
บทท่ี 3

วิธืดำเนินการวิจัย

อุปกรณ์และเครี่องมีอที่ใชํในงานวิจัย
1. สัตว์ทดลองและสภาพแวดล้อมสำหรับสัตว์ทดลอง

1.1 กุ้งกุลาดำโตเต็มว์ยอายุ3 เดือน ‘นานนักเฉล่ีย 14-16 กรัมต่อตัว จำนวน240 ตัว 
จากชุดการเล้ียง (crop) เดียวกัน ของศูนย์วิจัยและพัฒนาประมงชายฝังจังหวัดจันทบุรี

1.2 สภาพแวดล้อมท่ีใซ้เล้ียงกุ้ง ดือ การเล้ียงในตู้กระจกสี,เหล่ียมขนาด 12 X 25 X 15 น้ิว 
ในสัดส่วนกุ้ง18 ตัวต่อน้ํา90 ลิตร โดยใช้ตาข่ายไนลอนเพ่ือการพรางแสงสว่าง และให้อากาศ 
ด้วยหัวทรายตลอดเวลาท่ีทำการทดลอง การให้แสงสว่างแบ่งเป็นช่วงสว่าง 16 ช่ัวโมง (แสงจาก 
ธรรมชาติ 12ช่ัวโมง และแสงจากหลอดนีออน 4 ช่ัวโมง) และช่วงมืด 8 ช่ัวโมง

1.3 คุณภาพน้ํา : ควบคุมคุณภาพน้ําในตู้ทดลองตามตารางท่ี 7 ซ่ึงเป็นคุณภาพน้ําท่ีเหมาะ 
สำหรับการเล้ียงกุ้งกุลาดำโตเต็มวัย (ชลอและพรเลิศ, 2547) เปล่ียนถ่ายน้ํา 50% ของปริมาตร 
ท้ังหมดทุกวันและควบคุมสภาพแวดล้อมให้มีสภาพใกล้เคียงกันตลอดการทดลอง

1.4 ปล่อยให้กุ้งมีการปรับตัวในตู้ทดลองก่อนเร่ิมทำการทดลองเป็นเวลา 2 วัน ให้อาหาร 
ชนิดเดียวกับท่ีใช้ในการเล้ียงกุ้งก่อนการทดลองท่ีอัตรา 2.5% ต่อน้ําหนักตัวต่อวันและแบ่งให้วัน 
ละ 3 คร้ัง (5.00น. 13.00น. และ21.00น.) เคลือบผิวเม็ดอาหารด้วยน้ิานันปลาหมึก

ตารางท่ี 7 คุณภาพน้ําท่ีใช้เป็นเกณฑ์มาตรฐานในระหว่างการทดลอง
ค ุณ ภ า พ น ํ้า ค ่าท ี่ใซ ีใน ก ารท ด ล อ ง

อ ุณ ห ภ ูม ิ (อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส ) 27-30

ค ว าม เป ็น ก ร ด -ด ่า ง  (pH ) 7.5-85

ป ร ิม าณ อ อ ก ซ ีเจ น ท ี่ล ะ ล า ย ใ น น ํ้า  (m g /l) 7.5

ความเค็ม (%o) 30

ไนไตรท ์ ( p p m ) 0.1-0.2

แอ ม โม เน ียรวม  (p p m ) 0.5-1.0

แ อ ล ค าไ ล น ์ ( p p m ) 80-160
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2. สารเคมีท่ีใชในงานวิจัย
2.1 สารมาตรฐาน Florfenicol-amine (Schering-Plough, USA)
2.2 สารมาตรฐาน Florfenicol (Schering-Plough, USA)
2.3 Methanol (FIPLC grade)(Lab Scan, Ireland)
2.4 Acetronitrile (HPLC grade)(Lab Scan, Ireland)
2.5 Ethyl acetate (FIPLC grade)(Lab Scan, Ireland)
2.6 Dichromethane (HPLC grade)(Lab Scan, Ireland)
2.7 Water (HPLC grade)(Lab Scan, Ireland)
2.8 Hydrochloric acid 36.5 - 38.0% (Carlo erba, Spain)
2.9 Sodium hydroxide 50% พ/พ (Merck, Germany)
2.10 Potassium phosphate monobasic (crystal) (Merck, Germany)
2.11 Phosphoric acid, 85% v/v (Merck, Germany)
2.12 Thiosulfate Citrate Bile salt Sucrose (TCBS) (Eiken, Japan)
2.13 Tryptic Soy Agar (TSA) (Oxiod, England)
2.14 Meuller Hinton Agar (Oxiod, England)
2.15 Meat extract (Oxiod, England)
2.16 Yeast extract (Oxiod, England)
2.17 Agar (Oxiod, England)
2.18 Sodiumchloride (NaCI) (Carlo erba, Spain)
2.19 Hydrochloric acid 36.5 - 38.0% (Carlo erba, Spain)
2.20 Sodium hydroxide 50% พ/พ (Merck, Germany)
2.21 Potassium phosphate monobasic (crystal) (Merck, Germany)
2.22 Phosphoric acid, 85% v/v (Merck, Germany) 3

3. อุปกรณ์ท่ีใช้ในงานวิจัย
3.1 อุปกรณ์สำหรับเคร่ือง HPLC

- HPLC column Zorbax® R, Cg ขนาด 4.6 มิลลิเมตร X 250 มิลลิเมตร pore size 
5 ไมโครฌตร (Agilent, USA)

