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  การวิเคราะหปริมาณโลหะหนักทั้งหมดของ Cd, Pb และ Hg ในหอยนางรมดวยเทคนิค ICP-

OES ไดศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการเตรียมตัวอยางโดยใชระบบการยอยดวยไมโครเวฟ ออกแบบ

การทดลองโดยใช Full factorial design และ Central point replication ตัวแปรที่ศึกษาไดแก  

องคประกอบของกรดที่ใชยอย กําลังของคลื่นไมโครเวฟ และเวลาที่ใชยอย พบวาสภาวะที่เหมาะสมคือ 

องคประกอบของกรดเปน 8 mL 69% HNO3: 2 mL 30% H2O2 กําลังของคลื่นไมโครเวฟ 1000 วัตต และ

ใชเวลายอย 15 นาที ผลการตรวจสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะหพบวา สําหรับ Hg คารอยละการ

กลับคืนของตัวอยางที่เติมสารละลายมาตรฐานมีคา 91.7% และคารอยละการกลับคืนของสารอางอิง 

SRM1566b Oyster Tissue เทากับ 98.0 และ 92.0% สําหรับ Cd และ Pb ตามลําดับ และคา %RSD มี

คาต่ํากวา 11% สําหรับทุกธาตุที่วิเคราะห ภายหลังจากการวิเคราะหปริมาณโลหะทั้งหมด ไดศึกษา

สภาวะที่เหมาะสมของการจาํลองระบบการยอยอาหาร เพื่อนําไปประยุกตใชในการวิเคราะหปริมาณ

ชีวภาพความพรอมของโลหะหนักในตัวอยางหอยนางรม พบวาสภาวะที่เหมาะสมคือ ใชน้ํายอยใน

กระเพาะอาหารที่มี pH เทากับ 1.5 ใชน้ํายอยในลําไสเล็กที่มี pH เทากับ 7.0 และเวลาที่ใชในการยอย

ของแตละเฟสเปน 2 ชั่วโมง ปริมาณชีวภาพความพรอมซึ่งคิดเทียบกับปริมาณโลหะหนักทั้งหมดของ Cd 

และ Pb ในตัวอยางหอยนางรมมีคาเทากับ 33.8-59.2% และ 28.3-51.4% ตามลําดับ สําหรับ Hg  

ไมสามารถตรวจพบได (มีคานอยกวา 0.019 mg/kg น้ําหนักสด) เนื่องจากปริมาณ Hg ทั้งหมดที่มีอยูใน

หอยนางรมมีคานอยมาก (มีคานอยกวา 0.110 mg/kg น้ําหนักสด) 
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ABSTRACT 
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  A microwave digestion procedure was optimized for the determination of total 

Cd, Pb and Hg in Oyster tissue by ICP-OES. The optimization was carried out using a 

full factorial design and a central point replication involving the factors: components of 

the acid mixture, microwave power and radiation time. The optimized conditions were 8 

mL of 69% HNO3: 2 mL of 30% H2O2 , 1000 Watt and 15 min for the three factors, 

respectively. The recoveries of the spike (91.7% Hg) and the SRM1566b Oyster Tissue 

(98.0% Cd, 92.0% Pb) demonstrated the accuracy of the method. The relative standard 

deviations of the method were found below 11% for the three elements. After total metal 

determination, a physiologically based extraction test was optimized and applied for the 

determination of bioaccessible concentrations of the metals from oyster tissues. The 

optimized conditions were pH 1.5 in the gastric phase, pH 7.0 in the intestinal phase, 

and 2 hour digestion time of each phase.  The bioaccessibilities (relative to respective 

total metal concentrations) of Cd and Pb in the oyster samples were 33.8-59.2% and 

28.3-51.4%, respectively. The bioaccessibility of Hg was non-detectable (less than 

0.019 mg/kg wet wt) due to the very low levels of Hg in the oyster samples (less than 

0.110 mg/kg wet wt). 

Keyword   Bioaccessibility, In vitro gastrointestinal digestion, Oysters, Heavy metals, 

Cadmium, Lead, Mercury 
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  ความเขมขนทัง้หมด (Total Concentration) ของโลหะหนกัแตละชนดิที่เจือปนในอาหาร

เปนปริมาณทีถู่กนาํไปใชพิจารณา เพื่อกาํหนดเกณฑมาตรฐานสารปนเปอนในอาหารของหนวย- 

งานตางๆ ที่เกี่ยวของทัง้ในและตางประเทศ รวมทั้งใชในการประเมนิความเสี่ยงตอมนุษยจากการ

บริโภคอาหารที่ปนเปอนโลหะหนกั ในปจจุบันเปนทีท่ราบกันวาปริมาณที่สะสมอยูนี้ไมใชทัง้หมดที่

สามารถออกฤทธิท์างชีวภาพและมีผลตอมนุษยและส่ิงมีชีวิตอื่นๆ แตสารมลพิษนีใ้นปริมาณเพยีง

เศษสวนหนึ่งเทานั้นที่อาจกอใหเกิดผลกระทบตอส่ิงมชีวีิตได ดังนัน้เศษสวนของปริมาณโลหะที่

ผานการยอยและถูกดูดซึมเขาสูเซลลในรางกายไดเทยีบกบัปริมาณของโลหะหนกัทัง้หมดทีม่ีอยูใน

อาหาร เรียกวาปริมาณชวีภาพความพรอม (Bioaccessibility) ในงานวิจยันี้จงึมวีตัถุประสงคเพือ่

ศึกษาปริมาณชีวภาพความพรอมของโลหะหนักที่ปนเปอนในหอยนางรม โดยวธิี Physiologically 

Based Extraction Test (PBET) ซึ่งทําไดโดยการจําลองกระบวนการที่เกิดขึน้จริงในระบบการ

ยอยอาหาร เชน องคประกอบทางเคมีของน้ํายอย สภาวะความเปนกรด-ดางในกระเพาะและลาํไส

เล็ก การผสมของอาหารกับน้ํายอย อุณหภูมิของรางกาย ตลอดจนระยะเวลาที่ใชในการยอยในแต

ละขั้นตอน หลังจากนั้นจงึนําเอาของเหลวที่ไดจากการยอยไปวิเคราะหหาปริมาณโลหะหนักที่

สนใจศึกษา คือ แคดเมียม ตะกั่ว และปรอท โดยเทคนคิ Inductively Coupled Plasma Optical 

Emission Spectrometry (ICP-OES) ในการหาความเขมขนของโลหะหนักทั้งหมด (Total Metal 

Concentration) ในตัวอยางหอยนางรม ไดเตรียมตัวอยางโดยวิธกีารยอยดวยระบบไมโครเวฟ 

แลววิเคราะหหาปริมาณโลหะหนกัโดยเทคนิค ICP-OES 
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ผลการศึกษาพบวา สภาวะที่เหมาะสมในการยอยดวยระบบไมโครเวฟ คือ องคประกอบ

ของกรดเปน 8 mL 69% HNO3: 2 mL 30% H2O2 กําลังของคลื่นไมโครเวฟ 1000 วัตต และใช

เวลายอย 15 นาท ีผลการตรวจสอบความถูกตองของวิธวีิเคราะหพบวา สําหรับ Hg คารอยละการ

กลับคืนของตวัอยางทีเ่ติมสารละลายมาตรฐานมีคา 91.7% และคารอยละการกลับคืนของสาร

อางอิง SRM1566b Oyster Tissue เทากับ 98.0 และ 92.0% สําหรับ Cd และ Pb ตามลําดบั 

และคา %RSD มีคาต่ํากวา 11% สําหรับทุกธาตุทีว่ิเคราะห ในสวนของการศึกษาปริมาณชีวภาพ

ความพรอมของโลหะหนักในหอยนางรม พบวาสภาวะที่เหมาะสมคือ ใชน้าํยอยในกระเพาะ

อาหารที่ม ีpH เทากับ 1.5 ใชน้ํายอยในลาํไสเล็กที่ม ีpH เทากับ 7.0 และเวลาที่ใชในการยอยของ

แตละเฟสเปน 2 ชั่วโมง ปริมาณชีวภาพความพรอมซ่ึงคิดเทียบกับปริมาณโลหะหนักทั้งหมดของ 

Cd และ Pb ในตัวอยางหอยนางรมมีคาเทากบั 33.8-59.2% และ 28.3-51.4% ตามลําดับ สําหรับ 

Hg ไมสามารถตรวจพบได (มีคานอยกวา 0.019 mg/kg น้ําหนักสด) เนื่องจากปริมาณ Hg 

ทั้งหมดทีม่ีอยูในหอยนางรมมีคานอยมาก (มีคานอยกวา 0.110 mg/kg น้ําหนักสด) 

ผลการศึกษานี้สามารถนําไปใชเปนขอมูลพื้นฐานสาํหรับผูบริโภค และหนวยงานดานการ

ดูแลความปลอดภัยแกผูบริโภคที่เกี่ยวของ เชน สํานักงานคณะกรรมการอาหารและยา (อย.) กรม

อนามยั และกรมวทิยาศาสตรการแพทย ในดานการนําขอมลูการวิจยัไปใชประโยชนในการ

ติดตามเฝาระวังหรือประเมนิความเสี่ยงตอผูบริโภค รวมทัง้สามารถนําเทคนิคการวิเคราะหนี้ไป

ประยุกตใชกับตัวอยางอาหารประเภทอื่นๆ ในการติดตามเฝาระวงัความปลอดภัยแกผูบริโภค 

นอกจากนี ้ ผลงานวิจยันีอ้าจนาํไปใชเปนขอมูลพืน้ฐานใหแกกลุมนักวจิัยเชื่อมโยงในตางประเทศ   

เพื่อใชเปนขอมูลประกอบในการพัฒนาวธิีวิเคราะหใหเปนวิธมีาตรฐานสากลตอไป หนวยงานหรือ

องคกรที่มกีารใชขอมูลชีวภาพความพรอม หรือมีการผลักดันใหมีการนําคาชีวภาพความพรอมของ
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บทที่ 1 บทนํา 
 
1.1 ความเปนมาและความสําคัญของงานวจิัย 
 ปจจุบันเปนทีย่อมรับกันวา ความเขมขนทัง้หมด (Total Concentration) ของสารมลพิษ 

(Pollutant) ชนิดใดชนิดหนึง่ที่สะสมอยูในสิ่งแวดลอม เชน น้ํา อาหาร ดิน ตะกอน ปริมาณที่สะสม

อยูนี้ไมใชปริมาณทัง้หมดที่สามารถออกฤทธิท์างชีวภาพ และมีผลตอมนุษยและส่ิงมีชีวิตอืน่ๆ แต

สารมลพิษนี้ในปริมาณเพียงเศษสวนหนึง่เทานัน้ที่อาจกอใหเกิดผลกระทบตอส่ิงมชีวีิตได ปริมาณ

นี้เรียกวา ชวีปริมาณออกฤทธิ ์ (Bioavailability) (Kendall et al., 2001) ในกรณทีี่สารมลพิษ เชน 

โลหะหนกัที่สะสมอยูในหอยนางรม ถูกนาํเขาสูรางกายโดยการกนิ ผานเขาสูระบบทางเดินอาหาร 

เศษสวนของสารมลพิษที่ผานการยอย และถูกดูดซึมเขาสูเซลลในรางกายไดเทยีบกบัความเขมขน

ทั้งหมดทีม่ีอยูในอาหาร เรียกวา ชีวภาพความพรอม (Bioaccessibility) (Oomen et al., 2002) 

ซึ่งคานี้สามารถนําไปใชเปนแนวทางในการประเมินความเสี่ยงตอมนษุย จากการบริโภคอาหารที่

ปนเปอนสารมลพิษ วธิีการหนึง่ที่สามารถนําไปใชในการหาปริมาณชีวภาพความพรอม ไดแก 

Physiologically Based Extraction Test (PBET) หรือ In vitro Gastrointestinal Extraction 

วิธีการนีท้ําไดโดยการจาํลองกระบวนการที่เกิดขึ้นจริงในระบบการยอยอาหาร เร่ิมต้ังแตในปาก 

กระเพาะอาหาร และลําไสเล็ก โดยการจําลองสภาวะตางๆ ไดแก องคประกอบทางเคมีของ

น้ํายอย สภาวะความเปนกรด-ดางในกระเพาะและลําไสเล็ก การผสมของอาหารกับน้าํยอย 

สัดสวนของอาหารตอน้าํยอย อุณหภูมิของรางกาย ตลอดจนระยะเวลาที่ใชในการยอยในแตละ

ข้ันตอนตั้งแตในปาก กระเพาะอาหาร และลําไสเล็ก หลังจากนั้นจงึนําเอาของเหลวที่ไดจากการ

ยอยไปวิเคราะหหาปริมาณสารพิษที่สนใจศึกษา อีกวิธหีนึง่ที่ไดมีการนาํไปใชในการหาปริมาณ

ชีวภาพความพรอมคือ วธิีการใชสัตวทดลอง (In vivo Approaches) แตเมื่อเปรียบเทียบระหวาง

สองวิธนีี้พบวาการใชสัตวทดลองมีขอจํากัด เชน การแปลผลขอมูลอาจทาํไดไมสมบูรณเนื่องจาก

ความแตกตางทางดานสรีระระหวางคนและสัตวทีน่ํามาทดลอง อีกทั้งยังตองใชระยะเวลานานและ

มีความยุงยากมากกวาในการทดลอง และมีคาใชจายสูงโดยเฉพาะอยางยิ่งเมื่อตองการวิเคราะห

ตัวอยางเปนจาํนวนมากๆ รวมทัง้การหลีกเลี่ยงการใชและทารุณสัตวในการทดลอง 

จังหวัดสุราษฎรธานีเปนแหลงผลิตหอยนางรมที่สําคัญ ประชาชนในทองถิน่นยิมบริโภค

หอยนางรมกนัอยางแพรหลาย อยางไรก็ตามหอยนางรมเหลานี้อาจมีสารมลพษิปนเปอนอยู หาก

นํามาจากแหลงเพาะเลีย้งทีอ่ยูใกลกับแหลงของสารมลพิษทีม่ีกิจกรรมตางๆ เชน การระบายน้ํา

เสียจากโรงงานอุตสาหกรรม น้ําทิ้งจากชมุชน การใชปุยและสารเคมใีนการเกษตร โลหะหนกัทีถ่กู

 1 



ปลอยสูบรรยากาศจากการเผาไหมของเครื่องยนต อาจตกลงมาในรปูอนุภาคขนาดเล็กหรือตกลง

มาพรอมกับฝนลงสูแหลงน้าํ โลหะหนักเปนสารมลพิษที่ไมสามารถยอยสลายไดโดยแบคทีเรีย เมือ่

ปนเปอนอยูในแหลงน้าํจึงมีแนวโนมที่จะสะสมอยูในสัตวน้ําและพชื (Bioaccumulation) ทาํใหมี

ปริมาณการสะสมมากขึ้น ตามลําดับขั้นของหวงโซอาหาร ผูวิจยัจึงเห็นความสําคัญในประเมิน

ความเปนพษิของโลหะหนักในหอยนางรม เพื่อเปนขอมูลแกผูบริโภค รวมทั้งหนวยงานดานการ

ดูแลความปลอดภัยแกผูบริโภคตางๆที่เกีย่วของ เชน สํานักงานคณะกรรมการอาหารและยา (อย.) 

กรมอนามัย และกรมวทิยาศาสตรการแพทย สามารถนาํขอมลูการวิจยัไปใชประโยชนในการ

ติดตามเฝาระวังหรือประเมนิความเสี่ยง และสามารถนําเทคนิคในการวิเคราะหไปประยุกตใชกบั

ตัวอยางอาหารประเภทอื่นๆ ในการติดตามเฝาระวงัความปลอดภัยแกผูบริโภค นอกจากนี้ขอมูลที่

จะไดจากการวิจัยครั้งนี้ อาจถูกนาํไปใชประโยชนเพื่อเปนขอมูลพืน้ฐานใหแกกลุมนกัวิจัยเชื่อมโยง

ในตางประเทศเพื่อนาํไปสูการพัฒนาวิธีการวิเคราะหนี้ใหเปนวิธกีารมาตรฐานตอไป 
 
1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย  
1) เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะหชวีภาพความพรอมของโลหะหนกัในหอยนางรม โดย

วิธ ีPhysiologically Based Extraction Test และเทคนคิ Inductively Coupled Plasma Optical 

Emission Spectrometry 

2) เพื่อประเมนิชีวภาพความพรอม (Bioaccessibility) ของโลหะหนักในหอยนางรม 

 
1.3 ขอบเขตของการวิจัย 
1) ใชตัวอยางหอยนางรมที่ไดจากการเพาะเลี้ยงใน จ.สุราษฎรธานี  

2) โลหะหนกัที่วิเคราะห ไดแก แคดเมียม ตะกั่ว และปรอท   

3) ในการวเิคราะหปริมาณโลหะหนกัทัง้หมด เตรียมตัวอยางโดยวธิี Microwave Digestion และ

ในการศึกษาชวีภาพความพรอม เตรียมตัวอยางโดยวธิี Physiologically Based Extraction Test 

4) เครื่องมือทีใ่ชในการวิเคราะหปริมาณแคดเมียม ตะกัว่ ไดแก Inductively Coupled Plasma 

Optical Emission Spectrometer  

5) ในการวเิคราะหปริมาณปรอท ใชเทคนิค Vapor Generation และตามดวยการวิเคราะหดวย

เครื่องมือ Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometer  

6) เกณฑที่ใชเปนตัวชีว้ัดความเปนพิษ อิงตามเกณฑมาตรฐานระดับชาติ/นานาชาติ ดังนี ้
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           - เกณฑมาตรฐานของสหรัฐอเมริกา (FDA U.S. Food and Drug Administration, 2001) 

ซึ่งกาํหนดคามาตรฐานแคดเมียมและตะกั่วในหอยนางรม ไมเกิน 4.0 และ 1.7 มิลลิกรัมตอ

กิโลกรัม (น้ําหนักสด) ตามลาํดับ            

           - เกณฑมาตรฐานของประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 98 (พ.ศ. 2529) ซึ่งกาํหนดคา

ปรอทในอาหารที่มีสารปนเปอนไมเกนิ 0.5 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (น้ําหนกัสด) 

 
1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ  
1) ผูบริโภคและหนวยงานดานการดูแลความปลอดภัยแกผูบริโภคตางๆ ที่เกีย่วของ เชน สํานักงาน

คณะกรรมการอาหารและยา (อย.) กรมอนามยั และกรมวิทยาศาสตรการแพทย สามารถนําขอมลู

การวิจยัไปใชประโยชนในการติดตามเฝาระวังหรือประเมินความเสี่ยงตอผูบริโภค  

2) สามารถนาํเทคนิคในการวิเคราะหไปประยุกตใชกับตัวอยางอาหารประเภทอื่นๆ ในการติดตาม

เฝาระวงัความปลอดภัยแกผูบริโภค 

3) ไดขอมูลพื้นฐานใหแกกลุมนกัวิจยัเชือ่มโยงในตางประเทศ เพือ่ใชเปนขอมูลประกอบในการ

พัฒนาวธิีวิเคราะหใหเปนวธิมีาตรฐานสากล 
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บทที่ 2 การตรวจเอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 
2.1 หอยนางรม 
2.1.1 ขอมูลทั่วไปเกี่ยวกบัหอยนางรม  
 หอยนางรม (Oyster) มีหลายสายพนัธุ ที่เพาะเลี้ยงกันสวนใหญ ไดแก Crassostrea, 

Saccostrea และ Ostrea (กรมประมง, 2550) ลักษณะเปนหอยสอง 2 ฝา (รูปที่ 2.1ก) ฝาทัง้สอง

ดานมีขนาดไมเทากัน ดานที่มีเนื้อจะเวาลึกลงไปคลายรูปถวยและยดึติดกับวัตถุแข็ง เชน กอนหิน 

ไมหลัก หรือเปลือกหอยที่จมอยูในทะเล สวนฝาปดอีกดานหนึง่มีลักษณะแบนบาง องคประกอบ

สวนใหญของเปลือกหอยนางรมเปนสารประกอบแคลเซียมคารบอเนต ภายในเปลอืกแข็งมีสวนที่

เปนเนื้อหอย ซึ่งประกอบดวยแผนเนื้อเยื่อบาง ๆ เรียกวาเนื้อเยื่อแมนเทิล (Mantle) หอหุมอวัยวะ

ภายใน มีลักษณะเปนร้ิวแผขยายออกไปถึงบริเวณชองปาก และเชือ่มติดกับเปลือกหอยดานใน 

(รูปที่ 2.1ข) หอยนางรมมีเหงือก 2 คู ทําหนาทีก่รองอาหารจากน้ํา อาหารหลักของหอยนางรม

ไดแก แพลงคตอนพืชและแพลงคตอนสัตวที่แขวนลอยอยูในแหลงน้ําเค็ม เหงอืกยังทําหนาที่

หายใจและชวยขับถายของเสีย บริเวณกึ่งกลางลาํตัวมกีลามเนื้อขนาดใหญ 1 อัน ทาํหนาที่ยึดฝา

เปลือกหอยตลอดจนบังคับใหฝาอาเปดปดตามความตองการ ภายในเปลือกหอยยังเปนที่รวบรวม

ของอวัยวะตาง ๆ เชน ระบบการยอยอาหาร ระบบประสาท ระบบขับถายของเสีย การไหลเวียน

โลหิตและระบบสืบพันธุ (ประทีป, 2544)  

 

 

 

                          

 

                                           (ก)                                                     (ข) 

รูปที่ 2.1 (ก) ลักษณะภายนอก และ (ข) ลักษณะภายในของหอยนางรม (อัญชลี, 2551) 

 

 หอยนางรมทีม่ีความสาํคัญทางเศรษฐกิจของไทยมี 3 ชนิด ไดแก หอยนางรมพันธุเล็ก

เรียกวาหอยปากจีบ (Saccostrea cucullata) มีเลี้ยงกนัมากทางภาคตะวันออก และหอยนางรม

พันธุใหญเรียกวาหอยตะโกรมซึ่งแบงเปนหอยตะโกรมกรามดํา (Crassostrea lredalei หรือ

Crassostrea lugubris)  และหอยตะโกรมกรามขาว (Crassostrea belcheri)  มกีารเลี้ยงบางใน

ภาคตะวันออกแตสวนใหญมีมากในภาคใต (กรมประมง, 2550) พืน้ทีท่ี่เหมาะแกการเพาะเลีย้ง
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หอยนางรมไดแกบริเวณน้าํตื้นชายเกาะ ชายฝงทะเล หรือแหลงน้ําที่มีอาณาเขตติดตอกับทะเล 

การเลือกพื้นทีเ่ปนปจจัยสาํคัญอยางหนึง่ในการเลีย้งหอยนางรม หลักเกณฑสําคญัที่ควรคํานงึถึง

ไดแก เปนแหลงที่มนี้ํากรอยหรือน้าํทะเลทวมถึงเกือบทั้งป (อยางนอย 7-8 เดือนในหนึง่ป) 

