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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 forǰ 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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ตารางท่ี 6.4 ĒสดงปรĉมาณการสังđคราะหŤอนčภาคนาēนđงĉนของǰA. niger đมČęอđลĊĚยงĔนǰKNO3   34 
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ทĊęความđขšมขšนตŠางǰėǰđทĊยบกับชčดควบคčมจากการทดลองครัĚงทĊę 2 
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สารบัญรูปภาพ 

ǰǰǰǰǰǰǰǰหน้า 
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บทที่ǰ1 

บทนำ 

1.1 อนุภาคนาโนเงิน 

 อนčภาคนาēนđงĉนǰ (silver nanoparticles) đปŨนอนčภาคĔนระดับนาēนซċęงมĊขนาดตัĚงĒตŠǰ1ǰ-ǰ100 นาēน

đมตร อนčภาคนาēนđปŨนรากฐานสำคัญของวัสดčนาēนจำนวนมากǰดังนัĚนการสังđคราะหŤอนčภาคนาēนจċงđปŨนสŠวน

สำคัญĔนการวĉจัยทางดšานǰnanoscience Ēละǰnanoengineeringǰ(Emeka et al., 2014) ซċęงอนčภาคนาēน

đงĉนđปŨนหนċęงĔนอนčภาคนาēนทĊęมĊการนำมาĔชšกันอยŠางĒพรŠหลายĔนดšานตŠางǰė มากมายǰđชŠนǰbiolabeling, 

sensors, filters, microelectronics Ēละǰcatalysis đปŨนตšน ดังĒสดงĔนรูปที่ǰ1.1ǰđนČęองจากคčณสมบัตĉทางđคมĊ

ฟŗสĉกสŤĒละคčณสมบัตĉทางชĊวภาพของอนčภาคนาēนđงĉนǰนอกจากนĊĚยังมĊการประยčกตŤĔชšอนčภาคนาēนđงĉนĔนดšาน

การĒพทยŤǰđชŠนǰĔชšđปŨนตัวนำพายาǰĔชšĔนการวĉนĉจฉัยēรคǰđนČęองจากอนčภาคนาēนđงĉนđหลŠานĊĚĕมŠมĊผลกระทบทĊęđปŨน

พĉษตŠอมนčษยŤทĊęความđขšมขšนตęำĒตŠมĊผลยับยัĚงการđจรĉญของĒบคทĊđรĊยǰĕวรัสǰĒละจčลĉนทรĊยŤยĎคารĉēอตอČęนǰėǰ

นอกจากนĊĚยังมĊตšนทčนĔนการผลĉตทĊęคŠอนขšางตęำ (Zomorodian et al., 2016) 

 

 

รูปที่ǰ1.1ǰการนำอนčภาคนาēนđงĉนĕปประยčกตŤĔชšĔนงานดšานตŠางǰėǰ(Calderón-Jiménez et al., 2017) 
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1.2 การสังเคราะหŤอนุภาคนาโนเงิน 

 ēดยทั ęวĕปการสังđคราะหŤอนčภาคนาēนđงĉนĒบŠงđปŨนǰ2 ĒบบǰคČอǰtop down Ēละǰbottom up  

ซċęงหลักการของการสังđคราะหŤอนčภาคนาēนđงĉนĒบบǰ top down นัĚนǰคČอการสลายสารēมđลกčลทĊęมĊขนาดĔหญŠ 

ĔหšđลĘกลงจนกลายđปŨนēครงสรšางĔนระดับนาēนǰĒละหลักการของการสังđคราะหŤอนčภาคนาēนđงĉนĒบบ  

bottom upǰคČอการรวมกันของอะตอมหรČอēมđลกčลđดĊęยวทĊęมĊขนาดđลĘกĔหšกลายđปŨนēครงสรšางทĊęĔหญŠขċĚนĔนระดับ

นาēน ดังĒสดงĔนรูปที่ǰ1.2 (Lee et al., 2019) 

 

 

รูปที ่1.2ǰการสังđคราะหŤอนčภาคนาēนđงĉนĒบบǰtop down Ēละǰbottom upǰ(Lee et al., 2019) 

 

ĔนปŦจจčบันการสังđคราะหŤอนčภาคนาēนđงĉนทĊęĔชšกันēดยทัęวĕปมĊดšวยกันทัĚงหมดǰ3 วĉธĊǰĕดšĒกŠǰวĉธĊการ

สังđคราะหŤทางกายภาพǰวĉธĊการสังđคราะหŤทางđคมĊĒละวĉธĊการสังđคราะหŤทางชĊวภาพǰ(Lee et al., 2019) 

1.2.1 การสังđคราะหŤอนčภาคนาēนđงĉนēดยวĉธĊทางกายภาพ 

การสังđคราะหŤอนčภาคนาēนđงĉนēดยวĉธĊทางกายภาพǰđชŠนǰวĉธĊการระđหยĒละควบĒนŠนĒละ

วĉธĊการระđหยēดยĔชšđลđซอรŤǰซċęงวĉธĊการระđหยĒละควบĒนŠนนัĚนจะĔชšđตาđผาทĊęมĊรĎปรŠางคลšายทŠอđพČęอทำĔหšวัสดčตัĚง

ตšนทĊęอยĎŠตรงกลางของđตาระđหยกลายđปŨนĕอทĊęความดันบรรยากาศǰสŠวนวĉธĊการระđหยēดยĔชšđลđซอรŤนัĚนจะĔชš

đลđซอรŤđปŨนĒหลŠงพลังงานĔนการทำĔหšđกĉดการระđหยของของĒขĘงĔหšกลายđปŨนอะตอมĒละรวมตัวกันđปŨน

อนčภาคนาēนǰ(De Matteis et al., 2018)ǰขšอดĊของการสังđคราะหŤดšวยวĉธĊนĊĚคČอđรĘวĒละĕมŠมĊสารđคมĊอันตรายมา

đกĊęยวขšองǰĒตŠมĊขšอจำกัดคČอĕดšผลผลĉตตęำĒละĔชšพลังงานสĎงǰ(Zhang et al., 2016) 



3 
 

1.2.2 การสังđคราะหŤอนčภาคนาēนđงĉนēดยวĉธĊทางđคมĊ 

การสังđคราะหŤอนčภาคนาēนđงĉนēดยวĉธĊทางđคมĊนัĚนจะĔชšนĚำĒละตัวทำละลายอĉนทรĊยŤĔนการ

สังđคราะหŤǰซċęงĔนกระบวนการสังđคราะหŤทางđคมĊนัĚนจะมĊองคŤประกอบหลักǰ 3 สŠวนǰคČอǰสารตัĚงตšน ตัวรĊดĉวซŤǰ 

ĒละสารĔหšความđสถĊยรǰ(Zhang et al., 2016)ǰēดยตัวรĊดĉวซŤจะทำหนšาทĊ ęรĊด ĉวซŤǰAg+ (silver ion) ĔหšđปŨน  

Ag0 (metallic silver) ĒละรวมตัวกันđปŨนอนčภาค  (Iravani et al., 2014)ǰสารĔหšความđสถĊยรจะชŠวยĔหš 

อนčภาคนาēนđงĉนทĊęถĎกสังđคราะหŤขċ ĚนคงตัวอยĎŠĕดšǰสารตัĚงตšนทĊęนĉยมนำมาĔชšĔนการสังđคราะหŤอนčภาคนาēน 

đงĉนǰĕดšĒกŠǰซĉลđวอรŤĕนđตรทǰ(silver nitrate)ǰ(Nakamura et al., 2019)ǰตัวรĊดĉวซŤǰĕดšĒกŠǰēซđดĊยมซĉđตรทǰ 

(sodium citrate), Ēอสคอđบตǰ(ascorbate), ēซđดĊยมēบēรĕฮĕดรดŤǰ(sodium borohydride, NaBH4)ǰĒละ

สารĔหšความđสถĊยรǰ ĕดšĒกŠǰ ēพลĊĕวนĉลĒอลกอฮอลŤǰ (poly(vinyl alcohol),ǰPVA), ēพลĊĕวนĉลĕพēรลĉēดนǰ 

(poly(vinyl pyrrolidone),ǰPVP), ēพลĊđอทĉลĊนĕกลคอลǰ(poly(ethyleneglycol), PEG)ǰđปŨนตšน (De Matteis 

et al., 2018)ǰขšอดĊของการสังđคราะหŤดšวยวĉธĊนĊĚคČอĕดšผลผลĉตสĎงĒละĔชšตšนทčนตęำǰĒตŠมĊขšอđสĊยคČอสารđคมĊทĊęĔชšđปŨน

ตัวรĊดĉวซŤนัĚนđปŨนอันตรายตŠอสĉęงมĊชĊวĉตǰ(Zhang et al., 2016) 

1.2.3 การสังđคราะหŤอนčภาคนาēนđงĉนēดยวĉธĊทางชĊวภาพ 

การสังđคราะหŤอนčภาคนาēนđงĉนēดยวĉธĊทางชĊวภาพđปŨนการสังđคราะหŤĒบบǰbottom up ซċęง

สŠวนมากจะđกĊęยวขšองกับปฏĉกĉรĉยารĊดักชันĒละออกซĉđดชันǰĔนกระบวนการสังđคราะหŤนĊĚมĊองคŤประกอบหลักǰ3 

สŠวนǰคČอǰสารตัĚงตšนǰตัวรĊดĉวซŤทĊęđปŨนมĉตรตŠอสĉęงĒวดลšอมĒละสารĔหšความđสถĊยรทĊęĕมŠđปŨนพĉษǰสารตัĚงตšนทĊęนĉยม

นำมาĔชšĔนการสังđคราะหŤอนčภาคนาēนđงĉนคČอซĉลđวอรŤĕนđตรทǰ (silver nitrate)ǰ(Prabhu et al., 2012)ǰēดยมĊ

สารสกัดจากĒบคทĊđรĊยǰđชČĚอราĒละพČชทำหนšาทĊęđปŨนทัĚงตัวรĊดĉวซŤĒละสารĔหšความđสถĊยร ดังĒสดงĔนตารางที่ǰ1.1 

