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บทคัดยอ 

โลหะหนักท่ีสะสมในไลเคนสามารถใชเปนดัชนีชี้วัดมลพิษทางอากาศไดอยางมีประสิทธิภาพ โดยการเฝา
ติดตามรูปแบบการเปล่ียนแปลงปริมาณที่สะสมในไลเคน และการวิเคราะหปริมาณโลหะหนักใหถูกตอง เท่ียงตรง จะทํา
ใหไดขอมูลท่ีสามารถอธิบายสภาวะแวดลอมไดถูกตองเชื่อถือได งานวิจัยนี้จึงไดพัฒนาวิธีไอออนโครมาโทกราฟ
สําหรับวิเคราะหหาปริมาณโลหะหนักในไลเคน Parmotrema tinctorum ซึ่งพบท่ัวไปในอุทยานแหงชาติเขาใหญ  โลหะ
หนักที่ศึกษาคือ Cu2+, Ni2+, Zn2+, Co2+, Mn2+, Cd2+, Pb2+ และ  Fe3+  ใชคอลัมน IonPac CS5A (Dionex) และตัวชะ
คือสารละลายผสมของ oxalic acid, NaNO3, และ LiOH ดวยระบบการชะแบบแกรเดียนท (gradient elution) โดยใช 
PAR(4- (2-pyridylazo) resorcinol) เปน PCR (post column reagent)  พบวาเง่ือนไขท่ีเหมาะสมในการชะ   คือ 
ชวงเวลา  0 -  1 นาที ใชสารละลาย  35 mM LiOH  +  100 mM NaNO3 +   50 mM Oxalic acid    ชวงเวลา 4 -  14    
นาที ใชสารละลาย 40 mM LiOH  +  100 mM NaNO3 +   50 mM Oxalic acid   ชวงเวลา 14.1 -  19   นาที ใช
สารละลาย 35 mM LiOH  +  200 mM NaNO3 +  50 mM Oxalic acid   ชวงเวลา 19.1 -  25  นาที ใชสารละลาย 35 
mM LiOH +100 mM NaNO3  +  50 mM Oxalic acid   เมื่อทําการทดสอบการนําไปใชไดทางการวิเคราะหหาปริมาณ 
(method validation) พบวาการวิเคราะหใหคาขีดจํากัดของการตรวจวัดของโลหะหนักแตละชนิดตํ่ากวา 90 ppb 
ยกเวน Pb2+ มีคาสูงถึง 320 ppb  คาความเท่ียง (%RSD) ตํ่ากวา 2.6  คาความถูกตองรายงานเปนความผิดพลาด
สัมพัทธ (%RE) มีคานอยกวา 10 %   ความสัมพันธเชิงเสน (r2) สูงกวา 0.998  สําหรับคาขีดจํากัดของการตรวจวัด

โลหะหนักแตละชนิดในไลเคนอยูในชวง 0.38 - 10.65 μg/g  โดย Pb2+  มีคามากท่ีสุด เมื่อศึกษาคาเปอรเซ็นตการคืน
กลับโดยการ spike สารมาตรฐานลงในไลเคนพบวามีคาในชวง 81 – 95 % และมีคาความเที่ยง (%RSD) ในการ
วิเคราะหซ้ํา 7 ครั้งต่ํากวา 12.8 %  เมื่อทําการเก็บตัวอยางไลเคนตางสถานีในเวลาเดียวกัน และสถานีเดียวกันแตคนละ
เวลา  พบวาปริมาณโลหะหนักเกือบทุกชนิดยกเวน Ni  มีความแตกตางกันระหวางสถานีมากกวาความแตกตางของ
เวลาท่ีเก็บ 
 
คําสําคัญ:  ไลเคน Parmotrema tinctorum โลหะหนัก ไอออนโครมาโทกราฟ การชะแบบแกรเดียนท 
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ABSTRACT 
  Heavy metals accumulated in lichens can be used as bioindicator to monitor air quality. Accurate 

analysis for the amounts of heavy metals is essential for reliable data and interpretation of the environment 
status.  This study focuses on the development of ion chromatographic method for determination of heavy 
metals in the lichen Parmotrema tinctorum, which is widely distributed at Khao Yai National Park. The heavy 
metals were Cu2+, Ni2+, Zn2+, Co2+, Mn2+, Cd2+, Pb2+ and Fe3+.  IonPac CS5A column was used and mixed 
solution of an oxalic acid, NaNO3 and LiOH was used as eluent by gradient elution and PAR(4- (2-pyridylazo) 
resorcinol) was employed as PCR (post column reagent).  It was found that the optimum solvent 
programming was at 0 -  1  min using  35 mM LiOH +  100 mM NaNO3 +  50 mM Oxalic acid,  at  4 -  14  
min using 40 mM LiOH +  100 mM NaNO3 +  50 mM Oxalic acid,  at 14.1 -  19 min  using 35 mM LiOH +  
200 mM NaNO3 +  50 mM Oxalic acid and at 19.1 -  25  min using 35 mM LiOH +  100 mM NaNO3 +   50 
mM Oxalic acid.  Validation of the method showed that limit of detection (LOD) of each heavy metals was 
below  90  ppb, except  Pb2+  which was 320  ppb,  precision (%RSD) < 2.6. The accuracy represented as 
relative error (%RE) was < 10 %, linearity (r2) > 0.998.  The detection limit for analysis of each heavy metal 

was in the range 0.38 - 10.65 μg/g. The spike recovery of standard metals into lichens were within the 
ranges of 81 – 95 %, with %RSD < 12.8 % in seven repetitions.  Collections of lichens from different locations 
at the same time, and same location at different times indicated that the heavy metals had more spatial 
difference than temporal variation. Nevertheless, all of the heavy metals, except Ni, showed greater differences 
among locations than the times of collections.  

