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序　　一

科学技术发展的历史表明 , 科学仪器对认识自然界的规律 , 促进生产技术

的进步和革命 , 起着非常重要的作用。科学仪器水平直接反映了一个国家科学

技术和工业发展水平。世界发达国家都将科学仪器作为信息产业源头 , 列入新

兴产业范畴 , 把发展科学仪器工业作为提高整个社会劳动生产力和社会经济效

益的强有力的支柱。所以发展科学仪器对我国科技进步和经济、社会发展具有

极为重要的战略意义。

分析仪器是科学仪器的重要组成部分。当前 , 分析仪器拥有量增加很快 ,

据统计 , 2002 年分析仪器全球销售额比 2000 年增长了 23 %。我国分析仪器进

口额 , 2002 年比 2000 年增长了 78 %。分析仪器的应用范围也越来越广 , 特别

在营养与食品安全、药物与代谢产物、生态环境、材料科学、石化与油田化

学、公共卫生等直接关系到人类生存和发展的各学科和领域的应用 , 更受到普

遍的关注。同时 , 由于新原理、新技术、新材料和新工艺的广泛采用 , 分析仪

器得到了日新月异的发展。仪器的小型化、微型化、智能化发展十分迅速 ; 为

适应过程分析要求 , 各种实时、非侵入式在线分析仪器 , 得到快速发展 , 科学

仪器正从通用型转向专用型 ; 各种新技术、新方法的广泛应用 , 使仪器灵敏度

更高、分析速度更快、适用范围更广 ; 仪器可靠性和自动化程度不断提高 , 仪

器的操作更为简便。因此 , 加强分析仪器知识的继续教育 , 对分析仪器研究、

开发、生产、使用者 , 乃至一切关心我国分析仪器发展的同志都是一个极为重

要的问题。

为此目的 , 经化学工业出版社提议 , 中国仪器仪表学会分析仪器学会组织

编写了 《分析仪器使用与维护丛书》。这套丛书以“简明实用、选材新颖、特色

鲜明、通俗易懂”为主导思想 , 着重介绍分析仪器结构、原理、应用领域 , 也扼

要介绍仪器的使用方法、维护要点、故障处理与校正 , 力图反映分析仪器领域的

基本知识、基本方法以及最新成果。这套丛书由长期从事仪器分析或分析仪器实

际工作的专家撰写 , 其完整性、实用性非常突出 , 不失为从事和关心仪器分析的

人员更好地了解和掌握分析仪器及其使用和维护保养知识的专业参考书。

中国仪器仪表学会分析仪器学会理事长

王顺昌

2004 年 10 月



序　　二

现代科技和产业的发展 , 促进了分析测试仪器的迅猛发展和推广应用。当

今发展最快的科技领域如生命科学、生物工程、环境科学和生态保护、现代医

学和中医药物、纳米科技等领域的基础研究和应用工作 , 都离不开各种类型的

分析测试仪器 , 分析仪器已成为最基础的设备之一 , 其对国民经济的重要作用

是其他任何方法与手段所无法替代的。

分析测试是科技与生产的眼睛 , 是衡量一个国家经济与科技发展水平的主

要标志。随着我国科学技术的飞速发展 , 分析仪器的应用领域越来越广阔 , 越

来越深入 , 从事分析仪器使用和管理工作的人员也在迅速增多。为了适应这一

形势的需要 , 化学工业出版社与中国仪器仪表学会分析仪器学会组织编写了

《分析仪器使用与维护丛书》, 以帮助有关科技人员了解和掌握分析仪器的使用

和维护保养 , 提高仪器使用效率与使用寿命。

这套丛书贯穿了“简明实用、选材新颖、特色鲜明、通俗易懂”的主导思

想。不仅对于不同分析仪器的基本知识和基本方法扼要介绍 , 也重点对不同类

型、用途分析仪器的使用方法、维护要点、故障处理与校正等作了较为详尽的

介绍 , 为广大分析工作者提供了一套实用、便捷的案头书。

这套丛书的所有执笔者皆为长期从事仪器分析或分析仪器实际工作的专家

学者 , 也有在仪器分析第一线工作的年轻人。他们欲通过这套丛书把自己的经

验与大家分享 , 因此当作者提出请我为 《分析仪器使用与维护丛书》 做序时便

欣然应允。我真切地希望广大分析工作者可以通过这套书能更好地掌握和利用

分析仪器 , 为各领域科研与生产 , 为提高国民经济总体目标服务。

中国科学院院士

张玉奎

2004. 10. 29



前　　言

世界上第一台紫外可见分光光度计 , 于 1940 年由美国的 Beckman 公司研

制成功 , 于 1945 年正式推出商品仪器。当时的仪器很简单 , 自动化程度很低 ,

但随着科学技术的发展 , 它的发展非常快。目前 , 已是世界上使用最多、覆盖

面最广的一种分析仪器 , 已在生命科学、材料科学、环境科学、农业科学、计

量科学、食品科学、地质科学、石油科学、医疗卫生、钢铁冶金、化学化工等

各个领域的科研、生产、教学等工作中得到了非常广泛的应用。它可做定量分

析、纯度分析、结构分析和定性分析 , 在制药、食品行业中的产品质量控制、

各级药检系统的产品质量检查中更是必备的分析仪器。在“农、轻、重、海、

陆、空、吃、穿、用”各个领域的各个行业中 , 已是无所不在、无所不有的分

析仪器。

分析仪器工作者的任务是设计和做好仪器 , 做出的分析仪器要求“好用”。

所谓“好用”, 就是要求仪器稳定可靠。所谓稳定 , 就是要求仪器的漂移小、

重复性好。所谓可靠 , 就是要求仪器的准确度好、故障率小、售后服务好。总

之 , 要为仪器分析工作者提供高性能、实用和价廉的分析仪器。为此应注意去

调查了解使用者的要求 , 了解仪器在实际使用中存在的问题。并且 , 分析仪器

工作者特别要注意研究对分析仪器的主要技术指标的测试方法 , 保证提出的技

术指标是可靠的。分析仪器使用者的任务是“用好”分析仪器 , 充分发挥仪器

的作用。为此要熟悉仪器的结构与各项技术指标 , 特别要去熟悉了解各项技术

指标对分析误差的影响。要懂得仪器的日常维护和对主要技术指标的简易测试

方法 , 自己经常对仪器进行维护和测试 , 以保证仪器工作在最佳状态。因此 ,

分析仪器工作者和仪器分析工作者应该互相关心、互相沟通、互相学习、互相

促进 , 为提高我国分析仪器的研制和使用水平共同努力。

从我国目前的实际情况看 , 不少使用分析仪器的人员常常不熟悉仪器的结

构 , 不甚了解或不了解仪器的技术指标对分析测试误差的影响 , 因此 , 往往用

不好仪器 , 或者说不能把仪器用到最佳状态 , 最大限度地发挥仪器的作用。以

致有很多使用不合理之处 , 如“大材小用”, 高档的分析仪器当作低档常规仪

器使用 , 物非其用 , 把紫外可见分光光度计当作一般可见分光光度计使用。这

实际上是一种极大的浪费。作者撰写本书的目的 , 就是希望通过本书能对读者

在自己的实际工作中用好紫外可见分光光度计 , 最大限度地发挥仪器的作用有

所帮助。



虽说紫外可见分光光度计发展很快 , 应用特别广泛 , 但是在仪器和应用方

面的许多理论问题 , 如透光度误差、吸光度误差与光度准确度的关系 ; 影响光

度准确度的主要因素及排除方法 ; 杂散光、噪声、光谱带宽、基线平直度对光

度准确度的影响等 , 至今并未引起广大科技工作者应有的重视。又如紫外可见

分光光度计的可靠性是使用者最为关心的问题 , 而如何提高可靠性 , 则是制造

者最为关心的核心问题。作者将在本书有关的章节分别对上述各个问题 , 进行

全面、详细地论述。

本书融合了作者本人从事紫外可见分光光度计的研制和使用 40 多年来的

经验与教训。书中还引用了许多文献 , 在此特向有关文献的作者表示衷心感

谢。如果这些点滴经验与教训能对读者有所帮助的话 , 本人将感到十分欣慰 ,

也是本人写作本书的初衷。

本书写作过程中 , 得到了孙吟秋、吴丰华、楼海任、刘泳、李爱芳、周林

爱等同志的热情帮助 , 邓勃、王绪明、刘长宽等同志提出了许多修改意见 , 在

此一并致谢。

由于作者水平所限 , 书中难免有疪漏和错误 , 热诚欢迎各位读者和有关专

家批评指正。作者联系方式 : lichho @ online. sh. cn。

李昌厚

2004 年 12 月
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第一章  概   论

紫外可见分光光度法是根据被测量物质分子对紫外可见波段范围 ( 150～

800nm) 单色辐射的吸收或反射强度来进行物质的定性、定量或结构分析的一

种方法。紫外可见分光光度法从开始到现在 , 经历了一个漫长的、曲折的

过程。

一、分光光度法

分光光度法的使用始于牛顿 ( Newton )。早在 1665 年牛顿做了一个惊人

的实验 : 他让太阳光透过暗室窗上的小圆孔 , 在室内形成很细的太阳光束 , 该

光束经棱镜色散后 , 在墙壁上呈现红、橙、黄、绿、蓝、靛、紫的色带。这色

带就称为“光谱”。牛顿通过这个实验 , 揭示了太阳光是复合光的事实。

1815 年夫琅和费 ( J. Fraunhofer) 仔细观察了太阳光谱 , 发现太阳光谱中

有 600 多条暗线 , 并且对主要的 8 条暗线标以 A、 B、 C、 D、 E、 F、 G、 H

符号。这就是人们最早知道的吸收光谱线 , 被称为“夫琅和费线”。但当时对

这些线还不能作出正确的解释。

1859 年本生 ( R. W. Bunsen ) 和基尔霍夫 ( G. R. Kirch hoff) 发现由食盐

发出的黄色谱线的波长和“夫琅和费线”中的 D 线波长完全一致 , 才知道一

种物质所发射光的波长 ( 或频率 ) , 与它所能吸收的波长 (或频率 ) 是一致的。

1862 年密勒 ( Mille r) 应用石英摄谱仪测定了 100 多种物质的紫外吸收光

谱。他把光谱图表从可见区扩展到了紫外区 , 并指出吸收光谱不仅与组成物质

的基团有关 , 而且与分子和原子的性质有关。此后 , 哈托莱 ( H ar tolay) 和贝

利 ( Bailey) 等人又研究了各种溶液对不同波段的截止波长。并发现与吸收光

谱相似的有机物质 , 它们的结构也相似。并且可以解释用化学方法所不能说明

的分子结构问题 , 初步建立了分光光度法的理论基础 , 以此推动了分光光度计

的发展。1918 年美国国家标准局研制成了世界上第一台紫外可见分光光度计

(不是商品仪器 , 很不成熟 ) 。此后 , 紫外可见分光光度计被不断改进 , 很快在

各个领域的分析工作中得到了应用。

朗伯 ( J. H . Lamber t ) 早在 1760 年就发现物质对光的吸收与物质的厚度

成正比 , 后被人们称之为朗伯定律 ; 比耳 ( A. Beer ) 在 1852 年又发现物质对

光的吸收与物质的浓度成正比 , 后被人们称之为比耳定律。在应用中 , 人们把

朗伯定律和比耳定律结合起来 , 称之为朗伯-比耳定律。今天讲的比耳定律 ,
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就是指朗伯-比耳定律。随后 , 人们开始重视研究物质对光的吸收 , 并试图在

物质的定性、定量分析方面予以使用。因此 , 许多科学家开始研究以比耳定律

为理论基础的仪器装置。

二、紫外可见分光光度计

美国 Beackman 公司于 1945 年推出世界上第一台成熟的紫外可见分光光

度计商品仪器。从此 , 紫外可见分光光度计仪器和应用开始得到飞速发展。

以紫外可见分光光度计仪器的主机来讲 , 早期的紫外可见分光光度计是单

光束仪器 , 都只有一条光路 ( 一束光 )、一个比色皿、一个光检测器。操作比

较麻烦。光源波动、杂散光都不能抵消 , 因此 , 测量误差较大。但其最大的优

点是成本低。随着科学技术的发展 , 紫外可见分光光度计由单光束向准双光束

发展 , 出现了两束光、一个比色皿、两个光检测器的准双光束紫外可见分光光

度计。准双光束仪器的参比光束除起参比作用外 , 还可起抵消光源波动影响的

作用 , 它比单光束仪器在分析误差上要小一些。但其成本稍贵。再往后 , 出现

了两束光、两个比色皿、两个光检测器的仪器 , 这就是今天所讲的双光束紫外

可见分光光度计。

一般的双光束紫外可见分光光度计 , 大多只有一个单色器。例如 , P-E 公

司的 Lambda25/ 35/ 45 紫外可见分光光度计 , 岛津公司的 U V-2450、U V-2550

紫外可见分光光度计 , 北京普析通用公司的 T U-1901、 TU-1221 紫外可见分

光光度计 , 北京第二光学仪器厂的 U V-2100 紫外可见分光光度计 , 上海分析

仪器总厂的 U V-763 紫外可见分光光度计等 , 都只有一个单色器。国产高档紫

外可见分光光度计也只有一个单色器 , 如北京普析通用公司的 T U-1901 等紫

外可见分光光度计。但是 , 目前国际上最高级的紫外可见分光光度计中 , 大多

数都有两个单色器 ; 如美国 P-E 公司 2001 年推出的 Lambda900、2004 年推出

的 Lambda650/ 850/ 950 系列、美国 Varian 公司 2003 年推出的 Cary6000 等紫

外可见分光光度计等。这些最高级的紫外可见分光光度计仪器的单色光的单色

性很好、杂散光很小、分析误差很小、自动化程度很高、操作非常简单。但价

格昂贵 , 如果每台仪器的附件全套配齐 , 则需 8 万～10 万美元。

从仪器使用的元器件来讲 , 在光学方面 , 早期的紫外可见分光光度计大多

采用棱镜分光。20 世纪 50 年代开始 , 随着分光元件光栅的发展 , 再加它的价

格相对便宜 , 所以国外有人用光栅分光 , 出现了光栅型的紫外可见分光光度

计。目前 , 国内外一般的紫外可见分光光度计都用光栅分光 , 只有极少数紫外

可见分光光度计才专用棱镜分光 , 如我国的 751 型紫外可见分光光度计。但

是 , 目前国际上有很多高档的紫外可见分光光度计使用棱镜加光栅分光。一般

是利用石英棱镜在紫外区的大线色散特性 , 将石英棱镜单色器作为前置分光部
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件 , 这样可大大提高紫外可见分光光度计的分辨率、减少或降低紫外可见分光

光度计仪器的杂散光 , 提高紫外可见分光光度计仪器的质量。

紫外可见分光光度计的电子学元器件方面 , 开始都是采用模拟电路制作 ,

并且是电子管等分立元件 ( 单个电阻、电容、电子管等 )。20 世纪 60 年代 ,

晶体管被国外普遍采用 , 因此 , 从 60 年代开始 , 国外的紫外可见分光光度计

都普遍采用晶体管分立元件组成电路。随着集成电路的问世 , 国外的紫外可见

分光光度计 , 很快都采用集成电路 ( 集成块、芯片 ) 制作。我国也很快跟上了

国际步法。

紫外可见分光光度计在自动化程度方面发展很快 , 从 20 世纪 50 年代末期

开始 , 国外生产的许多紫外可见分光光度计就开始采用计算机技术 , 到了 60

年代末期或 70 年代初期则普遍采用计算机技术。目前 , 国外生产的紫外可见

分光光度计的自动化程度都很高。

我国过去的工业基础较差 , 直到 20 世纪 80 年代初期 , 我国生产紫外可见

分光光度计的厂商才开始重视使用计算机。目前 , 国产的紫外可见分光光度计

中 , 除少数没有计算机外 ( 如“75”系列的大多数紫外可见分光光度计、“72”

系列的大多数可见分光光度计 ) , 绝大多数都已普遍使用单片机或台式计算机。

我国目前已有近 30 家企业在生产各种不同类型和型号的紫外可见分光光

度计 , 其自动化程度有的也相当高。有些紫外可见分光光度计的自动化程度不

亚于国外产品 , 从硬件到软件 , 完全可以与国外的同类仪器媲美。

总的来讲 , 我国的高档紫外可见分光光度计与国外差距较大 , 特别在主

要、关键技术指标上 , 差距更加明显。如杂散光指标 , 国外最高已达到 8×

10 - 7 (如 Varian 公司的 Cary6000 型紫外可见分光光度计等 ) , 噪声指标国外

最高已达到±0. 0002Abs ( 如 P-E 公司的 Lambda900 型紫外可见分光光度计

等 )。但我国最高档的紫外可见分光光度计的杂散光指标 , 目前只能达到

1. 0×10 - 4 (如北京普析通用公司的 TU-1901 紫外可见分光光度计等 ) , 噪声

指标只能达到±0. 0004Abs ( 如北京普析通用公司的 TU -1900/ 1901 等紫外可

见分光光度计 )。产生这种现象的原因是多方面的 , 其中最主要的原因是长期

以来 , 在基础理论、产业化、人才培养方面还存在一些问题。确切地说 , 是没

有处理好中国分析仪器发展中的若干关系 , 如理论与实践的关系 ; 元器件与整

机的关系 ; 软件与硬件的关系 ; 基础与前沿的关系 ; 普及与提高的关系 ; 样机

与批量的关系 ; 质量与价格的关系 ; 指标和可靠性的关系 ; 制作仪器和使用仪

器的关系 ; 人才与产品的关系。

但是 , 在中、低档紫外可见分光光度计方面 , 我国与国外的差距已经很

小 , 有些技术指标还能优于国外同类产品 ( 如 TU -1900/ 1901 等紫外可见分光

光度计的光度噪声已优于岛津的 U V-2401/ 2450、U V-2501/ 2550 紫外可见分
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光光度计 )。

目前 , 国际上的紫外可见分光光度计正在向高速、微量、小型和低杂散

光、低噪声的方向发展。我国政府很重视科学仪器的发展 , 已经把科学仪器列

为我国第十个五年计划 ( 以下简称“十五”) 期间 , 国家二十九项重大科技攻

关项目中的一项。北京普析通用公司承担的 《光谱分析仪器的研制与开发》 国

家攻关课题期间 , 完成了快速便携式多功能紫外可见光谱仪和用 CCD 阵列作

检测器的三维紫外可见光谱仪的研制 , 都已初步形成了产业化的规模。目前 ,

我国的快速便携式多功能紫外可见光谱仪已达到国际上同类产品的领先水平。

我国的紫外可见分光光度计的应用技术发展很快 , 目前在我国的科研、教

学、工农业生产等各个领域 , 都在广泛使用 , 其需求量每年达上万台。应用领

域正在不断扩大 , 它最初主要用于化学领域 , 随后被大量应用于其他领域。进

入 20 世纪 90 年代后 , 随着生命科学的重要性被人们日渐认识 , 其应用正在进

一步向药学、医学和生物工程等生命科学领域扩展。今后 , 其应用领域还将不

断扩大 , 并将得到更大、更快的发展。
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第二章  分光光度法基础

第一节  电磁辐射的基本性质

分光光度法的理论基础与电磁辐射、吸收等许多基础知识有关 , 本章对此

将作简单介绍。

一、电磁辐射的粒子说和波动说

人们对电磁辐射两重性的认识争论了很久 , 有两种说法 : 一是粒子说 , 把

光看成微粒子 , 认为光与物质相互作用的现象 ( 如吸收、发射、反射等 ) 表明

光是具有不连续能量的微粒 ( 光子 ) , 光具有粒子性 ; 二是波动说 , 把光看成

一种波 , 它可以反射、衍射、干涉、折射、散射、传播等 , 它可用速度、频

率、波长等参数来描述 , 这表明光具有波的性质。

到 20 世纪初 , 普朗克 ( Planck ) 提出了量子论 , 把电磁辐射的粒子说和波

动说联系起来了。并提出了光量子 ( 即光子 ) 能量与电磁辐射的频率有关 , 其

数学表达式为
E = hν (2-1)

式中  E———辐射的光子能量 , J ;

h———普朗克常数 , 6. 63×10 - 34 J·s ;

ν———辐射的频率 , H z。

若将式 ( 2-1 ) 用波长表示 , 则为

E = hν=
hc
λ

(2-2)

式中  E———辐射的光子能量 , J ;

h———普朗克常数 , 6. 63×10 - 34 J·s ;

ν———辐射的频率 , H z;

c———光速 , 3×108 m/ s ;

λ———波长 , m。

从式 ( 2-1 ) 和式 ( 2-2 ) 就可看出 : 普朗克的量子论真正把粒子说的光子

能量与波动说的辐射频率 ( 波长 ) 联系起来了。用式 ( 2-2 ) , 可以方便地计算

出各种频率或各种波长光子的能量。如紫外区在 200nm 和可见区在 500 nm 这

两个波长处光子的能量分别如下。
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(1 ) 200nm 波长处光子的能量

E200 =
hc
λ

=
6. 63×10 - 34 J·s×3×108 m/ s

200×10 - 9 m
= 9. 95×10 - 19 J

(2 ) 500nm 波长处光子的能量

E500 =
hc
λ

=
6. 63×10 - 34 J·s×3×108 m/ s

500×10 - 9 m
= 3. 98×10 - 19 J

由式 (2-2) 可知 , 波长与能量成反比。也就是说 , 波长越短 , 能量越大。这

也是我们为什么要特别注意紫外可见分光光度计短波处 (220nm) 的杂散光的理由。

二、电磁辐射波段的能量范围和各种波谱法

前面已经指出了光既是粒子又是一种电磁波。它们之间的区别仅在于频率

(波长 ) 不同 , 若按频率 (波长 ) 的大小顺序 , 把电磁波排成一个谱 ( 电磁波

谱 ) , 见表 2-1。不同波段的电磁波 , 产生的方法和引起的作用各不相同 , 因

此 , 出现了各种波谱法。

表 2-1  不同波段的电磁波谱

波

长

纳米
( nm )

   10 - 3   10 - 2   10 - 1   1 Ý   10 ç   102   103   104   105   106   107   108   109

微米
(μm )   10 - 6   10 - 5   10 - 4   10 - 3   10 - 2   10 - 1   1 ¿   10 É   102   103   104   105   106

埃
(�!)①

   10 - 2   10 - 1   1 ç   10 ñ   102   103   104   105   106   107   108   109   1010

波段 γ射线 X 射线 紫外光
可见
光 红外光 微波 射频

谱型 γ射线 ( 光 ) 谱
莫斯鲍尔 ( 波 ) 谱

X 射线 (光 )谱

真空
紫外

近紫
外

紫外吸收
光谱

比色 ,
可见
吸收
光谱

红外吸收光谱 顺磁共振 ;
微波波谱

核磁共
振波谱

跃迁类型 核反应 内层电子跃迁 外层电子跃迁 分子振动
分子转动 ;
电子自旋 ;核自旋

辐射源 原子反应堆 ,
粒子加速器

X 射线管 氢 ( 或氘 )
灯或氙灯

钨
灯

碳化硅热棒 ;涅
恩斯特辉光管

速调管 电子振
荡器

单色器 脉冲 -高度
鉴别器

晶体光栅 石英棱镜 ;
光栅

玻璃棱
镜 ; 光
栅滤
光片

盐棱 : LiF ; NaC l ;
KBr ; Ca Br2 .

单色光源

检测器
盖革 -弥勒管 ,闪烁计数器 ,
半导体探测器

光电管 ,
光电倍增管

光电
池 ; 光
电管
肉眼

温差电堆 ; 测热辐
射计 ;气动检测器 晶体二极管

二极管 ;
三极管 ;
晶体三
极管

频率/ Hz   1020   1019   1018   1017   1016   1015   1014   1013   1012   1011   1010   109

波数
/ cm - 1    1010   109   108   107   106   105   104   103   102   10 ó   1 Ô   0 ¡.1

能量/ eV    106   105   104   103   102   10 t   1 f   10 - 1   10 - 2   10 - 3   10 - 4   10 - 5

  ① 1�!= 0 . 1nm。
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  三、紫外可见吸收光谱的形成

原子或分子中的电子 , 总是处在某一种运动状态之中。每一种状态都具有

一定的能量 , 属于一定的能级。这些电子由于各种原因 , 如光、热、电等的激

发 , 放出光或放出热 , 而从一个能级转移到另一个能级 , 称之为跃迁。当这些

电子吸收了外来辐射的能量后 , 就会从能量较低的能级跃迁到另一个能量较高

的能级。因此 , 每一跃迁都对应着吸收一定的能量 ( 一定波长 ) 的辐射。谱线

的频率 (ν) 或波长 (λ) 与跃迁前后两个能级的能量差ΔE = E2 - E1 之间的关

系服从普朗克 ( Planck) 条件 , 即

ΔE = E2 - E1 = hν=
hc
λ

(2-3)

式中  E———辐射的光子能量 , J ;

h———普朗克常数 , 6. 63×10 - 34 J·s ;

ν———辐射的频率 , H z;

c———光速 , 3×108 m/ s ;

λ———波长 , m。

物质的分子吸收光谱形成的机理 , 就是由于能级之间的跃迁所引起的。因

为分子内部运动所涉及到的能级变化比较复杂 , 所以 , 分子的吸收光谱也比较

复杂。一个分子的总能量 E 可以认为是内在能量 E0 、平动能 E平 、振动能

E振 、转动能 E转 以及电子运动能量 E电子 的总和 , 即

E = E0 + E平 + E振 + E转 + E电子 (2-4)

其中 , E0 是固有的内能 , 不随运动而改变 ; E平 是连续变化的 , 不会量

子化。因此 , 它们的改变 , 不会产生光谱。所以 , 一个分子吸收外来辐射之

后 , 它的能量变化ΔE 为其振动能变化ΔE振 、转动能变化ΔE转 以及电子运动

能量变化ΔE电子 的总和 , 即

ΔE =ΔE振 +ΔE转 +ΔE电子 (2-5)

在式 ( 2-5 ) 的右边三项中 , ΔE电子 最大 , 一般在 1～10eV 之间。现设ΔE电子

为 5eV , 则据式 (2-3) 可得到相应波长

λ=
hc

ΔE电子
=

6. 63×10 - 34 J·s×3×108 m/ s
5×1. 6×10 - 12 erg

= 2. 49×10 - 5 cm = 249nm

由此可知 , 由于分子内部电子能级的变化而产生的光谱在紫外区或可见区

内。分子的振动能级间隔ΔE转 大约比ΔE电子 小十倍 , 一般在 0. 05～ 1eV 之

间。设ΔE转 为 0. 1eV , 则为 5eV 的电子能级间隔的 2%。当发生电子能级之

间的跃迁时 , 不可避免的要发生振动能级之间的跃迁 , 因此 , 得到的不只是一

条波长为 249 nm 的谱线 , 而是一系列谱线 , 其波长间隔为 249nm× 2% =

4. 98 nm。
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分子的转动能级间隔ΔE转 大约比ΔE振 小十倍或百倍 , 一般小于 0. 05eV ,

也可以小到 10 - 4 eV 以下。设 ΔE转 为 0. 1eV , 则为 5eV 的电子能级间隔的

2%。设ΔE转 为 0. 005eV , 则为 5eV 的电子能级间隔的 0. 1%。当发生电子能

级之间的跃迁和振动能级之间的跃迁时 , 也不可避免的要发生转动能级之间的

跃迁。因此 , 得到的谱线彼此间的波长间隔只有 249nm×0. 1 % = 0. 249nm。

由于彼此间的波长间隔太小 , 因此它们就连在一起 , 呈现带状 , 称为带状光

谱。分子的能级示意如图 2-1 所示。

图 2-1  分子的能级示意

图 2-1 中的 A 和 B 是两个电子能级 ; 在同一电子能级和同一振动能级中 ,

还因转动能量不同而分为若干 J = 0 , 1 , 2 , 3⋯转动能级。

一些物质会呈现特征的颜色 , 这是由于它们对可见光中某些特定波长的光

线选择吸收的缘故。实际上 , 一切物质都会对可见光和不可见光中的某些波长

的光线进行吸收。但是 , 一切光线并不都是以相同的程度被物质吸收的。物质

对不同波长的光线表现不同的吸收能力 , 叫做选择性吸收。据前所述 , 物质只

能有选择地吸收那些能量相当于该分子振动能变化ΔE振 、转动能变化ΔE转 以

及电子运动能量变化 ΔE电子 总和的辐射。各物质分子的能级是千差万别的 ,
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因此 , 它们内部各种能级之间的间隔也是不同的。所以 , 各种物质对光线的选

择吸收这一性质 , 反映了它们分子内部结构的差异 ; 即各种物质的内部结构决

定了它们对不同光线的选择吸收。因此 , 研究各种物质的吸收光谱 , 可以为研

究它们的内部结构提供重要信息。

第二节  定量分析的理论基础———比耳定律

比耳定律问世已 230 多年了 , 几乎所有的光学分析仪器 ( 如紫外分光光度

计、可见分光光度计、原子吸收分光光度计、液相色谱仪的紫外检测器等 ) 的

原理都是采用比耳定律。

比耳定律是在假设照射到吸光物质上的光是严格的单色光 , 被测物质是由

独立的、彼此之间无相互作用的吸收粒子组成的前提下定义的。因此 , 在实际

工作中 , 就必须要认真考虑这些问题 , 才能真正掌握好比耳定律 , 才能设计、

制造出优质的紫外可见分光光度计等光学式分析仪器 , 使用者才能用好这些光

学式分析仪器。

一、比耳定律及其数学表达式

18 世纪初期 , 朗伯在前人的基础上 , 进一步研究了物质对光的吸收与物

质厚度的关系 , 并于 1760 年指出 : 如果溶液的浓度一定 , 则光对物质的吸收

程度与它通过的溶液厚度成正比。这就是朗伯定律 , 其数学表达式为

A = lg
I0

I
= K0 b (2-6)

式中 , A 为吸光度 ; I0 为入射光强度 ; I 为透射光强度 ; b 为液层厚度

(即光程 ) ; K0 为比例常数。

1852 年 , 比耳研究了各种无机盐的水溶液对红光的吸收后指出 : 光的吸

收和光所遇到的吸光物质的数量有关 ; 如果吸光物质溶于不吸光的溶剂中 , 则

吸光度和吸光物质的浓度成正比。即当单色光通过液层厚度一定的有色溶液

时 , 溶液的吸光度与溶液的浓度成正比 , 这就是比耳定律。其表达式为

A = lg
I0
I

= K1 C (2-7)

式中 , A 为吸光度 ; I0 为入射光强度 ; I 为透射光强度 ; C 为溶液的浓

度 ; K1 为比例常数。

若将朗伯定律和比耳定律合并 , 则为朗伯-比耳定律 ( Lambert-Beer) , 一

般简称为比耳定律。它可用以下数学公式描述

A = lg
I0

I
= K2 bC (2-8)
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式中 , b为光程 ; C为溶液的浓度 ; K2 为比例常数 , 一般将 K2 称为吸光

系数 , 单位为 1/ ( g·cm) 。

式 ( 2-8 ) 中 , 若将浓度 C以摩尔 ( mol ) 浓度表示 , 光程 b以厘米 ( cm)

表示 , 则吸光系数 K2 称为摩尔吸光系数 , 一般用ε表示 , 其单位为 1/ ( mol·

cm) 。此时 , 式 ( 2-8 ) 可改写为

A = lg
I0

I
=εbC (2-9)

其中 , ε是有色溶液在浓度 C 为 1 mol/ L , 光程 b为 1cm 时的吸光度 ; 它

表征各种有色物质在一定波长下的特征常数 , 它可以衡量显色反应的灵敏度 ;

ε值越大 , 表示该有色物质对此波长光的吸收能力越强 , 显色反应越灵敏。一

般ε的变化范围是 10～105 , 其中ε> 104 为强度大的吸收 , ε< 103 为强度小的

吸收。

如果试样的分子量 M 还不知道 , 可用 A
1 %
1 c m 来表示。即

M =
10ε
A1 %

1 cm
( 2-10)

其中 , A
1 %
1 c m 为比吸收系数 , 即试样溶液的光程为 1cm , 试样浓度为 1% 时

的吸光度值。

综上所述 , 比耳定律可以描述为 : 当一束平行的单色光通过某一均匀的有

色溶液时 , 溶液的吸光度与溶液的浓度和光程的乘积成正比 , 这就是比耳定律

的真正物理意义。它是光度分析中定量分析的最基础、最根本的依据。也是紫

外可见分光光度计的基本原理。

二、影响比耳定律偏离的主要因素

(一) 非单色光

如前所述 , 从理论上讲 , 比耳定律只适用于单色光 , 但在实际工作中并非

如此 , 绝对不可能从光学分析仪器上得到真正的单色光 , 只能是得到波长范围

很窄的光谱带。因此 , 进入被测试样的光仍为在一定波段内的复合光。由于物

质对不同波长的光具有不同的吸光程度 , 故在实际工作中即使用很高级的分光

光度计、采用很窄的光谱带宽 , 即用波段很窄的复合光照射样品 , 仍然会产生

比耳定律偏离。

假设入射光的光谱带宽Δλ的波长范围为λ1 ～λ2 , 对λ1 设其吸光度为 A1 ,

则 A1 = lg
I01

I1
=ε1 bC, I1 = I01 ×10ε1 b C ; 对λ2 设其吸光度为 A2 , 则 A2 = lg

I0 2

I2
=

ε2 bC, I2 = I02 ×10 - ε2 b C 。但实际测定时 , 入射光强度为 I0 1 + I0 2 , 透射光强度

为 I1 + I1 , 因此 , 吸光度值为
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A = lg
I0 1 + I0

2

I1 + I1
= lg

I0
1 + I0

2

I0
1 ×10ε1

b C + I0
2 ×10 - ε

2
b C ( 2-11)

若ε1 =ε2 =ε, 则式 (2-11 ) 可写成

A = lg
I0 1 + I0 2

I1 + I1
= lg

I0 1 + I0 2

( I0 1 + I0 2 ) ×10 - ε
2

b C = lg10ε2
b C =εbC ( 2-12)

此时 , A 与 C 成线性关系。但实际上 , ε是有色物质的与波长有关的特征

常数 , 对同一有色物质而言 , 在其他条件一定时 , 不同波长有不同的ε值 , 故

ε1 不可能完全与ε2 相等。因此 , 对非单一波长的入射光 , A 与 C 不可能真正

成线性关系 , 因而产生了比耳定律偏离。

(二) 杂散光

杂散光是紫外可见分光光度计的主要分析误差来源。杂散光产生的原因很

多 , 最主要的是光栅、外光路和单色器内壁散射等原因产生杂散光。仪器的杂

散光 80%来自光栅 , 它使分析测试的吸光度变小 , 特别在高浓度时 , 杂散光

的影响会更加严重 , 以引起比耳定律的偏离。同时 , 由于物质在某些介质中分

散为许多微小的粒子 , 这些粒子会对入射光产生散射。并且 , 随着粒子浓度的

增大 , 这些散射光的强度会增强 , 会降低透射光强度 , 使被测试样的吸光度增

大 , 从而引起比耳定律的偏离。此外 , 由于不少物质在光的照射下会产生光致

发光现象或产生荧光 , 也将严重影响比耳定律 , 使之偏离。

(三) 噪声

噪声会直接影响紫外可见分光光度计的信噪比 , 降低仪器的灵敏度 , 噪声

限制紫外可见分光光度计仪器对样品分析浓度的下限。噪声主要来自仪器的电

子学系统 , 一般用峰-峰值来表示。如果仪器的正噪声大 , 会使测定低浓度样

品的吸光度值增大 ; 如果仪器的负噪声大 , 就会使测定低浓度样品的吸光度值

减小 , 从而使测定值偏离比耳定律。

(四) 光谱带宽

光谱带宽会直接影响比耳定律的偏离 , 这是容易被人忽视而又特别重要的

问题。本书将在后面详细介绍 , 此不赘述。

(五) 化学因素

化学分析中绝大多数是基于被测定成分与试剂之间的反应 , 从而得到一定

的反应产物。这个产物不一定很稳定 , 有时还会继续产生化学反应、溶剂效

应 , 有时试剂中还有杂质等的干扰 , 这些都会引起比耳定律的偏离。

(六) 其他因素

除上述因素外 , 分析测试时的温度也可引起比耳定律的偏离 , 压力、光学

传感器的非线性等 , 也可引起比耳定律的偏离。
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三、比耳定律的局限性与可靠性

(一) 比耳定律的局限性

紫外可见分光光度分析的基本原理是比耳定律 , 如前所述 , 比耳定律所描

述的物质对光的吸收值 ( 吸光度 A)、光程 ( b) 和物质的浓度 ( C) 成线性关

系。但是 , 这只是在稀溶液 ( 低含量 ) 时才能成立。因此 , 比耳定律 A =

lg
I0

I
=εbC是一个有限使用的定律。因为在高浓度 ( 一般指 > 0. 01mol/ L) 时 ,

吸收成分 ( 质点 ) 之间的平均距离将缩小到一定程度 , 邻近质点彼此的电荷分

布都会相互受到影响 , 将改变它们对特定辐射的吸收能力。这种影响的程度取

决于物质的浓度 , 它可使吸光度与浓度之间的线性关系发生偏离。

吸光度与浓度之间线性关系的偏离 ( 即比耳定律的偏离 ) 还与溶液的折射

率 n有关 ; 因为 , 摩尔吸光系数ε是真实摩尔吸光系数ε真 和溶液的折射率 n

的函数 , 即

ε=ε真
n

( n2 + 2) 2

而溶液的折射率是随着溶液浓度的改变而改变的 , 所以ε也随浓度改变。

然而 , 实 际 上 当 浓 度 ≤ 0. 01mol/ L 时 , n 基 本 上 是 不 变 的 ; 但 当 浓 度

> 0. 01 mol/ L 时 , ε将随浓度而改变。

如前所述 , 比耳定律在低浓度时是正确的 , 但不排除在高浓度时 , 采用差

示分光光度法、多波长法等适当方式进行定量分析。

(二) 比耳定律的可靠性

比耳定律假设的分析条件与实际的分析条件有偏离 , 因此 , 在使用中就会

出现可靠性的问题。在比耳定律的推导中 , 至少有三个假设是与实际不相符

的 : 第一 , 假设采用的是单色光 ; 第二 , 入射光是平行光 ; 第三 , 吸光粒子

(分子或离子 ) 的行为相互无关 , 而且 , 不论其数量和种类如何都是如此。此

外 , 样品的处理、测量过程中的仪器条件和操作等因素也会产生误差。由于有

这些假设和操作上的原因 , 引起了比耳定律应用中的可靠性问题。下面将对此

进行简单分析讨论。

1. 非单色光

在比耳定律的推导中 , 都是假设采用单色光 , 而在实际中不可能是真正的

单色光 , 即使是选用仪器上设置的最小光谱带宽也是如此。非单色光的谱带宽

度与使用仪器的光谱带宽有关 , 所用的光谱带宽越大 , 非单色光的谱带宽度就

越大 , 光谱纯度就越差。因此 , 由于实际的非单色光与假设的单色光不符 , 就

产生了比耳定律的偏离。
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假设入射到样品上的光是真正的平行光 , 这在实际中也是不可能的。不管

