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ภาคผนวก ก

วิธีการวิเคราะห

1.  การวิเคราะหความชื้น  (ตามวิธีการของ AOAC, 1985)
    1.  นํ าขวดชั่งเขาตูอบอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 40 นาที และทํ าใหเย็นในโถดูด
ความชื้น
    2.  ชั่ง และบันทึกนํ้ าหนักของขวดชั่งโดยละเอียด
    3.  ชั่งตัวอยางใสขวดชั่งประมาณ 5 กรัม โดยบันทึกนํ้ าหนักอยางละเอียด
    4.  นํ าตัวอยางเขาตูอบ โดยใชอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 8 ชั่วโมง
    5.  นํ าตัวอยางที่อบแลวใสโถดูดความชื้นทิ้งไวใหเย็น บันทึกนํ้ าหนักของตัวอยาง
    6. ทํ าซํ้ าตามขอ 1 ถึง 5 จนกระทั่งนํ้ าหนักที่ไดคงที่ โดยนํ้ าหนักที่หายไปคือนํ้ าหนักของ
ความชื้น

คํ านวณ % ความชื้นดวยสมการ
% ความชื้น  =  (a - b)  × 100

   w
เมื่อ a = นํ้ าหนักของอาหารกอนอบแหง

b = นํ้ าหนักของอาหารหลังอบแหง
            w = นํ้ าหนักของอาหารกอนอบ

2.  การวิเคราะหปริมาณเถา (ตามวิธีการของ AOAC, 1985)
 1. ชั่งตัวอยางอาหาร 2 กรัม ใสในถวยกระเบื้องเคลือบ

2. นํ าไปเผาในเตาเผาที่อุณหภูมิ 600 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ชั่วโมง จนเถาเปนสี
ขาว
      3. น ําเขาโถอบแหง เพ่ือใหดูดความชื้น และเมื่อตัวอยางอาหารเย็นดีแลว นํ าออก
ชั่งทันที

คํ านวณ %  เถาดวยสมการ
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% เถา  =  (b - a)  × 100
                   w

เมื่อ a = นํ้ าหนักของถวยกระเบื้องเคลือบ
b = นํ้ าหนักของถวยกระเบื้องเคลือบกับนํ้ าหนักของเถาภายหลังการเผา

            w = นํ ้าหนักของอาหารกอนเผา

3.  การวิเคราะหหาโปรตีน (ตามวิธีการของ AOAC, 1985)
      สารเคมี
        1. กรดซัลฟูริก (H2SO4) เขมขน 93 - 98 %
        2. สารเรงรวม (catalyst mixture)
            ชั่งคอปเปอรซัลเฟต (CuSO4) 7 กรัม กับโปแตสเซียมซัลเฟต (K2SO4) 100 กรัม ผสม
ใหเขากัน
        3. โซเดียมไฮดรอกไซด 45% (NaOH)
            โดยละลาย 450 กรัม ของโซเดียมไฮดรอกไซด ชนิดเกล็ดลงในนํ้ ากลั่นใหไดปริมาตร 
1 ลิตร
        4. สารละลายกรดเกลือ 0.1 นอรมอล
            ละลายกรดเกลือ 9 มิลลิลิตร ลงในนํ้ ากลั่น ปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร
        5. กรดบอริค (H3BO3) 4%
            ตมนํ้ ากลั่น 50 มิลลิลิตร ใหรอน แลวใสผงกรดบอริคลงไป 4 กรัม ตมจนละลายหมด 
ท้ิงไวจนสารละลายเย็นลง แลวจึงเติมนํ้ ากลั่นใหครบ 100 มิลลิลิตร
        6. อินดเิคเตอรผสมระหวาง เมทธลิเรด และเมทธิลีนบลู
            ละลายเมทธิลเรด 0.2 กรัม ในแอลกอฮอล 95% ปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร และ
ละลายเมทธิลีนบลู 0.2 กรัม ในแอลกอฮอล 95% ปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร จากนั้นนํ า
สารละลายเมทธิลเรด 2 สวน ผสมกับสารละลายเมทธิลีนบลู 1 สวน เขยาใหเขากัน
        7. เมทิลออเรนจ อินดิเคเตอร (methyl orange indicator)
            ละลายเมทิลออเรนจ 0.1 กรัม ในนํ้ ากลั่น ปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร
        8. สารละลายโซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) 0.1 นอรมอล



96

          อบโซเดียมคารบอเนตที่อุณหภูมิ 260  - 270 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ชั่งสารมา 
1.325 กรัม เติมนํ้ ากลั่น ปรับปริมาตรใหได 250 มิลลิลิตร
      วิธีการ
           ก. ขั้นตอนการยอย (digestion)
                 1. ชั่งตัวอยางอาหารใหไดนํ้ าหนักประมาณ 1 กรัม โดยชั่งดวยกระดาษกรองที่
ปราศจากสารไนโตรเจนแลวใสในขวดแกววิเคราะหโปรตีน

