Zasada pomiaru spektrofotometrem

Spektofotometria jest powszechnie uzywana metoda oznaczania obecno$ci i1 stezenia
substancji w probce. Spektofotometryczne oznaczenie stgzenia substancji w roztworze na
podstawie absorbancji roztworu opiera si¢ na prawie Lamberta-Beera.

Stezenie substancji (c) jest jednym z czynnikéw wplywajacych na ilo§¢ pochtanianego §wiatla.
Drugim jest dlugos¢ drogi, ktora $wiatlo pokonuje przechodzac przez probke (1),
warunkowana szerokoscia kuwety pomiarowej, a trzecim jest wspotczynnik ekstynkcji tej
substancji (). Wspotczynnik ekstynkcji jest miara stopnia pochtaniania danej dlugosci fali
przez substancje. Jedno z podstawowych praw spektrofotometrii - prawo Lamberta Beera
okresla zalezno$¢ pomigdzy przepuszczalnoscia lub pochtanianiem 1 trzema wymienionymi
czynnikami. Zgodnie z tym prawem intensywnos$¢ Swiatla przepuszczanego (transmitancja)
przez roztwor badany zmniejsza si¢ wyktadniczo jesli zwigksza sig¢ kazdy z trzech czynnikdw,
zgodnie z rOwnaniem

T=1/lo=10""

Gdzie: I~ intensywnos¢ s$wiatta padajacego na probke, I- intensywno$¢ $wiatlta po
przeniknigciu przez probke

Oznacza to, ze pochlanianie (absorbancja) danej dlugosci fali zwigksza si¢ wraz ze
zwigkszaniem si¢ wszystkich trzech czynnikow, zgodnie z réwnaniem:

A =logio (1/T) = logso lo/1 = ¢lc

Absorbancja (okreslana tez mianem ekstynkcji) jest zatem wprost proporcjonalna do st¢zenia

substancji w roztworze przy danej dlugosci fali. Zaleznosci te przedstawiono graficznie na
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Pomiar absorbancji $wiatla monochromatycznego o réznych dhlugosciach fali,
przechodzacego przez badany roztwoér, dokonywany jest z uwzglednieniem absorbancji tej

fali przez roztwor kontrolny tj. czysty rozpuszczalnik bez barwnika, ktory stuzy do



,.zerownia” aparatu przy kazdej zmianie fali. Swiatto monochromatyczne jest otrzymywane w
spektrofotometrze przez rozszczepienie $wiatla biatego za pomoca siatki dyfrakcyjnej lub
pryzmatu a fotokomorka jest detektorem promieniowania, przechodzacego przez roztwoér

badany lub kontrolny.

Oznaczanie ste¢zenia barwnikow asymilacyjnych tkankach roslinnych za pomoca

spektrofotometru

W ekstrakcie z organdw roslinnych oznacza si¢ spektrofotometrycznie stgzenie barwnikéw
asymilacyjnych, przy dlugosciach fal maksymalnie pochtanianych przez dany barwnik i na

tej podstawie wylicza z odpowiednich wzordéw st¢zenie barwnikéw w tych organach.



