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การศึกษาสมบัติหรือข้อมูลของสสารโดยอาศัย
การเกิดอันตรกริยิา (interaction) ระหว่างรังสี
แม่เหล็กไฟฟา้ (electromagnetic radiation) 
กับสสาร (matter)

▪ การดูดกลืน (absorption)
▪ การเปล่งออก (emission)  
▪ การเปล่งแสงด้วยแสง (photoluminescence)  

▪ การกระเจิงแสง (scattering)

อันตรกิริยา 

matter

Incident light

reflection

absorption

photoluminescence

transmission

scattering

สเปกโทรสโกปี

Spectroscopy
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▪ เปลี่ยนระดับพลังงานนิวเคลียร์
▪ เปลี่ยนระดับพลังงานของอิเล็กตรอนวงใน
▪ เปลี่ยนระดับพลังงานของอิเล็กตรอนที่สร้างพันธะ (electronic 

transition)
▪ เปลี่ยนพลังงานจากการหมุน (rotation)
▪ เปลี่ยนพลังงานจากการสั่น (vibration)
▪ เปลี่ยนระดับพลังงานจากการสปนิของอิเล็กตรอนในสนามแม่เหล็ก
▪ เปลี่ยนระดับพลังงานจากการสปนิของนิวคลิไอในสนามแม่เหล็ก

การเปลี่ยนแปลงระดับพลังงาน (แทรนซิชัน) ของ
อนุภาคเมื่อสสารเกิดอันตรกิริยากับรังสี
แม่เหล็กไฟฟา้ (โฟตอน)

โดยเป็นการแทรนซิชันจากระดับพลังงานต ่ากว่า 
เรียกว่า สถานะพ้ืน (ground state, E0) ไปยังระดับ
พลังงานสูงกว่า เรียกว่า สถานะกระตุน้ (excited 
state, E1)

อันตรกิริยา
(interaction)
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การเปลี่ยนระดับพลังงานของสสารเกิดขึ้นจากอันตรกิริยากับคลื่นแม่เหล็กไฟฟา้ 
ท าให้ได้ข้อมูลท่ีเป็นลักษณะเฉพาะของสาร 
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รังสีแมเ่หลก็ไฟฟา้ 

Electromagnetic radiation

พลังงานรูปหนึ่งท่ีสามารถส่งผ่านท่ีว่าง 
ด้วยความเร็วสูงมาก มีสมบัติเป็นได้ท้ัง
คลื่น (wave) และอนุภาค (particle)

ประกอบด้วยสนามแม่เหล็ก (magnetic 
field) และสนามไฟฟา้ (electric field) 
แกว่งกวัด (oscillation) เป็นคลื่นรูป
ไซน์ ในแนวต้ังฉากซ่ึงกันและกัน และต้ัง
ฉากกับทิศทางการแผ่รังสี
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สมบัติรังสีแม่เหล็กไฟฟา้ 

การหักเห การสะท้อน การแทรกสอด การเลี้ยวเบน

สมบัติความเป็นคลื่น
(wave property)

สมบัติความเป็นอนุภาค
(particle property)

การแผ่พลังงานในลักษณะอนุภาค

เรียกว่า โฟตอน (photon) 

หรือ ควอนตัม (quantum)
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สมบัติรังสีแม่เหล็กไฟฟา้ สมบัติความเป็นคลื่น

▪ ขนาดคลื่น (amplitude, A) คือขนาดของเว็กเตอร์ซึ่งใช้บอกความแรงของสนามไฟฟา้
▪ คาบ (period, p) คือเวลา (วินาท)ี ที่คลื่น 1 รอบผ่านจุดๆ หนึ่งในท่ีว่าง (space)

ความยาวคลื่น ()

ขนาดคลื่น 

คาบ (p)

ทิศทางของคลื่น
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สมบัติรังสีแม่เหล็กไฟฟา้ สมบัติความเป็นคลื่น ความถี่

▪ จ านวนคลื่นที่ผ่านจุดๆ หนึ่งใน 1 วินาที   
 =1/p

▪ มีหน่วยเป็นเฮิรต์ (Hz) ซึ่งสอดคล้อง
กับ 1 รอบ/วินาที (1 Hz = s-1)

▪ ขึ้นกับแหล่งก าเนิดรังสี
▪ ความถี่ของคลื่นแม่เหล็กไฟฟา้ไม่
เปลี่ยนแปลงเม่ือรังสีผ่านตัวกลาง 
(medium) ที่ต่างกัน

short wavelength

long wavelength
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สมบัติรังสีแม่เหล็กไฟฟา้ สมบัติความเป็นคลื่น ความยาวคล่ืน

