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บทที่  1 

บทนํา 

 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

อารเซนิก (Arsenic ; As) หรือ สารหนู เปนธาตทุี่พบไดทั่วไปในธรรมชาติ รวมถึง

ส่ิงมีชีวิตชนิดตางๆ ทั้งบนบกและในทะเล  เปนทีท่ราบกนัดีวาอารเซนกิเปนสารที่มีความเปนพิษสูง 

แตความเปนพิษของมนัจะแตกตางกนัไปในแตละรูปแบบทางเคมี (chemical speciation) ที่พบ   

สารประกอบของอารเซนิกอนินทรีย  ไดแก arsenite และ arsenate มีความเปนพษิสูงและจัดเปน

สารกอมะเร็ง (US-EPA, 2003) ในขณะทีอ่ารเซนิกอนิทรียจะมีความเปนพษินอยกวา โดยเฉพาะ

อยางยิ่งในรูป arsenobetaine  ที่มีความเปนพษิตํ่ามากจนอาจกลาวไดวาเปนรูปแบบที่ไมเปนพิษ

เลย (Francesconi และ Edmonds, 1998)  ทําใหการวิเคราะหปริมาณอารเซนกิรวมไมสามารถ

บงบอกระดับความเปนพษิที่แทจริงของมนัได อยางไรก็ตาม การวิเคราะหปริมาณอารเซนิกกย็ัง

นิยมทํากันในรูปของปริมาณรวม เนื่องจากสะดวกรวดเร็วและมีวธิีการไมยุงยาก แตจากการ

พัฒนาเครื่องมือวิเคราะหทางสเปกโตรมติรี ทําใหขีดจํากัดของการวิเคราะห (detection limit) 

ต่ําลง จนสามารถวิเคราะหสารทีม่ีปริมาณต่ํามากๆได อันเปนประโยชนอยางยิ่งตอการศึกษา

ทางดานรูปแบบทางเคมีในปจจุบัน  

 การวิเคราะหรูปแบบทางเคมีของอารเซนกิมีความจําเปนอยางยิง่ตออุตสาหกรรม

สงออกผลิตภัณฑสัตวน้าํโดยเฉพาะอยางยิ่งปลาซึ่งมีปริมาณการสงออกสูง และเปนอาหารที่คน

นิยมบริโภคกนัมาก เนื่องจากบางครั้งพบวาปริมาณอารเซนิกรวมในปลามีคาที่เกินคามาตรฐาน  

ทั้งที่รูปแบบสวนใหญอยูในรูปอารเซนิกอนิทรียซึง่ไมเปนพิษ  โดยรูปแบบที่เปนพิษ  คือ   อารเซนิก 

อนินทรียมีเพยีงปริมาณนอยเทานัน้ ทาํใหเกิดผลเสยีตอการสงออกผลิตภัณฑปลาไปยัง

ตางประเทศ ดังนัน้ จึงมีความจําเปนที่จะตองมีการพัฒนาวิธีการวิเคราะหรูปแบบทางเคมีของอาร

เซนิกที่เหมาะสมและมีประสิทธิภาพ เพื่อใหสามารถนําไปใชกับงานวิเคราะหที่มจีํานวนตวัอยาง

มากๆ หรืองานที่ตองทําเปนประจําในหองปฏิบัติการทัว่ไปได นอกจากนี้ขอมูลความเขมขนของ

อารเซนิกรูปแบบตางๆ ยงัสามารถนําไปใชเปนแนวทางในการวางมาตรฐานระดับการปนเปอนของ

อารเซนิกในปลาแทนที่มาตรฐานเดิมที่ใชปริมาณรวมไดในอนาคต 
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1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 

   1.  พัฒนาวิธกีารวิเคราะหรูปแบบทางเคมีของอารเซนกิในปลา 

   2.  วิเคราะหปริมาณ arsenobetaine และ inorganic arsenic ในปลาชนิดตางๆ

ดวยวิธกีารที่พฒันาได 

 

1.3 ขอบเขตของการวิจยั 

พัฒนาวธิีการวิเคราะหรูปแบบทางเคมีของอารเซนิกอยางนอย 2 รูปแบบ คือ 

arsenobetaine และ inorganic arsenic ในปลา ดวยวิธ ีHPLC/ICP-OES 

 

1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

1.  ไดวิธีวิเคราะหรูปแบบทางเคมีของอารเซนิกที่ประหยดัและมีประสิทธิภาพ  ที่

สามารถนําไปประยุกตใชในอุตสาหกรรมหรือการตรวจสอบคุณภาพสัตวน้ําได 

2.  ขอมูลปริมาณของอารเซนิกในแตละรูปแบบในปลาซึ่งสามารถใชเปนแนวทาง

ในการวางมาตรฐานของอารเซนิกไดในอนาคต 



 3 

บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 

 

2.1 อารเซนกิ 

  อารเซนิก (Arsenic, As) หรือสารหนู เปนธาตกุึ่งโลหะอยูในหมูที่ 5 ของตาราง

ธาตุ มีเลขอะตอม 33 มวลอะตอม 74.92 จุดหลอมเหลว 817 องศาเซลเซียส และระเหิดที่อุณหภูมิ 

613 องศาเซลเซียส  อารเซนิกมีไดหลายออกซิเดชันสเตต ตั้งแต –3, 0, +3 ไปจนถงึ +5 สําหรับใน

ทะเลพบวา arsenate (AsV) เปนรูปแบบทีเ่สถียรที่สุดในสภาวะที่มีออกซิเจน สวน arsenite (AsIII) 

จะพบในบริเวณที่มีออกซิเจนต่ําๆ (McSheehy et al., 2003) สําหรับ metallic arsenic (As0) ไม

ละลายน้ําจงึพบยากในน้ําทะเล เกลือของอารเซนิกสวนใหญจะละลายน้าํไดดี โดยความสามารถ

ในการละลายขึ้นกับ pH สภาพประจุไฟฟา และ redox potential (E ) ดังรูปที่ 2.1 h

 

 

รูปที่  2.1   ความสัมพันธระหวางคา pH และ E  ตอรูปแบบของอารเซนิก h

ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซยีส  ความดัน 1 บาร 

(ที่มา : Gomez-Caminero et al., 2001) 
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2.2 ที่มาของอารเซนิกในทะเล  

  อารเซนิกในทะเลมีทีม่าทั้งจากธรรมชาติ (natural sources) และจากกิจกรรม

ของมนุษย (anthropogenic sources)  อารเซนิกในธรรมชาตพิบในรูปของแร arsenopyrite 

(FeAsS) โดยมีปริมาณเฉลีย่ 2 mg/kg ของเปลือกโลก (Lobinski et al.,1996) นอกจากนี้ยงัพบ 

AsIIIO3 ในสารประกอบ arsenite เชน armangite [Mn26AsIII
18O50CO3(OH) ]  และ AsIVO4 4 ใน

สารประกอบ arsenate เชน adelite [CaMg(AsIVO4))(OH)] ในบางบริเวณอาจมกีารระเบิดของ

ภูเขาไฟ (volcanic eruption) และ submarine hydrothermal vent เปนแหลงกาํเนิดรวมดวย (รูป

ที่ 2.2) 

 

 

 

รูปที่ 2.2   วัฏจักรของอารเซนิกในสิง่แวดลอม 

(ที่มา : Roy และ Saha, 2002) 
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  ปจจุบันกิจกรรมของมนุษยเปนตัวการสําคัญที่ชวยเพิ่มอารเซนิกจากปริมาณเดิม

ที่มีอยูตามธรรมชาติ  เนื่องจากไดถูกนํามาใชในกิจกรรมหลายประเภท ไมวาจะเปนการผสมลงใน

ยากาํจัดศัตรูพืช และสารรักษาเนื้อไม ผสมลงในโลหะเจือเพื่อเพิ่มความแข็งแรงและความสามารถ

ในการทนความรอน (Ellenhorn, 1997) หรือใชผสมในอาหารสัตวในรูปของ arsanilic acid (4-

aminobenzearsonic) เพือ่กระตุนการเจริญเติบโต   อารเซนกิยังเปนผลพลอยไดจากการทํา

เหมืองแร เชน ทองแดง ตะกั่ว และดีบุก ดังจะเหน็ไดจากการปนเปอนใน อ.รอนพิบูลย  จ.

นครศรีธรรมราช ซึ่งมีทีม่าจากน้าํที่ชะลางผานบริเวณที่เคยทําเหมืองแรดีบุก กาซ arsine (AsH3) 

จัดเปนกาซพษิที่ใชในโรงงานผลิตสารกึง่ตัวนํา metallic arsenic ถูกนําไปใชในอุตสาหกรรม

อิเล็กทรอนกิ  นอกจากนีย้ังพบวามีการใช arsenous acid (As2O3 ในน้าํ) เพื่อการรักษาแบบเคมี

บําบัดในโรค acute promyelocytic leukemia (APL) อีกดวย (Le et al., 2004) 

 

2.3. รูปแบบทางเคมีของอารเซนิก 

  เราอาจจาํแนกสารประกอบของอารเซนกิไดเปน 2 ประเภทใหญๆ ดังรูปที่ 2.3 

ไดแก สารประกอบอารเซนกิอนนิทรีย (inorganic arsenic) และสารประกอบอารเซนิกอนิทรีย 

(organic arsenic) ซึ่งแตละตัวก็จะมีโครงสรางที่ซับซอนแตกตางกันออกไป ทําใหพฤติกรรมและ

ความเปนพษิของมันแตกตางกนัดวย  

  สารประกอบอารเซนิกอนนิทรียที่พบทั่วไปในทะเลไดแก arsenate (AsV) และ 

arsenite (AsIII) ในสภาวะทีม่ีออกซิเจน อารเซนิกจะอยูในรูป  arsenate มากกวา แตในสภาวะไร

ออกซิเจน arsenate จะถกูรีดิวซไปเปน arsenite ทั้งสองรูปแบบละลายน้ําไดดจีึงพบมากในน้ํา

ทะเล ตะกอนและน้ําที่แทรกอยูระหวางตะกอน (sediment porewater) ดวย และยังถือเปนสาร

ประเภท biologically active คือ ส่ิงมชีีวิตสามารถรับเขาสูในรางกายไดดี    
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  สําหรับสารประกอบอารเซนกิอินทรียในทะเลมีดวยกันหลายรูปแบบ ที่สําคัญ

ไดแก monomethylarsonate (MMA), dimethylarsinate (DMA), trimethylarsine oxide 

(TMAO), tetramethyl arsonium ion (TMA+), arsenobetaine (AsB), arsenocholine (AsC) 

และ arsenosugar (AsS)  ซึ่งรูปแบบที่พบมากในสิ่งมชีีวิตไดแก arsenobetaine, arsenocholine 

และ  arsenosugar  โครงสรางตางๆ แสดงดังรูปที่ 2.3 
 

 

 

 

รูปที่  2.3   รูปแบบทางเคมทีี่สําคัญของอารเซนิก 

(ที่มา : Francesconi และ Edmonds, 1998) 
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2.4 ความเปนพิษของอารเซนิก 

  จากการศึกษาความเปนพษิของสารประกอบอารเซนิกพบวา อารเซนิกอนินทรีย

จะมีความเปนพิษสูงกวาอารเซนิกอนิทรยีกวา 1000 เทา และจัดเปนสารกอมะเร็งระดบั A – class 

ของ US-EPA (group A-human carcinogen) (US-EPA, 2003) ซึ่งความเปนพิษจะข้ึนกับรูปแบบ

ที่พบ โดย arsenite จะมีความเปนพิษมากกวา arsenate  ในขณะที่อารเซนิกอนิทรียเชน MMA 

และ DMA มีความเปนพษิปานกลางและจัดเปนสารที่สงเสริมการเกิดมะเร็ง (cancer promoter) 

โดย MMA จะมีความเปนพษิมากกวา DMA  สําหรับ arsenobetaine มีคา LD50
1 สูงมาก จนอาจ

กลาวไดวาเปนเปนอารเซนกิรูปแบบที่ไมเปนพษิ สําหรับคา LD50 ของสารประกอบอารเซนกิรูป

แบบที่สําคัญ แสดงไวในตารางที ่2.1 

 

ตารางที่ 2.1 คา LD50 ของสารประกอบอารเซนิกรูปแบบที่สําคัญ (ทําการทดลองในหนู) 

  (ที่มา : US-EPA, 2003) 
 
 

รูปแบบของอารเซนิก LD50  

(mg/kg body weight) 

อารเซนิกอนนิทรีย 

     Arsenite 

     Arsenate 

อารเซนิกอนิทรีย 

     MMA 

     DMA 

     Arsenocholine 

     Arsenobetaine 

 

15 – 30 

20 – 200 

 

700 – 1800 

1200 – 2600 

6500 

> 10000 

 

 

 

                                                  
1 LD50 หรือ lethal dose เปนความเขมขนของสารที่ทําใหสัตวทดลองตายไปครึ่งหนึ่งภายในเวลาที่กําหนด ซึ่ง

อาจเปน 24, 48 หรือ 72 ชั่วโมง คา LD50 ถามีคาต่ํา แสดงวาสารนั้นมีความเปนพิษสูง 
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  อาการเปนพษิเฉียบพลนั (acute toxic) ของอารเซนกิ ไดเแก ความผิดปกติของ

ระบบทางเดินอาหาร ไดแก ทองเสยี กลามเนื้อทองปวดเกร็ง มีอาการผิดปกติของระบบประสาท

และการทาํงานของหวัใจจนถึงขั้นเสยีชีวิตได  แตอาการพิษเร้ือรัง (chronic toxic) จะเกิดความ

ผิดปกติของผิวหนัง เชน เกิดจุดสีน้าํตาลหรือสีขาวกระจายทัว่ไปบนฝามือ ฝาเทา มีเนื้อ

ตะปุมตะปาหรือเรียกวาโรคไขดาํ (hyperkeratosis) เปนตน และเกิดโรคมะเร็งผิวหนงัได 

นอกจากนีจ้ะมีปญหาเกี่ยวกับระบบประสาทและระบบเลือดอีกดวย (US-EPA, 2003)  ทาง

องคการอนามยัโลก (World Health Organization, WHO) ไดกําหนดระดับอารเซนกิในน้าํดื่มเพื่อ

ความปลอดภยัไวที่ความเขมขนไมเกนิ 10 μg/l  สวนการไดรับอารเซนิกอนินทรียตอวันจะตองไม

เกิน 2 μg/kg body weight  

  สําหรับในอาหารนั้น โดยความรวมมือขององคการอนามยัโลกและองคการอาหาร

และเกษตรกรรมแหงสหประชาชาติ (WHO/FAO) ไดกําหนดระดบัอารเซนิกที่คนปกติสามารถ

ทนทานไดเมื่อไดรับจากอาหารตอหนึง่ สัปดาห (provisional tolerable weekly intake, PTWI) 

เมื่อคิดในรูปของอารเซนิกอนินทรีย ไวไมเกิน 15 μg/kg body weight (WHO, 1992 อางจาก 

Sanz et al., 2005)  เมื่อคํานวณปริมาณอารเซนิกทีค่นน้าํหนักเฉลี่ย 70 กิโลกรัม ไดรับแลวเกิด

พิษถงึขั้นเสยีชีวิต จะเทากบั 1.5 mg โดยคิดในรูปของ arsenite  

 
 

2.5 รูปแบบทางเคมีของอารเซนิกในทะเล 

 2.5.1 น้ําทะเลและตะกอน 

  การศึกษารูปแบบทางเคมีของอารเซนิกในน้ําทะเลเริ่มข้ึนโดย Atkins และ 

Wilson ในป ค.ศ. 1926 (Francesconi และ Edmonds, 1998)  ผลการศึกษาของทัง้คูยืนยันวาใน

น้ําทะเลที่มีออกซิเจนสงูจะม ี arsenate เปนรูปแบบที่สําคัญโดยเฉพาะน้าํทะเลที่ผิว แตเมื่อความ

ลึกเพิ่มข้ึนพบวา arsenate ยังคงพบมากอยูแต arsenite จะมีปริมาณเพิ่มข้ึน เนื่องจากการรีดิวซ 

arsenate ไปเปน arsenite  สวนอารเซนกิอินทรียทีพ่บในน้าํทะเลไดเแก  MMA และ DMA โดยทัง้

สองรูปแบบเปนผลมาจากการเปลี่ยนแปลงของ arsenate โดยแพลงคตอนพืช (Howard et al., 

1982 และ Howard และ Comber, 1989)  สวนรูปแบบที่พบในตะกอนและน้ําทีแ่ทรกอยูระหวาง

ตะกอน จะมีความคลายคลึงกับทีพ่บในน้ําทะเล ดังที่แสดงในตารางที ่2.2 และ 2.3 
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ตารางที่  2.2 ความเขมขนของอารเซนิกรูปแบบตางๆในน้าํทะเล (ng/l) 
 

