
第八章 分光光度法

基于物质对光的选择性吸收所建立起来的分

析方法，包括：比色法、紫外可见分光光度法、
红外光谱法等。

本章讨论可见区的吸光光度法（分光光度法
或光度分析法）



第八章 分光光度分析法

 本章内容

 8.1  分光光度法基本原理

 8.2  显色反应及显色条件的选择

 8.3  比色和分光光度法及其仪器

 8.4  分光光度法的应用



8.1.1  概述
 1、吸光光度法的特点

 (一)灵敏度高 吸光光度法测定物质的浓度下限(最
低浓度)一般可达1～10-3 %的微量组分。甚至可以
测定10-4～10-5%的痕量组份。如果对被测组分事先
加以富集，灵敏度还可以提高1～2个数量级。

 (二)准确度较高 相对误差为2～5 %，但对微量成
分来说，还是比较满意的，因为在这种情况下，滴
定分析法和重量法也不够准确了，甚至无法进行测
定。

 (三)操作简便，测定速度快

 (四)应用广泛 几乎所有的无机离子和有机化合物都
可直接或间接地用吸光光度法进行测定。



8.1.1  概述
 2、物质对光的选择性吸收

 当光辐射作用于某一物质时，只有当入射光子的能
量同吸收光体的基态和激发态之间的能量差相等时
才会被吸收，因而物质对光的吸收是有选择性的。

 物质的颜色与光的关系

完全吸收

完全透过

吸收黄色光

光谱示意 表观现象示意复合光复合光



8.1.1  概述



8.1.2  紫外—可见光吸收光度法的基本原理

 当一束平行光照射到任何均匀、非散射的介质（固体、液体、
气体），例如溶液时，光的一部分被吸收，一部分透过溶液，
一部分被器皿表面反射，若入射光强度为I0，吸收光的强度为Ia，
通过光的强度为It，反射光强度为Ir，则：

I0=Ia+It+Ir
 在吸光光度法中，测量时都采用同样的比色皿，反射光的强度

基本上是不变的，其影响可以相互抵消，所以上式简化为：

I0=Ia+It
 透过光It与入射光I0强度之比称为透光度或透光率，用T表示：

 溶液的透光率愈大，说明对光的吸收愈小；相反，透光度愈小，
溶液的吸收愈大。



8.1.2  紫外—可见光吸收光度法的基本原理

透光率定义：

T 取值为0.0 % ~ 100.0 %

全部吸收 T = 0.0 %

全部透射 T = 100.0 %



8.1.2  紫外—可见光吸收光度法的基本原理

1、朗伯定律
朗伯(Lambert J H) 于1760研究了光的吸收与溶液层
的厚度定量关系，有：
引入比例系数得：

经变形积分后得：

在吸光光度法中，透过光强度It一般用I表示，

则上式为：

令 ，A称为吸光度，

则有：

式中K2为比例常数，它与入射光以及溶液的性质、浓度、
温度有关。

db

b

I0 It
朗伯定律



8.1.2  紫外—可见光吸收光度法的基本原理

 2、比耳定律

 比尔(Beer A)于1852年研究了光的吸收与溶液
浓度的定量关系。

有：

引入比例系数得：

经变形积分后得：

即：

式中的K4为比例常数，与入射光的波长及溶液
的性质、液层厚度和温度有关。

比耳定律



8.1.2  紫外—可见光吸收光度法的基本原理
 3、朗伯—比耳定律

 若将将朗伯定律与比耳定律合并，即同时考虑液层厚度b和浓度c
对吸光度A的影响，则有：

 K为比例常数，也称为消光系数，与入射光的波长，物质的性质
和溶液的温度有关。

 朗伯—比耳定律表明，当一束单色光通过均匀溶液时，其吸光度
与溶液的浓度和厚度成正比。这是进行定量分析的理论基础。比
例常数K与吸光物质的性质、入射光波长及温度等因素有关。

