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ภาคผนวก ก
ตารางท่ี ก.1 ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 562 นาโนเมตร ของสารละลายโปรตีนมาตรฐาน 

0\^\โดยวิธ ี BCA

ความเข้มข้นของ OVA 
(ppb)

ค่าการดูดกลืนแสงที่ 562 นาโนเมตร

0 0.000
0.2 0.272
0.4 0.463
0.6 0.647
0.8 0.822

1 1.042

concentration o f OVA (ppm )

รูปที่ ก.I กราฟของโปรตีนมาตรฐาน 0\^โดยว ิธ ี BCA
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ตารางท่ี ก.2 ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 562 นาโนเมตร ของสารละลายโปรตีนมาตรฐาน BSA 
โดยวิธี BCA

ความเข้มข้นของ BSA 
(ppb)

ค่าการดูดกลืนแสงที่ 562 นาโนเมตร

0 0.000
0.2 0.125
0.4 0.242
0.6 0.505
0.8 0.818
1 1.008

รูปที่ ก.2 กราฟของโปรตีนมาตรฐาน BSAโดยวิธี BCA
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ตารางท่ี ก.3 ความจำเพาะของแอนติบอดีหลังการทำให้บริสุทธึ๋ตอเททระไชคสินด้วยวิธี Indirect 
competitive ELISA

ความเข้มข้นเททระไซคลินในรูปอิสระ 
ที่ใช้แข่งขัน (ppb)

ค่าการดูดกลืนแสงที่ 450 นา 
โนเมตร

0 1.589
0.01 1.382
0.05 1.326
0.1 0.932
0.5 0.858
1 0.705
5 0.293
10 0.165
50 0.115
100 0.095
500 0.089

1,000 0.077

หมายเหตุ เคลือบหลุมด้วย TC-OVA 5 ppm และแอนติบอดีความเข้มข้น 2 ppm
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ตารางท่ี ก. 4 ค่าการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร ของการใช้เวลาที่แตกต่างกันในการทำ 
ปฎิกรยาระหว่าง TC- OVA กับ Ab-biotin ด้วยวธ semi-direct cELISA

ความเขมขนของเททระไซคลิน ค่าการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร
ในรูปอิสระทีใช้แข่งขัน (ppb) 1 ชม. 1.5 ชม. 2 ชม.

0 1.122 1.523 1.726
0.01 1.077 1.470 1.694
0.05 0.927 1.424 1.521
0.1 0.965 1.174 1.649
0.5 0.731 1.050 1.242
1 0.621 0.771 1.165
5 0.313 0.405 0.629
10 0.264 0.255 0.582
100 0.137 0.243 0.273

1,000 0.103 0.250 0.255
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ตารางท่ี ก.5 ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ของการใช้ blocking 
solution ชนิดต่าง

ความเข้มข้นของเททระไซคลิน ค่าการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร
ในรูปอิสระที่ใข้แข่งขัน (ppb) 1% OVA 1% BSA 5% skimmed milk

0.00 1.759 1.615 1.412
0.01 1.700 1.636 1.482
0.05 1.730 1.667 1.281
0.10 1.738 1.600 1.340
0.50 1.544 1.630 0.765

1 1.530 1.614 0.554
5 1.500 1.226 0.233
10 1.404 1.063 0.454
100 0.627 0.298 0.174

1000 0.176 0.135 0.113
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ตารางท่ี ก.6 ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตรของ TC ในสารละลาย
0.1% EDTA, 1% EDTA และ 3.35% EDTA เใ]รียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน TC ใน PBS

ความเข้มข้นของแอนติบอดี 

(ppb)

ค่าการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร

PBS 0.1% EDTA 1% EDTA 3.35% EDTA

0.000 0.212 0.129 0.136 0.129
0.025 0.273 0.245 0.149 0.171
0.050 0.508 0.436 0.338 0.211
0.100 0.999 0.293 0.243 0.323
0.250 1 .194 0 .5 1 7 0 .4 6 0 0 .5 3 6

0.500 2.158 1.001 0.852 0.966
1.000 2.651 1.301 1.027 1.160
2.500 2.613 2.294 1.994 2.316
5.000 2.865 2.682 2.584 2.854

