
Zasada pomiaru spektrofotometrem 

Spektofotometria jest powszechnie używaną metodą oznaczania obecności i stężenia 

substancji w próbce. Spektofotometryczne oznaczenie stężenia substancji w roztworze na 

podstawie absorbancji roztworu opiera się na prawie Lamberta-Beera. 

Stężenie substancji (c) jest jednym z czynników wpływających na ilość pochłanianego światła. 

Drugim jest długość drogi, którą światło pokonuje przechodząc przez próbkę (l), 

warunkowana szerokością kuwety pomiarowej, a trzecim jest współczynnik ekstynkcji tej 

substancji (ε). Współczynnik ekstynkcji jest miarą stopnia pochłaniania danej długości fali 

przez substancję. Jedno z podstawowych praw spektrofotometrii - prawo Lamberta Beera 

określa zależność pomiędzy przepuszczalnością lub pochłanianiem i trzema wymienionymi 

czynnikami. Zgodnie z tym prawem intensywność światła przepuszczanego (transmitancja) 

przez roztwór badany zmniejsza się wykładniczo jeśli zwiększa się każdy z trzech czynników, 

zgodnie z równaniem 

T = I/Io = 10
-εlc 

Gdzie: Io– intensywność światła padającego na próbkę, I- intensywność światła po 

przeniknięciu przez próbkę 

Oznacza to, że pochłanianie (absorbancja) danej długości fali zwiększa się wraz ze 

zwiększaniem się wszystkich trzech czynników, zgodnie z równaniem:  

A = log10 (1/T) =  log10 Io/I = εlc 

Absorbancja (określana też mianem ekstynkcji) jest zatem wprost proporcjonalna do stężenia 

substancji w roztworze przy danej długości fali. Zależności te przedstawiono graficznie na 

rysunku.  

 

Pomiar absorbancji światła monochromatycznego o różnych długościach fali,  

przechodzącego przez badany roztwór, dokonywany jest z uwzględnieniem absorbancji tej 

fali przez roztwór kontrolny tj. czysty rozpuszczalnik bez barwnika, który służy do 

stężenie roztworu c stężenie roztworu c 
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„zerownia” aparatu przy każdej zmianie fali. Światło monochromatyczne jest otrzymywane w 

spektrofotometrze przez rozszczepienie światła białego za pomocą siatki dyfrakcyjnej lub 

pryzmatu a fotokomórka jest detektorem promieniowania, przechodzącego przez roztwór 

badany lub kontrolny.  

 

Oznaczanie stężenia barwników asymilacyjnych tkankach roślinnych za pomocą 

spektrofotometru 

 

W ekstrakcie z organów roślinnych oznacza się spektrofotometrycznie stężenie barwników 

asymilacyjnych, przy długościach fal maksymalnie pochłanianych  przez dany barwnik i na 

tej podstawie wylicza z odpowiednich wzorów stężenie barwników w tych organach. 

 

 

 


