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荧光光度计试行检定规程

    未规积括用于以滤光片获得单ill. k:的，作非连续取样定量分析用
的新制造、使用中和修理后的荧光光度计的检定。

                            一 概 述

    炙光光度计 C以一F简称仪器)是根据某些物质被一种波长的光

  OA紫外t)照射后，会在极v的时问内发射出比照射波长稍长的光

  r如可见光、的原部，测最物质的性质和含量的分析仪器.
    荧光强度与物质的浓度存在以下关系.

                      F二WO lo Ci一e一，‘。)

式中: F- 荧光强度，

      k'— 仪器常数，

        币— 量子效率，

        1o- 激发光强度，

        一 费光物质的冷尔ff}-!冷教数，

        L一一液ii的俘度，

        ‘一一荧光物质的浓度.

    对于给定的物质来说，当墩发光的波长和强度以及液层的厚度给

定.溶液的浓度较低时，荧光强度与荧光物质的浓度，有以下简单关
系:

                                        F=kc

    仪器主要由光源系绮、单色器系统、样品室、探测器系统和显示

仪表组成。

二 技 术 要 求

    1 外观与初步检查

    t‘丁仪器应有下列标志。仪器名称、型号、制造厂名、出厂时
间和仪器编号.
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    1.2仪器应能平稳地置于工作台上，各紧固件均应紧固良好.各

调节旋钮、按键和开关均能正常工作，无松动wk象.电缆线的接插件

应接触良好.外观不应有明IV的机械损伤，

    1..3指示器应工作正常。刻线应清晰、粗细均匀。指针的宽度不
大于刻线的宽度，并应与刻线平行，

    1.4旋动“调零”和“满度”旋钮时，电表指针应平稳无跳动现
象。

    1.5仪器所配荧先池表面应光洁。不应有划痕、斑点及任何裂
纹 .

    1.6滤光片透光面不得有灰尘、油污或影响透光特性的斑点存
在 。

    2 检出极限

    用硫酸奎宁标准溶液检定仪器的检出极限应优于1x1。一可ML,
    3 线性误差

    仪器的线性误差不大于士4.0%.
    对指针式直读电表仪器，若配套指示仪表准确度低于0.5级，此

项可不检定。

    4 稳定度

    4.1电源电压为220士4.4 V时。3 min内，仪器示值的正、反向

漂移应不大于1.5%.

    4.2输入电压220士22V时，仪器示值变化量应不大于1 %,

    5 重复性

    仪器的重复性不大子满度值的。.8%.

    ‘ 荧光池成套性
    配套使用的荧光池间的示值差应不大于1%.

    7 滤光片透光特性
    仪器上配置的玻璃滤光片、千涉滤光片的峰值波长应符合以下要

求:

    玻璃滤光片:标称值1 10 nms
    干涉滤光片:标称值士5 nm.
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    其他1;S标应符合出厂说明的规定.
    8 绝缘电阳

    仪器在不工作状态下，在符合规定的环境条件下，试验电压

500 V,电源输入电路与外壳之间的绝缘电阻不小于20 MU,

                    三 检 定 条 件

(一 ) 检 定 用 设 备

9 检定设备见表1.

裹 1

序 号 名 称 规 格 备 注

交流稳压电原

if:验
0.5 kV A
}$.1, son 1一一~-一 !补-行

  1一

平}
交流电压表 150/300 V,准确度 1,0级

~-万 1

二  _一黄
一粤洲一 ‘世‘一 一

    } X 1}’。mm }

分光光度计

300-4O0nm

400- 500 n 1,

fi00- 1W -m

△ 人

△ 入

八 入

士。‘7nm

士1,1 nm

士 1.6nm

  工作标准荧光
池，其配对1R差
不大于。,6%

  需经汞灯校准
内紫外一可见分

于-   -碗l- -_二万
一AYtmit一
{ 配制标准沽液
I研需设备及3材
  见附录 1

    10 工作标准溶液

    10.1 0,05 MOI/I硫酸溶液。

    10.2硫酸奎宁标准溶液 (济剂0,05 MOI/L硫酸)，其浓度分别
为1x10-1、2x10-', 4x10-',6x10一，,8x10-',1x10'-"e,jmi，

    (二) 检 定环 境 条件

    11 检定环境条件应符合以下要求
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    11.1温度20士100C，相对湿度不大于85吓。

    11.2电源电压220122 V.

