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บทคัดย่อ 

 
 

 โครงงานพิเศษนี้ศึกษาการสังเคราะห์อนุพันธ์ไคโตซานต่อกิ่งฟลูออเรสซีนด้วยปฏิกิริยาแมนนิก 

(Mannich reaction) และใช้ฟอร์มัลดีไฮด์เป็นสารเชื่อมการต่อกิ่ง โดยศึกษาอัตราส่วนที่เหมาะสม

ระหว่างไคโตซาน:ฟอร์มัลดีไฮด์:ฟลูออเรสซีน เพ่ือให้ได้อนุพันธ์ไคโตซานที่มีสมบัติการ เรืองแสงที่ดีที่สุด 

จากนั้นนำไปพิสูจน์เอกลักษณ์หมู่ฟังก์ชันด้วยเทคนิค FT-IR, ตรวจสอบโครงสร้างด้วยเทคนิค 1H-NMR, 

ตรวจสอบความเป็นผลึกด้วยเทคนิค XRD, ศึกษาสมบัติทางแสงด้วยเทคนิค UV-VIS spectroscopy และ

ศึกษาสมบัติทางความร้อนด้วยเทคนิค TGA คำนวณหาองศาของหมู่แทนที่และสมบัติการละลายด้วย

เทคนิ ค  UV-VIS spectroscopy จากการศึ กษ าสมบั ติ การเรื อ งแสงด้ วย เทคนิ ค  Fluorescent 

spectroscopy พบว่าอัตราส่วนที่เหมาะสมที่ให้ค่าความเข้มแสงสูงสุดคือ 1:0.3:0.01 โดยมีค่า DS อยู่ที่

ประมาณ 0.005 
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Abstract 

 

This special project studied the synthesis of fluorescein grafted chitosan 

derivatives by Mannich reaction using formaldehyde as the grafting bridge. The optimum 

ratio between chitosan:formaldehyde:fluorescein were studied to obtain the best 

fluorescence of dye grafted chitosan derivatives. The functional groups were identified 

by FT-IR, the structure was determined by 1H-NMR, the crystallinity was determined by 

XRD, the optical properties were investigated by UV-VIS spectroscopy and thermal 

stability was studied by TGA. The degree of substitution (DS) and the solubility of 

fluorescein grafted chitosans were also evaluated using UV-VIS spectroscopy technique. 

The fluorescence properties were studied using fluorescent spectroscopy. It was found 

that fluorescein grafted chitosan with the chitosan:formaldehyde:fluorescein ratio of 

1:0.3:0.01 receiving a DS approximately 0.005 showed the best fluorescent intensity. 
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บทท่ี 1 

บทนำ 
 

1.1 ความเป็นมา และความสำคัญของปัญหา 

ปัจจุบันวัสดุเรืองแสงได้รับความสนใจในวงการวิทยาศาสตร์เนื่องจากมีศักยภาพในการ

ประยุกต์ใช้ในการออกเเบบเเละผลิตวัสดุเฉพาะทางขั้นสูง เช่น การประยุกต์ใช้ในทางการเเพทย์ในการ

ตรวจสอบรอยแผลอักเสบหรือเซลล์ที่มีภาวะผิดปกติของอวัยวะภายใน การใช้สมบัติการเปล่งแสงหรือดับ

แสงภายใต้เเสงยูวีเป็นอินดิเคเตอร์เพ่ือตรวจสอบค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) [1] และยังสามารถใช้เพ่ือ

แยกส่วนประกอบทางชีววิทยาของเซลล์ เป็นต้น ฟลูออเรสซีน  (Fluorescein) เป็นสารที่ เรืองแสง 

(Fluorescent) ในกลุ่มของสีย้อมที่มีความสามารถในการเปล่งแสง-ดับแสงและมีการเรืองแสงภายใต้

สภาวะกรด-เบสแตกต่างกันไป โดยทั่วไปฟลูออเรสซีนใช้ประโยชน์ได้หลากหลายในทางการแพทย์ 

อย่างไรก็ตามมีรายงานความเป็นพิษของฟลูออเรซซีน [2] ซึ่งส่งผลทางชีวภาพ (Biological effects)  ใน

แง่ลบต่อการใช้งานกับสิ่งมีชีวิต จึงควรใช้งานอย่างระมัดระวัง โดยวิธีการหนึ่งที่ช่วยให้มีการใช้งานที่

ปลอดภัยคือการนำมาทำปฎิกิริยาต่อกิ่งเข้ากับพอลิเมอร์ 

พอลิเมอร์เรืองแสง (Photoactive polymer) เป็นวัสดุที่เกิดจากการรวมกันของโมเลกุลของสาร

เรืองแสงเข้ากับสายโซ่ของพอลิเมอร์ เช่น Poly(styrene-b-acrylic acid) ต่อกิ่งด้วย Perfluoro-1-

decanol [3] เป็นต้น โดยเฉพาะอย่างยิ่งในกลุ่มของพอลิเมอร์ธรรมชาติ เช่น ไคโตซานต่อกิ่งด้วยคอร์โรล 

(Corrole) [4] ไคโตซาน ต่อกิ่งด้วย hexylthiophene และ Fluorene [5] เป็นต้น เนื่องจากพอลิเมอร์ 

ธรรมชาติมีความเป็นพิษต่ำ (Low toxicity) มีความเข้ากันได้ทางชีวภาพ (Biocompatibility)  และ

ความสามารถในการย่อยสลาย (Biodegradeability) การใช้งานง่าย และต้นทุนที่ต่ำ จึงเป็นที่นิยมใช้ใน

การนำมาดัดแปลงเป็นพอลิเมอร์เรืองแสงในปัจจุบัน  

ไคโตซานเป็นพอลิเมอร์ชีวภาพที่เตรียมจากการนำไคตินมาผ่านปฏิกิริยาการกำจัดหมู่อะเซทิล 

(Deacetylation) โดยไคซานมีความเป็นพิษต่ำ ละลายได้ในกรดอ่อน มีโครงสร้างเป็นพอลิเมอร์ประจุบวก

เมื่ออยู่ในสภาวะกรด มีความสามารถในการยับยั้งและต่อต้านเชื้อแบคทีเรียและเชื้อรา มีความเข้ากันได้

ทางชีวภาพกับร่างกายและย่อยสลายได้เองทางธรรมชาติ ไคโตซานมีหมู่อะมิโน (Amino group) ที่ว่องไว

ต่อการเกิดปฎิกิริยา ทำให้ไคโตซานมีความน่าสนใจสำหรับการนำมาดัดแปลงทางเคมีเป็นวัสดุทางชีวภาพ

ประเภทใหม่ ๆ  

ปัจจุบันมีงานวิจัยที่สังเคราะห์พอลิเมอร์สีย้อม (Polymeric dye) จากไคโตซานผ่านปฏิกิริยา

แมนนิ ก  (Mannich reaction) โดยฟอร์มั ลดี ไฮด์ จะทำปฏิ กิ ริ ย ากับพอลิ เมอร์ที่ ห มู่ เอมี นของ 

ไคโตซานแล้วจึงทำปฎิกิริยาที่ตำแหน่งออร์โธ (Ortho) ของโมเลกุลสีย้อม ข้อดีของวิธีดังกล่าว คือ
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 สามารถยึดติดโมเลกุลของสีย้อมกับสายโซ่ของไคโตซานไว้ได้ส่งผลให้ไม่เกิดการหลุดออกของโมเลกุลของ

สีย้อมอิสระที่อาจก่อให้เกิดอันตรายขณะนำไปใช้งาน [7] ซึ่งปฏิกิริยานี้มีความเป็นไปได้ในการเตรียมพอ

ล-ิเมอร์เรืองแสงจากไคโตซานต่อก่ิงด้วยสีย้อมฟลูออเรสซีน  

       ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงศึกษาการสังเคราะห์ไคโตซานต่อกิ่งด้วยสีย้อมฟลูออเรซซีนเพ่ือเป็นวัสดุเรืองแสง

จากพอลิเมอร์ธรรมชาติ โดยใช้ปฏิกิริยาแมนนิก จากนั้นนำสารที่สังเคราะห์ได้มาวิเคราะห์เอกลักษณ์ด้วย

เท ค นิ ค  Nuclear magnetic resonance (1H-NMR) Spectroscopy, Fourier transform infrared 

(FTIR) spectroscopy, UV-Visible spectrophotometer, X-ray Diffractometer (XRD), 

Thermogravimetric Analysis (TGA) และทดสอบสมบัติการละลายด้วยวิธี Turbidity assay จากนั้น

นำมาทดสอบสมบัติการเรืองแสงโดยใช้ เครื่องฟลูออเรสเซนต์สเปคโตรสโคปี  (Fluorescence 

spectroscopy) เพ่ือประเมินความสามารถในการนำมาใช้เป็นวัสดุเรืองแสงต่อไป 

 

1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

1.เพ่ือสังเคราะห์พอลิเมอร์เรืองแสงจากไคโตซานต่อกิ่งด้วยฟลูออเรสซีน ด้วยปฏิกิริยาแมนนิก 

 

1.3 ขอบเขตของงานวิจัย 

1.เตรียมไคโตซานต่อกิ่งด้วยฟลูออเรสซีนผ่านปฏิกิริยาแมนนิกโดยศึกษาอัตราส่วนของไคโตซาน

ต่อฟลูออเรสซีนต่อฟอร์มัลดีไฮด์ที่เหมาะสม 
2.ตรวจวิเคราะห์โครงสร้างและสมบัติของไคโตซานต่อกิ่งด้วยฟลูออเรสซีนที่สังเคราะห์ได้ ด้วย

การทดสอบการละลาย,วิเคราะห์หมู่ฟังก์ชัน,วิเคราะห์การตอบสนองต่อแสงในค่าการดูดกลืนแสงที่ความ

ยาวคลื่นต่าง ๆ 

3.ตรวจสอบสมบัติการเรืองแสงของไคโตซานต่อกิ่งด้วยฟลูออเรสซีนเมื่อกระตุ้นด้วยแสงยูวี (UV) 

โดยปรับเปลี่ยนความเข้มข้น และสภาวะความเป็นกรด-เบส 

 

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1.สามารถสังเคราะห์ไคโตซานต่อกิ่งด้วยฟลูออเรสซีนที่มีสมบัติการเรืองแสงเมื่อถูกกระตุ้นด้วย

แสงยูวี   

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 
 

บทท่ี 2  
ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง  

 

2.1 การเรืองแสง (Fluorescence)  
2.1.1 สารเรืองแสง  

สารเรืองแสงคือสารที่เมื่อได้รับแสงกระตุ้นจะดูดซับแสงและเปล่งแสงออกมา ซึ่งเป็นสมบัติที่

น่าสนใจเป็นอย่างมาก ในช่วงทศวรรษที่ผ่านมามีการใช้ประโยชน์มากมายจากสมบัติของสารเรืองแสง 

เช่น อนุภาคซิลิกา ควอนตัมดอทและ คาร์บอนดอท  ซึ่งมีการประยุกต์ใช้ให้เกิดประโยชน์หลากหลาย เช่น

การถ่ายภาพองค์ประกอบของโมเลกุล, หน้าจอ OLEDs และการตรวจวัดปริมาณ DNA เป็นต้น [8]  

 

2.1.2 กลไกการเรืองแสง [10] 

เมื่ออิเล็กตรอนอยู่ในสถานะพ้ืน (Ground state) ได้รับพลังงานจากแสงความยาวคลื่นสั้น ทำให้

อิเล็กตรอนเดี่ยวมีพลังงานสูงขึ้นและขึ้นไปอยู่ที่ออร์บิทัลสูงขึ้นเมื่อกลับสู่สถานะพ้ืนสารจะเริ่มเปล่งแสง

ฟลูออเรสเซนต์ที่มีค่าความยาวคลื่นตามที่ดูดกลืนเข้าไปแต่เมื่อหลังจากหยุดส่องแสงจะทำให้การเปล่งแสง

หายไป เรียกการเรืองแสงนี้ว่าฟลูออเรสเซนต์  (Fluorescence)  ต่างจากสารเรืองแสงอีกประเภทหนึ่งที่

อิเล็กตรอนเปลี่ยนไปเป็นอิเล็กตรอนที่มีระดับพลังงานใกล้เคียงกัน เมื่ออิเล็กตรอนกลับสู่สถานะพ้ืนแล้ว 

จะเกิดการสูญเสียพลังงานบางส่วนพร้อมกับเปล่งแสงที่มีความยาวคลื่นยาวกว่าออกมา แต่เนื่องจากการ

เปลี่ยนระดับจากชั้นพลังงานที่สูงมาสู่สถานะพ้ืนใช้เวลามาก ทำให้มองเห็นแสงเปล่งออกมาเป็นระยะ

เวลานานกว่า เรียกว่าฟอสฟอเรสเซนต์ (Phosphorescence)  

 

 
 

รูปที่ 2.1 กลไกการเรืองแสงของฟลูออเรสเซนต์และฟอสฟอเรสเซนต์ 
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2.1.3 ตัวอย่างพอลิเมอร์เรืองแสงท่ีน่าสนใจ  

2.1.3.1 7-hydroxycoumarin [11] 

