
ภาคผนวก

ภาคผนวก ก.
วิธีการวิเคราะห

1.  การวิเคราะหความชื้น (ตามวิธีการของ AOAC, 1990)
1. นําขวดชั่งเขาตูอบอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 40 นาที และทําใหเย็นใน

โถดูดความชื้น
2. ชั่งและบันทึกน้ําหนักของขวดชั่งโดยละเอียด
3. ชั่งตัวอยางใสขวดชั่งประมาณ 5 กรัม โดยบันทึกน้ําหนักอยางละเอียด
4. นําตัวอยางเขาตูอบ โดยใชอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 8 ชั่วโมง
5. นําตัวอยางที่อบแลวใสโถดูดความชื้นทิ้งไวใหเย็น บันทึกน้ําหนักของตัวอยาง
6. ทําซ้ําตามขอ 1 ถึง 5 จนกระทั่งน้ําหนักที่ไดคงที่ โดยน้ําหนักที่หายไปคือน้ําหนัก

ของความชื้น
คํานวณ % ความชื้นดวยสมการ

% ความชื้น  =  (a - b) × 100
  w

เมื่อ a = น้ําหนักของอาหารกอนอบแหง
b = น้ําหนักของอาหารหลังอบแหง

            w = น้ําหนักของอาหารกอนอบ

2.  การวิเคราะหปริมาณเถา (ตามวิธีการของ AOAC, 1990)
1. ชั่งตัวอยางอาหาร 2 กรัม ใสในถวยกระเบื้องเคลือบ

       2. นําไปเผาในเตาเผาที่อุณหภูมิ 600 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ชั่วโมง จนเถาเปนสี
ขาว

3. นําเขาโถอบแหง เพ่ือใหดูดความชื้น และเมื่อตัวอยางอาหารเย็นดีแลว นําออก
ชั่งทันที
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คํานวณ %  เถาดวยสมการ
% เถา  =  (b - a) × 100
                  w

เมื่อ a = น้ําหนักของถวยกระเบื้องเคลือบ
b = น้ําหนักของถวยกระเบื้องเคลือบกับน้ํานักของเถาภายหลังการเผา

            w = น้ําหนักของอาหารกอนเผา

3.  การวิเคราะหหาโปรตีน (ตามวิธีการของ AOAC, 1990)
สารเคมี

1. กรดซัลฟูริก (sulfuric acid, H2SO4) เขมขน 93 - 98 %
2. สารเรงรวม (catalyst mixture): เตรียมโดย ชั่งคอปเปอรซัลเฟต (copper sulfate,

CuSO4) 7 กรัม กับโพแตสเซียมซัลเฟต (potassium sulfate, K2SO4) 100 กรัม ผสมใหเขากัน
3.โซเดียมไฮดรอกไซด 45% (sodium hydroxide, NaOH): เตรียมโดย ละลาย 450 กรัม

ของโซเดียมไฮดรอกไซด ชนิดเกล็ดลงในน้ํากลั่นใหไดปริมาตร 1 ลิตร
4. สารละลายกรดเกลือ (hydrochloric acid, HCl)  0.1 นอรมอล:  เตรียมโดย ละลาย

กรดเกลือ 9 มิลลิลิตร ลงในน้ํากลั่น ปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร
5. กรดบอริค (boric acid, H3BO3) 4%: เตรียมโดย ตมน้ํากลั่น 50 มิลลิลิตร ใหรอนแลว

ใสผงกรดบอริคลงไป 4 กรัม ตมจนละลายหมด ท้ิงไวจนสารละลายเย็นลงแลวจึงเติมน้ํากลั่น
ใหครบ 100 มิลลิลิตร

6. อินดิเคเตอรรวม ( mixed indicator): เตรียมโดยละลายเมทธิลเรด เรด (methyl red)
0.2 กรัม ในแอลกอฮอล  95%  ปรับปริมาตรใหได  100  มิลลิลิตร     และละลายเมทธิลีนบลู
(methylene blue) 0.2 กรัม ในแอลกอฮอล 95% ปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร จากนั้นนํา
สารละลายเมทธิลเรด 2 สวน ผสมกับสารละลายเมทธิลีนบลู 1 สวน เขยาใหเขากัน

7. เมทิลออเรนจ อินดิเคเตอร (methyl orange indicator): เตรียมโดยละลายเมทิลออ
เรนจ 0.1 กรัม ในน้ํากลั่น ปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร

8. สารละลายโซเดียมคารบอเนต (sodium carbonate, Na2CO3) 0.1 นอรมอล : เตรียม
โดย  อบโซเดียมคารบอเนตที่อุณหภูมิ 260  - 270 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ชั่งสารมา
1.325 กรัม เติมน้ํากลั่น ปรับปริมาตรใหได 250 มิลลิลิตร
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วิธีการ
ก. ขั้นตอนการยอย (digestion)
         1. ชั่งตัวอยางอาหารใหไดน้ําหนักประมาณ 1 กรัม โดยชั่งดวยกระดาษกรองที่ปราศจาก
สารไนโตรเจนแลวใสในขวดแกววิเคราะหโปรตีน

    2. เติมสารเรงรวม 10 กรัม เพ่ือเปนตัวชวยเรงปฏิกิริยาการยอย
    3. เติมกรดซัลฟูริกเขมขน 25 มิลลิลิตร 
    4. นําไปยอยดวยชุดเครื่องยอยโปรตีน ท่ีอุณหภูมิ 375 องศาเซลเซียส กระทั่งสาร

ละลายในขวดแกววิเคราะหโปรตีนใส ท้ิงไวใหเย็น
ข. ขั้นตอนการกลั่น (distillation)

    1. เมื่อสารละลายเย็นดีแลว จึงเติมน้ํากลั่นลงไปใหไดปริมาตรประมาณ 300
มิลลิลิตร

    2. ใสลูกแกว 2 ลูก เพ่ือปองกันการกระแทกของสารละลาย
    3. ตอขวดแกววิเคราะหโปรตีนเขากับเครื่องกลั่นที่มีขวดปากแคบวัดปริมาตร ซึ่งมี

