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ภาคผนวก

ภาคผนวก ก.
วธิกีารวิเคราะห

1. การวิเคราะหคุณภาพนํ้ า (ตามวธิีการของ Boyd, 1990)

     1.1 การวเิคราะหคาความเปนดางของนํ้ า

        สารเคมี
1. ฟนอลฟทาลนี อินดิเคเตอร: เตรียมโดยละลายฟนอลฟทาลีน (phenolphthalein) 0.5 

กรัม ในเอทิลแอลกอฮอล 95 % (C2H5OH) จนไดปริมาณครบ 100 มิลลิลิตร
2. เมทลิออเรนจ อินดิเคเตอร: เตรียมโดยละลายเมทิลออเรนจ (methyl rorange)  0.5 

กรัม ในนํ้ ากลั่นที่กํ าจัดอิออนแลว จนไดปริมาตรครบ 100 มิลลิลิตร
3. เมทิลเรด อินดิเคเตอร: เตรยีมโดยละลายเมทิลเรด (methyl red) 0.5 กรัม ในนํ้ ากลั่นที่

ก ําจัดอิออนแลว จนไดปริมาตรครบ 100 มิลลิลิตร
4. สารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริก 0.2 นอรมอล: เตรียมโดยคอยๆ เทกรดซัลฟูริกเขมขน 

(H2SO4 conc.) 6 มลิลิลิตร ลงในนํ้ ากลั่น (ที่ตมเดือดใหมๆ แลงเปดฝาทิ้งใหเย็น) ปรับปริมาตรดวย
นํ ้ากลั่นจนครบ 1 ลิตร

5. สารละลายมาตรฐานโซเดียมคารบอเนต 0.2 นอรมอล: เตรียมโดยชั่งโซเดียม
คารบอเนต (sodium carbonate, Na2CO3) ซึง่อบแหงในตูอบที่อุณหภูมิ  130 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 90 นาท ี หรือที่อุณหภูมิ 200 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที แลงทํ าใหเย็นในโถดูด
ความชืน้จ ํานวน 10.6 กรัม ละลายในนํ้ ากลั่นที่ตมเดือดใหมๆ ปดฝาแลวทํ าใหเย็น ปรับปริมาตร
ดวยนํ้ ากลั่นจนครบ 1 ลิตร

        การตรวจหาความเขมขนของสารละลาย
1. ดูดสารละลายโซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) 0.2 นอรมอล ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ใสลง

ในขวดรูปชมพูขนาด 125 มิลลิลิตร
2. หยดเมทลิเรด อินดิเคเตอร 5 หยด เขยาใหผสมกันจะไดสารละลายสีเหลือง
3. ไตเตรทดวยสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริก (H2SO4) จนสารละลายเปลี่ยนเปนสีชมพู
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4. นํ าสวนผสมทั้งหมดไปตมจนเดือดเปนเวลาประมาณ 3-5 นาที เพื่อไลกาซ
คารบอนไดออกไซดใหหมด สารละลายจะเปลี่ยนเปนสีเหลืองอีกครั้ง

5. ไตเตรทดวยสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริก ตอไปจนกระทั่งสารละลายเปลี่ยนเปนสี
ชมพูอีกครั้งหนึ่ง

6. บันทกึปริมาตรของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกทั้งหมดที่ใชไป

การค ํานวณความเขมขนของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริก (นอรมอล)
ความเขมขน(นอรมอล) =      0.2 X 25

    ปริมาตร(มิลลิลิตร)ของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกที่ใช

หลังจากนั้นทํ าการปรับความเขมขนของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกใหมีความเขมขนเทากับ 
0.02 นอรมอล โดยใชสูตร

N1V1 =  N2V2

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

        วธิกีารวิเคราะห
1.น ําตวัอยางนํ้ า 100 มิลลิลิตร ใสลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 ลิตร
2.หยดฟนอลททาลีน อินดิเคเตอร 10 หยด เขยาใหผสมกัน

2.1 ถาสารละลายใส ใหทํ าขอ 3 ตอไป
2.2 ถาสารละลายสีชมพู จะตองไตเตรทดวยสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกจน
กระทัง่สารละลายสีชมพูนั้นหายไป บันทึกปริมาตรที่ใชไป (นํ าไปรวมกันปริมาตร
ของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกที่ใชไปในขอ 4 ) ท ําตอไปในขอ 3.

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

เปลีย่นเปนสีสม จดปริมาตรของสารละลายกรดซัลฟูริกทั้งหมดที่ใชไป
การค ํานวณคาความเปนดางของนํ้ า

ความเปนดาง(มิลลิกรัมCaCO3 ตอลิตร) = ปริมาตรของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกที่ใช X10
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1.2 การวิเคราะหคาแอมโมเนีย

สารเคมี
1.นํ ้ากลัน่ทีป่ราศจากแอมโมเนียใชเตรียมสารละลายและใชเปนมาตรฐาน
2.สารละลายกรดไฮโปคลอรัส (Hypochlorous acid reagent) ใชโซเดียมไฮโปคลอไรดที่มี

ความเขมขนของคลอรอกซมากกวา 1.5 นอรมอล
3.สารละลายแมงกานัสซัลเฟต (Manganous Sulphate Solution) ละลาย MnSO4.2H2O 

จ ํานวน 50 มิลลิกรัมในนํ้ ากลั่น 100 มิลลิลิตร
4.สารละลายฟเนต (Phenate reagent) ละลาย NaOH จ ํานวน 2.5 มิลลิกรัมและฟนอล 