 
Keywords: lichen, Parmotrema  tinctorum, heavy metals, ion chromatography, gradient elution 

 

บทนํา 
โลหะหนักเปนธาตุท่ีพบท่ัวไปในส่ิงแวดลอม ปริมาณที่พบตามสถานที่ตางๆ ขึ้นอยูกับแหลงธรรมชาติของธาตุ

นั้นๆ  และ กิจกรรมตาง ๆ ท่ีเกิดจากมนุษย เชน โรงงานอุตสาหกรรม  การเกษตร และการจราจร เปนตน (Mendil et 
al., 2008; Sanobari and Banisaeid, 2007)  โลหะหนักเปนสารมลพิษในส่ิงแวดลอม มีรายงานวิจัยจํานวนมากท่ี
ศึกษาทางเทคนิคและวิธีการวิเคราะหโลหะหนักท่ีปนเปอนในตัวอยางท่ีมีปริมาณนอย (Abdulla et al., 1999; Bettinelli 
et al., 2002; Giordano et al., 2005; Tuncel et al., 2004) ไอออนโครมาโตกราฟเปนวิธีหนึ่งท่ีสามารถนํามา
ประยุกตใชในงานวิเคราะหหาปริมาณโลหะหนัก  การเลือกใชคอลัมนและตัวชะตลอดจนวิธีการชะท่ีเหมาะสม ทําให
สามารถแยกและวิเคราะหหาปริมาณไอออนโลหะหนักท่ีตองการศึกษาไดถูกตอง (Cardellicchio et al.,1999) 

ไลเคนสามารถดูดซับโลหะหนักจากสิ่งแวดลอมไดดีและถูกใชเปนดัชนีชีวภาพเพื่อเฝาติดตามคุณภาพ
อากาศได (Bargagli, 1998; Helena et al., 2004.) โลหะหนักท่ีตรวจพบในไลเคนมีหลายชนิด สวนใหญจัดเปน
สารอาหารรองในไลเคน โลหะหนักบางชนิดไมมีบทบาทในการดํารงชีวิตของไลเคนแตอาจตรวจวัดไดเนื่องจากการ
ปนเปอนของสภาพแวดลอม  โลหะหนักบางชนิดท่ีสะสมในปริมาณมากเปนอันตรายตอการดํารงชีวิตของไลเคน 
(Hutchinson et al., 2004) ในขณะท่ีโลหะหนกับางชนิดสะสมอยูในปริมาณมากโดยไมเปนอันตรายตอไลเคน            

งานวิจัยนี้ไดพัฒนาวิธีไอออนโครมาโทกราฟสําหรับวิเคราะหหาปริมาณโลหะหนักในไลเคนที่แตกตางจาก
ที่เคยศึกษาโดย สุธาธร และคณะ (2545) ซึ่งวิเคราะหโดยใชระบบการชะแบบไอโซคราติก และใชสารละลาย PDCA 
เปนตัวชะ สวนงานวิจัยนี้ใชระบบการชะแบบแกรเดียนท และใชสารละลายผสมของ oxalic acid, NaNO3, และ LiOH  
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เปนตัวชะ  โดยใชคอลัมน IonPac CS5A (250  x 4 mm I.D.) และ PAR  เปน PCR เชนเดียวกัน  ทั้งนี้เพื่อปรับปรุงให
การวิเคราะห Cd2+ และ  Pb2+ มีความไวเพิ่มขึ้นและทําให  Fe3+   ท่ีมีปริมาณมากในไลเคนออกจากคอลัมนเปน
ไอออนสุดทาย โลหะหนักท่ีศึกษา ไดแก Cu2+, Ni2+, Zn2+, Co2+, Mn2+, Cd2+, Pb2+ และ  Fe3+  โดยทําการทดลองหา
เง่ือนไขท่ีเหมาะสมและทําการทดสอบการนําไปใชไดทางการวิเคราะหหาปริมาณ  (method validation)   

ตัวอยางไลเคนท่ีใชในการวิเคราะหไดแก Parmotrema tinctorum ท่ีเก็บจากอุทยานแหงชาติเขาใหญ มี
เง่ือนไขในการเก็บสองแบบคือ เก็บจากพ้ืนท่ีเดียวกันแตเวลาตางกัน และเก็บจากตางพ้ืนท่ีในชวงเวลาเดียวกัน   
 

อุปกรณและวิธีการ 

 1. เคร่ืองมือ 
เครื่องมือท่ีใชในการวิเคราะหไอออนโลหะหนักคือไอออนโครมาโทกราฟ ของบริษัท Dionex รุน DX-500 

(Dionex, Sunnyvale, CA, USA) ประกอบดวย GP 50 gradient pump, LC 20 สวนบรรจุคอลัมน injection valve  
(Rheodyne  model 9126)  และ loop,  AD 20 UV/VIS absorbance detector, pneumatic controller (PC 10) ใช
สําหรับเติม post column reagent , คอลัมนวิเคราะห IonPac CS5A (Dionex) ขนาด 250 x 4 mm I.D. พรอม guard 
column IonPac CG5A ขนาด 50 x 4 mm I.D. และโปรแกรม Peaknet 5.1 สําหรับเก็บขอมูลและประมวลผล รวมท้ัง
ควบคุมการทํางานของเคร่ืองมือ  
2.  สารเคมีและสารละลายมาตรฐาน  

   สารเคมีท่ีใชในการทดลองทุกชนิดคือเกรดงานวิเคราะห และน้ําท่ีใชในการเตรียมสารละลายทั้งหมดคือน้ํา

ปราศจากไอออนท่ีมีความตานทานมากกวา 18.0 MΩ-cm     
  2 .1 สารเคมีท่ีใชเตรียมกราฟมาตรฐานโลหะหนักทุกชนิดถูกนํามาอบที่อุณหภูมิ 110 0C เพ่ือไลความชื้น 

