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บทคัดย่อ 

 
การศึกษาวิจัยนี้เป็นงานการพัฒนาชีววิธีในการดึงทองกลับมาจากน้้าทิ้งจากกระบวนการผลิต

ทอง และสกัดทองในภาคอุตสาหกรรม ที่มีความเป็นกรดสูง (pH 0-4)  ซึ่งเป็นวิธีที่ควรน้ามาทดแทน
กระบวนทางไฟฟ้าเคมี และวิธีทางเคมี  ที่ก่อให้เกิดมลพิษของสารพิษ ควันพิษของกรด และโลหะหนัก
ของทองแดง ไซยาไนด์ต่อผู้ใช้ และต่อสิ่งแวดล้อม     งานวิจัยนี้เริ่มที่การศึกษาคัดแยกและจ้าแนก
เช้ือจุลินทรีย์ทั่วไปที่อยู่ในน้้าสกัดทองที่มีความเป็นกรดสูง (pH 2-4)  ที่สามารถสร้างทองนาโน จากแหล่ง
ธรรมชาติที่มีทองในประเทศไทย ซึ่งพบว่า Bacillus sp. E201 มีความคล้ายคลึงทางพันธุกรรมของ 16S 
rDNA ของเช้ือ Bacillus thuringiensis Accession no. FJ755916 อยู่ 95%   เช้ือนี้มีคุณสมบัติการ
สร้างทองของเช้ือจุลินทรีย์   ในสารละลายนอกเซลล์ได้ดีภายใน 3 วัน   และสามารถสังเคราะห์ทองนาโน
จากสารละลายทอง 1 mM HAuCl4·̣3H2O ได้น้้าหนักทองแห้ง yield สูงสุดที่ 75.3% คือปริมาณ  0.5115 
กรัม   และมีศักยภาพทนสภาวะความเป็นกรด  โดยสามารถดึงทองจากน้้าสารละลายที่ใช้สกัดทองได้
หลังจากการปั่นแยกและกรอง   ดังนั้นจะเห็นได้ว่าชีววิธีที่ได้สามารถน้าไปพัฒนาในอุตสาหกรรมการผลิต
ทอง และอุตสาหกรรมเครื่องประดับ   
  
ค าส าคัญ :  ทองนาโน, Bacillus sp., ขบวนการคัดแยกทอง 
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ABSTRACT 

 

The study is the development of biological methods for extracting gold from the 
effluents of the gold processing and gold extraction in the industries where has a very high 
acidity (pH 0-4). This method should be used to replace the electrochemical process and 
chemical method which cause the pollution of toxic substances, acid fumes and heavy 
metals of copper cyanide to the environments. The research started at the 
characterization and identification of microorganisms presented in gold contaminated 
water in natural source where is highly acidic (pH 2-4) and it could synthesize nanogold 
particles. The bacteria Bacillus sp. E201 were identified from this source and it showed its 
16S rDNA gene with similarity of 95% to bacteria Bacillus thuringiensis accession no. 
FJ755916. It could create gold in the solution outside the cells within three days Form 1 
mM HAuCl4 • 3H2O solution, the bacterial dry weight could yield 75.3% with the amount 
of 0.5115 grams. It could be able to withstand acidic conditions and harvest gold from the 
gold extraction solution after centrifugation and filtration.  So this developed biological 
method could be developed to apply in the industrial production of gold and jewelry 
industry.                                  
 
Keywords : Nanogold particles, Bacillus sp., Gold extraction process             



ค 
 

กิตติกรรมประกาศ 
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เป็นงานที่ได้จัดท าโดยทีมงานวิจัยที่มีความมุ่งหมายที่ต้องการพัฒนากระบวนการารดึงทองกลับจาก
สิ่งแวดล้อมในน  าเสียจากกระบวนการผลิตทองโดยเน้นใช้วิธีของชีววิธี ซึ่งเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม อย่าง
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ไทย (วว)  และ ดร.สิริภัทร ชมัฒพงษ์ ผู้ให้เชื อจุลินทรีย์ในการใช้ทดสอบเป็นตัวควบคุม ทั งชนิดที่ให้
ผลบวกและลบ 

ขอขอบคุณ นายณัฐพล สัตถาผล  นายกรกฎ  หาญธัญกรรม  นางสาวอภิญญาภรณ์  สายทอง 
และ นางสาวธนัชชา  วงค์แจ้ง  ที่ได้ ให้ความช่วยในระหว่างการจัดท า จัดการผลงานวิจัย ติดต่อ
ประสานงานและน าเสนอผลงานของงานวิจัยนี เป็นอย่างดี 
  ท้ายสุดทีมผู้วิจัยมีความหวังว่างานวิจัยที่ได้น าเสนอนี จะสามารถเป็นประโยชน์ต่อนักวิจัย ผู้อ่าน 
ที่สามารถได้แนวคิด แนวทางในการน าไปประยุกต์ใช้ในการศึกษาวิจัยเกี่ยวกับการผลิตทองนาโน หรือใช้
ประโยชน์ในทางอุตสาหากรรมต่อไป 
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บทที่ 1 
บทน ำ 

 
1.1 ควำมส ำคัญและท่ีมำของปัญหำท่ีท ำกำรวิจัย 

การสร้างโมเลกลุทองในระดบันาโนจากชีวโมเลกุลซึ่งเป็นแนวทางใหม่ที่น่าสนใจ  พบว่ามีความส าคัญ
และเป็นประโยชน์ต่อสิง่ชีวิตเนื่องจากขนาดของทองที่ได้มีขนาดเล็ก  สามารถประยุกต์น าไปใช้งานได้ในระดบั
เซลล ์   และด้วยคุณสมบัติการกระเจิงของแสงของอนุภาคทองทีม่ีขนาดเลก็ ที่จะเปลี่ยนไปจากอนุภาคทองทีม่ี
ขนาดใหญ่  ท าให้ทองระดบันาโนที่ได้มสีีสรรที่หลากหลาย ท าให้เป็นจุดสนใจของงานอุตสาหกรรมด้าน
เครื่องประดับทีม่ีการใช้ทอง และ ด้วยคุณสมบัติทีม่ีขนาดเล็ก ความเป็นพิษ หรือโทษน้อยของทองระดบันาโน
ยังได้มีการทดลองน าไปใช้วงการแพทย์ และชีวโมเลกลุอีกมากมาย      ทั้งนี้ทองระดับนาโนในรูปแบบผลึก
ต่างๆกันยังมีคุณสมบัติในการน าไฟฟ้า กระเจิงแสงที่แตกต่างกัน ยังถูกน าไปใช้ในวงการทางอเิล็กทรอนิกสเ์พิ่อ
การเหนี่ยวน ากระแสไฟฟ้า เพื่อความเร็วในการประมวลผลมากขึ้น 
 

เมื่อเร็วนี้มหีลายงานวิจัยในต่างประเทศออกมา ที่เน้นการค้นพบ การพฒันาการสร้างโมเลกลุสารใน
ระดับนาโนด้วยชีววิธีเป็นที่ได้รบัความสนใจกันมากขึ้น ซึง่น าไปสู่ความสนใจในด้านการค้นหาจลุินทรีย์ต่างๆ
มากมาย  ได้แก่ แบคทีเรีย  ยีสต์ และรา และรวมทัง้พืชต่างๆ ที่มีความสามารถที่แตกต่างกันไปทีจ่ะสามารถ
สร้างทองได้ในระดับนาโน  โลหะเหล่าน้ีจะสะสมอยู่ในเซลล ์และอาจอยูผ่ิวนอกของเซลล์ (1)    ประโยชน์ที่ได้
คือ สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการบ าบัดการปนเปื้อนโลหะหนักในธรรมชาติได้    สามารถประยกุต์การน าทอง
กลับมาใหม่ ที่สามารถใช้ในอุตสาหกรรมเครื่องประดับ เพือ่การลดการสูญเสียทองไปในสารละลาย   ให้ได้
อนุภาคทองโดยเฉพาทองระดับนาโนที่ดี มีคุณภาพเพิ่มมากขึ้น     ด้วยการผ่านกระบวนการรีดักชัน  ( 
reduction of metal ions) จุลินทรีย์เหล่าน้ีจะต้องมีการถูกทดสอบคัดเลอืก เพื่อหาเช้ือที่มีความสามารถใน
การปรับตัว สามารถทนในสิ่งแวดล้อมทีรุ่นแรง หลากหลายได้     เช่น ในสิ่งแวดล้อมทีม่ีโลหะหนักเป็นพิษ 
ปนเปือ้นในปริมาณมาก หรือ  อยู่ในที่มีอุณหภูมิ ความเป็นกรดด่างทีสู่ง หรือต่ ามากได้ด้วย    

 
 ในปัจจุบนัแม้ว่ามีงานวิจัยเกี่ยวกับการพบจลุินทรีย์เหล่าน้ีมากมายที่สามารถสร้างเงิน หรือทองระดับ

นาโน แต่ยังขาดงานวิจัยที่แสดงถึงกระบวนการรีดิวซ์โลหะหนักที่ชัดเจน  ทั้งนี้การไม่ทราบแน่ชัดถึงหลักการ 
กลไก กระบวนการสร้างทองระดับนาโนทางชีววิทยาของจลุนิทรีย์ต่างๆ  อันจะสง่ผลถึงต่อการลดประสทิธิภาพ
ของขบวนการผลิตสร้างอนุภาคทองระดับนาโนที่ได้  ซึ่งโดยปรกติกจ็ะแตกต่างกันไป ทัง้ปริมาณ คุณภาพ ความ
บรสิุทธ์ิ   โครงสร้างรายละเอียดระดับเลก็ในแต่ละชนิดของจุลินทรีย์  ทั้งนี้แม้กระทัง่เช้ือจลุินทรีย์ทีอ่ยู่ในกลุม่
จีนัสเดียวกัน  แต่ต่างสปีชีส์        ก็พบว่าอาจมีความสามารถในการสร้างทองแตกต่างกันไปในแตล่ะกลุ่ม และ
ในแต่ละชนิด ด้วยความหลากหลายในระดบัการสร้างทองในระดับนาโนและคุณภาพ และลักษณะโครงสร้าง
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ของทองระดบันาโนจงึท าให้ต้องมงีานวิจัยด้านการคัดแยก คัดเลือกหาเฉพาะเช้ือจลุินทรีย์สายพันธ์ุทีม่ี
ศักยภาพในการสร้างทองในระดับนาโนใน เพื่อประยุกต์ใช้ในงานเฉพาะต่างๆข้ึน   
   
                 ในระบบอุตสาหกรรมเกี่ยวกบัทองพบว่า มีงานศึกษาทดสอบ พฒันาทุกข้ันตอนในการดึงทอง
กลับมาจากของเหลอืทิ้งในอุตสาหกรรม การสกัดทอง  และขบวนการของการท าเครื่องประดับทองที่ได้รับ
ความสนใจมานาน     ทั้งนี้พบว่ามีการสูญเสียทองในปริมาณมากไปกับของเสีย    และการดึงทองกลับมาให้ได้
ปริมาณมากท าได้ยาก  เนื่องจากองค์ประกอบในรูปทางกายภาพและทางเคมีของทองเจือที่ปนอยู่แตกต่างกัน    
ตัวอย่างขบวนการสกัดเอาทองกลบัคืนมาที่ได้พัฒนามาใช้กันในปัจจบุัน  ที่เน้นการสกัดด้วยตัวท าละลายเคมี     
มีขัน้ตอนการท าดงัภาพที่ 1.1  (2)  ประกอบด้วยหลักการทีเ่รียกว่า low temperature carbonization และ
การอบแห้ง  แล้วตามด้วยการ leaching ด้วยกรดไนตริก เพื่อก าจัดเงินและโลหะอื่นๆออกไป และในข้ันการ 
leach อีกครัง้ ด้วย nitro-hydrochloric acid    ก่อนที่จะท าการสกัดทองออกมาด้วยตัวท าละลาย diethyl 
malonate    แล้วจึงท าการแยกทองออกจากช้ันส่วนที่เป็น organic phase ด้วยการ reduction  ใน
สารละลายกรด ferrous sulfate solution        จะท าให้ได้ตะกอนทองที่มีความบรสิุทธ์ิถึง 99.99%        
วิธีนี้เป็นวิธีที่ง่าย ได้มีการน าไปประยุกต์ใช้เพือ่การดงึทองในอุตสาหกรรมอื่นๆ อีก เช่น อุตสาหกรรม
อิเลก็ทรอนิกส์     แต่วิธีนี้สามารถดึงทองได้เพียง 97%  และในข้ันตอนการท าทัง้หมดไม่เป็นการอนุรักษ์
สิ่งแวดล้อม  เพราะใช้สารเคมอีันตราย   มีสารพิษโลหะหนกัปนเปื้อนแพร่กระจายสู่สิง่แวดล้อม    และ
ค่าใช้จ่ายในการดึงทองนั้นกลับมามีราคาสงู   
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ภำพท่ี 1.1 แผนผังข้ันตอนการดึงทองกลับมาจากของเหลือทิ้งในขบวนการอุตสาหกรรมสกัดทอง (1) 
 
 
 
จากเหตุผลดังกล่าวข้างต้นเหล่านี้จึงเป็นที่มาของการศึกษาวิจัยนี้ซึ่งจะเป็นจุดเริ่มต้นของงานการ

พัฒนาชีววิธีในการดึงทองกลับมาจากของเหลือทิ้งในอุตสาหกรรมโดยเฉพาะจากน้ าเหลือในขบวนการผลติทอง
ที่มีความเป็นกรดสูง (pH 0-4)  หากใช้กระบวนทางไฟฟ้าเคมีปรกติ  ก่อให้เกิดมลพิษของสารพิษ ควันพิษของ
กรด และโลหะหนักของทองแดง ไซยาไนด์ต่อผู้ใช้ และต่อสิ่งแวดล้อม เมื่อทิ้งลงสู่สิ่งแวดล้อม      ดังนั้นเนื่อง
ด้วยมูลค่าสูงของทอง   เราจะเน้นที่การศึกษาการใช้เช้ือจุลินทรีย์ที่มีศักยภาพในด้านการสร้างทองในระดับนา
โนด้วยการค้นหาเช้ือที่พบทั่วไปในน้ าสกัดทองนั้นมาใช้ในการดึงทองกลับมา เพื่อประยุกต์ช่วยในอุตสาหกรรม
ด้านเครื่องประดับทองที่ต้องการดึงทองกลับมา   งานวิจัยเริ่มตั้งแต่การศึกษาด้านเช้ือจุลินทรีย์ทั่วไปที่อยู่ในน้ า
สกัดทองที่มีความเป็นกรดสูง (pH 2-4)  ที่สามารถสร้างทองนาโน  แล้วท าการคัดแยก และจ าแนกเช่ือ
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จุลินทรีย์ที่ได้มาจากแหล่งธรรมชาติที่มีทองในประเทศไทย    แล้วคัดเลือก พัฒนาคุณสมบัติการสร้างทองของ
เช้ือจุลินทรีย์ให้ได้ดี มีประสิทธิภาพ  การพัฒนาจะเน้นให้ได้จุลินทรีย์ที่มีศักยภาพที่ทนในสภาวะที่เกี่ยวข้องกับ
การสกัดทอง   เช่น กรด และมีสารพิษ โลหะหนัก  เพื่องานการประยุกต์ น าไปใช้ในอุตสาหกรรมการผลิตทอง     
อุตสาหกรรมเครื่องประดับ  อุตสาหกรรมการสกัดทอง งานการน าทองกลับมาใช้ใหม่    เน้นเพื่อเป็นการ
ปรับปรุงคุณภาพทองที่ได้ ซึ่งเป็นทองระดับนาโนให้ดีข้ึน  มีมูลค่าเพิ่มสูงข้ึน          นอกจากนั้นงานวิจัยยังมี
ข้อเด่นคือ จะตรงตามจุดยุทธศาสตร์ของชาติ  เพราะสามารถจัดเป็นขบวนการแบบชีววิธีเพราะใช้จุลินทรีย์ 
ไม่ใช่สารเคมี  ซึ่งจัดได้ว่าเป็น green technology  ซึ่งเป็นการสนับสนุนการอนุรักษ์ธรรมชาติ  ช่วยลดปัญหา
การก่อพิษของโลหะหนัก และสารเคมีที่ใช้ปนเปื้อนในธรรมชาติ  จะเป็นแนวทางของงานที่เป็นมิตรต่อ
สิ่งแวดล้อมที่ทั่วโลกรวมทั้งประเทศไทยต้องการรณรงค์ให้ใช้ 
 
