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Volumetric glassware
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การกำหนดมาตรฐานเครื่องแกว้ปริมาตร

• UKAS: LAB 15

• ASTM : 


– E542-2012 :ASTM standards;Practice for 
Calibration of Laboratory Volumetric Apparatus


– E193 Specification for Laboratory Glass 
Micropipets.


– E287 Glass Graduated Burets.

– E288 Glass Volumetric flasks.

– E694 Glass Volumetric Apparatus.
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การกำหนดมาตรฐานเครื่องแกว้ปริมาตร

• ISO

– ISO 385/1-3 Laboratory glassware-Burettes.


•1 General requirements


•2 Burettes for which no waiting time is 
specified


•3 Burettes for which a waiting time of 30 s 
is specified


– ISO 648 One-mark pipettes.

– ISO 4788 Graduated Measuring Cylinders.

– ISO 1042 One-mark volumetric flasks.
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การกำหนดมาตรฐานเครื่องแกว้ปริมาตร

• ISO 835/1-4 Graduated pipettes

•1 General requirements

•2 Pipettes for which no waiting time 
is specified


•3 Pipettes for which a waiting time 
of 15 s is specified 


•4 Blow-out pipettes



ISO 8655:2022  
  Piston-operated volumetric apparatus 

• ISO 8655-2: Pipettes

• ISO 8655-3: Burettes

• ISO 8655-4: Dilutors

• ISO 8655-5: Dispensers

• ISO 8655-9: Manually operated precision 

                      laboratory syringes
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ไม่รวมถึง Syringe ที่ใชก้ารแพทย์



ISO 8655:2022  
  Piston-operated volumetric apparatus 

• ISO 8655-6: Gravimetric reference measurement 
procedure for the determination of volume


• ISO 8655-7: Alternative measurement procedures for the 
determination of volume


• ISO 8655-8: Photometric reference measurement 
procedure for the determination of volume
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Auto-burette

Auto-dilutor

Auto-pipette

Auto-dispenser



การดูดจ่ายของเหลวปริมาณนอ้ยๆอยา่งถูกตอ้ง
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❖ Glass pipette


❖ Piston pipette/auto pipette/micropipette


❖ Syringe




เทคนิคการใชปิ้เปตแกว้
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adjustable, single channel precision pipettes 

includes eight models that can hold volumes 

ranging from 0.2 μL to 10 mL
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 Piston pipette ชนิด Air displacement
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• multichannel pipettes 
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multichannel pipettes 



The ISO 8655 series  
addresses the needs of: 

• manufacturers

• calibration laboratories, 

• users of the equipment 

• other bodies as a basis for independent 

calibration, testing, verification and routine tests.


• The tests specified in the ISO 8655 series are 
intended to be carried out by trained personnel.
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ตวัอยา่ง specification



หลกัการทำงานของ  
autopipette/micropipette/piston pipette 
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เทคนิคการใช้Piston pipette ที่ถูกต้อง



เทคนิคการปิเปตขั้นพื้นฐานซึ่ งอาจส่งผลต่อความแม่นย ำ

• หา้มปรับปริมาตรเกินขีดต่ำสุดและสูงสุด


• ช่วงปริมาตรที่เหมาะสม  : 35%-100%   (>10%)


• ขณะดูดของเหลวควรให ้piston pipette ตั้งฉากกบัพื้น


• หมุนปรับลงเพื่อตั้งค่าปริมาตร


• ดูดชา้ๆ  รอเวลา


• Pre-rinse tip 


• หา้มจุ่มปิเปตในสารละลายโดยไม่มีปิเปตทิป


• จุ่มปลาย tip ดว้ยความลึกที่เหมาะสม
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เทคนิคการปล่อยของเหลวจาก tip
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ขอ้ควรระวงัในการใช ้Piston pipette  