มีงานวิจัยระบบการตรวจจับ etimicin ด้วยสารเรืองแสงที่มีส่วนผสมของ 7-hydroxycoumarin 

และ Rutin-AuNPs ซึ่งสามารถตรวจจับ etimicin ได้อย่างรวดเร็ว  โดยที่ Rutin-AuNPs มีผลทำให้ 7-

hydroxycoumarin ดับแสงลง มีเปอร์เซ็นต์การดับถึง 89.81 % อย่างไรก็ตามเมื่อสารผสมนี้สัมผัสกับ 

etimicin จะเกิดพันธะโควาเลนต์ระหว่าง Rutin-AuNPs กับ etimicin ซึ่งผลลัพธ์ที่เกิดขึ้นทำให้สารเรือง

แสง 7-hydroxycoumarin กลับมาเรืองแสงได้อีกครั้ง  

 

 
รูปที่ 2.2 การสังเคราะห์ Rutin-AuNPs 

 

2.1.3.2 MIPs-CsPbX3 microspheres [12]  

ปัจจุบัน Sudan dye ถือเป็นสารก่อมะเร็งที่อันตรายมาก เพราะมักใช้ในการให้สีแก่อาหาร จึง

จำเป็นต้องมีวิธีตรวจสอบ ซึ่งการใช้สารเรืองแสง CsPbX3 PQDs และใช้วิธี Molecularly imprinted 

polymer สร้างโครงสร้างแบบไมโครสเฟียร์ (Microspheres) ที่มีรูพรุนทำหน้าที่ดักจับ Sudan หลังจาก

นั้นจะเกิดการเรืองแสงสีแดงขึ้น ซึ่งสีแดงเป็นสีของสีย้อม Sudan และจะเป็นสีอ่ืน ๆ หากไม่พบ Sudan 

ซึ่งวิธีนี้มีประโยชน์มากสำหรับใช้ในอุตสาหกรรม ช่วยในการตรวจหาสารตกค้างได้เป็นอย่างดี 
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รูปที่ 2.3 การเตรียม MIPs-CsPbX3 microspheres 

 

2.2 ฟลูออเรสซีน (Fluorescein)   
ฟลูออเรสซีนเป็นสีย้อมที่มีสีโดยปกติคือสีส้มแดง ละลายได้เล็กน้อยในน้ำ และละลายได้ดีในเอทา

นอลจุดเด่นของฟลูออเรสซีนคือสามารถสะท้อนแสงได้หากกระตุ้นฟลูออเรสซีนด้วยพลังงานที่มีความยาว

คลื่น 465-490 นาโนเมตร จะทำให้มีการปลดปล่อยพลังงานที่ความยาวคลื่น 520-530 นาโนเมตร ฟลูออ

เรสซีนจะเรืองแสงได้น้อยลงเมื่อสัมผัสกับแสงเป็นเวลานานดังนั้นควรเก็บฟลูออเรสซีนไว้ในที่มืด 

   

 
รูปที่ 2.4 ตัวอย่างสีย้อมฟลูออเรสซีนในรูปผง และสารละลาย 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2.2.1. องค์ประกอบและโครงสร้างของฟลูออเรสซีน  [13] 

ฟลูออเรสซีนสังเคราะห์ได้โดย เตรียมพทาลิกแอนไฮไดรด์ (Phtalic anhydride) จากการควบแน่น

โดยใช้หมู่ฟีนอลในสภาวะกรด และเตรียมฟลูออโรฟอร์ (Fluorophore) จากการผสมพทาลิกแอนไฮ

ไดรด์ ,รีซอร์ซินอล (Resorcinol) และกรดมีเทนซัลโฟนิก (Methane sulfonic acid) โครงสร้างของ

ฟลูออเรสซีนนั้นประกอบด้วยวงไซคลิก 3 วง (Tricyclic) มีหมู่แซนทีน (Xanthene) ที่ขนาบข้างด้วยไฮ

ดรอกซิล 2 หมู่ซึ่งนับเป็นหมู่ฟีนอล (Phenol) ที่สามารถทำปฏิกิริยาแมนนิกได้ 

 

 
รูปที่ 2.5 โครงสร้างทางเคมีของฟลูออเรสซีน 

 

2.2.2. ความปลอดภัย  [14] 

โดยทั่วไปฟลูออเรสซีนมีความเป็นพิษที่ต่ำแต่มีรายงานว่าการใช้ฟลูออเรสซีนโดยการรับประทาน

และการฉีดเข้าหลอดเลือดมีผลข้างเคียงได้แก่ คลื่นไส้ อาเจียน ลมพิษ ความดันเลือดต่ำเฉียบพลัน ภูมิแพ้ 

โดยเฉพาะการใช้งานผ่านหลอดเลือดดำมีรายงานผลข้างเคียงมากท่ีสุด  

 

2.2.3. การประยุกต์ใช้งานของฟลูออเรสซีน  
1) ใช้วินิจฉัยความผิดปกติของจอประสาทตาโดยการใช้ฟลูออเรสซีนหยดลงที่ตาจะทำให้การ

ตรวจสุขภาพตามีประสิทธิภาพมากขึ้น  

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 2.6 ตัวอย่างการใช้ฟลูออเรสซีนในการตรวจสุขภาพตา 

 

2) ใช้วินิจฉัยความผิดปกติของหลอดเลือดบริเวณม่านตา   

3) การถ่ายภาพทางชีวภาพด้วยการใช้ฟลูออเรสซีนเป็นสื่อช่วย ซึ่งการถ่ายภาพทางชีวภาพนี้จะ

สามารถระบุได้ถึงส่วนประกอบของโมเลกุลที่ต้องการจะตรวจวัดว่าประกอบด้วยโมเลกุล

ใดบ้าง  

4) ช่วยในการถ่ายภาพแบคทีเรียเพื่อวิเคราะห์การมีอยู่และการเพ่ิม-ลดจำนวนของแบคทีเรีย  

 

 
รูปที่ 2.7 ตัวอย่างการใช้ฟลูออเรสซีนในการตรวจจับแบคทีเรีย 

 

  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2.3 ไคตินและไคโตซาน (Chitin and Chitosan)   
2.3.1 ไคติน (Chitin)   

ไคติน คือพอลิเมอร์ที่ประกอบขึ้นจากน้ำตาล  N-acetyl-D-glucosamine (GlcNAc) 

เชื่อมต่อกันด้วยพันธะ β-1,4 glycosidic เป็นโครงสร้างของผลึกที่แข็งแรง ไคตินเป็นพอลิเมอร์ที่พบใน

ธรรมชาติมากเป็นอันดับสองรองจากเซลลูโลส พบในส่วนประกอบหลักของผนังเซลล์ของเชื้อรา , ยีสต์ 

นอกจากนี้ยังพบในโครงร่างภายนอกของแมลง, กุ้ง, กั้ง, ปูและแกนปลาหมึก   
 

  
รูปที่ 2.8 โครงสร้างทางเคมีของไคติน [17] 

  

2.3.2 ไคโตซาน (Chitosan)   
ไคโตซาน คืออนุพันธ์ของไคติน ผลิตโดยการทำปฏิกิริยา deacetylation โดยดึงหมู่ acetyl  

ออกจากไคตินโดยใช้สารละลายเบสเข้มข้น โครงสร้างของไคโตซานประกอบด้วยน้ำตาล Glucosamine 

(GlcN) และ GlcNAc อยู่รวมในสายเดียวกัน สามารถจำแนกประเภทของไคโตซานได้จาก  เปอร์เซ็นต์

การตัดหมู่ acetyl (deacetylation), น้ำหนักโมเลกุล ไคโตซานเป็นสารชีวภาพที่มีสมบัติทางชีวภาพที่

น่าสนใจได้แก่ ความไม่เป็นพิษ และความสามารถในการย่อยสลายได้ทางชีวภาพ 

ไคโตซาน ละลายในน้ำได้ไม่ดี แต่สามารถละลายได้ในสารละลายกรดในช่วง pH ≤ 6.5  เช่น 

กรดอะซิติก, กรดไนตริก, กรดไฮโดรคลอริก, กรดเปอร์คลอริก และกรดฟอสฟอริก นอกจากนี้ไคโตซานมี

ความเป็นประจุบวกซ่ึงส่งผลให้มีสมบัติในการต้านเชื้อแบคทีเรียและสามารถดักจับไขมัน  [18-19] 

ไคโตซานโดยทั่วไปไม่เป็นพิษต่อร่างกาย และเนี่องจากเป็นพอลิเมอร์จากธรรมชาติจึงเข้ากันได้ดี

กับเนื้อเยื่อและเซลล์ในร่างกายอีกด้วย 

 

  
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 2.9 โครงสร้างทางเคมีของไคโตซาน 

  

2.3.3 การประยุกต์ใช้งานของไคติน-ไคโตซาน   
1) ด้านการเกษตรกรรม 

-ไคโตซานเป็นพอลิเมอร์จากธรรมชาติ มีสมบัติในการย่อยสลายตามธรรมชาติ ไม่

ก่อให้เกิดมลพิษ  

-มีการผสมไคโตซานลงในอาหารสัตว์เพ่ือเพ่ิมปริมาณอาหาร 

-ใช้ในการทำปุ๋ยหมักในงานเกษตรกรรม 

 2) ด้านอาหาร 

ในหลาย ๆ ประเทศขึ้นทะเบียนให้ไคโตซานสามารถใช้เป็นสารเติมในอาหารได้ ซึ่ง

สามารถใช้เป็นสารกันบูด สารให้ความข้น และยังนำไปผลิตเป็นฟิล์มแบบทานได้ ช่วย

รักษารสชาติและกลิ่นของอาหารแป็นอย่างดี 

3) ด้านอุตสาหกรรม  

ไคโตซานใช้ได้ดีสำหรับการบำบัดน้ำเสียในโรงงานอุตสาหกรรม เนื่องจากหมู่เอมีนในไค

โตซานทำหน้าที่ให้อิเล็กตรอน ซึ่งทำให้สามารถดักจับไอออนของโลหะ , โปรตีน และสี

ย้อมได้ นอกจากนี้ไคโตซานยังสามารถนำไปทำเป็นเส้นใยในอุตสาหกรรมสิ่งทอ ทำให้

เส้นใยมีสมบัติต้านเชื้อแบคทีเรีย  

4) ด้านผลิตภัณฑ์เสริมความงาม 

เครื่องสำอางหลายประเภทในตลาดมีส่วนผสมเป็นไคโตซาน รวมไปถึงสุขภัณฑ์อีกหลาย

ประเภท เช่น แชมพู , ครีมนวด, โลชั่น และสบู่เหลวเป็นต้น เนื่องจากไคโตซานเป็น

ส่วนประกอบที่ไม่เป็นพิษกับร่างกาย ไม่ระคายเคืองผิว  และอุ้มน้ำได้ดี 
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 2.3.4 อนุพันธ์ของไคโตซาน   
ไคโตซานถูกนำมาเป็นหัวข้องานวิจัยมากมายเกี่ยวกับการต่อกิ่งบนพอลิเมอร์ เพราะไคโตซานมี

หมู่เอมีน ซึ่งว่องไวในการเกิดปฏิกิริยาทำให้ต่อก่ิงได้ง่าย ตัวอย่างเช่น  

2.3.4.1  ไคโตซานต่อกิ่งด้วยไซโคเดกซ์ติน [20]  

อนุพันธ์ไคโตซานต่อกิ่งด้วยไซโคลเดกซ์ตินเตรียมได้จากการละลายไคโตซานในกรดอะซิติกผสม

กับ 6-OTs-Beta-CD ที่ละลายอยู่ใน DMF รีฟลักซ์ (Reflux) ที่ 100◦C เป็นเวลา 16 ชั่วโมง นำไปทำให้

บริสุทธิ์และฟรีซดรายให้แห้ง ซึ่งสารตัวอย่างที่สังเคราะห์ขึ้นมีสมบัติในการกักเก็บตัวยา และค่อย ๆ 

ปลดปล่อยตัวยาออกมาช้า ๆ 

2.3.4.2 ไคโตซานต่อกิ่งพอลิเอทิลีนไกลคอลเมทาคริเลต [22]  

อนุ พั น ธ์ ไค โตซ าน ต่ อกิ่ งพ อลิ เอทิ ลี น ไกลคอล เม ท าคริ เล ต  (Poly(ethylene glycol)  

methacrylate) โดยมีเป้าหมายในการใช้เป็นสารสำหรับระบบขนส่งยาบีวาซิซูแมบ (Bevacizumab) ซึ่ง

เป็นยาที่จำเป็นต้องถูกปลดปล่อยเข้าสู่เส้นเลือดอย่างช้า ๆ 

2.3.4.3 ไคโตซานต่อกิ่งพอลิไวนิลแอลกอฮอล์ [23] 

สังเคราะห์ได้จากการละลาย PVA ใน DMSO ปั่นกวนผสมกับ Triethylamine ในห้องมืด แล้ว

ผสมกับไคโตซานที่ละลายกับกรดอะซิติก หลังจากทำให้บริสุทธิ์และฟรีซดรายแล้ว สามารถนำไปขึ้นรูป 

(Casting) เป็นฟิล์มเพ่ือนำไปทำบรรจุภัณฑ์อาหารที่สามารถต้านเชื้อแบคทีเรีย ป้องกันการปนเปื้อน และ