1.2. วัตถุประสงค์ของโครงกำรวิจัย 

2.1. เพื่อคัดแยกเช้ือจลุินทรีย์ทีม่ีศักยภาพในการสร้างทองในระดับนาโน จากน้ าลกัดทองจาก
ร้านท าทองภายในประเทศไทย 
2.2. เพื่อการพัฒนาเช้ือจลุินทรียส์ายพันธ์ุทีม่ีคุณสมบัติสามารถสร้างทองในระดบันาโน ให้มี
ศักยภาพทนต่อสิ่งแวดลอ้มทีเ่ป็นพิษได้  โดยจะเลือกตัวที่สรา้งอนุภาคทองระดับนาโนที่ผิว
นอกเซลล ์ โดยท าการเปรียบเทียบกบัเช้ือจุลินทรียท์ี่มีใช้ในปัจจุบัน 
2.3. เพื่อจ าแนก ชนิดของสายพันธ์ุเช้ือจลุินทรีย์ทีส่ร้างทองในระดับนาโนที่ได้คัดเลือกมา 
ด้วยวิธีทางชีวเคมี และด้วยหลักการของความเกี่ยวเนื่องของสารพันธุกรรมของเช้ือจลุินทรีย์ 
ของชีวโมเลกุลของ 16S ribosomal Ribonucleic acid (rRNA)   
2.4.  เพื่อพฒันาการข้ันตอนการเพิ่มผลผลิตการสร้างทองของเช้ือจลุินทรีย์ ทีส่ร้างทองใน
ระดับนาโนที่ได้ ให้มีประสทิธิภาพ ให้ได้จ านวนมาก สม่ าเสมอ    ด้วยการปรับปรุงข้ันตอน
การเลี้ยง การเกบ็คัดแยกอนุภาคทองระดับนาโน     
2.5.  เพื่อการเก็บรักษาสายพันธ์ุเช้ือจุลินทรีย์บริสุทธ์ิที่ได้ให้คงคุณภาพในการสร้างทอง 
ในระดับนาโนได้นาน 
2.6. เพื่อการทดสอบและน าไปใช้ในการดึงทองกลับจากขบวนการผลิดทอง ด้วยการใช้
จุลินทรีย์ที่ได้ไปจัดการกับน้ าทิ้งจากขบวนการสกัดทอง  น้นที่ทองที่ได้คือเป็นทองในระดับ
นาโน 

 
1.3. ขอบเขตของโครงกำรวิจัย 

งานวิจัยน้ีประกอบด้วยสองส่วน ส่วนที่หนึ่งเน้นการเลือก คัดแยก และจ าแนกเช้ือจุลินทรีย์ที่สามารถ
ทนในสภาพแวดล้อมธรรมชาติที่มีสารโลหะต่างๆ ในธรรมชาติ เช่นจากเหมือง   โดยท าการคัดแยกจากน้ าทิ้ง
จากขบวนการสกัด/ ขัดทอง และการพัฒนาให้เช้ือมีศักยภาพในการผลิตทองนาโน โดยเน้นความสามารถที่จะ
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สร้างทองออกมาและสามารถคัดแยกทองออกจากสิ่งแวดล้อมได้ง่าย  โดยมีขอบเขตของการท างานดังนี้ (แสดง
ในภาพที่ 1.2) 

 เช้ือจุลินทรีย์ที่คัดเลือกมาจากแหล่งน้ าทิ้งของร้านท าทองรูปพรรณ ที่มีการสกัด คัดแยกทอง  เช้ือ
เหล่าน้ีมีคุณสมบัติในการสังเคราะห์ทองในระดับนาโนนอกเซลล์ เพื่อง่ายในการคัดแยก เซลล์ไม่เกิดการกลาย
พันธ์ุไม่เปลี่ยนคุณสมบัติในการสร้างทองระดับนาโนเมื่อเลี้ยงไปในหลายช่วงอายุสามารถเลี้ยง เก็บรักษาไว้ได้
นาน  สร้างทองได้ในปริมาณมาก   

การหาแนวทางปรับปรุงคุณภาพของทองที่ได้ให้มีปริมาณมาก มีสภาพคงตัว  
การหาทางในการรักษาคงคุณภาพของเช้ือจุลินทรีย์ในการเก็บรักษาไว้เพื่อการน าไปใช้   
ความสามารถในการสังเคราะห์สร้างทองระดับนาโนจากน้ าทิ้งในขบวนการสกัดทองในเครือข่ายของ

ร้านท าทองจนได้ทองขนาดใหญ่ มองเห็นได้จากกล้องจุลทรรศน์  
การแยกทองออกจากเช้ือจุลินทรีย์ด้วยวิธีการข้ันตอนที่ง่าย สะดวก  เพื่อประโยชน์การน าไปใช้ต่อไป 

 
 
ภาพที่ 1.2 ข้ันตอนกระบวนการท าในการผลิตทองระดับนาโน  
 
 

คดัเลอืกเชือ้จลุนิทรีย์จากน า้สกัด/ ขัดทอง 

พฒันาเลอืกเชือ้จุลนิทรีย์จากน า้สกดั/ ขดั
ทอง 

ให้สามารถสร้างทองระดบันาโน 

พฒันาการสร้างทองระดบันาโนจาก
เชือ้จลุนิทรีย์ห้ได้คณุภาพ ปริมาณมาก  และคง

ตวั 

จ าแนกเชือ้จุลนิทรีย์จากน า้สกดั/ ขดัทองที่
ได้คดัเลอืกมา 

เก็บรักษาสายพนัธุ์จุลนิทรีย์ที่ได้ากน า้สกดั/ 

ขดัทอง  

ประยกุต์ใช้เชือ้จุลนิทรีย์จากน า้สกดั/ ขดั
ทองไปท าการดงึทองกลบัจากน า้ทิง้ใน

ขบวนการท าทอง 

 ทองระดบันาโนที่ได้จากน า้ทิง้ในขบวนการท าทอง 

  
ทดสอบคุณสมบตัิทางกายภาพของทองระดบันา

โนที่ได้จากเชือ้จลุินทรีย์ที่ได้คัดเลอืกไว้ 

ทดสอบคุณสมบติัทางกายภาพของทองระดบั
นาโนที่ได้จากน า้ทิง้ในขบวนการท าทอง 
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1.4. สมมุติฐำนของโครงกำรวิจัย   
ในงานวิจัยนี้ทีมผู้วิจัยได้มีการตั้งสมมุติฐานไว้ดังนี้คือ  

4.1 ในท าการคัดเล ือกจุล ินทรีย ์จากธรรมชาติ ให ้มีคุณสมบัติในการผลิตอนุภาคทองนาโน 
เชื้อจุลินทรีย์ต่างๆเหล่านี้ เชื้อมีความทนทาน  สามารถก่อสร้างผลึกโลหะนาโนภายในเซลล์ 
และบ้างที่สร้างนอกเซลล์ในสารละลายโลหะ ในปริมาณ ขนาดที่ต่างกันไป แต่ทองนาโนที่
เกิดข้ึนเหล่านี้สามารถรวมตัวกัน  ก่อให้เกิดการ 

4.2 หากท าการปรับปรุงสภาวะในระหว่างการเลี้ยง และ หรือระยะเวลาการเลี้ยง  ท าให้เกิดผลต่อ
กระบวนการสร้างและการก่อตัวอนุภาคทองนาโนที่แตกต่างกันไป   สามารถก่อท าให้เกิด
นิวเคลียสของอนุภาคนาโนและขนาดผลึกของอนุภาคโลหะนาโนที่ต่างกันไป ท าให้สามารถ
จัดการขนาดผลึกได้ตามที่ต้องการ 

4.3 การประยุกต์ใช้เช้ือจุลินทรีย์ที่ได้จากสิ่งแวดล้อมที่เป็นพิษ ที่มีสภาวะกรดสูงจะได้เช้ือที่มี
ศักยภาพทนต่อสภาวะที่ต้องการน าไปใช้   ในที่นี้การได้เช้ือจุลินทรีย์ที่มาจากน้ าสกัดทองจะมี
สารโลหะหนักที่เป็นพิษ และมีความเป็นกรดสูง ไม่เกิดปฏิกิริยาเคมีท าให้เกิดความเป็นพิษของ
สารโลหะเหล่านี้เพิ่มมากข้ึน   

 
 

1.5. ประโยชน์ท่ีคำดว่ำจะได้รับ 
 ทีมวิจัยสามารถหาเช้ือจุลินทรีย์ที่มีศักยภาพในการสร้างทองนาโนที่สามารถประยุกต์น าไปใช้
ในระดับอุตสาหกรรมได้ เช่นในอุตสาหกรรมเครื่องประดับ อุจสาหกรรมการสกัดทอง เอาทองกลับคืนมา หรือ
แม้แต่ในขบวนการปรับปรุงคุณภาพทองเพื่อเป็นเพิ่มมูลค่าของเงินในทางการค้า  ความรู้ที่ได้ยังจัดได้ว่า
สามารถเป็นองค์ความรู้  เพื่อการพัฒนา ปรับปรุงให้ได้ทองในระดับนาโน ที่มีขนาด รูปร่าง ลักษณะต่างๆกัน
ไป   นอกจากนี้ยังก่อให้เข้าใจถึงหลักการ กระบวนการสร้างโลหะระดับนาโนของเช้ือจุลินทรีย์ ขบวนการทาง
ชีวเคมีของเช้ือที่สามารถทนในสภาวะที่โลหะเป็นพิษ   ซึ่งจะสามารถน าไปสู่ใน ความเข้าใจกลไก  การท างาน
ของเอนไซม์ในเซลล์ของจุลินทรีย์ได้ เพื่อการพัฒนาให้ได้ปริมาณทองในระดับนาโนเพิ่มมากขึ้น  และมีคุณภาพ
ดี  
               ในขณะเดียวกันที่เช้ือจุลินทรีย์นี้สามารถทนในสภาวะที่เป็นพิษได้ดี เพื่อการต่อยอดของ
งานวิจัยที่ก่อประโยชน์ต่อสิ่งแวดล้อมในขณะเดียวกัน  ที่สามารถประยุกต์ไปใช้ในการท าเหมืองทองในประเทศ  
ในขบวนการสกัดเอาทอง โดยเลือกใช้วิธีทางชีววิทยาน้ีมาช่วย  จะสามารถช่วยลดปัญหาของสภาวะเป็นพิษ
ของการใช้สารเคมี  โดยเฉพาะการเกิดการไหลของสารละลายโลหะที่ก่อพิษไปสู่สิ่งแวดล้อมได้ (bioleaching) 
ได้ในอนาคต  
 
 นอกจากนี้ผลสัมฤทธ์ิของงานวิจัยเบื้องต้นจะถูกเผยแพร่เป็นบทความทางวิชาการในระดับ
นานาชาติ เฉพาะที่ตีพิมพ์ในฐานข้อมูลสากล ( ISI) อย่างน้อย 1 บทความ และการน าเสนอผลงานผ่าน การ
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ประชุมทางวิชาการ จ านวน 2 เรื่องในการประชุมทางวิชาการ ระดับชาติ     พร้อมทั้งยังได้ตัวเช้ือจุลินทรีย์
อย่างน้อย 2 สายพันธ์ุและทราบรายละเอียดของเช้ือเหล่านี้ที่พร้อมจะน าไปใช้ในการพัฒนางานวิจัยโดยการ
ประยุกต์ใช้ในขบวนการดึงทองกลับจากน้ าทิ้งในขบวนการสกัด/ ขัดทองข้ันต่อไป 
 
 
1.6. ระยะเวลำกำรด ำเนินงำน 

กิจกรรม 
ระยะเวลาด าเนินการวิจัย (เดือนที่) นักวิจัยที่

รับผิดชอบ 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

1. ศึกษาและ คัด
แยกเชื้อจุลินทรีย์ที่
สามารถสร้างทอง
จากแหล่งธรรมชาติ 

        

    อ.ดร.ดวง
ฤทัย 

อ.ดร.ไพศาล 
อ. จีรศักดิ์ 

2. พัฒนา
เชื้อจุลินทรีย์สาย
พันธ์ุที่มีคุณสมบัติ
สามารถสร้างทองใน
ระดับนาโน ให้มี
ศักยภาพทนต่อ
สิ่งแวดล้อมที่เป็นพิษ
ได้ และสร้างอนุภาค
ทองระดับนาโนที่ผิว
นอกเซลล์ 

        

    

อ.ดร.ดวง
ฤทัย 

อ.ดร.ไพศาล 
อ. จีรศักดิ์ 

3. จ าแนก ชนิดของ
สายพันธ์ุ
เชื้อจุลินทรีย์ที่สร้าง
ทองในระดับนาโนที่
ได้คัดเลือกมา ด้วย
วิธีทางชีวเคมี และ
ด้วยหลักการของ
ความเก่ียวเน่ืองของ
สารพันธุกรรมของ
เชื้อจุลินทรีย์ ของชีว
โมเลกุล 
 

        

    

อ.ดร.ดวง
ฤทัย 

อ.ดร.ไพศาล 
อ. จีรศักดิ์ 
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4. พัฒนาขั้นตอน
การเพิ่มผลผลิตการ
สร้างทองของ
เชื้อจุลินทรีย์ ที่สร้าง
ทองในระดับนาโนที่
ได้ ให้มี
ประสิทธิภาพ ให้ได้
จ านวนมาก 
สม่ าเสมอ     และ
ทดสอบการท างาน
ด้วยการน าไปใช้ดึง
ทองกลับคืนจากน้ า
สกัดทอง 
 

        

     
 
 

อ.ดร.ดวง
ฤทัย 

 
อ.ดร.ไพศาล 

 
อ. จีรศักดิ์ 

 
 

  
 
 

5. เขียนผลงานวิจัย
เพื่อตีพิมพ์ใน 
   วารสารนานาชาติ 
และ จัดท ารายงาน
สรุปผลโครงการวิจัย 

        

