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บทคัดยอ่ 

          อนุภาคทองคำนาโน (gold nanoparticle ; AuNP) คือ อนุภาคของทองคำท่ีมีขนาดต้ังแต่ 1-100 
นาโนเมตร และในปัจจุบันพบว่าการสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโนทางชีวภาพเป็นท่ีนิยมอย่างมาก เนื่องจากเป็น
วิธีการสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโนโดยใช้เอมไซม์และเมทาบอไลต์ของส่ิงมีชีวิตไม่ว่าจะเป็นแบคทีเรีย ราหรือพืช 
ทำให้ในกระบวนการสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโนไม่มีการปนเป้ือนหรือตกค้างของสารเคมีในส่ิงแวดล้อมและใน
อนุภาคทองคำนาโนท่ีสังเคราะห์ได้ ดังนั้นอนุภาคทองคำนาโนท่ีสังเคราะห์ได้จึงมีความเป็นพิษน้อยและปลอดภัย
สำหรับการนำไปประยุกต์ใช้กับส่ิงมีชีวิต ซึ่งในงานวิจัยนี้ผู้ทำงานวิจัยมีจุดประสงค์เพื่อสังเคราะห์อนุภาคทองคำนา
โนจากเช้ือรา Aspergillus niger MSCU 0361 และศึกษาผลของสภาวะความเป็นกรด-ด่างท่ีแตกต่างกันในการ
สังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโนในสารละลาย acetate buffer และในน้ำ โดยผลการศึกษาพบการดูดกลืนแสงท่ีช่วง
ความยาวคล่ืน 530-560 นาโนเมตร ของสารละลายซึ่งเป็นผลมาจากคุณสมบัติการดูดกลืนแสงท่ีจำเพาะของ
อนุภาคทองคำนาโนและผลจากการตรวจวิเคราะห์รูปร่างและการกระจายตัวของอนุภาคทองคำนาโนด้วยกล้อง
จุลทรรศน์แบบส่องผ่าน (TEM) พบว่าอนุภาคทองคำนาโนท่ีได้จากการสังเคราะห์ในน้ำมีรูปร่างทรงกลม 
สามเหล่ียมและรูปร่างไม่แน่นอน และมีการกระจายตัวอย่างไม่เป็นระเบียบ ซึ่งแตกต่างกับอนุภาคทองคำนาโนท่ี
สังเคราะห์ได้จากสารละลาย acetate buffer ท่ีพบรูปร่างส่วนใหญ่เป็นทรงกลมและมีการเกาะกลุ่มกันของอนุภาค
ทองคำนาโน ส่วนการวิเคราะห์ขนาดของอนุภาคทองคำนาโนด้วยวิธี DLS (Dynamic Light Scattering)  พบว่า
อนุภาคทองคำนาโนท่ีสังเคราะห์ได้ในสารละลาย acetate buffer และในน้ำ มีขนาดเฉล่ียเท่ากับ 63.13 นาโนเมตร
และ 90.07 นาโนเมตร ตามลำดับ ในส่วนการทดลองเพื่อศึกษาความสามารถในการเป็นตัวเร่งปฏิกิริยารีดักช่ัน 
resazurin ให้เป็น resorufin ของอนุภาคทองคำนาโนท่ีสังเคราะห์ได้จาก A. niger MSCU 0361 พบว่าอนุภาค
ทองคำนาโนท่ีสังเคราะห์ได้มีแนวโน้มท่ีจะสามารถเร่งปฏิกิริยารีดักช่ัน resazurin ให้กลายเป็น resorufin ได้ จาก
การตรวจสอบปริมาณ resorufin ท่ีเพิ่มขึ้นภายในสารละลายด้วยการวัดค่าการดูดกลืนแสงของ resorufin ท่ี 570 
นาโนเมตร ด้วยเทคนิค UV-visible spectrometry ผลการทดลองท้ังหมดในงานวิจัยนี้แสดงให้เห็นว่าเช้ือรา A. 
niger MSCU 0361 สามารถสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโนได้และอนุภาคทองคำนาโนท่ีได้จากการสังเคราะห์ใน
สารละลาย acetate buffer และในน้ำมีความแตกต่างกัน อีกท้ังอนุภาคทองคำนาโนท่ีสังเคราะห์ได้ยังมีแนวโน้มท่ี
จะสามารถนำไปใช้เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาการรีดักช่ันได้อีกด้วย อย่างไรก็ตามเพื่อยืนยันความสามารถในการเป็นตัวเร่ง
ปฏิกิริยาและทราบถึงกลไกลการเร่งปฏิกิริยาของอนุภาคทองคำนาโนควรมีการศึกษาต่อไปในอนาคต 
คำสำคญั : อนุภาคทองคำนาโน, วิธีการสังเคราะห์ทางชีวภาพ, ตัวเร่งปฏิกิริยา, Aspergillus niger  
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Abstract 
  Gold nanoparticles (AuNPs) are gold particles that range in size from 1-100 nm. 
Currently, biosynthesis of gold nanoparticle has gained increasing interest due to its environmental 
friendliness and less toxicity. In this method, enzymes and metabolites from organisms such as 
bacteria, fungi, yeasts, algaes and plants play an important role in the nanoparticle production. 
In this study, we aimed to biosynthesize AuNPs from Aspergillus niger MSCU 0361 and study the 
effects of different pH conditions on the synthesis of nanoparticles (pH 7 : water , pH 4.6 : acetate 
buffer). The absorbance result showed unique optical characteristics of AuNPs between 530-560 
nm. The transmission electron microscopy (TEM) displayed the difference in shapes of synthesized 
AuNPs in water and acetate buffer. Most of AuNPs in acetate buffer were in spherical shapes, 
while the synthesized particles in water solution were found in spherical, triangular and uncertain 
shapes. Hydrodynamic diameters and size distributions of AuNPs were observed by dynamic light 
scattering (DLS) technique. The average size measured by DLS were 63.13 nm in acetate buffer 
and 90.01 nm in water solution. The catalytic activity of synthesized AuNPs was tested using 
resazurin reduction method, and found that the synthesized AuNPs tended to be able to catalyze 
resazurin giving resorufin products that could be measured by UV-visible spectrometry at the 
absorbance of 570 nm. These all results suggested that A. niger MSCU 0361 could synthesize 
nanoparticles, and the synthesized AuNPs in acetate buffer and in water solution were different. 
Moreover, the biosynthesized AuNPs could be used as catalyst for resazurin reduction. However, 
in order to confirm the ability of being an effective catalyst and to understand the catalytic 
mechanism of AuNPs, further studies are needed. 
Keywords : gold nanoparticle, biosynthesis , catalytic activity , Aspergillus niger  
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บทที ่1 
บทนำ 

1.เชือ้รา Aspergillus niger 
 เช้ือรา A. niger เป็น filamentous fungi หรือเป็นราเส้นใยท่ีมีผนังกั้นและอยู่ในไฟลัม (phylum) 
Ascomycota โดยลักษณะเฉพาะของรา A. niger  คือ มีโคโลนีสีเขียวเข้มหรือดำ ดังรปูที ่ 1.1 ซึ่งเป็นส่วนสปอร์
ของราท่ีสร้างมาจากโคนิเดีย (conidia) ทำให้ A. niger  ถูกเรียกว่า “ราดำ” ในส่วนการสืบพันธุ์ของรา A. niger  
นั้นก็แบ่งออกเป็นการสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศและการสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศ โดยการสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศ
นั้นจะสืบพันธุ์ด้วยการสร้างและปล่อยสปอร์ท่ีเรียกว่า conidia ส่วนการสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศจะสืบพันธุ์ด้วยการ
สร้างและปล่อยสปอร์ท่ีมีช่ือว่า ascospore ซึ่งอยูใ่นถงุท่ีเรียกว่า ascus ดังรปูที ่1.2 ซึ่งจากการสืบพันธุ์ทั้งสองแบบ
ของ A. niger  ทำให้รา A. niger  สามารถพบได้ท่ัวไปตามธรรมชาติ 

อีกหนึ่งคุณสมบัติท่ีสำคัญของรา A. niger  คือ รา A. niger  มีความสามารถในการสร้างเอมไซม์หรือเมทา
บอไลต์ท่ีมีส่วนสำคัญในอุตสาหกรรมได้หลากหลายชนิดท้ังภายในเซลล์และท่ีหล่ังออกมาภายนอกเซลล์ (Park et 
al., 2017) ดังตารางที ่1.1 เช้ือรา A. niger จึงถูกนำไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมอย่างแพร่หลาย ยกตัวอย่างเช่น 
การใช้เอมไซม์ของ A. niger  ผลิต citric acid (Vandenberghe et al., 2000) การหมักผลิตซีอิ้ว (soy sauce) 
โดยใช้เช้ือรา A. niger  (Feng et al., 2020) เป็นต้น 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 

รปูที ่1.1 แสดงลักษณะโคโลนีของรา A. niger 
ท่ีมา : https://alchetron.com/Aspergillus-niger  
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 รูปที ่1.2 รูปภาพวงจรชีวิต (life cycle) ของรา A. niger (El-Sheikh, 2016) 
 

ตารางที ่1.1 แสดงชนิดของเอมไซม์ท่ีสำคัญในอุตสาหกรรมท่ีผลิตโดย A. niger 
Industrial enzymes Source Function Application References 

Alpha-Amylase A. niger   Starch and glycogen 
hydrolysis 

Brewing, beverage, textile 
and pulp 

(Suganuma et al., 
2007) 

Aminopeptidase A. niger   Cleavage of amino acids 
N-terminus 

Brewing and soy sauce 
fermentation 

(Marui et al., 2011) 

Catalase A. niger   2H2O2        2H2O+O2 Food processing, textile 
and rubber production 

(Pariza and 
Johnson, 2001) 

Cellulase A. niger   Cellulose hydrolysis Drink, detergent, textile, 
and pulp production 

(Villena and 
Gutierrez Correa, 

2006) 

Chymosin A. niger   Casein hydrolysis Milk  and dairy products (Pariza and 
Johnson, 2001) 
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Industrial enzymes Source Function Application References 

Esterase A. niger   Esters acid+alcohol Cosmetics and perfumes (Giuliani et al., 
2001) 

Alpha-Galactosidase A. niger   Glycolipids and glycol 
proteins hydrolysis 

Soy milk production (Patil, Kote and 
Mulimani, 2009) 

Beta-Glucanase A. niger   beta-D-glucans hydrolysis Grain feed industry (Mathlouthi , Juin 
and Larbier, 2003) 

Glucose oxidase A. niger  Glucose       H2O2 + D-
glucono-d-lactone 

Breadmaking, dairy and 
wine/beer processing 

(Wong et al, 2008) 

beta-D-Glucosidase A. niger  Beta-D-glucosides 
hydrolysis 

Dyeing textiles (Song, Imanaka,  
Imamura, Kajitani 
and Nakanishi, 

2010) 

Inulinase A. niger Inulin hydrolysis Ethanol production (Ohta, Hamada and 
Nakamura, 1993) 

Lactase A. niger Lactose    Galactose + 
glucose 

Milk and dairy products (Tosa and Shibatani, 
1995) 

Lipase A. niger Lipids hydrolysis Paper, food, detergent, 
and textile industries 

(Singh and 
Mukhopadhyay, 

2012) 
Xylanase A. niger beta-1,4-Xylan      xylose Bread making and 

beverage production 
(Elgharbi, Hmida-
Sayari,  Zaafouri 
and Bejar, 2015) 
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2.อนภุาคทองคำนาโน (Gold nanoparticle) 
 อนุภาคทองคำนาโน (Gold nanoparticle : AuNP) คือ อนุภาคของทองคำท่ีมีขนาดต้ังแต่ 1-100 นาโน
เมตร และด้วยความท่ีอนุภาคทองคำนาโนมีขนาดเล็กในระดับนาโนเมตรทำให้มีสมบัติทางกายภาพและทางเคมีท่ี
แตกต่างไปจากโลหะทองคำปกติคือมีอัตราส่วนระหว่างพื้นท่ีผิวต่อปริมาตรสูง ทำให้สามารถเกิดปฏิกิริยาทางเคมี
บริเวณพื้นท่ีผิวได้ดีและพื้นผิวของอนุภาคทองคำนาโนยังมีความสามารถในการจับกับ ligand ได้หลากหลายชนิด 
ดังรปูที่ 1.3  (Bagheri et al., 2018) จึงทำให้ในปัจจุบันอนุภาคทองคำนาโนถูกนำมาประยุกต์ใช้ท้ังด้าน
อุตสาหกรรม ด้านส่ิงแวดล้อมและด้านการแพทย์ ยกตัวอย่าง เช่น ด้านการแพทย์นำอนุภาคทองคำนาโนไปใช้เป็น
ตัวนำพายา ตรวจวินิจฉัยโรคและตรวจตัวหาตำแหน่งท่ีอยู่ของเซลล์มะเร็ง (Boisselier et al., 2009)  ด้าน
ส่ิงแวดล้อมมีการนำอนุภาคทองคำนาโนไปใช้เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาการย่อยสลายสารให้สีท่ีปนเป้ือนมาจากน้ำเสีย
ของโรงงานอุตสาหกรรม (Wadhwani et al., 2018)  
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
     

รปูที ่ 1.3 ความสามารถในการจับกับ ligand ท่ีผิวของอนุภาคทองคำนาโน (Bagheri et al., 
2018) 

