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In this research, we developed flow based sequential extraction systems for 
investigation the leaching of some metals (e.g. cadmium and lead) and phosphorus from 
soil and sediment. The systems could determine different forms of metals and 
phosphorus presented in solid samples, which could be applied to assessment of 
mobility and bioavailability of these chemicals in the environment. On these 
developments, we explored a new voltammetric method that could indicate free and 
bound forms of the metals. The method that employing more environmentally friendly 
bismuth film electrode to replace a highly toxic mercury electrode was also developed. 
This new method could be applied for determination of metals in the extracted solution 
from sequential extraction of soil and sediment. It was more convenient and cost less 
than the conventional method. In addition, flow injection amperometric system was 
developed for more selective determination of phosphorus and utilized in fractionation 
of phosphorus in sediment, both by off-line batch extraction and on-line continuous flow 
extraction. . It could be conveniently used to assess phosphorus in environment. 
Moreover, we also developed several techniques for determination of plant nutrients, 
e.g., phosphorus and nitrogen in soil for agriculture activity. 
 
Keywords: Sequential extraction, fractionation, Flow based analysis, metals, plant 
nutrient, soil and sediment, environment, agriculture   
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1. บทนํา 
 
การวิเคราะหป์ริมาณรวมของไอออนของโลหะ โดยเฉพาะโลหะที่เป็นพิษ ในตัวอย่าง

ทางส่ิงแวดล้อมน้ันในปัจจุบันพบว่าไมเ่พยีงพอแล้ว เนื่องจากโลหะในส่ิงแวดล้อมอยู่ในหลาย
รูปฟอร์ม (forms or species) ซ่ึงมีพฤติกรรมแตกต่างกัน เช่น ความสามารถในการ
เคล่ือนย้ายที ่ (mobility) และความสามารถในการเข้าสู่ส่ิงมีชีวิต (bioavailability) เป็นต้น 
มีความแตกต่างกัน ข้อมูลจากการวิเคราะหป์ริมาณรวมจึงอาจจะไม่สัมพันธ์กบัผลกระทบต่อ
ส่ิงมีชีวิต [1] ดังน้ันการวิเคราะห์ลงไปถึงรูปฟอร์มหรือสปีชีส์จึงมีความจําเป็นอย่างยิ่ง 
ตัวอย่างเช่น โครเมียมในรปูฟอร์มที่มีเลขออกซิเดชัน +6 (Cr(VI)) จะเป็นสารก่อมะเร็งและมี
ความเป็นพษิสูงมากกว่าโครเมียมในรปูฟอร์มที่มีเลขออกซิเดชัน +3 (Cr(III)) มาก หรือโลหะ
ที่อยูใ่นรปูไอออนอิสระ (free form) จะถูกเคล่ือนย้ายและเข้าสู่ส่ิงมีชีวิตได้ง่ายกว่าโลหะที่
เกิดสารประกอบเชิงซ้อน หรือเกาะอยู่กับอนุภาคต่างๆ (bound form) มาก ในทางเคมี
วิเคราะห์การพัฒนาวธิีใหม่ที่สามารถตรวจหาปริมาณของโลหะในรูปฟอร์มต่างๆ ที่มี
ความสําคัญทางสิ่งแวดล้อมแตกต่างกันจงึมีความสําคัญและน่าสนใจมาก เนื่องจาก
ผลกระทบของโลหะต่อระบบนิเวศน์จะข้ึนอยู่กับรปูฟอร์มของมันและการจับอยู่กบัอนุภาค
ของแข็ง [2] 

โลหะหนักต่างๆ มักจะอยู่ในรปูสารประกอบและมีความเสถียรอยู่ในเปลือกโลก 
อย่างไรก็ตามโดยกระบวนการกัดกร่อนตามธรรมชาติ และโดยเฉพาะกิจกรรมต่างๆ ของ
มนุษย์ เช่น การทําเหมืองแร่ เป็นต้น ทาํให้มีการปลดปล่อยโลหะหนักออกมาสู่ส่ิงแวดล้อม
ในปริมาณมาก ซ่ึงอาจละลายลงสู่แหล่งนํ้า หรือตกตะกอน หรอืดูดซับอยู่กับอนุภาคดิน มี
การแพร่กระจาย เคล่ือนย้ายจากแหล่งเดิมออกไป รวมทัง้การเข้าสู่ส่ิงมีชีวิตและห่วงโซ่
อาหารทําให้เกิดผลกระทบต่อส่ิงมีชีวิตต่างๆ รวมทั้งมนุษย์ โลหะที่เกี่ยวข้องอยู่กับอนุภาค
ของแข็ง เช่น ดินและดินตะกอน อาจอยู่ในรปูฟอร์มต่างๆ [3] ดังแสดงในรูป 1.1  

ความเป็นอันตรายของโลหะที่ปนเปื้อนสัมพันธ์กบัการเข้าถึงทางชีวภาพ
(bioaccessibility or bioavailability) ของโลหะเหล่านั้น เชน่ โลหะที่ดูดซับอยู่กบัอนภุาค
ดินสามารถเกิดการแลกเปล่ียนละลายออกมาในนํ้าที่สัมผัสอยูก่ับดิน จึงเข้าสู่ส่ิงมีชีวิตได้ง่าย
กว่าส่วนของโลหะทีเ่กิดเป็นสารประกอบต่างๆ อยู่กับอนุภาคดิน หรือถูกห่อหุ้มอยูภ่ายใน 
(occluded) อนุภาคดิน ซ่ึงเทคนิคการสกัดลําดับข้ัน (sequential extraction) เป็นที่นยิม
นํามาใช้ในการหา bioaccessibility/bioavailability ของโลหะที่มีในตัวอย่างของแข็งเพื่อ
บอกถึงความเป็นอันตรายของโลหะที่ส่งผลกระทบต่อส่ิงมีชีวิตและส่ิงแวดล้อม ซ่ึงวิธีการสกดั
สามารถทําได้ทั้งในระบบแบทซ์ (batch) และระบบการไหลอย่างต่อเนื่อง ซ่ึงแต่เดิมนิยมใช้
การสกัดแบบแบทซ์แต่การสกัดวิธีนี้มข้ีอด้อย เช่น ไม่ให้ข้อมูลจลน์ของการไหลชะผ่านของ
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สารสกัดเน่ืองจากการไหลชะน้ันเป็นการจําลองการชะที่เกิดข้ึนในธรรมชาติของน้ําฝนที่ไหล
ชะตัวอย่างมากกว่าการแช่สกัดอยู่นิ่ง  เกิดการดูดซับกลับคืนของโลหะกับตัวอยา่ง (re-
adsorption) เป็นต้น ดังน้ันการใช้เทคนิคการไหลร่วมกับการสกัดลําดับข้ันเป็นการกําจัด
ข้อด้อยที่กล่าวมาข้างต้นได้ซ่ึงเป็นแนวคิดใหม่ที่เกิดข้ึนมาใน 10 ปทีี่ผ่านมา 

 

 
รูป 1.1 โลหะที่เกีย่วข้องอยู่กับอนุภาคดิน [3] 
      
การสกัดลําดับข้ันนี้บางครัง้จะถูกกล่าวถึงในเทอมของการแยกส่วน (fractionation) 

เพราะเป็นการสกัดแยกส่วนต่างๆ ออกมาตามลําดับ โดยใช้สารสกัดที่มคีวามแรงสูงข้ึน
ตามลําดับ หรือมีความสามารถในการสกัดเอาสารที่สนใจในรูปฟอร์มที่จบัอยู่กบัอนุภาค
ของแข็งอย่างแข็งแรงจากน้อยไปมากตามลําดับ สารละลายทีใ่ช้สกัดจะละลายเอาโลหะหรือ
สารในรปูฟอร์มที่สัมพันธก์ับองค์ประกอบทางธรณีวทิยาตอนที่อยู่ในของแข็งออกมา เช่น 
สามารถบ่งบอกถึงส่วนที่เป็น ส่วนที่แลกเปล่ียนได้ (exchangeable fraction) ส่วนที่ละลาย
ในกรด (acid soluble fraction) ส่วนที่ถูกรีดิวซ์ได้ (reducible fraction) และส่วนที่ถูก
ออกซิไดซ์ได้ (oxidizable fraction) เป็นต้น [4] ซ่ึงอาจใช้บ่งบอกถึงโอกาสในการเขาสู่
ส่ิงมีชีวิตและทําให้เกิดความเป็นพิษข้ึนได้ วิธีสกัดแบบลําดับข้ันนี้จึงมีการใช้ในการศกึษาทาง
ส่ิงแวดล้อมและการหาวธิยีับยั้งการแพร่กระจายของโลหะหนัก หรือการพยายามหาวธิแีก้ไข
แหล่งที่มกีารปนเปื้อนไปแล้ว ซ่ึงในการสกัดแยกส่วนโลหะมีผู้พฒันาวิธีการต่างๆ กันหลายวธิี
ดังแสดงตัวอย่างบางวิธใีนตาราง 1.1 วิธทีี่นยิมใช้กนัอย่างกว้างขวางคือวิธีของ Tessier et 
al. [6] ซ่ึงมี 5 ข้ันตอนที่ใช้สารสกัดต่างๆ กันดังแสดงในตาราง 1.2  
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ตาราง 1.1 ตัวอย่างบางวิธีการในการศึกษาการแยกส่วนโลหะในดินโดย sequential 
extraction procedures  
Procedures  Analytes  Analytical technique  
Community Bureau o
reference (BCR)[5]   

Cd, Cu, Cr, Ni, Pb and Zn FAAS, GF-AAS  

Tessier et al. [6]   Cd, Co, Cu, Ni, Pb, Zn, Hg
Fe and Mn  

FAAS, ET-AAS, ICP-OES
HG-ICP-OES  

Maiz et al. [7]   Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb
and Zn  

FAAS, ET-AAS  

Galán et al. [8]   Pb, Zn, Cu and Cd  ICP-OES  
Geological Society o
Canada (GCS) [9]   

Cd, Cr, Cu, Ni and Zn  ICP-OES 

 
ตาราง 1.2 วิธีการสกัดแยกส่วนโลหะในดินโดยการสกัดลําดับข้ันตามวิธีของ Tessier et al. 
[6] 



4 
 

ซ่ึงการสกัดส่วนใหญ่จะทาํในระบบแบทซ์ แล้วนําสารสกัดที่ได้จากแต่ละส่วน  (F1-
F5) มาตรวจหาปริมาณโลหะหนักทีห่ลุดออกมา โดยมักจะใช้วธิทีางสเปกโทรเมตรี เช่น วิธี
อะตอมมิกแอบซอบช่ันสเปกโทรเมตร ีทั้งแบบ flame AAS และ Electrothermal AAS วิธี
อินดักทฟีลีคพัเพิลพลาสมาออพติคัลอีมิสชั่นสเปกโทรเมตร ี และวิธีอินดักทฟีลีคัพเพิล
พลาสมาแมสสเปกโทรเมตรี เป็นต้น ซ่ึงเป็นเครื่องมือขนาดใหญ่และมีราคาแพง รวมทัง้มี
ค่าใช้จา่ยในการใช้งานสูง ในงานวิจัยน้ี เราสนใจพฒันาวิธีโวลแทมเมตรีมาใช้ในการวิเคราะห์
แทนเน่ืองจากเป็นเครื่องมือขนาดเล็ก ราคาตํ่ากวา่มาก และมีค่าใช้จ่ายในการวิเคราะห์ตํ่า 
รวมทั้งจะลดความยุ่งยากในการเตรยีมตัวอย่างก่อนการวิเคราะหล์งได้ เนื่องจากสารละลาย
ที่ใชใ้นการสกัดดังตาราง 1.2 จะเป็นพวกกรดและเกลือ ซ่ึงสามารถใช้ทาํหน้าที่เป็น
สารละลายอิเล็กโทรไลต์ในระบบการตรวจวัดด้วยเทคนิคโวลแทมเมตรีได้  

ในปัจจุบันมกีารพัฒนาการสกัดลําดับข้ันแบบการไหลอย่างต่อเนื่อง (Flow-through 
dynamic fractionation) [10-20] มีกระบวนการคือ  สารสกัดที่มีความสดใหม่จะไหลผ่าน
ตัวอย่างปริมาณน้อย ทีบ่รรจุในภาชนะขนาดเล็กอย่างต่อเนื่องจนเข้าสู่สมดุลของการสกัด
เพื่อให้เกิดการสกัดที่สมบรูณ์  ในการสกัดด้วยเทคนิคนี้มีข้อดี คือ การสกัดเป็นการจําลอง
ของสภาพแวดล้อมจริงที่เกิดข้ึนเมื่อโลหะถูกชะสู่ส่ิงแวดล้อม ซ่ึงปรมิาณของสารที่ถูกชะ
ออกมาจะข้ึนกับเวลาที่ของเหลวไหลผ่าน และใหผ้ลการวิเคราะหท์ี่ชัดเจนเป็นจริงมากข้ึน 
เมื่อใช้ในการสกัดโลหะจากตัวอย่างที่มลัีกษณะแหล่งที่มาทางธรณีวทิยาที่แตกต่างกัน [10]  

ในกรณีของธาตุอาหารพืช เช่น ฟอสฟอรัสก็มกีารวิเคราะหแ์ยกส่วนโดยการสกัด
ลําดับข้ันเช่นกัน [11, 21-24] เนื่องจากการวิเคราะหป์ริมาณฟอสฟอรัสรวมในดินหรือดิน
ตะกอน จะให้ข้อมูลไม่เพียงพอในการประเมินความเส่ียงต่อส่ิงแวดล้อม [21-23] มีการ
พัฒนาวธิีสกัดลําดับข้ันสําหรบัฟอสฟอรัสมากมายโดยมากมักใชส้ารละลายกรดและด่าง ใน
งานวิจัยน้ีสนใจพัฒนาระบบสกัดแบบต่อเนื่องโดยใช้วิธีการสกัดของฮิลท์เจส-ลิจคลิมา [24] 
ซ่ึงเป็นที่นยิมใช้ โดยใช้สารสกัด 3 ชนิดคือสารละลายแอมโมเนยีมคลอไรด์สําหรบัสกัด
ฟอสฟอรัสทีล่ะลายนํ้าได้ซ่ึงเป็นรูปฟอร์มทีเ่ป็นประโยชน์ต่อพืช สารละลายโซเดียมไฮดรอก
ไซด์สําหรับสกัดรูปฟอร์มฟอสฟอรัสทีจ่ับอยู่กบัเหล็กและอลูมิเนียม และสารละลายกรด
ไฮโดรคลอริกสําหรบัสกดัรูปฟอร์มฟอสฟอรัสที่จับกับแคลเซียม ตามลําดับ 

สําหรบัในงานวิจัยน้ี จะมีการพัฒนาเครื่องมือ/อุปกรณ์ และวิธีการที่เกี่ยวข้องกับการ
วิเคราะห์โลหะหนัก คือ แคดเมียมและตะกั่ว โดยอาศัยเทคนิคแอโนดิกสตริปปิงโวลแทมเม
ตรี เพื่อตรวจวิเคราะห์สปีชีร์ของโลหะ และประยุกต์ใช้รว่มกบัวธิีการสกัดแบบลําดับข้ันใน
การศึกษาส่วนต่างๆ ของโลหะที่อยู่ในตัวอย่างของแข็ง และพัฒนาวิธีโฟลอนิเจคชันแอมแป
โรเมตรีสําหรบัหาปริมาณฟอสฟอรัสทีถู่กสกัดออกมาจากระบบสกัดลําดับข้ัน และพฒันา
วิธีการใหม่ๆ ที่สะดวกและมีค่าใช้จ่ายไม่สูงสําหรับวดัหาปริมาณธาตุอาหารพชืบางชนิด เช่น 
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ฟอสฟอรัสทีเ่ป็นประโยชนต่์อพืช และปริมาณไนโตรเจนอนินทรีย์ในดิน เป็นต้น ซ่ึงมี
ความสําคัญทางด้านเกษตรกรรม และส่ิงแวดล้อม 
 
1.1 เทคนิคโฟลอินเจคชันอะนาลิซสิ 

เทคนิคโฟลอินเจคชันอะนาลิซิส หรือ เอฟไอเอ เปน็เทคนิคที่ได้ถูกพัฒนามาตั้งแต่ปี
ค.ศ. 1975  เทคนิคนี้มหีลักการสําคัญคือการฉีดสารเข้าไปในกระแสการไหลของสารละลาย
ที่ไหลอย่างอตัราคงที่  ในระหว่างที่สารละลายที่ถูกฉีดเข้าไปไหลไปยังเครื่องตรวจวัด จะเกิด
การแพร่กระจาย (Dispersion) ที่มรีปูแบบแน่นอนและควบคุมได้  ทําใหเ้กิดการผสมของ
สารที่ถูกฉีดกบัสารที่ไหลอยู่และเกิดปฏกิิริยาข้ึน  ระยะเวลาต้ังแต่ฉีดสารจนสารไหลไปถึงจุด
ตรวจวัดจะมีค่าคงที่จึงทําใหป้ฏกิิรยิาทีเ่กิดข้ึนดําเนินไปเท่ากันทกุครั้งที่ฉีด  ดังนั้นจึงไม่
จําเป็นต้องรอให้มีการเกิดปฏิกิรยิาจนถึงจุดสมดุลหรือ steady state เหมือนกับในกรณีการ
วิเคราะหใ์นระบบ batch ทั่วไป  จงึช่วยลดเวลาในการวิเคราะห์ลงได้มาก  นอกจากน้ี
ปริมาณสารที่ใช้ก็ลดลงอย่างมาก  เนือ่งจากการไหลที่ควบคุมได้หรือยังเปน็ Laminar flow 
จะเกิดข้ึนในท่อขนาดเล็กมากเท่านั้น  แผนผังและลักษณะของสัญญาณที่จะบันทกึได้จาก
ระบบเอฟไอเอ แสดงดังรูป 1.2 

 

 
รูป 1.2  แผนผังของระบบโฟลอินเจคชันอะนาลิซิสอย่างง่ายและสัญญาณที่จะบันทกึได้จาก
การฉีดสารเข้าไป 1 ครั้ง 
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 ส่วนประกอบพื้นฐานของระบบได้แก ่ ปั๊มป์ วาล์วฉีดสาร  ส่วนผสมสาร หรอื 
reactor อุปกรณ์ตรวจวัดในระบบการไหลและเครื่องบันทึกสัญญาณ  ซ่ึงสามารถเลือกได้
หลากหลาย  ระบบเครื่องมือที่ผลิตขายในทางการค้ามีราคาในระดับ 500,000 – 1,000,000 
บาท 
 
1.2 เทคนิคโวลแทมเมตร ี
 เทคนิคโวลแทมเมตรีเป็นเทคนิคการวิเคราะหท์างไฟฟ้าเคม ี ที่มีการให้ศักย์ไฟฟ้าที่
เปล่ียนแปลงไปแก่ข้ัวไฟฟา้ แล้วทําการตรวจวัดกระแสไฟฟ้าที่เกิดข้ึนจากปฏิกิรยิาไฟฟา้เคมี
ที่ข้ัวไฟฟา้ อันเนื่องมาจากสารทีส่นใจเข้ามารบัหรือให้อิเล็กตรอนที่ข้ัวไฟฟ้าเมื่อข้ัวไฟฟ้ามี
ศักยท์ี่เหมาะสมจําเพาะกบัการเกิดปฏกิิริยาของสารน้ันๆ สําหรับการวเิคราะห์หาปรมิาณ
โลหะมักจะใช้เทคนิคแอโนดิกสทริปปงิโวลแทมเมตรี ซ่ึงมีความไววิเคราะห ์ (sensitivity) สูง 
เพราะมีข้ันตอนเพิ่มความเข้มข้นโดยทําการอิเล็กโทรไลซิสเกาะติดโลหะที่สนใจไว้ที่ข้ัวไฟฟา้ 
เช่น ในรูปของอะมัลกัมบนขั้วปรอท จากน้ันจึงทําการสแกนศักย์ไฟฟา้เพือ่ให้โลหะที่สนใจ
เกิดออกซิเดชันละลายกลับออกมาในสารละลายที่ศกัย์ไฟฟา้เฉพาะตัวของโลหะชนิดนั้นๆ ดัง
รูป 1.3 เทคนิคนี้จึงสามารถวิเคราะห์โลหะหลายชนิดได้พร้อมกนั 
 

 
รูป 1.3 หลักการของเทคนิคแอโนดิกสทรปิปิงโวลแทมเมตร ี
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 เทคนิคแอโนดิกสทริปปิงโวลแทมเมตร ีมักใช้ข้ัวไฟฟ้าปรอทเป็นข้ัวไฟฟ้าทํางานที่สาร
ที่สนใจจะไปเกิดปฏิกริิยา เนื่องจากสามารถใช้งานในช่วงศักย์ลบได้ดีโดยไม่มีการ
เกิดปฏิกริิยาของแก๊สไฮโดรเจน อย่างไรก็ตามปรอทมีความเป็นพิษสูงมาก จึงมีความ
พยายามพัฒนาข้ัวไฟฟ้าใหม่ๆ ที่เปน็มิตรกับส่ิงแวดล้อมมากข้ึน ซ่ึงข้ัวบสิมัทสามารถใช้
ในช่วงศักย์ไฟฟ้าลบและเกิดเป็นอัลลอยกับโลหะอื่นได้ดี จึงเป็นข้ัวที่ใช้งานได้ดีสําหรบั
เทคนิคแอโนดิกสทริปปิงโวลแทมเมตร ี
 
1.3 เทคนิคแอมแปโรเมตรี 
 เทคนิคแอมแปโรเมตรีเป็นเทคนิคการวิเคราะหท์างไฟฟ้าเคมีอีกเทคนิคหน่ึง ที่มีการ
ให้ศกัย์ไฟฟ้าคงที่แก่ข้ัวไฟฟ้าทํางานแล้วทําการตรวจวัดกระแสไฟฟ้า ทีสั่มพันธ์กบัความ
เข้มข้นของสารที่มาเกิดปฏิกิรยิาไฟฟา้เคมีบนข้ัวไฟฟ้า โดยเลือกศักย์ไฟฟ้าให้เหมาะสมทาํให้
เทคนิคนี้มีความจําเพาะสูง ในงานวิจยัน้ี ได้นํามาใช้ในการวิเคราะหฟ์อสฟอรัสโดยอาศัยการ
เกิดปฏิกริิยารีดักชันของสารประกอบฟอสโฟโมลิบเดต ซ่ึงพบวา่ให้ความไววิเคราะห์สูงและมี
ความจําเพาะสูงกว่าวิธีสเปกโทรโฟโตเมตรี โดยทนต่อการรบกวนจากซิลิเกตได้สูงมาก และ
ไม่มีปัญหาการรบกวนจากสีของสารละลายและการหกัเหของแสงเน่ืองจากความเข้มข้นของ
สารละลายสูง เหมือนในกรณีของวิธีสเปกโทรโฟโตเมตรี 
 
1.4 วัตถุประสงค์ของโครงการ 

1. เพื่อพัฒนาวธิีโวลแทมเมตรีร่วมกบัเทคนิคการไหลที่สามารถวิเคราะห์สปีชีส์ของโลหะ
ได้ 

2. เพื่อพัฒนาวธิีแอโนดิกสทริปปิงโวลแทมเมตรีที่เป็นมิตรกับส่ิงแวดล้อมโดยใช้ข้ัวไฟฟ้า
ทํางานที่เป็นข้ัวบิสมัส และประยกุต์ในการวิเคราะหห์าปริมาณโลหะในสารสกัดจาก
การสกัดลําดับข้ันของดินและดินตะกอน 

3. เพื่อพัฒนาระบบการสกัดลําดับข้ันของฟอสฟอรัสทีม่ีการตรวจวดัด้วยโฟลอินเจคชัน
แอมแปโรเมตรี 

4. เพื่อพัฒนาวธิีวิเคราะห์แบบใหม่ ที่มีความสะดวกและค่าใช้จ่ายตํ่าสําหรบัวิเคราะห์
ธาตุอาหารพชืในดินสําหรบัทําการเกษตรกรรม 
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1.5 สรุปงานวิจัยในโครงการนี ้
ในโครงการนี ้ ได้ทําการพัฒนาวธิีวเิคราะหท์างเคมีสําหรบัวเิคราะห์โลหะหนักและ

ธาตุอาหารพชืบางชนิด โดยในการวิเคราะห์โลหะหนัก เช่น แคดเมียมและตะกั่ว เป็นต้น จะ
อาศัยเทคนิคแอโนดิกสตริปปิงโวลแทมเมตรี ในระบบแรกจะใช้ข้ัวไฟฟ้าปรอทเป็นข้ัวไฟฟ้า
ทํางาน ร่วมกับระบบการไหลที่มีส่วนของการย่อยสลายตัวอย่างด้วยรังสียวูี เพื่อให้สามารถ
ตรวจวิเคราะห์สปีชีส์ของโลหะที่อยู่ในรปูฟอร์มอสิระ (free form) และที่อยูใ่นฟอร์มที่จบัอยู่
กับ อนุภาคหรือสารประกอบอ่ืนๆ (bound form) ในตัวอย่างน้ํา ทั้งนีอ้าศัยหลักการที่
เทคนิคแอโนดิกสตริปปิง   โวลแทมเมตรีจะตรวจวัดเฉพาะโลหะที่อยูใ่นรูปฟอร์มอสิระ
เท่านั้น และเม่ือทําการยอ่ยตัวอย่างจะมีการเปล่ียนโลหะในรปู bound form ไปเป็น free 
form ทาํใหว้ิเคราะหห์าปริมาณโลหะรวมได้ โลหะในรูป free form จะมี bioavailability 
สูงกว่า นั่นคอืจะเป็นพษิมากกว่า รายละเอียดเกี่ยวกับวธิทีีพ่ัฒนาข้ึนอยู่ในภาคผนวก ก.1 

ในระบบที่สองจะทําการพฒันาข้ัวไฟฟา้ฟิล์มบิสมัทมาใช้แทนข้ัวปรอท โดยทําการ
วิเคราะห์ด้วยเทคนิคแอโนดิกสตริปปงิโวลแทมเมตรีในระบบการไหล ซ่ึงสามารถใช้วิเคราะห์
หาปริมาณแคดเมียมและตะกั่วในตัวอย่างน้ําที่ปนเปื้อนโลหะหนักได้ รายละเอียดเกี่ยวกบัวธิี
นี้อยู่ในภาคผนวก ข  

เทคนิคแอโนดิกสตริปปิงโวลแทมเมตร ีที่ใช้ข้ัวไฟฟา้พิมพ์สกรีนคาร์บอนที่เคลือบด้วย
ฟิล์มบิสมทัได้ถูกพัฒนาข้ึนเพื่อนํามาใช้ในการวิเคราะห์แคดเมียมและตะกั่ว ในสารสกดัข้ัน
ต่างๆ ของวิธีการสกัดแบบลําดับข้ันของดินและดินตะกอน เพื่อการประเมินผลกระทบต่อ
ส่ิงแวดล้อมของโลหะทีป่นเปื้อนในดินและดินตะกอน วิธีดังกล่าวน้ีมีความสะดวกและมี
ค่าใช้จ่ายตํ่า สามารถวิเคราะห์ได้รวดเรว็โดยมีการเตรียมตัวอย่างน้อย เนื่องจากสารสกัดทีใ่ช้
มีสมบัติเป็นสารละลายอิเล็กโทรไลต์ ซ่ึงใช้ในการวิเคราะห์ด้วยเทคนคิโวลแทมเมตรีได้ 
รายละเอียดเกี่ยวกบัวิธีนี้อยู่ในภาคผนวก ค.1-ค.2 

ในการวิเคราะห์ธาตุอาหารพืช ได้ทําการพัฒนาเทคนิคโฟลอินเจคชันแอมแปโรเมตรี
สําหรบัหาปรมิาณฟอสฟอรัส ซ่ึงพบว่าสารประกอบฟอสโฟโมลิบเดตสามารถเกิดปฏกริยิา
รีดักชันบนข้ัวไฟฟ้าแกลสซีคาร์บอนได้ง่ายกว่าสารประกอบของซิลิเกตและอาร์ซีเนต ทาํให้
สามารถนําวธิีดังกล่าวไปใช้วิเคราะหฟ์อสฟอรัสที่ถูกสกัดออกมาจากตัวอย่างดินและดิน
ตะกอนได้ โดยวิธทีีพ่ัฒนาข้ึนมีข้อได้เปรยีบวิธีสเปกโทรโฟโตเมตรี เช่น ไม่มีการรบกวนจากสี 
และอนุภาคคอลลอยด์ทีอ่าจมีอยู่ในตัวอย่าง ได้พัฒนาระบบการสกัดแบบลําดับข้ันของ
ฟอสฟอรัสโดยใช้คอลัมนแ์บบออฟไลน์ เพื่อทาํการแยกส่วนฟอสฟอรัสที่อยู่ในรูปฟอร์มต่างๆ 
ในดินและดินตะกอน แล้วทําการตรวจวิเคราะหด้์วยวธิทีีพ่ัฒนาข้ึน รายละเอียดดังใน
ภาคผนวก ค.3  จากน้ันได้พัฒนาระบบการสกัดแบบลําดับข้ันของฟอสฟอรัสโดยใช้คอลัมน์
แบบออนไลน์ ซ่ึงสามารถทําการแยกส่วนฟอสฟอรัสได้อย่างต่อเนื่อง ซ่ึงทําให้ได้โปรไฟล์ของ
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การสกัด ทีท่ําให้เห็นลักษณะทางจลนศาสตร์ของการชะฟอสฟอรสัออกมาจากตัวอย่าง
ของแข็ง 

นอกจากน้ี ได้พัฒนาวิธีคัลเลอริเมตรีอย่างง่ายที่อาศัยการตรวจวัดความเข้มสีด้วย
การถ่ายภาพด้วยกล้องของโทรศพัท์มือถือ และสามารถหาปริมาณฟอสฟอรัสในดินด้วย
โปรแกรมทีพ่ฒันาข้ึนในระบบแอนดรอยด์ รายละเอียดดังภาคผนวก ก.2 และทําการพฒันา
ระบบโฟลอินเจคชันคอนดักโทเมตรทีีใ่ช้ในการวิเคราะหห์าปริมาณไนโตรเจนที่เป็นประโยชน์
ต่อพืช ที่อยู่ในรูป อนินทรีย์ไนโตรเจนในดิน รายละเอียดดังภาคผนวก ก.3 ซ่ึงวิธทีีพ่ัฒนาข้ึน
นี้ได้นําไปใช้ในการวิเคราะห์คุณภาพดินแก่เกษตรกร เพื่อการจัดการดินและปุ๋ยในการทํา
การเกษตรสมัยใหม่  

จากงานวิจยัข้างต้นนี้ นอกจากจะทําให้ได้องค์ความรู้ใหมท่ี่สามารถตีพิมพ์ในวารสาร
ชั้นนําระดับนานาชาติแล้ว ความรู้พื้นฐานที่ได้ยังสามารถพัฒนาต่อยอดไปใช้งานได้จริง 
เครื่องมือและวิธีการวิเคราะหท์ีพ่ัฒนาขึ้นได้ใช้ประโยชน์ในการเรยีนการสอน และประยกุต์
ในการวิเคราะห์ตัวอยา่งดินของเกษตรกร ซ่ึงจะเป็นการพึ่งตนเองและทําให้เกิดการพัฒนา
อย่างยั่งยืน 
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2. การทดลอง ผลการทดลอง และวิจารณ์ 
 
 
2.1 การพัฒนาวิธวีิเคราะห์โลหะในรปูไอออนอิสระและที่จับกับสารอ่ืน โดยเทคนิคการ
ไหลร่วมกับโวลแทมเมตร ี 

ได้พัฒนาระบบซีเควนเชียลอินเจคชันโวลแทมเมตรี เพื่อทาํให้การหาปริมาณโลหะ
หนัก ทําได้สะดวก ประหยัดสารเคมี และมีความเป็นอัตโนมัติสูงข้ึน โดยพัฒนาเพิ่มเติมจาก
ระบบที่เคยศกึษามาก่อนหน้านี ้โดยใช้ข้ัวไฟฟ้าหยดปรอทแขวนเป็นข้ัวไฟฟา้ทํางานเน่ืองจาก
มีคุณสมบัติทีดี่ เช่น ให้ผิวข้ัวไฟฟ้าที่ใหม่อยู่เสมอซ่ึงช่วยลดการปนเปื้อนในการวิเคราะห์ และ
ปรอทสามารถเกิดอะมัลกัมกับโลหะทีส่นใจหาปริมาณได้ดีจึงช่วยเพิ่มความเข้มข้นโลหะทีม่ี
ปริมาณน้อยข้ึนมาได้มาก ระบบทีพ่ฒันาข้ึนแสดงดังรูป 1 โดยได้ออกแบบโวลแทมเมตริก
เซลล์ขนาดเล็ก (small scale voltammetric cell) ข้ึนโดยใช้ปิเปตทปิดังแสดงในรูป 2 ซ่ึง
ช่วยลดปริมาตรสารละลายที่ต้องใช้ในการวิเคราะหล์งไปได้มาก ระบบดังกล่าวน้ีจะถูก
ควบคุมด้วยโปรแกรมคอมพิวเตอรท์ี่พฒันาข้ึน เพื่อควบคุมการดูด/ผลักสารละลายต่างๆ 
ตามข้ันตอนที่กําหนด โดยมีหนว่ยยอ่ยสลายสารโดยใช้รังสียูว ี (on-line UV digestion 
unit) ต่อเข้ากับระบบด้วย เพื่อทําหนา้ที่เตรยีมตัวอย่างก่อนการวิเคราะห์ โดยจะทําการย่อย
สลายสารอินทรยีห์รืออนุภาคคอลลอยด์เล็กๆ ทีจ่ับไอออนของโลหะไว้  ทําใหว้ิธกีารน้ี
สามารถใช้ในการวิเคราะห ์สปีชีส์ของโลหะในรปู free ion และ bound ion ได้ โดยอาศัย
หลักการที่เทคนิคโวลแทมเมตรีจะตรวจวัดเฉพาะโลหะไอออนทีอ่ยู่ในรปู free ion เทา่นั้น 
ดังน้ัน หากทาํการวิเคราะห์ตัวอย่างโดยตรงโดยไม่ผ่านระบบย่อยสลายจะเป็นการหาปริมาณ 
free metal ions และถ้านําตัวอย่างผ่านระบบการย่อยสลายจะมีการเปล่ียน bound 
metal ions ไปเป็น free metal ions ทําให้สามารถตรวจวิเคราะหป์รมิาณโลหะรวมทั้ง
สองฟอร์มได้ รายละเอียดเกี่ยวกับเรื่องน้ีโปรดดูในภาคผนวก ก.1 
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รูป 2.1 ระบบซีเควนเชยีลอินเจคชันโวลแทมเมตรทีีพ่ัฒนาข้ึน (C = carrier (Milli-Q 
water); SV = syringe valve; SP = syringe pump; HC = holding coil; SW = 3-way 
switching valve; UVC = UV chamber; S = sample; SS = single standard; Hg W = 
mercury waste; NaCl = 3 M sodium chloride; B = 3 M acetate buffer; W = 
waste) 
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(b)  
รูป 2.2 Small scale voltammetric cell; (a) microcentrifuge tube 2.5 mL with 
cover; (b) disposable pipet tip 3 mL 
 

