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%   ความชื้น      =      (a-b)  × 100
                    w

ภาคผนวก  ก

ภาคผนวก  ก. 1

1.  การวเิคราะหคณุคาทางโภชนาการของวตัถดุบิ อาหารทดลอง ซากปลาทดลอง และมลูปลาทดลอง
      ตามวธีิการของ (AOAC, 1990)

1.1 การวิเคราะหความชื้น
1. น ําขวดชั่งเขาตูอบอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 40 นาที และทํ าใหเย็นในโถดูด

ความชื้น
2. ช่ังและบันทึกนํ้ าหนักของขวดชั่งโดยละเอียด
3. ช่ังตวัอยางใสขวดชั่งประมาณ 5 กรัม โดยบันทึกนํ้ าหนักอยางละเอียด
4. น ําตัวอยางเขาตูอบ  โดยใชอุณหภูมิ   100  องศาเซลเซียส เปนเวลา  8 ช่ัวโมง
5. น ําตัวอยางที่อบแลวใสโถดูดความชื้นทิ้งไวใหเย็น  บนัทกึนํ้ าหนักของตัวอยาง
6. ทํ าซํ้ าตามขอ 1 ถึง 5 จนกระทัง่นํ้ าหนักที่ไดคงที่ โดยนํ้ าหนักที่หายไป คือนํ้ าหนักของ

ความชื้น
คํ านวณ  %  ความชื้นดวยสมการ

  

เมื่อ a = นํ ้าหนักของอาหารกอนอบแหง
 b = นํ ้าหนักของอาหารหลังอบแหง
 w = นํ ้าหนักของอาหารกอนอบ

1.2 การวิเคราะหปริมาณเถา
1. ช่ังตวัอยางอาหาร 2 กรัม ใสในถวยกระเบื้องเคลือบ
2. น ําไปเผาในเตาเผาทีอุ่ณหภมู ิ600 องศาเซลเซยีส  เปนเวลา  3 ช่ัวโมง จนเถาเปนสขีาว
3. น ําเขาโถอบแหง เพื่อใหดูดความชื้น และเมื่อตัวอยางอาหารเยน็ดีแลว นํ าออกชั่งทันที



86

%   เถา

คํ านวณ  % เถาดวยสมการ

เมื่อ a
 b
 w

1.3 การวิเคราะหหาโ
    สารเคมี

1. กรดซัลฟูริก (
2. สารเรงรวม (

7  กรัม  กับโพแทสเซียม
3. โซเดียมไฮดร

ของโซเดียมไฮดรอกไซด
4. สารละลายกร

เกลือ 9 มิลลิลิตร ลงในน
5. กรดบอริค  (b

แลวใสผงกรดบอริคลงไ
ใหครบ  100  มิลลิลิตร

6. อินดิเคเตอรร
ในแอลกอฮอล  95 %  
แอลกอฮอล  95 % ปรับ
ผสมกับสารละลายเมทธ

7. เมทิลออเรนซ
0.1 กรัม ในนํ้ ากลั่น ปรับ

8. สารละลายโซเ
โซเดียมคารบอเนตที่อุณ
เติมนํ้ ากลั่น ปรับปริมาตร
=     (b-a) × 100
          w

= นํ ้าหนักของถวยกระเบื้องเคลือบ
= นํ ้าหนกัของถวยกระเบื้องเคลือบกับนํ้ าหนักของเถาภายหลังการเผา
= นํ ้าหนักของอาหารกอนเผา

ปรตีน

sulfuric acid, H2SO4) เขมขน 93-98 %
catalyst mixture) : เตรียมโดยชั่งคอปเปอรซัลเฟต(copper sulfate, CuSO4)  
ซัลเฟต (potassium sulfate, K2SO4) 100 กรัม ผสมใหเขากัน
อกไซด 45 %  (Sodium hydroxide, NaOH) : เตรียมโดยละลาย 450 กรัม
 ชนิดเกล็ดลงในนํ้ ากลั่นใหได ปริมาตร 1 ลิตร
ดเกลือ (hydrochloric acid,  HCL)  0.1 นอรมอล : เตรียมโดยละลายกรด
ํ้ ากลั่น ปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร
oric acid,  H3BO3)   4 %  :  เตรียมโดย  ตมนํ้ ากลั่น  50 มิลลิลิตร  ใหรอน
ป  4  กรัม ตมจนละลายหมด ทิ้งไวจนสารละลายเย็นลง แลวจึงเติมนํ้ ากลั่น

วม (mixed indicator) : เตรียมโดยละลายเมทธิลเรด (methyl red)  0.2  กรัม 
ปรับปริมาตรใหได  100 มิลลิลิตร  และละลายเมทธิลีนบลู  0.2 กรัม ใน
ปริมาตรใหได  100  มิลลิลิตร  จากนั้นนํ าสารละลายเมทธิลเรด  2 สวน 
ิลีนบลู  1 สวน เขยาใหเขากัน
 อินดิเคเตอร (methyl orange indicator) : เตรียมโดยละลายเมทิลออเรนซ   
ปริมาตรใหได  100  มิลลิลิตร
ดียมคารบอเนต (sodium carbonate, Na2CO3) 0.1 นอรมอล : เตรียมโดยอบ
หภูมิ  260 - 270 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 30 นาที ช่ังสารมา 1.325 กรัม 
ใหได  250  มิลลิลิตร
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%  โปรตีน   = 1.4 × (V1 – V2) × N × 6.25
w

วิธีการ
ก.ขัน้ตอนการยอย (digestion)

1. ช่ังตวัอยางอาหารใหไดนํ้ าหนักประมาณ 1 กรัม โดยช่ังดวยกระดาษกรองที่ปราศจาก
สารไนโตรเจน แลวใสขวดแกววิเคราะหโปรตีน