 吸光度的加和性：当某一波长的单色光通过一种含有多种吸光物
质的溶液时，溶液的总吸光度应等于各吸光物质的吸光度之和。
这一规律称吸光度的加和性。利用这一性质，可进行多组分测定
及某些化学反应平衡常数测定。

朗伯—比耳定律



8.1.2  紫外—可见光吸收光度法的基本原理

 吸光度 与透光率的关系
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8.1.2  紫外—可见光吸收光度法的基本原理
 4、吸光系数、摩尔吸光系数

 朗伯—比耳定律中的K值随c、b的单位不同有两种表达形式。

 （1）吸光系数a

 当浓度c以克/升，液层厚度b以厘米表示时，常数K以a表示，
称为吸光系数，单位为升/克·厘米，此时朗伯—比耳定律写
为：

 （2）摩尔吸光系数ε

 当浓度c以摩尔/升，液层厚度b以厘米表示时，常数K以ε表示，
称为摩尔吸光系数，单位为升/摩尔·厘米，朗伯—比耳定律
写为：

 摩尔吸光系数表明了物质对某一特定波长的吸收能力，ε愈大，
该物质对某波长的光吸收能力愈强，测定的灵敏度就愈高，因
此在测定中，必需选择摩尔吸光系数大的有色化合物，选择具
有 大ε值的波长作入射光。



8.1.2  紫外—可见光吸收光度法的基本原理

 5、桑德尔灵敏度

 桑德尔(Sandell)灵敏度或称(灵敏度指数) 用S来表
示。S是指当仪器的检测极限A=0.001时，单位截面
积光程内所能检测出来的吸光物质的 小含量，其
单位为μg·cm-2。

 由上式可知，某吸光物质的ε越大，其S越小，即该
测定方法的灵敏度越高。对于比较灵敏的显色反应，
其S值一般在0.01～ 0.001μg/cm 2 之间。
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8.1.2  紫外—可见光吸收光度法的基本原理

 6、标准曲线的绘制及其应用

 当需要对某未知液的浓度cx 进行定量测定时，只需在相同条件下
测得未知液的吸光度Ax ，就可由cx = Ax /kb计算得出或直接在
标准曲线上查得cx 。在实际操作中，应注意调整cx的大小，使其
对应的Ax 处于标准曲线的范围之内。

标准曲线即校准曲线，又称工作曲线，
配制一系列具有不同浓度吸光物质的标
准溶液（称标准系列），然后在确定的
波长和光程等条件下，分别测量系列溶
液的吸光度，绘制A – c（吸光度—浓
度）曲线，从而得到一条通过原点的直
线,即标准曲线。



课堂小结与习题

 课堂小结：

 （1）光的复合互补性；

 （2）朗伯—比尔定律；

 （3）吸光系数；

 （4）工作曲线。

 复习思考题及习题

 习题：2、3、4、5、15、19



8.2  显色反应及显色条件的选择

 本章内容

 8.2.1  显色反应和显色剂

 8.2.2  影响显色反应的因素



8.2.1  显色反应和显色剂
 待测物质本身有较深的颜色，直接测定；待测物质是

无色或很浅的颜色，需要选适当的试剂与被测离子反
应生成有色化合物再进行测定，此反应称为显色反应，
所用的试剂称为显色剂。

 吸光光度法的显色反应按反应类型来分主要有两类；
氧化还原反应和配位反应，而配位反应是主要的。

 显色反应一般用下式表示：

 显色剂分为无机显色剂和有机显色剂，由于有机显色
剂选择性强，稳定性好，应用范围广，而得到广泛应
用。



8.2.1  显色反应和显色剂

 显色反应的选择：

A、选择性好，干扰少，或干扰容易消除；灵敏度
高，有色物质的ε应大于104。

B、有色化合物的组成恒定，符合一定的化学式。

C、有色化合物的化学性质稳定，至少保证在测量
过程中溶液的吸光度基本恒定。这就要求有色化
合物不容易受外界环境条件的影响。

D、有色化合物与显色剂之间的颜色差别要大，即
显色剂对光的吸收与络合物的吸收有明显区别，
要求两者的吸收峰波长之差Δλ(称为对比度)大于
60 nm。



8.2.1  显色反应和显色剂

 1、无机显色剂 ： 许多无机试剂能与金属离子起显色反
应，如Cu2+与氨水形成深蓝色的络离子Cu(NH4)42+，
SCN-与Fe3+形成红色的络合物Fe(SCN)2+或Fe(SCN)63-

