
บทท่ี 2
อุปกรณ์และวิธีดำเนินการวิจัย

เตรียมกุ้งทดลองและปรับสภาพให้อยู่ที่ระดับความเค็มที่กำหนด

ก ุ้งก ุลาดำท ี่ใช ้ในการว ิจ ัยได ้จากนาก ุ้งจ ังหว ัดฉะเช ิงเทราซ ึ่งเล ี้ยงท ี่ความเค ็ม  3 ส ่วนในพ ันส ่วน 
เป ็นก ุ้งระยะว ัยร ุ่นท ี่ม ีน ํ้าหน ักอย ู่ในช ่วง 1 0 - 1 3  กรัม (อาย ุประมาณ  2 - 2.5 เด ือนหล ังจากลงบ ่อด ิน) 
น ำม าเล ี้ย งเพ ื่อ ท ำก ารท ด ล อ ง ณ  ห ้องปฎ ิบ ้ตการเพาะเล ี้ยงล ัตว ์น ํ้า ภาคว ิชาว ิทยาศาสตร ์ทางทะเล 
ค ณ ะว ิท ย าศ าส ต ร ์ จ ุฬาลงกรณ ์มหาว ิทยาล ัย  นาทะเลท ี่ใช ้เล ี้ยงก ุ้งตลอดการทดลองเป ็นน ํ้าท ี่เตร ียม 
จากนาเกล ือความเค ็มอย ู่ในช ่วง 90-100 ส ่วนในพ ันส ่วน ซ ึ่งผ ่านการฆ ่าเช ื้อด ้วยโอโซนและให ้อากาศ 
ตลอดเวลาแล ้วนำมาเจ ือจางด ้วยน ํ้าจ ืดให ้ได ้ระด ับความเค ็มท ี่ต ้องการเป ็น  3 ระดับ คือ 10 20 และ 30 
ส ่วนในพ ันส ่วน

