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1. บทนาํ
2. เทคนิคอลัตราไวโอเลตและวิสิเบิลสเปกโทรสโคปี 
(UV-Vis Spectroscopy)
3. ส่วนประกอบของเคร่ืองอลัตราไวโอเลตและวิสิเบิล-
สเปกโทรโฟโตมิเตอร์ (UV-Vis Spectrophotometer)
4. การประยุกต์ใช ้(Application)

สเปกโทรสโคปี (Spectroscopy)
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 หมายถึง การแยก การตรวจสอบและการบนัทึกพลงังานท่ีเปลี่ยนไป เก่ียวกบั
นิวเคลียส อะตอม ไอออน หรือโมเลกุล

 พลงังานท่ีเปลี่ยนไปนั้นเน่ืองจากเกิด อีมิสชนั (Emission) การดูดกลืน (Absorption)
การกระเจิง (Scattering)

 ในธรรมชาติ สสารสามารถดูดกลืนแสง รังสี หรือแสงไดแ้ตกต่างกนั ทาํใหว้ตัถุ
เหล่านั้นมีสีสันต่างกนัไปดว้ย นกัวิทยาศาสตร์จึงนาํสมบติัเหล่าน้ีไปใชเ้ป็นวิธี
วิเคราะห์

สเปกโทรสโกปี
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 แสงเป็นคลื่นชนิดหน่ึงซ่ึงประกอบไปดว้ยสนามแม่เหลก็ (magnetic field) และ
สนามไฟฟ้า (electric field) ท่ีวางตวัตั้งฉากกนัและสามารถเคลื่อนท่ีได ้เราจึงเรียกวา่ 
“electromagnetic spectrum” ดงัรูป

แสง
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5http://mynasadata.larc.nasa.gov/science-processes/electromagnetic-diagram/

ช่วงของสเปคตรัมของคลื่นแม่เหลก็ไฟฟ้า (Electromagnetic spectrum)
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ตวัอย่างสเปคตรัมของคลื่นแม่เหลก็ไฟฟ้า 

http://www.yorku.ca/eye/spectru.htm
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ความสัมพนัธ์ระหวา่งพลงังาน (E) กบัความถ่ี (frequency, ν (อ่านวา่นิว; nu ))

E = hν = hc/λ
เม่ือ

พลงังานจะสูงข้ึนเม่ือความถ่ีสูงข้ึน 
ความถ่ีแปรผกผนักบัความยาวคลื่น(wavelength; λ (lambda)

E = พลงังาน 1 โฟตอน หน่วยเป็น J
h = ค่าคงตวัของพลงัค ์(Planck’s constant) 

= 6.626 x 10-34 J s
= 6.626 x 10-34 m2 kg s-1

= 6.62 x 10-27 เอิร์ก-วินาที (erg-s)
c = speed of light = 3 x 108 m s-1
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1. จงหาความถ่ี (Hz) ของคลื่นท่ีเคลื่อนท่ีในอากาศท่ีมีความยาวคลื่น 5 cm ( = 6 × 103 
MHz )

ตวัอย่าง

E = hν = hc/λ

ν = c/λ
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2. รังสีแม่เหลก็ไฟฟ้ามีเลขคลื่น 3.125 × 104 cm-1 จงหาความถ่ี (Hz) และความยาวคลื่น 
(nm) ( = 9.375 × 1014 Hz และ = 320 nm )

ตวัอย่าง
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3. จงคาํนวณหาพลงังานในหน่วย J ของรังสีวิสิเบิลท่ีมีความยาวคลื่น 300 nm (E = 6.626 
× 10-19 J) 

ตวัอย่าง

h = Planck’s constant = 6.626 x 10-34 J s
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4. จงหาพลงังาน (J) และความถ่ี (Hz) ของรังสีท่ีมีความยาวคลื่น 30 Å ( = 1.0 × 1017 Hz 
และ E = 6.626 × 10-17 J) )

ตวัอย่าง
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เป็นเทคนิคท่ีวดัการดูดกลืนแสงหรือรังสีในช่วงอลัตร้าไวโอเลตและวิสิ
เบิล  โดยมีช่ือเรียก “เคร่ืองยูวีวิสิเบิล”
 ใชแ้สงท่ีมีความยาวคลื่นท่ี 190-800 nm “อยู่ในช่วง ยูวี และ วิสิเบิล”
 สารท่ีสามารถดูดกลืนรังสีไดแ้ก่พวกสารอินทรีย ์ (Organic compound),

