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 การเตรียมตัวอย่างส าหรับการศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning 

Electron Microscope) นั้นจ าเป็นจะต้องให้ตัวอย่างแห้งปราศจากน้ า ความชื้น และน้ ามัน โดยการท าแห้ง 

(Dehydration) ตัวอย่างมีหลากหลายวิธี เช่น การอบแห้ง (Drying), การท าแห้ง ณ จุดวิกฤติ (Critical point 

drying : CPD) หรือ การท าแห้ง ณ จุดเยือกแข็ง (Freeze drying) เป็นต้น ซึ่งตัวอย่างใบพืชถือเป็นตัวอย่าง

ทางชีวภาพที่มีของเหลวอยู่ในโครงสร้างสูง จึงจ าเป็นจะต้องน าของเหลวที่อยู่ในโครงสร้างออกโดยที่ไม่ท าให้

โครงสร้างของเซลล์เกิดการเปลี่ยนแปลงหรือเปลี่ยนแปลงน้อยที่สุด 

 การเตรียมตัวอย่างให้แห้งด้วยวิธีท าแห้ง ณ จุดเยือกแข็ง (Freeze drying) เป็นวิธีการที่ไม่ต้องใช้

สารเคมีในการเตรียมตัวอย่าง เหมาะส าหรับตัวอย่างที่ไม่ทนความร้อนและสารเคมี วิธีการนี้จะท าให้ตัวอย่าง

แห้งโดยการเปลี่ยนของเหลวภายในเซลล์ให้ระเหิดกลายเป็นไอในสภาวะสุญญากาศอย่างช้าๆ โดยตัวอย่าง

จะต้องถูกลดอุณหภูมิให้เป็นสภาวะน้ าแข็งอย่างรวดเร็วก่อนโดยการเทไนโตรเจนเหลวลงในตัวอย่าง ซึ่งการท า

ให้ตัวอย่างเกิดการแข็งตัวอย่างรวดเร็วจะท าให้ของเหลวกลายเป็นผลึกน้ าแข็งขนาดเล็ก(หากใช้เวลานาน

ภายในโครงสร้างจะเกิดผลึกน้ าแข็งขนาดใหญ่ท าให้เซลล์ตัวอย่างเกิดการเสียสภาพได้) จากนั้นน าตัวอย่างที่

แข็งตัวแล้วใส่ลงเครื่อง Freeze dryer เพ่ือระเหิดน้ าแข็งให้เป็นไอ(น าความชื้นออกจากตัวอย่าง) ณ อุณหภูมิที่

ต่ ากว่าจุดเยือกแข็ง เมื่อครบกระบวนการสามารถน าตัวอย่างที่ท าแห้งแล้วไปศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์

อิเล็กตรอนแบบส่องกราดต่อไปได ้

 การเตรียมตัวอย่าง “ใบพืช” ก่อนน าไปท าให้แห้งด้วยวิธี Freeze drying สามารถด าเนินการได้ ดังนี้ 

1) เมื่อตัดใบพืชมาแล้ว น ามาท าความสะอาดด้วยการล้างด้วยน้ ากลั่น ใช้พู่กันในการเขี่ยสิ่งสกปรกที่

ติดมากับตัวอย่างออกอย่างเบามือ เมื่อท าความสะอาดเรียบร้อยแล้วให้น าตัวอย่างวางลงบน 

petri dish ที่มีน้ ากลั่นใส่ไว้เพื่อป้องกันไม่ใหเ้ซลล์ตัวอย่างเหี่ยว 

  
 



2) การตัดตัวอย่างจะต้องให้มีขนาดไม่เกิน 5 มิลลิเมตรโดยตัวอย่างต้องอยู่ในน้ ากลั่นตลอด และจุด

สังเกตในบริเวณท่ีควรตัดของใบพืชคือส่วนของเส้นกลางใบ (Midrib) และเส้นใบ (Vein) เนื่องจาก

เมื่อตัวอย่างถูกท าแห้งแล้วนั้นจะสามารถใช้แยกได้ว่าด้านใดคือผิวใบด้านบน (Upper 

epidermis) หรือผิวใบด้านล่าง (Lower epidermis) 

 
 

  

3) เมื่อเครื่อง Freeze dryer เริ่มกระบวนการ “Start Cooling Now” แล้วนั้น ให้น าตัวอย่างที่ตัด

มาซับเอาน้ าส่วนเกินออกโดยการใช้พู่กันค่อยๆเขี่ยตัวอย่างลงบนกระดาษ แล้วน าตัวอย่างมาลด

อุณหภูมิลงอย่างรวดเร็วโดยการเทไนโตรเจนเหลว (ซับน้ าส่วนเกินออกเพ่ือป้องกันไม่ให้กลายเป็น

ผลึกน้ าแข็งขนาดใหญ่) 

4) เมื่อตัวอย่างแข็งตัวแล้วให้น าพู่กันเขี่ยตัวอย่างลงใน Specimen holder โดยใส่ 1 ชิ้นต่อ 1 ช่อง 

จากนั้นน าใส่ในเครื่อง Freeze dryer และด าเนินการต่อตามกระบวนการของเครื่อง 

  
Specimen holder Freeze Dryer (Quorum : K750X) 
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