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UV-Visible Spectroscopy (UV-Vis)

By Supaporn Sangsrichan

CH210 Analytical Chemistry

Maejo University

1. บทนาํ

2. เทคนิคอลัตราไวโอเลตและวิสิเบิลสเปกโทรสโคปี 
(UV-VIS Spectroscopy)

3. ส่วนประกอบของเครื�องอลัตราไวโอเลตและวิสิ
เบิลสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ (UV-VIS Spectrophotometer)

4. การประยกุตใ์ช ้(Application)

สเปกโทรสโคปี (Spectroscopy)
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 หมายถึง การแยก การตรวจสอบและการบนัทึกพลงังานที�เปลี�ยนไป เกี�ยวกบั
นิวเคลียส อะตอม ไอออน หรือโมเลกลุ

 พลงังานที�เปลี�ยนไปนั�นเนื�องจากเกิด อีมิสชนั (Emission) การดูดกลืน (Absorption) 
การกระเจิง (Scattering)

 ในธรรมชาติ สสารสามารถดูดกลืนแสง รังสี หรือแสงไดแ้ตกต่างกนั ทาํให้วตัถุ
เหล่านั�นมีสีสันต่างกนัไปดว้ย นกัวิทยาศาสตร์จึงนาํสมบติัเหล่านี� ไปใช้เป็นวิธี
วิเคราะห์

สเปกโทรสโกปี
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 แสงเป็นคลื�นชนิดหนึ�งซึ�งประกอบไปดว้ยสนามแม่เหลก็ (magnetic field) และ
สนามไฟฟ้า (electric field) ที�วางตวัตั�งฉากกนัและสามารถเคลื�อนที�ได ้เราจึงเรียกว่า 
“electromagnetic spectrum” ดงัรูป

แสง

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

ช่วงของสเปคตรัมของคลื�นแม่เหล็กไฟฟ้า (Electromagnetic spectrum)
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ตวัอยา่งสเปคตรัมของคลื�นแม่เหล็กไฟฟ้า 

http://www.yorku.ca/eye/spectru.htm
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ความสัมพนัธ์ระหวา่งพลงังาน (E) กบัความถี� (frequency, ν (อ่าน nu))

E = hν = hc/λ
เมื�อ

พลงังานจะสูงขึ�นเมื�อความถี�สูงขึ�น 
ความถี�แปรผกผนักบัความยาวคลื�น(wavelength; λ (lambda)

E = พลงังาน 1 โฟตอน หน่วยเป็น J
h = คา่คงตวัของพลงัค ์ (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. จงหาความถี� (Hz) ของคลื�นที�เคลื�อนที�ในอากาศที�มีความยาวคลื�นหนึ� ง 5 cm ( = 6 × 
103 MHz )

2. รังสีแม่เหลก็ไฟฟ้ามีเลขคลื�น 3.125 × 104 cm-1 จงหาความถี� (Hz) และความยาวคลื�น 
(nm) ( = 9.375 × 1014 Hz และl = 320 nm )

3. จงคาํนวณหาพลงังานในหน่วย J ของรังสีวิสิเบิลที�มีความยาวคลื�น 300 nm (E = 6.626 
× 10-19 J) 

4. จงหาพลงังาน (J) และความถี� (Hz)’ของรังสีที�มีความยาวคลื�น 30 Å (= 1.0 × 1017 
Hz และ E = 6.626 × 10-17 J) )

ตวัอยา่ง
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เป็นเทคนิคที�วดัการดูดกลืนแสงหรือรังสีในช่วงอลัตร้าไวโอเลตและวสิิ
เบิล  โดยมีชื�อเรียก “เครื�องยวูวีสิิเบิล”

 ใชแ้สงที�มีความยาวคลื�นที� 190-800 nm “อยูใ่นช่วง ยวีู และ วิสิเบิล”

 สารที�สามารถดูดกลืนรังสีไดแ้ก่พวกสารอินทรีย ์ (Organic compound), 
สารประกอบเชิงซ้อน (Complex compound), สารประกอบอนินทรีย ์
(Inorganic compound) 