สารประกอบเชิงซ้อน (Complex compound), สารประกอบอนินทรีย ์
(Inorganic compound)
วิเคราะห์สารทั้งท่ีมีสี และไม่มีสี ในรูปธาตุหรือโมเลกุล
วิเคราะห์ทั้งเชิงคุณภาพ (ตอ้งใชร่้วมกบัเทคนิค IR, NMR spectroscopy)

และเชิงปริมาณ

อลัตร้าไวโอเลตและวิสิเบิลสเปกโทรสโกปี
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เกิดจากการท่ีสารดูดกลืนแสงท่ีผ่านเขา้มา ทาํใหมี้การเปลี่ยนแปลงระดบั
พลงังานของอิเลก็ตรอน (Electronic transition) วงรอบนอกสุด (valence electron)

หรืออิเลก็ตรอนท่ีเกิดพนัธะ (bonding electron) หรืออิเลก็ตรอนท่ียงัไม่เกิดพนัธะ 
(non-bonding electron)
การรับพลงังานของธาตุหรือโมเลกุลแต่ละชนิดแตกต่างกนั ข้ึนอยู่กบัชนิดของ

พนัธะ ทาํใหเ้ทคนิคน้ีมีความเลือกเฉพาะ และใชท้ั้งในคุณภาพวิเคราะห์และ
ปริมาณวิเคราะห์

หลกัการดูดกลืนแสงยูวี

= hc/λ
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Energy diagram

p - p* (pi to pi* transition)
n - p* (n to pi star transition)
s - s* (sigma to sigma star transition)
n - s* (n to sigma star transition)

http://www.chem.ucla.edu/~bacher/UV-vis/uv_vis_tetracyclone.html.html
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transition with lowest 
energyIntensity/(nm)Compound

s-s* (C-H)intense122CH4
s-s* (C-C)intense130CH3CH3
n-s* (C-O)200183CH3OH
n-s* (C-S)180235CH3SH
n-s* (C-N)800210CH3NH2
n-s* (C-Cl)200173CH3Cl
n-s* (C-I)380258CH3I
p-p* (C=C)16000165CH2=CH2
p-p* (C=O)950187CH3COCH3
n-p* (C=O)14273
n-p* (C=S)weak460CH3CSCH3
n-p* (N=N)15347CH3N=NCH3

Common functional groups

16
http://www.il.mahidol.ac.th/e-media/color-light/page1_3.html
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 ช่วงคลื่นวิทยุ             มีผลใหเ้กิดการเปลี่ยนแปลงทิศสปินของอิเลก็ตรอน
 ช่วงคลื่นไมโครเวฟ   มีผลใหเ้กิดการเปลี่ยนแปลงทิศทางการหมุนของโมเลกุล
 ช่วงรังสีอินฟราเรด    มีผลใหเ้กิดการเปลี่ยนแปลงการสั่นของโมเลกุล
 ช่วงวิสิเบิลและยูวี      มีผลใหเ้กิดการเปลี่ยนแปลงระดบัพลงังานของอิเลก็ตรอนชั้นนอก
 ช่วงรังสีเอก็ซ์            มีผลใหเ้กิดการเปลี่ยนแปลงระดบัพลงังานของอิเลก็ตรอนชั้นใน
 ช่วงรังสีแกมมา         มีผลใหเ้กิดการเปลี่ยนแปลงสภาวะของนิวเคลียส
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ช่วงคลื่นวิสิเบิลและอลัตราไวโอเลต (Visible and Ultraviolet region) : อยู่ในช่วงความถ่ี 
3x1014 ถึง 3x1016 Hz หรือมีความยาวคลื่นประมาณ 1 µm ถึง 10 mm การเปลี่ยนแปลง
ของพลงังานท่ีเก่ียวขอ้งเกิดจากการ เปลี่ยนระดบัพลงังานของอิเลค็ตรอน ความแตกต่าง
ของระดบัพลงังานของอิเลค็ตรอน วงนอกสุดประมาณ100 kJ mol-1
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Complementary colorAbsorbed colorWavelength (nm)

-Ultraviolet<380
Yellow-greenViolet380 – 435
YellowBlue435 – 480
OrangeBlue-green490 – 500
PurpleGreen500 – 560
VioletYellow-green560 – 580
BlueYellow580 – 595
Green-blueOrange595 – 650
Blue-greenRed650 – 780
-Near-infrared>780