等。但是多数无机显色剂的灵敏度和选择性都不高，其
中性能较好，目前还有实用价值的有硫氰酸盐、钼酸铵、
氨水和过氧化氢等。



8.2.1  显色反应和显色剂

 2、有机显色剂：许多有机试剂，在一定条件下，
能与金属离子生成有色的金属螯合物(具有环状
结构的络合物)。

 有机显色剂大都含有生色团和助色团，在有机化
合物分子中，一些含有不饱和键的基团，能吸收
大于200nm波长的光，这种基团称为广义的生
色团，如：

 某些含有弧对电子的基团，它们与生色团上的不
饱和键相互作用，可以影响有机化合物对光的吸
收，使颜色加深，这些基团称为助色团，如：



8.2.1  显色反应和显色剂

 重要有机显色剂：

 （1） 磺基水杨酸： OO型螯合剂，可与很多高价金属离子生
成稳定的螯合物，主要用于测Fe3+。

 （2）丁二酮肟： NN型螯合显色剂，用于测定Ni2+。

 （3）1，10-邻二氮菲： NN型螯合显色剂，测微量Fe2+。

 （4）二苯硫腙： 含S显色剂，萃取光度测定Cu2+，Pb2+，Zn2+，
Cd2+，Hg2+等。

 （5）偶氮胂Ⅲ(铀试剂Ⅲ) ：偶氮类螯合剂，强酸性溶液中测
Th(Ⅳ)，Zr(Ⅳ)，U(Ⅳ)等；在弱酸性溶液中测稀土金属离子。

 （6）铬天青S ： 三苯甲烷类显色剂，测定Al3+。

 （7）结晶紫： 三苯甲烷类碱性染料，测定Tl3+。



8.2.1  显色反应和显色剂

 3、多元配合物

 多元络合物是由三种或三种以上的组分所形成的
络合物。目前应用较多的是由一种金属离子与两
种配位体所组成的三元络合物。三元络合物在吸
光光度分析中应用较普遍。

 （1） 三元混配配合物

 金属离子与一种配合剂形成未饱和配合物，然后
与另一种配合剂结合，形成三元混合配位配合物，
简称为三元混配配合物。如Ti4+、H2O2和二甲
酚橙在PH0.6～2的酸性溶液中形成1:1:1的配
合物，用于测定钛。



8.2.1  显色反应和显色剂
 形成三元混配配合物的条件是：

①金属离子与两种配位剂都有形成配合物的能力。

②金属离子有形成未饱和配合物的性质。通常高配位数的易形成未
饱和配合，如Be2+（配位数为6）、Mo6+（配位数为8）。

③两种配合剂与金属离子配位时，要有适当的空间因素，通常其中
一种配合剂的体积较小，如F-、H2O2、NH2OH等，这样不致阻碍第
二种配位体的配位。

（2）离子缔合物
金属离子先与络合剂生成络阴离子或络阳离子，再与带反电荷

的离子生成离子缔合物。主要用于萃取光度法。
作为离子缔合物的阳离子，有碱性染料、1、10-邻二氮菲及其

衍生物、安替比林及其衍生物、氯化四苯砷(或磷、锑)等;作为阴
离子，有X-，SCN-，ClO4

-，无机杂多酸和某些酸性染料等。



8.2.1  显色反应和显色剂
 （3） 金属离子—配位剂—表面活性剂体系

 金属离子与显色剂反应时，加入某些表面活性剂，可以形成胶束
化合物，它们的吸收峰向长波方向移动(红移)，而测定的灵敏度
显著提高。目前，常用于这类反应的表面活性剂有溴化十六烷基
吡啶、氯化十四烷基二甲基苄胺、氯化十六烷基三甲基铵、溴化
十六烷基三甲基铵 、溴化羟基十二烷基三甲基铵、OP乳化剂。
例如，稀土元素、二甲酚橙及溴化十六烷基吡啶反应，生成三元
络合物，在pH 8~9时呈蓝紫色，用于痕量稀土元素总量的测定。

