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บทที ่1 
บทนำ 

 
ความเป็นมาและความสำคัญของปัญหา 
 

 ในปัจจุบันงานด้านนิติวิทยาศาสตร์ได้นำหลักการทางวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีต่าง ๆ มา

ใช้กันมากขึ้นตรวจพิสูจน์หลักฐาน ในสถานที่เกิดเหตุอาชญากรรมมักพบพยานหลักฐานทางด้าน

กายภาพและชีวภาพที่มีส่วนเกี่ยวข้องกับคดีอาชญากรรม เช่น อุปกรณ์ที่ใช้ในการก่อเหตุ รอยนิ้วมือ 

ก้นบหุรี่ เส้นผม  และพยานหลักฐานที่พบมากท่ีสุดและมีความสำคัญอย่างมากในกระบวนการสืบสวน 

คือ คราบเลือด โดยคราบเลือดในสถานที่เกิดเหตุมักพบเปื้อนอยู่ตามวัตถุต่าง ๆ ฝาผนัง อาวุธ และ

ร่างกายของผู้เสียหายหรือผู้กระทำความผิด ซึ่งลักษณะของเลือดจะติดเป็นหยดหรือคราบแน่นกับ

วัตถุ ทำให้คราบเลือดเหล่านี้ในไปใช้ประโยชน์ในการวิเคราะห์พยานหลักฐานหลายอย่าง เช่น การ

วิเคราะห์ DNA Profiling เพ่ือยืนยันการกระทำผิดของตัวบุคคล  การวิเคราะห์รูปแบบการกระจายตัว

และระยะเวลาของคราบเลือดเพ่ือใช้ในการลำดับเหตุการณ์ที่เกิดขึ้น เห็นได้ว่าประโยชน์ของการ

ประเมินอายุของคราบเลือดร่วมกับพยานหลักฐานอ่ืน ๆ สามารถนำไปสู่การลำดับของเหตุการณ์ ทั้งนี้

เลือดที่ เกิดขึ้นจากกลไกการเปลี่ยนแปลงซึ่งมีปัจจัยด้ านสภาวะแวดล้อมหลายอย่างที่ทำให้

เปลี่ยนแปลงของคราบเลือดต่างกัน ไม่ว่าจะเป็นอุณหภูมิ ความชื้น แสงแดด และองค์ประกอบของ

เลือดแต่ละบุคคล  

 กลไกการเปลี่ยนแปลงของคราบเลือด หรือ Hemoglobin reaction kinetics เป็นการ

เปลี่ยนแปลงของ Hemoglobin  ที่ประกอบด้วย ธาตุเหล็ก และโปรตีน โดย Hemoglobin สามารถ

เปลี่ยนแปลงรูปแบบภายในร่างกายของมนุษย์ที่เรียกว่า Hemoglobin derivatives ได้ 2 รูปแบบ 

คื อ  แบ บ ที่ ไม่ จั บ กั บ ออกซิ เจน  (Deoxyhemoglobin ; Hb) และแบ บ ที่ จั บ กั บ ออกซิ เจ น 
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(Oxyhemoglobin ; HbO2) ซึ่งอยู่ในหลอดเลือดแดงมากถึงร้อยละ 90 และหลอดเลือดดำร้อยละ 70 

และมีเพียงร้อยละ 1 ที่เกิด Autoxidized โดยเปลี่ยนไปอยู่ในรูปของ Methemoglobin (MetHb) 

ซึ่งสามารถถูก Reductase protein cytochrome b5 รีดิวซ์กลับไปเป็น Deoxyhemoglobin ใน

ส่วนภายนอกร่างกายของมนุษย์ Hemoglobin จะเปลี่ยนแปลงเป็น Oxyhemoglobin ทันทีเมื่อ

สัมผัสกับออกซิเจน อย่างไรก็ตามหากความสามารถของ  Cytochrome b5 ที่มีความจำเป็นต่อ

กระบวนการรีดักซันของ Methemoglobin ลดลง จึงไม่สามารถทำให้ Oxyhemoglobin เปลี่ยน

กลับไปเป็น Methemoglobin ได้ และเมื่อเกิด Autoxidation จะทำให้ Hemoglobin เสื่อมสภาพ

กลายเป็น Hemichrome (HC) ซึ่งจะทำให้สีของคราบเลือดจากสีแดงเปลี่ยนเป็นสีน้ำตาลเข้ม 

(Bergmann et al., 2017) 

 การวิเคราะห์คราบเลือดในงานด้านนิติวิทยาศาสตร์มีหลายวิธี เช่น การสังเกตด้วยตาเปล่า 

การส่องกล้องจุลทรรศน์ การตรวจทางเคมี ฟิสิกส์ และชีวเคมี ในการตรวจคราบเลือดมักพบปัญหา

หลายด้าน เนื่องจากจำนวนเลือดไม่เพียงพอในการวิเคราะห์ และไม่สามารถแยกได้ว่าคราบเลือดที่พบ

เกิดก่อนหรือเกิดหลัง ซึ่งยังเป็นปัญหาสำคัญในการตรวจพิสูจน์ทางด้านนิติวิทยาศาสตร์เป็นเวลานาน 

จึงพยายามค้นหาวิธีการตรวจพิสูจน์คราบเลือดที่น่าเชื่อถือ ถูกต้อง และแม่นยำ โดยมีงานวิจัยที่

เกี่ยวข้องกับการประเมินอายุคราบเลือดที่ใช้เทคนิคในการวิเคราะห์ที่แตกต่างกันไป เช่น การ ใช้

เท ค นิ ค  Reflectance Spectroscopy โด ย ศึ ก ษ า  Hemoglobin reaction kinetics เ พ่ื อ ห า

องค์ประกอบของ Hemoglobin และประเมินอายุของคราบเลือด (Bremmer et al., 2011) งานวิจัย

ที่ศึกษาสเปกตรัมของ Hemoglobin derivatives และเปรียบเทียบกับ Hemoglobin อ้างอิง โดยวัด

อายุคราบเลือดมากกว่า 200 วัน โดยมีค่าความคลาดเฉลี่ยร้อยละ 13.4 ของอายุจริง โดยใช้เทคนิค 

Hyperspectral imaging (Edelman, Van Leeuwen, et al., 2012) 
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 จากงานวิจัยที่กล่าวมาข้างต้นพบว่ามีข้อจำกัดหลายประการ ผู้วิจัยได้ทำการศึกษาเกี่ยวกับ

การประเมินอายุของคราบเลือดจากการวัดค่าสีด้วย Spectrophotometer และด้วยเทคนิค ATR-

FTIR โดยการประมวลผลค่าสีเป็นตัวเลข ทำให้สามารถบอกความแตกต่างเพียงเล็กน้อยของค่าสีของ

คราบเลือด เพ่ือลดข้อผิดพลาดในการคาดคะเนอายุของคราบเลือดในสถานที่เกิดเหตุอาชญากรรม 

และยังลดระยะเวลาในการประเมินอายุของคราบเลือด อีกทั้งการศึกษาในครั้งนี้ไม่ทำลายตัวอย่าง

คราบเลือดบนวัตถุต่าง ๆ ซึ่งสามารถประยุกต์ในงานด้านนิติวิทยาศาสตร์เพ่ือให้เกิดประโยชน์และ

สามารถต่อยอดในงานวิจัยในส่วนอื่น ๆ  

 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย  
 

 เพ่ือศึกษาการใช้เทคนิค Attenuated Total Reflectance Fourier Transform Infrared 

Spectroscopy (ATR-FTIR) และการวัดสีด้วย Spectrophotometer เพ่ือประเมินอายุของคราบ

เลือด 

 

สมมติฐานของการวิจัย 
 

 ความสัมพันธ์ระหว่างค่าสีและองค์ประกอบของคราบเลือดที่วัดได้กับระยะเวลาที่หยดเลือดมี

ความแปรผันตรงกัน สามารถนำใช้ประเมินอายุของคราบเลือดได้  
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ขอบเขตของการวิจัย  
 

 1. ตัวอย่างเลือดที่ศึกษา มาจากธนาคารเลือดโรงพยาบาลนครปฐมที่หมดอายุ และจาก

อาสาสมัครจำนวน 12 คน เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 2. พ้ืนผิวที่หยดเป็นผ้าฝ้ายสีขาว 

