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บทคัดยอ 

เอนไซมไนเตรทรีดักเทส (nitrate reductase) มีรายงานวามีความเกี่ยวของกับการสังเคราะหอนุภาค

นาโนเงิน (Silver nanoparticles, AgNPs) ทางชีวภาพ ในการศึกษานี้จึงสนใจไปที่การชักนำการหลั่งเอนไซม

ไนเตรทรีดักเทสและผลของการชักนำตอกระบวนการผลิตอนุภาคนาโนเงินของเชื้อรา Aspergillus niger  

เริ ่มจากการศึกษาความเหมือนกันของยีนไนเตรทรีดักเทสของ A. niger กับจุลินทรียชนิดอ่ืน ๆ พบวา 

ไนเตรทรีดักเทสมีตำแหนงอนุร ักษ (conserved sequence) ที ่พบไดทั ้งในเชื ้อราและแบคทีเรีย  โดย 

ไนเตรทรีดักเทสของ A. niger มีความเหมือนกันกับไนเตรทรีดักเทสจาก Fusarium oxysporum มากที่สุด 

ตามดวย Aspergillus clavatus, Pseudomonas aeruginosa และ Bacillus clausii ตามลำดับ แสดงให

เห็นวายีนที ่ถอดรหัสใหเอนไซมไนเตรทรีดักเทสในเชื ้อราตางชนิดกันมีตำแหนงอนุรักษ (conserved 

sequence) ที่เหมือนกันมากกวาในแบคทีเรีย การชักนำการหลั่งเอนไซมไนเตรทรีดักเทสโดยใชสารละลาย

โพแทสเซียมไนเตรท (KNO3) สามารถตรวจสอบไดโดยวิธ ี enzyme assay ซึ ่งผลที ่ได ค ือสารละลาย

โพแทสเซียมไนเตรทความเขมขน 25 มิลลิโมลาร สามารถชักนำการหลั่งเอนไซมไนเตรทรีดักเทสไดมากที่สุด  

และเม่ือตรวจสอบผลของการชักนำการหลั่งเอนไซมที่เกิดขึ้นตอการสังเคราะหอนุภาคนาโนเงินของเชื้อราโดย

วัดปริมาณอนุภาคนาโนเงินที่ผลิตไดโดยใชเทคนิค UV-visible spectrometry พบวาสารละลายโพแทสเซียม

ไนเตรทความเขมขน 20 มิลลิโมลาร สามารถสังเคราะหอนุภาคนาโนเงินไดมากที่สุดโดยอนุภาคนาโนเงินที่

สังเคราะหไดมีคาการดูดกลืนแสง 400 นาโนเมตร จึงสรุปไดวาสารละลายโพแทสเซียมไนเตรทสามารถชักนำ

การหลั่งเอนไซมไนเตรทรีดักเทสไดและสงผลใหเกิดการสังเคราะหอนุภาคนาโนเงินที่มากขึ้นอีกดวย 

 

คำสำคัญ: ไนเตรทรีดักเทส, อนุภาคนาโนเงิน, วิธีการสังเคราะหทางชีวภาพ, Aspergillus niger 
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Abstract 

Nitrate reductase has been reported to be involved in the biosynthesis of silver 

nanoparticles (AgNPs). In this study, we focused on the induction of nitrate reductase in 

Aspergillus niger that might affect the synthesis of silver nanoparticles. First, the multiple 

alignment analysis of nitrate reductase gene in A. niger with other microbes showed many 

conserved sequences among fungi and bacteria. Nitrate reductase of A. niger was the most 

similar to Fusarium oxysporum, followed by Aspergillus clavatus, Pseudomonas aeruginosa, 

and Bacillus clausii, respectively. Next, we examined the effect of potassium nitrate (KNO3) on 

the induction of nitrate reductase secretion by enzyme assay. The result showed that 25 mM 

of KNO3 was the most effective concentration for the induction of nitrate reductase. Then the 

study of an effect of KNO3-inducing nitrate reductase on the biosynthesis of silver 

nanoparticles showed that 20 mM of KNO3 was the most effective concentration for the 

biosynthesis of silver nanoparticles. In summary, KNO3 could induce nitrate reductase secretion 

and lead to a higher level of silver nanoparticles production than the uninduced condition. 

 

Keywords: nitrate reductase, biosynthesis, silver nanoparticles, Aspergillus niger 
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สีแดงแสดงถึงลำดับกรดอะมิโนที่เหมือนกันและกรอบสีน้ำตาลแสดงถึงลำดับกรดอะมิโน 

ที่มีความคลายคลึงกันอยางมาก 

รูปที่ 4.2 ลักษณะโคโลนีของ A. niger MSCU 0361 บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA เมื่อเพาะ  17 

เลี้ยงเปนเวลา 72 ชั่วโมง 

รูปที่ 4.3 ลักษณะ fungal filtrate ของ A. niger MSCU 0361 ที่เลี้ยงใน KNO3 ความ   18 

เขมขนตาง ๆ เปนเวลา 96 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยแบงเปน 

ชุดควบคุม, 5 มิลลิโมลาร, 10 มิลลิโมลาร, 15 มิลลิโมลาร, 20 มิลลิโมลาร และ 

25 มิลลิโมลาร ตามลำดับ 

รูปที่ 4.4 กราฟแสดงคาการดูดกลืนแสงของ fungal filtrate ของ A. niger เมื่อเลี้ยงใน KNO3  19 

ที่ความเขมขนตาง ๆ จากการทดสอบการทำงานของเอนไซมไนเตรทรีดักเทส 

รูปที่ 4.5 กราฟแสดงปริมาณการชักนำการหลั่งเอนไซมไนเตรทรีดักเทสของ A. niger    19 

เมื่อเลี้ยงใน KNO3 ที่ความเขมขนตาง ๆ เทียบกับชุดควบคุม 

รูปที่ 4.6 กราฟแสดงคาการดูดกลืนแสงของอนุภาคนาโนเงินที่สังเคราะหจาก A. niger    20 

เมื่อเลี้ยงใน KNO3 ที่ความเขมขนตาง ๆ 

รูปท่ี 4.7 กราฟแสดงปริมาณการสังเคราะหอนุภาคนาโนเงินของ A. niger เมื่อเลี้ยงใน    21 

KNO3 ที่ความเขมขนตาง ๆ เทียบกับชุดควบคุม 
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สารบัญรูปภาพ 

        หน้า 

รูปที่ 6.1 กราฟแสดงคาการดูดกลืนแสงของ fungal filtrate ของ A. niger เมื่อเลี้ยงใน   36 

KNO3 ที่ความเขมขนตาง ๆ จากการทดสอบการทำงานของเอนไซมไนเตรท 

รีดักเทสจากการทดลองครั้งที่ 1 

รูปที่ 6.2 กราฟแสดงคาการดูดกลืนแสงของ fungal filtrate ของ A. niger เมื่อเลี้ยงใน   36 

KNO3 ที่ความเขมขนตาง ๆ จากการทดสอบการทำงานของเอนไซมไนเตรท 

รีดักเทสจากการทดลองครั้งที่ 2 

รูปที่ 6.3 กราฟแสดงคาการดูดกลืนแสงของ fungal filtrate ของ A. niger เมื่อเลี้ยงใน   37 

KNO3 ที่ความเขมขนตาง ๆ จากการทดสอบการทำงานของเอนไซมไนเตรท 

รีดักเทสจากการทดลองครั้งที่ 3 

รูปที่ 6.4 กราฟแสดงคาการดูดกลืนแสงของอนุภาคนาโนเงินที่สังเคราะหจาก A. niger    37 

เมื่อเลี้ยงใน KNO3 ที่ความเขมขนตาง ๆ จากการทดลองครั้งที่ 1 

รูปที่ 6.5 กราฟแสดงคาการดูดกลืนแสงของอนุภาคนาโนเงินที่สังเคราะหจาก A. niger    38 

เมื่อเลี้ยงใน KNO3 ที่ความเขมขนตาง ๆ จากการทดลองครั้งที่ 2   

รูปที่ 6.6 กราฟแสดงคาการดูดกลืนแสงของอนุภาคนาโนเงินที่สังเคราะหจาก A. niger    38 

เมื่อเลี้ยงใน KNO3 ที่ความเขมขนตาง ๆ จากการทดลองครั้งที่ 3
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บทที่ 1 

บทนำ 

1.1 อนุภาคนาโนเงิน 

 อนุภาคนาโนเงิน (silver nanoparticles) เปนอนุภาคในระดับนาโนซึ่งมีขนาดตั้งแต 1 - 100 นาโน

เมตร อนุภาคนาโนเปนรากฐานสำคัญของวัสดุนาโนจำนวนมาก ดังนั้นการสังเคราะหอนุภาคนาโนจึงเปนสวน

สำคัญในการวิจัยทางดาน nanoscience และ nanoengineering (Emeka et al., 2014) ซึ่งอนุภาคนาโน

เงินเปนหนึ่งในอนุภาคนาโนที่มีการนำมาใชกันอยางแพรหลายในดานตาง ๆ มากมาย เชน biolabeling, 

sensors, filters, microelectronics และ catalysis เปนตน ดังแสดงในรูปที่ 1.1 เนื่องจากคุณสมบัติทางเคมี