 （4）杂多酸
溶液在酸性的条件下，过量的钼酸盐与磷酸盐、硅酸盐、砷

酸盐等含氧的阴离子作用生成杂多酸，作为吸光光度法测定相应
的磷、硅、砷等元素的基础。杂多酸法需要还原反应的酸度范围
较窄，必须严格控制反应条件。



8.2.2  影响显色反应的因素

 1、吸光光度法对显色反应的要求

 （1）选择性好，干扰少，或干扰容易消除；

 （2）灵敏度高；

 （3）有色化合物的组成恒定，符合一定的化学
式；

 （4）有色化合物的化学性质足够稳定；

 （5）有色化合物与显色剂之间的颜色差别要大。



8.2.2  影响显色反应的因素

 2、影响显色反应的因素

 （1）显色剂的用量

 为了保证显色反应尽可能的进行完全，一般需加入过量的显色剂，
但也不是显色剂愈多愈好，有些显色反应，显色剂过多反而会起副
反应，不利于测定。

 显色剂用量对显色反应的影响一般有以下三种情况，



8.2.2  影响显色反应的因素

 （2）溶液酸度的影响

 ①影响显色剂的浓度和颜色

 显色反应所用到的显色剂很多是有机弱酸，溶液的酸度将影响显
色剂的离解，并影响显色反应的完全程度，这可从下列反应看出。

 可见，酸度影响被测物质存在状态，提高酸度对显色反应不利。
另一方面，若显色剂的离解常数Ka大，则对显色反应是有利的。

 ②影响被测金属离子的存在状态

 大多数金属离子由于水解，在不同pH值条件下的存在状态是不
一样的。如Al3+在PH≈4时，即可发生下列水解：



8.2.2  影响显色反应的因素

 ③影响配合物的组成

 对于某些生成逐级配合物的显色反应，酸度的不同，
配合物的配合比是不同的，其色调也不相同，如磺基
水杨酸与Fe3+的显色反应，在不同的酸度条件下，可
能生成1:1、1:2和1:3三种颜色不同的配合物，测定
时必须控制溶液的酸度。

 显色反应最适宜的酸度通常是通过
实验来确定的，具体的方法是固定
溶液中被测组分与显色剂的浓度，
调节溶液的PH值，测定溶液吸光度，
用PH值作横坐标，吸光度作纵座标，作出PH值与吸光
度关系曲线，如图8—4所示，从中找出 适宜的PH值。



8.2.2  影响显色反应的因素
 （3）显色温度
 通常显色反应大多在室温下，但有些显色反应必需加热至

一定温度才能完成，如用过流酸胺（在硝酸银存在下）氧
化Mn2+，生成的显色反应就是如此。

 （4）显色时间
 有的有色化合物能瞬间形成，并达稳定状态，在较长时间

内保持不变；有的有色化合物虽能迅速形成，便很快开始
褪色；有的化合物形成缓慢，需经一定的时间后颜色才稳
定。因此要根据情况确定合适的时间完成测定。

 （5）溶剂
 有机溶剂会降低有色化合物的离解度，从而提高显色反应

的灵敏度，同时有机溶剂还可能提高显色反应的速度，以
及影响有色化合物的溶解度和组成。如用偶氮氯膦Ⅲ测定
Ca2+，加入乙醇后吸光度显著增加。



8.2.2  影响显色反应的因素
（5）溶剂

有机溶剂降低有色化合物的解离度，提高显色反应的灵敏度。
如在Fe(SCN)3的溶液中加入丙酮颜色加深。还可能提高显色反应的
速率，影响有色络合物的溶解度和组成等。

