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Spectrophotometry (2310650 Biochem Techniques) ดร. สุชาติ ชะนะมา, Ph.D. ภาควิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์ มหาวิทยาลัย



Introduction Ultraviolet and visible spectrometers have been in general use for the last 35 years and over this  period have become the most important analytical  instrument in the modern day laboratory.  In many applications other techniques could be  employed but none rival UV‐Visible spectrometry  for its simplicity versatility speed accuracy and for its simplicity, versatility, speed, accuracy and  cost‐effectiveness.
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Spectroscopy การศกษาและวเคราะหสารโดยอาศยสมบตทเกดจาก การศึกษาและวิเคราะห์สารโดยอาศัยสมบัติที่เกิดจาก อันตรกริ ยา (interaction) ระหว่างคลื่นแม่เหล็กไฟฟ้า (electromagnetic radiation) กับอะตอมหรื อโมเลกุล ของสาร



และปรากฎการณ์จากอันตรกริ ยาที่เกิดขึ ้นทําให้ สารมีสมบัติ ดังนี ้ การดดกลื การดู ดกลนแสง นแสง (absorption) การคายแสง (emission) การเรื องแสง (fluorescence) การหักเหของแสง (refraction) การสะท้ อนแสง (reflection) การสะทอนแสง การกระเจิงแสง (scaterring)
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Electromagnetic (EM) Radiation (คลื่นแม่ เหล็กไฟฟ้า) Electromagnetic Spectrum (แถบคลื่นแม่ เหล็กไฟฟ้า) คลืนื่ แม่เ่ หล็ก็ ไฟฟ้ามีีแถบสเปคตรั ป ัม ตังั ้ แต่ช่ ่วงความยาว คลื่นสัน้ (รวมทัง้ รังสีแกมมาและรังสีเอ็กซ์) ไปจนถึงช่วง ความยาวคลื่นยาว (รวมถึงไมโครเวฟ และคลื่นวิทยุ) รังสียวู ีและแสงขาวเป็ นเพียงส่วนเล็กๆส่วนหนึง่ ของคลื่น แม่เหล็กไฟฟ้าโดยมีความยาวคลื่นประมาณ 190-800 แมเหลกไฟฟาโดยมความยาวคลนประมาณ 190 800 นาโนเมตร



Electromagnetic Spectrum 



UV 3-400 nm
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Electromagnetic (EM) Radiation is a form of energy  and we are constantly reminded of its presence via  our sense of sight and ability to feel radiant heat.  It may be considered in terms of a wave motion  b d d f where the wavelength, λ, is the distance between  two successive peaks and given in meter units.



λ The frequency, ν, is the number of peaks passing a  given point per second (Hertz units or per second).



These terms are related so that: c = νλ



‐‐‐‐[1]



where  c = 3.00 x 108 m/s and is the velocity of light  in a vacuum in a vacuum. The behavior of EM radiation depends on its wavelength.  Higher frequencies have shorter wavelengths, and lower  frequencies have longer wavelengths.  All EM radiation travels at a constant speed, the speed of  p , p 8 light (3 x 10 m/s), and is composed of photons. 
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Photons are particles with considerable wave‐like  p ope es, a a e o ass, bu a e assoc a ed properties, that have no mass, but have associated  with them a quantity of energy due to wave  particle duality.  They can thus be considered as packets of energy,  and the amount of energy associated with each  photon is proportional to its frequency photon is proportional to its frequency.



(Return)



Relationship between photon energy  and its frequency  Each light particle, or photon, carries a discrete  amount of energy This energy is proportional to amount of energy.  This energy is proportional to  the frequency of the light, and is therefore  inversely proportional to the wavelength of  light.   This relation was discovered by Max Planck in 1900  when he determined that Since E α ν,         E = h ν Since E αν E hν



‐‐‐‐[2] [2]



where E = energy in Joules; ν = frequency in Hertz;  h = 6.62 x 10‐34 J (Planck’s Constant).
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The frequency and the wavelength of a particular  radiation are related by an equation [1] involving  the speed of light, c.  Combining [1] & [2] gives the equation: g[ ] [ ]g q E =hc/λ



‐‐‐‐[3]



Thus, higher the frequency or the shorter the wavelength of the photon, the more energy is associated with it. 



