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บทคัดย่อ 

 การสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโน (gold nanoparticles: AuNPs) ด้วยจุลินทรีย์หรือสารสกัดของ

จุลินทรีย์ ได้แก่ แบคทีเรีย เห็ด ยีสต์และรา ได้รับความนิยมเป็นอย่างมาก โดยเฉพาะการสังเคราะห์อนุภาค

ทองค านาโนจากเชื้อรา เนื่องจากเชื้อราสามารถทนความเข้มข้นของโลหะได้มากกว่าเมื่อเทียบกับแบคทีเรีย 

สามารถหลั่งเอนไซม์ออกนอกเซลล์และผลิตโปรตีนได้ในปริมาณมาก ซึ่งสารชีวโมเลกุลเหล่านี้มีความสามารถ

รีดิวซ์ไอออนอนุภาคทองประจุบวก (Au3+) ไปเป็นอนุภาคทองค านาโน (Au0: AuNP) ได้ อีกทั้งกระบวนการ

สังเคราะห์อนุภาคทองค านาโนจากวิธีการทางชีวภาพเหล่านี้ใช้ต้นทุนน้อย มีความเป็นพิษต ่าและเป็นมิตรกับ

สิ่งแวดล้อม จากงานวิจัยนี้ผู้วิจัยได้สังเคราะห์อนุภาคทองค านาโนจากเชื้อรา Aspergillus niger MSCU 0361 

และศึกษาประสิทธิภาพในการเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาการย่อยสลายสีย้อมเมทิลีนบลู โดยผลการวิเคราะห์โดยใช้ 

UV-visible spectrophotometer พบว่าอนุภาคทองค านาโนที่สังเคราะห์ขึ้นได้ มีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดอยู่

ที่ 558 นาโนเมตร และเมื่อท าการวิเคราะห์ผลด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (transmission 

electron microscope: TEM) พบว่าอนุภาคทองค านาโนมีหลายรูปร่าง เช่น ทรงกลม ทรงกระบอก และมี

การกระจายตัวของขนาดที่หลากหลาย เมื่อท าการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค dynamic light scattering (DLS) 

พบว่าขนาดของอนุภาคทองค านาโนที่สังเคราะห์ได้มีขนาดเฉลี่ย 60.74 นาโนเมตร  และมีค่าศักย์ซีต้า (zeta 

potential) เท่ากับ -17.4 มิลลิโวลต์ แสดงให้เห็นว่าบนพื้นผิวของอนุภาคทองค านาโนมีประจุเป็นลบ เมื่อ

ศึกษาถึงความสามารถในการเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาของอนุภาคทองค านาโนในการย่อยสลายสีย้อมเมทิลีนบลู โดย

ท าการวัดค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ช่วงความยาวคลื่น 664 นาโนเมตร พบว่าชุดควบคุมที่ใส่ ascorbic acid 

เป็นตัวรีดิวซ์เพียงอย่างเดียวมีประสิทธิภาพในการเกิดปฏิกิริยาย่อยสลายสีย้อมได้ดีกว่าเมื่อใส่ ascorbic acid 

และอนุภาคทองค านาโน ทั้งนี้กลไกการใช้อนุภาคทองค านาโนเพื่อย่อยสลายสีย้อมยังต้องมีการ ศึกษาเพิ่มเติม

ต่อไป 

ค าส าคัญ: อนุภาคทองค านาโน, วิธีการสังเคราะห์ทางชีวภาพ, ตัวเร่งปฏิกิริยา, Aspergillus niger 
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Abstract 

 The synthesis of gold nanoparticles (AuNPs) using microorganisms such as bacteria, 

mushrooms, yeasts, fungi as well as their cell-free extracts has been trending in recent years. 

Fungi have gained popularity as sources for the biosynthesis because they can tolerate higher 

metal concentrations compared to bacteria do. Moreover, fungi generally secrete abundant 

extracellular enzymes and proteins that can reduce gold ion ( Au3+ ) to gold nanoparticle 

( Au0: AuNP). The biosynthesis of AuNP is a low-cost process with less toxicity and great 

environmental friendliness. In this study, we synthesized AuNP from Aspergillus niger MSCU 

0361 and evaluated its efficiency as a catalyst for dye degradation of methylene blue. The 

UV-visible spectroscopy result showed the maximum absorbance at 558 nm. The transmission 

electron microscope (TEM) micrograph displayed various shapes of AuNP such as sphere and 

cylinder, and a broad size distribution of AuNP was observed. The average size of AuNP 

reported by dynamic light scattering (DLS) was 60.74 nm. The zeta potential was -17.4 mV, 

indicating negative charge on the surface of AuNP. The catalytic activity of AuNP for methylene 

blue degradation was investigated by measuring maximum absorbance at 664 nm. The result 

showed that the control, which contained only ascorbic acid as a reducing agent, had better 

dye degradation efficiency than the reaction mixed with ascorbic acid and AuNP. However, to 

understand the mechanism behind the dye degradation using AuNP, further study is needed. 

 

Keywords: gold nanoparticles, biosynthesis, catalyst, Aspergillus niger 
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กิตติกรรมประกาศ 

 โครงการการเรียนการสอนเพื่อเสริมประสบการณ์ฉบับนี้ส าเร็จลุล่วงไปด้วยดี ด้วยความอนุเคราะห์

และความช่วยเหลือเป็นอย่างดีจาก อาจารย์ ดร. สริสา ณ ป้อมเพ็ชร์ เป็นอาจารย์ที่ปรึกษาโครงการ ซึ่งท่าน

กรุณามอบความรู้ ค าแนะน า ความคิดเห็น วิธีการปฏิบัติและการใช้อุปกรณ์ในห้อ งปฏิบัติการ การก าหนด

กรอบเวลาในการเสนอความคืบหน้าของงาน ช่วยแก้ไขปัญหาต่างๆที่เกิดขึ้นตลอดการท างานวิจัย อีกทั้งยัง

คอยเป็นก าลังใจที่ดีในการท างานวิจัยครั้งนี้ตลอดมา ซึ่งถือเป็นแรงกระตุ้นให้แก่ผู้วิจัยได้ดียิ่งในการด าเนินงาน

วิจัยให้ส าเร็จลุล่วง ผู้วิจัยรู้สึกซาบซึ้งใจในพระคุณของท่านอาจารย์เป็นอย่างยิ่ง จึงขอกราบขอบพระคุณด้วย

ความเคารพอย่างสูงมา ณ โอกาสนี้ 

 ผู ้เขียนขอกราบขอบพระคุณคณาจารย์ในภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลัยทุกท่าน ที่ได้ถ่ายทอดความรู้และค าแนะน าต่างๆอันเป็นประโยชน์ส าหรับการท าวิจัยในครั้งนี้และ

ตัวผู้วิจัยในอนาคต 

 ผู ้เขียนขอกราบขอบพระคุณเจ้าหน้าที ่ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลัยทุกท่าน ที่คอยช่วยแหลือและอ านวยความสะดวกในด้านอุปกรณ์ เครื่องมือ และสารเคมี ในการ

ด าเนินงานวิจัยและตลอดระยะเวลาในการศึกษา 

 ผู้เขียนขอขอบคุณทุนโครงการการเรียนการสอนเพื่อเสริมประสบการณ์ จากงบประมาณภาควิชาจุล

ชีววิทยา ที่ได้อนุเคราะห์และสนับสนุนเงินทุนวิจัยตลอดระยะเวลาในการด าเนินงานวิจัย 

 ผู้เขียนขอขอบคุณเพ่ือนร่วมห้องปฏิบัติการ 1804/13 นางสาววิธิดา จันยะมิตรี และนายอัมริน อะโน 

ที่คอยช่วยเหลือ รับฟังปัญหาที่เกิดขึ้น คอยให้ก าลังใจในทุกด้านไม่ว่าจะเป็นการเรียนและการท างานวิจัย อีก

ทั้งช่วยกันดูแลห้องปฏิบัติการ 

 ผู้เขียนขอขอบคุณเพ่ือนๆรุ่นที่ 44 รวมทั้งพ่ีและน้อง ในภาควิชาจุลชีววิทยาทุกคนที่คอยช่วยเหลือ ให้

ก าลังใจ และพร้อมช่วยเหลือตลอดระยะเวลาที่ท างานวิจัย จนผู้วิจัยด าเนินงานวิจัยส าเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดี 

 สุดท้ายนี้ ผู้วิจัยขอกราบขอบพระคุณบิดา มารดา ญาติพ่ีน้อง ที่คอยสนับสนุนในด้านต่างๆ ช่วยเหลือ

และให้ก าลังใจเสมอมา จนผู้วิจัยสามารถท าโครงการการเรียนการสอนเพื่อเสริมประสบการณ์ในครั้งนี้ส าเร็จ

ลุล่วงไปได้ด้วยดี 
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บทที่ 1 

บทน า 

1. เชื้อรา Aspergillus niger 

เชื้อราในกลุ่ม Aspergillus เป็นเชื้อราสายใยที่พบได้ทั้งในรูปแบบของการสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศ 

(anamorph) และการสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศ (telomorph) ซึ่งจัดเป็นราในกลุ่มของ Ascomycetes เชื้อรา 

Aspergillus มีเส ้นใยที ่แตกแขนงและมีผนังกั ้น  เส ้นใยของเชื ้อรานั ้นไม ่ม ีส ี ก ้านชูสปอร์ของเช ื ้อรา 

(conidiophore) นั้นเกิดจากส่วนของฟูตเซลล์ (foot cell) ซึ่งก้านชูสปอร์อาจจะมีผนังกั้นหรือไม่มีผนังกั้นก็ได้ 

ส่วนปลายของก้านชูสปอร์นั้นจะมีลักษณะโป่งออก ซึ่งเรียกส่วนนี้ว่า เวสซิเคิล (vesicle) และมีส่วนที่ยื่น

ออกมาจากเวสซิเคิล เรียกว่า สเตอริกมา (sterigma) ซ่ึงจะมีชั้นเดียวหรือสองชั้นก็ได้ อีกทั้งจะมีส่วนของโคนิ

เดีย (conidia) ถูกสร้างขึ้นมาภายในของสเตอริกมา ซึ่งจะมีการดันโคนิเดียใหม่ออกมาเรื่อยๆ จึงแสดงให้เห็น

เป็นสายของโคนิเดีย ดังรูปที ่ 1.1 โดย Raper and Funnell (1965) ได้ท าการจัดกลุ ่มของ Aspergillus 

ออกเป็น 18 กลุ่ม โดยอาศัยลักษณะของ conidial head และสีของโคโลนี (Klich, 2002) 

เชื้อรา A. niger มีลักษณะของ conidial head ที่มีสีด าหรือสีน ้าตาลเข้ม จึงถูกเรียกว่า ราด า ดังรูปที่ 

1.2 โดยที่โคนิเดียจะมีเส้นผ่านศูนย์กลางอยู่ที ่ 7-10 ไมโครเมตร ส าหรับการเจริญเติบโตเชื้อรา A. niger 

อุณหภูมิที่ต ่าที่สุดที่เชื้อราเจริญเติบโต คือ 6-8 องศาเซลเซียส อุณหภูมิที่สูงที่สุดที่สามารถเจริญได้ คือ 45-47 

องศาเซลเซียส และอุณภูมิที่เหมาะสมส าหรับการเจริญเติบโต คือ 35-37 องศาเซลเซียส เชื้อรานี้จัดเป็นเชื้อรา

ที่ชอบเจริญในสภาวะแวดล้อมที่มีปริมาณน ้าน้อย (xerophilic mold) สามารถงอกสายใยราได้ในสภาวะที่มี

ค่าความชื้นที่มีผลต่ออัตราการเจริญของจุลินทรีย์ (aw) 0.77 ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ซึ่ง A. niger 

สามารถเจริญเติบโตในสภาวะที่มีค่า pH 2 และอุณหภูมิสูงได้ (Hocking, 2006) 

ความส าคัญของเชื้อ A. niger จัดว่าเป็นสิ่งมีชีวิตที่ส าคัญส าหรับกระบวนการหมักในอุตสาหกรรม อีก

ทั้งยังสามารถน าไปใช้ประโยขน์ในเชิงพาณิชย์เพื่อเตรียมกรดซิตริก ซึ่งส่วนใหญ่จะใช้ในอุตสาหกรรมอาหาร

และยา นอกจากนี้เชื้อรา A. niger ยังเป็นแหล่งที่อุดมไปด้วยเอนไซม์ เช่น แอลฟา-อะไมเลส, เซลลูเลส และ 

เพคติเนส โดย A. niger ได้รับการพิจารณาว่าไม่มีความเป็นพิษภายใต้สภาวะอุตสาหกรรม จึงถือว่าเป็น

สิ่งมีชีวิตที่ปลอดภัยที่ใช้ส าหรับการผลิต (generally recognized as safe; GRAS) จากองค์การอาหารและยา

ของสหรัฐอเมริกา (Nielson et al., 2009) 



2 
 

 

รูปที่ 1.1 แสดงโครงสร้างของ Aspergillus 

ที่มา: https://microbenotes.com/aspergillus-niger/ 

 

 

รูปที่ 1.2 แสดงลักษณะโคโลนีของเชื้อรา A. niger 

ที่มา: https://microbenotes.com/aspergillus-niger/ 

https://microbenotes.com/aspergillus-niger/
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2. อนุภาคทองค านาโน (Gold Nanoparticles) 

อนุภาคทองค านาโน (gold nanoparticles หรือ AuNPs) เป็นอนุภาคทองค านาโนที่มีขนาดเล็กใน

ระดับของนาโนเมตร การที่อนุภาคทองค านาโนมีขนาดเล็กมากเช่นนี้ จึงส่งผลท าให้อนุภาคทองค านาโนมี

คุณสมบัติทางกายภาพบางประการแตกต่างออกไปจากอนุภาคทองที่มีขนาดใหญ่ทั่ วไป กล่าวคือ อนุภาค

ทองค านาโนนั้นมีขนาดเล็กในระดับนาโนเมตรจึงสามารถที่จะกระจายแขวนลอยอยู่ในตัวท าละลายที่เป็น

น ้า หรือตัวท าละลายชนิดอ่ืนได้ง่าย เมื่อมีสารที่ช่วยท าให้เสถียรที่เหมาะสมอยู่ล้อมรอบพ้ืนผิวของอนุภาค

ทองนาโนด้วย ซึ่งการกระจายตัวในน ้าจะท าให้อนุภาคทองค านาโนมีคุณสมบัติในการเป็นคอลลอยด์ 

นอกจากนี้อนุภาคทองค านาโนที่เล็กในระดับนาโนเมตรจท าให้สามารถแทรกตัวผ่านช่องว่างของเซลล์ได้

ง่าย (Turkevitch et al., 1951) เนื่องจากอนุภาคทองค านาโนมีขนาดเล็กในระดับนาโนเมตร จึงท าให้มี

พื้นที่ผิวต่อปริมาตรที่สูง ซึ่งส่งผลให้อนุภาคทองค านาโนมีความสามารถในการเกิดปฏิกิริยารีดักชั่นและ

ออกซิเดชั่นได้ ท าให้สามารถท าหน้าที่เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาในการถ่ายโอนอิเล็กตรอนได้เป็นจ านวนมาก 

(Sen et al., 2013) อีกทั้งยังสามารถเกิดปฏิกิริยาทางเคมีที่บริเวณพื้นผิวได้ดี ทั้งนี้บริเวณพื้นผิวของ

อนุภาคทองค านาโนยังสามารถที่จะจับกับลิแกนด์ได้หลายชนิดอีกด้วย (Bagheri et al., 2018) ดังรูปที่ 

1.3 (Bagheri et al., 2018) และคุณสมบัติอีกหนึ่งประการของอนุภาคทองค านาโนคือสมบัติเชิงแสง ที่

แสดงให้เห็นถึงความเข้มข้นของสารละลายอนุภาคทองค านาโนที่แตกต่างกัน เนื่องมาจากการตอบสนอง

จากแสงฟิสิกส์พื้นฐานที่มีต่ออนุภาคโลหะนาโน กล่าวคือ เมื่ออนุภาคโลหะนาโนมีการสัมผัสกับแสงและ

