
บทที ่ 1 
บทน ำ 

 
1.1 หลกักำรและเหตุผล 
 
  ประเทศไทย มีการเพาะปลูกพืช ผกั และผลไม้นานาชนิด ซ่ึงผลผลิตทางการ
เกษตรบางอย่างเป็นสินคา้ส่งออกท่ีส าคญั โดยเฉพาะพวกผลไมเ้มืองร้อน(Phillis 1999) เช่น 
มะม่วง กลว้ย ทุเรียน มงัคุด เงาะ ล าไย เป็นตน้ ดงันั้นช่วงเวลาในการเก็บเก่ียว และระยะเวลาในการ
เก็บรักษาผลผลิตทางการเกษตรหลงัจากเก็บเก่ียวแลว้ จึงมีความส าคญัยิ่งต่อคุณภาพของผลผลิต
ดงักล่าว(Andrew 2000) เน่ืองจากภายหลงัการเก็บเก่ียวพืช ผกั และผลไมย้งัมีการหายใจอยูส่่งผลท า
ให้เกิดการเปล่ียนแปลงทางด้านเคมี ชีวเคมี  และกายภาพ โดยเฉพาะทางด้านกายภาพท่ีเห็นได้
ชดัเจน คือ มีการเปล่ียนแปลงสี(Beatrice 1999)ของผลไมใ้นระหวา่งท่ีผลไมเ้ปล่ียนจากดิบเป็นสุก
(Peterson 1994) ซ่ึงลกัษณะปรากฏดงักล่าวสามารถใช้เป็นดชันีบ่งช้ีถึงการเจริญหรืออายุของ
ผลไม้ได้ ดงันั้นจึงมีความสนใจท่ีจะศึกษาการเปล่ียนแปลงสีโดยท าการศึกษาเปรียบเทียบการ
วิเคราะห์สีของสารละลายสีผสมอาหารมาตรฐานท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ โดยวดัค่าสีดว้ยเคร่ือง
สเปคโตรโฟโตมิเตอร์(Wilard et al. 1981) ในช่วงการดูดกลืนแสง 400-800 นาโนเมตร และการ
ใชโ้ปรแกรมคอมพิวเตอร์วเิคราะห์ค่าของสีแสดงเป็นตวัเลขในรูปของค่าสีเขียวในระบบสี สีแดง สี
เขียว สีน ้ าเงิน(Image-Pro Plus 3.0 1997) โดยท าการบนัทึกภาพสีของสารละลายสีผสมอาหาร
ดว้ยกลอ้งวิดีโอท่ีเช่ือมต่อกบัเคร่ืองคอมพิวเตอร์วิเคราะห์ผล เพื่อใชเ้ป็นแนวทางในการศึกษาการ
เปล่ียนแปลงสีแบบไม่ท าลายผลิตภณัฑ์จากการบด การสกดั และการละลาย เพื่อน ามาใช้ในการ
วเิคราะห์ 
 
1.2 วตัถุประสงค์กำรวจัิย 
 
 วตัถุประสงคข์องงานวจิยัน้ี เพื่อศึกษา 
วิธีติดตามการเปล่ียนแปลงสีของสารละลายสีผสมอาหารมาตรฐานวดัท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ด้วย
เคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ในช่วงการดูดกลืนแสง 400-800 นาโนเมตร และท าการเปรียบเทียบกบั
การใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์วิเคราะห์ค่าของสีแสดงเป็นตวัเลขในรูปของค่าแสงสีเขียวในระบบ
แสงสีแดง สีเขียว สีน ้าเงินจากภาพถ่ายของสารละลายสีผสมอาหาร 
 ประโยชน์ท่ีคาดวา่จะไดรั้บจากการศึกษาน้ี คือ 
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                - สามารถน าไปประยุกตใ์ชใ้นการตรวจสอบ หรือติดตามการเปล่ียนแปลงสีของผลผลิต
ทางการเกษตรโดยผลผลิตตวัอยา่งท่ีใชท้ดสอบไม่ถูกท าลาย 
                 - น าความรู้ท่ีไดม้าประยุกตใ์ชใ้นการติดตามการเปล่ียนแปลงของผลผลิตทางการเกษตร 
โดยไม่ตอ้งเสียเวลาเตรียมตวัอยา่ง ซ่ึงสะดวกต่อการติดตาม หรือหาระยะเวลาการเก็บเก่ียว และอายุ
การเก็บรักษาผลิตภณัฑ์ เพื่อใชเ้ป็นแนวทางในการศึกษาหาวิธีการเก็บรักษาและยืดอายุผลิตภณัฑ์
ใหค้งคุณภาพตามท่ีตอ้งการต่อไป 
 