ความยาวคลื่น (wavelength, ) คือ ระยะระหว่างจุด 2 จุดท่ีสอดคล้องกันบนคล่ืนท่ีต่อเนื่องกัน

short wavelength

long wavelength
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สมบัติรังสีแม่เหล็กไฟฟา้ สมบัติความเป็นอนุภาค

vhc
hc

hvE ===


E = พลังงานของโฟตอน 1 ตัว (J)
h = ค่าคงที่ของพลังค์  (6.63x10−34 Js)
 = ความถี่ (s−1)
 = ความยาวคลื่น (nm)
 = เลขคลื่น (m−1)
c = ความเร็วของแสง (3.0x108 m s-1)

▪ รังสีแม่เหล็กไฟฟา้ประกอบด้วย

อนุภาคซ่ึงเรียกว่า โฟตอน 
(photon) หรือ ควอนตา (quanta) 

▪ โฟตอน 1 ตัวมีพลังงานท่ีแน่นอน 
จะมากหรือน้อยขึ้นกับความถี่

สมการของพลังค์ (Planck)
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สเปกตรัมของรังสีแม่เหล็กไฟฟา้

10-16   10-14   10-12   10-10   10-8    10-6   10-4    10-2    100    102     104    106     108   (nm)

1024    1022    1020    1018   1016    1014    1012    1010    108    106     104    102     100  (s-1)

รังสีแกมมา
(-ray)

รังสีเอกซ์
(X-ray)

ยูวี
(UV)

อินฟราเรด
(IR)

ไมโครเวฟ
(microwave)

คลื่นวิทยุช่วงกว้าง
(long radio wave)

วิทยุ

FM    AM

วิสิเบิล
(visible)

ความยาวคลื่นกว้าง

400              500                 600                700

ความยาวคลื่น

ความยาวคลื่นส้ัน

ความถี่เพ่ิมขึ้น

ความยาวคลื่นเพ่ิมขึ้น
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▪ พลังงานโฟตอนท่ีแตกต่างกันท าให้เกิด
อันตรกิริยากับสสารได้แตกต่างกัน

อันตรกิริยาระหวา่ง
โฟตอนกบัสสาร

Interaction between Photon and Matter

เกี่ยวข้องกับการแทรนซิชันของอนุภาคจาก
สถานะพ้ืน (ground state; E0) 

ไปยัง 
สถานะกระตุ้น (excited state; E1) 
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▪ เทคนิคการวิเคราะห์สารที่สามารถดูดกลืน
แสงย่านยูว-ีวิสิเบิลได้ 

▪ กลไกการดูดกลืนเปน็อันตรกิริยาท่ีเกิดจาก
การแทรนซิชนัของอิเล็กตรอน 
(electronic transition) จากระดับ
พลังงานในสถานะพ้ืนไปยังสถานะกระตุ้น

▪ การแทรนซิชันของอิเล็กตรอนเกิดขึ้นได้
จาก 3 รูแปบบ 

▪ สเปกตรัมการดูดกลืนแสง (absorption 
spectrum) ขึ้นอยู่กับชนิดของพันธะหรือ
อนุมูลสารท่ีดูดกลืนแสง (absorbing 
species)

▪ การวิเคราะห์เชิงปริมาณจะอาศัยวิธีกราฟ
มาตรฐานความเข้มข้นตามกฎของเบียร์ 

วิธ
ีย
ูวี-
วิสิ
เบ
ิล
ส
เป
ก
โท
ร
โฟ
โต
เม
ต
ร
ี 

(U
V
-v

is
 s

p
e
ct

ro
p
h
o
to

m
e
tr
y
) 

E1

E0

E
n
e
rg

y

13HCAT@SciRMUTP



การแทรนซิชันของอิเล็กตรอน
(Electronic Transition) 

การแทรนซิชันของไพ-อิเล็กตรอน, ซิกมา-
อิเล็กตรอน และอิเล็กตรอนท่ีไม่สร้างพันธะ 
(, , n-electronic transition)

การถ่ายโอนประจุอิเล็กตรอน 
(charge transfer electron)

การแทรนซิชันในออร์บิทัลดี (d-orbital)
และออร์บิทลัเอฟ (f-orbital)
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สภาพดูดกลืนแสงต่อโมล

(molar absorptivity, )

กฎการดูดกลนืรังสี
แม่เหลก็ไฟฟา้

Absorption Laws

กฎการดูดกลืนแสง
• กฎของแลมเบิรต์
• กฎของเบียร์

การเบี่ยงเบนจากกฎของเบียร์
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P0 P

absorbing 
species

b

ก าลังของรังสีที่ตกกระทบ
(incident power of radiation)