     
อ.ดร.ดวง

ฤทัย 
 

อ.ดร.ไพศาล 
 

อ. จีรศักดิ์ 
 

1.7 กรอบกำรด ำเนินงำน 
 ในการศึกษาวิจัยน้ีมีขั้นตอนการท าดังนี ้
 1.71. ศึกษาและ คัดแยกเช้ือจุลินทรีย์ทีส่ามารถสร้างทอง จากแหลง่ธรรมชาติ 
 1.7.2. พัฒนาเช้ือจลุินทรีย์สายพันธ์ุที่มีคุณสมบัตสิามารถสรา้งทองในระดับนาโน ใหม้ีศักยภาพทนต่อ
สิ่งแวดล้อมที่เป็นพิษได้ และสร้างอนุภาคทองระดับนาโนที่ผวินอกเซลล์   
 1.7.3. จ าแนก ชนิดของสายพันธ์ุเช้ือจลุินทรีย์ทีส่ร้างทองในระดับนาโนที่ได้คัดเลือกมา ด้วยวิธีทาง
ชีวเคมี และด้วยหลักการของความเกี่ยวเนื่องของสารพันธุกรรมของเช้ือจุลินทรีย์ ของชีวโมเลกลุ 
 1.7.4. พัฒนาข้ันตอนการเพิ่มผลผลิตการสร้างทองของเช้ือจลุินทรีย์ ทีส่ร้างทองในระดบันาโนที่ได้ ให้
มีประสิทธิภาพ ให้ได้จ านวนมาก สม่ าเสมอ    ด้วยการปรบัปรุงข้ันตอนการเลี้ยง การเก็บคัดแยกอนุภาคทอง
ระดับนาโน 

5. พัฒนาทดลองใช้จลุินทรียท์ี่ได้ในการดึงทองกลบัจากน้ าทีเ่หลือทิง้จากขบวนการท าทองในระบบ
อุตสาหกรรมการสกัดทอง ดึงทองกลบัคืน  
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บทท่ี 2 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

ในการวิจัยเรื่องการพฒันาปรับปรงุการสร้างทองระดับนาโนด้วยการใช้จุลินทรีย์ท้องถ่ินในประเทศ 
ได้มีงานวิจัยและเอกสารที่เกี่ยวข้อง ทีส่ามารถแยกตามหัวข้อได้ดังต่อไปนี้ 
 

2.1  ความส าคัญของอนุภาคนาโนทอง (AuNPs) 

2.2  ชนิดและประเภทจุลินทรีย์ท่ีสร้างทองนาโน AuNPs 

2.3  อัลลอยด์ทองนาโน  

2.4. คุณสมบัติและลักษณะของอนุภาคทองนาโน 

2.5. กลไกการสังเคราะห์อนุภาคนาโนของจุลินทรีย์ 

2.6. การประยุกต์ใช ้microbe ในการสังเคราะห์อนุภาคทองนาโน 

2.7. การจดสิทธิบัตรของการสังเคราะห์อนุภาคทองนาโน  

2.8 การดึงทองกลับจากของเหลือท้ิงในอุตสาหกรรมด้วยหลักการสังเคราะห์อนุภาคทองนาโน   

2.9 งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

 

2.1  ความส าคัญของอนุภาคนาโนทอง (AuNPs) 

อนุภาคนาโน ได้มีความส าคัญได้มีบทบาทในการท าหน้าที่เป็นวัสดุเสริมแรง  โดยมีความส าคัญ

อย่างยิ่งต่อการปรับปรุงสมบัติทางกลของวัสดุผสม ซึ่งอนุภาคนาโนจะช่วยกระจายและรับภาระทางกล

ต่างๆ ที่กระท ากับวัสดุผสมที่มีวัสดุโครงสร้างพื้น (Matrix) ที่มีสมบัติทางกลต่ ากว่า และนอกจากนี้อนุภาค

ของแข็งนาโนยังท าหน้าที่เป็น Grain refiner เป็นนิวเคลียสเทียมในระยะเริ่มต้นของการแข็งตัวของโลหะ 

ซึ่งอะตอมของวัสดุโครงสร้างพื้นจะเกาะตัวกับนิวเคลียสเทียมและก่อตัวเป็นโครงผลึกก่อนที่จะขยายอาณา

เขตการแข็งตัวเป็นของแข็ง      

อนุภาคทองในระดับนาโนพบว่าสามารถถูกสังเคราะห์ได้ด้วยวิธีทางกายภาพ เคมี และชีววิทยา โดยมี

ขนาดที่ได้เล็กและแตกต่างกันไป  ได้มีการประยุกต์น าไปใช้ได้ในระดับเซลล์ ใช้ในการตรวจ รักษา และบ าบัด
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โรค  เช่น  น าส่งยา การถ่ายยีนส์ การเป็นตัวตรวจสอบติดตามทางชีวภาพในเซลล์เพื่อการมองเห็นสารโมเลกุล

ในระดับไมโคร และนาโน   หรือแม้แต่เพื่อการศึกษาด้านชีววิทยาของขบวนการท างานต่างๆ  ในระดับเซลล์  

(3-7) แต่ทั้งนี ้ขนาดและปริมาณของการสร้างเป็นทองในระดับนาโนที่แตกต่างกันไปนั้น  ยังขึ้นอยู ่กับ

กระบวนการสร้าง  ทั้งนี้การก่อตัวข้ึนกับสภาวะขั้นตอนในการเริ่มเกิดนิวเคลียสเป็นส าคัญ และการก่อตัว

ผลึกโลหะนาโนขนาดใหญ่ในข้ันต่อมา(8-13)   การศึกษาเพื่อการปรับปรุงให้เหมาะสมตามที่ต้องการให้ได้

ผลึกที่มีขนาดเล็กมารวมตัวกันเป็นสิ่งส าคัญ เพราะความสามารถในการรับภาระทางกลต่างๆ ที่เพิ่มขึ้นของ

วัสดุที่มีโครงสร้างมาจากระดับนาโนนี้ขึ้นอยู่กับการกระจายตัวของอนุภาคของแข็งนาโน ที่มารวมตัวเป็น

โครงสร้างมีโมเลกุลการเรียงตัวที่แตกต่างกันไปในวัสดุโครงสร้างพื้นต่างๆเป็นหลักใหญ่  (26) 

AuNPs  ได้ถูกพัฒนาข้ึนเป็นโลหะชนิดหนึ่งซึ่งแปลกและน่าสนใจอย่างยิ่ง  เมื่อเทียบในกลุ่มของโลหะ

นาโนต่างๆที่มีอยู่  อันเนื่องด้วยคุณสมบัติการน าไปใช้ที่หลากหลายของการน าไปใช้งานที่มีศักยภาพ เช่น ใน

การเร่งปฏิกิริยา, ใน optoelectronic  ในอุปกรณ์อิเล็กทรอนิกส์และแม่เหล็ก ในการท า Bioimaging และ

การส่งถ่ายยีนต์ โดยจะถูกใช้เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาและเป็นเซ็นเซอร์       ในการประยุกต์ใช้ AuNPs ต้องข้ึนอยู่

กับขนาด รูปร่างผลึก และโครงสร้าง [5] ได้มีงานวิจัยหลายกลุ่มได้พยายามผลิต  ให้ได้หลายขนาดและรูปร่าง

โดยการใช้วิธีทางกายภาพและเคมีต่างๆ   ด้วยวิธีการ หลากหลายของรูปทรง  เช่นแท่งนาโน[6] ,  นาโนทรง

กลม    เส้นลวดนาโน   แผ่นนาโน   ทรงลูกบาศก์นาโน   แถบนาโน nanobelts   และ ข้ัวนาโน nanopoles  

วิธีการเหล่าน้ีมีส่วนเกี่ยวข้องกับการใช้สารเคมีที่เป็นพิษสูง ใช้อุณหภูมิและความกดดันและที่ส าคัญที่สดุอาจท า

ให้เกิดอนุภาคจะไม่เสถียร  หรือเกิดการรวมตัวกัน ทั้งนี้ข้ึนกับการท าปฏิกิริยากับตัวกลางทางชีวภาพหรือท า

กับสารชีวโมเลกุล    นอกจากนี้วิธีการทางเคมียังก่อให้เกิดมลภาวะต่อสิ่งแวดล้อมอันเนื่องมาจากความเป็นพิษ

ของน้ ายา (รีดิวซ์เช่น borohydrates และอะเซทิลีน)      ตัวอย่างวิธีการจ าแนกทองนาโนที่ใช้กันในปัจจุบัน

สามารถแสดงได้ในแผนภาพที่ 2.1 

ภาพท่ี  2.1  ขบวนการสร้างทองนาโนที่ใช้อยู่ในปัจจุบัน (1) 
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มีงานจากกลุ่มวิจัยหลากหลายได้ใช้ระบบชีวภาพส าหรับการสังเคราะห์ AuNPs  เพื่อทดแทนการใช้

วิธ๊ทางเคมีและสภาวะที่รุนแรงของพลังงาน ที่ให้ผลผลิตในปริมาณที่น้อย ได้ขนาดไม่สม่ าเสมอตามที่ต้องการ  

จ าเป็นต้องมีการแยก ท าให้ได้ขนาดที่ต้องการที่ยุ่งยาก    ด้วยเหตุที่สารเคมีสารละลายที่เหลือและสาร 

additives   สารพิษที่ เหลือเหล่านี้จะก่อให้เกิดมลพิษต่อสิ่งแวดล้อม ด้วยวิธีการที่สะอาด เป็นมิตรต่อ

สิ่งแวดล้อมได้เข้ามาแทนที่ เพื่อการผลิตอย่างยั่งยืน เพื่อให้ได้ผลผลิตที่มาก ในราคาที่ถูก ส าหรับการผลิตทอง

นาโนจึงเป็นเรื่องที่ท้าทาย  ด้วยวิธีการสังเคราะห์ทางชีวภาพ (Biological synthesis) ได้ถูกศึกษาด้วย

การศึกษาในสิ่งมีชีวิตหลากหลายเพื่อดูความสามารถในการสร้างทองนาโน (38, 39a)   ซึ่งด้วยระบบชีวภาพ 

เช่น แบคทีเรีย เช้ือรา แอคติโนมัย พบว่ามีความสามารถในการสังเคราะห์ทองนาโนที่ จากขนาดเล็กให้เป็น

อนุภาคขนาดใหญ่ [40,41] โดยสามารถควบคุมได้ดีกว่า สามารถได้รูปทรงของทองนาโนที่ได้แน่นอน  [44-48]   

โดยที่จุลินทรีย์สามารถผลิตทองนาโฯภายในและภายนอกเซลล์ แต่ทั้งนี้การสังเคราะห์แบบภายในเซลล์ 

โดยทั่วไปเป็นเรื่องยากเพราะ จ าเป็นต้องมีข้ันตอนเพิ่มข้ึน เช่น  ultrasonication และการใช้สารละลายที่

เหมาะสม   ดังนั้นจุลินทรีย์ที่สามารถสังเคราะห์นาโนออกนอกเซลล์จึงเป็นที่นิยมในการศึกษา ค้นหากันอย่าง

กว้างขวาง มากมาย     โดยมีความสนใจมากในการท าเป็นระบบbiofactories ในการสร้างทองนาโนขนาด

ใหญ่   การใช้จุลินทรีย์ได้รับการยอมรับมากขึ้น เพราะด้วยที่เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม เศรษฐกิจ ประหยัดเวลา 

และสามารถปรับขนาดได้อย่างง่ายดาย 

 

 2.2 ชนิดและประเภทจุลินทรีย์ท่ีสามารถสรา้งทองนาโน AuNPs 

การสรา้งทองในระดับนาโนจากเชื้อจุลินทรีย์  

เช้ือจุลินทรียท์ี่ถูกคัดแยกจากแหลงน้ าในธรรมชาติที่มี ทองเป็นองค์ประกอบ เช่น ดิน และ แหล่งน้ า

ต่างๆ เนื่องจากเช้ือจลุินทรีย์ที่มีคุณสมบัติในการสร้างทอง ส่วนมากควรเจรญิอยู่ในสิง่แวดล้อมที่มทีองอยู่ด้วย   

ในการทดลองจะมีการเลี้ยงเช้ือในของเหลวที่มสีารละลาย HAuCl4 เพื่อเป็นแหล่งของทอง  ที่จะสามารถเกิด

ขบวนการรีดักชันของทองในระดบันาโนข้ึนทองที่อาจเกิดในเซลลห์รือนอกเซลล์ข้ึนอยู่กบัสภาวะทีเ่ลี้ยง   ดังนั้น

เพื่อใหเ้กิดอนุภาคทองได้ปรมิาณมาก มีโครงสร้างทางเคมีและขนาดที่หลากหลายตามที่ต้องการ จ าเป็นต้องมี

การทดลองปรบัปจัจัยต่างๆทีเ่กี่ยวข้องกบัการเจรญิเติบโตของจลุินทรีย์ใหเ้หมาะสม เช่น   ปรับ pH ตั้งแต่

สภาวะที่เป็นกรด จนถึง กลาง  ท าการเพิม่หรือลดระยะการเลี้ยงเช้ือจลุินทรีย์   และเช้ือบางชนิดยังต้องการ

แสงแดดเพือ่เป็นแหลง่คารบ์อน  ต้องปรบัอุณหภูมิขึ้นหรือลง และท้ายสุดคือทดลองปรับเปลี่ยนองค์ประกอบ

ของสารอาหารที่ใช้เลี้ยงเช้ือจุลินทรีย์       ในขบวนการสร้างขนาด และ รูปร่างของทองในระดับนาโนด้วยเช้ือ

แบคทีเรีย   ที่ pH ต่ า หรือ กลาง จะก่อให้เห็นความแตกต่างอย่างชัดเจน เช่นใช้ pH1 แทนที่การใช้ pH 7  
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เช้ือจุลินทรียอ์าจจะมีการสร้างทองขนาดใหญ่ข้ึน   และอาจมีการสะสมของทองนอกเซลล์แทนที่จะเกิดในส่วน

ช่องว่างของ periplasmic membrane    กลุ่มจลุินทรีย์ที่สามารถสร้างทองนาได้ สามารถแบ่งออกได้ดง

ต่อไปนี้ 

 2.2.1 แบคทีเรีย 

          ในบรรดาจุลินทรีย ์prokaryotes ได้รับความสนใจมากที่สุด ในการสงัเคราะห ์AuNP [60]  ครั้งแรกที่

พบว่าจุลินทรียเ์ช้ือ Bacillus subtilis 168 สามารถสังเคราะห ์AuNPs  ขนาด 5-25 นาโนเมตร รูปทรงแปด

ด้าน (octahedral) ที่อยู่ภายในผนังเซลล์     และ Rhodopseudomonas capsulata สร้าง  AuNPs ที่มรีุป 

ทรงกลม ขนาด 10-20 นาโนเมตร  ที่มีสารละลายทองเข้มขน้ต่ ากว่าและสร้างเส้นลวดนาโน เมื่อมีความ

เข้มข้น    ยังพบรายงานการผลิต AuNPs จาก cyanobacteria, Plectonema sp.  Anabaena sp. Ca

lothrix sp. และ Leptolyngbya sp.      ส าหรับภาพรวมของการสังเคราะห์ทองนาโนสามารถแสดงตัวอย่าง

ไดใ้นตารางที่  2.1  
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ตารางที่ 2.1  ตัวอย่างเช้ือแบคทีเรียหลากหลายที่ได้มีการศึกษาด้านศักยภาพในการสร้างทองนาโน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ที่มา (30) 

 

2.2.2 เช้ือรา 

เช้ือรามีแนวโน้มได้รับความสนใจในการน ามาใช้ส าหรับการผลิตทองนาโนขนาดใหญ่ เนื่องจากง่ายต่อการ