ตัวอยาง สถานที ่ Inorganic As Organic As ที่มา 

Surface water North-West Pacific 1483 59.5 

Surface water Central-North Pacific Gyre 1110 200.4 

Surface water Central-Pacific Equatorial 1450 65.7 

a 

ปากแมน้ําเจาพระยา 3800 400 
น้ําที่ผิว 

ปากแมน้ําบางปะกง 2800 700 

น้ําที่ผิว 3100 1000 

น้ําใกลพืน้ 

ชายฝงนิคมอตุสาหกรรม 

มาบตาพุด 2900 1000 

b 

หมายเหตุ a ขอมูลจาก Santosa et al. (1997)  

  b ขอมูลจาก รุงฟา อินทจักร (2545) 

 

 

ตารางที่  2.3 ความเขมขนของอารเซนิกรูปแบบตางๆในตะกอน (μg/g dry weight) 
 

ตัวอยาง สถานที ่ Inorganic As Organic As ที่มา 

Surface 

sediment 

Northern 

New South Walse, Australia 
495.0 40.0 a 

Surface 

sediment 
10.8 ND 

Sub – surface 

sediment 

Pak Pa-Nang Estuary, 

Thailand 
11.0 ND 

b 

หมายเหตุ  a ขอมูลจาก Chappell et  al. (1995)  

  b ขอมูลจาก Rattanachongkiat (2004) 
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 2.5.2 พืชและสาหรายทะเล 

  สารประกอบอารเซนิกทีพ่บในพืชและสาหราย (หมายรวมถึงแพลงคตอนพืชดวย) 

จะอยูรวมกับโครงสรางคารโบไฮเดรตที่เรียกวา arsenoriboside หรือ arsenosugar (AsS) ซึ่งมี

โครงสรางไดหลายแบบ ในปจจุบันพบ arsenosugar ประมาณ 15 ชนดิ แตที่พบมากมีอยู 4 ชนิด 

ดังรูปที่ 2.4 โดยโครงสรางของ arsenosugar ไดจากการวิเคราะหโดย NMR (Nuclear Magnetic 

Resonance Spectroscopy) และ MS (Mass Spectrometry)  

 

 

รูปที่  2.4   arsenosugar ที่พบมากในพืชและสาหราย 

(ที่มา : Francesconi และ Edmonds, 1998) 

 

  โดยทัว่ไปจะพบ arsenosugar แตกตางกนัตามชนิดของพืชและสาหราย เชน ใน

สาหรายสีน้าํตาลจะพบ arsenosugar 1 และ 3 มาก ในขณะที่สาหรายสีแดงและสาหรายสีเขียว

จะพบ arsenosugar 2 และ 4 มากกวา (Francesconi และ Edmonds, 1998) เปนตน นอกจาก 

arsenosugar แลว ยงัพบ arsenate และ DMA ดวยแตปริมาณนอยมาก 
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 2.5.3 สัตวทะเล 

  สารประกอบอารเซนิกแตกตางจากสารพิษชนิดอื่นๆ คือ ไมพบการสะสมปริมาณ

ตามลําดับช้ันของการกนิในหวงโซอาหาร (biomagification)  (Mace, 2003 และ ชัยเทพ วิริยะนิธิ

กรณ, 2547)  เนื่องจากพบวาสิง่มีชีวิตที่อยูในลําดับช้ันการกนิต่ํากวาอาจมีปริมาณอารเซนิกมาก

กวาสิง่มีชวีิตทีอ่ยูในลําดับช้ันการกินสงูกวาได นอกจากนี้ยงัพบวา มคีวามหลากหลายของรูปแบบ

ทางเคมีมากกวาดวย ซึ่งสาเหตุก็เชื่อกันวาเกิดจากกระบวนการเปลี่ยนแปลงรูปแบบของอารเซนกิ

ในสิ่งมีชวีิต หรือ biotransformation  (Gailer et al., 1995, De Bettencourt et al., 1997 และ 

Francesconi และ Edmonds, 1998) 

  รูปแบบทางเคมีของอารเซนกิทีพ่บมากที่สุดในสัตว คือ arsenobetaine เชน ใน

ปลา หอย ฉลาม หรือ แพลงคตอนสัตว  โดยทัว่ไปสัดสวนของ arsenobetaine จะเกิน 80–90 % 

ดังตารางที ่ 2.4 โดยเฉพาะในสัตวทีก่ินเนือ้เปนอาหาร (carnivore) และอาจพบอารเซนิกรูปแบบ

อ่ืนๆ เชน monomethylarsonate, dimethylarsinate, trimethyl arsine oxide, arsenosugar และ

อารเซนิก อนนิทรียไดบาง แตก็มีปริมาณนอยเมื่อเทียบกับ arsenobetaine   

  สําหรับสัตวทีก่ินพืชเปนอาหาร (herbivore) เชน หอยสองฝาบางชนิดซึ่งเปน 

planktonic feeders จะพบ arsenosugar และ tetramethylarsonium ion ในสัดสวนที่สูงขึ้น

เนื่องจากอาหารที่กนิเปนพวกแพลงคตอนสัตว ตัวอยางเชน การศึกษาใน Tapes japonica  พบ 

arsenosugar  0.74 μg/g  สวน arsenobetaine มีเพยีง 0.63 μg/g (Shibata และ Morita, 1992)  

อยางไรก็ตามสัดสวนของ arsenosugar จะลดลงจนอาจตรวจวัดไมพบในสัตวทีอ่ยูในลําดับช้ัน

การกนิอาหารที่สูงขึน้ไป  (Howard และ Comber, 1989)  

   เนื่องจาก arsenobetaine มักจะไมพบในน้าํและตะกอน ดงันัน้สิง่มีชีวิตจึงไม

นาจะไดรับจากบริเวณทีม่ันอาศัย จงึอาจสรุปไดวาการสะสม arsenobetaine ในสิ่งมีชีวิตไมข้ึนกบั

ถิ่นที่อยู (Gailer et al., 1995) สันนษิฐานกนัวา arsenobetaine อาจเปลี่ยนแปลงมาจาก

สารประกอบอารเซนิกอืน่ๆ เชน อารเซนิกอนินทรียหรือ arsenosugar และ arsenocholine 

โดยเฉพาะ arsenocholine ทีเ่ชื่อกนัวานาจะเปน precursor หลักของการเกิด arsenobetaine  

(De Bettencourt et  al., 1997 และ Pellerito et  al., 2002)  โดยปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น เปนดังรูปที่ 

2.5 
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รูปที่  2.5   การเปลี่ยนแปลงจาก arsenosugar ไปเปน arsenobetaine 

(ที่มา : Francesconi และ Edmonds, 1998) 

 

ตารางที่  2.4 เปอรเซ็นตของ arsenobetaine ในสัตวทะเลชนิดตางๆ  

(ที่มา : Edmonds และ Francesconi, 1993  อางจาก Francesconi และ 

Edmonds, 1998) 
 

animal type จํานวน  Total As % arsenobetaine 

species (mg/kg dw) 

Fish    Elasmobranch 7 3.1-44.3 94-95 

    Teleost 17 0.1-166 48-95 

Lobster 4 4.7-26 77-95 
Crustacean 

Prawn/Shrimp 5 5.5-20.8 55-95 
 Crab 6 3.5-8.6 79-95 

Bivalve 11 0.7-2.8 12-88 
Mollusc 

Gastropod 6 3.1-116.5 58-95 
 Cephalopod 3 49.0 72-95 

Echinoderm 1 12.4 60 

Coelenterate 1 7.5 15 

Porifera 1 3.2-6.8 13-15 
  

    หมายเหตุ dw  =  dry weight 
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2.6 วิธีการวิเคราะหรูปแบบทางเคมีของอารเซนิกในสตัว 

ในอดีตการวิเคราะหโลหะปริมาณนอยนิยมทํากันในรูปของปริมาณรวม แตตอมา

ในชวงทศวรรษที่ 60 ไดเร่ิมมีความสนใจอยางจรงิจังตอการศึกษาทางดานรูปแบบทางเคมีของ

โลหะ เนื่องจากโลหะที่มีรูปแบบแตกตางกนัจะมีความเปนพิษแตกตางกันดวย (Francesconi และ 

Kuenelt, 2004) นอกจากนี้การพัฒนาขดีความสามารถของเครื่องมอืวิเคราะหทางสเปกโตรมิตรี 

(atomic และ mass spectrometry) ทาํใหขีดจํากัดของการวิเคราะห (detection limit) ต่ําลงมาก 

สามารถวิเคราะหสารที่มปีริมาณต่ําๆไดดี ซึ่งเปนประโยชนอยางยิง่ตอการศึกษาทางดานรูปแบบ

ทางเคมีของโลหะปริมาณนอยในปจจุบนั และก็ยงัมีการพฒันาวธิีการและประยุกตใชเครื่องมือ

ตางๆ อยางตอเนื่องเพื่อเพิม่ประสิทธิภาพของการวิเคราะหใหดียิ่งขึน้ 

 

2.6.1  การสกัดอารเซนิกจากตัวอยางสิ่งมีชวีิต 

ในการสกัดอารเซนิกออกจากตัวอยางใหมปีระสิทธิภาพนั้น จะตองคาํนงึถงึชนิด

ของตัวอยางทีต่องการวเิคราะห เนื่องจากตัวอยางที่เปนน้ํา ตะกอน และส่ิงมีชวีิต จะมีวิธกีารสกัด

ที่เหมาะสมแตกตางกันออกไป ตัวทําละลายที่ใชสกัดจึงแตกตางกันดวย หลักการทั่วไปในการ

เลือกตัวทาํละลายที่ใชสกัด คือ ตัวทาํละลายนัน้จะตองสามารถสกัดอารเซนิกออกจากตัวอยางได

มากที่สุดโดยไมเปลี่ยนแปลงรูปแบบของสารที่เราตองการ 

เปนทีย่อมรับกันโดยทั่วไปวา การสกัดดวยเอนไซม (enzymatic extraction) มี

ประสิทธิภาพสูงมากในการสกัดอารเซนกิจากตัวอยางทีเ่ปนสิ่งมีชีวิต (Branch et al., 1994 และ 

Le et al., 2004) เนื่องจากสามารถทาํลายพนัธะภายในเนื้อเยื่อของตัวอยางไดดี ไมวาจะเปน

เอนไซม trypsin ในกรณทีีเ่ปนตัวอยางสตัว โดย trypsin จะเขาไปทําลายพันธะเพพไทดที่เชื่อม

ระหวางกรดอะมิโนในโปรตนี  สําหรับตัวอยางทีเ่ปนพชืหรือสาหรายจะใชเอนไซม cellulase ใน

การยอยพันธะไกลโคไซดในโครงสราง cellulose  แตเนื่องจากเอนไซมสวนใหญมรีาคาแพง จึงไม

เหมาะกับการวิเคราะหที่มจีาํนวนตวัอยางมากๆหรืองานที่ตองทําเปนประจําได วิธทีี่นยิมรองลงมา

จากเอนไซม คือ การสกัดดวยตัวทําละลาย (solvent extraction)  โดยใชเมทานอลกับน้าํ ซึ่ง

ประสิทธิภาพในการสกัดขึ้นกับอัตราสวนของสารทัง้สองที่ใช  (McSheehy et al., 2003 และ 

Francesconi และ Kuehnelt, 2004) และประสิทธิภาพจะแตกตางกันถาตัวอยางเปนคนละชนดิ

ถึงแมวาจะเปนสัตวหรือพืชเหมือนกันก็ตาม (Tukai et al., 2002) 
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นอกจากนี ้ ยงัมีตัวทําละลายชนิดอื่นที่ใชในการสกัดอารเซนิกดวย เชน อะซิโตน 

ของผสมระหวางเมทานอลกบัคลอโรฟอรม (ใชในปลาและหอยสองฝาบางชนิด) เอทานอล (ใชใน

พืชทนเค็มจากพืน้ที่ชุมน้าํ) และ phosphoric acid ซึ่งนิยมใชสกัดตัวอยางตะกอนดิน  (Branch et 

al., 1994, De Bettencourt et al., 1997, Hanaoka et  al.,1999 และ Rattanachongkiat, 2004) 

สําหรับข้ันตอนของการสกัดโดยทัว่ไปจะประกอบไปดวย ข้ันตอนของการเตรียม

ตัวอยาง (sample preparation)  ในขั้นตอนนี้ตองระมัดระวงัไมใหเกิดการปนเปอนหรือการ

เปลี่ยนแปลงรูปแบบของอารเซนิกได โดยนิยมนาํตัวอยางไปทําใหแหงดวยวธิี freeze drying   

ข้ันตอนที่สองคือ การสกดัอารเซนิกออกจากตวัอยาง ซึ่งมหีลายวิธีไมวาจะเปน sonication, 

centrifugation, shaking, soxlhet extraction, microwave-assisted digestion หรือ 

accelerated solvent extraction (ASE) ซึ่งจากการศึกษาพบวาวิธีการที่กลาวมาสามารถสกดั

รูปแบบของอารเซนิกออกมาไดโดยไมมีความแตกตางกนัทางสถิติ (Brisbin และ Caruso, 2002) 

แตสวนใหญนยิมใชวิธกีารทีง่ายและสภาพไมรุนแรงในการสกัดและอาจใชหลายวิธกีารรวมกนัเพือ่

เพิ่มประสทิธิภาพ แตเนื่องจากความหลากหลายของชนิดตัวอยางจงึไมมีวิธีการสกดัใดเพียงวิธีการ

เดียวทีจ่ะเหมาะสมกับตัวอยางทุกชนิดได ที่สําคัญกค็ือ การหาวิธีทีเ่หมาะสมกับแตละกลุม

ตัวอยาง เชน กลุมของปลา กลุมของหอย หรือ กลุมของครัสเตเชียน ทีเ่ปนสัตวน้ําเศรษฐกิจทีน่ิยม

รับประทานกนัมาก ซึง่พอจะใชเปนแนวทางของการวิเคราะหได  

 

2.6.2 โครมาโทกราฟในการแยกรูปแบบทางเคมีของอารเซนิก 

High performance liquid chromatography หรือ HPLC ไดถูกนํามาใชในการ

แยกอารเซนิกรูปแบบตางๆ ที่สกัดไดจากตัวอยาง เนือ่งจากอารเซนิกสวนใหญทีพ่บจะอยูในรูปที่

ละลายได นอกจากนี้ HPLC ยังสามารถนําไปเชื่อมตอกับระบบตรวจวัดธาตุตางๆ ไดงาย เชน 

atomic absorption, hydride generation หรือ inductively coupled plasma spectrometry 

ชนิดของคอลัมนทีน่ิยมใชในการแยกรูปแบบทางเคมีของอารเซนิก คือ ion-

exchange column (ทั้ง anionic และ cationic column)  โดยอาศยัหลักการแลกเปลี่ยนไอออนที่

จําเพาะเจาะจงในสารละลายตัวอยางกับ counter-ion ที่เคลือบอยูบนผิวของ stationary phase 

(Skoog et al., 1998) จากนั้น mobile phase จะชะเอาไอออนออกมาจาก stationary phase 

แลวพาไปกับตัวมันดวย  
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2.6.3 Atomic absorption spectrometry (AAS) และ Hydride generation  
          AAS (HG-AAS) 

ในชวงทศวรรษที่ 80 วิธกีารของ flame atomic absorption spectrometry หรือ 

Flame-AAS ไดถูกนาํมาใชในการตรวจวัดปริมาณอารเซนิกหลายรูปแบบดวยกนั แตดวยขอจํากดั

ในดานขีดจาํกดัของการวิเคราะหที่อยูในระดับ mg As/l  เทานัน้ และยังมี background noise ที่

เกิดจาก flame รบกวนการวิเคราะหมาก ทําใหการใช flame-AAS ไมแพรหลายเทา Graphite 

Furnace AAS (GFAAS) และ Hydride generation AAS (HGAAS)  แตเมื่อเปรียบเทียบระหวาง 

GFAAS กับ HGAAS แลว พบวา ในขั้นตอน drying-ashing-atomizing ในวิธ ี GFAAS ใช

เวลานาน จงึไมเหมาะสมตอการนาํไปเชือ่มตอกับ HPLC ดังนั้น HGAAS จึงเปนทีน่ิยม มากใน

การวิเคราะหรูปแบบทางเคมีของอารเซนกิในน้าํและตะกอน หรือ ในเลือดและปสสาวะของคน 

(Do et al., 2000 และ Gettar et al., 2000) ซึ่งมี AsIII , AsV , MMA และ DMA เปนรูปแบบหลัก 