 3. หยดเลือดจำนวน 5 หยด ปริมาณ 10 ไมโครลิตร ที่ความสูง 2 เซนติเมตร ต่อ 1 ตัวอย่าง  

 

ข้อจำกัดของการวิจัย  
 

 1. ค่าสีของตัวอย่างแต่ละรอบมีค่าต่างกัน เนื่องจากระดับ  ของ Hemoglobin ของแต่ละ

บุคคลแตกต่างกัน ปกติในเพศชายมีระดับของ Hemoglobin อยู่ที่ 14-18 g/dl และในเพศหญิงมี

ระดับของ Hemoglobin อยู่ที่ 12-16 g/dl ทั้งนี้มีปัจจัยอ่ืน เช่น เพศ อายุ ความแข็งแรง การสูบบุหรี่ 

เป็นต้น ซึ่งทำให้เกิดความคลาดเคลื่อนในการประเมินอายุของคราบเลือด  

 2. ลักษณะในการหยดเลือดและความสูงในการหยดเลือดอาจเกิดการคลาดเคลื่อนเล็กน้อย 

เนื่องจากการกระจายตัวของหยดเลือดในแต่ละตัวอย่างไม่สามารถกำหนดได้ ทำให้สีของคราบเลือดที่

หยดลงบนผ้าฝ้ายไม่สม่ำเสมอกัน  

 

นิยามศัพท์เฉพาะ  
 

 Blood stains หมายถึง คราบเลือดหรือร่องรอยของเลือดในสถานที่เกิดเหตุ ซึ่งมีลักษณะที่

แตกต่างกันโดยคราบเลือดมีลักษณะเป็นของเหลวข้น สีแดง แสดงว่ามีการหลั่งของเลือดได้ไม่นาน 

หากคราบเลือดมีลักษณะเป็นเกล็ด แข็ง แห้ง สีน้ำตาล แสดงว่ามีการหลั่งของเลือดเป็นระยะเวลาที่
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นานมาแล้ว โดยส่วนใหญ่คราบเลือดเหล่านี้จะพบในสถานที่เกิดเหตุ หรือสิ่งของต่าง ๆ เช่น เสื้อผ้า 

วัตถุพยานต้องสงสัย คนร้าย เป็นต้น 

Attenuated Total Reflectance Fourier Transform Infrared Spectroscopy (ATR-

FTIR) หมายถึง เทคนิคการวิเคราะห์ตรวจสอบถึงหมู่ฟังก์ชันของโมเลกุลของสาร โดยอาศัยการ

ดูดกลืนช่วงคลื่นอินฟราเรด ซึ่งทำให้พันธะโมเลกุลของเกิดการสั่น 

Agilent Cary 60 UV-Vis Spectrophotometer หมายถึง เครื่องมือที่ใช้วิเคราะห์ โดย

อาศัยหลักการการสะท้อนแสงของสารในช่วงรังสียูวีและแสงขาวที่ส่องผ่านได้ 

CIE D65 หมายถึง การวัดค่าสีโดยอาศัยแหล่งกำเนิดแสง เมื่อลำแสงเหล่านั้นส่งออกมา

เครื่อง Spectroradiometer จะวัดค่าการกระจายของพลังงานแต่ละความยาวคลื่น 

 

ประโยชน์ทีไ่ด้รับ 
 

 1. สามารถวิเคราะห์ค่าสีของคราบเลือดแตกต่างกันเพียงเล็กน้อย ในระยะเวลาการหลั่งของ

เลือดที่ใกล้เคียงกัน และนำสมการความสัมพันธ์ที่ได้มาประเมินอายุของคราบเลือด 

 2. วิเคราะห์ค่าสีด้วย Spectrophotometer และด้วยเทคนิค ATR-FTIR เป็นวิธีการที่ง่าย

และใช้ระยะเวลาสั้นจึงช่วยให้นักนิติวิทยาศาสตร์ลดระยะเวลาในการประเมินอายุของคราบเลือด 

และสามารถประยุกต์ใช้กับวัตถุพยานชนิดอื่น ๆ 
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บทที ่2 
วรรณกรรมท่ีเกี่ยวข้อง 

 

เลือดและองค์ประกอบของเลือด 
 

 เลือดถูกสร้างขึ้นจากเซลล์ ชิ้นส่วนของเซลล์และสารชีวเคมีประกอบด้วยสารอาหาร 

ออกซิเจน ฮอร์โมน โดยมีหน้าที่กระจายความร้อนไปทั่วร่างกายและรักษาความสมดุลของของเหลว 

เลือดเป็นเนื้อเยื่อเกี่ยวพันที่มีเซลล์แขวนลอยจึงมีลักษณะคล้ายเจล ซึ่งทำให้เลือดนั้นมีน้ำหนักและมี

ความข้นหนืดกว่าน้ำ ในร่างกายของมนุษย์มีเลือด 7-8% ของน้ำหนักร่างกาย หรือประมาณ 5-6 ลิตร 

 

ภาพที่ 1 เลือดและองค์ประกอบของเลือด 
ที่มา Jones and Bartlett Publishers, Introduction Hematology. Hematology2018:53-66  
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โดยเลือดนั้นมีองค์ประกอบส่วนแรกคือ พลาสมา (plasma) ประมาณ 55% ซึ่งประกอบไป

ด้วยส่วนที่เป็นน้ำ 93% และเป็นส่วนของ กรดอะมิโน คาร์โบไฮเดรต ลิปิด โปรตีน ฮอร์โมน อิเล็กโทร

ไลต์ วิตามินและของเสียจากเซลล์ ประมาณ 7% ของน้ำหนักตัวของคน  โดยพลาสมามีลักษณะเป็นสี

เหลืองใส และในส่วนที่ 2 ประกอบไปด้วยเลือดเม็ดเลือดแดง (red blood cells; RBCs) ประมาณ 

45% มีลักษณะรูปร่างกลมและมีช่องเว้าตรงกลาง ไม่มีนิวเคลียส รูปร่างของเม็ดเลือดแดงยังช่วยให้

เซลล์นั้นสัมผัสกับฮีโมโกลบิน โดยเม็ดเลือดแดงประกอบด้วย ฮีโมโกลบิน 33% จึงทำให้เม็ดสีแดงมีสี

แดง เม็ดเลือดขาว (white blood cells; WBCs) ประมาณ 1% ลักษณะรูปร่างกลม เป็นเซลล์ที่มี

นิวเคลียส โดยหน้าที่ของเม็ดเลือดขาวนั้นป้องกันร่างกายจากเชื้อโรค เซลล์เม็ดเลือดขาวจะถูกส่งไป

ยังบริเวณที่มีการติดเชื้อหรือบริเวณที่มีเลือดไหล โดยปกติจะมี WBCs อยู่ 5 ชนิด คือ Neutrophils 

Eosinophils Basophils Monocytes และ Lymphocytes  เกล็ดเลือดหรือ เศษพลาสมาของ 

cytoplasm โดยหน้าที่ของเกล็ดเลือดคือการลดการสูญเสียเลือดจากร่างกายกรณีมีบาดแผล หรือ

เนื้อเยื่อมีการฉีกขาดพร้อมกับหลอดเลือด โดยปกติแล้วเลือดจะมีการแข็งตัวได้เอง ซึ่ งเรียกว่า การ

แข็งตัวของเลือด (Blood clotting) ซึ่งเป็นการทำงานโดยอัตโนมัติเมื่อเกิดบาดแผล (Jones & 

Bartlett, 2018)  

 

ฮีโมโกลบิน 

ฮีโมโกลบิน (Hemoglobin หรือ Hb) เป็นส่วนประกอบของโปรตีนในเม็ดเลือดแดง 98 % 

ซึ่งมีหน้าที่สำคัญในการขนส่งออกซิเจน คาร์บอนไดออกไซด์  และควบคุมพีเอช็ของเลือด Hb เป็น

โปรตีนที่ทำให้เลือดมีสีแดง มีรูปร่างลักษณะเป็น tetramer ที่ประกอบด้วย Polypeptide 4 สาย ยึด

