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ภาคผนวก ก

วิธีการวิเคราะห

1.  การวิเคราะหความชื้น  (ตามวิธีการของ AOAC, 1985)
    1.  นํ าขวดชั่งเขาตูอบอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 40 นาที และทํ าใหเย็นในโถดูด
ความชื้น
    2.  ชั่ง และบันทึกนํ้ าหนักของขวดชั่งโดยละเอียด
    3.  ชั่งตัวอยางใสขวดชั่งประมาณ 5 กรัม โดยบันทึกนํ้ าหนักอยางละเอียด
    4.  นํ าตัวอยางเขาตูอบ โดยใชอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 8 ชั่วโมง
    5.  นํ าตัวอยางที่อบแลวใสโถดูดความชื้นทิ้งไวใหเย็น บันทึกนํ้ าหนักของตัวอยาง
    6. ทํ าซํ้ าตามขอ 1 ถึง 5 จนกระทั่งนํ้ าหนักที่ไดคงที่ โดยนํ้ าหนักที่หายไปคือนํ้ าหนักของ
ความชื้น

คํ านวณ % ความชื้นดวยสมการ
% ความชื้น  =  (a - b)  × 100

   w
เมื่อ a = นํ้ าหนักของอาหารกอนอบแหง

b = นํ้ าหนักของอาหารหลังอบแหง
            w = นํ้ าหนักของอาหารกอนอบ

2.  การวิเคราะหปริมาณเถา (ตามวิธีการของ AOAC, 1985)
 1. ชั่งตัวอยางอาหาร 2 กรัม ใสในถวยกระเบื้องเคลือบ

2. นํ าไปเผาในเตาเผาที่อุณหภูมิ 600 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ชั่วโมง จนเถาเปนสี
ขาว
      3. น ําเขาโถอบแหง เพ่ือใหดูดความชื้น และเมื่อตัวอยางอาหารเย็นดีแลว นํ าออก
ชั่งทันที

คํ านวณ %  เถาดวยสมการ
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% เถา  =  (b - a)  × 100
                   w

เมื่อ a = นํ้ าหนักของถวยกระเบื้องเคลือบ
b = นํ้ าหนักของถวยกระเบื้องเคลือบกับนํ้ าหนักของเถาภายหลังการเผา

            w = นํ ้าหนักของอาหารกอนเผา

3.  การวิเคราะหหาโปรตีน (ตามวิธีการของ AOAC, 1985)
      สารเคมี
        1. กรดซัลฟูริก (H2SO4) เขมขน 93 - 98 %
        2. สารเรงรวม (catalyst mixture)
            ชั่งคอปเปอรซัลเฟต (CuSO4) 7 กรัม กับโปแตสเซียมซัลเฟต (K2SO4) 100 กรัม ผสม
ใหเขากัน
        3. โซเดียมไฮดรอกไซด 45% (NaOH)
            โดยละลาย 450 กรัม ของโซเดียมไฮดรอกไซด ชนิดเกล็ดลงในนํ้ ากลั่นใหไดปริมาตร 
1 ลิตร
        4. สารละลายกรดเกลือ 0.1 นอรมอล
            ละลายกรดเกลือ 9 มิลลิลิตร ลงในนํ้ ากลั่น ปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร
        5. กรดบอริค (H3BO3) 4%
            ตมนํ้ ากลั่น 50 มิลลิลิตร ใหรอน แลวใสผงกรดบอริคลงไป 4 กรัม ตมจนละลายหมด 
ท้ิงไวจนสารละลายเย็นลง แลวจึงเติมนํ้ ากลั่นใหครบ 100 มิลลิลิตร
        6. อินดเิคเตอรผสมระหวาง เมทธลิเรด และเมทธิลีนบลู
            ละลายเมทธิลเรด 0.2 กรัม ในแอลกอฮอล 95% ปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร และ
ละลายเมทธิลีนบลู 0.2 กรัม ในแอลกอฮอล 95% ปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร จากนั้นนํ า
สารละลายเมทธิลเรด 2 สวน ผสมกับสารละลายเมทธิลีนบลู 1 สวน เขยาใหเขากัน
        7. เมทิลออเรนจ อินดิเคเตอร (methyl orange indicator)
            ละลายเมทิลออเรนจ 0.1 กรัม ในนํ้ ากลั่น ปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร
        8. สารละลายโซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) 0.1 นอรมอล
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          อบโซเดียมคารบอเนตที่อุณหภูมิ 260  - 270 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ชั่งสารมา 
1.325 กรัม เติมนํ้ ากลั่น ปรับปริมาตรใหได 250 มิลลิลิตร
      วิธีการ
           ก. ขั้นตอนการยอย (digestion)
                 1. ชั่งตัวอยางอาหารใหไดนํ้ าหนักประมาณ 1 กรัม โดยชั่งดวยกระดาษกรองที่
ปราศจากสารไนโตรเจนแลวใสในขวดแกววิเคราะหโปรตีน