วิเคราะห์สารทั�งที�มีสี และไม่มีสี ในรูปธาตุหรือโมเลกลุ

วิเคราะห์ทั�งเชิงคุณภาพ (ตอ้งใชร่้วมกบัเทคนิค IR, NMR spectroscopy) 
และเชิงปริมาณ

อลัตร้าไวโอเลตและวิสิเบิลสเปกโทรสโกปี
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เกิดจากการที�สารดูดกลืนแสงที�ผา่นเขา้มา ทาํให้มีการเปลี�ยนแปลงระดบั

พลงังานของอิเล็กตรอน (Electronic transition) วงรอบนอกสุด (valence electron)
หรืออิเล็กตรอนที�เกิดพนัธะ (bonding electron) หรืออิเล็กตรอนที�ยงัไม่เกิดพนัธะ 
(non-bonding electron)

การรับพลงังานของธาตุหรือโมเลกุลแต่ละชนิดแตกต่างกนั ขึ�นอยูก่บัชนิดของ
พนัธะ ทาํให้เทคนิคนี� มีความเลือกเฉพาะ และใชท้ั�งในคุณภาพวิเคราะห์และ
ปริมาณวิเคราะห์

หลกัการดูดกลืนแสงยวูี

= 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 12

Compound l(nm) Intensity/
transition with lowest 
energy

CH4 122 intense s-s* (C-H)
CH3CH3 130 intense s-s* (C-C)
CH3OH 183 200 n-s* (C-O)
CH3SH 235 180 n-s* (C-S)
CH3NH2 210 800 n-s* (C-N)
CH3Cl 173 200 n-s* (C-Cl)
CH3I 258 380 n-s* (C-I)
CH2=CH2 165 16000 p-p* (C=C)
CH3COCH3 187 950 p-p* (C=O)

273 14 n-p* (C=O)
CH3CSCH3 460 weak n-p* (C=S)
CH3N=NCH3 347 15 n-p* (N=N)

Common functional groups
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http://www.il.mahidol.ac.th/e-media/color-light/page1_3.html

 ช่วงคลื�นวิทย ุ            มีผลให้เกิดการเปลี�ยนแปลงทิศสปินของอิเล็กตรอน

 ช่วงคลื�นไมโครเวฟ   มีผลให้เกิดการเปลี�ยนแปลงทิศทางการหมุนของโมเลกลุ

 ช่วงรังสีอินฟราเรด    มีผลให้เกิดการเปลี�ยนแปลงการสั�นของโมเลกลุ

 ช่วงวิสิเบิลและยวีู      มีผลให้เกิดการเปลี�ยนแปลงระดบัพลงังานของอิเลก็ตรอนชั�นนอก

 ช่วงรังสีเอก็ซ์            มีผลให้เกิดการเปลี�ยนแปลงระดบัพลงังานของอิเลก็ตรอนชั�นใน

 ช่วงรังสีแกมมา         มีผลให้เกิดการเปลี�ยนแปลงสภาวะของนิวเคลียส
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ช่วงคลื�นวิสิเบิลและอลัตราไวโอเลต (Visible and Ultraviolet region) : อยูใ่นช่วงความถี� 
3x1014 ถึง 3x1016 Hz หรือมีความยาวคลื�นประมาณ 1 µm ถึง 10 mm การเปลี�ยนแปลง
ของพลงังานที�เกี�ยวขอ้งเกิดจากการ เปลี�ยนระดบัพลงังานของอิเลค็ตรอน ความแตกต่าง
ของระดบัพลงังานของอิเลค็ตรอน วงนอกสุดประมาณ100 kJ mol-1

15 16

Wavelength (nm) Absorbed color Complementary color

<380 Ultraviolet -

380 – 435 Violet Yellow-green

435 – 480 Blue Yellow

490 – 500 Blue-green Orange

500 – 560 Green Purple

560 – 580 Yellow-green Violet

580 – 595 Yellow Blue

595 – 650 Orange Green-blue

650 – 780 Red Blue-green

>780 Near-infrared -

Perceiving Color

1. โครโมฟอร์ (Chromophore) คือโมเลกุลของสารอินทรียที์�มีหมู่ฟังกช์นั
แบบไม่เสถียร (Unsaturated functional group) ซึ�งดูดกลืนแสงในช่วงยวู-ีวสิิ
เบิลและแสดงสมบติัของมนั มีดว้ยกนั 3 แบบ