ยืดอายุของเนื้อสัตว์ได้ 

 

2.4 ปฏิกิริยาแมนนิก (Mannich reaction)   
   ปฏิกิริยาแมนนิกเป็นปฏิกิริยาเคมีที่เกิดจากส่วนประกอบหลัก 3 ส่วน คือ เอมีน , ฟอร์มัลดีไฮด์ 

และโปรตอนที่ติดกับหมู่คาร์บอนิล ซึ่งเมื่อผ่านการทำปฏิกิริยาแมนนิกแล้ว สารประกอบทั้ง 3 ชนิดจะ

เชื่อมต่อกัน เรียกว่าการต่อกิ่ง [25-26] 

  

2.4.1 กลไกการเกิดปฎิกิริยาแมนนิก (Mannich reaction)   
กลไกของปฏิกิริยาแมนนิกเริ่มจากการทำปฏิกิริยากันของหมู่เอมีนและฟอร์มัลดีไฮด์ เกิดเป็นอิมมิ

เนียมไอออน (Iminium ion) [27] 
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รูปที่ 2.10 ตัวอย่างการเกิดอิมมิเนียมไอออนของหมู่เอมีนและฟอร์มัลดีไฮด์ 

 

หลังจากนั้นสารที่มีหมู่คาร์บอนิลประกอบอยู่จะเปลี่ยนเป็นหมู่อีนอล (Enol) และจะทำปฏิกิริยา

กับอิมมิเนียมไอออน ส่วนประกอบทั้ง 3 จะเกิดการเชื่อมต่อกันกลายเป็นสารประกอบใหม่  

 

 
 

รูปที่ 2.11 การทำปฎิกิริยาระหว่างสารประกอบหมู่อีนอลกับอิมมิเนียมไอออน 

 

2.5 งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง   
งานวิจัยของ Pattarapond, G. และคณะ [28] ศึกษาการเตรียมไคโตซานกราฟต์ไซโคเดกซ์

ติน ด้วยปฏิกิริยาแมนนิกด้วยการเตรียมไคโตซานละลายในกรดอะซิติก 1%(v/v) แล้วเติม DMF และไซโค

เดกซ์ตินโทลูซัลโฟนิล ปั่นกวน 24 ชม.แล้วนำไปทำให้บริสุทธิ์ หลังจากนั้นนำไปใช้สำหรับระบบการขนส่ง

ยา eugenol ด้วยการนำสารตัวอย่างมาปั่นกวนร่วมกับตัวยา แล้วนำผลิตภัณฑ์ที่ได้ไปตรวจพิสูจน์

เอกลักษณ์ด้วยเครื่อง Fourier Transform Infrared Spectrometer  
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รูปที่ 2.12 FTIR spectra ของ QCD11-g-CS, QCD11-g-CS-EG, 

physical mix (QCD11-g-CS กับ EG และ eugenol 

 

จาก FTIR spectra พบว่าพีคเอกลักษณ์ของ EG ที่ตำแหน่ง 1640, 1610 และ 1510 มีความ

แตกต่างกัน แสดงถึงโครงสร้างที่มีการเปลี่ยนแปลงเกิดขึ้น จากนั้นนำไปตรวจทดสอบด้วยเครื่อง 

Transmission Electron Microscope เพ่ือหารูปร่างและขนาดของตัวอย่างที่ เตรียมขึ้น และเพ่ือ

วิเคราะห์สมบัติการต้านเชื้อ จึงนำสารตัวอย่างไปทดสอบกับแบคทีเรีย 3 ชนิดคือ C. albican, S. 

mutans และ S. oralis เป็นเวลา 24 ชม. ที่อุณหภูมิ 37◦C ผลลัพท์คือ EG สามารถเพ่ิมสมบัติในการต้าน

เชื้อแบคทีเรียให้กับ QCD-g-CS ได้ และตัวอย่างที่เตรียมขึ้น มีความสามารถในการต้านเชื้อ C. albican 

มากที่สุด โดยที่ S. mutans และ S. oralis มีประสิทธิ์ภาพน้อยลง ตามลำดับ 

 

งานวิจัยของ Joana, F.B. และคณะ [29] ศึกษาการต่อกิ่งคอร์โรลกับไคโตซาน โดยคอร์โรล

เป็นสารเรืองแสง แล้วนำไปเตรียมเป็นแผ่นฟิล์มเรืองแสง การสังเคราะห์เริ่มจากนำไคโตซานที่ละลาย

ในอะซิติกมา เติม DMSO แล้วปั่นกวนทิ้งไว้หลังจากนั้นค่อย ๆ เติม Tris(pentafluorophenyl)corrole 

(TPFC) ปั่นกวน 24 ชม. ที่อุณหภูมิ 80◦C  หลังจากนั้นนำไปเตรียมเป็นแผ่นฟิล์มเรืองแสง 
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ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



13 
 

 
 

รูปที่ 2.13 กลไกการต่อกิ่งของไคโตซานด้วยคอร์โรล 

 

หลังจากนั้นนำตัวอย่างที่ได้ไปวิเคราะห์ UV−vis absorption spectroscopy ผลลัพท์คือ พบ

พีคการดูดกลืนที่ความยาวคลื่น 426 และ 609 nm ซึ่งเมื่อเปรัยบเทียบกับพีคของไคโตซานทั่วไปพบว่า

พีคเกิดการเลื่อน (shift) ขึ้น ซึ่งเป็นผลมาจากการต่อกิ่งของไคโตซานด้วยคอร์โรล นอกจากนี้ผลจากการ

ใช้กล้องฟลูออเรสเซนต์ยังแสดงถึงการเรืองแสงได้ดีขึ้นเมื่อให้เวลาในการทำปฏิกิริยาการต่อกิ่งนานขึ้น 

และผลจากเครื่อง Fourier Transform Infrared Spectrometer แสดงความแตกต่างที่ตำแหน่ง 980 

และ 922 cm-1  ซึ่งพบได้เฉพาะกราฟของไคโตซานผสมกันอย่างง่ายกับคอร์โรลเท่านั้น แต่ไคโตซานที่ผ่าน

ปฏิกิริยาการต่อกิ่งกับคอร์โรลจะไม่พบพีคนี้ หลังจากนั้นทดสอบสมบัติการต้านเชื้อแบคทีเรียโดยใช้

แบคทีเรีย S. aureus ซึ่งสารตัวอย่างมีสมบัติต้านเชื้อแบคทีเรียมากกว่าไคโตซาน และยิ่งทำปฏิกิริยานาน

ขึ้น ส่งผลให้มีสมบัติการต้านเชื้อมากขึ้นอีกด้วย 

 

งานวิจัยของ Lirong T. และคณะ [30] ศึกษาการต่อกิ่งเซลลูโลสกับฟลูออเรสซีนเพ่ือเป็น

อนุพันธ์ที่ตอบสนองต่อค่า pH โดยการนำเซลลูโลสมาทำปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชัน (Esterification) กับ 

L-leucine amino acid เพ่ือให้เซลล๔โลสมีหมู่อะมิโนยึดติดอยู่ ก่อนจะนำไปทำปฏิกิริยาต่อกิ่งกับฟลูออ

เรสซีน ซึ่งผลการทดสอบด้วยเครื่อง Fourier transform Infrared Spectroscopy พบว่าเซลลูโลส

หลังจากต่อกิ่งกับฟลูออเรสซีนแล้วจะพบพีคใหม่ที่ความยาวคลื่น 1627 cm-1 ซึ่งเป็นผลจากพันธะ

ระหว่างหมู่อะมิโนที่ติดอยู่บนพ้ืนผิวของเซลลูโลสกับหมู่คาร์บอกซิลิกของฟลูออเรสซีน ซึ่งแสดงถึง

ความสำเร็จของปฏิกิริยาการต่อกิ่ง หลังจากนั้นนำไปวิเคราะห์การเรืองแสงในแต่ละค่า pH ผลลัพท์คือ 
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ตัวอย่างที่สังเคราะห์ขึ้นจะเรืองแสงมากขึ้นตามค่า pH ที่สูงขึ้นและเรืองแสงได้ดีที่สุดที่ pH ประมาณ 11 

หลังจากนั้นการเรืองแสงจะเริ่มอ่อนลง ซึ่งเมื่อเปลี่ยนความเข้มข้นสูงขึ้นการเรืองแสงจะดียิ่งขึ้นเช่นกัน 

 

 
 

รูปที่ 2.14 การเรืองแสงในค่า pH ที่แตกต่างกันของเซลลูโลสที่ต่อกิ่งฟลูออเรสซีน 

 

งานวิจัยของ Thien An, P.H. และคณะ [31] ศึกษากลไกการเรืองแสงจากการต่อกิ่ง 3-

hexylthiophene ลงบนไคตินและไคโตซานในหลาย ๆ อัตราส่วน แล้วศึกษาผลการเรืองแสงของ

อัตราส่วนต่าง ๆ โดยศึกษาด้วยเทคนิค Fourier transform infrared (FT-IR) spectroscopy, UV-Vis 

spectroscopy, fluorescence spectroscopy, X-ray diffraction analysis, thermogravimetric 

analysis (TGA) แ ล ะ transmission electron microscopy-energy dispersive X-ray 

spectroscopy  โดยผลจาก FTIR spectra แสดงถึงความแตกต่างที่พีค 752 cm-1 ซึ่งเป็นพีค CH ของ     

อะโรมาติกในโครงสร้าง 3-hexylthiophene ที่หายไปเมื่อทำการต่อกิ่งกับไคติน หลังจากนั้นนำไป

ทดสอบ UV-Vis spectroscopy ซึ่งผลลัพท์คือ พีคการดูดซับที่สูงที่สุดอยู่ในช่วงค่าความยาวคลื่น 610 ถึง 

615 nm ซึ่งยิ่งเพ่ิมอัตราส่วนของ 3-hexylthiophene มากขึ้น พีคจะเลื่อน (shift) มากขึ้น ซึ่งสอดคล้อง

กับผลการตรวจวิ เคราะห์  fluorescence spectroscopy ที่ แสดงให้ เห็ น ว่ ายิ่ งมี อั ตราส่ วน  3-

hexylthiophene มากขึ้น กราฟจะเลื่อน (shift) มากขึ้น ซึ่งเป็นผลจากการต่อกิ่งที่มากขึ้น หลังจากนั้น

นำไปทดสอบค่าคงตัวทางความร้อน พบว่าอนุพันธ์ไคโตซานต่อกิ่ง 3-hexylthiophene มีค่าคงตัวทาง

ความร้อนต่ำกว่าไคโตซาน แสดงถึงความเป็นผลึกที่ลดลงเมื่อมีการต่อกิ่ง เช่นเดียวกันกับการทดสอบ 

XRD ที่แสดงถึงความเป็นผลึกที่ลดลงของอนุพันธ์ที่ทำการต่อกิ่ง 
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งานวิจัยของ Ping, L. และคณะ [32]ศึกษาการเตรียมไคโตซานต่อกิ่งด้วย  Hydrazino-

naphthalimide โดยใช้ DMSO ผสมลงไปปั่นกวน 24 ชม. ซึ่งไคโตซานสามารถเร่งความสามารถในการ

เรืองแสงของสารเรืองแสงได้มากขึ้นเพ่ือใช้เป็นวัสดุสำหรับตรวจเช็คฟอร์มัลดีไฮด์ในน้ำ โดยเมื่อหมู่ไฮดรา

ซิโน (hydrazino group) ทำปฎิกิริยากับฟอร์มัลดีไฮด์จะกระตุ้นแนฟทาลิไมด์ให้แสดงสมบัติการเรืองแสง

ออกมา ผลการทดสอบ UV-Vis spectroscopy พบว่าเมื่อทำปฏิกิริยากับฟอร์มัลดีไฮด์แล้วพีคที่ปรากฎ

จะเลื่อน (shift) ไปเล็กน้อย ค่าความยาวคลื่นที่ดูดกลืนเปลี่ยนแปลงไปทำให้สามารถบ่งบอกได้ว่าอนุพันธ์

ที่สังเคราะห์ขึ้นมีประสิทธิภาพในการตรวจจับฟอร์มัลดีไฮด์ เช่นเดียวกันกับการทดสอบ  fluorescence 

spectroscopy คืออนุพันธ์ที่ไม่สัมผัสกับฟอร์มมัลดีไฮด์จะไม่ปรากฎการเรืองแสง 

 

 
 

รูปที่ 2.15 รูป (a) UV-Vis spetra และ (b) fluorescence spectra 

ของไคโตซานต่อกิ่งด้วย Hydrazino-naphthalimide  เมื่อทำปฏิกิริยากับฟอร์มัลดีไฮด์ 

 

และจากการทดสอบ 1H-NMR พบว่าเมื่อฟอร์มัลดีไฮด์ทำปฏิกิริยากับอนุพันธ์ที่สังเคราะห์ขึ้น ที่ตำแหน่ง 

9.1 ppm เกิดการลดลงเนื่องจากหมู่ของ NH2 ทำปฏิกิริยากับฟอร์มัลดีไฮด์และเปลี่ยนแปลงไป และยิ่งใช้

