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รูปที 3.1 Cannon U bbelohde Viscometer

3.1.2 วิธ ีการดำเนินงานวิจัย
3.1.2.1 ชั่งสารไคโตชานมาตรฐาน 0.5 กรัม ลงในปีกเกอร์ฃนาด 50 มิลลิลิตร 

เติมสารละลายกรดอะชิดิก 2.5% (พ/V) ลง1ไป 5 มิลลิลิตร กวนให้เข้ากัน ไข้เป็นไคโตซาน 10 %
3.1.2.2 ปรับความเข้มข้นไคโตชาน ในข้อ 3.1,2.1 ให้เป็น 1% ในสารละลาย 

ผสมระหว่างกรดอะซิติก 0.5 โมลาร์ และโซเดียมอะชิเตท 0.5 โมลาร์ โดยเติมกรดอะซิติก 
เข้มข้น 1 .1 9 2 มิลลิลิตร เติมโซเดียมอะซิเตท 2.051 กรัม และเติมนํ้ากลนปรับปริมาตรให้เป็น 
50 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน และตั้งทิ้งไว้ 1 คืน

3.1.2.3 เตรียม stock solution ของตัวทำละลายผสมระหว่างกรดอะชิติก 0.5 
โมลาร์ และโซเดียมอะชิเตท 0.5 โมลาร์ จำนวน 1000 มิลลิลิตร

3.1.2.4 นำสารละลายไคโตชานที่ไข้ในข้อ 3.1.2.2 มาเจ ือจางด ้วย stock 
solution ซองตัวทำละลาย ในข้อ 3.1.2.3 เพื่อให้ไข้ความเข้มข้น 0.25, 0.125, 0.0625, 
0.03125, 0.015625 เปอร์เซ็นต์ (g/100ml.) ความเข้มข้นละ 20 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดฝา 
เกลียว เขย่า และตั้งทิ้งไว้ 1 คืน และเท stock solution รองตัวทำละลายที่ใซ้ในการเจือจาง 
ดังกล่าวข้างต้นใส่รวดฝาเกลียวเตรียมไว้ 1 รวด เพื่อใช้สำหรับทดลองในรั้นต่อไป สารตัวอย่าง 
ที่เจ ือจางที่ความเข้มข้นต่าง  ๆ แสดงดังรูปที่ 3.2
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รูปท่ี 3.2 สารละลายตัวอย่างไคโตชานที่เจือจางที่ความเข้มข้นต่าง ๆ

3.1.2.5 นำ stock solution ที่เตรียมได้ 1 ขวด พร้อมกับสารไคโตซานที่ความ 
เข ้มข ้นต่างๆที่เตรียมได้ในข้อ3.1.2.4 แช่ลงใน w ater bath ที่อุณหภูมิ 2 5 องศาเซลเซียส ท้ิงไว้ 
ประมาณ 20 นาที [58]

เซลเซียส
3.1.2.6 เตรียม w ater bath ใส สำหรับแซ่ viscom eter ที่อ ุณหภูมิ 25 องศา

3.1.2.7 ตวง stock solution รองต ัวทำละลาย (ซึ่งไม่มีสารไคโตรานละลาย 
อยู่) ที่แช่อยู่ใน w ater bath ในข้อ 3.1.2.5 จำนวน 14 มิลลิลิตร เทลงใน viscom eter ที่สะอาด 
ตรงปลายด้าน G ตามรูปที่ 3.3
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รูปท่ี 3.3 ตำแหน่งต่าง  ๆ ของ U bbelohde Viscometer

3.1.2.8 นำ U bbelohde Viscometer NO.C361 ตังตรงใน w ater bath โดย 
ใช้พลาสติกยึดไว้จัดให้ตั้งตรงในแนวตั้งฉาก แสดงตังรูปที่ 3.4

3.1.2.9 ใช้นิ้วอุดตรงหลอด B และใช้ลูกยางดูดสารละลายขึ้นทางหลอด A ดูด 
สารละลายขึ้นมาจนถึงประมาณกลางกะเปราะ C เอาลูกยางออก ปล่อยนิ้วที่อุดไว้ สารละลาย 
เริ่มไหลลงมา เมื่อสารละลายไหลมาถึงตำแหน่ง D เริ่มจับเวลา จนกระทั่งสารละลายผ่านมาถึง 
ตำแหน่ง F จ ึงหยุดเวลา เวลาที่ได้คือ efflux time บันทึกเวลาไว้ และเร ิ่มทำการทดลองเาใน 
ข ้อ 3.1.2.9 น ี้ช ํ้าอ ีก 1 ชํ้า เป็น efflux time คร ั้งท ี่2 บันทึกเวลา คำนวณหาเวลาเฉล ี่ยชองการ 
ทดลอง 2 ซ้ํา
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รูปท่ี 3.4 ชุดหดลองหานำหนักโมเลกุลโดย U bbeiohde viscom eter

3.1.2.10 เทสารละลายออกจนหมดแล้วทำการทดลองเาตงแต่ข้อ 3.1.2.7 โดย 
เปลี่ยนสารเป็นสารละลายไคโตซานที่ความเข้มข้นต่าง  ๆโดยทดลองจากความเข้มข้นน้อยไปมาก 
จนครบทุกความเข้มข้น

3.1.2.11 Efflux time ทีได้ นำมาคำนวณ หาค ่า specific viscosity ( ฦ sp) 
และคำนวณหาค่า Tjsp/C หรือค่า reduced viscosity ( ๆ red) ตามสมการท ี่3.1 แล ะ3.2