แตมีขอจํากัดคือ ไมสามารถวิเคราะหรูปแบบที่ไมเกิดอนุพนัธุ arsine เมื่อทําปฏกิิริยากับ hydride 

ได เชน arsenobetaine  ดังนั้น HGAAS จึงไมนิยมนํามาใชวเิคราะหอารเซนิกในสิง่มีชวีิต 

(Francesconi และ Edmonds, 1998) 

   

2.6.4  Inductively coupled plasma spectrometry (ICP) 

Inductively coupled plasma spectrometry หรือ ICP เปนระบบที่ใชวิเคราะห

ธาตุไดทีละหลายๆ ตัวและยงัสามารถนาํไปเชื่อมตอกับ HPLC และ mass spectrometry (MS) 

ไดงายและมีประสิทธิภาพ โดยเฉพาะระบบ HPLC/ICP-MS (รูปที่ 2.6) ซึง่สามารถวิเคราะห

ปริมาณอารเซนิกไดต่ําลงไปถึงประมาณ 5 pg-As/ml (Caruso และ Montes-Bayon, 2003 และ 

Coelho et al., 2005) 

ในระบบของ ICP จะม ี nebulizer ซึ่งจะเปลี่ยนสารละลายตวัอยางใหเปน 

aerosol และสงผาน spray chamber ไปยัง plasma โดยการพาของ nebulizer gas ในบริเวณนี้

สารตัวอยางทีเ่ปน aerosol เล็กๆ จะถูกกําจัดตัวทําละลายและเมทริกซ และถูก atomized หรือ 

ionized โดย plasma ที่มีอุณหภูมิสูง จากนัน้จะถกูตรวจวัดดวย detector หรือถาหากเปนระบบ 

ICP-MS (รูปที่ 2.6) ก็จะถูกสงตอไปยงั MS detector ไอออนจะถูกแยกออกจากกนัโดยอาศัย

ความแตกตางของอัตราสวนมวลตอประจ ุ (mass-to-charge ratio, m/z) สําหรับ ICP-MS 

สามารถวิเคราะหธาตทุี่มี m/z อยูในชวง 6 – 238 (Hill, 1999 อางจาก Rattanachongkiat, 2004)  
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อยางไรก็ตาม ระบบของ ICP-MS มีราคาคอนขางสงู ทาํใหมีขอจํากัดในการนําไปใชใน

หองปฏิบัติการทั่วไป 

  นอกจากระบบ HPLC/ICP-MS แลว ยงัมีการใชระบบ HPLC/ICP แบบ atomic 

emission spectrometry (AES) หรือ optical emission spectrometry (OES)  ในการศึกษาการ

เปลี่ยนแปลงรูปแบบ (transformation) ของอารเซนิกในหอยสองฝา Mytilus edulis ที่เลี้ยงในน้าํ

ทะเลที่เติมสารประกอบอารเซนิกชนิดตางๆ จากนัน้สกดัดวยของผสมระหวาง methanol กับน้ํา 

และใช 0.01 M  2-hydroxy-5-sulphobenzoic acid pH 2.5 เปน mobile phase  พบวาสามารถ

แยกอารเซนิกรูปแบบตางๆออกมาไดเปนอยางดี (Gailer et al., 1995) นอกจากนีย้ังมีการใช 

HPLC/ICP-AES ในการศกึษารูปแบบของอารเซนิกในน้าํธรรมชาต ิ และในปสสาวะของมนษุย 

โดยไมสนใจ  arsenobetaine เพราะไมพบรูปแบบดังกลาวในน้าํ (Do et al., 2000 และ Gettar et 

al., 2000)   
 

 
 

 

 

รูปที่  2.6    ระบบของ HPLC/ICP-MS 

(ที่มา : Caruso และ Montes-Bayon, 2003) 
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2.7 ปจจัยที่มีผลตอการวิเคราะหรูปแบบทางเคมีของอารเซนิกดวยวิธ ีHPLC/ICP-OES 

มีปจจัยหลายประการที่สงผลตอการวิเคราะหรูปแบบทางเคมีของอารเซนิก ดวย

วิธี HPLC/ICP-OES ที่ใช anion-exchange column และมีไอออนของ sulphate หรือ phosphate 

อยูในสวนประกอบของ mobile phase ปจจัยเหลานัน้ ไดแก pH, pKa และ buffering capacity 

ของ mobile phase ชนิดของ packing material ในคอลัมน และผลของเกลือที่อยูใน mobile 

phase 

 

2.7.1  pH, pKa และ buffering capacity ของ mobile phase 

อารเซนิกรูปแบบตางๆมีคาคงที่การแตกตัว (dissociation constant, pKa) ที่

แตกตางกนัออกไปข้ึนกับคา pH  ดังตารางที่  2.5  ทาํใหในสารละลายที ่ pH ตางๆมีสัดสวนของ

อารเซนิกที่แตกตัวออกมาแตกตางกนั   

เมื่อพิจารณาจากรูปที ่2.7 จะเหน็วา DMA จะแตกตัวหมดอยางสมบรูณที่  pH > 

8  ในขณะที่ arsenic acid (arsenate, AsV) จะอยูในรูปของ HAsO4
2- เกือบ 100%  ที่ pH < 5  

neutral molecule ทั้งหมดจะเกิดการแตกตัวไปเปน H2AsO4
-  แตที่ pH ~ 10 มากกวา 97% ของ

ทั้งหมดจะอยูในรูปของ HAsO4
2- สวนที่เหลือเปน AsO4

3-  สําหรับ arsenous acid (arsenite, AsIII) 

พบวา ที่ pH 7.5 – 8.0 จะอยูในรูปของ H3AsO3 ซึ่งไมมีประจุมากกวา 94% ทําใหมันถูกแยก

ออกมาจากคอลัมนอยางรวดเร็วและใกลกับแนวของ solvent front ซึ่งกรณีนี้จะเกิดขึ้นกับ 

arsenobetaine เชนกันเมื่อ mobile phase มี pH = 10 ดังนัน้ จงึตองมีการควบคุม pH ของ 

mobile phase ใหคงที่ตลอดการวิเคราะห 
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ตารางที่  2.5 คา pKa ของสารประกอบอารเซนิกรูปแบบตางๆ 

  (ที่มา :  Foulkes, 2003)
 

Arsenic compounds pKa value 

arsenous acid (AsIII)    →   AsO - 9.23 HAsO2 2

arsenic acid (AsV) 2.20, 6.97, 11.53 
MMA 

DMA 

AsB 

H3AsO4  →   H n-
(3-n)AsO4

3.6, 8.2 CH AsO(OH)3 2

1.28, 6.2 (CH ) AsO(OH) 3 2

2.18 (CH3)3As+CH2CO2
-

 

 

 

 

รูปที่  2.7    ผลของ pH ของ mobile phase ตอการแตกตัวของสารประกอบอารเซนกิ 

(ที่มา : Naidu et al., 2000) 
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2.7.2 ชนิดของ packing material ในคอลัมน 

ชนิดของวัสดุที่บรรจุอยูภายในคอลัมน (column packing material) มี

ความสาํคัญตอการแยกในระบบของ HPLC เปนอยางมาก  เพราะการแลกเปลีย่นไอออนอาจ

ไดรับผลกระทบจากชนิดของ counter-ion ได โดยไอออนที่มหีลายประจุ (multiple charged ion) 

จะถูกจับไดดกีวาไอออนที่มปีระจุเดียว (single charged ion) และถาหาก counter-ion เกิดการ

แลกเปลี่ยนกบัไอออนอื่นที่ไมตองการกจ็ะทําให retention time เพิ่มข้ึน  (Skoog et al., 1998) 

packing material ภายในคอลัมนชนิด  anion – exchange สวนมากเปน

สารประกอบพวกโคโพลิเมอรของสไตรนีกับไดไวนิลเบนซีนที่ตอกนัแบบ cross-linkage  ปจจุบนัที่

นิยมใชกันโดยทั่วไป คือ anion – exchange column ชนิด  Hamilton PRP-X 100  ซึ่งใชในการ

แยกที่มีเกลือ sulphate หรือ phosphate เปน mobile phase ไดเปนอยางดี และมสีมบัติทนทาน

ตอ pH ไดในชวงกวาง (pH 1-13)  ทําใหสามารถนําไปประยุกตใชกบัการแยกสารไดหลากหลาย

ชนิด 

 

2.7.3 ผลของเกลือที่อยูใน mobile phase  

เกลือที่เปนองคประกอบใน mobile phase จะสงผลรบกวนการวิเคราะห

โดยเฉพาะในระบบ HPLC/ICP-MS เปนอยางมาก  เนื่องจากจะทําใหเกิด polyatomic ion 

(40Ar35Cl+)  ใน plasma  ซึ่งจะไปซอนทบักับสัญญาณ m/z ที่ 75 ของสารประกอบอารเซนิก  ผล

ของการรบกวนนี้จะแปรผันตามปริมาณเกลือ Cl- ที่มอียู   นอกจากนีย้ังทําใหเกิดการอุดตันใน 

nebulizer ของ ICP และ เกดิการกัดกรอนของ detector ใน MS  อีกดวย 

วิธีการแกปญหาที่อาจเกิดขึ้นทาํไดโดยการเพิ่มแกสไนโตรเจนเขาไปใน plasma 

หรือ การตอ hydride generation เขาไประหวาง HPLC กับ ICP ซึ่งจะทําใหมีเพียงอนุพนัธุ arsine 

ของอารเซนกิเทานั้นที่สามารถผานเขาไปยัง detector  แตก็มีขอจาํกัดคือ ไมสามารถใชกับการ

วิเคราะหในสิง่มีชีวิตได เนื่องจาก arsenobetaine ไมเกิดอนุพนัธุ arsine   อีกวิธกีารหนึง่ทีง่ายกวา 

คือ การเตรียม mobile phase ใหมีความเขมขนต่าํๆ หรือมีเกลือเปนองคประกอบไมเกิน 2 %  

(Rattanachongkiat, 2004)   

 



 20 

บทที่  3 

วิธีดําเนินการศึกษา 

 

3.1 การประยุกตใชระบบ HPLC/ICP-OES 

ระบบ HPLC/ICP-OES ทีใ่ชในการศึกษาครั้งนีพ้ัฒนาการเชื่อมตอ (coupling) 

ปลายคอลัมนของ HPLC เขากับ injector ที่ตอกับ nebulizer ของ ICP-OES  โดย HPLC ที่ใชใน

การแยกเปนของ Knauer  ซึ่ง pump เปนชนิด K-1001  คอลัมนมีขนาด  250 x 4.6 mm  ทําดวย 

stainless steel  มี  packing material เปน Hamilton  PRP-X100  anion-exchange resin ขนาด

ของ particle เทากับ 10 μm และใช guard column ซึ่งมี packing material เปนชนิดเดียวกนั 

ขนาด 50 x 4.6 mm  ICP-OES ที่ใชในการทดลองเปนของ HORIBA Jobin Yvon รุน Ultima II ใช 

nebulizer เปนแบบ pneumatic nebulizer การนาํสารละลายตวัอยางเขาสูเครื่องใชระบบของ 

peristaltic pump  ใช plasma gas คือ แกสอารกอน ชนิด standard grade 99.99% (Prax Air)  

เพื่อทาํการตรวจวัดสัญญาณและ peaks ของสารที่แยกได  ไดทําการทดลองเพื่อ

หาสภาวะที่เหมาะสม เชน flow rate และ ลําดับการ elute  ของ mobile phase, pump pressure 

และ เวลาที่ใชในการแยกรูปแบบที่ตองการ รวมทัง้สภาวะตางๆของเครื่อง ICP-OES  ที่สามารถ

แยก peak ของสารทัง้สองออกจากกันไดดีที่สุด 

 

3.2 สารเคมีและอุปกรณที่ใชในการวิเคราะห 

3.2.1 สารละลายมาตรฐานอารเซนิก 

สารละลายมาตรฐานอารเซนิก 3 ชนิดทีใ่ช ไดแก inorganic arsenic (AsV) ,  

arsenobetaine (AsB)  และ  monomethyarsonic acid (MMA)  เตรียมสารละลายแตละชนดิ 

ดวย Milli-Q water (18 MΩ.cm) 

สารละลายมาตรฐาน inorganic arsenic AsV (stock solution) ความเขมขน 

1000 + 5 mg As/l (standard reference material จาก NIST) เปนของ MERCK สําหรับ

สารละลายมาตรฐาน AsB และ MMA เปนของ Sigma, Gillingham, Dorset, UK  โดยไดรับความ
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อนุเคราะหจาก Laboratory of School of Earth, Ocean Environmental Science, University of 

Plymouth, UK 

Sodium dihydrogenphosphate (NaH2PO4) (analytical reagent grade) เปน

ของ MERCK เตรียมใหมีความเขมขน 5 และ 50 mmol/l ปรับ pH ใหเทากับ 7 ดวย ammonia 

solution (VWR, UK) แลวกรองดวยกระดาษกรอง WHATMAN 0.45 μm กอนนาํไปใชเพื่อปองกัน

อนุภาคที่อาจทําใหคอลัมนเกิดการอุดตัน  

Methanol (chromatographic grade) เปนของ MERCK, Nitric acid (HNO3) 

(ultrapure grade) เปนของ MERCK, Hydrogen peroxide 37% (H2O2) (analytical reagent 

grade) เปนของ Fisher Scientific 

 

3.2.2 Certified Reference Materials (CRM) 

CRM ที่ใชในการวิเคราะหมี 2 ชนิด ไดแก DORM-2 (Dogfish muscle) เปนของ 

National Research Council, Ottawa, Canada และ MA-M-3/TM (Fish tissue homogenate) 

เปนของ IAEA, Monaco 

 

3.2.3 อุปกรณที่ใชในหองปฏิบัติการ 

ทําความสะอาดอุปกรณที่เปน low-density polyethylene (LDPE) ตามวิธกีาร

ของ Cossa et al. (1996) โดยลางอุปกรณ LDPE ใหสะอาดดวย detergent จากนัน้นํามาลาง

ดวยน้าํ deionized (DI)  จากนัน้นาํไปแชใน 10% v/v  HNO3 ใน DI นาน 3 – 5 วนั แลวนํามาลาง

ดวย DI อีกครั้ง สุดทายกลั้วดวย Milli-Q water นําไปตากใหแหงใน cleaned bent hood อุปกรณ

ที่แหงแลวเก็บในถุง polyethylene ชนิดซิบล็อค  
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3.3 ตัวอยางปลา 

เก็บตัวอยางทัง้ปลาทะเลและปลาน้าํจืด โดยปลาทะเลจาก จ.จนัทบุรี เก็บจาก

เรือประมงพืน้บานใน อ. แหลมสิงห สวนปลาน้ําจืดเกบ็จากแหลงธรรมชาติในแมน้าํจันทบุรี ซึง่มี

ระยะหางจากปากแมน้ําประมาณ 12.8 กิโลเมตร การเก็บตัวอยางทาํโดยใชแหขนาดเล็กและเบ็ด

ตกปลา นอกจากนีย้ังทําการเก็บตัวอยางปลาชนิดใกลเคยีงกนัจากตลาดสดดวย สวนตัวอยางปลา

ทะเลจาก จ. สมุทรปราการ เก็บจากเรือประมงพืน้บาน ตัวอยางปลาน้าํจืดกับปลากะพงแดงของ

กรุงเทพมหานคร ซื้อมาจากตลาดสด  ทาํการเลือกตัวอยางปลาในแตละชนิดใหมขีนาดใกลเคียง

กันและมีความหลากหลายทางดานพฤตกิรรมการกนิอาหาร (feeding behavior) มากที่สุด เก็บใส

ถุง polyethylene ชนิดซิบล็อค 2 ชั้น แชเย็นไวจนกวาจะถึงหองปฏิบตัิการ จากนัน้นําตัวอยางปลา

ไปแลเอาเฉพาะเนื้อ แชแข็งไวที่อุณหภูมิ -40 องศาเซลเซียส จากนัน้นาํไป freeze dry เพื่อปองกนั

การเปลี่ยนแปลงรูปแบบของอารเซนิก ตัวอยางที่แหงแลวบดใหละเอยีด  เก็บใสถงุ polyethylene 

2 ชั้น เก็บไวในตูเยน็ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เพื่อรอการวิเคราะหตอไป 

 