ฟอร์มัลดีไฮด์ในการทดสอบมากขึ้นจะทำให้พีค 9.1 ppm ลดต่ำลงและเกิดพีคของ -N=CH2 เพ่ิมขึ้นมา

แทน จากการศึกษาทำให้ทราบว่าอนุพันธ์ไคโตซานต่อกิ่ง hydrazino-naphthalimide สามารถใช้สมบัติ

การเรืองแสงในการตรวจสอบฟอร์มัลดีไฮด์ตกค้างได้ 
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งานวิจัยของ Munoz, C. และคณะ [33] ศึกษาการกราฟต์ไคโตซานเข้ากับ MTBAQ เพ่ือ

ปรับปรุงความสามารถในการละลายน้ำและสามารถนำไปเตรียมเป็นฟิล์มที่มีสมบัติในการต้านเชื้อ

แบคทีเรีย 

 

 
 

รูปที่ 2.16 ปฏิกิริยาการต่อกิ่งไตโตซานกับ MTBAQ 

 

โดยการตรวจพิสูจน์ด้วยเทคนิค FT-IR พบว่าอนุพันธ์ที่สังเคราะห์ขึ้นมีพีคใหม่ขึ้นที่ตำแหน่งความยาวคลื่น 

1740 cm-1 ซึ่งเป็นของหมู่เอสเทอร์ใน MTBAQ และจากผลการทดสอบ Solid state  13C-NMR แสดง

ให้เห็นว่าอัตราการต่อกิ่งไคโตซานสูงถึงร้อยละ 63 หลังจากนั้นนำไปทดสอบความเป็นผลึกด้วยเทคนิค                 

X-ray diffraction พบว่าความเป็นผลึกของไคโตซานลดลงอย่างมากเมื่อนำไปต่อกิ่งกับ  MTBAQ 

เช่นเดียวกับผลการทดสอบค่าเสถียรภาพทางความร้อนจากเครื่อง Thermogravimetric analysis (TGA) 

แสดงถึงเสถียรภาพทางความร้อนที่ลดต่ำลงของไคโตซานเมื่อต่อกิ่งแล้ว และจากการทดสอบการต้าน

แบคทีเรียโดยใช้แบคทีเรียชนิด S. aureus, S. epidermidis, MRSA, L. innocua, C. albicans และ E. 

coli พบว่าอนุพันธ์ที่ต่อก่ิงแล้วมีสมบัติต้านแบคทีเรียมากกว่าไคโตซานทั่วไปอย่างเห็นได้ชัด 

  

งานวิจัยของ Florent, V. และคณะ ศึกษาการเตรียมฟลูออเรสซีน การเรืองแสงของฟลูออเรส

ซีน ช่วงค่าดูดกลืนแสง ค่าความเป็นกรดเบสที่มีผลกระทบต่อการเรืองแสง การนำฟลูออเรสซีนไปใช้ใน

อุตสาหกรรมต่าง ๆ  
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รูปที่ 2.17 ฟลูออเรสซีนในต่ละค่า pH 

 

ซึ่งฟลูออเรสซีนถือว่าเป็นประโยชน์อย่างมากในวงการการแพทย์ ซึ่งสมบัติเรืองแสงของฟลูออเรสซีนช่วย

ให้การตรวจหาแผลอักเสบได้แม่นยำยิ่งขึ้น สมบัติการเรืองแสงยังช่วยทำหน้าที่เป็นอินดิเคเตอร์ที่ว่องไวต่อ

ค่า pH อีกด้วย 

 

งานวิจัยของ Guillermo A. และคณะ กล่าวถึงกลไกการเรืองแสงของสารเรืองแสงทั้งฟลูออ

เรสเซนต์และฟอสฟอเรสเซนต์ การศึกษาสมบัติต่าง ๆ และข้อจำกัดของสารเรืองแสง รวมทั้งยังกล่าวถึง

การใช้ประโยชน์จากสารเรืองแสงในอุตสาหกรรมต่าง ๆ รวมทั้ งการต่อกิ่ งกับพอลิ เมอร์ เช่น 

Poly(TPECM-AA-OEI)-g-mPEG ซึ่ งเป็นพอลิ เมอร์ที่มีส่วนประกอบของหมู่  Aggregation-induced 

emission และ Oligoethyleneimine ที่มีสมบัติไวต่อแสง ต่อกิ่งกับ PEG เพ่ือปรับแต่งความสามารถใน

การละลายให้ดียิ่งขึ้น, AIE ต่อกิ่งกับ tri-phenyl-phosphonium (TPP) ใช้สำหรับการถ่ายภาพฟลูออเรส

เซนต์เซลล์มะเร็ง 

 

 
 

รูปที่ 2.18 โครงสร้างของ Poly(TPECM-AA-OEI)-g-mPEG 

 

งานวิจัยของ Mayur P. และคณะ [34] ศึกษาสมบัติของสีย้อมฟลูออเรสซีน และวิธีนำฟลูออ

เรสซีนไปใช้ประโยชน์ในด้านต่าง ๆ ทั้งใช้ในเครื่องมือ, ทางการแพทย์, ทางชีววิทยา และศึกษาผลกระทบเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ของฟลูออเรสซีนต่อร่างกาย ความเป็นพิษของฟลูออเรสซีน และการใช้งานสีย้อมฟลูออเรสซีนในอวัยวะ

ต่าง ๆในร่างกาย กลไกการเรืองแสงของฟลูออเรสซีน ซึ่งการต่อกิ่งฟลูออเรส่ซีนจะส่งผลให้การตอบสนอง

ต่อแสงดียิ่งขึ้น 

 

งานวิจัยของ May-Yuan W. และคณะ ได้ศึกษาสมบัติของไคโตซาน ทั้งการนำไปใช้ประโยชน์ 

และตัวอย่างวิธีการนำไปสังเคราะห์การต่อกิ่งหลายอนุพันธ์ เช่น พอลิเอทิลีนไกลคอลต่อกิ่งไคโตซาน , พอ

ลิไวนิลแอลกอฮอล์ต่อก่ิงไคโตซาน, ไฮดรอกซีเมทิเลทต่อก่ิงไคโตซาน และ อไมโลสต่อก่ิงไคโตซาน เป็นต้น  

 

 
 

รูปที่ 2.19 ตัวอย่างการนำไคโตซานไปใช้ประโยชน์ 
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บทท่ี 3 

วิธีการดำเนินงานวิจัย 
 

3.1 สารเคมีที่ใช้ในการทดลอง 

1. ไคโตซาน (Chitosan) : medium molecular weight (Mw = 50,000-190,000 Da) และมี

ค่า %DD = 87%, เกรดวิเคราะห์, บริษัท Sigma-Aldrich  

 2. ฟลูออเรสซีน (Fluorescein) : เกรดวิเคราะห์, บริษัท Acros Organics  

 3. ฟอร์มัลดีไฮด์ (Formaldehyde) : เกรดวิเคราะห์, บริษัท Carlo Erba Reagents 

 4. กรดอะซิติก (Acetic acid) : เกรดวิเคราะห์, บริษัท Carlo Erba Reagents 

5. ไดเมทิลฟอร์มาไมด์ (Dimethylformamide, DMF) : เกรดวิเคราะห์, บริษัท Carlo Erba 

Reagents 

6. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (Sodium hydroxide, NaOH) : เกรดวิเคราะห์, บริษัท Carlo Erba 

Reagents 

7. เอทิลแอลกอฮอล์ (Ethyl alcohol, Ethanol) : เกรดการค้า, บริษัทเคมีภัณฑ์ คอร์ปอเรชั่น 

จำกัด 

8. โปแตสเซียมโบรไมด์ (Potassium Bromide, KBr) : เกรดวิเคราะห์ , บริษัท Carlo Erba 

Reagents 

9. ดิวเทอเรียมออกไซด์  (Deuterium oxide, D2O) : เกรดวิเคราะห์ , บริษัท Cambridge 

Isotope Laboratories 

 10. กรดไตรฟลูออโรอะซิติก (Trifluoroacetic acid) : เกรดวิเคราะห์, บริษัท เอส.พี.เอส.แลป 

11. กรดไฮโดรคลอริก (Hydrochloric acid, HCl) : เกรดวิ เคราะห์ , บริษัท  Carlo Erba 

Reagents 

12. อะซีโทน (Acetone) : เกรดวิเคราะห์, บริษัท Thermo Fisher Scientific  

13. น้ำกลั่น (Distilled water)  

 

3.2 เครื่องมือและอุปกรณ์ที่ใช้ในการทดลอง 

 1. เครื่องแก้วและอุปกรณ์พ้ืนฐาน 

 2. เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตำแหน่ง รุ่น MS-TS (Metler Toledo)  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3. เครื่องปั่นกวนสารละลายพร้อมให้ความร้อน (Magnetic Hotplate Stirrers) รุ่น C-MAG           

HS 7 ยี่ห้อ IKA 

4. เครื่องกรองสุญญากาศ (Vacuum Filter) รุ่น Sibata - WJ-20 

 5. กระดาษกรอง ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 90 mm ยี่ห้อ Whatman™   

 6. กระดาษกรอง ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 70 mm ยี่ห้อ Whatman™   

7. Thermocouple รุ่น ETS-D5 ยี่ห้อ IKA 

 8. ยูนิเวอร์แซลอินดิเคเตอร์ (Universal indicator) ยี่ห้อ MERCK  

9. ไมโครปิเปต (Micropipettes) ขนาด 100-1000 µl ยี่ห้อ Sartorius 

10. ไมโครปิเปต (Micropipettes) ขนาด 100-1000 µl ยี่ห้อ Labnet 

11. ไมโครปิเปต (Micropipettes) ขนาด 20-200 µl ยี่ห้อ Labnet 

12. หลอด UV (Ultraviolet lamps) รุ่น TUV T8 ยี่ห้อ Philips 36 วัตต์ (รูปที่ 3.1) 

 

 
 

รูปที่ 3.1 ชุดอุปกรณ์สำหรับการประเมินการเรืองแสงภายใต้ UV 

 

13. ตู้อบ (Oven) รุ่น UN 55 จากบริษัท ITS (Thailand) CO., LTD. 

14. เครื่อง FT-IR Spectrometer รุ่น IRTracer-100 จากบริษัท Bara Scientific Co., Ltd. 

15. เครื่อง Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy (NMR) รุ่น JNM-ECZ-500R/S1 

จากบริษัท JEOL 

16. เครื่อง UV-VIS spectrophotometer รุ่น BlueStar B spectrophotometer ยี่ห้อ Lab 

Teach 

17. เครื่อง X-Ray Diffractometer (XRD) รุ่น D8 Advance  
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18. เครื่อง Thermogravimetric Analysis (TGA) รุ่น Pyris 1 ยี่ห้อ Perkin Elmer 

19. เครื่อง Fluorescence Spectrophotometer รุ่น FP-6300 

 

3.3 การสังเคราะห์อนุพันธ์ไคโตซานต่อกิ่งกับฟลูออเรสซีน 

1) ละลายไคโตซาน 1 กรัมลงในสารละลายกรดอะซิติก 1 %w/v ปริมาตร 100 มิลลิลิตรพร้อม

ทั้งปั่นกวนเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

2) เตรียมสารละลายสีย้อมโดยอัตราส่วนในตารางที่  3.1 ละลายลงใน  DMF 50 มิลลิลิตร 

หลังจากนั้นนำสารละลายที่เตรียมไว้เติมลงในสารละลายในข้อที่ 1) 

3) เตรียมฟอร์มัลดีไฮด์โดยอัตราส่วนในตารางที่ 3.1 เติมลงในสารละลายที่ได้เตรียมไว้พร้อมทั้ง 

ปั่นกวนที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

 

 
 

รูปที่ 3.2 การสังเคราะห์อนุพันธ์ไคโตซานต่อกิ่งกับฟลูออเรสซีนโดยการตั้งปฏิกิริยาแมนนิก 

 

4) เตรียมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 0.5 M ปริมาตร 50 มิลลิลิตร แล้วนำมาหยุดปฎิกิริยา

โดยหยดลงในสารละลายข้อที่ 3) จะได้ผลิตภัณฑ์ตกตะกอนออกมา 

5) หลังจากนั้นนำมากรองแบบสุญญากาศ และล้างตะกอนด้วยเอทานอล 70 %v/v จนกว่าเอทา

นอลที่ผ่านการล้างตะกอนจะใส  

6) นำมาตกตะกอนใหม่โดยการนำตะกอนมาละลายลงในสารละลายกรดอะซิติก 1 %w/v 

ปริมาตร 100 มิลลิลิตรพร้อมทั้งปั่นกวนทิ้งไว้เป็นเวลา 8 ชั่วโมง 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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7) เตรียมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 0.1 M ปริมาตร 200 มิลลิลิตร หลังจากนั้นนำมา

ตกตะกอนสารละลายที่เตรียมไว้ หลังจากนั้นนำมากรองแบบสุญญากาศ และล้างตะกอนด้วยเอทานอล 

