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บทที ่3 

วธีิการวจัิย 

 

3.1 จัดหาวตัถุดิบและวเิคราะห์สมบัต ิ 

ไคตินและไคโตซานจาํนวน 6 ตวัอยา่ง โดยตวัอยา่งท่ี 1-4 สั่งซ้ือมาจากบริษทั เอ เอน็ แล็ป 

จาํกดั ตวัอยา่งท่ี 5 ไดรั้บความอนุเคราะห์จากบริษทั อีแลนด ์ คอเปอเรชนั จาํกดั และตวัอยา่งท่ี 6 

สกดัข้ึนเองในหอ้งปฏิบติัการ ดงัแสดงในตารางท่ี 3.1 พร้อมทาํการวเิคราะห์สมบติัของไคโตซาน

ทั้งหมดท่ีใชใ้นงานวจิยั ไดแ้ก่ ความช้ืนโดยดดัแปลงวิธีมาจาก AOAC (2000), ระดบัการกาํจดั

หมู่อะซิทิลวเิคราะห์ดว้ยวธีิ UV-Spectroscopy และนํ้าหนกัโมเลกุลวเิคราะห์โดยใช ้Gel Permeation 

Chromatograpy  

 

ตารางท่ี 3.1 ตวัอยา่งไคโตซานทั้งหมดท่ีใชใ้นงานวิจยั  

ตัวอย่างที่ ช่ือไคโตซาน แหล่งทีม่า 

1 Chitin_21/4/09 สั่งซ้ือจากบริษทั เอ เอน็ แล็ป จาํกดั 

2 Chitosan D82 

3 Chitosan EX II     

4 Chitosan_10/01/11 

5 Chitosan Lot A ไดรั้บความอนุเคราะห์จากบริษทั อีแลนด ์คอเปอเรชนั จาํกดั 

6 Chitosan B สังเคราะห์ข้ึนเองในงานวจิยัน้ี 

หมายเหต:ุ การศึกษาผลของระดับการกาํจัดหมู่อะซิทิลและนํา้หนักโมเลกลุของไคโตซานจะดาํเนินการในปีท่ี 2  

 

3.2 ศึกษาปัจจัยและสภาวะทีม่ีผลต่อการตรึงเช้ือไนไทรต์ออกซิไดซิงแบคทเีรียบนไคโตซาน 

 3.2.1  การเตรียมสภาพของตัวกรองชีวภาพไนตริฟิเคชัน 

       -  ตัวกลางพลาสติกและการเตรียมตัวกลางก่อนการใช้งาน 

ตวักลางพลาสติกท่ีใชใ้นการทดลองเป็นวสัดุพลาสติกโพลิเอทธิลีน (PE) ชนิดช่วย

กระจายการไหลของนํ้าใหท้ัว่ทั้งพื้นผวิ (Random Flow Plastic Media) รุ่น BCN-009 (2H, 

Germany) ดงัแสดงในภาพท่ี 3.1 มีเส้นผา่นศูนยก์ลาง 10 มม. สูง 8 มม. มีค่าพื้นท่ีผวิจาํเพาะ

เท่ากบั 864 ตร.ม.ต่อลบ.ม. โดยก่อนใชใ้นการทดลองจะนาํตวักลางพลาสติกไปฆ่าเช้ือดว้ย

คลอรีน และนาํมาอบใหแ้หง้ท่ีอุณหภูมิ 70-80 °ซ 
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ภาพท่ี 3.1 วสัดุพลาสติกโพลิเอธิลีน รุ่น BCN-009 

 

 -  การตรึงหัวเชื้อไนตริไฟอิงแบคทีเรียจากระบบเพาะเลีย้งสัตว์นํา้ 

       ทาํการตรึงหวัเช้ือแบคทีเรียเร่ิมตน้บนตวักลางพลาสติกท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ โดย

บรรจุในถุงตาข่ายแลว้นาํไปแช่ในบ่อเล้ียงกุง้ระบบปิด ณ ศูนยเ์ช่ียวชาญเฉพาะทางดา้น

เทคโนโลยชีีวภาพทางทะเล คณะวทิยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั ท่ีระดบัความลึก

ประมาณ 10 ซม. จากผิวนํ้ าเป็นเวลา 45 วนั เพื่อให้เกิดการเกาะติดของหวัเช้ือผสมไนตริไฟอิง

แบคทีเรีย (Ammonia-oxidizing Bacteria ; AOB และ Nitrite-oxidizing Bacteria ; NOB) 

(Sesuk et al., 2009) จากนั้นนาํตวักลางพลาสติกท่ีผา่นการตรึงหวัเช้ือแลว้มาเล้ียงต่อเพื่อ

คดัเลือกใหเ้หลือเฉพาะแบคทีเรียกลุ่ม NOB ในถงัปฏิกรณ์พลาสติกขนาด 6 ลิตร ท่ีบรรจุ

อาหารเล้ียงเช้ือเหลว 

ไนไทรตท่ี์ผา่นการฆ่าเช้ือแลว้และปรับค่าความเคม็เป็น 30 พีเอสย ูเติมโซเดียมไนไทรตเ์พื่อ