2. เตมิสารเรงรวม 10 กรัม เพื่อเปนตัวชวยเรงปฏิกิริยาการยอย
3. เติมกรดซัลฟูริกเขมขน 25 มิลลิลิตร
4. น ําไปยอยดวยชุดเครื่องยอยโปรตีน ทีอุ่ณหภูมิ 375 องศาเซลเซียส กระทั่งสารละลาย

ในขวดแกววิเคราะหโปรตีนใส ทิ้งไวใหเย็น

ข.ขั้นตอนการกลั่น  (distillation)
1. เมื่อสารละลายเย็นดีแลว จงึเตมินํ้ ากลั่นลงไปใหไดปริมาตรประมาณ 300 มิลลิลิตร
2. ใสลูกแกว 2 ลูก เพื่อปองกันการกระแทกของสารละลาย
3. ตอขวดแกววิเคราะหโปรตีนเขากับเครื่องกล่ันที่มีขวดปากแคบวัดปริมาตร ซ่ึงมี

กรดบอริคอยู 40 มิลลิลิตร โดยใหปลายของหลอดแกวที่ตอจากกระบอกแกวควบแนนจุมอยูใน
กรดบอริค เติมโซเดยีมไฮดรอกไซดลงในขวดแกววิเคราะหชา ๆ จนกระทั่งสารละลายมีสีดํ า

4. ใสอินดิเคเตอรในกรดบอริค 2-3 หยด
5. ท ําการกล่ันจนกระทั่งไมมีแกสแอมโมเนียออกมา แลวทํ าการกลั่นตอไปอีก 10 นาที 

แลวลางปลายเครื่องกล่ันดวยนํ้ ากลั่น นํ าขวดปากแคบวัดปริมาตรออกจากเครื่องกล่ัน

ค.ขัน้ตอนการไตเตรท  (titration)
1. น ําไปไตเตรทดวยกรดเกลือมาตรฐานที่ทราบความเขมขน (0.1 นอรมอล) จนถึงจุดยุติ 

(end point) โดยใชอินดิเคเตอรรวม สารละลายจะเปลี่ยนเปนสีนํ้ าเงินออน
2. จดปริมาตรของกรดเกลือไวเพื่อคํ านวณตอไป
การคํ านวณ
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เมื่อ V1 = ปริมาตรของกรดมาตรฐานที่ใชไตเตรทตัวอยาง
 V2 = ปริมาตรของกรดมาตรฐานที่ใชไตเตรทตัวอยางที่ใชตรวจสอบ
 N = เปนความเขมขนของกรดเกลือเปนนอรมอล
 W = นํ ้าหนักตัวอยางอาหาร

การตรวจหาความเขมขนของสารละลายกรดเกลือมาตรฐาน
ดดูสารละลายโซเดียมคารบอเนต 40 มิลลิลิตร ใสในขวดรูปชมพู ขนาด 250 มิลลิลิตร เติม

นํ้ ากลั่น 20 มิลลิลิตร เติมเมทิลออเรนซ  อินดิเคเตอร  2 - 3 หยด ท ําการไตเตรตดวยสารละลายกรด
เกลอื  0.1  นอรมอล  คํ านวณความเขมขนของสารละลายกรดเกลือโดยใชสูตร

N1V1 = N2V2

N1 = ความเขมขนของสารละลายที่จะปรับคา
N2 = ความเขมขนของสารละลายที่ตองการ
V1 = ปริมาตรของสารละลายที่จะปรับคา
V2 = ปริมาตรของสารละลายที่ตองการ

1.4   การวิเคราะหหาไขมัน (ใชเคร่ือง Soxtec System  HT6)
     สารเคมี

1. สารละลายคลอโรฟอรม  (chloroform)
2. เมทธานอล  (methanol)

     วิธีการ
 1. อบถวยพรอมลูกแกวที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 8 ช่ัวโมง ทิ้งไวใหเย็นในโถดูด

ความชื้น
 2. อบตวัอยางที่จะวิเคราะหที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1 คืน ทิ้งใหเย็นในโถดูด

ความชื้น
 3. ช่ังนํ ้าหนักถวยพรอมลูกแกว (w1)
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%  ไขมัน   = W3 –W1 × 100
W2

 4. ช่ังตวัอยางที่ตองการวิเคราะหใสกระดาษกรองประมาณ 1 - 2 กรัม (w2) หอใหมิดชิด ใส
ลงในไสกรอง (thimble) ทีเ่ตรียมไวนํ าไปใสเขาเครื่อง  Soxtec System HT 6

 5. น ําถวยพรอมลูกแกวที่ช่ังนํ้ าหนักไวแลวมาเติม  คลอโรฟอรม : เมทานอลในอัตราสวน  
2 :  1 ปริมาตร  25 มิลลิลิตร แลวใสเขาเครื่องใหเรียบรอย

 6. เปดเครื่องปรับอุณหภูมิไปที่ 160 องศาเซลเซยีส เปดนํ้ าเขาเครื่อง เปดวาลว เล่ือนปุมไป
ที่ boiling ตมใหเดือด 30 นาที

 7. เล่ือนปุมไปที่ rinsing  เพื่อลางตัวอยาง  20 นาที
  8. ปดวาลว เปดสวทิซอากาศ เล่ือนปุมไปที่  evaporation เพือ่ใหสารระเหยออกไป 5 นาที

 9. ปดเครื่อง อากาศและนํ้ า แลวเล่ือนปุม evaporation กลับที่เดิม นํ าถวยออกจากเครื่องแลว
น ําไปอบที่  100 องศาเซลเซียสเปนเวลา  1 คืน
   การคํ านวณหา  % ไขมัน