2.2 การปรบัปรงุระบบตรวจวัดแบบโวลแทมเมตรีสําหรบัการหาปริมาณโลหะหนักในสาร
สกัดชนิดต่างๆ ของการสกัดแบบลําดับข้ัน 
 ได้ศึกษาวธิีการตรวจวิเคราะหห์าปริมาณโลหะ ด้วยเทคนิคอะโนดิกสทริปปิงโวลแทม
เมตรี ทีใ่ช้ข้ัวไฟฟ้าปรอทเป็นข้ัวไฟฟา้ทํางาน โดยศึกษาผลของตัวแปรต่างๆ ทางด้านเคมี
และตัวแปรของเครื่องมือ ทําให้ได้สภาวะที่เหมาะสมสําหรบัการหาปริมาณ Zn, Pb, Cd 
และ Cu พรอ้มกัน ดังสรุปในตาราง 2.1 
    
2.2.1 ศึกษาผลของสารสกัดชนิดต่างๆ ต่อการวเิคราะหห์าปริมาณโลหะหนัก  

ในระบบการสกัดแบบลําดับข้ันจะมีการใช้สารละลายที่มีความแรงเพิ่มข้ึนเรื่อยๆ ใน
การชะละลายโลหะหนักออกมาจากวัสดุที่เป็นของแข็ง โดยในงานวิจัยน้ีสนใจใช้สารละลาย
ตามวิธีการมาตรฐานของสหภาพยุโรป ซ่ึงใช้ 0.05 M Ca(NO3)2 , 0.4 M CH3COOH, 0.1 M 
NH2OH.HCl pH 3.6 , 0.1 M (NaPO3)6+ KOH pH 11  และ 0.1 M (NH4)2C2O4 
ตามลําดับ จึงต้องศึกษาถึงผลขององค์ประกอบ (matrix)  ของตัวอย่างที่แตกต่างกันต่อ
ความแม่นยําและความถูกต้องในการหาปริมาณโลหะ พบว่าสารสกัดส่วนใหญ่ไม่มีผลต่อการ
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หาปริมาณ Zn Cd Pb Cu ด้วยเทคนคิ SWASV และมี ช่วงของกราฟมาตรฐาน อยู่ในช่วง 0 
– 200 ppb ยกเว้นสารสกัด 0.1 M (NaPO3)6+ KOH pH 11 จะต้องเติม 2 mL 1 M 
acetate buffer pH 4.6 ลงไปช่วยเพื่อไม่ให้เกิดการตกตะกอนหรอืแขวนลอย ทําให้
สามารถวิเคราะห์ได้โดยไม่มีปัญหา 
 
ตาราง 2.1 สภาวะที่เหมาะสมของการตรวจวเิคราะห์โลหะ 

ตัวแปร ค่าทีเ่ลือก 
Voltammetric analysis mode square wave anodic 

stripping 
Initial purge time   180 s 
Condition cycles 
 Start potential    
 End potential  

 
-1.20 V 
0.15 V 

Pretreatment 
 Deposition potential   
 Deposition time   
 Equilibration time  

-1.20  V  
45 s  
5 s 

Sweep 
 Start potential    
 End potential   
 Voltage step    
 Amplitude   
 Frequency    

 
-1.20 V 
0.15 V 
0.01 V 
0.04 V 
50  Hz 

Electrolyte 
 Acetate buffer pH 4.6 
concentration  

 
0.1 M 

 
2.2.2 การออกแบบเบื้องต้นและทดสอบประสิทธิภาพของอุปกรณ์ในการสกัดแบบลําดับ
ข้ันเพื่อสกัดโลหะหนักจากดิน 
 ได้ออกแบบระบบการสกัดแบบลําดับข้ัน โดยใช้คอลัมน์สําหรบัศึกษาการสกัดแบบ
ลําดับข้ันอย่างต่อเนื่อง ในการสกัดโลหะบางตัวจากตัวอย่างดิน เช่น Zn Pb Cd Cu เป็นต้น 
โดยได้ออกแบบคอลัมน์ขนาดเล็กและระบบการสกดัอย่างต่อเนื่องแบบออนไลน์ โดยช่ัง
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ตัวอย่างดิน 0.2000 กรัม บรรจุใส่ใน micro column ทาํการ leaching ด้วยสารสกัดชนิด
ต่างๆ ตามลําดับ ด้วยอัตราการไหล 0.5 mL/min ทําการเกบ็ Fraction สารสกัดครั้งละ 15 
ml จํานวน 5 ครั้ง เพื่อนําไปวิเคราะหห์าปริมาณโลหะชนิดต่างๆ ที่ถูกชะออกมา พบวา่จะมี
การชะสารออกมาเรื่อยๆ โดยค่อยๆ น้อยลงใน Fraction ถัดๆ ไป แต่จะไม่สามารถชะ
ออกมาได้หมดภายใน 5 fractions อย่างไรก็ตามจากลักษณะกราฟที่ได้แสดงว่าโลหะส่วน
ใหญ่ (มากกว่า 80%) จะถูกชะออกมาภายใน 3 fractions ดังรปู 2.3 
 ได้ศึกษาผลของตัวแปรที่จะมีผลต่อประสิทธภิาพในการสกัด เช่น dimension ของ
คอลัมน์ อัตราการไหล ลักษณะการวางคอลัมน์ พบว่าคอลมัน์ที่เส้นผ่าศนูย์กลางน้อยและ
การใช้อัตราการไหลตํ่าจะใหป้ระสิทธภิาพในการสกัดสูงกว่า อย่างไรก็ตามพบว่าระบบการ
สกัดแบบน้ีให้การทําซํ้าได้ไม่ดี (RSD 22.3%, n=5) ซ่ึงคาดว่าเกิดจากความไม่เป็นเนื้อ
เดียวกันของตัวอย่างของแข็งและการสุ่มตัวอย่างมาเพยีง 0.2 กรัมอาจไม่เป็นตัวแทนทีดี่ของ
ตัวอย่างทั้งหมด เพื่อลดความยุ่งยากจึงได้มุ่งเน้นการพัฒนาวธิีวเิคราะห์ก่อนโดยใช้ระบบสกัด
ตามวิธีมาตรฐานซ่ึงใช้สารตัวอย่าง 1.00xx กรัม    
 

 
รูป 2.3 ปริมาณของโลหะที่ถูกชะออกมาใน fraction ต่างๆ ของสารสกัดแอมโมเนียมออก
ซาเลต  
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2.3 การพัฒนาวิธีแอโนดิกสตริปปิงโวลแทมเมตรทีี่เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อมมากข้ึน  
 เนื่องจากข้ัวไฟฟ้าปรอทมีความเป็นพษิสูง จึงสนใจพัฒนาวิธวีิเคราะห์โลหะด้วย
เทคนิคแอโนดิกสทริปปิงโวลแทมเมตร ี ที่ใช้ข้ัวไฟฟ้าฟิล์มบางของบิสมัสเป็นข้ัวไฟฟ้าทํางาน 
ซ่ึงเป็นมิตรกบัส่ิงแวดล้อมมากกว่า จึงได้ทดลองใช้ข้ัวไฟฟ้าแกลสซีคาร์บอนที่เคลือบด้วย
ฟิล์มบางของบิสมัส เพือ่ช่วยให้สามารถใช้งานได้ในช่วงศักย์ไฟฟ้าลบที่โลหะที่สนใจ
เกิดปฏิกริิยาไฟฟ้าเคมี จากการทดลองเบื้องต้นในระบบแบทซ์พบว่าให้ผลการวิเคราะหท์ี่ไม่
สม่ําเสมอ เนื่องจากมีปญัหาในการทาํความสะอาดข้ัวไฟฟา้ ซ่ึงมีความยุ่งยากและให้ผลที่ไม่
คงที ่ ซ่ึงอาจเกิดจากการตกค้าง (carry over) ของสารบนข้ัว ในงานวิจัยน้ีจึงสนใจพฒันา
ระบบการไหลเข้ามาช่วยเพิ่มประสทิธภิาพของข้ัวไฟฟ้าชนิดน้ี  โดยได้ออกแบบเซลล์สําหรบั
การตรวจวัดในระบบการไหล ซ่ึงทําใหก้ารวิเคราะหแ์ละการทาํความสะอาดสามารถทาํซํ้าได้
ดีกว่า และมีความสะดวก รวดเรว็มากข้ึนด้วย ซ่ึงสารละลายที่ไหลอยา่งต่อเนื่องจะช่วยทํา
ความสะอาดผิวหน้าของข้ัวไฟฟ้า ทําให้มีการปนเปื้อนตํ่าและให้ผลการวิเคราะหท์ี่มีความ
ถูกต้องและแม่นยําสูง โดยได้ออกแบบระบบดังรูป 2.4 และทําการหาสภาวะที่เหมาะสมของ
ระบบได้ดังทีส่รุปไว้ในตาราง 2.2 ซ่ึงมีข้ันตอนการทาํงานของระบบวิเคราะห์ดังน้ี   
สารละลายมาตรฐานหรือสารละลายตัวอย่างจะไหลด้วยอัตราการไหลคงที ่ ไปผสมกับ
สารละลายบฟัเฟอร ์  ซ่ึงใช้เป็นสารละลายอิเล็กโทรไลต์ในระบบการวิเคราะห์โดยโวลแทมเม
ตรี  หลังจากผสมกันใน mixing coil แล้ว สารละลายจะไหลเข้าสู่ flow cell ซ่ึงมีการให้
ศักย์ไฟฟา้ทีค่งที่ เพื่อทาํการเกาะติด (deposit) โลหะไวบ้นข้ัวไฟฟ้าตามเวลาที่กําหนด    
จากน้ันจึงทําการ scan ศักย์ไฟฟา้ไปทางด้านบวก  เพื่อทําให้โลหะที่เกาะที่ข้ัวเกิด
ออกซิเดชันละลายออกสู่สารละลาย (stripping) พร้อมกับทําการวัดกระแสไฟฟ้าซ่ึงสัมพนัธ์
โดยตรงกับความเข้มข้นของโลหะแต่ละชนิดได้ตัวอย่างโวลแทมโมแกรมดังแสดงในรูป 2.5ก   
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รูป 2.4  ระบบการไหลทีร่่วมกบัแอโนดิกสตริปปิงโวลแทมเมตรสํีาหรบัการวเิคราะหห์า
ปริมาณแคดเมียมและตะกั่ว; S = standard/sample,   Bi = Bi(III) plating solution,  C= 
cleaning solution (1 M HNO3),   Pump = peristaltic pump,   M = mixing coil,  
SV 1-2 = solenoid valves, FC= electrochemical flow cell,  V= voltammetric 
analyzer, PC= personal computer,  W = waste 
 
ตาราง 2.2  สภาวะที่เหมาะสมของระบบการไหลทีร่่วมกบัแอโนดิกสตริปปิงโวลแทมเมตรทีี่
ใช้ข้ัวฟิล์มบางบิสมัสเป็นข้ัวไฟฟ้าทาํงาน 
 

Parameter Optimum condition 
Concentration of acetate buffer pH 
4.5 

0.10 M 

Concentration of Bi(III) plating 
solution 

0.60 mgL-1 

Deposition potential -1.5  V 
Deposition time 150  s 
Flow rate 0.5 mL/min 
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รูป 2.5  แอโนดิกสตริปปงิโวลแทมโมแกรมที่ได้จากระบบทีพ่ัฒนาข้ึน (ก) solution 
containing Cd(II) and Pb(II) of increasing concentration, from 2-40 μg/L (ข) 

calibration graphs of Cd(II) and Pb(II)  
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ซ่ึงจากความสูงพีก (peak current) สามารถนํามาสร้างกราฟมาตรฐานเพื่อใชใ้นการ
หาความเข้มข้นของโลหะหนักในสารละลายตัวอย่างได้ ดังรูป 2.5ข  ระบบทีพ่ัฒนาข้ึนนี้ได้
นําไปทดลองใช้วิเคราะห์หาปริมาณโลหะแคดเมียมและตะกั่วในตัวอย่างน้ําจากบ่อนํ้าทิ้งของ
เหมืองแร่ได้ผลดังตาราง 2.3 ซ่ึงให้ผลสอดคล้องกับวธิีอะตอมมิกอีมิสชันสเปกโทรเมตรีที่มี
ราคาเครื่องมือและค่าใช้จ่ายในการวเิคราะห์สูงกว่ามาก ได้นําเสนองานวิจัยน้ีในการประชุม
วิชาการระดับนานาชาติ และตีพิมพ์ใน proceedings ของการประชุมดังรายละเอียดใน
ภาคผนวก ข 
 
ตาราง 2.3  ผลการหาปริมาณแคดเมียมและตะกั่วในตัวอย่างน้ํา 
 

 
Sample 

Concentration of metals (mg/L) 
Cd Pb 
ICP-OES VA-BiFE ICP-OES VA-BiFE 

1 0.50 ± 0.03 0.62 ± 0.00 2.06 ± 0.09 1.76 ± 0.01 
2 1.08 ± 0.15 1.17 ± 0.01 4.16 ± 0.10 3.70 ± 0.01 
3 2.02 ± 0.15 2.10 ± 0.01 12.06 ± 0.26 10.17 ± 0.03
4 0.71 ± 0.06 0.88 ± 0.00 8.26 ± 0.12 6.18 ± 0.00 
5 1.52 ± 0.09 1.59 ± 0.01 15.53 ± 0.26 12.70 ± 0.00
6 1.82 ± 0.10 2.03 ± 0.00 5.36 ± 0.10 4.19 ± 0.04 
7 1.24 ± 0.09 1.66 ± 0.00 2.35 ± 0.11 1.47 ± 0.01 
8 2.51 ± 0.09 2.88 ± 0.01 13.52 ± 0.22 10.86 ± 0.03
9 0.20 ± 0.01 0.32 ± 0.00 21.26 ± 0.12 14.84 ± 0.07

 
 
2.4 การพัฒนาวิธีแอโนดิกสตริปปิงโวลแทมเมตรทีี่ใช้ข้ัวไฟฟา้พิมพ์สกรีนคาร์บอนที่
เคลือบด้วยบิสมัทเปน็ข้ัวไฟฟ้าข้ัวทาํงาน  
 เนื่องจากข้ัวไฟฟ้าของแข็ง เช่น ข้ัวแกลสซีคาร์บอน มีโอกาสเกิดการปนเปือ้นข้ึนได้
ง่ายในการวิเคราะห์โลหะปริมาณน้อย ซ่ึงการใช้ระบบการไหลสามารถช่วยแก้ปัญหาดังกล่าว
นี้ได้ แต่อย่างไรก็ตามการวิเคราะห์โดยเทคนิคโวลแทมเมตร ีมักจะต้องทําการหาปริมาณสาร
ด้วยวธิีการเติมสารมาตรฐาน (standard addition) จึงจะให้ผลการหาปริมาณที่ถูกต้อง 
เนื่องจากองค์ประกอบของสารละลายตัวอย่าง (matrix) มกัส่งผลต่อสัญญาณการตรวจวัด
สารที่สนใจ ซ่ึงระบบการไหลทีพ่ัฒนาขึ้นนี้ไม่เหมาะกับการทําวธิีการเติมสารมาตรฐาน และ
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โดยเฉพาะอย่างยิ่งในระบบการสกัดแบบลําดับข้ันจะมีการใช้สารละลายทีแ่ตกต่างกันหลาย
ชนิด ดังน้ัน จึงได้สนใจพัฒนาข้ัวไฟฟ้าพิมพ์สกรนีคาร์บอนที่เคลือบด้วยบสิมัท (bismuth 
coated screen printed carbon electrode, Bi-SPCE) มาใช้เป็นข้ัวไฟฟ้าข้ัวทํางาน ซ่ึง
ข้ัวไฟฟ้าแบบนี้สามารถสร้างได้ง่ายและราคาถูกกวา่ข้ัวแกลสซีคาร์บอน หากมีการปนเปื้อนก็
สามารถใช้แล้วทิ้งได้ 

โดยข้ัวดังกล่าวจะถูกติดต้ังแทนที่ข้ัวไฟฟ้าปรอทในระบบเคร่ืองมือโวลแทมเมตรีดัง
รูป 2.6 และใช้ข้ัว Ag/AgCl เป็นข้ัวไฟฟ้าอ้างอิง (RE) และแพลตินัม (Pt) เป็นข้ัวไฟฟ้าช่วย 
(AE) ตามปกติ โดยได้หาสภาวะที่เหมาะสมในการตรวจวัดดังแสดงในตาราง 2.4   

 
รูป 2.6   เครื่องโวลแทมโมกราฟ (757 VA computrace) และข้ัวไฟฟ้าทีใ่ช้ 

  
   ในการเคลือบบิสมัทบนขั้วไฟฟ้า SPCE ได้ใช้วิธี in-situ โดยมีความเข้มข้นของ
บิสมัท 1 mg/L (Bi3+ solution) ในสารละลายอิเล็กโทรไลต์ ที่ใช้ในการวิเคราะห์คือ 0.1 M 
acetate buffer solution pH 4.5 ปริมาตรในการวิเคราะห์ 10.00 mL และใช้สารละลาย
มาตรฐานผสมความเข้มข้น 20, 40, 60, 80 และ 100 ppb Pb2+ และ Cd2+ ในการตรวจวัด
เพื่อสร้างกราฟมาตรฐานทําให้ทราบช่วงความเป็นเส้นตรงของการหาปริมาณ Pb2+ และ 
Cd2+ ได้    
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ตาราง 2.4   สภาวะการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคสแควร์เวฟแอโนดิกสตริปปิงโวลแทมเมตรีที่ใช้ 
ตัวแปร สภาวะการทดลอง 

Pretreated electrode 
(ในสารละลาย 0.1M acetate buffer pH 
4.5) 

1st E = 1.6V, 120s 
2nd E = 1.8V, 60s 

Deposition potential (Edep) -1.25V 
Deposition time (tdep) 180s 
Equilibrium time (teq) 15s 
Stripping potential (Estrip) -1.25 ถึง 1.0V 
Cleaning potential (Eclean) 1.0V 
Cleaning time (tclean) 30s 
Step potential (Estep) 4mV 
Amplitude 25mV 
Frequency  25Hz 
Rotation speed 1400rpm 

 
ก่อนทําการวิเคราะห์จะต้องทําให้ข้ัวไฟฟ้า SPCE อยู่ในสภาวะสมดุลพร้อมที่จะทํา

การตรวจวัดโดยจะสแกนในสารละลายแรกสุดที่จะทําการวิเคราะห์ก่อนจํานวน 3 ครั้ง 
(n=3) ตามสภาวะการวิเคราะห์แล้วจึงจะทําการตรวจวิเคราะห์จริง โดยมีวิธีการทดลอง ดังน้ี 

 
1. นําข้ัวไฟฟ้า SPCE มาทํา pretreated ข้ัว SPCE ในสารละลาย 0.1M acetate buffer 

pH 4.5 ดังสภาวะตาราง 4 ล้างด้วย น้ํา milli-Q แล้วซับให้แห้ง 
2. ปิเปตน้ํา milli-Q 9.00 mL กับ 1.00 mL 10 ppm Bi3+ solution ใน 1M acetate 

buffer solution pH 4.5 ลงใน vessel แล้วทําการวิเคราะห์ดังตาราง 4 (n=3) จากน้ัน
ทําการเติม 20 μL 10 ppm mixed standard solution จํานวน 5 ครั้งซ่ึงในแต่ละครั้ง
จะทําการวิเคราะห์ 3 ซํ้า  (n=3) (0, 20, 40, 60, 80 และ 100 ppb)  

3. นําข้อมูลการทดลองที่ได้สร้างกราฟมาตรฐาน (standard curve) เพื่อหาช่วงความเป็น
เส้นตรงของ Pb2+ และ Cd2+ ช่วงความเข้มข้น 0-100 ppb โดยค่าศักย์ไฟฟ้าของพีคใน
การตรวจวัดของ Cd2+= -0.75V, Pb2+= -0.48V และ Bi3+= -0.10V ได้ผลการทดลองดัง
รูป 2.7 และสร้างกราฟมาตรฐานได้ดังรูป 2.8    
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รูป 2.7  โวลแทมโมแกรมของ 0, 20, 40, 60, 80 และ 100ppb Pb2+ และ Cd2+, 0.1M 
acetate buffer pH 4.5 เป็น electrolyte  ใช้วิธี in-situ ในการเคลือบ Bi-SPCE (1 ppm 
Bi3+) สภาวะการวิเคราะห์ดังตาราง 2.4  
 
 

 

 

(ก) 
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รูป 2.8  กราฟมาตรฐานของ 0, 20, 40, 60, 80 และ 100 ppb (ก) Pb2+ และ (ข) Cd2+, 
0.1 M acetate buffer pH 4.5 เป็น electrolyte   
 
รายละเอียดเกี่ยวกับการใช้ระบบที่พัฒนาข้ึนในการวิเคราะห์โลหะหนักในตัวอย่างนํ้า แสดง
ดังภาคผนวก ค.1 
 
2.4.1 การศึกษาถึงผลของสารละลายที่ใช้สกัดต่อการวิเคราะห์โลหะด้วยวิธีแอโนดิก
สตริปปิงโวลแทมเมตรี 
 จากนั้นจึงทําการศึกษาผลของสารสกัดต่างๆ (extractant) ที่ถูกใช้ในการสกัดแบบ
ลําดับข้ัน ของตัวอย่างดินตามวิธีของ Tessier ซ่ึงสารละลายสําหรับสกัดจะถูกทํามาใช้เป็น
ตัวกลาง (medium) ที่ทําหน้าที่เป็น supporting electrolyte ในการวิเคราะห์หาปริมาณ
แคดเมียมและตะกั่ว เพื่อลดข้ันตอนการเตรียมตัวอย่างก่อนการวิเคราะห์ 

จากการศึกษาผลของสารสกัดที่ใช้ในการสกัดดินแบบลําดับข้ันด้วยวิธีของ Tessier’s 
procedure ทั้ง 5 factions (F1-F5) ว่าสามารถใช้เป็น medium ในการวิเคราะห์หา
ปริมาณโลหะหนัก Pb และ Cd ด้วยเทคนิค SWASV ใช้ข้ัวไฟฟ้า Bi-SPCE ทําการเคลือบ
บิสมัทด้วยวิธี in-situ ได้หรือไม่  เพื่อลดข้ันตอนการเตรียมตัวอย่างของสารก่อนการ
วิเคราะห์ด้วยเทคนิคทางไฟฟ้าเคมี  ซ่ึงแต่เดิมจะใช้เทคนิคทาง spectrometry ในการตรวจ
วิเคราะห์ซ่ึงมีความยุ่งยากของการวิเคราะห์มากกว่าและเครื่องมือมีราคาแพง  จากผล
การศึกษาที่ได้บอกได้ว่าสามารถใช้สารสกัดทั้ง 5 fractions เป็น medium ในการวิเคราะห์
หาปริมาณโลหะหนัก Pb และ Cd ด้วยเทคนิค SWASV ได้ซ่ึงสภาวะของสารละลายที่ใช้

(ข) 
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วิเคราะห์ในแต่ละ fraction แสดงดังตาราง 2.5  โดยการเลือกใช้สภาวะที่ใช้ในการวิเคราะห์
นั้นจะเลือกจากที่ให้ความไวของการวิเคราะห์ (sensitivity) ที่สูงและค่า %RSD ที่ตํ่าของการ
วิเคราะห์หาปริมาณ Pb2+ และ Cd2+  

 
ตาราง 2.5   สภาวะของสารละลายท่ีใช้วิเคราะห์ในแต่ละ fraction ของการสกัดดินแบบ
ลําดับข้ันด้วยวิธีของ Tessier  และความไวของการวิเคราะห์ Pb2+ และ Cd2+ 

 
Fraction สภาวะของ

สารละลายท่ีใช้
วิเคราะห ์

ความไวของการวิเคราะห์,
sensitivity (μA/ppb)

Pb2+ Cd2+ 
F1 = 1M NaOAc pH 8.2 เติม 0.1M acetate 

buffer solution pH 
4.5 

1.7975 1.3663 

F2 = 1M NaOAc pH 5.0 (ถูกปรับ pH ด้วย 
HOAc) 

ไม่เติม 0.1M 
acetate buffer 
solution pH 4.5 

1.5081 1.497 

F3 = 0.04M NH2OH*HCl ใน 25%v/v  
acetic acid solution 

เติม 0.1M acetate 
buffer solution pH 

4.5 

1.6296 1.1488 

F4 = 3.00 mL 0.02M HNO3 solution, 8.00
mL นํ้า milli-Q และ 5.00 mL 3.2M NH4OAc
ใน 20%v/v HNO3 solution จากน้ันปรับ
ปริมาตรเป็น 20.00 mL ด้วยนํ้า milli-Q 

ไม่เติม 0.1M 
acetate buffer 
solution pH 4.5 

2.6437 2.1003 

F5 = aqua regia (ถูกปรับ pH ด้วย1 M
NaOAc solution, pH = 4.69) 

เติม 0.1M acetate 
buffer solution pH 
4.5 

1.4187 0.5936 

 
 
ซ่ึงตัวอย่างโวลแทมโมแกรมท่ีได้จากการตรวจวัดในตัวกลางของสารละลายท่ีใช้สกัด

แสดงดังรูป 2.9 
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รูป 2.9  Square wave voltammogram ของ 0, 5, 10, 20, 30 และ 40ppb  Pb2+ และ 
Cd2+ ใน medium ของ F1 และ F2 ใช้วิธี in-situ ในการเคลือบ Bi-SPCE (1 ppm Bi3+) 
สภาวะการวิเคราะห์ดังตาราง 2.4 
 
 
 
2.4.2 การทดสอบความถูกต้องของวิธีที่พัฒนาข้ึนในการวิเคราะห์สารละลายจากการ
สกัดลําดับข้ันของตัวอย่างดินมาตรฐานและประยุกต์ใช้กับดินตะกอน 
 

ได้ประยุกต์วิธีที่พัฒนาข้ึนนี้ใช้ในการวิเคราะห์หาปริมาณ Pb2+ และ Cd2+ ใน
สารละลายจากการสกัดดินแบบลําดับข้ันด้วยวิธี Tessier ของตัวอย่างดินมาตรฐาน (soil 
certified reference material) CRM033 เพ่ือตรวจสอบความถูกต้องของวิธีการวิเคราะห์
นี้ ผลการทดลองแสดงดังตาราง 2.6 และรูป 2.10  
 
ตาราง 2.6   ปริมาณเฉล่ียของโลหะหนัก Pb และ Cd ที่วิเคราะห์ได้ในแต่ละ fraction ด้วย
เทคนิค SWASV ใช้ข้ัวไฟฟ้า Bi-SPCE ในดินตัวอย่างมาตรฐาน CRM033  
 

Fractions ปริมาณเฉล่ีย (mg/Kg) 
Cd2+ Pb2+ 

F1 33.7±0.3 1.7±0.0 
F2 11.7±0.0 6.2±0.1 
F3 1.3±0.0 4.5±0.1 
F4 79.7±0.2 45.9±0.9 
F5 3.6±0.1 52.6±0.2 

Total 130.0±0.6 110.9±1.3 
Certified value 126.7±1.3 107.5±0.3 
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รูป 2.10 The relative distributions of Cd and Pb among the various soil 
fractions extracted by the Tessier’s procedure 
 

ผลปริมาณวิเคราะห์ที่ได้มีค่าใกล้เคียงกับค่ามาตรฐานท่ีอ้างอิงไว้ ซ่ึงเป็นค่าที่สามารถ
ยอมรับได้  แสดงให้เห็นว่าการสกัดเกิดข้ึนอย่างสมบูรณ์  ดังน้ันสามารถประยุกต์ใช้เทคนิค
ทางไฟฟ้าเคมี (SWASV) ในการวิเคราะห์ปริมาณ Pb และ Cd ในตัวอย่างดินที่สกัดแบบ
ลําดับข้ันด้วย Tessier’s procedure ได้อย่างถูกต้อง ซ่ึงแสดงว่าวิธีที่พัฒนาข้ึนสามารถใช้ใน
การวิเคราะห์ปริมาณโลหะในสารละลายจากการสกัดลําดับข้ันของตัวอย่างดินได้ ซ่ึงอาจ
นําไปใช้ในการประเมินผลกระทบของโลหะที่ปนเป้ือนในดินหรือดินตะกอนได้ ดังตาราง 2.7 
และรูป 2.11 ผลการศึกษาโดยสรุปแสดงดังภาคผนวก ค.2 
 
ตาราง 2.7   ปริมาณเฉล่ียของโลหะหนัก Pb และ Cd ที่วิเคราะห์ได้ในแต่ละ fraction ด้วย
เทคนิค SWASV ใช้ข้ัวไฟฟ้า Bi-SPCE ในตัวอย่างดินตะกอน  
 

Fractions ปริมาณเฉล่ีย (mg/Kg) 
Cd2+ Pb2+ 

F1 0.3±0.0 3.8±0.0 
F2 1.4±0.0 16.9±0.1 
F3 1.1±0.0 68.6±0.1 
F4 3.8±0.1 344.4±0.4 
F5 8.7±0.2 183.6±0.2 

Total 15.3±0.3 617.3±0.8 
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รูป 2.11 The relative distributions of Cd and Pb among the various sediment 
fractions extracted by the Tessier’s procedure 
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2.5 ระบบโฟลอินเจกชันแอมแปโรเมตรีสําหรบัการวิเคราะห์หาฟอสฟอรัส 
ระบบโฟลอินเจกชันแอมแปโรเมตรีสําหรับการวิเคราะห์หาฟอสฟอรัส อาศัยปฏิกิริยา

ไฟฟ้าเคมีในการเกิดรีดักชันสารเชิงซ้อน 12-โมลิบโดฟอสเฟตเป็นสารเชิงซ้อนโมลิบดีนัมบลู 
แสดงดังสมการข้างล่างนี้ 

Phosphate + Acidic molybdate      12-molybdophosphate complex 
12-molybdophosphate complex + e-     Molybdenum blue 

(Mo(VI))            (Mo(V)) 
สารเชิงซ้อน 12-โมลิบโดฟอสเฟตจะถูกรีดิวซ์ที่ข้ัวไฟฟ้าทํางานและใหก้ระแสไฟฟ้าที่

เป็นสัดส่วนโดยตรงกับความเข้มข้นของฟอสเฟต 
การเกิดรีดักชันทางไฟฟ้าเคมีของสารเชิงซ้อน 12-โมลิบโดฟอสเฟตได้ศึกษาด้วยเทคนิค

ไซคลิกโวแทมเมตรีแสดงดังรูป 2.12 พบว่าพีกออกซิเดชันและพีกรีดักชันจะเกิดที่ศักย์ไฟฟ้า
ประมาณ 0.19 และ 0.24 โวลต์เทียบกับซิลเวอร์/ซิลเวอร์คลอไรด์ ตามลําดับ โดยการให้
ศักย์ไฟฟ้าคงที่ที่ 0.20 โวลต์เทียบกับข้ัวซิลเวอร์/ซิลเวอร์คลอไรด์จะให้ความไวในการ
วิเคราะห์ที่ดีและมี baseline คงที่ นอกจากน้ีสัญญาณของซิลิเกต (1000 มิลลิกรัมต่อลิตร) 
และอาซีเนท (5 มิลลิกรัมต่อลิตร) จะไม่ปรากฏที่ศักย์ไฟฟ้าดังกล่าว 
 

 
รูป 2.12 ไซคลิกโวลแทมโมแกรมเมื่อใช้แกสซีคาร์บอนเป็นข้ัวไฟฟ้าทํางาน; (ก) สารละลาย
โมลิบเดทในสภาวะกรด (รีเอเจนต์), (ข) ฟอสเฟต-รีเอเจนต์ (5 มิลลิกรัมต่อลิตร), (ค) อาร์
ซีเนท-รีเอเจนต์ (5 มิลลิกรัมต่อลิตร) และ (ง) ซิลิเกต-รีเอเจนต์ (1000 มิลลิกรัมต่อลิตร) ที่
อัตราการสแกน 100 มิลลิโวลต์ต่อวินาที 
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จากการศึกษาความเข้มข้นของแอมโมเนียมโมลิบเดทพบว่า เม่ือความเข้มข้นของ
แอมโมเนียมโมลิบเดทเพิ่มข้ึนความไวในการวิเคราะห์จะเพิ่มข้ึน ความเข้มข้นของ
แอมโมเนียมโมลิบเดทมากกว่า 0.5%มวล/ปริมาตร จะทําให้ baseline เล่ือนข้ึน เนื่องจาก
อาจเกิดการดูดซับสารเชิงซ้อนโมลิบดินัมบลูที่ผิวหน้าของข้ัวไฟฟ้าแกสซีคาร์บอน ดังนั้นจึงใช้
ความเข้มข้นของแอมโมเนียมโมลิบเดทที่ 0.5%มวล/ปริมาตร นอกจากน้ีระบบที่พัฒนาข้ึน
ใช้ความเข้มข้นของกรดซัลฟิวริก 2.5%ปริมาตร/ปริมาตร เพราะให้ความไวในการวิเคราะห์ที่
ดีกว่า และ baseline คงที่ หากความเข้มข้นของกรดซัลฟิวริกมากกว่า 2.5%ปริมาตร/
ปริมาตร จะให้ความไวในการวิเคราะห์ที่สูงกว่า แต่ baseline จะมีสัญญาณรบกวน 

ในงานวิจัยน้ี ได้มีการปรับอัตราการไหลของระบบที่พัฒนาข้ึนจาก 1.0 เป็น 3.2 
มิลลิลิตรต่อนาทีเพื่อเพิ่มความถ่ีในการวิเคราะห์ตัวอย่างสําหรับการประยุกต์ใช้ในระบบการ
สกัดลําดับข้ันฟอสฟอรัสแบบออนไลน์ด้วยระบบโฟลอินเจกชันแอมแปโรเมตรีสําหรับการ
แยกส่วนฟอสฟอรัสในตัวอย่างดินต่อไป สภาวะที่เหมาะสมของระบบโฟลอินเจกชันแอมแป
โรเมตรีสําหรับวิเคราะหห์าฟอสฟอรัสแสดงดังตาราง 2.8 

 
ตาราง 2.8 สภาวะที่เหมาะสมของระบบโฟลอินเจกชันแอมแปโรเมตรีสําหรับวิเคราะห์
หาฟอสฟอรัส 
พารามิเตอร์ สภาวะที่ใช้ 
อัตราการไหล 3.2  มิลลิลิตรต่อนาท ี
ปริมาตรสาร 75 ไมโครลิตร 
ความเข้มข้นของแอมโมเนียมโมลิบเดท 0.5%มวล/ปริมาตร 
ความเข้มข้นของกรดซัลฟิวริก  2.5%ปริมาตรปริมาตร 
ความเข้มข้นของโพแทสเซียมคลอไรด์ 0.1 โมลาร ์
ความยาวท่อขดผสม 50 เซนติเมตร 
ข้ัวไฟฟ้าทํางาน แกสซีคาร์บอน เส้นผ่านศูนย์กลาง 3 มิลลิเมตร
ข้ัวไฟฟ้าอ้างอิง ซิลเวอร์/ซิลเวอร์คลอไรด์ 
ข้ัวไฟฟ้าช่วย สแตนเลสสตีล 
ศักย์ไฟฟา้คงที ่ 0.20 โวลต์ 
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2.5.1 ลักษณะเฉพาะทางเคมีวิเคราะห์ของระบบ 

2.5.1.1 กราฟมาตรฐานและขีดจํากัดในการวิเคราะห์ 
ภายใต้สภาวะที่เหมาะสมของระบบดังตาราง 2.8 จะได้ FIAgram และกราฟมาตรฐาน

ดังรูป 2.13 และ 2.14 ตามลําดับ กราฟมาตรฐานมีช่วงความเป็นเส้นตรง 2 ช่วงคือ 0.1-1.0 
มิลลิกรัมต่อลิตร (y = 0.5240x + 0.0053, r2 = 0.9991) และ 1.0-10.0 มิลลิกรัมต่อลิตร 
(y = 0.3739x + 0.2250, r2 = 0.9978) ขีดจํากัดในการวัด (LOD) เท่ากับ 0.03 มิลลิกรัม
ต่อลิตร และขีดจํากัดในการวิเคราะห์ปริมาณ (LOQ) เท่ากับ 0.11 มิลลิกรัมต่อลิตร 

 

รูป 2.13 FIAgram ของสารละลายมาตรฐานฟอสเฟตด้วยระบบโฟลอินเจกชันแอมแปโรเม
ตรี 
 
 
 

0.1 mg L-1 
0.3 mg L-1 

0.5 mg L-1
0.8 mg L-1

1.0 mg L-1

3.0 mg L-1

5.0 mg L-1

8.0 mg L-1

10.0 mg L-1 
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(ก) 

 
(ข) 

รูป 2.14 กราฟมาตรฐานของการวิเคราะห์หาฟอสเฟตช่วงความเป็นเส้นตรง (ก) 0.1-1.0 
และ (ข) 1.0-10.0 มิลลิกรัมต่อลิตร 
 

2.5.1.2 ความแม่นยําของระบบ 

ภายใต้สภาวะที่เหมาะสมของระบบดังตาราง 2.8 เม่ือศึกษาความแม่นยําของระบบ
แสดงดังรูป 2.15 พบว่า ร้อยละการเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (%RSDs) ของสารละลาย
มาตรฐานฟอสเฟตควมเข้มข้น 0.1, 0.5, 1.0, 5.0 และ 10.0 มิลลิกรัมต่อลิตร (11 ครั้ง) 
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เท่ากับ 2.1, 2.6, 1.5, 1.2 และ 1.0 ตามลําดับ แสดงให้เห็นว่าระบบมีความแม่นยําดี 
นอกจากน้ีระบบที่พัฒนาข้ึนใช้สารตัวอย่าง 75 ไมโครลิตร, โพแทสเซียมคลอไรด์ 16 
มิลลิกรัม, แอมโมเนียมโมลิบเดท 11 มิลลิกรัม และกรดซัลฟิวริก 0.05 มิลลิลิตรต่อการ
วิเคราะห์ สามารถวิเคราะห์ได้ประมาณ 90 ตัวอย่างต่อชั่วโมง ซ่ึงประหยัดสารเคมีและ
รวดเร็วกว่าวิธีการวิเคราะห์ทางสเปกโทรโฟโตเมตรีแบบกะที่นิยมใช้กันอยู่มาก 

 

รูป 2.15 FIAgram ของสารละลายมาตรฐานฟอสเฟตในการศึกษาความแมน่ยําของระบบ 
 

2.5.1.3 ความถูกต้องของระบบ 
จากการศึกษาความถูกต้องของระบบแสดงผลดังตาราง 2.9 พบว่า ร้อยละการได้

กลับคืนของตัวอย่างดินที่แตกต่างกันในสารสกัดแอมโมเนียมคลอไรด์ 1.0 โมลาร์เท่ากับ 
69.2-95.1, ในสารสกัดโซเดียมไฮดรอกไซด์ 0.1 โมลาร์เท่ากับ 72.3-95.3 และในสารสกัด
กรดไฮโดรคลอริก 0.5 โมลาร์เท่ากับ 92.3-99.0 โดยร้อยละการได้กลับคืนที่มีค่าน้อยอาจ
เนื่องมาจากความเข้มข้นของเหล็ก(III) ซ่ึงระบบที่พัฒนาข้ึนควรหลีกเล่ียงตัวอย่างที่มีความ
เข้มข้นของเหล็ก(III) สูงๆ นอกจากนี้อาจมีผลมาจากไอออนของคลอไรด์ในสารสกัด
แอมโมเนียมคลอไรด์และกรดไฮโดรคลอริกที่อาจเกิดแข่งขันกับฟอสเฟตไอออนในการจับกับ
ไอออนของโมลิบเดท 
 
 
 

0.1 mg L-1 
0.5 mg L-1

1.0 mg L-1

5.0 mg L-1

10.0 mg L-1 
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ตาราง 2.9 ร้อยละการได้กลับคืนของตัวอย่างดิน 
ตัวอย่าง สารสกัด ปริมาณที่เติม 

(มก./ล.) 
ปริมาณที่พบ 
(มก./ล.) 

