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บทคัดยLอ 

ในป{จจุบันได4มีการศึกษาค4นคว4าหายาปฏิชีวนะชนิดใหมVๆมากมาย เน่ืองจากจุลชีพได4มีการพัฒนาเพ่ือ

ต4านทานตVอยาปฏิชีวนะรูปแบบเดิมท่ีมีอยูVในป{จจุบัน อนุภาคนาโนทองคำ (gold nanoparticle, AuNP) ได4

เปUนอีกทางเลือกหน่ึงในการค4นคว4าหาสารยับย้ังจุลชีพ โดยมีรายงานวVาอนุภาคทองนาโนแสดงประสิทธิภาพสูง

ในการยับย้ังและทำลายจุลชีพได4 ในงานวิจัยน้ีเรามุVงเน4นไปท่ีการสังเคราะห,อนุภาคทองนาโนด4วยสารชีว

โมเลกุลจากเช้ือรา Aspergillus niger เพ่ือนำมาทดสอบประสิทธิภาพการต4านจุลชีพของอนุภาคนาโนทองคำท่ี

สังเคราะห,ได4 การสังเคราะห,น้ีเปUนวิธีการสังเคราะห,อนุภาคนาโนทองคำโดยวิธีการทางชีวภาพซ่ึงใช4ต4นทุนน4อย

และมีความเปUนมิตรตVอส่ิงแวดล4อมมากกวVาการสังเคราะห,อนุภาคนาโนทองคำด4วยวิธีการทางเคมี  อนุภาคนา

โนทองคำท่ีสังเคราะห,ได4ถูกนำไปตรวจสอบลักษณะคุณสมบัติจากหลายเทคนิค ได4แกV การสVองด4วยกล4อง

จุลทรรศน,อิเล็กตรอนแบบสVองผVาน (transmission electron microscope, TEM) การใช4เทคนิค dynamic 

light scattering (DLS) เพ่ือวัดขนาดอนุภาค (zeta sizer) การวัดคVาศักย,ซีต4า (zeta potential) และการวัด

คVาการดูดกลืนแสงด4วย UV-visible spectrophotometry  จากการศึกษาพบวVาอนุภาคนาโนทองคำมีขนาด

เฉล่ียอยูVท่ี 76.22 นาโนเมตร มีรูปรVางเปUนทรงกลม สม่ำเสมอ มีคVาศักย,ซีต4าเทVากับ -18 มิลลิโวลต, และพบวVา

อนุภาคนาโนทองคำมีการดูดกลืนชVวงความยาวคล่ืนท่ี 550 – 570 นาโนเมตร วัดคVาการดูดกลืนแสงสูงสุดได4

เทVากับ 0.055 ท่ีความยาวคล่ืน 569 นาโนเมตร จากน้ันได4ทำการทดสอบประสิทธิภาพในการเปUนสารยับย้ังจุล

ชีพของอนุภาคนาโนทองคำด4วยวิธี agar well plate assay กับจุลชีพท้ังสามชนิด คือ Escherichia coli 
(ATCC 25922) Staphylococcus aureus (ATCC 6538P) และ Cryptococcus neoformans (ATCC 

208821) โดยใช4อนุภาคนาโนทองคำท่ีความเข4มข4น 20 ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตร 25 ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตร และ 

30 ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตร ผลการทดลองพบวVา อนุภาคนาโนทองคำท่ีท้ังสามความเข4มข4นไมVมีความสามารถใน

การยับย้ัง E. coli (ATCC 25922), S. aureus (ATCC 6538P) และ C. neoformans (ATCC 208821) 
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Abstract 

       Currently, many studies have been looking for discovering of new antibiotics, as microbes 

have evolved to resist existing forms of antibiotics. Gold nanoparticle (AuNP) has been an 

alternative in the research of antimicrobial agents because it exhibits a high efficiency in 

inhibition and destruction of microorganisms. In this research, we focused on the synthesis of 

AuNP using biomolecules from Aspergillus niger. This biosynthesis of AuNP is cost effective 

and environmental friendly than the chemical method. The characteristics of AuNP were 

examined by several techniques: transmission electron microscope (TEM), dynamic light 

scattering (DLS) for zeta-sizer as well as zeta potential, and UV-visible spectrophotometry. A 

uniform spherical shape of AuNP with a zeta potential of -18 mV was reported. The UV-vis 

absorption wavelength ranged from 550 - 570 nm with the maximum absorbance 0.055 at  

569 nm. An antimicrobial efficacy of AuNP was evaluated using agar-well plate assay against 

three microorganisms: Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 6538P) 

and Cryptococcus neoformans (ATCC 208821). The AuNP concentration at 20, 25, and 30 

µg/ml were tested in this study, and the result showed no antimicrobial activity against all 

three microorganisms. 
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niger  MSCU 0361ท่ีเติมสารละลาย 0.2 M HAuCl4 และ acetate buffer      27 

รูปท่ี 4.8  กราฟการกระจายตัวของขนาดอนุภาคนาโนทองท่ีสังเคราะห,จากสารสกัดจากเช้ือรา A. niger  
MSCU 0361 ท่ีเติมสารละลาย 0.2 M HAuCl4 และ acetate buffer      29 
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เร่ือง                   หนHา 

รูปท่ี 4.9 กราฟแสดงคVาศักย,ซีต4าของอนุภาคนาโนทองคำสังเคราะห,จากสารสกัดจากเช้ือรา A. niger   
MSCU 0361 ท่ีเติมสารละลาย 0.2 M HAuCl4 และ acetate buffer     30 

รูปท่ี 4.10 (A) ลักษณะโคโลนีของเช้ือแบคทีเรีย E. coli (ATCC 25922) ,  

(B) ลักษณะโคโลนีของเช้ือแบคทีเรีย S. aureus (ATCC 6538P)  

และ (C) ลักษณะโคโลนีของยีสต, C. neoformans (ATCC 208821)     31 

รูปท่ี 4.11 ความสัมพันธ,ระหวVางปริมาณเซลล, E. coli (ATCC 25922) ในหน่ึงมิลลิลิตร 

และคVาการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร        32 

รูปท่ี 4.12 ความสัมพันธ,ระหวVางปริมาณเซลล, S. aureus (ATCC 6538P) ในหน่ึงมิลลิลิตร 

และคVาการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร        32 

รูปท่ี 4.13 ผลของการทดลองตรวจสอบโซนยับย้ังท่ีเกิดข้ึนของอนุภาคนาโนทองคำ 

ท่ีสังเคราะห,ได4จากน้ำเล้ียงเช้ือรา A. niger MSCU 0361 ท่ีเติมสารละลาย 0.2 M HAuCl4  

ท่ีความเข4มข4น 20 ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตรตVอเช้ือ E. coli (ATCC 25922)    33 

รูปท่ี 4.14 ผลของการทดลองตรวจสอบโซนยับย้ังท่ีเกิดข้ึนของอนุภาคนาโนทองคำ 

ท่ีสังเคราะห,ได4จากน้ำเล้ียงเช้ือรา A. niger MSCU 0361 ท่ีเติมสารละลาย 0.2 M HAuCl4 

ท่ีความเข4มข4น 25 ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตรตVอเช้ือ E. coli (ATCC 25922)    34 

รูปท่ี 4.15 ผลของการทดลองตรวจสอบโซนยับย้ังท่ีเกิดข้ึนของอนุภาคนาโนทองคำ 

ท่ีสังเคราะห,ได4จากน้ำเล้ียงเช้ือรา A. niger MSCU 0361 ท่ีเติมสารละลาย 0.2 M HAuCl4  

ท่ีความเข4มข4น 30 ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตรตVอเช้ือ E. coli (ATCC 25922)    34 

รูปท่ี 4.16 ผลของการทดลองตรวจสอบโซนยับย้ังท่ีเกิดข้ึนของอนุภาคนาโนทองคำ 

ท่ีสังเคราะห,ได4จากน้ำเล้ียงเช้ือรา A. niger  MSCU 0361 ท่ีเติมสารละลาย 0.2 M HAuCl4  

ท่ีความเข4มข4น 20 ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตร ตVอเช้ือ S. aureus (ATCC 6538P)    35 
รูปท่ี 4.17 ผลของการทดลองตรวจสอบโซนยับย้ังท่ีเกิดข้ึนของอนุภาคนาโนทองคำ 

ท่ีสังเคราะห,ได4จากน้ำเล้ียงเช้ือรา A. niger  MSCU 0361 ท่ีเติมสารละลาย 0.2 M HAuCl4  

ท่ีความเข4มข4น 25 ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตร ตVอเช้ือ S. aureus (ATCC 6538P)    36 

รูปท่ี 4.18 ผลของการทดลองตรวจสอบโซนยับย้ังท่ีเกิดข้ึนของอนุภาคนาโนทองคำ 

ท่ีสังเคราะห,ได4จากน้ำเล้ียงเช้ือรา A. niger  MSCU 0361 ท่ีเติมสารละลาย 0.2 M HAuCl4  

ท่ีความเข4มข4น 30 ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตร ตVอเช้ือ S. aureus (ATCC 6538P)    36 
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รูปท่ี 4.19 ผลของการทดลองตรวจสอบโซนยับย้ังท่ีเกิดข้ึนของอนุภาคนาโนทองคำ 

ท่ีสังเคราะห,ได4จากน้ำเล้ียงเช้ือรา A. niger MSCU 0361 ท่ีเติมสารละลาย 0.2 M HAuCl4  

ท่ีความเข4มข4น 20 ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตร ตVอเช้ือ C. neoformans (ATCC 208821)   37 

รูปท่ี 4.20 ผลของการทดลองตรวจสอบโซนยับย้ังท่ีเกิดข้ึนของอนุภาคนาโนทองคำ 

ท่ีสังเคราะห,ได4จากน้ำเล้ียงเช้ือรา A. niger MSCU 0361 ท่ีเติมสารละลาย 0.2 M HAuCl4  

ท่ีความเข4มข4น 25 ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตร ตVอเช้ือ C. neoformans (ATCC 208821)   38 

รูปท่ี 4.21 ผลของการทดลองตรวจสอบโซนยับย้ังท่ีเกิดข้ึนของอนุภาคนาโนทองคำ 

ท่ีสังเคราะห,ได4จากน้ำเล้ียงเช้ือรา A. niger MSCU 0361 ท่ีเติมสารละลาย 0.2 M HAuCl4  

ท่ีความเข4มข4น 30 ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตร ตVอเช้ือ C. neoformans (ATCC 208821)                      38 
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บทที่ 1  

 บทนำ 

 

1. เช้ือรา Aspergillus niger 
ลักษณะท่ัวไปของเช้ือรา A.niger  คือเปUน filamentous fungi มีการสร4างสายใยราท่ีมีผนังก้ัน โดย 

A.niger จัดอยูVในกลุVมของ Ascomycota มีการสืบพันธ,ท้ังแบบอาศัยเพศและไมVอาศัยเพศ การสืบพันธุ,แบบไมV

อาศัยเพศของราชนิดน้ีคือราชนิดน้ีจะมีการสร4างสปอร,โดยสร4างจากสVวนของโคนิเดีย (Conidia) ดังรูป 1.1 ซ่ึง

โคนิเดียของ A.niger มีลักษณะเปUนสีน้ำตาลเข็ม จึงทำให4เม่ือเช้ือราชนิดน้ีมีการสร4างสปอร,จะทำให4โคโลนีของ

ราเปUนสีดำ สVวนการสืบพันธ,แบบอาศัยเพศของ A.niger  คือ จะมีการสร4าง ascospore ซ่ึงภายในจะบรรจุ 

ascus อยูV 

 
รูปท่ี 1.1 แสดงลักษณะของโคนิเดีย ( conidia ) 

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

ในชVวงวงจรชีวิตแบบไมVอาศัยเพศของ A. niger จะเร่ิมจากการท่ีเช้ือรา A. niger จะสร4างโซมาติก

ไฮฟา (somatic hypha) หลังจากน้ันบริเวณฟุตเซลล, (foot cell) ของโซมาติกไฮฟาจะเร่ิมมีการสร4างก4านชู

อับสปอร, (conidiophore) ข้ึนมา บนก4านชูอับสปอร,จะประกอบด4วยเวสซิเคิล (vesicle) และโคนิเดีย ซ่ึงเปUน

สปอร,แบบไมVอาศัยเพศ (asexual spore)  โดยโคนิเดียจะสามารถเจริญตVอไปเปUนทVองอก (germ tube) และ

แบVงเซลล,เปUนโซมาติกไฮฟาตVอไป  
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ในสVวนของวงจรชีวิตแบบอาศัยเพศเกิดจากการท่ีโซมาติกไฮฟาสร4างแอสโคโกเนีย (ascogonium) 

และแอนเทอริเดียม (antheridium) โดยแอสโคโกเนียและแอนเทอริเดียมจะเกิดการผสมพันธุ,กันและ

กลายเปUนแอสโคคาร,ปรูปรVางกลม เรียกวVา cleistothecium ท่ีภายในมีถุงเก็บสปอร,เรียกวVาแอสคัส ภายใน

แอสคัสจะมีการพัฒนาเกิดแอสโคสปอร, ดังรูป 1.2 

 

 
 

รูปท่ี 1.2 รูปภาพวงจรชีวิต (life cycle) ของรา A. niger(El-Sheikh, 2016) 
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2. อนุภาคนาโนทองคำ ( Gold nanoparticle ) 

 นาโน (nano) เปUนคำจากภาษากรีกท่ีใช4เพ่ืออธิบายวัตถุหรือส่ิงของใดๆ ท่ีมีขนาดเล็กมากในระดับนา

โนเมตร (1-100 นาโนเมตร) โดยอนุภาคนาโนทองคำ (gold nanoparticle; AuNP) คืออนุภาคของทองคำ