ขšอดĊของการสังđคราะหŤดšวยวĉธĊนĊĚคČอđปŨนวĉธĊทĊęงŠายǰđปŨนมĉตรตŠอสĉęงĒวดลšอมĒละมĊความคčšมคŠา  (Siddiqi et al., 

2018) 

 

ตารางท่ีǰ1.1 ตัวอยŠางการสังđคราะหŤอนčภาคนาēนđงĉนจากĒบคทĊđรĊยǰđชČĚอราĒละพČช 

  ชื่อสิ่งมีชีวิต 
ขนาดและรูปร่างของ

อนุภาคนาโนเงิน 
เอกสารอ้างอิง 

ĒบคทĊđรĊย 

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 

đชČĚอรา 

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 

พČช 

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 การสังเคราะหŤอนุภาคนาโนเงินจากเชื้อรา 

đชČĚอราđปŨนตัวđลČอกทĊęมĊประสĉทธĉภาพสำหรับการสังđคราะหŤทางชĊวภาพของอนčภาคนาēนđงĉนđนČęองจาก

đชČĚอราสามารถđจรĉญđตĉบēตĕดšงŠายบนอาหารหลายชนĉดǰ(Ahmad et al., 2003)ǰมĊความทนทานตŠอēลหะสĎงĒละ

มĊความสามารถĔนการสะสมēลหะซċęงđปŨนผลดĊตŠอการสังđคราะหŤอนčภาคนาēนđงĉนǰ (Ottoni et al., 2017)ǰĒละมĊ

การหลัęงđอนĕซมŤทĊęมากกวŠาđมČęอđทĊยบกับĒบคทĊđรĊยǰ(Prabhu et al., 2012)ǰđชČĚอราตšองการĕนēตรđจนĔนปรĉมาณ

ทĊęมากทĊęสčดĔนบรรดาĒรŠธาตčǰดังนัĚนĕนēตรđจนจċงđปŨนปŦจจัยจำกัดสำหรับการđจรĉญของđชČĚอราǰđชČĚอราหลายชนĉด

สามารถđปลĊęยนĕนđตรททĊęđปŨนĒหลŠงĕนēตรđจนđดĊยวĕปđปŨนĒอมēมđนĊยมĕดšēดยĔชšđอนĕซมŤĕนđตรทรĊดักđทสǰ

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

กับสารละลายซĉลđวอรŤĕนđตรทǰ(AgNO3)ǰēดยรĊดĉวซŤĕอออนđงĉนǰ(Ag+) ĔหšกลายđปŨนอนčภาคนาēนđงĉนǰ(Ag0) 

(Singh et al., 2015)ǰēดยการสังđคราะหŤอนčภาคนาēนđงĉนจากđชČĚอราสามารถทำĕดšēดยอาศัยđอนĕซมŤĒละ 

đมทาบอĕลตŤทĊęราผลĉตขċĚนภายĔนđซลลŤǰหรČอหลัęงออกนอกđซลลŤđปŨนตัวรĊดĉวซŤđปลĊęยนĕอออนđงĉนǰ(Ag+) đปŨนอนčภาค

นาēนđงĉนǰ(Ag0)ǰดังĒสดงĔนรูปที่ǰ1.3ǰ(Silva et al., 2016) 
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รูปที่ǰ1.3 การสังđคราะหŤอนčภาคนาēนđงĉนจากđชČĚอราǰ(A) ภายĔนđซลลŤ (intracellular synthesis) (B) ภายนอก

đซลลŤǰ(extracellular synthesis)ǰ(Silva et al., 2016) 

 

กลĕกĔนการสังđคราะหŤอนčภาคนาēนđงĉนดšวยวĉธĊทางชĊวภาพนัĚนยังĕมŠชัดđจนǰจากงานวĉจัยทĊęมĊการ  

รายงานĕวšกŠอนหนšาคาดวŠาđอนĕซมŤĕนđตรทรĊดักđทสมĊบทบาทสำคัญĔนการđกĉดรĊดักชันของǰAg+ (Lee et al.,  

2019)ǰēดยมĊǰNADHǰ(Li et al., 2012)ǰหรČอǰNADPH (Anil Kumar et al., 2007)ǰđปŨนǰcofactor đอนĕซมŤ 

ĕนđตรทรĊดักđทสจะĕดšรับอĉđลĘกตรอนจากǰNADH ĒละออกซĉĕดซŤđปŨนǰNAD+ จากนัĚนĕนđตรทǰ(nitrate) จะถĎก

đปลĊęยนđปŨนĕนĕตรŤทǰ(nitrite)ǰĒละđกĉดการสŠงผŠานอĉđลĘกตรอนทำĔหšĕอออนđงĉนถĎกรĊดĉวซŤđปŨนอนčภาคนาēนđงĉน 

(Singh et al., 2015) 

  

A 

B 
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ēดยการศċกษานĊĚมĊวัตถčประสงคŤทĊęจะศċกษาการชักนำการหลัęงđอนĕซมŤĕนđตรทรĊดักđทสēดยĔชšสารละลาย

ēพĒทสđซĊยมĕนđตรท (KNO3) ĒละศċกษาผลของการชักนำการหลัęงđอนĕซมŤทĊęđกĉดขċĚนตŠอการสังđคราะหŤอนčภาค 

นาēนđงĉนของđชČĚอราǰAspergillus nigerǰซċęงđปŨนราđสšนĔยทĊęมĊลักษณะของēคēลนĊđปŨนสĊđขĊยวđขšมจนถċงดำǰสามารถ

ĒยกĕดšจากหลายĒหลŠงǰđชŠนǰถัęวตŠางǰėǰอาหารĒหšงǰอาหารรมควันĒละผลĉตภัณฑŤจากđนČĚอสัตวŤ ǰนอกจากนĊĚยัง

สามารถผลĉตđอนĕซมŤĕนđตรทรĊดักđทสซċęงđปŨนđอนĕซมŤสำคัญĔนการสังđคราะหŤอนčภาคนาēนđงĉนĕดš (Zomorodian 

et al., 2016)ǰēดยมĊวĉธĊการคČอđพาะđลĊĚยงđชČĚอรา A. niger Ĕนอาหาร potato dextrose brothǰ(PDB) จากนัĚน

กรองđพČęอđกĘบǰ fungal biomass มาđลĊĚยงรŠวมกับสารละลายēพĒทสđซĊยมĕนđตรททĊęความđขšมขšนตŠางǰėǰđพČęอ 

ชักนำการหลัęงđอนĕซมŤĕนđตรทรĊดักđทสของđชČĚอราǰจากนัĚนนำ  fungal biomassǰทĊęđลĊ ĚยงรŠวมกับสารละลาย

ēพĒทสđซĊยมĕนđตรททĊęความđขšมขšนตŠางǰė ĕปกรองดšวยกระดาษกรองǰĒละĒบŠงǰfungal filtrateǰทĊ ęĕดšมา

ตรวจสอบđอนĕซมŤĕนđตรทรĊดักđทสดšวยวĉธĊǰenzyme assayǰ(Harley et al., 1993) ĒละวัดคŠาการดĎดกลČนĒสง

ดšวยđทคนĉคǰUV-visible spectrometry ทĊęความยาวคลČęนǰ540ǰนาēนđมตร จากนัĚนนำǰfungal filtrate อĊกสŠวน

หนċęงมาđตĉมสารละลายซĉลđวอรŤĕนđตรทǰ(AgNO3) đพČęอศċกษาผลของการชักนำการหลัęงđอนĕซมŤĕนđตรทรĊดักđทสทĊę

đกĉดขċĚนตŠอกระบวนการผลĉตอนčภาคนาēนđงĉนของđชČĚอราǰA. niger ēดยตรวจสอบอนčภาคนาēนđงĉนทĊęสังđคราะหŤĕดš

จากการวัดคŠาการดĎดกลČนĒสงดšวยđทคนĉคǰUV-visible spectrometry ซċęงอนčภาคนาēนđงĉนจะมĊชŠวงการดĎดกลČน

ĒสงอยĎŠระหวŠางความยามคลČęนǰ400ǰ-ǰ450ǰนาēนđมตรǰนอกจากนĊĚยังศċกษาđกĊęยวกับยĊนทĊęđกĊ ęยวขšองกับการ

สังđคราะหŤอนčภาคนาēนđงĉนของจčลĉนทรĊยŤēดยคšนควšาจากงานวĉจัยทĊęđคยมĊรายงานมากŠอนǰจากนัĚนสČบคšนลำดับ 

กรดอะมĉēนของđอนĕซมŤĒตŠละชนĉดจากฐานขšอมĎลǰNational Center for Biotechnology Information 

(NCBI) Ēละนำĕปว ĉ đคราะห Ťǰmultiple sequence alignment ēดยĔช šēปรĒกรมǰClustal Omega Ēละǰ

pairwise sequence alignment ดšวยēปรĒกรมǰEmboss Needle đพČ ęอศċกษาความคลšายกันของลำดับ

กรดอะมĉēนของđอนĕซมŤทĊęđกĊęยวขšองกับการสังđคราะหŤอนčภาคนาēนđงĉนของจčลĉนทรĊยŤ 

 

วัตถุประสงคŤของโครงการ 

đพČęอหาความđขšมขšนของสารละลายēพĒทสđซĊยมĕนđตรทǰ(KNO3) ทĊęđหมาะสมตŠอการชักนำการหลัęง

đอนĕซมŤĕนđตรทรĊดักđทสĒละผลทĊęđกĉดขċĚนตŠอการสังđคราะหŤอนčภาคนาēนđงĉนของđชČĚอรา Aspergillus niger 
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บทที่ǰ2 

เครื่องมือǰวัสดุǰเคมีภัณฑŤ 

2.1ǰเครื่องมือǰวัสดุǰและเคมีภัณฑŤ 

เครื่องมือ 

1. กรวยĒกšว 

2. กระบอกตวงปรĉมาตรǰ100ǰมĉลลĉลĉตร 

3. กระบอกตวงปรĉมาตรǰ500ǰมĉลลĉลĉตร 

4. ĒทŠงĒกšวǰspreader 

5. หลอดĒกšวฝาđกลĊยวǰของบรĉษัทǰDWK Life Science ประđทศđยอรมัน 

6. ขวดǰErlenmeyer flask 250 มĉลลĉลĉตร ของบรĉษัทǰISO Laborgerate GmbH ประđทศđยอรมัน 