  
โดยการสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโนแบ่งรูปแบบการสังเคราะห์ออกเป็น 2 รูปแบบคือ (1) top-down 
approach ซึ่งคือการสลายสารโมเลกุลขนาดใหญ่ให้เล็กลงให้กลายเป็นโครงสร้างระดับนาโน และ (2) bottom-up 
approach ซึง่หมายถึงการรวมกันของอะตอมหรือโมเลกุลเล็กๆให้กลายเป็นโครงสร้างระดับนาโน ดังแสดงใน      
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รปูที ่1.4 (Patra et al., 2014) และในปัจจุบันการสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโนมีด้วยกัน 3 วิธี ดังแสดงใน รปูที ่
1.4 (Patra et al., 2014) ได้แก่ วิธีการสังเคราะห์ทางกายภาพ (physical method) วิธีการสังเคราะห์ทางเคมี 
(chemical method) และวิธีการสังเคราะห์ทางชีวภาพ (biological method) ดังนี้ 
2.1 วิธีการสังเคราะห์ทางกายภาพ (physical method) 
 วิธีการทางกายภาพเป็นวิธีท่ีทำให้อนุภาคทองคำนาโนท่ีสังเคราะห์ได้มีความบริสุทธิ์ไม่มีการปนเป้ือนจาก
ตัวทำละลาย อนุภาคมีการกระจายตัวได้ดี สามารถควบคุมขนาด รูปร่าง และปริมาณของอนุภาคได้ง่าย ซึ่งเป็นข้อดี
ของวิธีของการสังเคราะห์ทางกายภาพเมื่อเทียบกับวิธีทางเคมีและวิธีการทางชีวภาพ ตัวอย่าง วิธีการสังเคราะห์
ทางกายภาพ เช่น การฉายรังสีเพื่อสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโน (Freitas De Freitas et al., 2018) หรือวิธีการ
ยิงแผ่นโลหะทองคำด้วยเลเซอร์เพื่อให้อนุภาคทองคำนาโนหลุดออกมา โดยวิธีนี้จะทำให้สามารถควบคุมขนาดและ
รูปร่างของอนุภาคทองคำได้ (Riabinina et al., 2012)  
 
2.2 วิธีการสังเคราะห์ทางเคมี (chemical method)    

วิธีการทางเคมีเป็นวิธีท่ีได้รับความนิยมในการสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโน เนื่องจากสามารถสังเคราะห์
ได้ปริมาณมาก ควบคุมขนาดและรูปร่างของอนุภาคทองคำนาโนได้ง่าย ซึ่งการสังเคราะห์ทางเคมีนั้น คือ การนำ
สารต้ังต้นหรือสารละลายท่ีมีไอออนของทองคำ (Au3+: gold ion) ในรูปแบบต่างๆ มาทำให้เกิดปฏิริยารีดักช่ันจน
ได้ออกมาเป็นอนุภาคทองคำนาโน (Au0 : AuNP) ท่ีอยู่ในสารละลายด้วยตัวรีดิวซ์ (reducing agent) ยกตัวอย่าง
เช่น การสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโนด้วยวิธีทางเคมีโดยใช้กรดเตตระคลอโรออริก (HAuCl4) เป็นสารต้ังต้นและ
ใช้ N-(2-hydroxyethyl)-N-methylmorpholinium tetrafluoroborate เป็นตัวรีดิวซ์ ทำให้กรดเตตระคลอโรออ
ริกเกิดปฏิกิริยารีดักช่ันทองคำไอออน (Au3+: gold ion)  ให้กลายเป็นอนุภาคทองคำนาโน (Au0 :AuNP) (Kim et 
al., 2006)  
 แต่ท้ังสองวิธีท่ีได้กล่าวมาข้างต้นนั้นถึงแม้จะเป็นวิธีท่ีสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโนได้ง่ายและได้ปริมาณ
มาก รวมไปถึงสามารถควบคุมรูปร่างและขนาดของอนุภาคทองคำนาโนท่ีสังเคราะห์ได้ตามความต้องการแต่กลับ
พบว่าท้ังสองวิธีข้างต้นก็มีข้อจำกัดหรือข้อเสียท่ีส่งผลกระทบในหลายๆด้านเช่นกันไม่ว่าจะเป็น ด้านต้นทุนในการ
สังเคราะห์หรือการผลิตท่ีสูงเนื่องจากอุปกรณ์หรือสารเคมีท่ีใช้มีราคาสูง ด้านความปลอดภัยในกระบวนการผลิต ซึ่ง
ในการสังเคราะห์ทางกายภาพและเคมีอาจก่อให้เกิดอันตรายจากเครื่องมือหรือสารเคมีท่ีใช้ในการสังเคราะห์ได้
และอีกหนึ่งข้อเสียของการสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโนด้วยวิธีการทางเคมีคืออาจมีสารตกค้างหลงเหลือจาก
กระบวนการสังเคราะห์ท้ังในส่ิงแวดล้อมและในอนุภาคทองคำนาโนท่ีสังเคราะห์ได้ จึงทำให้อนุภาคทองคำนาโนท่ี
ได้นั้นไม่เหมาะสมแก่การนำไปประยุกต์ใช้ทางการแพทย์ (Li et al., 2014) ส่งผลให้ในปัจจุบันนักวจัิยส่วนใหญ่จึง
หันมาสนใจการสังเคราะห์อนุภาคทองคำด้วยวิธีการทางชีวภาพมากขึ้น เนื่องจากการสังเคราะห์ทางชีวภาพจะช่วย
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ลดต้นทุนในการผลิตอนุภาคทองคำนาโนและไม่ทำให้เกิดสารตกค้างท้ังในส่ิงแวดล้อมและในอนุภาคทองคำนาโนท่ี
สังเคราะห์ได้  (Chen, C. C. et al., 2019) 
 
2.3 วิธีการสังเคราะห์ทางชีวภาพ (biological method) 

การสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโนด้วยวิธีการทางชีวภาพเป็นวิธีการสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโนโดยใช้
เอมไซม์หรือเมทาบอไลต์จาก แบคทีเรีย (Li et al., 2016) , ยีสต์ , เช้ือรา (Bhambure et al., 2009) และ พืช 
(Aljabali et al., 2018) มาใช้เป็นตัวรีดิวซ์ในปฏิกิริยารีดักช่ันแทนสารเคมี ทำให้อนุภาคทองคำนาโนท่ีได้นั้นมีความ
เป็นพิษน้อยลงและสามารถนำมาประยุกต์ใช้กับส่ิงมีชีวิตได้ (Chen, I. H. et al., 2019) โดยในปัจจุบันก็มีการ
สังเคราะห์อนุภาคทองคำทางชีวภาพจากส่ิงมีชีวิตหลากหลายชนิด ดังแสดงใน ตารางที่ 1.2 แต่ข้อเสียของการ
สังเคราะห์อนุภาคทองคำทางชีวภาพ คือ ปัจจุบันยังไม่สามารถควบคุมขนาดและรูปร่างของอนุภาคทองนำนาโนให้
เป็นไปตามท่ีต้องการได้จึงต้องมีการศึกษาเพิ่มเติม 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รปูที ่1.4 ตัวอย่างวิธีการสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโน แบ่งตามหลักการ Top-down approach และ Bottom-
up approach และวิธีการในการสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโนท้ัง 3 วิธี (Patra et al., 2014) 
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ตารางที่ 1.2  ตัวอย่างการสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโนทางชีวภาพด้วยสารสกัดจากแบคทีเรีย เช้ือรา ยีสต์ และ
พืช 

สปชียี์ (species) ขนาดและรปูรา่ง อา้งองิ 
แบคทเีรยี 

- Acinetobacter sp. 
 
 

- Bacillus sp. GL1.3 
(Psychrotolerant 
Antarctic bacteria) 

  
size 20 ± 10 nm ; polyhedral 
 
 
size 30–50 nm ; spherical 

 
(Wadhwani et al., 2014) 

 
 

(Das et al., 2020) 

เชือ้รา 
- Aspergillus sp. WL-Au 

 
- Fusarium oxysporum  

 
average sizes   5.14 nm ; rod 

shape 
average sizes 22 nm ; 

polyhedral 

 
(Qu et al., 2020) 

 
(Thakker et al., 2013) 

ยสีต ์

- Magnusiomyces ingens 
LH-F1 

- Trichosporon 
montevideense WIN 

 
average sizes 80.1 ± 9.8 nm ; 

spherical 
average sizes 22.2 nm ; 

spherical and  
pseudo-spherical  

 
(Zhang et al., 2016) 

 
(Shen et al., 2018) 

พชื 
- Cinnamomum 

zeylanicum (ใบอบเชย) 
- Rosa hybrida  

(ใบกุหลาบ) 

 
average sizes   25 nm ; 

spherical 
average sizes 10 nm ; 

spherical, triangular and 
hexagonal 

 
(Smitha et al., 2009) 

 
(Noruzi et al., 2011) 
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3.การสงัเคราะหอ์นภุาคทองคำดว้ยเชือ้รา 
 เช้ือราจัดเป็นเซลล์ยูคาริโอตท่ีดำรงชีพด้วยการใช้สารอินทรีย์จากส่ิงมีชีวิตอื่น (heterotrophic) โดยการ
หล่ังเอนไซม์ออกมาภายนอกเพื่อย่อยสารอินทรีย์โมเลกุลใหญ่ให้เป็นโมเลกุลเล็กก่อนดูดซึมเข้าสู่เซลล์ ทำให้เช้ือรา
มีความสามารถในการผลิตเอมไซม์หลากหลายชนิดท้ังภายในเซลล์ (intracellular) และท่ีหล่ังออกมาภายนอก
เซลล์ของเช้ือรา (extracellular) และเช้ือรายังเป็นส่ิงมีชีวิตท่ีมีโครงสร้างผนังเซลล์ท่ีสามารถทนทานต่อความร้อน 
แรงดันออสโมซิสและความเข้มข้นของโลหะสูงๆได้ (Cabib et al., 1988) จึงทำให้เช้ือราเป็นหนึ่งกลุ่มส่ิงมีชีวิตท่ี
สำคัญสำหรับนำมาใช้สังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโนทางชีวภาพ โดยจากการศึกษาพบว่าเอมไซม์ท่ีเช้ือราผลิตท้ัง
ภายในและภายนอกเซลล์มีความสามารถในการทำให้เกิดปฏิกิริยารีดักช่ัน (reduction) เปล่ียนไอออนของทองคำ 
(Au3+: gold ion) ให้กลายเป็นอนุภาคทองคำนาโน (Au0 :AuNP) ได้ ดังท่ีแสดงในรูปที่ 1.5 (Sengani et al., 2017) 
แต่จากการศึกษาในปัจจุบันยังไม่ทราบแน่ชัดว่าเอมไซม์ชนิดใดมีส่วนเกี่ยวข้องกับกระบวนการสังเคราะห์อนุภาค
ทองคำนาโนจึงทำให้อนุภาคทองคำนาโนท่ีสังเคราะห์ได้จากเช้ือราต่างชนิดกันจะได้ขนาด รูปร่างและคุณสมบัติ
ของอนุภาคทองคำนาโนต่างกัน ดังตารางที ่1.3 

 
รปูที ่1.5 อธิบายการสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโนภายในเซลล์และภายนอกเซลล์เช้ือรา (Sengani et al., 2017) 
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ตารางที ่1.3 ตัวอย่างชนิดของเช้ือราท่ีใช้ในการสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโน 
ชนิดของรา Biosynthesis location ขนาดและรปูรา่ง อา้งองิ 

      Aspergillus sp. WL-Au Extracellular average sizes 5.14 nm ; 
rod shape 

(Qu et al., 2020) 

      Fusarium oxysporum Intracellular average sizes 22 nm ; 
polyhedral 

(Thakker et al., 2013) 

 Cladosporium oxysporum Extracellular average size 72.32 ± 21.80 
nm ; quasi-spherical 

(Bhargava et al., 2016) 

       Trichoderma sp. Extracellular average size 20–30 nm ; 
spherical 

(Mishra et al., 2014) 

 Penicillium Chrysogenum Extracellular  size 5-100 nm ; spherical, 
triangles and rod shapes 

(Magdi et al., 2015) 

 
นอกจากนี้ยังพบว่ามีอีกหลายปัจจัยท่ีอาจส่งผลต่อการสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโนทางชีวภาพ 

ตัวอย่างเช่น ปัจจัยทางชีวภาพ ประกอบด้วย สายพันธุ์ (species), การเจริญของเช้ือ (cultivation) และการเตรียม
เช้ือ (sample preparation) ปัจจัยทางสภาวะต่างๆ (conditions) เช่น ความเป็นกรด-ด่าง (pH) อุณหภูมิ 
(temperature) และระยะเวลาในการเพาะเล้ียง (time of incubation)  

ปัจจุบันการสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโนด้วยเช้ือราส่วนใหญ่จะเป็นการสังเคราะห์จากเอมไซม์หรือเมทา
บอไลต์ท่ีเช้ือราหล่ังออกนอกเซลล์ (extracellular synthesis) เนื่องจาก ขั้นตอนในการสังเคราะห์ง่ายและสะดวก
กว่าใช้การใช้เอนไซม์ภายในเซลล์ (intracellular synthesis) ไม่ต้องมีขั้นตอนการแยกและทำให้อนุภาคทองคำนา
โนบริสุทธิ์ ไม่จำเป็นต้องทำให้เซลล์แตก ไม่มีปัญหาการปนเป้ือนจากโปรตีนหรือสารประกอบต่างๆท่ีไม่ต้องการซึ่ง
อาจติดมาจากสารประกอบภายในเซลล์ 
 

