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บทคัดย่อ
 การวิจยันี �มีวตัถปุระสงค์เพื�อศกึษาเปรียบเทียบวิธีการเตรียมตวัอยา่งที�เหมาะสมเพื�อหาปริมาณสารหนอูนินทรีย์ ในข้าว 

การวดัปริมาณสารหนอูนินทรีย์จะใช้เทคนิค speciation ด้วยเครื�อง HPLC-ICP-MS วิธีดงักลา่ว ใช้คอลมัน์แบบ ion exchange 

และสารเคลื�อนที�เป็นสารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมฟอสเฟต ความเป็นกรด-ดา่ง 6.3 เตรียมตวัอยา่งโดยนําข้าวหอมมะลมิา

สกดัสารหนดู้วย 2 วิธี คือ วิธีสกดัด้วยกรดไตรฟลอูอโรอะซติริกกบักรดไนตริก (Trifluoroacetic acid, TFA) และวิธีการสกดัด้วย

เครื�องแยกสารด้วยเสียงที�มีความถี�สงู (Solvent extraction with sonication) พบวา่ การเตรียมตวัอยา่งด้วยวิธีสกดัด้วยเครื�อง

แยกสารด้วยเสยีงที�มีความถี�สงูให้ผลการวเิคราะห์มีระดบัความเที�ยง ของการวิเคราะห์ตวัอยา่งสงูกวา่วิธีสกดัด้วยกรดไตรฟลอูอ

โรอะซติริก ซึ�งอาจมีสาเหตมุาจากโครมาโตแกรมของสารหนอูนินทรีย์ (as As+5) ด้วยวธีิดงักลา่วมีสิ�งรบกวน (Interference) มาก 

จงึใช้วธีิเตรียมตวัอยา่งด้วยวิธีสกดัด้วยเครื�องแยกสารด้วยเสียง ที�มีความถี�สงูสาํหรับการศกึษาหาปริมาณสารหนใูนข้าว และจาก

การศกึษาหาปริมาณสารหนใูนข้าวหอมมะลเิบื �องต้น พบวา่ ตวัอยา่งข้าวหอมมะลมีิปริมาณสารหนทูั �งหมดอยูช่ว่ง 0.072–0.075 

มิลลกิรัม/กิโลกรัม และปริมาณสารหนอูนินทรีย์ อยูใ่นชว่ง 0.032-0.039 มิลลกิรัม/กิโลกรัม

Abstract
 The aim of this research is to compare the sample preparation for inorganic arsenic analysis in rice. The 

measurement of inorganic arsenic in rice using speciation technique with high performance liquid chromatography 

coupled to inductively plasma mass spectrometry (HPLC-ICP-MS) is described. Arsenic species were separated 

and determined by chromatographing extracts on ion exchange column with ammonium phosphate buffer as the 

mobile phase at a pH 6.3. Jasmine rice was extracted by 2 methods, treatment with Trifluoroacetic acid (TFA) and 

solvent extraction with sonication. The study showed that the sample treatment by solvent extraction with sonication 

gave the better accuracy than the sample treatment with TFA. It may be resulted from the interference on inorganic 

arsenic (as As(V)) chromatogram in the sample treatment with TFA. Then the preliminary study for total arsenic and 

inorganic arsenic in rice was done by using the samples prepared from solvent extraction with sonication method. 

The results showed that the total arsenic in jasmine rice samples ranged from 0.072 to 0.075 mg/kg whereas the 

inorganic arsenic ranged from 0.032 to 0.039 mg/kg. 
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1. บทนํา (Introduction) 
ผลติภณัฑ์ทางการเกษตรเป็นสนิค้าสําคญัสําหรับประเทศในเขตภมิูภาคอาเซียน โดยเฉพาะอยา่งยิ�งข้าวซึ�งเป็นอาหารหลกั

ของประชาชนในหลายๆ ประเทศ การเติบโตของการค้าของเหลา่ประเทศอาเซียนมีผลมาจากการเพิ�มศกัยภาพทางการค้าขาย

ผลผลติทางการเกษตรในตลาดนานาชาติ ในแตล่ะปีประเทศไทยมีการสง่ออกข้าวในปริมาณมาก แตก็่ยงัมีปัญหาด้านคณุภาพ

สนิค้าเกิดขึ �นเป็นระยะ เชน่ การปนเปื�อนของสารพิษหรือสารปนเปื�อนตา่งๆ ในผลติภณัฑ์ทางการเกษตรเหลา่นั �น สารปนเปื�อน

หนึ�งที�สาํคญัได้แก่ สารหน ูมีการรายงานอยูเ่ป็นระยะถงึการปนเปื�อนของสารหนใูนข้าวสง่ออก โดยพบวา่ปริมาณสารหนทูั �งหมด

ที�ปนเปื�อนในข้าวโดยเฉลี�ยอยูใ่นชว่ง 0.004 - 0.5 มิลลกิรัม/กิโลกรัม ในบางสว่นพบปริมาณสงูถงึ 150 - 250 มิลลกิรัม/กิโลกรัม 

สาเหตขุองการปนเปื�อนคาดวา่มาจากดนิและนาข้าว ซึ�งเมลด็ข้าวสามารถสะสมสารหน ู(bio-accumulation) ไว้ได้มากกวา่ธญัพืช

