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นิพนธ์ต้นฉบับ

การปรับปรุงวิธีการและตรวจสอบความถูกต้องการวิเคราะห์สารหนูและปรอท
เฉลิม จันทร์สม, วนิดา จันทร์สม

บทคัดย่อ

บทน�ำ:	 สารหนแูละปรอทเป็นโลหะหนกัทีป่นเป้ือนในดนิและน�า้ การเพาะปลกูพชืในหรอืใกล้กบัแหล่งทีป่นเป้ือนสามารถ

ดดูซมึและสะสมโลหะเหล่านีแ้ล้วก่อให้เกดิความเสีย่งต่อมนษุย์ งานวจิยันีม้วีตัถปุระสงค์เพือ่พฒันาและตรวจสอบ

วิธีการวิเคราะห์ของสารหนูและปรอท ในอาหาร สมุนไพรและเครื่องส�าอาง โดยใช้เครื่องมือที่มีอยู่

วิธีกำรศึกษำ:	 ตรวจสอบวิธีการวิเคราะห์สารหนูด้วยวิธีกราไฟต์เฟอร์แนซอะตอมมิกแอบซอร์พชันสเปกโทรมิเตอร์ และการ

วิเคราะห์ปรอทด้วยวิธีโคลด์เวเปอร์อะตอมมิกแอบซอร์พชันสเปกโทรมิเตอร์ ตัวอย่างที่น�ามาทดสอบคือ น�้าดื่ม 

ข้าวกล้อง ขิง และตัวอย่างครีมทาหน้า ตรวจสอบความถูกต้องตามแนวทางของ International Committee 

on Harmonization 

ผลกำรศึกษำ:	 พบว่ามีช่วงของการวิเคราะห์สารหนูและปรอทเท่ากับ 2.5 - 75 ไมโครกรัมต่อลิตร และ 0.25 - 5.0 ไมโครกรัม

ต่อลิตรตามล�าดับ โดยมีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์มากกว่า 0.995 พบว่าค่าขีดจ�ากัดของการตรวจพบ เท่ากับ 

0.978 ไมโครกรัมต่อลิตร และ 0.068 ไมโครกรัมต่อลิตร ส�าหรับการวิเคราะห์สารหนูและปรอท ตามล�าดับ ใน

ขณะที่ค่าขีดจ�ากัดของการวัดปริมาณ เท่ากับ 3.26 ไมโครกรัมต่อลิตร และ 0.23 ไมโครกรัมต่อลิตร ส�าหรับการ

วเิคราะห์สารหนแูละปรอทตามล�าดบั ค่าร้อยละของการคืนกลับเฉล่ียอยูใ่นช่วง 80 - 110 ในขณะทีส่่วนเบีย่งเบน 

มาตรฐานความสัมพัทธ์มีค่ามากกว่า 7 ส�าหรับการวิเคราะห์สารหนูและน้อยกว่า 11 ส�าหรับปรอท ผลการ

วเิคราะห์ปรอทของตวัอย่างทัง้หมดด้วยวธิวีเิคราะห์ทีพ่ฒันาขึน้สอดคล้องกบัการวเิคราะห์ด้วยเครือ่ง Inductively 

coupled plasma mass spectrometer 

วิจำรณ์:	 วิธีวิเคราะห์สารหนูท่ีพัฒนาข้ึนนี้ไม่เหมาะส�าหรับการวิเคราะห์ปริมาณของสารหนูที่มีน้อยมากๆ (น้อยกว่า 20 

ไมโครกรัมต่อลิตร) ในตัวอย่าง ซ่ึงต้องมีการปรับปรุงเพิ่มเติม ส่วนวิธีวิเคราะห์ปรอทที่พัฒนาขึ้นน้ีสามารถน�า 

ไปใช้ในการวิเคราะห์การปนเปื้อนในอาหาร สมุนไพรและเครื่องส�าอางได้

ค�ำส�ำคัญ:  สารหนู, ปรอท, อะตอมมิกแอบซอร์พชันสเปกโทรมิเตอร์
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บทน�ำ
ตามธรรมชาติสามารถพบสารหนูได้ในน�้าทะเล  

ซ่ึงสัตว์และพืชทะเลจะมีปริมาณสารหนูประมาณ 0.5 - 50 

มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (ppm) ส�าหรับในแหล่งน�้าจืดพบว่ามี

ปริมาณสารหนูในปลาน�้าจืดต�่ากว่า 10 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 

ซึ่งน้อยกว่าในปลาทะเล ปริมาณสารหนูในพืชน้ันขึ้นกับพื้นที่

เพาะปลูก ถ้าหากปลูกใกล้แหล่งอุตสาหกรรมหรือในพื้นดินที่

มีปริมาณสารหนูสูง พืชดังกล่าวก็จะดูดซึมสารหนูได้มาก โดย

เฉพาะอย่างยิ่งในข้าว1 ปรอทเป็นโลหะหนักท่ีสามารถตกค้าง

ในแหล่งน�้าตามธรรมชาติและในอาหาร เช่น ปลา โดยเฉพาะ

ปลาที่มีขนาดใหญ่ หอย เนื้อสัตว์ ผักและสมุนไพร เป็นต้น2 - 4 

อีกทั้งยังพบว่ามีการผสมปรอทในเครื่องส�าอางท่ีท�าให้ผิวขาว 

อีกด้วย ปรอทมีความเป็นพิษสูง หากร่างกายได้รับเพียง 

เลก็น้อยกอ็าจเกดิพษิทีร่นุแรงได้5 - 9 องค์การอนามยัโลก (World 

Health Organization, WHO) และต�ารามาตรฐานยาสมนุไพร

ไทย (Thai Herbal Pharmacopoeia, THP) ก�าหนดมาตรฐาน

อนุญาตให้วัตถุดิบสมุนไพรมีการปนเปื้อนของตะก่ัวได้ไม่เกิน  

10 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม แคดเมียมไม่เกิน 0.3 มิลลิกรัม 