ขนาดเล็กท่ีมีขนาดอยูVในหนVวยนาโนเมตร จึงทำให4มีคุณสมบัติแตกตVางจากทองคำท่ัวไป ท้ังคุณสมบัติทาง

กายภาพและคุณสมบัติทางเคมี เน่ืองจากอนุภาคนาโนทองคำมีขนาดเล็กและมีรูปรVางท่ีแตกตVางจากโมเลกุล

อ่ืน สามารถปรับเปล่ียนโครงสร4างได4งVาย (Ying S. et al., 2017) จึงทำให4ในป{จจุบันได4มีการค4นคว4าและพัฒนา

อนุภาคนาโนทองคำ เพ่ือประยุกต,ใช4ในงานหลายด4าน เชVน ด4านการแพทย, ดังรูปท่ี 1.3 (Raji V. et al., 2020) 

ด4านอุตสาหกรรม เชVนการผลิตยาปฏิชีวนะ (Bindhu M.R. et al., 2014) ด4านส่ิงแวดล4อมโดยมีการนำอนุภาค

นาโนทองคำไปเปUนตัวเรVงปฏิกริยาในการสลายสีย4อมท่ีปนเป©™อนอยูVในน้ำเสีย (Wunder S. et al., 2011) 

 

 
 

รูปที่ 1.3 การประยุกต:ใช=อนุภาคนาโนทองคำด=านการแพทย: (Raji V et al., 2020) 

 

 

  

 



  
 
4 

 
วิธีการสังเคราะห,อนุภาคนาโนทองคำ สามารถแบVงได4เปUนสองรูปแบบคือ top-down approach 

เปUนวิธีท่ีทำการสลายสารโมเลกุลขนาดใหญVให4มีขนาดเล็กลงจนถึงระดับนาโนเมตร และอีกวิธีคือ bottom-up 

approach เปUนวิธีการท่ีเกิดจากการรวมกันของโมเลกุลและสารอ่ืนๆท่ีมีขนาดเล็กให4กลายเปUนโครงสร4างระดับ

นาโนข้ึน ดังรูป 1.4 (Rajasekhar et al., 2018) 

 
 

รูปท่ี 1.4 การสังเคราะห,อนุภาคทองนาโนแบVงตามหลักการ top-down approach และ 

bottom-up approach และวิธีการสังเคราะห,อนุภาคทองคํานาโนท้ัง3วิธี (Rajasekhar et al., 2018) 
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3.  แบคทีเรีย (bacteria)  

 3.1 สัณฐานวิทยาของแบคทีเรีย 

 แบคทีเรีย (bacteria) เปUนส่ิงมีชีวิตท่ีอยูVในกลุVมของโพรแคริโอต (prokaryote) มีขนาดระหวVาง0.5-

10 ไมครอน เปUนส่ิงมีชีวิตท่ีไมVมีนิวเคลียสและออแกเนลล,ท่ีมีเย่ือหุ4ม อยูVในกลุVมของอาณาจักรยูแบคทีเรีย 

(eubacteria) ผนังเซลล,ของแบคทีเรียประกอบด4วยผนังเซลล,และเซลล,เมมเบรน อีกท้ังแบคทีเรียบางชนิดยังมี

แคปซูลหุ4มผนังเซลล,อีกหน่ึงช้ัน  

3.2 โครงสร4างของแบคทีเรีย 

 เซลล,ของแบคทีเรียมีหลากหลายชนิด โดยสามารถอาศัยเปUนเซลล,เด่ียวหรือหลายเซลล,หรืออยูVรVวมกับ

ส่ิงมีชีวิตอ่ืนข้ึนอยูVกับสภาพแวดล4อมและสัณฐานวิทยาของแบคทีเรีย ซ่ึงโครงสร4างของแบคทีเรียจะปรับเปล่ียน

ให4มีความปรับตัวเข4ากับสภาพแวดล4อมท่ีอยูVอาศัย เหมาะแกVการดำรงชีวิต ออแกเนลล,ท่ีสำคัญของแบคทีเรีย

คือ ผนังเซลล, มีไว4เพ่ือปกปNองเซลล,ของแบคทีเรียจากสภาพแวดล4อมภายนอก โดยแบคทีเรียน้ันสามารถ

จำแนกกลุVมได4ออกเปUนสองกลุVมแยกจากการย4อมสีติดของผนังเซลล,แบคทีเรีย (Heratage, J. et al., 1996) 

ได4แกV 

 3.2.1 กลุVมของแบคทีเรียแกรมบวก (Gram positive bacteria)  

 เปUนแบคทีเรียท่ีมีผนังเซลล,หนา ซ่ึงองค,ประกอบสVวนใหญVของผนังเซลล,แบคทีเรียในกลุVมน้ีคือเปปทิโด

ไกลเคน (peptidoglycan) และกรดไทโคอิค (teichoic acid) ดังรูป 1.5 แทรกผVานช้ันเปปทิโดไกลเคนและ

เช่ือมติดเย่ือหุ4มเซลล,ด4วยพันธะโควาเลนต, ตัวอยVางของแบคทีเรียในกลุVมแบคทีเรียแกรมบวก ได4แกV 

Micrococcus luteus, Streptococcus sp., Staphylococcus aureus. และ Bacillus sp. เปUนต4น 

 
รูปท่ี 1.5 โครงสร4างผนังเซลล,ของแบคทีเรียแกรมบวก (Gram positive bacteria) 

ท่ีมา : https://www.majordifferences.com/2018/06 
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 3.2.2 กลุVมของแบคทีเรียแกรมลบ (Gram negative bacteria) 

 โครงสร4างผนังเซลล,ของแบคทีเรียแกรมลบจะมีความซับซ4อนมากกวVาแบคทีเรียแกรมบวกและ

ประกอบด4วยองค,ประกอบหลายสVวนมากกวVา โดยผนังเซลล,ของแบคทีเรียแกรมลบจะประกอบด4วยสVวนของ

ผนังเซลล,ช้ันในและสVวนของผนังเซลล,ช้ันนอก ช้ันในของผนังเซลล,จะเปUนช้ันเปปทิโดไกลเคนบางๆ ในสVวนของ

ผนังเซลล,ช้ันนอก (outer membrane) จะมีองค,ประกอบเปUนช้ันของไขมัน ฟอสโฟลิพิด (phospholipids) ลิ

โพโพลิแซกคาร,ไรด, (lipopolysaccharide) และลิโพโปรตีน (lipoprotein) ดังในรูป 1.6 ตัวอยVางของ

แบคทีเรียในกลุVมแบคทีเรียแกรมลบ ได4แกV Escherichia coli, Serratia marcescens, Pseudomonas 
aeruginosa และ Enterobacter sp. เปUนต4น 

 

 
 

รูปท่ี 1.6 โครงสร4างผนังเซลล,ของแบคทีเรียแกรมลบ (Gram negative bacteria) 

ท่ีมา : https://www.majordifferences.com/2018/06 
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4. ยีสต+ (yeast) 

 4.1 สัณฐานวิทยาของยีสต, (yeast) 

 ยีสต,มีลักษณะและสัณฐานวิทยาคล4ายคลึงกับรา เน่ืองจากอยูVในอาณาจักรเดียวกัน แตVก็ยังมีสVวนท่ี

แตกตVางกันหลายจุด สVวนมากแล4วยีสต,จะอาศัยเปUนเซลล,เดียว โดยท่ัวไปเซลล,ยีสต,มีขนาดใหญVกวVาแบคทีเรีย

เกือบท้ังหมด ยีสต,มีขนาดตVางๆ กันมีความกว4างต่ังแตV 1 ถึง 5 ไมโครเมตรและมีความยาวต่ังแตV 5 ถึง 30 

ไมโครเมตร โดยท่ัวไปแล4วยีสต,มีรูปรVางแบบรูปไขVแตVบางพวกก็มีรูปรVางยาวและบางพวกก็มีรูปรVางกลม  

 4.2 โครงสร4างของยีสต, (yeast) 

 ยีสต,มีโครงสร4างพ้ืนฐานตVางๆคล4ายคลึงกับพวกยูคารีโอติคเซลล, รูปแบบและโครงสร4างของยีสต,จะมี

การเปล่ียนแปลงไปตามสปzชีส,ของยีสต, โดยองค,ประกอบของเซลล,ยีสต,ประกอบด4วย 

- แคปซูล (capsule) ยีสต,บางชนิดจะถูกปกคลุมด4วยสารหรือเมทาบอไลต,ท่ีขับออกมานอกเซลล, มี

ลักษณะเปUนเมือกเหนียวข4น เรียกวVาแคปซูล แคปซูลของยีสต,สVวนใหญVประกอบด4วยสารจำพวก

โพลีแซคคาไรด,ตVางๆ เชVน mannan และสารประกอบอ่ืนๆท่ีมีลักษณะคล4ายแปNง 

- ผนังเซลล, (cell wall) ผนังเซลล,ของยีสต,จะบางเม่ือมีอายุน4อย แตVจะหนาข้ึนเม่ือเซลล,ยีสต,มีอายุ

มากข้ึน สVวนประกอบของผนังเซลล,ยีสต,สVวนใหญVคือสารจำพวกโพลีแซคคาไรด,จำพวกกลูแคน 

(Glucan) 

- เย่ือหุ4มเซลล, (cytoplasmic membrane) ของยีสต,มีคุณสมบัติเก่ียวกับการออสโมสิส

เชVนเดียวกับแบคทีเรีย มีความหนาประมาณ 8 ไมโครมีเตอร, ประกอบด4วยสามช้ัน (triple-

layered) องค,ประกอบของเย่ือหุ4มเซลล,มีสารจำพวกลิปÆด โปรตีนและโพลีแซคคาไรด,  

- นิวเคลียส (nucleus) นิวเคลียสของเซลล,ยีสต,จะถูกหVอหุ4มด4วยเย่ือท่ีมีช่ือวVา semipermeable 

nuclear membrane โดยนิวเคลียสมีหน4าท่ีเก่ียวกับเมทาบอไลท,และการสืบพันธุ,ของเซลล,ยีสต,  

- ไมโทคอนเดรีย (mitochondria) ไมโทคอนเดียเปUนโครงสร4างท่ีมีเย่ือหุ4ม (membrane-bond 

organelle) มีหน4าท่ีในการผลิตพลังงานภายในเซลล,ยีสต, 

- แวคูโอล (vacuole) แตVละเซลล,ยีสต,สามารถมีแวคูลโอได4มากกวVา 1 แวคูลโออยูVภายในไซ

โทพลาสซึม มีหน4าท่ีแตกตVางกันออกไปตามชนิดของแวคูลโอในเซลล, 
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รูปที่ 1.7 โครงสร=างของเซลล:ยีสต: (yeast cell) 

ที่มา : https://fermfacts.com/ferm-facts/the-right-foundation/ 
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5. การสังเคราะห+อนุภาคนาโนทองคำด3วยเชื้อรา 

 เช้ือราเปUนส่ิงมีชีวิตท่ีอยูVในกลุVมยูคาริโอติคเซลล, มีการดำรงชีวิตด4วยการยVอยสลายสารอินทรีย,จาก

ส่ิงมีชีวิตอ่ืนๆ โดยการหล่ังเอนไซม,ออกมานอกเซลล, (extracellular enzyme) เพ่ือยVอยสลายโมเลกุลขนาด

ใหญVของส่ิงมีชีวิตให4มีขนาดเล็กลงกVอนดูดซึมเพ่ือเปUนอาหารแกVรVางกายซ่ึงเอนไซม,ท่ีทำงานภายนอกเซลล, 

(extracellular enzyme) และสารเมทาบอไลท,ทุติยภูมิ (secondary metabolite) ท่ีหล่ังออกมามี

ความสำคัญตVอการดำรงชีวิตของเช้ือรา (Abiramy K. et al., 2016) 

 การสังเคราะห,อนุภาคนาโนทองคำด4วยวิธีการทางธรรมชาติ เปUนวิธีการสังเคราะห,ท่ีดีเน่ืองจากเปUน

มิตรกับส่ิงแวดล4อมและมีต4นทุนท่ีต่ำในการสังเคราะห, การเลือกใช4เอนไซม,ท่ีทำงานภายนอกเซลล,จากราเปUน

ตัวเลือกท่ีดีในการสังเคราะห,อนุภาคนาโนทองคำ (Molnár Z. et al., 2021)  โดยจากการศึกษาพบวVา 

เอนไซม,ท่ีทำงานภายนอกเซลล, ท่ีเช้ือราได4ผลิต มีความสามารถในการทำให4เกิดปฏิกริยารีดักช่ัน (reduction) 

เปUนตัวรีดิวซ, (reducing agent) เปล่ียนไอออนของทองคำ (Au3+; gold ion) ให4กลายเปUนอนุภาคนาโน

ทองคำ (Au0; AuNP) ดังในรูปท่ี 1.8 (Sengani et al., 2017) แตVจากการศึกษาในป{จจุบันยังไมVทราบแนVชัด

วVาเอนไซม,ของเช้ือราท่ีมีสVวนเก่ียวข4องกับกระบวนการสังเคราะห,อนุภาคนาโนทองคำคือเอนไซม,ชนิดใด โดย

การใช4เช้ือราตVางชนิดกันจะทำให4ได4อนุภาคนาโนทองคำท่ีมีลักษณะแตกตVางกันออกไป 

 

 

รูปท่ี 1.8 การสังเคราะห,อนุภาคนาโนทองคำภายในเซลล,และนอกเซลล,ของเช้ือรา (Sengani et al., 2017) 
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10. คุณสมบัติของอนุภาคนาโนทองคำในการยับยั้งจุลชีพ 

 เน่ืองจากในป{จจุบันมีการด้ือยาของจุลชีพเพ่ิมมากข้ึนเร่ือยๆ การพัฒนาวัสดุนาโนท่ีมีคุณสมบัติในการ