ฟสิกสและคุณสมบัติทางชีวภาพของอนุภาคนาโนเงิน นอกจากนี้ยังมีการประยุกตใชอนุภาคนาโนเงินในดาน

การแพทย เชน ใชเปนตัวนำพายา ใชในการวินิจฉัยโรค เนื่องจากอนุภาคนาโนเงินเหลานี้ไมมีผลกระทบที่เปน

พิษตอมนุษยที่ความเขมขนต่ำแตมีผลยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย ไวรัส และจุลินทรียยูคาริโอตอื่น ๆ 

นอกจากนี้ยังมีตนทุนในการผลิตที่คอนขางต่ำ (Zomorodian et al., 2016) 

 

 

รูปที่ 1.1 การนำอนุภาคนาโนเงินไปประยุกตใชในงานดานตาง ๆ (Calderón-Jiménez et al., 2017) 
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1.2 การสังเคราะหอนุภาคนาโนเงิน 

 โดยทั ่วไปการสังเคราะหอนุภาคนาโนเงินแบงเปน 2 แบบ คือ top down และ bottom up  

ซึ่งหลักการของการสังเคราะหอนุภาคนาโนเงินแบบ top down นั้น คือการสลายสารโมเลกุลที่มีขนาดใหญ 

ใหเล็กลงจนกลายเปนโครงสรางในระดับนาโน และหลักการของการสังเคราะหอนุภาคนาโนเงินแบบ  

bottom up คือการรวมกันของอะตอมหรือโมเลกุลเดี่ยวที่มีขนาดเล็กใหกลายเปนโครงสรางที่ใหญขึ้นในระดับ

นาโน ดังแสดงในรูปที่ 1.2 (Lee et al., 2019) 

 

 

รูปที ่1.2 การสังเคราะหอนุภาคนาโนเงินแบบ top down และ bottom up (Lee et al., 2019) 

 

ในปจจุบันการสังเคราะหอนุภาคนาโนเงินที่ใชกันโดยทั่วไปมีดวยกันทั้งหมด 3 วิธี ไดแก วิธีการ

สังเคราะหทางกายภาพ วิธีการสังเคราะหทางเคมีและวิธีการสังเคราะหทางชีวภาพ (Lee et al., 2019) 

1.2.1 การสังเคราะหอนุภาคนาโนเงินโดยวิธีทางกายภาพ 

การสังเคราะหอนุภาคนาโนเงินโดยวิธีทางกายภาพ เชน วิธีการระเหยและควบแนนและ

วิธีการระเหยโดยใชเลเซอร ซึ่งวิธีการระเหยและควบแนนนั้นจะใชเตาเผาที่มีรูปรางคลายทอเพื่อทำใหวัสดุตั้ง

ตนที่อยูตรงกลางของเตาระเหยกลายเปนไอที่ความดันบรรยากาศ สวนวิธีการระเหยโดยใชเลเซอรนั้นจะใช

เลเซอรเปนแหลงพลังงานในการทำใหเกิดการระเหยของของแข็งใหกลายเปนอะตอมและรวมตัวกันเปน

อนุภาคนาโน (De Matteis et al., 2018) ขอดีของการสังเคราะหดวยวิธีนี้คือเร็วและไมมีสารเคมีอันตรายมา

เกี่ยวของ แตมีขอจำกัดคือไดผลผลิตต่ำและใชพลังงานสูง (Zhang et al., 2016) 
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1.2.2 การสังเคราะหอนุภาคนาโนเงินโดยวิธีทางเคมี 

การสังเคราะหอนุภาคนาโนเงินโดยวิธีทางเคมีนั้นจะใชน้ำและตัวทำละลายอินทรียในการ

สังเคราะห ซึ่งในกระบวนการสังเคราะหทางเคมีนั้นจะมีองคประกอบหลัก 3 สวน คือ สารตั้งตน ตัวรีดิวซ  

และสารใหความเสถียร (Zhang et al., 2016) โดยตัวรีดิวซจะทำหนาที ่รีด ิวซ Ag+ (silver ion) ใหเปน  

Ag0 (metallic silver) และรวมตัวกันเปนอนุภาค  (Iravani et al., 2014) สารใหความเสถียรจะชวยให 

อนุภาคนาโนเงินที่ถูกสังเคราะหขึ ้นคงตัวอยูได สารตั้งตนที่นิยมนำมาใชในการสังเคราะหอนุภาคนาโน 

เงิน ไดแก ซิลเวอรไนเตรท (silver nitrate) (Nakamura et al., 2019) ตัวรีดิวซ ไดแก โซเดียมซิเตรท  

(sodium citrate), แอสคอเบต (ascorbate), โซเดียมโบโรไฮไดรด (sodium borohydride, NaBH4) และ

สารใหความเสถียร ไดแก โพลีไวนิลแอลกอฮอล (poly(vinyl alcohol), PVA), โพลีไวนิลไพโรลิโดน  

(poly(vinyl pyrrolidone), PVP), โพลีเอทิลีนไกลคอล (poly(ethyleneglycol), PEG) เปนตน (De Matteis 

et al., 2018) ขอดีของการสังเคราะหดวยวิธีนี้คือไดผลผลิตสูงและใชตนทุนต่ำ แตมีขอเสียคือสารเคมีที่ใชเปน

ตัวรีดิวซนั้นเปนอันตรายตอสิ่งมีชีวิต (Zhang et al., 2016) 

1.2.3 การสังเคราะหอนุภาคนาโนเงินโดยวิธีทางชีวภาพ 

การสังเคราะหอนุภาคนาโนเงินโดยวิธีทางชีวภาพเปนการสังเคราะหแบบ bottom up ซึ่ง

สวนมากจะเกี่ยวของกับปฏิกิริยารีดักชันและออกซิเดชัน ในกระบวนการสังเคราะหนี้มีองคประกอบหลัก 3 

สวน คือ สารตั้งตน ตัวรีดิวซที่เปนมิตรตอสิ่งแวดลอมและสารใหความเสถียรที่ไมเปนพิษ สารตั้งตนที่นิยม

นำมาใชในการสังเคราะหอนุภาคนาโนเงินคือซิลเวอรไนเตรท (silver nitrate) (Prabhu et al., 2012) โดยมี

สารสกัดจากแบคทีเรีย เชื้อราและพืชทำหนาที่เปนทั้งตัวรีดิวซและสารใหความเสถียร ดังแสดงในตารางที่ 1.1 

ขอดีของการสังเคราะหดวยวิธีนี้คือเปนวิธีที่งาย เปนมิตรตอสิ่งแวดลอมและมีความคุมคา  (Siddiqi et al., 

2018) 

 

ตารางท่ี 1.1 ตัวอยางการสังเคราะหอนุภาคนาโนเงินจากแบคทีเรีย เชื้อราและพืช 

  ชื่อสิ่งมีชีวิต 
ขนาดและรูปร่างของ

อนุภาคนาโนเงิน 
เอกสารอ้างอิง 

แบคทีเรีย 

Enterobacter aerogenes 25–35 nm; spherical Karthik et al., 2012 

Escherichia coli 42.2–89.6 nm; spherical Gurunathan et al., 2009 

Bacillus 

licheniformis Dahb1 

18.69–63.42 nm; 

spherical 
Shanthi et al., 2016 

Proteus mirabilis 10–20 nm; spherical  Samadi et al., 2009 
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 ชื่อสิ่งมีชีวิต 
ขนาดและรูปร่างของ

อนุภาคนาโนเงิน 
เอกสารอ้างอิง 

เชื้อรา 

Aspergillu flavus 8.92 nm; spherical Vigneshwaran et al., 2007 

Penicillium 

brevicompactum 
58.35 ± 17.88 nm Shaligram et al., 2009 

Trichoderma asperellum 
13–18 nm; 

nanocrystalline 
Mukherjee et al., 2008 

Fusarium oxysporum 20–50 nm; spherical Durán et al., 2005 

พืช 

Rubus glaucus 12–50 nm; spherical Kumar et al., 2017 

Piper nigrum 10–60 nm; rod shaped Mohapatra et al., 2015 

Hydrocotyle asiatica 21 nm; spherical Devi et al., 2016 

Pedalium murex 50 nm; spherical 
Anandalakshmi et al., 

2016 

 

 

1.3 การสังเคราะหอนุภาคนาโนเงินจากเชื้อรา 

เชื้อราเปนตัวเลือกที่มีประสิทธิภาพสำหรับการสังเคราะหทางชีวภาพของอนุภาคนาโนเงินเนื่องจาก

เชื้อราสามารถเจริญเติบโตไดงายบนอาหารหลายชนิด (Ahmad et al., 2003) มีความทนทานตอโลหะสูงและ

มีความสามารถในการสะสมโลหะซึ่งเปนผลดีตอการสังเคราะหอนุภาคนาโนเงิน (Ottoni et al., 2017) และมี

การหลั่งเอนไซมที่มากกวาเมื่อเทียบกับแบคทีเรีย (Prabhu et al., 2012) เชื้อราตองการไนโตรเจนในปริมาณ

ที่มากที่สุดในบรรดาแรธาตุ ดังนั้นไนโตรเจนจึงเปนปจจัยจำกัดสำหรับการเจริญของเชื้อรา เชื้อราหลายชนิด