    2.  เติมสารเรงรวม 10 กรัม เพ่ือเปนตัวชวยเรงปฏิกริยาการยอย
    3.  เติมกรดซัลฟูริกเขมขน 25 มิลลิลิตร 
  4. นํ าไปยอยดวยชุดเครื่องยอยโปรตีน ท่ีอุณหภูมิ 375 องศาเซลเซียส กระทั่งสาร

ละลายในขวดแกววิเคราะหโปรตีนใส ท้ิงไวใหเย็น
              ข. ขั้นตอนการกลั่น (distillation)
                1. เมื่อสารละลายเย็นดีแลว จึงเติมนํ้ ากลั่นลงไปใหไดปริมาตรประมาณ 300 
มิลลิลิตร

   2.   ใสลูกแกว 2 ลูก เพ่ือปองกันการกระแทกของสารละลาย
   3.   ตอขวดแกววิเคราะหโปรตีนเขากับเครื่องกลั่นที่มีขวดปากแคบวัดปริมาตร ซึ่งมี

กรดบอริค 40 มิลลิลิตรอยู  โดยใหปลายของหลอดแกวท่ีตอจากกระบอกแกวควบแนนจุมอยู
ในกรดบอริค เติมโซเดียมไฮดรอกไซดลงในขวดแกววิเคราะหชาๆ จนกระทั่งสารละลายมีสี
ดํ า

   4.   ใสอินดเิคเตอรในกรดบอริค 2 - 3 หยด
   5.  ทํ าการกลั่นจนกระทั่งไมมีแกสแอมโมเนียออกมา แลวทํ าการกลั่นตอไปอีก 

10 นาที แลวลางปลายเครื่องกลั่นดวยนํ้ ากลั่น นํ าขวดปากแคบวัดปริมาตรออกจากเครื่อง
กลั่น
            ค. ขั้นตอนการไตเตรท (titration)

    1.  นํ าไปไตเตรทดวยกรดเกลือมาตรฐานที่ทราบความเขมขน (0.1 นอรมอล) จนถึง
จุดยุติ (end point) โดยใชอินดิเคเตอรรวม สารละลายจะเปลี่ยนเปนสีนํ้ าเงินออน

    2.  จดปริมาตรของกรดเกลือไวเพ่ือคํ านวณตอไป
การคํ านวณ
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% โปรตีน = 1.4 x (V1-V2) x N x 6.25
                  W

เมื่อ V1 = ปริมาตรของกรดมาตรฐานที่ใชไตเตรทตัวอยาง
V2 = ปริมาตรของกรดมาตรฐานที่ใชไตเตรทตัวอยางที่ใชตรวจสอบ
N  = เปนความเขมขนของกรดเกลือเปนนอรมอล
W = นํ้ าหนักตัวอยางอาหาร

      การตรวจหาความเขมขนของสารละลายกรดเกลือมาตรฐาน
        ดูดสารละลายโซเดียมคารบอเนต 40 มิลลิลิตร ใสในขวดรูปชมพู ขนาด 250 มิลลิลิตร 
เติมนํ้ ากลั่น 20 มิลลิลิตร เติมเมทิลออเรนซ อินดิเคเตอร 2 - 3 หยด ทํ าการไตเตรตดวยสาร
ละลายกรดเกลือ 0.1 นอรมอล คํ านวณความเขมขนของสารละลายกรดเกลือโดยใชสูตร

N1V1  =   N2V2

4. การวิเคราะหหาไขมัน (ใชเครื่อง Soxtec System HT6) (ตามวิธีการของ AOAC, 1985)
    สารเคมี
        1. สารละลายคลอโรฟอรม (chloroform)
        2. เมทธานอล (methanol)
    วิธีการ
        1. อบถวยพรอมลูกแกว ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 8 ชั่วโมงทิ้งไวใหเย็นในโถดูด
ความชื้น
        2. อบตัวอยางที่จะวิเคราะหท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 คืน ท้ิงใหเย็นในโถ
ดูดความชื้น
        3. ชั่งนํ้ าหนักถวยพรอมลูกแกว (w1)
        4. ชั่งตัวอยางที่ตองการวิเคราะหใสกระดาษกรองประมาณ 1 - 2 กรัม (w2) หอใหมิดชิด 
ใสลงในไสกรอง (thimble) ท่ีเตรียมไว นํ าไปใสเขาเครื่อง Soxtec System HT6
        5. นํ าถวยพรอมลูกแกวท่ีชั่งนํ้ าหนักไวแลวมาเติม คลอโรฟอรม : เมทานอล ในอัตราสวน 
2 : 1  ปริมาตร 25 มิลลิลิตร แลวใสเขาเครื่องใหเรียบรอย
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        6.   เปดเครื่อง ปรับอุณหภูมิไปที่ 160 องศาเซลเซียส เปดนํ้ าเขาเครื่อง เปดวาลว เลื่อนปุม
ไปที่ boiling ตมใหเดือด 30 นาที
        7.   เลื่อนปุมไปที่ rinsing เพ่ือลางตัวอยาง 20 นาที
        8.  ปดวาลว เปดสวิทซอากาศ เลื่อนปุมไปที่ evaporation เพ่ือใหสารระเหยออกไป 5 
นาที
        9.  ปดเครื่อง อากาศและนํ้ า แลวเลื่อนปุม evaporation กลับที่เดิม นํ าถวยออกจากเครื่อง 
แลวนํ าไปอบที่ 100 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 คืน
       10.  นํ าถวยออกมาใสโถดูดความชื้น ท้ิงไวใหเย็น แลวนํ ามาชั่งนํ้ าหนัก (w3)