ร ะ บ บ เล ี้ย ง ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย ห น ่ว ย ก า ร ท ด ล อ ง ม ีร ะ บ บ ก ร อ ง น ํ้า ซ ึ่ง เป ็น ร ะ บ บ ก ร อ ง ช ีว ภ า พ  
(biofiltering system ) โดยด ัดแปลงจากว ิธ ีของ spotte (1979) ม ีหล ักการค ืออาศ ัยแรงด ันจากอากาศท ี่ 
ลอยต ัวข ึ้นล ู่ผ ิวน ํ้าภายในท ่อเป ็นต ัวพาเอามวลน ํ้าข ึ้นล ู่ด ้านบนทำให ้เก ิดการเคล ื่อนท ี่ของมวลน ํ้า  ระบบ 
กรองประกอบด ้วยสองส ่วนค ือ  ส ่วนท ี่หน ึ่งเป ็นต ัวกรองช ีวภาพทำจากท ่อ'พ ีว ีช ีขนาดเล ้นผ ่านศ ูนย ์กลาง 
4 นิ้ว สูง 8 น ิ้ว ด ้านล ่างผ ่าเป ็นร ูปปากฉลามทะแยงส ี่ม ุม โดยแต ่ละม ุมหย ักล ึกประมาณ  1 นิ้ว ฐานกว้าง 
ประมาณ  1.5 น ิ้ว เพ ื่อ เป ็นทางออกของน ํ้าท ี่ผ ่านการกรองแล ้ว และเป ็นท ี่หลบซ ่อนต ัวของก ุ้งในเวลา 
เด ียวก ัน  ว ัดจากด ้านล ่างของท ่อพ ีว ีช ีข ึ้นมา 1.25 นิ้ว เจาะรูขนาด 1/16 นิ้ว โดยรอบ แต ่ละร ูห ่างก ัน 
ประมาณ  0.5 นิ้ว เพ ื่อใช ้ร ้อยข ึงเช ือกเอ ็นสานเป ็นตาข ่ายรองร ับว ัสด ุท ี่ต ้องบรรจ ุภายในทอ จ ัดวางว ัสด ุ 
ภายในท ่ออ ันได ้แก ่ อวนตาถ ี่ล ี,ฟ ้า เปล ือกหอยนางรม ทราย กรวด และใยกรองล ังเคราะห ์จากด ้านล ่าง 
ข ึ้นล ู่ด ้านบนตามลำด ับ  ส ่วนท ี่สองประกอบด ้วยท ่อพ ีว ีช ีขนาดเล ้นผ ่านศ ูนย ์กลาง 0.5 นิ้ว ยาว 24 นิ้ว 
เจาะร ูขนาด 1/8 นิ้ว โดยรอบตลอดท ั้งท ่อ  (ประมาณ 60 - 70 รู) จำนวน 1 ช ื้น  ท ่อพ ีว ีช ิ'ขนาดเด ียวก ัน 
ยาว 8 นิ้ว (ไม ่ต ้องเจาะร ู) จำนวน 1 ช ื้น  ข้องอ 2 ช ื้น  สายยางซ ึ่งต ่ออย ู่ก ับน ัวทรายสำหร ับไว ้ในท ่อ 1 ช ื้น  
และฝาป ิดท ่อ 1 ช ื้น  ประกอบเข ้าด ้วยก ันโดยวางท ่อท ี่เจาะร ูในแนวนอนป ิดปลายด ้านหน ึ่งด ้วยฝาป ิด  
ท ่ออ ีกด ้านหน ึ่งต ่อก ับข ้องอแล ้วต ่อก ับท ่อขนาด 8 นิ้ว ซ ึ่งวางในแนวด ิ่ง นำสายยางท ี่ต ่อก ับน ัวทรายลอด 
เข ้าไปในข ้องออ ีกอ ันหน ึ่งแล ้วจ ึงต ่อข ้องออ ันด ังกล ่าวเข ้าก ับท ่อแนวด ิ่ง (เม ื่อประกอบเสเจจะม ีล ักษณ ะ 
คล ้ายต ัวอ ักษ ร L นอน) จากท ั้นด ันลายยางให ้ล ืกท ี่ส ุด เท ่าท ี่จะทำได ้ นำท ั้งลองส ่วนมาประกอบในต ู้
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กระจกโดยวางส ่วน ท ี่ห น ึ่ง ไว ้ท ี่ม ุมต ู้และน ำส ่วน ท ี่ลองวางใน แน วท ะแยง โดยให ้ด ้านท ี่ม ีท ่อแนวด ิ่งวาง 
ข้างๆ ส ่วนท ี่หน ึ่ง  ปร ับข ้องอให ้เข ้าหาส ่วนท ี่หน ึ่งแล ้วต ่อลายยางเข ้าก ับ เคร ื่องไห ้อากาศด ังร ูปท ี่ 3 เพื่อ 
ด ึงมวลน ํ้าท ี่อย ู่ในระยะไกลเข ้าส ู่ระบบกรอง ทำใV!มวลน ํ้าในต ู้ทดลองม ีการหม ุนเว ียนและม ีค ุณ ภาพด ี 
อย ู่เลมอโดยหม ันทำความละอาดใยกรองท ุกๆ 2-3 ว ันต ่อครั้ง และลามารถนำกล ับมาใช ้ใหม ่ได ้อ ีก

รูปที่ 3 ระบบกรองท ี่ใช ้ในหน ่วยการทดลอง
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การเตรียมกุ้งเพื่อการทดลอง ดำเน ินการด ังน ี้

1. น ำก ุ้งม า เล ี้ย งใน บ ่อพ ักท ี่ม ีระบ บ กรองต าม ร ูป ท ี่3 เป ็นเวลา 2 วัน
2. ปร ับลภาพ (acclim ate) ความเค ็มของน ี้าท ี่ใช ้เล ี้ยงต ่าง ๆ ก ันเป ็น 3 ระดับ คือที่ 10, 20 และ 30 

ส ่วน'โน'พ ันส่วน (part per thousand; ส ่วนในพ ันส ่วน) โดยค่อย ๆ ปร ับความเค ็มในอ ัตราประมาณ  
5 ส ่วนในพ ันส ่วน  ต่อ 2 ว ัน

