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บทที ่3 

วธีิการด าเนินการทดลอง 

3.1 สารเคมีและอุปกรณ์ 

 3.1.1 สารเคมี 

 1. ซิลเวอร์ไนเตรต (Silver nitrate, AgNO3) – บริษทั Merck, ผลิตจากประเทศอเมริกา 

 2. กรดอะซิติก (Acetic acid, CH3COOH) - บริษทั J.T.Baker, ผลิตจากประเทศจีน 

 3. โซเดียมอะซิเตรต (Sodium acetate, CH3COONa·3H2O) - บริษทั Carlo ERBA, ผลิตจาก

 ประเทศฝร่ังเศส 

 4. พอลิเมทาคริลิคแอซิด โซเดียมซอลล ์โซลูชัน่ (Poly(methacrylic acid)sodium salt 

 solution, PMA, (C4H6O2)n, 40%wt in water, d=1.251 g/ml) - บริษทั Sigma- Aldrich, ผลิต

 จากประเทศอเมริกา 

 5. พอลิอะคริลิค (Poly(acrylic acid), PAA, (C3H4O2)n) - บริษทั Sigma-Aldrich, ผลิตจาก

 ประเทศอเมริกา 

 6. พอลิ4-สไตรีน ซลัโฟนิค แอซิด โคมาเลอิก แอซิด โซเดียมซอลล ์(Poly(4-styrene 

 sulfonic acid - co -maleic acid) sodium salt, CoPSS, C12H10Na2O7S) - บริษทั Sigma-

 Aldrich, ผลิตจากประเทศอเมริกา 

 7. โซเดียมซิเตรตไตรเบซิคไดไฮเดรต (Sodium citrate tribasic dyhydrate, citrate,

 C6H5Na3O7·2H2O) - บริษทั Sigma-Aldrich, ผลิตจากประเทศเบลเยีย่ม 

 8. พอลิ4-สไตรีนซนัโฟนิกแอซิด (Poly (4-styrene sulfonic acid) sodium salt, PSS, 

 [CH2CH(C6H4SO3Na)]n) - บริษทั Sigma-Aldrich, ผลิตจากประเทศอเมริกา 
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 9. พอลิไดอลัลิวไดเมทิลแอมโมเนียมคลอไรด ์(Poly (diallyldimethyl ammonium 

 chloride), PDAD, C8H16ClN, 20 wt% in H2O, d=1.08 g/ml) - บริษทั Sigma-Aldrich, ผลิต

 จากประเทศอเมริกา 

 10. โซเดียมคลอไรด์ (Sodiumchloride, NaCl) - บริษทั Lobachemie, ผลิตจากประเทศ

 อินเดีย 

 11. โซเดียมโบโรไฮไดรด ์(Sodium borohydride, NaBH4) - บริษทั Fisher Scientific, ผลิต

 จากประเทศอเมริกา 

 12. สารละลายบฟัเฟอร์ 4 และ 7 ท่ีมาพร้อมกบั pH meter เพื่อใชใ้นการสอบเทียบ 

 13. กรดออกซาลิก (Oxalic acid Sodium salt Natriumoxalat, Oxalic, C2NaO4) - บริษทั 

 Fluka, ผลิตจากประเทศเยอรมนันี 

 14. แอมโมเนียมไฮดรอกไซด ์(Ammonium hydroxide, NH4OH) - บริษทั Sigma-Aldrich, 

 ผลิตจากประเทศอเมริกา 

 15. น ้ากลัน่ปราศจากไอออน (น ้ากลัน่) 

3.1.2 วสัดุและอุปกรณ์ 

 1. บีกเกอร์  

 2. ขวดวดัปริมาตร 

 3. กระบอกน ้ากลัน่ 

 4. ชอ้นตกัสาร 

 5. หลอดหยด   

 6.  แท่งแกว้คนสาร 

 7. ไส้กรองเคร่ืองปรับอากาศ (ไส้กรอง) 

 8. แท่งแม่เหล็กกวนสาร 
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 9. ไมโครปิเปตรุ่น SL-5000XLS และSL-1000XLS - บริษทั Rainin   

3.1.3 เคร่ืองมือ 

  1. เคร่ืองชัง่ 4 ต าแหน่ง - บริษทั AND รุ่น GR-200  

 2. Home-made Ultraviolet Lamp Box (UV-C Lamp Box) - บริษทั PHILIPS รุ่น TUV 

 16W/G16 T5  

 3. เคร่ืองกวนสาร และแท่งแม่เหล็ก (Stirrer and Magnetic Bar) - บริษทั IKA   

 รุ่น C-MAG HS7 

 4. เคร่ืองวดัค่าพีเอช (pH - Meter) - บริษทั Metrohm รุ่น 827 pH lab  

 5. เคร่ืองวดัการดูดกลืนแสง (Ultra violet -Visible Spectrophotometer) - บริษทั Thermo 

 SCIENTIFIC รุ่น GENESYS 10S UV-VIS  

 6. กลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผา่น (Transmission Electron Microscope : TEM) - 

 บริษทั JEOL รุ่น JEM-2100  

  7. กลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning Electron microscope :  

 SEM) - บริษทั JEOL รุ่น JSM-6400  

  8. เคร่ืองวดัศกัยไ์ฟฟ้าซีตา้ (Zetasizer Nano ZS) - บริษทั Malvern 
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3.2 การเตรียมสารละลาย 

 3.2.1 สารละลายเพือ่การสังเคราะห์อนุภาคเงินระดับนาโนด้วยวธีิเคมีสีเขียว 

  3.2.1.1 สารละลายอะซิติกอะซิเตทบัฟเฟอร์ (สารละลายบัฟเฟอร์) 