在何种情况下 , 入射到样品上的光 , 总是有一个孔径角。这与假设入射到样品

上的光是平行光不符。因此 , 产生了比耳定律的可靠性问题。

2. 吸光物质成分之间的相互作用

在比耳定律的推导中 , 假设所有的吸光粒子 ( 分子或离子 ) 的行为都是相

互无关的。但是 , 这种情况只有在稀溶液 (浓度≤0. 01mol/ L ) 中才存在。因

为在浓度增大时 , 往往产生某些附加效应 , 如聚集、聚合或缔合作用、水解以

及络合物配位数的改变等 , 最后影响物质的吸光效应。并且 , 吸光粒子之间的

相互作用必将改变吸光成分或被激发的成分 , 或改变电荷分布。从而将改变对

所吸收的入射光能量的要求 , 导致吸收峰的位置、形状和高度随着浓度的增加

而改变。

3. 光程不相等

比耳定律假设所有入射光线通过相同数量的吸收粒子或假设所有入射光线

通过吸光物质的光程相等 , 其实不然 , 如果把一个样品放在几台不同的紫外可

见分光光度计上测试 , 尽管仪器都经过认真的调试、校验 , 其测试结果都是不

会相同的。其原因有多方面 , 除前面所述因素的影响外 , 还有以下因素引起光

程的变化 , 导致产生误差。

图 2-2  倾斜光束

(1 ) 光束倾斜  从单色器出来的光照射

到比色皿的时候 , 不可能是理想的平行光 ,

总有一个孔径角 (见图 2-2) , 因此 , 通过比

色皿的平均光程总是大于垂直通过的光程

长度。

假设图 2-2 中的比色皿长度为 b, 吸光

度为 A , 则比色皿两端的倾斜光束的光程长

为
b

cos R
, 相应的吸收值为

A
cos R

。又假设在孔径角以内的吸光度值为 A′, 则

A′=
A

R最大∫
最大

0

1
cos R

d R (2-13 )

如果光束的截面是均匀的 , 那么 , 从式 ( 2-13) 可以计算不同孔径角的吸

收百分比误差。孔径角为 2°～10°时的吸收百分比误差见表 2-2。

表 2-2  吸收误差与非平行光的关系

入射孔径角

θ最大/ (°)

折射孔径角

R最大/ (°)

ΔA
A

/ %
入射孔径角

θ最大/ (°)

折射孔径角

R最大/ (°)

ΔA
A

/ %

2 ².7 2 k0 W.020 10 Ó.7 8 w0 ˜.33

5 ².3 4 k0 W.081 13 Ó.4 10 Œ0 ˜.51

8 ².0 6 k0 l.18
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  从表 2-2 可知 , 当孔径角小于 5°时 , 吸光度 A 值的误差小于 0. 1%。

(2 ) 比色皿引起的误差  大多数样品是以溶液形式进行分析测量的 , 因

此 , 比色皿就成了重要部件。它的几何尺寸的加工误差、配对误差会直接导致

分析测试结果产生误差。特别是比色皿的两个通光面之间的距离和平行性更是

如此。英国标准研究所曾经介绍过关于比色皿的技术要求 , 他们建议光程长的

标准精度必须达到±0. 02 mm , 端面窗的平行性是 4 个光圈/ 1cm ( 用汞灯的

546. 1nm 测试 ) , 对于 10mm 光程的比色皿 , 其标定精度必须在±0. 01mm 内。

作者根据我国国家计量检定规程的要求 , 对我国某公司生产的比色皿进行

过测试。在三个月中 ( 其中间隔一个月 ) , 先后从两批产品中 , 挑选 62 对比色

皿进行了配对检测。第一批挑选 32 对比色皿 , 不合格者达 22 对 , 占 68. 8% ;

第二批挑选 30 对比色皿 , 不合格者 23 对 , 占 76. 6 %。而该公司长期从事比

色皿的生产 , 用户遍布全国各地 , 甚至大量出口国外。据该公司负责人讲 , 从

未听到过使用者对他们生产的比色皿提出过配对不合格的意见。这说明了广大

科技人员 , 尚未对比色皿的配对误差给紫外可见分光光度计的分析误差带来的

严重影响引起重视。

如图 2-3 所示 , 当光线通过盛有溶液的比色皿时 , 一部分在两个端面产生

反射。

图 2-3  光线通过参比池和样品池的内反射

对垂直入射光来说 , 通过折射率为 n1 和 n2 的介质时 , 所发生的反射可用

菲涅耳 ( F resnel) 公式表示

r =
n1 - n2

n1 + n2

2

( 2-14)

  对空气-玻璃介质来讲 , 反射系数 r = 0. 04; 对玻璃-液体介质来讲 , 反射

系数 r = 0. 0035; 参比比色皿不能完全补偿这种反射。在图 2-2 中 , 如果只考

虑第一次和第二次反射 , 则测试到的吸光度 A 见式 ( 2-15) , 对式 ( 2-15 ) 整

理并简化后 , 得到式 ( 2-16) 。
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A = lg
P1

P2
= lg

P0 T ( 1 - r1 + r1 r2 )
P0 (1 - r1 + r1 r2 T2 )

( 2-15)

A = A0 + 0. 4343( 1 - T2 )
r1 r2

1 - r1
( 2-16)

式中 , A 为实测吸光度值 ; A0 为理论吸光度值 ; P0 、 P1 、 P2 的物理意

义可参见图 2 -2 ; T 为透射比。

设 r1 = r2 = 0. 05 , 则 A 随 A0 的变化见表 2-3。

表 2-3  A 随 A0 的变化

A0 0 ©.1 0 ¾.2 0 Ó.5 1 è.0 2 Z.0

A 0 k.1004 0 €.2007 0 •.5010 1 ª.0011 2 �.0011

(3 ) 样品处理和测量过程中产生的误差  不管测试什么样品 , 总是要事先

对样品进行处理。要对样品进行处理 , 总会因为仪器设备等各种原因而带来误

差。如称量天平的误差、取液的量筒或移液管等玻璃仪器的误差、仪器条件选

择 ( 光谱带宽、扫描速度等 )、环境因素 (温度、电磁场的干扰等 ) 、人为操作

误差等。这些误差都会引起比耳定律应用中出现的问题。
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第三章  紫外可见分光光度计的基本结构

第一节  仪 器 分 类

从分光元件来讲 , 紫外可见分光光度计可分为棱镜式和光栅式两种。不

过 , 近几年国际上基本不按分光元件来分类了 , 因为许多高档紫外可见分光光

度计 , 大多由棱镜和光栅两种分光元件联合组成分光系统 , 一般前置单色器用

棱镜作分光部件 , 主单色器用光栅作分光部件。而单纯的棱镜式紫外可见分光

光度计已经很少见了 , 特别是国外的制造商 , 一般都不再制造棱镜式紫外可见

分光光度计了。但是 , 目前我国还在生产棱镜式紫外可见分光光度计 , 如 751

紫外可见分光光度计 , 它在中国市场上畅销了 20 多年 , 现在仍深受广大使用

者欢迎。

目前 , 国际上一般按紫外可见分光光度计的仪器结构将其分为单光束、准

双光束、双光束和双波长四类。本节将对这四者之间的主要区别、各自的特点

进行简单介绍。

一、单光束紫外可见分光光度计

1945 年美国 Beckman 公司推出的世界上第一台成熟的紫外可见分光光度

计商品仪器 , 就是单光束紫外可见分光光度计。顾名思义 , 单光束紫外可见分

光光度计只有一束单色光 , 一只比色皿 , 一只光电转换器 ( 又称光接收器 )。

其光电转换器通常采用硅光电池、光敏三极管或光电管 , 其结构简单、价格便

宜 , 但因其杂散光、光源波动、电子学的噪声等都不能抵消 , 故单光束紫外可

见分光光度计的光度准确度差。国外的 DU70、P U8700 等及我国目前许多企

业正在生产的 751、752、753、754 等紫外可见分光光度计就都是单光束仪器 ,

一般来讲 , 它们属于低档仪器。但无锡英之诚高速分析仪器公司生产的 753 型

仪器可称得上中档紫外可见分光光度计 , 因为它的功能较全 , 可以通过计算机

解决许多较复杂的定量分析工作。另外 , 我国目前许多企业正在生产的 721、

722、723、727 等可见分光光度计也是单光束仪器 , 这类仪器完全是低档仪

器。一般来讲 , 单光束紫外可见分光光度计 , 由于其技术指标比较差 , 特别是

杂散光、光度噪声、光谱带宽等主要技术指标比较差 , 因此 , 分析误差也较

大。所以 , 它们在使用上受到限制。一般来讲 , 要求较高的制药行业、质量检
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验行业、科研等行业不适宜使用单光束紫外可见分光光度计。

单光束紫外可见分光光度计的组成如图 3-1 所示。

图 3-1  单光束紫外可见分光光度计

二、准双光束紫外可见分光光度计

所谓准双光束紫外可见分光光度计 , 就是有两束光 , 但只有一只比色皿的

紫外可见分光光度计。其中 , 一束光通过比色皿 , 另一束光不通过比色皿。不

通过比色皿的那束光 , 主要起抵消光源波动对分析误差影响的作用。

准双光束紫外可见分光光度计有两种类型 : 一种是两束单色光 , 一只比色

皿 , 两只光电转换器 ; 另一种是一束单色光 , 一束复合光 , 一只比色皿 , 两只

光电转换器。

(一) 两束单色光

这种准双光束紫外可见分光光度计比较多。目前国内外市场上或用户正在

使用的准双光束紫外可见分光光度计 , 基本上都是这种类型的仪器。这种准双

光束紫外可见分光光度计 , 一般都用硅光电池或光电管作光电转换器。不通过

比色皿的这一束光 , 除作为参考光束外 , 还有一个很重要的作用 , 就是用来抵

消光源波动 , 以提高仪器的稳定性。这种仪器的结构也较简单 , 价格较便宜。

两束单色光 , 一只比色皿 , 两只光电转换器的准双光束紫外可见分光光度

计的结构如图 3-2 所示。

图 3-2  两束单色光的准双光束紫外可见分光光度计

我国企业目前正在生产的 TU-1800、 TU-1800S、TU-1800PC、TU-1800SPC、

UV-762、UV-1600 等紫外可见分光光度计 , 就是两束单色光 , 一只比色皿 , 两

只光电转换器的准双光束紫外可见分光光度计。因其有两束光 , 所以光源波动

可抵消一部分 , 电子学噪声也可部分抵消 ( 因只有一个比色皿 , 杂散光不能抵
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消 ) , 故准确度较单光束仪器好。它属普及型的常规仪器。

(二) 一束单色光 , 一束复合光

这种结构的准双光束紫外可见分光光度计 , 不通过比色皿的那束参考光束

为复合光 , 它不经过分光器 , 直接进入光电转换器。所以 , 参考光束的能量比

较大 ( 要比样品光束强得多 ) , 经过光电转换器后 , 电信号也比较强。因为两

束光的强度相差太多 , 复合光的强度过大 , 单色光的强度较小 , 很难达到抵消

光源波动对分析误差影响的作用 , 甚至加大这种影响。

目前 , 一束单色光和一束复合光的准双光束紫外可见分光光度计已很少

见。一束单色光 , 一束复合光 , 一只比色皿 , 两只光电转换器的准双光束紫外

可见分光光度计的组成如图 3-3 所示。

图 3-3  一束单色光 , 一束复合光 , 一只比色皿 , 两只光

电转换器的准双光束紫外可见分光光度计

三、双光束紫外可见分光光度计

顾名思义 , 双光束紫外可见分光光度计就是有两束单色光的紫外可见分光

光度计。它也有两种类型 : 一种是两束单色光 , 两只比色皿 , 两只光电转换

器 ; 另一种是两束单色光 , 两只比色皿 , 一只光电转换器。目前 , 国内外的双

光束紫外可见分光光度计中 , 两只光电转换器的双光束紫外可见分光光度计仪

器已很少见 , 绝大多数或基本上都是一只光电转换器的仪器 , 特别是高档双光

束紫外可见分光光度计 , 都是一只光电转换器的仪器。

这两种类型的双光束紫外可见分光光度计 , 所用的光电转换器基本上全部

是光电倍增管 ( P MT )。

(一) 两只光电转换器的双光束紫外可见分光光度计

使用两只光电倍增管的双光束紫外可见分光光度计 , 光源波动、杂散光、

电噪声的影响都能部分抵消 , 所以定点测量时 , 光度准确度好 , 但结构较复

杂、价格较贵。同时 , 因光电倍增管的光谱响应特性不可能完全配对 , 所以 ,

光谱扫描时测量误差很大 , 一般不用这种双光束紫外可见分光光度计来扫描。

此外 , 因一束光分成两束 , 所以每束光的能量低 , 信噪比不如单光束紫外可见

分光光度计好。目前 , 我国市场上的 TY-1880、 TY-8500、U V/ FL-1 型等仪
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器属于此类双光束紫外可见分光光度计。

两束单色光 , 两只比色皿 , 两只光电转换器的双光束紫外可见分光光度计

的组成如图 3-4 所示。

图 3-4  两束单色光 , 两只比色皿 , 两只光电转换器的

双光束紫外可见分光光度计

(二) 一只光电转换器的双光束紫外可见分光光度计

目前 , 国际上的高档双光束紫外可见分光光度计都是两束光、两只比色

皿 , 一只光电转换器的仪器。如美国的 Lambda900、Lambda9、Cary6000、

Cary500、Cary5 型和日本的 U V-2450、U V-3101、U-3400 型以及我国的 T U-

1901、TU -1900、UV-2100、U V-763 型双光束紫外可见分光光度计等都是如

此。这类双光束紫外可见分光光度计的技术指标大多都很先进。由于有两束

光 , 所以对光源波动、杂散光、电子学噪声等的影响都能部分抵消 , 所以其杂

散光、光度噪声都很小。因此 , 这种类型的双光束紫外可见分光光度计的光度

准确度好。这是一只光电转换器的双光束紫外可见分光光度计的最大优点。

因一束单色光被分成两束 , 所以每束光的能量降低了一半。因此 , 一只光

电转换器的双光束紫外可见分光光度计的信噪比不如单光束紫外可见分光光度

计大。但因两束光路对噪声可相互抵消 , 所以其灵敏度仍然很好。但是其结构

较复杂、价格较贵。

一只光电转换器的双光束紫外可见分光光度计的结构如图 3-5 所示。

图 3-5  两束单色光 , 两只比色皿 , 一只光电转换器的

双光束紫外可见分光光度计

关于紫外可见分光光度计中的单光束和双光束的优劣问题 , 目前国际上的
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科技工作者看法不一 , 存在着明显的分歧 : 一种观点认为双光束仪器好 , 因为

两束光可以抵消一部分杂散光 , 抵消一部分噪声 , 抵消一部分由于光源波动对

仪器稳定性的影响 , 从而可以提高紫外可见分光光度计仪器的可靠性。美国的

P-E 公司目前认为双光束紫外可见分光光度计优于单光束紫外可见分光光度

计。另一种观点认为单光束仪器好 , 因为由于计算机的发展 , 许多单光束仪器

的缺点都可以用计算机的软件来弥补。单光束的光能量较双光束强 , 信噪比较

大 , 仪器灵敏度较高 , 结构较简单 , 价格较便宜。美国的 Beckman 公司目前

认为单光束紫外可见分光光度计优于双光束紫外可见分光光度计。我国目前生

产的紫外可见分光光度计中 , 单光束多于双光束。

关于单光束和双光束的优劣问题 , 作者认为不能简单的一概而论 , 而应全

面考虑 , 详见表 3-1。

表 3-1  单光束和双光束紫外可见分光光度计的比较

项   目 单  光  束 双  光  束

光源波动引起的误差 不可消除 ( 抵消 ) 可消除 ( 抵消 )

机械结构 简单 复杂

光能量损失大小 光能量损失小 光能量损失大 ( 一束光分成两束 )

灵敏度高低 较高 ( 信噪比较大 ) 一般 (信噪比较小 )

漂移 大 小

光度准确度 差 较高

杂散光 大 小

价格 较低 较高

四、双波长紫外可见分光光度计

双波长紫外可见分光光度计都采用两个单色器。光源发出的光被两个单色

器分别分离出波长为λ1 和λ2 , 通过斩波器将两束单色光λ1 和λ2 交替入射到

同一试样中 , 光电倍增管交替地接收到经过试样吸收后的这两束单色光 , 并

把它们变成电信号。电信号经电子学系统处理 , 并转化为它们之间的吸光度

差ΔA。

假设开始时交替照射到试样的两束单束光 λ1 和λ2 的强度相等 , 且都为

I0 。那么 , 根据比耳定律可得

- lg
I1

I0
= Aλ

1
=ελ

1
bC + AS

1

式中 , ελ
1
为待测物质在波长λ1 的摩尔吸光系数 ; AS

1
为光散射和背景吸

收 ; b为光程 ; C 为待测物质的浓度。

同理 , 对于λ2 可得
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- lg
I2

I0
= Aλ

2
=ελ

2
bC + AS

2

式中 , ελ
2
为待测物质在波长λ2 的摩尔吸光系数 ; 若λ1 和λ2 很接近 , 可

认为 A S
1

= AS
2
。因此 , 透过试样的两束光强度的对数值信号差为

- lg
I2

I1
=ΔA = Aλ

2
- Aλ

1
= (ελ

2
- ελ

1
) bC

此式说明试样中待测组分的浓度与两波长λ1 和λ2 的吸光度差成正比。这

就是双波长紫外可见分光光度计的定量依据。

双波长紫外可见分光光度计的结构如图 3-6 所示。

图 3-6  双波长紫外可见分光光度计的结构

双波长紫外可见分光光度计主要适用于试样的多组分测量。

多组分中的单组分测量一般选择待测组分的λm ax 为测量波长λ2 , 等吸收

点波长或待测组分吸收曲线下端的某一波长作为参比波长λ1 , 然后 , 测量差

吸光度值ΔA = Aλ
1

- Aλ
2

, 求出试样中待测组分的含量或浓度。

如果试样中有共存干扰吸收物质 , 则可采用等吸收点法和系数倍率法测

量。读者可参考有关文献。

如果试样的吸收光谱上 , 有两个或两个以上组分的吸收峰互相重叠或非常

接近 , 或者有很大的浑浊背景吸收干扰 , 则可利用导数光谱来分析测试。这

时 , 可以不经过任何复杂的分离程序 ( 如萃取、色谱分离、离子交换分离等 ) ,

就可直接把它们区分开 , 这是导数光谱最大的优点 (双波长法只能获得一阶

导数 )。

以上是根据光束、比色皿、光电转换器的数量来分类的 , 也有人根据光接

收器的类型 , 把紫外可见分光光度计分为光电二极管阵列多通道紫外可见分光

光度计、CCD ( 电荷耦合光接收器 ) 多通道紫外可见分光光度计等。

第二节  电光源系统

紫外可见分光光度计的电光源系统 , 直接影响仪器的可靠性和使用效果 ,

使用者必须对此引起高度重视。紫外可见分光光度计的电光源系统包括光源和
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电源两大部分 , 下面简单介绍。

一、光源 (灯泡)

紫外可见分光光度计的光源一般为氘灯和卤钨灯两种。

(一) 氘灯

氘灯是供紫外可见分光光度计的紫外波段使用的光源 , 它发出的光的波长

范围一般为 190～ 400nm , 它是连续光谱带。氘灯的使用波长范围一般为

190～360 nm 左右。氘灯在 486. 0 nm、583. 0nm、656. 1nm 等三处各有一根特

征谱线 , 经常被研究人员或光谱仪器研制者、生产者用来作为标定仪器的理论

波长值 ( 656. 1nm、486. 0nm 使用最多 ; 583. 0nm 使用很少 , 因为它不够尖

锐 , 同时还伴有小峰 )。氘灯的光能谱分布如图 3-7 所示。

图 3-7  氘灯能谱分布图

氘灯按插脚来分有两种 : 一种是有三只插脚 ( 又称插脚式 ) 的氘灯 ; 另一

种是带有三根插脚引线的氘灯。带有三只插脚的氘灯 , 一般都注有阴极和阳极

标志 , 以便用户使用时辨认。目前国外生产的氘灯 , 基本上都是属于带有三只

插脚形式的氘灯。如日本浜松、美国 RCA、英国的 Cathodeon 等公司的产品

都是如此。三只插脚引线的氘灯中 , 有两只引脚线为阴极 ( 一般为黑色 ) , 一

只引脚线为阳极 ( 一般为红色 )。我国生产的氘灯中 , 绝大多数为带有三根插

脚引线模式的氘灯。如上海电光器件厂、宜征电子管厂等生产的氘灯就是如

此。插脚式氘灯的最大优点是发光点的高度固定不变 , 调换新氘灯时不需要调

节氘灯发光孔的高度。而带有三根插脚引线的氘灯 , 调换新氘灯时 , 一定要调

节发光孔的高度 , 对使用者来讲很不方便。
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氘灯在紫外可见分光光度计仪器中工作时 , 它的外壳周围的温度达到

400℃以上 , 因此 , 不能用手直接触摸 , 以免烫伤。尤其是氘灯正前方的通光

孔部分 ( 一般通光孔径为 1mm ) , 即使是氘灯不在工作状态 ( 未点亮 ) , 也绝

对不能用手触摸。否则 , 如果人手上的油污沾污了氘灯外壳与发光孔对应的部

分 , 在氘灯点亮后 , 油迹将永久烧结在氘灯的表面 , 将严重影响氘灯的发光强

度 , 影响氘灯的使用寿命。

氘灯为易耗件 , 一般使用寿命为 : 国产氘灯 500～ 800h ; 进口氘灯为

1000 h (少数长寿命灯可达 2000h ) ; 一般情况下 , 氘灯发光孔处发黑 , 就应考

虑氘灯的寿命是否到期。但氘灯的使用寿命与氘灯电源设计有关 ( 后面将详细

讨论 ) ; 一般来讲 , 电源设计得好的话 , 国产氘灯的寿命也不止 500～ 800h ,

有的寿命可达 2000h 以上。如作者在使用国产氘灯时 , 采用自己设计的优质恒

流电源 , 可将国产氘灯 ( 如上海电光器件厂生产的 DD2. 5 型氘灯 ) 的寿命延

长到 2000h 以上。

目前国外生产氘灯的主要厂商有日本的浜松 ( Hamamatsu ) 公司、英国

的 Ca thodeon 公司和美国的 RCA 公司等。他们生产的氘灯 , 一般都是带插座

的。国内生产氘灯的主要厂商有 : 上海电光器件厂、江苏宜征的宜征电子管

厂、北京的电真空器件厂等。国产的氘灯一般不带插座 , 大多都是有带三根插

脚引线。国内外的氘灯产品型号各异 , 且在质量上有一定差距 ; 根据作者的实

践 , 差距主要表现在寿命和稳定性上。但在价格上相差较大 , 有的相差 10 倍

以上。如一般的国产氘灯 , 大约 200 多元人民币一只。而同类 ( 指光学、电学

性能 ) 的进口氘灯 , 如日本浜松 ( Hamamatsu ) 的产品则约需 1800～3800 元

人民币一只。

氘灯的使用寿命与供电电源的关系很大 , 如果氘灯的电源设计合理 ( 如直

流工作电压、灯丝预热电压和电流、灯丝预热时间等 ) , 将大大有助于提高使

用寿命。

氘灯使用寿命的测试方法一般采用比较法。具体操作是 : 采用一只新的优

质 ( 相对而言 ) 氘灯 , 先在紫外可见分光光度计的主机上或在自己制作的测试

装置上测试一个真实的数据 , 而后用待测试的氘灯调换新氘灯 , 再测试一次 ,

据二者的能量差值来判断被测氘灯的寿命是否到期。我国国家标准规定 , 如果

把新的优质 ( 相对而言 ) 氘灯的测试数据作为 100 , 那么被测试的氘灯的能量

不足新灯的 45% , 则认为被测试的灯寿命到期。

氘灯的发光稳定性 , 也是既与氘灯电源有关 , 又与氘灯灯泡本身的质量有

关。使用者在调换新氘灯前 , 应对新氘灯灯泡的稳定性作一次简单的测试。一

般的简易测试方法是在紫外可见分光光度计的主机上 ( 应先确定主机是合格

的 ) , 或在自己制作的测试装置上 , 点亮需要换上的新氘灯 , 仪器预热 0. 5h 后
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测量。仪器条件为 : 波长 250nm , 光谱带宽 2nm , 取能量测量、时间扫描方

式 , 纵坐标能量取 50%左右 , 对新氘灯作一次 1 h 的漂移测试 , 要求漂移小于

0. 5%/ h , 如果新灯在 1h 内的漂移超过 0. 5% , 则为不合格。

(二) 钨灯 (卤钨灯 )

钨灯是供紫外可见分光光度计的可见区使用的光源。其发出光的波长范围

为 330nm 到近红外 , 它也为连续光谱。其光谱能量分布如图 3-8 所示。

图 3-8  钨灯在不同温度下的光谱能量分布

钨灯 ( 卤钨灯 ) 有两只插脚 , 不

分正负 , 可以互换。钨灯也是易损

件 , 到使用寿命时 , 就要调换新灯。

因此 , 钨灯的灯丝高度非常重要。目

前 , 国产的钨灯中 , 大多数在调换新

灯时 , 要调节灯丝的高度 , 比较麻

烦。但有些国外生产的钨灯 , 调换新

灯时不必调节灯丝高度 , 很方便。和

氘灯一样 , 由于钨灯工作时其周围的

温度也高达数百度 , 因此 , 不能用手

触及钨灯表面 , 以免烫伤和缩短钨灯

的使用寿命。同样 , 不能用手触摸钨

灯的发光面 , 以免沾污钨灯的发光面 , 影响钨灯的发光强度。卤钨灯是在一般

的钨灯中充有卤素元素 , 主要是为了增强短波部分的强度。一般的钨灯寿命可

达 10000h 以上 (但必须正确使用 , 保证电源供电电压等都能符合钨灯规定的

要求 , 如工作电压应为 12V±1. 2V 等 )。

二、电源

紫外可见分光光度计的光源电源 , 一般分为氘灯恒流电源和钨灯恒压电源

两种 , 下面分别讨论。

(一) 氘灯恒流电源

氘灯恒流电源的输出电流一般为 100～500mA。而氘灯工作时 , 其工作电

流一般恒定为 300mA , 所以称为氘灯恒流电源。氘灯恒流电源是紫外可见分

光光度计的关键部件之一 , 它直接影响紫外可见分光光度计的稳定性。图 3-9

为作者研制的一种高精度氘灯恒流电源的电路图。

众所周知 , 当氘灯电源的电流波动 1% 它发出的光通量就要波动 6. 7% ;

也就是说 , 当氘灯正常工作电流恒定为 300mA 时 , 若因某些原因 , 电流波动

3mA , 则氘灯发出的光通量就要波动 6. 7%。这是一个很大、很惊人的波动数

据。若用记录仪记录 , 设记录仪满度为 100 格 , 则将以 6. 7 格的幅度波动 ( 即
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图 3-9  氘灯恒流电源的电路图

6. 7%的波动 ) , 这样就根本无法使用。由此可见 , 氘灯恒流电源的稳定性多么

重要。美国科学家 Wenstead 的研究结果表明 : 光谱仪器的不稳定 , 90%以上

是由电源引起的。

中华人民共和国计量检定规程对紫外可见分光光度计提出了电源波动对

测试结果影响的指标。如 1990 年 9 月 1 日开始实施的双光束紫外可见分光

光度计标准 ( JJG 682—90 ) 中 , 提出“电源电压变化的影响 : 外电电源电

压在 ( 220± 22 ) V 范围 内 改 变 , 仪器 100 % 透射 比 的 最大 变 化 应 小于

0. 5%”。又如 1997 年 6 月 1 日开始实施的单光束紫外可见分光光度计标准

( JJG 375—96 ) 中 , 提出“电源电压的影响 : 电源电压 ( 220±22 ) V 变化时

对仪器的影响应符合要求”。而该标准中对棱镜式的单光束紫外可见分光光

度计 , 要求示值变化±0. 5 % ; 该标准中对光栅式的单光束紫外可见分光光

度计 , 要求示值变化±0. 3 % ( A 级 ) 和±0. 5 % ( B 级 ) 。这种技术指标不

太合适。因为外电电源就产生±0. 5% 的分析误差 , 如果再加杂散光、噪声、

光谱带宽、试样处理等操作误差 , 仪器的分析测试结果总误差就会很大。不

但药物分析的误差要求 (很多药品要求相对误差在 1 % 以内 ) 达不到 , 就连

一般分析工作的最低要求也达不到。这种技术指标的仪器根本不能满足使用

要求。我们说这种技术指标不合适 , 主要是因为它是一个电子学的技术指

标。对电源来讲 , 应该用电子学的指标 ( 电流调整率、纹波系数、漂移等 )

来描述。

紫外可见分光光度计的光信号在紫外区一般为毫微流明 ( nlm ) 级 , 属于

微光测试范畴。为了保证紫外可见分光光度计仪器的稳定性 , 一般高质量的优
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秀紫外可见分光光度计 , 其氘灯恒流电源的电流调整率要求达到 0. 05% , 纹

波系数要求在 0. 5%以内。作者曾研究过一种高性能的氘灯恒流电源 (DL PS-

3 型氘灯恒流电源 ) , 其电流调整率达到 0. 0006 %。表 3-2 列出了几种氘灯电

源及其主要技术指标。

表 3-2  几种氘灯电源及其主要技术指标

国  别 日  本 英  国 中  国

厂商 H amamat su Ca thod eon 中科院上海有机所

型号 C1518 4C710 ¥D M. W Ã. -88 型

灯丝电压/ V
10±1 VDC

2 �ý. 5±0 Ê. 2 VDC

2 , 3 , 7 , 10 , 14 /
2 •ƒ. 5～10

( 分挡可调 )

灯丝电流/ A 0 8.. 8 , 1 Ò. 2 , 4 10 , 6 , 1 üò. 5 , 1 –. 5 , 1 :. 0 0～10 Z

延时时间/ s 20 ñ60 , 120 É
10～120

( 分挡可调 )

触发电压/ V 600±50 W500 ‹
200～600

( 连续可调 )

工作电压/ V 80±30 C100 ‹80±20 o

工作电流/ m A 300 �250～350 ò
200～500

( 连续可调 )

电流调整率 ( SI )
厂给 : ±5×10 - 4

实测 :2×10 - 3

厂给 :×

实测 : 1×10 - 3
实测 :5×10 - 5

漂移 ±1×10 - 3 < 5×10 - 4 5×10 - 4

纹波
厂给 :1×10 - 4

实测 :5×10 - 3

厂给 : 2×10 - 4

实测 : 3×10 - 3
实测 : 1 ²̈. 5×1 u. 0 - 3

出厂时间 1982 年 1984 年 1988 年

为了延长氘灯的寿命 , 在点燃氘灯以前 , 氘灯的灯丝一定要事先经过预

热 , 预热时间可以从 10～30 s 均可 , 使用者可以自选。如果氘灯不经过预热而

直接点亮 , 氘灯的寿命肯定会缩短。

一般国产氘灯的氘灯触发电压为 200～400V , 最低 170V 也能点亮 ; 一般

进口氘灯的触发电压为 350～650V。如果一开机 , 氘灯不经过预热 , 氘灯的触

发电压一下就直接加到阳极上 , 就会严重缩短氘灯寿命。

氘灯电源向氘灯提供的灯丝电压和灯丝电流 , 一定要与氘灯灯泡的要求相

一致。目前国际上一般都是两种类型 : 一种是 2. 5V , 4A ; 另一种是 10V ,

0. 8A。从氘灯电源的制作来讲 , 因为电流小 , 10V、0. 8A 比较好制作 ; 而

2. 5V、4A 的灯丝供电 , 因电流很大 , 氘灯的电源比较难制作。

为了延长氘灯的寿命 , 还可将氘灯用在半功率点上 , 即将氘灯恒流电源的

工作电流调节到 180mA 左右 (150～200mA 范围内 ) , 这样可大大延长氘灯寿
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命 , 有时可使氘灯的寿命延长好几倍。

使用者可以对氘灯恒流电源的稳定性作简单的测试 , 以便判断氘灯电源

的稳定性是否合格。最重要的是测试三个指标 : 电流调整率、漂移和纹波

系数。

电流调整率的简单测试方法为 : 氘灯电源的输入电压通过一只 0. 5 kV 的

调压变压器 , 点亮氘灯 , 在氘灯电源的输出端用分压器取采样电压约取 1. 8V

左右 ( 直流信号电压 ) , 用数字电压表监控。氘灯电源预热 0. 5h 后 , 调节调压

变压器 , 分别记录 198V、220V、242V 所对应的 1. 8V 的变化 ( 即记录交流供

电电压 220V 变化±10% 时 , 所对应的输出直流电压的变化值 )。如作者在研

制 DLSP-3 型氘灯恒流电源时的实际测量数据的结果见表 3-3。

表 3-3  DLSP-3 型氘灯恒流电源时的实际测量数据

VS V 01
V02

V 03
V04

V 05

198 ²1 LB. 7480 1 ³©. 7478 1 ��. 7479 1 •w. 7478 1 ��. 7479

220 ²1 LB. 7479 1 ³©. 7479 1 ��. 7479 1 •w. 7479 1 ��. 7479

242 ²1 LB. 7479 1 ³©. 7479 1 ��. 7479 1 •w. 7479 1 ��. 7480

由表 3-3 可计算出 , 作者研制的氘灯恒流电源的电流调整率为

SI =
ΔV0

V0
=

0. 0001
1. 7479

= 0. 0000572 = 5. 72×10 - 5

其中 , ΔV0 为 V0242 - V0198 差值中的最大者 , 即 1. 7479 - 1. 7478 = 0. 0001;

V0 为 220V 对应的直流输出电压。根据国际微光测试协会的建议 : 用于微光

测试仪器的电源 , 一般要求电流调整率 SI 达到 0. 05% (即 5. 0×10 - 4 ) 。

氘灯恒流电源的漂移的简单测试方法为 : 点亮氘灯 , 氘灯电源预热 0. 5h

后 , 在电流调整率测试的条件下 , 固定输入电压为 220V , 记录 1. 8V 在 1h 内的

变化值ΔV0 , 即是氘灯电源的漂移。一般氘灯电源的漂移为 1×10 - 3 ～5×10 - 4 。

氘灯恒流电源的纹波系数的简单测试方法为 : 在氘灯电源的假负载或点亮

的氘灯上 , 用交流毫伏表或示波器直接测量。

氘灯恒流电源的纹波系数的简单测试方法有两种 :

① 点亮氘灯 , 预热 0. 5h 后 , 用示波器或交流真空毫伏表 , 直接在氘灯的

阴极和阳极之间测试。如作者在研制 DLSP-3 型氘灯恒流电源时 , 曾采用这种

方法测得纹波电压 15 mV , 测得氘灯两端的直流工作电压为 69. 11V ; 由此计

算出纹波系数 SR = 15mV/ 69. 11V = 2. 17×10 - 4 。

② 点亮氘灯 , 预热 0. 5h 后 , 用示波器或交流真空毫伏表 , 在采样电阻上

测得纹波电压 15mV , 测得采样电阻上的直流工作电压为 1. 7675V ; 由此计算

出纹波系数 SR = 3mV/ 1. 7675V = 1. 7×10 - 3 。
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上述两种测试方法得到的测试结果差别较大 , 其原因是第二种方法在采样

电阻上取样 , 波动较小 , 故测得的纹波系数 SR 小。一般来讲 , 第一种方法较

接近实际 , 比较可靠。但第一种方法要求氘灯质量较好才能反映真实情况 , 否

则误差很大。一般要求氘灯电源的纹波系数在 0. 5%以内。

(二) 钨灯电源

钨灯电源一般为恒压源。其电压输出一般为 8～ 15V ; 输出电流 2～3A。

一般紫外可见分光光度计钨灯的额定工作电压为 12V , 额定工作电流为 2～

3A ; 正常工作时的电压一般为 11～13V。有些紫外可见分光光度计的制造者

误认为电压低可提高稳定性 , 有时将钨灯的工作电压选为 8～9V , 这是不对

的。因为在这样的工作电压下 , 一般来讲 , 钨灯不能工作在最佳状态。因没有

达到钨灯工作电压额定值的要求 , 反而钨灯不稳定。一般额定值为 12V 的钨

灯 , 其工作电压为 11～12V 较好。

图 3-10  钨灯电源的原理

钨灯电源也是紫外可见分光光度计的关键部件之一 , 直接影响仪器的可见
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光部分的稳定性 , 直接影响使用者的使用效果。众所周知 , 若钨灯恒压电源的

电压波动 1% , 则钨灯发出的光通量要波动 3. 4% , 这也是一个很大的波动数。

Wnstead 对光谱仪器电源波动对分析误差影响的研究结果 ( 光谱仪器不稳定 ,

90 %以上是电源引起的 ) , 同样适用于钨灯作光源的紫外可见分光光度计。一

般紫外可见分光光度计的钨灯电源的原理图如图 3-10 中的上半部分所示。

为了保证紫外可见分光光度计仪器的稳定性 , 一般要求高质量的紫外可见

分光光度计的钨灯恒压电源的电压整率达到 0. 05% , 纹波系数要求在 0. 5 %

以内。

第三节  外光路系统

一、外光路系统的组成

紫外可见分光光度计的外光路系统一般由光源、反射镜或透镜组成。光源

一般都是由氘灯和钨灯 ( 卤钨灯 ) 及其灯架组成 , 反射镜一般用凹面反射镜 ,

有些仪器的外光路系统采用透镜或柱面镜。这些镜子的作用是把光源发出的光

成像在单色器的入射狭缝上 , 或者说 , 把光源发出的光集中到单色器的入射狭

缝上 , 并均匀照明单色器的入射狭缝。所以说 , 光源的灯丝和入射狭缝是物像

关系。

二、外光路系统的形式

紫外可见分光光度计的外光路大体上有以下四种形式。①氘灯和钨灯位于

凹面反射镜的同侧 ( 见图 3-11)。

图 3-11  氘灯和钨灯位于凹面

反射镜的同侧

图 3-12  氘灯和钨灯位于凹面

反射镜的两侧

光源切换是通过电机带动平面反射镜移动来实现的。②氘灯和钨灯位于凹

面反射镜的两侧。氘灯和钨灯固定不动 ( 见图 3-12) , 光源切换是通过电机带

动凹面反射镜震动来实现的。③氘灯和钨灯固定在一个组座上。凹面反射镜是
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固定的 ( 见图 3-13)。光源切换是通过电机带动氘灯和钨灯固定组座移动来实