3. นำก ุ้งก ุลาดำท ี่ปร ับสภาพความเค ็มแล ้วมาเล ี้ยงในต ู้กระจกขนาด 3 0 X 6 0 X 3 0  ล ูกบาศก ์เซนต ิเมตร 
ซ ึ่งบรรจ ุน ํ้าปรมาตร 30 ล ิตร โดยเล ี้ยง 10 ต ัวต ่อต ู้ เล ี้ยงในระบบกึ่งป ิด (semi-closed circulating 
system ) ท ีประกอบด ้วยระบบกรองช ีวภาพ  (รูปที 3 ) ตลอดระยะเวลาท ี่เล ี้ยงทำการด ูดเอาอาหารท ี่ 
เหลือ อ ุจจาระ รวมท ั้งตะกอนต ่าง ๆ ท ิ้งและถ ่ายน ี้าออกประมาณ  10 เปอร ์เซนต ์ ในช ่วงเวลาก ่อน 
ให ้อาห ารม ื้อส ุดท ้ายของว ัน  จากน ั้นจ ึงเต ิมน ี้าความเค ็ม เด ิมลงในบ ่อเล ี้ยงจนได ้ปร ิมาตรเด ิม  และทำ 
ค วาม ละอ าด ใยกรองด ้วยน ี้าสะอาด แล ้วใส ่ค ืน ท ่อกรอง เล ี้ยงก ุ้งให ้อย ู่ในระด ับความเค ็มท ี่กำหนด 
เป ็นเวลา 1 เด ือน ก ่อนเร ิมทำการว ิจ ัย  เพ ื่อให ้ลารตกค ้างต ่าง  ๆ ท ี่อาจม ีอย ู่ในต ัวก ุ้งลลายต ัวไปและ 
เพ ื่อให ้ก ุ้งสามารถปร ้ปต ัวให ้อย ู่ในระด ับความเค ็มท ี่กำหนดไว ้ได ้ด ี

4. การให ้อาหารให ้อาหารสำเร ็จธรรมดาว ันละ 4 ครัง ค ือท ี่เวลา 08:00, 12:00, 16:00 และ 20:00 
นาพ ักา ท ุกว ันในอ ัตรา 5 เปอร ์เชนต ์ของน ี้าหน ักต ัวต ่อว ัน  เล ี้ยงในระบบน ี้เป ็นเวลา 1 เด ือน

5. การตรวจว ัดค ุณ ภาพน ี้า  ตรวจว ัดพาราม ิเตอร ์ต ่างๆ ตามตารางท ี่ 1 ท ุกส ัป ดาห ์ และถ ้าค ุณภาพอยู่ 
ในเกณ ฑ ์ท ี่ไม ่เหมาะลมสำหร ับก ุ้งก ุลาดำ จะทำการปร ับปร ูงค ุณ ภาพน ี้าให ้อย ู่ในเกณ ฑ ์ท ี่เหมาะลม 
เหม ือน ๆ ก ันท ุกหน ่วยการทดลอง
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ตารางที่ 1 พาราม ิเตอร ์ต ่าง ๆ ท ี่ใช ้ต รวจ1วัดค ุณภาพนํ้า
พ าราม ิเตอร ์ เครื่องมือที่'ไข้'ทดสอบ

ปร ิมาณ ออกซ ิเจนท ี่ละลายใน เครือง YSI model 57
นี้า (DO) 
อ ุณ หภ ูม ิ และ เคร ื่องว ัดความเป ็น กรด-ด ่าง (Handheld/pH/mV/lon
ความเป ็นกรด-ด ่าง meter; รุ่น A c c u m e tl003 series, Fisher Scientific, USA)
ความเค ็ม เคร ืองว ัดความเค ็ม (Hand refractometer; S/M ill ATAGO

แอมโมเน ีย
Co., Ltd, Japan)
ว ิเคราะห ์โดยว ิธ ีของ Strickland and Parsons (1972)

