
บ ท ท ี่ 3

ว ิธ ืด ำ เน ิน ก ารว ิจ ัย

3.1 เคร่ืองมือท่ี1ช้ในการ'วิจัย

เคร่ืองมือ

- เครือง Hewlett Packard  HP 5890 g a s  chrom atograph ใช้กับ Electron C apture 
D etector (ECD) และ Hewlett Packard HP 3393 A integrator

- Constant tem peratu re  w ater bath
- เครือง Ozonizer (G oodland รุ่น o z  2002 พ)
- Manual Hand O pera ted  Crimper
- เครืองฉายรังสี G am m acell 220

อุปกรณ์อ่ีนๆ

- Pressure-Lok S eries A2 gas- tight syringe ขนาด 2 ml
- m icropipet ขนาด 10, 100, 200, 1000 (il
- pipett ขนาด 25 ml
- volumetric flasks ขนาด 25 ,100 , 250, 1000, 2000 ml
- serum  vials ขนาด 50 ml
- biggers, d ropper
- black rubber sep ta , aluminum foils, aluminum cap s.

- ขวดแก้วขนาด 500 ml

ภาชนะที่เป็นแก้วทั้งหมด รวมทั้ง serum vial ต้องล้างด้วย detergent (H N 03: นํ้า = 1:1) 
และกลั้วด้วย double distilled water อบในเตาที่ 150 ๐C อย่างน้อย 3 ชั่วโมง
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3.2 สารเคมี

- Trichloroethylene
- Tetrachloroethylene ทงสองชนิด จาก M & B Laboratory Chem ical, D agenham  

England
- 1 ,1 , 2-Trichloroethane จาก Eastern Kodak Com pany Rochester. NY. USA
- anhydrous sodium  sulfate (AR. G rade) จาก Carlo Erba R eagent
- โซเดียมไนเตรต (AR. G rade) จาก M & B Laboratory Chemical, D agenham  

England
Methanol (AR. G rade) จาก Carlo Erba R eagent

- นํ้ากลั่นที่ใช้เป็นนํ้ากลั่น 2 คร้ัง ผลิตจากเครื่องของบริษัท Barnstead

ตาราง3.1 ความบริลุทธิ๋ของ สาร chlorinated hydrocarbons ที่ใชในการทดลอง

ชนิดของสารเคมี % Purity ของสารเคมี ความหนาแน่นที่ 20 ° c
Trichloroethylene 99.00 1.46

Tetrachlorethylene 99.00 1.65
1 ,1 ,2-Trichoroethane 99.00 1.471
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3.3 วิธืเตรียมสารละลายมาตรฐาน

3.3.1 สารละลายมาตรฐานของ Trichloroethylene ในใ!าท่ีมีความเข้มข้นต่ํา

เตรียมได้จากการ pipet TCE ด้วย Micropipet ขนาด 10 jal จำนวน 5 (J.I ใส่ใน 
volumetric flask ขนาด 100 ml ละลายด้วย methanol ให้มีปริมาตรรวมทั้งหมดเท่ากับ 100 ml 
จะได้สารละลายมาตรฐานของ TCE ใน methanol ชึ่งมีความเข้มข้น 73 ppm

pipet สารละลายมาตรฐานของ TCE ใน Methanol ท ี่ม ีความเข้มข้น 73 ppm  
จำนวน100 |นเ ใส่ใน volumetric flask ขนาด 100 ml ละลายสารละลายมาตรฐาน TCE 
ใน methanol ด้วยนํ้าให้มีปริมาตรรวมทั้งหมดเท่ากับ 100 ml จะได้สารละลายมาตรฐานของ TCE 
ในนํ้าที่ม ีความเข้มข้น 73 p p b

pipet สารละลายมาตรฐานของ TCE ในนํ้าที่มีความเข้มข้น 73 p pb  จำนวนต่างๆกัน 
ดังแสดงใน ตาราง 3.2 ใส่ใน volumetric flask ขนาด 250 ml ละลายสารละลายมาตรฐาน TCE 
ในนํ้านี้ด้วยนํ้าอีกครั้งให้มีปริมาตรรวมทั้งหมดเท่ากับ 250 m l'จะได้สารละลายมาตรฐานของ TCE 
ในนํ้าที่มีความเข้มข้นแตกต่างกันดังแสดงใน ตาราง 3.2

ตาราง 3.2 ปริมาตรของสารละลายมาตรฐาน TCE ในนํ้า ท่ี pipet มาและความเข้มข้นของ 
สารละลาย TCE ในนํ้าที่ได้

ปริมาตรของ สารละลาย 
มาตรฐาน TCE ในนํ้า (|4.เ)

ความเข้มข้นของสารละลาย TCE 
ในนํ้าที่ได้ (ppb)

7 0.002
18 0.005
35 0.010
175 0.051
350 0.102
1750 0.511
5550 1.62
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3.3.2 สารละลายมาตรฐานซอง Trichloroethylene ในน้ําท่ีมีความเข้มข้นสูง

เตรียมได้จากการ pipet TCE ด้วย M icropipet ขนาด 1อ แ1 จำนวน 5 แเ ใส่ใน 
volumetric flask ขนาด 100 ml ละลายด้วย methanol ให้มี!!รมาตรรวมทั้งหมดเท่ากับ 100 ml 
จะได้สารละลายมาตรฐานของ TCE ใน methanol ซึ่งมีความเข้มข้น 73 ppm

pipet สารละลายมาตรฐานของ TCE ใน methanol ที่มีค'วามเข้มข้น 73 ppm  จำนวน 
ต่างๆกันดังแสดงใน ตาราง 3.3 ใส่ใน volumetric flask ขนาด 250 ml ละลายสารละลาย 
มาตรฐาน TCE ในนํ้าด้วยนํ้าให้มี!!ริมาตรรวมทั้งหมดเท่ากับ 250 ml จะได้สารละลายมาตรฐาน 
ของ TCE ในนํ้าที่มีความเข้มข้นแตกต่างกันดังแสดงใน ตาราง 3.3