现的。④氘钨灯固定在凹面反射镜的一侧。若采用氘钨灯 ( 氘灯和钨灯作在一

起 ) , 则氘钨灯位于凹面镜的左侧或右侧 , 凹面镜固定不动 , 光源通过凹面镜

成像在入射狭缝上 , 如图 3-14 所示。

图 3-13  氘灯和钨灯固定

在一个组座上

图 3-14  氘钨灯位于凹面镜的左侧

或右侧 , 凹面反射镜固定不动

图 3-11～图 3-14 中 : S 为狭缝 ; F 为滤光片 ; D 为氘灯 ; W 为钨灯 ; M

为凹面反射镜 ; D- W 为氘钨灯。

第四节  分 光 系 统

分光系统是紫外可见分光光度计的核心部分。它主要由入射狭缝、准直

镜、光栅、物镜和出射狭缝组成。入射狭缝起着限制杂散光进入的作用 , 它一

般处在准直镜的焦点上 ; 准直镜将从入射狭缝射进来的复合光变成平行光 ; 光

栅用来分光 , 分光系统有三个作用 : ①分光 , 把从入射狭缝进来 , 投射到光栅

上的复合光分成单色光 ; ②转向 , 把从准直镜射过来的平行光改变方向 , 投射

到物镜上 ; ③能量传递 , 把从准直镜射过来的平行光的能量改变方向后传递到

物镜 ; 如果是Ⅳ型凹面光栅 , 则还有成像的功能 , 将从入射狭缝进来射到光栅

的发散光会聚并成像到出射狭缝上 ; 出射狭缝起限制光谱带宽的作用。下面分

别讨论分光系统的各个部件。

一、光栅

光栅是分光系统的核心元件 , 关系到紫外可见分光光度计整机的质量好

坏、水平高低 , 是一个非常重要的光学元件。本书将进行较详细的讨论。

(一) 光栅的分光原理

由光栅方程 : d( sinα± sinβ) = mλ可知 , 对于相同的光谱级数 m, 以同样

的入射角α投射到光栅上的不同波长λ1 、λ2 、λ3 ⋯组成的混合光 , 每种波长产

生的干涉极大都位于不同的角度位置 ; 即不同波长的衍射光以不同的衍射角β
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出射。这就说明 , 对于给定的光栅 , 不同波长的同一级主极大或次极大 ( 构成

同一级光栅光谱中的不同波长谱线 ) 都不重合 , 而是按波长的次序顺序排列 ,

形成一系列分立的谱线。这样 , 混合在一起入射的各种不同波长的复合光 , 经

光栅衍射后彼此被分开了。这就是衍射光栅的分光原理。

(二) 光栅的基本特性

光栅分为反射光栅和透射光栅两类。在紫外可见分光光度计中 , 应用最广

泛的是反射式衍射光栅 , 通常称为反射光栅。根据光栅基面的形状是平面还是

凹面 , 反射式衍射光栅又分平面反射衍射光栅、凹面反射衍射光栅两类。根据

光栅刻槽的微观形状能否使衍射光能量定向地集中在某个方向 , 又有闪耀光栅

和非闪耀光栅之分。根据光栅是用机械刻划方法还是用全息干涉方法制成的 ,

还可分为刻划光栅和全息光栅两类。根据光栅成像的形状 , 还可分为普通光栅

和平场光栅 ( 一般的平面或凹面光栅在出射狭峰上所成的像是弯曲不平的 , 而

平场光栅在出射狭峰上所成的像是平面像 )。下面简单讨论一下使用最多的平

面反射衍射光栅的光谱特性。

1. 光栅光谱的特点

(1 ) 光栅光谱的多级次性  经棱镜色散后形成的光谱 , 只是按波长次序排

列成一个单一的光谱。而经衍射光栅色散后形成的光谱 , 则是包含 m = 0、

±1、±2、±3⋯所有级次光谱的总和。同一块光栅对同一束入射复合光可在

不同位置形成一系列不同级次的光谱 , 在 m = 0 两侧有对称分布的正级次光谱

和负级次光谱。因此 , 光栅光谱的多级次性是原理性的、本质的 , 是不可避免

的。光栅的这个特性 , 将对光栅的应用产生许多相应的问题 , 它会直接对紫外

可见分光光度计的光谱分辨率和光谱的检测造成困难 , 这是所有紫外可见分光

光度计的设计者、制造者、使用者必须重视的问题。

(2 ) 光栅光谱的级次重叠  由光栅方程 d( sinα±sinβ) = mλ可知 , 波长为

λ的一级 ( m = 1 ) 光谱线、波长为λ/ 2 的二级 ( m = 2 ) 光谱线、波长为λ/ 3

的三级 ( m = 3) 光谱线等都具有同样的衍射角 , 即βλ, 1 =βλ/ 2 , 2 = βλ/ 3 , 3 = ⋯ =

βλ/ m , m。这就是衍射光栅光谱的级次重叠。即衍射光栅在同一位置有不同级次

的不同波长的光谱线。在宽波段范围内进行高分辨率光谱研究或光谱分析工作

时 , 光栅光谱的级次重叠是非常明显的 , 必须采取有力的措施 , 把不需要的波

段隔离掉或滤掉 ; 如采用前置单色器或相应波段的滤光片等。只有这样 , 才能

避免不需要级次光谱的干扰 , 才能保证紫外可见分光光度计的分辨率和分析测

试数据的准确性和可靠性。

(3 ) 光栅光谱的匀排性  由光栅方程 d( sinα±sinβ) = mλ可知 , 在衍射角

不太大的情况下 ( 如在一级光谱内 , 靠近光栅法线区域时 ) , 不同波长光谱线

的位置基本上与其波长值成比例。因此 , 光栅光谱中的各个波长谱线排列比较
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均匀 , 并随着波长值线性增加或减少 , 相应的光栅光谱线的位置 ( 如离光栅法

线的距离 ) 也线性变化。光栅光谱的排列比较均匀 , 不同波长区中同样波长差

的两根谱线之间的距离变化不太大。光栅光谱的匀排性不但使光谱更加整齐、

匀称 , 而且对定性分析时初步判断、估计谱线的波长值等比较方便。

在棱镜光谱中 , 由于不同波长的光线受到不同程度的折射而被色散。而棱

镜材料对不同波长的折射率变化是不与波长成线性的。棱镜材料在短波方向的

折射率的变化要比长波区的变化大得多。因此 , 棱镜光谱中的谱线排列情况是

不均匀的。在短波区 , 因 d n/ dλ大 , 谱线排列非常稀疏 , 而在长波区 , 则因

d n/ dλ小 , 谱线排列非常稠密。所以 , 同样大小的波长差值 , 相应的谱线之间

的距离 , 短波处要大于长波处。因此 , 棱镜在紫外区的色散要比可见、近红外

区的色散大。所以 , 有些紫外可见分光光度计 ( 特别是高档紫外可见分光光度

计 ) 都用石英棱镜作前置单色器 , 就是这个道理。

此外 , 在谱线的波长分布顺序方面 , 光栅与棱镜也是不同的 ; 在光栅光谱

中 , 波长越长的光线衍射角数值越大 , 谱线越偏离光栅法线。在棱镜光谱中 ,

波长越长的光线 , 偏向角越小 , 相应的谱线分布越接近入射角方向的位置。

2. 平面衍射光栅的角色散率

从微分光栅方程 , 可得到入射角固定不变时衍射光栅的角色散率为

dβ
dλ

=
m

dcosβ
(3-1)

式中 , β为衍射角 ; λ为波长 ; m 为光栅的光谱级数 ; d 为光栅常数。

从式 ( 3-1 ) 可以看出 , 光栅的角色散率有以下特点 :

① 光栅的角色散率与光谱级次 m 成正比; 即高级次光谱具有高色散率。因

图 3-15  平面衍射光栅的分辨率

此 , 高级次光谱更适合高分辨率光谱工作。

② 光栅的角色散率与光栅常数 d 成反

比 , 说明光栅的刻槽密度越高的光栅其色

散率越高。

③ 光栅的角色散率还与 cosβ成反比 ,

因此随着衍射角β增大 , 光栅的角色散率

也会增大。

3. 平面衍射光栅的分辨率

平面 衍射 光栅 的分 辨率 的定 义是 :

R =λ/ Δλ (见图 3-15 )。

由图 3-15 可知 , 设光栅的工作宽度为

B = N d ( d 为光栅常数 , N 为光栅的刻槽总数 ) , 则衍射方向光束的宽度 D =

Bcosβ或 D = N dcosβ。根据方孔衍射理论 , 衍射宽度为 D时的最小可分辨角为
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δβ=
λ
D

=
λ

N dcosβ
(3-2)

由光栅的角色散率公式 ( 3-1 ) 可得波长差为Δλ的两条谱线的夹角 dβ= mΔλ/

dcosβ, 设此两条谱线恰是刚能被分辨的最靠近的两条谱线 , 则他们之间的夹

角应等于最小可分辨角 , 即 mΔλ/ dcosβ=λ/ N dcosβ因此有

R =
λ
Δλ

= m N (3-3)

式 (3-3) 就是光栅的分辨率公式。从式 (3-3) 可知 , 增大光栅工作级次 ,

增加光栅的刻槽总数都可以提高光栅的分辨率。但是 , 光栅的刻槽总数 N 不是

独立因素 , 不能期望不断增加光栅的刻槽总数 N 而无限制地提高光栅的分辨率。

4. 反射衍射光栅的闪耀

反射衍射光栅将入射到它上面的复合光分别衍射、分配到各级次的光谱

中。在光栅对入射光产生衍射作用的同时 , 光栅刻槽上的每个工作面相当于一

个小镜面 , 也会反射入射光。当光栅对某个波长的入射光形成的衍射光方向正

好与该波长在工作面上的镜面反射方向吻合时 , 此波长的出射光将比其他波长

更明亮或更耀目。称此为闪耀。光栅闪耀波长就是指的在这个波长上 , 光栅的

出射能量最强。

关于光栅的出射能量问题 , 在此需要指出的是 , 并不是光栅在闪耀波长上

输出的能量大就好 , 而是要在整个波段内 , 输出能量平坦才比较好。

若光栅刻槽工作面倾斜角为ε, 某波长的衍射光正好与工作面反射光方向

一致 , 则有

α- ε= - β+ε

即ε= (α+β)/ 2。此时 , 光栅对该波长“闪耀”, ε角称为光栅的“闪耀

角” (见图 3-16 )。

图 3-16  平面反射光栅的闪耀
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经常会看到有些光栅制造商 , 在商品目录上给出自准直状态下 , ( 即α=

β) , 光栅的闪耀角ε=α=β, 同时还标出波长值。但是 , 这些数据都是在 m = 1

的一级光谱条件下的数据。

如果一块光栅是对一级光谱的波长λb 闪耀的 , 那么在二级光谱中 , 将对

波长为λb/ 2 的光线也产生闪耀作用 , 在三级光谱中 , 对波长为λb/ 3 的光线也

产生闪耀作用。

在闪耀波长处 , 光栅的相对光强度最高。随着波长偏离闪耀波长 , 衍射效

率逐渐下降 , 而且 , 如图 3-17 所示 , 在短于闪耀波长的一侧下降更快。

图 3-17  闪耀光栅的各级次的相对效率

5. 光栅谱线的弯曲

由于光栅对来自狭缝中心点的光线和来自狭缝非中心点的光线的衍射程度

不同 , 因此就产生了光栅谱线的弯曲。光栅谱线的弯曲情况如图 3-18 所示。

波长值越大的谱线弯曲得越厉害 ( 棱镜谱线弯曲与此相反 )。但光栅谱线的弯

曲程度比棱镜谱线弯曲要小。

图 3-18  光栅谱线的弯曲情况

6. 光栅的放大率及全息光栅

(1 ) 光栅的放大率  如同不在最小偏向角下工作的色散棱镜一样 , 如果光

栅不工作在衍射角等于入射角的对称状态 , 也会对光束产生一个附加的放大率
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dβ
dα

= -
cosα
cosβ

(3-4)

(2 ) 全息光栅  全息光栅也是目前使用很多的光栅。当两束相干的平行光

束交会时 , 会形成一系列平行、等距的直线状干涉条纹。高能量、高单色性的

激光和高质量的光致抗蚀剂的发展 , 使得利用光干涉条纹制作衍射光栅的设想

得以实现。如图 3-19 所示 , 来自激光器的激光束通过分波前方式或分增幅方

式变成两束相干平行光束 , 并使它们在均匀涂布有光致抗蚀剂的光栅毛坯 P

上交会 , 产生均匀、等距的平行直线干涉条纹 , 使光栅毛坯 P 上各点的光致

抗蚀剂受到不同程度的曝光。再经过适当的显影、漂洗、干燥过程 , 就可获得

与干涉条纹一模一样的凹凸精细结构表面 , 再在此表面上真空镀铝 ( Al ) , 最

终得到具有均匀间隔、平行直沟槽的反射衍射全息光栅。干涉条纹的间距 , 即

全息光栅的光栅常数 d 是由两相干光束间的夹角 2θ、激光波长λ和干涉条纹

记录空间介质的折射率 n 决定的。

d =
λ

2 nsinθ

图 3-19  全息光栅的制作原理

记录空间介质的折射率一般为空气 , n = 1。所以 , 当光束之间的夹角最大

(即θ= 90°) 时 , 全息光栅的最小光栅常数 dmin =λ/ 2。

7. 全息光栅的特点

① 工作时不会产生鬼线和伴线 , 这是广大使用者最欢迎的。

② 不存在刻划光栅刻槽的微观不规则或毛刺等缺陷 , 所以杂散光远远小

于刻划光栅的杂散光。

③ 适当改变制作条件 , 就可制作成消像差的全息光栅。

④ 可以制作任意尺寸的全息光栅。

⑤ 制造周期短。

⑥ 制造成本低。
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一般来讲 , 紫外可见分光光度计对光栅的基本要求都非常高。归纳起来主

要有以下几条 : ①杂散光要小 ; ②输出能量曲线要平滑 , 即从长波到短波 , 输

出能量曲线起伏要小、平滑 ; ③波长范围要宽 , 目前一般紫外可见区使用的光

栅 , 其波长范围可达 190～900 或 1000nm ; ④分辨率要高。

二、准直镜

根据牛顿定律 , 从透镜或反射镜的焦面上发出的光 , 射到透镜或反射镜

(准直镜 ) 后 , 会变成平行光。而入射狭缝都处在准直镜的焦面上。所以 , 准

直镜的作用是将从入射狭缝射进来的、发散的复合光变成平行光。准直镜和入

射狭缝之间的相对位置非常重要 ( 即入射狭缝要严格处在准直镜的焦面上 ) ,

它会直接影响平行光的平行度 , 从而影响单色器的单色性。

三、物镜

根据牛顿定律 , 一束平行光入射到透镜或反射镜后 , 将会聚在透镜或反射

镜的焦面上 ; 出射狭缝处在物镜的焦面上。所以 , 物镜的作用是将射到物镜的

平行光 , 会聚在出射狭缝上。物镜和出射狭缝之间的相对位置非常重要 ( 即出

射狭缝要严格处在物镜的焦面上 ) , 它会直接影响平行光的平行度。从而影响

单色器的单色性。

四、单色器

单色器是一种能从各种波长组成的复合光源中 , 分离出有一定Δλ的单色

光的仪器。单色器分离出的某种波长的单色光 , 不可能是真正的单色光 , 总是

包含某一狭窄的光谱区间Δλ。由于此区间的波长范围很小 , 因此被认为是单

色光。一般单色器都是由入射狭缝、出射狭缝、色散元件 (光栅或棱镜 )、准

直镜、成像物镜等组成。单色器的种类较多 , 有专用型、通用型、光栅型、棱

镜型等多种。紫外可见分光光度计的设计制造者 , 一般是根据使用要求来选择

类型。不管是何种单色器 , 其主要技术指标一般包括以下内容 : ①工作波长范

围 ; ②波长准确度 ; ③波长重复性 ; ④光谱带宽 ; ⑤杂散光 ; ⑥波长扫描速

度 ; ⑦有些单色器还给出物镜的相对孔径、物镜的视场角、分光元件的色散

率、单色器的类型等。

在紫外可见分光光度计中 , 常将光栅、准直镜、物镜、狭缝等元件组合起

来 , 作为紫外可见分光光度计的一个部件。紫外可见分光光度计中的单色器一

般又分棱镜单色器和光栅单色器两种 , 现将其具体构型和排列方式介绍如下。

(一) 棱镜单色器

常见的棱镜单色器共有如下四种构型。
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1. 透射式棱镜单色器

透射式棱镜单色器一般采用阿贝型恒偏向棱镜 , 其光路如图 3-20 所示。

这种棱镜实际上是由两块 30°的分光棱镜和一块直角棱镜组成。直角棱镜只起

反光作用 , 不参与分光。所以 , 阿贝棱镜可以看成是两块 30°的色散棱镜 , 它

与一块 60°的分光棱镜的作用相等效。

2. 反射式立特洛 ( Litt row ) 型棱镜单色器

反射式立特洛 ( Litt row ) 型棱镜单色器的光路图如图 3-21 所示。该单色

器一般是用一块离轴抛物面镜同时起准直物镜和成像物镜的作用。光束两次通

过棱镜 , 可以使色散加倍。

图 3-20  透射式棱镜单色器 图 3-21  反射式立特洛 ( Litt row ) 型棱镜单色器

3. 自准式 30°棱镜单色器

在分辨率要求不高的时候 , 经常采用一块球面镜和一块 30°棱镜组成简单

的立特洛型棱镜单色器。其光路如图 3-22 所示。该单色器在棱镜直角边的一

侧涂上反射膜层 , 使光束经此面折回。当旋转自准棱镜时 , 可实现波长扫描。

为减少杂散光 , 一般在棱镜膜层后面或不通光的棱边上涂上黑色无光漆。

图 3-22  自准式 30°棱镜单色器 图 3-23  瓦茨沃斯 (Wadswor th)

型棱镜单色器

4. 瓦茨沃斯 ( Wadswor th) 型棱镜单色器

瓦茨沃斯 ( Wadsworth ) 型棱镜单色器的光路图如图 3-23 所示。该单色
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器的色散棱镜和一块平面反射镜连在一起 , 形成恒偏向装置。波长扫描时 , 棱

镜和平面镜一起绕棱镜底边中点 C转。该系统有较好的成像质量。

(二) 光栅单色器

常见的光栅单色器大致有以下 5 种类型。

1. 立特洛 ( Litt row ) 型光栅单色器

立特洛 ( Litt row ) 型光栅单色器的光路如图 3-24 所示。

图 3-24  立特洛 (Litt row) 型光栅单色器

光束在光栅上的入射角接近等于

衍射角 , 准直物镜和成像物镜同用一

个物镜。这种类型的单色器 , 又称自准

式光栅单色器。因为它的入射狭缝、出

射狭缝很靠近 , 所以其杂散光比较大。

2. 切尔尼-特纳 ( Czerny-Turner ,

简称 C-T 型 ) 型光栅单色器

这种光栅单色器是一种采用两块球面镜作为准直镜和成像物镜的系统。常

用水平排列方式。两块球面镜可相互补偿慧差 , 具有较好的成像质量。并且 ,

增加狭缝高度不会严重影响仪器的分辨率。同时 , 球面镜的加工也比较容易。

其光学系统如图 3-25 所示 , 在该系统中 , 入射狭缝 S1 和出射狭缝 S2 对称

分布在色散元件的两边 , M1 和 M2 分别为准直镜和物镜 ; 该系统的最大特点是像

差 (慧差 ) 小。它的慧差为自准直系统的 1/ 5 左右 , 所以该系统经常被大量采用。

图 3-25  C-T 型光栅单色器 图 3-26  濑谷-波冈型凹面光栅单色器

3. 濑谷-波冈型凹面光栅单色器

濑谷-波冈型凹面光栅单色器的光路如图 3-26 所示。濑谷-波冈型凹面光栅

单色器是一种罗兰圆外的装置 , 入射和出射狭缝都在罗兰圆之外 , 光栅上的入

射光轴与出射光轴夹角较大 , 一般约为 i +θ= 70°。

在保持入射狭缝和出射狭缝都不动的情况下 , 绕光栅中心转动光栅 , 就可

完成光谱扫描。一般入射角由 26°变为 44°时 , 离焦量才有光栅中心到出射狭

缝距离的 0. 1%。其主要像差是像散和慧差。但已有消像散的凹面光栅 , 可消除
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图 3-27  艾伯特 (Eber t )

型光栅单色器

像散 , 获得很高的像质。

4. 艾伯特 ( Eber t ) 型光栅单色器

艾伯特 ( Eber t ) 型光栅单色器是只用一块凹

面球面镜的两部分 , 作为准直镜和物镜 , 代替

C- T 型光栅单色器的两块凹面球面镜。其光路图

如图 3-27 所示 , 此结构较简单 , 成本较低。

5. Monk-Gilieson 型光栅单色器

Monk-Gilieson 型光栅单色器的光路如图 3-28 所示。

图 3-28  Monk-Gilieson 型

光栅单色器

(三) 单色器光路的排列和分类

1. 水平式自准直系统

所谓自准直系统就是非对称的单色器光

学系统 ; 所谓水平式自准直系统 , 就是所有

的光学元件中心和狭缝中心都在同一平面上

的自准直系统。如图 3-29 棱镜式、图 3-30 光

栅式所示 , 它们的入射狭缝和出射狭缝都在色散元件的同一侧。

图 3-29  棱镜式水平式自准直系统 图 3-30  光栅式水平式自准直系统

图 3 -31  垂直式自

准直系统

  现以光栅式水平式自准直系统为例 , 说明其工作原理。在图 3-30 中 , S1 位

于球面反射镜或抛物面反射镜 M1 的焦面上。当光线进入狭缝 S1 后 , 通过小平

面反射镜射到 M1 上 , M1 将入射的光线变成平行光后 ,

照射到光栅 G上 , 经光栅色散后的光线再射到 M1 上;

还是由 M1 聚焦到出射狭缝 S2 上 , 并在 S2 处形成光谱。

2. 垂直式自准直系统

垂直式自准直系统 ( 见图 3-31) 中 , 杂散光与球

差的数量与水平式自准直系统相同。但慧差不同 , 水

平式自准直系统的慧差使谱线产生非对称性变宽 , 而

垂直式自准直系统使谱线在高度方向产生非对称性伸

长。因此 , 对同样的光学参数来说 , 该系统的分辨率

略优于前者。

93



(四 ) 用于非平行光束的平面光栅单色器

常见的平面光栅单色器是把光栅放在平行光束中工作 , 这样可使光栅产生

的像差较小 , 仪器可以获得较高的分辨率。但是 , 在有些专门的用途中 , 不要

图 3-32  垂直排列的非平行光束的

平面光栅单色器

求分辨率很高 , 而要求仪器的通光性

能很好。甚至通光性能比分辨率更加

重要 , 这时可以将光栅放在非平行光

束中 , 整个光学系统中除光栅以外 ,

只有一块凹面反射镜 (见图 3-32 )。

图 3-32 中 , S1 为入射狭缝 ; G 为

平面光栅 ; M 为球面镜 ; L 为柱面镜 ;

S2 为出射狭缝。

(五 ) 双单色器

如果将两个简单的单色器连接在一起 , 就组成了双单色器。双单色器有一

个入射狭缝、一个出射狭缝和一个中间狭缝。中间狭缝既是第一个单色器的出

射狭缝 , 又是第二个单色器的入射狭缝。两个单色器的连接有两种方式 : 一种

是两个单色器的色散相加 ; 另一种是两个单色器的色散相减。其光学系统原理

示意如图 3-33 (a )～ ( d) 所示。

图 3-33  几种双单色器的光学系统原理示意
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图 3-33 中 , S1 为入射狭缝 ; S2 为中间狭缝 ; S3 为出射狭缝 ; P1 、 P2 为

棱镜 ; G1 、G2 为光栅。

如何判断双单色器中两个单色器的色散是相加还是相减 ? 可用下述简单方

法 : 假设一路光束从第一个单色器的入射狭缝进入 , 另外一路光束从第二个单

色器的出射狭缝进入 , 两路光束聚焦成像在中间狭缝平面上 , 如果两路光束形

成的长波光线及短波光线位置都相同 , 则为色散相减系统 ; 如果所形成的长波

光线及短波光线位置相反 , 则为色散相加系统。

第五节  光度室系统

紫外可见分光光度计有一个根据仪器测试方法需要而设计的光度室 ( 又叫

样品室 ) 系统。光度室系统是使用者直接操作的地方。从单色器出来的单色

光 , 一般是通过一个小的透镜射到比色皿上。比色皿中的试样对单色光吸收一

部分 , 透过一部分。其透过部分射到光电接收器上由光电接收器变成电信号 ,

送到电子学系统去放大、处理。

光度室系统一般由光度室盖、聚光透镜、比色皿、比色皿架、石英窗片等

组成。下面简单介绍一下对光度室各部分的要求。

一、光度室盖

光度室系统要求严防漏光。有的仪器在光度室盖门的地方不密封 , 房间的

光可漏入光度室系统 , 使测试结果因杂散光增大而导致误差增大。因此 , 光度

室盖门的密封性很重要。尤其是使用者要经常检查光度室的密封性 , 一定要严

格做到光度室系统不漏光 , 以减少杂散光 , 保证分析测试结果的可靠性。

二、聚光透镜

聚光透镜将从单色器射出的发散光变成平行光 , 再射到比色皿上。要求出

射狭缝处在聚光透镜的焦点上。聚光透镜要求消色差。但有些普及型的紫外可

见分光光度计仪器也有不用聚光透镜的。但有些仪器要求不高 , 为加强聚光能

力 , 聚光透镜只是把从单色器射出的发散光直接聚在比色皿中央。

三、比色皿

比色皿 ( 又称吸收池或样品池 ) 是光度室的关键部件 , 很多使用者往往不

够重视。在分析测试时 , 一般是同时利用两个分别盛有参比溶液和被测样品溶

液的比色皿 , 对他们进行分别测试 ( 单光束或准双光束仪器如此 , 而双光束仪

器同时测试 ) , 比较测试的吸光度 (或透射比 , 一般都是比较吸光度 )。因此 ,
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为了建立准确比较的基础 , 对使用的比色皿的大小、形状 , 比色皿的两块透光

面的平行度、光路长度、光谱特性等都应该匹配 ( 配对 )。即使是同一批生产

的同一规格的比色皿 , 其光路长度也不可能完全相等 , 透光面的透光特性、几

何尺寸、透光面的平行度等都有可能有差异 , 因此需要挑选配对使用。

比色皿几何尺寸的误差 , 会给测试工作的结果带来很大的误差。这个由比

色皿引起的分析误差可以根据比耳定律计算出来。比耳定律 A =εbC, 设比色

皿的光程 ( 内部几何长度 ) b的误差为Δb, 则

A +ΔA =εC( b+Δb) =εbC+εCΔb (3-5)

所以ΔA =εCΔb; 则
ΔA

A
=
εCΔb
εbC

=
Δb
b

(3-6)

因为一般比色皿的光程 b 为 10mm , 设其误差 Δb 为 0. 1 mm , 则根据

式 ( 3-6 ) 可求出由比色皿的几何误差引起的测试吸光度误差为ΔA/ A =Δb/ b=

0. 1/ 10 = 0. 01。即由比色皿的几何误差引起的测试吸光度误差为 1%。

在此需要指出的是 , 在相对测量法中 , 比色皿的光程误差与配套误差是不

可忽视的 , 不可随意调换参比比色皿与样品比色皿 , 因为相对测量中 , 是采取

将未知浓度的样品与已知浓度的样品作比较的方法 , 即

Cx = C样 ×
A x

A样
( 3 -7)

式中  Cx ———被测样品的未知浓度 ;

C样 ———标准样品的已知浓度 ;

Ax ———被测样品的吸光度测量值 ;

A样 ———标准样品的吸光度测量值。

特别是比色皿的配套误差 , 更应引起使用者们的高度重视。设比色皿的配

套误差为ΔA , 则式 ( 3-7 ) 将变成

Cx = [ ( Ax +ΔA)/ ( A样 +ΔA) ] C样

此时 , 相对测量法比较依据的线性关系很可能因此遭到破坏。因此会带来

很大的测试误差。

下面讨论石英比色皿 (QC) 不配对给紫外可见分光光度计带来的分析误差。

(一) QC 不配对对单光束仪器分析误差的影响

作者作过这样的研究 : 分别在 60 只 QC 中装满蒸馏水 , 在北京普析通用

的 TU-1221 紫外可见分光光度计上测试 , 结果发现透过率都在 80% 左右 , 透

过率稍大于 80% 者有 36 只 , 稍小于 80% 者有 24 只。因此 , 作者以透过率

80 %为基准 , 依据作者过去的研究结果 , 对用于紫外可见分光光度计的 QC 作

了进一步的分析。发现若单光束紫外可见分光光度计使用的 QC 配对误差为

0. 5% T , 则 QC 给使用者带来的分析测试相对误差ΔA/ A 为 3 %。这时 , 即使
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使用的紫外可见分光光度计的光度准确度很高 , 此 QC 也不能在药检工作中使

用。因为药典要求药检中使用的紫外可见分光光度计的光度准确度 , 一般相对

误差ΔA/ A 在 1%以内。同时 , 此 QC 也不能在要求高的科研工作中使用 , 因

为误差太大。若 QC 的配对误差为 0. 2 % T , 则如果仪器的杂散光、噪声都很

小的话 , 可勉强用在药检中。此时 , QC 给使用者带来的分析误差 (ΔA/ A)

为 1%。若 QC 的配对误差为 0. 1% T , 则给使用者带来的分析误差 (ΔA/ A)

为 0. 5%。此时 , 若紫外可见分光光度计的性能很好 , 则此 QC 可以满足各种

高精度的分析工作的要求。这也就是日、美、英等发达国家对 QC 的配对误差

要求达到 0. 1% T 的原因。

(二) QC 不配对对双光束仪器分析误差的影响

研究表明 , 同一对 QC , 在空池 ( 空气 ) 和装满蒸馏水时 , 在 200nm 处的

配对误差是不一样的。对三对 QC 的测试结果见表 3-4。

表 3-4  空池和装满蒸馏水时的配对测试结果

QC 编号 空池/ % T 空池配对误差/ % T 装满蒸馏水/ % T 装满蒸馏水配对误差/ % T

QC1-1 78 óé. 17

78 é. 14

78 é. 13

平均 : 78 ¶. 14

73 ·­. 12

73 ­. 13

73 ­. 07

平均 : 73 z. 11

QC1-2 78 óé. 12

78 é. 13

78 é. 13

平均 : 78 ¶. 13

0 •‹. 01 72 ·­. 56

72 ­. 57

72 ­. 52

平均 : 72 z. 56

0 ËÁ. 55

QC2-1 78 óé. 36

78 é. 36

78 é. 36

平均 : 78 ¶. 36

73 ·­. 40

73 ­. 46

73 ­. 43

平均 : 73 z. 43

0 •‹. 96 1 ËÁ. 70

QC2-2 77 óé. 41

77 é. 38

77 é. 40

平均 : 77 ¶. 40

71 ·­. 73

71 ­. 73

71 ­. 71

平均 : 71 z. 73

QC3-1 78 óé. 25

78 é. 24

78 é. 25

平均 : 78 ¶. 25

73 ·­. 28

73 ­. 26

73 ­. 27

平均 : 73 z. 27

0 •‹. 11 1 ËÁ. 15

QC3-2 78 óé. 15

78 é. 13

78 é. 14

平均 : 78 ¶. 14

72 ·­. 11

72 ­. 13

72 ­. 12

平均 : 72 z. 12
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  表 3-4 中 , QC1-1 和 QC1-2 为一对 , 二者空池时的配对误差为 0. 01% T , 但

二者装满蒸馏水后 , 配对误差为 0. 55% T ; QC2-1 和 QC2-2 为一对 , 二者空池时

配对误差为 0. 96% T , 但二者装满蒸馏水后 , 配对误差为 1. 70% T ; QC3 -1 和

QC3 -2 为一对 , 二者空池时的配对误差为 0. 11% T , 但二者装满蒸馏水后 , 配

对误差为 1. 15% T。由此可见 : 检验 QC 的配对误差时 , QC 中应装满蒸馏水

(或溶剂 ) ; 因为 QC 为空气时的配对误差比装满蒸馏水 (或溶剂 ) 时的配对误

差小。前者只能反映 QC 透光面的光学特性带来的误差 , 不能反映光程 (加工

的几何尺寸 ) 带来的误差。因此 , 所测得的配对误差偏小。

双光束紫外可见分光光度计也要求 QC 配对 , 因为即使 QC 为空气时 , 只

要有一个很小的配对误差 , 装上溶液后配对误差会很大 , 致使仪器的自动调零

调不回来 , 会给分析测试结果带来很大的误差。

曾有质检部门在检测紫外可见分光光度计时 , 发现有五台双光束紫外可见

分光光度计的光度准确度用标准溶液检测时不合格。但是 , 用标准片检测、仪

器都是合格的。后从 QC 上找问题 , 他们认真配对 QC , 挑选了配对误差为

0. 2% T 的一对 QC 来重新检测 , 结果这五台双光束紫外可见分光光度计全部

合格。这说明 QC 的配对误差对双光束紫外可见分光光度计也会产生严重影

响。因此 , 不管是单光束紫外可见分光光度计 , 还是双光束紫外可见分光光度

计 , 都对 QC 的配对误差有严格的要求。只不过是单光束紫外可见分光光度计

比双光束紫外可见分光光度计要求更高。

比色皿的配对、保存方法、使用方法都直接关系到分析测试结果的准确

度和可靠性。油腻、指纹、灰尘、透射面上的任何沉积物都会严重影响比色

皿的透光特性。因此 , 比色皿在使用前后对它进行彻底清洗是必不可少的。

在使用和清洗过程中 , 不能用硬质纤维和手指擦、摸透光面 , 只能拿其不透

光的两个毛玻璃面。需要干燥的比色皿不能在炉子或火焰上加热烘烤 , 否则

会引起比色皿的损坏或透光性能变坏。尤其是对配对使用的比色皿的影响更

大。特别是比色皿被粘附力很强的试样污染 ( 如木质素、某些浓果汁等 ) 后

很难清洗干净 , 即使是浸在“王水”中也很难洗净。一旦比色皿被黏附力很

强的试样严重沾污时 , 仪器会出怪峰。这时 , 可用超声波清洗。一般常用

20 W 的清洗玻璃仪器的超声波清洗 30min , 就能解决问题。但绝对不能用大

功率超声波来清洗比色皿 , 否则会损坏比色皿。特别是对那些用黏结方法制作

的比色皿更要注意。

使用比色皿时 , 还应特别注意通光方向。由于比色皿的两个通光面的材料

不均匀 , 两个通光面的沾污情况不均匀 , 所以不同的通光方向可能会引起光谱

特性的变化 , 从而影响分析测试时吸光度值的变化 , 带来分析误差。一般比色

皿的毛玻璃面上都刻有箭头 , 或在透光面上蚀刻有标记 , 以供使用者辨认通光
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方向。

分析测试时 , 注入比色皿的溶液不要太满 , 一般到比色皿高度的 2/ 3 即

可。如果万一溶液或溶剂溢出 , 则必须把比色皿透光面上的溶液或溶剂揩干擦

净 , 否则会导入误差。

四、比色皿架

比色皿架很重要 , 它也是光度室的关键部件。一般常规分析的紫外可见分

光光度计 , 通常只有可放两只比色皿的固定池架。但比色皿架有多种 , 在环

保、生化等领域使用的紫外可见分光光度计 , 就有许多不同规格的比色皿架 ,

如双联池、五联池、八联池等。比色皿架一定要求灵活、定位准确 , 因此 , 它

的机械加工很重要。有的紫外可见分光光度计的比色皿架往往容易卡死或不能

处在正确的位置上 , 结果严重影响测量的准确度和重复性。

比色皿架的各个透光孔的尺寸、形状应均匀一致 , 透光孔前后两个面都应

平行 , 并垂直于光轴。各个透光孔进入光路后 , 其正中心都应与单色器出射、

入射狭缝的中心、光电接收器的中心同时处在整个光学系统的光轴上。一般来

讲 , 各个透光孔的尺寸要求小于单色器的出射狭缝高度和光电接收器前的光栏

孔的尺寸 , 以防比色皿架的定位不准或位槽间隙过大时 , 单色器的出射狭缝和

光电接收器前的光栏孔的边缘挡光。

对一般手动仪器在检查比色皿架各透光孔透光的一致性时 , 可仅拉动比色

皿架 ( 架中不放比色皿 ) , 让比色皿架的某个透光孔先进入光路 , 读取其透光

度的值。一般要求该透光孔的透光度为 90 %以上 , 然后将各个透光孔依次进

入光路 , 测量其透光度值 , 再进行比较。对自动调节透光度 100% 的单光束仪

器 , 可先测得第一比色皿架透光孔的透光度 , 然后参照上述方法 , 测量各透

光孔的透光度值 , 再进行比较 , 得出比色皿架各透光孔的透光一致性。对于

双光束仪器 , 如果在使用时各个透光孔未进行双光束补偿 , 则必须对各孔的

透光度一致性进行检查。当各透光孔的透光度一致时 , 则只需对一孔的透光

度进行补偿。如果发现比色皿架各透光孔的透光性不一致时 , 首先检查比色

皿架对活动座架的位置、弹簧轴轮的运动情况、注意透光孔边缘有无纤维、

薄尘等因素影响。在不得已的情况下 , 对透光孔进行加工 , 以达到各孔透光

的一致性。

第六节  光电转换系统

光电转换系统又称光电接收器系统 , 包括光电转换器和电源等有关部分。

它是紫外可见分光光度计的关键部件。紫外可见分光光度计的光电转换器可分
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外光电效应和内光电效应两种类型。

一、外光电效应光电转换器

有些金属在吸收入射的辐射能量后 , 内部电子动能增加 , 如能克服表面势

垒而逸出金属 , 则有光电子发射。这种光电现象称为外光电效应。

(一) 外光电效应及其特点

1. 光电流 ip 与入射辐射通量的关系

当入射辐射的光谱分布不变时 , 光电流 ip 与入射辐射通量的强度 I 成正

比 , 即 ip ∝ I。

2. 光电子最大动能与入射辐射的频率的关系

光电子最大动能与入射辐射通量的强度 I 无关 , 而与入射辐射的频率ν有

关。设 hν为入射光子能量 , eφ0 为光电子的逸出功 ( eV ) , 则光电子的最大动

能为

1/ 2 mv2 = hν- eφ0

当ν=ν0 , 使 hν0 = eφ0 时 , 则 v = 0 , 此ν0 为极限频率 ; 当ν<ν0 时 , 没有光电

子发射。与ν0 相应的波长即为长波限λ0 。λ0 = c/ ν0 = hc/ eφ0 ; 由此可见 , 随着

逸出功的减小 , λ0 向长波移动。波长大于λ0 的辐射照射时 , 将不产生光电流 ,

λ0 值随不同光阴极材料而异。

3. 光电效应的惯性

光电效应具有瞬时性 , 惯性极小 , 几乎与辐射的照射同时出现和消失。

4. 光阴极的量子产额

光阴极的量子产额η= 光电子数/ 吸收光子数 , η与光阴极材料的性质及制

备条件有关。对于每一个ν可以有一个η0 值 , 它与光阴极的光谱灵敏度有关。

(二) 光电管和光电倍增管

紫外可见分光光度计常用的外光电效应光电转换器有光电管和光电倍

增管。

1. 光电管

光电管工作时 , 要在阳极和阴极之间加一个直流工作电压 , 其接线如图

图 3-34  光电管的接线

3-34 所示。图中 , 光电管的阳极接 A 接在直

流工作电源的正极上 , 光电管的阴极 K 接在

直流工作电源的负极上 , 直流工作电源的电

压一般为 80～100V。当光照射到光电管的阴

极 K 上时 , 阴极 K 的材料被激发 , 它发射

出电子 , 在直流工作电源电压的作用下 , 电

子飞向阳极 A , 形成光电流。
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光电管分充气光电管和真空光电管两类 , 各有其优缺点。充气光电管的积

