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第一章 　 紫外可见吸收光谱法

紫外可见吸收光谱法 （ultraviolet and visible spectrophoto‐
metry ，UV‐VIS）是基于物质的分子与光子相互作用过程中产生
的吸收光谱的一种光学仪器分析方法 。

１ ．１ 　 基本原理

1 ．1 ．1 　 吸收光谱的产生
分子中电子处于某种运动状态 ，具有一定的能量 ，属于一定

的能级（分子能级如图 １‐１所示） 。当具有一定能量的光子作用于

物质的分子时 ，处于基态的电子吸收了光子的能量 ，从低能态跃

迁至高能态 ，由于电子能级跃迁产生了紫外可见吸收光谱 ，在电

子能级的跃迁的过程中总伴随分子振动和转动能级的跃迁 ，使紫

外可见吸收光谱呈现带状吸收 。

有机化合物的吸收带主要由电子跃迁产生 ，无机化合物的吸

收带主要由电荷转移和配位场跃迁产生 。有机化合物主要存在

以下几种跃迁类型 ：σ→ σ
倡
、n → σ

倡
、n → π

倡
、π → π

倡
，各种跃迁所需

能量大小为 ：n→ π
倡
＜ π → π

倡
＜ n→ σ

倡
＜ σ→ σ

倡

1 ．1 ．2 　定性分析
以紫外吸收光谱鉴定有机化合物时 ，通常是在相同的测定条

件下 ，比较未知化合物和已知标注物质的紫外光谱图 ，若两者的

谱图相同（主要比较最大吸收波长 λmax ） ，则可认为待测试样与已

知化合物具有相同的生色团 。

然而 ，紫外吸收光谱相同 ，两种化合物有时不一定相同 ，还要
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图 １‐１ 　双原子分子的三种能级跃迁示意图

比较它们的 εmax ，如果待测物和标准物的最大吸收波长相同 、吸光

系数也相同 ，则可认为两者是同一物质 。总之 ，不同的物质 ，具有

不同的分子结构 ，在与光作用过程中所表现出来的紫外可见吸收

光谱便具有不同的特征 ，因此有机化合物的紫外可见吸收光谱常

被用作结构分析的依据 。

1 ．1 ．3 　定量分析
物质对光的吸收 ，在一定实验条件下遵循朗伯 —比尔定律 ，

即当一束平行的单色光照射到一定浓度的均匀溶液时 ，入射光被

溶液吸收的程度与溶液厚度 、溶液的浓度成正比 ，数学关系式为 ：

A ＝ lg I０
It ＝ lg １

T ＝ εbC

A 为吸光度 ；I０ 为入射光强度 ；It 为透射光强度 ；T 为透光
率 ；ε为摩尔吸光系数 ．

这就是朗伯 —比尔定律 。如果溶液浓度以表示 mol／L ，溶液

厚度以 cm 表示 ，ε的单位为 L · mol － １ · cm － １
，ε愈大 ，表示溶液

对单色光的吸收能力愈强 ，分光光度测定的灵敏度就愈高 。在确

定的实验条件下 ，吸光度正比于被测物的浓度 。利用上式可进行
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紫外吸收光谱的定量分析 。

１ ．２ 　仪器操作简介

1 ．2 ．1 　开机（以日本津岛 UV‐1601为例）

（１）开机前确认电源是否连接 ，所连电脑是否开机 ；

（２）打开仪器电源开关 ；

（３）双击电脑桌面上 UVPC图标或在开始菜单中找到 UVPC
图标并打开 ，依次点“Configure” 、“PC configuration” ，在“Photo‐
meter Serial Port”中选择 １ ，等待仪器自检完毕 。

1 ．2 ．2 　测量
仪器自检结束后 ，在菜单“Acquire Mode（测定模式）”下选中

所需的测定方式 ：“Spectrum （光谱扫描）” 、“Quantitative（定量）”