ตาราง 3.3 ปริมาตรของสารละลายมาตรฐาน TCE ใน methanol ท่ี pipet และความเข้มข้นของ 
สารละลาย TCE ในนํ้าที่ได้

ปริมาตรของ 
สารละลายมาตรฐาน 

TCE ใน methanol ((J.I)

ความเข้มข้นของสารละลาย 
TCE ในนํ้าที่ได้ ( p pb  )

5 1.46
20 5.84
40 11.68
80 23.36

200 58.4
340 99.28
520 151.84

3.3.3 สารละลายมาตรฐานซอง Tetrachloroethylene ในน้ําท่ีมีความเข้มข้นต่ํา

เตรียมได้จากการ p ipet PCE ด้วย Micropipet ขนาด 10 [ i l  จำนวน 5 \1\ ใส่ใน 
volumetric flask ขนาด 100 ml ละลายด้วย methanol ให้มี!!ริมาตรรวมทั้งหมดเท่ากับ 100 ml 
จะได้สารละลายมาตรฐานของ TCE ใน methanol ซึ่งมีความเข้มข้น 81 ppm
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pipet สารละลายมาตรฐานของ PCE ใน Methanol ที่มีค'วามเข้มข้น 81 ppm  
จำนวน 90 แเ ใส่ใน volumetric flask ขนาด 100 ml ละลายสารละลายมาตรฐาน PCE 
ใน methanol ด้วยนํ้าให้มี!!รมาตรรวมทั้งหมดเท่ากับ 100 ml จะได้สารละลายมาตรฐานของ PCE 
ในนํ้าที่มีความเข้มข้น 72.9 p pb

pipet สารละลายมาตรฐานของ PCE ในนํ้าที่มีความเข้มข้น 73 p p b  จำนวนต่างๆกันดัง 
แสดงใน ตาราง 3.4 ใส่ใน volumetric flask ขนาด 250 ml ละลายสารละลายมาตรฐาน PCE 
ในนํ้านี้ด้วยนํ้าอีกครั้งให้มี!!รมาตรรวมทั้งหมดเท่ากับ 250 ml จะได้สารละลายมาตรฐานของ PCE 
ในนํ้าที่มีความเข้มข้นแตกต่างกันดังแสดงใน ตาราง 3.4

ตาราง 3.4 ปริมาตรของสารละลายมาตรฐาน PCE ในนํ้า ท่ี pipet และความเข้มข้นของ 
สารละลาย PCE ในนํ้าที่ได้

ปริมาตรของสารละลายมาตรฐาน 
PCE ในนํ้าเ (|!เ)

ความเข้มข้นของสารละลาย 
PCE ในนํ้าที่ได้(ppb)

20 0.006
34 0.01
174 0.0507
343 0.1

2400 0.7
5000 1.458

3.3.4 สารละลายมาตรุฐานของ Tetrachloroethylene ใน'นาท่ีมีความเข้มข้นสูง

เตรียมได้จากการ pipet PCE ด้วย Micropipet ขนาด 10 |แเ จำนวน 5 (แเ ใส่ใน 
volumetric flask ขนาด 100 ml ละลายด้วย methanol ให้มี!!ริมาตรรวมทั้งหมดเท่ากับ 100 ml 
จะได้สารละลายมาตรฐานของ TCE ใน methanol ซึ่งมีความเข้มข้น 81 ppm

pipet สารละลายมาตรฐานของ PCE ใน methanol ที่มีค'วามเข้มข้น 81 ppm  จำนวน 
ต่างๆกันดังแสดงใน ตาราง 3.5 ใส่ใน volumetric flask ขนาด 250 ml ละลายสารละลาย 
มาตรฐาน PCE ในนํ้าด้วยนํ้าให้มีปริมาตรรวมทั้งหมดเท่ากับ 250 ml จะได้สารละลายมาตรฐาน 
ของ PCE ในนํ้าที่มีความเข้มข้นแตกต่างกันดังแสดงใน ตาราง 3.5
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ตาราง 3.5 ปริมาตรของสารละลายมาตรฐาน PCE ใน methanol ท่ี pipet และความเข้มข้นของ 
สารละลาย PCE ในนํ้าที่ได้

ปริมาตรของ
สารละลายมาตรฐาน PCE 

ใน m ethanol (pii)

ความเข้มข้นของสารละลาย 
PCE ในนํ้าที่ได้ (ppb)

5 1.62
20 6.48
40 12.96
80 25.92
180 58.32
320 103.68
465 150.66

3.3.5 สารละลาย Internal standard ในนำ

เตรียมได้จากการ pipet 1,1,2-Trichloroethane ด้วย Micropipet จำนวน 50 fil ด้วย 
m icropipet ขนาด 100 |il ใส่ใน volumetric flask ขนาด 25 ml ละลายด้วย methanol ให้มี 
ปริมาตรรวมทั้งหมดเท่ากับ 25 ml จะได้ลารละลายมาตรฐานของ 1,1,2-Trichloroethane 
ใน methanol มีความเข้มข้น 2942 ppm

pipet สารละลายมาตรฐานของ 1,1,2-Trichloroethane ใน Methanol จำนวน 750 fil ใส่ 
ใน volumetric flask ขนาด 250 ml ละลายสารละลายมาตรฐาน 1,1,2-Trichloroethane 
ใน methanol ด้วยนํ้าจนมีปริมาตรรวมทั้งหมดเท่ากับ 250 ml จะได้สารละลายมาตรฐานของ 
PCE ในนํ้าที่มีความเข้มข้น 8.826 ppm