เป็นแหล่งไนไทรตโ์ดยควบคุมใหมี้ความเขม้ขน้ 10 มก.ไนโตรเจนต่อลิตรตลอดการทดลอง 

ในสภาวะท่ีมีการเติมอากาศในนํ้าดว้ยหวัทรายตลอดเวลา (ภาพท่ี 3.2) ทดสอบประสิทธิภาพ

ของตวักลางพลาสติกท่ีคดัเลือกใหเ้หลือเฉพาะแบคทีเรียกลุ่ม NOB โดยการตรวจวดัอตัรา

การบาํบดัไนไทรตเ์ป็นระยะ 
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ภาพท่ี 3.2 ชุดปฏิกรณ์ท่ีใชใ้นการคดัเลือกไนตริไฟอิงแบคทีเรียกลุ่ม NOB บนตวักลางพลาสติก 

 

-   การตรวจวดัอัตราการบาํบัดไนไทรต์ 

นาํตวักลางพลาสติกท่ีผา่นการตรึงเช้ือแลว้มาแยกใส่ลงในขวดโหลพลาสติกใส ท่ี

บรรจุนํ้ าทะเลความเค็ม 30 พีเอสย ูและผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ปริมาตร 1 ลิตร เติมโซเดียมไน

ไทรตค์วามเขม้ขน้ 2 มก.ไนโตรเจนต่อลิตร และโซเดียมไบคาร์บอเนตเพื่อเพิ่มค่าสภาพ

ด่างของนํ้าใหอ้ยูใ่นช่วง 100-150 มก.ต่อลิตร ทาํการเติมอากาศดว้ยหวัทรายพ่นอากาศท่ีต่อ

เขา้กบัชุดเคร่ืองเติมอากาศ (Aqua Tech, Model A-T 2001) ท่ีมีไส้กรองอากาศขนาด 0.3 

ไมครอน (PURE PE Capsile Filter) เพื่อให้อากาศท่ีเขา้ถงัปฏิกรณ์อยูใ่นสภาวะปลอดเช้ือ 

(ภาพท่ี 3.3) โดยทาํการทดลองจาํนวน 3 ซํ้ า ตรวจวดัคุณภาพนํ้ าในโหลพลาสติกเป็นระยะ

เพื่อติดตามการเปล่ียนแปลงความเขม้ขน้ของไนไทรต ์โดยความถ่ีในการเก็บตวัอยา่งนํ้ าจะ

ข้ึนอยูก่บัอตัราการลดลงของความเขม้ขน้ไนไทรต ์และหยุดเก็บตวัอยา่งนํ้ าเม่ือไม่สามารถ

ตรวจวดัค่าความเขม้ขน้ของไนไทรตใ์นนํ้าได ้
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ภาพท่ี 3.3 การติดตั้งอุปกรณ์สําหรับการตรวจวดัอตัราการบาํบดัไนไทรตข์องตวักลางพลาสติกท่ี

ผา่นการตรึงเช้ือและคดัเลือกใหเ้หลือเฉพาะแบคทีเรียกลุ่ม NOB  

 

-   การตรึงเชื้อไนไทรต์ออกซิไดซิงแบคทีเรียบนไคโตซาน 

 บรรจุวสัดุตวักลางพลาสติก BCN-009 ท่ีมีหวัเช้ือ NOB เจริญบนพื้นผิวจาํนวน 

20 ช้ิน ลงในหลอดทดลองท่ีบรรจุอาหารเล้ียงเช้ือเหลวไนไทรตท่ี์ผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ปริมาตร 

40 มล. จากนั้นทาํการ sonication และเขยา่หลอดทดลองบนเคร่ืองเขยา่ (0Vortex-Genie 

mixers) เป็นเวลา 4 นาที แยกตวักลางพลาสติกออกก่อนท่ีจะนาํหวัเช้ือ NOB ท่ีละลายอยูใ่น

อาหารเหลวมาเขยา่รวมกบัไคโตซานปริมาณ 0.60 กรัม 0ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือดว้ยสารละลาย 

เอทานอล 70% ปริมาตร 20 มล.เป็นเวลา 2 นาที และทาํการปรับพื้นผวิดว้ยสารละลาย

ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ปริมาตร 20 มล. เป็นเวลา 2 นาทีแลว้ จากนั้นเติมโซเดียมไนไทรตใ์หมี้

ความเขม้ขน้ 2 มก.ไนโตรเจนต่อลิตร ทาํการบ่มบนเคร่ืองเขยา่ดว้ยความเร็ว 150 รอบต่อ

นาที ท่ีอุณหภูมิ 25 °ซ เพื่อใหห้วัเช้ือ NOB เกาะติดบนไคโตซาน 

 