เนื่องจากหอยจะมีอัตราตายสูงหากเลีย้งในแหลงน้าํที่มคีวามเค็มตํ่ามาก แหลงเลีย้งหอยควรเปน

แหลงธรรมชาติ มีอาหารอดุมสมบูรณ ปลอดภัยจากกระแสน้ําและคลื่นลมแรง และที่สําคัญควร

เปนแหลงทีห่างจากโรงงานอตุสาหกรรม ซึ่งอาจสงผลกอใหเกิดมลพิษกบัหอยรวมทัง้ผูบริโภค

นอกจากนีพ้ืน้ที่เลี้ยงหอยควรอยูในพืน้ทีท่ีส่ะดวกตอการจัดหาวัสดุในการเลี้ยงหอย มีการคมนาคม

ที่สะดวกเหมาะสมตอการขนสงผลผลิตออกไปจําหนาย 

 หอยนางรมเปนอาหารทะเลที่นยิมบริโภคกันอยางแพรหลาย และเปนอาหารที่จดัไดวามี

คุณคาทางโภชนาการสูง เนื้อหอยนางรมนอกจากจะใชรับประทานสด และปรุงอาหารไดหลาย

อยาง ยังนําไปแปรรูปเปนอาหารสําเร็จรูปไดอีก เชน หอยนางรมดอง หอยรมควนั และสกัดเปน

น้ํามนัหอย สวนเปลือกหอยสามารถนาํไปใชทําปนูขาวที่ใชในการกอสราง การเกษตรกรรม และ

อุตสาหกรรมหลายประเภท  

 
2.1.2 การเลีย้งหอยนางรมในจังหวัดสรุาษฎรธาน ี
 การเลี้ยงหอยนางรม เปนอาชีพหนึง่ที่สรางรายไดและชื่อเสียงใหกับจังหวัดสุราษฎรธานี

เปนอยางมาก เนื่องจากมผูีนิยมบริโภคกันมากแตผลผลิตยังไมเพยีงพอ สงผลใหหอยนางรมมี

ราคาสูงมากเมื่อเทียบกับหอยแครง หอยแมลงภู หรือหอยชนิดอื่นๆ จังหวัดสุราษฎรธานีไดมกีาร

สงเสริมใหเลีย้งหอยนางรมในราวป พ.ศ. 2503 ในพื้นทีอํ่าเภอกาญจนดิษฐ พนัธุทีเ่ลี้ยงกนัมากคือ

หอยตะโกรมกรามขาว (Crassostrea belcheri) (กรมประมง, 2550)  

จากขอมูลผูเพาะเลี้ยงหอยนางรม ที่ข้ึนทะเบยีนผูเพาะเลี้ยงสัตวน้าํกับสํานกังานประมง

จังหวัดสุราษฎรธานี (สํานกัประมงจงัหวดัสุราษฎรธาน,ี 2553) พบวา จังหวัดสุราษฎรธานีมพีืน้ที่

การเพาะเลีย้งหอยนางรมทัง้หมด 12,150 ไร โดยมีบริเวณแหลงเพาะเลี้ยงอยูใน 2 อําเภอ คือ 

อําเภอกาญจนดิษฐ มีพืน้ทีเ่พาะเลี้ยง 11,238 ไร (คิดเปนรอยละ 92.5) และอําเภอไชยา มีพืน้ที่

เพาะเลี้ยง 912 ไร (คิดเปนรอยละ 7.5)  

พื้นที่เพาะเลีย้งหอยนางรมของจังหวดัสุราษฎรธานีตั้งอยูในบริเวณอาวบานดอน ซึ่งเปน

อาวขนาดใหญที่สุดในภาคใต ครอบคลุมพื้นที่ 6 อําเภอ ไดแก ไชยา ทาฉาง พุนพนิ เมือง  

กาญจนดษิฐ และดอนสัก มีพืน้ที่ประมาณ 477 ตารางกิโลเมตร มีความยาวของแนวชายฝง

ประมาณ 120 กิโลเมตร ระดับน้ําขึน้-ลงในแตละวันแตกตางกันประมาณ 2.1 เมตร มีความเรว็

 5 



กระแสน้ํา 2.04 กิโลเมตร/ชัว่โมง พืน้ที่ดังกลาวไดรับอิทธิพลลมมรสุมตะวันออกเฉียงเหนือ ในชวง

เดือนตุลาคม - มีนาคม และลมมรสุมตะวันตกเฉยีงใตในชวงเดือนพฤษภาคม - กนัยายน มีผลทํา

ใหมีฝนตกชุกในชวงเดือนพฤศจิกายน - มกราคม ของทุกป สภาพโดยทั่วไปของอาวบานดอนสวน

ใหญเปนหาดโคลน มีแมน้ําไหลลงสูอาว ไดแก แมน้ําตาป แมน้ําพมุดวง และคลองอีก 7 สาย 

(กรมสงเสริมคุณภาพสิ่งแวดลอม, 2553) อาวบานดอนเปนพืน้ทีท่ี่มีความอุดมสมบูรณและมีความ

หลากหลายของระบบนิเวศนทางทะเล มีปาชายเลน หญาทะเล ปะการัง แพลงคตอนพืช  

แพลงคตอนสตัว และสัตวน้าํนานาชนิด  

ปจจุบันการเพาะพนัธุลูกหอยมีตนทุนสงู และยังทําไดไมมากนัก ดงันั้นลกูพนัธุของหอย

นางรมทีน่ํามาเพาะเลี้ยงในปจจุบันสวนใหญเปนลกูหอยจากธรรมชาติ ซึ่งไดมาโดยการใชวัสดุลอ

ใหลูกหอยมาเกาะ วัสดุที่ใชไดแก ไมไผ กอนหิน เปลอืกหอยนางรม แผนกระเบือ้ง หลอดซีเมนต 

เปนตน การเลี้ยงหอยนางรมมีหลายวธิ ี เชน การเลีย้งบนกอนหนิ การเลี้ยงในกระบะไม การเลีย้ง

แบบใชแทงซีเมนต การเลีย้งโดยใชหลักไม การใชหลอดหรือทอซีเมนต การเลีย้งแบบพวงอบุะ

แขวน สําหรับการเลี้ยงหอยนางรมในจงัหวดัสุราษฎรธานีใชวิธเีลี้ยงในกระบะไมในยคุแรก ๆ แตใน

ปจจุบันสวนใหญนิยมใชวิธกีารเลี้ยงแบบหลอดหรือทอซีเมนต การใชหลอดหรือทอซีเมนตเหมาะ

สําหรับแหลงเลี้ยงที่มีน้าํทวมอยูตลอดเวลาไดแก ที่ตืน้ชายฝงทะเล ปากแมน้ําลําคลอง และ

ทะเลสาบ พืน้ดินเปนโคลนหรือโคลนออนปนทราย ข้ันแรกตองปกหลกัไมที่อาจหาไดในทองที่ เชน 

โกงกาง หลักไมไผ โดยปกเรยีงเปนแถวใหมีชองวางระหวางแถวหางกนัประมาณ 1 เมตร จากนั้น

เตรียมหลอดซเีมนตกลวงขนาดเสนผาศูนยกลาง 15 เซนติเมตร  ยาว 40 เซนติเมตร หลอโดยใช

ปูนซัลเฟตทนเค็ม ติดหอย 20 ตัวตอหลอด นําหลอดซีเมนตที่เตรียมไวนี้สวมลงในหลักไมที่ปกเปน

แถวไว แตละแถวหางกัน 30 เซนติเมตร แตละทอหางกัน 20 เซนติเมตร พรอมกันนั้นใชไมวางพาด

เปนฐานรองรบัทออีกขั้นหนึง่ เพื่อปองกนัไมใหทอจมโคลน หรือถาใชทอซีเมนตทีม่ีปากเปดขาง

เดียวสามารถนําไปสวมลงบนหลกัไมไดโดยตรง ดวยวิธดีังกลาวสามารถวางทอไดประมาณ 1,600 

ทอตอไร นอกจากหลอดซีเมนตที่ไดกลาวมาแลว ปจจุบันเกษตรกรไดมีการพฒันาขยายขนาด

หลอดใหใหญข้ึนมีลักษณะเปนทอซีเมนตเพื่อเพิ่มพืน้ทีย่ดึเกาะของลกูหอย และใชฐานซีเมนตเพือ่

รองรับทอที่มีขนาดใหญข้ึน แทนที่จะใชไมเปนตัวรองรับเชนเดิม ทาํใหอายุการใชงานนานขึน้และ

การจัดการสะดวก (กรมประมง, 2550) 
 

   
 
 

 6 



2.2 การปนเปอนของโลหะหนักในหอยนางรม 
 หอยนางรมมธีรรมชาติการกินอาหารในลกัษณะการดูดและกรอง (Filter feeding) ทําให

ทั้งอาหารและของเสียหรือส่ิงแขวนลอยอืน่ๆ ที่อยูในน้าํ หรือในตะกอนดินมโีอกาสที่จะเขาไปสะสม

อยูในตัวหอยไดงาย และในระหวางการเจริญเติบโตตัวหอยนางรมจะตดิอยูกับวัสดุทีย่ึดเกาะ ไมมี

การเคลื่อนที่ไปไหนเหมือนสัตวน้ําชนิดอืน่ๆ ทาํใหตองมีการกรองน้าํเปนปริมาณมากๆ เพื่อใหได

สารอาหารที่เพียงพอ ดวยเหตุนี้จงึทาํใหสารปนเปอนตางๆ  โดยเฉพาะอยางยิง่โลหะหนกัที่ยึดอยู

กับตะกอนดนิอนุภาคเล็กๆ ที่แขวนลอยอยูในน้ํามโีอกาสทีถู่กสะสมมากขึน้เปนทวีคูณในเนื้อเยื่อ

ของหอยนางรม (Widmeyer, 2008)  ในขณะทีพ่ื้นที่เลี้ยงหอยสวนใหญตั้งอยูบริเวณปากแมน้ํา 

หรือปาชายเลน ซึง่เปนบริเวณที่มีโอกาสเกิดการสะสมของของเสียตางๆ จากชมุชน เกษตรกรรม 

หรืออุตสาหกรรม ทีถู่กพัดมากับแมน้ําลาํคลอง จะเหน็ไดวาเมื่อพิจารณาธรรมชาตกิารกนิอาหาร

ของหอยนางรมประกอบกับพื้นที่แหลงเลีย้งหอยแลว ทําใหมีแนวโนมของการสะสมหรือปนเปอน

ของของเสียในสัตวน้ํา ดังนัน้จึงจาํเปนที่จะตองมกีารตรวจติดตามเฝาระวงั ทัง้นี้เพื่อความ

ปลอดภัยของผูบริโภค มีการรายงานโดย Jarernpornnipat (2003) เกี่ยวกับสาเหตทุี่ทาํใหเกิด

ความเสยีหายตอแหลงทรพัยากรสัตวน้ําในอาวบานดอน พบวาสาเหตุหลักของปญหาดังกลาวมา

จากการปลอยน้ําเสยีจากโรงกลั่นน้ํามนัและนากุงลงสูแมน้ําตาป นอกจากนี้ยังมีสาเหตุอ่ืนๆ อีก 

ไดแก การใชเรืออวนลาก การจับปลาที่ยังไมโต การจับปลาในฤดวูางไข การทาํลายปาโกงกาง  

Franco et al. (2002) ศึกษาปริมาณของโลหะหลายชนดิ (Cd, Cu, Zn, Pb, Cr, Ni, Hg, 

As และ Ag) ในตัวอยางสตัวน้ําจําพวกหอย เพื่อนําขอมูลไปใชในการตรวจติดตามและเฝาระวงั

การปนเปอนของสารพษิเหลานี้ในแหลงน้าํ ตัวอยางสัตวน้าํที่ศึกษาในงานวิจัยนี้คอื หอยแมลงภู

และหอยนางรม ที่เก็บมาจากบริเวณปากแมน้ํา แถบชายฝงทางตอนเหนือของประเทศสเปน 

ในชวงระยะเวลา 11 ปของการตรวจติดตามและเฝาระวังตัง้แตป ค.ศ. 1990-2001 การเตรียม

ตัวอยางทาํไดโดยการยอยดวยกรด HNO3 เขมขน โดยใชเครื่องไมโครเวฟ แลวจึงวิเคราะหหา

ปริมาณโลหะดวยเครื่อง Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometer (GF-AAS) 

ยกเวนปรอทและสารหนูวิเคราะหโดยเทคนิค Cold Vapour Generation และเทคนิค Hydride 

Generation ตามลําดับ ในการตรวจสอบความถกูตองของวธิีการวิเคราะหทําไดโดยการวิเคราะห

สารมาตรฐาน BCR 278R (Mussel Tissue) พบวา รอยละการกลับคืน (% Recovery) ของโลหะ

ทุกชนิดมีคาเกินกวารอยละ 90 ยกเวนปรอทมีคารอยละ 88 ผลการวิจัยพบวา ปริมาณเฉลี่ยของ 

Cu, Zn และ Ag ในหอยนางรมมีคามากกวาในหอยแมลงภู (p < 0.01) ในขณะที่ Pb ไดผลตรงกัน

ขามกัน ในขณะที่ธาตุโลหะอื่นๆ คือ Cd, Cr, Ni, Hg, As พบวามีปริมาณไมแตกตางกนัอยางมี
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นัยสําคัญระหวางหอยตางชนิดกันซึ่งปริมาณเฉลี่ยของแตละธาตุในหอยแมลงภูและในหอยนางรม 

(ตามลําดับ) ในหนวย มิลลิกรัมตอกิโลกรมั (น้าํหนักแหง) มีดังนี้ Cd (3.11 และ 2.91), Cu (47 

และ 417), Zn (1206 และ 3084), Pb (5.68 และ 3.25), Cr (3.15 และ 2.80), Ni (4.35 และ 

3.96), Hg (0.53 และ 0.44), As (2.85 และ 2.66), Ag (1.81 และ 6.00) 

 
2.2.1 แคดเมียม 

เปนทีท่ราบกนัดีวาโลหะหนกัหลายชนิดมคีวามเปนพษิสูง แคดเมยีมมีผลในการรบกวน

การทาํงานของสังกะสีในขัน้ตอนการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม การทํางานของระบบเมตาโบลิซมึ

สําคัญๆ ในรางกาย แคดเมียมถูกจัดประเภทเปนสารกอมะเร็งและสารกอกลายพนัธุ (Fairbridge, 

1999) แคดเมียมเปนสารพิษที่มีอยูในปริมาณนอยในสิ่งแวดลอม แตมีกิจกรรมที่เกิดจากการ

กระทาํของมนษุยหลายๆ อยาง ที่ทาํใหมกีารสะสมของแคดเมียมสูงขึน้ เชน การกําจดัของเสียจาก

โรงงานอุตสาหกรรมที่ไมเหมาะสม การใชแบตเตอรี่ชนิด Ni-Cd สีที่ใชสําหรับผลิตภัณฑพลาสตกิ

หรือการเผาไหมพลาสติก มรีายงานวาการปนเปอนของแคดเมียมสามารถกอใหเกดิผลเสียหายตอ

ระบบนิเวศนเปนอยางมาก สงผลกระทบตอหลายระดับในหวงโซอาหาร โดยเฉพาะอยางยิง่ทาํให

เกิดผลกระทบตอผูบริโภคที่นิยมบริโภคอาหารทะเล (Cabrera, 1994) มีผลงานวิจัยไมมากนักที่

รายงานเกี่ยวกับระดับการปนเปอนของแคดเมียมในหอยนางรมที่เพาะเลี้ยงในประเทศไทย ในป 

พ.ศ. 2549 สุนทร และประทุมวัลย ไดศึกษาการปนเปอนของปริมาณแคดเมียมในหอยตะโกรม 

(Crassostrea belcheri) จากอาวบานดอน จังหวัดสุราษฎรธานี โดยทําการวิเคราะหตัวอยางหอย

ตะโกรมทัง้หมด 430 ตัวอยาง พบวาหอยตะโกรมมีการปนเปอนของแคดเมียม 0.3352 ± 0.5730 

มิลลิกรัมตอกิโลกรัม     ซึ่งมคีาไมเกินเกณฑมาตรฐานทีก่ําหนด      ทัง้นี้ไมพบความแตกตางอยาง

มีนัยสาํคัญทางสถิติของปริมาณแคดเมียมในหอยตะโกรม จากแหลงเลี้ยงในระยะหางจากชายฝง

ทะเล 1, 2 และ 3 กิโลเมตร (p>0.05) ในป พ.ศ. 2551 มีรายงานผลการศึกษาการปนเปอนของ

โลหะหนกัในหอยนางรม บริเวณอําเภอกาญจนดิษฐ  จังหวัดสุราษฎรธาน ี(อัญชลี, 2551) พบวามี

ปริมาณแคดเมียม 1.128 ± 0.126 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (น้ําหนกัสด) ซึ่งเมื่อเปรียบเทยีบตาม

เกณฑมาตรฐาน พบวาต่ํากวาเกณฑมาตรฐานแคดเมยีมในหอยนางรมของสํานักงานอาหารและ

ยาประเทศสหรัฐอเมริกา ทีไ่ดกําหนดไวสูงสุดไมเกิน 4.0 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม และมาตรฐาน

ทางดานอาหารของออสเตรเลียกับนวิซีแลนด (Standard 1.4.1 Contaminants and Natural 

Toxicants) กาํหนดไวสูงสุดไมเกิน 2.0 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม แตมีคาสูงเกินกวาเกณฑมาตรฐาน
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แคดเมียมในหอยนางรมที่กําหนดโดยคณะกรรมาธิการประชาคมยุโรป (European Commission, 

EC) เลขที่ 1881/2006 ที่กําหนดไวสูงสุดไมเกิน 1.0 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 

 หอยนางรมมลัีกษณะเฉพาะตัวที่สามารถสะสมแคดเมียมไดในเนื้อเยื่อ ในระดับที่สูงกวา

ปกติ (Hyperaccumulate) มีรายงานวาเมื่อนาํหอยนางรมไปเพาะเลี้ยงในน้ําทะเลที่มีระดับของ

แคดเมียมต่ําเพียง 0.005 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม เปนเวลา 40 สัปดาห พบวาหอยนางรมมีระดับของ

แคดเมียมสูงถงึ  10.75 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (Zaroogian และ Cheer, 1976)  ในขณะที่เมือ่

เปรียบเทยีบหอยนางรมกับหอยสองฝาชนิดอื่นๆ เชน mussels, scallops, clams ที่เพาะเลี้ยงใน

รัฐบริติชโคลัมเบีย พบวา หอยเหลานีส้ะสมแคดเมียมในระดับทีต่่ํากวาหอยนางรม (Bendell, 

2009) มีรายงานระดับการปนเปอนของแคดเมียมในหอยนางรมที่เพาะเลี้ยงในรัฐบริติชโคลัมเบีย 

ประเทศแคนาดา โดยหนวยงาน Canadian Food Inspection Agency (CFIA) พบวาหอยนางรม

ดังกลาวมีปริมาณแคดเมียมในระดับเฉลีย่ 2.6 มิลลิกรมัตอกิโลกรัม (น้ําหนกัสด) ซึ่งอยูในระดับที่

เกินเกณฑของคณะกรรมาธกิารประชาคมยุโรป (EC) ที่อนุญาตใหมปีริมาณแคดเมียมในหอยไม

เกิน 1 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม  (น้ําหนักสด) (Bendell, 2009) ในราวปลายป ค.ศ. 1999 ถึงตนป 

ค.ศ. 2000 รัฐบริติชโคลัมเบียเคยประสพปญหาการสงออกหอยนางรมไปยังฮองกง ทําใหฮองกง

ตองสงสินคากลับคืนเปนจาํนวนมาก เนื่องจากมีปริมาณแคดเมียมเกิน 2 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 

(น้ําหนกัสด) ตามมาตรฐานทีก่ําหนดไวโดย Hong Kong Food and Environmental Hygiene 

Department ทาํใหหนวยงาน CFIA และ Health Canada ตองทาํการประเมินความเสี่ยงตอการ

บริโภคหอยนางรม (Kruzynski, 2004) ตอมาจึงไดตีพิมพเอกสารการแนะนาํสําหรับผูบริโภค โดย

การแนะนําใหจํากัดปริมาณการบริโภคหอยนางรมไดไมเกิน 460 กรัม (น้ําหนกัหอยนางรมตัวละ

ประมาณ 40 กรัม) ตอเดือน (สําหรับผูใหญ) และไมเกิน 60 กรัมตอเดือน (สําหรับเด็ก) ขอมูลการ

ประเมินความเสี่ยงนี้ ไดมาจากการประมาณคาชวีภาพความพรอมของแคดเมียมในหอยนางรม

เพียงรอยละ 5 เนื่องจากในขณะนัน้ยงัไมมีขอมูลที่แนนอนของคาชีวภาพความพรอมนี้ (IPCS, 

1992) ถึงแมในภายหลังจะมีรายงานวาปริมาณชีวภาพความพรอมของแคดเมียมในอาหารอาจสูง

ถึงรอยละ 20-30 (Diamond et al., 1997)  
 

2.2.2 ตะกั่ว 
 ตะกั่วมกีารใชประโยชนในดานตางๆ เชน ตะกั่วเตตระเอธิล ใชเปนสารออกเธน และใช

ผลิตน้ํามนัใชเปนสารกนัน็อค หรือเปนสารปองกนัการกระตุกของเครื่องยนต ตะกั่วเนพธาเลต

นํามาใชในการทําสีใหแหง ตะกั่วไดออกไซด ใชเปนขั้วอิเลคโตรดของแบตเตอรี่และใชทําเปนสี

โลหะเพื่อกนัสนิม ตะกั่วอารซิไนตและตะกัว่อารซิเนตใชเปนยาฆาแมลงและยาปราบศัตรูพืช ตะกั่ว
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เปนอีกธาตุหนึ่งที่มีความเปนพิษสูงทั้งแบบเรื้อรังและแบบเฉียบพลนั ความเปนพิษแบบเรื้อรังคือ

ทําใหเกิดภาวะโลหิตจาง สวนความเปนพิษแบบเฉียบพลันมกัเกิดจากสารตะกั่วอนินทรีย อาการ

ทั่ว ๆ ไปทีพ่บคือเบื่ออาหาร คลื่นไส อาเจยีน กระหายน้าํ ปวดศรีษะ ปวดทองอยางรุนแรง อุจจาระ

มีสีดํา ออนเพลีย เปนลมสิน้สติ บางรายอาจมีอาการทางสมอง และอาจเสยีชวีิตได การปนเปอน

ของตะกั่วเขาสูส่ิงแวดลอมที่มาจากกิจกรรมของมนุษย ไดแก น้ําทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรมตาง ๆ 

ที่เกีย่วของกับตะกั่ว ไดแก  โรงงานผลิตแบตเตอรี่ สี เครื่องประดับสตรี ภาชนะเคลือบ เซรามิค 

พลาสติก อุตสาหกรรมหลอตัวพิมพ อุตสาหกรรมเคม ีชุบโลหะ เชื่อมบัดกรี โรงงานซอมแบตเตอรี่ 

เปนตน 

 การศึกษาการปนเปอนของตะกั่วในหอยนางรมในประเทศไทย มีดังนี้ ในป พ.ศ. 2549 

สุนทรและประทุมวัลย ไดรายงานการปนเปอนของปริมาณตะกั่วในหอยตะโกรมจากอาวบานดอน 

จังหวัดสุราษฎรธานี เมื่อพจิารณาจากคาเฉลี่ยในชวงระยะเวลา 2 ป ตั้งแตป พ.ศ. 2546 ถึง พ.ศ. 