4.ความสามารถในการเปน็ตวัเรง่ปฏกิริยิาของอนภุาคทองคำนาโน 
 อนุภาคทองคำนาโนได้ถูกนำไปประยุกต์ใช้ในหลากหลายด้านตามท่ีได้กล่าวไว้ข้างต้นและหนึ่งคุณสมบัติท่ี
สำคัญของอนุภาคทองคำนาโน คือ อนุภาคทองคำนาโนมีความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาต่างๆได้ ดังท่ีแสดงใน
ตารางที่ 1.4 ซึ่งความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาต่างๆของอนุภาคทองคำนาโนนั้นเกิดจากความสามารถในการดูด
ซับอะตอมหรือ ligand ของพื้นผิวอนุภาคทองคำนาโนท่ีไปมีส่วนช่วยในการแลกเปล่ียนอะตอมของสารเคมีหรือ
การสลายพันธะทางเคมี จนเกิดเป็นการเร่งปฏิกิริยาในท่ีสุด (Hvolbæk et al., 2007)  
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ยกตัวอย่างเช่น การอาศัยพื้นผิวของอนุภาคทองคำนาโนเป็นตัวขนส่งอิเล็คตรอนเพื่อเร่งปฏิกิริยาการเปล่ียนแปลง
โครงสร้าง (isomerization) ของ azobenzene ดังแสดงใน รปูที ่1.6 (Marturano et al., 2017) และยังมีงานวิจัย
ท่ีสามารถยืนยันได้ว่าพื้นผิวของอนุภาคทองคำนาโนมีส่วนเกี่ยวข้องกับการเร่งปฏิกิริยาเคมีต่างๆ จากการค้นพบว่า
อนุภาคทองคำนาโนขนาดเล็กจะมีประสิทธิภาพในการเร่งปฏิกิริยาทางเคมีต่างๆได้ดีกว่าอนุภาคทองคำนาโนขนาด
ใหญ่ (Laoufi et al., 2011) เนื่องจากอนุภาคทองคำนาโนขนาดเล็กมีพื้นท่ีผิวที่สามารถเกิดปฏิกิริยาทางเคมีได้
มากกว่าอนุภาคทองคำนาโนขนาดใหญ่ และด้วยความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาเคมีต่างๆของอนุภาคทองคำนา
โน จึงทำให้ปัจจุบันอนุภาคทองคำนาโนถูกนำไปประยุกต์ใช้ในการเร่งปฏิกิริยาท้ังด้านอุตสาหกรรมและด้าน
ส่ิงแวดล้อม 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

รปูที ่1.6 ความสามารถในการขนส่งอิเล็คตรอนของอนุภาคทองคำนาโนเพื่อเร่งปฏิกิริยาเปล่ียนแปลง
โครงสร้าง (isomerization) ของ azobenzene (Marturano et al., 2017) 
 
ตารางที ่1.4 ปฏิกิริยาทางเคมีท่ีสามารถเร่งการเกิดปฏิกิริยาได้ด้วยอนุภาคทองคำนาโน 

ปฏกิริยิา อา้งองิ 
CO oxidation (Laoufi et al., 2011) 

Oxygen reduction (Jin et al., 2014) 
Hydrogen peroxide decomposition (Naya et al., 2011) 

Decolorization of azo dye (Qu et al., 2017) 
Reduction of nitrophenols (Zhang et al., 2016) 
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 ในโครงการวิจัยนี้ผู้ศึกษาต้องการศึกษาวิธีการสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโนด้วยวิธีทางชีวภาพ โดยใช้เช้ือ
รา Aspergillus niger ซึ่งเป็นเช้ือราท่ีมีความสามารถในการสังเคราะห์เอมไซม์หรือเมทาบอไลต์ต่างๆและหล่ัง
ออกมาสู่ภายนอกเซลล์ได้ โดยในงานวิจัยครั้งนี้จะศึกษาการสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโนท่ีเกิดจากปฏิกิริยารี
ดักช่ันระหว่างเอมไซม์และเมทาบอไลต์ท่ีสร้างขึ้นและปล่อยออกสู่ภายนอกเซลล์ของเช้ือ A. niger ใน fungal 
filtrate กับสารละลาย chloroauric acid (HAuCl4) เพื่อให้เกิดการรีดิวซ์ไอออนของทองคำ (Au3+ : gold ion) ให้
กลายเป็นอนุภาคทองคำนาโน (Au0 : AuNP) ภายใต้การควบคุมอุณหภูมิในการเจริญของเช้ือท่ี 30 องศาเซลเซียส 
แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสง เพื่อตรวจสอบการเกิดขึ้นอนุภาคทองคำนาโนด้วย UV-visible spectroscopy เนื่องจาก
เป็นเทคนิคท่ีสามารถทำได้ง่าย ส่วนการวัดขนาด รูปร่าง การกระจายตัวและความเสถียรของอนุภาคทองคำนาโน
จะตรวจสอบด้วย Transmission Electron Microscopy (TEM), Dynamic Light Scattering (DLS) (Lin, et al., 
2014) และ Zeta potential แล้วนำผลท่ีได้ท้ังหมดมาศึกษาปัจจัยในเรื่องของสภาวะความเป็นกรด-ด่างท่ีแตกต่าง
กันของการสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโนในสารละลาย acetate buffer และในน้ำท่ีมีผลต่อขนาด รูปร่างและการ
กระจายตัวของอนุภาคทองคำนาโน นอกจากนี้ผู้ศึกษาได้นำอนุภาคทองคำนาโนท่ีสังเคราะห์ได้จากเช้ือรา A. niger 
มาทดสอบว่าอนุภาคทองคำนาโนท่ีสังเคราะห์ได้มีความสามารถในการเร่งปฏิกิริยารีดักช่ัน resazurin ได้หรือไม่
และหากมีความสามารถมีมากน้อยแค่ไหน เนื่องจากปฏิกิริยารีดักช่ัน resazurin เป็นปฏิกิริยาท่ีเกิดขึ้นได้เร็ว 
สังเกตการณ์เปล่ียนแปลงได้ง่าย อีกท้ังยังมีประโยชน์ในการใช้ตรวจสอบการมีอยู่ของเช้ือแบคทีเรียได้อีกด้วย ดังนั้น
จึงเลือกปฏิกิริยารีดักช่ัน resazurin มาใช้ในการทดลองความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาของอนุภาคทองคำนาโนท่ี
สังเคราะห์ได้ทางชีวภาพ 
 
วตัถปุระสงคข์องโครงการ 
      1.เพื่อศึกษาและพัฒนาการสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโนโดยใช้ fungal filtrate ของเช้ือรา A. niger 
       
      2.เพื่อศึกษาขนาดและรูปร่างของอนุภาคทองคำนาโนท่ีสังเคราะห์จาก fungal filtrate ของเช้ือรา A. niger 
       
      3.เพื่อทดสอบคุณสมบัติของอนุภาคทองคำนาโนในการเป็นตัวเร่งปฏิกิริยา (catalyst) ต่อปฏิกิริยา รีดักช่ัน 
resazurin ให้เป็น resorufin 
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บทที ่2   
เครือ่งมอื วสัด ุเคมภีณัฑ์ 

2.1 เครือ่งมอื วสัด ุและเคมภีณัฑ์   
เครือ่งมอื    

1)  กรวยแก้ว    
2) กระบอกตวงปริมาตร 100 มิลลิลิตร    
3) กระบอกตวงป ริมาตร 500 มิลลิลิตร    
4) แท่งแก้ว spreader   
5) ขวด Erlenmeyer flask 250 ml ของบริษัท ISO Laborgerate GmbH ประเทศ เยอรมัน  
6) ขวดใส่สารเคมี ขนาด 500 ml และ 1000 ml ของบริษัท DWK Life Science ประเทศ 
เยอรมัน  
7) เครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิ (Incubator shaker) 30 องศาเซลเซียส รุ่น INNOVA 4330 
ของบริษัท New Brunswick Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา  
8) เครื่องช่ังหยาบ แบบทศนิยม 2 ตำแหน่ง รุ่น PG 2002-s ของบริษัท Metler Toledo 
ประเทศสวิสเซอร์แลนด์    
9) เครื่องช่ังหยาบขนาดเล็ก ของบริษัท Camry   
10) เครื่องอบฆ่าเช้ือขนาดเล็ก (Autoclave) รุ่น ES-215 ของบริษัท TOMY Seiko ประเทศ
ญี่ปุ่น และเครื่องอบฆ่าเช้ือขนาดใหญ่ (Autoclave) รุ่น ES-315 ของบริษัท TOMY Seiko 
ประเทศญี่ปุ่น  
11) เครื่องปั่นเหวี่ยงสารตกตะกอนขนาดเล็ก microcentrifuge (spin down) รุ่น KUBOTA 
3700 ของบริษัท KUBOTA ประเทศญี่ปุ่น  
12) เครื่องปั่นเหวี่ยงสารตกตะกอนขนาดกลาง (floor top refrigerated centrifuge with 
rotors) รุ่น KUBOTA5922 ของบริษัท KUBOTA ประเทศญี่ปุ่น  
13) เครื่องทำความร้อนชนิดต้ังโต๊ะ (heat plate) รุ่น MS-H280-Pro ของบริษัท Scilogex 
ประเทศสหรัฐอเมริกา  
14) เครื่องมือนับจำนวนเซลล์ (hemocytometer) ของบริษัท LW Sciectific ประเทศ
สหรัฐอเมริกา  
15) กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง (light microscopy) รุ่น CH30RF200 ของบริษัท Olympus 
ประเทศญี่ปุ่น  
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16) เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (spectrometer) รุ่น Genesys 20 ของบริษัท Thermo  
Spectronic ประเทศสหรัฐอเมริกา  
17) เครื่องนาโนดรอป (NanoDrop spectrophotometer) รุ่น Nanodrop 2000c ของ บริษัท 
Thermo  Scientific  ประเทศสหรัฐอเมริกา    
18) ตู้ชีวนิรภัย (biosafety cabinet) ของบริษัท LabMicrotech ประเทศไทย  
19) ตู้แช่แข็งอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส รุ่น MDF-U71V ของบริษัท Sanyo Electric Co. 
ประเทศญี่ปุ่น    
20) ตู้อบแห้ง (hot air oven) ของบริษัท Contherm Digital Series  
21) ตู้บ่มเช้ืออุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (incubator) ของบริษัท Memmert ประเทศ เยอรมัน 
22) ไมโครปิเปตต์ ปริมาตร 10 100 และ 1000 ไมโครลิตร ของบริษัท Capp Bravo ประเทศ
เยอรมัน    
23) อุปกรณ์นับจำนวน (Hand tally counter) ของบริษัท GOGO for digit ประเทศจีน    
24) Automatic pipette ของบริษัท DLAB Levo Plus  
25) เครื่องผสมสาร (Vortex mixer) รุ่น K-550 GE ของบริษัท Scientific Industries ประเทศ
สหรัฐอเมริกา  
26) เครื่องเขย่าสารใช้เสียงความถ่ีสูง (Ultrasonic sonicator) ของบริษัท Elma ประเทศ
เยอรมัน 

 
วสัด ุ  

1) เพลตพลาสติก (plastic plate) ของบริษัท Bioscan  
2) ทิปขนาดเล็ก (pipette tip) ปริมาตร 10 100 และ 1000 ไมโครลิตร ของบริษัท Kirgen    
3) หลอดปั่นเหวี่ยง (conical tube) ขนาด 50 มิลลิลิตร ของบริษัท Thermo Scientific    
4) microtube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ของบริษัท Kirgen  
5) กระดาษกรอง เบอร์ 1 (Whatmann No.1) ของบริษัท GE Healthcare     
6) ผ้าก๊อต   
7) ปิเปตพลาสติก (plastic pipette) ขนาด 5, 10 และ25 มิลลิลิตร ของบริษัท SPL 
LifeScience   
8) พาสเจอร์ปิเปต (pastueur pipette) ของบริษัท Volac    
9) ฟิวเตอร์ขนาด 0.2 ไมครอน (filter) ของบริษัท GE Healthcare     
10) หลอดฉีด 5 มิลลิลิตร (syringe) ของบริษัท Nipro ประเทศไทย 
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เคมภีัณฑ ์  
1) 85% กลีเซอรอล (85% glycerol) ของบริษัท Himedia  
2) ผงอาหารเล้ียงราสำเร็จรูปโปเตโต้เดร็กโตส (potato dextrose broth) ของบริษัท Himedia   
3) ผงอาหารเล้ียงแบคทีเรียสำเร็จรูป (nutrient broth) ของบริษัท Himedia   
4) ผงวุ้น (agar) ของบริษัท Himedia  
5) Tween-20 ของบริษัท Life science   
6) โกลคลอไรด์ (Gold chloride, AuCl4)  

นำ้    
1) น้ำสำหรับเตรียม cell free filtrate คือ น้ำบริสุทธิ์ชนิดท่ี 1 (purified water type I)    
2) น้ำสำหรับเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ คือ น้ำบริสุทธิ์ชนิดท่ี 2 (purified water type II) 