或“Time Course（时间曲线扫描）” 。

1 ．．2 ．2 ．1 　 Spectrum（光谱扫描）

１ ．２ ．２ ．１ ．１ 　调节参数

在菜单“Configure”中选中“Parameters”或用“Ctrl ＋ P”调用
参数表 ，选择所需参数 。通常改动波长范围（Wavelength Range）
及吸光度范围（Abs） 。点击“OK” ，等待仪器调整至准备状态 。

１ ．２ ．２ ．１ ．２ 　调整基线

在参比槽（里面一个）中放入调整基线溶液的比色皿 ，盖好上

盖 ，点击“Baseline” ，待仪器自动调整基线 。

１ ．２ ．２ ．１ ．３ 　扫描谱图

将装有被测溶液的比色皿放入样品槽（外面一个）中 ，盖好上

盖 ，点击“Start” ，待仪器自动测试完毕 ，会自动出现“Save”状态 ，

输入文件名称 ，点击“Save”保存光谱图即可 。在菜单“Presenta‐
tion” 中点击“Copy Graph” ，可将光谱图复制至 word文档 。在菜

单“Manipulate”中点击“Peak Pick” ，会给出 λmax报告 。
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1 ．2 ．2 ．2 　 Quantitative（定量分析）

１ ．２ ．２ ．２ ．１ 　调节参数

在菜单“Acquire Mode”中选中“Quantitative” ，设定 λmax和吸
光度（Abs）范围 ，点击“Concentration” ，修改浓度单位及范围 。在

菜单“Configure”中选中“Parameters”调用参数表 ，选择所需参

数 ，通常修改测定波长值（Wavelength） 。如需绘制标准曲线 ，可

再选中 “Concentration”项 ，修改其中的浓度单位 ，如 g／mL 、

mg／mL等 ；在测定范围中输入测定范围值 ，如 ０ ～ １００ 。如果样品

做重复点 ，可在“Repetitions”项中选中重复数（但可选重复数不大

于 ５） 。点击“OK” ，等待仪器调整至准备状态 。

１ ．２ ．２ ．２ ．２ 　绘制标准曲线

在参比槽中放入装有参比溶液的比色皿 ，盖好上盖 ，点击

“Auto Zero” 待仪器自动调零 。再将装有标准溶液的比色皿放入

样品槽中 ，盖好上盖 ，点击“Read” ，会自动出现“Edit Standard”状
态 ，在浓度项“Concentration”中 ，输入该溶液的浓度值 ，点击

“OK” ，仪器会自动记录并等待下一个标准品的测定 。更换样品

池中的标准品并逐一测定至全部标准品测定完毕 。仪器会给出

工作曲线和回归方程 。在菜单“File”中选中“Save” ，将该标准曲

线存入所需位置 。

１ ．２ ．２ ．２ ．３ 　测定样品

将样品槽中的比色皿中溶液换成被测溶液 ，盖好上盖 ，点击

“Unknown” ，仪器会自动记录被测溶液的吸光度 Abs值 ，同时根

据回归方程计算出对应的浓度值 。仪器会自动等待下一个样品

的测定 。逐一更换样品池中的样品并测定至全部样品测定完毕 。

在菜单“File”中选中“Save” ，将该样品结果存入所需位置 。

1 ．2 ．3 关机
（１）将比色皿中的溶液倒尽 ，然后用蒸馏水或有机溶剂冲洗

比色皿至干净 ，将比色皿保存在保存液中 ；将仪器外盖盖好 。

（２）退出 UVPC操作系统 ，关闭仪器 。
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实验 １ 　高锰酸钾紫外可见吸收
　 　 　 　光谱定性扫描及数据处理

　 　

