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ภาคผนวก
ภาคผนวก ก

สารเคมีและวิธีการวิเคราะห

1. สียอมแกรม (Gram stain) โดยวิธี Hucker modification of gram method (Rodina, 1972)
การเตรียมสารละลาย
1. crystal violet

- crystal violet    2 กรัม
- ammonium oxalate 0.8 กรัม
- ethyl alcohol (95เปอรเซ็นต) 20 มิลลิลิตร
- distilled water 80 มิลลิลิตร
ทําการผสมสารละลายทั้งหมดเขาดวยกัน แลวทิ้งไว 48 ชั่วโมง กอนนําไปใชงาน ควรเก็บ

ไวในขวดสีชาเพื่อปองกันแสงแดด
2.Lugal solution

- crystalline iodine     1 กรัม
- potassium iodine     2 กรัม
- distilled water 300 มิลลิลิตร
ผสมสารทั้งหมดเขาดวยกัน แลวคนสารใหละลายเขาดวยกัน แลวนําไปเก็บไวในขวดสีชา

เพื่อปองกันแสงแดด
3.Safranin solution

เตรียม stock safranin 2.5 เปอรเซ็นต โดยใชเอทานอล 95 เปอรเซ็นต เปนตัวทําละลาย 
แลวเจือจางดวยน้ํากลั่นอัตราสวน 1:10 แลวนําไปเก็บไวในขวดสีชาเพื่อปองกันแสงแดด

วิธีการยอมสีแกรม
นําเชื้อมาเกลี่ย (smear) บาง ๆ ลงบนสไลด แลวทิ้งไวใหแหง หลังจากนั้นนําไปผานเปลว

ไฟ (fixed) เพื่อใหเซลลยึดติดกับสไลด แลวหยด crystal violet ใหทวม วางทิ้งไว 1 นาที ลางออก
ดวยน้ําประปาประมาณ 2 วินาที หยด lugal solution ทิ้งไว 1 นาที ทําการลางสี (decolorized)
ดวย 95 เปอรเซ็นตเอทานอล 30 วินาที รีบลางดวยน้ํากลั่น แลวหยดสี safranin ประมาณ 1 นาที 
ลางดวยน้ําประปา ต้ังทิ้งไวใหแหง นําไปดูดวยกลองจุลทรรศน (light microscope) ที่กําลังขยาย 
100 เทา
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ผลการทดสอบ คือ แบคทีเรียแกรมบวกจะติดสีมวง
แบคทีเรียแกรมลบติดสีแดง

2. การเตรียมการทดสอบดวยชุดทดสอบคุณสมบัติของเชื้อสเตรฟโตคอคคัสทางชีวเคมี 
(Api 20 Strep) และอาหารทดสอบอื่น ๆ (Atlas, 1993 ; Mars, 1994)

1. Api 20 Strep (Biomerieux) เปนชุดทดสอบคุณสมบัติของเชื้อทางชีวเคมีอยางรวดเร็ว 
ซึ่งสามารทดสอบคุณสมบัติทั้งหมดได 20 คุณสมบัติ คือ Acetoin production (VP), Hydrolysis 
(HIP), β-glucosidase(ESC), Pyrrolidonyl arylamidase (PYRA), α-galactosidase (α GAL), 
β-glucuronidase (βGUR), β-galactosidase (βGAL), Alkaline phosphatase (PAL), Leucine 
arylamidase (LAP), Arginine dihydrolase (ADH), Ribose (RIB), L-Arabinose (ARA), 
Mannitol (MAM), Sorbital (SOR), Lactose (LAC), Trehalose (TRE), Inulin (INU), Raffinose 
(RAF), Starch (AMD) และ Glycogen (GLYG)
วิธีการทดสอบ

เตรียมสารละลายเชื้อสเตรฟโตคอคคัสใหมีความขุนเทากับ McFarland เบอร 0.5 แลวใช
ไมโครไปเปตที่ผานการฆาเชื้อแลวดูดสารละลายเชื้อใสลงในชอง ตาง ๆ จนเรียบรอย และนําแถบ 
Api มาใสในถาดที่มีน้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อเรียบรอยแลว ปดฝา แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 35 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ชั่วโมง แลวเติมสารละลายรีเอเจนตแลวนําไปบมตอที่ อุณหภูมิ 35 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง แลวทําการตรวจผล หลังจากไดผลแลวจึงนําไปวิเคราะห
ดวยโปรแกรม Api test เพื่อที่จะแยกเชื้อ

3. หลักการการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีและกายภาพของเชื้อสเตรฟโตคอคคัส 
(นันทนา, 2537)

1. การทดสอบ Catalase test
หลักการ : เปนการทดสอบเพื่อจําแนกแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซมคะตะเลส ซึ่งปกติในขบวน
การหายใจแบบใชออกซิเจน อะตอมของไฮโดรเจนจะรวมตัวกับออกซิเจนทําใหเกิดไฮโดรเจนเปอร
ออกไซด (H2O2) ซึ่งเปนอันตรายตอเซลล แตแบคที่เรียสวนใหญสามารถผลิตเอนไซมคะตะเลสเพื่อ
ยอยสลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดใหแตกออกไดกาซออกซิเจน และน้ํา ดังนั้นการทดสอบวา
แบคทีเรียผลิตเอนไซมชนิดนี้หรือไม ทําไดโดยการหยดไฮโดรเจนเปอรออกไซดลงบนโคโลนี ถาเกิด
ฟองอากาศแสดงวาใหผลเปนบวก การทดลองนี้ไมควรทําการทดลองบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเลือด
ผสมอยูเพราะเม็ดเลือดแดงมีเอนไซมคะตะเลสอยูภายในเซลล จึงทําใหแปรผลผิดพลาดได
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การทดสอบ ใชเข็มหรือลูปเขี่ยเชื้อตรงกลางโคโลนีมาแตะลงบนสไลดที่สะอาดแลวทํา
การหยด 3 เปอรเซ็นต ไฮโดรเจนเปอรออกไซดลงบนเชื้อที่อยูบนสไลด สังเกตุผลดังนี้