อปุกรณใ์นการวเิคราะหข์นาดและรปูรา่ง  
1) กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (Transmission electron microscopy) รุ่น JEM-
2100 ของบริษัท Jeol ประเทศ ญี่ปุ่น เครื่องมือจากศูนย์เครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร์ และ
เทคโนโลยี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  
2) เครื่องมือวัดขนาดด้วยแสงตกกระทบ (Dynamic light scatter) ของบริษัท Malvern 
Instruments ประเทศอังกฤษ เครื่องมือจากศูนย์เครื่องวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

เชือ้รา  
เช้ือราท่ีใช้ในการทดลองนี้ได้รับจาก MSCU Microbial Culture Collection ภาควิชาจุล

ชีววิทยา จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ซึ่งเช้ือราท่ีใช้ในการสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโน ได้แก่  
1. Aspergillus  niger MSCU 0361   

Kingdom   Fungi    
   Division    Ascomycota      
      Class        Eurotiomycetes        
         Order       Trichocomaceae           
            Genus     Aspergillus    
               Species    Aspergillus niger  
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บทที ่3 
วธิกีารดำเนนิการทดลอง 

3.1 วธิีดำเนนิการทดลอง  
3.1.1 การสงัเคราะหอ์นภุาคทองคำนาโน   
  3.1.1.1 การเตรียมเช้ือสำหรับการสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโน  

   นำเช้ือรา A. niger จาก MSCU Microbial Culture Collection ท่ีคัดแยกมาจากดิน โดย
ห้องปฏิบัติการของ รองศาสตราจารย์ ดร. ปาหนัน เริงสำราญ ท่ีเก็บไว้ในตู้แช่แข็งอุณหภูมิ -80 องสาเซลเซียส มา
เล้ียงบนจานอาหารเล้ียงเช้ือ potato dextrose agar (PDA) บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 96 ช่ัวโมง (4 วัน) เมื่อ
เช้ือเจริญเต็มท่ีลักษณะโคโลนีของ A. niger ท่ีเจริญบนจานอาหารจะเป็นสีเขียวเข้มและมีการสร้างสปอร์สีดำ  

  3.1.1.2 การเก็บสปอร์และนับจำนวนสปอร์    
           หลังจากท่ีเล้ียงเช้ือจนเจริญเต็มท่ีแล้วจะเก็บสปอร์โดยการเติม 0.2 % Tween-20 ท่ีผ่านการฆ่า

เช้ือแล้วปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงบนจานอาหารท่ีมีราเจริญอยู่ จากนั้นจะใช้แท่ง spreader ท่ีฆ่าเช้ือด้วย 95% 
ethanol ขูดเบาๆบริเวณโคโลนีเพื่อให้สปอร์หลุดออกแล้วดูดส่วนสารละลายท่ีมีสปอร์รวมอยู่กรองผ่านผ้าก็อซท่ี
ผ่านการฆ่าเช้ือแล้วเพื่อนำเส้นใยราท่ีอาจปนเป้ือนมาออกก่อน จากนั้นจะนำสปอร์ไปนับจำนวนด้วย
hemocytometer โดยดูดสารละลายท่ีมีสปอร์อยู่ปริมาตร 10 ไมโครลิตร จากนั้นค่อยๆปล่อยสารละลายให้ไหล
ผ่านแผ่นปิดเพลทแก้ว (cover slip) เข้าไปยังช่องว่างท่ีมีเส้นตาราง (counting chamber grid) อยู่จนเต็มช่องทำ
แบบเดียวกันกับอีกด้านหนึ่งระมัดระวังอย่าให้เกิดฟองอากาศเพราะจะทำให้เกิดความผิดพลาดในการนับได้ วิธีการ
นับสปอร์จะทำโดยใช้การมองผ่านกล้องจุลทรรศน์ท่ีกำลังขยาย 400 เท่า จะสังเกตเห็นช่องตารางตรงกลางจะมี
ท้ังหมด 25 ช่องใหญ่ แต่จะนับเพียง 5 ช่องใหญ่เท่านั้น ดังแสดงใน รูปที่ 3.1 และทำซ้ำเช่นเดียวกันกับอีกด้านนำ
จำนวนสปอร์ท่ีนับได้จากท้ัง 2 ด้านรวมกันและหาค่าเฉล่ีย และนำมาคิดตามสูตรคำนวณด้านล่าง 
 
 
 
 
 
  

 
รปูที ่3.1 แสดงจำนวนช่องและตำแหน่งสำหรับนับจำนวนสปอร์  

                   ท่ีมา : https://www.abcam.com/protocols/counting-cells-using-a-haemocytometer  
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สูตรคำนวณ  จำนวนสปอร์ (spores/ml)    = df x 5 x 104 x n  
ซึ่ง      df  = dilution factor                            

                   n = จำนวนค่าเฉล่ียสปอร์ท่ีนับได้ 
  3.1.1.3 การเตรียม fungal filtrate        
  ใส่สปอร์ท่ีได้นับแล้วตามขั้นตอน 3.1.1.2 จำนวน 106 สปอร์ ลงในอาหาร PDB ปริมาตร 100 

มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขย่า 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 4 วัน หลังจากนั้นนำ  A. niger  มา
กรองเพื่อเก็บ fungal biomass ด้วยกระดาษกรอง Whatman No.1 เพื่อแยกส่วนอาหารและส่วนของ fungal 
biomass ออกก่อน ขั้นตอนต่อมาล้าง fungal biomass ของราด้วยน้ำปราศเช้ือ 3 ครั้ง ครั้งละ 50 มิลลิลิตร เพื่อ
ล้างส่วนของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีอาจจะยังติดอยู่กับ biomass ออก ท้ิงไว้สักพักเพื่อพักให้น้ำกรองออกจนหมดและ
นำไปช่ังน้ำหนักด้วยเครื่องช่ังต้ังโต๊ะขนาดเล็กให้มีน้ำหนักของ fungal biomass ของเช้ือเท่ากับ 30 กรัม จากนั้น
นำ fungal biomass ใส่ลงในขวด flask ปริมาตร 250 มิลลิลิตร และเติมน้ำปราศจากเช้ือลงไป 60 มิลลิลิตร 
สุดท้ายนำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขย่า 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 4 วัน หลังจากครบ 4 วัน แล้วนำมา
กรองส่วน fungal biomass ออกด้วยกระดาษกรอง Whatman No.1 เพื่อเก็บส่วน fungal filtrate ไว้ใช้ในขั้นตอน
การสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโนต่อไป 

  3.1.1.4 สังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโน  
  3.1.1.4.1 สังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโนในสารละลาย acetate buffer  

เติมสารละลาย 0.02 M HAuCl4 100 ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลองท่ีมี fungal filtrate ของรา 
A. niger  450 ไมโครลิตร ท่ีผสมอยู่กับสารละลาย acetate buffer (pH 4.6) 450 ไมโครลิตร จากนั้น
นำเอาหลอดทดลองท่ีมีสารละลายท้ังสามดังกล่าวผสมอยู่นั้นเก็บไว้ในท่ีมืดเป็นเวลา 15-20 นาที 
สังเกตการณ์เปล่ียนสีของสารละลายและนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสง 

3.1.1.4.2 สังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโนในน้ำ 
เติมสารละลาย HAuCl4 0.02 M 100 ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลองท่ีมี fungal filtrate ของรา 

A. niger 450 ไมโครลิตร ท่ีผสมอยู่กับน้ำปราศจากเช้ือ 450 ไมโครลิตร จากนั้นนำเอาหลอดทดลองท่ีมี
สารละลายท้ังสามดังกล่าวผสมอยู่นั้นเก็บไว้ในท่ีมืดเป็นเวลา 15-20 นาที สังเกตการณ์เปล่ียนสีของ
สารละลายและนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสง 
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  3.1.1.5 การแยกอนุภาคทองคำนาโนออกจาก fungal filtrate   
           นำอนุภาคทองคำนาโนท่ีสังเคราะห์ได้จากข้อ 3.1.1.4.1 และ 3.1.1.4.2 ใส่ลงในหลอด 
microtube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร นำไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 14,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 10 นาที ทำซ้ำจนกว่าสารละลายจะใสหรือพบว่าอนุภาคทองคำนาโนตกตะกอนลงก้นหลอดจนหมด  
จากนั้นค่อยๆดูดส่วนของเหลวออกให้ได้มากท่ีสุดระวังอย่าให้อนุภาคทองคำนาโนท่ีก้นหลอดฟุ้ง จากนั้นทำให้
อนุภาคทองคำนาโนละลายด้วยการเติมน้ำปราศจากเช้ือ 
 

3.2.1 วดัค่าการดูดกลนืแสงดว้ยเทคนคิ UV-visible spectrometry    
       นำอนุภาคทองคำนาโนท่ีสังเคราะห์ได้จากข้อ 3.1.1.4.1 และ 3.1.1.4.2 มาวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วย

เทคนิค  UV-visible spectrometry ท่ีช่วงคล่ืนต้ังแต่ 200-800 นาโนเมตร โดยใช้เครื่อง NaNoDrop2200 เป็นวิธี 
พื้นฐานเพื่อยืนยันการเกิดอนุภาคทองคำนาโน โดยอนุภาคทองคำนาโนจะมีค่าการดูดกลืนแสงจำเพาะระหว่าง      
530-560 นาโนเมตร โดยข้ันตอนการวัดค่าจะใช้น้ำปราศจากเช้ือเป็น blank จากนั้นวัดค่าการดูดกลืนแสงของ
สารละลายท่ีได้จากการสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโนในสารละลายท่ีแตกต่างกันในข้อ 3.1.1.4.1 และ 3.1.1.4.2 
ซึ่งเป็นกลุ่มทดลองท่ีคาดว่ามีอนุภาคทองคำนาโนเกิดขึ้นเปรียบเทียบกับสารละลาย 0.02 M HAuCl4 ผสมกับน้ำท่ี
ใช้เป็นชุดควบคุม 

 
3.2.2 การเตรยีมตวัอยา่งเพือ่ทำ Dynamic Light Scattering (DLS) และ Zeta potential 
        นำอนุภาคทองคำนาโนปั่นแยกส่วน fungal filtrate ออกแล้วมาละลายด้วยน้ำปราศจากเช้ือ 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องผสมสาร (vortex mixer) จากนั้นย้ายสารละลายปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
ไปใส่ลงในหลอดทดลอง ขนาดเล็กปริมาตร 5 มิลลิลิตร และเติมน้ำปราศจากเช้ือให้มีปริมาตรสุทธิ 3 มิลลิลิตร และ
ส่งตัวอย่างท่ีเตรียมได้ไปท่ีศูนย์เครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

 
3.2.3 การเตรยีมตวัอยา่งเพือ่ทำ Transmission Electron Microscopy (TEM) 
        นำอนุภาคทองคำนาโนปั่นแยกส่วน fungal filtrate ออกแล้ว มาละลายด้วยน้ำปราศจากเช้ือ

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องผสมสาร (vortex mixer) ปิเปตสารละลายมา 500 ไมโครลิตร ใส่ใน
หลอด microtube หลอดใหม ่จากนั้นเติมน้ำ deionized ปราศจากเช้ือลงไปอีก 500 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันปิด
ฝาหลอดด้วย พาราฟินและห่อด้วยฟอยล์เพื่อไม่ให้สารละลายโดนแสง จากนั้นส่งตัวอย่างไปเพื่อเตรียมและส่อง
กล้อง TEM (transmission electron microscope) ท่ีศูนย์เครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย 
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3.2.4 การศกึษาความสามารถในการเรง่ปฏกิริยิารดีกัชัน่ Resazurin ของอนภุาคทองคำนาโนทีส่งัเคราะห์

ไดจ้าก A. niger   

  3.2.4.1 สังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโน   

            เตรียมเช้ือและ fungal filtrate เช่นเดียวกันกับกับข้อ 3.1.1.1 – 3.1.1.3 แล้วเติมสารละลาย 0.3 
M HAuCl4 100 ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลองท่ีมี fungal filtrate ของรา A. niger  450 ไมโครลิตร ผสมอยู่กับ
สารละลาย acetate buffer (pH 4.6) 450 ไมโครลิตร จากนั้นนำเอาหลอดทดลองนั้นเก็บไว้ในท่ีมดืเป็นเวลา 60 - 
90 นาที สังเกตการณ์เปล่ียนสีของสารละลาย 

  3.2.4.2 การแยกอนุภาคทองคำนาโนออกจาก fungal filtrate   
   นำอนุภาคทองคำนาโนท่ีสังเคราะห์ได้จากข้อ 3.2.4.1 ใส่ลงในหลอด microtube ขนาด 1.5 
มิลลิลิตร นำไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 14,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
ทำซ้ำเช่นเดิมจนสารละลายใสและพบว่าอนุภาคทองคำนาโนตกตะกอนจนหมด จากนั้นค่อยๆดูดส่วนของเหลว
ออกให้ได้มากท่ีสุดระวังอย่าให้อนุภาคทองคำนาโนท่ีก้นหลอดฟุ้งดูดจนของเหลวหมด แล้วนำไประเหยแห้งโดยเปิด
ฝาหลอดท้ิงไว้ภายใต้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3 วัน จากนั้นนำอนุภาคทองคำนาโนท่ีได้ไปช่ังน้ำหนักด้วยเครื่องช่ัง
ละเอียดเพื่อวัดน้ำหนักแห้งในหน่วยมิลลิกรัม แล้วเติมน้ำปราศจากเช้ือเพื่อปรับให้มีความเข้มข้นเป็น 1 มิลลิกรัม
กรัมต่อมิลลิลิตร เก็บเป็น stock เพื่อใช้ในการทดสอบการเร่งปฏิกิริยา resazurin  