ก าลังของรังสีที่ส่งผ่าน
(transmitted power of radiation)

เมื่อล าแสงขนานของรังสีความยาวคลื่นเดี่ยว 
(monochromatic radiation) ผ่านสารละลาย
ที่มีสารท่ีสามารถดูดกลืนแสงได้ (absorbing 
species) ก าลังของรังสีจะลดลง

แสงท่ีตกกระทบ (incident light) 
แสงท่ีถูกดูดกลืน (absorbed light)
แสงที่ส่งผ่าน (transmitted light) 

ค่าการดูดกลืนแสง
(absorbance, A) 

ค่าความส่งผ่าน 
(transmittance, T)

อัตราส่วนระหว่างปริมาณ
แสงที่ผ่านออกมา (P) ต่อ
ปริมาณแสงที่ตกกระทบ (P0) 
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T = 
P
P0

%T =     x 100 
P
P0

ค่าการดดูกลืนแสง (A) คือ ปริมาณแสงที่ถูกดูดกลืนไป
จากปริมาณแสงที่ตกกระทบ

ค่าความสง่ผา่น (T) คือ อัตราส่วนระหว่างปริมาณแสง
ที่ผ่านออกมา (P) ต่อปริมาณแสงท่ีตกกระทบ (P0)

A = -logT = -log    = log P0

P
P
P0

รังสีตกกระทบ รังสีส่งผ่าน
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ความสัมพันธ์ระหวา่ง absorbance (A) และ 
transmittance (T)

▪ เมื่อแสงผ่านสารละลายโดยไม่มีการดูดกลืน A = 0 และ %T = 100
▪ เม่ือ A เพ่ิมข้ึน %T จะลดลง
▪ ส าหรับสเกลของเครื่องมือรุ่นเก่า %T จะเป็น linear scale ส่วน A เป็น 

log scale จึงมักอ่าน %T แล้วหา A จาก A = 2–log%T

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

2.0 1.5 1.0 0.8 0.7 0.6 0.5 0.4 0.3 0.2 0.1 0.05 0

ค่าการดูดกลืนแสง (A)

ค่าความส่งผ่าน (%T)
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กฎการดูดกลืนแสง

เมื่อรังสีแม่เหล็กไฟฟา้ที่มีความยาวคลื่นเดี่ยว 
ผ่านตัวกลางเน้ือเดียว ค่าความส่งผ่านจะลดลง
แบบเลขชี้ก าลัง (exponential) กับความหนา

ของตัวกลางท่ีแสงผ่าน (path length)

กฎของแลมเบริต์
Lambert’s Law (ค.ศ.1760) 

k = ค่าคงที่สัดส่วน (proportional constant)
b = ความหนาตัวกลางที่แสงผ่าน (path length) 

T =      = 10-kbP
P0

ค่าการดูดกลืนแสงเป็นสัดส่วนโดยตรงกับความหนาของตัวกลางที่แสงผ่าน“ “
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กฎการดูดกลืนแสง

เมื่อรังสีแม่เหล็กไฟฟา้ที่มีความยาวคลื่น
เดี่ยว ผ่านตัวกลางเน้ือเดียว ค่าความ

ส่งผ่านจะลดลงแบบเลขช้ีก าลัง 
(exponential) กับความเข้มข้นอนุมูล

สารที่สนใจ (c)

กฎของเบยีร์
Beer’s Law (ค.ศ.1852) 

K’ = ค่าคงที่สัดส่วน (proportional constant)
 c = ความเข้มข้นอนุมูลสารที่สนใจ

T =      = 10-k’cP
P0

ค่าการดูดกลืนแสงเป็นสัดส่วนโดยตรงกับความเข้มข้นของอนุมูล
สารที่สนใจ (absorbing species) ในสารตัวอย่าง“ “

C
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T =     = 10-kbP
P0

T =     = 10-k’cP
P0

T =     = 10-abcP
P0

สมการแลมเบิร์ต

log T = log     = -abc
P
P0

-log T = log     = abc
P0

P

A = log     = abcP0

P
สมการเบียร์-แลมเบิร์ต หรือเรียกว่า 
สมการของเบียร์

▪ ค่าการดูดกลืนแสง (A) เปน็สัดส่วนโดยตรงกับความเข้มข้นอนุมูลสารท่ีสนใจ (c) 
และ path length (b)

▪ a เปน็ค่าคงที่ เรียกว่า absorptivity ใช้แสดงปริมาณแสงที่ถูกดูดกลืนต่อหน่วย
ความเข้มข้น ค่าของ a ขึ้นกับหน่วยของ b และ c  
- ถ้า b เป็น cm และ c เปน็ g/L เทอม a มีหน่วยเปน็ Lg-1cm-1 

