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บทที่  1 

บทนํา 

 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

อารเซนิก (Arsenic ; As) หรือ สารหนู เปนธาตทุี่พบไดทั่วไปในธรรมชาติ รวมถึง

ส่ิงมีชีวิตชนิดตางๆ ทั้งบนบกและในทะเล  เปนทีท่ราบกนัดีวาอารเซนกิเปนสารที่มีความเปนพิษสูง 

แตความเปนพิษของมนัจะแตกตางกนัไปในแตละรูปแบบทางเคมี (chemical speciation) ที่พบ   

สารประกอบของอารเซนิกอนินทรีย  ไดแก arsenite และ arsenate มีความเปนพษิสูงและจัดเปน

สารกอมะเร็ง (US-EPA, 2003) ในขณะทีอ่ารเซนิกอนิทรียจะมีความเปนพษินอยกวา โดยเฉพาะ

อยางยิ่งในรูป arsenobetaine  ที่มีความเปนพษิตํ่ามากจนอาจกลาวไดวาเปนรูปแบบที่ไมเปนพิษ

เลย (Francesconi และ Edmonds, 1998)  ทําใหการวิเคราะหปริมาณอารเซนกิรวมไมสามารถ

บงบอกระดับความเปนพษิที่แทจริงของมนัได อยางไรก็ตาม การวิเคราะหปริมาณอารเซนิกกย็ัง

นิยมทํากันในรูปของปริมาณรวม เนื่องจากสะดวกรวดเร็วและมีวธิีการไมยุงยาก แตจากการ

พัฒนาเครื่องมือวิเคราะหทางสเปกโตรมติรี ทําใหขีดจํากัดของการวิเคราะห (detection limit) 

ต่ําลง จนสามารถวิเคราะหสารทีม่ีปริมาณต่ํามากๆได อันเปนประโยชนอยางยิ่งตอการศึกษา

ทางดานรูปแบบทางเคมีในปจจุบัน  

 การวิเคราะหรูปแบบทางเคมีของอารเซนกิมีความจําเปนอยางยิง่ตออุตสาหกรรม

สงออกผลิตภัณฑสัตวน้าํโดยเฉพาะอยางยิ่งปลาซึ่งมีปริมาณการสงออกสูง และเปนอาหารที่คน

นิยมบริโภคกนัมาก เนื่องจากบางครั้งพบวาปริมาณอารเซนิกรวมในปลามีคาที่เกินคามาตรฐาน  

ทั้งที่รูปแบบสวนใหญอยูในรูปอารเซนิกอนิทรียซึง่ไมเปนพิษ  โดยรูปแบบที่เปนพิษ  คือ   อารเซนิก 

อนินทรียมีเพยีงปริมาณนอยเทานัน้ ทาํใหเกิดผลเสยีตอการสงออกผลิตภัณฑปลาไปยัง

ตางประเทศ ดังนัน้ จึงมีความจําเปนที่จะตองมีการพัฒนาวิธีการวิเคราะหรูปแบบทางเคมีของอาร

เซนิกที่เหมาะสมและมีประสิทธิภาพ เพื่อใหสามารถนําไปใชกับงานวิเคราะหที่มจีํานวนตวัอยาง

มากๆ หรืองานที่ตองทําเปนประจําในหองปฏิบัติการทัว่ไปได นอกจากนี้ขอมูลความเขมขนของ

อารเซนิกรูปแบบตางๆ ยงัสามารถนําไปใชเปนแนวทางในการวางมาตรฐานระดับการปนเปอนของ

อารเซนิกในปลาแทนที่มาตรฐานเดิมที่ใชปริมาณรวมไดในอนาคต 
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1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 

   1.  พัฒนาวิธกีารวิเคราะหรูปแบบทางเคมีของอารเซนกิในปลา 

   2.  วิเคราะหปริมาณ arsenobetaine และ inorganic arsenic ในปลาชนิดตางๆ

ดวยวิธกีารที่พฒันาได 

 

1.3 ขอบเขตของการวิจยั 

พัฒนาวธิีการวิเคราะหรูปแบบทางเคมีของอารเซนิกอยางนอย 2 รูปแบบ คือ 

arsenobetaine และ inorganic arsenic ในปลา ดวยวิธ ีHPLC/ICP-OES 

 

1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

1.  ไดวิธีวิเคราะหรูปแบบทางเคมีของอารเซนิกที่ประหยดัและมีประสิทธิภาพ  ที่

สามารถนําไปประยุกตใชในอุตสาหกรรมหรือการตรวจสอบคุณภาพสัตวน้ําได 

2.  ขอมูลปริมาณของอารเซนิกในแตละรูปแบบในปลาซึ่งสามารถใชเปนแนวทาง

ในการวางมาตรฐานของอารเซนิกไดในอนาคต 
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บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 

 

2.1 อารเซนกิ 

  อารเซนิก (Arsenic, As) หรือสารหนู เปนธาตกุึ่งโลหะอยูในหมูที่ 5 ของตาราง

ธาตุ มีเลขอะตอม 33 มวลอะตอม 74.92 จุดหลอมเหลว 817 องศาเซลเซียส และระเหิดที่อุณหภูมิ 

613 องศาเซลเซียส  อารเซนิกมีไดหลายออกซิเดชันสเตต ตั้งแต –3, 0, +3 ไปจนถงึ +5 สําหรับใน

ทะเลพบวา arsenate (AsV) เปนรูปแบบทีเ่สถียรที่สุดในสภาวะที่มีออกซิเจน สวน arsenite (AsIII) 

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

ละลายน้ําจงึพบยากในน้ําทะเล เกลือของอารเซนิกสวนใหญจะละลายน้าํไดดี โดยความสามารถ

ในการละลายขึ้นกับ pH สภาพประจุไฟฟา และ redox potential (E ) ดังรูปที่ 2.1 h

 

 

รูปที่  2.1   ความสัมพันธระหวางคา pH และ E  ตอรูปแบบของอารเซนิก h

ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซยีส  ความดัน 1 บาร 

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



 4 

2.2 ที่มาของอารเซนิกในทะเล  

  อารเซนิกในทะเลมีทีม่าทั้งจากธรรมชาติ (natural sources) และจากกิจกรรม

ของมนุษย (anthropogenic sources)  อารเซนิกในธรรมชาตพิบในรูปของแร arsenopyrite 

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

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

สารประกอบ arsenate เชน adelite [CaMg(AsIVO4))(OH)] ในบางบริเวณอาจมกีารระเบิดของ

ภูเขาไฟ (volcanic eruption) และ submarine hydrothermal vent เปนแหลงกาํเนิดรวมดวย (รูป

ที่ 2.2) 

 

 

 

รูปที่ 2.2   วัฏจักรของอารเซนิกในสิง่แวดลอม 

(ที่มา : Roy และ Saha, 2002) 
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  ปจจุบันกิจกรรมของมนุษยเปนตัวการสําคัญที่ชวยเพิ่มอารเซนิกจากปริมาณเดิม

ที่มีอยูตามธรรมชาติ  เนื่องจากไดถูกนํามาใชในกิจกรรมหลายประเภท ไมวาจะเปนการผสมลงใน

ยากาํจัดศัตรูพืช และสารรักษาเนื้อไม ผสมลงในโลหะเจือเพื่อเพิ่มความแข็งแรงและความสามารถ

ในการทนความรอน (Ellenhorn, 1997) หรือใชผสมในอาหารสัตวในรูปของ arsanilic acid (4-

aminobenzearsonic) เพือ่กระตุนการเจริญเติบโต   อารเซนกิยังเปนผลพลอยไดจากการทํา

เหมืองแร เชน ทองแดง ตะกั่ว และดีบุก ดังจะเหน็ไดจากการปนเปอนใน อ.รอนพิบูลย  จ.

นครศรีธรรมราช ซึ่งมีทีม่าจากน้าํที่ชะลางผานบริเวณที่เคยทําเหมืองแรดีบุก กาซ arsine (AsH3) 

จัดเปนกาซพษิที่ใชในโรงงานผลิตสารกึง่ตัวนํา metallic arsenic ถูกนําไปใชในอุตสาหกรรม

อิเล็กทรอนกิ  นอกจากนีย้ังพบวามีการใช arsenous acid (As2O3 ในน้าํ) เพื่อการรักษาแบบเคมี

บําบัดในโรค acute promyelocytic leukemia (APL) อีกดวย (Le et al., 2004) 

 

2.3. รูปแบบทางเคมีของอารเซนิก 

  เราอาจจาํแนกสารประกอบของอารเซนกิไดเปน 2 ประเภทใหญๆ ดังรูปที่ 2.3 

ไดแก สารประกอบอารเซนกิอนนิทรีย (inorganic arsenic) และสารประกอบอารเซนิกอนิทรีย 

(organic arsenic) ซึ่งแตละตัวก็จะมีโครงสรางที่ซับซอนแตกตางกันออกไป ทําใหพฤติกรรมและ

ความเปนพษิของมันแตกตางกนัดวย  

  สารประกอบอารเซนิกอนนิทรียที่พบทั่วไปในทะเลไดแก arsenate (AsV) และ 

arsenite (AsIII) ในสภาวะทีม่ีออกซิเจน อารเซนิกจะอยูในรูป  arsenate มากกวา แตในสภาวะไร

ออกซิเจน arsenate จะถกูรีดิวซไปเปน arsenite ทั้งสองรูปแบบละลายน้ําไดดจีึงพบมากในน้ํา

ทะเล ตะกอนและน้ําที่แทรกอยูระหวางตะกอน (sediment porewater) ดวย และยังถือเปนสาร

ประเภท biologically active คือ ส่ิงมชีีวิตสามารถรับเขาสูในรางกายไดดี    
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  สําหรับสารประกอบอารเซนกิอินทรียในทะเลมีดวยกันหลายรูปแบบ ที่สําคัญ

ไดแก monomethylarsonate (MMA), dimethylarsinate (DMA), trimethylarsine oxide 

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

และ arsenosugar (AsS)  ซึ่งรูปแบบที่พบมากในสิ่งมชีีวิตไดแก arsenobetaine, arsenocholine 

และ  arsenosugar  โครงสรางตางๆ แสดงดังรูปที่ 2.3 
 

 

 

 

รูปที่  2.3   รูปแบบทางเคมทีี่สําคัญของอารเซนิก 

(ที่มา : Francesconi และ Edmonds, 1998) 
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2.4 ความเปนพิษของอารเซนิก 

  จากการศึกษาความเปนพษิของสารประกอบอารเซนิกพบวา อารเซนิกอนินทรีย

จะมีความเปนพิษสูงกวาอารเซนิกอนิทรยีกวา 1000 เทา และจัดเปนสารกอมะเร็งระดบั A – class 

ของ US-EPA (group A-human carcinogen) (US-EPA, 2003) ซึ่งความเปนพิษจะข้ึนกับรูปแบบ

ที่พบ โดย arsenite จะมีความเปนพิษมากกวา arsenate  ในขณะที่อารเซนิกอนิทรียเชน MMA 

และ DMA มีความเปนพษิปานกลางและจัดเปนสารที่สงเสริมการเกิดมะเร็ง (cancer promoter) 

โดย MMA จะมีความเปนพษิมากกวา DMA  สําหรับ arsenobetaine มีคา LD50
1 สูงมาก จนอาจ

กลาวไดวาเปนเปนอารเซนกิรูปแบบที่ไมเปนพษิ สําหรับคา LD50 ของสารประกอบอารเซนกิรูป

แบบที่สําคัญ แสดงไวในตารางที ่2.1 

 

ตารางที่ 2.1 คา LD50 ของสารประกอบอารเซนิกรูปแบบที่สําคัญ (ทําการทดลองในหนู) 

  (ที่มา : US-EPA, 2003) 
 
 

รูปแบบของอารเซนิก LD50  

(mg/kg body weight) 

อารเซนิกอนนิทรีย 

     Arsenite 

     Arsenate 

อารเซนิกอนิทรีย 

     MMA 

     DMA 

     Arsenocholine 

     Arsenobetaine 

 

15 – 30 

20 – 200 

 

700 – 1800 

1200 – 2600 

6500 

> 10000 

 

 

 

                                                  
1 LD50 หรือ lethal dose เปนความเขมขนของสารที่ทําใหสัตวทดลองตายไปครึ่งหนึ่งภายในเวลาที่กําหนด ซึ่ง

อาจเปน 24, 48 หรือ 72 ชั่วโมง คา LD50 ถามีคาต่ํา แสดงวาสารนั้นมีความเปนพิษสูง 
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  อาการเปนพษิเฉียบพลนั (acute toxic) ของอารเซนกิ ไดเแก ความผิดปกติของ

ระบบทางเดินอาหาร ไดแก ทองเสยี กลามเนื้อทองปวดเกร็ง มีอาการผิดปกติของระบบประสาท

และการทาํงานของหวัใจจนถึงขั้นเสยีชีวิตได  แตอาการพิษเร้ือรัง (chronic toxic) จะเกิดความ

ผิดปกติของผิวหนัง เชน เกิดจุดสีน้าํตาลหรือสีขาวกระจายทัว่ไปบนฝามือ ฝาเทา มีเนื้อ

ตะปุมตะปาหรือเรียกวาโรคไขดาํ (hyperkeratosis) เปนตน และเกิดโรคมะเร็งผิวหนงัได 

นอกจากนีจ้ะมีปญหาเกี่ยวกับระบบประสาทและระบบเลือดอีกดวย (US-EPA, 2003)  ทาง

องคการอนามยัโลก (World Health Organization, WHO) ไดกําหนดระดับอารเซนกิในน้าํดื่มเพื่อ

ความปลอดภยัไวที่ความเขมขนไมเกนิ 10 μg/l  สวนการไดรับอารเซนิกอนินทรียตอวันจะตองไม

เกิน 2 μg/kg body weight  

  สําหรับในอาหารนั้น โดยความรวมมือขององคการอนามยัโลกและองคการอาหาร

และเกษตรกรรมแหงสหประชาชาติ (WHO/FAO) ไดกําหนดระดบัอารเซนิกที่คนปกติสามารถ

ทนทานไดเมื่อไดรับจากอาหารตอหนึง่ สัปดาห (provisional tolerable weekly intake, PTWI) 

เมื่อคิดในรูปของอารเซนิกอนินทรีย ไวไมเกิน 15 μg/kg body weight (WHO, 1992 อางจาก 

Sanz et al., 2005)  เมื่อคํานวณปริมาณอารเซนิกทีค่นน้าํหนักเฉลี่ย 70 กิโลกรัม ไดรับแลวเกิด

พิษถงึขั้นเสยีชีวิต จะเทากบั 1.5 mg โดยคิดในรูปของ arsenite  

 
 