การอานผล ผลบวก มีฟองอากาศเกิดขึ้นในทันที
ผลลบ ไมมีฟองอากาศเกิดขึ้น

2. การทดสอบ Oxidase test
หลักการ : เปนการทดสอบการมีเอนไซมไซโตโครมออกซิเดส (cytochrome oxidase) โดยปกติจะ
ใชรีเอเจนตที่ไมมีสี แตจะมีสีเมื่อถูกออกซิไดซ รีเอเจนตที่ใชมี 2 ชนิด คือ tetramethyl-p-
phenylenediamine dihydrochloride หรือ dimethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride 
เมื่อถูกออกซิไดซรีเอเจนตเหลานี้จะมีสีมวงหรือน้ําเงินเขม ดังนั้นแบคทีเรียที่มีเอนไซมออกซิเดส จะ
สามารถออกซิไดซรีเอเจนตเหลานี้ทําใหเห็นเปนสีน้ําเงินเขม

น้ํายาทดสอบ สารละลาย 1 เปอรเซ็นต tetramethyl-p-phenylenediamine 
dihydrochloride ในน้ําเกลือ 0.85 เปอรเซ็นต ที่ผานการฆาเชื้อแลว

การทดสอบ หยดสารละลายลงบนกระดาษกรองที่ปราศจากเชื้อ โดยใชเข็มหรือลูป
เขี่ยเชื้อมาขีดลงบนกระดาษกรองนั้น

การอานผล ผลบวก จะเกิดสีมวงหรือสีน้ําเงินเขมบนกระดาษกรองภายใน
เวลา 10นาที

ผลลบ ไมมีสีเกิดขึ้น
3. การทดสอบ Decarboxylase test
หลักการ : แบคทีเรียหลายชนิดสามารถยอยกรดอะมิโนใหเอมีนและกาซคารบอนไดออกไซด 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Mueller decarboxylase medium ที่มีกรดอะมิโน 3 ชนิดคือ ไลซีน, อารจีนีน 
และ/หรือ ออรนีทีน อยางใดอยางหนึ่งเปนสวนประกอบ รวมทั้งน้ําตาลกลูโคสและอินดิเคเตอร คือ 
bromcresol purple ในชวงแรกของการบมเชื้อแบคทีเรียที่สามารถหมักยอยน้ําตาลกลูโคสจะ
เปลี่ยนสีอินดิเคเตอรเปนสีเหลืองและอาหารเลี้ยงเชื้อจะมีสภาวะเปนกรด ซึ่งเปนสภาวะที่เหมาะ
สมสําหรับเอนไซมดีคารบอกซิเลสทํางาน หมายถึง มีการยอยกรดอะมิโนเกิดขึ้นใหเอมีนที่มีผลทํา
ใหเปนดางมากขึ้นทําใหสีของอินดิเคเตอรเปลี่ยนกลับเปนสีมวง ดังนั้นในหลอดควบคุมที่มีสวน
ประกอบตาง ๆ ของอาหารเลี้ยงเชื้อเหมือนกัน แตไมมีกรดอะมิโน แบคทีเรียที่สามารถหมักยอยน้ํา
ตาลกลูโคสหลอดควบคุมควรใหสีเหลือง เพราะมีการใชน้ําตาลในสภาพที่ไมมีอากาศเทานั้น สวน
กลุมที่ไมสามารถใชน้ําตาลในสภาพที่ไมมีอากาศไมสามารถใหสีเหลืองกอนได ดังนั้นการใชกรด
อะมิโน โดยแบคทีเรียกลุมนี้จึงใหสีมวงเขม ในการทดสอบจะใสเชื้อที่ตองการทดสอบลงในอาหาร
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เลี้ยงเชื้อ decarboxylase medium ทั้งในหลอดที่มีกรดอะมิโนและไมมีกรดอะมิโน หยดพาราฟน
ลงไปใหสูงจากอาหารเลี้ยงเชื้อ 1 เซนติเมตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-
24 ชั่วโมง ในการอานผลตองเปรียบเทียบกับหลอดควบคุมเสมอ โดยผลบวกหลอดควบคุมจะเปน
สีเหลือง หลอดที่เปนกรดอะมิโนจะเปนสีมวง สวนผลหลอดควบคุมเปนสีเหลือง หลอดที่มีกรดอะมิ
โนเปนสีเหลือง

อาหารทดสอบ ชุดทดสอบ Api 20 Strep
การทดสอบ ใสสารละลายเชื้อสเตรฟโตคอคคัสลงในชอง ADH แลวปดทับ

ดวยพาราฟนเหลว ที่ผานการฆาเชื้อ นําไปบมที่ อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ชั่ว
โมง

การอานผล ผลบวก อาหารเลี้ยงเชื้อเปลี่ยนเปนสมแดงหรือแดง
ผลลบ อาหารเลี้ยงเชื้อเปลี่ยนเปนสีเหลือง
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ตารางภาคผนวกที่ ก1 การวิเคราะหขอมูลเพื่อหา LD50 ที่ 10 วัน ในปลานิลแดงแปลงเพศขนาด
เล็ก ตามวิธีของ Reed และ Muench (1938)

conc Iny D n nDd nAI acc Dd acc AI t Per M
1.400 x 109 21.060 10 7 3 28 22 50 70
1.275 x 107 16.361 10 6 4 21 19 40 60
1.325 x 105 11.794 10 6 4 15 15 30 60
1.050 x 103 6.957 10 5 5 9 11 20 50
0.975 x 102 4.580 10 4 6 4 6 10 40

conc.   =  concentration of Streptococcus sp. (cell/ml/fish)
Iny D   =  Iny dose
n   =  number of test fish per concentration
nDd   =  number of dead fish
nAI   =  number of living fish
acc Dd   =  accumulated of dead fish
acc AI   =  accumulated of living fish
t   =  total of accumulated dead amd living fish
Per M   =  cumulative percentage mortality
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การคํานวณคา LD50 ที่ 10 วัน
จากสูตร