一 、目的要求

１ ．学习紫外光谱分析方法的基本原理 ；

２ ．熟悉 UV‐１６０１紫外可见分光光度计的定性／定量测量操

作方法 ；

３ ．掌握紫外可见光谱定性图谱的数据处理方法 。

二 、方法原理

紫外可见光谱是用紫外可见光测量获得的物质电子光谱 ，它

研究由于物质价电子在电子能级间的跃迁 ，产生的紫外可见光区

的分子吸收光谱 。当不同波长的单色光通过被分析的物质时 ，测

得不同波长下的吸光度或透光率 ，以吸光度为纵坐标 、波长 λ为

横坐标作图 ，可获得物质的吸收光谱曲线 。一般紫外光区为波长

范围为 １９０ ～ ４００nm ，可见光区的波长范围为 ４００ ～ ８００nm 。

由于分子结构不同 ，但只要具有相同的生色团 ，它们的最大

吸收波长值就相同 。因此 ，通过未知化合物的扫描光谱 ，确定最

大吸收波长值 ，并与已知化合物的标准光谱图在相同溶剂和测量

条件下进行比较 ，就可实现对化合物的定性分析 。

根据朗伯 －比尔定律 ：

A ＝ lg I０
I ＝ εbc

A ：吸光度 ；

I０ ：透过光的强度 ；

I ：入射光的强度 ；

ε ：摩尔吸光系数（L · mol － １
· cm － １

） ；

b ：吸收池的长度（通常 １cm 、２cm或 ４cm） ；

c ：待测物的浓度（mol／L） 。
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如果固定吸收池的长度 ，已知物质的吸光度和其浓度成线性

关系 ，这是紫外可见光谱法进行定量分析的依据 。

采用外标法定量时 ，首先配制一系列已知准确浓度的高锰酸钾

溶液 ，分别测量它们的吸光度 ，以高锰酸钾溶液的浓度为横坐标 ，以

各浓度对应的吸光度值为纵坐标 ，作图 ，即得到高锰酸钾在该实验

条件下的工作曲线 。取未知浓度高锰酸钾样品 ，在同样的实验条件

下测量吸光度 ，就可以在工作曲线中找到它对应的浓度 。

无机化合物电子光谱有电荷迁移跃迁和配位场跃迁二大类 。

无机盐 KMnO４在可见光区具有固定的最大吸收波长位置 ，在水

溶液中它的最大吸收波长值 λmax为 ５２５和 ５４４ ，并且它具有特征的

峰形 。在避光的环境下保存的水溶液其峰位置和峰形可长期稳

定不变 ，它是作为校正紫外可见光波长的基准物质之一 。因此 ，

可以根据它们的紫外吸收光谱特征（见图 １‐２） ，在紫外可见光谱

分析仪的定性测量模式中通过光谱扫描 ，测量获得其波长 —吸光

度谱图 ，对它进行准确可靠的定性鉴别 ，并采用外标定量法进而

进行定量分析 。

图 １‐２ 　不同浓度的高锰酸钾（KMnO４ ）紫外光谱定性扫描图

三 、实验仪器和试剂

１ ．仪器 ：UV‐１６０１紫外可见光谱仪（日本岛津） ，主要技术指
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标如下 ：

（１）测量波长范围 ：１９０ ～ １１００nm
（２）光度范围 ：± ３ ．９９Abs
（３）测量准确度 ：± ０ ．５nm
（４）光度系统 ：双光束 ，动态反馈直接比例记录系统

（５）测量模式 ：定波长扫描 、定性扫描 、定量扫描 、动力学

（６） S／N 比 ：≤ ０ ．０００５ABs （２nm 带宽 ，快速扫描 ８５０ ～

２００nm） ，两面通石英 、玻璃比色皿各一对（１０mm × １０mm） ，２５mL
具塞容量瓶 ，２mL移液管 ，２５０mL 烧杯 ，镜头纸 ，洗瓶等 。

（７）试剂 ：高锰酸钾 （０ ．０２moL／L ）标准储备溶液 （内含０ ．５

mol／L H２ SO４和 ２g／L KIO４ ） ，含有高锰酸钾的未知浓度的双组

分混合物 ，二次蒸馏水等 。

四 、实验步骤

１ ．打开紫外可见光谱仪（岛津 UV‐１６０１）） 。
主机进行仪器初始化 ，预热 ５分钟 。

２ ．储备液和标准系列溶液的配制 。

准确称取 １ ．５８g KMnO４ ，用二次去离子水溶解 ，加入 １４mL
浓硫酸和 １g KIO４ ，定容于 ５００mL 容量瓶 ，得到 ０ ．０２mol／mL 的
储备液 ，暗处保存 。