กรดบอริค 40 มิลลิลิตรอยู  โดยใหปลายของหลอดแกวท่ีตอจากกระบอกแกวควบแนนจุมอยู
ในกรดบอริค เติมโซเดียมไฮดรอกไซดลงในขวดแกววิเคราะหชาๆ จนกระทั่งสารละลายมีสี
ดํา

    4.ใสอินดิเคเตอรในกรดบอริค 2 - 3 หยด
    5. ทําการกลั่นจนกระทั่งไมมีแกสแอมโมเนียออกมาแลวทําการกลั่นตอไปอีก 10

นาที แลวลางปลายเครื่องกลั่นดวยน้ํากลั่น นําขวดปากแคบวัดปริมาตรออกจากเครื่องกลั่น
ค. ขั้นตอนการไตเตรท (titration)

    1. นําไปไตเตรทดวยกรดเกลือมาตรฐานที่ทราบความเขมขน (0.1 นอรมอล) จนถึง
จุดยุติ (end point) โดยใชอินดิเคเตอรรวม สารละลายจะเปลี่ยนเปนสีน้ําเงินออน

    2. จดปริมาตรของกรดเกลือไวเพ่ือคํานวณตอไป

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

                  W
เมื่อ V1 = ปริมาตรของกรดมาตรฐานที่ใชไตเตรทตัวอยาง
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          V2 = ปริมาตรของกรดมาตรฐานที่ใชไตเตรทตัวอยางที่ใชตรวจสอบ
          N  = เปนความเขมขนของกรดเกลือเปนนอรมอล
          W = น้ําหนักตัวอยางอาหาร

การตรวจหาความเขมขนของสารละลายกรดเกลือมาตรฐาน
    ดูดสารละลายโซเดียมคารบอเนต 40 มิลลิลิตร ใสในขวดรูปชมพู ขนาด 250

มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่น 20 มิลลิลิตร เติมเมทิลออเรนจ อินดิเคเตอร 2 - 3 หยด ทําการไตเตรต
ดวยสารละลายกรดเกลือ 0.1 นอรมอล คํานวณความเขมขนของสารละลายกรดเกลือโดยใช
สูตร

N1V1  =   N2V2

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

4. การวิเคราะหหาไขมัน (ใชเครื่อง Soxtec System HT6)
สารเคมี
1. สารละลายคลอโรฟอรม (chloroform)
2. เมทธานอล (methanol)
วิธีการ

1. อบถวยพรอมลูกแกว ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 8 ชั่วโมงทิ้งไวใหเย็นในโถดูด
ความชื้น

2. อบตัวอยางที่จะวิเคราะหท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 คืน ท้ิงใหเย็นใน
โถดูดความชื้น

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

ชิด ใสลงในไสกรอง (thimble) ท่ีเตรียมไว นําไปใสเขาเครื่อง Soxtec System HT6
5. นําถวยพรอมลูกแกวท่ีชั่งน้ําหนักไวแลวมาเติม คลอโรฟอรม : เมทานอล ในอัตรา

สวน 2 :1  ปริมาตร 25 มิลลิลิตร แลวใสเขาเครื่องใหเรียบรอย
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           6.  เปดเครื่อง ปรับอุณหภูมิไปที่ 160 องศาเซลเซียส เปดน้ําเขาเครื่อง เปดวาลว เลื่อน
ปุมไปที่ boiling ตมใหเดือด 30 นาที
            7. เลื่อนปุมไปที่ rinsing เพ่ือลางตัวอยาง 20 นาที

8. ปดวาลว เปดสวิทซอากาศ เลื่อนปุมไปที่ evaporation เพ่ือใหสารระเหยออกไป 5
นาที

9. ปดเครื่อง อากาศและน้ํา แลวเลื่อนปุม evaporation กลับที่เดิม นําถวยออกจากเครื่อง
แลวนําไปอบที่ 100 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 คืน
           10. นําถวยออกมาใสโถดูดความชื้น ท้ิงไวใหเย็น แลวนํามาชั่งน้ําหนัก (w3)

การคํานวณหา % ไขมัน
% ไขมัน  =  w3 - w1 × 100

            w2

เมื่อ          w1  =  น้ําหนักถวยพรอมลูกแกว
   w2  =  น้ําหนักตัวอยาง
   w3  =  น้ําหนักถวยพรอมลูกแกวและไขมันหลังอบ

5. การวิเคราะหหาฟอสฟอรัส (ตามวิธีการของ AOAC, 1990)
สารเคมี
1. กรดสําหรับยอยตัวอยาง: เตรียมโดยการชั่งแอมโมเนียมเมตาวานาเดท (ammonium 

metavanadate, NH4VO3)  0.06 กรัมละลายในน้ําที่ปราศจากไอออน (deionized water)ซึ่งเดือด
ประมาณ 10 มิลลิลิตร วางไวใหเย็นแลวจึงเทลงในสวนผสมของกรดสองชนิดคือ กรดเปอรคล
อริค (perchloric, HClO4) เขมขน (70-72%) ปริมาตร 250 มิลลิลิตร และกรดไนตริก (nitric 
acid, HNO3) เขมขน(65%) ปริมาตร 1,250 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน

2. สารละลายวานาโดโมลิบเดท (vanadomolybdate):  เตรียมโดย
  2.1 นําแอมโมเนียมโมลิบเดท (ammonium molybdate):   40 กรัม ละลายใน

น้ําเดือดที่ปราศจากไอออนซึ่งมีปริมาตร 400 มิลลิลิตร  วางทิ้งไวใหเย็น
2.2  นําแอมโมเนียมเมตาวานาเดท: 2 กรัม ละลายในน้ําเดือดที่ปราศจาก

ไออน ซึ่งมีปริมาตร 300 มิลลิลิตร วางทิ้งไวใหเย็น  เติมกรดไนตริกเขมขน 160
มิลลิลิตร
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2.3  ผสมสารละลายในขอ 2.2 ลงในสารละลายในขอ 2.1 ปรับปริมาตรดวยน้ํา
 ท่ีปราศจากไอออนใหได 1000 มิลลิลิตร เก็บสารละลายไวในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4