    11.3仪器应置于水平面无震动的工作台上，操作时不得有摇动
现象.检定处不得有强光直射.

    11.4仪器周围无强磁场、电场干扰，无强气流影响.

    11.5仪器电源必须接地良好.仪器接通电源之前，必须安装好
滤光片，更换滤光片必须先切断光源。

    11.6检定前，仪器应预热20 min.

                  四 检定项目和检定方法

    ” 新仪器应全面进行第1-8条的检定，使用中和修理后的仪

器，原则上进行第1, 2, 3, 5, 6, 7和4.1款的检定，必要时可增
加第4.2款和第8条的检定。

    13 外观与初步检查按第1条要求进行.

    14 检出极限

    14.1用0.05 mo州L硫酸溶液作空白溶液，选取浓度为1 X 10-0B/

mL硫酸奎宁标准溶液.灵敏度旋钮放在最高挡。根据激发滤光片波

长在350 nm,发时滤光片波长在450 nm左右的原则，选择滤光片.

例如:使用玻璃滤光片的仪器，激发滤光片可选用“330"号(带通型)’

发射滤光片选用“420"C截止型)与“500"号(带通型)滤光片组合.
    14.2对空自溶液与标准浓液进行连续交替11次测量.如果在测

44中，有1次数据确认是由外界干扰或操作引起的粗大误差，应将该
次数据剔除.

    14.3由下式计算每次测量的荧光弧度。

                        F‘二Ffi一Fro               (1)

式中: F,1— 一标准溶液的荧光强度，

      F,。一一空白溶液的荧光强度。

    荧光强度测量值的平均值为:

，。1 u F,n �, (2)
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式中: ，--一测量U故.
    检出极限指能给出二倍于标准偏差读数的物质浓度.用符号DL

来表示。

DI,。一贪x 2 S(g/mL) (3)

式中:F- 11次测量的平均荧光.fit度。
        、 一标准溶液的浓度，

      S一一单次测量的标准偏差.

、二!一}-n-(F, -TF)
    习 陀一1

(4)

式中: 陀— 测量次数.

    15 线性误差

    15,1用0.05 mol/L硫酸溶液作空白溶液，适当选择灵敏度倍率

挡、满度旋钮，使表2中浓度最大的溶液示值接近满量程的80写处

滤光片选用按14,1款.

衰 2

  标准溶液编号(i)

标准溶液浓度(CA

g/mL

4 ’ { y     I ’ } 4 “
I 一— 一 1 - 一 } 1
zx m一， } 4x10-， 一ax ,a一， 一wx10-1 l     Ix 10

    15,2分别对表2中5种浓度Z作际准溶液与空白溶液进行连续

交替三次测量.

    由式 (1),   (2)计算每次测量的荧光强度及测量平均值.
    平均荧光系数此:

“二夸' _Fci (5)

式中: c,— 标准溶液浓度，

      乙- 浓度为c1的溶液对应的三次荧光强度测量值的平均值
    议器的线性误差由下式计算:
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a, a
F, - kcj

  kc,
x 100% (6)

    16 稳定度

    16.1滤光片选用同14,1款，测量1x1。一，g/mL硫酸奎宁溶

液。调节满度旋钮使仪器示值在90%处，历时3 min，记录仪器示

值的变化量。

    17 重复性

    滤光片选用同14_1款，测量 1x10'0哪mL硫酸奎宁溶液，调节

满度旋钊，使仪器示值在90%处，连续测量三次 (每次测量前允许
调零)，分别记录仪器示值。重复性用下式计算:

。，=一1P,-   1 n客一      I.P, ‘”
式中:P,- 荧光强度，

        ~ 测里次数。
    18 荧光池成套性
    滤光片选用同14,1款，荧光池中装入1 x 10-eg/mL的硫酸奎宁

溶液，将荧光池带有标记的一面正对进光方向，然后，将其中一只放
入其它检定项目合格的被检仪器光路中。仪器示值调至90 %处。测

量其它荧光池，记录荧光池间的仪器示值差。

    19 滤光片的透光特性

    19,1带通型滤光片
    用表1中规定的仪器测量被检滤光片在各波长的透射比，绘制诱

射比 波长特性曲线(见图1).由曲线求出最大透射比T二对应的波长

‘·和。射比为告T，时对应白、波长‘!、“。，则滤光片眯值“长误差。
                          AA二几一几皿 (8)

式中:几— 滤光片峰值波长标称值.

}r光片半宽度‘

凡，二凡:一凡‘ (9)
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告\口
                人、 人从 入之

                    图 1

    19,2千涉滤光片

    干涉滤光片的检定同19,1款。检定时应注意光束与滤光片平面

垂直，

    19,3截止型滤光片
    截!L滤光片的透光特性用半高波长和陡度“表示.测量方法按

照19,1款，由图2所示曲线求出最大透射比T,,牛与所对应的
波长A,为半高波长。

丁

7ha

含:! 广
入4又3

H二A ;-A, (10)

式中; H- 陡度，
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    A's— 波长为之:时的吸光度，
    A,a-一波长为x:一20 nm时的吸光度 (透射比为T4 ).
    20绝缘电阻
    在仪器电源输入电路与外壳之间用500 V兆欧表测量绝缘电阳.

    21对于测量方法没有完全包括在本规程范围内的其它类型荧光
光度计，其主要技术指标可参照上述检定方法进行检定.技术要求可

按仪器说明书注明的指标。

                五 检定结果的处理和检定周期

    22<以上检定的各项数据均须记录在检定记录纸上，其中有关项
目应填写或注明在检定证书或检定结果通知书上.

    2.3 经检定符合本规程规定的仪器 发给检定证书，不符合本规

程规定的仪器，发给检定结果通知书.并填写注明不合格项目的数据。

    ” 检定周期为一年，在此期甸中，当条件改变 (例如:更换光
源灯、光电管、指示器经修理等)或对测量结果有怀疑时，都应进行
检定。
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附 录

附录 1

检定用临时工作标准溶液的配制朴

1 试剂

班 1

试剂名称
一 ~ ~ 一 一 气冲 一 一

宁 硫 酶

分 子

sC
(C2SHa4OiNz)，一HxSO,.2 11,0

182-分

纯 分 vi 纯

Hs50,

  98.08

分析纯

2 设备及器材

衰 2

乞1一厂 一兰业夏1一名勺_、 #.i一“    s#

。
一、一，一幻
一。

 
 
 
 

J
-

-

一

L

-

L

﹃一﹃︸﹃一州﹄

洪 箱 0- 200℃

滴定省 60 mL

#A,&一卜 6ML一
  能 杯 } 一 每万一 !

— 一{一n，.00mL {
  八 ，一 肃 } 最 大林;盆 20吕 !
  ，二 恻干n ‘r i _ _ I

_ _ _}__.;创 a 0.竺里B 卫_

    使用的滴定管、移液管、容量瓶须经计量部门校!jr..
    3  0.05 mol/L硫酸溶液的配制

    5 000 ml‘的烧杯中加入足够量的二次燕馏水，用滴定怜取浓硫酸

13,6 ml,注入烧杯中，添加二次A馏水至5 000 mL,搅拌均匀.配

    水一且国家计盘部门发布了荧光你准物质，即应采用，
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两次共10 000 mL 0.05 mol/L硫酸溶液以备用.
    4 硫酸奎宁标准济液的配制