LD50        = Iny concentration below 50 % mortality+(50-mortality below 50 % / mortality
above  50 %-mortality below 50 %) x (Iny concentration above 50 %-Iny
concentration below 50 %)

=  4.580+(50-40)x(11.794-4.580)
    60-40

=  4.580+ (10)x(7.214)
      20

=  4.580+3.607
=  8.187

get anti Iny  8.187 =  3.59x103 โคโลนี/มิลลิลิตร
การคํานวณหาคา absorbance
จากสูตร
        Iny    =  329.95X+4.8155
เมื่อ    y    =  จํานวนเซลลตอมิลลิลิตร

        X    =  absorbance ที่ 540 นาโนเมตร
        R2  =  คาสหสัมพันธ (correlation) = 0.981

แทนคาในสูตร
8.187     =  329.95X+4.8155

         329.95X    =  8.187–4.8155
        X    =  3.3715

     329.95
  =  0.0102 ที่ 540 นาโนเมตร

ดังนั้นคา absorbance ที่ 540 นาโนเมตร คือ 0.0102
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ตารางภาคผนวกที่ ก2 การวิเคราะหขอมูลเพื่อหา LD50 ที่ 10 วัน ของปลานิลแดงแปลงเพศ
ขนาดใหญ ตามวิธีของ Reed และ Muench (1938)

conc Iny D n nDd nAI acc Dd acc AI t Per M
1.000 x 109 20.723 10 9 1 34 16 50 90
0.225 x 107 14.626 10 9 1 25 15 40 90
1.125 x 105 11.631 10 8 2 16 14 30 80
0.925 x 103 6.830 10 6 4 8 12 20 60
1.500 x 102 5.011 10 2 8 2 8 10 20

conc.   =  concentration of Streptococcus sp. (cell/ml/fish)
Iny D   =  Iny dose
n   =  number of test fish per concentration
nDd   =  number of dead fish
nAI   =  number of living fish
acc Dd   =  accumulated of dead fish
acc AI   =  accumulated of living fish
t   =  total of accumulated dead amd living fish
Per M   =  cumulative percentage mortality
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การคํานวณคา LD50 ที่ 10 วัน
จากสูตร
LD50      =  Iny concentration below 50 % mortality+(50-mortality below 50 % / mortality

above 50 %-mortality below 50 %) x (Iny concentration above 50 %-Iny
concentration below 50 %)

              =  5.011+(50-20)x(6.830-5.011)
      60-20

  =  5.011+(30)x(1.819)
       40

               =  5.011+1.364
               =  6.375
get anti Iny  6.375 = 5.87x102  โคโลนี/มิลลิลิตร
การคํานวณหาคา absorbance
จากสูตร
        Iny    =  329.95X+4.8155
เมื่อ    y    =  จํานวนเซลลตอมิลลิลิตร

        X    =  absorbance ที่ 540 นาโนเมตร
        R2  =  คาสหสัมพันธ (correlation) = 0.981

แทนคาในสูตร
6.375    =  329.95X+4.8155

         329.95X    =  6.375–4.8155
        X   =  1.5595

     329.95
  =  0.0047 ที่ 540 นาโนเมตร

ดังนั้นคา absorbance ที่ 540 นาโนเมตร คือ 0.0047
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ภาพผนวกที่ ก1 standard curve ระหวางคา absorbance และ จํานวนเซลลตอมล. (In y)

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

0 0.005 0.01 0.015 0.02 0.025 0.03 0.035 0.04

คา OD ท่ี 540 นาโนเมตร

In 
y

                                            Iny     =  329.95X+4.8155
                                     เมื่อ     y    =  จํานวนเซลลตอมิลลิลิตร

                                      X   =  absorbance ที่ 540 นาโนเมตร
                                      R2  =  คาสหสัมพันธ (corelation) = 0.981
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ตารางภาคผนวกที่ ก3 การหา standard curve ระหวางคา absorbance และจํานวนเซลลตอ
มิลลิลิตร (Iny)

absorbance Iny
0.001 5.298
0.004 6.620
0.006 7.346
0.010 7.990
0.013 8.549
0.015 9.040
0.018 10.558
0.022 11.918
0.023 12.612
0.027 14.532
0.029 15.020
0.032 15.607
0.034 15.956
0.036 16.118
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ภาคผนวก ข

การเตรียมและวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของอาหาร

การเตรียมอาหารทดลอง
ตารางภาคผนวก ข1 สวนประกอบของอาหารทดลองแตละชุดการทดลอง ดัดแปลงสูตรของ

อรอุษา, (2546)

