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ภาคผนวก ก

สารเคมีและวิธีการวิเคราะห

1. การวิเคราะหคุณคางทางโภชนาการของอาหารทดลอง

1. 1 การวิเคราะหความชื้น ตามวิธีมาตรฐานของ AOAC (1990)
1. นําขวดชั่งเขาตูอบอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 40 นาที และทําใหเย็น

ในโถดูดความชึ้น
2. ช่ัง และบันทึกน้ําหนักของขวดชั่งโดยละเอียด
3. ช่ังตัวอยางใสขวดชั่งประมาณ 5 กรัม โดยบันทึกน้ําหนักอยางละเอียด
4. นําตัวอยางเขาตูอบ โดยใชอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 8 ช่ัวโมง
5. ตัวอยางที่อบแลวใสโถดูดความชื้นทิ้งไวใหเย็น บันทึกน้ําหนักของตัวอยาง
6. ทําซ้ําตามขอ 1 ถึง 5 จนน้ําหนักที่ไดคงที่ โดยน้ําหนักที่หายไปคือน้ําหนักของ

ความชื้น
คํานวณ % ความชื้นดวยสมการ

เปอรเซ็นต ความชื้น =  (a – b)  ×  100
           w

เมื่อ    a  = น้ําหนักของอาหารกอนอบแหง
             b  = น้ําหนักของอาหารหลังอบแหง
             w = น้ําหนักของอาหารกอนอบ

1.2 การวิเคราะหปริมาณเถา ตามวิธีมาตรฐานของ AOAC (1990)
1. ช่ังตัวอยางอาหาร 2 กรัม ใสในถวยกระเบื้องเคลือบ
2. นําไปเผาในเตาเผาที่อุณหภูมิ 600 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ช่ัวโมง จนเถาเปน

สีขาว
3. นําเขาโถอบแหง เพื่อใหดูดความชื้น และเมื่อตัวอยางอาหารเย็นดีแลว นําออก

ช่ังทันที
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คํานวณ % เถาดวยสมการ
เปอรเซ็นต เถา  =  (b – a )  ×  100
                                 w

เมื่อ    a  =  น้ําหนักของถวยกระเบื้องเคลือบ
          b  =  น้ําหนักของถวยกระเบื้องเคลือบกับน้ําหนักของเถาภายหลังการเผา
          w =   น้ําหนักของอาหารกอนเผา

1.3 การวิเคราะหหาโปรตีน ตามวิธีมาตรฐานของ AOAC (1990)
สารเคมี
1. กรดซัลฟูริก (H2SO4) เขมขน 93 – 98 เปอรเซ็นต
2. สารเรงรวม (catalyst mixture)

ช่ังคอปเปอรซัลเฟต (CuSO4) 7 กรัม กับโปแตสเซียมซัลเฟต (K2SO4) 100 กรัม ผสมใหเขากัน
3.โซเดียมไฮดรอกไซด45  เปอรเซ็นต (NaOH) ละลาย 450 กรัม ของโซเดียมไฮ  

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

ปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร
5. กรดบอริค (H3BO3) 4 เปอรเซ็นต ตมน้ํากลั่น 50 มิลลิลิตร ใหรอน แลวใสผง

กรดบอริคลงไป 4 กรัม ตมจนละลายหมดทิ้งไวจนสารละลายเย็นลง แลวจึงเติมน้ํากลั่นใหครบ 100  
มิลลิลิตร

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

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

8. สารละลายโซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) 0.1 นอรมอล อบโซเดียมคารบอเนตที่
อุณหภูมิ260  – 270 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ช่ังสารมา1.325  กรัม เติมน้ํากลั่น ปรับ
ปริมาตรใหได 250 มิลลิลิตร
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วิธีการ
ก. ขั้นตอนการยอย (digestion)
1. ช่ังตัวอยางอาหารใหไดน้ําหนักประมาณ 1 กรัม โดยช่ังดวยกระดาษกรองที่

ปราศจากสารไนโตรเจนแลวใสในขวดแกววิเคราะหโปรตีน
2. เติมสารเรงรวม 10 กรัม เพื่อเปนตัวชวยเรงปฎิกริยาการยอย
3. เติมกรดซัลฟูริกเขมขน 25 มิลลิลิตร
4. นําไปยอยดวยชุดเครื่องยอยโปรตีน ที่อุณหภูมิ 375 องศาเซลเซียส กระทั่งสาร

ละลายในขวดแกววิเคราะหโปรตีนใส ทิ้งไวใหเย็น
ข. ขั้นตอนการกลั่น (distillation)
1. เมื่อสารละลายเย็นดีแลว จึงเติมน้ํากลั่นลงไปใหไดปริมาตรประมาณ 300 

