
 

แอมโมเนีย (Ammonia : NH3)  
โดยวิธีฟีเนต (Phenate  Method)   

 
1.  หลักการ (Principle) 

หลักการวิเคราะห์แอมโมเนียโดยวิธีฟีเนต (Phenate  Method)  คือ  แอมโมเนียในรูป
สารละลายหรือในตัวอย่างน ้าจะท้าปฏิกิริยากับไฮโปคลอไรท์ (Hypochlorite) และฟีนอล (Phenol) โดยมี
โซเดยีมไนโทรปรัสไซด์ (Sodium  nitroprusside) เป็นตัวเร่งปฏิกิริยา  จะได้สารประกอบเชิงซ้อนสีน ้าเงิน 
(indophenol) น้าไปวัดด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ที่ความยาวคลื่น 640  นาโนเมตร (nm) 
 

2.  เครื่องมือและอุปกรณ์ (Apparatus) 
2.1  เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์(spectrophotometer) ที่ความยาวคลื่น 640 nm กับคิวเวท

หรือ   light  path  ขนาด 1 cm 
        2.2  ขวดรูปชมพู่ (erlenmeyer flask) ขนาด  125  mL 
         2.3  ขวดปรับปริมาตร (volumetric flask) ขนาด  25 , 50 และ100  mL อย่างละ 1 ใบ 
        2.4  ปิเปต (pipette) ขนาด  5  25 และ 50  mL  อย่างละ 1 อัน 
       2.5  หลอดหยดพลาสติก (dropper) 
         2.6  กรวยกรอง (funnel) 
        2.7  กระดาษกรอง (glass-fiber filter) What man  No. 1 หรือ GF/C 
        2.8  พาราฟลิ์ม (parafilm) 
         2.9  เครื่องวัดความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) 
          2.10 เครื่องกวนสารละลายแม่เหล็ก (magnetic stirrer) พร้อมแท่งคนแม่เหล็ก(magnetic bar) 
         2.11 บีกเกอร์ (beaker)  ขนาด 100 mL  จ้านวนเท่าตัวอย่าง 
          2.12 ปิเปตอัตโนมัติ (Auto pipette)  ขนาด  100-1000 µL และ 1-10 mL 
 

3.  น ้ายาเคมี (Reagents) 
  3.1  น ้ากลั่น DI (Deionized  Water) 
             ใช้สา้หรับเตรียมสารละลายแบลงค์  สารละลายมาตรฐาน  และการเจือจางตัวอย่าง   
น ้ากลั่นที่ใช้ควรได้จากการกลั่นใหม่ๆ 
 3.2  สารละลายฟีนอล (Phenol solution) 
                 ชั่ง ฟีนอล (Phenol, C6H6O)  5 g ละลายในเอทธิลแอลกอฮอล์ (ethyl alcohol, 
C2H5OH) ปริมาตร 50 mL ให้เตรียมใช้แต่ละอาทิตย์ 
                  ข้อควรระวัง  ในการเตรียม Phenol solution  ควรท้าในตู้ดูดควันและสารพิษ (Hood) 
สวมถุงมือ  แว่นตา และหน้ากาก (mask) เพ่ือป้องกันไอกรด และสารระเหย 
       3.3  สารละลายโซเดียมไนโทรปรัสไซด์ (Sodium nitropruusside solution)  0.5% น ้าหนัก/
ปริมาตร (w/v) 
                ชั่ง โซเดียมไนโทรปรัสไซด์ไดไฮเดรต (Sodium nitropruusside dihydrate, Na2Fe 
(CN)5NO.2H2O)  0.5 g  ละลายในน ้ากลั่น DI และปรับปริมาตรเป็น 100  mL ด้วยน ้ากลั่น DI ในขวดปรับ
ปริมาตร เก็บสารละลายนี ในขวดแก้วสีชา โดยสารละลายมีอายุ 1 เดือน 

3.4 สารละลายอัลคาไลน์ซิเตรท (Alkaline citrate solution) 



 

