
บทที่ 4

ผลการทดลองและการวิจารณ์ผลการทดลอง

จากขั้นตอนและวิธ ีการดำเน ินการศึกษาที่ได ้กล่าวมาแล้วในบทที่ 3 ในบทนี้ จะแสดงผลการศึกษา 

การพัฒนาชุดตรวจสอบฟูราโซสิโดนในอาหารสัตว์ ด ้วยวิธ ีค ัลเลอริเมตริก โดยจะแสดงผลการทดลองได้ 

ตามลำดับขั้นด ังน ี้

1. ผลการศึกษาความสัมพ ันธ์ระหว่างปริมาณแบคทีเร ียกับค่าการดูดกลืนคลึ่นแสงที่ 600 นาโน 

เมตร

2. ผลการยืนยันและหาความแม่นยำตํ่าส ุดของฟูราโซลิโดนที่ E.coli DH50C À,pir ทนได้

3. ผลการค้นหาภาวะที่เหมาะลมสำหรับชุดตรวจสอบ

4. ผลวิเคราะห์ความแม่นยำของค่าตํ่าส ุดที่ตรวจได้ในชุดตรวจสอบโดยใช้อาหารสัตว์

5. ผลการยืนยันความแม่นยำของฟูราโซลิโดนโดยใช้ E.coli DH50C À,pir ที่ผ ่านการทำแห้งเยือก 

แข็ง

6. การประเม ินประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบจากการใช้ตรวจสอบอาหารสัตว์เปรียบเทียบกับวิธ  ี

UV-Visible spectrophotometry

7. ประเมินประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบ โดยวิเคราะห์ข ้อภูลทางสถิต ิ

8. ทดสอบระยะเวลาการเก็บร ักษาชุดตรวจลอบเป็นระยะเวลา 1, 3, 6 และ 9 เดือนที่เก็บใน 

สภาพอุณหภูม ิห ้อง และ 4 องศาเซลเซียส
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นำ E.coli DH50C À,pir ที่เล ี้ยงในอาหารเลี้ยงเช ื้อเหลว NB มาวัดค ่าการดูดกลืนแสงท่ี 600 ทกา 

และนำมาเจ ือจาง จากนั้นนำไปเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเช ื้อแข็ง นับจำนวนโคโลนีแล้วนำข้อมูลที่ได้มาสร้าง 

กราฟที่นับได้ พบวาความสัมพ ันธ์ความสัมพ ันธ์ระหว่างจำนวนแบคทีเร ียและค่าการดูดกลืนคลื่นแลงที่ได  ้

จะให้ลมการเล้นตรง y = 0.0033X+0.1556 โดยที่ความสัมพันธ์นี้จะนำไปใข้ในการเตรียมเชื้อแบคทีเรีย 

ตามจำนวนที่ต ้องการต่อไป

4.1 ผ ล ค ว า ม ส ัม พ ัน ธ ์ร ะ ห ว ่า ง ป ร ิม า ณ  E .co li DH50C À,pir เป ็น ท ี่'น บ ไ ด ้ (CFU/ml) ก ับ ค ่า ก า ร ด ูด ก ส ิน

แ ส งท ี่ 600nm

รูปที่ 4.1 แลดงกราฟความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณแบคทีเรียก ับค่าการดูดกลืนคลื่นแสงที่ 600 นาโนเมตร
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4.2 ความเข้มข้นตํ่าสุดของฟูราโชลิโดนที่ E.coli DH50C A-pir สามารถทนได้

ในการส ืกษาคร ั้งน ี้เป ็นการส ืกษาเพ ื่อหาความ เข ้มข ้นต ํ่าส ุดของฟ ูราโซล ิโดนท ี่ E.coli 

DH50C Apir สามารถทนได้ ทำการทดลองในหลอดทดลอง!]ร ิมาตร 5 ม ิลล ิล ิตร และแปรผันทั้ง 

ความเข้มข้นของ E.coli DH5CC Apir และฟูราโซลิโดน และดูผลการเกิดสีของฟอร์มาซานที่เกิดขึ้น

เม ื่อบ ่มครบเวลา 24 ชั่วโมง พบว่า E.coli DH50C Apir ที่ความเข ้มข ้นของเชลล์ต ํ่ากว ่า 

105 CFUWอมิลลิล ิตรจะถ ูกฟ ูราโชลิโดนยับยั้งการเจริญตลอดข้วงของฟ ูราโซลิโดนที่ทดลอง แม้จะ 

เห ็นผลการยับย้ัง E.coli DH5CX, Apir ท ี่107 อโบต่อมิลล ิล ิตรโดยฟ ูราโซลิโดน 0.9 ppm แต่ท่ี 

ความเข้มข้นของ E.coli DH5a Apir 107 CFlrôอม ิลล ิล ิตร1ขึ้น1ไป จะไม่ถ ูกย ับย ั้งการเจริญด ้วยฟ ู 

ราโซลิโดน E.coli DH50C Apir ที่ความเข้มข้น 106 CFl/ต่อมิลล ิล ิตร ซ่ึงพบว ่าเกิดตะกอนส ีแดงที ่

ระดับความเข้มข้นของฟูราโซลิโดนเท่ากับ 0.3 ppm แสดงว่าฟ ูราโชลิโดนน ่าจะถ ูกด ูดซ ับด ้วยเซลล  ์

ของจ ุล ินทร ีย ์ เม ื่อม ีเซลล์จำนวนมากความเข้มข้นของฟูราโซลิโดนจึงไม ่เพ ียงพอต่อการยับย้ังการ 

เจริญของแบคทีเรียจึงเห็นตะกอนสีแดงของฟอร์มาซาน

รูปท่ี 4.2 แสดงผลการยืนยันค'าต่ําสุดของฟูราโซลิโดนท่ี E.coli DH50C Apir ทนไดในหลอดทดลอง
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จากนั้นนำหลอดทดลองไปวัดค ่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 ททา ดังตารางที่ 4.1 

เพื่อตรวจวัดค่า OD ตํ่าส ุดท ี่ลามารถดังเกตเห ็นการเกิดลีแดงของฟอร์มาซาน พบว่าท ี่ความเข ้มข ้น  

ของฟูราโชลิโดน 0.8 และ 0.9 ppm และเชลล์เข ้มข้น 107 อโบต ่อม ิลล ิล ิตร ม ีล ีแดงเจ ือจางท ี่ส ุดท ี ่

ความเข ้มข ้นด ังกล่าววัดค ่า OD ท่ี 600 นาโนเมตรได้ 0.572 ดังนั้นจึงสรุปได้ว่าค่า OD ที่ 600 นา 

โนเมตร ค ่าน ั้น เป ็นค ่าท ี่ด ังเกตได ้ด ้วยตาเปล ่า ลามารถสร ุปได ้ว ่าค ่าความเข ้มข ้นของยาต ่อความ  

เข ้มข้นของเซลล์0.1 ppm เป็นค่าตํ่าส ุดที่จะยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียจนเห็นการเปลี่ยนสิได้

ตารางที่ 4.1 แสดงผลการยีนยันค่าตํ่าสุดของฟูราโชลิโดนที่ E.coli DH5CC À,pir ทน1ได้ 

ในหลอดทดลองหดังผ ่านการบ ่มท ี่ 37องศาเซลเซียส เป ็น เวลา24 ชั่วโมง

ปริมาณเข้อ 

E.coli DH5CL 

A-pir

ค่า OD ท 600 นาโนเมตร

ความเข้มข้นของฟูราโซสิโดน (ppm)