3.3.6 สารละลายTCE ในน้ําเพ่ือใชใบการฉายรังสี

เตรียมได้จากการ pipet TCE ด้วย Micropipet ขนาด 10 |il จำนวน 5 |il ใส่ใน
volumetric flask ขนาด 100 ml ละลายด้วย methanol ให้มี'ปริมาตรรวมท้ังหมดเท่าก ับ  1 0 0  ml
จะได้สารละลายมาตรฐานของ TCE ใน methanol ซ่ึงมีความเข้มข้น 73 ppm
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pipet สารละลายมาตรฐานของ TCE ใน methanol ที่มีความเข้มข้น 73 ppm  จำนวน 
ต่างๆกันดังแสดงใน ตาราง 3.6 ใส่ใน volumetric flask ขนาด 1000 และ 2000 ml ละลาย 
สารละลายมาตรฐาน TCE ในนํ้าด้วยนํ้าให้มีปริมาตรรวมทั้งหมดเท่ากับ 1000 และ 2000 ml 
ตามลำดับ จะได้ลารละลายมาตรฐานของ TCE ในนํ้าที่มีความเข้มข้นแตกต่างกันดังแสดงใน 
ตาราง 3.6

ตาราง 3.6 ปริมาตรของสารละลายมาตรฐาน TCE ใน methanol ท่ี pipet และความเข้มข้น 
ของสารละลาย TCE ในนํ้าที่ใด้เพี่อนำใปฉายรังสี

ปริมาตรของสารละลาย 
มาตรฐาน TCE ใน methanol (pi)

ปริมาตร'นํ้าที่'ไข้ 
ละลาย(ml.)

ความเข้มข้นของสารละลาย 
TCE ในนํ้าที่ได้ (ppb)

52 1000 151.84
104 2000 151.84

เตรียมสารละลาย TCE ในนํ้าจำนวน 2000 ml อีกครั้ง นำสารละลาย TCE ในนํ้าที่ได้ 
ทั้งหมดผสมกันในขวดพลาสติกขนาด 5 ลิตร เขย่าให้เข้ากัน จะได้สารละลาย TCE ในนํ้าที่มี 
ความเข้มข้น 151.84 p p b  จำนวน 5 ลิตร

3.3.7 สารละลาย PCE ในน้ําเพ่ีอใช้ในการฉายรังสิ

เตรียมได้จากการ pipet PCE ด้วย Micropipet ขนาด 10 pi จำนวน 5 pi ใส่ใน 
volumetric flask ขนาด 100 ml ละลายด้วย methanol ให้มีปริมาตรรวมทั้งหมดเท่ากับ 100 ml 
จะได้สารละลายมาตรฐานของ PCE ใน methanol ซึ่งมีความเข้มข้น 81 ppm

pipet สารละลายมาตรฐานของ PCE ใน methanol ที่มีความเข้มข้น 81 ppm  จำนวน 
ต่างๆกันดังแสดงใน ตาราง 3.7 ใส่ใน volumetric flask ขนาด 1000 และ 2000 ml ละลาย 
สารละลายมาตรฐาน PCE ในนํ้าด้วยนํ้าให้มีปริมาตรรวมทั้งหมดเท่ากับ 1000 และ 2000 ml 
ตามลำดับ จะได้สารละลายมาตรฐานของ PCE ในนํ้าที่มีความเข้มข้นแตกต่างกัน ดังแสดงใน 
ตารางที่3.7
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ตาราง 3.7 ปริมาตรของสารละลายมาตรฐาน PCE ใน methanol ท่ี pipet และความเข้มข้นของ 
สารละลาย PCE ในนํ้าที่ได้เพี่อนำไปฉายรังสี

ปริมาตรของสารละลาย 
มาตรฐาน PCE ใน m ethanol (เ^เ)

ปริมาตร'นํ้าที่'ใช้ 
ละลาย(ml.)

ความเข้มข้นของสาร 
ละลาย PCE ในนํ้าที่ได้ 

(ppb)
48 1000 155.52
96 2000 155.52

เตรียมสารละลาย PCE ใน'นา'จำนวน 2000 ml อีกครั้ง นำสารละลาย PCE ในนํ้าที่ได้ทั้งหมดผสม 
กันในขวดพลาสติกขนาด 5 ลิตร เขย่าให้เข้ากัน จะได้สารละลาย TCE ใน'นํ้าที่มีความเข้มข้น 
155.52 p p b  จำนวน 5 ลิตร

3.3.8 สารละลาย NaNOg ใน,นา

เตรียมได้โดยนำเกลือโซเดียมไนเตรต (NaNOg) ละลายลงในนํ้ากลั่นด้วยปริมาณที่ต ่างกัน 
ซึ่งจะทำให้ได้นํ้าที่มีความเข้มข้นของโซเดียมไนเตรตดังตาราง3.8

ตาราง3.8 ปริมาณโซเดียมไนเตรตที่เติมและความเข้มข้นของโซเดียมไนเตรตในนํ้าที่ได้

ปริมาณ NaNOg ที่เติม 
(mg.)

ความเข้มข้นของโซเดียมไนเตรต 
ในนํ้าที่ได้ (ppm)

5 1
25 5
30 6
50 10
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3.3.9 สารละลาย TCE ในน้ําท่ีผสมโซเดียมไนเตรดเพ่ีอใซในการฉายรังสี

เตรียมได้ตามขั้นตอนในข้อ 3.3.6 โดยเปลี่ยนจากนํ้ากลั่นเป็นนํ้าที่ผสมโซเดียมไนเตรต จากข้อ
3.3.8 ซึ่งจะทำให้ได้สารละลาย TCE ในนํ้าที่มีความเข้มข้นเท่ากับ 151.84 p p b  ที่ผสม 
โซเดียมไนเตรต มีปริมาณโซเดียมไนเตรตอยู่ 1 , 5 , 6  และ 10 ppm ตามลำดับ

3.3.10 สารละลาย PCE ในน้ําท่ีผสมโซเดียมไนเตรตเพ่ีอใชในการฉายรังสี

เตรียมได้ตามขั้นตอนในข้อ 3.3.6 โดยเปลี่ยนจากนํ้ากลั่นเป็นนํ้าที่ผสมโซเดียมไนเตรต จากข้อ
3.3.8 ซึ่งจะทำให้ได้สารละลาย PCE ในนํ้าที่มีความเข้มข้นเท่ากับ 155 p p b  ที่ผสม 
โซเดียมไนเตรต มีปริมาณโซเดียมไนเตรตอยู่ 1 , 5 , 6  และ 10 ppm ตามลำดับ

3.4 Gas Chromatographic Conditions091

ตาราง 3.9 GC Condition ที่ใช้กับ ECD D etector^ไชในการหาปริมาณ TCE และ PCE 
ไนดัวอย่างนํ้า

GC Param eter GC Condition
Analytical Column 25 m X 0.32 m ID,. HP-5 (5% Phenyl Methyl

silicone) Capaillary column
Tem perature Program 36 ๐c  ( 1 min) to 1 0 0 °c  (100 min)

at 5 °c/m in .
Splitless time 0.60 min.