- HPLC Guard-Columns Zorbax® ขนาด 4.6 มิลลิฒตร X 125 มิลลิเมตร 
(Agilent, USA)

- HPLC vial (small pack) ขนาด 2 มิลลิลิตร
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3.2 เคร่ืองแก้วและอุปกรณ์อ่ืนๆ
-Volumetric flask ขนาด 10,100, 1000 มิลลิลิตร
- Erlenmeyer flask ขนาด 125 มิลลิลิตร
- Beaker ขนาด 500, 1,000 และ 5,000 มิลลิลิตร
- Centrifuge tube ชนิดแก้วขนาด 50 มิลลิลิตรพร้อมฝาปิดชนิด Teflon-lined caps
- Centrifuge tube ชนิดพลาสติกขนาด 50 มิลลิลิตร
- Extraction columns: Chem Elut™ 1219-8008 ขนาด 20 มิลลิลิตร (Varian, USA)
- Glass wool (Merck, Germany)
- กระบอกฉีดยา ชนิดพลาสติกขนาด 3 มิลลิลิตร
- Micropipette พร้อม tips ขนาด 200, 1,000, 5,000 ไมโครลิตร
- Syringe membrane filter ชนิด Polyvinylidene fluoride (PVDF) เส์นผ่านศูนย์กลาง 

13 มิลลิเมตร ขนาดกรอง 0.2 ไมโครเมตร (Orange Scientific, Belgium)
- RC-Vliesverstark mobile phase membrane filter เลํ,นผ่านศูนย์กลาง 47 มิลลิเมตร 
ขนาดกรอง 0.45 ไมโครเมตร (Sartorius, Germany)

- อุปกรณ์เพาะเช้ือแบคทีเรีย
- ชุด Analytical Profile Identification (API) 20E และ API 20NE ลำหรับการพิสูจน์ 

เช้ือ vibrios โดยอาคํโยคุณลมบติทางชีวเคมี (Biomerieux, France)
- ชุดตรวจคุณภาพนำทางเคมี ammonium, nitrite และ alkaline 

(Aqua-VBC, Thailand) 4

4. เคร่ืองมือท่ีใซในงานวิจัย
4.1 เครือง High Performance Liquid Chromatography CLASS LC-10 พร้อม 

Ultraviolet-Visible detector (น SPD-10A, ระบบประมวลผล CBM-10A, Sil-10A 
autoinjector, LC-10AC dual pump และ Degasser DGU-12A (Shimadzu, Japan)

4.2 เคร่ืองช่ังทศนิยม 4 ตำแหน่ง (Mettler, Germany)
4.3 เครือง Homogenizer POLYTRON 3000 (Kinematica AG, Switzerland)
4.4 เครือง Centrifuge (IEC, USA)
4.5 pH meter (Hanna Instruments, Singapore)
4.6 Vacuum manifold (Alltech, USA)
4.7 Sonicator TRANSSONIC 460/H (Elma, Germany)
4.8 Vacuum pump (Gelman Sciences, USA) พร้อมชุดกรอง
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4.9 Vortex mixer Geinie 2 (Scientific Industries, USA)
4.10 ตะเกียงแอลกอฮอล์
4.11 Multipoint inoculator

วิธีดำเนินการวิจัย
การดำเนินงานวิจัยจะประกอบด้วย 2 ส่วน คือ
การทดลองท่ี 1 การทดสอบประสิทธิภาพของ florfenicol ใน'ห้องปฏิบ้ติการ 
การทดลองท่ี 2 การเล้ียงกุ้งกุลาดำด้วยอาหารผสม florfenicol และการหาปร๊มาณ

florfenicol-amine ในเน้ือเย่ือกุ้งกุลาดำท่ีได้รับอาหารผสมยาด้วยวิธี HPLC

การทดลองที่ 1 การทดสอบประสิทธิภาพของ florfenicol ในห้องปฏิบ้ตการ

การทดสอบหาความเข้มข้นต่ําสุดของ florfenicol และ chloramphenicol ท่ีสามารถยับย้ังการ 
เจริญของเซือ vibrios ทีแยกจากกุ้งป่วย (pathogenic vibrios) (Minimum Inhibitory 
Concentrations, MICs)

1. การเตรียมเช้ือ vibrios ท่ีใข้ในการคืกษา
- เก็บตัวอย่างกุ้งป่วยจากฟาร์มเล้ียงกุ้งกุลาดำในเขตการเล้ียงกุ้งในประเทศไทย 

(รูปท่ี 3) ท่ีมีกุ้งแสดงอาการป่วย เข้น ว่ายเกยขอบบ่อ กินอาหารลดลง หรือเป็น 
ตัวอย่างกุ้งท่ีเกษตรกรส่งมาให้ตรวจ

- แยกเช้ือ vibrios โดยการเพาะเช้ือจาก hepatopancreas ของกุ้งป่วยลงใน 
Thiosulfate Citrate Bile salt Sucrose (TCBS) agar ซึงเป็นอาหารเลียงเซือ 
สำหรับ vibrios บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 °c 20 ช่ัวโมง เลือกเฉพาะเช้ือท่ีช้ืนได้โคโลนีท่ี 
เป็นลีเขียวหรือลีเหลืองมาพิสูจน์เช้ือโดยการย้อมแกรม oxidase test และวิธีทาง 
ชีวเคมี (ตารางท่ี 2)