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0

108 0.727 0.724 0.724 0.720 0.719 0.657 0.650 0.637 0.633 0.629

107 0.675 0.662 0.650 0.602 0.598 0.588 0.579 0.572 0.572 0.589

106 0.672 0.657 0.650 0.395 0.381 0.377 0.366 0.356 0.348 0.331

105 0.337 0.325 0.320 0.319 0.322 0.315 0.315 0.310 0.296 0.298

104 0.244 0.237 0.237 0.236 0.233 0.230 0.233 0.229 0.226 0.224

103 0.235 0.229 0.228 0.229 0.221 0.220 0.220 0.219 0.218 0.213

102 0.197 0.213 0.205 0.198 0.204 0.205 0.195 0.191 0.187 0.186

101 0.191 0.191 0.185 0.183 0.178 0.180 0.175 0.171 0.173 0.169
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หมายเหตุ QC + หมายถึง หลอดทดสอบปลอดยาฟูราโซลิโดน

รูป 4.3 กราฟแลดงผลความสัมพันธ์ระหว่างการเจริญของ E.coli DH50C À,pir ท ี่ความเข้มข้น 106 CFU/ml 

กับค่าการดูดกลืนคลื่นแลงที่ 600นาโนเมตร ในหลอดทดลองที่ม ีฟ ูราโซลืโดนความเข้มข้น 0.1-1 ppm

จากการต ิดตามค่า 0D ที่ 600 นาโนเมตร ใน’หลอดทดลอง ท่ี'ใส่ E.coli DH50C À,pir ท ี่ความ  

เข้มข้น 106 CFU ต่อมิลลิล ิตรและฟูราโซลิโดนความเข้มข้นต่างๆ พบว ่าค ่า 0D ที่ 600 นาโนเมตร ที่เพ ิ่มขึ้น 

แบ ่งได ้เป ็นสองกล ุ่มใหญ ่ๆ(ร ูป4.3) ได้แค่กลุ่มความเข้มข้น0.1-0.3 ppm แ ล ะ 0.4-1.0 ppm โดยกลุ่ม

0.4-1.0 ppm มีค ่า OD ที่ 600 นาโนเมตร ตลอด 24 ชั่วโมงไม่เกิน 0.4 ppm ในขณะที่กล ุ่ม 0.1-0.3 ppm 

ค่า OD ที่ 600 นาโนฌตร จะเก ิน 0.5 ในชั่วโมงที่ 6-7 แสดงว่าในกลุ่มน ี้น ่าจะเห ็นผลด้วยตาเปล่าในชั่วโมง 

ที่ 10 (เนื่องจากตารางที่ 4.1 ค่า OD ที่ 600 นาโนเมตร อยู่ท ี่ 0.572 สามารถเห ็นลืแดงด้วยตาเปล่าแล้ว)
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4.3 ภาวะท ี่เหมาะสมสำหร ับช ุดตรวจสอบ

จากการทดลองก่อนหน้าน ี้พบว่าการให ้ผลท ี่ช ้ดเจนขึ้นอยู่ก ับปริมาณของ E.coli DH5CX Apir ท ี่ย ัง 

มีชีวิตอยู่ดังนั้นหากทำให้ E.coli DH50C Apir ท ี่ผ ่านการทำแห้งกลับเจริญได้เร ็วข ึ้นอาจช่วยให ้การอ่านผล 

เร็วขึ้นได้ ด ังน ั้นจ ึงต ้องหาภาวะท ี่เหมาะลมที่จะทำให ้ E.coli DH50C Apir กล ับม ีเมทาโบลิลมเร็วขึ้น

4.3.1 ผลการส ิกษาซน ้ดและความเข ้มข ้นของแหล ่งคาร ์บอนท ี่เหมาะสมต ่อช ุดทดสอบโดย 

การใช้กลูโคส และซ ูโครสเป ็นแหล่งคาร ์บอน

ทดลองเพ ิ่มกล ูโคส หรือชุ,โครส เป ็นแหล่งคาร์บอนของชุดตรวจสอบ เพ ื่อส ืกษาการ๓ ดลี 

แดงของฟอร์มาซาน (Formazan) โดยแปรผันความเข้มข้นที่ 1-10%

EC

๐๐

รูปที่ 4.4 แสดงกราฟความลัมพ ันธ์ระหว่างความเข้มข้นของกลูโคสที่เหมาะสมต่อชุดทดสอบกับค่า 

การดูดกลืนคลื่นแสงที่ 600 นาโนเมตร
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รูปที่ 4.5 แสดงผลการยืนยันค่าตํ่าส ุดของ^ราโซสิโดนที่ E.coli DH50C À,pir ทนได้ในถาดหลุม 

ทดสอบโดยการใข ้กล ูโคส'!-10%เป็นแหล่งคาร์บอนกับค่าการดูดกลืนคลื่นแสงที่ 540 นาโนเมตร

จากการทดลองเม ื่อเพ ิ่มกลูโคสเป ็นแหล่งคาร์บอนของช ุดตรวจสอบ พบว่ากล ูโคสท ี่ความ  

เข ้มมากกว่า 5 เปอร์เข ้นต์ ม ีผลย ับย ั้งการเจร ิญของเช ื้อจ ุล ินทรย ์ ทำให ้เช ื้อเจร ิญได้น ้อยแต่ย ังคง 

เจริญได้ เพ ียงแต ่เม ื่อส ังเกตด ้วยตาเปล ่าไม ่พบว่าเก ิดส ีแดงของฟอร์มาซาน (Formazan) และไม่ 

พบการตกตะกอนสิแดงของ
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[FZ] ppm 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 QC+ QC-

รูปที่ 4.6 แสดงผลการย ืนย ันค ่าต ํ่าล ุดฃองฟ ูราโซล ิโดนท ี่ E .c o li DH5CX. À,pir ทนได้ในถาดหลุม

ทดลอบโดยการใย ัซ ูโครล1-10% เป ็นแหล ่งคาร ์บอนก ับค ่าการด ูดกล ืนคล ื่นแลงท ี่ 540 นาโนเมตร
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จากการทดลองเม ื่อเพ ิ่มซ ูโครสเป็นแหล่งคาร์บอนของชุดตรวจสอบ พบว่าเช ื้อไม ่สามารถ 

เจร ิญ 'นเม ื่อม ี'ซ ูโครสเป ็นแหล่งคาร ์บอน ท ั้งน ี้เน ื่องจาก E.coli DH5CX A,pir เป ็นจ ุล ินทร ีย ์ท ี่ 

ออกแบบขึ้นเพื่อการโคลนยีนส์แบคทีเรีย จ ึงประกอบด้วย DH50C accepter ซึ่งรองรับ blue/white 

screening ท ำให ้เช ื้อปราศจากความสามารถใน การย ่อยน ํ้าตาลบางชน ิด  ฟ น  กาแลคโตส  

ฟรักโทส เป็นต้น (Woodcock และคณะ, 1989) ล ่งผลให ้ไม ่สามารถย่อยซ ูโครส ท ี่ประกอบด้วย 