โครโมฟอร์ที�มี multiple bond ระหวา่ง 2 อะตอมของธาตุ โดยไม่มีอิเลก็ตรอนคู่
โดดเดี�ยว เช่น C=C

โครโมฟอร์ที�มี multiple bond ระหวา่ง 2 อะตอมของธาตุ โดยไม่มีอิเลก็ตรอนคู่
โดดเดี�ยว เช่น C=O

โครโมฟอร์ที�มี benzene ring ไดแ้ก่สารประกอบพวกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน 
เช่น benzene, phenol
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ปัจจยัที�มีผลต่อการดูดกลืนแสง
2. ออกโซโครม (auxochrome) เป็นกลุ่มของธาตุที�ไม่ดูดกลืนแสง แต่
สามารถมีผลต่อ absorption spectrum ของโครโมฟอร์ที�มีออกโซโครม
เกาะอยู ่ทาํให้เกิดผลดงัต่อไปนี�

เกิด Bathochromic shift (red shift) ทาํให้ spectrum เคลื�อนไปทางที�มีความยาว
คลื�นมากขึ�น (lmax เพิ�ม)

เกิด Hypsochromic shift (blue shift) ทาํให้spectrum เคลื�อนไปทางที�มีความ
ยาวคลื�นลดลง (lmax ลด)

เกิด Hyperchromic effect ทาํให้เกิดการดูดกลืนแสงมากขึ�น max เพิ�มขึ�น)

เกิด Hypochromic effect ทาํให้เกิดการดูดกลืนแสงนอ้ยลง maxนอ้ยลง)

18
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3. ตวัทาํละลาย (Solvent effect)

ตวัทาํละลายที�มีขั�วเช่นสารอินทรียบ์างที�มีหมู่คาร์โบนิล (C=O) ทาํให้เกิดการ
เคลื�อนไปของแถบการดูดกลืนพลงังานเรียกวา่ solvent shift

4. สเตอริกของโมเลกุล (Steric effect)

ผลของโครงสร้างที�มีความเกะกะทาํให้การเกิดอนัตรกิริยาของอิเล็กตรอน
เปลี�ยนแปลงส่งผลให้การวดัการดูดการแสงเปลี�ยนแปลงเช่นสารประกอบที�มี
หมู่ฟังกช์นัใหญ่ๆ จะทาํให้ lmax เคลื�อนไปทางที�สั�นกวา่และค่า max 
ลดลง

19

ปัจจยัที�มีผลต่อการดูดกลืนแสง

20

กฎของเบียร์ แลมเบิร์ต (Beer-Lambert’s law): ความเขม้ของแสงที�
ถูกดูดกลืนขึ�นอยูก่บัความเข้มข้นและความหนาของสารละลายตัวกลาง

A = bc

กฎของแลมเบิร์ต (Lambert’s law)“แสงที�มีความยาวคลื�น
เดี�ยวผ่านตัวกลางเนื�อเดียว สัดส่วนของความเข้มของแสงที�ถกูดดูกลืนไม่ขึ�นอยู่
กับความเข้มของแสง แต่จะขึ�นอยู่กับความหนาของตัวกลาง” ดงันั�นตวักลาง
ชนิดเดียวกนัที�มีความหนาเท่ากนั จะดูดกลืนพลงังานแสงไดเ้ท่ากนั

กฎของเบียร์ (Beer’s law) กล่าวไวว้า่ “อัตราการลดลงของความเข้ม
ของแสงที�ถกูดูดกลืน เป็นสัดส่วนโดยตรงกับความเข้มข้นของสาร”

21

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

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
A = log10 100 / %T
A = 2 - log10 %T

A = abc
a = absorptivity  กรณี ความเข้มข้นเป็นหน่วยอื�น เช่น g/L
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จาก εbc = -logT = A

%T= 30.5 % T= 30.5/100

A = -log T

= -log (30.5/100)

= -log (0.305)