ติดกันด้วย salt bridge โดยในแต่ละสายจะมีฮีมอยู่ภายใน ซึ่งมีหน้าที่สำคัญในการจับ O2 ในคนปกติ 
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Polypeptide 2 คู่แรกจะเป็นชนิดแอลฟาเสมอ ส่วนคู่ที่สองจะเป็นชนิดบีต้าหรือแกมม่า หรือเดลต้าก็

ได้ เมื่อรวมกันครบ 4 สายแล้ว จะพบชนิดของ Hb ในผ ู้ใหญ่ปกติได้ 3 แบบ คือ HbA (22) 97%, 

HbA2 (22) ไม่เกิน 2.5% และ HbF (22) น้อยกว่า 1% (วรพรรณ ศิริวัฒนอักษร et al., 

2562) 

 

 

ภาพที่ 2 ลักษณะ tetramer มีสายแอลฟา 2 สาย และสายบีต้า 2 สาย ในแต่ละสายมีฮีมอยู่ภายใน  
ที่มา วรพรรณ ศิริวัฒนอักษร, ชัชวาล ศรีสวัสดิ์, นีโลบล เนื่องตัน, ภัทรบุตร มาศรันต, สมทรง เลขะ
กุล. ชีวเคมีของเลือด. เล่ม 4. กรุงเทพฯ: ภาควิชาเคมี คณะแพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล 
มหาวิทยาลัยมหิดล; 2562. 
 

ฮีม (heme)  
ฮีม เป็นสารสีแดงที่อยู่ในรูปของ Hb มีหน้าที่จับกับออกซิเจน โดยฮีมมีชื่อเรียกทางเคมีว่า 

ferroprotoporphyrin IX เพ ราะมี เห ล็ ก รวม อยู่ กั บ  protoporphyrin ซึ่ ง  Fe2+  ใน ฮี มจ ะมี  

coordinate bonds อยู่ 6 แขน โดยที่ 4 แขนแรกจะแยกไปจับกับไนโตรเจนของ pyrrole rings ทั้ง 

4 แขนที่ 5 จะจับกับไนโตรเจนของ imidazole ring ของ histidine ในสายฮีโมโกลบิน ส่วนแขนที่ 6 
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จะจับกับ O2  ถ้าหากวาเลนซีของเหล็กเปลี่ยนไปเป็น Fe3+ จะจับ O2 ไม่ได้ ซึ่งอาจจะไปจับกับหมู่ 

OH- ได้เป็น hematin หรือจับกับ Cl- ได้เป็น hemin เฮโมโกลบินที่เหล็กเปลี่ยนเป็น Fe3+ มีชื่อ

เรียกว่า methemoglobin ในภาวะปกติพบได้บ้างจำนวนน้อยไม่เกิน 1.5% ของฮีโมโกลบินทั้งหมด 

(วรพรรณ ศิริวัฒนอักษร et al., 2562) 

 

 

ภาพที่ 3 heme หรือ ferroprotoporphyrin IX type III 
ที่มา วรพรรณ ศิริวัฒนอักษร, ชัชวาล ศรีสวัสดิ์, นีโลบล เนื่องตัน, ภัทรบุตร มาศรันต, สมทรง เลขะ
กุล. ชีวเคมีของเลือด. เล่ม 4. กรุงเทพฯ: ภาควิชาเคมี คณะแพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล 
มหาวิทยาลัยมหิดล; 2562. 
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กลไกการเปลี่ยนแปลงของคราบเลือด  
 

คราบเลือดที่พบได้ในที่เกิดเหตุมีความสำคัญอย่างมากในงานด้านนิติวิทยาศาสตร์ ซึ่ง 

Hemoglobin จะมีการเปลี่ยนแปลงบริเวณองค์ประกอบโปรตีน และธาตุเหล็ก โดย Hemoglobin 

สามารถเปลี่ยนแปลงรูปแบบหรือที่เรียกว่า Hemoglobin derivatives ได้ 2 แบบ คือ  

1. Deoxyhemoglobin (Hb) คือ ไม่จับกับออกซิเจน  

2. Oxyhemoglobin (HbO2) คือ จับกับออกซิเจน  

ซึ่งร้อยละ 90 เกิดภายในหลอดเลือดแดง ร้อยละ 70 เกิดในหลอดเลือดดำ และร้อยละ 1 ที่

เกิด Autoxidized อยู่ในรูป Methemoglobin (MetHb) ซึ่งถูก Reductase protein cytochrome 

b5 รีดิวซ์กลับไปอยู่ในรูป Deoxyhemoglobin ภายนอกร่างกายของมนุษย์ Hemoglobin จะ

เปลี่ยนแปลงเป็น Oxyhemoglobin ทันทีเมื่อสัมผัสกับออกซิเจน อย่างไรก็ตามหากความสามารถ

ของ Cytochrome b5 ที่มีความจำเป็นต่อกระบวนการรีดักซันของ Methemoglobin ลดลง จึงไม่

ส าม ารถท ำให้  Oxyhemoglobin เป ลี่ ย น กลั บ ไป เป็ น  Methemoglobin ได้  แ ละ เมื่ อ เกิ ด 

Autoxidation จะทำให้ Hemoglobin เสื่อมสภาพกลายเป็น Hemichrome (HC) (Bergmann et 

al., 2017) โดยจะเกิดการเปลี่ยนแปลงของโครงสร้างโปรตีน ดังนั้นสีของคราบเลือดจากสีแดงจึง

เปลี่ยนเป็นสีน้ำตาลเข้ม ซึ่งอัตราการเปลี่ยนแปลงสีของคราบเลือดนั้นขึ้นอยู่กับปัจจัยภายนอก เช่น 

ความชื้น อุณหภูมิและ พ้ืนผิว ดังภาพที่ 3 
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ภาพที่ 4 (a) Hemoglobin reaction kinetics ภายในและภายนอกร่างกาย (b) Oxyhemoglobin 
Deoxyhemoglobin และ Methemoglobin (c) สเปกตรัมการดูดกลืนแสง ของ Oxyhemoglobin 
Deoxyhemoglobin และ Methemoglobin เมื่อระยะเวลาผ่านไป  
ที่ ม า  Bergmann T, Heinke F, Labudde D. Towards substrate-independent age 

estimation of blood stains based on dimensionality reduction and k-nearest neighbor 

classification of absorbance spectroscopic data. Forensic Science 

International2017;278:1–8. 

 

จากภ าพที่  4 การเป ลี่ ยนแปลงส เปกตรัมการดู ดกลื น แส งของ Oxyhemoglobin 

Methemoglobin และ Hemichrome มีความสัมพันธ์ระหว่างการดูดกลืนแสงกับระยะเวลาที่ผ่าน

ไป ทำให้สามารถนำสีเลือดมาใช้ในการประเมินอายุคราบเลือด 
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ทฤษฎีการมองเห็นของมนุษย์ 
 

การมองเห็นสีของมนุษย์เกิดจากแสงที่สะท้อนไปยังวัตถุนั้น ๆ มากระทบที่ตาเราและส่งไป

สมองเพ่ือแปลผลออกมาเป็นสีที่เห็น ดังนั้นในการมองเห็นมีปัจจัยอยู่ 3 อย่างคือ แหล่งกำเนิดแสง 

วัตถุมีสีและสายตาของมนุษย์ โดยสายตาจะไวต่อแม่สีแสง 3 สีคือ สีแดง สีเขียวและสีน้ำเงิน โดยการ

มองเห็นด้วยตาสามารถบอกลักษณะของวัตถุได้ 3 ลักษณะคือ 

 

1. สีที่ปรากฏในการมองเห็น เช่น สีแดง สีเขียวหรือสีน้ําเงิน เรียกว่า Hue 

2. ความสว่างของสีที่เป็นการสะท้อนของแสงที่มีค่าต่างกันเรียกว่า Lightness 

3. ความสดใส ความเข้มและความบริสุทธิ์ของสีเรียกว่า Chroma 

 

 สีเป็นสมบัติของแสงที่ใช้อธิบายลักษณะของวัตถุ โดยวัตถุทั่วไปจะมีสีและลักษณะจำเพาะ 

ทำให้สีมีบทบาทสำคัญในการแยกแยะความแตกต่างและควบคุมคุณภาพให้ได้มาตรฐานใน

อุตสาหกรรมด้านสี ด้านอาหารและเครื่องดื่ม จากที่กล่าวข้างต้นการมองเห็นสีจึงมีปัจจัยที่สำคัญ 3 