分别准确移取 ０ ．２５ 、０ ．５０ 、１ ．００ 、２ ．００mL 的 KMnO４储备液
于 ５０mL 容量瓶中 ，用二次去离子水定容 ，得到浓度分别为 ０ ．１０ 、

０ ．２０ 、０ ．４０ 、０ ．８０mmol／mL 的 KMnO４ 溶液 。

３ ．在应用菜单中选择定性光谱测量法（Spectrum） ，在菜单

“Configure”中选中“Parameters” ，设置好需要的横坐标（波长值 ，

扫描范围 ６００ ～ ４００nm）和纵坐标（Abs值 ，０ ～ ２ ．５测量所得参数

值） 。在定性对话上正确安装所需要的扫描波长范围（横坐标测

量波长段）以及光度范围（Abs） 、扫描次数（１） 、扫描速度（Fast） 、
单位（M ／L） 、显示方式（Overlay）等相关值 。

４ ．在参比槽（里面一个）中放入盛有参比溶液的比色皿 ，盖好

上盖 ，点击“Baseline” ，待仪器自动调整基线 。
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５ ．将装有被测溶液的比色皿放入样品槽（外面一个）中 ，盖好

上盖 ，点击“Start” ，待仪器自动测试完毕 。 完毕时会自动出现

“Save”状态 ，点击“Save” 。 在菜单“File”中选中“Save”将该光谱
图保存 。在菜单“Presentation” 中点击“Copy graph”可将光谱图
复制至 word文档 。在菜单“Manipulate”中点击“Peak Pick” ，自

动给出 λmax报告 ，依次扫描 ５ 份高锰酸钾标准溶液 ，得到类似图

１‐２的光谱图 。

６ ．同样扫描含有高锰酸钾的未知浓度的双组分混合物 ，对测

量获得的图谱与标准高锰酸钾谱图对照 ，分析结果 。

７ ．关机 。将比色皿中的溶液倒尽 ，然后用蒸馏水或有机溶剂

冲洗比色皿至干净 ，将比色皿保存在保存液中 ，将仪器外盖盖好 ，

退出 UVPC操作系统 ，关闭 UVPC仪器 。

五 、结果处理

１ ．打印标准高锰酸钾定性扫描曲线光谱图 。

２ ．确定高锰酸钾溶液的最大吸收波长值 λmax ，并计算最大波

长下的摩尔吸收系数 εmax 。
３ ．确定未知浓度高锰酸钾溶液的最大吸收波长 λmax 。

六 、讨论

１ ．综述紫外吸收光谱分析的基本原理 。

２ ．归纳影响最佳紫外光谱定性／定量／定波长测量分析结果

准确性的各种操作因素 ，综述各类注意事项 。

３ ．综述紫外可见光谱仪（UV‐１６０１）定性／定量／定波长测量

模式的主要操作特点 。

七 、注意事项

１ ．测定紫外波长时 ，需选用石英玻璃的比色皿 。

２ ．测定时 ，如有溶液溢出或样品槽被弄脏 ，要尽可能及时清

理干净 。
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实验 ２ 　苯酚紫外吸收光谱的
　 　 　绘制及定量测定