Energy and Energy Levels  A molecule of any substance has an internal energy. Internal energy is the sum of :  1.electronic energy‐‐movement of electrons between electronic energy levels (or orbitals) in the molecule. 2.vibrational energy‐‐regular periodic stretching‐and‐contracting stretching and contracting and the bending of and the bending of bonds within the molecule. 
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3.rotational energy‐‐speed of rotation of the molecule around various axes. 4.nuclear magnetic energy‐‐energy of interaction of a magnetic field with those nuclei that have magnetic moments. 
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The electronic energy levels of simple molecules are  widely separated. Usually only the absorption of a high energy photon,  that is one of very short wavelength, can excite a  molecule from one level to another. E2 (excited state)



Energy



E = E2‐E1 = h = hC/



E1 (ground state)



Types of Spectroscopy Absorption spectroscopy involves the measurement  of how much EM radiation is absorbed at each  f frequency, or a range of frequencies.  ff 1. Ultraviolet/visible (UV/vis) spectroscopy  (Absorbance against wavelength (λ)spectra)  2. Infra‐red (IR) spectroscopy  (Transmittance against frequency (or  wavenumber) spectra)  b ) t ) 3. Nuclear Magnetic Resonance (NMR) spectroscopy  (Absorbance against change of frequency in  parts per million (δ)) 
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UV‐Visible Spectroscopy UV‐Visible Spectrophotometry เป็ นเทคนิควิเคราะห์ที่อาศัยหลักการดูดกลืนแสงของสารในช่วง UV 200-400 nm (near UV) และ visible 400-800 nm ไม่นิยมใช้ ความยาวคลื่นที่ตํ่ากว่า 200 nm เนื่องจาก oxygen, nitrogen และความชื ้นในอากาศสามารถดูดกลืนแสงในความยาว คลื่นช่วงนี ้ได้ ถ้ถาเปนการวเคราะหสารมสหรอทาใหสเกดขน าเป็ นการวิเคราะห์สารมีสีหรื อทําให้ สีเกิดขึ ้น ซึซงดู ง่ ดดกลื ดกลนแสง นแสง ในช่วง visible จะเรี ยกวิธีการวิเคราะห์วา่ colorimetry ใช้ ทงในงานวิ ั้ เคราะห์เชิงปริมาณ (quantitive analysis) และเชิง คุณภาพ (quanlitative analysis)



การดูดกลืนแสง (Absorption) เกิดขึ ้นได้ เมื่อความแตกต่างของระดับพลังงานใน ground state และ excited state เท่ากับพลังงานของคลื่นแสงหรื อโฟตอนที่อะตอมหรื อโมเลกุลนัน้ ดูดดกลื ดกลนน เมื่อสารดูดกลืนแสงจะมีการถ่ายเทพลังงานจากแสงไปยังสารทําให้ อิเล็คตรอ นของสารนันเปลี ้ ่ยนระดับพลังงานจากระดับตํ่าหรื อสถานะพื ้น (ground state) ไปสูส่ ถานะกระตุ้น (excited state) ที่มีระดับพลังงานสูงกว่า อิเล็คตรอ นจะอยูใ่ นสถานะกระตุ้น 10-8-10-9 วินาที อิเล็คตรอนจะกลับลงสูส่ ถานะพื ้น โดยการคายแสงหรื อความร้ อนออกมา โดยการคายแสงหรอความรอนออกมา พลังงานคลื่นแสงที่ถกู ดูดกลืนจะมีคา่ เท่ากับผลต่างของระดับพลังงานของ groud state และ excited state
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ความสัมพันธ์ ของสีและการดูดกลืนแสง สสารทุกชนิดมีสมบัตใิ นการดูดกลืนแสงในช่วงความยาวคลื่นที่ จําเพาะเฉพาะตัวและปล่อยแสงความยาวช่วงคลื่นที่ไม่ถกู ดูดดกลื ดกลนผานออกมาทาใหเหนเปนสชนดตางๆ นผ่านออกมาทําให้ เห็นเป็ นสีชนิดต่างๆ ดงแสดงในตาราง ดังแสดงในตาราง