    2.  เติมสารเรงรวม 10 กรัม เพ่ือเปนตัวชวยเรงปฏิกริยาการยอย
    3.  เติมกรดซัลฟูริกเขมขน 25 มิลลิลิตร 
  4. นํ าไปยอยดวยชุดเครื่องยอยโปรตีน ท่ีอุณหภูมิ 375 องศาเซลเซียส กระทั่งสาร

ละลายในขวดแกววิเคราะหโปรตีนใส ท้ิงไวใหเย็น
              ข. ขั้นตอนการกลั่น (distillation)
                1. เมื่อสารละลายเย็นดีแลว จึงเติมนํ้ ากลั่นลงไปใหไดปริมาตรประมาณ 300 
มิลลิลิตร

   2.   ใสลูกแกว 2 ลูก เพ่ือปองกันการกระแทกของสารละลาย
   3.   ตอขวดแกววิเคราะหโปรตีนเขากับเครื่องกลั่นที่มีขวดปากแคบวัดปริมาตร ซึ่งมี

กรดบอริค 40 มิลลิลิตรอยู  โดยใหปลายของหลอดแกวท่ีตอจากกระบอกแกวควบแนนจุมอยู
ในกรดบอริค เติมโซเดียมไฮดรอกไซดลงในขวดแกววิเคราะหชาๆ จนกระทั่งสารละลายมีสี
ดํ า

   4.   ใสอินดเิคเตอรในกรดบอริค 2 - 3 หยด
   5.  ทํ าการกลั่นจนกระทั่งไมมีแกสแอมโมเนียออกมา แลวทํ าการกลั่นตอไปอีก 

10 นาที แลวลางปลายเครื่องกลั่นดวยนํ้ ากลั่น นํ าขวดปากแคบวัดปริมาตรออกจากเครื่อง
กลั่น
            ค. ขั้นตอนการไตเตรท (titration)

    1.  นํ าไปไตเตรทดวยกรดเกลือมาตรฐานที่ทราบความเขมขน (0.1 นอรมอล) จนถึง
จุดยุติ (end point) โดยใชอินดิเคเตอรรวม สารละลายจะเปลี่ยนเปนสีนํ้ าเงินออน

    2.  จดปริมาตรของกรดเกลือไวเพ่ือคํ านวณตอไป
การคํ านวณ



97

% โปรตีน = 1.4 x (V1-V2) x N x 6.25
                  W

เมื่อ V1 = ปริมาตรของกรดมาตรฐานที่ใชไตเตรทตัวอยาง
V2 = ปริมาตรของกรดมาตรฐานที่ใชไตเตรทตัวอยางที่ใชตรวจสอบ
N  = เปนความเขมขนของกรดเกลือเปนนอรมอล
W = นํ้ าหนักตัวอยางอาหาร

      การตรวจหาความเขมขนของสารละลายกรดเกลือมาตรฐาน
        ดูดสารละลายโซเดียมคารบอเนต 40 มิลลิลิตร ใสในขวดรูปชมพู ขนาด 250 มิลลิลิตร 
เติมนํ้ ากลั่น 20 มิลลิลิตร เติมเมทิลออเรนซ อินดิเคเตอร 2 - 3 หยด ทํ าการไตเตรตดวยสาร
ละลายกรดเกลือ 0.1 นอรมอล คํ านวณความเขมขนของสารละลายกรดเกลือโดยใชสูตร

