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ภาคผนวกที่ 1 การทํา microtome section (ดัดแป
1. การฆาและคงสภาพเนื้อเยื่อ (killing and fix

แชน้ํายาฆาและคงสภาพเซลลคือ formalin-a
ethyl alcohol 95% (lab. gra
glacial acetic acid (lab. gra
formalin (lab. grade)
น้ํากลั่น
ที่บรรจุอยูในขวดแกว (vial

2. การดูดอากาศออกจากเนื้อเยื่อ นําชิ้นสวนที่แ
pump) เพื่อดูดอากาศออกจากเนื้อเยื่อ และช
mg.Hg นาน 1 ช่ัวโมง จนกวาฟองอากาศจะ
ขวดและไมมีฟองอากาศผุดขึ้นมา จากนั้นทิ้ง

3. การดึงน้ําออกจากเนื้อเยื่อ (dehydration) นําช
ethyl alcohol ที่มีระดับความเขมขนแอลกอฮ
ตามลําดับ (ตารางที่ 2) แตละระดับใชเวล
แอลกอฮอล 100% ใหผสมสี erythrosin ลงไ

ตารางภาคผนวกที่    1 ระดับความเขมขนของ
เนื้อเยื่อ

ApproComposition
50

Distilled water (ml)
95% ethyl alcohol (ml)
tertiary butyl alcohol (ml)
100% ethyl alcohol (ml)

50
40
10
-

4. การแทนที่แอลกอฮอล (infiltration) แชช้ินส
ช่ัวโมง แลวนําไปแชในสวนผสมของ TBA 
ช่ัวโมง จากนั้นยายชิ้นสวนของพืชลงในขวด
ช่ัวโมง หลังจากนั้นนําเอา paraplast แข็งเขาต
127
ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
iang Mai University
 r e s e r v e d

ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
iang Mai University
 r e s e r v e d

ลงจากภูวดล, 2528)
ing) นําชิ้นสวนในขอ 3.3.1 ที่ตัดหรือแยกแลวไป
cetic acid alcohol (FAA) 95% โดยใช
de) 50 มิลลิลิตร
de) 5 มิลลิลิตร

10 มิลลิลิตร
35 มิลลิลิตร

) โดยใสน้ํายาใหทวมชิ้นสวนของเนื้อเยื่อพืช
ชอยูใน FAA 95% เขาเครื่องดูดอากาศ (suction
วยใหน้ํายาซึมเขาไปทั่วถึง โดยใช vacuum ที่ 600
ออกหมด โดยสังเกตไดจากการที่เนื้อเยื่อจมลงกน
ไวในสภาพสูญญากาศ 24 ช่ัวโมง
ิ้นสวนพืชแชใน tertiary butyl alcohol (TBA) และ
อล 5 ระดับคือ 50, 70, 85, 95 และ 100 เปอรเซ็นต
าประมาณ 24 ช่ัวโมง ที่ระดับความเขมขนของ
ปเล็กนอยเพื่อใหช้ินสวนติดสีมองเห็นไดชัดเจน

สวนผสมของสารละลายที่ใชในการดึงน้ําออกจาก

ximated total percentage of alcohol (%)
70 85 95 100
30
50
20
-

15
50
85
-

-
45
55
-

-
-

75
25

วนที่ดึงน้ําออกแลวใน TBA 100% 3 คร้ังๆ ละ 24
100% กับ paraffin oil ในอัตราสวน 1:1 นาน 24
แกว (vial) ที่มี paraffin oil เพียงอยางเดียวนาน 24
ูอบอุณหภูมิ 60oซ ทิ้งไว ประมาณ 12 ช่ัวโมงจะได
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เปน paraplast เหลว แลวนําเนื้อเยื่อใสลงไป
อบ ณ อุณหภูมิ 60oซ เปนเวลานาน 12 สัปด