- ถ้า b เปน็ cm และ c เปน็ mol/L เทอม a เรียกว่า molar absorptivity ()
และมีหน่วยเปน็ Lmol-1cm-1

สมการเบียร์
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 ข้ึนกับความยาวคล่ืน  ดังน้ัน A ขึ้นกับความยาวคลื่น
A เป็นสัดส่วนโดยตรงกับความเข้มข้น (เมื่อ  และ b คงท่ี)
A เป็นสัดส่วนโดยตรงกับ path length (เม่ือ  และ c คงที)่
A เป็นสัดส่วนโดยตรงกับ  (เมื่อ b และ c คงท่ี)
A ไม่ใช่ %absorption (ซึ่งเท่ากับ 100 – %T)

A = absorbance (ไม่มีหน่วย)

 = molar absorptivity (Lmol-1cm-1)
b = path length (cm) 
c = concentration (mol L-1)

A = bc

A = log     = abcP0

P
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Molar absorption coefficient, Molar extinction coefficient

สภาพดูดกลืนแสงต่อโมล ()

ค่าคงท่ีเฉพาะของสารดูดกลืนแสง
ที่ข้ึนอยู่กับชนิดของสารและความยาวคล่ืนที่วัด

““
สารที่มีค่า  มาก จะดูดกลืนแสง
ต่อโมลได้ดี ซึ่งจะส่งผลให้สามารถ
วัดการดูดกลืนแสงได้ แม้ความ
เข้มข้นต ่ามากๆ (หรือมีสภาพไวสูง)

ชนดิ โครโมฟอร์  (nm)  

Acetylide -C=C 175-180 6000

Aldehyde -CHO 210 1500

Amine -NH2 195 2800

Azo -N=N- 285-400 3-25

Bromine -Br 208 300

Carboxyl -COOH 200-210 50-70

Disulphide -S-S- 194 5500

Ether -O- 185 1000

Ketone -C=O 195 1000

Nitrite -ONO 220-230 1000-2000

Nitro -NO2 210 สูง
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จากสมการของเบียร์ A = bc

“A เป็นสัดส่วนโดยตรงกบั c (เมื่อ  และ b คงที่)”

เมื่อเขียนกราฟระหว่าง A กับ c ของสารละลายชนิดหนึ่งท่ีมี
ความหนาตัวกลางท่ีแสงผ่านคงที่ (=1 cm) จะได้กราฟ

เส้นตรง ที่มีความชันเท่ากับ 

y = mx + b A = bc

y

x

y

x
b

A

c

A

c

intercept
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สารละลาย Co(NO3)2 มีความ
เข้มข้นต่างกัน ต้ังแต่ 

0.0050 – 0.500 mol/L
วัดการดูดกลืนแสงในย่านวิสิเบิล 

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

400 450 500 550 600 650 700

ค
่าก
าร
ด
ูด
ก
ล
ืน
แ
ส
ง

ความยาวคลื่น (nm)

0.0500 M
0.0400 M
0.0300 M
0.0200 M
0.0100 M
0.0050 M

max
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ืน
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ส
ง

ความยาวคลื่น (nm)

0.050 M

0.040 M

0.030 M

0.020 M

0.010 M

0.0050 M

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05

ความเข้มข้น (mol/L)

max
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การเบี่ยงเบนจากกฎของเบียร์

เบี่ยงเบนทางบวก

เบี่ยงเบนทางลบ

กฎของเบียร์

สมการของเบียร์

A = bc

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

0.000 0.010 0.020 0.030 0.040 0.050

ค
่าก
าร
ด
ูด
ก
ล
ืน
แ
ส
ง

ความเข้มข้น

27

1) การเบี่ยงเบนทางทฤษฎ ี

2) การเบี่ยงเบนทางเคมี

3) การเบี่ยงเบนจาก
เครื่องมือ
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ส่วนประกอบของเครื่อง UV-Vis
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ส่
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เค
ร
ื่อ
ง
 U

V
-V

is Light 
source

Wavelength selector 
(monochromator)

Sample 
holder

Photo
detector

Readout 
system

P0                 P

หลอดทังสเตน

หลอดดิวเทอเรียม

ช่องใส่สาร

ตัววัดแสง

ตัวแยกแสง

แสดงผล
และประมวลผล
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Single beam : Conventional

ชนิดล าแสงเด่ียว 
: ใช้ล าแสงเพียง
ล าเดียวผ่านจาก
ตัวแยกแสงไปสู่
ช่องใส่สาร
ตัวอย่างและเข้าสู่
ตัววัดแสง 

