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The objective of this research project is to study the detection of saliva stains by the 
combined method of Benedict test and Visible Spectrophotometry and the technique of         
ATR-FTIR. In the Benedict test, the red precipitate of Cu2O was obtained when the saliva stains 
were added into the starch solution before applying the Benedict solution. The supernatant was 
taken for the Visible spectrophotometric measurement. A broad absorption band at the λmax of 
736 nm. was observed. The intensity of this band diminished in the spectrum of sample taken 
from saliva testing as compared to that of the blank sample. The result confirmed the detection of 
saliva by the Benedict test. In the ATR-FTIR experiment the sample for analysis was the saliva 
stains deposited on a glass slide and kept at room temperature for a period time. The IR spectrum 
displayed strong bands of amide I in the range of 1690 cm-1- 1650 cm-1 and amide II in the      
1590 cm-1- 1480 cm-1 region, indicating the presence of proteins in the saliva. The two methods 
can detect the saliva stains that were left at room temperature for 30 days. The Benedict test is a 
simple method. It uses common reagents that can be found in any laboratory. The ATR-FTIR 
technique is a convenient method that require very small amount of sample. It can be applied to 
the detection of saliva in a real crime sample. 
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 บทที ่1  
บทน า 

 
1.  ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

 คดีอาชญากรรมท่ีเกิดข้ึนในปัจจุบัน ทั่งท่ีเป็นคดีฆาตกรรม ข่มขืน ชิงทรัพย์ อุบัติเหตุ
สถานท่ีเกิดเหตุมกัพบพยานหลกัฐานต่างๆ โดยเฉพาะพยานหลกัฐานทางวตัถุท่ีเก่ียวขอ้งกบัคดี เช่น  
รถยนต ์เส้ือผา้ ภาพถ่าย ภาพวีดีโอจากกลอ้งวงจรปิด  และวตัถุทางชีวภาพ เช่น คราบน ้ าลาย คราบ
น ้าอสุจิ คราบโลหิต เส้นผม เส้นขน ซ่ึงพยานหลกัฐานเหล่าน้ีมีความส าคญัและสามารถน าไปใชใ้น
การสืบสวนได้คราบน ้ าลาย เป็นคราบท่ีพบไดท้ัว่ไปในสถานท่ีเกิดเหตุการณ์ เช่น  คดีขมขืน  คดี
เก่ียวกบัการท าร้ายร่างกาย  เป็นตน้ คราบน ้ าลายสามารถตรวจพิสูจน์หาดีเอ็นเอ  ซ่ึงจากการตรวจ
สถานท่ีเกิดเหตุ  หากมีการตรวจพบรอยคราบน ้ าลายท่ีต้องสงสัยนั้นจะตอ้งมีการน ามาทดสอบ
เบ้ืองตน้ก่อน  เพื่อให้แน่ใจวา่  ของเหลวหรือรอยคราบขาวท่ีจะท าการเก็บนั้นเป็นคราบน ้ าลายจริง  
คราบน ้าลายท่ีเก็บไดจ้ากสถานท่ีเกิดเหตุถูกทิ้งไวเ้ป็นเวลานาน  สภาวะทางกายภาพ เช่น สี จะมีการ
เปล่ียนแปลงไป  บางคร้ังผูต้รวจสอบอาจท าการเก็บคราบอยา่งอ่ืน  เช่น  รอยคราบแป้ง ไปส่งตรวจ
พิสูจน์ในห้องปฏิบติัการเพื่อการพิสูจน์หาดีเอ็นเอ จึงจ าเป็นตอ้งแน่ใจว่าได้ท าการวิเคราะห์จาก
คราบท่ีเป็นน ้าลายจริงๆ 

น ้ าลาย คือ สารท่ีมีลกัษณะคลา้ยน ้ าและมกัจะเป็นฟอง ถูกสร้างข้ึนในปากของมนุษยแ์ละ
สัตวอ่ื์นๆ  น ้าลายสร้างข้ึนจากต่อมน ้ าลาย โดยเฉล่ียประมาณ 0.75 ลิตรต่อวนั ซ่ึงน ้าลายของมนุษยมี์
สารประกอบหลกัคือน ้ า และประกอบดว้ยเอนไซมอิ์เล็กโทรไลต์ เมือก สารยบัย ั้งแบคทีเรีย ซ่ึงใน
น ้ าลายมีเอนไซม์ท่ีสามารถย่อยแป้งได้ น ้ าลายประกอบด้วยเอนไซม์อะไมเลส  (Amylase) ท่ี
สามารถยอ่ยแป้งให้กลายเป็นน ้ าตาลมอลโทส (Maltose) และเดกซ์ทริน (Dextrin) เป็นขั้นตอนแรก
ในกระบวนการยอ่ยอาหารของมนุษย ์ 

การตรวจคราบน ้าลายเบ้ืองตน้ คือการตรวจ Amylase test เป็นวธีิการท่ีไดรั้บความนิยมมาก
ท่ีสุด เพราะเป็นส่วนประกอบท่ีมีมากในน ้ าลายแต่เน่ืองจากเป็นเอนไซมด์งันั้นยอ่มเกิดการสลายได ้
การตรวจ Starch-iodine  เกิดผลบวกปลอมได้จากโปรตีนตัวอ่ืนๆ เช่น  albumin และการตรวจ
Phadebas เป็นวิธีการบดยาเม็ด Phadebas และการฉีดพ่นสารละลาย Phadebas บนกระดาษกรอง
เพื่อการตรวจเอนไซมเ์อลฟา-อะไมเลสท่ีพบมากในน ้ าลาย การตรวจเเอลฟา-อะไมเลสถูกน ามาใช้
เป็นตัวบ่งช้ีของน ้ าลาย อะไมเลสท่ีสามารถตรวจพบในของเหลวในร่างกายอ่ืน ๆ เช่น  เลือด 

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%9B%E0%B8%B2%E0%B8%81
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%A1%E0%B8%99%E0%B8%B8%E0%B8%A9%E0%B8%A2%E0%B9%8C
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AA%E0%B8%B1%E0%B8%95%E0%B8%A7%E0%B9%8C
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%95%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%A1%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3%E0%B8%A5%E0%B8%B2%E0%B8%A2
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%AD%E0%B8%99%E0%B9%84%E0%B8%8B%E0%B8%A1%E0%B9%8C
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%AD%E0%B8%99%E0%B9%84%E0%B8%8B%E0%B8%A1%E0%B9%8C
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%A1%E0%B8%B7%E0%B8%AD%E0%B8%81
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%81%E0%B8%9B%E0%B9%89%E0%B8%87
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B9%81%E0%B8%AD%E0%B8%A1%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%A5%E0%B8%AA&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%A1%E0%B8%AD%E0%B8%A5%E0%B9%82%E0%B8%97%E0%B8%AA&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B9%80%E0%B8%94%E0%B8%81%E0%B8%8B%E0%B9%8C%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B8%B4%E0%B8%99&action=edit&redlink=1
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ปัสสาวะ อสุจิ จะมีระดับอะไมเลสต ่ากว่าในน ้ าลาย โดยทั่วไปอะไมเลสท่ีพบในของเหลวใน
ร่างกายอ่ืน ๆไม่ไดมี้ปริมาณท่ีเพียงพอส าหรับการตรวจสอบโดยวิธี Phadebas รวมถึง ครีมทามือ 
โลชัน่เช็ดหน้า ผงท าความสะอาด ทั้งหมดท่ีกล่าวมาให้ผลบวกเหมือนน ้ าลายเช่นกนั การตรวจท่ี
นิยมและเทคนิคท่ีใช้ก่อนหน้าน้ี มีการตรวจเฉพาะของสารน ้ าแต่ละชนิด ซ่ึงการตรวจเบ้ืองตน้อาจ
ท าใหเ้กิดความเสียหายของตวัอยา่งและไม่สามารถท าการตรวจยนืยนัได ้

ปัจจุบนัมีการน าเทคนิคทางดา้นเคมีมาใชใ้นงานทางดา้นนิติวทิยาศาสตร์ และท่ีผูว้จิยัสนใจ
คือเทคนิค Visible Spectrophotometry เป็นเทคนิคการวิเคราะห์สารโดยมีหลกัการดูดกลืนแสงท่ีอยู่
ในช่วงอลัตราไวโอเลตและวิสิเบิลท่ีมีช่วงความยาวคล่ืนประมาณ 190-1000 นาโนเมตรของสาร
นั่นๆได้แก่ สารอินทรีย์สารอนินทรีย์และสารประกอบเชิงซ้อนโดยการน าสารตัวอย่างใส่ใน
หลอดบรรจุสารตวัอย่าง (cuvette) แล้ววางในบริเวณใกลแ้หล่งก าเนิดแสงสารตวัอยา่งจะดูดกลืน
รังสีหรือแสงบางส่วนไวแ้สงท่ีไม่ดูดกลืนจะผ่านออกมายงัเคร่ืองวดัแสง (Photomultiplier Tube) 
เคร่ืองวดัแสงจะท าการวดัปริมาณแสงท่ีออกมาโดยการหักล้างกบัปริมาณของแสงก่อนดูดกลืน
จากนั้ นจะท าการประมวลผลเป็น Curve หรือสเปกตรัมซ่ึงแสดงความสัมพนัธ์ระหว่างค่าการ
ดูดกลืนแสง (Absorbance) และค่าความยาวคล่ืนเทคนิคน้ีเป็นเทคนิคท่ีง่ายในการวิเคราะห์ตวัอยา่ง
ท่ีใช้เป็นว ัตถุพยานท่ีได้จากสถานท่ีเกิดเหตุ และเทคนิค Attenuated Total Reflection Fourier 
Transform Infrared Spectroscopy (ATR-FTIR) เป็ น เท ค นิ ค ท่ี เก่ี ย ว ข้ อ งกั บ แ ส งห รื อ ค ล่ื น
แม่เหล็กไฟฟ้าท่ีมีลกัษณะเป็นแถบพลงังาน ส าหรับคล่ืนแม่เหล็กไฟฟ้าในช่วงอินฟราเรด จะมีเลข
คล่ืนในช่วง 4000 – 660 cm-1เป็นเทคนิคส าหรับการวิเคราะห์พื้นผิวของว ัตถุ และเทคนิคน้ี
เหมาะสมกบัตวัอย่างท่ีมีลกัษณะทึบแสงหรือมีความหนามาก ใช้ตวัอย่างท่ีมีขนาดและปริมาณท่ี
นอ้ยมาก ดงัตวัอยา่งงานวจิยัของ Charlotte-Maria Orphanouในปี 2015 ทดสอบของเหลวในร่างกาย
มนุษยท่ี์สามารถพบไดใ้นการก่อเหตุอาชญากรรม คือ เลือด น ้ าลาย น ้ าอสุจิและสารคดัหลัง่ในช่อง
คลอด ในงานวิจยัน้ีมีการประยุกตใ์ชเ้ทคนิค ATR-FTIR  ผลท่ีไดส้ามารถตรวจสอบและแยกความ
แตกต่างกนัระหว่างของเหลวในร่างกายโดยปรากฏสเปกตรัมท่ีเป็นพีคของโปรตีนในโมเลกุลท่ี
เก่ียวขอ้งกบัของเหลวในร่างกาย 
 
2.  วตัถุประสงค์ของการศึกษา 

เพื่ อก ารตรวจยืน ย ัน ค ราบน ้ าล าย ท่ี ต รวจพบ ในสถ าน ท่ี เกิ ด เห ตุ โดย เท ค นิ ค                  
Visible  Spectrophotometry และศึกษาระยะเวลาท่ีสามารถตรวจคราบน ้ าลายท่ีพบในสถานท่ี     
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เกิ ด เห ตุ ได้ โด ย เท ค นิ ค  Attenuated Total Reflection Fourier Transform Infrared Spectroscopy      
(ATR-FTIR) 

 
3.  สมมติฐานของการศึกษา 
 เท ค นิ ค  Visible Spectrophotometry แ ล ะ เท ค นิ ค  Attenuated Total Reflection Fourier 
Transform Infrared Spectroscopy (ATR-FTIR) สามารถตรวจจ าแนกน ้ าลายได้ และสามารถ
น ามาใชใ้นการตรวจพิสูจน์หลกัฐานท่ีตรวจพบคราบน ้ าลายบนวตัถุต่างๆ เพื่อตรวจหาอะไมเลสท่ีมี
ในคราบน ้าลายในปริมาณท่ีมากพอ ซ่ึงเป็นการตรวจยนืยนัคราบน ้าลาย 
 