การดูดกลืนแสงของโมเลกุล เมื่อโมเลกุลของสารดูดกลืนแสงจะเกิดปรากฏการณ์ดงั ต่อไปนี ้ 1. Translation--โมเลกุลเคลื่อนที่หรื อกระจายออกไปในแนวแกน X Y และ Z พลังงานที่ทําให้ เกิดการเคลื่อน เรี ยก translation energy (Etrans) 2. Vibration (การสัน่ ) and rotation (การหมุน)--พลังงานที่ทําให้ เกิดการ สัน่ คือ vibration energy (Evib) และการหมุนคือ rotation energy (Erot) 3. การเปลีย่ นแปลงระดับพลังงานของอิเล็คตรอน --พลังงานที่ทําให้ เกิด การเปลี่ยนแปลง เรี ยก electronic energy (Eelec)
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Electromagnetic (light) absorption  and molecular orbital การเปลี่ยนแปลงระดับพลังงานของอิเล็คตรอน 1 Bonding 1. B di molecular l l orbital bi l (ground ( d state)) ( ( และ )) ไปยัง antibonding molecular orbiltal (excited state) ( และ )        



2. Non bonding electron หรื อ n-electron (ground state) ได้ แก่ lone pair electron ใน O, S, N และ X (halogen) ไปยัง antibonding ib di moleular l l orbital bi l (excited ( i d state)) ได้ ไ ้ แก่  และ  n  n  
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ความแตกต่างของระดับพลังงานเรียงจากมากไปน้ อยคือ  >  >n > >n



สารอินทรี ย์ที่ให้ คา่ การดูดกลืนแสงในช่วง 200‐400 nm (near  UV), 400‐800 nm (far UV) มักเกิด transition แบบ  และ η σ to σ* (alkanes)  σ to π* (carbonyl compounds)  π to π* (alkenes, carbonyl compounds, alkynes, azo  compounds)  η to σ* ((oxygen, nitrogen, sulfur, and halogen  yg , g , , g compounds)  η to π* (carbonyl compounds) 
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สารประกอบที่มีแต่ พนั ธะ  เพียงอย่ างเดียว • สารที่โครงสร้ างมีพนั ธะชนิดอิ่มตัว (saturated compound) ที่ไม่มี heteroatom (N, O, S, X เป็ นต้ น) ในโมเลกุล เช่น methane (CH4), ethane (C2H6) เปนตน เป็ นต้ น เกด เกิด transition แบบ  เทานน เท่านัน้ Molecular orbital ของ CH4







 max = 150 nm 150



C (sp3) 







H (s) 



CH4 เกิด transition แบบ  เท่านัน้



สารประกอบที่มีพันธะ  และ non-bonding electron (n) • ได้ แก่สารที่โครงสร้ างมีพนั ธะชนิดอิ่มตัว แต่มีพนั ธะไม่มีพนั ธะ แต่ มี heteroatom อยูใ่ นโมเลกุลซึง่ มีอิเล็คตรอนชนิดไม่ก่อพันธะ (non bonding electron; n) • เช่น saturated alcohol (ROH), saturated ethers (ROR’), saturated amines (RNH2), saturated alkyl halides (RX), saturated sulphides (RSR’) และ thiol (RSH) เป็ นต้ น • เกิิด transition แบบ  และ n
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Molecular orbital ของ C‐O ใน methylether (CH3OCH3) 



 C (sp3) 



O (sp3) 



n 



Methylether เกิด transition แบบ , n (n ของ ether และ alcohol ให้ max ที่ความยาวคลื่นสันกว่ ้ า 185 nm ในกรณีที่มีปริมาณมากอาจให้ band ที่มีความเข้ มสูงและมีปลายสิ ้นสุดที่ช่วง 200‐220)



สารประกอบที่มีพันธะ  • ได้ แก่สารที่โครงสร้ างมีพนั ธะแบบไม่อิ่มตัว (double bond or triple bond;  bond) แต่ไม่มี heteroatom • เช่น ethylene (CH2=CH2), propylene (CH3-CH=CH2), acetylene (CHCH) เป็ นต้ น • เกิด transition แบบ , ,  และ 
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Molecular orbital ของ C=C ใน ethylene (CH2=CH2)   C (sp2) 



C (sp2)   



 ใน ethylene ให้ max ที่ 165 nm ( 10,000)  (และยังพบการดูดกลืนแสงที่ 200 nm)