มิลลิลิตร
2. ใสลูกแกว 2 ลูก เพื่อปองกันการกระแทกของสารละลาย
3. ตอขวดแกววิเคราะหโปรตีนเขากับเครื่องกล่ันที่มีขวดปากแคบวัดปริมาตร ซ่ึงมี

กรดบอริค 40 มิลลิลิตรอยูโดยใหปลายของหลอดแกวที่ตอจากกระบอกแกวควบแนนจุมอยูในกรด  
บอริคเติมโซเดียมไฮดรอกไซดลงในขวดแกววิเคราะหชา ๆ จนกระทั่งสารละลายมีสีดํา

4. ใสอินดิเคเตอรในกรดบอริค  2 –3 หยด
5. ทําการกลั่นจนไมมีกาซแอมโมเนียออกมา แลวทําการกลั่นตอไปอีก 10 นาที 

แลวลางปลายเครื่องกล่ันดวยน้ํากลั่น นําขวดปากแคบวัดปริมาตรออกจากเครื่องกล่ัน
ค. ขั้นตอนการไตเตรท (titration)
1. นําไปไตเตรทดวยกรดเกลือมาตรฐานที่ทราบความเขมขน0.1  นอรมอล จนถึง

จุดยุติ (end point) โดยใชอินดิเคเตอรรวม สารละลายจะเปลี่ยนเปนสีน้ําเงินออน
2. จดปริมาตรของกรดเกลือไวเพื่อคํานวณตอไป
การคํานวณ
เปอรเซ็นต โปรตีน =  1.4  × (V1-V2)× N  × 6.25

                                                                W
เมื่อ      V1 = ปริมาตรของกรดมาตรฐานที่ใชไตเตรทตัวอยาง
            V2 =  ปริมาตรของกรดมาตรฐานที่ใชไตเตรทตัวอยางที่ใชตรวจสอบ
            N  =  เปนความเขมขนของกรดเกลือเปนนอรมอล
            W  = น้ําหนักตัวอยางอาหาร
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การตรวจหาความเขมขนของสารละลายกรดเกลือมาตรฐาน
ดูดสารละลายโซเดียมคารบอเนต 40 มิลลิลิตร ใสในขวดรูปชมพู ขนาด 250

มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่น 20 มิลลิลิตร เติมเมทิลออเรนซ อินดิเคเตอร 2-3 หยด ทําการไตเตรทดวยสาร
ละลายกรดเกลือ 0.1 นอรมอล คํานวณความเขมขนของสารละลายกรดเกลือโดยใชสูตร

N1 V1  =  N2 V2

1.4 การวิเคราะหหาไขมัน (ใชเครื่อง Soxtec System HT6) ตามวิธีมาตรฐานของ
AOAC (1990)

สารเคมี
1. สารละลายคลอโรฟอรม (chloroform)
2. เมทธานอล (methanol)
วิธีการ
1. อบถวยพรอมลูกแกวที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 8 ช่ัวโมง ทิ้งไวใหเย็นในโถ

ดูดความชื้น
2. อบตัวอยางที่จะวิเคราะหที่อุณหภูมิ 65  องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 คืน ทิ้งใหเย็น

ในโถดูดความชื้น
3. ช่ังน้ําหนักถวยพรอมลูกแกว (w1)
4. ช่ังตัวอยางที่ตองการวิเคราะหใสกระดาษกรองประมาณ 1-2 กรัม (w2) หอให

มิดชิดใสลงในไสกรอง (thimble) ที่เตรียมไว นําไปใสเขาเครื่อง Soxtec System HT6
5. นําถวยพรอมลูกแกวที่ช่ังน้ําหนักไวแลวมาเติม คลอโรฟอรม : เมทานอล ใน

อัตราสวน 2 : 1 ปริมาตร 25 มิลลิลิตร แลวใสเขาเครื่องใหเรียบรอย
6. เปดเครื่อง ปรับอุณหภูมิไปที่ 160 องศาเซลเซียส เปดน้ําเขาเครื่อง เปดวาลว

เล่ือนปุมไปที่ boiling ตมใหเดือด 30 นาที
7. เล่ือนปุมไปที่ rinsing เพื่อลางตัวอยาง 20 นาที
8. ปดวาลว เปดสวิทซอากาศเลื่อนปุมไปที่ evaporation เพื่อใหสารระเหยออกไป

5 นาที
9. ปดเครื่อง อากาศและน้ํา แลวเล่ือนปุม evaporation กลับที่เดิม นําถวยออกจาก

