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สัญญาณตอบสนอง 
(responsible signal) ที่วัด
ได้จากเครื่องมือวิเคราะห์
จ าแนกเป็น 2 โดเมน

โดเมนท่ีไม่ใช่ทางไฟฟา้ (non-electrical

domain) เช่น ความร้อน ความเข้มแสง พลังงาน 

ซึ่งสัญญาณในลักษณะนี้ต้องอาศัยตัวแปลง

สัญญาณ (transducer) เพ่ือแปลงสัญญาณ

จากโดเมนที่ไม่ใช่ทางไฟฟา้ให้อยู่ในโดเมนไฟฟา้ 

โดเมนทางไฟฟา้ (electrical domain) เช่น 
ศักย์ไฟฟา้ กระแสไฟฟา้ ประจุไฟฟา้ หรือความ
ต้านทานไฟฟา้ ซึ่งสัญญาณในลักษณะน้ีสามารถ
ใช้วงจรอิเล็กทรอนิกส์วัดค่าหรือด าเนินการเก็บ
ข้อมูลได้โดยตรง
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วิธี
กราฟมาตรฐาน

เป็นการเทียบมาตรฐานทางอ้อม โดยกราฟที่สร้างข้ึนเป็น
ความสัมพันธ์ระหว่าง

สัญญาณตอบสนองทีว่ดัได ้(แกน y) 
กับ

ความเขม้ข้นของสารมาตรฐาน (แกน x)

“โดยสัญญาณตอบสนองท่ีวัดได้ต้องแปรผันโดยตรงกับปริมาณ
สารท่ีสนใจ”

การสร้างกราฟมาตรฐานจึงเป็นวิธีการสร้างความสัมพันธ์เชิง
เส้นตรงระหว่างความเข้มข้นของสารมาตรฐานที่ทราบความ
เข้มข้น (หรือปริมาณ) กับสัญญาณตอบสนองท่ีได้จาก

เครื่องมือวิเคราะห์
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วิธีกราฟมาตรฐาน

วิธีสารมาตรฐาน
ภายนอก

(External standard)

▪ การสร้างกราฟมาตรฐานภายนอก จะต้องก าหนดช่วงความเข้มข้นให้
เหมาะสม โดยควรเป็นช่วงความเข้มข้นที่สัมพันธ์กับสัญญาณที่วัดได้มี
ความเป็นเส้นตรงมากที่สุด เรียกว่า ช่วงความเป็นเส้นตรง (linearity 
range) ต้องครอบคลุมความเข้มข้นของสารที่สนใจในตัวอย่าง

▪ ความเป็นเส้นตรงแสดงด้วย r2 (มากกว่า 0.995)
▪ กราฟมาตรฐานภายนอก คือสัญญาณตอบสนองของเคร่ืองมือวัดที่

สัมพันธ์เชิงเส้นตรงกับความเข้มข้นของสารมาตรฐาน
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Concentration of standard solution (Cs) 
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บอกสัญญาณตอบสนองตาม
โดเมนการวัด

ไม่สามารถบอกความเข้มข้น





บอกสัญญาณตอบสนองตาม
โดเมนการวัดตามความเข้มข้น
ของสารมาตรฐานภายนอก

ทราบความเข้มข้นของสาร
มาตรฐานภายนอก (จากการ
เตรียม)





woravith 6
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External calibration method

▪ เหมาะส าหรับสารตัวอย่างที่ไม่ค่อยมี
ส่ิงรบกวนและเจือจาง 

▪ โดยเทียบกับสารมาตรฐานท่ีทราบความ
เข้มข้นแน่นอน 

▪ ท าโดยปรับ signal ที่ได้จาก blank ให้
เป็นศูนย์ แล้ววัดค่า absorbance ของ
สารละลายมาตรฐานท่ีความเข้มข้นต่าง 
ๆ 4-5 ความเข้มข้น 