= -(-0.5157)
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เครื�อง UV-Vis จะทาํการวเิคราะห์ไดถู้กตอ้งมากที�สุด เมื�อวดั
เปอร์เซนตท์รานสมิตแทนซ์ (%T) ได ้30.5% จงคาํนวณวา่ที�%T ดงักวา่
จะมีค่าการดูดแสง (Absorbance) เท่ากบัเท่าไหร่

= 0.516

Absorbance = 0.516  ตอบ 24

ตัวอย่างโจทย์

1. สารละลายชนิดหนึ�ง ดูดกลืนแสงร้อยละ 40 ที�ความยาวคลื�น 200 nm สารละลายนี�
ใชส้ารอินทรียที์�มีมวลโมเลกลุเท่ากบั 400 g mol-1 หนกั 0.1 mg ละลายในเฮกเซน 25
cm3 ในการวดัการดูดกลืนแสงใช้เซลลที์�มีความหนา 1 cm จงคาํนวณหาคา่ molar
absorptivity ของสารละลายนี�  (ตอบ  = 4.0 x 104 L mol-1 cm-1)

2. สารละลายชนิดหนึ�งวดัคา่ absorbance ได ้0.6 จงหา %T (ตอบ 25.12%)

การบ้าน: สารละลายชนิดหนึ�งมีความเขม้ขน้ เท่ากบั 0.0010 โมลาร์ จากการ
ทดลอง โดยใชเ้ทคนิคสเปกโทรสโคปี พบวา่ สารละลายดงักล่าวมีคา่ Transmission
เท่ากบั 0.10 และความกวา้งของเซล เท่ากบั 10 มิลลิเมตร จงหาคา่ Absorbance
และคา่ molar absorptivity ของสารละลายนี�
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ประกอบดว้ย 5 ส่วนหลกั

1. ตน้กาํเนิดแสง (Light source)

2. โมโนโครมาเตอร์ (Monochromator)

3. เซลลใ์ส่สารตวัอยา่ง (Cell compartment)

4. มาตรแสง (Detector)

5. เครื�องบนัทึกและอ่านผล (Readout system)

องคป์ระกอบ

เครื�อง UV-VIS spectrometer  การวัดปริมาณของแสงที�ถูกดูดกลนืทําได้โดยการให้ลาํแสงผ่านเข้าไป
ในสารตัวอย่าง (Po) แล้ววัดปริมาณของแสงที�ผ่านทะลุ (P) โดย
เปรียบเทียบกับแสงที�ให้ (Po)

26

P0 P
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แสงที�ใชต้อ้งเป็นแสงเอกรงค ์(monochromatic radiation)

ช่อง slit ตอ้งแคบจึงจะให้การวดัที�มีประสิทธิภาพ

ตอ้งไม่มีแสงหลงมาจากแหล่งอื�น (stray light)

กระบวนการดูดกลืนแสงตอ้งไม่ขึ�นแก่กนั นั�นคือ สารละลายตอ้งเจือจาง

สารละลายที�นาํไปวดัตอ้งเป็นเนื�อเดียวกนั

สารละลายตอ้งไม่ขุ่น ไม่เป็นตะกอน ไม่เป็นคอลลอยด์

ขอ้กาํหนด

28

ลกัษณะตน้กาํเนิดแสง (Light source) 

 ตอ้งให้กาํลงัพอที�จะวดัดว้ยมาตรวดัแสง 

ตอ้งแผรั่งสี (radiation) ออกมาตลอด
ในช่วงความยาวคลื�นที�ตอ้งการ

ตอ้งให้การแผรั่งสีคงที� (Po คงที�)

1. ตน้กาํเนิดแสง (Light source)

deuterium lamp

tungsten lamp

ตวัอยา่งของตน้กาํเนิดแสงไดแ้ก่ 

หลอดไฮโดรเจน หรือ หลอดดิวเทอเรียม 

      (deuterium lamp) 185-375 nm

หลอดทงัสเตน 320-2500 nm

หลอดไอปรอท  365 nm

หลอดซีนอน 250-600 nm

29

เป็นส่วนที�ใชค้วบคุมแสงที�ออกมาจากตน้กาํเนิดแสง โมโนโครมาเตอร์จะทาํให้แสง
โพลีโครเมติกกลายเป็นแสงโครเมติกที�เป็นแถบแสงแคบๆ

