
第十一章　　光学分析法概论

。可见，波长愈短或频率，其值为

光学分析法是以物质发射的辐射或辐射与物质相互作用为基础的分析方法。随着光

学、电子学、数学和计算机技术的发展，光学分析法在各个领域中的应用越来越广泛。为

了能正确了解光学分析的一般原理，本章将对这些方法赖以建立的基础，即电磁辐射的基

本性质及其与物质相互作用的特点，结合各种常用的光学分析方法加以介绍。

第一节　　　　电磁辐射和电磁波谱

电磁辐射又称为电磁波，是一种以巨大速度通过空间传播的光子流。它有各种类型，

从 射线直至无线电波都是电磁辐射，光就是人们最熟悉的一种。电磁辐射具有波粒二象

性，它在传播过程中出现的反射、折射、衍射、干涉等现象表现为波动性，波动性可用速度

频率（、波长 ）和波数（

度内波的振动次数，单位为

是电磁辐射在真空中的传播速度，为式中， 。在其它透明介质

中，由于电磁辐射与介质的作用，传播速度比在真空中稍小一些。但因空气和真空中的传

播速度相差不大，故也常用上述二式表示空气中三者关系。电磁辐射的发射或与物质作用

时被吸收的现象则只能用微粒性来解释，即必须将其看作是不连续的粒子流，这种粒子称

为光子或光量子，每个光子具有能量 ，其大小与相应的频率和波长有如下关系：

为普朗克常数（式中

把电磁辐射的粒子性和波动性有机地联系在一愈高，光子能量愈大；反之亦然。式（

式可进行电磁辐射的波长与频率、波数、能量之间的换起。通过（

算。

电磁辐射的吸收是指辐射通过某些透明物质（固体、液体或气体）时，其中某些频率被

选择性吸收而使辐射强度减弱的过程，吸收的实质是电磁辐射的能量被转移到了物质的原

这样一些参数加以描述。波数是波长的倒数，表示单位长

。在真空中，上述参数间的关系为



）可计算出相应电磁

的关系为：

若已知物质由原子或分子在不同能级间跃迁的能量差，按式（

辐射能的波长。

列出了

电磁辐射按波长顺序的排列称为电磁波谱，它包括了波长和能量的无限范围。按波长

的不同，它又可分为不同的区域。由于电磁辐射的产生或吸收，是物质内部运动变化的一

种客观反映，所以，电磁波谱内的所有波谱区都可用于物质的分析测定。表

分析中常用的电磁波谱区的名称、波长范围、能量大小及与其相应的物质内部能级跃迁类

型、分析应用的波谱类型。

）各种波长单位的关系为

各光谱区的波长范围划分并不严格，在不同文献资料中会有出入；

表 电磁波谱及其在仪器分析中的应用

）相等，才能被吸收或发射，它们之间必须与物质的原子或分子的能级变化（子能量

放出多余的能量。电磁辐射的吸收或发射是物质内能变化的一种客观反映，任一波长的光

而处于激发态的粒子（ 离子、原子或分子）在返回到低能级或基态时，以电磁辐射的形式释

子轰击等）的发射则是吸收了外界能量（包括电能、热能、电磁辐射能、电子或其它基本粒

些粒子由最低能态（基态）跃迁到了较高的能态（激发态）。电磁辐射结果，这子或分子上，



第二节　　光学分析法分类

射线

光学分析法可分为光谱分析法和非光谱分析法两大类。当物质发射辐射或与辐射能作

用将其吸收时，总是伴随着物质内部的能级跃迁，记录由能级跃迁所产生的辐射能发射或

吸收强度随波长（或相应单位）的变化，所得的谱图称为光谱。利用物质的光谱进行定性、

定量和结构分析的方法称为光谱分析法，简称光谱法。非光谱分析法则不是以光的波长为

特征信号，而是通过测量辐射线照射物质时产生的辐射在传播方向上或物理性质上的变化

进行分析的，如利用其折射、偏振、衍射与散射等现象建立起来的折射法，旋光法、

。本书只衍射法、散射浊度法、比浊法等光学分析法。各种常用的光学分析法列于表

讨论光谱法。

表 常用的光学分析方法
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可见区中一定能量光子时，其外层电子就从能级较低的基态跃迁到能级较高的激发