2.5 รูปแบบทางเคมีของอารเซนิกในทะเล 

 2.5.1 น้ําทะเลและตะกอน 

  การศึกษารูปแบบทางเคมีของอารเซนิกในน้ําทะเลเริ่มข้ึนโดย Atkins และ 

Wilson ในป ค.ศ. 1926 (Francesconi และ Edmonds, 1998)  ผลการศึกษาของทัง้คูยืนยันวาใน

น้ําทะเลที่มีออกซิเจนสงูจะม ี arsenate เปนรูปแบบที่สําคัญโดยเฉพาะน้าํทะเลที่ผิว แตเมื่อความ

ลึกเพิ่มข้ึนพบวา arsenate ยังคงพบมากอยูแต arsenite จะมีปริมาณเพิ่มข้ึน เนื่องจากการรีดิวซ 

arsenate ไปเปน arsenite  สวนอารเซนกิอินทรียทีพ่บในน้าํทะเลไดเแก  MMA และ DMA โดยทัง้

สองรูปแบบเปนผลมาจากการเปลี่ยนแปลงของ arsenate โดยแพลงคตอนพืช (Howard et al., 

1982 และ Howard และ Comber, 1989)  สวนรูปแบบที่พบในตะกอนและน้ําทีแ่ทรกอยูระหวาง

ตะกอน จะมีความคลายคลึงกับทีพ่บในน้ําทะเล ดังที่แสดงในตารางที ่2.2 และ 2.3 
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ตารางที่  2.2 ความเขมขนของอารเซนิกรูปแบบตางๆในน้าํทะเล (ng/l) 
 

ตัวอยาง 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 

ปากแมน้ําเจาพระยา 3800 400 
น้ําที่ผิว 

ปากแมน้ําบางปะกง 2800 700 

น้ําที่ผิว 3100 1000 

น้ําใกลพืน้ 

ชายฝงนิคมอตุสาหกรรม 

มาบตาพุด 2900 1000 

b 

หมายเหตุ a ขอมูลจาก Santosa et al. (1997)  

  b ขอมูลจาก รุงฟา อินทจักร (2545) 

 

 

ตารางที่  2.3 ความเขมขนของอารเซนิกรูปแบบตางๆในตะกอน (μg/g dry weight) 
 

ตัวอยาง 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 ขอมูลจาก Chappell et  al. (1995)  

  b ขอมูลจาก Rattanachongkiat (2004) 
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 2.5.2 พืชและสาหรายทะเล 

  สารประกอบอารเซนิกทีพ่บในพืชและสาหราย (หมายรวมถึงแพลงคตอนพืชดวย) 

จะอยูรวมกับโครงสรางคารโบไฮเดรตที่เรียกวา arsenoriboside หรือ arsenosugar (AsS) ซึ่งมี

โครงสรางไดหลายแบบ ในปจจุบันพบ arsenosugar ประมาณ 15 ชนดิ แตที่พบมากมีอยู 4 ชนิด 

ดังรูปที่ 2.4 โดยโครงสรางของ arsenosugar ไดจากการวิเคราะหโดย NMR (Nuclear Magnetic 

Resonance Spectroscopy) และ MS (Mass Spectrometry)  

 

 

รูปที่  2.4   arsenosugar ที่พบมากในพืชและสาหราย 

(ที่มา : Francesconi และ Edmonds, 1998) 

 

  โดยทัว่ไปจะพบ arsenosugar แตกตางกนัตามชนิดของพืชและสาหราย เชน ใน

สาหรายสีน้าํตาลจะพบ arsenosugar 1 และ 3 มาก ในขณะที่สาหรายสีแดงและสาหรายสีเขียว

จะพบ arsenosugar 2 และ 4 มากกวา (Francesconi และ Edmonds, 1998) เปนตน นอกจาก 

arsenosugar แลว ยงัพบ arsenate และ DMA ดวยแตปริมาณนอยมาก 

 

 

 

 



 11 

 2.5.3 สัตวทะเล 

  สารประกอบอารเซนิกแตกตางจากสารพิษชนิดอื่นๆ คือ ไมพบการสะสมปริมาณ

ตามลําดับช้ันของการกนิในหวงโซอาหาร (biomagification)  (Mace, 2003 และ ชัยเทพ วิริยะนิธิ

กรณ, 2547)  เนื่องจากพบวาสิง่มีชีวิตที่อยูในลําดับช้ันการกนิต่ํากวาอาจมีปริมาณอารเซนิกมาก

กวาสิง่มีชวีิตทีอ่ยูในลําดับช้ันการกินสงูกวาได นอกจากนี้ยงัพบวา มคีวามหลากหลายของรูปแบบ

ทางเคมีมากกวาดวย ซึ่งสาเหตุก็เชื่อกันวาเกิดจากกระบวนการเปลี่ยนแปลงรูปแบบของอารเซนกิ

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

Francesconi และ Edmonds, 1998) 

  รูปแบบทางเคมีของอารเซนกิทีพ่บมากที่สุดในสัตว คือ arsenobetaine เชน ใน

ปลา หอย ฉลาม หรือ แพลงคตอนสัตว  โดยทัว่ไปสัดสวนของ arsenobetaine จะเกิน 80–90 % 

ดังตารางที ่ 2.4 โดยเฉพาะในสัตวทีก่ินเนือ้เปนอาหาร (carnivore) และอาจพบอารเซนิกรูปแบบ

อ่ืนๆ เชน monomethylarsonate, dimethylarsinate, trimethyl arsine oxide, arsenosugar และ

อารเซนิก อนนิทรียไดบาง แตก็มีปริมาณนอยเมื่อเทียบกับ arsenobetaine   

  สําหรับสัตวทีก่ินพืชเปนอาหาร (herbivore) เชน หอยสองฝาบางชนิดซึ่งเปน 

planktonic feeders จะพบ arsenosugar และ tetramethylarsonium ion ในสัดสวนที่สูงขึ้น

เนื่องจากอาหารที่กนิเปนพวกแพลงคตอนสัตว ตัวอยางเชน การศึกษาใน Tapes japonica  พบ 

arsenosugar  0.74 μg/g  สวน arsenobetaine มีเพยีง 0.63 μg/g (Shibata และ Morita, 1992)  

อยางไรก็ตามสัดสวนของ arsenosugar จะลดลงจนอาจตรวจวัดไมพบในสัตวทีอ่ยูในลําดับช้ัน

การกนิอาหารที่สูงขึน้ไป  (Howard และ Comber, 1989)  

   เนื่องจาก arsenobetaine มักจะไมพบในน้าํและตะกอน ดงันัน้สิง่มีชีวิตจึงไม

นาจะไดรับจากบริเวณทีม่ันอาศัย จงึอาจสรุปไดวาการสะสม arsenobetaine ในสิ่งมีชีวิตไมข้ึนกบั

ถิ่นที่อยู (Gailer et al., 1995) สันนษิฐานกนัวา arsenobetaine อาจเปลี่ยนแปลงมาจาก

สารประกอบอารเซนิกอืน่ๆ เชน อารเซนิกอนินทรียหรือ arsenosugar และ arsenocholine 

โดยเฉพาะ arsenocholine ทีเ่ชื่อกนัวานาจะเปน precursor หลักของการเกิด arsenobetaine  

(De Bettencourt et  al., 1997 และ Pellerito et  al., 2002)  โดยปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น เปนดังรูปที่ 

2.5 
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รูปที่  2.5   การเปลี่ยนแปลงจาก arsenosugar ไปเปน arsenobetaine 

(ที่มา : Francesconi และ Edmonds, 1998) 

 

ตารางที่  2.4 เปอรเซ็นตของ arsenobetaine ในสัตวทะเลชนิดตางๆ  

(ที่มา : Edmonds และ Francesconi, 1993  อางจาก 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 วิธีการวิเคราะหรูปแบบทางเคมีของอารเซนิกในสตัว 

ในอดีตการวิเคราะหโลหะปริมาณนอยนิยมทํากันในรูปของปริมาณรวม แตตอมา

ในชวงทศวรรษที่ 60 ไดเร่ิมมีความสนใจอยางจรงิจังตอการศึกษาทางดานรูปแบบทางเคมีของ

โลหะ เนื่องจากโลหะที่มีรูปแบบแตกตางกนัจะมีความเปนพิษแตกตางกันดวย (Francesconi และ 

Kuenelt, 2004) นอกจากนี้การพัฒนาขดีความสามารถของเครื่องมอืวิเคราะหทางสเปกโตรมิตรี 

(atomic และ mass spectrometry) ทาํใหขีดจํากัดของการวิเคราะห (detection limit) ต่ําลงมาก 

สามารถวิเคราะหสารที่มปีริมาณต่ําๆไดดี ซึ่งเปนประโยชนอยางยิง่ตอการศึกษาทางดานรูปแบบ

ทางเคมีของโลหะปริมาณนอยในปจจุบนั และก็ยงัมีการพฒันาวธิีการและประยุกตใชเครื่องมือ

ตางๆ อยางตอเนื่องเพื่อเพิม่ประสิทธิภาพของการวิเคราะหใหดียิ่งขึน้ 

 

2.6.1  การสกัดอารเซนิกจากตัวอยางสิ่งมีชวีิต 

ในการสกัดอารเซนิกออกจากตัวอยางใหมปีระสิทธิภาพนั้น จะตองคาํนงึถงึชนิด

ของตัวอยางทีต่องการวเิคราะห เนื่องจากตัวอยางที่เปนน้ํา ตะกอน และส่ิงมีชวีิต จะมีวิธกีารสกัด

ที่เหมาะสมแตกตางกันออกไป ตัวทําละลายที่ใชสกัดจึงแตกตางกันดวย หลักการทั่วไปในการ

เลือกตัวทาํละลายที่ใชสกัด คือ ตัวทาํละลายนัน้จะตองสามารถสกัดอารเซนิกออกจากตัวอยางได

มากที่สุดโดยไมเปลี่ยนแปลงรูปแบบของสารที่เราตองการ 

เปนทีย่อมรับกันโดยทั่วไปวา การสกัดดวยเอนไซม (enzymatic extraction) มี

ประสิทธิภาพสูงมากในการสกัดอารเซนกิจากตัวอยางทีเ่ปนสิ่งมีชีวิต (Branch et al., 1994 และ 

Le et al., 2004) เนื่องจากสามารถทาํลายพนัธะภายในเนื้อเยื่อของตัวอยางไดดี ไมวาจะเปน

เอนไซม trypsin ในกรณทีีเ่ปนตัวอยางสตัว โดย trypsin จะเขาไปทําลายพันธะเพพไทดที่เชื่อม

ระหวางกรดอะมิโนในโปรตนี  สําหรับตัวอยางทีเ่ปนพชืหรือสาหรายจะใชเอนไซม cellulase ใน

การยอยพันธะไกลโคไซดในโครงสราง cellulose  แตเนื่องจากเอนไซมสวนใหญมรีาคาแพง จึงไม

เหมาะกับการวิเคราะหที่มจีาํนวนตวัอยางมากๆหรืองานที่ตองทําเปนประจําได วิธทีี่นยิมรองลงมา

จากเอนไซม คือ การสกัดดวยตัวทําละลาย (solvent extraction)  โดยใชเมทานอลกับน้าํ ซึ่ง

ประสิทธิภาพในการสกัดขึ้นกับอัตราสวนของสารทัง้สองที่ใช  (McSheehy et al., 2003 และ 

Francesconi และ Kuehnelt, 2004) และประสิทธิภาพจะแตกตางกันถาตัวอยางเปนคนละชนดิ

ถึงแมวาจะเปนสัตวหรือพืชเหมือนกันก็ตาม (Tukai et al., 2002) 
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นอกจากนี ้ ยงัมีตัวทําละลายชนิดอื่นที่ใชในการสกัดอารเซนิกดวย เชน อะซิโตน 

ของผสมระหวางเมทานอลกบัคลอโรฟอรม (ใชในปลาและหอยสองฝาบางชนิด) เอทานอล (ใชใน

พืชทนเค็มจากพืน้ที่ชุมน้าํ) และ phosphoric acid ซึ่งนิยมใชสกัดตัวอยางตะกอนดิน  (Branch et 

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

สําหรับข้ันตอนของการสกัดโดยทัว่ไปจะประกอบไปดวย ข้ันตอนของการเตรียม

ตัวอยาง (sample preparation)  ในขั้นตอนนี้ตองระมัดระวงัไมใหเกิดการปนเปอนหรือการ

เปลี่ยนแปลงรูปแบบของอารเซนิกได โดยนิยมนาํตัวอยางไปทําใหแหงดวยวธิี freeze drying   

ข้ันตอนที่สองคือ การสกดัอารเซนิกออกจากตวัอยาง ซึ่งมหีลายวิธีไมวาจะเปน sonication, 

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

accelerated solvent extraction (ASE) ซึ่งจากการศึกษาพบวาวิธีการที่กลาวมาสามารถสกดั

รูปแบบของอารเซนิกออกมาไดโดยไมมีความแตกตางกนัทางสถิติ (Brisbin และ Caruso, 2002) 

แตสวนใหญนยิมใชวิธกีารทีง่ายและสภาพไมรุนแรงในการสกัดและอาจใชหลายวิธกีารรวมกนัเพือ่

เพิ่มประสทิธิภาพ แตเนื่องจากความหลากหลายของชนิดตัวอยางจงึไมมีวิธีการสกดัใดเพียงวิธีการ

เดียวทีจ่ะเหมาะสมกับตัวอยางทุกชนิดได ที่สําคัญกค็ือ การหาวิธีทีเ่หมาะสมกับแตละกลุม

ตัวอยาง เชน กลุมของปลา กลุมของหอย หรือ กลุมของครัสเตเชียน ทีเ่ปนสัตวน้ําเศรษฐกิจทีน่ิยม

รับประทานกนัมาก ซึง่พอจะใชเปนแนวทางของการวิเคราะหได  

 

2.6.2 โครมาโทกราฟในการแยกรูปแบบทางเคมีของอารเซนิก 

High performance liquid chromatography หรือ HPLC ไดถูกนํามาใชในการ

แยกอารเซนิกรูปแบบตางๆ ที่สกัดไดจากตัวอยาง เนือ่งจากอารเซนิกสวนใหญทีพ่บจะอยูในรูปที่

ละลายได นอกจากนี้ HPLC ยังสามารถนําไปเชื่อมตอกับระบบตรวจวัดธาตุตางๆ ไดงาย เชน 

atomic absorption, hydride generation หรือ inductively coupled plasma spectrometry 