70 %v/v  

8) นำตะกอนมาล้างสีย้อมด้วยการใส่ตะกอนลงในบีกเกอร์ แล้วเติมเอทานอล 70 %v/v ลงไป 

400 มิลลิลิตร ทำการปั่นกวนเป็นเวลา 4 ชั่วโมง 

9) นำมากรองแบบสุญญากาศและนำเอทานอลที่ ใช้ล้างวัดการเรืองแสงด้วยหลอด UV 

(Ultraviolet lamps) หากเอทานอลที่ใช้ล้างตะกอนยังเรืองแสงอยู่ ให้ทำตามขั้นตอนที่ 6) ซ้ำ 

10) อบตะกอนที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

 

 
รูปที่ 3.3 โครงสร้างทางเคมีของอนุพันธ์ไคโตซานต่อกิ่งฟลูออเรสซีน (ที่ pH 2.1-4.3) 

 

ตารางท่ี 3.1 อัตราส่วนของสารต่าง ๆ ในการสังเคราะห์ไคโตซานต่อกิ่งกับฟลูออเรสซีน 

ไคโตซานต่อกิ่ง

กับฟลูออเรสซีน 

อัตราส่วนโดยโมล 

ไคโตซานต่อฟอร์มัลดี

ไฮด์ต่อฟลูออเรสซีน 

ไคโตซาน 

(กรัม) 

ฟอร์มัลดีไฮด์ 

(กรัม) 

ฟลูออเรสซีน 

(กรัม) 

CSF1 1:1:0.1 1 0.44 0.179 

CSF2 1:0.3:0.01 1 0.132 0.0179 

CSF3 1:0.2:0.01 1 0.088 0.0179 

CSF4 1:0.1:0.01 1 0.044 0.0179 

CSF5 1:0.1:0.005 1 0.044 0.0089 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



23 
 

 
รูปที่ 3.4 สารตัวอย่างไคโตซานต่อก่ิงกับฟลูออเรสซีน 

 

3.4 การทดสอบเอกลักษณ์ของไคโตซานต่อกิ่งกับฟลูออเรสซีน 

3.4.1 วิเคราะห์โครงสร้างด้วยเทคนิค 1H-NMR 

ชั่งอนุพันธ์ไคโตซานต่อกิ่งกับฟลูออเรสซีน 0.01 กรัม มาละลายในตัวทำละลาย D2O/CF3COOH

หลังจากนั้นนำไมโครปิเปตดูดสารละลายตัวอย่างใส่หลอด NMR โดยที่ระดับของสารละลายในหลอดสูง

ประมาณ 3.5-4.0 cm ปิดฝาแลัวพันปากหลอดด้วยพาราฟิน หลังจากนั้นนำไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง NMR 

โหมดโปรตรอน (1H-NMR) ซึ่งสามารถคำนวณหาเปอร์เซ็นองศาการแทนที่ (%DS) ได้ดังสมการที่ 3.1  

1) คำนวณหาองศาการแทนที่ (DS) 

DSNMR = 

H𝐴𝑅
9

H (δ2.8−4.0)
6 −2Ha

    (3.1) 

โดยที่   HAR  = integral area ของโปรตอนอะโรมาติกท่ีตำแหน่ง δ 6.4- 

8.1 ppm ของไคโตซานต่อก่ิงกับฟลูออเรสซีน 

H (δ2.8-4.0)  = integral area ของโปรตอนไคโตซานที่ตำแหน่ง δ 2.75- 

4.25 ppm 

Ha  = โปรตอนในตำแหน่งเมทิลีน โดยที่ Ha = 
H𝐴𝑅

9
 

 

3.4.2 วิเคราะห์หมู่ฟังก์ชันด้วยเทคนิค FT-IR 

นำตัวอย่างอนุพันธ์ไคโตซานต่อกิ่งกับฟลูออเรสซีนมาบดร่วมกับ KBr ให้ละเอียดในโกร่งบดสาร

เพ่ือให้มีการกระจายตัวอย่างสม่ำเสมอหลังจากนั้นนำตัวอย่างที่บดเรียบร้อยแล้วมาใส่ลงในแม่พิมพ์และ

กดอัดด้วยเครื่องอัดไฮดรอลิกจะได้ตัวอย่างที่ เป็นแผ่นกลมแล้วนำไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง FT-IR 

CSF1 CSF3 CSF4 CSF5 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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Spectrometer โหมด Transmission และโหมด Attenuated Reflection Infrared Spectroscopy 

(ATR)  ที่ช่วงความถ่ี 400-4000 cm-1  

 

3.4.3 วิเคราะห์สมบัติทางแสงด้วยเทคนิค UV-VIS spectroscopy 

ชั่งอนุพันธ์ไคโตซานต่อกิ่งกับฟลูออเรสซีน 0.5 กรัมลงในบีกเกอร์แล้วนำมาละลายลงในกรด          

อะซิติก 1 %w/v ปริมาตร 50 มิลลิลิตรได้ความเข้มข้น 1 %w/v หลังจากนั้นนำไปปรับความเข้มข้นโดย

ใส่ลงในขวดใส่สารขนาดเล็ก (vial) ให้ความเข้มข้นเป็น 0.5 %w/v ด้วยกรดอะซิติก 1 %w/v แล้วนำไป

ใส่ ในคิว เวทท์  (Cuvette) และทำการวิ เคราะห์ด้ วยเครื่อง UV-VIS spectrophotometer โหมด 

Absorption ในช่วงความยาวคลื่น 200-800 นาโนเมตร  

 

3.4.4 วิเคราะห์ความเป็นผลึกด้วยเทคนิค X-ray diffraction (XRD) 

ชั่งอนุพันธ์ไคโตซานต่อกิ่งกับฟลูออเรสซีนประมาณ 1-1.5 กรัมใส่ลงในขวดใส่สารขนาดเล็ก 

(vial) แล้วนำไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง X-Ray Diffractometer (XRD) โดยทำการสแกนที่ 2 theta ตั้งแต่ที่ 

5˚-60˚ ด้วยอัตราเร็ว 0.04 ต่อวินาที 

 

3.4.5 วิเคราะห์สมบัติทางความร้อนด้วยเทคนิค Thermogravimetric analysis (TGA) 

ชั่งอนุพันธ์ไคโตซานต่อกิ่งกับฟลูออเรสซีนประมาณ 5 มิลลิกรัม ใส่ลงในคูซิเบิล (crucible) แล้ว

นำไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง Thermogravimetric Analysis (TGA) ภายใต้บรรยากาศไนโตรเจน โดยให้

ความร้อน 30-800 องศาเซลเซียส 

 

3.5 การทดสอบสมบัติของไคโตซานต่อกิ่งกับฟลูออเรสซีน 

3.5.1 การทดสอบสมบัติการละลายท่ีช่วง pH ที่กำหนด 

ชั่งอนุพันธ์ไคโตซานต่อกิ่งกับฟลูออเรสซีน 0.025 กรัมลงในบีกเกอร์แล้วนำมาละลายลงในกรด

ไฮโดรคลอริก 0.1 M ปริมาตร 25 มิลลิลิตรได้ความเข้มข้น 0.1 %w/v (pH1.1-1.2) หลังจากนั้นปรับค่า 

pH ของสารละลายด้วย 0.1 M , 0.5 M , 1 M NaOH ตามความเหมาะสม โดยจะค่อย ๆ ปรับไปตามช่วง 

pH ตั้ งแต่  pH 2 – pH 12 แล้ วนำไปวิ เคราะห์ ด้ วย เครื่อง UV-VIS spectrophotometer โหมด 

Transmission ในช่วงความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร  

 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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3.5.2 การทดสอบการดูดกลืนแสง ด้วยเทคนิค Fluorescence Spectrophotometer 

1)  3D spectrum mode (scan) 

นำอนุพันธ์ไคโตซานต่อกิ่งกับฟลูออเรสซีนในอะซิติกความเข้มข้น 1 %w/v แล้วนำไปวิเคราะห์

ด้วยเครื่อง Fluorescence Spectrophotometer โหมด 3D spectrum mode ในช่วง 200-800 nm 

เพ่ือวิเคราะห์หาค่าความยาวคลื่นกระตุ้นสูงสุด 

2) Spectrum mode (Fix excitation) 

นำอนุพันธ์ไคโตซานต่อกิ่งกับฟลูออเรสซีนในอะซิติก 0.1 , 0.5, 0.66 และ 1 %w/v แล้วนำไป

วิเคราะห์ด้วยเครื่อง Fluorescence Spectrophotometer โหมด Spectrum mode ที่ค่าความยาว

คลื่นกระตุ้น 500 nm  

นำอนุพันธ์ไคโตซานต่อกิ่งกับฟลูออเรสซีนในอะซิติกความเข้มข้น 0.75 %w/v หลังจากนั้นปรับ

ค่า pH ของสารละลายด้วย 0.1 M , 0.5 M , 1 M NaOH ตามความเหมาะสม โดยจะค่อย ๆ ปรับไปตาม

ช่วง pH ตั้งแต่ pH 2 – pH 6 แล้วนำไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง Fluorescence Spectrophotometer 

โหมด Spectrum mode ที่ค่าความยาวคลื่นกระตุ้น 500 nm  

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 
 

บทท่ี 4 

ผลการวิจัยและการอภิปรายผล 
 

งานวิจัยนี้ศึกษาการสังเคราะห์อนุพันธ์ไคโตซานต่อกิ่งกับฟลูออเรสซีนด้วยปฏิกิริยาแมนนิก โดย

การใช้อัตราส่วนไคโตซาน ฟอร์มัลดีไฮด์ และ ฟลูออเรสซีนที่ อัตราส่วนต่าง  ๆ และตรวจวิเคราะห์

โครงสร้างด้วยเทคนิคต่าง ๆ ได้แก่ วิเคราะห์หมู่ฟังก์ชันด้วยเทคนิค FT-IR, วิเคราะห์โครงสร้างด้วยเทคนิค 
1H-NMR, วิเคราะห์ความเป็นผลึกด้วยเทคนิค  X-ray diffraction (XRD), วิเคราะห์สมบัติทางแสงด้วย

เทคนิค UV-VIS spectroscopy, การคำนวณหาช่วง DS ด้วยเทคนิค UV-VIS spectroscopy และศึกษา

สมบัติของอนุพันธ์ไคโตซานต่อกิ่งกับฟลูออเรสซีนด้วยเทคนิคต่าง ๆ ได้แก่ ทดสอบสมบัติการละลายที่ค่า 

pH ต่าง ๆ , ทดสอบสมบัติทางความร้อนด้วยเทคนิค Thermogravimetric analysis (TGA) และ 

Derivative thermogravimetry (DTG), ท ด ส อบ การดู ด กลื น แส ง ด้ ว ย เท ค นิ ค  Fluorescence 

Spectrophotometer โดยมีรายละเอียดดังหัวข้อต่อไปนี้ 

 

4.1 การสังเคราะห์อนุพันธ์ของไคโตซานจากปฏิกิริยาแมนนิก 

การสังเคราะห์อนุพันธ์ไคโตซานต่อกิ่งกับฟลูออเรสซีนด้วยปฏิกิริยาแมนนิกเป็นการปรับปรุง

โครงสร้างของพอลิเมอร์จากธรรมชาติให้มีสมบัติในการเรืองแสง โดยสามารถนำพอลิเมอร์เรืองแสงชนิดนี้

ไปใช้ประโยชน์ต่อไปได้ ซึ่งปฏิกิริยาและสภาวะในการสังเคราะห์แสดงดังรูปที่ 4.1  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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หมายเหตุ : โครงสร้างของไคโตซานต่อกิ่งฟลูออเรสซีนที่ pH 2-4 

รูปที่ 4.1 สมการปฎิกิริยาการสังเคราะห์อนุพันธ์ไคโตซานต่อกิ่งกับฟลูออเรสซีน 

 

จากการสังเคราะห์อนุพันธ์ไคโตซานต่อกิ่งกับฟลูออเรสซีนด้วยปฏิกิริยาแมนนิก  (Mannich 

reaction) โดยปรับเปลี่ยนอัตราส่วนของ ไคโตซาน : ฟอร์มัลดีไฮด์ : ฟลูออเรสซีน ซึ่งงานวิจัยนี้เริ่มต้น

การสังเคราะห์ที่อัตราส่วน 1:1:0.1 โดยกำหนดเป็น CSF1 สำหรับสูตรนี้มีปัญหาในขั้นตอนการล้างสี

ฟลูออเรส   ซีนที่ไม่ทำปฏิกิริยาออกจากอนุพันธ์ไคโตซานเป็นไปได้ยาก ซึ่งต้องล้างเป็นจำนวนหลายรอบ

ส่งผลให้สารอนุพันธ์หลุดหายไประหว่างกระบวนการล้าง ร้อยละผลผลิตที่ได้จึงน้อย นอกจากนี้จากการ

ทดสอบเบื้องต้นโดยการแช่อนุพันธ์ไคโตซานต่อกิ่งฟลูออเรสซีนในเอทานอล ซึ่งเป็นตัวทำละลายที่ดีของ

ฟลูออเรสซีนอิสระ ยังพบว่าไม่สามารถชะล้างสารฟลูออเรสซีนอิสระออกได้หมด เนื่องจากยังพบสีของ

ฟลูออเรสซีนอิสระละลายออกมาในเอทานอล การสังเคราะห์ลำดับต่อมาจึงทำการลดอัตราส่วนของฟอร์