สนามแม่เหล็กไฟฟ้าของแสง จะท าให้เกิดการสั่นของอิเล็กตรอนอิสระโดยรวม (conduction band 

electrons) ของอนุภาคโลหะนาโน ซึ่งการสั่นของอิเล็กตรอนที่อยู่โดยรอบพ้ืนผิวของอนุภาคโลหะนาโนนี้ 

จะท าให้เกิดการกระตุ้นอิเล็กตรอนที่พื ้นผิวอนุภาคโลหะนาโนให้มีระดับชั ้นพลังงานที่สูงขึ ้น เรียก

ปรากฏการณ์นี้ว่า พลาสมอนเรโซแนนซ์ที่พื้นผิว (surface plasmon resonance) ดังรูปที่ 1.4 (Huang 

et al., 2010) เมื่ออนุภาคโลหะนาโนดูดกลืนแสงที่ช่วงความยาวคลื่นหนึ่งๆ จะท าให้แสงที่ผ่านออกมา

ปรากฏเป็นสีที่แตกต่างกัน จึงสามารถวัดค่าการดูดกลืนแสงได้โดยใช้ UV-visible spectrophotometer 

โดยที่ค่าความยาวคลื่นสูงสุดของอนุภาคโลหะนาโนจะขึ้นอยู่กับปัจจัยที่มีผลต่อความหนาแน่นของประจุที่

อยู่บนพื้นผิวของอนุภาคโลหะนาโน เช่น ชนิดของโลหะ ขนาดและรูปร่างของอนุภาคโลหะนาโน  (Huang 

et al., 2010) 
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รูปที่ 1.3 พ้ืนผิวของอนุภาคทองค านาโนมีการจับกับลิแกนด์หลายชนิด (Bagheri et al., 2018) 

 
รูปที่ 1.4 การสั่นของอิเล็กตรอนที่อยู่บนพื้นผิวของอนุภาคโลหะนาโน (Huang et al., 2010) 

ในอดีตการสังเคราะห์อนุภาคโลหะนาโนจะสามารถแบ่งออกได้เป็น 2 ประเภทหลักๆ ได้แก่ (1) Bottom-

up approach เป็นวิธีการที่เริ่มต้นมาจากโมเลกุลที่ใหญ่กว่ามีการย่อยสลายเป็นหน่วยย่อยเล็กๆ จากนั้นหน่วย

ย่อยเล็กๆ เหล่านี้จะเปลี่ยนแปลงไปเป็น อนุภาคโลหะนาโน ซึ่งตัวอย่างของวิธีการ Bottom-up approach 

ได้แก่ การบดและเทคนิคการสลายตัวอื่นๆ และ (2) Top-down approach เป็นวิธีการที่สังเคราะห์อนุภาค

โลหะนาโนจากสิ่งที่เล็กกว่าระดับนาโน ซึ่งตัวอย่างของวิธีการ Top-down approach ได้แก่ การตกตะกอน, 

การเกิดปฏิกิริยารีดักชั่นของสารเคมี (chemical reduction) และการสังเคราะห์ด้วยวิธีการชีวภาพ ซึ่งเป็น

วิธีการสังเคราะห์ด้วยกระบวนการทางชีวเคมีและกระบวนการทางชีวภาพ ดังรูปที่ 1.5 (Khan et al., 2019)  

ส าหรับในปัจจุบันได้มีการพัฒนาวิธีการในการสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโนมีได้หลากหลายวิธี ซึ่งวิธีการ

ทั่วไปส าหรับใช้ในการสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโนมี 3 วิธี ได้แก่ วิธีการสังเคราะห์ทางเคมี  (chemical 
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method) วิธีการสังเคราะห์ทางกายภาพ (physical method) และวิธีการสังเคราะห์ทางชีวภาพ (biological 

method) ดังรูปที่ 1.6 ดังนี้ 

2.1. วิธีการสังเคราะห์ทางเคมี (chemical method) 

 วิธีการสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโนด้วยวิธีการทางเคมี เป็นวิธีการที่สามารถสังเคราะห์อนุภาค

ทองค านาโนได้ในปริมาณมาก สามารถควบคุมขนาดและรูปร่างของอนุภาคทองค านาโนให้มีขนาดที่สม ่าเสมอ 

อีกทั้งยังสามารถออกแบบส่วนที่ล้อมรอบพื้นผิวอนุภาคทองค านาโนได้อย่างแม่นย า โดยขั้นตอนในการ

สังเคราะห์อนุภาคทองค านาโนด้วยวิธีการทางเคมี เริ่มจากสารละลายตั้งต้นที่เป็นไอออนอนุภาคทองที่มีประจุ

บวก (Au3+) เกิดปฏิกิริยาการรีดักชั่น ไอออนอนุภาคทองที่มีประจุบวกรับอิเล็กตรอนเกิดการสังเคราะห์เป็น

อนุภาคทองค านาโน (Au0) โดยมีสารละลายที่ท าหน้าที ่เป็นตัวรีดิวซ์ ( reducing agent) เช่น NaBEt3H 

(sodium triethylborohydride)  LiBEt3H  (lithium triethylborohydried) แ ล ะ  NaBH4  (sodium 

borohydride) ซ่ึงเป็นสารละลายที่ท าหน้าที่ในการรับอิเล็กตรอนจากไอออนอนุภาคทองประจุบวก แต่มีความ

เป็นพิษ (Kim et al., 2006) ตัวอย่างวิธีการสังเคราะห์ทางเคมี เช่น การสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโนเกิด

จากการเกิดปฏิกิริยารีดักชั่นของ HAuCl4 โดยใช้ thiolated chitosan (QTDT) ท าหน้าที่เป็นตัวรีดิวซ์ แล้ว

น ามาประยุกต์ใช้ในการเร่งปฏิกิริยาส าหรับปฏิกิรยิาการรีดักชั่นสีย้อมเมทิลีนบลู (Khan et al., 2014) 

2.2. วิธีการสังเคราะห์ทางกายภาพ (physical method) 

 วิธีการสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโนด้วยวิธีการทางกายภาพ เป็นวิธีการที่สามารถควบคุมขนาดของ

อนุภาคทองค านาโน อีกท้ังเมื่อกระบวนการสังเคราะห์เสร็จสิ้นจะท าให้อนุภาคทองค านาโนที่สังเคราะห์ขึ้นนั้น

มีความบริสุทธิ์สูง ตัวอย่างวิธีการสังเคราะห์ทางกายภาพ เช่น การสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโนจากการฉาย

ด้วยรังสีแกมมา เพื่อท าให้อนุภาคทองค านาโนที่สังเคราะห์ขึ้นได้มีขนาดเฉลี่ย 2-7 นาโนเมตร โดยใช้โปรตีน

อัลบูมินในซีรั่มของวัวเป็นสารที่ท าให้อนุภาคทองค านาโนมีความเสถียร (Khan et al., 2014) 

 ซึ่งวิธีการทั้งสองที่ได้กล่าวมาข้างต้น แม้ว่าจะเป็นวิธีการที่ได้รับความนิยมในการใช้สังเคราะห์อนุภาค

ทองค านาโน เนื่องมาจากว่าเป็นวิธีการที่สังเคราะห์อนุภาคทองค านาโนได้ในปริมาณมาก สามารถควบคุม

ขนาดและรูปร่างของอนุภาคทองค านาโนได้ในระยะเวลาอันสั้น แต่วิธีการในการสังเคราะห์ยังมีความซับซอ้น 

ค่าใช้จ่ายสูง อีกทั้งการใช้สารเคมีที่เป็นพิษไม่เพียงแต่ส่งผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อมเท่านั้น แต่ยังส่งผลกระทบต่อ

ชีวิตของมนุษย์อีกด้วย การใช้สารเคมีในการสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโนยังถือว่าเป็นข้อจ ากัด ส าหรับงาน
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ทางด้านชีวการแพทย์โดยเฉพาะในด้านการแพทย์โดยตรง ดังนั้นจึงมีการพัฒนาวิธีการที่ปลอดสารพิษและเป็น

มิตรกับสิ่งแวดล้อมมากกว่าในการสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโน (Li et al., 2011)  

2.3. วิธีการสังเคราะห์ทางชีวภาพ (biological method) 

 การสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโนด้วยวิธีการทางชีวภาพเป็นวิธีการที่ได้รับการยอมรับมากในปัจจุบัน 

เนื่องจากเป็นวิธีการที่ไม่ต้องใช้พลังงานมากเท่ากับวิธีการทางเคมี อีกทั้งเป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อมมากกว่า ซึ่ง

สามารถสังเคราะห์ได้จากเนื้อเยื่อพืช หรือจุลินทรีย์ (แบคทีเรีย ยีสต์ และรา) ดังตารางที่ 1.1 ตัวอย่างวิธีการ

สังเคราะห์ทางชีวภาพ เช่น การสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโนโดยใช้ส่วนเอนไซม์ของเชื้อแบคทีเรียจะต้อง

อาศัยอุณหภูมิ ความดันและค่า pH ที่เหมาะสม ซึ่งอนุภาคทองค านาโนที่เกิดขึ้นจะมีความสามารถในการเป็น

ตัวเร่งปฏิกิริยาที่สูง มีพ้ืนที่ผิวที่จ าเพาะ สามารถเกิดการสัมผัสระหว่างเอนไซม์ของจุลินทรีย์และไอออนอนุภาค

ทองได้ดี โดยที่เอนไซม์ของจุลินทรีย์จะจับไอออนอนุภาคทองและเปลี่ยนไอออนอนุภาคทองไปเป็นอนุภาค

ทองค านาโน ดังรูปที่ 1.7 (Li et al., 2011) 

 

รูปที่ 1.5 วิธีการสังเคราะห์อนุภาคโลหะนาโน Bottom-up และ Top-down (Khan et al., 2019) 
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รูปที่ 1.6 แนวทางและวิธีการในการสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโนที่แตกต่างกัน (Li et al., 2011)  

 

รูปที่ 1.7 กระบวนการสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโนทางชีวภาพ (Li et al., 2011) 
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ตารางท่ี 1.1 ตัวอย่างการสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโนทางชีวภาพจากจุลินทรีย์ 

จุลินทรีย์ ขนาด (nm) และ รูปร่าง ต าแหน่ง อ้างอิง 

1. แบคทีเรีย 

-  Escherichia coli 

 

- Shewanella oneidensis 

 

20–30 nm และ สามเหลี่ยม, 

หกหลี่ยม 

12 ± 5 nm และ ทรงกลม 

 

เอนไซม์ที่หลั่ง

ออกมานอกเซลล์ 

เอนไซม์ที่หลั่ง

ออกมานอกเซลล์ 

 

(Du et al., 2007) 

 

(Wu et al., 2017) 

2. ยีสต์ 

- Yarrowia lipolytica 

 

15 nm และ สามเหลี่ยม 

 

เอนไซม์ที่หลั่ง

ออกมานอกเซลล์ 

 

(Mourato et al., 

2011) 

3. เชื้อรา 

- Aspergillus clavatus 

 

- Verticillium sp. 

 

24.4 ± 11 nm และ สามเหลี่ยม, 

ทรงกลม, หกเหลี่ยม 

20 ± 8 nm และ ทรงกลม 

 

เอนไซม์ที่หลั่ง

ออกมานอกเซลล์ 

ผนังเซลล์และเยื่อ

หุ้มไซโตพลาสซึม 

 

(Verma et al., 

2011) 

(Mukherjee et al., 

2002) 

4. สาหร่าย 

- Plectonema Boryanum 

 

- Sargassum wightii 

 

<10–25 nm และ ทรงลูกบาศก์ 

 

8–12 nm และ ทรงระนาบ 

 

เอนไซม์ภายใน

เซลล์ 

เอนไซม์ที่หลั่ง

ออกมานอกเซลล์ 

 

(Lengke et al., 

2006) 

(Singaravelu et al., 

2007) 

5. พืช 

- Stevia rebaudiana 

 

5-20 nm และ ทรงกลม 

 

สารสกัดจากส่วน

ใบ 

 

(Sadeghia et al., 

2015) 

 

 

 

 

https://chemistry-europe.onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Mukherjee%2C+Priyabrata
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3. การสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโนจากเชื้อรา  

การสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโนทางชีวภาพด้วยจุลินทรีย์สามารถสังเคราะห์ได้ทั้งจากเอนไซม์ที่

หล ั ่งออกมาจากนอกเซลล์ (extracellular enzymes)  และเอนไซม์ท ี ่อย ู ่ภายในเซลล์ของจ ุล ินทรีย์  

(intracellular enzymes) ซึ่งวิธีการสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโนจากเอนไซม์ที่หลั่งออกมาจากนอกเซลล์

จุลินทรีย์เป็นที่ได้รับความนิยมมากที่สุด การสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโนทางชีวภาพจากจุลินทรีย์นี้เป็น

วิธีการที่เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม และใช้ระยะเวลาสั้นๆ ในการเปลี่ยนไอออนอนุภาคทองประจุบวกไปเป็น

อนุภาคทองค านาโน (Ahmed et al., 2016) 

เช ื ้อราจัดเป็นสิ ่งมีช ีว ิตประเภทยูคาริโอต (eukaryotic organisms) โดยด ารงชีพด้วยการใช้

สารอินทรีย์จากสิ่งมีชีวิตอื่น (heterotrophic) ดังนั้น เชื้อราจึงมีความสามารถที่จะปล่อยเอนไซม์ออกมานอก

เซลล์ (extracellular enzymes) เพ่ือท าการย่อยสารอาหารที่อยู่ด้านนอกเซลล์ จากเดิมท่ีมีโครงสร้างโมเลกุล

ที่ซับซ้อนให้กลายเป็นโมเลกุลที่มีขนาดเล็ก เพื่อน าเอาโมเลกุลขนาดเล็กและไม่ซับซ้อนเหล่านี้มาใช้เป็นแหล่ง

พลังงานให้กับเชื้อรา และนอกจากนี้เอนไซม์ที่หลั่งออกมาจากนอกเซลล์ของเชื้อราทั้งหมดก็ยังมีหน้าที่ที่

หลากหลาย ซึ่งเรียกเอนไซม์ทั้งหมดเหล่านี้ว่า secretome แต่อย่างไรก็ตามความรู้ที่เก่ียวข้องกับ secretome 

ยังอยู่ในช่วงเริ่มต้น ดังนั้นจึงจ าเป็นที่จะต้องหาความรู้เพิ่มเติมเพื่อทราบบทบาทและหน้าที่ของเอนไซม์ใน 

secretome ที่ท าให้เกิดการรีดักชั่นของไอออนอนุภาคทองประจุบวกให้ชัดเจนเพิ่มมากขึ้น (Kitching et al., 

2015)  

ในปัจจุบันนี้เชื้อราหลากหลายชนิด ดังตารางที่ 1.2 ได้รับความสนใจส าหรับน ามาใช้ในกระบวนการ

สังเคราะห์อนุภาคทองค านาโนทางชีวภาพ เนื่องมาจากว่าเชื้อรามีความทนทานต่อโลหะ สามารถที่จะผลิต

เอนไซม์ได้ในปริมาณสูง จึงส่งผลท าให้อนุภาคทองค านาโนที่สังเคราะห์มีความเสถียร สามารถขยายส่วน

ออกไปได้ง่ายกว่าซึ่งเป็นประโยชน์ต่อกระบวนการสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโนในทางชีวภาพ เช่น solid 

substrate fermentation technique เป็นต้น อีกทั้งเชื ้อราหลายสปีชีส์สามารถเพาะเลี้ยงเติบโตได้อย่าง

รวดเร็ว สามารถเก็บรักษาในห้องปฏิบัติการได้ (Moghaddam et al., 2015) มีความคุ้มค่า ความปลอดภัยต่อ

สิ่งแวดล้อม อนุภาคทองค านาโนที่สังเคราะห์ขึ้นได้จะมีขนาดเล็กกว่าเมื่อเทียบกับการสังเคราะห์ด้วยแบคทีเรีย  

กระบวนการสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโนทางชีวภาพจากเชื้อรา เกิดข้ึนจากการเกิดปฏิกิริยารีดักชั่น

ของไอออนอนุภาคทองที่มีประจุบวก (Au3+) เปลี่ยนแปลงไปเป็นอนุภาคทองค านาโน (Au0) ดังรูปที่ 1.8 