สามารถเปลี่ยนไนเตรทที่เปนแหลงไนโตรเจนเดียวไปเปนแอมโมเนียมไดโดยใชเอนไซมไนเตรทรีดักเทส 

(nitrate reductase) (Zomorodian et al., 2016) ซึ่งเปนเอนไซมที่มีรายงานวาสามารถทำปฏิกิริยารีดักชัน

กับสารละลายซิลเวอรไนเตรท (AgNO3) โดยรีดิวซไอออนเงิน (Ag+) ใหกลายเปนอนุภาคนาโนเงิน (Ag0) 

(Singh et al., 2015) โดยการสังเคราะหอนุภาคนาโนเงินจากเชื้อราสามารถทำไดโดยอาศัยเอนไซมและ 

เมทาบอไลตที่ราผลิตขึ้นภายในเซลล หรือหลั่งออกนอกเซลลเปนตัวรีดิวซเปลี่ยนไอออนเงิน (Ag+) เปนอนุภาค

นาโนเงิน (Ag0) ดังแสดงในรูปที่ 1.3 (Silva et al., 2016) 
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รูปที่ 1.3 การสังเคราะหอนุภาคนาโนเงินจากเชื้อรา (A) ภายในเซลล (intracellular synthesis) (B) ภายนอก

เซลล (extracellular synthesis) (Silva et al., 2016) 

 

กลไกในการสังเคราะหอนุภาคนาโนเงินดวยวิธีทางชีวภาพนั้นยังไมชัดเจน จากงานวิจัยที่มีการ  

รายงานไวกอนหนาคาดวาเอนไซมไนเตรทรีดักเทสมีบทบาทสำคัญในการเกิดรีดักชันของ Ag+ (Lee et al.,  

2019) โดยมี NADH (Li et al., 2012) หรือ NADPH (Anil Kumar et al., 2007) เปน cofactor เอนไซม 

ไนเตรทรีดักเทสจะไดรับอิเล็กตรอนจาก NADH และออกซิไดซเปน NAD+ จากนั้นไนเตรท (nitrate) จะถูก

เปลี่ยนเปนไนไตรท (nitrite) และเกิดการสงผานอิเล็กตรอนทำใหไอออนเงินถูกรีดิวซเปนอนุภาคนาโนเงิน 

(Singh et al., 2015) 

  

A 

B 
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โดยการศึกษานี้มีวัตถุประสงคที่จะศึกษาการชักนำการหลั่งเอนไซมไนเตรทรีดักเทสโดยใชสารละลาย

โพแทสเซียมไนเตรท (KNO3) และศึกษาผลของการชักนำการหลั่งเอนไซมที่เกิดขึ้นตอการสังเคราะหอนุภาค 

นาโนเงินของเชื้อรา Aspergillus niger ซ่ึงเปนราเสนใยที่มีลักษณะของโคโลนีเปนสีเขียวเขมจนถึงดำ สามารถ

แยกไดจากหลายแหลง เชน ถั่วตาง ๆ อาหารแหง อาหารรมควันและผลิตภัณฑจากเนื้อสัตว  นอกจากนี้ยัง

สามารถผลิตเอนไซมไนเตรทรีดักเทสซึ่งเปนเอนไซมสำคัญในการสังเคราะหอนุภาคนาโนเงินได (Zomorodian 

et al., 2016) โดยมีวิธีการคือเพาะเลี้ยงเชื้อรา A. niger ในอาหาร potato dextrose broth (PDB) จากนั้น

กรองเพื่อเก็บ fungal biomass มาเลี้ยงรวมกับสารละลายโพแทสเซียมไนเตรทที่ความเขมขนตาง ๆ เพ่ือ 

ชักนำการหลั่งเอนไซมไนเตรทรีดักเทสของเชื้อรา จากนั้นนำ  fungal biomass ที่เลี ้ยงรวมกับสารละลาย

โพแทสเซียมไนเตรทที่ความเขมขนตาง ๆ ไปกรองดวยกระดาษกรอง และแบง fungal filtrate ที ่ไดมา

ตรวจสอบเอนไซมไนเตรทรีดักเทสดวยวิธี enzyme assay (Harley et al., 1993) และวัดคาการดูดกลืนแสง

ดวยเทคนิค UV-visible spectrometry ที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร จากนั้นนำ fungal filtrate อีกสวน

หนึ่งมาเติมสารละลายซิลเวอรไนเตรท (AgNO3) เพ่ือศึกษาผลของการชักนำการหลั่งเอนไซมไนเตรทรีดักเทสที่

เกิดข้ึนตอกระบวนการผลิตอนุภาคนาโนเงินของเชื้อรา A. niger โดยตรวจสอบอนุภาคนาโนเงินที่สังเคราะหได

จากการวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเทคนิค UV-visible spectrometry ซึ่งอนุภาคนาโนเงินจะมีชวงการดูดกลืน

แสงอยูระหวางความยามคลื่น 400 - 450 นาโนเมตร นอกจากนี้ยังศึกษาเกี่ยวกับยีนที่เกี ่ยวของกับการ

สังเคราะหอนุภาคนาโนเงินของจุลินทรียโดยคนควาจากงานวิจัยที่เคยมีรายงานมากอน จากนั้นสืบคนลำดับ 

กรดอะมิโนของเอนไซมแตละชนิดจากฐานขอมูล National Center for Biotechnology Information 

(NCBI) และนำไปว ิ เคราะห  multiple sequence alignment โดยใช โปรแกรม Clustal Omega และ 

pairwise sequence alignment ดวยโปรแกรม Emboss Needle เพื ่อศึกษาความคลายกันของลำดับ

กรดอะมิโนของเอนไซมที่เกี่ยวของกับการสังเคราะหอนุภาคนาโนเงินของจุลินทรีย 

 

วัตถุประสงคของโครงการ 

เพื่อหาความเขมขนของสารละลายโพแทสเซียมไนเตรท (KNO3) ที่เหมาะสมตอการชักนำการหลั่ง

เอนไซมไนเตรทรีดักเทสและผลที่เกิดขึ้นตอการสังเคราะหอนุภาคนาโนเงินของเชื้อรา Aspergillus niger 
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บทที่ 2 

เครื่องมือ วัสดุ เคมีภัณฑ 

2.1 เครื่องมือ วัสดุ และเคมีภัณฑ 

เครื่องมือ 

1. กรวยแกว 

2. กระบอกตวงปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

3. กระบอกตวงปริมาตร 500 มิลลิลิตร 

4. แทงแกว spreader 

5. หลอดแกวฝาเกลียว ของบริษัท DWK Life Science ประเทศเยอรมัน 

6. ขวด Erlenmeyer flask 250 มิลลิลิตร ของบริษัท ISO Laborgerate GmbH ประเทศเยอรมัน 

7. ขวดใสสารเคมี ขนาด 250 มิลลิลิตร 500 มิลลิลิตร และ 1000 มิลลิลิตร ของบริษัท DWK Life 

Science ประเทศเยอรมนั 

8. เครื่องเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิ ( Incubator shaker) 30 องศาเซลเซียส รุน INNOVA 4330 

ของบริษัท New Brunswick Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา 

9. เครื่องชั่งหยาบ แบบทศนิยม 2 ตำแหนง รุน PG 2002-s ของบริษัท Metler Toledo ประเทศ

สวิสเซอรแลนด 

10. เครื่องชั่งหยาบขนาดเล็ก ของบริษัท Camry 

11. เครื่องอบฆาเชื้อขนาดเล็ก (Autoclave) รุน ES-215 ของบริษัท TOMY Seiko ประเทศญี่ปุน 

และเครื่องอบฆาเชื้อขนาดใหญ (Autoclave) รุน ES-315 ของบริษัท TOMY Seiko ประเทศ

ญี่ปุน 

12. เครื่องทำความรอนชนิดตั้งโตะ (heat plate) รุน MS-H280-Pro ของบริษัท Scilogex ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 

13. เครื่องมือนับจำนวนเซลล (hemocytometer) ของบริษัท LW Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา 

14. กลองจุลทรรศนแบบใชแสง ( light microscopy) รุ น CH30RF200 ของบริษัท Olympus 

ประเทศญี่ปุน 

15. เครื ่องนาโนดรอป (NanoDrop spectrophotometer) รุ น Nanodrop 2000c ของบร ิษัท 

Thermo Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา 

16. ตูชีวนิรภัย (biosafety cabinet) ของบริษัท LabMicrotech ประเทศไทย 
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17. ตูแชแข็งอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส รุน MDF-U71V ของบริษัท Sanyo Electric Co. ประเทศ

ญี่ปุน 

18. ตูอบแหง (hot air oven) ของบริษทั Contherm Digital Series 

19. ตูบมเชื้ออุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (incubator) ของบริษัท Memmert ประเทศเยอรมัน 

20. ไมโครปเปตต ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 100 ไมโครลิตร และ 1000 ไมโครลิตร ของบริษัท Capp 

Bravo ประเทศเยอรมัน 

21. อุปกรณนับจำนวน (Hand tally counter) ของบริษัท GOGO for digit ประเทศจีน 

22. Automatic pipette ของบริษัท DLAB Levo Plus 

23. เครื ่องผสมสาร (Vortex mixer) รุ น K-550 GE ของบริษัท Scientific Industries ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 

