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ภาคผนวกที่ 1 การทํา microtome section (ดัดแป
1. การฆาและคงสภาพเนื้อเยื่อ (killing and fix

แชน้ํายาฆาและคงสภาพเซลลคือ formalin-a
ethyl alcohol 95% (lab. gra
glacial acetic acid (lab. gra
formalin (lab. grade)
น้ํากลั่น
ที่บรรจุอยูในขวดแกว (vial

2. การดูดอากาศออกจากเนื้อเยื่อ นําชิ้นสวนที่แ
pump) เพื่อดูดอากาศออกจากเนื้อเยื่อ และช
mg.Hg นาน 1 ช่ัวโมง จนกวาฟองอากาศจะ
ขวดและไมมีฟองอากาศผุดขึ้นมา จากนั้นทิ้ง

3. การดึงน้ําออกจากเนื้อเยื่อ (dehydration) นําช
ethyl alcohol ที่มีระดับความเขมขนแอลกอฮ
ตามลําดับ (ตารางที่ 2) แตละระดับใชเวล
แอลกอฮอล 100% ใหผสมสี erythrosin ลงไ

ตารางภาคผนวกที่    1 ระดับความเขมขนของ
เนื้อเยื่อ

ApproComposition
50

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

50
40
10
-

4. การแทนที่แอลกอฮอล (infiltration) แชช้ินส
ช่ัวโมง แลวนําไปแชในสวนผสมของ TBA 
ช่ัวโมง จากนั้นยายชิ้นสวนของพืชลงในขวด
ช่ัวโมง หลังจากนั้นนําเอา paraplast แข็งเขาต
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ลงจากภูวดล, 2528)
ing) นําชิ้นสวนในขอ 3.3.1 ที่ตัดหรือแยกแลวไป
cetic acid alcohol (FAA) 95% โดยใช
de) 50 มิลลิลิตร
de) 5 มิลลิลิตร

10 มิลลิลิตร
35 มิลลิลิตร

) โดยใสน้ํายาใหทวมชิ้นสวนของเนื้อเยื่อพืช
ชอยูใน FAA 95% เขาเครื่องดูดอากาศ (suction
วยใหน้ํายาซึมเขาไปทั่วถึง โดยใช vacuum ที่ 600
ออกหมด โดยสังเกตไดจากการที่เนื้อเยื่อจมลงกน
ไวในสภาพสูญญากาศ 24 ช่ัวโมง
ิ้นสวนพืชแชใน tertiary butyl alcohol (TBA) และ
อล 5 ระดับคือ 50, 70, 85, 95 และ 100 เปอรเซ็นต
าประมาณ 24 ช่ัวโมง ที่ระดับความเขมขนของ
ปเล็กนอยเพื่อใหช้ินสวนติดสีมองเห็นไดชัดเจน

สวนผสมของสารละลายที่ใชในการดึงน้ําออกจาก

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

15
50
85
-

-
45
55
-

-
-

75
25

วนที่ดึงน้ําออกแลวใน TBA 100% 3 คร้ังๆ ละ 24
100% กับ paraffin oil ในอัตราสวน 1:1 นาน 24
แกว (vial) ที่มี paraffin oil เพียงอยางเดียวนาน 24
ูอบอุณหภูมิ 60oซ ทิ้งไว ประมาณ 12 ช่ัวโมงจะได
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เปน paraplast เหลว แลวนําเนื้อเยื่อใสลงไป
อบ ณ อุณหภูมิ 60oซ เปนเวลานาน 12 สัปด

5. การฝงเนื้อเยื่อ (embedding) นําเนื้อเยื่อมาฝ
paraplast เหลวก็จะแข็งตัว และทําหนา
และไมใหเนื้อเยื่อบางสวนหลุดออกไปขณ
เรียกวา กระทง (boat) นํากระทงมาวา
กระดาษรองโตะกอน จากนั้นวางกระทงล
paraplast เหลวต่ํากวาขอบกระทงเล็กนอย
paraplast เหลวใหหมดโดยเร็ว พอ parap
หมด หรือประมาณ 2 มิลลิเมตร รีบนําชิ้น
ลนไฟไลฟองอากาศออกใหหมดอีกครั้ง แ
สามารถนําไปตัดไดตามจุดประสงค ปลอย
ออก จะไดรูป paraplast เปนเหล่ียมขางใน
embedding ไปตกแตงโดยใหเปนรูปสี่เหล่ีย
ลอมรอบหนาเทาๆ กันทุกดาน หลังจาก
1.5x1.5x1.5 ลูกบาศกเซนติเมตร โดยแทง
และอีกดานหนึ่งไวสําหรับยึดติดกับตัวเครื่อ