แลวเก็บใหเย็นในโถดูดความชื้น จากนั้นนํามาเตรียมเปนสารละลายมาตรฐานของแตละไอออนเขมขน 1000 ppm 
จํานวน 100 mL โดยชั่งอยางละเอียด ตามน้ําหนักท่ีคํานวณได และทําใหสารละลายมี pH ประมาณ 2 ดวยกรดไนตริก 
กอนปรับปริมาตรเปน 100 mL  เก็บสารละลายไวใชเปนสต็อก (stock standard solution) ในขวดพลาสติกชนิดโพลี
โพพิลีน ไวในตูเย็นท่ีอุณหภูมิ 4 oC  สารละลายนี้เก็บไวใชไมเกิน 6 เดือน ยกเวนสารละลายมาตรฐานสต็อกของเหล็ก
ใช Certified 1000 mg/L Fe3+ จาก Merck   นําสต็อกสารละลายมาตรฐานเขมขน 1000 ppm  ของไอออนแตละชนิด
เตรียมเปนสารละลายเขมขน 100 ppm  เก็บไวใชงานภายในหนึ่งสัปดาห  ใชสารละลาย 100 ppm  ของแตละไอออน
เตรียมเปนสารละลายผสมของไอออนโลหะหนักใหไดความเขมขนตามตองการในการสรางกราฟมาตรฐานและทําการ
ทดสอบการนําไปใชไดทางการวิเคราะหหาปริมาณ  โดยเตรียมใหมทุกครั้งท่ีทําการวิเคราะห   

2.2 สารละลายมาตรฐานโลหะหนักท่ีรับรองจาก SCP Science เขมขน  1000 mg/L ของ copper, nickel, 
zinc, cadmium, manganese, and lead สารละลายเหลานี้ถูกนํามาเตรียมใหไดความเขมขนท่ีเหมาะสม แลวนําไปไว
ใชสําหรับควบคุมระบบการวิเคราะหในการประกันคุณภาพ 
  2.3 ตัวชะ (eluent) เตรียมโดยใชปริมาตรที่เหมาะสมของ  oxalic acid, NaNO3, และ LiOH ท่ีแตกตางกัน
ท้ังหมด  3 ชนิด ใสในขวดวัดปริมาตรขนาด 1000 mL จากนั้นเจือจางใหพอดีขีดดวยน้ําปราศจากไอออน กรอง
สารละลายที่เตรียมไดผานเมมเบรนขนาด 0.45 μm  แลวนําไปไลแกสดวย  ultrasonic bath  เปนเวลา 15 นาที  

สารละลายผสมของ oxalic acid, NaNO3, และ LiOH  3 ชนิด มีสัดสวนผสมดังนี้ 
35 mM LiOH   +    100 mM NaNO3   +       50 mM Oxalic acid 
40 mM LiOH   +    100 mM NaNO3   +       50 mM Oxalic acid 
35 mM LiOH    +    200 mM NaNO3    +       50 mM Oxalic acid   

  2.4 สารละลาย PCR (post column reagent)  
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                 สารละลาย PCR ท่ีใชคือ สารผสมของ 0.3 mM PAR(4- (2-pyridylazo)resorcinol), 0.2 M NaOH และ 
0.125 M disodium tetraborate ในน้ําปราศจากไอออน  เตรียมโดยคํานวณน้ําหนักของสารแตละชนิดใหไดน้ําหนักท่ีเมื่อ
นํามาเตรียมเปนสารละลาย 1000 mL แลวมีความเขมขนตามที่ตองการ วิธีการเตรียมทําโดยละลาย NaOH และ 
disodium tetraborate ท่ีชั่งมาในน้ําปราศจากไอออน  600 mL  คนดวยเคร่ืองคนแมเหล็ก เมื่อละลายหมดใหเติม  PAR แลว
คนตอจนกระทั่ง PAR ละลายหมด จากนัน้เจือจางใหมีปรมิาตรเขาใกล 1000 mL  ปรับ pH ใหได 10.5 ± 0.2 แลวเติมน้ํา
ปราศจากไอออนใหครบ 1000 mL กอนนําไปใชใหกรองผานเมมเบรนขนาด 0.45 μm  และไลแกสเปนเวลา  15 นาที
ดวยเครื่อง  ultrasonic bath  
       
3. เงื่อนไขของโครมากราฟท่ีใชในการทดลอง   

Analytical Column IonPac CS5A (250 mm x 4 mm) 
Guard Column IonPac CG5A (50 mm x 4 mm) 
Detection UV-Visible at 520 nm following post-column derivatization with 0.3 mM PAR, 

0.2 M NaOH and 0.125 M disodium tetraborate 
Eluent oxalic acid, NaNO3, and LiOH (ทําการศึกษาหาระบบการชะแบบแกรเดียนทท่ี

เหมาะสม ดูรายละเอียดในหัวขอ ผลการทดลองและการอภิปราย ) 
Eluent flow rate 1.0 mL/min 
Sample volume 50 μL 

 
4. การเก็บตัวอยางไลเคน  

  ไลเคนท่ีใชในการทดลองคือ Parmotrema tinctorum ซึ่งพบเติบโตไดท่ัวไปในอุทยานแหงชาติเขาใหญ   
พื้นท่ีเก็บตัวอยาง ไลเคน P. tinctorum ถูกเก็บจากพ้ืนท่ีตางกันในอุทยานแหงชาติเขาใหญ ไดแก สนาม

กอลฟ หนองขิง พระตําหนัก เขาเขียว และเขานอยโดยเก็บในวันท่ี 1-4 พฤศจิกายน พ.ศ. 2548  ตัวอยางชุดนี้ใช
สําหรับเปรียบเทียบปริมาณไอออนอนินทรียท่ีพบในไลเคนจากตางพ้ืนท่ีกัน 

วันท่ีเก็บตัวอยาง เก็บตัวอยางไลเคนจากพ้ืนท่ีเดียวกันคือบริเวณหนองผักชี ในเวลาตางกัน ไดแก สิงหาคม 
2547 ธันวาคม 2547 และ มิถุนายน 2008  ตัวอยางชุดนี้ใชสําหรับเปรียบเทียบปริมาณไอออนอนินทรียท่ีพบในไลเคน
จากพ้ืนท่ีเดียวกัน ในเวลาตางกัน 
5. การเตรียมตัวอยางไลเคน   