7. ขวดĔสŠสารđคมĊǰขนาดǰ250 มĉลลĉลĉตรǰ500ǰมĉลลĉลĉตร Ēละǰ1000 มĉลลĉลĉตร ของบรĉษัทǰDWK Life 

Science ประđทศđยอรมนั 

8. đครČęองđขยŠาĒบบควบคčมอčณหภĎมĉǰ( Incubator shaker) 30ǰองศาđซลđซĊยสǰรčŠนǰ INNOVA 4330ǰ

ของบรĉษัทǰNew Brunswick Scientific ประđทศสหรัฐอđมรĉกา 

9. đครČęองชัęงหยาบǰĒบบทศนĉยมǰ2ǰตำĒหนŠงǰรčŠนǰPG 2002-s ของบรĉษัทǰMetler Toledo ประđทศ

สวĉสđซอรŤĒลนดŤ 

10. đครČęองชัęงหยาบขนาดđลĘกǰของบรĉษัทǰCamry 

11. đครČęองอบฆŠาđชČĚอขนาดđลĘกǰ(Autoclave) รčŠนǰES-215ǰของบรĉษัทǰTOMY Seiko ประđทศญĊęปčśนǰ

ĒละđครČęองอบฆŠาđชČĚอขนาดĔหญŠǰ(Autoclave) รčŠนǰES-315ǰของบรĉษัทǰTOMY Seiko ประđทศ

ญĊęปčśน 

12. đครČęองทำความรšอนชนĉดตัĚงēตŢะǰ(heat plate) รčŠนǰMS-H280-Pro ของบรĉษัทǰScilogex ประđทศ

สหรัฐอđมรĉกา 

13. đครČęองมČอนับจำนวนđซลลŤǰ(hemocytometer) ของบรĉษัทǰLW Scientific ประđทศสหรัฐอđมรĉกา 

14. กลšองจčลทรรศนŤĒบบĔชšĒสงǰ( light microscopy) รč ŠนǰCH30RF200ǰของบรĉษัทǰOlympus 

ประđทศญĊęปčśน 

15. đครČ ęองนาēนดรอปǰ (NanoDrop spectrophotometer) รč ŠนǰNanodrop 2000c ของบร ĉษัทǰ

Thermo Scientific ประđทศสหรัฐอđมรĉกา 

16. ตĎšชĊวนĉรภัยǰ(biosafety cabinet) ของบรĉษัทǰLabMicrotech ประđทศĕทย 
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17. ตĎšĒชŠĒขĘงอčณหภĎมĉǰ-80ǰองศาđซลđซĊยสǰรčŠนǰMDF-U71V ของบรĉษัทǰSanyo Electric Co. ประđทศ

ญĊęปčśน 

18. ตĎšอบĒหšงǰ(hot air oven) ของบรĉษทัǰContherm Digital Series 

19. ตĎšบŠมđชČĚออčณหภĎมĉǰ37ǰองศาđซลđซĊยสǰ(incubator) ของบรĉษัทǰMemmert ประđทศđยอรมัน 

20. ĕมēครปŗđปตตŤǰปรĉมาตรǰ10ǰĕมēครลĉตรǰ100ǰĕมēครลĉตรǰĒละǰ1000ǰĕมēครลĉตรǰของบรĉษัทǰCapp 

Bravo ประđทศđยอรมัน 

21. อčปกรณŤนับจำนวนǰ(Hand tally counter) ของบรĉษัทǰGOGO for digit ประđทศจĊน 

22. Automatic pipette ของบรĉษัทǰDLAB Levo Plus 

23. đครČ ęองผสมสารǰ(Vortex mixer) รč ŠนǰK-550 GE ของบรĉษัทǰScientific Industries ประđทศ

สหรัฐอđมรĉกา 

วัสดุ 

1. đพลตพลาสตĉกǰ(plastic plate) ของบรĉษัทǰBioscan 

2. ทĉปขนาดđลĘกǰ(pipette tip) ปรĉมาตรǰ10ǰĕมēครลĉตรǰ100ǰĕมēครลĉตรǰĒละǰ1000ǰĕมēครลĉตรǰของ

บรĉษัทǰKirgen 

3. microtube ขนาดǰ1.5ǰมĉลลĉลĉตรǰของบรĉษัทǰKirgen 

4. กระดาษกรองǰđบอรŤǰ1ǰ(Whatman No.1)ǰของบรĉษัทǰGE Healthcare 

5. ผšากŢอซ 

6. ปŗđปตพลาสตĉกǰ(plastic pipette) ขนาดǰ5ǰมĉลลĉลĉตรǰของบรĉษัทǰSPL LifeScience 

7. พาสđจอรŤปŗđปตǰ(pasteur pipette) ของบรĉษัทǰVolac 

8. อลĎมĉđนĊยมฟอยลŤǰ(Aluminium foil)ǰของบรĉษัทǰReynolds metals ประđทศสหรัฐอđมรĉกา 

เคมีภัณฑŤ 

1. 85%ǰกลĊđซอรอลǰ(85% glycerol) ของบรĉษัทǰHimedia 

2. ผงอาหารđลĊĚยงราสำđรĘจรĎปǰēปđตēตđดรĘกēทรสǰ(potato dextrose broth) ของบรĉษัทǰHimedia 

3. ผงวčšนǰ(agar) ของบรĉษัทǰHimedia 

4. Tween-20ǰของบรĉษัทǰLife science 

5. ซĉลđวอรŤĕนđตรทǰ(silver nitrate, AgNO3)ǰของบรĉษัทǰPOCH ประđทศēปรĒลนดŤ 

6. ēพĒทสđซ Ċยมĕนđตรทǰ (potassium nitrate, KNO3) ของบร ĉษ ัทǰAjax Finechem ประđทศ

ออสđตรđลĊย 

7. ēซđดĊยมĕนđตรทǰ(sodium nitrate, NaNO3) ของบรĉษัทǰAjax Finechem ประđทศออสđตรđลĊย 
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8. ēพรพานอลǰ(propanol, C3H8O)   

9. ซัลฟานĉลาĕมดŤǰ(sulfanilamide, C6H8N2O2S) ของบรĉษัทǰMerck ประđทศđยอรมัน 

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

ประđทศสหรัฐอđมรĉกา 

11. ĕดēซđดĊยมĕฮēดรđจนฟอสđฟต (disodium hydrogen phosphate, Na2HPO4)ǰ 

12. ēมēนēซđด Ċยมฟอสđฟตǰ(monosodium phosphate, NaH2PO4 · H2O)ǰของบร ĉษ ัทǰCARLO 

ERBA ประđทศอĉตาลĊ 

นำ้ 

1. นĚำสำหรับđตรĊยมǰcell free filtrate คČอǰนĚำบรĉสčทธĉĝชนĉดทĊęǰ1ǰ(purified water type I) 

2. นĚำสำหรับđตรĊยมอาหารđลĊĚยงđชČĚอǰคČอǰนĚำบรĉสčทธĉĝชนĉดทĊęǰ2ǰ(purified water type II) 

เชื้อรา 

đชČĚอราทĊęĔชšĔนการทดลองจากǰMSCU microbial culture collection ภาควĉชาจčลชĊววĉทยาǰ

จčฬาลงกรณŤมหาวĉทยาลัยǰซċęงđชČĚอราทĊęĔชšĔนการสังđคราะหŤอนčภาคนาēนđงĉนǰĕดšĒกŠǰ 

1. Aspergillus niger MSCU 0361 

Kingdom    Fungi 

ǰǰǰDivision      Ascomycota 

ǰǰǰǰǰǰClass         Eurotiomycetes 

ǰǰǰǰǰǰǰǰǰOrder        Trichocomaceae 

ǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰGenus       Aspergillus 

ǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰSpecies     Aspergillus niger 
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บทที่ǰ3 

วิธีดำเนินการทดลอง 

3.1ǰวิธีดำเนินการทดลอง 

3.1.1ǰการศċกษายĊนĒละēปรตĊนทĊęđกĊęยวขšอง 

ศċกษางานวĉจัยđกĊęยวกับđอนĕซมŤĕนđตรทรĊดักđทสทĊęđกĊęยวขšองกับการสังđคราะหŤอนčภาคนาēนđงĉน

ของจčลĉนทรĊยŤǰจากนัĚนสČบคšนลำดับกรดอะมĉēนของđอนĕซมŤĒตŠละชนĉดจากฐานขšอมĎลǰNational Center 

for Biotechnology Information (NCBI) ĒละนำĕปวĉđคราะหŤǰmultiple sequence alignmentǰ

ēดยĔชšēปรĒกรมǰClustal OmegaǰĒละǰpairwise sequence alignment ดšวยēปรĒกรมǰEmboss 

Needle đพČęอศċกษาความคลšายคลċงกันของลำดับกรดอะมĉēนของđอนĕซมŤทĊęđกĊęยวขšองกับการสังđคราะหŤ

อนčภาคนาēนđงĉนของจčลĉนทรĊยŤ 

3.1.2 การสังđคราะหŤอนčภาคนาēนđงĉน 

3.1.2.1 การđตรĊยมđชČĚอสำหรับการสังđคราะหŤอนčภาคนาēนđงĉน 

นำđช Č ĚอราǰAspergillus nigerǰMSCU 0361ǰทĊ ę ĕดšจากǰMSCU Microbial Culture 

Collection มาđลĊĚยงบนอาหารđลĊĚยงđชČĚอǰpotato dextrose agar (PDA) บŠมทĊęอčณหภĎมĉหšองđปŨนđวลาǰ

72 ชัęวēมงǰจากนัĚนสังđกตลักษณะēคēลนĊของǰA. nigerǰēดยđมČęอđจรĉญđตĘมทĊęจะมĊēคēลนĊสĊđขĊยวđขšมĒละมĊ