ร้อยละการได้
กลับคืน 

1 1.0 M NH4Cl 0.0 0.547  0.005  - 
  0.3 0.805  0.02 95.1 
2  0.0 0.000  0.000 - 
  0.5 0.352  0.007 70.5 
3  0.0 0.000  0.000 - 
  0.5 0.346  0.008 69.2 
1 0.1 M NaOH 0.0 1.850  0.07 - 
  1.0 2.717  0.02 95.3 
2  0.0 0.091  0.005 - 
  0.5 0.427  0.006 72.3 
3  0.0 0.646  0.02 - 
  0.2 0.755  0.01 89.3 
1 0.5 M HCl 0.0 4.673  0.07 - 
  1.0 5.617  0.02 99.0 
2  0.0 0.497  0.004 - 
  0.3 0.736  0.01 92.3 
3  0.0 0.902  0.02 - 
  0.2 1.083  0.01 98.2 

*มก./ล. คือ มิลลิกรัมต่อลิตร 
 
2.5.2 การศึกษาตัวรบกวน 

ระบบโฟลอินเจคชันแอมแปโรเมตรีสามารถทนต่อไอออนของซิลิเกต, คาร์บอเนต,        
ไนเตรท, คลอไรด์, โซเดียม, แคลเซียม, แมกนีเซียม และแอมโมเนียม ส่วนไอออนของอาร์
ซีเนทและไอออนบวกอ่ืนๆ จะมีผลรบกวนต่อระบบ ดังนั้นตัวอย่างที่นํามาวิเคราะห์ด้วย
ระบบน้ีจะต้องมีการกําจัดไอออนตัวรบกวนดังกล่าวด้วยสารเคมี (masking reagent) หรือเร
ซินแลกเปล่ียนไอออน แสดงช่วงความทนของสารตัวรบกวนดังตาราง 2.10 ไอออนของโลหะ
ส่วนใหญ่มีการรบกวนทางลบ นั่นคือ ทําให้หาปริมาณฟอสเฟตได้ตํ่ากว่าความเป็นจริง ซ่ึง
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น่าจะเกี่ยวข้องกับการเกิดสารประกอบที่ตกตะกอนได้ระหว่างฟอสเฟตกับไอออนของโลหะ
เหล่านี้ 
 
ตาราง 2.10 ช่วงความทนต่อสารตัวรบกวน 
สาร ช่วงความทน (มิลลิกรัมต่อลิตร) 
อาร์ซีเนทไอออน 0.25, + 
ซิลิเกตไอออน 1000, * 
คาร์บอเนตไอออน 500, - 
ไนเตรทไอออน 1000, * 
คลอไรด์ไอออน 40000, * 
โซเดียมไอออน 26000, * 
แคลเซียมไอออน 1000, * 
แมกนีเซียมไอออน 500, - 
ทองแดง(II) ไอออน 10, - 
สังกะสี(II) ไอออน 10, - 
ตะกั่ว(II) ไอออน 10, - 
แคดเมียม(II) ไอออน 10, + 
แมงกานีส(II) ไอออน 5, - 
เหล็ก(II) ไอออน 10, + 
เหล็ก(III) ไอออน 0.1, - 
อะลูมิเนียมไอออน 0.05, - 
แอมโมเนียมไอออน 1000, * 

+ = ตัวรบกวนทางบวก, - = ตัวรบกวนทางลบ, * = ความเข้มข้นสูงสุดที่ใช้ทดสอบ 
 

นอกจากน้ีไอออนเหล็ก(III) เป็นตัวรบกวนที่มีผลต่อระบบมาก โดยที่ความเข้มข้นของ
ไอออนเหล็ก(III) 0.1-0.05 มิลลิกรัมต่อลิตร จะให้ผลทางลบ ส่วนความเข้มข้นที่มากกว่าน้ี 
( 5 มิลลิกรัมต่อลิตร) จะให้ผลทางบวก แสดงผลดังตาราง 2.11 
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ตาราง 2.11 ผลของไอออนเหล็ก(III) ต่อระบบโฟลอินเจกชันแอมแปโรเมตรี 
ความเข้มข้นไอออนเหล็ก(III) 
(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ความสูงพีก 
(ไมโครแอมแปร์) 

ร้อยละการได้กลับคืน 

0.00 0.3956  0.001 - 
0.10 0.3948  0.006 99.8 
0.20 0.3746  0.004 94.7 
0.30 0.3752  0.002 94.8 
0.40 0.3703  0.001 93.6 
0.50 0.3652  0.002 92.3 
1.00 0.1520  0.004 38.4 
5.00 0.4711  0.01 119.1 
10.00 1.2571  0.02 317.8 

 

2.5.2.1 การกําจัดไอออนเหล็ก(III) ซ่ึงเป็นตัวรบกวนด้วยเรซินคีเล็กซ์ 100 
จากการศึกษาวิธีการ masking ด้วยกรดทาร์ทาริกพบว่าไม่เหมาะสมที่จะนําไปใช้ใน

ระบบโฟลอินเจกชันแอมแปโรเมตรี ดังนั้นจึงเลือกใช้เรซินแลกเปล่ียนไอออนในการกําจัด
ไอออนเหล็ก(III) โดยคีเล็กซ์ 100 เป็นเรซินคีเลทที่นิยมใช้จับไอออนโลหะ ประกอบด้วยโค
พอลิเมอร์สไตรีนไดไวนิลเบนซินที่มีกลุ่มแลกเปล่ียนเป็นอิมิโนไดอะซิเตท เรซินนี้จะจับ
ไอออนโลหะได้ดีที่พีเอชสูง และจะเปล่ียนเป็นตัวแลกเปล่ียนไอออนลบเม่ือมีค่าพีเอชตํ่า 
แสดงการเปล่ียนแปลงโครงสร้างดังรูป 2.16 

 

 
รูป 2.16 การเปล่ียนแปลงโครงสร้างของเรซินคีเล็กซ์ 100 เมื่อค่าพีเอชเพิ่มข้ึน 

 

(ก) 
(ข) (ค) (ง) 

(จ) 
(ฉ) 

(ช) 

(ซ) 

(ฌ) (ญ) 
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 จากผลการทดลอง พบว่า ความสูงพีกของสารละลายฟอสเฟตที่มีและไม่มีไอออน
ของเหล็ก(III) เมื่อผ่านเรซินคีเล็กซ์ 100 จะให้ผลที่ใกล้เคียงกัน แสดงผลดังรูป 2.17 (ก)-(ง), 
(ฌ) และ (ญ) นอกจากน้ีสารละลายไอออนเหล็ก(III) เมื่อผ่านเรซินคอลัมน์จะสามารถกําจัด
ได้เกือบ 100% แสดงผลดังรูป 3.7 (จ)-(ซ) ดังนั้นเรซินคีเล็กซ์ 100 สามารถกําจัดไอออน
เหล็ก (III) ได้ 

 

รูป 2.17 FIAgram ของสารละลาย (ก) เหล็ก(III) 5 มิลลิกรัมต่อลิตร + ฟอสเฟต 0.5 
มิลลิกรัมต่อลิตร, (ข) เหล็ก(III) 5 มิลลิกรัมต่อลิตร + ฟอสเฟต 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร (ผ่านเร
ซิน), (ค) เหล็ก(III) 10 มิลลิกรัมต่อลิตร + ฟอสเฟต 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร, (ง) เหล็ก(III) 10 
มิลลิกรัมต่อลิตร + ฟอสเฟต 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร (ผ่านเรซิน), (จ) เหล็ก(III) 5 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร, (ฉ) เหล็ก(III) 5 มิลลิกรัมต่อลิตร (ผ่านเรซิน), (ช) เหล็ก(III) 10 มิลลิกรัมต่อลิตร, (ซ) 
เหล็ก(III) 10 มิลลิกรัมต่อลิตร (ผ่านเรซิน), (ฌ) ฟอสเฟต 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และ (ญ) 
ฟอสเฟต 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร (ผ่านเรซิน) ด้วยระบบโฟลอินเจกชันแอมแปโรเมตรี 

 

2.6 การประยุกต์ใช้ระบบที่พัฒนาข้ึนสําหรับการวิเคราะห์ฟอสฟอรัสที่ถูกชะจากตัวอย่าง
ดินตะกอนด้วยวิธีการชะแบบออฟไลน์คอลัมน์ 

วิธทีีพ่ัฒนาข้ึนได้นํามาประยุกต์ใช้ในการวิเคราะหห์าฟอสฟอรสัที่ถูกชะจากตัวอย่างดิน
ตะกอนด้วยวธิีการชะแบบออฟไลน์คอลัมน์ โดยใช้สารละลายสําหรับการสกดัตามลําดับดังน้ี 
1.0 M NH4Cl (R1), 0.1 M NaOH (R2) และ 0.5 M HCl (R3)  ซ่ึงจะเกี่ยวข้องกับ

(ก) 

(ข) 

(ค) 

(ง) (จ) 

(ฉ) 

(ช) 

(ซ) 

(ฌ) 

(ญ) 
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ฟอสฟอรัสในรูป exchangeable, organic bound และ carbonate bound ตามลําดับ
โดยเติมสารละลายสําหรับการสกัดลงในคอลัมน์และปล่อยให้ไหลลงมาด้วยแรงโน้มถ่วง ดัง
แสดงในรูป 2.18 ในระบบน้ีถึงแม้ว่าจะใช้เวลานานเช่นกันที่สารสกัดจะไหลผ่านคอลัมน์ลง
มาหมดแต่สามารถทําการทดลองทีละหลายคอลัมน์พร้อมๆ กนัได้ และใช้อุปกรณ์อย่างง่าย
และราคาถูก ทําให้สามารถใช้กบัตัวอย่างจํานวนมากได้ สารละลายที่สกัดได้เมื่อใช้
สารละลายสําหรับสกัดต่างๆ กัน แสดงดังรูป 2.19 ซ่ึงสีของสารละลายจะเข้มมากทําใหเ้กิด
การรบกวนในการวิเคราะห์โดยเทคนิคการตรวจวัดเชิงแสงที่นิยมใช้กัน อย่างไรก็ตามใน
ระบบโฟลอินเจคชันแอมแปโรเมตรทีีพ่ฒันาข้ึนนี้ จะไม่มีการรบกวนจากสีและสารสกัดที่มี
ความเข้มข้นสูง ผลการหาปริมาณฟอสเฟตในส่วนของสารสกัดต่างๆ แสดงดังตาราง 2.12 

 

 
รูป 2.18 ระบบสกัดแบบลําดับข้ันในระบบออฟไลน์ที่ใชค้อลัมน์ 
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รูป 2.19 ขนาดของคอลัมน์และสารละลายที่สกัดได้เมื่อใช้สารละลายสําหรับสกัดต่างๆ กัน 
(จากขวาไปซ้าย NH4Cl, NaOH, HCl และ Total digestion of residue) 

 
ซ่ึงสารละลายตัวอย่างแต่ละส่วนจะถูกฉีดเข้าสู่ระบบโฟลอินเจกชันแอมแปโรเมตรีและ

หาปริมาณฟอสฟอรัสที่ได้จากกราฟมาตรฐาน แล้วนําผลที่ได้เปรียบเทียบกับวิธีแบบกะ 
ปริมาณฟอสฟอรัสรวมและฟอสฟอรัสรูปฟอร์มต่างๆ ที่ได้จากทั้งสองวิธีแสดงดังตาราง 2.12 
และรูป 2.20 ซ่ึงปริมาณฟอสฟอรัสรวมได้จากผลรวมของปริมาณฟอสฟอรัสแต่ละรูปฟอร์ม 
ปริมาณฟอสฟอรัสรวมจะมีค่าระหว่าง 307-831 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (วิธีการชะแบบ
ออฟไลน์คอลัมน์) และ 315-856 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (วิธีแบบกะ) โดยปริมาณฟอสฟอรัส
ในส่วนของ NH4Cl-P จะมีค่าน้อยคือ 13 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (วิธีการชะแบบออฟไลน์
คอลัมน์) และ 11 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (วิธีแบบกะ) ซ่ึงจะพบเฉพาะตัวอย่างที่ 5 ปริมาณ
ฟอสฟอรัสในส่วนของ HCl-P, NaOH-P และ Residue-P จะมีค่าอยู่ในช่วง 26-128, 57-
434 และ 179-500 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมตามลําดับ (วิธีการชะแบบออฟไลน์คอลัมน์) และ 
18-103, 47-409 และ 106-465 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมตามลําดับ (วิธีแบบกะ) เมื่อ
เปรียบเทียบปริมาณฟอสฟอรัสรวมของตัวอย่างดินตะกอนแต่ละจุดที่ได้จากทั้งสองวิธีพบว่า
มีค่าไม่แตกต่างกันในทางสถิติ 
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ตาราง 2.12 ปริมาณฟอสฟอรัสรวมและฟอสฟอรัสรูปฟอร์มต่างๆ ที่ได้จากวิธีการชะแบบออฟไลน์คอลัมน์และวิธีแบบกะ 
ตัวอย่าง วิธี ปริมาณฟอสฟอรัส (มิลลกิรัมต่อกิโลกรัม) (ค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน) 

NH4Cl-P NaOH-P HCl-P Residue-P Total-P 
1 คอลัมน์ N.D. 128 ± 20 434 ± 202 269 ± 188 831 ± 199 

แบบกะ N.D. 103 ± 8 320 ± 116 314 ± 179 736 ± 144 
2 คอลัมน์ N.D. 49 ± 13 57 ± 7 201 ± 65 307 ± 67 

แบบกะ N.D. 37 ± 11 98 ± 13 180 ± 26 315 ± 28 
3 คอลัมน์ N.D. 26 ± 5 60 ± 11 227 ± 23 314 ± 17 

แบบกะ N.D. 18 ± 2 47 ± 6 347 ± 12 412 ± 12 
4 คอลัมน์ N.D. 32 ± 4 178 ± 60 500 ± 53 709 ± 97 

แบบกะ N.D. 39 ±  12 352 ± 31 465 ± 163 856 ± 185 
5 คอลัมน์ 13 ± 3 91 ± 17 326 ± 48 228 ± 91 658 ± 122 

แบบกะ 11 ± 2 33 ± 13 409 ± 40 239 ± 40 692 ± 58 
6 คอลัมน์ N.D. 54 ± 9 208 ± 25 179 ± 28 441 ± 37 

แบบกะ N.D. 53 ± 12 216 ± 38 106 ± 5 376 ± 42 
*N.D. = Not detected (ไม่สามาถตรวจวัดได้) 
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ปริมาณฟอสฟอรัสรูปฟอร์มต่างๆ ในตัวอย่างดินแต่ละจุดแสดงดังรูป 2.20 เมื่อ
เรียงลําดับปริมาณฟอสฟอรัสรวมจะได้ Residue-P > HCl-P > NaOH-P > NH4C-Pl (จุดที่ 
2, 3 และ 4) และ HCl-P > Residue-P > NaOH-P > NH4Cl (จุดที่ 1, 5 และ 6) เมื่อ
เรียงลําดับปริมาณอนินทรีย์ฟอสฟอรัสของทั้งสองวิธีจะได้ HCl-P > NaOH-P > NH4Cl-P 

 

รูป 2.20 ปริมาณฟอสฟอรัสรูปฟอร์มต่างๆ ในตัวอย่างดินตะกอนแต่ละจุดด้วยวิธีการชะ
แบบออฟไลน์คอลัมน์และวิธีแบบกะ 
 

จากรูป 2.20 พบว่าปริมาณฟอสฟอรัสรวมและฟอสฟอรัสรูปฟอร์มต่างๆ ที่ได้จาก
วิธีการชะแบบออฟไลน์คอลัมน์และวิธีแบบกะมีความสอดคล้องกันดี (Total P; y = 
0.8962x + 37.394, r2 = 0.8346, NaOH-P; y = 1.0604x + 13.085, r2 = 0.6441, HCl-
P; y = 0.8006x + 18.173, r2 = 0.6130 และ Residue-P; y = 0.9213x + 28.831, r2 = 
0.7213) เมื่อเปรียบเทียบทั้งสองวิธีด้วย paired t-test ที่ระดับความเช่ือมั่น 95% พบว่าทั้ง
สองวิธีให้ผลการวิเคราะห์ที่ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญ (tcritical =  2.571, tstat ของ 
total-P = -0.562, tstat ของ NaOH-P = 1.678, tstat ของ HCl-P = -0.752 และ tstat ของ 
residue-P = 0.280) โดยวิธีที่พัฒนาข้ึนใช้เวลาการสกัดน้อยกว่าวิธีแบบกะ อีกทั้งเป็นวิธีที่
สะดวก ประหยัดค่าใช้จ่ายมากกว่า รายละเอียดเรื่องน้ีแสดงดังภาคผนวก ค.3 
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2.7 ออกแบบและประกอบระบบการสกัดแบบลําดับข้ันแบบต่อเนื่องสําหรับสกัดฟอสเฟต
จากตัวอย่างดิน 
 จากการพัฒนาระบบตรวจวิเคราะหป์ริมาณฟอสเฟต โดยเทคนิคโฟลอินเจคชันแอม
แปโรเมตรี พบว่ามีข้อดีคือช่วยลดการรบกวนจากสีและความขุ่นของสารละลาย และซิลิเกต
ซ่ึงมีอยู่ในตัวอย่างดินในปริมาณสูง จึงได้ประยุกต์วธิีดังกล่าวในการศึกษาการสกัดแบบลําดับ
ข้ันแบบต่อเนื่องสําหรบัสกัดฟอสเฟตจากตัวอย่างดิน เพื่อศึกษาการชะฟอสเฟตที่อยู่ในรูป
ฟอร์มต่าง ๆ  ในตัวอย่างดิน โดยออกแบบระบบดังแสดงในรูป 2.21 โดยตัวอย่างดินจะถูก
บรรจุอยู่ในคอลัมน์  และใช้สารละลายสําหรับการสกัดตามลําดับดังน้ี 1.0 M NH4Cl (R1), 
0.1 M NaOH (R2) และ 0.5 M HCl (R3)  ซ่ึงจะเกี่ยวข้องกับฟอสฟอรัสในรปู 
exchangeable, organic bound และ carbonate bound ตามลําดับ 
 

 
รูป 2.21 ระบบการสกัดลําดับข้ันแบบออนไลน์ร่วมกับระบบโฟลอินเจกชันแอมแปโรเมตรี
สําหรับการแยกส่วนฟอสฟอรัสในตัวอย่างดิน: P1-2 = ปั๊มเพอริสตาลติก, SV1-4 = โซลิ
นอยด์วาล์ว, MC = ท่อขดผสม, I = วาล์วฉีดสาร (six-port valve), SL = 10-port 
selection valve, FC = โฟลเซลล์ (ข้ัวไฟฟ้าทํางาน = แกสซีคาร์บอนเส้นผ่านศูนย์กลาง
ภายใน 3 มิลลิเมตร, ข้ัวไฟฟ้าอ้างอิง = ซิลเวอร์/ซิลเวอร์คลอไรด์, ข้ัวไฟฟ้าช่วย = สแตน
เลสสตีล), D = โพเทนชิโอสแตท/กัลวานอสแตท (Palmsens), PC = คอมพิวเตอร์ 
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จากรูป 2.21 ข้างต้น สารละลายมาตรฐานหรือตัวอย่างจะไหลผ่านคอลัมน์เรซินคีเล็กซ์ 
100 แล้วจะถูกฉีดเข้าในกระแสของสารละลายโพแทสเซียมคลอไรด์ 0.1 โมลาร์และรวมกับ
กระแสของสารละลายโมลิบเดท 0.5%มวล/ปริมาตร ในสภาวะกรด จากน้ันสารผสมจะไหล
ผ่านท่อขดผสม (50 เซนติเมตร) ผ่านไปยังโฟลเซลล์ จากน้ันสารเชิงซ้อน 12-โมลิบโด
ฟอสเฟตที่เกิดข้ึนในระบบจะถูกรีดิวซ์ที่ข้ัวไฟฟ้าทํางานแกสซีคาร์บอนที่ศักย์ไฟฟ้าคงที่ 0.20 
โวลต์เทียบกับซิลเวอร์/ซิลเวอร์คลอไรด์เกิดเป็นสารเชิงซ้อนโมลิบดินัมบลู ซ่ึงจะให้ค่ากระแส
ที่เป็นสัดส่วนโดยตรงกับความเข้มข้นของฟอสเฟต แล้วสร้างกราฟมาตรฐานระหว่างความสูง
ของพีกและความเข้มข้นของฟอสเฟต จากนั้นต่อระบบการสกัดลําดับข้ันแบบออนไลน์ที่มี
ตัวอย่างดินบรรจุอยู่ในคอลัมน์ขนาดเล็กเข้ากับระบบโฟลอินเจกชันแอมแปโรเมตรี สารสกัด
ได้แก่  1.0 โมลาร์แอมโมเนียมคลอไรด์, 0.1 โมลาร์โซเดียมไฮดรอกไซด์ และ 0.5 โมลาร์กรด
ไฮโดรคลอริกจะไหลผ่านคอลัมน์ตามลําดับด้วยการใช้ซีเล็กชันวาล์ว และมีอัตราการไหลของ
สารสกัดเท่ากับ 0.8 มิลลิลิตรต่อนาที จากนั้นระบบการตรวจวัดโฟลอินเจกชันแอมแปโรเม
ตรีจะให้พีกของสารละลายที่ถูกสกัดทุกๆ 40.5 วินาที  

ระบบที่พัฒนาข้ึนได้นํามาประยุกต์ใช้สําหรับการแยกส่วนฟอสฟอรัสในตัวอย่าง
มาตรฐานดินตะกอน (บีซีอาร์-684) ซ่ึง FIAgram ที่ได้จะให้ข้อมูลทางด้านจลนศาสตร์ของ
การสกัดฟอสฟอรัสในตัวอย่าง บีซีอาร์-684 พบว่า เมื่อใช้สารสกัดชนิดที่ 1 (NH4Cl) ในการ
ชะจะไม่มีปริมาณฟอสฟอรัส จึงทําการเปล่ียนเป็นสารสกัดชนิดถัดไป โดยปริมาณฟอสฟอรัส
ที่ใช้สารสกัด NaOH และ HCl จะมีปริมาณสูงในช่วงแรก แล้วจะค่อยๆ ลดลงอย่างช้าๆ จน
ปริมาณเริ่มคงที่หรือใกล้ศูนย์ แสดงให้เห็นว่า ฟอสฟอรัสที่ถูกจับอย่างแข็งแรงจะค่อยๆ 
ปล่อยออกมาอย่างช้าๆ ในสารสกัด ซ่ึงจะให้กราฟการชะในลักษณะ broad ส่วนฟอสฟอรัส
ที่ถูกจับอย่างหลวมๆ จะปล่อยออกมาอย่างรวดเร็วในสารสกัด จะให้กราฟการชะในลักษณะ 
แหลม (sharp) ซ่ึงข้อมูลของกราฟการชะในแต่ละสารสกัดแสดงดังรูป 2.22 และ 2.23 
พบว่าไม่มีปริมาณฟอสฟอรัสที่ถูกจับอย่างหลวมๆ ในสารสกัดชนิดแรก (NH4Cl) และ
ฟอสฟอรัสส่วนใหญ่จะถูกจับกับอะลูมิเนียมและเหล็กในสารสกัดชนิดที่ 2 (NaOH) และจับ
กับแคลเซียมในสารสกัดชนิดที่ 3 (HCl) ซ่ึงปริมาณฟอสฟอรัสในแต่ละรูปฟอร์มจะสามารถ
หาได้จากการอินทิเกรตพื้นที่ใต้กราฟของแฟรกโทแกรม จากตาราง 2.13 พบว่า ปริมาณ
ฟอสฟอรัสในรูปฟอร์มของ NaOH-P เท่ากับ 181 ± 9, HCl-P เท่ากับ 912 ± 53, 
ฟอสฟอรัสที่จับกับสารอินทรีย์ (residue) เท่ากับ 196 ± 35 และปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมด
เท่ากับ 1289 ± 56 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมฟอสเฟต โดยค่าที่ได้จากวิธีที่พัฒนาข้ึน (1289 ± 
56 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมฟอสเฟต) กับค่ามาตรฐาน (1373 ± 35 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม
ฟอสเฟต) มีความสอดคล้องกันดี (มีความแตกต่างประมาณ 6 เปอร์เซ็นต์) ดังน้ันระบบที่
พัฒนาข้ึนมีความสะดวกต่อการนําไปใช้สําหรับการวิเคราะห์ฟอสฟอรัสที่ถูกสกัดอย่าง
ต่อเนื่องด้วยสารสกัดที่แตกต่างกันตามวิธีเอชแอลเอส ซ่ึงกราฟการสกัด (แฟรกโทแกรม) ที่
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ได้จากเอฟไอเอแกรมจะให้ข้อมูลทางด้านจลนศาสตร์ของการสกัด นอกจากนี้ยังมีข้อดีคือ
ประหยัดสารเคมี ให้กราฟการสกัดที่มีความละเอียดสูง รวดเร็ว และมีความเป็นอัตโนมัติ 
 

 
รูป 2.22 FIAgram ของสารละลายมาตรฐานฟอสเฟต (0.1-10.0 มิลลิกรัมต่อลิตร) และ
สารสกัดต่างๆ ที่ชะตัวอย่างดินมาตรฐาน บีซีอาร์-684 ด้วยระบบการสกัดลําดับข้ันแบบ
ออนไลน์ร่วมกับระบบโฟลอินเจกชันแอมแปโรเมตรี 
 

 
รูป 2.23 แฟรกโทแกรม (fractogram) ของการสกัดฟอสฟอรัสในตัวอย่างดินมาตรฐาน บี
ซีอาร์-684 ด้วยระบบการสกัดลําดับข้ันแบบออนไลน์ร่วมกับระบบโฟลอินเจกชันแอมแป
โรเมตรี 

1.0 M 
NH4Cl 

0.1 M NaOH 
0.5 M HCl 

Standard P-PO4 

1.0 M 
NH4Cl 

0.1 M NaOH 

0.5 M HCl 
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ตาราง 2.13 ปริมาณฟอสฟอรัสในตัวอย่างดินมาตรฐาน บีซีอาร์-684 ตามวิธีการสกัด
ของฮิลท์เจส-ลิจคลิมาด้วยการใช้ระบบการสกัดลําดับข้ันแบบออนไลน์ร่วมกับระบบโฟล
อินเจกชันแอมแปโรเมตรี 

ครั้งที ่ ปริมาณฟอสฟอรัส (มิลลกิรัมต่อกิโลกรัม) 
NH4Cl-P NaOH-P HCl-P Residue-P Total-P 

1 N.D. 172 863 230 1264 
2 N.D. 183 906 161 1250 
3 N.D. 188 968 197 1353 

ค่าเฉลี่ย - 181 912 196 1289 
S.D. - 9 53 35 56 
%RSD - 5 6 18 4 

*BCR-684 Certified value 1373 ± 35 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 
 

ตาราง 2.14 เป็นการเปรียบเทียบวิธีการสกัดลําดับข้ันฟอสฟอรัสตามวิธีของฮิลท์เจส-
ลิจคลิมา โดยทุกวิธีการสกัดลําดับข้ันจะทําที่อุณหภูมิห้อง วิธีแบบกะเป็นวิธีที่ใช้เวลานาน 
ใช้สารเคมีปริมาณมาก อีกทั้งเป็นวิธีการสกัดที่รอสารเข้าสู่สมดุลระหว่างเฟสของแข็งและ
ของเหลว ซ่ึงจะทําให้เกิดการดูดซับกลับ ส่วนวิธีคอลัมน์การชะแบบออฟไลน์เป็นการชะ
แบบไดนามิก ไม่ต้องรอสารเข้าสู่สมดุล ซ่ึงสารสกัดจะเปล่ียนใหม่ตลอดเวลาจะช่วยลดการ
เกิดดูดซับกลับ แต่อย่างไรวิธีนี้ ข้ึนอยู่กับชนิดของดินและขนาดอนุภาคของดิน ซ่ึงดิน
เหนียวหรือดินที่มีขนาดอนุภาคเล็กจะทําให้กระดาษกรองอุดตัน ส่งผลให้อัตราการไหล
ของสารสกัดช้าลง และใช้เวลานาน ส่วนวิธีการชะแบบออนไลน์เป็นวิธีที่พัฒนาข้ึนเพื่อ
จําลองสภาวะเช่นเดียวกับธรรมชาติ โดยวิธีนี้เป็นวิธีที่ใช้ตัวอย่างดินน้อยกว่าวิธีอื่นๆ แต่
เป็นวิธีที่รวดเร็ว อัตโนมัติ ใช้สารเคมีปริมาณน้อย มีความสะดวกในการทํา อีกทั้งให้แฟรก
โทแกรมที่มีความละเอียดสูง ซ่ึงเป็นประโยชน์ในการศึกษาทางด้านจลนศาสตร์ของการชะ
ฟอสฟอรัสในตัวอย่างของแข็ง 
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ตาราง 2.14 เปรียบเทียบวิธีการสกัดลําดับข้ันฟอสฟอรัสตามวิธีของฮิลท์เจส-ลิจคลิมา 
พารามิเตอร์ วิธีแบบกะ วิธีคอลัมน์การชะ 

แบบออฟไลน์ 
วิธีการชะแบบ

ออนไลน ์
น้ําหนักดิน (กรัม) 1 1 0.05 
ปริมาตรสารสกัด 
(มิลลิลิตร) 

- NH4Cl 
fraction 

- NaOH 
fraction 

- HCl fraction 

 
 

50×2 ครั้ง 
50 
50 

 
 

50 
50 
50 

 
 

10-30 
40-60 
40-70 

ระยะเวลาการสกัดต่อ
ตัวอย่าง (ชั่วโมง) 

45 ~ 6-16  
(ข้ึนอยู่กับชนดิของดิน)

~ 4-5 

อุณหภูม ิ อุณหภูมหิ้อง อุณหภูมหิ้อง อุณหภูมหิ้อง 
อุปกรณ ์ เครื่องเขย่าสาร, 

ขวดรูปชมพู,่ 
กรวยกรอง, 
กระดาษกรอง
เบอร ์1 

กระบอกเข็มฉีดยา
พลาสติกขนาด 10 
มิลลิลิตร, สําลี, 
กระดาษกรองเบอร ์1 

คอลัมน์ขนาดเล็ก, 
แผ่นกรองไนลอน, 
สําลี 

ข้ันตอน เขย่าและกรอง เทสารสกัดลงใน
คอลัมน์ 

สารสกัดไหลผ่าน
คอลัมน์ขนาดเล็ก
อย่างต่อเนื่อง 
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2.8 การพัฒนาระบบคัลเลอริเมตรีทีใ่ช้กล้องถ่ายรูปของโทรศพัท์มือถือมาใช้วิเคราะห์
ฟอสเฟต 

ได้พัฒนาวิธคีัลเลอริเมตรีที่อาศยัการตรวจวัดความเข้มสีด้วยการถ่ายภาพด้วยกล้อง
ของโทรศพัทม์ือถือ มาใช้วิเคราะห์หาปริมาณฟอสฟอรัสในดินด้วยโปรแกรมทีพ่ัฒนาข้ึนใน
ระบบแอนดรอยด์ ดังรูป 2.24 รายละเอียดแสดงดังภาคผนวก ก.2  
 

 
รูป 2.24 ระบบคัลเลอริเมตรีทีใ่ช้กล้องถ่ายรูปของโทรศัพท์มือถือมาใช้วิเคราะหฟ์อสเฟต 

 
2.9 การพัฒนาระบบโฟลอินเจคชันคอนดักโทเมตรีที่ใช้ในการวิเคราะหห์าปริมาณ
ไนโตรเจนทีเ่ป็นประโยชน์ต่อพืช 

ได้ทําการพัฒนาระบบโฟลอินเจคชันคอนดักโทเมตร ี ทีใ่ช้ในการวิเคราะหห์าปริมาณ
ไนโตรเจนที่เป็นประโยชนต่์อพืช ที่อยู่ในรปูอนินทรยี์ไนโตรเจนในดิน ซ่ึงเป็นรปูฟอร์มของ
ไนโตรเจนทีพ่ืชสามารถนาํไปใช้ได้ หลักการของระบบแสดงดังรูป 2.25 สารละลายจากการ
สกัดดินจะถูกฉีดเข้าสู่ระบบ และไหลผ่านคอลัมน์ที่จะเปล่ียนอนินทรยี์ไนโตรเจนทั้งหมดไป
เป็นแอมโมเนียม จากน้ันจึงแยกแอมโมเนียมไนโตรเจนออกมาจากองค์ประกอบอ่ืนๆ โดย
เปล่ียนให้อยูใ่นรูปแก๊สแอมโมเนีย ซ่ึงจะแพร่ผ่านเมมเบรนไปยังสารละลายตัวรบั (acceptor 
stream) และการละลายของแก๊สแอมโมเนียลงในสารละลายตัวรับทําให้ความนาํไฟฟ้า
เปล่ียนแปลงไปอย่างสัมพนัธ์โดยตรงกบัปริมาณอนนิทรยี์ไนโตรเจนทั้งหมดในตัวอย่างที่ฉีด
เข้าสู่ระบบในตอนเริ่มต้น รายละเอียดของวิธีการน้ีแสดงดังภาคผนวก ก.3 ซ่ึงวิธทีี่พัฒนาข้ึน



47 
 

นี้ได้นําไปใช้ในการวิเคราะห์คุณภาพดินแก่เกษตรกร เพื่อการจัดการดินและปุ๋ยในการทํา
การเกษตรสมัยใหม่ 

 

 
 

รูป 2.25 ระบบโฟลอินเจคชันคอนดักโทเมตรทีีใ่ช้ในการวิเคราะหห์าปริมาณไนโตรเจนที่เป็น
ประโยชน์ต่อพืช  
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ผลงานจากโครงการ 
 

1.  การตีพิมพ์ในวารสารนานาชาติ (peer reviewed international journals) 
25. W. Siriangkhawut, K. Grudpan and J. Jakmunee, Sequential Injection Anodic 

Stripping Voltammetry with Monosegmented Flow and In-line UV Digestion 
for Determination of Zn(II), Cd(II), Pb(II) and Cu(II) in Water Samples, 
Talanta, 84 (2011) 1366– 1373. (IF-2013 3.521) 

26. Nuntaporn Moonrungsee, Somkid Pencharee, Jaroon Jakmunee, 
Colorimetric analyzer based on mobile phone camera for determination of 
available phosphorus in soil, Talanta, 136 (2015) 204-209. (IF-2013 3.521) 

27. Pattama Yanu, Jaroon Jakmunee, Flow injection with in-line reduction 
column and conductometric detection for determination of total inorganic 
nitrogen in soil, Talanta, (2015) accepted. (IF-2013 3.521) 

28. Pimporn Insian, and Jaroon Jakmunee, Flow Injection Amperometric 
Detection and Off-line Sequential Extraction Column for Fractionation of 
Phosphorus in Sediment, Chiang Mai J. Sci., submitted. 