การวัดจึงต้องวัด 
วัดสารอ้างอิงและ
วัดสารตัวอย่าง 
(sample) ทีละ
คร้ัง

Light source

Entrance slit Exit slit

Dispersive device Photo detectorSample holder

Reference

Monochromator
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Double beam : Split beam

Light source

Entrance slit Exit slit

Dispersive device Photo detectorSample

Reference

Monochromator

Beam splitter

Mirror Mirror

Mirror

ล าแสงจากแหล่งก าเนิดแสงออกจากช่องแสงออก ล าแสงจะไปสู่อุปกรณ์ตัดล าแสง 
(beam splitter) ซึ่งจะท าหน้าที่สะท้อนล าแสงไปผ่านสารตัวอย่าง และจะสะท้อนล าแสง
ไปผ่านสารอ้างอิง ล าแสงท้ังสองน้ีไปตกกระทบบนตัววัดแสง ความแตกต่างของความ
เข้มแสงหลังจากผ่านสารตัวอย่างหรือสารอ้างอิงจะเป็นค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่าง
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แหล่งก าเนิดแสง
Light 

source

Wavelength selector 

(monochromator)

Sample 

holder

Photo

detector

Readout 

system

P0                    P

เป็นส่วนก าเนิดแสงที่
ต้องมีความเข้มแสง
คงที่และแบบต่อเนื่อง 

(continuous 
source) 

จะเปล่งแสงที่มีการ
เปลี่ยนแปลงความ
เข้มของแสงตาม
ความยาวคลื่น

▪ ช่วงความยาวคลื่นที่ใชง้าน 180-350 nm

ห
ล
อ
ด
ด
ิวท
ีเร
ีย
ม

(D
2)
 

ห
ล
อ
ด
ท
ัง
ส
เต
น

(W
) 

ห
ล
อ
ด
ท
ัง
ส
เต
น
แ
ฮ
โล

เจ
น
 (
W
-h

a
lo

g
e
n
) 

▪ ช่วงความยาวคลื่นที่ใชง้าน 380-800 nm
▪ หลอดท าจากแก้วธรรมดา 
▪ ไส้หลอดทังสเตนเมื่อท าให้ร้อน 2,870 K จะเกิดการเปลี่ยนสถานะ

ของอิเล็กตรอนท าให้เกิดการปล่อยแสงช่วง 200 ถึง 20,000 nm

▪ ช่วงความยาวคลื่นที่ใชง้าน 240-2,500 nm
▪ พัฒนามาจากหลอดทังสเตน โดยการเติมธาตุกลุ่มแฮโลเจนใน

กระเปาะ เช่น ไอโอดีน
▪ ใช้ควอตซ์ท ากระเปาะหลอดไฟแทนแก้ว

ห
ล
อ
ด
ซ
ีน
อ
น
 

(X
e
) 

▪ ช่วงความยาวคลื่นที่ใชง้าน 185-2,000 nm
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ตัวแยกแสง
Light 

source

Wavelength selector 

(monochromator)

Sample 

holder

Photo

detector

Readout 

system

P0                    P

ท าหน้าที่แยกแสงหลาย
สีหรือหลายความยาว
คลื่นให้เป็นแสงสีเดยีว
(monochromatic 

radiation) 
ที่มีความยาวคลื่นแสง
ช่วงแคบ ๆ (band) 

โดยอาศัย
การดูดกลืน 

การสะท้อนกลับ
หรือการหักเหของแสง 

Wavelength 
selector

Monochromatic
radiation

Polychromatic
radiation

▪ ตัวกรองแสง (filter) 
▪ ปริซึม (prism) 
▪ เกรตติง (grating) 
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เกรตติงแบบส่งผา่น (transmission grating) 
ท าด้วยวัสดุโปร่งใส เป็นกระจกที่น ามาขีด
ให้ร่องขนานกัน ให้แสงออกเป็นหลาย ๆ 
ความยาวคล่ืนในด้านที่ตรงข้ามกับแสงเข้า

เกรตติง (grating) 

เกรตติงแบบสะทอ้น (reflection grating)
แผ่นโลหะผิวหน้าเรียบและสะท้อนแสงได้ดี 
ด้านหน้าจะเซาะร่องขนาดเล็ก ๆ ขนานกัน
จ านวน 600-2,000 ร่องต่อมิลลิเมตร
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ช่องใส่ตัวอย่าง
Light 

source

Wavelength selector 

(monochromator)