Perceiving Color
1. โครโมฟอร์ (Chromophore) คือโมเลกุลของสารอินทรียท่ี์มีหมู่ฟังกช์นั
แบบไม่เสถียร (Unsaturated functional group) ซ่ึงดูดกลืนแสงในช่วงยูวี-วิสิ
เบิลและแสดงสมบติัของมนั มีดว้ยกนั 3 แบบ
โครโมฟอร์ท่ีมี multiple bond ระหวา่ง 2 อะตอมของธาตุ โดยไม่มีอิเลก็ตรอนคู่
โดดเด่ียว เช่น C=C
โครโมฟอร์ท่ีมี multiple bond ระหวา่ง 2 อะตอมของธาตุ โดยไม่มีอิเลก็ตรอนคู่
โดดเด่ียว เช่น C=O
โครโมฟอร์ท่ีมี benzene ring ไดแ้ก่สารประกอบพวกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน 
เช่น benzene, phenol

20

ปัจจยัท่ีมีผลต่อการดูดกลืนแสง
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2. ออกโซโครม (auxochrome) เป็นกลุ่มของธาตุท่ีไม่ดูดกลืนแสง แต่
สามารถมีผลต่อ absorption spectrum ของโครโมฟอร์ท่ีมีออกโซโครม
เกาะอยู่ ทาํใหเ้กิดผลดงัต่อไปน้ี
เกิด Bathochromic shift (red shift) ทาํให ้spectrum เคลื่อนไปทางท่ีมีความยาว

คลื่นมากข้ึน (max เพ่ิม)
เกิด Hypsochromic shift (blue shift) ทาํใหs้pectrum เคลื่อนไปทางท่ีมีความ

ยาวคลื่นลดลง ( max ลด)
เกิด Hyperchromic effect ทาํใหเ้กิดการดูดกลืนแสงมากข้ึน  max เพ่ิมข้ึน)
เกิด Hypochromic effect ทาํใหเ้กิดการดูดกลืนแสงนอ้ยลง  maxนอ้ยลง)

21

3. ตวัทาํละลาย (Solvent effect)
ตวัทาํละลายท่ีมีขั้วเช่นสารอินทรียบ์างท่ีมีหมู่คาร์โบนิล (C=O) ทาํใหเ้กิดการ
เคลื่อนไปของแถบการดูดกลืนพลงังานเรียกวา่ solvent shift
4. สเตอริกของโมเลกุล (Steric effect)
ผลของโครงสร้างท่ีมีความเกะกะทาํใหก้ารเกิดอนัตรกิริยาของอิเลก็ตรอน
เปลี่ยนแปลงส่งผลใหก้ารวดัการดูดการแสงเปลี่ยนแปลงเช่นสารประกอบท่ีมี
หมู่ฟังกช์นัใหญ่ๆ  จะทาํให ้max เคลื่อนไปทางท่ีสั้นกวา่และค่า max 
ลดลง
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ปัจจยัท่ีมีผลต่อการดูดกลืนแสง

23

กฎของเบียร์ แลมเบิร์ต (Beer-Lambert’s law): ความเขม้ของแสงท่ี
ถูกดูดกลืนข้ึนอยู่กบัความเข้มข้นและความหนาของสารละลายตัวกลาง

A = bc

กฎของแลมเบิร์ต (Lambert’s law)“แสงท่ีมคีวามยาวคล่ืน
เด่ียวผ่านตัวกลางเนือ้เดียว สัดส่วนของความเข้มของแสงท่ีถกูดูดกลืนไม่ขึน้อยู่
กับความเข้มของแสง แต่จะขึน้อยู่กับความหนาของตัวกลาง” ดงันั้นตวักลาง
ชนิดเดียวกนัท่ีมีความหนาเท่ากนั จะดูดกลืนพลงังานแสงไดเ้ท่ากนั

กฎของเบียร์ (Beer’s law) กล่าวไวว้า่ “อัตราการลดลงของความเข้ม
ของแสงท่ีถกูดูดกลืน เป็นสัดส่วนโดยตรงกับความเข้มข้นของสาร”

24

A = bc (Beer’s and lambert’s law)
โดยที่

A = แอบซอร์บแบนซ์ (Absorbance)
 = Molar absorptivity (L mole-1 cm-1)
b = ความกว้างของเซลล์ เป็น (cm)
C= ความเข้มข้นเป็นโมลาร์ (mole L-1)