หมายเหตุ ค่าที่แสดงโดยตัวเลขทึบ คือ ค่าเฉลี่ยของค่าการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร ที่เคลือบหลุม 
ด้วย TC-OVA 0.125 ppm และแอนติบอดีความเข้มข้น 0.25 ppm
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9, 9, 1ฦ ค่าการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร
ความเข้มขนของเททระไชคลิน -------------------- --------------—------------------------ 7--------
ในรูปอิสระที่,ใช้แข่ง'ขัน (ppb) standard TC PBS PBST PBS ทเตม

10% MeOH

ตารางท่ี ก.7 ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร ของนํ้าผื้งในสารละลาย
PBS, PBST และ PBS ท่ีเติม 10% เมทานอล เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน TC ใน PBS

0 1.247 1.253 1.580 1.239
0.25 1.246 1.211 1.331 1.290
0.5 1.238 0.904 1.274 1.156
1 1.228 0.895 1.171 1.088

2.5 0.873 0.689 0.937 0.810
5 0.680 0.379 0.559 0.617
10 0.482 0.332 0.498 0.582
20 0.313 0.311 0.351 0.382
40 0.293 0.340 0.319 0.634



ตารางท่ี ก.ร แสดงข้อมลการวิเคราะห์ตัวอย่างนํ้าผื้งด้วย LC-MS-MS ของบริษัท Central lab

Compound name: TTC
Correlation coefficient, r = 0.998065, rA2 = 0.996133 
Calibration curve: 2.50522 * X + -6.44413
Response type: Internal std ( Ref 5 ), Area * ( IS Cone / IS Area ) 
Curve type: Linear, Origin: Exclude. Weighting: 1/x, Axis trans: None

Name Sample Text Type Std.... RT Area 1° Area IS RT IS Area ppb %Rec S/N 1° S/N 1*Rati
1 190154-T038 Std 0 ppb sta... 0.00 8 88 373892
2 190154-T039 Std 25 ppb Sta.. 25 00 8 22 391847 52093 8.88 364416 24 03 96 2144 316 7 52
3 190154-T040 Std 50 ppb Sta. 50.00 6.22 729649 92194 8.88 311070 49.39 99 6726 552 7.91
4 190154-T041 Std 100 ppb Sta. 100 00 8.22 1480143 199149 8 88 310475 97.72 98 3699 1257 7.4:
5 190154-T042 Std 200 ppb Sta 200 00 8 22 2180265 295377 8.88 199023 221.21 111 13008 1054 7 3E
6 190154-T043 Std 500 ppb Sta 500 00 B.22 4545697 630461 8 85 185897 490 61 98 25078 3697 7.21
7 190154-T044 ACN Ana ,
3 190154-T045 Reagent blank Ana.. 8.88 939015
9 190154-T046 Sample blank Ana... 888 274104
10 190154-T047 54/00882-001 A Ana,.. 8.22 3208192 383953 8.68 709456 92.82 13781 1617 836
11 190154-T048 54/00882-001 B Ana... 8,22 3171357 369380 8.88 6Ô8566 94 50 10829 2095 8 5S
12 190154-T049 54/00882-002 A Ana. 8.22 890433 101339 8.86 712739 27 51 4167 596 8.79
13 190154-T050 54/00882-002 B Ana... 8.22 831348 97355 8 86 695231 26.44 3899 1078 854
14 190154-T056 Rec 1 QC 50 00 8.22 414321 52772 8.88 162054 53.80 107 4728 629 7 85

หมายเหตุ LOD for TC = 10 ppb LOQ = 20 ppb
เม่ือ 001A-001B = ตัวอย่างนํ้าผ้ืงที่เติม TC ความเข้มข้น100 ppb 
002A-002B = ตัวอย่างนํ้าผ้ืงที่เติม TC ความเข้มข้น 25 ppb 108



Name: 190154.T039» O**; 19-Jan2011 
TTC

Tim#: 20:55:42. ID:. Doscnpuoก: Sid 0 ppb 
TTC
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Nam#: 190154-TW0, Dale: 19-Jan 2011 Vo 10 0 15 flTnTim#: 21:29:20, ID:, Description: Std 50
TTC
too

TTC
T T C

Ifitw 5» 3 ï?ï**»e«.fc3* 445 32 > 410 77 T797e-.0O*' tzt 1 วิ'•'•'วิ.- -V.-V72*40,63- i ■ .. ''วิ.ไ'7JW
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100 15©”
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Name: 190154-T042, Date: 19*Jart*2011, Time: 22:03:00. ID:. Description: Std 200 ppb
TTC TTC DM