2547 พบวาหอยตะโกรมมีปริมาณตะกั่ว 0.1519 ± 0.3480 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ซึ่งมีคาไมเกิน

เกณฑมาตรฐานที่กาํหนด ตอมาในป พ.ศ. 2549 มรีายงานโดยสมชาย และคณะ เกี่ยวกับ

การศึกษาการปนเปอนของตะกั่วในหอยนางรมบริเวณอาวบานดอน จังหวดัสุราษฎรธานี เปน

ระยะเวลา 4 ป ตั้งแตป พ.ศ. 2542 ถึง พ.ศ. 2545 พบวามีคาความเขมขนเฉลี่ยเพิ่มข้ึน 0.400 

มิลลิกรัมตอกิโลกรัม และมีคาพิสัยอยูในชวง 0.059 - 0.902 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (อางถึงใน 

อัญชลี, 2551) ในป พ.ศ. 2551 มีรายงานผลการศึกษาการปนเปอนของโลหะหนกัในหอยนางรม 

บริเวณแหลงเพาะเลี้ยงอาํเภอกาญจนดษิฐ  จังหวัดสรุาษฎรธาน ี (อัญชลี, 2551) พบวามีปริมาณ

ตะกั่ว 0.210 ± 0.063 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (น้ําหนักสด) ซึง่มคีาต่ํากวาเกณฑมาตรฐานของ

ประกาศกระทรวงสาธารณสขุ ฉบับที ่98 (พ.ศ. 2529) ซึ่งกําหนดคามาตรฐานของตะกั่วในอาหาร

ไมเกิน 1.0 มลิลิกรัมตอกิโลกรัม 

 
2.2.3 ปรอท 
 ปรอทสามารถนําไปใชประโยชนหลายๆ ดาน เชน ใชผลิตเทอรโมมิเตอร ใชเปนตัวเรง

ปฏิกิริยา (Catalyst) ในกระบวนการทางเคมีตาง ๆ ใชเปนสวนผสมของยารักษาโรค และการอุด

ฟน การเกษตร ใชเปนสวนประกอบของยาฆาแมลง อุตสาหกรรมชุบโลหะ อุตสาหกรรมผลิต

คลอรีนและโซดาไฟ ดานความเปนพิษของปรอทนัน้พบวาปรอทในรูปสารประกอบอินทรียมีความ

เปนพษิตอทางเดินอาหารไดสูงแตขับออกมาในรูปของเสียไดนอยมาก เนื่องจากเปนสารที่เสถยีร

ไมคอยแตกตัวเปนสารอนนิทรีย ปรอทรูปนี้สามารถยึดกับเม็ดเลือดแดง และแพรกระจายไปยงัทกุ
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สวนของรางกาย ปรอทสามารถแทรกซมึผานเยื่อหุมสมองเขาสูประสาทสวนกลาง ซึ่งทําอนัตราย

ตอเนื้อเยื่อสมองสวนที่ควบคุมการมองเหน็และความรูสึก ทําใหผูรับสารปรอทมอีาการผิดปกติ

เกี่ยวกับระบบประสาทการมองเหน็และความรูสึก ปรอทในรูปโลหะสามารถถกูดูดซึมเขาสูรายกาย

ทางผิวหนงัและลมหายใจไดงาย นอกจากนี้ปรอทสามารถทําลายอวัยวะอื่นๆ ทีก่ระจายไปถึง เชน 

เนื้อเยื่อตับ ไฟเบอรของกลามเนื้อหวัใจ หลอดไต กระเพาะ และลําไสสวนดูโอดินมั (Duodenum) 

และทําใหการผลิตเซลลเม็ดเลือดแดงของไขกระดูกลดลง กิจกรรมที่เกิดจากการกระทําของมนษุย

หลายๆ อยางนําไปสูการปนเปอนของปรอทในสิง่แวดลอม ไดแก  การเผาขยะและของเสีย การเผา

ไหมของเชื้อเพลิง โรงถลุงโลหะเหมืองแรที่มีปรอทปนเปอน การใชผลิตภัณฑตาง ๆ ที่มีสารปรอท 

เชน หลอดฟลอูอเรสเซนส ถานไฟฉาย เทอรโมมิเตอร อุปกรณอิเลคทรอนิคส สีบางชนิด วัสดุอุด

ฟน ยาฆาเชื้อรา ปรอทจากแหลงตาง ๆ เหลานี้ มทีั้งที่ลงสูแหลงน้าํหรอืพื้นดนิโดยตรง แตสวนใหญ

จะมาจากการระเหยหรือการเผาไหม และปลดปลอยสูบรรยากาศ ซึ่งในที่สุดจะตกกลับลงสูพืน้ดิน 

เมื่อมีกิจกรรมการใชที่ดนิ เชน การเกษตร การขุดดิน การทําเหมือง การทําถนน เปนตน เมื่อมีการ

เปดหนาดิน ปรอทที่สะสมอยูในดินจะถูกทําใหเปลีย่นแปลงรูปแบบทางเคม ี มาอยูในรูปแบบที่

ละลายน้ําไดมากขึ้น และสงผลตอการเคลื่อนตัวของปรอทจากดินเขาสูแหลงน้ํา (จิรวฒัน, 2549) 

 ในป พ.ศ. 2551 มีรายงานผลการศึกษาการปนเปอนของโลหะหนักในหอยนางรม บริเวณ

แหลงเพาะเลีย้งอําเภอกาญจนดิษฐ  จงัหวัดสุราษฎรธาน ี (อัญชลี, 2551) พบวามีปริมาณปรอท 

0.069 ± 0.002 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (น้ําหนกัสด) ซึ่งมีคาต่ํากวาเกณฑมาตรฐานของประกาศ

กระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 98 (พ.ศ. 2529) ที่ไดกําหนดคามาตรฐานของปรอทในอาหารไมเกนิ 

0.5 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 

 
2.3 การวิเคราะหปริมาณโลหะหนกัโดยวิธทีางเคม ี

การวิเคราะหหาปริมาณโลหะหนกัในตัวอยางตางๆ ในสิ่งแวดลอม เชน อาหาร พืช สัตว 

ดิน น้ํา และอากาศ สามารถนําไปสูการบงชี้ถงึภาวการณปนเปอนหรือภาวะมลพิษของสิ่งแวดลอม

นั้นๆ ได การตรวจสอบการปนเปอนของโลหะหนักมคีวามสาํคัญ เนื่องจากเปนทีท่ราบกนัดถีึง

ผลกระทบหรืออันตรายของโลหะหนกัหลายๆ ชนิดตอทัง้พืช สัตว และคน เพราะในที่สุดโลหะหนกั

เหลานี้จะถูกสะสมอยูในหวงโซอาหาร  

 การวิเคราะหปริมาณการปนเปอนของสารตางๆ ในสิ่งแวดลอมนั้นจาํเปนจะตองใชวิธีการ

สกัดหรือแยกเอาสารเหลานัน้ออกมาจากตัวอยางที่ตองการวิเคราะหเสียกอน ข้ันตอนนี้เปนเรื่องที่

ยุงยากเนื่องจากความหลากหลายและซบัซอนของเมทริกซของตัวอยางแตละชนิด เทคนิคการสกดั
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ตัวอยางสามารถแบงอยางกวางๆ ได 2 แบบ คือวิธีการสกัดแบบดั้งเดิม (Traditional Extraction 

Approaches) ไดแก วิธี Soxhlet, การสกัดดวยของเหลว (Liquid Extraction), การสกัดโดยใช

คลื่นเสียงความถี่สูง (Sonication) เปนตน และวธิีการสกัดแบบสมัยใหม (Modern Extraction 

Approaches) ไดแก การสกัดโดยใชคลื่นไมโครเวฟ (Microwave Assisted Extraction, MAE) 

การสกัดโดยใชของไหลเหนอืวิกฤติ (Supercritical Fluid Extraction, SFE) เปนตน เทคนิคการ

สกัดแบบดั้งเดิมมีขอจํากัดคือ ใชเวลานานในการสกัดตวัอยาง และใชตัวทาํละลายหรือสารเคมีใน

ปริมาณมาก ในที่สุดยอมทําใหเกิดปญหาดานการกําจัดของเสียหรอืสารเคมีที่ใชแลว ซึง่เทคนิค

การสกัดสมัยใหมมีขีดจํากัดของปญหาดงักลาวนอยกวามาก 

การเตรียมตัวอยางเพื่อวเิคราะหปริมาณโลหะหนกั  โดยทั่วไปสามารถทําได 3 วิธ ี ไดแก   

1. Dry Ashing 2. Acid Digestion และ 3. Fusion วิธ ีAcid Digestion เปนวธิีทีม่กีารนาํไปใชกัน

มากที่สุด วิธ ี Dry Ashing ไมเหมาะสําหรับใชเตรยีมตวัอยางเพือ่หาปริมาณโลหะหนกัชนิดที่

ระเหยเปนไอได เชน Hg, Pb, Cd, As, และ Cu ทําใหเกิดการสูญหายไปของธาตุเหลานี้ในระหวาง

การเตรียมตัวอยาง และการทําใหเถาจากการเผาละลายดวยตัวทาํละลายนั้นคอนขางยุงยาก สวน

วิธี Fusion เหมาะสาํหรับสารตัวอยางที่มีซลิิเกตและออกไซดเปนองคประกอบ แตมีขอดอยคือสาร

ตัวอยางมีโอกาสปนเปอนสูง จากการเติมสารเคมีบางชนิดลงไปใหมากเกนิพอเพื่อใหสารตัวอยาง

หลอมละลายไดดียิ่งขึ้นขณะใหความรอน ตัวอยางสารเคมีที่ใชเติมลงไป เชน Sodium carbonate, 

Lithium tetraborate และ Potassium pyrosulfate (Dean, 2003)  

การยอยดวยกรด (Acid Digestion) เปนการยอยโดยใชกรดและความรอนในการทําให

เมทริกซของตวัอยางสลายตัว การเลือกใชกรดชนิดใดหรือสวนผสมระหวางกรดชนิดใดนั้นขึน้อยู

กับลักษณะของเมทรกิซของสารตัวอยางที่ตองการสลายตัว เชน ถาตองการยอยตัวอยางทีม่ีซิลิกา

เปนองคประกอบตองใชกรดไฮโดรฟลูออริก (HF) สวนกรดไนตริกสามารถใชยอยตัวอยางชีวสาร 

(Biological samples) ไดดี การยอยดวยกรดมี 2 แบบ คือ การยอยแบบดั้งเดิมโดยใชแผนความ

รอน (Hotplate หรือ Heating block) และการใชเตาไมโครเวฟ การยอยดวยระบบไมโครเวฟเปนที่

นิยมใชมากขึน้เนื่องจากมีความสะดวกและรวดเร็วกวา ไมทําใหเกิดปญหาการสูญหายไปของธาตุ

ที่ระเหยเปนไอไดเนื่องจากกระทาํในระบบปด นอกจากนี้ยังชวยลดการปนเปอนที่อาจเกิดขึ้นใน

การวิเคราะห เนื่องจากการใชปริมาณกรดนอยลงและทาํการยอยในระบบบปด Bou et al. (2004) 

ไดศึกษาความถูกตองของวธิีวิเคราะหในขั้นตอนการสลายตัวของ Se, Zn, Fe และ Cu ในตัวอยาง

เนื้อไก พบวาการยอยตวัอยางดวยระบบไมโครเวฟใหคารอยละการกลับคืนเปน 103-105, 107-

108, 97-100 และ 89-94 สําหรับการวิเคราะห Zn, Fe, Se และ Cu ตามลําดับ สภาวะทีเ่หมาะสม
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ในการยอยตัวอยางเปนดงันี ้ ใชตัวอยางเนือ้ไก 0.6 กรัม (น้ําหนักสด, ในกรณี CRM ใช 0.3 กรัม 

น้ําหนกัแหง) เติมกรด HNO3 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และ H2O2 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร แลวจึงนาํไป

ยอยดวยระบบไมโครเวฟโดยการตั้งโปรแกรมอุณหภูมิและเวลา 4 ข้ันตอน คือ 1. อุณหภูมิ 120 

องศาเซลเซยีส เวลา 5 นาที 2. อุณหภูมิ 150 องศาเซลเซียส เวลา 5 นาท ี3. อุณหภูมิ 180 องศา

เซลเซียส เวลา 5 นาท ี 4. อุณหภูมิ 200 องศาเซลเซียส เวลา 10 นาท ี โดยใชอัตราการเพิ่มของ

อุณหภูมิเปน 10 องศาเซลเซียสตอนาทีในทกุขั้นตอน ในการหาความแมนยําของวิธวีิเคราะหทาํได

โดยการวเิคราะหตัวอยางเนือ้ไกที่เติมสารละลายมาตรฐานที่ทราบคาความเขมขนทีแ่นนอน โดยมี

จํานวนครั้งทีว่เิคราะห 10 คร้ัง และการหาความถกูตองของวิธีวเิคราะหทาํไดโดยการวิเคราะหสาร

อางอิง (Certified Reference Material, CRM 184 Bovine Muscle) โดยมีจํานวนครั้งที่วเิคราะห 

10 คร้ัง ผลการยอยตัวอยางเนื้อไกดวยระบบไมโครเวฟโดยใชกรด HNO3 ผสมกับ H2O2 ทําให

สามารถยอยตัวอยางไดดี ทาํใหโลหะทุกชนิดสลายตัวออกมาอยูในตัวทําละลายไดทั้งหมด และ

เมื่อเปรียบเทยีบกับวธิีการยอยโดยระบบเปดโดยใช Digestion block พบวามกีารแปรปรวนของ

ผลการวิเคราะหนอยกวา  

Yang และ Swami (2007) ไดวิเคราะหหาปริมาณโลหะ 27 ชนิด ในสัตวน้ําจาํพวกปลา

และปู โดยใชวิธีการยอยดวยไมโครเวฟสาํหรับเตรียมตวัอยางและวเิคราะหดวยเทคนิค CVAAS 

(สําหรับ Hg) และเทคนิค ICPMS (สําหรับธาตุอ่ืนๆ ทัง้หมด) ในการวิเคราะห พบวาสวนผสมของ

สารเคมีที่ใชยอยตัวอยางที่เหมาะสมประกอบดวย HNO3 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร และ H2O2 ปริมาตร 

2 มิลลิลิตร และ HF ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร โดยใชปริมาณของตัวอยาง 0.15 กรัม (น้ําหนักแหง) 

และในการยอยดวยไมโครเวฟแบงเปน 2 ข้ันตอน โดยใชอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซยีส เวลา 5 นาที 

และ อุณหภูม ิ 200 องศาเซลเซียส เวลา 10 นาที ในขัน้ตอนที่ 1 และ 2 ตามลําดบั โดยที่ในตอน

เร่ิมตนของการยอยทัง้สองขัน้ตอนจะตองใชเวลาระยะหนึ่งในการคอยๆ ปรับอุณหภูมิใหสูงขึ้นให

ไดตามที่ตองการ ในทํานองเดียวกนักับเมือ่ส้ินสุดการยอยในแตละขั้นตอน ตองใชเวลาระยะหนึ่ง

ในการคอยๆ ปรับอุณหภูมิใหลดต่ําลง ผูวิจัยสรุปวาวธิกีารนี้เหมาะสมในการวิเคราะหหาปริมาณ

โลหะหลายชนดิในตัวอยางชวีสาร และผลจากการวิเคราะหสารอางองิ 2 ชนิด คือ หอยนางรม 

(SRM1566b) พบวามีโลหะหลายชนิด (Na, Al, K, V, Co, Zn, Se, Sr, Ag, Cd, Ni และ Pb) ใหคา

รอยละการกลบัคืนอยูในชวง 90-110 และสารอางองิของเนื้อปลา (Dogfish, DORM-2) มีโลหะ

หลายชนิด (Al, Cr, Mn, Se และ Hg) ใหคารอยละการกลับคืนอยูในชวง 90-110 

Brisbin และ Caruso (2002) ไดเปรียบเทียบวิธีการสกดัสารตัวอยางระหวางการสกัดดวย

ไมโครเวฟกับวิธีอ่ืนๆ ไดแก การสกัดแบบ Soxhlet, การสกัดแบบ Sonication, การสกัดโดยใช 
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Supercritical CO2 และการสกัดโดยใช Subcritical H2O โดยทุกวิธีใชสารอางอิง Lobster 

(TORT-2, NRCC) ในการสกัด ผลการศึกษาพบวา การสกัดตัวอยางโดยใชระบบไมโครเวฟมี

ประสิทธิภาพในการสกัดเทยีบเทากับเทคนคิอื่นๆ แตใชปริมาณตัวทาํละลาย และใชเวลาในการ

สกัดนอยกวา มีความสะดวกในการใชงาน และใหผลวิเคราะหซ้าํที่ดีกวา 

การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมทางดานการวิเคราะหทางเคมี แบงเปน 2 รูปแบบ ไดแก  

1) Univariate Methodology และ 2) Multivariate Methodology วิธีแรกเปนการศึกษาผลของตวั

แปรที่เกี่ยวของครั้งละ 1 ตัวแปร มีขอดีคือ การแปรผลทาํไดงาย แตมขีอเสียคือ ส้ินเปลืองสารเคมี

และเวลา และไมมีการพิจารณาผลของ Interactions ระหวางตัวแปร สวนวธิีที่สองมีขอดีคือ ใช

เวลาในการทดลองนอยกวาทาํใหส้ินเปลอืงสารเคมีและเวลานอยกวา และมีการพิจารณาผลของ 

Interactions ระหวางตัวแปรทําใหไดผลการศึกษาที่ดีกวา (Santelli, 2006) 

 
2.4 การประเมินชีวภาพความพรอมของโลหะหนกั 

การประเมนิความเสีย่งจากการบริโภคอาหารทีป่นเปอนสารเคมตีางๆ สามารถวดัไดจาก

คาชีวภาพความพรอม (Bioaccessibility) ของสารนัน้ๆ วิธีการหนึง่ที่ใชวัดคาชีวภาพความพรอม 

เรียกวา Physiologically Based Extraction Test (PBET) หรือ In vitro gastrointestinal 

extraction เปนวิธซีึ่งจาํลองระบบการยอยอาหารเพื่อนําขอมูลที่ไดไปทํานายปริมาณชีวภาพความ

พรอมของสารนั้นๆ ที่คนจะไดรับจากการบริโภคอาหารแตละชนิด วิธีการนีท้ําไดโดยการจาํลอง

กระบวนการยอยอาหารตางๆ เร่ิมต้ังแตการยอยโดยบดเคี้ยวอาหารและเอนไซมในปาก กระเพาะ

อาหาร และลําไสเล็ก ระบบทางเดินอาหารของคน (รูปที ่2.2) ประกอบดวยอวยัวะที่เกีย่วของตางๆ 

ดังนี ้(วิกพิีเดีย, 2553; Dean และ Ma, 2007) 
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                   รูปที่ 2.2 ระบบการยอยอาหารของคน (Dean และ Ma, 2007) 

 

1) ปาก (Mouth) เปนอวัยวะแรกของระบบยอยอาหาร ภายในประกอบดวยฟนทาํหนาที่

บดเคี้ยวอาหารใหมีขนาดเลก็ลง เพื่อเพิม่ปริมาณพืน้ที่ผิวของอาหารใหเหมาะสาํหรับการยอยใน

กระเพาะตอไป ล้ินทาํหนาที่สงอาหารใหฟนบดเคี้ยว และคลุกเคลาอาหารใหออนตวั ตอมน้าํลาย 

มีหนาที่ผลิตเอนไซมในน้ําลายคืออะไมเลส (รอยละ 98 ของน้าํลายคือน้ํา) น้าํลายม ี pH 6.5 

กระบวนยอยที่เกิดขึ้นภายในปากใชเวลาตั้งแตไมกี่วินาทีจนถึงประมาณ 2-3 นาท ี

2) หลอดอาหาร (Oeophagus) ทําหนาที่หดตัว บีบอาหารลงสูกระเพาะอาหาร หลอด

อาหารมีผนงัมกีลามเนื้อทีย่ดืและหดตัวได บริเวณคอหอยมีชองที่เปดเขาสูหลอดลมและหลอด

อาหาร โดยสวนบนของหลอดลมจะมีแผนกระดูกออนปดกั้นกันอาหารไมใหเขาสูหลอดลม ไมมี

ตอมสรางน้าํยอยแตมีตอมขับน้ําเมือกชวยใหอาหารไหลผานไดสะดวก  

3) กระเพาะอาหาร (Stomach) ทําหนาทีผ่ลิตกรดไฮโดรคลอริก น้ํายอยเปปซินและเรนนนิ 

ยอยอาหารประเภทโปรตีน กระเพาะอาหารมีลักษณะเปนถงุ รูปรางคลายตัว J ปกติกระเพาะ

อาหารที่ไมมีอาหารจะมีขนาดประมาณ 45 มิลลิลิตร และสามารถขยายตัวเพื่อบรรจุอาหารได 1-

1.5 ลิตร กระเพาะอาหารสามารถยอยไดโดยการบีบตัวทําใหอาหารแตกเปนชิน้เล็กๆ คลุกเคลากบั

น้ํายอยในกระเพาะ   

4) ลําไสเล็ก (Small intestine) มีความยาวประมาณ 3 เมตร ประกอบดวย 3 สวน คือ 

Duodenum, Jejunum และ Ileum ลําไสเล็กทาํหนาทีผ่ลิตน้ํายอยอาหารประเภทคารโบไฮเดรต 
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โปรตีน ไขมัน และดูดซึมสารอาหารเขาสูเซลลในรางกาย ในลําไสเลก็มีน้าํยอยหลายชนิดใชยอย

อาหารประเภทคารโบไฮเดรต ไขมัน และโปรตีน ถาน้าํยอยในลําไสเล็กไมพอจะมนี้ํายอยจากตบั 

(Liver) และตับออน ตับจะสรางน้ําดีสะสมไวในถงุน้าํดี (Gall bladder) สําหรบัยอยไขมันใหมี

ขนาดเล็กลง นอกจากนี ้ลําไสเล็กยังมหีนาที่ดูดซึมสารอาหารเกือบทกุชนิด 

5) ลําไสใหญ (Colon) ทําหนาที่ดูดซึมน้าํ แรธาตุ วิตามนิบางชนิดและกลูโคสเขาสูกระแส

เลือดซึ่งสวนใหญจะเปนน้าํ ในลําไสใหญจะไมมีการยอยอาหาร สวนตนของลาํใสใหญมีไสติ่งซึ่ง

ไมไดชวยยอยอาหารแตอยางใด สวนปลายของลําไสใหญเปนไสตรง เชื่อมตอไปยังทวารหนัก  

6) ทวารหนัก (Anus) ขับถายกากอาหาร 

 