ต่อกิโลกรัม สารหนูไม่เกิน 4 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และปรอท 

ไม่เกิน 0.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม10 - 13 

ปัจจบุนัคณะแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัธรรมศาสตร์ 

สามารถให้บริการตรวจวิเคราะห์โลหะหนักดังกล่าวได้ทั้งหมด 

โดย ตะกั่ว แคดเมียมและสารหนู ถูกตรวจวิเคราะห์ด้วย

วิธี graphite furnace atomic absorption spectro-

photometry (GFAAS) และปรอทถูกตรวจวิเคราะห์ด้วย

วิธี cold vapor atomic absorption spectropho-

tometry (CVAAS) ซึ่งเป็นเครื่องมือและวิธีการที่พัฒนา 

ขึ้นเอง (in-house method) ท้ังน้ีการวิเคราะห์ตะกั่ว

และแคดเมียมสามารถตรวจวิเคราะห์ท่ีปริมาณต�่าๆ ได้ด ี

แต่การวเิคราะห์สารหนดู้วยวธิ ีGFAAS พบว่า base line ไม่นิง่ 

การวเิคราะห์ทีป่รมิาณต�า่ๆ ได้ไม่ด ีและมค่ีาเบีย่งเบนมาตรฐานสูง 

จากการวเิคราะห์ตวัอย่าง ส่วนการวเิคราะห์ปรอทด้วยวธิ ีCVAAS 

ทีพ่ฒันาขึน้เอง ยงัวเิคราะห์ทีป่รมิาณต�า่ๆ ได้ไม่ค่อยดี โดยความ

เข้มข้นทีต่�า่ทีส่ดุทีส่ามารถวเิคราะห์ได้เท่ากบั 0.067 ไมโครกรมั

ต่อลติร14 ซึง่สงูกว่าเครือ่งมาตรฐานทัว่ไป การวดัปรมิาณปรอท

แต่ละครัง้ต้องใช้ปรมิาณสารตวัอย่างจ�านวนมาก และมปัีญหาที่ 

base line signal ไม่นิง่กรณวีเิคราะห์พร้อมกนัหลายๆ ตวัอย่าง

ดังน้ันผู ้วิจัยจึงมีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาวิธีการ

วิเคราะห์สารหนูด้วยวิธี GFAAS ให้สามารถวิเคราะห์ที่ปริมาณ

ต�า่ๆ ได้ด ีและมค่ีาเบีย่งเบนมาตรฐานจากการวเิคราะห์ตวัอย่าง

อยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ โดยใช้สภาวะ การทดสอบของบริษัท 

ผู้ผลิตเครื่องมือเป็นแนวทางและตรวจสอบความถูกต้องของ 

วิธีวิเคราะห์ (method validation) ตามแนวทางของ  

ICH-Q215, AOAC16 และ สุภาณี ดวงธีรปรีชาและคณะ17 

และพัฒนาวิธีการวิเคราะห์ปรอทด้วยวิธี CVAAS ให้สามารถ

วเิคราะห์ทีป่รมิาณต�า่ๆ ได้ดขีึน้ ลดปรมิาณสารตวัอย่างทีใ่ช้และ

แก้ปัญหา base line signal จากการวเิคราะห์พร้อมกนัหลายๆ 

ตัวอย่าง พร้อมตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์อีกครั้ง 

เพือ่ส่งเสรมินโยบายการสร้างรายได้จากการให้บรกิารวเิคราะห์

และสร้างความเชือ่มัน่ให้กบัผูร้บับรกิาร รวมไปถงึใช้ในการเรยีน

การสอนของนักศึกษาอีกด้วย

วิธีกำรศึกษำ
1.	 กำรปรับหำสภำวะที่เหมำะสมของเครื่องอะตอมมิก
แอบซอร์พชนัสเปกโทรมเิตอร์ยีห้่อ	Hitachi	รุน่	Z-8200	
Polarized	Zeeman

1.1		วิธีกำรปรับหำสภำวะที่เหมำะสมของเครื่อง	

GFAAS	 ส�ำหรับกำรวิเครำะห์สำรหนู	 (As)	 เช่น การเติม  

matrix modifier (NiNO
3
, Merck) ตามค�าแนะน�าของบริษัท 

ผู ้ผลิตเครื่องมือ และการปรับตั้ งค ่าโปรแกรมอุณหภูมิ  

(temperature program) ของเครื่อง GFAAS ในขั้นตอนการ 

drying และ ashing ของ furnace จาก 1000 oC เป็น 1200 oC 

และการปรบัค่า PMT voltage, slit width และ lamp current 

แล้วท�า sensitivity check ให้ได้สญัญาณพกีทีส่มมาตร มพีืน้ที่

ใต้พกีสงูสดุและได้ค่า absorbance อยูใ่นช่วง 100 ± 20% ของ

ค่าที่ผู้ผลิตเครื่องมือก�าหนดไว้ 

1.2		วิธีกำรปรับหำสภำวะที่เหมำะสมของเครื่อง	

CVAAS	 ส�ำหรับกำรวิเครำะห์ปรอท	 (Hg) เช่น การปรับลด

ขนาดของ absorption cell ทีม่ ีdiameter ขนาด 10 มลิลเิมตร  

แทนอันเดิมโดย หน้าต ่างทั้ง 2 ด ้าน ท�าด ้วย quartz  

(diameter เท่ากับ 10 มิลลิเมตร) มีท่อส�าหรับสวมสายยาง 

เพือ่ให้อากาศเข้า-ออก (diameter ขนาด 5 มลิลเิมตร) ตามแบบ 

ของ absorption cell ในรูปที่ 1
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การลดปริมาณสารตัวอย่างท่ีใช้ โดยลดขนาดของ 

reaction vessel โดยใช้ glass bottle ใสของ Scott Duran 

รูปที่	1 แบบของ absorption cell เดิม (A) แบบของ absorption cell ใหม่ (B)