 ชั่ง ไตโซเดียมซิเตรทไดไฮเดรต (Trisodium citrate dihydrate, {C3H4OH(COONa)3.2H2O}) 
ชนิด analytical  reagent  grade  20  g  และโซเดียมไฮดรอกไซด์ (Sodium  hydroxide, NaOH) 
ชนิด analytical  reagent  grade   1  g  ละลายในน ้ากลั่น DI  และปรับปริมาตรเป็น 100 mL ด้วยน ้า
กลั่น DI ในขวดปรับปริมาตร  
        3.5  โซเดียมไฮโปคลอไรต์ (Sodium  hypochlorite)   
                  ใช้ Sodium  hypochlorite  solution เข้มข้นประมาณ  5%  ที่มีขายตามท้องตลาด 
เช่น คลอร็อก (Clorox) ไฮเตอร์ เป็นต้น  เพ่ือให้ความเข้มข้นของคลอไรด์มากกว่า 1.5 นอร์มัล (N) ควร
ซื อที่ผลิตขึ นใหม่ ๆ  แต่อย่างไรก็ตามต้องตรวจสอบความแรงของสาร( standardization) ที่จะใช้ก่อน
ตามข้อ 4.1  และควรเตรียมใหม่ทุก ๆ  2 เดือน 
         3.6  สารละลายออกซิไดซ์ (Oxidizing  solution)  
                   ผสมสารละลายอัลคาไลน์ซิเตรท 100 mL และโซเดียมไฮโปคลอไรต์ 25 mL เข้า
ด้วยกัน  หรือในอัตราส่วน  4:1 ( ตามตารางท่ี 1)  สารละลายนี ควรเตรียมใหม่ทุกวัน 
 

ตารางที่ 1.  สัดส่วนของสารละลายอัลคาไลน์ซิเตรท และสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรด์  ในการเตรียม       
สารละลายออกซิไดส์ซิงด์ (Oxidizing  solution) 

 

Alkaline  citrate 
solution (mL) 

Sodium hypochlorite solution 
(mL) 

ปริมาตรรวม  (mL) จ้านวนตัวอย่าง 
(2.5 mL/1 ตย.) 

4 1 5 2 
8 2 10 4 
12 3 15 6 
16 4 20 8 
20 5 25 10 
24 6 30 12 
40 10 50 20 
80 20 100 40 
100 25 125 50 

        3.7  สารละลายมาตรฐานแอมโมเนีย (Standard ammonium solution)  ความเข้มข้น 1000 
mg /L 
            ชั่ง NH4Cl  3.819  g  (อบที่อุณหภูมิ 100 °C  เป็นเวลา 2  ชั่วโมง และทิ งให้เย็นในตู้
ดูดความชื นอย่างน้อย 30 นาที) ละลายในน ้ากลั่น DI และปรับปริมาตรเป็น 1000  mL ด้วยน ้ากลั่น DI 
ในขวดปรับปริมาตร 
 

                               1.00 mL   =  1  mg – N  =  1.22   mg – NH3 
       หรืออาจใช้สารละลายมาตรฐานส้าเร็จรูป 
        
 3.8   สารละลายมาตรฐานแอมโมเนีย (Standard ammonium solution) ความเข้มข้น 100  
mg /L  
                ปิเปตสารละลายมาตรฐานแอมโมเนีย ความเข้มข้น 1000 mg/L ปริมาตร 10 mL  ลง
ในน ้ากลั่น DI และปรับปริมาตรเป็น 100  mL ด้วยน ้ากลั่น DI ในขวดปรับปริมาตร  



 

3.9 สารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟต (Sodium triosulfate, (Na2S2O3.5 H2O)) ความ
เข้มข้น 0.1 นอร์มัล (N) 
  ชั่งโซเดียมไธโอซัลเฟต (Sodium triosulfate, (Na2S2O3.5 H2O)) 12.5 g   ละลายใน
น ้ากลั่น DI และปรับปริมาตรเป็น 500 mL ด้วยน ้ากลั่น DI ในขวดปรับปริมาตร   
 