分灵敏度比真空光电管大 , 但充气光电管的惰性较大 , 而且其光电特性具有非

线性 , 因此很少被使用。几种真空光电管的光电特性见表 3-5。

表 3-5  几种真空光电管的光电特性

型   号 CD-5 ‡CD-6 �CD-7 Ç

光电阴极材料 Cs- Sb Ag-O-Cs K-Na-Cs-Sb

光谱灵敏度范围/ n m 185～600 Ó600～1200 w350～850 �

灵敏度峰值波长/ n m 400±20 ¾800±100 c450±20 þ

额定工作电压/ V 30 X30 è100 ¬

最高工作电压/ V 100 l100 ü≤200 Õ

额定工作电压下的灵敏度/ (μA/ lm ) ≥30 •≥10 �≥45 Á

额定工作电压下暗电流/ A ≤3×10 - 11 ≤8×10 - 11 ≤8×10 - 10

时间常数/ s < 108

光电管的光谱灵敏度主要取决于光阴极的灵敏度 , 光阴极的灵敏度又取决

于光阴极材料。几种常用的光电阴极材料及其光谱特性见表 3-6 所示。

表 3-6  几种常用的光电阴极材料及其光谱特性

代  号 材   料
光谱范围

/ n m

灵敏度峰值波长

/ nm

灵敏度

/ (μA/ lm )

S-1 ÖAg- O  Cs 400～1200 ¾800 %约 25 ô

S-3 ÖAg- O-Rb 350～920 ª420 %约 6 ¶¬. 5

S-4 ÖSb-Cs (金属 ) 350～700 ª400 %约 40 ô

S-5 ÖSb-Cs (石英 ) 200～700 ª400 %约 40 ô

S-8 ÖBi-Cs 300～750 ª500 %

S-9 ÖSb-Cs (半透明 ) 350～650 ª480 %

S-10 êBi-Ag-O-Cs 350～800 ª500 %约 35 ô

S-11 êSb-Cs-O 350～700 ª440 %约 60 ô

S-13 êSb-Cs-O (石英 ) 200～700 ª440 %约 60 ô

S-17 êSb-Cs 反射层上 350～700 ª490 %约 100 �

S-20 êSb-K- Na-Cs 350～850 ª450 %约 150

目前 , 真空光电管使用最多 , 以下主要讨论真空光电管的特性。

(1 ) 光谱响应特性  光电管是对光具有选择性接收的光电转换器件 ; 光

谱响应特性主要取决于光电阴极材料。不同光电阴极材料 , 对同一种波长的
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光有不同的响应率 ; 同一种光电阴极材料 , 对不同波长的光具有不同的响

应率。

(2 ) 光学特性  光电管的光学特性是指阳极电压不变时 , 入射到光电管的

辐射功率与光电流之间的线性关系。当电压一定时 , 入射到光电管上的辐射功

率 ( 光通量 , lm) 与光电管输出的光电流 (μA ) 之间呈线性关系 , 即响应率

为常数 , 并随极间电压的提高而增长。

(3 ) 伏安特性  光电管的伏安特性是指在一定辐射功率的光束照射下 , 阳

极和阴极之间的电压与光电流的关系。当极间电压高于 40～50V 时 , 光电流

开始饱和。因此 , 使用时极间电压过高没有意义。

(4 ) 暗电流  光电管在没有光照射到阴极上的时候 , 也有电流输出 , 这就

是暗电流。它是我们不需要的电流 , 往往以噪声的形式出现。光电管的暗电流

一般为 10 - 9 A 左右 , 它与加在它的阳极和阴极之间的工作电压有关。因此 ,

使用光电管时 , 要注意工作电压不能太高 , 一般极间电压不要超过 45V 为宜。

并且 , 该电压的稳定性也很重要 , 它直接影响整机的稳定性。一般要求工作直

流电压的电压调整率为 5×10 - 5 , 纹波系数 10 - 3 。

2. 光电倍增管

光电倍增管实际上是外光电效应和多级二次发射体相结合而制成的光电器

件。外光电效应可发射电子 , 多级二次发射体可作为电子放大元件 , 二者结合

在一起 , 就是光电倍增管。光电倍增管的积分灵敏度大大超过充气光电管和真

空光电管。而且它与真空光电管一样 , 有很好的线性关系 , 是紫外光区和可见

光区非常灵敏的光电转换器件 , 被广泛使用。特别在高档紫外可见分光光度计

中光电倍增管使用最多。可以说光电倍增管是各类光谱仪器 ( 特别是高档紫外

可见分光光度计 )、各类生化仪器、各类核物理仪器和天文测量仪器的关键

部件。光电倍增管的工作原理如图 3-35 所示。

图 3-35  光电倍增管的工作原理

图 3-35 中 , K 为光阴极 , D1 、 D2 、 D3 、 D4 ⋯⋯ Dn 为二次发射极 , 又称

84



打拿极。它一般被设计成凹面形 , 以利于电子聚焦 ; A 为阳极 , 当有光照射到

阴极 K 上时 , 阴极 K 上的光敏材料就发射光电子 , 这些光电子受电场加速 ,

到达 D1 , 由于 D1 的二次发射系数被设计成 > 1 (即δ> 1) , 因此 , 有较多的

二次电子被电场加速到 D2 , 以后逐渐放大。最后 , 在阳极 A 上形成很强的光

电流信号输出。二次发射级数越多 , 发射系数越大 , 总的光电子放大系数也越

大。设每级的放大系数 ( 又称倍增率 ) 为δ, 打拿极有 n 级 , 则光电倍增管的

光电流倍增率 ( 又称光电倍增管的电流放大倍数 ) 为δn。

光电倍增管的主要技术指标和特点如下。

(1 ) 阴极和阳极光谱灵敏度  它们是光电倍增管最重要的技术指标之一 ,

决定光电倍增管的灵敏度。阴极光谱灵敏度取决于光阴极材料 , 常用的阴极材

料见表 3-6。阳极光谱灵敏度等于阴极光谱灵敏度和光电倍增管的电流放大倍

数的乘积。

对光电倍增管的光谱响应特性的研究发现 , 所有的商品光电倍增管的光谱

响应特性都不可能完全配对 , 即使是同一个制造商生产的同一种型号的光电倍

增管 , 其光谱响应特性也不可能完全一样 , 并且在紫外区相差更多 , 不可能真

正完全配对。因此 , 有些双光束紫外可见分光光度计采用两只光电倍增管作光

电转换元件是不妥的。因为这种双光束仪器只适合定点光度测量 , 不能作光谱

扫描。如果要作光谱扫描 , 其分析测试结果的误差会很大。

光电倍增管的光谱响应特性特别重要 , 它是光电倍增管一项极其重要的关

键指标。在相同条件下测得不同光电倍增管的绝对阴极光谱响应特性 , 可以挑

选、比较光电倍增管的相对灵敏度、响应峰值波长位置、长波和短波的响应极

限等。光电倍增管的绝对阴极光谱响应特性可限制光电倍增管的使用范围 , 影

响用光电倍增管作光接收器的各类仪器仪表的整机灵敏度。

众所周知 , 光电倍增管的绝对阴极光谱响应特性的测试 , 需要复杂、昂贵

的仪器设备和熟练的技术。但是 , 在相同的条件下 , 对同一波长而言 , 光电倍

增管的绝对阴极辐射灵敏度 E(λ) 和绝对阳极辐射灵敏度 E(λ) a 在数值上只相

差 G倍 , 因此 , 对同一光源而言 , 测得的光电倍增管的绝对阴极光谱响应特

性曲线 [ E(λ) -λ曲线 ] 和绝对阳极光谱响应特性曲线 [ E(λ) a -λ曲线 ] 的形状

完全相似。又因在相同的条件下测得的光电倍增管的绝对阴极光谱响应特性曲

线与其相对阴极光谱响应特性曲线相似 , 绝对阳极光谱响应特性曲线与其相对

阳极光谱响应特性曲线相似。所以 , 光电倍增管的相对阳极光谱响应特性曲线

与其绝对阴极光谱响应特性曲线也是相似的。但光电倍增管的相对阳极光谱响

应特性曲线的测试要比绝对阴极光谱响应特性曲线的测试简单得多。因此 , 作

者在实际使用光电倍增管的过程中 , 提出了一种用测量光电倍增管的相对阳极

光谱响应特性来代替测量绝对阴极光谱响应特性的方法 , 并称之为 RASRC
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( Relative anode spect ral response characteris tic ) 法。

所谓 RASRC 法 , 就是先用真 空热电偶测得某一波长下的 辐射通量

Φe ( W ) , 然后用光电倍增管代替真空热电偶 , 测出同一波长下的阳极光电流

Iap ( A ) ; 再根据定义 : E(λ) a = Iap ( A )/ Φe ( W ) , 求得光电倍增管的相对阳极

光谱响应特性 ; 如此依次测得光电倍增管对不同波长的相对阳极光谱响应特

性 , 即求得了相对阳极光谱响应特性曲线 , 它与光电倍增管的绝对阴极光谱

响应特性曲线完全相似。该方法具有设备简单、操作简便、实用性强等优

点。作者曾多次用该方法对多种光电倍增管的相对阳极光谱响应特性进行过

测试 ; 在挑选光电倍增管的基本配对管、筛选、比较鉴别光电倍增管的灵敏

度、寻找光电倍增管的峰值波长位置和长、短波响应极限等方面都得到了满

意的结果。作者采用 RASRC 法对日本 H amamatsu 公司生产的光电倍增管

R928 和 R456 的相对阳极光谱响应特性进行了测试 , R928、R456 的相对阳

极光谱响应特性曲线 , 与日本 Hamamatsu 的报道基本一致 , 与它们各自的

阴极光谱响应特性曲线基本相似。结果令人非常满意。作者研制的测试装置

如图 3-36 所示。

图 3-36  光电倍增管的绝对阴极光谱响应特性曲线测试装置

图 3-36 中 , ①为光源系统 ( 含经过作者改进的 GGQ80 汞灯和稳压电

源 ) ; ②为 55 W 光栅单色仪 (原上海光学仪器厂生产 ; 以下简称 55 W ) , 其

波长范围为 200～600nm ; ③为 BZ-2 型真空热电偶 ( 以下简称 BZ-2 ) , 其直

流灵敏度为 40μV/ μW ( 北京真空仪表厂生产并标定 ; 使用过程中最好每年

由计量部门标定一次 ) ; ④为放大器和数字电压表 ; ⑤为光电倍增管直流稳

压电源 ; ⑥为光电倍增管组件 ; 光电倍增管的负载电阻 RL = 32. 5kΩ ( RJJ ,

0. 1% ) 。

(2 ) 放大倍数 ( 增益 ) M  放大倍数 M = c·δn ; 其中 , c 为收集系数 , 它

反映倍增极收集电子的效率。一般光电倍增管的 M 值为 105 ～107 。光电倍增

管的放大倍数与它的工作直流高压有关 , 所加的高压越高 , 放大倍数越大。一

般光电倍增管工作时 , 要加 300～1000V 的直流高压。
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图 3-37  一般光电倍增管的

阳极特性曲线

(3 ) 阳极特性  光电倍增管的阳极

特性是指在一定光照下 , 阳极光电流与

末级倍增极和阳极间电压的关系 , 而其

余各级间的电压保持恒定不变。一般光

电倍 增管 的阳 极特 性 曲线 如图 3-37

所示。

由图 3-37 可知 , 光电倍增管的阳极

特性曲线有饱和区。照射到光阴极上的

光通量越大 , 相应的阳极光电流也越

大 , 达到饱和时的级间电压也越大。

(4 ) 暗电流  暗电流决定光电倍增

管的极限灵敏度。一般光电倍增管的暗

电流在 10 - 7 ～10 - 10 A , 它与工作时的温度有关。所以 , 使用时为了降低暗电

流 , 采取制冷的办法。

(5 ) 稳定性  光电倍增管的稳定性是使用者特别要关注的问题。因为它

直接影响紫外可见分光光度计的稳定性。光电倍增管的稳定性与以下因素

有关。

① 所加直流工作电压的稳定性。众所周知 , 如直流工作电压波动 1 % , 则

光电倍增管的放大倍数波动 12% 以上。紫外可见分光光度计在常规使用中 ,

一般在光电倍增管上加 600V 左右的高压 , 这时光电倍增管的放大倍数约为 50

万倍。此时要求高压电源的电压调整率为 0. 05 %以下。作者曾在弱信号、多

功能的紫外/ 荧光一机两用的分光光度计的研制工作中 , 采用电压调整率为

0. 05 %的直流高压电源 , 但不能满足使用要求。后来作者自己研制成功

0. 0005 % 的直流高压电源 , 很好的满足了紫外/ 荧光一机两用的微弱信号检

测的要求。

② 光电阴极疲劳。光电倍增管的光电阴极经强光照射后 , 会产生灵敏度

下降 , 我们称之为疲劳。但经过几小时后 , 有可能恢复。如果长期在较强的光

照射下 , 光阴极会产生不可逆的疲劳 ( 即不能恢复光谱灵敏度 ) , 这是影响光

电倍增管测量重复性的重要因素。所以使用者要注意 , 不能让强光直接照射光

电倍增管的阴极。

③ 漂移。由于光谱灵敏度的慢而不可逆变化 ( 下降 ) 的长期积累 (又称

老化 ) , 使光电倍增管的输出产生漂移。

④ 阳极电流变化的滞后效应。电源电压变化后 , 阳极电流变化有滞后。

特别是光电倍增管的打拿极采用高压负反馈的紫外可见分光光度计 , 这种滞后

更加明显 , 需要特别重视。几种常用的光电倍增管的主要特性列于表 3-7。
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表 3-7  几种常用的光电倍增管的特性

型  号 阳极材料
光谱响应范围

/ n m

峰值波长

/ nm

阴极灵敏度

/ (μA/ lm )

阳极灵敏度

/ ( A/ lm )

暗电流

/ A

GDB-28 ÇAg-O-Cs 310～650 �400 •50 D200 D5×10 - 9

GDB-106 ðK-Cs-Sb 200～700 �400 •30 D30 D7×10 - 9

GDB-147 ðK- Na -Cs- Sb 200～850 �400 •50 D10 D5×10 - 9

GDB-151 ðK- Na -Cs- Sb 185～850 �400 •1 D10 D20×10 - 9

GDB-413 ðK-Cs-Sb 300～700 �400 •40 D100 D10×10 - 9

1975 A K- Na -Cs- Sb 185～870 �330 •50 D100 D50×10 - 9

1 P21 aCs- Sb 300～650 �400 •40 D120 D1×10 - 9

1 P28 aCs- Sb 185～860 �340 •40 D100 D5×10 - 9

6256B Cs- Sb 175～650 �400 •80 D200 D1×10 - 9

9558B K- Na -Cs- Sb 320～850 �390 •190 D200 D10×10 - 9

R375 iK- Na -Cs- Sb 160～850 �420 •150 D80 D5×10 - 9

R446 iK- Na -Cs- Sb 185～870 �330 •80 D400 D5×10 - 9

二、内光电效应的光电转换器

(一) 光敏电阻

有些半导体材料吸收光能后 , 电阻率降低 , 电导明显增加而产生光电导

现象。这种在物体内部因电子在不同能级的跃迁所形成的光电现象称为内光

电效应。其电导与入射到半导体材料的辐射通量成正比。这种光电元件称为

光敏电阻 或光导管。常用的 有硫化铅 ( PbS )、硒 化镉 ( CdSe )、硫化镉

( CdS) 等。几种常用的光敏电阻的光谱灵敏度见表 3-8。各种光敏电阻的特性

见表 3-9。

表 3-8  几种常用的光敏电阻的光谱灵敏度

材   料 最大波长位置/ μm 长波边界/ μm 温  度

CdS 0 8.52～0 .6 1 b室温

T iS 0 $.5 和 1 .05 1 9.4 室温

BiS 0 ³.7 1 9.2 室温

P bS 2 M.1～2 .7 3 ü.5～4 室温

CdSe 0 Ÿ.77 1 9.2 室温

P bSe 2 9.3 和 3 .4 5 9.5 室温

P bSb 4～4 ñ.5 5 b室温

InSb 6 Ü8 b室温

Ge 掺 Au 5 Ü10 w65 K

Ge-Si 掺 A u 7～8 �15～16 É50 K

Ge 掺 Cd 16 和 20 W25 w4 Á.2 K
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表 3-9  各种光敏电阻的特性

光 敏 电 阻 灵 敏 度 响 应 时 间 工 作 范 围

CdS 50A/ lm 1 ms～1 s 0 B.3～0 .8μm

CdSe 50A/ lm 500μs～1 s 0 B.3～0 .9μm

PbS 10 - 12 W 100μs 1～3μm

P bSe 10 - 11 W 100μs 3～5μm

P b Te 10 - 12 W 10μs 3～5μm

InSb 10 - 11 W 0 �.4μs 3～7 æ.5μm

Se 1 m A/ lm 100μs —

Ge 10 - 13 W 10μs 1～10μm

  光敏电阻具有结构简单、体积小、质量轻等优点。但其光谱响应范围一般

较窄 ; 如硫化镉 ( CdS ) 的光谱范围仅为 0. 5～0. 6μm。因此 , 选择性较强。

通常只有在紫外可见近红外分光光度计的 0. 7μm 以上波段才采用硫化铅光敏

电阻作光电接收器。一般的紫外可见分光光度计基本上都采用光电管或光电倍

增管作光电接收器。

光敏电阻工作时要加一个几伏到十几伏的直流工作电压 ; 其工作电路和检

测电路如图 3-38。

图 3-38  光敏电阻的工作电路和检测电路

图 3-39  硒光电池的结构

1—金属片 ; 2—半导体材料 ; 3—

氧化物层 (氧化镉或镉 ) ; 4—金

属导电透光膜 (金或珀导层 ) ;

5—金属集电极

(二) 光电池

光电池是一种简单适用的光电转换元件。它的优点是简单、便宜、使用方

便 , 不需要附加电源 , 可以直接使用。它的缺点是响应时间较长、有疲劳效应

和温度效应。光电池分硒光电池和硅光电池。

目前在紫外可见分光光度计中使用最多的是

硅光电池。

1. 硒光电池

硒光电池的一般结构如图 3-39 所示。

在一块平的铜、铁或铝金属片上沉浸一层

硒半导体材料 , 在硒半导体材料层上镀有氧化

物层 (金属或氧化镉 ) , 两者界面起一个阻止电

子通过的阻挡层作用。氧化物层上镀有金属导
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电透光膜和电极。整个表面用透明薄膜保护着。当光束透过导电透光膜后到达氧

化物与半导体材料层的接触面 , 在光照下 , 氧化物层会产生一些具有足以克服这

个阻挡层的能量的受激电子 , 从而使电子从半导体流向金属导电透光膜 , 由金属

集电极收集 , 呈现带负电。半导体层由于失去电子金属片中的自由电子在电场作

用下被驱赶去补充 , 呈现带正电。将导电透光膜的集电极与半导体另一侧的金属片

连接 , 如果外电路的电阻很小 , 则电路中有电流发生。若光辐射功率不很大 , 则光

电流与光辐射功率成正比。通常 , 硒光电池的这种光电流大约在 10～100μA。

2. 硅光电池

硅光电池的结构如图 3-40 所示。

图 3-40  硅光电池的结构

硅光电池的最大光电流比硒光电池的最大光电流要大 100 倍以上 , 在可见

光区的灵敏度更高。

各类光电池都有极限照度 , 若入射光过强 , 光电池有可能产生疲劳或损

坏。使用时要按说明书要求行事。

3. 光电池的特性

(1 ) 光谱响应特性 ( 见图 3-41)。

图 3-41  几种光电池的光谱响应特性

1—Cu2 O ; 2—Se; 3— Si ; 4—Ag2 S
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硒光电池的光谱响应区为 300～700nm , 一般峰值波长在 550nm 左右。近

几年 , 国际上很少有光谱仪器使用硒光电池作光电转换器件。

硅光电池是近几年 , 国际上的准双光束紫外可见分光光度计使用最多

的一种硅光电池。它被分为可见区使用的硅光电池和紫外可见区使用的硅

光电池两 种 , 可 见 区 使 用 的 硅 光 电 池 的 光 谱 响 应 范 围 一 般 为 320 ～

11 00 nm , 一般峰值波长位置在 9 60 nm 左右。如日本浜松公司的 S133 7-

16 BR、S13 37-3 3BR 等硅光电池就是。紫外可见区使用的硅光电池 , 其光

谱响应范围一般为 1 90～ 1 100 nm , 一般峰值波长位置也在 96 0 nm 左右 ,

如 S13 37-BQ、S133 6-8 BQ、S23 87SER IES 等硅光电池。但近几年 , 国外

有些硅光电池的光谱响应波长峰值可在 4 00～50 0 nm , 如日本浜松公司的

S7 505 硅光电池 , 其波长范围为 40 0～ 54 0 nm , 峰值位置在 46 0 nm ; 日本

浜松公司的 S768 6 硅光电池 , 其波长范围为 4 80～ 6 60 nm。峰值位置在

55 0 nm。还有峰值位置在 254 nm 的、更适合紫外可见分光光度计的使用的

硅光电池 , 如 日 本浜 松 公司 的 S26 48-2 54 型硅 光电 池 , 其峰 值 位置 在

25 4 nm。

(2 ) 光照特性曲线  各类光电池在不同的光照下 , 都有不同的光电流输

出。图 3-42 所示为硅光电池的光照特性曲线 , 它表明了硅光电池的开路电压、

短路电流和光照度的关系。由图可知 , 短路电流和光照度成线性关系 , 开路电

压与光照度成非线性关系 , 并且 , 当照度大于 1000 lx 时 , 出现饱和。因此 ,

使用光电池时 , 要注意使其工作在接近短路状态 , 即负载电阻尽量要小。不同

负载下光电流与光照度的关系如图 3-43 所示。

图 3-42  光照特性曲线 图 3-43  不同负载下的光电流与光照度的关系

(3 ) 稳定性  光电池的稳定性与制造工艺、温度、电磁场干扰 等有
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关。光电池如果密封不好 , 很快就会使噪声增大 , 灵敏度下降 ; 当光电池

的温度上升 , 也会使噪声增加 , 使稳定性变坏 ; 周围有电磁场干扰 , 也会

影响其稳定性。所以 , 使用光电池作光检测器的紫外可见分光光度计 , 一

定要注意防潮、防高温、防周围电磁场的干扰 , 以保证光电池工作在最佳

环境下。

(4 ) 暗电流和灵敏度  一般来讲 , 光电池的暗电流都较大 , 但近几年国外

生产的硅光电池的暗电流非常小 , 如 S1336-18BU、S1336-18BQ 等硅光电池 ,

最大暗电流仅 20pA , 很适合紫外可见分光光度计的使用。

硅光电池的灵敏度也很高 ; 目前国外生产的硅光电池 , 在紫外区的灵敏度

有的可达到 0. 1A/ W , 如日本浜松公司的 BQ 型的硅光电池 ( S1336-18BQ、

S1336-44BQ 等 )。

(三) 光电二极管

光电二极管是一个带有反向偏置电压的半导体二极管 , 即电源的负极与光

电二极管的正极相联 , 电源的正极通过负载电阻 R 与它的负极相联 , 光电二

极管的工作原理和检测电路图如图 3-44 所示。几种光电二极管的光谱响应特

性如图 3-45 所示。

图 3-44  光电二极管的工作原理和检测电路

图 3-45  几种光电二极管的光谱响应特性
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第七节  放大器系统

现代紫外可见分光光度计不但已成为光、机、电紧密结合的高科技产品 ,

而且由于计算机技术的大发展及其在紫外可见分光光度计中的成功应用 , 使现

代紫外可见分光光度计已成为更加精确、自动、智能化的分析仪器。在现代

紫外可见分光光度计中 , 常用的放大器有前置电流放大器、前置电压放大器、

主放大器等。一般是采用直流放大器。在比较高档的紫外可见分光光度计中 ,

也有用交流放大器的。下面简单介绍紫外可见分光光度计中几种常用的放

大器。  

一、前置放大器

一般光电转换器件的输出大多是光电流或电压 ; 如光电倍增管、光电管 ,

它们可以直接输出光电流 , 也可在光电倍增管或光电管的阳极上对地接一个负

载电阻 , 把光电流变成电压输出。如果是光电流输出 , 后面的前置放大器就要

用电流放大器或称为 I/ V 变换器 ; 如果是电压输出 , 后面的前置放大器就要用

电压放大器。因为光电转换器件的输出阻抗一般都很大 , 所以前置放大器的输入

阻抗就一定要与之相匹配。也就是说 , 前置放大器的输入阻抗就一定要很高。

下面将简单介绍紫外可见分光光度计中经常使用的前置放大器-电流放大

器 ( I/ V 变换器 ) 和电压放大器。

(一 ) 电流放大器

在紫外可见分光光度计中 , 因为光电转换器一般是将光信号转换成光电流

信号。所以 , 光电转换器 ( 光电管、光电倍增管等 ) 后面 , 大多采用电流放大

器。一般电流放大器的组成如图 3-46、图 3-47 所示。

图 3-46  一般的电流放大器 ( I/ V 变换器 )

研究发现 , 紫外可见分光光度计的电流放大器一般都要求高输入阻抗、低

噪声、低漂移。否则 , 不可能得到满意的结果。图 3-48 中 : 集成块 A 一定要

求是高输入阻抗、低噪声、低漂移的运算放大器 ; 如果光电转换器是光电倍增
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图 3-47  高灵敏度 I/ V 变换器

管 , 则一定要挑选输入阻抗在 1MΩ 以上

的集成块 , 以保证阻抗匹配。反馈电阻 Rf

最好用 RJJ 金属膜电阻 , 并且 , 功率应选

择得稍大一些 , 最小应为 1/ 4W , 以保证

低噪声。电容 C 一定要选择优质涤纶薄膜

电容 , 以便尽量降低噪声。

(二 ) 电压放大器

如果光电转换器 (光电管、光电倍增

管等 ) 输出的是电压 , 则其后的前置放大

器用电压放大器。前置电压放大器也是一

个关键部件 , 也应该挑选高输入阻抗、低

噪声、低漂移的运算放大器。前置电压放大器可分为直流电压放大器和交流电

压放大器两种。主要看光信号是直流还是交流而定。一般电压放大器如图 3-

48 ( 直流 )、图 3-49 (交流 ) 所示。从电路的稳定性来考虑 , 前置电压放大器

的闭环电压放大倍数不能太大 , 一般在 20～40 倍左右。如果直流放大器的放

大倍数大于 50 , 则很难保证其稳定性。

图 3-48  直流电压放大器 图 3-49  交流放大器

二、主放大器

紫外可见分光光度计的主放大器 , 都是电压放大器 , 其电路图与前置放大

器基本相同。主放大器的电压放大器往往有好几级。但必须注意的是各级的放

大倍数也不能太大 , 一般取 30 倍左右为好。一般主放大器末级输出电压要求

达到 2V , 以便于计算机前面的 V/ D 变换器处理。有时 , 还在主放大器后加一

级功率放大 , 以保证适应其后面电路的要求。

三、双端输入的对数放大器

双端输入的对数放大器在紫外可见分光光度计中很有用。图 3-50 为一种

用于紫外可见分光光度计中的优质双端输入的对数放大器的原理图。
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第八节  数据处理、打印输出系统

现代紫外可见分光光度计的输出部分 , 一般都是在放大器后面接一只

V/ D 变换器 , 把经过放大器放大的电压信号变成数字信号 , 再送给计算机进

行处理 , 最后再输送到打印机打印出结果。

数据处理时 , 一般都希望速度快者为好。有些紫外可见分光光度计仪器的

计算机部分采用单片机 , 容量不大 , 数据处理较慢 ; 有些紫外可见分光光度计

(特别是高档仪器 ) 采用 PC 机 , 数据处理速度很快。使用者在选择紫外可见

分光光度计时 , 应根据自己的需要。有些紫外可见分光光度计的硬件不错 , 但

软件水平较低。特别是有些软件缺少人性化。建议使用者挑选紫外可见分光光

度计时 , 要特别注意考察人性化的问题 , 即界面要友好、菜单要中文化、操作

要简单方便。

一般计算机应装多种打印机软件 , 以便紫外可见分光光度计能适应多种打

印机。有些紫外可见分光光度计 , 只能支持一种打印机 , 这对使用者是不方

便的。
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第四章  仪器的技术指标、测试

方法及其对分析误差的影响

  熟悉紫外可见分光光度计的技术指标 , 是最重要、最关键的核心问题 ; 不

管是紫外可见分光光度计的使用者还是制造者 , 都必须重视这个问题。

对制造者来讲 , 做出的紫外可见分光光度计仪器应该好用。所谓“好用”,

就是紫外可见分光光度计“稳定可靠”。所谓“稳定”, 就是漂移小、重复性

好。所谓“可靠”, 就是紫外可见分光光度计的分析测试结果的准确度高 ( 可

靠性的含义将在本书后面详细讨论 , 此不赘述 )。而准确度又与杂散光、光度

噪声、基线平直度、光谱带宽等许多技术指标有关。

对于使用者来讲 , 就是要用好紫外可见分光光度计。要用好一台紫外可见

分光光度计 , 首先要认真阅读仪器的使用说明书 , 要对仪器的结构有初步了

解 , 能正确操作仪器 , 掌握仪器的基本保养维护知识。特别要认真了解仪器的

技术指标及其物理意义与简单的检测方法 , 以及这些技术指标相互之间的关系

与对分析测试结果误差的影响。以便经常检测仪器的技术指标 , 保证仪器工作

在最佳状态。

第一节  光度准确度

光度准确度 ( Photometric Accuracy ) 是一个非常重要的技术指标。任何

使用者买一台紫外可见分光光度计都是为了分析工作 , 进行分析工作的目的是

出数据 , 其基本要求是数据要准确可靠 , 这在很大程度上取决于仪器的光度准

确度这个最重要的技术指标及其有关指标。

一、光度准确度的表示方法

目前 , 国际上对紫外可见分光光度计光度准确度的表示方法主要有两种 :

一种是吸光度准确度 ( Absorbance Accuracy ) 或吸光度误差 ( Absorbance

Error) , 用 AA (或ΔA) 表示 ; 另一种是透射比准确度 ( Transmittance Accura-

cy ) 或透射比误差 , 用 TA ( 或ΔT ) 表示。国外的紫外可见分光光度计制造

商 , 绝大多数都给出吸光度准确度或吸光度误差 AA ( 或ΔA) , 并都指出在什

么吸光度情况下测量。如美国 Varian 公司的 Cary500、美国 P-E 公司的 Lamb-

da9、Lambda900 等仪器 , 都给出在 1. 0Ab s 时 , 吸光度准确度或吸光度误差
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AA (或ΔA) 为±0. 003Ab s。但国外有少数仪器制造商在给出吸光度准确度

或吸光度误差 AA ( 或ΔA) 的同时 , 还给出透射比准确度或透射比误差 TA

(或ΔT)。如日本岛津公司的 U V-260、U V-2450PC、U V-2550PC 等仪器 , 都

给出在吸光度为 0～0. 5A 时 , 吸光度准确度或吸光度误差 AA ( 或 ΔA) 为

±0. 002A ; 吸光度为 0. 5～ 1. 0A 时 , 吸光度准确度或吸光度误差 AA ( 或

ΔA) 为±0. 004A。但同时又给出透射比准确度或透射比误差 TA (或ΔT ) 为

±0. 3% T。我国生产紫外可见分光光度计的厂商 , 很多都在给出吸光度准确

度或吸光度误差 AA ( 或ΔA) 的同时 , 也给出透射比准确度或透射比误差 TA

(或ΔT)。如北京普析通用公司的 TU-1901、T U-1800 系列 , 北京瑞利公司的

UV-2100 , 上海分析仪器总厂的 760MC 等紫外可见分光光度计等 , 在给出吸

光度为 0～0. 5A 时 , 吸光度准确度或吸光度误差 AA (或 ΔA) 为±0. 002A ;

吸光度为 0. 5 ～ 1. 0A 时 , 吸光 度准确 度或吸 光度误 差 AA ( 或 ΔA ) 为

±0. 004A。但同时又给出透射比准确度或透射比误差 TA (或ΔT) 为±0. 3% T。

还有许多制造商只给出透射比准确度或透射比误差 TA (或ΔT ) , 并且不讲明

在多少透射比情况下测试 , 这是不对的。我们认为 , 给出吸光度准确度或吸光

度误差 AA (或ΔA) , 同时也给出透射比准确度或透射比误差 TA (或ΔT) 是

对的。只给出吸光度准确度或吸光度误差 AA (或ΔA) , 不给出透射比准确度

或透射比误差 TA ( 或ΔT ) 也是可以的 , 因为符合使用者只要求或只使用吸

光度表示分析测试结果的习惯。只给透射比准确度或透射比误差 TA (或ΔT) ,

而不给吸光度准确度或吸光度误差 AA (或ΔA) 是不合适的 , 原因如下: 第一 ,

若给出 TA (或ΔT) = ±0. 5% T , 而不讲明在什么透射比情况下测试 , 就应理解

为在 0～100% T 范围内的任何地方测试都能达到 TA (或ΔT) = ±0. 5% T。但

实际上 , 若在 10% T 处测量 , TA ( 或ΔT ) = ±0. 5% T 时产生的透射比相对

误差为±5%。而在 90% T 处测量 , 则 TA (或ΔT ) = ±0. 5% T 时产生的透射

比相对误差为±0. 56 % , 二者相差很大。也就是说 , 不可能在0～100% T 范围

内的任何地方测试都能达到 TA (或ΔT ) = ±0. 5% T。第二 , 用户在使用紫外

可见分光光度计时 , 基本上没有人只用透射比 T 和透射比误差 T A ( 或ΔT )

来表示光度准确度和分析测试误差。相反 , 大家一般都用吸光度值 A 和吸光

度误差 A A (或ΔA) 来表示分析测试结果和分析误差。第三 , 为了与国际接

轨 , 应采用吸光度值 A 和吸光度误差 AA (或ΔA) 来表示紫外可见分光光度

计的光度准确度。因为 , 目前国际上绝大多数使用者 , 都是采用吸光度值 A

和吸光度误差 A A (或ΔA) 来表示紫外可见分光光度计的分析测试结果和分

析误差。第四 , 吸光度准确度或吸光度误差 AA (或 ΔA) 和透射比准确度或

透射比误差 TA ( 或 ΔT ) , 在使用时二者在数值上会相差很大。若要把 TA

(或ΔT) = ±0. 5% T 换算成 AA ( 或ΔA) , 则在 10% T 处 ( 相当在 1A 处 ) ,
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±0. 5% T 的透射比误差 , 产生的 AA ( 或 ΔA ) 为±0. 022A , 而在 90% T 处

(相当在 0. 0046A 处 ) , TA ( 或 ΔT ) = ± 0. 5% T 时产生的 AA ( 或 ΔA) 为

±0. 0024A , 这同样是一个惊人的差距。因此 , 在给出一台紫外可见分光光度

计的光度准确度时 , 不管是用吸光度准确度或吸光度误差 AA ( 或ΔA) 表示 ,

还是用透射比准确度或透射比误差 TA ( 或ΔT ) 表示 , 都应该指出在多少吸

光度或在多少透射比情况下测试。否则 , 既会使人在物理概念上的含糊不清 ,

又会给使用者带来极大的麻烦。

但是 , 目前仍有许多厂商在给出透射比准确度或透射比误差 TA ( 或ΔT)

时 , 都一律写成±0. 3% T。特别是许多制造厂商对自称是高档紫外可见分光

光度计的仪器 , 基本上都是写成“±0. 3% T ( 0～100% T )”。如日本岛津的

UV-2401PC、U V-2450PC、 U V-2550PC 等 紫外 可见 分光 光度 计 , 国 内 的

TU1900、UV-2100、U V-760MC 等紫外可见分光光度计等。从理论上讲任何

高档紫外可见分光光度计的透射比准确度或透射比误差 TA (或 ΔT ) 不可能

在 0～100% T 内都能达到±0. 3 % T 的透射比准确度。

在紫外可见分光光度计的技术指标表示方法上 , 之所以产生错误 , 主要原

因有两个 : 第一 , 不甚了解透射比准确度或透射比误差 TA (或 ΔT ) 与透过

率真值 T 的关系 , 不懂得吸光度准确度或吸光度误差 AA ( 或ΔA) 与吸光度

真值 A 的关系。不知道影响透射比误差 TA (或 ΔT ) 和吸光度误差 AA ( 或

ΔA) 的主要因素。第二 , 商业上的需要 , 人家给出的都是± 0. 3% T ( 0～

100% T) , 我如果不这样写 , 就会影响销售。

目前国内外都有一些厂商在说明书或仪器样本中称“光度准确度”为“测

光精度”, 这种称谓混淆了准确度 ( Accuuracy) 和精密度 ( Precision ) 的概

念。准确度是指的测量值与理论值之差 , 该偏差越小说明测量的数据越准确可

靠 , 或者说光度准确度越高。而精密度是指的分析测试数据的离散性或重复

性 , 是指同一操作者 , 在一次开机中连续重复多次测试某一吸收峰的吸光度值

中最大与最小值之差。该差值越小 , 说明该仪器的光度重复性越好。“光度准

确度”和“光度精密度”二者不能混淆。正确的说法应该是紫外可见分光光度

计的“光度准确度”而不能说成“测光精度”。

还有人讲“紫外可见分光光度计没有准确度 , 光度精密度或光度重复性就

是光度准确度”。这也是一个错误的。光度精密度或光度重复性是指多次测量

中的离散性。如 3 次或 5 次测量中吸光度的最大值与最小值之差即为光度精密

度或光度重复性。而准确度则是指实际测量的吸光度值与真值或理论值之差。

Owen 为了说明精密度 ( P recision ) 和准确度 ( Accuuracy ) 的区别 , 用打靶

的例子作了精辟的说明 ( 见图 4-1 )。
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图 4-1  精密度 ( P recision) 和准确度 ( Accuuracy) 的区别

