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บทท่ี 3

วิธีการวิจัย

ในการวิจัยเพื่อเตรียมเยื่อบางไคโตซานและเยื่อประกอบไคโตซาน ไดแบงวิธีดํ าเนินการออก
เปนขั้นตอนสํ าคัญๆ ได 4 ขั้นตอนดังนี้

1. เตรยีมและทดสอบเยื่อบางไคโตซานโดยวิธีอบแหง
2. เตรยีมและทดสอบเยื่อบางไคโตซานโดยวิธีเปลี่ยนเฟส
3. ทดสอบเยื่อบางโพลิอีเทอรซัลโฟน
4. เตรียมและทดสอบเยื่อประกอบไคโตซาน/โพลิอีเทอรซัลโฟน

ทกุขัน้ตอนจะมีวัสดุ อุปกรณ และวิธีดํ าเนินการ ดังตอไปนี้
3.1 วัสดุและอุปกรณ
      3.1.1 วัสดุ

- ไคโตซาน (Chitosan  MW ~ 600 000, Fluka)
- เยื่อบางโพลิอีเทอรซัลโฟน ขนาดรู 0.22 ไมครอน เสนผาศูนยกลาง 4.7 เซนติเมตร

(Polyethersulfone, PES GPWP04700, Millipore)
- บีกเกอรขนาด 1,000  500   250    50 และ 25 ml
- นํ้ ากลั่น
- ถาดสเตนเลส ขนาด 18 x 24 เซนติเมตร
- กระจกขนาด 20 x 25 เซนติเมตร
- กระดาษกาว
- ปากคีบปลายแบน (Forcep)
- นาฬิกาจับเวลา ( Casio รุน HS-5)
- ไมโครมิเตอร (Micrometer)
- มัลติมิเตอร (Multimeter รุน YX-361 TR, Sanwa)
- ตูอบ (Memmert, modell 400)
- เครื่องกวนแบบใหความรอน (Hot plate with stirrer; Heidolph, MR3001)
- เครื่องชั่งสารระบบดิจิตอลแบบทศนิยม 4 ต ําแหนง (Mettler, PL400)
- เครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร (Spectrophotometers, Spectronic 20+ series)
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- เครื่องกรองสารละลายความดันสูง
- อุปกรณสํ าหรับวัดความหนืดสารละลาย ยี่หอ Schcott รุน 51610 / I
- ระบบการกรองแบบปดตาย (Dead End Unit)

3.1.2 สารเคมี
- โพลิเอทิลีนไกลกอล (Polyethylene glycol  MW 10,000  35,000, Fluka)
- โบวิ่งเซรูมอัมโบมิน (Bovine serum abumin, BSA MW 67,000, Calbiochem)
- กรดอะซีติก (CH3COOH,  Merck)
- กรดไฮโดรคลอริก (HCl, Merck )
- กลีเซอริน (Glycerin, วทิยาศรม)
- โปแตสเซียมคลอไรด (KCl, AR Grade, Merck)
- โซเดียมโฮดรอกไซด (NaOH, AR Grade, Merck)
- เบเรียมคลอไรด (Ba2Cl2 • 2HO2 , Scharlau)
- โปแตสเซียมไอโอไดซ (Potassium iodide, Scharlau)
- ไอโอดีน (I2 , AR Grade, Scharlau)
- Bio-Rad Dc Protein Assay Reagent A (Rio-Rad Laborotories)
- Bio-Rad Dc Protein Assay Reagent B (Rio-Rad Laborotories)