1 วติามนิผสม (ปริมาณ/อาหาร 1 กโิลกรมั) ประกอบดวย Retinal (A) 1.20 มลิลิกรัม (4,000 IU) ;
Cholecalciferol (D3) 0.51 มลิลิกรัม (2,000 IU) ; Tocopherol (E) 50 มลิลิกรัม ; Menadione
sodium bisulfite 10 มลิลิกรัม ; Thiamine (B1) 10 มลิลิกรัม ; Riboflavin (B2) 20 มลิลิกรัม ;
Pyridoxine (B6) 20 มลิลิกรัม ; Cyanocobalamin 0.2 มลิลิกรัม ; Calcium pantothenate 200
มลิลิกรัม ; Niacin 150 มลิลิกรัม ; Folic acid 5 มลิลิกรัม ; Biotin 2 มลิลิกรัม และ Inositol 400
มลิลิกรัม
2 แรธาตผุสม (ปริมาณ/อาหาร 1 กโิลกรมั) ประกอบดวย MnSO4..H2O 25 มลิลิกรัม ; ZnSO4..7H2O
20 มลิลิกรัม ; FeSO4.7H2O 30 มลิลิกรัม ; KIO3 5 มลิลิกรัม ; CuSO4.5H2O 5 มลิลิกรัม ; 
CoCl2.6H2O 0.05 มลิลิกรัม และ Na2SeO3 0.3 มลิลิกรัม

สตูรอาหารสวนประกอบ
(กรัม/อาหาร 100 กิโลกรัม) 1 2 3 4

1. ปลาปน 22 22 22 22
2. กากถัว่เหลอืง 25 25 25 25
3. รํา 26 26 26 26
4. แปงสาลี 15 15 15 15
5. วติามนิผสม 1 1 1 1
6. แรธาตผุสม 4 4 4 4
7. โปรตนีแปง 5 5 5 5
8. น้าํมนัปลา : น้าํมนัพชื 2 2 2 2
9. น้าํมนัเปลอืกอบเชยเทศ (มลิลิลิตร) 0 0.025 0.05 0.10
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เตรียมอาหารทดลองทั้งหมด 4 ชุดการทดลอง โดยอาหารทุกชุดการทดลองมีระดับคุณคา
ทางโภชนาการเทากันทุกชุดการทดลอง แตใหมีระดับความเขมขนของน้ํามันเปลือกอบเชยเทศที่
แตกตางกัน 4 ระดับ คือ 0, 250, 500 และ 1,000 พีพีเอ็ม

วิธีการเตรียมอาหารทดลองโดยชั่งวัสดุดิบอาหารแตละอยางไดแก รําละเอียด ปลาปน 
กากถั่วเหลือง น้ํามันพืช น้ํามันปลา โปรตีนแปง วิตามิน และแรธาตุรวม จากสูตร (ตารางผนวก    
ข1) ผสมสวนประกอบวัสดุดิบอาหารใหเขากันดีดวยเครื่องผสมอาหาร ซึ่งในการเตรียมวิตามิน
และแรธาตุรวมใหทําการชั่งดวยเครื่องชั่งที่ความละเอียดทศนิยม 4 ตําแหนง ใหเขาเปนเนื้อเดียว
กันดวยเครื่องผสมอาหารแบบมีใบพัดจนกระทั่งสวนผสมของวัสดุดิบอาหารดังกลาวผสมเปนเนื้อ
เดียวกัน จึงนําน้ํามันผสมลงไปในอาหารจนกระทั้งสวนผสมทั้งหมดผสมเขากันจึงเติมน้ํากลั่นลงไป 
30 เปอรเซ็นตของน้ําหนักอาหาร สวนในขั้นตอนการเตรียมน้ํามัน โดยการผสมน้ํามันพืช : น้ํา
มันปลา ในอัตราสวน 1 : 1 ตามปริมาณในสูตร หลังจากอาหารผสมเขากันดี นําไปเขาเครื่องอัด
เม็ด ทําการอัดเม็ดอาหารผานหนาแวนที่มีขนาดเสนผานศูนยกลาง 2 มิลลิเมตร นําอาหารทดลอง
ไปอบที่อุณหถูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ชั่วโมง เมื่ออาหารแหงแลวบรรจุใสถุงพลาสติกเก็บ
ไวในตูแชแข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จากนั้นนําอาหารทดลองแตละชุดการทดลองมาสเปรย
น้ํามันเปลือกอบเชยในสภาพอุณหภูมิตํ่า ใหมีความเขมขน 4 ระดับคือ 0, 250, 500, และ 1,000 พี
พีเอ็ม หลังจากนั้นเก็บรักษาอาหารที่เตรียมเสร็จในตูแชแข็งพรอมทําการทดลอง

การเก็บรวบรวมขอมูล
1. การตรวจสอบพฤติกรรมและลักษณะที่แสดงออกภายนอก
ในระหวางการทดลองสังเกตลักษณะผิดปกติภายนอกและพฤติกรรมการกินอาหารของ

ปลารวมทั้งสังเกตพฤติกรรมที่ผิดปกติในปลาแตละกลุม โดยตรวจสอบระหวางการกินอาหาร
2. การตรวจสอบการเจริญเติบโตของปลา
ทําการชั่งน้ําหนักปลาทุก 2 สัปดาห เพื่อวิเคราะหน้ําหนักปลาที่เพิ่มข้ึน (เปอรเซ็นต 

weight gain) อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ (เปอรเซ็นต specific growth rate) คํานวณตามวิธี
ของ Jantrarotai และคณะ (1994) และอัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อ (feed conversion ratio) 
คํานวณตามวิธีของ Dupree และ Sneed (1966)
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ตารางภาคผนวก ข2 แสดงองคประกอบทางเคมีของอาหารปลานิลแดงแปลงเพศทดลอง

องคประกอบทางเคมีของอาหารปลานิลแดงแปลงเพศ สวนประกอบ (เปอรเซ็นต)
1. ความชื้น 4.29+0.11
2. โปรตีน 40.05+0.21
3. ไขมัน 9.14+1.04
4. เถา 13.00+0.25

ตัวเลขที่นําเสนอเปนคาเฉลี่ย + คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (จากการวิเคราะหตัวอยาง 3 ซ้ํา)