             องศาเซลเซียส เมื่อนําไปใชจะเจือจางสารละลายขางตนดวยน้ําที่ปราศจากไอออนใน
             อัตราสวน (วานาโดโมลิบเดท:น้ํา) 1 : 3

3. สารละลายมาตรฐานฟอสฟอรัส (standard phosphorus)  1000 มิลลิกรัมตอลิตร : 
เตรียมโดยละลายโพแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (potassium dihydrogen phosphate, 
KH2PO4) ท่ีผานการอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียสเปนเวลา 4 ชั่วโมง ปริมาณ 4.380 กรัม 
ในน้ําที่ปราศจากไอออนปรับปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน

4. เวิรคกิ้ง สแตนดารด ฟอสฟอรัส (working standard phosphorus) ความเขมขน 0, 5, 
10, 15, 20, 25 และ 30  มิลลิกรัมตอลิตร: เตรียมโดยนําสารละลายมาตรฐานฟอสฟอรัส 1,000 
มิลลิกรัมตอลิตร (จากขอ 3) ปริมาตร 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 และ 3.0 มิลลิลิตร ใสลงในขวด
ปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร เติมกรดเปอรคลอริคเขมขน 20 % ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 
(กรดเปอรคลอริคเขมขน 20 % เตรียมโดยละลายกรดเปอรคลอริคเขมขน (70–72 %)  ปริมาตร 
282 มิลลิลิตร ในน้ํากลั่นที่ปราศจากไอออน ปรับปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร) ปรับปริมาตร
ดวยน้ํากลั่นที่ปราศจากไอออนใหครบ 100 มิลลิลิตร จะไดสารละลายมาตรฐานฟอสฟอรัส ท่ี
มีความเขมขน 0, 5, 10, 15, 20, 25 และ 30  มิลลิกรัมตอลิตร

วิธีการ
ก. ขั้นตอนการยอย (digestion)

  1. ชั่งตัวอยางที่ผานการอบที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ชั่วโมง  ปริมาณ 
200- 300 มิลลิกรัม ใสในขวดชมพูขนาด 50 มิลลิลิตร

  2. เติมกรดยอย (จากขอ 1 ในหัวขอสารเคมี) ปริมาตร 15 มิลลิลิตร  วางทิ้งไวอยาง
นอย 2 ชั่วโมง
               3. นําไปยอยบนแผนใหความรอน (hot plate)  คอยๆปรับความรอนใหได 80 องศา
เซลเซียส ระยะแรกจะเห็นควันสีน้ําตาล ซึ่งเกิดจากการทําปฏิกิริยาของกรดไนตริกกับอินทรีย
คารบอน เมื่อควันสีน้ําตาลหมดปรับอุณหภูมิเปน 190 องศาเซลเซียส จะสังเกตเห็นควันสีขาว
ของกรดเปอรคลอริค การยอยจะสิ้นสุดเมื่อสารละลายในขวดชมพูใส และเมื่อวางทิ้งไวใหเย็น
แลวหยดน้ําที่ปราศจากไอออนลงในสารละลายในขวดชมพูจะไดสารละลายสีใส
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 4. ปรับปริมาตรของสารละลายในขวดชมพูดวยน้ําที่ปราศจากไอออนใหไดปริมาตร
50 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน
              5.เก็บสารละลายที่ผานการยอยแลวไวในขวดพลาสติกขนาด 100 มิลลิลิตรเพ่ือรอการ
นําไปวิเคราะหฟอสฟอรัส และแคลเซียม
ข. ขั้นตอนการวิเคราะหปริมาณฟอสฟอรัส
        1. นําสารละลายตัวอยางที่ผานการยอยแลว และเวิรคกิ้ง สแตนดารด ฟอสฟอรัส
ความเขมขน 0, 5, 10, 15, 20, 25 และ 30  มิลลิกรัมตอลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสในหลอด
ขนาด 10 มิลลิลิตร
             2. เติมสารละลายวานาโดโมลิบเดท (1:3) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน วาง
ท้ิงไว 20 นาที
              3. นําสารละลายในหลอดมาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวชวงคลื่น 420 นาโน
เมตร โดยปรับคาความเขมขน 0 มิลลิกรัมตอลิตร ใหเทากับคาความดูดกลืนแสงที่ 0 เปรียบ
เทียบความเขมขนของสารละลายตัวอยางกับกราฟมาตรฐานโดยใชสมการ

x = (y- 0.0146)/ 0.0096
เมื่อ  y = คาการดูดกลืนแสง

x = ปริมาณฟอสฟอรัสในตัวอยาง (มิลลิกรัมตอลิตร)
นําคาปริมาณฟอสฟอรัสจากสมการมาคํานวณหาเปอรเซนตฟอสฟอรัสตามสูตร

% ฟอสฟอรัส = (X - B) x V x 100 / 1000 x W
เมื่อ     X =  ปริมาณฟอสฟอรัสในตัวอยาง  (มิลลิกรัมตอลิตร)
           B =  ปริมาณฟอสฟอรัสในน้ํากลั่นที่ปราศจากไอออน(มิลลิกรัมตอลิตร)
           V =  ปริมาตรของตัวอยางที่ปรับปริมาตรหลังจากการยอย (มิลลิลิตร)

                       W = น้ําหนักตัวอยาง (มิลลิกรัม)

หมายเหตุ
1. การตรวจสอบวิธีการวิเคราะหหาปริมาณฟอสฟอรัสในตัวอยา สามารถทําการ

ตรวจสอบไดโดยการนําตัวอยางที่ทราบปริมาณฟอสฟอรัสที่แนนอน ทําการยอยและวิธี
เคราะหหาปริมาตรฟอสฟอรัสพรอมกับชุดตัวอยางที่ตองการทราบคา หากตัวอยางที่ทราบ
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ปริมาณฟอสฟอรัสที่แนนอนไมไดคาตามที่กําหนดไว จะตองทําการยอยและวิธีเคราะหใหม 
จนกวาตัวอยางที่ทราบปริมาณฟอสฟอรัสที่แนนอนจะไดคาตามที่กําหนด