  การคํ านวณหา % ไขมัน
% ไขมัน  =  w3 - w1 × 100

            w2

เมื่อ          w1  =  นํ้ าหนักถวยพรอมลูกแกว
   w2  =  นํ้ าหนักตัวอยาง
   w3  =  นํ้ าหนักถวยพรอมลูกแกวและไขมันหลังอบ

5. การคํ านวณหาคาอัตราการรอดตายและการเจริญเติบโต
    คํ านวณหาอัตรารอดตาย (%)     

 = จํ านวนปลาเมื่อสิ้นสุดการทดลอง x 100
      จํ านวนปลาเมื่อเริ่มตน

    คํ านวณหานํ้ าหนักที่เพ่ิมขึ้น (weight gain %)
=   [น.น.ปลาเมื่อสิ้นสุดการทดลอง – น.น.ปลาเมื่อเริ่มตนการทดลอง] x 100

         น.น. ปลาเมื่อเริ่มตน

    คํ านวณอัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อ (feed conversion rate) ตามวิธีการของ Dupree และ
Sneed (1966)

=    น.น.อาหารที่ปลากินทั้งหมด
                       น.น.ปลาเมื่อสิ้นสุดการทดลอง
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    คํ านวณหาคาดัชนีตับตอตัว (Hepatosomatic Index)  ตามวิธีของ Anwar และ Jafri (1995)
     =     นํ้ าหนักตับปลา  x  100

     นํ้ าหนักตัวปลา

6. การศึกษาองคประกอบเลือด
     6.1 การหาคาฮีมาโตคริต (% haematocrit)  (ดัดแปลงจาก Blaxhall and Daisley, 1973)
          1. น ําเลือดที่เจาะไดใหมๆใสในหลอดเล็กๆสํ าหรับหาคาฮีมาโตคริต(microhaematocrit
capillary tube) ประมาณครึ่งหลอด อุดปลายดานหนึ่งของหลอดดวยดินนํ้ ามัน
          2. ปนดวยฮีมาโตคริตเซนตริฟวจ (haematocrit centrifuge) ท่ีแรงเหวี่ยง 10,000 –
15,000 รอบตอนาที  นานประมาณ 5 – 10 นาที
          3. วัดหาอัตราสวนของปริมาตรเม็ดเลือดกับปริมาตรเลือดทั้งหมด นํ ามาคํ านวณหาคา
เปอรเซ็นตฮีมาโตคริตจากสูตร

% ฮีมาโตคริต = ปริมาตรของเม็ดเลือดแดงอัดแนน (มิลลิเมตร) X 100
ปริมาตรเลือดทั้งหมด (มิลลิเมตร)

     6.2  การหาคาฮีโมโกลบินรวม (total haemoglobin) (ตามวิธีของ Larsen and Snieszko, 
1961)
            สารเคมี
        สารละลายเดรบกิ้น (Drabkin’s solution) : เตรียมโดยละลายโซเดียมไบคารบอเนต
(NaHCO3) 1 กรัม โปแตสเซียมไซยาไนด (KCN) 0.05 กรัม และโปแตสเซียมเฟอรริก
ไซยาไนด (K3Fe(CN)6) 0.20 กรัม ในนํ้ ากลั่นที่กลั่น 2 ครั้ง จนไดปริมาตรครบ 1,000 ลิตร เก็บ
สารละลายที่ไดไวในขวดทึบแสง มีอายุใชงาน 6 เดือนที่อุณหภูมิหอง
           วิธีการ

1. ใชไมโครปเปตขนาด 20 ไมโครลิตรดูดเลือดที่เจาะไดใหมๆ  มาผสมรวมกับสาร
ละลายเดรบกิ้น (Drabkin’s solotion ) 5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันดีแลวท้ิงไวอยางนอย 20 นาที