  เทสารละลายเกลืออะซิเตทความเขม้ขน้ 5 mM ปริมาตร 450 ml ใส่บีกเกอร์ขนาด 

1,000 ml น าไปกวนสารดว้ยเคร่ืองกวนสารนาน 5 นาที เทสารละลายกรดอะซิติกความเขม้ขน้ 5 

mM ปริมาตร 450 ml ตามลงไป กวนสารดว้ยเคร่ืองกวนสารนาน5 นาทีอีกคร้ัง จุ่ม pH อิเล็กโทรด 

เพื่อตรวจวดัค่า pH ตามท่ีตอ้งการ (ก่อนใช ้pH meter ตอ้งท าการสอบเทียบดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ 

4 และ 7 ตามล าดบั) จะได้สารละลายอะซิติกอะซิเตทบฟัเฟอร์ท่ีสภาวะ pH 4.75 หากยงัไม่ได ้ให้

ปรับค่า pH ดว้ย สารละลายท่ีเหลือ โดยขั้นตอนวธีิการเตรียมดูไดจ้ากรูปท่ี 3.1 

  3.2.1.2 สารละลาย AgNO3 ความเข้มข้น 10 mM 

  ชัง่ AgNO3 1.699 g ใส่บีกเกอร์ขนาด 100 ml ละลายดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ 100 

ml จากนั้นเทใส่ขวดวดัปริมาตรขนาด 1,000 ml ปรับปริมาตรดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ โดยขั้นตอน

วธีิการเตรียมดูไดจ้ากรูปท่ี 3.2 

  3.2.1.3 สารละลายพอลเิมอร์ทีม่ีประจุทางไฟฟ้าชนิดลบ (Anionic 

Polyelectrolyte) 

  ก. สารรักษาเสถียรภาพท่ีมีสถานะเป็นของแขง็ 

   ชัง่สารรักษาเสถียรภาพ ใส่บีกเกอร์ขนาด 100 ml ละลายดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ 

ปริมาตร 50 ml เทใส่ขวดวดัปริมาตร 100 ml ปรับปริมาตรดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ เตรียมสารรักษา

เสถียรภาพ 2 ชนิด โดยมีรายละเอียดตามตารางท่ี 3.1 และขั้นตอนวิธีการเตรียมดูไดจ้ากรูปภาพท่ี 

3.3 

  ข. สารรักษาเสถียรภาพท่ีมีสถานะเป็นของเหลว 

  ตวงสารรักษาเสถียรภาพ ดว้ยกระบอกตวงขนาด 10 ml ปริมาตร 2.16 ml เทใส่

ขวดวดัปริมาตร 100 ml ปรับปริมาตรดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ โดยมีรายละเอียดตามตารางท่ี 3.1 

และขั้นตอนวธีิการเตรียมดูไดจ้ากรูปท่ี 3.3 
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ล าดับที ่ สารรักษาเสถียรภาพ น า้หนักทีใ่ช้ 

1 PAA(s) 0.7206 g 

2 CoPSS(s) 3.4424 g 

3 PMA(aq) 2.16 ml 
 

ตารางที ่3.1 แสดงสารรักษาเสถียรภาพท่ีใชใ้นการสังเคราะห์ดว้ยวธีิเคมีสีเขียว 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปที ่3.1  แผนภูมิแสดงการเตรียมสารละลายอะซิติกอะซิเตทบฟัเฟอร์(สารละลายบฟัเฟอร์) 

 

เทสารละลายเกลืออะซิเตทความเขม้ขน้ 5 mM 

ปริมาตร 450 มิลลิลิตร ใส่บีกเกอร์ขนาด 1,000 มิลลิลิตร 

เทสารละลายกรดอะซิติกความเขม้ขน้ 5 mM ปริมาตร 450 ml ตามลงไป 

 

 

กวนสารดว้ยเคร่ืองกวนสารนาน 5 นาที 

 

กวนสารดว้ยเคร่ืองกวนสารนาน 5 นาที 

 

จุ่ม pH อิเล็กโทรด เพื่อตรวจวดั
ค่า pH ตามท่ีตอ้งการ 

 

ก่อนใช ้ 

pH meter  

ตอ้งท าการ 

สอบเทียบดว้ย 

สารละลาย

บฟัเฟอร์ 

4 และ 7 

ตามล าดบั 

 

ยงัไม่ไดส้ารละลายบฟัเฟอร์

ท่ีสภาวะ pH 4.75 

 

ไดส้ารละลายบฟัเฟอร์ท่ี

สภาวะ pH 4.75 

 ปรับค่า pH ดว้ย สารละลายเกลืออะซิเตท 5 mM 

และสารละลายกรดอะซิติก 5 mM ท่ีเหลือ 
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รูปที ่3.2  แผนภูมิแสดงการเตรียมสารละลายซิลเวอร์ไนเตรท 
  

 

 

 

 

 

รูปที ่3.3  แผนภูมิแสดงการเตรียมสารรักษาเสถียรภาพ 
 

3.2.2 สารละลายเพือ่การสังเคราะห์อนุภาคเงินระดับนาโนด้วยวธีิทางเคมี 

  3.2.2.1 สารละลาย AgNO3 ความเข้มข้น 100 mM 

  ชัง่ AgNO3 1.6990 g ใส่บีกเกอร์ขนาด 100 ml ละลายดว้ยน ้ากลัน่ปริมาตร 500 ml 

เทใส่ขวดวดัปริมาตร 1,000 ml ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ โดยขั้นตอนวธีิการเตรียมดูไดจ้ากรูปภาพ

ท่ี 3.4 

 

 

 