(Kitching et al., 2015) โดยอาศัยตัวรีดิวซ์ ที่เป็นเอนไซม์จากราที่หลั่งออกมานอกเซลล์ เช่น α-NADPH-

dependent sulfite reductase, hydrolases, amylases, cellulase และ proteases อีกทั ้งสารทุติยภูมิ
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ที ่มาจากเชื ้อรา เช่น alkaloids, terpenoids, phenolic compound และ co-enzymes ซึ ่งสารทั ้งสอง

ประเภทนี้มีความสามารถในการเกิดปฏิกิริยารีดักชั่นไอออนอนุภาคทองที่มีประจุบวกได้ (Sengani et al., 

2017) 

ตารางท่ี 1.2 ตัวอย่างการสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโนจากเชื้อราชนิดต่างๆ 

สปีชีส์ของเชื้อรา ต าแหน่ง ขนาด 

(nm) 

รูปร่าง อ้างอิง 

Aspergillus niger เอนไซม์ที่หลั่ง

ออกมานอกเซลล์ 

10-20 รูปร่างหลากหลาย (Xie  et al., 2007) 

Rhizopus oryzae ผิวเซลล ์ 10 ผลึกระดับนาโน (Das et al., 2009) 

Fusarium 

oxysporum 

เอนไซม์ที่หลั่ง

ออกมานอก 

8-40 ทรงกลม และ 

สามเหลี่ยม 

(Mukherjee et al., 

2002) 

Candida albicans - 20-60, 40-

80 

ทรงกลม และ ไม่

เป็นทรงกลม 

(Chuhan et al., 

2011) 

 นอกจากนี้ยังพบว่ามีปัจจัยหลายประการที่ส่งผลต่อการสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโนทางชีวภาพ

จากจุลินทรีย์ เพื่อควบคุมให้การสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโนมีขนาดและรูปร่างที่ใกล้เคียงกัน ดังนี้ ความ

เข้มข้นของ HAuCl4 pH อุณหภูมิ ระยะเวลาในการบ่มเชื้อ ความเข้มข้นของเกลือไอออนอนุภาคทอง การให้

อากาศ สภาวะรีดอกซ์ (redox conditions) และอัตราส่วนสารต่างๆ ที่ใช้ในการสังเคราะห์ เป็นต้น (Singh et 

al., 2016) 

https://chemistry-europe.onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Mukherjee%2C+Priyabrata
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รูปที่ 1.8 แสดงกลไกการสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโนที่เกิดข้ึนภายในเซลล์และภายนอกเซลล์  

(Sengani et al., 2017) 

4. ความสามารถในการเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาของอนุภาคทองค านาโน 

อนุภาคทองค านาโนที่สังเคราะห์ขึ้นได้สามารถน าไปประยุกต์ใช้ได้ในหลากหลายด้าน  เนื่องจากว่า

อนุภาคทองค านาโนมีคุณสมบัติทางกายภาพและทางเคมีที่เป็นเอกลักษณ์  โดยที ่อนุภาคทองค านาโนมี

คุณสมบัติที่เฉพาะคือ สามารถเร่งปฏิกิริยาภายใต้สภาวะที่ไม่รุนแรง กล่าวคือ เร่งปฏิกิริยาได้ในอุณหภูมิปกติ 

อีกท้ังอนุภาคทองค านาโนที่มีขนาดเล็ก ส่งผลท าให้มีพ้ืนที่ผิวต่อปริมาตรสูงและมีพลังงานบริเวณพ้ืนที่ผิวสูง จึง

ส่งผลให้อนุภาคทองค านาโนมีความว่องไวและน ามาประยุกต์ใช้ในการเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาได้ (Du et al, 2013) 

ซึ่งอนุภาคทองค านาโนขนาดเล็กเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาได้ดีกว่าอนุภาคทองค านาโนที่มีขนาดใหญ่ (David, 2007) 

อีกท้ังกระบวนการเร่งปฏิกิริยา  บนพื้นผิวของอนุภาคทองค านาโน โดยจะเก่ียวข้องกับการถ่ายทอดอิเล็กตรอน

ระหว่างโมเลกุลที่ดูดซับและพื้นผิวของอนุภาคทองค านาโน อย่างเช่น การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของ

คาร์บอนมอนอกไซด์ (CO) (Bond, 2010), การเกิดปฏิกิริยารีดักชั่นของสีย้อมอะโซ (azo dye) (Cavuslar et 

al, 2020) เป็นต้น 
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ในงานวิจัยนี้ผู้วิจัยต้องการที่จะศึกษาการสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโนทางชีวภาพ โดยใช้จุลินทรีย์ที่

เป็นเชื้อรา A. niger ซึ่งเป็นเชื้อราที่มีความสามารถในการหลั่งเอนไซม์ออกมานอกเซลล์ (extracellular 

enzymes) และอุดมไปด้วยแหล่งเอนไซม์ต่างๆมากมาย งานวิจัยนี้ผู้วิจัยได้ท าการสังเคราะห์อนุภาคทองค านา

โน โดยท าการเพาะเลี้ยงเชื้อรา A. niger บ่มที่อุณหภูมิที่เหมาะสม 30 องศาเซลเซียส ท าการปั่นตกตะกอน

เซลล์และเก็บส่วนใส การสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโนจะเกิดขึ้นจากปฏิกิริยารีดักชั่นของไอออนอนุภาคทอง

ที่มีประจุบวก (Au3+หรือ HAuCl4) เปลี่ยนแปลงไปเป็นอนุภาคทองค านาโนขึ้น (Au0หรือ AuNPs) ซึ่งการ

สังเคราะห์อนุภาคทองค านาโนจะเห็นการเปลี่ยนแปลงสีไปเป็นสารละลายสีม่วงแดง จากนั้นจะน าเอาอนุภาค

ทองค านาโนที่สังเคราะห์ได้มาวิเคราะห์ค่าความขุ่นของสารละลายอนุภาคทองค านาโนเกิดขึ้นโดยใช้เครื่อง 

UV-visible spectrophotometer เพื ่อด ูร ูปร ่าง และการกระจายตัวของอนุภาคทองค านาโนภายใน

สารละลาย นอกจากนี้ยังท าการวิเคราะห์ผลด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (Transmission 

Electron Microscopy; TEM) Dynamic Light Scattering (DLS) และ Zeta potential เพื่อดูความเสถียร

และประจุที่อยู่บนพ้ืนผิวของอนุภาคทองค านาโนที่สังเคราะห์ขึ้นได้ นอกจากนี้ผู้วิจัยยังได้น าเอาอนุภาคทองค า

นาโนไปประยุกต์ใช้ โดยทดสอบการเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาการย่อยสลายสีย้อมเมทิลีนบลูว่าสามารถเร่งปฏิกิริยา

ได้หรือไม่ เนื่องจากว่าสีย้อมเมทิลีนบลูเป็นสีย้อมในกลุ่มของอะโซ ซึ่งอนุภาคทองค านาโนสามารถเป็นตัวเร่ง

ปฏิกิริยาในการเกิดรีดักชั่นได้ โดยน าผลที่ได้ไปเปรียบเทียบกับชุดทดลอง วัดผลการทดลองโดยค านวณเป็นค่า

เปอร์เซ็นต์ในการย่อยสลายสีย้อม  

 

วัตถุประสงค์ของโครงการ 

1. เพ่ือศึกษาการสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโนด้วยวิธีการทางชีวภาพโดยใช้รา Aspergillus niger  

2. เพื่อน าเอาอนุภาคทองค านาโนที่สังเคราะห์ขึ้นได้จากกระบวนการทางชีวภาพมาประยุกต์ใช้ในการ

เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาในการก าจัดสีย้อมเมทิลีนบลู 
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บทที่ 2  

เครื่องมือ วัสดุ เคมีภัณฑ ์

2.1. เครื่องมือ วัสดุ และเคมีภัณฑ์ 

 เครื่องมือ 

1. กรวยกรองแก้ว 

2. กระบอกตวงปริมาตร 100 มิลลิลิตร และ 500 มิลลิลิตร 

3. แท่งแก้ว spreader 

4. ขวด Erlenmeyer flask ขนาด 250 มิลลิลิตร ของบริษัท ISO Laborgerate GmbH 

ประเทศเยอรมัน 

5. ขวดใส่สารเคมี ขนาด 100, 500 และ 1000 มิลลิลิตร ของบริษัท DWK Life Science 

ประเทศเยอรมัน 

6. เครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิ (Incubator shaker) 30 องศาเซลเซียส รุ่น INNOVA 

4330 ของบริษัท New Brunswick Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา 

7. เครื่องชั่งหยาบ แบบทศนิยม 2 ต าแหน่ง รุ่น PG 2002-s ของบริษัท Melter Toledo 

ประเทศสวิสเซอร์แลนด์ 

8. เครื่องชั่งหยาบขนาดเล็ก ของบริษัท Camry 

9. เครื่องอบฆ่าเชื้อขนาดเล็ก (Autoclave) รุ่น ES-215 ของบริษัท TOMY Seiko ประเทศ

ญี่ปุ่น 

10. เครื่องอบฆ่าเชื้อขนาดใหญ่ (Autoclave) รุ่น ES-315 ของบริษัท TOMY Seiko 

ประเทศญี่ปุ่น 

11. เครื่องปั่นเหวี่ยงสารตกตะกอนขนาดเล็ก microcentrifuge (spin down) รุ่น KUBOTA 

3700 ของบริษัท KUBOTA ประเทศญี่ปุ่น 

12. เครื่องท าความร้อนชนิดตั้งโต๊ะ (heat plate) รุ่น MS-H280-Pro ของบริษัท Scilogex 

ประเทศสหรัฐอเมริกา 

13. เครื่องมือนับจ านวนเซลล์ (Hemocytometer) ของบริษัท LW Scientific ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 

14. กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง (Light microscopy) รุ่น CH30RF200 ของบริษัท 

Olympus ประเทศญี่ปุ่น 
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15. เครื่องนาโนดรอป (NanoDrop spectrophotometer) รุ่น Nanodrop 2000c ของ

บริษัท Thermo Scientific ประเทศสหรับอเมริกา 

16. ตู้ชีวนิรภัย (Biosafety cabinet) ของบริษัท LabMicrotech ประเทศไทย 

17. ตู้แช่แข็งอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส รุ่น MDF-U71V ของบริษัท Sanyo Electric Co. 

ประเทศญี่ปุ่น 

18. ตู้อบแห้ง (Hot air oven) ของบริษัท Contherm Digital Series 

19. ไมโครปิเปตต์ ปริมาตร 10 100 และ 1000 ไมโครลิตร ของบริษัท Capp Bravo 

ประเทศเยอรมัน 

20. อุปกรณ์นับจ านวนเซลล์ (Hand tally counter) ของบริษัท GOGO for digital 

ประเทศจีน 

21. Automatic pipette ของบริษัท DLAB Levo plus 

22. เครื่องผสมสาร (vortex mixer) รุ่น K-550 GE ของบริษัท Scientific Industries 

ประเทศสหรัฐอเมริกา 

23. เครื่องเขย่าสารใช้ความถี่สูง (Ultrasonic sonicator) ของบริษัท Elma ประเทศ

เยอรมัน 

วัสดุ 

1. จานเพาะเชื้อพลาสติก (plastic plate) ของบริษัท Bioscan 

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

3. หลอดปั่นเหวี่ยง (conical tube) ขนาด 50 มิลลิลตร ของบริษัท Thermo Scientific 

4. Microtube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ของบริษัท Kirgen 

5. กระดาษกรอง เบอร์ 1 (Whatman No.1) ของบริษัท GE Healthcare 

6. ผ้าก๊อซ 

7. ปิเปตพลาสติก (plastic pipette) ของบริษัท Volac 

8. ฟิวเตอร์ขนาด 0.2 ไมครอน (filter) ของบริษัท GE Healthcare 

9. หลอดฉีด 5 มิลลิลิตร (syring) ของบริษัท Nipro ประเทศไทย 

เคมีภัณฑ์ 

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

2. ผงอาหารเลี้ยงราส าเร็จรูปโปเตโต้เดร็กโตส (potato dextrose agar) ของบริษัท 

Himedia 
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3. ผงวุ้น (agar) ของบริษัท Himedia  

4. Tween-20 ของบริษัท Life science 

5. โกลคลอไรด์ (Gold chloride, HAuCl4) 

6. สีย้อมเมทิลีนบลู (Methylene blue dye) 

7. กรดแอซีติก (Acetic acid) 

น ้า 

1. น ้าส าหรับเตรียม cell free filtrate คือ น ้าบริสุทธิ์ชนิดที่ 1 (purified water type I) 

2. น ้าส าหรับเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ คือ น ้าบริสุทธิ์ชนิดที่ 2 (purified water type II) 

อุปกรณ์ในการวิเคราะห์ขนาดและรูปร่าง 

1. กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (Transmission electron microscopy) รุ่น 

JEM-2100 ของบริษัท Jeol ประเทศญี่ปุ่น เครื่องมือจากศูนย์เครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร์ 

และเทคโนโลยี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

2. เครื่องมือวัดขนาดด้วยแสงตกกระทบ (Dynamic light scatter) ของบริษัท Malvern 

Instruments ประเทศอังกฤษ เครื่องมือจากศูนย์เครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร์และ

เทคโนโลยีจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

เชื้อรา 

 เชื้อราที่ใช้ในการทดลองนี้ได้รับจาก MSCU Microbial Culture Collection ภาควิชาจุล

ชีววิทยา จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ซึ่งเป็นเชื้อราที่ใช้ในการสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโน ได้แก่  

1. Aspergillus niger MSCU 0361 

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

วิธีการด าเนินการทดลอง 

วิธีการดำเนินงาน  

3.1. การสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโน  

   3.1.1. การเตรียมหัวเชื้อสำหรับสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโน 

 นำเชื้อรา Aspergillus niger สายพันธุ์ MSCU0361 ที่ถูกเก็บไว้ในตู้แช่แข็งที่อุณหภูมิ -80 

องศาเซลเซียส นำมาเพาะเลี้ยงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ potato dextrose agar (PDA) และบ่มที่อุณหภูมิห้อง 

เป็นระยะเวลา 72-96 ชั่วโมง หรือเป็นเวลา 3-4 วัน เมื่อเชื้อเจริญเติบโตเต็มที่จะมีลักษณะของโคโลนีเป็นสี

เขียวขี้ม้าและมกีารสร้างสปอร์สีดำ 

  3.1.2. การเก็บสปอร์และนับจำนวนสปอร์  

  หลังจากเชื้อรา A. niger เจริญเติบโตเต็มที่บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA แล้วทำการดูด 0.2% 

Tween20 ปริมาตร 1000 ไมโครลิตร 5 ครั้ง ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ที่มีราเจริญอยู่และต้องทำการ

เปลี่ยน pipette tips ทุกครั้ง จากนั้นใช้แท่ง spreader ที่ทำการฆ่าเชื้อด้วย 95% ethanol เกลี่ยเบาๆ เพ่ือ

ขูดเอาสปอร์ของราให้หลุดออกและผสมกับ 0.2% Tween20 แล้วดูดเอาสารละลายส่วนนี้กรองผ่านผ้าก๊อซที่

ผ่านการฆ่าเชื้อแล้วพับ 2 ทบ วางบนหลอดก้นแหลม ทำการกรองสปอร์ของ A. niger โดยส่วนเส้นใยของราจะ

ติดอยู ่บริเวณผ้าก๊อซและส่วนของสปอร์ราจะถูกกรองผ่านผ้าก๊อซลงไป จากนั ้นทำการ ชะด้วย 0.2% 

Tween20 ปริมาตร 300 ไมโครลิตร เพื่อล้างสปอร์ที่อาจจะติดอยู่บนผ้าก๊อซลงไป ทำการเจือจางสปอร์ด้วย 

0.2% Tween20 ในอัตราส่วนของ spore: 0.2% Tween20 เป็น 1:5 ใส่ในหลอด microcentrifuge จากนั้น

จะนำไปนับจำนวนสปอร์โดยใช้ hemocytometer โดยดูดสารละลายจาก microcentrifuge ปริมาตร 10 