溶剂对显色反应的影响表现在下列几方面。

①溶剂影响络合物的离解度

②溶剂改变络合物颜色的原因可能是各种溶剂分子的极性不同、介
电常数不同，从而影响到络合物的稳定性，改变了络合物分子内
部的状态或者形成不同的溶剂化物的结果。

③溶剂影响显色反应的速度 表面活性剂的加入可以提高显色反应
的灵敏度，增加有色化合物的稳定性。其作用原理一方面是胶束
增溶，另一方面是可形成含有表面活性剂的多元络合物。



8.2.2  影响显色反应的因素

 （6）溶液中共存离子的影响

 试样中存在干扰物质会影响被测组分的测定。例如干
扰物质本身有颜色或与显色剂反应，在测量条件下也
有吸收，造成正干扰。干扰物质与被测组分反应或与
显色剂反应，便显色反应不完全，也会造成干扰。干
扰物质在测量条件下从溶液中析出，便溶液变混浊，
无法准确测定溶液的吸光度。其消除方法主要有：

①控制溶液的酸度；②加入掩蔽剂；③利用氧化还原反
应改变干扰离子的价态，以消除干扰；④利用校正系
数 ；⑤利用参比溶液消除显色剂和某些有色共存离
子的干扰；⑥选择适当的波长。



课堂小结与习题

 小结：

 （1）显色反应与显色剂；

 （2）吸光光度法对显色反应的要求；

 （3）影响显色反应的因素。

 复习思考题及习题

 习题：9、10、11



8.3  比色和分光光度法及其仪器

 1、目视比色法

 用眼睛观察、比较溶液颜色深度以确定物质含量
的方法。

 优点：仪器简单，操作简便，适宜于大批试样的
分析。灵敏度高，可在复合光-白光下进行测定，
故某些显色反应不符合朗伯-比尔定律时，仍可
用该法进行测定。

 主要缺点：准确度不够高，标准系列不能久存，
需要在测定时临时配制。
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 目视比色法

特点特点

利用自然光利用自然光

比较吸收光的互补色光比较吸收光的互补色光

准确度低（半定量）准确度低（半定量）

不可分辨多组分不可分辨多组分

方法简便，灵敏度高方法简便，灵敏度高

标准系列

未知样品
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 2、光电比色法

 借助分光光度计来测量一系列标准溶液的吸光度，绘制标准
曲线（工作曲线），根据被测试液的吸光度，从标准曲线上求
得被测物质的浓度或含量。

 吸光光度法特点:

（1）入射光是纯度较高的单色光。偏离朗伯-比尔定律的情况大
为减少，标准曲线直线部分的范围更大，分析结果的准确度
较高。

（2）可任意选取某种波长的单色光，故利用吸光度的加和性，
同时测定溶液中两种或两种以上的组分。

（3）许多无色物质，只要它们在紫外或红外光区域内有吸收峰，
也可以测定。
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 两种方法比较

 原理不同：吸光光度法与目视比色法在上不同。
吸光光度法是比较有色溶液对某一波长光的吸收
情况，目视比色法则是比较透过光的强度。例如，
测KMnO4的含量，吸光光度法测量的是
KMnO4溶液对黄绿色光的吸收情况，目视比色
法则是比较KMnO4溶液透过红紫色光的强度。