เครื่องแลวนําไปอบที่100  องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 คืน
10. นําถวยออกมาใสโถดูดความชื้น ทิ้งไวใหเย็น แลวนํามาชั่งน้ําหนัก (w3)
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การคํานวณหาเปอรเซ็นตไขมัน
เปอรเซ็นต ไขมัน  =  w3 – w1 × 100
                                       w2

เมื่อ        w1  =  น้ําหนักถวยพรอมลูกแกว
              w2   =  น้ําหนักตัวอยาง
              w3    =   น้ําหนักถวยพรอมลูกแกวและไขมันหลังอบ

2. การคํานวณหาคาอัตราการรอดตายและการเจริญเติบโตตามวิธีการของ Jantrarotai  
และคณะ (1994)

- การคํานวณหาอัตรารอดตาย (เปอรเซ็นต) โดยสมการ
อัตรารอดตาย (เปอรเซ็นต)  =   จํานวนกุงเมื่อส้ินสุดการทดลอง × 100
                                                                                          จํานวนกุงเมื่อเร่ิมตน

- การคํานวณน้ําหนักกุงที่เพิ่มขึ้นเฉลี่ยตอตัว (เปอรเซ็นต weight gain) โดยสมการ

น้ําหนักกุงที่เพิ่มเฉลี่ยตอตัว (เปอรเซ็นต) =  (น้ําหนักกุงสุดทาย –  น้ําหนักกุงเริ่มตน) ×100 
                                                                              น้ําหนักกุงเริ่มตน
- การคํานวณอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ (specific growth rate, SGR) โดยสม

การ

อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ (เปอรเซ็นตน้ําหนักตัวตอวัน)
       =  (ln น้ําหนักสุดทาย – ln น้ําหนักกุงเริ่มตน) ×100

                                                                                        เวลา (วัน)
- ปริมาณอาหารที่กุงกิน (กรัมตอตัวตอวัน)

=  น้ําหนักอาหารที่กุงกินทั้งหมด / จํานวนกุงเมื่อส้ินสุดการทดลอง
                                                                                                   เวลา (วัน)

- การคํานวณอัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อ (feed conversion rate) คํานวณตาม
วิธีการของ Dupree และ Sneed (1966)

=   น้ําหนักอาหารที่กุงกินทั้งหมด
                                                                    น้ําหนักกุงที่เพิ่มขึ้น
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3. การศึกษาองคประกอบเลือด

3.1 การนับปริมาณเลือดท้ังหมด (Total haemocyte count) ตามวิธีการของ กิจ
การ (2538)

สารเคมี
trypan blue 0.15 เปอรเซ็นต : ละลาย trypan blue 0.15 กรัม ในสารละลาย NACl 

2.5 เปอรเซ็นต 100 มิลลิลิตร คนใหละลายโดยวางบน magnetic stirrer นาน 6-12 ช่ัวโมง และกรอง
ผานกระดาษกรองเบอร 1 แบงใสหลอดพลาสติกหลอดละ 0.45 มิลลิลิตร

วิธีการ
ใชกระบอกฉีดยาขนาด 1 มิลลิลิตร และเข็มฉีดยาขนาด 25 G ความยาว 12 

มิลลิเมตร เจาะเลือดกุงบริเวณโคนขาเดินคูที่ 3 ปริมาณ 0.2 มิลลิลิตร ใชปเปตอัตโนมัติดูดเลือด                
50 ไมโครลิตร ผสมกับสารละลาย trypan blue 450 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันในหลอดพลาสติก
นับเซลลเม็ดเลือดทั้งหมดโดยใชฮีมาไซโตมิเตอร (haemacytometer) ภายใตกลองจุลทรรศนแลว
คํานวณเปนเซลลตอมิลลิลิตรจากสูตร

ปริมาตรของฮีมาไซโตมิเตอร =  กวาง  ×ยาว × สูง
=  1mm  ×1 mm  × 0.1 mm
=  0.1 ลูกบาศกมิลลิเมตร (mm3)

จํานวนเซลลเม็ดเลือด/ลูกบาศกมิลลิเมตร =   เซลลเม็ดเลือดที่นับได
จํานวนเซลลเม็ดเลือด/มิลลิลิตร               =   เซลลเม็ดเลือดที่นับได × 104

3.2 การแยกชนิดเซลลเม็ดเลือด (differential cell counts)ดวยเทคนิคการยอมสี
เบงกอลโรสตามวิธีการของ Sritunyalucksana และคณะ (2005)