ชนิดอื�น และสง่ผลกระทบอนัตรายตอ่สขุภาพของประชาชน แตล่ะประเทศจงึมีเกณฑ์กําหนดปริมาณการปนเปื�อนของสารหนไูว้ 

และหลายประเทศมีการกําหนดคา่ปริมาณสงูสดุ (Maximum Level : ML) ของสารหน ู

สารหนทีู�พบในธรรมชาตแิบง่เป็น 2 กลุม่ คือ กลุม่สารหนอิูนทรีย์ และสารหนอูนินทรีย์ ซึ�งสารหนใูนกลุม่อนินทรีย์เป็นสารหนู

ที�มีพิษมากกวา่สารหนกูลุม่อินทรีย์ สารหนอูนินทรีย์ที�มีพิษมากที�สดุได้แก่ Arsenite [As(III)] และ Arsenate [As(V)] ซึ�งสว่น

ใหญ่พบได้ในดนิตะกอนตา่งๆ และนํ �า แหลง่เพาะปลกูพืชรวมถงึมาจากการใช้ยาฆา่แมลงด้วย ในสาหร่ายและสตัว์ทะเลมีการ

สะสมสารหนใูนปริมาณสงูโดยอยูใ่นชว่ง 1-100 มิลลกิรัม/กิโลกรัม สารหนใูนกลุม่เมธิลเลชั�น (Methylation compound) ได้แก่ 

Monomethyl arsenic acid(MMA) และ Dimethyl arsenic acid(DMA) ซึ�งมีพิษน้อยและพบในปริมาณไมม่ากในผลติภณัฑ์อาหาร

ทะเล สว่น Arsenocholine(AC), Arsenobetaine(AB), Trimethylarsine oxide(TMAO), Tetramethylarsonium ion(TMI) และ 

Arsenosugars อยูใ่นกลุม่สารหนอิูนทรีย์ที�ไมก่่อให้เกิดสารพิษ ในอาหารจะพบสารหนอูนินทรีย์ 2 ชนิดที�สาํคญัคือ Arsenite และ 

Arsenate ซึ�งเกิดพนัธะจบักบักลุม่ thio- ของเปปไตท์ หรือโปรตีนในอาหารนั �นๆเอง เนื�องจากสารหนมีูหลากหลายชนิด(species) 

และต้องมีกระบวนการวเิคราะห์ที�ซบัซ้อน การวิเคราะห์หาปริมาณสารหนโูดยทั�วไปจงึตรวจวเิคราะห์ในรูปของสารหนทูั �งหมด ใน

ปี ค.ศ. 1983 สถาบนั International Programme on Chemical Safety (IPCS) ได้ประเมินพบวา่หากในนํ �าดื�มมีปริมาณสารหน ู

0.2 มิลลกิรัม/ลติร จะนําไปสูค่วามเสี�ยงการเกิดมะเร็งผิวหนงัได้เพิ�มขึ �นถงึ 5% ดงันั �น The United State Agency for Toxic 

Substances and Disease Registry, European Food Safety Authority (EFSA) และ International Agency for Research 

on Cancer (IARC) สรุปวา่สารหนทีู�ปนเปื�อนในนํ �าดื�มเป็นสาเหตใุห้เกิดมะเร็งในกระเพาะปัสสาวะ มะเร็งปอด มะเร็งผิวหนงัได้ 

โดยการรับสารหนเูข้าสูร่่างกายได้โดยทางการหายใจ การกินอาหารและนํ �าดื�มที�ปนเปื�อนสารหน ูในร่างกายคนเราจะดดูซมึสารหนู

ผ่านระบบทางเดินอาหารได้มากกว่าวิธีอื�น สารหนจูะมีผลกระทบต่อเซลล์ และเกิดการยบัยั �งเอนไซม์ที�จําเป็นในกระบวนการ

เมตาบอลซิมึ ผู้ได้รับสารหนเูข้าสูร่่างกายจะเกิดอาการอาเจียน ท้องเสยี ปวดท้อง กล้ามเนื �อเกร็ง รวมทั �งปัสสาวะเป็นเลอืด ตะคริว 

ผมร่วง การสะสมสารหนใูนร่างกายทําให้เกิดการเปลี�ยนสขีองเลบ็ (leukonychia) ผิวหนงัมีลกัษณะเป็นจดุสนํี �าตาลกระดํากระดา่ง

หรือเป็นจดุขาว ๆ กระจดักระจาย ผื�นที�ตุม่ตามฝ่ามือฝ่าเท้า มีปัญหาทางระบบเส้นโลหิต ระบบประสาท ระบบเลือด ระบบอื�นๆ 

รวมทั �งมะเร็งอวยัวะภายใน ในประเทศไทยมีรายงานวา่พบผู้ ป่วยที�เป็นโรคมะเร็งผิวหนงัโดยมีสาเหตมุาจากการดื�มนํ �าที�ปนเปื�อน

สารหนเูข้าไป และมีการตรวจพบสารหนใูนตวัอยา่งเส้นผม เลบ็ เลือดและปัสสาวะ และยงัรายงานอีกวา่ เด็กมีโอกาสที�จะรับ

สารหนจูากมารดาในชว่งตั �งครรภ์และชว่งการดื�มนมแม่

  หลายประเทศในเอเชียตะวนัออกเฉียงใต้ เชน่ เวียดนาม กมัพชูา มีสภาพแวดล้อมทางธรณีวิทยาที�เป็นแหลง่กําเนิดนํ �าใต้ดนิ