ไมโครลิตรในแต่ละฝั่ง ปล่อยสารละลายให้ไหลผ่านเข้าไปในช่องว่างที่มีเส้นตารางอยู่โดยที่มีกระจกปิดสไลด์ปิด

อยู่ ระมัดระวังไม่ให้มีฟองอากาศเข้าไปด้านในเพราะอาจจะส่งผลให้เกิดความผิดพลาดในการนับได้ การนับ

สปอร์จะมองผ่านกล้องจุลทรรศน์โดยใช้กำลังขยาย 400 เท่า จะทำการนับ 5 ช่องใหญ่จากทั้งหมด 25 ช่อง

เท่านั้น ดังรูปที่ 3.1 และทำซ้ำเดิมกับอีกด้านนึงแล้วนำมาหาค่าเฉลี่ย โดยใช้สูตรดังนี้  

จำนวนสปอร์ (spores/ml) = df × n × 5 × 104  

โดยที่  df หมายถึง ค่า dilution factor   

n หมายถึง จำนวนค่าเฉลี่ยสปอร์ท่ีทำการนับได้ 
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รูปที่ 3.1. วิธีการนับสปอร์ของรา A. niger ด้วย Hemocytometer 

ที่มา : The Methods and Math of Yeast Counting - Colorado Brewers Guild (coloradobeer.org) 

 หมายเหตุ: ขั้นตอนในการทำ stock culture ของรา A. niger 

เมื่อได้สปอร์ของรา A. niger จากการกรองด้วยการทำขั้นตอนที่ 3.1.1. และ 3.1.2. จนเสร็จสิ้น จะทำ

การดูดสปอร์ ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมกับ 20% กลีเซอรอล ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอด 

cryotube และนำไปเก็บที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เพ่ือทำเป็น stock culture 

  3.1.3. ขั้นตอนการเก็บน้ำเลี้ยงเชื้อรา (fungal filtrate)  

  ดูดสปอร์จากหลอดก้นแหลมที่ทำการกรองไว้ ปริมาตรที่คำนวณได้ โดยให้มีจำนวนสปอรอ์ยู่

เป็น 106 สปอร์  ใส่ลงในขวดรูปชมพู่ปริมาตร 250 มิลลิลิตรที่มี potato dextrose broth (PDB) อยู่ ปริมาตร 

100 มิลลิลิตร ทำการบ่มในเครื่องบ่มเขย่าที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส รอบเขย่าที่ 200 รอบต่อนาที เป็น

ระยะเวลา 4 วัน หลังจากนั้นจะได้ส่วนของชีวมวลเชื้อรา (fungal biomass) นำมากรองโดยใช้กระดาษกรอง 

Whatman No.1 เพื่อทำการแยกส่วนของชีวมวลเชื้อราออกจาก อาหารเลี้ยงเชื้อ PDB จากนั้นทำการชะล้าง

ส่วนของชีวมวลเชื้อราด้วยน้ำปราศจากเชื้อ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เป็นระยะเวลา 3 ครั้ง เพื่อชะล้างส่วนของ

อาหารเลี้ยงเชื้อที่อาจจะติดอยู่กับชีวมวลเชื้อราออกจนน้ำถูกกรองลงไปหมด จากนั้นทำการชั่งชีวมวลเชื้อรา 

30 กรัม ใส่ลงไปในขวดรูปชมพู่ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ที่มีน้ำปราศจากเชื้ออยู่ 60 มิลลิลิตร โดนมีอัตราส่วน

ของชีวมวลเชื้อรา กับ น้ำปราศจากเชื้อเป็น 1:2 ทำการบ่มในเครื่องบ่มเขย่าที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส รอบ

เขย่าที่ 200 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 4 วัน ซึ่งหลังจากครบระยะเวลา 4 วันแล้วจะนำชีวมวลเชื้อรา มา

กรองออกโดยใช้กระดาษ Whatman No.1 เพื่อเก็บเอาส่วนของน้ำเลี้ยงเชื้อรา ซึ่งเป็นส่วนที่รามีการหลั่งสาร

https://coloradobeer.org/tech-safety-post/the-methods-and-math-of-yeast-counting/
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ต่างๆที่สำคัญในการสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโนออกมา เก็บส่วนน้ำเลี้ยงเชื้อรา ไว้เพื่อทำการสังเคราะห์

อนุภาคทองคำนาโนต่อไป 

  3.1.4. ขั้นตอนในการสังเคราะห์อนุภาคทองคำนาโน 

  จะแบ่งออกเป็น 3 ส่วน ได้แก่ ชุดควบคุมที่ 1 (control 1) ชุดควบคุมที่ 2 (control 2) และ

ส่วนชุดการทดลอง (experiment) ซึ่งเป็นส่วนที่เกิดการสังเคราะห์อนุภาคทองนาโน โดยที่ 

  3.1.4.1. ชุดควบคุมที่ 1 มีการเติมสารละลายต่างๆ ดังนี้ acetate buffer pH 4.7 ปริมาตร 

2.25 มิลลิลิตร, น้ำปราศจากเชื้อ ปริมาตร 500 ไมโครลิตร และน้ำเลี้ยงเชื้อรา ปริมาตร 2.25 มิลลิลิตร ผสม

กันในหลอดทดลอง 

   3.1.4.2. ชุดควบคุมที่ 2 มีสารละลายต่างๆ ดังนี้ acetate buffer pH 4.7 ปริมาตร 2.25 

มิลลิลิตร, HAuCl4 ความเข้มข้น 0.02 โมลาร์ ปริมาตร 500 ไมโครลิตร และ น้ำปราศจากเชื้อ ปริมาตร 2.25 

ไมโครลิตร ผสมกันในหลอดทดลอง  

  3.1.4.3. ชุดการทดลองมีสารละลายต่างๆ ดังนี้ HAuCl4 ความเข้มข้น 0.02 โมลาร์ ปริมาตร 

500 ไมโครลติร, acetate buffer pH 4.7 ปริมาตร 2.25 มิลลิลิตร และน้ำเลี้ยงเชื้อรา ปริมาตร 2.25 มิลลิลิตร 

ผสมกันลงในหลอดทดลอง ซึ่งปริมาตรทั้งหมดของทั้ง 3 หลอด มีปริมาตรเป็น 5 มิลลิลิตร จากนั้นนำทั้ง 3 

หลอดเก็บไว้ในที ่มืดโดยใช้กระดาษฟอยล์ห่อหุ ้มส่วนหลอดทดลองเอาไว้ สังเกตการเปลี ่ยนแปลงสีของ

สารละลายเป็นระยะเวลา 60-90 นาที จากนั้นนำสารละลายที่ได้ทั้ง 3 หลอดไปวัดค่าการดูดกลืนแสงโดยใช้

เครื่อง UV-visible spectrophotometer และทำการเตรียมตัวอย่างอนุภาคทองนาโนเพื่อนำไปทำ Zeta 

sizer, Zeta potential และ Transmission electron microscopy (TEM) 

   3.1.5. ขั้นตอนการแยกอนุภาคทองคำนาโนที่สังเคราะห์ขึ้นได้ออกจากน้ำเลี้ยงเชื้อรา  

  นำอนุภาคทองคำนาโนที่สังเคราะห์ขึ้นได้จาก 3.1.4.3. มาใส่ลงในหลอด microtube ขนาด 

1.5 มิลลิลิตร นำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 14,000 รอบต่อนาที ทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 

10 นาที ทำซ้ำจนกว่าสารละลายจะใสและอนุภาคทองคำนาโนที่สังเคราะห์ขึ้นได้จะตกตะกอนอยู่ที่ก้นหลอด 

microtube จนหมด จากนั้นค่อยๆทำการดูดสารละลายส่วนใสที่อยู่ด้านบนออกให้ได้มากที่สุดและทำอย่าง

ระมัดระวังเพ่ือไม่ให้ตะกอนของอนุภาคทองคำนาโนที่อยู่ก้นหลอด microtube เกิดการฟุ้งกระจาย จากนั้นทำ

การระเหยในส่วนของน้ำที่หลงเหลืออยู่โดยมีการเปิดฝาหลอดทิ้งไว้ จากนั้นนำอนุภาคทองคำนาโนไปชั่งใน
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เครื่องชั่งละเอียดเพ่ือวัดน้ำหนักในหน่วยมิลลิกรัม และจากนั้นทำการเติมน้ำที่ปราศจากเชื้อเพ่ือปรับให้มีความ

เข้มข้น 

3.2. การวิเคราะห์อนุภาคทองคำนาโน 

  3.2.1. ก า ร ว ั ด ค ่ า ก า ร ด ู ด ก ล ื น แ ส ง ข อ ง อ น ุ ภ า ค ท อ ง ค ำ น า โ น ด ้ ว ย  UV-visible 

spectrophotometry 

นำสารละลายอนุภาคทองคำนาโนที่ทำการสังเคราะห์ขึ้นได้จากข้อที่ 3.1.4.1. -3.1.4.3. มาวัดค่าการ

ดูดกลืนแสงด้วยเทคนิค UV-visible spectrometry ในช่วงความยาวคลื่นตั้งแต่ 200-800 นาโนเมตร โดยใช้

เครื่อง NanoDrop2000 ซึ่งเป็นวิธีพ้ืนฐานในการยืนยันว่าภายในสารละลายมีการสังเคราะห์อนุภาคทองคำนา

โนเกิดขึ้น โดยอนุภาคทองคำนาโนจะมีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดอยู่ที่ช่วงความยาวคลื่น 520-560 นาโนเมตร 

โดยขั้นตอนในการวัดค่าการดูดกลืนแสงจะใช้ Blank เป็นน้ำกลั่น จากนั้นจึงทำการวัดค่าการดูดกลืนแสงของ

อนุภาคทองคำนาโนที่สังเคราะห์ขึ้นได้จากข้อที่ 3.1.4.1.-3.1.4.3. นำมาเปรียบเทียบกัน 

  3.2.2. การเตรียมตัวอย่างอนุภาคทองคำนาโนเพื่อทำ Dynamic Light Scattering (DLS) และ 

Zeta Potential  

นำอนุภาคทองคำนาโนที่ทำการสังเคราะห์ขึ้นได้เสร็จสิ้นแล้ว มาเจือจางโดยที่ใช้อัตราส่วนของอนุภาค

ทองคำนาโนที่สังเคราะห์ขึ้นได้ต่อน้ำกลั่นที่ปราศจากเชื้อเป็น 1 :9 (อนุภาคทองคำนาโนปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

และน้ำกลั่นปราศจากเชื้อปริมาตร 9 มิลิลิตร) จากนั้นทำการผสมสารละลายให้เข้ากันด้วยเครื่องผสมสาร 

(vortex mixer) และส่งตัวอย่างที ่ทำการเตรียมได้ไปวัดผล dynamic light scattering (DLS) และ zeta 

potential ที่ศูนย์เครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

  3.2.3. การเตรียมตัวอย่างอนุภาคทองคำนาโนเพื่อส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่อง

ผ่าน (Transmission Electron Microscopy: TEM) 

นำอนุภาคทองคำนาโนที่ทำการสังเคราะห์ขึ้นได้เสร็จสิ้นแล้ว มาเจือจางโดยที่ใช้อัตราส่วนของอนุภาค

ทองคำนาโนที่สังเคราะห์ขึ ้นได้ต่อน้ำกลั ่นที ่ปราศจากเชื ้อเป็น 1 :1 (อนุภาคทองคำนาโน ปริมาตร 200 

ไมโครลิตร และน้ำกลั่นปราศจากเชื้อ ปริมาตร 200 ไมโครลิตร) จากนั้นทำการผสมสารละลายให้เข้ากันด้วย

เครื่องผสมสาร (vortex mixer) และส่งตัวอย่างที่ทำการเตรียมได้ไปส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบ

ส่องผ่าน ที่ศูนย์เครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
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3.3. การศึกษาการเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาในการย่อยสลายสีย้อมเมทิลีนบลูของอนุภาคทองค านาโนที่

สังเคราะห์ขึ้นได้จากกระบวนการทางชีวภาพโดยใช้ A. niger 

   3.3.1. การเตรียมสารละลายท่ีใช้ในการท าการทดลอง 

  - เตรียมสารละลายอนุภาคทองค านาโน ที่ความเข้มข้น 50 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

  - เตรียมสารละลาย ascorbic acid ที่ความเข้มข้น 0.01 โมลาร์ 

  - เตรียมสารละลายสีเมทิลีนบลู ที่ความเข้มข้น 0.01 โมลาร์  

   3.3.2. การย่อยสลายสีย้อมเมทิลีนบลูโดยใช้อนุภาคทองนาโนเป็นตัวเร่งปฏิกิริยา 

แบ่งการทดลองออกเป็น 2 ส ่วน ได ้แก่ ช ุดควบคุม (control) และชุดการทดลอง 

(experiment) ซึ่งเป็นส่วนที่ทดสอบการย่อยสลายสีย้อม (dye degradation) ในหลอดทดลอง ดังนี้ 

ชุดควบคุมท าการเตรียมชุดควบคุมโดยท าการผสมสีย้อมเมทิลีนบลู ความเข้มข้น 0.01 โม

ลาร์ ปริมาตร 30 ไมโครลิตร สารละลาย ascorbic acid ความเข้มข้น 0.01 โมลาร์ ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 

และน ้ากลั่น ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ในหลอด microtube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร  

ชุดการทดลอง จะน าสารละลายอนุภาคทองค านาโน ความเข้มข้น 50 และ100 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันกับสารละลายสีย้อมเมทิลีนบลู ความเข้มข้น 0.01 โมลาร์ 

ปริมาตร 30 ไมโครลิตร และสารละลาย ascorbic acid ความเข้มข้น 0.01 โมลาร์ ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 

โดยจะมีปริมาตรรวมทั้งหมดเป็น 430 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอด microtube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร  

 3.3.3. การตรวจต ิดตามการย ่อยสลายส ีย ้อมเมทิล ีนบล ูโดยอาศ ัย UV-visible 

spectrophotometry 

 น าสารละลายที่ได้ไปตรวจติดตามผลการเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาในการย่อยสลายสีย้อมเมทิลีนบลู

ของอนุภาคทองนาโน โดยใช้ UV-visible spectrophotometer ซึ่งจะน าสารละลายที่ได้จากทั้ง 2 หลอด คือ 

ชุดควบคุม และชุดทดลอง มาวัดค่าความสามารถในการดูดกลืนแสง โดยที่สีเมทิลีนบลูจะมีช่วงความยาวคลื่น

ที่จ าเพาะอยู่ที ่ประมาณ 664 นาโนเมตร ซึ ่งขั ้นตอนในการวัดค่าการดูดกลืนแสงจะใช้ blank เป็นน ้าที่

ปราศจากเชื้อ ท าการจับเวลาวัดผลทุกๆ 10 นาที ดังนี้ 0, 10, 20, 30, 40, 50 และ 60 นาที ตามล าดับ  และ

ท าการจดบันทึกค่าการดูดกลืนแสงที่ได้จากการวัดผล จากนั้นน ามาเปรียบเทียบผลการทดลองระหว่างชุด

ควบคุมและชุดทดลอง โดยท าการสร้างตารางเปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์การย่อยสลายสีย้อมเมทิลีนบลู โดยค่าที่
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ได้นี้สามารถค านวณได้จากค่าการดูดกลืนแสงของสีย้อมเมทิลีนบลูที่ระยะเวลาเริ่มต้นและที่ระยะเวลาต่างๆ 

จากสูตร ดังนี้ 

% Degradation = 
ค่าการดูดกลืนแสง MB (เริ่มต้น) - ค่าการดูดกลืนแสง MB (ระยะเวลา t) 

ค่าการดูดกลืนแสง MB (เริ่มต้น)
 × 100 
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บทที่ 4 

ผลการทดลอง 

4.1. การเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย ์

 จากการที่ได้ท าการเพาะเลี้ยงเชื้อ A. niger MSCU 0361 ที่ได้จาก Microbial Culture Collection 

ของจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัยลงบนอาหารเลี ้ยงเชื้อแข็ง potato dextrose agar (PDA) และท าการบ่มที่

อุณหภูมิห้องเป็นระยะเวลา 4 วัน โดยผู้วิจัยได้ท าการสังเกตลักษณะสัณฐานวิทยา พบว่า ลักษณะโคโลนีของ 