บทที ่ 2 
วรรณกรรมและงำนวจิัยทีเ่กีย่วข้อง 

 
2.1 เอกสำรทีเ่กีย่วข้อง 
 
 สีท่ีไดรั้บการรับรองให้ใช้กบัอาหารจะเป็นประเภทดาย(dye) หรือ เลค(lake) ดายเป็นสีท่ีมี
เเหล่งก าเนิดจากพวกพืช ละลายไดดี้ในน ้ าใชเ้ป็นสีผสมในอาหารประเภทอบ เคร่ืองด่ืม ขนมหวาน 
ผลิตภณัฑ์นม(Albala 2002) ในขณะท่ีเลคจะมีส่วนผสมของสารอนินทรีย ์สารอินทรีย ์หรือโลหะ
บางอย่างอยู่ในองค์ประกอบคงตวัไดดี้กว่า เลคสามารถกระจายตวัได้ดีในน ้ ามนัใช้กบัอาหารท่ีมี
ลกัษณะของการเคลือบสี ลูกกวาด เคก้ โดนทั(Elizabeth 1992) ตวัอย่างสีท่ีไดรั้บการรับรองใน
สหรัฐวา่สามารถใชก้บัอาหารไดใ้นปี 2550 ไดแ้ก่ brilliant blue FCF E133, indigotine E132, fast 
green FCF E143, allura red AC E129, erythrosine E127, tartrazine E102, และ sunset yellow FCF 
E110 ในการทดลองคร้ังน้ีท าการทดลองโดยใช้สีท่ีได้ยอมรับในการใช้กันอย่างเเพร่หลายใน
อุตสาหกรรมอาหาร(Albala 1992)  การวดัการเปล่ียนแปลงของสีเป็นการวิเคราะห์คุณภาพท่ีท าได้
โดยการเทียบกบัแผน่สีมาตรฐาน ซ่ึงเป็นวธีิท่ีง่ายสะดวกและรวดเร็ว แต่ไม่ครอบคลุมสีทั้งหมด การ
วดัสีโดยตรงด้วยเคร่ืองมือวดัสี เป็นการวดัท่ีมีความแม่นย  าสูงแต่ต้องใช้เคร่ืองมือราคาสูง และ
ในขณะท่ีการวดัสีจากการวิเคราะห์ทางเคมี เช่น การหาปริมาณของสารท่ีก่อให้เกิดสี โดยการ
วิเคราะห์ทางสเปคโตรสโกปีแมจ้ะนิยมกนัแพร่หลาย แต่การวดัสีดว้ยวิธีน้ีจะตอ้งท าการสกดัสาร
จากตวัอยา่ง ซ่ึงเป็นการวเิคราะห์แบบท าลายตวัอยา่ง(Daniel 1984) ในขณะท่ีการวิเคราะห์ปริมาณ
สารสีโดยหลกัการวเิคราะห์สีจากภาพถ่ายจะขา้มขอ้จ ากดัทั้งหลายในวธีิท่ีกล่าวมาแลว้ขา้งตน้ 
 

2.2 งำนวจัิยทีเ่กีย่วข้อง 
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                   2.2.1 การวเิคราะห์ทางสเปคโตรสโกปี  
โดยปกติสสารสามารถดูดกลืนรังสีหรือแสง ไดแ้ตกต่างกนั ท าให้วตัถุเหล่านั้นมีสีสันแตกต่างกนั
ออกไปดว้ยนกัวทิยาศาสตร์สนใจคุณสมบติัดงักล่าว และน ามาใชเ้ป็นเคร่ืองมือในการวิเคราะห์เชิง
คุณภาพและปริมาณ(Dubois 1956) โดยเฉพาะเทคนิคการวิเคราะห์ทางสเปคโตรสโกปี(Willard 

et al. 1984) ซ่ึงเป็นการแยก การตรวจสอบ และการบนัทึกของพลงังานท่ีเปล่ียนไปเก่ียวกบั
นิวเคลียส อะตอม ไอออน หรือโมเลกุล พลงังานท่ีเปล่ียนไปเกิดจากการแผ่ออกไป การดูดกลืน 
การกระเจิง ของการแผรั่งสีแม่เหล็กไฟฟ้า หรือของอนุภาค เทคนิคน้ีถูกน ามาใชป้ระโยชน์ในการ
วเิคราะห์อยา่งกวา้งขวางโดยอาศยัการเกิดอนัตรกิริยากบัสารเหล่าน้ีซ่ึงเกิดเม่ือให้ล าแสงผา่นเขา้ไป
ยงัสารละลาย หรือวตัถุใดวตัถุหน่ึง จะพบว่า บางส่วนของรังสีนั้นถูกดูดกลืน บางส่วนผ่านทะลุ 
บางส่วนเกิดการสะทอ้นกลบั เเละบางส่วนเกิดการกระเจิงอยา่งใดอยา่งหน่ึง หรือหลายอยา่งพร้อม
กนั สเปคโตรสโกปีเป็นวิธีการวดัค่าการดูดกลืนแสงหรือรังสีของสารซ่ึงอยู่ในช่วงความยาวคล่ืน
ประมาณ 190-800 นาโนเมตร ซ่ึงเป็นการวดัในช่วงความยาวคล่ืนแสงอุลตราไวโอเลตกบัวิสิเบิล
โดยใช้วดัสารตวัอย่างไดแ้ก่ สารประกอบเชิงซ้อนของสารอินทรียแ์ละสารอนินทรีย ์ทั้งท่ีมีสีและ
ไม่มีสี สมบติัการดูดกลืนแสงของสารดงักล่าว สามารถน ามาใช้วิเคราะห์ทั้งในเชิงคุณภาพและ
ปริมาณอย่างกวา้งขวาง เน่ืองจากวิธีน้ีให้ความถูกตอ้งแม่นย  าดี และมีความไวต่อการตรวจวดัสูง 
โดยอาจท าการวเิคราะห์ในรูปของธาตุหรือโมเลกุล(Nelson 1944)  
 