Split Ratio 2 5 : 1
Flow Rate of Carrier G as (Fie) 1.50 mL/min. '

n 2 40.00 mL/min.
D etector Electron C apture Detector (ECD)

D etector Tem pterature 300 ๐ c
Inlet Tem perature 150 ๐ c
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3.5 Calibration Curve

3.5.1 External standard Calibration Curve ของ TCE

ทำได้ตามขั้นตอนดังนี้
1. pi pet สารละลาย TCE ในนํ้าที่ เตรียมได้จากข้อ 3.3.1 แต่ละความ เข้มข้นมาด้วยจำนวน

25 ml ใส,ใน serum  vial ขนาด 50 ml ซึ่งภายในบรรจุ anhydrous sodium sulfate อยู่ 13 กรัม ลง 
ใน serum  vial

2. ปิด serum  vial ด้วย aluminum foil, black rubber septum  และ aluminum และล็อค 
(crim p)îดยใช้ m anual H and O perated  Crimper

3. เขย่าขวดให้ทั่ว ประมาณ 1 นาที จากนั้นนำเข้า constant tem perature w ater bath โดย 
ตั้งอุณหภูมิไว้ที่ 60 ๐C จำนวน 60 นาที

4 . ดูดไอระเหยของ TCE จาก serum  vial จำนวน 1 ml โดยใช้ Press-Lok Series A2 
g a s  tight syringe ขนาด 2 ml ฉีดเข้าเครือง g a s  chrom atograph ภายใต ้ GC condition 
ดังตาราง 3.9

5. นำค่า rsp  และ am t ทีอ่านได้จากเครือง g as  chrom atograph มาพล็อตกราฟซึงจะได้ 
External S tandard  Calibration Curve ของ TCE ที่ความเข้มข้นตํ่า ดังแสดงในรูปที่ 3.1

3.5.2 External standard Calibration Curve ของ PCE

ทำได้ตามขั้นตอนดังนี้
1. p ipet สารละลาย PCE ในนำที่เตรียมได้จากข้อ 3.3.3 แต่ละความเข้มข้นมาด้วยจำนวน

25 ml ใส่ใน serum  vial ขนาด 50 ml ซึงภายในบรรจุ anhydrous sodium sulfate อยู่ 13 กรัม ลง 
ใน serum  vial

2. ปิด serum  vial ด้วย aluminum foil, black rubber septum  และ aluminum c a p  
และล็อค (crim pyดยใช้ manual Hand O perated Crimper

3. เขย่าขวดให้ทัว ป ร ะ ม าณ 1 นาท จากนันนำเข้า constant tem perature w ater bath โดย 
ตั้งอุณหภูมิไว้ที่ 60 ๐C จำนวน 60 นาที

4 . ดูดไอระเหยของ PCE จาก serum  vial จำนวน 1 ml โดยใช้ Press-Lok Series A2 
g a s  tight syringe ขนาด 2 ml ฉีดเข้าเครื่อง g a s  chrom atograph ภายใต ้ GC condition
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3.5.3 Internal standard Calibration Curve ของ TCE

ทำได้ตามขั้นตอนดังนี้
1. p ipet สารละลาย TCE ในนี้าที่เตรียมได้จากข้อ 3.3.2 แต่ละความเข้มข้นมาด้วยจำนวน 

25 ml ใส่ใน serum  vial ขนาด 50 ml ซึงภายในบรรจุ anhydrous sodium sulfate อยู่ 13 กรัม 
ฉีด 1,1,2 - tr ic h lo ro e th a n e ^ ความเข้มข้น 8.826 ppm  จำนวน 65 JJ.I ลงใน serum  vial

2. ปิด serum  vial ด้วย aluminum foil, black rubber septum  และ aluminum c a p  
และล็อค (crim p)tดยใช้ m anual H and O perated  Crimper

3. เขย่าขวดให้ทั่ว ประมาณ 1 นาที จากนั้นนำเข้า constant tem perature w ater bath โดย 
ตั้งอุณหภูมิไว้ที่ 60 ° c  จำนวน 60 นาที

4. ดูดไอระเหยของ TCE จาก serum  vial จำนวน 1 ml โดยใช้ Press-Lok Series A2 
g a s  tight syringe ขนาด 2 ml ฉีดเข้าเครื่อง g as  chrom atograph ภายใต ้ GC condition 
ดังตาราง 3.9

5. นำค ่า rsp  ratio และ am t ratio ที่อ่านได้จากเครื่อง g as  chrom atograph มาพล็อตกราฟซึ่ง 
จะได้ Internal S tandard  Calibration Curve ของ TCE ที่ความเข้มข้นสูง ดังแสดงในรูปที่ 3.3

ดังตาราง 3.9
ธ-นำค่า rsp และ amt ที่อ่านได้จากเครื่อง gas chromatograph มาพล็อตกราฟซึ่งจะได้

External Standard Calibration Curve ของ PCE ท่ีความเข้มข้นตํ่า ดังแสดงในรูปท่ี 3.2
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3.5.4 Internal standard Calibration Curve ของ PCE

ทำได้ตามขั้นตอนดังนี้
1-pipet สารละลาย PCE ในนํ้าที่เตรียมได้จากข้อ 3.3.4 แต่ละความเข้มข้นมาด้วยจำนวน 

25 ml ใส่ใน serum  vial ขนาด 50 ml ซึงภายในบรรจุ anhydrous sodium sulfate อยู่ 13 กรัม 
ฉีด 1,1,2 -trichloroethane^มีความเข้มข้น 8.826 ppm  จำนวน 65 นเ ลงใน serum  vial