ๆsp
3.1

'ป ็ red
3.2

3.1.2.12 ค่า reduced  viscosity ( ใๅ,Bd) ท ี่ได้จากการคำนวณ นำมาเข ียน 
กราฟความสัมพันธ์กับค่าความเข้มข้นของสารละลายไคโตชาน (C) ตัวอย่างดังรูปที่ 3.5
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C o n c e n tr a t io n ,g /d i

รูปท่ี 3.5 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นสารละลายไคโตซานและค่า reduced 
viscosity ( ๆ rJ

3.1.2.13 จากกราฟเสันตรงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้น (C) กับค่า 
reduced  viscosity ( T)rea) หาจุดตัดแกน y (y-intercept) ค่าจุดตัดทีได้คือค่า intrinsic 
viscosity [1ๅ]

3.1.2.14 ค่า [ๆ] ที่ได้จากกราฟนำมาคำนวณหานาหนักโมเลกุลชองไคโตซาน 
จากลมการชอง Mark-Houwink ดังสมการที่ 3.3

[ๆ] =  KM ; 3.3

เมื่อ K และ a เป็นค่าคงที่ ซ ึ่งขึ้นอยู่ก ับชนิดของระบบตัวทำละลายที่เล ึอกใช้คือกรดอะซิดิก 0.5 
โมลาร์ กับโซเดียมอะซิเตท 0.5 โมลาf  ซ ึ่งม ีค ่าเท ่าก ับ 1.99X1Û'3 (100 ทา!/g) และ 0.59 
ตามลำด ับ แทนค่า [ๆ], K และ a ที่ได้ลงไนสมการที่ 3.3 สามารถคำนวณหานํ้าหนักโมเลกุล 
(Mv) หรือ Viscosity average m olecular weight ได้

3.1.2.15 ทำความสะอาด viscosity ด ้วยส ารละลายท ำความส ะอาดท ี่
ประกอบด้วย กรดซัลฟูรกเข้มข้น (แ2ร04) กับโพแทสเซียมไดโครเมต (K2Cr2Û7) โดยใส่สาร 
ดังกล่าวใน viscom eter ทิ้งไว้ประมาณ1 คืน หรือหลาย  ๆ ช่ัวโมง <58)
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3.1.2.16 เทสารละลายทำความสะอาดออกแล้วล้างด้วย‘นาสะอาดหลาย  ๆ คร้ัง 
แล้วกลั้วด้วยนํ้ากลั่น 2-3 คร้ัง หลักจากนั้นกลั้วด้วยตัวทำละลายที่ใช้ในการทดลองช้างต้น 2-3 
«ร้ง่

3.1.2.17 ทำการทดลองชํ้าตั้งแต่ข้อ 3.1.2.8 จน ถ ึง3.1.2.16 อ ีก 2 ซา
3.1.2.18 เปลี่ยน viscom eter เป็น NO.C356 แล้วทำการทดลองตั้งแต่ 3.1.2.1

จนจบ 3.1.2.17

3.2 ก าร ฉ าย ร ัง ส ีส าร ต ัว อ ย ่าง ไค โต ช าน

3.2.1 วัสดุอุปกรณ์และสารเคมี
3.2.1.1 สารตัวอย่างไคโตซาน มีน ํ้าหนักโมเลกุลเริ่มต้นประมาณ 8 X 1 0 5 ถึง 

1 X106 มีค่าร้อยละของการดีอะเซททิลเลชัน (%DD) เท่ากับ 90 เปอร์เซ ็นต์ ผลิตจากบริษ ัทเอ 
เอนแลป (A.N.Lab) จ.สมุทรสาคร สารตัวอย่างไคโตชานแสดงดังรูปที่ 3.6

3.2.1.2 สารละลายกรดอะซิดิก (CHgCOOH)
3.2.1.3 นํ้ากลั่น
3.2.1.4 หลอดแก้ว พร้อมฝาจุกปิด
3.2.1.5 เทปกาวใส
3.2.1.6 ขวดแก้วขนาดเล็ก สูงประมาณ 2.5 เซนติเมตร
3.2.1.7 แท่งพลาสติกยาวประมาณ 2 เซนติเมตร
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3.2.1.8 บีกเกอร์ฃนาด 250 มิลลิลิตร
3.2.1.9 กระบอกตวง 100 มลลลิตร
3.2.1.10 แท่งแก้ว
3.2.1.11 เครื่องชั่งอิเล็กทรอนิกส์'
3.2.1.12 ชุดภาชนะบรรจุหลอดสารละลายไคโตชานสำหรับฉายรังสี ภาชนะ 

บรรจุหลอดสารละลายไคโตซานทำด้วยอะลูมิเนียม มีซ่องเปิดเพียงด้านเดียว ซึ่งมีเส์'นผ่าน 
ศูนย์กลางภายในประมาณ 1.6 เซนต ิเมตรม ีความยาวภายนอก40 เซนติเมตรและความยาว 
ภายใน 36.5 เซนติเมตร จำนวน 6 แท่ง ซึ่งแต่ละแท่งสามารถบรรจุหลอดทดลองขนาดเส์นผ่าน 
ศูนย์กลาง 1.2 เซนติเมตรยาว 10.5 เซนติเมตร ได้ 3 หลอด และมีฝาทำจากทองเหลือง [59] แสดง 
ดังรูปท 3.7 โดยเมื่อฉายรังสีจะประกอบเป็นชุด มีโครงทำจากเหล็ก แสดงดังรูปที่ 3.8