ประการ  (ภัคนัย ทองทิอัมพร, 2550) ได้แก่ 

 1. แหล่งกำเนิดแสง มาจาก 2 แหล่ง คือ แหล่งกำเนินแสงจากธรรมชาติ เช่น แสงอาทิตย์ 

และแหล่งกำเนิดแสงที่ประดิษฐ์ สำหรับแหล่งกำเนิดแสงจากธรรมชาติ ได้แก่ แสงจากดวงอาทิตย์ที่

ส่องลงมาพ้ืนผิวโลก พบว่ามีปัจจัยหลายอย่างที่ทำให้มองเห็นสีที่แตกต่างกัน เช่น การกระจาย

พลังงาน (Spectral Energy Distribution; SED) แตกต่างกันในแต่ละภูมิภาค สภาพอากาศ และ

ช่วงเวลา แหล่งกำเนินแสงที่ประดิษฐ์หลายแบบ ได้แก่ หลอดไฟฟลูออเรสเซนส์  หลอดไฟทังสเตน 

หลอดไฟซีนอนอาร์ค โดยหลอดไฟซีนอนอาร์คมีการกระจายพลังงานอยู่ในช่วงรังสียูวีและอินฟราเรด 
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2. วัตถุมีสี เมื่อแสงจากแหล่งกำเนิดแสงกระทบกับวัตถุที่มีสี จะเกิดการสะท้อนของแสงที่

พ้ืนผิวของวัตถุที่มีความเงามัน เรียกว่า Specula reflection โดยในวัตถุที่มีพ้ืนผิวไม่เรียบ เรียกว่า 

Diffuse reflection เนื่องจากแสงที่ตกกระทบเกิดการกระเจิงทำในอนุภาคสีบางช่วงถูกดูดกลืนไว้

บางส่วน คลื่นที่สะท้อนออกมาทำให้เกิดสีแตกต่างกัน นอกจากนี้มียังมีการส่องผ่านบนวัตถุโปร่งแสง 

เรียกว่า Diffuse transmission และการส่องผลบนวัตถุโปร่งใส เรียกว่า Regular transmission 

 3. ผู้สังเกตการณ์ เป็นสิ่งสุดท้ายที่คลื่นจะสะท้อนเข้าตาผู้สังเกตการณ์ โดยแสงจะเดินทางเข้า

สู่เรตินา และถูกแยกจากเซลล์ที่มีความไวต่อแสง 2 ชนิดคือ เซลล์รูปแท่ง (rods cell) ที่บ่งบอกถึง

ความสว่างและความมืด และเซลล์รูปกรวย (cones cell) เป็นส่วนที่บ่งบอกความแตกต่างของสีคือ สี

แดง สีเขียว และสีน้ำเงิน  

 

การวิเคราะห์ด้วยเทคนิค CIE L*a*b* Color Spectrophotometer 

เมื่อแสงกระทบวัตถุทำให้เกิดการดูดกลืนแสง การกระจาย หรือการสะท้อนกลับ โดยแสง

สามารถนำมาตรวจสอบเกี่ยวกับนิวเคลียส อะตอม ไอออน โมเลกุล ซึ่งพลังงานที่เปลี่ยนไป เกิดอีมิส

ชัน (Emission) การดูดกลืน (Absorption) การกระเจิง (Scattering) ของแสง ในธรรมชาติสสารจะ

ดูดกลืนแสงรังสีหรือแสงได้ แตกต่างกันทำให้ (นันณภัทร์ ทิมอรรถ, 2559) วัตถุเหล่านนี้มีสีสันต่างกัน

ไปด้วย นักวิทยาศาสตร์จึงนำสมบัติเหล่านี้มาใช้ในการวิธีวิเคราะห์ โดยการกำหนดมาตรฐานค่าของสี

ให้เป็นสากล คือ Commission International de l’Eclairage (CIE) หรือในชื่อภาษาอังกฤษคือ 

International Commission on Illumination (เจริญชัย เหลืองอ่อน, 2553)  เพ่ือสะดวกในการ

เปรียบเทียบ และอ้างอิง ซึ่งวิธีนี้เป็นที่ยอมรับอย่างกว้างขวางของนักวิชาการและนักวิจัย โดยระบบ 

CIE เป็นการพัฒนาระบบของการวัดสีในรูปของ Objective โดยไม่พ่ึงประสบการณ์ ความคิดของ

บุคคลใด ๆ ทั้งสิ้น  
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แหล่งกำเนิดแสง 

การมองเห็นสีของวัตถุท่ีเกิดจากแหล่งกำเนิดแสงวัตถุท่ีมีสีและสายตามนุษย์ถ้าเราสามารถวัด

ออกมาเป็นตัวเลขได้ก็สามารถวัดค่าสีออกมาเป็นตัวเลขได้ ดังนั้นการวัดค่าสีจะต้องอาศัยแหล่งกำเนิด

แสง ที่ส่งออกมาเครื่อง Spectrophotometer และวัดค่าการกระจายของพลังงานแต่ละความยาว

คลื่นจึงทำให้มองเห็นสีที่ต่างกัน โดยกำหนดแหล่งกำเนิดแสงขึ้น 4 แหล่ง (ภัคนัย ทองทิอัมพร, 2550) 

คือ  

 1. แหล่งแสงประดิษฐ์ A เป็นแหล่งดำเนิดแสงที่ให้พลังงานใกล้เคียงกับหลอดไฟทังสเตน  

 2. แหล่งแสงประดิษฐ์ B เป็นแหล่งกำเนิดแสงที่ได้จาก แหล่งแสงประดิษฐ์ A ที่ผ่านตัวกรอง

แสง ซึ่งมีความละเอียดอุณหภูมิสีประมาณ 4900  

 3. แหล่งแสงประดิษฐ์ C เป็นแหล่งกำเนิดแสงที่ได้จาก แหล่งแสงประดิษฐ์ A ที่ผ่านตัวกรอง

แสง ซึ่งมีความละเอียดอุณหภูมิสีประมาณ 6700 K 

4. แหล่งแสงประดิษฐ์ D เป็นแหล่งกำเนิดแสงที่ใช้แทนแสงแดด มีความละเอียดอุณหภูมิสีที่

ต่างกัน โดยในงานวิจัยส่วนใหญ่ใช้แหล่งกำเนิดแสง D65 ในการวัด มีความละเอียดอุณหภูมิสีประมาณ 

6500 K  

 

วัตถุมีส ี

โดยเครื่องมือที่ใช้ในการวิเคราะห์ คือเครื่อง  Spectrophotometer ซึ่งวัดค่าสีและวิเคราะห์

เป็นตัวเลข โดยวัดจากปริมาณลำแสงที่ สะท้อนไปยังวัตถุ เทียบกับมาตราฐานอ้างอิงที่ เป็น 

reflectance curve  โดยสามารถบอกความแตกต่างของสีในวัตถุแต่ละชนิด ซึ่ง CIE จึงพัฒนา

เทคนิคให้เป็นที่ยอมรับกันอย่างแพร่หลาย คือ ระบบ CIE Lab scale หรือ L*a*b* ซึ่งเป็นการวัดค่า

สีโดยใช้ลักษณะของ color space  
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ภาพที่ 5 การบรรยายสีในระบบ CIE L*a*b* ซึ่งเป็นการวัดค่าสีโดยใช้ลักษณะของ color space 
ที่มา ภัคนัย ทองทิอัมพร. การมองเห็นและการวัดสี. กรมวิทยาศาสตร์บริการ, 2550. 