วัสดุ 

1. เพลตพลาสติก (plastic plate) ของบริษัท Bioscan 

2. ทิปขนาดเล็ก (pipette tip) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 100 ไมโครลิตร และ 1000 ไมโครลิตร ของ

บริษัท Kirgen 

3. microtube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ของบริษัท Kirgen 

4. กระดาษกรอง เบอร 1 (Whatman No.1) ของบริษัท GE Healthcare 

5. ผากอซ 

6. ปเปตพลาสติก (plastic pipette) ขนาด 5 มิลลิลิตร ของบริษัท SPL LifeScience 

7. พาสเจอรปเปต (pasteur pipette) ของบริษัท Volac 

8. อลูมิเนียมฟอยล (Aluminium foil) ของบริษัท Reynolds metals ประเทศสหรัฐอเมริกา 

เคมีภัณฑ 

1. 85% กลีเซอรอล (85% glycerol) ของบริษัท Himedia 

2. ผงอาหารเลี้ยงราสำเร็จรูป โปเตโตเดร็กโทรส (potato dextrose broth) ของบริษัท Himedia 

3. ผงวุน (agar) ของบริษัท Himedia 

4. Tween-20 ของบริษัท Life science 

5. ซิลเวอรไนเตรท (silver nitrate, AgNO3) ของบริษัท POCH ประเทศโปรแลนด 

6. โพแทสเซ ียมไนเตรท (potassium nitrate, KNO3) ของบร ิษ ัท Ajax Finechem ประเทศ

ออสเตรเลีย 

7. โซเดียมไนเตรท (sodium nitrate, NaNO3) ของบริษัท Ajax Finechem ประเทศออสเตรเลีย 



9 
 

8. โพรพานอล (propanol, C3H8O)   

9. ซัลฟานิลาไมด (sulfanilamide, C6H8N2O2S) ของบริษัท Merck ประเทศเยอรมัน 

10. N-(1-naphthyl) ethylenediamine dihydrochloride (NEED) ขอ งบ ร ิ ษ ั ท  Sigma-Aldrich 

ประเทศสหรัฐอเมริกา 

11. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (disodium hydrogen phosphate, Na2HPO4)  

12. โมโนโซเด ียมฟอสเฟต (monosodium phosphate, NaH2PO4 · H2O) ของบร ิษ ัท CARLO 

ERBA ประเทศอิตาลี 

นำ้ 

1. นำ้สำหรับเตรียม cell free filtrate คือ น้ำบริสุทธิ์ชนิดที่ 1 (purified water type I) 

2. นำ้สำหรับเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ คือ น้ำบริสุทธิ์ชนิดที่ 2 (purified water type II) 

เชื้อรา 

เชื้อราที่ใชในการทดลองจาก MSCU microbial culture collection ภาควิชาจุลชีววิทยา 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ซึ่งเชื้อราที่ใชในการสังเคราะหอนุภาคนาโนเงิน ไดแก  

1. Aspergillus niger MSCU 0361 

Kingdom    Fungi 

   Division      Ascomycota 

      Class         Eurotiomycetes 

         Order        Trichocomaceae 

            Genus       Aspergillus 

               Species     Aspergillus niger 
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บทที่ 3 

วิธีดำเนินการทดลอง 

3.1 วิธีดำเนินการทดลอง 

3.1.1 การศึกษายีนและโปรตีนที่เก่ียวของ 

ศึกษางานวิจัยเกี่ยวกับเอนไซมไนเตรทรีดักเทสที่เกี่ยวของกับการสังเคราะหอนุภาคนาโนเงิน

ของจุลินทรีย จากนั้นสืบคนลำดับกรดอะมิโนของเอนไซมแตละชนิดจากฐานขอมูล National Center 

for Biotechnology Information (NCBI) และนำไปวิเคราะห multiple sequence alignment 

โดยใชโปรแกรม Clustal Omega และ pairwise sequence alignment ดวยโปรแกรม Emboss 

Needle เพื่อศึกษาความคลายคลึงกันของลำดับกรดอะมิโนของเอนไซมที่เกี่ยวของกับการสังเคราะห

อนุภาคนาโนเงินของจุลินทรีย 

3.1.2 การสังเคราะหอนุภาคนาโนเงิน 

3.1.2.1 การเตรียมเชื้อสำหรับการสังเคราะหอนุภาคนาโนเงิน 

นำเช ื ้อรา Aspergillus niger MSCU 0361 ที ่ ไดจาก MSCU Microbial Culture 

Collection มาเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ potato dextrose agar (PDA) บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 

72 ชั่วโมง จากนั้นสังเกตลักษณะโคโลนีของ A. niger โดยเมื่อเจริญเต็มที่จะมีโคโลนีสีเขียวเขมและมี

การสรางสปอรสีดำเกิดข้ึน 

3.1.2.2 การเก็บสปอรและนับจำนวนสปอร 

เมื่อเชื้อราเจริญเต็มท่ีแลวจะเก็บสปอรโดยเติม 0.2% Tween20 ที่ผานการฆาเชื้อแลว

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อแลวใช spreader ที่ผานการฆาเชื้อแลวขูดเบา ๆ 

บริเวณโคโลนีใหสปอรหลุดออกมาแลวดูดสารละลายที่มีสปอรกรองผานผาก็อซที่ผานการฆาเชื้อแลว

เพื่อนำเสนใยราที่ยังปนอยูออกมา จากนั้นนำสปอรไปนับจำนวนดวย hemocytometer โดยดูด

สารละลายที่มีสปอรอยูปริมาตร 10 ไมโครลิตร จากนั้นคอย ๆ ปลอยสารละลายใหไหลผานแผนปด

เพลทแกว (cover slip) เขาไปยังชองวางที่มีเสนตาราง (counting chamber grid) อยูจนเต็มชอง

และทำเชนเดียวกันกับอีกดานหนึ่ง ระมัดระวังอยาใหเกิดฟองอากาศเนื่องจากจะทำใหเกิดความ

ผิดพลาดในการนับได วิธีการนับสปอรจะทำโดยใชการมองผานกลองจุลทรรศน ที่กำลังขยาย 400 

เทา จะสังเกตเห็นชองตารางตรงกลาง ซึ่งมีทั้งหมด 25 ชองใหญ แตจะนับเพียง 5 ชองใหญเทานั้น  

ดังแสดงรูปที ่ 3.1 และทำซ้ำกับอีกดานดวยวิธีเดียวกัน หากจำนวนสปอรมากเกินกวาจะนับได 
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ใหนำมาเจือจางดวย sterile deionized water กอน นำจำนวนสปอรที ่นับไดจากทั ้ง 2 ดานมา

รวมกันและหาคาเฉลี่ย จากนั้นคำนวณโดยใชสูตรคำนวณดานลาง 

 

รูปที่ 3.1 ตำแหนงสำหรับนับจำนวนสปอร 

ที่มา : http://microbebrewer.blogspot.com/2014/01/yeast-cell-counting-and-viabilty.html 

สูตรคำนวณ จำนวนสปอรเริ่มตน (spores/mL) = df x 5 x 104 x n 

โดย df = dilution factor 

n = จำนวนสปอรท่ีนับได 

3.1.2.3 การเตรียม fungal filtrate 

ใสสปอรที ่นับแลวตามขั ้นตอน 3.1.2.2 จำนวน 106 สปอร ลงในอาหาร potato 

dextrose broth (PDB) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยา 200 รอบตอ

นาที เปนเวลา 96 ชั่วโมง จากนั้นนำ A. niger ที่ไดมากรองดวยกระดาษกรอง Whatman No.1 เพ่ือ

แยกอาหารเลี้ยงเชื้อออกจาก fungal biomass ตอมาจึงลาง fungal biomass ของราดวย sterile 

deionized water 3 ครั้ง ครั้งละ 50 มิลลิลิตร เพื่อลางสวนของอาหารเลี้ยงเชื้อที่อาจยังหลงเหลืออยู

กับ fungal biomass ออก ทิ้งไวสักพักเพ่ือใหน้ำถูกกรองออกจนหมดจึงนำไปชั่งน้ำหนักดวยเครื่องชั่ง

ตั้งโตะขนาดเล็กใหมีน้ำหนักของ fungal biomass เทากับ 30 กรัม เตรียมสารละลายโพแทสเซียม 

ไนเตรท (KNO3) ความเขมขน 5, 10, 15, 20 และ 25 มิลลิโมลาร ปริมาตร 60 มิลลิลิตร เติมลงใน

ขวด flask ขนาด 250 มิลลิลิตร ตามลำดับ และเตรียม sterile deionized water ปริมาตร 60 

มิลลิลิตร เติมลงในขวด flask ขนาด 250 มิลลิลิตร เพื ่อใชเปนชุดควบคุม จากนั ้นนำ fungal 

biomass ที่ชั่งไวใสลงในขวด flask ทีเ่ตรียมไว นำไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยา 200 รอบ
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ตอนาที เปนเวลา 96 ชั่วโมง เมื่อครบแลวจึงนำมากรองสวน fungal biomass ออกดวยกระดาษ

กรอง Whatman No.1 เพื่อเก็บสวน fungal filtrate ไวใชในขั้นตอนการสังเคราะหอนุภาคนาโนเงิน

