
 
56 

ภาคผนวก 
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วิธีการวิเคราะหหาโครมิกซออกไซดในอาหารและมูล โดยวิธีการของ Bolin et al, (1952) 
 

อุปกรณ 
 

1.  เตายอย (Kjeldahl Apparatus) 
2.  เจดาหฟลาสค (Kjeldahl Flask) ขนาด 500 มิลลิลิตร 
3.  ขวดวัดปริมาตร (Volumetric Flask) ขนาด 50 100 และ 1000 มิลลิลิตร 
4.  กรวยกรอง (Funnel) 
5.  กระดาษกรอง (Filter Paper) เบอร 40 
6.  เครื่องวัดคาดูดกลืนแสงของสารละลาย (Spectrophotometer) 

 
สารเคมีท่ีใช 

 
1.  สารโซเดียมโมลิบเดท (Sodium Molybdate : Na2MoO4.2H2O) 
2.  กรดซัลฟูริค (H2SO4) ความเขมขน 96 เปอรเซ็นต 
3.  กรดเปอรคลอริค (HClO4) ความเขมขน 70-72 เปอรเซ็นต 

 
ขั้นตอนการเตรียมสารเคม ี

 
สารละลายออกซิไดซิงรีเอเจนต (Oxidizing Reagent) 

 
 เตรียมสารที่ปริมาตร 500 มิลลิลิตร โดยช่ังสารโซเดียมโมลิบเดท (Sodium Molypdate) 
ปริมาณ 11.75 กรัม ใสลงใน Flask ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร แลวเติมน้ํากลั่นจํานวน 150 มิลลิลิตร 
ลงไปแลวนํา Flask ไปวางลงในอางน้ําแข็ง ตอจากนั้นคอยๆ ทําการเติมกรดซัลฟูริค (H2SO4) ที่
ความเขมขน 96 เปอรเซ็นต จํานวน 150 มิลลิลิตร โดยทําการแบงใส 3 คร้ังๆ ละ 50 มิลลิลิตร (พัก
คร้ังละ 5–10 นาที แลวคอยใสคร้ังตอไป) และในการเทควรคอยๆ เทลงตามขอบของ Flask เมื่อ
เสร็จแลวขั้นตอนตอมาเติมกรดเปอรคลอริค (HClO4) ที่ความเขมขน 70-72 เปอรเซ็นต จํานวน 200 
มิลลิลิตร โดยทําการแบงใส 3 คร้ังๆ ละ 50 มิลลิลิตร เชนเดียวกัน เสร็จเรียบรอยแลวทิ้งไวใหเย็น
กอนนําไปใช 
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ขั้นตอนการวิเคราะห 
 

1.  ขั้นตอนการยอย 
 

    1.1  ช่ังตัวอยางใสเจดาหฟลาสคขนาด 150 มิลลิลิตร โดยที่ช่ังตัวอยางอาหาร 
ประมาณ1.5 กรัม และชั่งตัวอยางมูลประมาณ 0.5 กรัม 
 

    1.2  เติมสารละลายออกซิไดซิงรีเอเจนต 12 มิลลิลิตร 
 

    1.3  นําไปยอยบนเตายอยดวยไฟขนาดปานกลางจนสารละลายเปนสีเหลืองหรือสี 
สม และมีไอน้ําเกาะที่บริเวณผิวดานในของหลอด ทิ้งไวสักครูแลวจึงนําออกมาใสชองดูดควนัทิง้ไว
ใหเย็น โดยที่ในขณะยอยจะทําการเขยา Flask เปนครั้งคราว เพื่อใหตัวอยางที่ติดอยูรอบๆ Flask ถูก
ออกซิไดซิงรีเอเจนตยอยจนสมบูรณ 
 

    1.4  เติมกรดเปอรคลอริค 3 มิลลิลิตร แลวนําไปยอยตออีกครั้ง จนปรากฏไอน้ําเกาะที่ 
บริเวณผิวดานในของ Flask ทิ้งไวสักครูแลวจึงนําออกมาใสชองดูดควัน แลวทิ้งไวใหเย็น 
 

2.  ขั้นตอนการปรับปริมาตร 
 

เทสารละลายที่ไดจากการยอยลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร ทําการลางดวยน้ํา
กล่ันประมาณ 3 - 4 คร้ัง แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น เขยาใหเขากัน ทิ้งไวใหเย็น 
 

