
 

 

บทท่ี 3  

อุปกรณ สารเคมี และวิธีการทดลอง 

 

3.1  ตัวอยาง อุปกรณ และสารเคมี 

3.1.1 ตัวอยาง 

ตัวอยางชาเขียวท่ีจําหนายในจังหวัดเชียงราย และจังหวัดเชียงใหมทุกแหลงผลิต แหลงผลิต

ละ 3 ตัวอยาง  

3.1.2 อุปกรณ 

1.  เคร่ือง Inductively Coupled Plasma-Mass Spectrometry (ICP-MS: Agilent 

Technology : 7500, U.S.A.) 

2.  เคร่ือง เฟรม อะตอมมิคแอบซอปช่ัน สเปกโตรโฟโตมิเตอร (Flame Atomic 

Absorption Spectrophotometer; SHIMADZU: AA-6300, Japan ) 

3. เคร่ืองช่ังไฟฟา 4 ตําแหนง (Electronic balance; Mettle-Toledo : AG204, Switzerland) 

4. เคร่ืองปนผสมอาหาร (Blender; National: MX897GM, Malaysia) 

5. เตาเผาอุณหภมิูสูง (Economy Furnace; Nabertherm: Lg/11/B1700, Germany) 

6. กระดาษกรองเบอร 42 ขนาดเสนผาศูนยกลาง 12 นิ้ว (Filter paper No.42 Whatman) 

7.  ตูแช -20 องศาเซลเซียส (Freezer; J.PSELECTA Templo-S, U.S.A.) 

8. ตูเย็นแชอาหาร (Refrigerator; MISUBISHI, Thailand)  

9. ตูดูดควนัพิษ (Economy fume cupboard; MAJOR Scientific Product Co.,Ltd. : 

ECON 150, Thailand) 

10. Micropipette 

11. คลูซิเบิล 

12. ขวดโพลิเอทิลีนขนาด 50 มิลลิลิตร 

13. บีกเกอรขนาด 250 มิลลิลิตร 

14. โกรงบดตัวอยาง 

15. Hot plate 
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16. Micropipette  

17. Volumetric flask 50 ml 

18. ตะแกรงรอน ขนาด 20 mesh เสนผาศูนยกลาง 20 เซนติเมตร  

19.   ชอนตักดนิพลาสติก 

3.1.3 สารเคมี 

 1. กรดไนตริก (Nitric acid, Merk,Germany) 

 2. กรดไฮโดรคลอริก (Hydrochloric acid, Merk,Germany) 

 3. กรดเปอรคลอริก (Perchloric, Merk, Germany) 

 3. น้ํา deionized water 

 4. แกสอารกอน (Argon High Purity Grade, บจก.ลานนาอินดัสเตรียลแกส, ประเทศไทย)   

5. สารละลายมาตรฐาน  

5.1 สารหนู  (Arsenic ICP standard traceable to SRM from NIST H3AsO4 in 
HNO3 2 – 3% 1000 mg/l As CertiPUR ®, Merck, Germany) 

5.2 ตะกั่ว (Lead ICP standard traceable to SRM from NIST Pb(NO3)2 in HNO3 
2-3 % 1000 mg/l Pb CertiPUR®, Merck , Germany) 

5.3 ทองแดง  (Copper ICP standard traceable to SRM from NIST Cu(NO3)2 in 
HNO3 2-3 % 1000 mg/l Cu CertiPUR®, Merck, Germany) 

5.4 สังกะสี (Zinc ICP standard traceable to SRM from NIST Zn(NO3)2 in HNO3 
2-3 % 1000 mg/l Zn CertiPUR®, Merck, Germany) 

5.5 เหล็ก (Iron ICP standard traceable to SRM from NIST Fe(NO3)2 in HNO3  
10 % 1000 mg/l Fe CertiPUR®, Merck, Germany) 

5.6 ดีบุก (Tin ICP standard traceable to SRM from NIST SnCl4 in HCl 7%  
1000 mg/l Sn CertiPUR®, Merck, Germany) 
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3.2 วิธีการทดลอง 

