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分光光度法基本原理简介分光光度法基本原理简介

        分光光度法（spectrophotometry）是基于物质分子对光的

选择性吸收而建立起来的分析方法。

        按物质吸收光的波长不同，可分为紫外分光光度法、可见

分光光度法及红外分光光度法。

特点：

 灵敏度较高，适用于微量组分 (1~10g·L-1)的测定；

 误差较大，相对误差达到2~5%。 
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电磁波谱：      X射线               0.1~100 nm
                          远紫外光         10~200 nm 
                          近紫外光         200~400 nm
                          可见光             400~760 nm
                          近红外光         750~2500 nm
                         中红外光         2500~5000 nm
                          远红外光        5000~10000 nm
                          微  波               0.1~100 cm
                          无线电波          1~1000 m

1.物质的颜色与吸收光的关系

日光：紫  蓝  青  绿  黄  橙  红
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复合光：由各种单色光组成的光。如白光(太阳光) 

单色光：只具有一种波长的光。   要求：=2nm。

互补色光：如果把两种适当颜色的光按一定的强度比例混合也

可以得到白光，这两种光就叫互补色光。

物质的颜色是由于物质对不同波长的光具有选择性的吸收作用

而产生的。如：CuSO4呈兰色。  

物质呈现的颜色和吸收的光颜色之间是互补关系。

  光的互补：蓝 黄日
光
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22..物质的吸收曲线物质的吸收曲线

M   +  热

M + 荧光或磷光

           E = E2   -  E1 = h       

 各能级是量子化 ；选择性吸收;         

 分子结构的复杂性使其对不同波长光的吸收程度不同；        

M  +  h            M *

基态                   激发态

E1        （△E）     E2
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        用不同波长的单色光照射，测定吸光度，如果以波长为
横坐标，吸光度为纵坐标即可得一条曲线称为吸收曲线（  ~A
曲线）。

吸收曲线清楚地描述了物质对光的吸收情况。 

吸收曲线

0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6

400 450 500 550 600 650

波长（nm）

A

max=510 nm
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 （1）不同物质不同物质吸收曲线的形状和吸收波长不同。

MnO4
-

531

吸收曲线
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（2）同一物质对不同波长光的吸光度不同；同一物质不同浓

度，其吸收曲线形状相似。   

吸收曲线是特性的，可以提供物质的结构信息，作为物质定定

性性分析的依据之一；吸收曲线是定量分析中选择入射光波长的

重要依据。
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33..光的吸收定律光的吸收定律————朗伯朗伯--比耳定律比耳定律

吸光度A ：物质对光的吸收程度。

定义：                   A＝lg（I0/It)

A越大，表示对光的吸收越大，透过光越弱。


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    1760年朗伯(Lambert)阐明了光的吸收程度和吸收层

厚度的关系：A∝b       

•    1852年比耳(Beer)又提出了光的吸收程度和吸收物

浓度之间也具有类似的关系：A∝c    

       二者的结合称为朗伯—比耳定律， A∝bc


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朗伯朗伯——比耳定律数学表达式：比耳定律数学表达式：

         A＝lg（I0/It)= εb c 

        式中：A，吸光度，无量刚； b，液层厚度(光程长

度)，cm； c，溶液的浓度， mol · L -1 ； ε称为摩尔

吸光系数，L·mol-１·cm-1，仅与入射光波长、溶液的性

质及温度有关，与浓度无关。

上式表明：当一束单色光通过溶液时，其吸光度与溶

液浓度和宽度的乘积成正比。


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TT、、AA、、cc间的关系：间的关系：

                        AA  ＝＝  lglg（（II00//IItt)) = - = -lg lg TT =  = εεb cb c  

透光度(透光率)T ：透过光和入射光强度之比，即

T= It /I0 ×100%
T越大，表示对光的吸收越小。
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吸光度具有吸光度具有加和性：加和性：
                    
                在多组分体系中，吸光度具有加和性，即：在多组分体系中，吸光度具有加和性，即：
  AA（总）＝（总）＝  AA11 +  + AA22 + +……+ + AAnn  
             =              = εε11b c+ b c+ εε22b c+b c+……+ + εεnnb cb c  
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其方法和步骤是：其方法和步骤是：