การสรšางสปอรŤสĊดำđกĉดขċĚน 

3.1.2.2ǰการđกĘบสปอรŤĒละนับจำนวนสปอรŤ 

đมČęอđชČĚอราđจรĉญđตĘมทĊęĒลšวจะđกĘบสปอรŤēดยđตĉมǰ0.2%ǰTween20ǰทĊęผŠานการฆŠาđชČĚอĒลšว

ปรĉมาตรǰ5 มĉลลĉลĉตรǰลงบนจานอาหารđลĊĚยงđชČĚอĒลšวĔชš spreader ทĊęผŠานการฆŠาđชČĚอĒลšวขĎดđบาǰėǰ

บรĉđวณēคēลนĊĔหšสปอรŤหลčดออกมาĒลšวดĎดสารละลายทĊęมĊสปอรŤกรองผŠานผšากĘอซทĊęผŠานการฆŠาđชČĚอĒลšว

đพČęอนำđสšนĔยราทĊęยังปนอยĎŠออกมาǰจากนัĚนนำสปอรŤĕปนับจำนวนดšวยǰhemocytometer ēดยดĎด

สารละลายทĊęมĊสปอรŤอยĎŠปรĉมาตรǰ10ǰĕมēครลĉตรǰจากนัĚนคŠอยǰėǰปลŠอยสารละลายĔหšĕหลผŠานĒผŠนปŗด

đพลทĒกšวǰ(cover slip) đขšาĕปยังชŠองวŠางทĊęมĊđสšนตารางǰ(counting chamber grid) อยĎŠจนđตĘมชŠอง

ĒละทำđชŠนđดĊยวกันกับอĊกดšานหนċęงǰระมัดระวังอยŠาĔหšđกĉดฟองอากาศđนČęองจากจะทำĔหšđกĉดความ

ผĉดพลาดĔนการนับĕดšǰวĉธĊการนับสปอรŤจะทำēดยĔชšการมองผŠานกลšองจčลทรรศนŤǰทĊęกำลังขยายǰ400ǰ

đทŠาǰจะสังđกตđหĘนชŠองตารางตรงกลางǰซċęงมĊทัĚงหมดǰ25ǰชŠองĔหญŠǰĒตŠจะนับđพĊยงǰ5ǰชŠองĔหญŠđทŠานัĚน  

ดังĒสดงรูปที ่ǰ3.1ǰĒละทำซĚำกับอĊกดšานดšวยวĉธĊđดĊยวกัน หากจำนวนสปอรŤมากđกĉนกวŠาจะนับĕดš 
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ĔหšนำมาđจČอจางดšวย sterile deionized water กŠอนǰนำจำนวนสปอรŤทĊ ęนับĕดšจากทั Ěงǰ2 ดšานมา

รวมกันĒละหาคŠาđฉลĊęยǰจากนัĚนคำนวณēดยĔชšสĎตรคำนวณดšานลŠาง 

 

รูปที่ǰ3.1 ตำĒหนŠงสำหรับนับจำนวนสปอรŤ 

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

สĎตรคำนวณ จำนวนสปอรŤđรĉęมตšนǰ(spores/mL) = df x 5 x 104 x n 

ēดย df = dilution factor 

n = จำนวนสปอรŤทĊęนับĕดš 

3.1.2.3ǰการđตรĊยมǰfungal filtrate 

ĔสŠสปอรŤทĊ ęนับĒลšวตามขั Ěนตอนǰ3.1.2.2ǰจำนวนǰ106ǰสปอรŤǰลงĔนอาหารǰpotato 

dextrose broth (PDB) ปรĉมาตรǰ100ǰมĉลลĉลĉตรǰบŠมทĊęอčณหภĎมĉǰ30ǰองศาđซลđซĊยสǰđขยŠาǰ200ǰรอบตŠอ

นาทĊǰđปŨนđวลาǰ96 ชัęวēมงǰจากนัĚนนำǰA. niger ทĊęĕดšมากรองดšวยกระดาษกรองǰWhatman No.1ǰđพČęอ

ĒยกอาหารđลĊĚยงđชČĚอออกจากǰfungal biomass ตŠอมาจċงลšางǰfungal biomass ของราดšวยǰsterile 

deionized water 3ǰครัĚงǰครัĚงละǰ50ǰมĉลลĉลĉตรǰđพČęอลšางสŠวนของอาหารđลĊĚยงđชČĚอทĊęอาจยังหลงđหลČออยĎŠ

กับǰfungal biomass ออกǰทĉĚงĕวšสักพักđพČęอĔหšนĚำถĎกกรองออกจนหมดจċงนำĕปชัęงนĚำหนักดšวยđครČęองชัęง

ตัĚงēตŢะขนาดđลĘกĔหšมĊนĚำหนักของǰfungal biomass đทŠากับǰ30ǰกรัมǰđตรĊยมสารละลายēพĒทสđซĊยม 

ĕนđตรทǰ(KNO3)ǰความđขšมขšนǰ5, 10, 15, 20ǰĒละǰ25ǰมĉลลĉēมลารŤǰปรĉมาตรǰ60 มĉลลĉลĉตรǰđตĉมลงĔน

ขวดǰflask ขนาดǰ250ǰมĉลลĉลĉตรǰตามลำดับǰĒละđตรĊยม sterile deionized water ปรĉมาตรǰ60ǰ

มĉลลĉลĉตรǰđตĉมลงĔนขวดǰ flask ขนาดǰ250ǰมĉลลĉลĉตรǰđพČ ęอĔชšđปŨนชčดควบคčมǰ จากนั Ěนนำǰ fungal 

biomass ทĊęชัęงĕวšĔสŠลงĔนขวดǰflask ทĊęđตรĊยมĕวš นำĕปบŠมทĊęอčณหภĎมĉǰ30ǰองศาđซลđซĊยสǰđขยŠาǰ200ǰรอบ
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ตŠอนาทĊǰđปŨนđวลาǰ96 ชัęวēมงǰđมČęอครบĒลšวจċงนำมากรองสŠวนǰ fungal biomass ออกดšวยกระดาษ

กรองǰWhatman No.1ǰđพČęอđกĘบสŠวนǰfungal filtrate ĕวšĔชšĔนขัĚนตอนการสังđคราะหŤอนčภาคนาēนđงĉน

ĒละการทดสอบđอนĕซมŤĕนđตรทรĊดักđทสตŠอĕป 

3.1.2.4ǰสังđคราะหŤอนčภาคนาēนđงĉน 

นำ fungal filtrate ทĊęĕดšจากขัĚนตอนǰ3.1.2.3ǰĒบŠงĔสŠหลอดฝาđกลĊยวหลอดละǰ4.5 

มĉลลĉลĉตรǰจากนัĚนđตĉมสารละลายซĉลđวอรŤĕนđตรทǰ(AgNO3) ปรĉมาตรǰ0.5 มĉลลĉลĉตรǰĔหšความđขšมขšน

สčดทšายđปŨนǰ1ǰมĉลลĉēมลารŤǰจากนัĚนหčšมหลอดฝาđกลĊยวดšวยอลĎมĉđนĊยมฟอยลŤǰĒละนำĕปบŠมทĊęอčณหภĎมĉǰ30ǰ

องศาđซลđซĊยสǰđขยŠาǰ200ǰรอบตŠอนาทĊǰđปŨนระยะđวลาǰ96 ชัęวēมงǰจากนัĚนนำĕปวัดคŠาการดĎดกลČนĒสง

ĔนชŠวงคลČęนǰ200ǰ-ǰ800 นาēนđมตรǰēดยĔชšđทคนĉคǰUV-visible spectrometry ēดยทำการทดลองซĚำǰ

3 ครัĚง 

3.1.3 การทดสอบđอนĕซมŤĕนđตรทรĊดักđทส 

3.1.3.1 กราฟมาตรฐาน 

đตรĊยมสารละลายēซđดĊยมĕนĕตรŤทǰ(NaNO2)ǰความđขšมขšนǰ0.1, 0.05, 0.025, 0.0125 

Ēละǰ0.00625 มĉลลĉēมลารŤǰĔสŠĔนหลอดฝาđกลĊยวหลอดละǰ5 มĉลลĉลĉตรǰจากนัĚนđตĉม sulfanilamide 

solution ปรĉมาตรǰ1.25ǰมĉลลĉลĉตรǰĒละǰN-(1-naphthyl) ethylenediamine dihydrochloride 

solution (NEED)ǰปรĉมาตรǰ1.25ǰมĉลลĉลĉตรǰตามลำดับǰจะสังđกตđหĘนการđปลĊęยนสĊของสารละลายđปŨน 

สĊชมพĎǰนำสารละลายทĊęĕดšĕปวัดคŠาการดĎดกลČนĒสงทĊęǰ540 นาēนđมตรǰĒละนำคŠาการดĎดกลČนĒสงทĊęĕดšมา

สรšางกราฟมาตรฐานความđขšมขšนของĕนĕตรŤทǰ(nitrite) 

3.1.3.2 การทดสอบđอนĕซมŤĕนđตรทรĊดักđทส 

นำǰfungal filtrate ทĊęĕดšจากขัĚนตอนǰ3.1.2.3ǰĒบŠงĔสŠหลอดฝาđกลĊยวหลอดละǰ2.5ǰ

มĉลลĉลĉตรǰēดยมĊชčดควบคčมđปŨนǰsterile deionized water ปรĉมาตรǰ2.5 มĉลลĉลĉตรǰจากนัĚนđตĉมǰassay 

medium ปรĉมาตรǰ2.5ǰมĉลลĉลĉตรǰลงĕปǰหŠอดšวยอลĎมĉđนĊยมฟอยลŤĒละนำĕปบŠมทĊęǰ30ǰองศาđซลđซĊยสǰ

đปŨนđวลาǰ2ǰชัęวēมงǰđมČęอครบĒลšวจċงนำมาđตĉมǰsulfanilamide solution ปรĉมาตรǰ1.25ǰมĉลลĉลĉตรǰĒละ

N-(1-naphthyl) ethylenediamine dihydrochloride solution (NEED)ǰปรĉมาตรǰ1.25ǰมĉลลĉลĉตรǰ

ตามลำดับǰจะสังđกตđหĘนการđปลĊęยนสĊของสารละลายđปŨนสĊชมพĎǰนำสารละลายทĊęĕดšĕปวัดคŠาการดĎดกลČน