4.  ขอบเขตของการศึกษา 
  ใช้น ้ าลายจากอาสาสมคัรเพศหญิงน ามาตรวจโดยเทคนิค Visible Spectrophotometry เป็น
การศึกษาคราบน ้ าลายโดยการหาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 400 – 800 nm .และเทคนิค 
Attenuated Total Reflection Fourier Transform Infrared Spectroscopy (ATR-FTIR) จะมีเลขคล่ืน
ในช่วง 4000 – 660 cm-1 เป็นศึกษาระยะเวลาคราบน ้ าลายโดยตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นระยะเวลา
30 วนั เพื่อน ามาประยุกต์ใชใ้นงานนิติวิทยาศาสตร์ เพื่อใช้เป็นหลกัฐานยืนยนัการกระท าความผิด
ของบุคคลตอ้งสงสัย 
 
5.  ประโยชน์ทีจ่ะได้รับ 

สามารถใช้เทคนิค Visible Spectrophotometry และเทคนิค Attenuated Total Reflection 

Fourier Transform Infrared Spectroscopy (ATR-FTIR) ในการตรวจคราบน ้ าลายท่ีพบในสถานท่ี

เกิดเหตุ เพื่อยืนยนัว่าเป็นคราบน ้ าลายจริงและสามารถยืนยนัตวัผูก้ระท าความผิดได้ในขั้นตอน

ต่อไปในทางนิติวทิยาศาสตร์ไดอี้กดว้ย 
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บทที ่2 
เอกสารและงานวจัิยทีเ่กี่ยวข้อง 

 
1. ความรู้เกีย่วกบัน า้ลาย 

น ้าลาย คือสารท่ีมีลกัษณะคลา้ยน ้ าและมกัจะเป็นฟอง ถูกสร้างข้ึนในปากของมนุษยแ์ละ
สัตวอ่ื์นๆ น ้ าลายสร้างข้ึนจากต่อมน ้ าลาย โดยเฉล่ียประมาณ 0.75 ลิตรต่อวนั ซ่ึงน ้ าลายของมนุษยมี์
สารประกอบหลกัคือน ้ าและประกอบดว้ยเอนไซมอิ์เล็กโทรไลต์ เมือกสารยบัย ั้งแบคทีเรีย   ซ่ึงใน
น ้าลายมีเอนไซมท่ี์สามารถยอ่ยแป้งได ้เป็นขั้นตอนแรกในกระบวนการยอ่ยอาหารของมนุษย ์

สัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนมมีต่อมน ้าลายดงัน้ี 
1. Paratid Glands อยูท่ี่บริเวณกกหู สร้างน ้าลายชนิดใส 
2. Submaxilly Glands อยูท่ี่บริเวณขากรรไกรล่าง เป็นส่วนหลกัท่ีสร้างน ้าลายชนิด 

เหนียว และชนิดใส 
3. Sublingual Glands อยูใ่ตล้ิ้น สร้างน ้าลายชนิดเหนียวและชนิดใส 
4. Minor salivary glands ต่อมน ้าลายยอ่ยๆ กระจายตวัอยูต่ามริมฝีปากดา้นใน  

กระพุง้แกม้ภายในล าคอ 
 

 
ภาพท่ี 1 อวยัวะภายในช่องปาก 
ท่ีมา: น ้าลาย, อวยัวะภายในช่องปาก,สืบคน้เม่ือวนัท่ี 25 พฤศจิกายน 2557. เขา้ถึงไดจ้าก  
http://bp.blogspot.com/XMH2Og4Jpeo/TeIDodUxV6I/AAAAAAAAOYk/uzvMjGjoPSg/s1600/f
26-4a_salivary_glands_c.jpg 

 

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%9B%E0%B8%B2%E0%B8%81
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%A1%E0%B8%99%E0%B8%B8%E0%B8%A9%E0%B8%A2%E0%B9%8C
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AA%E0%B8%B1%E0%B8%95%E0%B8%A7%E0%B9%8C
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%95%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%A1%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3%E0%B8%A5%E0%B8%B2%E0%B8%A2
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%AD%E0%B8%99%E0%B9%84%E0%B8%8B%E0%B8%A1%E0%B9%8C
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%AD%E0%B8%99%E0%B9%84%E0%B8%8B%E0%B8%A1%E0%B9%8C
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%A1%E0%B8%B7%E0%B8%AD%E0%B8%81
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%81%E0%B8%9B%E0%B9%89%E0%B8%87
http://3.bp.blogspot.com/-XMH2Og4Jpeo/TeIDodUxV6I/AAAAAAAAOYk/uzvMjGjoPSg/s1600/f26-4a_salivary_glands_c.jpg
http://bp.blogspot.com/XMH2Og4Jpeo/TeIDodUxV6I/AAAAAAAAOYk/uzvMjGjoPSg/s1600/
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1.1 น า้ลายมนุษย์ ประกอบด้วย (สารานุกรมไทยส าหรับเยาวชนไทย, 2557) 
1.  น ้ามีทั้งหมด 98%  
2.  อิเล็กโทรไลต,์ เอนไซม,์ เมือก และสารตา้นแบคทีเรีย มีทั้งหมด 2 % 

1.1 อิเล็กโทรไลต ์(Electrolytes) 
1.1.1 แคลเซียม  
1.1.2 แมกนีเซียม  
1.1.3 โซเดียม 
1.1.4 โพแทสเซียม  
1.1.5  สารประกอบคลอไรด ์ 
1.1.6 สารประกอบไบคาร์บอเนต  
1.1.7 สารประกอบฟอสเฟต  

1.2 เอนไซม ์(Enzyme) มี 3 ชนิดหลกัคือ 
1.2.1 แอลฟา-อะไมเลส (α-amylase)  
1.2.2 ไลโซไซม ์(Lysozyme)  
1.2.3 ไลเพสในปาก (Lingual lipase)  

1.3 เมือก (Mucus ) ประกอบดว้ย 
1.3.1 ไกลโคโปรตีน (Glycoprotein) 
1.3.2 มิวโคพอลิแซ็กคาไรด ์(Mucopolysaccharides) 

1.4 สารยบัย ั้งแบคทีเรีย (Antibiotic) 
1.4.1 อิมมูโนกลอบูลินเอ (Immunoglobulin A: IgA) 
1.4.2 ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด ์(Hydrogen peroxide) 
1.4.3 สารประกอบไทโอไซยาเนต (Thiocyanate) 

        3.  เซลล ์(Cell) เซลลข์องมนุษยแ์ละเซลลแ์บคทีเรีย ซ่ึงผลผลิตของแบคทีเรียจะถูก 
ปล่อยปนกบัน ้าลาย อนัเป็นสาเหตุของอาการปากเหมน็ (Halitosis) 

        4.  Opiorphin สารท่ีใชส้ าหรับบรรเทาอาการปวด  
 
 1.2 หน้าทีข่องน า้ลาย 

1.  น ้าลายในช่องปากเป็นระบบการยอ่ยอาหารส่วนแรกซ่ึงน ้าลายเป็นสารหล่อล่ืนท่ี 
ช่วยในการกลืนอาหารไดอ้ยา่งง่ายน ้ าลายประกอบดว้ยเอนไซมอ์ะไมเลส (Amylase) ท่ีสามารถยอ่ย
แป้งให้กลายเป็นน ้ าตาลมอลโทส (Maltose) และเดกซ์ทริน (Dextrin) ดังนั้ นการย่อยอาหารจึง

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AD%E0%B8%B4%E0%B9%80%E0%B8%A5%E0%B9%87%E0%B8%81%E0%B9%82%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B9%84%E0%B8%A5%E0%B8%95%E0%B9%8C
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%81%E0%B8%84%E0%B8%A5%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%A1
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%81%E0%B8%A1%E0%B8%81%E0%B8%99%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%A1
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%82%E0%B8%8B%E0%B9%80%E0%B8%94%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%A1
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%82%E0%B8%9E%E0%B9%81%E0%B8%97%E0%B8%AA%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%A1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%84%E0%B8%A5%E0%B8%AD%E0%B9%84%E0%B8%A3%E0%B8%94%E0%B9%8C&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B9%84%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B8%9A%E0%B8%AD%E0%B9%80%E0%B8%99%E0%B8%95&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%9F%E0%B8%AD%E0%B8%AA%E0%B9%80%E0%B8%9F%E0%B8%95
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%AD%E0%B8%99%E0%B9%84%E0%B8%8B%E0%B8%A1%E0%B9%8C
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B9%81%E0%B8%AD%E0%B8%A1%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%A5%E0%B8%AA&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B9%84%E0%B8%A5%E0%B9%82%E0%B8%8B%E0%B9%84%E0%B8%8B%E0%B8%A1%E0%B9%8C&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%A5%E0%B8%B4%E0%B9%80%E0%B8%9E%E0%B8%AA&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%A1%E0%B8%B7%E0%B8%AD%E0%B8%81
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%84%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B9%82%E0%B8%9B%E0%B8%A3%E0%B8%95%E0%B8%B5%E0%B8%99
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%A1%E0%B8%B4%E0%B8%A7%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B8%9E%E0%B8%AD%E0%B8%A5%E0%B8%B4%E0%B9%81%E0%B8%8B%E0%B9%87%E0%B8%81%E0%B8%84%E0%B8%B2%E0%B9%84%E0%B8%A3%E0%B8%94%E0%B9%8C&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%AD%E0%B8%B4%E0%B8%A1%E0%B8%A1%E0%B8%B9%E0%B9%82%E0%B8%99%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B8%AD%E0%B8%9A%E0%B8%B9%E0%B8%A5%E0%B8%B4%E0%B8%99%E0%B9%80%E0%B8%AD&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%84%E0%B8%AE%E0%B9%82%E0%B8%94%E0%B8%A3%E0%B9%80%E0%B8%88%E0%B8%99%E0%B9%80%E0%B8%9E%E0%B8%AD%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B8%AD%E0%B8%AD%E0%B8%81%E0%B9%84%E0%B8%8B%E0%B8%94%E0%B9%8C
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B9%84%E0%B8%97%E0%B9%82%E0%B8%AD%E0%B9%84%E0%B8%8B%E0%B8%A2%E0%B8%B2%E0%B9%80%E0%B8%99%E0%B8%95&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%A5%E0%B8%A5%E0%B9%8C_(%E0%B8%8A%E0%B8%B5%E0%B8%A7%E0%B8%A7%E0%B8%B4%E0%B8%97%E0%B8%A2%E0%B8%B2)
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%9B%E0%B8%B2%E0%B8%81%E0%B9%80%E0%B8%AB%E0%B8%A1%E0%B9%87%E0%B8%99&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=Opiorphin&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B9%81%E0%B8%AD%E0%B8%A1%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%A5%E0%B8%AA&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%A1%E0%B8%AD%E0%B8%A5%E0%B9%82%E0%B8%97%E0%B8%AA&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B9%80%E0%B8%94%E0%B8%81%E0%B8%8B%E0%B9%8C%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B8%B4%E0%B8%99&action=edit&redlink=1
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เร่ิมตน้ตั้งแต่ในช่องปากก่อนและลงสู่กระเพาะอาหาร และยงัสามารถสร้างเอนไซมไ์ลเพส (Lipase) 
ซ่ึงช่วยท าใหไ้ขมนัมีโมเลกุลเล็กลงได ้

2. น ้าลายมีสารฆ่าเช้ือมีโปรตีนชนิดหน่ึงท่ีเรียกวา่  Nerve Growth Factor (NGF)    ช่วย 
ในการรักษาแผลใหห้ายเร็วข้ึนเป็นสองเท่า จากการทดลองในหนูทดลองแต่ในน ้าลายของมนุษยไ์ม่
มีการตรวจพบ NGF แต่มีสารยบัย ั้งแบคทีเรียอยา่งอ่ืนเช่น อิมมูโนกลอบูลินเอ  
 
2.  เอนไซม์ 

เอนไซม์เป็นตวัเร่งปฏิกิริยาเคมีในส่ิงมีชีวิตการเปล่ียนแปลงของสารเคมีในส่ิงมีชิวิตใน
กระบวนการท่ีเรียกว่าเมตาบอลิซึม จะถูกเร่งโดยเอนไซม์ทั้ งส้ิน เอนไซม์ส่วนมากเป็นโปรตีน 
ดงันั้นสมบติัทางเคมีหลายๆอยา่งจึงคลา้ยกบัโปรตีนเช่นสามารถท างานไดดี้ท่ีอุณหภูมิหรือค่าความ
เป็นกรด-เบสท่ีเหมาะสมเท่านั้น หรือสามารถถูกท าใหเ้สียสภาพได ้

เอนไซม์อะไมเลสถูกคน้พบข้ึนเป็นคร้ังแรกในปี ค.ศ.1831 โดย ศูนยฟ์รีดริช พวกเขาได้
อธิบายถึงการย่อยสลายแป้งด้วยน ้ าลายซ่ึงอาศัยเอนไซม์ท่ีอยู่ในน ้ าลายท่ีมีช่ือว่า “ไทยาลิน” 
(Ptyalin) หรือเรียกอีกอยา่งหน่ึงวา่ “อะไมเลส” (Amylase)  