และการทดสอบเอนไซมไนเตรทรีดักเทสตอไป 

3.1.2.4 สังเคราะหอนุภาคนาโนเงิน 

นำ fungal filtrate ที่ไดจากขั้นตอน 3.1.2.3 แบงใสหลอดฝาเกลียวหลอดละ 4.5 

มิลลิลิตร จากนั้นเติมสารละลายซิลเวอรไนเตรท (AgNO3) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ใหความเขมขน

สุดทายเปน 1 มิลลิโมลาร จากนั้นหุมหลอดฝาเกลียวดวยอลูมิเนียมฟอยล และนำไปบมที่อุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซียส เขยา 200 รอบตอนาที เปนระยะเวลา 96 ชั่วโมง จากนั้นนำไปวัดคาการดูดกลืนแสง

ในชวงคลื่น 200 - 800 นาโนเมตร โดยใชเทคนิค UV-visible spectrometry โดยทำการทดลองซ้ำ 

3 ครัง้ 

3.1.3 การทดสอบเอนไซมไนเตรทรีดักเทส 

3.1.3.1 กราฟมาตรฐาน 

เตรียมสารละลายโซเดียมไนไตรท (NaNO2) ความเขมขน 0.1, 0.05, 0.025, 0.0125 

และ 0.00625 มิลลิโมลาร ใสในหลอดฝาเกลียวหลอดละ 5 มิลลิลิตร จากนั้นเติม sulfanilamide 

solution ปริมาตร 1.25 มิลลิลิตร และ N-(1-naphthyl) ethylenediamine dihydrochloride 

solution (NEED) ปริมาตร 1.25 มิลลิลิตร ตามลำดับ จะสังเกตเห็นการเปลี่ยนสีของสารละลายเปน 

สีชมพู นำสารละลายที่ไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร และนำคาการดูดกลืนแสงที่ไดมา

สรางกราฟมาตรฐานความเขมขนของไนไตรท (nitrite) 

3.1.3.2 การทดสอบเอนไซมไนเตรทรีดักเทส 

นำ fungal filtrate ที่ไดจากขั้นตอน 3.1.2.3 แบงใสหลอดฝาเกลียวหลอดละ 2.5 

มิลลิลิตร โดยมีชุดควบคุมเปน sterile deionized water ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร จากนั้นเติม assay 

medium ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ลงไป หอดวยอลูมิเนียมฟอยลและนำไปบมที่ 30 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 2 ชั่วโมง เมื่อครบแลวจึงนำมาเติม sulfanilamide solution ปริมาตร 1.25 มิลลิลิตร และ

N-(1-naphthyl) ethylenediamine dihydrochloride solution (NEED) ปริมาตร 1.25 มิลลิลิตร 

ตามลำดับ จะสังเกตเห็นการเปลี่ยนสีของสารละลายเปนสีชมพู นำสารละลายที่ไดไปวัดคาการดูดกลืน

แสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร โดยทำการทดลองซ้ำ 3 ครั้ง 
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3.1.4 การวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเทคนิค UV-visible Spectrometry 

3.1.4.1 การวัดคาการดูดกลืนแสงเพ่ือตรวจสอบอนุภาคนาโนเงิน 

นำสารตัวอยางที่ไดจากขอ 3.1.2.4 มาวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเทคนิค UV-visible 

spectrometry ที่ชวงความยาวคลื่น 200 - 800 นาโนเมตร โดยใชเครื่อง NanoDrop2000 ซึ่งเปน

วิธีพื้นฐานเพื่อยืนยันการเกิดอนุภาคนาโนเงิน ในขั้นตอนการวัดคาจะใช sterile deionized water 

เปน blank จากนั้นวัดคาการดูดกลืนแสงของสารตัวอยางทั้งหมด  

3.1.4.2 การวัดคาการดูดกลืนแสงเพื่อตรวจสอบเอนไซมไนเตรทรีดักเทส 

นำสารตัวอยางที่ไดจากขอ 3.1.3.2 มาวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเทคนิค UV-visible 

spectrometry ที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร โดยใชเครื่อง NanoDrop2000 ซึ่งเปนวิธีที่ใชใน

การตรวจสอบปริมาณไนไตรทซึ่งเปนผลผลิตของเอนไซมไนเตรทรีดักเทส ในขั้นตอนการวัดคาจะใช

ชุดควบคุมเปน sterile deionized water ที่เติมสารทดสอบซึ่งเตรียมจากขอ 3.1.3.2  จากนั้นวัดคา

การดูดกลืนแสงของสารตัวอยางทั้งหมด  

 

 

  



14 
 

บทที่ 4 

ผลการทดลอง 

4.1 ยีนและโปรตีนที่เกี่ยวข้อง 

จากการคนควางานวิจัยที ่เคยมีรายงานมากอนพบวาเอนไซมไนเตรทรีดักเทสเกี ่ยวของกับการ

สังเคราะหอนุภาคนาโนเงินทั้งในเชื้อราและแบคทีเรีย ซึ่งยีนที่ถอดรหัสใหเอนไซมไนเตรทรีดักเทสในจุลินทรยี

แตละชนิดนั ้นจะแตกตางกันไป ดังแสดงในตารางที ่ 4.1 และเมื ่อนำยีนดังกลาวที ่พบใน A. niger,  

A. clavatus, F. oxysporum, P. aeruginosa และ B. clausii มาศึกษาความเหมือนกันของลำดับกรด 

อะมิโนโดยใชวิธี multiple sequence alignment ดวยโปรแกรม Clustal Omega พบวายีนทั้งหามีลำดับ

กรดอะมิโนที่เหมือนกันถึง 23 ตำแหนงและพบลำดับกรดอะมิโนที่มีความคลายกันอยางมากอีก 77 ตำแหนง 

ดังแสดงในรูป 4.1 แสดงใหเห็นวายีนที่ถอดรหัสใหเอนไซมไนเตรทรีดักเทสมีตำแหนงอนุรักษ (conserved 

sequence) ที่พบไดทั้งในเชื้อราและแบคทีเรีย ดังนั้นเพื่อเปรียบเทียบปริมาณความเหมือนกันของลำดับ

กรดอะมิโนในยีนไนเตรทรีดักเทสจาก A. niger กับเชื้อราตางชนิดและแบคทีเรีย จึงทำ pairwise sequence 

alignment ดวยโปรแกรม Emboss Needle พบวาลำดับกรดอะมิโนในยีนไนเตรทรีดักเทสจาก A. niger มี

ความเหมือนกันกับยีนไนเตรทรีดักเทสจาก F. oxysporum มากที่สุด ตามดวย A. clavatus, P. aeruginosa 

และ B. clausii ตามลำดับ ดังแสดงในตารางท่ี 4.2 

 

ตารางที่ 4.1 แสดงยีนที่มีความเกี่ยวของกับการสังเคราะหอนุภาคนาโนเงินของแบคทีเรียและเชื้อราสายพันธุ

ตาง ๆ 

ชื่อยีน ชื่อสิ่งมีชีวิต เอกสารอ้างอิง 

ANI_1_2090064 Aspergillus niger Zomorodian et al., 2016 

ACLA_022640 Aspergillus clavatus Zomorodian et al., 2016 

FOYG_01082 Fusarium oxysporum Hamedi et al.,2016 

narG Pseudomonas aeruginosa Kumar et al.,2011 

ABC_RS03765 Bacillus clausii Mukherjee et al.,2018 
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รูปที่ 4.1 การวิเคราะหลำดับกรดอะมิโนของเอนไซมไนเตรทรีดักเทสของแบคทีเรียและเชื ้อรา โดยวิธี 

multiple sequence alignment ดวยโปรแกรม Clustal Omega โดยกรอบสีแดงแสดงถึงลำดับกรดอะมิโน

ที่เหมือนกันและกรอบสีน้ำตาลแสดงถึงลำดับกรดอะมิโนที่มีความคลายคลึงกันอยางมาก 

 

ตารางที่ 4.2 เปรียบเทียบปริมาณความเหมือนกันของลำดับกรดอะมิโนในยีนไนเตรทรีดักเทสจาก A. niger 

กับเชื้อราตางชนิดและแบคทีเรียโดยวิธี pairwise sequence alignment ดวยโปรแกรม Emboss Needle 

ชื่อสิ่งมีชีวิต 
Aspergillus niger 

% identity % similarity 

Aspergillus clavatus 26.20% 40.80% 

Fusarium oxysporum 40.80% 52.30% 

Pseudomonas aeruginosa 12.90% 19.40% 

Bacillus clausii 9.50% 15.70% 
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4.2 จุลินทรียท่ีใช้ในการทดลอง 

จากการเลี ้ยงเชื ้อ A. niger MSCU 0361 ที ่ไดจาก Microbial Culture Collection จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลัย ในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง PDA บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 72 ชั่วโมง พบวาโคโลนีบนอาหารเลี้ยง

เชื้อ PDA ของ A. niger MSCU 0361 ในระยะแรกมีสีเขียว แตเมื่อเจริญเต็มที่สีของโคโลนีเปลี่ยนเปนสีเขียว

เขมและมีบริเวณท่ีมีสีดำซ่ึงเปนบริเวณท่ีมีการสรางสปอรเกิดขึ้น ดังแสดงในรูปที ่4.2 

 

 

 