                 2.2.2  หลกัในการหาปริมาณของสารกบัปริมาณของแสงท่ีถูกดูดกลืน 
 ในการวดัปริมาณของแสงท่ีถูกดูดกลืนดว้ยสารตวัอยา่ง(Roe 1934) ท  าไดโ้ดยให้ล าแสงผา่นเขา้ไป
ในสารตวัอยา่ง แลว้วดัปริมาณของแสงท่ีผา่นทะลุออกมาโดยเปรียบเทียบกบัแสงท่ีทะลุออกมาเม่ือ
ไม่มีสารตวัอย่าง และหาปริมาณสารจากการดูดกลืนแสงของสารท่ีความยาวคล่ืนเหมาะสม และ
อาศยักฎของเบียร์และแลมเบิร์ต(Robyt and White 1990)ท่ีวา่ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย
จะเป็นปฏิภาคโดยตรงกบัความเขม้ขน้ ซ่ึงจะเป็นไปตามกฎดงักล่าวหรือไม่ข้ึนอยูก่บัความเขม้ขน้
ของสารท่ีวดันั้นตอ้งอยูใ่นช่วงท่ีเหมาะสมเช่นกนั ดงันั้นความถูกตอ้งในการวดัค่าการดูดกลืนแสง
จะไดจ้ากการวดัค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายท่ีความยาวคล่ืน ซ่ึงสารนั้นดูดกลืนแสงไดม้าก
ท่ีสุดจึงจะมีความถูกตอ้ง และแม่นย  ามากท่ีสุด และควรวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน ซ่ึงค่า
โมล่าแอบซอฟติวิต้ี (molar absorptivity ; έ) มีค่าคงท่ี ถา้ έ ไม่คงท่ีจะท าให้เกิดความเบ่ียงเบนไป
จากกฎของเบียร์(Robyt and White 1990) 
 
                2.2.3 หลกัการวเิคราะห์สีจากภาพถ่าย 
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เป็นกระบวนการท่ีจดัการขอ้มูลของรูปภาพโดยคอมพิวเตอร์(Adobe Premere LE 1994) ท าได้
โดยการแบ่งรูปภาพในแนวนอนให้เป็นบริเวณท่ีมีขนาดเล็กท่ีเป็นองคป์ระกอบท่ีเล็กท่ีสุดของภาพ
เรียกว่าพิคเซล (pixel หรือ picture element) ในคอมพิวเตอร์ภาพใดๆ ท่ีเเสดงได้โดยลกัษณะ
ดงักล่าวจะเป็นลกัษณะกริด (digital grid หรือ  bitmap) แต่ละพิคเซลในกริดจะถูกระบุโดยต าเเหน่ง
ตวัเลขของเเถวในเเนวนอนเเละคอลมัน์ในเเนวตั้ง  โดยก าหนดให้พิคเซลท่ีอยู่มุมบนดา้นซ้ายสุด
ของของกริด ต าเเหน่งของเเถวในเเนวนอนเท่ากบัศูนย ์ และคอลมัน์ในเเนวตั้งเท่ากบัศูนย ์ระบบ
การจดัการขอ้มูลของรูปภาพโดยคอมพิวเตอร์ในการศึกษาในคร้ังน้ีใช ้ระบบสีเเดง สีเขียว สีน ้ าเงิน 
(RGB color model) ในระบบน้ี(Image-Pro Plus 3.0 1997) สีเเสดงในเทอมของปริมาณแสงสีเเดง 
สีเขียว สีน ้าเงิน เช่นสีเเดงบริสุทธ์จะเเสดงค่าของ 255/000/000 โดย 255 เป็นค่าสูงสุดของระดบัเเสง
สีเเดง โดยไม่มีค่าของเเสงสีเขียว เเสงสีน ้ าเงินเจือปนเลย ดงันั้นค่าเเสงสีเขียวคือ 000 เช่นเดียวกบั
ค่าเเสงสีน ้ าเงินคีอ 000 ดงันั้นค่าโดยรวมท่ีเป็นไปไดสู้งสุดในระบบสีน้ีคือ 256x256x256 ซ่ึงจะ
เท่ากบั 16.7 ลา้นสีโดยค่า 000/000/000 คือสีขาวเเละค่า 255/255/255  คือค่าสีด า ในการทดลองน้ีจะ
ท าการวดัค่าพิคเซลของภาพท่ีวดัค่าในช่วง 0 ถึง 255 ของเเสงสีเขียว เม่ือกลอ้งถ่ายภาพจบัเเสงท่ี
ความยาวคล่ืนท่ีไม่ไดถู้กดูดกลืนไวโ้ดยวตัถุท าให้เกิดสีท่ีปรากฏบนจอรับภาพหรือสีท่ีเรามองเห็น 
ดงันั้นการวดัการดูดกลืนเเสงโดยวิธีสเปคโตรสโคปีเป็นการวดัค่าของแสงในความยาวคล่ืนท่ีถูก
สารมีสีดูดกลืนไว ้ส่วนการวดัค่าสีของสารโดยการวดัค่าตวัเลขในระบบแสงสีเเดง สีเขียว สีน ้ าเงิน
โดยคอมพิวเตอร์เป็นการวดัสีของเเสงท่ีไม่ถูกดูดกลืนโดยวตัถุท่ีตรวจวดั(Robyt and White 1990)  
 