สารประกอบทีมีพันธะ  และ non-bonding electron อยู่ตดิ กัน • ได้ ไดแกสารประกอบทมหมู แก่สารประกอบที่มีหม่ฟั งงกชน ก์ชนั carbonyl (C=O) (C=O), imine (C=N), (C=N) nitrile (-CN), azo (-N=N-), nitroso (-N=O), nitrate (-ONO2), • nitro (-NO2), nitrite (-ONO), sulfoxide (S=O), sulphonyl • (-S(=O)2-) เป็ นต้ น • เกด เกิด transition แบบ , ,n n, n, , 
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Carbonyl chromophore (C=O) 



 O (sp2) 



n



C (sp2) 



  max 150 nm (), 190 nm (), 270-300 nm (n) ความเข้ มตํ่าเนื่องจากเกิดยาก



Carbonyl group R



R C



C



O



O







O



n



R'



R'



R



R C



R'



O



C R'
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เทอมสําคัญที่ใช้ ใน UV‐Visible Spectroscopy Chromophore Auxochrome Bathochromic shift (red shift) shift (red shift)   Hypsochromic shift (blue shift) Hyperchromic shift Hypochromic shift shift  



Chromophore • เป็ นหมูฟ่ ั งก์ชนั เดี่ยว ๆ ที่สามารถดูดกลืนคลื่นแสงในช่วง คลี่นที่มากกว่า 200 nm ขึ ้นไป ้ (near UV and visible) • มักเป็ นส่วนของโครงสร้ างที่มีพนั ธะเคมีแบบไม่อิ่มตัว (unsaturated bond) • เชน เช่น carbonyl group (-C=O), ( C=O) conjugated double bond (C=C-C=C) และ aromatic ring เป็ นต้ น
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Auxochrome • เป็ นหมูฟ่ ั งก์ชนั ที่ไม่ดดู กลืนแสงในช่วงคลื่นที่ยาวกว่า 200 nm แต่เมือื่ เกิดพันธะเชืื่อมต่อกับ chromophore จะทําให้้ ความเข้ มของการดูดกลืนแสงของchromophore เพิ่มขึ ้น และมีความยาวคลื่นดูดกลืนแสงมากกว่าเดิม • เป็ นหมูฟู่ ั งก์ชนั ที่มีพนั ธะเคมีแบบอิ่มตัวและมีอเิ ล็คตรอนที่ ไม่สร้ างพันธะอยูใ่ นหมูฟ่ ั งก์ชนั



• การเปลี่ยนระดับพลังงานของอิเล็คตรอนมักเป็ นแบบ n • เมื่อหมูฟ่ ั งก์ชนั ที่เป็ น auxochrome มาเกิดพันธะกับ chromophore อิเล็คตรอนที่ไม่สร้ างพันธะจะมีสว่ น ร่วมในการเกิด transition กับอิเล็คตรอนชนิด  ของ chromophore • ตัวอย่าง เช่น –OH, -NH2 และ halogen atom เป็ นต้ น
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auxochrome OH



chromophore



max 203.5 203 5 ( 7,400) 7 400) 254 ( 204)



max 210.5 210 5 ( 6,200) 6 200) 270 ( 1,450)



เทอมที่ใช้ เรี ยกการเปลี่ยนแปลงของ Absorption Spectrum 1.  Bathochromic shift หรื อ red shift max มากกว่าเดิม



2. 



Hypsochromic shift หรื อ blue shift  max น้ อยกว่าเดิม



3 3. 



Hyperchromic shift Hyperchromic shift 



ความเข้ มของการดูดกลืนแสง (max) เพิ่มขึ ้น 4. 



Hypochromic shift 



ความเข้ มของการดูดกลืนแสงที่ลดลง
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Hyperchromic shift (max)



Absorbance



Hypsochromic shift (blue shift, max )



max



Bathochromic shift (red shift, max ) 



Hypochromic shift (max)



Wavelength (nm)



Peak Broadening UV absorptions are generally broad because vibrational and rotational levels are superimposed on top of the electronic levels.
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Laws Laws of Light Absorption of Light Absorption



Lambert’s Law เมื่อคลื่นแม่เหล็กไฟฟ้าเดินทางผ่านสารที่มีความหนาแน่นเท่ากัน แสงจะถูกดูดกลืนได้ ในปริ มาณเท่ากันหรื ออัตราการลดลงของ ความเขมแสง ้ ส (I)จะแปรผนโดยตรงกบความหนาของเนอสาร(b) (I) ป ั โ ั ื ้ ส (b) I0