      3.1.3 อุปกรณสํ าหรับวัดคาอิมพีแดนซ
- เครื่องกํ าเนิดสัญญาณไฟฟากระแสสลับ (Function generator 15 MHz, Model DS340)
- เครื่องออสซิสโลสโคป (Oscilloscpoe  รุน ss-7802A 20 MHz, Iwatsu)
- เครื่องขยายสัญญาณไฟฟา (Differential Amplifier )
- สายโคแอกเชียล
- ลวดนเิกิลอัลลอยด ขนาดเสนผาศูนยกลาง 125 ไมครอน
- ลวดเงิน ขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.35 มิลลิเมตร
- Calomel electrode  1 คู (Activon, AEP111 single junction refference probes)
- Chamber สํ าหรับประกอบเยื่อบางเพื่อวัดสมบัติทางไฟฟาของเยื่อบาง
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3.2   การเตรียมเยื่อบางไคโตซาน
การเตรียมเยือ่บางไคโตซานมี 2 วิธีคือการอบแหงและการเปลี่ยนเฟส โดยมีวิธีการเตรียมดังนี้

        3.2.1 การเตรียมเยื่อบางแบบอบแหง
  เตรียมสารละลายไคโตซานเขมขน 2% (w/v) ในกรดอะซีติก 1%(v/v) คนดวยเครื่องกวน

สาร  ใหไคโตซานละลายเปนเนื้อเดียวกัน โดยกวนอยางตอเนื่องเปนเวลา 2 วัน จากนั้นนํ าไปกรอง
ดวยชุดกรองสารละลายดวยความดันเพื่อแยกสวนที่ไมละลายออก สารละลายไคโตซานที่กรองได
จะมีฟองอากาศแทรกอยู วางทิ้งไวจนกวาไมมีฟองอากาศจะสารละลายไคโตซานเหลวพรอมขึ้นรูป
เปนเยื่อแผน  หลังจากนั้นเทสารละลายไคโตซาน 100  มิลลิลิตร ลงในถาดสเตนเลสขนาด 18 x 24 
ซม. นํ าไปอบที่อุณหภูมิ 43 0C นาน 48 ช่ัวโมง จะไดเยื่อบางแลวทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง เทสาร
ละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (4% w/v NaOH) ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ลงในถาดแชเยื่อบางเปนเวลา
นาน 1 ช่ัวโมง  เพือ่ปรับสภาพเยื่อบางใหเปนกลาง เทสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดออกจากถาด 
แลวท ําความสะอาดเยื่อบางโดยเติมนํ้ ากลั่น 200 มิลลิลิตรลงไปแชไวเปนเวลา 30 นาที เปลี่ยนนํ้ า
กล่ันหลังจาก 15 นาทีแรกของการลาง เมื่อส้ินสุดการลางเยื่อบาง 30 นาทีพบวา pH ของนํ้ าที่แชเยื่อ
บาง มีคาเทากับ 7.1 ซ่ึงเทากับ pH ของนํ ้ากลัน่ จากนั้นนํ าเยื่อบางตรึงบนกระจกดวยกระดาษกาวที่
ขอบเยือ่บาง วางทิ้งใหแหงที่ปลอดฝุน จะไดเยื่อบางไคโตซานแบบอบแหงซึ่งเรียกวา เยื่อบาง CH2D

       3.2.2  การเตรียมเยื่อบางแบบเปลี่ยนเฟส
   เทสารละลายไคโตซาน 2% ปริมาตร 100  มิลลิลิตร ลงในถาดสเตนเลส  ขนาด 18 x 24 

ซม. นํ าไปอบที่อุณหภูมิ 43 0C เปนเวลา 4 ช่ัวโมง (หากใชเวลาในการอบนอยหรือมากกวานี้ไม
สามารถขึ้นรูปเปนเยื่อแผนได) แลวเปลี่ยนเฟสโดยการเทสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดปริมาตร 
200 มิลลิลิตร ลงบนสารละลายไคโตซาน แชเปนเวลา 1 ช่ัวโมง ทํ าความสะอาดเยื่อบางเชนเดียวกับ
ขอ 3.2.1 จะไดเยื่อบางโดยเรียกชื่อวา CH2PH นอกจากนี้ไดเตรียมเยื่อบางไคโตซาน 1% เรียกชื่อวา 
CH1PH ดวยเพื่อเปรียบเทียบผลกับเยื่อบาง CH2PH พบวา CH1PH ไมสามารถขึ้นรูปเปนเยื่อแผนได 
เนื่องจากขณะเปลี่ยนเฟสในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด สารละลายไคโตซานขณะเปนเจลมี
ลักษณะเปนเสนคลายวุน จึงใชความเขมขนของสารละลายไคโตซานเปน 2% แทน งานวิจัยนี้
ทดสอบเยื่อบาง  CH2PH
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     3.2.3  การเตรียมเยื่อบางซึ่งผสมโพลิเอธีลีนไกลคอล แบบเปลี่ยนเฟส
เตรียมเยื่อบางไคโตซานผสมโพลีเอทิลีนไกลคอล (Polyethylene glycol, PEG) ซ่ึงมีนํ้ า