ที�มีสารหนใูนปริมาณมาก และในประเทศไทยเองเมื�อปี พ.ศ. 2530 มีรายงานการเกิดโรคที�เกิดจากสารหน ู (Arsenicosis) ที�

นครศรีธรรมราช และในแมนํ่ �าเจ้าพระยาก็มีสารหนลูะลายปนเปื�อนอยูใ่นปริมาณสงู แตย่งัไมมี่รายงานปัญหาสขุภาพจากผู้ใช้

นํ �าดื�มบรรจขุวดบริโภค[2]
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ในปี ค.ศ. 2005 มีการศกึษาปริมาณสารหนใูนตวัอย่างข้าวจากไทยโดยใช้วิธีสกดัตวัอย่างด้วยกรดไตรฟลอูอโรอะซิตริก 

(Trifluoroacetic acid หรือ TFA) และกรดไนตริก[3] พบว่า ข้าวมีปริมาณสารหนทูั �งหมด 0.11 ไมโครกรัม/กรัมและมีสารหนู

อนินทรีย์ 0.08 ไมโครกรัม/กรัม และในปี ค.ศ. 2006 มีการศกึษาปริมาณสารหนใูนข้าวในเอเชียแปซฟิิคและเอเชีย[4] พบวา่ ข้าว

จากประเทศไทยมีปริมาณสารหนทูั �งหมดอยู่ในช่วง 0.06-0.14 ไมโครกรัม/กรัมนํ �าหนกัแห้ง ในขณะที�มีการศกึษาเปรียบเทียบ

วิธีการสกดัตวัอยา่งข้าวเพื�อวิเคราะห์ด้วยเครื�อง IC-ICP-MS 4 วิธี[1] คือ การสกดัด้วยสารละลายเมทานอล 50%, ใช้สารละลาย

เมทานอลในอตัราสว่นตา่งๆและสกดัด้วยเครื�อง Accelerated Solvent Extraction (ASE), สกดัด้วยเอนไซม์และสารละลาย

เมทานอล 50%, และสกดัด้วยกรดไตรฟลอูอโรอะซติริก โดยพบวา่การเตรียมตวัอยา่งด้วยวิธีสกดัด้วยกรดไตรฟลอูอโรอะซติริก

ที� 100ºC นาน 6 ชั�วโมงให้ผลการสกดัที�ดีที�สดุ นอกจากนี �ยงัมีงานวจิยัที�เปรียบเทียบวธีิการเตรียมตวัอยา่งเพื�อหาสารหนตูา่งๆ ใน

แป้งข้าว ด้วยเครื�องHPLC-ICP-MS ซึ�งเตรียมตวัอยา่งด้วยการใช้สารละลายเมทานอลในอตัราสว่นตา่งๆ และสกดัด้วยวิธีตา่งๆ 

4 วิธี[5] ได้แก่ การสกดัด้วยการเขยา่, การสกดัด้วยเครื�องแยกสารด้วยเสียงที�มีความถี�สงู (Ultrasonic extraction), การสกดัด้วย

เครื�อง Accelerated Solvent Extraction (ASE) และการสกดัด้วยเครื�อง Microwave-assisted extraction โดยพบวา่ ตวัอยา่ง

ที�สกดัด้วยวิธีการเขยา่และการสกดัด้วยเครื�องแยกสารด้วยเสียงที�มีความถี�สงู (Ultrasonic extraction) ปริมาณสารหนทีู�ได้ไมมี่

ความแตกตา่งกนัถงึแม้จะใช้อตัราสว่นสารละลายเมทานอลตา่งกนั ในขณะที�การสกดัด้วยเครื�อง Microwave-assisted extraction 

พบวา่การใช้อตัราสว่นสารละลายเมทานอลในปริมาณสงูขึ �นจะทําให้ประสทิธิภาพการสกดัลดลง 

งานวิจยันี �เป็นการพฒันาเทคนิคการเตรียมตวัอย่างข้าวเพื�อนํามาวิเคราะห์หาปริมาณสารหนอิูนทรีย์และสารหนอูนินทรีย์

ในข้าวภายในห้องปฏิบตักิารซึ�งเป็นการเพิ�มศกัยภาพด้านการวเิคราะห์ให้กบัห้องปฏิบตักิาร นอกจากนี �ยงัเป็นการเตรียมการเพื�อ

เก็บข้อมลูเบื �องต้นสาํหรับการกําหนดคา่ปริมาณสงูสดุของสารหนอูนินทรีย์ เนื�องจากประเทศไทยยงัไมไ่ด้กําหนดคา่ดงักลา่วในข้าว

2. วธีิการวจิยั(Experimental) 
2.1 สารเคมี

2.1.1. สารละลายมาตรฐานสารหนอูนินทรีย์ 2 ชนิด ได้แก่ As(III) ความเข้มข้น 1000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ± 10 

ไมโครกรัม/มิลลลิติร และ As(V) ความเข้มข้น 1000 ไมโครกรัม/มิลลลิติร ± 10 ไมโครกรัม/มิลลลิติร

2.1.2. Tunning solution ที�มสีว่นประกอบของธาต ุBarium, Beryllium, Cerium, Cobalt, Indium, Lead, Magnesium, 

Thallium และ Thorium ความเข้มข้นธาตลุะ 10 ไมโครกรัม/มิลลลิติร

2.1.3. สารละลายมาตรฐานสารหนทูั �งหมด (Total arsenic) ความเข้มข้น 1001±3 มิลลกิรัม/ลติร