29. Pimporn Insian, Nuntaporn Moonrungsee , and Jaroon Jakmunee, Simple 
Automatic Flow Injection Spectrophotometric System for Determination of 
Phosphate, Inter. J. Anal. Chem., submitted. 

30. Autchara Paukpol, Jaroon Jakmunee, Greener Anodic Stripping 
Voltammetric Method Employing Bismuth Coated Screen-printed Electrode 
for Determination of Cadmium and Lead, Chiang Mai J. Nat. Sci., 
submitted. 

31. Autchara Paukpol, Jaroon Jakmunee, Anodic Stripping Voltammetric 
Analysis of Cadmium and Lead in Solutions from Sequential Extraction of 
Soil and Sediment Samples, Anal. Chim. Acta, MS in preparation. 

 
 
2.  การนําผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน ์
 - การบริการชุมชน 
 ต้นแบบเครื่องมือทีพ่ัฒนาข้ึนและวิธีการวิเคราะหท์ี่เกี่ยวข้องได้นําไปใชป้ระโยชน์ในการ
วิเคราะห์คุณภาพดินของเกษตรกร เช่น ระบบเอฟ ไอ เอ สําหรบัการหาปริมาณฟอสฟอรัส และ
ไนโตรเจนอนินทรยี์  
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 -  เชิงวิชาการ 

เครื่องมือ อุปกรณ์และวธิีการวิเคราะหท์ีพ่ัฒนาข้ึน ได้ใช้ประโยชน์ในการเรียนปฏบิัติการ
เคมีวิเคราะหเ์ชิงไฟฟ้า ของนักศึกษาระดับบัณฑิตศึกษา ภาควิชาเคมี  คณะวทิยาศาสตร์  
มหาวทิยาลยัเชียงใหม ่ วิธีการทีพ่ัฒนาข้ึนยงัได้ใช้ประโยชน์ในการศกึษาวิจยัทางส่ิงแวดล้อม
เกี่ยวกับผลกระทบของการปนเปื้อนโลหะในดินและดินตะกอน และผลกระทบของฟอสฟอรัสต่อ
ส่ิงแวดล้อมโดยเฉพาะคุณภาพน้ํา 
 
3.  อ่ืน ๆ 

3.1 ผลงานจากโครงการทีตี่พิมพ์ใน international conference proceeding 
1. W. Powsakul P. Sooksamiti, M. Miro and J. Jakmunee, Greener anodic 

stripping voltammetric method employing in situ plated bismuth film 
electrode for determination of cadmium and lead, Proceeding of 14th 
Asian Chemical Congress (14 ACC) 5-8 September 2011, Bangkok, 
Thailand, p.135-140.  

 
3.2 ผลงานจากโครงการทีน่ําเสนอในการประชุมวิชาการระดับนานาชาติ 
2. Jaroon Jakmunee, Flow Injection Systems for Determination of Some 

Plant Nutrients in Soil and Fertilizer,  PACCON 2011: Pure and Applied 
Chemistry International Conference (5-7 January 2011), Miracle Grand 
Hotel, Bangkok, Thailand, AC-INV-5. 

3. Wanita Powsakul, Manuel Miro, Jaroon Jakmunee, Flow Injection Anodic 
Stripping Voltammetric Method for Determination of Cadmium and 
Lead, PACCON 2011: Pure and Applied Chemistry International 
Conference (5-7 January 2011), Miracle Grand Hotel, Bangkok, Thailand,  
AC_A0019. 

4. Jaroon Jakmunee, Jaroon Junsomboon, Manuel Miro, Flow injection 
amperometric system with on-line and off-line sequential fractionation 
systems for assessment of orthophosphate in soil, ICAS 2011 – IUPAC 
International Congress on Analytical Sciences, 22-26 May 2011, Kyoto 
International Conference Center, Kyoto, Japan  

5. Wanita Powsakul, Ponlayuth Sooksamiti, Manuel Miro, Jaroon 
Jakmunee, Greener Anodic stripping voltammetric method employing 
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in situ plated bismuth film electrode for determination of cadmium 
and lead, 14th Asian Chemical Congress (14 ACC) 5-8 September 
2011, Bangkok, Thailand 

6. Jaroon Jakmunee, Preeyaporn Reanpang, Puttaporn Klayprasert, 
Jantima Upan, Electrochemical Sensors, The 10th Asian Conference 
on Chemical Sensors, 11-14 November 2013, The Empress Hotel, 
Chiang Mai, Thailand  

7. Pattama Yanu, Jaroon Jakmunee, Flow injection conductometric 
system for determination of total inorganic nitrogen in soil sample, 
19th International Conference on Flow Injection Analysis (19th ICFIA)” 
in Fukuoka, Japan, from 30th  November to 5th December 

8. Jaroon Jakmunee, Sujitra Funsueb, Small scale method based on 
flow injection colorimetry for determination of soil organic matter, 
19th International Conference on Flow Injection Analysis (19th ICFIA)” 
in Fukuoka, Japan, from 30th  November to 5th December   

 
3.3 ผลงานจากโครงการที่นําเสนอในการประชุมวิชาการในประเทศ 
1. Wanita Powsakul, Ponlayuth Sooksamiti, Manuel Miro and Jaroon 

Jakmunee, Determination of Cadmium and Lead by Flow Injection 
Anodic Stripping Voltammetric Method Employing Bismuth Film 
Electrode, P-07, RGJ Seminar Series LXXXIV: “Research and 
Innovation in Chemistry for Sustainable Development”, September 
2nd, 2011, University Academic Service Center (UNISERV), Chiang Mai 
University. 

2. Jaroon Jakmunee, Jaroon Junsomboon, Pimporn In-sian, Flow-based 
On-line Sequential Extraction for Fractionation of Phosphorus and 
Some Heavy Metals in Soil, TRF meeting: Young Researcher meet TRF 
Senior Research Scholar, 10-12 October 2012, Cha-am, Petchaburi. 

3. Pimporn In-sain and Jaroon Jakmunee, A CONTINUOUS SEQUENTIAL 
EXTRACTION WITH ON-LINE DETERMINATION OF PHOSPHORUS 
LEACHED FROM SOIL BY USING FLOW INJECTION AMPEROMETRIC 
METHOD, The 38th Congress on Science and Technology of Thailand 
(STT38), October 17-19, 2012.  
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4. Jakmunee, J., Junsomboon, J., In-sian, P., Flow Injection 
Amperometric Method for Determination of Phosphate and 
Fractionation of Phosphorus Species in Solid Materials, TRF meeting: 
Young Researcher meet TRF Senior Research Scholar, 16-18 October 
2013, Cha-am, Petchaburi. 

5. Autchara Paukpol, Jaroon Jakmunee, Bismuth Coated Screen-printed 
Electrode for Determination of Trace Cadmium and Lead by Anodic 
Stripping Voltammetry, TRF Seminar Series in Basic Research CVIII: 
“Analytical Science: Past, Present and Futute” 13-14 January 2015, 
SCB2, Faculty of Science, Chiang Mai University. 

 
3.4  ผลงานตีพิมพท์ี่เกี่ยวข้องกับโครงการอ่ืน ๆ  ที่มีส่วนเสริมซ่ึงกันและกันกับโครงการน้ี 
1. S. Khonyoung, P. Reanpang, P. Kongtawelert, S. Pencharee, J. Jakmunee, K. 

Grudpan and S. Kradtap Hartwell, Sequential injection system with modified 
glass capillary for automation in immunoassay of chondroitin sulfate, Anal. 
Lett., 44 (2011) 327-339. 

2. P. Pinyou, N. Youngvises, J. Jakmunee, Flow injection colorimetric method 
using acidic ceric nitrate as reagent for determination of ethanol, Talanta, 
84 (2011) 745–751. 

3. O. Kritsunankul and J. Jakmunee, Simultaneous determination of some 
food additives in soft drinks and other liquid foods by flow injection on-line 
dialysis coupled to high performance liquid chromatography, Talanta, 84 
(2011) 1342–1349 

4. J. Junsomboon, J. Jakmunee, Determination of Potassium, Sodium and 
Total Alkalies in Portland Cement, Fly Ash, Admixtures and Water for 
Concrete by a Simple Flow Injection Flame Photometric System, J. 
Automated Methods and Management in Chemistry, ID 742656 (2011) 
1-9. 

5. S. Somnam, P. Novichai, J. Jakmunee, K. Grudpan, An economical 
ultrasonic-assisted extraction for the spectrophotometric determination of 
anionic surfactants, Maejo Int. J. Sci. Technol.,5(03) (2011) 426-435.  

6. S. Tontrong, S. Konyoung, J. Jakmunee, Flow injection spectrophotometry 
using natural reagent from Morinda citrifolia root for determination of 
aluminium in tea, Food Chem., 132 (2012) 624-629 . 



53 
 

7. Sarawut Somnam, Jaroon Jakmunee, Kate Grudpan, Cost Effective Dual-
Stage Flow Injection/Sequential Injection Hybrid for Continuous Liquid-
liquid Extraction, Chiang Mai J. Sci., 39(2) (2012) 255-263. 

8. Sam-ang Supharoek, Napaporn Youngvises, Jaroon Jakmunee, A Simple 
Microfluidic Integrated with an Optical Sensor for Micro Flow Injection 
Colorimetric Determination of Glutathione, Anal. Sci. 28 (2012) 651-656. 

9. Nuntaporn Moonrungsee, Tomoko Shimamura, Takehiro Kashiwagi, Jaroon 
Jakmunee, Keiro Higuchi and Hiroyuki Ukeda, Sequential injection 
spectrophotometric system for evaluation of mushroom tyrosinase-
inhibitory activity, Talanta, 101 (2012) 233-239. 

10. Callie Croushore, Sam-ang Supharoek, Chang Young Lee, Jaroon Jakmunee 
and Jonathan V. Sweedler, A Microfluidic Device for the Selective Chemical 
Stimulation of Neurons and Characterization of Peptide Release with Mass 
Spectrometry, Anal. Chem. 84 (2012) 9446-9452. 

11. N. Youngvises, T. Chaida, S. Khonyoung, N. Kuppithayanant, W. 
Tiyapongpattana, A. Itharat and J. Jakmunee, Greener liquid 
chromatography using a guard column with micellar mobile phase for 
separation of some pharmaceuticals and determination of parabens, 
Talanta 106 (2013) 350-359. 

12. Pimporn Insain, Supada Khonyoung, Ponlayuth Sooksamiti, Somchai 
Lapananatnoppakhun, Jaroon Jakmunee, Kate Grudpan, Katja Zajicek, and 
Supaporn Kradtap Hartwell, Green Analytical Methodology Using Indian 
Almond (Terminalia Catappa L.) Leaves Extract for Determination of 
Aluminum Ion in Waste Water from Ceramic Factories, Anal. Sci. 29 (2013) 
655-659. 

13. Y. Yodthongdee, P. Sooksamiti, J. Jakmunee and S. Lapanantnoppakhun, 
Uptake of Nutrients in Vegetables Grown on FGD-Gypsum-Amended Soils, 
Oriental J. Chem. 29(3) (2013) 1027-1032. 

14. Sarawut Somnam, Shoji Motomizu, Kate Grudpan and Jaroon Jakmunee, 
Hydrodynamic Sequential Injection with Stopped-flow Procedure for 
Consecutive Determination of Phosphate and Silicate in Wastewater, 
Chiang Mai J. Sci. 41(3) (2014) 606-617. 

15. N. Moonrungsee, T. Shimamura, T. Kashiwagi, J. Jakmunee, K. Higuchi, H. 
Ukeda An automated sequential injection spectrophotometric method for 



54 
 

evaluation of tyramine oxidase inhibitory activity of some flavonoids, 
Talanta, 122 (2014) 257-263. 

16. Napaporn YOUNGVISES, Porapichcha THANURAK, Thanatcha CHAIDA, Jaroon 
JUKMUNEE and Awadh ALSUHAIMI, Double-Sided Microfluidic Device for 
Speciation Analysis of Iron in Water Samples: Towards Greener Analytical 
Chemistry, Anal. Sci., 31(2015)365-370. 

17. Jaroon Junsomboon and Jaroon Jakmunee, Determination of Cadmium and 
Lead in Concrete Roofing Tiles by Differential Pulse Anodic Stripping 
Voltammetric Method, Chiang Mai J. Sci. (2015) accepted. 

 
 



ภาคผนวก ก 
 
 
รายการผลงานที่ตีพิมพ์ในวารสารวิชาการนานาชาติ (peer reviewed international 
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a  b  s  t  r  a  c  t

A  cost-effective  sequential  injection  system  incorporating  with  an  in-line  UV  digestion  for  breakdown
of  organic  matter  prior  to  voltammetric  determination  of  Zn(II),  Cd(II),  Pb(II)  and  Cu(II)  by  anodic  strip-
ping  voltammetry  (ASV)  on a hanging  mercury  drop  electrode  (HMDE)  of  a small  scale  voltammetric
cell  was  developed.  A low-cost  small  scale  voltammetric  cell  was  fabricated  from  disposable  pipet  tip
and  microcentrifuge  tube  with  volume  of  about  3 mL  for conveniently  incorporated  with  the  SI  system.  A
home-made  UV  digestion  unit  was  fabricated  employing  a  small  size  and  low  wattage  UV  lamps  and  flow
reactor  made  from  PTFE  tubing  coiled  around  the  UV  lamp.  An  in-line  single  standard  calibration  or  a
standard  addition  procedure  was  developed  employing  a monosegmented  flow  technique.  Performance
of  the  proposed  system  was  tested  for in-line  digestion  of  model  water  samples  containing  metal  ions and
some  organic  ligands  such  as strong  organic  ligand  (EDTA)  or intermediate  organic  ligand  (humic  acid).
The  wet  acid  digestion  method  (USEPA  3010a)  was  used  as  a  standard  digestion  method  for  compari-
son.  Under  the  optimum  conditions,  with  deposition  time  of 180  s,  linear  calibration  graphs  in  range  of

−1 −1 −1 −1
10–300  �g L Zn(II),  5–200  �g L Cd(II),  10–200  �g L Pb(II),  20–400  �g  L Cu(II)  were  obtained  with
detection  limit  of  3.6, 0.1,  0.7  and 4.3 �g L−1, respectively.  Relative  standard  deviation  were  4.2,  2.6,  3.1
and  4.7%  for  seven  replicate  analyses  of 27 �g  L−1 Zn(II),  13  �g  L−1 Cd(II),  13  �g  L−1 Pb(II)  and  27  �g L−1

Cu(II),  respectively.  The  system  was  validated  by  certified  reference  material  of trace  metals  in  natural
water  (SRM  1640  NIST).  The  developed  system  was  successfully  applied  for  speciation  of  Cd(II)  Pb(II)  and
Cu(II)  in  ground  water  samples  collected  from  nearby  zinc  mining  area.
. Introduction

Determination of trace metals in environmental samples is
mportant due to their toxicity to the living things. However, there
re only some parts of metals that are toxic or bioavailable to the
umans and animals. The toxicity of metal ions varies with its
hysicochemical form. Typically, in water the most toxic forms are
he hydrated metal ions and labile complexes (i.e., dissociation can
eadily occur), and the least toxic forms are strongly bound metal
omplexes and metal adsorbed on colloidal particles (indeed, in
npolluted natural waters, metals are usually present in one of

hese latter two forms) [1]. Therefore, the development in speci-
tion analysis for identifying and measuring the species of these
etals present in environment is more concern. There are a num-

∗ Corresponding author. Tel.: +66 5394 1909; fax: +6 5394 1910.
E-mail  address: scijjkmn@chiangmai.ac.th (J. Jakmunee).
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039-9140/$ – see front matter ©  2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
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© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

ber of speciation procedures for identifying and quantifying the
individual forms of heavy metals. The selection of the speciation
technique depends on which individual form is of interest and what
kind of sample is investigated. In this work, speciation of trace ele-
ments contaminated in water in the forms of labile dissolved metals
and metals bound to various kinds of substances or particles, either
organic or inorganic ones are of interested.

It is well known that electroanalytical methods, notably voltam-
metric techniques, allow the differentiation of free ions or labile
metal ion complexes on one hand and species that are stable
bound to colloidal species or inert species on the other hand [2].
Labile species are species that can be detected by anodic stripping
voltammetry (ASV), such as hydrated metal ions, and metal ions
dissociated from weakly bound complexes or weakly adsorbed on
colloidal particles. The inert fraction consists of the species that do
not dissociate the metal under the conditions used such as metals

bound to dissolved organic matter (DOM), so can not be directly
detected by ASV. The total metal species can be measured follow-
ing prolonged sample pretreatment process such as wet  digestion,
UV digestion [3–5] to convert bound metals to the labile ones and

dx.doi.org/10.1016/j.talanta.2011.03.082
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00399140
http://www.elsevier.com/locate/talanta
mailto:scijjkmn@chiangmai.ac.th
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ence the inert species can be calculated by subtracting of the total
etal content with the labile metal content [1]. The most popularly

sed method for destruction of DOM is wet acid digestion [4]. How-
ver, the large amounts of reagent added cause high contamination
o the sample. UV digestion is a clean method, effective and can eas-
ly be incorporated in an automated trace metal analyzer. Thus, it
s a more preferable method for destruction of organic matter prior
o voltammetric analysis [4].

The combination of flow-based techniques [6–12] such as flow
njection analysis (FIA) and sequential injection analysis (SIA) with
oltammetric methods [9,11,13] increases the automation degrees
nd sample throughput of the method. The most often used work-
ng electrode in flow-based system is solid electrode or various thin
lm electrodes because they provides good mechanical stability
o withstand the flow of solution. However, these electrodes have

ajor drawback on low reproducibility and accuracy due to carry
ver of contaminated analyte on the electrode. On the other hand,
ercury drop electrode offers renewable surface, high sensitivity

nd reproducibility. The use of hanging or static mercury electrodes
n flow systems requires the suitable design of the flow cell and the
dequate flow conditions to keep the drop stable and firmly hold
y the capillary tube. Therefore, up to now there are a few papers
escribing the construction of home-made flow cells for static
ercury drop electrode (SMDE) [14–18] or hanging mercury drop

lectrode (HMDE) [19–23] and applied them for determination of
etal ions by stripping voltammetry. In this work, we proposed the

se of a small scale voltammetric cell with HMDE in SI system which
rovides good stability and reproducibility of the electrode and
igher degrees of automation comparing to conventional batch-
ise voltammetric analysis. The SI with monosegmented flow

nalysis (MSFA) approach was introduced to promote good mix-
ng of the solution zones sandwiched between two air segments,
esulting from a turbulent flow in the monosegment [24–26]. With
his approach sample dilution, single stock standard calibration and
tandard addition could be made in-line [24,26].

In the present work, we developed the SI-ASV system incorpo-
ated with UV digestion unit to perform in-line digestion of sample
nd quantification of some metals. A low-cost small scale voltam-
etric cell and home-made UV digestion unit were fabricated and

ested for their performances. Monosegemented flow was  used
o gain benefit in convenient handling of sample preparation and
etermination of the metals. The developed system provided sen-
itive, reproducible and clean method for speciation of labile and
ound metals with semi-automatic operation and low chemical
onsumption.

. Experimental

.1. Chemicals

All  chemicals used were of analytical reagent grade. Deion-
zed water (obtained from a system of Milli-Q, Millipore, Sweden)

as used throughout. An acetate buffer solution (0.6 M,  pH 4.6),
hich served as a supporting electrolyte was prepared by dissolv-

ng sodium acetate 3-hydrate (Ajax Finechem, Australia) (40.82 g)
n water before adding of acetic acid (Carlo Erba, Italy) (17.2 mL)
nd making up to final volume of 500 mL  with water. Working
tandard solutions of Zn(II), Cd(II), Pb(II) and Cu(II) were daily
repared by appropriate dilution the stock standard solutions
1000 mg  L−1 of the metal, atomic absorption standard solu-
ions, Merck, Germany) with 0.1 M HNO3 solution. The purified

umic acid (Sigma–Aldrich, Germany), ethylenediaminetetraacetic
cid  disodium salt dihydrate (Sigma–Aldrich, Germany) and t-
ctylphenoxypolyethoxyethanol (Sigma–Aldrich, Germany) were
sed as complexing ligands on the study of performance of an in-
ta 84 (2011) 1366– 1373 1367

line  UV digestion system. Hydrogen peroxide (H2O2, 30%) (BDH,
England) and hydrochloric acid (HCl, 37%) (Merck, Germany) were
used for digestion of sample.

2.2.  Instrumentation and apparatus

A sequential injection-anodic stripping voltammetric (SI-ASV)
system was  assembled as depicted in Fig. 1, consisted of a syringe
pump (Model XL-3000, CAVRO, USA) and a 10-port selection valve
(Valco Instrument Co. Inc., Texas, USA), a holding coil (Tygon® tub-
ing, 1.25 mm i.d., 4.5 m),  an UV digestion unit and a voltammetric
analyzer (757 VA computrace, Metrohm, Switzerland) equipped
with a home-made small scale voltammetric cell. The sequential
injection system was  controlled by an in-house created software
based on Visual Basic 6.0 [27]. The 757 PC software version 2.0 was
used with the voltammetric analyzer for voltammetric measure-
ment and data evaluation. The small scale voltammetric cell (EC)
was connected via a 3-way switching valve (UpChurch Scientific,
USA) and a coil tube to the selection valve of the SI system. The used
mercury was flushed out from the cell to the mercury waste bottle
through this line.

2.3.  Small scale voltammetric cell

A simple small scale voltammetric cell as depicted in Fig. 2,
consisted of two chambers: measurement chamber and reference
chamber. The measurement chamber was constructed from part of
disposable pipet tip (5 mL,  Appendorf, Germany) which was cut the
upper and lower side to obtain a chamber with approximate vol-
ume of 3 mL.  The hanging mercury drop working electrode (HMDE)
and the platinum wire auxiliary electrode were put in the measure-
ment chamber. Silicone and PTFE tubes were used for connecting
the cell to the SI system. The oxygen removal was  done by bubbling
the nitrogen gas into the solution in the measurement chamber. The
electrochemical cell was completed with the modified Ag/AgCl ref-
erence electrode (RE) which was made from microcentrifuge tube
of 2.5 mL  as a chamber filling up by 3 M NaCl and Ag/AgCl wire was
put in the RE chamber. The PEEK tube (0.4 mm  i.d × 10 mm)  was
used as salt bridge for connecting between measurement chamber
and RE chamber. The liquid junction between these two chambers
was renewed for each measurement by dispensing 100 �L of 3 M
NaCl solution to the reference chamber.

2.3.1. Homemade UV digestion unit
A homemade UV digestion unit employing a small size and low

wattage (6 W)  UV lamps (length 226.3 mm,  wavelength 253.7 nm,
TAS UV Curing Co. Ltd., Pathumthani, Thailand) has been fabricated.
The flow reactor was  made of PTFE tubing (0.79 mm  i.d., 200 cm
long) coiled around the UV lamp and wrapped around the coil with
an aluminium foil. The reactor was connected to one port of the
selection valve of the SI system (Fig. 1).

2.4. Procedure

An  in-housed developed software [27] was employed for control
the instrument using a script program containing various steps of
operational sequences. Before running the operational sequences
for sample analysis, the “Start-up” program was firstly executed, in
order to fill the tubings connected to all ports of the selection valve
with their respective solutions.

Operational  sequences for in-line UV digestion procedure are
briefly described as follow. First, air (100 �L) was  aspirated to

separate sample solution from the carrier solution. Then, sample
(1500 �L) and air (100 �L) were aspirated to form stacked zones as
shown in Fig. 3(a). The monosegmented zone was  then propelled
to place in the reactor of the UV digestion unit and irradiated to
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ig. 1. Sequential injection UV digestion voltammetric system; C = carrier (Milli-Q
alve; AC = auxiliary chamber; S = sample; SS = single standard; Hg W = mercury wa

erform UV digestion of sample for 10 min. After that the digested

ample was aspirated back to the holding coil (HC) and deliver to
tore in an auxiliary chamber (AC), waiting for analysis in the next
tep. Then, the UV reactor was cleaned with water.

Fig. 2. The developed small s
r); SV = syringe valve; SP = syringe pump; HC = holding coil; SW = 3-way switching
aCl = 3 M sodium chloride; B = 3 M acetate buffer; W = waste.

The sequences for the determination of metals by an in-line

standard calibration or an in-line standard addition are briefly
described as below. In case of the external calibration curves, var-
ious concentrations of metals standard in buffer solutions were

cale voltammetric cell.
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ig. 3. Sequence of solutions in a holding coil for; (a) in-line UV digestion; (b) in-lin
S = single standard; B = 3 M acetate buffer.

spirated. For the in-line calibration curves or the in-line standard
ddition, the air monosegmented of buffer (B) and sample (S) or
ater was sequentially aspirated to form stacked zones as shown in

ig. 3(b). The stacked zone was then propelled to put in a small scale
oltammetric cell for electrodeposition of the metals by applying a
otential of −1.1 V versus Ag/AgCl to the WE  for a specified deposi-
ion time. The solution in the cell was moved up and down during
he deposition step to promote mass transfer to the electrode. Then,
he stripping step was performed under stopped flow condition. A
oltammogram was recorded using the following condition: sweep
ode, square wave; sweep potential, −1.10 to 0.2 V; sweep rate,

.25 V/s. To construct the in-line standard addition curves, the 5 �L
f stock standard (SS) each in the monosegment were dispensed to
he measurement chamber (see profile in Fig. 3(c)). The solution in
he chamber was mixed with SS added before starting the analysis.
he concentration of each metal in this system could be varied from
he volume of added single standard concentrations. Finally, the
sed mercury drop was flushed out from the small scale voltam-
etric cell and dispensed to mercury waste container through a

-way switching valve. The 3 M NaCl solution was dispensed into a
eference chamber to renew the salt bridge between the two  cham-
ers and then the measurement chamber and auxiliary chamber
ere cleaned with water.

.  Results and discussion

.1.  Small scale voltammetric cell design

In this study, a small scale voltammetric cell was designed and
abricated for use with the HMDE without modification of the

ercury capillary. The modified voltammetric cell (as shown in
ig. 2) was connected to the tip of mercury capillary tubing. For the
eoxygenation step, the commercial nitrogen purging system was
odified by connecting the gas tubing from original system to the

olypropylene bottle which fills with Milli-Q water. Then, humid-
fied nitrogen gas was connected to the measurement chamber by
he PTFE tubing. So, the nitrogen purging time was controlled by the
oltammograph software in a similar manner to the batch system.

Preliminary experiments using the small scale voltammetric cell
ndicated that the upper part of the voltammetric cell should not

o be tight to the glass capillary of the HMDE, and the hole at
he bottom of voltammetric cell had to be wide enough for effi-
ient removal of mercury waste. The first small scale voltammetric
ell developed, the measurement chamber is made from microcen-
er dilution; (c) in-line single standard calibration or standard addition; S = sample;

trifuge  tube of 2.5 mL  with cover. The cover was drilled to the same
size of the capillary tube diameter. Poor reproducibility of peak cur-
rent for all metals studied was observed due to the irreproducibility
of mercury drop size. In addition, the lower part of the microcen-
trifuge tube which was drilled and connected to the SI system by
0.51 mm i.d. PTFE tube are not sufficient for mercury waste removal
through the bottom hole of the chamber. To solve these problems,
5 mL  disposable pipet tip was then used as a measurement cham-
ber. The upper and lower part of the disposable pipet tip was cut to
obtain the chamber of approximate volume of 3 mL. A fresh mer-
cury drop was used for each measurement and a suitable position
for the glass capillary should be at the center of the chamber. Sili-
cone and 1/8′′ o.d. PTFE tubes were used for connecting of the small
scale voltammetric cell to the SI system. The hole at the bottom
of the cell was used to allow the inlet and outlet of the solution.
And also used for removal of mercury waste after each analysis,
avoiding its accumulation inside the voltammetric cell. The used
mercury drop and the solution were then flushed out to the mer-
cury waste bottle through the 3-way switching valve (see Fig. 2)
before starting the measurement chamber cleaning step.

The  inner diameter of PEEK tube that act as the salt bridge
between measurement chamber and reference chamber had to be
narrow in order to preventing NaCl leakage or contamination of the
reference chamber by the sample solution but it should be wide
enough for low resistance liquid junction between the two cham-
bers. PEEK tube of internal diameter of 0.4 mm was found to provide
reproducible voltammograms of all the metals.

3.2. Optimization of sequential injection and electrochemical
parameters

Most of the electrochemical parameters are followed by our
previous study [9,11] with mercury thin film electrode. However,
some parameters have been re-investigated to fit with the hanging
mercury drop electrode used in this work.

3.2.1. Influence of solution movement on peak current
In batch ASV, peak currents increase with the increase of convec-

tion rate of the solution due to the decrease of the diffusion layer,
thus increasing the mass transport. The similar trend is observed in

flow ASV system [24], i.e., an increase in flow rate increased mass
transport and sensitivity in the determination. The movement of
solution during the deposition step should help increase the sen-
sitivity in the same manner as in the batch ASV. The solution was
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Fig. 4. Effect of deposition time on the peak currents of Zn(II), Cd(II), Pb(II) and Cu(II).
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eposition  potential −1.1 V, stripping potential −1.1 to 0.2 V, sweep mode: square
ave,  voltage step: 0.009918 V, amplitude 0.03998 V, frequency 50 Hz, sweep rate

.4959 V/s).

oved up and down in the measurement chamber during the depo-
ition step by employing syringe pump. The currents obtained were
ompared with the quiescent solution at the same deposition times
30 and 180 s deposition time). The results showed that peak cur-
ent of the metals increased about 65–85% with the movement of
he solution.

.2.2. Influence of deposition time on peak current
The relationship between peak current and deposition time is

hown in Fig. 4. Linearities for all metals were observed from depo-
ition time of 0–300 s. Linearities for Cd(II) and Pb(II) were obtained
long the concentration of 10–100 �g L−1 and deposition time of
0, 60, 120 and 180 s. That means there is no saturation of the
etals on Hg surface. As expected, the sensitivity (peak current)

ould be increased with an increase in deposition time. However,
he comparison of signals obtained in batch and the developed SI
ystem showed that the ratio of the slope of calibration graphs (a
lot of peak currents versus concentration of the metals in range
f 10–100 �g L−1), of batch to SI systems at deposition time of 30,
0, 120 and 180 s, are 5.5, 6.2, 6.9, 7.1 for Cd(II) and 5.6, 5.9, 6.4, 6.6
or Pb(II), respectively. The lower sensitivity obtained in SI system
robably due to mass transport of metal ions toward electrode sur-
ace in the developed SI-ASV (by up-down movement of solution)
s less efficient than in the batch ASV (by convection). Nevertheless,
he developed SI-ASV gave sufficient sensitivity to determine metal
ons in range of 10–100 �g L−1 with deposition time of 180 s.