▪ น าผลมาสร้างกราฟระหว่างความ
เข้มข้นกับค่า absorbance จะได ้
calibration curve
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1.0 mL     2.0 mL    3.0 mL    4.0 mL   5.0 mL           0 mL

Stock standard of 
known concentration
(standard solution) 

▪ Add a different volume into the 
volumetric flasks 

(Blank)

Calculation in final concentration
C1V1 = C2V2

(Unknown 
sample)
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Stock standard of 
known concentration
(standard solution)

▪ Add a different volume into the 25.00 mL 
volumetric flasks 

100 g/mL Anthocyanin 

No. V (mL) Final Volume (mL) Final Conc. 
of Cu2+ (mg/L)

1 0.05 25.00 ……………..

2 0.10 25.00 ……………..

3 0.15 25.00 ……………..

4 0.20 25.00 ……………..

5 0.25 25.00 ……………..

6 0.30 25.00 ……………..

To construct the calibration graph 
between conc. via instrumental signal



0.20   0.40  0.60   0.80   1.00   1.20  mg/L 

ความเข้มข้น
(g/mL)

ค่าการดูดกลนืแสง
(524 nm)

0.20 0.115

0.40 0.160

0.60 0.210

0.80 0.285

1.00 0.355

1.20 0.420

▪ เตรียมสารละลายมาตรฐาน anthocyanin ที่มี
ความเข้มข้นต่างกันจ านวน 6 ความเข้มข้น 
(0.20-1.20 mg/L)

▪ วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 524 nm
▪ เขียนกราฟมาตรฐานความเข้มข้น 

วิธีกราฟมาตรฐานจากสารมาตรฐานภายนอก

หมายเหตุ ศึกษาวิธีสร้างกราฟด้วยโปรแกรมเอกเซลล์
Click

Click

สารมาตรฐาน
anthocyanin
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https://sci.rmutp.ac.th/woravith/?page_id=8206
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0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20
A
b
s.

conc. (mg/L)

Conc. 
(mg/L)

Abs

0.20 0.115

0.40 0.160

0.60 0.210

0.80 0.285

1.00 0.355

1.20 0.420

y = 0.311x + 0.04

0.04

y

x

slope = ---- = ------------ = 0.311 
y
x

0.355 - 0.150

1.00 – 0.340

เขียนกราฟระหว่างค่าการดูดกลืนแสง (A) กับความเข้มข้น (C)

หาความชันกับจุดตัดแกนจากเส้นกราฟ
• ความชัน = 0.311
• จุดตัดแกน = 0.04

สมการเส้นตรง สร้างกราฟมาตรฐานความเข้มข้นด้วยโปรแกรมเอก็เซลล์ 
แสดงสมการเส้นตรง และค่า R2

y = 0.3121x + 0.039   R2=0.9922 11
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0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20

A
b
s.

conc. (mg/L)

น าสารตัวอย่าง (unknown) 
หนัก 1.00 g วัดค่าการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 524 nm 
พบว่า
เครื่อง UV-Vis รายงานค่าการ
ดูดกลืนแสง = 0.250

0.250

unknown conc.

0.68

y = 0.3121x + 0.039

  0.250 = 0.3121x + 0.039

       x = (0.250-0.039)/0.3121 

= 0.675

unknown Abs.

1) หาความเข้มขน้โดยลากเส้นบนกราฟ
มาตรฐานความเขม้ขน้

2) ค านวณความเข้มขน้โดยสมการเส้นตรง

ความเข้มข้น
เป็นเท่าไร ?

ก าหนดจุด Abs บนแกน y (Abs ของสารตัวอย่าง) ลากเส้น
ขนานแกน x จนชนกับเส้นกราฟมาตรฐาน ลากลงขนานกับแกน y 
จุดท่ีตัดแกน x จะเป็นความเข้มข้นของสารตัวอย่าง

แทนค่า Abs ของสารตัวอย่าง 
(y) ลงในสมการเส้นตรง 
ค านวณความเข้มข้นของสาร
ตัวอย่าง (x) 
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▪ Calibration sensitivity: It is the ratio of the change in the 
amount of the unit to the change in the signal intensity. Briefly 
the slope of the calibration graph. 