นํ้าตาลกลูโคสและฟรักโตลได้

4.3.2 ผลของอ ุณ ภ ูม ิและค ่าพ ึเอช ท ี่เหมาะสมฟ ้าหร ับช ุดตรวจสอบ

เมื่อคืกษาความเป็นกรดด่างในๆ!วงพีเอซ 4-7 พบว่าจ ุส ินทรีย ัท ี่ให ้ในการทดสอบ 

คือ E.coli DH5CC À,pir ลามารถเจริญได้ดีทั้งในพีเอชที่ 4 5 6 และ 7 ด ังน ั้นจากผลการทดลองจ ึง 

สรุปได้ว ่าค่าพ ีเอซที่นำมาทดสอบทั้ง 4 ค่า น ั้นไม่ล่งผลให้เก ิดความแตกต่างของการเจริญของเชื้อ 

E.coli DH5CX Xpir

ในล่วนของอุณหภูม ิ จากการบ ่มช ุดตรวจลอบที่อ ุณหภูม ิ 3 อ ุณหภ ูม ิ คือ 25 30 และ 37 

องศาเซลเซ ียส เม ื่อลามารถอ ่านผลการเก ิดตะกอนล ีแดงในช ุดตรวจสอบได ้ด ้วยตาเปล ่า แล้ว 

นำมาตรวจสอบโดยการวัดค ่าการด ูดกลืนแสงท ี่ 540 ททา จากผลการทดลองพบว ่าท ี่อ ุณหภ ูม ิท ี่ 

30 และ 37 องศาเซลเซ ียส  ลามารถอ ่านค ่าการด ูดกล ืนแสงออกมาได ้ใกล ้เค ียงก ัน  ส ่วนที ่

อุณหภ ูม ิ 25 องศาเซลเซ ียส พบว่าค ่าการด ูดกลืนแสงท ี่ว ัดได ้ม ีค ่าการด ูดกล ืนแสงในร!วงเวลา 

ต่างๆตํ่ากว่าท ี่ 30 และ 37 องศาเซลเซ ียส ซ ึ่งอาจเน ื่องมาจากอ ุณหภ ูม ิท ี่ 25 องศาเซลเซ ียส เป็น 

อุณหภูม ิท ี่ไม ่เหมาะสมต่อการเจริญของ E.coli DH50C À-pir ทำให ้อ ัตราการเจริญของเช ื้ออยู่ใน  

ระดับตํ่า ล ่งผลให ้การเก ิดตะกอนลืแดงของ formazan เก ิดได้ห ้ากว่าการปมเชื้อท ี่อ ุณหภูม ิ 30 

และ 37 องศาเซลเซ ียส และนอกจากน ั้นตะกอนลีแดงท ี่เก ิดข ึ้นย ังม ีระด ับความเข ้มของล ืแดงท ี่ 

จางกว่าการบ่มท ี่อ ุณหภูม ิ 30 และ 37 องศาเซลเซียส ด้วย
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MO (CFU/ml 

108

107

106

105

104

103

102

J 10 ^ J J
รูปที 4.7 แลดงผลการยืนยันค่าตำสุดของฟูราโซลิโดนที E.coli DH50C A,pir ทนไดในถาดหลุม

ทดสอบที่ pH 4 ปมที่ 25 องศาเซลเซ ียสเม ื่อบ ่มเป ็นเวลา 48 ชั่วโมง

0.1 0,2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 QC+ QC-

MO (CFU/ml)

[FZ] ppm QC_ QC+ 0 1 0 2 0 3 0 4 0 5 0 6 0 7 0_8 0 9 1 0

รูปที่ 4.8 แสดงผลการย ืนย ันค ่าต ํ่าส ุดของฟ ูราโซล ิโดนท ี่ E .c o li DH50C À,pir ทนได้ในถาดหลุม

ทดสอบท ี่ pH 5 ปมท ี่ 25 องศาเซลเซ ียสเม ื่อบ ่ม เป ็น เวลา 48 ชั่วโมง
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[FZ] ppm 0 1 0 2 0 3 0 4 0 5 0 6 0 7 0 8 0 9 1 0 Qc+ QC_

MO (CFU/ml) 

108

107

106

105

104

103

102

รูปที่ 4.9 แสดงผลการยืนยันค่าตํ่าสุดของฟูราโซสิโดนที่ E.coli DH5(X À,pir ทนได้ในถาดหลุม 

ทดสอบที่ pH 6 บ่มที่ 25 องศาเซลเซ ียสเม ื่อบ ่มเป ็นเวลา 48 ชั่วโมง

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 QC+ QC-

รูปที่ 4.10 แสดงผลการย ืนย ันค ่าต ํ่าส ุดของฟ ูราโซส ิโดนท ี่ E .c o li D H 5 Œ  X p i r  ทนได้ในถาดหลุม

ทดสอบท ี่ pH 7 บ ่มท ี่ 25 องศาเซลเซ ียสเม ื่อปมเป ็น เวลา 48 ชั่วโมง
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[FZ]ppm 0 1 02 03 04 05 06 07 08 09 1 0 QC+ QC

รูปที่ 4.11 แสดงผลการยืนยันค่าตํ่าสุดของฟูราโซลิโดนที่ E.coli DH50C À,pir ทนได้ในถาดหลุม 

ทดลอบที่ pH 4 บ่มที่ 30 องศาเซลเซ ียสเม ื่อบ ่มเป ็นเวลา 36 ชั่วโมง

[FZ]ppm 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1 0 QC+ QC_

รูปที่ 4.12 แสดงผลการย ืนย ันค ่าต ํ่าล ุดของฟ ูราโซล ิโดนท ี่ E .c o li DH50C À,pir ทนได้ในถาดหลุม

ทดสอบท ี่ pH 5 บ ่มท ี่ 30 องศาเซลเซ ียสเม ื่อบ ่ม เป ็น เวลา 36 ชั่วโมง
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MO (CFU/ml)

10° •  •  •

107

106

10s

104

103

102

10

[FZ] ppm 0 1 0 2 0 3 0 4 0 5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 QC+ QC-

J.

รูปฑ่ื 4.13 แสดงผลการยืนยันค่าตํ่าสุดของฟูราโชลิโดนที่ E.coli DH5CC À,pir ทนไดในถาดหลุม 

ทดสอบที่ pH 6 บ่มที่ 30 องศาเซลเซ ียสเม ื่อบ ่มเป ็นเวลา 36 ชั่วโมง

102

รูปที่ 4.14 แสดงผลการย ืนย ันค ่าต ํ่าส ุดของฟ ูราโซล ิโดนท ี่ E .c o li DH5CC A,pir ทนได้ในถาดหลุม

ทดสอบท ี่ pH 7 ปมท ี่ 30 องศาเซลเซ ียสเม ื่อบ ่ม เป ็น เวลา 36 ชั่วโมง



[FZ]ppm 0 1 02 03 04 0 5 06 0 7 08 09 1 0 QC+ 0 0 ,

รูปที่ 4.15 แสดงผลการยืนยันค่าตํ่าสุดของฟูราโชลิโดนที่ E.coli DH50C Apir ทนไดในถาดหลุม 

ทดสอบที่ pH 4 บ่มที่ 37 องศาเซลเซ ียสเม ื่อบ ่มเป ็นเวลา 24 ชั่วโมง

[FZ]ppm 0 1 02 03 04 05 06 07 08 09 1 0 QC+ 00,

รูปที่ 4.16 แสดงผลการย ืนย ันค ่าต ํ่าส ุดของฟ ูราโชล ิโดนท ี่ E .c o li DH50C Apir ทนได้ในถาดหลุม

ทดสอบท ี่ pH 5 บ ่มท ี่ 37 องศาเซลเซ ียสเม ื่อบ ่ม เป ็น เวลา 24 ชั่วโมง

» *
»

••
••



68

[FZjppm 011 012 013 014 015 016 017 018 019 110 004. 0 0 .