(C6H5OH) ลงในนํ้ า 100 มิลลิลิตร

วธิกีารวิเคราะห
1.เกบ็ตัวอยางนํ้ ามาผานกระดาษกรองธรรมดาเบอร 4 (whatman No. 4) แลวนํ านํ้ าตัว

อยางที่ผานการกรองไปวิเคราะห
2.นํ านํ้ าตัวอยางจํ านวน 20 มิลลิลิตรใสลงในหลอดแกวขนาด 30 มิลลิลิตร เติมสาร

ละลายแมงกานัสซัลเฟต จํ านวน 2 หยด เขยาใหเขากันดี เตมิสารละลายไฮโปคลอรัส 1 มิลลิลิตร 
คนใหเขากนัอยางรวดเร็วแลวเติมสารละลายฟเนตทันทีจํ านวน 1.2 มิลลิลิตร โดยคอยๆเติมลงไปที
ละหยดพรอมกับการเขยาแรงๆ สีจะเกิดขึ้นอยางสมบูรณภายใน 10 นาที

3.วดัคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 630 นาโนเมตร โดยใชนํ้ ากลั่นที่เติมสารละลาย
ตามขอ 2 เปนตัวเปรียบเทียบอางอิง (blank)

วธิกีารทํ ากราฟมาตรฐาน
1.เตรียมสารละลายแอมโมเนีย (Stock ammonia solution) ละลายแอมโมเนียมคลอไรด 

(NH4Cl) ทีอ่บแหงที ่100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมงแลว จํ านวน 381.9 มิลลิกรัม ในนํ้ ากลั่น 
ปรับปริมาตรใหได 1 ลิตรในขวดวัปริมาตร จะไดความเขมขนของสารละลาย 122 ไมโครกรัม
แอมโมเนียตอ 1 มิลลิลิตร

2.การเตรียมสารละลายมาตรฐานแอมโมเนีย (Standard ammonium solution) เจือจาง
สารละลายจากขอ 1 จํ านวน 5 มิลลิลิตร  เตมินํ ้ากลั่นใหไดปริมาตร1 ลิตรในขวดวัปริมาตร จะได
ความเขมขนของสารละลาย 0.50 ไมโครกรัมแอมโมเนียตอ 1 มิลลิลิตร
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3.เตรียมสารละลายมาตรฐานใหมีความเขมขนของแอมโมเนียที่ระดับตาง โดยใชสาร
ละลายในขอ.2 จ ํานวน 1, 2, 5, 10, 20 และ 40 มาปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร จะทํ าใหได
ความเขมขนของแอมโมเนียที่ 5, 10, 25, 50,100 และ 200 ไมโครกรัมแอมโมเนียตอลิตรตาม
ลํ าดับ

4.วัดคาการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานที่แอมโมเนียความเขมขนตางๆดวยวิธี
การเดยีวกนักบัการวิเคราะหนํ้ าตัวอยาง โดยใชนํ้ ากลั่นเปนตัวเปรียบเทียบอางอิง (blank)

5.เขยีนกราฟมาตรฐานและหาคาแอมโมเนียของนํ้ าตัวอยางจากกราฟมาตรฐาน

1.3 การวิเคราะหคาไนไตรท

สารเคมี
1.สารละลายซัลฟานิลาไมด (Sulphanilamide solution) ละลายสารละลายซัลฟานิลา

ไมดจ ํานวน 5 กรัมลงในกรดไฮโดรคลอริดเขมขนจํ านวน 50 มิลลิลิตรแลวคอยๆเติมนํ้ ากลั่นลง
ไปจยไดปริมาตร 500 มิลลิลิตร

2.สารละลายแนปทิลเอทธิลีนไดอะมีน ไดไฮโดรคลอไรด (Naphthyl-ethelenediamine 
dihydrochloride solution )  ละลายสารนี้จํ านวน 0.5 กรัมในนํ้ ากลั่น 500 มิลลิลิตร

3.สารละลายมาตรฐานไนไตรท (Nitrite strandard solution) ชัง่โซเดียมไนไตรท (NaNO2) 
ทีอ่บแหงทีอุ่ณหภมู ิ110 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง จํ านวน 0.345 กรัม ในนํ้ ากลั่น 1 ลิตร จะได
ความเขมขน 70 ไมโครกรัมไนโตรเจนตอ 1 มิลลิลิตร

4.เจอืจางสารละลายในขอ 3 จํ านวน 10 มิลลิลิตรใหไดปริมาตร 1 ลิตรดวยนํ้ ากลั่น จะได
ความเขมขน 0.7มิลลิกรัมไนโตรเจนตอ 1ลิตร

วธิีวิเคราะห
1.ตวงนํ ้าตวัอยางมา 50 มิลลิลิตรใสขวดลูกชมพูขนาด 100 มิลลิลิตร ในกรณีที่นํ้ าตัวอยาง

ขุนมากๆควรกรองนํ้ าดวยกระดาษกรองกอนนํ ามาใช
2.เติมสารละลายซัลฟานิลาไมด และ สารละลายแนปทิลเอทธิลีนไดอะมีน ไดไฮโดร    

คลอไรด อยางละ 1 มิลลิลิตรตามลํ าดับ ผสมใหเขากันดี รอใหเกิดปฏิกิริยาสมบูรณประมาณ 20-
30 นาที