มัลดีไฮด์และฟลูออเรสซีนลงเป็นอัตราส่วน 1:0.1:0.005 (CSF5) ผลลัพธ์คือการล้างสีฟลูออเรสซีนเป็นได้

ง่ายขึ้น แต่สีของสารอนุพันธ์มีสีครีมอ่อน (รูปในตารางที่ 4.1) ซึ่งคาดว่าการต่อฟลูออเรสซีนบนไคโตซาน

เกิดขึ้นน้อย จึงมีการปรับอัตราส่วนในการสังเคราะห์สารอนุพันธ์คือ CSF2, CSF3, CSF4 ซึ่งเปลี่ยน

อัตราส่วนฟอร์มัลดีไฮด์และเพ่ิมปริมาณฟลูออเรสซีน โดยสีของสารอนุพันธ์ที่สังเคราะห์ได้เข้มขึ้นตามค่า

อัตราส่วนของฟอร์มัลดีไฮด์ที่มากขึ้น (รูปในตารางที่ 4.1) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางท่ี 4.1 ของการสังเคราะห์อนุพันธ์ไคโตซานต่อกิ่งกับฟลูออเรสซีน  

อนุพันธ์ของ 

ไคโตซาน 

อัตราส่วนโดยโมลไคโตซานต่อ

ฟอร์มัลดีไฮด์ต่อฟลูออเรสซีน 

น้ำหนักผลิตภัณฑ์ 

(กรัม) 

ร้อยละผลผลิต 

(%) 

รูปภาพของ

ผลิตภัณฑ์ 

CSF1 1:1:0.1 0.3214 32 

 

CSF2 1:0.3:0.01 0.6172 61 

 

CSF3 1:0.2:0.01 0.6110 61 

 

CSF4 1:0.1:0.01 0.6081 60 

 

CSF5 1:0.1:0.005 0.1549 15 
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4.2 การพิสูจน์เอกลักษณ์ของอนุพันธ์ไคโตซาน 

4.2.1. การวิเคราะห์หมู่ฟังก์ชันด้วยเทคนิค FT-IR 
 

 

รูปที่ 4.2 FT-IR spectra ของ ไคโตซาน ฟลูออเรสซีน และ CSF3 

 

จากรูปที่ 4.2 พบพีคการสั่นที่เป็นสัญญาณของไคโตซานได้แก่ O-H stretching ที่ 3419 cm-1 ,  

C-H stretching ที่  2897 cm-1  , N-H bending ที่  1647 cm-1 , C-H bending ที่  1581 cm-1, C-N 

stretching ที่ 1390 cm-1 และ C-O stretching ที่ 1064 cm-1 [35][36] 

พีคการสั่นที่ เป็นสัญญาณของฟลูออเรสซีน ได้แก่  O-H stretching ที่  3240 cm-1 , C-H 

stretching ของ aromatics ที่  3080 cm-1 , C=C Bending ของ aromatics ที่  1475 cm-1 , C-H 

bending ของ aromatics ที่ 883 cm-1 และ C=O stretching ของ Carboxylic Acid ที่ 1593 cm-1 

[37-38] 
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อนุพันธ์ไคโตซานที่สังเคราะห์ได้พบพีคการสั่นที่ เป็นสัญญาณของไคโตซาน ได้แก่ O-H 

stretching ที่ 3406 cm-1 , C-H stretching ที่ 2885 cm-1  , N-H bending ที่ 1647 cm-1 และ C-H 

bending ที่ 1552 cm-1 ซึ่งจะเห็นได้ว่าพีคที่พบในอนุพันธ์ไคโตซานต่อกิ่งกับฟลูออเรสซีนเป็นพีคของ   

ไคโตซาน โดยไม่สามารถระบุพีคของฟลูออเรสซีนได้เนื่องจากปริมาณฟลูออเรสซีนที่ต่อกิ่งกับไคโตซานใน

งานวิจัยนี้ค่อนข้างต่ำส่งผลให้พีคของฟลูออเรสซีนถูกบดบังโดยพีคของไคโตซาน 

 

4.2.2. การวิเคราะห์โครงสร้างด้วยเทคนิค 1H-NMR  

 

 
หมายเหตุ : โครงสร้างของไคโตซานต่อกิ่งฟลูออเรสซีนที่ pH ต่ำกว่า 2 

รูปที่ 4.3 ตำแหน่งโปรตรอนในโครงสร้างอนุพันธ์ไคโตซานต่อกิ่งกับฟลูออเรสซีน 

 

จากรูปที่ 4.4 1H-NMR spectra ของ CS พบสัญญาณโปรตอนที่คาร์บอนตำแหน่งที่ 2 มีค่า δ 

เท่ากับ 3.04 ppm บริเวณโปรตอนที่ตำแหน่งเมทิลีน และหมู่เมทินิล (H-3,4,5,6) มีค่า δ อยู่ในช่วง 

3.25-4.00 ppm และสัญญาณโปรตอนของหมู่อะซิทิลของไคตินที่คาร์บอนตำแหน่งที่ 7 ที่ δ เท่ากับ 

1.93 ppm เมื่อทำปฎิกิริยาแมนนิกระหว่างไคโตซานและฟลูออเรสซีนจะเกิดการแทนที่ไฮโดรเจนอะตอม

ของหมู่อะมิโนที่คาร์บอนตำแหน่งที่ 2 ของไคโตซานด้วยฟลูออเรสซีนโดยใน 1H-NMR ของ CSF2 พบ

สัญญาณโปรตอนของใหม่เกิดขึ้นซึ่งแตกต่างจากสัญญาณเดิมของไคโตซาน คือสัญญาณโปรตอนของอะโร

มาติกที่ค่า δ ในช่วง 7.9-8.4 ppm [39-41] 
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รูปที่ 4.4 1H-NMR spectra ของ CS และ CSF2 

 

จาก  1H-NMR spectra ขอ ง CSF2 ส าม ารถคำน วณ ห าองศาก ารแท น ที่  (Degree of 

substitution ; DS) โดยใช้ค่า integral ของพีค 

และคำนวณหาองศาการแทนที่ (DS) จากสมการ 3.1 ได้ดังนี้ 

 ยกตัวอย่างการคำนวณหา DS ของ CSF2 : 

DSNMR = 

H𝐴𝑅
9

H (δ3.2−4.0)
6 −2Ha

(3.1) 

DSNMR = 
1
9

158.01
6 −21

9
 

DSNMR = 0.0043     
 

โดยค่า DSNMR ของ CSF3 และ CSF4 มีค่าเท่ากับ 0.0042 และ 0.0035 ตามลำดับ สำหรับ CSF1 ไม่

นำมาคำนวณหาค่า DSNMR เนื่องจากยังมีสารฟลูออเรสซีนอิสระตกค้างอยู่ 

 

H-3, 4, 5, 6 

H-3, 4, 5, 6, 8 

H-2 

H-2 

H-7 

H-7 

H-Aromatic 

CS 

CSF2 
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4.2.3. การวิเคราะห์ความเป็นผลึกด้วยเทคนิค  X-ray diffraction (XRD) 
 

 
รูปที่ 4.5 รูปแบบ X-ray diffraction (XRD) ของ ไคโตซาน และ CSF3 

 

จากรูปที่ 4.5 แสดงผลการทดสอบ XRD ของไคโตซาน และอนุพันธ์ไคโตซานต่อกิ่งฟลูออเรสซีน

เพ่ือสังเกตการเปลี่ยนแปลงความเป็นผลึกของไคโตซานเมื่อต่อกิ่งกับฟลูออเรสซีนจะส่งผลให้ความเป็น

ผลึกเปลี่ยนแปลงไปมากน้อยเพียงใด ซึ่งจะพบว่ามีพีคท่ีตำแหน่ง 2θ = 9.6◦, 19.88◦ โดยถ้าไคโตซานต่อ

กิ่งกับฟลูออเรสซีนแล้ว ฟลูออเรสซีนซึ่งมีขนาดโมเลกุลใหญ่อาจรบกวนการจัดเรียงตัวของโมเลกุลไคโต

ซานซึ่งจะส่งผลให้ความเป็นผลึกลดลงซึ่งจะแสดงให้เห็นจากความเข้มที่ลดลงของพีค XRD ของสาร

อนุพันธ์ อย่างไรก็ตามอัตราส่วนการแทนที่ของฟลูออเรสซีนในไคโตซานนั้นค่อนข้ างต่ำมาก ส่งผลให้

สังเกตความแตกต่างได้ยากแสดงถึงการต่อกิ่งฟลูออเรสซีนบนไคโตซานด้วยปริมาณที่ใช้ในงานวิจัยนี้ไม่

ส่งผลต่อการเกิดผลึกท่ีเปลี่ยนไปอย่างมีนัยสำคัญ [42-43] 
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4.2.4. การวิเคราะห์สมบัติทางแสงด้วยเทคนิค UV-VIS spectroscopy 
 

 
รูปที่ 4.6 สเปคตรัมของ สารผสมไคโตซาน/ฟลูออเรสซีน, CSF2, CSF3 และ CSF4 

ด้วยเทคนิค UV-VIS spectroscopy 

 

ผลการทดสอบค่าการดูดกลืนแสงจากรูปที่ 4.6 เพื่อหาค่าการดูดกลืนสูงสุดของสารอนุพันธ์แต่ละ

อัตราส่วนและนำมาเปรียบเทียบความแตกต่างกับสารละลายที่นำไคโตซานกับฟลูออเรสซีนมาผสมกัน

โดยตรง แสดงให้เห็นว่าสารผสมไคโตซาน/ฟลูออเรสซีนในอัตราส่วน  0.5% ไคโตซานต่อฟลูออเรสซีน 

500 µM นั้นมีความแตกต่างไปจากการนำไคโตซานไปต่อกิ่งด้วยฟลูออเรสซีน โดยพบว่าสารผสมไคโต

ซาน/ฟลูออเรสซีนนั้นมีค่าการดูดกลืนสูงสุดออยู่ที่ 449 nm ซึ่งแตกต่างจากค่าการดูดกลืนสูงสุดของ

อนุพันธ์ไคโตซานต่อกิ่งฟลูออเรสซีนซึ่งมีค่าเท่ากับ 459, 457 และ 453 nm ของ CSF2, CSF3, CSF4 

ตามลำดับ แสดงถึงสารฟลูออเรสซีนที่ต่อกิ่งบนไคโตซานมีโครงสร้างหรือสภาวะที่แตกต่างไปจากฟลูออ

เรสซีนอิสระ 

[44-45] 
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4.2.5. การคำนวณหาช่วง DS ด้วยเทคนิค UV-VIS spectroscopy 
 

 
รูปที่ 4.7 calibration curve ค่าการดูดกลืนแสงของ fluorescein 

 

การคำนวณหาค่า DS เริ่มจากการเตรียม Calibration curve โดยการละลายสีฟลูออเรสซีที่

ความเข้มข้นต่าง ๆ แล้วนำไปวัดค่าการดูดกลืนโดยเครื่อง UV-vis spectrophotometer ซึ่งผลลัพธ์ที่ได้

ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงกับความเข้มข้นของฟลูออเรสซีนที่ได้นำมาสร้างเป็นกราฟที่พล็อตระหว่างค่า

การดูดกลืนสูงสุดและค่าความเข้มข้นของสีย้อมฟลูออเรสซีน จะได้สมการเส้นตรง 

y = 0.0006x + 0.0283 

จากนั้นนำสารอนุพันธ์ของไคโตซาน CSF2, CSF3 และCSF4 ความเข้มข้น 1% w/v มาวัดค่าการดูดกลืน

แสง เช่น 

ที่ค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดของ CSF2 มีค่าเท่ากับ 0.2034 นำไปแทนค่า y ในสมการจะได้   

0.2034 = 0.0006x + 0.0283 

x = 291.83 µM 

จากสารอนุพันธ์ที่นำไปวิเคราะห์การดูดกลืนแสงมีความเข้มข้น 1% w/v ซึ่งคือ 1 g/100 ml หรือ 10 

g/L   

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ดังนั้นองค์ประกอบของฟลูออเรสซีนคำนวณจากสมการมีความเข้มข้น 291.83 µmol/L อยุ่ในสาร

อนุพันธ์เข้มข้น 10 g/L  

ดังนั้น ในสารอนุพันธ์ 10 g จะมีองค์ประกอบฟลูออเรสซีน 291.83 µmol 

เพราะฉะนั้นในสารอนุพันธ์ 1 g จะมีองค์ประกอบฟลูออเรสซีน 29.183 µmol 

ดังนั้นปริมาณองค์ประกอบฟลูออเรสซีนในสารอนุพันธ์ของสูตร CSF2 เท่ากับ 29.2 µmol/g 

 

จากนั้น คำนวณหาองศาการแทนที่ โดยให้   
29.183 µ 𝑚𝑜𝑙

มวลโมเลกุลเฉลี่ยของหน่วยซ้ำของสารอนุพันธ์
 

โดยไคโตซานที่นำมาใช้ในงานวิจัยนี้มีค่า %DD อยู่ที่ 87 นั่นคือมีหน่วยซ้ำของไคโตซานเท่ากับร้อยละ 87 