    4.1配制1 000 ml浓度为I x 10-6 g/ml硫酸奈宁溶液

    将硫酸奎宁固体试剂放置在干燥器中24 h以上，配制溶液时、先在

分析天平上用称最瓶精确称取10.00 mg的硫酸奎宁.用少量。.呱
mol/I硫酸溶液溶解后。倾入500 mL的烧杯中.再用0.05 mol/L

硫酸溶液冲洗三次以_L，冲洗液也倾入烧杯.将烧杯中的浓液倾入
]000 mL的容量瓶中，用。.05 mol/L硫酸溶液冲洗兰次也倾入容蛋

瓶，然后用。.05 mol/L硫酸稀释至刻度线，并摇动均匀.
    4.2配制500 mL浓度为1 x 10-1 g/mL硫酸奎宁溶液

    用无分度吸管取50 mL, 1 x 10-6g/m1的硫酸奎宁溶液倾入
500 mL的容量瓶中，再加0.05 mo以L硫酸溶液于刻度线，并摇动均

匀。

    4,?依此类推配制其它浓度的硫酸奎宁标准溶液.所需标准母滚

的YpeI及体积见IZ3.为清楚明睐，将1 x 10-1 g/mL标准溶液也列

入 表内。

黑
诬
器
器
介

·"一，一，一.一，一，一.-，

      配 fi叮 标

9k        1R'

    (k/m1J

    了沉 I0一公

    ]X IO-%

    1x!0 .

    2狱1U一，

    ,x 10 ，

    6% '.U ，

    8 x 二0-I

‘_'Y?  %Nf 万_!_一_登飞丛梦___竺_
即 倒 休 积

      (m L)

          600

        1000

          500

          760

          250

          250

          25G

t少1仪体积

  (mL)

    50

二一二so60
一 }一 100

                      150

一一{-一一200

    J_4高浓度标准溶液需在深色的玻1.1瓶中避光、低温、密封保
存，有效期为半年，低浓度溶液不易贮存，现用现配制
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附录 2

关千计算机程序

    本规程配有计算机程序。考!R到计量部门的特点，有时到用户单
位检定、测试_所以该程序主要是针对PC-1 S00小型计算机编制的，

这种型号的计算叽使用非常方便，去掉仃印部分后，只与一般计算器
一样大，需要程序的单位，请与规程起草单位联系。



共14页 第12页 d3G 5!8一F

附录 3

检 定 记 录 格 式

一 一— 了一
    仪 器 么 称 ‘       } 型 号

      { 出厂编号
            证书或通知书编号

__ I__竺.一丝一一

!一” ’
M 1& 厂

即言衅︷!
检 定 员 检 定 日 期

一

一-—
外观与初步检查

检出极限

二一井挂些?  (  P  }  P  110  111
                    矛 S             DL

    3 代性误差

下一_夏一刀刀习日习Fa二习二一{刀兀

CI(g/mL)  } I2 X 10-14X10-16X1̂"18X10'1      -I X t0-6二工庄二
    4 稳定度

即飞:’一’压‘}一’22014.4V(2 min V4，一卜220V-198V    220V-242V
一 --一 叮初一藏 1一属不)
竺兰坐少’一丁BO三一二了二
习1界吸州一七____ {_ _

00- 00 4
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    5 重复性

___飞一止一，_’ 一 !仁，一6a
一f't }'1_}____.__}___『、{_ 二_{__ _ 过 ___.‘

6 灸光池成会It

他 号

F(肠)

一 一
}

△P(q)   } I
7 滤光片透光特性

活 光 片 号 (带 a 型) 滤 光 片 号 (截 止 型)

或
介一

一L&iCtnm)}一} } kE t9)

二一二誉
Ar { 畏反二口诬三二I  a, 二、:可一H
绝a 山明

          IZ
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附录

检定结梁通知书 (反面)格式

一‘     ···· 一
}夕卜观一-— 一 }
} *1tfi#RIH-一-----一 }
}线性“差— 一 }
{·‘度--一 一 }
} 重复rt___---- 一 }
}荧光池“套性一— -一 }
}，光片诱光”性一一 }
}‘绝缘电阻— 一一 }

附加说明，

    本检定规程经国家计量局委托黑龙扛省标准计量局主持的规程审
定会审定 通过。


