
บทท่ี 3
วัสดุและวิธีการดำเนินการวิจัย

1. ประชากร
เกณฑ์การคัดเสือกตัวอย่าง

1.1 เป ็นศพคนไทย
1.2 ม ีอาย ุในช ่วง 15-60ปี
1.3 เป ็นศพที่เส ียช ีว ิตเน ื่องจากอุบ ัต ิเหต ุจราจรทางบกและไม ่ผ ่านการรักษามาก่อน
1.4 ระยะเวลาน ับจากเส ียช ีว ิตจนถึงเก ็บตัวอย่างช ีวว ัตถ ุ ไม,เกิน 24 ช ั่วโมง
1.5 ระด ับของการเน ่าเป ีอย (degree o f decomposition) อย ู่ในระด ับไม ่เก ิน 3

ห ม าย เห ต ุ ร ะ ด ับ m ร เน ่า เป ีอ ย พ ิจ าร ผ าจ าก ส ภ าพ ก ารแ ข ็งต ัว ข ค งก ล ้าม เน ื้ค ท ั้ง ร ่า งก าย  โด ย ร ะ ด ับ  1 =  ส ภ า พ ศ พ ย ัง ไม ่แ ข ็ง ต ัว  

2=แข็งดัว บ า ง ส ่ว น  3 = แ ข ็ง ต ัว เตม็ที ่ 4=เริม่เน ่า 5= เน ่า เต ็ม ท ี่ 57

2. สารเคมีและวัสดุ
2.1 สารเคมี

1. standard ethanol solutions set (Sigma Diagnostics Inc.)
ความเข้มข้น 50, 100 และ 300 ม ิลลิกรัมเปอร์เซ ็นต์

2. isopropanol (MERCK) เตรียมเป็นสารละลายความเข้มข้น 195 ม ิลล ิกร ัมเปอร์เซ ็นต์ 
ใช ้เป ็นสารละลายมาตรฐานภายใน(internal standard solution)

3. ethanol absoluted (MERCK) เตรียมเป็นสารละลายความเข้มข้น 79 ม ิลล ิกร ัมเปอร์เซ ็นต  ์
ใช ้เป ็นสารละลายควบคุม (quality control solution) และความเข้มข้น 158 มิลลิกรัม 
เปอร์เซ ็นต ์ เป ็นสารละลายมาตรฐาน (standard solution)

4. sodium chloride (Sigma Chemical Co.)
5. sodium fluoride (Sigma Chemical Co.)
6. potassium oxalate (Sigma Chemical Co.)

2.2 วัสดุ
1. ขวดแก้ว (vial) ขนาด 22 มิลลิลิตร พร้อมจุกยางและฝาครอบอลูม ิเน ียม
2. เครือ่งบบีฝาครอบอลูมิเนียม (crimpper)
3. กระบอกฉ ีดยา1ขนาด 20 มิลลิลิตร
4. เขม็ฉดียาเบอร์20 G x l" (0.9 X 25 มิลลิเมตร)
5. หลอดแก้วสำหรับบรรจุต ัวอย่างช ีวว ัตถ ุและจุกยาง



3. เคร่ืองมือ 61

3.1 เครองแกส โครมาโตกรา'y| (gas chromatography; PU 4500, Pye Unicam) ชึ่งม ีเครืองตรวจวัด 
ชนิด flame ionization detector และเครืองประมวลผล (integrator; C-R6A, Shimadzu)

3.2 เคร ื่องฉ ีดสารระเหยอัตโนม ัต ิ (Automatic headspace injector; HSS 86.50, DANI)
3.3 ป ิเปตแบบอ ัตโนม ัต ิ (automatic pipet) ขนาด 200 ไมโครล ิตร

รูปที่ 12 แสดงส ่วนประกอบของเครื่องม ือท ี่ใช ้ในการว ิจ ัย  
ก. เคร ื่องแก ๊ส โครม าโต กราrJต่อกับเครื่องฉ ีด  