▪ Analytical sensitivity: The ratio of the slope of the calibration graph 
to the standard deviation of the signal intensity of the analyte 
(sometimes used as blank test solutions) for a constant 
concentration.

▪ Detection limit: It is the lowest concentration that can be determined 
by applying that method. The slope, m, of the calibration graph is 
calculated from the following equation by taking the standard 
deviation, sb, of the signals read from the blank test solution and a 
coefficient k or 3k used for a given confidence level.

                          LOD = sb + 3sb
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Detection limit terms ;

Term Definition Calculation Source

Method detection 
limit (MDL)

Minimum concentration measured with 
99% confidence

SD x student's 
value 

EPA CLP 40 CFR Part 
136 Appendix B

Practical 
quantitation limit 
(PQL)

Lowes level which can be reliably 
determined within specified limits of 
precision and accuracy

5xSD EPA SW-86

Method 
quantitation limit 
(MQL)

Minimum concentration that can be 
measured and reported

3xSD EPA SW-86

Limit of detection 
(LOD)

Lowest concentration statistically 
difference from blank or baseline

3xSD ACS

Limit of 
quantitation (LOQ)

Level above with quantitative results 
have specified degree of confidence

10xSD ACS

Detection limit (DL) Concentration distinctly detectable 
above blank

2xSD MCAWW



Standard calibration method : Homework

15

Conc. X (ppm) N Mean signal of analyte sd

0 25 0.031 0.0079

2.00 5 0.173 0.0094

6.00 5 0.422 0.0084

10.00 5 0.702 0.0084

14.00 5 0.956 0.0085

18.00 5 1.248 0.0110

The experimental data was obtained by an instrumental analysis for analyte X in 
samples. 

a) calculate the calibration sensitivity
b) calculate the analytical sensitivity of each concentration
c) What is the detection limit for the method?

#CAM02



0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

0.30

0.35

0.40

0.45

0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40

ค
่าก
าร
ด
ูด
ก
ล
ืน
แ
ส
ง

ความเข้มข้นสารละลายมาตรฐาน

ช่วงของการตรวจวัด
(dynamic range)

ความสัมพันธ์เชิงเส้นตรง
(linear range)

LOQ

LOD

กราฟที่มีความชันมากกว่าจะมี
สภาพไวได้มากกว่ากราฟที่มี
ความชันน้อยกว่า 

LOL
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ความเข้มข้น

ช่วงของการตรวจวัด
(dynamic range)

ความสัมพันธ์เชิงเส้นตรง
(linear range)

LOQ

LOD

ขีดจ ากดัในการตรวจวัด (LOD) คือ 
ระดับความเข้มข้นของสารที่สนใจที่ให้
สัญญาณเท่ากับค่าที่วัดได้จากแบลงก ์
(Sb) รวมกับ 3 เท่าของ sd ของแบลงก ์
(sdb)
       LOD = Sb+ (3sdb)

ขีดจ ากดัในการวัดเชิงปรมิาณ (LOQ) 
คือ ระดับความเข้มข้นของสารสนที่ใจที่ให้
สัญญาณเท่ากับค่าที่วัดได้จากแบลงก ์
(Sb) รวมกับ 10 เท่าของ sd ของแบลงก ์
(sdb)
       LOD = Sb+ (10sdb)

กร าฟที่ มี ค ว า มชั น
มากกว่าจะมีสภาพไว
ได้มากกว่ากราฟที่มี
ความชันน้อยกว่า 

LOL
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https://www.youtube.com/watch?v=o9gZlxIZZoo

https://www.youtube.com/watch?v=o9gZlxIZZoo


วิธีกราฟมาตรฐาน

วิธี
เติมสารมาตรฐาน
(standard addition)