ประกอบดว้ย

2.1 ช่องแสงเขา้ (entrance slit) เพื�อปล่อยให้แสงมีความแรงพอ ดงันั�น

ความกวา้งของช่องสลิทจึงเป็นส่วนสําคญั

2.2 กระจกและเลนส์ (mirror and lens) เพื�อทาํให้แสงเกิดการสะทอ้น

หรือบางครั� งทาํให้แสงรวมตวักนั บางครั� งทาํให้แสงแยกกนั

2.3 ส่วนที�ทาํให้แสงเกิดการกระจายออกเป็นความยาวคลื�นต่างๆ  เพื�อเหมาะแก่
การเลือกใช้

2.3.1 ฟิลเตอร์

2.3.2 ปริซึม

2. โมโนโครมาเตอร์ (monochromator)

30

2.3.1 ฟิลเตอร์ เป็นโมโนโครมาเตอร์ที�ง่ายสุด

กระจกสีต่างๆ เป็นแผน่ ให้ความกวา้งของแถบคลื�นแสง 25 nm

อินเตอร์เฟอเรนซ์เป็นฟิลเตอร์ที�ฉาบดว้ยสารที�มีค่าดรรชนีหักเหตํ�าและเป็นไดอิเล็กท
ริกฟิลเตอร์ 

2.3.2 ปริซึม (Prism) เป็นตวัที�ทาํให้แสงเกิดการกระจายเป็นความยาวคลื�นต่างๆ แลว้
เลือกใชค้วามยาวคลื�นที�ตอ้งการ ตอนนี� เลิกใชแ้ลว้

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
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1. transmission grating ทาํดว้ยวสัดุโปร่งใส เป็นกระจกที�นาํมาขีดให้ร่องขนานกนั 
ให้แสงออกเป็นหลายๆ ความยาวคลื�นในดา้นที�ตรงขา้มกบัแสงเขา้

2. reflection grating ชนิดสะทอ้นแสง ผิวหนา้วสัดุที�ใชท้าํตอ้งเรียบและสะทอ้น
แสงได ้ดา้นหนา้จะเซาะสําหรับช่วง UV-Vis 300-2000 ร่อง ต่อมิลลิเมตร

2.3.3 เกรตติง (grating) นิยมใชก้นัมากในเครื�องมือสมยัใหม่

2.4 ช่องแสงออก (Exit slit) เป็นส่วนที�ปล่อยให้แสงผา่นตวัอยา่งแลว้ผา่น
ไปยงัมาตรวดัแสง

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

32

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

ส่วนใหญ่มีฝาปิดเพื�อกนัแสงจากภายนอกเขา้ไปรบกวน เซลลใ์ส่สารตวัอยา่ง 
(sample cell) หรือ cuvette ทาํจากแกว้ควอร์ซ (quartz) ซิลิกา (silica) มีหลายแบบ 
หลายรูปร่าง ขึ�นอยูก่บัลกัษณะงานที�ใช้

3. เซลลส์าํหรับใส่สารตวัอยา่ง 

33

Cuvette

http://sciencefair.math.iit.edu/techniques/spectrophotometer/ 34

เครื�องวดัแสงที�ดีควรมีลกัษณะดงัต่อไปนี�

4.1 มีสภาพไวสูง แมค้วามเขม้แสงตํ�ากส็ามารถตรวจวดัได้

4.2 มีการตอบสนองเป็นแบบเชิงเส้นตรง

4.3 สัญญาณรบกวนตอ้งนอ้ย

4.4 การตอบสนองขึ�นอยูก่บัความถี�หรือความยาวคลื�นแสง

4.5 ตอ้งมีเสถียรภาพดี

4.6 ขนาดเลก็

4.7 ราคาไม่แพง

4. เครื�องวดัแสง (Radiation detector)