อะไมเลส (Amylase) เป็นเอนไซม์ในกลุ่ม Hydrolases และเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา (Catalyst) 
ในการเปล่ียนแป้งเป็นน ้ าตาลโดยไฮโดรไลซ์พนัธะ 1,4-glycosidase bond ในโมเลกุลของสตาร์ช 
(starch) ให้มีขนาดของโมเลกุลเล็กลง ท าให้ได้เป็นเดกซ์ทริน (dextrin) และน ้ าตาล (sugar) 
ไดแซ็กคาไรด์ เช่น มอลโทส (maltose) มอโนแซ็กคาไรด์ เช่น กลูโคส (glucose) อะไมเลสส่วน
ใหญ่พบในน ้าลาย ตบัอ่อน อะไมเลสท่ีพบในน ้าลายจะเรียกวา่ ไทยาลิน (Ptyalin) ซ่ึงสามารถพบได้
ในคนและสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม 

2.1  ชนิดของเอนไซม์อะไมเลส สามารถแบ่งได้ 3 ชนิดคือ 
2.1.1.แอลฟา-อะไมเลส (alpha-amylase)เป็นเอนไซมท่ี์ไฮโดรไลซ์ไกลโคไซดใ์น 

สายพอลิเมอร์ของโมเลกุลสตาร์ช (starch) และไกลโคเจน (glycogen) ท่ีต าแหน่งแอลฟา 1-4 แบบ
สุ่มท าให้โมเลกุลของสตาร์ช และไกลโคเจนถูกไฮโดรไลซ์ได้ น ้ าตาล เช่น น ้ าตาลมอลโทส 
(maltose) และกลูโคส (glucose) อย่างรวดเร็ว เอนไซม์แอลฟา-อะไมเลส พบทัว่ไปในระบบการ
ยอ่ยอาหารของมนุษย ์และสัตวเ์ช่น ในน ้าลายและน ้ายอ่ยจากตบัแอลฟา-อะไมเลสเป็นเอนไซมท่ี์เร่ง
ปฏิกิริยายอ่ยสลายแป้ง (starch) ซ่ึงเป็นคาร์โบไฮเดรตโมเลกุลใหญ่ไดผ้ลิตภณัฑ์เป็นน ้าตาลโมเลกุล
คู่คือมอลโทส(maltose)  และเด็กซ์ทรินสายสั้น (limit dextrin) ดงัแสดงในภาพท่ี 2เอนไซม์ชนิดน้ี
พบมากในน ้ าลายซ่ึงสามารถสังเกตเห็นไดว้่าเวลาเราเค้ียวขา้วในปากเป็นเวลานานจะมีรสหวาน
เกิดข้ึน ซ่ึงเป็นผลสืบเน่ืองมาจากการท างานของแอลฟา-อะไมเลสในการยอ่ยแป้งในขา้วนัน่เอง 

http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%A5%E0%B8%B4%E0%B9%80%E0%B8%9E%E0%B8%AA&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%82%E0%B8%9B%E0%B8%A3%E0%B8%95%E0%B8%B5%E0%B8%99
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=Nerve_Growth_Factor&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%AD%E0%B8%B4%E0%B8%A1%E0%B8%A1%E0%B8%B9%E0%B9%82%E0%B8%99%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B8%AD%E0%B8%9A%E0%B8%B9%E0%B8%A5%E0%B8%B4%E0%B8%99%E0%B9%80%E0%B8%AD&action=edit&redlink=1
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ภาพ ท่ี  2 โครงส ร้างเค มีของแป้ง ท่ี ได้จากการย่อยแป้ งด้วย เอนไซม์แอลฟา-อะไม เลส                   
ท่ีมา :  ศรัณยู คาเมือง และ รักฤดี สารธิมาภาควิชาเคมี  คณะวิ ทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัย
มหาสารคาม,แอลฟา-อะไมเลส, เม่ือวนัท่ี 15 กรกฎาคม 2557.  เขา้ถึงไดจ้าก บริการวชิาการโรงเรียน
ปทุมรัตตพ์ิทยาคม จ.ร้อยเอด็ 

2.1.2.บีตา-อะไมเลส (beta-amylase) เป็นเอนไซมท่ี์ไฮโดรไลซ์สตาร์ซ (starch)   ท่ี 

ต  าแหน่งแอลฟา1-4 ของพันธะไกลโคไซด์ ท่ี เฉพาะส่วนปลายสายด้านท่ี เป็นนอนรีดิวส์              

(non reducing end) เข้ามาทีละ 2 หน่วย ท าให้ได้น ้ าตาลมอลโทส (maltose) เอนไซม์น้ีไม่พบใน

น ้ าย่อยของมนุษย ์แต่พบในรา (mold) แบคทีเรีย (bacteria) เช่น Bacillus cereus และพบในผลไม้

ระหวา่งการสุก 

2.1.3.แกมมา-อะไมเลส (gamma-amylase )กลูโคอะไมเลสช่ือตามระบบ 

-1,4-glucan glucohydrolaseเป็นเอนไซม์ท่ีไฮโดรไลซ์สายพอลิเมอร์ของสตาร์ซ (starch) ได้ทั้งท่ี

พนัธะไกลโคไซด์ท่ีต าแหน่งแอลฟา 1-4 และแอลฟา 1-6 จึงสามารถไฮโดรไลซ์โมเลกุลของ         

อะไมโลเพกทิน (amylopectin) ซ่ึงโมเลกุลมีสายแขนง โดยจะไฮโดรไลซ์จากส่วนปลายด้าน     

นอนรีดิวส์ (non reducing end) เขา้มาทีละ 1หน่วยได้น ้ าตาลกลูโคส (glucose) ผลิตได้โดยราและ

แบคทีเรีย  
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3. การทดสอบเบเนดิกต์ 
คาร์โบไฮเดรต (Carbohydrate) คือ สารอินทรียท่ี์ประกอบดว้ยธาตุ C H และ O อตัราส่วน

โดยอะตอมของ H:O = 2:1 เช่น C3H6O3 C6H12O6 (C6H10O5)nโดยมีหมู่คาร์บอกซาลดีไฮด์ (-CHO) 
และหมู่ไฮดรอกซิล (-OH) หรือหมู่คาร์บอนิล (-CO) และหมู่ไฮดรอกซิล (-OH) เป็นหมู่ฟังก์ชัน
ประเภทของคาร์โบไฮเดรต 

 
คาร์โบไฮเดรตสามารถแบ่งตามโครงสร้างออกเป็น 3 ประเภท คือ 

1. มอนอแซ็กคาไรด ์(Monosaccharides) หรือน ้าตาลโมเลกุลเด่ียว มีสูตรทัว่ไปเป็น  
CnH2nOnจะมี2 ประเภทคือ 
  1.1 น ้าตาลอลัโดส (aldoses) เป็นน ้าตาลท่ีมีหมู่คาร์บอกซาลดีไฮดเ์ช่น กลูโคส    
กาแลกโตส และไรโบส เป็นตน้  
  1.2 น ้าตาลคีโตส (ketoses) เป็นน ้าตาลท่ีมีหมู่คาร์บอนิล ไ ดแ้ก่ ฟรุกโตส เป็นตน้ 

2. ไดแซ็กคาไรด์ (Disaccharides) หรือน ้ าตาลโมเลกุลคู่ ได้แก่ แลคโตสมอลโตส และ
ซูโครส ซ่ึงเกิดจาก การรวมตวัของมอนอแซ็กคาไรด์2 โมเลกุล โดยก าจดัน ้ าออกไป 1 โมเลกุล เช่น 
ซูโครส (C12H22O11)เกิดจากกลูโคสรวมตวักบัฟรุกโตส 

3. พ อ ลี แ ซ็ กคาไรด์  (Polysaccharides) เช่ น  แ ป้ ง  เซ ล ลู โลส  ไกลโค เจน  เกิ ดจาก                 
มอนอแซ็กคาไรดห์ลายๆ โมเลกุลจ านวนมากมายต่อรวมกนัเป็นพอลิเมอร์ ดงัสมการ 

nC6H12 ---------------> (C6H10O5)n + nH2O 
 

การทดสอบคาร์โบไฮเดรต  

1. มอนอแซ็กคาไรดแ์ละไดแซ็กคาไรด ์ซ่ึงเป็น สารอินทรียท่ี์มีหมู่คาร์บอกซาลดีไฮด ์         
(-CHO) เม่ือตม้กบั สารละลายเบเนดิกซ์ (Cu2+ / OH -) 

                     O                   O 

R- C - H +  2Cu2+  +  5OH-          R- C – O-+ Cu2O + 3H2O  

เม่ือทดสอบน ้ าตาลพวกมอนอแซกคาไรด์กับไดแซกคาไรด์ ยกเว้นซูโครสรวมกับ
สารละลายเบเนดิกต์เม่ือน าไปตม้เกิดปฏิกิริยาของเกลือของกรดอินทรียเ์ป็นตะกอนสีแดงอิฐของ
คอปปอร์ออกไซดแ์ละน ้า 
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2. พอลีแซ็กคาไรด์  
  2.1. แป้งเติมสารละลายไอโอดีนจะไดต้ะกอนสีน ้าเงินแต่ไม่ใหต้ะกอนสีแดงกบั
สารละลายเบเนดิกต์ 

แป้ง + I2    สารเชิงซอ้นสีน ้าเงินท่ีเป็นตะกอน 

2.2.น ้ าตาลโมเลกุลใหญ่ เช่น แป้ง และส าลี (เซลลูโลส) เม่ือน ามาเติมสารละลาย
เบเนดิกต์ จะไม่เห็นการเปล่ียนแปลง แต่ถ้าเติมกรดแล้วน ามาตม้จะเกิดปฎิกริยาไฮโดรลิซิส ซ่ึง
สามารถเกิดตะกอนสีแดงอิฐกบัสารละลายเบเนดิกตไ์ด ้

4.  เทคนิควสิิเบิลสเปกโตรโฟโตเมตรี (Visible Spectrophotometry) 
สเปกโทรโฟโตเมตรีเป็นเทคนิคท่ีใช้วิเคราะห์สารโดยอาศยัสมบติัการดูดแสงของสาร 

เทคนิคน้ีจดัเป็นเทคนิคพื้นฐานท่ีส าคญัท่ีมีการใชใ้นงานทางชีวเคมี เน่ืองจากใหค้วามรวดเร็วในการ
วเิคราะห์ มีความแม่นย  าสูง ปริมาณสารท่ีใชใ้นการวิเคราะห์นอ้ยถึงในระดบัไมโครกรัมแมว้า่สารท่ี
ตอ้งการวเิคราห์นั้นจะอยูใ่นสารละลายผสมก็ตาม 
  
แสงสีและการดูดกลืนแสงของสาร (ชยัวฒัน์วามวรรัตน์, 2557 )  

ช่วงคล่ืนอลัตราไวโอเลต (ช่วงเลขคล่ืน 180 - 350 นาโนเมตร) และช่วงคล่ืนท่ีตามองเห็น
(ช่วงเลขคล่ืน350 – 780 นาโนเมตร) เป็นช่วงคล่ืนแสงท่ีมีประโยชน์ส าหรับงานทางชีวเคมี แสง
ในช่วงคล่ืนทั้งสองน้ีมีระดบัพลงังานท่ีเพียงพอต่อการกระตุน้ให้อิเล็กตรอนท่ีอยู่วงนอกสุดของ
โมเลกุลสารในสภาวะพื้น (ground state) เปล่ียนไปอยูใ่นสภาวะเร้า (excited state) ซ่ึงอิเล็กตรอนท่ี
ถูกกระตุน้มกัเป็นอิเล็กตรอนของพนัธะคู่ (double bond) และพนัธะสาม (triple bond) สมบติัการดูด
แสงของสารถูกก าหนดจากลกัษณะโครงสร้างทางเคมีของโมเลกุลสารนั้นๆโครงสร้างโมเลกุลท่ีมี
พนัธะคู่สลบักบัพนัธะเด่ียว (conjugated double bond) ไม่มากนกั ทั้งท่ีเป็นสารประกอบแอโรแมติก
และเฮเทอโรไซคลิก เช่น กรดอะมิโนไทโรซีนเฟนิลอะลานีนและทริปโตเฟนไนโตรจีนัสเบส       
พิวรีนและไพริมิดีน เป็นตน้ สารพวกน้ีมกัดูดกลืนแสงอตัราไวโอเลตได้ดีโครงสร้างโมเลกุลมี
พนัธะคู่สลบัเด่ียวกนัมากข้ึน เช่น เบตา้-คาโรทีน (β - carotene) หรือโมเลกุลท่ีมีไอออนของธาตุ 
แทรนซิชนัรวมอยูด่ว้ย  
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กฎของเบียร์และแลมเบิร์ต 
 เม่ือให้ล าแสงความยาวคล่ืนเด่ียว (monochromatic light) ส่องผ่านเข้าไปในสารละลาย
โมเลกุลของสารท่ีมีสมบัติดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนหน่ึงละลายอยู่ บางส่วนของแสงจะถูก
ดูดกลืนไวแ้ละแสงส่วนท่ีเหลือจะผา่นออกมา ดงันั้นความเขม้ของแสงท่ีผา่นออกจากสารละลายมี
ความเขม้ท่ีนอ้ยลงกวา่เดิม การดูดกลืนแสงท่ีเกิดข้ึนเป็นไปตามกฎ 2 ขอ้ คือกฎของเบียร์และกฎของ
แลมเบิร์ตกฎของเบียร์กล่าววา่ปริมาณแสงท่ีถูกดูดกลืนเป็นปฏิภาคโดยตรงกบัความเขม้ขน้ของสาร
ท่ีมีสมบัติดูดกลืนแสงส่วนกฎของแลมเบิร์ตกล่าวถึงปริมาณแสงท่ีถูกดูดกลืนนั้นเป็นปฏิภาค
โดยตรงกับระยะทางท่ีแสงส่องผ่านเม่ือรวมกฎทั้ ง 2 ข้อเข้าด้วยกัน เรียกว่ากฎของเบียร์และ       
แลมเบิร์ต (Beer-Lambert’s law) โดยทั่วไปมักเรียกกันสั้ นๆ ว่ากฎของเบียร์ (Beer’s law) ซ่ึง
สามารถเขียนเป็นสมการได ้