ชนิดของคอลัมนทีน่ิยมใชในการแยกรูปแบบทางเคมีของอารเซนิก คือ ion-

exchange column (ทั้ง anionic และ cationic column)  โดยอาศยัหลักการแลกเปลี่ยนไอออนที่

จําเพาะเจาะจงในสารละลายตัวอยางกับ counter-ion ที่เคลือบอยูบนผิวของ stationary phase 

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

แลวพาไปกับตัวมันดวย  
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2.6.3 Atomic absorption spectrometry (AAS) และ Hydride generation  
          AAS (HG-AAS) 

ในชวงทศวรรษที่ 80 วิธกีารของ flame atomic absorption spectrometry หรือ 

Flame-AAS ไดถูกนาํมาใชในการตรวจวัดปริมาณอารเซนิกหลายรูปแบบดวยกนั แตดวยขอจํากดั

ในดานขีดจาํกดัของการวิเคราะหที่อยูในระดับ mg As/l  เทานัน้ และยังมี background noise ที่

เกิดจาก flame รบกวนการวิเคราะหมาก ทําใหการใช flame-AAS ไมแพรหลายเทา Graphite 

Furnace AAS (GFAAS) และ Hydride generation AAS (HGAAS)  แตเมื่อเปรียบเทียบระหวาง 

GFAAS กับ HGAAS แลว พบวา ในขั้นตอน drying-ashing-atomizing ในวิธ ี GFAAS ใช

เวลานาน จงึไมเหมาะสมตอการนาํไปเชือ่มตอกับ HPLC ดังนั้น HGAAS จึงเปนทีน่ิยม มากใน

การวิเคราะหรูปแบบทางเคมีของอารเซนกิในน้าํและตะกอน หรือ ในเลือดและปสสาวะของคน 

(Do et al., 2000 และ Gettar et al., 2000) ซึ่งมี AsIII , AsV , MMA และ DMA เปนรูปแบบหลัก 

แตมีขอจํากัดคือ ไมสามารถวิเคราะหรูปแบบที่ไมเกิดอนุพนัธุ arsine เมื่อทําปฏกิิริยากับ hydride 

ได เชน arsenobetaine  ดังนั้น HGAAS จึงไมนิยมนํามาใชวเิคราะหอารเซนิกในสิง่มีชวีิต 

(Francesconi และ Edmonds, 1998) 

   

2.6.4  Inductively coupled plasma spectrometry (ICP) 

Inductively coupled plasma spectrometry หรือ ICP เปนระบบที่ใชวิเคราะห

ธาตุไดทีละหลายๆ ตัวและยงัสามารถนาํไปเชื่อมตอกับ HPLC และ mass spectrometry (MS) 

ไดงายและมีประสิทธิภาพ โดยเฉพาะระบบ HPLC/ICP-MS (รูปที่ 2.6) ซึง่สามารถวิเคราะห

ปริมาณอารเซนิกไดต่ําลงไปถึงประมาณ 5 pg-As/ml (Caruso และ Montes-Bayon, 2003 และ 

Coelho et al., 2005) 

ในระบบของ ICP จะม ี nebulizer ซึ่งจะเปลี่ยนสารละลายตวัอยางใหเปน 

aerosol และสงผาน spray chamber ไปยัง plasma โดยการพาของ nebulizer gas ในบริเวณนี้

สารตัวอยางทีเ่ปน aerosol เล็กๆ จะถูกกําจัดตัวทําละลายและเมทริกซ และถูก atomized หรือ 

ionized โดย plasma ที่มีอุณหภูมิสูง จากนัน้จะถกูตรวจวัดดวย detector หรือถาหากเปนระบบ 

ICP-MS (รูปที่ 2.6) ก็จะถูกสงตอไปยงั MS detector ไอออนจะถูกแยกออกจากกนัโดยอาศัย

ความแตกตางของอัตราสวนมวลตอประจ ุ (mass-to-charge ratio, m/z) สําหรับ ICP-MS 

สามารถวิเคราะหธาตทุี่มี m/z อยูในชวง 6 – 238 (Hill, 1999 อางจาก Rattanachongkiat, 2004)  
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อยางไรก็ตาม ระบบของ ICP-MS มีราคาคอนขางสงู ทาํใหมีขอจํากัดในการนําไปใชใน

หองปฏิบัติการทั่วไป 

  นอกจากระบบ HPLC/ICP-MS แลว ยงัมีการใชระบบ HPLC/ICP แบบ atomic 

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

เปลี่ยนแปลงรูปแบบ (transformation) ของอารเซนิกในหอยสองฝา Mytilus edulis ที่เลี้ยงในน้าํ

ทะเลที่เติมสารประกอบอารเซนิกชนิดตางๆ จากนัน้สกดัดวยของผสมระหวาง methanol กับน้ํา 

และใช 0.01 M  2-hydroxy-5-sulphobenzoic acid pH 2.5 เปน mobile phase  พบวาสามารถ

แยกอารเซนิกรูปแบบตางๆออกมาไดเปนอยางดี (Gailer et al., 1995) นอกจากนีย้ังมีการใช 

HPLC/ICP-AES ในการศกึษารูปแบบของอารเซนิกในน้าํธรรมชาต ิ และในปสสาวะของมนษุย 

โดยไมสนใจ  arsenobetaine เพราะไมพบรูปแบบดังกลาวในน้าํ (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 ปจจัยที่มีผลตอการวิเคราะหรูปแบบทางเคมีของอารเซนิกดวยวิธ ีHPLC/ICP-OES 

มีปจจัยหลายประการที่สงผลตอการวิเคราะหรูปแบบทางเคมีของอารเซนิก ดวย

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

อยูในสวนประกอบของ mobile phase ปจจัยเหลานัน้ ไดแก pH, pKa และ buffering capacity 

ของ mobile phase ชนิดของ packing material ในคอลัมน และผลของเกลือที่อยูใน mobile 

phase 

 

2.7.1  pH, pKa และ buffering capacity ของ mobile phase 

อารเซนิกรูปแบบตางๆมีคาคงที่การแตกตัว (dissociation constant, pKa) ที่

แตกตางกนัออกไปข้ึนกับคา pH  ดังตารางที่  2.5  ทาํใหในสารละลายที ่ pH ตางๆมีสัดสวนของ

อารเซนิกที่แตกตัวออกมาแตกตางกนั   

เมื่อพิจารณาจากรูปที ่2.7 จะเหน็วา DMA จะแตกตัวหมดอยางสมบรูณที่  pH > 

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

neutral molecule ทั้งหมดจะเกิดการแตกตัวไปเปน H2AsO4
-  แตที่ pH ~ 10 มากกวา 97% ของ

ทั้งหมดจะอยูในรูปของ HAsO4
2- สวนที่เหลือเปน AsO4

3-  สําหรับ arsenous acid (arsenite, AsIII) 

พบวา ที่ pH 7.5 – 8.0 จะอยูในรูปของ H3AsO3 ซึ่งไมมีประจุมากกวา 94% ทําใหมันถูกแยก

ออกมาจากคอลัมนอยางรวดเร็วและใกลกับแนวของ solvent front ซึ่งกรณีนี้จะเกิดขึ้นกับ 

arsenobetaine เชนกันเมื่อ mobile phase มี pH = 10 ดังนัน้ จงึตองมีการควบคุม pH ของ 

mobile phase ใหคงที่ตลอดการวิเคราะห 
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ตารางที่  2.5 คา pKa ของสารประกอบอารเซนิกรูปแบบตางๆ 

  (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 ตอการแตกตัวของสารประกอบอารเซนกิ 

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

ชนิดของวัสดุที่บรรจุอยูภายในคอลัมน (column packing material) มี

ความสาํคัญตอการแยกในระบบของ HPLC เปนอยางมาก  เพราะการแลกเปลีย่นไอออนอาจ

ไดรับผลกระทบจากชนิดของ counter-ion ได โดยไอออนที่มหีลายประจุ (multiple charged ion) 

จะถูกจับไดดกีวาไอออนที่มปีระจุเดียว (single charged ion) และถาหาก counter-ion เกิดการ

แลกเปลี่ยนกบัไอออนอื่นที่ไมตองการกจ็ะทําให retention time เพิ่มข้ึน  (Skoog et al., 1998) 

packing material ภายในคอลัมนชนิด  anion – exchange สวนมากเปน

สารประกอบพวกโคโพลิเมอรของสไตรนีกับไดไวนิลเบนซีนที่ตอกนัแบบ cross-linkage  ปจจุบนัที่

นิยมใชกันโดยทั่วไป คือ anion – exchange column ชนิด  Hamilton PRP-X 100  ซึ่งใชในการ

แยกที่มีเกลือ sulphate หรือ phosphate เปน mobile phase ไดเปนอยางดี และมสีมบัติทนทาน

ตอ pH ไดในชวงกวาง (pH 1-13)  ทําใหสามารถนําไปประยุกตใชกบัการแยกสารไดหลากหลาย

ชนิด 

 

2.7.3 ผลของเกลือที่อยูใน mobile phase  

เกลือที่เปนองคประกอบใน mobile phase จะสงผลรบกวนการวิเคราะห

โดยเฉพาะในระบบ HPLC/ICP-MS เปนอยางมาก  เนื่องจากจะทําใหเกิด polyatomic ion 

(40Ar35Cl+)  ใน plasma  ซึ่งจะไปซอนทบักับสัญญาณ m/z ที่ 75 ของสารประกอบอารเซนิก  ผล

ของการรบกวนนี้จะแปรผันตามปริมาณเกลือ Cl- ที่มอียู   นอกจากนีย้ังทําใหเกิดการอุดตันใน 

nebulizer ของ ICP และ เกดิการกัดกรอนของ detector ใน MS  อีกดวย 

วิธีการแกปญหาที่อาจเกิดขึ้นทาํไดโดยการเพิ่มแกสไนโตรเจนเขาไปใน plasma 

หรือ การตอ hydride generation เขาไประหวาง HPLC กับ ICP ซึ่งจะทําใหมีเพียงอนุพนัธุ arsine 

ของอารเซนกิเทานั้นที่สามารถผานเขาไปยัง detector  แตก็มีขอจาํกัดคือ ไมสามารถใชกับการ

วิเคราะหในสิง่มีชีวิตได เนื่องจาก arsenobetaine ไมเกิดอนุพนัธุ arsine   อีกวิธกีารหนึง่ทีง่ายกวา 

คือ การเตรียม mobile phase ใหมีความเขมขนต่าํๆ หรือมีเกลือเปนองคประกอบไมเกิน 2 %  

(Rattanachongkiat, 2004)   
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บทที่  3 

วิธีดําเนินการศึกษา 

 

3.1 การประยุกตใชระบบ HPLC/ICP-OES 

ระบบ HPLC/ICP-OES ทีใ่ชในการศึกษาครั้งนีพ้ัฒนาการเชื่อมตอ (coupling) 

ปลายคอลัมนของ HPLC เขากับ injector ที่ตอกับ nebulizer ของ ICP-OES  โดย HPLC ที่ใชใน

การแยกเปนของ Knauer  ซึ่ง pump เปนชนิด K-1001  คอลัมนมีขนาด  250 x 4.6 mm  ทําดวย 

stainless steel  มี  packing material เปน Hamilton  PRP-X100  anion-exchange resin ขนาด

ของ particle เทากับ 10 μm และใช guard column ซึ่งมี packing material เปนชนิดเดียวกนั 

ขนาด 50 x 4.6 mm  ICP-OES ที่ใชในการทดลองเปนของ HORIBA Jobin Yvon รุน Ultima II ใช 

nebulizer เปนแบบ pneumatic nebulizer การนาํสารละลายตวัอยางเขาสูเครื่องใชระบบของ 

peristaltic pump  ใช plasma gas คือ แกสอารกอน ชนิด standard grade 99.99% (Prax Air)  

เพื่อทาํการตรวจวัดสัญญาณและ peaks ของสารที่แยกได  ไดทําการทดลองเพื่อ

หาสภาวะที่เหมาะสม เชน flow rate และ ลําดับการ elute  ของ mobile phase, pump pressure 

และ เวลาที่ใชในการแยกรูปแบบที่ตองการ รวมทัง้สภาวะตางๆของเครื่อง ICP-OES  ที่สามารถ

แยก peak ของสารทัง้สองออกจากกันไดดีที่สุด 

 

3.2 สารเคมีและอุปกรณที่ใชในการวิเคราะห 

3.2.1 สารละลายมาตรฐานอารเซนิก 

สารละลายมาตรฐานอารเซนิก 3 ชนิดทีใ่ช ไดแก inorganic arsenic (AsV) ,  

arsenobetaine (AsB)  และ  monomethyarsonic acid (MMA)  เตรียมสารละลายแตละชนดิ 

ดวย Milli-Q water (18 MΩ.cm) 

สารละลายมาตรฐาน inorganic arsenic AsV (stock solution) ความเขมขน 

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

สารละลายมาตรฐาน AsB และ MMA เปนของ Sigma, Gillingham, Dorset, UK  โดยไดรับความ
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อนุเคราะหจาก Laboratory of School of Earth, Ocean Environmental Science, University of 

Plymouth, UK 

Sodium dihydrogenphosphate (NaH2PO4) (analytical reagent grade) เปน

ของ MERCK เตรียมใหมีความเขมขน 5 และ 50 mmol/l ปรับ pH ใหเทากับ 7 ดวย ammonia 

solution (VWR, UK) แลวกรองดวยกระดาษกรอง WHATMAN 0.45 μm กอนนาํไปใชเพื่อปองกัน

อนุภาคที่อาจทําใหคอลัมนเกิดการอุดตัน  

Methanol (chromatographic grade) เปนของ MERCK, Nitric acid (HNO3) 

(ultrapure grade) เปนของ MERCK, Hydrogen peroxide 37% (H2O2) (analytical reagent 

grade) เปนของ Fisher Scientific 

 

3.2.2 Certified Reference Materials (CRM) 

CRM ที่ใชในการวิเคราะหมี 2 ชนิด ไดแก DORM-2 (Dogfish muscle) เปนของ 

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

เปนของ IAEA, Monaco 

 

3.2.3 อุปกรณที่ใชในหองปฏิบัติการ 

ทําความสะอาดอุปกรณที่เปน low-density polyethylene (LDPE) ตามวิธกีาร

ของ Cossa et al. (1996) โดยลางอุปกรณ LDPE ใหสะอาดดวย detergent จากนัน้นํามาลาง

ดวยน้าํ deionized (DI)  จากนัน้นาํไปแชใน 10% v/v  HNO3 ใน DI นาน 3 – 5 วนั แลวนํามาลาง

ดวย DI อีกครั้ง สุดทายกลั้วดวย Milli-Q water นําไปตากใหแหงใน cleaned bent hood อุปกรณ

