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การจัดทาํเส้นโค้งการสอบเทยีบ
(Preparation of Calibration Curve)

ดร. วนัดี ลอืสายวงศ์

28 สิงหาคม 2557

หัวข้อที4นําเสนอ

•บทนาํ
•กระบวนการการสอบเทียบ (Calibration Process)
• รูปแบบของวธีิการสอบเทียบ (Calibration methods)
•ตวัอยา่งเส้นโคง้การสอบเทียบสาํหรับเทคนิค เช่น 

AAS, ICP-OES
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คาํนิยาม

•Calibration

operation that, under specified conditions, in a first step, 

establishes a relation between the quantity values with 

measurement uncertainties provided by measurement 

standards and corresponding indications with associated 

measurement uncertainties and, in a second step, uses 

this information to establish a relation for obtaining a 

measurement result from an indication

คาํนิยาม
NOTE 1 A calibration may be expressed by a statement, 

calibration function, calibration diagram, calibration curve, or 

calibration table. In some cases, it may consist of an additive or 

multiplicative correction of the indication with associated 

measurement uncertainty. 

NOTE 2 Calibration should not be confused with adjustment of a 

measuring system, often mistakenly called “self-calibration”, nor 

with verification of calibration. 

NOTE 3 Often, the first step alone in the above definition is 

perceived as being calibration. 

JCGM 200:2008, International vocabulary of metrology — Basic and general concepts and 

associated terms (VIM)
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คาํนิยาม

•Calibration curve 

expression of the relation between indication and 

corresponding measured quantity value

NOTE:  A calibration curve expresses a one-to-one 

relation that does not supply a measurement result as it 

bears no information about the measurement 

uncertainty. 

JCGM 200:2008, International vocabulary of metrology — Basic and general concepts and 

associated terms (VIM)

การวเิคราะห์ทางเคมีด้วยเครื4องมือ 

• ปัจจุบนัการวเิคราะห์ทางเคมีส่วนใหญ่ทาํโดยการใชว้ธีิทาง
เครื@องมือ (instrumental methods) เทคนิคต่างๆ ที@ใช ้เช่น 
absorption and emission spectrometry, electrochemical 
methods, mass spectrometry, gas and liquid chromatograghy, 
etc.

• วธีิทางเครื@องมือมีขอ้ดีคือ

– สามารถทาํการวเิคราะห์ที@ยากหรือไม่สามารถใชว้ธีิแบบ
ดัJงเดิม โดยมีสภาพไว (sensitive) สูง และช่วงความเขม้ขน้
ของการวเิคราะห์สิ@งที@ตอ้งการวดักวา้ง
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การวเิคราะห์ทางเคมีด้วยเครื4องมือ

• วธีิทางเครื@องมือมีขอ้ดีคือ
– การวเิคราะห์ทาํไดร้วดเร็ว และประหยดัแรงงานกวา่
– เครื@องมือวเิคราะห์มีการเชื@อมต่อกบัคอมพิวเตอร์ทาํให้

สามารถควบคุมระบบที@มีความซบัซอ้น เก็บขอ้มูล 
ประมวลผล และรายงานผลไดส้ะดวก

• วธีิการวเิคราะห์ดว้ยเครื@องมือตอ้งการการสอบเทียบของ
เครื@องมือ ซึ@ งการสอบเทียบเครื@องมือ (Instrument calibration) 
เป็นขัJนตอนที@จาํเป็นในการปฏิบติัการวดั

• การสอบเทียบเครื@องมือเป็นชุดปฏิบติัการที@สร้างความสัมพนัธ์
ระหวา่งผลที@ไดรั้บของระบบการวดั และค่าที@ยอมรับของสาร
มาตรฐานการสอบเทียบ (calibration standards)

การวเิคราะห์ทางเคมีด้วยเครื4องมือ

•การสอบเทียบเครื@องมือทาํโดย

– เตรียมชุดของสารมาตรฐานการสอบเทียบ (อยา่งนอ้ย 3 หรือ 
4  หรืออาจมากกวา่) ที@ทราบความเขม้ขน้ของสิ@งที@ตอ้งการวดั 

–ทาํการวดัการตอบสนองของเครื@องมือ (instrument response) 
ของสารมาตรฐานแต่ละสาร สร้างเส้นโคง้การสอบเทียบที@
แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งการตอบสนองของเครื@องมือกบั
ความเขม้ขน้ของสิ@งที@ตอ้งการวดั

– เมื@อไดเ้ส้นโคง้การสอบเทียบ แลว้ สามารถหาความเขม้ขน้
ของสิ@งที@ตอ้งการวดัในตวัอยา่งโดยการ interpolation 
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ตวัอย่างเส้นโค้งการสอบเทียบ

Preparation of Calibration Curves, A Guide to Best Practice, September 2003, LGC/VAM/2003/032.