N1V1  =   N2V2

4. การวิเคราะหหาไขมัน (ใชเครื่อง Soxtec System HT6) (ตามวิธีการของ AOAC, 1985)
    สารเคมี
        1. สารละลายคลอโรฟอรม (chloroform)
        2. เมทธานอล (methanol)
    วิธีการ
        1. อบถวยพรอมลูกแกว ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 8 ชั่วโมงทิ้งไวใหเย็นในโถดูด
ความชื้น
        2. อบตัวอยางที่จะวิเคราะหท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 คืน ท้ิงใหเย็นในโถ
ดูดความชื้น
        3. ชั่งนํ้ าหนักถวยพรอมลูกแกว (w1)
        4. ชั่งตัวอยางที่ตองการวิเคราะหใสกระดาษกรองประมาณ 1 - 2 กรัม (w2) หอใหมิดชิด 
ใสลงในไสกรอง (thimble) ท่ีเตรียมไว นํ าไปใสเขาเครื่อง Soxtec System HT6
        5. นํ าถวยพรอมลูกแกวท่ีชั่งนํ้ าหนักไวแลวมาเติม คลอโรฟอรม : เมทานอล ในอัตราสวน 
2 : 1  ปริมาตร 25 มิลลิลิตร แลวใสเขาเครื่องใหเรียบรอย
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        6.   เปดเครื่อง ปรับอุณหภูมิไปที่ 160 องศาเซลเซียส เปดนํ้ าเขาเครื่อง เปดวาลว เลื่อนปุม
ไปที่ boiling ตมใหเดือด 30 นาที
        7.   เลื่อนปุมไปที่ rinsing เพ่ือลางตัวอยาง 20 นาที
        8.  ปดวาลว เปดสวิทซอากาศ เลื่อนปุมไปที่ evaporation เพ่ือใหสารระเหยออกไป 5 
นาที
        9.  ปดเครื่อง อากาศและนํ้ า แลวเลื่อนปุม evaporation กลับที่เดิม นํ าถวยออกจากเครื่อง 
แลวนํ าไปอบที่ 100 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 คืน
       10.  นํ าถวยออกมาใสโถดูดความชื้น ท้ิงไวใหเย็น แลวนํ ามาชั่งนํ้ าหนัก (w3)

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

            w2

เมื่อ          w1  =  นํ้ าหนักถวยพรอมลูกแกว
   w2  =  นํ้ าหนักตัวอยาง
   w3  =  นํ้ าหนักถวยพรอมลูกแกวและไขมันหลังอบ

5. การคํ านวณหาคาอัตราการรอดตายและการเจริญเติบโต
    คํ านวณหาอัตรารอดตาย (%)     

 = จํ านวนปลาเมื่อสิ้นสุดการทดลอง x 100
      จํ านวนปลาเมื่อเริ่มตน

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

         น.น. ปลาเมื่อเริ่มตน

    คํ านวณอัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อ (feed conversion rate) ตามวิธีการของ Dupree และ
Sneed (1966)

=    น.น.อาหารที่ปลากินทั้งหมด
                       น.น.ปลาเมื่อสิ้นสุดการทดลอง
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    คํ านวณหาคาดัชนีตับตอตัว (Hepatosomatic Index)  ตามวิธีของ Anwar และ Jafri (1995)
     =     นํ้ าหนักตับปลา  x  100

     นํ้ าหนักตัวปลา

6. การศึกษาองคประกอบเลือด
     6.1 การหาคาฮีมาโตคริต (% haematocrit)  (ดัดแปลงจาก Blaxhall and Daisley, 1973)
          1. น ําเลือดที่เจาะไดใหมๆใสในหลอดเล็กๆสํ าหรับหาคาฮีมาโตคริต(microhaematocrit
capillary tube) ประมาณครึ่งหลอด อุดปลายดานหนึ่งของหลอดดวยดินนํ้ ามัน
          2. ปนดวยฮีมาโตคริตเซนตริฟวจ (haematocrit centrifuge) ท่ีแรงเหวี่ยง 10,000 –
15,000 รอบตอนาที  นานประมาณ 5 – 10 นาที
          3. วัดหาอัตราสวนของปริมาตรเม็ดเลือดกับปริมาตรเลือดทั้งหมด นํ ามาคํ านวณหาคา
เปอรเซ็นตฮีมาโตคริตจากสูตร

% ฮีมาโตคริต = ปริมาตรของเม็ดเลือดแดงอัดแนน (มิลลิเมตร) X 100
ปริมาตรเลือดทั้งหมด (มิลลิเมตร)