- เก็บตัวอย่างกุ้งป่วย และเพาะเช้ือ vibrios จำนวนท้ังส้ินประมาณ 100 ตัวอย่าง เพ่ือ 
การทดสอบหาค่า MICs
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2. ทดสอบหาค่า MICs ของเชือ vibrios ต่อ florfenicol และ chloramphenicol โดยวิธี 
Antimicrobial Agar Dilution Susceptibility Tests ทีความเค็ม 0%o และความเค็ม 5%0 
(National Committee of Clinical Laboratory standard, 2000)

2.1 การเตรียมยาในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีความเค็ม 0%อ
- เจือจางยาต้านจุลชีพด้วยน้ํากล่ันท่ีผ่านการฆ่าเช้ือแล้ว จากความเข้มข้นเร่ิมต้น 

เป็น5,120 yg/ml และทำ Two-Fold Dilution ให้ใต้ความเข้มข้นของยาเป็น 
320 jjg/ml - 5 pg/ml (ภาคผนวกท่ี 1)

- ผสมยาท่ีความเข้มข้นต่าง  ๆลงใน Mueller-Hinton Agar (MHA) ด้วยอัตราส่วน 
1:10 โดยดูดสารละลายยามา 2 ml ใส่ลงใน MHA 18 ml จะใต้ MHA ท่ีมียา 
ตามความเข้มข้นท่ีใข้ทดสอบท่ีต้องการ

2.2 การเตรียมยาในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีความเค็ม 5%0
- เจือจางยาต้านจุลชีพด้วยน้ํากล่ันท่ีผ่านการฆ่าเช้ือแล้ว ผลมยาท่ีความเข้มข้น 

ต่าง  ๆลงใน MHA ท่ีเตรียมด้วยน้ําทะเลท่ีมีความเค็ม 5%0
(เข้นเดียวกับข้อ 2.1 การเตรียมยาในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีความเค็ม 0%o)

2.3 การเตรียมเช้ือท่ีใช้ทดลอบ
- เตรียมเช้ือแบคทีเรียมาตรฐาน 3 ชนิดในการ inoculate แต่ละคร้ังเพ่ีอควบคุม 

คุณภาพของงาน
เชือมาตรฐานท่ีใข้ได้แก่ E s c h e r ic h ia  c o l i ATCC® (American Type Cultured 
Collection) 25922, S t a p h y l o c o c c u s  a u r e u s  ATCC® 29213 และ V ib rio  

p a r a h e m o l y t i c u s  ATCC® 17802 โดยเพาะเชีอ E. c o l i และ ร. a u r e u s  ลง 
ใน Tryptic Soy Agar (TSA) ส่วนเชีอ V. p a r a h e m o l y t i c u s  จะต้องผสมเกลือ 
1% ลงใน TSA นำใปบ่มท่ีอุณหภูมิ 35°c นาน 20 ช่ัวโมง เลือกโคโลนีท่ีได้มา 
ใส่ในน้ําเกลือ (NaCI) 0.9% ปรับให้ได้ความขุ่นเทียบเท่ากับ 0.5 McFarland 
ซ่ึงจะมีเช้ืออยู่ประมาณ 108 CFU/ml เจือจางในน้ําเกลือลงอีก 10 เท่า ได้ 
ปริมาณเช้ือประมาณ 107CFU/ml (NCCLS, 2000)

- เพาะเช้ือ vibrios ลงใน Tryptic Soy Agar (TSA) ทีผสมเกลือ 1% เช่นเดยวกัน 
การเตรียมเช้ือมาตรฐาน V. p a r a h e m o l y t i c u s
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2.4 การทดสอบการเจริญของเช้ือบนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีผสมยาต้านจุลชีพ
- ใส่เช้ือท่ีเตรียมในหลุม multipoint inoculator ซ่ึงใส่เช้ือใต้ 25 isolates โดยแบ่ง 

3 isolates เป็นเช้ือมาตรฐาน และอีก 22 isolates เป็นเช้ือ vibrios ต้วอย่างท่ี 
ทดสอบ

- ถ่ายเช้ือจากหลุมลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ MHA ท่ีผสมยาต้านจุลชีพแล้ว จะใต้จุด 
เช้ือซ่ึงมีเช้ือประมาณ าO4 CFU/spot

- เม่ือใช้ Multipoint inoculator ถ่ายเช้ือลงใน MHA ท่ีผสมยาต้านจุลชีพไว้แล้ว 
ท้ิงใว้จนจุดท่ีถ่ายเช้ือแห้ง นำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 35°c นาน 20 ช่ัวโมง อ่านผล 
โดยดูความเข้มข้นต่ําสุดของยาที,สามารถยับย้ังการเจริญของเช้ือแบคทีเรียใต้

2.5 เปรียบเทียบผลความใวรีบของเช้ือ vibrios ต่อ florfenicol และ
chloramphenicol และเปรียบเทียบความเข้มข้นของ florfenicol ท่ีให้ผลระงับการ 
เจริญของเชื้อ vibrios ในห้องปฎิบ้ติการที่ระดับความเค็ม 0%o และ 5%0 โดยใช้ 
โปรแกรม WHONET5 (WHO, 2000)
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การทด«องที่ 2 การเลองกุ้งกุลาดำด้วยอาหารผสม florfenicol และการหาปรํมาณ 
florfenicol-amine ในเนึ้อเที่อกุ้งกุลาดำที่ได้รับอาหารผสมยาด้วยวิธ HPLC