5. การฝงเนื้อเยื่อ (embedding) นําเนื้อเยื่อมาฝ
paraplast เหลวก็จะแข็งตัว และทําหนา
และไมใหเนื้อเยื่อบางสวนหลุดออกไปขณ
เรียกวา กระทง (boat) นํากระทงมาวา
กระดาษรองโตะกอน จากนั้นวางกระทงล
paraplast เหลวต่ํากวาขอบกระทงเล็กนอย
paraplast เหลวใหหมดโดยเร็ว พอ parap
หมด หรือประมาณ 2 มิลลิเมตร รีบนําชิ้น
ลนไฟไลฟองอากาศออกใหหมดอีกครั้ง แ
สามารถนําไปตัดไดตามจุดประสงค ปลอย
ออก จะไดรูป paraplast เปนเหล่ียมขางใน
embedding ไปตกแตงโดยใหเปนรูปสี่เหล่ีย
ลอมรอบหนาเทาๆ กันทุกดาน หลังจาก
1.5x1.5x1.5 ลูกบาศกเซนติเมตร โดยแทง
และอีกดานหนึ่งไวสําหรับยึดติดกับตัวเครื่อ

6. การตัดเนื้อเยื่อดวย rotary microtome (Lei
U.S.A.) นําชิ้นสวนพืชที่ฝงใน paraplast มา
โดยใช paraplast เปนตัวเชื่อม แลวนําไปต
ไมครอน จะไดแถบ paraplast ribbon ที่มีช

7. การนําแถบ paraplast ติดบนกระจกสไลด 
ไขขาว 2 มิลลิลิตร ตอน้ํากลั่น 98 มิลลิลิต
ทาบนกระจกสไลด โดยใชพูกันเกล่ียบริเวณ
อุนสไลด (slide warmer) ปลอยใหแหง วาง

8. นําสไลดที่ไดไปยอมสีตามขั้นตอนตอไปน
8.1) xylene
8.2) xylene + ethyl alcohol 100% อัตรา 1:1
8.3) ether + ethyl alcohol 100% อัตรา 1:1
8.4) ethyl alcohol 95%

8
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ในขวดที่มี paraplast เหลว จากนั้นเก็บรักษาไวในตู
าห
งใน paraplast เหลว โดยหลอเหมือนวัตถุในแมพิมพ
ที่ยึด-หอหุมใหช้ินสวนพืชสามารถรับคมมีดไดเต็มที่
ะที่ตัด วิธีการคือ พับกระดาษเปนรูปพิมพ หรือที่อาจ
งบนโตะที่มีความราบเรียบ กอนวางกระทงควรใช
งไป แลวเท paraplast เหลวลงในกระทง ใหระดับ
 ใชเข็มเขี่ยลนไฟใหรอน ไลฟองอากาศที่เกิดขึ้นใน
last เหลวแข็งตัวสูงขึ้นมาประมาณ 1 ใน 4 ของทั้ง
สวนพืชลงใน paraplast เหลว (กระทง) ใชเข็มเขี่ยที่
ละพรอมกับการจัดตําแหนงของเนื้อเยื่อในระนาบที่
ให paraplast เหลวแข็งตัว หลังจากนั้นแกะกระดาษ
เปนเนื้อเยื่อ กอนนําไปตัดตองนําแทง paraplast ที่
มผืนผาใหตรงกลางเปนชิ้นสวนพืช โดยมี paraplast
นั้นก็นําแทง paraplast ไปติดกับแทงไมที่มีขนาด
ไมนี้มีคุณสมบัติในการตัดแทง paraplast ดานหนึ่ง
งพรอมที่จะตัด

tz Wetzlar ของบริษัท Scicrope Instrument Co. IA,
แตงเปนแทงสี่เหล่ียมเล็กๆ แลวนําไปติดบนแทนไม
ัดดวย rotary microtome ใหมีความหนาประมาณ 13
ิ้นสวนพืชติดอยู
(affixation) ใช hapt’s adhesive 2% โดยเตรียมจาก
ร ในปริมาตร 10 มิลลิลิตร แลวหยดน้ํายา 1-2 หยด
ที่จะติดเนื้อเยื่อ นําแถบ paraplast ที่ตัดไวบนเครื่อง
ทิ้งไว 3-4 วัน กอนทําการปดสไลด
ี้ (แตละขั้นตอนจะแชสไลดนานประมาณ 3-5 นาที)