A     =  abc หรือ  A     =  
I

I0log  

โดยท่ี A คือ ค่าการดูดแสง (absorbance) หรืออาจเรียกในช่ือเดิมซ่ึงปัจจุบนัไม่เป็นท่ีนิยมแลว้วา่ 
Optical density (O.D.) ค่าน้ีไม่มีหน่วย 
a  คือ  ค่าสัมประสิทธ์ิการดูดแสง (extinction coefficient) 
b  คือ  ระยะทางท่ีแสงส่องผา่นเป็นเซนติเมตร (path length) โดยทัว่ไปเป็น 1 เซนติเมตร 
c  คือ  ความเขม้ขน้ของสารท่ีมีสมบติัดูดกลืนแสง 
I0 คือ  ความเขม้ของแสงก่อนส่องผา่นสารละลาย 
I  คือ  ความเขม้ของแสงท่ีผา่นออกจากสารละลาย 
 

เม่ือความเข้มข้นมีหน่วยเป็นโมลาร์และระยะทางท่ีแสงส่องผ่านเป็น 1 เซนติเมตร ค่า
สัมประสิทธ์ิการดูดแสงเรียกวา่ molar extinction coefficient ซ่ึงมกัใชส้ัญลกัษณ์เป็น ε แทน a และ
มีหน่วยเป็น M-1 cm-1 ในกรณีไม่ทราบน ้ าหนักโมเลกุลของสารท่ีมีสมบัติดูดกลืนแสงได้ อาจ
ก าหนด a เป็น E1%

1 cm ซ่ึงก็คือค่าการดูดแสงของสารละลายท่ีมีความเขม้ขน้ของสารดูดกลืนแสงเป็น 
1 กรัมเปอร์เซ็นตแ์ละความยาวของระยะทางท่ีแสงส่องผา่นเป็น 1 เซนติเมตรค่าสัมประสิทธ์ิการดูด
แสงเป็นค่าคงท่ีเฉพาะของสารแต่ละชนิดและมีค่าเปล่ียนแปลงไปเม่ือความยาวคล่ืนหรือสภาวะ
อ่ืนๆ เช่น อุณหภูมิ ตวัท าละลายหรือพีเอชของสารละลายเปล่ียนแปลงไปการหาค่าสัมประสิทธ์ิการ
ดูดแสงของสารสามารถท าไดโ้ดยวดัค่าการดูดแสงของสารละลายท่ีมีความเขม้ขน้ของสารเป็น 1 
ห น่ ว ย ค ว าม เข้ ม ข้ น แ ล ะ ระ ย ะ ท าง ท่ี แ ส ง ส่ อ งผ่ าน ส ารล ะ ล าย เป็ น  1 เซ น ติ เม ต ร 
 ในทางปฏิบติัจะวดัปริมาณแสงท่ีถูกดูดกลืนโดยสารท่ีตอ้งการวิเคราะห์เปรียบเทียบกบั
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ปริมาณแสงท่ีถูกดูดกลืนโดยสารละลายเปล่า (blank solution) ซ่ึงเป็นสารละลายท่ีมีสารทุกชนิด
ละลายอยูเ่หมือนในสารละลายท่ีตอ้งการวิเคราะห์ยกเวน้สารท่ีตอ้งการวิเคราะห์ปริมาณแสงท่ีผา่น
ออกจากสารละลายเปล่าจะเทียบค่าให้เท่ากับI0ปริมาณแสงท่ีวดัได้จากสารละลายท่ีต้องการ
วิเคราะห์ให้เท่ากบัIความส่องผ่าน (transmittance) ของสารท่ีตอ้งการวิเคราะห์จะแสดงในรูปของ
อตัราส่วนดงัสมการ 

 

Transmittance   หรือ    T     =  
0I

I  

อตัราส่วนน้ีโดยทัว่ไปมกัเปล่ียนเป็นค่าเปอร์เซ็นต ์เรียกวา่เปอร์เซ็นตแ์สงส่องผา่น 
(%Transmittance)  

% Transmittance   =  
0I

I  x 100 % 

 
 เม่ือความเขม้ขน้ของสารท่ีดูดกลืนแสงสูงข้ึน แสงถูกดูดกลืนมากข้ึนและมีปริมาณแสงท่ี
ผา่นออกมาไดน้้อยลง(% Tนอ้ยลง) การลดลงของเปอร์เซ็นต์แสงส่องผา่นจึงเป็นปฏิภาคผกผนัเชิง
ล็อคกบัความเขม้ขน้ โดยทัว่ไปเรามกันิยมแสดงเป็นค่าการดูดแสง (A) ซ่ึงเป็นปฏิภาคโดยตรงกบั
ความเขม้ขน้ ดงันั้นความสัมพนัธ์ระหวา่ง A และ%Tแสดงดว้ยสมการซ่ึงมีวธีิพิสูจน์ 

 
 
 

A     =     -log 
0I

I  =       -log T =     log 
T

1  

แปลง T ใหเ้ป็น  % Tจะได ้ A     =      log 
T

1  x 
100

100  =    log 
T%

100  

    A     =      log100 - log % T 
 
 
   

 

 

 

A     =      2 – log % T 
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ส่วนประกอบหลกัของเคร่ืองสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ 

1.  แหล่งก าเนิดแสง (light source) การวดัการดูดแสงในช่วงคล่ืนท่ีตามองเห็นจะใช้ความ
ยาวคล่ืนท่ีตอ้งการอย่างต่อเน่ืองโดยจะใชด้วงไฟทงัสเตน (tungsten lamp) ซ่ึงให้แสงในช่วงความ
ยาวคล่ืน 340-800 นาโนเมตร ส่วนการวดัการดูดแสงในช่วงคล่ืนอัลตราไวโอเลตจะใช้ดวงไฟ
ไฮโดรเจน (hydrogen lamp) หรือดวงไฟดิวเทอเรียม (deuterium lamp) ซ่ึงให้แสงในช่วงความยาว
คล่ืน 200 – 340 นาโนเมตร 

2.  ตวัท าแสงความความยาวคล่ืนเด่ียว (monochromator) ท าหน้าท่ีคดักรองแสงท่ีออกจาก
แหล่งก าเนิดแสงให้ไดแ้ถบแสงความยาวคล่ืนเด่ียว (monochromatic light) ตามตอ้งการโดยการใช้
ปริซึม (prism)  
 3.  หลอดบรรจุสารตวัอย่าง (cuvette) ผลิตจากแก้วควอทซ์ (Quartz) หรือพลาสติก เช่น   
พอลิเมทราคลิเลต (polymethacrylate) และพอลิสไตรีน (polystyrene) รูปทรงท่ีใช้เป็นแบบหลอด
ส่ีเหล่ียมจตุัรัสและแบบหลอดทดลอง การวิเคราะห์ในช่วงคล่ืนท่ีตามองเห็นใชห้ลอดท่ีท าจากวสัดุ
ชนิดใดก็ได้แต่การวิเคราะห์ในช่วงคล่ืนอลัตราไวโอเลตตอ้งจะใช้หลอดท่ีท าจากควอทซ์เท่านั้น 
 4.  ช่องเล็กยาว (Slit) ท่ีท าหน้าท่ีปรับความเขม้ของแสงก่อนส่งผ่านไปยงัสารละลายให้มี
ความเขม้ท่ีเหมาะสมกบัความไวของหลอดรับแสง 

5.  อุปกรณ์ตรวจวดัแสง (detector) เม่ือแสงผา่นสารตวัอยา่งออกมาหลอดรับแสง 
(photomultiplier tube) ท าหน้าท่ีวดัความเข้มของแสงท่ีผ่านออกมาจากสารละลายโดยเปล่ียน
พลงังานแสงเป็นพลงังานไฟฟ้าแลว้ส่งสัญญาณไฟฟ้านั้นต่อไปยงัเคร่ืองบนัทึกขอ้มูล 
 6.  เคร่ืองบนัทึกขอ้มูล (meter หรือ recorder) เป็นหน่วยแสดงค่าท่ีวดัได ้เคร่ืองมือบางแบบ 
เช่น Spectronic 21 เปล่ียนพลงังานไฟฟ้าท่ีผา่นเขา้สู่แกลแวนอมิเตอร์ให้เป็นพลงังานกลดนัให้เข็ม
บนหนา้ปัดของเคร่ืองเคล่ือนไปบนสเกลแบบอ่ืนๆ อาจต่อกบัเคร่ืองพิมพค์อมพิวเตอร์พิมพผ์ลการ
วดัและผลวเิคราะห์ต่างๆ ออกมาไดต้ามค าสั่ง 

โดยทัว่ไปเคร่ืองมือท่ีใช้วดัการดูดแสงคล่ืนแสงในช่วงวิสิเบิลมกัจะรวมคล่ืนแสงในช่วง 
อุลตราไวโอเลตไวด้้วย ซ่ึงนิยมเรียกว่า UV-VIS Spectrophotometer ซ่ึงประกอบด้วยส่วนต่างๆ 
ดงัแสดงในภาพท่ี 3 
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ภาพท่ี  3 ส่วนประกอบของเคร่ืองสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ 
ท่ีมา :     เคร่ืองวดัการดูดกลืนแสง, ส่วนประกอบของเคร่ือง Spectrophotometer, สืบคน้เม่ือวนัท่ี  
3 มีนาคม 2558. เขา้ถึงไดจ้าก  http://www.aquatoyou.com/index.php/2013-05-16-04-06-08/874-
uv-vis-spectrophotometer 
 

5. เทคนิคอนิฟราเรด สเปกโทรสโคปี (Infrared Spectroscopy) 
อินฟราเรด สเปคโทรสโคปี (Infrared spectroscopy) เป็นเทคนิคท่ีนิยมในการตรวจหาหมู่

ฟั งค์ชันในโมเลกุลของสารประกอบอินทรีย์ ซ่ึ งเป็นเทคนิค ท่ี เก่ียวข้องกับแสงหรือคล่ืน
แม่เหล็กไฟฟ้าท่ีมีลกัษณะเป็นแถบพลงังาน  

ส าหรับคล่ืนแม่เหล็กไฟฟ้าในช่วงอินฟราเรด จะมีเลขคล่ืนในช่วง 4000 – 660cm-1 หรือมี
ความยาวคล่ืนในช่วง 15.4 – 2.5  µm ซ่ึงเม่ือแสงอินฟราเรดตกกระทบโมเลกุลสารจะเกิดแรงกระท า
ระหวา่งโมเลกุลสารกบัแสงแสงอินฟราเรดในบางช่วงซ่ึงมีความถ่ีตรงกนักบัความถ่ีของการสั่นของ
พนัธะในโมเลกุลของสาร จะถูกดูดกลืนไป เรียกวา่ การเกิดเรโซแนนซ์ (resonance) ท าใหค้วามเขม้
ของแสงอินฟราเรดท่ีทะลุผ่านสารตวัอย่าง (transmitted Infrared) จึงมีความเขม้แสงลดลงในบาง
ช่วงของความถ่ีทั้งหมดของอินฟราเรด เม่ือพิจารณากราฟความสัมพนัธ์ระหวา่งความเขม้ของแสง
อินฟราเรดท่ีทะลุผา่นสารตวัอยา่งกบัความถ่ีหรือเลขคล่ืน จะมีค่าเท่ากบัส่วนกลบัของความถ่ีแสง 