6. การตัดเนื้อเยื่อดวย rotary microtome (Lei
U.S.A.) นําชิ้นสวนพืชที่ฝงใน paraplast มา
โดยใช paraplast เปนตัวเชื่อม แลวนําไปต
ไมครอน จะไดแถบ paraplast ribbon ที่มีช

7. การนําแถบ paraplast ติดบนกระจกสไลด 
ไขขาว 2 มิลลิลิตร ตอน้ํากลั่น 98 มิลลิลิต
ทาบนกระจกสไลด โดยใชพูกันเกล่ียบริเวณ
อุนสไลด (slide warmer) ปลอยใหแหง วาง

8. นําสไลดที่ไดไปยอมสีตามขั้นตอนตอไปน
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 จากนั้นเก็บรักษาไวในตู
าห
งใน paraplast เหลว โดยหลอเหมือนวัตถุในแมพิมพ
ที่ยึด-หอหุมใหช้ินสวนพืชสามารถรับคมมีดไดเต็มที่
ะที่ตัด วิธีการคือ พับกระดาษเปนรูปพิมพ หรือที่อาจ
งบนโตะที่มีความราบเรียบ กอนวางกระทงควรใช
งไป แลวเท paraplast เหลวลงในกระทง ใหระดับ
 ใชเข็มเขี่ยลนไฟใหรอน ไลฟองอากาศที่เกิดขึ้นใน
last เหลวแข็งตัวสูงขึ้นมาประมาณ 1 ใน 4 ของทั้ง
สวนพืชลงใน paraplast เหลว (กระทง) ใชเข็มเขี่ยที่
ละพรอมกับการจัดตําแหนงของเนื้อเยื่อในระนาบที่
ให paraplast เหลวแข็งตัว หลังจากนั้นแกะกระดาษ
เปนเนื้อเยื่อ กอนนําไปตัดตองนําแทง paraplast ที่
มผืนผาใหตรงกลางเปนชิ้นสวนพืช โดยมี paraplast
นั้นก็นําแทง paraplast ไปติดกับแทงไมที่มีขนาด
ไมนี้มีคุณสมบัติในการตัดแทง paraplast ดานหนึ่ง
งพรอมที่จะตัด

tz Wetzlar ของบริษัท Scicrope Instrument Co. IA,
แตงเปนแทงสี่เหล่ียมเล็กๆ แลวนําไปติดบนแทนไม
ัดดวย rotary microtome ใหมีความหนาประมาณ 13
ิ้นสวนพืชติดอยู
(affixation) ใช hapt’s adhesive 2% โดยเตรียมจาก
ร ในปริมาตร 10 มิลลิลิตร แลวหยดน้ํายา 1-2 หยด
ที่จะติดเนื้อเยื่อ นําแถบ paraplast ที่ตัดไวบนเครื่อง
ทิ้งไว 3-4 วัน กอนทําการปดสไลด
ี้ (แตละขั้นตอนจะแชสไลดนานประมาณ 3-5 นาที)

8.9)  ลางดวยน้ําประปา 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. ปดสไลดดวย cover slip โดยใช Canada ba

ปดทับลงไปไลฟองอากาศออก ทิ้งไวจนแห
10. นําสไลดที่ไดไปถายรูปดวยดวยกลอง pho

Optical Co.Ltd. Tokyo, Japan) ใชฟลมขน

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 หยดบนแผนสไลด 1-2 หยด นําแผน cover slip
งสนิทประมาณ 1-2 วัน
tomicroscope (Olympus รุน PM-30, Olympus
าด 35 มิลลิเมตร ในการถายภาพ
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ภาคผนวกที่ 2 สารเคมีและการเตรียมสารเคมี
สารเคมีท่ีใชหาปริมาณกรดทั้งหมดที่ไต
- สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (so

เตรียมโดยชั่งโซเดียมไฮดรอกไซดมา 4 กรัม
มิลลิลิตร

สารเคมีท่ีใชหาปริมาณน้ําตาล
- Carrez I เตรียมโดยช่ัง zinc acetate

แลวเติมกรดอะซีติก (glacial) 3 กรัม แลวปรับป
- Carrez II เตรียมโดยช่ังโปแตสเซียม

แลวปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร
- Fehling's solution No.1 เตรียมโดยช

กรัม ละลายในน้ํากลั่น แลวปรับปริมาตรใหครบ
- Fehling's solution No.2 เตรียมโดย

กล่ัน แลวเติมโปแตสเซียมทารเตรต (NaH4KC4

ปริมาตรใหครบ 1,000 มิลลิลิตร
- Fehling's solution No.1 และ Fehlin

สีชา เมื่อตองการใชใหผสมสารละลายทั้งสองน
- สารละลายเมทธิลีนบลู เตรียมความเ

1 กรัม ละลายในน้ํากลั่น แลวปรับปริมาตรใหค
- สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด เตร