8.9)  ลางดวยน้ําประปา 5 คร้ัง
8.10) ethyl alcohol 30%
8.11) ethyl alcohol 50%
8.12) ethyl alcohol 70%
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8.5) ethyl alcohol 70%
8.6) ethyl alcohol 50%
8.7) ethyl alcohol 30%
8.8) สี hematoxylin นานประมาณ 3-10 นาที
9. ปดสไลดดวย cover slip โดยใช Canada ba

ปดทับลงไปไลฟองอากาศออก ทิ้งไวจนแห
10. นําสไลดที่ไดไปถายรูปดวยดวยกลอง pho

Optical Co.Ltd. Tokyo, Japan) ใชฟลมขน

9
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8.13) ethyl alcohol 95%
8.14) ethyl alcohol 100%
8.15) xylene + ethyl alcohol 100% อัตรา 1:1
8.16) xylene

lsam หยดบนแผนสไลด 1-2 หยด นําแผน cover slip
งสนิทประมาณ 1-2 วัน
tomicroscope (Olympus รุน PM-30, Olympus
าด 35 มิลลิเมตร ในการถายภาพ
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ภาคผนวกที่ 2 สารเคมีและการเตรียมสารเคมี
สารเคมีท่ีใชหาปริมาณกรดทั้งหมดที่ไต
- สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (so

เตรียมโดยชั่งโซเดียมไฮดรอกไซดมา 4 กรัม
มิลลิลิตร

สารเคมีท่ีใชหาปริมาณน้ําตาล
- Carrez I เตรียมโดยช่ัง zinc acetate

แลวเติมกรดอะซีติก (glacial) 3 กรัม แลวปรับป
- Carrez II เตรียมโดยช่ังโปแตสเซียม

แลวปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร
- Fehling's solution No.1 เตรียมโดยช

กรัม ละลายในน้ํากลั่น แลวปรับปริมาตรใหครบ
- Fehling's solution No.2 เตรียมโดย

กล่ัน แลวเติมโปแตสเซียมทารเตรต (NaH4KC4

ปริมาตรใหครบ 1,000 มิลลิลิตร
- Fehling's solution No.1 และ Fehlin

สีชา เมื่อตองการใชใหผสมสารละลายทั้งสองน
- สารละลายเมทธิลีนบลู เตรียมความเ

1 กรัม ละลายในน้ํากลั่น แลวปรับปริมาตรใหค
- สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด เตร

รอกไซด (Merck) 40 กรัม ละลายในน้ํากลั่น ปร

0
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เตรตได
dium hydroxide, Merck) ความเขมขน 0.1 normal
 ละลายในน้ํากลั่น ปรับปริมาตรใหครบ 1,000

 dihydrate, Merck มา 21.9 กรัม ละลายในน้ํากลั่น
ริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร
เฟอรโรไซยาไนด มา 10.6 กรัม ละลายในน้ํากลั่น

ั่งคอปเปอรซัลเฟต (CuSO4.5H2O, Kanto) มา 69.278
 1,000 มิลลิลิตร
ช่ังโซเดียมไฮดรอกไซด มา 100 กรัม ละลายในน้ํา
O6.4H2O, Merck) (Rochell salt) 346 กรัม แลวปรับ

g's solution No.2 ตองเตรียมแยกกันและเก็บใสขวด
ี้ในปริมาตรเทากัน (1:1) ทันทีกอนใช
ขมขน 1 เปอรเซ็นต โดยการชั่งเมทธิลีนบลู (Merck)
รบ 1,000 มิลลิลิตร
ียมความเขมขน 40 เปอรเซ็นต โดยช่ังโซเดียมไฮด
ับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร



ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·
Copyright  by Ch
A l l  r i g h t s

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·
Copyright  by Ch
A l l  r i g h t s

ตารางภาคผวนที่ 2   Invert Sugar 
Solutions cont

No sucrose 1 g sucrose per
100 ml.

5
ml. of
sugar

solution
required Invert

sugar
factor*

mg.
Invert
sugar

per 100
ml.

Invert
sugar

factor*

mg.
Invert
sugar

per 100
ml.