การดูดกลืนรังสีอินฟราเรดตรงกบัพลงังานในช่วง 2-10 กิโลแคลอร่ีต่อโมลพลงังานของ
รังสีแม่เหล็กไฟฟ้าในยา่นน้ีก่อให้เกิดการสั่นแบบยดื (stretching) และแบบงอ (bending) ของพนัธะ
ในโมเลกุลของสารการดูดกลืนรังสีอินฟราเรดเป็นขบวนการควนัไทส์ (quantized) กล่าวคือการท่ี
สารจะดูดกลืนรังสีอินฟราเรดนั้นความถ่ีของรังสีท่ีถูกดูดกลืนจะตอ้งตรงกบัความถ่ีของการสั่นของ

http://www.aquatoyou.com/index.php/2013-05-16-04-06-08/874-uv-vis-spectrophotometer
http://www.aquatoyou.com/index.php/2013-05-16-04-06-08/874-uv-vis-spectrophotometer
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พนัธะเท่านั้นซ่ึงมีตวัอยา่งการดูดกลืนรังสีอินฟราเรดของหมู่ฟังกช์ัน่ต่างๆ ท่ีแสดงรายละเอียดต่างๆ 
ดงัตารางท่ี 1 

ตารางท่ี 1ตวัอยา่งการดูดกลืนรังสีอินฟราเรดของหมู่ฟังชนัต่างๆ ในช่วงเลขคล่ืน 4,000–660 cm-1 

cm-1 หมู่ฟังค์ชัน รายละเอยีด 
3600-3400  O–H stetching 3650-3590 cm-1 (sh, w) แอลกอฮอลอิสระ 

3400-3200 cm-1 (b) แอลกอฮอลท่ีเกิดพนัธะ
ไฮโดรเจน 
3400-2400 cm-1 (vs, vb) กรดคาร์บอกซิลิก 

2850-2780  C–H stretching  แอลดีไฮด์ 
2260-2100  C=C stretching  อลัไคน์ (w) โมเลกุลท่ีสมมาตรจะไม่มีแถบน้ี

ปรากฏ 
1820-1760 (s)  C=O stretching  แอนไฮไดรด์ (s) มี 2 แถบ 
1710 (s)  C=O stretching  กรดคาร์บอกซิลิก 
1690-1650 (s)  C=O stretching  เอไมด์ 
1520 (s) และ 1350 (s)  NO2 bending  สารประกอบไนโตร 
1400-1000  C–F stretching  สารประกอบฟลูออไรด์ 
1300-1150  CH2–X  สารประกอบเฮโลเจน 
1220  C–O stretching  ฟีนอล 
1050  C–O stretching  1Oแอลกอฮอล 
970  C–H (OOP bending)  อลัคีน (หมู่แทนท่ี 2 หมู่ , trans)  
890  C–H (OOP bending)  อลัคีน (หมู่แทนท่ี 2 หมู่ , R2C=CH2)  
750 และ 690 C–H (OOP bending) เบนซีน (หมู่แทนท่ี 1 หมู่) 
600-500 C-Br สารประกอบโบรไมด์ 
~ 500  C–I  สารประกอบไอโอไดด์ 
 
ท่ีมา : ความถ่ีของการดูดกลืนรังสีอินฟาเรดของหมู่ฟังกช์นัท่ีสามญับางชนิด 
ความถ่ียา่นรังสี IR ท่ีเป็นลกัษณะพิเศษของหมู่ฟังกช์นับางหมู่, อา้งถึงใน วชิยั ร้ิวตระกูล,            
การประยุกต์สเปคโทรสโคปีในเคมีอนิทรีย์. (กรุงเทพมหานคร:โรงพิมพน์ าอกัษรการพิมพ.์) 
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เคร่ืองมือทีใ่ช้บันทกึ IR สเปคตรัม 
เคร่ืองมือท่ีใช้บันทึก IR สเปคตรัมคือ Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR)   

และ Attenuated total reflectance – Fourier transform infrared (ATR-FTIR) 
1.  Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) 

เทคนิค FTIR เป็นเทคนิคส าหรับการวิเคราะห์ เพื่อการจ าแนกประเภทสารอินทรีย ์           
สารอนินทรียแ์ละพนัธะเคมีในโมเลกุล และสามารถบอกถึงปริมาณองคป์ระกอบท่ีมีอยูใ่นโมเลกุล
ของสารตวัอยา่งไดอี้กดว้ยโดยใชก้ารตรวจวดัการดูดกลืนรังสีอินฟราเรดของตวัอยา่งท่ีความถ่ีต่างๆ 
ซ่ึงเป็นลกัษณะเฉพาะของแต่ละพนัธะการดูดกลืนรังสีอินฟราเรดท่ีอุณหภูมิสูงกว่าอุณหภูมิศูนย์
องศาสมบูรณ์ อะตอมในโมเลกุลจะมีการสั่นอยูต่ลอดเวลา เม่ือความถ่ีของการสั่นเท่ากบัความถ่ีของ
รังสีอินฟราเรดท่ีฉายมายงัโมเลกุล โมเลกุลก็จะดูดกลืนรังสี จ  านวนแถบการดูดกลืนทั้ งหมดท่ี
สังเกตได้จะมีค่าไม่เท่ากับการสั่นมูลฐานของโมเลกุลทั้งหมด โดยจะมีค่าลดลงเพราะจะมีบาง
แถบพลงังานท่ีไม่มีการตอบสนองต่อพลงังานในช่วงรังสีอินฟราเรด เคร่ืองวิเคราะห์ดว้ยอินฟราเรด
ในระบบ FTIR มีส่วนประกอบหลกั คือ แหล่งก าเนิดรังสี Interferometer และเคร่ืองตรวจวดัท่ีนิยม
ใช้มาก ท่ี สุดส าห รับ  FTIR คือ Deuterated Triglycine Sulfate (DTGS) และ Mercury Cadmium 
Telluride (MCT) หลักการท างานของ FTIR รังสีอินฟราเรดจากแหล่งก าเนิดจะถูกฉายไปยงั 
Interferometer ซ่ึ งตัวท่ี นิยมใช้  คือ Michelson Interferometer ประกอบด้วยกระจกท่ีสามารถ
เคล่ือนท่ีได้ และมีกระจกท่ีติดอยู่กบัท่ี โดยกระจกทั้งสองจะตั้งฉากกนัและมีตวัแยกแสงซ่ึงเป็น
อุปกรณ์ก่ึงสะทอ้นแสง โดยส่วนมากท ามาจากการน าฟิล์มบางของเจอร์มาเนียมวางลงบน KBr ท่ี
เป็นตวัแยกแสง รังสีคร่ึงหน่ึงจะทะลุผา่นไปท่ีกระจกท่ีติดอยู่กบัท่ีและรังสีอีกคร่ึงหน่ึงจะสะทอ้น
ไปท่ีกระจกท่ีสามารถเคล่ือนท่ีได ้หลงัจากนั้นรังสีก็จะสะทอ้นจากกระจกกลบัมารวมกนัท่ีตวัแยก
แสงเกิดการแทรกสอดข้ึนหลังจากนั้ นรังสีก็จะผ่านไปยงัตัวอย่างและในท่ีสุดก็จะตกลงบน
เคร่ืองตรวจวดั อยา่งไรก็ตามเทคนิค FTIR น้ีมีความไวและใชร้ะยะเวลาในการตรวจสอบน้อยกว่า
เทคนิค IR ชนิดอ่ืน 

2.  Attenuated total reflectance – Fourier transform infrared (ATR-FTIR) 
เทคนิค ATR-FTIR เป็นเทคนิคส าหรับการวเิคราะห์พื้นผิวของวตัถุ และเทคนิคน้ีเหมาะสม

กบัตวัอยา่งท่ีมีลกัษณะทึบแสงหรือมีความหนามาก โดยแสงอินฟราเรดจะตกกระทบสารตวัอยา่ง
โดยแสงจะเดินทางจากตวักลางท่ีมีค่าดชันีหักเหสูงกวา่ (ATR-FTIR prism) มาตกกระทบท่ีบริเวณ
รอยต่อระหว่าง ATR-FTIR prism กับตัวอย่างท่ีมีค่าดัชนีหักเหแสงต ่ากว่าด้วยมุมตกกระทบท่ี
มากกวา่มุมวิกฤต แต่จะเกิดการสะทอ้นกลบัท่ีบริเวณผิวหน้าของตวัอยา่งซ่ึงท าให้เกิดสนามไฟฟ้า
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ข้ึนท่ีบริเวณดงักล่าว ในการวิจยัคร้ังน้ีจะใช้ dimond cell ซ่ึงมีความดันสูงท่ีสามารถน าไปใช้กับ
ตวัอย่างท่ีต้องการในทุกรูปแบบและใช้ตวัอย่างท่ีมีขนาดและปริมาณท่ีน้อยมาก อย่างไรก็ตาม 
เทคนิค ATR-FTIRเป็นเทคนิคท่ีตอ้งอาศยัการสัมผสักนัระหวา่ง ATR-FTIR prism กบัตวัอยา่งและ
คุณภาพของการสัมผสัพื้นผวิโดยตรง ซ่ึงเทคนิคน้ีสามารถประยุกตใ์ชก้บัตวัอยา่งทั้งท่ีเป็นของเหลว
และของแข็งส าหรับตวัอย่างท่ีสามารถสัมผสักบั prism ไดดี้เช่น ของเหลว หรือของแข็งท่ีผิวหน้า
เรียบนุ่มและยดืหยุน่ไดน้ั้นสามารถท าการตรวจวเิคราะห์ไดผ้ลเป็นอยา่งดี 
 
6.บทความและงานวจัิยทีเ่กีย่วข้อง 
 Hajime Tsutsumiet al. (1991) การตรวจท่ีเฉพาะเจาะจง (เอนไซม์/โปรตีนเขม้ขน้) ของอะ
ไมเลสท่ีถูกก าหนด มีความจ าเพาะเจาะจงกบัอะไมเลสคราบน ้ าลายมีการลดลงของอะไมเลสอยา่ง
รวดเร็วในช่วงชั่วโมงแรก แต่ในวันท่ี  1-28 ว ัน มีการลดลงน้อยมากเม่ือคราบถูกเก็บไว้ท่ี
อุณหภูมิห้อง คราบของวตัถุชีวภาพต่างๆของมนุษยท่ี์ไดจ้ากเตา้นม น ้ ามูกและสารคดัหลัง่จากช่อง
คลอด อะไมเลสมีฤทธ์ิค่อนขา้งสูง แต่คราบน ้ าลายมีความจ าเพาะเจาะจงของอะไมเลสสูงกว่า  2     
ยูนิต/มิลลิกรัม เม่ือคราบน ้ าลายท่ีถูกปนเป้ือนดว้ยเลือดหรือสารคดัหลัง่ในช่องคลอดท่ีอตัราส่วน
ต่างๆ ความจ าเพาะเจาะจงของอะไมเลสจะลดลงตามการเพิ่มข้ึนของอตัราส่วนของสารปนเป้ือน
โดยเฉพาะอยา่งยิ่งเม่ือการปนเป้ือนเลือด อยา่งไรก็ตามความจ าเพาะเจาะจงของอะไมเลสก็ยงัคงสูง
กวา่ 2 ยนิูต/มิลลิกรัม 
 Johannes Hedman et al. (2010) ในอดีตการทดสอบอะไม เลส ถูกน ามาใช้ เป็นการ
ตรวจสอบการหาน ้ าลายท่ีไดจ้ากสถานท่ีเกิดเหตุ ท่ีผา่นมาส่วนใหญ่เพื่อการหาคราบน ้าลายท่ีไดจ้าก
ใบหน้า เราไดพ้ฒันาโปรแกรมการตรวจคดักรองน ้ าลายกบัร่องรอยท่ีเกิดเหตุ โดยการ swabs ใช้
กระดาษ  อะไมเลส (Phadebas ทดสอบทางนิติเวช). ผลบวกท่ีไดรั้บส าหรับทุกการทดสอบคราบ
น ้ าลายแห้ง (0.5-32 มิลลิลิตร) ด้วยการทดสอบอะไมเลสระดับสูงหรือกลาง ผลท่ีได้โดยทัว่ไป
ภายใน 5 นาทีและกลุ่มตวัอย่างทั้งหมดท่ีผลิตโปรไฟล์ดีเอ็นเอเป็นบวก แต่อะไมเลสมีการสลาย
เช่นเดียวกบัท่ีความเขม้ขน้ของดีเอ็นเอแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั ในแต่ละบุคคลแสดงใหเ้ห็นวา่มี
ความสัมพนัธ์ระหวา่งการทดสอบอะไมเลสและปริมาณของดีเอ็นเอในน ้ าลายสด ดงันั้นแมผ้ลการ
ทดสอบ        อะไมเลสเป็นบวกแสดงวา่มีน ้ าลายและสามารถแสดงตวัตนของดีเอ็นเออะไมเลสได้
อีกดว้ย 