由于光谱与物质中原子或分子在特定能级间的跃迁有关，因此根据其特征光谱的波长

可对试样进行定性或结构分析，而根据其强度与相应原子或分子的含量有关，又可借以对

试样作定量分析。按产生光谱的方式不同，光谱法可分为发射光谱法，吸收光谱法和拉曼

光谱法。

一、吸收光谱法

由物质对辐射能的选择性吸收而产生的光谱称为吸收光谱。根据吸收光谱进行定性、

定量及结构分析的方法，称为吸收光谱法。

吸收光谱也称吸收曲线。光学光谱区（紫外、可见、红外区）的吸收光谱通常是用分光

光度计测量得到的，故该区的吸收光谱法一般称为分光光度法。

（一）原子吸收光谱法（

原子吸收光谱法又称原子吸收分光光度法。

原子中的电子总是处于某一种运动状态之中。每一种状态具有一定的能量，属于一定

的能级。而原子所有电子所处的能级状态也即代表了原子的某种能级。当原子蒸气吸收紫

外

态，从而产生所谓的原子吸收光谱。通过测量处于气态的基态原子对辐射能吸收程度来测

量样品中待测元素含量的方法，就称为原子吸收光谱法。原子吸收光谱法的测定对象主要

为金属元素。

与吸收光的波长，频率之间服从普朗克原子外层电子跃迁前后两个能级的能量差

条件（式 。不同元素因不同的原子结构和外层电子分布，能级结构各不相同，故各有

其特征吸收波长，而能级的量子化，则决定了原子吸收光谱为不连续的线状光谱。另外，

由于一个原子可具有多种能级状态，吸收不同的能量后可以跃迁到不同的激发态上，因此

其特征吸收线会有多条。

（二）分子吸收光谱法

分子吸收光谱产生的机理与原子吸收光谱相似，也是

在辐射能的作用下，由分子内的能级跃迁所引起。但由于

分子内部的运动所涉及的能级变化比较复杂，因此分子吸

收光谱比原子吸收光谱要复杂得多。

分子由两个或两个以上的原子所组成，因而除电子的

运动外，还有原子间的相对振动和分子绕质量中心的转

动。与此相应，分子除有电子能级外，还有振动能级和转

动能级。如图 所示，在同一电子能级时，分子的能

量因振动能量不同而分为若干亚能级，即振动能级（

；在同一电子能级和振动能级时，它的能量还因

转动能量不同而分为若干次能级，即转动能级（

分子能级跃迁示意图图

和应为其电子能

），三种不同能级都是量子化的。若不计核能和分子

、振动能的平动能，分子能量



转动光谱，表现出很复杂振动

转动能 之和：

当吸收一定能量的电磁辐射时，分子就由较低的能级跃迁到较高的能级上，吸收辐射

的能量与分子的这两个能级差相等。对多数分子而言，其中的电子能级差 ，振动能级

差 ，转动能级差 的值及与之相当的电磁波波段为

（主要为紫外、可见区）

的（约为 （近、中红外区）

的（约为 （主要为远红外区、微波区）

由分子中的电子能级、振动能级和转动能级跃迁产生的光谱分别称为电子光谱、振动

光谱和转动光谱。实际上，只有用远红外光或微波照射分子时才能得到纯粹的转动光谱，

而纯粹的振动光谱和电子光谱却无法获得。因为振动跃迁一般都伴随有转动状态的改变，

结果使相应于两个振动能级间的跃迁产生的光谱不是一条单个的谱线，而包含着靠得很近

的许多谱线，相当于叠加到该振动跃迁上的许多转动跃迁。同样，因为有许多振动和转动

能级的改变叠加到电子跃迁上，电子光谱实际上是电子

的结构。由于仪器分辨率及测试条件的影响，电子光谱中振动和转动能级跃迁所产生的谱

此，分子光谱常以谱带为其特征。图

线结构一般分辨不出，观察到的只是这些谱线展宽后合并在一起形成的较宽的吸收带。因

是四氮杂苯在不同测量条件下的紫外吸收光谱

图，其蒸汽光谱呈现出明显的振动和转动能级跃迁所产生的光谱精细结构，在非极性溶剂

环己烷中还可观察到振动（含转动）效应的谱带，而在强极性溶剂水中，精细结构完全消失，

得到的是很宽的吸收带。

以测量分子转动能级、振动能级和电子能级跃迁所产生的分子吸收光谱为基础的定

性、定量和结构分析的方法称为分子吸收光谱法。根据照射辐射的波谱区域不同，分子吸

收光谱法可分为紫外分光光度法，可见分光光度法和红外分光光度法。

紫外分光光度法（

，其中

又称紫外吸收光度法，紫外

吸收光谱法。

紫外线波长范围为

为远紫

外区域，称真空紫外区，

为近紫外区，与之对应有

远紫外分光光度法和近紫外分

光光度法。远紫外线能被空气

中的氧气和水强烈地吸收，利用

其进行分光光度分析，需将分光

光度计抽真空，因此远紫外分光

图

四氮杂苯蒸汽； 四氮杂苯溶于环己烷中； ）四氮杂苯溶于水中

四氮杂苯的吸收光谱



，可引起分子振动能级跃

光度法的研究与应用不多。通常所说的紫外分光光度法指的是近紫外区的分光光度法。

近紫外线光子能量约为

。紫 外

分子的伸缩振动（图

，能引起分子外层电子（价电子）的能级跃迁并伴随