I

f

15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

50.5
50.6
50.7
50.8
50.8
50.9
51.0
51.0
51.1
51.2
51.2
51.3
51.4
51.4
51.5
51.5
51.6

336
316
298
282
267

254.5
242.9
231.8
222.2
213.3
204.8
197.4
190.4
183.7
177.6
171.7
166.3

49.9
50.0
50.1
50.1
50.2
50.2
50.2
50.3
50.3
50.3
50.4
50.4
50.4
50.5
50.5
50.5
50.6

333
312
295
278
264

251.0
239.0
228.2
218.7
209.8
201.6
193.8
186.7
180.2
174.1
168.3
163.1
131
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Table for 10 ml. Fehling’s Solution
aining besides invert sugar:
 g sucrose per

100 ml.
10 g sucrose
per 100 ml.

25 g sucrose
per 100 ml.

nvert
sugar
actor*

mg.
Invert
sugar

per 100
ml.

Invert
sugar

factor*

mg.
Invert
sugar

per 100
ml.

Invert
sugar

factor*

mg.
Invert
sugar

per 100
ml.

47.6
47.6
47.6
47.6
47.6
47.6
47.6
47.6
47.6
47.6
47.6
47.6
47.6
47.7
47.7
47.7
47.7

317
297
280
264
250

238.0
226.7
216.4
207.0
198.3
190.4
183.1
176.4
170.3
164.5
159.0
153.9

46.1
46.1
46.1
46.1
46.1
46.1
46.1
46.1
46.1
46.1
46.0
46.0
46.0
46.0
46.0
46.0
45.9

307
288
271
256
243

230.5
219.5
209.5
200.4
192.1
184.0
176.9
170.4
164.3
158.6
153.3
148.1

43.4
43.4
43.4
43.3
43.3
43.2
43.2
43.1
43.0
42.9
42.8
42.8
42.7
42.7
42.6
42.5
42.5

289
271
255
240
227
216
206
196
187
179
171
164
158
152
147
142
137
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ตารางภาคผวนที่ 2   Invert Sugar T
Solutions co

No sucrose 1 g sucrose per
100 ml.

ml. of
sugar

solution
required Invert

sugar
factor*

mg.
Invert
sugar

per 100
ml.

Invert
sugar

factor*

mg.
Invert
sugar

per 100
ml.

32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50

51.6
51.7
51.7
51.8
51.8
51.9
51.9
52.0
52.0
52.1
52.1
52.2
52.2
52.3
52.3
52.4
52.4
52.5
52.5

161.2
156.6
152.2
147.9
143.9
140.2
136.6
133.3
130.1
127.1
124.2
121.4
118.7
116.1
113.7
111.4
109.2
107.1
105.1

50.6
50.6
50.6
50.7
50.7
50.7
50.7
50.8
50.8
50.8
50.8
50.8
50.9
50.9
50.9
50.9
50.9
51.0
51.0

158.1
153.3
148.9
144.7
140.7
137.0
133.5
130.2
127.0
123.9
121.0
118.2
115.6
113.1
110.6
108.2
106.0
104.0
102.0

* mg. of invert sugar corresponding to 10 ml. o
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able for 10 ml. Fehling’s Solution (ตอ)
ntaining besides invert sugar:
5 g sucrose per

100 ml.
10 g sucrose
per 100 ml.

25 g sucrose
per 100 ml.

Invert
sugar

factor*

mg.
Invert
sugar

per 100
ml.

Invert
sugar

factor*

mg.
Invert
sugar

per 100
ml.

Invert
sugar

factor*

mg.
Invert
sugar

per 100
ml.