• ถา้มีฟองอากาศ ใหดู้ดใหม่ 

• ปล่อยปุุมกด อยา่งรวดเร็วอาจทำใหน้้ ำยาถูกดูดเขา้สู่ตวั Piston                    

ทำใหเ้กิดความเสียหายและเกิดการปนเปื้ อนได ้


• ไม่ควรปรับปริมาตรเกินขีดต่ำสุดและสูงสุดของช่วงที่ก ำหนด
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เคลด็ลบัง่ายๆ ในการรักษาปิเปตให้ปราศจากการปนเปื้ อน

• ตรวจสอบลูกสูบ: หารอยบากหรือการกดักร่อน


• ทำความสะอาดโดยใช้สำลโีฟมก้านยาว: ชุบด้วยสารทำความสะอาด


• ตรวจดูด้านในก้านปิเปต: หาสิ่งกดีขวาง
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  การสอบเทียบปิเปตแกว้ : หลกัการ

•หาปริมาตรโดยวธีิชั่งน้ ำหนกัของน้ำบริสุทธิ์ ที่ใชแ้ทนที่

ปริมาตรของปิเปตแกว้ ที่อุณหภูมิอา้งอิง


	 V  =  M/D


	 V  =  ปริมาตร (ml)


	 M =  น้ำหนกั  (g)


	 D =  ความหนาแน่น
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Principles

•ชั่งน้ำหนกัน้ำที่บรรจุในเครื่องแกว้ที่ตอ้งการสอบ

เทียบที่อุณหภูมิ 20๐C 


•คำนวณปริมาตรของน้ำที่ 20 ๐C = ปริมาตรของ

เครื่องแกว้ ที่ 20 ๐C


•คำนวณปริมาตรของเครื่องแกว้ที่อุณหภูมิหอ้ง 



ขอ้จำกดั

•เครื่องแกว้ตอ้งสะอาด


•ขนาด 0.1-2000 ml


•อุณหภูมิหอ้งคงที่(ควรเปลี่ยนแปลงไม่เกิน 1ºC/ชม.)


•อุณหภูมิน้ำควร = อุณหภูมิหอ้ง
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Reagents / Apparatus
• Calibrated balance: ความละเอียดตามความเหมาะ

สมกบัขนาดและปริมาตรของเครื่องแกว้


• Calibrated thermometer: ช่วง 0-100 ๐C 

     ความละเอียด 0.1 ๐C


• Calibrated barometer


•น้ำกลั่น / Deionized water


• Glassware to be calibrated
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วธีิการสอบเทียบ volumetric pipette 

– ชั่งน้ ำหนกัขวดชั่งสารที่แหง้พร้อมฝาปิด จดบนัทึก


– บรรจุน้ำกลั่นในปิเปต โดยใชอุ้ปกรณ์ช่วยดูดจน

ปริมาณน้ำอยูเ่หนือขีดบอกปริมาตร 20 มิลลิเมตร


– ค่อย ๆ ปรับระดบัน้ำใหต้รงกบัขีดบอกปริมาตรโดย
ปรับระดบั meniscus ใหถู้กตอ้ง

ดูดของเหลวเข้าปิเปต


จนระดับของเหลวอยู่เหนือขีดปริมาตร




วธีิการสอบเทียบ volumetric pipette

–  บนัทึกอุณหภูมิน้ำในบีกเกอร์


– ปล่อยน้ำออกจากปิเปตโดยใหป้ลายปิเปตสมัผสั
กบัผวิดา้นในของขวดชั่งสาร เมื่อน้ำไหลออกจาก ปิ
เปตหมดแลว้รออีก 2 วนิาที จึงเอาปิเปตออก


–ปิดฝาขวดชั่งสาร ชั่งน้ ำหนกั จดบนัทึก


– ค ำนวณปริมาตรปิเปตที่ 20 ๐C 

– ทำซ้ ำตั้งแต่ตน้จนจบอีก 9 ครั้ ง
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การคำนวณ

• V20 = (IL-IE)Z


• V20  = ปริมาตรของน้ำที่ 20๐C


•       = ปริมาตรจริงของภาชนะที่ 20๐C


• IL      = น้ำหนกัของขวดชั่งที่บรรจุน้ำที่อุณหภูมิหอ้ง(กรัม)                           