 

ซึ่งระบบ CIE L*a*b* จะบรรยายสีแบบ 3 มิติ โดยกำหนดค่าในแต่ละแกนดังนี้ 

L* จะบ่งบอกความสว่าง (lightness) ถึงสีดำ มีค่าอยู่ในช่วง 0-100 

a* จะบ่งบอกความเป็นสีเขียว –a* และความเป็นสีแดง +a* 

b* จะบ่งบอกความเป็นสีน้ำเงิน –b* จนถึงความเป็นสีเหลือง +b*  
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การวิเคราะห์ด้วยเทคนิค ATR-FTIR 
 

Infrared Spectroscopy เป็นเทคนิคที่มีความรวดเร็วและมีประสิทธิภาพ โดยใช้ความยาว

คลื่นช่วง Infrared ในสเปกตรัมของรังสีแม่เหล็กไฟฟ้า 4000- 650 cm-1 เทคนิคนี้จึงเป็นการ

วิเคราะห์ตรวจสอบถึงหมู่ฟังก์ชันของโมเลกุลของสารที่ต้องการศึกษา ซึ่งทำให้พันธะโมเลกุลของเกิด

การสั่น จากนั้นเกิดการหักเหขึ้นภายในระหว่างตัวอย่าง กับ crystal ถ้ามุมของแสงตกกระทบมีค่า

น้อยกว่า 90 องศา แสงจะเดินทางทะลุเข้าผิวตัวอย่างไม่กี่ไมโครเมตรและแสงส่วนที่เหลือจากการถูก

ดูดกลืน จะเกิดการสะท้อนเข้าสู่ที่ตรวจวัด และเกิดที่เลขคลื่นแบบสุ่ม ทำให้สัญญานของพีคแท้ถูกย้ำ

หลาย ๆ ครั้ง แต่สัญญานของคลื่นรบกวนถูกหักล้างออกไป ดังนั้น ทำให้ได้ IR สเปกตรัมที่ชัดเจนและ

ใช้สารตัวอย่างเพียงเล็กน้อย และได้สเปกตรัมที่มีคุณภาพดีพอกับใช้สารตัวอย่างประมาณ 10 

มิลลิกรัม (นันณภัทร์ ทิมอรรถ, 2559)  โดยโมเลกุลต่างชนิดจะดูดกลืนรังสีอินฟราเรดที่ช่วงคลื่น

ต่างกัน ทำไห้สเปกตรัมที่ได้ต่างกัน ดังนั้นอินฟราเรดสเปกตรัมจึงสามารถบอกได้ว่าโมเลกุลของสารที่

ทดสอบ นั้นมีหมู่ฟังก์ชันที่สำคัญอะไรบ้าง  

 

งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 
 

Tommy Bergmann และคณะ  ได้ศึกษาวิธีการประเมินอายุคราบเลือดโดยใช้เทคนิค

Spectroscopy ช่วงความยาวคลื่น 600-460 nm โดยศึกษาสเปกตรัมของคราบเลือดสุกรที่มีอายุ

แตกต่างกัน 72 ตัว บนพ้ืนผิวพ้ืนผิวที่แตกต่างกันคือ ผ้าฝ้าย โพลีเอสเตอร์ และแก้ว ผลการศึกษา

ชี้ให้เห็นว่าข้อมูลที่ได้จากใช้เทคนิค Spectroscopy เพ่ือประเมินอายุได้จากพ้ืนผิวที่แห้ง ข้อมูลใน

การศึกษานี้ได้มาภายใต้สภาวะห้องปฏิบัติการ โดยการศึกษาในอนาคตจึงต้องพิจารณาสภาพแวดล้อม

เพ่ือประเมินความสามารถในการใช้กับสถานที่เกิดเหตุอาชญากรรม (Bergmann et al., 2017) 
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Rolf H. Bremmer และคณะ  ใช้เทคนิค Reflectance spectroscopy เพ่ือศึกษาประมาณ 

Hemoglobin derivative บ น ผ้ า ฝ้ า ย สี ข า ว  โด ย ศึ ก ษ าส เป ก ต รั ม ข อ ง  Oxyhemoglobin 

Methemoglobin และ Hemichrome ในคราบเลือดในระยะเวลาที่ผ่านไป พบว่ามีการเปลี่ยนแปลง

ของ Hemoglobin derivative เมื่ อนำ Hemoglobin fraction ทั้ ง 3 ชนิดมาเปรียบเทียบกับ

ระยะเวลา พบว่า Oxyhemoglobin ลดลง และในส่วนของ Methemoglobin และ Hemichrome 

เพ่ิมขึ้น และนำมาประเมินอายุของคราบเลือดสามารถทำได้อายุได้ใกล้เคียงกับระยะเวลาจริง ซึ่งเมื่อ

ระยะเวลามากขึ้นทำความผิดพลาดในการประเมินอายุของคราบเลือดเพ่ิมขึ้น  (Bremmer et al., 

2011) 

Gerda Edelman และคณะ ใช้เทคนิค Reflectance spectroscopy เพ่ือศึกษา Visible 

reflectance spectrum ของคราบเลือดที่เรียกว่า Hypercube พบว่า Hypercube จากเลือดที่หยด

ใหม่กับคราบเลือดเก่า มีค่า Reflectance ที่แตกต่างกัน นอกจากนี้ทำการศึกษา Hemoglobin 

reaction kinetics ระยะเวลา 200 วัน พบว่า Oxyhemoglobin ลดลงเมื่อระยะเวลาผ่านไป ในส่วน

ของ Methemoglobin เพ่ิมขึ้นในช่วง 3 สัปดาห์แรกจากนั้นจะค่อย ๆ ลดลง ขณะที่ Hemichrome 

เพ่ิมขึ้น ซึ่งจากการเทียบกับข้อมูลอ้างอิง การทดลองแสดงให้เห็นว่าความคลาดเคลื่อนในการประเมิน

อายุของคราบเลือดอยู่ที่ 13.4% ของระยะเวลาที่แท้จริง (Edelman, Van Leeuwen, et al., 2012) 

Gerda Edelman และคณะ ใช้เทคนิค Near infrared (NIR) spectroscopy เพ่ือพิสูจน์

เอกลักษณ์และประเมินอายุของคราบรอยเลือด นอกจากนี้ได้ศึกษาความจำเพาะและความเร็วในการ

แยกระหว่างตัวอย่างคราบเลือดจริงที่เป็นเลือดจริงกับตัวอย่างที่ไม่ใช่คราบเลือด สำหรับการทดลอง

เมื่อนำผ้าฝ้ายสีต่าง ๆ มาวิเคราะห์การดูดกลืนแสงพบว่าผ้าฝ้ายสีขาวไม่ดูดกลืนแสงในช่วงที่ ในส่วน

ผ้าฝ้ายสีอ่ืนมีการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นต่างกัน และเมื่อทำการประเมินอายุคราบเลือด พบว่า
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เมื่อระยะเวลาผ่านไปมากขึ้นค่าความคลาดเคลื่อนจะมากขึ้นตามไปด้วย (Edelman, Manti, et al., 

2012) 

Bo Li และคณะ ใช้เทคนิค Visible wavelength hyperspectral image ใช้ในการประเมิน

อายุคราบเลือดระยะเวลา 30 ได้นำการถ่ายภาพมาประยุกต์ใช้กับความยาวคลื่นที่ตามองเห็น พบว่า

อายุคราบเลือดระยะเวลา 7 วันแรก มีค่าความคลาดเคลื่อนเฉลี่ย ± 0.27 วัน และอายุคราบเลือด

ระยะเวลา 30 วัน มีค่าความคลาดเคลื่อนเฉลี่ย ± 1.17 นอกจากนี้ยังทำการศึกษาอายุคราบเลือดที่

น้อยกว่าหนึ่งวัน มีค่าความคลาดเคลื่อนเฉลี่ย ± 0.09 ชั่วโมง ซึ่งการใช้เทคนิคมีประสิทธิภาพอย่าง

มากในระยะเวลา 7 วันแรก (Li et al., 2013) 

ภัทราธิป เลาหบุตร และคณะ ใช้เทคนิคการวิเคราะห์ภาพเพ่ือประเมินอายุของคราบเลือด

บนผ้าฝ้ายสีขาว สำหรับวิธีการทดลองทำได้โดยนำค่าสีที่ได้การเทคนิคการวิเคราะห์ภาพ  และ

วิเคราะห์ด้วยโปรแกรม MATLAB จากเลือดจำนวน 3 ตัวอย่าง จากนั้นได้สร้างสมการทีจ่ะถูกนำมาใช้