เติบโตทั้งในห้องปฏิบัติการและในอุตสาหกรรม เพราะมีการสร้าง หลั่งโปรตีนจ านวนมาก  [34 ,89,90] 

นอกจากนี้ เช้ือราสามรถสังเคราะห์ ได้แบบชนิดจ าเพาะ ได้ดี [34,89]   เช่น เช้ือรา Fusarium oxysporum, 
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Verticillium sp.  สามารถสังเคราะห์ ทั้งภายในหรือภายนอกเซลล์ [89 ,91,92]  [44]   ยีสต์ เช่น Pichia 

jadinii  และ Yarrowia lipolytica   แสดงให้เห็นว่ามีศักยภาพที่ดีส าหรับการสังเคราะห์ AuNPs [93114]  

ยีสต์มีข้อดีกว่าแบคทีเรียในการผลิตขนาดใหญ่ เพราะง่ายในการจัดการในห้องปฏิบัติการ  สามารถสร้างเอน"

ไซม์ในปริมาณมาก และเติบโตข้ึนอย่างรวดเร็ว ใช้สารอาหารอย่างง่าย [95]  ตัวอย่างเช้ือราที่สามารถสร้าง

ทองนาโนแสดงในตารางที่  2.2 

ตารางที่ 2.2  ตัวอย่างเช้ือราที่มีศักยภาพในการสร้างทองนาโน ที่มา (30) 

2.2.3 ผลิตภัณฑ์จากจุลินทรียเ์พื่อใช้สงัเคราะห์อนุภาคนาโนทองค า 

ด้วยความรู้ด้านเทคโนโลยีทางชีวภาพที่ได้รับความสนใจมากขึ้นในขณะนี้ ท าให้ได้มีการพัฒนาน ากระบวนการ

ผลิตทองด้วยระบบแบบชีววิธี ที่มีความเป็น มิตรในการสังเคราะห์  AuNPs มาร่วมใช้ในการท างานที่

ละเอียดอ่อน ในการเป็น probe sensor เช่น น ามาผสมรวมกับดีเอ็นเอ,  ช้ันของ biolipid, แคปซูลไวรอยด์, 
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rapidosomes ของแบคทีเรีย, เอนไซม์ของแบคทีเรีย   โดยเน้นที่ทองที่สังเคราะห์ได้สามารถใช้เป็นตัวตั้งต้น

ในการสังเคราะห์ทองนาโน  

2.3  Gold nanoalloys 

Nanoalloys เป็นกลุ่มที่เกิดข้ึนของธาตุโลหะตั้งแต่สองชนิดข้ึนไป   nanoalloys ที่มีคุณสมบัติที่ไม่

โดดเด่น ไม่ซ้ า  มีคุณสมบัติเร่งปฏิกิริยาและสนามแม่เหล็กเพิ่มขึ้น   การรวมกันของโลหะสองเกิดข้ึนทั้งโดย

การรวมตนเอง   หรือการสังเคราะห์ เช่นใช้ fabrication methods ที่แตกต่างกัน   การก่อตัวของอนุภาคนา

โน bimetallic  ที่น าไปสู่ความเสถียรทางกายภาพที่สูงข้ึนและคุณสมบัติที่โดดเด่นเมื่อเทียบกับอนุภาค 

monometallic  การสังเคราะห์ NPS bimetallic ได้รับความสนใจมากในด้านการแพทย์และเซ็นเซอร์  

[129,132]  ตัวอย่างของเช้ือรา F. oxysporum พบว่าสามารถสังเคราะห์ Au-Ag nanoalloy ที่มีขนาด 8-14 

นาโนเมตรโดยมีการสังเคราะห์ที่ถูกควบคุมโดย NADH ข้ึนอยู่กับโปรตีนที่ปล่อยออกมาจากเช้ือรา   นอกจากนี้

ยังได้รับ  สาหร่ายสไปรูไลนาสร้าง Ag-Au  ขนาด 17-25 นาโนเมตร [67]   เช้ือรา Neurospora crassa ผลิต 

Au-Ag อัลลอย bimetallic  ที่ผนังเซลล์ด้านนอกเมื่อสัมผัสกับไอออนเงินและทอง [133]   Escherichia coli  

สามารถตกตะกอนแพลเลเดียม (Pd) ไอออนที่น าไปสู่การเกิดรีดักช่ันของ Au (III) ให้เกิดในแกนของ Au-Pd  

[134]   แลคโตบาซิลลัสซึ่งจะพบในบัตเตอร์ก็สามารถที่จะสังเคราะห์  Au-Ag alloys ที่เป็นโลหะผสมมีรูปทรง

สัณฐานพิเศษ    

2.4. คุณสมบัติและลักษณะของอนุภาคนาโนทองค า (Mohanpuria  et al., 2008) 

2.4.1 คุณสมบัติและลักษณะของทองนาโน 
         AuNPs มีคุณสมบัตทิี่น่าสนใจกว่าทองโลหะทีส่ามารถน าไปใช้ในการแพทย์ ดังนี้คือ 
เป็นสารเคมีที่ดีและ มั่นคงในทาง mechanochemical   
(i) มีคุณสมบัตทิางแสงและอิเล็กทรอนิกส์ที่ยอดเยี่ยม   

(ii) มีพื้นผิวที่ม ีfunctionalization ท าปฏิกิริยาได้ง่าย   

(iii) มีพื้นผิว plasmonที่มีผลสะท้อน  

(iv) มีกิจกรรมในการเรง่ปฏิกริิยาที่แปลกใหม่    

(v) มีความ biocompatibility ทนต่อการเกิดออกซิเดชันเป็น crystallizable มี controllable 

morphology และคุณสมบัติการกระจายตัวของขนาดที่ดี ด้วยวิธีการใหม่ในการปรับปรุง

คุณสมบัติของ AuNPs แสดงเฉดสีที่แตกต่างจากสีเหลือง (อนุภาคขนาดใหญ่) เช่น สีแดง 

(อนุภาคขนาดเล็ก) และแม้กระทั่งสีม่วงข้ึนอยู่กับขนาดของรูปร่างและ  monodispersity 
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เมื่ออยู่ในน้ า รูปทรงต่างๆ ของ AuNPs สามารถมีความแตกต่างกันโดยสิ้นเชิงทางกายภาพ 

และทางอุณหพลศาสตร์  

  2.4.2  ความคงตัวของทองนาโน 

          แม้ว่า AuNPs มีความเสถียรทางกลและเคมีที่ดีเยี่ยม  แต่จะรวมตัวของโครงสร้างนาโนในการ

เกิดปฏิกิริยาที่ไม่มีสารลดแรงตึงผิว   AuNPs สามารถถูกรีดิวซ์ และ มีความเสถียรโดยการใช้สารเคมี เช่น 

วิตามินซี ซิเตรต ฯลฯ     AuNPs ที่มีความเสถียร ได้จากการท า surface modification ด้วยสารประกอบ 

thiol [150] และ cysteine   และการเคลือบ AuNPsด้วย polyvinyเครื่องดื่มแอลกอฮอล์โพลีไวนิล [152]   

ยังพบว่าการเก็บ AuNPs ในที่มืดที่ 4°C สามารถท าให้เสถียร       อนุภาคสามารถมีความเสถียรสูงถึง 1 เดือน

ในที่มีเกลือสูง และที่มีค่า pH 2-11   

2.4.3  คุณสมบัติของเลนส์และอเิลก็ทรอนิกส์ 

          AuNPs สามารถให้สีสดใส โดย การท าปฏิกิริยากับ แสงในช่วงที่มองเห็น   AuNP ท าปฏิกิริยา

กับแสง ทั้งนี้ข้ึนกับสภาพแวดล้อม ขนาด และมิติทางกายภาพ เมื่อเร็ว ๆ นี้ ด้วยคุณสมบัติทางเลนส์

อิเล็กทรอนิกส์ที่ไม่ซ้ ากัน ได้ถูกน ามาใช้ในการประยุกต์ใช้เทคโนโลยี เช่นตัวน าอิเล็กทรอนิกส์ ตัวเร่งปฏิกิริยา 

ตัวตรวจสอบปฏิกิริยาพลังแสงอาทิตย์พลังอินทรีย์  คุณสมบัติข อง AuNPด้านน้ีจะข้ึนกับการเปลี่ยนแปลงโดย

การเปลี่ยนขนาด รูปร่างเคมีพื้นผิว  หรือการรวมตัว 

2.5. กลไกการสังเคราะห์อนุภาคนาโนของจุลินทรีย์ 

AuNPs เกิดได้จากหลากหลายของเช้ือจุลินทรีย์ ซึ่งเกี่ยวข้องกับกลไกการรีดิวซ์ของไอออน  Au+3 

ไอออน ให้เกิด  AuNPs  มีสมมติฐานได้ตั้งไว้ว่าเอนไซม์ที่หลั่งมาจากจุลินทรีย์มีบทบาทส าคัญในการรีดิวซ์

ไอออนของโลหะที่น าไปสู่นิวเคลียส NP และการเจริญเติบโตของทองนาโน    ในทั้งๆที่มีจ านวนมากของ

รายงานเกี่ยวกับจุลินทรีย์พึ่ง AuNP   ด้วยพารามิเตอร์ทางเคมีกายภาพ เช่น อุณหภูมิ  ความเป็นกรดด่าง  

และสารตั้งต้น   พบว่ามีผลต่อการสังเคราะห์ AuNP ภายในเซลล์  ด้วยลักษณะทางกายภาพ ของ AuNPs  ที่

ถูกรายงาน ว่าพารามิเตอร์เหล่าน้ีและการเลือกสภาวะการเจริญเติบโตของเช้ือจุลินทรีย์   มีผลต่อโปรตีนและ

กรดอะมิโน ในโปรตีน เช่น cysteine, ไทโรซีน และทริปโตเฟน ช่วยสร้าง และรักษาความเสถียรของ AuNPs     

ยังพบว่ากลุ่มอะมิโน cysteine หรือโปรตีนสามารถผูกกับ AuNPs และท าให้ผิวโปรตีนผูกพันสามารถรักษา

เสถียรภาพของพวกเขา    มีการพัฒนาในหลอดทดลอง ที่มีAuNPs รูปทรงแปดด้านของขนาด 5-25 นาโน
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เมตรเกิดข้ึนในผนังเซลล์ของ B. subtilis   สาหร่าย Shewanellaสามารถลด Au+ 3 ไอออนในสภาพแวดล้อมที่

ไม่ใช้ออกซิเจน  ในเช้ือ E. coli และ Desulfovibrio desulfuricans โดยการรีดิวซ์ไฮโดรเจน 

ก๊าซ (H2) และใช้ hydrogenases ที่ periplasmic membrane ในการรีดิวซ ์ Au+3 ไอออนและการสะสม

ของ AuNPs     E. coli ใช้ cysteine หรือ thiol ที่ปนในโปรตีน ช่วยเพิ่มทองนาโน   ใน Trichothecium 

sp. การสังเคราะห ์AuNPs ให้ได้รูปร่างต่างๆกัน  ถูกควบคุมโดยการเขย่า หรือการแช่นิ่งระหว่างการเลี้ยงให้

สร้างทองนาโน 

2.6. การประยุกต์ใช้จุลืนทรีย์ในการสังเคราะห์อนุภาคนาโนทองค า 

  AuNPs ที่ผลิตมาจากเช้ือจลุินทรีย ์Candida albicans ใช้ส าหรับการใช้งานในการแพทย์ เช่น ในการ

ตรวจสอบของโรคมะเรง็ตับ   และที่ได้จาก Penicillium  brevicompactum ที่มีประโยชน์ใช้ในการศึกษา

ผลกระทบพิษของพวกเขากบัโรคมะเร็ง     

นอกจากนั้นได้มีการพัฒนาเช้ือจุลินทรีย์หลายกลุ่มที่สามารถสร้างทองในระดับนาโนได้มาในด้าน

สิ่งแวดล้อม  โดยได้มีการทดลองไปใช้ในระดับอุตสาหกรรมด้านการดึงทองกลับจากน้ าเหลือทิ้ง   แทนการใช้

วิธีทางเคมีที่ เป็นพิษ  ส่วนใหญ่ได้มีการเลือกใช้เช้ือรา เพราะสามารถให้ผลผลิตของทองในปริมาณมาก  

สามารถเจริญเติบโตได้ดี ทนสภาวะความเป็นพิษของโลหะได้ดีมากกว่าจุลินทรีย์ชนิดอื่น   ที่สามารถให้

ปริมาณการเกาะของทองนาโนได้ในปริมาณสูง และอยู่ในระหว่างผนังเซลล์   การจัดการเก็บเซลล์สามารถท า

ได้ง่ายกว่าชนิดอื่นๆ  และไม่มีปัญหาของการดูแลรักษา เพราะทนในสภาวะที่เป็นพิษได้สูง  สามารถท าการ

ควบคุมคุณภาพ และขนาดของทองระดับนาโนที่ได้ให้คงที่สม่ าเสมอได้ และเช้ือราเหล่าน้ีที่ส าคัญต้องม่นใจว่า

ไม่ก่อพิษต่อสิ่ งแวดล้อม   แต่สดปัญหามลภาวะพิษของโลหะอื่ นๆที่ปนเปื้ อนต่อสิ่ งแวดล้อมได้  

(nonpathogenic fungi)   

2.7. การจดสิทธิบัตรของการสังเคราะห์อนุภาคทองนาโน  

ได้มีงานด้านการสังเคราะห์ โลหะทองนาโน เช่น การใช้เช้ือ Pseudomonas aeruginosa, เช้ือรา 

Trichoderma atroviride และ Streptomyces sp. ที่แยกได้จากใบชา แสดงให้เห็นถึงความสามารถในการ

สังเคราะห์ AuNPs   อนุภาคเหล่านี้ได้ถูกน ามาใช้เพื่อรักษา ควบคุมทางชีวภาพและ biofertilizers   เป็นยา

ต้านจุลชีพ ใช้ควบคุมทางชีวภาพ    และรวมถึงการสังเคราะห์ AuNPs คอลลอยด์โดยใช้แบคทีเรียชนิดโปร

ไบโอติก   

2.8. การดึงทองกลับมาจากของเหลือท้ิงในอุตสาหกรรม   
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เมื่อเร็วนี้มีหลายงานวิจัยในต่างประเทศออกมา ที่เน้นการค้นพบ การพัฒนาการสร้างโมเลกุลสารใน

ระดับนาโนด้วยชีววิธีเป็นที่ได้รับความสนใจกันมากขึ้น ซึ่งน าไปสู่ความสนใจในด้านการค้นหาจุลินทรีย์ ต่างๆ

มากมาย  ได้แก่ แบคทีเรีย  ยีสต์ และรา และรวมทั้งพืชต่างๆ ที่มีความสามารถที่แตกต่างกันไปที่จะสามารถ

สร้างทองได้ในระดับนาโน  โลหะเหล่าน้ีจะสะสมอยู่ในเซลล์ และอาจอยู่ผิวนอกของเซลล์      ประโยชน์ที่ได้

คือ สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการบ าบัดการปนเปื้อนโลหะหนักในธรรมชาติได้    สามารถประยุกต์การน า

ทองกลับมาใหม่ ที่สามารถใช้ในอุตสาหกรรมเครื่องประดับ เพื่อการลดการสูญเสียทองไปในสารละลาย   ให้ได้