Charlotte-Maria Orphanou. (2015) ของเหลวในร่างกายมนุษยท่ี์สามารถพบไดใ้นการก่อ
เหตุอาชญากรรม คือ เลือด น ้าลาย น ้ าอสุจิและสารคดัหลัง่ในช่องคลอด ปัจจุบนัมีการน ามาเพื่อบงช้ี
การเกิดข้ึนของของเหลวในร่างกายโดยการทดสอบความไว การวิเคราะห์ mRNA และโปรตีนใน
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งานวิจยัน้ีมีการประยุกต์ใช้เทคนิค ATR-FTIR เป็นการท างานของสเปกโทรสโคปีส าหรับการ
ตรวจสอบเลือด น ้ าลาย น ้ าอสุจิและสารคดัหลัง่ในช่องคลอด ผลท่ีได้แสดงว่า การทดสอบโดย
เทคนิค ATR-FTIR สามารถตรวจสอบและแยกความแตกต่างระหว่างของเหลวในร่างกายโดย
ปรากฏสเปกตรัมท่ีเป็นพีคของโปรตีนในโมเลกุลท่ีเก่ียวข้องกับของเหลวในร่างกาย การวิจยั
เบ้ืองตน้ในการทดสอบโดยเทคนิค ATR-FTIR เพื่อน าไปใชต้รวจคดักรองหลกัฐานทางชีวภาพและ
มีการตรวจไดอ้ยา่งรวดเร็วและมีประสิทธิภาพในทางนิติวทิยาศาสตร์ 

 ดังนั้ นผูว้ิจยัท่ีจะท าการศึกษาเก่ียวกับการตรวจสอบเบ้ืองต้นของคราบน ้ าลายท่ีพบใน
สถานท่ีเกิดเหตุว่าเป็นน ้ าลายจริง เพื่อท่ีใช้ในการตรวจพิสูจน์หาดีเอ็นเอต่อไป ในการตรวจหา        
ดีเอ็นเอเป็นการตรวจท่ีมีราคาค่อนข้างแพงหากตวัอย่างท่ีได้จากสถานท่ีเกิดเหตุนั้นไม่ได้เป็น       
ชีววตัถุท่ีสามารถตรวจหาดีเอ็นเอได้นั่นจะท าให้เสียเวลาและเสียค่าใช้จ่ายไป ผูว้ิจยัจึงท าการ
ทดสอบเบ้ืองตน้ของน ้ าลายมี 2 ขั้นตอน คือ ขั้นตอนแรกทดสอบโดยการใช้ปฏิกิริยาทางเคมีท่ีใช้
วธีิการสังเกตการเกิดตะกอนสีแดงอิฐของ Cu2O ของสารละลายเบเนดิกต ์คือการทดสอบหาน ้ าตาล
โดยใช้น ้ าลายน ามายอ่ยน ้ าแป้งและใช้วิธีเบเนดิกตใ์นการทดสอบ ซ่ึงเป็นวิธีท่ีใช้เคร่ืองมือพื้นฐาน
ในห้องปฏิบัติการทางเคมีในการทดสอบและเป็นวิธี ท่ี ง่ายร่วมกับการทดสอบโดยเทคนิค       
Visible Spectrophotometry ท่ีทดสอบส่วนท่ีเหลือของสารละลายเบเนดิกต์จากปฏิกิริยา และ
ทดสอบโดยเทคนิค ATR-FTIR ซ่ึงเป็นการทดสอบคราบน ้ าลายท่ีพบจากสถานท่ีเกิดเหตุ ซ่ึงเทคนิค
น้ีเป็นวิธีท่ีใช้สารตวัอย่างในปริมาณน้อย ง่าย สะดวก และมีความรวดเร็วในการวิเคราะห์ต่อไป
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บทที ่3 

วธีิด าเนินการวจัิย 
1.  อุปกรณ์ สารเคมี และเคร่ืองมือทีใ่ช้ในการวจัิย 
 1.1  อุปกรณ์ทีใ่ช้ในการวจัิย 

ตารางท่ี 2 อุปกรณ์ท่ีใชใ้นการวจิยั 
อุปกรณ์ แหล่งทีม่า 

บีกเกอร์ ปริมาตร 20, 50, 80และ100 mL BOMEX 
กระบอกตวง 10, 25และ 250mL BOMEX 
ปิเปตตแ์บบปริมาตร  ปริมาตร 1 และ10 mL KIMAX 
หลอดทดลอง KIMAX 
ท่ีวางหลอดทดลอง KIMAX 
หลอดหยด KIMAX 
เทอร์โมมิเตอร์ GLASSCO 
แผน่กระจกสไลด์ SAIL BRAND 
Hot plate IKA – C – MAG HS7 

1.2 สารเคมีทีใ่ช้ในการวจัิย 
ตารางท่ี 3 สารเคมีท่ีใชใ้นการวจิยั 

สารเคมี แหล่งทีม่า 
สารละลายเบเนดิกต์ 
การเตรียมสารละลายเบเนดิกต ์
1. tri – sodium citrate 173 g + Anh. Sodium carbonate  
    100 g ละลายในน ้า 800 ml. 
2. cupric sulfate 17.3 g ท่ีละลายแลว้ในน ้า 100 ml. 
    (1 + 2) แลว้ท าใหเ้ป็น 1 ลิตร ถา้เตรียมมากนอ้ยก็                         
เพิ่มลดตามอตัราส่วน 

หอ้งปฏิบติัการเคมี 
มหาวทิยาลยัศิลปากร 

 

สารละลายน ้าแป้ง 0.5 % (Starch) 
การเตรียมน ้าแป้ง 
1. ผง starch 
2. น ้ากลัน่ 

หอ้งปฏิบติัการเคมี 
มหาวทิยาลยัศิลปากร 
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1.3  เคร่ืองมือทีใ่ช้ในการวจัิย  
ตารางท่ี 4 เคร่ืองมือท่ีใชใ้นการวจิยั  

เคร่ืองมือ  
เคร่ือง Hewlett  Packard  HP  8453  Diode  
Array  UV-Visible Spectrophotometer  
 
 
 
 

 
 
 

 

  

 
เคร่ือง Attenuated total reflectance – Fourier  
transform infrared (ATR-FTIR) ยีห่อ้ 
PerkinElmer รุ่น Spectrum 10 
 

 

 
 

2.  ตัวอย่างน า้ลายทีใ่ช้ในการวจัิย 
ตวัอยา่งน ้าลายจากอาสาสมคัร เพศหญิง อาย ุ28 ปี น ้าหนกั 60 กิโลกรัม ส่วนสูง 157 

เซนติเมตร 
 

3.  วธีิการทดลอง 
ในการตรวจวิเคราะห์คราบน ้ าลาย ซ่ึงเป็นการวิจยัเชิงทดลอง มีวตัถุประสงค์เพื่อยืนยนั

คราบน ้ าลายท่ีพบในสถานท่ีเกิดเหตุวา่เป็นคราบน ้ าลายจริงหรือไม่ ส่วนการทดสอบน ้ าลายท่ีใชใ้น
การย่อยน ้ าแป้งและใช้วิธีเบเนดิกต์ในการทดสอบร่วมกบัเทคนิค Visible spectrophotometry และ
เทคนิค ATR-FTIR มีขั้นตอนการทดลองดงัน้ี  

3.1  การเตรียมตัวอย่างน า้ลายทดสอบโดยวธีิเบเนดิกต์ 
3.1.1  น าตวัอยา่งน ้าลายมาเจือจางดว้ยน ้ากลัน่ในอตัราส่วน 1:10, 1:20, 1:30, 1:40,  

1:50, 1:60, 1:70, 1:80, 1:90 และ 1:100 
3.1.2  ปิเปตตวัอยา่งน ้าลายท่ีท าการเจือจางไวล้งในหลอดทดลองปริมาณ 1 mL 

ทั้งหมด 10 หลอด 1:10,1:20, 1:30, 1:40, 1:50, 1:60, 1:70, 1:80, 1:90 และ 1:100 ตามล าดบั 
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3.1.3  ปิเปตสารละลายน ้าแป้ง และสารละลายเบเนดิกต ์อยา่งละ 1  mL ใส่ใน 
หลอดทดลองในขอ้ 3.1.2 เขยา่ใหเ้ขา้กนั 

3.1.4  น าหลอดทดลองในขอ้ 3.1.3 ตม้ในน ้าเดือดท่ีอุณหภูมิ 90 °C เป็นเวลา 5 
นาที 

3.1.5  เม่ือครบเวลา สังเกตและบนัทึกผลการทดสอบการเกิดตะกอนสีแดงอิฐของ  
Cu2O ของสารละลายเบเนดิกต ์

 
ภาพท่ี 4 วธีิการทดสอบปฏิกิริยาของวธีิเบเนดิกต ์  
 

3.2  การวเิคราะห์น า้ลายโดยเทคนิค Visible Spectrophotometry 
3.2.1  น าสารตวัอยา่งน ้าลายในขอ้ 3.1.4 ทั้ง 10 หลอด น าส่วนใสของสารละลาย 

เบเนดิกตท่ี์เหลือจากปฏิกิริยามาท าการวดัการดูดกลืนแสงโดย scan ท่ีความยาวคล่ืน 400 - 800 nm
โดยใช ้น ้ากลัน่ เป็น blank 

3.2.2  ท าการวเิคราะห์ผลการทดลอง 
 

3.3  การวเิคราะห์น า้ลายโดยเทคนิค Attenuated total reflectance - Fourier transform 
infrared (ATR-FTIR) 

3.3.1  ใชโ้ปรแกรม Spectrum และตั้งสภาวะการท างานของเคร่ือง ATR-FTIR ท่ี 
ใชใ้นการวจิยั ดงัตารางท่ี 5 
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 ตารางท่ี 5 การตั้งสภาวะการท างานของเคร่ือง ATR-FTIRท่ีใชใ้นการวจิยั 
 

  

 

 

 
 

3.3.2  ท าการ Run background ตรวจความพร้อม ใชง้านของ Diamond cell 
3.3.3  น าตวัอยา่งท่ีตอ้งการวเิคราะห์ใส่ลงบนช่องส าหรับวางตวัอยา่งดา้นบน 

เซลล์จะมีตวัหมุนส าหรับกดให้ตวัอยา่งสัมผสักบัผวิเซลล์ใชแ้รงกดประมาณ 100 แลว้จึงเร่ิมสแกน
ตวัอยา่ง  

3.3.4  บนัทึกผลสเปกตรัม (Spectrum) ท่ีไดน้ าหมู่ฟังกช์นั (Functional group) ท่ี 
พบเป็นองคป์ระกอบของตวัอยา่ง น าไปประมวลผลต่อไป 
 

3.4 การทดสอบระยะเวลาในการเกบ็ตัวอย่างคราบน า้ลาย 
3.4.1  เตรียมน ้าลายปริมาณ 1 mL หยดลงบนแผน่กระจกสไลด ์
3.4.2  ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 6, 12 ชัว่โมง, 1, 3, 7, 14 และ 30 วนั 
3.4.3  ขดูน ้าลายน ามาทดสอบโดยวธีิเบเนดิกตต์ามหวัขอ้ 3.1.3 – 3.1.5 และ 

วเิคราะห์โดยเทคนิค ATR-FTIR ตามหวัขอ้ 3.3 เพื่อท าการตรวจหาน ้าลายในเวลาท่ีแตกต่างกนั 
 

 
ภาพท่ี 5 ตวัอยา่งคราบน ้าลายตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 6ชัว่โมง 

 

 

Cell Diamond cell 

Scan range 4000-660 cm-1 

Scan 16 คร้ัง 

Resolution 2 cm-1 

Force 100 
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แผนผงัการทดลอง 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 

ภาพท่ี 6 แผนผงัวธีิการทดลองในงานวจิยั 
 

ตวัอยา่งน ้าลายจากอาสาสมคัร 

เก็บใส่ภาชนะ  

วเิคราะห์โดยเทคนิค
ATR - FTIR 

ทดสอบน ้าลายโดย
วธีิเบเนดิกต ์

เจือจางน ้าลายท่ีอตัราส่วนต่างๆ 
ส าลีพนักา้นไม ้

น าส่วนใสของสารละลายเบเนดิกตท่ี์เหลือปฏิกิริยามาท า
การวเิคราะห์โดยเทคนิค Visible Spectrophotometry 

หยดน ้าลายลงบนกระจกสไลด ์
ส าลีพนักา้นไม ้

ปล่อยใหแ้หง้ 

ทดสอบน ้าลายโดยวธีิเบเนดิกต ์ ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้อง 

ขดูเก็บ 6 และ 12 ชัว่โมง  
1, 3, 7, 14 และ 30 วนั 
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บทที ่4 