ในการทำนายอายุของคราบเลือด ซึ่งมีการทดสอบสมการโดยนำเอาเลือดจำนวน 15 ตัวอย่าง มา

ทดสอบกราฟมาตรฐาน และสมการเส้นตรงที่ได้จากกราฟมาตรฐาน ผลการทดลองพบว่านำอายุที่

ทำนายของคราบเลือดกับอายุของคราบเลือดที่แท้จริงมาหาความสัมพันธ์ ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ที่

ได้ คือ 0.9659 ผลการศึกษาเทคนิคการวิเคราะห์ภาพ แสดงให้เห็นว่าอาจใช้ในการประมาณอายุของ

คราบเลือดที่หยดลงบนผ้าฝ้ายสีขาวได้และ เป็นวิธีการที่เหมาะสมกับอายุของตัวอย่างเลือดในช่วง 1 

ถึง 48 ชั่วโมง (ภัทราธิป เลาหบุตร, 2559)  

อาภา อ่ิมสิน และคณะ ใช้เทคนิค ATR-FTIR Spectroscopy เพ่ือตรวจวิเคราะห์คราบอสุจิ

บนพ้ืนผิว 3 ชนิด คือ กระเบื้องผิวขรุขระ สาลีพันก้าน และผ้าชนิดต่าง ๆ จากสเปกตรัมของคราบ

อสุจิที่ได้มาจากกระเบื้องที่ทำการวิเคราะห์แสดงพีคที่มีความเด่นชัดของ amide I และ amide II 
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อย่างไรก็ตามสเปกตรัมของคราบอสุจิบนก้านพันสำลีและผ้าฝ้ายชนิดต่าง ๆ แสดงให้เห็นแค่กลุ่มของ

พีค amide เท่านั้น บริเวณตำแหน่งที่ 1700 cm-1 และ 1480 cm-1 และพีคของหมู่ฟอสเฟตช่วง 

1245–1080 cm -1 ในขณะที่พีคของหมู่ฟอสเฟตถูกพีคของ C-O ซึ่งมาจากสาลีพันก้านและผ้าบดบัง 

แต่เมื่อใช้สามารถในวิธีการดำเนินการของเครื่องมือในการลบสเปกตรัมที่บังของผ้าเพ่ือที่จะให้สา

มารภเห็นพีคของ amide ของคราบอสุจิบนผ้าได้ จากการศึกษาพบว่าเทคนิค ATR-FTIR สามารถใช้

ตรวจวิเคราะห์พีค amide ของคราบอสุจิที่เก็บไว้บนตัวอย่างได้ระยะเวลา 30 วัน (อาภา อ่ิมสิน, 

2559) 
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บทที ่3 
วิธีดำเนินการวิจัย 

 

 งาน วิ จั ยนี้ เป็ น การศึ กษ าการใช้ เท คนิ ค  Attenuated Total Reflectance Fourier 

Transform Infrared Spectroscopy (ATR-FTIR) และการวัดสีด้วย Spectrophotometer เพ่ือ

ประเมินอายุของคราบเลือดในการทดลองเตรียมตัวอย่างโดยการหยดเลือดลงบนผ้าฝ้ายสีขาวโดยเก็บ

ช่วงระยะเวลาต่างกัน จากนั้นตรวจสอบคราบเลือดจาก mid-infrared spectra นอกจากนี้ได้ทำการ

วิเคราะห์สีของคราบเลือด เพื่อนำข้อมูลมาสร้างกราฟมาตรฐานค่าสีของคราบเลือดกับอายุคราบเลือด 

และนำสมการความสัมพันธ์มาใช้ในการประมาณอายุของคราบเลือด 

 

เครื่องมือที่ใช้ในการทดลอง 
 

1. เครื่อง Agilent Cary 60 UV-Vis Spectrophotometer บริษัท Agilent Technologies 
Thailand 
 

 
ภาพที่ 6 เครื่อง Agilent Cary 60 UV-Vis Spectrophotometer บริษัท Agilent Technologies 
Thailand 
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2. เครื่อง Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) รุ่น Spectrum 100 

บริษัท Perkin Elmer Thailand 
 

 
ภาพที่ 7 เครื่อง Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) รุ่น Spectrum 100 บริษัท 
Perkin Elmer Thailand 
 
วัสดุและอุปกรณ์ที่ใช้ในการทดลอง 
 

ตารางที่ 1 วัสดุและอุปกรณ์ในการทดลอง 
วัสดุและอุปกรณ์ แหล่งผลิต 

ขวด Vial ขนาด 10 มิลลิลิตร ยี่ห้อ Berlin/Germany 

Micropipette ขนาด 100 ไมโครลิตร Pipette BLUE 
Tip sterile Pipette BLUE 

ผ้าฝ้ายสีขาว ร้านขายผ้า จังหวัดกรุงเทพมหานคร 

ตะกร้าพลาสติก ร้าน 20 บาท จังหวัดกรุงเทพมหานคร 
คลิปหนีบกระดาษขนาดกลาง  ร้าน 20 บาท จังหวัดกรุงเทพมหานคร 
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ตัวอย่างเลือดที่ใช้ในการทดลอง 
 

 ตัวอย่างเลือดจากธนาคารเลือดโรงพยาบาลนครปฐมที่หมดอายุ และจากอาสาสมัครจำนวน 

12 คน เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 

วิธีดำเนินการวิจัย 
 

1. จัดเก็บตัวอย่างเลือด 

  ตัวอย่างเลือดมาจากธนาคารเลือดโรงพยาบาลนครปฐมที่หมดอายุและตัวอย่างจาก

อาสาจำนวน 12 คน ใส่ลงในขวด Vial ขนาด 10 มิลลิลิตร เก็บที่รักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

2. การเตรียมตัวอย่างเลือด 

  2.1 นำผ้าฝ้ายสีขาวขึงกับตะกร้าพลาสติก จากนั้นนำคลิปหนีบกระดาษยึดผ้าฝ้ายสี

ขาว 

  2.2 นำตัวอย่างเลือดหยดลงบนผ้าฝ้ายสีขาว ปริมาณ 10 ไมโครลิตร ความสูง 2 

เซนติเมตร วิเคราะห์ค่าสีที่ช่วงเวลาต่าง ๆ รวมระยะเวลา 720 ชั่วโมง  โดยเก็บตัวอย่างเลือด

ระยะเวลา 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 12, 18, 24, 30, 36, 42, 48, 72, 96, 120, 144, 366, 504, 

672 และ 720 ชั่วโมง ภายหลังการหยด 

3. การวิเคราะห์ตัวอย่างเลือด  

 3.1 การวิเคราะห์ค่าสีด้วย Spectrophotometer 

  3.1.1 ท ำ ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห์ ด้ ว ย เ ค รื่ อ ง  Agilent Cary 6 0  UV-Vis 

Spectrophotometer จากบริษัท Agilent Technologies Thailand โดยตั้งสภาวะการทดลองดังนี้ 

scan range ช่วง 830-360 นาโนเมตร Illuminants เป็น CIE D65 และ Color Spaces เป็น CIE 

L*a*b* นำค่าสีที่ได้สร้างกราฟมาตรฐาน และนำสมการความสัมพันธ์ระหว่างค่า a* กับอายุของคราบ

เลือด มาทำนายอายุของตัวอย่างคราบเลือดอาสาสมัคร 12 คน 
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ภาพที่ 8 หน้าต่างแสดงการตั้งสภาวะก่อนการทดลอง และการทำงานของโปรแกรมก่อนวิเคราะห์ค่า
สี 

 

3.2 การวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Attenuated Total Reflectance Fourier Transform 

Infrared Spectroscopy (ATR-FTIR) 

  3.2.1 ทำการวิเคราะห์ด้วยเครื่อง Attenuated Total Reflection Fourier 

Transform Infrared Spectroscopy (ATR-FTIR) จากบริษัท Perkin Elmer รุ่น Spectrum 100 

FTIR system Universal โดยตั้งสภาวะการทดลองดังนี้ scan range ในช่วง 4000-650 cm-1 

จำนวนสแกน 16 ครั้ง มี Resolution เท่ากับ 4 cm-1 นำสเปกตรัมที่ได้วิเคราะห์องค์ประกอบ  

 

 

ภาพที่ 9 หน้าต่างแสดงการตั้งสภาวะก่อนการทดลอง และการตั้งค่าตัวอย่างก่อนทำการวิเคราะห์
สเปกตรัม 
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บทที ่4  
ผลการวิเคราะห์ข้อมูล 