3.วดัคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร โดยใชนํ ากลั่น เติมสารละลายขอ
2 เปนตัวเปรียบเทียบอางอิง (blank)
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วธิกีารทํ ากราฟมาตรฐาน
1.เจอืจางสารละลายมาตรฐานไนไตรทที่เตรียมไว จํ านวน 0.1, 0.5, 1.0, 2.0, 5.0, 10.0 

และ 20.0 มิลลิลิตร ลงในขวดรูปชมพูขนาด 100 มิลลิลิตร เติมนํ้ ากลั่นแลวปรับปริมาตรใหได 50 
มลิลิลิตรดวยขวดวัดปริมาตร จะไดสารละลายที่มีความเขมขนตามลํ าดับดังนี้คือ 0.0014, 0.007, 
0.014, 0.070, 0.14 และ 0.28 มิลลิตร

2.น ําสารละลายมาตรฐานที่ความเขมขนตางมาวิเคราะหดวยวิธีเดียวกันกับนํ้ าตัวอยาง
3.น ําคาทีไ่ดจากขอ 2มาเขียนกราฟมาตรฐานและหาคาไนไตรทของนํ้ าตัวอยางจากกราฟ

มาตรฐาน

2. การศกึษาพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อตับและตับออนดวยเทคนิคอิมเพรสชั่นเสมียร
(ตามวิธีการของ Vicker และคณะ, 1993)

2.1 สารเคมี
- เมทานอล
- สีฮมีาท็อกซิลิน และอีโอซิน (Humason, 1972)
- แอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต
- แอลกอฮอล 100 เปอรเซ็นต
- ไซลีน
- นํ ้ายาเปอรเมาท

2.2 วธิีการ
นํ าตับออนลกูกุงมาเกลี่ย (smear) บนสไลดจากนั้นนํ าไปอบที่อุณหภมิ 56 องศาเซลเซียส 

10 นาที  ตรึงตัวอยางบนสไลดดวยเมทานอล 5 นาที นํ าสไลดแชในนํ้ าประปา 2 นาที แลวยอมสี
ดวยสฮีมีาทอ็กซลิิน 8 นาที นํ าสไลดไปแชนํ้ าประปา 4 นาที ยอมดวยสีอีโอซิน 4 นาที จากนั้นนํ า
นํ ้าออกจากตัวอยาง (dehydration) ดวยการแชลงในแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต เปนเวลา 1 นาที 
ตามดวย แอลกอฮอล 100 เปอรเซ็นต 3 คร้ัง คร้ังละ 1 นาที นํ าไปแชไซลีน (xylene) 2 คร้ัง คร้ังละ 
2 นาท ีจากนั้นปดสไลดดวยนํ้ ายาเปอรเมาท (permount) แลวนํ าไปตรวจดูดวยกลองจุลทรรศน
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3. การเตรยีมตวัอยางและการศึกษาพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อดวยเทคนิคทางเนื้อเยื่อวิทยา
(ตามวิธีการของ Bancroft, 1967)

3.1 สารเคมี
3.1.1นํ ้ายาดองเดวิดสัน (Davidson ‘s Fixative)

ฟอรมาลีน (formalin) 220 มิลลิลิตร
กรดอะซิติกเขมขน (acetic acid gracial) 115 มิลลิลิตร
เอทธิลแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต 330 มิลลิลิตร
นํ้ ากลั่น 335 มิลลิลิตร

3.1.2 สียอมฮีมาทอกซิลิน (hematoxylin)  (Humason , 1972)
ฮมีาทอกซิลิน (hematoxylin crystal) 4 กรัม
โซเดียมไอโอเดท (sodium hydrate) 0.8 กรัม
อลัม (potassium aluminium sulfate) 100 กรัม
กรดซิตริก (citric acid) 4 กรัม
คลอรัลไฮเดรท (chloral hydrate) 200 กรัม
นํ้ ากลั่น 2,000 มิลลิลิตร

3.1.3 สียอมอีโอซิน (eosin) )  (Humason , 1972)
อีโอซิน(eosin) 1 กรัม
เอทธิลแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต 1,000 มิลลิลิตร
กรดอะซิติกเขมขน 5 มิลลิลิตร

3.2 การเตรียมตัวอยาง
ใชเขม็ฉีดยาขนาด 1 มิลลิลิตรที่ภายในมีนํ้ ายาดองเดวิดสัน ฉีดเขาสูตัวกุงบริเวณหัวใจ ตับ

และตบัออน ใหทั่วทั้งสวนหัวและอกของกุง จากนั้นใชกรรไกรตัดสวนเปลือกที่คลุมเหงือกเพื่อใหนํ้ า
ยาซึมเขาสูเหงือกและอวัยวะภายในไดดี ดองในนํ้ ายาดังกลาวเปนเวลา 72 ชั่วโมง จากนั้นจึง
เปลี่ยนนํ้ ายาดองเปนเอทธิลแอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต  และสามารถเก็บรักษาไดเปนระยะ      
เวลานาน
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3.3 ขัน้ตอนการดึงนํ้ าออกจากเซลล (dehydration) ขัน้ตอนการฝงตัวอยางลงใน
พาราฟน (embeding)

ตบแตงตวัอยางใหมีขนาดพอเหมาะ จากนั้นนํ าตัวอยางไปผานขั้นตอนการดึงนํ้ าออกจาก
เซลลโดยใชเครื่องเตรียมเนื้อเยื่ออัตโนมัติ (automatic tissue processor) ซึง่มีข้ันตอนดังนี้