รูปที่	2 การติดตั้งเครื่อง cold vapor เข้ากับเครื่อง AAS

ขนาด 25 มิลลิลิตร แทนของเดิมที่ใช้ขวดขนาด 50 มิลลิลิตร 

เจาะรูตรงฝาปิดเพื่อต่อสายยางให้อากาศจาก pump เข้าและ

อากาศออกสู่ drying tube ดังรูปที่ 2

A

B
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Drying tube บรรจุ drying agent เพื่อท�าหน้าที่ 

ดดูไอน�า้ไม่ให้เข้าไปเกาะหน้าต่างของ absorption cell ซึง่ยงัใช้

กรดซลัฟรูกิเข้มข้นบรรจใุน glass bottle ใสของ Scott Duran 

ขนาด 50 มิลลลิิตรเหมอืนเดมิ และวธิกีารก�าจดัไอน�้าทีม่าเกาะ

บรเิวณ quartz cell กรณวีเิคราะห์หลายๆ ตวัอย่างพร้อมกนันัน้

ให้พกัช่วงการวเิคราะห์แล้วใช้ silica gel ทีอ่บมาใหม่ๆ บรรจใุน

ขวด Duran ขนาด 50 มิลลิลิตร ต่อแทน drying tube พร้อม

เปิด pump ให้อากาศไหลเวียนและช่วยดูดความชื้นในระบบ

ประมาณ 5 นาที แล้วจึงเริ่มวิเคราะห์ตัวอย่างที่เหลือต่อไป

เนื่องจากมีการปรับขนาดของ reaction vessel จึง

ต้องปรับ air flowrate ใหม่ เพื่อป้องกันไม่ให้ฟองอากาศเกิด

มากเกินไปและไหลเข้าไปในระบบ โดยปรับลด air flowrate 

ให้เหลือเท่ากับ 0.5 ลิตรต่อนาที และต้องการลดปริมาตรของ

อากาศในระบบ จึงใช้ Teflon tubing ขนาด diameter ขนาด 

1/16 นิ้วเชื่อมต่อทุกส่วนในระบบ ส่วน magnetic stirrer ที่

ใช้นั้นยังใช้ magnetic bar ขนาด 16 มิลลิเมตร และเพื่อให้

สารละลายผสมกันได้ดีต้องให้ความเร็วรอบในการปั่นไม่น้อย

กว่า รอบต่อนาทีเหมือนเดิม และการปรับค่า PMT voltage, 

slit width และ lamp current แล้วท�า sensitivity check 

ให้ได้สัญญาณพีกที่สมมาตร มีพื้นที่ใต้พีกสูงสุดและได้ค่า  

absorbance อยูใ่นช่วง 100 ± 20% จงึเหมาะสมทีจ่ะใช้ท�าการ

ตรวจวิเคราะห์

2.	 วิธีกำรเตรียมตัวอย่ำง
ชั่งตัวอย่างที่บดเป็นเนื้อเดียวกัน ประมาณ 0.5 กรัม 

(ตัวอย่างครีมทาหน้าใช้ 0.25 กรัม ส่วนตัวอย่างน�้า ให้ 

ตวงมา 50 มลิลลิติร) ใส่ในบกีเกอร์ขนาด 100 มลิลลิติร เตมิกรด 

ไนตรกิ 50% v/v (Merck) จ�านวน 10 มลิลลิติร ปิดด้วยกระจก

นาฬิกา ท�าการย่อยสลายบนเตาความร้อน (hot plate) นาน  

15 นาท ียกลง ตัง้ทิง้ไว้ให้เยน็ใกล้เคยีงกบัอณุหภมูห้ิอง แล้วเตมิ

กรดไนตริกเข้มข้น 5 มิลลิลิตร ปิดบีกเกอร์ด้วยกระจกนาฬิกา 

ท�าการ ย่อยสลายบน hot plate ต่อนาน 1 ชั่วโมง หรือจน 

ผงสมุนไพรถูกย่อยสลายหมดยกลงตั้งท้ิงไว้ให้เย็น ที่อุณหภูมิ

ห้อง และถ่ายสารละลายตัวอย่างใส่ในขวดปรับปริมาตร ขนาด 

50 มลิลลิติร ปรบัปรมิาตรด้วยน�า้ น�ามากรองผ่านกระดาษกรอง

และถ่ายลงขวดพลาสติก เก็บไว้ในตู้เย็น 4oC โดยวิธีการเตรียม

ตัวอย่างนี้จะใช้ทั้งการวิเคราะห์ปริมาณสารหนูและปรอท

3.		กำรทดสอบควำมถูกต้องของวิธีวิเครำะห์	
	 (Method	Validation)

3.1	กำรทดสอบควำมเป็นเส้นตรงและช่วงของกำร

วิเครำะห	์(Linearity	and	Range)

วิเคราะห์สารละลายมาตรฐานสารหนูความเข้มข้น 

2.5, 5, 10, 25, 50, 75 และ 100 ไมโครกรัมต่อลิตร (ppb) 