2.  นํ าสวนใสมาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร
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3.  คาที่ไดนํ ามาเปรียบเทียบกับคาฮีโมโกลบินมาตรฐานที่ทราบความเขมขน   โดยใช
เดรบกิ้นเปนแบลงค (blank)

4. เตรียมฮีโมโกลบินมาตรฐาน (standard haemoglobin) ท่ีมีความเขมขน 0, 4.5,  9  
และ 18 กรัมตอเดซิลิตร (gm/dl) นํ ามาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร

5. นํ าคาความเขมขนของฮีโมโกลบินมาตรฐาน และคาการดูดกลืนแสง (OD) ท่ีไดมา
เขียนกราฟมาตรฐาน โดยใหคาความเขมขนอยูในแกน X และคาการดูดกลืนแสงอยูแกน Y
แลวหาสมการสหสัมพันธเชิงเสนตรง (linear regression) เพ่ือใชคํ านวณคาความเขมขนของ
ฮีโมโกลบินในเลือด จากคาการดูดกลืนแสง

  6.3  การหาคาโปรตีนรวมในซีรัมหรือพลาสมา (total serum or plasma protein) (ดัดแปลง
จากวิธีของ Lowry et al., 1951)
         สารเคมี
           1. สารละลายอลัคาไลดคอปเปอร (Alkaline copper solution) : เตรียมโดยใช 1 %
โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) ใน 0.5 M NaOH 50 สวน ผสมกับ 1 % โซเดียมทารเตรต
(C4H4Na2O6) 1 สวน และ 0.5 % CuSO4.. 5H2O  อีก 1 สวน เก็บสารละลายผสมไวในขวดทึบ
แสง ถามีตะกอนเกิดขึ้นใหเตรียมใหม
           2.  Folin reagent 1:10 เตรียมโดยผสม Folin ciocalteu reagent 1 สวนกับนํ้ ากลั่นที่กลั่น
2 ครั้ง 10 สวน เก็บไวในขวดทึบแสง
        วิธีการ
          1.   ดูดซีรัมมา 5 ไมโครลิตร ผสมรวมกับนํ้ ากลั่น 995 ไมโครลิตร

   2.  เติม alkaline copper solution 2 มิลลิลิตร เขยาใหเทากันแลวท้ิงไว 10 นาที
          3.  เติม folin reagent 1:10 ลงไป 3 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน สังเกตสีของสารละลายที่
เปลี่ยนแปลง
          4.   เมื่อครบ 5 นาทีแลวนํ าไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 640 นาโนเมตร
        คาการดูดกลืนแสงของตัวอยางเลือดปลาที่ไดนํ ามาเปรียบเทียบกับคาแอลบูมินมาตรฐาน
ท่ีทราบความเขมขนโดยใชแบลงค (blank) ท่ีเตรียมขึ้นตามขั้นตอนนี้แตไมเติมซีรัม
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      การเตรียมกราฟมาตรฐาน (standard curve) ของซีรัมโปรตีน
         1.  ดูดสารละลายมาตรฐานแอลบูมิน (standard albumin) ความเขมขน 500 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร ใสหลอดทดลองหลอดละ 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 จะได
ความเขมขนของแอลบูมินในแตละหลอดเทากับ 50, 150, 250, 350, 450 และ 500 ไมโครกรัม 
ตามลํ าดับ
          3. นํ าแตละหลอดมาทํ าตามขั้นตอนของการหาซีรัมโปรตีนในเลือด ดังที่ไดกลาวแลว
ขางตน
          4. นํ าคาความเขมขนของแอลบูมิน และคาการดูดกลืนแสงที่ไดมาเขียนกราฟมาตรฐาน
โดยใหคาความเขมขนอยูในแกน X และคาการดูดกลืนแสงอยูแกน Y หาสมการสหสัมพันธ
เชิงเสนตรง (linear regression) เพ่ือใชคํ านวณคาความเขมขนของโปรตีนรวมในเลือด จากคา
การดูดกลืนแสง