19

นิยมใช้ในการวิเคราะห์เชิงปริมาณของสารที่สนใจที่
มีสารเจือปนมาก (matrix effect) ซึ่งอาจจะมีผล
ต่อการวิเคราะห์ได้ โดยหลักการของวิธีนี้คือการเติม
สารละลายมาตรฐานที่ทราบความเข้มข้นที่แน่นอน
ลงในสารตัวอย่างจะท าการวิเคราะห์

หรืออาจเรียกว่า 
“Spiked method”



วิธีเติมสารมาตรฐาน (standard addition)

1) เตรียมสารละลายตัวอย่าง ที่ไม่ทราบความเข้มข้น (Cx) 
ปริมาตรแน่นอน (Vx) เท่ากัน ในขวดวัดปริมาตร 5-6 ขวด 

2) เติมสารละลายมาตรฐานที่ทราบความเข้มข้น (Cs) และ
ปริมาตรที่แตกต่างกันเป็นล าดับ (Vs) 

3) เติมสารอื่น ๆ ที่เกี่ยวข้องในปฏิกิริยา ให้เท่ากันทุก ๆ ขวด 
และปรับปริมาตรด้วยตัวท าละลาย (ปริมาตรรวม Vt)

4) วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นที่ก าหนด ได้สัญญาณ
การดูดกลืนแสงรวม (S)

สารตัวอย่าง

สารละลาย
มาตรฐาน

20

The standard addition 
technique involves adding 
known amounts of 
standard to one or more 
aliquots of the processed 
sample

“Spiking or Spiked method”
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▪ วิธ ีStandard addition เป็นอีกวิธีท่ี
นิยมใช้ในการวิเคราะห์เชิงปริมาณของ
สารที่สนใจที่มเีมทริกซ์เจือปนมาก 
(matrix effect) ซึ่งอาจจะมีผลต่อการ
วิเคราะห์ได้ และไม่อาจใช้วิธี matrix-
matched calibration ได้ 

▪ โดยหลักการ คือ การเติมสารละลาย
มาตรฐานที่มีความเข้มข้นต่าง ๆ แต่มี
จ านวนปริมาตรเท่ากันลงไป

▪ ความเข้มข้นของสารตัวอย่างหาได้จาก
การ extrapolating ไปตัดแกน x

a+s1

a+s2

a+s3

a+s4

a
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สัญญาณ (S) ที่ได้จะเป็นผลรวมของ
สัญญาณจากสารตัวอย่างกับสารมาตรฐาน
ที่เติมลงไป

s s x x

t t

VC V C
S = +

V V

เขียนกราฟระหว่าง S กับ Vs จะได้กราฟเส้นตรง 

s

t

C
slope, m = 

V

x x

t

V C
intercept, b = 

V

สัญญาณของสารตัวอย่างท่ี
ท าการเติมสารมาตรฐาน

สัญญาณของสารตัวอย่างที่
ไม่ได้ท าการเติมสารมาตรฐาน
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a+s1

a+s2

a+s3

a+s4

a

a+s5

a+s6
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S
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สัญญาณของสารตัวอย่างที่ไม่ได้
ท าการเติมสารมาตรฐาน

ความเข้มข้น
สารตัวอย่าง (Cx)

s s x x

t t

VC V C
S = +

V V

s

t

C
slope, m = 

V

x x

t

V C
intercept, b = 

V

  
  
  

tx x

t s

Vb V C
 = 

m V C

s
x

x

bC
C = 

mV

y = m(Cx)

s s x x

t t

VC V C
S = + = 0

V V

0 s
x

x

(Vs) C
C = -

V 23
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 
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Add 5.00 mL of unknown in each flask
1         2        3        4        5

Add standard with different volumes

0        5        10       15       20

Fill each flask to 50 mL mark and mix
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#SA01

No. Volume of 
water sample 

(mL)

Volume of 
Standard added 

(mL)

Total volume 
(mL

Conc. of 
Standard added 

(ppm)

Instrumental 
signal (A)