วิธี In vitro gastrointestional extraction เปนการจําลองสภาวะตางๆ ในการยอยอาหาร 

ไดแก องคประกอบทางเคมขีองน้ํายอย สภาวะความเปนกรด-ดางในกระเพาะและลําไสเล็ก การ

ผสมของอาหารกับน้าํยอย สัดสวนของอาหารตอน้าํยอย อุณหภูมิของรางกาย ตลอดจนระยะเวลา

ที่ใชในการยอยในแตละขั้นตอนตั้งแตในปาก กระเพาะอาหาร และลําไสเล็ก แตในการจาํลองใน

หองปฏิบัติการสวนใหญมกัจะไมรวมขั้นตอนการยอยในปาก ดวยเหตผุลที่วาอาหารอยูในชองปาก

ในระยะเวลาที่นอยมาก โดยเฉลี่ยประมาณ 10 วินาท ีถึง 2 นาท ี(Dean และ Ma, 2007) หลงัจาก

นั้นจงึนําของเหลวที่ไดจากการยอยไปวิเคราะหหาปริมาณสารที่สนใจศึกษา อีกวธิีหนึ่งที่ไดมีการ

นําไปใชหาปรมิาณชีวภาพความพรอม คอืการใชสัตวทดลอง (In vivo approaches)  เมื่อ

เปรียบเทยีบสองวิธนีี้พบวาการใชสัตวทดลองมีขอจํากดับางประการ เชน การแปลผลขอมูลอาจทํา

ไดไมสมบูรณเนื่องจากความแตกตางทางดานสรีระระหวางคนและสัตวที่นาํมาทดลอง อีกทั้งยัง

ตองใชระยะเวลานาน และมีความยุงยากมากกวาในการทดลอง และมีคาใชจายสูงโดยเฉพาะ

อยางยิ่งเมื่อตองการวิเคราะหตัวอยางเปนจํานวนมากๆ รวมทั้งการหลีกเลี่ยงไมใชและทารุณสตัว

ในการทดลองในหองปฏิบัติการ 

ในป ค.ศ. 1969 Jacobs และ Greenman นักวิจยัจาก Welsh National School of 

Medicine ประเทศเวลส ไดศึกษาชีวปริมาณออกฤทธิ ์ (Bioavailability) ของธาตุเหล็กในอาหาร 

25 ชนิด เชน เนื้อบด เบคอน สเต็ก กะหลํ่าปล ี ฯลฯ โดยใชน้ํายอยที่เตรียมโดยการผสมเปปซนิ 

(รอยละ 0.5) ในกรด HCl (0.1 นอรมอล) แลวจึงปรับ pH ใหไดประมาณ 1.5-2 แลวจึงนําไปยอยที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1.5 ชั่วโมง แตในงานวิจัยนี้ไมไดมีการจําลองระบบการยอย

ในลําไสเล็ก ผลการศึกษานี้พบวา ปริมาณของธาตุเหล็กมากกวาครึง่หนึ่งถูกชะออกมาสู

สารละลายหรอืน้ํายอย และปริมาณทีถ่กูชะออกมานีย้ังขึ้นอยูกับกรรมวิธีการปรงุอาหาร และ
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อาหารบางชนดิอาจมีสารทีส่ามารถยึดจบักับธาตุเหลก็ไดดีแตกตางกัน ตอมาในป ค.ศ. 1978 

Rao และ Prabhavathi นักวิจัยจาก Indian Council of Medical Research ประเทศอินเดีย ได

ศึกษาวธิีการจําลองการยอยอาหารดวยวธิกีารเชนเดียวกนักับของ Jacobs และ Greenman เพื่อ

ทํานายคาชีวปริมาณออกฤทธิ์ของของธาตุเหล็กในอาหารชนิดตางๆ เชน ธัญพืช ผัก น้ําตาล ฯลฯ 

แตไดศึกษาเพิม่เติมในสวนการจําลองการยอยในลาํไสเล็ก โดยการนําสวนที่เหลือจากการยอยใน

กระเพาะไปปรับ pH ใหได 7.5  แลวจึงนาํไปยอยตอทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส เปนเวลาอีก 1.5 

ชั่วโมง ผลการศึกษาพบวาคาชีวปริมาณออกฤทธิ์ของธาตุเหล็กสมัพนัธกับปริมาณของธาตุเหล็กที่

ถูกดูดซึมไดในคนเมื่อบริโภคอาหารชนิดนัน้ๆ ในป ค.ศ. 1981 Miller และคณะนักวิจัยจาก

มหาวิทยาลยั Cornell และ US Plant, Soil and Nutrition Laboratory  ไดศึกษาเกี่ยวกับวธิีการหา

คาชีวภาพความพรอม เพื่อประมาณระดับของธาตุเหล็กที่รางกายสามารถดูดซมึเขาสูรางกายได

ทางระบบยอยอาหาร โดยใชอาหารชนิดตางๆ เชน ไข เนือ้บด แฮม ขาว ผักขม นม ชีส น้ําสม ชา 

กาแฟ ฯลฯ คณะผูวิจัยพบวาวธิีการหาคาชีวภาพความพรอมนี้เปนวิธีที่สามารถทาํไดรวดเร็ว มี

คาใชจายไมมากนกั และใหผลการศึกษาที่ถูกตอง ตอมาจึงไดมีความพยายามพฒันาวิธกีารหาคา

ชีวภาพความพรอมทัง้ในทวปีอเมริกาและยุโรป (Crews et al., 1985; Rotard et al., 1995; 

Minekus et al., 1995; Ruby et al., 1996; Rodriguez et al., 1999; Oomen et al., 2002) วิธี 

PBET สามารถนําไปประยุกตใชไดกับตัวอยางตางๆ ทางสิ่งแวดลอม ซึ่งสวนใหญเปนดิน (Ruby 

et al., 1993; Ruby et al., 1996; Williams et al., 1998; Rodriguez et al., 1999; Oomen et 

al., 2003; Schroder et al., 2003)  และมีรายงานการประยุกตใชกับตัวอยางอาหาร (Crews et 

al., 1985; Bermejo et al., 2002; Lopez et al., 2002; Mounicou et al., 2002; Intawongse 

and Dean, 2008) รวมทั้งอาหารประเภทอาหารทะเล (Cabanero et al., 2004; Navarro et al., 

2008)   

Navarro et al. (2008) ไดประเมนิคาชวีภาพความพรอม (Bioaccessibility) ของโลหะ 8 

ชนิด ไดแก Ag, Co, Cr, Cu, Mn, Ni, Pb และ Sn โดยวธิี In vitro Physiologically Based 

Extraction Test (PBET) โดยทําการศึกษาในตวัอยางหอยแมลงภู (Mytilus galloprovincialis) ที่

เก็บมาจากชายฝงตะวนัออกเฉียงเหนือในประเทศสเปนในเดือนเมษายน ป ค.ศ. 2004, 2005 และ 

2006 ผลการศึกษาพบวา การใชวิธี PBET เปนวธิีการหนึง่ที่ใชไดผลดีเพื่อประเมนิชีวภาพความ

พรอมของโลหะในตัวอยางดงักลาว นอกจากนี้คณะผูวจิัยยังไดทาํการทดสอบความถูกตองของวธิี

วิเคราะห (Method Validation) ของวธิีการ PBET โดยการวิเคราะหสารอางองิ (SRM 2977 

Mussel Tissue) และยังไดศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับการเปรียบเทียบปริมาณโลหะทัง้หมดในตัวอยาง
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หอยแมลงภูที่เก็บมาจากจุดเก็บตัวอยางทีแ่ตกตางกนั Cabanero et al. (2004) ไดประเมิน

อันตรายจากการปนเปอนของซีลีเนยีมและปรอทในปลา โดยพิจารณาจากคาชีวภาพความพรอม 

ซึ่งไดศึกษาจากตัวอยางของปลาชนิดตางๆ ที่ไดมาจากตลาดในประเทศสเปน ไดแก Swordfish 

(Aphanopus carbo), Sardine (Sardina pilchardus) และ Tuna (Thunnus spp.) เทคนิค 

Atomic Fluorescence Spectroscopy (AFS) ใชสําหรบัการหาความเขมขนทัง้หมดของซีลีเนียม

และปรอท และวิเคราะหปริมาณชีวภาพความพรอมโดยการจําลองระบบการยอยในกระเพาะ

อาหารและลําไส จากผลการศึกษาพบวา ความสามารถในการละลายของซีลีเนียมในของเหลวที่

ไดจากระบบการยอยในกระเพาะอาหารของ Swordfish และ Sardine (มีคารอยละ 76 และ 83 

ตามลําดับ) มคีาสูงกวา Tuna (มีคารอยละ 50) ในขณะที่ความสามารถในการละลายของปรอทใน

ของเหลวที่ไดจากระบบการยอยในกระเพาะอาหารนั้น มีคาคอนขางต่ําในทุกตวัอยางที่ศึกษา (มี

คาอยูในชวงรอยละ 9-17) นอกจากนี้ระบบการจาํลองการยอยอาหารดังกลาวยงัทําใหสามารถ

ระบุสารประกอบโลหะอนิทรยีชนิด Selenomethionine (SeMet) และสารประกอบอินทรียของ

ปรอทในตัวอยางปลาทัง้ 3 ชนิดนี ้ โดยการนําตัวอยางของเหลวที่ไดจากระบบการจาํลองการยอย

อาหารไปวิเคราะหดวยเครื่อง LC-ICP-MS ซึ่งเปนเครื่องมือที่เชื่อมตอเขาดวยกนัระหวางเครื่อง 

Liquid Chromatograph (LC) และเครื่อง Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometer 

(ICP-MS) ผลการวิเคราะหดวยเทคนิคนีพ้บวา สารประกอบอินทรียของปรอทมีมากกวารอยละ 92 

ของปริมาณปรอททั้งหมดทีม่ีอยูในตัวอยางปลา 
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บทที่ 3 วิธีดําเนินการวิจัย 
 
3.1 วัสดุ อุปกรณ และสารเคมี 
 รายการวัสดุ อุปกรณ และสารเคมีที่ใช พรอมทัง้รายละเอียดบริษัทผูผลิตแสดงไวในตาราง

ที่ 3.1 ก) และ ข) 

 

ตารางที่ 3.1 รายการวัสดุ อุปกรณ และสารเคมีที่ใช 

ก) วัสดุ อุปกรณ 

วัสดุ อุปกรณ / รุน บริษัทผูผลิต 
1. เครื่อง Inductively Coupled Plasma-Optical 

Emission Spectroscopy (ICP-OES) 

รุน JY238 Ultratrace – Ultima2  

2. เครื่อง Concomitant Metals Analyzer (CMA) 

3. เครื่องไมโครเวฟ รุน Multiwave  

4. เครื่องเขยาควบคุมอุณหภมูิ Memmert 

5. Milli-QTM Millipore Water Purification System 

6. pH Meter (SevenEasy) 

7. Centrifuge Tube Screwcap PP 50 mL  

8. Syringe filter nylon 0.45 μm, 25 mm 

Jobin Yvon Horibaz, Longjumeau, France 

 

 

Jobin Yvon Horibaz, Longjumeau, France 

Anton Paar GmbH, Graz, Austria 

Memmert GmbH + Co.KG, Germany 

Millipore SA, Molsheim, France 

Metler-Toledo AG, Switzerland 

Sarstedt, Germany 

Filtrex Filtration, Singapore 
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ข) สารเคมี 

สารเคม ี บริษัทผูผลิต 
1. SRM 1566b Oyster Tissue 

 

2. ICP Multi Element Standard Solution 

3. Ar gas 99.999% (UHP) 

4. Sodiumborohydride > 99% 

5. Malicacid disodium salt  

6. Bile salt  

7. Pancreatin 

8. Pepsin 

9. Lactic acid 

10. Trisodiumcitrate  

11. Sodium hydrogen carbonate  

12. Acetic acid  

13. Hydrochloric acid 37% w/w 

14. Nitric acid 69% w/w 

15. Hydrogen peroxide 30% w/w  

National Institute of Standards & 

Technology, Gaithersburg, MD, USA 

AccuStandard, Inc., CT, USA 

Praxair, Thailand 

Sigma, Germany 

Sigma, Japan 

Sigma, New Zealand 

Sigma, USA 

Fluka, USA 

BDH, England 

Prolabo, VWR International, Belgium 

Merck, Gemany 

Merck, Gemany 

Merck, Gemany 

Merck, Gemany 

Merck, Gemany 

 
3.2 การเก็บและเตรียมตวัอยางหอยนางรม 
3.2.1 การเกบ็ตัวอยางหอยนางรม 
              พืน้ที่ศึกษา คือแหลงเพาะเลี้ยงหอยนางรมในจังหวัดสรุาษฎรธาน ี ตั้งอยูที่อาวบานดอน 

จ.สุราษฎรธานี จุดเก็บตัวอยางทัง้หมดอยูหางจากชายฝงโดยประมาณ 1.5 กิโลเมตร ตลอดทัง้ป

อาวบานดอนรับน้ําที่ระบายมาจากแมน้าํสายหลกั คือ แมน้ําตาป และแมน้ําพุมดวง และคลองอกี 

7 สาย (กรมสงเสริมคุณภาพสิ่งแวดลอม, 2553) นอกจากนีย้ังรับน้ําที่ระบายมาจากชุมชน โรงงาน

อุตสาหกรรม และการทาํการเกษตร ในการศึกษาครั้งนี้ไดเก็บตัวอยางหอยนางรมจากทั้งหมด 5 

พื้นที่ ดังตอไปนี้ 1. ตําบลพมุเรียง อําเภอไชยา  2. ตําบลตะเคียนทอง 3. ตําบลกะแดะ 4. ตําบล

พลายวาส และ 5. ตําบลทาทอง อําเภอกาญจนดษิฐ ดังแสดงในรูปที่ 3.1 ในการเก็บตัวอยางได

ดําเนนิการเกบ็ตัวอยางในเดือนมกราคม พ.ศ. 2553 โดยใชหอยนางรมพื้นที่ละ 3 ตวัอยาง (ทําการ

วิเคราะหตัวอยางละ 3 ซ้ํา) นําหอยนางรมบรรจุในถุงพลาสติกรักษาตัวอยาง และเกบ็ไวที่อุณหภูมิ 

4 องศาเซลเซยีส กอนการเตรียมตัวอยาง  
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อาวบานดอน 

อ.ไชยา 

จ.สุราษฏรธาน ี อ.กาญจนดิษฐ 

 
รูปที่ 3.1 พื้นที่เก็บตัวอยางหอยนางรมในแหลงเพาะเลีย้งหอยนางรมอาวบานดอน จ.สุราษฎรธาน ี

ทั้ง 5 พื้นที ่ไดแก S1. ตําบลพุมเรียง อําเภอไชยา  S2. ตําบลตะเคียนทอง S3. ตําบลกะแดะ S4. 

ตําบลพลายวาส และ S5. ตําบลทาทอง อําเภอกาญจนดิษฐ  

 
3.2.2 การเตรียมตัวอยางหอยนางรม 
 นําหอยนางรมที่ลางสะอาดแลวมาแกะเปลอืกออก ลางใหสะอาดดวยน้ําประปา หลงัจาก

นั้นจงึลางดวยน้ําปราศจากไอออนอีก 2-3 คร้ัง แลวจึงตัดเปนชิ้นเลก็ๆ นําไปใสภาชนะเพื่ออบที่

อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง (มีความชืน้โดยเฉลี่ยรอยละ 80.2) หลงัจาก

อบแหงแลวจงึนําไปบดดวยเครื่องบดจนละเอียด แลวรอนดวยตะแกรงรอนสแตนเลส (Seive, 

ขนาด 0.25 mm) บรรจุใสถุงซิปนําไปเก็บไวในเดซิกเคเตอรสําหรับการวิเคราะหตอไป                                 

        
3.3 การศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมโดยใชระบบการยอยดวยไมโครเวฟ 
 ศึกษาโดยใชระบบไมโครเวฟซึ่งประกอบดวยแหลงใหกาํเนิดคลื่นไมโครเวฟ (Magnetron) 

ความถี ่ 2.45 GHz สามารถปรับกําลงัของเครื่องไดสูงสุด 1000 W ใชภาชนะบรรจุตัวอยาง 

(Vessel) ทีท่าํดวย TFM (Fluoroplastics) ขนาด 100 มิลลิลิตร เตรียมตัวอยางไดคร้ังละ 12 

ตัวอยาง (Rotor 12) สามารถยอยตัวอยางภายใตความดันสูงสุด 290 psi และอุณหภูมิสูงสุด 300 

องศาเซลเซยีส    

 ในการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการยอยตัวอยางหอยนางรมดวยระบบไมโครเวฟใชวิธี

มาตรฐาน EPA 3052 (USEPA, 1996) เปนวิธีอางอิง พารามิเตอรที่สําคญัที่เกี่ยวของกับ

 21 



การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมมี 3 พารามิเตอร ไดแก องคประกอบของสารที่ใชในการยอย 

(Components of acid mixture, CM) กาํลังของคลืน่ไมโครเวฟ (Microwave power, MP) และ

เวลาที่ใชในการยอย (Digestion time, DT) ซึ่งเปนตัวแปรที่สําคัญที่สุดในการศึกษาสภาวะที่

เหมาะสมโดยใชระบบการยอยดวยไมโครเวฟ (Santelli, 2006) ไดศึกษาพารามิเตอรเหลานี้ใน 3 

ระดับ คือ ระดับตํ่า ปานกลาง และสูง ดังแสดงในตารางที่ 3.2 และใชการออกแบบการทดลอง

แบบ Two-Level Factorial Design และ Central Point Replication (Soylak et al., 2007) เพื่อ

หาสภาวะที่เหมาะสม ดังแสดงในตารางที่ 3.3 มีการตั้งโปรแกรมการใหความรอนของระบบการ

ยอยไมโครเวฟดงัแสดงในตารางที่ 3.4 ประกอบดวย 4 ข้ันตอนคือ ข้ันแรกที่กาํลัง 250 วัตตเปน

เวลา 2 นาที ข้ันที่ 2 หยุดการใหกาํลังเปนเวลา 2 นาท ี ข้ันที่ 3 ที่กําลัง 250 วัตตเปนเวลา 2 นาที 

และข้ันที ่ 4 ซึ่งเปนขัน้สุดทายนีจ้ะตองมกีารเปลี่ยนคาของกําลงัของคลื่นไมโครเวฟ (Microwave 

Power) และเวลา ใหสอดคลองกับแตละการทดลองตามที่ระบุในตารางที่ 3.3  

ในการยอยตัวอยางเพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมแบงออกเปน 2 กรณีดังนีค้ือ 

3.3.1 กรณีที่ใชสารอางอิง 1566b (Oyster Tissue) จะใชสารปริมาณ 0.5 กรัม ตอการ

ยอย 1 ซ้ํา และเมื่อยอยตามสภาวะในการทดลองในตารางที่ 3.3 เสร็จแลว นําสารตัวอยางไปกรอง

ดวยกระดาษกรอง Whatman เบอร 41 ใสในขวดวัดปริมาตรและปรับปริมาตรใหได 10 mL แลวจึง

นําสารละลายที่ไดนี้ไปวิเคราะหหาปริมาณ Cd และ Pb โดยใชเทคนคิ ICP-OES ตามรายละเอียด

ในขอ 3.4 

3.3.2 กรณีที่ใชตัวอยางหอยนางรม จะใชตัวอยางหอยนางรมปริมาณ 0.5 กรัม ตอการ

ยอย 1 ซ้ํา ตัวอยางหอยนางรมที่นาํมาศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมแตละตัวอยางจะถกูแบงออกเปน 2 

สวน ดงันี ้สวนที ่1 นําไปยอยโดยไมตอง spike สารมาตรฐาน (Unspiked Sample) และสวนที่ 2 

มีการ Spike สารละลายมาตรฐานของ Hg ที่ทราบปริมาณที่แนนอน คือ 50 ไมโครกรัมตอกิโลกรมั 

(Spiked Sample) แลวจึงนาํไปยอยดวยระบบไมโครเวฟ ภายหลังการยอยตามสภาวะในการ

ทดลองในตารางที่ 3.3 แลวจึงนาํสารตัวอยางไปกรองดวยกระดาษกรอง Whatman เบอร 41 ใสใน

ขวดวัดปริมาตรและปรับปริมาตรใหได 25 mL แลวจึงนําสารละลายตัวอยางที่ไดนีไ้ปวิเคราะหหา

ปริมาณ Hg โดยใชเทคนิค ICP-OES ตามรายละเอียดในขอ 3.4 ซึ่งรอยละการกลับคืนของ Hg 

คํานวณไดจากสมการขางลางนี ้

 

รอยละการกลบัคืน =  Cspiked sample – Cunspiked sample   x  100 

     Cadded
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 เมื่อ Cspiked sample คือ ปริมาณสารในตัวอยางที่เติมสารละลายมาตรฐาน  

  Cunspiked sample คือ ปริมาณสารที่มีในตวัอยางที่ไมไดเติมสารละลายมาตรฐาน 

  Cadded           คือ ปริมาณสารละลายมาตรฐานที่เติมลงไปในตัวอยาง 

 
ตารางที่ 3.2 พารามิเตอรทีใ่ชในการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการยอยดวยระบบไมโครเวฟ 

 

พารามเิตอร หนวย ระดับตํ่า (-) ระดับปานกลาง (0) ระดับสูง (+) 

องคประกอบของสารที่ใชในการ

ยอย, CM 

(conc. HNO3 : H2O2 : H2O)  

mL 4:2:4 6:2:2 8:2:0 

Microwave Power, MP Watt 500 750 1000 

เวลาที่ใชในการยอย, DT นาท ี 5 10 15 

 

ตารางที่ 3.3 การออกแบบการทดลองแบบ Two-Level Factorial Design และ Central Point 

Replication  

 

การทดลอง CM (HNO3:H2O2:H2O) MP DT 

1 + (8:2:0) + (1000) + (15) 

2 + (8:2:0) + (1000) - (5) 

3 + (8:2:0) - (500) - (5) 

4 + (8:2:0) - (500) + (15) 

5 - (4:2:4) + (1000) + (15) 

6 - (4:2:4) + (1000) - (5) 

7 - (4:2:4) - (500) + (15) 

8 - (4:2:4) - (500) - (5) 

9 0 (6:2:2) 0 (750) 0 (10) 
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ตารางที่ 3.4 โปรแกรมการใหความรอนของระบบการยอยไมโครเวฟ 

 

ขั้นตอน Power (Watt) เวลา (นาที) 

1 250 2 

2 0 2 

3 250 2 

4 500 5 

Cooling 0 5 

 
3.4 การวิเคราะหปริมาณโลหะหนักโดยวิธี Inductively Coupled Plasma-Optical 
Emission Spectroscopy (ICP-OES) 
 สารอางอิง SRM 1566b (Oyster tissue) ที่ยอยไดจากขอ 3.3.1 ตัวอยางหอยนางรมที่