C



I



กําหนดให้ I/I0 = T ∴ T α 1/b



----(4)



b



ค่า I/I0 เรี ยกว่า “ค่าการส่งผ่าน” (transmittance,T) เป็ นอัตราส่วนระหว่างความเข้ มแสงที่ผ่านออกมาจากสารละลาย (I) กับความเข้ มแสง เริ่มต้ นก่อนผ่านเข้ าไปในสารละลาย (I0)
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Beer’s Law เมื่อคลื่นแสงเดินทางผ่านสารละลาย ปริ มาณแสงที่ถกู ดูดกลืนจะ แปรผันโดยตรงกับความเข้ มข้ นของสารนันหรื ้ ออัตราการลดลงของ ความเขมแสงจะแปรตามความเขมขนของสารนน(C) ้ ส ป ้ ้ ส ั ้ (C) I0



C b



I



กําหนดให้ log I0/I = A ∴ A α C



----(5)



∵ log I0/I = log 1/[I/I0] = A  ----(6) แทนค่า I/I0 = T ในสมการที่6 ได้ A = log T‐1 = ‐log T ----(7)



∴ A α 1/T ค่า log (I0/I) เรี ยกว่า “ค่าการดูดกลืนแสง” (absorbance,A) เป็ นอัตราส่วนระหว่างความเข้ มแสงเริ่มต้ นก่อนผ่านเข้ าไปในสารละลาย (I0) กับความ เข้ มแสงที่ผา่ นออกมาจากสารละลาย (I)



Beer‐‐Lambert’s Law Beer จากการรวมสมการของ Beer และ Lambert เข้ าด้ วยกัน ดังนัน้ A =  log (I /I)  0



=  ‐log T =  abC



----(8)



ค่าสัมประสิทธิ์การดูดกลืนแสง (a) เป็ นค่าคงที่ และมีความหมายและสําคัญดังนี ้ • บ่งถึงความสามารถในการดูดกลืนแสงซึง่ เป็ นสมบัติเฉพาะตัวของสาร ณ ความ ยาวคลื่นและสภาวะเงื่อนไขที่กําหนดค่าหนึง่ • สามารถหาความเข้ มข้ นของสารที่ทราบค่าสัมประสิทธิ์การดูดกลืนแสงได้ จาก สมการของ Beer โดยการวัดค่าการดูดกลืนแสง ณ ความยาวคลื่นเดียวกับค่า สัมประสิทธิ์การดูดกลืนแสง • บ่งถึงปริ มาณของสารขันตํ ้ ่าที่ยงั สามารถวัดค่าการดูดกลืนแสงได้ อย่างน่าเชื่อถือ
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ค่ าสัมประสิทธิ์การดูดกลืนแสง ค่าสัมประสิทธิ์การดูดกลืนแสงมีหน่วยต่างกันไป ขึ ้นกับหน่วยของความเข้ มข้ นของสาร (C) 1. หน่วยของ C เป็ นโมล/ลิตร(mole/l) หรื อโมล่ าร์ (molar) และ b เป็ นเซนติเมตร (cm) เรี ยกค่าสัมประสิทธิ์การดูดกลืนแสงว่า Molar absorptivity () มีหน่วยคือ M-1cm-1 2. หน่วยของ C เป็ น กรั ม/ลิตร (g/l) และ b เป็ นเซนติเมตร (cm) เรี ยกค่า สัมประสิทธิ์การดูดู กลืนแสงว่า Absorptivity p y (a) ( ) มีหน่วยเป็ น L g-1cm-1 3. หน่วยของ C เป็ น 1 g/100ml (หรื อ 10 g/L) และ b เป็ นเซนติเมตร (cm) เขียน สัมประสิทธิ์การดูดกลืนแสงในรูปของ A (1%, 1cm) หรื อ E 1%



1cm



Beer‐Lambert’s Law ในทางปฏิบตั ิ ในทางปฏิบตั ิคา่ T ที่อา่ นได้ จากเครื่ อง spectrophotometer จะเป็ นค่า %T ดังนัน้ %T = T x 100 และ T = %T/100 แทนค่า T = %T/100 ในสมการท7 แทนคา ในสมการที่7 ได ได้ A = log 1/(%T/100) = log (100/%T) = log 102 – log (%T) = 2 log10 – log (%T)