• IE      = น้ำหนกัของขวดชั่งเปล่าที่อุณหภูมิหอ้ง(กรัม)


• Z     =  factor  ขึ้นอยูก่บัอุณหภูมิ และ ความดนั
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Z     =  factor  ขึ้นอยูก่บัอุณหภูมิ และ ความดนั 

ที่ความชื้นสมัพทัธ์ 50% 

• เปิดตารางค่า Z ตามความเหมาะสม : 

• class of glassware (A,B)

•  type of glassware (borosilicate , sodalime)

• temperature ;with correction factor of calibrated 

thermometer / ice point recalibration


• pressure 
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• Z    =(Q)[1/(ρW-ρA)](1- ρA / ρB)[1-
α(T-20)] 

• ρA คือ ความหนาแน่นของอากาศ 


• ρW คือความหนาแน่นของน้ำ


•  ρB คือความหนาแน่นของตุม้น้ำหนกั


• α  = สมัประสิทธิ์ การขยายตวัของวสัดุ

• Q   = mass conversion factor = 1.000013
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การคำนวณ

• การคำนวณปริมาตรของเครื่องแกว้ที่อุณหภูมิหอ้ง


• VT = V20[1+    (T-20)]


• VT = ปริมาตรจริงของเครื่องแกว้ที่อุณหภูมิหอ้ง


•      = สมัประสิทธิ์ การขยายตวัของแกว้( cm3/๐C)


•     = 0.00001 cm3/๐C สำหรับ borosilicate glassware


•     = 0.000025 cm3/๐C สำหรับ soda-lime glassware

α

α
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ประเมนิผลการสอบเทยีบ
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การทวนสอบ (Verification)

การทวนสอบ หมายถึง การยนืยนัโดยการตรวจสอบ

และมีหลกัฐานแสดงวา่เป็นไปตามขอ้กำหนด ที่ระบุ


การทวนสอบจะเป็นเครื่องช่วยตรวจความเบี่ยงเบน

ระหวา่งค่าที่ชี้บอกโดยเครื่องวดักบัค่าสมนยัที่รู้ของ

ปริมาณที่วดัวา่นอ้ยกวา่ค่าผดิพลาดที่ยอมใหสู้งสุด 

(maximum allowable error) ตามที่ระบุใน

มาตรฐาน
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ตวัอยา่ง

ผลการสอบเทียบ        ปิเปต 10 ml +0.02 ml.


• Norminal value = 10 ml   ผลการสอบเทียบ  9.9986 ml


• ค่าความไม่แน่นอนของการสอบเทียบ +0.0016 ml.


•     ความคลาดเคลื่อน =9.9986 -10 =  - 0.0014 ml.


• ปริมาตรของขวดวดัปริมาตร = 9.9986+0.0016 ml.	 	 	

	                   = 9.9970-10.0002 ml.
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ตวัอยา่ง(ต่อ)
• ผลการทวนสอบ    


• ความคลาดเคลื่อน  + ค่าความไม่แน่นอน  : ไม่คิดเครื่องหมาย


• 0.0014+0.0016 =0.0030 ml.


• เปรียบเทียบผลการวดักบัค่าความคลาดเคลื่อนที่ยอมรับ 


• 0.0030  <  0.02 ml.


• ผลการทวนสอบ ขวดวดัปริมาตรมีความคลาดเคลื่อนอยูใ่นเกณฑ์
ที่ยอมรับได ้	
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9.98

10.00

10.02

ปริมาตร ความคลาดเคลื่อน

0.02

-0.02

0.00

การทวนสอบ

มล.มล.
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วธีิสอบเทียบ Piston pipette

เครื่องมือและวสัดุอุปกรณ์ 
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เครื่องมือมาตรฐาน 

• เครื่องชั่งที่ผา่นการสอบเทียบแลว้ และมีความละเอียดตามหลกัเกณฑข์อง 
ISO 8655 


• เทอร์โมมิเตอร์วดัอุณหภูมิน ้าที่ผา่นการสอบเทียบแลว้ และมีค่า 
Uncertainty 0.2℃ 


•  เทอร์โมมิเตอร์วดัอุณหภูมิหอ้งที่ผา่นการสอบเทียบแลว้ และมีค่า 
Uncertainty 0.2℃ 