ยอยไดจากขอ 3.3.2 และตัวอยางหอยนางรมทัง้หมดจากทัง้ 5 พืน้ที่เก็บตัวอยาง ซึง่ไดจากการ

ยอย ณ สภาวะทีเ่หมาะสม ถูกนําไปวิเคราะหหาปริมาณ Cd Pb และ Hg โดยใชเครื่อง ICP-

OES ที่ตอเขากันกับเครื่อง Concomitant Metals Analyzer (CMA) ซึ่งเปนอุปกรณที่ทาํให

เกิดปฏิกิริยารีดักชันของธาต ุ ทําใหธาตุ (Hg) ในตัวอยางระเหยกลายเปนไอเยน็ (Cold Vapor) 

โดยใชสภาวะในการวิเคราะหตามที่ระบุไวในตารางที ่ 3.5 และวิเคราะหปริมาณของ Cd Pb และ 

Hg โดยใชวิธ ี External Calibration โดยที่สารละลายมาตรฐานที่ใชในการวิเคราะหตองเตรียมให

มีลักษณะของ Matrix ใกลเคียงกับ Matrix ของสารละลายตัวอยางที่ใชในการวิเคราะหมากที่สุด  

 ในการวิเคราะหทกุครั้งจะตองมีการวิเคราะหแบลงค (Blank analyses) 2 ชนดิ คือ 

Calibration blank เพื่อนาํไปใชในการสรางกราฟมาตรฐาน (Calibration curve) และ Method 

blank เพื่อนําไปใชในการตรวจสอบการปนเปอนในขั้นตอนการเตรียมตัวอยางและการวเิคราะห 

โดยการนําคาสัญญานของแบลงคไปหักออกจากคาสญัญานที่ไดจากการวเิคราะหตัวอยาง 
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ตารางที่ 3.5 พารามิเตอรของเครื่อง ICP-OES ที่ใชในการวิเคราะหหาปริมาณโลหะหนกั 

 

พารามิเตอร (หนวย) คาที่ใช 

RF Power (W) 

Plasma gas flow (Lmin-1) 

Auxiliary gas flow (Lmin-1) 

Nebulizer model 

Nebulizer gas flow (psi) 

Sample flow (mLmin-1) 

Drain flow (mLmin-1) 

6 M HCl flow (mLmin-1) 

0.5% w/v NaBH4 in 0.5 M NaOH flow (mLmin-1) 

Rinse delay (s) 

Number of replicates 

Wavelengths (nm) 

       Cd 

       Pb       

       Hg 

1000 

12 

0.2 

Meinhard Nebulizer Model: TR-50-C1 

45.0 

1.0 

4.0 

0.6 

1.2 

30 

3 

 

228.802 

220.353 

194.163 

 
3.5 การตรวจสอบความถูกตองของวธิีวิเคราะห (Method Validation) 
3.5.1 การหาความแมน (Accuracy) และความเที่ยง (Precision) ของวธิีการวเิคราะห 
 การหาความแมนทาํไดโดยการวิเคราะหสารอางอิง SRM 1566b ซ้ํา 7 คร้ัง ซึง่เตรียม

ตัวอยางโดยการยอยดวยระบบไมโครเวฟตามสภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากการทดลองในขอ 3.3 

และนําตัวอยางทีย่อยไดนี้ไปวิเคราะหหาปริมาณ Cd และ Pb ดวยเครื่อง ICP-OES ตามสภาวะที่

ใชในวิธกีารทดลองในขอ 3.4 แลวเปรียบเทียบคาทีว่ิเคราะหไดกับคาที่รับรอง (Certified Value) 

เพื่อตรวจสอบความแมนของวิธกีารวเิคราะห สําหรับ Hg เนื่องจาก SRM 1566b มีปริมาณของ

ธาตุชนิดนี้เทากับ 0.037 μg/g ซึ่งนอยกวาคาความเขมขนต่ําสุดทีส่ามารถตรวจหาปริมาณได 

(LOQ) จึงใชวิธีการวิเคราะห Spiked Sample ที่ระดบัความเขมขนที่ใกลเคียงกับระดับที่มีอยูใน

ตัวอยาง (50 μg/g) จํานวน 7 ซ้ํา 
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 การหาความเที่ยงทาํไดโดยการวิเคราะหสารอางองิ SRM 1566b (สําหรับ Cd และ Pb) 

และ Spiked Sample (สําหรับ Hg) ซ้ํา 7 คร้ัง แลวคาํนวณหาคา % RSD เพื่อตรวจสอบความ

เที่ยงที่เกิดจากการวเิคราะหซ้ําๆ ในสภาวะเดียวกนั (Repeatability) 

 
3.5.2 การหาคาความเขมขนต่ําสุดที่สามารถตรวจพบได (LOD) และการหาคาความ
เขมขนต่ําสุดที่สามารถตรวจหาปริมาณได (LOQ) 
 นํา Method blank ที่เตรียมไดจากการทดลอง ณ สภาวะที่เหมาะสมตามที่ไดจาก

การศึกษาในขอ 3.3 ไปทําการวิเคราะหซ้าํ 7 คร้ัง ตามวิธีการวิเคราะหในขอ 3.4 แลวคํานวณ

คาเฉลี่ย (Mean) ของสัญญาณการวเิคราะห (Peak Intensity) ของ Cd, Pb และ Hg และคา

เบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) ของสัญญาณการวิเคราะหนัน้ คา LOD และ LOQ สามารถคํานวณได

จากสมการขางลางนี ้

LOD = 3SD/m 

และ      LOQ = 10SD/m 

 

โดยที ่ SD คือ คาเบี่ยงเบนมาตรฐานของสัญญาณการวิเคราะหที่ไดจากการวิเคราะห

Method Blank จํานวน 7 คร้ัง และ m คือ slope ของกราฟมาตรฐานของโลหะหนักที่วิเคราะห 

 
3.6 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในขั้นตอนการยอยตัวอยางดวยระบบ PBET 
 พารามิเตอรทีสํ่าคัญที่เกีย่วของกับการศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสม ไดแก pH ของน้ํายอยทั้ง

ในกระเพาะและลําไสเล็ก และเวลาที่ใชในการยอย (DT)  ซึง่ไดศึกษาพารามิเตอรนี้ใน 3 ระดับ คือ 

ระดับตํ่า ปานกลาง และสูง ดังแสดงในตารางที่ 3.6 และใชการออกแบบการทดลองแบบ Two-

Level Factorial Design และ Central Point Replication (Soylak et al., 2007) เพือ่หาสภาวะที่

เหมาะสม ดงัแสดงในตารางที ่3.7 ก) และ ข) 
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ตารางที่ 3.6 พารามิเตอรทีใ่ชในการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการจาํลองระบบการยอยอาหาร 

พารามเิตอร 
Gastric Phase 

หนวย ระดับตํ่า (-) ระดับปานกลาง (0) ระดับสูง (+) 

pH - 1.5 2.5 3.5 

เวลาที่ใชในการยอย (DT) ชั่วโมง 1 2 3 

Intestinal Phase  

pH - 6.0 7.0 8.0 

เวลาที่ใชในการยอย (DT) ชั่วโมง 1 2 3 

 

ตารางที่ 3.7 การออกแบบการทดลองแบบ Two-Level Factorial Design และ Central Point 

Replication  

ก) การจําลองการยอยอาหารในกระเพาะอาหาร (Gastric Phase) 

Gastric Phase Intestinal Phase 
การทดลอง 

pH DT  pH DT  

1 + (3.5) + (3) 7.0 2 

2 + (3.5) - (1) 7.0 2 

3 - (1.5) + (3) 7.0 2 

4 - (1.5) - (1) 7.0 2 

5 0 (2.5) 0 (2) 7.0 2 

 

ข) การจําลองการยอยอาหารในลําไสเล็ก (Intestinal Phase) 

Gastric Phase Intestinal Phase 
การทดลอง 

pH T pH T 

1 1.5 2 + (8.0) + (3) 

2 1.5 2 + (8.0) - (1) 

3 1.5 2 - (6.0) + (3) 

4 1.5 2 - (6.0) - (1) 

5 1.5 2 0 (7.0) 0 (2) 
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 วิธีการที่ใช ไดแก วธิี PBET ซึ่งถูกพัฒนาขึ้นมาโดย Ruby et al. (1996) และวิธีการนี้ได

ถูกปรับเปลี่ยนในบางขัน้ตอน เพื่อใหสามารถประยุกตใชในการวิเคราะหในหองปฏิบัติการไดดีข้ึน

โดย British Geological Survey (BGS) (Cave et al., 2003) ผูวิจัยจงึไดนําวิธนีี้มาใชเพื่อประเมนิ

ชีวภาพความพรอมของโลหะหนักในตวัอยางหอยนางรม โดยการจาํลองระบบการยอยอาหารซึ่ง

ประกอบดวย 2 ข้ันตอนหลัก คือการจาํลองระบบการยอยในกระเพาะอาหาร และระบบการยอย

ในลําไสเล็ก ดังแสดงในรูปที ่3.2 ซึ่งมีวธิีการทดลองโดยละเอียดดังตอไปนี้ 

3.6.1) ชั่งสารอางอิง SRM 1566b (0.3000 g) ใสในหลอดเซ็นตริฟวจ (Polypropylene 

Centrifuge Tube) แลวนาํไปเติม Gastric Solution ปริมาตร 30 mL (ซึ่งเตรียมโดยการเตมิ  

Pepsin ปริมาณ 0.625 g,  Malate ปริมาณ 0.25 g, Citrate ปริมาณ 0.25 g,  Acetic  Acid 

ปริมาตร 250 μL และ Lactic Acid ปริมาตร 250 μL และนํามาปรับปริมาตรดวยน้ําปราศจาก

ไอออน (DI) ใหครบ 500 mL และปรับ pH เปน 1.5 [ในการศึกษาสภาวะที่เหมาะสม: ใหเปลี่ยนคา 

pH ตามที่ระบไุวในตารางที ่3.7 ก] แลวจึงปดฝาใหสนทิ  

3.6.2) นําสารตัวอยางที่เตรยีมไดไปยอยดวยเครื่อง Shaking Water Bath โดยกําหนดให

มีการเขยาที่ 100 rpm อุณหภูมิ 37 ºC เปนเวลา 2 ชั่วโมง [ในการศกึษาสภาวะที่เหมาะสม: ให

เปลี่ยนเวลาทีใ่ชในการยอยตามที่ระบุไวในตารางที ่3.7 ก] 

3.6.3) นาํสารตัวอยางไปหมุนเหวี่ยงดวยเครื่องเซ็นตริฟวจ ที่ 3,000 rpm เปนเวลา 10 

นาที แลวจึงปเปตสารละลายตัวอยางสวนที่ใสปริมาตร 5 mL ใสในหลอดเก็บตัวอยางและเก็บไวที่

อุณหภูมิ 4 ºC (เปนตัวอยางที่ยอยจากน้ํายอยในกระเพาะ: Gastric Phase, GP)   

3.6.4) นําสารตัวอยางที่เหลอืจากการยอยใน Gastric Phase ไปเติม Gastric Solution 

ปริมาตร 5 mL และเติม Bile Salts ปริมาณ 26.2 mg และ Pancreatin ปริมาณ 7.5 mg เขยาสาร

ตัวอยางใหเขากัน ปรับ pH ดวยสารละลายอิ่มตัว Sodium bicarbonate ใหได pH เปน 7.0 [ใน

การศึกษาสภาวะที่เหมาะสม: ใหเปลี่ยนคา pH ตามที่ระบุไวในตารางที่ 3.7 ข] 

3.6.5) นําสารตัวอยางไปยอยในเฟสตอไปดวยเครื่อง Shaking Water Bath โดย

กําหนดใหมีการเขยาที่ 100 rpm อุณหภูมิ 37 ºC เปนเวลา 2 ชั่วโมง [ในการศึกษาสภาวะที่

เหมาะสม: ใหเปลี่ยนเวลาทีใ่ชในการยอยตามที่ระบุไวในตารางที ่3.7 ข] 

3.6.6) นาํสารตัวอยางไปหมุนเหวี่ยงดวยเครื่องเซ็นตริฟวจ ที่ 3,000 rpm เปนเวลา 10 

นาที แลวจึงปเปตสารละลายตัวอยางสวนที่ใสปริมาตร 5 mL ใสในหลอดเก็บตัวอยางและเก็บไวที่

อุณหภูมิ 4 ºC (เปนตัวอยางที่ยอยจากน้ํายอยในลาํไสเล็ก: Intestinal Phase, IP) 
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3.6.7) นํากากตะกอนทีเ่หลือจากการยอยจาก Intestinal Phase ไปยอยดวยระบบ

ไมโครเวฟ โดยใชสภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากการศึกษาในขอ 3.3 สารละลายที่ไดนีก้ําหนดใหเปน

สวนของ Residue 

3.6.8) นําสารตัวอยางที่ยอยไดทั้ง 3 ชนิด (สารละลาย GP, IP และ Residue) ไป

วิเคราะหหาปริมาณโลหะหนักดวยเครื่อง ICP-OES ตามวิธีการที่ระบไุวในขอ 3.4 

 
3.7 การวิเคราะหปริมาณชีวภาพความพรอมของโลหะหนักในตัวอยางหอยนางรม 

เมื่อไดสภาวะที่เหมาะสมตามที่ไดศึกษาในหัวขอ 3.6 แลวจึงนําตัวอยางหอยนางรมที่

ไดจากพื้นที่เก็บตัวอยางทั้ง 5 แหลงไปศึกษาปริมาณชีวภาพความพรอมตามข้ันตอนที่ระบุไวใน

หัวขอ 3.6.1 ถึง 3.6.8 โดยที่คารอยละของปริมาณชีวภาพความพรอม (% Bioaccessibility) 

ของโลหะหนักในตัวอยางหอยนางรมสามารถคํานวณไดจากความสัมพันธดังสมการขางลางนี้ 

(Oomen et al., 2002) 

 
% Bioaccessibility = ปริมาณโลหะหนักที่วิเคราะหไดจากระบบการจําลองการยอยอาหาร (mg) x  100 

             ปริมาณโลหะหนักที่มีอยูในตัวอยางหอยนางรมกอนการยอย (mg) 
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 สารอางอิง SRM1566b ปริมาณ 0.3000 g 
 

 
เติม Gastric Solution 30 mL, pH 1.5  

 

 ยอยใน Shaking Water Bath (100 rpm) ที่ 37 ºC เปนเวลา 2 ชม. 
 

นําไปหมุนเหวี่ยง ที่ 3,000 rpm เปนเวลา 10 นาท ี
 

 

 

 

 

 

นําสารละลายสวนที่ใส 5 mL ไปวิเคราะห 

ดวย ICP-OES 

เติม Gastric Solution 5 mL, เติม Bile Salt  

26.2 mg และ Pancreatin 7.5 mg, ปรับ pH เปน 7.0  

 
Gastric   Digestion 

 ยอยใน Shaking Water Bath ที่ 37 ºC เปนเวลา 2 ชม. 

นําไปหมุนเหวี่ยง ที่ 3,000 rpm เปนเวลา 10 นาท ี

 

 

 

 

 
นําสารละลายสวนที่ใส 5 mL ไปวิเคราะหดวย ICP-OES นํากากตะกอนที่เหลือจากการยอย 

ไปยอยดวยระบบไมโครเวฟ 
 

 
Intestinal Digestion  

นําสารละลายที่ไดไปวิเคราะห 

ดวย ICP-OES 
 

 
 

Residue  
 
รูปที่ 3.2 แผนผังขัน้ตอนการจําลองระบบการยอยอาหารในกระเพาะอาหาร (Gastric Digestion) 

และลําไสเล็ก (Intestinal Digestion) 
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บทที่ 4 ผลการวิจัยและวิจารณผล 
 
4.1 การศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมโดยใชระบบการยอยดวยไมโครเวฟ 

ในการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมโดยใชระบบการยอยดวยไมโครเวฟในระบบปด ในกรณี

ของการศึกษาธาตุ Cd และ Pb ใชสารอางอิง SRM 1566b (น้ําหนัก 0.5 กรัม) และในกรณีของ

ธาตุ Hg ใชตัวอยางหอยนางรม (น้ําหนัก 0.5 กรัม) ที่เตมิสารละลายมาตรฐานของ Hg ปริมาณที่

ทราบคาแนนอนลงไป ซึง่ภายหลงัการยอย ทัง้สารอางองิ SRM 1566b และตัวอยางหอยนางรมถกู

นําไปวิเคราะหเพื่อหาปริมาณ Cd, Pb และ Hg ดวยเทคนิค ICP-OES ตัวแปรที่เกี่ยวของกบั

การศึกษาสภาวะที่เหมาะสม ไดแก องคประกอบของสารที่ใชในการยอย (CM) กําลังของคลื่น

ไมโครเวฟที่ใชในการยอย (MP) และเวลาที่ใชในการยอย (DT) และจากการใชการออกแบบการ

ทดลองแบบ Two-Level Factorial Design และ Central Point Replication เพื่อหาสภาวะที่

เหมาะสมไดคารอยละการกลับคืน (% Recovery) ของแตละธาตทุีว่ิเคราะหดังแสดงในตารางที่ 

4.1 ก) และ ข) เมื่อเปรียบเทียบผลการศึกษาที่ไดตั้งแตการทดลองที่ 1-9 พบวาการทดลองที ่1 ให

คารอยละการกลับคืนดีที่สุด เทากับ 91.4, 104.7 และ 105.8 สําหรับ Cd, Pb และ Hg ตามลําดับ 

และสารละลายที่ไดจากการยอยมีลักษณะใส แสดงวาองคประกอบของตัวอยางทีเ่ปนสารอนิทรยี

ถูกยอยสลายสมบูรณ ดังนั้นจงึสรุปไดวา สภาวะที่เหมาะสมสาํหรบัการยอยตวัอยางหอยนางรม

สําหรับการวิเคราะหหาปริมาณโลหะหนัก คือ ใชอัตราสวนของสารทีใ่ชยอยระหวาง conc. HNO3 

: H2O2 : H2O เปน 8 : 2 : 0 mL ใชกําลังของคลื่นไมโครเวฟ 1000 วัตต และใชเวลาในการยอย 

เทากับ 15 นาท ี
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ตารางที่ 4.1 ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมโดยการยอยดวยระบบไมโครเวฟ 

ก) Cd และ Pb   

Cd (μg/g, DW), n=3 Pb (μg/g, DW), n =3 

คาที่รับรอง = 2.48 ± 0.08 μg/g คาที่รับรอง = 0.308 ± 0.009 μg/g การทดลองที ่
คาที่วิเคราะหได รอยละการกลับคืน คาที่วิเคราะหได รอยละการกลับคืน 

1 2.266 ± 0.067 91.4 0.323 ± 0.017 104.7 
2 2.174 ± 0.142 87.6 0.353 ± 0.035 114.7 

3 2.004 ± 0.208 80.8 0.316 ± 0.020 102.5 
4 2.100 ± 0.252 84.7 0.282 ± 0.034 91.7 
5 1.842 ± 0.141 74.3 0.246 ± 0.009 79.7 
6 1.799 ± 0.209 72.5 0.337 ± 0.010 109.3 
7 1.747 ± 0.096 70.4 0.263 ± 0.020 85.3 
8 1.548 ± 0.093 62.4 0.219 ± 0.013 71.1 

9 2.014 ± 0.162 81.2 0.342 ± 0.027 111.2 
 

ข) Hg    

Hg (μg/g, DW), n=3 

คาที่เติมในตัวอยาง (Cadded) = 0.050 μg/g การทดลองที ่

Cspiked sample Cunspiked sample  
รอยละการกลับคืน 

1 0.253 ± 0.004 0.201 ± 0.020 105.8 

2 0.354 ± 0.010 0.300 ± 0.032 106.4 
3 0.333 ± 0.006 0.289 ± 0.007 86.7 
4 0.287 ± 0.008 0.228 ± 0.021 118.1 
5 0.262 ± 0.015 0.212 ± 0.021 100.4 
6 0.202 ± 0.015 0.145 ± 0.014 113.8 
7 0.239 ± 0.018 0.209 ± 0.018 60.6 

8 0.266 ± 0.012 0.233 ± 0.008 65.9 
9 0.238 ± 0.005 0.203 ± 0.006 69.0 
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4.2 การตรวจสอบความถูกตองของวธิีการวิเคราะห (Method Validation) 
4.2.1 การหาความแมน (Accuracy) และความเที่ยง (Precision) ของวธิีการวเิคราะห 
 ตารางที่ 4.2 ก) และ ข) แสดงผลการวเิคราะหสารอางอิง (SRM 1566b Oyster tissue) 

และตัวอยางหอยนางรมที่เติมสารละลายมาตรฐาน (Spiked Sample) โดยทาํการวเิคราะหซ้าํ 7 

คร้ัง คาที่ไดจากวธิีการวิเคราะหตัวอยางซึ่งเตรียมโดยการยอยดวยระบบไมโครเวฟและวิเคราะห

หาปริมาณ Cd, Pb และ Hg ดวยเทคนิค ICP-OES พบวามีคารอยละการกลบัคืนเฉลี่ย 98.0, 

92.0 และ 91.7 ตามลําดบั และคาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพทัธเทากับ 5.3, 6.0 และ 11.0 

เปอรเซ็นต ตามลําดับ แสดงวาวิธีการวิเคราะหนี้มีความถูกตองและความเที่ยงเหมาะสมตอการ

วิเคราะหตัวอยางหอยนางรม  

 

ตารางที่ 4.2 ผลการวิเคราะห SRM 1566b (Oyster tissue) ซึ่งเตรียมตัวอยางโดยการยอยดวย

ระบบไมโครเวฟ และวิเคราะหหาปริมาณ Cd, Pb และ Hg ดวยเทคนคิ ICP-OES 

ก) Cd และ Pb 

Cd  Pb 
คาที่รับรอง = 2.48 ± 0.08 μg/g คาที่รับรอง = 0.308 ± 0.009 μg/g ครั้งที่

วิเคราะห คาที่วิเคราะหได
(μg/g) 

รอยละ 
การกลับคืน 

คาที่วิเคราะหได 
(μg/g) 

รอยละ 
การกลับคืน 

1 2.425 97.8 0.301 97.7 

2 2.216 89.4 0.266 86.2 

3 2.298 92.7 0.263 85.3 

4 2.508 101.1 0.280 90.9 

5 2.574 103.8 0.295 95.9 

6 2.521 101.6 0.305 98.9 

7 2.478 99.9 0.274 89.0 

คาเฉลี่ย, n=7 2.431 98.0 0.283 92.0 
SD 0.129 5.2 0.017 5.5 

% RSD 5.3 5.3 6.0 6.0 
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ข) Hg 

Hg (μg/g, Dry Wt.) 