3.  ขั้นตอนการกรอง 
 
 นําสารละลายที่ปรับปริมาตรเรียบรอยแลวมากรองดวยกระดาษกรองเบอร 40 
 

4.  ขั้นตอนการวัดคาดูดกลืนแสง 
 

นําสารละลายที่กรองเรียบรอยแลวไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 440 นาโน
เมตร เปรียบเทียบกับ Blank (โดย Blank นั้นทําทุกขั้นเหมือนตัวอยางแตไมใสตัวอยาง) โดยทําการ
ปรับคาการดูดกลืนแสงของ Blank ใหเปนศูนยดวยการ Set Auto Zero 
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5.  ขั้นตอนการคํานวณ 
 
 จากวิธีการดังกลาวสามารถคํานวณหาปริมาตรโครมิกซออกไซคในตัวอยางและมูลที่ได
จากการทดลอง ดังสมการ  
 
        ปริมาณโครมิกซออกไซด (เปอรเซ็นต)    =   A    x    EF    x   mlAl    x   1000  
                                                          1000    x    W 
 
      โดย         A       =    คาการดูดกลืนแสงที่วัดได 
 
                    mlAl   =   ปริมาณของสารละลายที่ไดหลังจากขั้นตอนการปรับปริมาตร 
 
                      W      =      น้ําหนักตัวอยางที่ใชยอย 
 
      EF      =   คาเฉลี่ยของความเขมขนของโครมิกซออกไซดระดับตางๆ จากการทํา standard curve 
            คาการดูดกลืนแสง 
 
หมายเหต ุ: (คา EF โดยปกติมีคาอยูระหวาง 389 – 400 มิลลิกรัมตอลิตร) 
 
วิธีการทดสอบตรวจหาภูมิคุมกันตอไวรัสอหิวาตสุกร โดยวิธีการ Neutralizing Peroxidase Linked 
Assay (NPLA) มีขั้นตอน และวิธีการดังนี้ (วาสนา, 2543) 
 
 ทําการเจาะเลือดจากเสนเลือดดําบริเวณลําคอสุกร (Jugular Vein) เก็บตัวอยางเลือดจํานวน 
10 มิลลิลิตรตอตัว ใสหลอดทดสอบตั้งทิ้งไว และนํามาปนเหวี่ยงดวยเครื่องเหวี่ยงหนีศูนยกลาง 
(Centrifuge) ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที ที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 นาที เพื่อแยกสวนของ
ซีร่ัมนําไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส กอนเขาสูการวิเคราะหขั้นตอไป 
 

NPLA เปนวิธี Neutralize ที่ใชปริมาณไวรัสคงที่แตเจือจางซีร่ัม แลวเพาะลงในเซลล
เพาะเลี้ยงใช Peroxidase เปน Indicator สามารถอานไดดวยตาเปลา 
 

1.  อุนซีร่ัมที่ 56 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที 
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2.  เจือจางซีร่ัมดวยอาหารเลี้ยงเซลล (Growth Medium) แบบ 2-fold ในหลุมเพาะเซลล 
ชนิด 96 หลุม ๆ ละ 50 ไมโครลิตร ทํา 2 แถวตอ 1 ตัวอยาง 
 

3.  ใสเชื้อไวรัสอหิวาตสุกร หลุมละ 100 TCID50 (100 TCID50/50μl) เขยาใหเชื้อไวรัสและ 
ซีร่ัมเขา กันประมาณ 20 วินาที 
 

4.  เติมเซลล PK-15 หรือ SK-6 ซ่ึงยอยแลว หลุมละ 100 ไมโครลิตร (2 x 105 cells/ml) ทุก 
หลุม 
 

5.  นําเขา CO2 Incubator ที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 4-5 วัน 
 

6.  ดูด Media ทิ้งแลว ตรึงเซลลดวย 4% Formaldehyde ใน 0.5 % PBS-Tween-20 ที่ 
อุณหภูมิหอง นาน 15-20 นาที 
 

7.  ลาง Plate 3 คร้ัง ดวย 0.5% PBS-Tween-20 
 

8.  เติม Monocional แอนติบอดี้ตอเชื้ออหิวาตสุกร หลุมละ 50 ไมโครลิตร ทิ้งไวที่ 
อุณหภูมิหอง 30-60 นาที  
 

9.  ลาง Plate 3 คร้ัง ดวย 0.5% PBS-Tween-20 
 

10.  เติม Anti-mouse HRP Conjugate หลุมละ 50 ไมโครลิตร ทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 30-60  
นาที 
 

11.  ลาง Plate 3 คร้ัง ดวย 0.5% PBS-Tween-20 
 

12.  เติม AEC Substrate หลุมละ 50 ไมโครลิตร ทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 15-30 นาที 
 