สารระเหยอัตโนม ัต ิ เครื่องตรวจวัดและเครื่อง 
ประมวลผล

ข. เคร ื่องฉ ีดสารระเหยอัตโนม ัต  ิ
ค. เคร ื่องแก ๊ส โครมาโตกราร ืเ 
ง. เครื่องประมวลผล
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4. วิธีการดำเนินการวิจัย

4.1 เก็บตัวอย่างขีววัฅลุและบันทึกข้อมูลประวิฅิศพ 
4.1.1 การเก็บตัวอย่างชีววัคลุ

1. ต ัวอย่างเล ือด เก ็บจากเส้นเลือดดำที่คอ (jugular vein) โดยใช ้กระบอกฉ ีดยาขนาด 20 มิลลิลิตร 
พร้อมเข็มฉีดยาเบอร์ 20 G X 1" เจาะเก็บเลือด 10 มิลลิลิตร ถ ่ายใส ่หลอดแก้วท ี่บรรจุสารผสมระหว่าง 
โซเดียม ฟล ูออไรด ์และโพแทสเซ ียม ออกซาเลตในอัตราส่วน 1 : 1 จำนวน 1 กรัม ป ิดจ ุกให ้สน ิทแล ้วผสม  
ให ้เข ้าก ัน นำไป เก ็บในด ู้เย ็นอ ุณหภูม ิ 4 °c จนถึงเวลาวิเคราะห์

2. ต ัวอย่างล ุ้นล ูกน ัยน ์ตา เก ็บต ัวอย ่างโดยใช ้ กระบอกฉีดยาขนาด 20 มิลลิลิตร พร้อมเข็มฉีดยา 
เบอร์ 20 G X 1" เจาะเข้าบริเวณตาขาว โดยแทงเข็มทแยงทำมุม 45 องศากับแนวราบ ที่ตำแหน่ง 10 นาฬิกา 
หรือ 2 นาฬิกา (รูปที่ 14) ด ูดของเหลวใสออกมาประมาณ 2.5 มิลลิลิตร ถ ่ายใส ่หลอดแก ้วท ี่ม ี สารผสม 
ระหว่างโซเด ียม ฟลูออไรด ์และโพแทสเซ ียม ออกซาเลตในอัตราส ่วน 1 : 1 จำนวน 0.2 กรัม ป ิดจ ุกให ้สน ิท  
ผสมให ้เข ้าก ันเก ็บในต ู้เย ็นอ ุณหภ ูม ิ 4 °c  จนถึงเวลาวิเคราะห์ หลังจากน ั้นทำการตกแต่งล ูกน ัยน ์ตาโดยการ  
ฉีดนำเข ้าแทนที่ เพ ื่อให ้ล ูกน ัยน ์ตากลับล ู่สภาพเด ิม

รูปท่ี 13 แสดงวิธีการเก็บตัวอย่างลุ้นลูกนัยน์ตา
4.1.2 บันทึกข้อมูลประวิดศพ

บันทึกประวัติช่ือ เพศ อายุ วันและเวลาเกิดเหตุ วันและเวลาท่ีเก็บตัวอย่างชีววัตถุ สาเหตุการ 
ตาย ผ่านการรักษามาก่อนหรือไม่ ระดับของการเน่าเปีอย
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4.2 ทดสอบความเป็นเส้นตรง (linearity) ความแม่นยำ (precision)üละความถูกต้อง (accuracy) 

ของวิธีการวิเคราะห์ความเข้มข้นแอลกอฮอล์
1. ทดสอบความเป ็นเส ้นตรงระหว่างอ ัตราส ่วนของพ ืนท ี่ใต ้พ ีคของสารละลาย

มาตรฐานต ่อพ ืนท ีใต ้พ ีคของสารละลายมาตรฐานภายในและความเข ้มข ้นของสารละลายมาตรฐาน ความเข้ม 
ข้นต่าง ๆ

2. ทดสอบความแม ่นยำของวิธ ีการว ิเคราะห ์ โดยทำการทดสอบความแม ่นยำท ั้งแบบ  
within run และ between run