3.4 การพัฒนาวธิีวิเคราะหอารเซนิกในหองปฏิบัติการ 

3.4.1 ทดสอบการแยกสารละลายมาตรฐานอารเซนิก 

- เตรียมสารละลายมาตรฐานอารเซนิก 3 ชนิด ไดแก inorganic arsenic, AsB 

และ MMA  ใหมีความเขมขน เทากับ 250 μg/l  นาํไปวิเคราะหดวย 

HPLC/ICP-OES เพื่อหาลกัษณะของ peak และ retention time ของสารแต

ละชนิด 

- เตรียมสารละลายผสมของ inorganic arsenic, AsB และ MMA ใหความ

เขมขนแตละชนิด เทากับ 250 μg/l แลวนําไปวิเคราะหดวย HPLC/ICP-OES 

ที่สภาวะเดียวกัน เพื่อทดสอบวาสามารถแยกสารทัง้ 3 ชนิดออกจากกันได

เปนอยางด ี
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3.4.2 ทดสอบการแยกสารสกัดจากปลาที่เติมสารละลายมาตรฐาน 
       อารเซนิก 

- เตรียมสารสกดัจากปลาดวยวิธีสกัดซึ่งดดัแปลงจากวิธกีารของ Geiszinger 

et al. (2002)  จากนั้นนําไปวิเคราะหดวย HPLC/ICP-OES เพื่อดูวามีอารเซ

นิกรูปแบบใดบาง (เปรียบเทียบ retention time และ peak area กับ

สารละลายมาตรฐาน) 

- นําปลาตัวอยางเดิมมาเติมสารละลายมาตรฐาน inorganic arsenic และ 

MMA ซึ่งมีความเขมขนชนิดละ 250 μg/l  ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แลวนาํไป

สกัดดวยวธิีการเดียวกนั จากนัน้นําไปวเิคราะหดวย HPLC/ICP-OES เพื่อ

ทดสอบการแยก AsB, inorganic arsenic และ MMA ใน matrix ที่เปนเนื้อ

ปลาจริง 

 

3.4.3 ทดสอบหาตัวทาํละลายที่เหมาะสมในการสกดัอารเซนิกในปลา 

- นําตัวอยางปลา 1 ชนิด ไปวิเคราะหปริมาณอารเซนกิรวมดวยวิธี Total acid 

digestion (ดูวิธีการในหวัขอ 3.5.1) 

- ชั่งตัวอยางปลาชนิดเดิม 0.5 กรัม จํานวน 6 ตัวอยาง ใสลงใน centrifuge 

tube ขนาด 50 มิลลิลิตร เติมตัวทาํละลายที่เปนของผสม methanol : water 

(v/v) อัตราสวนตางๆ กัน ดงันี้  1:1, 2:1, 3:1, 1:2, 1:3  และ น้ําอยางเดียว 

ลงไป 5 มิลลิลิตร  

- นําไปสกัดดวยวิธกีารซึ่งดัดแปลงจากวิธีการของ Geiszinger et al. (2002) 

แลวนําไปวัดปริมาณอารเซนกิที่สกัดไดทัง้หมดดวยเครื่อง ICP-OES 

- เปรียบเทยีบปริมาณอารเซนกิที่สกัดไดกับปริมาณอารเซนิกรวมจากวิธ ี Total 

acid digestion แลวเลือกตัวทาํละลายที่ใหเปอรเซน็ตการสกัดสงูสุดเพื่อ

นําไปใชในการสกัดตัวอยางปลา 
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3.4.4 Recovery และ calibration curve ของสารละลายมาตรฐานอารเซนิก 

- นําตัวอยางปลา 1 ชนิด เติมสารละลายมาตรฐาน inorganic arsenic และ 

MMA ซึ่งมีความเขมขนชนิดละ 25, 50, 75, 100, 150 และ 200 μg/l  ลงไป 

1 มิลลิลิตร นาํไปสกัดอารเซนิก แลววิเคราะหดวย HPLC/ICP-OES 

- วิเคราะหสารละลายมาตรฐาน arsenobetaine ซึ่งมีความเขมขน 25, 50, 

75, 100, 150 และ 250  μg/l ดวย HPLC/ICP-OES  

- เปรียบเทยีบ  % recovery ของสารทัง้ 3 ชนิด ที่ไดจากสองวิธกีาร ดงันี้คือ 

วิธีการที่ 1  one point calibration  โดยเปรียบเทยีบ retention time 

และ peak area ของสารที่แยกไดกับสารละลายมาตรฐาน จากนัน้

คํานวณความเขมขน  และ % recovery ของ AsB, inorganic arsenic 

และ MMA ที่ได  

วิธีการที ่2   calibration curve โดยนํา peak area ของ AsB, inorganic 

arsenic และ MMA ที่ไดไปพล็อต calibration curve แลวคํานวณความ

เขมขน และ %  recovery ของสารทัง้ 3 ชนิด  

 

3.5 การพัฒนาขั้นตอนการวิเคราะหรปูแบบทางเคมีของอารเซนิกในปลา (รปูที่ 3.1) 

  3.5.1 ปริมาณอารเซนิกรวม  (Total acid digestion method) 

- ชั่งตัวอยางปลาที่แหงและบดละเอียดแลว 0.25 กรัม ใสลงใน Teflon bomb 

- เติม HNO3 เขมขน 3 มิลลิลิตร  และ  37 % H2O2  1  มลิลิลิตร  ปดฝา bomb 

หลวมๆ  ทิ้งไว 1 คืน ในตูควนั  (pre-digestion) 

- ปดฝา bomb ใหแนน นําไปใหความรอนดวยหมออัดความดันทีอุ่ณหภูมิ    

ประมาณ 110 องศาเซลเซียส  นาน 2 ชัว่โมง   ทิ้งตวัอยางใหเยน็ 

- ถายสารละลายลงในขวดวัดปริมาตร ปรับปริมาตรใหเปน 10 มิลลิลิตร นําไป

วัดปริมาณอารเซนิกรวมดวยเครื่อง ICP-OES 
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3.5.2 ขั้นตอนการสกัดอารเซนิกในปลา  (Solvent extraction method) 

วิธีการวิเคราะหรูปแบบทางเคมีของอารเซนิกในปลา ทาํการดัดแปลงจากวธิีการ

ของ Geiszinger et al., (2002), Fattorini et al. (2004) และ Rattanachongkiat (2004) รวมทั้ง

เอกสารอื่นที่เกี่ยวของ ดังตอไปนี้ 

- ชั่งตัวอยางปลาที่แหงและบดละเอียดแลว 0.5 กรัม ใสลงใน centrifuge  

tube ขนาด  50 มิลลิลิตร (ควรชั่งทนัทหีลังจากตัวอยางถกู freeze dried 

แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส กอนนาํไปวิเคราะห) 

- เติม methanol : water อัตราสวน 3 : 1 v/v  ปริมาตร 5  มิลลิลิตร  ทิง้ไว  1  

คืนที่อุณหภูมหิอง  (pre-extraction) 

- นําไปผสมใหเขากันดีข้ึนดวยเครื่อง sonicator นาน 30 นาท ี จากนัน้ 

centrifuge  ทีค่วามเร็ว  2000  รอบตอนาที  นาน  20  นาท ี

- ปเปตสารละลายสวนใสใสไวใน centrifuge tube ขนาด 50 มิลลิลิตร 

- ทําซ้าํโดยเติม methanol : water  อัตราสวน 3 : 1 v/v ปริมาตร  5  มิลลิลิตร 

ลงในสวนของ residue  นาํไป sonicate 30 นาที และ centrifuge ที่ 2000 

รอบตอนาท ีนาน 20 นาท ี 

- ปเปตสารละลายสวนใสไปรวมกนั แลวนาํไป centrifuge อีกครั้ง ที่ความเรว็  

2000 รอบตอนาที  นาน  20 นาท ี

- ปเปตสารละลายสวนใสลงในขวดวัดปริมาตร ปรับปริมาตรใหเปน 25      

มิลลิลิตร  แลวนาํไปวิเคราะหรูปแบบทางเคมีของอารเซนิกดวย  HPLC/ICP-

OES 
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3.5.3 ทดสอบประสิทธิภาพของการวเิคราะหดวย CRM (รูปที่ 3.2) 

- นํา CRM : DORM-2 และ MA-M-3/TM ไปวิเคราะหปริมาณอารเซนิกรวม

ดวยวิธ ีtotal acid digestion (ตามวิธกีารขอ 3.5.1) แลวเปรียบเทียบผลที่ได

กับคา certified value  

- นํา CRM : DORM-2 ไปสกัดดวยวธิีการที่พฒันาไดในขอ 3.5.2 แลวนํา

สารละลายที่ไดไปแยกวิเคราะห 2 สวน ดังนี ้

สวนที่ 1     วิเคราะหปริมาณอารเซนกิที่สกัดไดทัง้หมดดวย ICP-OES 

สวนที่ 2     วิเคราะหรูปแบบทางเคมีของอารเซนกิดวย HPLC/ICP-OES 

- นําคาที่ไดจากทั้งสองสวนไปเปรียบเทยีบกบัคา certified value  

 
3.5.4 Limit of detection (LOD) และ Limit of quantitation (LOQ) ของการ 
       วิเคราะห 

- LOD และ LOQ ของการวเิคราะหปริมาณอารเซนิกรวม คํานวณจากคาสวน

เบี่ยงเบนมาตรฐานของคาเฉลี่ยความเขมขน blank ที่ไดจากการวิเคราะห

ตัวอยางปลา 

- LOD และ LOQ ของการวิเคราะหรูปแบบทางเคมีของอารเซนิกทัง้ 3 รูปแบบ 

คือ arsenobetaine, MMA และ inorganic arsenic คํานวณจากคาสวน

เบี่ยงเบนมาตรฐานของคาเฉลี่ยความเขมขนที่ต่ําที่สุดทีส่ามารถวัดไดดวย 

HPLC/ICP-OES 

โดยที ่

LOD   = 3   x  standard deviation  

LOQ   = 10  x standard deviation  
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3.6 การวิเคราะหรูปแบบทางเคมีของอารเซนิกในตัวอยางปลา 

นําตัวอยางปลาทัง้หมดไปวเิคราะหปริมาณอารเซนิกรวมดวยวธิ ี total acid 

digestion (ตามวิธกีารขอ 3.5.1) และ รูปแบบทางเคมีของอารเซนิก (ตามวธิีการขอ 3.5.2) 

วิเคราะหปริมาณ arsenobetaine, MMA และ inorganic arsenic ในปลา เปรียบเทียบปริมาณ

ของอารเซนกิแตละรูปแบบกับปริมาณอารเซนิกรวม วเิคราะหความสัมพันธของปริมาณอารเซนกิ

กับลักษณะการกินอาหาร และ แหลงทีอ่ยูของปลา โดยการวิเคราะหความแปรปรวนแบบ One 

way ANOVA 

 

3.7 การวิเคราะหตัวอยางน้ํา 

  3.7.1 การเกบ็ตัวอยางน้าํ 

ทําการเก็บตัวอยางน้ําทะเลและน้ําจืดจาก จ. จนัทบรีุ โดยเก็บบริเวณเดียวกับ

การเก็บตัวอยางปลา คือ น้าํทะเลเก็บที่ อ.แหลมสงิห และ น้ําจืดเกบ็ที่แมน้าํจนัทบุรี โดยใชการ

เก็บโดยตรงทีผิ่วน้าํดวยขวด polyethylene ขนาด 250 มิลลิลิตร เก็บจุดละ 3 ตัวอยาง แชเยน็ไวที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนัน้นํากลับมายงัหองปฏิบัติการทนัท ี

 

3.7.2 การวิเคราะหปริมาณอารเซนิกรวมในน้าํ 

- นําตัวอยางน้าํ 4 มิลลิลิตร ใสหลอดทดลอง เติม conc. HCl  0.5 มิลลิลิตร  

จากนั้นเติม 5% KI + 5% ascorbic acid 0.5 มิลลิลิตร  ตั้งทิง้ไว 45 นาท ี 

- นําไปวิเคราะหดวยเครื่อง Hydride Generation Atomic Absorption 

Spectrometry (HG-AAS) 
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3.7.3 การวิเคราะหปริมาณอารเซนิกอนินทรีย (ในรูป AsIII และ AsV) 

- นําตัวอยางน้าํ 9.9 มิลลิลิตร เติม conc. HNO  0.1 มิลลิลิตร  และ K3 2S O2 8 

0.1 กรัม  นาํไปใหความรอนนาน 20 นาที  ตั้งทิง้ไวใหเยน็ 

OHCl  0.1 กรัม ตั้งทิง้ไว 1 นาท ี  - เติม NH3

- แบงตัวอยางน้าํมา 4 มิลลิลิตร ใสหลอดทดลอง เติมกรด HCl เขมขน 0.5 

มิลลิลิตร จากนั้นเติม 5% KI + 5% ascorbic acid 0.5 มิลลิลิตร ตั้งทิง้ไว 45 

นาท ี

- นําไปวิเคราะหดวยเครื่อง Hydride Generation Atomic Absorption 

Spectrometry (HG-AAS) 

 

3.7.4 การคํานวณคา Bioconcentration factor (BCF) 

นําขอมูลความเขมขนของอารเซนิกในปลาและในน้ํา จาก จ. จนัทบรีุ  ในรูปของ

อารเซนิกรวม อารเซนิกอนนิทรีย และอารเซนิกอนิทรีย ไปคํานวณคา bioconcentration factor 

(BCF)  ซึ่งเปนคาที่ใชอธิบายการสะสมของสารพษิในส่ิงมีชีวิต เปนอัตราสวนของความเขมขนของ

สารนั้นในตัวของสิ่งมีชวีิตกบัความเขมขนในน้าํที่อยูรอบตัวมัน (US-EPA, 1995) ซึ่งการสะสมใน

ลักษณะนีเ้กิดจากการรับสารนั้นจากน้ําเขาสูรางกายโดยตรง ไมวาจะเปนการกนิ หรือการซึมผาน

ทางผิวหนงัและเหงือก 

  โดยที ่

BCF          =                       concentration of As in fish  (μg/g) 

    Concentration of As in ambient water (μg/l)  
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ตัวอยางปลา 

แลเฉพาะเนื้อ freeze dry  และ บดละเอียด 

Total arsenic analysis Arsenic speciation analysis 

(Total acid digestion) (Solvent extraction) 

conc. HNO  3 ml   methanol : water  3

ทําซ้ํา 

 

 

รูปที่  3.1   แผนผังการวิเคราะหอารเซนิกในปลา 

+  37% H2O2 1 ml 

ใหความรอนดวยหมออบความดัน 

ที่อุณหภูมิ  ~ 110  oC, 2 ชั่วโมง 

ปรับปริมาตรเปน 10 ml 

=  3:1  v/v   5 ml 

sonicate 30 นาท ี

centrifuge 2000 rpm 20 นาที  

total clear solution 

ICP-OES centrifuge 2000 rpm 20 นาท ี

clear solution 

ปรับปริมาตรเปน 25 ml 

HPLC/ICP-OES 
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CRM 

DORM-2  และ  MA-M-3/TM  

Total acid digestion Solvent extraction 

เฉพาะ DORM-2 

ICP-OES ICP-OES HPLC/ICP-OES 

เทียบกับ certified value  เทียบกับ certified value  เทียบกับ certified value  

ของ total As ของ total As ของ AsB 

 

 

 

รูปที่  3.2  แผนผังการวิเคราะห Certified Reference Materials 
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บทที่  4 

ผลการศึกษาและวิจารณผล 

 

การศึกษาครั้งนี้ทาํการพัฒนาการวิเคราะหรูปแบบทางเคมีของอารเซนกิในปลา

ดวยวิธ ี HPLC/ICP-OES จากนั้นนําวธิีการที่พัฒนาไดไปวิเคราะหอารเซนิกในตวัอยางปลาชนดิ

ตางๆ และหาความสัมพนัธของปริมาณและรูปแบบทางเคมีของอารเซนิกในปลาทะเลและปลาน้าํ

จืด ปริมาณอารเซนิกในน้ํา รวมถึงพฤติกรรมการกนิอาหารและแหลงทีอ่ยูของปลา  

 

4.1 การทดสอบการแยกสารละลายมาตรฐานอารเซนิกดวยระบบ HPLC/ICP-OES 

จากการทดลองแยกสารละลายมาตรฐานอารเซนิก 3 ชนดิ ไดแก arsenobetaine 

(AsB), monomethylarsonic acid (MMA) และ inorganic arsenic (AsV) ความเขมขนชนิดละ 

250 μg/l  ดวยวิธ ี HPLC/ICP-OES  และใช mobile phase คือ NaH PO2 4  2 ความเขมขน ไดแก 

