
    Speciation analysis คือ การตรวจวัดรูปแบบทางเคมีของธาตุในรูปแบบตางๆ หรือท่ีเรียกวา “สปชีสของธาตุ" โดยวิธีการน้ีเปนวิธีการที่
ตรวจสอบธาตุและโลหะหนักปริมาณนอย ยกตัวอยางเชน สารหนู (Arsenic, As) ท่ีมีท้ังรูปแบบของอินทรีย เชน Arsenobetaine (AB),
Monomethylarsonate (MMA) และ Dimethylarsenate (DMA) ซ่ึงพบไดท่ัวไปในอาหารทะเล ในชวง 1-25 µg/Asg. และรูปแบบอนินทรียซ่ึงมี
ความเปนพิษมากกวา ไดแก Arsenite, As (III) และ Arsenate, As (V) โดยองคการอนามันโลก (WHO) กําหนดปริมาณของสารหนูท้ังหมด
ในรูปของอนินทรียตองไมเกิน 2 µg/kg นํ้าหนักตัว การตรวจระดับสารหนูในรางกายสามารถใชเปนตัวบงช้ีทางชีวภาพในการทํางานที่ตองสัมผัส
สารหนูได โดยการตรวจสารหนูควรตรวจในปสสาวะมากกวาในเลือด เน่ืองจากปกติแลวสารหนูจะดูดซึมเขาสูรางกาย และถูกกําจัดออกไปได
อยางรวดเร็ว ทําใหระดับสารหนูในเลือดลดลงหลังจากดูดซึมเขาสูรางกาย ผลที่ไดจากเลือดจึงมีความผิดพลาดสูง
     การศึกษาหรือตรวจวัดรูปแบบทางเคมีของธาตุไมวาจะเปนตัวอยางทางดานอาหาร นํ้าด่ืม ทางคลินิก ทางดานยา และ อุตสาหกรรม นิยม
ใชเทคนิคการแยกทางโครมาโตกราฟ (Chromatography) ไดแก LC, IC หรือ GC รวมกับเทคนิคการตรวจวัดอยาง Inductively Coupled
Plasma - Mass Spectrometry (ICP-MS) เน่ืองจากใหผลการทดสอบท่ีมีประสิทธิภาพสูง มีความถูกตอง เท่ียงตรง สะดวกรวดเร็ว และนาเช่ือ
ถือ โดยกระบวนการแยกสารแบบโครมาโทรกราฟจําเปนตองปราศจากไอออนรบกวน ซ่ึงตองมีการปรับเปล่ียนวัสดุท่ีสัมผัสกับของเหลวเปน
Polyether ether ketone (PEEK) ท่ีปราศจากโลหะ เพ่ือประสิทธิภาพในการวิเคราะหธาตุท่ีมีลักษณะเปนทั้งธาตุบริสุทธิ์และธาตุในรูปสารประ
กอบอนินทรีย 
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     เปนเทคนิคการแยกสารแบบแลกเปล่ียนไอออนของสารกับตัวแลกเปล่ียน
ไอออน (ion-exchanger) ดวยประจุตรงขาม และทําการชะสารดวยบัฟเฟอรที่มี
pH หรือมี ionic strength ตางๆ โดยสารท่ียึดติดกับตัวแลกเปล่ียนไอออนดวย
แรงออนๆจะถูกชะออกมาจากคอลัมนกอน ซ่ึงวัสดุสวนที่สัมผัสกับของเหลว
ท้ังหมดในเทคนิค IC น้ัน จะปราศจากโลหะหรือแกว ไมวาจะเปน ทอนํา
ของเหลว สวนประกอบของปม เข็มดูดจายสารละลาย ระบบวาลว และระบบ
ฉีดสารอัตโนมัติ เพ่ือใหระบบปราศจากการรบกวนของไอออนท้ังหมด สงผล
ใหการแยกนี้มีประสิทธิภาพสูง มีความจําเพาะตอปฏิกิริยาสูง และสามารถทวน
ซ้ําไดอยางแมนยํา นอกจากนี้เทคนิค IC มีการรบกวนจากแบกกราวด
(Background) ต่ํา ทําให สามารถแยกสารออกเปน anion หรือ cation ได
โดยการเปลี่ยนรูปฟอรมหรือสปชีซของสารหนูจะใชแอมโมเนียมคารบอเนต เปน
สารละลายชะ (Mobile phase) โดยเม่ือเขาสูพลาสมาจะถูกเปล่ียนเปน NO₂,
H₂O และ CO₂ ในรูปของแกสท้ังหมด วิธีน้ีจะชวยลดการอุดตันที่บริเวณของ
Cone ในเคร่ือง ICP-MS ไดเปนอยางดี ดวยเทคนิค IC นี้ทําใหลักษณะของพีค
ท่ีแยกไดมีความแหลมคม (narrow peak shapes) และให signal to-noise
ratios ท่ีดี อีกท้ังระยะเวลาในการเคล่ือนท่ีของสารท่ีคงท่ี สงผลใหการทําซ้ําใน
การตรวจวัดระยะยาวมีประสิทธิภาพท่ีดีข้ึน เม่ือเปรียบเทียบกับเทคนิค HPLC
ท่ีนิยมใชสารละลายฟอสเฟตเปนบัพเฟอร โดยสารละลายฟอสเฟตเปนหนึ่งใน
สาเหตุท่ีทําใหระบบ Cone ใน ICP-MS เกิดการอุดตันและการเส่ือมสภาพได
งาย ทําใหจําเปนตองมีการถอดทําความสะอาดหรือเพ่ิมความถ่ีในการเปลี่ยน
อุปกรณมากย่ิงข้ึน หรืออาจจะตองใช Cone ท่ีมีคุณสมบัติที่ทนทานตอเมทริกซ
ซับซอนไดดีกวา อยางเชน Pt-tipped ซ่ึงมีราคาสูง และในการตรวจวัดระยะยาว
จะสงผลตอประสิทธิภาพของคอลัมนได เชน เกิด Sensitivity drop และ drift
ของ Peak Retention Time ซ่ึงทําใหตองเปล่ียนคอลัมนไวย่ิงข้ึน
  โดยท่ัวไปในตัวอยางปสสาวะจะมีสวนประกอบของคลอรีนสูง ทําใหเกิด
polyatomic isobaric interference รบกวนในการตรวจวิเคราะหใน ICP-MS
โดยจะฟอรมในรูปของ 40Ar35Cl+ ซ่ึงมีมวลเทากับ 75As ท่ีสนใจเคร่ือง iCAP
RQ plus มี Collision/Reaction Cell (CRC) โดยการใชแกสเฉ่ือย (He-KED)
รวมกับเทคโนโลยี Automatic low mass cutoff เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการ
กําจัด polyatomic interference สงผลใหผลการวิเคราะหมีความถูกตองแมนยํา
สูง และลดสัญญาณ background ไดต่ําลง
      ในงานนี้จะทําการหาคอนดิช่ันที่เหมาะสมในการแยกรูปฟอรมของสารหนู
(As) ท้ังหมด 5 รูปท่ีมักพบไดในตัวอยางปสสาวะ (Urine) ดวยเคร่ือง Ion-
Chromatography (IC) รวมกับเคร่ือง Inductive Coupled Plasma - Mass
spectrometer (CP-MS) ย่ีหอ ThermoScientic 