4.  ขั นตอนการทดสอบ 
4.1  การ Standardize  โซเดียมไฮโปคลอไรต์  ด้วยสารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟต (Sodium 

triosulfate, (Na2S2O3.5 H2O)) ความเข้มข้น 0.1 N 
           4.1.2  ชั่งโพแทสเซียมไอโอไดด์ (Potassium iodide, KI)  2  g  ละลายในน ้ากลั่น DI 
50  mL  ใน erlenmeyer flask   
                   4.1.3  เติมสารละลายคลอร็อก (Clorox) หรือไฮเตอร์ 1  mL และกรดไฮโดรคลอริก
เข้มข้น                      conc. Hydrochloric  acid, conc. HCl)  
                4.1.4  ไตรเตรทด้วยสารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟต ความเข้มข้น 0.1 N จนกระท่ัง
สารละลายเปลี่ยนจากสีเหลืองเป็นไม่มีสี 
                          ถ้าไตรเตรทแลว้ ใช้สารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟต น้อยกว่า 12  mL  แสดงว่า  
คลอร็อก (Clorox) หรือไฮเตอร์ เสื่อมสภาพ ไม่สามารถน้ามาใช้วิเคราะห์หาแอมโมเนียได้   

       4.2   การเตรียมตัวอย่าง 
  น้าตัวอย่างมาปรับ pH ได้เป็นกลาง....... ตัวอย่าง fix pH ด้วย.........ปรับ.......หรือ
.........................  น้าตัวอย่างที่เก็บมาใหม่ๆ  กรองด้วยกระดาษกรอง  whatman  No.1  เพ่ือไม่ให้
ตัวอย่างมีตะกอนและสารแขวนลอย  ซึ่งมีผลต่อการทดสอบด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์  ที่ใช้
หลักการดูดกลืนแสงที่ส่องผ่านตัวอย่าง 
      4.3  การเตรียม calibration curve  
             4.3.1  น้าน ้ากลั่น DI เทใส่ขวดปรับปริมาตร100 mL ประมาณ 50 mL จ้านวน 5 ขวด 

4.3.2  ปิเปตสารละลายมาตรฐานแอมโมเนีย ความเข้มข้น  100  mg/L ปริมาตร  0.0, 
0.10, 0.50, 1.00 และ2.00  mL ลงในขวดปรับปริมาตรขนาด  100  mL ตามล้าดับ ปรับปริมาตรเป็น 
100 mL ด้วยน ้ากลั่น DI ในขวดปรับปริมาตร  จะได้อนุกรมของสารละลายมาตรฐาน  ซึ่งมีความเข้มข้น
ของแอมโมเนีย  0.0, 0.10, 0.50, 1.00และ 2.00  mg - N/L   ตามล้าดับ  และท้าการทดสอบเหมือน
ตัวอย่าง 

 
ตารางที่ 2.  ปริมาตรในการเตรียมสารละลายมาตรฐานที่ความเข้มข้นต่างๆ จาก stock std ………….100 
 

ความเข้มข้นของสารละลาย
มาตรฐาน ที่ต้องการ 

(mg /L) 

ปริมาตรของ
สารละลายที่

ต้องการ 
(mL) 

ความเข้มข้นของ
สารละลายมาตรฐาน  

(stock) ที่ใช้ 
(mg /L) 

ปริมาตรของสารละลาย
มาตรฐาน  (stock) ที่ใช้ 

             (ml) 

100 100 1000 10 
2 100 100 2*=2000 l 

1.5 100 100 1.5 
1 100 100 1*=1000 l 

0.5 100 100 0.5*=500 l 
0.3 100 100 0.3 
0.2 100 100 0.2 
0.1 100 100 0.1*=100 l 
0.05 100 100 0.05*=50 l 
0.01 100 100 0.01 

  



 

