
บทท่ี 3 

วิธีด าเนินการทดลอง 

 

3.1 แหล่งที่มาของตัวอย่างฟ้าทะลายโจร  
 ส่วนเหนือดินฟ้าทะลายโจรตากแห้งเก็บขณะออกดอก ณ ต าบลดงข้ีเหล็ก อ าเภอเมือง จังหวัด
ปราจีนบุร ี
 

3.2 สัตว์ที่ใช้ในการทดสอบ 
 1.   ยุงร าคาญ (Culex sp.) 
 2.   ยุงลายเสือ (Mansonia sp.) 
 

3.3 เครื่องมือและอปุกรณ์  
1.   UV–Vis spectrophotometer รุ่น GENESYS 10 Series 
2.    กล้องจลุทรรศนอ์ิเล็กตรอนแบบสอ่งกราด (Scanning Electron Microscop, SEM) 
3.    กล้องจลุทรรศนอ์ิเล็กตรอนแบบสอ่งผ่าน (Transmission Electron Microscop, TEM) 
4.    เครื่องช่ังทศนิยม 4 ต าแหน่ง sartorious รุ่น CPA3245 
5.    เครื่องช่ังทศนิยม 2 ต าแหน่ง sartorious รุ่น CP32025 
6.    บีกเกอร์ (Beaker) 
7.    ขวดวัดปริมาตร (Volumetric flask) 
8.    ปิเปต (Pipette) 
9.    แท่งแก้วคนสาร (Stirring Rod) 
10.   กระบอกตวง (Cylinder) 
11.   แก้วใส (Clear glass) 
12.   กรวยกรองบุชเนอร์ (buchner funnel) 
13.   เตาให้ความร้อน (Hot plate) 
14.   เทอรโ์มมเิตอร ์(Thermometer) 
15.   ลูกยางปิเปต (Piipet Bulb) 
16.   กระดาษกรอง เบอร์ 1 (Filter paper No.1) 
17.   ช้อนตักสารพลาสติก เบอร์ 1 (spatula No.1) 
18.   หลอดหยดพลาสติก (plastic dropper) 
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3.4 สารเคมี 
1.   Silver nitrate (AgNO3) (AR grade) Quality Reagent Chemical Product 

 2.   Hydrochloric acid (HCl) (AR grade) Ajex Finechem Pty Ltd. 
 3.   Nitric acid (HNO3) (AR grade) Ajex Finechem Pty Ltd. 
 4.   Ammonium Hydroxide (NH4OH) (COM grade) Asia Pacific Chemical Ltd. 
 

3.5 วิธีการทดลอง 
 3.5.1   การเตรียมสารสกัดฟ้าทะลายโจร 
       น าใบของฟ้าทะลายโจรแห้งช่ังน้ าหนักด้วยเครื่องช่ัง 2 ต าแหน่ง 10.00 กรัม ใส่ในบีกเกอร์ 
จากนั้นเติมน้ ากลั่นปริมาตร 100 มิลลิลิตร น าไปต้มที่อุณหภูมิ 100  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 
จากนั้นตั้งทิ้งไว้ในเย็นที่อุณหภูมิห้อง ท าการกรองด้วยชุดกรองลดความดัน จะได้สารสกัดฟ้าทะลายโจร 
ความเข้มข้น 10,000 มิลลิกรัมต่อลิตร จากนั้นน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง ยูวี วิสิเบิล 
สเปกโทรโฟโทมิเตอร์ ที่ความยาวคลื่น 300-600 นาโนเมตร  น าไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 1 สัปดาห์  และทดสอบฤทธ์ิฆ่าลูกน้ ายุง 

3.5.2   การเตรียมสารซิลเวอร์ไนเตรต (Silver nitrate : AgNO3) ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ 
      ช่ังสารซิลเวอร์ไนเตรต ด้วยเครื่องช่ัง 4 ต าแหน่ง 0.0169 กรัม แล้วใส่ในบีกเกอร์ ละลาย

