
ตรวจสอบความใชไดของวิธีวิเคราะหแอมโมเนียมไนโตรเจนในปุยเคม ี

Method Validation on Analysis of Ammonium Nitrogen in Fertilizer 
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บทคัดยอ 
 

 หองปฏิบัติการวิเคราะหคุณภาพปุย กลุมพัฒนาการตรวจสอบพืชและปจจัยการผลิต สํานักวิจัยและ

พัฒนาการเกษตรเขตที่ 4 ไดดําเนินการตรวจสอบความใชไดของวิธีการวิเคราะหหาปริมาณแอมโมเนียมไนโตรเจน

ในปุยเพื่อใหไดเทคนิควิธีการวิเคราะหที่ถูกตอง รวดเร็ว แมนยํา  สามารถอางอิงไดตามมาตรฐานสากลโดยศึกษา

หา ความถูกตอง (Accuracy) ความแมนยํา (Precision) ชวงความเปนเสนตรง (Range and Linearity)  และ 

ปริมาณต่ํ าสุดที่ สามารถวัดได  (Limit of Detection) ดํ าเนินการวิ เคราะห วัสดุอางอิงรับรอง Calcium 

Ammonium Nitrate (CRM-BCR 178, 13.04% Nitrogen) และวัสดุอางอิงมาตรฐาน  Ammonium Sulphate 

99.999 % (21.20 % Nitrogen) ประเมินความถูกตองจากคา  Recovery  ซึ่งพบวาอยูในเกณฑการยอมรับ 

(100.38% และ 101.13%) ประเมินความแมนยําโดยใชสมการของ Horwitz's Ratio  พบวาคาที่ไดอยูในเกณฑ

การยอมรับ  หาคา Range and Linearity พบวาชวงที่ เหมาะสมและเปนเสนตรงสําหรับการวิ เคราะห

แอมโมเนียมไนโตรเจนคือ 1.05-21 % หาปริมาณต่ําสุดที่สามารถวัดได (LOD)  เทากับ 0.02 %  และปริมาณ

ต่ําสุดที่สามารถวิเคราะหและรายงานผลได (LOQ) เทากับ  0.08 % ซึ่งคาที่ไดทั้งหมดนั้นผานเกณฑการยอมรับ

ตามมาตรฐานสากล  ดังนั้นจึงถือวาวิธีการวิเคราะหแอมโมเนียมไนโตรเจนในปุยดังกลาวนี้เปนวิธีวิเคราะห

มาตรฐานสําหรับหองปฏิบัติการตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025   
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1สํานักวจิัยและพัฒนาการเกษตรเขตที่ 4 

 

คํานํา 

 แอมโมเนียมไนโตรเจนเปนอีกหนึ่งรูปที่สําคัญของไนโตรเจน  ไนโตรเจนเปนธาตุอาหารที่มีบทบาทในการ

เจริญเติบโตของพืชโดยชวยใหพืชสรางโปรตีน  พืชสามารถดูดซึมไนโตรเจนในรูปของไนเตรท (NO3
-) แลวแตกตัว

ออกเปนแอมโมเนียมไอออน (NH4
+ - N) รวมตัวกับ  Carbon  skeleton  เปน  Glutamic acid  ซึ่งเปน

สวนประกอบที่สําคัญของกรดอะมิโน  กรดอะมิโนจะจับตัวกันดวย  Peptide bond  ซึ่งเปนสวนประกอบสําคัญ

อยูในโปรตีนของพืช  (ภาควิชาปฐพีวิทยา, 2548)   

 การตรวจสอบควบคุมคุณภาพปุยเคมีตามพระราชบัญญัติปุย พ.ศ. 2518 (แกไขเพิ่มเติม ฉบับที่ 2 พ.ศ. 

2550) นั้นตองอาศัยวิธีการทดสอบปริมาณไนโตรเจนซึ่งเปนธาตุอาหารหลักของปุยเคมี วิธีที่ใชในหองปฏิบัติการ

กลุมงานพัฒนาการตรวจสอบพืชและปจจัยการผลิต สํานักวิจัยและพัฒนาการเกษตรเขตที่ 4  เปนวิธีที่ดัดแปลง

และปรับปรุงจากวิธีมาตรฐานของ  AOAC  2005th  Ed.  Method 920.03 ขอ 2.4.07 (In-house  Method)  

จึงตองมีการตรวจสอบความใชไดของวิธีวิเคราะห เพื่อใหไดผลการทดสอบที่มีความถูกตอง  แมนยํา  เปนไปตาม