二、影响光度准确度的主要因素

影响紫外可见分光光度计光度准确度的主要因素有以下几个方面。

① 仪器的杂散光大小。

② 仪器的光度噪声。

③ 仪器的基线平直度。

④ 仪器的光谱带宽。

⑤ 试样的来源 , 包括样品的制备 , 取样的方法。

⑥ 样品的制备 , 包括称量、容量、溶剂、试剂、pH 值、时间、温度等。

⑦ 比色皿的性能等。

由此可知 , 光度准确度或吸光度误差 AA ( 或ΔA) 是一个综合性的技术

指标。要使用紫外可见分光光度计测得准确可靠的数据 , 必须注重上述几个方

面的影响。否则 , 不可能得到准确可靠的数据。

特别应该指出的是 , 在给出吸光度误差 AA (或ΔA) , 同时也给出透射比

误差 TA ( 或ΔT ) 时 , 二者不能相互矛盾。

三、吸光度准确度和透射比准确度的关系

比耳定律指出 : ① A = - lg T , 故 T = 10 - A ; ②C = ( - 1/ ab) lg T , 故 T =

10 - abc 。

式①和式②中 , A 为吸光度 ; T 为透射比 ; a 为摩尔吸光系数 ; b 为光程 ;

c 为被测试样的浓度。由此可见 , A、 T、C 之间有着密切的关系。由于 A 或

T 的测量误差可引起对被测试样浓度 C 的测量误差。若设 T 的误差为 T A ( 或

ΔT ) , 则可求出不同 TA ( 或ΔT ) 的情况下 , 相对吸光度误差 AA/ A ( AA 为吸

光度真值 A 与测量值 A m 之差 ) 与 A 的关系。或求出不同 A 下 AA/ A ( 或

ΔA/ A) 与 TA 的关系。

作者研究了 AA/ A 与 TA 和 A 的关系 , 导出了 AA/ A 与 T A 和 A 之间的关

系的理论计算公式 , 具有普遍的指导意义。
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设 T - Tm = TA (4-1)

A - Am = AA (4-2)

式 ( 4-1 ) 中 , Tm 为透射比的测量值 ; Am 为吸光度的测量值 ; 由式 ( 4-1 ) 得

Tm = T - TA (4-3)

根据比耳定律 : A = - lg T , 可得

T = 10 - A (4-4)

式 ( 4-4 ) 代入式 ( 4-3 ) , 得

Tm = T - TA = 10 - A - TA (4-5)

由式 ( 4-2 ) 得

Am = A - AA (4-6)

根据比耳定律 : Am = - lg Tm (4-7)

式 ( 4-5 ) 代入式 ( 4-7 ) , 则

Am = - lg Tm = - lg (10 - A - TA ) (4-8)

式 ( 4-8 ) 代入式 ( 4-6 ) , 则

A - AA = - lg( 10 - A - TA )

因此 AA = lg (10 - A - TA ) + A (4-9)

式 ( 4-9 ) 为吸光度误差 AA 与吸光度真值 A 和透射比绝对误差 T A 关系的理论

计算公式。由此可见 , AA 与 A 和 T A 的数学关系式比较复杂 ; 当 TA 一定时 ,

AA 可通过不同的 A 求得 ; 当 A 一定时 , AA 可通过不同的 TA 求得。

图 4-2  透射比误差ΔT( TA ) 与吸光度误差ΔA 和吸光度真值 A0 的关系

作者根据式 ( 4-9 ) , 计算出了 7 种透射比误差下 , 透射比误差 TA 与吸光

度真值 A 的关系 (即分析测试结果的相对误差 ) , 绘制了图 4-2 所示的 6 条误

差曲线。这 6 条误差曲线很适用 , 可以覆盖目前各国不同厂家制造的、各种不

同类型和型号的紫外可见分光光度计的误差关系。分析测试工作者只要知道自
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己使用的仪器的 TA ( 制造商都会提供 , 最好使用自己测试的数据 ) , 再根据

使用者当时测试的吸光度数据 , 就可以从图 4-2 查得使用者当时所测数据因为

仪器的 TA 而引起的相对误差 , 从而知道自己分析测试数据的可靠性。如某厂

商给出的仪器指标中 , TA 为±0. 5% T , 而分析测试要求的准确度为 1% , 则

可马上从图 4-2 上查得该仪器肯定不能满足自己的使用要求 ; 又如若仪器给出

的 TA 为±0. 3 % T , 但分析测试要求的准确度为 1% (相对误差 ) , 则可马上从

图 4-2 上查得该仪器因为 TA 为±0. 3% T , 由于 TA (或ΔT) 的限制 , 即使其

他因素不产生误差 , 它也只能满足对吸光度为 0. 25～0. 75A 的试样的分析测

试要求 ; 若试样的吸光度 < 0. 25A (浓度偏稀 ) , 或 > 0. 75A ( 浓度偏高 ) 时 ,

则测量误差都会超过 1%。

目前 , 国内外许多仪器厂商 , 对光度准确度这个非常关键的技术指标经常

同时用两种方法表示 : 一种是 AA ( 或ΔA) , 另一种是 TA ( 或ΔT ) , 但其中

很多二者是自相矛盾的。如日本岛津的 U V-3101PC 型紫外可见分光光度计 ,

它给出的光度准确度分别表示为 : 吸光度误差 AA (或ΔA) 为±0. 002A (0～

0. 5A ) ; ±0. 004A ( 0. 5～ 1. 0A ) ; 同时又给出透射比误差 TA ( 或 ΔT ) 为

±0. 3% T。从图 4-2 可知 , 这是一组自相矛盾的技术指标。因为 , 从图 4-2 可

查到 TA ( 或ΔT ) 为±0. 3 % T 时 , 若要求 AA ( 或ΔA) 为±0. 002A , 则只

能在 0. 2A 内 (即在 0～0. 2A ) 才可达到。不可能在 0～0. 5A 内保证 AA ( 或

ΔA) 为±0. 002A。同样 , TA (或ΔT) 为±0. 3 % T 时 , 若要求 AA ( 或ΔA)

为±0. 004A , 则只能在 0～0. 45A 内才是可靠的。在试样吸光度为 0. 45A 以

上时 , AA ( 或 ΔA) 就超过± 0. 004A , 若在 1. 0A 处 , 则 AA ( 或 ΔA) =

±0. 0128A , 超过±0. 004A 的 3 倍左右。所以 , 日本岛津的 U V-3101PC 型紫

外可见分光光度计的光度准确度指标中 , AA ( 或ΔA) 和 TA ( 或ΔT ) 是自

相矛盾的。同样 , 日本日立的 U -3400 型紫外可见分光光度计的这一指标也和

日本岛津的 U V-3101PC 一样是自相矛盾的。而美国 P-E 公司的 Lambda 9 ,

Lambda 900 , 美国 Varian 公司的 Cary5、Cary500 和 Cary6000 等给出的光度

准确度指标 AA ( 或ΔA) 为±0. 003A ( 1A ) ; TA ( 或ΔT ) = ±0. 08% T。从

图 4-2 可知 , 二者比较一致。从表 3-7 可查到 : 在 TA ( 或ΔT ) = ±0. 08% T

时 , AA (或ΔA) 为± 0. 0034A ( 1A ) 。所以 , 美国 P-E 公司的 Lambda 9 ,

Lambda 900 , 美国 Varian 公司的 Cary5、Cary500 和 Cary6000 等紫外可见分

光光度计仪器给出的光度准确度指标 AA ( 或 ΔA) 为± 0. 003A ( 1A ) ; TA

(或ΔT) = ±0. 08 % T 是可靠的。

四、光度准确度测试方法

用于紫外可见分光光度计的光度准确度测试的材料 , 应该是纯度高、稳定
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性好的物质。这些物质中最主要的是铬酸钾 ( K2 CrO4 , 一般在碱性溶液中 )、

重铬酸钾 ( K2 Cr2 O7 , 一般在酸性溶液中 ) 、硝酸钾、中性滤光片等。在碱性

溶液中的铬酸钾是一种好材料 , 但是因为含有碱性 , 不能储藏在普通玻璃容器

中 , 而需要储藏在石英器皿中 , 硝酸钾本身不大稳定。这些都限制了它们的使

用。因此 , 最好选择易于纯化又溶于酸性介质中的物质 , 并且它们的稀溶液也

是很稳定的。因此 , 重铬酸钾的 0. 005mol/ L H2 SO4 溶液经常被使用。许多科

学家认为 , 用紫外滤光片来测试紫外可见分光光度计的光度准确度 , 具有很大

的优点。因为它们的稳定性更好 , 又便于携带 , 还有许多优点将在后面讨论。

紫外可见分光光度计的光度准确度测试方法 , 目前国内外各生产厂家作法

不一 , 其主要原因是各国的国家标准不同 ; 如美国国家标准规定 : “选择合适

的标准参比材料 , 在规定的波长处 , 连续测 10 个吸光度或透射比读数 , 取 10

个读数的平均值 , 实际吸光度或透射比与观测值的平均值之差 , 即为光度准确

度”。美国国家标准还规定了计算光度准确度的标准偏差 S 的方法 ; 规定指出

吸光度准确度用 AA 表示 , 则有

S = ∑ ( Ai - Aa )2/ ( n - 1) ( 4-10)

若透光度准确度用 TA 表示 , 则有

S = ∑ ( T i - Ta )2/ ( n - 1 ) ( 4-11)

式 ( 4-10) 、式 ( 4-11) 中 , S 为标准偏差 ; Ai 或 T i 为每次测量时吸光度或透

射比的读数值 ; Aa 或 Ta 为吸光度或透射比的平均值 ; n 为测量次数 ( 一般取

5～7 次 )。

美国 NBS 规定 , 在可见区用 930 标准片来测定光度准确度 , 其标准透射

比值分别为 10%、20%、30%的中性玻璃滤光片。规定还指出也可用 NBS 的

931 , 它是一种溶液。而在紫外区内 , 则规定用 NBS 的 203 来测定光度准确

度 ; 它是一种标准透射比值分别为 90%、30 %、10% 熔融石英滤光片。此外 ,

美国标准还规定在紫外区内 , 用户还可以自己配置高纯度的化合物溶液来测定光

度准确度。为此 , 美国 NBS 已发布了铬酸钾 (K2 CrO4 )、重铬酸钾 ( K2 Cr2 O7 )

等标准物质可供选用。

我国在 1992 年制订的紫外可见分光光度计国家标准中规定 , 用重铬酸钾

溶液来测试紫外区的光度准确度 , 并明确指出了测试波长。在可见光区规定可

用中性滤光片来检测光度准确度 , 其标准片的透射比值分别为 10 %、20%、

40 %左右 ; 同时还规定在紫外可见整个区间 , 都可用中性滤光片来检测光度准

确度 , 其标准片的透射比值也分别为 10%、20%、40%左右。

安徽省计量测试研究所和国家标准物质研究中心共同研制的紫外光区透射

比标准滤光片 , TA 优于 0. 2 % , 稳定 性优 于 0. 1 % , 其 测试波 长分别 为

270nm、293 nm 和 350 nm , 相应的透射比标准值各为 11. 4 %、3. 9%、52. 9 %

86



左右。用来测试日本岛津公司的 U V-260 紫外可见分光光度计和无锡高速分析

仪器厂生产的 WFZ-753 型紫外可见分光光度计的光度准确度 , 具体操作时 ,

以空气作参照 , 对规定的波长处各测 7 次 , 取其平均值 , 与标准值相减 , 则得

到各规定的波长处的 TA 。而后 , 取三个规定波长中最差者作为被测紫外可见

分光光度计仪器的透射比准确度。再根据式 ( 4-2 ) , 求得被测仪器在各规定的

波长处的透射比准确度 , 然后以三个规定波长中的最差者作为被测仪器的透射

比准确度。

影响紫外分光光度计光度准确度的因素很多 , 主要因素有杂散光、噪声、

基线平直度、光谱带宽等 , 将在本章的三至六节进行详细讨论。

五、与光度准确度有关的几个重要问题

(一) 光度准确度的测试材料

美国 NBS 规定测试材料可以是固体标准滤光片 , 如 930、203 标准片等 ,

也可以是化合物标准溶液 , 如铬酸钾、重铬酸钾溶液等 , 用户可以任意选择。

我国的国家标准也与 NBS 相类似。各个国家的标准中 , 都各自讲明了固体和

液体两者的优缺点。作者认为固体标准滤光片比标准溶液好 , 理由如下 :

① 固体标准滤光片操作简单 , 携带方便。

② 固体标准滤光片可以用空气作参照 , 避免了寻找理想参照片基的麻烦。

③ 固体标准滤光片可以得到多个所需要的、较理想的峰或谷。如安徽省

计量测试研究所研制的 BW2018 标准片 , 可以有两个峰一个谷 , 且分布均匀

(270 nm、293nm、350 nm)。

④ 固体标准滤光片的标准片基本身可以吸收一部分杂散光 , 在吸收 ( 或

透射 ) 峰的强度很小 ( 或很大 ) 时 , 可以提高光度准确度的测量准确度。

(二) 光度准确度与光谱带宽的关系

光谱带宽是紫外分光光度计分析误差的主要来源之一。一般来讲 , 目前国

内外的紫外分光光度计的仪器研究者或制造者 , 在给出 AA 或 TA 时 , 都不讲

明在什么光谱带宽 ( SBW) 条件下测量 , 这是不对的。

A . Owen 在 1988 年指出 :“吸光度测量的准确度 , 取决于仪器的 SBW 与

试样的自然带宽 ( NBW) 的比率。” ( 自然带宽被定义为最大吸收值的 1/ 2 处

的吸收谱带宽度 )。 Knowles 和 A. Owen 在大量实验的基础上指出 : SBW/

NBW≤0. 1 时 , 吸光度准确度可高达 99. 5% ; 如果 SBW/ NBW 增大 , 则吸光

度测量误差会增加。A . Owen 还指出 , NBW≥20 时 , 2nm 的 SBW 对于吸光

度的准确测定是足够的 , 可满足大约 99% 的日常分析。这也是我国药典规定

用于药检的紫外可见分光光度计的 SBW 一定要求≤2nm 的主要原因。

测量光度准确度时 , 必须注意 SBW 的选择。具体理由是 :
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① SBW 小 , 则对应的狭缝宽度小 , 此时的杂散光也小 , 可提高吸光度测

量的准确度。

② SBW 小 , 对同一自然带宽 ( NBW ) 来讲 , 波长准确度会高。因为不

同的波长有不同的摩尔吸光系数 , 所以 , 波长准确度高时 , Beer 定律的偏离

也会小 , 即光度准确度测试误差小。

③ SBW 小 , 则对应的狭缝窄 , 但单色光的单色性也好 , 更能接近单色

光 , 也可减少 Beer 定律的偏离 , 提高测量精度。

但必须注意 , SBW 不能太小 , 否则信号弱 , 仪器的信噪比小 , 灵敏度差。

狭缝宽度是指紫外可见分光光度计狭缝的机械宽度。一般来讲 , 紫外可见

分光光度计的制造者不会告诉用户仪器的狭缝宽度 , 在某种程度上讲 , 仪器的

狭缝宽度是一个保密数据。但制造商应该或必须告诉用户仪器的光谱带宽与狭

缝宽度的关系为

SBW =
dλ

mm
×b或 SBW =

dλ
d L

×b ( 4-12)

式 ( 4-12) 中 , SBW 为光谱带宽 , 以 nm 计 ;
dλ

mm
为线色散倒数 ;

d L
dλ

为线色

散 ; b为 Slit 宽度 , 以 mm 计。

因为
d L
dλ

=
m f
d

cos q ( 4-13)

式 ( 4-13) 中 , f 为焦距 ; m 为光谱级数 ; d 为光栅常数 ; q 为衍射角 ( 有些

人用 b表示衍射角 )。

所以 , SBW 与单色器物镜的焦距 f 有关 , 而狭缝宽度与单色器物镜的焦

距 f 无关。

必须指出 , 光谱带宽以 nm 计 , 而狭缝宽度以 mm 计 , 二者在计量单位上

相差 100 万倍。所以 , 那些称紫外可见分光光度计仪器的狭缝宽度为多少纳米

是不对的。

(三) 光度准确度与波长重复性的关系

在紫外可见分光光度计中 , 波长重复性对光度准确度的影响是很大的。在

紫外可见分光光度计中的使用过程中 , 如选择试样的最大吸收峰作为测试波

长 , 则在重新设定该波长时 , 产生的微小波长差对光度准确度测量的结果影响

不大。但如果不是选择被测试样的最大吸收波长作为测试波长 , 而是选择最大

吸收波长两侧的波长λ侧 作为测试波长 ( 见图 4-3 ) , 则同样大小的波长误差会

产生很大的光度准确度测量误差。

由图 4-3 可知 , Δλ1 =Δλ2 , 但ΔA1 n ΔA2 。因此 , 在要求高精度测量时 ,

为了得到更好的光度准确度 , 一定要注意选用波长重复性好的紫外可见分光光

度计仪器。并且 , 在分析过程中 , 特别要注意选择试样的最大吸收峰处的波长
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图 4-3  光度准确度测量误差示意

作为测试波长 , 否则难以得到令人满意的结果。

(四) 光度准确度与波长准确度的关系

紫外可见分光光度计的波长准确度是很重要的 ; 特别在比较仪器时 , 波长

准确度显得更加重要。因为物质对不同波长的光吸收时 , 有不同的摩尔吸光系

数。摩尔吸光系数不同 , 分析测试的灵敏度就不同。所以 , 同一台紫外可见分

光光度计 , 对同一试样 , 不同波长测试 , 其结果不一样。同样 , 两台波长准确

度不同的紫外可见分光光度计 , 对同一试样 , 在同一波长上测试 , 其结果也会

不同。所以 , 波长准确度在某种程度上讲 , 决定光度准确度。

第二节  光度重复性

光度重复性 ( Photometric Repeatability ) , 又称光度精密度 ( Photomet ric

P recision) , 是紫外可见分光光度计的很重要的技术指标。它被定义为多次测

量 ( 一般为 3～5 次 , 有时要求 7 次 ) 中 , 最大值与最小值之差。光度重复性

还表征紫外可见分光光度计分析测试结果的可靠性。

一、光度重复性的测试方法

我国 1996 年制订的紫外可见分光光度计国家计量检定规程规定 , 光度重复

性要测试 3 次 , 取 3 次中的最大最小值之差作为光度重复性。光度重复性的测试

方法是选定一个标准样品 ( 也可用使用者自己任选的样品 ) , 由同一个操作者 ,

进行 3～5 次测试 , 再计算光度重复性。具体操作方法为 : 仪器冷态开机 (即关

机 2h 后开机) , 预热 0. 5h 后 , 对标准样品或使用者自选的样品进行光谱扫描 , 而

后在谱图上选择几个特征吸收峰 , 检查在选定的测量次数内 , 各个峰值的最大最小
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值之差即为光度重复性。人们经常将光度准确度和光度重复性在一次操作中完成。

仪器稳定可靠 , 其中很重要的一点就是光度重复性好。可以设想 : 一台紫

外可见分光光度计 , 它的功能很强大、自动化程度很高、外形美观、价格合

理 , 但它测出的数据不能重复 , 那肯定不是好仪器。

二、影响光度重复性的主要因素

影响紫外可见分光光度计光度重复性的主要因素有以下几种。

1. 光源系统

光源系统即指灯泡和电源。如果氘灯或钨灯灯泡本身的质量不好 , 即使电

源很好 , 氘灯或钨灯发出的光通量肯定不稳。这样 , 紫外可见分光光度计就不可

能得到好的、稳定的测试结果。如果氘灯或钨灯的灯泡很好 , 但其电源不稳 , 那

么光源系统 (灯泡) 发出的光通量也不可能稳 , 也不可能得到好的光度重复性。

2. 光电转换器系统

光电转换器系统包括光电转换元件 ( 光电倍增管、光电管、硅光电池等 )

及其供电电源 ; 光电转换元件是将光信号转换成电信号的关键元件。不管紫外

可见分光光度计的其他元部件 ( 如光电转换元件的供电电源 ) 多好 , 如果光电

转换元件不好 ( 如它一直在波动或漂移 ) , 就不可能得到好的光度重复性。

反之 , 如果光电转换元件很好 , 其供电电源不好 , 电源一直在波动或漂

移 , 也不可能得到好的光度重复性。因此 , 紫外可见分光光度计的制造者和使

用者一定要高度重视光电转换器系统对光度重复性的影响。

3. 电学系统 (放大器、V/ D 变换等 )

如果电学系统不稳定 , 也会影响光度重复性。如放大器有漂移、V/ D 变

换不稳定 , 都会使紫外可见分光光度计的分析测试结果不会重复。

4. 环境

如果周围有电场干扰、磁场干扰等 , 也不可能得到好的光度重复性。放置

紫外可见分光光度计仪器场所的温度、湿度 , 也会影响仪器的光度重复性。因

为仪器的电子元件 , 一般都会受温度的影响而改变其性能。

紫外可见分光光度计的光度重复性的表示也应规范 , 如果光度重复性设计

指标为“0. 001Abs”, 因检测不出 , 5 次测试的结果全是“0”, 此时正确的表

示方法是写“光度重复性优于 0. 001Ab s ; 或小于 0. 001Abs”。

第三节  杂散光 (Stray light )

一、杂散光的重要性

杂散光是紫外可见分光光度计非常重要的关键技术指标。它是紫外可见分
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光光度计分析误差的主要来源 , 它直接限制被分析测试样品浓度的上限。当一

台紫外可见分光光度计的杂散光一定时 , 被分析的试样浓度越大 , 其分析误差

就越大。AS TM 认为 : “杂散光可能是光谱测量中主要误差的来源。尤其对高

浓度的分析测试时 , 杂散光更加重要”。有文献报道 , 在紫外可见光区的吸收

光谱分析中 , 若仪器有 1%的杂散光 , 则对 2. 0A 的样品测试时 , 会引起 2 %

的分析误差。杂散光对高浓度试样的影响如图 4-4 所示。

图 4-4  杂散光对高浓度试样的影响

二、杂散光的定义及理论推导

(一) 杂散光的定义

目前 , 国际上对杂散光的定义各异。下面介绍几种比较简洁的杂散光的定义。

1. AS TM 的定义

美国的 AS TM 对杂散光定义是 : 杂散光既难给出确切的定义 , 又难进行

准确的测量。人们常将杂散光定义为在单色器额定通带之外的透射辐射能量与

总的透射能量之比。

2. Richard 的定义

日本的 Richard 等对杂散光的定义是 : 杂散光通常定义为假辐射 ( Spuri-

ous Radiation) 和所需要的辐射 (Desired Rabiation ) 之比。

3. Winstead 的定义

美国的 Winstead 对杂散光的定义是 : 如果波长出现与仪器刻度盘 (或显

示 ) 上的示值不同 , 那么这个外界的能量就叫做杂散光。

4. M. R. Sharpe 的定义

美国的 M. R. Sharpe 把杂散光定义为 : 光谱带宽以外“不要的”光通量的
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成分叫杂散光。

上述四者的定义都是对的。但太繁琐 , 概念上不容易被人理解。作者认为 ,

应该从概念出发 , 从杂散光测试的角度出发 , 从便于建立杂散光测量方法的角度

出发 , 可以更简单的对杂散光下定义为 : “不应该有光的地方有光 , 这就是杂散

光”。这种定义 , 便于从概念或定义出发 , 直观的建立简单可靠的测试设备。

(二) 杂散光的理论推导

作者导出了杂散光与吸光度误差和吸光度真值之间关系的理论计算公式。

该理论计算公式具有普遍指导意义。

设 AA (或ΔA) = A - Am ( 4-14)

式 ( 4-14) 中 , AA (或ΔA) 为吸光度真值与吸光度测量值之差 ; A 为吸光度

真值 ; Am 为吸光度测量值。

根据比耳定律 A = - lg T

式中 , A 为吸光度 ; T 为透射比。

因此 AA (或ΔA) = A - Am = - lg T - ( - lg Tm )

= lg
Tm

T
( 4-15)

根据比耳定律 A = - lg T

得
1
T

= 10 A ( 4-16)

根据第一章第二节所述的原理

Tm =
Im + Is

I + Is
( 4-17)

式 ( 4-17) 中 , Tm 为投射比测量值 ; Im 为测量波长下透过试样的辐射强度 ; I

为测量波长下透过参比液的辐射强度 ; Is 为杂散光总的强度。

设 S 为杂散光的量 , 则 S =
Is

I
; 通常将 S 以百分比表示 , 如杂散光为

1% , 则表示 S = 0. 01 , 即 Is = 0. 1 I

由式 ( 4-17) 可得

Tm =
T + S
1 + S

( 4-18)

将式 ( 4-18) 代入式 (4-15 ) , 则

AA ( 或ΔA) = lg
Tm

T
      

= lg
T + S

T ( 1 + S)

= lg
1 +

S
T

1 + S

= lg
1 + 10 A S

1 + S
( 4-19)
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式 ( 4-19) 表示

① AA (或ΔA) 与 S 和 A 成对数关系。

② 当 A 一定时 , 对不同的 S 值可计算出造成的 A A (或ΔA) 值。

③ 当 S 一定时 , 不同的 A 有不同的 A A (或ΔA) 。

作者根据式 (4-19) 算出了 14 种杂散光下 , 吸光度相对误差ΔA/ A 和吸光

度真值 A 之间的关系 (部分数据见表 4-1)。绘制了 12 条误差曲线 ( 见图 4-5)。

这些关系和曲线 , 可覆盖目前世界上所有的紫外可见分光光度计 , 具有普遍的

参考应用价值。

表 4-1  不同杂散光下吸光度相对误差ΔA/ A0 和吸光度真值 A0 之间的关系

A0 y

ΔA/ A0 ó

S = 0 '�. 005 S = 0 <2. 002 S = 0 QG. 001 S = 0 RH. 0005 S = 0 >4. 000001 S = 0 T̂. 0000008

3 ��. 400 0 ž̈. 332375 0 ½³. 229228 0 ÒÈ. 160325 0 çÝ. 103856 0 üò. 000320 0 1'. 000256

3 ��. 000 0 ž̈. 258662 0 ½³. 158751 0 ÒÈ. 100199 0 çÝ. 058625 0 üò. 000145 0 1'. 000116

2 ��. 000 0 ž̈. 086963 0 ½³. 039157 0 ÒÈ. 020479 0 çÝ. 010486 0 üò. 000021 0 1'. 000017

1 ��. 900 0 ž̈. 075306 0 ½³. 033245 0 ÒÈ. 017243 0 çÝ. 008788 0 üò. 000018 0 1'. 000014

1 ��. 800 0 ž̈. 064954 0 ½³. 028191 0 ÒÈ. 014521 0 çÝ. 007373 0 üò. 000015 0 1'. 000012

1 ��. 600 0 ž̈. 064954 0 ½³. 020252 0 ÒÈ. 010325 0 çÝ. 005214 0 üò. 000011 0 1'. 000008

1 ��. 500 0 ž̈. 041057 0 ½³. 017177 0 ÒÈ. 008725 0 çÝ. 004397 0 üò. 000009 0 1'. 000007

1 ��. 000 0 ž̈. 019023 0 ½³. 007732 0 ÒÈ. 004545 0 çÝ. 001949 0 üò. 000005 0 1'. 000003

0 ��. 800 0 ž̈. 014154 0 ½³. 005723 0 ÒÈ. 002872 0 çÝ. 001439 0 üò. 000003 0 1'. 000002

0 ��. 700 0 ž̈. 012261 0 ½³. 004948 0 ÒÈ. 002482 0 çÝ. 001243 0 üò. 000002 0 1'. 000002

0 ��. 600 0 ž̈. 010656 0 ½³. 004294 0 ÒÈ. 002152 0 çÝ. 001078 0 üò. 000002 0 1'. 000002

0 ��. 500 0 ž̈. 009294 0 ½³. 003741 0 ÒÈ. 001874 0 çÝ. 000938 0 üò. 000002 0 1'. 000002

0 ��. 400 0 ž̈. 008136 0 ½³. 003272 0 ÒÈ. 001639 0 çÝ. 000820 0 üò. 000002 0 1'. 000001

0 ��. 300 0 ž̈. 007150 0 ½³. 002873 0 ÒÈ. 001439 0 çÝ. 000720 0 üò. 000001 0 1'. 000001

0 ��. 200 0 ž̈. 006310 0 ½³. 002534 0 ÒÈ. 001268 0 çÝ. 000635 0 üò. 000001 0 1'. 000001

0 ��. 100 0 ž̈. 005591 0 ½³. 002244 0 ÒÈ. 001123 0 çÝ. 000562 0 üò. 000001 0 1'. 000001

三、杂散光对仪器分析测试误差的影响

杂散光对紫外可见分光光度计分析测试误差的影响可分成两种形式 : 第一

种形式是杂散光的波长与测试波长相同。它是由于测试波长因为某些原因而偏

离正常光路 , 在不通过试样的情况下 , 直接照射到光电转换器上。这种杂散光

大多数是由于光学元件、机械零件的反射和漫射所引起 , 可以通过一个对测试

波长不透明的样品来检查。当发现放在比色皿中的不透明样品的透射比不为零
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图 4-5  杂散光 S 与吸光度相对误差ΔA/ A0 和吸光度真值 A0 的关系

时 , 说明仪器中有这种杂散光存在。但必须注意 , 当仪器存在零点误差时 , 有

可能造成混淆。如果在不透明的样品上涂上白色 , 则可增加样品本身反射和散

射的效果 , 可以提高测量灵敏度。第二种形式是指测试波长以外的、偏离正常

光路而到达光电转换器的光线。它通常是由光学系统的某些缺陷所引起的。如

光学元件的表面被擦伤、仪器的光学系统设计不好、机械零部件加工不良 , 使

光路位置错移等。

通常情况下所讲的杂散光 , 是指包括上述两种杂散光在内的杂散光。假设

Is 为杂散光的总和 , It 为光电转换器检测到的总能量 , 它包括测试波长的能量

I 和杂散光的能量 I s , 即 It = I + Is 。在实际分析测试工作中 , 需要知道的是

杂散光能量 Is 相对于总能量 It 的比值。常称之为杂散光的量 S = Is/ It 。由于

Im Is , 因此 , 可以近似的认为 It = I , 近而可以认为 S = Is/ I。

S = Is/ I 表示当测试波长的能量降低时 , 杂散光比例就会相应增加。对紫

外可见分光光度计的边缘波长来说 , 光源的强度、光电转换器的灵敏度和单色

器的透过率都是比较低的 , 这时杂散光的影响就会更加明显。所以 , 在紫外可

见分光光度计中 , 应该首先检查 200～220nm 处的杂散光。

众所周知 , 杂散光对参考光束和样品光束的影响是相同的。因此 , 根据比

耳定律 , 可得到 A = - lg
It + Is

I + Is

因为 Is = S I

所以 A = - lg
It + S I
I + S I

= - lg
It + S I

I (1 + S)
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= - lg

It

I
+ S

1 + S
= - lg

T + S
1 + S

= - lg( T + S) + lg( 1 + S)

当 T = 10% , S = 0 时 , A = - lg0. 1 = 1

当 T = 10% , S = 1%时 , A = - lg (0. 1 + 0. 01 ) + lg1. 01 = 0. 9629

由此可见 , 当样品的透射比为 10 %时 (即吸光度为 1 时 ) , 1%的杂散光 ,

可使其吸光度从 1. 000 降到 0. 9629。同理 , 透射比为 10% 时 , 0. 1% 的杂散

光 , 将使吸光度从 1. 000 降到 0. 996。当杂散光为 0. 05% 时 , 对吸光度为

1. 00 A 的试样进行分析测试 , 其结果为 0. 998 A, 相对误差为ΔA/ A = 0. 002/ 1 =

0. 002 (即 0. 2% ) , 基本能满足所有常规分析测试和质检工作的要求。如果杂

散光为 0. 01 % 时 , 杂散光对分析测试的结果就基本上没有影响了。目前 ,

国际上许多高档紫外可见分光光度计的杂散光都在 0. 01 % 以下。从使用者

角度讲 , 过低的杂散光是没有必要的 , 但可惜的是 , 我国的高档紫外可见分

光光度计中 , 还只有北京普析通用公司一家的 TU-1901 的杂散光为 0. 01% 。

其余厂商生产的紫外可见分光光度计 , 杂散光都在 0. 01% 以上。所以 , 我

国的紫外可见分光光度计要赶超国际先进水平还需继续努力。

杂散光对分析测试结果的误差影响是随着吸光度值增大而增大的。因此 ,

吸光度值越大 , 对误差的影响也越大。如果吸光度 A = 3 ( 即 T = 0. 001 ) , 则

杂散光为 1%时 , 分析测试的结果将由 A = 3 变成 A = 1. 963 [ A = - lg(0. 001 +

0. 01) + lg1. 01 = 1. 9568 + 0. 0043 = 1. 963 ]。

由此可见 , 吸光度 A = 3 时 , 1%的杂散光可使分析测试的结果将由 A 从

3 降到 2 以下。

杂散光的影响 , 会使分析测试的结果偏离比耳定律 ; 当杂散光被试样吸收

时 , 偏离是正值 ( 测量值大于真实值 )。当杂散光不被试样吸收时 , 偏离是负

值 ( 测量值小于真实值 )。其差值ΔA 可由下式计算

ΔA = lg( 1 - S + 10 A · S)

当 S = 1%、0. 1 %、0. 01 %引起的吸光度误差见表 4-2。

表 4-2  非吸收杂散光 S对吸光度值的影响

A真值

A测量值

S = 0 ·­. 01 % S = 0 RH. 1 % S = 1 %

0 -#. 1

0 #. 5

1 #. 0

1 #. 5

2 #. 0

0 vl. 1000

0 l. 4999

0 l. 9996

1 l. 499

1 l. 996

0 üò. 0999

0 ò. 4990

0 ò. 9961

1 ò. 487

1 ò. 959

0 ¢̃. 0989

0 ˜. 4907

0 ˜. 9626

1 ˜. 387

1 ˜. 701
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  因为杂散光强度在边缘波段比较大 , 所以在波长小于 220nm 处测试时 ,

必须认真检查有无“假峰”出现。原来试样随波长变短而吸收值增大 , 但是因

图 4-6  由杂散光引起的“假峰”

为杂散光在短波部分急剧增大 , 所以使

得原来逐渐增大的吸光度值反而变小。

这时 , 就会出现如图 4-6 所示 , 不应有的

“假峰”。

杂散光对紫外可见分光光度计分析

测试误差的影响 , 除了以上所述外 , 还

可很方便地从图 4-5 和表 4-2 中查得。因

此 , 图 4-5 和表 4-2 是非常有实用价值

的。在使用者评价或挑选紫外可见分光

光度计时 , 只要知道仪器的杂散光 , 就可立即从图 4-5 和表 4-2 上查到该仪器

由于杂散光引起的测量误差概况和该仪器能否满足使用要求。例如 , 要挑选一

种紫外可见分光光度计 , 用它来测试某种生物酶 , 该生物酶的浓度较高 , 吸光

度值为 1. 95Abs 左右 , 而且要求分析测试的误差为 1% ; 但有一台紫外可见分

光光度计 , 其杂散光为 0. 2% , 看它能否满足使用要求 , 只要从图 4-5 和表 4-2

中一查 , 立即就可得知该仪器不能满足使用要求 , 因为杂散光为 0. 2%时 , 若

吸光度值为 1. 95Abs , 则其测试结果因杂散光而引起的相对误差就达到

3. 6% , 再加其他因素引起的误差 , 肯定总分析误差大大超过 1%。从图 4-5 和

表 4-2 又可立即查到 , 该分析测试工作 , 必须要求一台杂散光为 0. 05 % ( 或优

于 0. 05% ) 的紫外可见分光光度计 , 才能满足该项分析工作的要求。

众所周知 , 紫外可见分光光度计在制药行业中使用较多。并且各国的药典

都明确要求许多药品一定要用紫外可见分光光度计来分析测试。我国的药典规

定对人用药品的检测时 , 许多药品的相对测试误差都不能超过 1 %。如假设使

用的紫外可见分光光度计的杂散光为 0. 5% , 将很快从图 4-5 和表 4-1 查到 ,

该仪器测量的吸光度上限最多只能是 0. 55Abs。如果被检测药品的吸光度大于

0. 55Abs , 若为 0. 8Ab s , 则测量误差就大于 1% , 达到 1. 42% , 就不符合我

国药典规定的相对误差为 1%的要求 , 即不合格。由此可见 , 不管是制造者还

是使用者 , 都必须高度重视对仪器杂散光的控制和选择。

从表 4-1 和图 4-5 可知 , 若杂散光为 0. 0001% , 则仪器在测量很浓的样品

时 ( 吸光 度上限 为 3. 4Ab s 时 ) , 杂 散光 引起 的测 量相 对误 差仍 可达 到

0. 032% , 这已远远优于世界各国药典规定的指标 (即 1% ) , 至少优于 30 倍

以上。尤其是 还有些 厂商 推出的 紫外可 见分光 光度 计 , 其杂 散光达 到

0. 00008% ( Cary500、Lambda900 等 ) 。这么优秀的杂散光 , 除能显示厂商的

光学设计和加工水平外 , 对使用者是没有任何实际意义的。因为该仪器的杂散
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光达到 0. 00008%时 , 用它对 3. 4Abs 的试样分析测试时 , 杂散光引起的测量

相对误差为 0. 0256%。在实际分析测试工作中 , 不可能有这样的样品。因此 ,

从使用者的实际使用情况来看 , 没有必要无限降低紫外可见分光光度计的杂散

光。在要求较高的分析测试工作中 , 紫外可见分光光度计的杂散光应优于

0. 05 % , 这样可保证仪器有较宽的线性动态范围。即使试样的吸光度在

1. 95Abs 的时候 , 仍能达到 1 %的分析测试准确度。目前 , 我国生产的紫外可

见分光光度计 , 普遍存在杂散光大的问题 , 除北京普析通用公司的 TU-1900、

TU -1901 紫外可见分光光度计的杂散光优于 0. 01% , 上海分析仪器总厂、北

京第二光学仪器厂的个别仪器的杂散光能达到 0. 05 %左右外 , 其他二十多家

紫外可见分光光度计的生产厂家生产的仪器都未达到 0. 05% 的水平。而且 ,

大多数紫外可见分光光度计的杂散光在 0. 1% 左右。因此 , 应努力降低国产紫

外可见分光光度计的杂散光 , 以赶超国际先进水平。

四、杂散光的来源

产生杂散光的原因很多 , 其最主要的原因大致有以下 9 个方面 :

