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3.1 ประชากรและกลุมตัวอยาง 

 

เก็บตัวอยางน้ําจากบอเลี้ยงปลาหรือบริเวณแหลงน้ําที่ใชเลี้ยงปลาและหอยขมจากลําน้ํา

เลยหรือสาขาจากทั้งหมด 3 ตําแหนงๆละ 2 ครั้งในเดือนตุลาคม พ.ศ. 2554 และมิถุนายน พ.ศ. 

2555 โดยในแตละตําแหนงจะเก็บตัวอยาง 3 จุดๆละประมาณ 500 มลิลลิิตร บรรจุในขวดโพลีเอท

ทีลีน แลวเติมดวย 10% ของกรดไนตริคปริมาณ 5 มิลลิลิตรเพื่อปองกันการเปลี่ยนรูปของสารหนู 

ตัวอยางตะกอนดนิเก็บลกึจากผิวดนิประมาณ 5 เซนตเิมตร บรรจุในขวดโพลีเอททีลีนจากตําแหนง

เดียวกันกับตัวอยางน้ํา โดยใหไดน้ําหนักประมาณ 1 กิโลกรัม บรรจุตัวอยางในกลองน้ําแข็งขนสง

มายังหองปฏิบัติการ เมื่อถึงหองปฏิบัติการตัวอยางดินจะถูกอบใหแหงที่อุณหภูมิ 45 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง จากนั้นกรองผานตะแกรงขนาด 2 มิลลิเมตร สวนตัวอยางน้ําใหคัด

แยกสวนที่เปนของแข็งออกจากนั้นกรองผานกระดาษกรองใหไดปริมาตรประมาณ 200 มิลลิลิตร 

กอนที่จะนําไปวเิคราะหหาปรมิาณสารหนูตอไป (Meador et al., 2004) เก็บตัวอยางตะกอนดินและ

น้ําที่จะวเิคราะหรวมทัง้สิ้น 36 ตัวอยาง 

การเก็บตัวอยางปลานิลและหอยชนิดละ 18 ตัวอยาง จากแหลงเลี้ยงหรือแหลงที่พบใน

บริเวณที่เก็บตัวอยางน้ําและดินตะกอน เนื่องจากการเก็บตัวอยางปลาตองไดรับความรวมมือจาก

เกษตรกรการสุมตัวอยางจึงเลือกใชวิธีแบบเจาะจง (purposive sampling) โดยเลือกปลาที่มีขนาด

ใกลเคียงกันอยางนอย 5 ตัวตอครั้งของการเก็บตัวอยาง บรรจุในกลองน้ําแข็งและขนสงมายัง

หองปฏบิัตกิาร ช่ังน้ําหนักและวัดขนาดของปลาแลวลางใหสะอาด การเตรยีมตัวอยางปลาใชเฉพาะ

สวนเนื้อปลาสดเทานั้นโดยใชเนื้อทั้ง 2 ดานของปลา นําไปบดรวมกันแลวเก็บรักษาตัวอยางไวที่

อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส จนกวาจะดําเนินการวิจัยในลําดับตอไป การเก็บตัวอยางหอยขม

คลายกับการเก็บตัวอยางปลาแตจะเก็บครั้งละประมาณ 1 กิโลกรัม เมื่อถึงหองปฏิบัตินําตัวอยาง

แชในน้ําสะอาดอยางนอย 2 ช่ัวโมงเพื่อใหหอยมีการคายดินออก กอนที่จะลางอีกรอบและคัดแยก
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เอาเฉพาะที่มขีนาดใกลเคียงกัน แยกเอาเฉพาะสวนเนื้อแลวลางน้ําใหสะอาดจึงนําไปบดใหเปนเนื้อ

เดียวกันและเก็บรักษาเชนเดียวกับตัวอยางปลานิล จนกวาจะดําเนินการวิจัยในลําดับตอไป รวม

จํานวนตัวอยางเนื้อสดของปลาและหอยทัง้หมด 36 ตัวอยาง  

3.2 เครื่องมอือุปกรณ และสารเคม ี 

วิเคราะหหาปริมาณสารหนูทั้งหมดโดยใช atomic absorption spectrometer (AAS) โมเดล 

300 PerkinElmer ที่ประกอบกับ autosampler และ flow injection hydride generation system (FI-

HG-AAS) สารเคมีใชระดับเกรดคุณภาพสําหรับการวิเคราะห และ วัสดุอางอิงสําหรับสารหนู 

(Standard Reference Material, SRM) 2977-mussel tissue; NIST) เพื่อปองกันการปนเปอนเครื่อง

แกวที่ใชในการเตรียมและวิเคราะหตัวอยางลางทําความสะอาดดวยดีเทอรเจนตและแชใน 10% 

กรดไนตริก (HNO3 ) อยางนอย 24 ช่ัวโมง จากนั้นลางจนหมดฤทธิ์กรดดวยน้ํากลั่นบริสุทธิ์

ปราศจากไอออนกอนนําไปใชงาน  

3.3 วธิดีําเนินการทดลอง  

การเตรียมวิธีการปรุงอาหาร วิธีปรุงอาหารในการศึกษาครั้งนี้ใชวิธีการตม ยาง และ

ทอด โดยวิธีการตมนั้นจะนําตัวอยางอาหาร 20 กรัมไปตมในหมอสแตนเลสที่บรรจุน้ํากลั่น 1 ลิตร 