Sample 

holder

Photo

detector

Readout 

system

P0                    P

หน้าต่างบรรจุ
สารละลายตัวอยา่งที่ให้
แสงความยาวคลื่น

เดี่ยวที่ผ่านจากตัวแยก
แสงผ่านไปสัมผัสกับ
อนุภาคสารที่ดูดกลืน

แสงได้ 

เรียกว่า 
เซลล์ (cell) 

หรือ 
คิวเวตต์ (cuvette) 

▪ แก้วชนิดโบโรซิลิเคต เนื่องจากมีความแข็ง ทนต่อการขีดข่วน
และทนความร้อนได้สูง 

▪ ข้อเสีย > ดูดกลืนแสงได้เกือบ 100% ที่ 270 nm และ
ครึ่งหนึ่ง (50%T) ที่ 310 nm และไม่เกิน 20%T ที่ 340 nm 

▪ ช่วงใช้งานควรเริ่มตั้งแต่ 360-2,000 nm

แก้ว (glass)

▪ เกรดอัลตราไวโอเลต (UV) เหมาะการใช้งานช่วง 185-220 
nm (คิวเวตต์เปล่าให้แสงส่งผ่านประมาณ 80%T) 

▪ เกรดมาตรฐาน (standard grade) เหมาะการใช้งานช่วง 
220-340 nm (คิวเวตต์เปล่าให้แสงส่งผ่านมากกว่า 80%T)

▪ เกรดอินฟราเรด (IR grade) เหมาะการวัดในช่วงมากกว่า 
2,700 nm (คิวเวตต์เปล่าให้แสงส่งผ่านมากกว่า 85%T) 

ควอตซ์ 
(quartz)

▪ พลาสติกพอลสีไตรีน โปร่งใส ยอมให้แสงส่งผ่านได้มาก 
สามารถใช้งานได้ในชว่ง 340-750 nm มีราคาถูก 

พลาสติก 
(plastic)
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Cuvette

Ultra micro cell, 10 Lmacro cell, 350 L

Flow cell, 390 LSemi micro cell, 1400 L
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ตัววัดแสง
Light 

source

Wavelength selector 

(monochromator)

Sample 

holder

Photo

detector

Readout 

system

P0                    P

ท าหน้าที่เปลี่ยน
ความเข้มของแสง

ให้เป็น
สัญญาณไฟฟา้
แล้วส่งต่อไปยัง
ภาคขยาย

สัญญาณและวงจร
อิเล็กทรอนิกส์
เพ่ือให้สามารถ

แสดงค่าออกมาใน
รูปการดูดกลืนแสง 

▪ มีอัตราในการตอบสนองเป็นแบบเส้นตรง 
▪ มีความไว (sensitivity)
▪ สัญญาณรบกวนต้องน้อย
▪ การตอบสนองขึ้นอยูก่ับความถ่ีหรือความยาวคลื่นแสง 
▪ มีเสถียรภาพดี 

▪ โฟโตทิวบ์ (phototube)
▪ โฟโตมัลติพลายเออร์ทิวบ์ (photomultiplier tube; PMT) 
▪ ซิลิคอนโฟโตไดโอด (silicon photodiode, )
▪ โฟโตไดโอดอาร์เรย์ (photodiode array, PDA) 
▪ (charge coupled device, CCD)
▪ (charge injection device, CID)
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Photo detector

phototube photomultiplier tube
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ภาคขยาย
สัญญาณ

และ
ภาคแสดงผล

Light 

source

Wavelength selector 

(monochromator)

Sample 

holder

Photo

detector

Readout 

system

P0                    P

ภาคขยายสัญญาณ (amplifier) มีหน้าที่หลักในการขยาย
สัญญาณไฟฟา้จากตัววัดแสงให้มีปริมาณมากพอที่จะอ่านค่า
ออกมาได้โดยการรบกวนจากสัญญาณอื่น ๆ ให้น้อยที่สุด 

ภาคแสดงผล (read out device) มีหน้าที่เปลี่ยน
สัญญาณไฟฟา้ให้มาเป็นหน่วยวัดที่ต้องการ ตัวอย่างเช่นค่า
การดูดกลืนแสง (A) ค่าเปอร์เซ็นต์แสงส่องผ่าน (%T) และค่า
ความเข้มข้น (concentration) 
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การเตรียมตัวอย่างและการเจือจาง

40

เทคนิค UV-Vis สารตัวอย่างต้องอยู่ในสถานะสารละลาย (ใส ไม่
เป็นสารแขวนลอย ไม่มีตะกอนหรือขุ่น)

▪ ตัวอย่างอยู่ในสภาพที่เหมาะสมกับเทคนิควิเคราะห์ (เช่น
ละลายสมบูรณ์ และเสถียร)