รูปที ่3.4  แผนภูมิแสดงการเตรียมสารละลายซิลเวอร์ไนเตรท 

เทใส่ขวดวดัปริมาตรขนาด 1,000 ml 

ปรับปริมาตรดว้ยสารละลายอะซิติกอะซิเตทบฟัเฟอร์ 

 

 

ละลายดว้ยสารละลายอะซิติกอะซิเตทบฟัเฟอร์ 100 ml 

 

ชัง่ซิลเวอร์ไนเตรท 1.699 g ใส่บีกเกอร์ขนาด 100 ml 

ชัง่/ตวง สารรักษาเสถียรภาพดงัตารางท่ี 3.1 

เทใส่ขวดวดัปริมาตร 100 ml 

ปรับปริมาตรดว้ยสารละลายอะซิติกอะซิเตทบฟัเฟอร์ 

 

 

ละลายดว้ยสารละลายอะซิติกอะซิเตทบฟัเฟอร์ 

 

ชัง่ AgNO3 1.6990 g ใส่บีกเกอร์ขนาด 100 ml 

เทใส่ขวดวดัปริมาตรขนาด 1,000 ml ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ 

 

ละลายดว้ยน ้ากลัน่ปริมาตร 500 ml 
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  3.2.2.2 สารละลายพอลเิมอร์ทีม่ีประจุทางไฟฟ้าชนิดลบ (Anionic 

Polyelectrolyte) 

  ก. สารรักษาเสถียรภาพท่ีมีสถานะเป็นของแขง็ 

   ชัง่สารรักษาเสถียรภาพ ใส่บีกเกอร์ขนาด 100 ml ละลายดว้ยน ้ ากลัน่ ปริมาตร 50 

ml เทใส่ขวดวดัปริมาตร 100 ml ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ เตรียมสารรักษาเสถียรภาพ 2 ชนิด โดยมี

รายละเอียดตามตารางท่ี 3.2 และขั้นตอนวธีิการเตรียมดูไดจ้ากรูปท่ี 3.5 

  ข. สารรักษาเสถียรภาพท่ีมีสถานะเป็นของเหลว 

  ตวงสารรักษาเสถียรภาพ ดว้ยกระบอกตวงขนาด 10 ml ปริมาตร 2.16 ml เทใส่

ขวดวดัปริมาตร 100 ml ปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่ โดยมีรายละเอียดตามตารางท่ี 3.1 และขั้นตอน

วธีิการเตรียมดูไดจ้ากรูปท่ี 3.5 

ล าดับที ่ สารรักษาเสถียรภาพ น า้หนักทีใ่ช้ 

1 PAA(s) 0.7206 g 

2 CoPSS(s) 3.4424 g 

3 PMA(aq) 2.16 ml 

4 Citrate(s) 2.9406 g 
 

ตารางที ่3.2 แสดงสารรักษาเสถียรภาพท่ีใชใ้นการสังเคราะห์ดว้ยวธีิทางเคมี 
 

 

 

 

 

 

รูปที ่3.5 แผนภูมิแสดงการเตรียมสารรักษาเสถียรภาพ 

 

เทใส่ขวดวดัปริมาตร 100 ml ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ 

 

 

ละลายดว้ยน ้ากลัน่ 

 

ชัง่/ตวง สารรักษาเสถียรภาพดงัตารางท่ี 3.2 
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  3.2.2.3 สารละลายโซเดียมโบโรไฮไดรด์ (NaBH4) ความเข้มข้น 100 mM 

  ชัง่ NaBH4 0.3783 g ใส่บีกเกอร์ขนาด 100 ml ละลายดว้ยน ้ากลัน่ 50 ml เทใส่ขวด

วดัปริมาตรขนาด 100 ml ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ เปิดฝาออก เพื่อระบายก๊าซไฮโดรเจน โดย

ขั้นตอนวธีิการเตรียมดูไดจ้ากรูปท่ี 3.6 

 

 

 

 

 

รูปที ่3.6  แผนภูมิแสดงการเตรียมสารละลายโซเดียมโบโรไฮไดรด์ 
 

3.2.3 สารละลายและเตรียมความพร้อมบนพืน้ผวิของวสัดุ (ไส้กรอง) 

  3.2.3.1 สารละลาย PDAD ความเข้มข้น 10 mM 

  ตวง PDAD ปริมาตร7.47 ml ดว้ยกระบอกตวงขนาด 10 ml เทใส่ขวดวดัปริมาตร 

500 ml เจือจางดว้ยน ้ากลัน่ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ ตั้งพกัไว ้จากนั้นชัง่ NaCl 58.5000 g ใส่บีก

เกอร์ปราศจากน ้ากลัน่ขนาด 150 ml เทใส่บีกเกอร์ขนาด 250 ml ละลายดว้ยน ้ากลัน่จนหมด เทใส่

ขวดวดัปริมาตรขนาด 500 ml ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่เทใส่บีกเกอร์ ขนาด 1,500 ml ใส่แท่ง

แม่เหล็ก วางบนเคร่ืองป่ันกวน เทสารละลาย PDAD ท่ีเตรียมไวใ้นขวดวดัปริมาตร 500 ml ในตอน

แรก ตามลงไป เปิดเคร่ืองป่ันกวน ป่ันกวนนาน 10 นาที เม่ือครบ 10 นาที เทใส่ขวดน ้าพลาสติก

ขนาด 1,000 ml เก็บไวใ้นตูเ้ยน็ โดยขั้นตอนวธีิการเตรียมดูไดจ้ากรูปท่ี 3.7 

 

 

 

ชัง่ NaBH4 0.3783 g ใส่บีกเกอร์ขนาด 100 ml 

เทใส่ขวดวดัปริมาตรขนาด 100 ml ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ 

 

 

ละลายดว้ยน ้ากลัน่ 50 ml 

 