] *c©
«RM*9c*ann*»eS-445 32 > 410 27 

n c  1 2 » « * O C 7

21*W«00 !2 1M J L

MRM 445 52 >337 201 545*-0C4

7 75

50 I  1 .TOO 150
1274

*5 0Name: 190154-T043. Oats: 20*Jan*2011. Time: 02:49:07. ID:. Description: Std 500 ppb
TTC TTC OM<๙ f cn*»**FS* '/««(Xvwuv

L

J L j
445 32>41027 25l7**e07 100 TTC52263M60 56 6 X45

44632 > 33720 iimm-OQC 100

i l : ! 1257
»...,-«...โ. โ'»—' ■ nvn

%-

0~- 7 75/ 1257 «un

i  '
0JÉ 150 50 too *50

รูปที่ ก.ร แสดงโครมาโตแกรมของ TC ที่ความเข้มฃ้นที่ 0-500 ppb โดยวิธี องบริษัท Central lab
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C o m p o u n d  n a m e  T T C
C o r r e la t io n  c o e f f ic ie n t :  r =  0  9 9 8 0 6 5 , r A2  =  0  9 9 6 1 3 3
C a l ib r a t io n  c u r v e :  2 . 5 0 5 2 2  * X +  -6 . 4 4 4 1 3
R e s p o n s e  ty p e :  In te r n a l s t d  ( R e f  5  ) A r e a  * ( IS  C o n e .  /  IS  A r e a  )
C u r v e  ty p e :  L in e a r ,  O r ig in :  E x c lu d e ,  W e ig h t in g :  1 / x ,  A x is  t r a n s .  N o n e

.1

1 0 0 0 i 

7 5 0  J 

5 0 0  

2 5 0

0 - W T"r- I -r* r-r~T' โ■ โ,''’
100 200 3 0 0 4 0 0

r*T“i  P p b
5 0 0

รูปที่ ก.4 แสดงกราฟมาตรฐานของ TC ที่ความเข้มข้นที่ 0-500 ppb โดยวิธี LC-MS-MS ของ 
บริษัท Central lab



รูปที่ ก.5 แสดงโครมาโตแกรมของตัวอย่างที่ความเข้มฃ้นที่ 25 และ 100 ppb โดยวิธี LC-MS-MS ของบริษัท Central lab 
เม่ือ 001A-001B = ตัวอย่างนํ้าผื้งที่เติม TC ความเข้มข้น!00 ppb 
002A-002B = ตัวอย่างนํ้าผื้งที่เติม TC ความเข้มข้น 25 ppb



ตารางท่ี ก.9 แสดง'ข้อมูลการวิเคราะห์ตัวอย่างน้ําผ้ืงด้วย LC-MS-MSUfNบริษัท ALS

Sample No.

R
es

ul
t 

TT
C

 (
|ig

/k
g)

M
ea

n ๐
û.X
5

0ะ

11-0106-001 (A) 69.86
68.72 3.33 -

11-0106-001 (B) 67.57

11-0106-001 (R I) 111.40
111.17 -

106.7

11-0106-001 (R2) 110.94 105.6

11-0106-002 (A) 18.97
19420 4.69 -

11-0106-002(8) 19.88

11-0106-002 (R1) 52.73
52.91

*■ 83.3

11-0106-002 (R2) 53.08 84.2

หมายเหตุ 001A-001B = ตัวอย่างน้ําผ้ืงท่ีเติม TC ความเข้มข้น 100 ppb 
002A-002B = ตัวอย่างน้ําผ้ึงท่ีเติม TC ความเข้มข้น 25 ppb 
การคำนวณ % RPD = (Max-Min)/Mean X  100 : เกณฑ์การยอมรับ % RPD < 10 
เกณฑ์การยอมรับ % recovery อยู่ในช่วง 60-120
การคำนวณ % recovery = (ความเข้มข้นทีตรวจวัดได้- ความเข้มข้นที่มีอยู่เดิม) X 
100/ ความเข้มข้นของสารมาตรฐานที่เดิมลงไป
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Quant Calibration Report (ISTD )
Batch In fo
Batch Data Path D:\MassHunter\Data\DATA_2011\TC_OTC\TCn0n7\QuantResults\TC110U7.batch.xml