振动能级与转动能级的跃迁，故吸收光谱表现为带状光谱。对有机物而言，具有共轭结构

的分子，因其价电子能级跃迁所需能量与近紫外线光子能量相当，故为紫外分光光度法的

主要研究对象。

，光子能量为

可见分光光度法（

可见光波长范围为 能引起具有长共轭结构的有机

物分子或有色无机物的价电子能级跃迁，并伴随分子振动和转动能级跃迁，吸收光谱也为

带状。

可见分光光度法（

因紫外分光光度计上一般具有可见波段，因此常把紫外分光光度法和可见分光光度法

合称为紫外 可见分光光度法是药物分析应用最广泛

的分光光度法之一，主要用于无机和有机物的定量分析及某些有机物的定性与结构分析。

红外分光光度法（

，分近、中、远红

又称红外吸收光谱法，简称红外光谱法。

红外线波长为

。其中中红外区（

外三个波段，各波段的波长范围，光子能量及相应

的能级跃迁类型见表

）最为常用，中红外分光光度法（
和

弯曲振动
）即通常所指的红外分光光度法。中红线光子

示意图　　　　　　　　　　　　能量约为

迁并伴随着转动能级跃迁，因此，其吸收光谱属于振

所示。分子

转光谱，为带状光谱。分子振动分

为伸缩振动（键长周期性变化）及弯曲振动（键角周期性变化）两类，如图

吸收适宜频率的中红外线后，振幅或键角加大。

红外光谱因由基团中原子间振动而引起，故主要用于分析有机分子中所含基团类型及

相互之间的关系。对于有机化合物结构分析具有重要作用。在定量方面虽也有应用，但灵

敏度不及其它仪器方法，故不常用。

（三）磁共振波谱法

磁共振波谱是一类由磁场诱导而产生的吸收光谱。

核磁共振波谱法（

以及与它们邻近原子或基团的相互关系等信息。根据这些信息
跃迁示意图

法能够提供待测原子核的数目和它们在分子中的位置
图 原子核自旋能级

发生该原子核自旋取向的改变。此即核磁共振（图

置于强场中的物质时，会引起分子中某种核的自旋能级跃迁，而

的无线电波能量相当，故当以一定频率的无线电波照射

成两个或两个以上的量子化能级，核自旋能级差很小，其大小与

在强磁场中，磁性原子核的自旋能级会受外磁场诱导而分裂



，由于不同元素特有的原子结构、量子

电子自旋能级

可描绘出原子或基团在分子中的排列，推出分子化学结构。

法是当前研究分子化学结构最得力的方法之一，也可进行定性和

定量分析。

顺磁共振波谱法

全称为电子顺磁共振波谱法（

）或电子自旋共振波谱法（

。

图

跃迁示意图

的微波后即发生跃迁而改变电子自旋的取向（图

具有未成对电子的物质在磁场中表现为顺磁性，称为顺磁性

物质。这类物质在强磁场的作用下，其未成对电子的自旋被诱导

发生量子化的能级分裂，这种自旋能级间的能级差比核自旋能级

差大得多，当吸收

顺磁共振研究的对象是具有未成对电子的化合物，主要用于自由基，过渡金属离子及

其化合物，以及能产生自由基的物质的定性、定量及结构分析。

二、发射光谱法

物质的原子、离子或分子受激后，由激发态回到基态或较低能态所产生的光谱称为发

射光谱。根据发射光谱对物质进行定性、定量分析的方法称为发射光谱法。

（一）原子发射光谱法（

秒）便

用火焰、电弧、辉光、等离子体等作为激发源，使气态原子或离子的外层电子受激发，

由基态跃迁到激发态。处于激发态的电子很不稳定，在极短的时间内（约

返回基态或其它较低能级上，在返回过程中能量往往以光的形式释放出来。发射光的波长

或频率与跃迁前后能级差服从普朗克条件（式

化的能级以及能级状态的多样性，因此，每种元素的原子都可产生一系列不同波长的特征

光谱线。根据某些特征谱线的出现与否，可以判断有无某元素的存在，进一步测量谱线的

强度就可进行定量分析。这就是原子发射光谱法。原子发射光谱法可进行多元素的同时测

定。

（二）原子荧光光谱法（

又称原子荧光分光光度法、原子荧光分析法。

以辐射能作为激发源，使分子或原子的外层电子受激发，当其返回基态或较低能级时，

有的便以发出辐射的方式（二次辐射）放出能量。这种以辐射能（一次辐射）为激发方式产生

的二次辐射就称为荧光。根据由原子蒸气所发射的荧光光谱而建立的分析方法就叫原子荧

光光谱法。原子荧光光谱法主要用于元素的定量分析。

原子荧光光谱与原子发射光谱波长一般均位于紫外一可见光谱区，且都为线状光谱。

但两者受激方式不同。

（三）分子荧光光谱法（

由分子产生的荧光称分子荧光。根据分子的荧光光谱而建立的分析方法称为分子荧光

光谱法或分子荧光分析法，简称荧光分析法。荧光分析通常以紫外光作光源，其荧光波长
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线，朝高频率方向位移的谱线则称位移，朝低频率方向位移的谱线称为