ไน ไตรท ์
ตามภาคผนวก ก
Nitrite-Test Kit ของบริษ ัท Merck ประเทศเยอรม ัน

อลคาไลนต Alkalin ity-Test kit ของบริษ ัท Merck ประเทศเยอรม ัน

การเตรียมอาหารสำเร็จรูปผสม,ออกชีเททราชัยคลินปริมาณต่าง ๆ

อาหารท ี่ใซ ้เล ี้ยงก ุ้งตลอดการทดลองเป ็นอาหารสำเร ็จร ูปชน ิด เม ็ดจมน ํ้า เบอร ์ 4ร ยี่ห ้อ NASA 
ซ ึ่งผล ิต โดยบร ิษ ัทธ ุรก ิจอาหารส ัตว ์น ํ้าจำก ัด  ม ีค ุณ ค ่าทางอาหารตามท ี่ระบ ุไว ้ด ังน ี้ โปรต ีน'เม ่ต ํ่ากว ่า 36 
เปอร ์เซน ต ์ ไขม ันไม ่ต ํ่ากว ่า 3 เปอร ์เขนด ั ความช ื้นไม ่มากกว่า 12 เปอร ์เขนต ์ และกากไม ่มากกว่า 3 
เปอร ์เซนต ์

อ อ ก ช ี เท ท ร า ช ัย ค ล ิ น ท ี่ใ ช ้ผ ส ม อ า ห า ร อ ย ู่ใน ร ูป ข อ ง อ อ ก 1ช ีเท ท ร า ช ัย ค ล ิน ไฮ โด ร ค ล อ ไร ด ์ 
(oxytetracycline hydrochloride) ม ีความบรืล ุทธ 100 เปอร ์เซนต ์ (BP grade) ม ีซ ื่อทางการค ้าว ่า 
ออกช ีเอ (O xy-A) ซ ึ่งนำเข ้าและแบ ่งบรรจ ุโดยบร ิษ ัทแดปอ ิน เตอร ์ จำกัด เป ็นยาปฏ ิช ีวนะท ี่ม ีล ักษณ ะ 
เป ็นผล ึกล ีเหล ืองละลายน ํ้า 'ได ้ด ี

ส ่วนออกช ีเททราช ัยคล ินท ี่ใซ ้เตร ียมสารละลายมาตรฐานอย ู่ในร ูปของออกช ีเททรา 
ช ัยคด ิน ไฮโดรคลอไรด ์ จากบร ิษ ัทซ ิกมาเคม ิคอล จำกัด
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เตร ียมอาหารผลมออกซ ีเททราช ัยคล ินปร ิมาณ ต ่าง ๆ ก ัน 4 ระด ับค ือท ี่ 0 (ช ุดควบค ุม) 1, 5 
และ 10 กรัมตอ'นานน ักอาหาร 1 ก ิโลกร ัม โดยช ังออกซ ีเททราช ัยคล ินให ้ได ้น ํ้าหน ัก 1, 5 และ 10 กรัม 
ส ่วน อาห ารช ุดควบ ค ุม ไม ่ผลมออกซ ีเท ท ราช ัยคล ิน แต ่ม ีข ั้น ตอน การเตร ียม เห ม ือน ก ับ อาห ารช ุดท ี่ผลม  
ออกซ ีเททราช ัยคล ินท ุกประการ นำออกซ ีเททราช ัยคล ินท ี่ช ั่งแล ้วมาผลมน ํ้ากล ั่น  (ultrapure water) 
ปร ิมาตร 60 ม ิลล ิล ิตร จนออก1ซ ีเททรา1ช ัยคล ินละลายหมด นำไปคล ุกก ับอาหาร 1 ก ิโลกรัม ให ้กระจาย 
สม ํ่า เสมอและเข ้าก ันด ี จากน ั้นจ ึงใช ้ไข ่ขาวด ิบของไข ่ไก ่ปร ิมาตร 60 ม ิลล ิล ิตร (6เปอร์เขนต ์ของอาหาร) 
คล ุกก ับอาหารอ ีกคร ั้ง เพ ื่อ เคล ือบอาหารท ี่ผสมออกซ ีเททราช ัยคล ินไม ่ให ้ออกซ ีเททราช ัยคล ินละลายน ํ้า  
ออกไปโดยง ่าย เม ื่อให ้ก ุ้งก ิน  สำหร ับช ุดควบค ุมใช ้เพ ียงน ํ้ากล ั่น  60 ม ิลล ิล ิตร คล ุกก ับอาหารและเคล ือบ 
ด ้วยไข ่ขาวปร ิมาตรเท ่า ๆ ก ับช ุดอ ีน  ๆ จากน ั้นนำอาหารน ี้ไปทำให ้แห ้งใน Freeze dryer เป ็นเวลา 2 
ช ั่วโมง จ ึงนำออกมาเก ็บไว ้ในภาชนะล ีท ึบและเก ็บร ักษาไว ้ในต ู้เย ็นท ี่อ ุณ หภ ูม ิ -20 องศาเซลเซ ียส จน 
กว ่าจะนำออกมาใช ้