ที่เตรียมจากสารหนูมาตรฐาน 1000 ppm (Merck) และ

สารละลายมาตรฐานปรอทความเข้มข้น 0.25, 0.5, 1.0, 2.0, 

2.5, 5.0 และ 10 ppb ที่เตรียมจากปรอทมาตรฐาน 1000 

ppm (Fluka) ตามสภาวะการทดสอบที่ก�าหนดไว้ของแต่ละ

ธาตุ น�าค่า absorbance ของแต่ละความเข้มข้นมาสร้างกราฟ

มาตรฐานของแต่ละธาตุ แสดงสมการความสัมพันธ์ระหว่าง

ความเข้มข้นกับค่า absorbance ค�านวณ ค่าสัมประสิทธิ์ 

สหสัมพันธ์ (correlation coefficient, r) เพื่อศึกษาความเป็น

เส้นตรง ซึ่งควรมีค่าไม่ต�า่กว่า 0.995

3.2	กำรทดสอบควำมแม่น	(Accuracy)

ทดสอบความแม่นของวธิวีเิคราะห์ โดยเตมิสารละลาย

มาตรฐานลงในตัวอย่าง (standard addition method)  

ผ่านกระบวนการเตรียมตัวอย่างตามขั้นตอนดังกล่าวข้างต้น  

ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้าย 3 ระดับ คือสารหนูที่ความเข้มข้น  

10, 30 และ 50 ppb และปรอทที่ความเข้มข้นที่ 1.0, 1.5 

และ 2.5 ppb ระดับละ 3 ซ�้า วิเคราะห์หาปริมาณ ค�านวณ

ค่าร้อยละของการคืนกลับ (% recovery) ของแต่ละระดับ 

ความเข้มข้น หาค่าเฉลี่ยร้อยละของการคืนกลับ (% mean 

recovery) และค่าร้อยละของค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์  

(% relative standard deviation, %RSD) โดยที่ % mean 

recovery ควรอยู่ในช่วง 80 - 110 และค่า %RSD ของสารหนู 

ไม่มากกว่า 7 และส�าหรบัปรอท ไม่มากกว่า 11 (AOAC, 1998)

3.3	กำรทดสอบควำมเที่ยง	(Precision)

การทดสอบความทวนซ�้าได้ (Repeatability) โดย

เติมสารละลายมาตรฐานลงในตัวอย่าง (standard addition 

method) ผ่านกระบวนการเตรียมตัวอย่างตามขั้นตอน 

ดังกล่าวข้างต้น ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายคือสารหนูท่ีความ 

เข้มข้น 20 ppb และปรอททีค่วามเข้มข้น 1.5 ppb เตรยีมความ

เข้มข้นละ 6 ซ�า้ วเิคราะห์หาปรมิาณ ค�านวณค่าเฉลีย่ และ %RSD 

โดย %RSD ส�าหรับสารหนู ไม่มากกว่า 7 และส�าหรับปรอท 

ไม่มากกว่า 11 (AOAC, 1998) และการทดสอบ Intermediate 

precision โดยเตรียมตัวอย่างเช่นเดียวกับการทดสอบ  

repeatability โดยนกัวเิคราะห์ 2 คน ด้วยเครือ่งมอืเดมิ ท�าคนละ  

6 ซ�้า รวมเป็น 12 ซ�้า ค�านวณ %RSD และใช้เกณฑ์พิจารณา

เช่นเดียวกับของการทดสอบ repeatability

3.4	 กำรทดสอบหำขีดจ�ำกัดของกำรตรวจพบ	

(Limit	of	detection,	LOD)	ขีดจ�ำกัดของกำรวัดปริมำณ	

(Limit	of	quantitation,	LOQ)

การทดสอบหาค่า LOD และ LOQ โดยการน�าสาร

มาตรฐานความเข้มข้นต�า่ๆ มาวิเคราะห์หาปริมาณสารหนูหรือ
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ปรอท โดยการท�าซ�้าจ�านวน 10 ครั้ง ค�านวณหาความเข้มข้น

ในตัวอย่างแล้วค�านวณหาค่าเฉลี่ยและส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

(SD) ค�านวณหาค่า LOD (SD x 3) และ LOQ (SD x 10) 

3.5	 กำรวิเครำะห์หำปริมำณสำรหนูและปรอทใน

ตัวอย่ำง

การวิเคราะห์หาปริมาณสารหนู โดยเทสารละลาย

ตัวอย่างที่เตรียมได้ ใส่ใน cup ของ autosampler และ

วิเคราะห์เช่นเดียวกับการวิเคราะห์สารมาตรฐาน น�าค่า peak 

height ที่ record ได้ไปหาปริมาณสารหนูในตัวอย่าง ส่วน 

การวิเคราะห์หาปริมาณปรอท ให้ปิเปตสารละลายตัวอย่าง 

ที่เตรียมได้จากข้างต้น ครั้งละ 25 มิลลิลิตร ใส่ใน reaction 

vessel และวิเคราะห์เช่นเดียวกับการวิเคราะห์สารมาตรฐาน  

น�าค่า peak height ที่ record ได้ไปหาปริมาณปรอท ใน

ตัวอย่าง

4.	 กำรวิเครำะห์หำปริมำณสำรหนูและปรอทใน

ตัวอย่ำงโดยใช้เทคนิค	 Inductively	Coupled	Plasma	–	

Mass	Spectrometry	(ICP-MS)	เพื่อเปรียบเทียบผล

น�าตวัอย่างสมนุไพรขงิ ข้าวกล้อง ครมีทาหน้า และน�า้

ดืม่ อนัเดยีวกนักบัทีใ่ช้ในการทดลองนีไ้ปวเิคราะห์ด้วย ICP-MS 

(Agilent Technologies, 7700 x ICP-MS instrument, UK) 

ค�านวณหาปรมิาณสารหนแูละปรอท ทีม่ใีนสารละลายตัวอย่าง

ในหน่วยนาโนกรัมต่อกรัม (ng/g) 