หลังจากเก็บตัวอยางแลว ทําการผึ่งใหแหง ทําความสะอาดโดยขัดเอาเปลือกไมหรือดินท่ีติดกับไลเคนออกนํา
สวนหนึ่งไปชั่งใหไดน้ําหนักละเอียด  แลวนําไปอบที่อุณหภูมิประมาณ 80๐C นาน 24 ชม. นําไปชั่งอีกครั้ง เพ่ือหา
น้ําหนักไลเคนแหง นําตัวอยางไลเคนที่แหงบดดวยไนโตรเจนเหลวจนละเอียด จากการวิจัยของ สุธาธร และคณะ 
(2545)  พบวาการเตรียมตัวอยางแบบเผาแหง (dry ashing) จะใหผลการวิเคราะหดีกวาการยอยเปยก (wet digest)   
และในการเตรียมตัวอยางไดใชตัวอยางเพียง 0.1 กรัม  ทําใหการวิเคราะห ไมสามารถวิเคราะห  Co2+,  Cd2+ และ Pb2+  
ได  ในงานวิจัยนี้จึงไดเพ่ิมปริมาณไลเคนเปน 0.3 กรัม  และไดทําการทดลองเพ่ือหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเผาใหม
ท่ีอุณหภูมิตาง ๆ คือ  450, 500, 550 และ 600   ๐C  เปนเวลา 3 ชม. พบวาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมคือ  550 oC     นําเถา
ท่ีไดจากการเผาในครูสิเบิลมาเติมน้ําปราศจากไอออนเล็กนอย  เติม  6 M HNO3 4 mL ใหความรอนจนแหง เติม        1 M 
HNO3 4 mL ใหความรอนจนเกือบแหง  เติม  0.1 M HNO3 1 mL ใหความรอนจนเกือบแหง ทุกขั้นตอนตองระวังไมให
กระเด็นและหก  เติมน้ําปราศจากไอออน  5 mL คนดวยแทงคนแมเหล็ก 10 นาที  เจือจางเปน 10 mL  กรองดวย 0.2 

μm Syringe  membrane filter จากนั้นนําไปฉีดเขาเคร่ืองไอออนโครมาโทกราฟ  
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ผลการทดลองและอภิปราย 
1. การหาเงื่อนไขของโครมาโทกราฟ    

เนื่องจากไอออนโลหะหนักสวนใหญท่ีมีอยูในไลเคนมีปริมาณนอยยกเวนเหล็ก ซึ่งมีอยูในปริมาณมากกวาไอออน
อ่ืน ๆ หลายสิบเทา การวิจัยจึงมุงแยกเหล็กออกจากไอออนอื่น ๆ และออกจากคอลัมนเปนตัวสุดทาย  จากการทดลอง
พบวาปริมาณ oxalic acid มีผลตอการแยกไอออนโลหะหนัก ถามีปริมาณ oxalic acid เพ่ิมมากขึ้น การแยกจะดีขึ้น 
แตถามากเกินไปมีผลทําใหตะกั่วไมแยกออกจากแมงกานีส และในขณะท่ีถามีปริมาณไนเตรตนอยแคดเมียมไมแยก
ออกจาก แมงกานีส และไมสามารถชะ Fe3+  ออกจากคอลัมนได นอกจากนี้ปริมาณความเปน กรด – เบส ยังมีผลตอรี
เทนชันไทมของตะกั่ว แคดเมียม แมงกานีส และเหล็ก  จากการวิจัยพบวาตัวชะท่ีเหมาะสมสําหรับไอออนแตละกลุมมี
ดังนี้   35 mM LiOH +  100 mM NaNO3 +  50 mM Oxalic acid   เหมาะสําหรับแยก  Cu2+, Ni2+, Zn2+, Co2+    เมื่อ
เพ่ิมความเปนเบส โดยใหมีสวนผสมเปน 40 mM LiOH +  100 mM NaNO3 + 50 mM Oxalic acid จะทําใหเหมาะ
สําหรับแยก Pb2+, Cd2+, Mn2+  และเมื่อปรับตัวชะเปน 35 mM LiOH + 200 mM NaNO3 + 50 mM Oxalic acid  ซึ่ง
เปนการเพ่ิมปริมาณไนเตรต และลดความเปนเบสจะทําให Fe3+ สามารถถูกชะออกจากคอลัมนเปนตัวสุดทายไดเร็วขึ้น 

เมื่อไดตัวชะท่ีเหมาะสมสําหรับไอออนโลหะหนักแตละกลุมไดทําการศึกษาระบบการชะแบบแกรเดียนท พบ
เง่ือนไขท่ีเหมาะสมท่ีสุดตามตารางที่ 1 และโครมาโทแกรมที่แยกไดแสดงในภาพที่ 1 

 
 ตารางท่ี 1  โปรแกรมการทําการชะแกรเดียนท (gradient program) 

Step Time (Min) Condition Objective to Study 

1 Initial-1.00 35 mM LiOH +  
100 mM NaNO3 +  
50 mM Oxalic acid 

To separate Cu2+, Ni2+, Zn2+, Co2+ with 
good resolution 

2 4.00-14.00 40 mM LiOH +               
100 mM NaNO3 +            
50 mM Oxalic acid 

To separate Pb2+, Cd2+, Mn2+  with good 
resolution 

3 14.10-19.00 35 mM LiOH +            
200 mM NaNO3 +         
50 mM Oxalic acid 

To separate Fe3+ with short runtime and 
high sensitivity 

4 19.10-25.00 35 mM LiOH +        
100 mM NaNO3 +            
50 mM Oxalic acid 

To start next initial condition 
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ภาพที่  1  การแยกโลหะหนัก 8 ชนิดตามเงื่อนไขในหัวขอ 2.3 และ gradient program ตามตารางที่ 1 ความเขมขน
ของไอออนแตละชนิดเทากับ 2.5 ppm   ยกเวน Pb2+ และ Cd2+ เทากับ 5 ppm โครมาโทแกรมนี้ไดจากการ run blank 
หักออกจากโครมาโทแกรมของตัวอยางดวยโปรแกรม peaknet 5.1  เนื่องจากการใชระบบแกรเดียนทจะทําใหเสนฐาน
ไมเรียบ  
 2.  การทดสอบวิธีโครมาโทกราฟท่ีพัฒนาในการวิเคราะหโลหะหนักเชิงปริมาณ (Validation of Development 
of Chromatographic Methods for analysis heavy metals) 