ศ ึก ษ า ผ ล ข อ ง อ อ ก ช ึเ ท ท ร า ช ัย ค ล ิน แ ล ะ ค ว า ม เ ค ็ม ต ่อ ก า ร ข ับ ถ ่า ย แ อ ม โ ม เ น ีย

เล ี้ยงก ุ้งท ี่แต ่ละระด ับความเค ็ม  (10, 20 และ 30 ส ่วนในฟ ันส ่วน) ด ้วยอาหารสำเร็จรูปที่นำ 
มาผลมออกซ ีเททราช ัยคล ินในอ ัตราต ่าง ๆ ก ัน 4 ระดับ คือ 0, 1, 5 และ 10 กรัม ต ่ออาหาร 1 ก ิโลกรัม 
จ ึ่ง เคล ือบด ้วยไข ่ขาวของไข ่ไก ่ โดยให ้อาหารตามเวลาและอ ัตรา 5 เปอร์เซนต ์ของน ํ้าหน ักต ัวต ่อก ัน และ 
ให ้อาห ารท ี่ผลมออกซ ีเททราช ัยคล ิน เพ ียง 14 กัน ต ่อเน ื่องก ัน หล ังจากน ั้นจะให ้อาหารสำเร ็จร ูปธรรม 
ด าจ ึ่ง ไม ่ได ้ผ ล ม อ อ ก ซ ีเท ท ราช ัย ค ล ิน  แต่ละชุดการทดลองทำ 3 ขํ้า และม ีการตรวจก ัดค ุณ ภาพน ี้า 
ล ัปดาห ์ละคร ั้งตามปกต ิ