2. สําหรับสารละลายตัวอยางที่คาความดูดกลืนแสงไมอยูในชวงกราฟมาตรฐาน ใหทํา
การเจือจางสารละลายตัวอยาง จนกวาจะไดคาความดูดกลืนแสงที่อยูในชวงกราฟมาตรฐาน  
(เชน ตัวปลาและกระดูกปลา ทําการเจือจางเปน 4 เทา) และตองคูณจํานวนเทาของการเจือจาง
ในสูตรการคํานวณขางตน

6. การวิเคราะหหาแคลเซียม (ตามวิธีการของ AOAC, 1990)
สารเคมี
1. สารละลายสตรอนเตียม (strontium reagent) 5,000 มิลลิกรัมตอลิตร: เตรียมโดย

ละลาย สตรอนเตียมคลอไรด (SrCl2.6H2O) ปริมาณ 15.2146 กรัม ในเปอรคลอริค 0.5 
เปอรเซ็นตและปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร

2. สารละลายมาตรฐานแคลเซียม (standard calcium) ความเขมขน 1,000 มิลลิกรัมตอ
ลิตร: เตรียมโดย ละลายแคลเซียมคารบอเนตที่ผานการอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียสเปน
เวลา 4 ชั่วโมง ปริมาณ 2.4973 กรัม ดวยน้ําที่ปราศจากไอออน แลวคอยๆเติมกรดไนตริกเขม
ขนปริมาตร  12 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวยน้ําที่ปราศจากไอออนจนครบ 1 ลิตร

3. เวิรคกิ้ง  สแตนดารด แคลเซียม (working standard calcium) ความเขมขน 0, 2, 4, 6, 
8 และ 10  มิลลิกรัมตอลิตร: เตรียมโดยนําสารละลายมาตรฐานแคลเซียม 1,000 มิลลิกรัมตอ
ลิตร (จากขอ2) ปริมาตร 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1.0 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวยสารละลาย
สตรอนเตียม  5,000 มิลลิกรัมตอลิตร จนไดปริมาตร 100 มิลลิลิตร

วิธีการ
1. เจือจางสารละลายตัวอยางที่ผานการยอยแลว (โดยใชตัวอยางที่ผานการยอยแบบ

เดียวกับการวิเคราะหหาฟอสฟอรัส) ดวยสารละลายสตรอนเตียม 5,000 มิลลิกรัมตอลิตร ซึ่ง
จะตองเจือจางสารละลายตัวอยางใหอยูในชวงความเขมขนของสารละลายมาตรฐานแคลเซียม

2. นําสารละลายตัวอยางที่เจือจางแลวมาทําการวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง
atomic  absorption spectrophotometer และ flame photometer
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คํานวณหาเปอรเซนตแคลเซียมตามสูตร
% แคลเซียม = X x V x 100 / 1000 x W
เมื่อ     X =  ปริมาณแคลเซียมที่อานไดในตัวอยาง  เมื่อเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน
                   (มิลลิกรัมตอลิตร)
           V =  ปริมาตรของตัวอยางที่ปรับปริมาตรหลังจากการยอย (มิลลิลิตร)

                       W = น้ําหนักตัวอยาง (มิลลิกรัม)
กรณีท่ีมีการเจือจางตัวอยางเนื่องจากความเขมขนของแคลเซียม ในสารละลายตัวอยาง

สูงกวาชวงความเขมขนของสารละลายมาตรฐาน ตองคูณจํานวนเทาของการเจือจางในสูตร
การคํานวณขางตน

7. การวิเคราะหโครมิคออกไซด (ตามวิธีการของ Furukawa and Tsukahara, 1966)
1. ชั่งตัวอยาง 50 ถึง 100 มก. ใสใน Kjeldahl flask
2.  เติมกรดไนตริกเขมขน 5 มิลลิลิตร นําไปยอยประมาณ 20 นาที
3.  ต้ังทิ้งไวใหเย็น เติมกรดเปอรคลอริคเขมขน 3 มิลลิลิตร นําไปยอยอีกครั้ง จนสาร

ละลายสีเขียวเปลี่ยนเปนสีสมหรือแดง ยอยตออีก 10 นาที
4.  ต้ังทิ้งไวใหเย็น เติมน้ํากลั่น 50 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรสารละลายใหครบ 100

มิลลิลิตร
5.  นําสารละลายไปวัดคาการดูดกลืนแสง ท่ีความยาวคลื่น 350 นาโนเมตร เปรียบ

เทียบกับน้ํากลั่น คํานวณคาปริมาณโครมิคออกไซดโดยใชสมการ
y = 0.2089x + 0.0032

เมื่อ  y = คาการดูดกลืนแสง
x = ปริมาณโครมิคออกไซด (มิลลิกรัมตอ100 มิลลิลิตร)

8. วิธีการเตรียมตัวอยางและวิธีการศึกษาพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อ (Bancroft, 1967)
สารเคมี

1. สารละลายบูแอง (Bouin’s solution) เตรียมโดยใช
ฟอรมาลีน (formalin)   25   มิลลิลิตร
กรดพิคริคอิ่มตัว (saturated aqueous picric acid)   75   มิลลิลิตร
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    กรดอะซิติกเขมขน         5   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
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

                         ผสมเขาดวยกัน

การเตรียมตัวอยาง
1. สลบปลาดวยสารละลายควินาดีน (quinaldine) 50 สวนในลานสวน
2.ใชกรรไกรผาตัดเปดชองทองของปลาออก ตัดตับออกแลวดองในน้ํายาบูแองทันที 

เก็บรักษาตัวอยางในน้ํายาดองดังกลาวเปนเวลา 1 สัปดาห แลวจึงเปลี่ยนน้ํายาดองเปน 
เอทธิลแอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต และสามารถเก็บรักษาไวไดเปนเวลานาน
ข้ันตอนการ dehydration และ embedding

1. ตบแตงตัวอยาง (trim) ท่ีผานการดองแลวใหมีขนาดพอเหมาะเพื่อสะดวกตอการ
embed และนําไปตัด section

2.  นําตัวอยางไปผานขั้นตอน dehydration ดวยเครื่องเตรียมเนื้อเยื่ออัตโนมัติ
(automatic tissue processor) ซึ่งมีขั้นตอนดังนี้
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 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