เมื่อ w1 = นํ ้าหนักถวยพรอมลูกแกว
 w2 = นํ ้าหนักตัวอยาง
 w3 = นํ ้าหนกัถวยพรอมลูกแกวและไขมันหลังอบ

1.5 การวิเคราะหหาเยื่อใย
สารเคมี
1. 0.128 โมลของกรดซัลฟูริก (H2SO4) เตรียมโดย : เจอืจางกรดซัลฟูริกเขมขนปริมาณ 

7  มลิลิลิตรในนํ้ ากลั่น ปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร
2. 0.223 โมลของโพแทสเซียมไฮดรอกไซด (KOH) เตรียมโดย : ละลายโพแทสเซียมไฮ

ดรอกไซด 12.5125 กรัม ในนํ้ ากลั่นปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร
3. ออกทานอล (1-Octanol reinst, C8H18O)
4. อะซีโตน (acetone)
วิธีการ
1. นํ าถวยกระเบื้องเคลือบและนํ าตัวอยางที่ตองการวิเคราะหไปอบที่อุณหภูมิ 65 องศา

เซลเซยีสนาน 1 คืน (ถาถวยกระเบื้องเคลือบสกปรกมากใหนํ าไปเผาที่อุณหภูมิ 500 องศาเซลเซียส 
ประมาณ 3 ช่ัวโมง)
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2. ช่ังนํ ้าหนักถวยกระเบื้องเคลือบ (W1) ช่ังตวัอยางประมาณ 1-2 กรัม (W2) ใสในถวย
กระเบือ้งเคลอืบ (ระหวางนีค้วรอุน 0.128 โมลของกรดซลัฟริูกทีเ่ตรยีมไว) จากนัน้น ําไปใสเขาเครื่อง
  3. เติม 0.128 โมลของกรดซัลฟูริกประมาณ 150 มิลลิลิตร (ประมาณขีดแรกของหลอด
แกว) หยดออกทานอล 2-3 หยด เพื่อปองกันไมใหเกิดฟอง

4. เปดเครือ่งและนํ าเขาเครื่อง เปดความรอนเต็มที่จนสุดสเกล และเลื่อนวาลวทุกตัวใหอยูที่
ตํ าแหนง closed ตมใหสารละลายเดือดเต็มที่ แลวลดความรอนลงเหลือประมาณ 4.5 (ถามีตัวอยาง
ตดิขางหลอดแกว ควรใช 0.128 โมลของกรดซัลฟูริกประมาณ 10-20 มิลลิลิตร ลางใหหมด)
 5. ตมตอไปอีกประมาณ 30 นาที จากนั้นปดเครื่อง แลวกรองสารละลายออกโดยเลื่อนปุม
ไปที่ vaccumn

6. ลางตวัอยางดวยนํ้ าอุน 3 คร้ัง โดยเติมนํ้ าอุนลงไปแลวเล่ือนปุมไปที่ vaccumn เพื่อกรอง
นํ้ าออก

7. เติม 0.223 โมลของโพแทสเซียมไฮดรอกไซด (ที่อุนแลว) ประมาณ 150 มิลลิลิตร ทํ า
เชนเดยีวกบัการสกัดดวยกรดจนกระทั่งเสร็จสิ้นแลวลางดวยนํ้ าอุน 3 คร้ัง

8. ยายถวยกระเบื้องเคลือบไปที่ cold extraction unit (เล่ือนปุมไปที่ closed) ลางตัวอยาง
ดวยอะซีโตน โดยเติมอะซโีตนใหทวมตัวอยางทิ้งไวสักครู แลวกรองออกจนกวาจะไมมีสีเขียว

9. เอาถวยกระเบื้องเคลือบออกมาวางใหอะซีโตนระเหยออก แลวจึงนํ าไปอบที่อุณหภูมิ  
65 องศาเซลเซียสนาน 1 คืน

10. นํ าถวยกระเบื้องเคลือบออกมาชั่ง (W3) แลวนํ าไปเผาที่อุณหภูมิ 500 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 3 ช่ัวโมง

11. น ําถวยกระเบื้องเคลือบมาชั่งหานํ้ าหนักหลังจากการเผา (W4)
       การคํ านวณ
                                     % เยื่อใย   =   (W3-W4) X 100 / W2
                       โดยที่            W2    =  นํ ้าหนักของตัวอยาง
                                            W3    =  นํ ้าหนักถวยกระเบื้องเคลือบพรอมตัวอยางหลังการอบ
                                            W4    =  นํ ้าหนักถวยกระเบื้องเคลือบพรอมตัวอยางหลังการเผา
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ภาคผนวก  ก. 2

1. การวิเคราะหปริมาณโครมิคออกไซด  (ตามวิธีการของ Furukawa and Tsukahara, 1966)
1. ช่ังตัวอยาง 50 ถึง 100 มิลลิกรัม  ใสใน Kjeldahl flask
2. เติมกรดไนตริก (nitric acid) เขมขน  5 มิลลิลิตร นํ าไปยอยประมาณ  20 นาที
3. ตัง้ทิ้งไวใหเย็น เติมกรดเปอรคลอริค (perchloric acid) เขมขน 3 มิลลิลิตร นํ าไปยอยอีกครั้ง

จนสารละลายสีเขียวเปลี่ยนเปนสีสมหรือแดง ยอยตออีก  10 นาที
4. ตัง้ทิ้งไวใหเย็น เติมนํ้ ากลั่น 50 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรสารละลายใหครบ 100 มิลลิลิตร
5. น ําสารละลายไปวัดคาการดูดกลืนแสง ที่มีความยาวคลื่น 350 นาโนเมตร เปรียบเทียบกับนํ้ า