Analysis Time 20H-01-18 08:54 Analyst Name AdministratorReport Ti me 2011-01-18 08:55 Reporter Name AdministratorLast Calib Update 2011-01-18 08:49 Batch State ResultsDirty
C alibra tion In foISTD Compound DMC
Calibration STD Cal Type Level Enabled Response Exp Cone RFTUI 0117_012.d Calibration 1 0 354468 4.0000 88617.0000TC110117J)13.d Calibration 2 El 401014 4.0000 100253.5000TC110117_014.d Calibration 3 0 347118 4.0000 86779.5000TCU0117J)15.d Calibration 4 0 265477 4.0000 66369.2500TC110117J)16.d Calibration 5 0 327203 4.0000 81800.7500TC110117̂ 017.d Calibration 6 0 409135 4.0000 102283.7500Target Compound TTC

TTC - 6 Levels, 6 Levels Used, 6 Points, 6 Points Used. 0 QCs 
y = 0.2821 *x  -0.12245.5 

5
4 5 

4
3.5 

3
252
1.5 1
05 0

R*2 = 0.99876259

13 14 15 16 17 18 19 20 21
Relative Concentration

Calibration STD Cal Type Level Enabled Response Exp Cone RFTC110117_012.d Calibration 1 0 89223 5.0000 0.2014TC110117J)13.d Calibration 2 0 187941 10.0000 0.1875TC110117J)14.d Calibration 3 0 460218 20.0000 0.2652TC110117_015.d Calibration 4 0 740941 40.0000 0.2791TC110117J)16.d Calibration 5 0 1350765 60.0000 0.2752TC110117J)17.d Calibration 6 0 2234360 80.0000 0.2731

รูปท ก.6 แสดงกราฟมาตรฐานของ TC ทีความเข้มข้นที 5-80 ppb โดยวิธี LC-MS-MS ของบริษัท ALS



ตารางท่ี ก.10 แสดงข้อมูลของกราฟมาตรฐาน TC และการวิเคราะห์ตัวอย่างนํ้าผ้ืงด้วย LC-MS-MS ของบริษัท ALS

Sample TTC Method TTC Results Qualifier (428.0) Results Qualifier (154.0) Results DMC (ISTD)_.
(!) V Data File Name Type Level £0*^ RT Resp. £ ^ '  RRT Area RT Ratio Area RT Ratio RT Resp.

TC110117_007. TCs 20 ppb Sample 6.981 427616 20.6403 0.950 86488.0757 7.022 20.2 167241.940 7.014 39.1 7.386 320771
TC110117*008. TCs 20 ppb Sample 6.981 461380 19.5519 0.947 89875.6620 7.004 19.5 175769.307 7.005 38.1 7.386 367242
TC110117J09. TCs 20 ppb Sample 6.981 460288 19.5915 0.950 88116.6057 7.013 191 1๓005.745 7.009 355 7.386 365559J f TC110117J10 Mb Sample 6.981 342680 1765.15๓ 0.967 1184.4619 7.027 7.267 2756J y TC110117J11. TCs 0 ppb Sample 6.981 211068 10.2414 1.013 753.1383 7.002 •: ..-.3 7.371 351894
TC110117J12. TCs 5 ppb Cal 1 5.00๓ 6.981 89223 5.3049 0.949 17887.7613 6.997 20.0 32671.4813 6.๓6 36.6 7.370 354468
TC110117*013. TCs 10 ppb Cal 2 10.00๓ 6.981 187941 8.3816 0.949 33936.7673 6.995 18.1 66151.0540 6.992 35.2 7.370 401014
TC110117~014. TCs 20 ppb Cal 3 20.0000 6.981 460218 20.5373 0.947 85102.5601 6.991 18.5 175293.327 6.989 ๓.1 7.370 347118
TC110117*015. TCs 40 ppb Cal 4 40.0000 6.981 740941 41.3151 0.949 148134.586 6.980 20.0 303339.322 6.975 40.9 7.353 265477
TC110117*016. TCs 60 ppb Cal 5 60.0000 6.981 135076 60.2789 0.947 266379.170 6.972 19.7 529342.374 6.963 39.2 7.353 327203
TC110117*017. TCs 80 ppb Cal 6 80.0000 6.981 223436 79.1821 0.945 399702.788 6.966 17.9 817071.991 6.967 36.6 7.370 409135
TC110117*018 ACN Sample 6.981 0 1.7353 1.298 1143.2075 10.457 210.2405 10.080 7.348 6208
TC110117*019. 11-0106-001A Sample 6.981 145999 69.8551 0.947 293993.000 6.980 20.1 540873.326 6.971 37.0 7.370 303946
TC110117*020. 11-0106-001B Sample 6.981 138313 67.5703 0.946 2782๓.000 6.964 20.1 510667.277 6.964 36.9 7.359 297936
TC110117*021. 11-0106-001 RI Sample 6.981 206012 111.4043 0.945 409778.920 6.9๓ 19.9 741883.942 6.942 36.0 ; 7.353 266396
TC110117*022 11-0106-001R2 Sample 6.981 231530 110.9430 0.942 474158.100 6.917 20.5 837724.552 6.914 36.2 7.337 300658