11）配制一组浓度不同的标准溶液）配制一组浓度不同的标准溶液((cc11  、、  cc22  …………))；；

22）在一定波长下，分别测定其吸光度）在一定波长下，分别测定其吸光度((AA 11、、AA 22…………))。。

33）以）以AA为纵坐标，浓度为纵坐标，浓度cc为横坐标，绘制曲线，得到一条通过为横坐标，绘制曲线，得到一条通过

原点的直线，称为原点的直线，称为标准曲线标准曲线（（A-cA-c曲线）。曲线）。

44）用完全相同的方法和步骤测定待测溶液的吸光度）用完全相同的方法和步骤测定待测溶液的吸光度AA xx，从标，从标

准曲线上找出对应的浓度准曲线上找出对应的浓度cc xx值（值（  AA xx     cc xx   ）。）。

4. 定量测定方法——标准曲线法
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5.5.  配合物配位比的测定配合物配位比的测定

              物质的量比法物质的量比法：：固定一种组分如金属离子固定一种组分如金属离子MM的浓度，改的浓度，改

变配位剂变配位剂RR（显色剂）的浓度，得到一系列比值不同的溶液，（显色剂）的浓度，得到一系列比值不同的溶液，

并以相应的试剂空白作参比溶液，分别测定其并以相应的试剂空白作参比溶液，分别测定其AA。以。以AA为纵坐为纵坐

标，配位剂与金属离子的浓度比值为横坐标作图。当配位剂减标，配位剂与金属离子的浓度比值为横坐标作图。当配位剂减

少时，金属离子没有完全被配合。随着配位剂的增加，生成的少时，金属离子没有完全被配合。随着配位剂的增加，生成的

配合物便不断增多。当金属离子全部被配位剂配合后，再增加配合物便不断增多。当金属离子全部被配位剂配合后，再增加

配位剂，其吸光度亦不会增加了。图中的转折点不敏锐，这是配位剂，其吸光度亦不会增加了。图中的转折点不敏锐，这是

由于配合物解离造成的。利用外推法可得一交叉点由于配合物解离造成的。利用外推法可得一交叉点DD，，DD点所对点所对

应的浓度比值就是配合物的配合比。应的浓度比值就是配合物的配合比。
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A

CR/ CM

D

     物质的量比法

外推法得一交点D，D点对应的浓度比值就是配合物的配合比。
参见《无机及分析化学》 P373页

A最大

aa..目视比色法目视比色法

        用眼睛比较溶液颜色的深浅以确定物质浓度的方用眼睛比较溶液颜色的深浅以确定物质浓度的方

法称为目视比色法。法称为目视比色法。

特点：设备简单、操作简便；无需单色光；准确度不特点：设备简单、操作简便；无需单色光；准确度不

高。高。

bb..分光光度计分光光度计

66. . 紫外紫外——可见分光光度计可见分光光度计
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仪器基本组成仪器基本组成

光源 单色器 样品室 检测器 显示器

a. 光源

    在整个紫外光区或可见光谱区可以发射连续光谱，具
有足够的辐射强度、较好的稳定性、较长的使用寿命。

   可见光区：钨灯作为光
源，其辐射波长范围在
320～2500 nm。

    紫外区：氢、氘灯。发
射185～400 nm的连续光谱。

2014-11-32014-11-3 2020

  b.b.单色器单色器

又称波长控制器，其作用是将光源发射的复合光分解成单色

光，并可从中选出一任波长单色光的光学系统。包括狭缝、色

散元件和准光装置。色散元件的作用是将复合光分解成单色

光，有棱镜或光栅两种。
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c. c. 样品室样品室

样品室放置各种类型的吸收池（比色
皿）和相应的池架附件。
吸收池主要有石英池和玻璃池两种。

e. 结果显示记录系统

检流计、数字显示、微机进行仪器
自动控制和结果处理

d. 检测器
利用光电效应将透过吸收池的光信号变
成可测的电信号，常用的有光电池、光
电管或光电倍增管。

11))显色反应显色反应

22))显色反应条件的选择显色反应条件的选择

33))测量条件的选择测量条件的选择

77..  显色与测量条件的选择显色与测量条件的选择



11）显色反应）显色反应

显色反应显色反应————使无色或浅色的待测组分转变为有色化合物的使无色或浅色的待测组分转变为有色化合物的

反应。反应。

显色剂显色剂————可与待测组分反应形成有色化合物。可与待测组分反应形成有色化合物。

   Fe   Fe2+2++3R+3R[Fe(3R)][Fe(3R)]2+2+　（红橙色，　（红橙色，maxmax=510 nm=510 nm））

    