เกณฑกําหนดของมาตรฐานสากล 

 

วิธีการดําเนินงาน 

เครื่องมือ/อุปกรณ 

     1. เครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม  4  ตําแหนง  และ  2  ตําแหนง 

     2. Kjeldahl  Digestion  Apparatus  and  Distilling  Apparatus 

     3.เครื่องแกวและวัสดุอื่นๆ ที่ใชในการปฏิบัติการวิเคราะห 

สารเคม ี

     1. Ethyl Alcohol 90 % , AR Grade 

     2. Boric Acid, AR Grade 

     3. Methylene Blue, AR Grade 

     4. Methyl Red, AR Grade 

     5. Standard  Hydrochloric  Acid  1 N, AR Grade 

     6. Sodium Hydroxide, Commercial Grade 
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     7. วัสดุอางอิงรับรอง 

         7.1 Ammonium Sulphate 99.999 % Purity 21.20 % Nitrogen (Aldrich Chem.  204501) 

     8. วัสดุอางอิงรับรอง/วัสดุอางอิงมาตรฐาน 

  8.1 Calcium Ammonium Nitrate 13.04% Nitrogen (CRM-BCR 178) 

  8.2 Sodium Carbonate Purity 99.970 ± 0.014 % (SRM 351a) 

 

 

 

 

 

วิธีการ 

1.  การศึกษาหาคา  Linearity , Limit  of  Detection (LOD) และ   Limit  of  Quantitation (LOQ)  ของวิธี

วิเคราะหแอมโมเนียมไนโตรเจน 

1.1 นําวัสดุอางอิงรับรอง/วัสดุอางอิงมาตรฐาน มาอบที่อุณหภูมิ  110  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  2  ชั่วโมง  

1.2 ชั่งน้ําหนัก  0.3xxx กรัม  ใส  Kjeldahl  Flask  ดําเนนิการวิเคราะหตามวิธีวิเคราะหแอมโมเนียม

ไนโตรเจนตามวิธีวิเคราะห  AOAC  2005th  Ed.  Method  920.03  ขอ  2.4.07  

     2.3  บันทึกผลแอมโมเนียมไนโตรเจน  คํานวณหาคาเฉลี่ย  คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

2.4  คํานวณคา Linearity,  LOD  และ LOQ   

2.  การศึกษาหาคา  Accuracy  วิธีวิเคราะหแอมโมเนียมไนโตรเจน  ที่ระดับความเขมขนสูง  กลาง  ต่ํา   

     2.1  ชั่งวัสดุอางอิงรับรอง/วัสดุอางอิงมาตรฐานของปุยน้ําหนัก 0.3xxx กรัม 

    2.2  ดําเนินการวิเคราะหตามวิธีวิเคราะหแอมโมเนียมไนโตรเจนตามวิธีวิเคราะห  AOAC  2005th  Ed.  

Method  920.03  ขอ  2.4.07   

    2.3  บันทึกผลปริมาตร HCl  ที่ใชไตเตรท  (มิลลิลิตร)  และคํานวณผลแอมโมเนียมไนโตรเจนที่วิเคราะหได 

    2.4  เปรียบเทียบคาที่วิเคราะหไดกับคารับรองของ  CRM  โดยการพิจารณา  % Recovery  ตาม  AOAC  

Peer – Verified  method ,  Nov. 1998  เกณฑการยอมรับ  อยูในชวง  98-102 %  

% Recovery  =       คาที่วิเคราะหได      x  100 

                         คาอางอิง (จากใบรับรอง) 

3.  การศึกษาหาคา  Precision วิธีวิเคราะหแอมโมเนียมไนโตรเจนที่ระดับความเขมขนสูง  กลาง  ต่ํา   
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     3.1  ชั่งชั่งวัสดุอางอิงรับรอง/วัสดุอางอิงมาตรฐานของปุยน้ําหนัก 0.3xxx กรัม ความเขมขนไมต่ํากวา 10  ซ้ํา  

โดยบุคคล  เวลา   และเครื่องมือเดียวกัน        

    3.2  ดําเนินการวิเคราะหตามวิธีวิเคราะหแอมโมเนียมไนโตรเจนตามวิธีวิเคราะห  AOAC  2005th  Ed.  