อนุภาคทองโดยเฉพาทองระดับนาโนที่ดี มีคุณภาพเพิ่มมากข้ึน     ด้วยการผ่านกระบวนการรีดักชัน  

(reduction of metal ions) จุลินทรีย์เหล่าน้ีจะต้องมีการถูกทดสอบคัดเลือก เพื่อหาเช้ือที่มีความสามารถใน

การปรับตัว สามารถทนในสิ่งแวดล้อมที่รุนแรง หลากหลายได้     เช่น ในสิ่งแวดล้อมที่มีโลหะหนักเป็นพิษ 

ปนเปื้อนในปริมาณมาก หรือ  อยู่ในที่มีอุณหภูมิ ความเป็นกรดด่างที่สูง หรือต่ ามากได้ด้วย    

ในปัจจุบันแม้ว่ามีงานวิจัยเกี่ยวกับการพบจุลินทรีย์เหล่าน้ีมากมายที่สามารถสร้างเงิน หรือทองระดับ

นาโน แต่ยังขาดงานวิจัยที่แสดงถึงกระบวนการรีดิวซ์โลหะหนักที่ชัดเจน  ทั้งนี้การไม่ทราบแน่ชัดถึงหลักการ 

กลไก กระบวนการสร้างทองระดับนาโนทางชีววิทยาของจุลินทรีย์ต่างๆ  อันจะส่งผลถึงต่อการลดประสทิธิภาพ

ของขบวนการผลิตสร้างอนุภาคทองระดับนาโนที่ได้  ซึ่งโดยปรกติก็จะแตกต่างกันไป ทั้งปริมาณ คุณภาพ 

ความบริสุทธ์ิ   โครงสร้างรายละเอียดระดับเล็กในแต่ละชนิดของจุลินทรีย์  ทั้งนี้แม้กระทั่งเช้ือจุลินทรีย์ที่อยู่ใน

กลุ่มจีนัสเดียวกัน  แต่ต่างสปีชีส์        ก็พบว่าอาจมีความสามารถในการสร้างทองแตกต่างกันไปในแต่ละกลุ่ม 

และในแต่ละชนิด        ด้วยความหลากหลายในระดับการสร้างทองในระดับนาโนและคุณภาพ และลักษณะ

โครงสร้างของทองระดับนาโนจึงท าให้ต้องมีงานวิจัยด้านการคัดแยก คัดเลือกหาเฉพาะเช้ือจุลินทรีย์สายพนัธ์ุที่

มีศักยภาพในการสร้างทองในระดับนาโนใน เพื่อประยุกต์ใช้ในงานเฉพาะต่างๆข้ึน     

                 ในระบบอุตสาหกรรมเกี่ยวกับทองพบว่า มีงานศึกษาทดสอบ พัฒนาทุกข้ันตอนในการดึงทอง

กลับมาจากของเหลือทิ้งในอุตสาหกรรม การสกัดทอง  และขบวนการของการท าเครื่องประดับทองที่ได้รับ

ความสนใจมานาน     ทั้งนี้พบว่ามีการสูญเสียทองในปริมาณมากไปกับของเสีย    และการดึงทองกลับมาให้ได้

ปริมาณมากท าได้ยาก  เนื่องจากองค์ประกอบในรูปทางกายภาพและทางเคมีของทองเจือที่ปนอยู่แตกต่างกัน    

ตัวอย่างขบวนการสกัดเอาทองกลับคืนมาที่ได้พัฒนามาใช้กันในปัจจุบัน  ที่เน้นการสกัดด้วยตัวท าละลายเคมี     

มีขั้นตอนการท า ประกอบด้วยหลักการที่เรียกว่า low temperature carbonization และการอบแห้ง  แล้ว

ตามด้วยการ leaching ด้วยกรดไนตริก เพื่อก าจัดเงินและโลหะอื่นๆออกไป และในข้ันการ leach อีกครั้ง 

ด้วย nitro-hydrochloric acid    ก่อนที่จะท าการสกัดทองออกมาด้วยตัวท าละลาย diethyl malonate    

แล้วจึงท าการแยกทองออกจากช้ันส่วนที่เป็น organic phase ด้วยการ reduction  ในสารละลายกรด 
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ferrous sulfate solution        จะท าให้ได้ตะกอนทองที่มีความบริสุทธ์ิถึง 99.99%        วิธีนี้เป็นวิธีที่ง่าย 

ได้มีการน าไปประยุกต์ใช้เพื่อการดึงทองในอุตสาหกรรมอื่นๆ อีก เช่น อุตสาหกรรมอิเล็กทรอนิกส์     แต่วิธีนี้

สามารถดึงทองได้เพียง 97%  และในข้ันตอนการท าทั้งหมดไม่เป็นการอนุรักษ์สิ่งแวดล้อม  เพราะใช้สารเคมี

อันตราย   มีสารพิษโลหะหนักปนเปื้อนแพร่กระจายสู่สิ่งแวดล้อม    และค่าใช้จ่ายในการดึงทองนั้นกลับมามี

ราคาสูง   
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ภาพที่ 2.3  แผนผังข้ันตอนการดึงทองกลบัมาจากของเหลือทิ้งในขบวนการอุตสาหกรรมสกัดทอง (1) 

ที่มา Mohanpuria et al., 2008 
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 จุดเริ่มต้นของงานการพฒันาชีววิธีในการดึงทองกลับมาจากของเหลอืทิ้งในอุตสาหกรรม โดยเฉพาะจากน้ า

เหลือในขบวนการผลิตทองที่มีความเป็นกรดสงู (pH 0-4)  ได้รับความสนใจ เนื่องจากหากใช้กระบวนทาง

ไฟฟ้าเคมีปรกติ  ก่อให้เกิดมลพิษของสารพิษ ควันพิษของกรด และโลหะหนักของทองแดง ไซยาไนด์ต่อผู้ใช้ 

และต่อสิง่แวดล้อม เมื่อทิง้ลงสูส่ิ่งแวดล้อม (ภาพที่ 2.3)      ดังนั้นเนื่องด้วยมลูค่าสูงของทอง   เราจะเน้นที่

การศึกษาการใช้เช้ือจุลินทรียท์ี่มีศักยภาพในด้านการสร้างทองในระดบันาโนด้วยการค้นหาเช้ือที่พบทั่วไปใน

น้ าสกัดทองนั้นมาใช้ในการดึงทองกลบัมา เพือ่ประยุกต์ช่วยในอุตสาหกรรมด้านเครือ่งประดบัทองที่ต้องการดงึ

ทองกลับมา   งานวิจัยเริ่มตัง้แต่การศึกษาด้านเช้ือจุลินทรียท์ั่วไปที่อยู่ในน้ าสกัดทองที่มีความเป็นกรดสูง (pH 

2-4)  ที่สามารถสร้างทองนาโน  แล้วท าการคัดแยก และจ าแนกเช่ือจลุินทรีย์ที่ได้มาจากแหล่งธรรมชาติที่มี

ทองในประเทศไทย    แล้วคัดเลือก พัฒนาคุณสมบัติการสรา้งทองของเช้ือจุลินทรีย์ให้ได้ดี มปีระสิทธิภาพ  

การพัฒนาจะเน้นให้ได้จลุินทรีย์ที่มีศักยภาพที่ทนในสภาวะที่เกี่ยวข้องกบัการสกัดทอง   เช่น กรด และมี

สารพิษ โลหะหนัก  เพื่องานการประยกุต์ น าไปใช้ในอุตสาหกรรมการผลิตทอง     อุตสาหกรรมเครื่องประดับ  

อุตสาหกรรมการสกัดทอง งานการน าทองกลับมาใช้ใหม่    เน้นเพื่อเป็นการปรบัปรุงคุณภาพทองที่ได้ ซึ่งเป็น

ทองระดับนาโนให้ดีข้ึน  มีมูลค่าเพิม่สงูข้ึน          นอกจากนั้นงานวิจัยยังมีข้อเด่นคือ จะตรงตามจุด

ยุทธศาสตร์ของชาติ  เพราะสามารถจัดเป็นขบวนการแบบชีววิธีเพราะใช้จุลินทรีย์ ไม่ใช่สารเคมี  ซึ่งจัดได้ว่า

เป็น green technology  ซึ่งเป็นการสนับสนุนการอนรุักษ์ธรรมชาติ  ช่วยลดปัญหาการก่อพิษของโลหะหนัก 

และสารเคมทีี่ใช้ปนเปื้อนในธรรมชาติ  จะเป็นแนวทางของงานที่เป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อมที่ทั่วโลกรวมทัง้

ประเทศไทยต้องการรณรงค์ให้ใช้ 

2.9 งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

   แม้ว่าในปัจจบุันมีการพบจุลินทรียเ์หล่าน้ีมากมายทีส่ามารถสร้างทองระดับนาโนได้ แต่ยังไม่มีการ

พัฒนาเช้ือจุลินทรีย์ทีม่ีคุณสมบัติในการผลิตทองให้มปีระสิทธิภาพ เพื่อการน าไปใช้ในระดับอุตสาหกรรม 

เนื่องจากยังไมเ่ป็นที่ทราบแน่ชัดถึงกลไก กระบวนการสร้างทองระดับนาโนทางชีววิทยาของจลุินทรีย์ต่างๆ  ได้

แน่ชัด ซึ่งอาจแตกต่างกันไปในแตล่ะกลุ่ม และในแตล่ะชนิด  แต่หลักการโดยรวมอาจเป็นไปได้ว่ากระบวนการ

สร้างทางชีววิทยาของโลหะทองในระดับนาโนเกี่ยวข้องกับการรีดักชันของอิออนเงินของขบวนการรีดกัชันของ

ระบบเอนไซม์ในทีเ่กี่ยวข้องกบัโลหะประเภท electron shuttle enzymatic metal reduction ซึ่งอาจเป็น 

เอนไซม์ชนิด nitrate reductase ที่สามารถรีดิวซ์ อิออนเงนิ (silver ions, Ag+)  ไปเป็นโลหะเงิน (metallic 

silver, Ag0) ด้วยไนเตรทอิออน (nitrate ions) (14)  โดยที่ทีมวิจัยของ Duran เสนอว่ากลไกการสร้างเงินใน

ระดับนาโนทางชีววิทยาจากเช้ือรา Fusarium oxysporum ว่าเกี่ยวข้องกับเอนไซม์ประเภท enzymatic 

electron shuttle system ที่สามารถสร้างเงินอิออนและสามารถสร้างโลหะเงินระดบันาโนในทีสุ่ด (15)      



22 
 

และพบว่าเช้ือนีป้ลอ่ยเอนไซม์  NADH dependent reductase มาในสารละลายอาหารที่ใช้เลี้ยงและพบ

อนุภาคทองระดบันาโนแบบนอกเซลล์ของเช้ือราชนิดนี้     นอกจากนีม้ีงานทีส่นับสนุนการศึกษาวิจัยเกี่ยวกบั

กลไกการสร้างโลหะระดบันาโนจากเช้ือราโดยเฉพาะโลหะเงนิ และ ทองระดับนาโนในที่คล้ายลงึกันอีก

มากมาย  (16-17)   โดยที่เช้ือราสามารถสร้างโลหะนาโนไดใ้นปริมาณมาก  เพราะเซลล์มปีรมิาณมาก และ

สามารถเจริญเติบโตได้ดีทั้งในระดบัห้องทดลองและในระดบัอุตสาหกรรม   เช้ือราและ actinomycete ใน

กลุ่มนี้  เช่น Fusarium oxysporum, Verticillium sp., Thermomonospora sp., Rhodococcus sp.  

พบว่าสามารถสร้างสารโลหะนาโนทั้งใน และ นอกเซลล์  (8-10). 

 

ยังมีการพบว่าระบบการท างานของเอนไซมร์ีดักชันคล้ายๆ กันในแบคทีเรียที่มกีลไกในการสร้างโลหะ

เงิน และทองระดบันาโน เช่น ทมีพบว่า Enterobacteria สร้างเงินระดบันาโน  จากงานวิจัยของ Shahverdi 

(18) และ Rhodopseudomonas capsulata ที่สามารถรีดิวซ์สารละลายทองใหเ้ป็นทองระดับนาโนไดจ้าก

ทีมวิจัยของ He  (18) และทมี Husseiny ที่ใช้ Psuedomonas aeruginosa ในการสร้างทองระดับนาโน (20) 

และเมือ่เร็วนี้ที่ทีมวิจัยของ Yogesh  ได้เสนองานวิจัยรายละเอียดของกลไกการรีดกัชันของทองนาโน จากเช้ือ

แบคทีเรีย Stenotrophomanas maltophilia โดยพบว่ามีโดยการท างานของเอ็นไซม์ NADPH-dependent 

reductase ที่สามารถรีดิวซ์ Au3+  ไปเป็น Auo  ด้วยการใช้  ฟอสเฟตอิออน (phosphate ions) ผ่าน

กระบวนการรีดกัชันของโลหะ (electron shuttle enzymatic metal reduction process)  (21)    

 

โครงสร้างของทองในระดบันาโนพบว่ามีความแตกต่างกันไป ข้ึนอยู่กับชนิดของเช้ือจลุินทรีย์  การค้นพบว่า   

Bacillus licheniformis มีโครงสร้างของทองในระดับนาโนเป็นรปู nanocubes ด้วยการใช้กล้องจลุทรรศน์

อิเลก็ตรอน แบบ Scanning electron microscope ประกอบกับ การใช้  UV–Vis spectra และ XRD    ใน

การช่วยยืนยันโครงสร้างของทองในระดับนาโน (22)  อย่างไรก็ตามจากการวิจัยของทมีวิจัยของ Lovely   ได้

แสดงใหเ้ห็นว่า  อนุภาคการสร้างทองระดับนาโนจากจลุินทรีย์ข้ึนอยู่กับชนิดจลุินทรีย์โดยเฉพาะ แต่ไม่พบใน

สายพันธ์ุที่แม้ว่าจะมีเกี่ยวข้องกันทางพันธุกรรม   เพราะ P. islandicum  สามารถรีดิวซ์ Au3+ อย่างมี

ประสิทธิภาพ เมื่อเปรียบเทียบกับเช้ือที่มสีายพันธ์ุใกลเ้คียงกัน  คือ P. aerophilum ที่ไม่สามารถท าได้   (23)    
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บทท่ี 3 

ขั้นตอนการทดลอง 

ในการศึกษาเรื่องการพัฒนาปรับปรุงการสร้างทองระดับนาโน   ด้วยการใช้จุลินทรีย์ท้องถ่ินใน

ประเทศ ทีมผู้วิจัยได้มีข้ันตอนวิธีการด าเนินงาน โดยอาศัยหลักการ ที่ประกอบด้วยการศึกษาและ คัดแยก

เช้ือจุลินทรีย์ที่สามารถสร้างทอง จากแหล่งธรรมชาติ  การพัฒนาเช้ือจุลินทรีย์สายพันธ์ุที่มีคุณสมบัติสามารถ

สร้างทองในระดับนาโน ให้มีศักยภาพทนต่อสิ่งแวดล้อมที่เป็นพิษได้ และสร้างอนุภาคทองระดับนาโนที่ผิวนอก

เซลล์    การจ าแนก ชนิดของสายพันธ์ุเช้ือจุลินทรีย์ที่สร้างทองในระดับนาโนที่ได้คัดเลือกมา ด้วยวิธีทางชีวเคมี 