ร ูปท ี่ 4.17 แ ส ด งผ ล ก าร ย ืน ย ัน ค ่าต ํ่า ส ุด ข อ งฟ ูร า โช ล ิโด น ท ี่ E.coli DH5CC À p ir  ท น ไ ด ้ใน ถ าด ห ล ุม

ทดสอบที่ pH 6 บ่มที่ 37 องศาเซลเซียสเมื่อบ่มเป็นเวลา 24 ชั่วโมง
[FZ] ppm 01 0 2 0 3 0 4 0 5 0 6 0 7 0 8 0 9 1 0 00+ 00.

รูปที่ 4.18 แสดงผลการย ืนย ันค ่าตำส ุดของฟ ูราโชล ิโดนท ี่ E .c o li DH50C À,pir ทนได้ในถาดหลุม

ทดสอบท ี่ pH 7 บ ่มท ี่ 37 องศาเซลเซ ียสเม ื่อบ ่ม เป ็น เวลา 24 ชั่วโมง
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4.4 ผลวิเคราะห์ความแม่นอำของค่าตํ่าสุดทีตรวจได้ในชุดตรวจสอบโดยใสัอาหารสัตว์

จ าก ร ูป ท ี่ 4.20 พ บ ว ่า ใน ก าร ห าค ่าค ว าม แ ม ่น ย ำต ํ่าส ุด ข อ งฟ ูร า โซ ล ิโด น  โ ด ย ท ด ส อ บ ด ้ว ย  

อ าห ารส ัต ว ์ได ้แ ก ่ อ าห ารไก ่เล ็ก  อ าห าร ,ไก่,ไห fy อ าห าร ก ุ้ง  แ ล ะอ าห าร ห ม ู ผ ล ก าร ท ด ล อ ง พ บ ว ่า ก า ร  

อ ่า น ค ่าด ้ว ย  Micro plate reader ไ ด ้ผ ล ล อ ด ค ล ้อ ง ก ับ ก า ร อ ่า น ค ่า ด ้ว ย ต า เป ล ่า  ซ ึ่ง ส าม า ร ถ อ ่าน ค ่า  

ต ํ่า ส ุด ข อ งฟ ูร าโซ ล ิโด น ท ี่แ บ ค ท ีเร ีย ล าม ารถ ท น ไ ด ้ เท ่าก ับ  0.3 ppm  ไน อ าห าร ไก ่เล ็ก  อ าห าร ไ ก ่ให ญ ่ 

แ ล ะ อ าห าร ก ุ้ง  แ ต ่ไม ่ส าม ารถ อ ่าน ผ ล ไ ด ้อ ย ่า งช ัด เจ น ใน อ าห าร ห ม ู

OD 540 ททา

2.5

"♦ “ อฑฑรกุ้ Ï  

“ ■ “ อ1ห13ไก่เลก 

“ * “ อ1ห13ไก่ใหญ่ 

1ห แหม

0
[FZ]

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1

ร ูปท ี่ 4.19 แ ส ด งก ร าฟ ค ว าม ส ัม พ ัน ธ ์ร ะห ว ่า งค ่าค ว าม แ ม ่น ย ำต ํ่า ส ุด ข อ งฟ ูร าโซ ล ิโด น โด ย ท ด ส อ บ  

ด ้ว ย อ าห า ร ส ัต ว ์ก ับ ค ่า ก า ร ด ูด ก ล ืน ค ล ื่น แ ส งท ี่ 540 น าโน เม ตร

จ า ก ผ ล ก า ร ว ัด ค ่า ก า ร ด ูด ก ล ืน แ ส ง ท ี่ค ว า ม ย า ว ค ล ื่น  540 ททา โ ด ย ใช ัไ ม โค ร เพ ล ท ร ีด เด อ ร ์ 

เพ ื่อ ส ัง เก ต ค ่า  OD ท ี่ล า ม า ร ถ ส ัง เก ต เห ็น ก า ร เป ล ี่ย น แ ป ล งข อ ง  TTC จ า ก ไ ม ่ม ีล ืเป ็น ล ืแ ด ง ข อ ง ฟ อ ร ์ม า  

ซ า น ใ น อ า ห า ร ส ัต ว ์ช น ิด ต ่า ง ๆ  ด ้ง น ี้อ า ห า ร ก ุ้ง อ า ห า ร ไ ก ่เล ็ก อ า ห า ร ไ ก ่ใ ห ญ ่ แ ล ะ อ า ห า ร ห ม ูพ บ ว ่า  

ค ่า  OD ท ี่ 5 4 0 น าโ น เม ต ร ท ี่ม ีค ่า ม าก ก ว ่า  1 .0 0 0 ส าม าร ถ เห ็น ก าร เก ิด ล ืแ ด งไ ด ้ด ้ว ย ต า เป ล ่า
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ตารางที่ 4.2 ผลการหาค่าการดูดกลีนคลื่นแสงของชุดตรวจสอบอาหารสัต'!โดยใช้ไมโครเพลทรีด 

เดอร์ ท ี่ความยาวคล ื่น  540 นาโนเมตร

FZ ค่าการดูดกลืนคอื่นแสงที่ 540  นาโนเมตร

(ppm) อาหารแง อาหารไก่เล ็ก อาหารไกไหญ' อาหารหยู

0.1 1.299 1.962 1.692 0.847

0.2 1.089 1.948 1.642 0.795

0.3 0.936 1.841 1.153 0.795

0.4 0.49 0.845 0.8 0.792

0.5 0.488 0.830 0.752 0.744

0.6 0.456 0.823 0.666 0.721

0.7 0.425 0.819 0.569 0.718

0.8 0.437 0.830 0.546 0.710

0.9 0.428 0.757 0.542 0.749

1.0 0.418 0.742 0.502 0.708

QC+ 1.081 1.005 1.112 0.799

QC- 0.102 0.155 0.156 0.177



71

QC+ ประกอบด้วย E.coli DH5aÀ,pir อาหารเหลว NB และสารละลาย'โTC 

แต่ไม่มีฟูราโรลโดน

QC- ประกอบด้วย สารละลาย TTC และอาหารเหลว NB แต่ไม,มีเชื้อ E.coli DH5(X^pir และ

ชุ)ราโซลิโดน

ผลการห าค ่าความแม ่นยำต ํ่าล ุดฃองฟ ูราโชล ิโดน  โดยทดสอบด ้วยอาหารส ัตว ์ได ้แก  ่

อาหารไก่เล็ก อาหาร'ไก่'ไหญ่ อาหารกุ้ง และอาหารหมู ผลการทดลองการอ ่านค ่าด ้วย Micro plate 

reader ซ ึ่งสอดคล ้องก ับการอ ่านค ่าด ้วยตาเปล ่า พบว ่าค ่าต ํ่าส ุดของฟ ูราโซล ิโดนท ี่แบคท ีเร ีย  

ลามารถทนได้ เท ่าก ับ 0.3 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในอาหารไก่เล็ก อาหาร'ไก่'ใหฤj และอาหารก ุ้ง 

แต่ไม่ลามารถอ่านผลได้อย่างซัดเจนในอาหารหมู
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4.5 ผลการสินอ้นความแม่นยำของฟูราโซสิโคนโด«ใช้ E.coli DH50tA,pir ที่ผ่านการทำแห้งเสิอก 