กล่ัน คํ านวณคาปริมาณโครมิคออกไซดโดยใชสมการ
y = 0.154X + 0.0004

เมื่อ y = คาการดูดกลืนแสง
X = ปริมาณโครมิคออกไซด (มิลลิกรัม ตอ 100 มิลลิลิตร)
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ภาคผนวก  ก. 3

1. การวิเคราะหคุณภาพนํ้ า  
         (ตามวิธีการของ Boyd and Tucker, 1992)

1.1 การวิเคราะหคาความเปนดางของนํ้ า
สารเคมี
1. ฟนอลฟทาลีน อินดิเคเตอร (phenolphthalein indicator) : เตรยีมโดยละลายฟนอลฟทา  

ลีน (phenolphthalein)  0.5  กรัม  ในเอทิลแอลกอฮอล  95 %  จนไดปริมาตรครบ 100  มิลลิลิตร
2. เมทลิออเรนจ อินดเิคเตอร : เตรยีมโดยละลายเมทลิออเรนจ 0.5 กรัม ในนํ ้ากลัน่ที่กํ าจัด

อิออนแลว  จนไดปริมาตรครบ  100 มิลลิลิตร
3. เมทิลเรด อินดิเคเตอร : เตรยีมโดยละลายเมทิลเรด  0.5  กรัม ในนํ้ ากลั่นที่กํ าจัดอิออน

แลว จนไดปริมาตรครบ  100 มิลลิลิตร
4. สารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริก 0.2 นอรมอล : เตรียมโดยคอยๆ เทกรดซัลฟูริกเขมขน 

6 มลิลิลิตร ลงในนํ้ ากลั่น (ที่ตมเดือดใหม ๆ แลวเปดผาทิ้งใหเย็น)  ปรับปริมาตรดวยนํ้ ากลั่นจนครบ  
1 ลิตร

5. สารละลายมาตรฐานโซเดียมคารบอเนต 0.2 นอรมอล : เตรียมโดยชั่งโซเดียมคารบอเนต 
ซ่ึงอบแหงในตูอบที่อุณหภูมิ  130 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 90 นาที หรือที่อุณหภูมิ  200 องศา
เซลเซยีส เปนเวลา  30 นาที  แลวทํ าใหเย็นในโถดูดความชื้นจํ านวน  10.6 กรัม ละลายในนํ้ ากลั่นที่
ตมเดือดใหมๆ  ปดฝาแลวทํ าใหเย็น ปรับปริมาตรดวยนํ้ ากลั่นจนครบ  1 ลิตร

การตรวจหาความเขมขนของสารละลาย
1. ดูดสารละลายโซเดียมคารบอเนต 0.2 นอรมอล ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ใสลงในขวดรูป

ชมพูขนาด 125 มิลลิลิตร
2. หยดเมทิลเรด อินดิเคเตอร 5 หยด เขยาใหผสมกันจะไดสารละลายสีเหลือง
3. ไตเตรทดวยสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกจนสารละลายเปลี่ยนเปนสีชมพู
4. นํ าสวนผสมทั้งหมดไปตมจนเดือดเป นเวลาประมาณ 3-5 นาที เพื่อไลก าซ

คารบอนไดออกไซดใหหมด สารละลายจะเปลี่ยนเปนสีเหลืองอีกครั้ง
5. ไตเตรทดวยสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกตอไปจนกระทั่งสารละลายเปลี่ยนเปนสี

ชมพูอีกครั้งหนึ่ง
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6. บนัทึกปริมาตรของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกทั้งหมดที่ใชไป

การคํ านวณความเขมขนของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริก (นอรมอล)

หลังจากนั้นทํ าการปรับความเขมขนของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกใหมีความเขมขน
เทากับ  0.02 นอรมอล  โดยใชสูตร

N1V1 = N2V2

N1 = ความเขมขนของสารละลายที่จะปรับคา     N2  =     ความเขมขนของสารละลายที่ตองการ
V1 = ปริมาตรของสารละลาย ที่จะปรับคา          V2  =     ปริมาตรของสารละลายที่ตองการ

วิธีการวิเคราะห
1. น ําตัวอยางนํ้ า 100 มิลลิลิตร  ใสลงในขวดรูปชมพูขนาด  250 มิลลิลิตร
2. หยดฟนอลททาลีน  อินดเิคเตอร 10  หยด เขยาใหผสมกัน

2.1 ถาสารละลายใส ใหทํ าขอ 3 ตอไป
2.2 ถาสารละลายสีชมพู จะตองไตเตรทดวยสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกจนกระทั่ง

สารละลายสีชมพูนั้นหายไป บันทึกปริมาตรที่ใชไป (นํ าไปรวมกับปริมาตรของสารละลาย
มาตรฐานกรดซัลฟูริกที่ใชไปในขอ 4) ท ําตอไปในขอ  3

3. หยดเมทิลออเรนจ 2-3 หยด เขยาใหผสมกันจะไดสารละลายสีเหลือง
4. ไตเตรทดวยสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริก 0.02 นอรมอล จนกระทั่งสารละลาย

เปลี่ยนเปนสสีม จดปริมาตรของสารละลายกรดซัลฟูริกทั้งหมดที่ใชไป

การคํ านวณคาความเปนดางของนํ้ า (มิลลิกรัมตอลิตร)

ความเขมขน (นอรมอล)   = 0.2× 25
ปริมาตร (มิลลิลิตร)  ของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกที่ใช

ความเปนดาง   = ปริมาตรของกรดซัลฟูริกที่ใช ×  นอรมอลิตี้ของกรดซัลฟูริก× 50 × 1,000
ปริมาตรของนํ้ าตัวอยาง
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1.2 การวิเคราะหคาความกระดางของนํ้ า
สารเคมี
1. สารละลายบัฟเฟอร (buffer solution) : เตรยีมโดยละลายแอมโมเนียมคลอไรด (NH4Cl)  