∴



A =  2 – log (%T) =  abC  =  bC Note : -A และ T เป็ นค่ าที่ไม่ มีหน่ วย -Beer-Lambert’s law นิยมเรียกสัน้ ๆ ว่ า Beer’s law -Scale ที่เห็นจากหน้ าจอเครื่องมือแสดงในหน้ าถัดไป
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Scale ที่เห็นจากหน้ าจอเครื่ องมือ



Cuvette เป็ นภาชนะใส่สารตัวอย่างที่นํามาวิเคราะห์และเนื ้อวัสดุที่ใช้ ทํา ต้ องมีสมบัติโปร่งแสงในช่วงความยาวคลื่นที่ทําการวิเคราะห์ดงั นี ้ : Optical Glass : 335 ‐ Optical Glass : 335 ‐ 2500 nm 2500 nm Special Optical Glass : 320 ‐ 2500 nm Quartz (Infrared) : 220 ‐ 3800 nm Quartz (Far‐UV) : 170 ‐ 2700 nm



Cuvette ส่วนใหญ่มีความกว้ างของช่องรับ แสง 1 เซนติเมตร เพื่อให้ เป็ นไปตามกฎของเบียร์
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ข้ อกําหนดในการใช้ Beer’s Law 1) 2) 3) 4)



คลื่นแสงที่ใช้ ต้องมีความยาวคลื่นเดียว (monochromatic light) โมเลกุลุ ในสารละลายทุกุ ตัวมีประพฤติ ฤ กรรมเป็ นอิสระต่อกัน การดูดกลืนแสงจะต้ องผ่านพื ้นที่หน้ าตัดที่สมํ่าเสมอ ไม่มีขบวนการอื่นๆเกิดขึ ้นพร้ อมกับการดูดกลืนแสง เช่น ฟลูออเรส เซนซ์ หรื อการกระเจิงแสง เป็ นต้ น 5) ดัชนีหกั เหของตัวกลางไม่ขึ ้นกับความเข้ มข้ นสาร ซึง่ หมายความว่า สารละลายที่ทําการวัดการดูดกลืนแสงมีความเข้ มข้ นตํ่านัน่ เอง  สารที่ไม่ เป็ นไปตามข้ อกําหนดดังกล่ าวนีจ้ ะเกิดการเบี่ยงเบน จากกฎของเบียร์



Absorbance, AU



Limitation or Deviations of Beer’s Law Positive deviation Beer’s law Negative deviation



Concentration, M
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สาเหตุสาํ คัญของการเบี่ยงเบนจาก Beer’s law  Chemical deviation  Instrumental deviations



Chemical Deviations 1. เกี่ยวข้ องกับการเปลี่ยนแปลงทางเคมีของสารที่ปนกันอยูใ่ น สารละลาย 2. สิ่งที่ต้องพิจารณาคือ เรื่ องของสมดุลเคมี (chemical equilibrium) เรื่ องของความเข้ ม (effect of concentration) อุณหภูมิ (temperature effect) ผลของตัวทําละลายที่ใช้ (solvent effect) ผลที่เกิดจากแสง (photo effect)
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Instrumental Deviations • ผลของความยาวคลื่นที่เลือกใช้ • ผลจากการใช้ ความกว้ างของช่องแสง (slit width) • ผลของแสงที่รั่วเข้ ามาจากที่อื่น (stray light)



ความคลาดเคลื่อนของการวัดค่ าการดูดกลืนแสง 1. เป็ นความผิดพลาดที่เกิดจาก คาการดู ่ ดกลืืนแสง (A) ( ) ที่ วี ัดไดมี ไ ้ ีค่ าตํ่าํ มาก (หรื ( ื อ %T % มากเกินิ ไป) • สารที่นํามาวิเคราะห์มีความเข้ มข้ นน้ อยมากเกินไป ค่ าการดูดกลืนแสง (A) ที่วัดได้ มีค่าสูงมาก (หรื อ %T น้ อยเกินไป) • สารที่นํามาวิเคราะห์มีความเข้ มข้ นสูงมากเกินไป
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2. ช่วงของค่าการดูดกลืนแสง (A) และค่าการส่งผ่าน (T) จาก การวัดที่ให้ คา่ ความคลาดเคลื่อนสัมพัทธ์สงู เกินไป ควรวัดค่ าการดูดกลืนแสงให้ อยู่ในช่ วง A = 0.18-0.82 (หรื อ ≈0.1-1.0) หรื อ ค่ าการส่ งผ่ านในช่ วง 15-65 %T กําหนดให้