คาํถามเกี4ยวกบัการสร้างเส้นโค้งการสอบเทียบ
1. กราฟการสอบเทียบเป็นเส้นตรงไหม 
2. เส้นตรงที@ดีที@สุดที@จะผา่นแต่ละจุดบนเส้นโคง้การสอบเทียบเป็น

อยา่งไร
3. ถา้เส้นโคง้การสอบเทียบเป็นเส้นตรงจริง อะไรคือความ

คลาดเคลื@อน (errors) และขีดจาํกดัความเชื@อมั@น (confidence 
limits) สาํหรับความชนัและจุดตดัแกนของเส้นตรงนีJ

4. เมื@อมีการใชก้ราฟการสอบเทียบสาํหรับการวเิคราะห์ตวัอยา่ง 
อะไรคือความคลาดเคลื@อน และขีดจาํกดัความเชื@อมั@นสาํหรับ
ความเขม้ขน้ที@วเิคราะห์ได้
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กระบวนการการสอบเทียบ (Calibration Process)

ขัJนตอนในกระบวนการการสอบเทียบ
– การวางแผนการทดลอง

– การทาํการวดั

– การเขียนผลการวดั

– การวิเคราะห์ความถดถอย (regression analysis) ของขอ้มลูที@ได้

– การประเมินผลของการวิเคราะห์ความถดถอย

– การใชฟั้งกช์ั@นการสอบเทียบเพื@อประมาณค่าของสิ@งที@ตอ้งการ
วดัในตวัอยา่ง

– การประมาณค่าความไม่แน่นอนของค่าที@ไดรั้บในตวัอยา่ง

การวางแผนการทดลอง

สิ@งที@จาํเป็นตอ้งพิจารณาในการวางแผน
– จาํนวนของสารมาตรฐานการสอบเทียบ

– ความเขม้ขน้ของแต่ละสารมาตรฐานการสอบเทียบ

– จาํนวนซํJาของแต่ละความเขม้ขน้

– การเตรียมสารมาตรฐานการสอบเทียบ
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สิ4งที4จําเป็นต้องพจิารณาในการวางแผน

• สารละลายการสอบเทียบเตรียมจากสารบริสุทธิc ที@ทราบค่าความ
บริสุทธิc หรือสารละลายของสารที@ทราบค่าความเขม้ขน้ ซึ@ งตอ้ง
พิจารณาขอ้มูลของวสัดุที@ใชเ้ตรียมสารมาตรฐานโดยเฉพาะค่า
ความไม่แน่นอนที@มากบัค่าความเขม้ขน้ 

• เนืJอสาร (Matrix) ที@ใชเ้พื@อเตรียมสารมาตรฐาน

–จะเตรียมสารมาตรฐานในตวัทาํละลายบริสุทธิc หรือเนืJอสาร
ตอ้งมีความใกลเ้คียงกบัเนืJอสารของตวัอยา่ง

–ธรรมชาติของเครื@องมือที@ใชว้ิเคราะห์ตวัอยา่งและสาร
มาตรฐาน

สิ4งที4จําเป็นต้องพจิารณาในการวางแผน

–  ตอ้งมีการเติมสารมาตรฐานภายในที@เหมาะสมเพื@อปรับปรุง
ความแม่น (accuracy) ไหม

• ในอุดมคติ => สารมาตรฐานที@ใชค้วรเป็นอิสระต่อกนั ไม่ควร
เตรียมจาก stock solution เดียวกนัเพื@อลดความคลาดเคลื@อนใน
การเตรียม

• สาํหรับการเตรียมชุดสารมาตรฐานเพื@อการสอบเทียบ เช่นใน
การตรวจสอบความสมเหตุสมผลของวธีิ (method validation) 
ควรเตรียมชุดของสารมาตรฐานอยา่งนอ้ย 7 ระดบัความเขม้ขน้
ที@แตกต่างกนั (รวมแบลงค)์
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สิ4งที4จาํเป็นต้องพจิารณาในการวางแผน

• ความเขม้ขน้ของสารมาตรฐานควรครอบคลุมช่วงความ
เขม้ขน้ที@ใชใ้นการวเิคราะห์ตวัอยา่ง และมีช่วงห่างที@เท่ากนั
ตลอดช่วงความเขม้ขน้

• ทาํการวดัแต่ละระดบัความเขม้ขน้อยา่งนอ้ย 2 ซํJ า โดยจาํนวน
ซํJ าควรเตรียมแยกจากกนั