35

4.1 โฟโตโวลตาอิกเซลล ์(Photovoltaic cells) เป็นเซลลที์�ใชต้รวจวดัที�ความยาวคลื�น 550 
nm ไดดี้ แต่ความไวจะลดลง 10% ที�ความยาวคลื�น 350 หรือ 750 nm เมื�อแสงจาก
ภายนอกตกลงบนผิวของสารกึ�งตวันาํ (ใช ้selenium) ทาํให้เกิดอิเลก็ตรอนแลว้วิ�งไปยงั
โลหะที�ต่อไปยงัวงจรภายนอก ปริมาณของกระแสจะมากหรือนอ้ยขึ�นอยูก่บัปริมาณของ
แสงที�ตกกระทบ

http://www.apec-vc.or.jp/e/modules/tinyd00/index.php?id=74
36

4.2 หลอดรับแสง (Phototube) เป็นหลอดที�ทาํดว้ยซิลิกา ภายในหลอดเป็น
สุญญากาศ ฉาบผิวแคโทดดว้ยสารที�สามารถให้อิเลก็ตรอนเมื�อถูกแสง แลว้
อิเลก็ตรอนวิ�งไปยงัขั�วแอโนด ดีเทคเตอร์ ชนิดนี� จะตอ้งต่อกบัชุดขยายสัญญาณอีก
ครั� งเพื�อทาํให้กระแสมากพอที�จะวดัได้
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4.3 หลอดโฟโตมลัติพลายเออร์ (Photomultiplier tube : PMT) มีลกัษณะคลา้ยหลอดรับ
แสง แต่ให้สภาพไวดีกวา่ และสามารถใช้ไดที้�ความยาวคลื�น 190-900 nm ภายในหลอด 
PMT ประกอบดว้ยชุดไดโนด Dynodes 9 ชุด ซึ� งแต่ละชุดไดโนดจะเพิ�มขึ�น 90 โวลต ์ จน
ครบ 9 ไดโนด ทาํให้ศกัยไ์ฟฟ้าแตกต่างกนัระหวา่งขั�วแคโทดและ อโนดเป็น 900 โวลต์ 
ดงันั�นหลอดชนิดนี� จึงมีประสิทธิภาพสูงเหมาะสําหรับวดัแสงตํ�า หลอดวดัแสงชนิดนี� นิยม
ใชม้ากที�สุดในปัจจุบนั

http://www.olympusconfocal.com/theory/pmtintro.html 38

4.4 หลอดวดัแสงชนิดซิลิกอนไดโอด ทาํงานโดยการเกิด depletion layer ที�การทาํให้
การนาํไฟฟ้าลดลง เมื�อแสงตกกระทบ depletion layer จะเกิดกระแสไฟฟ้าและเป็น
ปฏิภาคกบักาํลงัแสงที�ได้รับ

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

39

5. เครื�องขยาย-แยกสัญญาณและประมวลผล

เป็นการนาํสัญญาณที�ไดไ้ปเขา้กระบวนการของระบบอิเล็กทรอนิก 
เช่น ขยายสัญญาณ กรองสัญญาณ แลว้นาํผลของการวเิคราะห์
ดงักล่าวเสนอ ในรูปของมิเตอร์ ดิจิทลัมิเตอร์ เครื�องบนัทึก เรคคอร์
เดอร์ และเครื�องไมโครคอมพวิเตอร์

40

1. single beam เป็นเครื�องที�ใชล้าํแสงเดี�ยวจากตน้กาํเนิดแสงผ่านโมโนโครมาเตอร์ แลว้ผา่น
สารละลาย แลว้จึงไปยงัมาตรวดัแสง ทาํให้การวดัตอ้งปรับ 0 และ 100% T ดว้ยสารละลาย
แบลงค์

เครื�องสเปกโทรมิเตอร์แบบต่างๆ

41

2. แบบ double beam แสงที�ผา่น monochromator ถูกแยกออกเป็น 2 ลาํแสงดว้ย beam 
splitter แสงแรกผา่นsample cell และอีกแสงหนึ�งผา่น blank แลว้ผา่นไปยงัเครื�องวดัแสง