หนักโมเลกุล  MWCO 10000 Da โดยผสม  5% , 8% และ 10% (w/v) ในสารละลายไคโตซาน 2%
ปริมาตร 200 มิลลิลิตร เทสารละลายผสมแตละชุดลงในถาดสเตนเลส หลังจากอบและแชในสาร
ละลายโซเดียมไฮดรอกไซดดังวิธีในขอ 3.2.2 แลวตมเยื่อบางในสารละลาย 4% (w/v)NaOH ที่
อุณหภูมิ   80 0C เปนเวลา 1 ช่ัวโมง เพื่อชวยให PEG ละลายออกจากเยื่อบาง (จดุหลอมเหลวของ 
PEG อยูในชวง 62 –65 0C , Fluka) แลวท ําความสะอาดเยื่อบางเชนเดียวกับวิธีในขอ 3.2.1 หลังจาก
นัน้แชเยื่อบางในสารละลาย 10%  กลีเซอรีน เปนเวลา 1 ช่ัวโมง เพื่อชวยใหเยื่อบางไมฉีกขาดขณะ
แหง แลวท ําความสะอาดเยื่อบางดวยนํ้ ากลั่นอีกครั้ง แลวตรึงเยื่อบางบนกระจกดวยกระดาษกาว วาง
ทิง้ไวใหแหงในที่ปลอดฝุน  เรียกเยื่อบางวา CH25PEG, CH28PEG และ CH210PEG ตามลํ าดับ ผล
จากการเตรียมพบวาเยื่อบาง CH210PEG ไมสามารถขึ้นรูปเปนเยื่อแผนไดทั้งนี้อาจเนื่องจากมีสาเหตุ
จากการเติมสาร PEG ลงในสารละลายไคโตซานมากเกินไป งานวิจัยนี้ทดสอบเยื่อบาง CH25PEG 
และ CH28PEG

3.3  การเตรียมเยื่อประกอบโพลิอีเทอรซัลโฟน /ไคโตซาน
จาการศึกษาในหัวขอ 4.1 ทํ าใหทราบวาการเติม PEG ในสารละลายไคโตซานชวยเพิ่มรูพรุนของ

เยือ่บาง การทดลองในขั้นตอนการเตรียมไคโตซานบนเยื่อบาง PES ในหวัขอตอไปจึงใชสารละลาย
ไคโตซานที่เติมและไมเติม PEG ซ่ึงใชวิธีเตรียมเยื่อประกอบ 2 แบบ ดังนี้
     3.3.1  เยื่อประกอบโพลิอีเทอรซัลโฟน/ไคโตซานแบบอัดความดัน

ใชสารละลายไคโตซานเหลว 2% ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ในระบบ Dead End อัดความดัน 
100 kPa เปนเวลา 5 นาที   เปนสารปอนผานเยื่อบางโพลิอีเทอรซัลโฟน (PES) หลังจากนั้นนํ าเยื่อ
บางออกจากชุดการกรองแลวแชในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 4% (w/v) NaOH  เปนเวลา 1 
ช่ัวโมง ทํ าความสะอาดเยื่อบางที่ได เชนเดยีวกบัขอ 3.2.1 แลวนํ าเยื่อบางวางทิ้งไวใหแหงที่อุณหภูมิ
หองและปลอดฝุน จะไดเยื่อบางประกอบซึ่งเรียกวาเยื่อประกอบ PES/CH2P