ผลกำรศึกษำ
1.	 กำรปรับหำสภำวะที่ เหมำะสมของเครื่องมือและ	

	 วิธีวิเครำะห์

1.1	 วิธีกำรปรับหำสภำวะที่เหมำะสมของเคร่ือง	

GFAAS	ส�ำหรับกำรวิเครำะห์สำรหนู	(As)

เมื่อปรับค่า PMT voltage ที่ 1000 V, slit width  

ที่ 1.3 nm และ lamp current ที่ 12 mA พบว่าได้สัญญาณ

พีก (line profile) ที่สมมาตร มี maximum absorption  

ที่ 163.7 nm และค่า intensity มากที่สุด (~110) ดังรูปที่ 3 

จึงเลือกใช้สภาวะนี้ในการทดลองทั้งหมด

รูปที	่3		การทดลองปรับตั้งค่าสภาวะของเครื่อง GFAAS ส�าหรับวิเคราะห์สารหนู
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1.2	วิธีกำรปรับหำสภำวะท่ีเหมำะสมของเครื่อง	

CVAAS	ส�ำหรับกำรวิเครำะห์ปรอท	(Hg)

เมื่อปรับค่า PMT voltage ท่ี 550 V, slit width  

ที่ 1.3 nm และ lamp current ที่ 6.0 mA พบว่าได้สัญญาณ

พีก (line profile) ที่สมมาตร มี maximum absorption  

ที่ 193.7 nm และค่า intensity มากที่สุด (~105) ดังรูปที่ 4 

จึงเลือกใช้สภาวะนี้ในการทดลองทั้งหมด

 

2.	 ผลกำรทดสอบควำมถูกต้องของวิธีวิเครำะห์	 (Method	

Validation)

2.1	ผลกำรทดสอบควำมเป็นเส้นตรงและช่วงของ

กำรวิเครำะห์	(Linearity	and	Range)

จากการปรับปรุงวิธีการวิเคราะห์สารหนูด้วยวิธี 

GFAAS และปรบัปรงุวธิกีารวเิคราะห์ปรอทด้วยวธิ ีCVAAS แล้ว

ทดสอบความถกูต้องของวธิวีเิคราะห์ ได้ผลดงัตารางที ่1 พบว่า 

มีความเป็นเส้นตรงตลอดช่วงของการวิเคราะห์ท่ีความเข้มข้น

ของสารหนแูละปรอท คอื 2.5 - 75 และ 0.25 - 5.0 ไมโครกรมั

ต่อลิตร (ppb) โดยมีค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์ (correlation 

coefficient, r) เท่ากับ 0.9989 และ 0.9987 ตามล�าดับ  

ซึ่งค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ของการวิเคราะห์สารมาตรฐาน

รูปที่	4  การทดลองปรับตั้งค่าสภาวะของเครื่อง CVAAS ส�าหรับวิเคราะห์ปรอท

ทั้งสารหนูและปรอทนั้นอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ คือ มากกว่า 

0.995 พบว่าค่าสมัประสทิธิส์หสมัพนัธ์ของการวเิคราะห์สารหนู

ดีกว่าวิธีเดิม (0.9972) ส่วนปรอทมีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์

ใกล้เคียงกับวิธีเดิม (0.9988) เมื่อเปรียบเทียบการวิเคราะห์

ปรอทที่ปรับปรุงขึ้นนี้กับเครื่องโคลด์เวเพอร์เจเนเรเตอร ์

อย่างง่ายของวราดุลและยงยุทธ18 ที่มีช่วงของการวิเคราะห์

ปรอทเท่ากับ 25 - 125 ppb จะเห็นว่าวิธีที่ปรับปรุงขึ้นนี ้

จะใช้ส�าหรับวัดปรอทในช่วงความเข้มข้นน้อยๆ ได้ดีกว่า แต่

มีช่วงที่แคบกว่า แสดงว่าวิธีที่ปรับปรุงขึ้นจะวัดไม่ได้เมื่อ 

มีปรอทในตัวอย่างความเข้มข้นสูงกว่า 5 ppb ดังนั้นต้อง 

เจือจางตัวอย่างลง
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รูปที	่5 กราฟความสัมพันธ์จากการทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วง (range) ของการวิเคราะห์สารหนูและปรอท

2.2	ผลกำรทดสอบควำมแม่น	(Accuracy)

การทดสอบความแม่นของวิธวีเิคราะห์ส�าหรบัสารหนู

ที่ความเข้มข้น 10 ppb, 30 ppb และ 50 ppb ซึ่งครอบคลุม

ค่ามาตรฐานที่ก�าหนดของสารหนูท่ี 3 ppm (µg/g) ซึ่งความ

เข้มข้นสุดท้ายของสารละลายตัวอย่างเท่ากับ 40 ppb พบว่า 

ค่าเฉลี่ยร้อยละของการคืนกลับ (mean percent recovery,  

%recovery) ของสารหนู 3 ระดับ อยู่ในช่วง 85.29 - 111.70 

มีค่าเฉลี่ยรวมเท่ากับ 93.20 และ ค่าร้อยละของค่าเบี่ยงเบน

มาตรฐานสมัพทัธ์ (% Relative Standard Deviation, %RSD) 

เท่ากับ 9.06 ส่วนปรอทท่ีความเข้มข้น 1.0 ppb, 1.5 ppb 

และ 2.5 ppb ซึ่งครอบคลุมค่ามาตรฐานที่ก�าหนดของปรอท

ที่ 0.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (ppm) ซึ่งความเข้มข้นสุดท้ายของ

