
    Speciation analysis คือ การตรวจวัดรูปแบบทางเคมีของธาตุในรูปแบบตางๆ หรือท่ีเรียกวา “สปชีสของธาตุ" โดยวิธีการน้ีเปนวิธีการที่
ตรวจสอบธาตุและโลหะหนักปริมาณนอย ยกตัวอยางเชน สารหนู (Arsenic, As) ท่ีมีท้ังรูปแบบของอินทรีย เชน Arsenobetaine (AB),
Monomethylarsonate (MMA) และ Dimethylarsenate (DMA) ซ่ึงพบไดท่ัวไปในอาหารทะเล ในชวง 1-25 µg/Asg. และรูปแบบอนินทรียซ่ึงมี
ความเปนพิษมากกวา ไดแก Arsenite, As (III) และ Arsenate, As (V) โดยองคการอนามันโลก (WHO) กําหนดปริมาณของสารหนูท้ังหมด
ในรูปของอนินทรียตองไมเกิน 2 µg/kg นํ้าหนักตัว การตรวจระดับสารหนูในรางกายสามารถใชเปนตัวบงช้ีทางชีวภาพในการทํางานที่ตองสัมผัส
สารหนูได โดยการตรวจสารหนูควรตรวจในปสสาวะมากกวาในเลือด เน่ืองจากปกติแลวสารหนูจะดูดซึมเขาสูรางกาย และถูกกําจัดออกไปได
อยางรวดเร็ว ทําใหระดับสารหนูในเลือดลดลงหลังจากดูดซึมเขาสูรางกาย ผลที่ไดจากเลือดจึงมีความผิดพลาดสูง
     การศึกษาหรือตรวจวัดรูปแบบทางเคมีของธาตุไมวาจะเปนตัวอยางทางดานอาหาร นํ้าด่ืม ทางคลินิก ทางดานยา และ อุตสาหกรรม นิยม
ใชเทคนิคการแยกทางโครมาโตกราฟ (Chromatography) ไดแก LC, IC หรือ GC รวมกับเทคนิคการตรวจวัดอยาง Inductively Coupled
Plasma - Mass Spectrometry (ICP-MS) เน่ืองจากใหผลการทดสอบท่ีมีประสิทธิภาพสูง มีความถูกตอง เท่ียงตรง สะดวกรวดเร็ว และนาเช่ือ
ถือ โดยกระบวนการแยกสารแบบโครมาโทรกราฟจําเปนตองปราศจากไอออนรบกวน ซ่ึงตองมีการปรับเปล่ียนวัสดุท่ีสัมผัสกับของเหลวเปน
Polyether ether ketone (PEEK) ท่ีปราศจากโลหะ เพ่ือประสิทธิภาพในการวิเคราะหธาตุท่ีมีลักษณะเปนทั้งธาตุบริสุทธิ์และธาตุในรูปสารประ
กอบอนินทรีย 

Introduction

Arsenic Speciation Applications using IC and ICP-MS
TECHNICAL NOTE

ตารางท่ี 1 แสดงรูปแบบฟอรมตางๆ ของสารหนู (Arsenic)
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     เปนเทคนิคการแยกสารแบบแลกเปล่ียนไอออนของสารกับตัวแลกเปล่ียน
ไอออน (ion-exchanger) ดวยประจุตรงขาม และทําการชะสารดวยบัฟเฟอรที่มี
pH หรือมี ionic strength ตางๆ โดยสารท่ียึดติดกับตัวแลกเปล่ียนไอออนดวย
แรงออนๆจะถูกชะออกมาจากคอลัมนกอน ซ่ึงวัสดุสวนที่สัมผัสกับของเหลว
ท้ังหมดในเทคนิค IC น้ัน จะปราศจากโลหะหรือแกว ไมวาจะเปน ทอนํา
ของเหลว สวนประกอบของปม เข็มดูดจายสารละลาย ระบบวาลว และระบบ
ฉีดสารอัตโนมัติ เพ่ือใหระบบปราศจากการรบกวนของไอออนท้ังหมด สงผล
ใหการแยกนี้มีประสิทธิภาพสูง มีความจําเพาะตอปฏิกิริยาสูง และสามารถทวน
ซ้ําไดอยางแมนยํา นอกจากนี้เทคนิค IC มีการรบกวนจากแบกกราวด
(Background) ต่ํา ทําให สามารถแยกสารออกเปน anion หรือ cation ได
โดยการเปลี่ยนรูปฟอรมหรือสปชีซของสารหนูจะใชแอมโมเนียมคารบอเนต เปน
สารละลายชะ (Mobile phase) โดยเม่ือเขาสูพลาสมาจะถูกเปล่ียนเปน NO₂,
H₂O และ CO₂ ในรูปของแกสท้ังหมด วิธีน้ีจะชวยลดการอุดตันที่บริเวณของ
Cone ในเคร่ือง ICP-MS ไดเปนอยางดี ดวยเทคนิค IC นี้ทําใหลักษณะของพีค
ท่ีแยกไดมีความแหลมคม (narrow peak shapes) และให signal to-noise
ratios ท่ีดี อีกท้ังระยะเวลาในการเคล่ือนท่ีของสารท่ีคงท่ี สงผลใหการทําซ้ําใน
การตรวจวัดระยะยาวมีประสิทธิภาพท่ีดีข้ึน เม่ือเปรียบเทียบกับเทคนิค HPLC
ท่ีนิยมใชสารละลายฟอสเฟตเปนบัพเฟอร โดยสารละลายฟอสเฟตเปนหนึ่งใน
สาเหตุท่ีทําใหระบบ Cone ใน ICP-MS เกิดการอุดตันและการเส่ือมสภาพได
งาย ทําใหจําเปนตองมีการถอดทําความสะอาดหรือเพ่ิมความถ่ีในการเปลี่ยน
อุปกรณมากย่ิงข้ึน หรืออาจจะตองใช Cone ท่ีมีคุณสมบัติที่ทนทานตอเมทริกซ
ซับซอนไดดีกวา อยางเชน Pt-tipped ซ่ึงมีราคาสูง และในการตรวจวัดระยะยาว
จะสงผลตอประสิทธิภาพของคอลัมนได เชน เกิด Sensitivity drop และ drift
ของ Peak Retention Time ซ่ึงทําใหตองเปล่ียนคอลัมนไวย่ิงข้ึน
  โดยท่ัวไปในตัวอยางปสสาวะจะมีสวนประกอบของคลอรีนสูง ทําใหเกิด
polyatomic isobaric interference รบกวนในการตรวจวิเคราะหใน ICP-MS
โดยจะฟอรมในรูปของ 40Ar35Cl+ ซ่ึงมีมวลเทากับ 75As ท่ีสนใจเคร่ือง iCAP
RQ plus มี Collision/Reaction Cell (CRC) โดยการใชแกสเฉ่ือย (He-KED)
รวมกับเทคโนโลยี Automatic low mass cutoff เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการ
กําจัด polyatomic interference สงผลใหผลการวิเคราะหมีความถูกตองแมนยํา
สูง และลดสัญญาณ background ไดต่ําลง
      ในงานนี้จะทําการหาคอนดิช่ันที่เหมาะสมในการแยกรูปฟอรมของสารหนู
(As) ท้ังหมด 5 รูปท่ีมักพบไดในตัวอยางปสสาวะ (Urine) ดวยเคร่ือง Ion-
Chromatography (IC) รวมกับเคร่ือง Inductive Coupled Plasma - Mass
spectrometer (CP-MS) ย่ีหอ ThermoScientic 

