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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% 

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 ์
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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) ของสารละลายสีมาตรฐาน
น าสารละลายสีมาตรฐานท่ีเตรียมไดจ้ากขอ้ 3.1.1 มาสแกนหาค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดของแต่ละสี
ในช่วง 400-800 นาโนเมตร 
                  3.3.1.3 ศึกษาความสัมพนัธ์ของค่าสีท่ีวดัไดก้บัปริมาณของสารโดยใชโ้ปร
เเกรมคอมพิวเตอร์ Mil เเละ Image Pro Plus 3.0 โดยท าการวเิคราะห์ผลของค่าแสงสีเขียว ในระบบ
แสงสีเเดง สีเขียว สีน ้าเงิน วางต าเเหน่งสารท่ีตอ้งการวดัใหอ้ยูใ่นหลอดทดลองปริมาตร10 มิลลิลิตร 
จบัยดึไวบ้นขาตั้ง สูงจากพื้น 25 เซนติเมตรในระยะห่างจากกลอ้งถ่ายภาพโซน่ี PC-1 เป็นระยะห่าง 
80 เซนติเมตร โดยใหเ้เหล่งก าเนิดเเสงมีระยะห่างจากหลอดทดลองเป็นระยะห่าง 60 เซนติเมตรโดย
ใหเ้เสงมีปริมาณโฟตอนท่ีคงท่ีหลงัจากท าการปล่อยเเสงนาน 10 นาทีผา่นสัญญานภาพของหลอด
ทดลองจากกลอ้งถ่ายภาพ โซน่ี PC-1 เขา้สู่คอมพิวเตอร์ โดยเเปลงสัญญานภาพผา่นการ์ด Meteor1 
จากนั้นค านวณค่าของสีท่ีวดัได ้ 
  

3.3.2 ศึกษาความสัมพนัธ์ของปริมาณสารสีมาตรฐานท่ีวดัไดจ้ากสเปคโตรโฟโต
มิเตอร์กบัการวดัปริมาณของสีจากภาพถ่าย 

  เตรียมสารละลายสีมาตรฐานท่ีความเขม้ขน้ต่างๆโดยน าสารละลายสี เหลือง 
สีแดง สีชมพ ูและสีฟ้าท่ีอยูใ่นสารละลายเอทธานอลท่ีความเขม้ขน้ 10% ซ่ึงเก็บไวท่ี้ 4 องศาเซน
เซียสในท่ีมืดมาท าการเจือจางใหมี้ความเขม้ขน้ของสารในช่วง 0.04-40 นาโนโมลต่อมิลลิลิตร
และวเิคราะห์เปรียบเทียบโดยวธีิสเปคโตรสโคปีกบัการวิเคราะห์จากภาพถ่าย  
  



 

 
9 

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 
เป็นสารเปรียบเทียบ ท าการการวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนโดยวิธีไบยูเรทด้วยเคร่ืองสเปคโตร
โฟโตมิเตอร์และจากภาพถ่าย น าข้อมูลท่ีได้จากการทดลองมาสร้างกราฟหาความสัมพันธ์
ดงัต่อไปน้ีกราฟความสัมพนัธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงกบัปริมาณเน้ือสาร กราฟความสัมพนัธ์
ระหวา่งค่าสีจากภาพถ่ายกบัปริมาณเน้ือสาร  กราฟความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าการดูดกลืนแสง กบั ค่า
สีจากภาพถ่าย 

 
     
3.4 สถิติทีใ่ช้ในกำรวเิครำะห์ข้อมูล 
  

 การหาค่าสหสัมพนัธ์ของสมการเชิงเส้น(Ott 1977) 