รูปที่ 4.2 ลักษณะโคโลนีของ A. niger MSCU 0361 บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA เมื่อเพาะเลี้ยงเปนเวลา 72 

ชั่วโมง 

 

4.3 ลักษณะของ fungal filtrate 

จากการทดลองเมื่อเลี้ยง A. niger MSCU 0361 ในสารละลายโพแทสเซียมไนเตรทความเขมขน 

ตาง ๆ แลวบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยา 200 รอบตอนาที เปนเวลา 96 ชั่วโมง พบวา fungal 

filtrate ของ A. niger มีสีน้ำตาลเขม ดังแสดงในรูปที ่4.3  
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รูปที่ 4.3 ลักษณะ fungal filtrate ของ A. niger MSCU 0361 ที่เลี ้ยงในสารละลายโพแทสเซียมไนเตรท

ความเขมขนตาง ๆ เปนเวลา 96 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส (A) ชุดควบคุม (B) 5 มิลลิโมลาร  

(C) 10 มิลลิโมลาร (D) 15 มิลลิโมลาร (E) 20 มิลลิโมลาร (F) 25 มิลลิโมลาร  

 

4.4 ผลของการชักนำการหลั่งเอนไซม 

 การชักนำการหลั่งเอนไซมไนเตรทรีดักเทสที่เกิดข้ึนสามารถวิเคราะหไดจากคาการดูดกลืนแสงที่ความ

ยาวคลื่น 540 นาโนเมตร ดังแสดงในรูปที่ 4.4 และเมื่อนำคาการดูดกลืนแสงไปวิเคราะหพบวา A. niger 

MSCU 0361 ที่เลี้ยงในสารละลายโพแทสเซียมไนเตรทความเขมขน 5 มิลลิโมลาร ชักนำการหลั่งเอนไซม 

ไนเตรทรีดักเทสได 2.44±2.49 เทา ที่ 10 มิลลิโมลาร สามารถชักนำได 2.81±1.51 เทา ที่ 15 มิลลิโมลาร 

สามารถชักนำได 4.81±2.34 เทา ที่ 20 มิลลิโมลาร สามารถชักนำได 7.87±2.83 เทา และที่โพแทสเซียม 

ไนเตรทความเขมขน 25 มิลลิโมลาร สามารถชักนำการหลั่งเอนไซมไนเตรทรีดักเทสไดสูงที่สุด โดยชักนำได

สามารถชักนำใหมีการหลั่งเอนไซมไนเตรทรีดักเทสไดมากถึง 11.22±6.50 เทา เมื่อเทียบกับชุดควบคุมที่ไม

เติมสารละลายโพแทสเซียมไนเตรท ดังแสดงในรูปที่ 4.5 

 

(B) (C) (D) (E) (F) (A) 
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รูปที ่4.4 กราฟแสดงคาการดูดกลืนแสงของ fungal filtrate ของ A. niger เมื่อเลี้ยงใน KNO3 ที่ความเขมขน

ตาง ๆ จากการทดสอบการทำงานของเอนไซมไนเตรทรีดักเทส 

 

รูปที่ 4.5 กราฟแสดงปริมาณการชักนำการหลั่งเอนไซมไนเตรทรีดักเทสของ A. niger เมื่อเลี้ยงใน KNO3 ที่

ความเขมขนตาง ๆ เทียบกับชุดควบคุม 
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4.5 ผลค่าการดูดกลืนแสงของอนุภาคนาโนเงิน 

การสังเคราะหอนุภาคนาโนเงินที่เกิดขึ้นสามารถวิเคราะห ไดจากคาการดูดกลืนแสงที่ชวงความยาว

คลื่น 200 - 800 นาโนเมตร โดยมีคาการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ 400 นาโนเมตร ดังแสดงในรูปที่ 4.6 และจาก

การวิเคราะหพบวา A. niger MSCU 0361 ที่เลี้ยงในโพแทสเซียมไนเตรทความเขมขน 5 มิลลิโมลาร สามารถ

สังเคราะหอนุภาคนาโนเงินได 0.98±0.43 เทา ที่ 10 มิลลิโมลาร สังเคราะหได 1.73±0.83 เทา ที่ 15 มิลลิ 

โมลาร สังเคราะหได 2.80±1.61 เทา ที่ 20 มิลลิโมลาร สังเคราะหได 2.92±1.89 เทา และที่ 25 มิลลิโมลาร 

สังเคราะหได 2.89±1.68 เทา เมื่อเทียบกับชุดควบคุมที่ไมเติมโพแทสเซียมไนเตรท ซึ่งความเขมขนของ

โพแทสเซียมไนเตรทที่สามารถสังเคราะหอนุภาคนาโนเงินไดมากท่ีสุดคือ 20 มิลลิโมลาร ดังแสดงในรูปที ่4.7 

 

 

รูปที่ 4.6 กราฟแสดงคาการดูดกลืนแสงของอนุภาคนาโนเงินที่สังเคราะหจาก A. niger เมื่อเลี้ยงใน KNO3 ที่

ความเขมขนตาง ๆ 
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รูปที่ 4.7 กราฟแสดงปริมาณการสังเคราะหอนุภาคนาโนเงินของ A. niger เมื่อเลี้ยงใน KNO3 ที่ความเขมขน

ตาง ๆ เทียบกับชุดควบคุม 
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บทที่ 5 

สรุปและวิเคราะหผลการทดลอง 

 

ในงานวิจัยนี้ไดศึกษายีนที่มีความเกี่ยวของกับการสังเคราะหอนุภาคนาโนเงินของจุลินทรีย ซึ่งยีนที่

ถอดรหัสใหเอนไซมไนเตรทรีดักเทสในจุลินทรียแตละชนิดนั้นจะแตกตางกันไป จึงนำมาศึกษาเปรียบเทียบ

ความเหมือนกันของลำดับกรดอะมิโนของเอนไซมไนเตรทรีดักเทสในเชื้อรา ไดแก A. niger, A. clavatus และ 

F. oxysporum และแบคทีเรีย ไดแก P. aeruginosa และ B. clausii โดยการทำ multiple sequence 

alignment ดวยโปรแกรม Clustal Omega พบวายีนจากจุลินทรียทั้งหามีลำดับกรดอะมิโนที่เหมือนกันถึง 

23 ตำแหนงและพบลำดับกรดอะมิโนที่มีความคลายกันอยางมากอีก 77 ตำแหนง แสดงใหเห็นวายีนที่

ถอดรหัสใหเอนไซมไนเตรทรีดักเทสมีตำแหนงอนุรักษ (conserved sequence) ที่พบไดทั้งในเชื้อราและ

แบคทีเรีย ดังนั้นเพื่อเปรียบเทียบปริมาณความเหมือนกันของลำดับกรดอะมิโนในยีนไนเตรทรีดักเทสจาก  

A. niger กับเชื้อราตางชนิดและแบคทีเรียจึงทำ pairwise sequence alignment ดวยโปรแกรม Emboss 

Needle พบวาลำดับกรดอะมิโนในยีนไนเตรทรีดักเทสจาก A. niger มีความเหมือนกันกับยีนไนเตรทรีดักเทส

จาก F. oxysporum มากที่สุด ตามดวย A. clavatus, P. aeruginosa และ B. clausii ตามลำดับ แสดงให

เห็นวายีนที ่ถอดรหัสใหเอนไซมไนเตรทรีดักเทสในเชื ้อราตางชนิดกันมีตำแหนงอนุรักษ ( conserved 

sequence) ที่เหมอืนกันมากกวาในแบคทีเรีย 

การชักนำการหลั่งเอนไซมไนเตรทรีดักเทสโดยใชสารละลายโพแทสเซียมไนเตรท (KNO3) และศึกษา

ผลของการชักนำการหลั่งเอนไซมที่เกิดขึ้นตอการสังเคราะหอนุภาคนาโนเงินของเชื้อรา A. niger โดยในการ

สังเคราะหจะเลี้ยง A. niger ในสารละลายโพแทสเซียมไนเตรท (KNO3) ซึ่งเปนแหลงไนโตรเจนเพื่อชักนำให

เชื้อรามีการหลั่งเอนไซมไนเตรทรีดักเทสในปริมาณที่สูงขึ้นเพื่อนำแหลงไนโตรเจนเหลานี้ไปใช เชื้อราจะผลิต

เอนไซมและสารเมทาบอไลตออกมานอกเซลล (Zomorodian et al., 2016) การตรวจสอบผลของการชักนำ

การหลั่งเอนไซมนี้จึงทำไดโดยนำ fungal filtrate มาทดสอบดวยวิธี enzyme assay ซึ่งเปนการตรวจสอบ 

ไนไตรท (nitrite) ที่เกิดขึ้นจากการที่เอนไซมไนเตรทรีดักเทสจะเปลี่ยนไนเตรท (nitrate) ใหเปนไนไตรท และ

นำไปวัดคาการดูดกลืนแสงของสารเชิงซอนสีชมพูที่เกิดจากการเติมสารทดสอบไปทำปฏิกิริยากับไนไตรทที่

ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร ซึ่งเปนความยาวคลื่นเฉพาะของสารประกอบเชิงซอนที่เกิดขึ้น (Harley et al., 

1993) เมื่อเปรียบเทียบปริมาณการชักนำการหลั่งเอนไซมจากการใชสารละลายโพแทสเซียมไนเตรท (KNO3) 