แข็ง

เมื่อใช้ E.coli DH50CÀ-pir ท ี่ผ ่านการทำแห้งเย ือกแข็งโดยระดับความเข้มข้นของเช ื้อด ้วยอาหาร 

เลี้ยงเช ื้อเหลว NB แบคทีเร ียทีเหมาะสมกับการอ่านผลความเข้มข้นตํ่าส ุดของฟ ูราใซลิโดนที่ลามารถทนได้ 

คือ 106 CFU/m! โดยค่าตํ่าฃองฟูราโซสิโดนที่แบคทีเร ียสามารถทนได้ เท ่ากับ 0.3 ppm เมอบมทเวลา 24 

ชั่วโมง 

[FZ] ppm

MO (CFU/ml)

า O8

า O7

106

105

104

103

102

10

QC+ ประกอบด้วย E.coli DH5aÀ,pir อาหารเหลว NB และสารละลายTTC แต่ปราศจากฟูราโซลิโดน 

QC- ประกอบด้วย สารละลาย TTC และอาหารเหลว NB แต่ปราศจากเชื้อ E.coli DH5aÀ.pir และ 

ฟูราโชลิโดน

รูปที่ 4.20 แสดงผลการยืนยันค่าตํ่าสุดของฟูราโซลิโดนที่ E.coli DH50C À,pir ท ี่ผ ่านการทำแห้งเยือกแข็ง 

ทนได้

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 QC+ QC-
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4.6 การประเมนประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบจากการใช้ตรวจสอบอาหารสัตว์ 

เปรียบเทียบ!าบวิธี UV-Visible spectrophotometry

ในการคืกษาควังน ี้ เป ็นการตรวจวัดค ่าฟ ูราโซลิโดนจากการตรวจวัดสารละลายมาตรฐาน 

ด้วยวิธ ี UV-Visible spectrophotometry ในๆ{วงความยาวคลื่น 300-600 นาโนเมตร พบว่าความ 

ยาวคลื่นสูงสุดของฟูราโชลิโดนคือ 365 นาโนเมตร ดังรูปที่ 4.23

ความยาวคลื่น (นาโนเมตร)

รูปที่ 4.21 แสดงผลการหาค่าการดูดกลืนคลื่นแสงของสารละลายมาตรฐานฟูราโซลิโดน 

ที่ความเข้มข้นในช่วง 10 ppm

จากน ั้นตรวจวัดค ่าฟ ูราโซลิโดนจากการตรวจว ัดสารละลายมาตรฐานด้วยว ิธ ี UV-Visible 

spectrophotometry ในช ่วงความยาวคลื่น 300-600 นาโนเมตร ท ี่ความเข้มข้นต่างก ัน แล้วนำมา 

เขียนกราฟระหว่างความเข้มข้นของฟูราโซลิโดน ก ับค่าการดูดกลืนแสง และคำนวณหาค ่าสมการ 

ถดถอยเซิงเล้น (Linear regression)
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[FZ]

รูปที่ 4.22 แสดงกราฟแสดงความสัมพ ันธ์ระหว่างค ่าการดูดกลืนคลื่นแลงของสารละลาย 

มาตรฐานฟูราโดนที่ 365 นาโนเมตรโดยH  UV-Vtsible spectrophotometry

ผลการวิเคราะห์ค ่าการดูดกลืนคลื่นแสงที่ 365 นาโนเมตร ของลืฟูราโซลิโดนที่ความ 

เข้มข้นต่างๆ เมื่อยืนยันด้วย UV-Vistble spectrophotometry ในช่วงความเข้มข้น 0.05-1.0 ppm 

จะได้ลมการถดถอยเชิงเสัน (Linear regression) คือ y=0.6572+0.3792 และมีค ่า Correlation 

coefficient (R2) = 0.979

เมื่อได้กราฟมาตรฐานของฟูราโซลิโดนแสัว จากน ั้นจ ึงว ัดอาหารสัตว์ท ี่ใส ่สารละลายฟ ูรา 

โซลิโดนที่ความเข้มข้นต่างๆกันด้วยวิธี บ'ร/-Visible spectrophotometry ในช่วงความยาวคลื่น 

300-600 นาโนเมตร แล้วนำมาเขียนกราฟระหว่างความเข้มข้นของฟูราโซลิโดน ก ับค ่าการดูดกลืน  

แสง และคำนวณหาค่าลมการถดถอยเช ิงเล ้น (Linear regression)
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ABS

มาตรฐานฟูราโดนท่ี 365 นาโนเมตรในอาหารกุ้งโดยH  UV-Visible spectrophotometry

ABS

0.8

[FZ]

รูปที่ 4.24 แสดงกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงของสารละลาย 

มาตรฐานฟูราโดนท่ี 365 นาโนเมตรในอาหารหยูโดยM UV-Visibfe spectrophotometry
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รูปที่ 4.25 แสดงกราฟแสดงความสัมพ ันธ์ระหว่างค ่าการดูดกลืนคลื่นแสงของสารละลาย 

มาตรฐานฟูราโดนที่ 365 นาโนเมตรในอาหารไก่เล็กโดยฬ UV-Visible spectrophotometry

ABS

รูปที่ 4.26 แสดงกราฟแสดงความสัมพ ันธ์ระหว่างค ่าการดูดกลืนคลื่นแสงของสารละลาย 

มาตรฐานฟูราโดนในอาหารไก่ใหญ่ที่ 365 นาโนเมตรโดยH  UV-Visible spectrophotometry
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4.7 ประเมนประสิทธภาพของชุดตรวจสอบ โดยวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิต

ผลการวิเคราะห์ค่าการดูดกลืนคลื่นแสงที่ 365 นาโนเมตร ของลืฟูราโซลิโดนที่ความ 

เข้มข้นต่างๆ เม่ือยืนยันด้วย UV-Visible spectrophotometry โดยการตรวจวัดอาหารกุ้ง อาหาร 

ไก่เล็ก อาหาร1ไก่'ไห£y และอาหารหมู ก่อนการทำ spike ไม่พบการปนเบ้ืเอนฟ ูราโซลิโดน และเม่ือ 

spike ฟูราโซลิโดนลงในตัวอย่างท่ีความเข้มข้น 0.1- 1.0 ppm ที่ความเข้มข้นละ10 ซํ้าแล้วลก้ด 

ด้วยเฮกเชน จากนั้นนำส่วนใสมาวัดค่าการดูดกลืนคลื่นแสงที่ 300 ถึง 600 นาโนเมตรแล้วอ่านค่า 

การดูดกลืนคลื่นแลงที่365นาโนเมตรโดยจำนวนตัวอย่างทั้งหมด 400 ตัวอย่าง ตังแสดงใน 

ตารางท่ี 4.4

ต ารางท ี่ 4.3 แ ส ด งผ ลก ารต รวจฟ ูร าโช ล ิโด น ใน  spiked sam ples ด ้ว ย ช ุด ต ร ว จ ล อ บ

ร ะ ด ับ ค ว าม เข ้ม ข ้น ข อ งย า  ใน  

ต ัว อ ย ่า ง  spiked sam ples
อ า ห า ร ส ัต ว ์

ผล อ าห าร ก ุ้ง อ าห ารไก ่เล ็ก อ าห ารไก ่ให ญ ่ อ าห าร ห ม ู.