  ข้ันตอนที่ สารละลาย               เวลา (ช่ัวโมง)
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. นําตัวอยางที่ผานขั้นตอนในขอ 2 ไป embed ดวยพาราพลาสท จากนั้นนํา block ไป
แชตูเย็นเพื่องายตอการนําไปตัด section ตอไป

4. ตบแตงตัวอยางที่อยูใน block ใหมีขนาดพอดีกับขนาดสไลด และ cover grass
ปดไดสนิท จากนั้นนําไปตัดดวยเครื่องตัดเนื้อเยื่อไมโครโตม (microtome) ใหมีความหนา
ประมาณ 3 - 4 ไมครอน นําไปลอยในน้ําอุนที่อุณหภูมิ 45 - 50 องศาเซลเซียส

5. ใชแผนสไลดชอนตัวอยาง แลวนําไปอบที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลาขาม
คืน เพ่ือใหตัวอยางยึดติดแผนสไลดไดดี

6. นําสไลดไปผานขบวนการยอมสีฮีมาทอกซิลินและอีโอซิน โดยมีขั้นตอนดังนี้
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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 น้ํากลั่น 1

      ข้ันตอนที่ สารละลาย เวลา (นาที)
10 ฮีมาทอกซิลิน 20
11 น้ําประปา 1
12 น้ํากลั่น 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
19 ไอโซโพรพิล แอลกอฮอล 2
20 ไซลีน 2
21 ไซลีน 2
22 ไซลีน 2

7. เมาท (mount) ดวยน้ํายาเปอรเมาท (permount) แลวนําตัวอยางไปศึกษาพยาธิสภาพ
ดวยกลองจุลทรรศน
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9. การวิเคราะหคุณภาพน้ํา
9.1 การวิเคราะหคาความเปนดางของน้ํา (ตามวิธีการของ Boyd and Tucker, 1992)
สารเคมี

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

2. เมทิลออเรนจ อินดิเคเตอร: เตรียมโดยละลายเมทิลออเรนจ 0.5 กรัม ในน้ํากลั่นที่
กําจัดอิออนแลว จนไดปริมาตรครบ 100 มิลลิลิตร

3. เมทิลเรด อินดิเคเตอร: เตรียมโดยละลายเมทิลเรด 0.5 กรัม ในน้ํากลั่นที่กําจัดอิออน
แลว จนไดปริมาตรครบ 100 มิลลิลิตร

4. สารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริก 0.2 นอรมอล: เตรียมโดยคอยๆ เทกรดซัลฟูริกเขม
ขน 6 มิลลิลิตร ลงในน้ํากลั่น (ท่ีตมเดือดใหมๆ แลงเปดฝาทิ้งใหเย็น) ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น
จนครบ 1 ลิตร

5. สารละลายมาตรฐานโซเดียมคารบอเนต 0.2 นอรมอล: เตรียมโดยชั่งโซเดียม
คารบอเนตซึ่งอบแหงในตูอบที่อุณหภูมิ  130 องศาเซลเซียส เปนเวลา 90 นาที หรือท่ีอุณหภูมิ
200 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที แลงทําใหเย็นในโถดูดความชื้นจํานวน 10.6 กรัม ละลาย
ในน้ํากลั่นที่ตมเดือดใหมๆ ปดฝาแลวทําใหเย็น ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจนครบ 1 ลิตร

การตรวจหาความเขมขนของสารละลาย
1. ดูดสารละลายโซเดียมคารบอเนต 0.2 นอรมอล ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ใสลงในขวด

รูปชมพูขนาด 125 มิลลิลิตร
2. หยดเมทิลเรด อินดิเคเตอร 5 หยด เขยาใหผสมกันจะไดสารละลายสีเหลือง
3. ไตเตรทดวยสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกจนสารละลายเปลี่ยนเปนสีชมพู
4. นําสวนผสมทั้งหมดไปตมจนเดือดเปนเวลาประมาณ 3-5 นาที เพ่ือไลกาซ

คารบอนไดออกไซดใหหมด สารละลายจะเปลี่ยนเปนสีเหลืองอีกครั้ง
5. ไตเตรทดวยสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกตอไปจนกระทั่งสารละลายเปลี่ยนเปน

สีชมพูอีกครั้งหนึ่ง
6. บันทึกปริมาตรของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกทั้งหมดที่ใชไป
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การคํานวณความเขมขนของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริก (นอรมอล)
ความเขมขน(นอรมอล) =      0.2 X 25

    ปริมาตร(มิลลิลิตร)ของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกที่ใช

หลังจากนั้นทําการปรับความเขมขนของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกใหมีความเขมขนเทา
กับ 0.02 นอรมอล โดยใชสูตร

N1V1 =  N2V2

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

1. นําตัวอยางน้ํา 100 มิลลิลิตร ใสลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 ลิตร
2. หยดฟนอลททาลีน อินดิเคเตอร 10 หยด เขยาใหผสมกัน

2.1 ถาสารละลายใส ใหทําขอ 3 ตอไป
2.2 ถาสารละลายสีชมพู จะตองไตเตรทดวยสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริก
จนกระทั่งสารละลายสีชมพูนั้นหายไป บันทึกปริมาตรที่ใชไป (นําไปรวมกัน
ปริมาตรของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกที่ใชไปในขอ 4 ) ทําตอไปใน
ขอ 3.