ก า ร ก ัด แ อ ม โ ม เ น ีย ท ี่ก ุ้ง ข ับ ถ ่า ย

ก ัด แ อ ม โม เน ีย ท ี่ก ุ้งข ับ ถ ่าย อ อ ก ม าต ล อ ด ช ่วงระย ะ เวล าท ี่เล ี้ย งด ้วย อ าห ารผ ล ม อ อ ก ซ ีเท ท รา  
ช ัยคล ิน  โดยเก ็บต ัวอย ่างก ุ้งท ุก  72 ช ั่วโมง (เร ิ่มต ้นน ับหล ังจากเร ิ่มให ้อาหารผสมออกซ ีเททราช ัยคล ิน) 
ล ุ่มต ัวอย ่างก ุ้งหน ่วยการทดลองละ 1 ตัว หล ังจากท ี่ให ้อาหารแล ้วเป ็นเวลา 2 ช ั่วโมง ใส ่ลงในขวดร ูป 
ชมพ ู่ (E rlenm eyer flask) ขนาด 500 ม ิลล ิล ิตร ท ี่บรรจ ุน ํ้า 200 ม ิลล ิล ิตร และเตร ียมน ํ้าท ี่แต ่ละความ 
เค ็ม ใส ่ลงในขวดเป ็นปร ิมาตร 200 ม ิลล ิล ิตร ความเค ็มดะ 3 ขวด โดยไม ่ต ้องใส ่ต ัวอย ่างก ุ้งลงไปเพ ื่อทำ 
เป ็นแบลงค ์ ป ิดด ้วยฟอยล ์เพ ื่อลดการปนเป ีอนของแอมโมเน ียจากบรรยากาศ แล ้วปล ่อยให ้ก ุ้งอย ู่อย ่าง
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ปกต ิเป ็น เวลา 2 ช ัวโมง หล ังจากน ั้นว ิเคราะห ์แอมโมเน ียท ี่เก ิดข ึ้นตามว ิธ ีของ Strickland and Parsons 
(1972) โดยป ิเปต'นาต ัวอย ่าง 5 ม ิลล ิล ิตร ใส ่ในหลอดทดลอง (vial) เจ ือจางด ้วยน ํ้ากล ั่น  de-ionized 
ให ้ได ้ปร ิมาตร 10 ม ิลล ิล ิตร แล ้วเต ิมสารละลาย phenol 0.4 ม ิลล ิล ิตร (การเตร ียมสารเคม ีแสดงไว ้ใน 
ภาคผนวก ก) โด ย ใช ้ไม โค รป ิฝ ต  (m icropipette) เขย ่าให ้เข ้าก ันแล ้วเต ิม sodium nitroprusside 0.4 
ม ิลล ิล ิตร เขย ่าให ้เข ้าก ันแล ้วเต ิม  oxidizing solution 1 ม ิลล ิล ิตร เขย ่าให ้เข ้าก ัน ป ิดฝาหลอด ห ่อห ุ้มไว ้ 
ด ้วยอล ูม ิเน ียมฟ อยล ์เน ื่อ งจากป ฏ ิก ิร ิยาเก ิด ได ้ด ีในท ี่ม ีด  วางท ิ้งไว ้ท ี่อ ุณ หภ ูม ิห ้อง (20 - 27 องศา 
เซลเซ ียส) เป ็นเวลา 24 ช ั่วโมง จากน ั้นนำน ั้าต ัวอย ่างไปว ัดค ่าการด ูดกล ืนแสงด ้วยเคร ื่องลเปกโตรโฟ 
โต ม ิเต อร ์ (spectrophotom eter) ท ี่ความยาวคล ื่น  640 นาโนเมตร โดยใช ้เชลล ์ (cell) ขนาด 10 
เซน ต ิเม ต ร ค ่าท ี่บ ันท ึกได ้ต ้องลบออกด ้วยค ่าแบลงค ์ (blank) ซ ึ่งใช ้นำกล ั่น  de-ionized แทนนำ 
ต ัว อ ย ่า งแ ล ้ว ท ำ ต า ม ข ั้น ต อ น ข ้า งต ้น  นำค ่าการด ูดกล ืนแลงท ี่ได ้น ี้ไป เท ึยบก ับกราฟมาตรฐานระหว ่าง 
ความเข ้มข ้นสารละลายมาตรฐานแอมโมเน ียก ับค ่าการด ูดกล ืนแลงเพ ื่อหาความเข ้มข ้นของแอมโมเน ีย  
ในน ั้าต ัวอย ่าง

นำข ้อม ูลท ี่ได ้มาว ิเคราะห ์ความแปรปรวนของการข ับถ ่ายแอมโมเน ียของก ุ้งก ุลาดำท ี่ได ้ร ับ  
ออกซ ีเททราช ัยคล ินปร ิมาณ ต ่าง ๆ ท ี่ระต ับความเค ่มต ่าง ๆ กัน โดยใช ้โปรแกรมสำเร ็จร ูป  SAS(1985)

ก า ร ศ ึก ษ า ผ ล ของอ,อ ก ซ ีเท ท ร า ช ัย ค ส ิน แ ล ะ ค ว า ม เ ค ็ม ต่อก า ร ต ก ค้างใ น เ น ี้,อ กุ้งก ุล า ด ำ ค ว า ม เ ค ็ม

เก ิบ ต ัวอย ่างก ุ้งท ิ้งในระห ว ่างท ี่ให ้อาหารผสมออกซ ีเททราช ัยคล ินและหล ังจากหย ุดให ้ออกซ ี- 
เททราช ัยคล ินแล ้วให ้อาหารธรรมดาเพ ื่อศ ึกษ าระยะเวลาท ี่ออกซ ีเททราช ัยคล ินจะตกค ้างอย ู่ใน เน ือก ุ้ง  
ส ุ่มต ัวอย ่างก ุ้งหน ่วยการทดลองดะ 1 ต ัวต ่อครัง โดยเก ็บต ัวอย ่างตามเวลาต ังน ี 