     6.2  การหาคาฮีโมโกลบินรวม (total haemoglobin) (ตามวิธีของ Larsen and Snieszko, 
1961)
            สารเคมี
        สารละลายเดรบกิ้น (Drabkin’s solution) : เตรียมโดยละลายโซเดียมไบคารบอเนต
(NaHCO3) 1 กรัม โปแตสเซียมไซยาไนด (KCN) 0.05 กรัม และโปแตสเซียมเฟอรริก
ไซยาไนด (K3Fe(CN)6) 0.20 กรัม ในนํ้ ากลั่นที่กลั่น 2 ครั้ง จนไดปริมาตรครบ 1,000 ลิตร เก็บ
สารละลายที่ไดไวในขวดทึบแสง มีอายุใชงาน 6 เดือนที่อุณหภูมิหอง
           วิธีการ

1. ใชไมโครปเปตขนาด 20 ไมโครลิตรดูดเลือดที่เจาะไดใหมๆ  มาผสมรวมกับสาร
ละลายเดรบกิ้น (Drabkin’s solotion ) 5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันดีแลวท้ิงไวอยางนอย 20 นาที

2.  นํ าสวนใสมาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร
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3.  คาที่ไดนํ ามาเปรียบเทียบกับคาฮีโมโกลบินมาตรฐานที่ทราบความเขมขน   โดยใช
เดรบกิ้นเปนแบลงค (blank)

4. เตรียมฮีโมโกลบินมาตรฐาน (standard haemoglobin) ท่ีมีความเขมขน 0, 4.5,  9  
และ 18 กรัมตอเดซิลิตร (gm/dl) นํ ามาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร

5. นํ าคาความเขมขนของฮีโมโกลบินมาตรฐาน และคาการดูดกลืนแสง (OD) ท่ีไดมา
เขียนกราฟมาตรฐาน โดยใหคาความเขมขนอยูในแกน X และคาการดูดกลืนแสงอยูแกน Y
แลวหาสมการสหสัมพันธเชิงเสนตรง (linear regression) เพ่ือใชคํ านวณคาความเขมขนของ
ฮีโมโกลบินในเลือด จากคาการดูดกลืนแสง

  6.3  การหาคาโปรตีนรวมในซีรัมหรือพลาสมา (total serum or plasma protein) (ดัดแปลง
จากวิธีของ Lowry et al., 1951)
         สารเคมี
           1. สารละลายอลัคาไลดคอปเปอร (Alkaline copper solution) : เตรียมโดยใช 1 %
โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) ใน 0.5 M NaOH 50 สวน ผสมกับ 1 % โซเดียมทารเตรต
(C4H4Na2O6) 1 สวน และ 0.5 % CuSO4.. 5H2O  อีก 1 สวน เก็บสารละลายผสมไวในขวดทึบ
แสง ถามีตะกอนเกิดขึ้นใหเตรียมใหม
           2.  Folin reagent 1:10 เตรียมโดยผสม Folin ciocalteu reagent 1 สวนกับนํ้ ากลั่นที่กลั่น
2 ครั้ง 10 สวน เก็บไวในขวดทึบแสง
        วิธีการ
          1.   ดูดซีรัมมา 5 ไมโครลิตร ผสมรวมกับนํ้ ากลั่น 995 ไมโครลิตร

   2.  เติม alkaline copper solution 2 มิลลิลิตร เขยาใหเทากันแลวท้ิงไว 10 นาที
          3.  เติม folin reagent 1:10 ลงไป 3 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน สังเกตสีของสารละลายที่
เปลี่ยนแปลง
          4.   เมื่อครบ 5 นาทีแลวนํ าไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 640 นาโนเมตร
        คาการดูดกลืนแสงของตัวอยางเลือดปลาที่ไดนํ ามาเปรียบเทียบกับคาแอลบูมินมาตรฐาน
ท่ีทราบความเขมขนโดยใชแบลงค (blank) ท่ีเตรียมขึ้นตามขั้นตอนนี้แตไมเติมซีรัม
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      การเตรียมกราฟมาตรฐาน (standard curve) ของซีรัมโปรตีน
         1.  ดูดสารละลายมาตรฐานแอลบูมิน (standard albumin) ความเขมขน 500 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร 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 จะได
ความเขมขนของแอลบูมินในแตละหลอดเทากับ 50, 150, 250, 350, 450 และ 500 ไมโครกรัม 
ตามลํ าดับ
          3. นํ าแตละหลอดมาทํ าตามขั้นตอนของการหาซีรัมโปรตีนในเลือด ดังที่ไดกลาวแลว
ขางตน
          4. นํ าคาความเขมขนของแอลบูมิน และคาการดูดกลืนแสงที่ไดมาเขียนกราฟมาตรฐาน
โดยใหคาความเขมขนอยูในแกน X และคาการดูดกลืนแสงอยูแกน Y หาสมการสหสัมพันธ
เชิงเสนตรง (linear regression) เพ่ือใชคํ านวณคาความเขมขนของโปรตีนรวมในเลือด จากคา
การดูดกลืนแสง