ที่แหงแลวเก็บในถุง polyethylene ชนิดซิบล็อค  
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3.3 ตัวอยางปลา 

เก็บตัวอยางทัง้ปลาทะเลและปลาน้าํจืด โดยปลาทะเลจาก จ.จนัทบุรี เก็บจาก

เรือประมงพืน้บานใน อ. แหลมสิงห สวนปลาน้ําจืดเกบ็จากแหลงธรรมชาติในแมน้าํจันทบุรี ซึง่มี

ระยะหางจากปากแมน้ําประมาณ 12.8 กิโลเมตร การเก็บตัวอยางทาํโดยใชแหขนาดเล็กและเบ็ด

ตกปลา นอกจากนีย้ังทําการเก็บตัวอยางปลาชนิดใกลเคยีงกนัจากตลาดสดดวย สวนตัวอยางปลา

ทะเลจาก จ. สมุทรปราการ เก็บจากเรือประมงพืน้บาน ตัวอยางปลาน้าํจืดกับปลากะพงแดงของ

กรุงเทพมหานคร ซื้อมาจากตลาดสด  ทาํการเลือกตัวอยางปลาในแตละชนิดใหมขีนาดใกลเคียง

กันและมีความหลากหลายทางดานพฤตกิรรมการกนิอาหาร (feeding behavior) มากที่สุด เก็บใส

ถุง polyethylene ชนิดซิบล็อค 2 ชั้น แชเย็นไวจนกวาจะถึงหองปฏิบตัิการ จากนัน้นําตัวอยางปลา

ไปแลเอาเฉพาะเนื้อ แชแข็งไวที่อุณหภูมิ -40 องศาเซลเซียส จากนัน้นาํไป freeze dry เพื่อปองกนั

การเปลี่ยนแปลงรูปแบบของอารเซนิก ตัวอยางที่แหงแลวบดใหละเอยีด  เก็บใสถงุ polyethylene 

2 ชั้น เก็บไวในตูเยน็ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เพื่อรอการวิเคราะหตอไป 

 

3.4 การพัฒนาวธิีวิเคราะหอารเซนิกในหองปฏิบัติการ 

3.4.1 ทดสอบการแยกสารละลายมาตรฐานอารเซนิก 

- เตรียมสารละลายมาตรฐานอารเซนิก 3 ชนิด ไดแก inorganic arsenic, AsB 

และ MMA  ใหมีความเขมขน เทากับ 250 μg/l  นาํไปวิเคราะหดวย 

HPLC/ICP-OES เพื่อหาลกัษณะของ peak และ retention time ของสารแต

ละชนิด 

- เตรียมสารละลายผสมของ inorganic arsenic, AsB และ MMA ใหความ

เขมขนแตละชนิด เทากับ 250 μg/l แลวนําไปวิเคราะหดวย HPLC/ICP-OES 

ที่สภาวะเดียวกัน เพื่อทดสอบวาสามารถแยกสารทัง้ 3 ชนิดออกจากกันได

เปนอยางด ี
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3.4.2 ทดสอบการแยกสารสกัดจากปลาที่เติมสารละลายมาตรฐาน 
       อารเซนิก 

- เตรียมสารสกดัจากปลาดวยวิธีสกัดซึ่งดดัแปลงจากวิธกีารของ Geiszinger 

et al. (2002)  จากนั้นนําไปวิเคราะหดวย HPLC/ICP-OES เพื่อดูวามีอารเซ

นิกรูปแบบใดบาง (เปรียบเทียบ retention time และ peak area กับ

สารละลายมาตรฐาน) 

- นําปลาตัวอยางเดิมมาเติมสารละลายมาตรฐาน inorganic arsenic และ 

MMA ซึ่งมีความเขมขนชนิดละ 250 μg/l  ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แลวนาํไป

สกัดดวยวธิีการเดียวกนั จากนัน้นําไปวเิคราะหดวย HPLC/ICP-OES เพื่อ

ทดสอบการแยก AsB, inorganic arsenic และ MMA ใน matrix ที่เปนเนื้อ

ปลาจริง 

 

3.4.3 ทดสอบหาตัวทาํละลายที่เหมาะสมในการสกดัอารเซนิกในปลา 

- นําตัวอยางปลา 1 ชนิด ไปวิเคราะหปริมาณอารเซนกิรวมดวยวิธี Total acid 

digestion (ดูวิธีการในหวัขอ 3.5.1) 

- ชั่งตัวอยางปลาชนิดเดิม 0.5 กรัม จํานวน 6 ตัวอยาง ใสลงใน centrifuge 

tube ขนาด 50 มิลลิลิตร เติมตัวทาํละลายที่เปนของผสม methanol : water 

(v/v) อัตราสวนตางๆ กัน ดงันี้  1:1, 2:1, 3:1, 1:2, 1:3  และ น้ําอยางเดียว 

ลงไป 5 มิลลิลิตร  

- นําไปสกัดดวยวิธกีารซึ่งดัดแปลงจากวิธีการของ Geiszinger et al. (2002) 

แลวนําไปวัดปริมาณอารเซนกิที่สกัดไดทัง้หมดดวยเครื่อง ICP-OES 

- เปรียบเทยีบปริมาณอารเซนกิที่สกัดไดกับปริมาณอารเซนิกรวมจากวิธ ี Total 

acid digestion แลวเลือกตัวทาํละลายที่ใหเปอรเซน็ตการสกัดสงูสุดเพื่อ

นําไปใชในการสกัดตัวอยางปลา 
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3.4.4 Recovery และ calibration curve ของสารละลายมาตรฐานอารเซนิก 

- นําตัวอยางปลา 1 ชนิด เติมสารละลายมาตรฐาน inorganic arsenic และ 

MMA ซึ่งมีความเขมขนชนิดละ 25, 50, 75, 100, 150 และ 200 μg/l  ลงไป 

1 มิลลิลิตร นาํไปสกัดอารเซนิก แลววิเคราะหดวย HPLC/ICP-OES 

- วิเคราะหสารละลายมาตรฐาน arsenobetaine ซึ่งมีความเขมขน 25, 50, 

75, 100, 150 และ 250  μg/l ดวย HPLC/ICP-OES  

- เปรียบเทยีบ  % recovery ของสารทัง้ 3 ชนิด ที่ไดจากสองวิธกีาร ดงันี้คือ 

วิธีการที่ 1  one point calibration  โดยเปรียบเทยีบ retention time 

และ peak area ของสารที่แยกไดกับสารละลายมาตรฐาน จากนัน้

คํานวณความเขมขน  และ % recovery ของ AsB, inorganic arsenic 

และ MMA ที่ได  

วิธีการที ่2   calibration curve โดยนํา peak area ของ AsB, inorganic 

arsenic และ MMA ที่ไดไปพล็อต calibration curve แลวคํานวณความ

เขมขน และ %  recovery ของสารทัง้ 3 ชนิด  

 

3.5 การพัฒนาขั้นตอนการวิเคราะหรปูแบบทางเคมีของอารเซนิกในปลา (รปูที่ 3.1) 

  3.5.1 ปริมาณอารเซนิกรวม  (Total acid digestion method) 

- ชั่งตัวอยางปลาที่แหงและบดละเอียดแลว 0.25 กรัม ใสลงใน Teflon bomb 

- เติม HNO3 เขมขน 3 มิลลิลิตร  และ  37 % H2O2  1  มลิลิลิตร  ปดฝา bomb 

หลวมๆ  ทิ้งไว 1 คืน ในตูควนั  (pre-digestion) 

- ปดฝา bomb ใหแนน นําไปใหความรอนดวยหมออัดความดันทีอุ่ณหภูมิ    

ประมาณ 110 องศาเซลเซียส  นาน 2 ชัว่โมง   ทิ้งตวัอยางใหเยน็ 

- ถายสารละลายลงในขวดวัดปริมาตร ปรับปริมาตรใหเปน 10 มิลลิลิตร นําไป

วัดปริมาณอารเซนิกรวมดวยเครื่อง ICP-OES 
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3.5.2 ขั้นตอนการสกัดอารเซนิกในปลา  (Solvent extraction method) 

วิธีการวิเคราะหรูปแบบทางเคมีของอารเซนิกในปลา ทาํการดัดแปลงจากวธิีการ

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

เอกสารอื่นที่เกี่ยวของ ดังตอไปนี้ 

- ชั่งตัวอยางปลาที่แหงและบดละเอียดแลว 0.5 กรัม ใสลงใน centrifuge  

tube ขนาด  50 มิลลิลิตร (ควรชั่งทนัทหีลังจากตัวอยางถกู freeze dried 

แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส กอนนาํไปวิเคราะห) 

- เติม methanol : water อัตราสวน 3 : 1 v/v  ปริมาตร 5  มิลลิลิตร  ทิง้ไว  1  

คืนที่อุณหภูมหิอง  (pre-extraction) 

- นําไปผสมใหเขากันดีข้ึนดวยเครื่อง sonicator นาน 30 นาท ี จากนัน้ 

centrifuge  ทีค่วามเร็ว  2000  รอบตอนาที  นาน  20  นาท ี

- ปเปตสารละลายสวนใสใสไวใน centrifuge tube ขนาด 50 มิลลิลิตร 

- ทําซ้าํโดยเติม methanol : water  อัตราสวน 3 : 1 v/v ปริมาตร  5  มิลลิลิตร 

ลงในสวนของ residue  นาํไป sonicate 30 นาที และ centrifuge ที่ 2000 

รอบตอนาท ีนาน 20 นาท ี 

- ปเปตสารละลายสวนใสไปรวมกนั แลวนาํไป centrifuge อีกครั้ง ที่ความเรว็  

2000 รอบตอนาที  นาน  20 นาท ี

- ปเปตสารละลายสวนใสลงในขวดวัดปริมาตร ปรับปริมาตรใหเปน 25      

มิลลิลิตร  แลวนาํไปวิเคราะหรูปแบบทางเคมีของอารเซนิกดวย  HPLC/ICP-

OES 
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3.5.3 ทดสอบประสิทธิภาพของการวเิคราะหดวย CRM (รูปที่ 3.2) 

- นํา CRM : DORM-2 และ MA-M-3/TM ไปวิเคราะหปริมาณอารเซนิกรวม

ดวยวิธ ีtotal acid digestion (ตามวิธกีารขอ 3.5.1) แลวเปรียบเทียบผลที่ได

กับคา certified value  

- นํา CRM : DORM-2 ไปสกัดดวยวธิีการที่พฒันาไดในขอ 3.5.2 แลวนํา

สารละลายที่ไดไปแยกวิเคราะห 2 สวน ดังนี ้

สวนที่ 1     วิเคราะหปริมาณอารเซนกิที่สกัดไดทัง้หมดดวย ICP-OES 

สวนที่ 2     วิเคราะหรูปแบบทางเคมีของอารเซนกิดวย HPLC/ICP-OES 

- นําคาที่ไดจากทั้งสองสวนไปเปรียบเทยีบกบัคา certified value  

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

- LOD และ LOQ ของการวเิคราะหปริมาณอารเซนิกรวม คํานวณจากคาสวน

เบี่ยงเบนมาตรฐานของคาเฉลี่ยความเขมขน blank ที่ไดจากการวิเคราะห

ตัวอยางปลา 

- LOD และ LOQ ของการวิเคราะหรูปแบบทางเคมีของอารเซนิกทัง้ 3 รูปแบบ 

คือ arsenobetaine, MMA และ inorganic arsenic คํานวณจากคาสวน

เบี่ยงเบนมาตรฐานของคาเฉลี่ยความเขมขนที่ต่ําที่สุดทีส่ามารถวัดไดดวย 

HPLC/ICP-OES 

โดยที ่

LOD   = 3   x  standard deviation  

LOQ   = 10  x standard deviation  
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3.6 การวิเคราะหรูปแบบทางเคมีของอารเซนิกในตัวอยางปลา 

นําตัวอยางปลาทัง้หมดไปวเิคราะหปริมาณอารเซนิกรวมดวยวธิ ี total acid 

digestion (ตามวิธกีารขอ 3.5.1) และ รูปแบบทางเคมีของอารเซนิก (ตามวธิีการขอ 3.5.2) 

วิเคราะหปริมาณ arsenobetaine, MMA และ inorganic arsenic ในปลา เปรียบเทียบปริมาณ

ของอารเซนกิแตละรูปแบบกับปริมาณอารเซนิกรวม วเิคราะหความสัมพันธของปริมาณอารเซนกิ

กับลักษณะการกินอาหาร และ แหลงทีอ่ยูของปลา โดยการวิเคราะหความแปรปรวนแบบ One 

way ANOVA 

 

3.7 การวิเคราะหตัวอยางน้ํา 

  3.7.1 การเกบ็ตัวอยางน้าํ 

ทําการเก็บตัวอยางน้ําทะเลและน้ําจืดจาก จ. จนัทบรีุ โดยเก็บบริเวณเดียวกับ

การเก็บตัวอยางปลา คือ น้าํทะเลเก็บที่ อ.แหลมสงิห และ น้ําจืดเกบ็ที่แมน้าํจนัทบุรี โดยใชการ

เก็บโดยตรงทีผิ่วน้าํดวยขวด polyethylene ขนาด 250 มิลลิลิตร เก็บจุดละ 3 ตัวอยาง แชเยน็ไวที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนัน้นํากลับมายงัหองปฏิบัติการทนัท ี

 

3.7.2 การวิเคราะหปริมาณอารเซนิกรวมในน้าํ 

- นําตัวอยางน้าํ 4 มิลลิลิตร ใสหลอดทดลอง เติม conc. HCl  0.5 มิลลิลิตร  

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

- นําไปวิเคราะหดวยเครื่อง Hydride Generation Atomic Absorption 

Spectrometry (HG-AAS) 
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3.7.3 การวิเคราะหปริมาณอารเซนิกอนินทรีย (ในรูป AsIII และ AsV) 

- นําตัวอยางน้าํ 9.9 มิลลิลิตร เติม conc. HNO  0.1 มิลลิลิตร  และ K3 2S O2 8 

0.1 กรัม  นาํไปใหความรอนนาน 20 นาที  ตั้งทิง้ไวใหเยน็ 

OHCl  0.1 กรัม ตั้งทิง้ไว 1 นาท ี  - เติม NH3

- แบงตัวอยางน้าํมา 4 มิลลิลิตร ใสหลอดทดลอง เติมกรด HCl เขมขน 0.5 

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

นาท ี

- นําไปวิเคราะหดวยเครื่อง Hydride Generation Atomic Absorption 

Spectrometry (HG-AAS) 

 

3.7.4 การคํานวณคา Bioconcentration factor (BCF) 