A. niger MSCU 0361 มีการสร้างสปอร์เกิดขึ้น โดยมีลักษณะเป็นสีด า หลังจากที่ท าการเพาะเลี้ยงเชื้อบน

อาหารแข็ง PDA ครบ 4 วัน ดังแสดงใน รูปที่ 4.1 

 

 รูปที่ 4.1 แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ A. niger MSCU 0361 บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง PDA 

4.2. ชีวมวลเชื้อรา (fungal biomass) และน ้าเลี้ยงเชื้อรา(fungal filtrate) 

 จากการที่ได้ท าการเก็บสปอร์และน าสปอร์ราที่ได้เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว potato dextrose 

broth (PDB) และท าการบ่มในเครื่องบ่มเขย่าที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส รอบเขย่าที่ 200 รอบต่อนาที เป็น

ระยะเวลา 4 วัน จะพบว่าลักษณะชีวมวลเชื้อรา  A. niger MSCU 0361 มีลักษณะเป็นก้อนกลมสีเหลืองใน

อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว PDB ดังแสดงใน รูปที่ 4.2 และจากนั้นจะน าเอาชีวมวลเชื้อราที่ได้ไปกรองออกจาก

อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว PDB และเปลี่ยนเป็นน ้ากลั่นปราศจากเชื้อแทน โดยจะท าการบ่มในเครื่องบ่มเขย่าที่
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อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส รอบเขย่าที่ 200 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 4 วัน เช่นเดมิ ซึ่งจะได้ส่วนของน ้า

เลี้ยงเชื้อราออกมา โดยส่วนของน ้าเลี้ยงเชื้อรานี้จะมีลักษณะเป็นสีน ้าตาลแดงเล็กน้อย ดังแสดงใน รูปที่ 4.3 

 

รูปที่ 4.2 แสดงลักษณะชีวมวลเชื้อรา  A. niger MSCU 0361 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว PDB 

 

รูปที่ 4.3 แสดงลักษณะน ้าเลี้ยงเชื้อรา A. niger MSCU 0361 
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4.3. ผลการสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโน 

 จากการที่ผู้วิจัยได้ท าการสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโนจากหัวข้อที่ 3.1.4. 1.-3.1.4.3. พบว่าชุด

ควบคุมท่ี 1 (control 1) และชุดควบคุมท่ี 2 (control 2) ไม่มีการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลายเมื่อระยะเวลา

ผ่านไป 60 นาที ในขณะที่ชุดการทดลอง (experiment) คือ หลอดที่มีการใส่ในส่วนของน ้าเลี้ยงเชื้อรา A. 

niger MSCU 0361 ผสมด้วยสารละลาย acetate buffer ที่ pH 4.7 และสารละลาย HAuCl4 ที่ความเข้มข้น 

0.02 โมลาร์ โดยท าการสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโนในสภาวะที่เป็นอุณหภูมิห้องและเป็นที่มืด จากนั้นท า

การสังเกตผลการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลายและจับระยะเวลาในการเกิดการสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโน 

ผลการสังเกตการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลาย พบว่า สารละลายมีการเปลี่ยนสีจากสารละลายสีเหลืองใสไป

เป็นสารละลายสีม่วงอ่อนเมื่อระยะเวลาผ่านไป 50 นาที และจะมีการเปลี่ยนแปลงไปเป็นสีม่วงที่เข้มขึ้นอย่าง

เห็นได้ชัดเจน เมื่อระยะเวลาผ่านไป 70 นาที ดังตารางที่ 4.2 ซึ่งเป็นการแสดงให้เห็นถึงการเกิดปฏิกิริยารี

ดักชั่นของไอออนอนุภาคทองประจุบวก ซึ่งมกีารสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโนเกิดขึ้นภายในสารละลาย 

ตารางท่ี 4.2 แสดงให้เห็นถึงการสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโนที่ระยะเวลาตั้งแต่ 0-70 นาที ตามล าดับ โดย

หลอดทดลองที่ 1 (ซ้าย) เป็นชุดควบคุมท่ี 1  หลอดทดลองที่ 2 (กลาง) เป็นชุดควบคุมท่ี 2 และหลอดทดลอง

ที ่3 (ขวา) เป็นชุดการทดลองที่มีการสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโนเกิดข้ึนภายในสารละลาย 

ระยะเวลา 
(นาที) 

0 10 20 30 

การ
เปลี่ยนแปลง
สารละลาย 
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4.4. ผลของค่าการดูดกลืนแสงของอนุภาคทองค านาโน 

 การสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโนที่เกิดขึ้นนอกเหนือจากท าการสังเกตสารละลายของอนุภาคทองค า

นาโนที่เปลี่ยนแปลงแล้วนั้น ยังสามารถท าการวิเคราะห์อนุภาคทองค านาโนที่เกิดขึ้นได้ด้วยการวิเคราะห์จาก

ค่าการดูดกลืนแสงของอนุภาคทองค านาโน โดยจะท าการวัดค่าการดูดกลืนแสงของอนุภาคทองค านาโนในช่วง

ความยาวคลื่น 200-800 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง UV-visible spectrophotometer โดยผลการทดลองพบว่า 

หลอดทดลองทั้งสองที่ใช้เป็นชุดควบคุม ได้แก่ ชุดควบคุมที่ 1 ที่ผสม acetate buffer pH 4.7 น ้าปราศจาก

เชื้อ และน ้าเลี้ยงเชื้อรา A. niger MSCU 0361 และชุดควบคุมที่ 2 ที่ผสม acetate buffer pH 4.7 HAuCl4 

ความเข้มข้น 0.02 โมลาร์ และน ้าปราศจากเชื้อ ผลการทดลองพบว่า ไม่พบค่าการดูดกลืนแสงที่ช่วงของการ

ดูดกลืนแสงของอนุภาคทองค านาโน กล่าวคือ ช่วง 520-560 นาโนเมตร โดยในส่วนหลอดทดลองที่เป็นชุดการ

ทดลองที ่ผสม HAuCl4 ความเข้มข้น 0.02 โมลาร์ acetate buffer pH 4.7 และน ้าเลี ้ยงเชื ้อรา A. niger 

MSCU 0361 ซึ่งพบการสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโนเกิดขึ้นในสารละลาย ผลการทดลองพบว่า อนุภาค

ทองค านาโนมีช่วงความยาวคลื่นสูงสุดอยู่ที่ 558 นาโนเมตร และมีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดอยู่ที่ 0.110 ดังรูปที่ 

4.4 
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รูปที่ 4.4 แสดงให้เห็นถึงกราฟค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายในหลอดทดลองชุดควบคุมท่ี 1 (A), 

สารละลายในหลอดทดลองชุดควบคุมท่ี 2 (B) และ หลอดทดลองชุดการทดลองที่เกิดการสังเคราะห์อนุภาค

ทองค านาโนขึ้นภายในสารละลาย (C) 

4.5. ผลของการว ิ เคราะห์อน ุภาคทองค  านาโนด ้วยกล ้องจ ุลทรรศน ์อ ิ เล ็กตรอนแบบส่องผ ่าน 

(Transmission Electron Microscope;TEM) 

 ผลจากการวิเคราะห์รูปร่างและการกระจายตัวของอนุภาคทองค านาโนด้วยกล้องจุลทรรศน์

อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (TEM) ที ่สังเคราะห์ขึ ้นได้จากน ้าเลี ้ยงเชื้อรา A. niger MSCU 0361 ที ่ผสมกับ 

HAuCl4 ความเข้มข้น 0.02 โมลาร์ และacetate buffer pH 4.7 พบว่า ขนาดของอนุภาคทองค านาโน

สารละลายมีการกระจายตัวของขนาดที่หลากหลาย รูปร่างของอนุภาคทองค านาโนที่สังเคราะห์ขึ้นได้นั้นก็มี

รูปร่างที่แตกต่างกันออกไป อย่างเช่น ทรงกลม ทรงกระบอก เป็นต้น อีกท้ังอนุภาคทองค านาโนเริ่มมีการเกาะ

กลุ่มกันเป็นบางส่วน ดังรูปที่ 4.5 

A 

B 

C 



27 
 

 

 

รูปที่ 4.5 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่านแสดงอนุภาคทองค านาโนที่สังเคราะห์ข้ึนภายใน

สารละลายที่ก าลังขยาย 100,000X (A) และ ที่ก าลังขยาย 300,000X (B)  

 

(A) 

(B) 
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4.6. ผลการวิเคราะห์ขนาดของอนุภาคทองค านาโนที่สังเคราะห์ได้ด้วยวิธี Dynamic Light Scattering 

(DLS) 

 ผลการวิเคราะห์ขนาดของอนุภาคทองค านาโนที ่ได้จากการวิเคราะห์ผลด้วย dynamic light 

scattering (DLS) ซึ่งเป็นเทคนิคที่วัดการกระเพื่อมของความเข้มแสง เพื่อใช้ในการวัดขนาดของสารตัวอย่าง

ในระดับนาโนเมตร ซึ่งตัวอย่างสารที่มีขนาดระดับนาโนเมตรนี้จะมีการเคลื่อนที่ของอนุภาคตลอดเวลาแบบบ

ราวน์เนียน (brownian) โดยจากการทดลองนี้ได้น าเอาอนุภาคทองค านาโนที่สังเคราะห์ขึ้นได้จากน ้าเลี้ยงเชื้อ

รา A. niger MSCU 0361 ที ่ผสมกับ HAuCl4 ความเข้มข้น 0.02 โมลาร์ และacetate buffer pH 4.7 ที่

เตรียมจากขั้นตอนที่ 3.1.1.4.3. มาวิเคราะห์ขนาดด้วยเทคนิค DLS พบว่าขนาดของอนุภาคทองค านาโนที่

สังเคราะห์ได้มีขนาดของอนุภาคทองค านาโนส่วนมากเฉลี่ยเป็น 60.74 นาโนเมตร และมีค่า polydispersity 

index (PDI) เฉลี่ยเป็น 0.703 ดังรูปที่ 4.6 

 

(A) 
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รูปที่ 4.6 แสดงถึงกราฟการกระจายตัวของขนาดอนุภาคทองค านาโนที่สังเคราะห์ขึ้นโดยท าการวิเคราะห์ผล 3 

ซ ้า (A) วัดผลรอบท่ี 1 (B) วัดผลรอบท่ี 2 และ (C) วัดผลรอบท่ี 3 และน าค่าที่ได้มาเฉลี่ย 

 

 

 

 

 

(B) 

(C) 
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4.7. ผลของการวิเคราะห์ค่าความเสถียรของอนุภาคทองค านาโนที่สังเคราะห์ได้ด้วยค่าศักย์ซีต้า (Zeta 

Potential) 

ผลจากการวิเคราะห์อนุภาคทองค านาโนด้วยค่าศักย์ซีต้า ซึ่งเป็นสิ่งที่บอกถึงความแตกต่างของประจุ

ไฟฟ้าระหว่างชั้นความหนาแน่นของไอออนที่อยู่รอบๆอนุภาคและประจุในของเหลวที่อยู่ล้อมรอบ (มีหน่วย

เป็นมิลลิโวลต์) ใช้เพื่อบอกแนวโน้มของการเกาะตัวกันของอนุภาค โดยปกติอนุภาคทองค านาโนจะมีความ

เสถียรก็ต่อเมื่อค่าศักย์ซีต้ามีค่าเป็นบวกมากกว่า +20 มิลลิโวลต์ หรือมีค่าที่เป็นลบมากกว่า -20 มิลลิโวลต์ 

จากผลการทดลองที่ท าการสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโนจากการทดลองนี้ พบว่า อนุภาคทองค านาโนมีค่า

ศักย์ซีต้าเฉลี่ยเท่ากับ -17.4 มิลลิโวลต์ ดังรูปที่ 4.7 ซึ่งค่าศักย์ซีต้าที่ได้มีค่าเป็นลบน้อยกว่า -20 มิลลิโวลต์ 

จากการวิเคราะห์ผลนี้จึงสามารถแปรผลได้ว่า อนุภาคทองค านาโนที่สังเคราะห์ขึ้นได้นั้น มีการเกิดการเกาะ

กลุ่มกันระหว่างอนุภาคทองค านาโน 

(A) 
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รูปที่ 4.7 แสดงถึงกราฟการวิเคราะห์ค่าความเสถียรของอนุภาคทองค านาโนที่สังเคราะห์ได้ด้วยค่าศักย์ซีต้า 

โดยท าการวิเคราะห์ผล 3 ซ ้า (A) วัดผลรอบท่ี 1 (B) วัดผลรอบท่ี 2 และ (C) วัดผลรอบท่ี 3 และน าค่าที่ได้มา

เฉลี่ย 

 

 

 

 

 

(B) 

(C) 
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4.8. การปั่นแยกอนุภาคทองค านาโน 

 ขั้นตอนของการปั่นแยกอนุภาคทองค านาโนออกจากส่วนของเหลวที่เป็นน ้าเลี้ยงเชื้อ รา โดยในการ

ทดลองนี้จะเริ่มท าการปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 10 นาที ซึ่งจะสังเกตเห็น

ตะกอนเล็กๆที่ก้นหลอด มีลักษณะเป็นสีม่วงเข้ม ดังแสดงในรูปที่ 4.8 โดยที่ตะกอนที่แสดงให้เห็นเหล่านี้เป็น

ตะกอนของอนุภาคทองค านาโนที่สังเคราะห์ขึ้นได้จากการทดลอง เมื่อท าการดูดส่วนใสที่เป็นส่วนของน ้าเลี้ยง

เชื ้อราออก จะน าเอาอนุภาคทองค านาโนที่สังเคราะห์ขึ ้นได้ไประเหยให้แห้ง ในตู ้ชีวนิรภัย (biosafety 

cabinet) เพื่อที่จะท าให้ของเหลวใสที่ดูดไม่หมดและเหลืออยู่ในหลอดออกหมด เป็นระยะเวลาประมาณ 1 

ชั่วโมง ดังแสดงในรูปที่ 4.9 จากนั้นท าการปรับความเข้มข้นของอนุภาคทองค านาโนให้เป็นความเข้มข้น 50, 

100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ 

 

รูปที่ 4.8 แสดงให้เห็นอนุภาคทองค านาโนที่สังเคราะห์ได้ตกตะกอนที่ก้นหลอดหลังจากท าการปั่นเหวี่ยง 
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รูปที่ 4.9 แสดงให้เห็นอนุภาคทองค านาโนที่สังเคราะห์ได้หลังจากท าการระเหยแห้งเอาน ้าออก 

4.10. ผลการเร่งปฏิกิริยาการรีดักชั่นในการย่อยสลายสีย้อมเมทิลีนบลูด้วยอนุภาคทองค านาโนที่

สังเคราะห์ได้จาก A. niger MSCU 0361 

 จากผลการศึกษาการเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาของอนุภาคทองค านาโนที่สังเคราะห์ขึ้นได้จาก A. niger 

MSCU 0361 ส าหรับการน ามาประยุกต์ใช้ในการย่อยสลายสีย้อมเมทิลีนบลู ซึ่งตรวจสอบการเกิดปฏิกิริยาที่

เกิดขึ้นด้วยการสังเกตสารละลายสีย้อมเมทิลีนบลูที่เปลี่ยนแปลงไป  และท าการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 664  

นาโนเมตร ด้วยเครื่อง UV-visible spectrophotometer เป็นระยะเวลาทั้งหมด 60 นาที ดังตารางที่ 4.3 

เนื่องจากว่าค่าการดูดกลืนแสงที่ 664 นาโนเมตร เป็นค่าการดูดกลืนแสงของสีย้อมเมทิลีนบลู จากนั้นน าเอาค่า

การดูดกลืนแสงในแต่ละช่วงเวลามาค านวณเปอร์เซ็นต์ในการย่อยสลายสีย้อมเมทิลีนบลู และน ามาสร้างกราฟ

เปอร์เซ็นต์ในการย่อยสลายสีย้อมเมทิลีนบลูเปรียบเทียบกันระหว่างชุดควบคุมที่ไม่ใส่อนุภาคทองค านาโนที่