Beer Lambert’s Law

Transmittance, T = P / P0
%  Transmittance, %T = 100 T
Absorbance,
A = log10 P0 / P
A = log10 1 / T หรือ A = -log T
A = log10 100 / %T
A = 2 - log10 %T

A = abc
a = absorptivity  กรณ ีความเข้มข้นเป็นหน่วยอ่ืน เช่น g/L

21 22

23 24
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5. เคร่ือง UV-Vis จะทาํการวิเคราะห์ไดถู้กต้องมากท่ีสุด เม่ือวดั
เปอร์เซ็นต์ ทรานสมิตแทนซ์ (%T) ได ้30.5% จงคาํนวณว่าท่ี %T 
ดงักล่าวจะมีค่าการดูดแสง (Absorbance) เท่ากบัเท่าไหร่

A = -logT

จาก A =εbc =  -logT
%T= 30.5 % T= 30.5/100

27

ตัวอย่างโจทย์
6. สารละลายชนิดหน่ึง ดูดกลืนแสงร้อยละ 40 ท่ีความยาวคลื่น 200 nm สารละลายน้ี
ใชส้ารอินทรียท่ี์มีมวลโมเลกุลเท่ากบั 400 g mol-1 หนกั 0.100 mg ละลายในเฮกเซน
25.00 cm3 ในการวดัการดูดกลืนแสงใชเ้ซลลท่ี์มีความหนา 1 cm จงคาํนวณหาค่า 
molar absorptivity ของสารละลายน้ี (ตอบ  = 4.0 x 104 L mol-1 cm-1)

28

ตัวอย่างโจทย์
7. สารละลายชนิดหน่ึงวดัค่า absorbance ได ้0.6 จงหา %T (ตอบ 25.12%)

การบ้าน: สารละลายชนิดหน่ึงมีความเขม้ขน้ เท่ากบั 0.0010 โ มลาร์ จากการทดลอง 
โดยใชเ้ทคนิคสเปกโทรสโคปี พบว่า สารละลายดงักล่าวมีค่า Transmission เท่ากบั 
0.10 และความกวา้งของเซล เท่ากบั 10 มิลลิเมตร จงหาค่า Absorbance และค่า molar 
absorptivity ของสารละลายน้ี

25 26
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ประกอบดว้ย 5 ส่วนหลกั
1. ตน้กาํเนิดแสง (Light source)
2. โมโนโครมาเตอร์ (Monochromator)
3. เซลลใ์ ส่สารตวัอย่าง (Cell compartment)
4. มาตรแสง (Detector)
5. เคร่ืองบนัทึกและอ่านผล (Readout system)

องคป์ระกอบ

เคร่ือง UV-VIS spectrometer  การวดัปริมาณของแสงที่ถูกดูดกลืนทําได้โดยการให้ลาํแสงผ่านเข้าไป
ในสารตัวอย่าง (Po) แล้ววดัปริมาณของแสงที่ผ่านทะลุ (P) โดย
เปรียบเทียบกบัแสงท่ีให้ (Po)

30

P0 P

31

แสงท่ีใชต้อ้งเป็นแสงเอกรงค ์(monochromatic radiation)
ช่อง slit ตอ้งแคบจึงจะใหก้ารวดัท่ีมีประสิทธิภาพ
ตอ้งไม่มีแสงหลงมาจากแหล่งอื่น (stray light)
กระบวนการดูดกลืนแสงตอ้งไม่ข้ึนแก่กนั นัน่คือ สารละลายตอ้งเจือจาง
สารละลายท่ีนาํไปวดัตอ้งเป็นเน้ือเดียวกนั
สารละลายตอ้งไม่ขุ่น ไม่เป็นตะกอน ไม่เป็นคอลลอยด์

ขอ้กาํหนด

32

ลกัษณะตน้กาํเนิดแสง (Light source) 
 ตอ้งใหก้าํลงัพอท่ีจะวดัดว้ยมาตรวดัแสง 
ตอ้งแผ่รังสี (radiation) ออกมาตลอด

ในช่วงความยาวคลื่นท่ีตอ้งการ
ตอ้งใหก้ารแผ่รังสีคงท่ี (Po คงท่ี)

1. ตน้กาํเนิดแสง (Light source)

deuterium lamp

tungsten lamp

ตวัอย่างของตน้กาํเนิดแสงไดแ้ก่ 
หลอดไฮโดรเจน หรือ หลอดดิวเทอเรียม 
      (deuterium lamp) 185-375 nm
หลอดทงัสเตน 320-2500 nm
หลอดไอปรอท  365 nm
หลอดซีนอน 250-600 nm