ผลการวเิคราะห์ข้อมูล 
 

 น ้าลายเป็นชีววตัถุ ส่ิงท่ีพบไดท้ัว่ไปจากการถ่มน ้ าลาย ซ่ึงเป็นหลกัฐานท่ีสามารถตรวจพบ
ได้ในสถานท่ีเกิดเหตุ การตรวจคราบน ้ าลายต้องสงสัยจากสถานท่ีเกิดเหตุ เพื่อเป็นการตรวจ
เบ้ืองต้นว่าเป็นน ้ าลายจริงหรือไม่ ก่อนการน าไปตรวจพิสูจน์ดีเอ็นเอต่อไป เพราะในการตรวจ
พิสูจน์ดีเอ็นเอ มีราคาแพง ดังนั้ นการตรวจสอบเบ้ืองต้นจะสามารถประหยดัค่าใช้จ่ายและ
ประหยดัเวลาเป็นอยา่งยิง่ จากการทดลองเป็นการตรวจสอบเบ้ืองตน้โดยใชก้ารตรวจน ้าลายโดยวิธี
เบเนดิกต์ ซ่ึงน าน ้ าลายมายอ่ยน ้ าแป้งให้เกิดเป็นน ้ าตาลและใชว้ิธีเบเนดิกต์ในการทดสอบน ้ าตาลท่ี
เกิดข้ึนร่วมกบัเทคนิค Visible Spectrophotometry และวเิคราะห์คราบน ้าลายโดยเทคนิค ATR-FTIR 
เพื่อตรวจสอบวา่คราบนั้นเป็นคราบน ้าลายจริงเพื่อใชป้ระโยชน์ในทางนิติวทิยาศาสตร์ 
 
4.1การทดสอบน า้ลายโดยวธีิเบเนดิกต์ 

การทดสอบน ้ าลายโดยวธีิเบเนดิกตน์ั้น ท าไดโ้ดยน าน ้ าลายมาเติมน ้ าแป้งซ่ึงเป็นสารตั้งตน้
ของการยอ่ยสลาย ซ่ึงในน ้ าลายมีเอนไซมอ์ะไมเลสซ่ึงสามารถยอ่ยแป้งให้เป็นน ้ าตาลโมเลกุลเด่ียว
และน ามาทดสอบโดยวิธีเบเนดิกต ์โดยน ้ าตาลท่ีเกิดข้ึนจะท าปฏิกิริยากบัสารละลายเบเนดิกต์ เม่ือ
น าไปต้มในน ้ าเดือดจะเกิดตะกอนสีแดงอิฐของ Cu2O ดงัรูปภาพท่ี 7 จากการทดสอบน้ีเป็นการ
ทดสอบเบ้ืองตน้วา่คราบท่ีเราพบในสถานท่ีเกิดเหตุเป็นน ้าลายจริงหรือไม่  

     

 ภาพท่ี 7 การน าน ้าลายผสมกบัน ้าแป้งและสารละลายเบเนดิกตแ์ลว้น าไปตม้ในน ้าเดือดเกิดตะกอน
สีแดงอิฐของ Cu2O 
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4.2  การทดสอบค่าความไวของวธีิการทดสอบน า้ลายโดยวธีิเบเนดิกต์ 

ท าการเจือจางน ้ าลายดว้ยน ้ ากลัน่ท่ีอตัราส่วนตั้งแต่ 1:10 จนถึงอตัราส่วน 1:100 จากนั้นน า
น ้าลายท่ีเจือจางไดม้าผสมกบัน ้ าแป้งและสารละลายเบเนดิกต ์จากนั้นน าไปตม้ในน ้าเดือดไดผ้ลการ
ทดลอง ดงัตารางท่ี 6 

ตารางท่ี 6 ผลการทดสอบน ้าลายท่ีเจือจางท่ีอตัราส่วนต่างๆ โดยวธีิเบเนดิกต ์
 

จากการน าน ้ าลายมาเจือจางดว้ยน ้ ากลัน่และภายหลงัสามารถทดสอบน ้ าตาลท่ีเกิดข้ึนดว้ย
สารละลายเบเนดิกต ์พบวา่สังเกตเห็นตะกอนสีแดงอิฐของ Cu2O ในสารละลายเม่ือเจือจางน ้าลายลง
ในอตัราส่วน 1:20 เท่า (โดยปริมาตร) ดงัแสดงในตารางท่ี 6 และ รูปภาพท่ี 8 

 
 
 

น า้ลายทีเ่จือจางต่ออตัราส่วน             
(น า้ลาย 1 mL: น า้กลัน่ 1 mL) 

ผลการทดลอง 
 

1 : 0 เกิดตะกอนสีแดงอิฐของ Cu2O 
1 : 1 เกิดตะกอนสีแดงอิฐของ Cu2O 

1 : 10 เกิดตะกอนสีแดงอิฐของ Cu2O 
1 : 20 เกิดตะกอนสีแดงอิฐของ Cu2O 
1 : 30 ไม่เกิดตะกอน 
1 : 40 ไม่เกิดตะกอน 
1 : 50 ไม่เกิดตะกอน 
1 : 60 ไม่เกิดตะกอน 
1 : 70 ไม่เกิดตะกอน 
1 : 80 ไม่เกิดตะกอน 
1 : 90 ไม่เกิดตะกอน 

1 : 100 ไม่เกิดตะกอน 
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ภาพท่ี 8 การทดสอบน ้ าลายโดยวิธีเบเนดิกต์พบตะกอนสีแดงอิฐของ Cu2O ของสารละลาย        
เบเนดิกต์น ้ าลายท่ีเจือจางด้วยน ้ ากลั่นในอตัราส่วน1 คือ 1:10, 2 คือ 1:20, 3 คือ 1:30, 4 คือ 1:40,      
5 คือ 1:50, 6 คือ 1:60, 7 คือ 1:70, 8 คือ 1:80, 9 คือ 1:90, 10 คือ 1:100 ตามล าดบั 
 
4.3  การวเิคราะห์คราบน า้ลายโดยใช้วธีิเบเนดิกต์ร่วมกบัเทคนิค Visible Spectrophotometry 

จากการทดลองในขอ้ 4.1 เม่ือท าการทดสอบค่าความไวของวิธีการทดสอบน ้ าลายโดยวิธี
เบเนดิกต์แล้ว สารละลายส่วนใสถูกน าไปวิเคราะห์โดยเทคนิค Visible Spectrophotometry วดัค่า
การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 400 - 800 nm.โดยใช้น ้ ากลั่นเป็น blank จากการทดสอบพบว่า 
สเปกตรามีค่าดูดกลืนแสงสูงสุดท่ีความยาวคล่ืน 736 nm. ดงัเส้นสีฟ้าในรูปภาพท่ี 9 
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6 

3 
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ภาพท่ี 9 สเปกตราของสารละลายเบเนดิกตภ์ายหลงัจากการเกิดปฏิกิริยากบัน ้าลายวดัค่าการดูดกลืน
แสงท่ีความยาวคล่ืน 400 –800 nm. 

จากรูปภาพท่ี 9 แสดงสเปกตราของสารละลายเบเนดิกต์ผสมน ้ าแป้งและน ้ ากลัน่ในเส้นสี
แดง และสเปกตรัมเส้นสีฟ้าซ่ึงเป็นสเปกตรัมของสารละลายเบเนดิกตผ์สมน ้ าแป้งและน ้ าลาย  จาก
ภาพพบว่าเม่ือผสมน ้ าลายลงไป ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 736 nm. ของสารละลายเบเนดิกต์จะลดลง 
แสดงว่าสารละลายเบเนดิกต์ถูกใช้ไปในการทดสอบกับน ้ าตาลท่ีเกิดจากการย่อยแป้งของ
เอนไซมอ์ะไมเลสในน ้าลาย 

จากการทดสอบพบว่าค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายเบเนดิกต ์เม่ือใช้น ้ าลายท่ีเจือจาง
ดว้ยน ้ ากลัน่จนถึงอตัราส่วน 1:50 mL (น ้ าลายต่อน ้ ากลัน่โดยปริมาตร) ดงัตวัอย่างสเปกตรัมของ
น ้ าลายท่ีเจือจางดว้ยน ้ ากลัน่ในอตัราส่วน 1:10 (โดยปริมาตร) ซ่ึงมีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดท่ีความ
ยาวคล่ืน 736 nm. เม่ือวดัความสูงของสเปกตรัมได้เท่ากับ 0.73705 Abs. ดังรูปภาพท่ี 10 และ
สเปกตรัมของน ้ าลายท่ีเจือจางดว้ยน ้ากลัน่ในอตัราส่วน 1:20 (โดยปริมาตร)ซ่ึงมีค่าการดูดกลืนแสง
สูงสุดท่ีความยาวคล่ืน 736 nm. เท่ากบั 0.88983 Abs. ดงัรูปภาพท่ี 11 แสดงให้เห็นว่าเม่ือน ้ าลายมี
อตัราการเจือจางมากข้ึนหรือปริมาณน ้ าลายน้อยลง ค่าการดูดกลืนแสงก็จะมากข้ึนด้วย แสดงดงั
รูปภาพท่ี 11 
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ภาพท่ี 10 สเปกตรัมของสารละลายเบเนดิกต์ภายหลงัจากการเกิดปฏิกิริยากบัน ้ าลายท่ีเจือจางดว้ย 
น ้ากลัน่ในอตัราส่วน 1:10 (โดยปริมาตร) วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 400 –800 nm. 
 

 

ภาพท่ี 11 สเปกตรัมของสารละลายเบเนดิกต์ภายหลงัจากการเกิดปฏิกิริยากบัน ้ าลายท่ีเจือจางดว้ย 
น ้ากลัน่ในอตัราส่วน 1:20 (โดยปริมาตร) วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 400 –800 nm. 
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4.4การวเิคราะห์คราบน า้ลายโดยเทคนิคATR-FTIR 
จากการขูดคราบน ้ าลายท่ีหยดลงบนกระจกสไลด์และตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา       

6  ชัว่โมง มาท าการวิเคราะห์โดยเทคนิค ATR-FTIR ท าการวิเคราะห์ท่ีช่วงเลขคล่ืน 4000-660 cm-1

สแกนจ านวน 16 คร้ัง ตั้งค่า Resolution ท่ี 2 cm-1ดงัรูปภาพท่ี 12 
 

 
ภาพท่ี 12 สเปกตรัมของน ้ าลายตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 6 ชั่วโมง น ามาขูดแล้วท าการ
วเิคราะห์โดยเทคนิค ATR-FTIR ท่ีช่วงเลขคล่ืน 4000-660 cm-1 

 
เม่ือน าตวัอย่างน ้ าลายมาวิเคราะห์โดยเทคนิค ATR-FTIR จากสเปกตรัมของคราบน ้ าลาย 

ดงัรูปภาพท่ี 12 ปรากฏพีคท่ีเด่นชัดท่ีเป็นองค์ประกอบของโปรตีนคือ Amind I ในช่วงเลขคล่ืน 
1690-1650 cm-1 และAmide II ในช่วงเลขคล่ืน 1590-1480 cm-1 ซ่ึงสอดคล้องกับงานวิจัยของ
Charlotte-Maria Orphanou ในปี 2015 ท่ีท าการทดสอบน ้ าลายโดยเทคนิค ATR-FTIR พบว่ามีพีค 
1690 cm-1 ของ Amide I พีค 1543 cm-1 ของ Amind II  และพีค 1075 cm-1 ของ sugar moieties ท่ีเป็น
พีคท่ีบ่งบอกถึงน ้ าลาย และงานวิจยัของคุณกญัญารัตน์ ต๊ิบกรณ์ ในปี 2013 ท าการทดสอบสารคดั
หลั่งต่างๆ และน ้ าลาย ด้วยเทคนิค ATR-IR ปรากฏพีคท่ีเป็นองค์ประกอบโปรตีนคือ Amide I 
ในช่วง 1690-1650 cm-1 และ Amide II ในช่วง 1590-1480 cm-1 

 
4.5  การวเิคราะห์คราบน า้ลายทีห่ยดทิง้ไว้ทีร่ะยะเวลาต่างๆ 
 น าตวัอยา่งน ้ าลายมาหยดลงบนกระจกสไสดต์ั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้อง ดงัรูปภาพท่ี 5 จากนั้น
ท าการขดูคราบน ้าลายน ามาทดสอบโดยวิธีเบเนดิกตโ์ดยการสังเกตตะกอนสีแดงอิฐของ Cu2O และ
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ทดสอบโดยเทคนิค ATR-FTIR ดังรูปภาพท่ี 13 โดยเก็บหลังจากทิ้งคราบน ้ าลายไวเ้ป็นเวลา 6 
ชัว่โมง 12 ชัว่โมง 1, 3, 7, 14 และ 30 วนั ตามล าดบั ผลการทดสอบแสดงดงัตารางท่ี 7 
  

 
ภาพท่ี 13 สเปกตรัมของน ้าลายตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง น ามาขดูแลว้ทดสอบโดยเทคนิค ATR-FTIR 
โดยใชเ้ลขคล่ืน 4000-660 cm-1 ระยะเวลาต่างๆโดย  เส้นสีด า คือ 6 ชัว่โมง, สีเหลือง คือ 3 วนั และ  
สีฟ้า คือ 14 วนั 
 