13.  ลางดวยน้ําเปลา 
 

14.  ตรวจดูดวยตาเปลา เซลลที่มีเชื้อไวรัสจะติดสีน้ําตาลแดง ในกรณีสงสัยใหนําไปสองดู 
ดวย Microscope 



 
61 

การตรวจวัดการเปนสารตานอนุมูลอิสระ 

 
การวัดคา Thiobarbituric Acid Reactive Substance (TBARs) โดยดัดแปลงจากวิธีการของ 
Asakawa and Matsushita (1980) และ Uchiyama and Mihara (1978) 
 

การวัดคา TBARs เปนดัชนีวัดการเปลี่ยนแปลงของสี (Colorimetric Method) ที่เกิดจากสาร
ที่เปนผลผลิตจากปฏิกริยาเปอรออกซิเดชั่น ที่สามารถบงบอกถึงคุณสมบัติการเปนสารตานอนุมูล
อิสระได 
 

โดยใชซีร่ัมจํานวน 100 μl ทําปฏิกิริยากับสวนผสมของ 2.2 % Trichloroacetic Acid 
(TCA) กับ 0.5 mM EDTA และ 0.8 % Sodium Dodecylsulfate (SDS) จากนั้นใหทําปฏิกิริยากับ 
0.2% Thiobarbituric Acid (TBA) ในน้ําเดือดเปนเวลา 60 นาที ทิ้งไวใหเย็นแลวนําไปปนเหวี่ยงที่ 
4000 rpm นาน 10 นาที จากนั้นนําสวนใสวัดความเขมขนของ TBARs โดยใช Spectrofluorometer 
ที่ความยาวคลื่น 515 นาโนเมตร 
 
DPPH (2,2 diphenyl-1-picrylhydrazyl) ดัดแปลงตามวิธีของ Ancerewicz  et  al. (1998) และ 
Papariello and Janish (1966) 
 
 การวัดคา DPPH เพื่อบงบอกถึงความสามารถในการเปนสารตานอนุมูลอิสระ โดย DPPH 
เปนโมเลกุลที่มีอิเลคตรอนอิสระ หากสารใดมีคุณสมบัติเปนสารตานอนุมูลอิสระที่ดีจะสามารถให
อิเลค-ตรอนแกสาร DPPH ไดมาก สงผลใหการวัดคา DPPH ที่เปนอิเลคตรอนอิสระไดลดลง 
 

อุปกรณ 

 
เครื่อง Monitor X-band ESR (JEOLRX-2) TE001 cavity. Magnetic field 336.5 mT. 

ความถี่ 9.4 GHz. กําลัง 1 mW. Amplitude 100 KHz. ความเร็ว 5 mT/min. 
 

วิธีการทดสอบ 
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ทํากราฟมาตรฐานของ DPPH โดยใช 2.5 mM DPPH ใน methanol และเจือจางดวยน้ํากลั่น
ลดสัดสวนจนไดความเขมขน 0.4 mM จากนั้นนําสารที่มีความเขมขนแตละหลอดมาวัดในเครื่อง 
Monitor X-band ESR (JEOLRX-2) TE001 cavity.อานคาที่ไดและนําไปสรางกราฟมาตรฐานเพื่อ
หาสมการที่ได จากนั้นนําซีร่ัมที่จะทดสอบมา 50 ไมโครลิตร เติมน้ํากลั่น 100 ไมโครลิตร นํามา
อานคาจากเครื่อง Monitor X-band ESR (JEOLRX-2) TE001 cavity. และนําคาที่ไดไปคํานวณตาม
สมการเพื่อเทียบกับกราฟมาตรฐานของ DPPH 
 
การตรวจวัดปริมาณของเม็ดเลือดขาวแตละชนิด โดยวิธีการ Strained-slide Method (เฉลียว, 2540) 
 

อุปกรณและสารเคม ี

 
1.  กระบอกฉีดยาและเข็มฉีดยา 
2.  แผนสไลด 
3.  สียอม Wright-Giemsa 
4.  กลองจุลทรรศน 

 

วิธีการ 

 
1.  ทําการเจาะเลือดของสัตวทดลอง 
2.  หยดเลือดลงบน สไลดแกวใหหางจากปลายทางขวาประมาณ 0.5-0.8 ซม. 
3.  วางตัวไถสไลดลงบนสไลด รอใหเลือดกระจายตามขอบตัวสไลดใหหางจากขอบแตละ 