คาที่เติมในตัวอยาง (Cspiked) = 0.050 μg/g ครั้งที่
วิเคราะห Cspiked sample  Cunspiked sample  Cfound  

 

รอยละ 
การกลับคืน 

1 0.361 0.314 0.047 93.8 

2 0.319 0.263 0.056 111.6 

3 0.321 0.277 0.044 87.4 

4 0.311 0.268 0.043 86.1 

5 0.356 0.315 0.041 82.1 

6 0.304 0.262 0.042 84.8 

7 0.364 0.316 0.048 96.2 

คาเฉลี่ย, n=7 0.046 91.7 

SD 0.005 10.1 

% RSD 11.0 11.0 

 
4.2.2 การหาคาความเขมขนต่ําสุดที่สามารถตรวจพบได (LOD) และการหาคาความ
เขมขนต่ําสุดที่สามารถตรวจหาปริมาณได (LOQ) 
 ตารางที่ 4.3 แสดงคาความเขมขนต่าํสดุที่สามารถตรวจพบได (LOD) และ คาความ

เขมขนต่ําสุดทีส่ามารถตรวจหาปริมาณได (LOQ) ของวิธกีารยอยตัวอยางหอยนางรมดวยระบบ

ไมโครเวฟและวิเคราะหหาปริมาณโลหะหนักดวยเครื่อง ICP-OES  
 

ตารางที่ 4.3 ขีดจํากัดต่ําสดุของวิธีวิเคราะห (LOD และ LOQ) ของวธิีการยอยตัวอยางหอย

นางรมดวยระบบไมโครเวฟและวิเคราะหดวยเครื่อง ICP-OES 

 

ธาตุทีว่ิเคราะห LOD (ng/g) LOQ (ng/g) 

Cd 2.8 9.4 

Pb 5.8 19.4 

Hg 5.7 18.9 
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4.3 การวิเคราะหปริมาณโลหะหนักในตัวอยางหอยนางรมโดยเทคนิค ICP-OES 
เมื่อนําตวัอยางหอยนางรมมาเตรียมตัวอยางโดยการยอยดวยระบบไมโครเวฟตามสภาวะ

ที่เหมาะสมที่ไดจากผลการศึกษาในขอ 4.1 คือ ใชอัตราสวนของสารที่ใชยอยระหวาง conc. 

HNO3 : H2O2 : H2O เปน 8 : 2 : 0 mL ใชกําลงัของคลืน่ไมโครเวฟ 1000 วัตต และใชเวลาในการ

ยอย เทากับ 15 นาท ีหลงัจากนั้นจงึนาํตัวอยางทีย่อยไดไปวิเคราะหเพื่อหาปริมาณ Cd, Pb และ 

Hg ดวยเทคนคิ ICP-OES รูปที่ 4.1 แสดงปริมาณ Cd, Pb และ Hg ในตัวอยางหอยนางรมที่เก็บ

มาจากบริเวณแหลงเพาะเลีย้งในจงัหวัดสรุาษฎรธานี ทัง้หมด 5 พื้นที ่ไดแก S1, S2, S3, S4 และ 

S5 ตารางที ่ 4.4 แสดงการเปรียบเทยีบคาเฉลี่ยของปริมาณโลหะหนักในตวัอยางหอยนางรม

ดังกลาวกับเกณฑมาตรฐานของ FDA & EPA Safety Levels in Regulations and Guidance 

(4.0 และ 1.7 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมน้าํหนักสด สําหรับ Cd และ Pb ตามลําดบั) และเกณฑ

มาตรฐานของประกาศกระทรวงสาธารณสขุ ฉบับที่ 98 พ.ศ. 2529 (0.5 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม

น้ําหนกัสด สําหรับ Hg) พบวาปริมาณเฉลี่ยของ Cd / Pb / Hg ในตัวอยางหอยนางรมจากพืน้ที่ 

S1, S2, S3, S4 และ S5 มีคาเทากับ 0.698 ± 0.114 /  0.256 ± 0.095 / 0.110 ± 0.077, 0.550 ± 

0.039 / 0.368 ± 0.066 / 0.083 ± 0.039, 0.430 ± 0.044 / 0.300 ± 0.076 / 0.106 ± 0.051, 

0.423 ± 0.059 / 0.218 ± 0.044 / 0.049 ± 0.042 และ 0.343 ± 0.020 / 0.233 ± 0.071 / 0.031 

± 0.015 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (น้ําหนกัสด) ตามลาํดับ จะเหน็ไดวาทกุตัวอยางจากพื้นที่เกบ็

ตัวอยางทัง้ 5 แหลงมีปริมาณ Cd, Pb และ Hg ในระดับที่ต่ํากวาเกณฑมาตรฐานที่กําหนดไว 

แสดงใหเหน็วา หอยนางรมจากแหลงเลี้ยงทัง้ 5 แหลงนี้ มีระดับการปนเปอนของโลหะหนกัทัง้ 3 

ชนิดนี้อยูในระดับที่ปลอดภัยตอผูบริโภค และเมื่อพิจารณาระดบัการปนเปอนของโลหะหนกัใน

หอยนางรมจากแหลงเลีย้งตางๆ พบวา ระดับการปนเปอนของ Cd โดยเฉลี่ยในระดบัที่สูงที่สุดพบ

ในหอยนางรมจากแหลงเลี้ยง S1 รองลงมาคือ S2, S3, S4 และ S5 ตามลําดับ สําหรับระดับการ

ปนเปอนของ Pb โดยเฉลี่ยในระดับที่สูงทีสุ่ดพบในหอยนางรมจากแหลงเลี้ยง S2 รองลงมาคือ S3, 

S1, S5 และ S4 ตามลําดับ สวน Hg พบวามีระดับการปนเปอนโดยเฉลี่ยในระดับที่ต่ํามาก นัน่คือ 

ต่ํากวา 0.110 มิลลิกรัมตอกโิลกรัม จากตวัอยางหอยนางรมทัง้ 5 แหลง  

ในดานความสัมพันธของแหลงที่ตั้งของพื้นที่เก็บตัวอยาง กับระดับการปนเปอนของโลหะ

หนกัทัง้ 3 ชนดิที่ศึกษา พบวาปริมาณการปนเปอนของ Cd แปรผันตามแหลงที่ตัง้ดังนี้คือ ปริมาณ

การปนเปอนเพิ่มสูงขึน้เมื่อพื้นที่เก็บตัวอยางอยูใกลกับชุมชน โรงงานอุตสาหกรรม และพืน้ที่

การเกษตร นัน่คือบริเวณ S1 มีการปนเปอนของ Cd สูงที่สุด รองลงมาคือบริเวณ S2, S3, S4 และ 

S5 ตามลําดับ ทัง้นี้อาจมีสาเหตุมาจากการปลอยน้ําเสยีจากชุมชน และโรงงานลงสูแมน้ําลําคลอง 
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รวมทัง้จากการชะลางของหนาดนิโดยน้ําฝนจะชะโลหะหนกัจากแหลงมลพษิทีม่ีโลหะหนกัอยู เชน 

กองขยะ การทําเหมืองแร ลงสูแมน้าํลําคลอง สําหรับปริมาณการปนเปอนของโลหะอีก 2 ชนิดคือ 

Pb และ Hg นัน้ พบวามคีวามสัมพันธกับแหลงเลีย้งหอยนางรมในทํานองเดยีวกนักับ Cd คือ 

บริเวณ S1, S2 และ S3 ซึ่งตั้งอยูใกลกบัชุมชน โรงงานอุตสาหกรรม และพืน้ทีก่ารเกษตร จะมี

ระดับการปนเปอนที่สูงกวาบริเวณ S4 และ S5 ซึ่งตั้งอยูหางไกลออกมา 

เมื่อเปรียบเทยีบระดับการปนเปอนโลหะหนกัทัง้ 3 ชนิดที่ศึกษาในครั้งนี้กับผลงานวิจยัที่

ผานๆ มา พบวาในป พ.ศ. 2549 มีรายงานการปนเปอนของ Cd ในหอยนางรมเทากับ 0.3352 ± 

0.5730 มิลลิกรัมตอกิโลกรมั (สุนทร และประทุมวัลย, 2549) และในป พ.ศ. 2551 มีรายงานมี

รายงานการปนเปอนของ Cd ในหอยนางรมเทากับ 1.128 ± 0.126 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (น้าํหนกั

สด) ในขณะที่ในงานวิจยันีพ้บวามีปริมาณการปนเปอนเฉลี่ยของ Cd อยูในชวง 0.343 ± 0.020 

ถึง 0.698 ± 0.114 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (น้ําหนกัสด) ซึ่งไมสามารถสรุปแนวโนมการเปลี่ยนแปลง

ที่แนนอนได เนื่องจากเมื่อเวลาผานไประดับการปนเปอนมีทัง้เพิ่มข้ึนและลดลง จําเปนตองมีการ

ศึกษาวจิัยเพิม่เติมเพื่อดูแนวโนมการปนเปอนในชวงเวลาเดียวกันของแตละป หรือในภาพรวมของ

แตละปในทุกๆ ปอยางตอเนื่องกนั ในกรณีของ Pb พบวาในป พ.ศ. 2549 มีรายงานโดยสมชาย 

และคณะ เกี่ยวกับการศึกษาการปนเปอนของตะกัว่ในหอยนางรมบริเวณอาวบานดอน เปน

ระยะเวลา 4 ป ตั้งแตป พ.ศ. 2542 ถึง พ.ศ. 2545 พบวามีคาความเขมขนเฉลี่ยเพิ่มข้ึน 0.400 

มิลลิกรัมตอกิโลกรัม และมคีาพิสัยอยูในชวง 0.059 - 0.902 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (อางถึงใน 

อัญชลี, 2551) ตอมามีรายงานการปนเปอนเฉลี่ยในชวงระยะเวลา 2 ป ตั้งแตป พ.ศ. 2546 ถงึ 

พ.ศ. 2547 เปนปริมาณ 0.1519 ± 0.3480 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (สุนทร และประทุมวัลย, 2549) 

และในป พ.ศ. 2551 มีรายงานผลการศึกษาการปนเปอนของโลหะหนกัในหอยนางรม บริเวณ

แหลงเพาะเลีย้งอําเภอกาญจนดิษฐ  จงัหวัดสุราษฎรธาน ี (อัญชล,ี 2551) พบวามีปริมาณตะกั่ว 

0.210 ± 0.063 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (น้ําหนกัสด) ในงานวิจัยครั้งนี้พบวามปีริมาณการปนเปอน

เฉล่ียของ Pb อยูในชวง 0.218 ± 0.044 ถึง 0.368 ± 0.066 มิลลิกรัมตอกิโลกรมั (น้าํหนกัสด) 

แนวโนมการเปลี่ยนแปลงในชวงระยะเวลาหลายปที่ผานมาพบวาระดับการปนเปอนของ Pb มีการ

เพิ่มข้ึนและลดลงไมแนนอน ควรมกีารศึกษาวิจยัเพิม่เติมเพื่อดูแนวโนมการปนเปอนในชวงเวลา

เดียวกนัของแตละป หรือในภาพรวมของแตละปในทกุๆ ปอยางตอเนื่องกันในทาํนองเดียวกันกับ 

Cd สําหรับแนวโนมการปนเปอนของ Hg นั้น พบวามีในป พ.ศ. 2551 มีรายงานผลการศึกษาการ

ปนเปอนของ Hg ในหอยนางรม บริเวณแหลงเพาะเลี้ยงอําเภอกาญจนดิษฐ  จงัหวดัสุราษฎรธานี 

เทากับ 0.069 ± 0.002 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (น้ําหนักสด) (อัญชลี, 2551) สําหรับในงานวิจัยนี้มี
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ผลการปนเปอนในระดับ 0.031 ± 0.015 ถงึ 0.110 ± 0.077 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (น้ําหนกัสด) ซึ่ง

มีระดับการปนเปอนอยูในระดับที่ต่ําและมีแนวโนมอยูในระดับที่ใกลเคียงกนั อยางไรก็ตามควรมี

การติดตามเฝาระวงัระดับการปนเปอนตอไปเชนเดียวกนักับโลหะหนกั และสารมลพิษชนิดอื่นๆ 

 

รูปที่ 4.1 ปริมาณโลหะหนัก (Cd, Pb และ Hg) ในตัวอยางหอยนางรมจากพื้นที่เก็บตัวอยาง S1-

S5 จากการวิเคราะหโดยเทคนิค ICP-OES  
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ค) Hg 
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ตารางที่ 4.4 ปริมาณโลหะหนกัในตัวอยางหอยนางรมจากพื้นที่เก็บตัวอยางทัง้ 5 แหลง เทียบกบั

เกณฑมาตรฐาน 

 

คาเฉลี่ยปริมาณโลหะหนกั ± SD (μg/g, Wet Wt.), n=9 
พื้นที่เก็บตัวอยาง 

Cd Pb Hg 

S1 0.698 ± 0.114  0.256 ± 0.095 0.110 ± 0.077 

S2 0.550 ± 0.039  0.368 ± 0.066 0.083 ± 0.039 

S3 0.430 ± 0.044  0.300 ± 0.076 0.106 ± 0.051 

S4 0.423 ± 0.059 0.218 ± 0.044 0.049 ± 0.042 

S5 0.343 ± 0.020 0.233 ± 0.071 0.031 ± 0.015 

เกณฑมาตรฐาน 
ในหนวย μg/g, น้ําหนักสด 

4.0a 1.7a 0.5b

a คาที่กําหนดตามเกณฑมาตรฐานของ FDA & EPA Safety Levels in Regulations and Guidance 
b คาที่กําหนดตามเกณฑมาตรฐานของประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบบัที่ 98 (พ.ศ. 2529)  
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4.4 การศึกษาปริมาณชวีภาพความพรอมของโลหะหนักในตวัอยางหอยนางรม 
4.4.1 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในขั้นตอนการยอยตัวอยางดวยระบบ PBET 
 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในขั้นตอนการยอยตัวอยางหอยนางรม ดวยระบบ PBET  

ทําการศึกษาโดยแบงเปน 2 เฟส คือ เฟสการยอยในกระเพาะอาหาร (Gastric Phase, GP) และ

เฟสการยอยในลําไสเล็ก (Intestinal Phase, IP) โดยที่การจําลองการยอยในแตละเฟสจะเนน

การศึกษาผลของ pH ของน้าํยอยในแตละเฟส และเวลาที่ใชในการยอยของแตละเฟส ตารางที่ 

4.5 แสดงรอยละของปริมาณชีวภาพความพรอมของ Cd ที่ไดจากการยอยใน Gastric Phase และ 

Intestinal Phase ที่คา pH และเวลาตางๆ พบวาในเฟส GP การใชน้ํายอยทีม่ี pH แตกตางกนั มี

ผลตอปริมาณชีวภาพความพรอม คือ เมือ่คา pH ของน้ํายอยในเฟส GP สูงขึ้นจะมีแนวโนมทําให

คารอยละของปริมาณชีวภาพความพรอมลดลง ยกเวนที่ pH 2.5 ที่คารอยละชีวภาพความพรอม

ใกลเคียงกนักบัที่ pH 1.5 ทั้งนี้อาจเปนเพราะแอคติวิตี้ของเอนไซมในกระเพาะอาหารมีคาอยูใน

ระดับที่ใกลเคยีงกนัในชวง pH ตั้งแต 1.5 ถึง 2.5  ทั้งนี้คา pH ของน้ํายอยเทากับ 1.5 ใหคา

ปริมาณชีวภาพความพรอมสูงที่สุด ในขณะที่การเปลีย่นแปลง pH ของน้ํายอยในเฟส IP ตั้งแต pH 

6.0, 7.0 และ 8.0 มีผลดังนีค้ือ ที่ pH 6.0 จะใหคารอยละของปริมาณชีวภาพความพรอมตํ่าที่สุด

เมื่อเทียบกับ pH 7.0 และ 8.0 ทั้งนี้เนื่องมาจากการเปลี่ยนแปลงแอคติวิตี้ของเอนไซมที่แตกตาง

กันเมื่อมีการเปลี่ยนแปลงคา pH และคา pH ของน้าํยอยเทากับ 7.0 ใหคารอยละของปริมาณ

ชีวภาพความพรอมสูงที่สุด และจากการศึกษาผลของเวลาที่ใชในการยอยของแตละเฟส พบวา 

เมื่อทําการยอยที่สภาวะ pH เดียวกัน โดยใชเวลาที่ใชในการยอยตางกนัคือ 1 และ 3 ชั่วโมง พบวา

เวลาที่ใชในการยอยในชวงนี้ไมมีผลตอปริมาณชีวภาพความพรอมอยางมีนยัสําคญัทางสถิติ (P > 

0.05) สําหรับการยอยทั้งในเฟส GP และในเฟส IP ดังแสดงในตารางที่ 4.5  ดังนัน้จึงเลือกใชเวลา

ในการยอยเทากับ 2 ชั่วโมงเนื่องจากผลของการยอยในเฟส IP พบวาที่เวลาการยอยเทากับ 2 

ชั่วโมงจะใหคาปริมาณชวีภาพความพรอมสูงที่สุด ทั้งนีร้ะยะเวลาที่อาหารอยูในกระเพาะหรือลําไส

นั้น จะมีความแตกตางกนัระหวางตวับุคคล ชนิด และปริมาณของอาหารที่ยอย อาจใชเวลาตั้งแต 

1-4 ชั่วโมง สําหรับการยอยในกระเพาะอาหาร และ 1-5 ชั่วโมง สําหรับการยอยในลําไสเล็ก ดังนัน้

จึงไดศึกษาโดยควบคุมสัดสวนของปรมิาณอาหารตอน้าํยอยเทากับ 1:100 แลวจึงหาเวลาที่

เหมาะสมที่ควรใชในการยอย ในชวง 1-3 ชั่วโมง และเลือกเงื่อนไขของเวลาที่ใชยอยที่ใหผลของ

ปริมาณการดดูซึมไดสูงสุด เนื่องจากตองการใหขอมูลที่ไดนี้สามารถนําไปใชประโยชนในดานการ

ประเมินความเสี่ยงตอผูบริโภค ทําใหผูบริโภคปลอดภัยมากกวา หากมีการประมาณคาโดยใช

ปริมาณของสารพิษที่สามารถถูกดูดซึมเขาสูรางกายไดสูงสุด (maximum oral biaoccessibility) 
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 จึงสรุปไดวาสภาวะที่เหมาะสมของการยอยตัวอยางดวยระบบ PBET คือ การใชน้าํยอยที่

ใชสําหรับเฟส GP และ IP ที่มีคาเทากับ pH 1.5 และ 7.0 ตามลําดับ และใชเวลาในการยอย

สําหรับเฟส GP และ IP เฟสละ 2 ชั่วโมง เนื่องจากสภาวะดงักลาวใหคาปริมาณชีวภาพความ

พรอมสูงสุด ซึ่งทาํใหสามารถนาํผลที่ไดจากการวิเคราะหปริมาณชีวภาพความพรอมตามสภาวะ

ดังกลาวไปประเมินความเสีย่งสูงสุดที่ผูบริโภคจะไดรับหากบรโิภคอาหารที่มีโลหะหนกัปนเปอน  

 นอกจากนี ้จากตารางที ่ 4.5 คาปริมาณชวีภาพความพรอมเมื่อระยะเวลายอยนานกวา มี

คานอยกวาระยะเวลายอยทีส้ั่นกวาในบางตัวอยาง นัน้ พบวา คาทีแ่ตกตางกนันัน้มีคานอยมาก 

คาที่แตกตางกันมากที่สุด มีคาเพยีง 0.047 μg/g เทานั้น ซึ่งอยูในชวง SD ของผลการวิเคราะห

ปริมาณของโลหะหนกัทีพ่บในหอยนางรมจากแตละแหลง และอาจเนื่องมาจากความไมเปนเนื้อ

เดียวกนัของตวัอยางโดยสมบูรณ ถึงแมไดมีการพยายามเตรียมตวัอยางใหเปนเนื้อเดียวกันมาก

ที่สุดแลวก็ตาม 

 

หมายเหต ุ ในการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของวิธกีารจําลองการยอยอาหาร ใชสารอางองิ SRM 

1566b เปนตวัอยางในการยอย และศกึษาเฉพาะธาต ุ Cd (มีปริมาณ 2.48 มิลลิกรัมตอกิโลกรมั) 

เนื่องจากมปีริมาณของธาตุในระดับที่สามารถตรวจวเิคราะหได สําหรับ Hg (มีปริมาณ 0.037

มิลลิกรัมตอกิโลกรัม) และ Pb (มีปริมาณ 0.308 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม) มีปริมาณต่ํากวาระดับที่จะ

ตรวจวิเคราะหได เนื่องจากในการวิเคราะหแตละครั้งใช SRM 1566b น้ําหนกั 0.3 g 
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ตารางที่ 4.5 รอยละของปริมาณชีวภาพความพรอมของ Cd ที่ไดจากการยอยใน Gastric Phase 

และ Intestinal Phase ที่คา pH และเวลาตางๆ  

Conditions Exp.# 
Cd, µg/g DW 

Mean ± SD, 
n=3 

Cd Bioaccessibility, 
% 

T-Test 
(Paired two sample 

for means) 

Gastric Phase, GP 

pH 3.5, t = 3 hr 1 0.292 11.8 

pH 3.5, t = 1 hr 2 0.303 12.2 
1=2, n.s. (p>0.05) 

pH 1.5, t = 3 hr 3 0.341 13.7 

pH 1.5, t = 1 hr 4 0.386 15.6 
3=4, n.s. (p>0.05) 

pH 2.5, t = 2 hr 5 0.372 15.0  

Intestinal Phase, IP 

pH 8.0, t = 3 hr 1 0.095 3.8 

pH 8.0, t = 1 hr 2 0.142 5.7 
1=2, n.s. (p>0.05 

pH 6.0, t = 3 hr 3 0.073 2.9 

pH 6.0, t = 1 hr 4 0.058 2.3 
3=4, n.s. (p>0.05) 

pH 7.0, t = 2 hr 5 0.144 5.8  

n.s. = not significant 

 
4.4.2 การวิเคราะหปริมาณชีวภาพความพรอมของโลหะหนักในตัวอยางหอยนางรม 
ก) Cd 

จากผลการทดลองในขอ 4.3 ทําใหทราบวาปริมาณเฉลี่ยของ Cd ที่มีอยูในตัวอยางหอย

นางรมจากทัง้ 5 แหลงของพื้นที่เก็บตัวอยาง S1-S5 มีคาเทากับ 0.698 ± 0.114, 0.550 ± 0.039, 

0.430 ± 0.044, 0.423 ± 0.059 และ 0.343 ± 0.020 มิลลิกรมัตอกิโลกรัม (น้ําหนักสด)  

ตามลําดับ ปริมาณนี้ไมสามารถนาํไปใชเปนขอมูลเพื่อประเมินความเสี่ยงตอสุขภาพของผูบริโภค

หอยนางรมดังกลาวที่มีโลหะหนกัชนิดนี้เจอืปนอยู ดงันั้นจงึไดทําการศึกษาเพื่อวิเคราะหปริมาณ

ชีวภาพความพรอมของโลหะหนักในตวัอยางหอยนางรม โดยวิธกีารจําลองระบบการยอยอาหาร

ตามสภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากการศึกษาในขอ 4.4.1 คือ ใชน้าํยอยทีใ่ชสําหรับเฟส GP และ IP ที่

มีคาเทากับ pH 1.5 และ 7.0 ตามลําดับ และใชเวลาในการยอยสาํหรบัเฟส GP และ IP เฟสละ 2 