ภาซนะอลมณียม

ฝาทอ-นหลีอง
หลอดบรรจุสารละลายไคโตซาน

รูปท่ี 3.7 แสดงแท่งภาชนะบรรจุหลอดใส่สารละลายตัวอย่างไคโตซานสำหรับฉายรังสี
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โครงเหล็ก

ภาชนะบรรจุหลอด 
ลารละลายไคโตซาน

รูปท่ี 3.8 แสดงชุดภาชนะบรรจุหลอดสารละลายไคโตซานสำหรับฉายรังสี

3.2.1.12 เครื่องฉายรังสีแกมมาจากโคบอลต์-60 จากบริษ ้ท Institute of Isotope 
ประเทศฮังการี รุ่น B S V -0 6  ของภาควิชานิวเคลียร์เทคโนโลยี คณะวิศวกรรมศาสตร์จ ุฬาลงกรณ ์ 
มหาวิทยาลัย แสดงดังรูปที่ 3.9

ภายในห้องเครื่องฉายรังสี ส่วนควบคุมเครื่องฉายรังสี

รูปท่ี 3.9 แสดงเครื่องฉายรังสีแกมมาจากแหล่งกำเนิดรังสีโคบอลท์-60

3.2.2 วิธีดำเนินการวิจัย
3.2.2.1 นำสารตัวอย่างไคโตชานชึ่งมีลักษณะเป็นของแข็ง ไปฉายรังสีที่

ปริมาณรังสี 60 กิโลเกรย์ โดยมี Dose Rate เท่ากับ 2 กิโลเกรย์ต่อชั่วโมง



55

3.2.2.2 ชั่งลารตัวอย่างไคโตซานที่ผ่านการฉายรังสีในสภาพของแข็งที่ปริมาณ 
รังสี ธอ กิโลเกรย์แล้ว จำนวน 7.5 กรัม ละลายในสารละลายกรดอะซ ่ต ิกความเข ้มข ้น 2.5 
เปอร์เซ ็นต์ 75 มิลลิลิตร เพื่อให้ได้สารละลายไคโตซาน 10 เปอร์เซนต์ คนให้เข้ากัน ทิ้งไว้เป็น 
เวลา 1 คืน

3.2.2.3 เทสารละลายไคโตซาน 10 เปอร์เซนต์ในสารละลายกรดอะซ่ต ึก 2 
เปอร์เซนต์ลงในหลอดทดลองจำนวน 18 หลอด ปิดฝาและผนึกด้วยเทปกาวใสให้แน่น

3.2.2.4 นำขวดขนาดเล็กที่เตรียมไว้ (ขวดเปล่า) ใส่ลงในแท่งภาชนะบรรจุใน 
รูปท่ี 3.7 แล้วนำหลอดที่บรรจุสารละลายไคโตซานใส่ตามลงไป 3 หลอดแล้วใส่ปิดทับต่อด้วยแท่ง 
พลาสติก เพ ื่อเป ็นการจัดให้หลอดสารละลายไคโตซาน 3 หลอดอยู่ในตำแหน่งกลางของแท่ง 
ภาชนะบรรจุพอดี หลังจากนั้นปิดด้วยฝาปิดและยึดด้วยน็อต ทำเช่นเดียวกันนี้จนครบ 6 แท่ง

3.2.2.5 นำแท่งภาชนะบรรจุทั้ง 6 แท่งไปยึดไว้กับโครงเหล็กตรงตามตำแหน่ง
ต่าง ๆ

3.2.2.6 นำชุดภาชนะฉายรังสีไปดั้งที่ตำแหน่งซึ่งได้ทำการหาปริมาณรังสีไว้ 
แล้วทั้ง 6 ตำแหน่ง ซึ่งแสดงในภาคผนวก ค [59]

3.2.2.7 ทำการคำนวณเวลาที่ใช้สำหรับการฉายรังสีที่ปริมาณต่าง  ๆ ที่กำหนด 
และกลับแท่งภาชนะบรรจุโดยกลับด้านล่างขึ้นด้านบนเมื่อเวลาผ่านไปครึ่งหนึ่งของเวลาที่ต ้องใช้ 
สำหรับการฉายรังสี เพื่อให้ตัวอย่างไคโตซ่านได้รับปริมาณรังสีทั่วถึง

3.2.2.8 ฉายรังสีท ี่สภาวะสารละลายปริมาณ 0,10,20,30,40,60,80,100,110 
และ 120 กิโลเกรย์ ซึ่งมื Dose Rate ท่ี 6 ตำแหน่งต่าง  ๆ กันตามภาคผนวก ค[59]

3.3 ก าร ห าน ํ้าห น ัก โม เล ก ุล ข อ ง ส าร ล ะ ล าย ต ัว อ ย ่าง ไ ค โด ช าน

3.3.1 วัสดุอุปกรณ์และสารเคมี
3.3.1.1 สารละลายต ัวอย ่างไคโตซ ่าน  10 เปอร์เซ ็นต์ไนกรดอะซ่ต ิก 2.5 