  6.4  การนับจํ านวนเม็ดเลือดแดงและเม็ดเลือดขาว  (Blood cell count) (ตามวิธีของกิจการ,  
2538)
        สารเคมี
           Diluting fluid (Yokoyama’s fluid)
        วิธีการ
          1. ใช RBC diluting pipette ดูดเลือด (ท่ีเจาะใหมๆ) ใหถึงขีด 0.5 ถาเกินใหปรับโดยใช
กระดาษทิชชูคอยๆซับอยางระมัดระวัง แลวเช็ดปลายปเปตใหสะอาด
          2. ใชปเปตอันเดิมดูด diluting fluid (Yokoyama’s fluid) จนถึงขีด 101 ตรงปลายปเปต
          3. ใชนิ้วชี้ปดปลายปเปตแลวถอดสายยาง จากนั้นใชนิ้วหัวแมมือกับนิ้วชี้ปดปลายปเปต
ท้ังสองขาง เขยาไปมาในแนวนอน 2-3 นาที
          4.  หยดของเหลวในปเปตทิ้งไป 9-4 หยด เพราะของเหลวเหลานี้อยูในกาน ไมไดถูกนํ า
ไปผสมกับเลือดในกระเปาะของปเปต
          5.  หยดของเหลวหยดตอไปลงในรองของ haemacytometer ท่ีมี cover glass ปดอยูเรียบ
รอยแลว ถามีฟองอากาศเกิดขึ้นหรือของเหลวหยดโตเกินไปจนลนขอบของ haemacytometer
ใหทํ าความสะอาดแลวทํ าใหม
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          6. วาง haemacytometer ลงบนพื้นโตะ 2-3 นาที เพ่ือใหเซลลเม็ดเลือดลงไปเรียงบนพื้น
สไลด นับจํ านวนภายใตกลองจุลทรรศน กํ าลังขยาย 20X-40X
          7. จํ านวนเม็ดเลือดแดงที่นับไดในวงกลมเล็กรวมกัน 5 ชอง คูณ 5 X 10 X 200 X 1,000
และจํ านวนเม็ดเลือดขาวที่นับไดในวงกลมใหญ 4 ชอง หาร 4 X 10 X 200 X 1,000 คือคาของ
จํ านวนเม็ดเลือดแดงและขาวตอ 1 ลบ.ซม.

7. วิธีการเตรียมตัวอยางและวิธีการศึกษาพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อ (ตามวิธีของ Humason,
1972; Bancroft, 1967)
      สารเคมี

1. ฟอรมาลีน (formalin) 10%
ฟอรมาลีน (formalin) 10   มิลลิลิตร
นํ้ ากลั่น   90   มิลลิลิตร

ผสมเขาดวยกัน
2. สียอมฮีมาทอกซิลิน (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
ไอโอเดทผสมใหเขากัน จากนั้นเติมกรดซิตริก และคลอรัลไฮเดรทผสมจนกระทั่งเปนเนื้อ
เดียวกันทิ้งไว 1 สัปดาหกอนนํ ามาใชงาน

3. สียอมอีโอซิน (eosin) เตรียมโดยใช
อีโอซิน (eosin Y.Cl 45380)          1   กรัม
เอทธิลแอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต (ethyl alcohol)  1,000  มิลลิลิตร
กรดอะซิติกเขมขน          5  มิลลิลิตร
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ผสมเขาดวยกัน
        การเตรียมตัวอยาง

1. สลบปลาดวยสารละลายควินาดีน (quinaldine) 50 สวนในลานสวน
2.ใชกรรไกรผาตัดเปดชองทองของปลาออก ตัดตับออกแลวดองในนํ้ ายาฟอรมาลิน 

10 % ทันที เก็บรักษาตัวอยางในนํ้ ายาดองดังกลาวเปนเวลา 2 วัน แลวจึงเปลี่ยนนํ้ ายาดองเปน
เอทธิลแอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต และสามารถเก็บรักษาไวไดเปนเวลานาน

       ข้ันตอนการ dehydration และ embedding
1. ตบแตงตัวอยาง (trim) ท่ีผานการดองแลวใหมีขนาดพอเหมาะเพื่อสะดวกตอการ 

embed และนํ าไปตัด section
2. นํ าตัวอยางไปผานขั้นตอน dehydration ดวยเครื่องเตรียมเนื้อเยื่ออัตโนมัติ