① 灰尘沾污光学元件 ( 如光栅、棱镜、透镜、反射镜、滤光片等 )。

② 光学元件被损伤 , 或光学元件产生的其他缺陷 ( 如光栅、透镜、反射

镜、棱镜材料中的气泡等 )。

③ 准直系统内部或有关隔板边缘的反射。

④ 光学系统屏蔽不好。

⑤ 热辐射或荧光引起的二次电子发射。

⑥ 狭缝的缺陷。

⑦ 光束孔径不匹配。

⑧ 光学系统的像差。

⑨ 单色器内壁黑化处理不当。

以上 9 个方面中 , 光栅是杂散光的主要来源。它产生的杂散光占总杂散光

的 80%以上。

五、杂散光的测试方法和测试材料

(一) 杂散光的测试方法

目前 , 测试杂散光最常用的方法是所谓“截止滤光法” ( T he Cut Off Fil-

ter Method) 或称作“滤光片法” ( The Filte r Method) 。主要是采用滤光片或

滤光液来测试紫外可见分光光度计的杂散光。有时也采用 H e-Ne 激光器的

632. 8nm 来测试杂散光。具体做法是在离 632. 8nm±5nm 处进行测试 , 测出

的数值与 632. 8nm 相比就是杂散光。
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“截止滤光法”的具体测试方法 : 仪器冷态开机 , 预热 0. 5h , 如用“滤光

片法”测试 , 则参比为空气 ; 如用滤光液来测试 , 则参比为溶剂 (若用 NaI、

N aNO2 水溶液 , 则参比为蒸馏水 )。设置仪器的纵坐标为% T , 横坐标为波长

( nm) , 用滤光液时 , 试样比色皿中装滤光液 , 参比比色皿中装溶解液 , 将波

长调到相应的波长上 ( N aI 为 220nm、NaNO2 为 340nm ) 进行测试。杂散光

测试曲线如图 4-7 所示。

图 4-7  杂散光测试曲线

测试 220nm 处的杂散光时 , 国际上都是采用 10g/ L 的 NaI 水溶液。该水

溶液的光谱特性为 : 0～258 nm 处不透光 , 而从 258 nm 开始 , 透光率可立即达

到 90%以上 , 并且上升坡度很陡。只要将 10g/ L 的 NaI 水溶液装入比色皿 ,

参比比色皿中装满水 , 将仪器的波长调到 220nm。因为 10g/ L 的 NaI 水溶液

在 0～258nm 处不透光 , 故仪器的输出应该为 0。但仪器的实际输出不是 0 ,

即有光信号输出 , 这就是 220nm 处的杂散光。

测试 340nm 处的杂散光时 , 国际上都是采用 50g/ L 的 Na NO2 水溶液。

50 g/ L 的 NaN O2 水溶液的光谱特性为 : 0～385nm 处不透光 , 而从 385nm 处

开始 , 透光率可达 90 % 以上 , 并且上升坡度很陡。我们只要将 50g/ L 的

N aNO2 水溶液装入比色皿 , 参比比色皿中装满水 , 将仪器的波长调到 340nm。

此时 , 因为 50g/ L 的 NaNO2 水溶液在 0～385nm 处不透光 , 故仪器在 340 nm

处的输出应该为 0。但仪器的实际输出不是 0 , 即有光信号输出 , 这就是 340nm

处的杂散光。

(二) 杂散光的测试材料

杂散光的测试材料中 , 可分为滤光片和滤光液两种。滤光片又分为带通滤

光液和截止滤光片两种。滤光液则有很多种 , 如丙酮、 NaI、 NaBr、 KCl

(12g/ L) 、N aNO3 等。
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美国 AS TN 提出的杂散光测试方法中 , 规定了多种滤光液 ( 主要用于紫

外、可见光区 ) 和滤光片 ( 主要用于红外区 ) 来作为标准滤光材料。并且 ,

AS TM 方法于 1977 年被确定作为美国一种国家标准。W. Slavin 等人曾报道

过 18 种截止滤光片或滤光液 , 可用来测定各类光谱仪器的紫外、可见、近红

外区的杂散光。L. Cahn 等人曾用 Vycor ( Cor ning Silica) 来检测 220nm 处的

杂散光。Richard 等人曾报道过 7 种测试紫外区不同波段杂散光所采用的滤光

液。美国 Beckman 公司对 DU-8B 紫外可见分光光度计的杂散光进行测试时 ,

在 220nm、340nm、370nm、680 nm 处 , 曾经都采用过 AS TM 标准方法。日

本岛津公司对 U V-3000 和 U-250 紫外可见分光光度计的杂散光进行测试时 ,

在 340 nm 处都采用 UV-39 截止滤光片 , 而在 220nm 处测试杂散光时 , 都采用

N aI 滤光液。对 U V-365 紫外可见分光光度计的杂散光进行测试时 , 在 195 nm

处采用 U V-25 滤光片在 340nm 处则用 UV-39 截止滤光片。日本日立对 150-

20 紫外可见分光光度计的杂散光进行测试时 , 在 340 nm 处用 NaNO2 , 在

220nm 处也用 N aI 滤光液。

另外 , 也偶见国外个别厂商采用测量离中心波长 50cm - 1 或几个纳米处的

透射光强度与中心波长处透射光强度之比的大小 , 来作为衡量光谱仪器杂散光

的指标。如法国的 J. Y. 公司 , 对 T-800 激光拉曼光谱仪的杂散光测试就是这

样进行的。

目前 , 国内已有近 30 家企业在生产紫外可见分光光度计 , 但除少数企业

对 220nm、340nm 这两个波长处分别用 NaI 和 NaN O2 来测试杂散光外 , 绝大

多数只用 NaI 来测 220nm 这一点的杂散光。这种作法不妥。还是应测试

220nm 和 340nm 两个波长的杂散光较好 , 因为 , 能量是波长的倒数 , 220 nm

处波长短 , 容易产生杂散光。而 340 nm 处是氘灯和钨灯的换灯处 , 也容易产

生杂散光。

作者曾采用带通滤光片 ZWB1 、截止滤光片 JB6 和 NaI 滤光液以及蒽 ( 溶

解在乙醇中 ) 滤光液等 , 分别对原上海光学仪器厂生产的 55W 光栅单色仪的

220nm、357 nm、436nm 和 446nm 等波长处的杂散光进行了测试 , 得到了满

意的结果。

滤光片和滤光液中 , 哪种好呢 ? Slavin 和 Richard 等人曾经作过讨论 ,

Slavin 等认为用溶液能给出真实的杂散光 , 用滤光片则可能低估杂散光。

Richard 等人则认为滤光片有非常广阔的截止区 ( Broad cut off) , 而滤光液的

截止要比滤光片更加锐利 , 并且给出了 NaBr 水溶液和 Corning Vycor 滤光片

二者相比较的“透过率-波长”关系的实测值 , 但 Richard 没有明确评论何者

好。作者认为对滤光材料的选择或评价其优劣 , 不能简单定论 , 而应从实际情

况出发。因为使用滤光片 ( 如 Vycor ) 虽然操作简单 , 但是 , 第一 , 理想优
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质的滤光片很难得到。第二 , 在进行杂散光测试时 , 需要用参考片基 ( 如

SiO2 ) , 而理想的参考片基一般不大容易找到。第三 , 滤光片吸收一部分杂散

光 , 所以 , 用它来测试杂散光时 , 往往容易低估杂散光。而使用滤光液 ( 如

N aBr 溶液 ) , 虽说测量结果较准确 , 且参考物质 H2 O 容易得到 , 但标准滤光

图 4-8  杂散光测试点的选择

液也不容易得到。同时 , 滤光液还受

比色皿的影响。

在波段范围和测试设备相同的情

况下 , 在图 4-8 中测试点 C 处的 I1 和

I0 都较大时 , 用滤光片较好。因为 ,

滤光片的透过率小 , 吸收一部分杂散

光 , 但对测量结果的影响较小。而 I1

和 I0 都较弱时 , 选用滤光液较好 , 因

为相对误差小 ( 滤光液对杂散光的吸

收远小于滤光片 )。所以 , 滤光片和滤光液各有其优缺点 , 应酌情选用 , 不能

一概而论。

六、与杂散光测试有关的几个问题

(一) 关于测试点位置的选择

关于测试点位置的选择 , 即 Δλ取多少为好呢 ? Edisbury 认为 , 取Δλ为

5～10nm 以外 , 会低估杂散光 ; 若取 20nm 处 , 则可低估 50%。Richard 等人

认为 , Δλ取值大于光谱带中央有效带宽 10 倍为好。如前所述 , 国外许多科技

工作者和有关厂商 , 在测试光谱仪器的杂散光时 , 所取的Δλ各不相同。如日

本日立公司测试 150-20 型紫外可见分光光度计的杂散光时 , 在 340nm 处用

N aNO2 ( 50g/ L ) 水溶液 , 但此水溶液在 300 ～ 385 nm 的波长范围内 , 在

385nm 长波处产生的透过率为 10 - 4 。假设它为 0 ( 即截止 ) , 故测试 150-20 紫

外可见分光光度计的杂散光时 , 若测试点为 340nm , 此时测试点离透光点的

Δλ= 385 - 340 = 45nm。测试 220nm 处的杂散光时 , 则用 NaI (10g/ L ) 水溶

液 , N aI ( 10g/ L) 水溶液的光谱特性为 0～ 258nm 处不透光 , 所以 , 此时测

试点离透光点的Δλ= 258 - 220 = 38nm。日本岛津公司测试 U V-250 紫外可见分

光光度计的 220nm 处的杂散光 , 美国 Varian 公司测试对 DMS90 紫外可见分光光

度计 220nm 处的杂散光时 , 也都用 NaI (10g/ L 水溶液 ) , 同样 , 其Δλ= 38nm。

大约 20 年前 , 我国科技工作者在测试紫外可见分光光度计 220nm 处的杂

散光时 , 用 NaBr (10g/ L 水溶液 )。此水溶液在 195～223nm 内 , 长波处产生

的透过率为 10 - 4 , 即在 223nm 处的透过率为 10 - 4 , 忽略它 , 即假设 223 nm

处的透过率为 0 , 故取 220nm 时 , Δλ= 223 - 220 = 3 nm。因为测试点离透光点
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的距离短 ( 仅 3nm) , 所以测出的杂散光偏大。

综上所述 , 目前国内外许多厂商或科技工作者 , 在对紫外可见分光光度计

的杂散光测试时 , Δλ一般取 39～45nm。作者认为 , Δλ取 20～45nm 较好。

① 若用 R456 光电倍增管作为测试装置中的光接收器 , 则取 20nm 左右

时 , 测得的杂散光强度或光电流大小 , 一般约为 1. 0×10 - 8 A 左右 ; 它既可保

证一般光电倍增管 ( 如 R456、R928、1P28 等 ) 输出的信噪比 S/ N 大于或等

于 2 倍以上 , 又可保证光电倍增管工作在线性区。作者在用 JB6、ZWB1 等国

产滤光片测试 55 W 光栅单色仪的杂散光时 , 取 Δλ= 20nm , 杂散光信号的大

小为 0. 00002V 左右 , 再根据所用的光电倍增管 ( R456) 和整个测试装置的各

种参数 , 可以很简单的计算出杂散光产生的暗电流为 1. 0×10 - 8 A 左右 , 光通

量为 1. 0×10 - 8 lm 左右 , 完全可保证光电倍增管工作在线性区。若取 Δλ<

20 nm , 仍用 R456 光电倍增管作为光接收器 , 则光电流有可能增大 , 甚至有可

能使光电倍增管不能工作在线性区。因此 , 不能得到满意的结果。

② Δλ取 20～45nm 时 , 上述滤光片材料的吸收系数一般在 4Abs 左右 ,

透过率在 10 - 4 左右。在这种情况下测得的杂散光 , 一是置信度高 ; 二是能满

足高精度的光谱测试的要求。

③ Richard 等人指出 : 杂散光一般来自标称波长附近几十个纳米的范围

内。所以 , 取Δλ= 20～45nm 时 , 既有代表性 , 又能保证测试结果的可靠性。

(二) 被测波段及测试点数量的选择

日本岛津公司对许多紫外可见分光光度计杂散光的测试 , 都只测量

340nm 和 220nm 两点 ; 而美国 Beckman 对 DU -8B 紫外可见分光光度计杂散

光的测试时 , 则测量 220nm、340nm、370nm、680nm 四个点 ; 美国 P-E 公司

对 Lambda5 的杂散光的测试时 , 则测量 220nm、340nm、370nm 三个点 ; 我

国许多科技工作者在测试紫外可见分光光度计杂散光的测试时 , 大多只测

220nm 或 632. 8nm 一个点 , 少数都测 220nm、340nm 两个点。作者曾对 220～

650nm 光 谱范 围 内的 55 W 光 栅单 色 仪测 试 过 220 nm、 357nm、 430nm、

446nm 四个点的杂散光。

到底应该选择几个测试点为好呢 ? W. Slavin 认为 : 杂散光通常在紫外区 ,

但实际上应测量整个光谱区的两个端点的杂散光才能说明问题。Richard 等人

认为“光栅作分光元件的紫外可见分光光度计中间区域校验不可忽视”。作者

根据自己的实践 , 认为应该取三点为好 , 即整个波段范围内的两个端点 , 加上

一个中间位置的点 ( 最好在换灯处 ) 为最好。因为这样已考虑到了上述一切可

能发生的非正常情况 , 更能保证和反映整机杂散光的实际情况。

(三) 关于光源的选择

一般采用氘灯 , 氢灯或氙灯作光源测试紫外区的杂散光 ; 用钨灯 ( 工作温
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度为 2850～3300K ) 作光源测试可见光区的杂散光。若在可见区用氙灯作光

源 , 需要用滤光片去掉不需要的光。测试红外区杂散光时 , 则用能斯脱

( Nernst ) 或白炽灯 , 但要注意光源的温度调节。国内也有人用 He-N e 激光器

作光源测试紫外可见分光光度计的杂散光。

作者的体会是 , 紫外区用氘灯作光源最好。一是氘灯电源不如氙灯复杂 ,

容易制作 ; 二是氘灯发出的热量比氙灯少 , 不需要散热装置 ; 三是在紫外区氘

灯的能量较集中 , 一般其光强或能量分布的峰值位置在 250～260nm 左右。而

可见光区 , 则用 AS TM 规定的白炽灯较好。但不管是紫外区还是可见区 , 都

不宜用氙灯作光源。因为氙灯的红外线太强 , 会给杂散光的测试工作带来许多

麻烦。此外 , 不管用哪种光源 , 必须注意其供电电源的稳定性 ( 氘灯用恒流

源、钨灯用恒压源 )。此外 , 选用 H e-Ne 激光器作光源不太理想 , 因为只能测

得 632. 8nm 附近的杂散光 , 不能完全反映整机的杂散光水平 , 但它仍有使用

价值。

(四) 关于光电转换器 (光接收器 ) 的选择

测试紫外可见分光光度计的紫外可见区的杂散光时 , 国外基本上都采用光

电倍增管作光接收器 , 红外区则用热电偶、热敏电阻等。作者认为 , 在紫外光

区、可见光区用光电倍增管 R456、R928 作光接收器最好 , 在红外区则用真空

热电偶或硫化铅 ( PbS ) 最好。但用光电倍增管时 , 若用直流法检测光电流

时 , 则必须扣除光电倍增管的暗电流 , 否则 , 将暗电流当杂散光计算 , 会使测

量结果增大一个数量级以上。而用热电元件时 , 最好采用交流法来检测光电

流 , 因为热电元件的噪声一般都很大 , 而用交流法时可以基本上消除热噪声对

测量的影响。

此外 , 在使用光电倍增管时 , 还应注意选择光电倍增管的供电电源。必须

选用电压稳定度 (电压调整率 ) 优于 5×10 - 4 的高压稳压电源供电 , 才可保证得

到好的测试结果。如在测试 55W 光栅单色仪的杂散光时 , 开始用电压稳定度

(电压调整率 ) 为 4×10 - 3 (实测数据 ) 的高压稳压电源给 R456 供电 , 结果 , 测

出的杂散光达到 1. 0×10 - 2 (实际上是因为电源电压不稳 , 而导致光电倍增管的

放大倍数不稳所致 )。后来 , 改用自制的优于 5×10 - 4 的高压稳压电源给 R456 供

电 , 其他条件都不变 , 结果 55W 光栅单色仪的杂散光实测值为 3×10 - 3 。

第四节  光 度 噪 声

一、光度噪声对分析测试误差的影响

在光度分析中 , 特别在紫外可见光度分析中 , 光度噪声 ( Photomet ric

Noise ) 是影响比耳定律偏离的最主要因素之一 , 是主要分析误差的来源。若
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已知光度噪声为 N , 则可根据 A. J. O wen 提出的计算公式 : 噪声误差 ( % ) =

N×100/ A , 计算出不同 N 的情况下 , 吸光度的相对误差ΔA/ A (ΔA 为吸光

度绝对误差 , A 为吸光度真值 ) 与 A 的关系。或求出不同 A 的情况下 , ΔA/ A

与 N 的关系。

例如 , 若紫外可见分光光度计的噪声 N = 0. 002 A , 吸光度真值为 0. 5 A。

则ΔAN/ A = 0. 002×100/ 0. 5 = 0. 2/ 0. 5 = 0. 4 ( % )。即由噪声引起的相对

误差ΔAN/ A 为 0. 4 %。

目前国内外有些仪器制造者和使用者们 , 不注重仪器的光度噪声对分析测

试结果的影响。有的厂商甚至在样本上不给出光度噪声这个重要指标。有些厂

商 ( 技术人员 ) 在测试光度噪声时 , 只测 15min 或 30min , 这些都是不对的 ,

是值得注意的重要问题。

作者曾研究了光度噪声 N 与吸光度的相对误差ΔA/ A 和吸光度真值 A 的

关系 , 计算了 N 与ΔA/ A 和 A 的关系 , 绘制了 12 条误差曲线 , 如图 4-9 可以

覆盖不同类型的紫外可见分光光度计的噪声范围 , 具有重要的实用参考价值。

图 4-9  噪声 N 与吸光度相对误差ΔA/ A0 和吸光度真值 A0 的关系

图 4-9 是非常有实用价值的图表。分析工作者在日常分析工作中 , 如果自

己测试了一组数据 , 只要根据仪器厂商给出的仪器光度噪声 ( 应以自检为准 ) ,

从图 4-9 , 就能很快查出所测出的数据的可靠性。例如 , 使用者所测出的数据

为 0. 6Ab s , 仪器噪声为 0. 005Abs , 那么 , 根据仪器噪声和图 4-9 , 很快查到

由于噪声引起的 0. 6Abs 的相对误差为 0. 8%。如果要求分析的相对误差为

1% (药典规定许多药用紫外可见分光光度计测试时 , 要求相对误差在 1% 以

内 )、仪器的杂散光很小、操作者在样品处理上又没有问题 , 那么就可坚信自
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己的测试数据是可靠的。制造者和使用者在评价紫外可见分光光度计或使用者

在挑选紫外可见分光光度计时 , 也可根据仪器的光度噪声和图 4-9 , 很快挑选

到自己所需要的仪器。例如 , 仪器厂商给出的仪器光度噪声为 0. 04Abs , 使用

者所测出的数据为 0. 6Ab s , 而分析工作要求相对误差为 1 % , 则可从图 4-9 查

得该仪器肯定不能满足自己的使用要求。因为光度噪声为 0. 04Abs、使用者所

测出的数据为 0. 6Ab s 时 , 由光度噪声引起的相对误差为 6%。又如 , 仪器给

出的光度噪声为 0. 005Abs , 分析工作的要求相对误差为 1% , 则可很快从图

4-9 查到该仪器只能满足 > 0. 5Abs 的试样的测试要求。若试样的吸光度

< 0. 5Abs时 , 则测量误差会超过 1 % ; 若试样的吸光度小到 0. 05Abs 时 , 则

测量误差会达到 10%。

紫外可见分光光度计的光度噪声是分析误差的主要来源之一 , 它主要影响

或限制是被测试样浓度的下限。目前 , 国际上最高级的紫外可见分光光度计的

光度噪声为±0. 0002Abs ( 峰-峰值 , 如美国 Varian 公司的 Cary5 )。由图 4-9

可知 , 它的测量下限在 0. 02Abs 时 , 测量误差可达到 1%。国外还有许多高档

紫外可见分光光度计的光度噪声都在±0. 0002Ab s ( 峰-峰值 , 如美国 P-E 公

司的 Lambda900 等 )。这些光度噪声很低的紫外可见分光光度计 , 在海洋生物

学和生命科学的研究工作中 , 或在分析小量样品时 , 是非常有实用价值的。

目前国产的紫外可见分光光度计 , 光度噪声都比较大。只有极少数仪器的

光度噪声很小 , 如北京普析通用公司的 TU -1901 , 其光度噪声为±0. 0004Abs

(峰-峰值 ) 。由图 4-9 可知 , 噪声限制的测量下限为 0. 04Abs 时 , 由噪声引起

的测量误差还可达到 1%。所以 , 我国的紫外可见分光光度计制造者们 , 要下

大工夫去努力降低仪器的光度噪声。

目前 , 国内外的许多生产厂商 , 不在样本中给出仪器的光度噪声 , 这是不

妥当的。因为 , 不给出仪器的光度噪声 , 使用者就无法判断仪器在低浓度下是

否适用 , 其灵敏度、准确度是否能达到使用要求 , 很难判断仪器的适用性和可

靠性 , 将给使用者带来很大的麻烦。因此 , 不管是低档紫外可见分光光度计 ,

还是高档紫外可见分光光度计 , 都应向使用者提供光度噪声这个极其重要的关

键技术指标。

紫外可见分光光度计的光度噪声与扫描速度是有很大的关系的。一般来

讲 , 扫描速度很快的紫外可见分光光度计的噪声肯定是大的。反之 , 如果一台

紫外可见分光光度计的噪声很小 , 那它的扫描速度是不会太快的。所以 , 目前

国际上许多高档紫外可见分光光度计的制造商 , 设计时都考虑到了扫描速度和

光度噪声之间的关系 , 不会把扫描速度作得很快 , 而把光度噪声作得很大。反

之 , 他们也不会把光度噪声作得很小 , 而把扫描速度作得很慢。但目前 , 国外

的确有些制造商把他们的紫外可见分光光度计的扫描速度作得很快 , 而忽视光

68



度噪声 , 这是不对的。因为一般来讲 , 紫外可见分光光度计的扫描速度没有光

度噪声重要。起码扫描速度对分析测试误差没有影响。而噪声则是主要分析误

差的来源之一。

二、光度噪声的表示方法

光度噪声是仪器的一种随时间而变化、但又是随机的输出信号。它是紫外

可见分光光度计分析误差的主要来源之一 , 它直接影响仪器的信噪比和检出限。

目前国际上对光度噪声的表示方法有两种 : 一是用吸光度 ( Abs ) 表示 ;

二是用透射比 ( % T ) 表示。日本和我国的紫外可见分光光度计生产厂商用透

射比 ( % T ) 表示的较多 , 欧美等国的紫外可见分光光度计生产厂商用吸光度

( Abs) 表示的较多 , 应该说二者都可以。但用吸光度 ( Abs ) 表示更好。因

为 , 广大使用者在使用紫外可见分光光度计的时候 , 基本上都是用吸光度 , 而

不是用透射比。如果仪器的光度噪声用透射比 ( % T ) 表示 , 则在计算误差

时 , 还要把透射比换算成吸光度 , 会给使用者带来不必要的麻烦。

三、光度噪声的测试方法

紫外可见分光光度计光度噪声的测试 , 目前国际接轨的测试方法是 : 仪器

冷态开机 , 预热 0. 5h 后 , 试样和参比比色皿均为空气、设置吸光度为 0Abs、

光谱带宽为 2nm、波长为 500nm。将仪器从长波到短波 , 进行时间扫描 1h。

在 1h 内 , 任取 10min 的测试数据 , 在多个 10min 的测试数据中 , 以那个

10 min 内最大的峰-峰值 , 作为 500nm 处的噪声。

第五节  基线平直度

一、基线平直度的重要性 (对分析测试误差的影响 )

如第四节所述 , 紫外可见分光光度计的光度噪声直接影响仪器的信噪比 ,

它是限制分析检测浓度下限的主要因素。目前 , 各国紫外可见分光光度计的生

产厂商 , 给出的整机光度噪声都是指仪器在 500nm 处的光度噪声 ( 称之为整

机的光度噪声 ) , 主要用于比较不同仪器的优劣。而紫外可见分光光度计的使

用者往往要在不同波长上使用 , 特别要在紫外区使用。所以 , 只给出 500 nm

处的整机光度噪声 , 不能满足使用者的要求。因此 , 提出了基线平直度的概

念。紫外可见分光光度计的基线平直度是指每个波长上的光度噪声 , 它是用户

最关心的技术指标之一。它是紫外可见分光光度计各个波长上主要分析误差的

来源之一。它决定紫外可见分光光度计在各个波长下的分析检测浓度的下限。

但是很可惜 , 目前很多仪器制造者、使用者都还没有认识到或还没有重视基线
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平直度这个技术指标。

二、基线平直度的测试方法

目前 , 国际上对紫外可见分光光度计的基线平直度的测试方法一般是冷态

开机 , 预热 0. 5h 后 , 试样和参比比色皿都为空气 , 光谱带宽 SBW = 2 nm , 吸

光度值为 0Ab s , 从长波向短波方向对仪器进行全波长慢速 ( 或中速 ) 扫描。

而后 , 在全波长范围内 , 找出峰-峰 ( P-P ) 值中最大的一点 , 作为该仪器的基

线平直度。但是目前 , 国际上有许多科技工作者不注意这个问题。如日本某紫

外可见分光光度计 , 给出的仪器波长范围是 190～900nm , 给出的基线平直度

BF 为±0. 001Abs。但是笔者经测试后发现该仪器的基线平直度只能在 200～

800nm 内才能保证为± 0. 001Abs。这就意味着该仪器能保证基线平直度为

±0. 001Abs的使用波长范围只能是 200～800nm , 这种给基线平直度的方法是

不对的。它既偏离了基线平直度的定义 (每个波长上的噪声 ) , 又会误导使用

者 , 认为该仪器在 190～900nm 都能达到光度噪声为±0. 001Abs。特别值得

注意的是 , 还有的公司把基线平直度和基线漂移混为一谈。如国外的某公司 ,

对某紫外可见分光光度计给出了“基线漂移为± 0. 002Abs ( 200～ 950nm )”

和“基线漂移为 N/ A”的技术指标。显然 , 这里的“基线漂移”指的是基线

平直度。而该仪器的波长范围为 190 ～ 1100 nm , 但对波长范围为 190 ～

1100 nm 的仪器 , 只给出 200～950nm 的基线平直度是不合理的。尤其对某仪

器给出的“基线漂移为 N/ A”, 这种给法更是莫名其妙。另外 , 该公司又给出

了某紫外可见分光光度计仪器的“基线稳定性为 0. 001Ab s/ h”, 但未给出基线

平直度。很显然 , 该公司既未搞清稳定性的含义 , 又把基线平直度和 500 nm

处的光度噪声混为一谈了。目前除美国的 P-E 等少数公司以外 , 在基线平直

度这个关键技术指标上 , 类似上述某公司做法的厂商为数不少。

产生上述现象的主要原因是不懂得基线平直度的重要性及其物理概念和含

义 , 或者为了商业上的需要 , 如不这样写 , 怕影响销售。

三、影响基线平直度的主要因素

(1 ) 滤光片或光学元件上有灰尘  此时会产生散射 , 从而引起基线平直度变坏。

(2 ) 滤光片未安装好  用于不同波段不同的滤光片切换时会产生噪声 , 使

基线平直度变坏。

(3 ) 光源 ( 氘灯、钨灯 ) 切换时产生噪声  一般在 340～360nm 左右出

现 , 从而使基线平直度变坏。

(4 ) 基线平直度测试时扫描速度太快  也会使基线平直度变坏。作者对北

京普析通用公司生产的 TU-1901 紫外可见分光光度计 (编号 : 01-192-06-050)
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的基线平直度进行了测试 , 发现慢速扫描时基线平直度为±0. 0005Abs , 中速

和快速扫描时 , 基线平直度分别为±0. 0014Abs 和±0. 0035Abs。所以 , 国际

上约定 , 测试紫外可见分光光度计的基线平直度时 , 扫描速度都用慢速。

(5 ) 电子学方面的噪声过大  也会直接影响基线平直度 , 特别是放大器和

光电转换元件的噪声 , 对基线平直度的影响更大。

(6 ) 光学部分未调整好  特别是单色器的光路未调整好 , 会使信号减小 ,

信噪比变小 , 使基线平直度变坏。

(7 ) 环境因素  包括振动、电场、磁场干扰、电压不稳等 , 都会使基线平

直度变坏。

四、正确认识及使用基线平直度

(一) 基线平直度与整机的光度噪声的主要区别

1. 物理概念不同

基线平直度 : 是指紫外可见分光光度计仪器全波段内每个波长上的噪声 ,

与滤光片切换和光源切换有关。

光度噪声 : 是指紫外可见分光光度计仪器在 500nm 波长上的噪声 , 与滤

光片切换和光源切换无关。

2. 测试时仪器状态不同

基线平直度 : 仪器处在运动状态 , 仪器的波长始终在变化。

光度噪声 : 仪器处在静止状态 , 仪器的波长始终不变。

3. 测试波长位置不同

基线平直度 : 测试仪器的全波长范围内每个波长的噪声。

光度噪声 : 测试仪器固定在 500nm 处时的噪声。

4. 测试时扫描方式不同

基线平直度 : 测试时用波长扫描方式。

光度噪声 : 测试时用时间扫描方式。

5. 影响因素不同

基线平直度 : 如“三”所述。

光度噪声 : 主要是电子学的元器件引起 ( 特别是放大器和光电转换元件 ) ,

也包含少量的光噪声。

6. 对分析测试误差的影响不同

基线平直度 : 限制仪器实际可使用的波长范围、影响仪器波长范围内的检

测下限 , 在低浓度测试时是主要分析误差的来源。

光度噪声 : 只影响仪器 500nm 处的检测下限 , 主要作为比较仪器好坏的

依据之一 , 由此能粗略看出仪器性能好坏。
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目前 , 国外高档紫外可见分光光度计仪器的最好基线平直度为±0. 001Abs

(如 P-E 公司的 Lambda900 等 ) ; 我国高档紫外可见分光光度计仪器的最好基线

平直度为±0. 001Abs (如 TU-1901、北京第二光学仪器厂的 U-2100 等 )。目前 ,

国外高档紫外可见分光光度计仪器的最小整机噪声为±0. 0002Abs (如 Varian 公

司的 Cary6000 等 ) ; 我国高档紫外可见分光光度计仪器的最小整机噪声为

±0. 0004Abs (如 TU-1900/ 1901 等 )。

(二) 基线平直度与基线漂移的主要区别

1. 物理概念不同

基线平直度 : 全波长范围内 , 各个波长上的噪声 , 与滤光片和光源切换有关。

基线漂移 : 与时间有关的光度值的变化量 , 主要影响因素是仪器的电子学

部分和仪器周围的环境。

2. 测试条件不同

基线平直度 : 在 0Ab s、SBW = 2nm 的条件下 , 进行全波长慢速扫描。

基线漂移 : 在 0Ab s、SBW = 2nm、波长固定为 500nm 的条件下 , 仪器冷

态开机 ( 关机 2h 后开机 ) , 预热 2h 后 , 进行时间扫描 1h。取这 1 h 内最大最

小值之差 , 即为基线漂移。

3. 影响的因素不同

基线平直度 : 影响基线平直度的因素有七个 ( 见“三”) 。

基线漂移 : 影响基线漂移的主要因素是仪器的电子学系统 ( 主要是电源 )

和环境 ( 电磁场、温度、湿度等 )。

(三) 常见错误

国内外的许多科技工作者 , 对紫外可见分光光度计的基线平直度的重要性

尚未引起足够重视 , 在基线平直度的运用方面还有许多错误。其具体表现

如下 :

1. 制造商不给基线平直度

国内外许多紫外可见分光光度计的制造商 , 根本不给出仪器的基线平直度。

2. 盲目给基线平直度

国内外许多制造商 , 在给出紫外可见分光光度计的基线平直度时 , 千篇一

律的写成±0. 001Abs。

3. 给出错误的基线平直度

基线平直度应该是全波长范围内每个波长上的噪声。但许多制造厂不给出

仪器全波长范围内的基线平直度 , 如许多仪器给出的波长范围为 190 ～

1100 nm 或 190～900nm , 但给出的基线平直度 , 只能适合波长范围为 220～

950nm 或 210～800 nm。这是因为光源、光电转换器的原因所致。

以上三种作法都是不对的。其理由是 : 如果不给基线平直度 , 使用者将不
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知自己所使用的波长上的噪声或灵敏度 , 不便选择仪器条件。因此 , 不易得到

最佳分析结果。

并非高档紫外可见分光光度计的基线平直度都是±0. 001Abs , 如我国北

京普析通用仪器公司的 TU-1901 , 他们对所有 TU-1901 给出的基线平直度都

为±0. 001Abs , 但作者进行过多次实际测试 , 结果并不是±0. 001Abs。第一

次是 2000 年 5 月 , 实测结果为±0. 0005Abs (仪器编号 : 00-124-05-021 ) ; 第

二次是 2001 年 9 月 , 实测三台 , 结果分别为 : ±0. 0008Abs (仪器编号 : 01-

192-06-051 )、±0. 0005Abs ( 仪器编号 : 01-192-06-050 )、± 0. 0007Ab s ( 仪

器编号 : 01-192-06-054 )。北京普析通用仪器公司的 T U-1221 给出的基线平直

度也为± 0. 001Abs , 但其实测结果可达± 0. 0008Abs ( 中国环境监测总站

1997 年 10 月实测 )。而国内某厂给出的高档紫外可见分光光度计的基线平直

度为±0. 001Abs , 作者实测为±0. 004Abs , 相差 4 倍。

至于不给全波长范围内的基线平直度 , 作者认为更是不对的。因为 : 第

一、未搞清基线平直度的概念或定义。第二 , 不能保证该紫外可见分光光度计

的波长使用范围 , 可以说是虚指标。第三 , 会误导使用者 , 使使用者误认为制

造厂给的基线平直度就是指的全波长范围内的基线平直度。但这种现象比较普

遍 , 我国、外国都有。所以 , 用户要特别对此引起高度重视。

(四) 如何保证或提高仪器的基线平直度指标

1. 设计者

要从理论上搞清基线平直度的概念、要把基线平直度与整机的光度噪声真

正区分开来 , 并在设计和使用时都要严格控制影响基线平直度的因素。

2. 制造者

要重视基线平直度对整机的影响 ! 生产中要重视对基线平直度的测试 , 研

究基线平直度的测试方法 , 保证科学、准确的测出基线平直度。并要在仪器说

明书中明确给出整个波段范围内的基线平直度 , 绝对不能给出模棱两可的基线

平直度指标。

3. 使用者

要重视基线平直度对分析测试误差的影响 , 要重视对自己所用仪器的基线

平直度的检测 , 一旦发现问题要及时解决。

第六节  光谱带宽 (Spectra band width———SBW)

一、光谱带宽的重要性 (对分析测试误差的影响 )

如前所述 , 影响紫外可见分光光度计定量分析误差的因素很多 , 如杂散

光、噪声、基线平直度等。同样 , 光谱带宽是影响紫外可见分光光度计定量分
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析误差的主要因素之一。并且 , 目前国际上许多紫外可见分光光度计使用者对

此未引起重视。我国的广大科技工作者 , 对这个很重要的问题更是不大注意。

本节将根据作者的实践 , 并结合有关文献 , 从理论上、实践上对光谱带宽的重

要性进行讨论。

首先 , 我们来看一下 T. Owen 的观点 : T. Owen 在研究光谱带宽对分析

误差的影响后 , 他指出紫外可见分光光度计的光谱带宽非常重要。紫外可见分

光光度计的光谱带宽 ( SBW)/ 自然带宽 (NBW) ≤0. 1 时 ( 自然带宽即试样吸

收带的半高度的宽度 ) , 该仪器可满足 99%的试样的分析 , 并且分析准确度可

达 99. 5%。 T. Owen 给出了如图 4-10 所示的例子。

图 4-10  光谱带宽对分析误差的影响

从图 4-10 可知 , 当用 1nm 光谱带宽测试时 , 可得出一个很漂亮的光谱

图。仍是这台仪器、这个样品、同样的分析工作者 , 当他分别改用 5nm、

10 nm、20 nm、50 nm 光谱带宽测试时得到的谱图 , 明显比用 1nm 光谱带宽测

试的峰高低很多。在 20nm 光谱带宽测试时 , 两个很漂亮的峰就变成了一个马

鞍形的峰。特别在 50nm 光谱带宽测试时 , 1 nm 光谱带宽测试时的两个峰就变

成一个馒头峰。由此可见 , 光谱带宽对分析测试误差有多大的影响。但是 , 目

前国内外广大分析工作者还远没有认识到光谱带宽是紫外可见分光光度计分析

误差的主要来源这个非常重要的问题。

作者研究了光谱带宽与分析测试误差的关系 , 结果见表 4-3。
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表 4-3  SBW、NBW 与ΔA/ A 的关系 (设 NBW = 20nm , 实测 A = 0. 85A bs)

SBW/ nm SBW/ NBW Aobs/ A ΔA ΔA/ A

0 Ç½. 3 0 WM. 015 0 ûñ. 9995 0 ª́. 0004 0 ¶¬. 00047

0 Ç½. 4 0 ka. 02 0 ûñ. 9995 0  –. 00043 0 ¶¬. 00050

0 Ç½. 5 0 WM. 025 0 ûñ. 9995 0  –. 00043 0 ¶¬. 00050

1 Ç½. 0 0 WM. 050 0 ûñ. 9988 0 ª́. 0010 0 ¶¬. 00120

2 Ç½. 0 0 WM. 100 0 ûñ. 9954 0 ª́. 0039 0 ¶¬. 00459

4 Ç½. 0 0 WM. 200 0 ûñ. 9819 0 ª́. 0154 0 ¶¬. 01812

5 Ç½. 0 0 WM. 250 0 ûñ. 9712 0 ª́. 0245 0 ¶¬. 02882

6 Ç½. 0 0 WM. 300 0 ûñ. 9604 0 ª́. 0306 0 ¶¬. 03600

7 Ç½. 0 0 WM. 350 0 ûñ. 9463 0 ª́. 0479 0 ¶¬. 05640

8 Ç½. 0 0 WM. 400 0 ûñ. 9321 0 ª́. 0577 0 ¶¬. 06790

9 Ç½. 0 0 WM. 450 0 ûñ. 9154 0 ª́. 0719 0 ¶¬. 07190

10 ÛÑ. 0 0 WM. 500 0 ûñ. 8987 0 ª́. 0861 0 ¶¬. 08610

  注 : 表中 Aobs为观察值 (实际测量值 ) ; A 为真值或理论值 ; ΔA 为观察值与真值之差。

作者从理论上证明了光谱带宽会引起吸收光谱仪器的分析测试误差 , 并给

出了计算公式。并进一步讨论光谱带宽对紫外可见分光光度计定量分析误差的

影响。以此引起广大分析工作者对光谱带宽选择的重视 , 以便提高分析测试结

果的可靠性、提高分析测试技术水平。

二、光谱带宽对分析误差的理论推导

紫外可见分光光度计的定量分析理论基础是比耳定律。比耳定律可描述

为 : 当一束平行单色光通过某一均匀的有色溶液时 , 该溶液的吸光度与溶液的

浓度和液层厚度 ( 光程 ) 的乘积成正比。比耳定律的数学表达式是

A = lg
I0

I
=εbC ( 4-20)