Method  920.03  ขอ  2.4.07   

    3.3  บันทึกผลแอมโมเนียมไนโตรเจนที่วิเคราะหได  และคํานวณหาคา  Precision  โดยใช  Horwitz  

equation  คํานวณแบบ  Repeatability 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ผลการทดลองและวิจารณ 

1. การหา Linearity,  Limit of Detection  (LOD)   และ Limit of Quantitation  (LOQ) 
 

ตารางที่  1  แสดงคาเฉลี่ย Bias และ Standard Deviation ของวัสดุอางอิงรับรอง/วัสดุอางอิงมาตรฐาน 

วัสดุอางอิงมาตรฐาน X  Bias SD 

STD 

Calcium  Ammonium  Nitrate  (CRM) 

Ammonium  Sulphate     

1.05 

13.09 

21.17 

0.004 

0.05 

-0.03 

0.003 

0.08 

0.14 

        

1.1 การหา  Linearity   

จากตารางที่ 1 เมื่อนําคาจริงจากใบรับรอง และคาที่วิเคราะหไดมาสรางกราฟ และพิจารณาจาก

คา R โดยคา R ที่อยูในเกณฑยอมรับ จะตองมากกวา 0.995  จากภาพที่ 1  พบวา R =  1  แสดงวา
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ชวงการวิเคราะหที่ < 21.25 มีความเปนเสนตรง สามารถวิเคราะหแอมโมเนียมไนโตรเจนในชวง

ดังกลาวได 

สูตรการคํานวณ    R2 =  xy - xy/n2 

        x2 -  x2  y2  -  y22 

          y                            n 

ภาพที่ 1  กราฟแสดงความสัมพันธระหวางคาแอมโมเนียมไนโตรเจนจากใบรับรอง และคาที่วิเคราะหได 

 

 

1.2  การหา  Limit of Detection และ Limit of Quantitation 
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ภาพที่ 2  กราฟแสดงความสัมพันธระหวางคาเฉลี่ย และคา SD ของการวิเคราะหแอมโมเนียมไนโตรเจน 

จากกราฟ (ภาพที่ 2)  พบวา  So = 0.0085  ดังนั้น 

LOD = 3So = 0.02 % NH4
+ - N 

LOQ = 10So = 0.08 % NH4
+ - N 
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2. การศึกษาหาคา  Accuracy  ของวิธีวิเคราะหแอมโมเนียมไนโตรเจนของตัวอยางปุยที่มีลักษณะของเนื้อสาร

(Matrix) แตกตางกัน  โดยการเติม  CRM/SRM  ความเขมขนสูง  กลาง  ต่ํา  ลงไป 

ตารางที่  2  แสดงผลการวิเคราะหแอมโมเนียมไนโตรเจนของตัวอยางปุยที่มีลักษณะของเนื้อสาร (Matrix) 

แตกตางกัน  โดยการเติม  CRM/SRM  ความเขมขนสูง  กลาง  ต่ํา  ลงไป 
 

รายการคํานวณ Sample Blank Ammonium 

Sulphate 

CAN STD. 

( % AN) ( 21.20% AN) (13.04%AN) (1.051%AN) 

คาเฉลี่ย 0.00 21.25 13.09 1.05 

SD 0.00 0.06 0.16 0.003 

%Recovery  - 101.13 100.38 100.29 

t-test - 0.53 0.69 1.98 

ชวงความเชื่อมั่น - 21.25 + 0.06 % 13.09 + 0.16 % 1.05 + 0.003 % 

 

เกณฑการยอมรับ % Recovery  เทากับ  98-102 % (AOAC, 1998) แสดงวา  % Recovery  ผานเกณฑการ

ยอมรับ               

 

3.  การศึกษาหาคา  Precision  ของวิธีวิเคราะหแอมโมเนียมไนโตรเจนที่ระดับความเขมขนสูง  กลาง  ต่ํา  

 

ตารางที่  3  แสดงผลการวิเคราะห  CRM/SRM ที่ระดับความเขมขนสูง  กลาง  ต่ํา  ของการวิเคราะหซ้ําแบบตาง

เวลากัน  (Intermediate) 

รายการคํานวณ Sample Blank Ammonium 

Sulphate 

CAN STD. 