Ion Chromatography (IC) Sample Analysis
      เตรียมตัวอยางปสสาวะตามวิธีมาตรฐาน The Centers for
Disease Control and Prevention (CDC), USA โดยตัวอยางจะนํา
ไปปนเหว่ียงดวยอัตราเร็วอยางนอย 1500 รอบ ตอนาที (rpm)
เปนเวลา 10 นาที เพ่ือตกตะกอน particle ตางๆ และนําตัวอยาง
มาเจือจาง 1 : 10 ดวยสารละลาย 2%HNO3 เขยาใหเขากันดวย
vortex mixer กรองผานเมมเบรนชนิด cellulose acetate (CA)
ขนาด 0.25 micron และถายใสขวด vial ขนาด 2 mL นําไป
วิเคราะหดวยเคร่ือง ICS6000+iCAP RQ plus กราฟมาตรฐาน
ผสมของสารหนู 5 สปชีสเตรียมในรูปแบบของ Matrix matching
ในสารละลาย base urine ท่ีความเขมขน 0-100 ng/mL โดยสาร
ละลายมาตรฐานผสมควรเตรียมใหมทุกวัน สําหรับสารละลาย
Mobile phase ปรับ pH ใหเหมาะสมดวยสารละลายแอมโมเนียมไฮ
ดรอกไซด และเก็บไดไมเกิน 3 วัน

ตารางท่ี 2 แสดงพารามิเตอรสําหรับเคร่ือง IC (Anion exchange)

ตารางท่ี 3 แสดงพารามิเตอรสําหรับเคร่ือง ICP-MS

ภาพท่ี 1 แสดงการเช่ือมตอเคร่ือง ICS6000 กับ iCAP RQ plus 
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      การหาปริมาณสารหนูในสปชีสตางๆ ผานโปรแกรม Qtegra™ Intelligent Scientific Data Solution™ รวมกับ  Chrom
Control ท่ีอยูภายในโปรแกรมหลักอยาง Qtegra สามารถควบคุมการส่ังงานไดทั้งในสวนของเคร่ือง IC, ICP-MS, การสราง
Method ในการวิเคราะห รวมไปถึงการดูผลการทดสอบไดภายในโปรแกรมเดียว ทําใหสะดวกตอผูใชงานในการแปลผล และการ
พัฒนาวิธีวิเคราะห (Method development)
        จากคอนดิช่ันท่ีใชในการวิเคราะห สามารถแยกสารหนู (As) ท้ัง 5 สปชีสในตัวอยางปสสาวะออกจากกันโดยใชเวลาเพียง
13 นาที ใหกราฟมาตรฐานที่มีคา R2 > 0.995 นั่นแสดงใหเห็นวาเทคนิคน้ีมีประสิทธิภาพในการวิเคราะหอยางย่ิงท่ีจะนํามา
ประยุกตใชกับการวิเคราะหงานทางดาน Toxicology ในเมทริกซอ่ืนๆ เชน เลือด Serum เปนตน นอกจากน้ีเทคนิค IC-ICP-MS
ยังมีความเหมาะสมในการหา Speciation ของธาตุอ่ืนๆ เชน ธาตุ Cr(III) และ Cr(VI) ซ่ึงใชเพียง Guard column ชนิด anion
สารละลายเจือจางกรดไนตริกเปน mobile phase และรูปแบบการแยก Isocratic เทาน้ัน ทําใหตรวจวัดไดอยางรวดเร็ว สงผลให
สามารถเพ่ิมปริมาณตัวอยางที่ตองการตรวจวัดไดมากข้ึน 

ภาพท่ี 2 แสดงซอฟแวร Qtegra รวมกับ Chrom control

ภาพท่ี 3 แสดงโครมาโทรแกรมของสารหนูท้ัง 5 สปชีส 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

Results