เปิดฝาออก เพื่อระบายก๊าซไฮโดรเจน 
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  3.2.3.2 สารละลาย PSS ความเข้มข้น 10 mM 

 ชัง่ PSS 2.0600 g ใส่บีกเกอร์ขนาด 150 ml ละลายดว้ยน ้ ากลัน่ปริมาตร200 ml 

(หากละลายไม่หมดอาจใช้เคร่ืองป่ันกวนช่วยในการละลาย) เทใส่ขวดวดัปริมาตรขนาด 500 ml 

ปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่ ตั้งพกัไว ้จากนั้นชัง่ NaCl 58.5000 g ใส่บีกเกอร์ปราศจากน ้ ากลัน่ขนาด 

150 ml เทใส่บีกเกอร์ขนาด 250 ml ละลายดว้ยน ้ ากลัน่จนหมด เทใส่ขวดวดัปริมาตรขนาด 500 ml 

ปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่ เทใส่บีกเกอร์ ขนาด 1,500 ml ใส่แท่งแม่เหล็ก วางบนเคร่ืองป่ันกวน เท

สารละลาย PSS ท่ีเตรียมไวใ้นขวดวดัปริมาตร 500 ml ในตอนแรก ตามลงไป เปิดเคร่ืองป่ันกวน 

ป่ันกวนนาน 10 นาที เม่ือครบ 10 นาที เทใส่ขวดน ้ าพลาสติกขนาด 1,000 ml เก็บไวใ้นตูเ้ยน็ โดย

ขั้นตอนวธีิการเตรียมดูไดจ้ากรูปท่ี 3.8 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่3.7 แผนภูมิแสดงการเตรียมสารละลาย PDAD 

 

ตวง PDAD ปริมาตร 7.47 ml 
ดว้ยกระบอกตวงขนาด 10 ml 

ชัง่ NaCl 58.5000 g ใส่บีกเกอร์ปราศจาก 
น ้ากลัน่ขนาด 150 ml 

เทใส่ขวดวดัปริมาตรขนาด 500 ml 

เจือจางดว้ยน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ 

เทใส่บีกเกอร์ขนาด 250 ml 
ละลายดว้ยน ้ากลัน่จนหมด 

เทใส่ขวดวดัปริมาตรขนาด 500 ml 
ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ 

เทสารละลายรวมกนัลงในบีกเกอร์ขนาด 1,500 ml พร้อมใส่แท่งแม่เหล็ก วางบนเคร่ืองป่ันกวน 

 
เม่ือครบ 10 นาที เทใส่ขวดน ้ าพลาสติกขนาด 1,000 มิลลิลิตร เก็บไวใ้นตูเ้ยน็ 

 
เปิดเคร่ืองป่ันกวน ป่ันกวนนาน 10 นาที 

เทใส่ขวดน ้าพลาสติกขนาด 1,000 ml เก็บไวใ้นตูเ้ยน็ 
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รูปที ่3.8 แผนภูมิแสดงการเตรียมสารละลาย PSS 

 

 

 

 

 

 

 

ชัง่ PSS 2.0600 g  
ใส่บีกเกอร์ขนาดขนาด 150 ml 

ชัง่ NaCl 58.5000 g ใส่บีกเกอร์ปราศจาก 
น ้ากลัน่ขนาด 150 ml 

ละลายดว้ยน ้ากลัน่  

(หากละลายไม่หมดใชเ้คร่ืองป่ันกวนช่วย) 

เทใส่บีกเกอร์ขนาด 250 ml 
ละลายดว้ยน ้ากลัน่จนหมด 

เทใส่ขวดวดัปริมาตรขนาด 500 ml 
ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ 

เทสารละลายรวมกนัลงในบีกเกอร์ขนาด 1,500 ml พร้อมใส่แท่งแม่เหล็ก วางบนเคร่ืองป่ันกวน 

 
เม่ือครบ 10 นาที เทใส่ขวดน ้ าพลาสติกขนาด 1,000 ml เก็บไวใ้นตูเ้ยน็ 

 
เปิดเคร่ืองป่ันกวน ป่ันกวนนาน 10 นาที 

เทใส่ขวดน ้าพลาสติกขนาด 1,000 ml เก็บไวใ้นตูเ้ยน็ 

เทใส่ขวดวดัปริมาตรขนาด 500 ml 
ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ 
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3.2.4 สารละลายเพือ่ใช้เป็นตัวรับรู้ 

  3.2.4.1 สารละลาย NH4OH ความเข้มข้น 100 mM 

  ปิเปตสารละลาย NH4OH 1.309  ml ใส่ขวดวดัปริมาตรขนาด 100 ml 

ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ โดยขั้นตอนวธีิการเตรียมดูไดจ้ากรูปท่ี 3.9 

 

 
 

รูปที ่3.9 แผนภูมิแสดงการเตรียมสารละลายแอมโนเนียมไฮดรอกไซด์ 

  3.2.4.2 สารละลาย Oxalic acid ความเข้มข้น 100 mM 

  ชัง่ Oxalic 1.3400 g ใส่บีกเกอร์ขนาด 100 ml ละลายดว้ยน ้ ากลัน่ 50 ml 

เทใส่ขวดวดัปริมาตรขนาด 100 ml ปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่ โดยขั้นตอนวิธีการเตรียมดูไดจ้ากรูป

ท่ี 3.10 

 

 

 

 

รูปที ่3.10 แผนภูมิแสดงการเตรียมสารละลายกรดออกซาลิก 

3.3 การเตรียมความพร้อมของไส้กรองเคร่ืองปรับอากาศ (ไส้กรอง) 