谱线相对于光源谱线的频率位移

一般位于紫外 可见光谱区，为带状光谱。主要用于有机或无机物的定量分析。

（四）分子磷光光谱法（

分子的磷光与荧光相似，也是由于分子价电子吸收光能激发后，在返回基态时而发出

光谱法三、

光谱是因散射光能而产生的。当用一定频率的激发光照射透明物质（固体、液体

或气体）时，还可发生散射现象，在与入射光成直角的方向，可以检测到这种散射。如果散

射光与入射光频率相同，这种散射称为瑞利散射；如果频率发生了变化，则称为拉曼（

）散射。一般认为瑞利散射的产生是因为分子吸收能量后，被激发至准激发态（其能级

间于电子基态与第一电子激发态能级），当返回基态原来的振动能级时，重新以光的形式放

散射则是由

中常用强度

位移来表示的，即其纵坐标为谱带光谱一般是以

光谱来进行定性、定量

的辐射，而且两者一般都经过无辐射跃迁过渡到较低激发态，然后再以辐射形式返回基态。

单重态的跃迁产生的，而磷光则是由但它们的发光机理有根本的区别：荧光是由单重态

三重态 单重态跃迁产生的（见第十五章）。根据分子磷光光谱而建立的分析方法称为分子

磷光光谱法或分子磷光分析法，简称磷光分析法。它主要用于环境分析，药物研究等方面

的有机化合物的定量测定。

射线荧光分析法

射线（初级）作激发源照射物质，物质即发出次级

（五）

以 射线，这种由于 射线照射物

射线叫 射线荧光。根据物质的 射线荧光进行元素定性、定量分析的

射线荧光分析法。

质而产生的次级

方法就称为

射线波长短，能量大，射线荧光的产生是原子中内层电子发生能级跃迁的结果。

射线的形式

当它作用于物质时，可从原子的内层打出一个电子，留下具有一个内层空穴的正离子，而

较外层的电子立即跃迁到能级较低的内层轨道上，填补空穴。同时，以发射

射线荧光谱线，且谱线波长不随元素的物

射线荧光分析是一种非破坏性的仪器分析，试样的状态可以是

释放出量子化的能量。不同元素各有其特征的

理及化学状态而变。因此

各种各样的，如固体、粉末、液体、浆状等。可进行多元素的同时分析，并具有分析浓度范

围广的特点，从痕量到常量浓度均可得到满意的准确度和精密度。

出能量，光子与分子间没有净的能量交换，只是改变了光子运动方向。

光谱。

激发至准激发态的分子返回至比原来稍高或稍低的振动能级而产生的，光子与分子发生了

能量交换，由此所得的散射光谱称为

线，

称为

为反 谱线对称地排列于入射光谱线的两侧（见图

线。分析上的较大的

位移即波数。根据分子的特征

光谱法（

的相对强度，横坐标为

和结构分析的方法称为

转动能级的改变，属于振动光谱，因此位移反映了散射物质分子的振动
分光光度计

的应用，使

光谱法常与红外光谱互为补充，成为有机结构分析的有力工具，激光源

光谱法得到了进一步的发展。



第三节　　光谱分析法发展概况

光谱法中。

等光谱法配合运用，关系密切，因此很多分析化学文献亦把质谱法归在

谱（相对强度 质荷比）。根据质谱来确定分子的原子组成、分子量、分子式和分子结构的

方法称为质谱法（ 。因为它是未知物结构分析不可缺少的一环，经常

与 及

图 拉曼散射和瑞利散射时发生的能级跃迁与能量交换（上）及拉曼位移（下）

四、质谱法

质谱，是将化合物形成的离子，按其质量与电荷的比值不同进行分离测定得到的质量

半个世纪以来，光谱分析一直是分析化学中最有活力的领域。在各种分析方法中，光