8.3  比色和分光光度法及其仪器

 2、光电比色法

 光电比色法是以光电比色计来测量一系列标准溶液的吸
光度，绘制标准曲线，然后根据被测试液的吸光度，从
标准曲线上求得浓度或含量。

基本部件 ：

光源、单色器、比色皿、检测器和显示装置。

光电比色计结构示意图：

G

光源
透镜

滤光片 比色皿 光电池
检流计

R



8.3  比色和分光光度法及其仪器
 3、分光光度法

 分光光度法的基本原理和光电比色法是相同的，所不同的仅仅
是获得单色光的方法不同，分光光度法是采用棱镜或光栅等分
光器，而不是采用滤光片获得单色光。

 分光光度计的分类：

分光光度计根据仪器适用的波长范围，可分为：

1）红外分光光度计 测定波长范围为大于760 nm的红外光区。

2）可见光分光光度计 测定波长范围为400~760 nm的可见
光区。

3）紫外分光光度计 测定波长范围为200～400 nm的紫外光
区。

红外分光光度计，主要用于有机物的结构分析，在此不予讨论。



8.3  比色和分光光度法及其仪器

 721型分光光度计

 721型分光光度计为可见光分光光度计，适用波长范围
368nm～800nm，主要用作物质定量分析。

1、光源灯；2、透镜；3、棱镜；4、准直镜；5、
13、保护玻璃；6、狭缝；7、反射镜；8、光栏；9、
聚光透镜；10、比色皿；11、光门；12、光电管

721型分光光度计
内部结构图



8.3  比色和分光光度法及其仪器

721型分光光度计系统示意图

1、光源灯；2、透镜；3、棱镜；4、准直镜；5、13保护玻
璃；6、狭缝；7、反射镜；8、光栏；9、聚光透镜；10、比
色皿；11、光门；12、光电管



8.3  比色和分光光度法及其仪器
 721分光光度计的使用方法

（1）在接通电源之前，电表的指针必须位于“0”刻度线，否则
应旋转电表上的校正螺丝调节到位。

（2）打开比色皿室的箱盖和电源开关，使光电管在无光照射的
情况下预热15min以上。

（3）旋转波长调节器，选择测定所需的单色波长，选择适当的
灵敏度，一般先将灵敏度旋钮调到中间位置，用零点调节器调
节电表指至T值为10%外，若不能调到，应适当增加灵敏度。

（4）放入空白溶液和待测溶液，使空白溶液置于光路中，盖上
比色皿盖，使光电管受光，调节光量调节旋钮，使电表在T值
为100%处。

（5）打开比色皿室盖（关闭光门），调节零点调节器，使指针
在T值为0%处，然后盖上箱盖，调节光量调节旋钮使指针在T
值为100%处。如此反复调节，直到关闭光门时和打开光门时
的指针分别在T值为0%和100%处为止。



8.3  比色和分光光度法及其仪器

（6）将待测溶液置于光路中，盖上箱盖，由此时指针的位置读
得待测溶液的T值或A值。

（7）测量完毕后，关闭开关，取下电源插头，取出比色皿洗净
擦擦干，放好，盖上比色器暗箱，盖好仪器。

721分光光度计的使用注意事项

（1）使用比色皿时只能拿毛玻璃两面，并且必须用擦镜纸擦干
透光面，以保护透光面不受损坏或产生斑痕。

（2）在用比色皿装液前必须用所装溶液冲洗3次，以免改变溶
液的浓度。

（3）比色皿放入比色架时，就尽量使它们的前后位置一致，以
减少测量误差。



【实验】

 测定0.01mol/L的硫酸铜溶液的吸光度



8.4  分光光度法的应用
 8.4.1  单组分测定

 1、普通方法

当试液中只有一种被测组分在测量波长处产生吸收时，一般采用标准
曲线法进行测定。分别移取不同量被测物质的标准溶液于一系列体积相
同的容量瓶中，加入适量的显色剂和其它试剂，在所选择的最佳显色反
应条件下使其显色完全，稀释定容，同时配制相应的参比溶液。然后在
所选择的最佳测量条件下分别测量其吸光度,并绘制A—c标准曲线。最后
按相同的步骤使试液显色后再测量其吸光度Ax ，利用标准曲线找出Ax 
所对应的浓度cx，即可求得试液的浓度。

 2、示差分光光度法

吸光光度法一般仅适用于微量组分的测定，当待测定组分浓度过高或
过低，会引起很大的测量误差，导致准确度降低。示差吸光光度法可克
服这一缺点。目前，主要有高浓度示差吸光光度法、低浓度示差吸光光
度法和使用两个参比溶液的精密示差吸光光度法。它们的基本原理相同，
且以高浓度示差吸光光度法应用最多，仅介绍高浓度示差吸光光度法。