วิธีการทดลองแบงออกเปน 5 สวน ดังนี้ 

3.2.1   การสํารวจแหลงผลิตชา   

สํารวจแหลงผลิตชาในจังหวัดเชียงรายและจังหวัดเชียงใหม โดยการสืบคนขอมูลจาก

อินเตอรเนต ขอมูลจากอุตสาหกรรมจังหวัด และจากการออกสํารวจแหลงผลิต ลักษณะตัวอยางท่ี

เก็บจะตองบรรจุในภาชนะปดสนิท มีตราสินคา และสถานท่ีผลิตบงบอกอยางชัดเจนท่ีภาชนะบรรจุ 

3.2.2   การวิเคราะหหาปริมาณโลหะหนักในตัวอยางชาเขียว 

3.2.2.1 การเก็บตัวอยางชาเขียว 

สุมเก็บตัวอยางชาเขียวท่ีวางจําหนายตามทองตลาด และรานขายชา ณ สถานท่ีผลิตชาใน

จังหวัดเชียงราย และจังหวัดเชียงใหม โดยเก็บตัวอยางแหลงผลิตละ 3 ตัวอยางท่ีมี lot การผลิตไมซํ้า

กัน รวมเก็บตัวอยางท้ังส้ิน  29 แหลงผลิต  87 ตัวอยาง เก็บรักษาไวท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  

3.2.2.2 การยอยตัวอยางชาเขยีวกอนวิเคราะหโลหะหนัก 

แชคลูซิเบิล และเคร่ืองแกวท่ีใชในการเตรียมตัวอยาง ดวยกรดไนตริก (HNO3) ความ

เขมขน 10% (w/v)  อยางนอย 16 ช่ัวโมง จากนั้นนําไปลางดวยน้ํา deionized อีก 2 คร้ัง เพื่อกําจัด

โลหะปนเปอนอ่ืนๆ ท่ีอาจติดมากับภาชนะ แลวผ่ึงใหแหงกอนนํามาใช (Sastre, 2002)  จากนั้นนํา

ตัวอยางชาเขียวท้ัง 87 ตัวอยาง ปนใหเปนผงละเอียด แลวช่ังตัวอยางละ 0.5000 กรัม ใสคลูซิเบิล เผา

ท่ีอุณหภูมิ 450 องศาเซลเซียส เปนเวลาประมาณ 3 ช่ัวโมง หรือจนกวาตัวอยางจะกลายเปนเถาสีขาว

ท้ังหมด แลววางทิ้งไวใหเย็น จากนั้นเติมกรดไฮโดรคลอริก (HCl) ความเขมขน 6 โมลาร ปริมาตร 

5 มิลลิลิตร ใหความรอนตัวอยางบน hot plate ท่ีอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส จนสารละลายตัวอยาง

เปล่ียนจากสีน้ําตาลของเถากลายเปนสารละลายสีเหลืองใส แลวเติมกรดไนตริกความเขมขน 0.1 โม

ลาร  เพื่อปรับปริมาตรใหได 50 มิลลิลิตร แลวเก็บตัวอยางไวในขวดโพลิเอทิลีนท่ีอุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เพื่อรอวิเคราะห (Seenivasan et al. 2008) 

3.2.2.3 การวิเคราะหโลหะหนัก ในตัวอยางชาเขียวดวยเคร่ือง ICP-MS 

เตรียมสารละลาย blank โดยทําตามข้ันตอนวิธีการยอยตัวอยาง แตไมใสตัวอยาง ใช

สารละลายมาตรฐานของสารหนู ตะกั่ว และทองแดง ท่ีมีความเขมขน 0, 5, 10, 15, 20 และ 25 

ไมโครกรัมตอลิตร สังกะสี  เหล็ก และดีบุก มีความเขมขน 0, 50, 100, 200, 300 และ 400 
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ไมโครกรัมตอลิตร เพื่อทําเปน Calibration curve ดวยเคร่ือง ICP-MS เปรียบเทียบกับตัวอยางชา

เขียว ทําตัวอยางละ 3 ซํ้า โดยใชสภาวะการวิเคราะหของเคร่ืองดังตาราง 3.3 (Thomas, 2008)  

          

        ตาราง 3.1 สภาวะท่ีใชในการวิเคราะหดวยวิธี ICP-MS 

      ท่ีมา : Thomas, 2008 

 