1. การให้ florfenicol ในกุ้งกุลาดำโดยการผสมอาหาร
แบ่งกุ้งกุลาดำออกเป็น 2 กลุ่ม โดยการลุ่ม กลุ่มแรก คือ กลุ่มควบคุมที,ได้รับอาหารสำเร็จรูป 

ชนิดเดียวกับท่ีใช้เล้ียงกุ้งก่อนการทดลองเคลือบผิวด้วยน้ํามันปลาหมึก และกลุ่มท่ีสอง คือ กลุ่ม 
ทดลองท่ีได้รับ florfenicol ผสมในอาหารชนิดเดียวกันและเคลือบผิวด้วยน้ํามันปลาหมึก

เล้ียงกุ้งในสภาพแวดล้อมตามตารางท่ี 7 ทำการตรวจคุณภาพน้ําและเปล่ียนก่ายน้ําใน 
ระหว่างการทดลองทุกวัน

แต่ละกลุ่มการทดลองจะให้อาหารกุ้งในอัตรา 2.5% ชองน้ําหนักตัวต่อวัน โดยแบ่งให้อาหาร 
3 มื้อต่อวันคือเวลา5.00น. 13.00น. และ 21.00น. โดยกลุ่มทดลองจะได้รับอาหารท่ีผสม 
florfenicol ในวันท่ี 3 ชองการเล้ียง โดยทำการผสมยาในอาหารให้ได้ความเข้มข้น florfenicol 0.8 
กรัมในอาหาร 1 กิโลกรัม หรือเท่ากับ 20 มิลลิกรัมยาต่อน้ําหนักกุ้ง 1 กิโลกรัม (20 ppm) ซ่ึงเป็น 
ระดับความเข้มข้น 10 เท่าชองค่า MICgo (จากการทดลองท่ี 1) (ภาคผนวก 2) และทำการฉีดพ่น 
น้ํามันปลาหมึกเคลือบทับ เพ่ือป้องกันการละลายชองยาออกมาในน้ํา และให้อาหารผสมยา 
ต่อเน่ืองเป็นเวลา 5 วัน จากน้ันเล้ียงกุ้งต่อด้วยอาหารท่ีไม่ผสมยาเป็นเวลา 9 วัน

ทำการเก็บตัวอย่างกุ้งกุลาดำท่ีเวลาต่างๆ หลังให้อาหารผสมยาตามตารางท่ี 8 หากมีช่วง 
การให้อาหารและเวลาเก็บตัวอย่างตรงกันจะเล่ือนเวลาเก็บตัวอย่างออกไปคร่ึงช่ัวโมง เพ่ือลดการ 
รบกวนการกินอาหารซองกุ้งกุลาดำ และเก็บตัวอย่างจากกลุ่มควบคุมก่อนและหลังทำการทดลอง 
โดยลุ่มเก็บตัวอย่างคร้ังละ 10 ตัว แช่เย็นทันที รวมตัวอย่างท่ีเก็บท้ังหมด 26 ชุด (กลุ่มทดลอง 24 
ชุดและกลุ่มควบคุม 2 ชุด) ตัวอย่างแต่ละชุดทำการแยกส่วน hepatopancreas และส่วน
กล้ามเน้ือออกจากกัน เก็บในช่องแช่แข็งอุณหภูมิไม่เกิน 4 องศาเชลเชียสเพ่ือรอการตรวจ 
วิเคราะห์ต่อไปด้วยวิธี HPLC
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ตารางท่ี 8 การให้ florfenicol ผสมอาหารแก'กุ้งกุลาดำและช่วงเวลาการเก็บตัวอย่างเนื้อเยื่อ

เวล า' (ชว'โมง)

5 :0 0  

(0  ซม)

5 :3 0  

(0 .5  ซม)

6 :0 0  

(1 ชม )

7 :0 0  

(2 ชม)

9 :0 0  

(4  ชม)

1 3 :0 0  

(8  ช ม )

1 3 :3 0  

(8 .5  ชม )

1 7 :0 0  

(1 2  ชม)

2 1 :0 0  

(1 6  ซม)

2 1 :3 0  

[1 6 .5  ซม

5 :0 0  

(2 4  ชม )

ว ันท ี่ 1 M F M F M F
1 ,2 3 ,4 5 ,6 7 ,8 9 ,1 0 1 1 ,1 2  /  1 9 -2 2 1 3 ,1 4 1 5 ,1 6

ว ัน  ที่ 2 M F M F M F
1 ,2 3 ,4 5 ,6 7 ,8 9 ,1 0 1 1 ,1 2 1 3 ,1 4 1 5 ,1 6

ว ัน  ที่ 3 M F M F
1 ,2

M F

ว ัน  ที่ 4 M F M F
3 ,4

M F

ว ัน  ที่ 5 M F M F
5 ,6

M F

ว ัน  ที่ 6 B F B F B F
7 ,8

ว ัน  ที่ 8 B F B F
9 ,1 0

B F

วันท ี่ 10 B F B F
1 1 ,1 2

B F

วันท ี่ 12 B F B F
1 3 ,1 4

B F

ว ันท ี่ 14 B F B F
1 5 ,1 6 1 9 -2 2

B F

ก ุ้งก ุลาด ำอ าย ุ 3 เด ือน น ํ้าห น ักต ัวเฉล ี่ย  14-15.5  กรัม/ตัว ม ีอ ้ตราการก ิน อาห ารปกต ิป ระมาณ  5%  น ํ้าหน ักต ัว/ว ัน 