3.2.2  ระยะเวลาในการตรึงเชื้อ 

นาํไคโตซานท่ีมีระดบัการกาํจดัหมู่อะซิทิลร้อยละ 91.13±0.57 ไปบด และร่อนผา่น

ตะแกรงเพื่อคดัขนาดใหอ้ยูใ่นช่วง 1-2 มม. จากนั้นนาํไคโตซานดงักล่าวจาํนวน 0.60 กรัม 

ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือโดยการแช่ใน 70% เอทานอลและปรับพื้นผวิของไคโตซานดว้ยฟอสเฟต

บฟัเฟอร์พีเอช 6.5 ไปตรึงเช้ือไนไทรตอ์อกซิไดซิงแบคทีเรียท่ีเวลาต่างๆ ดงัน้ี คือ 0  3  6  

12  24 และ 72 ชม. จากนั้นตรวจสอบการเกาะติดของแบคทีเรียบนผวิไคโตซานดว้ยกลอ้ง

จุลทรรศน์อิเลคตรอนแบบส่องกราด และทดสอบประสิทธิภาพการบาํบดัไนไทรตเ์พื่อหา

ระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการตรึงเช้ือไนไทรตอ์อกซิไดซิงแบคทีเรียบนไคโตซาน 
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3.2.3 ผลของการปรับพืน้ผิวของไคโตซาน 

  นาํไคโตซานท่ีมีระดบัการกาํจดัหมู่อะซิทิลร้อยละ 91.13±0.57 ขนาดท่ีเหมาะสม

จากผลการทดลองท่ีผ่านมาจาํนวน 0.60 กรัม ท่ีผ่านการฆ่าเช้ือโดยการแช่ใน 70% 

เอทานอล ไปทาํการปรับพื้นผิวของไคโตซานดว้ยบฟัเฟอร์ท่ีพีเอชแตกต่างกนั 3 ระดบั 

ดงัน้ี คือ พีเอช 5.5 (ใชอ้ะซิเตตบฟัเฟอร์ในการปรับพื้นผิวของไคโตซาน)  และ พีเอช 6.5 

และ 7.5 (ใชฟ้อสเฟตบฟัเฟอร์ในการปรับพื้นผิวของไคโตซาน)  ส่วนชุดควบคุมจะแช่ใน

นํ้ ากลัน่แทนบฟัเฟอร์ จากนั้นนาํไปตรึงเช้ือไนไทรตอ์อกซิไดซิงแบคทีเรียดว้ยช่วงเวลาท่ี

เหมาะสม และตรวจสอบประสิทธิภาพการบาํบดัไนไทรต ์เพื่อหาสภาวะการปรับพื้นผิว

ไคโตซานท่ีเหมาะสมในการตรึงเช้ือไนไทรตอ์อกซิไดซิงแบคทีเรียบนไคโตซาน 

 

3.2.4 ขนาดอนุภาคของไคโตซาน 

 นาํไคโตซานท่ีมีระดบัการกาํจดัหมู่อะซิทิลร้อยละ 91.13±0.57 ไปบดและร่อน

ผา่นตะแกรงเพื่อคดัขนาดให้ได ้3 ระดบั ไดแ้ก่ ขนาดเล็ก (อยูใ่นช่วง 1-2 มม.) ขนาดกลาง 

(อยู่ในช่วง 3-5 มม.) และขนาดใหญ่ (อยู่ในช่วง 8-10 มม.) จากนั้นนาํไคโตซานแต่ละ

ขนาดจาํนวน 0.60 กรัม ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือโดยการแช่ใน 70% เอทานอลและปรับพื้นผิวของ

ไคโตซานดว้ยฟอสเฟตบฟัเฟอร์พีเอช 6.5 ไปตรึงเช้ือไนไทรต์ออกซิไดซิงแบคทีเรียตาม

เวลาท่ีเหมาะสมท่ีไดจ้ากการแปรค่าระยะเวลาในการตรึงเช้ือ และตรวจสอบประสิทธิภาพ

การบาํบดัไนไทรต ์เพื่อหาขนาดของไคโตซานท่ีเหมาะสมในการตรึงเช้ือไนไทรตอ์อกซิ

ไดซิงแบคทีเรียบนไคโตซาน 

 

3.2.5 การตรวจสอบประสิทธิภาพในการบาํบัดไนไทร์ต 

ประสิทธิภาพในการบาํบดัไนไทรตน์ั้นเป็นการเปรียบเทียบอตัราการบาํบดัไนไทรต์

ต่อกรัมต่อวนั 

 

3.2.6  การวิเคราะห์ทางสถิติ 

การศึกษาในคร้ังน้ีทาํการทดลองทั้งหมด 3 ซํ้ า และขอ้มูลท่ีไดแ้สดงเป็นค่าเฉล่ีย

และค่าการเบ่ียงเบนมาตราฐาน นอกจากน้ีขอ้มูลท่ีไดย้งัถูกนาํมาวเิคราะห์ทางสถิติโดยใช ้

analysis of variance with a further Duncan’s multiple range test 

 

 