2. ปิด serum  vial ด้วย aluminum foil, black rubber septum  และ aluminum c a p  
และล็อค (crimp)îดยใช้ m anual Hand O perated  Crimper

3. เขย่าขวดให้ทํว ประมาณ 1 นาที จากนันนำเข้า constant tem perature w ater bath โดย 
ตั้งอุณหภูมิ1ไว้ท่ี 60 ° c  จำนวน 60 นาที

4. ดูดไอระเหยของ PCE จาก serum  vial จำนวน 1 ml โดยใช้ Press-Lok Series A2 
g a s  tight syringe ขนาด 2 ml ฉีดเข้าเครือง g a s  chrom atograph ภายใต ้ GC condition 
ดังตาราง 3.9

ร-นำค่า rsp ratio และ am t ratio ที่อ่านได้จากเครื่อง g as  chrom atograph มาพล็อตกราฟซึ่ง 
จะได้ Internal S tandard  Calibration Curve ของ PCE ที่ความเข้มข้นสูง ดังแสดงในรูปที่ 3.4
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a m t

รูปที 3.1 ตัวอย่าง External S tandard  Calibration Curve ของ TCE

am t = am out of TCE in p pb
rsp = peak area
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a m t
» »

รูปที 3.2 ตัวอย่าง External Standard Calibration Curve ของ PCE

am t = am out of PCE in p p b
rsp = peak area
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รูปที 3.3 ตัวอย่าง Internal S tandard  Calibration Curve ของ TCE

Rsp ratio

Amt ratio

peak  area standard  
peak  a rea  internal standard  

cone, of standard
cone, of internal standard
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a m t  r a t i o

รูปท่ี 3.4 ตัวอย่าง Internal S tandard Calibration Curve ของ PCE

R sp ratio = Peak area standard
peak a rea  internal standard

Amt ratio = cone, of standard
co n e , o f in te rn a l s ta n d a rd
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3.6 วิธึเช็คหาค่าความแม่นยำของการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคเฮดสเปช (The Procedure for 
checking the Accuracy of Headspace Analysis Technique)

pipet TCE และ PCE ด้วย Micropipet ขนาด 10 |il จำนวน 5 pi ใส่ใน volumetric flask 
ขนาด 100 ml ชนิดละ 1 ใบ ละลายด้วย methanol ให้มีปริมาตรรวมทั้งหมดเท่ากับ 100 ml จะใด้ 
สารละลายมาตรฐานของ TCE และ PCE ใน methanol ซึ่งมีความเข้มข้น 73 ppm  และ 81 p p b
ตามลำดับ

pipet สารละลายมาตรฐานของ TCE และ PCE ใน methanol ที่ม ีความเข้มข้น 73 ppm  
และ 81 ppm  จำนวนใส่ใน volumetric flask ขนาด 250 ml ชนิดละ 1 ใบ ละลายสารละลาย 
มาตรฐาน TCE และ PCE ใน methanol ด้วยนํ้าให้มีปริมาตรรวมทั้งหมดเท่ากับ 250 ml จะใด้ 
สารละลายมาตรฐานของ TCE และ PCE ในนํ้าที่มีความเข้มข้นของ TCE และ PCE เท่ากับ 52.56 
และ 51.84 p pb  ตามลำดับ จากนั้นทำตามขั้นตอนดังนี้

1. pipet สารละลาย TCE และ PCE จำนวน 25 ml ใส่ใน serum  vial ขนาด 50 ml 
ชนิดละ 5 ขวดซึ่งภายในบรรจุ anhydrous sodium  sulfate-อยู่ 13 กรัม ฉีด
1,1,2-trichloroethane ทีมีความเข้มข้น 8.826 ppm  จำนวน 65 pi ลงใน serum  vial

2. ปิด serum  vial ด้วย aluminum foil, b lack rubber septum  และ aluminum c a p  และ 
ล็อค (crim p)tดยใซ้ m anual Hand O perated  Crim per

3. เขย่าขวดให้ทั่ว ประมาณ 1 นาที จากนั้นนำเข้า constant tem perature w ater bath  
โดยตั้งอุณหภูมิไว้ที่ 60 ° c  จำนวน 60 นาที

4 . ดูดไอระเหยของ TCE และ PCE จาก serum  vial จำนวน 1 ml โดยใช้ Press-Lok 
Series A2 g as  tight syringe ขนาด 2ml ฉีดเข้าเครือง g a s  chrom atograph ภายใต ้
GC condition ดังตาราง 3.9

6. หาค่าความเข้มข้นของสารละลาย TCE และ PCE โดยใช้ internai s tan d ard  curve 
ดังรูปที่แสดง 3.3 และ 3.4

6.เปรยบเทียบความเข้มข้นของ TCE และ PCE จากการเตรียมกับค่าท ี่อ ่านได้จาก
calibration curve
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3.7 การศึกษาหาค่า Limit of Quantitation15'

Limit of Quantitation ของ TCE และ PCE ลามารถหาได้จากการเตรียมสารละลาย 
มาตรฐานของ TCE และ PCE ให้มีความเข้มข้นลดลงเรอยๆอย่างน้อย 6 ความเข้มข้น ในช่วง 
ความเข้มข้น 0.002-0.5 ppb และ 0.006-0.7 ppb ลำหรับ TCE และ PCE ตามลำดับ (เตรียมได้ 
จากข้ันตอนในข้อ 3.3.1 และ 3.3.3 ) จากน้ันทำตามข้ันตอนดังน้ี

1. pipet สารละลายมาตรฐานของ TCE และ PCE แต่ละความเข้มข้นมาด้วยจำนวน 25 ml 
จำนวน 5 ขวดในแต่ละความเข้มข้นใส่ใน serum vial ขนาด 50 ml ซ่ึงภายในบรรจุ anhydrous 
sodium sulfate อ ย ู่ 13 กรัม ฉีด 1,1,2 - trichloroethane^มีความเข้มข้น 8.826 ppm จำนวน
65 (J.I ลงใน serum vial