5 mmol/l และ 50 mmol/l ตามโปรแกรมรวม 3 ข้ันตอน (Three step elution) ดังตอไปนี้ 

(ดัดแปลงจาก Rattanachongkiat, 2004) 

 

POIsocratic elution   ใช mobile phase   5 mmol/l  NaH2 4   นาน 360 วินาท ี

PO  Step gradient       ใช mobile phase 50 mmol/l  NaH2 4   นาน 180 วินาท ี

Re-equilibrate     ใช mobile phase   5 mmol/l  NaH2PO    นาน 360 วนิาท ี4

 

การใช mobile phase ตามโปรแกรมขางตนจะสามารถแยกสารละลายมาตรฐาน

อารเซนิกทัง้สามชนิดออกจากกนัไดอยางสมบูรณภายในเวลา 900 วนิาที (15 นาที)  ซึ่งมีลําดับ

ของการแยก คือ  arsenobetaine  →  MMA  →  inorganic arsenic   โดย arsenobetaine จะ

ถูกแยกออกมาโดยการชะของ mobile phase ความเขมขนต่ํา (5 mmol/l) ที่ retention time 180 

วินาท ี  สวน MMA ถูกแยกออกมาโดย mobile phase ความเขมขนสงู (50 mmol/l) ที่ retention 

time 465 วินาท ี และสุดทาย inorganic arsenic จะถูกแยกออกมาโดย mobile phase ความ

เขมขนต่ํา (5 mmol/l) ที ่retention time 630 วินาท ีโดยมีสภาวะของระบบ HPLC/ICP-OES  ที่ใช
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ในการแยกเปนดังตารางที่ 4.1 ซึ่งสภาวะดังกลาวไดมาจากการทดลอง  สวนโครมาโทแกรมของ

การแยกสารละลายมาตรฐานทัง้สามชนิดเปนดังรูปที ่4.1 – 4.2  

 

ตารางที่  4.1 สภาวะของระบบ HPLC/ICP-OES  ที่ใชในการศึกษา 
 

 

HPLC       

      Column dimension 

      Guard column dimension 

      Packing material 

      Eluent flow rate 

      Sample loop 

      Competitive counter ion 

      Mobile phase 

 

 

 

250 x 4.6 mm 

50 x 4.6 mm 

Hamilton resin PRP-X100, 10 μm particle size 

1.0  ml/min 

100 μl 

Phosphate 

5    mmol/l    NaH2PO4 ,  pH ~ 7 

50  mmol/l    NaH2PO4 ,  pH ~ 7 

(ปรับ pH ดวย ammonia solution) 
 

 

ICP-OES 

      Nebulizer type 

      Wavelength  

      Forward power 

      Nebulizer gas  

      Nebulizer gas flows 

      Auxilary gas 
 

 

 

pneumatic nebulizer 

193.695  nm 

1000 watt 

Argon gas (standard grade 99.99%) 

1.0 ml/min  

- 
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รูปที่ 4.1    โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานอารเซนิก ความเขมขน 250 μg/l 

PO  เปน mobile phase โดยใช  5 และ 50 mmol/l  NaH2 4

(ก) arsenobetaine    (ข)  MMA   และ  (ค)  inorganic arsenic 
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MMA 465.00s

inorganic As 
630.00 s

AsB 180.00 s
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รูปที่ 4.2   โครมาโทแกรมของสารผสมระหวาง arsenobetaine , MMA และ inorganic arsenic 

ความเขมขนชนิดละ 250 μg/l  โดยใช  5 และ 50 mmol/l  NaH PO  เปน mobile phase 2 4

 

POการใช NaH2 4 ความเขมขนเดียว เปน mobile phase ตลอดการแยก ไม

สามารถแยกสารละลายผสมของ AsB, MMA และ inorganic arsenic ออกจากกนัได  โดยพบวา 

เมื่อใช 5 mmol/l  NaH2PO4 ผลคือ มีเพียง AsB เทานั้นที่ถกูแยกออกมา สวน MMA และ 

inorganic arsenic ไมสามารถแยกออกมาได ทัง้ยงัให base line ที่สูงและไมเรียบ ดังรูปที่ 4.3 (ก)  

และเมื่อทดลองใช 50 mmol/l  NaH PO2 4 เปน mobile phase พบวา สารทั้งหมดถกูแยกออกมา

พรอมกัน ไดลักษณะเปน bulky peak และมี base line ที่สูงและไมเรียบเชนเดียวกัน ดังรูปที ่4.3 

(ข)   

จากการศึกษาของ Rattanachongkiat (2004) พบวา ประสิทธิภาพของการแยก 

MMA กับ inorganic arsenic ไมไดข้ึนอยูกับความเขมขนของ mobile phase แตเพียงอยางเดยีว 

แตยังขึ้นกับเวลาที่ใชในการชะของ mobile phase ความเขมขนต่ําในชวงแรกดวย เนื่องจาก

ในขณะที่กาํลงัชะคอลัมนดวย mobile phase ความเขมขนต่ํา (ในทีน่ี้คือ 5 mmol/l NaH PO2 4) อยู

นั้น  MMA และ inorganic arsenic จะถกูดูดซับไวโดย stationary phase ของคอลัมน ซึง่ MMA 

จะเคลื่อนที่ออกมากอน inorganic arsenic ดังนัน้ ทัง้สองรูปแบบจะถูกแยกออกจากกนัไดดีถา

เพิ่มเวลาที่ใชในการชะของ mobile phase ความเขมขนต่ํา  ซึ่งเวลาที่เหมาะสมในการชะ mobile 

phase ความเขมขนต่าํในชวงแรกที่ไมทําใหเวลาที่ใชในการแยกสารทั้งหมดนานเกนิไป อยู
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ระหวาง 300 – 360 วินาท ี (Rattanachongkiat, 2004) สวนเวลาทีน่อยกวานั้นจะทําใหการแยก 

MMA และ inorganic arsenic  เกิดขึ้นไดไมดี ดังรูปที่ 4.4 
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รูปที่ 4.3   โครมาโทแกรมของสารผสมระหวาง arsenobetaine , MMA และ inorganic arsenic  

โดยใช mobile phase คือ NaH PO   ความเขมขนเดยีวตลอดการแยก 2 4

(ก)  5 mmol/l  NaH PO     และ   (ข)  50 mmol/l  NaH PO2 4 2 4
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รูปที่ 4.4   การแยก  AsB, DMA, MMA และ AsV  เขมขน 200 μg/l  โดยใช mobile phase แบบ 

Three step elution  ซึง่แปรผันเวลาที่ใชในขั้นตอนแรก (mobile phase ความเขมขนต่ํา) และ

วิเคราะหดวย ICP-MS       (a)   180  sec     (b)   240  sec    และ    (c)    300  sec 

(ที่มา : Rattanachongkiat, 2004) 

 

  เมื่อทดลองการแยกสารละลายมาตรฐานอารเซนิกทัง้สามชนิดโดยใช flow rate 

ของ HPLC ทีแ่ตกตางกนั 3 คา คือ 1.0, 1.5 และ 2.0 ml/min พบวา ผลที่ไดไมมีความแตกตางกนั 

เนื่องจากสารมาตรฐานอารเซนิกทั้งสามชนิดถูกแยกออกมาที่ retention time เดียวกัน และ peak  

ที่ได ก็มีลักษณะเหมือนกนัทุกประการ ดงัรูปที่ 4.5  ในการทดลองจึงเลือกใช flow rate 1.0 ml/min 

เนื่องจากเปนคาที่เทากับ flow rate ที่เหมาะสมของ nebulizer gas (Argon) ของ ICP-OES 
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รูปที่ 4.5    โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานอารเซนิก ความเขมขนแตละชนดิ 250 μg/l 

โดยใช flow rate ของ HPLC ที่แตกตางกนั 

(ก)  2.0 ml/min    (ข)  1.5  ml/min   และ  (ค)  1.0  ml/min 
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4.2 การทดสอบการแยกสารสกัดจากปลาที่เติมสารละลายมาตรฐานอารเซนิก 

  จากการทดลองแยกสารสกัดจากปลากะพงแดง ดวยวิธกีารที่ดัดแปลงจากวิธกีาร

ของ Geiszinger et al. (2002), Fattorini et al. (2004) และ Rattanachongkiat (2004) จากนัน้

นําไปวิเคราะหดวย HPLC/ICP-OES ตามสภาวะที่พฒันาได พบวา ในสารสกัดจากปลากะพงแดง

พบอารเซนิกเพียงรูปแบบเดยีว คือ arsenobetaine ดังรูปที่ 4.6   
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รูปที่ 4.6    โครมาโทแกรมของสารสกัดจากปลากะพงแดง 

 

  จากนั้นทดลองเพื่อยืนยันวาสภาวะของ HPLC/ICP-OES ที่ได สามารถใชแยก

อารเซนิกรูปแบบตางๆ ไดแก arsenobetaine, MMA และ inorganic arsenic ใน matrix ที่เปน

เนื้อปลาไดดีเชนเดียวกับการแยกสารมาตรฐาน จงึทาํการเติม MMA และ inorganic arsenic 

ความเขมขน 2 คา ไดแก 1000 และ 200 μg/l ลงในเนื้อปลากะพงแดง จากนัน้นาํไปสกัดดวย

วิธีการเดียวกนั ผลปรากฏวา สามารถแยก MMA และ inorganic arsenic ออกจาก 

arsenobetaine ที่มีอยูในเนือ้ปลาไดดี ดังรูปที่ 4.7  ซึ่งจากผลที่ไดแสดงใหเหน็วา สภาวะของ

เครื่อง HPLC/ICP-OES ที่ไดสามารถนําไปใชวิเคราะหรูปแบบทางเคมีของอารเซนกิในปลาไดเปน

อยางดีโดยไมมีผลจาก matrix  แตถาเปนการวิเคราะหในสัตวประเภทที่มีไขมันมาก เชน กลุมของ 

molluscs จําเปนตองมข้ัีนตอนของการกาํจัดไขมันออก (defat) โดยใชตัวทาํละลายอนิทรีย 

(organic solvent)  เชน acetone หรือ ether  กอนที่จะนาํไปสกัด (McSheehy et al., 2003) 
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รูปที่ 4.7    โครมาโทแกรมของสารสกัดจากปลากะพงแดงที่เติม MMA และ inorganic arsenic  

(ก)    เติม   1000  μg/l     และ    (ข)    เติม   200  μg/l 
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4.3 การทดสอบหาตัวทําละลายที่เหมาะสมในการสกัดอารเซนกิในปลา 

  ทําการทดลองเพื่อหาตัวทําละลายที่เหมาะสมในการสกัดอารเซนิกในเนือ้ปลา 

ดวยวิธกีารสกดัแบบ solvent extraction โดยใชสารผสมระหวางเมทานอลกับน้าํในอัตราสวนที่

แตกตางกนั ผลปรากฏวา อัตราสวนของเมทานอลกับน้าํที่เหมาะสมสาํหรับการสกัดอารเซนิกจาก

เนื้อปลา คือ 3:1 v/v โดยใหเปอรเซ็นตของอารเซนิกทีส่กัดไดสูงถึง 91.6% (ตารางที่ 4.2) ลําดบั

ประสิทธิภาพของการสกัด คือ 3:1 > 2:1 > น้าํ > 1:2 > 1:3 > 1:1  โดยพบวา ไมมีความสมัพนัธ

กันระหวางสัดสวนของเมทานอลในตัวทําละลายกับประสิทธิภาพของการสกัดอารเซนิกจากปลา  

แมวาของผสมระหวางเมทานอลกับน้ําจะสามารถสกัดอารเซนิกจากตัวอยางได

ดี แตประสิทธิภาพของการสกัดจะสงูหรือตํ่ายังขึน้อยูกับชนิดของตัวอยางซึ่งสงผลตออัตราสวน

ของสารทัง้สองที่ใชดวย (McSheehy et al., 2003 และ Francesconi และ Kuehnelt, 2004)  ใน

บางครั้งแมตัวอยางจะเปนสตัวหรือพืชเหมอืนกนั แตก็ใชอัตราสวนของสารทั้งสองในการสกัด

แตกตางกนั ตัวอยางเชน การศึกษารูปแบบทางเคมีของอารเซนิกในสาหรายทะเล 3 ชนิด พบวา 

สัดสวนของเมทานอลที่ใหเปอรเซ็นตอารเซนิกที่สกัดไดสูงสุดอยูระหวาง 56 - 78% ข้ึนกับชนิดของ 

marine algae  (Tukai et al., 2002)   

 

ตารางที่ 4.2 ประสิทธิภาพของตัวทาํละลายที่ใชสกัดอารเซนิกจากเนือ้ปลา (n = 3) 

 

ลําดับ ตัวทําละลาย เปอรเซ็นตอารเซนิกที่สกัดได *

1 methanol : water = 3:1 91.6 + 1.6 

2 methanol : water = 2:1 82.2 + 1.5 

3 water 71.3 + 4.4 

4 methanol : water = 1:2 59.2 + 3.7 

5 methanol : water = 1:3 47.7 + 5.9 

6 methanol : water = 1:1 43.3 + 3.9 

 * คาเฉลี่ย + S.D. 
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4.4 การวิเคราะห certified reference materials (CRM) 

  จากการวิเคราะห certified reference materials (CRM) 2 ชนิด ไดแก DORM-2 

(dogfish muscle) และ MA-M-3/TM (fish tissue homogenate) เพื่อทดสอบประสิทธิภาพของ

การวิเคราะหปริมาณอารเซนิกรวมดวยวิธ ีtotal acid digestion และ การวิเคราะหรูปแบบทางเคมี

ของอารเซนกิดวยวิธ ีsolvent extraction  ผลเปนดงันี ้

 

  4.4.1 Total acid digestion 

จากการทดสอบประสิทธิภาพของวธิี total acid digestion โดยใช HNO3 และ 

37% H2O2 ซึง่เปนการวัดคาปริมาณอารเซนิกรวมใน DORM-2 และ MA-M-3/TM พบวา มีคาเปน 

16.50 + 0.97 และ  6.50 + 0.47 μg/g dry weight ตามลําดับ (n = 10) เมื่อเทียบกบัคา certified 

value  ของ CRM ทัง้สองแลว คิดเปน 91.7 และ 97.0 % ตามลําดับ  ซึ่งเปนคาที่ยอมรับไดที่ α  = 

0.05 โดยการศึกษาครั้งนี้ไดประยุกตใชวิธ ีdigestion โดยการนําไปใหความรอนดวยหมออัดความ

ดันที่อุณหภูม ิ 110 oC เปนเวลา 2 ชัว่โมง  แตพบวาผลที่ไดมีความใกลเคียงกับวิธ ี microwave 

digestion (Rattanachongkiat, 2004)  จึงสรุปไดวาวธิีการที่ใชในครั้งนี้สามารถวิเคราะหปริมาณ

อารเซนิกรวมไดอยางมีประสิทธิภาพเชนเดยีวกนั 

 

4.4.2 Solvent extraction 

ทําการทดสอบประสิทธิภาพของวธิีการสกัดอารเซนกิในปลา ดวย DORM-2 และ 

MA-M-3/TM  โดยวิธี solvent extraction  ซึ่งใช methanol : water ในอัตราสวน 3 : 1 v/v  เปนตวั

สกัด  พบวา  เมื่อวิเคราะหสารที่สกดัไดดวย ICP-OES เทียบกับปริมาณอารเซนกิรวมแลว มีคา

เปน 16.48 + 0.86 และ 6.36 + 1.14 μg/g dry weight  หรือคิดเปน 91.6 และ 94.5 % สําหรับ  

DORM-2  และ MA-M-3/TM  ตามลําดับ (n = 10) ซึ่งคาดังกลาวสามารถยอมรับไดที่ α  = 0.05   

แสดงใหเหน็วา วิธีการสกัดดวย methanol : water อัตราสวน 3 : 1 v/v  สามารถสกัดอารเซนิก 

จากเนื้อปลาไดมีประสิทธิภาพสงู   
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เมื่อนําสารที่สกัดไดจาก DORM-2 ไปวิเคราะหรูปแบบทางเคมีของอารเซนิกดวย 

HPLC/ICP-OES พบอารเซนิกเพียงรูปแบบเดียว คือ arsenobetaine (ดังรูปที่ 4.8) โดยมีคา

เทากับ 14.14 + 1.04  μg/g dry weight  เมื่อเทียบกับคา certified value แลว คิดเปน 86.9% (n 

= 5)  ซึ่งจัดวาสามารถยอมรบัได α = 0.05   

สําหรับคา certified value ของ arsenobetaine ที่ใช เปนคาเฉลี่ยจากหลายๆ

การศึกษา เนือ่งจากมีขอจํากัดในเรื่อง CRM ที่มีจาํนวนชนิดไมมาก และไมมีคา certified value 

ของสารประกอบอารเซนิกอนิทรียเหมือนกับสารประกอบอารเซนิกอนนิทรีย จึงตองนาํคาที่

วิเคราะหไดไปเปรียบเทยีบกบัคาที่มีผูทําการศึกษาไวแลว อาทิ Corr (1997), Goessler et al. 

