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บทท่ี 3 
วิธีการทดลอง 

 
3.1 การสกัดไคติน 
 
3.1.1 การเตรียมวัตถุดิบ 

นําเปลือกกุงสดแตละชนิด และเปลือกตั๊กแตน มาลางดวยน้ําสะอาดหลาย ๆ ครั้ง  หากเปนเปลือก
กุงจะตองนําเปลือกกุงแยกเอาสวนเนื้อ ไขมันและอื่น ๆ ออกไป ใชเฉพาะสวนท่ีเปนเปลือกเทานั้น สวน
ต๊ักแตน นําตั๊กแตนสดมาทําความสะอาด ลางเนื้อออก ใชเฉพาะสวนที่เปนเปลือกลําตัวเทานั้น แลวจึง
นําไปอบแหงดวยเครื่องอบที่อุณหภูมิ 100 ± 10 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง  

 
3.1.2 การกําจัดแรธาตุ 
 นําเปลือกกุง เปลือกตั๊กแตน มากําจัดแรธาตุ ดวยกรดไฮโดรคลอริก ความเขมขน 2 M กวน
ตลอดเวลา 2 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิหอง (28 ± 2 องศาเซลเซียส) โดยใชน้ําหนักตอปริมาตร 1 ตอ 20 ดวย 
Stirring hot plate ซึ่งการใชสารละลายกรดไฮโดรคลอริก เจือจาง เปนตัวละลายแรธาตุ โดยสวนใหญเปน
เกลือแคลเซียมคารบอเนต  
  2HCl +  CaCO3  -------> CaCl2  +  H2CO3 

หลังจากนั้น ลางน้ําใหสะอาด แลวจึงกรองเพื่อเอากากทั้งหมด 
 

3.1.3 การกําจัดโปรตีน 
นํากากของเปลือกกุง เปลือกตั๊กแตน ท่ีไดจากการกําจัดแรธาตุ ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอก

ไซด ความเขมขน 2 M กวนตลอดเวลา 2 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิหอง (28 ± 2 องศาเซลเซียส) โดยใชน้ําหนักตอ
ปริมาตร 1 ตอ 20 ดวย Stirring hot plate หลังจากนั้นลางน้ําแลวกรองจนหมดกรด จะไดไคติน แลวนําไป
เปรียบเทียบรอยละจากสารตั้งตน  
 
3.2 การเตรียมไคโตซาน  
 

นําไคตินที่สกัดไดมากําจัดหมู Acetyl (Deacetylation) ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความ
เขมขน 50% โดยน้ําหนัก ในอัตราสวน 1 ตอ 20 คนตลอดเวลา 2  ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 140 ± 10 องศา
เซลเซียส ดวย Stirring hot plate  

หลังจากนั้นนําไคโตซานที่ไดไปลางน้ํา และกรองจนหมดดาง ข้ันตอนสุดทายนําไปอบแหง ท่ี
อุณหภูมิ 100 ± 10 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง จะไดไคโตซาน แลวจึงนําไปเปรียบเทียบรอยละจาก
ไคตินตั้งตน และเปรียบเทียบรอยละจากปริมาณเปลือกตั้งตน 
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3.3 ทดสอบการละลายของไคตินและไคโตซาน 
 

เมื่อไดผลิตภัณฑท่ีแยกสกัดไดมาทดสอบการละลายในตัวทําละลายชนิดตางๆ พบวาเมื่อใชไค
ตินและไคโตซานจํานวน 0.1 กรัม ละลายลงใน 5 cm3 ของตัวทําละลายแตละชนิด สังเกตการละลายดวย
ตา เตรียมสารละลายกรดอะซิติก ความเขมขน 1% (v/v) และนําไคตินที่ไดจากการทดลองขางตนมาทํา
ละลายในสารละลายที่เตรียมไว โดยไคติน 0.1 กรัม ตอสารละลาย 5 cm3  

