สกดักระเทียมความเขม้ขน้ 3 mg/ml และ ไม่ปรับ pH ในระยะเวลาบ่มสังเคราะห์ 72 ชัว่โมงบน 
shaker ในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิหอ้ง ซ่ึงเป็นสภาวะท่ีใหอ้นุภาคทรงกลมขนาดเลก็ประมาณ 11-70 nm เม่ือ
วิเคราะห์ดว้ยเทคนิค SEM  โดยอนุภาคสามารถดูดกลืนแสงสูงสุดท่ี 270 nm เม่ือใช้ UV-visible 
spectroscopy และการวิเคราะห์ดว้ย EDS พบมีโลหะซีลีเนียมประกอบอยู่ และการวิเคราะห์ดว้ย
เทคนิค FTIR พบว่าหมู่ฟังก์ชัน OH, N-O, C–O–H และ S=O จากสารสกัดกระเทียม มีบทบาท
เก่ียวขอ้งกบัการสังเคราะห์อนุภาคนาโนซีลีเนียม โดยท าหน้าท่ีเป็นตวัหุ้ม (capping agent) ของ
อนุภาคนาโนซีลีเนียม วิเคราะห์ความเสถียรของอนุภาคนาโนซีลีเนียมดว้ยเทคนิค Zeta potential 
และค่า PDI มีค่าเท่ากบั -23.67±0.81 mV และ 0.181 ตามล าดบั ซ่ึงบอกสามารถบอกไดว้า่อนุภาคนา
โนซีลีเนียมมีความเสถียรและมีการกระจายตัวแบบ monodisperse อย่างไรก็ตาม แอนุภาคท่ี
สงัเคราะห์ข้ึนไม่มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระในวิธี DPPH assay ขณะท่ีสารสกดักระเทียมมีความสามารถ
ตา้นอนุมูลอิสระ DPPH เทียบเท่า ascorbic acid เป็น 1.41±0.016 mg ascorbic acid eq/g of sample 
และตา้นอนุมูลอิสระ ABTS เทียบเท่า Trolox เป็น 5.21±0.012 mg  
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การเก็บรักษาอนุภาคนาโนซีลีเนียมแบบผงแห้งในตูดู้ดความช้ืนท่ีอุณหภูมิห้องให้ฤทธ์ิ
เลือกยบัย ั้งเซลลม์ะเร็งไดดี้ตลอดระยะเวลาเก็บไม่เกิน 120 วนั เน่ืองจากมีผลใหอ้นุภาคมีความเป็น
พิษท าลายเซลลม์ากข้ึน 
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