    R    R为邻二氮菲为邻二氮菲

 

N 

N 
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22））  显色反应条件的选择显色反应条件的选择

a.显色剂用量——选择吸光度最大且基本恒定（曲线变化平

坦处）的显色剂用量。

b.反应体系的酸度 ——选择吸光度最大且基本恒定（曲线变

化平坦处）所对应的pH范围。

c.显色时间与温度

d.溶剂  一般尽量采用水相测定。
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33）测定条件的选择）测定条件的选择

a.选择适当的入射波长

    一般选max为入射光波长。如果 max处有共存组分干扰时

，则应考虑选择灵敏度稍低但能避免干扰的入射光波长。    
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  b.b.选择合适的参比溶液选择合适的参比溶液

•  为什么需要使用参比溶液？

使测得的的吸光度真正反映待测溶液吸光强度。 

A=A1+A2+…+A(x)， A1+A2+… =0, A=A(x) 。

  参比溶液的选择一般遵循以下原则：

  ⑴ 若仅待测组分与显色剂反应产物有吸收，用纯溶剂（水)作

参比溶液；

  ⑵ 若显色剂或其它所加试剂在测定波长处略有吸收，而试液

本身无吸收，用“试剂空白”(不加试样溶液)作参比溶液；

  ⑶ 若待测试液在测定波长处有吸收，而显色剂等无吸收，则

可用“试样空白”(不加显色剂)作参比溶液；
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c.c.控制适宜的吸光度（读数范围）控制适宜的吸光度（读数范围）

        用仪器测定时应尽量使溶液透光度值在T =15～65%，相

应地吸光度 A =0.80～0.20。

        当溶液的吸光度或透光率不在此范围时，可以通过改变溶

液浓度及选择不同厚度的比色皿来控制。
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实验实验    分光光度法测定铁的含量分光光度法测定铁的含量

一、实验目的一、实验目的

1.1.了解分光光度法测铁的基本原理；了解分光光度法测铁的基本原理；

22..学习分光光度法中显色与测量条件的优化与选择；学习分光光度法中显色与测量条件的优化与选择；

33..学习标准曲线的绘制以及试样测定方法；学习标准曲线的绘制以及试样测定方法；

44..了解分光光度计的性能、结构及使用方法。了解分光光度计的性能、结构及使用方法。
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二、实验原理二、实验原理

                    A=A=bcbc

在一定实验条件下，在一定实验条件下，AA==kckc，，AA xx值值cc xx值。值。

pH3~9pH3~9，，FeFe2+2+与与PhenPhen反应：反应：

FeFe2+2++3R+3R[Fe(3R)][Fe(3R)]2+2+　（红橙色，　（红橙色，maxmax=508 nm=508 nm））

（注：（注：  FeFe3+3++3R+3R[Fe(3R)][Fe(3R)]3+3+   ，兰色，，兰色，maxmax=600 nm=600 nm  ））

用盐酸羟胺还原，再显色反应，则可以测得溶液中总铁含量：用盐酸羟胺还原，再显色反应，则可以测得溶液中总铁含量：

22FeFe3+3++2NH+2NH 22OHOH ··HCl=2FeHCl=2Fe2+2++N+N 22+2H+2H 22O+2ClO+2Cl --

不用盐酸羟胺还原，测定出的为亚铁的含量。不用盐酸羟胺还原，测定出的为亚铁的含量。
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三、实验步骤三、实验步骤