ทําการทดลองซ้ําโดยเปลี่ยนตัวทําละลายเปน น้ํา และ 50% (v/v)CH3CH2OH  
 
3.4 การเตรียมอนุพันธของไคโตซาน 
 
3.4.1 การเตรียมไคโตซานบีดส Chitosan beads (CB) 
 (ก) ละลายไคโตซาน 2 กรัม ในสารละลาย 1% (v/v) Acetic acid 100 cm3 ในบีกเกอร ปดปากบีก
เกอรดวยพาราฟลม ท้ิงไว 1 คืน 
 (ข) นําสารละลายไคโตซานที่ไดมาหยดดวยเครื่องปมท่ีมีเข็มฉีดยาติดอยู ลงในสารละลาย 0.2 M 
NaOH  จํานวน 500 cm3 คนดวยเครื่อง Magnetic stirrer 
 (ค) ลางเม็ดบีดสท่ีไดดวยน้ํา 100 cm3 4-5 ครั้ง แลวลางตามดวย เอทานอล 
 (ง) ถายเม็ดไคโตซานที่ไดไวในภาชนะปด เก็บไวท่ีเย็นเพื่อปองกันการเสียความชื้น 
  
3.4.2 การทํา Cross-link ดวย Glutardialdehyde (Glutardialdehyde cross-linked chitosan beads (GCB)) 
 (ก) นําไคโตซานบีดสท่ีไดจากขอ 3.4.1 มา 20 กรัม ใสในขวดกนกลม เติมสารละลาย 
Glutardialdehyde  82.08 µL 
 (ข) เติม  Methanol 100 cm3 ท้ิงไว 6  ช่ัวโมง 
 (ค) เติม Sodium borohydride 0.2 กรัม 
 (ง) ติดตั้งขวดกนกลมที่บรรจุสารเคมีท่ีเตรียมไวกับเครื่อง Condenser ภายใน hood ใหความรอนที่ 
80 C ท้ิงไว  4 ชม. 
 (จ) ลางเม็ดบีดสท่ีไดดวยน้ํา 100 cm3 4-5 ครั้ง แลวลางตามดวย เอทานอล 
 (ฉ) ถายเม็ดไคโตซานที่ไดไวในภาชนะปด เก็บไวท่ีเย็นเพื่อปองกันการเสียความชื้น 
 
3.4.3 ทํา Cross-link ดวย Glutardialdehyde และติดหมูฟงช่ันกดวย Benzaldehyde (Benzaldehyde 
derivatized-glutaraldehyde cross-linked chitosan beads (BGCB)) 
 (ก) นําไคโตซานบีดสท่ีไดจากขอ 3.4.2 มา 20 กรัม ใสในขวดกนกลม เติมสารละลาย 
Glutardialdehyde  82.08 µL 
 (ข) เติม  Methanol 100 cm3 ท้ิงไว 6  ช่ัวโมง 
 (ค) เติม  0.2M NaOH 6  cm3 และ Benzaldehyde  1,000 µL  ท้ิงไว 4 ช่ัวโมง 
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 (ง) ลางเม็ดบีดสท่ีไดดวยน้ํา 100 cm3 4-5 ครั้ง แลวลางตามดวย เอทานอล 
 (จ) ถายเม็ดไคโตซานที่ไดไวในภาชนะปด เก็บไวท่ีเย็นเพื่อปองกันการเสียความชื้น 
3.5 ลักษณะเม็ดของอนุพันธของไคโตซาน  
 
3.5.1 นําเม็ดไคโตซานทั้งสามชนิดดูลักษณะเม็ด ดวยกลองจุลทรรศน แบบ สเตอริโอ  
3.5.2 ดูลักษณะพื้นผิวของไคโตซานดวย กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน แบบสองกราด 
 
3.6 ทดสอบการละลายของอนุพันธของไคโตซาน 
 
3.6.1 ช่ัง CB 0.1 g ใสลงในบีกเกอร 5ใบที่บรรจุ ตัวทําละลาย 5 ชนิดคือ1% (v/v) CH3COOH, น้ํา, และ 
50% (v/v) เอทานอล สังเกตการละลาย 
3.6.2 ช่ัง GCB 0.1 g ใสลงในบีกเกอร 5ใบที่บรรจุ ตัวทําละลาย 5 ชนิดคือ1% (v/v) CH3COOH, น้ํา, และ 
50% (v/v) เอทานอล สังเกตการละลาย 
3.6.3 ช่ัง BGCB 0.1 g ใสลงในบีกเกอร 5ใบที่บรรจุ ตัวทําละลาย 5 ชนิดคือ1% (v/v) CH3COOH, น้ํา, และ 
50% (v/v) เอทานอล สังเกตการละลาย 
 