ข้ันตอนที่ สารละลาย เวลา (ชั่วโมง)
1 แอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต 2
2 แอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต 2
3 แอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต 2
4 แอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต 2
5 แอลกอฮอล 100 เปอรเซ็นต 2
6 ไอโซโพรพิลแอลกอฮอล 1
7 ไอโซโพรพิลแอลกอฮอล 1
8 ไซลีน 1
9 ไซลีน 1
10 พาราพลาสท 1
11 พาราพลาสท 1

นํ าตัวอยางเนื้อเยื่อที่ผานขั้นตอนการดึงนํ้ าออกจากเซลลแลวไปทํ าการฝงตัวอยางลงใน
พาราฟน จากนั้นนํ าไปตัดดวยเครื่องตัดเนื้อเยื่อ (microtome) ใหมีความหนาประมาณ 3-4 
ไมครอน นํ าไปลอยในนํ้ าอุนที่มีอุณหภูมิ 35 – 40 องศาเซลเซียส จากนั้นใชสไลดชอนตัวอยางขึ้น
มาแลวน ําไปอบที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสเปนเวลาขามคืน และนํ าสไลดดังกลาวไปผานขั้นตอน
การยอมสีดังนี้
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ข้ันตอนที่ สารละลาย เวลา (นาที)
1 ไซลีน 2
2 ไซลีน 2
3 ไซลีน 2
4 ไอโซโพรพิลแอลกอฮอล 1
5 ไอโซโพรพิลแอลกอฮอล 1
6 แอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต 1
7 แอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต 1
8 แอลกอฮอล 50 เปอรเซ็นต 1
9 นํ้ ากลั่น 1
10 ฮมีาทอกซิลิน 20
11 นํ ้าประปา 3
12 นํ้ ากลั่น 1
13 แอลกอฮอล 50 เปอรเซ็นต 1
14 อีโอซิน 2
15 แอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต 2
16 แอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต 2
17 แอลกอฮอล 100 เปอรเซ็นต 1
18 ไอโซโพรพิลแอลกอฮอล 2
19 ไอโซโพรพิลแอลกอฮอล 2
20 ไซลีน 2
21 ไซลีน 2
22 ไซลีน 2
นํ าสไลดที่ผานการยอมสีแลวมาปดสไลดดวยนํ้ ายาเปอรเมาทและแผนกระจกปดสไลด 

จากนัน้น ําไปศึกษาพยาธิสภาพที่เกิดขึ้นดวยกลองจุลทรรศน
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4. การวเิคราะหดวยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอรเรส (polymerase chain reaction :
PCR) (ตามวิธีการของ Belcher และ Young,1998)

ตารางผนวก ก ที่ 1 ไพรเมอรทีใ่ชในเทคนิคปฏกิิริยาลูกโซโพลิเมอรเรส (polymerase chain
reaction : PCR)

ไพรเมอร ลํ าดับนิวคลีโอไทด (Nucleotide sequence)
MBV1.4F 5’-CGA TTC CAT ATC GGC CGA ATA-3’
MBV1.4R 5’-TTG GCA TGC ACT CCC TGA GAT-3’
MBV1.4NF 5’-TCC AAT CGC GTC TGC GAT ACT-3’
MBV1.4NR 5’-CGC TAA TGG GGC ACA AGT CTC-3’
ทีม่า : Belcher และ Young  (1998)

4.1 เทคนคิปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอรเรสแบบไพรมารี (primary polymerase chain
reaction)

1.ดีเอ็นเอรวมของกุงที่ติดเชื้อ จะถกูใชเปนดีเอ็นเอตนแบบในการทํ า เทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ
โพลิเมอรเรสแบบไพรมารี ซึง่มสีวนผสมดังนี้คือ 50mM KCl, 10mM Tris-HCl (pH9.0), 0.1% 
Triton x-100, 0.2mM dNTP, 1.5mM MgCl2 , 0.25uM Primer MBV1.4Fและ MBV 1.4R, 2.5 
unit  Taq  สวนผสมทัง้หมดนี้จะถูกทํ าใหปริมาตรสุดทายเปน 50 ไมโครลิตร

2. น ําไปท ําการเพิ่มปริมาณทอนดีเอ็นเอโดยเครื่องควบคุมอุณหภูมิโดยเริ่มจากที่ 96 °C 
เปนเวลา 5 นาที จากนั้นทํ า 40 รอบ ที่อุณหภูมิตางๆดังนี้ 94°C  30 วนิาที, 65°C  30 วนิาที และ 
72°C  60 วนิาท ี หลงัจากเสร็จส้ินในรอบสุดทายแลวใหทิ้งไวที่อุณหภูมิ 72°C เปนเวลา 7 นาที

3.น ําผลผลิตที่ไดไปตรวจสอบดวยเทคนิคเจลอิเลคโตรโฟริซิส (gel electrophoresis) ซึ่ง
จะใชเจลอะกาโรสทีมีความเขมขน 2 เปอรเซ็นต แลวนํ าไปยอมดวยสีเอทธิเดียมโบรไมด  ในกรณีที่
ไมเกิดแถบดีเอ็นเอที่มีขนาด 533 คูเบสบนเจลดังกลาว จะทํ าการยืนยัยผลอีกครั้งดวยเทคนิค
ปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอรเรสแบบเนสเต็ด (Nested PCR)