▪ ลดส่ิงรบกวน (interference) ที่มีผลต่อค่าการดูดกลืน

Ascorbic acid

HCAT@SciRMUTP
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ก
าร
เจ
ือ
จ
าง

การเตรียมสารละลาย

การเจือจางสารละลาย

C1V1 = C2V2
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การวิเคราะห์เชิงคุณภาพและเชิงปริมาณ

43

▪ การใช้การดูดกลืนแสงในย่าน UV-Vis เพ่ือระบุชนิดของสารหรือกลุ่มฟงัก์ชัน

ทางเคมีในสารตัวอย่าง 

▪ อาศัยหลักการที่ว่าสารต่างชนิดกันจะดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นเฉพาะเจาะจง

แตกต่างกัน ท าให้สามารถใช้เป็นข้อมูลบ่งชี้ชนิดของสารได้

▪ การวัดต าแหน่งของค่าการดูดกลืนสูงสุด (max) 

▪ ลักษณะของสเปกตรัมการดูดกลืนแสงเป็นข้อมูลที่ใช้ในการระบุสารหรือ

เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน 

HCAT@SciRMUTP
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การตรวจสอบสารประกอบฟนีอลิกในสารสกัดจากพืช เช่น 

ฟลาโวนอยด์ หรือกรดฟนีอลิก มีโครงสร้างแอโรเมติก

คอนจูเกต ซ่ึงดูดกลืนแสงในช่วง 250–400 nm สามารถ

ใช้เปรียบเทียบ max กับข้อมูลอ้างอิง เพ่ือยืนยันชนิด

ของฟนีอลในสารสกัด
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การยืนยันการเกิดปฏิกิริยาส าหรับสารเชิงซ้อนโลหะ (metal complexes) โลหะแทรนซิ

ชันจะเกิดการดูดกลืนแสงเฉพาะเม่ือสร้างเชิงซ้อนกับลิแกนด์ ใช้ดูการเปลี่ยนแปลง max 

หรือการเปลี่ยนสีเพ่ือระบุว่ามีการเกิดเชิงซ้อน
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วิธีวิเคราะหเ์ชงิปรมิาณ

Quantitative Method

วิธีกราฟมาตรฐานความเข้มข้น
(calibration method)

วิธีเติมสารมาตรฐาน
(standard addition method) 
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กะหล ่าปลีม่วง (red cabbage) 
มีสารแอนโทไซนานนิ (anthocyanin) 

อยู่ปริมาณเท่าใด

เลือกวิธีวิเคราะห์ :
วิธียูวี-วิสิเบิล สเปกโทรโฟโตเมทรี

(red cabbage) 
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เตรียมตัวอย่างโดยวิธีสกัด
ด้วยตัวท าละลาย

สารสกัดที่มี
anthocyanin

Methodology

สเปกตรัมดูดกลืนแสง
ของสาร anthocyanin

ในกระหล า่ปลีม่วง

max=524 nm

max=524 nm

48HCAT@SciRMUTP



49

anthocyanin

Color changes in response to pH variation 
of anthocyanin
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วิธี
กราฟมาตรฐาน

เป็นการเทียบมาตรฐานทางอ้อม โดยกราฟที่สร้างข้ึนเป็น
ความสัมพันธ์ระหว่าง

สัญญาณตอบสนองทีว่ดัได ้(แกน y) 
กับ

ความเขม้ข้นของสารมาตรฐาน (แกน x)

“โดยสัญญาณตอบสนองท่ีวัดได้ต้องแปรผันโดยตรงกับปริมาณ
สารท่ีสนใจ”

การสร้างกราฟมาตรฐานจึงเป็นวิธีการสร้างความสัมพันธ์เชิง
เส้นตรงระหว่างความเข้มข้นของสารมาตรฐานที่ทราบความ
เข้มข้น (หรือปริมาณ) กับสัญญาณตอบสนองท่ีได้จาก

เครื่องมือวิเคราะห์
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วิธีกราฟมาตรฐาน

วิธีสารมาตรฐาน
ภายนอก

(External standard)

▪ การสร้างกราฟมาตรฐานภายนอก จะต้องก าหนดช่วงความเข้มข้นให้
เหมาะสม โดยควรเป็นช่วงความเข้มข้นที่สัมพันธ์กับสัญญาณที่วัดได้มี
ความเป็นเส้นตรงมากที่สุด เรียกว่า ช่วงความเป็นเส้นตรง (linearity 
range) ต้องครอบคลุมความเข้มข้นของสารที่สนใจในตัวอย่าง