และด้วยหลักการของความเกี่ยวเนื่องของสารพันธุกรรมของเช้ือจุลินทรีย์ ของชีวโมเลกุล   การพัฒนาข้ันตอน

การเพิ่มผลผลิตการสร้างทองของเช้ือจุลินทรีย์ ที่สร้างทองในระดับนาโนที่ได้ ให้มีประสิทธิภาพ ให้ได้จ านวน

มาก สม่ าเสมอ    ด้วยการปรับปรุงข้ันตอนการเลี้ยง การเก็บคัดแยกอนุภาคทองระดับนาโน  และท้ายสุดคือ 

การพัฒนาทดลองใช้จุลินทรีย์ที่ได้ในการดึงทองกลับจากน้ าที่ เหลือทิ้งจากขบวนการท าทองในระบบ

อุตสาหกรรมการสกัดทอง ดึงทองกลับคืน  ซึ่งสามารถแสดงได้ในแผนภาพที่ 3.1 

 

 

ภาพท่ี 3.1   ข้ันตอนกระบวนการท าในการผลิตทองระดับนาโนในโครงการวิจัยนี้ 
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3.1.  การคัดเลือกเชื้อจุลินรีย์ท่ีมีศักยภาพในการผลิดทองนาโน 

ในการคัดแยกจุลินทรีย์ที่มีศักยภาพในการสร้างทองนาโน  (AuNPs)  ตัวอย่างน้ าตะกอนที่ได้จากน้ าทิ้งใน
โรงงานท าทอง  จากข้ันตอนการผลิตทองได้ถูกเก็บไว้ในหลอดที่ผ่านการฆ่าเช้ือ  จากจ านวนตัวอย่าง 1 mL 
ละลายใน 50 mM สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ที่ pH 7.0 และเจือจางลดลงไปเรื่อยๆใน 50 มิลลิฟอสเฟต
บัฟเฟอร์ (pH 7.0)  และลงใน plate agar  ชนิด Luria-Bertani    ที่มี tryptone 10 กรัม  Yeast extract  5 
กรัม NaCl 10 g/L   agar  15 g/L  โดยถูกบ่มไว้ที่ 37oC  นาน 2-3 วัน  หลังจากนั้นเมื่อเห็นโคโลนีของ
แบคทีเรีย จึงท าการ subculture ในอาหารเหลวเดิม เพื่อให้เช้ือแบคทีเรียที่บริสุทธ์ิ จากการคัดเลือกได้ 20 
สายพันธ์ุที่สามารถสังเคราะห์ AuNPs  โดยพบว่า  3 สายพันธ์ุของBacillus คือ E2,  E154,  E201 ที่ผลิต 
AuNPs ออกนอกเซลล์ (extracellular) ภายในระยะเวลาสั้นๆ  สายพันธ์ุแบคทีเรียดังกล่าวจะถูกตรวจสอบ
สายพันธ์ุด้วยเทคนิคทางชีวโมเลกุลของยีนต์ 16S rDNA   
 

3.2. การจ าแนกเชื้อจุลินทรีย์ท่ีสามารถสร้างทองนาโนได้ด้วยวิธีทางชีวโมเลกุลของ 16S rDNA genes 

ในการศึกษาจ าแนกเช้ือแบคทีเรียด้วยวิธีทางชีวโมเลกุล และคุณลักษณะทางสัณฐานวิทยาและ

สรรีวิทยาได้ถูกด าเนินการตามหลักการจ าแนกของเช้ือแบคทีเรีย ตามคู่มอืของ Bergey และของเทคนิค 16s 

rRNA และล าดับดเีอนเอ จากการเทียบล าดับของบางส่วนของ  16S rDNA  เทียบกบั 16S rDNA database 

ที่มี Genebank accession no. FJ755916 ด้วยการดคูวามคล้าย homology ของล าดับดีเอเอที่มีมากตั้งแต ่

90 ถึง 99% แต่อย่างไรก็ตามเนื่องด้วยช้ินส่วนน้ีได้ความยาวประมาณ 700 bp ท าให้ไม่สามารถระบุได้อย่าง

แม่นย า จึงใช้คร่าวๆของกลุ่ม genus ในที่นี้ได ้Bacilllus sp. clone ที่ 201      

 

3.3. อาหารท่ีใช้เลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ท่ีสามารถสรา้งทองนาโน  

  อาหารและวิธีการเลี้ยงเพื่อให้เช้ือแบคทีเรียเจริญเติบโตและการเตรียมอาหารได้ถูกด าเนินการตาม

วิธีการที่ใช้คัดแยกแบคทีเรีย มีรายละเอียดดังนี้  อาหารที่เตรียมเพื่อการเลี้ยงแบบ aerobic condition ที่ 

37oC ใน Luria- Broth (LB)   เป็นเวลา 2 วัน  เซลล์ที่ถูกเก็บเกี่ยวโดยการปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 13,000 rpm 

เป็นเวลา 2 นาที  แล้วล้างด้วยสารละลาย phosphate buffer  saline (pH 7.3) สองครั้ง และละลาย pellet 

ของเซลล์ ด้วยสารลละลายเดิม เจือจางจ านวนเซลล์ตามที่ต้องการด้วยการวัดค่าการดูดกลืนของแสงที่ 600 

nm ปรับความเข้มข้นของเซลล์ให้ได้ 107-108  cell/mL ตามที่ต้องการด้วยการดูการดูดกลืนของแสงด้วย 

spectrophotometer ที่ 600 nm แล้วท าการแยกด้วยการปั่นที่ความเร็ว 220 รอบต่อนาที  ในขวด 250 มล 

ที่ 37oC  การนับการเจริญเติบโตด้วยเครื่อง spectrophotometer ที่ระยะของการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโน

เมตร   ตัวเช้ือแบคทีเรียหลังจากการแยกแล้วถูกเตรียมในอาหารเลี้ยงเช้ือ LB slants และส่วนหนึ่งเก็บรักษา
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ไว้ในสารละลาย glycerol ที่ผ่านการ sterile ในอัตราส่วน 2 ใน 3  เก็บไว้ที่ตู้เย็น -70oC  แล้วถูกดึงมาเพื่อใช้

ในการศึกษาน้ี 

3.4. การสังเคราะห์ การทดสอบความสามารถในการสรา้ง และการคัดแยกทองนาโนจากจุลินทรีย์ 

ในการสังเคราะห์สารของ AuNPs ของเช้ือ Bacillus sp. E201 ด้วยการใส่เช้ือที่ความเข้มข้นช่วง 

108-109 Log Unit ในขวดที่มี LB broth  ผ่านการฆ่าเช้ือและขวดถูกบ่มที่ 37oC เป็น เวลา 24 ช่ัวโมง เขย่าที่

ความเร็ว 220 รอบต่อนาที แล้วน า broth มาผ่านการหมุนเหว่ียงที่ 10,000 rpm และสารละลายถูกใช้ในการ

สังเคราะห์อนุภาคนาโน AuNPs  โดยมีการเตรียม 3 ขวด  โดยขวดที่ 1 มีสารละลาย 50 uM และ 1  mM 

HAuCl4 . 3H2O  และขวดที่ 2 และ 3 ใส่แต่สารละลายที่แยกเซลล์แบคทีเรียออกแล้ว และ ใส่เฉพาะอาหาร

เลี้ยงเช้ือที่สารละลายทอง1  mM HAuCl4. 3H2O   . 3H2O  แล้วท าการบ่มตามระยะเวลาที่ทดสอบ เช่น 15, 

30 นาที  และ นานจนถึง 15 วัน ที่อุณหภูมิต่างๆกัน   การตรวจสอบดูการสังเคราะห์สารของ  AuNPs  โดย

การดูด้วยสายตาส าหรับการเปลี่ยนแปลงสีของกลาง  จนเปลี่ยนสีที่ชัดเจน จากสีเหลืองเป็นสีน้ าตาลและโดย

การวัดของการดูดกลืนของแสง โดย AuNPs ในสเปกตรัม UV-Vis ด้วยหลักการหยดแบบ nanodrop และการ

ใช้ cuvetter quart ที่มี 10 mm-optical-path-length ขนาดบรรจุ 2 mL  ตัวอย่างแล้วดู peak ของการ

ดูดกลืนของแสงที่อยู่ในช่วง 450-600 nm เพื่อเป็นการยืนยันการสังเคราะห์อนุภาคนาโนได้รับการยืนยัน ที่มี 

peak การดูดกลืนของแสงสูงสุดที่ 520-525 nm ทั้งยังใช้ในการตรวจสอบดูความคงตัวของทองนาโนใน

สารละลาย  Ascorbic acid  และตรวจสอบยืนยันด้วยการดูทองนาโนจากกล้องจุลทรรศน์ (Light 

Microscope) ด้วยหัว 100X 

3.5.  การพัฒนากระบวนการแยกทองนาโนออกจากสิ่งแวดล้อม 

  3.5.1 การพัฒนากระบวนการแยกทองนาโนจากน้ าทองสงัเคราะห์ 

เช้ือ Bacillus sp. E201 ที่มาจาก stock เก็บไว้ถูกน ามาเลีย้งให้ได้ระยะ log phase 24 ช่ัวโมง เขย่าที่ ใน

อาหารเลี้ยง LB broth จ านวน 5 ขวดใน Erynmeryer flask ปริมาตร 500 mL ต่อขวด แล้วน าทั้งเซลล์ใน 

broth เติมด้วย 1 mM HAuCl4. 3H2O   แล้วท าการตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลานาน 15 วัน โดยเก็บ

ตัวอย่างตามระยะเวลา 0.5, 1, 3, 5, 10, และ15 วัน ในปริมาณ 200 mL มาท าการศึกษาดูปริมาณน้ าหนัก

แห้งโดยการน ามาปั่นเหว่ียงที่ความเร็วสูง 9,000 rpm เป็นเวลา 1 ช่ัวโมงแล้วท าการ Vacuum dry ช่ัง

น้ าหนักที่ได้เทียบกบัน้ าหนกัค านวณจากความเข้มข้นตั้งต้น แล้วท าการ plot กราฟ ดูการเปลี่ยนแปลงและ % 

yield ที่ได้ 
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3.5.2 การพัฒนากระบวนการแยกทองนาโนจากน้ าเสียจากส่วนการสกัดและขัดทองในโรงงานท าทอง

น้ าเลี้ยง brothที่มีเซลล์แบคทีเรีย Bacillus sp. E201 ที่ได้จากขบวนการเลี้ยงเหมือนในหัวข้อ 2.5.1 ใน

ปริมาณ 500 mL ต่อตัวอย่างถูกเติมลงในน้ าเสียอัตราส่วน 1:1 แล้วเขย่าเบาๆให้เข้ากัน ตั้งทิ้งไว้เป็นระยะ

เวลานาน 5 วัน แล้วน าตัวอย่างมาท าการปั่นแล้วท าแห้งให้ได้น้ าหนัก เหมือนข้ันตอนที่ผ่านมาของ 2.5.1  

แล้วท าการ plot กราฟ ดูการเปลี่ยนแปลงและ % yield ที่ได้ 
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บทท่ี 4 

ผลการวิเคราะห์ข้อมูลและอภิปรายผล 
 

  ผลการศึกษาวิจัย เรื่องการพฒันาปรับปรงุการสร้างทองระดบันาโน   ด้วยการใช้จุลินทรียท์้องถ่ินใน

ประเทศไทย  เป็นวิธีการศึกษาวิจัยที่ต้องการค้นหาเช้ือจลุินทรีย์ทีม่ีศักยภาพในการสร้างทองนาโน โดยเน้น

การสร้างนอกเซลล์ ให้ได้ทองกลบัมาจากระบบน้้าทิ้งของโรงงานท้าทอง โดยทองที่ได้อยู่ในรปูของทองนาโน 

หรือสามารถ รวมตัวกันในรูปของทองขนาดใหญป่รมิาณมาก จะยิ่งท้าให้ง่ายต่อการคัดแยกออกจากน้้าทิ้ง   

โดยงานวิจัยน้ีมีขั้นตอนผลการทดลองที่สามารถแยกออกได้ดังนี้ 

4.1. ศึกษาและ คัดแยกเช้ือจุลินทรีย์ทีส่ามารถสร้างทอง จากแหลง่ธรรมชาติ 
  

4.2. พัฒนาเช้ือจลุินทรีย์สายพันธ์ุที่มีคุณสมบัติสามารถสร้างทองในระดับนาโน ให้มีศกัยภาพทนต่อสิง่แวดล้อม

ที่เป็นพิษได้ และสร้างอนุภาคทองระดับนาโนทีผ่ิวนอกเซลล ์  

4.3. จ้าแนก ชนิดของสายพันธ์ุเช้ือจลุินทรีย์ทีส่ร้างทองในระดับนาโนที่ได้คัดเลอืกมา ด้วยวิธีทางชีวเคมี และ

ด้วยหลักการของความเกี่ยวเนื่องของสารพันธุกรรมของเช้ือจุลินทรีย์ ด้วยวิธีของชีวโมเลกลุ 

4.4. พัฒนาข้ันตอนการเพิ่มผลผลิตการสร้างทองของเช้ือจลุนิทรีย์ ที่สร้างทองในระดับนาโนที่ได้ ให้มี

ประสิทธิภาพ ให้ได้จ้านวนมาก สม่้าเสมอ    ด้วยการปรับปรุงข้ันตอนการเลี้ยง การเกบ็คัดแยกอนุภาคทอง

ระดับนาโน 

4.5. พัฒนาทดลองใช้จลุินทรียท์ี่ได้ในการดึงทองกลบัจากน้้าที่เหลือทิง้จากขบวนการท้าทองในระบบ

อุตสาหกรรมการสกัดทอง ดึงทองกลบัคืน 

 

ผลการวิเคราะห์ข้อมลูและอภิปรายผลมรีายละเอียดดังตอ่ไปนี้ 

 4.1. ศึกษาและ คัดแยกเชื้อจุลินทรีย์ท่ีสามารถสร้างทอง จากแหล่งธรรมชาติ 

4.1.1 การเตรียมเช้ือที่ได้จากน้้าสกัดทองและตะกอนน้้าทิง้จากโรงงานท้าทอง 

1) คัดแยกเช้ือจุลินทรีย์และศึกษาคุณลักษณะของเช้ือที่ได ้

จากการที่ได้เริ่มท้าการแยกและคัดเช้ือจลุินทรีย์ที่ได้จากน้้าสกัดทอง และตะกอนจากน้้าทิ้งจากโรงงานท้าทอง

ที่จังหวัดฉะเทริงเซา  เปรียบเทียบกับเช้ือที่พบว่าสามารถสรา้งทองนาโนได้   มีลักษณะดังนี้ 
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ตารางที่ 4.1 ชนิดชองแบคทีเรียที่มีศักยภาพในการสร้างทองนาโน ที่คดัแยกได้จากน า้เหลอืทิง้จากกระบวนการ

สกดัทองที่โรงงาน จงัหวัดฉะเชิงเทรา 

แหล่งเช้ือ ชนิดและลักษณะของเช้ือ

แบคทีเรียจากกล้องจุลทรรศน์ 

เล้ียงเช้ือแบคทีเรีย ระยะเวลา คุณลักษณะเฉพาะของแบคทีเรีย 

 

น้้าสกัดทอง 

6-7 ชนิด กลม (++) ท่อน 

(++++) และเกลียว (+) 