นําขอมูลความเขมขนของอารเซนิกในปลาและในน้ํา จาก จ. จนัทบรีุ  ในรูปของ

อารเซนิกรวม อารเซนิกอนนิทรีย และอารเซนิกอนิทรีย ไปคํานวณคา bioconcentration factor 

(BCF)  ซึ่งเปนคาที่ใชอธิบายการสะสมของสารพษิในส่ิงมีชีวิต เปนอัตราสวนของความเขมขนของ

สารนั้นในตัวของสิ่งมีชวีิตกบัความเขมขนในน้าํที่อยูรอบตัวมัน (US-EPA, 1995) ซึ่งการสะสมใน

ลักษณะนีเ้กิดจากการรับสารนั้นจากน้ําเขาสูรางกายโดยตรง ไมวาจะเปนการกนิ หรือการซึมผาน

ทางผิวหนงัและเหงือก 

  โดยที ่

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

    Concentration of As in ambient water (μg/l)  
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ตัวอยางปลา 

แลเฉพาะเนื้อ 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   แผนผังการวิเคราะหอารเซนิกในปลา 

+  37% H2O2 1 ml 

ใหความรอนดวยหมออบความดัน 

ที่อุณหภูมิ  ~ 110  oC, 2 ชั่วโมง 

ปรับปริมาตรเปน 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 

ปรับปริมาตรเปน 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 

ผลการศึกษาและวิจารณผล 

 

การศึกษาครั้งนี้ทาํการพัฒนาการวิเคราะหรูปแบบทางเคมีของอารเซนกิในปลา

ดวยวิธ ี HPLC/ICP-OES จากนั้นนําวธิีการที่พัฒนาไดไปวิเคราะหอารเซนิกในตวัอยางปลาชนดิ

ตางๆ และหาความสัมพนัธของปริมาณและรูปแบบทางเคมีของอารเซนิกในปลาทะเลและปลาน้าํ

จืด ปริมาณอารเซนิกในน้ํา รวมถึงพฤติกรรมการกนิอาหารและแหลงทีอ่ยูของปลา  

 

4.1 การทดสอบการแยกสารละลายมาตรฐานอารเซนิกดวยระบบ HPLC/ICP-OES 

จากการทดลองแยกสารละลายมาตรฐานอารเซนิก 3 ชนดิ ไดแก arsenobetaine 

(AsB), monomethylarsonic acid (MMA) และ inorganic arsenic (AsV) ความเขมขนชนิดละ 

250 μg/l  ดวยวิธ ี HPLC/ICP-OES  และใช mobile phase คือ NaH PO2 4  2 ความเขมขน ไดแก 

5 mmol/l และ 50 mmol/l ตามโปรแกรมรวม 3 ข้ันตอน (Three step elution) ดังตอไปนี้ 

(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 ตามโปรแกรมขางตนจะสามารถแยกสารละลายมาตรฐาน

อารเซนิกทัง้สามชนิดออกจากกนัไดอยางสมบูรณภายในเวลา 900 วนิาที (15 นาที)  ซึ่งมีลําดับ

ของการแยก คือ  arsenobetaine  →  MMA  →  inorganic arsenic   โดย arsenobetaine จะ

ถูกแยกออกมาโดยการชะของ mobile phase ความเขมขนต่ํา (5 mmol/l) ที่ retention time 180 

วินาท ี  สวน MMA ถูกแยกออกมาโดย mobile phase ความเขมขนสงู (50 mmol/l) ที่ retention 

time 465 วินาท ี และสุดทาย inorganic arsenic จะถูกแยกออกมาโดย mobile phase ความ

เขมขนต่ํา (5 mmol/l) ที ่retention time 630 วินาท ีโดยมีสภาวะของระบบ HPLC/ICP-OES  ที่ใช
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ในการแยกเปนดังตารางที่ 4.1 ซึ่งสภาวะดังกลาวไดมาจากการทดลอง  สวนโครมาโทแกรมของ

การแยกสารละลายมาตรฐานทัง้สามชนิดเปนดังรูปที ่4.1 – 4.2  

 

ตารางที่  4.1 สภาวะของระบบ HPLC/ICP-OES  ที่ใชในการศึกษา 
 

 

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 ดวย 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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AsB 180.00 s
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MMA 465.00s
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inorganic As 
630.00 s
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%
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รูปที่ 4.1    โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานอารเซนิก ความเขมขน 250 μg/l 

PO  เปน 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   โครมาโทแกรมของสารผสมระหวาง arsenobetaine , MMA และ inorganic arsenic 

ความเขมขนชนิดละ 250 μg/l  โดยใช  5 และ 50 mmol/l  NaH PO  เปน mobile phase 2 4

 

POการใช NaH2 4 ความเขมขนเดียว เปน mobile phase ตลอดการแยก ไม

สามารถแยกสารละลายผสมของ AsB, MMA และ inorganic arsenic ออกจากกนัได  โดยพบวา 

เมื่อใช 5 mmol/l  NaH2PO4 ผลคือ มีเพียง AsB เทานั้นที่ถกูแยกออกมา สวน MMA และ 

inorganic arsenic ไมสามารถแยกออกมาได ทัง้ยงัให base line ที่สูงและไมเรียบ ดังรูปที่ 4.3 (ก)  

และเมื่อทดลองใช 50 mmol/l  NaH PO2 4 เปน mobile phase พบวา สารทั้งหมดถกูแยกออกมา

พรอมกัน ไดลักษณะเปน bulky peak และมี base line ที่สูงและไมเรียบเชนเดียวกัน ดังรูปที ่4.3 

(ข)   

จากการศึกษาของ Rattanachongkiat (2004) พบวา ประสิทธิภาพของการแยก 

MMA กับ inorganic arsenic ไมไดข้ึนอยูกับความเขมขนของ mobile phase แตเพียงอยางเดยีว 

แตยังขึ้นกับเวลาที่ใชในการชะของ mobile phase ความเขมขนต่ําในชวงแรกดวย เนื่องจาก

ในขณะที่กาํลงัชะคอลัมนดวย mobile phase ความเขมขนต่ํา (ในทีน่ี้คือ 5 mmol/l NaH PO2 4) อยู

นั้น  MMA และ inorganic arsenic จะถกูดูดซับไวโดย stationary phase ของคอลัมน ซึง่ MMA 

จะเคลื่อนที่ออกมากอน inorganic arsenic ดังนัน้ ทัง้สองรูปแบบจะถูกแยกออกจากกนัไดดีถา

เพิ่มเวลาที่ใชในการชะของ mobile phase ความเขมขนต่ํา  ซึ่งเวลาที่เหมาะสมในการชะ mobile 

phase ความเขมขนต่าํในชวงแรกที่ไมทําใหเวลาที่ใชในการแยกสารทั้งหมดนานเกนิไป อยู
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ระหวาง 300 – 360 วินาท ี (Rattanachongkiat, 2004) สวนเวลาทีน่อยกวานั้นจะทําใหการแยก 

MMA และ inorganic arsenic  เกิดขึ้นไดไมดี ดังรูปที่ 4.4 
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รูปที่ 4.3   โครมาโทแกรมของสารผสมระหวาง arsenobetaine , MMA และ inorganic arsenic  

โดยใช mobile phase คือ NaH PO   ความเขมขนเดยีวตลอดการแยก 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  เขมขน 200 μg/l  โดยใช mobile phase แบบ 

Three step elution  ซึง่แปรผันเวลาที่ใชในขั้นตอนแรก (mobile phase ความเขมขนต่ํา) และ

วิเคราะหดวย ICP-MS       (a)   180  sec     (b)   240  sec    และ    (c)    300  sec 

(ที่มา : Rattanachongkiat, 2004) 

 

  เมื่อทดลองการแยกสารละลายมาตรฐานอารเซนิกทัง้สามชนิดโดยใช flow rate 

ของ HPLC ทีแ่ตกตางกนั 3 คา คือ 1.0, 1.5 และ 2.0 ml/min พบวา ผลที่ไดไมมีความแตกตางกนั 

เนื่องจากสารมาตรฐานอารเซนิกทั้งสามชนิดถูกแยกออกมาที่ retention time เดียวกัน และ peak  

ที่ได ก็มีลักษณะเหมือนกนัทุกประการ ดงัรูปที่ 4.5  ในการทดลองจึงเลือกใช flow rate 1.0 ml/min 

เนื่องจากเปนคาที่เทากับ flow rate ที่เหมาะสมของ nebulizer gas (Argon) ของ ICP-OES 
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รูปที่ 4.5    โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานอารเซนิก ความเขมขนแตละชนดิ 250 μg/l 

โดยใช flow rate ของ HPLC ที่แตกตางกนั 

(ก)  2.0 ml/min    (ข)  1.5  ml/min   และ  (ค)  1.0  ml/min 
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4.2 การทดสอบการแยกสารสกัดจากปลาที่เติมสารละลายมาตรฐานอารเซนิก 

  จากการทดลองแยกสารสกัดจากปลากะพงแดง ดวยวิธกีารที่ดัดแปลงจากวิธกีาร

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

นําไปวิเคราะหดวย HPLC/ICP-OES ตามสภาวะที่พฒันาได พบวา ในสารสกัดจากปลากะพงแดง

พบอารเซนิกเพียงรูปแบบเดยีว คือ arsenobetaine ดังรูปที่ 4.6   
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รูปที่ 4.6    โครมาโทแกรมของสารสกัดจากปลากะพงแดง 

 

  จากนั้นทดลองเพื่อยืนยันวาสภาวะของ HPLC/ICP-OES ที่ได สามารถใชแยก

อารเซนิกรูปแบบตางๆ ไดแก arsenobetaine, MMA และ inorganic arsenic ใน matrix ที่เปน

เนื้อปลาไดดีเชนเดียวกับการแยกสารมาตรฐาน จงึทาํการเติม MMA และ inorganic arsenic 

ความเขมขน 2 คา ไดแก 1000 และ 200 μg/l ลงในเนื้อปลากะพงแดง จากนัน้นาํไปสกัดดวย

วิธีการเดียวกนั ผลปรากฏวา สามารถแยก MMA และ inorganic arsenic ออกจาก 

arsenobetaine ที่มีอยูในเนือ้ปลาไดดี ดังรูปที่ 4.7  ซึ่งจากผลที่ไดแสดงใหเหน็วา สภาวะของ

เครื่อง HPLC/ICP-OES ที่ไดสามารถนําไปใชวิเคราะหรูปแบบทางเคมีของอารเซนกิในปลาไดเปน

อยางดีโดยไมมีผลจาก matrix  แตถาเปนการวิเคราะหในสัตวประเภทที่มีไขมันมาก เชน กลุมของ 

molluscs จําเปนตองมข้ัีนตอนของการกาํจัดไขมันออก (defat) โดยใชตัวทาํละลายอนิทรีย 

(organic solvent)  เชน acetone หรือ ether  กอนที่จะนาํไปสกัด (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 การทดสอบหาตัวทําละลายที่เหมาะสมในการสกัดอารเซนกิในปลา 

  ทําการทดลองเพื่อหาตัวทําละลายที่เหมาะสมในการสกัดอารเซนิกในเนือ้ปลา 

ดวยวิธกีารสกดัแบบ solvent extraction โดยใชสารผสมระหวางเมทานอลกับน้าํในอัตราสวนที่

แตกตางกนั ผลปรากฏวา อัตราสวนของเมทานอลกับน้าํที่เหมาะสมสาํหรับการสกัดอารเซนิกจาก

เนื้อปลา คือ 3:1 v/v โดยใหเปอรเซ็นตของอารเซนิกทีส่กัดไดสูงถึง 91.6% (ตารางที่ 4.2) ลําดบั

ประสิทธิภาพของการสกัด คือ 3:1 > 2:1 > น้าํ > 1:2 > 1:3 > 1:1  โดยพบวา ไมมีความสมัพนัธ

กันระหวางสัดสวนของเมทานอลในตัวทําละลายกับประสิทธิภาพของการสกัดอารเซนิกจากปลา  

แมวาของผสมระหวางเมทานอลกับน้ําจะสามารถสกัดอารเซนิกจากตัวอยางได

ดี แตประสิทธิภาพของการสกัดจะสงูหรือตํ่ายังขึน้อยูกับชนิดของตัวอยางซึ่งสงผลตออัตราสวน

ของสารทัง้สองที่ใชดวย (McSheehy et al., 2003 และ Francesconi และ Kuehnelt, 2004)  ใน

บางครั้งแมตัวอยางจะเปนสตัวหรือพืชเหมอืนกนั แตก็ใชอัตราสวนของสารทั้งสองในการสกัด

แตกตางกนั ตัวอยางเชน การศึกษารูปแบบทางเคมีของอารเซนิกในสาหรายทะเล 3 ชนิด พบวา 

สัดสวนของเมทานอลที่ใหเปอรเซ็นตอารเซนิกที่สกัดไดสูงสุดอยูระหวาง 56 - 78% ข้ึนกับชนิดของ 

marine algae  (Tukai et al., 2002)   

 

ตารางที่ 4.2 ประสิทธิภาพของตัวทาํละลายที่ใชสกัดอารเซนิกจากเนือ้ปลา (n = 3) 

 

ลําดับ ตัวทําละลาย เปอรเซ็นตอารเซนิกที่สกัดได *

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 

 * คาเฉลี่ย + S.D. 
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4.4 การวิเคราะห certified reference materials (CRM) 

  จากการวิเคราะห certified reference materials (CRM) 2 ชนิด ไดแก DORM-2 

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

การวิเคราะหปริมาณอารเซนิกรวมดวยวิธ ีtotal acid digestion และ การวิเคราะหรูปแบบทางเคมี

ของอารเซนกิดวยวิธ ีsolvent extraction  ผลเปนดงันี ้

 

  4.4.1 Total acid digestion 

จากการทดสอบประสิทธิภาพของวธิี total acid digestion โดยใช HNO3 และ 

37% H2O2 ซึง่เปนการวัดคาปริมาณอารเซนิกรวมใน DORM-2 และ MA-M-3/TM พบวา มีคาเปน 

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

value  ของ CRM ทัง้สองแลว คิดเปน 91.7 และ 97.0 % ตามลําดับ  ซึ่งเปนคาที่ยอมรับไดที่ α  = 

0.05 โดยการศึกษาครั้งนี้ไดประยุกตใชวิธ ีdigestion โดยการนําไปใหความรอนดวยหมออัดความ

ดันที่อุณหภูม ิ 110 oC เปนเวลา 2 ชัว่โมง  แตพบวาผลที่ไดมีความใกลเคียงกับวิธ ี microwave 

digestion (Rattanachongkiat, 2004)  จึงสรุปไดวาวธิีการที่ใชในครั้งนี้สามารถวิเคราะหปริมาณ