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

เปลี่ยนเปนสีสม จดปริมาตรของสารละลายกรดซัลฟูริกทั้งหมดที่ใชไป

การคํานวณคาความเปนดางของน้ํา (มิลลิกรัมตอลิตร)
   คาความเปนดาง = ปริมาตรของกรดซัลฟูริกที่ใช X นอรมอลิต้ิของกรดซัลฟูริกX 50 X 1,000

                                                           ปริมาตรของน้ําตัวอยาง
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9.2 การวิเคราะหคาความกระดางของน้ํา (ตามวิธีการของ Boyd and Tucker, 1992)
สารเคมี

             1. สารละลายบัฟเฟอร (buffer solution): เตรียมโดยละลายแอมโมเนียมคลอไรด
(NH4Cl) 67.5 กรัม ในแอมโมเนียมไฮดรอกไซดเขมขน ปริมาตร 570 มิลลิลิตร จากนั้นเจือจาง
ดวยน้ํากลั่นจนไดปริมาณครบ 1000 ลิตร

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

3. สารละลายมาตรฐานแคลเซียม 0.01 โมลาร: เตรียมละลาย แอนไฮดรอสคารบอเนต       
(anhydrous CaCO3) ปริมาณ 1 กรัม ในกรดเกลือเจือจาง (1:1) แลวเจือจางดวยน้ํากลั่นจนได
ปริมาตรประมาณ 200 มิลลิลิตร จากนั้นตมใหเดือดนาน 5-10 นาที ท้ิงไวใหเย็นแลวปรับ pH
ของสารละลาย ใหได pH เทากับ 7 โดยใชสารละลายแอมโมเนียมไฮดรอกไซดเขมขน 3    
นอรมอล   จากนั้นปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจนครบ 1 ลิตร

4. สารละลายมาตรฐานโซเดียมอีดีทีเอ (sodium EDTA) 0.01 โมลาร: เตรียมโดยชั่งอีดี
ทีเอ 4 กรัมและแมกนีเซียมคลอไรด (magnesium chloride, MgCl26H2O)  0.1 กรัม ละลายใน
น้ํากลั่นจนไดปริมาตรครบ 1 ลิตร

การตรวจหาความเขมขนของสารละลาย
 ดูดสารละลายสารละลายมาตรฐานแคลเซียม 0.010 โมล ปริมาตร  100 มิลลิลิตรใสลง

ในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร เติมสารละลายบัฟเฟอร 2 มิลลิลิตร เขยาใหผสมกัน เติม
อินดิเคเตอร อีรีโอโครมแบล็กที 8 หยด เขยาใหผสมกัน นํามาไตเตรทดวยสารละลายมาตร
ฐานอีดีทีเอ จนสารละลายเปลี่ยนเปนสีน้ําเงิน บันทึกปริมาตรของสารละลายมาตรฐานอีดีทีเอ 
ท่ีใชไปเพื่อนํามาคํานวณความเขมขนของสารละลายมาตรฐานอีดีทีเอ(โมล)โดยใชสูตร

N1V1 =  N2V2

N1 = ความเขมขนของสารละลายที่จะปรับคา  N2= ความเขมขนของสารละลายที่ตองการ
 V1 = ปริมาตรของสารละลายที่จะปรับคา       V2= ปริมาตรของสารละลายที่ตองการ
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 วิธีการวิเคราะห
             1. นําตัวอยางน้ํา 100 มิลลิลิตร ใสลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 ลิตร
             2. เติมสารละลายบัฟเฟอร 2 มิลลิลิตร เขยาใหผสมกัน

3. เติมอินดิเคเตอร อีรีโอโครมแบล็กที 8 หยด เขยาใหผสมกัน
4. นํามาไตเตรทดวยสารละลายมาตรฐาน EDTA จนสารละลายเปลี่ยนเปนสีน้ําเงิน

จดปริมาตรของสารละลายมาตรฐาน EDTA ท้ังหมดที่ใชไป

การคํานวณคาความกระดางของน้ํา (มิลลิกรัมCaCO3 ตอลิตร)
      คาความกระดาง = ปริมาตรของ EDTA X โมลาริต้ิของ EDTA X 100.1 X 1,000

                                                           ปริมาตรของน้ําตัวอยาง

9.3 การวิเคราะหปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมดในน้ํา (ตามวิธีการของ Boyd and Tucker, 1992)
สารเคมี

1. สารละลายกรดกํามะถัน 5 นอรมอล: เตรียมโดยเจือจางกรดกํามะถันเขมขน
ปริมาตร 70 มิลลิลิตร ดวยน้ํากลั่น ปลอยท้ิงไวใหเย็น แลวปรับปริมาตรใหครบ 500 มิลลิลิตร

2. สารละลายโพแตสเซียมแอนติมอนิลทาเตรท (potassium antimonyl tartrate): เตรียม
โดยละลาย K(SbO)C4H4O6H2O ปริมาตร 20 กรัม ในน้ํากลั่น 400  มิลลิลิตร  แลวปรับปริมาตร
ใหครบ 500 มิลลิลิตร
             3. สารละลายแอมโมเนียมโมลิบเดท: เตรียมโดยละลายแอมโมเนียมโมลิบเดท  20
กรัมในน้ํากลั่น 500 มิลลิลิตร เก็บสารละลายนี้ในขวดพลาสติกไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

4. สารละลายกรดเอสคลอบิค (ascorbic acid) 0.1 โมล:  เตรียมโดยละลายกรดเอสคลอ
บิค  1.7 กรัมในน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร เก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (เก็บไวใชไดนาน 1
สัปดาห)

5. สารกอสี : ผสมสารละลาย 4 ชนิดแรกเขาดวยกันตามลําดับสัดสวนดังนี้ (สารกอสี
จะเก็บไวไดไมเกิน 4 ชั่วโมง)
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                         สารละลายกรดกํามะถัน                                         50      มิลลิลิตร
                         สารละลายโพแตสเซียม แอนติมอนิล ทาเตรท         5      มิลลิลิตร
                         สารละลายแอมโมเนียม โมลิบเดท                          15      มิลลิลิตร

สารละลายกรดเอสคลอบิค                                     30      มิลลิลิตร
6. สารละลายมาตรฐานฟอสเฟต: โพแตสเซียมฟอสเฟต 0.2195 กรัมในน้ํากลั่น 1 ลิตร

จะไดสารละลายมาตรฐานฟอสเฟตเขมขน 50 มิลลิกรัม P4O ตอลิตร จากนั้นนําสารละลาย
มาตรฐานฟอสเฟตเขมขน 50 มิลลิกรัม P4O ตอลิตรนี้มาปริมาตร  50 มิลลิกรัมแลวเจือจางดวน
น้ํากลั่นจนไดปริมาตรครบ 500 มิลลิกรัม จะไดสารละลายมาตรฐานฟอสเฟตเขมขน 5 
มิลลิกรัม P4O ตอลิตร  แลวน้ําไปเตรียมสารละลายมาตรฐานฟอสเฟตใหมีความเขมขนอยาง
นอย 6 ระดับ อยูในชวง 0.00 – 1.00 มิลลิกรัม P4O ตอลิตร