 

 งานวิจัยนี้เป็นศึกษาการวัดสีด้วย Spectrophotometer เพ่ือประเมินอายุของคราบเลือด 

ในการทดลองเตรียมตัวอย่างโดยการหยดเลือดลงบนผ้าฝ้ายสีขาวและเก็บไว้ที่อุณหภูมิห้องช่วงเวลา

ต่างกัน จากนั้นนำข้อมูลมาสร้างกราฟมาตรฐานค่าสีของคราบเลือดกับอายุคราบเลือด นำสมการทั้ง

สองสมการที่ได้จากกราฟมาตรฐานมาใช้ประเมินอายุของคราบเลือดจากตัวอย่างเลือด 12 ตัวอย่าง 

จากการทดลองภาพที่ 10 เป็นตัวอย่างคราบเลือดที่ทำการหยดลงบนผ้าฝ้ายสีขาวที่ช่วงเวลาต่างกัน 

พบว่าคราบเลือดที่หยดลงบนผ้าฝ้ายสีขาวมีการเปลี่ยนแปลงของลักษณะของสีและคราบเลือดเมื่อ

ระยะเวลาผ่านไป  

 

ภาพที่ 10 (A) ตัวอย่างคราบเลือดที่หยดเริ่มต้น (B) 1 ชั่วโมง (C) 4 ชั่วโมง (D) 12 ชั่วโมง (E) 24 
ชั่วโมงหลังจากการหยดเลือดโดยถ่ายภาพทันที  
 

 จากภาพที่ 10 ซึ่งภายหลังจากหยดเลือดไป 4 ชั่วโมง ไม่สามารถสังเกตการเปลี่ยนแปลงของ

สีได้ด้วยตาเปล่า จึงนำคราบเลือดในช่วงระยะเวลาต่าง ๆ ที่หยดบนผ้าฝ้ายสีขาวไปวิเคราะห์ด้วย

เครื่อง Agilent Cary 60 UV-Vis Spectrophotometer โดยการวัดค่า L* a* และ b* เพ่ือนำมา

สร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่า L* a* และค่า b* ของคราบเลือดกับอายุของคราบเลือด (ภาพที่ 

11)  
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ตารางที่ 2 ค่าเฉลี่ย L* a* และ b* จากการวิเคราะห์วัดสีด้วย Spectrophotometer  

อายุคราบ

เลือด 
ค่า L* เฉลี่ย 

ค่า S.D. 

(L*) 
ค่า a* เฉลี่ย 

ค่า S.D. 

(a*) 
ค่า b* เฉลี่ย 

ค่า S.D. 

(b*) 

ชั่วโมงท่ี 1 48.6950 0.5311 21.6917 1.0149 17.1297 1.0088 

ชั่วโมงท่ี 2 44.5822 0.1446 20.5197 0.0638 16.0307 0.1614 

ชั่วโมงท่ี 3 45.0522 1.7101 19.8399 0.2650 15.9613 0.0300 

ชั่วโมงท่ี 4 45.0421 0.8612 19.3797 0.4081 15.6792 0.5844 

ชั่วโมงท่ี 5 43.2937 0.5190 19.4708 1.0845 14.6007 0.7693 

ชั่วโมงท่ี 6 45.7799 0.3374 19.4494 0.3069 16.5237 0.7348 

ชั่วโมงท่ี 7 45.8304 1.1783 19.4510 0.6020 16.0748 0.4413 

ชั่วโมงท่ี 8 44.6161 2.2345 19.3376 0.0609 16.5252 0.9151 

ชั่วโมงท่ี 9 44.1136 1.4093 19.4532 0.8503 16.1587 1.1493 

ชั่วโมงท่ี 12 44.2474 0.7558 19.0816 1.5258 15.8743 0.6962 

ชั่วโมงท่ี 18 45.1788 0.2813 18.9320 0.5861 16.5883 0.6705 

ชั่วโมงท่ี 24 46.3281 0.4434 18.7025 0.8352 17.1462 0.4482 

ชั่วโมงท่ี 30 45.0269 0.6248 17.6303 0.1164 15.6887 0.0482 

ชั่วโมงท่ี 36 45.9031 1.1662 17.1972 1.2143 16.1744 1.1263 

ชั่วโมงท่ี 42 45.4839 2.0469 17.2985 0.4379 15.7624 0.4680 

ชั่วโมงท่ี 48 44.3563 0.3837 16.8361 0.5074 16.3639 0.3376 

ชั่วโมงท่ี 72 44.3499 2.2532 16.7366 0.1718 16.4851 0.9777 

ชั่วโมงท่ี 96 42.7798 0.1230 16.6530 0.2348 15.8595 0.0682 

ชั่วโมงท่ี 120 45.7935 0.4693 15.7056 0.2138 17.2064 0.3052 

ชั่วโมงท่ี 144 46.0651 0.7007 15.0516 0.1180 16.8519 0.0601 

ชั่วโมงท่ี 168 40.2589 0.3559 14.9982 0.6590 12.8199 0.4375 

ชั่วโมงท่ี 336 40.8780 0.3198 14.3861 1.0866 12.9634 0.6598 
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ชั่วโมงท่ี 504 42.1605 0.8651 14.2880 0.0165 14.4099 0.4039 

ชั่วโมงท่ี 672 42.3789 1.8402 14.1194 0.4979 14.1963 0.7219 

ชั่วโมงท่ี 720 41.7486 1.3398 13.9475 1.6127 14.5098 1.5197 

 

 

ภาพที่ 11 ความสัมพันธ์ระหว่างค่า L* (วงกลม) ค่า a* (สามเหลี่ยม) และค่า b* (สี่เหลียม) ของ
คราบเลือดกับอายุของคราบเลือด (Hours)  
 

จากภาพที่ 11 พบว่ากราฟทั้ง 3 เส้น มีแนวโน้มที่ค่า L* a* และ b* ลดลงเมื่อเวลาผ่านไป

ในช่วง 1- 720 ชั่วโมง จึงหาสมการความสัมพันธ์ระหว่างค่า L* a* และ b* กับอายุของคราบเลือด 

 

ตารางที่ 3 สมการความสัมพันธ์ระหว่างค่า L* a* และ b* กับอายุของคราบเลือด 
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คา่
สี

อายุคราบเลือด (Hours)

ค่าสี สมการ ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (R) 

L* y = -0.1568x + 46.43 0.3748 

a* y = -0.2974x + 21.464 0.9493 

b* y = -0.0762x + 16.723 0.2245 
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จากตารางที่ 3 พบว่าค่า a* มีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์เท่ากับ 0.9743 ซึ่งมีค่าใกล้กับความ

เป็นเส้นตรงสูง จึงนำกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่า a* กับอายุของคราบเลือด โดยเป็น 2 ช่วง 

ช่วงแรกเป็นระหว่างค่า a* ของคราบเลือดกับระยะเวลาที่ 1 - 4 ชั่วโมง และช่วงที่สองระหว่างค่า a* 

ของคราบเลือดกับระยะเวลาที่ 5 - 720 ชั่วโมง  

 

 

ภาพที่ 12 ค่า a* กับอายุของคราบเลือดตั้งแต่เวลา 1 ชั่วโมงถึง 4 ชั่วโมง 
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อายุของคราบเลือด (Hours) 
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ภาพที่ 13 ค่า a* กับอายุของคราบเลือดตั้งแต่เวลา 5 ชั่วโมงถึง 720 ชั่วโมง 
 
 

จากภาพที่ 12 และ 13 พบว่าช่วงแรกที่ระยะเวลา 1 - 4 ชั่วโมง และช่วงที่สองระยะเวลาที่ 

5 - 720 ชั่วโมง มีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์เท่ากับ 0.9814 และ 0.9813 ตามลำดับ ซึ่งสอดคล้องกับ

งานวิจัยที่ ได้นำเทคนิค ATR-FTIR และ CIE L*a*b* Color Spectrophotometer มาใช้ในการ

วิ เค ร า ะ ห์ เศ ษ สี ข อ ง ร ถ ย น ต์  พ บ ว่ า ก า ร วิ เค ร า ะ ห์ สี ด้ ว ย เท ค นิ ค  CIE L*a*b* Color 