4.2 เทคนคิปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอรเรสแบบเนสเต็ด (Nested PCR)
1.ข้ันตอนนี้จะใชดีเอ็นเอที่ไดจากขั้นตอนการทํ าเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอรเรสแบบ

ไพรมารี มาเปนดีเอ็นเอตนแบบ โดยมสีวนผสมดังนี้คือ 50mM KCl, 10mM Tris-HCl (pH9.0), 
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0.1% Triton x-100, 0.2mM dNTP, 1.5mM MgCl2 , 0.25uM Primer MBV1.4Fและ MBV 1.4R, 
2.5 unit  Taq  สวนผสมทัง้หมดนี้จะถูกทํ าใหปริมาตรสุดทายเปน 50 ไมโครลิตร

2.นํ าไปทํ าการเพิ่มปริมาณทอนดีเอ็นเอโดยเครื่องควบคุมอุณหภูมิโดยเริ่มจากที่ 96 °C 
เปนเวลา 5 นาที จากนั้นทํ า 40 รอบ ที่อุณหภูมิตางๆดังนี้ 94°C  30 วนิาที, 65°C  30 วนิาที และ 
72°C  60 วินาที  หลังจากเสร็จส้ินในรอบสุดทายแลวใหทิ้งไวที่อุณหภูมิ 72°C เปนเวลา 7 นาที

3.ดีเอ็นเอที่ไดจากการทํ าเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอรเรสแบบเนสเต็ด นํ าไปผานขั้น
ตอนการทํ า เทคนิคเจลอิเลคโตรโฟริซิส แลวนํ าไปยอมดวยสีเอทธิเดียมโบรไมด  จากนั้ตรวจสอบ
แถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นบนเจล

5. สารเคมแีละวธิกีารเตรียมตัวอยางสํ าหรับการศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน
(ดัดแปลงจาก สากล, 2544)

สารเคมี

    5.1 การเตียมสารละลายคงสภาพและสารละลายบัฟเฟอรรักษาสภาพเนื้อเยื่อ 
(washing buffer)

สารเคมีและวิธีการ
5.1.1. บัฟเฟอรโซเดียมคาโคดีเลทความเขมขน 0.4 M pH 7.4

                        โซเดียมคาโคดีเลท (NaCAC)                                                42.806  กรัม
นํ ้ากลั่น                                                                                     500   มิลลิลิตร

        ละลายโซเดียมคาโคดีเลทในนํ ้ากลั่นโดยใชเครื่องคนสารชวย ปรับพีเอชของสารละลายใหได 
7.4และควรเก็บทิ้งไวอยางนอย 2 ชั่วโมงกอนนํ าไปใชเปนสวนผสมของสารละลายคงสภาพและ
สารละลายรักษาสภาพเนื้อเยื่อในขอ 4.1.2 และขอ 4.1.3

5.1.2. สารละลายคงสภาพเนื้อเยื่อข้ันแรก (primary fixative)
กลตูาราลดีไอด ความเขมขน 25 เปอรเซ็นต                                   20       มิลลิลิตร
บัฟเฟอรโซเดียมคาโคดีเลท (cacodelate buffer)                           50       มิลลิลิตร
โซเดียมคลอไรด (sodium chloride) ความเขมขน 10 เปอรเซ็นต     30       มิลลิลิตร
นํ ้ากลั่น                                                                                       90       มิลลิลิตร
ผสมสารละลายทั้งหมดลงในนํ้ ากลั่น บรรจุในขวดสีชาปดฝาใหมิดชิดและนํ าเก็บในตูเย็น
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5.1.3. สารละลายบัฟเฟอรรักษาสภาพเนื้อเยื่อ
บัฟเฟอรโซเดียมคาโคดีเลท    ความเขมขน  0.4 M                        50        มิลลิลิตร
โซเดียมคลอไรด ความเขมขน 10 เปอรเซ็นต                               100        มิลลิลิตร
นํ ้ากลั่น                                                                                      94        มิลลิลิตร

ผสมสารละลายทั้งหมดเขาดวยกัน บรรจุในขวดสีชาปดฝาใหมิดชิดและนํ าเก็บในตูเย็น

5.1.4. สารละลายคงสภาพเนื้อเยื่อข้ันที่สอง (secondary fixative)
    5.1.4.1 ออสเมียมเตตราออกไซด (osmium tetraoxide) ความเขมขน 4 เปอรเซ็นต

ออสเมียมเตตราออกไซด                                    4       กรัม
นํ ้ากลั่น                                                            100    มิลลิลิตร

เติมผลึกออสเมียมเตตราออกไซดลงในนํ้ ากลั่นโดยใชเครื่องคนสารชวยในการผสมหรือทิ้ง
ไวทีอุ่ณหภมูหิองคางคืนเพื่อใหผลึกของสารละลายจนหมด ขอควรระวังในการเตรียมสารชนิดนี้คือ
จะตองเตรียมภายในตูดูดควันเพื่อปองกันอันตรายจากไอระเหย

                 5.1.4.2 สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.2 M pH 7.3
โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (0.2 M)                    23   มิลลิลิตร
(sodium dihydrogen phosphate)
โซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (0.2 M)                        77   มิลลิลิตร
(sodium hydrogen phosphate)