7.  ฟนอลฟทาลีน อินดิเคเตอร: เตรียมโดยละลายฟนอลฟทาลีน  0.5 กรัม ใน
เอทิลแอลกอฮอล 95 % ปริมาตร 50 มิลลิลิตร และปรับปริมาณดวยน้ํากลั่นใหครบ 100
มิลลิลิตร

8. สารละลายกรดกํามะถัน 30 % : เตรียมโดยเติมกรดกํามะถันเขมขน 300 มิลลิลิตรลง
ในน้ํากลั่น 600 มิลลิลิตรปลอยท้ิงไวใหเย็น แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหครบ 1 ลิตร

9. สารละลายโพแตสเซียม เปอรซัลเฟต (potassium persulfate)  : เตรียมโดยละลายโพ
แตสเซียมเปอรซัลเฟต 10 กรัม ในน้ํากลั่น 200 มิลลิลิตร (สารละลายนี้เตรียมใหมทุกครั้งที่
วิเคราะห)

10. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด: เตรียมโดยละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 80 กรัม
ในน้ํากลั่น แลวปรับปริมาตรใหครบ 1 ลิตร

วิธีการวิเคราะห
1. ลางเครื่องแกวและขวดเตรียมสารละลายดวยกรดเกลือ 50 % จากนั้นจึงลางดวยน้ํา

ปะปา แลวลางน้ําสุดทายดวยน้ํากลั่น
2. นําตัวอยางน้ํา และสารละลายมาตรฐานฟอสเฟตที่มีความเขมขนระดับตางๆ อยาง

ละ 50 มิลลิลิตร ใสลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 ลิตร
3. หยดฟนอลททาลีน อินดิเคเตอร 1 หยด เขยาใหผสมกัน ถาน้ําตัวอยางเปนสีชมพูให

เติมสารละลายกรดกํามะถัน 30 %ทีละหยดจนสีชมพูหายไป
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            4. เติมสารละลายกรดกํามะถัน 30 % ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และสารละลายโพแตสเซียม
เปอรซัลเฟต 10 มิลลิลิตร ปดปากขวดรูปชมพูดวยกระดาษอะลูมิเนียม
            5. นําไปนึ่งในหมอนึ่ง (autoclave) ดวยความดัน 15-20 psi หรือประมาณ 120 องศา
เซลเซียสเปนเวลา 30 นาที
            6. เมื่อน้ําตัวอยางเย็นแลว  หยดฟนอลททาลีน  อินดิเคเตอร 1 หยด  จากนั้นเติมสาร
ละลายโซเดียมไฮดรอกไซดทีละหยดจนกระทั่งน้ําตัวอยางเปนสีชมพูออน ปรับปริมาตรของ
น้ําตัวอยาง และสารละลายมาตรฐานฟอสเฟตที่มีความเขมขนระดับตางๆ ดวยน้ํากลั่นจนครบ 
100 มิลลิลิตร

7. นําน้ําตัวอยาง และสารละลายมาตรฐานฟอสเฟตที่มีความเขมขนระดับตาง ๆ อยาง
ละ 25 มิลลิลิตร ลงในขวดรูปชมพูเติมสารกอสี 4 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ปลอยไวอยางนอย
10 นาที แตไมเกิน 30 นาที นําไปวัดการดูดกลืนแสงที่ชวงคลื่น 880 นาโนเมตร

8. เขียนเสนกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของสารละลาย
มาตรฐานฟอสเฟตกับคาการดูดกลืนแสง แลวนําคาการดูดกลืนแสงที่อานไดจากตัวอยางไป
เปรียบเทียบกับเสนกราฟมาตรฐาน

10. การวิเคราะหองคประกอบเลือด
    10.1 การหาคาฮีมาโตคริต (% haematocrit) (ตามวิธีของ Larsen and Sneizsko, 1961)

1. นําเลือดที่เจาะไดใหมๆ ใสในหลอดเล็กๆ สําหรับหาคาฮีมาโตคริต (microhaema-
tocrit capillary tube) ประมาณครึ่งหลอด อุดปลายดานหนึ่งของหลอดดวยดินน้ํามัน

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

3. วัดหาอัตราสวนของปริมาตรเม็ดเลือดกับปริมาตรเลือดทั้งหมด นํามาคํานวณหาคา
เปอรเซนตฮีมาโตคริตจากสูตร

% ฮีมาโตคริต = ปริมาตรของเม็ดเลือดอัดแนน (มิลลิเมตร) X 100
ปริมาตรเลือดทั้งหมด (มิลลิเมตร)
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10.2 การหาคาฮีโมโกลบินรวม (total haemoglobin)
   สารเคมี

           สารละลายเดรบกิ้น (Drabkin’s solution): เตรียมโดยละลายโซเดียมไบคารบอเนต
(sodium bicarbonate, NaHCO3) 1 กรัม โปแตสเซียมไซยาไนด (potassium cyanide, KCN)
0.05 กรัม และโปแตสเซียมเฟอรริกไซยาไนด (potassium ferricyanide, K3Fe(CN)6) 0.20 กรัม 
ในน้ํากลั่นที่กลั่น 2 ครั้ง จนไดปริมาตรครบ 1,000 ลิตร เก็บสารละลายที่ไดไวในขวดทึบแสง 
มีอายุใชงาน 6 เดือนที่อุณหภูมิหอง

          วิธีการวิเคราะห
1. ใชไมโครปเปตขนาด 20 ไมโครลิตรดูดเลือดที่เจาะไดใหมๆ มาผสมรวมกับ สาร

ละลายเดรบกิ้น 5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันดีแลวท้ิงไวอยางนอย 20 นาที
2. นําสวนใสมาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร
3. คาที่ไดนํามาเปรียบเทียบกับคาฮีโมโกลบินมาตรฐานที่ทราบความเขมขน โดยใช

สารละลายเดรบกิ้นเปนแบลงค (blank)
4. เตรียมฮีโมโกลบินมาตรฐาน (standard haemoglobin) ท่ีมีความเขมขน 0, 4.5,  9