ยับย้ังจุลชีพจึงเปUนทางเลือกใหมVและมีประสิทธิภาพในการจัดการกับป{ญหาน้ี อนุภาคนาโนทองคำ เปUนอนุภาค

ท่ีมีความเสถียรและมีความเข4ากันได4ดีกับเซลล,ของมนุษย,และยังสามารถปรับเปล่ียนโครงสร4างได4งVายและ

คุณสมบัติในการต4านเช้ือแบคทีเรียของอนุภาคนาโนทองคำข้ึนอยูVกับการปรับเปล่ียนโครงสร4างของอนุภาคนา

โนทองคำ เชVน ขนาด ลักษณะของอนุภาคทองนาโน และสVวนของสารชีวภาพท่ีปกคลุมอนุภาคทองนาโน ใน

งานวิจัยพบวVาอนุภาคนาโนทองคำยังมีบทบาทสำคัญในการฆVาเช้ือแบคทีเรียหรือจุลชีพท่ีมีความสามารถใน

การด้ือยาบางชนิดได4 (Chen S. et al., 2020) 

 ในป{จจุบันหลายงานวิจัยท่ีเก่ียวข4องกับประสิทธิภาพในการเปUนสารยับย้ังจุลชีพของอนุภาคนาโน

ทองคำได4ค4นพบวVาอนุภาคนาโนทองคำมีความสามารถในการสร4างอนุมูลอิสระออกซิเจน (reactive oxygen 

species; ROS) ภายในเซลล,ของจุลชีพ ซ่ึง อนุมูลอิสระออกซิเจนท่ีเกิดข้ึนภายในเซลล,จะสVงผลกระทบตVอ

กระบวนการตVางๆ ของจุลชีพ เชVน กระบวนการหายใจ การสังเคราะห,โปรตีนภายในเซลล,ของจุลชีพและดีเอ็น

เอ อีกท้ังยังมีความสามารถในการทำลายเย่ือหุ4มเซลล,ของจุลชีพอีกด4วยดังรูป 1.9 (Xiao G. et al., 2021) 

 

 
 

รูปท่ี 1.9 คุณสมบัติของอนุภาคนาโนทองคำในการยับย้ังจุลชีพ (Xiao Gu et al., 2021) 
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วัตถุประสงค5ของโครงการ 

 

 

ก. เพ่ือศึกษาประสิทธิภาพในการยับย้ังจุลชีพของอนุภาคนาโนทองคำท่ีสังเคราะห,จากวิธีการทางชีวภาพ

ด4วยน้ำเล้ียงเช้ือรา A. niger 
  

 

 

ประโยชน5ท่ีคาดวLาจะไดHรับ 

 

ก. ได4ฝµกฝนการสังเคราะห,อนุภาคนาโนทองคำด4วยวิธีการทางชีวภาพ 

ข. พัฒนากระบวนการคิดวิเคราะห,ผลการทดลองแบบวิทยาศาสตร, 

ค. สามารถนำผลการทดลองตVอยอดสำหรับการปรับปรุงยาปฏิชีวนะชนิดใหมV 
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บทที่ 2 

เครื่องมือ วัสดุ เคมีภัณฑ+ 

2.1 เครื่องมือ 

1. กรวยกรองแก4ว 

2. กระบอกตวงปริมาตร 100 มิลลิลิตร และ 500 มิลลิลิตร 

3. แทVงแก4ว spreader 

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

ประเทศเยอรมัน 

5. ขวดใสVสารเคมี ขนาด 500 มิลลิลิตร และ 1000 มิลลิลิตร ของบริษัท DWK Life 

Science ประเทศเยอรมัน 

6. เคร่ืองเขยVาควบคุมอุณหภูมิ (Incubator shaker) 30 องศาเซลเซียส รุVน INNOVA 

4330 ของบริษัท New Brunswick Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา 

7. เคร่ืองช่ังหยาบ แบบทศนิยม 2 ตำแหนVง รุVน PG 2002-s ของบริษัท Melter Toledo 

ประเทศสวิสเซอร,แลนด, 

8. เคร่ืองช่ังหยาบขนาดเล็ก ของบริษัท Camry 

9. เคร่ืองอบฆVาเช้ือขนาดเล็ก (Autoclave) รุVน ES-215 ของบริษัท TOMY Seiko ประเทศ

ญ่ีปุ∂น 

10. เคร่ืองอบฆVาเช้ือขนาดใหญV (Autoclave) รุVน ES-315 ของบริษัท TOMY Seiko 

ประเทศญ่ีปุ∂น 

11. เคร่ืองป{¶นเหว่ียงสารตกตะกอนขนาดเล็ก microcentrifuge (spin down) รุVน KUBOTA 

3700 ของบริษัท KUBOTA ประเทศญ่ีปุ∂น 

12. เคร่ืองทำความร4อนชนิดต้ังโต∑ะ (heat plate) รุVน MS-H280-Pro ของบริษัท Scilogex 

ประเทศสหรัฐอเมริกา 

13. เคร่ืองมือนับจำนวนเซลล, (Hemocytometer) ของบริษัท LW Scientific ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 

14. กล4องจุลทรรศน,แบบใช4แสง (Light microscopy) รุVน CH30RF200 ของบริษัท 

Olympus ประเทศญ่ีปุ∂น 

15. เคร่ืองนาโนดรอป (NanoDrop spectrophotometer) รุVน Nanodrop 2000c ของ

บริษัท Thermo Scientific ประเทศสหรับอเมริกา 

16. ตู4ชีวนิรภัย (Biosafety cabinet) ของบริษัท LabMicrotech ประเทศไทย 
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17. ตู4แชVแข็งอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส รุVน MDF-U71V ของบริษัท Sanyo Electric Co. 

ประเทศญ่ีปุ∂น 

18. ตู4อบแห4ง (Hot air oven) ของบริษัท Contherm Digital Series 

19. ไมโครปÆเปตต, ปริมาตร 10 100 และ 1000 ไมโครลิตร ของบริษัท Capp Bravo 

ประเทศเยอรมัน 

20. อุปกรณ,นับจำนวนเซลล, (Hand tally counter) ของบริษัท GOGO for digital 

ประเทศจีน 

21. Automatic pipette ของบริษัท DLAB Levo plus 

22. เคร่ืองผสมสาร (vortex mixer) รุVน K-550 GE ของบริษัท Scientific Industries 

ประเทศสหรัฐอเมริกา 

23. เคร่ืองเขยVาสารใช4ความถ่ีสูง (Ultrasonic sonicator) ของบริษัท Elma ประเทศ

เยอรมัน 

2.2 วัสดุ 

1. จานเพาะเช้ือ (plastic plate) ของบริษัท Bioscan 

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

3. หลอดป{¶นเหว่ียง (conical tube) ขนาด 50 มิลลิลตร ของบริษัท Thermo Scientific 

4. Microtube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ของบริษัท Kirgen 

5. กระดาษกรอง เบอร, 1 (Whatman No.1) ของบริษัท GE Healthcare 

6. ผ4าก∑อซ 

7. ปÆเปตพลาสติก (plastic pipette) ของบริษัท Volac 

8. ฟÆวเตอร,ขนาด 0.2 ไมครอน (filter) ของบริษัท GE Healthcare 

9. หลอดฉีด 5 มิลลิลิตร (syring) ของบริษัท Nipro ประเทศไทย 

2.3 เคมีภัณฑ+ 

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

2. ผงอาหารเล้ียงราสำเร็จรูปโปเตโต4เดร็กโตส (potato dextrose agar) ของบริษัท 

Himedia 

3. ผงวุ4น (agar) ของบริษัท Himedia  

4. ผง Muller Hinton ของบริษัท Himedia 

5. Yeast extract ของบริษัท Himedia 

6. Tween-20 ของบริษัท Life science 
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7. โกลคลอไรด, (Gold chloride, HAuCl4) 

8. Amoxicillin 

9. Streptomycin 

10. Amphotericin B 

2.4 น้ำ 

1. น้ำสำหรับเตรียม cell free filtrate คือ น้ำบริสุทธ์ิชนิดท่ี 1 (purified water type I) 

2. น้ำสำหรับเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ คือ น้ำบริสุทธ์ิชนิดท่ี 2 (purified water type II) 

2.5 อุปกรณ+ในการวิเคราะห+ขนาดและรูปร]าง 

1. กล4องจุลทรรศน,อิเล็กตรอนแบบสVองผVาน (transmission electron microscopy) รุVน 

JEM-2100 ของบริษัท Jeol ประเทศญ่ีปุ∂น เคร่ืองมือจากศูนย,เคร่ืองมือวิจัยวิทยาศาสตร, 

และเทคโนโลยี จุฬาลงกรณ,มหาวิทยาลัย 

2. เคร่ืองมือวัดขนาดด4วยแสงตกกระทบ (dynamic light scatter) ของบริษัท Malvern 

Instruments ประเทศอังกฤษ เคร่ืองมือจากศูนย,เคร่ืองมือวิจัยวิทยาศาสตร,และ

เทคโนโลยีจุฬาลงกรณ,มหาวิทยาลัย 
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2.6 เชื้อรา 

 เช้ือราท่ีใช4ในการทดลองน้ีได4รับจาก MSCU Microbial Culture Collection ภาควิชาจุล

ชีววิทยา จุฬาลงกรณ,มหาวิทยาลัย ซ่ึงเปUนเช้ือราท่ีใช4ในการสังเคราะห,อนุภาคทองคำนาโน และ

ทดสอบประสิทธิภาพของอนุภาคนาโนทองคำได4แกV  

1. Aspergillus niger MSCU 0361 

Kingdom Fungi 

  Division Ascomycota 

    Class Eurotiomycetes 

      Order Trichocomaceae 

        Genus Aspergillus 
          Species Aspergillus niger 

 

2. Cryptococcus neoformans(ATCC 208821) 

Kingdom Fungi 

  Division Basidiomycota 

    Class Tremellomycetes       

      Order Tremellales 

        Genus Cryptococcus 
          Species  C. neoformans 
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2.7 แบคทีเรีย 

  เช้ือแบคทีเรียท่ีใช4ทดลองคือ Escherichia coli(ATCC 25922), Staphylococcus 
aureus(ATCC 6538P) โดยเช้ือท้ังหมดน้ีได4มาจาก The American Type Culture Collection (ATCC) 

ประเทศสหรัฐอเมริกา 

1. Escherichia coli(ATCC 25922) 

Kingdom Bacteria 

  Phylum Proteobacteria 

    Class Gamma Proteobacteria 

      Order Enterobacteriales 

        Family Enterobacteriaceae 

          Genus Escherichia 

            Species Escherichia coli 
2. Staphylococcus aureus(ATCC 6538P) 

Kingdom Bacteria 

  Phylum Firmicutes 

    Class Bacilli 

      Order Bacillales 

        Family Staphylococcaceae 

          Genus Staphylococcus 
            Species Staphylococcus aureus 
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บทที% &  
วิธีการดาํเนินการทดลอง 

3.1 การสังเคราะห5อนุภาคนาโนทองคำ 

 3.1.1 การเตรียมหัวเช้ือสำหรับสังเคราะห,อนุภาคทองคำนาโน 

                     นำเชื้อรา Aspergillus niger สายพันธุ, MSCU0361 ที่ถูกเก็บไว4ในตู4แชVแข็งที่อุณหภูมิ -80 

องศาเซลเซียส นำมาเพาะเลี้ยงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ potato dextrose agar (PDA) และบVมที่อุณหภูมิห4อง 

เปUนระยะเวลา 72-96 ชั่วโมง หรือเปUนเวลา 3-4 วัน เมื่อเชื้อเจริญเติบโตเต็มที่จะมีลักษณะของโคโลนีเปUนสี

เขียวข้ีม4าและมีการสร4างสปอร,สีดำ 

3.1.2 การเก็บสปอร,และนับจำนวนสปอร,  

  หลังจากเช้ือรา A. niger เจริญเติบโตเต็มท่ีบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA แล4ว จะทำการดูด 0.2% 

Tween20 ปริมาตร 1000 ไมโครลิตร 5 ครั้ง ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ที่มีราเจริญอยูVและต4องทำการ

เปลี่ยน pipette tips ทุกครั้ง จากนั้นใช4แทVง spreader ที่ทำการฆVาเชื้อด4วย 95% ethanol เกลี่ยเบาๆ เพ่ือ

ขูดเอาสปอร,ของราให4หลุดออกและผสมกับ 0.2% Tween20 แล4วดูดเอาสารละลายสVวนนี้กรองผVานผ4าก∑อซท่ี

ผVานการฆVาเชื้อแล4วพับ 2 ทบ วางบนหลอดก4นแหลม ทำการกรองสปอร,ของ A. niger โดยสVวนเส4นใยของรา

จะติดอยูVบริเวณผ4าก∑อซและสVวนของสปอร,ราจะถูกกรองผVานผ4าก∑อซลงไป จากนั้นทำการชะด4วย 0.2% 

Tween20 ปริมาตร 300 ไมโครลิตร เพื่อล4างสปอร,ที่อาจจะติดอยูVบนผ4าก∑อซลงไป ทำการเจือจางสปอร,ด4วย 

0.2% Tween20 ในอัตราสVวนของ spore: 0.2% Tween20 เปUน 1:5 ใสVในหลอด microcentrifuge จากน้ัน

จะนำไปนับจำนวนสปอร,โดยใช4 hemocytometer โดยดูดสารละลายจาก microcentrifuge ปริมาตร 10 

ไมโครลิตรในแตVละฝ{¶ง ปลVอยสารละลายให4ไหลผVานเข4าไปในชVองวVางท่ีมีเส4นตารางอยูVโดยท่ีมีกระจกปÆดสไลด,ปÆด

อยูV ระมัดระวังไมVให4มีฟองอากาศเข4าไปด4านในเพราะอาจจะสVงผลให4เกิดความผิดพลาดในการนับได4 การนับ