เปอร์เซ็นต์ ที่ผ่านการฉายรังสีที่ปริมาณต่าง  ๆ ที่ต้องการ
3.3.1.2 สารตัวอย่างไคโตซ่านในสภาพของแข็งที่ผ่านการฉายรังสีที่ 60 kGy
3.3.1.3 กรดอะซ่ติกเข้มข้น (CHgCOOH) AR-grade
3.3.1.4 โซเดียมคลอไรด์ (NaCI) AR-grade
3.3.1.5 นํ้ากลั่น
3.3.1.6 บ ีกเกอร ์ขนาด 1 0 0 และ 250 มิลลิลิตร
3.3.1.7 กระบอกตวง ขนาด 1 0 แ ล ะ2 5 มิลลิลตร
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3.3.1.8 ปิเปต ขนาด 0.2, 1, 5 และ 10 มิลลิลิตร
3.3.1.9 Volumetric flask ขนาด 5 0 ,2 5 0  และ 1000 มิลลิลิตร
3.3.1.10 แท่งแก้วกวนสาร
3.3.1.11 ขวดฝาเกลียว ขนาด 60 มิลลิลิตร
3.3.1.12 เครื่อง'ชั่งอิเล็กทรอนิกส์'3 ตำแหน่ง
3.3.1.13 สารละลายท่าความสะอาด Viscometer (H2S 0 4+K2Cr20 7)
3.3.1.14 Cannon-U bbelohde Viscometer
3.3.1.15 W ater bath ใส ขนาด 13x17 เซนติเมตร
3.3.1.16 W ater bath สำหรับแช่สารติ'วอย่าง
3.3.1.17 เทอร์โมมิเตอร์
3.3.1.18 ขาตั้งพร้อมที่จับเทอร์โมมิเตอร์
3.3.1.19 แท่งพลาสติกสำหรับยึดจับ viscom eter
3.3.1.20 ลูกยางสำหรับดูดสารละลาย

3.3.2 ขั้นตอนดำเนินงานวิจัย
3.3.2.1 เตรียมสารละลายโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 1 โมลาร์ จำนวน

250 มิลลิลิตร
3.3.2.2 เตรียมสารละลายกรดอะซิติก 0.584 โมลาร์ จำนวน 100 มิลลิลิตร
3.3.2.3 ใช ้ป ิเป ตด ูด ส ารละลายต ัวอ ย ่างไค โต ซ าน  10 เป อร ์เซ ็น ต ์ ใน 

สารละลายกรดอะชิดิก 2.5 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งผ่านการฉายรังสีแล้ว จำนวน 5 มิลลิลิตร ใส่ลง,ในปึก 
เกอร์ฃนาด 100 มิลลิลิตร

3.3.2.4 เต ิมสารละลายกรดอะซิต ิก 0.584 โมลาร์ท ี่เตรียมไว้ในข้อ 3 .3 .Z 2  
จำนวน 5 มิลลิลิตร ลงในสารตัวอย่าง

3.3.2.5 เติมกลั่นลงไปจำนวน 20 มิลลิลิตร
3.3.2.6 เต ิมสารละลายโซเด ียมคลอไรด์ 1 โมลาร์ท ี่เตรียม1ไว้ใน'ข้อ 3.3.2.1 

จำนวน 10 มิลลิลิตร ใส่ลงในสารตัวอย่าง
3.3.2.7 ปรับปริมาตรสารตัวอย่างไคโตชานให้เป็น 50 ม ิลล ิล ิตร จะได้สาร 

ตัวอย่างไคโตซานความเข้มข้น 1 เปอร์เซ ็นต์ ในระบบตัวท่าละลาย 0.1 โมลาร์ฃองกรดอะซิติก 
และ 0.2 โมลาร์ ของโซเดียมคลอไรด์

3.3.2.8 ทิ้งสารที่เตรียมไว้เป็นเวลา 1 คืน
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3.3.2.9 เตรียม stock solution ของต ัวทำละลาย กรดอะซิดิก 0.1 โมลาร์ 
และโซเดียมคลอไรด์0.2 โมลาร์ จำนวน 1000 มิลลิลิตร

3.3.2.10 เจ ือจางสารละลายไคโตซาน 1 เปอร์เซ ็นต์ ด ้วยตัวทำละลายในข้อ
3.3.2.9 เพื่อให้ได้ความเข้มข้น 0.75, 0.50, 0.25, 0.125, 0.0625 และ 0.03125 เปอร์เซ็นต์ 
(g/l00m l) ความเข้มข้นละ 20 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดฝาเกลียวขนาด 60 มิลลิลิตร พร้อมทั้ง 
เตรียมตัวทำละลายใส่ลงในขวดไว้ 1 ขวด ด้วย ทิ้งลารละลายที่เจ ือจางแล้วเป็นเวลา 1 คืน

3.3.2.11 นำไปหานํ้าหนักโมเลกุลตามชั้นตอนและวิธีการ ฟนเด ียวกบการหา 
นํ้าหนักโมเลกุลของสารไคโดซานมาตรฐานทั้งแต่ข้อ 3.1.2.5 จนจบ โดยเปลยนคืาคงที่ K และ a  
ที่ใข้ในการค่านวณหาค่าน ํ้าหนักโมเลกุลตามสมการ Mark-Houwink เป็น 1.81 X1Q 5 dL/g 
และ 0.93 ตามลำดับ

3.3.2.12 หาน ํ้าหน ักโมเลก ุลจนครบท ุกต ัวอย ่างท ี่ผ ่านการฉายร ังส ีท ี่ปร ิมาณ
ต่างๆ