  3.2.4.3 เตรียมสารละลาย Hydroxylamine 
  ช่ังสาร Hydroxylamine Hydrochloride ให้ได้น้ำหนัก 6.9 มิลลิกรัม แล้วนำไปละลายในน้ำ 1 
มิลลิลิตร เพื่อให้ได้สารละลาย Hydroxylamine ท่ีมีความเข้มข้น 0.1 M 
   3.2.4.4 เตรียมสารละลาย resazurin 
  ช่ังสาร resazurin sodium salt ให้ได้น้ำหนัก 6.3 มิลลิกรัม แล้วนำไปละลายในน้ำ 2.5 มิลลิลิตร 
เพื่อให้ได้สารละลาย resazurin ท่ีมีความเข้มข้น 10 mM หลังจากนั้นนำสารละลาย resazurin ท่ีได้ใส่หลอด 
syringe ขนาด 5 มิลลิลิตร แล้วกรองสารละลายผ่าน microfilter 0.2 ไมครอน เก็บสารละลาย resazurin ท่ีผ่าน
การกรองเรียบร้อยแล้วไว้ในตู้เย็น 

 
 
 

 
 
 



19 

 

 

  3.2.4.5 ทดสอบความสามารถในการเร่งปฏิกิริยารีดักช่ัน resazurin ให้เป็น resorufin ของอนุภาค 
  ทองคำนาโน 

    นำสารละลายอนุภาคทองคำนาโนในหลอด microtube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ท่ีได้ในข้อ 3.2.4.2 
มาทำให้ละลายอย่างสมบูรณ์ด้วยการใช้คล่ืนเสียงโดยเครื่อง Sonicator bath จากนั้นนำสารละลายอนุภาคทองคำ
นาโนความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมกรัมต่อมิลลิลิตร 100 ไมโครลิตร ผสมเข้ากับสารละลาย 0.1 M Hydroxylamine 40 
ไมโครลิตร และสารละลาย 10 mM resazurin 200 ไมโครลิตร ลงในหลอด microtube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
จากนั้นเตรียมชุดควบคุมของการทดลองนี้ 2 ชุดคือ 1) สารละลาย 10 mM resazurin 200 ไมโครลิตร ผสมกับน้ำ 
ปราศจากเช้ือ 140 ไมโครลิตร 2) สารละลายอนุภาคทองคำนาโนความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร แล้วนำ
สารละลายท่ีได้ท้ังหมดไปตรวจติดตามการเกิดปฏิกิริยาด้วยการวัดค่าการดูดกลืนแสง 

  3.2.4.6. ตรวจติดตามการเกิดปฏิกิริยาด้วย UV-visible spectrometry 
    นำสารละลายท่ีได้ท้ัง 4 จากข้อ 3.2.4.5 มาตรวจสอบการเกิดปฏิกิริยาด้วยการวัดความสามารถ

ในการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 570 นาโนเมตร โดยใช้เครื่อง NaNoDrop2200 เพื่อตรวจสอบการเกิด 

resorufin เนื่องจาก resorufin จะมีค่าการดูดกลืนแสงจำเพาะท่ีประมาณ 570 นาโนเมตร โดยข้ันตอนการวัดค่า

จะใช้น้ำปราศจากเช้ือเป็น blank และจะตรวจสอบสารละลายแต่ละหลอดเมื่อเกิดปฏิกิริยาท่ีเวลา 0, 4, 8, 12, 16, 

20, 24, 28, 32 และ 36 นาที สังเกตการณ์การดูดกลืนแสงและจดบันทึกค่าการดูดกลืนท่ี 570 นาโนเมตร 
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บทที ่4 

    ผลการทดลอง 

4.1 จลุนิทรยีท์ีใ่ชใ้นการทดลอง   

 จากการเล้ียงเช้ือ A. niger MSCU 0361 ท่ีได้จาก Microbial Culture Collection จุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลัยในอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง PDA บ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 96 ช่ัวโมง พบว่าโคโลนีบนอาหารเล้ียงเช้ือ 

PDA ของ A. niger MSCU 0361 ในระยะแรกโคโลนีมีสีเขียวแต่เมื่อราเจริญได้เต็มท่ีจะมีการสร้างสปอร์เกิดขึ้นทำ

ให้สีของโคโลนีเปล่ียนเป็นสีเขียวเข้มและมีบริเวณท่ีมีสีดำเป็นบริเวณท่ีรามีการสร้างสปอร์ขึ้น ดังแสดงใน รปูที ่4.1 

 

 

 

 

 

 

 

รปูที่ 4.1 ลักษณะโคโลนีของ A. niger MSCU 0361 บนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA   
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4.2 ผลการเปลีย่นสขีองสาร  

จากการทดลองสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโนในข้อ 3.1.1.4 พบว่าน้ำเล้ียงเซลล์ (fungal filtrate) ของ A. 

niger MSCU 0361 ท่ีผสมด้วยสารละลาย acetate buffer หรือน้ำ แล้วนำมาเติมด้วยสารละลาย 0.02 M HAuCl4  

และต้ังไว้ท่ีอุณหภูมหิ้องในท่ีมืด พบการเปล่ียนแปลงสีของน้ำเล้ียงเซลล์เปล่ียนจากสีเหลืองอมส้มใสเป็นสีม่วง รปูที่ 

4.2 ภายในเวลา 10-15 นาที ซึ่งเป็นผลท่ีเกิดจากสมบัติการดูดกลืนของอนุภาคทองคำนาโนแสดงถึงการ

เกิดปฏิกิริยารีดักช่ันและเกิดการสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโนขึ้นภายในสารละลาย 

(A) 

 

 

(B) 

 

 

 

รปูที ่4.2 ลักษณะสีน้ำเล้ียงเซลล์ (fungal filtrate) ของ A. niger MSCU 0361 (A) หลังเติมสารละลาย HAuCl4 

0 นาที (B) หลังเติมสารละลาย HAuCl4 15 นาที ; (a) acetate buffer+ fungal filtrate  (b)  acetate buffer+ 

fungal filtrate + HAuCl4  (c) H2O + fungal filtrate + HAuCl4  (d) H2O + fungal filtrate 

 

 

 

 

(a) (c) (b) (d) 

(a) (c) (b) (d) 
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และจากการทดลองสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโนในข้อ 3.2.4.1 พบว่าน้ำเล้ียงเซลล์ (fungal filtrate) 

ของ A. niger MSCU 0361 ท่ีผสมด้วยสารละลาย acetate buffer แล้วเติมด้วยสารละลาย 0.3 M HAuCl4 ต้ังไว้

ท่ีอุณหภูมหิ้องในท่ีมืด พบการเปล่ียนแปลงสีของน้ำเล้ียงเซลล์เปล่ียนจากสีเหลืองใสเป็นสีม่วงดำ รูปที ่4.3 ภายใน

เวลา 60-90 นาที  

                                          (A) 

 

 

 

                                         (B) 

 

 

 

รปูที ่4.3 ลักษณะสีน้ำเล้ียงเซลล์ (fungal filtrate) ของ A. niger MSCU 0361 (A) ก่อนเติมสารละลาย 0.3 M 

HAuCl4 ในสารละลาย acetate buffer + fungal filtrate (B) หลังเติมสารละลาย 0.3 M HAuCl4 ในสารละลาย 

acetate buffer + fungal filtrate 60-90 นาที  
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4.3 ผลคา่การดดูกลนืแสงของอนภุาคทองคำนาโน   
การสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโนท่ีเกิดขึ้นนอกจากสามารถสังเกตจากการเปล่ียนสีของสารละลายแล้ว 

ยังสามารถวิเคราะห์ได้จากค่าการดูดกลืนแสงท่ีช่วงความยาวคล่ืน 200-800 นาโนเมตร ด้วย UV-visible 
spectrometer จากผลท่ีแสดงใน รูปที ่ 4.4  พบการดูดกลืนแสงท่ีช่วงความยาวคล่ืน 530-570 นาโนเมตร ของ
สารละลายท่ีได้จากการสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโนจากน้ำเล้ียงเช้ือของ A. niger MSCU 0361 ท่ีเติมสารละลาย 
0.02 M HAuCl4 ในสารละลาย acetate buffer และในน้ำ ซึ่งสามารถวัดค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายท่ีได้
จากการสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโนในสารละลาย acetate buffer และในน้ำ เท่ากับ 0.433 และ 0.143 
ตามลำดับ ท่ีความยาวคล่ืน 536 นาโนเมตร ส่วนสารละลาย 0.02 M HAuCl4 ท่ีผสมกับสารละลาย acetate buffer 
และน้ำเล้ียงเช้ือท่ีผสมกับสารละลาย acetate buffer และน้ำ ซึ่งใช้เป็นชุดควบคุมไม่พบค่าการดูดกลืนแสงท่ีช่วง 
530-570 นาโนเมตร และจากกราฟของชุดทดลองท้ังสองท่ีใส่น้ำเล้ียงเช้ือจะพบการดูดกลืนแสงท่ี 280 นาโนเมตร 
ซึ่งอาจเกิดจากการดูดกลืนแสงของกรดอะมิโนท่ีเป็นองค์ประกอบของโปรตีนหรือเอนไซม์ในน้ำเล้ียงเช้ือ  

รปูที ่4.4  กราฟแสดงค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย 0.02 M HAuCl4 ท่ีผสมกับ acetate buffer (a), 
น้ำเล้ียงเช้ือผสมกับสารละลาย acetate buffer และน้ำ (b), สารละลายท่ีได้จากการสังเคราะห์อนุภาค
ทองคำนาโนด้วยน้ำเล้ียงเช้ือของ A. niger MSCU 0361 ในน้ำ (c) และในสารละลาย acetate buffer 
(d) 

b 

a 

a 

b 

c 

d 



24 

 

 

4.4 การปัน่แยกอนภุาคทองคำนาโน 
ขั้นตอนการแยกอนุภาคทองคำนาโนออกจากส่วนท่ีเป็นของเหลวโดยการนำไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 

14,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที จะสังเกตเห็นตะกอนเล็กๆอยู่ท่ีก้นหลอดดังแสดงใน รูปที่ 4.5 ซึง่ตะกอนเหล่านี้
คือ อนุภาคทองคำนาโนท่ีได้จากการสังเคราะห์และเมื่อนำอนุภาคทองคำนาโนท่ีได้จากการสังเคราะห์โดยใช้
สารละลาย 0.3 M HAuCl4  ในสารละลาย acetate buffer ไประเหยใหแ้ห้งภายใต้อุณหภูมิห้องเพื่อให้ส่วน
ของเหลวออกหมด เป็นเวลา 3 วัน วัดน้ำหนักออกมาได้ 0.49 มิลลิกรัม 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  รปูที่ 4.5 ตะกอนของอนุภาคทองคำนาโนหลังจากปั่นเหวี่ยง 
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4.5 ผลการวเิคราะหล์กัษณะรปูรา่งของอนภุาคทองคำนาโนดว้ย Transmission Electron Microscopy (TEM)  
จากผลการวิเคราะห์รูปร่างและการกระจายตัวของอนุภาคทองคำนาโนท่ีสังเคราะห์จาก A. niger MSCU 

0361 ในสารละลาย acetate buffer และในน้ำ ด้วยกล้อง TEM พบว่าลักษณะรูปร่างของอนุภาคทองคำนาโนท่ีได้
จากการสังเคราะห์ในสารละลาย acetate buffer มีความสม่ำเสมอของรูปร่างมากกว่าอนุภาคทองคำนาโนท่ี
สังเคราะห์ได้ในน้ำหรือกล่าวคืออนุภาคทองคำนาโนสังเคราะห์ได้ในสารละลาย acetate buffer พบรูปร่างส่วน
ใหญ่เป็นทรงกลม ส่วนอนุภาคทองคำนาโนท่ีสังเคราะห์ได้ในน้ำพบว่ามีท้ังทรงกลม สามเหล่ียมและรูปร่างไม่
แน่นอน ในส่วนของการกระจายตัวพบว่าการกระจายตัวของอนุภาคทองคำนาโนท่ีสังเคราะห์ได้ในสารละลาย 
acetate buffer มีการเกาะกลุ่มกันมากกว่าอนุภาคทองคำนาโนท่ีสังเคราะห์ได้ในน้ำซึ่งมีการกระจายตัวอย่าง
กระจัดกระจาย ไม่เป็นระเบียบ ดังรปูที่ 4.6 

 
(A)                                                                    
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(B) 
 
 
 
  
 
 
 
 

 
 

 
 
 

 
 
รปูที ่4.6 ผล TEM ของอนุภาคทองคำนาโนท่ีสังเคราะห์จาก A. niger MSCU 0361 ในสารละลาย 
acetate buffer (A) และในน้ำ (B) 
 