67.5 กรัม ในแอมโมเนียมไฮดรอกไซดเขมขน ปริมาตร 570 มิลลิลิตร จากนั้นเจือจางดวยนํ้ ากลั่น
จนไดปริมาณครบ  1,000  มิลลิลิตร

2. อีรีโอโครมแบล็กที  (Eriochrome  black T)  อินดิเคเตอร : เตรียมโดยละลายไฮดรอก
ซีลามีน  ไฮโดรคลอไรด (hydroxylamine hydrochloride,  H2NOH.HCl) 4.5 กรัม และอรีีโอโครมแบล็กที  
0.50  กรัม ในเอทธิลแอลกอฮอล  70 % ปริมาตร  100 มิลลิลิตร

3. สารละลายมาตรฐานแคลเซียม 0.01 โมลาร : เตรียมโดยละลายแอนไฮดรอสคารบอเนต  
(anhydrous CaCO3)  ปริมาณ  1 กรัม  ในกรดเกลือเจือจาง (1:1) แลวเจอืจางดวยนํ้ ากลั่นจนได
ปริมาตรประมาณ  200  มิลลิลิตร จากนั้นตมใหเดือดนาน 5-10 นาที ทิ้งไวใหเย็นแลวปรับ pH  ของ
สารละลาย ใหได pH เทากับ 7 โดยใชสารละลายแอมโมเนียมไฮดรอกไซดเขมขน 3 นอรมอล จาก
นัน้ปรับปริมาตรดวยนํ้ ากลั่นจนครบ  1 ลิตร

4. สารละลายมาตรฐานโซเดียมอีดีทีเอ  (sodium  EDTA)  0.01 โมลาร : เตรียมโดยชั่ง        
อีดทีีเอ   4  กรัม  และแมกนีเซียมคลอไรด  (magnesium  chloried, MgCl26H2O)  0.1 กรัม ละลายใน
นํ ้ากลั่นจนไดปริมาตรครบ 1 ลิตร

การตรวจหาความเขมขนของสารละลาย
ดูดสารละลายมาตรฐานแคลเซียม 0.010โมล ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ใสลงในขวดรูปชมพู

ขนาด 250 มิลลิลิตร  เติมสารละลายบัฟเฟอร  2  มิลลิลิตร เขยาใหผสมกัน  เติมอินดิเคเตอร อีรีโอ
โครมแบล็กที 8 หยด เขยาใหผสมกัน นํ ามาไตเตรทดวยสารละลายมาตรฐานอีดีทีเอ จนสารละลาย
เปลีย่นเปนสีนํ้ าเงิน บันทึกปริมาตรของสารละลายมาตรฐานอีดีทีเอ ที่ใชไปเพื่อนํ ามาคํ านวณความ
เขมขนของสารละลายมาตรฐานอีดีทีเอ (โมล) โดยใชสูตร

N1V1 = N2V2

N1 = ความเขมขนของสารละลายที่จะปรับคา     N2  =     ความเขมขนของสารละลายที่ตองการ
V1 = ปริมาตรของสารละลาย ที่จะปรับคา          V2  =     ปริมาตรของสารละลายที่ตองการ
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วิธีการวิเคราะห
1. น ําตัวอยางนํ้ า 100 มิลลิลิตร ใสลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร
2. เติมสารละลายบัฟเฟอร 2 มิลลิลิตร เขยาใหผสมกัน
3. เตมิอินดิเคเตอร อีรีโอโครมแบล็กที 8 หยด เขยาใหผสมกัน
4. นํ ามาไตเตรทดวยสารละลายมาตรฐาน EDTA จนสารละลายเปลี่ยนเปนสีนํ้ าเงินจด

ปริมาตรของสารละลายมาตรฐาน EDTA  ทัง้หมดที่ใชไป

การคํ านวณคาความกระดางของนํ้ า  (มิลลิกรัม CaCO3 ตอลิตร)

1.3

นํ้ ากลั่น

มิลลิล
(กรด 1

มิลลิล

100 ม
ประม
ปริมาต

ละลาย
1,000 
มิลลิล
นํ ้ากลั่น
ขัน้สุด

=
คาความกระดาง    
แอมโมเนีย
สารเคมี
1. นํ้ ากลั่นปราศจาก
ผานคอลัมน ซ่ึงบรร
2. สารละลายออกซ

ิตร กับนํ้ ากลั่น  80 มิล
 สวนตอนํ้ ากลั่น 3 สว
3. สารละลายฟนอล

ิตร เตรียมสารละลายน
4. สารละลายเกลือ 

ิลลิลิตร แลวตมใหเดือ
าณ 70 มิลลิลิตร จงึท
ร 100 มิลลิลิตร
5. สารละลายมาตรฐ
มาตรฐานแอมโมเนีย
มิลลิกรัม/ลิตร โดยละ
ิตร จากนั้นเจือจาง  5
จนไดปริมาตรครบ 
ทายเจือจาง  15 มิลล
ปริมาตรของ EDTA × โมลาริตี้ของ EDTA × 100.1 × 1,000
ปริมาตรของนํ้ าตัวอยาง
แอมโมเนีย (ammonia–free distilled water) เตรียมไดโดยปลอย
จุ cation exchange resin ซ่ึงเปนกรดแก
ิไดซิ่ง (Oxidizing solution) : ผสมนํ้ ายาซักผาขาว (มีคลอรีน 5%)  20 
ลิลิตร แลวปรับ pH ใหอยูในชวง  6.5 - 7 โดยใชสารละลายกรด HCl 
น) เตรียม oxidizing solution ใหม ทุก 4 - 5 วัน
 : ละลาย NaOH 2.5 กรัม และฟนอล 10.0 กรัม ในนํ้ ากลั่น 100 
ี้ใหมทุก  4 – 5  วัน