     3.3.2  เยื่อประกอบโพลิอีเทอรซัลโฟน/ไคโตซานแบบรีดบนผิวหนา
เนื่องจากเยื่อบาง PES ผิวหนามลัีกษณะแววมันทํ าใหยากแกการเคลือบไคโตซานจึงแชเยื่อ

บางในนํ้ าเปนเวลา 10 นาที กอนวางบนกระจกแลวเทสารละลายไคโตซาน 2% ซ่ึงผสม 5% PEG
(w/v) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงบนกระจกใกลเยื่อบาง  เคลือบสารละลายไคโตซานโดยใชไมบรรทัด
ซ่ึงพนักระดาษกาวใหความหนา 0.30 มิลลิเมตร ปลอยใหสารละลายไคโตซาระเหยที่อุณหภูมิหอง 
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24 0C เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ทํ าการเปลี่ยนเฟสโดยการนํ ากระจกซึ่งมีเยื่อบางอยูแชในสารละลาย
โซเดยีมไฮดรอกไซด ประมาณ 10 นาที แลวนํ าเยื่อบางที่ไดไปตมที่อุณหภูมิ 80 0C เปนเวลา 1 ช่ัว-
โมง เพื่อไลโมเลกุลของ PES ออกจากไคโตซานและทํ าความสะอาดเชนเดียวกันขอ 3.2.1 จะไดเยื่อ
บางประกอบซึ่งเรียกวาเยื่อประกอบ PES/CH25PEG

3.4  การทดสอบเยื่อบาง
      3.4.1  ทดสอบการบวมนํ้ าของเยื่อบาง

 น ําเยื่อบางและเยื่อบาง PES ตดัเปนแผนสี่เหล่ียมขนาด 1 x 1 เซนติเมตร จํ านวน 5 แผน นํ า
ไปชั่งดวยเครื่องชั่งสารระบบดิจิตอลแบบทศนิยม 4 ต ําแหนง บันทึกนํ้ าหนักแหงแตละแผน จากนั้น
แชเยื่อบางในนํ้ ากลั่น เปนเวลา 1 , 3 , 5 , 7 และ 9 นาท ีน ําเยื่อบางที่แชนํ้ าไวแตละชวงของเวลา ซับ
นํ ้าทีผิ่วเยือ่บางดวยกระดาษกรอง มาชั่งนํ้ าหนัก แลวบันทึกนํ้ าหนัก แลวคํ านวณหาเปอรเซ็นตการ
บวมนํ ้าของเยื่อบางแตละชนิด จากสมการ (1)

      3.4.2  ทดสอบฟลกัซของนํ้ าผานเยื่อบาง
 นํ าเยื่อบางที่เตรียมได ขอ 3.2.1, 3.2.2, 3.2.3 ตดัเปนวงกลมขนาดเสนผาศูนยกลาง 4.70 

เซนติเมตร และเยื่อบาง PES วดัความหนาของเยื่อบางโดยใชไัมโครมิเตอร แลวแชเยื่อบางในนํ้ า
กล่ันเปนเวลา 10 นาที กอนทดสอบ  ประกอบเยื่อบางเขากับชุดการกรองแบบ Dead End เติมนํ้ ากลั่น 
100 มิลลิลิตร ใชความดันแกระบบในชวง  50 – 250 kPa บนัทกึนํ้ าหนักของนํ้ าที่ไหลผานเยื่อบางตอ
เวลา เปนเวลา 3 นาที บันทึกนํ้ าหนักแตละนาที แลวคอยๆ เพิ่มความดันครั้งละ 50 kPa  คํ านวณหา
คาฟลักซของนํ้ าผานเยื่อบางแตละความดัน เขียนกราฟแสดงความสัมพันธระหวางฟลักซของนํ้ า
ผานเยื่อบาง (J ) กบัความดัน (P) และวดัคาความหนืดของนํ้ า ดูการวัดความหนืดของสารละลายจาก
ภาคผนวก 1  เพื่อคํ านวณหาคาความตานทานการไหลของนํ้ าผานเยื่อบาง (Rm) จากสมการ (2)