การคํานวณการเจริญเติบโตตามวิธีการของ Jantrarotai และคณะ (1994)

- การคํานวณน้ําหนักปลาที่เพิ่มเฉล่ียตอตัว (เปอรเซ็นต weight gain) โดยสมการ

น้ําหนักปลาที่เพิ่มเฉลี่ยตอตัว (เปอรเซ็นต) = (น้ําหนักปลาสุดทาย-น้ําหนักปลาเริ่มตน)x100
                                                                      น้ําหนักปลาเริ่มตน

- การคํานวณอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ (specific growth rate, SGR) โดยสมการ
อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ (เปอรเซ็นตน้ําหนักตัวตอวัน)

                                                  = (ln น้ําหนักสุดทาย-ln น้ําหนักปลาเริ่มตน)x100
                                                                             เวลา (วัน)

- การคํานวณอัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อ (feed conversion rate) คํานวณตามวิธีการของ 
Dupree and Sneed (1966) จากสมการ

อัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อ  = น้ําหนักอาหารที่ปลากิน
                                                      น้ําหนักปลาที่เพิ่มข้ึน
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1. การวิเคราะหความชื้น (ตามวิธีการของ AOAC, 1985)
    1. นําขวดชั่งเขาตูอบอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 40 นาที และทําใหเย็นในโถดูด

ความชื้น

    2. ชั่งแลวบันทึกน้ําหนักของขวดโดยละเอียด
    3. ชั่งตัวอยางใสขวดชั่งประมาณ 5 กรัม โดยบันทึกน้ําหนักอยางละเอียด
    4. นําตัวอยางเขาตูอบ โดยใชอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 8 ชั่วโมง
    5. นําตัวอยางที่อบแลวใสโถดูดความชื้นทิ้งไวใหเย็น บันทึกน้ําหนักของตัวอยาง

 6. ทําซ้ําตามขอ 1 ถึง 5 จนกระทั่งน้ําหนักที่ไดคงที่ โดยน้ําหนักที่หายไป คือน้ําหนักของ
ความชื้น

 คํานวณ เปอรเซ็นต ความชื้นดวยสมการ
เปอรเซ็นต ความชื้น = (a-b)x100

                       w
a = น้ําหนักของอาหารกอนอบแหง
b = น้ําหนักของอาหารหลังอบแหง

            w = น้ําหนักของอาหารกอนอบ

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

2. นําไปเผาในเตาเผาที่อุณหภูมิ 600 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ชั่วโมง จนเถาเปนสีขาว
      3. นําเขาโถอบแหง เพื่อใหดูดความชื้น และเมื่อตัวอยางอาหารเย็นดีแลว นําออกชั่งทันที

- คํานวณเปอรเซ็นต เถาดวยสมการ

เปอรเซ็นต เถา = (b-a)x100
                            w

เมื่อ a = น้ําหนักของถวยกระเบื้องเคลือบ
b = น้ําหนักของถวยกระเบื้องเคลือบกับน้ําหนักของเถาภายหลังการเผา

            w = น้ําหนักของอาหารกอนเผา
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3. การวิเคราะหหาโปรตีน (ตามวิธีการของ AOAC, 1985)
สารเคมี
        1. กรดซัลฟูริก (H2SO4) เขมขน 93-98 เปอรเซ็นต
        2. สารเรงรวม (catalyst mixture) ชั่งคอปเปอรซัลเฟต (CuSO4) 7 กรัม กับโปแตสเซียมซัลเฟ

ต (K2SO4) 100 กรัม ผสมใหเขากัน
        3. โซเดียมไฮดรอกไซด 45 เปอรเซ็นต (NaOH) โดยละลาย 450 กรัม ของโซเดียมไฮดรอก

ไซด ชนิดเกล็ดลงในน้ํากลั่นใหไดปริมาตร 1 ลิตร
        4. สารละลายกรดเกลือ 0.1 นอรมอล ละลายกรดเกลือ 9 มิลลิลิตร ลงในน้ํากลั่น ปรับ

ปริมาตรใหได 1 ลิตร
        5. กรดบอริค (H3BO3) 4 เปอรเซ็นต ตมน้ํากลั่น 50 มิลลิลิตร ใหรอน แลวใสผงกรดบอริคลง

ไป 4 กรัม ตมจนละลายหมด ทิ้งไวจนสารละลายเย็นลง แลวจึงเติมน้ํากลั่นใหครบ 100 
มิลลิลิตร

        6. อินดิเคเตอรผสมระหวาง เมทธิลเรด และเมทธิลีนบลู ละลายเมทธิลเรด 0.2 กรัม ใน
แอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต ปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร และละลายเมทธิลีนบลู 0.2 
กรัม ในแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต ปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร จากนั้นนําสาร
ละลายเมทธิลเรด 2 สวน ผสมกับสารละลายเมทธิลีนบลู 1 สวน เขยาใหเขากัน

        7. เมทิลออเรนจ อินดิเคเตอร (methyl orange indicator) ละลายเมทิลออเรนจ 0.1 กรัม ใน
น้ํากลั่น ปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร

        8. สารละลายโซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) 0.1 นอรมอล อบโซเดียมคารบอเนตที่อุณหภูมิ 
260-270 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ชั่งสารมา 1.325 กรัม เติมน้ํากลั่น ปรับ
ปริมาตรใหได 250 มิลลิลิตร

วิธีการ
ก. ข้ันตอนการยอย (digestion)

1. ชั่งตัวอยางอาหารใหไดน้ําหนักประมาณ 1 กรัม โดยชั่งดวยกระดาษกรองที่ปราศจากสาร
ไนโตรเจนแลวใสในขวดแกววิเคราะหโปรตีน