น าแผ่นกระดาษกรองอากาศมาตัด ขนาด 2x2 เซนติเมตร แช่น ้ ากลั่นนาน 30 นาที 

จากนั้นจุ่มลงไปในสารละลาย PDAD 10 mM นาน 10 นาที แกวง่ลา้งในน ้ ากลัน่นาน 3 นาที น าไป

จุ่มต่อในสารละลาย PSS 10 mM นาน 10 นาที แกวง่ลา้งในน ้ ากลัน่นาน 3 นาที และจุ่มลงไปใน

สารละลาย PDAD 10 mM อีกคร้ังนาน 10 นาที แกวง่ลา้งในน ้ ากลัน่นาน 3 นาที ผึ่งให้แห้ง เก็บใส่

กล่องท่ีมีฝาปิดมิดชิด โดยขั้นตอนวธีิการเตรียมดูไดจ้ากรูปท่ี 3.11 

ชัง่ Oxalic 1.3400 g ใส่บีกเกอร์ขนาด 100 ml  

ละลายดว้ยน ้ากลัน่ 50 ml 

เทใส่ขวดวดัปริมาตรขนาด 100 ml ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ 
 

ปิเปตสารละลาย NH4OH 1.309 ml 

ใส่ขวดวดัปริมาตรขนาด 100 ml ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ 
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รูปที ่3.11 แผนภูมิแสดงการเตรียมความพร้อมของไส้กรอง 

3.4 การสังเคราะห์อนุภาคเงินระดับนาโน 

 3.4.1 วธีิเคมีสีเขียว (Photo Reduction) 

 เตรียมบีกเกอร์ขนาด 250 ml 9 ใบ ตวงสารละลาย AgNO3 ความเขม้ขน้ 10 mM ดว้ยขวดวดั

ปริมาตรขนาด 25 ml เทใส่บีกเกอร์ทั้ง 9 ใบ น าขวดวดัปริมาตรมาเตรียมสารรักษาเสถียรภาพ ดงั

ตารางท่ี 3.3 ปรับปริมาตรดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ ท าทีละปริมาตร ใส่ลงในบีกเกอร์ท่ีมีสารละลาย

อนุภาคเงินระดบันาโนทั้ง 9 ใบ ตามล าดบั จากนั้นน าไปป่ันกวนดว้ยเคร่ืองป่ันกวนทีละบีกเกอร์

นาน 10 นาที เม่ือครบทั้ง 9 ใบ จากนั้นน าเขา้กล่อง UV-lamp นาน 80 นาที เก็บตวัอย่างโดยมี

ปริมาตรคร้ังละ 3 ml ดว้ยปิเปต น าตวัอยา่งท่ีเก็บตามเวลาดงักล่าว ไปเลือกช่วงสภาวะท่ีเหมาะสมท่ี

ใช้ในการสังเคราะห์ โดยใช้เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง เพื่อดูค่าการดูดกลืนแสง โดยขั้นตอน

วธีิการเตรียมดูไดจ้ากรูปท่ี 3.12 

น าแผน่กระดาษกรองอากาศมาตดั ขนาด 2x2 เซนติเมตร แช่น ้ากลัน่นาน 30 นาที 

จุ่มลงไปในสารละลาย PDAD 10 mM นาน 10 นาที 

แกวง่ลา้งในน ้ากลัน่ นาน 3 นาที 

จุ่มต่อในสารละลาย PSS 10 mM นาน 10 นาที 

แกวง่ลา้งในน ้ากลัน่ นาน 3 นาที 

 

จุ่มลงไปในสารละลาย PDAD 10 mM นาน 10 นาที 

 
แกวง่ลา้งในน ้ากลัน่ นาน 3 นาที 

 
ผึ่งใหแ้หง้ เก็บใส่กล่องท่ีมีฝาปิดมิดชิด 
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ตารางที ่3.3 แสดงชนิด, ปริมาตร และจ านวนนาทีท่ีเก็บตวัอยา่งของสารรักษาเสถียรภาพ 

ท่ีใชใ้นการสังเคราะห์ดว้ยวธีิเคมีสีเขียว  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่3.12 แผนภูมิแสดงการสังเคราะห์ดว้ยวธีิเคมีสีเขียว 

 3.4.2 วธีิทางเคมี (Chemical Synthesis) 

 เตรียมบีกเกอร์ 33 ใบ ตวงน ้ากลัน่ดว้ยกระบอกตวงขนาด 100 ml ปริมาตร 88.00-88.95 ml 

เทใส่บีกเกอร์ขนาด 250 ml ทั้ง 33 ใบ ตามตารางท่ี 3.4 จากนั้นใชปิ้เปต ปิเปตสารรักษาเสถียรภาพ 

ปริมาตร 1 ml  ใส่ลงไปในบีกเกอร์ดงักล่าวทุกบีกเกอร์ ใส่แท่งแม่เหล็กและน าบีกเกอร์แต่ละใบ ไป

วางบนเคร่ืองป่ันกวน และปิเปตสารละลาย AgNO3 ความเขม้ขน้ 100 ml ปิเปตมา 1 ml ใส่ตามลง

ไป เปิดเคร่ืองป่ันกวนนาน 5 นาที ระหว่างท่ีรอให้ตวงสารละลายโซเดียมโบโรไฮไดรด์ด้วย

ล าดับที ่ สารรักษาเสถียรภาพ ปริมาตรทีใ่ช้ (ml) เวลาทีเ่กบ็ตัวอย่าง (นาทีที)่ 

1 PAA 
0.25, 0.50, 0.75, 1.00, 1.25, 
2.25, 3.25, 4.25, และ 5.00 

0, 5, 7, 10, 20, 30, 40, 50, 60 และ70 
2 CoPSS 

3 PMA 0, 5, 7, 10, 20, 30, 40, 50, 60 และ80 

เตรียมบีกเกอร์ขนาด 250 ml 9 ใบ ตวงสารละลาย AgNO3 ความเขม้ขน้ 10 mM 

ดว้ยขวดวดัปริมาตรขนาด 25 ml เทใส่บีกเกอร์ทั้ง 9 ใบ 

น าขวดวดัปริมาตรมาเตรียมสารรักษาเสถียรภาพ ดงัตารางท่ี 3.3 

ปรับปริมาตรดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ ท าทีละปริมาตร ใส่บีกเกอร์ทั้ง 9 ใบ 