0.1 + / - 10/0 10/0 10/0 0/10

0.2 +  / - 8/2 9/1 8/2 0/10

0.3 + / - 6/4 8/2 7/3 0/10

0.4 + / - 2/8 5/5 2/8 0/10

0.5 + / - 2/8 1/9 1/9 0/10

0.6 + / - 0/10 1/9 1/9 0/10

0.7 + / - 2/8 1/9 0/10 0/10

0.8 + / - 0/10 0/10 0/10 0/10

0.9 + / - 0/10 0/10 0/10 0/10

1.0 + / - 0/10 0/10 0/10 0/10

ห ม าย เห ต ุ : + ค ือ  เก ิด ส ีแ ด ง -  ค ือ  ไม ่เก ิด ส ีแ ด ง

ต ัว เลข /ต ัว เล ข  ค ือ  จ ำน ว น ต ัว อ ย ่า ง เก ิด ส ีแ ด ง /จ ำน ว น ต ัว อ ย ่า งท ี่ไ ม ่เก ิด ส ีแ ด ง
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ตารางที่ 4.4 ผลที่ให้ผลบวกจริง (True positives) และปริมาณยาที่ตรวจพบ ของฟูราโซลิโดน ใน 

อาหารสัตว์ระหว่างการตรวจด้วยชุดตรวจสอบและวิธี UV-Visible spectrophotometry

ชนิดอาหารสัตว์
จำนวน

ตัวอย่าง

ตัวอย่างที่ให้ผลบวกจริง

ปริมาณยา 

(ppm)ชุดตรวจสอบ
UV-Visible

spectrophotometry

อาหารกุ้ง 50 28 50 0.1-0.5

อาหารไก่เล็ก 50 33 50 0.1-0.5

อาหารไก่ใหญ่ 50 28 50 0.1-0.5

อาหารสุกร 50 0 50 0.1-0.5

รวม 200 89 200 -

ผลการเปรียบเท ียบการตรวจฟ ูราโชลิโดนอาหารสัตว ์ระหว่างการตรวจด้วยช ุดตรวจสอบ  

กับ ว ิธ ีทาง UV-Visible spectrophotometry จากต ัวอย ่างอาหารส ัตว ่ซ ึ่ง spike ฟูราโซลิโดนลงใน 

ตัวอย่างท ี่ความเข ้มข ้น 0.1- 0.5 ppm จำนวน 200 ต ัวอย่าง โดยใข ้ช ุดตรวจสอบท ี่พ ัฒนาข ึ้นต ัง 

แสดงในตารางที่ 4.5 พบว่าสามารถตรวจพบฟูราโซลิโดนจำนวน 89 ต ัวอย่าง ไม ่พบยาจำนวน  

111 ต ัวอย่าง เม ื่อเปรียบเท ียบกับผลที่ตรวจด้วยช ุดตรวจสอบ UV-Visible spectrophotometry 

พบว่าสามารถตรวจพบฟูราโซลิโดนจำนวน 200 ตัวอย่าง ไม่พบฟูราโชลิโดนจำนวน 0 ตัวอย่าง
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ตารางที่ 4.5 แสดงการเปรียบเทียบผลตรวจไ5เราโชลิโดนในอาหารกุ้งระหว่างวิธีทาง UV-Visible

spectrophotom etry กับชุดตรวจลอบทีพัฒนาขึ้น

ผลการตรวจลอบอาหารกุ้ง
ว ิธ ี UV-Visible spectrophotometry

จำนวนตัวอย่าง

ผลบวก ผลลบ

ชุดตรวจ 

สอบ

ผลบวก
true positive TP (a) 

24

false positive FP( c ) 

4 28

ผลลบ
false negative FN (b) 

6

true negative TN (d) 

66 72

จำนวนตัวอย่าง 30 70 100

ตารางท ี่ 4.6 แสดงการเปรียบเท ียบผลตรวจท ุเราโซลิโดนในอาหารไก่เล ็กระหว่างว ิธ ีทาง UV- 

Visible spectrophotometry ก ับชุดตรวจลอบทีพ ัฒนาขึ้น

ผลการตรวจลอบ 

อาหารไก่เล็ก

วิธ ี UV-Visible spectrophotometry
จำนวนตัวอย่าง

ผลบวก ผลลบ

ชุดตรวจ 

สอบ

ผลบวก
true positive TP (a) 

27

false positive FP( c ) 

8 35

ผลลบ
false negative FN (b) 

3

true negative TN (d) 

62 65

จำนวนตัวอย่าง 30 70 100
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ตารางท ี่ 4.7 แสดงการเปร ียบ เท ียบผลตรวจฟ ูราโซส ิโดนในอาหารไก ่ใหญ ่ระหว ่างว ิธ ีทาง UV-

Visible spectrophotometry ก ับช ุดตรวจลอบท ี่พ ัฒ นาข ืน

ผลการตรวจลอบ 

อาหารไก่ใหญ่

ว ิธ ี UV-Visible spectrophotometry
จำนวนตัวอย่าง

ผลบวก ผลลบ

ชุดตรวจ 

ลอบ

ผลบวก
true positive TP (a) 

25

false positive FP( c ) 

3 35

ผลลบ
false negative FN (b) 

5

true negative TN (d) 

67 65

จำนวนตัวอย่าง 30 70 100

True Positive (ล) คือ ได้ผลบวกจากชุดตรวจสอบตรงกับวิธ ี UV-Visible spectrophotometry 

False Negative (b) คือ ได้ผลบวกจากชุดตรวจลอบแต่ว ิธ ี UV-Visible spectrophotometry ให ้ผลลบ 

False Positive (c) คือ ได้ผลลบจากชุดตรวจสอบแต่ว ิธ ี UV-Visible spectrophotometry ให้ผลบวก 

True Negative (d) คือ ได้ผลลบจากชุดตรวจสอบตรงกับวิธ ี UV-Visible spectrophotometry

จากตัวอย่างในอาหารหมู 100 ตัวอย่าง พบว่าการตรวจด้วยช ุดตรวจลอบ ให ้ผลลบปลอม  

(False negative) จำนวน 30 ต ัวอย ่างโดยม ีปร ิมาณ ยา อยู่ในช่วง 0.1 -  0.3 ppm และที่ 0.4-1.0 

ppm พบว่า ม ีผลลบตรงก ัน ( True negative) จำนวน 70 ต ัวอย่าง และไม ่พบตัวอย่างท ี่เป ็น  

ผลบวกจริง (True positive) หรอผลบวกปลอม ( False positive) ทำให ้ไม ่ลามารถนำข ้อม ูลมา 

วิเคราะห์ค ่าสถิต ิระหว่างชุดตรวจสอบ กับ ว ิธ ีทาง UV-Visible spectrophotometry ได้
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ตารางท ี่ 4.8 แลดงผลรวมการเปร ียบ!.ท ียบผลตรวจฟ ูราโชล ิโดนในอาหารก ุ้ง ไก ่เล ็กและไก ่ใหญ ่

ระหว ่างว ิธ ีทาง UV-Visible spectrophotometry ก ับช ุดตรวจลอบท ีพ ัฒ นาข ึ้น

ผลการตรวจลอบอาหารล็ตว ์
ว ิธ ี UV-Visible spectrophotometry

จำนวนตัวอย่าง

ผลบวก ผลลบ

ชุดตรวจ 

ลอบ

ผลบวก

true positive TP (a) 