สารเคมี
1. 10 เปอรเซ็นต ฟอรมาลิน ใน 0.45 โซเดียมคลอไรด
2. 1.2 เปอรเซ็นต เบงกอลโรส ใน 50 เปอรเซ็นตเอทธานอล
3. สียอมฮีมาทอกไซลิน
4. เอทธิลแอลกอฮอลความเขมขน 95 และ 100 เปอรเซ็นต
5. ไซลีน
6. น้ํายาเปอรเมาท
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วิธีการ
1. ใชเข็มฉีดยาดูดเลือดกุงบริเวณโคนขาเดินคูที่ 3 ปริมาณ 0.2 มิลลิลิตร แลวใชไม

โครปเปตดูดเลือด 25 ไมโครลิตร ผสมรวมกับฟอรมาลิน 10 เปอรเซ็นต 25 ไมโครลิตร อัตราสวน 
1:1 ผสมใหเขากันดี ทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 10 นาที แลวดูดเลือด 20 ไมโครลิตร ใสหลอดพลาสติกที่
บรรจุสีเบงกอลโรส 20 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดีแลวทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 20 นาที นํามาเกลี่ย
บนสไลดที่สะอาดปลอยใหแหงสนิท หลังจากนั้นนําสไลดมายอมดวยสีฮีมาทอกไซลิน 7 นาที หลัง
จากนั้นลางดวยน้ําประปาประมาณ 10-15 นาที ตามดวยข้ันตอนการดึงน้ําออกจากเซลลโดยการ
แชสไลดในเอทธิลแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต 2 คร้ัง คร้ังละ 1 นาที และ 100 เปอรเซ็นต 2 คร้ัง คร้ัง
ละ 10 นาที และแชในไซลีน 2 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที เมื่อเสร็จขึ้นตอนการยอมแลวหยดน้ํายาเปอร
เมาทบนสไลดแลวปดดวยแผนปดสไดลนําไปตรวจภายใตกลองจุลทรรศนนับจํานวนเซลล กรานูล
จากทั้งหมด 200 เซลล ตอ 1 สไลด เซลลกรานูลจะพบกรานูลติดสีแดงเขมในไซโตพลาสซึม ขณะที่
เซลลไฮยาลินจะไมพบกรานูลและไซโตพลาสซึมติดสีชมพูออน

3.3 การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมฟนอลออกซิเดส ดัดแปลงจาก Soderhall และคณะ (1988)
สารเคมี
เตรียม 2x M-199 โดยละลาย M-199 (Gibco BRL) ในน้ํา deionized 450 มิลลิลิตร     

คนใหละลายและกรองผานเมมเบรนขนาดเสนผาศูนยกลางรู 0.22 ไมโครเมตร ใสขวด เก็บที่ 4 
องศาเซลเซียส แลวเตรียมเปน K-199 พีเอช 7.6 100 มิลลิลิตร ตามสวนผสมที่ดัดแปลงจาก Itami 
และคณะ (1992) ดังรายละเอียด

1. K-199 pH 7.6
M-199 50 มิลลิลิตร
HEPES 23.8 มิลลิกรัม
MgCl26H2O 33 มิลลิกรัม
MgSO47H2O 30 มิลลิกรัม
NaH2PO4 0.5 มิลลิกรัม
NaCl 110 มิลลิกรัม
CaCl22H2O 9 มิลลิกรัม
L-glutamine 0.1 มิลลิกรัม
เติมน้ํา deionized จนครบ 100 มิลลิลิตร ปรับพีเอชใหได 7.6 กรองดวยกระดาษ

กรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร ใสขวดเก็บไวที่ 4 องศาเซลเซียส
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2. L-cysteine 3 เปอรเซ็นต (เตรียมกอนใชในแตละครั้ง)
ละลาย L-cysteine 30 กรัม ในสารละลาย K-199 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ปรับ pH

ใหเปน 7.4 กรองผานเมมเบรนที่มีเสนผาศูนยกลางรูขนาด 0.22 ไมโครเมตร ใสขวดเก็บไวที่ 4
องศาเซลเซียส

3.cacodylate buffer (CAC buffer)
ละลาย C2H6AsNaO2.3H2O (Cacodylic acid sodium salt trihydrate) 1.07 กรัม ใน

น้ํา deionized ปลอดเชื้อ 500 มิลลิลิตร เติม CaCl (calcium chloride) 0.37 กรัม ปนใหละลายแลวจึง
เติม MgCl (magnesium chloride) 5.08 กรัม ปรับ pH ใหได 7.0 ปรับปริมาตรใหครบ 1,000
มิลลิลิตร ใสขวดเก็บไวที่ 4 องศาเซลเซียส

4. Trypsin
ละลาย trypsin (1:250) 0.001 กรัม ใน CAC buffer 1 มิลลิลิตร
5. L-3,4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA)
ละลาย L-DOPA 0.003 กรัม ใน CAC buffer 1 มิลลิลิตร
วิธีการ
ใชกระบอกฉีดยาขนาด 1 มิลลิลิตร และเข็มฉีดยาขนาด 24 G ความยาว 12