3.2.3   การวิเคราะหหาปริมาณโลหะหนักในตัวอยางดินจากแหลงปลูกตัวอยางชาเขียวท่ีพบการ

ปนเปอน 

3.2.3.1 การเก็บตัวอยางดนิ 

เก็บตัวอยางดินจากแหลงปลูกตัวอยางชาเขียวท่ีพบการปนเปอนสูงจากขอ 3.2.2.3 มา

วิเคราะหหาปริมาณโลหะหนักท้ัง 6 ชนิดเชนเดียวกับตัวอยางชาเขียว โดยสุมเก็บดินตัวอยางละ 5 

จุด จุดละ 1 กิโลกรัม เก็บดินใหกระจายท่ัวพื้นท่ี (รูป 3.1) โดยตักดินท่ีความลึก  5 เซนติเมตร 

(Wong et al. 2002) แลวนําตัวอยางดินท้ัง 5 จุดมาผสมใหเปนเนื้อเดียวกัน จากนั้นนํามาผ่ึงไวจน

แหงท่ีอุณหภูมิหองกอนนําไปยอย  

 

 

 

สภาวะ คาท่ีกําหนด 

        Argon flow rate (1/min)  

Nebulizer    

Sample flow rate (ml/min)         

Vacuum 

Spray chamber 

Data acquisition   

Plasma : 15  ,  Auxillary gas : 0.5 

Babington type 

1.5 

Interface : 4 torr, quadrupole : 2x10-5 torr 

Scott-type 

Peak hopping, replicate time 200 ms 
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                                        รูป 3.1 จุดเก็บตัวอยางดินในพ้ืนท่ีปลูกชา 

 
3.2.3.2 การยอยตัวอยางดนิกอนวิเคราะหโลหะหนัก 

แชเคร่ืองแกวท่ีใชในการสกัดตัวอยาง ดวยกรดไนตริก (HNO3) ความเขมขน 10% (w/v)  

อยางนอย 16 ช่ัวโมง จากนั้นนําไปลางดวยน้ํา deionized อีก 2 คร้ัง เพื่อกําจัดโลหะปนเปอนอ่ืนๆ ท่ี

อาจติดมากับภาชนะเชนเดียวกันกับการวิเคราะหชาเขียว แลวผ่ึงใหแหงกอนนํามาใช จากน้ันนํา

ตัวอยางดินท่ีผ่ึงไวบดดวยโกรงใหละเอียด แลวรอนดวยตะแกรงรอน เพื่อกําจัดกรวด หิน เศษใบไม

และอ่ืนๆ นําตัวอยางดินท่ีไดจากการรอนไปช่ังตัวอยางละ 5.0000 กรัม ใสในบีกเกอรขนาด 250 

มิลลิลิตร เติมกรดไนตริกเขมขน 4 มิลลิลิตร คนใหเขากัน แลวเติมกรดเปอรคลอริกเขมขน(HClO4) 

1 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปใหความรอนบน hot plate 3 คร้ัง โดยคร้ังแรกท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส

เปนเวลา 3 ช่ัวโมง ใหความรอนตอคร้ังท่ี 2 ท่ีอุณหภูมิ 150 องศาเซลเซียสเปนเวลา 3 ช่ัวโมง และ

คร้ังท่ีสามใหความรอนตอท่ีอุณหภูมิ 190 องศาเซลเซียสจนกวาตัวอยางจะแหง วางไวใหเย็นท่ี

อุณหภูมิหอง จากนั้นจึงเติมกรดไนตริก 0.8 โมลาร  10 มิลลิลิตร อุนตัวอยางอีกคร้ังบน hot plate ท่ี

อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง แลววางไวใหเย็น (ทุกข้ันตอนในการยอยตัวอยางดิน

ตองทําในตูดูดควันพิษ) แลวกรองตัวอยางท่ีไดดวยกระดาษกรองเบอร 42 เก็บไวในขวดโพลิเอที

ลินท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อรอวิเคราะห (Wong et al. 2002) 

3.2.3.3 การวิเคราะหโลหะหนัก ในตัวอยางดนิดวยเคร่ือง ICP-MS 

นําตัวอยางดินท่ีได ทําการวิเคราะหเชนเดียวกับตัวอยางชาเขียวขอ 3.2.2.3 โดยใชสภาวะ

การวิเคราะห ดังตาราง 3.1 
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3.2.4 การศึกษาความเท่ียงตรง (Precision) ของวิธีการและเปรียบเทียบผลการวิเคราะหระหวาง