คร ั้งท ี่ 1 หล ังจากให ้อาหารผสมออกซ ีเททราช ัยคล ิน เป ็น เวลา 1 ว ัน 
ครั้งท ี่ 2 หล ังจากให ้อาหารผสมออกซ ีเททราช ัยคล ิน เป ็น เวลา 7 ว ัน 
ครั้งท ี่ 3 หล ังจากให ้อาหารผสมออกซ ีเททราช ัยคล ิน เป ็น เวลา 14 ว ัน 
ครั้งท ี่ 4 หล ังจากหย ุดให ้อาหารผสมออกซ ีเททราช ัยคล ินแล ้วให ้อาหารธรรมดาซ ึ่งไม ่ได ้ผสม 

ออก'ซ ีเททรา1ช ัยคล ิน เป ็น เวลา 2 ว ัน (ระยะเวลาการเล ี้ยง 1 6 วัน)
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ก า ร ว ิเ ค ร า ะ ห ์ป ร ิม า ณ อ อ ก ซ ีเ ท ท ร า ช ัย ค ล ิน ใ น เ น ี้อ ก ุ้ง

การว ิเคราะห ์!]ร ิมาณ ออกช ีเททราช ัยคล ินในเน ื้อก ุ้งโดยเทคน ิค  High Performance Liquid 
C hrom atography (HPLC) ทำโดยสก ัดสารออกช ีเททราช ัยคล ินออกจากเน ื้อ เย ื่อด ้วยสารละลาย 0.1 
M EDTA Mcllvaine, pH 4.0 แล ้วนำสารละลายท ี่ได ้มาทำให ้บริล ุทธ ิ,ข ึ้น  (sample clean-up) ด้วย 
Sep-Pak 0 1 8  cartridge จากน ั้นฉ ีดล ู่ระบบ HPLC ที่ม ี Nova Pak C18 column และ 17% 
acetronitrile + 83% (0.01 M oxalic acid + 0.1% (v/v)triethylam ine, pH 4.5) เป็น mobile phase 
และต ิดตามปร ิมาณ โดยการว ัดการด ูดกล ืนแลงท ี่ความยาวคล ื่น  355 นาโนเมตร

การเต ร ีย ม ต ิวิอย่างกุ้งเพื่อน่ามาวิเคราะห์ ทำตามข ั้นตอนด ังน ื้

1. นำก ุ้งมาแกะเปล ือกและเด ็ดห ัวออก แล ้วนำไปบ ันให ้ละเอ ียด
2. ช ังเน ื้อก ุ้งท ี่บ ันแล ้ว 5 กรัม ใส ่ลงในบ ีก เกอร ์ (beaker) ขนาด 100 ม ิลล ิล ิตร แล ้วโฮโมจีไนส ํ’ 

(hom ogenize) ด ้วยสารละลาย 0.1 M Na2EDTA-Mcllvaine, pH 4.0 (การเตร ียมสารเคม ี 
แสดงไว ้ในภาคผนวก ข) ปร ิมาตร 50 ม ิลล ิล ิตร ท ี่ความเร ็ว 8000 รอบต่อนาท ี เป ็นเวลา 2 นาท ี

3. น ำข อ งเห ล วท ี่ได ้ม า เซน ต ร ิฟ ิวจ ์(centrifuge) ท ี่ความเร ็ว 5000 รอบต ่อนาท ี เป ็นเวลา 15 นาที
4. ก ่า ย ส า ร ล ะ ล า ย ส ่ว น ใส  (su p e rn a ta n t) ลงในหลอดฉ ีดยา (syringe) ท ีต ่อ อ ย ู่ก ับ  Sep-Pak 