     3.4.3 ทดสอบการกรองสารละลาย BSA ของเยื่อบาง
น ําเยื่อบางที่เตรียมได ขอ 3.2.1, 3.2.2, 3.2.3 ตดัเปนวงกลมขนาดเสนผาศูนยกลาง 4.70 

เซนติเมตร และเยื่อบาง PES วดัความหนาของเยื่อบางโดยใชไมโครมิเตอร แลวแชเยื่อบางในนํ้ า
กล่ันเปนเวลา 10 นาที กอนทดสอบ  ประกอบเยื่อบางเขากับชุดการกรองแบบ Dead End  เติมสาร
ละลาย BSA เขมขน 1 mg/ml ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ซ่ึงมีคา pH = 7.10 และใชความดันคงที่ 100 
kPa ในระหวางการกรองบันทึกนํ้ าหนักของเพอมิเอทของนํ้ าทุก 1 นาที เปนเวลา 30 นาที เพื่อนํ าไป
เขียนกราฟแสดงความสัมพันธระหวางฟลักซของของสารละลายผานเยื่อบางกับเวลาของการกรอง  
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และนํ าเพอมิเอททีไ่ดจากการกรองนาทีที่ 5, 15 และ 30 นาทีไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่องส
เปกโตรโฟโตมิเตอร    แลวเปรียบเทียบผลการดูดกลืนแสงกับกราฟมาตรฐานเพื่อหาความเขมขน
ของสารละลาย BSA ในเพอมิเอท ดูวิธีการหาความเขมขนของสารละลาย BSA จากภาคผนวก 2

หลังการกรองสารละลาย BSA นํ าเยื่อบางทํ าความสะอาดดวยนํ้ ากลั่น แลวนํ าเยื่อบาง
ประกอบเขากับชุดการกรองเชนเดิมเพื่อวัดฟลักซนํ้ ากลั่นผานเยื่อบางหลังจากการกรองสารละลาย 
ท ําการทดลองเชนเดียวกันกับขอ 3.4.2  แลวคํ านวณหาคา Rf และ Rp จากสมการ (8), (9)

     3.4.4 ทดสอบการกรองสารละลาย PEG ของเยื่อบาง
ทดสอบการกรองสารละลาย PEG ทีม่นีํ้ าหนักโมเลกุล 10,000 และ 35,000 ที่ความเขมขน 

50 ppm.  ดวยเยื่อบางที่เตรียมได ขอ 3.2.1, 3.2.2, 3.2.3 และเยื่อบาง PES ทางการคา ขนาดรูเฉลี่ย 
0.22 ไมครอน ท ําการทดลองเชนเดียวกันขอ 3.4.3 วิธีการหาความเขมขนของสารละลาย PEG ที่
ไหลผานเยื่อบาง ดูจาก ภาคผนวก 3  การคํ านวณหาคา Rf และ Rp ท ําเชนเดียวกันกับขอ 3.4.3
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ภาพประกอบ 18 ชุดการกรองแบบ Dead End ประกอบดวย
1. ถังกาซไนโตรเจน
2. วาลวปรับความดัน
3. เกจวดัความดัน
4. เยื่อบาง (membrane)
5. สารปอน (feed)
6. เพอมิเอท
7. เครื่องชั่งทศนิยม 2 ตํ าแหนง

7

1

2

2

3

3

4

5

6
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3.4.5  ทดสอบคุณสมบัติทางไฟฟาของเยื่อบาง
ทดสอบคุณสมบัติทางไฟฟาของเยื่อบางที่เตรียมได ขอ 3.2.1, 3.2.2, 3.2.3 และเยื่อบาง 