อารเซนิกรวมไดอยางมีประสิทธิภาพเชนเดยีวกนั 

 

4.4.2 Solvent extraction 

ทําการทดสอบประสิทธิภาพของวธิีการสกัดอารเซนกิในปลา ดวย DORM-2 และ 

MA-M-3/TM  โดยวิธี solvent extraction  ซึ่งใช methanol : water ในอัตราสวน 3 : 1 v/v  เปนตวั

สกัด  พบวา  เมื่อวิเคราะหสารที่สกดัไดดวย ICP-OES เทียบกับปริมาณอารเซนกิรวมแลว มีคา

เปน 16.48 + 0.86 และ 6.36 + 1.14 μg/g dry weight  หรือคิดเปน 91.6 และ 94.5 % สําหรับ  

DORM-2  และ MA-M-3/TM  ตามลําดับ (n = 10) ซึ่งคาดังกลาวสามารถยอมรับไดที่ α  = 0.05   

แสดงใหเหน็วา วิธีการสกัดดวย methanol : water อัตราสวน 3 : 1 v/v  สามารถสกัดอารเซนิก 

จากเนื้อปลาไดมีประสิทธิภาพสงู   
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เมื่อนําสารที่สกัดไดจาก DORM-2 ไปวิเคราะหรูปแบบทางเคมีของอารเซนิกดวย 

HPLC/ICP-OES พบอารเซนิกเพียงรูปแบบเดียว คือ arsenobetaine (ดังรูปที่ 4.8) โดยมีคา

เทากับ 14.14 + 1.04  μg/g dry weight  เมื่อเทียบกับคา certified value แลว คิดเปน 86.9% (n 

= 5)  ซึ่งจัดวาสามารถยอมรบัได α = 0.05   

สําหรับคา certified value ของ arsenobetaine ที่ใช เปนคาเฉลี่ยจากหลายๆ

การศึกษา เนือ่งจากมีขอจํากัดในเรื่อง CRM ที่มีจาํนวนชนิดไมมาก และไมมีคา certified value 

ของสารประกอบอารเซนิกอนิทรียเหมือนกับสารประกอบอารเซนิกอนนิทรีย จึงตองนาํคาที่

วิเคราะหไดไปเปรียบเทยีบกบัคาที่มีผูทําการศึกษาไวแลว อาทิ Corr (1997), Goessler et al. 

(1998), Kubota et al. (2002) และ Rattanachongkiat (2004)  ซึง่พบวา มีคาใกลเคียงกัน โดย

อยูระหวาง 86 – 101% 

ถึงแมการวิเคราะห DORM-2 ในครั้งนี้พบอารเซนกิเพียงรูปแบบเดียว คือ 

arsenobetaine ซึ่งเปนรูปแบบที่เดนที่สุดในส่ิงมีชวีิตทั่วไป  แตในบางครั้งการวิเคราะหที่ใชวธิี 

ICP-MS ซึ่งมปีระสิทธิภาพสูงกวาสามารถวิเคราะหไดคาที่ต่ํามาก อาจตรวจพบ DMA, MMA หรือ 

inorganic arsenic ไดบางในปริมาณที่นอยกวา 0.05 μg/g (Goessler et al., 1998 และ 

Rattanachogkiat, 2004)  
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รูปที่ 4.8    โครมาโทแกรมของสารสกัดจาก DORM-2 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   ตารางที่ 4.3       การวิเคราะหปริมาณ 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 ความเขมขนของอารเซนิกรูปแบบตางๆ 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, เทากับ 3 เทาของสวนเบี่ยงเบน

มาตรฐานของ blank) และ limit of quantitation (LOQ, เทากบั 10 เทาของสวนเบี่ยงเบน

มาตรฐานของ blank) พบวา การวิเคราะหปริมาณอารเซนิกรวมมี LOD และ LOQ เทากับ 0.015 

และ 0.050 μg/l ตามลําดับ สวนการวเิคราะหอารเซนกิทั้ง 3 รูปแบบ ไดแก arsenobetaine, MMA 

และ inorganic arsenic พบวา ความเขมขนต่ําทีสุ่ดที่สามารถวดัไดดวยวิธี HPLC/ICP-OES 

เทากับ 0.25 μg/l ถาคิดในรูปของน้ําหนกัอารเซนกิจะเทากบั 0.11 μg-As/l เมื่อคํานวณ LOD 

และ LOQ พบวามีคาอยูระหวาง 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 ของสารละลายมาตรฐานอารเซนิก 

  จากการวิเคราะห recovery ของสารละลายมาตรฐานอารเซนกิความเขมขน

ตางๆ กนั ตัง้แต 25 – 250 μg/l ที่เติมลงในเนื้อปลา แลวนาํไปสกดัดวยวิธกีารทีพ่ัฒนาได ผล

ปรากฏวา เมือ่คํานวณความเขมขนของอารเซนิกรูปแบบตางๆ โดยเทียบกับสารมาตรฐานจุดเดยีว 

(one point calibration) พบวาให %recovery ของ arsenobetaine, MMA และ inorganic 

arsenic เทากบั  97.3,  91.3  และ  94.5 % ตามลําดบั  สวนการคาํนวณความเขมขนของอารเซ  

นิกจากวธิี calibration curve พบวา %recovery ของ  arsenobetaine,  MMA  และ inorganic 

arsenic  มีคาเทากับ 100.1,  94.8  และ  94.9 % ตามลําดับ โดยมีคา r2
AsB = 0.9848,  r2

MMA = 

0.9509 และ r2
inorg = 0.9526 ซึ่งใกลเคียง 1 ทั้งหมด  และเมื่อเปรียบเทียบคา %recovery ของสาร

มาตรฐานทัง้สามชนิด พบวา ไมมีความแตกตางกนัที่ α = 0.05 (p-value ของ AsB = 0.058,  

MMA = 0.188  และ  inorganic arsenic  = 0.939) 

  จากผลที่ไดทําใหการคํานวณความเขมขนของอารเซนกิแตละรูปแบบในการ

ทดลองครั้งนี้ เลือกใชวิธกีารเทียบมาตรฐานจุดเดียว (one point calibration)  เนื่องจากคาที่ไดไม

แตกตางจากวธิีการคํานวณจาก calibration curve แตมีความสะดวกรวดเร็วและสิ้นเปลอืง

สารเคมีนอยกวา  

 

ตารางที่ 4.6 เปอรเซ็นต recovery ของสารละลายมาตรฐานอารเซนกิ  (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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รูปที่ 4.9    calibration curve ของสารละลายมาตรฐานอารเซนิก 

   (ก)   AsB    (ข)  MMA   และ  (ค)   inorganic arsenic  
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4.7 การวิเคราะหรูปแบบทางเคมีของอารเซนิกในตัวอยางปลา 

  4.7.1 ตัวอยางปลา 

  ตัวอยางปลาทะเลและปลาน้ําจืดที่ทาํการศึกษาในครัง้นี ้ มีดังตอไปนี ้ 

  ปลาทะเล (จันทบุรี) 

- ปลาอีโตมอญ (Coryphaena hippurus)   

- ปลากะพงขาว (Lates calcarifer) 

- ปลาเห็ดโคน (Sillago sihama) 

- ปลาท ู(Rastrelliger brachysoma) 

ปลาน้าํจืด (จนัทบุรี) 

- ปลาชอน (Channa striata)   จากแมน้ําจนัทบุรี และตลาดสด 

- ปลากดเหลือง (Hemibagus nemurus) จากแมน้าํจนัทบุรี และตลาดสด 

- ปลาหมอไทย (Anabus testudineus)  จากแมน้ําจันทบรีุ 

- ปลาหมอเทศ (Oreochromis mossambicus) จากตลาดสด 

ปลาทะเล (สมทุรปราการ) 

- ปลาดาบเงิน (Trichiurus lepturus) 

- ปลากุเราหนวด 4 เสน (Eleutheronema tetradactylum)   

- ปลาจวด (Otolithes ruber) 

- ปลาท ู(Rastrelliger brachysoma) 

ปลาทะเล (กรุงเทพมหานคร) 

- ปลากะพงแดง (Lutjanus argentimaculatus)  

ปลาน้าํจืด (กรุงเทพมหานคร) 

- ปลานิล (Oreochromis niloticus) 

- ปลาสวาย (Pangasius hypothalamus) 

- ปลายี่สก (Probabus jullieni) 

- ปลาชอน (Channa striata) 
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  4.7.2 ปริมาณอารเซนิกรวมในตัวอยางปลา   

          จากการวิเคราะหปริมาณอารเซนิกรวมในตัวอยางปลา ดวยวธิี total acid 

digestion พบวา มีคาอยูระหวาง 3.7 – 29.0 μg/g dry weight โดยคาสูงสุดพบในปลากะพงแดง 

(Lutjanus argentimaculatus) และคาต่ําสุดพบในปลาสวาย (Pangasius hypothalamus) 

(ตารางที ่ 4.7) จากการคํานวณเปอรเซ็นตน้ําในตัวอยางปลาทะเลและปลาน้าํจืด พบวามีคาเฉลี่ย

เทากับ 30.5 และ 31.87 % ตามลําดับ เมื่อคํานวณปริมาณอารเซนิกรวมในหนวยน้ําหนักเปยก 

(wet weight) จะมีคาอยูระหวาง 2.5 – 20.2 μg/g wet weight เมื่อนําผลที่ไดไปเปรียบเทียบกบั

การศึกษาปริมาณอารเซนกิรวมในปลาหลายชนิด จาก จ.สมุทรปราการ ของ รุงฟา อินทจกัร 

(2545) ซึ่งมีคาอยูระหวาง 4.1 – 25.5  μg/g wet weight  พบวา มีคาใกลเคียงกัน   

   

4.7.3 รูปแบบทางเคมีของอารเซนิกในตัวอยางปลา 

  จากการวิเคราะหรูปแบบทางเคมีของอารเซนิกในตัวอยางปลา ดวยวธิี solvent 

extraction พบวา อารเซนิกรูปแบบเดนทีพ่บในทุกตัวอยางปลา คือ arsenobetaine โดยมีสัดสวน

อยูระหวาง 62.8 – 95.7 % เมื่อเทียบกับปริมาณอารเซนกิรวม คาสูงสดุพบในปลาเห็ดโคน (Silver 

sillago) และต่ําสุดพบในปลาหมอเทศ (Oreochromis mossambicus)  (ตารางที่ 4.7) 

  นอกจากนีย้ังพบ monomethylarsonic acid (MMA) และ inorganic arsenic 

ดวย โดย MMA พบในตัวอยางปลาน้าํจืดเทานั้น มีคาอยูระหวาง 0.3 – 0.9 μg/g dry weight (0.2 

– 0.6 μg/g wet weight) คดิเปน 3.7 – 10.9% ของปริมาณอารเซนกิรวม สวน inorganic arsenic 

พบในปลาน้าํจืดเกือบทุกชนิด มีคาอยูระหวาง 0.3 – 1.8 μg/g dry weight (0.2 – 1.2  μg/g wet 

weight) คิดเปน 1.7 – 20.3 % ของปริมาณอารเซนกิรวม สําหรับในปลาทะเลพบ inorganic 

arsenic ในตวัอยางปลาท ู(Rastrelliger brachysoma) ที่เก็บมาจาก จ. สมทุรปราการ เพียงชนิด

เดียว โดยมีคา 0.3 + 0.1 μg/g dry weight หรือคิดเปน 1.7 % ของปริมาณอารเซนกิรวม 

  สําหรับปริมาณอารเซนิกรวมที่วเิคราะหไดในครั้งนี ้ พบวา สวนใหญจะมีคาเกนิ

คามาตรฐานในสัตวน้ําของประเทศไทยทีก่ําหนดใหมีคาสูงสุดไมเกนิ 2 μg/g wet weight (กรม

ควบคุมมลพษิ, 2541) อยางไรก็ตามเมื่อพิจารณาในรูปของ MMA และ inorganic arsenic แลว 

พบวา ทั้งสองรูปแบบมีปริมาณไมเกินคามาตรฐานแตอยางใด   



ตารางที่ 4.7 ปริมาณอารเซนิกรูปแบบตางๆที่พบในตัวอยางปลา  (μg/g dry weight) ,  (n = 5)   
 

ประเภทปลา แหลงที่มา 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 

อีโตมอญ 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 เสน 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) 

ชอน 15.1 +  1.3 10.5  +  0.7 ND ND 4.6 

ชอน 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 

ชอน 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         คาที่แสดงในตารางเปนคา mean + S.D. , ND = not detect,  Other species ไดจาก total arsenic – (arsenobetaine + inorganic arsenic AsV + MMA)  
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4.7.4 ปริมาณอารเซนิกในตัวอยางน้ํา 

จากการวิเคราะหปริมาณอารเซนิกในตวัอยางน้าํทะเลและน้ําจืดจาก จ. จนัทบุรี 

ผลปรากฏดังตารางที่ 4.8  เมื่อนาํไปเปรียบเทียบกบัปริมาณอารเซนิกในน้าํทะเลบริเวณชายฝง

นิคมอุตสาหกรรมมาบตาพดุ จ. ระยอง ซึ่งมีคาเฉลีย่ 4.1 + 0.5 μg/l (รุงฟา อินทจกัร, 2545)  

พบวามีคาใกลเคียงกนั สวนปริมาณอารเซนิกในน้าํจดืในบริเวณใกลเคียงไมมีผูทาํการศึกษา แต

จากการเปรียบเทียบกับขอมูลความเขมขนของอารเซนกิในน้าํจืดจากลุมน้ําปากพนงั ในป 2002 

บริเวณแมน้ําปากพนงั คลองปากพญา คลองปากนคร และ คลองบางชาก (สวนที่ไมไดรับ

ผลกระทบจากเหมืองแรรอนพิบูลย) ซึ่งมีคาอยูระหวาง 1.7 – 4.1 μg/l (Rattanachongkiat, 

2004)  พบวา มีความใกลเคียงกับคาที่ไดจากการศึกษาในครั้งนี ้คือ 1.4 – 3.0 μg/l  (คาเฉลี่ย 2.2 

μg/l) 

นอกจากนี ้ยงัทําการวิเคราะหอารเซนิกในรูป  inorganic arsenic และ organic 

arsenic ดวย และพบวา inorganic arsenic ในรูปของ arsenite + arsenate มีปริมาณมากที่สุด 

คิดเปนสัดสวนสูงกวา 80 % เปนที่นาสงัเกตวาปริมาณอารเซนิกรวมในน้าํทะเลมคีาสูงกวาในน้าํ