42

Absorbance Spectrophotometer

http://www.public.asu.edu/~laserweb/woodbury/classes/chm467/bioanalytical/spectroscopy/absflr.html
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http://chemwiki.ucdavis.edu/Physical_Chemistry/Spectroscopy/Electronic_Spectroscopy/
Electronic_Spectroscopy%3A_Application 44

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

45

1. เลือกตวัทาํละลายที�ไม่ดูดกลืนแสงในช่วงเดียวกบัสาร
ตวัอยา่ง และมีคา่ความยาวคลื�นตํ�าสุด (cut-off points) ที�จะ
ใชไ้ดอ้ยูต่ ํ�ากวา่สารตวัอยา่ง

2. เลือกใชแ้หล่งกาํเนิดแสงและความกวา้งช่อง slit ให้ถูกตอ้ง

3. สแกนสเปกตรัม สเปกตรัมที�ไดแ้สดงคุณสมบติัเฉพาะตวั
ของสารนั�นๆ แลว้เลือกใช้ที� lmax หรือ l ที�เหมาะสม
สําหรับหาปริมาณสารต่อไป

การตรวจวดั

Solvent
lower limit 

(nm)
Acetonitrile 190
Chloroform 240

Cyclohexane 205
95% Ethanol 205

n-Hexane 195
Methanol 205

Water 190

46

วิธีหาปริมาณสาร โดยการทาํ calibration curve มีหลายวิธี เช่น

1. วิธีสารมาตรฐานภายนอก External standard method

1.1 เตรียมสารมาตรฐานหลายๆ ความเขม้ขน้ วดัคา่ Abs และสร้างกราฟ
มาตรฐาน (calibration graph) 

1.2 วิเคราะห์สารตวัอยา่งแบบเดียวกนักบัสารมาตรฐาน และนาํค่าการดูดกลืนของสาร
ตวัอยา่ง ไปเทียบกบั calibration graph เพื�อหาความเขม้ขน้ของสารตวัอยา่งโดยตรง

1.3 คาํนวณหาความเขม้ขน้ที�แทจ้ริง (ในกรณีที�เกิดการเจือจาง หรือเพิ�มความเขม้ขน้)

2. วิธีเติมมาตรฐาน (standard addition method)

2.1 เติมสารมาตรฐานที�มีปริมาณต่างๆ กนั ลงไปในสารตวัอยา่ง

2.2 วดัคา่ Abs และสร้างกราฟมาตรฐาน (calibration graph) 

2.3 จากกราฟมาตรฐาน หาจุดตดัแกน x คือปริมาณสารตวัอยา่ง

 2.4 คาํนวณหาความเขม้ขน้ที�แทจ้ริง (ในกรณีที�เกิดการเจือจาง หรือเพิ�มความเขม้ขน้)

การทาํปริมาณวิเคราะห์

47

Abs

Conc. 

Dx

Dy

Slope= m=Dy/Dx

สมการเส้นตรง y = mx + c

Abs

Conc. 

ปริมาณสารตวัอยา่ง

ปริมาณสารตวัอยา่ง

1 External calibration curve 2 Standard addition calibration curve

!!!อยา่ลืม 
คาํนวณความเขม้ขน้ที�แทจ้ริงกรณีที�เจือ
จางหรือเพิ�มความเขม้ขน้

Calibration curves

48

การหาปริมาณเหลก็รวมดว้ยวิธีสเปกโทรโฟโตเมทรี

1 2 3 4 5 6 Sample

ขวดที� เหลก็ มาตรฐาน 
100 ppm (mL)

นํ�าตัวอย่าง
(mL)

reagent
SCN-/H2O2

ความเข้มข้นเหลก็
(ppm)

Absorbance Corrected 
Absorbance

1 0 0 0.5/0.5 0 0.002 0

2 2.5 0 0.5/0.5 5 0.029 0.027

3 5 0 0.5/0.5 10 0.065 0.063

4 10 0 0.5/0.5 20 0.124 0.121

5 20 0 0.5/0.5 40 0.256 0.254

6 0 25 0.5/0.5 ??? 0.098 0.096

Fe3+ + SCN- = [FeSCN]2+

สีสม้แดง

วิธีที� 1 สารมาตรฐานภายนอก

1. เตรียมสารโดยขวดที� 1-5 เป็นสารละลายเหลก็มาตรฐาน เติมสารเพื�อเกิดสี ปรับปริมาตร 50.0 mL
2. เตรียมสารตวัอยา่งขวดที� 6 เติมสารที�ทาํให้เกิดสี แต่ไม่เติมเหล็ก และปรับปริมาตร 50.0 mL 
3. วดัค่าการดูดกลืนแสง ที�ความยาวคลื�น 450 nm
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ความเข้มข้น
เหลก็ (ppm)