การทาํการวดั

• ควรทาํการวเิคราะห์ชุดสารมาตรฐานแบบสุ่ม แทนที@การ
วเิคราะห์เรียงตามลาํดบัความเขม้ขน้

• เครื@องมือที@ใชใ้นวธีิวเิคราะห์ตอ้งเหมาะสมกบัวตัถุประสงค์
การใชง้าน

• เป็นการดีที@สามารถแสดงวา่เครื@องมือเหมาะสมกบั
วตัถุประสงค ์โดยมีการจดัทาํเอกสารหลกัฐานเพื@อแสดงและ
มีการสอบเทียบ บาํรุงรักษาที@สอดคลอ้งกบัการใชง้าน
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การพลอตผลการวดั 

• การปฏิบติัที@ดีคือการพลอตขอ้มูลก่อนการวเิคราะห์ทางสถิติ ซึ@ ง
เป็นสิ@งที@จาํเป็นในกรณีของความถดถอย (regression) เพราะ
ค่าสถิติที@คาํนวณอาจทาํใหเ้กิดความเขา้ใจผดิถา้ถูกพิจารณา
แยกกนั

• ชุดขอ้มูลของจาํนวนที@เท่ากนัสามารถถูกนาํไปพลอตเพื@อดูวา่มี
ความสัมพนัธ์ระหวา่งกนัหรือไม่ โดยแกนนอนถูกนิยามใหเ้ป็น
แกน x และแกนตัJงเป็นแกน y

การพลอตผลการวดั 

• ในการพลอตขอ้มูลจากการทดลองการสอบเทียบ นิยมเขียน
ขอ้มูลการตอบสนองของเครื@องมือบนแกน y และค่าของสาร
มาตรฐานบนแกน x เพราะสถิติที@ใชใ้นการวเิคราะห์ความถดถอย 
(regression analysis) มีสมมุติฐานวา่ความคลาดเคลื@อนของค่าบน
แกน x ไม่มีนยัสาํคญัเมื@อเทียบกบัความคลาดเคลื@อนของค่าบน
แกน y

• ค่าที@เขียนบนแกน y ถือวา่เป็นตวัแปรที@ไม่อิสระเพราะค่าจะ
ขึJนกบัปริมาณของตวัแปรอื@นๆ
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ตวัอย่างการเขียนการกระจาย (Scatter Plot)

Preparation of Calibration Curves, A Guide to Best Practice, September 2003, LGC/VAM/2003/032.

การพลอตผลการวดั 

การประเมินแผนภาพการกระจาย (Scatter plot)

• การเขียนของขอ้มูลควรมีการตรวจสอบ outliers และจุดที@มี
ผลกระทบ (points of influence) ที@เป็นไปได้

• Outlier เป็นผลการวดัที@แตกต่างจากชุดขอ้มูลที@เหลืออยา่งมาก 
ซึ@ งในกรณีของการสอบเทียบ outlier จะปรากฎเป็นจุดที@ควร
เอาออกจากจุดการสอบเทียบอื@นๆ
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การพลอตผลการวดั 

• จุดที@มีผลกระทบเป็นจุดการสอบเทียบที@มีผลกระทบที@ไม่ได้
ส่วน (disproportionate effect) บนตาํแหน่งของเส้นความ
ถดถอย (regression line) ซึ@ งอาจเป็น outlier หรือมีสาเหตุจาก
การออกแบบการทดลองที@ไม่เหมาะสม และสามารถมี
ผลกระทบต่อเส้นการสอบเทียบแบบ leverage หรือ bias 

Leverage
• Leverage สามารถทาํใหเ้กิดปัญหา ถา้จุดการสอบเทียบหนึ@งหรือ

สองจุดเป็นจุดที@ห่างจากจุดอื@นๆบนแกน x ซึ@ งจุดเหล่านีJจะมี 
leverage สูง ถึงแมว้า่จะไม่เป็น outlier (รูป a)

• ความคลาดเคลื@อนเล็กนอ้ยในสัญญาณที@วดัไดจ้ะมีผลกระทบมาก
ต่อจุดของเส้นความถดถอย เหตุการณ์นีJ เกิดเมื@อสารมารตฐานการ
สอบเทียบถูกเตรียมโดยการเจือจางสารละลายเป็นลาํดบั

• Outlier ที@มีค่าแตกต่างออกไปอยา่งมากของช่วงการสอบเทียบจะ
เปลี@ยนตาํแหน่งของเส้นการสอบเทียบโดยการเอียงขึJนหรือลง 
(รูป b)
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Leverage

Preparation of Calibration Curves, A Guide to Best Practice, September 2003, LGC/VAM/2003/032.