สปอร,จะมองผVานกล4องจุลทรรศน,โดยใช4กำลังขยาย 400 เทVา จะทำการนับ 5 ชVองใหญVจากทั้งหมด 25 ชVอง

เทVาน้ัน ดังรูปท่ี 3.1 และทำซ้ำเดิมกับอีกด4านนึงแล4วนำมาหาคVาเฉล่ีย โดยใช4สูตรดังน้ี  

จำนวนสปอร, (spores/ml) = df × n × 5	× 104  

โดยท่ี  df หมายถึง คVา dilution factor   

n หมายถึง จำนวนคVาเฉล่ียสปอร,ท่ีทำการนับได4 
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รูปท่ี 3.1. วิธีการนับสปอร,ของรา A. niger ด4วย hemocytometer 

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

3.1.3 ข้ันตอนการเก็บน้ำเล้ียงเช้ือรา (fungal filtrate)  

  ดูดสปอร,จากหลอดก4นแหลมที่ทำการกรองไว4 ปริมาตรที่คำนวณได4 โดยให4มีจำนวนสปอร,อยูV

เปUน 106 สปอร,  ใสVลงในขวดรูปชมพูVปริมาตร 250 มิลลิลิตรท่ีมี potato dextrose broth (PDB) อยูV ปริมาตร 

100 มิลลิลิตร ทำการบVมในเครื่องบVมเขยVาที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส รอบเขยVาที่ 200 รอบตVอนาที เปUน

ระยะเวลา 4 วัน หลังจากนั้นจะได4สVวนของชีวมวลเชื้อรา (fungal biomass) นำมากรองโดยใช4กระดาษกรอง 

Whatman No.1 เพื่อทำการแยกสVวนของชีวมวลเชื้อราออกจากอาหารเลี้ยงเชื้อ PDB จากนั้นทำการชะล4าง

สVวนของชีวมวลเชื้อราด4วยน้ำปราศจากเชื้อ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  3 ครั้ง เพื่อชะล4างสVวนของอาหารเลี้ยงเช้ือ

ที่อาจจะติดอยูVกับชีวมวลเชื้อราออกจนน้ำถูกกรองลงไปหมด จากนั้นทำการชั่งชีวมวลเชื้อรา30 กรัม ใสVลงไป

ในขวดรูปชมพูVปริมาตร 250 มิลลิลิตร ที่มีน้ำปราศจากเชื้ออยูV 60 มิลลิลิตร โดยมีอัตราสVวนของชีวมวลเชื้อรา

กับ น้ำปราศจากเชื้อเปUน 1:2 ทำการบVมในเครื่องบVมเขยVาที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส รอบเขยVาที่ 200 รอบ

ตVอนาที เปUนระยะเวลา 4 วัน ซึ่งหลังจากครบระยะเวลา 4 วันแล4วจะนำชีวมวลเชื้อรามากรองออกโดยใช4

กระดาษ Whatman No.1 เพื่อเก็บเอาสVวนของน้ำเลี้ยงเชื้อราซึ่งเปUนสVวนที่รามีการหลั่งสารตVางๆที่สำคัญใน

การสังเคราะห,อนุภาคทองคำนาโนออกมาไว4เพ่ือทำการสังเคราะห,อนุภาคทองคำนาโนตVอไป 
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3.1.4 ข้ันตอนการสังเคราะห,อนุภาคทองคำนาโน 

  จะแบVงออกเปUน 3 สVวน ได4แกV ชุดควบคุม 1 (control 1) ชุดควบคุม 2 (control 2) และชุด

การทดลอง (experiment) ซ่ึงเปUนสVวนท่ีเกิดการสังเคราะห,อนุภาคทองนาโน โดยท่ี 

  3.1.4.1. ชุดควบคุม 1 มีการเติมสารละลายตVางๆ ดังนี้ acetate buffer pH 4.7 ปริมาตร 

2.25 มิลลิลิตร, น้ำปราศจากเช้ือ ปริมาตร 500 ไมโครลิตร และน้ำเล้ียงเช้ือราปริมาตร 2.25 มิลลิลิตร ผสมกัน

ในหลอดทดลอง 

   3.1.4.2. ชุดควบคุม 2 มีสารละลายตVางๆ ดังนี ้ acetate buffer pH 4.7 ปริมาตร 2.25 

มิลลิลิตร, HAuCl4	ความเข4มข4น 0.02 โมลาร, ปริมาตร 500 ไมโครลิตร และ น้ำปราศจากเชื้อ ปริมาตร 2.25 

ไมโครลิตร ผสมกันในหลอดทดลอง  

  3.1.4.3. ชุดการทดลอง มีสารละลายตVางๆ ดังน้ี HAuCl4 ความเข4มข4น 0.02 โมลาร, ปริมาตร 

500 ไมโครลิตร, acetate buffer pH 4.7 ปริมาตร 2.25 มิลลิลิตร และน้ำเล้ียงเช้ือรา ปริมาตร 2.25 มิลลิลิตร 

ผสมกันลงในหลอดทดลอง 

ปริมาตรทั้งหมดของทั้ง 3 หลอด (ชุดควบคุม 1 ชุดควบคุม 2 และชุดการทดลอง) มีปริมาตรหลอดละ 

5 มิลลิลิตร จากนั้นนำทั้ง 3 หลอดเก็บไว4ในที่มืดโดยใช4กระดาษฟอยด,หVอหุ4มสVวนหลอดทดลองเอาไว4 สังเกต

การเปลี่ยนแปลงสีของสารละลายเปUนระยะเวลา 60-90 นาที จากนั้นนำสารละลายที่ได4ทั้ง 3 หลอดไปวัดคVา

การดูดกลืนแสงโดยใช4เครื่อง UV-visible spectrophotometer และทำการเตรียมตัวอยVางอนุภาคทองนาโน

เพื่อนำไปทำ zeta sizer, zeta potential และสVองกล4องจุลทรรศน,อิเล็กตรอนแบบสVองผVาน (transmission 

electron microscopy;TEM) 

 3.1.5. ข้ันตอนการแยกอนุภาคทองคำนาโนท่ีสังเคราะห,ข้ึนได4ออกจากน้ำเล้ียงเช้ือรา 

 นำอนุภาคทองคำนาโนที่สังเคราะห,ขึ้นได4จาก 3.1.4.3. มาใสVลงในหลอด microtube ขนาด 1.5 

มิลลิลิตร นำไปป{¶นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 14,000 รอบตVอนาที่ ทีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เปUนระยะเวลา 

10 นาที ทำซ้ำจนกวVาสารละลายจะใสและอนุภาคทองคำนาโนที่สังเคราะห,ขึ้นได4จะตกตะกอนอยูVที่ก4นหลอด 

microtube จนหมด จากนั้นคVอยๆทำการดูดสารละลายสVวนใสที่อยูVด4านบนออกให4ได4มากที่สุดและทำอยVาง

ระมัดระวังเพ่ือไมVให4ตะกอนของอนุภาคทองคำนาโนท่ีอยูVก4นหลอด microtube เกิดการฟุNงกระจาย จากน้ันทำ

การระเหยในสVวนของน้ำที่หลงเหลืออยูVโดยมีการเปÆดฝาหลอดทิ้งไว4 จากนั้นนำอนุภาคทองคำนาโนไปชั่งใน

เครื่องชั่งละเอียดเพื่อวัดน้ำหนักในหนVวยมิลลิกรัม และจากนั้นทำการเติมน้ำที่ปราศจากเชื้อเพื่อปรับให4มีความ

เข4มข4น 
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 3.1.6 การวัดคLาการดูดกลืนแสงของอนุภาคทองคำนาโนดHวย UV-visible spectrometry 

 นำสารละลายอนุภาคทองคำนาโนที่ทำการสังเคราะห,ขึ้นได4จากข4อที่ 3.1.1.4.1.-3.1.1.4.3. มาวัดคVา

การดูดกลืนแสงด4วยเทคนิค UV-visible spectrometry ในชVวงความยาวคลื่อนตั้งแตV 200-800 นาโนเมตร 

โดยใช4เครื่อง NanoDrop2000 ซึ่งเปUนวิธีพื้นฐานในการยืนยันวVาภายในสารละลายมีการสังเคราะห,อนุภาค

ทองคำนาโนเกิดข้ึน โดยอนุภาคทองคำนาโนจะมีคVาการดูดกลืนแสงสูงสุดอยูVท่ีชVวงความยาวคล่ืน 530-560 นา

โนเมตร โดยขั้นตอนในการวัดคVาการดูดกลืนแสงจะใช4 Blank เปUนน้ำกลั่น จากนั้นจึงทำการวัดคVาการดูดกลืน

แสงของอนุภาคทองคำนาโนท่ีสังเคราะห,ข้ึนได4 

3.1.7 การเตรียมตัวอยLางอนุภาคทองคำนาโนเพื่อทำ dynamic light scattering (DLS) และ 

zeta potential  

นำอนุภาคทองคำนาโนท่ีทำการสังเคราะห,ข้ึนได4เสร็จส้ินแล4ว มาเจือจางโดยท่ีใช4อัตราสVวนของอนุภาค

ทองคำนาโนที่สังเคราะห,ขึ้นได4ตVอน้ำกลั่นที่ปราศจากเชื้อในเปUน 1:5 จากนั้นทำการผสมสารละลายให4เข4ากัน

ด4วยเครื่องผสมสาร (vortex mixer) และสVงตัวอยVางที่ทำการเตรียมได4ไปวัดผล dynamic light scattering 

(DLS) และ Zeta potential ท่ีศูนย,เคร่ืองมือวิจัยวิทยาศาสตร,และเทคโนโลยี จุฬาลงกรณ,มหาวิทยาลัย 

3.1.8 การเตรียมตัวอยLางอนุภาคทองคำนาโนเพื่อสLองกลHองจุลทรรศน5อิเล็กตรอนแบบสLองผLาน 

(transmission electron microscopy;TEM) 

นำอนุภาคทองคำนาโนที่ทำการสังเคราะห,แล4ว มาเจือจางโดยที่ใช4อัตราสVวนของอนุภาคทองคำนาโน

ท่ีสังเคราะห,ข้ึนได4ตVอน้ำกล่ันท่ีปราศจากเช้ือในเปUน 1:9 จากน้ันทำการผสมสารละลายให4เข4ากันด4วยเคร่ืองผสม

สาร (vortex mixer) และสVงตัวอยVางที่ทำการเตรียมได4ไปสVองกล4องจุลทรรศน,อิเล็กตรอนแบบสVองผVาน ที่ศูนย,

เคร่ืองมือวิจัยวิทยาศาสตร,และเทคโนโลยี จุฬาลงกรณ,มหาวิทยาลัย 

  

3.2  การตรวจสอบประสิทธิภาพในการยับย้ังจุลชีพของอนุภาคนาโนทองคำ 

 3.2.1 การทำกราฟมาตรฐาน (standard curve) 

  เช้ือแบคทีเรีย ได4แกV Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 

6538P) ทำการทดลองเชVนเดียวกันในเช้ือทุกตัว โดยนำแบคทีเรียจากตู4แชVแข็งอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส

มาส streak ลงบนอาหารแข็งและบVม 37 องศาเซลเซียสเปUนเวลา 18 ถึง 24 ช่ัวโมง หลังจากน้ันนำโคโลนีท่ี

ข้ึนบนอาหารแข็งจำนวนหน่ึงโคโลนีใสVลงในอาหารเหลว ปริมาตร 4 มิลลิลิตรและบVม 37 องศาเซลเซียส เขยVา

ท่ีความเร็ว 200 รอบตVอนาที หลังจากท่ีบVมเปUนเวลา 3 ถึง 5 ช่ัวโมงนำเช้ือท่ีเพาะเล้ียงจำนวน 2 มิลลิลิตรไป

เจือจางในอัตราสVวน 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 แล4วนำไปวัดคVาการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร นำเช้ือแบคทีเรีย

ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ไปเจือจางให4ได4 10-1 10-2 10-3 10-4 10-5 10-6 10-7 และ 10-8 เทVา แล4วนำ ความ
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เข4มข4นเช้ือท่ี 10-3 – 10-8 ไป spread ลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ nutrient agar และนำไปบVม 37 องศาเซลเซียส 

18-24 ช่ัวโมง หลังจากน้ันนับโคโลนีและคำนวณกลับเปUนหนVวย CFU/ml  นำข4อมูล CFU/ml และคVา 

O.D.600 ท่ีวัดได4มาทำกราฟ สร4างสมการของเส4นกราฟ (y=mx+C) ของเช้ือแบคทีเรียแตVละชนิด 

 

3.2.2 การเตรียม agar well plate ใช4สำหรับทดสอบฤทธ์ิการต4านจุลชีพ 

3.2.2.1 เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ Mueller-Hinton agar สำหรับการทดสอบเช้ือแบคทีเรีย E. coli และ S. aureus และ

เตรียม YPD agar สำหรับการทดสอบยีสต, C. neoformans  

3.2.3 การทดสอบประสิทธิภาพของอนุภาคทองนาโนในการต4านจุลชีพ 

3.2.3.1 นำเช้ือแบคทีเรีย E. coli และ S. aureus จาก stock เช้ือท่ีได4ทำการหากราฟมาตรฐานไว4มาใช4ในการทดสอบ

ด4วยการนำไปลงเช้ือใน Nutrient broth เปUนเวลา 1 วัน   

3.2.3.2 นำเช้ือจากข4อ 3.2.3.1 มาลงเช้ือ E. coli และ S. aureus ความเข4มข4นของแบคทีเรีย 1.5x108 CFU/ml ลงบน 