บทที ่ 3 
วธิีด ำเนินกำรวจิัย 

 
 
3.1  สำรเคมีและวสัดุ 
สารสีเหลือง disodium2-hydroxyl-1-(4-sulfonatophenylazo)naphthalene-6-sulfonate สาร
สีเเดง trisodium2-hydroxyl-1-(4-sulfonato-1-nephthylazo)naphthalene-6,8-disulfonate 

สารสีชมพ ูdisodium2-(2-,4,5,7-tetraiodo-3-oxido-6-oxoxanthen-9-yl)benzoate 

monohydrate สารสีฟัา disodiumalpha-(4-(N-ethyl-3-sulfonatobenzyl amino) phenyl)-

alpha-(4-N-ethyl 3- sulfonatobenzylamino, cyclohexa-2,5-dienylidene)toluene-6-

sulfonate จากบริษทั Roha Dyeclean ประเทศอินเดีย  
สารละลายเอทธานอล 10% 
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โปรตีนมาตรฐาน (Bovine Serum Albumin; BSA) จากบริษทั Fluka 

แอลกอฮอลบ์ริสุทธ์ิ (absolute alcohol 99%) 

คอปเปอร์ซลัเฟต (CuSO45H2O) 

โซเดียมโพแทสเซียมทาร์เทรท (Na-K tartrate) 

โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) 

โปตสัเซียมไอโอไดค ์(KI) 

น ้ากลัน่  

3.2 อุปกรณ์ 
 
เคร่ืองแกว้ 
เคร่ืองชัง่สาร ทศนิยม 4 ต าแหน่ง รุ่น AE-200 
เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสงสเปคโตรโฟโตมิเตอร์รุ่น UV-1601 ยีห่อ้ Shimadzu 
เคร่ืองคอมพิวเตอร์ท่ีมีโปรแกรมการใช้งานกับเคร่ืองสเปคโตโฟโตมิเตอร์รุ่น 1.06H ยี่ห้อ 
Thunderbird 
โปรแกรมถ่ายภาพ Mil 
โปรแกรมวดัสี Image-Pro Plus 3.0 
โคมไฟเมทลัฮาไลท ์
กลอ้งโซน่ี PC 1 
ปิเปตตข์นาด 100 และ 1000  ไมโครลิตร 
 
3.3 วธีิกำรทดลอง 
 

3.3.1 ศึกษาค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดของสารละลายสีเหลือง สีแดง สีชมพ ูและ สีฟ้า
จากสเปคโตรโฟโตมิเตอร์กบัค่าสีท่ีวเิคราะห์จากภาพถ่าย  

       3.3.1.1 การเตรียมสารละลายสีมาตรฐานน าสีมาตรฐานท่ีใชใ้นการศึกษา
คือ สีเหลือง สีแดง สีฟ้า และสีชมพ ูปริมาณ 10 มิลลิกรัม มาละลายในสารละลายเอทธานอล
เขม้ขน้ 10% เก็บไวท่ี้  4 องศาเซนเซียสในท่ีมืด 

   3.3.1.2 การหาค่าการดูดกลืนแสงสูงสุด (max) ของสารละลายสีมาตรฐานน า
สารละลายสีมาตรฐานท่ีเตรียมไดจ้ากขอ้ 3.1.1 มาสแกนหาค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดของแต่ละสี
ในช่วง 400-800 นาโนเมตร 
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                  3.3.1.3 ศึกษาความสัมพนัธ์ของค่าสีท่ีวดัไดก้บัปริมาณของสารโดยใช้
โปรเเกรมคอมพิวเตอร์ Mil เเละ Image Pro Plus 3.0 โดยท าการวเิคราะห์ผลของค่าแสงสีเขียว ใน
ระบบแสงสีเเดง สีเขียว สีน ้าเงิน วางต าเเหน่งสารท่ีตอ้งการวดัให้อยูใ่นหลอดทดลองปริมาตร10 
มิลลิลิตร จบัยดึไวบ้นขาตั้ง สูงจากพื้น 25 เซนติเมตรในระยะห่างจากกลอ้งถ่ายภาพโซน่ี PC-1 เป็น
ระยะห่าง 80 เซนติเมตร โดยใหเ้เหล่งก าเนิดเเสงมีระยะห่างจากหลอดทดลองเป็นระยะห่าง 60 
เซนติเมตรโดยให้เเสงมีปริมาณโฟตอนท่ีคงท่ีหลงัจากท าการปล่อยเเสงนาน 10 นาทีผา่นสัญญา
นภาพของหลอดทดลองจากกลอ้งถ่ายภาพ โซน่ี PC-1 เขา้สู่คอมพิวเตอร์ โดยเเปลงสัญญานภาพ
ผา่นการ์ด Meteor1 จากนั้นค านวณค่าของสีท่ีวดัได ้ 
  