ผสมสารใหเขากันดีและนํ าสารละลายนี้ผสมกับออสเมียมเตตราออกไซดในขอ 5.1.4.1 ใน
อัตรา 1:1 ซึ่งจะไดนํ้ ายาคงสภาพออสเมียมเตตราออกไซดความเขมขน 2 เปอรเซ็นต ในฟอสเฟต
บัฟเฟอร บรรจุสารละลายในขวดสีชาปดฝาใหมิดชิดและนํ าเก็บในตูเย็น
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      5.2 ขัน้ตอนการดงึนํ้ าออกจากเซลลและใชสารแทรกในเนื้อเยื่อ (infiltration)
หลงัจากทีด่องตัวอยางในสารละลายออสเมียมเตตราออกไซด ความเขมขน 2 เปอรเซ็นต

เปนเวลา 1.5-2 ชัว่โมง แลวจึงนํ าตัวอยางดังกลาวผานขบวนการดึงนํ้ าออกจากเซลลซึ่งมีข้ันตอน
ดังตอไปนี้

ข้ันตอน   สารละลาย                     เวลา (นาที)

    1 อะซิโตน 70 เปอรเซ็นต            5
    2 อะซิโตน 70 เปอรเซ็นต            5
    3       อะซิโตน 70 เปอรเซ็นต 5
    4     อะซิโตน 80 เปอรเซ็นต 5
    5              อะซิโตน 80 เปอรเซ็นต  5
    6 อะซิโตน 80 เปอรเซ็นต 5
    7    อะซิโตน 90 เปอรเซ็นต  5
    8 อะซิโตน 90 เปอรเซ็นต  5
    9 อะซิโตน 100 เปอรเซ็นต 15
   10   อะซิโตน 100 เปอรเซ็นต 15
   11    อะซิโตน ผสมกับอีปอน-812 60

   ในอตัราสวน 3:1 โดยปริมาตร
   12          อะซิโตน ผสมกับอีปอน-812 60

   ในอัตราสวน 2:3 โดยปริมาตร
   13          อะซิโตน ผสมกับอีปอน-812 60

   ในอัตราสวน 1:3 โดยปริมาตร
                14    อีปอนบริสุทธิ         ขามคืน

เมื่อตัวอยางผานเสร็จส้ินทุกขั้นตอนจึงนํ าไปฝงในบลอคพลาสติกหรือแคปซูลพลาสติก
ขนาดเบอรตามตองการ นํ าตัวอยางอบที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส นาน 24-48 ชั่วโมง หลังจาก
นัน้ท ําการแกะตัวอยางออกจากบลอคและตกแตงเพื่อเขาสูข้ันตอนการตัดตอไป
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5.3 การเตรียมอีปอน-812 (epon-812)

สารเคมีและวิธีการ
1. สวนผสม A (stock mixture A)

อีปอน-812 62 มิลลิลิตร
โดดีซีนิลซัคซินิคแอนไฮไดรด 100 มิลลิลิตร

            (dodecenyl sucinic anhydride)
2. สวนผสม B (stock mixture B)

อีปอน-812 100 มิลลิลิตร
นาดิคเมทธิลแอนไฮไดร 89 มิลลิลิตร
(nadic methyl anhydride)

ท ําการผสมสวนผสม A และ B แตละชนิดใหเขากันดีและเก็บไวในตูเย็น กอนใชตองนํ ามา
ปรับอุณหภมูเิทากบัอุณหภูมิหองเสียกอน จากนั้นนํ าผสมสวนผสม A และ B เขาดวยกันซึ่งมีข้ัน
ตอนดังนี้

1. ผสมสวนผสม A และ B ในอัตราสวน 3:2 โดยปริมาตร คนใหเขากันพยายามอยาให
เกดิฟองอากาศ

2.  คอยๆ เติมดีเอ็มพี-30 (2,4,6, tridimethylamino methyl phenol) จ ํานวน 1 หยดลงใน
สวนผสม A และ B ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดีอีกครั้งและนํ าไปใชไดทันที กรณีที่สวน
ผสมดังกลาวเหลือใชสามารถเก็บในตูเย็นไวใชในครั้งตอไป

     5.4 การยอมสีทูลูดีนบลู (ทูลูดีนบลูความเขมขน 1 เปอรเซ็นต)

สารเคมี
ทูลูดีนบลู  (toluidine blue)                                        1     กรัม
บอแรกซ (borax)                                                       1    กรัม
นํ ้ากลั่น                                                                  100    มิลลิลิตร

ละลายทูลูดีนบลูและบอแร็กลงในนํ้ ากลั่นโดยใชแทงแกวคนหรือใชเครื่องคนสารชวยจน
กระทัง่ละลายหมด ทํ าการกรองเก็บไวในขวดสีชาที่ระดับอุณหภูมิหอง ขอควรระวังคือบอแร็กเปน
สารทีล่ะลายยากดังนั้นควรบดใหละเอียดกอนซึ่งจะทํ าใหละลายนํ้ าไดงายขึ้น
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วธิีการ
1.นํ าสไลดที่มีตัวอยางเนื้อเยื่อซึ่งผานการตัดแบบหนาดวยอัลตราไมโครโตมวางบนเตา

ความรอนทีร่ะดับอุณหภูมิ 40-45 องศาเซลเซียส โดยใชเวลาประมาณ 10 นาที เพื่อใหสไลดแหง
สนทิแลวทํ าการเคลื่อนยายลงจากเตา

2. หยดสทีลููดีนบลใูหทวมตัวอยางเนื้อเยื่อหรือประมาณ 2-3 หยด โดยใชเวลา 15-20 นาที
3. ลางสไลดตัวอยางดวยนํ้ ากลั่นหรือประปาจนสะอาด และนํ าวางบนเตาความรอนอีก