Mueller-Hinton agar โดยวิธีการ spread เช้ือแบคทีเรียให4ท่ัวอาหาร 

3.2.3.3 เจาะหลุมอาหารเล้ียงเช้ือจานละ 4 หลุม  

3.2.3.4 ปÆเปตสารลงในหลุม 4 หลุม ปริมาณ 20 ไมโครลิตร ประกอบด4วย 

 1. กลุVมควบคุมบวก (positive control) ได4แกVstreptomycin และ amoxicillin 

 2. อนุภาคทองนาโน (AuNPs) 

 3. กลุVมควบคุมลบท่ี 1 (negative control 1) ได4แกV น้ำกล่ันปราศจากเช้ือ 

 4. กลุVมควบคุมลบท่ี 2 (negative control 2) ได4แกV น้ำเล้ียงเช้ือรา (fungal filtrate)  

3.2.3.5 ทดสอบประสิทธิภาพของอนุภาคทองนาโนท่ีความเข4มข4น 5 , 10 , 15 ไมโครกรัมตVอหลุม 

3.2.3.6 บVมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปUนเวลา 1 วัน 

3.2.3.7 ตรวจสอบผลในวันท่ี 1 โดยการวัดคVา inhibition zone ท่ีเกิดรอบบริเวณหลุม สรุปผลการทดลอง  

และอภิปรายผล 
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3.2.4 ทดสอบประสิทธิภาพของอนุภาคทองนาโนในการต4านยีสต,กVอโรค 

3.2.4.1 เล้ียงยีสต, C. neoformans บนอาหารเล้ียงยีสต, YPD agar เปUนเวลา 4 วัน 

3.2.4.2 นำโคโลนีเด่ียวของ C. neoformans ลงใน YPD broth บVมข4ามคืน 

3.2.4.3 นำยีสต,ท่ีบVมข4ามคืนมานับยีสต,ด4วย hemocytometer  

3.2.4.4 ปรับความเข4มข4นของยีสต,ให4เทVากับ 1.5x108 cells/ml 

3.2.4.5 ทำการ spread ยีสต,ลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ YPD agar  

3.2.4.6 เจาะหลุมอาหารเล้ียงเช้ือจานละ 4 หลุม  

3.2.4.7 ปÆเปตสารลงในหลุม ปริมาณ 20 ไมโครลิตร ประกอบด4วย 

 1. กลุVมควบคุมบวก ได4แกV amphotericin B 

 2. อนุภาคทองนาโน (AuNPs)  

 3. กลุVมควบคุมลบท่ี 1 (negative control 1) ได4แกV น้ำกล่ันปราศจากเช้ือ 

 4. กลุVมควบคุมลบท่ี 2 (negative control 2) ได4แกV น้ำเล้ียงเช้ือรา (fungal filtrate) 

3.2.4.8 ทดสอบประสิทธิภาพของอนุภาคนาโนท่ีความเข4มข4น 5 , 10 , 15 ไมโครกรัมตVอหลุม 

3.2.4.9 บVมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปUนเวลา 1 วัน 

3.2.4.10 ตรวจสอบผลในวันท่ี 1 โดยการวัดคVา inhibition zone ท่ีเกิดรอบบริเวณหลุม สรุปผลการทดลอง  

และอภิปรายผล 
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บทที่ 4  

ผลการทดลอง 

4.1 เช้ือราท่ีใชHในการสังเคราะห5อนุภาคนาโนทองคำ 

 จากการเล้ียงเช้ือ A. niger  MSCU 0361 ท่ีได4จาก Microbial Culture Collection จุฬาลงกรณ,

มหาวิทยาลัย ได4ทำการเล้ียงเช้ือลงบนอาหารแข็ง PDA บVมท่ีอุณหภูมิห4องเปUนเวลา 4 วัน ( 96 ช่ัวโมง ) พบวVา 

ลักษณะโคโลนีของเช้ือรา A. niger  MSCU 0361 ท่ีเกิดข้ึนบนอาหาร PDA ในระยะแรกของการเจริญพบวVามี

สีขาว แตVเม่ือราเจริญไปได4เต็มท่ีจะเกิดการสร4างสปอร,ข้ึนทำให4ลักษณะโคโลนีของราเปล่ียนเปUนสีดำ ในบริเวณ

ท่ีมีการสร4างสปอร, ดังแสดงในรูป 4.1 

 

 

 
 

 

รูปท่ี 4.1 ลักษณะโคโลนีของ A. niger MSCU 3061 บนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA 
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4.2 ผลของการสังเคราะห5อนุภาคนาโนทองคำของสารสกัดจากเช้ือรา 

 จากการทดลองสังเคราะห,อนุภาคนาโนทองคำ โดยใช4น้ำเล้ียงเช้ือรา (fungal filtrate) ของ 

เช้ือรา A. niger MSCU 3061 โดยนำน้ำเล้ียงเช้ือราผสมด4วยสารละลาย acetate buffer ท่ี pH 4.7 หลังจาก

น้ันเติมสารละลาย 0.02 M HAuCl4 และต้ังไว4ท่ีอุณหภูมิห4องในท่ีมืด   

 พบวVาเกิดการเปล่ียนสีของสารละลายท่ีใช4ในการสังเคราะห,อนุภาคนาโนทองคำข้ึนโดยเปUนการแสดง

วVาเกิดการสังเคราะห,ข้ึน เปล่ียนสีจากสีเหลืองเปUนสีมVวงอมดำ ซ่ึงเปUนผลจากการเกิดปฏิกิริยารีด่ักช่ันและเกิด

การสังเคราะห,อนุภาคนาโนข้ึนภายในสารละลาย ดังรูป 4.2  

 

(A)  

 
 

(B) 

 
 

รูปท่ี 4.2  (A) ลักษณะสีของน้ำเล้ียงเช้ือรา (fungal filtrate) ของ A. niger MSCU 3061 ท่ีผสมด4วย

สารละลาย acetate buffer ท่ี pH 4.7 และสารละลาย 0.02 M HAuCl4 (B) ลักษณะสีของสารละลายท่ีเกิด

การเปล่ียนแปลงจากสีเหลืองเปUนสีมVวงอมดำ 
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 จากการทดลองสังเคราะห,อนุภาคนาโนทองคำจะประกอบด4วยชุดควบคุม 1 (control 1:  acetate 

buffer + HAuCl4 + H2O), ชุดควบคุม 2 (control 2: acetate buffer + น้ำเล้ียงเช้ือรา+ H2O) เพ่ือใช4เทียบ

สีสารละลายในการทดลอง ดังรูปท่ี 4.3 

(a)                        (b)    

 

รูปท่ี 4.3 (A) ชุดควบคุม 1  (acetate buffer + HAuCl4 + H2O), (B) ชุดควบคุม 2 (acetate buffer + 

น้ำเล้ียงเช้ือรา + H2O) 

 

 ผลการทดลองพบวVา การทดลองสังเคราะห,อนุภาคนาโนทองคำโดยน้ำเล้ียงเช้ือรา ท่ีผสมด4วย

สารละลาย acetate buffer แล4วเติมด4วยสารละลาย 0.2 M HAuCl4 ต้ังไว4ท่ีอุณหภูมิห4องในท่ีมืด พบการ

เปล่ียนแปลงของสีสารละลายจากสีเหลืองใสเปUนสีมVวงดำ ดังรูปท่ี 4.4 ภายในเวลา 55 – 70 นาที 

(a)                             (b)    

 

รูปท่ี 4.4 (A) สารละลายท่ีเวลาเร่ิมต4นในการสังเคราะห,อนุภาคนาโนทองคำ, (B) สารละลายท่ีเวลา 55 – 70 

นาทีในการสังเคราะห,อนุภาคนาโนทองคำ 
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4.3 ผลของการดูดกลืนแสงของอนุภาคนาโนทองคำ (UV-visible absorption) 

 การสังเคราะห,อนุภาคนาโนทองคำท่ีเกิดข้ึนน้ัน นอกจากจะสังเกตุได4จากสีของสารละลายท่ีเกิดการ

เปล่ียนแปลงแล4ว ยังสามารถตรวจสอบได4จากการวัดคVาการดูดกลืนแสงของสารละลายท่ีความยาวคล่ืนในชVวง 

200 – 800 นาโนเมตร อีกด4วย โดยใช4 UV-visible spectrophotometer จากผลจะแสดงใน รูปท่ี 4.5 

 พบวVามีการดูดกลืนแสงท่ีชVวงความยาวคล่ืนท่ี 550 – 570 นาโนเมตร ในสารละลายท่ีได4จากการ

สังเคราะห,อนุภาคนาโนทองคำจากน้ำเล้ียงเช้ือรา A. niger  MSCU 0361 ท่ีเติมสารละลาย 0.2 M HAuCl4 

และ acetate buffer โดยสามารถวัดคVาการดูดกลืนแสงสูงสุดของสารละลายท่ีได4จากการสังเคราะห,อนุภาค

นาโนทองคำในสารละลาย acetate buffer เทVากับ 0.055 ท่ีความยาวคล่ืน 569 นาโนเมตร และจากกราฟ

ของการทดลองพบวVา พบการดูดกลืนแสงท่ีชVวง 280 นาโนเมตร เปUนผลมาจากกรดอะมิโนและโปรตีนจากน้ำ

เล้ียงเช้ือรา  

 

 
 

 

รูปท่ี 4.5  กราฟแสดงคVาการดูดกลืนแสงของน้ำเล้ียงเช้ือรา  A. niger  MSCU 0361 ท่ีผสมในสารละลาย 0.2 

M HAuCl4 และ acetate buffer 
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4.4 การปãåนแยกอนุภาคนาโนทองคำ 

 โดยในข้ันตอนน้ีเปUนการแยกอนุภาคนาโนทองคำให4มีความบริสุทธ์ิ เพ่ือใช4ในการทดลองอ่ืนๆตVอไป 

โดยนำสารละลายท่ีสังเคราะห,อนุภาคนาโนทองคำ ไปป{¶นเหว่ียงท่ีความเร็ว 14000 รอบตVอนาที นาน 10 นาที 

จะสังเกตเห็นตะกอนของอนุภาคนาโนทองคำเล็กๆอยูVท่ีก4นหลอด ดังท่ีแสดงใน รูปท่ี 4.6  ซ่ึงอนุภาคนาโน

ทองคำเหลVาน้ี เกิดจากการสังเคราะห,ของสารละลายท่ีผสมด4วยน้ำเล้ียงเช้ือรา สารละลาย 0.2 M HAuCl4 และ 

acetate buffer   

 นำสารละลายท่ีเห็นตะกอนของอนุภาคนาโนทองคำไประเหยให4แห4งภายใต4อุณหภูมิห4องเพ่ือให4สVวน

ของเหลวออกหมด เปUนเวลา 1 วัน นำออกมาวัดน้ำหนักได4 0.77 มิลลิกรัม 

 

 

 
 

 

รูปท่ี 4.6 ตะกอนของอนุภาคนาโนทองคำหลังป{¶นเหว่ียงด4วยความเร็ว 14000 รอบตVอนาที นาน 10 นาที 
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4.5 ผลการวิเคราะห5ลักษณะรูปรLางของอนุภาคนาโนทองคำดHวยกลHองจุลทรรศน5อิเล็กตรอนแบบสLองผLาน 

(Transmission Electron Microscopy; TEM) 

 จากการวิเคราะห,รูปรVางและการกระจายตัวของอนุภาคนาโนทองคำของสารละลายท่ีใช4สังเคราะห,

อนุภาคนาโนทองคำจากน้ำเล้ียงเช้ือรา A. niger MSCU 0361 ท่ีเติมสารละลาย 0.2 M HAuCl4 และ 

acetate buffer ด4วยกล4อง TEM พบวVารูปรVางของอนุภาคนาโนทองคำ และลักษณะของอนุภาคนาโนทองคำ

ท่ีสังเคราะห,โดยน้ำเล้ียงเช้ือรา A. niger MSCU 0361 ท่ีเติมสารละลาย 0.2 M HAuCl4 และ acetate buffer 

มีรูปรVางท่ีสม่ำเสมอ พบวVารูปรVางสVวนใหญVของอนุภาคนาโนทองคำท่ีสังเคราะห,ได4เปUนทรงกลม  

ในสVวนของการกระจายของอนุภาคนาโนทองคำ พบวVา อนุภาคนาโนทองคำจากน้ำเล้ียงเช้ือรา A. niger 
MSCU 0361 ท่ีเติมสารละลาย 0.2 M HAuCl4 และ acetate buffer มีการรวมกลุVมกันในบางจุด และ

กระจายตัวกันออกไป ขนาดของอนุภาคนาโนทองคำจากสารสกัดจากเช้ือรา A. niger MSCU 0361 ท่ีเติม

สารละลาย 0.2 M HAuCl4 และ acetate buffer พบวVามีขนาดท่ีไมVสม่ำเสมอ พบอนุภาคนาโนทองคำท่ีมี

ขนาดเล็ก และขนาดใหญV กระจายอยูV ดังรูปท่ี 4.7 

 

 
 

รูปท่ี 4.7 รูปภาพจากกล4อง TEM แสดงลักษณะของอนุภาคนาโนทองคำท่ีสังเคราะห,โดยน้ำเล้ียงเช้ือรา A. 
niger  MSCU 0361 ท่ีเติมสารละลาย 0.2 M HAuCl4 และ acetate buffer  
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4.6 ผลการวิเคราะห5ขนาดของอนุภาคนาโทองคำท่ีสังเคราะห5ไดHดHวยวิธี Dynamic Light Scattering 

(DLS) 

 ผลของการวิเคราะห,ขนาดของอนุภาคนาโนทองคำท่ีได4จากการวิเคราะห,ด4วย Dynamic Light 

Scattering (DLS) โดยวิธีการน้ีอาศัยหลักการของการตรวจวัดความถ่ีท่ีเปล่ียนไปของแสงท่ีกระเจิงบริเวณ