(automatic tissue processor) ซึ่งมีขั้นตอนดังนี้

       ข้ันตอนที่ สารละลาย เวลา (ช่ัวโมง)
1 แอลกอฮอล 50 เปอรเซ็นต 1
2 แอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต 1
3 แอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต 1
4 แอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต 1
5 แอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต 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 าตัวอยางที่ผานขั้นตอนดึงนํ้ าออก ไป embed ดวยพาราพลาสท จากนั้นนํ า block
ไปแชตูเย็นเพื่องายตอการนํ าไปตัด section ตอไป

4. ตบแตงตัวอยางที่อยูใน block ใหมีขนาดพอดีกับขนาดสไลด และ cover glass ปด
ไดสนิท จากนั้นนํ าไปตัดดวยเครื่องตัดเนื้อเยื่อไมโครโตม (microtome) ใหมีความหนา
ประมาณ 3 - 4 ไมครอน นํ าไปลอยในนํ้ าอุนที่อุณหภูมิ 45 - 50 องศาเซลเซียส

5. ใชแผนสไลดชอนตัวอยาง แลวนํ าไปอบที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลาขาม
คืน

6. นํ าสไลดไปผานขบวนการยอมสีฮีมาทอกซิลินและอีโอซิน 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 เปอรเซ็นต 1
7 แอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต 1
8 แอลกอฮอล 50 เปอรเซ็นต 1
9 นํ้ ากลั่น 1
10 ฮีมาทอกซิลิน 20
11 นํ้ าประปา 1
12 นํ้ ากลั่น 1
13 แอลกอฮอล 50 เปอรเซ็นต 1
14 อีโอซิน 2
15 แอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต 2
16 แอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต 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 ดวยนํ้ ายาเปอรเมาท (permount) แลวนํ าตัวอยางไปศึกษาพยาธิสภาพ
ดวยกลองจุลทรรศน

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

    8.1 การวิเคราะหคาความเปนดางของนํ้ า
        สารเคมี

1. ฟนอลฟทาลีน อินดิเคเตอร (phenolphthalein indicator): เตรียมโดยละลายฟนอลฟ
ทาลีน (phenolphthalein) 0.5 กรัม ในเอทิลแอลกอฮอล 95 % จนไดปริมาตร 100 มิลลิลิตร

2. เมทิลออเรนจ อินดิเคเตอร: เตรียมโดยละลายเมทิลออเรนจ 0.5 กรัม ในนํ้ ากลั่นที่
ปราศจากอิออน  ปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร

3. เมทิลเรด อินดิเคเตอร: เตรียมโดยละลายเมทิลเรด 0.5 กรัม ในนํ้ ากลั่นที่ปราศจาก              
อิออน  ปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร

4. สารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริก 0.2 นอรมอล: เตรียมโดยคอยๆ เทกรดซัลฟูริก
เขมขน 6 มิลลิลิตร ลงในนํ้ ากลั่น (ท่ีตมเดือดใหมๆ แลวเปดฝาทิ้งใหเย็น) ปรับปริมาตรดวยนํ้ า
กลั่นจนครบ 1 ลิตร

5. สารละลายมาตรฐานโซเดียมคารบอเนต 0.2 นอรมอล: เตรียมโดยชั่งโซเดียม
คารบอเนตซึ่งอบแหงจํ านวน 10.6 กรัม โดยอบที่อุณหภูมิ  130 องศาเซลเซียส เปนเวลา 90 
นาที หรือท่ีอุณหภูมิ 200 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที แลวทํ าใหเย็นในโถอบแหง  จาก
นั้นละลายในนํ้ ากลั่นที่ตมเดือดใหมๆ วางไวใหเย็น  ปรับปริมาตรดวยนํ้ ากลั่นจนครบ 1 ลิตร
        การตรวจหาความเขมขนของสารละลาย

1. ดูดสารละลายโซเดียมคารบอเนต 0.2 นอรมอล ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ใสลงในขวด
รูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร
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2.  หยดเมทิลเรด อินดิเคเตอร 5 หยด เขยาใหเขากันจะไดสารละลายสีเหลือง
3.  ไตเตรทดวยสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกจนสารละลายเปลี่ยนเปนสีชมพู
4. นํ าสวนผสมทั้งหมดไปตมจนเดือดเปนเวลาประมาณ 3-5 นาที เพ่ือไลกาซ