Bias

• Outlier ที@อยูช่่วงกลางของการสอบเทียบจะทาํใหเ้ส้นความ
ถดถอยเลื@อนขึJนหรือลงได้

• Outlier เป็นจุดที@มีผลกระทบเพราะมนันาํไปสู่ความลาํเอียง 
(bias) ในตาํแหน่งของเส้น 

• ความลาดชนัของเส้นจะถูกตอ้งโดยประมาณ แต่จุดตดัแกน y 
จะผดิพลาด 
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Bias

Preparation of Calibration Curves, A Guide to Best Practice, September 2003, LGC/VAM/2003/032.

การวเิคราะห์ความถดถอยของข้อมูล

การวเิคราะห์ความถดถอย (Regression analysis)

• เป็นการศึกษาความสัมพนัธ์ของตวัแปรตัJงแต่ 2 ตวัขึJนไป โดยมี
วตัถุประสงคเ์พื@อประมาณหรือพยากรณ์ค่าของตวัแปรตวัหนึ@ง
จากตวัแปรอื@นๆ ที@มีความสัมพนัธ์กบัตวัแปรที@ตอ้งการประมาณ
ค่า โดยที@จะตอ้งทราบค่าตวัแปรอื@นล่วงหนา้

• ตวัอยา่งการวเิคราะห์ความถดถอยเชิงเส้นอยา่งง่าย (Simple 
linear regression analysis) 

Y = a + bX + e
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การวเิคราะห์ความถดถอยของข้อมูล
เมื@อ a  = ค่าคงที@ หรือจุดตดั (intercept) ของสมการถดถอยเชิงเสน้

             b  = ค่าสมัประสิทธิc การถดถอยของตวัแปรอิสระ X หรือความ

                    ชนัของสมการถดถอยเชิงเสน้

e = ค่าความคลาดเคลื@อน (Residual) ที@เกิดจากผลต่างของค่าที@วดั

                   ได ้(yi) กบัค่าประมาณ (     )

• การใชค้วามถดถอยเชิงเส้นอยูบ่นสมมุติฐานที@วา่ความ
คลาดเคลื@อนทัJงหมดอยูใ่นค่าของ y และความคลาดเคลื@อนในค่า
ของ x ไม่มีนยัสาํคญั

iŷ

การวเิคราะห์ความถดถอยของข้อมูล

• ในการสอบเทียบเครื@องมือ วตัถุประสงคข์องการใชค้วาม
ถดถอยเชิงเส้น (linear regression) เพื@อสร้างสมการที@อธิบาย
ความสัมพนัธ์เชิงเส้นระหวา่งการตอบสนองของเครื@องมือ 
(y) กบัระดบัของสิ@งที@ตอ้งการวดั (x) ที@ดีที@สุด

• ความสัมพนัธ์นีJอธิบายโดยสมการเชิงเส้น เช่น

                                                    y = bX + a 

       เมื@อ b คือความชนัของเส้น และ a คือจุดตดั
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การวเิคราะห์ความถดถอยของข้อมูล

• ความถดถอยเชิงเส้นสร้างค่าของความชนัและจุดตดัที@อธิบาย
ความสัมพนัธ์ระหวา่งชุดขอ้มูลไดดี้ที@สุด

• สมมุติฐานของความถดถอยเชิงเส้นสามารถประยกุตใ์ชก้บั
วธีิการวเิคราะห์ต่างๆ เพราะมีความเป็นไปไดที้@จะเตรียมชุด
สารมาตรฐานที@ค่าความไม่แน่นอนของความเขม้ขน้ไม่มี
นยัสาํคญั เมื@อเปรียบเทียบกบัความแปรปรวนแบบสุ่มของ
เครื@องมือที@วเิคราะห์ ดงันัJนตอ้งมั@นใจวา่ขอ้มูลการตอบสนอง
ของเครื@องมือและความเขม้ขน้ของสารมาตรฐานถูกกาํหนด
อยา่งถูกตอ้ง

การวเิคราะห์ความถดถอยของข้อมูล

• Residual คือค่าความคลาดเคลื@อนที@เกิดจากผลต่างระหวา่งค่าที@
วดัได ้(y) กบัค่า y ที@คาํนวณโดยใชส้มการของเส้นที@เหมาะสม 
(     )

• ค่าความคลาดเคลื@อนนีJ เป็นเครื@องแสดงวา่เส้น fit กบัขอ้มูลดีแค่
ไหน

• เส้นที@ใหผ้ลรวมกาํลงัสองของค่าความคลาดเคลื@อนที@นอ้ยที@สุด
แสดงถึงความสัมพนัธ์เชิงเส้นระหวา่งตวัแปร x และ y ที@ดี
ที@สุด => “least squares regression”

iŷ
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Least squares linear regression

Preparation of Calibration Curves, A Guide to Best Practice, September 2003, LGC/VAM/2003/032.