3.3.2 ศึกษาความสัมพนัธ์ของปริมาณสารสีมาตรฐานท่ีวดัไดจ้ากสเปคโตรโฟโต
มิเตอร์กบัการวดัปริมาณของสีจากภาพถ่าย 

  เตรียมสารละลายสีมาตรฐานท่ีความเขม้ขน้ต่างๆโดยน าสารละลายสี เหลือง สีแดง 
สีชมพ ูและสีฟ้าท่ีอยูใ่นสารละลายเอทธานอลท่ีความเขม้ขน้ 10% ซ่ึงเก็บไวท่ี้ 4 องศาเซนเซียส
ในท่ีมืดมาท าการเจือจางใหมี้ความเขม้ขน้ของสารในช่วง 0.04-40 นาโนโมลต่อมิลลิลิตรและ
วเิคราะห์เปรียบเทียบโดยวธีิสเปคโตรสโคปีกบัการวเิคราะห์จากภาพถ่าย    

จากนั้นหาความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าการดูดกลืนแสงกบัปริมาณเน้ือสาร ความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าสี
จากภาพถ่ายกบัปริมาณเน้ือสาร กราฟความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าการดูดกลืนแสงกบัค่าสีจากภาพถ่าย 
 

3.3.3 ศึกษาความสัมพนัธ์ท่ีจากการวเิคราะห์หาโปรตีนโดยวธีิไบยเูรต(Oser 1965)
ดว้ยเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์กบัค่าสีท่ีวดัจากภาพถ่าย 

 3.3.3.1 การเตรียมโปรตีนวเิคราะห์เพื่อวเิคราะห์หาปริมาณโดยวธีิไบยเูรต 
เตรียมสารละลาย BSA ให้มีความเขม้ขน้อยูใ่นช่วง 0-14 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรเตรียมน ้ ายาไบยเูรท
โดยละลาย CuSO45H2O ปริมาณ 1.5 กรัม ผสมกบัโซเดียมโปแตสเซียมทาร์เทรท 6 กรัม ละลายใน
น ้ ากลัน่ 500 มิลลิลิตร จากนั้นเติม 10% (w/v) ของ NaOH ปริมาตร 300 มิลลิลิตรและปรับปริมาตร
ดว้ยน ้ากลัน่เป็น 1 ลิตร เติม KI จ านวน 1 กรัม ผสมให้เขา้กนัและเก็บสารละลายในขวดพลาสติกท่ี
มืด 
   3.3.3.2 วธีิการวเิคราะห์โดยวธีิไบยเูรต 
ดูดสารละลายโปรตีนมาตรฐานความเข้มข้นละ 0.5 มิลลิลิตร เติมสารละลายไบยูเรตจ านวน 2 
มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนั ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที น ามาวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร และใชน้ ้ ากลัน่ 0.5 มิลลิลิตรผสมกบัสารละลายไบยเูรท 2 มิลลิลิตร 
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เป็นสารเปรียบเทียบ ท าการการวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนโดยวิธีไบยูเรทด้วยเคร่ืองสเปคโตร
โฟโตมิเตอร์และจากภาพถ่าย น าข้อมูลท่ีได้จากการทดลองมาสร้างกราฟหาความสัมพันธ์
ดงัต่อไปน้ีกราฟความสัมพนัธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงกบัปริมาณเน้ือสาร กราฟความสัมพนัธ์
ระหวา่งค่าสีจากภาพถ่ายกบัปริมาณเน้ือสาร  กราฟความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าการดูดกลืนแสง กบั ค่า
สีจากภาพถ่าย 

 
     
3.4 สถิติทีใ่ช้ในกำรวเิครำะห์ข้อมูล 
  

 การหาค่าสหสัมพนัธ์ของสมการเชิงเส้น(Ott 1977) 

บทที ่ 4 
ผลกำรทดลอง 

 
   
4.1 ศึกษำค่ำกำรดูดกลนืแสงสูงสุด ((max) ของสีมำตรฐำน  
 
                         จากศึกษาค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดของสีมาตรฐานซ่ึงไดแ้ก่ สีเหลือง สีแดง สีชมพ ู
สีฟ้า ไดผ้ลการทดลองดงัแสดงในตารางท่ี 3 
 

ตารางท่ี 3 ค่าการดูดกลืนแสงสูงสุด ของสีมาตรฐาน  
สีมาตรฐาน ค่าการดูดกลืนแสงสูงสุด(max) 

                      สีเหลือง 
                      สีแดง 
                      สีชมพ ู
                      สีฟ้า 

                                       483  
                                        510 
                                         529 
                                         635 