สมมต ิฐาน

1. อ ัตราการก ินอาห ารในส ัตว ์ปวยลดลงคร ึ่งห น ึ่งจากอ ัตราการก ินอาหารปกต ิ (เหลือ 2 .5 % นํ้าหนักตัว/ว ัน)

2 . ความสามารถในการนำยาไปใช ้ได ้ 10% , ท ำการผส ม ยา 2 กรัม florfenicol ในอาหาร 2 .5  กิโลกรัม

MF อาหารผสม florfenicol และเคล ือบท ับด ้วยน ํ้าม ันปลาหม ึก

BF อาห ารก ุ้งก ุลาดำเคล ือบ ท ับ ด ้วยน ํ้าม ัน ป ลาห ม ึก

ก า ร เก ็บ ต ัว อ ย ่าง : กุ้งกุลาดำ5 ต ัว / ต ู้ ตามหมายเลขต ู้ท ี่ระบ ุ'ไว ้

ต ู้ทดลองท ี่ 1-18: กล ุ่มทดลองท ี่ได ้ร ับอาหารผสมยา (ท= 1 8 / น าเค ็ม  5 %0 ปร ิมาตร 90  ลิตร)

ต ู้ทดลองที่ 19-22: กล ุ่มควบค ุม  ได ้ร ับอาหารปกติ (ท= 18/ น ํ้าเค ็ม  5 %0 ปร ิมาตร 90  ลิตร)
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2. การ,วิเคราะห์!!รมาณ florfenicol-amine (FFA) ในกุ้งกุลาดำโดย HPLC / uv detection 
(Schering-Plough, 2002b)

หลักกา?
วิธีการตรวจหาสารตกค้าง FFA ด้วย HPLC-UV ประกอบด้วย 5 ข้ันตอน คือ
1. การย่อยเน้ือเย่ือตัวอย่างด้วยกรดใฮโดรคลอริคร้อน
2. การลกัดส่วนท่ีไม่ต้องการหลังจากย่อยด้วยกรดออกใปด้วย ethyl acetate
3. ปรับสภาพสารท่ีเหลือให้มีความเป็นด่าง (pH มากกว่า 12.5)
4. ทำความสะอาดตัวอย่างโดยกรองผ่านคอลัมน์และสกัด FFA ด้วย dichloromethane 
ร-ระเหยสารสกัดท่ีใด้และทำการละลายสิงท่ีเหลือด้วยสารละลาย 10 mM potassium

phosphate (pH 4.0) ซึงใช้เป็น mobile phase ในการวิเคราะห์

2.1 การเตรียมสารละลายท่ีใช้ในการวิเคราะห์
2.1.1 6N Hydrochloric Acid (HCl)

เตรียมกรดไฮโดรคลอริคความเข้มข้นสูงปริมาตร 500 มิลลิลิตร เติมลงในน้ํา 
500 มิลสิลิตร อย่างช้าๆ และผสมให้เข้ากันอย่างระมัดระกัง สารละลายน้ืลามารถ 
เก็บในอุณหภูมิห้องและมีความคงตัวนาน 1 ปี
2.1.2 30% (พ/พ) Sodium Hydroxide (NaOH)

เตรียมสารละลาย 50%(พ/พ) NaOH ปริมาตร 600 มิลลิลิตร เติมลงในน้ืา 
400 มิลลิลิตร อย่างช้าๆ และสามารถเก็บสารละลายน้ืท่ีอุณหภูมิห้องได้นาน 1 ปี
2.1.3 10 mM Potassium Phosphate (pH 4.0)

ละลาย potassium phosphate 2.72 ± 0.2 กรัม ในนำ deionized ปริมาตร 
1,900มิลลิลิตรปรับ pH ให้ใด้ 4.0 ± 0.2 ด้วยกรดฟอลฟอริค (H3P04) ลามารถเก็บ 
สารละลายน้ืในอุณหภูมิห้องได้นาน 1 เดือน
2.1.4 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน (ตารางท่ี 9)

- เตรียมตัวอย่างสารละลายมาตรฐาน florfenicol-amine (FFA) โดยข้ังผงของ 
สารมาตรฐาน 10 ± 0.1 มิลลิกรัม ลงใน volumetric flask ขนาด 100 มิลลิลิตร

- เติม methanol (HPLC grade) 100 มิลลิลิตร ลงใน volumetric flask ได้ 
สารละลายความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็น Stock solution A
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- นำ Stock solution A 10 มิลลิลิตร เติมด้วย methanol (HPLC grade) ลงใน 
volumetric flask ขนาด 100 มิลลิลิตร ได้ stock solution B ความเข้มข้นเท่ากับ 10 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร

- นำ Stock solution A และ Stock solution B มาเจือจางด้วย 10 mM 
potassium phosphate (pH 4.0) ใน volumetric flasks ขนาด 10 มิลลิลิตรได้ 
working solution 8 ความเข้มข้น คือ 0.005, 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1.0, 1.5 
และ 2.0ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร

ตารางท่ี 9 การเตรียมสารละลาย FFA-working solution

FFA-working solution Stock Solution (pi) Mobile phase A
(pg/ml) A B (ml)