2.1.4. Quality Control Standards ที�ประกอบด้วยธาต ุArsenic ความเข้มข้น 100 มิลลกิรัม/ลติร

2.1.5. สารละลายแอมโมเนีย (Ammonia solution; Super pure grade) ความเข้มข้นร้อยละ 25

2.1.6. เมทานอล (Methanol; HPLC grade)

2.1.7. ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (Hydrogen peroxide; AR grade) ความเข้มข้นมากกวา่ร้อยละ 30

2.1.8. กรดไนตริก (Nitric acid; Ultra pure & AR grade) ความเข้มข้นร้อยละ 20 และ 65

2.1.9. กรดฟอสฟอริก (Phosphoric acid; AR grade) ความเข้มข้นร้อยละ 85

2.1.10. กรดไตรฟลอูอโรอะซติริก (Trifluoroacetic acid; AR grade) ความเข้มข้นร้อยละ 99

2.1.11. กรดไฮโดรคลอริก (Hydrochloric acid; AR grade) ความเข้มข้นร้อยละ 10

2.1.12. แมกนีเซียมไนเตรท (Magnesiumnitrate; AR grade) ความเข้มข้นร้อยละ 50

2.1.13. โซเดียมโบโรไฮไดรด์ (Sodiumborohydride; AR grade) ความเข้มข้นร้อยละ 0.2 ใน โซเดียมไฮดรอกไซต์

เข้มข้นร้อยละ 0.05

2.1.14. โพแทสเซียมไอโอไดด์ (Potassiumiodide; AR grade) ความเข้มข้นร้อยละ 5

2.1.15. กรดแอสคอร์บกิ (Ascorbic acid; AR grade) ความเข้มข้นร้อยละ 5

2.1.16. สารละลายแอมโมเนียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 6.3 (Ammonium phosphate buffer pH 6.3)

2.1.17. อาร์กอนแก๊ส (Ultra High Purity 99.999%)
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2.2 อุปกรณ์และเครื�องมือ

2.2.1. เครื�อง HG-AAS (Hydride Generation Atomic Absorption Spectrometry), AAnalyst 800, Perkin Elmer

2.2.2. เครื�อง HPLC-ICP-MS (High Performance Liquid Chromatography coupled with Inductivity Coupled 

Plasma Mass Spectrometry), Varian-820MS and Prostar HPLC

2.2.3. คอลมัน์ชนิด Anion exchange (Hamilton PRP X-100) ขนาด 250 x 4.1 มิลลเิมตร ขนาดอนภุาค 10 ไมครอน

2.2.4. เครื�องชั�งความละเอียด 4 ตําแหนง่ 

2.2.5. เตาไฟฟ้า (hot plate)

2.2.6. Muffle Furnace with temperature regulation

2.2.7. Polyethylene tube

2.2.8. Vycor basin, capacity 100 มิลลลิติร

2.2.9. เครื�องแยกสารด้วยเสียงที�มีความถี�สงู (Sonicator)

2.2.10. เครื�องระเหยแห้ง (Evaporator)

2.2.11. เครื�องตกตะกอนสาร (Centrifuge)

2.2.12. ตู้อบ (Oven) 

2.2.13. ตู้ เยน็

2.3 การศกึษาทดลองวธีิการทดสอบสารหนูทั �งหมดและสารหนูอนินทรีย์ในตวัอย่างข้าวหอมมะลิ

2.3.1. การเตรียมตวัอยา่งด้วยวิธี Dry Ashing เพื�อทดสอบหาสารหนทูั �งหมด (Total arsenic) ด้วยเครื�อง HG-AAS 

ชั�งตวัอยา่งข้าวที�บดละเอียดแล้วประมาณ 5 กรัมลงใน Vycor โดยชั�งตวัอยา่งทั �งหมด 5 ซํ �าเตมิแมกนีเซียมไน

เตรทความเข้มข้นร้อยละ 50 ลงไป 1 มิลลลิติร จากนั �นนําไปเผาบนเตาไฟฟ้าจนหมดควนัแล้วจงึนําไปเผาตอ่ใน Muffle โดยตั �ง

อณุหภมิูเริ�มต้นที� 100 องศาเซลเซียสไปจนถงึ 450 องศาเซลเซียส (โดยคอ่ยๆเพิ�มอณุหภมิูขึ �นเรื�อยๆทีละ 50 องศาเซลเซียส) จน

กระทั�งได้เถ้าเป็นสขีาวหรือสเีทา (ใช้เวลาประมาณ 15 ชั�วโมง) ทิ �งไว้ให้เยน็ที�อณุหภมิูห้อง จากนั �นละลายเถ้าที�ได้ด้วยการเตมิกรด

ไนตริกความเข้มข้นร้อยละ 20 ลงไป 5 มิลลลิติร นําไปอุน่บนเตาไฟฟ้า จนเถ้าละลายเป็นเนื �อเดียวกนักบักรดไนตริกแล้วจงึถ่าย

ใสข่วดปรับปริมาตร แล้วปรับปริมาตรเป็น 25 มิลลลิติรด้วยนํ �าปราศจากอิออน (Deionized water 18 mΩ) กรองสารละลายที�

ได้ด้วยกระดาษกรอง Whatman No.42 เก็บสารละลายไว้ใน Polyethylene tube ปิเปตสารละลายที�ได้ 2 มิลลลิติรลงใน Poly-

ethylene tube จากนั �นเตมิโพแทสเซียมไอโอไดด์ความเข้มข้นร้อยละ 5 และกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น อยา่งละ 1 มิลลลิติร ตั �งทิ �ง

ไว้ที�อณุหภมิูห้องอยา่งน้อย 30 นาที แตไ่มค่วรเกิน 60 นาที จากนั �นเตมิกรดแอสคอร์บกิความเข้มข้นร้อยละ 5 ลงไป 1 มิลลลิติร 

แล้วปรับปริมาตรด้วยกรดไฮโดรคลอริกความเข้มข้นร้อยละ 10 จนมีปริมาตรครบ 10 มิลลิลิตรแล้วนําไปวิเคราะห์หาปริมาณ

สารหนทูั �งหมด (Total Arsenic) ด้วยเครื�อง HG-AAS

2.3.2. การเตรียมตวัอยา่งเพื�อทดสอบหาสารหนอูนินทรีย์ (Inorganic arsenic)

2.3.2.1 การเตรียมตวัอยา่งข้าวโดยวิธีการสกดัด้วยเครื�องแยกสารด้วยเสียงที�มีความถี�สงู (Solvent extraction 

with sonication)

ชั�งตวัอยา่งข้าวที�บดละเอียดแล้วประมาณ 0.5 กรัมลงใน Polyethylene tube โดยชั�งทั �งหมด 5 ซํ �า เตมิ

เมทานอลความเข้มข้นร้อยละ 50 ลงไป 10 มิลลิลิตร แล้วนําไปผสมให้เข้ากนัดีด้วยเครื�องแยกสารด้วยเสียงที�มีความถี�สงู 

(Sonicator) เป็นเวลา 2 ชั�วโมง 30 นาที ตอ่ด้วยการปั�นแยกด้วยเครื�องตกตะกอนสาร (Centrifuge) ที�ความเร็ว 5000 รอบ

ตอ่นาที นาน 20 นาที เก็บสารละลายใสสว่นบนนําสว่นที�เหลือไปสกดัซํ �าอีกครั �ง 

นําสารละลายทั �งหมดที�ได้ไประเหยแห้งด้วยเครื�องระเหยแห้ง (Evaporator) จากนั �นละลายและปรับ

ปริมาตรด้วยนํ �าปราศจากอิออน (Deionized water 18 mΩ) จนครบ 10 มิลลลิติร ชั�งนํ �าหนกั(a) ปิเปตสารละลายที�ได้ปริมาตร 

2 มิลลลิติรลงใน Polyethylene tube แล้วนําไปชั�ง(b) จากนั �นเตมิไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 2 มิลลลิติร แล้วนําไปชั�งอีกครั �ง(c) 

เก็บสารละลายที�ได้ที�อณุหภมิู 6 องศาเซลเซียส ทิ �งไว้ข้ามคืน (Overnight) แล้วนําไปวิเคราะห์หาสารหนอูนินทรีย์ ด้วยเครื�อง 

HPLC-ICP-MS
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2.3.2.2 การเตรียมตวัอยา่งข้าวโดยวิธีการสกดัด้วยกรดไตรฟลอูอโรอะซติริก (Treatment with Trifluoroacetic 

acid)

ชั�งตวัอยา่งข้าวที�บดละเอียดแล้วประมาณ 0.5 กรัมลงใน Polyethylene tube โดยชั�งทั �งหมด 5 ซํ �า จาก

นั �นเตมิ 2M กรดไตรฟลอูอโรอะซติริก (TFA) ลงไป 2 มิลลลิติร แล้วนําไปเข้าตู้อบที�อณุหภมิู 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 ชั�วโมง 

จากนั �นนําไปปั�นแยกที�ความเร็ว 5,000 รอบตอ่นาที นาน 20 นาที เก็บสารละลายชั �นบน แล้วปรับปริมาตรจนครบ 5 มิลลลิติร

แล้วนําไปชั�งนํ �าหนกัเพื�อวดัเป็น final volume(a) ปิเปตสารละลายที�ได้ปริมาตร 2 มิลลลิติรลงใน Polyethylene tube แล้วนําไป

ชั�ง(b) จากนั �นเตมิไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 2 มิลลลิติรแล้วนําไปชั�งอีกครั �ง(c) เก็บสารละลายที�ได้ที�อณุหภมิู 6 องศาเซลเซียส ทิ �ง

ไว้ข้ามคืน (Overnight) แล้วนําไปวิเคราะห์หาสารหนอูนินทรีย์ ด้วยเครื�อง HPLC-ICP-MS

2.3.3. ทดสอบหาปริมาณสารหนอูนินทรีย์ด้วยเครื�อง HPLC-ICP-MS

นําสารละลายตวัอยา่งที�ได้มาวิเคราะห์หาสารหนอูนินทรีย์ (Inorganic Arsenic) ด้วยเครื�อง HPLC-ICP-MS 

โดยใช้คอลมัน์ Hamilton PRP X-100 (Anion exchange column) และใช้สารละลายแอมโมเนียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 6.3 

เป็นสารละลายเคลื�อนที� (Mobile phase) อตัราการไหลเทา่กบั 1 มิลลลิติร/นาที ใช้อาร์กอนแก๊สอตัราการไหล 16 ลติร/นาที และ 