1 10.00 0 25.00 0.00 0.095

2 10.00 1 25.00 0.40 0.151

3 10.00 2 25.00 0.80 0.206

4 10.00 3 25.00 1.20 0.260

5 10.00 4 25.00 1.60 0.310

6 10.00 5 25.00 2.00 0.361

Conc. of standard, Cs = 10.00 ug/mL
Volume  of unknown, Vx = 10.00 mL

Total Volume, Vt = 25.00 mL

Take class (10 min)
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#SA02

Take class (10 min)

No. Volume of water 
sample (mL)

Volume of 
Standard added 

(mL)

Total 
volume 

(mL

Conc. of 
Standard added 

(ppm)

Instrumental 
signal (A)

1 10.00 0 50.00 0.240

2 10.00 5 50.00 0.437

3 10.00 10 50.00 0.621

4 10.00 15 50.00 0.809

5 10.00 20 50.00 1.009

The following data corresponds to a standard addition experiment used to determine 
the concentration of Fe in water sample. 
The standard solution of  Fe is 11.1 ppm.

1) Determine the final concentration of Fe standard for each solution, [S]f
2) Construct and x, y scatter plots of signal via [S]f and signal via Vs

3) Calculate the Fe in water sample by x-intercept
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Take class (15 min)

▪ A UV/Vis is used to determine vitamin B6 and 
caffeine in energy drink using the standard 
addition method.

▪ A standard solution of 0.0506 g of pyridoxine 
hydrochloride (Vitamin B6) and 0.1253 g 
Caffeine was prepared in 100 mL of buffer 
solution (standard A)

▪ An energy drinking was prepared in 100 mL 
volumetric flask.

No. Volume of energy 
drinking (mL)

Volume of standard A 
added (mL)

1 10.0 0

2 10.0 1.0

3 10.0 2.0

4 10.0 3.0

5 10.0 4.0

No. Absorbance 

Vitamin B6 Caffeine

1 0.0489 0.3403

2 0.1752 0.4699

3 0.3191 0.6025

4 0.4554 0.7410

5 0.5465 0.8324

Absorbance of each experiment.

A) Construct standard addition graph of 
Vitamin B6 and Caffeine. 

B) Determine concentration of vitamin B6 and 
caffeine in the original energy drink.

#SA03



matrix-matched calibration

ในกรณีท่ีตัวอย่างอาจสิ่งรบกวน (matrix) หรือสิ่งเจือปนท่ีท าให้
องค์ประกอบส่วนใหญ่น้ันแตกต่างจากสารมาตรฐาน และสิ่งรบกวนเหล่าน้ัน
อาจมีผลต่อการดูดกลืนแสงท้ังบวกหรือทางลบ เราสามารถท าการเติมสาร
มาตรฐานแล้วท าการวัดค่าการดูดกลืนแสง เรียกว่าวิธี matrix-matched 
calibration

▪ เติมอนุกรมสารมาตรฐานลงในสารตัวอย่าง 
▪ ท าการวัดสัญญาณ
▪ เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานความเข้มข้นของสารมาตรฐาน
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ความเข้มข้น (mg/L)

Matrix-match calibration curve Calibration curve

กราฟมาตรฐานเมทริกซ์แมทซ์ ความชันของเส้นกราฟเท่ากันหรือใกล้เคียงกัน

กราฟมาตรฐานความเข้มข้นกับ
กราฟมาตรฐานเมทริกซ์แมทซ์

มีความชันเท่ากนั หรือ
ใกล้เคยีงกนั 

เส้นกราฟจะขนานกัน 
อธิบายได้ว่า

ผลของส่ิงรบกวนในสารตัวอย่าง
ไม่มีผลต่อการวิเคราะห์ 
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Matrix-match calibration Calibration curve

กราฟมาตรฐานเมทริกซ์แมทซ์ ความชันของเส้นกราฟไม่เท่ากันหรือไม่ใกล้เคียงกัน

กราฟมาตรฐานความเข้มข้นกับ
กราฟมาตรฐานเมทริกซ์แมทซ์

มีความชันไม่เทา่กนั
หรือ ไม่ใกลเ้คียงกนั 
เส้นกราฟจะไม่ขนานกัน 

อธิบายได้ว่า ผลของส่ิงรบกวนใน
สารตัวอย่างมีผลต่อการวิเคราะห์ 
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วิธีกราฟมาตรฐาน

