
บทท่ี 3

วิธีการทดลอง

วัสดุ
1. ไคติน จากแกนปลาหมึก บริษัทตาหมิง
2. กรดเกลือเขมขน เกรดอุตสาหกรรม บริษัทคูสวัสดิ์
3. สีซันเซตเยลโลว เอฟ ซี เอฟ (FD& C yellow No6)

4. สีโรดามีนบี ( D&C Red No.19)

5. สีสกัดจากดอกอัญชัน (Cliteria ternatia Linn.)

6. น้ํ ากลั่น
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อุปกรณ
1.  เครื่องSpray dry  (Lab Plant SD-04  England)
2.  ตูดูดควัน
3.  Magnetic stirrer : (Gem MS 101)
4.  เคร่ือง Sigma Centrifuge model 2-16 S/N 89045
5.  เครื่องวัดพีเอช (Horiba D-23)
6.  กลองจุลทรรศน อิเลกตรอน แบบสองกราด (SEM)รุน jsm 6335 F
7.  Volumetric Flask ขนาด 50, 100 ซีซี
8.  สเปกโตรโฟโตมิเตอร (Spekol 1100 / 1200)
9.  Pipette ขนาด 5, 10, 25 ซีซี
10.  เครื่องชั่งนํ ้าหนัก (Analytica ac 210 S Sartorius)
11.  hot air oven KSL No.870
12.  เครื่องบดยา ยี่หอ กั๊นเซงหลี

ข้ันตอนการทดลอง
1.! ตัวแปรหลกั คือ สีที่จับกับไคติน คอลลอยด 3 ชนิด คือ สีประจุลบ สีประจุบวก และสธีรรม
ชาติ

2.! ปจจัยที่ตองควบคุมใหคงที ่คือ คาพีเอช  ระยะเวลาในการดูดซบัสี วิธีการเตรียมไคตินคอล
ลอยด ใหมีคุณสมบัติที่คงที่สมํ ่าเสมอ

3.!  เตรียมไคตินคอลลอยด ใหมีพีเอชอยูในชวง 3.9 – 4.1
4.! นํ าไคตินคอลลอยดไปจับกับสีทีละชนิด แลวตรวจวัดปริมาณการจับกับสีแตละชนิด
5.! นํ าสีที่จับกับไคตินคอลลอยแลวไปพนแหง (สเปรยดราย)
6.! นํ าผงสีที่ไดไปตรวจสอบคุณสมบัติทางกายภาพ (ขนาด,รูปราง,ลักษณะพื้นผิว) ดวยกลอง
จุลทรรศน อิเลกตรอน แบบสองกราด (SEM)

วิธีการทดลอง
1.! ข้ันตอนการเตรียมไคตินคอลลอยดท่ี พีเอช 3.9 – 4.1
โดยนํ าไคติน (จากแกนปลาหมึก) 1.5 กรัม ผสมกับกรดเกลือเขมขน 50 g
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เตรียมในตูดูดควัน

ปนละลายดวย Magnetic stirrer 90 นาทีจนไคตินละลายหมด

เทสารละลายไคตินในนํ ้ากลั่น 150 ซีซ ีที่กํ าลังปนดวย Magnetic stirrer

ปนตออีก  5  นาที เพื่อใหเกิดไคตินคอลลอยดที่สมบูรณ

นํ าคอลลอยดไป Centrifuge = 4000 rpm, 30 นาท ีแยกนํ้ าสวนใส ทิ้ง เพ่ือปรับpH ใหสูงขึ้น
และวัดคา pH

เติมน้ํ ากลั่น จํ านวน 400 ซีซ ีพรอมคนใหตะกอนไคตินคอลลอยดกระจายตัว

นํ าคอลลอยดไป Centrifuge = 4000 rpm , 30  นาที แยกนํ้ าสวนใสทิ้งเพื่อปรับพีเอช ท ําซํ้ า
6 คร้ัง และวัดพีเอช จนพีเอชอยูในชวง 3.9 – 4.1 ก็จะไดไคตินคอลลอยดที่พรอมจะน ําไปจับสี
ในขั้นตอไปในปริมาณเทียบเทากับไคติน 1.42 กรัม(เตรียมจากไคตินปริมาณเร่ิมตน 1.5 กรัม)

2.! ขั้นการจับสี

2.1! การจับกับสีประจุลบ โดยจะใชสีซันเซตเยลโลว เอฟ ซี เอฟ เปนตัวแทนของสีกลุมนี้

เติมไคตินคอลลอยดท่ีเตรียม ไวแลวในปริมาณเทียบเทากับไคติน 1.42 กรัมลงใน Volumetric flask

เติมสีที่ชั่งแลว 30.2 mg ใน Volumetric flask 100 ซีซี

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d



40

ปรับปริมาตรใหครบ 100 ซีซ ีดวยน้ํ ากลั่น

ปนผสมสีดวย Magnetic stirrer 4 ช่ัวโมง ทิ้งไวขามคืน

นํ าไป Centrifuge = 4000 rpm, 30 นาท ีแยกสวนใส

นํ าสวนใสมาวัดปริมาณสีท่ีเหลือจากการจับสีดวยสเปกโตรโฟโตมิเตอร
ที่ความยาวคลื่น 486 นาโนเมตร