พ้ืนผิวของอนุภาคนาโนทองคำ ในการทดลองน้ีได4ใช4อนุภาคนาโนทองคำท่ีสังเคราะห,ได4จากน้ำเล้ียงเช้ือรา A. 
niger  MSCU 0361 ท่ีเติมสารละลาย 0.2 M HAuCl4 และ acetate buffer ไปวิเคราะห,ด4วยเทคนิค DLS 

พบวVา ขนาดของอนุภาคนาโนทองคำท่ีสังเคราะห,ได4มีขนาดอยูVในชVวง 10 – 1100 นาโนเมตร ดังรูปท่ี 4.8 มี

ขนาดเฉล่ียเทVากับ 76.22 นาโนเมตร และมีคVา Polydispersity index (PDI) เทVากับ 0.770  ดังตารางท่ี 4.1 

 

ตารางท่ี 4.1 ขนาดโดยเฉล่ียของอนุภาคนาโนทองคำท่ีสังเคราะห,จากน้ำเล้ียงเช้ือรา A. niger  MSCU 0361 

ท่ีเติมสารละลาย 0.2 M HAuCl4 และ acetate buffer  

 

 

ชุดการทดลอง 

 

 

Average particle size(nm) 

 

Average PDI 

 

AuNP ท่ีได4จากน้ำเล้ียงเช้ือราท่ีเติม

สารละลาย 0.2 M HAuCl4 และ 

acetate buffer  

 

 

76.22 

 

 

0.77 
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รูปท่ี 4.8  กราฟการกระจายตัวของขนาดอนุภาคนาโนทองท่ีสังเคราะห,จากสารสกัดจากเช้ือรา A. niger  
MSCU 0361 ท่ีเติมสารละลาย 0.2 M HAuCl4 และ acetate buffer 
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4.7 ผลการวิเคราะห5ความเสถียรของอนุภาคนาโนทองคำท่ีสังเคราะห5ไดHดHวยวิธี zeta potential 

 ผลของคVาศักย,ซีต4า (zeta potential) ซ่ึงเปUนคVาความแตกตVางของประจุไฟฟNาระหวVางช้ันความ

หนาแนVนของไอออนท่ีอยูVรอบๆอนุภาคนาโนทองคำและประจุในของเหลวท่ีอยูVล4อมรอบอนุภาคทองคำนาโน 

(มีหนVวยเปUนมิลลิโวลต,)  

 โดยปกติแล4วอนุภาคนาโนทองคำจะมีความเสถียรเม่ือมีคVาศักย,ซีต4าเปUนบวกมากกวVา +20 มิลลิโวลต, 

หรือมีคVาเปUนลบมากกวVา -20 มิลลิโวลต, ซ่ึงผลการวิเคราะห,อนุภาคนาโนทองคำด4วยวิธีน้ี พบวVาอนุภาคนาโน

ทองท่ีสังเคราะห,จากสารสกัดจากเช้ือรา A. niger MSCU 0361 ท่ีเติมสารละลาย 0.2 M HAuCl4 และ 

acetate buffer มีคVาศักย,ซีต4า เทVากับ -18 มิลลิโวลต, ดังรูป 4.9 

 

 
 

 

รูปท่ี 4.9 กราฟแสดงคVาศักย,ซีต4าของอนุภาคนาโนทองคำสังเคราะห,จากสารสกัดจากเช้ือรา A. niger  MSCU 

0361 ท่ีเติมสารละลาย 0.2 M HAuCl4 และ acetate buffer 

 

 

 

 

 

 

 

 



  
 
32 

 
4.8 จุลินทรีย5ท่ีใชHในการทดสอบประสิทธิภาพในการเปçนสารยับย้ังจุลชีพของอนุภาคนาโนทองคำท่ี

สังเคราะห5ไดH 

 จากการเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย Escherichia coli (ATCC 25922) และ Staphylococcus aureus 
(ATCC 6538P) ในอาหารเล้ียงเช้ือ nutrient agar (NA) บVมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปUนเวลา 18-24 

ช่ัวโมง พบวVาโคโลนีบนอาหารเล้ียงเช้ือ NA ของ E. coli (ATCC 25922) น้ันมีโคโลนีสีขาว สVวนS. aureus 
(ATCC 6538P) มีโคโลนีเปUนสีเหลือง และยีสต, Cryptococcus neoformans (ATCC 208821) ท่ีเล้ียงบน

อาหาร yeast extract peptone dextrose agar (YPD) เปUนเวลา 48 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ  องศาเซลเซียส มี

ลักษณะของโคโลนีเปUนสีขาวขุVน ดังรูปท่ี 4.10 

(A)           (B)  

 

(C)  

 

รูปท่ี 4.10 (A) ลักษณะโคโลนีของเช้ือแบคทีเรีย E. coli (ATCC 25922) , (B) ลักษณะโคโลนีของเช้ือ

แบคทีเรีย S. aureus (ATCC 6538P) และ (C) ลักษณะโคโลนีของยีสต, C. neoformans (ATCC 208821) 
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4.9 การทำกราฟมาตรฐาน (standard curve)  

 จากการหาปริมาณเซลล,แบคทีเรีย 2 ชนิดคือ เช้ือ E. coli (ATCC 25922) และS. aureus (ATCC 

6538P) เพ่ือใช4ในการวัดปริมาณเซลล,ในการทดสอบประสิทธิภาพกับอนุภาคนาโนทองคำ โดยในแตVละเช้ือมี

กระบวนการทดลองท่ีเหมือนกัน เม่ือนำข4อมูลจากการทดลองคือ CFU/ml และคVา O.D. 600 ท่ีวัดได4มาทำ

กราฟสร4างสมการ (y= mx + c) ของเช้ือแบคทีเรียได4ผลดังแสดงใน 

รูปท่ี 4.11 – 4.12   

 

รูปท่ี 4.11 ความสัมพันธ,ระหวVางปริมาณเซลล, E. coli (ATCC 25922) ในหน่ึงมิลลิลิตรและคVาการดูดกลืนแสง

ท่ี 600 นาโนเมตร 

 
 

รูปท่ี 4.12 ความสัมพันธ,ระหวVางปริมาณเซลล, S. aureus (ATCC 6538P) ในหน่ึงมิลลิลิตรและคVาการดูดกลืน

แสงท่ี 600 นาโนเมตร

 

y = 1.2082x + 0.309
R² = 0.9638
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4.10 ผลการทดลองประสิทธิภาพของอนุภาคนาโนทองคำท่ีสังเคราะห5ไดHจากน้ำเล้ียงเช้ือรา A. niger 
MSCU 0361 ท่ีเติมสารละลาย 0.2 M HAuCl4 และ acetate buffer กับเช้ือ E. coli (ATCC 25922) 

 ผลการทดลองของอนุภาคนาโนทองคำท่ีสังเคราะห,ได4จากน้ำเล้ียงเช้ือรา A. niger  MSCU 0361 ท่ี

เติมสารละลาย 0.2 M HAuCl4 และ acetate buffer กับเช้ือ E. coli (ATCC 25922) ด4วยวิธี agar-well 

diffusion เพ่ือดูโซนยับย้ัง (inhibition zone) ท่ีเกิดข้ึนของอนุภาคนาโนทองคำท่ีสังเคราะห,ได4จากน้ำเล้ียง

เช้ือรา A. niger  MSCU 0361 ท่ีเติมสารละลาย 0.2 M HAuCl4 และ acetate buffer ท่ีความเข4มข4น 20 

ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตร 25 ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตร และ 30 ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตรเปรียบเทียบกับน้ำเล้ียงเช้ือ

รา น้ำกล่ันท่ีผVานการฆVาเช้ือ และยาปฏิชีวนะ amoxicillin ซ่ึงใช4เปUนกลุVมควบคุมบวก (positive control) 

โดยพบโซนยังย้ังในกลุVมควบคุมบวกเทVาน้ัน ขนาดของโซนยับย้ังท่ีพบในยาปฏิชีวนะ amoxicillin มีคVาเทVากับ 

14 มิลลิเมตร ดังแสดงในรูปท่ี  4.13 – 4.15 

 
 

 

รูปท่ี 4.13 ผลของการทดลองตรวจสอบโซนยับย้ังท่ีเกิดข้ึนของอนุภาคนาโนทองคำท่ีสังเคราะห,ได4จากน้ำเล้ียง

เช้ือรา A. niger MSCU 0361 ท่ีเติมสารละลาย 0.2 M HAuCl4 ท่ีความเข4มข4น 20 ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตรตVอ

เช้ือ E. coli (ATCC 25922) 
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รูปท่ี 4.14 ผลของการทดลองตรวจสอบโซนยับย้ังท่ีเกิดข้ึนของอนุภาคนาโนทองคำท่ีสังเคราะห,ได4จากน้ำเล้ียง

เช้ือรา A. niger MSCU 0361 ท่ีเติมสารละลาย 0.2 M HAuCl4 ท่ีความเข4มข4น 25 ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตรตVอ

เช้ือ E. coli (ATCC 25922) 

 

 
 

รูปท่ี 4.15 ผลของการทดลองตรวจสอบโซนยับย้ังท่ีเกิดข้ึนของอนุภาคนาโนทองคำท่ีสังเคราะห,ได4จากน้ำเล้ียง

เช้ือรา A. niger MSCU 0361 ท่ีเติมสารละลาย 0.2 M HAuCl4 ท่ีความเข4มข4น 30 ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตรตVอ

เช้ือ E. coli (ATCC 25922) 
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4.10 ผลการทดลองประสิทธิภาพของอนุภาคนาโนทองคำท่ีสังเคราะห5ไดHจากสารสกัดจากเช้ือรา A. niger  
MSCU 0361 ท่ีเติมสารละลาย 0.2 M HAuCl4 และ acetate buffer กับเช้ือ S. aureus (ATCC 

6538P) 

 ผลการทดลองของอนุภาคนาโนทองคำท่ีสังเคราะห,ได4จากน้ำเล้ียงเช้ือรา A. niger  MSCU 0361 ท่ี

เติมสารละลาย 0.2 M HAuCl4 และ acetate buffer กับเช้ือ S. aureus (ATCC 6538P) ด4วยวิธี agar-well 

diffusion เพ่ือดูโซนยับย้ังท่ีเกิดข้ึนของอนุภาคนาโนทองคำท่ีสังเคราะห,ได4จากน้ำเล้ียงเช้ือรา A. niger  
MSCU 0361 ท่ีเติมสารละลาย 0.2 M HAuCl4 และ acetate buffer ท่ีความเข4มข4น 20 ไมโครกรัมตVอ

มิลลิลิตร 25 ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตร และ 30 ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตร เปรียบเทียบกับน้ำเล้ียงเช้ือรา น้ำกล่ันท่ี

ผVานการฆVาเช้ือ และยาปฏิชีวนะ streptomycin ซ่ึงใช4เปUนกลุVมควบคุมบวก (positive control) โดยพบโซน

ยังย้ังในกลุVมควบคุมบวกเทVาน้ัน ขนาดของโซนยับย้ังท่ีพบในยาปฏิชีวนะ streptomycin มีคVาเทVากับ 16 

มิลลิเมตร ดังแสดงในรูปท่ี  4.16 – 4.18 

 

 
 

 

รูปท่ี 4.16 ผลของการทดลองตรวจสอบโซนยับย้ังท่ีเกิดข้ึนของอนุภาคนาโนทองคำท่ีสังเคราะห,ได4จากน้ำเล้ียง

เช้ือรา A. niger  MSCU 0361 ท่ีเติมสารละลาย 0.2 M HAuCl4 ท่ีความเข4มข4น 20 ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตร 

ตVอเช้ือ S. aureus (ATCC 6538P) 
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รูปท่ี 4.17 ผลของการทดลองตรวจสอบโซนยับย้ังท่ีเกิดข้ึนของอนุภาคนาโนทองคำท่ีสังเคราะห,ได4จากน้ำเล้ียง

เช้ือรา A. niger MSCU 0361 ท่ีเติมสารละลาย 0.2 M HAuCl4 ท่ีความเข4มข4น 25 ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตร ตVอ

เช้ือ S. aureus (ATCC 6538P) 
 

 
 

รูปท่ี 4.18 ผลของการทดลองตรวจสอบโซนยับย้ังท่ีเกิดข้ึนของอนุภาคนาโนทองคำท่ีสังเคราะห,ได4จากน้ำเล้ียง

เช้ือรา A. niger MSCU 0361 ท่ีเติมสารละลาย 0.2 M HAuCl4 ท่ีความเข4มข4น 30 ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตร ตVอ

เช้ือ S. aureus (ATCC 6538P) 
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4.10 ผลการทดลองประสิทธิภาพของอนุภาคนาโนทองคำท่ีสังเคราะห5ไดHจากสารสกัดจากเช้ือรา A. niger  
MSCU 0361 ท่ีเติมสารละลาย 0.2 M HAuCl4 และ acetate buffer กับเช้ือ C. neoformans  

(ATCC 208821) 

 ผลการทดลองของอนุภาคนาโนทองคำท่ีสังเคราะห,ได4จากน้ำเล้ียงเช้ือรา A. niger  MSCU 0361 ท่ีเติม

สารละลาย 0.2 M HAuCl4 และ acetate buffer กับเช้ือ C. neoformans (ATCC 208821) ด4วยวิธี agar-

well diffusion เพ่ือดูโซนยับย้ัง (inhibition zone) ท่ีเกิดข้ึนของอนุภาคนาโนทองคำท่ีสังเคราะห,ได4จากน้ำ

เล้ียงเช้ือรา A. niger  MSCU 0361 ท่ีเติมสารละลาย 0.2 M HAuCl4 และ acetate buffer ท่ีความเข4มข4น 20 

ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตร 25 ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตร และ 30 ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตร เปรียบเทียบกับน้ำเล้ียงเช้ือ

รา  น้ำกล่ันท่ีผVานการฆVาเช้ือ และยาปฏิชีวนะ amphotericin B ซ่ึงใช4เปUนกลุVมควบคุมบวก (positive control) 