และ 18 กรัมตอเดซิลิตร (g/dl) นํามาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร
5. นําคาความเขมขนของฮีโมโกลบินมาตรฐาน และคาการดูดกลืนแสง(OD) ท่ีไดมา

เขียนกราฟมาตรฐาน โดยใหคาความเขมขนอยูในแกน X และคาการดูดกลืนแสงอยูแกน Y
แลวหาสมการสหสัมพันธเชิงเสนตรง (linear regression) เพ่ือใชคํานวณคาความเขมขนของ
ฮีโมโกลบินในเลือด จากคาการดูดกลืนแสง

    10.3 การหาคาโปรตีนรวมในซีรั่มหรือพลาสมา (total serum or plasma protein)
        สารเคมี

1. สารละลายอัลคาไลดคอปเปอร (alkaline copper solution): เตรียมโดยใช 1 %
โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) ใน 0.5 M NaOH 50 สวน ผสมกับ 1 % โซเดียมทารเตรต
(sodium tartate,0 C4H4Na2O6) 1 สวน และ 0.5 % คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4.. 5H2O)  อีก 1 
สวน เก็บสารละลายผสมไวในขวดทึบแสง ถามีตะกอนเกิดขึ้นใหเตรียมใหม

2. สารละลายโฟลิน (folin reagent) 1:10 เตรียมโดยผสม folin ciocalteu reagent 1
สวนกับน้ํากลั่นที่กลั่น 2 ครั้ง 10 สวน เก็บไวในขวดทึบแสง
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         วิธีการวิเคราะห
             1. ดูดซีรั่มมา 5 ไมโครลิตร ผสมรวมกับน้ํากลั่น 995 ไมโครลิตร
             2. เติมสารละลายอัลคาไลดคอปเปอร  2 มิลลิลิตร เขยาใหเทากันแลวท้ิงไว 10 นาที

3. เติมสารละลายโฟลิน  1:10 ลงไป 3 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน สังเกตสีของสารละลาย
ท่ีเปลี่ยนแปลง

4. เมื่อครบ 5 นาทีแลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 640 นาโนเมตร
คาการดูดกลืนแสงของตัวอยางเลือดปลาที่ไดนํามาเปรียบเทียบกับคาแอลบูมินมาตรฐานที่
ทราบความเขมขนโดยใชแบลงค (blank) ท่ีเตรียมขึ้นตามขั้นตอนนี้แตไมเติมซีรัม

           การเตรียมกราฟมาตรฐาน(standard curve) ของซีรัมโปรตีน
1. ดูดสารละลายมาตรฐานแอลบูมิล (standard albumin) ความเขมขน 500 ไมโครกรัม

ตอมิลลิลิตร ใสหลอดทดลองหลอดละ 0.1, 0.3, 0.5, 0.7, 0.9 และ 1.0 มิลลิลิตร ตามลําดับ
2. เติมน้ํากลั่นลงไปหลอดละ 0.9, 0.7, 0.5, 0.3, 0.1 และ0 มิลลิลิตร ตามลําดับ จะได

ความเขมขนของแอลบูมินในแตละหลอดเทากับ 50, 150, 250, 350, 450  และ 500ไมโครกรัม
ตามลําดับ

3. นําแตละหลอดมาทําตามขั้นตอนของการหาซีรัมโปรตีนในเลือดดังที่ไดกลาวแลว
ขางตน

4. นําคาความเขมขนของแอลบูมิน และคาการดูดกลืนแสง (OD) ท่ีไดมาเขียนกราฟ
มาตรฐาน โดยใหคาความเขมขนอยูในแกน X และคาการดูดกลืนแสงอยูแกน Y หาสมการสห
สัมพันธเชิงเสนตรง (linear regression) เพ่ือใชคํานวณคาความเขมขนของโปรตีนรวมในเลือด 
จากคาการดูดกลืนแสง



101

ภาคผนวก ข ปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมดและฟอสฟอรัสที่ใชไดในอาหารทดลองแตละสูตร
สูตร
อาหาร

ฟอสฟอรัสทั้งหมดในอาหาร
(จากการวิเคราะห)

ฟอสฟอรัสในอนิน
ทรียฟอสเฟต

ฟอสฟอรัสในรูป
กรดไฟติก2

ฟอสฟอรัสที่ใชได

(กรดไฟติก + ฟอสฟอรัสที่ใชได)
1 0.77 - 0.513 0.257
2 0.75 - 0.500 0.250
3 0.79 - 0.526 0.264
4 0.79 - 0.526 0.264
5 0.80 - 0.530 0.270

(อนินทรียฟอสเฟต + กรดไฟติก
+ ฟอสฟอรัสที่ใชได)

ฟอสฟอรัสในอนิน
ทรียฟอสเฟต1

(กรดไฟติก +
ฟอสฟอรัสที่ใชได)

ฟอสฟอรัสในรูป
กรดไฟติก2

(อนินทรียฟอสเฟต +
ฟอสฟอรัสที่ใชได)

ฟอสฟอรัสที่ใชได

6 0.92 0.092 0.828 0.552 0.368+0.092 0.46
7 0.89 0.081 0.809 0.533 0.351+0.081 0.432
8 0.87 0.076 0.794 0.529 0.34+0.076 0.416

1โมโนแคลเซียมฟอสเฟต 100 กรัม มีฟอสฟอรัส  20.07 กรัม  เมื่อโมโนแคลเซียมฟอสเฟต 0.46 กรัม จะมีฟอสฟอรัส  0.092 กรัม
  ไดแคลเซียมฟอสเฟต      100 กรัม มีฟอสฟอรัส  17.67 กรัม  เมื่อไดแคลเซียมฟอสเฟต     0.46 กรัม จะมีฟอสฟอรัส  0.081 กรัม
  ไตรแคลเซียมฟอสเฟต    100 กรัม มีฟอสฟอรัส  16.47  กรัม เมื่อไตรแคลเซียมฟอสเฟต   0.46 กรัม จะมีฟอสฟอรัส  0.092 กรัม
2 2 ใน 3 ของฟอสฟอรัสจากวัตถุดิบพืชทั้งหมดจะพบอยูในรูปของกรดไฟติก 101
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