37 ~ TC110117lo23. ACN Sample 6.981 0 1.7353 1.241 444.6675 6.958 1524.1760 10.184 7.375 1439
TC110117~024. 11-0106-002A Sample 6.981 299228 18.9668 0.945 60603.0000 6.914 20.3 110965.856 6.917 37.1 7.320 246262
TC110117*025. 11-0106-002B Sample 6.981 364579 19 8796 0.945 70366.0000 6.980 19.3 137908.176 6.966 37.8 7.386 284950
TC110117~026. 11-0106-002R1 Sample 6.981 993955 52.7339 0.945 199208.000 6.947 20.0 377719.627 6.950 38.0 7.353 276392
TC110117J)27. 11-0106-002R2 Sample 6.981 106687 53.๓04 0.947 206818๓0 6.964 19.4 410928.972 6.๓0 ๓.ร 7.352 294668
TC110117*028. TCs 20 ppb Sample 6.981 415793 20.6754 0.949 84661.1193 6.996 20.4 140882.517 6.๓2 33.9 7.370 311324



Quant Sample Report (ISTD) Quant Sample Report (ISTD )
Batch Info
Batch Data Path
Analyste Time Report Tima Last CaNb Update
Analysis Info
Acq Time ornante Ace Method nie

D:\MassHunter\Data\DATA_2011 \TC_0TC\TC110117\QoanlResults\TCl 10117 JwtchjnS
Analyst Mama AdministratorReporter Name AdministratorBatch State ResultsOirty

2011-01-18 08:54 2011-01-18 08:55 2011-01-18 08:49

2 0 1 1 -0 1 -1 7  2 2 :3 7  
T C U 0 U 7 _ 0 2 4 .d

I ii" o e jj0 3 «  f

Sample Chromatogram

รูปที่ ก.?

RT Rarpnnaa ISTD Rasp Reap Ratio Hnte Cone
8  91 4  2 9 9 2 2 8  2462 6 2  1.2 1 8 9 6 6 8

โดยใช้ DMC = internal standard

Compound Graphics
IS TD  Com pound DMC

Targ e t Com pound TTC
MRM (445 0 >410 0) TCI 10117 024 d 
0 *10 4 I 'TTC6 914

3 : 2

5 6 7 8 9 10Acquisition Time (mini

445.0 >410 0.445 0 >428 0 .44!>0 . 10 *10 4 i

1 i
3 4  5 6 7 8 9  10_______ Acquisition Time (mm)
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Quant Sample Report (I5TD)
Batch IntoBatch Data Path Di\MwsHtt«er\Oatd̂ ATA_20i imjsrom m iTVfrattimdaSXCi 101ttJMfttMft*
Anaffili Time 2011-01*18 08:54 Analyst Warn* AdministratorRepeat Tima 20U-0M8 06:55 Report**- Rame AdministratorUmi Cam Update 2011*01*18 »:«$ Batch State ResdtsCfcrty
Anatys*! Info 
Ace Time 2811*01*17 22:50DeteW* TCU0U7_02S.dAc* Method Fife TCfcfl*«ample MarneSampNInfo 11-0105-0028
Semple Type level Sample
ร•"พ**

Quantitation ท**uttel
«■ "a*"* wn» KT "WO".» พฑ)«พ IMOMM HmICwc
TTC e*e 6 9*6 36*579 250» น  m f m

Q uant Sam ple Report (IS T D )
C om pound  G raph ics
ISTD Compound UMC

-MfH*(«SS.0-»«4*.a>TC1t01!T 0 » 0
1  » » *  1 6 æ

ร ■; '
* i วิ:; n i l  §n .
3
2
1 I0 .....