3. ทดสอบความถูกต ้องของว ิธ ีการว ิเคราะห ์

4.3 วิเคราะห์ความเข้มข้นแอลกอฮอล์ในตัวอย่างชีววัตถุ
ว ิเค ร าะห ์ค วาม เข ้ม ข ้น แอ ล ก อ ฮ อ ล ์ด ้วย เค ร ื่อ งแก ๊ส  โครม าโตกราธ ีเ ต ่อก ับ เคร ื่องฉ ีดสารระเห ย  

อัตโนมัต ิ เตร ียมตัวอย่างเพ ื่อการวิเคราะห ์โดยใช ้ว ิธ ีเทคน ิคเฮดสเปซ ซ ึ่งด ัดแปลงจากวิธ ีของ Winek et al. 
(1981)9 ต ังน ี้
4.3.1 เต ิมสารลงในขวดแก้วขนาด 22 มิลลิล ิตร ตามลำดับก่อน-หลัง ด ังต ่อไปน ี้

4.3.1.1 สารละลายมาตรฐานภายใน 200 ไมโครล ิตร
4.3.1.2 deionized water 200 ไมโครล ิตร
4.3.1.3 สารละลายมาตรฐาน/สารละลายควบคุม/ช ีวว ัตถ ุ 200 ไมโครล ิตร
4.3.1.4 โซ เด ียม ค ลอ ไรด ์ 1 กรัม

ป ิดจ ุกยางและฝาอล ูม ิเน ียมแล ้วบ ีบให ้แน ่นด ้วยเครื่องบ ีบฝาครอบอลูม ิเน ียม ต ั้งท ิ้งไว ้ท ี่อ ุณหภูม ิห ้องเป ็นเวลา 
อย่างน้อย 15 นาที
4.3.2 นำขวดแก ้วท ี่เตร ียมเสร ็จแล ้วในข ้อ 4.3.1 ใส ่เคร ื่องฉ ีดสารระเหยอัตโนม ัต ิ ด ังโปรแกรมฉ ีดอ ัตโนม ัต ิ ท่ี 
อุณหภูมิ 50 ๐C และด ังเวลาให ้ขวดแก ้วอ ุ่นอย ู่ในเคร ื่อง 17 นาที ก่อนเริ่มฉีด
4 .3 .3บ ัน ท ึกค ่าพ ื้น ท ี่ใต ้พ ีคของสารละลายม าตรฐาน /สารละลายควบ ค ุม /ช ีวว ัตถ ุ และพ ื้น ท ี่ใต ้พ ีคของสาร  
ละลายมาตรฐานภายในนำมาใช ้ในการคำนวณ
4.3.4 การคำนวณ โดยคำนวณค่า K เฉลี่ย

ดำเน ินการว ิเคราะห ์ตามวิธ ีในข ้อ 4.3.1 ถึงข้อ 4.3.3 โดยในข ้อ 4.3.1.3 ให ้เต ิมสารละลายมาตรฐานลง 
ในขวดแก้ว เตรียมทังหมด 5 ขวด นำค่าพ ืนที่ใต ้พ ีคของสารละลายมาตรฐาน และสารละลายมาตรฐานภายใน  
ที่ไต ้มาคำนวณค่า K ด ังต ่อไปน ี้

K = ความเข ้มข้นของสารละลายมาตรฐาน X พ ื้นท ี่ใต ้พ ีคของสารละลายมาตรฐานภายใน
พืนที1ใต ้,พ ีคของสารละลายมาตรฐาน

นำค่า K ทั้ง 5 มาหาค่าเฉลี่ย
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4.3.5 ทดสอบค่า K  เฉลี่ย โดยการใช้สารละลายควบคุม (Q)

ดำเนินการวิเคราะห์ตามวิธีในข้อ 4.3.1 ถึงข้อ 4.3.3 โดยในข้อ 4.3.1.3 ให้เติมสารละลายควบคุมลง
v a  I  0 1 ไ- ไ . "  * J

ในขวดแกว เตรียมทังหมด 3 ขวด นำค่าพนที่ใต้พ ีคของสารละลายควบคุม และสารละลายมาตรฐานภายในที ่
ได้มาคำนวณค่า Q ด ังต ่อไปน ี้