มิลลิเมตร ดูดสารละลาย L-cysteine 0.2 มิลลิลิตร เจาะเลือดกุงบริเวณโคนขาเดินคูที่ 3 ปริมาณ 0.5
มิลลิลิตร ผสมใหเขากันในหลอดพลาสติกโดยใชปเปตอัตโนมัติดูดขึ้นลงเบา ๆ นําไปหมุนเหวี่ยงที่
ที่ 3,590 ×g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที หลังจากนั้นเติมสารละลาย K-199 ปริมาตร 1
มิลลิลิตร 2 คร้ัง เพื่อลางเซลลเม็ดเลือด แลวเติม CAC buffer 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันแลวเก็บใน
ไนโตรเจนเหลว

นําเม็ดเลือดที่ไดมาทําใหเซลลแตกโดยใชเครื่องอัลตราโซนิกสฮอโมจิไนซเซอรที่
แอมพลิจูด (amplitude) ระดับ 30 เปนเวลา 20 วินาที นําไปหมุนเหวี่ยงที่ 8,497 ×g อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส นาน 10 นาที นําสวนใส (HLS) มาวิเคราะหทันที โดยเติมสารละลาย trypsin 0.2 มิลลิลิตร
ในหลอดทดลองขนาด 5 มิลลิลิตร เติม HLS 0.2 มิลลิลิตร จากนั้นเติมสารละลาย L-DOPA 0.2
มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ตั้งไว 2 นาที จึงเติมสารละลาย CAC buffer 1.8 มิลลิลิตร รอใหเกิดปฎิ
กิริยา 2 นาที นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร บันทึกคาการดูดกลืน
แสดงทุก 2 นาที จนกระทั่งคาที่ไดลดลง สําหรับหลอดเทียบ (blank) ใชสารละลาย CAC buffer  0.2
มิลลิลิตร แทนตัวอยาง
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คากิจกรรมของเอนไซมฟนอลออกซิเดสคํานวณไดจากสูตร
กิจกรรมของเอนไซมฟนอลออกซิเดส  = ยูนิต/นาที (0.001) * โปรตีนในHLS 0.2 มิลลิลิตร

 = ยูนิต/นาที/มิลลิกรัมโปรตีน
 * 0.001 เปนคาที่กําหนดเอง
ยูนิต (unit) หมายถึง ความสามารถของเอนไซมฟนอลออกซิเดสในการเปลี่ยน         

L-DOPA ไปเปนโดปามีน (dopamine) โดยวัดจากคาการดูดกลืนแสงที่เปลี่ยนแปลงภายในเวลา 1 
นาที
3.4 การวิเคราะหปริมาณโปรตีนในซีรัม ดัดแปลงจาก Lowry และคณะ (1951)

สารเคมี
1. สารละลาย BSA มาตรฐาน
ละลาย bovine serum albumin 1.0 มิลลิกรัม ในน้ํา deionized 10 มิลลิลิตร และเจือ

จางสารละลายขางตนดวยน้ํา deionized ในหลอดทดลองใหมีความเขมขน 10-100 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร

วิธีการ
เติมสารละลาย HLS ที่ไดจากการทําใหเซลลแตกในขอ 6.2 ปริมาตร 40 

ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลองขนาด 10 มิลลิลิตรที่มีน้ํา deionized 0.36 มิลลิลิตร เติม alkaline 
copper reagent 0.1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ตั้งใหเกิดปฏิกิริยานาน 30 นาที นําไปวัดคาการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร ตัวเทียบใชน้ํา deionized 0.4 มิลลิลิตร แทนตัวอยาง แลว
คํานวณปริมาณโปรตีน โดยเทียบกับกราฟมาตรฐานโบวีนซีรัมอัลบูมิน (Bovine serum albumin; 
BSA)

สําหรับซีรัมเตรียมโดยใชกระบอกฉีดยาขนาด 1 มิลลิลิตร และเข็มฉีดยาขนาด 24 
G ความยาว 12 มิลลิเมตร ที่ไมบรรจุสารปองกันเลือดแข็งตัวเจาะเลือดกุงที่โคนขาเดินคูที่ 3 ใหได 
0.2-0.3 มิลลิลิตร ตั้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 2 ช่ัวโมง บดเลือดที่แข็งตัวดวยแทงบดพลาสติก แลวนํา
ไปหมุนเหวี่ยงที่ 8,497 × g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที แยกสวนใสสําหรับวิเคราะห
โปรตีน โดยเติมซีรัม 5 ไมโครลิตร ลงในน้ํา deionized 395 ไมโครลิตร แลวเติมสารตาง ๆ สําหรับ
ทําปฏิกิริยาวัดคาการดูดกลืนแสง และคํานวณปริมาณโปรตีนโดยเทียบกับกราฟมาตรฐานโบวีนซี
รัมอัลบูมิน (Bovine serum albumin; BSA)
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4.สารเคมีวิธีการเตรียมตัวอยางและวิธีการศึกษาพยาธิสภาพเนื้อเยื่อตามวิธีของ 
Bancroft (1967) และ Humason (1972)