สมมุตฐิานต่างๆ สําหรับ Least squares linear regression

• การที@จะไดเ้ส้น ‘best-fit’ เมื@อขอ้มูลเป็นไปตามสมมุติฐาน
ต่างๆ

• สมมุติฐานที@ 1 => ความคลาดเคลื@อนทัJงหมดอยูใ่นค่าของ y 
และความคลาดเคลื@อนในค่าของ x ไม่มีนยัสาํคญั

• สมมุติฐานที@ 2 => ปริมาณความคลาดเคลื@อนในค่าของ y ควรมี
ค่าคงที@ตลอดช่วงที@สนใจ กล่าวคือส่วนเบี@ยงเบนมาตรฐาน 
(standard deviation)ควรมีค่าคงที@
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สมมุตฐิานต่างๆ สําหรับ Least squares linear regression

• สมมุติฐานที@ 3 => ขอ้มูลของ x และ y ตอ้งถูกใหค้่าอยา่ง
ต่อเนื@องได ้สมมุติฐานนีJใชใ้นกรณีของการสอบเทียบเครื@องมือ
เพราะในทางทฤษฎีทัJงการตอบสนองของเครื@องมือและความ
เขม้ขน้ของชุดสารมาตรฐานสามารถใชค่้าใดๆ บนมาตรฐาน
การวดัที@ต่อเนื@อง

การวเิคราะห์ความถดถอยของข้อมูลโดยใช้ซอร์พแวร์

• การวเิคราะห์ความถดถอยโดยทาํโดยใชซ้อร์พแวร์ที@มากบั
เครื@องมือหรือโปรแกรม Excel

• ซอร์พแวร์ส่วนมากทาํการวเิคราะห์ความถดถอยโดยไม่ตอ้งทาํ
การเขียนขอ้มูลเบืJองตน้ 

• อยา่งไรก็ตามจะเป็นการปฏิบติัที@ดีหากมีการเขียนก่อนทาํการ
วเิคราะห์ทางสถิติ และถา้เลือกได ้มนัจะมีประโยชน์ที@จะเขียน 
plot of the residuals ดว้ย

• ซอร์พแวร์ส่วนมากสามารถเลือกที@จะตัJงค่าจุดตดัแกน y เป็นศูนย์
เมื@อทาํการวเิคราะห์ความถดถอย ทางเลือกนีJไม่ควรใชจ้นกวา่จะมี
การพิสูจน์วา่จุดตดัแกน y ไม่แตกต่างจากศูนยอ์ยา่งมีนยัสาํคญั



Praparation of calibration Curve

18

การประเมินผลของการวเิคราะห์ความถดถอย

• การใชซ้อร์พแวร์เพื@อทาํการวเิคราะห์ความถดถอยใหผ้ลเป็น
พารามิเตอร์ทางสถิติที@แตกต่างกนัจาํนวนหนึ@ง และอาจมี
ตารางและ/หรือ plot of residuals

• Plot of residuals มีความสาํคญัเพราะมนัสามารถทาํใหเ้ห็นถึง
ปัญหากบัขอ้มูลการสอบเทียบที@อาจไม่เห็นไดอ้ยา่งชดัเจนจาก
แผนภาพการกระจาย (scatter plot) ของชุดขอ้มูล

Residual Plot

Preparation of Calibration Curves, A Guide to Best Practice, September 2003, LGC/VAM/2003/032.
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Examples of Residuals Plot

Preparation of Calibration Curves, A Guide to Best Practice, September 2003, LGC/VAM/2003/032.

การวเิคราะห์ความถดถอยโดยใช้ Excel
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การวเิคราะห์ความถดถอยโดยใช้ Excel

การวเิคราะห์ความถดถอยโดยใช้ Excel
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การวเิคราะห์ความถดถอยโดยใช้ Excel

สัมประสิทธิTสหสัมพนัธ์ (Correlation coefficient)

• สัมประสิทธิc สหสัมพนัธ์ (r) เป็นการวดัความเขม้แขง็ของระดบั
ความสัมพนัธ์ (correlation) ระหวา่งค่า y และ x โดยเป็นหนึ@ง
ในค่าสถิติที@ใชก้นัทั@วไปในการวดัดา้นการวเิคราะห์ 

• สัมประสิทธิc สหสัมพนัธ์มีค่าอยูร่ะหวา่ง +1 และ -1 โดยค่าที@
เขา้ใกล ้1 แสดงถึงความสัมพนัธ์อยา่งมาก