dA = ความคลาดเคลื่อนสัมบูรณ์ของ A ที่อ่านได้ จากเครื่ องมือ dT = ความคลาดเคลื่อนสัมบูรณ์ของ T ที่อ่านได้ จากเครื่ องมือ ดังนัน้ ค่าความคลาดเคลื่อนสัมพัทธ์ของ A และ T หาได้ จาก dA/A และ dT/T และความสัมพันธ์ระหว่างค่าความคลาดเคลื่อนสัมพัทธ์ของ C, A และ T หาได้ ดงั นี ้ dC/C = dA/A = ‐(1/lnT)(dT/T)



เมื่อสร้ างกราฟแสดงความสัมพันธ์ ระหว่ างค่ าความคลาดเคลื่อนสัมพัทธ์ ของความเข้ มข้ น (dC/C) และค่ าการดูดกลืนแสง(A)หรื อค่ าการส่ งผ่ าน (T) จะได้ ดังในรู ป



ค่าความคลาดเคลื่อนสัมพัทธ์ของความเข้ มข้ นเนื่องจากการวัดการดูดกลืนแสง



%T = 15 15-65% 65%



A = 0.18 0 18-00.82 82 (0.1 (0 1-11.0) 0)
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Spectrophotometer and its  Applications



UV‐Visible spectrometer องค์ ประกอบของเครื่องมือ



ต้ นกําเนิดแสง ตัวคัดเลือกคลื่นแสง



ภาชนะสําหรับบรรจุสารละลายที่จะทําการวิเคราะห์ ตัวตรวจวัดความเข้ มแสง เครื่ องบันทึกสัญญาณ
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UV‐Vis Spectrophotometer



light source



วิธีเทียบกราฟมาตรฐาน (Standard curve or calibration curve) โดยการเตรี ยมสารละลายมาตรฐานที่มีความเข้ มข้ นต่าง ๆ กัน แล้ วนําไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น อุณหภูมิ และตัวทําละลายเดียวกัน พลอตกราฟระหว่างค่าการดูดกลืนแสงกับความเข้ มข้ นของสารละลายมาตรฐาน
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กราฟมาตรฐาน (Standard curve or Calibration curve) Absorbance



0.7 0.6



A = abC abC



0.5 0.4



Slope = ab a = slope/b



0.3 0.2 0.1 0 0



0.1



0.2



0.3



0.4



0.5



0.6



Concentration, M



•ได้ กราฟเส้ นตรงที่ผ่านจุดเริ่ มต้ น เป็ นไปตาม Beer-Lambert’s Law (A = abC) •หากความเข้ มข้ นมากหรื อน้ อยเกินไปจะไม่เป็ นไปตาม Beer’s law •ต้ องใช้ ความเข้ มข้ นที่ให้ คา่ absorbane อยู่ในช่วง 0.1-1 หรื อ %T ในช่วง 15-65%



การหาปริมาณในสารตัวอย่ าง นําสารตัวอย่ างที่ต้องการวิเคราะห์ ไปวัดค่ าการดูดกลืนแสงที่ ความยาวคลื่น อุณหภูมิ และตัวทําละลายเดียวกัน นําค่ า Absorbance ที่ได้ ไปเทียบหาความเข้ มข้ นของสารละลาย ตัวอย่ างจากกราฟมาตรฐาน Absorbanc ce



0.7 0.6 05 0.5 0.4 0.3 0.2 0.1 0 0
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Concentration, M
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QUESTIONS ??? Contact:  Suchart Chanama Room 710, 7 , th Floor, , Science 20 Building, Tel. 8‐5433 



SUPPLEMENTARY BACKGROUND
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Light Sources



Deuterium lamp ‐good source for UV continuum radiation ‐widely  used in UV spectrophotometers •Tungsten filament lamp ‐Good •Tungsten filament lamp  Good source of continuum radiation in the  source of continuum radiation in the 330‐2000 nm range; common in visible, near‐IR colorimeters,  spectrophotometers. Stable light output with regulated power supply.  Similar to regular light‐bulb but run at 3000 K.



Ennerg y



E2 (excited state)



E = E2‐E1 = h = hC/ E1 (ground  state)



Energy



Energy Level



E2 V4 V3 E1 VVV21 0



V4 V3 VV2 V10



Rotation energy



Rotation energy
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