0.005 - 5 9.995
0.01 - 10 9.990
0.05 - 50 9.950
0.1 - 100 9.900
0.5 50 - 9.950
1.0 100 - 9.900
1.5 150 - 9.850
2.0 200 - 9.800

M o b ile  p h a s e  A =  1 0  m M  P o ta s s iu m  P h o s p h a t e  (p H  4 .0 )

2.2 การ่วิเคราะห์ปริมาณ FFA โดยใช้สารละลายมาตรฐาน
2.2.1. นำสารละลายมาตรฐานท่ีได้ (ตารางท่ี 9) มาผ่านการกรองด้วย syringe 

membrane filter ขนาด 0.2 ไมครอน ลงใน HPLC vial แล้วตรวจวิเคราะห์ 
ปริมาณของ FFA ในสารละลายมาตรฐานด้วยเคร่ือง HPLC-UV โดยไข้เฟสเคล่ือน 
ทีแบบ bigradient ซึงมี mobile phase A คือ 10 mM Potassium phosphate 
(pH 4.0) และ mobile phase B คือ 100% acetronitrile (ตารางที 10)

Mobile phase (flow rate) 1 มิลลิลิตรต่อนาที 
ความยาวคล่ืน UV 220 นาโนเมตร
volume of injection 100 ไมโครลิตร
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นำผลท่ีได้จากการวิเคราะห์ปริมาณ FFA ในสารละลายมาตรฐานมาทำ S t a n d a r d  

curve แลดงความสัมพันธ์ระหว่างพ้ืนท่ีใต้กราฟและความเข้มข้นของ FFA (รูปท่ี 4)
2.2.2. ทำการวิเคราะห์ช้ําลารละลายมาตรฐานชุดเดิม ความเข้มข้นละ 3 คร้ัง เพ่ีอ 

คำนวณหาความแตกต่างของวิธีวิเคราะห์ภายในวันเดียวกัน (intraday precision) 
(ตารางท่ี 11)

2.2.3. ทำการวิเคราะห์ปริมาณ FFA ในลารละลายมาตรฐานชุดเดิมช้ําในวันรุ่งข้ึน 
ท่ีระดับความเข้มข้น 0.01 ใมโครกรัมต่อม๊ลลิลิตรและ 2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
วิเคราะห์ซ้ําความเข้มข้นละ 3 คร้ัง เพ่ีอคำนวณหาความแตกต่างของวิธีวิเคราะห์ใน 
ระหว่างวัน (interday precision) (ตารางที 11 )

2.2.4 คำนวณความเข้มข้นของ FFA จาก HPLC chromatogram

ตารางท่ี 10 สัดส่วนการเคล่ือนท่ีของ Mobile phase A และ B ในระหว่างการวิเคราะห์ปริมาณ FFA

เวลา (นาที) % Mobile phase
A* ธ"

10.0 100 0
25.0 100 0
27.5 20 80
35.0 20 80
37.5 100 0
40.0 100 0

M o b ile  p h a s e  A  =  10  m M  P o ta s s iu m  p h o s p h a t e  (p H  4 .0 )  

M o b ile  p h a s e  B =  1 0 0 %  a c e tr o n i t r i le  10  mM

£ 2 2  'า6 ท0 !
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ร ูป ท ี่ 4  S ta n d a rd  c u rv e  แ ส ด ง ค ว า ม ส ัม พ ัน ธ ์ร ะ ห ว ่า ง พ ื้น ท ี่ใ ต ้ก ร า ฟ จ า ก  C h ro m a to g ra m  แ ล ะ

ค ว า ม เ ข ้ม ข ้น ข อ ง ส า ร ล ะ ล า ย ม า ต ร ฐ า น  FFA โ ด ย โ ป ร แ ก ร ม ส ำ เร ็จ ร ูป  C LA SS -LC ®  s o ftw a re

(Shimadzu, Japan)

สมการกราฟมาตรฐาน y = ax + ช 
Y = พ้ืนท่ีใต้กราฟของสารมาตรฐาน

FFA (ppm) พ้ืนท่ีใต้กราฟ
0.005 0
0.01 1790
0.05 9360
0.1 20699
0.5 93143
1.0 208869
1.5 312123
2.0 408086

X = ความเข้มข้นของสารมาตรฐาน (pg/ml)
a = ความชันของกราฟมาตรฐาน 
ช = จุดตัดของกราฟบนแกน y

2.3 การหาค่า Limit of Detection (LOD) และ Limit of Quantitation (LOQ) ของวิธี 
วิเคราะห์ (Ambruster และคณะ, 1994)

การคำนวณหา Limit of Detection (LOD) และ Limit of Quantitation (LOQ)
LOD ะ= 3.3a

ร
LOQ = 10G

ร
a  หมายถึง Y-intercepts จากสมการเสันตรงของ standard curve (รูปที 4)
ร หมายถึง slop จากสมการเสันตรงของ Standard cuve (รูปที 4)
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จากสมการ Y = 206385X-1579.6 
แทนค่าในลมการ LOD = (3.3 * 1579.6) / 206385 = 0.025 

LOQ = (1๐ * 1579.6) / 206385 = 0.077 
การคำนวณค่า LOQ ต้องประกอบกับ coefficient of variation (CV) ของวิธี 