ขางประมาณ 0.2 ซม. แลวดันไปขางหนาดวยความเร็วคงที่ เพื่อใหสเมียรเลือดไมติดขอบสไลดแกว 
สะดวกตอการนับแยกชนิดเม็ดเลือดขาว 
 
  4.  เสมียรเลือดบนสไลดที่ไดใหแหงอยางรวดเร็ว จากนั้นยอมดวยสียอม Modified Wright 
Geimsa ทําการนับจําแนกเม็ดเลือดขาวดวยกลองจุลทรรศนกําลังขยายสูง นับแยกชนิดเม็ดเลือดขาว
แตละชนิดออกเปนเปอรเซ็นต 
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การตรวจวัดเอ็นไซมท่ีบงบอกถึงความผดิปกติของตับ 

 
เอ็นไซมซีร่ัมแกมมา - กลูตามิกออกซาโลอะซิติก ทรานซามิเนส (Serum Gamma-glutamic 
oxaloacetic transaminase : SGOT) โดยวิธีการของ International Federation of Clinical 
Chemistry (IFCC)(1986) 
 

SGOT เปนเอ็นไซมที่บงบอกถึงความผิดปกติของตับ โดยหากคานี้มีคาสูง แสดงวาเซลล
ตับถูกทําลาย เกิดการอักเสบของตับ หรือเกิดการรั่วของเอ็นไซมออกนอกเซลลตับเขาสูกระแส
เลือด 
 หลักการทดสอบ เอนไซม SGOT จะเปนตัว Catalyze ปฏิกิริยา Transamination ของ 
Aspartate กับ Ketoglutarate ให Glutamate และ Oxalacetate Dinitrophemylhydrazine จะ form 
Hydrazones กับ Keto- acids ที่มีอยูใหเกิด Oxaloacetate และถูกเปลี่ยนเปน Malate และ L-Lactate 
ดังสมการ 
 

L-Aspartate + 2-Oxoglutarate      SGOT           Oxaloacetate + L-Glutamate 
Oxaloacetate + NADH           MDH        Malate + NAD 
Pyruvate + NADH            LDH         L-Lactate + NAD 

 

วิธีการทดสอบ 

 
นําซีร่ัมมาเจือจางดวย Tris Buffer ความเขมขน 55 mmol/l จากนั้นนํามาทําปฏิกริยากับสาร 

reagent ที่เตรียมจาก 
2-Oxoglutarate             13.2     mmol/l 
L-Aspartate              220    mmol/l 
MDA (microbial)        > 600    mmol/l 
LDH (microbial)         > 1,000 mmol/l 
NADH                         > 0.18   mmol/l 
 

โดยเตรียม reagent ที่ pH 8.0 ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส จากนั้นนํามาวัดคาดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 340 นาโนเมตร ที่เวลา 60 วินาที นําคาที่ไดมาคํานวณตามสมการ 
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         Activity in μ/l   =  Δ Abs/min. x Factor 

 
เมื่อ                Factor  =        TV x 1,000 
                                                                63 x BV x P 
 
โดย      TV = ปริมาตรของสารละลายทั้งหมดของซีร่ัมที่ทําปฏิกริยากับ reagent (มิลลิลิตร) 
             BV = ปริมาตรของซีร่ัมที่ทดสอบ (มิลลิลิตร) 
                P =  ความสูงของคิวเวท (เซนติเมตร) 
 
บิลิรูบิน (Bilirubin) โดยวิธีการของ Freitag (1987) 
 
 บิลิรูบิน คือผลผลิตจากการแตกหรือสลายตัวของเม็ดเลือดแดงในระบบหมุนเวียนโลหิต 
เปนคาที่บงบอกถึงความผิดปกติของตับ เนื่องจากตับจะทําหนาที่ขับบิลิรูบินผานทางกระแสเลือด
และขับออกทางน้ําดี หากคานี้สูง แสดงวาตับถูกทําลาย มีการทํางานผิดปกติ เกิดภาวะโลหิตจาง
หรือดีซาน 
 
 หลักการทดสอบ คือ บิลิรูบินจะทําปฏิกริยากับสาร diazoniumsalt เปน azobilirubin ดัง
สมการ 
 
      Bilirubun + 2-methpxy-4-nitrophenyldiazoniumtetrafluoroborate                       azobilirubin 
 

วิธีการทดสอบ 

 
นําซีร่ัมมาทําปฏิกริยากับ diazoniumsalt ปริมาณ 10.4 ไมโครกรัม ที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส จากนั้นนํามาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 567 นาโนเมตร ที่เวลา 135 วินาที จากนั้นนําคาที่
ไดมาคํานวณตามสมการ 
 