▪ ความเป็นเส้นตรงแสดงด้วย r2 (มากกว่า 0.995)
▪ กราฟมาตรฐานภายนอก คือสัญญาณตอบสนองของเคร่ืองมือวัดที่

สัมพันธ์เชิงเส้นตรงกับความเข้มข้นของสารมาตรฐาน

R
e
sp

o
n
si
b
le

 S
ig

n
a
l 
(s

)

Concentration of standard solution (Cs) 
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บอกสัญญาณตอบสนองตาม
โดเมนการวัด

ไม่สามารถบอกความเข้มข้น





บอกสัญญาณตอบสนองตาม
โดเมนการวัดตามความเข้มข้น
ของสารมาตรฐานภายนอก

ทราบความเข้มข้นของสาร
มาตรฐานภายนอก (จากการ
เตรียม)





Active Learning

Woravith Chansuvarn

Learning for All
by 

http://sci.rmutp.ac.th/woravith/?page_id=4559

หลักการวิเคราะห์ด้วยเครื่องมือโดยอาศัยกราฟมาตรฐาน
Link

52HCAT@SciRMUTP



0.20   0.40  0.60   0.80   1.00   1.20  mg/L 

ความเข้มข้น
(mg/L)

ค่าการดูดกลนืแสง
(524 nm)

0.20 0.115

0.40 0.160

0.60 0.210

0.80 0.285

1.00 0.355

1.20 0.420

▪ เตรียมสารละลายมาตรฐาน anthocyanin ที่มี
ความเข้มข้นต่างกันจ านวน 6 ความเข้มข้น 
(0.20-1.20 mg/L)

▪ วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 524 nm
▪ เขียนกราฟมาตรฐานความเข้มข้น 

วิธีกราฟมาตรฐานจากสารมาตรฐานภายนอก

หมายเหตุ ศึกษาวิธีสร้างกราฟด้วยโปรแกรมเอกเซลล์ Click

สารมาตรฐาน
anthocyanin
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0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

0.30

0.35

0.40

0.45

0.50

0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20
A
b
s.

conc. (mg/L)

Conc. 
(mg/L)

Abs

0.20 0.115

0.40 0.160

0.60 0.210

0.80 0.285

1.00 0.355

1.20 0.420

y = 0.311x + 0.04

0.04

y

x

slope = ---- = ------------ = 0.311 
y
x

0.355 - 0.150

1.00 – 0.340

เขียนกราฟระหว่างค่าการดูดกลืนแสงกับความเข้มข้น

หาความชันกับจุดตัดแกนจากเส้นกราฟ
• ความชัน = 0.311
• จุดตัดแกน = 0.04

สมการเส้นตรง สร้างกราฟมาตรฐานความเข้มข้นด้วยโปรแกรมเอก
เซลล์ แสดงสมการเส้นตรง และค่า R2

y = 0.3121x + 0.039   R2=0.9922 54HCAT@SciRMUTP



0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

0.30

0.35

0.40

0.45

0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20

A
b
s.

conc. (mg/L)

น าสารตัวอย่าง(unknown) 
หนัก 1.00 g วัดค่าการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 524 nm 
พบว่า
เครื่องมือรายงานค่าการ
ดูดกลืนแสง = 0.250

0.250

unknown conc.

0.68

y = 0.3121x + 0.039

  0.250 = 0.3121x + 0.039

       x = (0.250-0.039)/0.3121 

= 0.675

unknown Abs.

1) หาความเข้มขน้โดยลากเส้นบนกราฟ
มาตรฐานความเขม้ขน้

2) ค านวณความเข้มขน้โดยสมการเส้นตรง

ความเข้มข้น
เป็นเท่าไร ?

ก าหนดจุด Abs บนแกน y (Abs ของสารตัวอย่าง) ลากเส้น
ขนานแกน x จนชนกับเส้นกราฟมาตรฐาน ลากลงขนานกับแกน y 
จุดท่ีตัดแกน x จะเป็นความเข้มข้นของสารตัวอย่าง

แทนค่า Abs ของสารตัวอย่าง 
(y) ลงในสมการเส้นตรง ค านวณ
ความเข้มข้นของสารตัวอย่าง (x) 
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hcat.sci@rmutp.ac.thhcatscirmutphttps://hcat.sci.rmutp.ac.th

THANK  YOU
สาขาวิชาเทคโนโลยีสุขภาพ เคร่ืองส าอางและการชะลอวัย

คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี (ศูนย์พระนครเหนือ) 
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลพระนคร

1381 ถนนประชาราษฎร์ 1 แขวงวงศ์สว่าง เขตบางซ่ือ 
กรุงเทพมหานคร 10800

โทร 0-2836-3000 ต่อ 4159
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