  6.4  การนับจํ านวนเม็ดเลือดแดงและเม็ดเลือดขาว  (Blood cell count) (ตามวิธีของกิจการ,  
2538)
        สารเคมี
           Diluting fluid (Yokoyama’s fluid)
        วิธีการ
          1. ใช RBC diluting pipette ดูดเลือด (ท่ีเจาะใหมๆ) ใหถึงขีด 0.5 ถาเกินใหปรับโดยใช
กระดาษทิชชูคอยๆซับอยางระมัดระวัง แลวเช็ดปลายปเปตใหสะอาด
          2. ใชปเปตอันเดิมดูด diluting fluid (Yokoyama’s fluid) จนถึงขีด 101 ตรงปลายปเปต
          3. ใชนิ้วชี้ปดปลายปเปตแลวถอดสายยาง จากนั้นใชนิ้วหัวแมมือกับนิ้วชี้ปดปลายปเปต
ท้ังสองขาง เขยาไปมาในแนวนอน 2-3 นาที
          4.  หยดของเหลวในปเปตทิ้งไป 9-4 หยด เพราะของเหลวเหลานี้อยูในกาน ไมไดถูกนํ า
ไปผสมกับเลือดในกระเปาะของปเปต
          5.  หยดของเหลวหยดตอไปลงในรองของ haemacytometer ท่ีมี cover glass ปดอยูเรียบ
รอยแลว ถามีฟองอากาศเกิดขึ้นหรือของเหลวหยดโตเกินไปจนลนขอบของ haemacytometer
ใหทํ าความสะอาดแลวทํ าใหม
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          6. วาง haemacytometer ลงบนพื้นโตะ 2-3 นาที เพ่ือใหเซลลเม็ดเลือดลงไปเรียงบนพื้น
สไลด นับจํ านวนภายใตกลองจุลทรรศน กํ าลังขยาย 20X-40X
          7. จํ านวนเม็ดเลือดแดงที่นับไดในวงกลมเล็กรวมกัน 5 ชอง คูณ 5 X 10 X 200 X 1,000
และจํ านวนเม็ดเลือดขาวที่นับไดในวงกลมใหญ 4 ชอง หาร 4 X 10 X 200 X 1,000 คือคาของ
จํ านวนเม็ดเลือดแดงและขาวตอ 1 ลบ.ซม.

7. วิธีการเตรียมตัวอยางและวิธีการศึกษาพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อ (ตามวิธีของ Humason,
1972; Bancroft, 1967)
      สารเคมี

1. ฟอรมาลีน (formalin) 10%
ฟอรมาลีน (formalin) 10   มิลลิลิตร
นํ้ ากลั่น   90   มิลลิลิตร

ผสมเขาดวยกัน
2. สียอมฮีมาทอกซิลิน (haematoxylin) เตรียมโดยใช

ฮีมาทอกซิลิน (haematoxylin crystal)     4    กรัม
โซเดียมไอโอเดท (sodium iodate)  0.8    กรัม
อลัม (potasium aluminium sulfate, alum)            100   กรัม
กรดซิตริก (citric acid)     4    กรัม
คลอรัลไฮเดรท (chloral hydrate)               200   กรัม
นํ้ ากลั่น            2,000   มิลลิลิตร

  ละลายอลัมลงในนํ้ ากลั่น เติมฮีมาทอกซิลินผสมจนกระทั่งละลายหมด จึงเติมโซเดียม
ไอโอเดทผสมใหเขากัน จากนั้นเติมกรดซิตริก และคลอรัลไฮเดรทผสมจนกระทั่งเปนเนื้อ
เดียวกันทิ้งไว 1 สัปดาหกอนนํ ามาใชงาน

3. สียอมอีโอซิน (eosin) เตรียมโดยใช
อีโอซิน (eosin Y.Cl 45380)          1   กรัม
เอทธิลแอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต (ethyl alcohol)  1,000  มิลลิลิตร
กรดอะซิติกเขมขน          5  มิลลิลิตร
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ผสมเขาดวยกัน
        การเตรียมตัวอยาง

1. สลบปลาดวยสารละลายควินาดีน (quinaldine) 50 สวนในลานสวน
2.ใชกรรไกรผาตัดเปดชองทองของปลาออก ตัดตับออกแลวดองในนํ้ ายาฟอรมาลิน 

10 % ทันที เก็บรักษาตัวอยางในนํ้ ายาดองดังกลาวเปนเวลา 2 วัน แลวจึงเปลี่ยนนํ้ ายาดองเปน
เอทธิลแอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต และสามารถเก็บรักษาไวไดเปนเวลานาน

       ข้ันตอนการ dehydration และ embedding
1. ตบแตงตัวอยาง (trim) ท่ีผานการดองแลวใหมีขนาดพอเหมาะเพื่อสะดวกตอการ 

embed และนํ าไปตัด section
2. นํ าตัวอยางไปผานขั้นตอน dehydration ดวยเครื่องเตรียมเนื้อเยื่ออัตโนมัติ

(automatic tissue processor) ซึ่งมีขั้นตอนดังนี้

       ข้ันตอนที่ สารละลาย เวลา (ช่ัวโมง)
1 แอลกอฮอล 50 เปอรเซ็นต 1
2 แอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต 1
3 แอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต 1
4 แอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต 1
5 แอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต 1
6 แอบโซลูท แอลกอฮอล (absolute alcohol) 1
7 ไอโซโพรพิล แอลกอฮอล (isopropyl alcohol) 1
8 ไอโซโพรพิล แอลกอฮอล 1
9 ไซลีน (xylene) 1
10 ไซลีน 1
11 พาราพลาสท (paraplast) 1
12 พาราพลาสท 1
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3. นํ าตัวอยางที่ผานขั้นตอนดึงนํ้ าออก ไป embed ดวยพาราพลาสท จากนั้นนํ า block
ไปแชตูเย็นเพื่องายตอการนํ าไปตัด section ตอไป