2. ปิด serum vial ด้วย aluminum foil, black rubber septum และ aluminum cap และสิอค 
(crimp)îดยใช้ manual Hand Operated Crimper

3. เขย่าขวดให้ท่ัว ประมาณ 1 นาที จากน้ันนำเข้า constant temperature water bath โดย 
ต้ังอุณหภูมิไว้ท่ี 60 ๐C จำนวน 60 นาที

4. ดูดไอระเหยของ PCE จาก serum vial จำนวน 1 ml. โดยใช้ Press-Lok Series A2 
gas tight syringe ขนาด 2 ml ฉีดเข้าเครือง gas chromatograph ภายใต้ GC condition 
ดังตาราง 3.9

5. นำค่า rsp ratio ท่ีอ่านได้จากเครอง gas chromatograph มาคำนวณหาค่า0/oRSD
6. พล็อตกราฟระหว่าง %RSD กับ ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานของ TCE และ PCE 

ท่ีแต่ละความเข้มข้น จากกราฟ จุดที่มี0/oRรอ เท่ากับ10 คือ จุด LOQ
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รูปท่ี 3.5 วิธีเตรียมตัวอย่างด้วยเทคนิคเฮดลเปลก่อนฉีดเข้าเคร่ือง GC
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3.8 การหาปริมาณของ TCE และ PCE ในตัวอย่างน้ําจากแหล่ง,นาธรรมชาติ

การวิเคราะห์หาปริมาณ TCE และ PCE ในตัวอย่างน้ําหาได้จากวิธี 
external standardization โดยใช้ external standard curve รูป 3.1 และ 3.2 และปฏิบัติตาม 
ข้ันตอนตังน้ี

1. pipet ตัวอย่างนำมา 25 ml ลงใน serum vial ขนาด 50 ml ซึงบรรจุ anhydrous 
sodiumsulfate อยู่13 กรัม

2. ปิด serum vial ด้วย aluminum foil, black rubber septum และ aluminum cap 
และล็อค (crimp)îดยใช้ manual Hand Operated Crimper

3. เขย่าขวดให้ท่ัว ประมาณ 1 นาที จากน้ันนำเช้า constant temperature water bath 
โดยต้ังอุณหภูมิไว้ท่ี 60 ๐C จำนวน 60 นาที

4. ดูดไอระเหยของ TCE และ PCE จาก serum vial จำนวน 1 ml โดยใช้ Press-Lok 
Series A2 gas tight syringe ขนาด 2 ml ฉีดเข้าเครือง gas chromatograph ภายใต้
GC condition ตังตาราง 3.9

5. หาค่าความเข้มข้นของสารละลาย TCE และ PCE โดยใช้ external standard curve 
ตังรูปท่ีแสดง 3.1 และ 3.2

-3.9 ทารฉายรังสีแกมมาเพ่ีอลดปริมาณ TCE ในน้ํา

นำสารละลายมาตรฐานของ TCE ในน้ัาจากการเตรียมในข้อ 3.3.6 มาแบ่งใส่ขวดขนาด 
500 ml จำนวน 10 ขวด ขวดละ 500 ml Seal ปากขวดด้วย petroleum gel นำขวดท้ังหมดเข้า 
เคร่ืองฉายรังสีแกมมา CO-60 ตามเวลาตังน้ี

X  2 0 3 < 3  641 lx ° l
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ตาราง 3.10 เวลาท่ีใข้ในการฉายรังสีเพ่ีอให้ได้รับปริมาณรังสีท่ีต้องการ

Dose (Gy) เวลา (วินาที)
96 57
188 119
281 181
373 243
465 305
558 367
650 429
742 491
835 553
926 615

หมายเหตุ : เวลาท่ีใช้ในตารางที' 3.10 สำหรับการทดลองท่ี 3.9 1 3.10 1 3.11 และ 3.12 
การทดลองท่ี 3.13 และ 3.14 ใช้เวลาในตารางท่ี 2 ในภาคผนวก ก

นำสารละลายมาตรฐานของ TCE ในขวดท่ีผ่านการฉายรังสีแกมมาท่ีปริมาณรังสิต,างๅ ไป 
ตรวจหาปริมาณ TCE ด้วยเคร่ือง GC ใช้ GCCondition ด้งตาราง 3.9 โดยปฏิบัติตามขั้นตอนน้ี

1. pipet ตวอย่างสารละลาย TCE แต่ละขวดจำนวน 25 ml และฉีด
1,1,2 -trichloroethane ที่มีความเข้มข้น 8.826 ppm จำนวน 65 (il ลงใน serum vial ขนาด 
50 ml ซึงบรรจุ anhydrous sodium sulfate 13 กรัม

2. ปิด serum vial ด้วย aluminum foil, black rubber septum และ aluminum cap และ 
ล็อค (crimp)tดยใช้ manual Hand Operated Crimper

3. เขย่าขวดให้ท่ัว ประมาณ 1 นาที จากน้ันนำเข้า constant temperature water bath 
โดยต้ังอุณหภูมิไว้ที่ 60 ๐C จำนวน 60 นาที

4. ดูดไอระเหยของ TCE จาก serum vial จำนวน 1 ml โดยใช้ Press-Lok Series A2 
gas tight syringe ขนาด 2 ml ฉีดเข้าเครือง gas chromatograph

5. หาค่าความเข้มข้นของสารละลาย TCE โดยใช้ internal standard curve ด้งแสดง 
ในรูปท่ี 3.3
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3.10 การฉายรังสีแกมมาเพ่ีอลดปริมาณ PCE ในน้ํา

นำสารละลายมาตรฐานของ PCE ในน้ําจากการเตรียมในข้อ 3.3.7 มาแบ่งใส่ขวด 
ขนาด 500 ทา! จำนวน 10 ขวด ขวดละ 500 ทา! Seal ปากขวดด้วย petroleum gel นำขวดท้ังหมด 
เข้าเคร่ืองฉายรังสีแกมม่า CO-60 ตามเวลาดังตาราง 3.10