โดยพบโซนยังย้ังในกลุVมควบคุมบวกเทVาน้ัน ขนาดของโซนยับย้ังท่ีพบในยาปฏิชีวนะ amphotericin B มีคVา

เทVากับ 10 มิลลิเมตร ดังแสดงในรูปท่ี  4.19 – 4.21 

 

 
 

 

รูปท่ี 4.19 ผลของการทดลองตรวจสอบโซนยับย้ังท่ีเกิดข้ึนของอนุภาคนาโนทองคำท่ีสังเคราะห,ได4จากน้ำเล้ียง

เช้ือรา A. niger MSCU 0361 ท่ีเติมสารละลาย 0.2 M HAuCl4 ท่ีความเข4มข4น 20 ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตร ตVอ

เช้ือ C. neoformans (ATCC 208821) 
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รูปท่ี 4.20 ผลของการทดลองตรวจสอบโซนยับย้ังท่ีเกิดข้ึนของอนุภาคนาโนทองคำท่ีสังเคราะห,ได4จากน้ำเล้ียง

เช้ือรา A. niger MSCU 0361 ท่ีเติมสารละลาย 0.2 M HAuCl4 ท่ีความเข4มข4น 25 ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตรตVอ

เช้ือ C. neoformans (ATCC 208821) 
 

 
 

รูปท่ี 4.21 ผลของการทดลองตรวจสอบโซนยับย้ังท่ีเกิดข้ึนของอนุภาคนาโนทองคำท่ีสังเคราะห,ได4จากน้ำเล้ียง

เช้ือรา A. niger  MSCU 0361 ท่ีเติมสารละลาย 0.2 M HAuCl4 ท่ีความเข4มข4น 30 ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตร 

ตVอเช้ือ C. neoformans (ATCC 208821) 
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บทที่ 5  

สรุป วิเคราะห+ผลการทดลอง และแผนการทดลองในอนาคต 

 

 ในงานวิจัยน้ีได4ทำการศึกษาเก่ียวกับการสังเคราะห,อนุภาคนาโนทองคำ (AuNP) ด4วยวิธีการทาง

ชีวภาพ (biosynthesis) ซ่ึงมีต4นทุนต่ำและเปUนมิตรกับส่ิงแวดล4อม โดยใช4น้ำเล้ียงเช้ือรา (fungal filtrate) ของ

เช้ือรา Aspergillus niger  MSCU 0361 ท่ีได4จาก Microbial Culture Collection จุฬาลงกรณ,

มหาวิทยาลัย การสังเคราะห,อนุภาคนาโนทองคำได4มีการรายงานไว4วVามีความเก่ียวข4องกับเอนไซม,หรือเมทา

บอไลต,ท่ีมีความสามารถในการเปUนตัวรีดิวซ, (reducing agent) ทำหน4าท่ีในการรีดิวซ,ไอออนของทองคำ 

(Au3+; gold ion) ในสารละลายโกลคลอไรด, (HAuCl4) ให4กลายเปUนอนุภาคนาโนทองคำ (Au0; AuNP) ได4 ซ่ึง

ในงานวิจัยน้ีต4องการสังเคราะห,อนุภาคนาโนทองคำด4วยวิธีการทางชีวภาพจากน้ำเล้ียงเช้ือรา A. niger  MSCU 

0361 และนำอนุภาคนาโนทองคำเหลVาน้ันไปตรวจสอบรูปรVาง ลักษณะของอนุภาคนาโนทองคำ ขนาด ความ

เสถียรและความสามารถในการเปUนสารยับย้ังจุลชีพกับตัวแทนของจุลินทรีย,สามชนิดคือ Escherichia coli 
(ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 6538P) และ Cryptococcus neoformans (ATCC 

208821) โดยจากการทดลองพบวVาน้ำเล้ียงเช้ือรา สามารถสังเคราะห,อนุภาคนาโนทองคำได4จากการใช4น้ำ

เล้ียงเช้ือราผสมกับสารละลายกับสารละลายโกลคลอไรด, (HAuCl4) และ acetate buffer สังเกตการณ,

สังเคราะห,อนุภาคนาโนทองคำเบ้ืองต4นได4จากสีของสารละลายท่ีเปล่ียนแปลงไปจากสีเหลืองใส เปUนสีมVวงดำ 

และจากการนำสารละลายไปตรวจวัดคVาการดูดกลืนแสงพบวVา สารละลายอนุภาคนาโนทองคำท่ีสังเคราะห,ได4

มีชVวงการดูดกลืนความยาวคล่ืนท่ี 550 – 570 นาโนเมตร ซ่ึงเปUนผลจากคุณสมบัติเฉพาะของอนุภาคนาโน

ทองคำท่ีสังเคราะห,ได4 เรียกวVา surface plasmon resonance (SPR) ท่ีใช4ระบุได4วVามีการสังเคราะห,อนุภาค

นาโนทองคำเกิดข้ึนจริง เปUนเหตุให4การดูดกลืนแสงของสารละลายเปล่ียนแปลงเม่ือเกิดการสังเคราะห,อนุภาค

นาโนทองคำข้ึนภายในสารละลาย (El-Brolossy et al., 2008) และสามารถวัดคVาการดูดกลืนแสงสูงสุดของ

สารละลายอนุภาคนาโนทองคำได4เทVากับ 0.055 ท่ีความยาวคล่ืน 569 นาโนเมตร 

 ผลของการตรวจสอบลักษณะตVางๆของอนุภาคนาโนทองคำท่ีสังเคราะห,โดยใช4น้ำเล้ียงเช้ือรา A. 
niger  MSCU 0361 จากการวิเคราะห,ด4วยกล4องจุลทรรศน,อิเล็กตรอนแบบสVองผVาน (transmission 

electron microscope; TEM) พบวVารูปรVางของอนุภาคนาโนทองคำท่ีสังเคราะห,ได4มีรูปรVางท่ีสม่ำเสมอ และ

รูปรVางสVวนใหญVเปUนทรงกลม  การกระจายตัวของอนุภาคนาโนทองคำมีการกระจายตัวดี แตVมีบางสVวนท่ีเกิด

การเกาะกลุVมกันของอนุภาคนาโนทองคำอยูVบ4าง ในสVวนของการวิเคราะห,ด4วย dynamic light scattering 

(DLS) พบวVา ขนาดเฉล่ียของอนุภาคนาโนทองคำท่ีสังเคราะห,โดยใช4น้ำเล้ียงเช้ือรา A. niger  MSCU 0361 มี

ขนาดของอนุภาคนาโนทองคำอยูVในชVวง 10 – 1100 นาโนเมตร โดยมีขนาดเฉล่ียของอนุภาคนาโนทองคำอยูVท่ี 

76.22 นาโนเมตร และมีคVา polydispersity index (PDI) เทVากับ 0.770 ซ่ึงคVา PDI บVงบอกถึงลักษณะการ

กระจายตัวของอนุภาคนาโนทองคำวVามีการกระจายตัวอยVางไมVสม่ำเสมอ และการตรวจสอบความเสถียรของ

อนุภาคนาโนทองคำด4วยการวิเคราะห,คVาศักย,ซีต4า (zeta potential) ซ่ึงเปUนคVาความแตกตVางของประจุไฟฟNา

ระหวVางช้ันความหนาแนVนของไอออนท่ีอยูVรอบๆอนุภาคนาโนทองคำและประจุในของเหลวท่ีอยูVล4อมรอบ
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อนุภาคทองคำนาโน พบวVา อนุภาคนาโนทองคำอนุภาคนาโนทองท่ีสังเคราะห,จากน้ำเล้ียงเช้ือรา A. niger  
MSCU 0361 ท่ีเติมสารละลาย 0.2 M HAuCl4 และ acetate buffer มีคVาศักย,ซีต4า เทVากับ -18 มิลิโวลล, ซ่ึงมี

คVาเปUนลบ น4อยกวVา -20 มิลลิโวลต, (Thilagam et al., 2020) จึงสรุปได4วVาอนุภาคนาโนทองคำท่ีสังเคราะห,ได4

มีความเสถียรน4อย  

ผลของการทดลองนำอนุภาคนาโนทองคำท่ีสังเคราะห,จากน้ำเล้ียงเช้ือรา A. niger MSCU 0361 ท่ี

เติมสารละลาย 0.2 M HAuCl4 และ acetate buffer และได4ตรวจสอบลักษณะตVางๆมาทำการวัด

ประสิทธิภาพในการเปUนสารยับย้ังจุลชีพกับจุลชีพท้ังสามชนิด คือ แบคทีเรีย Escherichia coli (ATCC 

25922) Staphylococcus aureus (ATCC 6538P) และยีสต, Cryptococcus neoformans (ATCC 

208821) โดยเร่ิมต4นท่ีการทำกราฟมาตรฐานของแบคทีเรียท้ัง 2 ชนิด เพ่ือสร4างสมการเส4นกราฟความสัมพันธ,

ระหวVางปริมาณเซลล,แบคทีเรียในหน่ึงมิลลิลิตร (แกน X) และคVาการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร (แกน Y) 

และทดสอบประสิทธิภาพของอนุภาคนาโนทองคำในการยับย้ังแบคทีเรียแตVละชนิดด4วยวิธี agar-well plate 

assay โดยใช4อนุภาคนาโนทองคำท่ีความเข4มข4นตVางๆ คือ 20 ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตร 25 ไมโครกรัมตVอ

มิลลิลิตร และ 30 ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตร จากน้ันวัดโซนยับย้ัง (inhibition zone) ท่ีเกิดข้ึนบริเวณรอบหลุมท่ี

ใสVอนุภาคนาโนทองคำ 

ผลการสร4างกราฟมาตรฐานของ E. coli (ATCC 25922) ได4ความสัมพันธ,สมการเชิงเส4น (y= mx + 

c) ระหวVางปริมาณเซลล,แบคทีเรียในหน่ึงมิลลิลิตรและคVาการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร  เทVากับ y = 

1.2082x + 0.309 โดยมีคVา R² = 0.9638 เม่ือนำอนุภาคนาโนทองคำ ไปทดสอบประสิทธิภาพในการยับย้ัง

แบคทีเรีย E. coli (ATCC 25922) โดยทดสอบกับอนุภาคนาโนทองคำท่ีความเข4มข4น 20 ไมโครกรัมตVอ

มิลลิลิตร 25 ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตร และ 30 ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตร พบวVา ไมVพบโซนยับย้ังบริเวณรอบหลุม

ของอนุภาคนาโนทองคำท่ีความเข4มข4น 20 ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตร 25 ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตรและ 30 

ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตร และไมVพบโซนยับย้ังบริเวณรอบน้ำกล่ันและน้ำเล้ียงเช้ือรา ซ่ึงเปUนชุดควบคุมลบ 

(negative control) แตVพบโซนยับย้ังบริเวณหลุมท่ีใสVยาปฏิชีวนะ  amoxicillin ซ่ึงเปUนชุดควบคุมบวก 

(positive control) เทVาน้ัน พบขนาดของโซนยับย้ังเทVากับ 14 มิลลิเมตร แสดงให4เห็นวVาอนุภาคนาโนทองคำ

ท่ีความเข4มข4น เข4มข4น 20 ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตร 25 ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตร และ 30 ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตร 

ไมVสามารถยับย้ังแบคทีเรีย E. coli (ATCC 25922) 

ผลการทดลองของเช้ือ S. aureus (ATCC 6538P) โดยการสร4างกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ,

เชิงเส4น (y= mx + c) ระหวVางปริมาณเซลล,แบคทีเรียในหน่ึงมิลลิลิตรและคVาการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโน

เมตร ได4สมการคือ y = 0.723x + 0.2202 โดยมีคVา R² = 0.9717 เม่ือนำอนุภาคนาโนทองคำไปทดสอบ

ประสิทธิภาพการยับย้ัง S. aureus (ATCC 6538P) โดยใช4ความเข4มข4นอนุภาคนาโนทองคำท่ี 20 ไมโครกรัม

ตVอมิลลิลิตร 25 ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตร และ 30 ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตร พบวVาไมVปรากฎโซนยับย้ังบริเวณรอบ

หลุมของอนุภาคนาโนทองคำท้ังในความเข4มข4นท่ี 20 ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตร 25 ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตร และ 

30 ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตร และไมVพบโซนยับย้ังบริเวณรอบน้ำกล่ันและน้ำเล้ียงเช้ือราซ่ึงเปUนชุดควบคุมลบ แตV

พบโซนยับย้ังรอบหลุมท่ีมียาปฏิชีวนะ streptomycin ซ่ึงเปUนชุดควบคุมบวกเทVาน้ัน พบขนาดของโซนยับย้ัง
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เทVากับ 16 มิลลิเมตร แสดงให4เห็นวVา อนุภาคนาโนทองคำท้ังในความเข4มข4นท่ี 20 ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตร 25 

ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตร และ 30 ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตร ไมVสามารถยับย้ังแบคทีเรีย S. aureus (ATCC 6538P) 

ได4 

การทดลองกับยีสต, C. neoformans (ATCC 208821) เร่ิมโดยวัดปริมาณของ C. neoformans 
(ATCC 208821) จากการนำโคโลนีเดียวของยีสต,ไปลงใน YPD broth บVม 24 ช่ัวโมง ท่ี 30 องศาเซลเซียส 

หลังจากน้ันนำนับเซลล,โดยใช4 hemocytometer แล4วปรับความเข4มข4นของยีสต,ให4เทVากับ 1.5x108 cell/ml 

ผลการทดสอบประสิทธิภาพของอนุภาคนาโนทองคำในการยับย้ัง C. neoformans (ATCC 208821) ท่ีความ

เข4มข4นของอนุภาคนาโนทองคำ 20 ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตร 25 ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตร และ 30 ไมโครกรัมตVอ