คร้ังที่อุณหภูมิ 30-35 เซลเซียสและไมควรรอนเกินกวานี้เพราะจะทํ าใหแผนเนื้อเยื่อตัวอยางเกิด
การหดตัวเปนรอยยน เมือสไลดแหงสนิทจึงทํ าการเคลือบดวยนํ้ ายาเปอรเมาทและนํ าไปตรวจเช็ค
ดวยกลองจุลทรรศนแบบธรรมดา

5.5 การยอมยูรานิลอะซิเตทและเลทซิเตรท (ตามวิธีการของ Robinson et al., 1987)

สารเคมี
5.5.1    ยรูานลิอะซิเตทความเขมขน 5 เปอรเซ็นต

ยรูานิลอะซิเตท (uranyl acetate)                                  2      กรัม
นํ ้ากลั่นตมและผานการกรอง                                      40      มิลลิลิตร

ละลายยรูานลิอะซิเตทลงในนํ้ ากลั่นจนกระทั่งผสมเขากันดี ทํ าการกรองสารละลายและ
บรรจุในขวดสีชาเก็บในตูเย็น

5.5.2    เลทซิเตรท
เลทซิเตรท(lead citrate)                                               0.2      กรัม
โซเดียมไฮดรอกไซด (sodium hydroxide)                      2        กรัม
นํ ้ากลั่นตมและผานการกรอง                                         50       มิลลิลิตร

ละลายโซเดยีมไฮดรอกไซดลงในนํ้ ากลั่น แลวคอยๆ เติมเลทซิเตรทลงไปผสมใหเขากันดี
ท ําการกรองและบรรจุในขวดแกวที่สะอาด ปดฝาใหมิดชิดเก็บไวในตูเย็น กอนนํ าไปใชจะตองกรอง
ตะกอนออกทุกครั้ง

5.5.3    โซเดียมไฮดรอกไซด 0.02 M
โซเดียมไฮดรอกไซด 0.8   กรัม

    นํ ้ากลั่นตมและผานการกรอง 1000   มิลลิลิตร



130

วธิีการ
1. หยด 5 เปอรเซ็นต ยูรานิลอะซิเตทลงบนแผนพาราฟลม (parafilm) หรือแผนขี้ผ้ึงที่

สะอาด ขนาดหยดควรจะมีเสนผาศูนยกลางประมาณ 5-10 มิลลิลิตร
2. นํ ากริดทีมีแผนตัวอยางเนื้อเยื่อมาลอยบนผิวของหยดยูรานิลอซิเตทโดยใหดานที่มีตัว

อยางควํ่ าลง
3. ใชภาชนะทึบแสงปดบริเวณแผนพาราฟลมหรือแผนขี้ผ้ึงทีมีสารละลายยูรานิลและ     

กริดลอยอยู ทิ้งไวประมาณ 20 นาที
4. ใชปากคบีปลายแหลมจับกริดและจุมในนํ้ ากลั่นที่ผานการตมและกรองแลวเพื่อลางสาร

ละลายยรูานิลอซิเตทออกโดยใชเวลา 30 นาที (ประมาณ 10-15 จุม)
5. ทํ าการยอมเลทซิเตรทโดยการนํ ากริดจุมในหยดของสารละลายที่มีเกล็ดของโซเดียม

ไฮดรอกไซดวางอยูใกลๆ เพื่อชวยดูดซับคารบอนไดออกไซดในบริเวณนั้น ปดหยดสารละลายดวย
ฝาของจานเพาะเชื้อ

6. ลางกรดิดวย 0.02 M โซเดียมไฮดรอกไซดประมาณ 30 วินาที จากนั้นทํ าการลางดวย
นํ ้ากลัน่ทีผ่านการตมและกรองแลว 2-3 คร้ังๆละ 10 จุม ซับใหแหงและนํ าไปศึกษารายละลาย
ละเอยีดดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบลํ าแสงสองผาน

ขอควรระวัง คือ หามผานลมหายใจเขาสูบริเวณหยดสารละลายที่ใชยอมเนื้อเยื่อเพราะ   
จะทํ าใหคารบอนไดออกไซดทํ าปฏิกิริยากับโซเดียมไอดรอกไซดเกิดเปนตะกอนของโซเดียม         
ไบคารบอเนต (sodium bicabornate) ตกคางบนตัวอยางหรือกริด
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ภาคผนวก ข
การวิเคราะหทางสถิติ

y = -0.1223x + 21.994
R2 = 0.3833
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ภาพผนวก ข ที ่ 1 แสดงแผนภาพการกระจาย คาความถดถอยเชิงเสนตรงและสหสัมพันธระหวาง
คาสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนของความยาวตัวกุงกุลาดํ าและเปอรเซ็นตการติดเชื้อตลอดการ
ศึกษา
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y = 0.029x + 51.276
R2 = 0.0007
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คาสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนของนํ้ าหนักตัวตัวกุงกุลาดํ าและเปอรเซ็นตการติดเชื้อตลอดการ
ศึกษา