29 30

31 32
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เป็นส่วนท่ีใชค้วบคุมแสงท่ีออกมาจากตน้กาํเนิดแสง โมโนโครมาเตอร์จะทาํใหแ้สง
โพลีโครเมติกกลายเป็นแสงโครเมติกท่ีเป็นแถบแสงแคบๆ
ประกอบดว้ย

2.1 ช่องแสงเขา้ (entrance slit) เพ่ือปล่อยใหแ้สงมีความแรงพอ ดงันั้น
ความกวา้งของช่องสลิทจึงเป็นส่วนสาํคญั
2.2 กระจกและเลนส์ (mirror and lens) เพ่ือทาํใหแ้สงเกิดการสะทอ้น
หรือบางคร้ังทาํใหแ้สงรวมตวักนั บางคร้ังทาํใหแ้สงแยกกนั
2.3 ส่วนท่ีทาํใหแ้สงเกิดการกระจายออกเป็นความยาวคลื่นต่างๆ   เพ่ือเหมาะแก่
การเลือกใช้

2.3.1 ฟิลเตอร์
2.3.2 ปริซึม

2. โมโนโครมาเตอร์ (monochromator)

34

2.3.1 ฟิลเตอร์ เป็นโมโนโครมาเตอร์ท่ีง่ายสุด
กระจกสีต่างๆ  เป็นแผ่น ใหค้วามกวา้งของแถบคลื่นแสง 25 nm 
อินเตอร์เฟอเรนซ์เป็นฟิลเตอร์ท่ีฉาบดว้ยสารท่ีมีค่าดรรชนีหักเหตํ่าและเป็นไดอิเล็ก 

ทริกฟิลเตอร์ 
2.3.2 ปริซึม (Prism) เป็นตวัท่ีทาํให้แสงเกิดการกระจายเป็นความยาวคลื่นต่างๆ  แลว้
เลือกใชค้วามยาวคลื่นท่ีตอ้งการ ตอนน้ีเลิกใชแ้ลว้

Comparison of the spectra obtained
from a diffraction grating by diffraction
(1), and a prism by refraction (2).
Longer wavelengths (red) are diffracted
more, but refracted less than shorter
wavelengths (violet).

http://en.wikipedia.org/wiki/File:Comparison_refraction_diffraction_spectra.svg

35

1. transmission grating ทาํดว้ยวสัดุโปร่งใส เป็นกระจกท่ีนาํมาขีดใหร่้องขนานกนั 
ใหแ้สงออกเป็นหลายๆ  ความยาวคลื่นในดา้นท่ีตรงขา้มกบัแสงเขา้

2. reflection grating ชนิดสะทอ้นแสง ผิวหนา้วสัดุท่ีใชท้าํตอ้งเรียบและสะทอ้น
แสงได ้ดา้นหนา้จะเซาะสาํหรับช่วง UV-Vis 300-2000 ร่อง ต่อมิลลิเมตร

2.3.3 เกรตติง (grating) นิยมใชก้นัมากในเคร่ืองมือสมยัใหม่

2.4 ช่องแสงออก (Exit slit) เป็นส่วนท่ีปล่อยใหแ้สงผ่านตวัอย่างแลว้ผ่าน
ไปยงัมาตรวดัแสง

http://www.physicsforums.com/library.php?do=view_item&itemid=201

36

Czerny-Turner monochromator
http://en.wikipedia.org/wiki/Monochromator

(A) broad band illumination source  (B) entrance slit
(C) curved mirror (the collimator), (D) Grating ; collimated light is diffracted
(E) mirror which refocuses the light, (F) exit slit

33 34

35 36
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ส่วนใหญ่มีฝาปิดเพ่ือกนัแสงจากภายนอกเขา้ไปรบกวน เซลลใ์ ส่สารตวัอย่าง 
(sample cell) หรือ cuvette ทาํจากแกว้ควอร์ซ (quartz) ซิลิกา (silica) มีหลายแบบ 
หลายรูปร่าง ข้ึนอยู่กบัลกัษณะงานท่ีใช้