.2.3.  Sequence of solutions for good mixing
Monosegmented flow helped in mixing of the solutions in-line

y the effect of turbulent flow in the monosegment while the
onosegment zone was moving. Sequence of solutions (mixed

tandard/sample and buffer) affected on the homogenization of the
ixture zone in a monosegment as similar to the previous study
27]. Long zones of each solution would result in incompleted mix-
ng, which lead to lower peak current obtained comparing to an
ff-line mixing of the solutions. Once the sequence was  created, the
tacked zones were moved to the measurement chamber and dur-
ta 84 (2011) 1366– 1373

ing  the transportation turbulent flow in the monosegment occurred
which caused mixing of the stacked zones. It was found that the
sequence as shown in Fig. 3(b) which had a total volume of a final
monosegment zone of 750 �L provided good mixing. Peak currents
of all the metals were comparable to those obtained from off-line
mixing.

3.3. In-line UV digestion

In  order to release bound metals, an in-line UV digestion was
carried out as described in Section 2.4. Some parameters affect-
ing on the digestion were investigated. It was observed that the UV
digestion unit caused interference to the voltammetric instrument,
so it must be placed far away (at least 60 cm)  from the voltammo-
graph unit. Bubbles were evolved during the digestion and caused
irreproducibility and low accuracy in the voltammetric analysis.
In order to solve this problem, an auxiliary chamber was used for
collecting the digested solution from the UV digestion unit. It was
fabricated from a 2.5 mL  microcentrifuge tube by drilling two holes
on the cover lid (one for insert the PTFE tubing to the bottom of
the chamber and one for open to the atmosphere). After filling the
digested solution into the chamber, the bubbles were released to
the atmosphere and then the solution was aspirated into SI system
for metal determination. The chamber was  cleaned with deionized
water after finishing the determination of the metals.

3.3.1. Effect of some parameters on digestion efficiency
The parameters affecting digestion efficiency, i.e., type, con-

centration and volume of oxidant, and digestion time were
investigated. The release of metal ions from the complexes with
strong organic ligand (i.e. EDTA) at mole ratio of 1:10 metal:EDTA
was used to evaluate digestion efficiency. HCl and/or H2O2 was
added to 5 mL  of the test solution and mixed well before it was
aspirated into the system.

Type  of oxidant is the most important factor influencing the
digestion efficiency in this system. It was  found that with the addi-
tion of 25 �L of 30% (v/v) H2O2 and without acid, Pb(II) and Cu(II)
could not be detected, while with only 5 �L of conc. HCl, low recov-
ery of Cu(II) was observed. However, the mixture of 30% (v/v) H2O2
and conc. HCl showed good recoveries (>95%) for all the metals.

Concentration or volume of oxidant used did not significantly
affect to the digestion efficiency. The percentage of labile metals
after UV digestion are nearly 100% when 10 �L 30% (v/v) H2O2 and
5 �L conc. HCl was  used as oxidant. Anyway, volume of H2O2 of
25 �L was  chosen to ensure better digestion efficiency in case of the
present of complexing agent or organic matters in sample higher
than in this experimental condition.

The digestion time of 4, 6, 8, 10 and 15 min  were studied, when
using 25 �L H2O2 and 5 �L conc. HCl added to 5 mL  of test solu-
tion (1:10 metal:EDTA). The good digestion efficiencies of ≥85%
were observed with digestion time of 4 min. However, the voltam-
mograms showed incomplete digestion of Zn(II) (high background
current at potential of Zn(II) peak) until digestion time of ≥8 min
was used. Therefore, digestion time of 10 min  was chosen.

Accuracy and precision of the in-line UV digestion under the
optimum condition were investigated. By spiking the metal ions at
25, 50 �g L−1 for Cd(II) and Pb(II) and 50, 100 �g L−1 for Zn(II) and
Cu(II), the percentage recoveries are in range of 87–106% for Cd(II)
and Pb(II) and 82–107% for Zn(II) and Cu(II). Reproducibilities for
UV digestion of test solution in five replicates are 3.6%, 2.2%, 4.4%
and 5.0% for Zn(II), Cd(II), Pb(II) and Cu(II), respectively.
3.3.2. Digestion performance
Some  complexing ligands such as EDTA (strong organic ligand),

humic acid or HA (dissolved organic matter), Triton X-100 (sur-
factant) were added to the metal solutions to be used as model
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Table  1
Comparison of percentage recoveries of metal ions in model water samples containing different complexing agents, obtained from using UV-digestion method and wet
digestion method.

No. Organic matter
concentration
(mg  L−1)

Recovery of metal ions (%)

EDTA HA TritonX Zn(II) Cd(II) Pb(II) Cu(II)

UV digestion Wet  digestion UV digestion Wet  digestion UV digestion Wet  digestion UV digestion Wet  digestion

1 5 – – 81.1 ± 2.3 113.8 ± 5.9 104.4 ± 0.9 110.3 ± 2.5 104.7 ± 4.2 97.4 ± 12.7 97.3 ± 5.7 114.7 ± 6.9
2  10 – – 77.8 ± 2.0 94.0 ± 3.8 104.9 ± 1.1 112.8 ± 2.1 103.1 ± 1.4 101.0 ± 12.7 98.1 ± 9.7 109.9 ± 2.8
3  25 – – 86.3 ± 1.6 89.2 ± 13.6 100.6 ± 2.5 107.8 ± 6.6 94.0 ± 1.5 108.6 ± 2.0 101.9 ± 1.3 106.6 ± 4.2
4  – 5 – 90.1 ± 4.2 115.0 ± 14.7 102.7 ± 3.6 103.8 ± 14.8 97.7 ± 4.5 91.2 ± 13.6 101.7 ± 6.7 115.6 ± 3.5
5  – 10 – 100.4 ± 2.2 77.5 ± 6.5 100.1 ± 5.6 113.2 ± 0.8 93.7 ± 1.2 108.6 ± 8.2 99.9 ± 12.9 105.6 ± 4.8
6 – 25 – 100.9 ±  2.9 115.4 ±  4.2 102.4 ±  5.5 99.6 ±  6.6 96.3 ± 4.0 98.0 ± 4.1 104.6 ± 4.0 106.5 ± 7.2
7 – – 5  95.2 ± 2.9 76.3 ± 6.9 103.0 ± 4.0 119.4 ± 1.1 104.2 ± 2.3 99.5 ± 3.2 106.3 ± 15.5 98.5 ± 9.9
8  – – 10 85.8 ± 1.6 118.8 ± 3.6 115.5 ± 7.9 113.9 ± 3.3 105.5 ± 1.7 101.2 ± 1.2 104.1 ± 4.9 111.9 ± 16.3
9 –  – 25 99.1 ± 4.2 91.2 ± 11.7 100.5 ± 5.5 110.0 ± 3.8 99.7 ± 1.0 94.8 ± 10.7 100.2 ± 9.1 123.9 ± 9.2
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could form complexes or adsorb metal ions. To investigate the per-
formance of the in-line UV digestion system, wet digestion was
performed on 6 samples for comparison. The results showed that
the released metal ions from both of the digestion procedures were

Table 2
Concentrations of Zn(II), Cd(II), Pb(II) and Cu(II) in SRM 1640, determined by the
proposed SI-ASV and batch ASV methods, using standard addition method.

Metal ions Concentration of metals (�g L−1)

Certified value SI-ASV Batch-ASV
10 5 5 5 88.3 ± 3.5 85.0 ± 12.5 102.0 ± 4.7 

11  10 10 10 83.4 ± 6.4 92.9 ± 8.8 108.0 ± 0.3 

12  25 25 25 85.6 ± 0.9 93.2 ± 1.7 104.6 ± 2.0 

ater samples. Performance of the proposed system was tested.
he wet acid digestion method of aqueous samples [28] for total
etal analysis (USEPA 3010a) was used as a standard digestion
ethod for comparison. It was found that the released metal ions

rom both the digestion procedures were in good correlation as
hown in Table 1. According to t-test at 99.8% confident limit,
he results obtained from both methods were in good agreement
tcritical = 4.025, tcalculate = 1.387, 3.862, 0.477 and 3.365 for Zn(II),
d(II), Pb(II) and Cu(II), respectively). Therefore, the SI in-line diges-
ion procedure could be effectively used for digestion of water
ample.

.4. Analytical features of the proposed system

Using the operational sequences for SI-monosegmented flow
ogether with the conditions as described in section 2.4, in-line
ingle standard calibration in range of 10–300 �g L−1 for Zn(II),
–200 �g L−1 for Cd(II), 10–200 �g L−1 for Pb(II) and 20–400 �g L−1

or Cu(II) were constructed by plotting of peak current versus
oncentration of metal ions (�g L−1). Under the selected condi-
ions, linear calibration graph could be obtained for Zn(II), Cd(II),
b(II) and Cu(II) with the calibration equations, y = 0.0013x + 0.003,
2 = 0.9992 for Zn(II); y = 0.0012x − 0.0006, R2 = 0.9991 for Cd(II);

 = 0.0008x − 0.0002, R2 = 0.9982 for Pb(II); y = 0.0009x + 0.0139,
2 = 0.9983 for Cu(II); respectively. The detection limits (the con-
entration corresponding to three times of standard deviation of
lank) were obtained at 3.6 �g L−1 for Zn(II), 0.1 �g L−1 for Cd(II),
.7 �g L−1 for Pb(II) and 4.3 �g L−1 for Cu(II) for deposition time of
80 s. The relative standard deviations for seven replicate deter-
inations of 27 �g L−1 for Zn(II), 13 �g L−1 for Cd(II), 13 �g L−1

or Pb(II) and 27 �g L−1 for Cu(II) were 4.2%, 2.6%, 3.1% and 4.7%,
espectively.

.5. Validation of the proposed system

The system under the selected conditions was  applied for anal-
sis of standard reference material of trace metals in natural water
SRM 1640, NIST) as giving the results in Table 2. It was  found that
here is no evidence of significant difference between the concen-
ration obtained by SI-ASV and certified value at 95% confidence
evel (tcritical = 4.30, tcalculate = 0.49, 2.49, 4.04 and 2.87 for Zn(II),
d(II), Pb(II) and Cu(II), respectively). Batchwise ASV was also per-
ormed. No significant different of the results from Batch-ASV and
ertified value at 98% confidence level (tcritical = 6.96, tcalculate = 5.13,
.00, 1.69 and 3.49 for Zn(II), Cd(II), Pb(II) and Cu(II), respectively).
he developed SI-ASV with a small scale voltammetric cell could
3.0 ± 11.8 100.6 ± 7.2 107.8 ± 5.4 107.6 ± 5.9 117.9 ± 17.4
9.9 ± 3.8 93.6 ± 3.3 112.8 ± 2.0 106.2 ± 4.0 116.5 ± 4.9
4.2 ± 2.7 104.8 ± 4.3 93.7 ± 1.2 109.2 ± 6.7 107.9 ± 8.3

detect  the metals concentrations at the same level as batch-ASV,
although sample volumes of 0.750 mL  and 10 mL  were used for SI-
ASV and batch-ASV, respectively. Comparison to batch ASV, the
developed method provided higher degrees of automation and
lower waste production.

3.6.  Analysis of real samples

The  system was  applied for analysis of bottled mineral drinking
water and tap water samples. Concentration of Cd(II) and Pb(II) in
those water samples were below detection limit of the method. By
spiking 25, 50 and 100 �g L−1 of each metals into a sample, recov-
eries were found in range of 83–116% for Zn(II), 93–112% for Cd(II),
87–105% for Pb(II) and 80–120% for Cu(II).

The proposed system was  employed for determination of Cd(II),
Pb(II) and Cu(II) in ground water samples collected from nearby the
zinc mining area. In this study, zinc was not determined and the
deposition potential of 800 mV  was used in order to avoid inter-
ference due to the formation of Zn–Cu intermetallic compounds in
the amalgam [29]. The samples were collected in a clean polyethy-
lene bottles (1 L) with adding of HCl to acidify sample to pH 1.
No sample pretreatment was made except filtering of the sam-
ple just before the analysis. The obtained results are presented in
Table 3. Voltammograms of sample without and with subjected to
UV digestion is depicted in Fig. 5. It should be noticed that peak
potential of copper was close to that of mercury so the baseline
of the peak was  high, leading to high %RSD of the obtained peak
current. It was found that concentration of labile metals obtained
from direct-ASV system was  less than the concentration of metals
obtained from UV-ASV system. This indicated that there were some
organic matters or complexing agent in ground water samples that
Zn(II) 53.5  ± 1.1 51.9 ± 5.7 60.9 ± 2.5
Cd(II) 22.82  ± 0.96 22.1 ± 0.5 24.9 ± 0.9
Pb(II)  27.93 ± 0.14 24.2 ± 1.6 29.3 ± 1.4
Cu(II) 85.3  ± 1.2 92.3 ± 4.2 93.4 ± 4.0
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Table 3
Concentrations of Cd(II), Pb(II) and Cu(II) in ground water samples, determined by the proposed SI-ASV, using in-line standard addition method.

Sample No. Concentration found (�gL−1) by method

Direct-ASVa UV-ASVb

Cd(II) Pb(II) Cu(II) Cd(II) Pb(II) Cu(II)

1 1.3 ± 0.1 5.0 ± 2.3 21.8 ± 4.9 1.8 ± 0.4 9.6 ± 0.9 80.0 ± 1.8
2  ND 4.2 ± 0.6 ND 0.5 ± 0.0 5.3 ± 1.7 21.3 ± 9.6
3 1.5  ± 0.1 4.7 ±  0.9 37.7 ± 3.3 2.3 ±  0.6 9.1 ±  0.8 55.1 ±  0.6

1.5 ±  0.2 4.5 ±  0.1 53.5 ± 17.4
4 1.1  ± 0.5 3.1 ± 1.1 14.1 ± 6.4 1.7 ± 0.2 14.9 ± 0.3 52.4 ± 3.0
5  ND 14.2 ± 1.4 33.6 ± 5.2 0.3 ± 0.1 44.1 ± 1.3 40.4 ± 4.7

0.4  ± 0.1 36.9 ± 0.7 24.5 ± 1.2
6  1.0 ± 0.7 2.2 ± 0.0 34.5 ± 2.6 2.8 ± 0.1 2.8 ± 0.5 54.5 ± 0.5
7 2.7  ± 0.6 68.8 ±  0.8 ND 4.3 ±  0.2 70.6 ±  2.1 13.5 ±  2.6

5.0 ±  0.6 81.5 ±  1.2 18.0 ±  0.1
8 ND  3.1 ± 0.3 10.8 ± 2.8 1.3 ± 0.2 4.7 ± 1.2 27.6 ± 8.9
9  1.2 ± 0.0 6.9 ± 1.4 16.6 ± 1.5 2.2 ± 0.3 12.3 ± 2.1 49.9 ± 2.5

10 0.6 ± 0.2 9.5 ± 0.9 17.6 ± 6.0 1.7 ± 0.1 15.6 ± 0.8 32.8 ± 4.0
2.1  ± 0.1 13.1 ± 0.4 27.6 ± 8.1

11  2.9 ± 0.1 4.0 ± 0.6 22.4 ± 1.3 4.0 ± 0.2 8.6 ± 0.2 72.6 ± 4.5
12  2.4 ± 0.1 2.4 ± 0.2 34.8 ± 6.8 2.0 ± 0.4 2.4 ± 0.1 52.3 ± 3.4

1.7  ± 0.1 2.0 ± 0.9 27.3 ± 10.5
13  0.8 ± 0.6 13.7 ± 0.7 104.2 ± 21.6 2.6 ± 0.5 14.5 ± 2.1 233.7 ± 46.7
14  0.9 ± 0.0 14.2 ± 1.6 107.6 ± 15.7 1.4 ± 0.1 15.6 ± 2.5 130.0 ± 7.9
15 ND 4.9 ±  0.5 43.4 ± 3.3 0.6 ± 0.2 6.8 ± 1.4 61.8 ± 15.6
16  0.3 ± 0.2 5.1 ± 0.0 57.7 ± 9.4 0.7 ± 0.1 9.7 ± 2.5 82.4 ± 6.9
17  0.7 ± 0.2 4.5 ± 0.3 25.7 ± 15.7 0.4 ± 0.1 8.3 ± 0.1 34.1 ± 1.3

0.5  ± 0.1 7.1 ± 0.6 46.5 ± 12.2
18  1.0 ± 0.1 3.2 ± 0.1 97.6 ± 31.4 1.1 ± 0.0 11.3 ± 0.4 121.8 ± 19.6
19 ND 3.3 ±  0.3 33.4 ± 1.6 0.9 ±  0.0 6.7 ± 0.5 44.2 ± 12.8
20 0.5 ± 0.3 3.9 ± 0.1 24.9 ± 2.5 1.1 ± 0.1 7.3 ± 0.6 62.0 ± 8.8

Italic values: determined by SI-ASV after batchwise wet  digestion [28].

i
r
(
C
w
2
s
a

F
b

a Direct-ASV: determined by SI-ASV without sample digestion.
b UV-ASV: determined by SI-ASV after in-line UV digestion of sample.

n good correlation. According to t-test at 95% confidence limit, the
esults obtained from both the methods were in good agreement
tcritical = 2.57, tcalculate = 0.015, 0.664 and 0.548 for Cd(II), Pb(II) and
u(II), respectively). To perform the recovery study, eight samples
ere spiked with metals at 10 �g L−1 for Cd(II) and Pb (II) and
0 �g L−1 for Cu(II). Satisfactory results for the concentration level
tudied were obtained for Cd(II), Pb(II) and Cu(II) which percent-
ges recoveries of 97–111, 93–115 and 83–118% were obtained,

ig. 5. Voltammograms of ground water sample without and with UV digestion
efore  the voltammetric measurement.
respectively. The proposed system allowed the speciation of free
and bound metals to be carried out quickly and more efficiently.

4.  Conclusion

A cost-effective sequential injection system was  assembled
and applied to perform a monosegmented flow anodic stripping
voltammetric analysis with a small scale voltammetric cell using
a hanging mercury drop electrode (HMDE) as a working elec-
trode and an in-line UV digestion for determination of Zn(II),
Cd(II), Pb(II) and Cu(II) in water samples. The low-cost small scale
voltammetric cell was firstly proposed here and it provides several
advantages, e.g. convenient to perform analysis with the HMDE,
avoiding tedious washing of glass cell and electrodes after each
determination, involving small amounts of solution, compatible
with automated operation of SI system and providing good pre-
cision and accuracy of the results. The system developed further
by incorporating a homemade UV digestion unit was successfully
applied for speciation of labile and bound forms of some trace
metals in ground water samples. Performance of the in-line UV
digestion system was tested in the determination of metal ions
in model water samples which contained some dissolved organic
matters. The results obtained are comparable to those by the stan-
dard method based on wet acid digestion (USEPA 3010A) which
was used for comparison. The in-line UV digestion system offers
high degrees of automation, less contamination, low consumption
of reagent and sample, and low waste production when comparing
to batchwise wet acid digestion method.
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a b s t r a c t

A field deployable colorimetric analyzer based on an “Android mobile phone” was developed for the
determination of available phosphorus content in soil. An inexpensive mobile phone embedded with
digital camera was used for taking photograph of the chemical solution under test. The method involved
a reaction of the phosphorus (orthophosphate form), ammonium molybdate and potassium antimonyl
tartrate to form phosphomolybdic acid which was reduced by ascorbic acid to produce the intense
colored molybdenum blue. The software program was developed to use with the phone for recording
and analyzing RGB color of the picture. A light tight box with LED light to control illumination was
fabricated to improve precision and accuracy of the measurement. Under the optimum conditions, the
calibration graph was created by measuring blue color intensity of a series of standard phosphorus
solution (0.0–1.0 mg P L�1), then, the calibration equation obtained was retained by the program for the
analysis of sample solution. The results obtained from the proposed method agreed well with the
spectrophotometric method, with a detection limit of 0.01 mg P L�1 and a sample throughput about
40 h�1 was achieved. The developed system provided good accuracy (REo5%) and precision (RSDo2%,
intra- and inter-day), fast and cheap analysis, and especially convenient to use in crop field for soil
analysis of phosphorus nutrient.

& 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

In agriculture, the determination of major plant nutrients (e.g.
nitrogen, phosphorus and potassium) in soil and fertilizers are
crucial for management of nutrient suitable for plant growth and
avoiding the over dump of fertilizer to soil that will be lead to
environmental pollution [1,2]. The phosphorus is the key essential
nutrient which is widely distributed in nature. Although total
amount of phosphorus in the soil may be high, it is often present
in unavailable forms or in the forms that are only available outside
of the rhizosphere. In the soil, more than 80% of the phosphorus
can become immobile and unavailable for plant uptake because of
adsorption, precipitation, or conversion to the organic form.
Phosphorus is never found in a free or uncombined state because
of its great affinity for oxygen. Orthophosphates are the most
abundant form of phosphorus in an environment, and are readily
available for assimilation that was used as fertilizers [3–5].

The available phosphorus is an essential plant nutrient, thus
knowing the amounts of phosphorus in soils is useful for agricul-
tural management. Many techniques were reported for determi-
nation of available phosphorus [6]. In a batchwise chemical
analysis, the colorimetric method, such as vanadomolybdopho-
sphoric acid method and molybdenum blue method based on
stannous chloride or ascorbic acid as a reductant [7], is widely
used for determination of available phosphorus. However, batch
method consumes long time, large amount of chemicals and the
big instrument is difficult to be employed in the field.

Nowadays, several commercial test kits are available for field test
of phosphorus in soil. Five commercially available soil test kit were
compared with standard laboratory analysis for phosphorus content
as reported by Faber et al. [8]. All commercial test kits showed
similar features such as fast analysis, inexpensive and useful for soil
management, but the results of those products presented different
accuracies. Nevertheless, the analytical laboratory required precise
analytical values, but all of products could provide only the
approximate value of nutrient content (i.e., low, medium and high),
thus, they are suitable for using as initial screening purposes only.

Recently, the colorimetric analysis could be done by determin-
ing RGB values of the digital photo image, which provide more
precise and accurate results. The RGB color system represented by
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three component intensities (red, green and blue) is an important
index for color expression. The digital cameras integrated in
mobile phone and similar devices were interested and have been
developed as image detectors. These mobile/smart phones are
now available at low cost. Table 1 summarized smartphone camera
systems that applied to various analyses. Different application
softwares on various operating systems have been developed to be
used with smartphone for specific purposes. Among different
operating systems, the Android is more popular to develop
application because of its low cost smartphone, having open code,
free license program and a large community of developers.

In this work, we develop a new colorimetric analyzer based on an
android mobile phone for application in agricultural field. The aims of
the research were: (i) to design and create the more convenient device
for the determination of available phosphorus in soil (ii) to develop
software program in the android operating system for recording and
analyzing RGB color of the picture (iii) to improve the accuracy and
precision of the results by controlling the illumination on sample
during taking a photograph. The developed method was successfully
applied to convenient determination of phosphorus content in soil
from fruit orchards for soil management of phosphorus nutrient.

2. Experimental

2.1. Chemicals and solutions preparation

All chemicals are analytical reagent grade and obtained from Ajax
Finechem Co. Ltd. (Australia), except HCl was from B.D.H Co., Ltd
(England). All solutions were prepared by using deionized water
produced by water purification system (Millipore, Sweden). Acidic
molybdate reagent was prepared from 25mL of 3%(w/v) molybdate
solution (dissolving 1.5 g of ammonium molybdate in 50 mL water) in
62.5 mL of 4 mol L�1 sulfuric acid (22 mL of 98%(w/v) sulfuric acid in
100.00 mL water) with 12.5 mL of 0.1%(w/v) antimony tartrate (dis-
solving 0.1 g of antimony tartrate in 100 mL water). Finally, the 100 mL
of reagent solution was obtained. A 1%(w/v) of ascorbic acid solution
was freshly prepared by dissolving 1 g of ascorbic acid in 100 mL of
water. A stock solution of phosphorus (1000mg P L�1) was prepared
by dissolving 0.4394 g potassium dihydrogen phosphate in 100.00 mL
of water. Working standard solution of phosphorus was freshly

prepared by diluting the stock solution with water. A Bray II solution
for extraction of phosphorus from soil was prepared bymixing 100 mL
of 0.5 mol L�1 HCl and 15mL of 1.0 mol L�1 NH4F and adjusted to
volume of 500 mLwith water. The final concentration of NH4F and HCl
are 0.03 and 0.1 mol L�1, respectively.

2.2. Sample collection and extraction procedure

The soil samples were collected from mangosteen, durian and
rambutan orchards in Chanthaburi, Thailand. All samples were air-
dried and ground to less than 2 mm particles diameter. The
extraction procedure [23,24] was carried out by shaking a portion
of 1 g of each soil sample with 7 mL of bray II solution for 1 min.
The extracted solution was filtered through a filter paper and the
final volume of the filtrate was adjusted to 25.00 mL with water.
Filtering of sample may take time about 10–15 min, however,
several samples could be done at the same time.

2.3. Apparatus and instrument setup

The colorimetric analyzer box (Fig. 1) was made from a poly-
styrene foam box, covered outside of the box with black plastic
board for protecting the environmental light. Dimension of the box
(width� length�height) is as follow: outside: 8�10�18 cm and
inside: 5�6�11.5 cm). A battery operated flashlight with 7 LED
was used to control illumination inside the box by attaching it with
the lid of the box at a position over the sample test tube. At this
position there is no reflected light on side of the test tube being
observed when a rough surface back screen was used, as described
in Section 3.5. A mobile phone was stuck on the front of the box at
about the center position of the box that providing good focus to
the tube. A sample holder was fixed far from mobile phone camera
about 3–4 cm, that giving the best focus. In this work, the Nokia X
Dual SIM RM-980 was used. However, any Andriod smartphone
may be used, with the following setup/characteristics, i.e., LCD
touchscreen, back camera at least 3 megapixel (2048�1536 pixel),
fixed-focus camera without flash, automatic ISO control, automatic
white balance, and single image mode.

Spectrophotometer (T60 visible spectrophotometer, PG instru-
ments Ltd., England) was used to perform a standard method for

Table 1
Summary of various analyses based on smartphone camera since 2011-present.

Year Operating system Analyte Linear range LOD Precision Ref.

2011 Symbian 60* Potassium 3.1�10�5–0.1 M 3.1�10�5 M o2%RSD [9]
2012 Android* O2 2–100% 0.7%O2 N/A [10]
2013 iOS Trinitrotduene (TNT) 1–500 mg L�1 3.67–4.0 mg L�1 2.09–7.43%RSD [11]
2013 Android* Soil color N/A N/A SDo3 [12]
2013 Android and iOS Age of blood stains 1 h–42 day N/A N/A [13]
2013 Android* Citrus yield N/A N/A N/A [14]
2014 iOS Methamphetamine 0.1–2.5 mg L�1 0.01–0.04 mg L�1 2–6%RSD [15]
2014 Android* Cocaine 0–1 mg L�1 0.25 mg L�1 N/A [16]
2014 iOS Maltose 0–70 mmol mL�1 maltose 3.5 mmol mL�1 4–6%RSD [17]
2014 Android and iOS* pH 5.0–9.0 o1.66 N/A [18]

Protein 0–100 mg L�1 o41 mg dL�1

Glucose 0–500 mg L�1 o92 mg dL�1

2014 Android* Salivary cortisol 0.01–10 ng mL�1 0.01 ng mL�1 N/A [19]
2015 Android Salivary cortisol 0.3–60 ng mL�1 0.3 ng mL�1 10–16%RSD [20]
2015 Android* pH 1–14 N/A N/A [21]
In press Android CRP 0.3–81 ng mL�1 0.4 ng mL�1 1.7–3.7%CV [22]

HRP 0.114–7.3 ng mL�1 0.114 ng mL�1 2.6–7.1%CV
BCA protein 20–2000 mg mL�1 N/A N/A

Present Android* Available phosphorus 0.0–1.0 mg L�1 0.01 mg L�1 o2%RSD This work

BCA: bicinchoninic acid; CRP: human C-reactive protein; CV: coefficient of variance; HRP: horse radish peroxidase; LOD: limit of detection; N/A: not available; SD: standard
deviation; RSD: relative standard deviation.

n With application software development.
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comparison with the proposed method for determination of
phosphorus in soil samples.

2.4. Computer program for phosphorus analyzer

A homemade “Phosphorus Analysis” software program (Fig. 2) was
developed in Java platform and compiled to run on Android OS. The
flow chart of the program is described in supplementary material and
the compiled software is available up on requested. As shown in Fig. 2,
a simple user interface was designed. A main screen consisted of
2 buttons, “Create calibration graph” and “Analyze” (Fig. 2A). The
“Create calibration graph” button (Fig. 2B) was used for creating the
calibration graph by taking the photograph of the reaction product of
different concentration of standard solutions (up to 5 calibration
points). The sample will be focused at the center of the picture. One
photograph was taken for each concentration. The program was
designed to read color information (red (R), green (G), blue (B)) from
the center of the digital images in JPEG format captured by mobile
phone camera and to carry out colorimetric analysis. Four adjacent
colored pixels at the center of the picture were read and averaged for
RGB values. The intensity of R, G, B and summation of RGB (

P
RGB)

values were showed 0, 0, 0, and 0 for completely dark or black image,
and showed 255, 255, 255 and 765 for a white image. This part of the
program was developed from an Eclipse code [25]. After finishing
collecting pictures of the standards, then, selected the “Red” or
“Green” or “Blue” or RGB option and touch “Done”, a slope and R2

were calculated and displayed on the screen. If the data was poorly
correlated (R2o0.99), the “Cancel” option was selected, whereas if it
was well correlated (R2Z0.99), “Accept” was chosen to return to the
main menu. The calibration equation will be stored for use in the
analysis of sample. The sample solution was investigated by selecting
the “Analyze” button which was allowed to take a picture. The

intensity of color of sample was determined and it was compared
with the calibration equation. In real time, the precise concentration
(mg P L�1) and the intensity of R, G, B and

P
RGB values were

displayed on the screen of the mobile phone.

2.5. Analytical procedure of the colorimetric analyzer

The colorimetric analyzer (Fig. 1) with the ascorbic acid method [7]
has been approved to determine of phosphorus in soil samples. The
standard phosphorus or sample solution of 5 mL were mixed with 10
drops (about 0.6 mL) of acidic molybdate reagent and 10 drops (about
0.6 mL) of 1%(w/v) ascorbic acid solution in test tubes. The mixed
solutions were shaken and left to stand for at least 15 min but nomore
than 30min, the blue color product was appeared. The calibration
graph was created by analyzing a series of standard phosphorus
solution by the developed program (Phosphorus Analysis, Fig. 2) with
“Blue” option, as described in Section 2.4.

2.6. Batch spectrophotometric procedure [7]

The ascorbic acid method has been adapted to be a standard
method for determination of phosphorus. The procedure was done
in a batch system, it is based on the reaction of 3%(w/v) ammonium
molybdate and orthophosphate in acidic medium (4 mol L�1

H2SO4), in the presence of 0.1%(w/v) potassium antimonyl tartrate
to form a phosphomolybdic acid that is further reduced to intensely
colored molybdenum blue by 1%(w/v) ascorbic acid. After at least
20 min but no more than 30 min, the measurement of absorbance
of each solution at 880 nm by a spectrophotometer should be carried
out. A calibration graph is then plotted between absorbance and
concentration of a series of standard phosphorus solution.

3. Results and discussion

The ascorbic acid method [7] is widely used for the determination
of available phosphorus in soil. Spectrophotometer is usually
employed as a detector. In this proposed method, the intensity of
colored molybdenum blue was measured by using a colorimetric
analyzer based on mobile phone camera with the developed software
program as described in Section 2. The RGB color system of a picture
was then examined for colorimetric determination of phosphorus.

Fig. 1. Light control cabinet and dimension of the setup.

Fig. 2. Designed screen of the analyzer: (A) main menu (B) “Create calibration
graph” option menu. (For interpretation of the references to color in this figure
legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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Various conditions, e.g., reaction time, ambient light condition, light
intensity, back screen and focal length were optimized.

3.1. Effect of the reaction time

In this method, timing should be controlled precisely in order
to obtain accurate result. The blue colored product was observed if
the sample solutions and reagents were mixed more than 1 min.
The blue product increased with time. The reaction time was
studied in the range of 0–40 min at phosphorus concentration
of 0.5 and 1.0 mg P L�1. Intensity of the blue product was mea-
sured by the developed colorimetric analyzer. It indicated that
the intensity values were not significantly different for reaction
time in the range of 15–30 min. Therefore, the reaction time of
15–30 min was selected for further measurement.

3.2. Effect of the ambient light on precision

Different ambient light conditions, i.e., dim room (turn off the
light), bright room (turn on the light), and outdoor were studied by
analyzing the phosphorus concentration of 0.5 mg P L�1. The solution
was placed in the colorimetric analyzer box with and without cover lid
(Fig. 1) in place while a picture was taken. The intensities of red (IR),
green (IG), blue (IG) and sum of red green blue (IRGB) values at different
ambient light conditions were summarized in Table 2. The results
indicated the extent of effect of ambient light on the measurement
without cover lid. When the cover with LED light was used to control
constant illumination in the box, the results indicated high precision
(RSDo1%). Therefore, the analyzer box is necessary for improving the
precision and accuracy of the measurement.

3.3. Effect of the light intensity on RGB values

Two levels of constant light intensity inside the box were
controlled by turning on different numbers of LED (7 and 9 LEDs).
The blue colored product from the phosphorus concentration of
0.5 mg P L�1 was measured for the IR, IG, IB and IRGB values under
these two light intensities. The obtained results in Fig. 3 indicated
that the IR, and IG showed significantly different values when the
power of light increased, while the IB values is not significantly
different. The light intensity affected to the IR, IG and IRGB values,
therefore, only the IB was selected to measure the blue colored
product in this developed method, with 7 LEDs illumination.

3.4. Effect of the focal length of the mobile phone camera

Distance between the mobile phone camera and sample holder
was studied in the range of 1–5 cm bymeasuring the solutions of 0.0,
1.0 and 5.0 mg P L�1. The length of 1–2 cm gave blurred image while

the distance of 3–5 cm presented the clear pictures and higher
sensitivity. Nevertheless, the longer distance required a large size of
toolbox. Hence, the distance between 3 and 4 cm was chosen.

3.5. Effect of the back screen

The white foam board was applied inside the toolbox, which help
to decrease reflection of light when illuminated the LED light inside
the box. A white paper with glossy surface and rough surface were
selected to study in the effect of the back screen. Those papers were
attached behind the sample tube, the results were compared with
the white foam board (without sticking the paper). The IB values of
phosphorus concentration in the range of 0.0 to 5.0 mg P L�1 were
measured. The IB and sensitivity were not significantly different for
all kinds of back screen. However, the white paper with glossy
surface presented the higher reflection than the rough surface and
white foam board. Thus, the white paper with rough surface and
white foam board are more suitable to be used as the back screen.

3.6. Analytical characteristics

Using optimum conditions as summarized in Table 3, a series of
standard phosphorus (0.0–10.0 mg P L�1) were measured for three
replicates. A calibration graph was created by plotting IB values
versus concentration of phosphorus as shown in Fig. 4A. It was
found to be linear in the range of 0.0–1.0 mg P L�1 (Fig. 4B), with
detection limit of 0.01 mg P L�1. Thus, the phosphorus concentra-
tion in this range was selected to create the calibration graph for
sample analysis. The calibration equation obtained was retained by
the developed program (slope ¼�8872, R2¼0.993). Meanwhile,
the spectrophotometric method presented the same linear range as
the proposed method (slope¼0.43570.008, R2¼0.994).