3.3.2.13 สำหรับการเตรียมสารละลายไคโตชานที่ฉ ิายรังสีในสภาพของแข็งที่ 
60 kGy เพื่อทำการ'ทดสอบหานํ้าหนักโมเลกุล โดยการเตรียมเป ็นสารละลายไคโตชาน 10 
เปอร์เซ็นต์(w/v) ในสารละลายกรดอะซิดิก 2.5 เปอร์เซ็นต์ จำนวน 5 มิลลิลิตร ทิ้งไว้ 1 คืน แล้ว 
ทำตามชั้นตอนข้อ 3.3.2.4 จนจบข้อ 3.3.2.11
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3.4  ก า ร แ ย ก โม เล ก ุล ล ำต ับ ส ว น ไ ค โต ซ าน ท ี่ม ีน ํ้าห น ัก โม เล ก ุล ป ร ะ ม า ณ  40 ,0 0 0  ด อ ล ต ัน

3.4.1 วัสดุอุปกรณ์และสารเคมี
3.4.1.1 บีกเกอร์
3.4.1.2 กระบอกตวง
3.4.1.3 ปิเปต
3.4.1.4 แท่งแก้ว
3.4.1.5 เครื่องเชนท่ริ?เวต์ (Centrifugue)
3.4.1.6 หลอดใส่สารลำหรับเซ็นทริ?เวส์
3.4.1.7 กระดาษตรวจสอบ pH
3.4.1.8 ถาดแก้ว
3.4.1.9 เครื่องกวนสารแบบแม่เหสกไฟฟ้า
3.4.1.10 เครื่องชั่งอิเล็กทรอนิกส์’3 ตำแหน่ง
3.4.1.11 ที่ดูดความชืน (Desiccators)
3.4.1.12 นํ้ากลั่น
3.4.1.13 โซเดียม1โฮดรอก,ไซด์ (NaÔH)
3.4.1.14 อะซิโตน AR G rade
3.4.1.15 สารละลายไคโตซานที่ฝานการฉายรังสีทื่ 60+30 kGy

3.4.2 ชั้นตอนดำเนินงานวิจัย (จากสภาวะ c) ตารางที่ 3.2
3.4.2.1 การแยกครั้งที่ 1

1. ตวงสารละลายไคโตชานที่ฉายรังส ีท ี่ 6 0+ 30  kGy จ าน ว น 20 
มิลลิลิตร ลงในบีกเกอร์ฃนาด 250 มิลลิลิตร

2. เติมนํ้ากลั่นลงไป 50 มิลลิลิตร กวนด้วยเครื่องกวนแบบ
แม่เหล็กไฟฟ้า

3. ค่อย  ๆ เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกโซด์ (NaÔH) ความเข้มข้น 
1 เปอร์เซ็นต์ (พ/V) จำนวน 1Û มิลลิลิตร ลงไปในสารละลายไคโตชาน ขณะที่กวนด้วยเครื่องกวน 
แม่เหล็กไฟฟ้า

4. กวนด้วยเครื่องกวนแบบแม่เหล็กไฟฟ้าเป็นเวลาประมาณ 5 นาที
5. ตั้งทิ้งไว้เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง
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ช่ัวโมง
6. นำสารละลายไคโตชานที่มีตะกอนเกิดชื้นไปเซ็นทริทิเวส์เป็นเวลา 1

ครั้งท่ี 2 ต่อไป
7. รินหรือดูดเอาสารละลายด้านบนออกใส่ในปีกเกอ?เพื่อรอการแยก

8. สำหรับตะกอนที่ได้จากการแยกครั้งที่ 1 นำมาล ้างตะกอนด้วยน ํ้า 
กลั่น 4-5 คร้ัง จนกว่าจะมีค ่า pH เป็นกลาง

9. เขตะกอนออกหิ้ง'ได้ให้แห้ง
10.นำตะกอนไปใส่ใน D esiccators เพ ื่อดูดความชื้น 
11 .ชั่งตะกอนที่ได้เพื่อหา % yield
12,นำตะกอนที่ได้ไปหา'พาหนักโมเลกุลโดยใช้ V iscom eter โดยใช้ 

ต ัวทำละลายกรดอะซิต ิก0.1 โมลา? และโซเดียมคลอไรด์ 0 ,2 โมลา? ตามชั้นตอนการหา‘นาหนัก 
โมเลกุลในข้อ 3.3

3.4.2.2 การแยกครั้งที่ 2
1. สำหรับสารละลายด้านบนนำมาตกตะกอนต่อโดยเติมสารละลาย 

โซเด ียมไฮดรอกไซด ์ 1 ฟ อ ? เซ ็น ต ์ จำนวน 20 ม ิลล ิล ิตร ลงไป ขณ ะท ี่กวน ด ้วยเครองกวน  
แม่เหล็กไฟฟ้า และกวนทิ้งไว้เป็นเวลา 5 นาที

2. ตั้งทิ้งไว้เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง
3. นำสารละลายไคโตซานที่มืตะกอนเกิดชื้นไปเซ็นทริฟ่วสํเป็นเวลา

1 ช่ัวโมง
4. รินหรือดูดเอาสารละลายด้านบนออก
5. สำหรับตะกอนที่ได้จากการแยกครั้งที่ 2 นำมาล ้างตะกอนด้วยน ํ้า 

กลั่น 4-5 คร้ัง จนกว่าจะมีค ่า pH เป็นกลาง
6. เทตะกอนออกทิ้งไว้ให้แห้ง
7. นำตะกอนไปใส่ใน D esiccators เพ ื่อดูดความชื้น
8. ชั่งตะกอนที่ได้เพื่อหา % yield
9. ตะกอนที่ได้นำมาหานำหนักโมเลกุลด้วย Viscom eter โดยใช้ตัว 