PES โดยการวัดคาอมิพีแดนซ (Z) ความนํ าไฟฟา (Geff) และความจุทางไฟฟา (Ceff) ของเยื่อบางใน
สารละลายอเิลคโตรไลต และเปรียบเทียบดังกลาว กอนและหลังกรองสารละลาย โดยทํ าการทดลอง
ตามขั้นตอน ภาพประกอบ 19  โดยประกอบเยื่อบางลงใน two Chamber system เติมสารละลายโป
แตสเซียมคลอไรดเขมขน 1 mM ลงใน Chamber ทัง้สองดานของเยื่อบาง ตอปลายทั้งสองของ 
Calomel electrode (Hg2Cl2) วดัความตางศักยครอมเยื่อบาง (Vm) ตอเขากับ Differential Amplifier 
ซ่ึงมีความตานทาน (R = 12 kΩ ) ตออนกุรมกับระบบวัดเพื่อสามารถคํ านวณกระแสของวงจรได ใช 
Ag/AgCl เปนตวัจายสัญญาณไฟฟาใหแกระบบวัด

จายสัญญาณกระแสไฟฟาสลับแกระบบ  แลวประมาณคาศักยไฟฟา  VR, Vm และผลมุมตาง
เฟส (∆φ) ระหวาง VRและ Vm จาก CH1 และ CH2 จาก Oscilloscope ค ํานวณคาอมิพีแดนซ (Z) 
สภาพนํ าไฟฟา (Geff) และความจุทางไฟฟา (Ceff) ของเยื่อบางจากสมการ (9) (10)  (11) เปลี่ยน
ความถี่ระหวาง 50 Hz – 100 kHz แลวน ําขอมูลที่ไดไปเขียนกราฟแสดงความสัมพันธระหวาง (Z) , 
(Geff) , (Ceff) กับความถี่ (f)

ภาพประกอบ 19  ไดอะแกรมอุปกรณการวัดคาอิมพีแดนซ (Z) สภาพนํ าไฟฟา (Geff) และความจุทางไฟฟา (Ceff)
ของเยื่อบางโดยใชกระแสไฟฟาสลับ
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ภาพประกอบ 20  อุปกรณวัดคาอิมพีแดนซ (Z) สภาพนํ าไฟฟา (Geff) และความจุทางไฟ
โดยใชกระแสไฟฟาสลับ ประกอบดวย

1. เครื่องกํ าเนิดสัญญาณไฟฟากระแสสลับ
2. ออสซิลโลสโคป
3. เครื่องขยายสัญญาณ
4. เครื่องกวนสารละลาย
5. Chamber สํ าหรับประกอบเยื่อบาง
6. Calomel electrode
7. Ag/AgCl
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ฟา (Ceff)  ของเยื่อบาง
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3.5  ถายภาพดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด (Scanning Electron Microscope :SEM)
การเตรียมตัวอยางเยื่อบางสํ าหรับการถายภาพ SEM เพือ่ดขูนาดของรูพรุนเยื่อบาง โดยตัดเยื่อ

บาง ขนาดประมาณ  0.5 x 0.5 เซนติเมตร 2 ช้ิน มาวางบนสตับ (Stub) สํ าหรับถายภาพรูพรุนบนผิว
หนาและรูพรุนบนผิวดานหลังของแผนเยื่อบาง ทํ าการฉาบ (coating) ผิวเยื่อบางดวยไอของทองคํ า 
เพือ่ใหช้ินตัวอยางนํ าไฟฟา แลวนํ ามาสองดูขนาดรูดวยเครื่อง SEM ทีก่ ําลังขยาย 5,000 และ 20,000 
เทา  นํ าภาพถาย SEM มาวิเคราะหหาขนาดรูพรุนเยื่อบางโดยใชโปรแกรมคารนอย (Carnoy 
Softwave) และคํ านวณหาความพรุน (Porosity) ของเยื่อบาง จากสมการ

Porosity = (Ap / Am) x 100                           (12)

เมื่อ  Ap คือ พื้นที่รูของเยื่อบาง
               Am คือ พื้นที่ทั้งหมดของเยื่อบาง