4 5 0 7 8 9 10 11
ฒเ*าเ*»เท)

Target Compound TTC
♦  MBM (*4ft.G > 4 10.01 f e i m ' n  025a
1 x to 4 -TTC
1 6«K>ซ  7

ft
5
4
3
3 I1 ร
Ô -H i\  . , 1 ,

4 5 ft 8 » toAosjuishioB Time (๓#!

รูปทึ ก.8 แสดงโครมาโตแกรมของตัวอย่าง เมือ 002B คือตัวอย่างที่มีความเข้มข้นของ TC ท่ี

25 ppb โดยวิธี LC-MS-MS ของบริษัท ALS โดยใช้ DMC = internal standard
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Quant Sample Report (I5TD)

Batch Dat a Pat t 0:VteSS«ontW\D«ta\DATA„201 n7t_OTC\TCnen7\Qua«f«ÉSBltŜJCî 10n?.t»tc
AmRywld Thn* 201 H>»18 0*54 Analyst Rame AdrotfdstrstDfReport time 201 MU'18 (*:$$ Report» Name AdmiflfeSrstQfUtftCatfeUpctat* 20n-ÔMtOM* Batch State fteftüto&irty
Analysis Info A**Tftae pmwt Ata Mathod «te tempts Raan* temïte 1๗»•rnmrmนฟ '«รูร

2011-01-12 2133TCliaiTjOttfc*
'' '' 1 ]- 

ร**{ร*

♦  n e  MRM r  •* ฯพ?ffirm z --------------- ----------------------------------------

3  ฯ !
: 3,8 \ ■ ■ ' ■ ■• -

3
2.5

2
«4 ' ' ' ^ '  ไป } ’ ' / ' * ' / ? ■ ร !

1
0 5 ■ ••■ ■ ■ ■ •. :■  1 1 /

เน ่ 4  น้5 2  2 5  3 3 5  4  4.5 g 5 g  ft ft,5 2.5 é 8.5 ร 515 10 135 11 115
AçRiHeiMpe Time iffitŸ)

Quantitation Results
* T  R e s p o n s e  I S T tJ  R e e p  R « * p  R a t io  r t m t C o n c

6,5*80 แ ร ms 3839*6 4.8 69,8551

Q uant Sam ple R eport ( IS T D )
C om pound  G rap h ics  
isn 't Compound _  e ra :♦ MRM (466.0-» 446.0) renom 019.0'OMC
1 * 7370%*%21 10 4 6 6 7 » 1 19 11AcQufc&km THne (*ฟท)rit* MHM (446.0 -■* 4100) TC11011V 01*41 h to 5 ‘TTC3 J 6m

ท ป;- - '
2î*1 1OS0 S . , /

« » 8 7 « * 10Acquisition Time (mtftj

รูปที่ ก.9 แสดงโครมาโตแกรมของตัวอย่าง เม่ือ 001A คือตัวอย่างที่มีความเข้มข้นของ TC ท่ี 100
ppb โดยวธ LC-MS-MS ของบรษัท ALS โดยโช DMC = internal standard
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Quant Sample Report (ÏSTD)
slate

Batch Data Path
A tw lysis TlffHt
5 รร ่ไน  6.
Awrfyfl* Into 
AcqUmw

0 :\H พ s H ttr r t« fy 5 a ^ ^ T A ^ ? e j  nT C _O T C \TC U t» lT,Qu»fim«s«lte\TC5

2011-01-1$ 08tM A n a ly s t K a m a  Administrator2011*01-58 08:55 Reporter *t*m« Administrator2011-01-18 08:49 Batch Start* RftMKsDrrty
2011-01-17 21,44 

' i c t i o t t r j K g f e *

X L » .

m ©  R e a p  S te e p  R a t io  P in a l C«WK
297836 4,6 67.5703

Q uant Sam ple R eport (IS T D )
Com pound G raphics  
IS W  com pound m t

*mm WMMftttttto. ns «cmÙ* f«L *10 5 448 0
' as I

2 j
IS i
1

ร
0 450 ± - . ร น . £

4 MRM <8 พ ํ? .« R  K  41 seei»*> (445.. 
*104 I 4100

31 ;2.5 2 I
I 15* 01os I i

0 .■  ♦200 m  400M̂ 5S'-tt>-Charffl» (rate)

รูปที ก.10 แสดงโครมาโตแกรมของตัวอย่าง เมือ 001B คือตัวอย่างที่มีความเข้มข้นของ TC ท่ี

100 ppb โดยวิธี LC-MS-MS ของบริษัท ALS โดยใช้ DMC = internal standard
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ภาคผนวก ข