Q (นิลลิกรัมเปอร์เซ็นต์) =  K  เฉลี่ย X พื้นที่ใต ้พ ีคของสารละลายควบคุม_________

พื้นที่ใต้พีคของสารละลายมาตรฐานภายใน

ค่า K  เฉลี่ยท ี่จะนำมาใช้ในการคำนวณความเข้มข้นแอลกอฮอล์ในชีววัตถุ ควรจะทำให้ค ่าQ ท่ี 
คำนวณไต้มีค่าความเข้มข้นแอลกอฮอล์ไม่เกินกว่า/น้อยกว่า ค่าความเข้มข้นแอลกอฮอล์ที่มีอยู่จริง มากกว่า 3 
นิลลิกรัมเปอร์เซ็นต์

4.3.6 คำนวณความเข้มข้นของแอลกอฮอล์ในชีววัตถุ

ดำเนินการวิเคราะห์ตามวิธีในข้อ 4.3.1 ถึงข้อ 4.3.3 โดยในข้อ 4.3.1.3 ให้เต ิมชีววัตถุลงในขวดแก้ว1 I  2 2  J J  '
เตรียมทังหมด 2 ขวด นำค่าพืนทีใต้พ ีคของชีววัตถุและของสารละลายมาตรฐานภายในทีไดมาคำนวณค่า 
ความเข้มข้นแอลกอฮอล์ในชีววัตถุด ังน ี้

ความเข้มข้นของแอลกอฮอล์ในชีววัตถุ = K  เฉลี่ย X  พ ืนที่ใต ้พ ีคของชีววัตถุ

(น ิลลิกรัมเปอร์เซ็นต์) พืนทีใต้พีคของสารละลายมาตรฐานภายใน

นำค่าความเข้มข้นของแอลกอฮอล์ในชีววัตถุท ี่คำนวณไต้ มาคำนวณค่าเฉลี่ย

4.4 การวิเคราะห์ข้อมูล
วิเคราะห์ข้อมูลของการทดสอบวิธีการวิเคราะห์ความเข้มข้นแอลกอฮอล์ แบบเชิงพรรณนาในรูปของ 

ค่าเฉลี่ย (mean) ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation) ร้อยละของสัมประสิทธิแห่งการกระจาย (%  
coefficient o f variation, % C .V .) ร้อยละการวิเคราะหกลับคน (% recovery)

ว ิเคราะห์ข ้อม ูลการทดสอบความเป ็นเห ้นตรงของวิธ ีการวิเคราะห์และวิเคราะห์ข ้อม ูลความสัมพ ันธ  ์
ระหว่างความเข้มข้นแอลกอฮอล์ในเลือดและในวุ้นลูกนัยน์ตา โดยใช้สถิต ิเชิงอนุมาน หาค่าส ัมประสิทธิสห  
สัมพ ันธ ์ (correlation coefficient, r) และวิเคราะห์การถดถอยเชิงเส้นตรง (linear regression analysis) ในการ 
วิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของแอลกอฮอล์ในเลือดกับในวุ้นถูกนัยน์ตา ไต้แบ่งข้อมูลเป็น 2 
ชุด โดยชุดที่หน ึ่ง เก็บตัวอย่างชีววัตถุระหว่างเดือนพฤษภาคม พ.ศ. 2542 ถึงเดือนกันยายน พ.ศ.2542 
จำนวน 110 ราย นำมาใช ้ในการหาค ่าส ัมประส ิทธ ์สหส ัมพ ันธ ์และสมการถดถอยเช ิงเส ้นตรง (linear 
regression equation) ส่วนข้อมูลชุดที่สองเก็บตัวอย่างตั้งแต่เดือนกันยายน พ.ศ. 2542 ถึงเดือนพฤศจิกายน 
พ.ศ. 2542 จำนวน 84 ราย นำข้อมูลมาใช้ทดสอบสมการถดถอยที่ไต ้จากข้อมูลชุดที่หนึ่ง
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