มิลลิลิตร พบวVาไมVพบโซนยับย้ังบริเวณรอบหลุมของอนุภาคนาโนทองคำท่ีความเข4มข4น 20 ไมโครกรัมตVอ

มิลลิลิตร 25 ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตร และ 30 ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตร และไมVพบโซนยับย้ังบริเวณรอบน้ำกล่ัน

และน้ำเล้ียงเช้ือราซ่ึงเปUนชุดควบคุมลบ แตVพบโซนยับย้ังรอบหลุมท่ีใสV amphotericin B เทVาน้ัน พบขนาดของ

โซนยับย้ังเทVากับ 10 มิลลิเมตร แสดงให4เห็นวVาอนุภาคนาโนทองคำท่ีความเข4มข4น เข4มข4น 20 ไมโครกรัมตVอ

มิลลิลิตร 25 ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตร และ 30 ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตร ไมVสามารถยับย้ังยีสต,กVอโรค C. 

neoformans (ATCC 208821)  

โดยสรุปแล4วพบวVาอนุภาคนาโนทองคำท่ีสังเคราะห,จากน้ำเล้ียงเช้ือรา A. niger MSCU 0361 ท่ีเติม

สารละลาย 0.2 M HAuCl4 และ acetate buffer เม่ือนำไปทดสอบประสิทธิภาพในการยับย้ังเช้ือ E. coli 

(ATCC 25922) S. aureus (ATCC 6538P) และ C. neoformans (ATCC 208821) ด4วยวิธี agar well 

plate assay โดยใช4ความเข4มข4นของอนุภาคนาโนทองคำท่ี 20 ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตร 25 ไมโครกรัมตVอ

มิลลิลิตร และ 30 ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตร ไมVพบโซนยับย้ังเช้ือ ซ่ึงอาจมีสาเหตุมาจากความเข4มข4นของอนุภาค

นาโนทองคำท่ีใช4ในการทดสอบมีความเข4มข4นต่ำเกินไป นอกจากน้ีในหลายงานวิจัยได4กลVาวไว4วVาประสิทธิภาพ

ในการยับย้ังจุลชีพของอนุภาคนาโนทองคำข้ึนอยูVกับความเสถียรของอนุภาคนาโนทองคำ ขนาดและรูปทรง 

ดังน้ันการปรับสภาพแวดล4อมในการสังเคราะห,อนุภาคนาโนทองคำ เพ่ือให4อนุภาคนาโนทองคำท่ีสังเคราะห,ได4

มีขนาดเล็กและรูปทรงท่ีสม่ำเสมอจะชVวยสVงเสริมประสิทธิภาพในการยับย้ังจุลชีพของอนุภาคนาโนทองคำได4  

งานวิจัยในอนาคตคือจะทำการสังเคราะห,อนุภาคนาโนทองคำจากน้ำเล้ียงเช้ือรา A. niger  MSCU 

0361 ท่ีเติมสารละลาย 0.2 M HAuCl4 และ acetate buffer ให4ได4สภาวะท่ีเหมาะสมมีความเสถียรมากข้ึน 

และทำการทดลองเพ่ิมความเข4มข4นของอนุภาคนาโนทองคำให4อยูVในชVวง 100 ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตร ถึง 1000 

ไมโครกรัมตVอมิลลิลิตร นอกจากน้ีควรทำการทดสอบประสิทธิภาพของอนุภาคนาโนทองคำด4วยเทคนิคอ่ืน

นอกเหนือจาก agar well plate assay เชVน ใช4วิธี resazurin microdilution assay เน่ืองจากเปUนวิธีท่ีเห็น

ระดับการยับย้ังเช้ือได4ชัดเจนกวVา และยังสามารถหาคVาความเข4มข4นในระดับต่ำสุดท่ีสามารถยับย้ังเช้ือจุลชีพได4 

(minimum inhibitory concentration; MIC) นอกจากน้ีการทดสอบประสิทธิภาพในการยับย้ังเช้ือจุลชีพ

ของอนุภาคนาโนทองคำรVวมกับยาปฏิชีวนะชนิดอ่ืนเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพของยาฏิชีวนะยังเปUนทางเลือกท่ี

นVาสนใจสำหรับงานวิจัยในอนาคต (C. Tao et al., 2018) 
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ภาคผนวก ก 

สูตรและวิธีเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 

1. อาหารเลี้ยงราเหลว potato dextrose broth (PDB) ผงอาหารสำเร็จรูป 

ผงอาหารสําเร็จรูป potato dextrose 24.0 กรัม 

คÉาความเปÑนกรด-ดÉาง (25 องศาเซลเซียส) 5.1 ± 0.2 

ละลายในน้ำกลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ผสมให=เข=ากัน แล=วนำไปนึ่งฆÉาเชื้อด=วยความดัน

ไอน้ำ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนด:ตÉอตารางนิ้ว เปÑนเวลา 

15 นาที 

 

2. อาหารเลี้ยงราแข็ง potato dextrose agar (PDA) 

ผงอาหารสําเร็จรูป potato dextrose  24.0 กรัม 

ผงวุ=น       15    กรัม 

คÉาความเปÑนกรด-ดÉาง (25 องศาเซลเซียส)  5.1 ± 0.2 

ละลายลงในน้ำกลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ผสมให=เข=ากัน แล=วนำไปนึ่งฆÉาเชื้อด=วยความ

ดันไอน้ำ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนด:ตÉอตารางนิ้ว เปÑน

เวลา 15 นาที 

 

3. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว nutrient broth (NB) 

 เปปโทน    5.0 กรัม 

 โซเดียมคลอไรด:   5.0 กรัม 

 สารสกัดจากเนื้อ   1.5 กรัม 

 สารสกัดจากยีสต:   1.5 กรัม 

 คÉาความเปÑนกรด-ดÉาง ( 25 oC)  7.2±0.2 

ละลายลงในน้ำกลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ผสมให=เข=ากัน แล=วนำไปนึ่งฆÉาเชื้อด=วยความ

ดันไอน้ำ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนด:ตÉอตารางนิ้ว เปÑน

เวลา 15 นาที 
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4. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง nutrient agar (NA) 

 เปปโทน    5.0 กรัม 

 โซเดียมคลอไรด:   5.0 กรัม 

 สารสกัดจากเนื้อ   1.5 กรัม 

 สารสกัดจากยีสต:   1.5 กรัม 

 ผงวุ=น     15 กรัม 

 คÉาความเปÑนกรด-ดÉาง (25 oC)  7.2±0.2 

ละลายลงในน้ำกลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ผสมให=เข=ากัน แล=วนำไปนึ่งฆÉาเชื้อด=วยความ

ดันไอน้ำ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนด:ตÉอตารางนิ้ว เปÑน

เวลา 15 นาที 

 

5. อาหารเหลว Muller-Hinton broth (MHB) 

ผงอาหารสําเร็จรูป Muller-Hinton  21.0 กรัม 

ผงวุ=น       15 กรัมคÉาความเปÑนกรด-ดÉาง (25 
oC)     7.3 ± 0.1 

ละลายลงในน้ำกลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ผสมให=เข=ากัน แล=วนำไปนึ่งฆÉาเชื้อด=วยความ

ดันไอน้ำ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนด:ตÉอตารางนิ้ว เปÑน

เวลา 15 นาที 

 

6. อาหารแข็ง Muller-Hinton agar (MHA) 

ผงอาหารสําเร็จรูป Muller-Hinton ผงวุ=น  21.0 กรัม 

ผงวุ=น       15 กรัม  

ละลายลงในน้ำกลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ผสมให=เข=ากัน แล=วนำไปนึ่งฆÉาเชื้อด=วยความ

ดันไอน้ำ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนด:ตÉอตารางนิ้ว เปÑน

เวลา 15 นาที 
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7. อาหารแข็ง yeast extract peptone dextrose agar (YPD agar)  

Yeast extract    5 กรัม 

เปปโทน   10 กรัม 

Dextrose    10 กรัม 

ผงวุ=น     15 กรัมละลายลงในน้ำกลั่นปริมาตร 1000 

มิลลิลิตร ผสมให=เข=ากัน แล=วนำไปนึ่งฆÉาเชื้อด=วยความดันไอน้ำ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนด:ตÉอตารางนิ้ว เปÑนเวลา 15 นาที 

 

8. อาหารเหลว yeast extract peptone dextrose broth (YPD broth)  

Yeast extract    5 กรัม 

เปปโทน   10 กรัม 

Dextrose    10 กรัม 

ละลายลงในน้ำกลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ผสมให=เข=ากัน แล=วนำไปนึ่งฆÉาเชื้อด=วยความ

ดันไอน้ำ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนด:ตÉอตารางนิ้ว เปÑน

เวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 

วิธีเตรียมสารเคมี 

 

1. 0.02 M Chloroauric acid solution (HAuCl4) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

Gold (III) chloride    0.60 กรัม 

ละลายในน้ำกลั่นปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมให=เข=ากัน ใช=กระดาษฟรอยด:ปìดรอบขวด และ

นําไปแชÉใน ตู=เย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 

2. Acetate buffer ปริมาตร 1 ลิตร 

น้ำกลั่น  800 มิลลิลิตร 

Sodium Acetate   6.80 กรัม 

Acetic Acid    2.87 มิลลิลิตร 

ละลายสารทั้งหมดเข=าด=วยกันแล=วปรับ pH ด=วยเครื่อง pH meter ให=ได= pH เทÉากับ 4.6 จากนั้น

จึง ปรับปริมาณให=ได= 1 ลิตรด=วยน้ำปราศจากเชื้อ 

 

3. ยาปฏิชีวนะ Amoxicillin 

10 ไมโครกรัมต]อมิลิลิตร 

 นำ Amoxicillin 0.01 มิลลิกรัม ละลายด=วย 4% DMSO 1 มิลลิลิตร จะได=ความเข=มข=น

ของสารละลายเทÉากับ 10 ไมโครกรัมตÉอ 1 มิลลิลิตร สำหรับใช=เปÑนชุดควบคุมผลบวกของการ

ทดสอบกับ Escherichia coli (ATCC 25922) 

 

3. ยาปฏิชีวนะ Streptomycin 

50 ไมโครกรัมต]อมิลิลิตร 

 นำ Streptomycin 0.05 มิลลิกรัม ละลายด=วย 4% DMSO 1 มิลลิลิตร จะได=ความ

เข=มข=นของสารละลายเทÉากับ 50 ไมโครกรัมตÉอ 1 มิลลิลิตร สำหรับใช=เปÑนชุดควบคุมผลบวกของ

การทดสอบกับ Staphylococcus aureus (ATCC 6538P) 
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3. ยาปฏิชีวนะ Amphotericin B 

25 ไมโครกรัมต]อมิลิลิตร 

 นำ Amphotericin B 0.025 มิลลิกรัม ละลายด=วย 4% DMSO 1 มิลลิลิตร จะได=ความ

เข=มข=นของสารละลายเทÉากับ 25 ไมโครกรัมตÉอ 1 มิลลิลิตร สำหรับใช=เปÑนชุดควบคุมผลบวกของ

การทดสอบกับ Cryptococcus neoformans (ATCC 208821) 
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ภาคผนวก ค 

อุปกรณ+ที่ใช3ในการวัดค]าการดูดกลืนแสง 

เครื่องนาโนดรอป (Nanodrop2000) 

 ลักษณะและองค:ประกอบของเครื่องนาโนดรอป (NanoDrop2000) ของบริษัท Thermo 

Scientific ประเทศ สหรัฐอเมริกา เครื่องนาโนดรอปที่ใช=ในการวัดคÉาการดูดกลืนแสงนี้ทําการวัดที่

อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส ตลอดการทดลอง 

    
ขั้นตอนการวัดคÉาการดูดกลืนแสงมีดังนี้ 

1. คลิกโปรแกรม NanoDrop 2000 ที่ PC หรือ Notebook 

2. เลือกวิธีการวัดเปÑน UV-visible 

3. ตั้งคÉาพารามิเตอร:ตÉางๆ ที่ต=องการจะวัด เชÉน ความยาวคลื่น 

4. ทำความสะอาดแทÉนวัด (pedestal) ด=วยน้ำกลั่นกÉอนใช=งานทุกครั้ง  

5. หยดสารละลาย Blank ที่แทนวัด และคลิกที่ปุõม Blank เพื่อวัด 

6. เช็ดสารละลาย Blank ออกด=วยกระดาษเช็ดเลนส:และหยดตัวอยÉาง (sample) ปริมาตรไมÉเกิน 

10 ไมโครลิตร ลงบนแทÉนวัด จากนั้นคลิก Measure เพื่อวัดคÉา 

7. อÉานผลการวัดที่หน=าจอคอมพิวเตอร: 

คำแนะนำ 

1. ควรทำการ Re-blank ทุก 30 นาที 

2. ทำความสะอาดหัวอÉานด=วยน้ำกลั่นทุกครั้งเมื่อเปลี่ยนตัวอยÉาง 3. ห=ามนำของแข็งไปขูดแทÉนวัด 

ภาคผนวก ง 
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การคำนวณปริมาณเซลล+ 

1.ทำให3แบคทีเรียมีความเข3มข3น 1.15x10
6
 CFU/ml 

เมื่อได=ปริมาณแบคทีเรียเปÑน CFU/ml จากการเปรียบเทียบกับสมการเส=นกราฟ ทำให=

แบคทีเรียมีความเข=มข=น 1.15x106 CFU/ml และให=ได=ปริมาตรตามที่ต=องการได=จากสมการ 

 

C1V1  = C2V2 

 

C1 = ปริมาณแบคทีเรียเริ่มต=นใน 1 มิลลิลิตร (CFU/ml) 

V1 = ปริมาตรที่ต=องนำไปใสÉใน V2 (ml) 

C1 = ปริมาณแบคทีที่ต=องการใน 1 มิลลิลิตร (CFU/ml) 

V2 = ปริมาตรที่ต=องการ 
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