ทำละลายกรดอะซิต ิก 0.1 โมลา?และโซเด ียมคลอไรด ์0.2 โมลา?ตามชั้นตอนการหาน ํ้าหน ัก 
โมเลกุลในข้อ 3.3
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3.4.2.3 ปฏิบัติตามเนตอนการแยกนํ้าหนักโมเลกุลลำดับส่วนของสารละลาย 
ไคโตซานที่ฉายรังสีที่ 60+30 kGy ตามสภาวะต่าง  ๆ ตามตารางที่ 3 .1 ,3 .2  และ 3.3 โดยปฏิบัติ 
ตามขั้นตอนดังที่กล่าวมาในข้อ 3.4.2.1 และ 3.4.2.2 (เฉพาะสภาวะที่ X Y และ Z ตามตารางที่
3.1 ที่ทำการแยกเพียงครั้งเดียว)



ตารางที่ 3.1 แสดงการทดลองผลของความเข้มข้นของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่มีต่อการตกตะกอนของสารละลายไคโตซานที่ฉายรังสีที่ 60+30 kGy 
(เพี่อแยกไคโตซานที่มีนํ้าหนักโมเลกุลประมาณ 40,000 ดอลตัน)

การแยกครั้งที่ 1 การแยกครั้งที่ 2

สภาวะ สารละลาย นากลั่น ความ ปริมาตร pH เวลาที่ ผลท่ี สารละลาย ความ ปริมาตร pH เวลาที่ ผลท่ี
ท่ี ไคโตซาน (ml.) เข้มข้น 1%NaOH ท้ิงไว้ เกิดขึ้น ตั้งต้น เข้มข้น 1%NaOH ทิ้งไว้ เกิดขึ้น

(ทา!.) NaOH (กา!.) (ช่ัวโมง) NaOH (ทา!.) (ช่ัวโมง)
(%) (%)

บ 20 50 0.75 30 7 1 พ บ1 + รบ1 รบ1 1 30 14 1 พบ2+ ร2
X 20 50 1 30 14 1 พ  X1 + X̂1 - - - - - -
Y 20 50 2 30 14 1 พ Y1 + ร Y1 - - - - - -
Z 20 50 4 30 14 1 พ 21 + ร21 - - - - -

พบ1 พ X1 พท พ Z1 คือ ตะกอนทีได้จากการแยกครั้งที่ 1 จากการทดลองที่สภาวะ บ X Y และ Z ตามลำดับ 
พ บ2 คือ ตะกอนที่ได้จากการแยกครั้งที่ 2 จากการทดลองที่สภาวะ บ
รบ1 รx1 SY1 ร21 คือ สารละลายส่วนบนหลังจากทำการแยกครั้งที่ 1 จากการทดลองที่สภาวะ บ X Y และ Z ตามลำดับ
รบ2 คือ สารละลายส่วนบนหลังจากทำการแยกครั้งที่ 2 จากการทดลองที่สภาวะ บ



ตารางท่ี 3.2 แสดงการทดลองแยกนํ้าหนักโมเลกุลลำดับส่วนซองลารละลายไคโตซานที่ฉายรังสีที่ 60+30 kGy (เพื่อแยกไคโตซานที่มีนํ้าหนักโมเลกุลประมาณ
8,000 ดอลตัน) ด้วย 1%NaOH โดยควบคุมปริมาตรของ 1%NaOH ที่ใช้เติมในการแยกครั้งที่ 1 เท่ากับ 10 มิลลิลิตร (เท่ากันทุกสภาวะ) และ
เปล่ียนแปลงปริมาตรของ 1%NaOH ที่ใช้เติมในการแยกครั้งที่ 2 ที่สภาวะ a b c  และ d เท่ากับ 5, 10, 20 และ 30 มิลลิลิตร ตามลำดับ

สภาวะที่

การแยกครั้งที่ 1 การแยกครั้งที่ 2

สารละลาย 
ไคโตซาน 

(ml.)

‘นากลั่น 
(ml.)

ปริมาตร 
1% NaOH 

(ทา!.)

pH เวลาที่ทิ้งไว้ 
(ช่ัวโมง)

ผลที่เกิดขึ้น สารละลาย 
ตั้งต้น

ปริมาตร
1%NaOH

(ml)

pH เวลาที่ทิ้งไว้ 
(ช่ัวโมง)

ผลที่เกิดขึ้น

a 20 50 10 5-6 1 W.1 + ร31 S.1 5 5 1 พ02 + ร32
b 20 50 10 5-6 1 พช1 + Sbi รช1 10 5-6 1 w b2 + s b2
c 20 50 10 5-6 1 Wrf + ร01 ร01 20 5-6 1 พ02 + ร02
d 20 50 10 5-6 1 Wdi + Sdi รช1 30 6-7 1 พ ช2 + รช2

พ 31 พ b1 พ 01 พ d1 คือ ตะกอนที่ได้จากการแยกครั้งที่ 1 จากการทดลองที่สภาวะ a b c  และ d ตามลำดับ 
พ32 พb2 พ02 พ02 คือ ตะกอนที่ได้จากการแยกครั้งที่ 2 จากการทดลองที่สภาวะ a b c  และ d ตามลำดับ 
ร31 ร b1 ร01 ร01 คือ สารละลายส่วนบนหลังจากทำการแยกครั้งที่ 1 จากการทดลองที่สภาวะ a b C และ d ตามลำดับ 
ร32 ร02 ร02 ร02 คือ สารละลายส่วนบนหลังจากทำการแยกครั้งที่ 2 จากการทดลองที่สภาวะ a b C และ d ตามลำดับ O?N)