 Y (μmol/l : IU) = 0.963x + 0.22 ( เมื่อ x คือคาการดูดกลืนแสงที่อานได) 
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การตรวจวัดเอ็นไซมท่ีบงบอกถึงความผดิปกติของไต 

 
BUN reagent (Urea reagent) โดยวิธีการของ Tiffany et  al, (1972) 
 

ยูเรียเปนผลผลิตจากเมตาบอลิซึมของโปรตีน และจะถูกขับออกโดยไต ระดับของยูเรีย
ขึ้นอยูกับ ปริมาณโปรตีนในอาหาร และสามารถบงบอกถึงความผิดปกติของไต การเกิดโรคไต 
ภาวะหัวใจลมเหลวและการติดเชื้อโดย 

 
 หลักการทดสอบยูเรีย คือ ยูเรียจะถูกไฮโดรไลซดวยน้ําเกิดเปนแอมโมเนียและกาซ

คารบอนดออกไซด  จากนั้นแอมโมเนียจะ ทําปฏิกริยากับ ∝ - KG (∝ - ketoglutarate) และ 
NADH (nicotinamide adenine dinecleotide)  เกิดเปน L – Glutamate ดังสมการ 
 
                             Urea + H2O        Urease         2NH3  +  CO2 

 

         NH3  + ∝ - KG + NADH      GLDH             L – Glutamate + NAD 
 

วิธีการทดสอบ 

 
นําซีร่ัมมาทําปฏิกริยากับ reagent ที่เตรียมจาก 

 

∝ - ketoglutarate   5.2      mmol/L  

NADH > 0.14   mmol/L  
Urease > 5,600 U/L  
GLDH > 400 U/L  
Tris buffer 70    mmol/L  
 

โดยเตรียม reagent ที่ pH 8.5 ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส จากนั้นนํามาดัดคาดูดกลืนแสง
ที่ 340 นาโนเมตรที่เวลา 30 วินาที (ไมเกิน 60 วินาที) (A1) และที่ 90 วินาที (A2) และนําคาที่ไดมา
เขาสมการเทียบกับสารละลายมาตรฐาน (Blank) 
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                            Urea          =         Δ Abs/min of unknown  x Calibrator Value 
                                                                                                 Δ Abs/min of Calibrator      

 

เมื่อ                     Δ Abs/min. = (A2 - A1) 
                  Calibrator  Value  = 14.3 mmol/L Urea or 40 mg/dL  BUN 
 
Creatinine (ครีเอทินีน) โดยวิธีการของ Fabing and Ertinghauson (1971) 
 
 เปนสารที่เกิดจากการกําจัดสารที่มีไนโตรเจนเปนองคประกอบที่ไมใชกรดอะมิโนแตได
จากครีเอทีน (Creatine) ในไต โดยครีเอทีนเปนสารที่พบในกลามเนื้อ ซ่ึงเกี่ยวของกับเมตาบอลิซึม
ของพลังงานตามปกติอัตราการสลายของครีเอทินีนจากกลามเนื้อคอนขางชา ดังนั้น ครีเอทินีนที่ถูก
ปลดปลอยเขาสูกระแสเลือด จึงไมสามารถบงบอกถึงการสลายของกลามเนื้อแตอยางใด แตคาความ
เขมขนของครีเอทินีนในซีร่ัมจะเปนตัวบงบอกถึงการทํางานของไต โดยคาความเขมขนเฉลี่ยใน
สัตวทั่วๆ ไปจะมีความผันแปรระหวางชนิดและสลายพันธุของสัตว 
 

วิธีการทดสอบ 

 
นําซีร่ัมมาทดสอบกับสาร reagent ที่เตรียมจาก 
Picric Acid                    10 mmol/L 
Sodium  Hydroxide    260 mmol/L 
ที่ pH 13.0 ณ อุณหภูมิ  25 องศาเซลเซียส 
 

จากนั้นนํามาดัดคาดูดกลืนแสงที่ 500 นาโนเมตรที่เวลา 60 วินาที (ไมเกิน 120 วินาที) (A1) 
และที่ 180 วินาที (A2) นําคาที่ไดมาเขาสมการเทียบกับสารละลายมาตรฐาน (Blank) 
 

                   Creatinine    =        Δ Abs/min of unknown  x Calibrator Value 
                                                                                              Δ Abs/min of Calibrator      

 

เมื่อ             Δ Abs/min. = (A2 - A1) 

           Calibrator  Value = 0.44 mmol/L (5.0 mg/dL) 
 