ตารางภาคผนวก ค ที ่8 คาเฉลี่ยคุณภาพนํ้ าระหวางชวงการทดลองที่ 3

สัปดาห 0-2 สัปดาห 2-4 สัปดาห 4-6
ชุดการ

ทดลองที่ 1
ชุดการ

ทดลองที่ 2
ชุดการ

ทดลองที่ 3
ชุดการ

ทดลองที่ 1
ชุดการ

ทดลองที่ 2
ชุดการ

ทดลองที่ 3
ชุดการ

ทดลองที่ 1
ชุดการ

ทดลองที่ 2
ชุดการ

ทดลองที่ 3
ความเค็ม

(สวนในพันสวน) 21.0 + 0.0 20.0 + 0.0 20.5 + 0.7 23.5 + 0.7 21.0 + 0.0 21.5 + 0.7 20.5 + 0.7 20.0 + 0.0 20.0 + 0.0

ความเปนกรด-ดาง
(pH)

7.78 + 0.15 7.82 + 0.01 7.79 + 0.01 7.70 + 0.00 7.60 + 0.06 7.70 + 0.00 7.86 + 0.04 7.61 + 0.01 7.77 + 0.06

ความเปนดาง   (มิลลิกรัม
CaCO3 ตอลิตร)

61.50 + 2.12 66.00 + 1.41 61.50 + 2.12 73.50 + 0.00 62.00 + 0.71 63.00 + 1.41 52.00 + 2.83 43.75 + 1.06 43.25 + 1.06

แอมโมเนีย
(มิลลิกรัม NH3 ตอลิตร)

0.06 + 0.03 0.10 + 0.08 0.06 + 0.01 0.02 + 0.00 0.02 + 0.00 0.02 + 0.00 0.04 + 0.02 0.10 + 0.01 0.05 + 0.00

ไนไตรท
(มิลลิกรัม N ตอลิตร) 0.02 + 0.02 0.00 + 0.00 0.01+ 0.00 0.02 + 0.01 0.02 + 0.01 0.02 + 0.01 0.01 + 0.01 0.01 + 0.00 0.01 + 0.01



    ตารางภาคผนวก ค ที่ 9 คาเฉลีย่คณุภาพนํ้ าระหวางชวงการทดลองที่ 3 (ตอ)

สัปดาห 6-8 สัปดาห 8-10
ชุดการ

ทดลองที่ 1
ชุดการ

ทดลองที่ 2
ชุดการ

ทดลองที่ 3
ชุดการ

ทดลองที่ 1
ชุดการ

ทดลองที่ 2
ชุดการ

ทดลองที่ 3
ความเค็ม

(สวนในพันสวน) 21.0 + 0.0 20.0 + 0.0 20.5 + 0.7 21.0 + 0.0 20.0 + 0.0 20.0 + 0.0

ความเปนกรด-ดาง
(pH)

7.81 + 0.04 7.53 + 0.05 7.74 + 0.03 7.73 + 0.05 7.52 + 0.08 7.76 + 0.01

ความเปนดาง   (มิลลิกรัม
CaCO3 ตอลิตร)

49.50 + 0.71 40.25 + 0.35 43.50 + 0.71 56.25 + 1.06 47.00 + 1.41 52.25 + 3.89

แอมโมเนีย
(มิลลิกรัม NH3 ตอลิตร)

0.06 + 0.03 0.15 + 0.13 0.05 + 0.00 0.06 + 0.01 0.07 + 0.02 0.02 + 0.01

ไนไตรท
(มิลลิกรัม N ตอลิตร) 0.00 + 0.00 0.01 + 0.00 0.00 + 0.00 0.01 + 0.00 0.36 + 0.38 0.00 + 0.00



ตารางภาคผนวก ค ที่ 10 คาเฉลี่ยคุณภาพนํ้ าระหวางชวงการทดลองที่ 3

สัปดาห 0-2 สัปดาห 2-4 สัปดาห 4-6
ชุดการ

ทดลองที่ 1
ชุดการ

ทดลองที่ 2
ชุดการ

ทดลองที่ 3
ชุดการ

ทดลองที่ 1
ชุดการ

ทดลองที่ 2
ชุดการ

ทดลองที่ 3
ชุดการ

ทดลองที่ 1
ชุดการ

ทดลองที่ 2
ชุดการ

ทดลองที่ 3
ความเค็ม

(สวนในพันสวน)
15.0 + 0.0 15.0 + 0.0 15.0 + 0.0 15.0 + 0.0 14.0 + 0.0 15.5 + 0.7 15.0 + 0.0 14.0 + 0.0 15.5 + 0.7

ความเปนกรด-ดาง
(pH) 7.80 + 0.05 7.77 + 0.06 7.74 + 0.03 8.07 + 0.01 7.90 + 0.01 7.93 + 0.00 8.02 + 0.04 7.90 + 0.05 7.91 + 0.00

ความเปนดาง   (มิลลิกรัม
CaCO3 ตอลิตร)

58.50 + 0.71 57.25 + 1.77 59.50 + 1.41 67.75 + 3.18 60.25 + 1.77 60.50 + 0.71 65.75 + 3.18 53.00 + 1.41 57.00 + 1.41

แอมโมเนีย
(มิลลิกรัม NH3 ตอลิตร)

0.18 + 0.01 0.19 + 0.12 0.26 + 0.02 0.06 + 0.00 0.07 + 0.01 0.06 + 0.00 0.05 + 0.03 0.07 + 0.01 0.03 + 0.01

ไนไตรท
(มิลลิกรัม N ตอลิตร)

0.19 + 0.00 0.63 + 0.32 0.54 + 0.32 0.64 + 0.08 1.36 + 0.73 1.27 + 0.35 0.02 + 0.00 0.02 + 0.01 0.24 + 0.10
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