(1998), Kubota et al. (2002) และ Rattanachongkiat (2004)  ซึง่พบวา มีคาใกลเคียงกัน โดย

อยูระหวาง 86 – 101% 

ถึงแมการวิเคราะห DORM-2 ในครั้งนี้พบอารเซนกิเพียงรูปแบบเดียว คือ 

arsenobetaine ซึ่งเปนรูปแบบที่เดนที่สุดในส่ิงมีชวีิตทั่วไป  แตในบางครั้งการวิเคราะหที่ใชวธิี 

ICP-MS ซึ่งมปีระสิทธิภาพสูงกวาสามารถวิเคราะหไดคาที่ต่ํามาก อาจตรวจพบ DMA, MMA หรือ 

inorganic arsenic ไดบางในปริมาณที่นอยกวา 0.05 μg/g (Goessler et al., 1998 และ 

Rattanachogkiat, 2004)  
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รูปที่ 4.8    โครมาโทแกรมของสารสกัดจาก DORM-2 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   ตารางที่ 4.3       การวิเคราะหปริมาณ total arsenic ใน  DORM-2 และ MA-M-3/TM    (n = 10) 
 

Concentration obtained Digestion/extraction 

efficiency (%) 
CRM Characteristic 

Certified value 

(μg/g dry weight) (μg/g dry weight) 

Digestion using HNO3 and H2O2

DORM-2 dogfish muscle 18.0  +  1.10 16.50  +  0.97 91.7 

MA-M-3/TM fish tissue homogenate   6.7  +  0.60   6.50  +  0.47 97.0 

Extraction using methanol : water = 3 : 1

DORM-2 dogfish muscle 18.0  +  1.10 16.48  +  0.86 91.6 

MA-M-3/TM fish tissue homogenate   6.7  +  0.60   6.36  +  1.14 94.9 
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ตารางที่ 4.4 ความเขมขนของอารเซนิกรูปแบบตางๆ ใน DORM-2   (n = 5) 
 

Extraction 

efficiency 

(%) 

Other species Certified AsB Obtained AsB 
CRM 

(μg/g dw) (μg/g dw) MMA DMA Inorganic As 

DORM-2 16.40  +  1.20 14.14  +  1.04 ND ND ND 86.9 

หมายเหตุ ND   =   not detected 

 

4.5 การวิเคราะห Limit of detection (LOD) และ Limit of quantitation (LOQ) 

จากการวิเคราะห limit of detection (LOD, เทากับ 3 เทาของสวนเบี่ยงเบน

มาตรฐานของ blank) และ limit of quantitation (LOQ, เทากบั 10 เทาของสวนเบี่ยงเบน

มาตรฐานของ blank) พบวา การวิเคราะหปริมาณอารเซนิกรวมมี LOD และ LOQ เทากับ 0.015 

และ 0.050 μg/l ตามลําดับ สวนการวเิคราะหอารเซนกิทั้ง 3 รูปแบบ ไดแก arsenobetaine, MMA 

และ inorganic arsenic พบวา ความเขมขนต่ําทีสุ่ดที่สามารถวดัไดดวยวิธี HPLC/ICP-OES 

เทากับ 0.25 μg/l ถาคิดในรูปของน้ําหนกัอารเซนกิจะเทากบั 0.11 μg-As/l เมื่อคํานวณ LOD 

และ LOQ พบวามีคาอยูระหวาง 0.013 – 0.017 μg/l และ  0.043 – 0.055 μg/l  ตามลําดับ ดงั

ตารางที่ 4.5 

 

ตารางที่ 4.5 Limit of detection (LOD) และ limit of quantitation (LOQ) ของการวิเคราะห  

(n = 10) 
 

Blank standard 

deviation 

LOD Arsenic species Blank 

concentration 

LOQ 

(μg/l)  (μg/l) 

(μg/l)   

Total arsenic 0.027 0.0050 0.015 0.050 

AsB 0.042 0.0043 0.013 0.043 

MMA 0.038 0.0048 0.014 0.048 

Inorganic arsenic 0.037 0.0055 0.017 0.055 
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4.6 Recovery ของสารละลายมาตรฐานอารเซนิก 

  จากการวิเคราะห recovery ของสารละลายมาตรฐานอารเซนกิความเขมขน

ตางๆ กนั ตัง้แต 25 – 250 μg/l ที่เติมลงในเนื้อปลา แลวนาํไปสกดัดวยวิธกีารทีพ่ัฒนาได ผล

ปรากฏวา เมือ่คํานวณความเขมขนของอารเซนิกรูปแบบตางๆ โดยเทียบกับสารมาตรฐานจุดเดยีว 

(one point calibration) พบวาให %recovery ของ arsenobetaine, MMA และ inorganic 

arsenic เทากบั  97.3,  91.3  และ  94.5 % ตามลําดบั  สวนการคาํนวณความเขมขนของอารเซ  

นิกจากวธิี calibration curve พบวา %recovery ของ  arsenobetaine,  MMA  และ inorganic 

arsenic  มีคาเทากับ 100.1,  94.8  และ  94.9 % ตามลําดับ โดยมีคา r2
AsB = 0.9848,  r2

MMA = 

0.9509 และ r2
inorg = 0.9526 ซึ่งใกลเคียง 1 ทั้งหมด  และเมื่อเปรียบเทียบคา %recovery ของสาร

มาตรฐานทัง้สามชนิด พบวา ไมมีความแตกตางกนัที่ α = 0.05 (p-value ของ AsB = 0.058,  

MMA = 0.188  และ  inorganic arsenic  = 0.939) 

  จากผลที่ไดทําใหการคํานวณความเขมขนของอารเซนกิแตละรูปแบบในการ

ทดลองครั้งนี้ เลือกใชวิธกีารเทียบมาตรฐานจุดเดียว (one point calibration)  เนื่องจากคาที่ไดไม

แตกตางจากวธิีการคํานวณจาก calibration curve แตมีความสะดวกรวดเร็วและสิ้นเปลอืง

สารเคมีนอยกวา  

 

ตารางที่ 4.6 เปอรเซ็นต recovery ของสารละลายมาตรฐานอารเซนกิ  (n = 5) 
 

Arsenic recovery (%) 
Arsenic species 

one point calibration calibration curve 

arsenobetaine 

MMA 

inorganic arsenic 

97.3 

91.3 

94.5 

100.1 

94.8 

94.9 
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R2 = 0.9848
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รูปที่ 4.9    calibration curve ของสารละลายมาตรฐานอารเซนิก 

   (ก)   AsB    (ข)  MMA   และ  (ค)   inorganic arsenic  
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4.7 การวิเคราะหรูปแบบทางเคมีของอารเซนิกในตัวอยางปลา 

  4.7.1 ตัวอยางปลา 

  ตัวอยางปลาทะเลและปลาน้ําจืดที่ทาํการศึกษาในครัง้นี ้ มีดังตอไปนี ้ 

  ปลาทะเล (จันทบุรี) 

- ปลาอีโตมอญ (Coryphaena hippurus)   

- ปลากะพงขาว (Lates calcarifer) 

- ปลาเห็ดโคน (Sillago sihama) 

- ปลาท ู(Rastrelliger brachysoma) 

ปลาน้าํจืด (จนัทบุรี) 

- ปลาชอน (Channa striata)   จากแมน้ําจนัทบุรี และตลาดสด 

- ปลากดเหลือง (Hemibagus nemurus) จากแมน้าํจนัทบุรี และตลาดสด 

- ปลาหมอไทย (Anabus testudineus)  จากแมน้ําจันทบรีุ 

- ปลาหมอเทศ (Oreochromis mossambicus) จากตลาดสด 

ปลาทะเล (สมทุรปราการ) 

- ปลาดาบเงิน (Trichiurus lepturus) 

- ปลากุเราหนวด 4 เสน (Eleutheronema tetradactylum)   

- ปลาจวด (Otolithes ruber) 

- ปลาท ู(Rastrelliger brachysoma) 

ปลาทะเล (กรุงเทพมหานคร) 

- ปลากะพงแดง (Lutjanus argentimaculatus)  

ปลาน้าํจืด (กรุงเทพมหานคร) 

- ปลานิล (Oreochromis niloticus) 

- ปลาสวาย (Pangasius hypothalamus) 

- ปลายี่สก (Probabus jullieni) 

- ปลาชอน (Channa striata) 
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  4.7.2 ปริมาณอารเซนิกรวมในตัวอยางปลา   

          จากการวิเคราะหปริมาณอารเซนิกรวมในตัวอยางปลา ดวยวธิี total acid 

digestion พบวา มีคาอยูระหวาง 3.7 – 29.0 μg/g dry weight โดยคาสูงสุดพบในปลากะพงแดง 

(Lutjanus argentimaculatus) และคาต่ําสุดพบในปลาสวาย (Pangasius hypothalamus) 

(ตารางที ่ 4.7) จากการคํานวณเปอรเซ็นตน้ําในตัวอยางปลาทะเลและปลาน้าํจืด พบวามีคาเฉลี่ย

เทากับ 30.5 และ 31.87 % ตามลําดับ เมื่อคํานวณปริมาณอารเซนิกรวมในหนวยน้ําหนักเปยก 

(wet weight) จะมีคาอยูระหวาง 2.5 – 20.2 μg/g wet weight เมื่อนําผลที่ไดไปเปรียบเทียบกบั

การศึกษาปริมาณอารเซนกิรวมในปลาหลายชนิด จาก จ.สมุทรปราการ ของ รุงฟา อินทจกัร 

(2545) ซึ่งมีคาอยูระหวาง 4.1 – 25.5  μg/g wet weight  พบวา มีคาใกลเคียงกัน   

   

4.7.3 รูปแบบทางเคมีของอารเซนิกในตัวอยางปลา 

  จากการวิเคราะหรูปแบบทางเคมีของอารเซนิกในตัวอยางปลา ดวยวธิี solvent 

extraction พบวา อารเซนิกรูปแบบเดนทีพ่บในทุกตัวอยางปลา คือ arsenobetaine โดยมีสัดสวน

อยูระหวาง 62.8 – 95.7 % เมื่อเทียบกับปริมาณอารเซนกิรวม คาสูงสดุพบในปลาเห็ดโคน (Silver 

sillago) และต่ําสุดพบในปลาหมอเทศ (Oreochromis mossambicus)  (ตารางที่ 4.7) 

  นอกจากนีย้ังพบ monomethylarsonic acid (MMA) และ inorganic arsenic 

ดวย โดย MMA พบในตัวอยางปลาน้าํจืดเทานั้น มีคาอยูระหวาง 0.3 – 0.9 μg/g dry weight (0.2 

– 0.6 μg/g wet weight) คดิเปน 3.7 – 10.9% ของปริมาณอารเซนกิรวม สวน inorganic arsenic 

พบในปลาน้าํจืดเกือบทุกชนิด มีคาอยูระหวาง 0.3 – 1.8 μg/g dry weight (0.2 – 1.2  μg/g wet 

weight) คิดเปน 1.7 – 20.3 % ของปริมาณอารเซนกิรวม สําหรับในปลาทะเลพบ inorganic 

arsenic ในตวัอยางปลาท ู(Rastrelliger brachysoma) ที่เก็บมาจาก จ. สมทุรปราการ เพียงชนิด

เดียว โดยมีคา 0.3 + 0.1 μg/g dry weight หรือคิดเปน 1.7 % ของปริมาณอารเซนกิรวม 

  สําหรับปริมาณอารเซนิกรวมที่วเิคราะหไดในครั้งนี ้ พบวา สวนใหญจะมีคาเกนิ

คามาตรฐานในสัตวน้ําของประเทศไทยทีก่ําหนดใหมีคาสูงสุดไมเกนิ 2 μg/g wet weight (กรม

ควบคุมมลพษิ, 2541) อยางไรก็ตามเมื่อพิจารณาในรูปของ MMA และ inorganic arsenic แลว 

พบวา ทั้งสองรูปแบบมีปริมาณไมเกินคามาตรฐานแตอยางใด   



ตารางที่ 4.7 ปริมาณอารเซนิกรูปแบบตางๆที่พบในตัวอยางปลา  (μg/g dry weight) ,  (n = 5)   
 

ประเภทปลา แหลงที่มา ชนิด total arsenic Arsenobetaine MMA inorganic arsenic other species 

เห็ดโคน 25.5  +  0.9 24.4  +  2.7 ND ND 1.1 

ทู 19.6  +  0.4 17.4  +  1.5 ND ND 2.2 

อีโตมอญ 13.6  +  0.8 11.2  +  0.7 ND ND 2.4 

 

จันทบุรี (ธรรมชาติ) 

 
กะพงขาว 24.7  +  1.0 22.3  +  0.6 ND ND 2.4 

จวด 27.4  +  2.2 23.9  +  1.7 ND ND 3.5 

กุเราหนวด 4 เสน 23.2  +  1.3 20.5  +  0.8 ND ND 2.7 

ดาบเงิน 12.7 +  1.8 10.3  +  0.7 ND ND 2.4 

 

สมุทรปราการ (ธรรมชาติ) 

 
ท ู 17.3  +  1.9 14.9  +  0.4 ND 0.3  +  0.1 2.1 

ปลาทะเล 

กรุงเทพมหานคร (ตลาดสด) กะพงแดง 29.0 +  1.3 25.4  +  1.5 ND ND 3.6 

นิล  7.4  +  0.5 4.7  +  0.3 0.3  +  0.1 0.8  +  0.1 1.6 

ยี่สก 8.8  +  0.5 5.7  +  0.8 ND 1.8  +  0.2 1.3 

สวาย 3.7  +  0.2 2.4  +  0.1 0.3  +  0.1 ND 1.0 
กรุงเทพมหานคร (ตลาดสด) 

ชอน 15.1 +  1.3 10.5  +  0.7 ND ND 4.6 

ชอน 13.0 +  1.2 10.9 +  2.1 ND ND 2.1 

กดเหลือง 5.1  +  0.9 3.9  +  0.5 ND 0.8 + 0.1 0.4 จันทบุรี (ธรรมชาติ) 

หมอไทย 8.1  +  0.5 5.7  +  1.2 0.9 + 0.2 0.9 + 0.3 0.6 

ชอน 13.3 +  1.6 10.6 +  0.5 ND ND 2.7 

กดเหลือง 7.9 + 2.2 5.6  +  0.9 ND 1.0 + 0.2 1.3 

ปลาน้ําจืด 

จันทบุรี (ตลาดสด) 

หมอเทศ 8.8 + 1.2 5.5 + 0.9 0.9 + 0.1 1.0 + 0.3 1.4 

หมายเหตุ         คาที่แสดงในตารางเปนคา mean + S.D. , ND = not detect,  Other species ไดจาก total arsenic – (arsenobetaine + inorganic arsenic AsV + MMA)  
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4.7.4 ปริมาณอารเซนิกในตัวอยางน้ํา 

จากการวิเคราะหปริมาณอารเซนิกในตวัอยางน้าํทะเลและน้ําจืดจาก จ. จนัทบุรี 

ผลปรากฏดังตารางที่ 4.8  เมื่อนาํไปเปรียบเทียบกบัปริมาณอารเซนิกในน้าํทะเลบริเวณชายฝง

นิคมอุตสาหกรรมมาบตาพดุ จ. ระยอง ซึ่งมีคาเฉลีย่ 4.1 + 0.5 μg/l (รุงฟา อินทจกัร, 2545)  

พบวามีคาใกลเคียงกนั สวนปริมาณอารเซนิกในน้าํจดืในบริเวณใกลเคียงไมมีผูทาํการศึกษา แต

จากการเปรียบเทียบกับขอมูลความเขมขนของอารเซนกิในน้าํจืดจากลุมน้ําปากพนงั ในป 2002 

บริเวณแมน้ําปากพนงั คลองปากพญา คลองปากนคร และ คลองบางชาก (สวนที่ไมไดรับ

ผลกระทบจากเหมืองแรรอนพิบูลย) ซึ่งมีคาอยูระหวาง 1.7 – 4.1 μg/l (Rattanachongkiat, 

2004)  พบวา มีความใกลเคียงกับคาที่ไดจากการศึกษาในครั้งนี ้คือ 1.4 – 3.0 μg/l  (คาเฉลี่ย 2.2 