47.7
47.7
47.7
47.7
47.7
47.7
47.7
47.7
47.7
47.7
47.7
47.7
47.7
47.7
47.7
47.7
47.7
47.7
47.7

149.1
144.5
140.3
136.3
132.5
128.9
125.5
122.3
119.2
116.3
113.5
110.9
108.4
106.0
103.7
101.5
99.4
97.4
95.4

45.9
45.9
45.8
45.8
45.8
45.7
45.7
45.7
45.6
45.6
45.6
45.5
45.5
45.4
45.4
45.3
45.3
45.2
45.2

143.4
139.1
134.9
130.9
127.1
123.5
120.3
117.1
114.1
111.2
108.5
105.8
103.4
101.0
98.7
96.4
94.3
92.3
90.4

42.4
42.3
42.2
42.2
42.1
42.0
42.0
41.9
41.8
41.8
41.7
41.6
41.5
41.4
41.4
41.3
41.2
41.1
41.0

132
128
124
121
117
114
111
107
104
102
99
97
94
92
90
88
86
84
82

f Fehling’s solution.
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สารเคมีท่ีใชหาปริมาณแอนโธไซยานิน
- กรดไฮโดรคลอริก ความเขมขน 1.5 

62.107 มิลลิลิตร เติมลงในน้ํากลั่น แลวปรับปริม
- เอทธาโนลิกไฮโดรคลอริก (เอทธานอ

กรดไฮโดรคลอริก 1.5 normal ผสมกันในอัตรา
(4oซ)

สารเคมีท่ีใชหาปริมาณวิตามินซี
- กรดออกซาลิก (oxalic acid, Merck) 

โดยช่ังกรดออกซาลิก มา 4 กรัม ละลายในน้ํากลั่น
- 2,6-ไดคลอโรฟนอล อินโดฟนอล (2

ขน 0.04 เปอรเซ็นต เตรียมโดยช่ัง 2,6-ไดคลอโร
แลวปรับปริมาตรใหครบ 1,000 มิลลิลิตร แลวน
เก็บในขวดสีชาที่อุณหภูมิต่ํา (4oซ)

- กรดแอสคอรบิกมาตรฐาน (ascorbic a
ในกรดออกซาลิกความเขมขน 0.4 เปอรเซ็นต ป
1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ปเปตสารละลายมา 1 มิล
อินโดฟนอล ความเขมขน 0.04 เปอรเซ็นต จน
อินโดฟนอล ที่ใชไป เพื่อเปนมาตรฐานในการคํา
133
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normal เตรียมโดยใชกรดไฮโดรคลอริก ปริมาตร
าตรใหครบ 500 มิลลิลิตร
ล : ไฮโดรคลอริก) ใชเอทธานอล 95 เปอรเซ็นต
สวน 85:15 แลวเก็บไวในขวดสีชา ที่อุณหภูมิต่ํา

กรดออกซาลิกความเขมขน 0.4 เปอรเซ็นต เตรียม
 แลวปรับปริมาตรใหครบ 1,000 มิลลิลิตร

,6-dichlorophenol indophenol, Merck) ความเขม
ฟนอล อินโดฟนอล มา 0.4 กรัม ละลายในน้ํากลั่น
าํมากรองดวยกระดาษกรอง whatman No. 1 แลว

cid, Merck) ช่ังกรดแอสคอรบิก 0.05 กรัม ละลาย
ริมาตร 50 มิลลิลิตร (ความเขมขนกรดแอสคอรบิก
ลิลิตร แลวนําไปไตเตรตกับ 2,6-ไดคลอโรฟนอล
ถึงจุดยุติ แลวบันทึกปริมาตร 2,6-ไดคลอโรฟนอล
นวณหาปริมาณวิตามินซี
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ประ

ช่ือ-สกุล นางสาวเบญจมาศ     
วัน เดือน ปเกิด 22    กรกฎาคม  2521
ที่อยูที่สามารถติดตอได

20 หมู 11 ตําบลบานแม อําเภอสันปาต
โทร 053-835650

ประวัติการศึกษา
วุฒิ สถ

มัธยมศึกษาตอนปลาย
วท.บ.(เกษตรศาสตร)

โรงเรียนสัน
มหาวิทย
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วัติผูเขียน

อินทรส

อง จังหวัดเชียงใหม 50120

านศึกษา ปที่จบการศึกษา
ปาตองวิทยาคม
าลัยเชียงใหม

2539
2543


	ภาคผนวก
	ตารางภาคผนวกที่    1  ระดับความเข้มข้นของส่วนผสมของสารละลายท
	เนื้อเยื่อ
	No sucrose
	No sucrose
	cv.pdf
	ประวัติผู้เขียน