4.6 ผลการวเิคราะหข์นาดของอนภุาคทองคำนาโนทีส่งัเคราะหไ์ด้ดว้ยวธิ ีDynamic Light Scattering (DLS)  
 ผลการวิเคราะห์ขนาดของอนุภาคทองคำนาโนท่ีได้จากการวิเคราะห์ด้วย DLS ซึ่งอาศัยหลักการตรวจวัด
ความถ่ีท่ีเปล่ียนไปของแสงท่ีกระเจิงจากพื้นผิวอนุภาคท่ีเคล่ือนท่ีแบบ Brownian ในการทดลองนี้ได้นำอนุภาค
ทองคำนาโนท่ีสังเคราะห์จาก A. niger MSCU 0361 ซึ่งเตรียมได้จากขั้นตอนท่ี 3.1.1.4.1 และ 3.1.1.4.2 ไป
วิเคราะห์ด้วยเทคนิค DLS พบว่าขนาดของอนุภาคทองคำนาโนท่ีสังเคราะห์ได้จาก A. niger MSCU 0361 ใน
สารละลาย acetate buffer มีขนาดอยู่ในช่วง 8 - 3950 นาโนเมตร ดังรูปที ่4.7 มีขนาดเฉล่ียเท่ากับ 63.31 นาโน
เมตร และมีค่า polydispersity index (PDI) เท่ากับ 0.592 ดัง ตารางที่ 4.1 ส่วนอนุภาคทองคำนาโนท่ีสังเคราะห์
ได้จาก A. niger MSCU 0361 ในน้ำมีขนาดอยู่ในช่วง 160 – 4673 นาโนเมตร ดังรูปที ่4.7 มีขนาดเฉล่ียเท่ากับ 
90.07 นาโนเมตร และมีค่า PDI เท่ากับ 0.497 ดังตารางที ่4.1 
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ตารางที ่4.1 ขนาดโดยเฉล่ียของอนุภาคทองคำนาโนท่ีสังเคราะห์จาก A. niger MSCU 0361 ใน
สารละลาย acetate buffer และในน้ำ 
 

ชุดการทดลอง Average particle size (nm)  Average PDI  
ในสารละลาย acetate buffer  63.31 0.592 

ในน้ำ 90.07 0.497 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 

รปูที ่4.7 กราฟการกระจายตัวของขนาดอนุภาคทองคำนาโนท่ีสังเคราะห์จาก A. niger MSCU 0361 ท่ี
ความเข้มข้นสุดท้ายของสารละลาย 0.02 M HAuCl4  ในสารละลาย acetate buffer (A) ในน้ำ (B) 

 
 

(A) 

(B) 
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4.7 ผลการวเิคราะหค์วามเสถยีรของอนภุาคทองคำนาโนทีส่งัเคราะหไ์ด้ดว้ยวธิี Zeta potential 
 ผลของ Zeta potential ซึ่งเป็นค่าความแตกต่างของประจุไฟฟ้าระหว่างช้ันความหนาแนน่ของไอออนท่ี
อยู่รอบๆอนุภาคทองคำนาโนและประจุในของเหลวที่อยู่ล้อมรอบอนุภาคทองคำนาโน (มีหน่วยเป็นมิลลิโวลต์) และ
พบว่าโดยปกติอนุภาคทองคำนาโนจะเสถียรเมื่อศักย์ซีต้ามีค่ามากกว่า + 20 mV หรือ น้อยกว่า -20 mV  ซึ่งผลการ
วิเคราะห์อนุภาคทองคำนาโนท่ีสังเคราะห์ได้ในการทดลองนี้ด้วย Zeta potential พบว่าอนุภาคทองคำนาโนท่ี
สังเคราะห์ได้จาก A. niger MSCU 0361 โดยใช้สารละลาย acetate buffer และใช้น้ำ มีค่าศักย์ซีต้า เท่ากับ -24.8 
มิลลิโวล์ และ -22.8 มิลลิโวล์ ตามลำดับ ดังตารางที่ 4.2 จึงสามารถแปลผลได้ว่าอนุภาคทองคำนาโนท่ีสังเคราะห์
ได้ในการทดลองนี้ค่อนข้างเสถยีร 

ตารางที ่4.2 แสดงค่าศักย์ซีต้าของอนุภาคทองคำนาโนท่ีสังเคราะห์จาก A. niger MSCU 0361 ใน
สารละลาย acetate buffer และในน้ำ 
 

ชุดการทดลอง ค่าศกัยซ์ีตา้ (mV) 
ในสารละลาย acetate buffer  -24.8 

ในน้ำ -22.8 
 
4.8 ผลการเรง่ปฏกิริยิารดีกัชัน่ resazurin เปน็ resorufin ดว้ยอนภุาคทองคำนาโนทีส่งัเคราะหไ์ดจ้าก A. niger 
MSCU 0361  
 ผลจากการศึกษาการเร่งปฏิกิริยารีดักช่ัน resazurin เป็น resorufin ด้วยอนุภาคทองคำท่ีสังเคราะห์ได้
จาก A. niger MSCU 0361 โดยการใช้สารละลาย 0.3 M HAuCl4 ในสารละลาย acetate buffer ซึ่งตรวจสอบ
การเกิดปฏิกิริยารีดักช่ัน ด้วยการวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี 570 นาโนเมตร ทุกๆ 4 นาที ด้วย UV-visible 
spectrometer เนื่องจากค่าการดูดกลืนแสงท่ี 570 นาโนเมตร เป็นค่าการดูดกลืนแสงของ resorufin จากนั้นนำ
ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 570 นาโนเมตร ในนาทีต่างๆของแต่ละสารละลายมาสร้างกราฟเปรียบเทียบกันระหว่าง
สารละลายท่ีเร่งปฏิกิริยาการรีดักช่ันด้วยอนุภาคทองคำนาโน สารละลายท่ีไม่ได้เร่งปฏิกิริยารีดักช่ันด้วยอนุภาค
ทองคำนาโน อนุภาคทองคำนาโน และสารละลาย resazurin ท่ีไม่ได้เหนี่ยวนำให้เกิดปฏิกิริยารีดักช่ันซึ่งใช้เป็นชุด
ควบคุมได้ผลดัง รูปที ่ 4.8 และจากผลการทดลองพบว่าในสารละลายท่ีเร่งปฏิกิริยาการรีดักช่ันด้วยอนุภาคทองคำ
นาโนวัดค่าการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 570 นาโนเมตร ได้เท่ากับ 0.795 ต้ังแต่การวัดค่าการดูดกลืนแสงในครั้ง
แรกหรือทันทีหลังใส่อนุภาคทองคำนาโนลงไปเป็นตัวเร่งปฏิกิริยา (0 นาที) ตารางที่  4.3 ส่วนในสารละลายท่ีไม่ได้
เร่งปฏิกิริยารีดักช่ันด้วยอนุภาคทองคำนาโนวัดค่าความสามารถในการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 570 นาโนเมตร 
ได้เท่ากับ 0.643 ท่ีเวลา 4 นาที หลังเหนี่ยวนำให้เกิดปฏิกิริยารีดักช่ันด้วย 0.1 M hydroxylamine ดังแสดงใน 
ตารางที่ 4.3 ส่วนในสารละลาย resazurin และสารละลายอนุภาคทองคำนาโนความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมกรัมต่อ
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มิลลิลิตร ไม่พบการเปล่ียนแปลงของค่าความสามารถในการดูดกลืนแสงเมื่อเวลาผ่านไป ดังแสดงใน ตารางที ่ 4.3 
และเมื่อเปรียบเทียบสีของสารละลายท่ีเวลา 0 นาที พบว่าสีของสารละลายท่ีเหนี่ยวนำให้เกิดปฏิกิริยารีดักช่ันท้ังท่ี
เร่งปฏิกิริยาด้วยอนุภาคทองคำนาโนและไม่ได้เร่งปฏิกิริยาด้วยอนุภาคทองคำนาโนมีสีของสารละลายเป็นสีม่วงเข้ม 
ซึ่งแตกต่างจากสีของสารละลาย resazurin ท่ีไม่ได้เหนี่ยวนำให้เกิดปฏิกิริยาซึ่งมีสารละลายเป็นสีน้ำเงิน ดังรปูที ่
4.9 แต่เมื่อเปรียบเทียบสีของสารละลายท่ีเวลา 60 นาที หลังเหนี่ยวนำให้เกิดปฏิกิริยาพบว่าสีของสารละลายท่ีเร่ง
ปฏิกิริยาด้วยอนุภาคทองคำนาโนและสารละลายท่ีไม่ได้เร่งปฏิกิริยาด้วยอนุภาคทองคำนาโนเปล่ียนแปลงเป็นสี
ชมพูอมม่วงแต่สีของสารละลายท่ีเร่งปฏิกิริยาด้วยอนุภาคทองคำนาโนมีสีของสารละลายท่ีอ่อนกว่า ส่วนสีของ
สารละลาย resazurin ท่ีไม่ได้เหนี่ยวนำให้เกิดปฏิกิริยาไม่เกิดการเปล่ียนแปลง ดังรูปที่ 4.9 
  
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
รปูที ่4.8 กราฟเปรียบเทียบค่าความสามารถในการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 570 นาโนเมตร ณ เวลา
ใดๆ ; สารละลายท่ีไม่ได้เร่งปฏิกิริยาด้วยอนุภาคทองคำนาโน (Exp1), สารละลายท่ีเร่งปฏิกิริยาด้วย
อนุภาคทองคำ (Exp2), สารละลาย 10 mM resazurin (Ctrl) และสารละลายอนุภาคทองคำนาโนความ
เข้มข้น 1 มิลลิกรัมกรัมต่อมิลลิลิตร (AuNP) 
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ตารางที ่4.3 แสดงค่าความสามารถในการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 570 นาโนเมตร ณ เวลาใดๆของ
สารละลาย ; สารละลายท่ีไม่ได้เร่งปฏิกิริยาด้วยอนุภาคทองคำนาโน (Exp1), สารละลายท่ีเร่งปฏิกิริยา
ด้วยอนุภาคทองคำ (Exp2), สารละลาย 10mM resazurin (Ctrl) และสารละลายอนุภาคทองคำนาโน
ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมกรัมต่อมิลลิลิตร (AuNP) 

ค่าความสามารถในการดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลืน่ 570 nm 
(คา่ความสามารถในการดูดกลนืแสงของ resorufin) 

เวลา Exp1 Exp2 Ctrl AuNP 

0 0.552 
 

0.795 -0.004 0.038 

4 0.643 
 

0.727 
 

-0.004 
 

0.039 
 

8 0.639 
 

0.71 
 

0.001 
 

0.037 
 

12 0.614 
 

0.681 
 

-0.004 
 

0.046 
 

16 0.587 
 

0.663 
 

-0.004 
 

0.044 
 

20 0.577 
 

0.643 
 

-0.004 
 

0.044 
 

24 0.554 
 

0.623 
 

0.001 
 

0.04 
 

28 0.565 
 

0.613 
 

-0.004 
 

0.044 
 

32 0.538 
 

0.586 
 

-0.004 
 

0.05 
 

36 0.533 
 

0.576 
 

-0.004 
 

0.048 
 

40 0.531 
 

0.56 
 

0.001 
 

0.053 
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(A) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 (B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 รปูที ่4.9 เปรียบเทียบสีของสารละลายท่ีเวลา 0 นาที (A) และ 60 นาที (B) หลังการเกิดปฏิกิริยา ;  

Ctrl : สารละลาย 10mM resazurin, Exp1 : สารละลายท่ีไม่ได้เร่งปฏิกิริยาด้วยอนุภาคทองคำนาโน, 
Exp2 : สารละลายท่ีเร่งปฏิกิริยาด้วยอนุภาคทองคำ  
 

 

Ctrl 

Ctrl 

Exp1 Exp2 

Exp1 Exp2 
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บทที ่5 
สรปุและวเิคราะหผ์ลการทดลอง 