สังเคราะห์ขึ ้นได้กับชุดทดลองที่มีการใส่อนุภาคทองค านาโนที่สังเคราะห์ได้ลงไปในสารละลายเพื่อเร่งให้

เกิดปฏิกิริยาการย่อยสลายสีย้อม โดยผลการทดลองเมื่อใช้อนุภาคทองค านาโนที่สังเคราะห์ขึ ้นได้ที่ความ

เข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลตร จะมีเปอร์เซ็นต์ในการย่อยสลายสีย้อมเมทิลีนบลูเป็น 34.21, 49.21, 62.04, 

70.06, 73.82, 76.89 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ และเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไม่ มีอนุภาคทองค านาโน พบว่า

เปอร์เซ็นต์ในการย่อยสลายสีย้อมเมทิลีนบลูเป็น 33.06 , 55.22, 67.74, 77.44, 82.15, 85.39 เปอร์เซ็นต์ 

ภายในระยะเวลา 60 นาที จากนั้นเมื่อเปลี่ยนความเข้มข้นของอนุภาคทองค านาโนที่สังเคราะห์ขึ้นเป็นความ

เข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลตร จะมีเปอร์เซ็นต์ในการย่อยสลายสีย้อมเมทิลีนบลูเป็น 18.14, 36.55, 

46.86, 54.60, 57.61, 60.80 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ และเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไม่มีอนุภาคทองค านาโน 
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พบว่าเปอร์เซ ็นต์ในการย่อยสลายสีย ้อมเมทิล ีนบลูเป็น  28.62 , 42.33, 58.43, 63.97, 68.06, 69.34 

เปอร์เซ็นต์ ภายในระยะเวลา 60 นาที ซึ่งจากผลการทดลองที่ใช้ความเข้มข้นของอนุภาคทองค านาโนที่

แตกต่างกัน ได้แก่ ความเข้มข้นของอนุภาคทองค านาโนเป็น 50 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่าในชุด

ทดลองสามารถเกิดการย่อยสลายสีย้อมเมทิลีนบลูได้จริง แต่ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นนั้นไม่ได้ท าให้เกิดการย่อยสลาย

สีย้อมเมทิลีนบลูได้รวดเร็วขึ้น เมื่อท าการเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไม่ใส่อนุภาคทองค านาโน ที่พบว่า

เกิดปฏิกิริยาในการย่อยสลายสีย้อมเมทิลีนบลูได้ดีกว่า เมื่อดูจากเปอร์เซ็นต์การย่อยสลายสีย้อม ดังรูปที่ 4.10 

ตารางที่ 4.3 แสดงค่าความสามารถในการดูดกลืนแสงของสีเมทิลีนบลูที่เปลี่ยนแปลงไปเปรียบเทียบระหว่าง

ชุดควบคุมและชุดทดลอง ภายในระยะเวลา 60 นาที โดยที ่ (A) อนุภาคทองค านาโนความเข้มข้น 50 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (B) อนุภาคทองค านาโนความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

 

 

 

 

 

 ค่าความสามารถในการดูดกลืนแสงที่ช่วงความยาวคลื่น 664 nm 

(ค่าความสามารถในการดูดกลืนแสงของสีย้อมเมทิลีนบลู) 

เวลา (นาที) ชุดควบคุม ชุดทดลอง 

0 1.485 1.333 

10 0.967 0.871 

20 0.665 0.677 

30 0.479 0.506 

40 0.335 0.399 

50 0.265 0.349 

60 0.217 0.308 

(A)  
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 ค่าความสามารถในการดูดกลืนแสงที่ช่วงความยาวคลื่น 664 nm 

(ค่าความสามารถในการดูดกลืนแสงของสีย้อมเมทิลีนบลู) 

เวลา (นาที) ชุดควบคุม ชุดทดลอง 

0 1.174 1.097 

10 0.838 0.898 

20 0.677 0.696 

30 0.488 0.583 

40 0.423 0.498 

50 0.375 0.465 

60 0.360 0.430 

(B) 
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รูปที่ 4.10 แสดงให้เห็นถึงเปอร์เซ็นต์ของการย่อยสลายสีย้อมเมทิลีนบลูในสภาวะที่มีอนุภาคทองค านาโน 

ภายในระยะเวลา 60 นาที โดยที่ (A) อนุภาคทองค านาโนความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (B) อนุภาค

ทองค านาโนความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
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บทที่ 5 

สรุป วิเคราะห์ผลการทดลอง และแผนการทดลองในอนาคต 

ในงานวิจัยนี้เกี่ยวข้องกับการท าการสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโน (AuNPs) ด้วยกระบวนการทาง

ชีวภาพ (biosynthesis) จากน ้าเลี้ยงเชื้อรา A. niger MSCU 0361 ซึ่งได้มีการรายงานมาก่อนหน้านี้ว่าการ

สังเคราะห์อนุภาคทองค านาโนนั้น เกี่ยวข้องกับเอนไซม์ที่หลั่งออกมาจากนอกเซลล์และสารทุติยภูมิที่มาจาก

เชื้อรา ซึ่งสารต่างๆเหล่านี้มีความสามารถเป็นสารที่ท าให้อนุภาคทองค านาโนที่สังเคราะห์ขึ้นได้มีความเสถยีร 

อีกทั ้งยังเป็นตัวรีดิวซ์ที่ท าให้เกิดกระบวนการรีดักชั ่น โดยการเปลี ่ยนไอออนอนุภาคทองประจุบวก 

(Au3+: gold ion) ภายในสารละลายเกลือโกลคลอไรด์ (gold chloride, HAuCl4) ให้กลายเป็นอนุภาคทองค า

นาโน (Au0: AuNPs) ได้ ซึ่งจากงานวิจัยนี้เป็นวิจัยโดยท าการสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโนด้วยวิธีการทาง

ชีวภาพจากเชื้อรา A. niger MSCU 0361 เมื่อกระบวนการสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโนเสร็จสิ้นแล้วนั้น จึง

น าอนุภาคทองค านาโนมาศึกษารูปร่าง ลักษณะ ขนาด ความเสถียร และความสามารถในการเป็นตัวเร่ง

ปฏิกิริยาในการย่อยสลายสีย้อมเมทิลีนบลู  จากผลทดลองพบว่างานวิจัยนี้ สามารถสังเคราะห์อนุภาคทองค า

นาโนได้ โดยเมื่อท าการสังเกตการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลายน ้าเลี้ยงเชื้อรา A. niger MSCU 0361 และ 

acetate buffer pH 4.7 เมื่อมีการเติมสารละลาย HAuCl4 ความเข้มข้น 0.02 โมลาร์ลงไปในสารละลาย ผล

จากการสังเกตพบว่า จากเดิมที่สารละลายมีสีเหลืองใสจะถูกเปลี่ยนเป็นสารละลายที่มีสีม่วงเข้ม และจากนั้น

ผู้วิจัยจึงได้ท าการตรวจวัดค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายของอนุภาคทองค านาโนที่ท าการสังเคราะห์ขึ้นได้ 

ด้วย UV-visible spectrophotometer โดยอนุภาคทองค านาโนจะมีช่วงความยาวคลื่นอยู่ที่ 520-560 นาโน

เมตร ในสารละลาย (Shi et al, 2015) สาเหตุที่อนุภาคทองค านาโนมีความสามารถในการดูดกลืนแสงที่ช่วง

ความยาวคลื่นดังที่กล่าวมานี้ เนื่องมาจากว่าอนุภาคทองค านาโนมีขนาดเล็กในระดับนาโนเมตร จึงส่งผลท าให้

อนุภาคทองค านาโนมีคุณสมบัติในการเป็น surface plasmon resonance ซึ่งเป็นคุณสมบัติเชิงแสง เมื่อ

อนุภาคทองค านาโนสามารถดูดกลืนแสงได้โดยพลังงานแสงดังกล่าวจะท าให้เกิดการกระตุ้นอิเล็กตรอนที่อยู่บน

พ้ืนผิวของอนุภาคทองค านาโน ซึ่งเมื่ออนุภาคทองค านาโนดูดกลืนแสงที่ช่วงความยาวคลื่นหนึ่งๆ จะท าให้แสง

ที่ปรากฎออกมาเป็นสีที่แตกต่างกัน (Otto, 1968)  โดยพลังงานแสงหรือความยาวของคลื่นแสงที่อนุภาค

ทองค านาโนดูดกลืนไปนั้นจะขึ้นอยู่กับชนิดของโลหะ รูปร่างและขนาดของอนุภาคทองค านาโน (Srinath et 

al, 2015) จากการทดลองพบว่า เมื ่อมีการเติมสารละลาย HAuCl4 ความเข้มข้น 0.02 โมลาร์ลงไปใน

สารละลายน ้าเลี้ยงเชื้อรา A. niger MSCU 0361 และ acetate buffer pH 4.7 จะเกิดการเปลี่ยนแปลงสีของ

สารละลายไปเป็นสีม่วงเข้มภายในระยะเวลา 70 นาที และมีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดอยู่ที่ 0.110 ที่ช่วงความ

ยาวคลื่น 558 นาโนเมตร ซึ่งเป็นการยืนยันว่า ภายในสารละลายเกิดการก่อตัวของอนุภาคทองค านาโนเกิดขึ้น 

โดยอนุภาคทองค านาโนที่สังเคราะห์ขึ้นได้นี้มีช่วงความยาวคลื่นอยู่ที่ 558 นาโนเมตร เนื่องมาจากว่า ภายใน
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สารละลายอนุภาคทองค านาโนเกิดการดูดกลืนแสงสีเหลืองจึงท าให้มองเห็นสารละลายอนุภาคทองค านาโนที่

สังเคราะห์ข้ึนได้นั้นเป็นสารละลายสีม่วงเข้ม 

ส าหรับการวิเคราะห์ผลการทดลองด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (transmission 

electron microscope;TEM) dynamic light scattering (DLS) และค่าศักย์ซีต้า (zeta potential) พบว่า 

ขนาดและรูปร่างของอนุภาคทองค านาโนที่สังเคราะห์ขึ้นได้มีความแตกต่างกันไป อีกท้ังยังเกิดการเกาะกลุ่มกัน

เล็กน้อย 

โดยผลการทดลองจาก TEM แสดงให้เห็นถึงรูปร่างของอนุภาคทองค านาโนที่สังเคราะห์ขึ้นได้ภายใน

สารละลาย มีการกระจายตัวกันของรูปร่างของอนุภาคทองค านาโนที่หลากหลายขนาด (polydisperse) โดย

อนุภาคทองค านาโนที่พบมีรูปร่างที่สังเคราะห์ขึ้นได้เป็นทรงกลม (รูปทรงหลัก) และทรงกระบอก เป็นต้น  ซึ่ง

การควบคุมขนาดและอนุภาคทองค านาโนที่สังเคราะห์จากกระบวนทางชีวภาพนั้นเป็นขั้นตอนที่ควบคุมได้ยาก 

ดังนั้น จึงต้องท าการทดลองเพ่ือศึกษาถึงปัจจัยเกี่ยวข้องที่ส่งผลท าให้ขนาดและรูปร่างของอนุภาคทองค านาโน

ที่สังเคราะห์ขึ้นได้จากกระบวนการทางชีวภาพมีความแตกต่างกัน ได้แก่ ความเข้มข้นของ HAuCl4 ต้องมี

ความเข้มข้นที่เหมาะสมส าหรับการสังเคราะห์จุลินทรีย์ในแต่ละตัว ซึ่งจุลินทรีย์แต่ละชนิดนั้นจะมีค่าความ

เข้มข้นของ HAuCl4 ที่ใช้ในการสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโนที่แตกต่างกัน และการที่ท าให้อนุภาคทองค านา

โนมีขนาดใหญ่ขึ้น เกิดมาจากสารชีวโมเลกุลที่ท าหน้าที่เป็นตัวล้อมรอบและท าให้อนุภาคทองค านาโนมีความ

เสถียรนั้น ไม่มีคุณสมบัติในการล้อมรอบอนุภาคทองค านาโนได้ จึงส่งผลท าให้อนุภาคทองค านาโนที่สังเคราะห์

ขึ ้นได้เกิดการเกาะกลุ่มกัน (Kumari et al, 2015) นอกจากนี้ความเข้มข้นของสารชีวโมเลกุลที ่ใช้ในการ

สังเคราะห์อนุภาคทองค านาโนยังส่งผลให้อนุภาคทองค านาโนที่สังเคราะห์ขึ้นมีรูปร่างที่แตกต่างกัน เช่น ทรง

กลม สามเหลี่ยม และหกเหลี่ยม (Kreibig et al,1985, Sujitha et al, 2013) และการที่มีความเข้มข้นของสาร

ชีวโมเลกุลสูงขึ้น หมายความว่าจะมีปริมาณของสารชีวโมเลกุลที่สามารถเกิดการรีดักชั่นของไอออนอนุภาค

ทองประจุบวกได้มากขึ้น ท าให้การสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโนเกิดได้เร็ว และอนุภาคทองค านาโนที่

สังเคราะห์ได้จะมีขนาดที่เล็กลง โดยปัจจัยเหล่านี้จะส่งผลต่อค่าการดูดกลืนแสงของอนุภาคทองค านาโนจาก

การมีคุณสมบัติเชิงแสง surface plasmon resonance (Haiss et al, 2007) และผลของ pH ที่เกี่ยวข้องกับ

ขนาด รูปร่างและความเสถียรในการสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโน โดย pH จะต้องมีความเหมาะสมกับ

อัตราส่วนความเข้มข้นของ HAuCl4ที่ใช้ในการสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโน โดยมีงานวิจัยก่อนหน้านี้พบว่า 

การสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโนจากจุลินทรีย์จะมีค่า pH อยู่ในช่วง 2-6 (Joerger et al, 2000)  ซึ่งถ้ามีการ

เปลี่ยนแปลงค่า pH ไป จะส่งผลต่อขนาดและรูปร่างของอนุภาคทองค านาโนได้ (Mukherjee et al, 2001)  

โดยช่วง pH ที่เหมาะสมที่ท าให้เอนไซม์ของ A. niger ท างานได้ดีจะอยู่ในช่วง pH ที่ 4-6.5 (Zia et al, 2007) 

จึงเป็นสาเหตุที่ท าให้ใช้ acetate buffer pH 4.7 มาใช้ในการสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโนในการทดลอง 
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ทั้งนี้ สภาวะของจุลินทรีย์แต่ละชนิด  อัตราส่วนความเข้มข้นของ HAuCl4 และความเข้มข้นของสารสกัดที่ได้

จากจุลินทรีย์แต่ละชนิดจะต้องมีความเหมาะสม เนื่องมาจากว่าจุลินทรีย์ ในแต่ละชนิดจะมีสภาวะที่เหมาะสม

ในการสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโนที่แตกต่างกัน จึงเป็นปัจจัยที่จ าเป็นส าหรับท าการทดลองเพื่อควบคุม

ปัจจัยต่างๆ เพื่อส่งผลให้การท าการทดลองสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโนในอนาคตมีขนาดและรูปร่างของ

อนุภาคทองค านาโนที่คงที่  

เมื่อท าการวิเคราะห์ด้วย dynamic light scattering (DLS) โดยเป็นการตรวจวัดขนาดเฉลี่ยของ

อนุภาคทองค านาโน ซึ่งถือว่าเป็นเทคนิคที่ได้รับความนิยมส าหรับใช้ในการตรวจวิเคราะห์ลักษณะของสาร

คอลลอยด์ สารแขวนลอย ซึ่ง DLS จะวัดความผันผวนของแสงกระเจิงพร้อมกับช่วงเวลาที่เกิดขึ้นจากแสงผ่าน

ดัชนีหักเหของสารประกอบเชิงซ้อนที่น ามาวิเคราะห์ เทคนิคนี้เป็นเทคนิคที่ส าคัญส าหรับการหาการกระจาย

ตัวของอนุภาคในของเหลว การกระเจิงแสงแบบไดนามิกส์เป็นเทคนิคที่วัดได้อย่างรวดเร็ว ใช้สารตัวอย่างใน

ปริมาณน้อย และค่าความคาดเคลื่อนมีค่าต ่า ซึ่งใช้ในการวัดการกระเจิงแสงของอนุภาคที่มีขนาดเล็กกว่า 5 