For precision study, 0.5 and 1.0 mg P L�1 was evaluated for five
replicates, the percent of relative standard deviation (%RSD) values
were 0.95 and 2.1%, respectively. The inter-day precision was also
obtained, %RSD values were 1.0 and 1.5%, respectively. The method
had a sample throughput about 40 samples h�1. The percent of
relative error (%RE) was evaluated by analyzing known concentration
of standard phosphorus of 0.3 and 0.8 mg P L�1 for three replicates
using the calibration graph stored in the mobile phone. The %RE of
3.8% (for 0.3 mg P L�1) and 4.7% (for 0.8 mg P L�1) were obtained.

3.7. Application to soil samples

Soil samples were taken from fruit orchards and prepared as
described in Section 2.2. The extracted solutions were measured for
phosphorus contents by using the proposed colorimetric analyzer and
compared with the batch spectrophotometric method. The results are
presented in Table 4. Results from both the methods were correlated
well as indicated by a linear equation: y¼0.981x�0.638: r2¼0.990

Table 2
Effect of the ambient light on precision (5 measurements in each case).

Controlled
illumination

The ambient
light

Intensities of color at 0.5 mg P L�1 of
phosphorus concentration

R G B
P

RGB

Without cover Dim room 6272 5573 4472 16174
Bright room 12173 11773 10972 34774
Outdoor 15174 11471 10073 36678
Mean7SD 111741 95735 85735 2917114
%RSD 41 37 42 39

With cover Dim room 16472 11871 9871 37971
Bright room 16472 11772 9871 38074
Outdoor 16474 11671 9871 37972
Mean7SD 16471 11771 9871 37971
%RSD o1 1 o1 o1

Fig. 3. Effect of the illuminated light intensity on RGB values. (For interpretation of
the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web
version of this article.)
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(Fig. 5A). The experimental t-value between both the methods is 0.15,
which was less than the critical t-values of 2.31 for degree of freedom
of 8, at the 95% confidence level, that mean the results obtained from
both the methods were not significant difference. Moreover, under
the same conditions, the old calibration graph that has been already
saved was used for analyzing the phosphorus content. The results
obtained from the mobile phone camera correlated well with the
spectrophotometric method (y¼1.005x�0.382: r2¼0.996, Fig. 5B).
The results obtained from both the methods were not significant
difference, according to examination the t-test at 95% confidence
level, the experimental t-value (0.05) was less than the critical t-value
(2.31). The developed method provides various advantages, including
more convenient, simpler, faster and cheaper analysis. In addition, the
precise concentration could be immediately displayed on the screen
when analyzed the sample. Whereas, the commercial test kit usually
provides approximated values. Therefore, the colorimetric analyzer

Table 3
The optimum conditions.

Parameters Studied range Selected condition

Ammonium molybdate concentration, %(w/v) – 3
Ascorbic acid concentration, %(w/v) – 1
Sulfuric acid concentration (mol L�1) – 4
Potassium antimonyl tartrate concentration, %(w/v) – 0.1
Reaction time (min) 0–40 15–30
Intensity of color Red, green, blue Blue
Length between mobile phone camera and sample 1–5 3–4
Back screen Foam board, white paper with glossy and rough surface Foam board and white paper with rough surface
Linear range (mg P L�1) 0.0–10.0 0.0–1.0

Fig. 4. Calibration graphs using blue color intensity (IB) and absorbance for
phosphorus concentration in the range of (A) 0.0–10.0 mg P L�1 and (B) 0.0–
1.0 mg P L�1. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the
reader is referred to the web version of this article.)

Table 4
Comparison of the obtained results from the spectrophotometric method and the
mobile phone camera analyzer.

Sample no. Phosphorus content (mg kg�1), (n¼3)

Spectrophotometric method Mobile phone camera analyzer

Intra-day Inter-day

1 3.070.1 2.970.4 2.670.3
2 4.570.1 3.970.3 4.370.2
3 5.570.0 5.370.1 5.270.2
4 24.270.4 23.570.4 24.870.3
5 24.570.2 23.170.4 23.970.2
6 4.470.1 3.870.2 4.570.3
7 8.470.1 7.670.3 8.470.4
8 14.370.0 12.070.2 13.470.2
9 21.270.4 21.370.3 20.970.2

10 10.970.8 8.870.2 9.870.3

Fig. 5. Correlation graph of phosphorus contents obtained from the spectrophoto-
metric method and the mobile camera analyzer: (A) intra-day, (B) inter-day.
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based on mobile phone camera could be usefully applied to examine
the available phosphorus for soil management.

4. Conclusions

The experimental results indicate that the developed colori-
metric analyzer based on a smartphone could be applied for
determination of the available phosphorus content in soil. Ambient
light intensity seriously affected on color of the picture obtained
from mobile phone camera. Therefore, the light tight box with a
simple LED flash light was designed to control constant illumination
on sample during taking photograph. This helps to improve preci-
sion and accuracy of the measurement. This proposed method
could provide the precise value of phosphorus content as same as
the laboratory analytical instrument. The developed method shows
obvious advantages, e.g., more convenient, field deployable, inex-
pensive instrument, fast and cheap analysis, which should be
suitable for the determination of phosphorus for plant nutrients
management in agriculture. The colorimetric analyzer can be
developed further for determining of other parameters.
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ABSTRACT 

A cost effective flow injection (FI) conductometric system has been developed for 

determination of total inorganic nitrogen (TIN). The system is aimed for evaluation of 

nitrogen nutrient in soil for agricultural application. Inorganic nitrogen compounds were 

extracted from soil according to the standard method by using potassium chloride solution as 

an extractant, and the extracted solution was then injected into the FI system. Nitrate and 

nitrite are converted to ammonium ion by an in-line reduction column packed with a 

. A gas diffusion unit was incorporated into the FI system to separate 

ammonium ion from other ions in a donor stream by forming ammonia gas that can diffuse 

through a PTFE membrane to re-dissolve in an acceptor stream. Conductance of the acceptor 

stream was directly proportional to ammonium ion concentration. Various parameters 

affecting reduction efficiency of the column, e.g., column diameter, column packing 

procedure, and column length was investigated and optimized. A linear calibration graph in 

the range of 2.00-60.00 mgL-1 N-NH4
+ (y=0.123x+0.039, R2 =0.997) was obtained with a 

๖ฮปชทญปผ ำฟฒซญฝฎทฐฌ ๘ฝดปฟฒ ฝฑฐง๗
ดทฝต ธปฎป ฌฑ ชทปฉ ดทฒตปผ ฮปบปฎปฒฝปญ
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limit of detection of 1.47 mgL-1. Sample throughput of 20 samples h-1 was achieved. The 

result of developed method was correlated with total Kjeldahl nitrogen (TKN) obtained from 

Kjeldahl digestion method. The proposed method could be used as an alternative method to 

the Kjeldahl method for determination TIN in soil. 

 

Keywords: Total inorganic nitrogen, Devarda gas diffusion, 

conductometry, Flow injection, soil 

 

1. Introduction 

Nitrogen is the most important nutrient in crop productions for example it is 

significant for improving the production of rice [1]. Land Development Department of 

Thailand offers nitrogen determination for Thai farmer. Kjeldahl method is widely used to 

analyze total nitrogen in soil [2]. However, sample preparation for this method is complicated 

and time consuming. It needs digestion of soil sample in concentrated acid at high 

temperature. Then, all species of N are converted into ammonium form which is separated as 

ammonia gas (NH3) by distillation and determined by titration. The Kjeldahl method 

consumes large amount of chemical and energy. However, nitrogen that crops can uptake is 

inorganic form such as ammonium and nitrate [3] that is directly influent on crop yield. This 

inorganic nitrogen is simply extracted from soil by shaking with an appropriate extracting 

solution. The extract is filtered and analyzed by various techniques such as 

spectrophotometry and potentiometry. Nitrite is normally determined spectrophotometrically 

employing Griess reaction [4]. Nitrate is usually converted to nitrite by cadmium reduction 

and determined by the same reaction as nitrite. Ammonium is determined by another 

reaction, e.g., Nessler reaction [5] and Berthelot reaction [6]. Although sample preparation is 

simple, there are several analytical methods involved and toxic chemical such as cadmium is 
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used. Therefore, the development of a greener method that can determine all three nitrogen 

species together as total inorganic nitrogen (TIN) is attractive. Flow injection conductometry 

is of interest because it consumes cheap and non toxic chemical. The determination involves 

the transformation of ammonium ion into ammonia gas and separation by a gas diffusion 

membrane prior to detection by conductometric detector [7]. It has been proposed earlier for 

determination of Kjeldahl nitrogen [8]. This method is attractive in term of its high 

sensitivity, wide linear response to the analyte concentration and relatively simple 

instrumentation. Previously, this method was proposed for evaluation of ammonium nitrogen 

in soil [9]. In order to determine TIN, the high efficiency reduction method is required for 

conversion of nitrite and nitrate to ammonium. 

There are various reduction techniques such as by employing metal, alloy, or 

electrochemical reduction. Cadmium and copper-plated cadmium [10] provide high reducing 

efficiency to convert nitrate (NO3
-) to nitrite (NO2

-). However cadmium is highly toxic. Other 

metals and alloys were proposed for nitrate reduction such as palladium and platinum [11]. 

An electrochemical reduction of nitrate on the weakly alkaline electrode such as Pd/Sn-

modified activated carbon fiber [12], Cu-Zn cathode [13, 14] was proposed for nitrate 

reduction. The electrochemical reduction is environmentally benign but it provides low 

reducing efficiency and takes long time. The most powerful reduction method for converting  

nitrate to ammonium is by using Devarda's alloy in an alkaline solution [15]. 

is the alloy of aluminium, copper and zinc. It has been used in batch method, as a reductant to 

convert nitrate and nitrite to ammonia. for determination of TIN in soil and water [16] 

In this work, we develop flow injection system that incorporated an in-line reduction 

column packed with Devarda's alloy and gas diffusion unit for convenient determination of 

TIN. The column converts nitrite and nitrate to ammonium, which is further being separated 

as ammonia gas through the gas diffusion membrane, and determined conductometrically. 
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The method has features of high selectivity, promising sensitivity, excellent precision, 

rapidity and useful for determining TIN in soil. 

 

2. Experimental 

2.1 Chemical and Reagent  

Deionized water Type 2 was obtained from a water purification system (Milli-Q, 

Millipore, Sweden), and was used for preparation of all standard and reagent solutions. The 

concentration of standard inorganic nitrogen was calculated in term of nitrogen such as 

nitrogen in ammonium form (N-NH4
+), nitrogen in nitrite form (N-NO2

-) and nitrogen in 

nitrate form (N-NO3
-). Standard solution of each species was prepared from its salt, i.e., 

ammonium chloride (Carlo Erba), sodium nitrate (Merck), and sodium nitrite (Merck). 

Reagent solutions for flow injection conductometric procedure such as sodium hydroxide 

(Merck) and hydrochloric acid (RCL Labscan) were prepared by dissolving in water. 

 alloy of 100 mesh particle size (Sigma-aldrich) was used to construct a reduction 

column. The silica sand that used for construction was sieved through a 40 and 20 mesh 

screen, then the particles that retained on the 40 mesh screen were washed with water and 

stirred in conc. HCl:HNO3 (1:5 v/v) for 15 minutes. After that it was washed with water until 

up to pH 6.0, and then oven dried over night (105oC). It was used to prepare the reduction 

column by mixing with the alloy, in order to reduce back pressure of the column. Potassium 

chloride (Ajax Finechem) was used to prepare the extractant solution for extraction of total 

inorganic nitrogen from soil. Sulfuric acid (Merck) was used to digest sample in Kjeldahl 

method, with a mixed catalyst of potassium sulphate (Carlo Erba), copper sulphate (Carlo 

Erba) and selenium (Fluka). Stock of each interference ion was prepared from its salt such as 

calcium chloride (Ajax), magnesium chloride (Fluka), sodium sulphate (Ajex), sodium 
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chloride (Carlo Erba), sodium carbonate (Carlo Erba), copper chloride (Ajex), ferric acetate 

(BDH) and magnesium chloride (Fluka). All chemicals are of analytical reagent grade.  

 

 

2.2 Instrument and apparatus 

Manifold of the flow injection conductometric system for determination of total inorganic 

nitrogen is shown in Fig. 1. Reduction column was constructed by packing 

mixed with sand in a glass tube of diameter 2.0-6.0 mm. Degasing tube was made of porous 

PTFE tube of 0.5 mm i.d., 50 cm long. A home-made gas diffusion unit (GDU) and a home-

made flow through conductometric cell (FC) were previously described [8]. A low cost PTFE 

plumbing tape was used as a gas diffusion membrane. It was placed in between the two 

Perspex plastic plates which had a groove on each surface. When the GDU was assembled, 

these grooves formed a donor channel on one side of the membrane and an acceptor channel 

on the opposite side. PTFE tubing of 0.75 mm i.d. was used to assemble the FI system 

including mixing coils C1, C2, C4 and C4, each of 50 cm in length. A conductometer (Model 

712, Metrohm, Switzerland) was used as a detector (D), connected to a lab-built amplifier (A) 

with data acquisition unit, and a personal computer (PC). The DK6 Digestion Units (VELP 

Scientifica) was used for digesting soil sample in the modified Kjeldahl method. 

 

_____Fig.1_____ 

  

2.3 Flow injection conductometric procedure 

Standard or sample was injected via an injection valve (I) into the NaOH stream and 

mixing together in a mixing coil C1, then flowed through a reduction column, where the 

inorganic nitrogen was converted to ammonia gas in an alkaline medium. 
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alkaline solution also produced hydrogen gas (H2) which caused problem to the detection 

system. Therefore, the NaOH solution was mixed with hydrochloric acid in a mixing coil C2, 

in order to acidify the solution before entering degassing zone. In the low pH solution, 

ammonia gas was dissolved as ammonium ion, therefore, only H2 gas was removed from the 

system at the degassing tube. After that ammonium ion was converted to ammonia gas again, 

when the solution was mixed with sodium hydroxide at a mixing coil C3. Ammonia gas can 

pass through a PTFE membrane to re-dissolve as ammonium ion in an acceptor stream 

(water). Both NaOH and water streams had the same flow rate of 1.0 mLmin-1 each. The 

mixing coil C4 was used for increasing the pressure on the donor side that improves mass 

transfer of ammonia gas through the membrane to the acceptor stream. Conductance of the 

acceptor stream was directly proportional to ammonium ion concentration. The increasing of 

conductance was recorded as a peak when the zone passed through the flow cell of detector.

Calibration graph plotting between peak height and nitrogen concentration was used for 

determination of nitrogen content in sample. 

Ammonium was used as standard solution for constructing a calibration graph, by 

plotting average peak height obtained from triplicate injections of each solution versus mgL-1 

nitrogen (N-NH4
+). Sensitivity of the method was considered from the slope of the calibration 

evaluated by injecting nitrate 

or nitrite into the proposed FI system, and it was calculated by comparison the nitrogen 

concentration obtained from the calibration graph (as N-NH4
+) to the nitrogen concentration 

calculated from concentration of each standard solution (N-NO3
- or N-NO2

-), i.e., Reduction 

efficiency =  (N-NH4
+ / N-NO3

-) x 100.     

 

2.4 Sample preparation 
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Inorganic nitrogen compounds were extracted from soil sample by using 2 M 

potassium chloride solution as an extractant. Column extraction was carried out batchwise 

employing a 50.0 mL plastic syringe fitted at the bottom with cotton wool and a piece of filter 

paper to support the sample [9]. A portion of soil was accurately weighed 10.00 g and put in 

the column. An aliquot of 40.00 mL of extracting solution (2.00 M KCl) was carefully poured 

into the column, it was flowed through a soil sample bed under gravity, and the leachate was 

collected in a polyethylene bottle. Extraction was carried out at room temperature of about 

25±2 C. Kjeldahl digestion was employed for TKN determination. The mixed catalyst of 

K2SO4:CuSO4:Se (100:10:1 by weight) and conc. H2SO4 were used for Kjeldahl digestion of 

soil sample at 380oC for 30 minutes. The digested solution was then determined for 

ammonium content by triplicate injections into the flow injection conductometric system as 

previously reported [8].  

 

3. Results and discussion 

3.1 Optimization of reduction column and FIC system   

concentration. Therefore, the effect of concentration of sodium hydroxide on sensitivity (the 

slope of calibration graph using N-NH4
+ as standard) and reduction efficiencies on 

conversion of 50 and 100 mgL-1 N-NO3
- to N-NH4

+ was studied. The reduction efficiency is 

calculated based on mgL-1 of nitrogen in each standard nitrogen species (N-NH4
+ or N-NO3

-) 

as described in section 2.3.  

6.0 

mm diameter. It was found that 0.07 M NaOH provided the highest sensitivity and reduction 

efficiencies for both 50 and 100 mgL1- NO3
-. Reduction efficiencies in the media of 0.05-0.08 

M NaOH were not significantly different as shown in Fig. 2. It was observed that the metal 
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oxide was formed on the surface of alloy particles and caused aggregation of the particles, 

which led to the built up of back pressure or irreproducible of the flow pattern through the 

column. Therefore, the new reduction column was used for each condition of NaOH 

concentration in this experiment.  

 

_____Fig.2_____ 

 

Column diameter was studied in the range of 2.0-6.0 mm i.d.. The sensitivity and 

reduction efficiency of each column was studied by injecting 4-60 mgL-1 of N-NH4
+ standard 

solution for calibration. It was found that smaller column diameter provided higher sensitivity 

as shown in Fig. 3, while the reduction efficiency was quite the same for 2.0-4.0 mm 

diameters. So that the column of 2.0 mm diameter was selected to use further. 

 

_____Fig.3_____ 

 

Sand was selected to mix with the alloy and pack in the column in order to reduce 

back pressure of the column. Sand of bigger particle size than the alloy could avoid tight 

packing of the particle, and also help to disperse alloy particles so preventing aggregation of 

the alloy. It was prepared as described in section 2.1. The proportion of the mixture (w/w) 

was studied by mixing  (A) and sand (S) at various ratios: 3A:1S, 2A:1S, 

1A:1S, 1A:2S and 1A:3S. A column of diameter 2.0 mm and length of 5.00 cm (constant 

column volume) was used to study proportion of alloy and sand. Then sensitivity and 

reduction efficiency of each column was studied by injecting 2-60 mgL-1 of N-NH4
+ standard 

solutions for making calibration graph and 30.00 mgL-1 of N-NO3
- standard solution to 

investigate reduction efficiency. Despite the reduction column that contained a mixture 
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1A:3S provided the highest sensitivity, the lowest reduction efficiency was obtained, as 

shown in Fig. 4. This may be because of low amount of alloy in the column. The other 

proportion of the mixture was not significantly different in sensitivity and reduction 

efficiency. It was concerned about reduction efficiency and column stability if reduction 

column contained low amount of alloy, so the mixture of 3A:1S was selected. 

 

_____Fig.4_____ 

 

Effect of column length on sensitivity and reduction efficiency was studied. The glass 

column of 2.0 mm i.d. was cut about 3.00-7.00 cm long, then packed with mixture of 3A:1S. 

Then 2-60 mgL-1 of standard N-NH4
+ was injected to the system for calibration and 30 mgL-1 

of standard N-NO3
- was injected  to investigate reduction efficiency. It was found that 

column lengths of 3.00-7.00 cm provided no significant different in reduction efficiency as 

shown in Fig. 5. But the 3.00 cm reduction column provided the lowest sensitivity while the 

other lengths gave similar sensitivity. The column length of 4.00 cm was selected to 

investigate column stability. 

 

_____Fig.5_____ 

 

Reduction reproducibility or column stability was studied by injecting 2.00-60.00 

mgL-1 N-NH4
+ standard solution, and then injecting 50.00 mgL-1 of N-NO3

- standard solution 

consecutively. The standard solution of N-NO3
- was detected about 40 mgL-1 as N-NH4

+. The 

reduction efficiency was almost 70-80% as shown in Fig. 6. The reduction efficiency may be 

for reduction of back pressure. The increase of temperature may also improve the reduction 
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efficiency. Anyway, the percent reduction of 70-80% can be used for estimation of TIN for 

agricultural application. As can be seen from the Fig. 6, the column was stable for atleast 2.5 

hours.  

 

_____Fig.6_____ 

 

Reduction efficiency of the reduction column was investigated by injecting 15- 60 

mgL-1 N-NO3
- standard solution and mixed standard solution of nitrate, nitrite and 

ammonium, and determined as N-NH4
+ by the proposed system. As shown in Table 1, the 

reduction efficiency was more than 80% for all concentration of N-NO3
- and mixed standard 

solutions.  

 

____Table 1____ 

 

3.2 Interference study and analytical characteristics 

The influence of interfering ions was examined by testing a series of solutions 

containing 20.00 mgL-1 of N-NO3
- and various concentrations of potential interfering ions 

(100-1000 mgL-1). It was found that carbonate, chloride, copper, ferric and zinc up to 1000 

mgL-1, and magnesium and sulfate up to 500 mgL-1 did not interfere the system (95-105% 

recovery). Calcium ion higher than 200 mgL-1 caused positive interference. The analytical 

characteristics of developed method are summarized in Table 2. A linear calibration graph in 

the range of 2.00-60.00 mgL-1 N-NH4
+ (y=0.123x+0.039, R2 =0.997) was obtained. A limit of 

detection (calculated based on 3SD of the intercept/slope of a calibration graph) was 1.47 

mgL-1. A sample throughput of 20 samples h-1 was achieved, with low consumption of non-

toxic chemical, i.e. 0.20 g NaOH.sample-1.  
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____Table 2____ 

 

3.3 Application to soil analysis 

A calibration graph was constructed by injecting 2.00-60.00 mgL-1 N-NH4
+ standard 

solutions and used for examining of TIN reported as N-NH4
+ concentration in the extract of 

soil sample. FIgram of the standard N-NH4
+ and some samples are shown in Fig. 7. A linear 

calibration equation, y = 0.123x + 0.039, R² = 0.997 was obtained. The same samples were 

also determined for total nitrogen content by modified Kjeldahl method. The results are 

presented in Table 3. Total Kjeldahl nitrogen (TKN) contents are higher than TIN obtained 

by the proposed method for almost all samples, because the Kjeldahl method also can release 

organic nitrogen during sample preparation. However, TIN was correlated with TKN as 

indicated by the correlation graph equation: TIN = 0.200TKN + 5.0302 and R2 = 0.523. The 

FIC method should be more suitable for determination nitrogen in soil sample than Kjeldahl 

method since the fraction of nitrogen that available to plant is the inorganic nitrogen. 

 

_____Fig.7_____ 

 

____Table 3____ 

 

4. Conclusion 

The flow injection conductometric system combining with an in-  alloy 

reduction column and gas diffusion unit was developed for determination of total inorganic 

nitrogen in soil. The method is more environmental friendly and convenient for determining 

plant available nitrogen content in soil for agricultural purpose. Moreover, it provides several 
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advantages such as high sensitivity, selectivity and reproducibility, rapid and low chemical 

consumption.  
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Captions for Figures 

Fig. 1. Manifold of flow injection conductometric system for determination of total inorganic 

nitrogen (Pump= peristaltic pump  I = injection valve, GDU= gas diffusion unit, FC = flow 

through cell, W = waste, D = conductometer, A = amplifier, C1 ,C2, C3, C4 = mixing coil, 

PC = personal computer). 

 

Fig. 2. Sensitivity and reduction efficiencies of 50 and 100 mgL-1 of NO3
- detected as NH4

+ 

 

 

Fig. 3. Effect of column diameter on sensitivity and reduction efficiency. 

 

Fig. 4. The effect of proportion of the mixture of alloy and sand on sensitivity and reduction 

efficiency. 
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Fig. 5. The effect of column length on sensitivity and reduction efficiency. 

 

Fig. 6. Reduction efficiency of the column on the injection of standard 50 mgL-1 of N-NO3
- 

 (         mean, ----- SD) 

 

Fig. 7. FIgram of 2.00-60.00 mgL  N-NH4 + standard solution and extracted solutions of soil 

samples.  

 

 



Table 1. Reduction efficiency of mixed standard of nitrate, nitrite and ammonium being 

detected as ammonium nitrogen (N-NH4
+) by FIC method. 

 

 

 

 

 

 

*mean of triplicate injections 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Mixed solution (mgL-1 N) Detected ( mgL-1)* Reduction (%) 

NH4
+ NO2

- NO3
-  

- - 15.00 16.34 ± 0.60 109 
- - 30.00 30.48 ± 0.07 102 
- - 45.00 38.60 ± 0.01 86 
- - 60.00 49.16 ± 0.72 82 

10.00 - 20.00 29.01 ± 1.23 97 
10.00 20.00 - 29.11 ± 0.37 97 
10.00 10.00 10.00 27.61 ± 0.45 92 

ฬฟพดป ๏



Table 2. Analytical characteristics of flow injection conductometric system for determination 
total inorganic nitrogen in soil. 
 
Category  Value  
Precision(RSD)            1.06 ( 30 mgL-1 n=11) 
LOD            0.06 mgL-1  
LOQ            0.19 mgL-1  
Linear range            2.00-60.00 mgL-1  
NaOH consumption            0.20  g.sample-1    
Sample throughput            20 samples.h-1  
Tolerance limit (mgL-1 ) -1 positive peak (Ca2+ )  

-1 negative peak (Mg2+)  
   and positive peak (SO4

2-) 
-1 (Cl-, CO3

2-, Cu2+, Fe3+, Zn2+ ) 
 

ฬฟพดป ๎



Table 3. Content of TIN (determined by FIC method) and TKN (determined by modified 
Kjeldahl method) in the soil samples. 
 

Sample 
TIN* 

(mgL-1) 
TKN* 

(mgL-1) 
1 9.33 ± 0.26 24.81 ± 1.39 
2 10.18 ± 0.20 13.07 ± 0.39 
3 11.45 ± 0.61 14.92 ± 0.64 
4 16.37 ± 0.46 36.30 ± 0.51 
5 10.87 ± 0.15 38.38 ± 0.47 
6 15.09 ± 0.14 32.13 ± 0.41 
7 6.69 ± 0.05 23.83 ± 0.20 
8 3.84 ± 1.02 3.10 ± 0.52 
9 7.44 ± 0.12 27.67 ± 0.73 

10 15.93 ± 0.33 56.33 ± 019 
 
         * mean of triplicate measurements 

 
 

ฬฟพดป ํ
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Abstract 

 
In this research, an in-line preparation of in situ plated bismuth film on glassy 

carbon electrode was employed for anodic stripping voltammetric determination of 
cadmium and lead. This electrode is more environmentally friendly than the commonly 
used mercury working electrode. Bismuth film electrode could be prepared by three 
procedures, namely, in situ plating, ex situ plating and modifying the substrate with 
bismuth compounds. Although the first procedure is the simplest and cheapest, in batch 
wise analysis it usually gives irreproducible results. In the flow system, standard or 
sample solution was mixed on-line with Bi(III) plating solution before entering a 
voltammetric cell. Then, the deposition of the metals was carried out by applying a 
constant potential of -1.50 V versus Ag/AgCl to the working electrode. Next, a square 
wave waveform was scanned from -1.50 to 0.60 V and a voltammogram was recorded. 
The linear ranges were 2 – 40  g/L for both cadmium and lead. Relative standard 
deviations were 0.76-1.57% for 11-replicate injections of 5, 20 and 40  g/L of both Cd(II) 
and Pb(II). Detection limits of 1.4 and 0.9  g/L for Cd and Pb respectively. The method 
has percentage recoveries for the determination of those metals in range of  
92.8 – 102.8. A sample throughput was 13 h-1. The proposed method provided high 
sensitivity and convenient operation for the determination of cadmium and lead at trace 
level. Application for analysis of real water samples was performed. 

  
Keywords: Flow injection, Anodic stripping voltammetry, Bismuth film, Trace metals 
 
1. Introduction 

 
Heavy metals such as cadmium and lead are used mainly in metal processing 

industries. They are found naturally in small quantities in air, water and soil. Their 
toxicity are well known such as cadmium seriously affects on health, causing “Itai-Itai” 
disease and lead interrupts physical development and nervous system. Many techniques 
are employed for trace metals determination such as atomic absorption spectrometry 
(AAS), inductively coupled plasma-optical emission spectroscopy (ICP-OES), 
inductively coupled plasma-mass spectrometry (ICP-MS), atomic fluorescence 
spectrometry (AFS) and electroanalytical techniques such as anodic stripping 
voltammetry (ASV). ASV can be considered as the most powerful technique for in-field 
analysis, due to its excellent detection limit, high sensitivity, capacity to multi element 
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determination, high speed, simplicity and relatively low cost. Mercury electrode provides 
a wide cathodic potential limit for reduction of several metals and allows the formation of 
amalgams for accumulative preconcentration of the metals leading to very high sensitivity 
and reproducibility for ASV determination. However, due to toxicity of the mercury [1-
2], mercury electrode is recently limited use for voltammetric analysis and other 
alternative electrodes are being developed. 

Many studies have demonstrated the applicability of bismuth film electrode 
(BiFE) as a possible alternative for electrochemical stripping analysis of trace heavy 
metals, with electroanalytical behavior similar to that of mercury-based electrodes [3-5]. 
However, using of BiFE in batch voltammetry is tedious and not effective. Low 
reproducibility and carry over are usually concerned. The method that combined stripping 
voltammetry with flow system has been proposed. It provides significant advantages over 
batch analysis, such as offering high level of automation, fast analysis, less risk of 
contamination and better reproducibility [6-9]. 

 
Aims: In this work, the flow based anodic stripping voltammetric system has been 
developed for determination of cadmium and lead with using of BiFE as a working 
electrode. The flow system improves the analytical performance of ASV for 
determination of cadmium and lead (such as high reproducibility and sensitivity and more 
convenient, rapid, inexpensive and environmental friendly operation). The real 
application of the proposed method to the analysis of water samples is demonstrated. 
 
2. Materials and Methods 

 2.1 Chemicals 

All chemical used are analytical reagent grade and all standard and reagent 
solution were prepared with ultrapure water (Milli Q water, resistivity of 18.2 MOhm  
cm-1) obtained from a Millipore water purification system (Millipore, Sweden). 

A stock solution of Bi(III) (1000 mg l-1) was prepared by dissolving 0.2356 g of 
Bi(NO3)3.5H2O in 0.5 M HNO3 solution and adjusting to the volume of 100 ml. A stock 
solution of Cd(II) (1000 mg l-1) was prepared by dissolving 0.2032 g of CdCl2.2H2O in 
0.1 M HCl solution and adjusting to the volume of 100 ml. A stock solution of Pb(II) 
(1000 mg l-1) was prepared by dissolving 0.3128 g of Pb(NO3)2 in 0.1 M HNO3 solution 
and adjusting to the volume of 100 ml. Working standard solutions of Cd(II) and Pb(II) 
were daily prepared by appropriate dilution of the stock standard solution with a 0.01 M 
nitric acid solution pH 2. A 0.10 M acetate buffer pH 4.5 was prepared by dissolving 1.20 
g of CH3COONa·3H2O in water and adding 1 ml of CH3COOH, then adjusting to the 
volume of 250 ml with water. 

2.2 Instrument Set Up  

 The proposed flow based voltammetric analysis system with bismuth film 
electrode (VA-BiFE) is shown in Fig. 1. It consisted of peristaltic pump (Ismatec, 
Switzerland) with pump tubing, two 3-way solenoid valves (Biochemvalve, USA) for 
injection in line, a mixing coil (PTFE, i.d. 0.05 mm), and a voltammograph (VA 757, 
Metrohm, Switzerland) with an electrochemical flow-cell. The electrochemical flow-cell 
(cross-flow cell, Model MF- 1093, BAS, USA) composes of a 6 mm diameter glassy 
carbon working electrode (GCE), a Ag/AgCl reference electrode (RE) and a stainless 
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steel auxiliary electrode (AE). The system was controlled by a personal computer using a 
software program written in-house. 

 
Figure 1. Manifold of flow based anodic stripping voltammetric system for determination 
of cadmium and lead; S = standard/sample, Bi = Bi(III) plating solution, C= cleaning 
solution (1 M HNO3), Pump = peristaltic pump, M = mixing coil, SV 1-2 = solenoid 
valves, FC= electrochemical flow cell, V= voltammetric analyzer, PC= personal 
computer, W = waste 

 
2.3 Analytical Procedure: 

In the flow system, standard or sample solution was mixed on-line with Bi(III) 
plating solution before entering a voltammetric cell. When the analyte metals reached the 
flow cell was applying potential of -1.50 V versus Ag/AgCl to the glassy carbon electrode 
and the flow was briefly stop to the stripping. Next, the square wave anodic stripping 
voltammograms were recorded between -1.50 and 0.60 V. The electrode was cleaning by 
applying a potential of 0.6 V to the working electrode while nitric acid 1M was flowed 
through the flow cell before to the next analysis cycle. A voltammogram was obtained, 
which peak potential and peak current of each metal were determined. A linear calibration 
graph of each metal was obtained by plotting between concentration of metal and peak 
current. 

 

3. Results and Discussion 

 3.1 Optimization of the Parameters 

The parameters which affected analytical performance and the optimum 
condition are presented in Table 1. Under the optimal condition, the striping peak currents 
at peak potential of about -850 and -550 mV versus Ag/AgCl were proportional to 
concentrations of Pb(II) and Cd(II), respectively. The voltammograms are depicted in Fig. 
2(A). The calibration graphs of Cd(II) and Pb(II) in range of 2 to 40  g/L of each metal 
were constructed by plotting peak current ( A) versus concentration of metal ions ( g l-1). 
The calibration curves exhibit excellent linearity with a correlation of 0.9977 for Cd(II) 
and 0.9995 for Pb(II). The peak current increased linearity with metal ion concentration, 
with slopes of 1.6478  A/ g for Cd(II) and 1.2219  A/ g for Pb(II ), respectively, as 
shown in Fig. 2(B). This system had very good reproducibility, the relative standard 
deviations were 0.76-1.57% for 11 replicate injections of 5, 20 and 40  g/L of both Cd(II) 
and Pb(II). 
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Table 1. Optimization of Flow-ASV system using bismuth film electrode as a working 
electrode

Figure 2. Square wave anodic stripping voltammograms obtained from VA-BiFE system 
of solution containing Cd(II) and Pb(II) of increasing concentration, from 2-40  g/L (A) 
and calibration graphs of Cd(II) and Pb(II) (B). 
 

3.2 Application to real samples 

The developed method was applied to real water samples. The calibration graph 
was used for quantification of each metal. The results obtained for 9 water samples are 
summarized in Table 2. The correlation plot of the proposed method and ICP-OES 
method is shown in Fig. 3. It was found that the results from the proposed VA-BiFE 
method were in good correlation with those of ICP-OES method (Cd(II)VA-BIFE = 
1.0606Cd(II)ICP-OES + 0.1046, r2 = 0.9779) for Cd(II) and poor correlation with those of 
ICP-OES method (Pb(II)VA-BIFE = 0.7389Pb(II)ICP-OES + 0.379, r2 = 0.9801) for Pb(II). 
Detection limits of 1.4 and 0.9  g/L were achieved for Cd and Pb, respectively. The 
method has percentage recoveries for the determination of those metals in range of  
92.8 – 102.8. A sample throughput was 13 h-1. The method provided high sensitivity, low 
consumption and convenient operation for the determination of cadmium and lead at trace 
level. The method is simple, fast and can simultaneously determine two metals with high 
sensitivity. The developed method is suitable to be applied in the routine determination of 
cadmium and lead in water sample. 
 