ชั่วโมง ผลการศึกษาแสดงดังในรูปที ่ 4.2 ก) พบวาปริมาณชีวภาพความพรอมหรือปริมาณที ่ Cd 
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ถูกดูดซึมได (Bioaccessible fraction) ในตัวอยางหอยนางรมทั้งหมดมีคาอยูในชวง 0.113-0.376 

มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (น้ําหนกัสด) และในรูปที่ 4.3 ก) แสดงถึงรอยละของปริมาณชีวภาพความ

พรอมของ Cd ในตัวอยางหอยนางรม พบวาปริมาณการดูดซึมไดของ Cd ในเฟสการยอยใน

กระเพาะอาหารและเฟสการยอยในลําไสเล็ก มีคาอยูในชวงรอยละ 21.0-33.5 และ 11.9-26.5 

ตามลําดับ และเมื่อพิจารณาปริมาณการดดูซึมไดของ Cd จากทั้งสองเฟสพบวามีคาอยูในชวงรอย

ละ 33.8-59.2 สาเหตุที่ปริมาณชีวภาพความพรอมในกรณีของแคดเมียมมีความแตกตางจากคา 

Total concentration เชน ในตัวอยาง S2/1 กับ S2/3 หรือ ตวัอยาง S3/1 กับ S3/3 เนื่องจาก

ปริมาณของแคดเมียมในหอยนางรมมีอยูในระดับทีน่อยมากและใกลเคียงกนัมาก คอื 0.598 μg/g 

(S2/1) และ 0.553 μg/g (S2/3) มีคาแตกตางกนัเพียง 0.045 μg/g เทานั้น ซึ่งอยูในชวง SD ของ

ผลการวิเคราะหปริมาณของโลหะหนกัทีพ่บในหอยนางรมจากแตละแหลง และในทํานองเดยีวกนั 

คาปริมาณชวีภาพความพรอมมีคาเทากบั 0.232 μg/g (S2/1) และ 0.274 μg/g (S2/3) คือ มคีา

แตกตางกนัเพยีง 0.042 μg/g เทานัน้ นอกจากนี้อาจเนื่องมาจากความไมเปนเนื้อเดียวกันของ

ตัวอยางโดยสมบูรณ ถึงแมไดมีการพยายามเตรียมตัวอยางใหเปนเนือ้เดียวกนัมากที่สุดแลวก็ตาม 

ดังนัน้ผลการศึกษานี้แสดงใหเหน็วา ปริมาณของ Cd เพียงสวนหนึ่งเทานัน้ 

(Bioacessible fraction) เมื่อเทียบกบัปริมาณ Cd ทั้งหมดที่มอียูในหอยนางรม (Total Cd 

concentration) ที่สามารถถูกดูดซึมเขาสูรางกายได และคานี้จงึควรนําไปเปนขอมลูประกอบการ

ประเมินความเสี่ยงตอสุขภาพของผูบริโภคตอไป รวมทัง้อาจเปนขอมลูใหแกหนวยงานที่เกีย่วของ

ในการกาํหนดมาตรฐานอาหารที่มีสารปนเปอน เพื่อปองกันอนัตรายทีอ่าจเกิดขึ้นแกผูบริโภค และ

อาจเปนแนวทางในการปองกันการกีดกนัทางการคา หากมีการสงออกหอยนางรมไปยงัประเทศ

ตาง ๆ  

 ผลงานวจิยัอืน่ๆ ที่ผานมาซึ่งไดศึกษาปรมิาณชีวภาพความพรอมของ Cd ในหอยนางรม

และสัตวน้ําชนิดอื่นๆ พบวา มีรายงานโดย Bragigand et al. (2004) ไดศึกษาปริมาณชวีภาพ

ความพรอมของ Cd ในตัวอยางหอยนางรม มีคาอยูในชวงรอยละ 44-75 ในขณะที ่Metian et al. 

(2009) ไดรายงานคารอยละปริมาณชีวภาพความพรอมของ Cd ในหอยแมลงภู (Mytilus 

galloprovincialis) โดยเปรียบเทียบระหวางหอยแมลงภูสดกับหอยแมลงภูที่ผานการปรงุอาหาร

โดยใชความรอน พบวา มคีาเทากับรอยละ 72  และ 34 ตามลําดับ มีรายงานปริมาณชีวภาพ

ความพรอมของ Cd ในหอยแมลงภูโดยนักวจิัยอีกคณะ (Houlbreque et al., 2011) ซึ่งได

เปรียบเทยีบระหวาง หอยแมลงภูสดกับหอยแมลงภูที่ผานการปรุงอาหารโดยใชความรอนแลว

เชนกนั พบวา มีคาเทากับรอยละ 79  และ 42 ตามลําดับ จะเห็นไดวา คารอยละชีวภาพความ
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พรอมของ Cd ที่ไดจากงานวิจยันี ้ (รอยละ 33.8-59.2) ซึ่งเปนการศึกษาในตวัอยางหอยนางรมที่

ไมไดผานการปรุงอาหารโดยใชความรอน มีคาต่ํากวาคาที่ไดจากผลงานวิจยัอื่นๆ ไมมากนัก  

(เปรียบเทียบขอมูลจากการทดลองที่เหมอืนกนั โดยใชตัวอยางสดที่ไมผานการปรุงอาหารโดยใช

ความรอน) ยกเวนในตัวอยางปลา Seabass (L. japonicas) พบวารอยละปริมาณชีวภาพความ

พรอมของ Cd ในปลาชนิดนีม้ีคาอยูในชวงรอยละ 85-93 (He et al., 2010) ทั้งนี้อาจเนื่องมาจาก

ลักษณะของเนื้อปลาที่แตกตางกนักับลักษณะของเนื้อหอยคือมีปริมาณน้ํามากกวา ทาํใหเนื้อปลา

ถูกยอยโดยน้าํยอยไดงายกวา และสารพวกโลหะ เชน Cd จึงถูกชะออกสูสารละลาย (น้ํายอย) ได

มากกวา สงผลใหแนวโนมปริมาณชีวภาพความพรอมของ Cd ในตัวอยางปลามีคามากกวา 

 
ข) Pb 

ในทาํนองเดียวกันกับ Cd จากผลการทดลองในขอ 4.3 ทําใหทราบวาปริมาณเฉลี่ยของ 

Pb ที่มีอยูในตวัอยางหอยนางรมจากทัง้ 5 แหลงของพื้นที่เก็บตัวอยาง S1-S5 มีคาเทากบั 0.256 ± 

0.095, 0.368 ± 0.066, 0.300 ± 0.076, 0.218 ± 0.044 และ 0.233 ± 0.071 มิลลิกรัมตอกิโลกรมั 

(น้ําหนกัสด) ตามลําดับ และไดทําการศึกษาเพื่อวเิคราะหปริมาณชีวภาพความพรอมของโลหะ

หนกัในตัวอยางหอยนางรมโดยวิธกีารจําลองระบบการยอยอาหารตามสภาวะที่เหมาะสมที่ไดจาก

การศึกษาในขอ 4.4.1 ผลการศึกษาแสดงดังในรูปที ่4.2 ข) พบวาปรมิาณชีวภาพความพรอมหรือ

ปริมาณที่ Pb ถูกดูดซึมได (Bioaccessible fraction) ในตัวอยางหอยนางรมทั้งหมดมีคาอยูในชวง 

0.053-0.147 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (น้ําหนกัสด) และในรูปที่ 4.3 ข) แสดงถึงรอยละของปริมาณ

ชีวภาพความพรอมของ Pb ในตัวอยางหอยนางรม พบวาปริมาณการดูดซึมไดของ Pb ในเฟสการ

ยอยในกระเพาะอาหารและเฟสการยอยในลําไสเล็ก มคีาอยูในชวงรอยละ 16.8-28.1 และ 9.4-

23.2 ตามลําดับ และเมื่อพิจารณาปริมาณการดูดซึมไดของ Pb จากทั้งสองเฟสพบวามีคาอยู

ในชวงรอยละ 28.3-51.4  เมื่อเปรียบเทยีบปริมาณชีวภาพความพรอมของ Pb กับผลงานวิจยัอื่น 

พบวาผลที่ไดจากงานวิจยันีม้ีคาใกลเคียงกันกับที่มีรายงานโดย Navarro et al. (2008) ซึ่งได

ศึกษาปริมาณชีวภาพความพรอมของ Pb ในหอยแมลงภู (Mytilus galloprovincialis) ซึง่มคีา

เทากับรอยละ 28 

 
ค) Hg 
 ปริมาณของ Hg ที่มีอยูในตัวอยางหอยนางรมจากทัง้ 5 แหลงของพื้นที่เก็บตัวอยาง S1-

S5 มีคาเทากบั 0.110 ± 0.077, 0.083 ± 0.039, 0.106 ± 0.051, 0.049 ± 0.042 และ 0.031 ± 

0.015 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (น้ําหนกัสด) ตามลําดับ จะเหน็ไดวาระดับการปนเปอนของ Hg ใน

 43 



ตัวอยางหอยนางรมนี้อยูในระดับที่ต่ํามาก ดังนัน้เมื่อไดทําการศึกษาเพื่อวิเคราะหปริมาณชีวภาพ

ความพรอมของ Hg ในตัวอยางหอยนางรมโดยวธิีการจําลองระบบการยอยอาหารตามสภาวะที่

เหมาะสมที่ไดจากการศึกษาในขอ 4.4.1 พบวาระดับของปริมาณการดูดซึมไดมีระดับที่ต่ํากวาคา

ความเขมขนต่ําสุดที่สามารถตรวจหาปริมาณได (LOQ) นัน่คือ ต่ํากวา 18.9 ไมโครกรัมตอ

กิโลกรัม สําหรับหอยนางรมทุกๆ ตวัอยางที่นาํมาวิเคราะห มีรายงานการศึกษาปริมาณชีวภาพ

ความพรอมของ Hg ในตัวอยางปลาชนิดตางๆ ไดแก Tuna, Swordfish และ Sardine (Cabanero 

et al., 2004) พบวา ปริมาณชีวภาพความพรอมของ Hg ในตวัอยางปลาเหลานีม้คีาอยูในระดับที่

ต่ํามาก นัน่คือ อยูในชวงรอยละ 9-17 
 

รูปที่ 4.2 ปริมาณชีวภาพความพรอมของ Cd และ Pb ในตัวอยางหอยนางรม 
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รูปที่ 4.3 รอยละของปริมาณชีวภาพความพรอมของ Cd และ Pb ในตัวอยางหอยนางรม 
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บทที่ 5 สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 
 
5.1 สรุปผลการวิจยั 
 การประเมนิชวีภาพความพรอมของโลหะหนกั 3 ชนิด ไดแก Cd, Pb และ Hg ในตัวอยาง

หอยนางรมซึ่งไดจากการเกบ็ตัวอยางจาก 5 พื้นที่ คือ S1 ถึง S5 ซึ่งเปนแหลงเพาะเลี้ยงหอย

นางรมในจงัหวัดสุราษฎรธานี ในการศกึษานี้ครอบคลุมข้ันตอนการหาสภาวะทีเ่หมาะสมในการ

เตรียมตัวอยางโดยใชระบบการยอยดวยไมโครเวฟ (Microwave Digestion System) ซึ่งเปน

ข้ันตอนการเตรียมตัวอยาง เพื่อการวิเคราะหความเขมขนของโลหะหนกัทัง้หมดทีม่ีอยูในตัวอยาง 

(Total metal concentration) และหาสภาวะที่เหมาะสมในการเตรียมตัวอยางโดยใชระบบการ

จําลองการยอยอาหาร (Physiologically Based Extraction Test, PBET) ซึง่วิธกีารเตรียม

ตัวอยางวิธหีลงันี้มวีัตถุประสงคเพื่อการวิเคราะหปริมาณชีวภาพความพรอมของโลหะหนกั นัน่คอื

ปริมาณที่โลหะหนักแตละชนิดที่จะถูกดูดซึมไดในรางกายมนุษย (Bioaccessible fraction) หาก

ผูบริโภคไดรับอาหารที่มีโลหะหนักปนเปอน ในขัน้ตอนการหาสภาวะที่เหมาะสมใชการออกแบบ

การทดลองแบบ Two-Level Factorial Design และ Central Point Replication ผลการศึกษา

พบวา สภาวะที่เหมาะสมในการเตรียมตัวอยางโดยใชระบบการยอยดวยไมโครเวฟคอืใชอัตราสวน

ของสารที่ใชยอยระหวาง conc. HNO3 : H2O2 : H2O เปน 8 : 2 : 0 mL ใชกําลังของคลื่นไมโครเวฟ 

1000 วัตต และใชเวลาในการยอย เทากบั 15 นาที และสภาวะที่เหมาะสมในการเตรียมตัวอยาง

โดยใชระบบการจําลองการยอยอาหารคือ ใชน้าํยอยทีใ่ชสําหรับเฟสกระเพาะอาหารและเฟสการ

ยอยในลาํไสเล็กที่มีคา pH 1.5 และ 7.0 ตามลําดับ และใชเวลาในการยอยในทัง้สองเฟสเทาๆ กัน

คือเฟสละ 2 ชัว่โมง 

 ภายหลงัการเตรียมตัวอยางหอยนางรมโดยใชสภาวะที่เหมาะสมดังกลาว ไดนาํตัวอยาง

หอยนางรมที่เตรียมไดไปวิเคราะหหาปริมาณโลหะหนักทั้ง 3 ชนิด ไดแก Cd, Pb และ Hg โดย

เทคนิค ICP-OES (Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry) พบวา

ปริมาณเฉลี่ยของ Cd / Pb / Hg ในตัวอยางหอยนางรมจากพื้นที ่S1, S2, S3, S4 และ S5 มคีา

เทากับ 0.698 /  0.256 / 0.110, 0.550 / 0.368 / 0.083 , 0.430 / 0.300 / 0.106 , 0.423 / 0.218 / 

0.049 และ 0.343 / 0.233 / 0.031 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (น้ําหนักสด) ตามลําดับ ซึ่งทุกตวัอยาง

จากพื้นที่เก็บตัวอยางทัง้ 5 แหลงนี้มีปริมาณ Cd, Pb และ Hg ในระดับที่ต่ํากวาเกณฑมาตรฐานที่

กําหนดไว นัน่คือ เกณฑมาตรฐานของ FDA & EPA Safety Levels in Regulations and 

Guidance (4.0 และ 1.7 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมน้ําหนักสด สําหรับ Cd และ Pb ตามลําดับ) และ

 46 



เกณฑมาตรฐานของประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 98 พ.ศ. 2529 (0.5 มิลลิกรัมตอ

กิโลกรัมน้ําหนกัสด สําหรับ Hg) แสดงวา หอยนางรมจากแหลงเลี้ยงทัง้ 5 แหลงนี้ มีระดับการ

ปนเปอนของโลหะหนกัทัง้ 3 ชนิดนี้อยูในระดับที่ปลอดภัยตอผูบริโภค และเมื่อพิจารณาระดับการ

ปนเปอนของโลหะหนกัในหอยนางรมจากแหลงเลี้ยงตางๆ พบวา ระดับการปนเปอนของ Cd โดย

เฉล่ียในระดับที่สูงที่สุดพบในหอยนางรมจากแหลงเลี้ยง S1 รองลงมาคือ S2, S3, S4 และ S5 

ตามลําดับ สําหรับระดับการปนเปอนของ Pb โดยเฉลี่ยในระดับทีสู่งที่สุดพบในหอยนางรมจาก

แหลงเลี้ยง S2 รองลงมาคอื S3, S1, S5 และ S4 ตามลําดับ สวน Hg พบวามีระดบัการปนเปอน

โดยเฉลี่ยในระดับที่ต่ํามาก (ต่ํากวา 0.110 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม) จากตัวอยางหอยนางรมทั้ง 5 

แหลง สวนการศึกษาการประเมินชวีภาพความพรอมของโลหะหนักในตัวอยางหอยนางรม พบวา

ปริมาณการดดูซึมไดในเฟสการยอยในกระเพาะอาหาร และเฟสการยอยในลาํไสเล็ก มีคาอยู

ในชวงรอยละ 21.0-33.5 / 6.8-28.1 และ 11.9-26.5  / 9.4-23.2 สําหรับธาตุ Cd / Pb ตามลําดับ 

และเมื่อพิจารณาปริมาณการดูดซึมไดของ Cd / Pb จากทั้งสองเฟสพบวามีคาอยูในชวงรอยละ 

33.8-59.2 / 28.3-51.4 ดังนั้นผลการศึกษานี้แสดงใหเห็นวา ปริมาณของ Cd และ Pb เพียงสวน

หนึง่เทานั้น (Bioacessible fraction) ที่สามารถถกูดูดซึมเขาสูรางกายได เมื่อเทียบกับความ

เขมขนของ Cd / Pb ทั้งหมดที่มีอยูในหอยนางรม (Total Cd / Pb concentration) นอกจากนีย้งั

พิจารณาไดจากปริมาณของโลหะหนักทั้ง 2 ชนิดนี้ ทีต่รวจพบในสวนของ Residue หรือกากที่

เหลือจากการยอยในเฟสกระเพาะอาหารและเฟสลําไสเล็ก ซึ่งมีคาอยูในชวงรอย 50.1 – 75.6 และ 

44.6 – 78.9  สําหรับธาตุ Cd และ Pb ตามลําดับ จะเหน็ไดชัดเจนวา ปริมาณของโลหะหนกัสวน

ใหญยังคงตกคางอยูในกากที่เหลือจากการยอย ทําใหแนวโนมความเสี่ยงตอผูบริโภคจากอันตราย

ของการบริโภคหอยนางรมอยูในระดับทีต่่ํามาก ในขณะที่ผลการประเมินชวีภาพความพรอมของ 

Hg ในตัวอยางหอยนางรม พบวาระดับของปริมาณการดูดซึมไดมีระดับที่ต่ํากวาคาความเขมขน

ต่ําสุดที่สามารถตรวจหาปรมิาณได (LOQ) นัน่คือ ต่ํากวา 18.9 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ทั้งนี้

เนื่องจากปริมาณของ Hg ที่มีอยูในหอยนางรมมีคาอยูในระดับที่ต่ํามาก 
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5.2 ขอเสนอแนะ 
1. ควรมีการพฒันาวิธกีาร/เครื่องมือในการจําลองระบบการยอยอาหาร (In vitro gastrointestinal 

digestion) ใหสามารถทําการทดลองไดในระบบที่งาย และรวดเร็วขึ้น 

2. ควรหาแนวทางในการเปรยีบเทยีบผลที่ไดจากวธิี In vitro gastrointestinal digestion กับวิธ ีIn 

vivo gastrointestinal digestion เพื่อความเชื่อถือไดมากยิ่งขึน้ของผลการวิเคราะห 

3.ควรนําวิธกีารจําลองระบบการยอยอาหารไปประยุกตใชกับชนิดของสารที่สนใจศึกษาชนิดอื่นๆ 

รวมทัง้ชนิดของตัวอยางอาหารอื่นๆ เพื่อเปนประโยชนในการประเมินความเสีย่งตอสุขภาพ และ

เพื่อใหไดขอมลูมากยิง่ขึ้นในการตรวจติดตามและเฝาระวังอนัตรายที่อาจเกิดแกผูบริโภค 

4.ควรมีการรวมมือกับหนวยงานที่เกี่ยวของ ในดานการดูแลความปลอดภัยแกผูบริโภค เชน 

สํานักงานคณะกรรมการอาหารและยา (อย.) และกรมอนามยั กระทรวงสาธารณสุข ในการ

กําหนดคามาตรฐานสารปนเปอนในอาหารเพื่อใหไดขอมูลที่ถกูตองมากยิง่ขึ้น และอาจนาํไปสูการ

ลดการกีดกนัทางการคาหรอืการสงออกอาหารทะเลไปยังประเทศอื่นๆ  

5. หากมีการศึกษาวจิัยเพิม่เติมเกี่ยวกับเร่ืองนี้ ควรมกีารศึกษาขอมลูจากหนวยงานหรือองคกรทีม่ี

การใชขอมูลชีวภาพความพรอม หรือมกีารผลักดันใหมีการนาํคาชวีภาพความพรอมของโลหะไป

ใชประโยชนในดานการประเมินอนัตราย หรือความเสีย่งตอผูบริโภค ไดแก The Bioaccessibility 

Research Group of Europe (BARGE), British Geological Survey (BGS), United Kingdom 

Environmental Agency (UK EA), Bioaccessibility Research Canada (BARC), United 

States Environmental Protection Agency (US EPA), National Institute of Public Health 

and the Environment (the Netherlands) เปนตน 
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ภาคผนวก ก. 
 

ตาราง ผ-1 ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการจําลองการยอยดวยระบบ PBET 

 

ตาราง ผ-2 ปริมาณ (ในหนวย μg/g Wet Wt) และรอยละชีวภาพความพรอมของแคดเมียมและ

ตะกั่วในตวัอยางหอยนางรม 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



ตาราง ผ-1 ผลการศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการจาํลองการยอยดวยระบบ PBET 
(ก) Gastric Phase       

Cd concentration, μg/g DW 
Gastric Phase (A) Intestinal Phase (B) Residue (C) Total (A+B+C) Experiment 

Mean SD % Bioacc. Mean SD % Bioacc. Mean SD % total Mean SD 
1 0.292 0.108 11.8 0.191 0.045 7.7 2.132 0.070 86.0 2.614 0.135 
2 0.303 0.027 12.2 0.119 0.047 4.8 1.950 0.048 78.6 2.372 0.091 
3 0.341 0.023 13.7 0.059 0.025 2.4 1.969 0.043 79.4 2.369 0.092 
4 0.386 0.028 15.6 0.105 0.074 4.2 2.085 0.062 84.1 2.576 0.027 
5 0.372 0.088 15.0 0.159 0.077 6.4 2.097 0.059 84.6 2.627 0.119 

หมายเหต:ุ ปริมาณของ Cd ที่มีอยูในสารอางอิง SRM 1566b Oyster Tissue เทากับ 2.48 ± 0.08 μg/g 

 
(ข) Intestinal Phase       

Cd concentration, μg/g DW 
Gastric Phase (A) Intestinal Phase (B) Residue (C) Total (A+B+C) Experiment 

Mean SD % Bioacc. Mean SD % Bioacc. Mean SD % total Mean SD 
1 0.274 0.060 11.0 0.095 0.051 3.8 2.072 0.079 83.6 2.441 0.140 
2 0.256 0.054 10.3 0.142 0.095 5.7 2.212 0.112 89.2 2.610 0.111 
3 0.378 0.047 15.2 0.073 0.042 2.9 2.291 0.026 92.4 2.741 0.045 
4 0.307 0.035 12.4 0.058 0.018 2.3 2.270 0.065 91.5 2.635 0.088 
5 0.317 0.061 12.8 0.144 0.042 5.8 2.219 0.134 89.5 2.680 0.105 

หมายเหต:ุ ปริมาณของ Cd ที่มีอยูในสารอางอิง SRM 1566b Oyster Tissue เทากับ 2.48 ± 0.08 μg/g 
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ตาราง ผ-2 ปริมาณ (ในหนวย µg/g Wet Wt) และรอยละชวีภาพความพรอมของแคดเมียมและตะกัว่ในตัวอยางหอยนางรม  
(ก) Cadmium 

Gastric Phase (A) Intestinal Phase (B) Residue (C) Oyster 
Samples Cd, µg/g Bioacc. (%) Cd, µg/g Bioacc. (%) Cd, µg/g Total Conc. 