• เครื่องวดัความชื้นที่ผา่นการสอบเทียบแลว้ และมีค่า Uncertainty ≤10%
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เงื่อนไขในการสอบเทียบ 
• 1. เลือกใชเ้ครื่องชั่งใหเ้หมาะสมกบัปริมาตรที่สอบเทียบ 


• 2. การจดัสภาวะแวดลอ้มของสถานที่สอบเทียบ 


•  - อุณหภูมิคงที่ และอยูใ่นช่วง 15-30 ℃ (± 0.5 ℃) 


• - ความชื้นสมัพทัธ์(Relative humidity) 50% ขึ้นไป 


• 3.สภาวะระหวา่งสอบเทียบ -อุณหภูมิน้ำที่ใชช้ั่งน้ ำหนกัระหวา่งการสอบ

เทียบตั้งแต่ครั้ งที่1-10 ควรต่างกนัไม่เกิน 0.2℃


• 4.ความชื้นสมัพทัธ์ระหวา่งการชั่งน้ำหนกัน้ำตั้งแต่ครั้ งที่ 1-10          
ควรต่างกนัไม่เกิน 10% 
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• 5.ปริมาตรที่สอบเทียบ 


– ปิเปตแบบFixed-volume สอบเทียบที่ปริมาตรที่ไปเปตนั้นก าหนด

– ปิเปตแบบVariable-volume สอบเทียบที่ 3 ปริมาตร ดงันี้  


• ๏ 10%  ๏ 50% ๏ 100% ของ Nominal volume 


• หมายเหตุ : ปริมาตรที่สอบเทียบขึ้นกบัสเปคของผูผ้ลิตสอบเทียบ เช่นที่ 25% ของ 
Nominal volume


6.ความลึกในการจุ่ม Tip ลงในของเหลว
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วธีิการสอบเทียบ 

• บนัทึกอุณหภูมิหอ้ง อุณหภูมิของน้ำและความชื้นสมัพทัธ์

• นำภาชนะวางบนจานเครื่องชั่ง 


•  เติมน้ำใหมี้ระดบัความลึกอยา่งนอ้ย 3 ม.ม.

• เตรียม Piston pipette ปรับปริมาตรที่ตอ้งการสอบเทียบ 


• ใส่ Tip ที่พอดีกบัไปเปต ดูดน้ำกลั่นขึ้นลง 2-3 ครั้ งเพื่อปรับสภาพ Dead air 
volume  


• เริ่มจบัเวลาในการสอบเทียบ (ในกรณีที่สอบเทียบที่ปริมาตรนอ้ยกวา่ 50 µl)
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• นำ piston pipette ดูดน้ำกลั่นตามปริมาตรที่ก ำหนดและปล่อย

ลงในภาชนะที่วางในเครื่องชั่ง


• บนัทึกน้ำหนกั และทำซ้ ำจนครบ 10 ครั้ ง บนัทึกค่าต่างๆ ดงันี้  


– น้ำหนกัของน้ำจำนวน 10 ค่า 


– อุณหภูมิหอ้งหลงัจากสอบเทียบ 


– ความชื้นสมัพทัธ์หลงัจากสอบเทียบ 


– อุณหภูมิน้ำหลงัจากสอบเทียบ 
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• กรณีที่สอบเทียบที่ปริมาตรนอ้ยกวา่ 50 µl 


–ใหว้ดัน้ำหนกัน้ำที่ระเหยไปในระหวา่งสอบเทียบ โดย หลงัจากชั่ง น้ ำหนกัน้ำ

ครั้ งที่ 10 ปล่อยใหภ้าชนะวางบนจานเครื่องชั่งนานเท่ากบัเวลาที่ใชใ้นการชั่ง

น้ำหนกัครั้ งที่ 1 ถึงครั้ งที่ 10 จึงอ่าน       น้ ำหนกัน้ำอีกครั้ งหนึ่ง (หลงัจาก