ด้วยน้ ากลั่น แล้วถ่ายใส่ขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มิลลิโมลาร์ ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่น 100 มิลลิลิตร 
จะได้สารละลายซิลเวอร์ไนเตรต (Silver nitrate : AgNO3) ความเข้มข้น 1 มิลลิลิตร 
          3.5.3   การเตรียมอนุภาคนาโนซิลเวอร์จากสารสกัดฟ้าทะลายโจร 
       น าสารสกัดฟ้าทะลายโจรปริมาตร 12 มิลลิลิตร ต่อ สารละลายซิลเวอร์ไนเตรต ความ
เข้มข้น  1 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 88 มิลลิลิตร จากนั้นผสมให้เป็นสารละลายเนื้อเดียวกัน ตั้งทิ้งไว้ที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1.30 ช่ัวโมง สารละลายจะเปลี่ยนจากสีเหลืองใสเป็นสีเหลืองแกมน้ าตาล 
จากนั้นน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง  ยูวี วิสิเบิล สเปกโทรโฟโทมิเตอร์  ที่ความยาวคลื่น     
300-600 นาโนเมตร  น าไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 สัปดาห์ เพื่อส่งไปพิสูจน์
เอกลักษณ์ และทดสอบฤทธ์ิฆ่าลูกน้ ายุง 
 3.5.4   การทดสอบหาซิลเวอร์ไอออน (Ag+) 
       น าสารละลายอนุภาคนาโนซิลเวอร์ที่เตรียมจากข้อ 3.5.3 จ านวน 10 หยด จากนั้นหยด
สารละลาย HCl เข้มข้น  6 โมลาร์ จ านวน 1 หยด ท าการเขย่า ถ้าไม่เกิดตะกอนให้หยดสารละลาย  
NH4OH เข้มข้น 6 โมลาร์ ท าการเขย่าและตั้งทิ้งไว้ ถ้าไม่เกิดตะกอนให้หยดสารละลาย HNO3 เข้มข้น  
6 โมลาร์ จนเป็นกรด โดยกระดาษลิสมัตจะเปลี่ยนจากสีน้ าเงินเป็นสีแดง หากไม่เกิดตะกอนสีขาว 
แสดงว่า ไม่มี Ag+ อยู่ในสารละลายอนุภาคนาโนซิลเวอร์ที่เตรียมข้ึน 
 3.5.5   การเพาะเลี้ยงลูกน้ ายุง 
       น ากะละมังขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 50–75 เซนติเมตร ใส่น้ าประมาณครึ่งกะละมัง จากนั้น
ใช้ใบไม้แห้ง หญ้าแห้ง กิ่งไม้ ใส่ลงไปหมักเพื่อให้เกิดกลิ่นเหม็นล่อให้ยุงมาวางไข่ หมักไว้ 1 สัปดาห์ 
เนื่องจากยุงร าคาญ และยุงเสือจะวางไข่ในน้ าที่มีกลิ่นเหม็น สังเกตที่ผิวน้ าบริเวณหญ้า หรือใบไม้ 
ส าหรับยุงร าคาญจะเห็นไข่ยุงเป็นแพสีด ารูปวงรีขนาดเล็ก มีความกว้างประมาณ 1 มิลลิลิตร           



11 
 

ยาวประมาณ 3–5 มิลลิลิตร และส าหรับยุงเสือจะเห็นไข่เป็นแพสีด ารูปวงกลมขนาดเล็ก จะต้องเก็บไข่
ยุงตอนเช้าจะได้ไข่ยุงที่มีความสมบูรณ์ คือยุงที่เริ่มวางไข่ตอนใกล้รุ้ง ถ้าเกินเที่ยงไปจะได้ไข่เปล่า 
เนื่องจากยุงฟักตัวออกจากไข่แล้ว น าไข่ยุงใส่ขวดแก้วและใส่น้ าที่มีการพักไว้เป็นเวลา 1 คืนแล้ว จากนั้น
ใช้ผ้าขาวบางปิดปากขวดไว้ ใช้เวลาในการฟัก 1-2 วัน ดูดลูกน้ ายุงใส่ในกะละมังพร้อมใส่น้ าที่มีการพัก
ไว้เป็นเวลา 1 คืนแล้ว จากนั้นใส่อาหารหมูบด ใช้เวลา 4-5 วัน จะได้ลูกน้ ายุงระยะที่ 3 เหมาะสมกับ
การทดสอบฤทธ์ิฆ่าลูกน้ ายุง 
 3.5.6   การเตรียมสารละลายอนุภาคนาโนซิลเวอร์ และสารสกัดฟ้าทะลายโจรที่ความเข้มข้น
2500 มิลลิกรัมต่อลิตร (Stock solution) 
       1. ปิเปตสารละลายอนุภาคนาโนซิลเวอร์ที่เตรียมจากสารสกัดฟ้าทะลายโจร ปริมาตร  
0.25 มิลลิลิตร ใส่ขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร ใช้น้ ากลั่นปรับปริมาตร จะได้สารละลายที่มี
ความเข้มข้น 2500 มิลลิกรัมต่อลิตร        
       2. ปิเปตสารสกดัฟ้าทะลายโจรเข้มข้น 10,000 มิลลิกรัมต่อลิตร ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ใส่
ขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร ใช้น้ ากลั่นปรับปริมาตร จะได้สารละลายที่มีความเข้มข้น 2500 
มิลลิกรัมต่อลิตร 
  3.5.7   การทดสอบฤทธ์ิฆ่าลูกน้ ายุง 
       1. การทดสอบฤทธ์ิฆ่าลูกน้ ายุงด้วยชุดควบคุม โดยใช้หลอดหยดพลาสติก ดูดลูกน้ ายุงใส่ 
ในกระบอกตวงปริมาตร 100 มิลลิลิตร จากนั้นใส่ลงในแก้วใสจ านวน 4 ใบ ใบละ 25 ตัว จากนั้นปรับ
ปริมาตรด้วยน้ ากลั่นให้ปริมาตรรวมสุดท้ายในแก้วแต่ละใบเท่ากับ 250 มิลลิลิตร โดยท าการ ทดการ
ทดสอบฤทธ์ิฆ่าลูกน้ ายุงด้วยชุดควบคุมทุกความเข้มข้น 
       2. การทดสอบฤทธ์ิฆ่าลูกน้ ายุงด้วยสารสกัดฟ้าทะลายโจรความเข้มข้น 2500 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร  โดยใช้หลอดหยดพลาสติก ดูดลูกน้ ายุงใส่ในกระบอกตวงปริมาตร 100 มิลลิลิตร จากนั้นใส่ลงใน
แก้วใสจ านวน  4 ใบ ใบละ 25 ตัว จากนั้นปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นตามความเข้มข้น ดังต่อไปนี้ คือ 
200, 100, 50, 25 และ 12.5 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยก าหนดให้ปริมาตรรวมสุดท้ายในแก้วแต่ละใบ
เท่ากับ 250 มิลลิลิตร ซึ่งการทดสอบมีดังนี้ เมื่อทดสอบที่ความเข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยให้
ปริมาตรเริ่มต้นของน้ ากลั่นต่อลูกน้ ายุง คือ 230 มิลลิลิตร จากนั้นปิเปตสารสะลายปริมาตร 20 
มิลลิลิตร ใส่ลงในแก้วใสจ านวน 4 ใบ และการทดสอบฤทธ์ิฆ่าลูกน้ ายุงสารสกัดฟ้าทะลายโจรความ
เข้มข้น 100, 50, 25 และ 12.5 มิลลิกรัมต่อลิตร แสดงดังตารางที่ 3.1 จากนั้นท าการทดลองซ้ าความ
เข้มข้นละ 2 ครั้ง   
ตารางท่ี 3.1 อัตราส่วนของสารสกัดฟ้าทะลายโจรในการทดสอบฤทธ์ิฆ่าลูกน้ ายุง 
 