( % AN) ( 21.20% AN) (13.04%AN) (1.051%AN) 

คาเฉลี่ย 0.00 21.53 13.21 1.08 

SD 0.00 0.207 0.165 0.013 

% RSD  - 0.961 1.249 1.204 

Predicted Horwitz RSD - 2.35 2.53 3.69 

HORRAT - 0.41 0.49 0.33 
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             เกณฑการประเมิน  HORAAT   <  2   แสดงวา  ผานเกณฑการยอมรับ 

 

 

 

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 

 

 การพัฒนาเทคนิคการวิเคราะหปริมาณแอมโมเนียมไนโตรเจนในปุยเคมี  เพื่อใหไดเทคนิควิธีวิเคราะหที่

ถูกตอง แมนยําและรวดเร็ว  สามารถอางอิงไดตามมาตรฐานสากล  ทําใหเปนที่ยอมรับ  โดยทําการศึกษาหาคา  

Limit  of  Detection (LOD),  Limit  of  Quantitation (LOQ), ความถูกตอง  (Accuracy) และความเที่ยง 

(Precision) ทําการทดลองโดยการวิเคราะหหาปริมาณแอมโมเนียมไนโตรเจนของ CRM 3  ระดับความเขมขน

เพื่อใหครอบคลุมชวงการใชงาน  คือ  0 – 21 % AN  และนํามาพิสูจนความถูกตอง  โดยหาคา % Recovery  ซึ่ง

พบวาอยูในเกณฑยอมรับ  (98 – 102 %)  และพิสูจนความเที่ยงโดยใชสมการของ  Horwitz’s  Ratio    พบวา  

คาที่ไดอยูในเกณฑการยอมรับ (HORRAT  < 2)  ดังนั้นจึงสรุปไดวาวิธีนี้เปนวิธีที่เหมาะสมในการวิเคราะหปริมาณ

แอมโมเนียมไนโตรเจนในปุยเคมี 

การนําไปใชประโยชน 

การพัฒนาและตรวจสอบความใชไดของวิธีวิเคราะหปริมาณแอมโมเนียมไนโตรเจนในปุย เปนการพิสูจน

วาวิธีนี้เปนวิธีที่เหมาะสมในการวิเคราะหปริมาณแอมโมเนียมไนโตรเจนในปุยและเพ่ือใหมีความเชื่อมั่นในผลการ

ทดสอบวามีความถูกตอง  แมนยํา  เปนไปตามเกณฑกําหนดของมาตรฐานสากล  สามารถใชเปนวิธีมาตรฐานของ

หองปฏิบัติการ 
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ภาคผนวก 

1.  การศึกษาหาคา Accuracy  ของวิธีวิเคราะหแอมโมเนียมไนโตรเจน ที่ระดับความเขมขนสูง  กลาง   

ซ้ําที่ Ammonium Sulphate CAN STD. 

( 21.20% AN) (13.04% AN) (1.051% AN) 

1 21.2825 12.7886 1.0516 

2 21.1572 12.9010 1.0513 

3 21.2011 12.8291 1.0534 

4 21.2590 13.0792 1.0509 
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ตารางที่  1  ผลการวิเคราะห CRM/SRM  ทั้ง  3  ระดับความเขมขน  คือ  Ammonium Sulphate 99.999 % 

Purity 21.20 % Nitrogen (Aldrich Chem.  204501) , Calcium Ammonium Nitrate 13.04% Nitrogen 

(CRM-BCR 178) และสารละลายมาตรฐานความเขมขน 1.051 %  AN  

 

5 21.3487 13.3993 1.0544 

6 21.2382 12.9655 1.0561 

7 21.3819 13.3370 1.0607 

8 21.3036 13.3714 1.0597 

9 21.1414 13.2139 1.0553 

10 21.1922 12.9953 1.0497 

คาเฉลี่ย 21.25 12.7886 1.054 

SD 0.080 0.229 0.004 
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2. การศึกษาหาคา Precision  ของวิธีวิเคราะหแอมโมเนียมไนโตรเจน ที่ระดับความเขมขนสูง  กลาง  ต่ํา ของการ

วิเคราะหซ้ําแบบตางเวลากัน  (Intermediate) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ซ้ําที่ Ammonium Sulphate CAN STD. 

( 21.20% AN) (13.04% AN) (1.051% AN) 

1 21.0812 13.0492 1.0537 

2 21.4000 13.0034 1.0873 

3 21.3599 13.1190 1.0728 

4 21.6003 13.0722 1.0728 

5 21.7118 13.1056 1.0728 

6 21.5657 13.3833 1.0873 

7 21.6857 13.3425 1.0873 

8 21.8020 13.2136 1.0873 

9 21.5547 13.4108 1.0873 

10 21.5193 13.4327 1.0583 

คาเฉลี่ย 21.53 13.21 1.08 

SD 0.207 0.165 0.013 