Corrected 
Absorbance

0 0
5 0.027
10 0.063
20 0.121
40 0.254
??? 0.096

0
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0.2

0.25
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ce

ความเขม้ขน้ (ppm)

y = 0.0064x - 0.0025
R² = 0.9992

-0.05
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ความเขม้ขน้ (ppm)

4 ขอ้มูลจากการทดลอง

5 สร้างกราฟระหว่างความเขม้ขน้และ ค่าการดูดกลืนแสง

6 เพิ�มเส้นแนวโนม้ สมการเส้นตรง และค่าความเป็นเส้นตรง

15 ppm 50

7 คาํนวณความเขม้ขน้ที�แทจ้ริงในสารตวัอยา่ง

y = 0.0064x-0.0029

0.096 = 0.0064x-0.0029

x = (0.096/0.0064) +0.0029

= 15 ppm

แทนค่า y ดว้ยค่าAbs ของสารตวัอยา่ง = 0.096

สมการเส้นตรงจากกราฟมาตรฐาน

หาความเขม้ขน้ของเหลก็ x

นํ�าตวัอยา่งมา 25 mL เจือจางเป็น 50 mL ดงันั�นนํ�าตวัอยา่งมีความเขม้ขน้ของเหลก็เท่ากบั

= 15ppmx(50mL/25mL)

ความเขม้ขน้(จากกราฟ) x dilution factor

= 30ppm

ความเขม้ขน้ของนํ� าตวัอยา่ง =

51

1 2 3 4 5

ขวดที� เหล็ก มาตรฐาน 100 
ppm (mL)

นํ�าตัวอย่าง
(mL)

reagent
SCN-/H2O2

ความเข้มข้นเหล็ก
(ppm)

Absorban
ce

1 0 10 0.5/0.5 0 0.069

2 2.5 10 0.5/0.5 5.0 0.129

3 5.0 10 0.5/0.5 10 0.204

4 10 10 0.5/0.5 20 0.356

5 20 10 0.5/0.5 40 0.611

Fe3+ + SCN- = [FeSCN]2+

สีส้มแดง

วิธีที� 2 วิธีเติมสารมาตรฐาน

1. เตรียมสารโดยขวดที� 1-5 มีนํ� าตวัอยา่งปริมาตรเท่ากนัทุกขวด 10.0 mL
2. เติมสารละลายเหลก็เขม้ขน้ต่างกนั ยกเว้นขวดแรก 
3. เติมสารทาํให้เกิดสีทุกขวดและปรับปริมาตร 50.0 mL 
4. วดัค่าการดูดกลืนแสง ที�ความยาวคลื�น 450 nm

y = 0.0152x + 0.222

R² = 0.9998
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ความเขม้ขน้ (ppm)
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ความเข้มข้น
เหลก็ (ppm)

Absorbance

0 0.224

5 0.299

10 0.375

20 0.52

40 0.834

5. สร้างกราฟระหวา่งคา่การดูดกลืนแสงและความเขม้ขน้ 
6. ลากเส้นกราฟ และลากส่วนขยายไปตดัแกน X ดา้นลบ  ทาํคา่ให้เป็นบวก 

คา่ความเขม้ขน้ของเหลก็ = 15.0 ppm
7. หรือหาจุดตดับนแกน x เมื�อ y = 0 คา่ความเขม้ขน้ของเหล็ก = 14.61 ppm 

คา่ละเอียด ถูกตอ้งกวา่
8. คาํนวณความเขม้ขน้ที�แทจ้ริง (ความเขม้ขน้จากกราฟ x dilution factor)

จุดตดั-15.0

15.0 ppm
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GOOD LUCK