ไดทําการทดสอบวิธีโครมาโทกราฟท่ีพัฒนาขึ้นสําหรับการวิเคราะหหาปริมาณโลหะหนัก (method validation) 
โดยทดสอบคาขีดจํากัดของการตรวจวัด (limit of detection, LOD) , ขีดจํากัดของการวัดปริมาณท่ีถูกตอง (limit of 
quantitation, LOQ)  ความสัมพันธเชิงเสน (linearity) ความไว (sensitivity) ความถูกตองและความเที่ยง (accuracy 
and precision)   

2.1 ขีดจํากัดของการตรวจวัด (limit of detection, LOD) 

     การหาคาขีดจํากัดของการตรวจวัด (LOD) ทําโดยใชความเขมขนต่ํา ๆ ของสารละลายแตละไอออนในน้ํา
ปราศจากไอออน ท่ีเครื่องสามารถใหโครมาโทแกรมของไอออนได ประมาณ 3 – 5 เทาท่ีเครื่องเริ่มวัดได โดยทําการวัด
ท้ังหมด  7 ครั้ง คํานวณหาคาขีดจํากัดของการตรวจวัดจากสมการ 

                                       LOD = 3 x S.D. 
     S.D.  คือคาเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
2.2 ขีดจํากัดของการวัดปริมาณท่ีถูกตอง (limit of quantitation, LOQ)   
     LOQ คือความเขมขนต่ําสุดท่ีใชในการสรางกราฟมาตรฐาน (ความเขมขน ระดับท่ี 1 ในกราฟมาตรฐาน)  

คํานวณโดยใชคา 10 เทาของคาเบ่ียงเบนมาตรฐานที่ไดจากการหาคา LOD     
                                       LOQ = 10 x S.D.   
     ผลท่ีไดจากการทดลองแสดงในตารางท่ี 2 พบวาการวิเคราะหใหคาขีดจํากัดของโลหะหนักแตละชนิดตํ่า

กวา 90 ppb ยกเวน Pb2+ 
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ตารางท่ี 2  แสดงคา LOD และ LOQ ของไอออนโลหะหนักท่ีศึกษา 

 
2.3 ความสัมพันธเชิงเสนและความไว (linearity and sensitivity)  
     ศึกษาโดยใชชวงความเขมขนท่ีมีคาประมาณ LOQ เปนจุดแรกของกราฟ และความเขมขนสูงสุด

ครอบคลุมปริมาณไอออนแตละชนิดในตัวอยาง พบวากราฟมาตรฐานท่ีไดมีความสัมพันธเชิงเสนโดยมีคาสัมประสิทธิ์
สหสัมพันธ (r2) มากกวา 0.995 และคาความไวของแตละไอออนพิจารณาจากคาความชันของกราฟมาตรฐาน ผลการ
ทดลองแสดงในตารางที่  3  
 
ตารางท่ี 3  แสดงคาความสัมพันธเชิงเสนและความไวของไอออนโลหะหนักท่ีศึกษา 

Ion Conc. Range (ppm) r2 Sensitivity 

Cu2+ 0.07-10.00 0.9980 1.05 x 106 

Ni2+ 0.07-10.00 0.9996 1.20 x 106 

Zn2+ 0.08-10.00 0.9983 8.47 x 105 

Co2+ 0.08-10.00 0.9982 9.68 x 105 

Pb2+ 1.20-15.00 0.9990 1.44 x 105 

Mn2+ 0.40-10.00 1.0000 1.06 x 106 

Cd2+ 0.60-10.00 0.9999 5.56 x 105 

Fe3+ 0.20-20.00 0.9983 8.95 x 105 

 
2.4 ความถูกตองและความเท่ียง (accuracy and precision)  
     ในการใชเครื่องมือวิเคราะห ศึกษาโดย spike ไอออนที่ตองการวิเคราะหลงในน้ําปราศจากไอออน ใหมี

ความเขมขนตาง ๆ  3 ระดับ จากนั้นวิเคราะหหาปริมาณไอออนแตละชนิด    ความเที่ยง (precision) ของการทําโคร
มาโทกราฟศึกษาไดโดยทําการวัดซ้ําในชวงเวลาเดียวกัน (terms of repeatability) 7 ครั้ง รายงานความเที่ยงดวยคา
ความเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (relative standard deviation ,%RSD)  ดังแสดงในตารางที่ 4   ผลการทดลองพบวามี
คานอยกวา 2.6% ความถูกตอง  (accuracy)  รายงานเปนคา percentage relative error (%RE)  และ range of error 
(ROE) ท่ี 95% confidence level  ดังแสดงในตารางที่ 5        

 
 
 

Ion LOD (ppb) LOQ (ppb) 

Cu2+ 11.3 37.7 
Ni2+ 11.7 38.9 

Zn2+ 13.1 43.5 

Co2+ 12.4 41.5 

Pb2+ 319.5 1065.0 

Mn2+ 35.8 119.5 

Cd2+ 87.5 291.8 

Fe3+ 52.4 174.7 
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ตารางท่ี 4  แสดงคาความเท่ียงในการวิเคราะห 7 ครั้งท่ีความเขมขน 3 ระดับ 
Low Concentration Medium Concentration High Concentration Ion 

    X  ± SD %RSD 
    X  ± SD %RSD 

        X  ± SD  %RSD 

Cu2+ 0.481 ± 0.004 0.832 3.020 ± 0.028 0.927 7.095 ± 0.034 0.479 

Ni2+ 0.471 ± 0.004 0.849 2.982 ± 0.017 0.570 6.970 ± 0.033 0.473 

Zn2+ 0.484 ± 0.004 0.826 2.912 ± 0.023 0.790 6.908 ± 0.029 0.420 

Co2+ 0.479 ± 0.003 0.626 2.918 ± 0.018 0.617 6.918 ± 0.030 0.434 

Pb2+ 1.362 ± 0.034 2.496 5.552 ± 0.127 2.287   11.497 ± 0.131 1.139 

Mn2+ 0.949 ± 0.008 0.843 2.869 ± 0.018 0.627 6.750 ± 0.026 0.385 

Cd2+ 0.927 ± 0.012 1.294 2.859 ± 0.029 1.014 6.811 ± 0.048 0.705 

Fe3+ 0.501 ± 0.013 2.595 7.017 ± 0.131 1.867   14.428 ± 0.103 0.714 

 
คาความผิดพลาดสัมพัทธ (percentage relative error, %RE)  คํานวณจากสมการ: 