Monitoring ion( หรือ Mass) เทา่กบั 75 m/z

2.3.4. ทดสอบหาปริมาณสารหนอูนินทรีย์โดยวธีิการสกดัด้วยเครื�องแยกสารด้วยเสยีงที�มีความถี�สงูเพื�อทดสอบความ

เที�ยงของวิธี

ชั�งตวัอยา่งข้าวที�บดละเอียดแล้วประมาณ 0.5 กรัมลงใน Polyethylene tube โดยชั�งทั �งหมด 7 ซํ �า เตมิเมทานอล

ความเข้มข้นร้อยละ 50 ลงไป 10 มิลลลิติรแล้วนําไปผสมให้เข้ากนัดีด้วยเครื�องแยกสารด้วยเสียงที�มีความถี�สงู (Sonicator) เป็น

เวลา 2 ชั�วโมง 30 นาที ตอ่ด้วยการปั�นแยกด้วยเครื�องตกตะกอนสาร (Centrifuge) ที�ความเร็ว 5,000 รอบตอ่นาที นาน 20 นาที 

เก็บสารละลายใสสว่นบนนําสว่นที�เหลือไปสกดัซํ �าอีกครั �ง 

นําสารละลายตวัอยา่งที�ได้ไประเหยแห้งด้วยเครื�อง Evaporator จากนั �นละลายและปรับปริมาตรด้วยนํ �าปราศ

จากอิออน (Deionized water 18 mΩ) จนครบ 10 มิลลลิติร (ชั�งนํ �าหนกั(a)) ปิเปตสารละลายที�ได้ปริมาตร 2 มิลลลิติรลงใน 

Polyethylene tube แล้วนําไปชั�ง(b) จากนั �นเตมิไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 2 มิลลลิติรแล้วนําไปชั�งอีกครั �ง(c) เก็บสารละลายที�ได้ที�

อณุหภมิู 6 องศาเซลเซียส ทิ �งไว้ข้ามคืน แล้วนําไปวิเคราะห์หาสารหนอูนินทรีย์ (Inorganic Arsenic) ด้วยเครื�อง HPLC-ICP-MS 

ตามข้อ 2.3.3

3. ผลและวจิารณ์ (Results and Discussion) 
3.1 มื�อนําตวัอยา่งข้าวที�เตรียมด้วยวิธี Dry ashing ไปหาปริมาณสารหนทูั �งหมดด้วยเครื�อง HG-AAS ได้ผลดงันี �

Table 1 แสดงปริมาณสารหนทูั �งหมด ตวัอยา่งข้าวหอมมะล ิที�เตรียมตวัอยา่งด้วยวิธี Dry Ashing

ตวัอย่างข้าวหอมมะลิ นํ �าหนักตวัอย่าง (g) ค่าที�อ่านได้จากกราฟมาตรฐาน (ug/L) ปริมาณที�พบในตวัอย่าง (mg/kg)

1 5.6467 3.3884 0.0750

2 5.3574 3.1225 0.0729

3 5.1397 2.9877 0.0727

4 5.8512 3.5172 0.0751

5 5.4142 3.1424 0.0725

Mean 0.0736

SD 0.0013

%RSD 1.7807
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 โดยคํานวณจากปริมาณสารหนทูั �งหมด =
 

 ( คา่ที�ได้จากกราฟ x Dilution factor x Final Volume ) / Weight
1,000  

ตวัอยา่งการคํานวณปริมาณสารหนทูั �งหมด 

ในตวัอยา่งที� 1 เทา่กบั =
 

( 3.3884 x 5 x 25 ) / 5.6467 
1,000  

= 0.0750 mg/kg

 

 จากตารางที�1 พบวา่มีคา่เฉลี�ยของปริมาณสารหนทูั �งหมดเทา่กบั 0.0736 มิลลกิรัม/กิโลกรัม และมีระดบัความเที�ยงของ

วิธีการวิเคราะห์ (%RSD) อยูใ่นระดบัที�ยอมรับได้ โดยที�ผลการวิเคราะห์ที�มีหนว่ยการวิเคราะห์อยูใ่นระดบัหนึ�งสว่นในล้านสว่น 

(ppm) ควรมีคา่ %RSD อยูใ่นชว่ง 1-10% [6]

3.2 เมื�อนําตวัอยา่งข้าวที�เตรียมด้วยวิธีการสกดัด้วยเครื�องแยกสารด้วยเสียงที�มีความถี�สงู แล้วนําไปหาปริมาณสารหน ูอนิ

นทรีย์ (Inorganic Arsenic, as As(V)) ด้วยเครื�อง HPLC-ICP-MS ได้ผลดงันี �

Table 2 แสดงปริมาณสารหนอูนินทรีย์   (Inorganic Arsenic, as As(V))ในตวัอยา่งข้าวหอมมะลทีิ�เตรียมตวัอยา่งด้วยวิธีการสกดัด้วยเครื�องแยกสาร

ด้วยเสียงที�มีความถี�สงู 

ตวัอยา่งข้าว

หอมมะลิ

นํ �าหนกั

ตวัอยา่ง 

(g)

คา่ที�วดัได้ใน 

Blank

(ng/g)

คา่ที�อา่นได้จาก

กราฟมาตรฐาน 

(ng/g)

นํ �าหนกัหลงั

ปรับปริมาตร(a) 

(g)

นํ �าหนกั สาร

สกดัที�ใช้ (b) 

(g)