ĒสงทĊęความยาวคลČęนǰ540 นาēนđมตรǰēดยทำการทดลองซĚำǰ3ǰครัĚง 
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3.1.4 การวัดคŠาการดĎดกลČนĒสงดšวยđทคนĉคǰUV-visible Spectrometry 

3.1.4.1 การวัดคŠาการดĎดกลČนĒสงđพČęอตรวจสอบอนčภาคนาēนđงĉน 

นำสารตัวอยŠางทĊęĕดšจากขšอǰ3.1.2.4 มาวัดคŠาการดĎดกลČนĒสงดšวยđทคนĉคǰUV-visible 

spectrometry ทĊęชŠวงความยาวคลČęนǰ200ǰ-ǰ800 นาēนđมตรǰēดยĔชšđครČęองǰNanoDrop2000 ซċęงđปŨน

วĉธĊพČĚนฐานđพČęอยČนยันการđกĉดอนčภาคนาēนđงĉนǰĔนขัĚนตอนการวัดคŠาจะĔชš sterile deionized water 

đปŨนǰblank จากนัĚนวัดคŠาการดĎดกลČนĒสงของสารตัวอยŠางทัĚงหมดǰ 

3.1.4.2ǰการวัดคŠาการดĎดกลČนĒสงđพČęอตรวจสอบđอนĕซมŤĕนđตรทรĊดักđทส 

นำสารตัวอยŠางทĊęĕดšจากขšอǰ3.1.3.2ǰมาวัดคŠาการดĎดกลČนĒสงดšวยđทคนĉคǰUV-visible 

spectrometry ทĊęความยาวคลČęนǰ540 นาēนđมตร ēดยĔชšđครČęองǰNanoDrop2000 ซċęงđปŨนวĉธĊทĊęĔชšĔน

การตรวจสอบปรĉมาณĕนĕตรŤทซċęงđปŨนผลผลĉตของđอนĕซมŤĕนđตรทรĊดักđทสǰĔนขัĚนตอนการวัดคŠาจะĔชš

ชčดควบคčมđปŨนǰsterile deionized waterǰทĊęđตĉมสารทดสอบซċęงđตรĊยมจากขšอǰ3.1.3.2  จากนัĚนวัดคŠา

การดĎดกลČนĒสงของสารตัวอยŠางทัĚงหมดǰ 
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บทที่ǰ4 

ผลการทดลอง 

4.1 ยีนและโปรตีนที่เกี่ยวข้อง 

จากการคšนควšางานวĉจัยทĊ ęđคยมĊรายงานมากŠอนพบวŠาđอนĕซมŤĕนđตรทรĊดักđทสđกĊ ęยวขšองกับการ

สังđคราะหŤอนčภาคนาēนđงĉนทัĚงĔนđชČĚอราĒละĒบคทĊđรĊยǰซċęงยĊนทĊęถอดรหัสĔหšđอนĕซมŤĕนđตรทรĊดักđทสĔนจčลĉนทรĊยŤ

ĒตŠละชนĉดนั ĚนจะĒตกตŠางกันĕปǰดังĒสดงĔนตารางที ่ǰ4.1ǰĒละđมČ ęอนำยĊนดังกลŠาวทĊ ęพบĔนǰA. niger,  

A. clavatus, F. oxysporum, P. aeruginosa ĒละǰB. clausii มาศċกษาความđหมČอนกันของลำดับกรด 

อะมĉēนēดยĔชšวĉธĊǰmultiple sequence alignment ดšวยēปรĒกรมǰClustal Omega พบวŠายĊนทัĚงหšามĊลำดับ

กรดอะมĉēนทĊęđหมČอนกันถċงǰ23 ตำĒหนŠงĒละพบลำดับกรดอะมĉēนทĊęมĊความคลšายกันอยŠางมากอĊกǰ77ǰตำĒหนŠงǰ

ดังĒสดงĔนรูปǰ4.1 ĒสดงĔหšđหĘนวŠายĊนทĊęถอดรหัสĔหšđอนĕซมŤĕนđตรทรĊดักđทสมĊตำĒหนŠงอนčรักษŤǰ (conserved 

sequence) ทĊęพบĕดšทัĚงĔนđชČĚอราĒละĒบคทĊđรĊยǰดังนัĚนđพČęอđปรĊยบđทĊยบปรĉมาณความđหมČอนกันของลำดับ

กรดอะมĉēนĔนยĊนĕนđตรทรĊดักđทสจากǰA. niger กับđชČĚอราตŠางชนĉดĒละĒบคทĊđรĊยǰจċงทำǰpairwise sequence 

alignment ดšวยēปรĒกรมǰEmboss Needle พบวŠาลำดับกรดอะมĉēนĔนยĊนĕนđตรทรĊดักđทสจากǰA. niger มĊ

ความđหมČอนกันกับยĊนĕนđตรทรĊดักđทสจาก F. oxysporum มากทĊęสčดǰตามดšวยǰA. clavatus, P. aeruginosa 

ĒละǰB. clausii ตามลำดับǰดังĒสดงĔนตารางท่ีǰ4.2 

 

ตารางที่ǰ4.1 ĒสดงยĊนทĊęมĊความđกĊęยวขšองกับการสังđคราะหŤอนčภาคนาēนđงĉนของĒบคทĊđรĊยĒละđชČĚอราสายพันธčŤ

ตŠางǰė 

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 4.1ǰการวĉđคราะหŤลำดับกรดอะมĉēนของđอนĕซมŤĕนđตรทรĊดักđทสของĒบคทĊđรĊยĒละđชČ Ěอรา ēดยวĉธĊǰ

multiple sequence alignment ดšวยēปรĒกรมǰClustal OmegaǰēดยกรอบสĊĒดงĒสดงถċงลำดับกรดอะมĉēน

ทĊęđหมČอนกันĒละกรอบสĊนĚำตาลĒสดงถċงลำดับกรดอะมĉēนทĊęมĊความคลšายคลċงกันอยŠางมาก 

 

ตารางที่ 4.2 đปรĊยบđทĊยบปรĉมาณความđหมČอนกันของลำดับกรดอะมĉēนĔนยĊนĕนđตรทรĊดักđทสจากǰA. niger 

กับđชČĚอราตŠางชนĉดĒละĒบคทĊđรĊยēดยวĉธĊǰpairwise sequence alignment ดšวยēปรĒกรมǰEmboss 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% 



17 
 

 

4.2 จุลินทรียŤท่ีใช้ในการทดลอง 

จากการđลĊ ĚยงđชČ ĚอǰA. niger MSCU 0361 ทĊ ęĕดšจากǰMicrobial Culture Collection จčฬาลงกรณŤ

มหาวĉทยาลัยǰĔนอาหารđลĊĚยงđชČĚอĒขĘงǰPDA บŠมทĊęอčณหภĎมĉหšองǰđปŨนđวลาǰ72 ชัęวēมงǰพบวŠาēคēลนĊบนอาหารđลĊĚยง

đชČĚอǰPDA ของǰA. niger MSCU 0361 ĔนระยะĒรกมĊสĊđขĊยวǰĒตŠđมČęอđจรĉญđตĘมทĊęสĊของēคēลนĊđปลĊęยนđปŨนสĊđขĊยว

đขšมĒละมĊบรĉđวณทĊęมĊสĊดำซċęงđปŨนบรĉđวณทĊęมĊการสรšางสปอรŤđกĉดขċĚนǰดังĒสดงĔนรูปที ่4.2 

 

 

 

รูปที่ǰ4.2 ลักษณะēคēลนĊของǰA. niger MSCUǰ0361ǰบนอาหารđลĊĚยงđชČĚอǰPDA đมČęอđพาะđลĊĚยงđปŨนđวลาǰ72 

ชัęวēมง 

 

4.3 ลักษณะของǰfungal filtrate 

จากการทดลองđมČęอđลĊĚยงǰA. niger MSCU 0361ǰĔนสารละลายēพĒทสđซĊยมĕนđตรทความđขšมขšน 

ตŠางǰėǰĒลšวบŠมทĊęอčณหภĎมĉǰ30ǰองศาđซลđซĊยสǰđขยŠาǰ200ǰรอบตŠอนาทĊǰđปŨนđวลาǰ96 ชัęวēมงǰพบวŠา fungal 

filtrate ของǰA. niger มĊสĊนĚำตาลđขšมǰดังĒสดงĔนรูปที ่4.3ǰ 
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รูปที่ǰ4.3 ลักษณะ fungal filtrate ของǰA. niger MSCU 0361ǰทĊęđลĊ ĚยงĔนสารละลายēพĒทสđซĊยมĕนđตรท

ความđขšมขšนตŠางǰė đปŨนđวลาǰ96ǰชัęวēมง ทĊęอčณหภĎมĉ 30 องศาđซลđซĊยสǰ (A) ชčดควบคčมǰ(B) 5 มĉลลĉēมลารŤ  

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

 

4.4 ผลของการชักนำการหลั่งเอนไซมŤ 

 การชักนำการหลัęงđอนĕซมŤĕนđตรทรĊดักđทสทĊęđกĉดขċĚนสามารถวĉđคราะหŤĕดšจากคŠาการดĎดกลČนĒสงทĊęความ

ยาวคลČęนǰ540ǰนาēนđมตรǰดังĒสดงĔนรูปที่ 4.4ǰĒละđมČęอนำคŠาการดĎดกลČนĒสงĕปวĉđคราะหŤพบวŠาǰA. niger 

MSCU 0361ǰทĊęđลĊĚยงĔนสารละลายēพĒทสđซĊยมĕนđตรทความđขšมขšนǰ5ǰมĉลลĉēมลารŤǰชักนำการหลัęงđอนĕซมŤ 

ĕนđตรทรĊดักđทสĕดšǰ2.44±2.49ǰđทŠาǰทĊęǰ10ǰมĉลลĉēมลารŤǰสามารถชักนำĕดšǰ2.81±1.51ǰđทŠาǰทĊęǰ15ǰมĉลลĉēมลารŤǰ

สามารถชักนำĕดšǰ4.81±2.34 đทŠาǰทĊęǰ20ǰมĉลลĉēมลารŤǰสามารถชักนำĕดšǰ7.87±2.83ǰđทŠาǰĒละทĊęēพĒทสđซĊยม 