μg/l) 

นอกจากนี ้ยงัทําการวิเคราะหอารเซนิกในรูป  inorganic arsenic และ organic 

arsenic ดวย และพบวา inorganic arsenic ในรูปของ arsenite + arsenate มีปริมาณมากที่สุด 

คิดเปนสัดสวนสูงกวา 80 % เปนที่นาสงัเกตวาปริมาณอารเซนิกรวมในน้าํทะเลมคีาสูงกวาในน้าํ

จืด ในขณะที่สัดสวนของ inorganic arsenic จะมีคาต่ํากวา สอดคลองกับการศึกษาของ 

Rattanachongkiat (2004) บริเวณลุมน้ําปากพนงั ซึง่พบวา สัดสวนของ inorganic arsenic ใน

น้ําจืดจะสงูกวาในน้ําทะเลอยูเล็กนอย (นาํขอมูลมาคํานวณใหมเฉพาะบริเวณที่ไมไดรับผลกระทบ

จากเหมืองรอนพิบูลย) 

 

ตารางที่ 4.8 ปริมาณอารเซนิกในน้าํทะเลและน้ําจืด จาก จ. จนัทบุรี  (n = 3) 
 

ชนิดของน้าํ Total As Inorganic As Organic As 

(μg/l) 
(μg/l) (%) (μg/l) (%) 

น้ําทะเล 4.7 + 0.8 3.8 + 1.3 80.9 0.9 + 0.5 19.1 

น้ําจืด 2.2 + 0.8 1.9 + 0.8 86.3 0.3 + 0.1 13.7 
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4.7.5 ความสมัพันธของปริมาณและรปูแบบทางเคมีของอารเซนิกที่พบใน 
         ตัวอยางปลา 

เมื่อพิจารณาความสัมพันธของปริมาณและรูปแบบทางเคมีของอารเซนิก ระหวาง

ปลาทะเลกับปลาน้าํจืด  แหลงที่อยูอาศัย (habitat) และ พฤตกิรรมการกินอาหาร (feeding 

behavior)  ของปลา พบสิง่ที่นาสนใจดงัตอไปนี้ 

จากผลการศึกษาในครั้งนี้ชี้ใหเหน็วา ปลาทะเลจะมปีริมาณอารเซนิกรวมและ

สัดสวนของ arsenobetaine สูงกวาในปลาน้าํจืดอยางมนียัสาํคัญ (รูปที่ 4.10) ทั้งนี้อาจ

เนื่องมาจากการที่โครงสรางทางเคมีของ arsenobetaine [(CH)3As+COO-] มีความคลายคลึงกบั 

glycinebetaine [(CH) +
3N COO-] ซึ่งเปนสารที่จําเปนในกระบวนการควบคุมสมดุลน้ําและเกลอื 

(osmoregulation) ในรางกายของปลา สันนษิฐานวาอารเซนิกไดเขาไปแทนทีโ่มเลกุลไนโตรเจนใน 

glycinebetaine ระหวางที่เกิดกระบวนการ phospholipids biosynthesis (Phillips และ 

Depledge, 1985) เหตุผลนี้อาจอธิบายสาเหตุของการที่ปลาน้ําจดืซึ่งอาศัยอยูในบริเวณที่น้าํมี

ความเค็มตํ่าจะมีความตองการใช glycinebetaine ในปริมาณที่ต่ํากวาปลาทะเล ทําใหมีสัดสวน

ของ arsenobetaine  ต่ําตามไปดวย (Hanaoka et al., 1999) 
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รูปที่ 4.10   ปริมาณอารเซนกิในปลาทะเลและปลาน้าํจดื 

(ก) ความเขมขนของอารเซนิกรวม (μg/g dry weight)    และ   (ข)   % arsenobetaine  
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 เมื่อพิจารณาความสัมพันธของปริมาณและรูปแบบทางเคมีของอารเซนิกที่พบกับ

แหลงที่อยูของปลา พบวา ปลาที่อาศัยอยูบริเวณผิวน้ํา (pelagic) มีสัดสวนของ arsenobetaine 

สูงกวาปลาที่อาศัยอยูบริเวณหนาดิน (demersal) หรือทั้งหนาดนิและผิวน้ํา (benthopelagic) 

อยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (p-value = 0.002) แตในทางตรงกนัขามกลับพบวา ปลาที่อาศัยอยู

บริเวณหนาดนิมีแนวโนมทีจ่ะพบทั้ง MMA และ inorganic arsenic ไดมากกวาปลาที่อาศัยอยู

บริเวณอื่น เชน ปลายี่สก และ ปลาหมอไทย เปนตน (รูปที่ 4.11)  ซึ่งทัง้ MMA และ inorganic 

arsenic จัดเปนอารเซนิกรูปแบบที่ส่ิงมีชวีิตสามารถรับเขาสูรางกายไดดี (bioavailable arsenic) 

สันนษิฐานวาปลาหนาดนิไดรับอารเซนิกจากน้ําที่แทรกอยูระหวางตะกอน (sediment porewater) 

ที่ฟุงขึ้นมาจากการรบกวนของสัตวที่อาศยัอยูบริเวณหนาดนิ หรือกระบวนการทีท่ําใหเกิดการฟุง

ของตะกอนทีพ่ื้นทองน้ํา น้าํที่แทรกอยูระหวางตะกอนนี้จะมีความเขมขนของ bioavailable 

arsenic ในปริมาณสูงกวาน้ําทะเลบริเวณเดียวกนั (Ebdon et al., 1987 และ De Bettencourt, 

1997) สําหรบัตะกอนนั้นแมจะพบวามีปริมาณอารเซนกิสูงแตมักอยูในรูปแบบที่ส่ิงมีชีวิตรับเขาสู

รางกายไดต่ํา (Welch et al., 1988)  ตัวอยางเชน ในการศึกษาของ Rattanachongkiat (2004) 

ในเนื้อเยื่อของปลาที่อาศัยอยูบริเวณผิวน้ํา ไดแก Liza vaigiensis มีปริมาณอารเซนิกรวมอยู

ระหวาง 0.002 – 5.25 μg/g dry weight  สวนปลาที่อาศัยอยูบริเวณหนาดิน เชน ปลากดหลาว 

(Arius truncates) ปลาดุกทะเล (Plotosus anguillaris)  ปลาเห็ดโคนจุด (Sillago maculate) 

และ ปลาล้ินหมา (Cynoglossus macrolepidotus) จะมีปริมาณอารเซนิกรวมสงูกวา คือ อยู

ระหวาง 0.002 – 11 μg/g dry weight เปรียบเทยีบกบัสัตวหนาดินกลุม crustacean ไดแก ปู 

และ กุง ซึ่งมปีริมาณอารเซนิกรวมสงูกวาในปลา แสดงใหเหน็วา สัตวที่อาศัยอยูบริเวณหนาดินจะ

มีโอกาสไดรับ bioavailable arsenic ไดมากกวา 
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รูปที่ 4.11   สัดสวนของอารเซนิกรูปแบบตางๆ ในปลาที่มีแหลงที่อยูแตกตางกนั 
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เมื่อพิจารณาความสัมพันธในดานพฤติกรรมการกินอาหารของปลา พบวา ปลาที่

กินเนื้อเปนอาหาร (carnivore) จะมีสัดสวนของ arsenobetaine สูงทีสุ่ด รองลงมา คือ ปลาทีก่ิน

ซาก (scavenger) และ ปลาที่กนิพืช (herbivore)  สวนปลาที่กนิทัง้พืชและสัตว (omnivore) จะมี

สัดสวนของ arsenobetaine นอยที่สุด (รูปที่ 4.12) โดยมีความแตกตางอยางมนีัยสําคัญทางสถติิ  

(p-value = 0.049)   อยางไรก็ตามไมพบวาปริมาณอารเซนิกรวมมีความแตกตางกนั (p = 0.288)  

สาเหตทุี่เปนเชนนี้อาจเนื่องมาจาก arsenobetaine มักเปลี่ยนแปลงมาจากอารเซนิกรูปแบบอืน่ 

โดยกระบวนการดังกลาวเกดิขึ้นในรางกายสัตว ปลาที่กนิเนื้อเปนอาหารจึงมีโอกาสสะสม 

arsenobetaine ไดมากกวาปลาทีก่ินทั้งพชืและสัตว 
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รูปที่ 4.12  สัดสวนของอารเซนิกรูปแบบตางๆ ในปลาทีม่ีพฤติกรรมการกินอาหารแตกตางกนั 

 

 เมื่อพิจารณาความสัมพันธของปริมาณอารเซนิกในตัวอยางปลากับในน้าํที่

บริเวณเดียวกนั พบวา ปริมาณอารเซนกิรวมในปลามีคาสูงกวาในน้าํกวา 2 – 6 เทา  แตสวนใหญ

จะเปนอารเซนิกอนิทรียในรูปของ arsenobetaine  ซึ่งไมเปนพิษ ในขณะที่อารเซนกิทีพ่บทัง้ในน้าํ

จืดและน้ําทะเลจะอยูในรูปอารเซนิกอนนิทรียกวา 80%  เมื่อคํานวณคา bioconcentration factor 

(BCF) ของ inorganic arsenic ในตัวอยางปลาพบวามคีาประมาณ 0 ทั้งสิน้ ในขณะที่ BCF ของ 

organic arsenic มีคาอยูระหวาง 13.7 – 40.4 l/g  (ตารางที ่4.9)  ซึง่จากคา BCF แสดงใหเหน็วา 

ปลาสามารถสะสมอารเซนิกในรูป organic arsenic ไดดีกวา แมวาในน้าํทีม่ันอาศัยอยูจะมี 

inorganic arsenic ในสัดสวนที่สูงกวาก็ตาม 



 

ตารางที่ 4.9 Bioconcentration factor ของอารเซนิกในตัวอยางปลาและน้าํจาก จ. จนัทบุรี 

 ปริมาณอารเซนิกในน้าํ (μg/l) ชนิดของปลา type ปริมาณอารเซนิกในปลา (μg/g dw) Bioconcentration factor (l/g) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Total Inorganic Organic Total Inorganic Organic Total Inorganic Organic 

marine 4.66 3.84 0.82 เห็ดโคน 25.5 ND 24.4 5.5 0 29.7 

    ท ู 19.6 ND 17.4 4.2 0 21.3 

    อีโตมอญ  13.6 ND 11.2 2.9 0 13.7 

    กะพงขาว 24.7 ND 22.3 5.3 0 27.2 

freshwater 2.19 1.92 0.27 ชอน  13.0 ND 10.9 5.9 0 40.4 

    กดเหลือง 5.1 0.8 3.9 2.3 0.4 14.7 

    หมอไทย  8.1 0.9 6.5 3.7 0.5 24.2 

ND  =  not detected 
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จากขอมูลที่ไดสอดคลองกับการศึกษาการสะสมอารเซนิกรูปแบบตางๆ ในหอย

สองฝา Mytilus edulis ที่เลีย้งในน้ําทะเลที่เติมสารประกอบอารเซนกิหลายตวั พบวา M. edulis มี

การเลือกดูดซมึอารเซนกิแตละรูปแบบที่แตกตางกนั (Gailer et al., 1995) โดยพบวา M. edulis 

สามารถดูดซมึ arsenobetaine, arsenocholine และ TMA+ ไดดีกวา MMA, DMA หรือ  

inorganic arsenic กวา 100 เทา  

การสะสมอารเซนิกแตละรูปแบบในส่ิงมีชวีิตแตละชนิดจะแตกตางกนัออกไป 

สําหรับสัตวจะไดรับอารเซนิกจากอาหารทีก่ินเปนหลกั (Francesconi และ Edmonds, 1998) สวน

พืช และ สาหราย รวมทัง้แพลงคตอนพืช จะไดรับจากน้ําที่อยูรอบตัวมัน  สําหรับน้ําทะเลทั่วไปซึ่ง

มีออกซิเจนสงูอารเซนิกจะอยูในรูป arsenate (H -AsO2 4 ) ซึ่งสาหรายสามารถดูดซมึเขาสูเซลลโดย

ผานกระบวนการ phosphate transport mechanism (Maugh, 1979 และ Meharg และ 

Macnair, 1992)  เนื่องจาก arsenate มีโครงสรางคลายคลึงกับฟอสเฟตในน้ํา (H2PO4
-) ซึ่งเปน

สารที่จําเปนในการเจริญเตบิโต arsenate เหลานี้จะเกดิการเปลี่ยนแปลงไปเปน arsenosugar ซึ่ง

พบกระจายทัว่ไปตลอดทั้งเนื้อเยื่อ (Morita และ Shibata,1990) โดยกระบวนการเปลี่ยนแปลงที่

เกิดขึ้นเกีย่วของกับสารที่ชื่อวา S-adenosylmethionine (AdoMet) ซึ่งเชื่อวาเปนตัวใหหมู methyl 

และ หมู ribosyl ที่ปรากฏในโครงสรางของ arsenosugar  แก  arsenate  (รูปที่ 4.13 – 4.14) 
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รูปที่ 4.13    S-adenosylmethionine (AdoMet) 

(ที่มา : Francesconi และ Edmonds, 1998) 
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รูปที่ 4.14   กระบวนการเปลี่ยนแปลงของ arsenate ไปเปน arsenosugar ในพืช 

(ที่มา : Francesconi และ Edmonds, 1998) 

 

ในสัตวทีก่ินพชืเปนอาหาร เชน กลุมของหอย ซึง่กรองกินแพลงคตอนพืช จะม ี

arsenosugar ในสัดสวนที่สูง และยงัอาจพบ tetramethylarsonium ion (TMA+) อีกดวย (Cullen 

และ Dodd, 1989 และ Shibata และ Morita, 1992) อยางไรก็ตามสดัสวนของ arsenosugar จะ

ลดลงในสัตวกนิเนื้อเปนอาหาร ซึ่งจะม ี arsenobetaine ในสัดสวนทีสู่งขึ้นแทน (Howard และ 

Comber, 1989)  สวนใหญแลวสัดสวนของ arsenobetaine ในสตัวที่กนิเนื้อจะเกินกวา 80 – 

90% (Edmonds และ Francesconi, 1993 อางจาก Francesconi และ Edmonds, 1998) 

สําหรับที่มาของ arsenobetaine ในสิ่งมีชีวิตนัน้เชื่อกนัวา เกิดจากกระบวนการ 

biomethylation ของอารเซนิกอนินทรียในสิ่งมชีีวิต โดยเริ่มจากการเปลี่ยนแปลงของ arsenate ไป

เปน arsenosugar ในพืชหรือสาหราย จากนั้นเกดิการแตกออกของพนัธะระหวางคารบอนที่

ตําแหนง C3 และ C4 ในวงแหวนน้าํตาลของโมเลกุล dimethyarsinoribosides (เปน 

arsenosugar ตัวหนึง่) ไปเปนสารตัวกลางที่ชื่อวา DMAE (dimethylarsinoylethanol) จากนัน้เกิด 

methylation และ oxidation ไปเปน arsenocholine และ arsenobetaine ตามลาํดับ 

(Francesconi และ Edmond, 1998) ดังรูปที่ 4.15  ซึ่งจากการที่บางครั้งตรวจพบ arsenocholine  
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ในสัตวดวย แตกลับไมคอยพบ dimethylarsinoylacetic acid ทําใหเชื่อกนัวา arsenocholine 

นาจะเปน precursor  ที่สําคัญของการเกดิ arsenobetaine (De Bettencourt et al., 1997 และ

Pellerito et al., 2002) 
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รูปที่ 4.15   กระบวนการเกดิ  arsenobetaine  จาก  arsenosugar 

(ที่มา :  Francesconi และ Edmond, 1998) 

 

ในการศึกษาครั้งนี้พบวา นอกจาก arsenobetaine แลว ยังพบ MMA และ 

inorganic arsenic อีกดวย โดย MMA จะพบในปลาน้าํจืดเทานัน้ สวน inorganic arsenic พบใน

ปลาน้าํจืดเปนสวนใหญ แตก็พบในปลาทู (Rastrelliger brachysoma) ซึ่งเปนปลาทะเลดวย

เชนกนั โดยแนวโนมของการพบอารเซนิกทั้งสองรูปแบบจะสูงในปลาที่กนิพืชหรือกินทั้งพืชและ

สัตวเปนอาหาร เชน ปลาท ู ปลานิล และ ปลายี่สก และมักเปนปลาที่อาศัยอยูบริเวณพืน้ทองน้าํ