ไมโครเมตร ที่มีการเคลื่อนที่อย่างอิสระ (randomly diffuse) ไปทั่วทั้งตัวกลาง (Li et al, 2014) ซึ่งผลจาก

การวิเคราะห์ขนาดของอนุภาคทองค านาโนที่สังเคราะห์ขึ้นได้ด้วยเทคนิค DLS พบว่า อนุภาคทองค านาโนมี

ขนาดเฉลี่ยส่วนมากอยู่ที่ 60.47 นาโนเมตร นอกจากวิธีนี้บอกถึงขนาดของอนุภาคทองค านาโนแล้วนั้น ยัง

สามารถบอกการกระจายตัวของอนุภาคทองค านาโนได้จากค่าของ polydispersity index (PDI) ซึ่งค่านี้ใช้

เพื่ออธิบายถึงระดับความไม่สม ่าเสมอของการกระจายตัวของขนาดอนุภาคทองค านาโน โดยที่ถ้ามีค่า PDI ที่

น้อยกว่า 0.05 แสดงให้เห็นว่ามีความเป็น monodisperse สูง ในขณะที่ถ้ามีค่า PDI มากกว่า 0.7 แสดงให้

เห็นว่าอนุภาคทองค านาโนที่สังเคราะห์ขึ้นได้มีการกระจายตัวของขนาดที่กว้างมาก (polydisperse) (Danaei 

et al, 2018) โดยที่จากการทดลองนี้พบว่าอนุภาคทองค านาโนที่สังเคราะห์ขึ้นได้มีค่า PDI เท่ากับ 0.703 ซึ่งมี

ค่า PDI มากกว่า 0.7 แสดงให้เห็นว่า อนุภาคทองค านาโนมีการกระจายตัวของขนาดที่ไม่สม ่าเสมอ  

จากการท าการวิเคราะห์ด้วยค่าศักย์ซีต้า (zeta potential) ซึ่งเป็นค่าท่ีบอกถึงความต่างศักย์ระหว่าง

ศักย์ไฟฟ้าบริเวณผิวของอนุภาคทองค านาโนที่สังเคราะห์ขึ้นกับค่าศักย์ไฟฟ้าของสารละลาย โดยค่า ศักย์ซีต้านี้

เป็นค่าที่บ่งบอกถึงประจุบนพื้นผิวของอนุภาคทองค านาโน ซึ่งแสดงให้เห็นถึงการมีปฏิสัมพันธ์กันระหว่างสาร

ชีวโมเลกุลของเชื้อรากับอนุภาคทองค านาโนที่สังเคราะห์ขึ้นได้ ดังนั้น ประจุที่อยู่บนพื้นผิวของอนุภาคทองค า

นาโนจึงเป็นพารามิเตอร์ที่ส าคัญในการเป็นตัวบอกถึงความเสถียรและการท างานของอนุภาคทองค านาโนที่

สังเคราะห์ขึ ้นได้ (Wanga et al, 2016)  โดยที่ค่าศักย์ซีต้าที่บ่งบอกถึงอนุภาคทองค านาโนมีความเสถียร

จะต้องอยู่ในช่วงเป็นบวกมากกว่า +20 มิลลิโวลต์ และเป็นลบมากกว่า -20 มิลลิโวลต์ (Thilagam et al, 

2020) โดยที่จากการทดลองนี้พบว่าอนุภาคทองค านาโนที่สังเคราะห์ขึ้นได้มีค่าศักย์ซีต้าเป็น -17.4 มิลลิโวลต์ 

ซึ่งค่าศักย์ซีต้าของอนุภาคทองค านาโนที่สังเคราะห์ขึ้นได้นั้นมีค่าเป็นลบน้อยกว่า -20 มิลลิโวลต์ แสดงให้เห็น
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ว่า อนุภาคทองค านาโนที่สังเคราะห์ได้นั้นจะเกิดการเกาะกลุ่มกันและตกตะกอนภายในสารละลายได้ สาเหตุที่

เป็นเช่นนี้ เนื่องมาจากว่าภายในสารละลายน ้าเลี้ยงเชื้อราจะมีสารชีวโมเลกุลขนาดใหญ่ เช่น โปรตีน และสาร

ชีวโมเลกุลที่เป็นโพลิเมอร์ มีความสามารถในการเป็นตัวล้อมรอบอนุภาคทองค านาโนและท าให้อนุภาคทองค า

นาโนที่สังเคราะห์ขึ้นได้มีความเสถียร แต่ในขณะที่สารชีวโมเลกุลขนาดเล็ก เช่น เปปไทด์ กรดอะมิโน มอโน

แซ็กคาไรด์ พอลิแซ็กคาไรด์ และสารเมแทบอไลท์ปฐมภูมิ ก็มีความสามารถล้อมรอบอนุภาคทองค านาโนได้

เช่นเดียวกันกับสารชีวโมเลกุลขนาดใหญ่ แต่สารชีวโมเลกุลขนาดเล็กที่ล้อมรอบนั้นไม่ส่งผลท าให้อนุภาค

ทองค านาโนมีความเสถียร (Molnár et al, 2018) ซึ่งแสดงให้เห็นว่าภายในสารละลายน ้าเลี ้ยงเชื้อราจาก

งานวิจัยนี้ประกอบไปด้วยสารชีวโมเลกุลที่มีขนาดใหญ่และเล็กปนกันอยู่ โดยที่สารชีวโมเลกุลที่มีขนาดเล็ก

อาจจะเป็นส่วนที่ไปเป็นตัวล้อมรอบอนุภาคทองค านาโนมากกว่าสารชีวโมเลกุลขนาดใหญ่ ส่งผลให้อนุภาค

ทองค านาโนที่สังเคราะห์ขึ้นได้มีค่าศักย์ซีต้าที่ไม่เสถียรมากนัก และนอกจากนี้ก็ยังมีอีกหลายปัจจัยที่ส่งผลต่อ

ค่าศักย์ซีต้าของอนุภาคทองค านาโน อย่างเช่น แรงทางประจุไฟฟ้า และ pH ของบัฟเฟอร์ที่ใช้ในปฏิกิริยาการ

สังเคราะห์อนุภาคทองค านาโน เป็นต้น (Zhang et al, 2012) โดยวิธีที่แก้ไขปัญหา คือ ท าการสังเคราะห์

อนุภาคทองค านาโนแล้วน ามาใช้ในการเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาในการย่อยสลายสีย้อมเมทิลีนบลูทันที เพื่อป้องกัน

ปัญหาการเกิดการเกาะกลุ่มกันของอนุภาคทองค านาโนเพิ่มมากขึ้นไปอีก และจากค่าศักย์ซีต้านี้ แสดงให้เห็น

ว่าพื้นผิวของอนุภาคทองค านาโนมีประจุเป็นลบ เกิดขึ้นจากกระบวนการรีดักชั่นของไอออนอนุภาคทองประจุ

บวก (Au3+: gold ion) เพื่อสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโน (Au0: AuNPs) ซึ่งในขณะนั้นเองจะเกิดปฏิกิริยา

ออกซิเดชั่นของหมู่ไฮดรอกซิลด้วย โดยหมู่ไฮดรอกซิลนี้เป็นหมู่ที่พบมากในสารโพลีแซคคาไรด์ที่อยู่ในโปรตีน

และเอนไซม์ที่มาจากน ้าเลี้ยงเชื้อรา โดยที่การออกซิเดชั่นจะเปลี่ยนหมู่ไฮดรอกซิลไปเป็นหมู่คาร์บอนิลที่มี

ประจุเป็นลบ (Mata et al, 2009) จากนั้นโปรตีนจะสามารถเกิดการจับกับอนุภาคทองค านาโนที่สังเคราะห์

ขึ้นได้ จากการที่โปรตีนมีหมู่ฟังชั่นเอมีนอิสระหรืออนุพันธ์ของซีสเตอีนที่มีประจุลบและจับกับไอออนอนุภาค

ทองค าประจุบวกด้วยแรงประจุทางไฟฟ้าซึ่งเป็นแรงกระท าระหว่างโมเลกุลที่มีขั้ว (dipole-dipole force) 

(Sanghi et al, 2010; Binupriya et al, 2010) แสดงให้เห็นว่าอนุภาคทองค านาโนที่สังเคราะห์ขึ ้นเมื่อถูก

ล้อมรอบด้วยโปรตีนที่ได้จากส่วนของน ้าเลี้ยงเชื้อราจะมีประจุเป็นลบ  

จากนั้นผู้วิจัยได้น าเอาอนุภาคทองค านาโนที่ท าการสังเคราะห์ได้ไปประยุกต์ใช้ในการเป็นตัวเร่ง

ปฏิกิริยาส าหรับการย่อยสลายสีย้อมเมทิลีนบลู สาเหตุที่เลือกสีย้อมเมทิลีนบลูมาท าการศึกษา เนื่องมาจาก สี

ย้อมเมทิลีนบลูเป็นสารประกอบอะโรมาติกเฮเทอโรไซคลิก (heterocyclic aromatic) ซึ่งเป็นสีย้อมที่มีประจุ

บวกในกลุ่มของอะโซ (Azo dye) มีโครงสร้างทางเคมีที่ซับซ้อน (Nadaf et al, 2019) โดยที่อนุภาคทองค านา

โนมีความสามารถในการเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาในการย่อยสลายสีย้อมเมทิลีนบลูได้ โดยมีการน าเอาสารรีดิวซ์ 

ascorbic acid มาเป็นตัวให้อิเล็กตรอนเพื่อเกิดปฏิกิริยารีดักชั่นของสีย้อมเมทิลีนบลู (León et al, 2016) 

โดยมีกลไกที่คาดว่าจะเกิดขึ้น ดังนี้ ascorbic acid สามารถที่จะให้อิเล็กตรอนกับสีย้อมเมทิลีนบลูได้ อนุภาค
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ทองค านาโนจึงเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาในการรับอิเล็กตรอนจาก ascorbic acid ส่งให้กับสีย้อมเมทิลีนบลู โดย

ผู้วิจัยได้ท าการทดลองน าเอาชุดควบคุมมาเปรียบเทียบกับชุดทดลอง ซึ่งชุดทดลองเป็นการน าเอาอนุภาค

ทองค านาโนมาใส่เพิ่มเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาส าหรับการย่อยสลายสีย้อมเมทิลีนบลู ในขณะที่ชุดควบคุมโดยจะใส่

เพียงสารรีดิวซ์ ascorbic acid ที่ท าหน้าที่ให้อิเล็กตรอนกับอนุภาคทองค านาโนเท่านั ้น จากนั ้นท าการ

สังเกตุการเปลี่ยนแปลงของสีย้อมเมทิลีนบลูและวัดค่าการดูดกลืนแสงของสีย้อมเมทิลีนบลูที่ช่วงความยาวคลื่น 

664 นาโนเมตร ด้วย UV-visible spectrophotometer (Rabeea et al, 2020) จับระยะเวลาทุกๆ 10 นาที 

เป็นระยะเวลา 1 ชั่วโมง ค านวณค่าที่ได้ออกมาเป็นเปอร์เซ็นต์ในการย่อยสลายสีย้อมเมทิลีนบลูท าการ

เปรียบเทียบผลระหว่างชุดทดลองและชุดควบคุม ซึ่งผลจากการทดลองพบว่า เมื่อใช้อนุภาคทองค านาโนที่

สังเคราะห์ขึ้นได้ที่ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลตร จะมีเปอร์เซ็นต์ในการย่อยสลายสีย้อมเมทิลีนบลู

เป็น 18.14, 36.55, 46.86, 54.60, 57.61, 60.80 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ และเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไม่มี

อนุภาคทองค านาโน พบว่าเปอร์เซ็นต์ในการย่อยสลายสีย้อมเมทิลีนบลูเป็น 33.06 , 55.22, 67.74, 77.44, 

82.15, 85.39 เปอร์เซ็นต์ ภายในระยะเวลา 60 นาที และเมื่อใช้อนุภาคทองค านาโนที่สังเคราะห์ขึ้นได้ที่ความ

เข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลตร จะมีเปอร์เซ็นต์ในการย่อยสลายสีย้อมเมทิลีนบลูเป็น 34.21 , 49.21, 

62.04, 70.06, 73.82, 76.89 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ และเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไม่มีอนุภาคทองค านาโน 

พบว่าเปอร ์เซ ็นต ์ในการย ่อยสลายสีย ้อมเมทิล ีนบลูเป ็น 28.62 , 42.33, 58.43, 63.97, 68.06, 69.34 

เปอร์เซ็นต์ ภายในระยะเวลา 60 นาที ซึ่งผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า เปอร์เซ็นต์ในการย่อยสลายสีย้อมเมทิ

ลีนบลูในชุดทดลองที่มีอนุภาคทองค านาโนที่สังเคราะห์ขึ้นได้นั้นมีเปอร์เซ็นต์ในการย่อยสลายสีย้อมเมทิลีนบลู

ที่ต ่าว่าชุดควบคุมที่มีเพียง ascorbic acid อย่างเดียว ที่ผลการทดลองเป็นเช่นนี้อาจเนื่องมาจากในสภาวะที่มี

สารรีดิวซ์เป็น ascorbic acid อยู่ในสารละลายที่มีอนุภาคทองค านาโน ascorbic acid นั้นมีความสามารถใน

การเกิดปฏิกิริยารีดักชั่นกับพันธะไดซัลไฟด์ (disulfides) ในโปรตีน (Landino et al, 2006) ที่ประกอบขึ้น

จากกรดอะมิโนซีสเตอีน (cysteine)  โดยอนุพันธ์ของกรดอะมิโนซีสเตอีนเป็นส่วนที่พบในโปรตีนที่ท าหน้าที่

เป็นตัวล้อมรอบอนุภาคทองค านาโน เมื่อพันธะไดซัลไฟด์ที่เชื่อมระหว่างกรดอะมิโนซีสเตอีนเกิดปฏิกิริยารี

ดักชั่นเปลี่ยนไปเป็นหมู่ซัลฟ์ไฮดริล (sulfhydryl) (1) (Birwe et al, 1991) จึงเป็นสาเหตุที่ท าให้อนุภาคทองค า

นาโนสูญเสียคุณสมบัติในการเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาการย่อยสลายสีย้อมเมทิลีนบลูไป 

Cys—S—S—Cys + Ascorbic acid → 2Cys—SH + Dehydroascorbic acid (1) 

นอกจากนี้ สิ่งที่ส่งผลท าให้เปอร์เซ็นต์ในการย่อยสลายสีย้อมเมทิลีนบลูในชุดทดลองมีค่าต ่ากว่าชุด

ควบคุม เนื่องมาจากว่า ascorbic acid เกิดปฏิกิริยารีดักชั่นได้ทั้งกับสารละลายสีย้อมเมทิลีนบลู และอนุภาค

ทองค านาโนที่สังเคราะห์ขึ้นมาได้ จึงท าให้ประสิทธิภาพในการเกิดการรีดักชั่นกับสีย้อมเมทิลีนบลูต ่าลง โดยสิ่ง

ที่ได้กล่าวมาข้างต้นนั้น สอดคล้องกับเมื่อท าการทดลองโดยเพ่ิมความเข้มข้นของอนุภาคทองค านาโนเป็น 100 



42 
 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลตร จะมีเปอร์เซ็นต์ในการย่อยสลายสีย้อมเมทิลีนบลูที่ต ่ากว่า การทดลองที่ใช้ความเข้มข้น

ของอนุภาคทองค านาโนเป็น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลตร เพราะที่ความเข้มข้นของ ascorbic acid เท่าเดิม 

จะต้องเกิดปฏิกิริยาการรีดักชั่นกับสารละลายสีย้อมเมทิลีนบลูและอนุภาคทองค านาโนที่มีความเข้มข้นที่

เพ่ิมข้ึนจากเดิม จึงส่งผลให้เปอร์เซ็นต์ในการย่อยสลายสีย้อมเมทิลีนบลูมีค่าที่น้อยลงกว่าเดิม  

จากงานวิจัยนี้แสดงให้เห็นว่าเชื้อรา A. niger MSCU 0361 มีความสามารถในการสังเคราะห์อนุภาค