2. เติมสารเรงรวม 10 กรัม เพื่อเปนตัวชวยเรงปฏิกิริยาการยอย
3. เติมกรดซัลฟูริกเขมขน 25 มิลลิลิตร
4. นําไปยอยดวยชุดเครื่องยอยโปรตีน ที่อุณหภูมิ 375 องศาเซลเซียส กระทั่งสารละลายใน
ขวดแกววิเคราะหโปรตีนใส ทิ้งไวใหเย็น
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ข. ข้ันตอนการกลั่น (distillation)
1. เมื่อสารละลายเย็นดีแลว จึงเติมน้ํากลั่นลงไปใหไดปริมาตรประมาณ 300 มิลลิลิตร
2. ใสลูกแกว 2 ลูก เพื่อปองกันการกระแทกของสารละลาย
3. ตอขวดแกววิเคราะหโปรตีนเขากับเครื่องกลั่นที่มีขวดปากแคบวัดปริมาตร ซึ่งมีกรดบอริค 

40 มิลลิลิตร อยู โดยใหปลายของหลอดแกวที่ตอจากกระบอกแกวควบแนนจุมอยูในกรด
บอริค เติมโซเดียมไฮดรอกไซดลงในขวดแกววิเคราะหชา ๆ จนกระทั่งสารละลายมีสีดํา

4. ใสอินดิเคเตอรในกรดบอริค 2-3 หยด
5. ทําการกลั่นจนกระทั่งไมมีแกสแอมโมเนียออกมา แลวทําการกลั่นตอไปอีก 10 นาที แลว
ลางปลายเครื่องกลั่นดวยน้ํากลั่น นําขวดปากแคบวัดปริมาตรออกจากเครื่องกลั่น

ค. ข้ันตอนการไตเตรท (titration)
1. นําไปไตเตรทดวยกรดเกลือมาตรฐานที่ทราบความเขมขน (0.1 นอรมอล) จนถึงจุดยุติ 

(end point) โดยใชอินดิเคเตอรรวม สารละลายจะเปลี่ยนเปนสีน้ําเงินออน
2. จดปริมาตรของกรดเกลือไวเพื่อคํานวณตอไป

การคํานวณ เปอรเซ็นต โปรตีน
เปอรเซ็นต โปรตีน = 1.4x(V1-V2)xNx6.25

                       W
เมื่อ V1 = ปริมาตรของกรดมาตรฐานที่ใชไตเตรทตัวอยาง

V2 = ปริมาตรของกรดมาตรฐานที่ใชไตเตรทตัวอยางที่ใชตรวจสอบ
N  = เปนความเขมขนของกรดเกลือเปนนอรมอล
W = น้ําหนักตัวอยางอาหาร

4. การวิเคราะหหาไขมัน (ใชเครื่อง Soxtec System HT6) (ตามวิธีการของ AOAC, 1985)
สารเคมี
        1. สารละลายคลอโรฟอรม (chloroform)
        2. เมทธานอล (methanol)

วิธีการ
        1. อบถวยพรอมลูกแกว ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 8 ชั่วโมง ทิ้งไวใหเย็นในโถ

ดูดความชื้น



96

        2. อบตัวอยางที่จะวิเคราะหที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 คืน ทิ้งใหเย็นในโถดูด
ความชื้น

        3. ชั่งน้ําหนักถวยพรอมลูกแกว (w1)
        4. ชั่งตัวอยางที่ตองการวิเคราะหใสกระดาษกรองประมาณ 1-2 กรัม (w2) หอใหมิดชิด ใสลง

ในไสกรอง (thimble) ที่เตรียมไว นําไปใสเขาเครื่อง Soxtec System HT6
        5. นําถวยพรอมลูกแกวที่ชั่งน้ําหนักไวแลวมาเติมคลอโรฟอรม : เมทานอล ในอัตราสวน 2 : 1 

ปริมาตร 25 มิลลิลิตร แลวใสเขาเครื่องใหเรียบรอย
        6. เปดเครื่อง ปรับอุณหภูมิไปที่ 160 องศาเซลเซียส เปดน้ําเขาเครื่อง เปดวาลว เลื่อนปุมไปที่ 

boiling ตมใหเดือด 30 นาที
        7. เลื่อนปุมไปที่ rinsing เพื่อลางตัวอยาง 20 นาที
        8. ปดวาลว เปดสวิทซอากาศ เลื่อนปุมไปที่ evaporation เพื่อใหสารระเหยออกไป 5 นาที
        9. ปดเครื่อง อากาศและน้ํา แลวเลื่อนปุม evaporation กลับที่เดิม นําถวยออกจากเครื่อง 

แลวนําไปอบที่ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 คืน
       10. นําถวยออกมาใสโถดูดความชื้น ทิ้งไวใหเย็น แลวนํามาชั่งน้ําหนัก (w3)
การคํานวณหาเปอรเซ็นตไขมัน

เปอรเซ็นต ไขมัน = w3-w1x100
           w2

เมื่อ          w1 = น้ําหนักถวยพรอมลูกแกว
   w2 = น้ําหนักตัวอยาง
   w3 = น้ําหนักถวยพรอมลูกแกวและไขมันหลังอบ



97

ภาคผนวก ค.

วิธีการศึกษาพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อปลา
1. สารเคมี วิธีการเตรียมตัวอยางและวิธีการศึกษาพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อ (Bancroft, 

1967 ; Humason, 1972)

สารเคมี
ก. การเตรียมน้ํายาดองเนื้อเยื่อและสียอม

1. ฟอรมาลีน (formalin) ความเขมขน 10 เปอรเซ็นต
- ฟอรมาลีน (formalin)         100    มิลลิลิตร
-  น้ํากลั่ น          9 0 0     มิล ลิ ลิตร

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
- น้ํากลั่น       2,000    มิลลิลิตร

ละลายอลัมลงในน้ํากลั่น เติมฮีมาทอกซิลินผสมจนกระทั่งละลายหมด จึงเติมโซเดียม 
ไอโอเดทผสมใหเขากัน จากนั้นเติมกรดซิตริกและคลอรัลไฮเดรทผสมจนกระทั่งเปนเนื้อ 
เดียวกันทิ้งไว 1 สัปดาหกอนนํามาใชงาน

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

                
ข. การเตรียมตัวอยางเนื้อเยื่อ

1. สลบปลาดวยสารละลายควินาดีน (quinaldine) 50 พีพีเอ็ม
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2. ใชกรรไกรผาตัดเปดชองทองของปลาออก ตัดตับออกแลวดองในน้ํายาบูแองทันที          
เก็บรักษาตัวอยางในน้ํายาดองดังกลาวเปนเวลา 1 สัปดาห แลวจึงเปลี่ยนน้ํายาดองเปน 
เอทธิลแอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต และสามารถเก็บรักษาไวไดเปนเวลานาน
ขั้นตอนการ dehydration และ embedding

1. ตัดแตงตัวอยาง (trim) ที่ผานการดองแลวใหมีขนาดพอเหมาะเพื่อสะดวกตอการ 
embed และนําไปตัด section

2. นําตัวอยางไปผานขั้นตอน dehydration ดวยเครื่องเตรียมเนื้อเยื่ออัตโนมัติ 
(automatic tissue processor) ซึ่งมีข้ันตอนดังนี้
ขั้นตอนที่             สารละลาย              เวลา (ชั่วโมง)
           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

3. นําตัวอยางที่ผานขั้นตอนที่ 2 ไป embed ดวยพาราพลาสท จากนั้นนํา block ไปแชตู
เย็นเพื่องายตอการนําไปตัด section ตอไป

4. ตัดแตงตัวอยางที่อยูใน block ใหมีขนาดพอดีกับขนาดสไลด และ cover grass ปด
ไดสนิท จากนั้นนําไปตัดดวยเครื่องตัดเนื้อเยื่อไมโครโตม (microtome) ใหมีความหนาประมาณ 3-
4 ไมครอน นําไปลอยในน้ําอุนที่อุณหภูมิ 45-50 องศาเซลเซียส

5. ใชแผนสไลดชอนตัวอยาง แลวนําไปอบที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลาขาม
คืน เพื่อใหตัวอยางยึดติดแผนสไลดไดดี

6. นําสไลดไปผานขบวนการยอมสีฮีมาทอกซิลินและอีโอซิน โดยมีข้ันตอนดังนี้
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ขั้นตอนที่ 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 น้ํากลั่น        1
10 ฮีมาทอกซิลิน    10-20
11 น้ําประปา        1
12 น้ํากลั่น        1
13 แอลกอฮอล 50 เปอรเซ็นต        1
14 อีโอซิน      2-4

    15 แอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต        2
16 แอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต        2
17 แอบโซลูท แอลกอฮอล        2
18 ไอโซโพรพิล แอลกอฮอล        2
19 ไอโซโพรพิล แอลกอฮอล        2
20 ไซลีน        2
21 ไซลีน        2
22 ไซลีน        2

7. เมาท (mount) ดวยน้ํายาเปอรเมาท (permount) เพื่อทําสไลดถาวร แลวนําตัวอยาง
ไปศึกษาพยาธิสภาพดวยกลองจุลทรรศน
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ภาคผนวก ง.
วิเคราะหคุณภาพน้ํา

1. การวิเคราะหคุณภาพน้ํา (ตามวิธีการของ Boyd and Tucker, 1992)
1.1 การวิเคราะหคาความเปนดางของน้ํา

สารเคมี
1. ฟนอลฟทาลีน อินดิเคเตอร (phenolphthalein indicator): เตรียมโดยละลายฟนอลฟ

ทาลีน (phenolphthalein) 0.5 กรัม ในเอทิลแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต จนไดปริมาตร 100 
มิลลิลิตร

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

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

4. สารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริก 0.2 นอรมอล : เตรียมโดยคอย ๆ เทกรดซัลฟูริกเขม
ขน 6 มิลลิลิตร ลงในน้ํากลั่น (ที่ตมเดือดใหม ๆ แลวเปดฝาทิ้งใหเย็น) ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจน
ครบ 1 ลิตร

5. สารละลายมาตรฐานโซเดียมคารบอเนต 0.2 นอรมอล : เตรียมโดยชั่งโซเดียม
คารบอเนตซึ่งอบแหงจํานวน 10.6 กรัม โดยอบที่อุณหภูมิ 130 องศาเซลเซียส เปนเวลา 90 นาที 
หรือที่อุณหภูมิ 200 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที แลวทําใหเย็นในโถอบแหง จากนั้นละลายใน
น้ํากลั่นที่ตมเดือดใหม ๆ วางไวใหเย็น ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจนครบ 1 ลิตร

        การตรวจหาความเขมขนของสารละลาย
1. ดูดสารละลายโซเดียมคารบอเนต 0.2 นอรมอล ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ใสลงในขวดรูป

ชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร
2. หยดเมทิลเรด อินดิเคเตอร 5 หยด เขยาใหเขากันจะไดสารละลายสีเหลือง
3. ไตเตรทดวยสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกจนสารละลายเปลี่ยนเปนสีชมพู
4. นําสวนผสมทั้งหมดไปตมจนเดือดเปนเวลาประมาณ 3-5 นาที เพื่อไลกาซ