8.4  分光光度法的应用

 示差光度法与普通光度法的主要区别在于它所采
用的参比溶液不同，它是以一个浓度比待测试液
cx稍低的标准溶液cs为参比（调节仪器的T = 
100%，A = 0），然后再测定试液的吸光度，
测得的吸光度为Af 。

 相应的示差透射比为

 示差吸光度Af 与浓度差Δc成正比。制作Af —Δc
标准曲线，从其中查得试液的Δc，即可求出其
浓度cx = cs +Δc。



8.4  分光光度法的应用

 8.4.2  多组分测定

 （1）各组分具有互不干扰时，以各组分的吸收
波长为测量波长，按单组分的方法逐一测定。

 （2）各组分的吸收曲线相互重叠时，则利用吸
光度的加和性，用解联立方程的方法求得各组分
的浓度。



8.4  分光光度法的应用

 8.4.3  配合物组成的测定

 1、摩尔比法

 在一定的条件下，假设金属离子M 与配合剂R 发生下述
显色反应（略去离子电荷）：

通常是固定金属离子M的浓度，逐渐
增加络合剂的浓度。配位体为R，显然，
R应是无色的或在选定的波长范围内无
显著吸收。然后稀释至同一体积，得到
[R]／[M]为1，2，3……的一系列溶液，
配制相应的试剂空白，在一定波长下，
测定其吸光度，绘制曲线，用作图法求
得络合比。



8.4  分光光度法的应用

 2、等摩尔连续变化法（等摩
尔系列法）

 此法是保持溶液中cM+cR为常
数，连续改变cR/cM配制出一
系列溶液。分别测量系列溶液
的吸光度A，以A对
cM/(cM+cM)作图，曲线折点
对应的cR/cM值就等于络合比
n。



8.4  分光光度法的应用

 8.4.4  吸光光度法的测量误差及测量条件的选择

 1、标准曲线偏离朗伯—比耳定律的因素

 （1）物理因素的影响

 1）非单色光引起的偏离
朗伯—比尔定律只适用于

单色光，但由于单色器色散
能力的限制和出口狭缝需要
保持一定的宽度，所以目前
各种分光光度计得到的入射
光实际上都是具有某一波段
的复合光。由于物质对不同
波长光的吸收程度的不同，
因而导致对朗伯－比尔定律
的偏离。
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克服非单色光引起的偏离的措施

（1）使用比较好的单色器，从而获得纯度较高
的 “单色光”，使标准曲线有较宽的线性范围。

（2）入射光波长选择在被测物质的最大吸收处，
保证测定有较高的灵敏度，此处的吸收曲线较为平
坦，在此最大吸收波长附近各波长的光的ε值大体
相等，由于非单色光引起的偏离要比在其他波长处
小得多。

（3）测定时应选择适当的浓度范围，使吸光度
读数在标准曲线的线性范围内。
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 2）非平行入射光引起的偏离

 朗伯—比尔定律要求采用平行光束垂直入射。若入射光束为
非平行光，就不能保证光束全部垂直通过吸收池，可能导致
光束的平均光程b′大于吸收池厚度b，实际测得的吸光度将
大于理论值，从而产生正偏离。

 3）介质不均匀引起的偏离

 朗伯－比尔定律要求吸光物质的溶液是均匀的。如果被测溶
液不均匀，是胶体溶液、乳浊液或悬浮液时，入射光通过溶
液后，除一部分被试液吸收外，还有一部分因散射现象而损
失，使透射比减少，因而实测吸光度增加，便标准曲线偏离
直线向吸光度轴弯曲。故在光度法中应避免溶液产生胶体或
混浊。
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 （2）化学因素的影响

 1）溶液浓度过高引起的偏离

 朗伯—比尔定律是建立在吸光质点之间没有相互作用的前提下的。
但当溶液浓度较高时，吸光物质的分子或离子间的平均距离减小，
由于相互作用就会改变吸光微粒的电荷分布，从而改变它们对光的
吸收能力，即改变物质的摩尔吸收系数。浓度增加，这种相互作用
也随之增强，由此导致在高浓度范围内因k不恒定而使吸光度与浓度
之间的线性关系被破坏，偏离了朗伯—比尔定律，因此朗伯—比尔
定律只适用于稀溶液。