11. . 吸收曲线的制作吸收曲线的制作

试剂溶液：不加铁标，其余同上配制。

稀至刻度

100mg/L 铁标 10%盐酸羟胺

50

摇匀

  0.15%邻二氮菲 1mol/L NaAC H2O

试样溶液：

1.00mL 1.00mL

2.00mL 5.00mL
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三、实验步骤三、实验步骤（二）吸收曲线的绘制（二）吸收曲线的绘制

  吸收曲线的绘制吸收曲线的绘制((补充补充))——选择测定铁的最佳波长；选择测定铁的最佳波长；

在分光光度计上，用在分光光度计上，用1cm1cm的比色皿，在的比色皿，在440-560nm440-560nm
间，每隔间，每隔10nm10nm测定一次测定一次55号试液的吸光度。以波长号试液的吸光度。以波长
为横坐标，吸光度为纵坐标，绘出吸收曲线。为横坐标，吸光度为纵坐标，绘出吸收曲线。((可以可以
选择选择2-32-3个不同浓度个不同浓度))

注意：测定时每改变一
次吸收波长，均要用参
比溶液调节仪器的透光
率100%和0%。
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2. 溶液pH的影响

稀至刻度

   100mg/L 铁标   2mol/L盐酸

100  

5min
    盐酸羟胺 邻二氮菲 H2O

  10.00mL   5.00mL

10.00mL 20.00mL

稀至刻度

上述配制溶液 氢氧化钠溶液

50

H2O

  10.00mL 不同量

以水为参比，测A，并测定
pH值，作A-pH关系曲线，
选择合适的pH范围。

增加一个点：6.3mL  NaOH
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33. . 稳定性实验稳定性实验

       试样溶液同实验1

       以试剂溶液作参比，在508 nm处，测定不同显

色时间下的吸光度，并且绘制A-t曲线，考察反应时

间的影响以及有色溶液的稳定性。
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4. 显色剂浓度的影响

       试样溶液中除了邻二氮菲的加入量不同外，其余配制方法

同实验1。       

       以试剂溶液作参比，在508 nm处，测定不同显色浓度下的吸

光度，并且绘制A-V曲线，考察显色剂浓度的影响。

5. 配合物组成的确定（采用讲义上两种方法）

注意：溶液重新配制，加水之前先用2滴管乙醇溶解；

            



3535

66. . 标准溶液曲线的制作标准溶液曲线的制作

              按照书按照书P249P249配制配制0#~8#0#~8#溶液，以溶液，以0#0#为参比溶为参比溶

液，测定液，测定1#~8#1#~8#溶液的吸光度值，并且绘制溶液的吸光度值，并且绘制A~A~cc标标

准曲线。准曲线。

7. 7. 未知样中未知样中铁铁含量的测定含量的测定

                按照书中的方法配制按照书中的方法配制试样试样溶液，测定其吸光度溶液，测定其吸光度
值，从标准曲线中查得相应铁含量。值，从标准曲线中查得相应铁含量。
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四、实验注意事项四、实验注意事项

11、、移液管专管专用移液管专管专用；注意；注意刻度移液管刻度移液管的使用方法，要的使用方法，要

求每次从零刻度放至所需的体积；求每次从零刻度放至所需的体积；

22、注意溶液的、注意溶液的添加顺序添加顺序，按书上表格从左到右，不能，按书上表格从左到右，不能

随意颠倒，加入盐酸羟氨后反应随意颠倒，加入盐酸羟氨后反应55minmin，再加，再加NaAcNaAc
和和邻二氮菲（准确移取和不需准确移取的！）。邻二氮菲（准确移取和不需准确移取的！）。

33、进入仪器室，手机必须关机！否则数据不稳定。、进入仪器室，手机必须关机！否则数据不稳定。

44、制作标准曲线时，先找吸光度接近的比色皿、制作标准曲线时，先找吸光度接近的比色皿（用（用

水，水，TT模式下调零，再调模式下调零，再调100%100% ；再转化为；再转化为AA模式测模式测

定定。然后用。然后用1#1#为参比溶液，测定其他的吸光度。为参比溶液，测定其他的吸光度。
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实验数据处理实验数据处理

 所有曲线用所有曲线用EXCELLEXCELL或或ORIGINORIGIN作图作图，打，打

印后贴在实验报告上。印后贴在实验报告上。