วิเคราะห์ไม่เกิน 15 เปอร์เชนต์จึงจะยอมรับค่า LOQ ท่ีคำนวณได้ 
(Ambrusteret al., 1994)

2.4 การประเมินความแปรปรวนของวิธีวิเคราะห์ในแต่ละวัน (intraday precision) และ 
ระหว่างวัน (interday precision)

การประเมินความแปรปรวนของวิธีวิเคราะห์จากค่าสัมประลิทธ่ีความแปรปรวน 
(coefficient of variation; CV) ด้งสมการท่ี 1, 2 และ 3 โดยได้ความเข้มข้นของสารละลาย 
FFA มาตรฐานความเข้มข้นต่ําสุดและสูงสุด คือ 0.01 และ 2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรฉีดเข้า 
เคร่ือง HPLC ตัวอย่างละ 3 ซ้ํา เป็นเวลา 2 วัน ติดต่อกัน

CV (%) = Standard Deviation * 100
Mean

intraday precision = เปอร์เซนต์ CV ของตัวอย่างในแต่ละวัน 
interday precision = เปอร์เซนต์ CV ของตัวอย่างระหว่างวัน

ตารางที่ 11 intraday และ interday precision ของวิธีวิเคราะห์สารละลายมาตรฐาน FFA

ความเข้มข้นของ 
FFA ((jg/ml)

วันท่ี พ้ืนท่ีใต้กราฟ (หน่วย) mean รอ CV (%)*
คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 interday intraday

0.01 1 1790 2013 2119 1974 167.93 8.5 8.1
2 1931 1849 1692 1824 121.45 6.7

2.0 1 443798 433776 427457 435010.3 8240.13 1.9 1.8
2 427190 ----1--------- 444804 434331 435441.7 8859.37 2

* เกณฑ์ทียอมรับ คือ ค่า CV ทีได้ไม่ควรมากกว่า 15 เปอร์เฃินต์ (Ambruster et al., 1994)
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3. การ่วิเคราะห์ใ]รมาณ FFA ในตัวอย่าง (Schering-Plough, 2002b)
3.1 การประเมินความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ (Accuracy)

ความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์จะแสดงในรูปของเปอร์เซ็นต์การคืนกลับ (recovery 
rate) ท่ีไต้จากการวิเคราะห์ตัวอย่างท่ีเติม florfenicol-amine (FFA) มาตรฐานความเข้มข้น 
1 ไมโครกรัมต่อกรัมน้ําหน้กเน้ือเย่ือตัวอย่างจากกลุ่มควบคุมการทดลอง (เน้ือเย่ือท่ีไม่มี 
florfenicol) ท้ิงตัวอย่างไว้ 30 นาที ก่อนนำไปสกัดและวิเคราะห์ตามข้ันตอนในข้อ 3.2 และ 
นำค่าพ้ืนท่ีใต้กราฟชอง FFA ท่ีได้จากการวิเคราะห์มาคำนวณใน

สูตรอัตราคืนกลับ (Recovery rate) = (Fa - Fb) * 100

Fc

Fa = ปรมาณฃอง FFA ในตัวอย่างท่ีเติมสารละลายมาตรฐานท่ีได้จากการวิเคราะห์ 
Fb = ใ]รมาณฃอง FFA ในตัวอย่างท่ีไม่เติมสารละลายมาตรฐานท่ีได้จากการวิเคราะห์ 
Fc = ปริมาณของสารละลายมาตรฐาน FFA ท่ีเติมลงในตัวอย่าง

ตารางท่ี 12 ความเข้มข้นและอัตราการคืนกลับ (recovery) ของ FFA จากการวิเคราะห์ตัวอย่าง* 
ท่ีเติม FFA มาตรฐาน 1 ไมโครกรัมต่อกรัมน้ําหนักของตัวอย่าง

ตัวอย่าง ค่าเฉล่ีย
FFA ท่ีวิเคราะห์ได้ (ppm) Recovery (%)

กล้ามเน้ือ 0.792 79.2
hepatopancreas 0.807 80.7
ตัวอย่างน้ํา 0.754 75.4

* ตัวอย่างได้รับการวิเคราะห์แล้วว่าไม่มี FFA ก่อนการเติม FFA มาตรฐาน เพือการวิเคราะห์อัตราการคืนกลับของ FFA 
ในตัวอย่างหลังจากการสกัด

3.2 การสกัดตัวอย่างและการวิเคราะห์ปริมาณ FFA (Schering-Plough, 2002b)
3.2.1 ตัดเน้ือเย่ือกุ้งเป็นช้ินเล็ก  ๆและนำไปปันพร้อมน้ําแข็งแห้งให้ละเอียดจนเน้ือเย่ือ 

มีลักษณะเป็นผง นำตัวอย่างท่ีปันเป็นผงปริมาณ 2 ± 0.2 กรัม มาทำการแรเแข็งและละลาย 
2-3 คร้ัง
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3.2.2 เติมสารละลาย 6N HCI ปรํม,าตร 8 มิลลิลิตร ต่อ 1 ติ'วอย่างเน้ือเย่ีอ 
(2 ± 0.2 กรัม) นำไปเขย่าด้วย vortex นาน 1 นาที

3.2.3 ต้มตัวอย่างท่ีอุณหภูมิ 95-100°c นาน 2 ช่ัวโมง โดยเขย่าตัวอย่างให้เข้ากัน 
ด้วย vortex ทุก 10-15 นาที เม่ือตัวอย่างผ่านขบวนการ acid hydrolysis อย่างลมบูรณ์จะ 
มีลักษณะเป็นสารสืน้ําตาลไหม้จนถึงดำ ให้ตัวอย่างเย็นลงท่ีอุณหภูมิห้อง