3.7 การทดสอบการดูดซับสารเคมี 
 
3.7.1 การทดสอบการดูดซับคอปเปอร(II)ซัลเฟต 

(ก) เตรียมสารละลาย CuSO4 เขมขน 20 mg/cm3   
(ข) นํา CB มาใสในขวด vial  จํานวน 5  ขวด  ขวดละ 0.5 กรัม แลวติดปายระบุเวลา  30 วินาที , 

1 นาที , 10 นาที , 30 นาที , 60 นาที ท่ีขวดตามลําดับ 
(ค) นําสารละลาย CuSO4 ใสลงในขวดที่ 1 ปริมาตร 5 cm3 จับเวลา 30 วินาที แลวดูดสารละลาย 

CuSO4 ใสในบีกเกอรปริมาตร 50 cm3 ทําซ้ําท้ัง 5 ขวด โดยจับเวลาตามที่กําหนด 
(ง) นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง Spectrophotometer โดยถายสารละลายใสเซลลขนาด 

1 cm3 วัดคาการดูดกลืนแสง ท่ีความยาวคลื่น 794 nm  
(จ) บันทึกคาการดูดกลืนแสง และคํานวณปริมาณคอปเปอร(II) ท่ีเหลือเทียบกับกราฟมาตรฐาน  
(ฉ) ทดลองตามขอ1- 5 โดยเปลี่ยนเม็ดบีดสเปน Glutardialdehyde cross-linked chitosan beads 

(GCB),และ Benzaldehyde derivatized-glutaraldehyde cross-linked chitosan beads (BGCB) 
 

3.7.2 การทดสอบการดูดซับนิเกิล(II) ซัลเฟต 
(ก) เตรียมสารละลาย NiSO4 เขมขน 20 mg/cm3  
(ข) นํา CB มาใสในขวด vial  จํานวน 5  ขวด  ขวดละ 0.5 กรัม แลวติดปายระบุเวลา 30 วินาที , 1 

นาที , 10 นาที , 30 นาที , 60 นาที ท่ีขวดตามลําดับ 



 
 
 
 

 
 
 
 

 
 

 - 23 -

(ค) นําสารละลาย NiSO4 ใสลงในขวดที่ 1 ปริมาตร 5 cm3 จับเวลา 30 วินาที แลวดูดสารละลาย 
NiSO4 ใสในบีกเกอรปริมาตร 50 cm3 ทําซ้ําท้ัง 5 ขวด โดยจับเวลาตามที่กําหนด 

(ง) นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง Spectrophotometer โดยถายสารละลายใสเซลลขนาด 
1 cm3 วัดคาการดูดกลืนแสง ท่ีความยาวคลื่น 426 nm  

(จ) บันทึกคาการดูดกลืนแสง และคํานวณปริมาณนิเกิล(II) ท่ีเหลือเทียบกับกราฟมาตรฐาน  
(ฉ) ทําการทดลองซ้ําขอ (ก)-(จ)โดยเปลี่ยนมาใช Glutardialdehyde cross-linked chitosan beads 

(GCB),และ Benzaldehyde derivatized-glutaraldehyde cross-linked chitosan beads (BGCB) แทนCB 
 

3.7.3 การทดสอบการดูดซับทอเรียมไนเตรด (232Th(NO3)2, 238Th(NO3)2) 
(ก) ช่ัง CB  2 g ลงในขวดขนาด20 cm3 จํานวน 8 ขวด 
(ข) ปเปตสารละลาย ทอเรียมไนเตรด 1 cm3 ลงในแตละขวด จับเวลาขวดที่ 1-8 เปนเวลา 10 , 20 , 