หลังจากฉายรังสีแกมมาให้แก่สารละลายมาตรฐานของ PCE ท้ังหมดแล้ว นำสารละลาย 
มาตรฐานของ PCE ในขวดท่ีผ่านการฉายรังสีแกมมาท่ีปริมาณรังสีต่างๆ ไปตรวจหาปริมาณ PCE 
ท่ีเหลืออยู่ในสารละลาย PCE ด้วยเคร่ือง GC ใช้ GC Condition ดังตาราง 3.9 โดยปฏิบัติตาม 
ข้ันตอนดังน้ี

1. pipet ตัวอย่างน้ําแต่ละขวดมา 25 ml ฉีด 1,1,2-trichloroethane ท่ีมีค'วามเข้มข้น 
8.826 ppm จำนวน 65 นเ ลงใน serum vial ขนาด 50 ml ซึงบรรจุ anhydrous sodium sulfate 
13 กรัม

2. ปิด serum vial ด้วย aluminum foil, black rubber septum และ aluminum cap และ 
ล็อค (crimp) โดยใช้ manual Hand Operated Crimper

3. เขย่าขวดให้ท่ัว ประมาณ 1 นาที จากน้ันนำเข้า constant temperature water bath 
โดยต้ังอุณหภูมิไว้ที่ 60 ° 0  จำนวน 60 นาที

4. ดูดไอระเหยของ PCE จาก serum vial จำนวน 1 ml. โดยใช้ Press-Lok Series A2 
gas tight syringe ขนาด 2 ml ฉีดเข้าเครือง gas chromatograph

5. หาค่าความเข้มข้นของสารละลาย PCE โดยใช้ internal standard curve ดังแสดง 
ในรูปที, 3.4

3.11 การฉายรังสีแกมมาร่วมกบโอโซนเพ่ีอลดปริมาณ TCE ในน้ํา

เติม gas ozone จากเครือง ozonizer ซึงมี flow rate เท่ากับ 98 mg / hr ให้แก่สาร 
ละลาย TCE ในน้ําจากการเตรียมในข้อ 3.3.6 ด้วยเวลาท่ีแตกต่างกัน จะได้สารละลาย TCE ในน้ํา 
ท่ีมีปริมาณโอโซนแตกต่างกันดังแสดงในตารางท่ี 3.11
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ตาราง 3.11 ปริมาณ ozone ที่ให้แก่นํ้า

ปริมาณ ozone ที่ให้แก่นํ้า เวลา

(ppm) (นาที)

1.63 5

3.26 10

6.53 20

9.8 30

13.0 40

16.3 50

นำนํ้าท่ีผ่านการให้ gas ozone แบ่งใส่ขวดขนาด 500 ml จำนวน 10 ขวดๅละ 500 ml 
Seal ปากขวดด้วย petroleum gel ก่อนนำเข้าไปฉายรังสีตาม เวลาต่าง ๆ ท่ีแสดงดังตาราง 3.10

หลงจากฉายรังสีแกมมาให้แก่สารละลายมาตรฐานของ TCE ท้ังหมดแล้ว นำสารละลาย 
มาตรฐานของ TCE ในขวดท่ีผ่านการฉายรังสีแกมมาท่ีปริมาณรังสีต่าง  ๆไปตรวจหาปริมาณ TCE 
ท่ีเหลืออยู่ในสารละลาย TCE ด้วยเคร่ือง GC ใช้ GC Condition ดังตาราง 3.9 โดยปฎิปติตาม 
ข้ันตอนดังน้ี

1. pipet ตัวอย่างนํ้าแต่ละขวดมา 25 ml และฉีด 1,1,2 -trichloroethane ท่ีมี
ความเข้มข้น 8.826 ppm จำนวน 65 (J.I ลงใน serum vial ขนาด 50 ml ซ่ึงบรรจุ anhydrous 
sodium sulfate 13 กรัม

2. ปิด serum vial ด้วย aluminum foil, black rubber septum และ aluminum cap และ 
ล็อค (crimp)tดยใช้ manual Eland Operated Crimper

3. เขย่าขวดให้ท่ัว ประมาณ 1 นาที จากน้ันนำเข้า constant temperature water bath 
โดยตั้งอุณหภูมิ,ไว้ท่ี 60 ๐C จำนวน 60 นาที

4. ดูดไอระเหยของ TCE จาก serum vial จำนวน 1 ml. โดยใช้ Press-Lok Series A2 
gas tight syringe ขนาด 2 ml ฉีดเข้าเครือง gas chromatograph

5. หาค่าความเข้มข้นของสารละลาย TCE โดยใช้ internal standard curve ดังแสดง 
ในรูปที' 3.3

6. ทำการทดลองช้ําอีกครั้งแต่เปล่ียนปริมาณ ozone ท่ีให้แก่น้ัาดังค่าในตารางท่ี 3.11 จน 
ครบทุกความเข้มข้นของ ozone ท่ีกำหนด
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3.12 การฉายรังสีแกมมาร่วมบับโอโซนเพ่ีอลดปริมาณ PCEในน้ํา

เติม gas ozone จากเครือง ozonizer ซึงมี flow rate เท่ากับ 98 mg / hr ให้แก่สาร 
ละลาย PCE ในนํ้าจากการเตรียมในข้อ3.3.7ด้วยเวลาท่ีแตกต่างกัน จะได้สารละลาย PCE ใ น น้ํา 
ท่ีมีปร๊มาณโอโซนแตกต่างกันดังแสดงในตารางท่ี 3.11

นำนํ้าที่ผ่านการให้ gas ozone แบ่งใส่ขวดขนาด 500 ml จำนวน 11 ขวด  ๆละ 500 ml 
seal ปากขวดด้วย petroleum gel ก่อนนำเข้าใปฉายรังสีตาม เวลาต่าง ๅท่ีแสดง ดังตาราง 3.10