3.2.4 เติม ethyl acetate ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ต่อ 1 ตัวอย่าง เขย่าให้เข้ากันนาน 
2 นาที นำไปปันท่ีความเร็ว 2,500 rpm นาน 5 นาที ดูดสารละลายช้ันบนซ่ึงเป็นส่วน 
ethyl acetate ท้ิง และปรับสารตัวอย่างส่วนท่ีเหลือให้ได้ pH มากกว่าหรือเท่ากับ 12.5 ด้วย 
การเติม 30% (พ/V) NaOH อย่าง,ช้าๆ

3.2.5 เตรียมคอลัมน์ Chem Elute® โดยบรรจุ glass wool ลงด้านบนของคอลัมน์ 
ให้มีความหนาเท่ากับ 3/8 น้ิว หรือ ประมาณ 1 เชนติเมตร แล้วจึงต่อคอลัมน์
Chem Elute® เข้ากับ vacuum maniflold ท่ีควบคุมอัตราการผ่านของสารละลายเท่ากับ 
1 หยดต่อวินาที

3.2.6 เทสารละลายตัวอย่างท่ีผ่านขบวนการ acid hydrolysis และปรับ pH แล้ว 
(ข้อ 3.2.4) ผ่านลงคอลัมน์ Chem Elute® ปล่อยท้ิงไว้นาน 45 นาที เพ่ือให้คอลัมน์สามารถ 
ดูดซึมสารละลายได้เต็มท่ี

3.2.7 เติม dichloromethane (CH2CI2) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ผ่านลงคอลัมน์ 
Chem Elute® โดยให้มีอัตราการไหลเท่ากับ 1 หยดต่อวินาที (ทำช้ําอีก 2 คร้ัง) รอจน 
กระท่ังสารละลายท้ังหมดไหลออกจากคอลัมน์หมด และใช้ขวดรูปชมพู่ (Erlenmeyer flask) 
ปริมาตร 125 มิลลิลิตร เป็นตัวรองรับสารท่ีสกัดไว้

3.2.8 นำขวดรูปซมพู่ท่ีมีสารละลายท่ีสกัดได้ ไประเหยแห้งด้วยความร้อนท่ีอุณหภูมิ 
45-50°C และล้างขวดด้วย dichloromethane ซ้ําอีกคร้ังเพ่ือละลายสารสกัดท่ีติดรอบขวด 
ออกให้หมด

3.2.9 เติม 10 mM potassium phosphate (pH 4.0) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ในตะกอน 
ท่ีได้จาก 1 ตัวอย่างและนำไปเขย่าให้เข้ากันด้วย vortex นาน 30 วินาที แล้วจึงแช่ใน 
ultrasonic water bath นาน 1 นาที

3.2.10 ใช้ syringes ขนาด 3 มิลลิลิตร ดูดสารละลายในข้อ 3.2.9 และกรองผ่านตัว 
กรองขนาด 0.2 ไมครอน ลง HPLC vial
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3.3 การวิเคราะห์ปริมาณ florfenicol-amine ท่ีละลายออกจากอาหาร
3.3.1 ช่ังอาหารกุ้งท่ีผสม florfenicol และIคลึอบน้ํามันปลาหมึก (จากการทดลองท่ี 2 

ข้อ 1) น้ําหมัก 1 กรัม ใส่ลงในบกเกอร์รนาด 5 ลิตร ซ่ึงบรรจุน้ําทะเลความค็ม 5%0 
ปริมาตร 300 มิลลิลิตร

3.3.2 เก็บตัวอย่างน้ําหลังแช่อาหารผสมยา ท่ีเวลา 30, 60 และ 120 นาที
3.3.3 ทำการวิเคราะห์ตัวอย่างน้ํา โดยใข้วิธีในการ่วิเคราะห์เหมือนข้อ 3.2
3.3.4 คำนวณหาเปอร์เซ็นต์ของยาท่ีละลายออกจากอาหาร 
ปริมาณ florfenicol ท่ีละลายออกจากอาหาร (เปอร์เซนต์)
= ความเข้มข้น FFA ท่ีวิเคราะห์ได้ในน้ํา X ปริมาตรซองน้ําท้ังหมด X 100 

ปริมาณ florfenicol ท้ังหมดในอาหาร

3.4 การตรวจสอบยาตกค้างในเน้ือเย่ือกุ้งกุลาคำหลังจากการให้ florfenicol ผสมอาหาร 
การคำนวณ

นำค่าพ้ืนท่ีใต้กราฟของสาร FFA ท่ีพบในตัวอย่างท่ีไต้การวิเคราะห์โดยใข้โปรแกรม 
สำเร็จรูป Class-LC software (Shimadzu, Japan) มาทำการคำนวณออกมาเป็นค่าความ 
เข้มข้นของสาร FFA ต่อน้ําหมักของอวัยวะท่ีตรวจโดยอ้างอิงจาก Linear least squares 
equations ของ Standard curve

FFA (ppm) = peak report area -  จุดตัดบนแกน y
ความชันของกราฟ

* พ้ืนท่ีใต้กราฟของตัวอย่างท่ีใต้จาก chromatogram
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