สารเคมี
น้ํายาดองเดวิดสัน (Davidson’s fixative) Bell และ Lightner (1988)
95% ethyl alcohol 330          มิลลิลิตร
100% formalin (formaldehyde 37–39%) 220          มิลลิลิตร
glacial acetic acid 115          มิลลิลิตร
tap water 335          มิลลิลิตร
เก็บที่อุณหภูมิหอง
2. สียอมฮีมาทอกซิลิน (haematoxylin) เตรียมโดยใช
ฮีมาทอกซิลิน (haematoxylin  crystal)     4 กรัม
โซเดียมไอโอเดท (sodium iodate)  0.8 กรัม
อลัม (potassium aluminium sulfate, alum) 100 กรัม
กรดซิตริก (citric acid)     4 กรัม
คลอรัลไฮเดรท (chloral hydrate) 200 กรัม
น้ํากลั่น                                                              2,000 มิลลิลิตร
ละลายอลัมลงในน้ํากลั่นเติมฮีมาทอกซิลินผสมจนกระทั่งละลายหมดจึงเติม

โซเดียมไอโอเดทผสมใหเขากันจากนั้นเติมกรดซิตริกและคลอรัลไฮเดรทผสมจนกระทั่งเปนเนื้อ
เดียวกันทิ้งไว 1 สัปดาหกอนนํามาใชงาน

2. สียอมอีโอซิน (eosin) เตรียมโดยใช
อีโอซิน (eosin Y.Cl 45380)           1        กรัม
เอทธิลแอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต (ethyl alcohol)        1,000        มิลลิลิตร
กรดอะซิติกเขมขน           5        มิลลิลิตร
ผสมเขาดวยกัน
การเตรียมตัวอยาง
ฉีดน้ํายาดองเดวิดสันบริเวณหัวใจ ตับ สวนหัว กลามเนื้อลําตัวใหทั่ว แลวตัดตัด

สวนหัวกุงออกเปนสองซีกนํากลามเนื้อลําตัวตัดตามขวางดองในขวดที่บรรจุน้ํายาดองเดวิดสันโดย
ใหน้ํายาทวมตัวอยางเปนเวลา 72 ช่ัวโมง เพื่อใหน้ํายาดองซึมเขาสูเนื้อเยื่อไดทั่วถึง ตัวอยางที่นํามา
ศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางเนื้อเยื่อคือ เนื้อเยื่อตับออน (hepatopancreatic tissue) ตอมน้ําเหลือง 
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(lymphoid cell) เหงือก (gill) และ กลามเนื้อ (muscle) หลังจาก 72 ช่ัวโมง เปลี่ยนเปนแอลกอฮอล 
70 เปอรเซ็นต หลังจากนั้นนําไปผานขั้นตอนการเตรียมเนื้อเยื่อตามวิธีของ Humason(1979)

ขั้นตอนการ dehydration และ embedding
1. ตบแตงตัวอยาง (trim) ที่ผานการดองแลวใหมีขนาดพอเหมาะเพื่อสะดวกตอ

การ embed และนําไปตัด section
2. นําตัวอยางไปผานขั้นตอน dehydration ดวยเครื่องเตรียมเนื้อเยื่ออัตโนมัติ 

(automatic tissue processor) ซ่ึงมีขั้นตอนดังนี้

ขั้นตอนที่          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

3. นําตัวอยางที่ผานขั้นตอนดึงน้ําออกไป embed ดวยพาราพลาสท จากนั้นนํา
block ไปแชตูเย็นเพื่องายตอการนําไปตัด section ตอไป

4. ตบแตงตัวอยางที่อยูใน block ใหมีขนาดพอดีกับขนาดสไลด และ cover glass
ปดไดสนิท จากนั้นนําไปตัดดวยเครื่องตัดเนื้อเยื่อไมโครโตม (microtome) ใหมีความหนาประมาณ    
3 – 5 ไมครอน นําไปลอยในน้ําอุนที่อุณหภูมิ 45 –50  องศาเซลเซียส

5. ใชแผนสไสดชอนตัวอยาง แลวนําไปอบที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา      
1 คืน
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6. นําสไลดที่อบแลวไปผานขบวนการยอมสีฮีมาทอกซิลินและอีโอซินโดยมีขั้น
ตอนดังนี้