วิธีสารมาตรฐาน
ภายใน

(Internal standard)

Internal standards can compensate for 
sample-prep and instrument variation, 
working with calibration curves to further 
improve data quality and validity.
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Quantitative : Internal standard method

▪ อาศัยหลักการเติมสารมาตรฐาน 
(reference element) ซึ่งเป็นคนละ
ธาตุกับสารที่จะวิเคราะห์ลงไปในสาร
ตัวอย่างและ blank 

▪ น าไปวัดค่า absorbance
▪ หาอัตราส่วนระหว่างสารตัวอย่างและ
สารมาตรฐาน (Aanalyte/Astandard)

▪ น าข้อมูลไปสร้าง calibration curve

https://www.youtube.com/watch?v=_BwKl4mGo58
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https://cannabisindustryjournal.com/column/internal-
standards-turning-good-data-into-great-data/
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No. Conc. of 
analyte 
(ug/L)

Conc. of 
IS (ug/L)

Signal of 
analyte 
(a.u.)

Signal of 
IS (a.u.)

Response 
ratio (A/IS)

Conc. 
Ratio 
(A/IS)

1 5.0 200.0 20.0 1010.0 0.020 0.025

2 10.0 200.0 40.0 985.0 0.041 0.050

3 25.0 200.0 158.0 1020.0 0.155 0.125

4 50.0 200.0 257.0 1030.0 0.250 0.250

5 100.0 200.0 525.0 1000.0 0.525 0.500

6 250.0 200.0 1200.0 985.0 1.218 1.250

7 500.0 200.0 2488.0 1000.0 2.488 2.500

S1 ? 200.0 137.0 660.0 ? ?

S2 ? 200.0 600.0 400.0 ? ?

S3 ? 200.0 105.0 1400.0 ? ?

y = 0.9897x + 0.0064

R² = 0.9995

0.00

0.50

1.00

1.50

2.00

2.50

3.00

0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50

S
 o

f 
A
/I
S

conc. A/IS

The internal standard data, construct a calibration curve and determine 
the concentration of the analyte in the unknown S1, S2, S3

#IS01



Internal standard method : Homework
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The internal standard experiment with n=3, construct a calibration curve and determine 
the following; 
a) The concentration of the analyte in the unknown and standard uncertainty.
b) Limit of detection and limit of quantitation.

% Analyte Signal of Analyte Signal of internal standard

0 0.50±0.7 38.0±0.5

0.040 16.7±0.4 41.2±0.7

0.120 48.1±0.3 62.7±0.5

0.180 54.5±0.6 50.4±0.4

0.240 56.3±0.9 46.9±0.9

0.300 90.2±0.2 55.5±0.6

Unknown 56.8±0.3 47.6±0.4

#IS02



ผู้เขียนมีความต้ังใจอย่างมากท่ีจะเรียบเรียง

หนังสือเล่มนี้เพ่ือให้เปน็ส่วนหนึ่งของรากฐาน

ศาสตร์แห่งเคมีวิเคราะห์ และหวังเปน็อย่างย่ิง

ว่าหนังสือเล่มนี้จะเปน็ส่วนหนึ่งในการเพ่ิมพูน

ความรู้ ความเข้าใจ และทักษะการค านวณเชิง

ปริมาณ ส าหรับนิสิต นักศึกษา นักวิจัย และผู้

ที่สนใจ สามารถประยุกต์ใช้ในการศึกษา การ

ประกอบวิชาชีพและการค้นคว้าวิจัยต่อไป

          ผศ.ดร.วรวิทย์ จันทร์สุวรรณ 

Active Learning

Woravith Chansuvarn

Learning for All
by 

woravith
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