Total Conc. 
(A+B+C) 

Total Conc.  
(Microwave  Digestion) 

S1/1 0.177 21.6 0.157 19.3 0.500 61.3 0.834 0.816 
S1/2 0.224 26.4 0.138 16.2 0.558 65.6 0.919 0.849 
S1/3 0.199 26.0 0.177 23.1 0.443 57.8 0.819 0.766 
S2/1 0.138  23.2 0.094 15.7 0.378 63.2 0.611 0.598 
S2/2 0.128 21.0 0.119 19.5 0.354 57.9 0.602 0.612 

S2/3 0.143 25.9 0.130 23.5 0.324 58.5 0.597 0.553 
S3/1 0.146 33.5 0.097 22.2 0.266 60.9 0.508 0.436 
S3/2 0.127 32.7 0.103 26.5 0.219 56.5 0.448 0.387 
S3/3 0.121 26.2 0.078 16.8 0.307 66.6 0.506 0.462 
S4/1 0.131 28.4 0.098 21.2 0.277 60.1 0.506 0.461 
S4/2 0.120 25.8 0.077 16.6 0.233 50.1 0.430 0.465 

S4/3 0.096 21.2 0.086 18.8 0.257 56.5 0.439 0.455 
S5/1 0.070 21.6 0.066 20.4 0.234 72.1 0.371 0.325 
S5/2 0.073 21.9 0.040 11.9 0.253 75.6 0.365 0.334 
S5/3 0.084 23.4 0.049 13.6 0.228 63.7 0.361 0.359 
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(ข) Lead 
Gastric Phase (A) Intestinal Phase (B) Residue (C) Oyster 

Samples Pb, µg/g Bioacc. (%) Pb, µg/g Bioacc. (%) Pb, µg/g Total Conc. 

Total Conc. 
(A+B+C) 

Total Conc.  
(Microwave  Digestion) 

S1/1 0.062 17.8 0.037 10.5 0.189 54.1 0.288 0.350 
S1/2 0.064 19.7 0.060 18.2 0.161 49.4 0.285 0.326 
S1/3 0.055 18.2 0.055 18.1 0.152 50.5 0.262 0.302 

S2/1 0.074 16.8 0.066 15.1 0.294 66.9 0.435 0.440 
S2/2 0.091 22.3 0.055 13.5 0.265 64.7 0.411 0.409 
S2/3 0.072 19.3 0.050 13.6 0.223 60.0 0.346 0.372 
S3/1 0.060 19.5 0.049 16.0 0.242 78.9 0.350 0.306 
S3/2 0.063 25.7 0.023 9.4 0.178 72.6 0.264 0.245 
S3/3 0.051 18.8 0.034 12.7 0.204 75.9 0.289 0.269 

S4/1 0.039 21.7 0.031 17.2 0.081 44.6 0.152 0.181 
S4/2 0.052 22.3 0.051 21.9 0.124 53.6 0.226 0.231 
S4/3 0.028 18.4 0.025 16.1 0.080 51.5 0.133 0.155 
S5/1 0.065 21.6 0.049 16.5 0.186 62.4 0.300 0.298 
S5/2 0.076 28.1 0.063 23.2 0.164 60.6 0.303 0.270 
S5/3 0.083 26.2 0.064 20.2 0.207 65.3 0.354 0.317 

 
 

 



ภาคผนวก ข 
ตารางเปรยีบเทียบวัตถปุระสงค กิจกรรมทีว่างแผนไว และกจิกรรมที่ดําเนินการมา และ

ผลที่ไดรับตลอดโครงการ 
 

กิจกรรม 
(ตามขอเสนอโครงการ) 

ผลที่คาดวาจะไดรับ 
(ตามขอเสนอโครงการ) 

ผลการดําเนินงาน 

1.1 ศึกษา parameter ในขั้นตอนการ

ยอยตัวอยางดวยระบบไมโครเวฟ เชน 

อุณหภูมิ เวลา ปริมาตรกรดที่ใชยอย  

ไดเงื่อนไขในการยอยตัวอยางดวย

ระบบไมโครเวฟ 

สอดคลองตามผลที่คาดวาจะ

ไดรับ 

1.2 ศึกษา parameter ในขั้นตอนการ

ยอยตัวอยางดวยระบบ PBET เชน pH 

ของน้ํายอยในแตละเฟส เวลาที่ใชยอย 

สัดสวนของอาหารตอปริมาณน้ํายอยที่

ใชยอย 

ไดเงื่อนไขในการยอยตัวอยางดวย

ระบบ PBET 

สอดคลองตามผลที่คาดวาจะ

ไดรับ 

2.1 วางแผนการเก็บตัวอยาง มีแผนในการเก็บตัวอยาง สอดคลองตามผลที่คาดวาจะ

ไดรับ 

2.2 เก็บตัวอยาง  มีการเก็บตัวอยางตามแผน สอดคลองตามผลที่คาดวาจะ

ไดรับ 

2.3 วิเคราะหปริมาณโลหะหนักใน

ตัวอยาง (โดยการยอยดวยระบบ

ไมโครเวฟ) 

ไดทราบปริมาณโลหะหนักใน

ตัวอยางหอยนางรมที่ผานการยอย

ดวยระบบไมโครเวฟ 

สอดคลองตามผลที่คาดวาจะ

ไดรับ 

2.4 วิเคราะหปริมาณโลหะหนักใน

ตัวอยาง (โดยการยอยดวยระบบ 

PBET) 

ไดทราบปริมาณโลหะหนักใน

ตัวอยางหอยนางรมที่ผานการยอย

ดวยระบบ PBET 

สอดคลองตามผลที่คาดวาจะ

ไดรับ 

2.5 ประเมินชีวภาพความพรอมของ

โลหะหนักในตัวอยาง 

ไดทราบปริมาณชีวภาพความพรอม

ของโลหะหนักในตัวอยางหอย

นางรม 

สอดคลองตามผลที่คาดวาจะ

ไดรับ 

2.6 วิเคราะหขอมูลและเขียนรายงาน

การวิจัย 

มีขอมูลจากการวิจัยและจัดทํา

รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ 

สอดคลองตามผลที่คาดวาจะ

ไดรับ 
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Abstract 
 

A physiologically based extraction test (PBET) was applied to estimate the oral 

bioaccessibility of Cd, Pb and Hg from oyster tissues. The PBET measures the fraction 

of a metal which is solubilized from the sample under the simulated gastric and intestinal 

conditions. Both gastric and intestinal extracted solutions and microwave digested 

residue were analyzed by ICP-OES. The bioaccessibilities (relative to respective total 

metal concentrations) of Cd and Pb in the oyster samples were 33.8-59.2% and 28.3-

51.4%, respectively. The bioaccessibility of Hg was non-detectable (less than 0.019 

mg/kg wet wt) due to the relatively low levels of Hg in the oyster samples (less than 

0.110 mg/kg wet wt). 

 

Keyword   Bioaccessibility, In vitro gastrointestinal digestion, Oysters, Cadmium, 

Lead, Mercury, ICP-OES 
 

1. Introduction 
Oyster farming is the primary aquaculture process in Surat Thani, southern 

Thailand with a production of approximately 13,000 tonnes/year. The oyster farming is 

located on the estuary of Bandon Bay, the east coast of Surat Thani Province. 

Wastewater discharges of industrial manufacturers and chemicals leaching/runoff from 

agricultural uses into the estuary are the possible sources of metal contamination in 
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oyster tissues. Heavy metals such as cadmium, lead and mercury have been 

considered as a threat to human health, even at low concentrations since long term 

exposure may result in bioaccumulation of toxic levels. Food safety to consumer is a 

major concern since it is usually the most important source of toxic element intake. Many 

countries and international organizations have established maximum permitted 

standards (based on total concentrations) for the toxic elements in dietary products, 

including seafood. 

 

It is well known that only a fraction of a total concentration of a contaminant that 

is released from a food matrix when ingested (bioaccessibility) and is important for 

exposure estimation and risk assessment (Bragigand et al., 2004; Versantvoort et al., 

2005; Intawongse and Dean, 2008; Xing, et al., 2008). In this context, bioaccessibility 

has been defined as the fraction of a compound that is released from its matrix in the 

gastrointestinal tract, and thus becomes available for intestinal absorption i.e. enters the 

blood stream (Oomen et al., 2002). In vitro gastrointestinal extraction procedure or a so 

called physiologically based extraction test (PBET) can be used for estimating the 

bioaccessibility of a contaminant in food. Several approaches have been developed to 

simulate in a simplified manner the digestion processes in (mouth), stomach and small 

intestine (Miller et al., 1981; Crews et al., 1983; Ruby et al., 1993; Hack and Selenka, 

1996). In comparison with in vivo method, in vitro studies have the advantage of being 

simple, rapid and low in cost and may provide insights not achievable in whole animal 

studies. The aim of this study was to provide a realistic estimate of the oral 

bioaccessibility of Cd, Pb and Hg in oysters by applying a PBET that simulates human 

gastrointestinal process to oyster samples. 
 

2. Experimental  
2.1 Sampling area and sample pretreatment 

The oyster samples were collected in five different locations along Bandon Bay 

on the east coast of Surat Thani Province, southern Thailand in January 2010 (Fig.1). 

Thirty live oysters (Crassostrea belcheri) per location were collected and taken to the 
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laboratory in a cool box. The tissues of the oysters were separated from the shell, oven 

dried at 60°C for 72 h, ground and homogenized and stored in a desiccator until 

analysis.   
 

 

Bandon Bay 

Surat Thani 

Fig.1 Sampling area map 
 

2.2 Chemicals 
All reagents used were of analytical grade and ultrapure water (18.2 MΩ cm) 

was from a Milli-QTM Millipore Water Purification System (Millipore SA, Molsheim, France). 

Nitric acid, hydrochloric acid, hydrogen peroxide, acetic acid, sodium bicarbonate were 

provided by Merck, Gemany. Sodium borohydride, Malicacid disodium salt, bile salt, 

pancreatin were supplied by Sigma (Germany), while pepsin by Fluka (USA) and lactic 

acid by BDH (England). Trisodiumcitrate  was purchased from Prolabo, VWR 

International, Belgium.  Argon gas (99.999%) was supplied by Praxair, Thailand. All 

glass and plastic ware was soaked in a 10% nitric acid bath and rinsed with ultrapure 

water. 

 Multi-element standard solutions for Cd and Pb, and a single element standard 

for Hg were purchased from AccuStandard, Inc., USA. The certified reference material 

SRM1566b (oyster tissue) was supplied by National Institute of Standards & Technology, 

Gaithersburg, USA. 
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 2.3 Instrumentation 
All ICP-OES measurements were carried out with an ICP-OES JY238 Ultratrace – 

Ultima2 equipped with a Concomitant Metals Analyzer (CMA) (Jobin Yvon Horibaz, 

Longjumeau, France). The CMA uses NaBH4 to reduce mercury to the elemental state 

(cold vapor) for improving analytical sensitivity. Standard plasma conditions as well as 

wavelengths emission lines are summarized in Table 1.  A controlled temperature 

shaking water bath (Memmert GmbH + Co.KG, Germany) was employed for the PBET 

experiment. A Multiwave microwave digestion system (Anton Paar GmbH, Graz, Austria) 

with TFM vessels was used for acid digestion. 

 

Table 1 Instrumental operating ICP-OES conditions 
 
RF Power (Watt) 

Plasma gas flow (Lmin-1) 

Auxiliary gas flow (Lmin-1) 

Nebulizer model 

Nebulizer gas flow (psi) 

Sample flow (mLmin-1) 

Drain flow (mLmin-1) 

6 M HCl flow (mLmin-1) 

0.5% w/v NaBH4 in 0.5 M NaOH flow (mLmin-1) 

Rinse delay (s) 

Number of replicates 

Wavelengths (nm) 

       Cd 

       Pb       

       Hg 

1000 

12 

0.2 

Meinhard Nebulizer Model: TR-50-C1 

45.0 

1.0 

4.0 

0.6 

1.2 

30 

3 

 

228.802 

220.353 

194.163 
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2.4 Microwave digestion procedure 
An accurately weighed oyster samples (0.5 g) was placed in a microwave vessel 

with 8 mL of 69% nitric acid: 2 mL of 30% H2O2 mixture. The digestion program was as 

shown in Table 2. After cooling, the extracts were filtered through a Whatman No.41 filter 

paper into a 25 mL volumetric flask, then made up to the mark with ultrapure water and 

analyzed by ICP-OES. A blank was performed in every digestion batch. 

 

Table 2 A microwave heating programme 
 

Step Power (Watt) Time (min) 

1 250 2 

2 0 2 

3 250 2 

4 1000 15 

Cooling 0 5 
 

2.5 Physiologically based extraction test procedure 
The PBET method was based on Ruby et al. and Cave et al. In the first stage, 

0.3 g (accurately weighed) of oyster samples was placed into a 50 mL Sarstedt tube 

and treated with 30 mL of gastric solution (1.25 g pepsin, 0.50 g sodium malate, 0.50 g 

sodium citrate, 420 μL lactic acid and 500 μL acetic acid made up to 1 L with ultrapure 

water, adjusted to pH 1.5 with conc. HCl). The mixture was then shaken at 100 rpm in a 

thermostatic bath maintained at 37 °C. After 2 h, the solution was centrifuged at 3000 

rpm for 10 min and a 5 mL aliquot was removed and filtered through 0.45 μL filter disk 

for analysis. 5.0 mL of the original gastric solution was then backflushed through the 

filter into the sample tube to retain the original solid: solution ratio. The second stage, 

52.5 mg bile salts and 15 mg pancreatin were added into the sample tube and the 

mixture was adjusted to pH 7.0 with saturated NaHCO3. The sample was then shaken at 

100 rpm in a thermostatic bath maintained at 37 °C for a further 2 h when a second 5.0 

mL aliquot was removed and filtered. The bioaccessible metal contents of oyster 
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extracts were determined by ICP-OES. The resultant sample residue was further 

extracted by microwave digestion. All the aliquots were stored at 4°C and analyzed 

within 24 h by ICP-OES. Gastric and intestinal blank were performed in every batch. 

 
2.6 ICP-OES analysis 

Samples of the oyster extracts were analyzed by ICP-OES using an external 

calibration technique. A matrix match standard solution was used to circumvent 

potential matrix effects. The quality of the ICP-OES measurement data was evaluated by 

analyzing the certified reference materials (SRM 1566b oyster tissue). The CRMs were 

run in between every 10 sample measurements to check the sensitivity of the 

instruments.  
 

2.7 Calculation of bioaccessibility 

The bioaccessibility measurements are normally reported as relative 

biaoccessibility expressed as a percentage and calculated per digestion according to 

the following equation (Oomen et al., 2002);  

Bioaccessibility (%) =     

 Metal mobilized from oyster sample during digestion (μg) x  100 

         Metal present in oyster sample before digestion (μg)   
 

3. Results and discussion 
3.1 Analytical performance 

Accuracy of the method was assessed by using the certified reference material 

(SRM 1566b oyster tissue). The obtained results and the percentage recovery analyzed 

for the heavy metals are shown in Table 3 (A-B). All percentage recovery results showed 

good agreement between measured and certified concentrations with values ranging 

from 89.4-103.8, 85.3-98.9, and 82.1-111.6 for Cd, Pb and Hg, respectively. Good 

repeatability of the method expressed as percentage relative standard deviation 

(%RSD) has been also assessed.  
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Table 3 Total concentrations (μg/g) in a certified reference material (SRM1566b oyster 

tissue) 

A) Cd and Pb 

Cd  Pb 
Certified value = 2.48 ± 0.08 Certified value = 0.308 ± 0.009 Measurement 

Measured value, Recovery, % Measured value, Recovery, % 
1 2.425 97.8 0.301 97.7 
2 2.216 89.4 0.266 86.2 
3 2.298 92.7 0.263 85.3 
4 2.508 101.1 0.280 90.9 
5 2.574 103.8 0.295 95.9 
6 2.521 101.6 0.305 98.9 
7 2.478 99.9 0.274 89.0 

Mean 2.431 98.0 0.283 92.0 
SD 0.129 5.2 0.017 5.5 

% RSD 5.3 5.3 6.0 6.0 
 

B) Hg 

Hg (μg/g, Dry Wt.) 
Cspiked= 0.050 μg/g Measurement 

Cspiked sample  
 

Cunspiked sample  Cfound  Recovery, % 

1 0.361 0.314 0.047 93.8 
2 0.319 0.263 0.056 111.6 
3 0.321 0.277 0.044 87.4 
4 0.311 0.268 0.043 86.1 
5 0.356 0.315 0.041 82.1 
6 0.304 0.262 0.042 84.8 
7 0.364 0.316 0.048 96.2 

Mean 0.046 91.7 
SD 0.005 10.1 

% RSD 11.0 11.0 
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3.2 Total metal concentration 
To determine total metal concentrations, all oyster samples were microwave 

digested with concentrated HNO3 and 30% H2O2 and analyzed for Cd, Pb and Hg by 

ICP-OES. Fig.2 A-C shows the total metal concentrations (μg/g wet wt.) in oyster 

samples collected from 5 sampling locations (S1-S5). Table 4 shows the mean total 

metal concentration in the samples compared to the standard limit set by FDA & EPA 

(for Cd and Pb) and Ministry of Health Thailand (for Hg). The results indicated that mean 

Cd / Pb / Hg levels in the oyster samples collected from S1, S2, S3, S4 and S5 location 

were 0.698 ± 0.114 /  0.256 ± 0.095 / 0.110 ± 0.077, 0.550 ± 0.039 / 0.368 ± 0.066 / 

0.083 ± 0.039, 0.430 ± 0.044 / 0.300 ± 0.076 / 0.106 ± 0.051, 0.423 ± 0.059 / 0.218 ± 

0.044 / 0.049 ± 0.042 and 0.343 ± 0.020 / 0.233 ± 0.071 / 0.031 ± 0.015 μg/g wet wt., 

respectively. It clearly observed that the metal concentrations in all oyster samples were 

well below the standard limits and vary little between sampling sites. 

 

Fig. 2 Total metal concentrations in oyster samples collected from 5 sampling locations 

(S1-S5) 
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(B) Lead 
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(C) Mercury 
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Table 4 Total metal concentration in oyster samples compared to the standard limit 

Mean ± SD (μg/g, Wet Wt.), n=9 
Sampling location 

Cd Pb Hg 
S1 0.698 ± 0.114  0.256 ± 0.095 0.110 ± 0.077 
S2 0.550 ± 0.039  0.368 ± 0.066 0.083 ± 0.039 
S3 0.430 ± 0.044  0.300 ± 0.076 0.106 ± 0.051 
S4 0.423 ± 0.059 0.218 ± 0.044 0.049 ± 0.042 
S5 0.343 ± 0.020 0.233 ± 0.071 0.031 ± 0.015 

Standard limit 4.0a 1.7a 0.5b

a Standard limit set by FDA & EPA Safety Levels in Regulations and Guidance 
b Standard limit set by Ministry of Health Thailand Issue 98 (B.C. 2529)  
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3.3 Bioaccessibility of Cd, Pb and Hg from oyster samples 
A) Cadmium 

From the results obtained in section 3.2, the total Cd concentrations were in a 

range of 0.343 to 0.698 μg/g wet wt. for the oyster samples collected from 5 sampling 

locations. The data potentially overestimate health risks to humans since it is recognized 

that only a fraction of a metal ingested with food entering the systemic circulation. 

Therefore, the oral bioaccessibility of metals from the oysters were studied using an in 

vitro gastrointestinal digestion. The samples were treated with gastric and intestinal 

juices in the PBET experiment, the gastric and intestinal fractions were collected and 

analyzed by ICP-OES. Bioaccessible concentrations together with total Cd 

concentrations in the oysters were shown in Fig. 3 A. The bioaccessible fractions were in 

the range of 0.113 to 0.376 μg/g wet wt. These values expressed as percentage 

bioaccessibility of the metals in oyster samples were presented in Fig. 4 A. The Cd 

bioaccessibility was moderate i.e. 21-34% and 12-27% of the total Cd measured in the 

gastric phase and the intestinal phase, respectively. The bioaccessibility of Cd were 34-

59% when the solubility in both phase were considered.    

      
B) Lead 

From the results obtained in section 3.2, the total Pb concentrations were in a 

range of 0.218 to 0.368 μg/g wet wt. for the oyster samples collected from 5 sampling 

locations. Fig. 3 B shows the bioaccessible and total Pb concentrations in oyster 

samples. The bioaccessible amount was in the range of 0.053 to 0.147 μg/g wet wt. The 

bioaccessibility of Pb in the samples was presented in Fig. 4 B indicating that it was 

slightly lower than Cd. In the gastric phase, 17-28% of the total Pb was extracted from 

the samples while 9-23% was dissolved in the intestinal phase. The bioaccessibility of 

Pb in were 28-51% when the values in both the gastric and intestinal phase were 

comprised. 
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C) Mercury 
The total Hg concentrations were in a range of 0.031 to 0.110 μg/g wet wt. for 

the oyster samples collected from 5 sampling locations. The contamination levels of Hg 

in the samples were relatively low. As expected, the bioaccessible amount of Hg was 

smaller than the LOQ of the method (<18.9 μg/kg) for every samples.  
  
Fig. 3 Bioaccessible and total metal concentrations in oyster samples 
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Fig. 4 Percentage bioaccessibility of the metals in oyster samples 
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4. Conclusions   
The in vitro gastrointestinal extraction procedure was applied to estimate the 

bioaccessibility fraction of Cd, Pb and Hg from oyster tissues. The PBET measures the 

fraction of a metal which is solubilized from the sample under the simulated gastric and 

intestinal conditions. The simulated parameters include stomach and small intestinal pH 

and chemistry, soil-to-solution ratio, stomach mixing and digestion temperature. Both 
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gastric and intestinal extracted solutions and microwave digested residue were 

analyzed by ICP-OES. The bioaccessibilities (relative to respective total metal 

concentrations) of Cd and Pb in the oyster samples were 33.8-59.2% and 28.3-51.4%, 

respectively. The bioaccessibility of Hg was non-detectable (less than 0.019 mg/kg wet 

wt) due to the relatively low levels of Hg in the oyster samples (less than 0.110 mg/kg 

wet wt). 

 

The results of the present study suggest that the PBET could be used to 

estimate toxicity of the heavy metals in oyster samples. The approach is relatively simple 

and economical, requiring only a day and only a small fraction of the cost of an in vivo 

study. In addition, the PBET can be used to produce assessments of potential health 

risks of heavy metals in foods that are more realistic than other approaches based on 

total metal content. However, further research into the development of the PBET to be a 

standard protocol is needed and the validation of the approach would be of benefit.  
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