一 、实验目的

１ ．了解紫外可见分光光度法的基本原理 。

２ ．掌握紫外可见分光光度计的基本操作 。

３ ．掌握紫外可见吸收光谱的绘制和定量测定方法 。

二 、实验原理

分子的紫外可见吸收光谱是分子中的某些基团吸收了紫外

可见辐射光后 ，发生了电子能级跃迁而产生的吸收光谱 。它是带

状光谱 ，反映了分子中某些基团的信息 ，可以用标准光谱图再结

合其他手段对未知物进行定性分析 。

根据 Lambert‐Beer定律 ：A ＝ εbc（A 为吸光度 ，ε为摩尔吸光

系数 ，b为液池厚度 ，c为溶液浓度） ，可以对溶液进行定量分析 。

在紫外可见吸收分光光度分析中 ，必须注意溶液 pH 值的影
响 。因为溶液的 pH 值不但有可能影响被测物的吸光强度 ，甚至

还可能影响被测物吸收峰的形状和峰位 。

苯酚在紫外区有三个吸收峰 ：在酸性或中性溶液中 ，λmax为
１９６ ．３nm 、２１０ ．４nm 和 ２６９ ．８nm ；在碱性溶液中 ，λmax 位移至
２０７ ．１nm 、２３４ ．８nm和 ２８６ ．９nm 。图 １‐３（A 、B）为 ０ ．０２１g ／L 的苯
酚分别在 ０ ．０１０mol／L 盐酸溶液与氢氧化钠溶液中的紫外吸收光
谱 。由图知 ，在盐酸溶液与氢氧化钠溶液中 ，苯酚的紫外吸收光

谱有很大差别 ，所以 ，在用紫外可见吸收分光光谱分析苯酚时应

加缓冲溶液 。 本实验通过加氢氧化钠强碱溶液来控制溶液的

pH 值 。

三 、仪器和试剂

１ ．仪器 ：日本岛津 UV‐１６０１紫外可见分光光度计 ，１ ．０cm 石
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英比色池 。

２ ．试剂 ：０ ．５g／L 苯酚标准溶液 ，０ ．２５mol／L NaOH 。

图 １‐３ 　苯酚的紫外吸收光谱
曲线 A ：苯酚在 ０ ．０１０mol／L 氢氧化钠溶液中的紫外吸收光谱 ；

曲线 B ：苯酚在 ０ ．０１０mol／L 盐酸溶液中的紫外吸收光谱 。

四 、实验步骤

１ ．准确移取 ０ ．５g／L 的苯酚标准溶液 ５ ．００mL 于 ５０mL容量
瓶中 ，用蒸馏水稀释至刻度 ，摇匀 。分别准确移取上述苯酚溶液

０ ．００ 、５ ．００ 、１０ ．００ 、１５ ．００mL 于 ２５mL 容量瓶中 ，另准确移取 ２份

合适体积的未知溶液 （视未知溶液中苯酚溶液的浓度而定）于

２５mL 容量瓶中 ，上述 ６ 个容量瓶中各加 １mL ０ ．２５mol／L 的
NaOH 溶液 ，用蒸馏水稀释至刻度 ，摇匀 。

２ ．开启紫外光谱仪 ，关闭钨灯 ，开启氘灯 ，按照下述步骤扫描

谱图 ：

（１）用 １ ．００cm 石英比色池 ，以 ０ ．０１mol／L NaOH 溶液作空
白 ，绘制上述苯酚标准溶液的紫外吸收光谱曲线 ，找出最大吸收

波长 λmax 。
（２）固定在最大吸收波长处 ，测量苯酚标准溶液的吸光度 ，在

该波长下以浓度对吸光度绘制标准曲线 ，最后测量未知浓度苯酚

溶液的吸光度 ，计算未知样品的浓度 。打印出工作曲线和测定

参数 。
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五 、数据处理

１ ．计算原始未知样中的苯酚的浓度 。

２ ．求出苯酚在碱性溶液中最大吸收波长 λmax处的摩尔吸光
系数 ε 。

六 、思考题

１ ．实验中为什么加 NaOH ？

２ ．本实验是在紫外吸收光谱中波长最大的吸收峰下进行测

定的 ，是否可以在波长较短的另外两个吸收峰下进行定量测定 ？

为什么 ？
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