
Лекция 1
Спектрофотометрия и 

электронные уровни молекул
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E =hc/λ
• Вид излучения, диапазон, нм     Длина волны, нм    Энергия         Эйнштейн,   Эйнштейн,
• кванта, эВ     ккал/моль     кДж/моль
• ИК-излучение (свыше 740 нм)              1400                    0,88                20,4                85,5
• Красный свет, (647-740)                          680                     1,82                42,1               176
• Зеленый свет, (491-550)                         520                     2,14                55,0                230
• Синий свет, (424-491)                             460                     2,7                  62,2                260
• УФ-излучение (короче 400 нм)               254                     4,88               112,5               470





Закон Бугера-Ламберта-Бера
коэффициент пропускания Т=I1/Io
коэффициент проглощения (1 - Т)

оптическая плотность D = -lgT = εcl,
где ε-мольный коэффициент поглощения [л/моль см], 

с-концентрация [моль/л]



Зависимости  коэффициента поглощения (т) и 
оптической плотности (D) от концентрации хромофора









а – Схема матричного спектрофотометра (оптического 
многоканального анализатора – ОМА); 

б – Миниатюрная версия ОМА (USB 2000, Ocean Optics)



A Fiber-Optics spectrometer
for reflection measurements







Определение концентраций NAD и NAD H





Электронные переходы в биомолекулах 
(диаграмма Яблонского)





oxyHb(Fe2+) metHb(Fe3+)
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Спектр поглощения раствора: 
1 – экспериментальный;

2 – кажущееся поглощение из-за светорассеяния; 
3 – истинное поглощение:кривая 1 минус кривая 2



Концентрация бактерий,
определенная по рассеянию 

(ослабление интенсивности сета вычислено как оптическая 
плотность при 650 нм).



А(λ) = А2(λ) - [ А2(800)/( А2(800) - А1(800)]*[ А2(λ) - А1(λ)],

где А1(λ) - вблизи входного окна интегрирующей сферы и А2(λ) на некотором 

расстояниях от неё, А1(800) и А2(800) – оптические плотности при 800 нм.
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Отражение и пропускание света







Io

Io

Измерение пропускания, отражения и поглощения

1 = T + R + A
Пропускание

(T, Transmission)

Отражение
(R, Reflection)

Поглощение
(A, Absorption)



Спектры пропускания, отражения и поглощения 
листа
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Фенольные соединения высших растений, 
обладающие фотозащитным действием
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Aloe arborescens
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Спектры отражения листьев клёна 
(Acer platanoides L.)
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Cotoneaster integerrimus L. (осенние листья) 

Green Red



Алгоритмы для определение пигментов in situ
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Chlorophyll a+b, nmol/cm2





Рис . 6
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Закон смещения Вина