3. เซลลส์าํหรับใส่สารตวัอย่าง 

37

Cuvette

http://sciencefair.math.iit.edu/techniques/spectrophotometer/ 38

เคร่ืองวดัแสงท่ีดีควรมีลกัษณะดงัต่อไปน้ี
4.1 มีสภาพไวสูง แมค้วามเขม้แสงตํ่าก็สามารถตรวจวดัได้
4.2 มีการตอบสนองเป็นแบบเชิงเส้นตรง
4.3 สัญญาณรบกวนตอ้งนอ้ย
4.4 การตอบสนองข้ึนอยู่กบัความถ่ีหรือความยาวคลื่นแสง
4.5 ตอ้งมีเสถียรภาพดี
4.6 ขนาดเลก็
4.7 ราคาไม่แพง

4. เคร่ืองวดัแสง (Radiation detector)

39

4.1 โฟโตโวลตาอิกเซลล ์(Photovoltaic cells) เป็นเซลลท่ี์ใชต้รวจวดัท่ีความยาวคลื่น 550 
nm ไดดี้ แต่ความไวจะลดลง 10% ท่ีความยาวคลื่น 350 หรือ 750 nm เม่ือแสงจาก
ภายนอกตกลงบนผิวของสารก่ึงตวันาํ (ใช ้selenium) ทาํใหเ้กิดอิเลก็ตรอนแลว้ว่ิงไปยงั
โลหะท่ีต่อไปยงัวงจรภายนอก ปริมาณของกระแสจะมากหรือนอ้ยข้ึนอยู่กบัปริมาณของ
แสงท่ีตกกระทบ

http://www.apec-vc.or.jp/e/modules/tinyd00/index.php?id=74 40

4.2 หลอดรับแสง (Phototube) เป็นหลอดท่ีทาํดว้ยซิลิกา ภายในหลอดเป็น
สุญญากาศ ฉาบผิวแคโทดดว้ยสารท่ีสามารถใหอ้ิเลก็ตรอนเม่ือถูกแสง แลว้
อิเลก็ตรอนว่ิงไปยงัขั้วแอโนด ดีเทคเตอร์ ชนิดน้ีจะตอ้งต่อกบัชุดขยายสัญญาณอีก
คร้ังเพ่ือทาํใหก้ระแสมากพอท่ีจะวดัได้

37 38

39 40
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4.3 หลอดโฟโตมลัติพลายเออร์ (Photomultiplier tube : PMT) มีลกัษณะคลา้ยหลอดรับ
แสง แต่ใหส้ภาพไวดีกวา่ และสามารถใชไ้ดท่ี้ความยาวคลื่น 190-900 nm ภายในหลอด 
PMT ประกอบดว้ยชุดไดโนด Dynodes 9 ชุด ซ่ึงแต่ละชุดไดโนดจะเพ่ิมข้ึน 90 โวลต ์จน
ครบ 9 ไดโนด ทาํใหศ้กัยไ์ฟฟ้าแตกต่างกนัระหวา่งขั้วแคโทดและ อโนดเป็น 900 โวลต ์
ดงันั้นหลอดชนิดน้ีจึงมีประสิทธิภาพสูงเหมาะสาํหรับวดัแสงตํ่า หลอดวดัแสงชนิดน้ีนิยม
ใชม้ากท่ีสุดในปัจจุบนั

http://www.olympusconfocal.com/theory/pmtintro.html 42

4.4 หลอดวดัแสงชนิดซิลิกอนไดโอด ทาํงานโดยการเกิด depletion layer ท่ีการทาํให้
การนาํไฟฟ้าลดลง เม่ือแสงตกกระทบ depletion layer จะเกิดกระแสไฟฟ้าและเป็น
ปฏิภาคกบักาํลงัแสงท่ีไดรั้บ

http://people.whitman.edu/~dunnivfm/FAASICPMS_Ebook/CH2/2_2_9.html

43

5. เคร่ืองขยาย-แยกสัญญาณและประมวลผล
เป็นการนาํสัญญาณท่ีไดไ้ปเขา้กระบวนการของระบบอิเลก็ทรอนิก 
เช่น ขยายสัญญาณ กรองสัญญาณ แลว้นาํผลของการวิเคราะห์
ดงักล่าวเสนอ ในรูปของมิเตอร์ ดิจิทลัมิเตอร์ เคร่ืองบนัทึก เรคคอร์
เดอร์ และเคร่ืองไมโครคอมพิวเตอร์

44

1. single beam เป็นเคร่ืองท่ีใชล้าํแสงเด่ียวจากตน้กาํเนิดแสงผ่านโมโนโครมาเตอร์ แลว้ผ่าน
สารละลาย แลว้จึงไปยงัมาตรวดัแสง ทาํใหก้ารวดัตอ้งปรับ 0 และ 100% T ดว้ยสารละลาย
แบลงค์