จืด ในขณะที่สัดสวนของ inorganic arsenic จะมีคาต่ํากวา สอดคลองกับการศึกษาของ 

Rattanachongkiat (2004) บริเวณลุมน้ําปากพนงั ซึง่พบวา สัดสวนของ inorganic arsenic ใน

น้ําจืดจะสงูกวาในน้ําทะเลอยูเล็กนอย (นาํขอมูลมาคํานวณใหมเฉพาะบริเวณที่ไมไดรับผลกระทบ

จากเหมืองรอนพิบูลย) 

 

ตารางที่ 4.8 ปริมาณอารเซนิกในน้าํทะเลและน้ําจืด 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 ความสมัพันธของปริมาณและรปูแบบทางเคมีของอารเซนิกที่พบใน 
         ตัวอยางปลา 

เมื่อพิจารณาความสัมพันธของปริมาณและรูปแบบทางเคมีของอารเซนิก ระหวาง

ปลาทะเลกับปลาน้าํจืด  แหลงที่อยูอาศัย (habitat) และ พฤตกิรรมการกินอาหาร (feeding 

behavior)  ของปลา พบสิง่ที่นาสนใจดงัตอไปนี้ 

จากผลการศึกษาในครั้งนี้ชี้ใหเหน็วา ปลาทะเลจะมปีริมาณอารเซนิกรวมและ

สัดสวนของ arsenobetaine สูงกวาในปลาน้าํจืดอยางมนียัสาํคัญ (รูปที่ 4.10) ทั้งนี้อาจ

เนื่องมาจากการที่โครงสรางทางเคมีของ arsenobetaine [(CH)3As+COO-] มีความคลายคลึงกบั 

glycinebetaine [(CH) +
3N COO-] ซึ่งเปนสารที่จําเปนในกระบวนการควบคุมสมดุลน้ําและเกลอื 

(osmoregulation) ในรางกายของปลา สันนษิฐานวาอารเซนิกไดเขาไปแทนทีโ่มเลกุลไนโตรเจนใน 

glycinebetaine ระหวางที่เกิดกระบวนการ phospholipids biosynthesis (Phillips และ 

Depledge, 1985) เหตุผลนี้อาจอธิบายสาเหตุของการที่ปลาน้ําจดืซึ่งอาศัยอยูในบริเวณที่น้าํมี

ความเค็มตํ่าจะมีความตองการใช glycinebetaine ในปริมาณที่ต่ํากวาปลาทะเล ทําใหมีสัดสวน

ของ arsenobetaine  ต่ําตามไปดวย (Hanaoka et al., 1999) 
 

0.00

5.00

10.00

15.00

20.00

25.00

to
ta

l a
rs

en
ic

 (u
g/

g 
dw

)

marine f ish freshw ater f ish

type

(ก) 

                                   
 

0.00

25.00

50.00

75.00

100.00

%
 a

rs
en

ob
et

ai
ne

marine f ish freshw ater f ish

type

(ข) 

 
 

รูปที่ 4.10   ปริมาณอารเซนกิในปลาทะเลและปลาน้าํจดื 

(ก) ความเขมขนของอารเซนิกรวม (μg/g dry weight)    และ   (ข)   % arsenobetaine  
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 เมื่อพิจารณาความสัมพันธของปริมาณและรูปแบบทางเคมีของอารเซนิกที่พบกับ

แหลงที่อยูของปลา พบวา ปลาที่อาศัยอยูบริเวณผิวน้ํา (pelagic) มีสัดสวนของ arsenobetaine 

สูงกวาปลาที่อาศัยอยูบริเวณหนาดิน (demersal) หรือทั้งหนาดนิและผิวน้ํา (benthopelagic) 

อยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (p-value = 0.002) แตในทางตรงกนัขามกลับพบวา ปลาที่อาศัยอยู

บริเวณหนาดนิมีแนวโนมทีจ่ะพบทั้ง MMA และ inorganic arsenic ไดมากกวาปลาที่อาศัยอยู

บริเวณอื่น เชน ปลายี่สก และ ปลาหมอไทย เปนตน (รูปที่ 4.11)  ซึ่งทัง้ MMA และ inorganic 

arsenic จัดเปนอารเซนิกรูปแบบที่ส่ิงมีชวีิตสามารถรับเขาสูรางกายไดดี (bioavailable arsenic) 

สันนษิฐานวาปลาหนาดนิไดรับอารเซนิกจากน้ําที่แทรกอยูระหวางตะกอน (sediment porewater) 

ที่ฟุงขึ้นมาจากการรบกวนของสัตวที่อาศยัอยูบริเวณหนาดนิ หรือกระบวนการทีท่ําใหเกิดการฟุง

ของตะกอนทีพ่ื้นทองน้ํา น้าํที่แทรกอยูระหวางตะกอนนี้จะมีความเขมขนของ bioavailable 

arsenic ในปริมาณสูงกวาน้ําทะเลบริเวณเดียวกนั (Ebdon et al., 1987 และ De Bettencourt, 

1997) สําหรบัตะกอนนั้นแมจะพบวามีปริมาณอารเซนกิสูงแตมักอยูในรูปแบบที่ส่ิงมีชีวิตรับเขาสู

รางกายไดต่ํา (Welch et al., 1988)  ตัวอยางเชน ในการศึกษาของ Rattanachongkiat (2004) 

ในเนื้อเยื่อของปลาที่อาศัยอยูบริเวณผิวน้ํา ไดแก Liza vaigiensis มีปริมาณอารเซนิกรวมอยู

ระหวาง 0.002 – 5.25 μg/g dry weight  สวนปลาที่อาศัยอยูบริเวณหนาดิน เชน ปลากดหลาว 

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

และ ปลาล้ินหมา (Cynoglossus macrolepidotus) จะมีปริมาณอารเซนิกรวมสงูกวา คือ อยู

ระหวาง 0.002 – 11 μg/g dry weight เปรียบเทยีบกบัสัตวหนาดินกลุม crustacean ไดแก ปู 

และ กุง ซึ่งมปีริมาณอารเซนิกรวมสงูกวาในปลา แสดงใหเหน็วา สัตวที่อาศัยอยูบริเวณหนาดินจะ

มีโอกาสไดรับ bioavailable arsenic ไดมากกวา 
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รูปที่ 4.11   สัดสวนของอารเซนิกรูปแบบตางๆ ในปลาที่มีแหลงที่อยูแตกตางกนั 
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เมื่อพิจารณาความสัมพันธในดานพฤติกรรมการกินอาหารของปลา พบวา ปลาที่

กินเนื้อเปนอาหาร (carnivore) จะมีสัดสวนของ arsenobetaine สูงทีสุ่ด รองลงมา คือ ปลาทีก่ิน

ซาก (scavenger) และ ปลาที่กนิพืช (herbivore)  สวนปลาที่กนิทัง้พืชและสัตว (omnivore) จะมี

สัดสวนของ arsenobetaine นอยที่สุด (รูปที่ 4.12) โดยมีความแตกตางอยางมนีัยสําคัญทางสถติิ  

(p-value = 0.049)   อยางไรก็ตามไมพบวาปริมาณอารเซนิกรวมมีความแตกตางกนั (p = 0.288)  

สาเหตทุี่เปนเชนนี้อาจเนื่องมาจาก arsenobetaine มักเปลี่ยนแปลงมาจากอารเซนิกรูปแบบอืน่ 

โดยกระบวนการดังกลาวเกดิขึ้นในรางกายสัตว ปลาที่กนิเนื้อเปนอาหารจึงมีโอกาสสะสม 

arsenobetaine ไดมากกวาปลาทีก่ินทั้งพชืและสัตว 
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รูปที่ 4.12  สัดสวนของอารเซนิกรูปแบบตางๆ ในปลาทีม่ีพฤติกรรมการกินอาหารแตกตางกนั 

 

 เมื่อพิจารณาความสัมพันธของปริมาณอารเซนิกในตัวอยางปลากับในน้าํที่

บริเวณเดียวกนั พบวา ปริมาณอารเซนกิรวมในปลามีคาสูงกวาในน้าํกวา 2 – 6 เทา  แตสวนใหญ

จะเปนอารเซนิกอนิทรียในรูปของ arsenobetaine  ซึ่งไมเปนพิษ ในขณะที่อารเซนกิทีพ่บทัง้ในน้าํ

จืดและน้ําทะเลจะอยูในรูปอารเซนิกอนนิทรียกวา 80%  เมื่อคํานวณคา bioconcentration factor 

(BCF) ของ inorganic arsenic ในตัวอยางปลาพบวามคีาประมาณ 0 ทั้งสิน้ ในขณะที่ BCF ของ 

organic arsenic มีคาอยูระหวาง 13.7 – 40.4 l/g  (ตารางที ่4.9)  ซึง่จากคา BCF แสดงใหเหน็วา 

ปลาสามารถสะสมอารเซนิกในรูป organic arsenic ไดดีกวา แมวาในน้าํทีม่ันอาศัยอยูจะมี 

inorganic arsenic ในสัดสวนที่สูงกวาก็ตาม 



 

ตารางที่ 4.9 Bioconcentration factor ของอารเซนิกในตัวอยางปลาและน้าํจาก จ. จนัทบุรี 

 ปริมาณอารเซนิกในน้าํ (μg/l) ชนิดของปลา type ปริมาณอารเซนิกในปลา (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 

    อีโตมอญ  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 ชอน  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 

54 



55 

จากขอมูลที่ไดสอดคลองกับการศึกษาการสะสมอารเซนิกรูปแบบตางๆ ในหอย

สองฝา Mytilus edulis ที่เลีย้งในน้ําทะเลที่เติมสารประกอบอารเซนกิหลายตวั พบวา M. edulis มี

การเลือกดูดซมึอารเซนกิแตละรูปแบบที่แตกตางกนั (Gailer et al., 1995) โดยพบวา M. edulis 

สามารถดูดซมึ arsenobetaine, arsenocholine และ TMA+ ไดดีกวา MMA, DMA หรือ  

inorganic arsenic กวา 100 เทา  

การสะสมอารเซนิกแตละรูปแบบในส่ิงมีชวีิตแตละชนิดจะแตกตางกนัออกไป 

สําหรับสัตวจะไดรับอารเซนิกจากอาหารทีก่ินเปนหลกั (Francesconi และ Edmonds, 1998) สวน

พืช และ สาหราย รวมทัง้แพลงคตอนพืช จะไดรับจากน้ําที่อยูรอบตัวมัน  สําหรับน้ําทะเลทั่วไปซึ่ง

มีออกซิเจนสงูอารเซนิกจะอยูในรูป arsenate (H -AsO2 4 ) ซึ่งสาหรายสามารถดูดซมึเขาสูเซลลโดย

ผานกระบวนการ phosphate transport mechanism (Maugh, 1979 และ Meharg และ 

Macnair, 1992)  เนื่องจาก arsenate มีโครงสรางคลายคลึงกับฟอสเฟตในน้ํา (H2PO4
-) ซึ่งเปน

สารที่จําเปนในการเจริญเตบิโต arsenate เหลานี้จะเกดิการเปลี่ยนแปลงไปเปน arsenosugar ซึ่ง

พบกระจายทัว่ไปตลอดทั้งเนื้อเยื่อ (Morita และ Shibata,1990) โดยกระบวนการเปลี่ยนแปลงที่

เกิดขึ้นเกีย่วของกับสารที่ชื่อวา S-adenosylmethionine (AdoMet) ซึ่งเชื่อวาเปนตัวใหหมู methyl 

และ หมู ribosyl ที่ปรากฏในโครงสรางของ 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 ไปเปน arsenosugar ในพืช 

(ที่มา : Francesconi และ Edmonds, 1998) 

 

ในสัตวทีก่ินพชืเปนอาหาร เชน กลุมของหอย ซึง่กรองกินแพลงคตอนพืช จะม ี

arsenosugar ในสัดสวนที่สูง และยงัอาจพบ tetramethylarsonium ion (TMA+) อีกดวย (Cullen 

และ Dodd, 1989 และ Shibata และ Morita, 1992) อยางไรก็ตามสดัสวนของ arsenosugar จะ

ลดลงในสัตวกนิเนื้อเปนอาหาร ซึ่งจะม ี arsenobetaine ในสัดสวนทีสู่งขึ้นแทน (Howard และ 

Comber, 1989)  สวนใหญแลวสัดสวนของ arsenobetaine ในสตัวที่กนิเนื้อจะเกินกวา 80 – 

90% (Edmonds และ Francesconi, 1993 อางจาก Francesconi และ Edmonds, 1998) 

สําหรับที่มาของ arsenobetaine ในสิ่งมีชีวิตนัน้เชื่อกนัวา เกิดจากกระบวนการ 

biomethylation ของอารเซนิกอนินทรียในสิ่งมชีีวิต โดยเริ่มจากการเปลี่ยนแปลงของ arsenate ไป

เปน arsenosugar ในพืชหรือสาหราย จากนั้นเกดิการแตกออกของพนัธะระหวางคารบอนที่

ตําแหนง C3 และ C4 ในวงแหวนน้าํตาลของโมเลกุล dimethyarsinoribosides (เปน 

arsenosugar ตัวหนึง่) ไปเปนสารตัวกลางที่ชื่อวา DMAE (dimethylarsinoylethanol) จากนัน้เกิด 

methylation และ oxidation ไปเปน arsenocholine และ arsenobetaine ตามลาํดับ 

(Francesconi และ Edmond, 1998) ดังรูปที่ 4.15  ซึ่งจากการที่บางครั้งตรวจพบ arsenocholine  
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ในสัตวดวย แตกลับไมคอยพบ dimethylarsinoylacetic acid ทําใหเชื่อกนัวา arsenocholine 

นาจะเปน 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) 

 

ในการศึกษาครั้งนี้พบวา นอกจาก arsenobetaine แลว ยังพบ MMA และ 

inorganic arsenic อีกดวย โดย MMA จะพบในปลาน้าํจืดเทานัน้ สวน inorganic arsenic พบใน

ปลาน้าํจืดเปนสวนใหญ แตก็พบในปลาทู (Rastrelliger brachysoma) ซึ่งเปนปลาทะเลดวย

เชนกนั โดยแนวโนมของการพบอารเซนิกทั้งสองรูปแบบจะสูงในปลาที่กนิพืชหรือกินทั้งพืชและ

สัตวเปนอาหาร เชน ปลาท ู ปลานิล และ ปลายี่สก และมักเปนปลาที่อาศัยอยูบริเวณพืน้ทองน้าํ

เปนสวนใหญ เชน ปลายี่สก และ ปลาหมอไทย เปนตน สาเหตทุี่พบ inorganic arsenic นี้ คาดวา