Ion Chromatography (IC) Sample Analysis
      เตรียมตัวอยางปสสาวะตามวิธีมาตรฐาน The Centers for
Disease Control and Prevention (CDC), USA โดยตัวอยางจะนํา
ไปปนเหว่ียงดวยอัตราเร็วอยางนอย 1500 รอบ ตอนาที (rpm)
เปนเวลา 10 นาที เพ่ือตกตะกอน particle ตางๆ และนําตัวอยาง
มาเจือจาง 1 : 10 ดวยสารละลาย 2%HNO3 เขยาใหเขากันดวย
vortex mixer กรองผานเมมเบรนชนิด cellulose acetate (CA)
ขนาด 0.25 micron และถายใสขวด vial ขนาด 2 mL นําไป
วิเคราะหดวยเคร่ือง ICS6000+iCAP RQ plus กราฟมาตรฐาน
ผสมของสารหนู 5 สปชีสเตรียมในรูปแบบของ Matrix matching
ในสารละลาย base urine ท่ีความเขมขน 0-100 ng/mL โดยสาร
ละลายมาตรฐานผสมควรเตรียมใหมทุกวัน สําหรับสารละลาย
Mobile phase ปรับ pH ใหเหมาะสมดวยสารละลายแอมโมเนียมไฮ
ดรอกไซด และเก็บไดไมเกิน 3 วัน

ตารางท่ี 2 แสดงพารามิเตอรสําหรับเคร่ือง IC (Anion exchange)

ตารางท่ี 3 แสดงพารามิเตอรสําหรับเคร่ือง ICP-MS

ภาพท่ี 1 แสดงการเช่ือมตอเคร่ือง ICS6000 กับ iCAP RQ plus 
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      การหาปริมาณสารหนูในสปชีสตางๆ ผานโปรแกรม Qtegra™ Intelligent Scientific Data Solution™ รวมกับ  Chrom
Control ท่ีอยูภายในโปรแกรมหลักอยาง Qtegra สามารถควบคุมการส่ังงานไดทั้งในสวนของเคร่ือง IC, ICP-MS, การสราง
Method ในการวิเคราะห รวมไปถึงการดูผลการทดสอบไดภายในโปรแกรมเดียว ทําใหสะดวกตอผูใชงานในการแปลผล และการ
พัฒนาวิธีวิเคราะห (Method development)
        จากคอนดิช่ันท่ีใชในการวิเคราะห สามารถแยกสารหนู (As) ท้ัง 5 สปชีสในตัวอยางปสสาวะออกจากกันโดยใชเวลาเพียง
13 นาที ใหกราฟมาตรฐานที่มีคา R2 > 0.995 นั่นแสดงใหเห็นวาเทคนิคน้ีมีประสิทธิภาพในการวิเคราะหอยางย่ิงท่ีจะนํามา
ประยุกตใชกับการวิเคราะหงานทางดาน Toxicology ในเมทริกซอ่ืนๆ เชน เลือด Serum เปนตน นอกจากน้ีเทคนิค IC-ICP-MS
ยังมีความเหมาะสมในการหา Speciation ของธาตุอ่ืนๆ เชน ธาตุ Cr(III) และ Cr(VI) ซ่ึงใชเพียง Guard column ชนิด anion
สารละลายเจือจางกรดไนตริกเปน mobile phase และรูปแบบการแยก Isocratic เทาน้ัน ทําใหตรวจวัดไดอยางรวดเร็ว สงผลให
สามารถเพ่ิมปริมาณตัวอยางที่ตองการตรวจวัดไดมากข้ึน 

ภาพท่ี 2 แสดงซอฟแวร Qtegra รวมกับ Chrom control

ภาพท่ี 3 แสดงโครมาโทรแกรมของสารหนูท้ัง 5 สปชีส ภาพท่ี 4 แสดงกราฟมาตรฐานของ AB, MMA, DM,
As(III) และ As(V) ตามลําดับ

Find out more at thermofisher.com/ICP-MS
ind out more at https://www.scispec.co.th/ICPSQ.html
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