นํ �าหนกัหลงั

เตมิH
2
O

2
 

(c) (g)

ปริมาณที�พบใน

ตวัอยา่ง (mg/kg)

1 0.5230 0.77 1.67 9.6992 2.0093 4.2134 0.0350

2 0.4943 0.77 1.64 9.1453 2.0306 4.2336 0.0336

3 0.4856 0.77 1.62 9.5843 2.0174 4.2182 0.0351

4 0.5802 0.77 1.69 10.2953 2.0536 4.2451 0.0337

5 0.5665 0.77 1.62 10.2308 2.0176 4.2782 0.0326

Mean 0.0340

SD 0.0011

%RSD 3.1282

    

โดยคํานวณจากปริมาณอนินทรีย์ (as As(V)) = {(คา่ที�ได้จากกราฟ-คา่ Blank) x Dilution factor x Final Volume}/Weight
1,000  

ตวัอยา่งการคํานวณปริมาณสารหนอูนินทรีย์ (as As(V))

ในตวัอยา่งที� 1 เทา่กบั = { (1.67 - 0.77) x (4.2134/2.0093) x 9.6992 } / 0.5230
1,000  

= 0.0350 mg/kg
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จากตารางพบวา่ มีคา่เฉลี�ยของสารหนอูนินทรีย์ (Inorganic Arsenic as As(V))เทา่กบั 0.0340 มิลลกิรัม/กิโลกรัม ซึ�ง

มีระดบัความเที�ยงของวิธีการวิเคราะห์ (%RSD) อยูใ่นระดบัสงู โดยที�ผลการวิเคราะห์มีหนว่ยการวิเคราะห์อยูใ่นระดบัหนึ�งสว่น

ในล้านสว่น (ppm) ควรมีคา่ %RSD อยูใ่นชว่ง 1-10%[6] ลกัษณะโครมาโตแกรมของตวัอยา่งที�ได้จากการสกดัวิธีนี �ให้ลกัษณะ

พีคที�ไมมี่สิ�งรบกวน ดงัรูปที� 1 และ 2

Figure 1 โครมาโตแกรมของสารสกดัสารหนอูนินทรีย์ที�สกดัจากตวัอยา่งข้าวหอมมะลิ
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3.3 เมื�อนําตวัอยา่งที�เตรียมด้วยวธีิสกดัด้วยกรดไตรฟลอูอโรอะซติริกไปหาปริมาณสารหนอูนินทรีย์ (Inorganic Arsenic (as 

As(V)) ด้วยเครื�อง HPLC-ICP-MS ได้ผลดงันี �

Table 3 แสดงปริมาณสารหนอูนินทรีย์ (Inorganic Arsenic (as As(V))ในตวัอยา่งข้าวหอมมะล ิที�เตรียมตวัอยา่งด้วยวิธีสกดัด้วยกรดไตรฟลอูอโร

อะซติริก 

ตวัอย่างข้าว

หอมมะลิ

นํ �าหนัก

ตวัอย่าง 

(g)

ค่าที�วัดได้ใน 

Blank

(ng/g)

ค่าที�อ่านได้จาก

กราฟมาตรฐาน 

(ng/g)

นํ �าหนักหลัง

ปรับปริมาตร(a) 

(g)

นํ �าหนัก สาร

สกัดที�ใช้(b) 

(g)

นํ �าหนักหลัง

เตมิH
2
O

2
(c)

(g)

ปริมาณที�พบใน

ตวัอย่าง (mg/kg)

1 0.4810 2.29 2.44 5.8376 2.0526 4.2777 0.0038

2 0.4716 2.29 2.47 5.8585 2.0578 4.2644 0.0046

3 0.5117 2.29 2.31 5.8641 2.0642 4.2727 0.0005

4 0.5518 2.29 2.96 5.6813 2.0651 4.2521 0.0142

5 0.5561 2.29 2.44 5.8689 2.0528 4.2325 0.0033

Mean 0.0053

SD 0.0052

%RSD 99.1715

 

 โดยคํานวณจากปริมาณอนินทรีย์ (as As(V)) = {(คา่ที�ได้จากกราฟ-คา่ Blank) x Dilution factor x Final Volume}/Weight
1,000  

 ตวัอยา่งการคํานวณปริมาณสารหนอูนินทรีย์ (as As(V))

 ในตวัอยา่งที� 1 เทา่กบั = { (2.44 – 2.29) x (4.2777/2.0526) x 5.8376 } / 0.4810 
1,000  

= 0.0038 mg/kg

 จากตารางพบวา่ มีคา่เฉลี�ยของสารหนอูนินทรีย์ (as As(V)) เทา่กบั 0.0053 มิลลกิรัม/กิโลกรัม ซึ�งมีระดบัความเที�ยงของ

วิธีการวิเคราะห์ (%RSD) อยูใ่นระดบัตํ�า[6] โดยผลการวิเคราะห์มีหนว่ยการวิเคราะห์อยูใ่นระดบัหนึ�งสว่นในล้านสว่น (ppm)ควร

มีคา่ %RSD อยูใ่นชว่ง 1-10%[6] แตใ่นการเตรียมตวัอยา่งด้วยวิธีนี �ให้คา่ %RSD มากกวา่ 35% แสดงวา่มีผลความเที�ยงไมผ่า่น