คารบอนไดออกไซดใหหมด สารละลายจะเปลี่ยนเปนสีเหลืองอีกครั้ง
5. ไตเตรทดวยสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกตอไป จนกระทั่งสารละลายเปลี่ยน

เปนสีชมพูอีกครั้งหนึ่ง
6.  บันทึกปริมาตรของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกทั้งหมดที่ใชไป

        การคํ านวณความเขมขนของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริก (นอรมอล)
ความเขมขน (นอรมอล)  =          0.2 × 25

      ปริมาตร(มิลลิลิตร)ของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกที่ใช

        หลังจากนั้นทํ าการปรับความเขมขนของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกใหมีความเขม
ขนเทากับ 0.02 นอรมอล โดยใชสูตร

N1V1 =  N2V2

 N1   =  ความเขมขนของสารละลายที่จะปรับคา
 N2  =  ความเขมขนของสารละลายที่ตองการ
 V1   =  ปริมาตรของสารละลายที่จะปรับคา

V2  =   ปริมาตรของสารละลายที่ตองการ
        วิธีการ

1. นํ าตัวอยางนํ้ า 100 มิลลิลิตร ใสลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร
2. หยดฟนอลฟทาลีนอินดิเคเตอร 10 หยด เขยาใหเขากัน
    2.1   ถาสารละลายใส ใหทํ าขอ 3 ตอไป
    2.2 ถาสารละลายสีชมพู จะตองไตเตรทดวยสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกจน

กระทั่งสารละลายสีชมพูนั้นหายไป บันทึกปริมาตรที่ใชไป (นํ าไปรวมกับปริมาตรของสาร
ละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกที่ใชไปในขอ 4 ) ทํ าตอไปในขอ 3.

3. หยดเมทิลออเรนจ 2-3 หยด เขยาใหเขากัน  จะไดสารละลายสีเหลือง
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4. ไตเตรทดวยสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริก 0.02 นอรมอล จนกระทั่งสารละลาย
เปลี่ยนเปนสีสม จดปริมาตรของสารละลายกรดซัลฟูริกที่ใชไปทั้งหมด

การคํ านวณคาความเปนดางของนํ้ า (มิลลิกรัมตอลิตร)
   คาความเปนดาง

 = ปริมาตรของกรดซัลฟูริกที่ใช × นอรมอลิต้ิของกรดซัลฟูริก× 50 ×1,000
                                                          ปริมาตรของนํ้ าตัวอยาง

8.2  การวิเคราะหคาความกระดางของนํ้ า (ตามวิธีการของ Boyd และ Tucker, 1992)
     สารเคมี

            1. สารละลายบัฟเฟอร (buffer solution): เตรียมโดยละลายแอมโมเนียมคลอไรด 
(NH4Cl) 67.5 กรัม ในแอมโมเนียมไฮดรอกไซดเขมขน ปริมาตร 570 มิลลิลิตร จากนั้นเจือ
จางดวยนํ้ ากลั่น  ปรับปริมาตรใหได 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 เปอรเซ็นต ปรับปริมาตรใหได 100 
มิลลิลิตร

3.   สารละลายมาตรฐานแคลเซียม 0.01 โมลาร: เตรียมละลายแอนไฮดราสคารบอเนต       
(anhydrous CaCO3) ปริมาณ 1 กรัม ในกรดเกลือเจือจาง (1:1) แลวเจือจางดวยนํ้ ากลั่นจนได
ปริมาตรประมาณ 200 มิลลิลิตร จากนั้นตมใหเดือดนาน 5-10 นาที ท้ิงไวใหเย็นแลวปรับคา
ความเปนกรดดางของสารละลาย ใหไดเทากับ 7 โดยใชสารละลายแอมโมเนียมไฮดรอกไซด
เขมขน 3  นอรมอล   จากนั้นปรับปริมาตรดวยนํ้ ากลั่นใหได 1 ลิตร

4.   สารละลายมาตรฐานโซเดียมอีดีทีเอ (sodium EDTA) 0.01 โมลาร:    เตรียมโดยชั่ง
อดีีทีเอ 4 กรัม   และแมกนีเซียมคลอไรด (magnesium chloride, MgCl26H2O)  0.1 กรัม 
ละลายในนํ้ ากลั่น   ปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร
        การตรวจหาความเขมขนของสารละลาย