Rochelle : ละลายเกลือโรเชล (KNaC4H4O6. 4H2O) 50 กรัม ในนํ้ ากลั่น 
ดเพื่อไลแอมโมเนียที่อาจปนเปอนในเกลือ จนปริมาตรสารละลายเหลือ
ํ าใหเย็น จากนั้นเติม MnSO4.2H2O 50 มิลลิกรัม แลวเติมนํ้ ากลั่นจนได

านแอมโมเนีย – ไนโตรเจน 0.3 มิลลิกรัม/ลิตร : ขัน้แรกเตรียมสาร
 – ไนโตรเจนทั้งหมด (total ammonia-nitrogen หรือ TAN) เขมขน 
ลาย NH4Cl  1.9079 กรัม  ในนํ้ ากลั่น แลวปรับปริมาตรใหครบ  500 

.0 มิลลิลิตร ของสารละลายมาตรฐาน TAN 1,000 มิลลิกรัม/ลิตร ดวย
 500 มิลลิลิตร ซ่ึงจะไดสารละลายมาตรฐาน TAN  10 มิลลิกรัม/ลิตร
ิลิตร ของสารละลายมาตรฐาน TAN  10 มิลลิกรัม / ลิตร ดวยนํ้ ากลั่น 
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จนไดปริมาตรครบ 500 มิลลิลิตร จะไดสารละลายมาตรฐาน TAN  0.3 มิลลิกรัม / ลิตร    เตรียมสาร
ละลายนี้ใหมทุกวัน

วิธีการ
1. ใชไปเปตดดูนํ ้าตัวอยางที่ผานการกรอง หรือสารละลายมาตรฐาน TAN  0.300 มิลลิกรัม/

มิลลิลิตร หรือนํ้ ากลั่น (blank) 10 มิลลิลิตร ใสในบีกเกอรขนาดจุ 50 มิลลิลิตร แลวคนดวย 
magnetic stirer

2. ขณะที่คนนํ้ าตัวอยาง เติมสารละลายเกลือโรเชลลงไป 1 หยด oxidizing solution 0.5 มล. 
และสารละลายฟนอล  0.6 มิลลิลิตร

3. ปลอยนํ ้าตัวอยางใหอยูนิ่งเปนเวลา 15 นาที เพื่อใหเกิดสีไดเต็มที่
4. น ํานํ ้าตวัอยางและสารละลายมาตรฐานไปวดัความเขมแสงดวยเครือ่ง spectrophotometer 

ทีค่วามยาวคลื่น  630 นาโนเมตร โดยใช blank ตัง้คาการดูดกลืนแสงเปน 0
5. หาความเขมขนของ TAN ในนํ ้าตัวอยางตามสูตรคํ านวณดังนี้

                        Csp
เมื่อ  Csp = ความเขมขนของ TAN ในนํ้ าตัวอยาง

Csd = ความเขมขนของ TAN ในสารละลายมาตรฐาน
Asp = คาการดูดกลืนแสงในนํ้ าตัวอยาง
Asd = คาการดูดกลืนแสงในสารละลายมาตรฐาน

1.4  ไนไตรทและไนเตรท
         สารเคมี

1) copper-cadmium granules : ลางเม็ดแคดเมียม (ทีร่อนแลวคางบนตะแกรงขนาด 40 - 60 
mesh) นํ ้าหนัก 25 กรัม ดวยสารละลาย HCl 6 นอรมอล แลวลางดวยนํ้ าเปลา จากนั้นเติมสารละลาย 
CuSO4  2 % ปริมาตร  100 มิลลิลิตร แกวงเม็ดแคดเมียมจนสีฟาของสารละลาย CuSO4  จางลง ริน
สารละลายทิ้งแลวเติมสารละลาย CuSO4 แกวงเมด็แคดเมียมอีกครั้ง ทํ าซํ้ าจนกวาจะเกิดตะกอนสี
นํ้ าตาล จากนั้นจึงคอยๆ ใชนํ้ าเปลาลางเอาตะกอนออกไป นํ าแคดเมียมนี้ไปเติมใน reduction 
column
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2) สารกอสี  (color reagent)  : เติม 85 %  phosphoric acid ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ลงใน
นํ้ ากลั่น  800 มิลลิลิตร แลวเติม sulfanilamide  10 กรัม เมื่อ sulfanilamide ละลายหมดแลวจึงเติม 
N-(1-naphthyl)- ethylenediamine dihydrochloride 1 กรัม ละลายใหเขากันดี แลวเติมนํ้ ากลั่นจนได
ปริมาตรครบ 1 ลิตร เกบ็สารละลายนี้ไวในขวดทึบแสง จะสามารถเก็บไวใชไดถึง 1 เดือน

3) สารละลาย NH4Cl-EDTA : ละลาย NH4Cl  13 กรัม และ disodium EDTA  1.7 กรัม ใน
นํ้ ากลั่น  900 มิลลิลิตร ปรับ pH ของสารละลายนี้ดวย NH4OH เขมขน จนได pH 8.5 จึงปรับ
ปริมาตรดวยนํ้ ากลั่นใหครบ 1 ลิตร

4) สารละลายเจือจาง NH4Cl-EDTA : เจือจางสารละลาย NH4Cl-EDTA (สารที่ 3) 300 
มิลลิลิตร ดวยนํ้ ากลั่นจนไดปริมาตรครบ  500 มิลลิลิตร

5) สารละลายกรด HCl  6 N : โดยเจือจางกรด HCl เขมขนกับนํ้ ากลั่นในปริมาตรที่เทากัน
6) สารละลาย CuSO4 2 % ละลาย CuSO4.-5H2O  20 กรัม ในนํ้ ากลั่น  500 มิลลิลิตร แลว