• ใน Excel output ค่านีJแสดงเป็น Multiple R
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สัมประสิทธิTสหสัมพนัธ์ (Correlation coefficient)

ค่าสัมประสิทธิc สหสัมพนัธ์ถูกแปลความผดิโดยง่ายเพราะ

–สหสัมพนัธ์ (correlation) และความสัมพนัธ์เชิงเส้น (linearity) 
มีความเกี@ยวขอ้งกนัอยา่งหลวมๆ สัมประสิทธิc  r เป็นการวดั
สหสัมพนัธ์ไม่ใช่การวดัความสัมพนัธ์เชิงเส้น

–มนัเป็นการง่ายที@จะสร้างขอ้มูลที@มีสหสัมพนัธ์ที@ดี อยา่งไรก็
ตามการพลอตขอ้มูลอาจทาํใหรู้้วา่ขอ้มูลไม่เป็นที@พึงพอใจ
สาํหรับวตัถุประสงคข์องการสอบเทียบ

สัมประสิทธิTสหสัมพนัธ์ (Correlation coefficient)

ค่าสัมประสิทธิc สหสัมพนัธ์ถูกแปลความผดิโดยง่ายเพราะ

–สาํหรับการคาดการณ์ที@ทาํจากเส้นการสอบเทียบเพื@อมีค่าความ
ไม่แน่นอนนอ้ย r จาํเป็นตอ้งใกล ้1 อยา่งมาก

–ค่า r ที@นอ้ยไม่ไดห้มายความวา่ไม่มีสหสัมพนัธ์อาจมี
ความสัมพนัธ์ระหวา่ง y และ x แต่ไม่ไดเ้ป็นเส้นตรง  
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Interpreting the Correlation Coefficient

Preparation of Calibration Curves, A Guide to Best Practice, September 2003, LGC/VAM/2003/032.

สัมประสิทธิTสหสัมพนัธ์ (Correlation coefficient)

• คาํถาม “สัมประสิทธิc สหสัมพนัธ์ตอ้งเขา้ใกล ้1 แค่ไหนสาํหรับ
เส้นการสอบเทียบที@ดี”

– นกัวเิคราะห์ตอ้งพิจารณาเส้นการสอบเทียบวา่จะให้ระดบั
ความเชื@อมั@นของค่าความไม่แน่นอนในค่าที@คาํนวณจากเส้น
โคง้การสอบเทียบอยา่งไร

• ค่าเฉพาะของ r ที@แสดงถึงสหสัมพนัธ์ที@สาํคญัทางสถิติระหวา่ง 
y และ x ขึJนกบัจาํนวนของขอ้มูลที@ใชใ้นการคาํนวณ



Praparation of calibration Curve

24

Statistically significant values of r at the 95% confidence level

Preparation of Calibration Curves, A Guide to Best Practice, September 2003, LGC/VAM/2003/032.

สัมประสิทธิTสหสัมพนัธ์ (Correlation coefficient)

• การทดสอบทางสถิติที@เหมาะสมเพื@อพิจารณาวา่สัมประสิทธิc สหสัมพนัธ์ 
มีนยัสาํคญัสามารถทาํโดยการคาํนวณ t-value ดงัสมการ

      Ho = zero correlation

� = 	
� ���

��	�	

• นาํค่าที@คาํนวณไดข้อง t ไปเปรียบเทียบกบัค่าในตารางที@ระดบัความ
เชื@อมั@นที@ตอ้งการโดยใช ้two-sided t-test และ degrees of freedom เท่ากบั 
n – 2

• ถา้ค่าที@คาํนวณของ t มากกวา่ค่าในตาราง นั@นคือ ปฏิเสธ Ho และสรุปวา่
สหสัมพนัธ์มีนยัสาํคญั 
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สัมประสิทธิTของตวักาํหนด (Coefficient determination)

• สัมประสิทธิc ของตวักาํหนด (Coefficient determination, r2)
        ใชอ้ธิบายส่วนหนึ@งของความแปรปรวนทัJงหมดในขอ้มูลที@มีผล

     ต่อเส้นการสอบเทียบ

• คุณสมบติัของสัมประสิทธิc ของตวักาํหนด

– ไม่มีหน่วยเพราะเป็นอตัราส่วนระหวา่งค่าการกระจาย 2 ค่า

– มีค่าเป็นบวกเสมอ โดยมีค่าตัJงแต่ 0 ถึง 1 นั@นคือ 0 ≤ r2 ≤ 1
• ถา้มีความสัมพนัธ์เชิงเส้นที@ดี ค่าที@เปลี@ยนแปลงไดส่้วนใหญ่