ĕนđตรทความđขšมขšนǰ25 มĉลลĉēมลารŤǰสามารถชักนำการหลัęงđอนĕซมŤĕนđตรทรĊดักđทสĕดšสĎงทĊęสčดǰēดยชักนำĕดš

สามารถชักนำĔหšมĊการหลัęงđอนĕซมŤĕนđตรทรĊดักđทสĕดšมากถċงǰ11.22±6.50ǰđทŠา đมČęอđทĊยบกับชčดควบคčมทĊęĕมŠ

đตĉมสารละลายēพĒทสđซĊยมĕนđตรทǰดังĒสดงĔนรูปที่ǰ4.5 

 

(B) (C) (D) (E) (F) (A) 
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รูปที ่4.4ǰกราฟĒสดงคŠาการดĎดกลČนĒสงของǰfungal filtrate ของ A. niger đมČęอđลĊĚยงĔนǰKNO3 ทĊęความđขšมขšน

ตŠางǰė จากการทดสอบการทำงานของđอนĕซมŤĕนđตรทรĊดักđทส 

 

รูปที่ǰ4.5 กราฟĒสดงปรĉมาณการชักนำการหลัęงđอนĕซมŤĕนđตรทรĊดักđทสของǰA. niger đมČęอđลĊĚยงĔนǰKNO3 ทĊę

ความđขšมขšนตŠางǰėǰđทĊยบกับชčดควบคčม 
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4.5 ผลค่าการดูดกลืนแสงของอนุภาคนาโนเงิน 

การสังđคราะหŤอนčภาคนาēนđงĉนทĊęđกĉดขċĚนสามารถวĉđคราะหŤ ĕดšจากคŠาการดĎดกลČนĒสงทĊęชŠวงความยาว

คลČęนǰ200ǰ-ǰ800ǰนาēนđมตรǰēดยมĊคŠาการดĎดกลČนĒสงสĎงสčดทĊęǰ400 นาēนđมตรǰดังĒสดงĔนรูปที่ 4.6ǰĒละจาก

การวĉđคราะหŤพบวŠาǰA. niger MSCU 0361ǰทĊęđลĊĚยงĔนēพĒทสđซĊยมĕนđตรทความđขšมขšนǰ5ǰมĉลลĉēมลารŤǰสามารถ

สังđคราะหŤอนčภาคนาēนđงĉนĕดšǰ0.98±0.43ǰđทŠาǰทĊęǰ10ǰมĉลลĉēมลารŤǰสังđคราะหŤĕดšǰ1.73±0.83ǰđทŠาǰทĊęǰ15ǰมĉลลĉ 

ēมลารŤǰสังđคราะหŤĕดšǰ2.80±1.61ǰđทŠาǰทĊęǰ20ǰมĉลลĉēมลารŤǰสังđคราะหŤĕดšǰ2.92±1.89ǰđทŠาǰĒละทĊęǰ25 มĉลลĉēมลารŤǰ

สังđคราะหŤĕดš 2.89±1.68ǰđทŠา đมČęอđทĊยบกับชčดควบคčมทĊęĕมŠđตĉมēพĒทสđซĊยมĕนđตรทǰซċęงความđขšมขšนของ

ēพĒทสđซĊยมĕนđตรททĊęสามารถสังđคราะหŤอนčภาคนาēนđงĉนĕดšมากทĊęสčดคČอǰ20 มĉลลĉēมลารŤǰดังĒสดงĔนรูปที ่4.7 

 

 

รูปที่ 4.6ǰกราฟĒสดงคŠาการดĎดกลČนĒสงของอนčภาคนาēนđงĉนทĊęสังđคราะหŤจากǰA. niger đมČęอđลĊĚยงĔนǰKNO3 ทĊę

ความđขšมขšนตŠางǰė 
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รูปที่ 4.7ǰกราฟĒสดงปรĉมาณการสังđคราะหŤอนčภาคนาēนđงĉนของǰA. niger đมČęอđลĊĚยงĔนǰKNO3 ทĊęความđขšมขšน

ตŠางǰėǰđทĊยบกับชčดควบคčม 
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บทที่ǰ5 

สรุปและวิเคราะหŤผลการทดลอง 

 

ĔนงานวĉจัยนĊĚĕดšศċกษายĊนทĊęมĊความđกĊęยวขšองกับการสังđคราะหŤอนčภาคนาēนđงĉนของจčลĉนทรĊยŤǰซċęงยĊนทĊę

ถอดรหัสĔหšđอนĕซมŤĕนđตรทรĊดักđทสĔนจčลĉนทรĊยŤĒตŠละชนĉดนัĚนจะĒตกตŠางกันĕปǰจċงนำมาศċกษาđปรĊยบđทĊยบ

ความđหมČอนกันของลำดับกรดอะมĉēนของđอนĕซมŤĕนđตรทรĊดักđทสĔนđชČĚอราǰĕดšĒกŠǰA. niger, A. clavatus Ēละǰ

F. oxysporum ĒละĒบคทĊđรĊยǰ ĕดšĒกŠǰP. aeruginosa Ēละ B. clausii ēดยการทำǰmultiple sequence 

alignment ดšวยēปรĒกรมǰClustal Omega พบวŠายĊนจากจčลĉนทรĊยŤทัĚงหšามĊลำดับกรดอะมĉēนทĊęđหมČอนกันถċงǰ

23ǰตำĒหนŠงĒละพบลำดับกรดอะมĉēนทĊęมĊความคลšายกันอยŠางมากอĊกǰ77ǰตำĒหนŠงǰĒสดงĔหšđหĘนวŠายĊนทĊę

ถอดรหัสĔหšđอนĕซมŤĕนđตรทรĊดักđทสมĊตำĒหนŠงอนčรักษŤǰ(conserved sequence) ทĊęพบĕดšทัĚงĔนđชČĚอราĒละ

ĒบคทĊđรĊยǰดังนัĚนđพČęอđปรĊยบđทĊยบปรĉมาณความđหมČอนกันของลำดับกรดอะมĉēนĔนยĊนĕนđตรทรĊดักđทสจากǰ  

A. niger กับđชČĚอราตŠางชนĉดĒละĒบคทĊđรĊยจċงทำǰpairwise sequence alignment ดšวยēปรĒกรมǰEmboss 

Needle พบวŠาลำดับกรดอะมĉēนĔนยĊนĕนđตรทรĊดักđทสจากǰA. niger มĊความđหมČอนกันกับยĊนĕนđตรทรĊดักđทส

จากǰF. oxysporum มากทĊęสčดǰตามดšวยǰA. clavatus, P. aeruginosa ĒละǰB. clausii ตามลำดับǰĒสดงĔหš

đหĘนวŠายĊนทĊ ęถอดรหัสĔหšđอนĕซมŤĕนđตรทรĊดักđทสĔนđชČ ĚอราตŠางชนĉดกันมĊตำĒหนŠงอนčรักษŤǰ( conserved 

sequence) ทĊęđหมČอนกันมากกวŠาĔนĒบคทĊđรĊย 

การชักนำการหลัęงđอนĕซมŤĕนđตรทรĊดักđทสēดยĔชšสารละลายēพĒทสđซĊยมĕนđตรทǰ(KNO3) Ēละศċกษา

ผลของการชักนำการหลัęงđอนĕซมŤทĊęđกĉดขċĚนตŠอการสังđคราะหŤอนčภาคนาēนđงĉนของđชČĚอราǰ A. niger ēดยĔนการ

สังđคราะหŤจะđลĊĚยงǰA. niger ĔนสารละลายēพĒทสđซĊยมĕนđตรทǰ(KNO3) ซċęงđปŨนĒหลŠงĕนēตรđจนđพČęอชักนำĔหš

đชČĚอรามĊการหลัęงđอนĕซมŤĕนđตรทรĊดักđทสĔนปรĉมาณทĊęสĎงขċĚนđพČęอนำĒหลŠงĕนēตรđจนđหลŠานĊĚĕปĔชšǰđชČĚอราจะผลĉต

đอนĕซมŤĒละสารđมทาบอĕลตŤออกมานอกđซลลŤǰ(Zomorodian et al., 2016) การตรวจสอบผลของการชักนำ

การหลัęงđอนĕซมŤนĊĚจċงทำĕดšēดยนำǰfungal filtrate มาทดสอบดšวยวĉธĊǰenzyme assay ซċęงđปŨนการตรวจสอบ 

ĕนĕตรŤทǰ(nitrite) ทĊęđกĉดขċĚนจากการทĊęđอนĕซมŤĕนđตรทรĊดักđทสจะđปลĊęยนĕนđตรทǰ(nitrate) ĔหšđปŨนĕนĕตรŤทǰĒละ

นำĕปวัดคŠาการดĎดกลČนĒสงของสารđชĉงซšอนสĊชมพĎทĊęđกĉดจากการđตĉมสารทดสอบĕปทำปฏĉกĉรĉยากับĕนĕตรŤททĊę

ความยาวคลČęนǰ540ǰนาēนđมตรǰซċęงđปŨนความยาวคลČęนđฉพาะของสารประกอบđชĉงซšอนทĊęđกĉดขċĚนǰ(Harley et al., 

1993) đมČęอđปรĊยบđทĊยบปรĉมาณการชักนำการหลัęงđอนĕซมŤจากการĔชšสารละลายēพĒทสđซĊยมĕนđตรทǰ(KNO3) 

ความđขšมตŠางǰėǰพบวŠาสารละลายēพĒทสđซĊยมĕนđตรทǰ(KNO3) ความđขšมขšนǰ25ǰมĉลลĉēมลารŤǰสามารถชักนำ

การหลัęงđอนĕซมŤĕนđตรทรĊดักđทสĕดšมากทĊęสčดǰซċęงđกĉดจากการทĊęมĊĒหลŠงĕนēตรđจนมากขċĚนǰđชČĚอราจċงมĊการหลัęง