เปนสวนใหญ เชน ปลายี่สก และ ปลาหมอไทย เปนตน สาเหตทุี่พบ inorganic arsenic นี้ คาดวา

ปลานาจะไดรับมาจากน้าํทีอ่ยูรอบตัวมันโดยการกนิโดยตรง หรือจากการที่ arsenate เปลี่ยน 

แปลงไปเปนอารเซนิกรูปแบบอื่นๆ ไดไมหมด สวนการพบ MMA แตไมพบ DMA นัน้ คาดวามี
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สาเหตุมาจากการที ่MMA มีคา diffusion coefficient จากภายในเซลลออกนอกเซลลที่ต่ํา จึงถกู

ขับออกจากเซลลไดนอยกวา ในขณะที่ DMA มี diffusion coefficient สูงกวา MMA  มันจึงถกูขบั

ออกจากเซลลของรางกายสิง่มีชีวิตไดดี การสะสมจึงมีอยูนอยกวา (Cullen et al., 1994) 

 

 

arsenate                     arsenate                     arsenite                       arsenite

  arsenite                     arsenite         MMA          DMA                       DMA

   growth medium             endnocellular                   growth medium
 

 

 

รูปที่ 4.16   การขับ arsenite และ DMA ออกจากเซลลของสิ่งมีชวีิต 

(ที่มา :  ดัดแปลงจาก Cullen et al., 1994) 
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บทที่  5 

สรุปผลการศึกษาและขอเสนอแนะ 
 

5.1 สรุปผลการศกึษา 

สรุปผลการศึกษาการพัฒนาการวิเคราะหรูปแบบทางเคมีของอารเซนกิในปลา

ดวยวิธ ีHPLC/ICP-OES ไดดังตอไปนี้ 

(1) การสกดัอารเซนิกจากเนื้อปลาดวยสารละลายผสมระหวางเมทานอลกับน้าํ

ในอัตราสวน 3 : 1 โดยปริมาตร สามารถสกัดอารเซนกิออกมาไดสูงถึง 91.6 % และเมื่อนําไป

วิเคราะหดวย HPLC/ICP-OES สามารถแยกอารเซนิกไดสามรูปแบบ คือ arsenobetaine (AsB), 

monomethylarsonic acid (MMA) และ inorganic arsenic ออกจากกนัไดเปนอยางด ี ภายใน

เวลา 900 วินาท ี โดยใช sodiumdihydrogenphosphate (NaH2PO4) เขมขน 5 และ 50 mmol/l 

pH 7 เปน mobile phase ตามโปรแกรม 3 ข้ันตอน (three step elution) โดยมีเปอรเซ็นตกลับคืน

เทากับ 86.9 % 

(2)  ปริมาณอารเซนิกรวมในตัวอยางปลามีคาอยูระหวาง 3.7 – 29.0 μg/ g dry 

weight รูปแบบของอารเซนกิทีพ่บในสัดสวนสงูที่สุด คือ arsenobetaine มีคาอยูระหวาง 62.8 – 

95.7% สวน MMA และ inorganic arsenic พบในตัวอยางปลาน้าํจืดเป ็นสวนใหญ คิดเปน

สัดสวน 3.7 – 10.9 และ 1.7 – 20.3 % ตามลําดับ ปริมาณอารเซนิกรวมและสัดสวนของ 

arsenobetaine ในปลาทะเลจะมีคาสูงกวาในปลาน้าํจืด แตในทางตรงขาม ปลาน้าํจดืมีแนวโนมที่

จะพบทั้ง MMA และ inorganic arsenic ไดมากกวา  

(3) ปจจัยที่จะทําใหพบหรือไมพบรูปแบบทางเคมีใดๆ อาจเกี่ยวของกับพฤติกรรม

การกนิอาหารและแหลงที่อยูของปลา เนือ่งจากขอมูลที่ไดชี้ใหเหน็วา ปลาที่กนิพชื (herbivore) 

หรือกินซากพชืซากสัตวเปนอาหาร (scavenger) และ มีแหลงที่อยูบริเวณพื้นทองน้ํา (demersal 

หรือ benthic fish)  จะม ีMMA และ inorganic arsenic ในสัดสวนทีสู่งกวา 
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(4) ปริมาณอารเซนิกรวมในตัวอยางน้ําทะเลและน้ําจดื จาก จ. จนัทบุรี มี

คาเฉลี่ย 4.7 และ 2.2 μg/l ตามลําดับ ซึ่งต่ํากวาปริมาณทีพ่บในตัวอยางปลาทีบ่ริเวณเดียวกัน

ประมาณ 2 – 6 เทา แตในน้าํม ี inorganic arsenic ในสัดสวนที่สูงกวา 80% จากคา 

bioconcentration factor ชี้ใหเหน็วา ปลาสามารถสะสมอารเซนกิในรูป inorganic arsenic ไดต่ํา

มาก แมวาในน้าํทีม่ันอาศัยอยูจะม ี inorganic arsenic ในสัดสวนที่สูงก็ตามแตจะสะสมในรปู 

arsenobetaine แทน 

 
5.2 ขอเสนอแนะ 

  (1) การเลือกใชเนื้อปลาในการวิเคราะหปริมาณอารเซนิกครั้งนี ้ หากเปนปลาตัว

เล็กจะใชเนื้อปลาทัง้ตัวมาทําการวิเคราะห แตถาเปนปลาตัวใหญ เชน ปลากะพงแดง หรือ ปลา

ดาบเงนิ จะแลเอาเฉพาะเนือ้บริเวณสวนหลังของตวัปลามาใช ซึ่งผลที่ไดอาจแตกตางจากการใช

เนื้อปลาทั้งตวัมาวิเคราะหได จึงควรมีการทดสอบวา การเลือกใชเนื้อปลาบริเวณสวนหลังเพยีง

อยางเดยีวจะมีความแตกตางจากการใชเนื้อปลาทั้งตวัมาวิเคราะหหรือไมอยางไร 

(2) ในการศึกษาครั้งนี ้ มุงเนนที่การพัฒนาวิธีการที่เหมาะสมและมปีระสิทธิภาพ

ในการวิเคราะหรูปแบบทางเคมีของอารเซนิกในปลามากกวาการศึกษาในน้ํา แตถาตองการศึกษา

การเปลี่ยนแปลงรูปแบบทางเคมีของอารเซนิกทั้งในปลาและในน้าํ ควรพัฒนาวิธีการวิเคราะห

รูปแบบของอารเซนิกในน้ํา ควบคูไปกับการทดลองเลี้ยงปลาในระบบที่เติมสารประกอบอารเซนิ

กรูปแบบตางๆ จากนัน้นาํปลาที่เลี้ยงและน้ําในระบบไปวิเคราะหรูปแบบทางเคมี จะทําใหการ

อธิบายการเปลี่ยนแปลงอารเซนิกรูปแบบตางๆ ชัดเจนยิ่งขึ้น  
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รายการอางอิง 

 

ภาษาไทย 
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ภาคผนวก 
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ภาคผนวก ก



 ภาคผนวก ก รายละเอียดตัวอยางปลาแตละชนิด 
  

น้ําหนกั ความยาว 
ชนิด/species พฤติกรรมการกินอาหาร แหลงที่อยู  

(กก.) (ซม.) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

กะพงแดง 

Lutjanus argentimaculatus 

 

0.955 56.80 
กินเนื้อ (carnivore) เชน ปลา 

ลูกหมกึ และพวก crustacean 
benthopelagic 

กะพงขาว 

Lates calcarifer 

 

0.525 28.65 

กินเนื้อ (carnivore) เชน ปลา 

กุงและสัตวน้ําที่มีขนาดเล็ก

กวา 

demersal 

อีโตมอญ 

Coryphaena hippurus 

 

1.175 31.85 

กินเนื้อ (carnivore) เชน ปลา 

crustacean หมึก รวมทั้ง 

zooplankton 

pelagic 

 

หมายเหต ุ      pelagic = ปลาที่อาศัยอยูบริเวณผิวน้ํา 

                        demersal = ปลาที่อาศัยอยูบริเวณพื้นทองน้ํา 

                        benthopelagic = ปลาที่อาศัยอยูบริเวณพื้นทองน้ํา แตบางครั้งก็ขึ้นมาอยูที่ผิวน้ําหรือกลางน้ํา 

                        ขอมูลปลาอางอิงจาก  http://www.fishbase.org  และ ประมง, กรม. 2540. กระทรวงเกษตรและสหกรณ. ภาพปลาและสัตวน้ําของไทย. พิมพครั้งที่ 3.   
                     องคการคาของคุรุสภา. กรุงเทพฯ. 325 หนา. 
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ภาคผนวก ก (ตอ)           รายละเอียดตัวอยางปลาแตละชนิด  

 น้ําหนกั ความยาว 
ชนิด/species พฤติกรรมการกินอาหาร แหลงที่อยู 

 (กก.) (ซม.) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

เห็ดโคน 

Sillago sihama 

 

0.165 17.20 

กินซาก (scavenger) รวมถงึ 

ลูกกุง polychaete worms 

และ amphipods 

demersal 

ดาบเงนิ 

Trichiurus lepturus 

 

0.525 85.90 

กินเนื้อ (carnivore) เชน ปลา 

หมึกและ cruatacean ที่มี

ขนาดเล็กกวา 

benthopelagic 

จวด 

Otolithes ruber 

 

0.250 26.80 

กินเนื้อ (carnivore) เชน ปลา 

กุง  invertebrate และสัตวที่

อาศัยอยูบริเวณหนาดิน 

benthopelagic 
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 71 

 

 ภาคผนวก ก (ตอ)           รายละเอียดตัวอยางปลาแตละชนิด 
 

น้ําหนกั ความยาว 
ชนิด/species พฤติกรรมการกินอาหาร แหลงที่อยู  

(กก.) (ซม.) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

กุเรา 

Eleutheronema tetradactylum 

 

0.325 29.55 

กินไดทัง้พืชและสัตว 

(omnivore) ไดแก ลูกกุง ลูก

ปลา และพวก Mugilidae, 

Engraulidae และ Sciaendae 

รวมทัง้พวก polychaetes 

pelagic 

กินพืช (herbivore) แพลงค

ตอนพืชและ 

microzooplankton 

0.144 -

0.169 

19.45 -

19.75 

ท ู
pelagic 

Rastrelliger brachysoma 
 

กินเนื้อ (carnivore) เชน ปลา 

กบ แมลง earthworm ลูกออด 

และ พวก crustacean 

0.450 – 

0.570  

23.00 - 

30.80 

ชอน 
benthopelagic 

Channa striata 

 
      

 71       



 72 

 

 ภาคผนวก ก (ตอ)           รายละเอียดตัวอยางปลาแตละชนิด 
 

น้ําหนกั ความยาว 
ชนิด/species พฤติกรรมการกินอาหาร แหลงที่อยู  

(กก.) (ซม.) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

สวาย 

Pangasius hypothalamus 

 

0.829 50.20 

กิน ซาก (scavenger) 

รวมทัง้ crustacean และ

วัชพืชน้ํา 

benthopelagic 

ยี่สก 

Probabus jullieni 

 

0.565 32.50 

กินไดทัง้พืชและสัตว 

(omnivore)  แมลงน้าํ พืช

น้ํา และหอย 

demersal 

นิล 

Oreochromis niloticus 

 

0.216 26.40 

กินพืช (herbivore) เชน 

phytoplankton และพืชน้ํา

ทั่วไป 

benthopelagic 
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 73 

  
 ภาคผนวก ก (ตอ)               รายละเอยีดตัวอยางปลาแตละชนดิ 

 น้ําหนกั ความยาว 
ชนิด/species พฤติกรรมการกินอาหาร แหลงที่อยู 

 (กก.) (ซม.) 
 

0.295 – 

0.350 

19.25 – 

20.50 

กินเนื้อ (carnivore) ลูกปลา 

ลูกกุง และ สัตวน้ําขนาดเลก็ 

กดเหลือง    benthopelagic 
Hemibagus nemurus  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

หมอไทย   

Anabus testudineus 

 

0.250 16.50 

กิน ไดทั้งพืชและสัตว 

(omnivore) กนิ 

macrophyte ลูกกุงและลกู

ปลา 

demersal 

หมอเทศ   

Oreochromis mossambicus 

 

0.320 18.00 

กิน ไดทั้งพืชและสัตว 

(omnivore) แตสวนใหญมัก

กินพืชน้าํและแมลงน้าํ 

benthopelagic 
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ภาคผนวก ข 
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ภาคผนวก ข โครมาโทแกรมของตัวอยางปลาทั้งหมด 
 

AsB

0
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retention time (second)

%

Silver sillago
(Sillago sihama)

AsB

0
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retention time (second)

%

Fourfinger threadfin  
(Eleutheronema tetradactylum)

  
(2)  ปลากุเรา (1)  ปลาเห็ดโคน 

AsB

0
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retention time (second)

%

Tiger-toothed croaker
(Otolithes ruber)

AsB

0
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retention time (second)

%

 Largehead hairtail
(Trichiurus lepturus)

  
(3)  ปลาจวด (4)  ปลาดาบเงิน 
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retention time (second)

%

Common dolphinfish
(Coryphaena hippurus)

AsB

0
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retention time (second)

%

Mangrove snapper
(Lutjanus argentimaculatus)

 
(5)  ปลาอีโตมอญ (6)  ปลากะพงแดง 

Inorganic As

AsB

0
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retention time (second)

%

Short-bodied mackerel  
(Rastrelliger brachysoma)  - Samutprakarn

AsB

0
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retention time (second)

%

Short-bodied mackerel  
(Rastrelliger brachysoma)  - Chanthaburi

(7)  ปลาท ู(สมุทรปราการ) (8)  ปลาท ู(จนัทบุรี) 
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ภาคผนวก ข (ตอ) โครมาโทแกรมของตัวอยางปลาทั้งหมด 

AsB

0
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retention time (second)

%

Giant seaperch
(Lates calcarifer)

MMA

Inorganic As
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retention time (second)

%

Nile tilapia
(Oreochromis niloticus)

(10)  ปลานิล (9)  ปลากะพงขาว 

AsB

MMA

0
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retention time (second)

%

Striped catfish
(Pangasius hypothalamus)

AsB

Inorganic As
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%

Jullien's golden-price carp 
(Probarbus jullieni)

(11)  ปลาสวาย (12)  ปลายี่สก 

AsB

0
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retention time (second)

%

Striped snake-head fish
(Channa striatus)

 
(13)  ปลาชอน (กทม.) 
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ภาคผนวก ข (ตอ) โครมาโทแกรมของตัวอยางปลาทั้งหมด 

AsB

0

25

50

75

100

0 150 300 450 600 750 900

retention time (second)

%

Striped snake-head fish
(Channa striatus)  - Chanthaburi market
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Striped snake-head fish
(Channa striatus)  - Chanthaburi river

(14)  ปลาชอน (ตลาดสดจนัทบุรี) (15)  ปลาชอน (แมน้าํจนัทบุรี) 

inorganic As
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Asian Redtail catfish
(Hemibagus nemurus) - Chanthaburi market

inorganic As
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Asian Redtail catfish
(Hemibagus nemurus)  - Chanthaburi river

 
(17)  ปลากดเหลือง (ตลาดสดจันทบุรี) (16)  ปลากดเหลือง (แมน้ําจันทบุรี) 

inorganic AsMMA
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Common climbing perch
(Anabus testudineus)  - Chanthaburi river

inorganic AsMMA
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Mozambique tilapia
(Oreochromis mossambicus)  - Chanthaburi market

 
(18)  ปลาหมอไทย (แมน้าํจันทบุรี) (19)  ปลาหมอเทศ (ตลาดสดจันทบุรี) 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

 

  นางสาววราภรณ  ศรีมูล  เกิดเมื่อวนัที ่ 1 มีนาคม พ.ศ. 2523  ที่จังหวัดจนัทบุรี 

จบการศึกษาวิทยาศาสตรบัณฑิต (เกยีรตินิยมอันดับ 2) สาขาวิชาสมุทรศาสตรสกายะและเคมี 

ภาควิชาวิทยาศาสตรทางทะเล คณะวทิยาศาสตร จฬุาลงกรณมหาวทิยาลยั ปการศึกษา 2544 

และเขาศึกษาในหลักสูตรวทิยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาสมทุรศาสตรเคมี ภาควิชาวทิยาศาสตร

ทางทะเล คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2547 โดยไดรับ

ทุนการศึกษาเนื่องในวโรกาสที่พระบาทสมเด็จพระเจาอยูหัวทรงเจริญพระชนมาย ุ72 พรรษา ของ

บัณฑิตวทิยาลัย จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั 
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