76

false positive FP (c) 

15 91

ผลลบ
false negative FN (b) 

14

true negative TN (d) 

195 209

จำนวนตัวอย่าง 90 210 300

ความแม่นยำ (Relative Accuracy) = (TP +TN) x1 00 % = (76 + 195) X 100 % = 90.3 %

(TP +FP+ FN +TN) (76 + 15+ 14 + 195)

ความไว (Relative Sensitivity) = TP X 100 % = 76 X 100 % = 84.4 %

TP+FN 76 + 14

ความจำเพาะ ( Relative Specificity) = TN X 100 % = 195 x100 % = 97.5 %

TN+FP 195 + 15

Kappa coefficient (k) = _____ 2 (ad -be) = 2 ((76x 195) -  (14x15))

(a + b)(b +d) + (a + c)(c +d) (76 +14)(14+195) +(76+15)(15+195)

= 0.77
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ดังนั้น ช ุดตรวจสอบฟ ูราโซล ิโดนในอาหารส ัตว ์ท ี่พ ัฒนาข ึ้นพบว ่า มีค ่าความแม่นยำ 

(relative accuracy) 90.3 % ความ'โว (relative sensitivity) 84.4 % ความจำเพาะ (relative 

specificity) 97.5 % และมีค ่า Kappa coefficient (k) เท่ากับ 0.77 ท ี่ระด ับความเช ื่อม ั่น 95% 

แสดงว่า แสดงว่า ม ีค ่าการยอมรับหรือมีความน่าเชื่อถือในระดับดี (Landis and Koch, 1977)

วิธ ีต ัดสินค่า Kappa coefficient (k)

ระดับตํ่า (Poor agreement) = ตาก'ว่า 0.20

ระดับพอรับได้ (Fair agreement) = 0.20 ถึง 0.40

ระดับปานกลาง (Moderate agreement) = 0.40 ถึง 0.60

ระดับดี (Good agreement) = 0.60 ถึง 0.80

ระดับดีมาก (Very good agreement) = 0.80ถ ึง 1.00

นำข้อมูลที่ได ้ มาประเม ินค ่าสถิต ิ ด ้วยตาราง Two by Two พบว่าฟ ูราโซลิโดนมีค ่าความ 

แม่นยำ ความไว และ ความจำเพาะ และค ่า Kappa coefficient (k) ให ้ผลอยู่ในเกณฑ์การยอมรับ  

หรือม ีความน่าเช ื่อถ ืออยู่ในระดับดีเล ิศ ท ี่ระด ับความเชื่อม ั่น 95 % (Landis and Koch, 1977) 

ก าร ท ี่ช ุด ต ร ว จ ส อ บ ฟ ูร า โช ล ิโด น ม ีค ่า ส ถ ิต ิท ี่ด ีเม ื่อ เป ร ย บ เท ีย บ ก ับ ว ิธ ีท าง  UV-Visible

spectrophotometry น ั้นอาจเป ็น เพราะว ่าปร ิมาณ ของฟ ูราโชล ิโดนในต ัวอย ่างอาหารส ัตว ์ ที, 

ลามารถตรวจได้โดยชุดตรวจสอบอาหารสัตว์พบมีความเข้มข้นอยู่ในระดับ 0.3 ppm และสามารถ 

อ ่าน ผลได ้อย ่างคร ่าวๆ  เพ ียงผลบวก  แ ละผ ลลบ เท ่าน ั้น  ใน ขณ ะท ี่ว ิธ ีท าง UV-Visible

spectrophotometry เม ื่อใช ้ว ิเคราะห ์อาหารส ัตว ์ท ี่เต ิมฟ ูราโซล ิโดนจะให ้ประส ิทธ ิภาพ ในการ  

ตรวจสอบสูงกว่า เน ื่องจากลามารถบอกความเข้มข้น และปริมาณของฟูราโชลิโดนได้
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4.8 ทดสอบระซะเวลาการเก็บรักษาชุดตรวจสอบเป็นระยะเวลา 1, 3, 6 และ 9 

เดือนที่เก็บในสภาพอุณหภูมิห้อง และ 4 องศาเซลเๆแซส

4.8.1 ผลวิเคราะห์ความแม่นยำของค่าตํ่าสุดของฟูราโชลิโดนที่ตรวจได้จากตัวอย่างโดย

ใช้ช ุดตรวจสอบและปัจจัยท ี่ม ีผลต่อประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบหลังการเก็บรักษา 2, 3, 5- 

triphenyl tétrazolium chloride (TTC)

รูปที่ 4.27 แสดงประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบหลังการเก็บรักษา 2, 3, 5-triphenyl tétrazolium 

chloride (TTC) ภายหลังจากการเก ็บร ักษาท ี่อ ุณหภูม ิห ้อง ระยะเวลา 1,3 ,6  และ 9 เดือน

เมื่อเก็บรักษา TTC ไว้ท ี่อ ุณหภูมิห ้องเป็นเวลา 1 และ 3 เดือนพบว่าสามารถ 

มองเห็นสีของ formazan ได้ด ้วยตาเปล่าโดยเสถียรภาพของ TTC ลดลงเม ื่อระยะเวลาการเก ็บ 

รักษานานขึ้น แต่เมื่อเก็บจนครบ 6 และ 9 เดือน แล้วนำ TTC ไปวิเคราะห์ตามวิธีตรวจลอบฟูราโซ 

ลิโดน ม ีการเจริญของจุล ินทรีย ์ แต่ไม่เกิดสีแดงของ Formazan จึงกล่าวได้ว ่า TTC เกิดการ 

เสือมสภาพในช่วงเวลา 3- 6 เดือน
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เมื่อเก็บรักษา TTC ไว้ที่อ ุณหภูมิ 4 องศาเซลเช ียล เป็นเวลา 1 และ 3 เด ือนพบว่าลามารถ 

มองเห็นลีของ formazan ได้ด ้วยตาเปล่าแต่เม ื่อเก ็บจนครบ 6 เดือน TTC แลัวนำไปวิเคราะห์ตาม 

วิธีตรวจสอบฟูราโซลิโดน ม ีการเจริญของจุล ินทรืย ์ แต่ไม่เกิดลีแดงของFormazan ฟนเดียวกับ 

TTC ที่เก็บไว้ที่อ ุณหภูมิห้อง จึงกล่าวได้ว ่า TTC เกิดการเสือมสภาพในรiวงเวลา 3- 6 เดือน

[FZ] 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 QC+ QC-

รูปที่ 4.28 แสดงประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบหลังการเก็บรักษา 2, 3, 5-triphenyl tétrazolium 

chloride (TTC) ภายหลังจากการเก ็บร ักษาท ี่อ ุณหภูม ิ 4 องศาเซลเช ียล เป ็นระยะเวลา 1, 3, 6 

และ 9 เดือน

จากผลการทดลองพบว่าในระยะเวลา 3 เดือนลีของฟอรัมาซานที่เกิดขึ้น ย ังลามารถอ ่าน 

ผลได้ด ้วยตาเปล่า แม้ว ่าจะมีความเข้มของสืท ี่ลดน ้อยลงอย่างเห ็นได้ซ ัด ดังนั้นการรักษา

เสถียรภาพของ TTC จึงควรเก็บรักษาในขวดสืชา ที่อ ุณหภูมิห ้อง หรือตู้เย็น จะทำให ้สารละลายม ี 