วิธี Flame AAS และ วิธี ICP-MS ในตัวอยางชาท่ีพบการปนเปอน  

นําตัวอยางชาเขียวมา 1 ตัวอยาง ทําการยอยตัวอยางเชนเดียวกับขอ 3.2.2.2 จํานวน 10 ซํ้า
ใหมีตัวอยางมากพอ จากนั้นแบงตัวอยางออกเปน 2 สวน โดยสวนแรกนําไปวิเคราะหดวยวิธี Flame 
AAS โดยใชสภาวะการวิเคราะหของเคร่ืองมือดังวิธีของ Goodwin (2002) รายละเอียดในตาราง 3.2 
สวนท่ีสองนําไปวิเคราะหดวยวิธี ICP-MS โดยใชสภาวะการวิเคราะห ดังตาราง 3.1 นําคาท่ี
วิเคราะหไดไปหาคา HORRAT  ดังสมการตอไปนี้ 

    HORRAT     =   RSD lab      
RSD expected   
 

โดยท่ี S.D.        = 
 

∑Χ         =  ผลรวมของปริมาณโลหะหนกัแตละชนิดท่ีวิเคราะหได 

∑Χ2                = ผลรวมของปริมาณโลหะหนกัแตละชนิดท่ีวิเคราะหไดยกกําลังสอง 

N = จํานวนซํ้า 

RSD         =  คาเบ่ียงเบนสัมพัทธ;   S.D. x 100 
                                    X 

 RSD lab        =  คาเบ่ียงเบนสัมพัทธท่ีไดจากการทดลอง 
RSD expected   = คาเบ่ียงเบนสัมพัทธท่ีไดการคํานวณของ HORRAT 

 
                 ตาราง 3.2 สภาวะการวิเคราะหดวยวิธี Flame AAS 

 

 

 

 

                        ท่ีมา : Goodwin (2002) 

 

โลหะ ความยาวคล่ืน (nm) Slit width (nm) 

       ตะกัว่ 

       ทองแดง 

       สังกะสี 

283.3 

324.8 

213.9 

0.7 

0.7 

0.7 

( )
( )1
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−
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3.2.5 การศึกษาความความแมนยํา (Accuracy) ของวิธี ICP-MS ในตัวอยางชาเขียวและ

ตัวอยางดิน 

เลือกตัวอยางชาเขียวและตัวอยางดินมาอยางละ 1 ตัวอยางท่ีพบโลหะหนักชนิดใดชนิด
หนึ่งท่ีมีปริมาณสูงสุดและตํ่าสุดจากการวิเคราะหในขอ 3.2.2  และขอ 3.2.3 ตามลําดับ จากน้ันช่ัง
ตัวอยางชาเขียว 0.5000 กรัม และตัวอยางดิน 5.0000 กรัม เตรียมสารละลายมาตรฐานของโลหะ
หนักท่ีพบสูงสุดในตัวอยางชาเขียว และพบตํ่าสุดในตัวอยางดิน เติมสารละลายมาตรฐานลงใน
ตัวอยางชาเขียวและตัวอยางดิน (spiked sample) ผสมใหเปนเนื้อเดียวกัน ทําการยอยตัวอยางชาเขียว
เชนเดียวกับขอ 3.2.2.2  และยอยตัวอยางดินเชนเดียวกับขอ 3.2.3.2  จากนั้นนําไปวิเคราะหหาความ
เขมขนของโลหะหนักในตัวอยาง โดยใชสภาวะการวิเคราะหในตารางท่ี 3.1 แลวคํานวณหารอยละ
การคืนกลับ (Recovery ; R) โดยใชวิธีการของทิพวรรณ (2549) ซ่ึงคํานวณคา R (%) ดังสมการ
ตอไปนี้ 
 

R (%)   =     C1 x 100                 
               C2 
 
  C1  คือ  ความเขมขนท่ีเคร่ืองมือวัดได 
  C2  คือ  ความเขมขนของตัวอยางท่ีทราบคารวมกับความเขมขนท่ีเติม 
 

3.2.6 การวิเคราะหผลทางสถิติ 

  การสรางสมการถดถอย (Regression Analysis) เพื่อสรางสมการทํานายโดยหา

ความสัมพันธระหวางตัวแปรอิสระตัวแปรเดียว (X) กับคาตอบสนอง (Y) ทําการวิเคราะหโดยใช

โปรแกรมสําเร็จรูป SPSS (Version 11.5)  

  