đอนĕซมŤĕนđตรทรĊดักđทสĔนปรĉมาณทĊęสĎงขċĚนđพČęอนำĒหลŠงĕนēตรđจนđหลŠานĊĚĕปĔชšǰĒละการชักนำēดยĔชšสารละลาย
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ēพĒทสđซĊยมĕนđตรทǰ(KNO3) ความđขšมขšนทĊęลดลงมาตามลำดับǰปรĉมาณการชักนำการหลัęงđอนĕซมŤกĘลดลงมา

ตามลำดับđชŠนกันǰ 

การศċกษาผลของการชักนำการหลัęงđอนĕซมŤทĊęđกĉดขċĚนตŠอการสังđคราะหŤอนčภาคนาēนđงĉนของđชČĚอราǰ  

A. niger สามารถทำĕดšēดยนำǰ fungal filtrate ซċęงมĊđอนĕซมŤĕนđตรทรĊดักđทสทĊęถĎกชักนำēดยĔชšสารละลาย

ēพĒทสđซĊยมĕนđตรทǰ(KNO3) มาđตĉมสารละลายซĉลđวอรŤĕนđตรทǰ(AgNO3) đพČęอđปŨนสารตัĚงตšนĔนการสังđคราะหŤ

อนčภาคนาēนđงĉนǰđอนĕซมŤĕนđตรทรĊดักđทสจะđรŠงปฏĉกĉรĉยารĊดักชันของสารละลายซĉลđวอรŤĕนđตรทǰ(AgNO3) ēดย

รĊดĉวซŤĕอออนđงĉนǰ(Ag+) ĔหšđปŨนอนčภาคนาēนđงĉนǰ(Ag0) (Silva et al., 2016) สามารถตรวจสอบการสังđคราะหŤ

อนčภาคนาēนđงĉนĕดšēดยนำĕปวัดคŠาการดĎดกลČนĒสงĔนชŠวงความยาวคลČęนǰ 200 – 800ǰนาēนđมตรǰēดยจะพบǰ

specific peak ของอนčภาคนาēนđงĉนขċĚนมาทĊęชŠวงความยาวคลČęนǰ400 – 450ǰนาēนđมตรǰซċęงจากการศċกษาพบวŠา

มĊคŠาการดĎดกลČนĒสงสĎงสčดทĊęǰ400ǰนาēนđมตรǰĒละđมČęอđปรĊยบđทĊยบปรĉมาณการสังđคราะหŤอนčภาคนาēนđงĉน

พบวŠาการĔชšสารละลายēพĒทสđซĊยมĕนđตรทǰ(KNO3) ความđขšมขšนǰ20ǰมĉลลĉēมลารŤสามารถสังđคราะหŤอนčภาค

นาēนđงĉนĕดšมากทĊęสčดǰการทĊęความđขšมขšนของสารละลายēพĒทสđซĊยมĕนđตรทǰ(KNO3) ทĊęทำĔหšđกĉดการชักนำการ

หลัęงđอนĕซมŤมากทĊęสčดĒละสังđคราะหŤอนčภาคนาēนđงĉนĕดšมากทĊęสčดตŠางกันนัĚนอาจđกĉดจากการทĊęสารละลาย

ēพĒทสđซĊยมĕนđตรทǰ(KNO3) ทĊęĔชšđปŨนĒหลŠงĕนēตรđจนĔนการชักนำนัĚนđมČęอĔชšĔนความđขšมขšนทĊęสĎงทำĔหšđอนĕซมŤ

ĕนđตรทรĊดักđทสทĊęจะĕปทำปฏĉกĉรĉยากับสารละลายซĉลđวอรŤĕนđตรทǰ(AgNO3) đพČęอđปลĊęยนĕอออนđงĉนǰ(Ag+) Ĕหš

กลายđปŨนอนčภาคนาēนđงĉนǰ(Ag0) นัĚนถĎกĒบŠงมาทำปฏĉกĉรĉยากับสารละลายēพĒทสđซĊยมĕนđตรทǰ(KNO3) Ēทนǰ

สŠงผลĔหšปรĉมาณการสังđคราะหŤอนčภาคนาēนđงĉนลดลง 

จากงานวĉจัยนĊĚĕดšĒสดงĔหšđหĘนวŠายĊนทĊęถอดรหัสĔหšđอนĕซมŤĕนđตรทรĊดักđทสĔนđชČĚอราตŠางชนĉดกันมĊ

ตำĒหนŠงอนčรักษŤǰ (conserved sequence) ทĊęคลšายคลċงกันมากกวŠาĔนĒบคทĊđรĊยǰนอกจากนĊĚสารละลาย

ēพĒทสđซĊยมĕนđตรทǰ(KNO3) สามารถทำĔหšđกĉดการชักนำการหลัęงđอนĕซมŤĕนđตรทรĊดักđทสĕดšĒละยังสŠงผลĔหš

ประสĉทธĉภาพĔนการสังđคราะหŤอนčภาคนาēนđงĉนจากđชČĚอราǰA. niger สĎงขċĚนอĊกดšวยǰซċęงหากนำงานวĉจัยนĊĚĕป

ประยčกตŤĔชšĔนđชČĚอราชนĉดอČęนทĊęมĊยĊนĕนđตรทรĊดักđทสทĊęคลšายคลċงกันǰคาดวŠาจะสามารถđพĉęมประสĉทธĉภาพĔนการ

สังđคราะหŤอนčภาคนาēนđงĉนĕดšđชŠนกันǰ 

อยŠางĕรกĘตามผลการทดลองทĊęĒสดงĔนงานวĉจัยนĊĚยังĕมŠสามารถบอกĕดšวŠาการđพĉęมประสĉทธĉภาพĔนการ

สังđคราะหŤอนčภาคนาēนđงĉนēดยĔชšสารละลายēพĒทสđซĊยมĕนđตรทǰ(KNO3)ǰทĊęความđขšมขšนตŠางǰėǰนัĚนมĊความ

ĒตกตŠางกันอยŠางมĊนัยสำคัญǰจċงควรนำผลการทดลองทĊęĕดšĕปวĉđคราะหŤทางสถĉตĉđพĉęมđตĉมđพČęอยČนยันวŠาสารละลาย

ēพĒทสđซĊยมĕนđตรทǰ(KNO3) สามารถทำĔหšđกĉดการชักนำการหลัęงđอนĕซมŤĕนđตรทรĊดักđทสĕดšĒละสŠงผลĔหš

ประสĉทธĉภาพĔนการสังđคราะหŤอนčภาคนาēนđงĉนจากđชČĚอราǰA. niger มากขċĚนอยŠางมĊนัยสำคัญǰนอกจากนĊĚđพČęอ

ยČนยันวŠาสารละลายēพĒทสđซĊยมĕนđตรทǰ(KNO3) สามารถชักนำการหลัęงđอนĕซมŤĕนđตรทรĊดักđทสĕดšจรĉงǰอาจทำ
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การทดลองอČęนǰėǰđพĉęมđตĉมǰđชŠนǰการทำǰPCR đพČęอตรวจสอบปรĉมาณǰmRNA ทĊęđพĉęมขċĚนǰĒละการทำǰwestern 

blot đพČęอตรวจสอบการđพĉęมขċĚนของđอนĕซมŤĕนđตรทรĊดักđทสǰĒละđนČęองจากขนาดǰรĎปรŠางǰĒละคčณสมบัตĉของ

อนčภาคนาēนđงĉนทĊęสังđคราะหŤĕดšขċĚนอยĎŠกับชนĉดĒละสายพันธčŤของจčลĉนทรĊยŤǰรวมĕปถċงสภาวะทĊęĔชšĔนการสังđคราะหŤǰ

(Siddiqi et al., 2018)ǰจċงควรศċกษาđพĉęมđตĉมถċงขนาดǰĒละรĎปรŠางของอนčภาคนาēนđงĉนทĊęสังđคราะหŤĕดšđพČęอ

ตรวจสอบคčณสมบัตĉของอนčภาคนาēนđงĉนจะนำĕปĔชšประēยชนŤĔนดšานตŠางǰėǰตŠอĕปǰ 

อยŠางĕรกĘตามĔนปŦจจčบันยังĕมŠทราบกลĕกĒละđอนĕซมŤทĊęđกĊęยวขšองกับการสังđคราะหŤอนčภาคนาēนđงĉนนัĚน

อยŠางชัดđจนǰดังนัĚนจċงมĊปŦจจัยตŠางǰėǰทĊęควรĕดšรับการศċกษาđพĉęมđตĉมđพČęอพัฒนาประสĉทธĉภาพĔนการผลĉตอนčภาค

นาēนดšวยวĉธĊการทางชĊวภาพตŠอĕป  
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ภาคผนวกǰก 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

1. อาหารเลี้ยงราเหลวǰPotato dextrose broth (PDB) 

ผงอาหารสำđรĘจรĎปǰPotato dextrose   24.0ǰ  กรัม 

คŠาความđปŨนกรด-ดŠางǰ(25ºC ) 5.1 ± 0.2 

ละลายĔนนĚำกลัęนปรĉมาตรǰ1000ǰมĉลลĉลĉตรǰผสมĔหšđขšากันǰĒลšวนำĕปอบฆŠาđชČĚอดšวยดšวยอčณหภĎมĉǰ121ǰองศา

đซลđซĊยสǰทĊęความดันĕอǰ15ǰปอนดŤตŠอตารางนĉĚวǰđปŨนđวลาǰ15ǰนาทĊ 

2. อาหารเลี้ยงราแข็งǰPotato dextrose agar (PDA) 

ผงอาหารสำđรĘจรĎปǰPotato dextrose   24.0ǰ  กรัม 

ผงวčšนǰ      15.0  กรัม 

คŠาความđปŨนกรด-ดŠางǰ(25ºC ) 5.1 ± 0.2 

ละลายลงĔนนĚำกลัęนปรĉมาตรǰ1000ǰมĉลลĉลĉตรǰผสมĔหšđขšากันǰĒลšวนำĕปอบฆŠาđชČĚอดšวยอčณหภĎมĉǰ121ǰองศา

đซลđซĊยสǰทĊęความดันĕอǰ15ǰปอนดŤตŠอตารางนĉĚวǰđปŨนđวลาǰ15ǰนาทĊ 
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ภาคผนวกǰข 