การเตรียมสาร
1. การเตรียมอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640

RPMI 1640 10.4 กรัม
NaHCO, 2 กรัม
L-glutamin 0.1 กรัม
glucose 2 กรัม
pyruvic acid 0.11 กรัม
นากลั่น 1 ลิตร
ละลายสารทุกอย่างในนํ้ากลั่น ผสมให้เข้ากัน แล้วนำไปกรองด้วย Millipore ขนาด 0.22 

ไมโครเมตร แบ่งใส่ขวดๆ ละ 100 มิลลิลิตร แล้วเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

2. การเตรียมนํ้ายาเก็บเซลล์อย่างถาวรในสภาวะแช่แข็ง (freezing medium)
อาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 65 มิลลิลิตร
fetal bovine serum 25 มิลลิลิตร
dimethyl sulfoxide ( DMSO ) 10 มิลลิลิตร
ผสมให้เข้ากัน แล้วนำไปแช่ที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส (ขณะที่ใช้งานควรแช่ในนํ้าแข็ง)

3. การเตรียมสารละลายที่ใช้วิเคราะห์ BCA protein assay
สารละลายโปรตีนมาตร!ทน

bovine serum albumin (BSA) 1 มิลลิกรัม
นากลั่น 1 มิลลิลิตร
นำมาเจือจางที่ความเข้มข้นต่างๆ ก่อนนำไบ่วิเคราะห์ BCA protein assay เพื่อทำกราฟ 
มาตรฐาน

BCa 'M reagent A และ BCA™ reagent B (BCA,M protein assay kit ของบรษัท Pierce)
ก่อนใช้ผสม Reagent A: B ในอัตราส่วน 50: 1
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4. การเตรียมสารละลาย สำหรับใช้ในการทำแอนติบอดีให้บริสุทธ
1. 0.1 M citrate buffer. pH 6.4.5. 3.5 และ 3

citric acid 0.1 โมลลาร (M)
Na,HP04 0.1 โมลลาร์ (M)
ไตเตรตกรดด้วยด่างจนได้ pH 6, 4.5, 3.5 และ 3 แล้วจึงนำไปกรองด้วย millipore ขนาด
0.22 ไมโครเมตร

2. 0.1 M phosphate buffer. pH 8
ชั่ง NaH,P04 13.8 กรัม ละลายด้วยนากลั่น 1,000 มิลลิลิตร
ชั่ง Na,HP04 35.8 กรัม ละลายด้วยนากลั่น 1,000 มิลลิลิตร
ไตเตรตด่างด้วยกรด จนได้ pH 8 แล้วจึงนำไปกรองด้วย millipore ขนาด 0.22
ไมโครเมตร

3. 1 M Tris HCl buffer. pH 9
Tris (hydroxymethyl) aminomethane 121 กรัม ละลายด้วยนำกลัน 1000 มิลลิลิตร 
hydrochloric acid (HCl) 1 M

ไตเตรตด่างด้วยกรด จนได้ pH 9.0 แล้วจึงนำไปกรองด้วย millipore ขนาด 0.22 
ไมโครเมตร

5. การเตรียมสารสำหรับการทำ SDS-PAGE
1. stracking gel and separating gel

reagent stacking gel
(5%)

separation gel
(10%)

sterile distilled water (ml) 1.46 3.84
40% acrylamide gel (ml) 0.25 2.0
1.5 M Tris, pH 8.8 (ml) - 2.0
1.0 M Tris, pH 6.8 (ml) 0.25 -
10% SDS (ml) 0.02 0.08
10% APS (ml) 0.02 0.08
TEMED (ml) 0.002 0.0032
final volume (ml) 2 8
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2. sample buffer
SDS 2%
60 mM Tris (pH 6.8) 
bromophenol blue 0.01%
glycerol 10%
beta-mercaptoethanol 10%

3. running buffer (IX ) 1 L
Tris 3.02 กรัม
glycine 18.8 กรัม
SDS 1.0 กรัม

4. coomassie brilliant blue (250 ml)
coomassie brilliant blue R-250 0.25%
methanol 50%
acetic acid 10%

5. destaining solution ( 1 L)
methanol 5%
acetic acid 10%

6. การเตรียมสารละลายสำหรับวัดประสิทธิภาพการเชื่อมต่อเททระไซคลินกับโปรตีนพาหะ 
1. 0.1 M sodium bicarbonate buffer, pH 8.5