สารละลายตัวอย่างจะเท่ากับ 2 ppb ได้ค่าเฉลี่ย % recovery 

ของปรอท 3 ระดับอยู่ในช่วง 83.94 - 106.02 มีค่าเฉลี่ยรวม

เท่ากับ 93.1 และ %RSD เท่ากับ 7.29 ผลค่าเฉลี่ยร้อยละของ

การคืนกลับของการวิเคราะห์สารหนูและปรอทอยู่ในเกณฑ์

ยอมรับได้ คืออยู่ในช่วง 80 - 110 ค่าร้อยละของค่าเบี่ยงเบน 

มาตรฐานสัมพัทธ ์ของปรอทอยู ่ ในเกณฑ์ยอมรับได ้ คือ 

ไม่มากกว่า 11 แต่ค่าร้อยละของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์

ของสารหนูน้ันมากกว่า 716 ทั้งน้ีจะสังเกตพบว่าการทดสอบ

ค่าร้อยละของการคืนกลับของสารหนูที่ความเข้มข้นน้อยๆ 

ค่อนข้างแกว่ง โดยค่าร้อยละของค่าเบีย่งเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ 

(%RSD) เฉลี่ยสูงที่ความเข้มข้น 10 ppb 
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	 Method	Validation	 สำรหนู	(As)	 ปรอท	(Hg)

 1.	 Linearity	and	Range  

  Equation y = 0.0025x + 0.0002 y = 0.0166x + 0.0016

  Correlation coefficient (r) 0.9989 0.9987

  Range 2.5 - 75 ppb 0.25 - 5.0 ppb

 2.	 Accuracy  

  % Recovery 93.20 % 93.10 %

  % RSD 9.06 % 7.29 %

 3.	 Precision  

  3.1  Repeatability  

   % Recovery 93.52 % 87.95 %

   % RSD 6.92 % 9.73 %

  3.2  Intermediate precision  

   % Recovery 88.93 % 86.31 %

   % RSD 8.18 % 10.76 %

 4.	 Limit	of	detection	(LOD) 0.978 ppb 0.068 ppb

 5.	 Limit	of	quantitation	(LOQ) 3.259 ppb 0.228 ppb

ตำรำงที	่1  ผลการทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ (Method Validation)

2.3	ผลกำรทดสอบควำมเที่ยง	(Precision)

การทดสอบความเที่ยงของวิธี ได้ท�าการทดสอบ 

ทีค่วามเข้มข้นทีค่่ามาตรฐานทีก่�าหนดของแต่ละธาต ุคอื สารหนู

ที่ 20 ppb และปรอทที่ 1.5 ppb ค่าร้อยละของการคืนกลับ  

(% recovery) ของสารหนอูยูใ่นช่วง 86.92 - 104.57 มค่ีาเฉล่ีย

รวมเท่ากับ 93.52 และ ค่าร้อยละของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน

สัมพัทธ์ (%RSD) เท่ากับ 6.92 ส�าหรับปรอทได้ค่าร้อยละของ

การคนืกลบั (%recovery) อยูใ่นช่วง 82.33 - 97.99 มค่ีาเฉล่ีย

รวมเท่ากับ 87.95 และค่าร้อยละของค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน

สัมพัทธ์ (%RSD) เท่ากับ 9.73 ผลค่าเฉลี่ยร้อยละของการ 

คนืกลบัของการวเิคราะห์สารหนแูละปรอทอยูใ่นเกณฑ์ยอมรบั

ได้ คอือยูใ่นช่วง 80 - 110 ค่าร้อยละของค่าเบีย่งเบนมาตรฐาน

สัมพัทธ์ของสารหนูและปรอทก็อยู ่ในเกณฑ์ยอมรับได้ คือ 

ไม่มากกว่า 7 และ 11 ตามล�าดับ 

จากผลการทดสอบความเท่ียงจากนักวิเคราะห์  

2 คนของวิธีวิเคราะห์สารหนู พบว่าค่าร้อยละของการ คืนกลับ 

(% recovery) ของอยูใ่นช่วง 78.27 – 104.57 ค่าเฉลีย่ร้อยละ

ของการคืนกลับ เท่ากับ 88.93 และค่าร้อยละของค่าเบี่ยงเบน

มาตรฐานสัมพัทธ์ (%RSD) เท่ากับ 8.18 ส�าหรับการวิเคราะห์ 

ปรอท พบว่าค่าร้อยละของการคืนกลับ (% recovery) 

อยู่ในช่วง 69.07 - 99.60 ค่าเฉลี่ยร้อยละของการคืนกลับ 

เท่ากบั 86.31 และค่าร้อยละของค่าเบีย่งเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ 

(%RSD) เท่ากับ 10.76 ผลค่าเฉลี่ยร้อยละของการคืนกลับของ

การวิเคราะห์สารหนูและปรอทอยู่ในเกณฑ์ยอมรับได้ คืออยู่ 

ในช่วง 80 - 110 และค่าร้อยละของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน

สัมพัทธ์ของปรอทน้ันอยู่ในเกณฑ์ยอมรับได้ คือน้อยกว่า 11 

แต่ค่าร้อยละของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ของสารหนูนั้น

ไม่อยู่ในเกณฑ์ยอมรับได้ คือมากกว่า 7

2.4	 ผลกำรทดสอบหำขีดจ�ำกัดของกำรตรวจพบ	

(Limit	of	detection,	LOD)	ขีดจ�ำกัดของกำรวัดปริมำณ	

(Limit	of	quantitation,	LOQ)