ในงานวิจัยนี้ศึกษาเกี่ยวกับการสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโน (AuNP) ด้วยวิธีการทางชีวภาพ 
(biosynthesis) จากน้ำเล้ียงเซลล์เช้ือรา (fungal filtrate) ของเช้ือรา A. niger MSCU 0361 ซึ่งเคยมีการรายงาน
ว่าการสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโนมีความเกี่ยวข้องกับเอมไซม์หรือเมทาบอไลต์ท่ีเช้ือราสร้างและหล่ังออกมา
ภายนอกเซลล์ ซึ่งมีความสามารถในการรีดิวซ์ไอออนของทองคำ (Au3+ : gold ion) ในสารละลายโกลคลอไรด์ 
(HAuCl4)  ให้กลายเป็นอนุภาคทองคำนาโน (Au0 : AuNP) ได้ ซึ่งงานวิจัยนี้ต้องการสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโน
ด้วยวิธีการทางชีวภาพโดยใช้เช้ือรา A. niger MSCU 0361 เพื่อนำอนุภาคทองคำนาโนมาศึกษารูปร่าง ลักษณะ 
ขนาด ความเสถียรและความสามารถในการเป็นตัวเร่งปฏิกิริยารีดักช่ัน resazurin ให้การกลายเป็น resorufin โดย
จากการผลทดลองพบว่าในงานวิจัยนี้สามารถสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโนได้โดยสังเกตจากการเปล่ียนแปลงสี
ของสารละลายน้ำเล้ียงเซลล์เช้ือราท่ีเติมสารละลาย HAuCl4 ลงไป จากสีเหลืองอมส้มในช่วงแรกเป็นสีม่วงถึงม่วง
ดำเมื่อเวลาผ่านไปและจากการตรวจวัดค่าการดูดกลืนแสงได้ในช่วงความยาวคล่ืน 530-560 นาโนเมตร ด้วย UV-
visible spectrometer ซึ่งการเปล่ียนแปลงสีของสารละลายน้ำเล้ียงเช้ือเมื่อเติมสารละลาย HAuCl4 ลงไปและการ
พบความสามารถในการดูดกลืนแสงของอนุภาคทองคำนาโนท่ีช่วงความยาวคล่ืน 530-560 นาโนเมตร เกิดจาก
อนุภาคทองคำนาโนท่ีสังเคราะห์ได้มีปรากฏการณ์เชิงแสงท่ีเรียกว่า surface plasmon resonance (SPR) จึงเป็น
เหตุให้สมบัติการดูดกลืนแสงของสารละลายเปล่ียนแปลงไปเมื่อเกิดการสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโนขึ้นภายใน
สารละลาย (El-Brolossy et al., 2008) แต่จากผลการทดลองพบว่าสีของสารละลายท่ีได้จากการสังเคราะห์
อนุภาคทองคำนาโนในสารละลาย acetate buffer โดยใช้ความเข้มข้นของสารละลาย HAuCl4 ท่ีแตกต่างกันคือ 
0.02 M และ 0.3 M ใหก้ารเปล่ียนแปลงสีของสารละลายท่ีแตกต่างกันคือสีม่วงและสีม่วงอมดำ อีกท้ังยังใช้เวลาใน
การเปล่ียนแปลงสีของสารละลายแตกต่างกันอีกด้วย โดยสารละลายท่ีได้จากการสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโน
โดยใช้สารละลาย 0.02 M HAuCl4  พบการเปล่ียนแปลงสีของสารละลายหลังเติมสารละลาย 0.02 M HAuCl4  ลง
ในน้ำเล้ียงเช้ือเป็นเวลา 15 นาที ส่วนสารละลายท่ีได้จากการสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโนโดยใช้สารละลาย 0.3 
M HAuCl4 พบการเปล่ียนแปลงสีของสารละลายหลังเติมสารละลาย 0.3 M HAuCl4  ลงในน้ำเล้ียงเช้ือเป็นเวลา 60 
นาที ซึ่งคาดว่าท่ีผลการทดลองเป็นเช่นนี้อาจเป็นผลมาจากความเข้มข้นของสารละลาย HAuCl4 ท่ีใช้มีความเข้มข้น
มากเกินไปและไม่เหมาะสมกับปริมาณของโปรตีนหรือเอมไซม์ท่ีเกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโนใน
น้ำเล้ียงเช้ือราอาจทำให้โปรตีนหรือเอมไซม์นั้นๆถกูทำลายหรือเสียสภาพจากสภาวะท่ีมีการเปล่ียนแปลง pH อย่าง
รวดเร็วด้วยความเข้มข้นของสารละลาย HAuCl4 ท่ีมากเกินไป (Roy et al., 2016) ส่งผลให้กระบวนการสังเคราะห์
เกิดขึ้นช้าลงและขนาด รูปร่างรวมถึงปริมาณของอนุภาคทองคำนาโนท่ีได้เปล่ียนแปลงไปสีของสารละลายท่ีได้จึง
แตกต่างกัน  
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ส่วนค่าความสามารถในการดูดกลืนแสงท่ีมากท่ีสุดในช่วงความยาวคล่ืน 530-560 นาโนเมตร ของ
สารละลายท่ีได้จากการสังเคราะห์อนุภาคทองนาโนคำจาก A. niger MSCU 0361 ในสารละลาย acetate buffer 
และในน้ำ พบว่ามีค่าเท่ากับ 0.433 และ 0.143 ตามลำดับ ท่ีความยาวคล่ืน 536 นาโนเมตร ซึ่งค่าความสามารถใน
การดูดกลืนแสงท่ีแตกต่างกันนี้สามารถบ่งบอกได้ว่าปริมาณของอนุภาคทองคำนาโนท่ีสังเคราะห์ได้ในสารละลาย 
acetate buffer มากกว่าปริมาณของอนุภาคทองคำนาโนท่ีสังเคราะห์ได้ในน้ำ เนื่องจากค่าความสามารถในการ
ดูดกลืนแสงของสารละลายท่ีได้จากการสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโนในสารละลาย acetate buffer มีค่ามากกว่า
ค่าความสามารถในการดูดกลืนแสงของสารละลายท่ีได้จากการสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโนในน้ำ โดยท่ีผลการ
ทดลองเป็นเช่นนี้คาดว่าน่าจะเป็นผลมาจาก acetate buffer มีความสามารถในการควบคุมความเป็นกรด-ด่างได้
ดีกว่าน้ำทำให้สภาวะในการสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโนคงท่ีและเหมาะสมกับการทำงานของเอมไซม์ท่ีเกี่ยวข้อง
กับการสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโนมากกว่าสภาวะการสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโนในน้ำ (Parial et al., 
2014) 