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             20
11.                    น้ําประปา 1
12.      น้ํากลั่น 1
13.    แอลกอฮอล 50 เปอรเซ็นต 2
14.       อีโอซิน 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. mount slide ดวยน้ํายาเปอรเมาท (permount) แลวนําตัวอยางไปศึกษาพยาธิ
สภาพดวยกลองจุลทรรศน
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5. การวิเคราะหคุณภาพน้ํา ตามวิธีการของ Boyd และ Tucker (1992)

5.1 การวิเคราะหคาความเปนดางของน้ํา
สารเคมี
1. ฟนอลฟทาลีน อินดิเคเตอร (phenolphthalein indicator) : เตรียมสารละลาย

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

2. เมทิลออเรนจ อินดิเคเตอร: เตรียมโดยสารละลายเมทิลออเรนจ 0.5 กรัม ในน้ํา
กล่ันที่ปราศจากอิออน ปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร

3. เมทิลเรด อินดิเคเตอร : เตรียมโดยสารละลายเมทิลเรด  0.5 กรัม ในน้ํากลั่นที่
ปราศจากอิออน ปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร

4. สารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริก 0.2 นอรมอล : เตรียมโดยคอย ๆ เทกรดซัลฟู
ริกเขมขน 6 มิลลิลิตร ลงในน้ํากลั่น (ที่ตมเดือดใหม ๆ แลวปดฝาทิ้งไวใหเย็น) ปรับปริมาตรดวยน้ํา
กล่ันจนครบ 1 ลิตร

5. สารละลายมาตรฐานโซเดียมคารบอเนต 0.2 นอรมอล : เตรียมโดยชั่งโซเดียม
คารบอเนตซึ่งอบแหงจํานวน 10.6 กรัม โดยอบที่อุณหภูมิ 130 องศาเซลเซียส เปนเวลา 90 นาที 
แลวทําใหเย็นในโถอบแหง จากนั้นละลายในน้ํากลั่นที่ตมเดือดใหม ๆ วางไวใหเย็น ปรับปริมาตร
ดวยน้ํากลั่นจนครบ 1 ลิตร

การตรวจหาความเขมขนของสารละลาย
1. สารละลายโซเดียมคารบอเนต 0.2 นอรมอล ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ใสลงในขวด

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

คารบอนไดออกไซดใหหมดสารละลายจะเปลี่ยนเปนสีเหลืองอีกครั้ง
5.ไตเตรทดวยสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกตอไป จนกระทั่งสารละลายเปลี่ยน

เปนสีชมพูอีกครั้งหนึ่ง
6. บันทึกปริมาตรของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกทั้งหมดที่ใชไป
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การคํานวณความเขมขนของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริก (นอรมอล)

ความเขมขน(นอรมอล) =           0.2  × 25
         ปริมาตร (มิลลิลิตร) ของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกที่ใช

หลังจากนั้นทําการปรับความเขมขนของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกใหมี
ความเขมขนเทากับ 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 ถาสารละลายสีชมพูจะตองไตเตรทดวยสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกจน

กระทั่งสารละลายสีชมพูนั้นหายไปบันทึกปริมาตรที่ใชไป(นําไปรวมกับปริมาตรของสารละลาย
มาตรฐานกรดซัลฟูริกที่ใชไปไนขอ 4) ทําตอไปในขอ 3.

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

ละลายปลี่ยนเปนสีสม จนปริมาตรของสารละลายกรดซัลฟูริกที่ใชไปทั้งหมด

การคํานวณคาความเปนดางของน้ํา (มิลลิกรัมตอลิต)

คาความเปนดาง =  ปริมาตรของกรดซัลฟูริกที่ใช × นอรมอลิตี้ของกรดซัลฟูริก × 50 × 1,000
                  ปริมาตรน้ําตัวอยาง
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ภาคผนวก ข

ตารางภาคผนวกที่ ข. 1 การเตรียมสารพิษทีทูในอาหารทดลองสูตรตาง ๆ

สูตรอาหาร ความเขมขน T-2 toxin
(พีพีเอ็ม)

Stock T-2 toxin 140 พีพีเอ็ม
(กรัม/อาหาร 5 ก.ก.)

ปริมาณแปงสาลีที่ใชเจือจาง
(กรัม/อาหาร 5 ก.ก.)