วิธีการเตรียมสารเคมี 

1. Silver nitrate solution ปริมาตรǰ500ǰมิลลิลิตร 

Silver nitrate    0.85ǰ  กรัม 

ละลายĔนนĚำกลัęนปรĉมาตรǰ500ǰมĉลลĉลĉตรǰผสมĔหšđขšากันǰĔชšอลĎมĉđนĊยมฟอยลŤหčšมรอบขวดǰđกĘบรักษาĔนตĎšđยĘน

อčณหภĎมĉǰ4ǰองศาđซลđซĊยส 

2. 0.8 M phosphate bufferǰpH 7.5 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

disodium hydrogen phosphate 9.544   กรัม 

monosodium phosphate  1.764   กรัม 

ละลายĔนนĚำกลัęนปรĉมาตรǰ100ǰมĉลลĉลĉตรǰผสมĔหšđขšากัน đมČęอตšองการĔชšǰ0.1 M phosphate buffer ĔหšđจČอ

จางǰ0.8 M phosphate buffer กับนĚำĔนอัตราสŠวนǰ1:8 

3. Assay medium ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

  Potassium nitrate   0.3033   กรัม 

  Propanolǰ    5   มĉลลĉลĉตร 

đตĉม 0.1 mM phosphate bufferǰĔหšĕดšปรĉมาตรสčดทšายđปŨนǰ100 มĉลลĉลĉตรǰผสมĔหšđขšากันǰĔชšอลĎมĉđนĊยม

ฟอยลŤหčšมรอบขวดđกĘบรักษาทĊęอčณหภĎมĉหšอง 

4. 58 mM Sulfanilamide solution ปริมาตรǰ100 มิลลิลิตร 

  Sulfanilamide     0.9988   กรัม 

ละลายĔนǰ3M HCLǰ100 มĉลลĉลĉตรǰผสมĔหšđขšากัน ĔชšอลĎมĉđนĊยมฟอยลŤหčšมรอบขวดđกĘบรักษาทĊęอčณหภĎมĉหšอง 

5. 25 mM Potassium nitrate solution ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 

  Potassium nitrateǰ   2.5275   กรัม 

ละลายĔนนĚำกลัęนปรĉมาตรǰ1000ǰมĉลลĉลĉตรǰผสมĔหšđขšากัน đกĘบรักษาทĊęอčณหภĎมĉหšอง 

6. 1 mM Sodium nitrite solution ปริมาตรǰ100 มิลลิลิตร 
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  Sodium nitriteǰ    0.069   กรัม 

ละลายĔนนĚำกลัęนปรĉมาตรǰ100ǰมĉลลĉลĉตรǰผสมĔหšđขšากัน đกĘบรักษาทĊęอčณหภĎมĉหšอง 

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

ปริมาตรǰ100 มิลลิลิตร 

NEED     0.0199   กรัม 

ละลายĔนนĚำกลั ęนปรĉมาตรǰ100ǰมĉลลĉลĉตรǰผสมĔหšđขšากัน ĔชšอลĎมĉđนĊยมฟอยลŤหč šมรอบขวดđกĘบรักษาทĊę

อčณหภĎมĉหšอง 
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ภาคผนวกǰค 

อุปกรณŤที่ใช้ในการวัดค่าการดูดกลืนแสง 

ลักษณะĒละองคŤประกอบของđครČęองนาēนดรอปǰ(NanoDrop2000) ของบรĉษัทǰThermo Scientific 

ประđทศสหรัฐอđมรĉกาǰđครČęองนาēนดรอปทĊęĔชšĔนการวัดคŠาการดĎดกลČนĒสงนĊĚวัดทĊęอčณหภĎมĉǰ25±2 องศาđซลđซĊยสǰ

ตลอดการทดลอง 

 

 

ขั้นตอนการวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องนาโนดรอปǰ(NanoDrop2000) มีดังนี้ 

1. đปŗดēปรĒกรมǰNanoDrop 2000ǰĔนคอมพĉวđตอรŤทĊęđชČęอมตŠอĕวš 

2. đลČอกวĉธĊการวัดđปŨนǰUV-visible 

3. ตัĚงคŠาตัวĒปรตŠางǰėǰทĊęตšองการจะวัดǰđชŠนǰความยาวคลČęน 

4. ทำความสะอาดĒทŠนวัดǰ(ǰPedestal ) ดšวยนĚำกลัęนกŠอนการĔชšงานทčกครัĚง 

5. หยดสารละลายǰBlank ทĊęĒทŠนวัดǰĒละคลĉกทĊęปčśมǰBlank đพČęอตัĚงคŠาǰBlank 

6. đชĘดสารละลายǰBlank ออกดšวยกระดาษđชĘดทำความสะอาดǰKimtechǰĒละหยดตัวอยŠางǰ(Sample) 

ลงบนĒทŠนวัดǰจากนัĚนคลĉกǰMeasure đพČęอวัดคŠาการดĎดกลČนĒสง 

7. อŠานผลการวัดคŠาการดĎดกลČนĒสงจากēปรĒกรมบนหนšาจอคอมพĉวđตอรŤ 

คำแนะนำ 

1. ควรǰRe blank ทčกǰ30ǰนาทĊ 

2. ทำความสะอาดĒทŠนวัดดšวยนĚำกลัęนทčกครัĚงđมČęอđปลĊęยนตัวอยŠาง 

3. หšามนำของĒขĘงĕปขĎดĒทŠนวัด 
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ภาคผนวกǰง 

ข้อมูลจากการทดลอง 

 

ตารางท่ีǰ6.1ǰĒสดงปรĉมาณการชักนำการหลัęงđอนĕซมŤĕนđตรทรĊดักđทสของǰA. niger đมČęอđลĊĚยงĔนǰKNO3ǰทĊęความ

đขšมขšนตŠางǰėǰđทĊยบกับชčดควบคčมจากการทดลองครัĚงทĊęǰ1 

 ค่าการดูดกลืนแสง ความเข้มข้นของไนไตรŤท 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 

 

ตารางท่ีǰ6.2ǰĒสดงปรĉมาณการชักนำการหลัęงđอนĕซมŤĕนđตรทรĊดักđทสของǰA. niger đมČęอđลĊĚยงĔนǰKNO3ǰทĊęความ

đขšมขšนตŠางǰėǰđทĊยบกับชčดควบคčมจากการทดลองครัĚงทĊęǰ2 

 ค่าการดูดกลืนแสง ความเข้มข้นของไนไตรŤท 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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ตารางท่ีǰ6.3ǰĒสดงปรĉมาณการชักนำการหลัęงđอนĕซมŤĕนđตรทรĊดักđทสของǰA. niger đมČęอđลĊĚยงĔนǰKNO3ǰทĊęความ

đขšมขšนตŠางǰėǰđทĊยบกับชčดควบคčมจากการทดลองครัĚงทĊęǰ3 

 ค่าการดูดกลืนแสง ความเข้มข้นของไนไตรŤท 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 ĒสดงปรĉมาณการสังđคราะหŤอนčภาคนาēนđงĉนของǰA. niger đมČęอđลĊĚยงĔนǰKNO3 ทĊęความđขšมขšนตŠางǰ

ėǰđทĊยบกับชčดควบคčมจากการทดลองครัĚงทĊę 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 ĒสดงปรĉมาณการสังđคราะหŤอนčภาคนาēนđงĉนของǰA. niger đมČęอđลĊĚยงĔนǰKNO3 ทĊęความđขšมขšนตŠางǰ

ėǰđทĊยบกับชčดควบคčมจากการทดลองครัĚงทĊę 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 ĒสดงปรĉมาณการสังđคราะหŤอนčภาคนาēนđงĉนของǰA. niger đมČęอđลĊĚยงĔนǰKNO3 ทĊęความđขšมขšนตŠางǰ

ėǰđทĊยบกับชčดควบคčมจากการทดลองครัĚงทĊę 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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รูปที่ǰ6.1ǰกราฟĒสดงคŠาการดĎดกลČนĒสงของǰfungal filtrate ของǰA. niger đมČęอđลĊĚยงĔนǰKNO3ǰทĊęความđขšมขšน

ตŠางǰėǰจากการทดสอบการทำงานของđอนĕซมŤĕนđตรทรĊดักđทสจากการทดลองครัĚงทĊęǰ1 

 

 

รูปที่ǰ6.2ǰกราฟĒสดงคŠาการดĎดกลČนĒสงของǰfungal filtrate ของǰA. niger đมČęอđลĊĚยงĔนǰKNO3ǰทĊęความđขšมขšน

ตŠางǰėǰจากการทดสอบการทำงานของđอนĕซมŤĕนđตรทรĊดักđทสจากการทดลองครัĚงทĊę 2 
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รูปที่ǰ6.3ǰกราฟĒสดงคŠาการดĎดกลČนĒสงของǰfungal filtrate ของǰA. niger đมČęอđลĊĚยงĔนǰKNO3ǰทĊęความđขšมขšน

ตŠางǰėǰจากการทดสอบการทำงานของđอนĕซมŤĕนđตรทรĊดักđทสจากการทดลองครัĚงทĊę 3 

 

 

รูปที่ǰ6.4 กราฟĒสดงคŠาการดĎดกลČนĒสงของอนčภาคนาēนđงĉนทĊęสังđคราะหŤจากǰA. niger đมČęอđลĊĚยงĔนǰKNO3 ทĊę

ความđขšมขšนตŠางǰė จากการทดลองครัĚงทĊę 1 
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รูปที่ǰ6.5 กราฟĒสดงคŠาการดĎดกลČนĒสงของอนčภาคนาēนđงĉนทĊęสังđคราะหŤจากǰA. niger đมČęอđลĊĚยงĔนǰKNO3 ทĊę

ความđขšมขšนตŠางǰė จากการทดลองครัĚงทĊę 2 

 

 

รูปที่ǰ6.6 กราฟĒสดงคŠาการดĎดกลČนĒสงของอนčภาคนาēนđงĉนทĊęสังđคราะหŤจากǰA. niger đมČęอđลĊĚยงĔนǰKNO3 ทĊę

ความđขšมขšนตŠางǰė จากการทดลองครัĚงทĊę 3 
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