ตารางท่ี 3.3 แสดงการทดลองแยกนาหนักโมเลกุลลำดับส่วนของสารละลายไคโตซานที่ฉายรังสีที่ 60+30 kGy (เพื่อแยกไคโตซานที่มีนํ้าหนักโมเลกุลประมาณ
8,000 ดอลตัน) ด้วย 1%NaOH โดยควบคุมปริมาตรของ 1%NaOH ท่ีใซ้เติมในการแยกครั้งที่ 1 เท่ากับ 15 มิลลิลิตร (เท่ากันทุกสภาวะ) และ
เปลี่ยนแปลงปริมาตรของ 1%NaOH ที่ใช้เติมในการแยกครั้งที่ 2 ที่สภาวะ A B C  และอ เท่ากับ 5, 10, 20 และ 30 มิลลิลิตร ตามลำดับ

การแยกครั้งที่ 1 การแยกครั้งที่ 2

สภาวะที่ สารละลาย นากลั่น ปริมาตร pH เวลาที่ทิ้งไว้ ผลที่เกิดขึ้น สารละลาย ปริมาตร pH เวลาที่ทิ้งไว้ ผลที่เกิดขึ้น
ไคโตซาน (ml.) 1% NaOH (ช่ัวโมง) ตั้งต้น 1%NaOH (ช่ัวโมง)

(ml.) (ml.) (ml)
A 20 50 15 5 1 ^A1 + Â1 Â1 5 6 1 ^A2 + Sa2
B 20 50 15 5 1 พ8เ + รร1 10 8 1 พร2 + รร2
C 20 50 15 5 1 พ 01 + Sci Sci 20 14 1 พ  C2 + ร02
อ 20 50 15 5 1 พว1 + รอ1 30 14 1 พช2 + รอ2

พA1 พ81 พc1 พ01 คือ ตะกอนที่ได้จากการแยกครั้งที่ 1 จากการทดลองที่สภาวะ A B C  และ อ ตามลำดับ
W A2 W B2 W C2 พ 0 2  จื'0 ตะกอนที่ได้จากการแยกครั้งที่ 2 จากการทดลองที่สภาวะ A B C  และ D ตามลำดับ
รA1 ร 81 รc1 ร 01 คือ สารละลายส่วนบนหลังจากทำการแยกครั้งที่ 1 จากการทดลองที่สภาวะ A B C  และ อ ตามลำดับ
S A2 S B2 S C2 S D2 คือ สารละลายส่วนบนหลังจากทำการแยกครั้งที่ 2 จากการทดลองที่สภาวะ A B C  และ อ ตามลำดับ

0ไ> C0
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3.5.1 วัสดุอุปกรณ์และสารเคมี
3.5.1.1 ป ีกเกอ?
3.5.1.2 กระบอกตวง
3.5.1.3 ปีเปต
3.5.1.4 แท่งแก้ว
3.5.1.5 เคร่ืองเซ็น'ทริ?!'วส์’
3.5.1.6 หลอดใส่สารสำหรับเซ็นหริหิเวส์’
3.5.1.7 กระดาษตรวจสอบ pH
3.5.1.8 ถาดแก้ว
3.5.1.9 เครื่องกวนสารแบบแม่เหล็กไฟฟ้า
3.5.1.10 เครื่องชั่งอิเล็กทรอนิกส์’3 ตำแหน่ง
3.5.1.11 ทีดูดความชี!น (Desiccators)
3.5.1.12 นํ้ากลั่น
3.5.1.13 โซเดียม,โฮดรอก1ไซด ์(NaOH)
3.5.1.14 อะซิโตน AR G rade
3.5.1.15 สารละลายไคโตซานที่ผ่านการฉายรังสีที่60+110 kGy

3.5.2 ขั้นตอนในการดำเนินงานวิจัย
3.5.2.1 การแยกครั้งที่ 1

1. ตวงสารละลายไคโตชานที่ผ่านการฉายรังสีที่ 60+110 kGy 
จำนวน 40 มิลลิลิตร ใส่ลงในปีกเกอร์ขนาด 5 0 0 มิลลิลิตร

2. เติมนํ้ากลั่นลงไปจำนวน 100 มิลลิลิตร
3. กวนให้เข้ากันด้วยเครื่องกวนแบบแม่เหล็กไฟฟ้า
4. เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ 

(พ /V ) ลงไปจำนวน 4 0 มิลลิลิตร ขณะที่กวนด้วยเครื่องกวนแบบแม่เหล็กไฟฟ้า
5. กวนทิ้งไว้เป็นเวลา 5 นาที
6. ตั้งทิ้งไว้เป็นเวลา 1 วัน
7. นำสารละลายที่ตกตะกอนไปเซนทริหิเวส์’เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง

3.5 การแยกโมเลก ุลลำด ับส ่วนไคโตชานท ี่ฉายร ังส ีท ี่ 60+110 kGy เพ ี่อแยกไคโตซานท ี่ม ี
น ํ้าหน ักโมเลก ุลประมาณ 8,000 ดอลดัน
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การแยกครั้งที่ 2 ต่อไป
8. แยกเอาส่วนที่เป็นสารละลายด้านบนออก เพื่อเก็บไว้สำหรับทำ