ปรับปริมาตรใหครบ  1 ลิตร
7) สารละลายมาตรฐานไนเตรท : ละลาย KNO3.0.7218 กรัม ในนํ้ ากลั่นแลวปรับปริมาตร

สุดทายใหครบ 1 ลิตร จะไดสารละลายมาตรฐานเขมขน 100 มิลลิกรัม NO3 นอรมอล/ลิตร 
ซ่ึงสามารถเก็บไวใชไดนานถึง 6 เดือน เมื่อเติม CHCl3  2  มิลลิลิตร/ลิตร นํ าสารละลายมาตรฐาน
ไนเตรทนี้ 100 มิลลิลิตร ไปเจือจางดวยนํ้ ากลั่นจนไดปริมาตร 1 ลิตร จะไดสารละลายมาตรฐาน  
ไนเตรทเขมขน 10 มิลลิกรัม NO3นอรมอล/ลิตร นํ าสารละลายมาตรฐานไนเตรทที่เตรียมครั้งหลังนี้
ไปเตรียมสารละลายมาตรฐานไนเตรทใหมีความเขมขนอยางนอย 6 ระดับ อยูในชวง 0.00-1.00 
มิลลิกรัม NO3 นอรมอล/ลิตร ตามสูตรคํ านวณดังนี้

N1V1   =  N2V2

โดย N1 = ความเขมขนของสารละลายตั้งตน
N2 = ความเขมขนของสารละลายสุดทาย
V1 = ปริมาตรของสารละลายตั้งตนที่จะนํ าไปเจือจาง
V2 = ปริมาตรทั้งหมดของสารละลายสุดทายที่ตองการ

8) สารละลายมาตรฐานไนไตรท : ละลาย 1.232 กรัม NaNO2 ในนํ้ ากลั่นแลวปรับปริมาตร
ใหครบ 1 ลิตร จะไดสารละลายมาตรฐานไนไตรทเขมขน 250 มิลลิกรัม NO2-นอรมอล/ลิตร 
ซ่ึงสามารถเก็บไวใชตอไปไดโดยเติม CHCl3  1 มิลลิลิตร/ลิตร นํ าสารละลายมาตรฐานนี้ไปเจือจาง
ดวยนํ้ ากลั่นจนไดสารละลายมาตรฐานเขมขน  50 มิลลิกรัม NO2-นอรมอล/ลิตร นํ าสารละลายมาตร
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ฐานไนไตรทที่เตรียมไดคร้ังหลังนี้ไปเตรียมสารละลายมาตรฐานไนไตรทใหมคีวามเขมขนอยางนอย  
6 ระดบั อยูในชวง 0.00 - 0.50 มลิลิกรัม NO2-นอรมอล/ลิตร

         วิธีการ
1. กรองนํ้ าตัวอยางผานชุดกรองสูญญากาศ
2. ปรับ pH ของนํ้ าที่กรองแลว ใหอยูในชวง pH 7 - 9 ดวยกรด HCl หรือดาง NaOH 

ที่เจือจาง
3. ผสมนํ้ าตัวอยาง 25 มิลลิลิตร กับสารละลาย NH4Cl-EDTA 75 มิลลิลิตร แลวเทใหไหล

ผานคอลัมนแคดเมียมในอัตรา 7 - 10 มิลลิลิตร/นาที ทิ้งนํ้ าตัวอยางที่ผานคอลัมน 25 มิลลิลิตรแรก 
เกบ็ตวัอยางที่ผานคอลัมนสวนที่เหลือไปวัดความเขมขนของไนไตรท ภายใน 15 นาทีหลังจากผาน
คอลัมน

4. น ํานํ ้าตัวอยางที่ตองการวัดความเขมขนของไนไตรท (ทั้งนํ้ าตัวอยางที่ผานการกรองและ
นํ ้าตัวอยางที่ผานคอลัมนแลว) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ผสมกับสารกอสี 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน

5. ภายหลังเติมสารกอสีอยางนอย 10 นาที แตไมเกิน 2 ช่ัวโมง นํ าสารละลายไปวัดการ
ดดูกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer ทีช่วงความยาวคลื่น 543 นาโนเมตร

6 . เขียนเสนกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของสารละลาย
มาตรฐานกับคาการดูดกลืนแสง แลวนํ าคาการดูดกลืนแสงที่อานไดจากนํ้ าตัวอยางไปเปรียบเทียบ
กบัเสนกราฟมาตรฐาน ก็จะทราบความเขมขนของไนไตรทในนํ้ าตัวอยางนั้น

7. หาความเขมขนของไนเตรทในนํ้ าตัวอยางได โดยนํ าความเขมขนของไนไตรทในนํ้ า
ตวัอยางที่ผานการกรอง หักออกจากความเขมขนของไนไตรทในนํ้ าตัวอยางที่ผานคอลัมน
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ภาคผนวก   ก. 4

1. การวิเคราะหองคประกอบเลือด
1.1 การหาคาฮีมาโตคริต  (%  haematocrit)  (ตามวิธีของ Blaxhall และ Daisley (1973)

1. น ําเลือดที่เจาะไดใหมๆ  ใสในหลอดเล็กๆ  สํ าหรับหาคาฮีมาโตคริต  (microhaematocrit 
capillary  tube)  ประมาณครึ่งหลอด อุดปลายดานหนึ่งของหลอดดวยดินนํ้ ามัน

2. ปนดวยฮีมาโตคริตเซนตริฟวจ (haematocrit centrifuge)  ทีแ่รงเหวี่ยง  10,000 – 15,000  
รอบตอนาทีนานประมาณ 5 - 10  นาที