1
2
3
4

0
0.1
1.0
2.0

0
3.571
35.71
71.42

1,000.000
996.429
964.290
928.572

ตารางภาคผนวกที่ ข. 2  การเตรียมสารพิษซีราลีโนนในอาหารทดลองสูตรตาง ๆ

สูตรอาหาร ความเขมขน ZEN
(พีพีเอ็ม)

Stock ZEN 160 พีพีเอ็ม
(กรัม/อาหาร 5 ก.ก.)

ปริมาณแปงสาลีที่ใชเจือจาง
(กรัม/อาหาร 5 ก.ก.)

1
2
3
4

0
0.1
0.5
1.0

0
3.125
15.625
31.250

1,000.00
996.875
984.375
968.750
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ตารางภาคผนวกที่ ข. 3 สวนประกอบและปริมาณวัตถุดิบในอาหารแตละสูตรของการทดลอง
สารพิษทีทูและซีราลีโนน

1 วิตามินรวม (mg 100 g dry diet-1 unless indicated otherwise) : thiamine 22.5; riboflavin 20.16; nicotinic acid 36.7; Ca-
pantothenate 24.0; inositol 98; biotin 0.5; folic acid 1.68; vitamin B12 0.005; menadione 13.28; vitamin A 1150 IU; vitamin D3

230 IU; BHT 1; PABA 20; cellulose 89.88. 2 แรธาตุรวม (g 100 g diet-1) ประกอบดวย KH2PO41; CaHPO4.2H2O 1.0;
NaHPO4.2H2O 1.5; KCl 0.5.
*T- 2 toxin ในแปงสาลีเขมขน 140 พีพีเอ็ม **ZEN ในแปงสาลีเขมขน 160 พีพีเอ็ม

สูตรอาหารสวนประกอบ
(ก./อาหาร1000 ก.) 1 2 3 4 5 6 7
ปลาปน 260 260 260 260 260 260 260
หมึกปน 100 100 100 100 100 100 100
หัวกุงปน 100 100 100 100 100 100 100
กากถั่วเหลือง 100 100 100 100 100 100 100
แปงสาลี 200 199.2858 192.8572 171.4289 199.375 196.875 193.75
แปงขาวเจา 71.8 71.8 71.8 71.8 71.8 71.8 71.8
วีทกลูเตน 60 60 60 60 60 60 60
เลซิติน 20 20 20 20 20 20 20
น้ํามันปลา :     น้ํา
มันถั่วเหลือง

40 40 40 40 40 40 40

วิตามินรวม1 5 5 5 5 5 5 5
แรธาตุรวม2 20 20 20 20 20 20 20
โคลีนคลอไรด 3 3 3 3 3 3 3
โคเลสเตอรอล 5 5 5 5 5 5 5
ซีโอไลท 15 15 15 15 15 15 15
BHT 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
สารพิษทีทู* 0 0.7142 7.1428 28.5714 - - -
สารพิษซีราลีโนน** 0 - - - 0.6250 3.1250 6.250
รวม 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000
ความเขมขนของสาร
พิษ (พีพีเอ็ม)

0 0.1 1.0 2.0 0.1 0.5 1.0
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ตารางภาคผนวกที่ ข. 4 สวนประกอบทางโภชนาการของอาหารทดลองที่มีสารพิษทีทูระดับตาง
ๆโดยการวิเคราะห1

 สวนประกอบ (เปอรเซ็นต)ระดับสารพิษทีทู
(พีพีเอ็ม) ความชื้น โปรตีน ไขมัน เถา

0 6.6±0.05 39.65±1.84 9.73±0.21 12.33±0.15
0.1 6.90±0.60 39.91±0.09 10.20±0.13 12.30±0.05
1.0 8.02±0.11 39.51±0.38 10.60±0.04 12.30±0.07
2.0 6.00±0.02 41.70±0.50 10.32±0.60 12.11±0.06

1ตัวเลขที่นําเสนอเปนคาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน  (จากการวิเคราะหตัวอยาง 3 ซ้ํา)

  ตารางภาคผนวกที่ ข. 5 แสดงสวนประกอบทางโภชนาการของอาหารทดลองที่มีสารพิษซีราลีโนน
ระดับตาง ๆ โดยการวิเคราะห1

สวนประกอบ (เปอรเซ็นต)ระดับสารพิษ
ซีราลีโนน
(พีพีเอ็ม)

ความชื้น โปรตีน ไขมัน เถา

0 6.6±0.05 39.65±1.84 9.73±0.22 12.34±0.15
0.1 7.43±0.13 40.94±0.43 12.14±0.04 12.15±0.04
0.5 7.36±0.08 40.95±0.15 13.30±0.45 13.31±0.45
1.0 5.82±0.04 42.22±0.50 13.30±1.51 13.30±1.51

1ตัวเลขที่นําเสนอเปนคาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (จากการวิเคราะหตัวอยาง  3 ซ้ํา)