9. ล้างตะกอนด้วยนั้ากลั่นประมาณ 4-5 คร้ัง จนค่า pH เป็นกลาง
10. เทตะกอนออก และท้ิงไว้ให้แห้ง
11. ขูดตะกอนที่ได้ แล้วนำไปใส่ใน D esiccators เพื่อดูดความชื้น
12. ชั่งตะกอนที่ได้หา % yield
13. นำตะกอนที่ได้ใปหานํ้าหนักโมเลกุลโดยใช้ V iscom eter โดยใช้

ตัวทำละลายกรดอะซิดิก 0.1 โมลาร์ และโซเดียมคลอไรด์ 0.2 โมลา? ตามขั้นตอนการหานํ้าหนัก 
โมเลกุลในข้อ 3.2

3.5.2.2 การแยกครั้งที่ 2
1. เดิมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ 

จำนวน 40 มิลลิลิตร ลงในสารละลายด้านบนจากการแยกครั้งที่ 1 ขณะที่กวนด้วยเค่รื่องกวนแบบ
แม่เหล็กไฟฟ้า

2. กวนทิ้งไว้เป็นเวลา 5 นาที
3. หลังจากนั้นตั้งทิ้งไว้เป็นเวลา 10 วัน
4. แยกส่วนที,เป็นสารละลายด้านบนออก แล้วเก็บตะกอนไว้
5. ล้างตะกอนด้วยนั้ากลั่นประมาณ 4-5 คร้ัง จนค่า pH เป็นกลาง
6. เทตะกอนออก และท้ิงไว้ให้แห้ง
7. ขูดตะกอนที่ได้ แล้วนำไปใส่ใน D esiccators เพื่อดูดความชื้น
8. ชั่งตะกอนที่ได้หา % yield
9. นำตะกอนที่ได้ใปหานํ้าหนักโมเลกุลโดยใช้ V iscom eter โดยใช้

ตัวทำละลายกรดอะชิดิก 0.1 โมลาร์ และโซเดียมคลอไรด์ 0.2 โมลาร์ ตามขั้นตอนการหานั้าหนัก 
โมเลกุลในข้อ 3.3

3.5.2.3. ปฏิบัติตามการทดลองข้างต้น แต่เปลี่ยนปริมาตรของสารละลาย 
โซเดียมไฮดรอกไซด์ 1 เปอร์เซ็นต์ที่เดิม จากการแยกครั้งที่ 1 ข้อ 4 เป็น 45, 50 และ 60 มิลลิลิตร 
ตามลำตับ และปฏิบัติขั้นตอนอื่นๆ เซ่น,ดียวกับที่กล่าวมาข้างต้น(สรุปขั้นตอนการทดลองแสดง 
ในตารางที่ 3.4)



ตารางที่ 3.4 แลดงการทดลองแยกนํ้าหนักโมเลกุลลำดับล'วนของสารละลายไคโตชานที่ฉายรังสีที่ 60+110 kGy (เพื่อแยกไคโตซานที่มีนํ้าหนักโมเลกุล 8,000 ดอล
ดัน) โดยเปลี่ยนแปลงปริมาตรของ 1 %NaOH ในการแยกครั้งที่ 1 ในสภาวะที่ 1, 2, 3 และ 4 เป็น 40, 45, 50 และ 60 มิลลิลิตร ตามลำดับ และควบคุม
การการตกตะกอนในการแยกครั้งที่ 2 ให้เหมือนกันทุกสภาวะ

สภาวะที่

การแยกครั้งที่ 1 การแยกครั้งที่ 2

สารละลาย 
ไคโตซาน 

(ทา!.)

นากลั่น 
(ml.)

ปริมาตร 
1% NaOH

(ทา!.)

pH เวลาที่ทิ้งไว้ 
(กัน)

ผลที่เกิดขึ้น สารละลาย 
ตั้งต้น

ปริมาตร
1%NaOH

(ml)

pH เวลาที่ทิ้งไว้ 
(กัน)

ผลที่เกิดขึ้น

1 40 100 40 7 1 พ 11 + ร 11 Su 40 14 10 พ 12 + ร 12
2 40 100 45 8 1 พ 21 + ร21 ร21 40 14 10 พ 22 + ร22
3 40 100 50 8 1 พ31 + ร31 ร31 40 14 10 พ 32 + ร32
4 40 100 60 9 1 พ 41 + ร41 ร41 40 14 10 พ 42 + ร42

พ 11 พ 21 พ 31 พ 41 คือ ตะกอนที่ได้จากการแยกครั้งที่ 1 จากการทดลองที่สภาวะ 1 2 3 และ 4 ตามลำดับ
พ 12 พ 22 พ 32 พ 42 คือ ตะกอนที่ได้จากการแยกครั้งที่ 2 จากการทดลองที่สภาวะ 1 2 3 และ 4 ตามลำดับ
ร 11 ร21 ร31 ร41 คือ สารละลายส่วนบนหลังจากทำการแยกครั้งที่ 1 จากการทดลองที่สภาวะ 1 2 3 และ 4 ตามลำดับ
ร 12 ร22 ร32 ร42 คือ สารละลายส่วนบนหลังจากทำการแยกครั้งที่ 2 จากการทดลองที่สภาวะ 1 2 3 และ 4 ตามลำดับ

Ç)5ไ>
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