C18 ท ี่ผ ่า น ก า รก ระ ต ุ้น  (activated) แล้ว (การกระต ุ้น  Sep-Pak C18 ท ำโด ย ผ ่าน  methanol 
20 ม ิล ล ิล ิต ร  ลงใน  S ep -Pak C18 แล ้วต าม ด ้วย น ำก ล ัน  (ultrapure water) อีก 20 ม ิลล ิล ิตร ) 
กดให ้สารละลายไหลผ ่าน  Sep-Pak C18 ด ้วยความเร ็วประมาณ  2 ม ิลล ิล ิตรต ่อนาท ี

5. ล ้าง Sep -Pak C18 ด ้วย น ํ้ากล ั่น  10 ม ิลล ิล ิตร โดยการอ ัดน ํ้า'ใน syringe ให ้ไหลผ ่าน Sep-Pak 
C18

6. ใช ้หลอดฉ ีดยาด ูดอากาศปร ิมาตร 2 ม ิลล ิล ิตร แล ้วอ ัดผ ่าน Sep-Pek C18
7. จ ะอ อ ก ช ี เท ท รา ช ัย ค ล ิน อ อ ก จ า ก  S ep -P ak  C18 ด ้วยสารละลาย  m ethanol : (0.01 M 

oxa lic  acid + 0.1 % TEA, pH 4.5); (7:3) 5 ม ีลล ิล ิต ร แล ้วอ ัดอากาศผ ่าน Sep-Pak C18 
เก ็บสารละลายท ี่ออกมาให ้ได ้ปร ิมาตร 5 ม ิลล ิล ิตร เขย ่าผสมให ้เป ็น เน ือ เด ียวก ัน

8. ฉ ีดล ู่ระบบ HPLC 1 0 0 ไมโครล ิตร
โดยเตร ียมระบบ HPLC ด ังน ี้
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Column Nova-Pak C18, 3.9 X  300 ม ิลล ิเมตร
Mobile phase : 17% acetronitrile, 83% 0.01 M oxalic acid

+ 0.1%TEA,pH 4.5
Flow rate 1.0 ม ิลส ิล ิตรต ่อนาท ี
Detection : 355 นาโนเมตร
Injection volume : 1 0 0 ไมโครล ิตร

เครือง HPLC ท ี่ใช ้ในการว ิเคราะห ์ปร ิมาณ ออกซ ีเททราช ัยคล ินคร ั้งน ี้เป ็น เคร ื่องรhimadzu 
รุ่น LC-3A มี Integrator ของ Shim adzu รุ่น C-R1A ส่วน u v  Detecter เป ็นของ LCD ร ุ่น 4100

ในการว ิเคราะห ์ปร ิมาณ ออกช ีเททราช ัยคล ินในเน ี้อก ุ้งโดยใช ้เทคน ิค  HPLC จะฉ ีดลารละดาย 
มาตรฐานออกช ีเททราช ัยคล ินก ่อนเพ ื่อนำมาทำกราฟมาตรฐานระหว ่างพ ื้นท ี่ใต ้กราฟ  (area) ของ
โครมาโตแกรม (chrom atogram ) ช ีงได ้จาก Integrator ก ับความเข ้มข ้นของลารละลายมาตรฐาน
ออกช ีเททราช ัยคล ิน  จากน ั้น เม ื่อฉ ีดต ัวอย ่างนำค ่าพ ื้นท ี่ใต ้กราฟท ี่ได ้ไป เท ียบก ับกราฟมาตรฐานเพ ื่อหา 
ป ร ิมาณ ออกช ีเททราช ัยคล ินในต ัวอย ่างก ุ้ง

นำข ้อม ูลท ี่ได ้ม าว ิเคราะห ์ความแป รป รวน ของป ร ิม าณ ออกช ีเท ท ราช ัยคส ิน ตกค ้างใน เน ี้อก ุ้งท ี่ 
ได ้ร ับ อ อ ก ซ ีเท ท รา ช ัย ค ส ิน ป ร ิม า ณ ต า งๆ  ท ี่ระด ับ ค วาม เค ็ม ต ่างๆ  ก ัน  โด ย ใช ้โป รแ ก รม ล ำ แ จรูป
SAS(1985)
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