ความเขมตาง ๆ พบวาสารละลายโพแทสเซียมไนเตรท (KNO3) ความเขมขน 25 มิลลิโมลาร สามารถชักนำ

การหลั่งเอนไซมไนเตรทรีดักเทสไดมากที่สุด ซึ่งเกิดจากการที่มีแหลงไนโตรเจนมากขึ้น เชื้อราจึงมีการหลั่ง

เอนไซมไนเตรทรีดักเทสในปริมาณท่ีสูงขึ้นเพ่ือนำแหลงไนโตรเจนเหลานี้ไปใช และการชักนำโดยใชสารละลาย
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โพแทสเซียมไนเตรท (KNO3) ความเขมขนที่ลดลงมาตามลำดับ ปริมาณการชักนำการหลั่งเอนไซมก็ลดลงมา

ตามลำดับเชนกัน  

การศึกษาผลของการชักนำการหลั่งเอนไซมที่เกิดขึ้นตอการสังเคราะหอนุภาคนาโนเงินของเชื้อรา  

A. niger สามารถทำไดโดยนำ fungal filtrate ซึ่งมีเอนไซมไนเตรทรีดักเทสที่ถูกชักนำโดยใชสารละลาย

โพแทสเซียมไนเตรท (KNO3) มาเติมสารละลายซิลเวอรไนเตรท (AgNO3) เพื่อเปนสารตั้งตนในการสังเคราะห

อนุภาคนาโนเงิน เอนไซมไนเตรทรีดักเทสจะเรงปฏิกิริยารีดักชันของสารละลายซิลเวอรไนเตรท (AgNO3) โดย

รีดิวซไอออนเงิน (Ag+) ใหเปนอนุภาคนาโนเงิน (Ag0) (Silva et al., 2016) สามารถตรวจสอบการสังเคราะห

อนุภาคนาโนเงินไดโดยนำไปวัดคาการดูดกลืนแสงในชวงความยาวคลื่น 200 – 800 นาโนเมตร โดยจะพบ 

specific peak ของอนุภาคนาโนเงินขึ้นมาท่ีชวงความยาวคลื่น 400 – 450 นาโนเมตร ซึ่งจากการศึกษาพบวา

มีคาการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ 400 นาโนเมตร และเมื่อเปรียบเทียบปริมาณการสังเคราะหอนุภาคนาโนเงิน

พบวาการใชสารละลายโพแทสเซียมไนเตรท (KNO3) ความเขมขน 20 มิลลิโมลารสามารถสังเคราะหอนุภาค

นาโนเงินไดมากที่สุด การที่ความเขมขนของสารละลายโพแทสเซียมไนเตรท (KNO3) ที่ทำใหเกดิการชักนำการ

หลั่งเอนไซมมากที่สุดและสังเคราะหอนุภาคนาโนเงินไดมากที่สุดตางกันนั้นอาจเกิดจากการที่สารละลาย

โพแทสเซียมไนเตรท (KNO3) ที่ใชเปนแหลงไนโตรเจนในการชักนำนั้นเมื่อใชในความเขมขนที่สูงทำใหเอนไซม

ไนเตรทรีดักเทสที่จะไปทำปฏิกิริยากับสารละลายซิลเวอรไนเตรท (AgNO3) เพื่อเปลี่ยนไอออนเงิน (Ag+) ให

กลายเปนอนุภาคนาโนเงิน (Ag0) นั้นถูกแบงมาทำปฏิกิริยากับสารละลายโพแทสเซียมไนเตรท (KNO3) แทน 

สงผลใหปริมาณการสังเคราะหอนุภาคนาโนเงินลดลง 

จากงานวิจัยนี้ไดแสดงใหเห็นวายีนที่ถอดรหัสใหเอนไซมไนเตรทรีดักเทสในเชื้อราตางชนิดกันมี

ตำแหนงอนุรักษ (conserved sequence) ที่คลายคลึงกันมากกวาในแบคทีเรีย นอกจากนี้สารละลาย

โพแทสเซียมไนเตรท (KNO3) สามารถทำใหเกิดการชักนำการหลั่งเอนไซมไนเตรทรีดักเทสไดและยังสงผลให

ประสิทธิภาพในการสังเคราะหอนุภาคนาโนเงินจากเชื้อรา A. niger สูงขึ้นอีกดวย ซึ่งหากนำงานวิจัยนี้ไป

ประยุกตใชในเชื้อราชนิดอื่นที่มียีนไนเตรทรีดักเทสที่คลายคลึงกัน คาดวาจะสามารถเพิ่มประสิทธิภาพในการ

สังเคราะหอนุภาคนาโนเงินไดเชนกัน  

อยางไรก็ตามผลการทดลองที่แสดงในงานวิจัยนี้ยังไมสามารถบอกไดวาการเพิ่มประสิทธิภาพในการ

สังเคราะหอนุภาคนาโนเงินโดยใชสารละลายโพแทสเซียมไนเตรท (KNO3) ที่ความเขมขนตาง ๆ นั้นมีความ

แตกตางกันอยางมีนัยสำคัญ จึงควรนำผลการทดลองที่ไดไปวิเคราะหทางสถิติเพ่ิมเติมเพ่ือยืนยันวาสารละลาย

โพแทสเซียมไนเตรท (KNO3) สามารถทำใหเกิดการชักนำการหลั่งเอนไซมไนเตรทรีดักเทสไดและสงผลให

ประสิทธิภาพในการสังเคราะหอนุภาคนาโนเงินจากเชื้อรา A. niger มากขึ้นอยางมีนัยสำคัญ นอกจากนี้เพ่ือ

ยืนยันวาสารละลายโพแทสเซียมไนเตรท (KNO3) สามารถชักนำการหลั่งเอนไซมไนเตรทรีดักเทสไดจริง อาจทำ
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การทดลองอื่น ๆ เพิ่มเติม เชน การทำ PCR เพื่อตรวจสอบปริมาณ mRNA ที่เพิ่มขึ้น และการทำ western 

blot เพื่อตรวจสอบการเพิ่มขึ้นของเอนไซมไนเตรทรีดักเทส และเนื่องจากขนาด รูปราง และคุณสมบัติของ

อนุภาคนาโนเงินที่สังเคราะหไดขึ้นอยูกับชนิดและสายพันธุของจุลินทรีย รวมไปถึงสภาวะที่ใชในการสังเคราะห 

(Siddiqi et al., 2018) จึงควรศึกษาเพิ่มเติมถึงขนาด และรูปรางของอนุภาคนาโนเงินที่สังเคราะหไดเพ่ือ

ตรวจสอบคุณสมบัติของอนุภาคนาโนเงินจะนำไปใชประโยชนในดานตาง ๆ ตอไป  

อยางไรก็ตามในปจจุบันยังไมทราบกลไกและเอนไซมที่เก่ียวของกับการสังเคราะหอนุภาคนาโนเงินนั้น

อยางชัดเจน ดังนั้นจึงมีปจจัยตาง ๆ ที่ควรไดรับการศึกษาเพ่ิมเติมเพ่ือพัฒนาประสิทธิภาพในการผลิตอนุภาค

นาโนดวยวิธีการทางชีวภาพตอไป  
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ภาคผนวก ก 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

1. อาหารเลี้ยงราเหลว Potato dextrose broth (PDB) 

ผงอาหารสำเร็จรูป Potato dextrose   24.0   กรัม 

คาความเปนกรด-ดาง (25ºC ) 5.1 ± 0.2 

ละลายในน้ำกลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน แลวนำไปอบฆาเชื้อดวยดวยอุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส ที่ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 

2. อาหารเลี้ยงราแข็ง Potato dextrose agar (PDA) 

ผงอาหารสำเร็จรูป Potato dextrose   24.0   กรัม 

ผงวุน       15.0  กรัม 

คาความเปนกรด-ดาง (25ºC ) 5.1 ± 0.2 

ละลายลงในน้ำกลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน แลวนำไปอบฆาเชื้อดวยอุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส ที่ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 

วิธีการเตรียมสารเคมี 

1. Silver nitrate solution ปริมาตร 500 มิลลิลิตร 

Silver nitrate    0.85   กรัม 

ละลายในน้ำกลั่นปริมาตร 500 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ใชอลูมิเนียมฟอยลหุมรอบขวด เก็บรักษาในตูเย็น

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

2. 0.8 M phosphate buffer pH 7.5 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

disodium hydrogen phosphate 9.544   กรัม 

monosodium phosphate  1.764   กรัม 

ละลายในน้ำกลั่นปริมาตร 100 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน เมือ่ตองการใช 0.1 M phosphate buffer ใหเจือ

จาง 0.8 M phosphate buffer กับน้ำในอัตราสวน 1:8 

3. Assay medium ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

  Potassium nitrate   0.3033   กรัม 

  Propanol     5   มิลลิลิตร 

เติม 0.1 mM phosphate buffer ใหไดปริมาตรสุดทายเปน 100 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ใชอลูมิเนียม

ฟอยลหุมรอบขวดเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิหอง 

4. 58 mM Sulfanilamide solution ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

  Sulfanilamide     0.9988   กรัม 

ละลายใน 3M HCL 100 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ใชอลูมิเนียมฟอยลหุมรอบขวดเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิหอง 