谱分析是研究最多和应用最广的分析技术之一。

可见

物理学、电子学及数学等相邻学科的发展对光谱分析的发展起了巨大的推动作用。

年代中期，电子学中光电倍增管的出现，促进了原子发射光谱、红外吸收光谱、紫外

射线荧光光谱等一系列光谱法的发展。吸收光谱及

及原子荧光光谱兴起。

年代原子物理的发展，使原子吸收

年代等离子体、傅立叶变换与激光技术的引入，出现了电感耦合



）与质谱、傅立叶变换红外光谱、核磁共振谱的联用

等的出现与发展，使以及

等离子体原子发射光谱（ 、傅立叶变换红外光谱（ 、傅立叶变换核磁共振

）及激光光谱（如激光拉曼光谱、激光诱导荧光光谱、激光光声光谱）等一系列谱（

年代以来，计算机技术和化学计量学的发展，进一步推动了光谱分析方光谱分析技术。

法和仪器的发展。一机多能或多机联用；吸取其它学科的新成果，创立新的分析方法；进

一步提高仪器的自动化、智能化、微型化程度并使其满足高灵敏度、高选择性、更精密、更

快速的分析需要，已是光谱分析重要的发展趋势。近年来各种色谱与光谱联用技术如气相

色谱（

；高效毛）与上述光谱的联用 及

质谱联用（

；液相色谱（

细管电泳

色谱图（波长复杂混合物的分离分析比较容易解决，分析效能大大提高。同时，三维光谱

时间）的出现使联用技术更有特色，在一张三维光谱强度 色谱图上，可同时获得定性

与定量信息。在此期间，波谱法也有了很迅速的发展。超导，高频率的核磁共振仪（如

兆赫以上仪器）的出现，使核间高级耦合的复杂光谱可以变为一级耦合的简单光谱；以及二

相关谱等）使核磁共振谱的解析及分子结构的测定更相关与维核磁共振技术（

加容易，更加迅速。

与其它仪器分析一样，学科渗透、技术结合、取长补短，融合

发展的途径。

分化 融合是光谱分析



第十二章　　可见分光光度法

第一节　　概述

）是通过测定物质在可见光区波长范围内可见分光光度法（

光的吸光度对该物质进行定量分析的方法。通常应用以滤光片获得单色光的光电比色计，

测量有色溶液的吸收度，对组分进行含量测定的方法称为光电比色法；而经棱镜或光栅等

为单色器的分光光度计在可见光区测量溶液吸光度的测定方法称为可见分光光度法。由于

两者均基于在可见光区吸光度的测定，所以统称为可见分光光度法。

，完全能满足微量组分的准确度要求。如果选用精密分光光

可见分光光度法一般适宜于微量组分的测定，所测物质浓度下限可达

，相对误差一般为

。采用示差法可测定高含量组分，而使分光光度法进入度计测量，相对误差可降至

常量分析领域。

此法不仅能测定有色物质，还能通过显色反应测定无色物质。如果采用选择性高的显

色剂和反应条件，或选择分光光度法的特殊技术，常可不经分离直接测定混合物中某种组

分。除某些稀有元素和一些阴离子外，几乎所有的无机离子和许多的有机物，均可用此法

进行定量分析，还可用于酸、碱离解常数，配合物组成和稳定常数的测定等方面的研究。

因此，可见分光光度法在科学研究、工农业生产以及医药卫生事业中都有广泛的应用。

如图 图所示，当一束强度为 的平行

定律推导如下：

定律，简称为吸收定律。

常将 定律与 定律合并即为

质对光的吸光度与吸光物质的浓度成正比关系。

质的液层厚度成正比关系。 定律说明了物

定律说明了物质对光的吸光度与吸光物

定律，定律是物质对光吸收的基本 是分光光度分析法的依据和基础。

一 、 定律