ทํ าการจับสอีีก 5 ความเขมขน เพ่ือวิเคราะหการอ่ิมตัวของการจับสี
ที่ความเขมขน 40.5 mg, 45.1 mg, 53.3 mg, 60.1 mg, 65.1 mg

2.2! จับกับสปีระจุบวก โดยจะใชสีโรดามีนบี เปนตัวแทนของสีกลุมนี้

นํ าไคตินคอลลอยดที่เตรียมไวในปริมาณเทียบเทากับไคติน 1.42 กรัมบรรจุลงในขวดปรับ
ปริมาตร แลวนํ ามาเติม

กรดแทนนิค 5 % จํ านวน 1 ซีซี

ปนดวย Magnetic stirrer 5 นาที

เติมสีโรดามีนบีลงไป 280 mcg

ปรับปริมาตรในขวดปรับปริมาตร ครบ 100 ซีซี

ปนดวย Magnetic stirrer 4 ช่ัวโมง ทิ้งไวขามคืน
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นํ ามา Centrifuge = 4000 rpm 30 นาที

แยกสวนใสมาวัดความเขมขนสีที่เหลือดวย สเปกโตรโฟโตมิเตอร
ที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร

ท ําการจับสีอีกที่ความเขมขนอื่น ๆ คือ 0.480 mg, 1.000 mg,
1.280 mg, 2.000 mg, 2.500 mg

โดยที่ความเขมขน 1.000 mg ไดท ําการจับสีซํ้ าอีกคร้ัง โดยไมเติมกรดแทนนิค
เพื่อดูผลการจับสี เม่ือไมมีกรดแทนนิค

2.3  จับกับสีธรรมชาติ โดยจะใชสีอัญชัน ที่สกัดดวยนํ ้า เพ่ือเปนตัวแทนของสีกลุมน้ี
2.3.1 การสกัดสีจากดอกอัญชัน(10) (Cliteria ternatia Linn.)
ดอกอัญชันแหงใหตัดใบเล้ียงดอก (ขั้วดอก) เปนสวนที่ไมมีส ี ออกกอนเพื่อไมใหมีสวนที่

ไมมีสีถูกสกัดออกมาดวย ซึ่งอาจมีผลรบกวนการดูดซับสี
รายละเอียดขั้นตอนมีดังนี้

ขั้นตอนการสกัดสีนํ ้าดอกอัญชัน

ดอกอัญชันแหงท่ีตัดข้ัวดอกออกแลว 100 กรัม

ใสในนํ ้ากล่ันท่ีตมจนเดือดแลว 1 ลิตร

ตมจนเดือดตอไปอีก 15 นาที

กรองสกัดนํ ้าสดีอกอัญชัน ใสภาชนะแยกพักไว เปนการตมสกัดครั้งที ่1

กากดอกอัญชันท่ีตมแลว นํ ามาตมสกัดอีกครั้ง โดยใชน้ํ าเดือด ปริมาณ 400 ซีซี
ตมจนเดือดตอไปอีก 15 นาที
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จากน้ันนํ าไปรวมกับนํ ้าสกัดสีดอกอัญชันครั้งที ่1 ตมไฟออน ๆ ใหสีสกัดเหลือ
เพียง 200 ซีซี

โดยทิ้งใหพออุน เทใสสะดึงขึงพลาสติกทนรอน

นํ าไประเหยแหงใน hot air oven ต้ังอุณหภูมิ 50°C ทิ้งไว 2 วัน

จากน้ันบรรจุไวในขวดสีชา เก็บในตูเย็นเพ่ือรักษาความคงตัว

2.3.2  การจับสีอัญชัน
ใชวิธีการและเงื่อนไขเหมือนกับการจับสีโรดามีนบี ที่ความเขมขน 100 mg จะทํ าการ

เปรียบเทียบการจับสีโดยไมใสกรดแทนนิค กับการจับสีเมื่อใสกรดแทนนิค ที่ความเขมขน 100 mg
เนื่องจากสีอัญชันเปนสีจากธรรมชาต ิ มีการดูดซับสีไดนอยจึงเติมสารชวยติดสี (mordant) 

ลงไปในการทดลองดวย และนํ าผลมาเปรียบเทียบกับการไมใสสารชวยติดสี โดยมีขั้นตอนการ
ศึกษาดังตอไปนี้

นํ าไคตินคอลลอยดท่ีเตรียมไว ในปริมาณเทียบเทากับไคติน 1.42 กรัม มาเติม
กรด แทนนิค 5% จํ านวน 1 ซีซี

ปนดวย Magnetic stirrer 5 นาที

เติมสีสกัดจากดอกอัญชัน เริ่มที ่100 mg

ปรับปริมาตรใหครบ 100 ซีซี

ปนดวย magnetic stirrer 4 ช่ัวโมง ทิ้งไวขามคืน

นํ ามา centrifuge ที่ 4,000 rpm เวลา 30 นาที

แยกสวนใสมาวัดปริมาณสีท่ีเหลือดวยสเปกโตรโฟโตมิเตอร ที่ความยาวคลื่น 612 นาโนเมตร
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ทํ าการศึกษาอีกครั้งโดยไมใสกรดแทนนิคความเขมขนของสีอัญชัน คือ 100 mg
 เพื่อเปรียบเทียบผล

ท ําการศึกษาที่ความเขมขน ตอมาคอื 120 mg, 140 mg, 160 mg, 180 mg.