ปลานาจะไดรับมาจากน้าํทีอ่ยูรอบตัวมันโดยการกนิโดยตรง หรือจากการที่ arsenate เปลี่ยน 

แปลงไปเปนอารเซนิกรูปแบบอื่นๆ ไดไมหมด สวนการพบ MMA แตไมพบ DMA นัน้ คาดวามี
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สาเหตุมาจากการที ่MMA มีคา diffusion coefficient จากภายในเซลลออกนอกเซลลที่ต่ํา จึงถกู

ขับออกจากเซลลไดนอยกวา ในขณะที่ DMA มี diffusion coefficient สูงกวา MMA  มันจึงถกูขบั

ออกจากเซลลของรางกายสิง่มีชีวิตไดดี การสะสมจึงมีอยูนอยกวา (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 ออกจากเซลลของสิ่งมีชวีิต 

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

สรุปผลการศึกษาและขอเสนอแนะ 
 

5.1 สรุปผลการศกึษา 

สรุปผลการศึกษาการพัฒนาการวิเคราะหรูปแบบทางเคมีของอารเซนกิในปลา

ดวยวิธ ีHPLC/ICP-OES ไดดังตอไปนี้ 

(1) การสกดัอารเซนิกจากเนื้อปลาดวยสารละลายผสมระหวางเมทานอลกับน้าํ

ในอัตราสวน 3 : 1 โดยปริมาตร สามารถสกัดอารเซนกิออกมาไดสูงถึง 91.6 % และเมื่อนําไป

วิเคราะหดวย HPLC/ICP-OES สามารถแยกอารเซนิกไดสามรูปแบบ คือ arsenobetaine (AsB), 

monomethylarsonic acid (MMA) และ inorganic arsenic ออกจากกนัไดเปนอยางด ี ภายใน

เวลา 900 วินาท ี โดยใช sodiumdihydrogenphosphate (NaH2PO4) เขมขน 5 และ 50 mmol/l 

pH 7 เปน mobile phase ตามโปรแกรม 3 ข้ันตอน (three step elution) โดยมีเปอรเซ็นตกลับคืน

เทากับ 86.9 % 

(2)  ปริมาณอารเซนิกรวมในตัวอยางปลามีคาอยูระหวาง 3.7 – 29.0 μg/ g dry 

weight รูปแบบของอารเซนกิทีพ่บในสัดสวนสงูที่สุด คือ arsenobetaine มีคาอยูระหวาง 62.8 – 

95.7% สวน MMA และ inorganic arsenic พบในตัวอยางปลาน้าํจืดเป ็นสวนใหญ คิดเปน

สัดสวน 3.7 – 10.9 และ 1.7 – 20.3 % ตามลําดับ ปริมาณอารเซนิกรวมและสัดสวนของ 

arsenobetaine ในปลาทะเลจะมีคาสูงกวาในปลาน้าํจืด แตในทางตรงขาม ปลาน้าํจดืมีแนวโนมที่

จะพบทั้ง MMA และ inorganic arsenic ไดมากกวา  

(3) ปจจัยที่จะทําใหพบหรือไมพบรูปแบบทางเคมีใดๆ อาจเกี่ยวของกับพฤติกรรม

การกนิอาหารและแหลงที่อยูของปลา เนือ่งจากขอมูลที่ไดชี้ใหเหน็วา ปลาที่กนิพชื (herbivore) 

หรือกินซากพชืซากสัตวเปนอาหาร (scavenger) และ มีแหลงที่อยูบริเวณพื้นทองน้ํา (demersal 

หรือ benthic fish)  จะม ีMMA และ inorganic arsenic ในสัดสวนทีสู่งกวา 
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(4) ปริมาณอารเซนิกรวมในตัวอยางน้ําทะเลและน้ําจดื จาก จ. จนัทบุรี มี

คาเฉลี่ย 4.7 และ 2.2 μg/l ตามลําดับ ซึ่งต่ํากวาปริมาณทีพ่บในตัวอยางปลาทีบ่ริเวณเดียวกัน

ประมาณ 2 – 6 เทา แตในน้าํม ี inorganic arsenic ในสัดสวนที่สูงกวา 80% จากคา 

bioconcentration factor ชี้ใหเหน็วา ปลาสามารถสะสมอารเซนกิในรูป inorganic arsenic ไดต่ํา

มาก แมวาในน้าํทีม่ันอาศัยอยูจะม ี inorganic arsenic ในสัดสวนที่สูงก็ตามแตจะสะสมในรปู 

arsenobetaine แทน 

 
5.2 ขอเสนอแนะ 

  (1) การเลือกใชเนื้อปลาในการวิเคราะหปริมาณอารเซนิกครั้งนี ้ หากเปนปลาตัว

เล็กจะใชเนื้อปลาทัง้ตัวมาทําการวิเคราะห แตถาเปนปลาตัวใหญ เชน ปลากะพงแดง หรือ ปลา

ดาบเงนิ จะแลเอาเฉพาะเนือ้บริเวณสวนหลังของตวัปลามาใช ซึ่งผลที่ไดอาจแตกตางจากการใช

เนื้อปลาทั้งตวัมาวิเคราะหได จึงควรมีการทดสอบวา การเลือกใชเนื้อปลาบริเวณสวนหลังเพยีง

อยางเดยีวจะมีความแตกตางจากการใชเนื้อปลาทั้งตวัมาวิเคราะหหรือไมอยางไร 

(2) ในการศึกษาครั้งนี ้ มุงเนนที่การพัฒนาวิธีการที่เหมาะสมและมปีระสิทธิภาพ

ในการวิเคราะหรูปแบบทางเคมีของอารเซนิกในปลามากกวาการศึกษาในน้ํา แตถาตองการศึกษา

การเปลี่ยนแปลงรูปแบบทางเคมีของอารเซนิกทั้งในปลาและในน้าํ ควรพัฒนาวิธีการวิเคราะห

รูปแบบของอารเซนิกในน้ํา ควบคูไปกับการทดลองเลี้ยงปลาในระบบที่เติมสารประกอบอารเซนิ

กรูปแบบตางๆ จากนัน้นาํปลาที่เลี้ยงและน้ําในระบบไปวิเคราะหรูปแบบทางเคมี จะทําใหการ

อธิบายการเปลี่ยนแปลงอารเซนิกรูปแบบตางๆ ชัดเจนยิ่งขึ้น  
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รายการอางอิง 

 

ภาษาไทย 
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ภาคผนวก 
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ภาคผนวก ก



 ภาคผนวก ก รายละเอียดตัวอยางปลาแตละชนิด 
  

น้ําหนกั ความยาว 
ชนิด/species พฤติกรรมการกินอาหาร แหลงที่อยู  

(กก.) (ซม.) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

กะพงแดง 

Lutjanus argentimaculatus 

 

0.955 56.80 
กินเนื้อ (carnivore) เชน ปลา 

ลูกหมกึ และพวก crustacean 
benthopelagic 

กะพงขาว 

Lates calcarifer 

 

0.525 28.65 

กินเนื้อ (carnivore) เชน ปลา 

กุงและสัตวน้ําที่มีขนาดเล็ก

กวา 

demersal 

อีโตมอญ 

Coryphaena hippurus 

 

1.175 31.85 

กินเนื้อ (carnivore) เชน ปลา 

crustacean หมึก รวมทั้ง 

zooplankton 

pelagic 

 

หมายเหต ุ      pelagic = ปลาที่อาศัยอยูบริเวณผิวน้ํา 

                        demersal = ปลาที่อาศัยอยูบริเวณพื้นทองน้ํา 

                        benthopelagic = ปลาที่อาศัยอยูบริเวณพื้นทองน้ํา แตบางครั้งก็ขึ้นมาอยูที่ผิวน้ําหรือกลางน้ํา 

                        ขอมูลปลาอางอิงจาก  http://www.fishbase.org  และ ประมง, กรม. 2540. กระทรวงเกษตรและสหกรณ. ภาพปลาและสัตวน้ําของไทย. พิมพครั้งที่ 3.   
                     องคการคาของคุรุสภา. กรุงเทพฯ. 325 หนา. 
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ภาคผนวก ก (ตอ)           รายละเอียดตัวอยางปลาแตละชนิด  

 น้ําหนกั ความยาว 
ชนิด/species พฤติกรรมการกินอาหาร แหลงที่อยู 

 (กก.) (ซม.) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

เห็ดโคน 

Sillago sihama 

 

0.165 17.20 

กินซาก (scavenger) รวมถงึ 

ลูกกุง polychaete worms 

และ amphipods 

demersal 

ดาบเงนิ 

Trichiurus lepturus 

 

0.525 85.90 

กินเนื้อ (carnivore) เชน ปลา 

หมึกและ cruatacean ที่มี

ขนาดเล็กกวา 

benthopelagic 

จวด 

Otolithes ruber 

 

0.250 26.80 

กินเนื้อ (carnivore) เชน ปลา 

กุง  invertebrate และสัตวที่

อาศัยอยูบริเวณหนาดิน 

benthopelagic 
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 ภาคผนวก ก (ตอ)           รายละเอียดตัวอยางปลาแตละชนิด 
 

น้ําหนกั ความยาว 
ชนิด/species พฤติกรรมการกินอาหาร แหลงที่อยู  

(กก.) (ซม.) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

กุเรา 

Eleutheronema tetradactylum 

 

0.325 29.55 

กินไดทัง้พืชและสัตว 

(omnivore) ไดแก ลูกกุง 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) เชน ปลา 

กบ แมลง earthworm ลูกออด 

และ พวก crustacean 

0.450 – 

0.570  

23.00 - 

30.80 

ชอน 
benthopelagic 

Channa striata 
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 ภาคผนวก ก (ตอ)           รายละเอียดตัวอยางปลาแตละชนิด 
 

น้ําหนกั ความยาว 
ชนิด/species พฤติกรรมการกินอาหาร แหลงที่อยู  

(กก.) (ซม.) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

สวาย 

Pangasius hypothalamus 

 

0.829 50.20 

กิน ซาก (scavenger) 

รวมทัง้ crustacean และ

วัชพืชน้ํา 

benthopelagic 

ยี่สก 

Probabus jullieni 

 

0.565 32.50 

กินไดทัง้พืชและสัตว 

(omnivore)  แมลงน้าํ พืช

น้ํา และหอย 

demersal 

นิล 

Oreochromis niloticus 

 

0.216 26.40 

กินพืช (herbivore) เชน 

phytoplankton และพืชน้ํา

ทั่วไป 

benthopelagic 
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 ภาคผนวก ก (ตอ)               รายละเอยีดตัวอยางปลาแตละชนดิ 

 น้ําหนกั ความยาว 
ชนิด/species พฤติกรรมการกินอาหาร แหลงที่อยู 

 (กก.) (ซม.) 
 

0.295 – 

0.350 

19.25 – 

20.50 

กินเนื้อ (carnivore) ลูกปลา 

ลูกกุง และ สัตวน้ําขนาดเลก็ 

กดเหลือง    benthopelagic 
Hemibagus nemurus  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

หมอไทย   

Anabus testudineus 

 

0.250 16.50 

กิน ไดทั้งพืชและสัตว 

(omnivore) กนิ 

macrophyte ลูกกุงและลกู

ปลา 

demersal 

หมอเทศ   

Oreochromis mossambicus 

 

0.320 18.00 

กิน ไดทั้งพืชและสัตว 

(omnivore) แตสวนใหญมัก

กินพืชน้าํและแมลงน้าํ 

benthopelagic 
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ภาคผนวก ข 
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ภาคผนวก ข โครมาโทแกรมของตัวอยางปลาทั้งหมด 
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Silver sillago
(Sillago sihama)
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Fourfinger threadfin  
(Eleutheronema tetradactylum)

  
(2)  ปลากุเรา (1)  ปลาเห็ดโคน 

AsB

0

25

50

75

100

0 150 300 450 600 750 900

retention time (second)

%

Tiger-toothed croaker
(Otolithes ruber)
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 Largehead hairtail
(Trichiurus lepturus)

  
(3)  ปลาจวด (4)  ปลาดาบเงิน 

AsB

0

25

50

75

100

0 150 300 450 600 750 900

retention time (second)

%

Common dolphinfish
(Coryphaena hippurus)
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Mangrove snapper
(Lutjanus argentimaculatus)

 
(5)  ปลาอีโตมอญ (6)  ปลากะพงแดง 
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Short-bodied mackerel  
(Rastrelliger brachysoma)  - Samutprakarn
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Short-bodied mackerel  
(Rastrelliger brachysoma)  - Chanthaburi

(7)  ปลาท ู(สมุทรปราการ) (8)  ปลาท ู(จนัทบุรี) 



 76 

 

ภาคผนวก ข (ตอ) โครมาโทแกรมของตัวอยางปลาทั้งหมด 
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Giant seaperch
(Lates calcarifer)
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Nile tilapia
(Oreochromis niloticus)

(10)  ปลานิล (9)  ปลากะพงขาว 
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Striped catfish
(Pangasius hypothalamus)
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Jullien's golden-price carp 
(Probarbus jullieni)

(11)  ปลาสวาย (12)  ปลายี่สก 
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Striped snake-head fish
(Channa striatus)

 
(13)  ปลาชอน (กทม.) 
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ภาคผนวก ข (ตอ) โครมาโทแกรมของตัวอยางปลาทั้งหมด 
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Striped snake-head fish
(Channa striatus)  - Chanthaburi market
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Striped snake-head fish
(Channa striatus)  - Chanthaburi river

(14)  ปลาชอน (ตลาดสดจนัทบุรี) (15)  ปลาชอน (แมน้าํจนัทบุรี) 

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 (แมน้ําจันทบุรี) 

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 (แมน้าํจันทบุรี) (19)  ปลาหมอเทศ (ตลาดสดจันทบุรี) 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

 

  นางสาววราภรณ  ศรีมูล  เกิดเมื่อวนัที ่ 1 มีนาคม พ.ศ. 2523  ที่จังหวัดจนัทบุรี 

จบการศึกษาวิทยาศาสตรบัณฑิต (เกยีรตินิยมอันดับ 2) สาขาวิชาสมุทรศาสตรสกายะและเคมี 

ภาควิชาวิทยาศาสตรทางทะเล คณะวทิยาศาสตร จฬุาลงกรณมหาวทิยาลยั ปการศึกษา 2544 

และเขาศึกษาในหลักสูตรวทิยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาสมทุรศาสตรเคมี ภาควิชาวทิยาศาสตร

ทางทะเล คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2547 โดยไดรับ

ทุนการศึกษาเนื่องในวโรกาสที่พระบาทสมเด็จพระเจาอยูหัวทรงเจริญพระชนมาย ุ72 พรรษา ของ

บัณฑิตวทิยาลัย จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั 
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