Spectrophotometer สามารถบอกความแตกต่างเพียงเล็กน้อยของสีรถยนต์ได้แม้ว่าเป็นสีเดียวกัน 

(นันณภัทร์ ทิมอรรถ, 2559)  

ตารางที่ 4 สมการความสัมพันธ์ระหว่างเปลี่ยนแปลงของค่า a* เทียบกับอายุของคราบเลือด แบ่งเป็น
ระยะเวลาช่วง 1-4ชั่วโมง และระยะเวลาช่วง 5-720 ชั่วโมง ภายหลังจากการหยดเลือด 

ระยะเวลา (Hours) สมการ ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (R) 

1-4 y = 22.321e-0.037x 0.9814 

5-720 y = -0.3211x + 20.614 0.9813  
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 จากตารางที่ 4 แสดงให้เห็นว่าสมการของระยะเวลาช่วง 1-4 ชั่วโมง มีค่าสัมประสิทธิ์

สหสัมพันธ์เท่ากับ 0.95697 และระยะเวลาช่วง 5-720 ชั่วโมง มีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ เท่ากับ 

0.96327 ซึ่งเป็นตัวชี้วัดว่า หากนำสมการดังกล่าวมาใช้ในการทำนายอายุของคราบเลือดจะทำให้การ

ทำนายมีประสิทธิภาพและมีความใกล้เคียงกับอายุจริงของคราบเลือดมากท่ีสุด 

จากนั้นนำสมการความสัมพันธ์ระหว่างค่า a* กับอายุของคราบเลือดทั้งสองช่วง มาทำนาย

อายุของคราบเลือดตัวอย่างจากอาสาสมัครทั้งหมด 12 คน (ตารางที่ 5) พบว่า สามารถทำนายอายุ

ของคราบเลือดบนผ้าฝ้ายสีขาวได้ประมาณ 1 ชั่วโมง จนถึง 4 ชั่วโมงแรก โดยมีค่าสัมประสิทธิ์

สหสัมพันธ์ เท่ากับ 0.9565 และช่วงความคลาดเคลื่อนประมาณ 10 - 16 % ซึ่งความคลาดเคลื่อนจะ

เพ่ิมขึ้นเมื่อระยะเวลาผ่านไป ภาพที่ 15  ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยที่ศึกษาเกี่ยวกับการนำตัวอย่าง

เลือดหยดลงบนผ้าขาวจากการถ่ายภาพและการอ่านค่าสี RGB โดยใช้โปรแกรม MATLAB โดยนำ

สมการความสัมพันธ์ของค่าสีแดงกับอายุที่แท้จริงคราบเลือดเปรียบเทียบกับสมการความสัมพันธ์ของ

อัตราการเปลี่ยนแปลงค่าสีแดงกับอายุแท้ที่จริงคราบเลือด พบว่าความสัมพันธ์ระหว่างค่าสีแดงกับ

อายุที่แท้จริงคราบเลือดมีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์เท่ากับ 0.9663 ซึ่งสามารถทำนายอายุของ

ตัวอย่างคราบเลือดได้ประมาณ 2 ชั่วโมงแรกเท่านั้น  (ภัทราธิป เลาหบุตร, 2559) 
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ภาพที่ 14 ความสัมพันธ์ระหว่างอายุของคราบเลือดที่ทำนายได้จากสมการกับอายุจริงของคราบเลือด 
(Hours)  
 

จากการวิเคราะห์คราบเลือดบนผ้าฝ้ายสีขาวด้วยเทคนิค Attenuated Total Reflectance 

Fourier Transform Infrared Spectroscopy (ATR-FTIR) ในช่วงคลื่น 4000-600 cm-1 ที่ช่วงเวลา

ต่าง ๆ เป็นระยะเวลา 720 ชั่วโมง พบสเปกตรัมของคราบเลือด ดังภาพที่ 15 

 

ภาพที่ 15 สเปกตรัมของคราบเลือดที่ช่วงเลขคลื่น 4000-600 cm-1 

N-H,O-H 
3300 cm-1 

CH2,CH3 

3000 – 2835 cm-1 
Amide I 

1656 cm-1 

Amide II 
 1538 cm-

CH2,CH3 

1480 - 1369 cm-1 

PO4
- 

1354 – 1195 cm-1 
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 ภาพที่ 15 จากการวิเคราะห์องค์ประกอบของคราบเลือดบนผ้าฝ้ายสีขาวด้วยเทคนิค ATR-

FTIR ในช่วงคลื่น 4000-600 cm-1 ที่ช่วงเวลาต่าง ๆ เป็นระยะเวลา 720 ชั่วโมง พบสเปกตรัม

องค์ประกอบของคราบเลือดมีแบนที่เด่นชัดของพีค Amide I ที่เกิดจาก C=O stretching ในช่วง 

1700-1600 cm-1 และ Amide II เกิดจาก  N-H bending ในช่วง 1590-1480 cm-1 ซึ่ง Intensity 

ที่ Amide I และ Amide II ลดลงเมื่อเวลาผ่านไปจนครบระยะเวลา 720 ชั่วโมง ซึ่งสอดคล้องกับ

งานวิจัยที่นำเทคนิค Mid-Infrared และ Raman spectroscopy มาวิเคราะห์เลือดและน้ำอสุจิ โดย

ศึกษาสเปกตรัมและอัตราส่วนการดูดกลืนแสง พบว่าพีคของเลือดและน้ำอสุจิมีการเปลี่ยนแปลงเมื่อ

ระยะเวลาผ่านไป นอกจากนี้ยังพบว่าเลือดแห้งและเลือดสดมีสเปกตรัมที่ต่างกัน เนื่องจากโมเลกุล

ของน้ำในตัวอย่างเลือด รวมทั้งอายุ เพศ และหมู่เลือด (อาภา อ่ิมสิน, 2559) 
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บทที ่5  
สรุป อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ 

 

สรุปผล อภิปรายผล 
งานวิจัยนี้เป็นศึกษาการวัดสีด้วย Spectrophotometer เพ่ือประเมินอายุของคราบเลือด 

ในการทดลองเตรียมตัวอย่างโดยการหยดเลือดลงบนผ้าฝ้ายสีขาวและเก็บไว้ที่อุณหภูมิห้องช่วงเวลา

ต่างกัน จากการวิเคราะห์ค่าสี โดยสร้างกราฟมาตรฐานค่า a * กับอายุคราบเลือด และนำสมการ

ความสัมพันธ์ทั้ง 2 ช่วง ใช้ประเมินอายุของคราบเลือดจากตัวอย่างเลือด 12 ตัวอย่าง  ซึ่งอายุ

โดยประมาณกับอายุที่แท้จริงของกลุ่มตัวอย่างมีความสัมพันธ์กันมาก โดยมีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์

เท่ากับ 0.9565 และศึกษาการใช้เทคนิค ATR-FTIR เพ่ือวิเคราะห์องค์ประกอบของคราบเลือดบนผ้า

ฝ้ายสีขาวในช่วงคลื่น 4000-600 cm-1 ที่ช่วงเวลาต่าง ๆ เป็นระยะเวลา 720 ชั่วโมง พบสเปกตรัม

องค์ประกอบของคราบเลือดมีแบนที่เด่นชัดของพีค Amide I ที่เกิดจาก C=O stretching ในช่วง 

1700-1600 cm-1 และ Amide II เกิดจาก  N-H bending ในช่วง 1590-1480 cm-1 ซึ่ง Intensity 

ที่ Amide I และ Amide II ลดลงเมื่อเวลาผ่านไปจนครบระยะเวลา 720 ชั่วโมง 

 

ข้อเสนอแนะ 
 การทดลองในครั้งต่อไป ควรเพ่ิมชนิดของผ้า สีและพ้ืนผิวอ่ืน ๆ ให้มีความหลากหลายมาก

ยิ่งขึ้น และจากการวิเคราะห์คราบเลือดในแต่ละตัวอย่างค่าสีมีความแตกต่างกัน อาจเป็นผลมาจาก

กิจกรรมในการใช้ชี วิ ตของแต่ ละบุ คคล เพศ อายุ  โรคประจำตั ว  และสภาพแวดล้ อม
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