ตารางท่ี 7  ผลการทดสอบน ้าลายโดยวธีิเบเนดิกตแ์ละเทคนิค ATR-FTIR  

หยดน า้ลายตั้งทิง้ไว้
ทีอุ่ณหภูมิห้อง 

วธีิการตรวจวเิคราะห์ 

เบเนดิกต์ ATR-FTIR 
6 ชัว่โมง     

12 ชัว่โมง     
1วนั     
3วนั     
7วนั     

14วนั     
30 วนั     

 คือ สามารถตรวจพบวา่เป็นน ้ าลาย 
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จากตารางพบว่า ผลการทดสอบสามารถใช้วิธี เบเนดิกต์และเทคนิค ATR-FTIR ในการ
ตรวจสอบวา่เป็นคราบน ้ าลายไดน้านถึง 30 วนั และจากการสังเกตสเปกตรัมของน ้ าลายจากเทคนิค 
ATR-FTIR พบว่าสามารถตรวจพบได้นานถึง 30 วนั และเทคนิค ATR-FTIR สามารถน าไป
วิเคราะห์ดีเอ็นเอได้โดยท่ีไม่ท าลายตวัอย่างอย่างไรก็ตามงานวิจยัของ Charlotte Orphanou และ
คณะ ทดสอบน ้ าลาย เลือด น ้ าอสุจิและสารคดัหลัง่ในช่องคลอด พบวา่สเปกตรัมท่ีคลา้ยกนั ดงันั้น
ถา้ใช้วิธีเบเนดิกต์ร่วมกบัเทคนิค ATR-FTIR สามารถยืนยนัไดว้่าคราบน ้ าลายท่ีพบในสถานท่ีเกิด
เหตุเป็นคราบน ้าลายจริง 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



31 

 

 

 

                                                             บทที ่5 

สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 
 

5.1 สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 
วตัถุประสงคข์องการทดลองน้ีเพื่อทดสอบเบ้ืองตน้วา่คราบน ้ าลายท่ีพบในสถานท่ีเกิดเหตุ

เป็นคราบน ้ าลายจริงหรือไม่ เพราะการตรวจดีเอ็นเอดว้ยชีววตัถุแต่ละตวัอย่างมีราคาแพง และใช้
เวลาในการวิเคราะห์ ถา้มีวิธีท่ีใชใ้นการทดสอบเบ้ืองตน้ก็สามารถช่วยให้ประหยดัเวลาได ้โดยใน
การศึกษาคร้ังน้ีจะทดสอบคราบน ้ าลายโดยวิธีเบเนดิกตร่์วมกบัเทคนิค Visible Spectrophotometry 
และเทคนิค ATR-FTIR โดยผลการทดลองพบวา่ ในการทดสอบน ้ าตาลท่ีเกิดข้ึนจากการยอ่ยแป้งท่ี
ใส่ไปเป็นสารตั้งต้นจากนั้นใช้สารละลายเบเนดิกต์เพื่อตรวจสอบการเกิดตะกอนสีแดงอิฐของ 
Cu2O พบวา่สามารถท าไดดี้ โดยเม่ือทดสอบความไวของวิธีน้ีพบวา่ สามารถตรวจสอบน ้ าลายท่ีท า
การเจือจางดว้ยน ้ากลัน่ไดสู้ง20 เท่า โดยสังเกตุจากตะกอนท่ีเกิดข้ึนเม่ือน าสารละลายส่วนใสท่ีเหลือ
จากการทดสอบน ้ าลายโดยวิธีเบเนดิกต์ น าไปวิเคราะห์โดยเทคนิค Visible Spectrophotometry
พบวา่ สเปกตรัมมีค่าดูดกลืนแสงสูงสุดท่ีความยาวคล่ืน 736 nm. โดยสเปกตรัมไดมี้ค่าการดูดกลืน
แสงลดลง เม่ือเปรียบเทียบกบัสเปกตรัมของสารละลายเบเนดิกตเ์พียงอยา่งเดียวซ่ึงแสดงให้เห็นวา่
สารละลายเบเนดิกตถู์กใชไ้ปจริงในปฏิกิริยาการทดสอบน ้ าลายโดยวิธีเบเนดิกต ์จากวิธีน้ีสามารถ
ตรวจสอบความไวของวธีิโดยตรวจสอบไดถึ้ง 50 เท่า  

จากการน าคราบน ้ าลายมาวิเคราะห์โดยเทคนิค ATR-FTIR ท่ีช่วงเลขคล่ืน 4000-660 cm-1

พบพีคท่ีเด่นชดัของโปรตีน Amide I  ท่ีช่วงเลขคล่ืน 1690 – 1650 cm-1 และพีค Amide II ท่ีช่วงเลข
คล่ืน 1590 – 1480 cm-1 ตามล าดบั ซ่ึงรูปแบบของสเปกตรัมของน ้ าลายสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ
Charlotte-Maria Orphanou ในปี 2015 มีการทดสอบโดยเทคนิค ATR-FTIR สามารถตรวจสอบและ
แยกความแตกต่างระหว่างของเหลวในร่างกาย คือ เลือด น ้ าลาย น ้ าอสุจิ และสารคดัหลัง่ในช่อง
คลอด โดยปรากฏสเปกตรัมท่ีเป็นพีคของโปรตีนในโมเลกุลท่ีเก่ียวขอ้งกบัของเหลวในร่างกาย 
สามารถใช้ยืนยนัวา่เป็นน ้ าลายจริงจากการวิเคราะห์คราบน ้ าลายท่ีหยดบนกระจกสไลด์ตั้งทิ้งไวท่ี้
อุณหภูมิห้องขูดมาเพื่อท าการทดสอบน ้ าลายโดยใช้วิธีเบเนดิกต์สามารถตรวจพบน ้ าลายใน
ระยะเวลาท่ีนานถึง 30 วนัซ่ึงสัมพนัธ์และเป็นไปตามงานวิจยัของ Johannes Hedman ในปี 2010 
โดยพบว่าการตรวจคราบน ้ าลายท่ีแห้งก็ยงัสามารถตรวจพบอะไมเลสท่ีเป็นเอนไซม์ในน ้ าลายได ้
และตรวจโดยเทคนิค ATR-FTIR ก็สามารถตรวจพบน ้าลายในระยะเวลาท่ีนานถึง 30 วนั เช่นกนั 
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จากการวิจยัจะเห็นได้ว่าวิธีการตรวจหาน ้ าลายเบ้ืองต้นโดยการตรวจน ้ าลายโดยใช้วิธี   
เบเนดิกตซ่ึ์งเป็นวิธีท่ีง่ายและเป็นวิธีท่ีสามารถท าไดใ้นห้องปฏิบติัการทัว่ไป และน ามาประยุกตใ์ช้
กบัการวิเคราะห์โดยเทคนิค Visible Spectrophotrometry ท่ีเป็นเทคนิคท่ีสะดวกและรวดเร็วในการ
วิเคราะห์ และเทคนิค ATR-FTIR ยงัสามารถตรวจวิเคราะห์ได้โดยใช้สารตวัอย่างปริมาณน้อย มี
ขั้นตอนท่ีไม่สลบัซบัซอ้นและไม่ตอ้งใชส้ารเคมีใดๆ จึงไม่ท าลายวตัถุพยานท่ีไดม้าสามารถน าวตัถุ
พยานไปตรวจวิเคราะห์อยา่งอ่ืนไดอี้กต่อไป เพื่อเป็นหลกัฐานยืนยนัการกระท าผิดของบุคคลตอ้ง
สงสัยไดจึ้งสามารถน ามาใชป้ระโยชน์ในทางนิติวทิยาศาสตร์ต่อไป 

 
5.2 ข้อเสนอแนะ 
 1.การศึกษาคร้ังต่อไป ควรมีการศึกษาโดยการหยดน ้าลายบนวสัดุอ่ืน เช่น กระดาษ ผา้แผน่
ไม ้เป็นตน้ 
 2. ควรเพิ่มระยะเวลาในการหยดน ้าลายบนวสัดุแลว้ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 

3. ควรศึกษาเพิ่มเติมตวัอยา่งท่ีเป็นชีววตัถุอยา่งอ่ืน เช่น เลือด อสุจิ เป็นตน้ 
4. ประยกุตใ์ชส้ารละลายเบเนดิกตท่ี์มีการเตรียมสภาวะท่ีแตกต่างกนัในการทดสอบ 
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ภาคผนวก ก 

สเปกตรัมของตัวอย่างสารละลายเบเนดิกต์ภายหลงัจากการเกดิปฏิกริิยากบัน า้ลาย        

วเิคราะห์โดยเทคนิค Visible Spectrophotomey



37 
 

 

 

 

 

ภาพท่ี 1 สเปกตรัมของสารละลายเบเนดิกตภ์ายหลงัจากการเกิดปฏิกิริยากบัน ้ าลายท่ีเจือจางดว้ย  
น ้ากลัน่ในอตัราส่วน 1:10 (โดยปริมาตร) วดัการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 400 –800 nm. 
 

 

ภาพท่ี 2 สเปกตรัมของสารละลายเบเนดิกตภ์ายหลงัจากการเกิดปฏิกิริยากบัน ้ าลายท่ีเจือจางดว้ย  
น ้ากลัน่ในอตัราส่วน 1:20 (โดยปริมาตร) วดัการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 400 –800 nm. 
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ภาพท่ี 3 สเปกตรัมของสารละลายเบเนดิกตภ์ายหลงัจากการเกิดปฏิกิริยากบัน ้ าลายท่ีเจือจางดว้ย  
น ้ากลัน่ในอตัราส่วน 1:30 (โดยปริมาตร) วดัการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 400 –800 nm. 
 

 

 

 

ภาพท่ี 4 สเปกตรัมของสารละลายเบเนดิกตภ์ายหลงัจากการเกิดปฏิกิริยากบัน ้ าลายท่ีเจือจางดว้ย  
น ้ากลัน่ในอตัราส่วน 1:40 (โดยปริมาตร) วดัการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 400 –800 nm. 
 



38 
 

 

 

 

ภาพท่ี 5 สเปกตรัมของสารละลายเบเนดิกตภ์ายหลงัจากการเกิดปฏิกิริยากบัน ้ าลายท่ีเจือจางดว้ย  
น ้ากลัน่ในอตัราส่วน 1:50 (โดยปริมาตร) วดัการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 400 –800 nm. 
 

 

 

ภาพท่ี 6 สเปกตรัมของสารละลายเบเนดิกตภ์ายหลงัจากการเกิดปฏิกิริยากบัน ้ าลายท่ีเจือจางดว้ย  
น ้ากลัน่ในอตัราส่วน 1:60 (โดยปริมาตร) วดัการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 400 –800 nm. 
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ภาพท่ี 7 สเปกตรัมของสารละลายเบเนดิกตภ์ายหลงัจากการเกิดปฏิกิริยากบัน ้ าลายท่ีเจือจางดว้ย  
น ้ากลัน่ในอตัราส่วน 1:70 (โดยปริมาตร) วดัการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 400 –800 nm. 
 
 

 

 

ภาพท่ี 8 สเปกตรัมของสารละลายเบเนดิกตภ์ายหลงัจากการเกิดปฏิกิริยากบัน ้ าลายท่ีเจือจางดว้ย  
น ้ากลัน่ในอตัราส่วน 1:80 (โดยปริมาตร) วดัการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 400 –800 nm. 
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ภาพท่ี 9 สเปกตรัมของสารละลายเบเนดิกตภ์ายหลงัจากการเกิดปฏิกิริยากบัน ้าลายท่ีเจือจางดว้ย  
น ้ากลัน่ในอตัราส่วน 1:90 (โดยปริมาตร) วดัการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 400 –800 nm. 
 

 

 

 

ภาพท่ี 10 สเปกตรัมของสารละลายเบเนดิกต์ภายหลงัจากการเกิดปฏิกิริยากบัน ้ าลายท่ีเจือจาง
ดว้ยน ้ ากลัน่ในอตัราส่วน 1:100 (โดยปริมาตร) วดัการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 400 –800 
nm. 
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ภาคผนวก ข 

สเปตรัมตัวอย่างน า้ลายวิเคราะห์โดยเทคนิค ATR-FTIR 
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ภาพท่ี 11 สเปกตรัมของน ้าลายหยดลงบนกระจกสไลดต์ั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 6 
ชัว่โมง 

 

 

ภาพท่ี 12 สเปกตรัมของน ้าลายหยดลงบนกระจกสไลดต์ั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 12 
ชัว่โมง 

12 

11 
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ภาพท่ี 13 สเปกตรัมของน ้าลายหยดลงบนกระจกสไลดต์ั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 1 วนั 

 

 

ภาพท่ี 14 สเปกตรัมของน ้าลายหยดลงบนกระจกสไลดต์ั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา  3 วนั 

 

13 

14 
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ภาพท่ี 15 สเปกตรัมของน ้าลายหยดลงบนกระจกสไลดต์ั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา  7 วนั 

 

 

ภาพท่ี 16 สเปกตรัมของน ้าลายหยดลงบนกระจกสไลดต์ั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา  14 วนั 
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16 
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