Parameter Optimum condition
Concentration of acetate buffer pH 4.5 0.10 M

Concentration of Bi(III) plating solution 0.60 mgL-1

Deposition potential -1.5 V
Deposition time 150 s

Flow rate 0.5 ml/L
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Table 2. Determination of cadmium and lead in real samples 
 

Concentration of metals (mg/L) 

Sample Cd Pb 

ICP-OES VA-BiFE ICP-OES VA-BiFE 

1 0.50 ± 0.03 0.62 ± 0.00 2.06 ± 0.09 1.76 ± 0.01 

2 1.08 ± 0.15 1.17 ± 0.01 4.16 ± 0.10 3.70 ± 0.01 

3 2.02 ± 0.15 2.10 ± 0.01 12.06 ± 0.26 10.17 ± 0.03 

4 0.71 ± 0.06 0.88 ± 0.00 8.26 ± 0.12 6.18 ± 0.00 

5 1.52 ± 0.09 1.59 ± 0.01 15.53 ± 0.26 12.70 ± 0.00 

6 1.82 ± 0.10 2.03 ± 0.00 5.36 ± 0.10 4.19 ± 0.04 

7 1.24 ± 0.09 1.66 ± 0.00 2.35 ± 0.11 1.47 ± 0.01 

8 2.51 ± 0.09 2.88 ± 0.01 13.52 ± 0.22 10.86 ± 0.03 

9 0.20 ± 0.01 0.32 ± 0.00 21.26 ± 0.12 14.84 ± 0.07 

 

Figure 3. Correlation graphs of (A): Cd(II) and (B): Pb(II) contents determined by the 
proposed VABiFE method and ICP –OES method. 

4. Conclusions 

In this work, an in-line preparation of in situ plated bismuth film on glassy 
carbon electrode was employed for anodic stripping voltammetric determination of 
cadmium and lead. The proposed method provided high sensitivity and convenient 
operation for the determination of cadmium and lead at trace level. By employing flow 
system, the environmentally friendly BiFE can be used with a good reproducibility and no 
carry over. Application for analysis of real water was demonstrated.
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ABSTRACT 
         A greener electrochemical platform was developed for determination of 
trace amounts of cadmium and lead. It is based on a disposable screen-printed 
carbon ink electrode modified with an in situ plated bismuth film employing as a 
more environmentally friendly working electrode alternative to the widely used 
mercury electrode. The bismuth coated screen-printed electrode (Bi-SPE) was 
used for the simultaneous determination of trace Cd(II) and Pb(II) by square-
wave anodic stripping voltammetry (SWASV). Operational parameters such as 
Bi(III) concentration, deposition potential, deposition time and rotation speed 
during preconcentration of the metals were optimized. It was found that the Bi-
SPE presented well-defined, reproducible and sharp stripping voltammogram. 
Peak current increased linearly with the metal concentration in a range of 5-40 
µg L-1 for Cd(II) and 2-40 µg L-1 for Pb(II). Limit of detections were 1.7 µg L-1 
for Cd(II) and 0.7 µg L-1 for Pb(II), which are better than those of flame atomic 
absorption method. Accuracy of the developed method was studied by examining 
the percent recovery of Cd(II) and Pb(II) that spiking into water samples.The 
proposed method could be applied for monitoring of trace cadmium and lead in 
river water sample.  
 
Keywords: Bismuth coated screen-printed electrode, Square-wave   anodic 
stripping voltammetry, Cd(II), Pb(II), Water samples 
 
 

INTRODUCTION 
         The growing concerns about Cd(II) and Pb(II) poisoning have led to 
increasing demands for highly sensitive, reliable, reproducible, and low cost 
methods for quantitating them in water. Electrochemical stripping analysis 
historically has been recognized as a powerful technique for Cd(II) and Pb(II) 
detection. In stripping voltammetry, mercury film or hanging mercury drop 
electrode (MFE/HMDE) have been widely applied as a working electrode owing to 
its remarkable sensitivity. However the toxicity of mercury has stimulated the 
search for environmentally friendly material to produce greener mercury-free 
electrode. Bismuth film electrode (BFE) is considered as the best alternative 
material to MFE due to its ability to form fusing alloys with other metals (Arduini 
et al., 2010; Locatelli and Torsi, 2001 and Wang et al., 2000). Different materials 
have been used as substrates for BFEs, including glassy carbon (Wang et al., 2001a 
and Kefala et al., 2003), carbon paste (Krolicka et al., 2002 and Svancara et al., 
2003), wax-impregnated graphite (Kefala et al., 2003), pencil-lead (Demetriadis et 
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al., 2004) and screen-printed carbon ink (Wang et al., 2001b). The screen-printing 
technology is well established for the production of low cost, reproducible and 
sensitive electrochemical sensors. Screen-printed sensors have been widely used 
for environmental, biomedical and industrial monitoring (Goldberg et al., 1994 and 
Laschi et al., 2006). 
         In this work, bismuth film in situ coated on screen-printed carbon working 
electrodes have been used in square wave anodic stripping voltammetry (SWASV) 
for the determination of Cd(II) and Pb(II) in water samples. The optimization, 
characterization and attractive analytical performance of bismuth coated screen-
printed electrode will be reported. The developed method provides high sensitivity 
and low detection limits which is better than the standard flame atomic absorption 
spectrometric (FAAS) method. Accuracy of the developed method was examined 
from percent recovery of Cd(II) and Pb(II) and found in the range of 86.4 to 
110.6%. Moreover, the SWASV method involves inexpensive instrument and has 
lower operating cost.  
 
 

MATERIALS AND METHODS 
Chemicals and reagents 
         All the chemicals were of analytical reagent grade. Ultrapure water (Milli-Q 
water, resistivity of 18.2 M cm-1) obtained from a Millipore water purification 
system (Millipore, Sweden) was used throughout.   The solution of Bi(III) (Carlo 
Erba, Italy), Cd(II) (Fluka, Switzerland) and Pb(II) (Merck, Germany) were 
prepared from 1000 mg L-1 standard solutions by appropriate diluting with Milli-Q 
water. An acetate buffer solution (0.1 M, pH 4.5), was prepared by mixing the 
acetic acid (Lab scan, Thailand) and sodium acetate (Carlo Erba, Italy) and served 
as a supporting electrolyte. 
 
Apparatus  
         Voltammetric measurements were performed with a Metrohm model 757 VA 
computrace, GPES software for control of the voltammograph linked with a 
personal computer. A bismuth coated screen-printed carbon electrode was served 
as the working electrode, with the Ag/AgCl (3 M KCl) and platinum wire as the 
reference and counter electrodes, respectively. 
 
Bismuth coated screen-printed carbon electrode (Bi-SPCE) preparation 
         SPCEs were produced with a homemade manually screen-printing apparatus. 
Carbon ink (Henkel, Germany) was used to print the working electrode. The 
substrate was a flexible polyester film. The diameter of the working electrode was 
3 mm. SPCEs was modified with bismuth by in situ plating approach. Firstly, 
SPCEs were cleaned with air plasma and pretreated in 0.1 M acetate buffer 
solution, at pH 4.5 by applying a positive potential of +1.6 V vs Ag/AgCl for 120 
s, followed by +1.8 V vs Ag/AgCl for 60 s and then were thoroughly rinsed with 
water. 
 
 
 
Measurement procedure  
        The electrochemical deposition on SPCEs coated by bismuth was carried out 
according to the in situ procedure in the presence of dissolved oxygen. The SPCE 
was immersed in an electrochemical cell, containing the required concentration of 
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Bi(III) in an acetate buffer (0.1 M, pH 4.5) medium and simultaneously deposited 
Bi and the metals on the surface of the electrode under stirring. The analytical 
measurement was carried out in square wave anodic stripping voltammetric mode 
(SWASV). ASV experiments consisted of three conventional steps: time controlled 
electrochemical deposition with solution stirring, rest period and a positive going 
voltammetric stripping scan under the selected conditions. The individual 
conditions and parameters were optimized as described in the discussion section. 
 
Analysis of real samples 
        Water samples were collected from the Ping River, Chiang Mai, Thailand as 
the sampling sites shown in Figure 1. Water samples were filtered through a 0.45 
µm membrane. In the analysis, in situ plated Bi-SPCEs were prepared by spiking 
the sample with 1 mg L-1 Bi(III) in 0.1 M acetate buffer at pH 4.5. Calibration 
graph method was used for quantification of Cd(II) and Pb(II) in samples.  
 

 
 
Figure 1. The sampling sites where water samples being collected from    
               the Ping River, Chiang Mai, Thailand 
 

RESULTS 
Effect of experimental variables 
1. Bi(III) concentration 
         Representative Cd(II) and Pb(II) peak currents for a solution containing 100 
µg L-1 each of Cd(II) and Pb(II) in 0.1 M acetate buffer (pH 4.5) on in situ plated 
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Bi-SPCEs with different Bi(III) concentrations in the range 100-1400 µg L-1 are 
shown in Figure 2(a).  
 
2. Deposition potential 
         Effect of deposition potentials in the range of -0.75 to -1.60 V on the 
stripping currents of Cd(II) and Pb(II)  were studied. As shown in Figure 2(b), Peak 
potential of Cd(II) and Pb(II) were -0.75 and -0.50 V, respectively.  
 
3. Deposition time 
         The metals deposition time was studied in the range of 60-420 s for the 
solution containing 100 µg L-1 each of Cd(II) and Pb(II) in 0.1 M acetate buffer 
(pH 4.5) as shown in Figure 2(c). 
 
4. Rotation speed during preconcentration step 
         The rotation speed of the stirrer was investigated in the range of  
0-3000 rpm as shown in Figure 2(d). 
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Figure 2. Effect of the Bi(III) concentration (a), deposition potential (b),    
                deposition time (c) and rotation speed during preconcentration  
               (d) on the stripping peak currents of Cd(II) ( ) and Pb(II)( )        
                in 100 µg L-1Cd(II) and Pb(II) with 0.1 M acetate buffer pH 4.5   
                using in-situ prepared  Bi-SPCE, n = 3.  SWASV parameter;    
                step increment 4 mV, frequency 35 Hz, pulse height 40 mV,  
                cleaning potential 0.3 V and cleaning time 30 s.     
 
Calibration data 
         Calibration was performed on Bi-SPCEs for the simultaneous determination 
of Cd(II) and Pb(II) by SWASV as shown in Figure 3. A small background current 
over a wide potential range was noticed. Calibration graphs had two different 
slopes in the range of 5-40 and     40-100 µg L-1 for Cd(II)  and 2-40 and 40-100 µg 
L-1 for Pb(II). The analytical sensitivities were Cd(II): 1.21, 0.17 µA per µg L-1 (R2 
= 0.9995 , 0.9911) and Pb(II): 1.21, 0.15 µA per µg L-1 (R2 = 0.9961, 0.9959). On 
the same electrode, the relative standard deviations were 7.0% for Cd(II)  and 5.8 
% for Pb(II)  at 20 µg L-1 level (n=15). The same SPCE electrode could be used for 
at least 15-20 stripping cycles without loss of sensitivity. The limit of detections 
were calculated at a deposition time of 180 s, as 1.7 µg L-1 for Cd(II) and 0.7 µg L-1 
for Pb(II). 
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Figure 3. A series of voltammograms and calibration graphs for   
                increasing concentrations of Cd(II) and Pb(II) in 0.1 M acetate  
                buffer pH 4.5 using in-situ prepared Bi-SPCE (1 mg L-1                      
                Bi(III)), n = 3. SWASV parameter; deposition potential  -0.9V  
                vs Ag/AgCl, deposition time 180 s, stirrer speed 2000 rpm,  
                step increment 4 mV, frequency 35 Hz, pulse height 40 mV,   
                cleaning potential 0.3 V and cleaning time 30 s.     
 
Accuracy of the method 
         An accuracy of the system was studied by examining the percent recoveries 
of Cd(II) and Pb(II) at spiked concentration of Cd(II) and Pb(II) standard solution 
of 5 µg L-1 in water samples. The obtained results are given in the Table 1. Percent 
recoveries of Cd(II) and Pb(II) are close to 100%, in the range of  86.4 to 110.6%, 
under the optimal condition. 
 
Application to river water 
        For the purpose of practical applicability, Bi-SPCEs  were employed for the 
determination of Cd(II) and Pb(II) in river water samples. After that, the anodic 
stripping peak current was recorded for the determination of Cd(II) and Pb(II) with 
the calibration graph method under the optimized condition. The results obtained 
for nine water samples are summarized in Table 1. 
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Table 1. Determination  of Cd(II)  and  Pb(II)  in  water samples by the proposed 
SWASV with Bi-SPCE 
 

Water 
samples 

Concentration of 
metals (µg L-1) 

Recovery 
(%) 

Cd(II) Pb(II) Cd(II) Pb(II) 
1 n.d. n.d. 96.9 98.1 
2 n.d. n.d. 95.7 99.4 
3 n.d. n.d. 86.4 103.0 
4 n.d. n.d. 95.7 106.2 
5 n.d. n.d. 98.7 110.4 
6 n.d. n.d. 92.4 110.6 
7 n.d. 2.10±0.01 91.4 106.7 
8 n.d. n.d. 103.1 104.3 
9 n.d. n.d. 103.7 105.6 

              * n.d. = not detected 
 
 

DISCUSSION 
         The operational parameters are necessary due to indicating performance of 
analysis. The concentration of Bi(III) is a crucial parameter to be investigated. It 
controls the thickness of the Bi film. The thickness of the film does not affect the 
peak potential of any metals but rather affects the peak height. The results showed 
a decrease of peak current of the Cd(II) and Pb(II) with increasing thickness of the 
Bi film, especially the Pb(II) peak as shown in Figure 2(a). As Pb(II) has more 
positive reduction potential than Cd(II), Pb(II) can be determined at lower Bi(III) 
concentration. At high Bi(III) concentration, the peaks became wider and led to a 
substantial decrease in sensitivity over the Bi(III) concentration of 1000 µg L-1, 
which was explained as a saturation effect of Bi film on the screen-printed carbon 
surface. This behavior was attributed to the increased number of nucleation sites 
and increased alloy formation. However, at Bi(III) concentrations greater than 1000 
µg L-1,   a reduction in the peak intensity was observed, ascribed to the formation 
of a thick layer of  Bi on the electrode surface that partially blocks the conductive 
surface of the electrode, reducing the number of electroactive site (Kachoosangi et 
al., 2007).Thus, Bi(III) concentration of 1000 µg L-1 was selected for further 
experiment. 
         The deposition potential affects the quality of bismuth film to form fusing 
alloys with metal ions. As shown in Figure 2(b), the stripping responses of Cd(II) 
and Pb(II) were found to occur at potential more negative than -0.75 V. As the 
deposition potential became more negative, the peak currents increased up to -0.90 
V for Cd(II) and -0.85 V for Pb(II). The Pb(II) peak current did not increase 
significantly from -0.75 to -0.85 V due to its more positive reduction than Cd(II). 
The evolution of hydrogen gas from the SPCE surface started to occur at -1.50V 
that could damage the bismuth film and came about the reduction of interference 
when more negative potential was applied. A potential of 
 -0.9 V was thus chosen as optimum deposition potential. 
         Deposition time is the time during which the Cd(II) and Pb(II) is reduced at 
the Bi-SPCE to form the Cd(Bi) and Pb(Bi) alloys. It is generally accepted that 
lower limits of detection (LODs) can obtained with longer deposition time 
(Castaneda et al., 2005). In Figure 2(c), Cd(II) and Pb(II) peak currents increased 
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rapidly with the deposition time from 60-180 s. For the deposition time longer than 
180 s, the current responses exhibited negligibly increase which were considered 
the longest practical time for a satisfactory compromise between high sensitivity 
and  short analysis time. Metal ions were preconcentrated  for 180 s in further 
experiments.  
        The mass transport behavior during preconcentration step was under the 
control of the rotation speed of the stirrer as shown in Figure 2(d). The stripping 
peak currents for Cd(II) and Pb(II) continuously increased with increment of 
rotation speed until 2000 rpm. The decrease of peak currents were observed at the 
rotation speed higher than 2000 rpm because of the bismuth film being 
mechanically damaged therefore, preconcentration was performed at 2000 rpm. 
         The SWASV with bismuth film working electrode can be applied to the 
simultaneous determination of Cd(II) and Pb(II) in real water samples by using 
calibration graph. This system was investigated for trace metals determination and 
it provides high sensitivity, low consumption and convenient operation. 
Concentrations of both the metals found in water samples are lower than the 
detection limit of FAAS method, therefore, this standard method could not be used 
for comparison with the developed method. The recovery study indicated that the 
proposed method can be used for analysis of real water sample with recoveries 
found in the range of 86.4 to 110.6%. The results obtained for nine water samples 
are summarized in Table 1. The concentration of both the metal ions in Ping river 
water is very low and should have no environmental impact. The permission levels 
of Cd(II) and Pb(II) in drinking water according to WHO guidelines are below 3 
µg L-1  and 10 µg L-1, respectively. The developed method can be used for 
monitoring of these trace metals in water.    
 
 

CONCLUSIONS 
         The developed anodic stripping voltammetric method with in situ coated Bi 
film on screen-printed carbon working electrode should be useful to be applied as a 
cost effective and a sensitive alternative analytical method for the simultaneous 
determination of trace Cd(II) and Pb(II) in water samples. SPCE, an inexpensive, 
widely available and disposable material requiring minimal pretreatment, has been 
shown to offer comparable performance to the more expensive glassy carbon 
electrodes for the simultaneous determination of  Cd(II) and  Pb(II). In addition 
with the low toxicity of bismuth, low background current and their small size, Bi-
SPCEs offer great scope for applications in which compact instrumentation and 
low sample volumes are critical such as field measurement and on-site monitoring 
of heavy metals. 
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Abstract 

Sequential extraction is an important tool for the determination of different 
chemical forms of trace metals in soil and sediment. In this work, an environmental 
friendly anodic stripping voltammetric method (ASV) has been developed for 
determination of cadmium and lead in the extracted solutions of sequential extraction of 
soil and sediment samples. A bismuth coated screen printed carbon electrode (Bi-SPCE) 
was developed to be used instead of mercury based electrodes. The method was optimized 
for the determination in various extracting solutions of Tessier’s extraction scheme. The 
developed method provided good sensitivity and precision. Linear ranges for cadmium and 
lead were 2-100 µgL-1 with detection limit of 1.7 µgL-1 and 0.7 µgL-1, respectively. It was 
validated by using certified reference material of soil (CRM033), and applied to sequential 
extraction analysis of sediment sample. The method involves small instrument which is 
relatively low cost, portable and could be used as an alternative to the sophisticated 
instrument for study of sequential extraction of solid sample. 
 
Keywords:     Anodic stripping voltammetry; Bismuth coated screen-printed carbon  
                       electrode; Sequential extraction; Cadmium; Lead; Sediment; Soil 
 
1. Introduction 

The accumulation of heavy metals in sediment and soil samples causes a potential 
risk to human health due to the transfer of these elements to aquatic media, their uptake by 
plants, and their subsequent introduction into the food chain (Konradi et al., 2005). Metals 
present in solid sample such as soil can be related to several reactive components. Total 
metal analyses in solid sample provide limited information, they do not indicate the 
chemical nature or potential mobility and bioavailability of the metals (Silveira et al., 
2006). Therefore, sequential extraction procedure is an important tool in environmental 
study to determine different chemical forms of trace metals in soil material (Tessier et al., 
1979; Reinirkens, 1996). Sophisticated analytical techniques, e.g., electrothermal atomic 
absorption spectrometry (ET-AAS) (Gulmini et al., 1994), flame atomic absorption 
spectrometry (FAAS), inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS), and 
inductively coupled plasma optical emission spectrometry (ICP-OES) (Korn et al., 2006) 
are the standard techniques used for determination of cadmium (Cd) and lead (Pb) in the 
extracts of sequential extraction procedure. However, these instruments are expensive, 
complicated and inappropriate for field applications. In addition, the analysis must be 
performed in a specialized laboratory by skilled personnel. 
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Anodic stripping voltammetry (ASV) historically has been widely recognized as a 
powerful technique for Cd and Pb detection, due to its remarkable sensitivity. This is 
resulted from unique ability to cathodically preconcentrate target metals during the 
accumulation step onto the working electrode, and then stripped out from the electrode by 
applying an anodic potential scan (Wang, 2000; Locatelli et al., 2001). It can also be 
readily coupled with inexpensive and easy to use instrumentation (Arduini et al., 2010). 
Stripping voltammetry using screen-printed electrode (SPE) with mercury film has been 
widely used to determine Cd and Pb. However, the toxicity of mercury has stimulated the 
search for environmentally friendly material to introduce mercury-free electrode. Bismuth 
film electrode (BiFE) is considered as the best alternative to mercury film electrode 
(MFE), because it can form fused alloys with heavy metals, which is analogous to the 
amalgams that mercury forms (Economou, 2005). Moreover, it does not require the 
removal of dissolved oxygen during stripping analysis, and has wide negative potential 
window, which is a good analytical advantage (Locatelli et al., 2001).  

The modification with carbon materials on the screen-printed carbon electrode 
(SPCE) is popular, which increases surface area of the working electrode, and improve 
sensitivity. Graphene and multiwall carbon nanotubes (MWCNTs) are two carbon 
materials, which have attracted attention. The graphene is mostly obtained from graphene 
oxide (GO) by electrochemically reduced method but the reduced graphene oxide (RGO) 
tends to aggregate due to - stacking interactions, thus modifications of RGO are 
necessary (Liu et al., 2010). The MWCNTs are rolled graphene sheets. They existed 
aggregation phenomenon during the period of use because of Van der Waals interactions 
(Zhang et al., 2010). Therefore, the combination of  two dimensional (2D) graphene and 
1D MWCNTs are attractive means to create 3D modified carbon materials to get rid of 
aggregation phenomenon and increase an electrode surface. 

In this work, sequential extraction procedure and anodic stripping voltammetric 
method with employing bismuth film in situ coated on modified screen-printed carbon 
working electrode will be developed for the determination of the different chemical forms 
or ways of binding between metals (Cd and Pb) and soil components which are the novel 
concept for environmental studies. Some carbon materials, i.e., MWCNTs, RGO and 
RGO-MWCNTs were modified on SPCEs and investigated for simultaneous measurement 
of Cd and Pb by square wave anodic stripping voltammetry (SWASV). The sequential 
extraction procedure adapted by Tessier et al. was used for extracted soil and sediment 
samples (Tessier et al., 1979; Reinirkens, 1996). The conditions for operation of the 
system will be optimized and validated by using CRM033 certified reference material of 
soil. Addition, the development was applied to sediment sample. 
 
2. Material and methods  
2.1 Chemicals and Reagents 

Multiwall carbon nanotubes (MWCNTs) were obtained from Nanomaterials 
Research Unit (Chiang Mai, Thailand). The graphene oxide (GO) was synthesized based 
on the modified Hummers method (Hummers et al., 1958). All chemicals were of 
analytical reagent grade. Ultrapure water (Milli-Q water, resistivity of 18.2 M cm-1) 
obtained from a Millipore water purification system (Millipore, Sweden) was used 
throughout. The solution of bismuth (Bi3+) (Carlo Erba, Italy), cadmium (Cd2+) (Fluka, 
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Switzerland) and lead (Pb2+) (Merck, Germany) were prepared from 1000 mgL-1 standard 
stock solutions. An acetate buffer solution (0.1 M, pH 4.5), was prepared by mixing the 
acetic acid (HOAc) (Lab scan, Thailand) and sodium acetate (NaOAc) (Carlo Erba, Italy) 
and served as a supporting electrolyte. Nitric acid (HNO3) (Lab scan, Thailand), hydrogen 
peroxide (H2O2) (Carlo Erba, Italy), hydroxylamine hydrochloride (NH2OH*HCl) (Fluka, 
Switzerland), ammonium acetate (NH4OAc) (Loba Chemie, India) and hydrochloric acid 
(HCl) (Lab scan, Thailand) were used for preparation of extractants that used in sequential 
extraction. Certified reference material of soil (CRM033) (Fluka, Switzerland) was used to 
validate the developed method. All plastic and glassware were cleaned up by soaking in 
10%(v/v) HNO3 and rinsed with Milli-Q water prior to use. 
 
2.2 Apparatus  

Voltammetric measurements were performed with a Metrohm model 757 VA 
computrace, with GPES software for control of the voltammograph linked with a personal 
computer. A bismuth coated screen-printed carbon electrode was served as the working 
electrode, with a Ag/AgCl (3 M KCl) and a platinum wire as reference and counter 
electrodes, respectively. Hotplate with magnetic stirrer (C-MAG HS7, IKA, Germany) was 
used for sample digestion. Centrifuge (Clay Adams Dynac, Becton Dickinson, US) 
operated at 12000x g was used for complete separation of the extracts. 
 
2.3 Preparation of carbon materials 
 The MWCNTs were treated with 3 M HNO3 solution for 24 h followed by filtering, 
rinsing with Mili-Q water until the filtrate pH became nearly neutral and drying in an oven 
at 80 C for 24 h. This process is known as the carboxylation of  MWCNTs to introduce   
–COOH groups at the ends or the sidewalls of the structure for dispersing in polar solvent 
and performed to ensure complete removal of transition metal ion catalyst as used in the 
production of MWCNTs (Mandil et al., 2012). 0.5 mg mL-1 MWCNTs dispersion was 
prepared by adding 1.0 mg of functionalized MWCNTs to 2.0 mL ethanol (EtOH) (Merck, 
Germany) and ultrasonication for 30 min. Even so, the obtained dispersion was not stable 
since most MWCNTs were hydrophobic. 
 The GO dispersion in Milli-Q water with concentration 0.5 mg mL-1 was obtained 
by 30 min ultrasonication. The homogeneous GO hydrosol was brown color. The 
preparation of reduced graphene oxide (RGO) was performed by electrochemically 
process as the cyclic scan between 0.0 V and −1.5 V for 10 cycles in 0.1M acetate buffer 
pH 4.5 to reduce the GO from the composite film modified on the working electrode (Lia 
et al., 2014). 
 To prepare the graphene oxide-multiwall carbonnanotubes  (GO-MWCNTs) hybrid 
material, 1.0 mg functionalized MWCNTs and 2.0 mL 1.0 mg mL-1 GO hydrosol were 
mixed together with ultrasonication for 1 h. The GO–MWCNTs were electrochemically 
reduced as above by performing only 3 scan cycles because the incorporating of  MWCNT 
significantly promotes the reduction of GO and acts as a conducting wire between the 
graphene sheets (Mani et al., 2013).  
 
2.3 Modified of the screen-printed carbon electrodes (SPCEs) 
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SPCEs were produced with a homemade manual screen-printing. Carbon ink 
(Henkel, Germany) was used to print the working electrode, on a flexible polyvinyl 
chloride (PVC) substrate. The diameter of the working electrode was 3 mm. Firstly, 
SPCEs were cleaned with air plasma (PDC-32G, Harrick Plasma, USA) and modified with 
carbon materials (MWCNTs, RGO and RGO-MWCNTs hybrid) by dropping 5 µL of the 
solutions on SPCEs and drying at room temperature. After that, the electrodes were 
pretreated in 0.1 M acetate buffer solution, at pH 4.5 by applying a positive potential of 
+1.6 V for 120 s, followed by +1.8 V for 60 s and then were thoroughly rinsed with Mili-Q 
water. The electrochemical deposition of metals on Bi-SPCEs was carried out by in situ 
procedure in the presence of dissolved oxygen. The SPCE was immersed in                      
an electrochemical cell, containing 1 mgL-1 Bi3+ in an acetate buffer (0.1 M, pH 4.5) 
medium and simultaneously deposited Bi and the metals on the surface of the electrode 
under stirring at 2000 rpm. 
 
2.4 Sample preparation 

Sediment sample was collected from the heavy metals contaminated area in Mae 
Sot district, Tak province, Thailand, by the Freshwater Biomonitor Research Laboratory 
(Chiang Mai, Thailand). Sediment sample was dried indoor at room temperature, crushed 
manually in a porcelain mortar and sieved through a 2 mm screen. Subsample of air-dried 
sediment was ground and sieved to obtain aggregates less than 0.1 mm to ensure 
uniformity of the material. The selected sediment sample was homogenized and stored in 
polyethylene vessel at room temperature in desiccators. 
 
2.5 Digestion Procedures 
2.5.1 Total metal digestion 
 Total metal content was determined by using EPA’s acid digestion procedure 
3050B as the conventional acid extraction method (USEPA, 1996). 1 g of sample was 
placed in 250 mL conical flask for digestion. The first step was to heat the sample to    
95±5 C with 10 mL of 50 %(v/v) HNO3 without boiling. After cooling the sample, it was 
refluxed with repeated additions of 65 %(v/v)  HNO3 until no brown fumes observed. Then 
the solution was allowed to evaporate until the volume was reduced to 5 ml. After cooling, 
5 mL of 18 %(v/v) H2O2 was added and warmed for peroxide reaction. Heat until 
effervescence subsides as complete reaction and cool the flask. Continue to add 1 mL 30 
%(v/v) H2O2 with warming until the complete peroxide reaction. Continue heating the 
acid-peroxide digestion until the volume has been reduced to approximately 5 mL. After 
cooling, centrifuge for 30 min, dilute to 100 ml with Mill-Q water and store at 4C for 
analyses.  
 
2.5.2 Sequential extraction  

The metals distribution in sediment and soil was evaluated by using the sequential 
extraction developed by Tessier et al. (Tessier et al., 1979). The steps in the sequence were 
operationally defined in terms of the targeted forms to be extracted as follows (Frentiu et 
al., 2007; Zimmerman et al., 2010): 
Exchangeable (fraction1, F1): 1 g of sample extracted with 8 mL of 1 M NaOAc pH 8.2 
for 1 h at room temperature with continuous agitation. 
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Bound to carbonates (F2): Residual from F1 extracted with 8 mL of 1 M NaOAc pH 5 for 
1 h at room temperature with continuous agitation. 
Bound to iron and manganese oxides (F3): Residual from F2 extracted with 20 mL of    
0.04 M NH2OH*HCl in 25%(v/v) HOAc for 6 h at 96±3 C with occasional agitation. 
Bound to organic matter (F4): Residual from F3 extracted with 3 mL of 0.02 M HNO3 and 
5 mL 30 %(v/v) H2O2 pH 2. The mixture was heated to 85±2 C for 5 h with occasional 
agitation, the second 3 mL 30 %(v/v) H2O2 pH 2 was then added and sample reheated to 
85±2 C for 6 h with intermittent agitation. After cooling, extracted with 5 mL of 3.2 M 
NH4OAc in 20 %(v/v) HNO3 was added and dilute to 20 mL with Milli-Q water for 1.5 h 
at 85±2 C. 
Residual (F5): Residual from F4 extracted with 10 mL aqua regia for 6 h at 96±3 C. 
Finally, the sample was evaporated to near dryness and diluted to 25 mL volume. 
 Following each extraction or wash, mixtures were centrifuged for 30 min. Prior to 
the start of the next extraction step, residues were washed with water, centrifuged, the 
wash solutions were collected and store at 4C for analyses.  
 
2.6 Measurement procedure  

The analytical measurement were carried out in square wave anodic stripping 
voltammetric mode (SWASV). ASV experiments consisted of three conventional steps: 
time controlled electrochemical deposition with solution stirring, rest period and a positive 
going voltammetric stripping scan under the selected conditions. For SWASV the 
frequency (f) was 35 Hz, step potential (Estep) 4 mV, and amplitude 40 mV; the deposition 
potential (Edep) -0.9 V for 180 s and the potential was swept from -0.9 to -0.3 V after an 
equilibrium time (teq) of 15 s; the cleaning potential (Eclean) 0.3V for 30 s. The 
electrodeposition and precondition steps were stirred at 2000 rpm. In the analysis, in situ 
plated Bi-SPCEs were prepared by spiking the extracted sample solution as appropriate 
dilution with 1 mgL-1 Bi3+ in 0.1 M acetate buffer solution at pH 4.5. Standard addition 
method was used for quantification of Cd2+ and Pb2+ in samples. 
 
3. Results and Discussion 
3.1 Electrochemical characterization of modified SPCEs 

Stripping voltammograms of different carbon electrodes (bare SPCE and, 
MWCNTs, RGO, and RGO-MWCNTs modified SPCEs) on which Bi was in situ plated 
are shown in Fig. 1. Stripping voltammograms were obtained with 1 mgL-1 Bi3+ in 0.1 M 
acetate buffer solution at pH 4.5 containing 100 µgL-1 each of Cd2+ and Pb2+. For 
comparison of the resulting voltammograms of different electrodes, the baselines current 
increased in the order of bare, RGO, MWCNTs and RGO-MWCNTs modified SPCEs, 
respectively. This indicated the increase of electrode area after modification. However, the 
surface areas as increasing were not active sites for Cd2+ and Pb2+ detection. The data 
obtained from the voltammograms are summarized in Table 1. The Bi-SPCE exhibited the 
sharpest and the highest peak current. And the sensitivity of the electrode decreased in the 
order of bare, RGO, RGO-MWCNTs and MWCNTs modified SPCEs as shown in Table 2. 
The sensitivity of Bi-SPCE was 11 times higher than RGO-BI-SPCE for Cd2+ and 4 times 
for Pb2+. Therefore, it was clear that the Bi-SPCE was more appropriate for determination 
of Cd2+ and Pb2+ using SWASV. 
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Fig. 1   Anodic stripping voltammograms of 100 µgL-1 Cd2+ and Pb2+ at in situ plated Bi 
film (1 mgL-1 Bi3+) on different carbon materials modified SPCEs. Supporting electrolyte; 
0.1 M acetate buffer solution (pH 4.5); Edep -0.9 V; tdep 180 s; teq 15 s; f 35 Hz; Estep 4 mV; 
amplitude 40 mV. 
 
Table 1   Effect of the different carbon materials modified Bi-SPCEs on the SWASV peak 
current (ip), peak potential (Ep) and peak widths (W1/2) for  a solution containing 100 µgL-1 
each of Cd2+ and Pb2+ in 0.1 M acetate buffer solution (pH 4.5), the conditions as in Fig. 1 

 
Cd2+ 

 
Pb2+ 

ip (µA) Ep (V) W1/2 (V) ip (µA) Ep (V) W1/2 (V)
Bi-SPCE 61.9 -0.76 0.59 34.2 -0.53 0.51
MWCNTs/Bi-SPCE 5.3 -0.68 044 1.3 -0.47 0.82
RGO/Bi-SPCE 42.9 -0.68 0.59 23.8 -0.44 0.59
RGO-MWCNTs/Bi-SPCE 13.4 -0.66 0.53 4.6 -0.43 0.57
 
Table 2   The sensitivity of different carbon materials modified Bi-SPCEs in range 0-40 
µgL-1 Cd2+ and Pb2+with 0.1 M acetate buffer solution (pH 4.5) using in-situ prepared Bi-
SPCE, n = 3, other conditions as Fig. 1. 