เคร่ืองสเปกโทรมิเตอร์แบบต่างๆ

41 42

43 44
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2. แบบ double beam แสงท่ีผ่าน monochromator ถูกแยกออกเป็น 2 ลาํแสงดว้ย beam 
splitter แสงแรกผ่านsample cell และอีกแสงหน่ึงผ่าน blank แลว้ผ่านไปยงัเคร่ืองวดัแสง

46

Absorbance Spectrophotometer

http://www.public.asu.edu/~laserweb/woodbury/classes/chm467/bioanalytical/spectroscopy/absflr.html

47

http://chemwiki.ucdavis.edu/Physical_Chemistry/Spectroscopy/Electronic_Spectroscopy/
Electronic_Spectroscopy%3A_Application 48

http://chemwiki.ucdavis.edu/Physical_Chemistry/Spectroscopy/Electronic_Spectroscopy/
Electronic_Spectroscopy%3A_Application

45 46

47 48
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1. เลือกตวัทาํละลายท่ีไม่ดูดกลืนแสงในช่วงเดียวกบัสาร
ตวัอย่าง และมีค่าความยาวคลื่นตํ่าสุด (cut-off points) ท่ีจะ
ใชไ้ดอ้ยู่ตํ่ากวา่สารตวัอย่าง
2. เลือกใชแ้หล่งกาํเนิดแสงและความกวา้งช่อง slit ใหถู้กตอ้ง
3. สแกนสเปกตรัม สเปกตรัมท่ีไดแ้สดงคุณสมบติัเฉพาะตวั
ของสารนั้นๆ  แลว้เลือกใชท่ี้ max หรือ  ท่ีเหมาะสม
สาํหรับหาปริมาณสารต่อไป

การตรวจวดั
lower limit 

(nm)Solvent

190Acetonitrile
240Chloroform
205Cyclohexane
20595% Ethanol
195n-Hexane
205Methanol
190Water

50

วิธีหาปริมาณสาร โดยการทาํ calibration curve มีหลายวิธี เช่น
1. วิธีสารมาตรฐานภายนอก External standard method

1.1 เตรียมสารมาตรฐานหลายๆ  ความเขม้ขน้ วดัค่า Abs และสร้างกราฟ
มาตรฐาน (calibration graph) 
1.2 วิเคราะห์สารตวัอย่างแบบเดียวกนักบัสารมาตรฐาน และนาํค่าการดูดกลืนของสาร
ตวัอย่าง ไปเทียบกบั calibration graph เพ่ือหาความเขม้ขน้ของสารตวัอย่างโดยตรง
1.3 คาํนวณหาความเขม้ขน้ท่ีแทจ้ริง (ในกรณีท่ีเกิดการเจือจาง หรือเพ่ิมความเขม้ขน้)

2. วิธีเติมสารมาตรฐาน (standard addition method)
2.1 เติมสารมาตรฐานท่ีมีปริมาณต่างๆ  กนั ลงไปในสารตวัอย่าง
2.2 วดัค่า Abs และสร้างกราฟมาตรฐาน (calibration graph) 
2.3 จากกราฟมาตรฐาน หาจุดตดัแกน x คือปริมาณสารตวัอย่าง
 2.4 คาํนวณหาความเขม้ขน้ท่ีแทจ้ริง (ในกรณีท่ีเกิดการเจือจาง หรือเพ่ิมความเขม้ขน้)

การทาํปริมาณวิเคราะห์

51

Abs

Conc. 

x

y

Slope= m=y/x
สมการเส้นตรง y = mx + c

Abs

Conc. 

ปริมาณสารตวัอย่าง

ปริมาณสารตวัอย่าง

1 External calibration curve 2 Standard addition calibration curve

!!!อย่าลืม 
คาํนวณความเขม้ขน้ท่ีแทจ้ริงกรณีท่ีเจือ
จางหรือเพ่ิมความเขม้ขน้

Calibration curves

52

การหาปริมาณเหลก็รวมดว้ยวิธีสเปกโทรโฟโตเมทรี

1 2 3 4 5 6 Sample

Corrected 
Absorbance

Absorbanceความเข้มข้นเหลก็
(ppm)

reagent
SCN-/H2O2

นํา้ตวัอย่าง
(mL)

เหลก็ มาตรฐาน 
100 ppm (mL)