 %RE  = 100  
T

T  O ×−
   .......................(1) 

เมื่อ  O = คาความเขมขนท่ีวัดได (concentration found) ,  T = คาความเขมขนท่ีเติม (concentration added) 
คาพิสัยของความผิดพลาด ( range of error, ROE) คํานวณจากสมการ: 

  ROE (μ- x )   =  
N

tS±             ........................(2) 

เมื่อ    S = คาเบ่ียงเบนมาตรฐานในการวิเคราะหซ้ํา 7 ครั้ง 
    t = แฟคเตอรทางสถิติท่ีระดับความมั่นใจ 95% (2.36)   
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ตารางท่ี 5 แสดงคา %RE และ ROE ของการวิเคราะหไอออนโลหะหนัก 
Ion Conc. Added (ppm) Conc. Found (ppm) %RE ROE 

 0.50 0.481 -3.800 ± 0.004 

Cu2+ 3.00 3.020 0.667 ± 0.025 

 7.00 7.095 1.357 ± 0.030 

 0.50 0.471 -5.800 ± 0.004 

Ni2+ 3.00 2.982 -0.600 ± 0.015 

 7.00 6.970 -0.429 ± 0.029 

 0.50 0.484 -3.200 ± 0.004 

Zn2+ 3.00 2.912 -2.933 ± 0.021 
 7.00 6.908 -1.314 ± 0.026 
 0.50 0.479 -4.200 ± 0.003 

Co2+ 3.00 2.918 -2.733 ± 0.016 

 7.00 6.918 -1.171 ± 0.027 
 1.50 1.362 -9.200 ± 0.030 

Pb2+ 6.00 5.552 -7.467 ± 0.113 

 12.00 11.497 -4.192 ± 0.117 

 1.00 0.949 -5.100 ± 0.007 

Mn2+ 3.00 2.869 -4.367 ± 0.016 

 7.00 6.750 -3.571 ± 0.023 

 1.00 0.927 -7.300 ± 0.011 

Cd2+ 3.00 2.859 -4.700 ± 0.026 

 7.00 6.811 -2.700 ± 0.043 

 0.50 0.501 0.200 ± 0.012 

Fe3+ 7.00 7.017 0.243 ± 0.117 

 14.00 14.428 3.057 ± 0.092 

 
จากการทดสอบวิธีโครมาโทกราฟท่ีพัฒนาขึ้นสําหรับการวิเคราะหหาปริมาณโลหะหนัก พบวาผลท่ีไดใหคา

ขีดจํากัดของการตรวจวัด  ขีดจํากัดของการวัดปริมาณที่ถูกตอง ความสัมพันธเชิงเสน ความไว ความถูกตองและความ
เท่ียง ท่ีรายงานไวในตารางขางตนนี้แสดงวาสามารถใชในการวิเคราะหหาปริมาณโลหะหนักได   
      3. การวิเคราะหตัวอยางไลเคน 

    3.1  ขีดจํากัดของการตรวจวัดปริมาณไอออนโลหะหนักในไลเคน 
      ปริมาณไอออนโลหะหนักตํ่าสุดในไลเคนที่เครื่องมือไอออนโครมาโทกราฟสามารถตรวจวัดได คํานวณจาก

คาขีดจํากัดของการตรวจวัด (LOD)  ผลการคํานวณรายงานเปน LODS และปริมาณของไอออนโลหะหนักในไลเคนที่ใช
เปนคาขีดจํากัดของการวัดปริมาณท่ีถูกตองรายงานเปน  LOQS  โดยทําการคํานวณตามสมการที่  3  และ 4  ผลท่ีได
แสดงในตารางที่ 6      
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เมื่อ   LODS  คือ  คาขีดจํากัดของการตรวจวัดของตัวอยาง μg/g 

        LOQS  คือ  คาความเขมขนแรกของไอออนในตัวอยางท่ีเริ่มวัดคาไดอยางนาเชื่อถือ μg/g 
LOD   คือ  คาขีดจํากัดของการตรวจวัดท่ีเครื่องไอออนโครมาโทกราฟ (ppb) 
LOQ   คือ  คาขีดจํากัดของการวัดปริมาณที่ถูกตอง (ppb) 

        VS       คือ  ปริมาตรเปนมิลลิลิตรท่ีเตรียมขึ้นของสารละลายตัวอยางไลเคน 
         gS         คือ  นําหนักเปนกรัมของตัวอยางไลเคนท่ีนํามาเตรียมเปนสารละลายเพื่อวิเคราะห 
 
ถาผลการวิเคราะหใหคาตํ่ากวา LODS รายงานผลเปน N.D. (not detect) ถาผลการวิเคราะหใหคาระหวาง  

LODS – LOQS  แสดงวาผลที่ไดใหคาประมาณ ไมสามารถเชื่อมั่นไดวาคานั้นถูกตอง   ถาคาท่ีวัดไดมีคามากวา LOQS  
และอยูในชวงของกราฟมาตรฐาน แสดงวาผลที่ไดมีความเชื่อมั่นวาถูกตอง   

 
               ตารางท่ี 6   คาขีดจํากัดของการตรวจวัดของตัวอยาง (LODS) และคาความเขมขนแรกของไอออนในตัวอยางท่ี
เริ่มวัดคาไดอยางนาเชื่อถือ (LOQS) 

Ions LODs(μg/g) LOQs(μg/g) 

Cu2+ 0.38 1.26 
Ni2+ 0.39 1.30 
Zn2+ 0.44 1.45 
Co2+ 0.41 1.38 
Pb2+ 10.65 35.50 
Mn2+ 1.19 3.98 
Cd2+ 2.92 9.73 
Fe3+ 1.75 5.82 