4. ตบแตงตัวอยางที่อยูใน block ใหมีขนาดพอดีกับขนาดสไลด และ cover glass ปด
ไดสนิท จากนั้นนํ าไปตัดดวยเครื่องตัดเนื้อเยื่อไมโครโตม (microtome) ใหมีความหนา
ประมาณ 3 - 4 ไมครอน นํ าไปลอยในนํ้ าอุนที่อุณหภูมิ 45 - 50 องศาเซลเซียส

5. ใชแผนสไลดชอนตัวอยาง แลวนํ าไปอบที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลาขาม
คืน

6. นํ าสไลดไปผานขบวนการยอมสีฮีมาทอกซิลินและอีโอซิน โดยมีขั้นตอนดังนี้

      ข้ันตอนที่ สารละลาย เวลา (นาที)
1 ไซลีน 2
2 ไซลีน 2
3 ไซลีน 2
4 ไอโซโพรพิล แอลกอฮอล 1
5 ไอโซโพรพิล แอลกอฮอล 1
6 แอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต 1
7 แอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต 1
8 แอลกอฮอล 50 เปอรเซ็นต 1
9 นํ้ ากลั่น 1
10 ฮีมาทอกซิลิน 20
11 นํ้ าประปา 1
12 นํ้ ากลั่น 1
13 แอลกอฮอล 50 เปอรเซ็นต 1
14 อีโอซิน 2
15 แอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต 2
16 แอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต 2
17 แอบโซลูท แอลกอฮอล 2
18 ไอโซโพรพิล แอลกอฮอล 2
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19 ไอโซโพรพิล แอลกอฮอล 2
20 ไซลีน 2
21 ไซลีน 2
22 ไซลีน 2

7. mount slide ดวยนํ้ ายาเปอรเมาท (permount) แลวนํ าตัวอยางไปศึกษาพยาธิสภาพ
ดวยกลองจุลทรรศน

8. การวิเคราะหคุณภาพนํ้ า  (ตามวิธีการของ Boyd and Tucker, 1992)

    8.1 การวิเคราะหคาความเปนดางของนํ้ า
        สารเคมี

1. ฟนอลฟทาลีน อินดิเคเตอร (phenolphthalein indicator): เตรียมโดยละลายฟนอลฟ
ทาลีน (phenolphthalein) 0.5 กรัม ในเอทิลแอลกอฮอล 95 % จนไดปริมาตร 100 มิลลิลิตร

2. เมทิลออเรนจ อินดิเคเตอร: เตรียมโดยละลายเมทิลออเรนจ 0.5 กรัม ในนํ้ ากลั่นที่
ปราศจากอิออน  ปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร

3. เมทิลเรด อินดิเคเตอร: เตรียมโดยละลายเมทิลเรด 0.5 กรัม ในนํ้ ากลั่นที่ปราศจาก              
อิออน  ปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร

4. สารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริก 0.2 นอรมอล: เตรียมโดยคอยๆ เทกรดซัลฟูริก
เขมขน 6 มิลลิลิตร ลงในนํ้ ากลั่น (ท่ีตมเดือดใหมๆ แลวเปดฝาทิ้งใหเย็น) ปรับปริมาตรดวยนํ้ า
กลั่นจนครบ 1 ลิตร

5. สารละลายมาตรฐานโซเดียมคารบอเนต 0.2 นอรมอล: เตรียมโดยชั่งโซเดียม
คารบอเนตซึ่งอบแหงจํ านวน 10.6 กรัม โดยอบที่อุณหภูมิ  130 องศาเซลเซียส เปนเวลา 90 
นาที หรือท่ีอุณหภูมิ 200 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที แลวทํ าใหเย็นในโถอบแหง  จาก
นั้นละลายในนํ้ ากลั่นที่ตมเดือดใหมๆ วางไวใหเย็น  ปรับปริมาตรดวยนํ้ ากลั่นจนครบ 1 ลิตร
        การตรวจหาความเขมขนของสารละลาย

1. ดูดสารละลายโซเดียมคารบอเนต 0.2 นอรมอล ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ใสลงในขวด
รูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร



106

2.  หยดเมทิลเรด อินดิเคเตอร 5 หยด เขยาใหเขากันจะไดสารละลายสีเหลือง
3.  ไตเตรทดวยสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกจนสารละลายเปลี่ยนเปนสีชมพู
4. นํ าสวนผสมทั้งหมดไปตมจนเดือดเปนเวลาประมาณ 3-5 นาที เพ่ือไลกาซ

คารบอนไดออกไซดใหหมด สารละลายจะเปลี่ยนเปนสีเหลืองอีกครั้ง
5. ไตเตรทดวยสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกตอไป จนกระทั่งสารละลายเปลี่ยน

เปนสีชมพูอีกครั้งหนึ่ง
6.  บันทึกปริมาตรของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกทั้งหมดที่ใชไป

        การคํ านวณความเขมขนของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริก (นอรมอล)
ความเขมขน (นอรมอล)  =          0.2 × 25

      ปริมาตร(มิลลิลิตร)ของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกที่ใช

        หลังจากนั้นทํ าการปรับความเขมขนของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกใหมีความเขม
ขนเทากับ 0.02 นอรมอล โดยใชสูตร

N1V1 =  N2V2

 N1   =  ความเขมขนของสารละลายที่จะปรับคา
 N2  =  ความเขมขนของสารละลายที่ตองการ
 V1   =  ปริมาตรของสารละลายที่จะปรับคา

V2  =   ปริมาตรของสารละลายที่ตองการ
        วิธีการ

1. นํ าตัวอยางนํ้ า 100 มิลลิลิตร ใสลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร
2. หยดฟนอลฟทาลีนอินดิเคเตอร 10 หยด เขยาใหเขากัน
    2.1   ถาสารละลายใส ใหทํ าขอ 3 ตอไป
    2.2 ถาสารละลายสีชมพู จะตองไตเตรทดวยสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกจน

กระทั่งสารละลายสีชมพูนั้นหายไป บันทึกปริมาตรที่ใชไป (นํ าไปรวมกับปริมาตรของสาร
ละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกที่ใชไปในขอ 4 ) ทํ าตอไปในขอ 3.

3. หยดเมทิลออเรนจ 2-3 หยด เขยาใหเขากัน  จะไดสารละลายสีเหลือง
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4. ไตเตรทดวยสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริก 0.02 นอรมอล จนกระทั่งสารละลาย
เปลี่ยนเปนสีสม จดปริมาตรของสารละลายกรดซัลฟูริกที่ใชไปทั้งหมด

การคํ านวณคาความเปนดางของนํ้ า (มิลลิกรัมตอลิตร)
   คาความเปนดาง

 = ปริมาตรของกรดซัลฟูริกที่ใช × นอรมอลิต้ิของกรดซัลฟูริก× 50 ×1,000
                                                          ปริมาตรของนํ้ าตัวอยาง

8.2  การวิเคราะหคาความกระดางของนํ้ า (ตามวิธีการของ Boyd และ Tucker, 1992)
     สารเคมี

            1. สารละลายบัฟเฟอร (buffer solution): เตรียมโดยละลายแอมโมเนียมคลอไรด 
(NH4Cl) 67.5 กรัม ในแอมโมเนียมไฮดรอกไซดเขมขน ปริมาตร 570 มิลลิลิตร จากนั้นเจือ
จางดวยนํ้ ากลั่น  ปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร

2. อีรีโอโครมแบล็กที (Eriochrome black T) อินดิเคเตอร : เตรียมโดยละลาย        
ไฮดรอกซีลามีน ไฮโดรคลอไรด (hydroxylamine hydrochloride, H2NOH.HCl) 4.5 กรัม และ
อรีีโอโครมแบล็กที 0.50 กรัม ในเอทธิลแอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต ปรับปริมาตรใหได 100 
มิลลิลิตร

3.   สารละลายมาตรฐานแคลเซียม 0.01 โมลาร: เตรียมละลายแอนไฮดราสคารบอเนต       
(anhydrous CaCO3) ปริมาณ 1 กรัม ในกรดเกลือเจือจาง (1:1) แลวเจือจางดวยนํ้ ากลั่นจนได
ปริมาตรประมาณ 200 มิลลิลิตร จากนั้นตมใหเดือดนาน 5-10 นาที ท้ิงไวใหเย็นแลวปรับคา
ความเปนกรดดางของสารละลาย ใหไดเทากับ 7 โดยใชสารละลายแอมโมเนียมไฮดรอกไซด
เขมขน 3  นอรมอล   จากนั้นปรับปริมาตรดวยนํ้ ากลั่นใหได 1 ลิตร

4.   สารละลายมาตรฐานโซเดียมอีดีทีเอ (sodium EDTA) 0.01 โมลาร:    เตรียมโดยชั่ง
อดีีทีเอ 4 กรัม   และแมกนีเซียมคลอไรด (magnesium chloride, MgCl26H2O)  0.1 กรัม 
ละลายในนํ้ ากลั่น   ปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร
        การตรวจหาความเขมขนของสารละลาย