ทองค านาโน แต่เมื่อท าการวิเคราะห์ด้วยวิธีการต่างๆ พบว่า อนุภาคทองค านาโนที่สังเคราะห์ขึ้นได้นั้น มีขนาด

และรูปร่างที่ได้มีความแตกต่างกันออกไป ซึ่งขนาดและรูปร่างที่แตกต่างกันนั้นจะส่งผลท าให้อนุภาคทองค านา

โนมีคุณสมบัติและหน้าที่ที่แตกต่างกันออกไปด้วย ที่เป็นเช่นนี้ เนื่องจากการสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโน

จากกระบวนการทางชีวภาพค่อนข้างที่จะมีความซับซ้อน ซึ่งอาจจะมีปัจจัยหลากหลายอย่างที่ส่งผลต่อการ

สังเคราะห์อนุภาคทองค านาโน เช่น ความเข้มข้นของ HAuCl4 ความเข้มข้นของชีวมวล pH บัฟเฟอร์ของ

สารละลายที่ใช้ในการสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโน เป็นต้น นอกเหนือจากปัจจัยเหล่านี้แล้วนั้นยังมีปัจจัย

อื่นๆนอกเหนือจากที่กล่าวมาข้างต้นที่ส่งผลต่อรูปร่างและขนาดของอนุภาคทองค านาโน ซึ่งเป็นสิ่งที่จะต้อง

ท าการศึกษาต่อไป เพ่ือที่จะท าให้การสังเคราะห์อนุภาคทองค านาโนจากวิธีการทางชีวภาพมีขนาดและรูปร่าง

ของอนุภาคทองค านาโนที่คงที ่ และมีความเสถียร ส่งผลให้อนุภาคทองค านาโนที ่สังเคราะห์ได้นั ้น มี

ประสิทธิภาพในการน าไปประยุกต์ใช้ในงานด้านต่างๆได้ ในส่วนของการทดลองที่ท าการน าเอาอนุภาคทองค า

นาโนที่สังเคราะห์ขึ้นได้มาประยุกต์ใช้ในการเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาส าหรับการย่อยสลายสีย้อมเมทิลีนบลู ผลการ

ทดลองพบว่า อนุภาคทองค านาโนที่สังเคราะห์ขึ้นได้นั้น ไม่มีประสิทธิภาพที่จะเร่งปฏิกิริยาการรีดักชั่นได้ใน

สภาวะที่มีตัวรีดิวซ์เป็น ascorbic acid เนื่องมาจากว่า ascorbic acid สามารถที่จะเกิดปฏิกิริยารีดักชั่นได้กับ

ทั้งสารละลายสีย้อมเมทิลีนบลูและโปรตีนบนพื้นผิวของอนุภาคทองค านาโน เมื่อผลการทดลองที่ได้กล่าวไป

ข้างต้นนี้ ไม่บรรลุวัตถุประสงค์ของงานวิจัย ผู้วิจัยจึงได้ท าการศึกษาเพ่ิมเติมที่เกี่ยวกับกลไกของอนุภาคทองค า

นาโนที่สังเคราะห์ขึ้นได้ ในการเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาในการย่อยสลายสีย้อมเมทิลีนบลูซึ่งเป็นแผนในการท าการ

ทดลองต่อไป 

แผนการทดลองต่อไปที่คาดว่าจะท า คือ การน าเอาอนุภาคทองค านาโนที่สังเคราะห์ขึ้นได้นั ้นมา

ทดสอบประสิทธิภาพในการเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาส าหรับการย่อยสลายสีย้อมเมทิลีนบลู ในสภาวะที่ไม่มีตัวรีดิวซ์ 

หรือ ascorbic acid ท าการสังเกตสารละลายสีย้อมเมทิลีนบลูที่เปลี่ยนแปลงไปและวัดผลการทดลองโดยใช้ 

UV-visible spectrophotometer โดยสีย้อมเมทิลีนบลูจะมีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ช่วงความยาวคลื่น 664 

นาโนเมตร โดยท าการตรวจวัดผลทุกๆ 1 ชั่วโมง เป็นระยะเวลาทั้งหมด 4 ชั่วโมง โดยกลไกที่คาดว่าจะเกิดขึ้น

จากการทดลองนี้ คือ บนพื้นผิวของอนุภาคทองค านาโนเมื่อถูกล้อมรอบด้วยสารชีวโมเลกุลที่ได้จากน ้าเลี้ยง

เชื้อราที่เป็นส่วนท าให้อนุภาคทองค านาโนมีความเสถียร จะมีประจุเป็นลบ ซึ่งสามารถยืนยันประจุบนพื้นผิว
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ของอนุภาคทองค านาโนได้จากค่าศักย์ซีต้าที่ได้ท าการวิเคราะห์ไปข้างต้น โดยที่เมื่ออนุภาคทองค านาโนเจอกับ

สีย้อมเมทิลีนบลูที่มีประจุเป็นบวก จะท าให้อนุภาคทองค านาโนที่สังเคราะห์ขึ ้นได้เกิดการดูดซับสีย้อม  

เมทิลีนบลูไว้ด้วยแรงประจุทางไฟฟ้า นอกจากนี้ บนพื้นผิวของอนุภาคทองค านาโนมีสารชีวโมเลกุลที่ มี

ความสามารถในการให้อิเล็กตรอนกับสีย้อมเมทิลีนบลูได้ ซึ่งท าให้เกิดปฏิกิริยาการรีดักชั่นของสีย้อมเมทิลีนบลู

ได้อีกด้วย (Rabeea, 2020) ซึ่งจากที่กล่าวมาข้างต้นนี้ จะต้องมีการวิเคราะห์ผลการทดลองเพิ่มเติมโดยการ

วิเคราะห์ด้วย Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) ซึ่งเป็นเทคนิคที่ใช้ในการวิเคราะห์จ าแนก

ประเภทของสารอินทรีย์ เพ่ือเป็นการยืนยันการมีอยู่ของสารต่างๆที่อยู่บนพ้ืนที่ผิวของอนุภาคทองค านาโน ซึ่ง

การที่ทราบว่ามีสารใดอยู่บนพื้นผิวของอนุภาคทองค านาโนจะท าให้ทราบกลไกที่แน่ชัดของอนุภาคทองค านา

โนในการเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาส าหรับการย่อยสลายสีย้อมได้เพิ่มมากขึ้นไปอีก ซึ่งเมื่อทราบกลไกที่แน่ชัดของ

อนุภาคทองค านาโนแล้ว ในอนาคตจะสามารถน าอนุภาคทองค านาโนไปประยุกต์ใช้ในการเป็นตัวเร่งปฏิกิรยิา

ส าหรับการย่อยสลายสีย้อมเคมีประเภทอ่ืนๆ ที่พบมากในแหล่งน ้าเสียที่ปล่อยออกมาจากโรงงานอุตสาหกรรม 

โดยส่งผลกระทบต่อสิ่งมีชีวิตต่างและสิ่งแวดล้อมได้ 
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ภาคผนวก ก 

สูตรการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมีที่ใช้ในการวิเคราะห์ 

1. สูตรอาหารส าหรับการวิเคราะห์ 

1.1. อาหารเลี้ยงเชื้อราเหลว Potato dextrose broth (PDB) ผงอาหารส าเร็จรูป 

Potato dextrose    24.0 กรัม 

ค่าความเป็นกรด-ด่าง (25 องศาเซลเซียส)  5.1 ± 0.2 

ละลายส่วนผสมทั้งหมด ลงในน ้ากลั่นที่มีปริมาตรเป็น 1000 มิลิลลิตร แล้วน าไปนึ่งฆ่าเชื้อ ที่อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส ที่ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นระยะเวลา 15 นาที 

1.2. อาหารเลี้ยงเชื้อราแข็ง Potato dextrose agar (PDA) 

Potato dextrose    24.0 กรัม 

ผงวุ้น      15.0 กรัม 

ค่าความเป็นกรด-ด่าง (25 องศาเซลเซียส)  5.1 ± 0.2 

ละลายส่วนผสมทั้งหมด ลงในน ้ากลั่นที่มีปริมาตรเป็น 1000 มิลิลลิตร แล้วน าไปนึ่งฆ่าเชื้อ ที่อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส ที่ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นระยะเวลา 15 นาที 

2. การเตรียมสารเคมี 

2.1. การเตรียมสารละลาย 0.02 M Chloroauric acid solution 5 มิลลิลิตร 

Gold (III) chloride    0.034 กรัม 

ละลายส่วนผสมทั้งหมด ลงในน ้ากลั่นปริมาตร 5 มิลิลิตร แล้วใช้กระดาษฟอยล์ปิดรอบหลอดทดลองที่
ใส่สารละลาย เมื่อเตรียมเสร็จน าไปเก็บที่ตู้เย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

2.2. การเตรียมสารละลาย Acetate buffer (pH 4.70) 1 ลิตร 

น ้ากลั่น      800 มิลลิลิตร 

Sodium Acetate trihydrate   6.80 กรัม 

Acetic acid     2.87 มิลลิลิตร 
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ละลายส่วนผสมทั้งหมดให้เข้ากัน แล้วท าการปรับ pH ด้วยเครื่องวัด pH meter เพื่อให้ได้ pH เป็น 
4.70 จากนั้นจึงปรับปริมาตรให้ได้ 1 ลิตรด้วยน ้ากลั่น 

2.3. การเตรียมสารละลายของอนุภาคทองค านาโน ความเข้มข้น 50, 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

เตรียม stock สารละลายอนุภาคทองค านาโน 400 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

น ้ากลั่น           1 มิลลิลิตร 

อนุภาคทองค านาโน    0.40 มิลลิกรัม 

ละลายส่วนผสมทั้งหมดให้เข้ากัน ใส่ในหลอด microcentrifuge จากนั้นดูดสารละลายอนุภาคทองค า
นาโน ความเข้มข้น 400 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มาเจือจางด้วยน ้ากลั่น เพื่อท าให้สารละลายอนุภาค
ทองค านาโน มีความเข้มข้นเป็น 50 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

2.4. การเตรียมสารละลาย 0.01 M Ascorbic acid 

เตรียม stock สารละลาย 0.1 M Ascorbic acid 

น ้ากลั่น       100 มิลลิลิตร 

Ascorbic acid     0.18 กรัม 

ละลายส่วนผสมทั้งหมดให้เข้ากัน ใส่ลงในขวดใส่สารเคมีปริมาตร 100 มิลลิลิตร จากนั ้นดูด
สารละลาย 0.1 M Ascorbic acid ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผสมลงในน ้ากลั ่น 100 มิลลิตร จะได้
สารละลาย 0.01 M Ascorbic acid แล้วใช้กระดาษฟอยล์ปิดรอบขวดใส่สารเคมี  

2.5. การเตรียมสารละลาย 0.01 M Methylene blue 

น ้ากลั่น       100 มิลลิลิตร 

Methylene blue    0.32 กรัม 

ละลายส่วนผสมทั้งหมดให้เข้ากัน ใส่ลงในขวดใส่สารเคมีปริมาตร 100 มิลลิลิตร แล้วใช้กระดาษ
ฟอยล์ปิดรอบขวดใส่สารเคมี  
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รูปที ่ก-1 แสดงโครงสร้างทางเคมีของสีย้อมเมทิลีนบลูที่ใช้ในการศึกษา ( Raghuvanshi et al, 
2004) 
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ภาคผนวก ข 

ผลการทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายสีย้อมเมทิลีนบลู 

ระยะเวลา 0 10 20 30 40 50 60 

ชุดควบคุม 
       

การทดลอง 
       

รูปที ่ข-1 แสดงถึงสารละลายสีย้อมเมทิลีนบลูที่เกิดการย่อยสลายเปรียบเทียบระหว่างชุดควบคุมและชุด

ทดลอง เมื่อใช้อนุภาคทองค านาโน50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ภายในระยะเวลา 60 นาที 

รูปที ่ข-2 แสดงถึงสารละลายสีย้อมเมทิลีนบลูที่เกิดการย่อยสลายเปรียบเทียบระหว่างชุดควบคุมและชุด

ทดลอง เมื่อใช้อนุภาคทองค านาโน 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ภายในระยะเวลา 60 นาที 

 

 

ระยะเวลา 0 10 20 30 40 50 60 

ชุดควบคุม 
       

การทดลอง 
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ภาคผนวก ค 

เปอร์เซ็นต์ของการย่อยสลายสีย้อมเมทิลีนบล ู

ระยะเวลา 
(นาที) 

% การย่อยสลายสีย้อมเมทิลีนบล ู

ชุดควบคุม ชุดทดลอง 

10 28.62 18.14 

20 42.33 36.55 

30 58.43 46.86 

40 63.97 54.6 

50 68.06 57.61 

60 69.34 60.8 

ตารางที ่ค-1 แสดงถงึเปอร์เซ็นต์การสลายสีย้อมเมทิลีนบลูเปรียบเทียบระหว่างชุดควบคุมและชุดทดลอง เมื่อ

ใช้อนุภาคทองค านาโน 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ภายในระยะเวลา 60 นาที 

ระยะเวลา 
(นาที) 

% การย่อยสลายสีย้อมเมทิลีนบล ู

ชุดควบคุม ชุดทดลอง 

10 33.06 34.21 

20 55.22 49.21 

30 67.74 62.04 

40 77.44 70.06 

50 82.15 73.82 

60 85.39 76.89 

ตารางที ่ค-2 แสดงถงึเปอร์เซ็นต์การสลายสีย้อมเมทิลีนบลูเปรียบเทียบระหว่างชุดควบคุมและชุดทดลอง เมื่อ

ใช้อนุภาคทองค านาโน 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ภายในระยะเวลา 60 นาที 
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อุปกรณ์ที่ใช้ในการวัดค่าการดูดกลืนแสง 

เครื่องนาโนดรอป (NanoDrop2000) 

 ลักษณะและองค์ประกอบของเครื่องนาโนดรอป (NanoDrop2000) ของบริษัท Thermo Scientific 
ประเทศ สหรัฐอเมริกา เครื่องนาโนดรอปที่ใช้ในการวัดค่าการดูดกลืนแสงนี้จะท าการวิเคราะห์ผลที่อุณหภูมิ 
25 ± 2 องศาเซลเซียส ตลอดการทดลอง 

 
ขั้นตอนการวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องนาโนดรอป (NanoDrop2000) มีดังนี้ 

1. ตรวจสอบว่ามีการเชื่อมต่อเครื่อง Nanodrop กับคอมพิวเตอร์ก่อนท าการเปิดเครื่อง 

2. เปิด program และเลือก application ที่ต้องการจาก main menu โดยท าการเลือก UV-vis 

3. เริ่มต้นท าการวัด blank โดยหยดตัวอย่าง blank ที่ต้องการปริมาตร 2 ไมโครลิตร บนช่องวัดที่อยู่บน
ฐานด้านล่าง แล้วปิด sample arm ลง และคลิกปุ่ม blank บนหน้าจอ เมื่อท าการวัดเสร็จสิ้น ให้เช็ด 
blank บนช่องวัดทั้งด้านบนและด้านล่าง ด้วยวัสดุที่ไม่เกิดขุย 

4. ขั้นตอนในการวัดตัวอย่าง 

4.1. ใส่ชื่อสารตัวอย่าง ลงใน sample ID บนหน้าจอที่ท าการแสดงข้อมูล 

4.2. หยดตัวอย่างที่ต้องการวัดลงไปบนช่องวัดที่อยู่บริเวณฐานด้านล่าง และปิด sample arm ลง 
และคลิกปุ่ม measure ที่แสดงบนหน้าจอ เมื่อท าการวัดเสร็จสิ้นให้เช็ดตัวอย่าง บนช่องวัด  
ทั้งด้านบนและด้านล่าง ด้วยวัสดุที่ไม่เกิดขุย 
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ค าแนะน าในการใช้เครื่องนาโนดรอป (NanoDrop2000) 

1. ควรท าการวัด Blank ใหม่ทุก 30 นาท ี

2. ท าความสะอาดช่องวัดด้วยน ้ากลั่นทุกครั้ง เมื่อมีการเปลี่ยนตัวอย่างในการวิเคราะห์ 

3. ห้ามเอาวัสดุที่มีลักษณะแข็งไปขูดบริเวณแท่นวัด 
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