 
4.2 ศึกษำควำมสัมพันธ์ของค่ำกำรดูดกลืนเเสงของสำรละลำยสีเหลืองวัดได้จำกเคร่ืองสเปคโตร
โฟโตมิเตอร์ และค่ำสีเหลอืงวเิครำะห์จำกภำพถ่ำย 
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 จากการทดลองวดัค่าการดูดกลืนเเสงของสีเหลืองมาตรฐานดว้ยเคร่ืองสเปคโตร
โฟโตมิเตอร์ และค่าสีเหลืองมาตรฐานท่ีวิเคราะห์จากภาพถ่ายไดผ้ลดงัแสดงในตารางท่ี 4 และเม่ือ
น าขอ้มูลท่ีไดจ้ากตารางท่ี 4 มาเขียนกราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงกบัค่าสี
จากภาพถ่ายดงัรูปท่ี 1ก (คอลมัน์ ท่ี 2 กบั 3) กราฟค่าการดูดกลืนเเสงกบัปริมาณเน้ือสารดงัรูปท่ี  1ข 
(คอลมัน์ ท่ี 1 กบั 2) กราฟค่าสีจากภาพถ่ายกบัปริมาณเน้ือสาร ดงัรูปท่ี 1ค (คอลมัน์ ท่ี 1 กบั 3) และ
กราฟ ค่าสีจากภาพถ่ายกบัปริมาณเน้ือสาร รูปท่ี 1ง (คอลมัน์ ท่ี 3 กบั 4) โดยไดผ้ลลพัธ์ ค่า R2  
เท่ากบั 0.9841, 0.9967, 0.9869 และ 0.9713 ตามล าดบั 

 
 
 
 

4.3 ศึกษำควำมสัมพนัธ์ของค่ำกำรดูดกลืนเเสงของสำรละลำยสีเเดงวัดได้จำกเคร่ืองสเปคโตรโฟโต
มิเตอร์ และค่ำสีเเดงวเิครำะห์จำกภำพถ่ำย 
 

 จากการทดลองวดัค่าการดูดกลืนเเสงของสีเเดงมาตรฐานด้วยเคร่ืองสเปคโตร
โฟโตมิเตอร์ และค่าสีเเดงมาตรฐานท่ีวิเคราะห์จากภาพถ่ายไดผ้ลดงัแสดงในตารางท่ี 5 และเม่ือน า
ขอ้มูลท่ีไดจ้ากตารางท่ี 5 มาเขียนกราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงกบัค่าสีจาก
ภาพถ่ายดงัรูปท่ี 2ก (คอลมัน์ ท่ี 2 กบั 3) กราฟค่าการดูดกลืนเเสงกบัปริมาณเน้ือสารดงัรูปท่ี 2ข 
(คอลมัน์ ท่ี 1 กบั 2) กราฟค่าสีจากภาพถ่ายกบัปริมาณเน้ือสาร ดงัรูปท่ี 2ค (คอลมัน์ ท่ี 1 กบั 3) และ
กราฟค่าสีจากภาพถ่ายกบัปริมาณเน้ือสาร รูปท่ี 2ง (คอลมัน์ ท่ี 3 กบั 4) โดยไดผ้ลลพัธ์ ค่า R2 เท่ากบั 
0.9629, 0.9997, 0.9632, และ 0.9776 ตามล าดบั 

 
 

4.4 ศึกษำควำมสัมพนัธ์ของค่ำกำรดูดกลนืเเสงของสำรละลำยสีชมพูวดัได้จำกเคร่ืองสเปคโตรโฟโต
มิเตอร์ และค่ำชมพูวเิครำะห์จำกภำพถ่ำย 
 

 จากการทดลองวดัค่าการดูดกลืนเเสงของสีชมพูมาตรฐานด้วยเคร่ืองสเปคโตร
โฟโตมิเตอร์ และค่าสีชมพมูาตรฐานท่ีวเิคราะห์จากภาพถ่ายไดผ้ลดงัแสดงในตารางท่ี 6 และเม่ือน า
ขอ้มูลท่ีไดจ้ากตารางท่ี 6 มาเขียนกราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงกบัค่าสีจาก
ภาพถ่ายดงัรูปท่ี 3ก (คอลมัน์ ท่ี 2กบั 3) กราฟค่าการดูดกลืนเเสงกบัปริมาณเน้ือสารดงัรูปท่ี  3ข 
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(คอลมัน์ ท่ี 1 กบั 2) กราฟค่าสีจากภาพถ่ายกบัปริมาณเน้ือสาร ดงัรูปท่ี 3ค (คอลมัน์ ท่ี 1 กบั 3) และ
กราฟค่าสีจากภาพถ่ายกบัปริมาณเน้ือสาร รูปท่ี 3ง (คอลมัน์ ท่ี 3 กบั 4) โดยไดผ้ลลพัธ์ ค่า R2 เท่ากบั 
0.9629, 0.9998, 0.9641, และ 0.9241 ตามล าดบั 

 
 

4.5 ศึกษำควำมสัมพันธ์ของค่ำกำรดูดกลืนเเสงของสำรละลำยสีฟ้ำวัดได้จำกเคร่ืองสเปคโตรโฟโต
มิเตอร์ และค่ำสีฟ้ำวเิครำะห์จำกภำพถ่ำย 
 