เกณฑ์การยอมรับ

3.4 เมื�อเปรียบเทียบวิธีการเตรียมตวัอยา่งเพื�อวิเคราะห์หาสารหนอูนินทรีย์ ทั �ง 2 วิธี พบวา่ วิธีสกดัด้วย กรดไตรฟลอูอโร

อะซติริก มีระดบัความเที�ยงของการวิเคราะห์ตวัอยา่ง (%RSD) ตํ�ากวา่วิธีที�สกดัด้วยวิธีการสกดัด้วยเครื�องแยกสารด้วยเสียงที�มี

ความถี�สงูคอ่นข้างมาก ซึ�งอาจมีสาเหตจุากการที�มีสิ�งรบกวน (Interference) ในโครมาโตแกรมของสารหนอูนินทรีย์ (as As(V)) 

คอ่นข้างมาก ทําให้เส้นฐาน (Baseline) คอ่นข้างสงูและไมเ่รียบ (ดงัรูปที� 3) คา่ที�ได้อาจจะไมใ่ชค่า่ที�แท้จริง ดงันั �นการสกดัตวัอยา่ง

ด้วยวิธีกรดไตรฟลอูอโรอะซติริก จงึเป็นวิธีที�ไมเ่หมาะสมกบัการวิเคราะห์หาสารหนอูนินทรีย์ในข้าว
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3.5 ผลการทดสอบหาปริมาณสารหนอูนินทรีย์ในตวัอยา่งข้าวโดยวิธีการสกดัด้วยเครื�องแยกสารด้วยเสียงที�มีความถี�สงู

Table 4  แสดงปริมาณสารหน ู(Inorganic Arsenic (as As(V))ในตวัอยา่งข้าวหอมมะล ิที�เตรียมตวัอยา่งด้วยวธีิการสกดัด้วยเครื�องแยกสารด้วยเสยีง

ที�มีความถี�สงู 

ตวัอยา่งข้าว

หอมมะลิ

นํ �าหนกั

ตวัอยา่ง 

(g)

คา่ที�วดัได้ใน 

Blank

(ng/g)

คา่ที�อา่นได้จาก

กราฟมาตรฐาน 

(ng/g)

นํ �าหนกัหลงั

ปรับปริมาตร(a) 

(g)

นํ �าหนกั สาร

สกดัที�ใช้(b) (g)

นํ �าหนกัหลงั

เตมิH
2
O

2
(c)

(g)

ปริมาณที�พบใน

ตวัอยา่ง (mg/kg)

1 0.4754 0.77 1.69 9.6975 2.0043 4.1948 0.0393

2 0.5230 0.77 1.67 9.6992 2.0093 4.2134 0.0350

3 0.4943 0.77 1.64 9.1453 2.0306 4.2326 0.0336

4 0.4856 0.77 1.62 9.5843 2.0174 4.2182 0.0351

5 0.5802 0.77 1.69 10.2953 2.0536 4.2451 0.0337

6 0.5665 0.77 1.62 10.2308 2.0176 4.2782 0.0326

7 0.5415 0.77 1.76 9.8545 2.0306 4.2314 0.0375

Mean 0.0352

SD 0.0024

%RSD 6.7535

 โดยคํานวณจากปริมาณอนินทรีย์ (as As(V)) = {(คา่ที�ได้จากกราฟ-คา่ Blank) x Dilution factor x Final Volume}/Weight
1,000

 ตวัอยา่งการคํานวณปริมาณสารหนอูนินทรีย์ (as As(V))

 ในตวัอยา่งที� 1 เทา่กบั = { (2.44 – 2.29) x (4.2777/2.0526) x 5.8376 } / 0.4810 
1,000  

= 0.0393 mg/kg

4. สรุป(Conclusion)
การเตรียมตวัอย่างเพื�อวิเคราะห์สารหนอูนินทรีย์ในข้าวทําได้โดยด้วยวิธีการสกดัตวัอย่างข้าว 2 วิธี คือ วิธีการสกดัด้วย

เครื�องแยกสารด้วยเสียงที�มีความถี�สูง (Solvent extraction with sonication) และวิธีสกัดด้วยกรดไตรฟลูออโรอะซิตริก 

(Treatment with TFA) แตพ่บวา่วธีิการเตรียมตวัอยา่งโดยการสกดัด้วยเครื�องแยกสารด้วยเสียงที�มีความถี�สงู (Solvent extraction 

with sonication) มีความนา่เชื�อถือมากกวา่ เนื�องจากให้คา่ระดบัความเที�ยงอยูใ่นเกณฑ์การยอมรับ ในขณะที�วิธี สกดัด้วยกรด

ไตรฟลอูอโรอะซิตริก มีคา่ระดบัความเที�ยงไม่ผ่านเกณฑ์การยอมรับ ซึ�งจะต้องมีการพฒันา ปรับปรุงตอ่ไป ทั �งนี �อาจมีสาเหตุ

เนื�องมาจากการสกดัด้วยวิธีนี �ไม่สามารถกําจดัสิ�งรบกวน (Interference) ในตวัอย่างสารสกดัข้าวได้หมด และจากการสํารวจ

ข้อมลูเบื �องต้นของปริมาณสารหนอูนินทรีย์ในข้าวพบว่า ข้าวหอมมะลิในท้องตลาดที�ได้จากการสุม่และนํามาใช้ในการศกึษา

ครั �งนี �มีสารหนอูนินทรีย์อยูใ่นชว่ง 0.032 – 0.039 มิลลกิรัม/กิโลกรัม 
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