และมีหน่วยซ้ำของไคตินร้อยละ 13 ดังนั้นจึงคำนวณหามวลโมเลกุลเฉลี่ยได้ดังนี้ 

มวลโมเลกุลไคโตซาน = ( 162 × 0.87 ) + ( 204 × 0.13 ) 

                           = 167.46 g/mol 

ซึ่งในข้ันตอนการสังเคราะห์ ถ้าใช้ไคโตซาน 1 g จะมีจำนวนโมลเท่ากับ 5.97 mmol 

จากนั้นคำนวณหาองศาการแทนที่ โดยค่า  DS =  
29.183 µ 𝑚𝑜𝑙

มวลโมเลกุลเฉลี่ยของหน่วยซ้ำของสารอนุพันธ์
 

จะได้                             DS =  
29.2 ×10−3 𝑚𝑚𝑜𝑙

5.97 𝑚𝑚𝑜𝑙
 

                                    DS = 0.00489 

แต่เนื่องจากการคำนวณในข้างต้นใช้มวลโมเลกุลของไคโตซานซึ่งยังไม่ต่อกิ่งกับสีย้อม จึงนำค่า  DS ที่ได้

ข้างต้นมาคำนวณอีกครั้งโดยปรับเปลี่ยนโมเลกุลในการคำนวณใหม่ดังนี้ 

มวลโมเลกุลของอนุพันธ์ไคโตศาน = ( 162 × 0.8651 ) + ( 204 × 0.13 ) + ( 506 × 0.0049 ) 

                               = 169.16 

คำนวณหา DS อีกครั้งโดย DS   =   
29.2×10−3 𝑚𝑚𝑜𝑙

1 𝑔
169.16 𝑔/𝑚𝑜𝑙

 

                                           DS   =   0.00494 

หมายเหตุ :  มวลโมเลกุลของหน่วยซ้ำไคโตซานเท่ากับ 162 g/mol 

 มวลโมเลกุลของหน่วยซ้ำไคตินเท่ากับ  204 g/mol 

มวลโมเลกุลของหน่วยซ้ำไคโตซานต่อก่ิงฟลูออเรสซีนเท่ากับ 506 g/mol 

 

ดังนั้นประมาณการ ค่า DS ของสารประกอบไคโตซานต่อกิ่งฟลูออเรสซีนของ CSF2 คือ 0.005 สำหรับค่า 

DS ของสาร CSF3 และCSF4 จากการคำนวณตามสมการข้างต้นมีค่า DS อยู่ประมาณ 0.0014 และ 

0.0004 ตามลำดับ ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับการคำนวณหา DS จาก 1H-NMR spectra พบว่าค่า DS จาก
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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การคำนวณทั้ง 2 วิธีของ CSF2 มีค่าใกล้เคียงกัน สำหรับกรณีของ CSF3 และ CSF4 มีการต่อกิ่งที่น้อย

กว่าของ CSF2 ส่งผลให้สัญญาณของ 1H-NMR spectra น้อยตามไปด้วย ซึ่งเมื่อทำการอินทิเกรต 

(Integration) สัญญาณดังกล่าวเพ่ือนำไปคำนวณ ตัวเลขที่ได้อาจมีความคลาดเคลื่อนสูงจึงทำให้ค่า DS 

จากการคำนวณด้วย 1H-NMR มีความแตกต่างกับค่า DS จากการคำนวณด้วย UV-vis spectroscopy 

อย่างไรก็ตามการหาค่า DS ด้วยเทคนิค UV-vis spectroscopy อาจมีความคลาดเคลื่อนเช่นกัน 

เนื่องจากค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดของไคโตซานต่อกิ่งฟลูออเรสซีนมีค่าแตกต่างจากฟลูออเรสซีนอิสระ

เล็กน้อย ดังที่กล่าวในหัวข้อ 4.2.4 ดังนั้นการใช้ Calibration curve ของฟลูออเรสซีนอิสระในการ

คำนวณจึงอาจเกิดความคลาดเคลื่อนได ้[46-47] 

 

4.3 การทดสอบสมบัติของอนุพันธ์ไคโตซาน 

4.3.1. การทดสอบสมบัติการละลายท่ีช่วง pH ที่กำหนด 
 

 
รูปที่ 4.8 Transmittances ของไคโตซาน, CSF2, CSF3 และ CSF4 

ด้วยเทคนิค UV-VIS spectroscopy 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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จากการทดสอบการละลายของสารประกอบไคโตซานต่อกิ่งฟลูออเรสซีนที่สภาวะ pH ต่างกัน 

ผลแสดงโดยการตรวจวัดค่า Transmittance ดังรูปที่ 4.8 ซึ่งเมื่อสารตกตะกอนจะเกิดความขุ่นและทำให้

ค่าการส่องผ่านลดลง จากผลการทดสอบพบว่าสารอนุพันธ์เริ่มตกตะกอนที่ค่า pH ต่ำกว่าไคโตซาน

เล็กน้อย โดยสารอนุพันธ์ไคโตซานสามารถละลายได้ในช่วง 1-6.2 และเริ่มตกตะกอนในช่วง pH 6.4-12 

ซึ่งจากรูปที่ 4.8 เมื่อสารอนุพันธ์ตกตะกอนสมบูรณ์แล้ว แต่ร้อยละการส่องผ่านต่างกัน เนื่องจากรูปแบบ

การตกตะกอนของไคโตซาน เมื่อตกตะกอนแล้วจะกระจายตัวอยู่ทั่วสารละลายทำให้สารละลายมีลักษณะ

ขุ่นส่งผลให้บดบังการส่องผ่านได้มาก แต่สารอนุพันธ์ไคโตซานต่อกิ่งฟลูออเรสซีนตกตะกอน ตะกอนที่

เกิดข้ึนส่วนใหญ่จะตกลงสู่ก้นคิวเวทท์ (Cuvette) ทำให้ค่า Transmittance ของ CSF2, CSF3 และCSF4 

สูงกว่าไคโตซานในสภาวะที่มีการตกตะกอน สำหรับ  CSF4 ซึ่งมีการต่อกิ่งฟลูออเรสซีนน้อยที่สุด จึงมี

ลักษณะการตกตะกอนใกล้เคียงกับของไคโตซาน ส่งผลให้ค่าการสิ่งผ่านในช่วงที่มีการตกตะกอนใกล้เคียง

กัน  

 

4 .3.2. ก า ร วิ เค ร า ะ ห์ ส ม บั ติ ท า ง ค ว า ม ร้ อ น ด้ ว ย เท ค นิ ค  Thermogravimetric 

analysis (TGA) 

การศึกษาสมบั ติท างความร้อนด้ วย เทคนิ ค  Thermogravimetric analysis (TGA) เพ่ื อ

เปรียบเทียบสมบัติทางความร้อนระหว่างไคโตซานกับไคโตซานที่ต่อกิ่งด้วยฟลูออเรสซีนว่ามีการ

เปลี่ยนแปลงสมบัติทางความร้อนไปอย่างไร โดยผลลัพธ์จะแสดงดังรูปที่ 4.9  

 

     
รูปที่ 4.9 เทอร์โมแกรมของ ไคโตซาน และ CSF2 ด้วยเครื่อง Thermogravimetric Analysis 

(A) Thermogravimetric analysis (TGA)  (B) Derivative thermogravimetry (DTG) 

 

การศึกษาสมบัติทางความร้อนของสารอนุพันธ์ไคโตซานต่อกิ่งฟลูออเรสซีน พบว่าสารอนุพันธ์

เกิดการเปลี่ยนแปลงที่อุณหภูมิ 2 ช่วง ช่วงที่ 1 คือการสลายตัวของน้ำที่อยู่ภายในโครงสร้างโดยที่ไคโต

(A) (B) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ซานจะเกิดการสลายตัวของน้ำในโครงสร้างที่อุณหภูมิ 92 °C และ CSF2 ที่ 90 °C ส่วนช่วงที่ 2 เป็นการ

สลายตัวของโครงสร้างซึ่งไคโตซานจะอยู่ที่อุณหภูมิ 314 °C และ CSF2 อยู่ที่อุณหภูมิ 316 °C โดยที่ร้อย

ละการสลายตัวโดยน้ำหนัก (ไม่รวมน้ำหนักของน้ำ) ของไคโตซานเท่ากับ 31.1 และ CSF2 เท่ากับ 32.6 

โดยพฤติกรรมทางความร้อนของไคโตซานและอนุพันธ์ไคโตซาน  CSF2 มีลักษณะที่ไม่ต่างกันอย่างมี

นัยสำคัญ [48-49] 

 

4.3.3. การทดสอบการดูดกลืนแสง ด้วยเทคนิค Fluorescence Spectroscopy 

  4.3.3.1. การทดสอบการดูดกลืนแสงโดยการ Scan excitation and emission 

นำสารอนุ พันธ์ไคโตซานต่อกิ่ งกับฟลูออเรสซีนตัวอย่าง  CSF3 มาสแกนหาค่า 

Excitation และ  Emission ด้ ว ย เท คนิ ค  Fluorescence Spectroscopy ด้ ว ย โห มด  3D 

spectrum โดยเริ่มสแกน Excitation และ Emission ที่ 200-800 ซึ่งจะแสดงผลออกมาเป็น

ภาพ 3 มิติ ดังรูปที่ 4.10 

 

 
รูปที่ 4.10 Spectrum ของ CSF3 ด้วยเทคนิค Fluorescence Spectroscopy โหมด 3D spectrum 

 

 จากรูปที่ 4.10 แสดงผลการวิเคราะห์สมบัติการเรืองแสงของอนุพันธ์ไคโตซานต่อกิ่ง

ฟลูออเรสซีนโดยแสดงภาพเป็น 3 มิติ แสดงค่า Excitation, Emission และ ความเข้มแสง  ซึ่งค่า เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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Excitation ที่ให้ความเข้มแสงสูงสุดคือ 500 nm และค่า Emission ที่ส่งผลให้ค่าการเข้มแสงสูงสุดคือ 

528 nm ซึ่ งค่ า Excitation และ Emission นี้ จะนำไปวิ เคราะห์ การดูดกลืนแสง ด้ วย เทคนิ ค 

Fluorescence ต่อไป [50-51] 

4.3.3.2. การทดสอบการดูดกลืนแสงท่ีค่า Excitation 500 nm 

นำค่า Excitation ที่ 500 nm ซึ่งส่งผลให้ค่าความเข้มแสงสูงสุดจากรูปที่ 4.10 มาใช้

เพ่ือวตรวจวัดความเข้มแสงของสารอนุพันธ์ด้วยการกำหนดค่า Excitation เพ่ือแสกน Emission 

โดยผลลัพธ์จะอยู่รูปของกราฟที่พล็อตระหว่างความเข้มแสงกับค่า  Emission ดังในรูปที่ 4.11 

(A) ซึ่งความเข้มแสงจะเปลี่ยนแปลงไปตามความเข้มข้นของสารประกอบ โดยที่ความเข้มข้น 1 

% W/V จะมีความเข้มแสงสูงสุดอยู่ที่ 128254 ซึ่งเมื่อลดความเข้มข้นลงไปที่ 0.5 % W/V ความ

เข้มแสงจะลดลงมาอยู่ที่ 85288 และเมื่อลดความเข้มข้นลงไปถึง 0.1 % W/V ความเข้มแสงจะ

ลดลงมาท่ี 25510 

 

    
รูปที่ 4.11 Spectrum ของ CSF2 ด้วยเทคนิค Fluorescence Spectroscopy โหมด spectrum 

(A) ความเข้มแสง CSF2 ที่เปลี่ยนแปลงตามความเข้มข้น (B) ความเข้มแสงสูงสุดที่ความเข้มข้นต่างๆ 

 

 จากนั้น นำข้อมูลที่ได้ไปสร้างกราฟแสดงความสัมพันธ์ของความเข้มข้นกับความเข้มแสงโดย

ผลลัพธ์แสดงดังรูปที่ 4.11 (B) ซึ่งแสดงความสัมพันธ์เชิงเส้นโดยค่าสมการเส้นตรงที่ได้คือ y = 112309x 

+ 19044 

 

  

 

 

 

(A) (B) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



40 
 

4.3.3.3. การทดสอบการดูดกลืนแสงท่ีช่วง pH ที่กำหนด 

 

 
รูปที่ 4.12 Spectrum ของ CSF2 ด้วยเทคนิค Fluorescence Spectroscopy 

โหมด spectrum ที่เปลี่ยนแปลงตามค่า pH 

 

การทดสอบผลของค่าความเป็นกรด เบส ต่อสมบัติการเรืองแสง ผลแสดงดังรูปที่ 12 แสดงให้

เห็นว่าเมื่อค่า pH เพ่ิมสูงขึ้นสมบัติการเรืองแสงจะมากขึนด้วยเช่นกัน ซึ่งเป็นเหตุจากการเปลี่ยนแปลงไป

ของโครงสร้างสีย้อมฟลูออเรสซีนตามรูปที่ 4.13   
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รูปที่ 4.13 โครงสร้างของฟลูออเรสซีนที่เปลี่ยนไปตามค่า pH [27] 

 