     
             3.2 การหาคาคืนกลับ (% Recovery) และ คาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (% RSD) ในการเตรียมตัวอยาง 
 กอนการวิเคราะหตัวอยางไลเคนตองศึกษาวาการใชวิธีการเตรียมตัวอยางดังกลาวใหผลถูกตองและเที่ยงตรง
ในการวิเคราะห ทําโดย spike ไอออนแตละชนิดลงในตัวอยางไลเคนโดยคํานวณใหไดความเขมขนหลังจากเตรียม
ตัวอยางเสร็จแลวมีความเขมขนตามตารางที่ 7  ในขณะเดียวกันใหวัดปริมาณของตัวอยางท่ีไมได spike (blank) ดวย  
นําคาปริมาณที่วิเคราะหไดของตัวอยางท่ีไมได spike หักออกจากท่ี spike  ทําการทดลองซ้ําท้ังหมด  5 ครั้ง ผล
การศึกษาหาคา %Recovery ของโลหะหนักพบวามีคาอยูในชวง 81 – 95 %  และ %RSD นอยกวา 12.76 % ดังแสดง
ในตารางที่ 7 
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ตารางท่ี 7   แสดงคา %Recovery และ %RSD ของโลหะหนักในไลเคน 
Ion Concentration Added (mg/l) %Recovery %RSD 

Cu2+ 2.00 94.69 3.06 
Ni2+ 2.00 91.12 1.49 
Zn2+ 2.00 81.03 2.83 
Co2+ 2.00 88.82 1.22 
Pb2+ 4.00 86.18 9.00 
Mn2+ 2.00 90.14 2.53 
Cd2+ 4.00 89.14 1.32 
Fe3+ 2.00 92.13 12.76 

 
           3.3 การหาปริมาณโลหะหนักในตัวอยางไลเคน                                   
     1) เตรียมกราฟมาตรฐานของไอออนโลหะหนักแตละชนิด 6 ระดับ โดยมีความเขมขนแตละระดับตามตาราง 

ท่ี 8  
 
ตารางท่ี  8  แสดงความเขมขนแตละระดับของไอออนโลหะหนักในการสรางกราฟมาตรฐาน    

Level Concentration (ppm) Ions 

1* 2 3 4 5 6 

Cu2+ 0 0.07 1.00 2.50 5.00 10.00 

Ni2+ 0 0.07 1.00 2.50 5.00 10.00 

Zn2+ 0 0.08 1.00 2.50 5.00 10.00 

Co2+ 0 0.08 1.00 2.50 5.00 10.00 

Pb2+ 0 1.20 2.50 5.00 10.00 15.00 

Mn2+ 0 0.40 1.25 2.50 5.00 10.00 

Cd2+ 0 0.60 1.25 2.50 5.00 10.00 

Fe3+ 0 0.20 1.00 5.00 10.00 20.00 

 *   Level 1 is blank 
 

2) การวิเคราะหตัวอยางไลเคน Parmotrema tinctorum  การวิเคราะหดวยวิธีไอออนโครมาโทกราฟปริมาณโลหะ
หนักจะถูกวัดในรูปของไอออน  การรายงานผลแสดงเปนธาตุของโลหะหนัก ผลการวิเคราะหแสดงในตารางท่ี 9 -10 และ
ภาพที่  2 -3   
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ตารางท่ี 9 ปริมาณโลหะหนักในไลเคนที่เก็บจากพ้ืนท่ีเดียวกันแตเวลาตางกัน  
เวลา (เดือน) SDx ±  %RSD ธาตุ  

(μg/g) ส.ค. 2547 ธ.ค. 2547 มิ.ย. 2548   

Cu 4.69 5.94 1.96 4.17 ± 2.04 48.92 

Ni 1.42 N.D. 2.06 1.16 ± 1.05 90.52 

Zn 54.18 53.42 45.96 51.19 ± 4.54   8.87 

Co N.D. N.D. N.D. N.D.  

Pb N.D. N.D. N.D. N.D.  

Mn 72.06 44.89 41.46 52.80 ± 16.76 31.74 

Cd N.D. N.D. N.D. N.D.  

Fe 156.57 278.72 220.30 218.53 ± 61.09 27.95 

หมายเหตุ:  N.D. = not detected  อาจไมไดหมายความวาไมมีไอออนในไลเคน  ปริมาณที่มีนั้นอาจนอยมากไม
สามารถตรวจพบดวยวิธีท่ีใชวิเคราะห 
 

                                    

ปริมาณโลหะหนักในไลเคนที่เก็บจากสถานีเดียวกัน
 ในชวงเวลาตางกัน ณ อุทยานแหงชาติเขาใหญ
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                      ภาพท่ี 2  ปริมาณโลหะหนักในไลเคน P. tinctorum ท่ีเก็บจากพ้ืนท่ีเดียวกันในชวงเวลาตางกัน                                 
                                  ณ.อุทยานแหงชาติเขาใหญ 
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ตารางท่ี 10  ปริมาณโลหะหนักในไลเคนที่เก็บตางพ้ืนท่ีในชวงเวลาเดียวกัน   วันท่ีเก็บ 1-4 พฤศจิกายน พ.ศ. 2548 

ธาตุ (μg/g) สนามกอลฟ หนองขิง พระตําหนัก เขาเขียว เขานอย SDx ±  %RSD 

Cu 3.46 3.61 4.94 3.22 15.64 6.17 ± 5.33 86.38 
Ni 2.06 0.87 1.12 1.61 0.55 1.24 ± 0.60 48.39 
Zn 25.18 34.26 40.86 41.16 43.81 37.05 ± 7.51 20.27 
Co N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. - 
Pb N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. - 
Mn 119.25 126.38 201.38 75.72 28.03 110.15 ± 64.42 58.48 
Cd N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. - 
Fe 730.33 411.59 464.36 471.34 120.64 439.65 ± 217.18 49.40 

หมายเหตุ:  N.D. = Not detected  อาจไมไดหมายความวาไมมีไอออนในไลเคน  ปริมาณที่มีนั้นอาจนอยมากไม
สามารถตรวจพบดวยวิธีท่ีใชวิเคราะห             
        

                             

      ปริมณโลหะหนักในไลเคนตามสถานที่ตาง ๆ     
  ณ อุทยานแหงชาติเขาใหญ
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ภาพท่ี 3 ปริมาณโลหะหนักในไลเคน P. tinctorum ท่ีเก็บในชวงเวลาเดียวกันแตตางพ้ืนท่ี ณ.อุทยานแหงชาติเขาใหญ 