3.! ข้ันตอนการทํ าใหแหง

การท ําเม็ดสีเลคสใหแหงจะใชวิธีสเปรยดราย เพื่อใหไดผงเลคสที่สามารถน ําไปตรวจวัดขนาด
อนุภาค และดูลักษณะทางกายภาพของเลคส เชนรูปราง ลักษณะพื้นผิวดวยเครื่อง SEM ตอไปซึ่ง
ตองลางสีสวนเกินที่อยู ในไคตินคอลลอยดที่ดูดซับสีแลวดวยน้ํ ากลั่น 400 ซีซีจากนั้นนํ าไป 
Centrifuge ที่ 4000 rpm, 30 นาท ีจํ านวน 2 คร้ังกอนการสเปรยดราย
การใชเครื่องสเปรยดรายมีขั้นตอน ดังน้ี

เปด / ปรับแรงดันลมหัวพนใหได 3 บาร

เปด ON เครื่องสเปรยดราย

ต้ัง blower ไวที่ 70

เปด heater ตั้งไวที่ 180°C

เปด compressor หัวสเปรยไปทางบวก (+) จนเกือบสุด
ต้ัง peristaltic pump ไว 4 ml/min

คร้ังแรกใหลางหัวสเปรยกอน โดยสเปรยนํ ้าเปลาลางระบบกอน ประมาณ 20 นาที
ระวังขั้นตอนนี้อยาใหนํ ้าแหง

ขอแนะนํ าการใชอุปกรณ
1.! ถาสายยางหัวสเปรย สะบัดหลุด แสดงวา เกิดการอุดตันท่ีหัวสเปรย ใหถอดลาง และใช

ลวดทองแดงเสนเล็ก แทงทะลุชองที่อุดตัน
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2.! ใหเปด magnetic stirrer คน เลคสตลอดเวลา เติมน้ํ ากลั่นใหเจือจาง 4 เทา พอนํ ้าใกลแหงให
เติมน้ํ าเพิ่มทีละนอยจนเลคส ถูกสเปรยดรายทั้งหมด

3.! หากมีผงตะกอนดํ าตกลงมา เกิดจากยางหุมในชอง  blower ใหใชผาเปยกหมาดๆ เช็ดเอาผง
ยางท่ีรอนหลุดออกไป

4.! คอยสังเกตสายยางสเปรย ถาหากวามีอาการโปง บวม แสดงวา มีการอุดตัน ตองปด pump
ทันที มิฉะนั้นสายยางจะเกิดแรงดันจนสะบัดหลุดจากหัวสเปรย

5.! heater สามารถปรับไดถึงอุณหภูม ิ195 °C ถาอุณหภูมิสูงกวานี ้อาจทํ าใหสวนประกอบที่
เปนแกวแตกได

6.! การใชเครื่องสเปรยดราย ควรเปดใชประมาณ 2 ชั่วโมง หากเกินกวาน้ีจะเร่ิมเกิดการอุดตัน
ของสารที่สเปรย

นํ าไคตินคอลลอยดที่จับกับสีแลวมาสเปรยดราย
โดยนํ าคอลลอยด มาเจือจางดวยน้ํ าอีก 200 ซีซี

ผานเคร่ืองสเปรยดราย

แยกสวนผงสีที่ตกลงมาโดยอิสระ แยกสวนที่เปนผงสีเลคสติดหลอดแกว
ในขวดเก็บผงสีเลคส สเปรยดราย เก็บไวไมตองนํ าไปตรวจ

SEM ติดฉลาก

น ําออกจากหลอดแกวสเปรยดรายติดฉลากเตรียมนํ าไปตรวจ SEM

4.! การศึกษาโดยกลองจุลทรรศนอิเลกตรอนแบบสองกราด (SEM)
เพื่อศึกษาลักษณะพื้นผิว ขนาดอนุภาค ของเลคสที่ไดจากส ี3 ชนิด โดยใชกลอง SEM รุน jsm

6335 F
การเตรียมตัวอยางส ําหรับการทํ า SEM ใหน ําสารแขวนลอยของเลคสแตละชนิดมาหยดบาง ๆ

กับฐานที่ใชตรวจ (stub) ทิ้งใหแหง ติดฉลากท่ีดานลางของฐานตรวจ จากน้ันนํ าไปเคลือบดวยทอง
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แลวนํ าไปศึกษาตอดวย SEM ท ําเชนน้ี จนครบท้ัง 3 ชนิด โดยที่จะใชก ําลังขยายที่ 800 เทา 1,000
เทา และ 6,000 เทา
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