ซึ่งเมื่อไคโตซานต่อกิ่งกับฟลูอเรสซีนแล้ว โครงสร้างของฟลูออเรสซีนยังคงเปลี่ยนแปลงตามค่า 

pH โดยโครงสร้างที่ส่งผลให้ฟลูออเรสซีนเรืองแสงมากขึ้นคือโครงสร้างที่ pH มากกว่า 6.5 ซึ่งเป็น

โครงสร้างของฟลูออเรสซีนที่เป็นโครโมฟอร์ (chromophore) ที่คอนจูเกต (conjugated) กันมากที่สุด 

ส่งผลให้สมบัติการเรืองแสงของฟลูออเรสซีนมากที่สุด อย่างไรก็ตามสารอนุพันธ์ไคโตซานต่อกิ่งฟลูออเรส

ซีนเริ่มตกตะกอนในช่วง pH เท่ากับ 6.4 เนื่องจากโครงสร้างหลักของสารอนุพันธ์เป็นไคโตซานซึ่งต้อง

อาศัยความเป็นกรดในการละลาย ดังนั้นจึงไม่สามารถละลายในสภาวะ pH มากกว่า 6.4 ได้ ซึ่งเป็น

ข้อจำกัดหนึ่งในการใช้งานซึ่งต้องมีการพัฒนาสมบัติในการละลายของอนุพันธ์ของไคโตซานดังกล่าวต่อไป 
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บทท่ี 5 

สรุปผลงานวิจัยและข้อเสนอแนะ 
 

5.1 สรุปผลงานวิจัย 

 งานวิจัยนี้เป็นการสังเคราะห์ไคโตซานต่อกิ่งฟลูออเรสซีนเพ่ือใช้เป็นสารที่มีสมบัติเรืองแสง  ด้วย

ปฏิกิริยาแมนนิก (Mannich reaction) โดยใช้ฟอร์มัลดีไฮด์ ซึ่งฟอร์มัลดีไฮด์จะทำปฎิกิริยากับหมู่เอมีนใน

ไคโตซาน ทำให้ไคโตซานสามารถต่อกิ่งกับฟลูออเรสซีนในตำแหน่งออร์โธ (Ortho) ของโมเลกุลฟลูออเรส

ซีนโดยมีหมู่เมทิลีน (methylene) จากฟอร์มัลดีไฮด์ทำหน้าที่เป็นสะพานเชื่อมโครงสร้างระหว่างไคโต

ซานและฟลูออเรสซีน ทำให้ได้เป็นสารอนุพันธ์ไคโตซานที่มีสมบัติในการเรืองแสง แล้วทำการพิสูจน์

เอกลักษณ์ของอนุพันธ์ไคโตซานด้วยเทคนิค FT-IR เพ่ือวิเคราะห์หมู่ฟังก์ชัน 1H-NMR เพ่ือศึกษาโครงสร้าง 

XRD เ พ่ื อ ศึ ก ษ าค ว าม เป็ น ผ ลึ ก  TGA เ พ่ื อ ศึ ก ษ าส ม บั ติ ท า งค ว าม ร้ อ น  ใช้ เค รื่ อ ง  UV-vis 

spectrophotometer เพ่ือศึกษาการดูดกลืนแสง, ค่า DS และศึกษาสมบัติการละลาย  และใช้เครื่อง 

Fluorescent spectrophotometer เพ่ือศึกษาสมบัติการเรืองแสง 

การสังเคราะห์อนุพันธ์ไคโตซานต่อก่ิงฟลูออเรสซีน 

 จากการสังเคราะห์อนุพันธ์ไคโตซานต่อกิ่งฟลูออเรสซีนด้วยปฏิกิริยาแมนนิก (Mannich 

reaction) โดยใชฟอร์มัลดีไฮด์ ผลที่ได้คือสารละลายมีสีเหลืองใส เมื่อตกตะกอนด้วย 0.5M โซเดียไฮด

รอกไซด์ กรองแล้วอบให้แห้งจะได้ตะกอนแข็งมีสีเหลืองไปจนถึงส้ม ซึ่งค่าประมาณร้อยละผลผลิตคือ 60  

การพิสูจน์เอกลักษณ์อนุพันธ์ไคโตซานต่อกิ่งฟลูออเรสซีน 

 การพิสูจน์เอกลักษณ์อนุพันธ์ไคโตซานด้วยเทคนิค FT-IR ไม่สามารถระบุพีคเอกลักษณ์ของฟลูออ

เรสซีนได้เนื่องจากการต่อกิ่งฟลูออเรสซีนมีปริมาณน้อยจึงถูกบดบังด้วยพีคของไคโตซาน 

 การพิสูจน์เอกลักษณ์ด้วยเทคนิค 1H-NMR พบว่าสัญญาณโปรตอนของฟลูออเรสซีนต่ำมาก 

แสดงถึงการต่อกิ่งของฟลูออเรสซีนในไคโตซานนั้นน้อยมาก ซึ่งส่งผลให้การคำนวนองศาการแทนที่มีการ

คลาดเคลื่อน 

 การพิสูจน์เอกลักษณ์ด้วย UV-vis spectrum พบว่าค่าการดูดกลืนสูงสุดของอนุพันธ์ไคโตซานต่อ

กิ่งฟลูออเรสซีนนั้นแตกต่างจากไคโตซาน ซึ่งเป็นผลมมาจากโครงสร้างที่เปลี่ยนแปลงไปทำให้เกิด  

bathochromic shift หรือ Red shift ที่ส่งผลให้ค่าการดูดกลืนสูงสุดของอนุพันธ์ไคโตซานเปลี่ยนแปลง 

นอกจากนี้ UV-vis spectrum ยังสามารถนำมาคำนวณค่าประมาณองศาการแทนที่จากการสร้างสมการ

เส้นตรงจากค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดของฟลูออเรสซีนความเข้มข้นต่าง ๆ และนำสารอนุพันธ์ไคโตซานมา
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คำนวณเปรียบเทียบ ซึ่งผลลัพธ์คือ DS ของ CSF2, CSF3 และCSF4 เท่ากับ 0.49 , 0.14 และ0.04 

ตามลำดับ 

  การทดสอบเอกลักษณ์ด้วย XRD พบว่าการต่อกิ่งของฟลูออเรสซีนไคโตซานไม่ส่งผลกับค่าความ

เป็นผลึกของไคโตซานแบบมีนัยสำคัญเนื่องจากการแทนที่ฟลูออเรสซีนในไคโตซานน้อยจนไม่สามารถ

สังเกตเห็นความเปลี่ยนไปของความเป็นผลึกได้ 

การทดสอบสมบัติของอนุพันธ์ไคโตซานต่อกิ่งฟลูออเรสซีน 

 การทดสอบสมบัติการละลายด้วย UV-vis spectrophotometer ในโหมด Transmittance 

พบว่าสารอนุพันธ์ไคโตซานต่อกิ่งฟลูออเรสซีนตกตะกอนใน pH ที่ต่ำกว่าไคโตซานเล็กน้อย ซึ่งสารอนุพันธ์

ไคโตซานละลายได้ในช่วง pH 1-6.2 และตกตะกอนใน pH 6.4-12 

 การทดสอบสมบัติทางความร้อนด้วยเทคนิค TGA พบว่าสมบัติทางความร้อนของอนุพันธ์ไคโต

ซานต่อกิ่งฟลูออเรสซีนไม่แตกต่างจากไคโตซานแบบมีนัยสำคัญ เนื่องจากการแทนที่ของฟลูออเรสซีนใน

ไคโตซานมีน้อย จึงส่งผลกับพฤติกรรมทางความร้อนของไคโตซานน้อยจนไม่สามารถสังเกตได้ 

 การทดสอบสมบัติการเรืองด้วยเครื่อง Fluorescent spectrophotometer พบว่าอนุพันธ์ไคโต

ซานต่อกิ่งฟลูออเรสซีนมีค่า Excitation ที่ส่งผลให้เกิดการเข้มแสงสูงสุดที่ 500 nm และมีค่า Emission 

ที่ให้ค่าความเข้มแสงสูงสุดที่ 528 nm ซึ่งความเข้มข้นของสารอนุพันธ์มีผลต่อค่าความเข้มแสง โดยที่

ความเข้มข้นเดียวกัน CSF2 (1:0.3:0.01) มีค่าความเข้มแสงสูงที่สุดในบรรดาสารอนุพันธ์ที่สังเคราะห์ขึ้น

ในงานวิจัยนี้ นอกจากนี้ค่า pH ยังส่งผลต่อค่าความเข้มแสงด้วย ซึ่งยิ่งค่า pH เพ่ิมมากขึ้นจะส่งผลให้

ความเข้มแสงสูงขึ้นด้วย ผลเกิดจากโครงสร้างของฟลูออเรสซีนที่ต่อกิ่งอยู่บนไคโตซานเปลี่ยนแปลงไปตาม

ค่า pH และยิ่ง pH ยิ่งเพ่ิมสูงขึ้นโครงสร้างของฟลูออเรสซีนจะเป็นรูปแบบที่เรื่องแสงได้ดีขึ้นด้วย 

 

5.2 ข้อเสนอแนะ  

1) การชำระล้างฟลูออเรสซีนที่ไม่ทำปฎิกิริยาออกจากสารอนุพันธ์ด้วยวิธีการแช่ไว้ในตัวทำ 

ละลายเอทานอลใช้เวลาและปริมาณเอทานอลจำนวณมาก อาจหาวิธีอ่ืน ๆ เพิ่มเติม 

2) ปรับสภาวะ และปรับเปลี่ยนอัตราส่วนของฟอร์มัลดีไฮด์ และฟลูออเรสซีน เพื่อหาอัตราส่วนที่

ดีที่สุด ที่จะทำให้ฟลุออเรสซีนเข้าไปแทนที่ในไคโตซานได้มากขึ้น 

3) การนำอนุพันธ์ไคโตซานต่อกิ่งฟลูออเรสซีนไปวิจัยต่อยอดเพ่ือใช้สมบัติการเรืองแสงให้เกิด

ประโยชน์ได ้เช่น ใช้เป็นสารเรืองแสงในกระบวนการถ่ายภาพทางชีววิทยา  
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ผลการพิสูจน์เอกลกัษณ์ของอนุพันธ์ไคโตซาน 

รูปที่ ก-1 FT-IR spectra Chitosan 

รูปที่ ก-2 FT-IR spectra fluorescein 
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รูปที่ ก-3 FT-IR CSF1 

รูปที่ ก-4 FT-IR spectra CSF2 
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รูปที่ ก-4 FT-IR spectra CSF3 

รูปที่ ก-5 FT-IR spectra CSF4 
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รูปที่ ก-6 1H-NMR spectra Chitosan 

 

รูปที่ ก-7 1H-NMR spectra CSF2 
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รูปที่ ก-8 1H-NMR spectra CSF3 

รูปที่ ก-9 1H-NMR spectra CSF4 
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รูปที่ ก-9 1H-NMR spectra Chitosan 

รูปที่ ก-10 1H-NMR spectra CSF3 
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รูปที่ ก11 1H-NMR spectra CSF4 

รูปที่ ก-12 1H-NMR spectra CSF5 
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รูปที่ ก-13 TGA Chitosan 

 

รูปที่ ก-14 DTG Chitosan 
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รูปที่ ก-15  TGA CSF2 

รูปที่ ก-16 DTG CSF2 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



59 
 

 

รูปที่ ก-17 TGA CSF3 

รูปที่ ก-18 DTG CSF3 
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รูปที่ ก-19 TGA CSF4 

รูปที่ ก-20 DTG CSF4 
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รูปที่ ก-21 สมบัติการเรืองแสงของ CSF2 ในความเข้มข้นต่างๆ  

รูปที่ ก-22 สมบัติการเรืองแสงของ CSF3 ในความเข้มข้นต่างๆ 
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รูปที่ ก-23 สมบัติการเรืองแสงของ CSF2 ในค่า pH ต่างๆ ที่ 0.75 %w/v 

รูปที่ ก-24 สมบัติการเรืองแสงของ CSF3 ในค่า pH ต่างๆ ที่ 0.75 %w/v 
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แล้ü และได้แนบเอกÿารการตรüจÿอบการลอกเลียนงานüรรณกรรมที่ตรüจÿอบจากเล่มโครงงานพิเýþ/

ปัญĀาพิเýþ/ÿĀกิจýึกþาฉบับÿมบูรณ์แล้ü  
โปรแกรมอักขราüิÿุทธิ์ 0.64 %     
  

ลงชื่อ............................................            ลงชื่อ............................................  
      ( นÿ.ปรียาภรณ์ กิมÿüัÿดิ์ )                    ( นายภัทรโชค ม่üงมูลตรี )  

      นักýึกþา                                       นักýึกþา  
ข้าพเจ้า รý.ดร. ภัทธาüุธ มนต์üิเýþ อาจารย์ที่ปรึกþาโครงงานพิเýþ ได้ตรüจÿอบโครงงานพิเýþของ

นักýึกþาข้างต้น แล้ü ขอรับรองü่าเป็นผลงานüิจัยของนักýึกþาจริงและมีเนื้อĀาÿมบูรณ์  จึงลงชื่อไü้เป็น

Āลักฐาน  
 

ลงชื่อ...............................................        
             อาจารย์ที่ปรึกþา                

 

ป"ยะกร' คนโชค

ฒ็

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้