จากการทดสอบการทดสอบหาขีดจ�ากัดของการ 

ตรวจพบ (Limit of detection, LOD) และขีดจ�ากัดของการ

วดัปรมิาณ (Limit of quantitation, LOQ) พบว่า สารหนมูค่ีา 

ขีดจ�ากัดของการตรวจพบ (LOD) เท่ากับ 0.978 ppb และ 

ขดีจ�ากดัของการวดัปรมิาณ (LOQ) เท่ากบั 3.259 ppb เมือ่เปรยีบ

เทยีบขดีจ�ากดัของการตรวจพบ (LOD) การวเิคราะห์สารหนดู้วย

วิธี GFAAS ที่ปรับปรุงขึ้นนี้กับงานวิจัยของสุภาณี และคณะ17 

โดยมขีดีจ�ากดัของการตรวจพบ (LOD) สารหนเูท่ากบั 2.5 ppb  

พบว่าวิธีที่ปรับปรุงขึ้นน้ีมีค่าขีดจ�ากัดของการตรวจพบ (LOD) 
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ดีกว่า แสดงว่าสามารถวัดสารหนูปริมาณน้อยๆ ได้ดีกว่า  

ส่วนปรอทมีค่าขีดจ�ากัดของการตรวจพบ (LOD) เท่ากับ 

0.068 ppb และขีดจ�ากัดของการวัดปริมาณ (LOQ) เท่ากับ 

0.228 ppb เมื่อเปรียบเทียบขีดจ�ากัดของการตรวจพบ (LOD)  

การวิเคราะห์ปรอทด้วยวิธี CVAAS ท่ีปรับปรุงขึ้นนี้กับเครื่อง 

โคลด์เวเพอร์เจเนเรเตอร์อย่างง่ายของ วราดุล และยงยุทธ18  

ที่มีขีดจ�ากัดของการตรวจพบ (LOD) ปรอทเท่ากับ 2.4 ppb 

พบว่าวิธีที่ปรับปรุงขึ้นนี้สามารถวัดปรอทปริมาณน้อยๆ ได้ดี

กว่าเช่นกัน

2.5	ผลกำรวิเครำะห์หำปริมำณสำรหนูและปรอท

ในตัวอย่ำงและกำรเปรียบเทียบผลจำกกำรวิเครำะห์ด้วย	

ICP-MS

การวิเคราะห์ตัวอย่างด้วยวิธีที่ปรับปรุงแล้ว ผล

ปรากฏว่าพบปริมาณสารหนูในตัวอย่างขิงเท่ากับ 125.73 ± 

8.31 นาโนกรัมต่อกรัม (ng/g) แต่ไม่พบปริมาณสารหนูใน

ตวัอย่างครมีทาหน้า น�า้ดืม่และข้าวกล้อง และพบปรมิาณปรอท

ในตัวอย่างครีมทาหน้าเท่ากับ 2,565,069.46 ± 52,173.31 

ng/g แต่ไม่พบปรมิาณปรอทในตวัอย่างขงิ น�า้ดืม่และข้าวกล้อง 

เมื่อท�าการวิเคราะห์หาปริมาณสารหนูและปรอทในตัวอย่าง

เดียวกันด้วยเทคนิค ICP-MS ผลปรากฏว่าพบปริมาณสารหนู

ในตัวอย่างขิงเท่ากับ 111.56 ± 17.04 ng/g ข้าวกล้อง เท่ากับ 

85.88 ± 19.69 ng/g ไม่พบปริมาณสารหนูในตัวอย่างครีมทา

หน้าและน�า้ดืม่ และปรมิาณปรอทในตวัอย่างครมีทาหน้าเท่ากบั 

2,745,379.37 ± 40,997.36 ng/g แต่ไม่พบปริมาณสารหนูใน

ตัวอย่างน�้าดื่ม ข้าวกล้องและขิง ดังตารางที่ 2

 
ตัวอย่ำง

	 ผลกำรวิเครำะห์สำรหนู	(ng/g)	 ผลกำรวิเครำะห์ปรอท	(ng/g)

  วิธีที่ปรับปรุง ICP-MS วิธีที่ปรับปรุง  ICP-MS

ครีมทาหน้า 0.0 0.0 2,565,069.46 ± 52,173.31 2,745,379.37 ± 40,997.36

น�้าดื่ม 0.0 0.0 0.0 0.0

ข้าวกล้อง 0.0 85.88 ± 19.69 0.0 0.0

ขิง 125.73 ± 8.31 111.56 ± 17.04 0.0 0.0

ตำรำงที่	2  เปรียบเทียบผลการวิเคราะห์สารหนูและปรอทในตัวอย่างโดยใช้วิธีการที่พัฒนาขึ้นกับการวิเคราะห์ด้วย ICP-MS

เมื่อเปรียบเทียบผลการวิเคราะห์สารหนูด้วยวิธีที่

พัฒนานี้แล้วกับผลวิเคราะห์ด้วยวิธี ICP-MS พบว่าผลการ

วิเคราะห์ในตัวอย่างขิงให้ผลสอดคล้องกันและได้ใกล้เคียงกัน 

และไม่พบสารหนูในตัวอย่างน�้าดื่มและครีมทาหน้าเหมือนกัน

ทัง้สองวธิ ีแต่ผลการวเิคราะห์ตวัอย่างข้าวกล้องนัน้ให้ผลต่างกนั 

โดยตรวจพบสารหนใูนข้าวกล้องด้วยวธิ ีICP-MS แต่ในตวัอย่าง

เดียวกันนี้เมื่อตรวจด้วยวิธีที่พัฒนาขึ้นกลับไม่พบสารหนู ทั้งนี้

อาจเป็นเพราะว่าปริมาณสารหนูท่ีมีอยู่ในข้าวกล้องนั้นมีน้อย

เกนิไป จนไม่สามารถตรวจพบสารหนดู้วยวธิ ีGFAAS ทีป่รบัปรงุ

ขึ้นนี้ เมื่อสังเกตจากผลการวิเคราะห์สารหนูในข้าวกล้องด้วย

วิธี ICP-MS เท่ากับ 85.88 ng/g และค�านวณหาความเข้มข้น 

สุดท้ายของสารหนูในสารละลายตัวอย่างจะเท่ากับ 0.86 

นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร (ppb) ซึ่งน้อยกว่าขีดจ�ากัดของการ 