สามารถใชเ้พื@ออธิบายเส้นการสอบเทียบที@เหมาะสม ดงันัJน r2 

ควรเขา้ใกล ้1 เช่นกนั

Residual Standard Deviation

• Residual standard deviation หรือ Residual standard error เป็น
การวดัทางสถิติของความเบี@ยงเบนของขอ้มูลจากความเหมาะสม
ของเส้นความถดถอย

• สมการการคาํนวณคือ

                             

เมื@อ y
i
  คือค่าที@วดัไดข้อง y สาํหรับค่าที@ใหข้อง x

i 

  
คือค่าของ y ที@คาํนวณโดยสมการของเสน้การสอบเทียบสาํหรับ

                       ค่าที@ใหข้อง x
i 

n   คือจาํนวนจุดของการสอบเทียบ

2n
)ŷy(

s
2

ii
x/y

−

−
=

∑

iŷ
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Regression Coefficients

SUMMARY OUTPUT

Regression Statistics

Multiple R 0.997328699

R Square 0.994664534

Adjusted R Square 0.994422013

Standard Error 0.009703558

Observations 24

ANOVA

 df SS MS F
Significance 

F

Regression 1 0.386179294 0.386179294 4101.351187 1.68173E-26

Residual 22 0.002071499 9.4159E-05

Total 23 0.388250793    

 Coefficients Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 95% Lower 95.0% Upper 95.0%

Intercept 0.006070401 0.002679982 2.265089925 0.033699293 0.000512458 0.011628344 0.000512458 0.011628344

X Variable 1 0.036270724 0.00056636 64.04179251 1.68173E-26 0.035096165 0.037445283 0.035096165 0.037445283

การใช้ฟังก์ชั4นการสอบเทียบเพื4อ
ประมาณค่าของสิ4งที4ต้องการวดัในตวัอย่าง

• หลงัจากการพลอตขอ้มูลและพิจารณาสถิติความถดถอย ขอ้มูล
การสอบเทียบที@ถูกตดัสินความพอใจของสมการการสอบเทียบ 
(กล่าสคือความลาดชนัลุดตดัแกน) สามารถใชเ้พื@อประมาณ
ความเขม้ขน้ของสิ@งที@ตอ้งการวดัในตวัอยา่ง 

• การปฏิบติัส่วนนีJแต่ละตวัอยา่งจะถูกวเิคราะห์หนึ@งหรือมากกวา่
หนึ@งครัJ ง ภายใตภ้าวะการวดัเดียวกบัที@สารมาตรฐานการสอบ
เทียบถูกทาํการวดั

• มนัมีประโยชน์ที@จะประมาณค่าความไม่แน่นอนที@ติดมากบัค่า
ความเขม้ขน้ที@คาํนวณสาํหรับตวัอยา่งที@ทดสอบ
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การประมาณค่าความไม่แน่นอนของสิ4งที4ต้องการวดัในตัวอย่าง

Preparation of Calibration Curves, A Guide to Best Practice, September 2003, LGC/VAM/2003/032.

การประมาณค่าความไม่แน่นอนของสิ4งที4ต้องการวดัในตวัอย่าง

Preparation of Calibration Curves, A Guide to Best Practice, September 2003, LGC/VAM/2003/032.
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การประมาณค่าความไม่แน่นอนของสิ4งที4ต้องการวดัในตวัอย่าง

55

2

i
i

2
0x/y

0 )XX(
)XX(

n
1

m
1

b

s
)X(u

−

−
++=

∑

b    =    ความชนั (slope)
m    =   จาํนวนครัJ งในการวดัค่า xo

n     =   จาํนวนครัJ งในการวดัเพื@อสร้างกราฟมาตรฐาน
x0 =    ค่าที@วดัไดข้องตวัอยา่ง
       =    ค่าเฉลี@ยของความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน

ที@ใชส้ร้างกราฟมาตรฐาน (วดัทัJงหมด n ครัJ ง)
i       =   จาํนวนจุดที@ใชส้ร้างกราฟมาตรฐาน

X

รูปแบบของวธีิการสอบเทียบ (Calibration methods)

1. เส้นโคง้การสอบเทียบ (calibration curve)

2. วธีิการเติมสารมาตรฐาน (standard addition method)

3. วธีิสารมาตรฐานภายใน (internal standard method)
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เส้นโค้งการสอบเทียบ (Calibration curve)

• เส้นโคง้การสอบเทียบ อาจเรียกวา่ working curve หรือ 
analytical curve

• ทาํโดยการวเิคราะห์แบลงคแ์ละชุดของสารมาตรฐานที@ทราบ
ค่าความเขม้ขน้โดยใชเ้ครื@องมือ และบนัทึกการตอบสนอง
ของเครื@องมือ