ขวดที่

00.00200.5/0.5001
0.0270.02950.5/0.502.52
0.0630.065100.5/0.5053
0.1210.124200.5/0.50104
0.2540.256400.5/0.50205
0.0960.098???0.5/0.52506

Fe3+ + SCN- = [FeSCN]2+

สีส้มแดง

วิธีท่ี 1 สารมาตรฐานภายนอก
1. เตรียมสารโดยขวดท่ี 1-5 เป็นสารละลายเหลก็มาตรฐาน เติมสารเพ่ือเกิดสี ปรับปริมาตร 50.0 mL
2. เตรียมสารตวัอย่างขวดท่ี 6 เติมสารท่ีทาํใหเ้กิดสี แต่ไม่เติมเหลก็ และปรับปริมาตร 50.0 mL 
3. วดัค่าการดูดกลืนแสง ท่ีความยาวคลื่น 450 nm

49 50

51 52
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Corrected 
Absorbance

ความเข้มข้น
เหลก็ (ppm)

00
0.0275
0.06310
0.12120
0.25440
0.096???

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

0.3

0 10 20 30 40 50

A
b
so
rb
a
n
ce

ความเขม้ขน้ (ppm)

y = 0.0064x ‐ 0.0025
R² = 0.9992

‐0.05

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

0.3

0 10 20 30 40 50

A
b
so
rb
a
n
ce

ความเขม้ขน้ (ppm)

4 ขอ้มูลจากการทดลอง

5 สร้างกราฟระหวา่งความเขม้ขน้และ ค่าการดูดกลืนแสง

6 เพ่ิมเสน้แนวโนม้ สมการเสน้ตรง และค่าความเป็นเสน้ตรง

15 ppm

7 คาํนวณความเขม้ขน้ท่ีแทจ้ริงในสารตวัอย่าง

y = 0.0064x-0.0029
แทนค่า y ดว้ยค่าAbs ของสารตวัอย่าง = 0.096

สมการเสน้ตรงจากกราฟมาตรฐาน

นํ้าตวัอย่างมา 25 mL เจือจางเป็น 50 mL ดงันั้นนํ้ าตวัอย่างมีความเขม้ขน้ของเหลก็เท่ากบั

ความเขม้ขน้(จากกราฟ) × dilution factorความเขม้ขน้ของนํ้ าตวัอย่าง =

55

1 2 3 4 5

Absorban
ce

ความเข้มข้นเหลก็
(ppm)

reagent
SCN-/H2O2

นํา้ตัวอย่าง
(mL)

เหลก็ มาตรฐาน 100 
ppm (mL)

ขวดที่

0.06900.5/0.51001
0.1295.00.5/0.5102.52
0.204100.5/0.5105.03
0.356200.5/0.510104
0.611400.5/0.510205

Fe3+ + SCN- = [FeSCN]2+

สีส้มแดง

วิธีท่ี 2 วิธีเติมสารมาตรฐาน

1. เตรียมสารโดยขวดท่ี 1-5 มีนํ้ าตวัอย่างปริมาตรเท่ากนัทุกขวด 10.0 mL
2. เติมสารละลายเหลก็เขม้ขน้ต่างกนั ยกเว้นขวดแรก 
3. เติมสารทาํใหเ้กิดสีทุกขวดและปรับปริมาตร 50.0 mL 
4. วดัค่าการดูดกลืนแสง ท่ีความยาวคลื่น 450 nm

y = 0.0152x + 0.222
R² = 0.9998

‐0.2
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0.4

0.6
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1
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ความเขม้ขน้ (ppm)

56

Absorbanceความเข้มข้น
เหลก็ (ppm)

0.2240
0.2995
0.37510
0.5220

0.83440

5. สร้างกราฟระหวา่งค่าการดูดกลืนแสงและความเขม้ขน้ 
6. ลากเส้นกราฟ และลากส่วนขยายไปตดัแกน X ดา้นลบ  ทาํค่าใหเ้ป็นบวก 

ค่าความเขม้ขน้ของเหลก็ = 15.0 ppm
7. หรือหาจุดตดับนแกน x เม่ือ y = 0 ค่าความเขม้ขน้ของเหลก็ = 14.61 ppm 

ค่าละเอียด ถูกตอ้งกวา่
8. คาํนวณความเขม้ขน้ท่ีแทจ้ริง (ความเขม้ขน้จากกราฟ x dilution factor)

จุดตดั-15.0
15.0 ppm

53 54

55 56
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