อายุการใช้งานอยู่ได้นาน 3 เดือน



85

4.8.2 ผลวิเคราะห ์ความแม่นยำของค่าต ํ่าส ุดของฟ ูราโชลิโดนที่ตรวจได้จากตัวอย่างโดย 

ใช ้ช ุดตรวจลอบและป ัจจ ัยท ี่ม ีผลต ่อประส ิทธ ิภาพของช ุดตรวจสอบหล ังการเก ็บร ักษา E.coli 

D H ôaÀpr ที่ผ ่านการทำแห้งแบบเยือกแข็ง

ปริมาณเซึ้อที่ผ ่านการทำแห้งแบบเยือกแข็งเจือจางโดยใช้ 0.85 เปอร์เซ็นต์ของโซเดียม 

คลอไรด์ โดยต้องการความเข้มข้นสุดท้ายคือ 106 CFU/ml พบว่าค่าตํ่าของฟูราโซลิโดนที่แบคทีเรีย 

ลามารถทนได้ เท่ากับ 0.3 ppm เม ื่อบ ่มที่เวลา 24 ชั่วโมง แต่ภายหลังจากการเก ็บรักษาที่ 

ระยะเวลา 1,3, 6 และ 9 เดือน พบว่าไม่ลามารถทนฟูราโซลิโดนได้ที่ความเข้มข้น 0.1 ppm

[FZ] 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 QC+ QC-

1 เดือน 

3 เดือน 

6 เดือน 

9 เดือน

รูปที่ 4.29 แสดงผลวิเคราะห์ความแม่นยำของค่าตํ่าสุดของฟูราโซลิโดนที่ตรวจได้จาก 

ตัวอย่างโดยใช้ช ุดตรวจสอบหลังการเก็บรักษา E.coli DH50C Àpir ที่ผ ่านการทำแห้งแบบ 

เย ือกแข็งท ี่อ ุณหภูม ิห ้องเป ็นระยะเวลา 1,3, 6 และ 9

QC+ ประกอบด้วย E.coli DH50CÂ.pir อาหารเหลว NB และสารละลาย'n e  แต่ปราศจากฟูรา

โซลิโดน

QC- ประกอบด้วย สารละลาย TTC และอาหารเหลว NB แต่ปราศจากเชื้อ E.coli DH5(XÀ,pir

และฟูราโซลิโดน
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ปริมาณเชื้อท ี่ผ ่านการทำแห้งแบบเยือกแข็งเจือจางโดยเจือจางโดยใช้อาหารเหลว NB บ่ม 

ที่ 37 องศาเซลเซียสให้ได้ความเข็มข้นสุดท้ายคือ 106 CFU/ml พบว่าค่าตํ่าของฟูราโซลิโดนที่ 

แบคทีเรียสามารถทนได้ เท่ากับ 0.3 ppm เมื่อบ่มที่เวลา 24 ชั่วโมง แต่ภายหลังจากการเก ็บรักษาที่ 

ระยะเวลา 1,3 ,6  แ ล ะ 9 เดือนพบว่าไม่ลามารถทนฟูราโซลิโดนได้ที่ความเข็มข้น0.1 ppm

[FZ] 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 QC+ QC

รูปที่ 4.30 แสดงผลวิเคราะห์ความแม่นยำของค่าตํ่าสุดของฟูราโซลิโดนที่ตรวจได้จาก 

ตัวอย่างโดยใช้ช ุดตรวจลอบหลังการเก็บรักษา E.coli DH5(xX,pir ที่ผ ่านการทำแห้งแบบ 

เยือกแข็งที่อ ุณหภูม ิ4 องศาเซลเซ ียส เป็นระยะเวลา 1, 3, 6 แ ล ะ 9

QC+ ประกอบด้วย E.coli DH50CÀ,pir อาหารเหลว NB และสารละลายไTC แต่ปราศจากฟูรา

โชลิโดน

QC- ประกอบด้วย สารละลาย TTC และอาหารเหลว NB แต่ปราศจากเซือ E.coli DH5CX

À,pir และฟูราโซลิโดน
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ผลการคืกษาประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบฟูราโซสิโดนในอาหารสัตว์ท ี่พ ัฒนาขึ้น วับวิธี 

ค ัลเลอ เม ตริกที่ม ีในปัจจุบ ันเป็นดังนี้

า. ด้านความแม่นยำ ชุดตรวจลอบที่พ ัฒนาขึ้น ลามารถตรวจวัดฟูราโชลิโดนในช่วง 0.1-

1.0 ppm ได้อย่างแม่นยำ ส ืท ี่เก ิดข ึ้นเป ็นสีท ี่ช ัดเจนแยกได้ง ่ายด ้วยตาเปล่า (Visusuai 

test) สืท ี่เก ิดขึ้นมีความเสถียรอยู่ได ้ประมาณ 6 ชั่วโมง จากนั้นจะเริ่มตกตะกอนสืแดง

2. ด ้านความไว ความเช ัมข ้นต ํ่าส ุดของช ุดตรวจสอบท ี่พ ัฒนาข ึ้นสามารถวัดได ้ค ือ 0.3 

ppm โดยชุดตรวจลอบที่พ ัฒนาขึ้นลามารถอ่านผลได้ใน 24 ชั่วโมง ซึ่งรวดเร็วกว่าวิธี 

ทางเคมีอื่นๆ ยกตัวอย่างเช ่น HPLC และ LC-MS-MS

3. ด้านความสะดวกของวิธ ีทดสอบพบว่าชุดตรวจที่พ ัฒนาขึ้นให้ความสะดวกแก่ผู้ไข้โดย 

ม ีน ํ้ากล ั่น เป ็นต ัวทำละลายในอาหารส ัตว ์ ม ีอาหารเล ี้ยงเช ื้อเหลว NB สำหรับอาหาร 

เลี้ยงเช ื้อ E.coli DH50C À,pir และสารละลาย TTC ซ ึ่งลามารถเก ิดปฏิก ิร ิยาได ้ใน 24 

ชั่วโมง และลามารถตรวจวัดฟูราโซลิโดนที่ความเข้มข้น 0.1-1.0 ppm

4. ด ้านความคงทน โดยทดสอบการเก ็บร ักษาช ุดตรวจสอบท ี่พ ัฒ นาท ี่อ ุณ หภ ูม ิห ้อง 

พบว่า E.coli DH50C A,pir ท ี่ผ ่านการทำแห้งแช่แข็งหลังจากการเก็บรักษาไม่สามารถ 

ทนฟูราโซสิโดนได้ ซ ึ่งถ ือว ่าเป ็นชุดตรวจสอบที่ไม ่สามารถเก็บรักษาได้ท ี่อ ุณหภูม ิห ้อง 

ล่วนที่เก ็บไว้ที่ 4 องศาเซลเซ ียส เป ็นเวลา 1 เดือน สามารถยืนย ันความเข ้มข ้นต ํ่าส ุด 

ของชุดตรวจลอบที่พ ัฒนาขึ้นสามารถวัดได้ค ือ 0.3 ppm โดยให ้ส ิท ี่ลามารถมองเห ็น 

ได้ด ้วยตาเปล่า

5. ด ้านความเป็นอันตราย ชุดตรวจสอบที่พ ัฒนาขึ้นม ีแนวโน้มในการสะสมทางชีวภาพ 

ตํ่า ลามารถกำจัดได้โดยง่าย และไม่ล ่งผลอันตรายต่อระบบนิเวศน์
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