 ดดูสารละลายสารละลายมาตรฐานแคลเซียม 0.010 โมล ปริมาตร  100 มิลลิลิตร    
ใสลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร เติมสารละลายบัฟเฟอร 2 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน 
เติมอินดเิคเตอร อีรีโอโครมแบล็กที 8 หยด เขยาใหเขากัน นํ ามาไตเตรทดวยสารละลายมาตร
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ฐานอีดีทีเอ จนสารละลายเปลี่ยนเปนสีนํ้ าเงิน บันทึกปริมาตรของสารละลายมาตรฐานอีดีทีเอ 
ท่ีใชไป  เพ่ือนํ ามาคํ านวณความเขมขนของสารละลายมาตรฐานอีดีทีเอ (โมล) โดยใชสูตร

N1V1 =  N2V2

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

      วิธีการ
             1.  นํ าตัวอยางนํ้ า 100 มิลลิลิตร ใสลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 ลิตร
             2.   เติมสารละลายบัฟเฟอร 2 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน

3.   เติมอินดเิคเตอร อีรีโอโครมแบล็กที 8 หยด เขยาใหเขากัน
4. นํ ามาไตเตรทดวยสารละลายมาตรฐานอีดีทีเอ จนสารละลายเปลี่ยนเปนสีนํ้ าเงิน              

จดปริมาตรของสารละลายมาตรฐานอีดีทีเอ  ท้ังหมดที่ใชไป

       การคํ านวณคาความกระดางของนํ้ า (มิลลิกรัม  CaCO3 ตอลิตร)
คาความกระดาง  =  ปริมาตรของอีดีทีเอ × โมลาริต้ิของอีดีทีเอ  ×100.1 × 1,000
                                                           ปริมาตรของนํ้ าตัวอยาง

9.  การศึกษาปริมาณอะฟลาทอกซินบ1ีที่ตกคาง (ตามวิธีการของ AOAC, 1988)
        วิเคราะหปริมาณอะฟลาทอกซินที่สะสม โดยวิธี Contamination Branch method (CB) 
และหาปริมาณโดยใช Thin Layer Chromatography  (TLC) โดยชั่งตัวอยางมูลปลา และเนื้อ
ปลาที่ผานการแชแข็งแหง และบดละเอียดมา  50 กรัม ผสมกับซีไลท (celite) 25 กรัม  นํ้ า
กลั่น 20 มิลลิลิตร และ คลอโรฟอรม 200 มิลลิลิตร นํ าไปเขยาที่ความเร็ว 190 รอบตอนาที 
เปนเวลา 30 นาที  จากนั้นกรองสวนผสมทั้งหมด และตวงมา  40 มิลลิลิตร เพ่ือทํ าใหบริสุทธิ์
โดยผานคอลัมนโครมาโตกราฟท่ีบรรจุซิลิกาเจลไวภายใน  จากนั้นลางไขมัน สี และโปรตีน
ออกจากตัวอยางดวยอีเทอร 30 มิลลิลิตร  และเฮกเซน 30 มิลลิลิตร ชะอะฟลาทอกซินออก
จากคอลัมนดวยคลอโรฟอรม 4 สวน ตออะซีโตน 1 สวน ปริมาตร 40 มิลลิลิตร  แลวนํ าไป



109

ระเหยแหง และละลายดวยคลอโรฟอรม 500 ไมโครลิตร จากนั้นนํ าไปหยดลงบนทินเลเยอร
โครมาโตกราฟ (Thin layer chromatography: TLC) 5 ไมโครลิตร เปรียบเทียบกับอะฟลา
ทอกซินมาตรฐาน ตัวอยางที่มีอะฟลาทอกซินปนเปอนจะมีจุดเรืองแสงสีฟา และสีเขียวขึ้น
บริเวณเดียวกับอะฟลาทอกซินมาตรฐาน AFB1, AFG1  0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  AFB2, 
AFG2 0.2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  ใน B2 : CH3CN (98:2) โดยใช Diethylether : MeOH :
H2O (96:3:1) และ CHCl3 : acetone (9:1) เปนนํ้ ายาดีวีลอปปง จากนั้นหาปริมาณโดยใช 
densitometer  ท่ีความยาวคลื่น 366 นาโนเมตร แลวนํ าพ้ืนที่ใตกราฟมาคํ านวณหาปริมาณ
อะฟลาทอกซินที่มีในตัวอยาง
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