 Sensitivity (µA/µgL-1) 
Bi-SPCE MWCNTs/Bi-SPCE RGO/Bi-SPCE RGO-MWCNTs/Bi-SPCE 

Cd2+ 0.8491 0.0200 0.0758 0.0580
Pb2+ 0.4401 0.0028 0.0980 0.0468
 
3.2 Analytical performances 

Fig. 2 exhibits the evolution of square wave anodic stripping voltammograms were 
performed on Bi-SPCE for the simultaneous determination of Cd2+ and Pb2+ in range        
0-100 µgL-1. A small background current over a wide potential range was noticed. The 
resulting calibration plots, which considers as peak height, are linear over the entire range 
studied. They had two different slopes in the range of 2-40 and 40-100 µgL-1 for both Cd2+ 
and Pb2+. The corresponding equations of calibration curves are y = 0.8491x-1.4767, y = 
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0.4975x+13.0450 (x: concentration/ µgL-1; y: current/ µA) with the correlation coefficient 
of R2 = 0.9982, 0.9930 for for Cd2+ and y = 0.4401x-0.2460 , y = 0.2731x+7.064 (x: 
concentration/ µgL-1; y: current/ µA) with the correlation coefficient of R2 = 0.9975, 
0.9990 for for Pb2+. The limit of detections (LODs) were calculated based on three times 
the standard deviation of blank at a deposition time of 180 s, were 1.7 µgL-1 for Cd2+ and 
0.7 µgL-1 for Pb2+. 

 
 

 
Fig. 2   A series of voltammograms and calibration graphs for increasing concentrations of 
Cd2+ and Pb2+ in 0.1 M acetate buffer pH 4.5 using in-situ prepared Bi-SPCE (1 mgL-1 
Bi3+), n = 3, SWASV parameter as Fig. 1. 
 

The performances of Bi film deposition on SPCE have been tested and evaluated 
for Cd2+ and Pb2+ concentrations lower than 40 µgL-1 which are sufficient to analyze in the 
real samples. On the same electrode, the relative standard deviations (RSDs) were 7.6 % 
for Cd2+ and 9.4 % for Pb2+ at 20 µg L-1 level (n=30). The same SPCE could be used for at 
least 30 stripping cycles with slightly loss of sensitivity (RSD < 10 %) as shown in Fig.3. 
This electrode also permits to attain a repeatability of RSDs; 6.7 % for Cd2+ and 5.6 % for 
Pb2+ (n=3) considering seven successive measurements of the same solution. 
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Fig. 3 Stability of  30 reproductive measurements for  20 µgL-1 Cd2+ and Pb2+ in 0.1 M 
acetate buffer pH 4.5 using in-situ prepared Bi-SPCE (1 mgL-1 Bi3+), Other conditions as 
Fig. 1. 
 
3.3 Effect of sequential extractants in Tessier’s procedure 
 The extractants for sequential extraction by Tessier’s procedure are the solution of 
salt and acid so the extractants of each fraction were used as supporting mediums for the 
voltammetric analysis without sample preparation. The bound to organic matter (F4) and 
residual (F5) fractions were adjusted the conditions to be appropriate for electrochemical 
stripping analysis. Since the extractant for fraction 4 contained HNO3, H2O2 and NH4OAc, 
the excess H2O2 can be reduced to oxygen gas (O2) on working electrode at negative 
potential in preconcentration step. Therefore, the solution was added with zinc (Zn) 
powder to reduce remaining H2O2 before the measurement. In addition, the residual 
fraction was strong acid solution, i.e., aqua regia. The reduction of remaining hydrogen ion 
(H+) to hydrogen gas (H2) in preconcentration step was occurred so the solution was 
adjusted pH (~4.5) with NaOAc before measurement. A small background current over a 
wide potential range was observed in each sequential extractant of five fractions. In each 
case, the calibration graphs of Cd2+ and Pb2+ in concentration range of 0-40 µgL-1 were 
constructed. The calibration data as sensitivity and R2 of Cd2+ and Pb2+ are summarized in 
Table 3. The different extractants as supporting mediums provided different sensitivities, 
suggesting that a standard addition method should be used for quantification of the 
analytes. The linearity of the calibration graphs of both Cd2+ and Pb2+ are good as 
indicated by R2 values closing to 1. Therefore, the SWASV was applicable to determine 
Cd2+ and Pb2+ that were extracted from soil and sediment by Tessier’s procedure. All of 
the extractants can be used as supporting electrolyte, without any trouble, so it did not 
require sample preparation step before measurement. The ASV provides more convenient 
operation and cheaper than the commonly used spectrometry techniques.  
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Table 3   The calibration data of Cd2+ and  Pb2+ at concentration range 0-40 µgL-1 in each 
Tessier’s procedure sequential extractants by the proposed SWASV with Bi-SPCE 

Fractions Linear range 
(µgL-1) 

Calibration data 
Cd2+ Pb2+ 

Sensitivity 
(µA/µgL-1 ) 

R2 Sensitivity 
(µA/µgL-1 ) 

R2 

Exchangeable 0-40 1.3663 0.9975 1.7975 0.9933

Bound to carbonates 1.4970 0.9951 1.5081 0.9945

Bound to Fe/Mn oxides 1.1488 0.9990 1.6296 0.9960

Bound to organic matter 2.1003 0.9960 2.6437 0.9993

Residual 0.5936 0.9891 1.4187 0.9944
 
3.4 Application to real samples 

The validation of the developed method was studied by determining of Cd2+ and 
Pb2+ in the CRM033 certified reference material using standard addition method for 
quantification of the analytes in concentration range of 0-40 µgL-1. The total 
concentrations as certified values were found to be very high, i.e., 126.7±1.3 mg Kg-1 for 
Cd and 107.5±0.3 mg Kg-1 for Pb. The relative distributions in each elemental fractions of 
Cd and Pb in soil by the Tessier’s procedure were exchangeable (25.9; 1.5 %), bound to 
carbonates (9.0; 5.6 %), bound to iron and manganese oxides (1.0; 4.1 %), bound to 
organic matter (61.3; 41.4 %) and residual (2.8; 47.4 %), respectively. All the obtained 
results are given in the Table 4 and Fig. 4. The summation of Cd and Pb concentrations 
analyzed by sequential extraction were in good agreement with the results found in the 
total concentration using EPA’s acid digestion procedure 3050B. Therefore, the SWASV 
with bismuth film working electrode can be applied to the simultaneous determination of 
Cd and Pb in real soil and sediment samples by using Tessier’s sequential extraction 
procedure.  
 
Table 4   The concentration of Cd and Pb in CRM033 analyzed using the proposed 
SWASV with Bi-SPCE by different extraction methoda. 

Extraction method Fractions Concentration (mg Kg-1) 
Cd Pb 

Sequential extraction Exchangeable 33.7±0.3 1.7±0.0
Bound to carbonates 11.7±0.0 6.2±0.1
Bound to Fe/Mn oxides 1.3±0.0 4.5±0.1
Bound to organic matter 79.7±0.2 45.9±0.9
Residual 3.6±0.1 52.6±0.2
Sum 130.0±0.6 110.9±1.3

Total concentration by 
digestion certified value 

 126.7±1.3 107.5±0.3

a Values represent the mean of three duplicates ± standard deviation. 
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Fig. 4   The relative distributions of Cd and Pb among the various soil fractions extracted 
by the Tessier’s procedure 
 
 For the purpose of practical applicability, the Tessier’s procedure and SWASV 
method with employing bismuth film in situ coated on screen-printed carbon working 
electrode were used for the determination of the different chemical forms of Cd and Pb 

contaminants in sediment sample, which was collected from the Mae Sot district, Tak 
province, Thailand. The element contents determined in five fractions following the 
Tessier’s procedure and the total concentrations of Cd and Pb are shown in Table 5, while 
the distribution among the fractions are presented in Fig. 5, consisting of exchangeable 
(2.0; 0.6 %), bound to carbonates (9.2; 2.7 %), bound to iron and manganese oxides (7.2; 
11.1 %), bound to organic matter (24.8; 55.8 %) and residual (56.9; 29.7 %), respectively. 
The Tessier’s partitioning shows the predominance of metals associated with the organic 
matter, residual fractions and smaller concentrations extracted from exchangeable, 
carbonates and oxides fractions. The exchangeable and bond to carbonates species, 
corresponding to the first and second fractions, are generally called “bio-available”, as 
they exhibit a mobility relative to the environment and are potentially available  for plants 
which introduce into the food chain. The results show that the amounts of Cd and Pb in 
bio-available form are very low in sediment so they do not risk to human health. For Cd 
and Pb increasing of the oxides, organic matter and residual fractions, excepting Cd bound 
to oxides, are non-bioavailable forms to general environment. 
 
Table 5   The concentration of Cd and Pb in sediment sample analyzed using the proposed 
SWASV with Bi-SPCE by different extraction methoda. 

Extraction methods Fractions Concentration (mg Kg-1) 
Cd Pb 

Sequential extraction Exchangeable 0.3±0.0 3.8±0.0
Bound to carbonates 1.4±0.0 16.9±0.1
Bound to Fe/Mn oxides 1.1±0.0 68.6±0.1
Bound to organic matter 3.8±0.1 344.4±0.4
Residual 8.7±0.2 183.6±0.2
Sum 15.3±0.3 617.3±0.8

Total concentration  15.3±0.1 614.2±4.2
a Values represent the mean of triplicates ± standard deviation. 
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Fig. 5   The relative distributions of Cd and Pb among the various sediment fractions 
extracted by the Tessier’s procedure 
 
4. Conclusions 
 The experimental results indicate that the developed analytical method by using 
electrochemical stripping analysis for the determining different chemical forms of Cd2+ 
and Pb2+ which extract from soil and sediment by Tessier’s sequential extraction procedure 
is successful. The method is applicable for direct simultaneous determination of Cd2+ and 
Pb2+ which are extracted from soil and sediment by sequential extraction using standard 
addition method for quantification of the analytes. Therefore, it is not require sample 
preparation before measurement. In addition Bi-SPCEs are sensitive alternative electrode 
for Cd2+ and Pb2+ with the high active surface area, low background current, low toxicity 
of Bi, disposable material requiring minimal pretreatment and their small size. Sequential 
extraction as Tessier’s procedure coupled SWASV using Bi-SPCE offers great scope for 
applications in which it is simpler, less expensive, and low sample volume than the 
spectrometric methods for studying in environmental field. 
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ABSTRACT  

 Flow injection amperometric system has been developed for determination of phosphorus. 

It is based on in-line formation of 12-molybdophosphate complex, which is further 

electrochemically reduced on a glassy carbon working electrode at a constant applied potential of 

0.20 V vs. Ag/AgCl. An electrical current is directly proportional to phosphate concentration. 

Calibration graphs plotting between peak height and phosphate concentration were obtained in 

range of 0.1-1.0 and 1.0-10.0 mg L-1 P-PO4, with a detection limit of 0.03 mg L-1 P-PO4. The 

precision of 2.1, 2.6, 1.5, 1.2 and 1.0% (n=11, 0.1, 0.5, 1.0, 5.0 and 10.0 mg L-1 P-PO4, respectively) 

and sample throughput of 89 h-1 were achieved. The method has lower interference (i.e., from 

silicate, colored and colloidal substances, and the Schlieren’s effect) than the commonly used 

spectrophotometric method. Although it may be interfered by cations, e.g., Fe3+ and Al3+, these 

ions could be eliminated by using Chelex 100 resin column. The proposed system was successfully 

applied to determine phosphorus that sequentially leached from sediments. An off-line leaching 

column was proposed for fractionation of phosphorus according to Hieltjes-Lijklema scheme 

(HLS). The results obtained from extraction by using the proposed column method and the batch 

shaking method were in good agreement (no significant difference at 95% confident level).  

 

KEYWORDS: Flow injection amperometry, Phosphorus, Fractionation, Sequential extraction, 

Sediment 
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1. INTRODUCTION 

 Phosphorus (P) is an important element for the growth of plants and animals. It also plays a 

major role in eutrophication of aquatic system [1-3]. Determination of phosphorus in natural water 

and environmental solids is significant for assessing the sources, cycle and fate of phosphorus [4], 

whereas, the information on total phosphorus content is not enough to estimate the environmental 

risk [3,5,6]. In solid phases, various chemical forms of phosphorus have different behaviors, 

mobilities and bioavailabilities [3,7]. Consequently, it is necessary to study and determine 

phosphorus species in environmental solids using fractionation schemes [3,6,8].  

Sequential extraction or fractionation procedures have been widely used to characterize the 

different forms of inorganic phosphorus exploiting acid and alkaline reagents [9,10]. Most 

modification or improvement of extraction schemes are originally suggested by Chang and Jackson 

[9]. The Hieltjes-Lijklema scheme [11] is one of the modified fractionation procedures that it is 

simple to operate and has been used by many researchers [9,12-19]. This method employs NH4Cl 

to extract loosely bound P and partially remove carbonates, NaOH to dissolve Fe- and Al-bound P, 

and HCl to solubilize Ca-bound P. 

Sequential extraction procedures have been performed in a batchwise manner, i.e., normally 

by shaking solid sample with extracting solution, which is much time consuming, large 

consumption of reagents and inconvenient. Flow based on-line fractionation methods were also 

proposed [9,18,19]. The detection of extracted phosphate could be done on-line or off-line, 

commonly by a spectrophotometric method based on a molybdenum blue reaction. However, the 

spectrophotometric detection using this reaction suffers from interferences such as silicate, colored 

and colloidal substances and the Schlieren’s (refractive index) effect. Amperometric detection is one 

of electrochemical techniques that can be applied for phosphate determination and it does not 

suffer from the mentioned interferences [4,20]. 

In this work, the flow injection amperometric detection system was developed for 

determination of phosphate in different mediums of various extracting solutions according to the 

Hieltjes-Lijklema scheme. An on-line cation exchange column was incorporated into the proposed 

system to eliminate interference from metal ions. A batchwise off-line extraction column was also 

proposed for sequential extraction of sediment using the Hieltjes-Lijklema scheme. The method 

provides the results comparable to the standard shaking extraction method, but it is faster, lower 

cost, and more convenient operation.  

 

2. MATERIALS AND METHODS 

 

2.1 Chemicals 
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 All chemicals used are analytical reagent grade. All standard and reagent solutions were 

prepared with deionized (DI) water, which obtained from Millipore water purification system 

(Millipore, Sweden). Potassium dihydrogenphosphate (Fisher Scientific, USA) 0.4394 g was 

dissolved with water and the solution was made up to 100.00 mL to obtain 1000 mg L-1 of 

phosphate stock standard solution. Working standard solution was prepared by appropriately 

diluting the stock solution with water. Solution of 0.1 M potassium chloride was prepared by 

dissolving 3.73 g potassium chloride (Carlo Erba, Italy) with water and the solution was made up to 

500 mL. Ammonium molybdate (Carlo Erba, Italy) 2.50 g was dissolved with water. Then, sulfuric 

acid (QRëc, New Zealand) 12.5 mL was added into the solution. The solution was made up to 500 

mL and the resulting solution contains 0.5%w/v molybdate and 2.5%v/v sulfuric acid solution.  

Chelex 100 resin column was prepared by suspending 5.0 g of the Chelex 100 resin (50-100 

mesh (sodium form), total capacity 0.4 meq mL-1, density 0.65 g mL-1 (BIO-RAD, USA)) in water 

and pouring into 10 mL of plastic syringe (length 8.5 cm, I.D. 1.5 cm). After that, the resin column 

was washed with the large excess of 1 M HCl, H2O, 1 M NaOH and H2O, respectively, until pH of 

the effluent was less than 10. 

Extracting solutions for sequential extraction of phosphorus were prepared as follow: 

Ammonium chloride (Scharlau, Spain) 26.75 g was dissolved with water. Then, the pH of solution 

was adjusted to 7.0 by adding ammonium hydroxide (Fluka, Switzerland). The solution was made 

up to 500 mL to obtain 1.0 M of ammonium chloride solution. Sodium hydroxide (Solvay, 

Belgium) 2.00 g was dissolved with water and the solution was made up to 500 mL to obtain 0.1 M 

of sodium hydroxide solution. Hydrochloric acid (Lab Scan, Poland) 20.8 mL was added into water 

and the solution was made up to 500 mL to obtain 0.5 M of hydrochloric acid solution. 

 

2.2 Flow Injection Amperometric System 

Flow injection amperometric system for phosphorus determination is shown in Figure 1. The 

system consisted of a peristaltic pump (Ismatec, Switzerland) with Tygon pump tubing, an injection 

device assembled from a set of three-way solenoid valves (Biochemvalve, USA), a flow through 

electrochemical cell (Cross-flow cell, Model MF – 1093, BAS, USA) composed of a 3 mm diameter 

glassy carbon working electrode (GCE), a Ag/AgCl reference electrode (RE) and a stainless steel 

auxiliary electrode (AE), a PalmSens handheld potentiostat/galvanostat (PalmSens, Netherland) and 

a personal computer. PTFE tube with inner diameter of 0.5 mm was used for assembling the flow 

system. The glassy carbon electrode was polished with water slurry of 0.3 and 0.05 μm alumina 

polish (Al2O3), respectively, on a polishing pad and polished about 100-300 times to obtain a fresh 

surface. Then, it was rinsed three times into water and into ethanol alternatively to eliminate the 

remaining Al2O3 particles from its surface.  



4 

The operation of FI system is as follow: A solution was flowed through the system at 3.2 mL 

min-1. A standard/sample solution (75 L) was injected into the stream of 0.1 M KCl and merged 

with the stream of 0.5%w/v acidic molybdate solution. Then, the mixture was flowed through a 

mixing coil (50 cm) to a flow through electrochemical cell. The 12-molybdophosphate complex 

produced from the reaction was then electrochemically reduced at a GCE working electrode, at a 

constant applied potential of 0.20 V vs. Ag/AgCl, producing an electrical current which is directly 

proportional to phosphate concentration. The calibration graph was plotted between peak height 

and phosphate concentration and used for quantification of phosphate in sample. 

 

Figure 1. Flow injection amperometric system for phosphorus determination: P = peristaltic pump, 

SV1-4 = solenoid valves, MC = mixing coil, FC = flow through electrochemical cell (WE = glassy 

carbon I.D. 3 mm, RE = Ag/AgCl, AE = stainless steel), D = potentiostat/amperometric detector, 

and PC = computer. 

 

2.3 Sample Collection and Preparation 

Sediment samples were collected from 6 sites in Chiang Mai University, as illustrated in 

Figure 2. Sediment samples (depth 0-3 cm) were randomly collected in each sampling site and 

combined together. The samples were sieved through a 70 mesh sieve and kept at -20 °C before 

analysis. 1.0000 g of wet sediment sample was oven dried at 105 °C for 16-24 hours. After that, the 

dried sediment sample was put into desiccator, weighted and calculated percentages of solid and 

moisture. 
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Figure 2. Map of sampling sites showing the location of 6 sampling points in Chiang Mai 

University. 

 

2.4 Sequential Extraction Procedures 

2.4.1 Sequential extraction of phosphorus from sediment by the off-line leaching column  

The column leaching was carried out at room temperature (252°C) by the batch method 

employing a plastic syringe fitted at the bottom with cotton wool and a piece of filter paper to 

support the sample as shown in Figure 3. A portion (1.0000 g) of sediment was accurately weighed 

and put in the column. The first extractant (1.0 M NH4Cl) 50.00 mL was carefully poured into the 

column and the leached solution was collected in a polyethylene bottle. Then, the next extractant 

(0.1 M NaOH) 50.00 mL was carefully poured into the column and the leached solution was 

collected in a polyethylene bottle. The last extractant (0.5 M HCl) 50.00 mL was carefully poured 

into the column and the leached solution was collected in a polyethylene bottle. Finally, the residue 

was digested with 2.00 mL of hydrochloric acid for an hour, then filtered through Whatman No.1 

filter paper and made up to 50.00 mL with water.  

 

 



6 

 

Figure 3. A leaching column for off-line sequential extraction of phosphorus from sediment 

samples. 

2.4.2 Sequential extraction of phosphorus from sediment shaking method  

A portion (1.0000 g) of sediment was extracted with 50.00 mL of 1.0 M NH4Cl for 2 hours, 

then filtered through Whatman No.1 filter paper and collected in a polyethylene bottle. The residue 

was extracted with 1.0 M NH4Cl again. After that, the residue was extracted with 0.1 M NaOH for 

17 hours, then filtered through Whatman No.1 filter paper and collected in a polyethylene bottle. 

Next, the residue was extracted with 0.5 M HCl for 24 hours, then filtered through Whatman No.1 

filter paper and collected in a polyethylene bottle. Finally, the residue was digested with 2.00 mL of 

hydrochloric acid for an hour, then filtered through Whatman No.1 filter paper and made up to 

50.00 mL with water. Extraction was carried out at room temperature (25  2 °C). Before changing 

to the next extractant, cleaning the sediment with water was done. The Schematic diagram of 

sequential extraction of phosphorus is summarized in Figure 4. 
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Figure 4. Schematic diagram of sequential extraction of phosphorus from sediment soil by the 

batch method. 

 

3. RESULTS AND DISCUSSION 

 

3.1 Flow Injection Amperometric Method for Phosphate Determination 

FI-ampermetric method for phosphorus determination is based on the electrochemical 

reduction of the 12-molybdophosphate complex as shown in the equations below: 

Phosphate (PO4
3-) + Acidic molybdate   12-molybdophosphate complex (1) 

12-molybdophosphate complex (MoVI)+ e-  Molybdenum blue(MoV) (2) 

The 12-molybdophosphate complex was reduced at a working electrode and produced an 

electrical current which is directly proportional to phosphate concentration.  

The FI system as depicted in Figure 1 was employed and the previously reported conditions 

of the system [20] were preliminary used. It was found that applied potential of 0.20 V vs. Ag/AgCl 

gave a good sensitivity and stable baseline. Moreover, signal of silicate (1000 mg L-1) and arsenate (5 

mg L-1) did not appear at this potential. The sensitivity increased when increasing ammonium 

molybdate concentration, however, at ammonium molybdate concentration higher than 0.5%w/v, 

the baseline drift was occurred due to the adsorption of the molybdenum blue at surface of GCE 

was occurred. Therefore, 0.5%w/v of ammonium molybdate was chosen. Sulfuric acid 

concentration of 2.5 %v/v was selected for the developed system since it furnished better 
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sensitivity and stable baseline. At sulfuric acid concentration higher than 2.5%v/v, the sensitivity 

was higher but a dramatically noisy baseline was observed. The optimum conditions of the FI-

amperometric system are summarized in Table 1. 

 

Table 1. The optimum conditions of the FI-amperometric system for phosphate determination 

Parameters Optimum value 

Flow rate 3.2 mL min-1 

Sample  volume 75 µL 

Ammonium molybdate concentration 0.5%w/v 

Sulfuric acid concentration  2.5%v/v 

Potassium chloride concentration 0.1 M 

Mixing coil length 50 cm 

Working electrode Glassy carbon I.D. 3 mm 

Reference electrode Ag/AgCl 

Auxiliary electrode stainless steel 

Applied potential 0.20 V 

 

3.2 Analytical Characteristics of the Method 

Under the optimum conditions in Table 1, the FIAgram of various concentrations of 

phosphate standard solution was obtained as shown in Figure 5. The calibration graphs were linear 

in the range of 0.1-1.0 mg L-1 P-PO4 (y = -0.5240x - 0.0053, r2 = 0.9991) and 1.0-10.0 mg L-1 P-PO4 

(y = -0.3739x - 0.2250, r2 = 0.9978). The limit of detection (LOD) and the limit of quantitation 

(LOQ) were 0.03 and 0.11 mg L-1 P-PO4, respectively. 

Precision of the system was evaluated by eleven injections of standard phosphate solution 

concentrations of 0.1, 0.5, 1.0, 5.0 and 10.0 mg L-1 P-PO4. The proposed method provided a good 

precision as indicated by percentages of relative standard deviation (%RSDs) of 2.1, 2.6, 1.5, 1.2, 

and 1.0 for 0.1, 0.5, 1.0, 5.0 and 10.0 mg L-1 P-PO4, respectively. The proposed method consumed 

75 L of sample and 2.1 mL each of electrolyte and reagent solutions (corresponding to 16 mg of 

KCl, 11 mg of ammonium molybdate and 0.05 mL of sulfuric acid per analysis), which is much 

lower than the batch spectrophotometric method. Sample throughput of 89 h-1 was achieved.  
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Figure 5. FIAgram of standard phosphate solutions by using the FI-amperometry. 

 

3.3 Interference study 

Effects of some potential interfering species have been investigated by adding different 

concentrations of the potential interfering substances into 0.5 mg L-1 standard phosphate solution. 

Then, the solutions were injected to the FI-ampermetric system and the peak height obtained was 

compared to that of 0.5 mg L-1 standard phosphate solution without interfering species. The 

tolerance limit of interfering substances was considered as the concentration that did not give 

%different in peak height more than 5%. Effects of some anions were investigated, such as 

arsenate and silicate which can react with the acidic molybdate and interfere in spectrophotometric 

molybdenum blue method. It was found that the FI amperometric method can tolerate to arsenate 

and silicate up to 0.25 mg L-1 and 1000 mg L-1, respectively, which is higher than the 

spectrophotometric method. Tolerance limits for carbonate, nitrate and chloride were 500 mg L-1, 

1000 mg L-1, and 40 g L-1, respectively. Unlike spectrophotometric method, amperometric detection 

did not suffer from high concentration of salt (Schlieren’s effect) and colored substances in sample 

solution. 

The FI-amperometric system can tolerate to some cations, such as Na+ up to 26 g L-1, Ca2+ 

and NH4
+ up to 1000 mg L-1, and Mg2+ up to 500 mg L-1. In case of metal ions which can bind with 

phosphate and precipitate in the insoluble form (e.g., Cu2+, Zn2+, Pb2+, Cd2+, Mn2+, Fe2+, Fe3+ and 

Al3+), the system can tolerate up to 10 mg L-1 of Cu2+, Zn2+, Pb2+, Cd2+ and Fe2+, and 5 mg L-1 of 

Mn2+. Fe3+ and Al3+ had low tolerance limit at 0.1 and 0.05 mg L-1, respectively. For Fe3+, it 

0.1 mg L-1 
0.3 mg L-1 

0.5 mg L-1 
0.8 mg L-1 

1.0 mg L-1 

3.0 mg L-1 

5.0 mg L-1 

8.0 mg L-1 

10.0 mg L-1 
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provides the negative interference at 0.1-1.0 mg L-1, but it gives the positive interference at the 

higher concentration, i.e.,  5 mg L-1.  

 In order to reduce interference from cations, an ion exchange resin was used to remove 

cations from the solution before being injected into the system. Chelex 100 is a chelate resin which 

is widely used to bind metal ions. It is styrene divinylbenzene copolymers with iminodiacetate 

exchange groups. The resin can strongly bind metal ions at high pH and poorly bind to metal ions 

at low pH [21]. The resin column was prepared as described in section 2.1 and tested for removal 

of Fe3+. It was found that after passing through the Chelex 100 resin column the peak heights of 

phosphate solutions with and without Fe3+ were identical, indicating that Chelex 100 resin could 

eliminate Fe3+. 

 

Figure 6. FIAgram from the FI-amperometric system for the injection of various solutions: (a) 5 

mg L-1 Fe3+ + 0.5 mg L-1 P-PO4, (b) 5 mg L-1 Fe3+ + 0.5 mg L-1 P-PO4 (passed resin column), (c) 10 

mg L-1 Fe3+ + 0.5 mg L-1 P-PO4, (d) 10 mg L-1 Fe3+ + 0.5 mg L-1 P-PO4 (passed resin column), (e) 5 

mg L-1 Fe3+, (f) 5 mg L-1 Fe3+ (passed resin column), (g) 10 mg L-1 Fe3+, (h) 10 mg L-1 Fe3+ (passed 

resin column), (i) 0.5 mg L-1 P-PO4 and (j) 0.5 mg L-1 P-PO4 (passed resin column).  

 

 

 

(a) 

(b) 

(c) 

(d) (e) 

(f) 

(g) 

(h) 

(i) 

(j) 
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3.4 Application of FI amperometric Method to Study Fractionation of Phosphorus in 

Sediment 

3.4.1 Effect of extractants to the FI-amperometric method 

Characterization of various phosphorus species in soil is normally performed by sequential 

extraction employing three different extractant solutions such as 1.0 M NH4Cl, 0.1 M NaOH and 

0.5 M HCl (Hieltjes-Lijklema Scheme). The determinations of leached phosphorus in different 

extractants are usually done by using different conditions/systems [4,18,19]. In this work, the 

developed FI amperometric system was proposed to analyze all 3 extracted solutions. Effect of the 

extractants was examined before applying the proposed system to such analysis. Under the 

optimum conditions in Table 1, standard phosphate solutions (0.1-10.0 mg L-1) in each medium (DI 

water, 1.0 M NH4Cl, 0.1 M NaOH and 0.5 M HCl) were injected into the system. The FIAgrams 

obtained are shown in Figure 7. Comparison to standard solution prepared in DI water, 0.1 M 

NaOH did not affect on the phosphate determination, while 1.0 M NH4Cl caused slightly reduction 

of sensitivity, and 0.5 M HCl caused dramatically reduction of sensitivity of the analysis. It might 

cause by the high molar ratio of [H+] to [MoO4
2-] (more than 80) resulted in slow and incomplete  

reaction to form phosphomolybdate complex [22]. Furthermore, it might be resulted from chloride 

ion which competed to phosphate ion to bind molybdate ion. Therefore, the standard solution of 

phosphate must be prepared in each extractant for use in analysis of each fraction. 

 

Figure 7. FIAgrams of standard phosphate solutions in the different mediums (DI water, 1.0 M 

NH4Cl, 0.1 M NaOH and 0.5 M HCl). 

 

0.1-10.0 mg L-1 P-PO4 
in DI water 

0.1-10.0 mg L-1 P-PO4 
in 1.0 M NH4Cl 

0.1-10.0 mg L-1 P-PO4 
in 0.1 M NaOH 

0.1-10.0 mg L-1 P-PO4 
in 0.5 M HCl 
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3.4.2 Determination of phosphorus leached from sediment in various fractions 

Firstly, percentage of solid and moisture in sediment samples were analyzed. It was found 

that the percentages of solid were between 45-73 and moistures were in the range of 28-55%. 

Content of phosphorus leached in each fraction was reported as mg kg-1 dry weight.  

The sediment samples were sequentially extracted by using off-line column leaching, and 

standard shaking-filtering methods as described in section 2.4. Several samples can be carried out in 

parallel. Sample solutions in each fraction were injected into the FI-amperometric system and 

phosphorus contents were calculated by using corresponded calibration graphs. Phosphorus 

contents in various fractions obtained from the off-line leaching column and the batch shaking 

method are presented in Table 2. The total phosphorus (Total-P) content is the summation of 

phosphorus contents in the fractions of NH4Cl, NaOH, HCl and the residue. The values of total 

phosphorus ranged from 307 to 831 mg kg-1 for the off-line leaching column and 315 to 856 mg kg-

1 for the shaking method. The first fraction (NH4Cl-P) is exchangeable phosphorus which is the 

most mobile one, being extracted by NH4Cl. It was found at negligible levels in only sample No. 5 

(13 mg kg-1 by off-line leaching column, and 11 mg kg-1 by shaking method). Phosphorus contents 

in NaOH-P, HCl-P and Residue-P ranged from 26 to 128, 57 to 434 and 179 to 500 mg kg-1, 

respectively, for the off-line leaching column, and 18 to 103, 47 to 409 and 106 to 465 mg kg-1, 

respectively, for the shaking method. Results from both the extraction methods were in good 

agreement. Both the results were compared with paired t-test at 95% confidence level, indicated 

that there was no significant difference between both methods (tcritical =  2.571, tstat of total-P = -

0.562, tstat of NaOH-P = 1.678, tstat of HCl-P = -0.752 and tstat of residue-P = 0.280). In addition, 

the off-line column leaching method is faster, simpler and more convenient operation as 

summarized in Table 3. 

Figure 8 illutrated fractions of phosphorus being extracted from sediment samples by both 

methods. It was found that the trends of phosphorus contents were Residue-P > HCl-P > NaOH-

P > NH4Cl for sites 2, 3 and 4, and HCl-P > Residue-P > NaOH-P > NH4Cl-P for sites 1, 5 and 6. 

For all the sediment samples from both extraction methods, the rank order of inorganic 

phosphorus fractions was HCl-P > NaOH-P > NH4Cl-P, indicating that phosphorus in the 

sediment is in stable forms which do not easily leach into water under natural condition. 
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Table 2. Contents of phosphorus in sediment in different fractions leaching by off-line leaching column and the batch shaking method   

Sample Method Phosphorus (mg kg-1) contents (mean  S.D.) 

NH4Cl-P NaOH-P HCl-P Residue-P Total-P 

1 column N.D. 128 ± 20 434 ± 202 269 ± 188 831 ± 199 

batch N.D. 103 ± 8 320 ± 116 314 ± 179 736 ± 144 

2 column N.D. 49 ± 13 57 ± 7 201 ± 65 307 ± 67 

batch N.D. 37 ± 11 98 ± 13 180 ± 26 315 ± 28 

3 column N.D. 26 ± 5 60 ± 11 227 ± 23 314 ± 17 

batch N.D. 18 ± 2 47 ± 6 347 ± 12 412 ± 12 

4 column N.D. 32 ± 4 178 ± 60 500 ± 53 709 ± 97 

batch N.D. 39 ±  12 352 ± 31 465 ± 163 856 ± 185 

5 column 13 ± 3 91 ± 17 326 ± 48 228 ± 91 658 ± 122 

batch 11 ± 2 33 ± 13 409 ± 40 239 ± 40 692 ± 58 

6 column N.D. 54 ± 9 208 ± 25 179 ± 28 441 ± 37 

batch N.D. 53 ± 12 216 ± 38 106 ± 5 376 ± 42 

*N.D. = Not detected 
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Table 3. Comparison of the batch shaking/filtering and the off-line leaching column methods 

Parameters Shaking and filtering Off-line leaching 

column 

Weight of soil (g) 1 1 

Volume of extractant (mL): 

- NH4Cl fraction 

- NaOH fraction 

- HCl fraction 

 

 

     50×2 times 

                 50 

                 50 

 

 

50 

50 

50 

Operation time per sample (h) 45 6-14 

Temperature Room temperature Room temperature 

Instrument Shaker, erlenmeyer 

flask, glass funnel, 

Whatman filter paper 

No. 1 

Plastic syringe 10 mL, 

cotton wool, Whatman 

filter paper No. 1 

Procedure Shaking and filtering Pouring the extractant 

solution into the column 

 

 

 

Figure 8. Contents of phosphorus in different sediment samples, being extracted into various 

fractions by using the off-line leaching column and the batch shaking methods. (sediment 

samples were taken from different sampling sites as shown in Figure 2).  
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4. CONCLUSIONS 

Flow injection amperometric method was developed for determination of phosphate. 

The method has high sensitivity and selectivity but yet simple and more convenient operation. 

It has many advantages over the commonly used spectrophotometric method, such as did not 

affect by high concentration of salts and colored substances, and can tolerate to high 

concentration of silicate. The developed method was successfully applied for analysis of 

various extracting solutions obtained from sequential extraction of sediment. The off-line 

column extraction was also proposed for sequential leaching of phosphorus from solid 

material, which gave the results in good agreement with those obtained by the standard 

shaking extraction procedure.  
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