式中 , A 为吸光度 ; I0 为入射光强度 ; I 为透射光强度 ; ε为被测物质的摩尔

吸光系数 , 单位为 L/ ( mol· cm ) ; b为光程长度 , 单位为 cm ; C 为被测物质

的浓度 mol/ L。

如被分析测试的物质已定 , 则摩尔吸光系数ε已定 ; 若使用的仪器已定

(仪器配置的比色皿已定 ) , 则光程 b 已定 ; 那么 , 吸光度 A 与被测物质的浓

度 C 成正比 (即 A 与 C 成线性关系 )。

从理论上讲 , 比耳定律只适用于单色光 , 但在实际的吸收光谱仪器中 , 绝

对不可能从光谱仪器的单色器上得到真正的单色光 , 只能得到波长范围很窄的

光谱带。因此 , 进入被测样品的光仍然是在一定波段范围内的复合光。由于物

质对不同波长的光具有不同的吸光度 , 因此 , 在实际工作中即使用很高级的吸

收光谱分光光度计、采用很小的光谱带宽 , 仍然会产生比耳定律的偏离 ( 即产

生吸光度测量误差 )。
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作者研究表明 : 假设光谱带宽为 Δλ, 它所对应的波长范围为λ1 ～λ2 ; 对

λ1 而言 , 设其入射光强度为 I0
1

, 透射光强度为 I1 , 摩尔吸光系数为ε1 , 吸光

度为 A1 , 则

A1 = lg
I0

1

I1
=ε1 bC; I1 = I0

1
×10 - ε

1
bC

对λ2 而言 , 设其入射光强度为 I0
2

, 透射光强度为 I2 , 摩尔吸光系数为ε2 , 吸

光度为 A2 , 则

A2 = lg
I0

2

I2
=ε2 bC, I2 = I0

2
×10 - ε

2
bC

因在实际测量时 , 对应 Δλ的入射光强度为 I0
1

+ I0
2

, 透射光强度为 I1 + I2 。

因此 , 吸光度值为

       A = lg
( I0

1
+ I0

2
)

( I1 + I2 )

= lg
( I0

1
+ I0

2
)

( I0
1
×10 - ε

1
bC + I0

2
×10 - ε

2
bC )

( 4-21)

若ε1 =ε2 =ε, 则式 (4-21 ) 可写成

A = lg
( I0

1
+ I0

2
)

( I0
1

+ I0
2

)
×10 - ε

1
bC = log

1
10 - ε

1
bC

= lg10εb C =εbC

此时 , A 与 C 成线性关系。

但实际上 , 摩尔吸光系数ε是有色物质的与波长有关的特征常数 , 对同一

有色物质而言 , 不同波长有不同的ε值。在实际测量中 , 常取某一光谱带宽

Δλ, 它对应的波长范围为λ1 ～λ2 , λ1 和λ2 各对应ε1 和ε2 , 但ε1 和ε2 不可能完

全相等。所以 , 在吸收光谱仪器中 , 对某一光谱带宽的入射光 , A 与 C 不可

能真正成线性关系 , 因此 , 由于光谱带宽的影响 , 产生了比耳定律偏离 , 或产

生了分析测量误差。

设ε1 >ε2 , 且对选定的仪器而言 , 常规分析时 , 光程 b是常数 , 被分析样

品的浓度是变数 ; 若将式 ( 4-21) 相对 bC微分 , 则

d A
d( bC)

=ε1 -

I0
2

I0
1

× (ε1 - ε2 )×10(ε
1

- ε
2

) bC

1 +
I0

2

I0
1

×10 (ε
1

-ε
2

) bC

( 4-22)

当试样的吸光度非常小时 ( bC→0 ) , 则

d A
d( bC)

=

ε1 +
I0

2

I0
1

×ε2

1 +
I0

2

I0
1

( 4-23)
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当试样的吸光度很大时 ( bC→∞ ) , 式 ( 4-22) 中的 10ε1
bC m 10ε2

bC , 则

d A
d( bC)

=ε2 ( 4-24)

因为光谱带宽Δλ一般都很小 , 所以 , Δλ对应的λ1 ～λ2 的光强度一般也相

差甚微 , 或者说几乎相等。则
I0

2

I0
1

= 1; 则式 (4-23 ) 可写成

d A
d( bC)

=
(ε1 +ε2 )

2
( 4-25)

从式 ( 4-24) 、式 ( 4-25) , 可以清楚看出 : 在低吸收时 , 仪器测得的 A-C

曲线的极限斜率是ε1 和ε2 的均值 , 而在高吸收时 , 极限斜率是ε2 。显然 , ε2 <

(ε1 +ε2 )
2

<ε1 。因此 , 在低吸收时 , 测量误差较小 , 在高低吸收时 , 测量误

差较大 , 这是光谱带宽影响的结果。广大分析工作者应特别引起注意。

光谱带宽对吸收光谱测量误差的影响可以根据下式计算

Aob s = lg∫ IλSλdλ
IλSλ10 - A dλ

( 4-26)

式中 , Aob s 为实测吸光度值 ; Iλ为入射光强度 ; Sλ为光接收器的光谱灵敏

度 ; A 为吸光度理论值 ( 真值 )。

式 ( 4-26) 说明了实测吸光度值不但与吸收曲线 ( A-C 曲线 ) 的形状有

关 , 而且与光源的波长分布、光接收器的光谱响应特性有关。在实际测量工作

中 , 对已选定的仪器来说 , 在同一光谱带宽内 , 入射光强度和光接收器的光谱

灵敏度是一个常数。

三、光谱带宽的测试方法

目前 , 国际上对光谱带宽的测试方法一般是采用“谱线轮廓法”。主要是

选用某些光源的特征谱线 , 对它进行光谱扫描 , 绘出该谱线的轮廓 , 再测出该

谱线的半峰高的宽度即为光谱带宽。

用于光谱带宽的测试的光源一般为线光谱光源。并且 , 要求它在离被测的

谱线附近 20nm 的范围内 , 最好没有其他谱线。一般紫外可见分光光度计的制

造者在测试仪器的光谱带宽时 , 多选用 Hg 灯 ; 因为它的 546. 1nm、253. 7 nm

等特征线在其前后 20nm 以内 , 都没有其他谱线 , 是紫外可见分光光度计光谱

带宽测试最好的光源。也有人选空心阴极灯作测试光源 , 但为数较少。

还有很多人在测试紫外可见分光光度计的光谱带宽时 , 采用氘灯的

656. 1nm 或 486. 0nm 这两根特征谱线。特别是 656. 1nm 这根线 , 常被绝大多

数科技工作者使用。具体做法是 : 将仪器在 660～470nm 范围内扫描 , 求出

656. 1nm 这根特征谱线的半宽度即是光谱带宽。
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四、应用实例

设吸收峰的形状是按高斯曲线分布 , 在仪器的出射狭缝上的光能量分布呈三

角形状 (峰形呈高斯曲线分布和光能量呈三角形状为理想条件) , 则可根据式

(4-26)计算实测吸光度值 Aob s 与光谱带宽 ( SBW) 在吸收极大值时的关系见表 4-4。

表 4-4  在理想条件下 , Aobs 与 SBW 在吸收极大时的关系

R BW Aob s/ A R BW Aob s/ A R BW Aobs/ A

0 V̀. 0100 0 ³©. 9995 0 �û. 0600 0 XN. 9983 0 ª . 2000 0 1'. 9819

0 V̀. 0200 0 ³©. 9995 0 �û. 0700 0 XN. 9977 0 ª . 3000 0 1'. 9604

0 V̀. 0300 0 ³©. 9995 0 �û. 0800 0 XN. 9970 0 ª . 4000 0 1'. 9321

0 V̀. 0400 0 ³©. 9992 0 �û. 0900 0 XN. 9962 0 ª . 5000 0 1'. 8987

0 V̀. 0500 0 ³©. 9988 0 �û. 1000 0 XN. 9954

  注 : 1 . R BW 为相对带宽 ; RBW = SBW/ NBW ; NBW 为被测样品的吸收带半宽度 , 指样品的吸收

值达到最高峰值之半的两点间的波长间隔。

2. Aobs为吸光度实际测量值。

3. A 为吸光度理论值 ( 或真值 ) 。

表 4-4 可供分析工作者用来修正实验值 , 但只适用于吸光度实际测量值小

于 1. 0 时的情况。因为一般的常规分析中 , 被测样品的实际测量吸光度值基本

上都小于 1. 0 , 所以 , 表 4-4 具有实际参考价值。

T. Owen 的研究结果 , 与表 4-4 一致 ; 证明了当仪器的光谱带宽与被测样

品的自然带宽之比中小于或等于 0. 1 时 (即 SBW/ NBW≤0. 1 时 ) , 该光谱仪

器可满足 99% 的样品的分析测试工作。且分析测试的准确度在 99. 5% 以上。

这也是我国和世界各国药典规定用于药检的紫外可见分光光度计的光谱带宽要

求≤2nm 的原因。

作者研究过光谱带宽对青霉素钠、青霉素钾定量分析的影响 , 发现青霉素

钠定量分析的最佳光谱带宽与药典规定不一致 ( 药典规定 : 取本品加水制成

1ml 含 1. 80mg 的溶液⋯⋯用 1nm 光谱带宽、在 264nm 处测试 , 吸光度应为

0. 80～0. 88 )。作者在药典规定的条件下 , 对同一种浓度的青霉素钠进行测试 :

用 SBW = 2nm 测试时 , 结果为 0. 805Abs ; 用 SBW = 1nm 测试时 , 结果为

0. 825Abs ; 用 SBW = 0. 3nm 测试时 , 结果为 0. 865Abs ; 用 SBW = 0. 2nm 测

试时 , 结果为 0. 845Ab s。由此可见 , 0. 3nm 时峰值最高 , 说明 0. 3 nm 为最佳

光谱带宽 , 且 1nm 和 0. 3nm 相差的ΔA 为 0. 040Abs , ΔA/ A = 0. 047 (4. 7 % )。

所以药典规定 1nm 并不是最合适。作者根据表 4-16 计算 : 当 SBW 为 2 nm 以

下时 , 由于 SBW 引起的分析测试的相对误差小于 0. 5%。但是 , 当 SBW 为

5nm 时 , 分析测试的相对误差将达到 2. 7 %。有些药厂用 SBW 为 5nm 的 UVS

来作质量控制 , 其仪器本身的误差就远远超过我国药典规定的 1% 的要求 , 这
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必须要引起我国广大药检工作者重视 。

五、结论

SBW 是非常重要的技术指标 , 它直接影响分析测试的误差。虽说绝大部

分样品的紫外可见吸收光谱的吸收峰不大尖锐 , 2nm 的光谱带宽完全可满足

分析测试要求 , 但有少部分样品 , 如青霉素钠、青霉素钾等的吸收峰很尖锐 ,

不能用 2nm 的光谱带宽测试 , 否则 , 一些小的尖锐峰会消失 , 而大的尖锐峰

的测量值会偏低 , 使分析测量误差增大。因此 , 一定要特别重视 SBW 对分析

测试误差的影响。只有这样 , 才能提高分析测试结果的可靠性、才能更快提高

我国分析测试技术的水平。

第七节  稳定性 (Stability)

一、稳定性对分析测试误差的影响

许多科技工作者经常把基线漂移说成稳定性 , 他们认为基线漂移小就是稳

定性好 , 其实这是不全面的。因为 , 紫外可见分光光度计的稳定性应包括基线

漂移 ( Baseline Drift ) 和光度重复性 ( Photomet ric Reproducibility ) 两个方

面。使用紫外可见分光光度计或制造紫外可见分光光度计时 , 都有一个很重要

的原则或宗旨 , 这就是仪器要稳定可靠。如果一台仪器的稳定性差 , 就不可能

得到好的分析测试结果。仪器的稳定性好坏 , 是挑选紫外可见分光光度计仪器

或使用紫外可见分光光度计的关键问题之一。

不能只是单纯的把基线漂移作为稳定性 , 真正的稳定性好的含义 , 必须是

包括基线漂移和光度重复性。如果一台紫外可见分光光度计的基线漂移不好 ,

在整个分析测试过程中始终在漂移 , 根本稳定不下来 ; 或重复性不好 , 每次测

试的结果都不能重复 , 这肯定不是好仪器。

二、紫外可见分光光度计稳定性的测试方法

(一) 基线漂移的测试方法

紫外可见分光光度计冷态开机 ( 关机 2h 后开机 ) , 预热 2 h 后 , 设置仪器

的参数为 : 试样和参比比色皿都为空气 , 吸光度为 0Abs , 光谱带宽为 2nm ,

扫描方式为时间扫描。连续测试 1h , 取这 1h 内 , 最大最小值之差即是基线漂

移。也有人取 1h 内漂移线的包罗线之中线的最大最小值之差作为基线漂移 ,

这种作法是可以的。

连续测试 1h 是与国际接轨的测试方法 , 然而有许多制造厂商往往采用

10 min 或 30min 等的测试时间 , 这是不对的。因为 , 使用者作一个实验 , 在
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10 min 内还未做完 , 仪器的基线已经漂掉了 , 这怎么能保证使用者的分析测试

数据的可靠性呢 ? 30 min 的测试时间也不科学 , 因为在紫外区一般用氘灯 , 它

是一种气体放电灯。从物理学或气体发光的理论来讲 , 一般的气体放电灯 , 要

在 30min 左右其发光才能达到稳定。10min 时 , 灯泡的发光也未达到最佳值 ,

何况还有其他很多因素决定了仪器还未到达测试稳定性的时间。所以说测试

1h 才是正确的。

目前 , 还有人在测试基线漂移时 , 光度单位设为透射比 ( % T ) , 这是

可以的 , 但没有设置吸光度单位好。因为 , 使用者一般多用吸光度 ( Abs) ,

而不用或很少用透射比 ( % T ) 。并且 , 国外的紫外可见分光光度计一般用

吸光度 ( Abs) 来表示基线漂移 , 将透射比 ( % T ) 换算吸光度 ( Abs) 比较

麻烦。

(二) 光度重复性的测试方法

光度重复性的测试方法有几种 : 其一是仪器冷态开机 , 预热 0. 5h 后 , 由

同一操作者 , 用某种实际样品 , 对仪器的光度值 ( 吸光度或透射比均可 ) 进行

测定。一般是连续测量 3 次 , 取测量值中的最大最小值之差作为光度重复性 ,

也有人测量 5 次或 7 次。我国的紫外可见分光光度计国家标准和我国的紫外可

见分光光度计计量检定规程 , 规定测试 3 次。

光度重复性的测试方法也可用标准物质 ( 溶液 ) 或标准片来进行。具体操

作方法是仪器冷态开机 , 预热 0. 5h 后 , 在用标准片来测试时 , 参考为空气。

在用标准溶液测试时 , 参考为溶剂或空气均可 , 设置很小的光度单位 ( 一般设

为吸光度单位 ) , 光谱带宽为 2nm , 对标准片或标准溶液进行测试。一般测量

3～7 次。其测量值的最大与最小值之差就是光度重复性。

第八节  波长准确度和波长重复性

一、波长准确度对分析测试误差的影响

所谓波长准确度 , 是指波长的实际测定值与理论值 ( 真值 ) 的差。紫外可

见分光光度计的波长准确度是很重要的技术指标 , 特别是在对不同仪器的测试

结果进行比较时 , 波长准确度更显得重要。例如 , 要比对两台紫外可见分光光

度计对同一样品的分析测试结果 , 如果仪器的波长准确度不好 , 就无法进行比

较或比较不出正确的结果。因为对同一物质 , 在不同波长测试时 , 由于不同波

长时摩尔吸光系数不同 , 就会有不同的灵敏度 , 即使是同一样品 , 测试的数据

也会不相同。用一台紫外可见分光光度计做定量分析时 , 若仪器的波长准确度

不好 , 也会因仪器的波长误差 , 而产生很大的分析误差。波长准确度对国家的

计量法执法非常重要。
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二、波长准确度的测试方法

紫外可见分光光度计波长准确度的测试 , 制造者或使用者的作法很不一

致 ; 有人用汞灯的特征波长 , 有人用各种空心阴极灯的特征波长 , 有人用氘灯

的特征波长 , 还有人用 H e-Ne 激光器等来测试。

(一) 汞灯

目前 , 国内外的许多生产厂 , 都直接在紫外可见分光光度计上用汞灯

测试波长准确度。具体作法是 : 将仪器的光源拆下 , 用标准灯代替原光

源 , 测试标准光源灯的各条特征谱线 , 测量值与理论值之差 , 就是波长准

确度。例如 , 使用汞灯测试 , 则设置波段范围为 245～5 60 nm , 光谱带宽

为 2 nm , 测量方式设置为能量测量 , 样品和参考均为空气 , 进行波长扫

描。而后将汞灯的各特征波长的测量值与其相应的理论值相减 , 所得的数

据之差即波长准确度。一般应重复 3 次 , 取 3 次平均值作为仪器的波长准

确度。如选用其他标准灯 , 可根据各种标准灯的特征波长 , 仿照汞灯的操

作方法进行测试。

W. Sammer 曾详细报道过汞灯的特征谱线 , Shimadzu 曾详细报道过低压

汞灯的特征谱线 , 有 194. 1nm、253. 7nm、 265. 4nm、270. 0 nm、280. 5nm、

289. 4nm、 292. 5nm、 296. 7nm、 302. 2nm、 313. 2nm、 334. 2nm、 365. 0nm、

404. 7nm、407. 8nm、 435. 8nm、 491. 6nm、 546. 1nm、 577. 0nm、 579. 0nm 等。

Rand、Balcom、Shimadzu、Walked 等都先后用汞灯的特征谱线测试过光谱仪器

的波长准确度。国内也有许多科技工作者用汞灯测试波长准确度 , 作者曾用国

产 ( 上海灯泡厂 ) GGQ80 仪用高压汞灯 , 对 WDS-3、55W、56 W 等不同型号

的光栅单色仪的波长准确度进行测试。具体作法是 : 首先设计如图 4-11 所示

的测试装置 , 将 GGQ80 仪用高压汞灯要去壳 , 光电倍增管的高压电源取

600V 左右 , 被测试单色仪的入射狭缝和出射狭缝宽度均为 0. 05mm , 高度为

1. 0mm , 被测试单色仪在 200～700nm 内扫描 , 得到了与 W . Sammer 和 Shi-

madzu 报道基本相符的 36 条特征谱线。测试结果表明 : GG Q80 仪用高压汞灯

的 253. 7nm、365. 0nm、404. 8nm、546. 1nm、577. 0nm、579. 0nm 等常用的

特征谱线的测试值与文献值之差都 < 0. 5nm , 因此 , 可认为被测试单色仪的波

长准确度 < 0. 5nm。

(二) 氘灯

目前 , 国际上许多科技工作者经常用氘灯的特征波长来测试紫外可见分光

光度计波长准确度。如日本岛津公司用氘灯的 486. 0nm、656. 1nm 检测 U V-

365、U V-2450、U V-2550 等紫外可见分光光度计的波长准确度。美国的 Var-

ian、P-E 等公司也是用氘灯的 486. 0nm、656. 1nm 检测各种紫外可见分光光

度计的波长准确度。我国几乎所有的紫外可见分光光度计生产厂都用氘灯检测
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图 4-11  波长准确度测试装置

1—光源 ; 2—聚光镜 ; 3—光闸 ; 4—可变光栏 ; 5—入射狭缝 ; 6—被测试的单色仪 ;

7—可逆马达 ; 8—出射狭缝 ; 9—光电倍增管 ; 10—负载电阻 ( 一般取 10～100kΩ) ;

11—负高压电源 ; 12—记录仪或打印机 ; 13—光源恒流电源

各类扫描紫外可见分光光度计的波长准确度 ( 必须是扫描型的紫外可见分光光

度计 , 手工操作的紫外可见分光光度计一般不适用 ) 。作者曾多次用氘灯对进

口、国产和自制的各种紫外可见分光光度计的波长准确度进行过测试。具体作

法是 : 将仪器从 680～450nm 扫描 , 将实际测量的 486. 0nm、656. 1nm 附近的

值与理论值相减 , 则可得到仪器的波长准确度。

(三) 用蒽 ( Anthracene) 的特征吸收线测试波长准确度

作者曾将蒽溶解在乙醇中 (浓度为 10 - 5 g/ ml ) 作为试样 , 用它丰富的特

征吸收峰来测试光栅单色器的波长准确度 , 得到了满意的结果。

(四) 用氙灯的 459. 1nm 特征线测试波长准确度

使用氙灯的 459. 1nm 特征线测试仪器的波长准确度 , 具体作法是 : 在样

品室放一块毛玻璃或漫反射体 , 将波长设置在 440～460nm , 仪器自动扫描 ;

谱图上的最大峰值即为 459. 1nm。将实际测试值与 459. 1 nm 相减 , 则可得到

仪器的波长准确度。

(五) 用干涉滤光片的特征主峰位置来测试波长准确度

作者用上海海光玻璃厂生产的干涉滤光片 377 , 对德国进口的 Specord

紫外可见分光光度计、国产的 730 型紫外可见分光光度计、55 W 光栅单色仪

等的波长准确度进行过测试 , 都得到了非常满意的结果。具体作法是 : 将干涉

滤光片 377�.分别放在 Specord 和 730 紫外可见分光光度计的试样池处 ( 55W

光栅单色仪则放在入射狭缝前 ) , 分别将仪器的波长设置在 300～450nm , 从

001

�. 自编号 , 中心透过波长为 377 nm , 带宽 15nm , 中心波长的透过率为 31 %。



长波向短波进行波长扫描 , 所得到的 377�.的峰值位置见表 4-5。

表 4-5  干涉滤光片 377�.的峰值位置

类  别
型   号

55W 730 lSpecord 上海海光厂

主峰位置 (λ0 )/ nm 380 Ü382 l379 ü377 ¬

主峰透过率 ( T% ) 31 v.6 % 32 �.2 % 32 –.6 % 31 %

长波截止位置/ nm 415 Ü420 l417 ü—

短波截止位置/ nm 310 Ü318 l313 ü—

(六) 用某些固体化学标准试样测试波长准确度

日本岛津和作者曾用卵烯 ( 特征峰为 359 nm) 对光谱仪器的波长准确度

进行过测试 , 都得到了满意的结果。具体作法是 : 将卵烯固体化学试样放在试

样池处 , 仪器波长从 330～370 nm 扫描 , 谱图上的峰值即为λ实 , 359nm - λ实

即是波长准确度。

(七) 用间接法 (或叫相对法 ) 测试波长准确度

作者曾用一只溴钨灯和经过标定过的光栅单色仪来检测天津光学仪器厂生

产的 WDS-3 型光栅单色仪 , 得到了满意的结果。具体作法是 : 将标定过的光

栅单色仪和溴钨灯 ( 具有若干条已知标准谱线的相对光源 ) , 放在试样池处 ,

仪器波长从 330～370nm 扫描 , 谱图上的峰值即为λ实 , 359nm - λ实 即是波长

准确度。

(八) 用钬玻璃 ( Holum ) 的特征谱线测试波长准确度

对于光谱带宽优于 2nm 的扫描型的紫外可见分光光度计 , 经常有人用钬

玻璃来测试波长准确度 , 钬玻璃有很多特征谱线 , 如 241nm、 279. 4nm、

333. 7nm、360. 9 nm、418. 7nm、536. 2 nm 等 11 根特征线 ( 随着温度的不同 ,

这些波长值有所变化。因此 , 使用者要注意经常标定 Holum 玻璃的波长 ) , 具

体操作方法 ( 包括仪器条件设置 ) 与上述汞灯相同。但偶见有人用钬玻璃来测

试紫外可见分光光度计的光度准确度 , 这是不对的。因为 , 钬玻璃的稳定性极

差 , 它的吸光度值会随温度的变化而变化 , 所以不能用来作为光度准确度测试

的标准物质。

(九) 用某些元素灯 (空心阴极灯 ) 的特征波长测试波长准确度

很多制造商 , 往往用某些元素灯 ( 空心阴极灯 ) 的特征波长测试波长准确

度。如用镉 ( Cd ) 灯、锌 ( Zn ) 灯、铟 ( In ) 灯、镁 ( Mg )、硒 ( Se ) 灯、

汞齐灯 ( Hg、Cd、Zn 三元素充在一只灯管内 ) 等都可用来测试紫外可见分光

光度计的波长准确度。这些灯 , 我国的上海光电器件公司都有售。
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(十) 用汞齐灯测试波长准确度

因为汞齐灯灯管内充有 Hg、Cd、Zn 三种元素 , 其对应的特征谱线为 :

Hg 为 253. 65nm ; Cd 为 228. 80nm ; Zn 为 213. 86 nm、 307. 59nm。因此 ,

汞齐灯多用来测试紫外区的波长准确度。具体操作方法与用汞灯测试方法

雷同。

(十一 ) 用氦灯测试波长准确度

Winsted 报道 , 美国 NBS 用氦灯的 388. 86～1083nm 之间的 8 条特征谱线

来测试非记录式的光谱仪器的波长准确度。具体操作方法也与用汞灯测试方法

雷同。

(十二 ) 用测试分辨率的某些方法来测试波长准确度

除上述 11 种方法外 , 还可用测试分辨率的某些方法来测试波长准确度 ;

如用苯蒸气来测试紫外可见分光光度计的分辨率时 , 也可同时测得波长准

确度。

(十三 ) 用 H e-Ne 激光器的 632. 8nm 来测试波长准确度

作者曾在多功能紫外可见分光光度计的研制工作中 , 用 H e-Ne 激光器的

632. 8nm 这根特征谱线来测试过波长准确度 , 得到了满意的结果。具体作法

是 : 将 H e-Ne 激光器的 632. 8nm 这条特征谱线引入仪器的入射狭缝 , 仪器的

波长范围设置为 650～610nm , 光谱带宽为 2 nm , 测量方式设置为能量测量。

样品室为空气 ( 样品和参照均为空气 ) , 对仪器进行波长扫描。632. 8nm 这条

特征谱线的实际测量值与 632. 8nm 之差 , 即为仪器的波长准确度。这种测量

也是进行 3 次 , 取 3 次测量平均值作为仪器的波长准确度。

波长准确度的测试方法很多 , 除上述 13 种外 , 还可列举若干种。因篇幅

所限 , 此不赘述。

关于波长准确度测试方法的优劣比较 , 可参见表 4-6。

表 4-6  波长准确度测试方法的优劣比较

方法名称 设  备 成  本 操作难易 可靠性 实用性 备  注

“1” 简单 低 容易 强 强 —

“2” 简单 低 容易 强 强 —

“3” 简单 低 稍难 较差 较差 有配样误差

“4” 简单 低 容易 强 强 —

“5” 较复杂 较贵 尚可 较差 稍差 干滤片较贵

“6” 稍复杂 稍贵 容易 强 较差 试样难得

“7” 较复杂 — 容易 较强 稍差 较麻烦

“8” — 稍贵 容易 强 强 钬玻璃较贵
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续表

方法名称 设  备 成  本 操作难易 可靠性 实用性 备  注

“9” — 稍贵 容易 强 较差 灯较难得

“10” — 低 容易 较强 较强 灯较难得

“11” — 低 容易 较强 尚可 —

“12” 一般 尚可 一般 较强 一般 —

三、波长重复性

波长重复性同样是重要的 , 和波长准确度一样。因为对同一物质 , 在不同

波长测试时 , 由于不同波长时摩尔吸光系数不同 , 就会有不同的灵敏度 , 因而 ,

即使是同一样品 , 测试的数据也会不相同。如果一台紫外可见分光光度计的波长重

复性不好 , 就等于每次分析测试时所用的波长是不同的 , 不可能得到可靠的分析结

果。因此 , 一台紫外可见分光光度计的波长重复性不好是不能满足使用要求的。

波长重复性的测试方法 , 一般是取波长准确度的 3 次测试的结果中 , 最大

值与最小值之差作为波长重复性。也可取 3 次测试的平均值 , 与 3 次测试中的

最大值 ( 或最小值 ) 之差作为波长重复性。具体操作很简单 , 此不赘述。

经常见到有人说某紫外可见分光光度计的波长重复性为“0”。如某研究人

员在研究报告中 , 对设计波长重复性指标为 0. 2nm 的紫外可见分光光度计 ,

在自检报告中写 :“实测波长重复性数据为 0”。这是不对的 , 这个数据的正确

写法应是 : 波长重复性优于 0. 2nm 或小于 0. 2nm。

第九节  紫外可见分光光度计的线性

一、线性的定义

紫外可见分光光度计的线性是指实验点接近或偏离比耳定律 A = f ( C) 直

线部分的程度。换言之 , 如果给定化合物的两个浓度的响应值之差正比于两个

被测试样的浓度差 , 且该差值在误差要求的范围内 , 则可认为紫外可见分光光

度计的输出是线性的。

二、线性对分析测试误差的影响

紫外可见分光光度计的线性在定量分析工作中有着极其重要的意义。

Joh nson、Scot t、Mun k 等人曾多次指出 , 如果仪器的线性很差 , 就不可能得

到好的定量分析结果。作者在实践中发现 , 在给定仪器的情况下 ( 即仪器的噪

声为“ + ”值时 ) , 当被测试样的浓度小到一定程度时 , 实验结果偏离比耳定
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律的直线而明显地向上弯曲 , 反之则向下。作者用自制的 UV/ F L-1 型紫

外/ 荧光分光光度计测试浓度为 4. 06×10 - 6 g/ ml 的 K2 CrO4 时 , 因仪器“ + ”

噪声的影响 , 产生的吸光度相对误差 ( 正偏差 ) 达 25 % , 即真值为 0. 0052A

实测为 0. 0056A。而当浓度增大到 2. 01×10 - 3 g/ ml 时 , 因杂散光的影响 , 实

测K2 CrO4 的吸光度误差达到 36 % ( 负偏差 ) 。因此 , 在定量分析时 , 必须严

格注意仪器的线性 , 否则不能得到好的分析结果。

三、仪器线性的测试方法

在正式使用一台新的仪器以前 , 一般都先对仪器的线性进行测试。但大多

数使用者只是在某一试样的某一浓度附近 , 用浓度的倍数变化 , 测出这一段的

线性。这只能反映仪器在小范围内的实用情况 , 并不能说明仪器的线性是否符

合出厂指标 , 也不能反映仪器的线性范围。为了全面了解紫外可见分光光度计

的线性 , 还需按下述方法进行测试。

测试紫外可见分光光度计线性的方法很多 , 最常用的大致有以下 6 种 :

1. 溶液稀释法

溶液稀释法的具体作法是将铬酸钾 ( K2 CrO4 ) 稀释到不同浓度 , 测量不

同波长处的吸光度值 (一般需测量 85 个吸光度值 ) , 然后 , 根据此数据作曲

线 , 再根据曲线来判断紫外可见分光光度计的线性。

2. 中性滤光片法

一般以 3 块中性滤光片叠加 , 比较测定值与计算值之差来判断紫外可见分

光光度计的线性。

3. 百分法

百分法是将被测试样的浓度成倍增加 , 测其吸光度 , 作曲线 , 判断实验值

偏离比耳定律直线部分的程度。

4. 改变样品池厚度法

用不同厚度的样品池来测量铬酸钾 ( K2 CrO4 ) 的吸光度 , 以此来判断紫

外可见分光光度计的线性。

5. 旋转扇形板法

以不同透射率的扇形板在样品光束中旋转 , 测出各点透射率与真值进行比

较 ; 以此来判断紫外可见分光光度计的线性。

6. 光叠加法

利用孔规来分段测试 , 然后作曲线判断紫外可见分光光度计的线性。

7. 双对数曲线法

双对数曲线法 ( L/ L-CM ) 是作者在科研工作的实践中 , 把色谱检测器的

线性测试方法移植到光谱仪器来的一种新的紫外可见分光光度计线性测试方
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法 ; 它是根据 Lovelock 提出 , 后经 Fowlis 和 Scott 改进的“对数稀释法”

( Logarith mic Dilution Method, LDM ) 和 Fowlis、Scott 提出的响应指数法

( Respon se Index Method , RIM ) 基本原理 , 以及 Scot t、Joh nson 和 Munk 等

人曾多次提出的线性动态范围 ( Linear Dynamic Range , LDR ) 的概念 , 经作

者改进而成。LDM、 RIM 和 LDR 是 Lovelock、Fowlis、 Scot t 和 Johnson、

Mun k 等人用来对色谱仪器 ( GC、LC) 的光学式检测器的线性测试的主要方

法 , 这些方法的理论基础和各类紫外分光光度计一样 , 都是比耳定律。其最大

的优点是直观性强 , 能从实验曲线上很快地看出仪器的线性和线性范围。但这

些方法都离不开整个色谱仪器系统 , 操作比较麻烦 , 且影响测试结果的因素也

比较复杂。作者从紫外可见分光光度计线性测试的实际需要出发 , 把 LDM、

RIM 和 LDR 三者有机地结合起来 , 扬长避短 , 得到了适用于紫外可见分光光

度计的线性测试的 L/ L-CM 方法。

根据响应指数法 : Y = K C
r

( 4-27)

式中 , Y 为响应值 ; K 为常数 ( 一般取 K = 1 ) ; C 为被测试样的浓度 ; r

为浓度 C 的指数。

如果对式 ( 4-27) 两边取对数 , 则得

lgY = lg K + rlg C

K 为常数 , 则 lg K = 0

因此 lgY = rlg C ( 4-28)

根据式 ( 4-28) , 只需配制数量级递增的不同浓度 C 的试样 , 在适当的波

长下测其吸光度值 , 则可用双对数坐标纸作出双对数曲线 ( 纵坐标为 lg Y ,

Y 为吸光度值 , 横坐标 C 为浓度 )。从双对数曲线的斜率 r 值的大小 , 可以判

断光度计的线性动态范围。作者取 r = 0. 98～1. 02 ( 或曲线与横坐标的夹角

θ= 44. 421°～45. 567°) 的范围为仪器对应的线性动态范围。

根据比耳定律 , 吸光度 Abs 与浓度 C 成正比 ; 从实验曲线上的值与理论

值之差 , 可得到各点的线性度。这样 , 可在同一组曲线上 , 得到被测的紫外可

见分光光度计的响应指数、动态范围 ( 仪器能给出的响应浓度覆盖范围 )、线

性动态范围 ( 仪器能给出的线性响应浓度覆盖范围 ) 和用百分法表示的线性度

和准确度。

作者用双对数曲线法对自己研制的 UV/ FL 型紫外/ 荧光分光光度计的线性

进行了测试。测试时的仪器条件为波长为 254nm, 狭缝机械宽度为 S1 = S2 =

0. 5mm , 光电倍增管高压为 575V , 氘灯电流为 280mA , 放大器增益为最大 ,

记录仪为 5mV、4mm/ min , 样品为 K2 CrO4 溶解在 0. 05mol/ L 的 KO H 中 ,

参考池为充满 0. 05 mol/ L 的 K O H。测试结果见表 4-7 和图 4-12。图 4-12 是根

据表 4-7 画出的。
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表 4-7  双对数曲线法测试 K2 CrO4 溶液结果

浓度 C/ ( g/ ml) 6×10 - 6 8×10 - 6 1×10 - 5 4×10 - 5 4×10 - 4 6×10 - 4

吸光度/ A 7 -.8×10 - 3 1 �.04×10 - 2 1 ;.3×10 - 2 5 B.2×10 - 2 0 ´.52 0 ³.78

响应值/ m V 1 Õ1 Š.325 1 ¥.65 6 ­.15 61 �100 �

浓度/ ( g/ ml) 8×10 - 4 1×10 - 3 2×10 - 3 4×10 - 3 4×10 - 2 —

吸光度/ A 1 ƒ.040 1 ž.30 2 ¥.60 5 ­.20 — —

响应值/ m V 128 þ152 Ü.5 190 �192 ê.5 192 ò.5 —

由图 4-12 可知 , 用双对数曲线法对 UV/ FL 型紫外/ 荧光分光光度计的线性测

图 4-12  双对数曲线法 ( L/ L-CM ) 的

应用测试结果图

试结果为: LDR 为 7. 8× 10 - 3 ～1. 3A;

r = 1. 00～1. 014 或θ= 45°～45. 4°; 线

性≤2. 0% (在 7. 8×10 - 3 ～1. 3A 内 )

为了验证 L/ L-CM 的可靠性 , 作

者用百分法对 U V/ FL 型紫外/ 荧光分

光光度计进行了测试 , 得到了与 L/ L-

CM 法相一致的结果。

测试条件 :

波长 254nm , 狭缝机械宽度 S1 =

S2 = 0. 5mm , 光电倍增管 ( PM T ) 高

压 550V , 氘灯电流 250mA , 放大器增益最大 , 记录仪 5mV、4mm/ min , 样

品是蒽 ( Anthracene ) , 溶解在酒精中 , 参考池充满酒精 , 试样池充满被测样

品。测试结果见表 4-8 和图 4-13。图 4-13 是根据表 4-8 画出的。

表 4-8  UV/ FL 型紫外/ 荧光分光光度计测试结果

浓度/ ( g/ ml) 2×10 - 4 4×10 - 4 6×10 - 4 8×10 - 4 1 s.0×10 - 3 1 V.2×10 - 3

响应值/ m V 0 ..25 0 ..5 0 �.75 0 ò.98 1 ò.3 1 Õ.5

由图 4-13 可知 , 用百分法对 U V/ F L 型紫外/ 荧光分光光度计的线性测试

结果为 : 线性≤2. 0 % (在 7. 8×10 - 3 ～1. 3A 内 ) , 与用 L/ L-CM 法测试的结

果一致。L/ L-CM 法和国内外常用的 6 种主要方法的比较见表 4-9。

由表 4-9 可知 , L/ L-CM 法优于其余各法。

表 4-9  L/ L-CM 法与国内外主要方法比较

方法 溶液稀释法 中性滤光片法 百 分 法 改变池厚法

优点
 能检查线性范围 ,能找出最

佳工作区
 操作简便  设备简单  能测线性范围
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续表

方法 溶液稀释法 中性滤光片法 百 分 法 改变池厚法

缺点
 无法校正线性误差 , 方法很

烦琐 , 需测 85 个点

 滤光片绝 对吸光 度

标定较困难

 存在配样误差 , 不能给

出线性范围

 不能校正线性

误差

方法  旋转扇形板法  光叠加法  L/ L-CM 法

优点
 适于 红外 光谱 仪 ( 即 红 外

区 )
 比较科学 ,比较准确

 直观性强 , 能同时测出线性范围 , 能找出

最佳工作区 , 能得到响应指数 , 能得到光度

计精度 ,设备简单 , 操作简便 , 实用性强 , 能

得到线性

缺点
 至少 要九 块扇 形板 , 成 本

高 , 不适于 U V 和 VI S
 实用性差  存在配样误差

图 4-13  UV/ FL 型紫外/ 荧光分光光度计测试结果图

正确运用双对数曲线法的关键在于 : ①正确理解比耳定律 A =εbc 和在给

定仪器上对某一试样而言 , A = f ( c) 关系 , 严格掌握比耳定律的应用的极限

( Limitations ) 和比耳定律应用的理论误差。②严格按照 AS TM 标准溶液法来

配制重铬酸钾试样 , 以尽量减少配样误差对测量结果的影响。③认真选择和严

格控制仪器条件 , 遵守操作规范。

四、线性和准确度的关系

目前 , 国内许多紫外可见分光光度计的仪器制造厂不给出仪器的线性 , 只

给仪器的准确度。如国外仪器 UV-1601、UV-1700、U V-2450、U V-2550、U V-

3400、UV-365、Lambda25、Lambda35、Lambda45 等和国产仪器 752、754、

UV-1600、U V-1800、T U-1800 等。作者认为 , 准确度和线性是两个完全不同

的概念。准确度是实验值与真值之差 , 而线性则是实验点偏离比耳定律直线部

分的程度 , 二者不能混淆。应该指出 , 准确度一般不能直接反映仪器的线性和

线性范围 , 线性和线性范围一般也不能直接反映仪器的准确度。例如 , 日本

的 UV-365 紫外可见分光光度计给出了仪器的准确度为 : ± 0. 002 A ( 0. 5A
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时 ) ; ±0. 004A ( 1A 时 ) , 但并未给出仪器的线性。这种表示方法既不能说