 ดดูสารละลายสารละลายมาตรฐานแคลเซียม 0.010 โมล ปริมาตร  100 มิลลิลิตร    
ใสลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร เติมสารละลายบัฟเฟอร 2 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน 
เติมอินดเิคเตอร อีรีโอโครมแบล็กที 8 หยด เขยาใหเขากัน นํ ามาไตเตรทดวยสารละลายมาตร
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ฐานอีดีทีเอ จนสารละลายเปลี่ยนเปนสีนํ้ าเงิน บันทึกปริมาตรของสารละลายมาตรฐานอีดีทีเอ 
ท่ีใชไป  เพ่ือนํ ามาคํ านวณความเขมขนของสารละลายมาตรฐานอีดีทีเอ (โมล) โดยใชสูตร

N1V1 =  N2V2

  เมื่อ       N1    =    ความเขมขนของสารละลายที่จะปรับคา  
N2   =     ความเขมขนของสารละลายที่ตองการ
V1   =    ปริมาตรของสารละลายที่จะปรับคา
V2  =    ปริมาตรของสารละลายที่ตองการ

      วิธีการ
             1.  นํ าตัวอยางนํ้ า 100 มิลลิลิตร ใสลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 ลิตร
             2.   เติมสารละลายบัฟเฟอร 2 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน

3.   เติมอินดเิคเตอร อีรีโอโครมแบล็กที 8 หยด เขยาใหเขากัน
4. นํ ามาไตเตรทดวยสารละลายมาตรฐานอีดีทีเอ จนสารละลายเปลี่ยนเปนสีนํ้ าเงิน              

จดปริมาตรของสารละลายมาตรฐานอีดีทีเอ  ท้ังหมดที่ใชไป

       การคํ านวณคาความกระดางของนํ้ า (มิลลิกรัม  CaCO3 ตอลิตร)
คาความกระดาง  =  ปริมาตรของอีดีทีเอ × โมลาริต้ิของอีดีทีเอ  ×100.1 × 1,000
                                                           ปริมาตรของนํ้ าตัวอยาง

9.  การศึกษาปริมาณอะฟลาทอกซินบ1ีที่ตกคาง (ตามวิธีการของ AOAC, 1988)
        วิเคราะหปริมาณอะฟลาทอกซินที่สะสม โดยวิธี Contamination Branch method (CB) 
และหาปริมาณโดยใช Thin Layer Chromatography  (TLC) โดยชั่งตัวอยางมูลปลา และเนื้อ
ปลาที่ผานการแชแข็งแหง และบดละเอียดมา  50 กรัม ผสมกับซีไลท (celite) 25 กรัม  นํ้ า
กลั่น 20 มิลลิลิตร และ คลอโรฟอรม 200 มิลลิลิตร นํ าไปเขยาที่ความเร็ว 190 รอบตอนาที 
เปนเวลา 30 นาที  จากนั้นกรองสวนผสมทั้งหมด และตวงมา  40 มิลลิลิตร เพ่ือทํ าใหบริสุทธิ์
โดยผานคอลัมนโครมาโตกราฟท่ีบรรจุซิลิกาเจลไวภายใน  จากนั้นลางไขมัน สี และโปรตีน
ออกจากตัวอยางดวยอีเทอร 30 มิลลิลิตร  และเฮกเซน 30 มิลลิลิตร ชะอะฟลาทอกซินออก
จากคอลัมนดวยคลอโรฟอรม 4 สวน ตออะซีโตน 1 สวน ปริมาตร 40 มิลลิลิตร  แลวนํ าไป
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ระเหยแหง และละลายดวยคลอโรฟอรม 500 ไมโครลิตร จากนั้นนํ าไปหยดลงบนทินเลเยอร
โครมาโตกราฟ (Thin layer chromatography: TLC) 5 ไมโครลิตร เปรียบเทียบกับอะฟลา
ทอกซินมาตรฐาน ตัวอยางที่มีอะฟลาทอกซินปนเปอนจะมีจุดเรืองแสงสีฟา และสีเขียวขึ้น
บริเวณเดียวกับอะฟลาทอกซินมาตรฐาน AFB1, AFG1  0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  AFB2, 
AFG2 0.2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  ใน B2 : CH3CN (98:2) โดยใช Diethylether : MeOH :
H2O (96:3:1) และ CHCl3 : acetone (9:1) เปนนํ้ ายาดีวีลอปปง จากนั้นหาปริมาณโดยใช 
densitometer  ท่ีความยาวคลื่น 366 นาโนเมตร แลวนํ าพ้ืนที่ใตกราฟมาคํ านวณหาปริมาณ
อะฟลาทอกซินที่มีในตัวอยาง
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