5. 25 mM Potassium nitrate solution ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 

  Potassium nitrate    2.5275   กรัม 

ละลายในน้ำกลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิหอง 

6. 1 mM Sodium nitrite solution ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
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  Sodium nitrite     0.069   กรัม 

ละลายในน้ำกลั่นปริมาตร 100 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิหอง 

7. 0.77 mM N-(1-naphthyl) ethylenediamine dihydrochloride solution (NEED) 

ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

NEED     0.0199   กรัม 

ละลายในน้ำกลั ่นปริมาตร 100 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ใชอลูมิเนียมฟอยลหุ มรอบขวดเก็บรักษาที่

อุณหภูมิหอง 
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ภาคผนวก ค 

อุปกรณที่ใช้ในการวัดค่าการดูดกลืนแสง 

ลักษณะและองคประกอบของเครื่องนาโนดรอป (NanoDrop2000) ของบริษัท Thermo Scientific 

ประเทศสหรัฐอเมริกา เครื่องนาโนดรอปที่ใชในการวัดคาการดูดกลืนแสงนี้วัดที่อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส 

ตลอดการทดลอง 

 

 

ขั้นตอนการวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องนาโนดรอป (NanoDrop2000) มีดังนี้ 

1. เปดโปรแกรม NanoDrop 2000 ในคอมพิวเตอรที่เชื่อมตอไว 

2. เลือกวิธีการวัดเปน UV-visible 

3. ตั้งคาตัวแปรตาง ๆ ที่ตองการจะวัด เชน ความยาวคลื่น 

4. ทำความสะอาดแทนวัด ( Pedestal ) ดวยน้ำกลั่นกอนการใชงานทุกครั้ง 

5. หยดสารละลาย Blank ที่แทนวัด และคลิกท่ีปุม Blank เพ่ือตั้งคา Blank 

6. เช็ดสารละลาย Blank ออกดวยกระดาษเช็ดทำความสะอาด Kimtech และหยดตัวอยาง (Sample) 

ลงบนแทนวัด จากนั้นคลิก Measure เพ่ือวัดคาการดูดกลืนแสง 

7. อานผลการวัดคาการดูดกลืนแสงจากโปรแกรมบนหนาจอคอมพิวเตอร 

คำแนะนำ 

1. ควร Re blank ทุก 30 นาที 

2. ทำความสะอาดแทนวัดดวยน้ำกลั่นทุกครั้งเมื่อเปลี่ยนตัวอยาง 

3. หามนำของแข็งไปขูดแทนวัด 
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ภาคผนวก ง 

ข้อมูลจากการทดลอง 

 

ตารางท่ี 6.1 แสดงปริมาณการชักนำการหลั่งเอนไซมไนเตรทรีดักเทสของ A. niger เมื่อเลี้ยงใน KNO3 ที่ความ

เขมขนตาง ๆ เทียบกับชุดควบคุมจากการทดลองครั้งที่ 1 

 ค่าการดูดกลืนแสง ความเข้มข้นของไนไตรท จำนวนเท่า 

Control 0 0.0024 1.00 

5mM KNO3 -0.004 0.0011 0.47 

10mM KNO3 0.005 0.0041 1.67 

15mM KNO3 0.039 0.0152 6.20 

20mM KNO3 0.069 0.0250 10.20 

25mM KNO3 0.126 0.0436 17.80 

 

ตารางท่ี 6.2 แสดงปริมาณการชักนำการหลั่งเอนไซมไนเตรทรีดักเทสของ A. niger เมื่อเลี้ยงใน KNO3 ที่ความ

เขมขนตาง ๆ เทียบกับชุดควบคุมจากการทดลองครั้งที่ 2 

 ค่าการดูดกลืนแสง ความเข้มข้นของไนไตรท จำนวนเท่า 

Control 0.007 0.0047 1.00 

5mM KNO3 0.016 0.0077 1.62 

10mM KNO3 0.025 0.0106 2.24 

15mM KNO3 0.023 0.0100 2.10 

20mM KNO3 0.061 0.0224 4.72 

25mM KNO3 0.062 0.0227 4.79 
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ตารางท่ี 6.3 แสดงปริมาณการชักนำการหลั่งเอนไซมไนเตรทรีดักเทสของ A. niger เมือ่เลี้ยงใน KNO3 ที่ความ

เขมขนตาง ๆ เทียบกับชุดควบคุมจากการทดลองครั้งที่ 3 

 ค่าการดูดกลืนแสง ความเข้มข้นของไนไตรท จำนวนเท่า 

Control 0.005 0.0041 1.00 

5mM KNO3 0.058 0.0214 5.24 

10mM KNO3 0.049 0.0184 4.52 

15mM KNO3 0.069 0.0250 6.12 

20mM KNO3 0.101 0.0354 8.68 

25mM KNO3 0.131 0.0452 11.08 

 

ตารางท่ี 6.4 แสดงปริมาณการสังเคราะหอนุภาคนาโนเงินของ A. niger เมื่อเลี้ยงใน KNO3 ที่ความเขมขนตาง 

ๆ เทียบกับชุดควบคุมจากการทดลองครั้งที่ 1 

 λmax ค่าการดูดกลืนแสง จำนวนเท่า 

Control 410 0.065 1.00 

5mM KNO3 400 0.035 0.54 

10mM KNO3 400 0.172 2.65 

15mM KNO3 401 0.292 4.49 

20mM KNO3 401 0.323 4.97 

25mM KNO3 401 0.301 4.63 
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ตารางท่ี 6.5 แสดงปริมาณการสังเคราะหอนุภาคนาโนเงินของ A. niger เมื่อเลี้ยงใน KNO3 ที่ความเขมขนตาง 

ๆ เทียบกับชุดควบคุมจากการทดลองครั้งที ่2 

 λmax ค่าการดูดกลืนแสง จำนวนเท่า 

Control 402 0.15 1.00 

5mM KNO3 413 0.15 1.00 

10mM KNO3 441 0.152 1.01 

15mM KNO3 416 0.194 1.29 

20mM KNO3 402 0.185 1.23 

25mM KNO3 413 0.193 1.29 

 

ตารางท่ี 6.6 แสดงปริมาณการสังเคราะหอนุภาคนาโนเงินของ A. niger เมือ่เลี้ยงใน KNO3 ที่ความเขมขนตาง 

ๆ เทียบกับชุดควบคุมจากการทดลองครั้งที่ 3 

 λmax ค่าการดูดกลืนแสง จำนวนเท่า 

Control 446 0.121 1.00 

5mM KNO3 400 0.17 1.40 

10mM KNO3 416 0.185 1.53 

15mM KNO3 414 0.315 2.60 

20mM KNO3 414 0.311 2.57 

25mM KNO3 414 0.333 2.75 
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รูปที่ 6.1 กราฟแสดงคาการดูดกลืนแสงของ fungal filtrate ของ A. niger เมื่อเลี้ยงใน KNO3 ที่ความเขมขน

ตาง ๆ จากการทดสอบการทำงานของเอนไซมไนเตรทรีดักเทสจากการทดลองครั้งที่ 1 

 

 

รูปที่ 6.2 กราฟแสดงคาการดูดกลืนแสงของ fungal filtrate ของ A. niger เมือ่เลี้ยงใน KNO3 ที่ความเขมขน

ตาง ๆ จากการทดสอบการทำงานของเอนไซมไนเตรทรีดักเทสจากการทดลองครั้งที ่2 
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รูปที่ 6.3 กราฟแสดงคาการดูดกลืนแสงของ fungal filtrate ของ A. niger เมื่อเลี้ยงใน KNO3 ที่ความเขมขน

ตาง ๆ จากการทดสอบการทำงานของเอนไซมไนเตรทรีดักเทสจากการทดลองครั้งที ่3 

 

 

รูปที่ 6.4 กราฟแสดงคาการดูดกลืนแสงของอนุภาคนาโนเงินที่สังเคราะหจาก A. niger เมื่อเลี้ยงใน KNO3 ที่

ความเขมขนตาง ๆ จากการทดลองครั้งที่ 1 
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รูปที่ 6.5 กราฟแสดงคาการดูดกลืนแสงของอนุภาคนาโนเงินที่สังเคราะหจาก A. niger เมื่อเลี้ยงใน KNO3 ที่

ความเขมขนตาง ๆ จากการทดลองครั้งที่ 2 

 

 

รูปที่ 6.6 กราฟแสดงคาการดูดกลืนแสงของอนุภาคนาโนเงินที่สังเคราะหจาก A. niger เมื่อเลี้ยงใน KNO3 ที่

ความเขมขนตาง ๆ จากการทดลองครั้งที่ 3 

 


	ปกภาษาไทย
	หน้าอนุมัติ
	บทคัดย่อภาษาไทย
	บทคัดย่อภาษาอังกฤษ
	กิตติกรรมประกาศ
	สารบัญ
	บทที่ 1 บทนำ
	บทที่ 2 เครื่องมือ วัสดุ เคมีภัณฑ์
	บทที่ 3 วิธีดำเนินการทดลอง
	บทที่ 4 ผลการทดลอง
	บทที่ 5 สรุปและวิเคราห์ผลการทดลอง
	เอกสารอ้างอิง
	ภาคผนวก