ความเข้มข้น  
(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ปริมาตรน้ ากลั่นต่อ 
ลูกน้ ายุง (มิลลิลิตร) 

ปริมาตรของสารสกัด    
ฟ้าทะลายโจร (มิลลลิิตร) 

ปริมาตรรวมสุดท้าย 
(มิลลิลิตร) 

100 240.0 10.00 250 
50 245.0 5.00 250 
25 247.5 2.50 250 

12.5 248.5 1.25 250 
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       3. การทดสอบฤทธ์ิฆ่าลูกน้ ายุงด้วยอนุภาคนาโนซิลเวอร์ที่เตรียมจากสารสกัดฟ้าทะลายโจร
ความเข้มข้น 2500 มิลลิกรัมต่อลติร โดยใช้หลอดหยดพลาสติก ดูดลูกน้ ายุงใส่ในกระบอกตวงปริมาตร 100 
มิลลิลิตร จากนั้นใส่ลงในแก้วใสจ านวน 4 ใบ ใบละ 25 ตัว จากนั้นปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นตามความ
เข้มข้น ดังต่อไปนี้ คือ 200, 100, 50, 25 และ 12.5 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยก าหนดให้ปริมาตรรวมสุดท้ายใน
แก้วแต่ละใบเท่ากับ 250 มิลลิลิตร ซึ่งการทดสอบมีดังนี้ เมื่อทดสอบที่ความเข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตร 
โดยให้ปริมาตรเริ่มต้นของน้ ากลั่นต่อลูกน้ ายุง คือ 230 มิลลิลิตร จากนั้นปิเปตสารละลายปริมาตร 20 
มิลลิลิตร ใส่ลงในแก้วใสจ านวน 4 ใบ และการทดสอบฤทธ์ิฆ่าลูกน้ ายุงของอนุภาคนาโนซิลเวอร์ที่เตรียมจาก
สารสกัดฟ้าทะลายโจร ความเข้มข้น 100, 50, 25 และ 12.5 มิลลิกรัมต่อลิตร แสดงดังตารางที่ 3.2 จากนั้น
ท าการทดลองซ้ าอีกความเข้มข้นละ 2 ครั้ง  
ตารางท่ี 3.2 อัตราส่วนของสารสารละลายอนุภาคนาโนซิลเวอร์ในการทดสอบฤทธ์ิฆ่าลูกน้ ายุง 
 

ความเข้มข้น 
(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ปริมาตรน้ ากลั่นต่อ 
ลูกน้ ายุง (มิลลิลิตร) 

ปริมาตรของสารสารละลาย
อนุภาคนาโนซิลเวอร์ (มลิลลิิตร) 

ปริมาตรรวมสุดท้าย 
(มิลลิลิตร) 

100 240.0 10.00 250 
50 245.0 5.00 250 
25 247.5 2.50 250 

12.5 248.5 1.25 250 
  
  
 
 
 