ชนิดท่อน (BE1—เล้ียงโตได้   

30 วัน1) 

Gram +/ สร้างทองนาโน ได้แต่

ช้า 

 

น้้าสกัดทอง 

 

ตะกอนน้้าทิ้งจากโรงงานท้าทอง 

4-5 ชนิด กลม (+) ท่อน 

(+++++) และเกลียว (++) 

ชนิดท่อน (BW 1—เล้ียงโตได้ใน 

45 วัน2) 

ชนิดท่อน (BW 2—เล้ียงโตได้ใน 

30 วัน2) 

 

ชนิดกลม (CW1—เล้ียงโตได้ใน 

20 วัน1) 

ชนิดกลม (CW2—เล้ียงโตได้ใน 

45 วัน1) 

 

Gram +/สร้างทองนาโน ไดแ้ต่

ช้า 

 

Gram -/สร้างทองนาโน ได้แต่ช้า 

 

Gram +/สร้างทองนาโน ไดแ้ต่

ช้า 

Gram -/สร้างทองนาโน ได้แต่ช้า 

 

   1  อาหารเหลวเพื่อเลี้ยงเช้ือกลุ่ม Chemolitrotroph plus Au2+ ที่อุณหภูมิ  25oC  เขย่าที่ความเร็ว

รอบ 150 รอบต่อนาท ี

           2 อาหารเหลวเพื่อเลี้ยงเช้ือกลุ่ม Heterotroph  plus Au2+ ที่อุณหภูมิ  25oC  เขย่าที่ความเร็วรอบ 150 

รอบต่อนาท ี

4.1.2. เตรียมเช้ือจลุินทรียที่คัดแยกได้เพื่อใช้ทดสอบดูความสามารถในการสร้างทองนาโน 

จากเช้ือทัง้หมดอยู่ในระยะการเลี้ยงปริมาณมากขึ้น ( 150 mL)  เมื่อท้าการเลี้ยงเช้ือ E. coli control 

DH5α  ที่มีความสามารถสร้างทองนาโนได้  เพื่อใช้เปรียบเทียบคุณสมบัติการสร้างทองนาโน    ใน LB 

medium containing 50 µM HAuCl4 (Au3+)  ผลการเลี้ยง E. coli ที่มีสารละลายทอง และไม่มสีารละลาย

ทอง  เพื่อทดสอบการสร้างทองนาโน โดยการดสูีทีเ่กิดข้ึน  โดยให้สีมากสุด  +++     สีปานกลาง ++      พอ

มองเห็นสี +      และไม่เห็นการเปลี่ยนแปลง 0 ดังแสดงในภาพที่ 4.1 
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ภาพท่ี 4.1  การเจริญเตบิโตของเช้ือ E. coli และความสามารถในการสร้างทองนาโน โดยดรูะดับการใหส้ี

แดงของสารละลายทอง โดยมสีารละลายทองเป็นตัวเปรยีบเทียบ 

4.2. พัฒนาเชื้อจุลินทรีย์สายพันธุ์ท่ีมีคุณสมบัติสามารถสรา้งทองในระดับนาโน ให้มีศักยภาพทนต่อ

สิ่งแวดล้อมท่ีเป็นพิษได้ และสร้างอนุภาคทองระดับนาโนท่ีผิวนอกเซลล์   

จากการคัดแยกพบว่า  3 สายพันธ์ุของ คือ E2,  E154,  E201 ที่สามารถผลิต AuNPs ออกนอกเซลล์ 
(extracellular) ภายในระยะเวลาสั้นๆ พบว่ามีเพียงสายพนัธ์ุ E201 ที่สามารถทนสารละลายทองที่มีในช่วง 
pH 2.5-5.0 โดยที่สายพันธ์ุอื่นพบว่าตาย  (ภาพที ่4.2 ) โดยทั้งนี้สามารถน้าทัง้เซลล์ส่ในสารละลายทองได้เลย 
ไม่จ้าเป็นต้องมกีารแยกเอาสารละลายออกก่อน เช้ือ E201 สามารถสังเคราะห์อย่างรวดเร็วของ AuNPs และ
ทน pH ต่้าได้ดี,   แบคทีเรียนีไ้ด้ท้าการจ้าแนกด้วยวิธีทางชีวโมเลกุลของการเปรียบเทียบ 16S rDNA 
sequences และดลูักษณะทางสัณฐานวิทยาของการย้อมตดิสี และการสร้างสปอร์ว่าเป็น Bacillus sp. E201 
(ภาพที่ 4.3)      

ผลจากการศึกษาเพื่อคัดเลือกเช้ือแบคทีเรียที่มีศักยภาพในการสร้างทองและทนสภาวะกรดได้ โดยมีตัว
ทดลองควบคุมทีส่ามารถสร้างทองนาโน ได้ถูกแสดงดังต่อไปนี้ 

4.2.1 จากการคัดแยกและเลี้ยงเช้ือ bacteria culture จากน้้าสกดัทอง (ภาพที่ 4.2 ก.) และน้้าทิ้ง

จากโรงงานข้ึนทองรูปพรรณ (ภาพที่ 4.2 ข.) ให้ได้ปรมิาณทีม่ากพอ  30 mL ด้วยการเติมสารละลาย AU2+ 

และ Fe2+ ในอาหารเลี้ยงเช้ือแบบ Autotrophic Fe-Au oxidizing bacteria culture และ heterotrophic 

Fe-Au oxidizing bacteria culture  พบว่ามีการoxidation เปลี่ยนจากสารละลายใสสเีขียวเป็นตะกอนแดง 

(ภาพที่ 1 ค.)เมื่อเลี้ยงป็นเวลานาน 1 เดือน  และเมื่อท้าการ subculture ได้เช้ือที่โตไว สามารถเห็นได้จาก

กล้องจลุทรรศน์ (ภาพที่ 4.2) 
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ภาพท่ี 4.2 การคัดแยกเช้ือกลุม่แบคทเีรียมาจากน้้าเหลือทิง้จากกระบวนการสกัดทองในโรงงาน 

(ก) และน้้าสกัดทอง (ข) โดยได้เช้ือเจรญิเตบิโตได้ดี จากการเลี้ยงเช้ือจลุินทรีย์เป็นเวลานาน 1-2 

เดือน (ค) 
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ภาพท่ี 4.3 เช้ือแบคทีเรียนในกลุม่ Bacillli ที่สามารถเจริญได้ในสารละลาย Au2+ โดยมี 

กระบวนการรีดกัช่ันของ Au2+ กลายเป็น Au3+ สารละลายที่แสดงถึงการเจริญของเช้ือคือ การ

เปลี่ยนสารละลายใส สีเขียวเป็นสารละลายขุ่น สีแดง 

ในการบ่งบอกสภาวะการเกิดทองนาโนเพื่อการเปรียบเทียบ  และใช้บ่งบอกสภาวะขนาดของทองนา

โน   ได้ เลือกตัวควบคุมให้ผลบวก (positive control)  ที่มาจากการเตรียม  culture ของเ ช้ือยีสต์ 

Saccharomyces cerevisiae ที่เลี้ยงในอาหาร PDB เป็นเวลา 24 ช่ัวโมงที่ 25oC (ภาพที่ 4.4 ก.)  แล้วใช้

ทดสอบการเกิดทองนาโน ดูการเปลี่ยนแปลงจากสารละลายใสไม่มีสีของ 25 µM HAuCl4  จนได้สารละลายสี

เหลือง (ภาพที่ 4.4 ข.)    

 

 

 

 

 

 

ก.                                                                              ข. 

ภาพท่ี 4.4  ตัวอย่างเช้ือยีสต์ (ก)  Saccharomyces cerevisiae  (ข) ผลบวก (positive control) 

ของเช้ือนี้  เมื่อถูกน้ามาใช้ในเป็นตัวควบคุม  ในการก่อใหเ้กดิทองนาโนสีเหลือง (ขวา) โดยเทียบกับสารละลาย

ทองก่อนการท้าปฏิกิริยา(ซ้าย)    
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ในการเปรียบเทียบดูสภาวะในการสร้างผลึกทองจากจุลินทรยี์ (ภาพที่ 4.5 (ก))  ที่เกิดข้ึนหลังจากการ

เติมสารละลายทอง  แล้วตั้งทิง้ไว้ที่อุณหภูมิหอ้งโดยเปรียบเทียบผลที่ได้กบัตัวควบคุมให้ผลบวกของเช้ือยสีต์ S. 

cerevisiae    เช้ือเหล่าน้ีปริมาณ 50 µL ได้เติมลงใน สารละลายทอง 25 µM HAuCl4  ปริมาณ 100-200 

µL  (ภาพที่ 4.5 (1))  และเช้ือแบคทีเรีย (ภาพที่ 4.5 (B))  โดยที่ปลอ่ยใหส้ารละลายทองเกิดการรวมตัวกันเอง

ที่อุณหภูมิหอ้งหลงัจากการทดสอบนาน 2 ช่ัวโมง ก่อนการสอ่งด้วยกล้องจลุทรรศน์ (Light Microscope) 

 

 
                                                                            ก. 
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                                                                           ข. 

ภาพที่ 4.5 ภาพการเกิดกระบวนตะกอนของทองนาโน ในสภาวะของความเป็นกรดและด่าง    โดย 

(ก.) ขนาดของทองนาโนทีเ่กิดการจบัตัวกันในสภาวะต่างๆกนัภายใต้กล้องจลุทรรศน์ขนาด 100 X  โดย (1) 

เป็นสารละลายทอง  และ (B) เช้ือจุลินทรียท์ี่คัดแยกได้มา ท้าการบ่มในสารละลายทองแล้วเกิดการ

เปลี่ยนแปลงให้ขนาดและสีต่างๆกันขนาดที่ใช้    ขีดสีด้าแสดงความยาว 20 µm  (ข.) แสดงสทีี่เกิดข้ึนจาก

กระบวนการสร้างตะกอนทองจากการสภาพทีเ่ป็นกรดที่ 6, 5.5, 5, 4.5, 4, 3.5, 3, 2.5 จาก (ข.2) ถึง (ข.9)   
 

 

จากผลการทดลองจะเห็นได้ว่ามีการเปลี่ยนแปลงการสร้างผลึกทองนาโนเปลี่ยนแปลงตามการ

เปลี่ยนแปลงความเป็นกรด-ด่าง จาก pH 2.5- pH 6  พบว่ามีการเปลี่ยนสจีากแดง น้้าตาลอมม่วง   

ส้ม เหลือง  และมีการเปลี่ยนขนาดเล็กลงจากขนาดระดบั µm ไปเป็น nm  ดังแสดในตารางที่ 4.2 
 

ตารางท่ี  4.2  ผลและขนาดการเกิดผลกึทองจากกล้องจลุทรรศน์ 100 X ที่ขึ้นอยู่กบัการปรบัสภาพ

ความเป็นกรด-ด่าง 

ส ี ขนาดและลักษณะของการเกิดผลึกทอง 

ใส ไม่มีสี (negative control) น้้าค่อนข้างใส แต่อาจมีเศษทองเล็กๆปน 

ใส สีเหลืองอ่อนจางมาก เล็กมาก อาจต่้ากว่า 100 nm 

เหลืองสดข้ึน 100-200 nm 

เหลืองมาก มากกว่า 20 µm 

ส้ม ส่วนใหญ่มากกว่า  100 µm 

น้้าตาลอ่อน ส่วนใหญ่มากกว่า 200 µm 

แดงเข้ม ส่วนใหญ่มากกว่า 500 µm 

 

4.3 จ าแนก ชนิดของสายพันธุ์เชื้อจุลินทรีย์ท่ีสร้างทองในระดับนาโนท่ีได้คัดเลือกมา ด้วยวิธีทางชีวเคมี 

และด้วยหลักการของความเกี่ยวเน่ืองของสารพันธุกรรมของเชื้อจุลินทรีย์ ของชีวโมเลกุล 

 

ในการจ้าแนก ชนิดของสายพันธ์ุเช้ือจลุินทรีย์ทีส่ร้างทองในระดับนาโน พบว่าเช้ือชนิดแอโรบกิตาม

คู่มือของ Bergey และของเทคนิค 16s rRNA และล้าดับดเีอนเอ จากการเทียบล้าดับของบางส่วนของ  16S 



34  
 

rDNA พบว่ามีความคล้ายกบัของเช้ือ Bacillus thuringiensis (Bt) ที่มี Genebank Accession no. 

FJ755916 ด้วยความคล้าย homology ถึง 99% แต่อย่างไรก็ตามเนือ่งด้วยช้ินส่วนน้ีได้ความยาวประมาณ 

700 bp ท้าให้ไมส่ามารถระบุได้อย่างแม่นย้า จึงใช้ช่ือ Bacilllus sp. E201      

 

4.4. พัฒนาขั้นตอนการเพ่ิมผลผลิตการสร้างทองของเชื้อจุลินทรีย์ ท่ีสร้างทองในระดับนาโนท่ีได้ ให้มี

ประสิทธิภาพ ให้ได้จ านวนมาก สม่ าเสมอ    ด้วยการปรับปรุงขั้นตอนการเลี้ยง การเก็บคัดแยกอนุภาค

ทองระดับนาโน 

4.4.1 จากการคัดแยกทองนาโนที่ได้ จากกระบวนการผลิตด้วยจลุนิทรีย์ชนิด Bacillus sp. E201
สามารถสร้างทองนาโนสสี้มสดได้ดีในช่วย pH 5-6 แต่ทองนาที่ได้ไม่เสถียร มกีารจับตัวกันเองตกตะกอนจนได้
ทองขนาดใหญส่เีหลืองทองหลงัจาการตั้งทิ้งไว้นาน 7 วัน  Lactobacillus sp. และ Bacillus sp. E201 
สามารถสร้างทองนาโนได้ดีสูงสุด เมือ่ใช้ปริมาณเซลล์และน้า้เลี่ยงเซลล์ที่ได้มาท้าการทดสอบการสร้างทองนา
โนจากสารละลายทอง 1 mM  HAuCl4  (ดังแสดงในภาพที ่4.6) 

(1) จากการดกูารดูดกลืนของแสงในช่วง 450-590 พบว่าทองนาโนจะมีค่าการดูดกลืนแสงมาก
ที่สุดในช่วง 510-520 nm  
 

 

 

 

 

 

ภาพที่  4.6 ความสามารถในการสร้างทองนาโนจากเช้ือจุลนิทรีย์ที่ได้คัดแยกจากจากน้้าสกัดทองด้วยวิธี 

spectrophotometry การทดสอบประสิทธิภาพด้านความเข้มข้นและขนาดในช่วงนาโนของทองนาโนที่มสีี

ในช่วงสีส้มออ่นจนถึงเหลืองเข้ม ด้วยการดูการดูดกลืนแสงในช่วงความยาวคลื่น 450 ถึง 590 นาโนเมตร 
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(2) จาการทดสอบดูความสามารถการคงตัวของทองนาโนหลังจากการตั้งทิ้งไว้นาน 7 วัน 
ด้วยการใส่สารรีดิวซเ์พื่อให้คงตัวคือ Ascorbic acid ที่ความเข้มข้น 3X10-4 M พบว่า Ascorbic acid 
อย่างน้อย 2.5 ml ที่ความเข้มข้น 3X10-4 M ต่อปริมาณทองนาโน 5 ml ที่ความเข้มข้น 1 mM 
สามารถช่วยรักษาสภาพของทองนาโนได้นานอย่างน้อย15 วัน (ภาพที่ 4.7) 