 2）化学反应引起的偏离

 朗伯—比尔定律中的浓度指的是吸光物质的平衡浓度，即吸光型体
的浓度。而在实际工作中，常用吸光物质（甚至待测组分）的分析
浓度来代替它。只有当吸光物质的平衡浓度等于或正比于其分析浓
度时，按照分析浓度所制作的标准曲线才是一条通过原点的直线，
即A与c的关系服从朗伯—比尔定律。但溶液中吸光物质常因解离、
缔合、形成新化合物或互变异构等化学反应而破坏了其平衡浓度与
分析浓度之间的正比关系，也就破坏了吸光度A与分析浓度c之间的
线性关系，从而产生对朗伯-比尔定律的偏离。
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 A 解离
大部分有机酸碱的酸式、碱式对光有不同的吸收性

质，溶液的酸度不同，酸(碱)解离程度不同，导致酸式
与碱式的比例改变，使溶液的吸光度发生改变。

 B 络合
显色剂与金属离子生成的是多级络合物，且各级络

合物对光的吸收性质不同，例如在Fe(Ⅲ)与SCN-的络合
物中，Fe(SCN)3颜色最深，Fe(SCN)2+颜色最浅，故
SCN-浓度越大，溶液颜色越深，即吸光度越大。

 C 缔合
例如在酸性条件下，CrO4

2-会缔合生成Cr2O7
2-，

而它们对光的吸收有很大的不同。
在分析测定中，要控制溶液的条件，使被测组分

以一种形式存在，以克服化学因素所引起的对朗伯－比
尔定律的偏离



8.4  分光光度法的应用

 2、仪器测量误差

仪器测量误差是指在测量吸光度或透射比时所产生的误差。它
来源于很多方面，如光源和检测器的不稳定性、吸收池位置的不
确定性以及读数的不确性等。普通分光光度计主要的仪器测量误
差是表头透射比的读数误差。光度计的读数标尺上透射比T的刻度
是均匀的，故透射比的读数误差ΔT（绝对误差）与T本身的大小
无关，对于一台给定的仪器它基本上是常数，一般在0. 002～
0 .01之间，仅与仪器自身的精度有关。但光度分析的目的是通过

如右图，当T = e- 1 = 0 .368，即
相应吸光度A = 0 .434 时，浓度测量
的相对误差最小，即图中曲线最低点
所对应的T 值。

T 测得溶液的浓度c，由读数误差ΔT引起
的被测组分浓度测量的相对误差用Δc/c
表示（其中Δc为浓度的绝对误差）。
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 3、测量条件的选择

 （1）测量波长的选择

由于有色物质对光有选择
性吸收，为了使测定结果有
较高的灵镀度和准确度，必
须选择溶液最大吸收波长的
入射光。如果有干扰时，则
选用灵敏度较低但能避兔干
扰的入射光，就能获得满意
的测定结果。
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（2）吸光度范围的控制

从仪器测量误差的角度来看，为使测量结果得到较高的准确度，
一般应控制标准溶液和被测试液的吸光度在0.2~0.8范围内。可
通过控制溶液的浓度或选择不同厚度的吸收池来达到目的。

（3）参比溶液的选择

①当试液、试剂、显色剂均无色时，可用蒸馏水作参比液。

②试剂和显色剂均无色时，而样品溶液中其他离子有色时，应采
用不加显色剂的样品溶液作参比液。

③试剂和显色剂均有颜色时，可将一份试液加入适当掩蔽剂，将
被测组分掩蔽起来，使之不再与显色剂作用，然后把显色剂、试
剂均按操作手续加入，以此做参比溶液，这样可以消除一些共存
组分的干扰。



课堂小结与习题

 课堂小结：

 （1）单组分与多组分的测定；

 （2）示差分光光度法；

 （3）影响朗伯—比耳定律的物理因素与化学因
素；

 （4）测定条件的选择。

 复习思考题及习题

 习题： 9、10、11