รอกไซด (Merck) 40 กรัม ละลายในน้ํากลั่น ปร

0
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เตรตได
dium hydroxide, Merck) ความเขมขน 0.1 normal
 ละลายในน้ํากลั่น ปรับปริมาตรใหครบ 1,000

 dihydrate, Merck มา 21.9 กรัม ละลายในน้ํากลั่น
ริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร
เฟอรโรไซยาไนด มา 10.6 กรัม ละลายในน้ํากลั่น

ั่งคอปเปอรซัลเฟต (CuSO4.5H2O, Kanto) มา 69.278
 1,000 มิลลิลิตร
ช่ังโซเดียมไฮดรอกไซด มา 100 กรัม ละลายในน้ํา
O6.4H2O, Merck) (Rochell salt) 346 กรัม แลวปรับ

g's solution No.2 ตองเตรียมแยกกันและเก็บใสขวด
ี้ในปริมาตรเทากัน (1:1) ทันทีกอนใช
ขมขน 1 เปอรเซ็นต โดยการชั่งเมทธิลีนบลู (Merck)
รบ 1,000 มิลลิลิตร
ียมความเขมขน 40 เปอรเซ็นต โดยช่ังโซเดียมไฮด
ับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร
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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

2
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able for 10 ml. Fehling’s Solution (ตอ)
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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สารเคมีท่ีใชหาปริมาณแอนโธไซยานิน
- กรดไฮโดรคลอริก ความเขมขน 1.5 

62.107 มิลลิลิตร เติมลงในน้ํากลั่น แลวปรับปริม
- เอทธาโนลิกไฮโดรคลอริก (เอทธานอ

กรดไฮโดรคลอริก 1.5 normal ผสมกันในอัตรา
(4oซ)

สารเคมีท่ีใชหาปริมาณวิตามินซี
- กรดออกซาลิก (oxalic acid, Merck) 

โดยช่ังกรดออกซาลิก มา 4 กรัม ละลายในน้ํากลั่น
- 2,6-ไดคลอโรฟนอล อินโดฟนอล (2

ขน 0.04 เปอรเซ็นต เตรียมโดยช่ัง 2,6-ไดคลอโร
แลวปรับปริมาตรใหครบ 1,000 มิลลิลิตร แลวน
เก็บในขวดสีชาที่อุณหภูมิต่ํา (4oซ)

- กรดแอสคอรบิกมาตรฐาน (ascorbic a
ในกรดออกซาลิกความเขมขน 0.4 เปอรเซ็นต ป
1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ปเปตสารละลายมา 1 มิล
อินโดฟนอล ความเขมขน 0.04 เปอรเซ็นต จน
อินโดฟนอล ที่ใชไป เพื่อเปนมาตรฐานในการคํา
133
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normal เตรียมโดยใชกรดไฮโดรคลอริก ปริมาตร
าตรใหครบ 500 มิลลิลิตร
ล : ไฮโดรคลอริก) ใชเอทธานอล 95 เปอรเซ็นต
สวน 85:15 แลวเก็บไวในขวดสีชา ที่อุณหภูมิต่ํา

กรดออกซาลิกความเขมขน 0.4 เปอรเซ็นต เตรียม
 แลวปรับปริมาตรใหครบ 1,000 มิลลิลิตร

,6-dichlorophenol indophenol, Merck) ความเขม
ฟนอล อินโดฟนอล มา 0.4 กรัม ละลายในน้ํากลั่น
าํมากรองดวยกระดาษกรอง whatman No. 1 แลว

cid, Merck) ช่ังกรดแอสคอรบิก 0.05 กรัม ละลาย
ริมาตร 50 มิลลิลิตร (ความเขมขนกรดแอสคอรบิก
ลิลิตร แลวนําไปไตเตรตกับ 2,6-ไดคลอโรฟนอล
ถึงจุดยุติ แลวบันทึกปริมาตร 2,6-ไดคลอโรฟนอล
นวณหาปริมาณวิตามินซี
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ประ

ช่ือ-สกุล นางสาวเบญจมาศ     
วัน เดือน ปเกิด 22    กรกฎาคม  2521
ที่อยูที่สามารถติดตอได

20 หมู 11 ตําบลบานแม อําเภอสันปาต
โทร 053-835650

ประวัติการศึกษา
วุฒิ สถ

มัธยมศึกษาตอนปลาย
วท.บ.(เกษตรศาสตร)

โรงเรียนสัน
มหาวิทย

4
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วัติผูเขียน

อินทรส

อง จังหวัดเชียงใหม 50120

านศึกษา ปที่จบการศึกษา
ปาตองวิทยาคม
าลัยเชียงใหม

2539
2543
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