N&,CO, 0.027 โมลลาร์ (M)
NaHCO, 0.063 โมลลาร์ (M)
นทกล่ัน 1000 มิลลิลิตร

.05% TNBS (nicrvlsulfonic acidl
stock 5% TNBS (w/v) ละลายใน methanol
- picrylsulfonic acid 5 กรัม
- methanol 100 มิลลิลิตร

เจือจาง stock 5% TNBS เป็น 0.05% TNBS ในสารละลาย บัฟเฟอร์ 0.1 M sodium
bicarbonate, pH 8.5
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3. 10% SDS (sodium dodecvl sulphate)
SDS 1 กรัม
นํ้ากลั่น 10 มิลลิลิตร

4. 1 N HCl
Cone. HCl 7.7 มิลลิลิตร
ปรับด้วยนากลั่นให้ได้ปริมาตรสุดท้ายเป็น 250 มิลลิลิตร 

วิธีการเตรียม
1. นำสารละลาย 0.05% TNBS ปริมาตร 75 ไมโครลิตร
2. เติมตัวอย่างที่ต้องการตรวจสอบ หรือ สารละลายมาตรฐาน ที่ความเจือจางต่างๆ 
ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น 
เวลา 2 ชั่วโมง
3. เติมสารละลาย 10% SDS ปริมาตร 75 ไมโครลิตร
4. เติมสารละลาย 1 N HC1 ปริมาตร 37.5 ไมโครลิตร
5. นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 335 นาโนเมตร
6. นำค่าดูดกลืนแสงที่ได้มาคำนวณหาค่าร้อยละของการเชื่อมติด

% การเชื่อมติด = [(ค่าดูดกลืนแสงโปรตีนพาหะ -  ค่าดูดกลืนแสงสารที่เชื่อมติดกับโปรตีน) X 1001
ค่าดูดกลืนแสงของโปรตีนพาหะ

7. การเตรียมสารละลายสำหรับใช้ในเทคนิค ELISA
1. 0.2 M phosphate buffer. pH 7.4 (stock reagent)

ชั่ง NaH2P04 27.6 กรัม ละลายด้วยนากลั่น 1,000 มิลลิลิตร
ชั่ง Na^PO., 71.63 กรัม ละลายด้วยนำกลั่น 1,000 มิลลิลิตร 
ไตเตรตด่างด้วยกรด จนได้ pH 7.4 แล้วเก็บเป็น stock

2. 0,01 M phosphate buffer saline ( PBS). pH 7.4
0.2 M phosphate buffer, pH 7.4 1,000 มิลลิลิตร
NaCl 175.2 กรัม
นทกล่ัน 18 ลิตร
ผสมให้เข้ากัน
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3. PBS-Tween 20 ( ใช ้ Tween 20 ความเข้มข้น 0.05% )
Tween 20 500 ไมโครลิตร
PBS 1000 มิลลิลิตร
5% นมพร่องมันเนย
นมพร่องมันเนย ยี่ห้อแอนลีน 5 กรัม
PBS 100 มิลลิลิตร
ละลายนมพร่องมันเนยใน PBS (เตร่ยมใหม่ก่อนใช้งาน)

5. 0.1 M sodium acetate buffer. pH 6.0
C2H,02 Na.3H20  27.2 กรัม ละลายด้วยนากลั่น 1000 มิลลิลิตร
ไตเตรตด้วย glacial acetic acid จนได้ pH 6.0 แล้วเก็บใส่ขวดสีชา เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศา 
เซลเซียส

6. substrate TMB
3, 3’ , 5, 5’- tetramethylbenzidine 1 มิลลิกรัม
0.15 M phosphate citrate buffer 10 มิลลิลิตร
DMSO 100 ไมใครลิตร
30% H20 2 3.4 ไมใครลิตร
ผสมให้เข้ากันในขวดสีชา (เตร่ยมใหม่ก่อนใช้ทุกครั้ง)

7. 1 M H:SO 1 ( stopping reagent )
H2S04 (96%) 102 มิลลิลิตร
นำกลั่น 898 มิลลิลิตร
ค่อยๆ เทกรดลงในนํ่ากลั่น ผสมให้เข้ากัน
หมายเหตุ ควรนำขวดไปแช่ในนำประปาจนกว่าจะหายร้อน (เนื่องจากจะเกิดความร้อน 
เมื่อกรดผสมกับนำ)
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