ป่ันกวนดว้ยเคร่ืองป่ันกวนทีละบีกเกอร์นาน 10 นาที 

น าเขา้กล่อง UV-lamp นาน 80 นาที เก็บตวัอยา่งโดยมีปริมาตรคร้ังละ 3 ml ดว้ยปิเปต 

เลือกช่วงสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีใชใ้นการสังเคราะห์ 

โดยใชเ้คร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง เพื่อดูค่าการดูดกลืนแสง 
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กระบอกตวงขนาด 10 ml ปริมาตร 10 ml เม่ือครบ 5 นาที เทสารละลายโซเดียมโบโรไฮไดรด์ท่ี

เตรียมไวใ้ส่ลงไปในบีกเกอร์ ป่ันกวนต่ออีก 30 นาที เม่ือครบ 30 นาที ตั้ งทิ้งไว ้24 ชั่วโมง น า

สารละลายไปเจือจาง และใช้เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง เพื่อดูค่าการดูดกลืนแสง โดยขั้นตอน

วธีิการเตรียมดูไดจ้ากรูปภาพท่ี 3.13 

 

สารรักษาเสถียรภาพ บีกเกอร์ที่ 
อตัราส่วนของ 

AgNO3(ml) : สารรักษาเสถียรภาพ(ml) : NaBH4(ml) 

PAA 

1 1 : 0.05 : 10 

2 1 : 0.07 : 10 

3 1 : 0.09 : 10 

4 1 : 0.1 : 10 

5 1 : 0.3 : 10 

6 1 : 0.5 : 10 

7 1 : 0.7 : 10 

8 1 : 0.9 : 10 

9 1 : 1 : 10 

10 1 : 3 : 10 

11 1 : 5 : 10 

CoPSS 

12 1 : 0.05 : 10 

13 1 : 0.07 : 10 

14 1 : 0.09 : 10 

15 1 : 0.1 : 10 

16 1 : 0.3 : 10 

17 1 : 0.5 : 10 

18 1 : 0.7 : 10 
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สารรักษาเสถียรภาพ บีกเกอร์ที่ 
อตัราส่วนของ 

AgNO3(ml) : สารรักษาเสถียรภาพ(ml) : NaBH4(ml) 

CoPSS 

19 1 : 0.9 : 10 

20 1 : 1 : 10 

21 1 : 3 : 10 

22 1 : 5 : 10 

PMA 

23 1 : 0.05 : 10 

24 1 : 0.07 : 10 

25 1 : 0.09 : 10 

26 1 : 0.1 : 10 

27 1 : 0.3 : 10 

28 1 : 0.5 : 10 

29 1 : 0.7 : 10 

30 1 : 0.9 : 10 

31 1 : 1 : 10 

32 1 : 3 : 10 

33 1 : 5 : 10 
 

ตารางที ่3.4 แสดงชนิด และอตัราส่วนของสารท่ีใชใ้นการสังเคราะห์ดว้ยวธีิทางเคมี 

 

 

 

 

 

 

เตรียมบีกเกอร์ 33 ใบ ตวงน ้ากลัน่ดว้ยกระบอกตวงขนาด 100 ml ปริมาตร 88.00-88.95 ml 
 

เทใส่บีกเกอร์ขนาด 250 ml ทั้ง 33 ใบ ตามตารางท่ี 3.4 

ปิเปตสารรักษาเสถียรภาพ ปริมาตร 1 ml  ใส่ลงไปในบีกเกอร์ดงักล่าวทุกบีกเกอร์ 
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รูปที ่3.13 แผนภูมิแสดงการสังเคราะห์ดว้ยวธีิทางเคมี 

3.5 การประยุกต์ใช้สารละลายอนุภาคเงินระดับนาโน 

 3.5.1 ศึกษาความสามารถในการรับรู้สารละลายแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ (NH4OH) 

 เตรียมหลอดทดลอง 150 หลอด (50 หลอด 3 ชุด) ปิเปตสารละลายอนุภาคเงินระดบันาโน

ท่ีสังเคราะห์ดว้ยวธีิเคมีสีเขียวปริมาตร 5 ml ใส่ลงในหลอดทดลองทั้งหมด จากนั้นปิเปตสารละลาย 

NH4OH ความเขม้ขน้ 1 – 50 mM (ทุกๆ 1 mM) ตามตารางท่ี 3.5 (เจือจางไดจ้ากสารละลาย NH4OH 

100 mM) ปริมาตร 2 ml ใส่หลอดทดลอง แกว่งหลอดทดลองนาน 1 นาที ตั้งทิ้งไว ้24 ชัว่โมง น า

สารละลายไปวดัค่าการดูดกลืนแสง โดยขั้นตอนวธีิการเตรียมดูไดจ้ากรูปท่ี 3.14 

สารรักษาเสถียรภาพ หลอดทดลองท่ี ความเขม้ขน้ของตวัรับรู้ NH4OH  (mM) 