ระเหยไปบางส่วน) และบนัทึกน้ำหนกัที่อ่านไดเ้ป็นค่าที่ 11 

–หมายเหตุ น้ำหนกัน้ำที่บนัทึกจะเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ ตามปริมาณน้ำที่ใส่เพิ่ม จากนั้น

นำน้ำหนกัที่ชั่งไดม้าหกั ลบกบัน้ำหนกัที่ชั่งก่อนหนา้ ผลต่างที่ไดเ้ป็นน้ำหนกั

น้ำที่ชั่งแต่ละครั้ ง


–  หากเป็นไปเปตแบบปรับปริมาตรได ้ใหส้อบเทียบที่ปริมาตรต่อไป จนครบ 3 
ปริมาตร
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คำนวณค่าต่างๆ ดงันี้  

• น้ำหนกัน้ำที่ระเหยระหวา่งการสอบเทียบ (กรณีสอบเทียบที่ปริมาตรนอ้ย

กวา่ 50 µl) 

• ปริมาตรของน้ำที่ชั่ง ซึ่ งแปลงจากน้ำหนกัโดยใชค่้า Z-factor 

• Systematic error, Random error, Combined uncertainty และ 

Expanded uncertainty 



• วธีิการคำนวณ 


• 1. น้ำหนกัน้ำที่ระเหยระหวา่งการสอบเทียบ (กรณีสอบเทียบที่

ปริมาตรนอ้ยกวา่ 50 µl)


•  mE = (m10 – m11)/ n โดยที่ 


•  mE =น้ำหนกัน้ำที่ระเหยไป 


•   m10 = น้ำหนกัน้ำที่วดัครั้ งที่ 10  


•   m11= น้ำหนกัน้ำที่วดัครั้ งที่ 11 


•   n = จำนวนครั้ งที่วดั
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V = W x Z โดยที่


V = ปริมาตรของน้ำ 


W = น้ำหนกัของน้ำ


Z = ค่าแกน้้ ำหนกัของน้ำตามอุณหภูมิและความดนับรรยากาศ 


(101.3 kPa)
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น % CV = 100 x 0.0372 = 1.9243


 1.9332

% CV = (100 x 0.0372)/ 1.9332= 1.9243 



การประเมินผลการสอบเทียบ 

•กำหนดเกณฑก์ารยอมรับ 


•พิจารณาผลสอบเทียบที่ได ้

• เปรียบเทียบผลสอบเทียบที่ไดก้บัเกณฑก์ารยอมรับ

•สรุปการประเมินผลการสอบเทียบ 

•การพิจารณาเครื่องมือหากผลการประเมินไม่ผา่นเกณฑ์

ยอมรับ
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• ก าหนดเกณฑก์ารยอมรับ


•  : เลือกพิจารณาได ้3 เกณฑ ์ดงันี้  


• ตาม ISO 8655  พิจารณาค่า Maximum permissible errors ของ 
Piston pipette 


• ตามคุณลกัษณะ (Specification) ของผูผ้ลิต Piston pipette ที่ระบุใน

คู่มือ ซึ่ งผูผ้ลิตนิยมบอกค่า Systematic error ในรูปของ Accuracy   ส่วน 

Random error อยูใ่นรูปของ Precision 

• ผูใ้ชง้านกำหนดขึ้นเองตามความเหมาะสมของงาน
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ตวัอยา่งการประเมินผลการสอบเทียบ
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2. Random error (% CV) หรือ Precision 
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ปริมาตร, µl %CV Random error ที่ใช้ประเมนิ 

(± µl) ตามเกณฑ์ ISO 
8655*

สรุปผล

50 0.25 0.6 ผา่น

100 0.07 0.6 ผา่น

200 0.06 0.6 ผา่น
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Reference

- ISO 8655: 2022  
- เอกสารการสอบเทียบไปเปต (Piston pipette) สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์
สาธารณสุข
- เครื่องมือและเทคนิคพื้นฐานสำหรับห้องปฏิบัติการชีวเคมี 
ดร.นพ. ชยานนท์ พีระพิทยมงคล