30 , 60 , 600 , 1800 , 3600 , และ 7200 วินาที ตามลําดับ 
(ค) เมื่อครบเวลา ใชปเปต ดูสารละลายที่เหลือ 0.2 cm3 ใสลงในขวดตัวอยาง ขนาด 20 cm3  
(ง) นําสารตัวอยางที่ไดไปวัดดวยเทคนิค LSC  
(จ) บันทึกผลเทียบกับปริมาณ ทอเรียมไนเตรดเริ่มตน คํานวณหาปริมาณที่ลดลงไป 

 (ฉ) ทําการทดลองซ้ําขอ (ก)-(จ)โดยเปลี่ยนมาใช Glutardialdehyde cross-linked chitosan beads 
(GCB),และ Benzaldehyde derivatized-glutaraldehyde cross-linked chitosan beads (BGCB) แทนCB 
 
3.7.4 การทดสอบการดูดซับฟอสเฟต  

(ก) เตรียมสารละลาย KH2PO4 เขมขน 40 mg/cm3 โดยนําสารละลายมาตรฐานของไอออน
ฟอสเฟตมา 80 cm3 เติมน้ํากลั่นใหปริมาตรเปน 100 cm3 

(ข) นําเม็ด CB มาใสในขวด vial  จํานวน 5  ขวด  ขวดละ 1 กรัม แลวติดปายระบุเวลา  5 , 10 , 30 
, 60  120  นาทีท่ีขวดตามลําดับ 

(ค) ปเปตสารละลาย KH2PO4 จากขอ 1 ใสลงในขวดที่ 1 ปริมาตร 10 cm3  จับเวลา 5  นาที แลว
ดูดสารละลาย KH2PO4   ใสในขวดปริมาตร 100 cm3  ทําซ้ําท้ัง 5 ขวด โดยจับเวลาตามที่กําหนด 

(ง) เติมสารละลายแอมโมเนียมโมลิบเดต 4 cm3 ทุกขวด แลวเขยาใหเขากัน 
(จ) เติมสารละลาย SnCl2 200 µL แลวเติมน้ํากลั่นจนถึงขีดปริมาตร 100 cm3 ท้ิงไว 10 นาที 
(ฉ) นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง Spectrophotometer โดยถายสารละลายใสเซลลขนาด 
1 cm3 วัดคาการดูดกลืนแสง ท่ีความยาวคลื่น 700 nm  
(ช) บันทึกคาการดูดกลืนแสง และนําขอมูลท่ีไดไปเขียนกราฟ  และทําการทดลองซ้ํา  
(ซ) ทดลองตามขอ (ก)-(ช) โดยเปลี่ยนเม็ดบีดสเปน Glutardialdehyde cross-linked chitosan 

beads (GCB), และ Benzaldehyde derivatized-glutaraldehyde cross-linked chitosan beads (BGCB) 
(ฌ) เปรียบเทียบคาการดูดกลืนแสงกับสารละลายฟอสเฟตกับสารละลายมาตรฐาน  
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3.7.4 การทดสอบการดูดซับ Rhodamine B 
(ก) เตรียมสารละลาย Rhodamine B  เขมขน 1.0 µM  
(ข) ช่ังไคโตซานบีดส (CB ) 5.0 g ลงในขวดขนาดเล็ก จํานวน 6 ขวด  
(ค) เติมสารละลาย Rhodamine B เขมขน 1.0 µM ลงในขวดที่ 1 จับเวลา 10 วินาที  
(ง) เมื่อครบเวลา ปเปตสารละลายสวนที่เหลือ ออกมา 3 cm3 นําไปวัดคาการดูกลืนแสงที่ความ

ยาวคลื่น 543 nm  
(จ) ทําการทดลองในขวดที่ 2- 8 แบบเดียวกันโดยเปลี่ยนเวลาการดูดซับ เปน 20 , 30 , 60 , 600 , 

1800 , 3600 , และ 7200 วินาที ตามลําดับ   
(ฉ) บันทึกคาการดูดกลืนแสง และคํานวณปริมาณ Rhodamine B ท่ีเหลือเทียบกับกราฟมาตรฐาน 
(ช) ทําการทดลองซ้ําโดยเปลี่ยนเปน Glutardialdehyde cross-linked chitosan beads (GCB),และ 

Benzaldehyde derivatized-glutaraldehyde cross-linked chitosan beads (BGCB)แทน Chitosan beads 
(CB) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 