ตรวจพบ (LOD = 0.987 ppb) การวิเคราะห์สารหนูด้วยวิธี 

ที่ปรับปรุงนี้ จึงอาจเป็นสาเหตุที่ท�าให้ตรวจไม่พบ

วิจำรณ์
เมือ่เปรยีบเทยีบขดีจ�ากดัของการตรวจพบหรอืความ

เข้มข้นที่ต�่าที่สุดที่สามารถวิเคราะห์ได้ (LOD) เท่ากับ 0.068 

ไมโครกรัมต่อลิตร ของวิธีการวิเคราะห์ปรอทที่พัฒนาปรับปรุง

ขึน้กบัวธิกีารเดมิทีม่ ีLOD เท่ากบั 0.067 ไมโครกรมัต่อลิตร14 นัน้ 

ไม่ต ่างกันทั้งนี้เป็นเพราะการวัดปริมาณปรอทแต่ละครั้ง 

ต้องใช้ปริมาณสารตัวอย่างลดลงจากเดิมครึ่งหนึ่ง ท�าให้ความ 

เข้มข้นของปรอทในระบบลดลงไปด้วย แต่จากผลการทดสอบ

ความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ (Method Validation) นี้

จะเห็นว่ามีความถูกต้องและน่าเชื่อถือ แสดงว่าสามารถ 

น�าวิธีการวิเคราะห์ปรอทนี้ไปใช้ตรวจปริมาณการปนเปื้อนของ

ปรอทในครีมทาหน้า สมุนไพร ข้าวและน�้าดื่มได้ ส่วนวิธีการ

วิเคราะห์สารหนูนั้นยังวิเคราะห์ที่ความเข้มข้นน้อยๆ ได้ไม่ดี  

โดยยังมีค่าร้อยละของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (%RSD) 

เฉลี่ยสูงจากการวิเคราะห์ตัวอย่าง ทั้งนี้จากการการทดสอบ

ความเที่ยงของวิธีวิเคราะห์ ได้ท�าการทดสอบที่ความเข้มข้น 
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ของสารหนูที่  20 ppb ได ้ค ่าร ้อยละของการคืนกลับ  

(% recovery) เฉลีย่เท่ากบั 93.52 และ ค่าร้อยละของค่าเบีย่งเบน 

มาตรฐานสัมพัทธ์ (%RSD) เท่ากับ 6.92 แสดงว่าการวิเคราะห์

สารหนูในตัวอย่างปริมาณมากกว่า 20 ppb ยังพอท�าได้ ซึ่ง

ครอบคลุมค่ามาตรฐานที่ก�าหนดของสารหนูในสมุนไพรที่  

4 ppm (µg/g) ซึ่งความเข้มข้นสุดท้ายของสารละลายตัวอย่าง

จะเท่ากับ 40 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร (ppb) และหากต้อง

วิเคราะห์ตัวอย่างท่ีมีสารหนูปริมาณน้อยกว่าน้ี ก็จ�าเป็นต้องมี

การปรับปรุงและพัฒนาอีก เช่น การเพิ่มปริมาณสารตัวอย่าง

เพื่อเพิ่มความเข้มข้นของสารหนู การเพิ่มจ�านวนซ�้าในการ

วิเคราะห์เพื่อลดค่าร้อยละของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ 

(%RSD) อาจเปลี่ยนวิธีการเตรียมตัวอย่างเป็นแบบ dry ash 

หรือใช้วิธี microwave digestion เพื่อลดสิ่งเจือปน (matrix) 

ที่ท�าให้เกิดการรบกวนการวัดสารหนู เป็นต้น
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Abstract
Development	and	Validation	of	Analytical	Methods	for	Arsenic	and	Mercury	Determination	by	Atomic	

Absorption	Spectrophotometry

Chalerm	Jansom,	Vanida	Jansom
Research Administrative Office, Faculty of Medicine, Thammasat University

Introduction:	 Arsenic (As) and mercury (Hg) are contaminants in soil and water. Crops in or close to contaminated 

sites can uptake and accumulate these metals and then exert potential risk to humans. This 

research aimed to develop and validate the analytical methods for As and Hg. 

Methods:	 The As was determined by graphite furnace atomic absorption spectrophotometry 

(GFAAS), and Hg was determined by an in-house developed cold vapor atomic absorption  

spectrophotometry (CVAAS) method. The bottled water, rice, ginger and whitening cream  

as samples were prepared by wet digestion. Validation was performed according to the  

International Committee on Harmonization (ICH) Guidelines. 

Results:	 The proposed method permitted the determination of As and Hg in the ranges of 2.5 - 75  

micrograms per liter and 0.25 - 5.0 micrograms per liter, respectively, with correlation coefficients 

greater than 0.995. The limits of detection (LOD) were found to be 0.978 micrograms per liter 

and 0.068 micrograms per liter for As and Hg, respectively, while the limits of quantitation 

(LOQ) were found to be 3.26 micrograms per liter and 0.23 micrograms per liter for As and 

Hg, respectively. Mean percentage recoveries were in the range of 80 - 110 while percentage 

relative standard deviations (%RSD) were slightly more than 7 for As and less than 11 for Hg. 

The Hg results of all samples were consistent with analysis by an inductively coupled plasma 

mass spectrometer (ICP-MS). 

Conclusion:	 The As method was not suitable for trace amounts of As in samples (less than 20 micrograms 

per liter) and need more development. The Hg method was successfully applied to the study 

of Hg contamination in food, herbal medicines and cosmetics.
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