 จากการทดลองวดัค่าการดูดกลืนเเสงของสีฟ้ามาตรฐานดว้ยเคร่ืองสเปคโตรโฟโต
มิเตอร์ และค่าสีฟ้ามาตรฐานท่ีวเิคราะห์จากภาพถ่ายไดผ้ลดงัแสดงในตารางท่ี 7 และเม่ือน าขอ้มูลท่ี
ไดจ้ากตารางท่ี 7 มาเขียนกราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าการดูดกลืนแสงกบัค่าสีจากภาพถ่าย
ดงัรูปท่ี 4ก (คอลมัน์ ท่ี 2 กบั 3) กราฟค่าการดูดกลืนเเสงกบัปริมาณเน้ือสารดงัรูปท่ี 4ข (คอลมัน์ท่ี 1 
กบั 2) กราฟค่าสีจากภาพถ่ายกบัปริมาณเน้ือสาร ดงัรูปท่ี 4ค (คอลมัน์ ท่ี1 กบั 3) และกราฟค่าสีจาก
ภาพถ่ายกบัปริมาณเน้ือสาร รูปท่ี 4ง (คอลมัน์ ท่ี 3 กบั 4) โดยไดผ้ลลพัธ์ ค่า R2 เท่ากบั 0.9772, 
0.9782, 0.9881, และ 0.9711 ตามล าดบั 

 
 
4.6 ศึกษำควำมสัมพันธ์ของค่ำกำรดูดกลืนเเสงของสำรละลำยโปรตีนวัดได้จำกเคร่ืองสเปคโตร
โฟโตมิเตอร์ และค่ำสีของโปรตีนจำกวธีิไบยูเรตวเิครำะห์จำกภำพถ่ำย 
 

 จากการทดลองวดัค่าการดูดกลืนเเสงของโปรตีนจากวิธีไบยเูรตดว้ยเคร่ืองสเปค
โตรโฟโตมิเตอร์ และค่าสีของโปรตีนท่ีวิเคราะห์จากภาพถ่ายไดผ้ลดงัแสดงในตารางท่ี 8 และเม่ือ
น าขอ้มูลท่ีไดจ้ากตารางท่ี 8 มาเขียนกราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงกบัค่าสี
จากภาพถ่ายดงัรูปท่ี 5ก (คอลมัน์ ท่ี2 กบั 3) กราฟค่าการดูดกลืนเเสงกบัปริมาณเน้ือสารดงัรูปท่ี 5ข 
(คอลมัน ์ท่ี 1 กบั 2) กราฟค่าสีจากภาพถ่ายกบัปริมาณเน้ือสาร ดงัรูปท่ี 5ค (คอลมัน์ ท่ี 1 กบั 3) และ
กราฟค่าสีจากภาพถ่ายกบัปริมาณเน้ือสาร รูปท่ี 5ง (คอลมัน์ ท่ี 3 กบั 4) โดยไดผ้ลลพัธ์ ค่า R2 เท่ากบั 
0.9501, 0.9901, 0.9794, และ 0.9808 ตามล าดบั 

 
 

บทที ่5 
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สรุปและวจิำรณ์ผลกำรทดลอง 
 