• พลอตกราฟของการตอบสนองของเครื@องมือกบัความเขม้ขน้
ของสิ@งที@ตอ้งการวดั

เส้นโค้งการสอบเทียบ (Calibration curve)

• การพลอตเป็นเส้นตรงครอบคลุมช่วงความเขม้ขน้ (dynamic 
range) และคาํนวณสมการของเส้นโคง้การสอบเทียบโดย 
least-squares technique และใชส้มการเพื@อคาํนวณความ
เขม้ขน้ของตวัอยา่ง

• ความถูกตอ้งเหมาะสมของเส้นโคง้การสอบเทียบ ขึJนกบั
ความถูกตอ้งของความเขม้ขน้ของสิ@งที@ตอ้งการวดัของสาร
มาตรฐานและความใกลเ้คียงของเนืJอสารในสารมาตรฐานกบั
เนืJอสารในตวัอยา่ง
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ตวัอย่างเส้นโค้งการสอบเทียบของเทคนิค AAS

y = 0.0363x + 0.0061

R² = 0.9947
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ตวัอย่าง Regression Analysis ของข้อมูลจาก AAS
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วธีิการเตมิสารมาตรฐาน (Standard addition method)

• วธีิการเติมสารมาตรฐานมีประโยชน์สาํหรับการวิเคราะห์
ตวัอยา่งที@มีความซบัซอ้น เช่น มีผลกระทบจากเนืJอสาร

• สามารถทาํไดห้ลายวธีิ โดยวธีิที@ใชก้นัทั@วไปคือการเติม
สารละลายมาตรฐานลงไปในสารละลายตวัอยา่ง และเจือจางให้
ไดป้ริมาตรตามตอ้งการก่อนการวดั 

• การวดัทาํโดยวเิคราะห์สารละลายตวัอยา่งและชุดสารละลาย
ตวัอยา่งที@เติมสารมาตรฐาน

• พลอตกราฟของการตอบสนองของเครื@องมือกบัความเขม้ขน้
ของสิ@งที@ตอ้งการวดั

วธีิสารมาตรฐานภายใน (Internal standard method)

• สารมาตรฐานภายใน (Internal standard) คือสารที@ถูกเติมในสาร
มาตรฐานการสอบเทียบ แบลงคแ์ละทุกตวัอยา่งในปริมาณที@
เท่ากนัสาํหรับการวเิคราะห์ หรืออาจเป็นองคป์ระกอบหลกัของ
ตวัอยา่งและสารมาตรฐานที@มีปริมาณมาก

• การสร้างเส้นโคง้การสอบเทียบทาํโดยการพลอตอตัราส่วนของ
สัญญาณของสิ@งที@ตอ้งการวดัต่อสัญญาณของสารมาตรฐาน
ภายในกบัความเขม้ขน้ของของสารมาตรฐาน

• อตัราส่วนนีJสาํหรับตวัอยา่งจะถูกใชเ้พื@อคาํนวณค่าความเขม้ขน้
ของสิ@งที@ตอ้งการวดัจากเส้นโคง้การสอบเทียบ 
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วธีิสารมาตรฐานภายใน (Internal standard method)

• การเลือกใชส้ารมาตรฐานภายในที@เหมาะสมสามารถแกไ้ขทัJง
ความคลาดเคลื@อนแบบสุ่มและเชิงระบบ

• เมื@อสารมาตรฐานภายในเป็นองคป์ระกอบหลกัของตวัอยา่ง
และสารมาตรฐาน สามารถใชเ้พื@อแกไ้ขความคลาดเคลื@อนต่างๆ 
ที@มาจากการเตรียมตวัอยา่ง สารละลาย และการทาํความสะอาด 
(cleanup)

ตวัอย่างเส้นโค้งการสอบเทียบของเทคนิค ICP-OES 

y = 0.0091x - 0.0001

R² = 0.9933
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ตวัอย่าง Regression Analysis ของข้อมูลจาก ICP-OES

บทสรุป

สิ@งที@ควรกระทาํในการจดัทาํเส้นโคง้การสอบเทียบเพื@อให้มีความ
ถูกตอ้งคือ

• มีการวางแผนการวเิคราะห์ และการทาํการวดั

• เลือกใชรู้ปแบบการสร้างเส้นโคง้การสอบเทียบให้เหมาะสม

• พิจารณาขอ้มูลการวเิคราะห์ความถดถอยวา่เป็นไปตามเกณฑ์
และสมมุติฐานต่างๆ

• การประมาณค่าความไม่แน่นอนของสิ@งที@ตอ้งการวดัใน
ตวัอยา่งเหมาะสมกบัวตัถุประสงคก์ารใชง้าน
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