และอุณหภูม ิ100 องศาเซลเซียสเปนเวลา 10 นาที วิธีการทอดโดยใชน้ํามันพืชคุณภาพสูงปริมาณ 

25 มิลลิลิตรในกระทะเทฟลอนเปนเวลา 10 นาที สวนการยางนั้นใชกระทะเทฟลอนเชนเดียวกัน

โดยไมตองเติมน้ํามันและยางเปนเวลา 10 นาที (Devesa et al., 2001) นําตัวอยางอาหารทั้งหมดที่

ไดไปวิเคราะหหาปริมาณสารหนูตามวิธีการอางอิงตอไป รวมจํานวนตัวอยางอาหารที่จะวิเคราะห

หลังการปรุงอาหารแลวจํานวน 108 ตัวอยาง (ปลานิลและหอยขมชนิดละ 54 ตัวอยาง โดย

แบงเปนตัวอยางชนิดที่ใชวิธีตม ชนิดที่ใชวิธียาง และชนิดที่ใชวิธีทอด วิธีละ 18 ตัวอยาง/ชนิดของ

สัตว) 

การวิเคราะหปริมาณสารหนู การวิเคราะหปริมาณสารหนูทั้งหมด นําตัวอยางเนื้อปลา

และหอยจํานวน 2 กรัม เติมดวย ashing aid suspension (20% w/v MgNO3 + 2% w/v MgO) 

ปริมาณ 2.5 มิลลิลิตร และ 50% HNO3 ปริมาณ 5 มิลลิลิตร ทิ้งไวเปนเวลา 12 - 15 ช่ัวโมง 

จากนั้นนําไประเหยแหงบนเตาความรอน 80 องศาเซลเซียส และที่ตูเผาความรอนสูงที่อุณหภูม ิ
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550 องศาเซลเซียส จนไดเถาสีขาว ละลายเถาใน 6 mol/L ของกรดไฮโดรคลอริค (hydrochloric 

acid,  HCl) แลวเติม reducing solution (5% w/v KI และ 5% w/v ascorbic acid) กรองผานกระดาษ

กรองเบอร 42 แลวปรับปริมาณของตัวอยางใหได 25 มิลลิลิตรดวยการเติม 6 mol/L HCl  กอนที่

จะสงวิเคราะหปริมาณสารหนูดวยอะตอมมิกแอบซอบซั่นสเปรกโตรมิเตอรตอไป (Munoz et al.,  

1999; Ruangwises and Saipan, 2010) 

การเตรยีมตัวอยางดนิโดยช่ังตัวอยางปริมาณ 0.5 กรัม เติมดวยกรดไนตริกเขมขนปริมาณ 

10 มิลลิลิตร ทิ้งไวเปนเวลา 12 - 15 ช่ัวโมง จากนั้นนําไประเหยแหงบนเตาความรอน 80 องศา

เซลเซยีส จึงเตมิดวยกรดไนตรกิเขมขนปรมิาณ 10 มลิลลิติรและกรดเปอรคลอรคิ 4 มิลลิลิตร และ

นําไปเผาที่เผาความรอนสูงอุณหภูม ิ550 องศาเซลเซยีส จนไดเถาสีขาว แลวเติมดวย 10 มิลลิลิตร

ของกรดไนตรกิ กรองผานกระดาษกรองเบอร 42 แลวปรับปริมาณของตัวอยางใหได 25 มิลลิลิตร

กอนสงวิเคราะหตอไป สวนตัวอยางน้ําเมื่อนํามากรองผานกระดาษกรองแลวสามารถนําไป

วเิคราะหปรมิาณสารหนูไดโดยตรงโดยใชเครื่องมอือะตอมมกิแอบซอบซั่นสเปรกโตรมเิตอร   

การควบคุมคุณภาพและความถูกตองของการทดลองใชสารมาตรฐานอางอิงสําหรับสาร

หนู (Standard Reference Material, SRM; 2977-mussel tissue, NIST) พบวาคาที่ตรวจวัดไดของ

สารหนูในตัวอยางเปรยีบเทยีบกับคาวัสดุอางอิงมีคาความถูกตองระหวาง 93.25 ถึง 98.15% (n = 

5) (คาเฉลี่ยของ SRM 2977 (mussel tissue) คือ 8.83 ± 0.91 ไมโครกรัมตอกรัมและเครื่องมือวัด

คาไดเฉลี่ย 8.55 ± 0.40 ไมโครกรัมตอกรัม) และมีคาปริมาณต่ําสุดที่สามารถตรวจวัดได (Limits 

of detection, LOD) คอื 0.005 ไมโครกรัมตอกรัมหรอืลติร 

3.4 การวเิคราะหขอมูล 

สถติทิี่ใชวเิคราะหความแตกตางของสารหนูที่ตรวจพบปนเปอนในตัวอยางปลานิลและหอย

โดยใชสถิติ Student’s t-test และวิเคราะหความแตกตางของผลการปรุงอาหารทั้ง 3 วิธีตอ

ปริมาณสารหนูดวยสถิติ ANOVA โดยใชโปรแกรม SPSS version 17.0 for Windows และคํานวณ

คาการสะสมทางชีวภาพโดยใชการเปรียบเทียบสัดสวนของปริมาณสารหนูที่ตรวจพบในปลานิล

หรอืหอยขมตอปรมิาณสารหนูในน้ําหรอืดินตะกอน 

 