第二节　　基本原理

此为试读,需要完整PDF请访问: www.ertongbook.com



值随

由式（

单色光垂直照射到长度为

强度由 减弱到 （

则每一薄层的体积 为

设吸光物质浓度为

度为 ，光通过薄层溶液后，强度减弱

将式（ 代入（

积分后，得到

负号表示光强度减弱，

式（

中，式（

）及（

写成

以重量浓度（如果浓度

）式中 ，
）式中 均称为吸光系数。

）表示，则（ 式可以写成

所取单位不同而不同，如果浓度 以摩尔浓度（ 表示，则（ 式可

，得到 定律的数学表达式

称为吸光度 ，它与溶液透光率 的关系为

中，合并常数项，得到

对仪器来说，它为定值。为光束截面积，与所取浓度、面积及长度单位有关。式中

为，则上述薄层溶液中的光质点数

为比例常数。

成正比，即与，则

，照射到薄层溶液上的光强。又设薄层溶液中吸光质点数为

，
，设其截面积为）。如将液层分成厚度无限小的相等薄层（

的液层时，由于溶液中吸光质点（分子或离子）的吸收，因此光



，而是或

表示。

中 为吸光物质的摩尔质量。式（

或 这样高浓度的溶液进行测定在实际工作中，并不能直接取

用已知准确浓度低浓度溶液测量其吸光度，然后通过计算得出。例如左旋紫草素（

波长处有吸收峰。用纯品精密配成 含的乙醇溶液，在

，计算左旋处测定吸光度为厚度的吸收池在左旋紫草素的乙醇溶液。以

和

表示。

二、吸光系数

吸光系数是在一定条件下，吸光物质在单位浓度及单位厚度时的吸光度。吸光系数与

物质的性质、入射光波长、溶剂、温度等因素有关。物质对光具有选择性吸收，在相应波长

下的吸光系数是该物质的物理常数。吸光系数作为特性常数取决于吸光物质的本性，还决

定于吸光分子的有效截面积和电子跃迁几率。吸光系数愈大，说明该物质在某特定条件下

吸光能力愈强，测定的灵敏度愈高。吸光系数可以作为吸光物质定性分析的依据和定量分

析灵敏度的估量。吸光系数因溶液浓度单位不同，有两种表达方式：

（一）摩尔吸光系数（

，液层厚度为是指在一定入射波长下，溶液浓度为 时的吸光度，用

（见 之间，大于 为强吸收，小于 为

弱吸收。

式）。物质的摩尔吸光系数通常在

值越大，方法的灵敏度越高。

（二）百分吸光系数（

，液层厚度为是指在一定入射波长下，溶液浓度为 时的吸光度，用

表示（见 式）。百分吸光系数常用于化合物组成不明，分子量尚不清楚的情况，在药

物定量分析中应用广泛。我国现行药典均采用百分吸光系数。

吸光系数两种表示方式之间的关系用下式表示：

紫草素的

（三）桑德尔灵敏度

灵敏度（灵敏度分光光度法分析的灵敏度除用吸光系数表示外，还常用桑德尔（

指数）

的物质最低含量，以

来表示。桑德尔灵敏度本来是指人眼借助颜色反应，在单位截面积液柱内能够检出

表示。将此概念推广到各种光度仪器，则规定仪器的检测极限

为

与

时，单位截面积光程内所能检测出来的吸光物质的最低含量，同样以

的关系可推导如下：



第三节

一、显色反应和显色剂

显色反应及显色条件的选择

可见分光光度法一般用来测定能吸收可见光的有色溶液。由于许多无机元素和有机化

合物吸光系数值比较小，而且有些不吸收可见光，通常都是选用适当的试剂与供试品中被

测组分定量反应生成对可见光有较大吸收的有色物质再进行测定，这种反应称为显色反

应，所用的试剂称为显色剂。显色反应可以由无色物质变成有色物质，也可由一种浅色物