ในส่วนผลท่ีได้จากการวิเคราะห์ด้วยกล้อง TEM, dynamic light scattering (DLS) และ Zeta potential 
พบว่ามีความแตกต่างกันของการกระจายตัว ขนาดและความเสถียรของอนุภาคทองคำนาโนท่ีสังเคราะห์ได้จาก  
A. niger MSCU 0361 ในสารละลาย acetate buffer และในน้ำ โดยผลจาก TEM แสดงให้เห็นว่าอนุภาคทองทำ
นาโนท่ีสังเคราะห์ได้ในสารละลาย acetate buffer มีรูปร่างส่วนใหญ่เป็นทรงกลม เกาะกลุ่มกันดี ส่วนอนุภาค
ทองคำนาโนท่ีสังเคราะห์ได้ในน้ำพบว่ามีรูปร่างหลากหลายไม่ว่าจะเป็นทรงกลม สามเหล่ียมและรูปร่างไม่แน่นอน 
มีการกระจายตัวของอนุภาคทองคำนาโนอย่างไม่เป็นระเบียบ ซึ่งท่ีผลของการกระจายตัวและรูปร่างท่ีแตกต่างกันนี้
คาดว่าเกิดจากสภาวะความเป็นกรด-ด่างท่ีแตกต่างในการสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโนเช่นเดียวกันกับเหตุผลท่ี
ได้กล่าวไว้ข้างต้นในเรื่องความแตกต่างของปริมาณอนุภาคทองคำนาโนท่ีสังเคราะห์ได้ในสารละลาย acetate 
buffer และในน้ำ นอกจากนี้ขนาดเฉล่ียของอนุภาคทองคำนาโนท่ีสังเคราะห์ได้ในสารละลาย acetate buffer 
และในน้ำท่ีวัดได้จากวิธี DLS มีค่าแตกต่างกันคือ 63.31 นาโนเมตร และ 90.07 นาโนเมตร ตามลำดับ โดยการ
ตรวจวัดขนาดด้วยวิธี DLS เป็นวิธีท่ีวัดขนาดของอนุภาคโดยอาศัยหลักการวัดการกระเจิงแสงของแสงท่ีตกกระทบ
กับพื้นผิวของอนุภาคหรือโมเลกุลของสารท่ีเคลือบอยู่บนผิว ซึ่งหากพบว่าขนาดเฉล่ียท่ีได้มีค่าแตกต่างกันก็อาจจะ
แปลผลได้ว่าสารหรือโมเลกุลท่ีเคลือบอยู่บนผิวอนุภาคทองคำนาโนท่ีสังเคราะห์ได้ในสารละลาย acetate buffer 
และในน้ำน่าจะมีความแตกต่างกัน แต่อย่างไรก็ตามขนาดเฉล่ียท่ีได้จากวิธี DLS อาจมีความคาดเคล่ือนหากมีการ
ทับซ้อนกันของอนุภาคทองคำนาโน เนื่องจากการตรวจวัดขนาดของอนุภาคทองคำนาโนด้วยวิธี DLS จะไม่สามารถ
แยกวัดขนาดของอนุภาคทองคำนาโนท่ีทับซ้อนกันได้ นอกจากขนาดแล้ววิธีการตรวจวัดด้วย DLS ยังสามารถบอก
การกระจายตัวของขนาดอนุภาคทองคำนาโนได้จากค่า polydispersity index (PDI) ซึ่งอนุภาคทองคำนาโนท่ี
สังเคราะห์ได้ในสารละลาย acetate buffer และในน้ำ มีค่า PDI เท่ากับ 0.592 และ 0.497 ตามลำดับ จึงสามารถ
บอกได้ว่าอนุภาคทองคำนาโนท่ีสังเคราะห์ได้ใน acetate buffer และในน้ำมีการกระจายตัวแบบไม่สม่ำเสมอ  
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ส่วนผลของการวิเคราะห์ด้วย Zeta potential พบว่าอนุภาคทองคำนาโนท่ีสังเคราะห์ได้ในสารละลาย acetate 
buffer และในน้ำ มีค่าศักย์ซีต้า เท่ากับ -24.8 mV และ -22.8 mV ตามลำดับ ซึ่งเป็นค่าท่ีมากกว่า + 20 mV หรือ 
น้อยกว่า -20 mV (Thilagam et al., 2020) จึงสามารถสรุปผลออกมาได้ว่าอนุภาคทองคำนาโนท่ีสังเคราะห์ได้ใน
สารละลาย acetate buffer และในน้ำค่อนข้างเสถียรแต่ท่ีค่าศักย์ซีต้าแตกต่างกันนั้นคาดว่าเกิดจากสภาวะท่ีใช้ใน
การสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโน เช่น ความเป็นกรดด่างท่ีแตกต่างกันส่งผลให้การทำงานของเอมไซม์หรือเมทา
บอไลต์ท่ีเกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโนท่ีอยู่ในน้ำเล้ียงเช้ือรา A. niger MSCU 0361 ทำงาน
ได้มากน้อยต่างกัน (Wang et al., 2014) หรืออาจเกิดจากสารและโมเลกุลท่ีเคลือบอยู่บนผิวอนุภาคทองคำนาโนท่ี
สังเคราะห์ได้ในสารละลาย acetate buffer และในน้ำมีความแตกตา่งกัน 
 การทดสอบความสามารถในการเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาต่อปฏิกิริยารีดกัช่ัน resazurin ให้เป็น resorufin ของ
อนุภาคทองคำนาโนท่ีสังเคราะห์ได้จากเช้ือรา A. niger MSCU 0361 โดยใช้สารละลาย 0.3 M HAuCl4 ใน
สารละลาย acetate buffer ด้วยการตรวจสอบการเกิดขึ้นของ resorufin จากการตรวจวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืน 570 นาโนเมตร ทุกๆ 4 นาที หลังเหนี่ยวนำให้เกิดปฏิกิริยารีดักช่ัน resazurin  เนื่องจาก resorufin 
มีความสามารถในการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 570 นาโนเมตร (Wang et al., 1998) ซึ่งผลจากการทดลอง
พบว่าสารละลายท่ีเหนี่ยวนำให้เกิดปฏิกิริยาการรีดักช่ัน resazurin และใส่อนุภาคทองคำนาโนลงไปเป็นตัวเร่ง
ปฏิกิริยา พบค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 570 นาโนเมตร เท่ากับ 0.795 ต้ังแต่ตรวจวัดการดูดกลืนแสงใน
ครั้งแรกหรือท่ี 0 นาที และค่าความสามารถในการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ีน 570 นาโนเมตร จะลดลงเรื่อยๆเมื่อ
เวลาผ่าน ส่วนสารละลายท่ีเหนี่ยวนำให้เกิดปฏิกิริยาการรีดักช่ันแต่ไม่ได้ใส่อนุภาคทองคำนาโนลงไปเป็นตัวเร่ง
ปฏิกิริยา พบค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 570 นาโนเมตร เท่ากับ 0.552 ท่ีเวลา 4 นาทีหลังเกิดปฏิกิริยา 
หลังจากนั้นค่าความสามารถในการดูดกลืนแสงท่ี 570 นาโนเมตร จะลดลงเรื่อยๆเมื่อเวลาผ่านไป โดยผลการ
ทดลองท่ีได้สามารถสรุปได้ว่าในสารละลายท่ีเร่งปฏิกิริยาด้วยอนุภาคทองคำนาโนพบการเปล่ียน resazurin เป็น 
resorufin ได้รวดเร็วกว่าในสารละลายท่ีไม่ได้เร่งปฏิกิริยาด้วยอนุภาคทองคำนาโน เนื่องจากสารละลายท่ีเร่ง
ปฏิกิริยาด้วยอนุภาคทองคำนาโนสามารถวัดค่าความสามารถในการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 570 นาโนเมตร 
ได้ต้ังแต่วัดค่าความสามารถในการดูดกลืนแสงในครั้งแรกหรือท่ี 0 นาที ซึ่งเร็วกว่าสารละลายท่ีไม่ได้เร่งปฏิกิริยา
ด้วยอนุภาคทองคำนาโนท่ีวัดค่าความสามารถในการดูดกลืนแสงได้หลังจากเกิดปฏิกิริยาไปแล้ว 4 นาที อีกท้ังค่า
ความสามารถในการดูดกลืนแสงรวมท่ีความยาวคล่ืน 570 นาโนเมตร ท่ีวัดได้จากสารละลายท่ีเร่งปฏิกิริยาด้วย
อนุภาคทองคำนาโนยังมีค่ามากกว่าค่าความสามารถในการดูดกลืนแสงรวมที่วัดได้จากสารละลายท่ีไม่ได้เร่ง
ปฏิกิริยาด้วยอนุภาคทองคำนาโนหรือแปลผลออกมาได้ว่าปริมาณของ resorufin ท่ีเกิดขึ้นในสารละลายท่ีเร่ง
ปฏิกิริยาด้วยอนุภาคทองคำนาโนมีปริมาณมากกว่าปริมาณของ resorufin ท่ีเกิดขึ้นในสารละลายท่ีไม่ได้เร่ง
ปฏิกิริยาด้วยอนุภาคทองคำนาโน แต่จากผลการทดลองท่ีพบว่าเมื่อเวลาผ่านไปค่าความสามารถในการดูดกลืนแสง
ท่ีความยาวคล่ืน 570 นาโนเมตร ลดลงหรือปริมาณของ resorufin ในสารละลายท้ังสองลดลง คาดว่าน่าจะเกิดจาก
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การท่ี resorufin ท่ีเกิดขึ้นภายในสารละลายท้ังสองเกิดปฏิกิริยารีดักช่ันต่อไปทำให้ resorufin กลายเป็น 
dihydroresorufin (Song et al., 2014) ซึ่งไม่สามารถดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 570 นาโนเมตร ได้ ส่งผลให้ค่า
ความสามารถในการดูดกลืนแสงรวมท่ีความยาวคล่ืน 570 นาโนเมตร ของสารละลายท้ังสองลดลงหรือปริมาณของ 
resorufin ท่ีเกิดขึ้นภายในสารละลายท้ังสองลดลงเมื่อเวลาผ่านไปและในส่วนสีของสารละลายท้ังท่ีเร่งปฏิกิริยา
ด้วยอนุภาคทองคำนาโนและไม่ได้เร่งปฏิกิริยาด้วยอนุภาคทองคำนาโนเมื่อเวลาผ่านไป 60 นาทีนับต้ังแต่เริ่ม
เหนี่ยวนำให้เกิดปฏิกิริยาพบว่าสีของสารละลายท้ังสองเปล่ียนจากสีม่วงเข้มเป็นสีม่วงอมชมพูแต่แตกต่างกันท่ี
สารละลายท่ีเร่งปฏิกิริยาด้วยอนุภาคทองคำนาโนนั้นมีสีม่วงอมชมพูอ่อนมากกว่าสารละลายท่ีไม่ได้เร่งปฏิกิริยา
ด้วยอนุภาคทองคำนาโนซึ่งสีม่วงอมชมพูเข้ม โดยท่ีสีของสารละลายท้ังสองมีความแตกต่างกันนี้คาดว่าน่าจะเกิด
จากการท่ีสารละลายท่ีเร่งปฏิกิริยาด้วยอนุภาคทองคำนาโนนั้นหลังเกิดปฏิกิริยาผ่านไป 60 นาทีแล้วมีปริมาณของ 
resorufin (สีชมพู) เกิดขึ้นภายในสารละลายมากกว่าในสารละลายท่ีไม่ได้เร่งปฏิกิริยาด้วยอนุภาคทองคำนาโนหรือ
กล่าวคือภายในสารละลายท่ีไม่ได้เร่งปฏิกิริยาด้วยอนุภาคทองคำนาโนยังคงมีปริมาณ resazurin (สีน้ำเงิน) 
หลงเหลืออยู่มากสีของสารละลายท่ีได้หลังเกิดปฏิกิริยาผ่านไป 60 นาทีจึงเป็นสีม่วงอมชมพูเข้ม 
 ซึ่งจากผลการทดลองท่ีได้ในการทดลองนี้ยังไม่สามารถสรุปได้ชัดเจนว่าอนุภาคทองคำนาโนท่ีสังเคราะห์ได้
จากเช้ือรา A. niger MSCU 0361 มีความสามารถในการเร่งปฏิกิริยารีดักช่ัน resazurin  จึงควรทำการทดลองซ้ำ
โดยปรับระยะเวลาในการตรวจติดตามการเกิดปฏิกิริยาหรือการเพิ่มขึ้นของค่าความสามารถในการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืน 570 nm ซึ่งเป็นความยาวคล่ืนท่ี resorufin ใช้ดูดกลืนแสงจาก ทุกๆ 4 นาที เปล่ียนเป็นทุกๆ 30 
นาที ทุกๆ 15 วินาที และ ทุกๆ 5 วินาที เนื่องจาก จากผลการตรวจวัดค่าความสามารถในการดูดกลืนแสงท่ีความ
ยาวคล่ืน 570 nm ทุกๆ 4 นาที ท่ีได้ในงานทดลองนี้พบว่าสามารถตรวจวัดค่าความสามารถในการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืน 570 nm ในสารละลายท่ีเร่งปฏิกิริยารีดักช่ัน resazurin ด้วยอนุภาคทองคำนาโนได้ต้ังแต่ครั้งแรกที่
ตรวจวัดค่าความสามารถในการดูดกลืนแสง ซึ่งแสดงให้เห็นว่าปฏิกิริยาในการรีดักช่ัน resazurin นั้นเกิดขึน้ได้อย่าง
รวดเร็วในหน่วยวินาที ดังนั้น หากต้องการตรวจวัดการเกิดขึ้นของ resorufin ท่ีได้จากปฏิกิริยารีดักช่ัน resazurin 
ควรตรวจวัดในหน่วยวินาทีและควรทำทันทีหลังเหนี่ยวนำให้เกิดปฏิกิริยา เพื่อให้ทราบถึงเวลาท่ีแน่นอนใน
เกิดปฏิกิริยาการเปล่ียน resazurin ให้เป็น resorufin ของท้ังสารละลายท่ีเร่งปฏิกิริยาด้วยอนุภาคทองคำนาโนและ
สารละลายท่ีไม่ได้เร่งปฏิกิริยาด้วยอนุภาคทองคำนาโน ซึ่งจะทำให้สามารถนำเวลาท่ีแน่นอนในเกิดปฏิกิริยาการ
เปล่ียน resazurin ใหเ้ป็น resorufin ของสารละลายท้ังสองมาเปรียบเทียบให้เห็นความสามารถในการเร่งปฏิกิริยา
รีดักช่ันของอนุภาคทองคำนาโนได้ชัดเจนมากยิ่งขึ้นและจะทำให้สามารถยืนยันความสามารถในการเร่งปฏิกิริยารี
ดักช่ัน resazurin ของอนุภาคทองคำนาโนท่ีสังเคราะห์จากเช้ือรา A. niger MSCU 0361 ในการทดลองนี้ได้ 
 จากงานวิจัยนี้แสดงให้เห็นว่าเช้ือรา A. niger MSCU 0361 มีความสามารถในการสังเคราะห์อนุภาค
ทองคำนาโนแต่ผลผลิตท่ีได้จากการสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโนในสารละลาย acetate buffer และในน้ำ มี
ปริมาณ ขนาด รูปร่างและคุณสมบัติท่ีแตกต่างกัน ซึ่งอาจเป็นผลมาจากค่าความเป็นกรด-ด่างท่ีต่างกัน อย่างไรก็
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ตามเนื่องจากในปัจจุบันยังไม่ทราบถึงกลไกท่ีเกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโนท่ีแน่ชัดจึงอาจจะมี
ปัจจัยอื่นนอกจากค่าความเป็นกรด-ด่างท่ีอาจส่งผลต่อคุณสมบัติของอนุภาคทองคำนาโนท่ีสังเคราะห์ได้เช่นกัน 
(Mishra et al., 2014) ในส่วนของการทดลองท่ีศึกษาความสามารถในการเป็นตัวเร่งปฏิกิริยารีดักช่ัน resazurin 
ให้กลายเป็น resorufin ของอนุภาคทองคำนาโนท่ีสังเคราะห์ได้จาก A. niger MSCU 0361 พบว่าอนุภาคทองคำ
นาโนท่ีสังเคราะห์ได้มีแนวโน้มท่ีจะสามารถเร่งปฏิกิริยารีดักช่ัน resazurin ให้กลายเป็น resorufin ได้แต่ผลการ
ทดลองท่ีได้ยังไม่ชัดเจน จึงควรทำการทดลองซ้ำเพื่อยืนยันว่าอนุภาคทองคำนาโนท่ีสังเคราะห์ได้จาก A. niger 
MSCU 0361 มีความสามารถในการเป็นตัวเร่งปฏิกิริยารีดักช่ัน resazurin ให้กลายเป็น resorufin ได้จริงดังท่ีกล่าว
ไปข้างต้น อีกท้ังยังควรได้รับการศึกษาเพิ่มเติมให้เข้าใจถึงกลไกลในการเร่งปฏิกิริยารีดักช่ันของอนุภาคทองคำนา
โนท่ีสังเคราะห์ได้จาก A. niger MSCU 0361 เพื่อท่ีจะนำความรู้และความเข้าใจในกลไกการเร่งปฏิกิริยารีดักช่ัน
ของอนุภาคทองคำนาโนท่ีสังเคราะห์ได้จาก A. niger MSCU 0361 ไปใช้สำหรับการทดลองและพัฒนาให้สามารถ
นำอนุภาคทองคำนาโนไปประยุกต์ใช้ในระดับอุตสาหกรรมสำหรับการเร่งปฏิกิริยารีดักช่ันของสารเคมีให้สีประเภท
อื่นๆท่ีมักพบในน้ำเสียของโรงงานอุตสาหกรรมต่อไปได้ 
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ภาคผนวก ก 
สตูรและวธิเีตรยีมอาหารเลีย้งเชือ้ 

1. อาหารเลี้ยงราเหลว Potato dextrose broth (PDB)  ผงอาหารสำเร็จรูป 
    Potato dextrose        24.0 กรัม  
    ค่าความเป็นกรด-ด่าง (25 องศเซลเซียส )   5.1 ± 0.2  

ละลายในน้ำกล่ันปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน แล้วนำไปอบฆ่าเช้ือด้วยด้วยอุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส ท่ีความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที  

 
2.  อาหารเลีย้งราแขง็ Potato dextrose agar (PDA)   

ผงอาหารสำเร็จรูป Potato dextrose          24.0 กรัม  
ผงวุ้น                        15  กรัม  
ค่าความเป็นกรด-ด่าง (25 องศเซลเซียส)   5.1 ± 0.2  

ละลายลงในน้ำกล่ันปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วนำไปอบฆ่าเช้ือด้วยอุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส ท่ีความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที  
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ภาคผนวก ข 
วธิกีารเตรยีมสารเคมี 

1. 0.02 M Chlorauric acid solution 1 มลิลลิติร 
      Gold (III) chloride    0.60 กรัม 
ละลายในน้ำกล่ันปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน ใช้กระดาษฟรอยด์ปิดรอบขวด และนำไปแช่ใน 
ตู้เย็นอุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส 

2. 0.3 M Chlorauric acid solution 1 มลิลลิติร 
      Gold (III) chloride    26.13 ไมโครลิตร 
ละลายในน้ำกล่ันปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน ใช้กระดาษฟรอยด์ปิดรอบขวด และนำไปแช่ใน 
ตู้เย็นอุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส 

3. Acetate buffer 1 ลติร  
distilled water    800   มิลลิลิตร 
Sodium Acetate   1.861 กรัม 
Acetic Acid    4.643 กรัม 

ละลายสารท้ังหมดเข้าด้วยกันแล้วปรับ pH ด้วยเครื่อง pH meter ให้ได้ pH เท่ากับ 4.6 จากนั้นจึง
ปรับปริมาณให้ได้ 1 ลิตรด้วยน้ำปราศจากเช้ือ  
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อปุกรณท์ีใ่ชใ้นการวดัคา่การดดูกลนืแสง 

เครือ่งนาโนดรอป (NanoDrop2000) 
 ลักษณะและองค์ประกอบของเครื่องนาโนดรอป (NanoDrop2000) ของบริษัท Thermo Scientific 
ประเทศ สหรัฐอเมริกา เครื่องนาโนดรอปท่ีใช้ในการวัดค่าการดูดกลืนแสงนี้ทำการวัดท่ีอุณหภูมิ 25±2 องศา 
เซลเซียส ตลอดการทดลอง 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ขัน้ตอนการวดัคา่การดดูกลนืแสงดว้ยเครือ่งนาโนดรอป (NanoDrop2000) มีดงันี ้  
1. คลิกโปรแกรม NanoDrop 2000 ท่ี PC หรือ Notebook 
2. เลือกวิธีการวัดเป็น UV-visible   
3. ต้ังค่าพารามิเตอร์ต่างๆ ท่ีต้องการจะวัด เช่น ความยาวคล่ืน  
4. ทำความสะอาดแท่นวัด ( Pedestal ) ด้วยน้ำกล่ันก่อนใช้งานทุกครั้ง 
5. หยดสารละลาย Blank ท่ีแทนวัด และคลิกท่ีปุ่ม Blank เพื่อวัด  
6. เช็ดสารละลาย Blank ออกด้วยกระดาษเช็ดเลนส์และหยดตัวอย่าง (Sample) ปริมาตรไม่เกิน 10 ไมโครลิตร 
ลงบนแท่นวัด จากนั้นคลิก Measure เพื่อวัดค่า  
7. อ่านผลการวัดท่ีหน้าจอคอมพิวเตอร์  
คำแนะนำ  
1. ควรทำการ Re blank ทุก 30 นาที   
2. ทำความสะอาดหัวอ่านด้วยน้ำกล่ันทุกครั้งเมื่อเปล่ียนตัวอย่าง  
3. ห้ามนำของแข็งไปขูดแท่นวัด  
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