คารบอนไดออกไซดใหหมด สารละลายจะเปลี่ยนเปนสีเหลืองอีกครั้ง
5. ไตเตรทดวยสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกตอไป จนกระทั่งสารละลายเปลี่ยนเปนสี

ชมพูอีกครั้งหนึ่ง
6. บันทึกปริมาตรของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกทั้งหมดที่ใชไป
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- การคํานวณความเขมขนของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริก (นอรมอล)
ความเขมขน (นอรมอล) =      0.2x25

      ปริมาตร (มิลลิลิตร) ของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกที่ใช
หลังจากนั้นทําการปรับความเขมขนของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกใหมีความเขม

ขนเทากับ 0.02 นอรมอล โดยใชสูตร
N1V1 = N2V2

 N1   =  ความเขมขนของสารละลายที่จะปรับคา
 N2  =  ความเขมขนของสารละลายที่ตองการ
 V1   =  ปริมาตรของสารละลายที่จะปรับคา

V2   =  ปริมาตรของสารละลายที่ตองการ
วิธีการ

1. นําตัวอยางน้ํา 100 มิลลิลิตร ใสลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร
2. หยดฟนอลฟทาลีนอินดิเคเตอร 10 หยด เขยาใหเขากัน
    2.1 ถาสารละลายใส ใหทําขอ 3 ตอไป
    2.2 ถาสารละลายสีชมพู จะตองไตเตรทดวยสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกจน

กระทั่งสารละลายสีชมพูนั้นหายไปบันทึกปริมาตรที่ใชไป (นําไปรวมกับปริมาตรของสารละลาย
มาตรฐานกรดซัลฟูริกที่ใชไปในขอ 4) ทําตอไปในขอ 3.

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

เปลี่ยนเปนสีสม จดปริมาตรของสารละลายกรดซัลฟูริกที่ใชไปทั้งหมด
- การคํานวณคาความเปนดางของน้ํา
คาความเปนดาง = ปริมาตรของกรดซัลฟูริกที่ใชxนอรมอลิต้ิของกรดซัลฟูริกx50x1,000

                                                   ปริมาตรของน้ําตัวอยาง
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2. การวิเคราะหคาความกระดางของน้ํา (ตามวิธีการของ Boyd และ Tucker, 1992)
สารเคมี

            1. สารละลายบัฟเฟอร (buffer solution) : เตรียมโดยละลายแอมโมเนียมคลอไรด 
(NH4Cl) 67.5 กรัม ในแอมโมเนียมไฮดรอกไซดเขมขน ปริมาตร 570 มิลลิลิตร จากนั้นเจือจางดวย
น้ํากลั่น ปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร

2. อีรีโอโครมแบล็กที (Eriochrome black T) อินดิเคเตอร : เตรียมโดยละลายไฮดรอกซี
ลามีน ไฮโดรคลอไรด (hydroxylamine hydrochloride, H2NOH.HCl) 4.5 กรัม และอีรีโอโครมแบ
ล็กที 0.50 กรัม ในเอทธิลแอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต ปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร

3. สารละลายมาตรฐานแคลเซียม 0.01 โมลาร : เตรียมละลายแอนไฮดราสคารบอเนต       
(anhydrous CaCO3) ปริมาณ 1 กรัม ในกรดเกลือเจือจาง (1:1) แลวเจือจางดวยน้ํากลั่นจนได
ปริมาตรประมาณ 200 มิลลิลิตร จากนั้นตมใหเดือดนาน 5-10 นาที ทิ้งไวใหเย็นแลวปรับคาความ
เปนกรดดางของสารละลาย ใหไดเทากับ 7 โดยใชสารละลายแอมโมเนียมไฮดรอกไซดเขมขน 3 
นอรมอล จากนั้นปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหได 1 ลิตร

4. สารละลายมาตรฐานโซเดียมอีดีทีเอ (sodium EDTA) 0.01 โมลาร : เตรียมโดยชั่งอีดีที
เอ 4 กรัม และแมกนีเซียมคลอไรด (magnesium chloride, MgCl26H2O) 0.1 กรัม ละลายในน้ํา
กลั่นแลวทําการปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร

- การตรวจหาความเขมขนของสารละลาย
 ดูดสารละลายสารละลายมาตรฐานแคลเซียม 0.010 โมล ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ใสลง

ในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร เติมสารละลายบัฟเฟอร 2 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน เติมอินดิเค
เตอร อีรีโอโครมแบล็กที 8 หยด เขยาใหเขากัน นํามาไตเตรทดวยสารละลายมาตรฐานอีดีทีเอ จน
สารละลายเปลี่ยนเปนสีน้ําเงิน บันทึกปริมาตรของสารละลายมาตรฐานอีดีทีเอ ที่ใชไป เพื่อนํามา
คํานวณความเขมขนของสารละลายมาตรฐานอีดีทีเอ (โมล) โดยใชสูตร

N1V1 = N2V2

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

      วิธีการ
             1. นําตัวอยางน้ํา 100 มิลลิลิตร ใสลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 ลิตร
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             2. เติมสารละลายบัฟเฟอร 2 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน
 3. เติมอินดิเคเตอร อีรีโอโครมแบล็กที 8 หยด เขยาใหเขากัน
 4. นํามาไตเตรทดวยสารละลายมาตรฐานอีดีทีเอ จนสารละลายเปลี่ยนเปนสีน้ําเงิน              

แลวจดปริมาตรของสารละลายมาตรฐานอีดีทีเอ ทั้งหมดที่ใชไป
- การคํานวณคาความกระดางของน้ํา (มิลลิกรัม CaCO3 ตอลิตร)

 คาความกระดาง = ปริมาตรของอีดีทีเอxโมลาริต้ิของอีดีทีเอx100.1x1,000
                                                      ปริมาตรของน้ําตัวอยาง