质变成另一种颜色较深的有色物质。

（一）显色反应

显色反应的基本要求

被测物质和所生成的有色物质之间必须有稳定的定量关系，方能使反应产物对光

的吸光度准确反映被测物质的含量。

反应产物必须有足够的稳定性以保证测量结果有良好的重现性。

物与显色剂的最大吸收波长的差别要在

如显色剂本身有色，则反应产物的颜色与显色剂的颜色必须有明显的差别，即产

以上，才能分辨产物与显色剂的吸收。

反应产物的摩尔吸光系数在 范围，对微量组分的测定，灵敏度较高。

显色反应必须有较好的选择性。实际工作中可选择干拢组分容易消除的显色反

应，或者选择显色剂和被测组分生成物的吸收峰与显色剂和干拢组分生成物的吸收峰相隔

较远的显色反应。对于萃取比色法，应有足够大的分配比，以保证萃取完全。

显色反应的类型

显色反应有各种类型，如配位反应，氧化还原反应，缩合反应以及增加生色团的衍生

）式中，得到值代入（）式中将（

）

，所以质的量，即为
，就是单位截面积光程内吸光物乘以吸光物质的摩尔质量。如 果数，即

为单位截面积光程内的摩尔故为吸收层厚度（即为



、用 测测定

、

化反应等。其中用得最广泛的是配位反应。同一种物质常常可有几种显色反应，其原理和

灵敏度亦有差别，可根据具体情况和要求进行选择。

等能和一些金

配位反应：许多配离子或配合物有较深的颜色，可用作测定某些金属离子、阴离子

或有机化合物。例如，具有未成键电子对的离子或分子如

属离子生成有色配离子，可用于比色分析，如用 等。

一些含酚羟基、羟基、氨基、巯基等功能团的有机物能和金属离子生成有色配合物，如

、

与酚类、水杨酸、没食子酸等生成不同颜色的配合物，可在一定的条件下用作比色测

定。有些有机物与金属离子生成稳定的内络盐，在一定条件下有一定的选择性，被用作测

定金属的有机试剂。如用双硫腙测 等离子。酯类与羟胺生成的 酸能、

生成红色的内络盐，可用于测定羧酸、酯、酸、酐、酰胺等化合物。与

、

氧化还原反应：高价态离子有色的元素，可氧化成高价后比色，如铬、锰可氧化成

等以后再比色测定。

还原态有色的也可用于比色，如钼酸盐可被还原成蓝色的钼蓝，可用以测定某些具有

还原性的物质，如糖类等。

类，可用作测定还原性物质；常用的有

有些因氧化还原而变色的有机物可用以测定具有氧化还原性质的物质。例如，四氮唑

盐类易被还原成深色的甲 三苯四氮唑和蓝

酮醇结构，具有还四氮唑等，可用以测定醛、酮、糖等还原性物质。如可的松类具有

原性，能还原四氮唑，可用以测定此类激素物质。

缩合反应：有机化合物的缩合反应可因共轭体系增长而产生有色缩合物，或使原

来的颜色加深。有些化合物已被用作测定某些官能团的常用试剂。例如，

与羰基化合物缩合成腙，在酸性溶剂中呈黄橙色，在碱性溶剂中呈酒红色，可用作测定醛、

酮等化合物。对二甲氨基苯甲醛试剂在酸性介质中与芳伯胺缩合成黄色产物可用作测定芳

哚环等含氮杂环化合物缩合成有色物质。

。磺基水杨酸与 在

时生成黄色的 ；

二硝基苯肼

伯胺类化合物，此试剂还可与吡咯环、

（二）显色剂

无机显色剂

无机显色剂在可见分光光度法中应用不多，这主要是因为生成的配合物不稳定，灵敏

度和选择性也不高。目前，应用较多的仅有硫氰酸盐，钼酸胺和过氧化氢等。

有机显色剂

大多数有机显色剂能与金属离子生成稳定的螯合物，除了能测定金属离子外，也可利