PAA 1-50 (ชุดท่ี1) 1 - 50 

CoPSS 51-100 (ชุดท่ี2) 1 - 50 

PMA 101-150 (ชุดท่ี3) 1 - 50 
 

ตารางที ่3.5 แสดงสารรักษาเสถียรภาพและความเขม้ขน้ของตวัรับรู้ NH4OH 

ใส่แท่งแม่เหล็กและน าบีกเกอร์แต่ละใบ ไปวางบนเคร่ืองป่ันกวน 

ปิเปตสารละลายซิลเวอร์ไนเตรทความเขม้ขน้ 100 ml ปิเปตมา 1 ml ใส่ตามลงไป 

เปิดเคร่ืองป่ันกวนนาน 5 นาที 

 ตวงสารละลายโซเดียมโบโรไฮไดรด์ดว้ยกระบอกตวงขนาด 10 ml ปริมาตร 10 ml 

เม่ือครบ 5 นาที เทสารละลายโซเดียมโบโรไฮไดรดท่ี์เตรียมไวใ้ส่ลงไปในบีกเกอร 

 ป่ันกวนต่ออีก 30 นาที 

เม่ือครบ 30 นาที ตั้งทิ้งไว ้24 ชัว่โมง น าสารละลายไปเจือจาง 

และใชเ้คร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง เพื่อดูค่าการดูดกลืนแสง 
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รูปที ่3.14 แผนภูมิแสดงการประยกุตใ์ชต้วัรับรู้สารละลาย NH4OH 

  

 3.5.1 ศึกษาความสามารถในการรับรู้สารละลายกรดออกซาลกิ (Oxalic) 

 เตรียมหลอดทดลอง 150 หลอด (50 หลอด 3 ชุด) ปิเปตสารละลายอนุภาคเงินระดบันาโน

ท่ีสังเคราะห์ดว้ยวธีิเคมีสีเขียวปริมาตร 5 ml ใส่ลงในหลอดทดลองทั้งหมด จากนั้นปิเปตสารละลาย 

Oxalic ความเขม้ขน้ 1 – 50 mM (ทุกๆ 1 mM) ตามตารางท่ี 3.6 (เจือจางไดจ้ากสารละลาย Oxalic 

100 mM) ปริมาตร 2 ml ใส่หลอดทดลอง แกว่งหลอดทดลองนาน 1 นาที ตั้งทิ้งไว ้24 ชัว่โมง น า

สารละลายไปวดัค่าการดูดกลืนแสง โดยขั้นตอนวธีิการเตรียมดูไดจ้ากรูปท่ี 3.15 

สารรักษาเสถียรภาพ หลอดทดลองท่ี ความเขม้ขน้ของตวัรับรู้ Oxalic  (mM) 

PAA 1-50 (ชุดท่ี1) 1 - 50 

CoPSS 51-100 (ชุดท่ี2) 1 - 50 

PMA 101-150 (ชุดท่ี3) 1 - 50 
 

ตารางที ่3.6 แสดงสารรักษาเสถียรภาพและความเขม้ขน้ของตวัรับรู้ Oxalic 

 

เตรียมหลอดทดลอง 150 หลอด(50 หลอด 3 ชุด) 

ปิเปตสารละลายอนุภาคเงินระดบันาโนท่ีสังเคราะห์ดว้ยวิธีเคมีสีเขียวปริมาตร 5 ml 

ใส่ลงในหลอดทดลองทั้งหมด 

นั้นปิเปตสารละลาย NH4OH ความเขม้ขน้ 1 – 50 mM (ทุกๆ 1 mM) ตามตารางท่ี 3.5 

(เจือจางไดจ้ากสารละลาย NH4OH 100 mM) ปริมาตร 2 ml ใส่หลอดทดลอง 

ทดลอง แกวง่หลอดทดลองนาน 1 นาที ตั้งทิ้งไว ้24 ชัว่โมง 

น าสารละลายไปวดัค่าการดูดกลืนแสง ดว้ยเคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง 
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รูปที ่3.15 แผนภูมิแสดงการประยกุตใ์ชต้วัรับรู้สารละลาย Oxalic 

 3.5.3 การประยุกต์ใช้กบัการต้านเช้ือจุลนิทรีย์ 

  3.5.3.1 สารละลาย 

  การทดสอบการออกฤทธ์ิตา้นเช้ือจุลินทรียข์องสารละลายอนุภาคเงินระดบันาโนท่ี

สังเคราะห์ได้ ท าได้โดยการใช้วิธี Agar dis diffusion เพื่อวดัพื้นท่ีการยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียด์ว้ย

สารละลายอนุภาคเงินระดบันาโน (Inhitbition Zone) สารละลายท่ีเราใช้ทดสอบ คือ สารละลาย

อนุภาคเงินระดบันาโนท่ีสังเคราะห์ดว้ยวิธีเคมีสีเขียวโดยมีสารรักษาเสถียรภาพ PMA ความเขม้ขน้ 

7 mM, PAA ความเขม้ขน้ 9 mM, CoPSS ความเขม้ขน้ 7 mM และสารละลายอนุภาคเงินท่ีไม่มีสาร

เพิ่มความคงตวั ส่วนเช้ือจุลินทรียท่ี์เราเลือกศึกษา ไดแ้ก่ Staphylococcus aureus ATCC 25923 (S. 

aureus), Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (P. aeruginos) และ Candida albicans ATCC 

10231 (C. albicans)  วธีิ Agar dis diffusion มีวธีิท าดงัน้ี 

 

 

เตรียมหลอดทดลอง 150 หลอด (50 หลอด 3 ชุด) 