หลังจากฉายรังสีแกมมาให้แก่สารละลายมาตรฐานของ PCE ท้ังหมดแล้ว นำสารละลาย 
มาตรฐานของ PCE ในขวดท่ีผ่านการฉายรังสีแกมมาท่ีปริมาณรังสีต่าง  ๆ ไปตรวจหาปริมาณ 
PCE ท่ีเหลืออยู่ในสารละลาย PCE ด้วยเคร่ือง GC ใช้ GC Condition ดังตาราง 3.9 โดยปฏิบัต ิ
ตามข้ันตอนดังน้ี

1. pipet ตัวอย่างน้ําแต่ละขวดมา 25 ml และฉีด 1,1,2 -trichloroethane ท่ีมี
ความเข้มข้น 8.826 ppm จำนวน 65 แ1 ลงใน serum vial ขนาด 50 ml ซ่ึงบรรจุ anhydrous 
sodium sulfate 13 กรัม

2. ปิด serum vial ด้วย aluminum foil, black rubber septum และ aluminum cap และ 
ล็อค (crimp)!!ดยใช้ manual Hand Operated Crimper

3. เขย่าขวดให้ท่ัว ประมาณ 1 นาที จากน้ันนำเข้า constant temperature water bath 
โดยตั้งอุณหภูมิไว้ที่ 60 ๐C จำนวน 60 นาที

4. ดูดไอระเหยของ PCE จาก serum vial จำนวน 1 ml โดยใช้ Press-Lok Series A2 
gas tight syringe ขนาด 2 ml ฉีดเข้าเครือง gas chromatograph

5. หาค่าความเข้มข้นของสารละลาย PCE โดยใช้ internal standard curve ดังแสดง 
ในรูปท่ี 3.4

6. ทำการทดลองซ้ําอีกคร้ังแต่เปล่ียนปริมาณ ozone ท่ีให้แก่น้ําดังค่าในตารางท่ี 3.11 จน 
ครบทุกความเข้มข้นของ ozone ท่ีกำหนด
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นำสารละลายมาตรฐานของ TCE ในน้ําจากการเตรียมในข้อ 3.3.9 มาแบ่งใส,ขวดขนาด 
500 ml จำนวน 10 ขวด ขวดละ 500 ml Seal ปากขวดด้วย petroleum gel นำขวดท้ังหมดเข้า 
เคร่ืองฉายรังสีแกมม่า CO-60 ตามเวลาดังแสดงในตารางท่ี 3.10

นำสารละลายมาตรฐานของ TCE ในขวดท่ีผ่านการฉายรังสีแกมมาท่ีปริมาณรังสีต่าง  ๆ
ไปตรวจหาปริมาณ TCE ท่ีเหลืออยู่ในสารละลาย TCE ด้วยเคร่ือง GC ใช้ GC Condition 
ดังตาราง 3.9 โดยปฏิปติตามข้ันตอนดังน้ี

1. pipet ตัวอย่างน้ําแต่ละขวดมา 25 ml และฉีด 1,1,2- trichloroethane ท่ีมี 
ความเข้มข้น 8.826 ppm จำนวน 65 (0.I ลงใน serum vial ขนาด 50 ml ซ่ึงบรรจุ 
anhydrous sodium sulfate 13 กรัม

2. ปิด serum vial ด้วย aluminum foil, black rubber septum และ aluminum cap และ 
ล็อค (crimp)tดยใข้ manual Eland operated Crimper

3. เขย่าขวดให้ท่ัว ประมาณ 1 นาที จากน้ันนำเข้า constant temperature water bath 
โดยต้ังอุณหภูมิไว้ท่ี 60 ๐C จำนวน 60 นาที

4. ดูดไอระเหยของ TCE จาก serum vial จำนวน 1 ml. โดยใช้ Press-Lok Series A2 
gas tigh syringe ขนาด 2 ml ฉีดเข้าเครือง gas chromatograph

5. หาค่าความเข้มข้นของสารละลาย TCE โดยใช้ internal standard curve ดังแลดงใน 
รูปท่ี 3.3

3.14 การฉายรังสีแกมมาเพี่อลดปริมาณ PCE ในนาที่มี'ในเตรดผสมอยู่

นำสารละลายมาตรฐานของ PCE ในน้ัาจากการเตรียมในข้อ 3.3.10 มาแบ่งใส่ขวด 
ขนาด 500 ml จำนวน 10 ขวด ขวดละ 500 ml Seal ปากขวดด้วย petroleum gel นำขวดท้ังหมด 
เข้าเคร่ืองฉายรังสีแกมม่า CO-60 ตามเวลาดังแสดงในตารางท่ี 3.10

นำสารละลายมาตรฐานของ PCE ในขวดท่ีผ่านการฉายรังสีแกมมาท่ี'ปริมาณรังสีต่าง  ๆ
ไปตรวจหาปริมาณ PCE ท่ีเหลืออยู่ในลารละลาย TCE ด้วยเคร่ือง GC ใช้ GC Condition 
ดังตาราง 3.9 โดยปฎิปติตามข้ันตอนดังน้ี
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1. pipet ตัวอย่างน้ําแต่ละขวดมา 25 กก! และฉีด 1,1,2 -trichloroethane ท่ีมี 
ความเข้มข้น 8.826 ppm จำนวน 65 JLLI ลงใน serum vial ขนาด 50 ml. ซ่ึงบรรจุ anhydrous 
sodium sulfate 13 กรัม

2. ปิด serum vial ด้วย aluminum foil, black rubber septum และ aluminum cap และ 
ล็อค (crimp)tดยใช้ manual Hand Operated Crimper

3. เขย่าขวดให้ท่ัว ประมาณ 1 นาที จากน้ันนำเข้า constant temperature water bath 
โดยต้ังอุณหภูมิไว้ท่ี 6 0  ° c  จำนวน 6 0  นาที

4. ดูดไอระเหยของ PCE จาก serum vial จำนวน 1 ml. โดยใช้ Press-Lok Series A2 
gas tight syringe ขนาด 2 ml ฉีดเข้าเครือง gas chromatograph

5. หาค่าความเข้มข้นของสารละลาย PCE โดยใช้ internal standard curve ดังแสดง 
ในรูปท่ี 3.4
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