用金属离子作试剂测定具有配位体性质的有机物。如用铝或锆测定黄酮类化合物，显色反

应的选择性和灵敏度都较高。有些有色螯合物易溶于有机溶剂，故可进行萃取比色，进一

步提高测定的灵敏度和选择性。

有机显色剂的种类繁多，现简介几种如下：

时生成红褐色的

型螯合显色剂，可与很多高价金属离子生成稳定的螯和物，

在

＞ 时，有色配合物被

磺基水杨酸：属于

主要用于测定

时生成褐色的

破坏而生成氢氧化铁沉淀。



结构式

二氮菲（邻二氮菲　　邻菲罗啉）属于 型螯合显色剂，是目前测定微量

、　 、

等很多重金属离子的重要试剂。采用控制酸度及加入掩蔽剂的方法，可以消除重金属

离子之间的干扰，提高反应的选择性。反应的灵敏度较高，如 的二苯硫腙配合物

结构式

的较好试剂。用还原剂（盐酸羟胺）先将 还原成 然后在 一般控制，

与试剂作用生成稳定的桔红色配合物。）的条件下，

结构式

显色剂，是目前萃取比色测定二苯硫腙（双硫腙）属于含

二、显色反应条件的选择

在初步选定好显色剂以后，认真细致地研究显色反应的条件十分重要。对显色反应影

响较大的重要因素有显色剂的用量、溶液酸度、反应时间、温度、溶剂等。

（一）显色剂的用量

为使显色反应能进行完全，常需要加入过量的显色剂。生成配合物的显色反应可用下

式表示：

式中 代表金属离子， 代表显色剂， 为配合物的累积稳定常数。由（ 式可



，当 为浓度低时，主要产物是

的浓度大于 时则生成

条件下生成配比）在不同

值至关沉淀，在用这类反应进行测定时，控制溶液

看出，当［ 固定时，从 转化

的转化率不发生变化，成

大）配合对稳定性好的（即

物，只要显色剂过量，显色反应

即能定量进行。而对不稳定的

配合物或可形成逐级配合物时，

显色剂用量要过量很多或必须

作显色剂严格控制。例如 图 吸光度与显色剂浓度曲线

测定钼时，要求生成红色的

浓度过高时，由于会生成浅红色的配合物进行测定。但当 配合物而

时，随 浓度增大，逐步形成颜色使吸光度降低。又例如用铁的硫氰酸配合物测定

更深不同配位数的化合物，吸光度增加。

，若左右时，生成 等阴

离子。因此在这两种离子的测定中必须严格控制显色剂用量，才能得到准确的结果。显色

剂的用量可通过实验确定，作吸光度随显色剂浓度变化曲线，选恒定吸光度值时的显色剂

用量，见图

（二）溶液的酸度

多数显色剂都是有机弱酸或弱碱，介质的酸度会直接影响显色剂的存在形式，从而影

响显色反应的完全程度。溶液酸度的影响表现在许多方面。

由于

值增大时，游离的阴离子浓度相应增大，

值不同，可形成具有不同配位数，不同颜色的配合物。金属离子与弱酸阴离子

在酸性溶液中大多生成低配位数的配合物。当

与磺基水杨酸（可能生成高配位数的化合物。如

不同的配合物：

时，则生成当

重要。

值增大会引起某些金属离子水解，而形成各种型体的羟基化合物，甚至可能析出沉

淀；或者由于生成金属的氢氧化物而破坏了有色配合物，使溶液的颜色完全褪去。

与

实际工作中可通过实验来确实显色的适宜酸度。具体做法是固定溶液中待测组分与显

的色剂的浓度，改变溶液的酸度（

关系曲线，从中找出适宜

（三）显色时间

范围。

值），分别测定溶液的吸光度，然后绘制吸光度
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