ปิเปตสารละลายอนุภาคเงินระดบันาโนท่ีสังเคราะห์ดว้ยวิธีเคมีสีเขียวปริมาตร 5 ml 

ใส่ลงในหลอดทดลองทั้งหมด 

ปิเปตสารละลาย Oxalic ความเขม้ขน้ 1 – 50 mM (ทุกๆ 1 mM) ตามตารางท่ี 3.5 

(เจือจางไดจ้ากสารละลาย Oxalic 100 mM) ปริมาตร 2 ml ใส่หลอดทดลอง 

แกวง่หลอดทดลองนาน 1 นาที ตั้งทิ้งไว ้24 ชัว่โมง 

น าสารละลายไปวดัค่าการดูดกลืนแสง ดว้ยเคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง 
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  1. น าเช้ือจุลินทรียแ์ต่ละชนิดท่ีเพาะเล้ียงใน Muller Hinton Agar (HMA) อายุ 18-

24 ชัว่โมง แบ่งลงใน Normal Saline 0.85% NaClหรืออาหาร MHB จากนั้นปรับให้มีความขุ่น

เท่ากบั McFarland NO. 0.5 จะมีเช้ือปริมาณ 1x108 CFU/ml 

  2. เกล่ียเช้ือลงบนอาหาร MHA โดยใช้ไมพ้นัส าลีจุ่มลงในสารละลายเช้ือ แลว้

น าไปทาท่ีผวิหนา้อาหาร 3 คร้ัง รอจนแหง้ 

  3. น า Paper disc ขนาด 0.6 มิลลิเมตร ท่ีมีสารท่ีตอ้งการทดสอบ วางบนผิวหน้า

อาหาร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง 

  4. อ่านผลโดยการวดัขนาดของพื้นท่ีการยบัย ั้งเช้ือจุลินทรีย ์(Inhitbition Zone)  ท่ี

เกิดจากสารตวัอยา่งเป็นมิลลิเมตร โดยวดัคร่อม Paper disc 2 คร้ัง ทั้งแนวตั้งและแนวนอน และหา

ค่าเฉล่ีย โดยขั้นตอนวธีิการเตรียมดูไดจ้ากรูปท่ี 3.16 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่3.16 แผนภูมิแสดงการประยกุตใ์ชก้บัการตา้นเช้ือจุลินทรียผ์า่นสารละลาย 

   

จากนั้นปรับใหมี้ความขุ่นเท่ากบั McFarland NO. 0.5 จะมีเช้ือปริมาณ 1x108 CFU/ml 

น าเช้ือจุลินทรียแ์ต่ละชนิดท่ีเพาะเล้ียงใน Muller Hinton Agar (HMA) อาย ุ18-24 ชัว่โมง แบ่งลง

ใน Normal Saline 0.85% NaCl หรืออาหาร MHB 

น า Paper disc ขนาด 0.6 มิลลิเมตร ท่ีมีสารท่ีตอ้งการทดสอบ วางบนผวิหนา้อาหาร น าไปบ่มท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง 

อ่านผลโดยการวดัขนาดของพื้นท่ีการยบัย ั้งเช้ือจุลินทรีย ์(Inhitbition Zone)  ท่ีเกิดจากสาร

ตวัอยา่งเป็นมิลลิเมตร โดยวดัคร่อม Paper disc 2 คร้ัง ทั้งแนวตั้งและแนวนอน 

และหาค่าเฉล่ีย 

เกล่ียเช้ือลงบนอาหาร MHA โดยใชไ้มพ้นัส าลีจุ่มลงในสารละลายเช้ือ  

ทาท่ีผวิหนา้อาหาร 3 คร้ัง รอจนแหง้ 

 

 



64 
 

  3.5.3.2 จุ่มเคลอืบบนไส้กรอง 

  เล้ียงเช้ือจุลินทรียน์าน 24 ชัว่โมง ในขวดวดัปริมาตรขนาด 100 ml ดว้ยน ้ ากลัน่ 

เม่ือครบ 24 ชัว่โมง น าไส้กรองใส่ในหลอดทดลอง และปิเปตเช้ือท่ีเล้ียงไวป้ริมาตร 0.5 ml และปิ

เปตอาหารเล้ียงเช้ือปริมาตร 5 ml ใส่ตามลงไป จากนั้นน าไปเขยา่นาน 60 นาที เม่ือครบ 60 นาที ปิ

เปตจากหลอดทดลองท่ีเขย่าปริมาตร 0.1 ml เจือจางดว้ยน ้ ากลัน่ จากนั้นเคลือบลงบน solid agar 

น าไปอบนาน 24 ชัว่โมง เม่ือครบ 24 ชัว่โมง นบัจ านวนเช้ือท่ีตายจากจานเล้ียงเช้ือ รายงานผลใน

หน่วยของ %reduction of bacteria โดยขั้นตอนวธีิการเตรียมดูไดจ้ากรูปท่ี 3.17 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่3.17 แผนภูมิแสดงการประยกุตใ์ชก้บัการตา้นเช้ือจุลินทรียผ์า่นการจุ่มเคลือบบนไส้กรอง 

 

 

 

 

 

เล้ียงเช้ือจุลินทรียน์าน 24 ชัว่โมง ในขวดวดัปริมาตรขนาด 100 ml ดว้ยน ้ากลัน่ 

น าไส้กรองใส่ในหลอดทดลอง และปิเปตเช้ือท่ีเล้ียงไวป้ริมาตร 0.5 ml 

และปิเปตอาหารเล้ียงเช้ือปริมาตร 5 ml 

น าไปเขยา่นาน 60 นาที เม่ือครบ 60 นาที ปิเปตจากหลอดทดลองท่ีเขยา่ 

ปริมาตร 0.1 ml เจือจางดว้ยน ้ากลัน่ 

เคลือบลงบน solid agar น าไปอบนาน 24 ชัว่โมง 

เม่ือครบ 24 ชัว่โมง นบัจ านวนเช้ือท่ีตายจากจานเล้ียงเช้ือ รายงานผลในหน่วยของ 

%reduction of bacteria 