4.4  การทดสอบตัวอย่าง 
  4.4.1  ตวงตัวอย่างน ้าที่ผ่านการปรับ pH ให้เป็นกลางและกรองแล้ว  25  mL  ใส่ลงใน 
erlenmeyer flask ขนาด         125  mL 
                  4.4.2  เติม สารละลายฟีนอล ปริมาตร  1 mL เขย่าให้เข้ากัน 
                  4.4.3  เติม สารละลายโซเดียมไนโทรปรัสไซด์ ปริมาตร  1  mL  เขย่าให้เข้ากัน 
                    4.4.4  เติม สารละลายออกซิไดซ์ ปริมาตร  2.5  mL เขย่าให้เข้ากัน 
                   4.4.5  ปิดตัวอย่างด้วยพาราฟิลม์แล้วตั งทิ งไว้ให้เกิดสีที่อุณหภูมิห้อง 22- 27 °Cในที่แสง
ไม่จ้าอย่างน้อย  1  ชั่วโมง  สีที่เกิดขึ นจะอยู่ตัวภายใน  24  ชั่วโมง 
                  4.4.6  น้าตัวอย่างมาวัดค่า  absorbance  ที่ความยาวคลื่น 640  nm เทียบกับกราฟ
มาตรฐาน  
   4.4.7  เตรียมแบลงค ์และท้าการทดสอบเหมือนตัวอย่าง 
การเจือจางตัวอย่าง กรณีความเข้มข้นตัวอย่างสูงกล่าวกราฟมาตรฐาน ให้ท้าการเจือจางตัวอย่างจากขวด
ตัวอย่างที่เตรียม เช่น ต้องการเจือจางลง 10 เท่า ก็ pipet ……….จากขวดตัวอย่างมา 2.5 ml  แล้ว 
make Volue เป็น 25 ml  เป็นต้น  แล้วน้าไปวัดค่าได้เลย 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ขั นตอนการทดสอบ 
 

 
                                      
            
 
               
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                            

ตวงตัวอย่างน ้าที่ผ่านการกรองแลว้มา  25  mL  ใส่ erlenmeyer flask ขนาด 125  mL 
 

เขย่าให้เข้ากัน 

เขย่าให้เข้ากัน 

เขย่าให้เข้ากัน และปิดตัวอยา่งด้วยพาราฟิลม์ ทิ งไว้ให้เกิดสีที่ 22 - 27 ๐C  
ในที่แสงไม่จ้า อย่างน้อย  1  ช่ัวโมง 

 
 

น้าตัวอย่างมาวัดค่า  absorbance  ที่ความยาวคลื่น  640  nm  อ่านค่าและบันทึกผล 

เติม Phenol solution    1 mL 

เติม Sodium nitropruusside solution 1  mL   

เติม Oxidizing  solution  2.5  mL 



 

4.5 การค้านวณ 
  ค่า absorbance  ที่วัดได้จากเครื่อง  เมื่อเทียบกับกราฟมาตรฐานที่ Plot  ระหว่างค่า 
absorbance กับค่าความเข้มข้น  จะได้ค่า ammonia as N  มีหน่วยเป็น mg/L 
 4.6  การควบคุมคุณภาพ 
  4.6.1 ทดสอบ method blank   
   น้าน ้ากลั่น DI ทดสอบตามขั นตอนการทดสอบตัวอย่าง (น ้ากลั่น DI ที่ใช้ควรเป็น
น ้าที่กลั่นใหม่) 

4.6.2 ทดสอบ  QC check standard   
 -  ทดสอบสารมาตรฐานแอมโมเนียจากแหล่งที่แตกต่างจากแหล่งที่ใช้เตรียม

กราฟมาตรฐาน  โดยเลือกความเข้มข้นใกล้จุดกลางของ calibration curve เช่น ถ้าเตรียมความเข้มข้น 
0.6 mg/L  น้าน ้ากลั่น DI เทใส่ขวดปรับปริมาตร100 mL ประมาณ  50 mL  ปิเปตสารละลายมาตรฐาน
แอมโมเนีย ความเข้มข้น 100 mg/L  ปริมาตร 0.3 mL  และปรับปริมาตรเป็น 100  mL ด้วยน ้ากลั่น DI 
ในขวดปรับปริมาตร 

   เกณฑ์การยอมรับ  :  ± 10% ของค่าจริง  (true value) 
 -   ทดสอบ  QC check standard ก่อนเริ่มทดสอบตัวอย่าง และทดสอบทุก ๆ 

10 ตัวอย่าง  
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