                          จากการทดลองศึกษาหาค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดของสารละลายสีเหลือง สีแดง 
และสีชมพูพบวา่ สีเหลือง สีแดง สีชมพู และสีฟ้า มีค่าการดูดกล่ืนแสงสูงสุดท่ี 483  510 529 และ 
635 นาโนเมตร ตามล าดบั ซ่ึงไดผ้ลสอดคลอ้งกบัรายงานของ Burdock 1997 คือ  สีเหลือง มีค่าการ
ดูดกลืนแสงสูงสุดประมาณ 485 นาโนเมตร ท่ี pH 7 ส่วนสีแดงมีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดประมาณ 
505 นาโนเมตร  สีชมพู มีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดประมาณ 526 นาโนเมตร ท่ี pH 7 และสีฟ้ามีค่า
การดูดกลืนแสงสูงสุดประมาณ 635 นาโนเมตรท่ี pH 7 
                          ความสัมพนัธ์ชองค่าสีท่ีวิเคราะห์จากภาพถ่ายต่อปริมาณของสีของสารสีเหลือง สี
แดง สีชมพู และสีฟ้า มีค่า R2 เท่ากบั 0.9713 (รูปท่ี 1ง) 0.9776 (รูปท่ี 2ง) 0 .9241 (รูปท่ี3ง) 0.9711 
(รูปท่ี 4ง) ตามล าดบั ปริมาณของสารสารสีเหลืองอยูใ่นช่วง 3.70 นาโนโมล ถึง 37.01 นาโนโมล
(ตารางท่ี4) สารสีแดงอยูใ่นช่วง 2.71 นาโนโมล ถึง  27.13 นาโนโมล(ตารางท่ี  5) สารสีชมพูอยู่
ในช่วง 1.89 นาโนโมล  ถึง 18.93 นาโนโมล(ตารางท่ี  6) และสีฟ้าอยูใ่นช่วง 0.021นาโนโมล  ถึง 
0.16 นาโนโมล (ตารางท่ี 7 )ตามล าดบั  สารสีฟ้าเกิดจากกลืนเเสงในช่วง 580-620 นาโนเมตร
ในช่วง สีส้ม สารสีชมพู เกิดจากการดูดกลืนเเสงในช่วง  500-510 นาโนเมตร ในช่วงสีเขียว ซ่ึงเเส
ดงถีงโฟตอนพลงังานต ่า(Wilard 1981) เม่ือเทียบกบั การดูดกลืนเเสงในช่วงม่วงน ้ าเงิน ท่ี  420-440 
นาโนเมตรของสารสีเหลืองเเละสารสีแดงท่ีดูดกลืนเเสงในช่วงน ้ าเงินเขียว ท่ี 470-500 นาโนเมตร 
อาจเป็นไปได้ว่าสารท่ีดูดกลืนพลงังานจากโฟตอนท่ีมีค่าพลงังานสูงจะตอ้งใช้สารในปริมาณท่ี
มากกวา่สารท่ีดูดกลืนเเสงจากโฟตอนท่ีพลงังานต ่า 
 เม่ือน าผลการทดลองจากตารางท่ี 4  ตารางท่ี 5 ตารางท่ี 6 และ ตารางท่ี 7 มาสร้างกราฟ
แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าการดูดกลืนแสงกบัปริมาณเน้ือสารของสีเหลือง สีแดง สีชมพู และสี
ฟ้าไดก้ราฟดงัรูปท่ี 1ข  รูปท่ี 2ข รูปท่ี 3ข และ รูปท่ี 4ข ตามล าดบั จากกราฟความสัมพนัธ์ดงักล่าว
จะเห็นไดว้า่ กราฟท่ีไดมี้ลกัษณะเป็นเส้นตรง และมีค่า R2 เขา้ใกล ้1 ท าใหส้ามารถสรุปไดว้า่ ค่าการ
ดูดกลืนแสงมีความสัมพนัธ์โดยตรงกบัปริมาณสาร นัน่คือ สารละลายสีตวัอยา่งท่ีมีปริมาณเน้ือสาร
มาก จะมีการดูดกลืนแสงไดม้าก ส่วนสารละลายสีตวัอยา่งท่ีมีปริมาณเน้ือสารสีนอ้ยจะดูดกลืนแสง
ไดน้้อยเป็นไปตามกฎของเบียร์และแลมเบิร์ดRobyt 1990) ส่วนกราฟความสัมพนัธ์ระหว่างการ
ดูดกลืนแสงกบัค่าของสีเหลือง สีแดง สีชมพ ูและ สีฟ้าท่ีวดัไดจ้ากภาพถ่ายดงัรูปท่ี 1ก รูปท่ี 2ก รูปท่ี 
3ก และรูปท่ี 4ก  มีค่า R2 เท่ากบั 0.9841, 0.9629, 0.9629 และ 0.9772 ตามล าดบั ซ่ึงเป็น
ความสัมพนัธ์โดยตรงเป็นขอ้บ่งช้ีวา่วิธีการวดัการดูดกลืนแสงกบัวิธีการวดัค่าของสีจากภาพถ่ายมี
ความแม่นย  าท่ีเป็นปฎิภาคโดยตรงต่อกนัในการทดลองน้ี ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการทดลองท่ีแสดงใน
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รูปท่ี 1ค รูปท่ี 2ค รูปท่ี 3ค และรูปท่ี 4ค มีค่า R2 เท่ากบั 0.9869, 0.9632, 0.9641 และ 0.9881 
ตามล าดบั 
                   เม่ือน าวิธีการวิเคราะห์สีจากภาพถ่ายของโปรตีนเตรียมจากจากวิธีไบยูเรตกับการ
วิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนโดยใช้เคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์พบว่าผลการทดลองดงัแสดงใน
ตารางท่ี 8สอดคลอ้งกบัผลการทดลองท่ีใชส้ารละลายสีผสมอาหาร โดยมีค่า R2 ระหวา่งค่าของการ
ดูดกลืนแสงกบัค่าสีท่ีวิเคราะห์จากภาพถ่ายเท่ากบั 0.9501 (รูปท่ี 5ก) ค่าปริมาณของโปรตีนต่อค่า
การดูดกลืนแสงเท่ากบั 0.9901 (รูปท่ี 5ข) ค่าปริมาณของโปรตีนต่อค่าการวิเคราะห์ค่าสีจากภาพถ่าย
เท่ากบั 0.9794 (รูปท่ี 5ค) 0.9808 (รูปท่ี 5ง) ดงันั้นวิธีการหาปริมาณของสารท่ีมีสีท่ีมีการดูดกลืน
แสงในช่วง 400 ถึง800 นาโนเมตร โดยวิธีสเปคโตรสโคปีจะสามารถทดแทนได้โดยวิธีการ
วเิคราะห์สีจากภาพถ่ายโดยมีผลการวเิคราะห์ท่ีสอดคลอ้งและสัมพนัธ์กนัอยา่งสูง 
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