 
เมื่อพิจารณาโลหะหนักแตละชนิดพบวา Zn มีการผันแปรนอยท่ีสุดจากการเก็บท้ังสองกรณี  (เปรียบเทียบจากคา

เบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ)  ดังแสดงในตารางที่ 11 และพบวาปริมาณโลหะหนักเกือบทุกชนิดยกเวน Ni  มีความ
แตกตางกันระหวางพ้ืนท่ีมากกวาความแตกตางของเวลาท่ีเก็บ  สําหรับโลหะหนัก  Co , Pb , Cd  ตรวจไมพบท้ังสอง
กรณี  ซึ่งไมอาจระบุไดวาในไลเคนมี Co , Pb และ  Cd  หรือไม หรือมีอยูนอยกวาขีดจํากัดของการตรวจวัด    
ตามปกติปริมาณ Pb ในไลเคนเกิดจากไลเคนดูดซับ Pb ท่ีอยูในบรรยากาศเนื่องจากมีการใชน้ํามันเชื้อเพลิงท่ีมี
สวนผสมของ tetraethyl lead ในรถยนต หรือเกิดจากการเผาไหมถานหินในอุตสาหกรรม (Scerbo et al.,2002)  การท่ี
ปจจุบันประเทศไทยยกเลิกการใชน้ํามันเชื้อเพลิงท่ีมีสวนผสมของ tetraethyl lead จึงอาจเปนสาเหตุท่ีทําใหมีการสะสม 
Pb นอย และ ตรวจไมพบ Pb   ในไลเคน  สําหรับ Fe เปนธาตุท่ีพบมากท่ีสุดในไลเคนเนื่องจากเปนธาตุท่ีมีอยูเปน
ปริมาณมากท่ัวไปในส่ิงแวดลอม 
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ตารางท่ี 11  เปรียบเทียบผลการวิเคราะหปริมาณโลหะหนักในไลเคนที่วิเคราะหจากพ้ืนท่ีเดียวกันแตตางเวลากับท่ี
วิเคราะหจากพ้ืนท่ีตางกันแตเก็บในชวงเวลาเดียวกัน 

พื้นที่เดียวกันเก็บเวลาตางกัน  พื้นที่ตางกันเก็บเวลาเดียวกัน ธาตุ (μg/g) 

SDx ±  Max Min %RSD SDx ±  Max Min %RSD 

Cu 4.17 ± 2.04 5.94 1.96 48.92 6.17 ± 5.33 15.64 3.22 86.38 
Ni 1.16 ± 1.05 2.06 N.D. 90.52 1.24 ± 0.60 2.06 0.55 48.39 
Zn 51.19 ± 4.54 54.18 45.96   8.87 37.05 ± 7.51 43.81 25.18 20.27 
Co N.D.    N.D.    
Pb N.D.    N.D.    
Mn 52.80 ± 16.76 72.06 41.46 31.74 110.15 ± 64.42 201.38 28.03 58.48 
Cd N.D.    N.D.    
Fe 218.53 ± 61.09 278.42 156.57 27.95 439.65 ± 217.18 730.33 120.64 49.40 

 
สรุปผลการทดลอง 

จากการศึกษาวิจัยพบวาวิธีการไอออนโครมาโทกราฟท่ีพัฒนาขึ้นสามารถนํามาประยุกตใชกับการหาปริมาณโลหะ
หนักในไลเคนได  โดยการวิเคราะหโลหะหนักในไลเคนมีขีดจํากัดของการตรวจวัดแบงเปน 2 กลุม คือกลุมท่ีมีคา
ขีดจํากัดของการตรวจวัดตํ่ากวา 2.0 μg/g  คือ  Cu2+, Ni2+, Zn2+, Co2+ , Mn2+ และ  Fe3+ กลุมท่ีมีคาสูงกวา 2.0 μg/g 
คือ  Pb2+ และ Cd2+ พบวา  Pb2+ เปนไอออนท่ีมีคาขีดจํากัดของการตรวจวัดสูงท่ีสุด คือ 10.65 μg/g  สวน Cd2+ คือ 
2.92 μg/g   ทําใหการวิเคราะหไมสามารถตรวจพบไอออนทั้งสองในไลเคน สําหรับ Co2+  ไมสามารถตรวจพบในไล
เคนเชนกัน ซึ่งไมอาจระบุไดวาในไลเคนมี Co2+, Pb2+ และ  Cd2+ หรือไม  หรือมีตํ่ากวาขีดจํากัดของการตรวจวัด    
ขอเสียของระบบที่พัฒนาขึ้นนี้คือใชเวลาในการวิเคราะหแตละคร้ังนานถึง 25 นาที ควรมีการวิจัยเพ่ือศึกษาหาเง่ือนไข
ของโครมาโทกราฟท่ีใชเวลาในการวิเคราะหนอยลง และสามารถวิเคราะห Pb2+ และ  Cd2+  ใหดีขึ้นตอไปอีก 

เมื่อเปรียบเทียบคาเฉล่ียของผลการวิเคราะหพ้ืนท่ีเดียวกันเก็บเวลาตางกันกับพ้ืนท่ีตางกันเก็บเวลาเดียวกันโดย
วิธี t-test (compare mean) พบวาปริมาณโลหะหนัก Cu, Ni, Mn และ Fe ในไลเคน ยกเวน Zn มีปริมาณทั้งสอง
กรณีไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความมั่นใจ 95 %  และเมื่อพิจารณาจากผลการวิเคราะหพบวา
ปริมาณโลหะหนักในไลเคนสวนมากมีความผันแปรสูงระหวางพ้ืนท่ี และเวลา จึงไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ การเก็บตัวอยางจากเขาใหญเพ่ือใชเปนสภาวะควบคุมจึงเก็บไดท่ัวไป ไมจํากัดพ้ืนท่ี และเวลา แตควรมี
ตัวอยางจํานวนมากพอที่คลุมความแปรปรวนในชวงกวางได  
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