3. วัดหาอัตราสวนของปริมาตรเม็ดเลือดกับปริมาตรเลือดทั้งหมด นํ ามาคํ านวณหาคา
เปอรเซ็นตฮีมาโตคริตจากสูตร

bica
แล
ในน
มอีา

เดร

ละล

18 ก

=
% ฮีมาโตคริต     
1.2 การหาคาฮีโมโกลบินรว
สารเคมี
สารละลายเดรบกิ้น  (D

rbonate,  NaHCO3)  1  กร
ะโปแตสเซยีมเฟอรริกไซ
ํ้ ากลั่นที่กล่ัน  2 คร้ัง จนได
ยุใชงาน  6  เดือนที่อุณหภูม

วิธีการวิเคราะห
1. ใชไมโครปเปตขนา

บกิน้ 5 มิลลิลิตร เขยาใหเขา
2. น ําสวนใสมาวัดคาก
3. คาที่ไดนํ ามาเปรียบ

ายเดรบกิ้นเปนแบลงค  (bl
4. เตรียมฮีโมโกลบินม

รัมตอเดซิลิตร (g/dl) น ํามา

           
ปริมาตรของ เม็ดเลือดอัดแนน  (มิลลิลิตร)  
× 100

     ปริมาตรของเลือดทั้งหมด  (มิลลิลิตร)
ม  (total  haemoglobin) (ตามวิธีของ  Larsen and Sneizsko, 1961)

rabkin’s solution) : เตรยีมโดยละลายโซเดียมไบคารบอเนต (sodium 
มั  โปแตสเซียมไซยาไนด  (potassium cyanide, KCN)  0.05  กรัม  
ยาไนด (potassium ferricyanide, K3Fe(CN)6) 0.20 กรัม 
ปริมาตรครบ  1,000 มิลลิลิตร  เก็บสารละลายที่ไดไวในขวดทึบแสง
ิหอง

ด 20 ไมโครลิตรดูดเลือดที่เจาะไดใหมๆ มาผสมรวมกับสารละลาย
กันดีแลวทิ้งไวอยางนอย 20 นาที
ารดูดกลืนแสงที่มีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร
เทียบกับคาฮีโมโกลบินมาตรฐานที่ทราบความเขมขน โดยใชสาร
ank)
าตรฐาน (standard haemoglobin)   ทีม่คีวามเขมขน 0, 4.5, 9 และ  
วัดคาการดูดกลืนแสงที่มีความยาวคลื่น  450 นาโนเมตร
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5 น ําคาความเขมขนของฮีโมโกลบินมาตรฐาน และคาการดูดกลืนแสง (OD)  ที่ไดมา
เขยีนกราฟมาตรฐาน โดยใหคาความเขมขนอยูในแกน X และคาการดูดกลืนแสงอยูแกน Y แลว
หาสมการสหสัมพันธเชิงเสนตรง (linear regression) เพือ่ใชคํ านวณคาความเขมขนของฮีโมโกลบิน
ในเลือด จากคาการดูดกลืนแสง

1.3 การหาคาโปรตีนรวมในซีรัมหรือพลาสมา  (total serum or plasma protein) (ตามวิธีการ
ของ Lowry และคณะ (1951)

สารเคมี
1. สารละลายอัลคาไลดคอปเปอร (alkaline copper solution) :  เตรียมโดยใช  1 %  โซเดียม

คารบอเนต (Na2CO3)  ใน 0.5  M  NaOH  50 สวน ผสมกับ 1 %  โซเดียมทารเตรต (sodium tartate,  
0 C4H4Na2O6)  1 สวน และ  0.5 % คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4. 5H2O)  อีก  1 สวน เก็บสารละลาย
ผสมไวในขวดทึบแสง ถามีตะกอนเกิดขึ้นใหเตรียมใหม

2. สารละลายโฟลิน  (folin  reagent)  1 : 10  เตรียมโดยผสม  folin ciocalteu  reagent 1
สวนกับนํ้ ากลั่นที่กล่ัน 2 คร้ัง 10 สวน เก็บไวในขวดทึบแสง

วิธีการวิเคราะห
1. ดูดซีร่ัมมา 5 ไมโครลิตร ผสมรวมกับนํ้ ากลั่น  995 ไมโครลิตร
2. เติมสารละลายอัลคาไลดคอปเปอร 2 มิลลิลิตร เขยาใหเขากนัแลวทิ้งไว  10 นาที
3. เติมสารละลายโฟลิน 1:10 ลงไป 3 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน สังเกตสีของสารละลายที่

เปลี่ยนแปลง
4. เมื่อครบ 5 นาทีแลวนํ าไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 640 นาโนเมตร 

คาการดูดกลืนแสงของตัวอยางเลือดปลาที่ไดนํ ามาเปรียบเทียบกับคาแอลบูมินมาตรฐานที่ทราบ
ความเขมขนโดยใชแบลงค (blank)  ทีเ่ตรียมขึ้นตามขั้นตอนนี้แตไมเติมซีรัม

การเตรียมกราฟมาตรฐาน  (standard  curve)  ของซีรัมโปรตีน
1. ดดูสารละลายมาตรฐานแอลบมูลิ (standard albumin)  ความเขมขน  500  ไมโครกรมั ตอ

มิลลิลิตร ใสหลอดทดลองหลอดละ  0.1, 0.3, 0.5, 0.7, 0.9  และ  1.0  มิลลิลิตร ตามลํ าดับ
2. เติมนํ้ ากลั่นลงไปหลอดละ  0.9, 0.7, 0.5, 0.3, 0.1  และ 0 มิลลิลิตร ตามลํ าดับ จะไดความ

เขมขนของแอลบูมินในแตละหลอดเทากับ  50, 150, 250, 350, 450 และ 500 ไมโครกรัม ตามลํ าดับ
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