 

ภาพท่ี 4.7 ความสามารถในการคงตัวของทองนาโนที่ผ่านการเกบ็ไว้นาน 15 วันที่อุณหภูมิห้อง  ด้วยการใส ่

ascorbic acid ที่ความเข้มข้น 3X10-4 M ในปริมาณ 1, 1.5, 2, 2.5 ml  ต่อทองนาโน 1mM ที่สร้างจากเช้ือ 

Bacillus sp. E201 ปริมาณ 5 ml 

4.5. พัฒนาทดลองใช้จุลินทรีย์ท่ีได้ในการดึงทองกลับจากน้ าท่ีเหลือท้ิงจากขบวนการท าทองในระบบ

อุตสาหกรรมการสกัดทอง ดึงทองกลับคืน 

4.5.1 จากการทดลองน้าเช้ือแบคทเีรีย Bacillus sp. E201 ไปท้าการเลี้ยงเพิม่จ้านวนจนไดเ้ซลล์ใน

ระยะ log phase แล้วปั่นแยก ละลายเซลล์ใน phosphate buffer pH 7.2 แล้วท้าการเตมิลงในสารละลาย

ทองทีp่H 2.5-3.5 พบว่าเซลลส์ามารถมีชีวิตรอดได้  พร้อมทั้งมีการสร้างทองก้อนทีส่ามารถมองเห็นได้ชัดเจน 

และเมือ่ท้าการแยกทองออกมา ท้าให้แหง้ พบว่าเมื่อท้าการแช่เช้ือนี้ในสารละลายทองนานมากขึ้นจาก 30 

นาทีจนถึง 3 วัน พบว่า การสร้างทองที่อุณหภูมหิ้องจะเกิดได้เร็วในช่วงวันแรก และเริ่มช้าลงจนถึงวันที่ 3 ดัง

แสดงในภาพที ่4.8  โดยได้% yield สูงสุดที่ 75.3 เป็นปริมาณ  0.5115 กรัม  จากสารละลายที่มทีองอยู่ต้ัง

ต้น 0.0679 กรัม 
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ภาพท่ี 4.8 การสร้างทองของเช้ือ Bacillus sp.  E201 จากน้้าทองสงัเคราะห์ 1 mM HAuCl4 ในระยะเวลา

นาน 3 วัน ที่อุณหภูมิห้อง  

 

4.5.2  เมื่อท้าการน้าเช้ือ Bacillus sp. E201 มาท้าการแยกทองที่อยู่ในน้้าเสียที่มาจากโรงงานสกัด

และขัดทอง ปริมาณ 20 L ที่ pH 2.3 โดยเอาเช้ือนี้ในระยะ log phase ในน้้าเสีย    โดยท้าการแช่เป็น

เวลานาน 15 วัน ดังแสดงผลในตารางที่ 4.3 พบว่าสามารถได้ทองปริมาณมากขึ้น โดยมีอัตราการสร้างทองได้

เร็วในช่วง 2-3 วันแรก และคงที่ ได้มากสุดที่ 0.0411 กรมั (ภาพที่ 4.9) 

 

ตารางที่ 4.3    การสร้างทองโลหะจากกระบวนการสร้างทองนาโนของเช้ือ Bacillus sp. E201 ในน้้าเสียจาก

กระบวนการสกัดทองและตะกอนน้้าทิง้ จ้านวน 10 L pH 2.3   โดยน้าเซลลเ์ปียก ทีม่ีความเข้มข้น 3.7 X109 

cells/mL บ่มที่อุณหภูมหิ้อง เป็นเวลานาน 3 วัน 

days weight (g) 

1 0.022 

2 0.028 

3 0.03 
 

4.6 การคัดแยกทองท่ีได้จากการสังเคราะห์ทองนาโน ด้วย Bacillus sp. E201จากน้ าเสียท่ีมีสารละลาย

ทอง  

จากการศึกษาเพื่อการคัดแยกทองจากน้้าทิ้งที่มีทองละลายออกด้วยการใช้วิธีทางชีวภาพของการใช้แบคทีเรียที่

สามารถสร้างทองนาโนนอกเซลล์ โดยในขบวนการศึกษาคุณภาพของทองที่ได้พบว่า ไม่จ้าเป็นต้องเตมิสาร 

Acorbic acid เพื่อช่วยรักษาสภาพการเป็นทองนาโน เพราะในการเกิดทอง nucleation ที่จะเกิดขนาดใหญ่
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ข้ึนตามระยะเวลาที่แช่อยู่ จะยิ่งช่วยให้ได้ทองทีม่ีขนาดใหญข้ึ่น โดยสังเกตจากทองที่ได้จะมีการเปลี่ยนแปลงสี

จากสสี้ม แดงที่ไดเ้ป็นสีทองเหลือง มีขนาดตะกอนใหญ่จนสามารถใช้วิธีการปั่นแยกได้ที่ความเร็ว 8,000 rpm 

เป็นเวลานาน 30 นาที   ดังนั้นจึงเห็นได้ว่าทองที่ได้มสีารอื่นๆปน ในการรวมตัวกันเองเป็นก้อน และสามารถ

น้าไปท้าการท้าให้บริสทุธ์ิต่อไป  

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.9 ความสามารถในการคัดแยกทองจากน้้าเสียจากโรงงานสกัดและขัดทอง ของเช้ือ Bacillus sp. 

E201 ในระยะเวลานาน 15 วัน 
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บทที่ 5 

สรุปการทดลองและขอ้เสนอแนะ 

จากผลการทดลองในการศึกษาเรื่องการพฒันาปรับปรงุการสร้างทองระดบันาโนด้วยการใช้จลุินทรีย์

ท้องถ่ินในประเทศ   ทีมผู้วิจัยสามารถสรปุผลการทดลองไดโ้ดนมีรายละเอียดดงันี้ 

5.1 การคัดแยกเช้ือจลุินทรีย์จากน้้าเสียเหลือทิง้จากโรงงานท้าทอง 

5.2 การพัฒนากระบวนการผลิตทองนาโนให้มีประสิทธิภาพ 

5.3 การพัฒนากระบวนการผลิตทองนาโนจากน้้าทิง้ของโรงงานท้าทอง 

5.4 ความเป็นไปได้ในการพัฒนากระบวนการผลิตทองนาโนด้วยชีววิธีของเช้ือ Bacillus sp. E201 ในการ

ประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมการดงึทองกลับจากสิง่แวดล้อม 

5.5 ข้อเสนอแนะในการพัฒนากระบวนการผลิตทองนาโนด้วยชีววิธีของเช้ือ Bacillus sp. E201 

5.1 การคัดแยกเชื้อจุลินทรีย์จากน้้าเสยีเหลือท้ิงจากโรงงานท้าทอง 

จากกระบวนการคัดแยกเช้ือแบคทีเรีย Bacillus sp. E201 ที่ได้จากน้้าทิ้งจากกระบวนการขัดทองให้

เช้ือแบคทีเรียหลายชนิด แต่มีเพียง 1 สายพันธ์ุคือ Bacillus sp. E201 ที่มีความคล้ายคลึงทางพันธุกรรมของ 

16S rDNA ของเช้ือแบคทีเรีย Bacillus thuringiensis (Bt) ที่มี Genebank Accession no. FJ755916 ด้วย

ความคล้าย homology ถึง 99% ที่เหมาะสมในการพัฒนาน้าไปใช้ในการคัดแยกทองออกจากน้้าทิ้งที่มีความ

เป็นกรดสูง ทั้งนี้เพื่อเป็นการง่ายในการน้าไปใช้จริง ที่ไม่ต้องการแยกเซลล์ออกจากน้้าเลี้ยง broth ก่อนการ

เติมลงในน้้าทิ้ง  

5.2 การพัฒนากระบวนการผลิตทองนาโนให้มีประสิทธิภาพ 

น้้าเลี้ยง เ ช้ือแบคทีเรีย  Bacillus sp. E201 ที่ ถูกเตรียมใน 50 mM phosphate buffer pH 7.2 

สามารถช่วยให้เกิดการสังเคราะห์ทองนาโน ที่เกิดการเกาะรวมตัวเป็นผลึกที่สามารถปั่นแยก ช่ังน้้าหนักได้ % 

yield สูงสุดที่ 75.3 เป็นปริมาณ 0.5115 กรัม  แต่ทั้งนี้น้้าหนักที่ได้อาจมีรวมทั้งส่วนน้้าหนักที่มาจากผลึกการ

รวมตัวกับ สารอาหารและเศษเซลล์ด้วยเพราะผลึกที่ได้มีสีเหลืองปนขุ่นขาว ไม่บริสุทธ์ิเท่าที่ควรเป็น   

5.3 การพัฒนากระบวนการผลิตทองนาโนจากน้้าท้ิงของโรงงานท้าทอง 

ในกระบวนการสร้างทองนาโนของเช้ือBacillus sp. E201 ในน้้าเสีย (waste water) มาจากกระบวนการสกัด

ทองและตะกอนน้้าทิ้ง ที่มีสภาวะเป็นกรดสูง ของpH 2. น้้าเลี้ยงเช้ือที่มีเซลล์แบคทีเรียด้วย สามารถช่วย

สังเคราะห์ทองนาโนและเกิดการรวมตัวกันเป็นก้อนผลึกใหญ่ที่สามารถมองได้ด้วยตาเปล่าและเห็นได้ชัดจาก
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กล้องจุลทรรศน์ ภายใน 3 วัน โดยสามารถได้น้้าหนักมากที่สุด 0.0411 กรัมต่อปริมาณน้้าทิ้งที่มาจาก

กระบวนการขัดทอง 10 L 

5.4 ความเป็นไปได้ในการพัฒนากระบวนการผลิตทองนาโนด้วยชีววิธีของเชื้อ Bacillus sp. E201 ใน

การประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมการดึงทองกลับจากสิ่งแวดล้อม 

การพัฒนากระบวนการผลิตทองด้วยวิธีชีวภาพของการใช้เช้ือแบคทีเรียที่มีศักยภาพในการสร้างทอง

นาโนนอกเซลล์ ด้วยอาศัยการสร้างเอนไซม์รีดักช่ันของเช้ือออกมานอกเซลล์ (Extracellular enzyme)  เช้ือนี้

ยังมีคุณสมบัติที่ทนในสิ่งแวดล้อมได้ดี   สามารถสร้างสปอร์และทนความเป็นกรดได้สูง เหมาะในการน้าไป

ประยุกต์ใช้ในระบบอุตสาหกรรมเพื่อการคัดแยกทองออกจากน้้าสารละลายทองที่ปนเปื้อนหรือมีสารพิษอื่นๆ

ด้วย โดยที่การสะสมของทองนาโนที่ได้จะมีการเพิ่มมากขึ้น แต่อาจรวมทั้งโลหะอื่นๆ ที่เข้ามารวมตัวเกิดเป็น 

alloys หรือ โลหะปนเปื้อนในก้อนทอง แต่อย่างไรก็ตามกสามารถตกตะกอน กรอง คัดแยกเพื่อให้บริสุทธ์ิ

ต่อไปได้ง่าย ไม่ต้องใช้สารเคมี ที่ก่อพิษต่อสิ่งแวดล้อม  

5.5 ข้อเสนอแนะในการพัฒนากระบวนการผลิตทองนาโนด้วยชีววิธีของเชื้อ Bacillus sp. E201 

ในการพัฒนาการน้าเช้ือ Bacillus sp. E201 เพื่อมาใช้ในการคัดแยกทองออกจากสิ่งแวดล้อมที่เป็น

พิษของโลหะหนัก และความเป็นกรดสูง จ้าเป็นต้องมีการทดสอบข้ันต่อไป เช่น การทดสอบความเป็นพิษและ

โทษของเช้ือแบคทีเรีย Bacillus sp. E201 นี้  และจ้าเป็นต้องท้าการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสม ในการเพิ่ม

ผลผลิตการสังเคราะห์ทองนาโนในสภาวะที่น้าไปใช้จริง เพื่อการให้เช้ือนี้ท้างานได้อย่างต่อเนื่อง (Continuous 

culturing and gold nano particle synthesis) เพื่อลดต้นทุนในการเตรียมคัดแยกเช้ือ และการแยกทองนา

โนออกจากสิ่งแวดล้อม 
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ภาคผนวก ก. 

การสกดั DNA จากเชือ้ Bacillus sp. E201 เพื่อใช้ในการท า PCR amplification แล้วท าการเปรียบเทียบ

ศกึษาด ู16S rDNA sequence กบั GENBANK Database  

DNA Extraction Procedure (Cited from manufacturer’s manual) 

1) In the biosafety cabinet, pipette 1 ml of bacterial culture into a 1.5 ml micro centrifuge tube, 

and centrifuge for 5 min at 5000 x g (7500 rpm). 

2) Remove 910 µL supernatant, then add Buffer ATL 90 µL(supplied in the QIAamp DNA 

Mini Kit), to a total volume of 180 μL. 

3) Add 20 μL Proteinase K, mix by shaking, and take it out from biosafety cabinet. Incubate 

and shake in hybridization oven at 56°C until the tissue is completely lyses. Vortex 

occasionally during incubation to disperse the sample. 

4) Briefly centrifuge the 1.5 ml microcentrifuge tube for 1 min to remove drops from the 

inside of the lid. Add 200 μL Buffer AL to the sample, mix by pulse-vortexing for 15 s, and 

incubate in hybridization oven at 70°C for 10 min. 

5) Briefly centrifuge the 1.5 ml microcentrifuge tube for 1 min to remove drops from inside 

the lid. Add 200 μL ethanol (96–100%) to the sample, and mix by pulse-vortexing for 15 s. 

6) After mixing, briefly centrifuge the 1.5 ml microcentrifuge tube to remove drops from 

inside the lid. Carefully apply the mixture (including the precipitate) to the QIAamp Spin 

Column (in a 2 ml collection tube) without wetting the rim. Close the cap, and centrifuge 

at 6000 x g (8000 rpm) for 1 min. 

7) Place the QIAamp Spin Column in a clean 2 ml collection tube (provided), and discard the 

tube containing the filtrate. 

8) Carefully open the QIAamp Spin Column and add 500 μL Buffer AW1 without wetting 

the rim. Close the cap, and centrifuge at 6000 x g (8000 rpm) for 1 min. 

9) Place the QIAamp Spin Column in a clean 2 ml collection tube (provided), and discard the 
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collection tube containing the filtrate. 

10) Carefully open the QIAamp Spin Column and add 500 μL Buffer AW2 without wetting 

the rim. Close the cap and centrifuge at full speed (20,000 x g; 14,000 rpm) for 3 min. 

11) Place the QIAamp Spin Column in a new 2 ml collection tube (not provided) and discard 

the collection tube containing the filtrate. Centrifuge at 20,000 x g (14,000 rpm) for 1 min. 

12) Place the QIAamp Spin Column in a clean 1.5 ml microcentrifuge tube (not provided), and 

discard the collection tube containing the filtrate. 
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ภาคผนวก ข 

การเตรียม 16S rDNA เพื่อการศึกษาเปรียบเทียบล าดบัดีเอนเอที่ได้ 

PCR Amplification (Cited from manufacturer’s manual) 
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ภาคผนวก ค 

ตารางที 1 การเตรียมสารละลาย buffer เพ่ือใช้เตรียมสารละลายทองท่ีใช้ในการศึกษา 
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