明 0. 5 A 以下仪器的线性。也不能说明 0. 6～0. 9A 仪器的线性和 1 A 以上的

准确度和线性。因此 , 这种表示方法是不全面的。而美国的 Lambda 1 给出

了准确 度 为 : ± 0 . 002A ( 0. 5A ) , 又给 出了 线 性≤ 0. 05 % ( 在 220nm、

340nm、370nm 处 ) , 这种表示方法虽说给出了仪器的线性 , 但未给出线性

范围 ( LDR ) , 仍然欠妥 , 但比只给准确度要好一些。 LKB 的 4050 和 4051

紫外可见分光光度计给出了仪器的准确度为±0. 002A ( 1A ) , 又给出了线性

范围为± (1. 0～2. 5) A。这种表示方法仍未给出具体的线性 , 所以也不全面。

在一般情况下 , 特别对单光束和不带计算机校正线性误差的仪器来说 , 应同时

给出仪器的线性范围、线性和准确度。

第十节  线性动态范围

一、线性动态范围的定义和重要性

紫外可见分光光度计的线性动态范围 ( Linear Dynanic Range , LDR ) 如

图 4-14 所示。

图 4-14  紫外可见分光光度计

的线性动态范围

作者曾经对北京普析通用公司的 TU-

1221、TU-1901和国内某公司生产的紫外可见

分光光度计的线性动态范围进行了实测, TU-

1221、 TU-1901 的 Amin = 0. 05Abs , Ama x =

2. 2Abs, LDR = Ama x/ Amin = 2. 2/ 0. 05 = 44; 某

公司的仪器 Amin = 0. 4Abs, Amax = 1. 2Abs,

LDR = Am ax/ Amin = 1. 2/ 0. 4 = 3, 线性动态范围

远比 TU-1221、TU-1901 的窄。使用者当然

愿意要线性动态范围宽的仪器 , 以便低浓

度和高浓度样品都能直接分析。许多进口

和国产紫外可见分光光度计都不给出仪器

的噪声 , 因此 , 不知道仪器的信噪比 , 自然不知道 Amin 或 Cm in , 因此也无法

知道其线性动态范围。使用者稍不当心 , 就可能使用在线性动态范围以外 , 或

者说 , 使用在非线性区 , 这样会产生很大的分析测试误差。所以说 , 不给出仪

器的噪声是不对的。

紫外可见分光光度计的线性动态范围取决于仪器的杂散光和噪声。正如本

章第三节所述 , 杂散光是紫外可见分光光度计分析测试误差的主要来源 , 限制

被分析测试样品浓度的上限。国外紫外可见分光光度计的杂散光一般在 0. 1 %

以下 , 大多在 10 - 5 ～10 - 6 。最好的紫外可见分光光度计仪器已达 0. 00008 %
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(如美 国 Varian 公司的 Cary500、Cary6000 , 美 国 P-E 公司 的 Lambda9、

Lambda900 等 ) 。所以 , 国外的中高档仪器的线性动态范围很宽 (能保证分析

样品的浓度很高时 , 还在线性区内 ) 。国产紫外可见分光光度计的杂散光一般

在 0. 1%以上 , 大多在 10 - 3 , 但国产最好仪器杂散光可达 0. 01% ( 如北京普

析通用公司的 TU-1901 等 ) 。所以 , 一般国产紫外可见分光光度计的线性动态

范围的上限都较小 , 在分析样品的浓度稍高时 , 就不能保证仪器工作在线性

区内。

本章的第四节所述 , 噪声也是紫外可见分光光度计误差的主要来源之一 ,

它被分析样品浓度的下限限制。国外许多高档紫外可见分光光度计的光度噪

声 , 最高档的可达±0. 0002Abs , 所以线性动态范围很宽 , 当分析的样品的浓

度很低时 , 还可保证在误差范围内。国产紫外可见分光光度计的光度噪声一般

都较大。只有北京普析通用公司的 T U-1901 的光度噪声可达到±0. 0004Abs ,

其余国产紫外可见分光光度计的噪声大多在±0. 002Abs 左右。因此 , 国产仪

器的线性动态范围一般都较窄 , 下限浓度较高。

二、线性动态范围的测试方法

线性动态范围的测试方法 , 一般是配制不同浓度的标准样品 ( 以数量级递

增 ) , 直接在仪器上测试其吸光度。求出偏离比耳定律 1 % 时的最大吸光度

Am a x 和最小吸光度 Amin 。二者相除即是仪器的线性动态范围 LDR = Am a x/

Amin 。其具体操作是 : 光度测量模式 , 仪器设置纵坐标为吸光度 A , 横坐标为

浓度 c, 光谱带宽为 2nm , 波长设置可以在紫外区 ( 如要求很高时可设置在

253. 7nm) , 也可在可见区 ( 如 500nm) , 试样可任选 , 参考比色皿为试样的溶

剂。浓度从小到大 , 依次对所配试样进行测试。做曲线 , 从曲线上找出偏离线

性在 1%以内的范围。此范围内的 Am a x/ Amin 就是线性动态范围。

在日常分析测试工作中 , 使用者有时不知道自己使用的紫外可见分光光度

计的线性动态范围情况 , 应该如何来判别呢 ? 首先 , 要看仪器的光度噪声、杂

散光是否很大。如果仪器的光度噪声、杂散光都很大 , 可以肯定它的线性动态

范围是很小的。这时 , 为了知道自己使用仪器的线性动态范围的准确数据 , 使

用者就应该自己对线性动态范围进行实测。

第十一节  分析测试的总误差及其估算方法

A .P rimer 研究指出 : 紫外可见分光光度计的分析总误差为杂散光引起的

误差和噪声引起的误差之和。总误差与吸光度误差的理论值关系如图 4-15

所示。
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图 4-15 中 , 杂散光引起的误差随着吸光度值的增大 , 吸光度误差也增大

(负方向 ) 。吸光度值到达 1Ab s 时 , 吸光度误差明显向负方向猛增。噪声引起

的误差曲线表明 , 随着吸光度值的减小 , 吸光度误差也增大 ( 正方向 )。吸光

度值小到 0. 01Abs 时 , 误差明显向正方向猛增。

图 4-15  理论吸光度与误差的关系

紫外可见分光光度计分析测试的总误差应是杂散光、噪声、基线平直度、

光谱带宽、试样配制和操作引起的误差等多种误差的总和。

作者在使用国产 TU-1901 紫外可见分光光度计的实践中 , 研究出了一种对紫

外可见分光光度计分析测试的总误差 (光度准确度 ) 计算方法。以国产 TU-1901

为例 , 具体作法如下 : 假设仪器的杂散光为 0. 01% T , 噪声为±0. 0004Abs , 基

线平直度为±0. 0008Abs , 分析测试时取光谱带宽为 2nm, 则绝对误差的总量

ΔA 为

ΔA =ΔAS L +ΔAN +ΔASB W +ΔA其他

式中 , ΔAS L 为杂散光产生的误差 ; ΔAN 为噪声 ( 含基线平直度 ) 产生的

误差 ; ΔAS BW 为光谱带宽产生的误差 ; ΔA其他 为其他因素 ( 样品配制、前处

理、仪器条件选择、操作等 ) 产生的误差。

测试时的实际读数为 A实 = 0. 600Abs , 试样的实际 ( 理论 ) 吸光度值或真

值为 A , 则分析测试误差可分别计算如下。

杂散光产生的相对误差为 :
( A - 0. 600)

A
= 0. 00043 (查 A实 = 0. 600Abs 时 ,

SL 与ΔA/ A 的关系表可得到ΔA/ A 的值为 0. 00043) , 由此 , 可求出 A 的真值

为 0. 60025Ab s。由杂散光产生的绝对误差为 A - A实 = 0. 60025 - 0. 600 =

0. 00025 ( Ab s ) 。由杂散 光产生的实 际相对误 差为 ΔA/ A = A - A实/ A =

0. 00025/ 0. 60025 = 0. 00042。计算结果与理论查表所得结果一致。
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由噪声产生的相对误差为 ΔA/ A = 0. 0008/ 0. 6 = 0. 00133 , 噪声就是绝对

误差 , 所以噪声引起的绝对误差为 0. 0004Ab s。因噪声 (±0. 0004Abs ) 比基

线平直度小 ( ±0. 0008Abs ) , 所以取基线平直度计算噪声引起的误差。

SBW 为 2nm 时 , 由 SBW 产生的绝对误差为ΔA = 0. 0039Ab s , SBW 产生

的相对误差为ΔA/ A = 0. 0039/ 0. 60025 = 0. 0065。

由杂散光、噪声 (BF)、SBW三者产生的总绝对误差为ΔA =ΔASL + ΔAN +

ΔAS BW = 0. 00025 + 0. 0008 + 0. 0039 = 0. 00495 ( Abs ) , 三者产生的总相对误

差为 0. 00042 + 0. 00133 + 0. 0065 = 0. 00825 , 即 0. 825 %。此时还未考虑样品

处理时的操作误差 , 所以 , 总误差绝对值至少为 0. 00495Ab s。

三者产生的总相对误差为 : 0. 00042 + 0. 00133 + 0. 0065 = 0. 00825 即

(0. 825 % )。

但此时还未考虑样品处理时的操作误差 , 所以 , 总误差绝对值至少为

0. 00495Abs。

根据仪器给出的光度误差为 : 测量值为 0. 5～ 1. 0Abs 时 , 测试误差为

0. 004Abs。所以 , 该分析测试数据稍微超差。但相对误差在 1. 0%以内 , 所以

还是基本符合误差要求。

以上误差计算方法很简单、直观 , 分析工作者只要根据自己实际测试的数

据 , 结合仪器制造厂给出的仪器技术指标 ( 杂散光、噪声、基线平直度、光谱

带宽等 ) , 以及分析测试者在样品配制、处理、仪器操作等因素方面的误差 ,

就能准确的计算出自己对某项分析工作的分析误差。
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第五章  仪器的评价和挑选

目前 , 世界各国政府都很重视分析仪器 , 许多发达国家都把分析仪器作为

国家的支柱产业来发展。国际上的科技工作者更是关心和重视分析仪器。因为

科学研究好比打仗 , 打仗靠武器 , 科学研究靠仪器。分析仪器是科学研究的眼

睛。在当今世界上的各行各业 , 分析仪器使用非常广泛 , 它的应用已涉及到科

研、教学、工农业生产、人类生活生存的各个角落。真是“农、轻、重、海、

陆、空、吃、穿、用”各行各业 , 无所不在 , 无所不有的分析工具。科技工作

者常讲 : 分析仪器在工业生产中是“眼睛”、“倍增器”, 在高新技术和科学研

究领域中是“先行官”, 在军事上是“战斗力”。在贸易、工商以至食品、药品

和环境卫生等经济生活方面 , 分析仪器又是最具权威的“法官”。在社会生活

的许多方面 , 如教学、计量、测绘、疾病控制、医疗诊疗、环境监测等 , 分析

仪器都发挥着极其重要的作用。分析仪器的研发和制造水平在一定程度上已成

为反映一个国家发达程度的标志。

我国从“九五”开始 , 对科学仪器就采取攻关的形式予以重视。在第十个

五年计划期间 , 把科学仪器列为国家 29 项重大科技攻关项目之一 , 分析仪器也

就被列为科技攻关的内容 , 这足以说明我国对分析仪器的重视程度。在“十五”

期间 , 我国的分析仪器科技攻关很有成效。

紫外可见分光光度计是分析仪器最重要的组成部分 , 是分析仪器中历史最

悠久、使用最多、覆盖面最广的一种仪器。它已是光、机、电、计算机四合一

体的技术密集的高科技产品 , 我国高档的科学仪器 , 如 800 兆核磁共振仪、高

档色质联用仪、高档激光拉曼光谱仪、高档 ICP、高档的 Χ衍射仪等仪器方

面 , 目前的确与国外还存在较大差距。但在基础仪器、普及型的仪器、常规的

分析仪器方面 , 如紫外可见分光光度计、原子吸收分光光度计、液相色谱、气

相色谱等四大基础型、普及型、常规型的分析仪器方面 , 国产分析仪器基本能

满足使用要求 , 有些仪器已有很大的突破。有些国产分析仪器比国外进口仪器

还好。如我国的高档紫外可见分光光度计 TU-1901、 TU -1900 和快速紫外可

见光谱仪 Pors-15 , 以及我国的原子吸收分光光度计 TAS-986 ( 具有横向加热

石墨炉 ) 、110/ 120 ( 具有富氧技术 ) 等仪器 , 原子荧光分光光度计等的某些

性能都比某些进口的同类仪器好 , 至少不比某些进口的同类仪器差。特别是

在售后服务方面 , 我国的所有分析仪器都普遍要比进口仪器好。我们要站在

整个中华民族的高度 , 坚决打破“进口仪器总比国产仪器好”的误区。从实
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际工作需要出发 , 正确地评价和挑选分析仪器 , 保护和促进我国分析仪器工

业的发展。

紫外可见分光光度计是分析仪器最重要的组成部分 , 是分析仪器中历史最

悠久、使用最多、覆盖面最广的一种仪器。它已是光、机、电、计算机四合一

体的技术密集型的高科技产品。下面着重讨论如何评价和挑选紫外可见分光光

度计 , 但涉及的一些基本观点也作为评价和选择其他分析仪器的参考。

第一节  适  用  性

所谓适用性 , 就是紫外可见分光光度计能满足使用要求的程度。紫外可见

分光光度计适用性的主要内容是由技术指标所决定的。考虑适用性的原则应该

是 : 能满足使用要求 , 不必苛求。使用紫外可见分光光度计对不同试样进行比

对测试时 , 仪器的波长准确度很重要。但在一般的定量相对测量时 , 仪器的波

长准确度就不是很重要。又如波长重复性 , 在发表文章时很重要 , 因为 , 人家

如果重复不了你的数据 , 有时甚至你自己也重复不了你自己的数据是不行的。

还有杂散光 , 在分析试样较多、浓度较大时就很重要。因为 , 它限制被分析试

样浓度的上限。当杂散光一定时 , 被测试的试样的浓度越大 , 分析测试数据偏

离比耳定律的程度就越大。所以 , 在所要求的分析误差一定时 , 被分析试样浓

度的上限就会受到限制。因此 , 在分析试样品种较多的食品、农业等领域挑选

紫外可见分光光度计时 , 一定要注意挑选杂散光小的仪器。又如光度噪声 , 它

也是分析测试误差的主要来源 , 且限制被分析试样浓度的下限。在仪器的噪声

一定时 , 被分析测试的试样浓度越低 , 分析测试的误差就越大。在要求的分析

误差一定时 , 被分析试样浓度的下限就会受到限制。因此 , 生化、海洋等领域

的科技工作者挑选紫外可见分光光度计 , 就应特别重视光度噪声 , 要挑选光度

噪声小的仪器。

制药行业挑选紫外可见分光光度计 , 就一定要注重对光谱带宽的挑选。我

国和世界各国的药典都明文规定 , 用于药检的紫外可见分光光度计 , 其光谱带

宽要求为 2nm 以下。固定光谱带宽的仪器不适用于制药行业使用。应该挑选

可调光谱带宽的仪器。科研工作也应考虑选择光谱带宽可调的仪器。

在实际工作中 , 经常看到有人用高档紫外可见分光光度计专作可见光区的

分析测试工作。当工作不需要用紫外分光光度计 , 用一台价格很便宜的可见分

光光度计就行了 , 购买高级的紫外可见分光光度计是一种浪费。还有制药厂 , 使

用国产的 752、754 等紫外可见分光光度计作质量控制 , 而药典规定 , 用于药检

的紫外可见分光光度计的光谱带宽要求在 2nm 以下 , 若用光谱带宽≥4nm 的

752、754 等紫外可见分光光度计光谱带宽都在 4nm 以上这也是不对的。关于
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光谱带宽对分析误差的影响 , 在第四章光谱带宽一节中已详细论述 , 请读者参

见有关内容。

第二节  可  靠  性

一、可靠性的定义

分析是获得准确可靠数据的前提。因此 , 可靠性是挑选紫外可见分光光度

计的最重要、最基本要求。

从狭义上讲 , 可靠性就是指仪器的故障率。仪器的故障率越高 , 仪器的可

靠性就越差。过去 , 有些学校的教科书中明确提出可靠性设计 , 但这种可靠性

设计只考虑到元器件的寿命、仪器整机的故障率 , 是一种狭义的可靠性。在现

代分析仪器中 , 如果单从元器件的寿命、仪器整机的故障率来评价仪器的可靠

性是很不够的。作者根据自己的长期实践 , 提出了广义可靠性的问题。

所谓广义可靠性 , 应从制造和使用紫外可见分光光度计两个不同角度出

发 , 来综合考察与评价紫外可见分光光度计仪器的可靠性 , 它包括光度准确

度、故障率、稳定性及售后服务等内容。

1 . 光度准确度

毫无疑问 , 光度准确度是紫外可见分光光度计可靠性最重要的内容。要分

析测试的数据可靠性好 , 就要以紫外可见分光光度计仪器的技术指标来保障 ,

而影响紫外可见分光光度计的分析误差最主要的技术指标是 : 杂散光、噪声、

基线平直度、光谱带宽等。因此 , 评价或挑选紫外可见分光光度计时 , 就要认

真考虑仪器的这 4 个最关键技术指标。

如果仪器本身由于技术指标的原因有很大的误差 , 水平再高的分析工作者

也不可能得到准确可靠的分析测试数据。当然 , 也应该看到使用者在配制试样

失误 , 仪器条件的选择不当以及环境不符合要求等因素都会带来的分析测试误

差。但仪器技术指标带来的是使用者无法消除的误差。所以 , 在考察紫外可见

分光光度计仪器的可靠性时 , 对光度准确度应该特别加以重视。

2. 故障率

一台紫外可见分光光度计的故障率很高 , 它的可靠性肯定不好 , 肯定不是

好仪器。仪器的故障率越小越好。但不能说一台仪器的故障率为 0 , 不可能保

证永远不会出故障。因为 , 任何现代紫外可见分光光度计都有电子学部分的 ,

任何电子学元器件都有使用失效的浴盆效应。即电子元器件不能无限期的使用

而不出故障。一般使用到一定时间后 , 它会自然失效 , 会出现频繁的故障。电

子学元器件失效的浴盆效应如图 5-1 所示。

图 5-1 中 , 电子元件失效的浴盆效应的前沿时期 , 仪器的故障会频繁发
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图 5-1  电子学元器件失效的浴盆效应

生。其前沿期大约需要 1 年左右的时

间 ; 有些制造商的仪器在出厂前进行

较长时间的老化 , 可以把前沿期提前

解决在工厂车间里面 , 仪器到了用户

手里 , 很快就可进入稳定期。到达电

子元器件失效的浴盆效应的盆底时 ,

仪器将非常稳定 , 这段时间大约是 8

年左右。等到达浴盆效应的后沿期 ,

仪器的故障率又会上升。这段时间大

约也是一年多一点。前沿期、稳定

期、后沿期 3 者之和为 10 年左右。所以 , 国外发达国家的分析仪器 10 年就更

新 , 是有理论根据的。仪器到了 10 年就更新 , 不采取维修办法 , 而我国或其

他一些发展中国家 , 因为经济原因 , 电子元件失效的浴盆效应 10 年到期后 ,

再对仪器维修后继续使用 , 也是正常的。

综上所述 , 仪器的“0 故障率”是不存在的。只有说仪器的故障率低 , 其

故障率符合电子元件失效的浴盆效应才是正确的。

3. 稳定性

对紫外可见分光光度计稳定性的要求 , 已在第三章第七节讨论过 , 此不

赘述。

一台紫外可见分光光度计仪器不稳定 , 就不能满足使用要求。目前 , 国外

有许多紫外可见分光光度计在中国市场卖得很好 , 仪器的稳定性等各项技术指

标也的确很好。但有些国外紫外可见分光光度计仪器的稳定性并不好。特别是

漂移问题 , 有的仪器开机 0. 5h 以后还不能正常工作 , 基线一直在漂移 , 很长

时间还稳定不下来 , 这不是好仪器。

总的来讲 , 国产高档紫外可见分光光度计的稳定性 ( 如北京普析通用公司

的 TU-1901、北京第二光学仪器厂的 U V-2100 等 ) , 与国外的差距不大。但我

国中低档紫外可见分光光度计的稳定性与国外还有明显的差距。因此 , 使用者

在挑选进口或国产紫外可见分光光度计时 , 应慎重。

售后服务本身虽不是仪器属性 , 但它是仪器可靠性的重要保证。如果销售

商的售后服务好 , 一旦仪器出现故障 , 能及时得到维修 , 保障仪器正常可靠的

使用。一般来讲 , 现代紫外可见分光光度计自动化程度都较高 , 软件的升级换

代是很快的。售后服务好的制造商 , 他们会免费给用户升级。售后服务不好的

制造商 , 在软件升级后 , 原软件将停止生产 , 使用者在升级前买的仪器的软件

一旦出现故障 , 将无法买到配件 , 售后服务人员也会有所变动 , 一旦仪器再出

现故障 , 不能获得必要的维修 , 仪器就无法使用。
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目前 , 有些国内外厂商 , 售后服务不尽如人意。仪器出现故障后 , 对使用

单位的维修要求置之不理 , 相当长的时间不派维修人员去现场维修 , 或者对使

用单位提出不合理的要求 , 有的要求使用者把仪器寄到制造厂去维修 , 给使用

者带来极大的不便 ; 更有甚者是 , 还有些国外厂商 , 哄抬仪器易损件和消耗件

的价格 , 如氘灯要比国产的同类氘灯价格高达 10 倍以上 , 坑害用户。

所以 , 使用者在挑选紫外可见分光光度计时 , 一定要特别重视售后服务问

题 , 否则 , 肯定会给以后仪器正常运行和维修带来严重的后果。我们希望仪器

生产厂商认真做好售后服务工作 , 善待用户 , 想用户所想 , 急用户所急 , 用自

己的诚信争取用户。

做好售后服务工作的标准应该如下。

① 响应要快。制造厂接到使用者的报修通知后 , 要在尽量短的时间里到

达仪器现场。目前 , 国内有的紫外可见分光光度计生产企业 , 在售后服务上做

得很好 , 他们提出“密织网、勤耕耘”, 在国内每个省都建立联络站 , 每个省

都有售后服务人员 , 真正做到了响应快。在收到用户报修后 , 最远的地方一般

最迟 3 天到达现场。

② 收费要合理。不能给使用者增加不必要的费用开支。

③ 软件应该免费升级。不能软件一有变化 , 马上就向用户收钱。

二、影响可靠性的因素

在日常的分析测试工作中 , 不少分析工作者 , 往往不会分析判断自己分析

测试的数据是否可靠。特别是当有人问及分析测试数据的可靠性时 , 不敢直接

了当的回答。这样的情况 , 如果出现在质检部门 , 将会严重影响执法。有时会

产生严重后果。即使是在一般的科研工作中 , 也是不允许的。因此 , 如何判断

分析测试数据的可靠性 , 是分析工作者要解决的重要问题。

当紫外可见分光光度计的分析测试工作者完成自己的分析测试任务后 , 如

果发现数据有疑问或发现数据不可靠 , 与文献值、其他仪器分析测试的结果不

一致时 , 应该怎么办 ?

① 首先要查看自己对仪器条件 ( 如光谱带宽、扫描速度、采样间隔、标

尺设置等 ) 的选择是否恰当合理 , 是否对仪器进行了调零 , 是否作了基线校

正、暗电流校正等。

② 要严格检查影响仪器光度准确度的主要技术指标。如检查仪器的杂散

光是否超标 , 尤其当试样较浓的时候 , 更要注意对杂散光的检测 , 因为杂散光

是限制被测试试样浓度上限的技术指标。对旧仪器 , 由于长期使用 , 会因仪器

的光学元件受潮或被污染 , 使光学性能变坏 , 信噪比降低 , 使杂散光变坏 , 从

而影响测试数据的可靠性。检查仪器的光度噪声是否超标 , 在试样浓度较稀时
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更要注意检查噪声。因为噪声是限制被测试试样浓度下限的技术指标。检查仪

器的基线平直度是否超标 , 特别是对旧仪器 , 由于长期使用 , 使光栅传动机构

受到磨损 , 会产生波长准确度误差 , 导致分析测试数据不准。会因仪器的光学

元件受潮或污染 , 使光学性能变坏 , 信噪比降低 , 使基线平直度变坏 , 从而影

响测试数据的可靠性。紫外可见分光光度计的基线平直度要比其整机在

500nm 处的噪声还要重要。

③ 检查比色皿是否被污染。比色皿如果严重污染 , 有可能出怪峰 , 将严

重影响分析测试结果的可靠性。

④ 认真查看仪器周围有无干扰存在 , 特别是电、磁场干扰更要重视。震

动干扰也应排除 , 否则得不到可靠的分析测试结果。

⑤ 认真检查试样制备的全过程 , 查看是否有称样误差 , 检查量具、试剂

等是否符合要求。

⑥ 检查试样是否过期变质 , 试样是否有光解现象等。

试样的配制和溶剂的选择对分析测试的结果影响很大 , 如果不注意认真处

理 , 会使测试数据产生误差。

如试样的吸收波长峰值在 247 nm , 将试样溶解在丙酮中 , 丙酮在 330 nm

处就不透光 , 当然做不出结果。

在日常分析测试工作中 , 经常有人提出检测紫外可见分光光度计时 , 不知

是使用液体标准试样好 , 还是使用固体标准片好。实际上 , 二者各有优劣。使

用固体标准片时 , 一是比较方便 , 便于携带 , 并且保存时间长 ; 二是可避免配

制标准试样时人为的操作误差。但它的价格比较贵。使用液体标准试样时 , 配

制试样比较麻烦 , 不容易长期保存 , 而且有可能引入人为的操作误差 , 但它的

价格较低。所以 , 不能简单地讲何者好何者不好。

第三节  智能性 (自动化 )

所谓智能性 , 就是指紫外可见分光光度计的自动化程度。目前 , 国际上紫

外可见分光光度计的智能性发展程度 , 可以用八个字来概括 , 即赏心悦目、眼花

缭乱。很多紫外可见分光光度计的自动化程度很高 , 甚至具有部分智能化的功

能 , 从仪器开机 , 到分析结果的打印 , 全部由计算机自动完成。国内外的高档紫

外可见分光光度计 , 一般都能做到开机后 , 仪器都能全方位的自检 , 哪个部件工

作不正常或出现了故障 , 计算机会清清楚楚地告诉使用者。这样 , 既可保证仪器

不会带病工作、便于及时维修 , 又可保证仪器工作在最佳状态。

紫外可见分光光度计的自动化程度越高越好。自动化程度越高 , 就越能保

证仪器工作在最佳工作状态 , 避免人为操作误差 , 保证仪器分析测试结果的可
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靠性。目前 , 国外生产的紫外可见分光光度计 , 自动化程度都较高。特别是发

达国家生产的紫外可见分光光度计自动化程度更高。例如 , 美国的 P-E 公司、

V arian 公司等生产的仪器。国产的紫外可见分光光度计 , 有的自动化程度较

高 , 如北京普析通用公司、北京第二光学仪器厂、上海分析仪器厂等生产的紫

外可见分光光度计。但有些紫外可见分光光度计 , 自动化程度并不高 , 如

751、752、753、754、755 等紫外可见分光光度计。可见分光光度计如 721、

724、727 等自动化程度都较低。

紫外可见分光光度计的自动化程度 , 与计算机的普及有关。在 20 世纪 80

年代以前 , 由于我国的计算机还未普及 , 国产的紫外可见分光光度计自动化程

度都不高。特别是 1982 年以前 , 我国生产的紫外可见分光光度计基本上不带

计算机或带计算机的仪器很少。但是 , 近十几年来 , 由于我国计算机水平的不

断提高、计算机应用的不断普及 , 我国新开发的紫外可见分光光度计基本上都

带有计算机 , 自动化程度也在不断提高。

提高紫外可见分光光度计的自动化程度是国际潮流 , 是发展方向。自动化

程度高 , 仪器开机会自检 , 一方面可保证仪器工作在最佳状态 , 保证仪器分析

测试结果的可靠性。另一方面仪器在自检时还能尽早发现故障 , 把故障消灭在

萌芽状态 , 会减少仪器的故障率 , 保证仪器的正常工作。同时 , 降低操作者的

劳动强度 , 可以省时、省事。因此 , 在评价或挑选紫外可见分光光度计时 , 一

定要重视自动化程度。

第四节  经  济  性

一、经济性的内容

紫外可见分光光度计的经济性 , 是指的仪器要物美价廉。日常工作中 , 经

常听到有人在对进口仪器和国产仪器作比较时说某进口紫外可见分光光度计非

常好 , 它的光度准确度如何高、杂散光和光度噪声如何小、自动化程度多么

高、适用性如何强等 , 但就是不说那台仪器的价格。性能优秀的仪器固然是好

仪器 , 那些常规的、普及型的紫外可见分光光度计的技术指标和自动化程度不

是很高。在比较仪器时 , 不能只比质量指标 , 而不比价格。将 10 万美元一台

(附件配齐 ) 的世界上最高级的 P-E 公司的 Lambda900 紫外可见分光光度计、

V arian 公司的 Cary6000 紫外可见分光光度计的质量 , 与我国 6 万～7 万元人

民币一台的 TU-1901 紫外可见分光光度计的质量相比较 , 将几十万元人民币

一台的紫外可见分光光度计的质量与我国 1 万多元人民币一台的 751 紫外可见

分光光度计的质量相比较。

在比较仪器时 , 要从实际工作需要出发 , 既要比质量 , 又要比价格。
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二、经济性的评估

比较两台同类仪器时 , 应该比它们的性能价格比、功能价格比、质量价格

比。经济性应该是指的全方位的经济性。要比较紫外可见分光光度计的优劣

时 , 要考虑多种因素 , 主要从以下 4 个方面来看。

1. 性能 (技术指标 ) 价格比

一台紫外可见分光光度计的技术指标很优秀 , 价格又便宜 , 说它的性能价

格比高 , 是一台好仪器。一台紫外可见分光光度计 , 技术指标很差 , 无法使

用 , 无论其价格多么便宜 , 也是没有用的 , 绝不是好仪器。如果一台紫外可见

分光光度计 , 虽说技术指标很好 , 但是其价格昂贵 , 性价比不高 , 也未必是使

用者所需要的“好仪器”。

2. 功能价格比

一台仪器功能齐全 , 自动化程度很高 , 价格便宜 , 说它的功能价格比高 ,

是一台好仪器 ; 如果一台仪器自动化程度很低 , 全依靠人工用手操作很不方

便 , 也难于保证仪器工作在最佳状态和分析测试结果的可靠性 , 这种仪器即使

价格很便宜 , 也不能说是好仪器。

3. 使用成本价格比

使用和维护成本低 , 亦是评价仪器经济性的重要内容。要考虑仪器的日常

维护和消耗费用 , 做一个样品 , 需要的成本太高 , 显然是不划算的。维护费过

高 , 对经常维护和保证仪器正常运行都是不利的。

4. 仪器的质量价格比

在比较两台同类型的紫外可见分光光度计的好坏时 , 应该首先看它们的质

量。如果两台仪器中的一台 , 价格很便宜 , 质量也很好 , 即质量价格比高。而

另一台仪器的质量也很好 , 但价格贵 , 即质量价格比低 , 当然是质量价格比高

的仪器好。反之 , 如果一台仪器的质量不好 , 但是其价格很便宜 , 即质量价格

比不高 ; 而另一台仪器的质量很好 , 但是其价格不便宜 , 即质量价格比也不

高 , 当然是质量好的仪器好。

因此 , 在评价或挑选紫外可见分光光度计时 , 一定综合考虑各方面的因

素。总之一句话 , 要物美价廉。要同质比价 , 同价比质 , 要考虑全方位的经

济性。

第五节  美  学  性

美学性是指紫外可见分光光度计仪器的外形是否美观。仪器的外形美观 ,

会给人以文明、舒适、新鲜的感觉。会使人感到在使用一台很漂亮的仪器时 ,

自己是处在一个很优美的环境下工作 , 这对分析工作本身都是有益的。仪器的
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外形美观 , 会使人对它更倍加爱护、维护和保养 , 这对延长仪器的使用寿命也

是有益的。一般来讲 , 紫外可见分光光度计仪器的外形要色调和谐、美观大

方。也就是说 , 要求仪器的外形要漂亮。目前 , 国际上紫外可见分光光度计仪

器的美学性 , 很多紫外可见分光光度计美观大方。一般来讲 , 美国、日本等国

家生产的紫外可见分光光度计 , 比较讲究美学性 , 如 P-E 公司、Varian 公司、

岛津公司等生产的紫外可见分光光度计外形比较美观。但是 , 前苏联及东欧

(如德国、罗马尼亚等 ) 等国家生产的紫外可见分光光度计 , 外形并不大好看 ,

而且都显得很笨重。而我国过去学前苏联较多 , 所以 , 在过去的较长时间里 ,

对分析仪器的外形也不大重视 , 仪器外形不好看。在改革开放以后 , 国产分析

仪器外形设计开始引起重视 , 特别是近 10 多年来 , 国产紫外可见分光光度计

仪器的外形有很大改观。目前 , 国产紫外可见分光光度计仪器已经非常美观 ;

外形优美流畅、色调和谐、美观大方。如我国北京普析通用公司、北京第二光

学仪器厂、上海分析仪器厂、上海棱光仪器公司、上海光谱公司等生产的紫外

可见分光光度计 , 有的很美观 , 与国外基本上没有太大的差距。目前 , 我国许

多的生产厂商 , 都很重视仪器的外形设计 , 请专业设计公司对仪器进行改造设

计 , 在工业化改造中 , 采用 CAD 设计 , 有的仪器很具有人性化 , 外形很

美观。

第六节  工  艺  性

工艺性是指全方位的工艺性 , 包括紫外可见分光光度计的制造工艺、安装

工艺、维修工艺和使用工艺。它是指全方位的工艺性 , 既有与制造有关的工艺

问题 , 又有与使用有关的工艺问题。本节将重点具体讨论与用户有关的工艺性

问题。

1. 制造工艺

制造工艺是紫外可见分光光度计产品质量的保证。紫外可见分光光度计是

光学、机械学、电子学、计算机四合一体的、技术密集的高科技产品 , 制造工

艺就显得更加重要。如果一个制造厂的厂房狭小、设备简陋 , 没有成熟的制造

工艺 , 就不可能生产优质的仪器。因此 , 使用者在挑选仪器时 , 应该对生产厂

进行考察。特别是对厂房、设备、制造工艺和人员更要认真考察。往往有些小

型的紫外可见分光光度计制造厂人员较少 , 由于资金严重缺乏 , 没有合适的厂

房 , 没有好的加工设备 , 也没有成熟的加工工艺、调试工艺 , 完全是小作坊式

的生产 , 不可能搞铸塑件 , 仪器的外壳全都是用手工敲打出来的。因此 , 要保

证产品质量是很困难的。特别是整机调试时 , 调试环境和测试设备很差 , 不可

能调试出高质量的紫外可见分光光度计。
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2. 安装工艺

安装工艺指的是安装工作要保证安全、简单 , 保证不会出现损坏仪器的问

题。特别是仪器安装时 , 要绝对保证不会因为仪器设计等原因引起仪器以外的

其他问题 , 如火灾、人身安全等问题。一般从国外发达国家进口的仪器 , 安装

时不大会出问题。在安装调试时 , 仪器的各种插头和插座之间 , 不存在插头插

错的问题 ; 一般如果插进去了 , 就是对的 , 不会因为插头插错而烧坏仪器或引

起火灾。目前 , 在国产紫外可见分光光度计中 , 也有类似国外的仪器 , 安装也

是比较方便的。但有些国产紫外可见分光光度计 , 许多插头、插座的形状和大

小基本相同 , 上面标虽有编号。稍不注意 , 就可能插错 , 轻者仪器不能正常运

转 , 重者会发生烧坏仪器的事故 , 甚至引起火灾。特别是有些仪器的输入输出

插头从外形上看完全一样 , 而实际上 , 输入是 220V 交流电 , 输出是 2V 以下

的直流信号。如果插错 , 后果非常严重。

安装工作要求简单。最好是仪器的各个部分以部件形式出现 ( 或者叫

积木式形式出现 ) , 以便于安装。如果紫外可见分光光度计仪器的零部件

全部以分立形式出现 , 就会给安装工作带来很大的麻烦。并且 , 许多部件

最好尽量在制造厂就装好 , 整机运到用户那里后 , 需要重新安装的部件越

少越好。

3. 维修工艺

任何紫外可见分光光度计 , 不管高档或低档 , 都不可能不出故障 , 问题是

一旦出现故障 , 要便于维修。因此 , 仪器的维修工艺很重要。有些仪器维修时

拆卸很不方便、寻找故障非常困难 , 有些仪器要打开后盖取出变压器 , 非常麻

烦。如果要换氘灯 ( 易损件 ) , 则还要调试光路 , 因为这些仪器的氘灯不带插

头 , 只带有三根引线。而一般从事分析工作的科技人员 , 大多是学分析化学

的 , 不会调光路 , 这给使用者造成很大的不便。

许多国外的紫外可见分光光度计 , 在印刷电路板上 , 都给出测试点 , 特别

是在印刷电路板上的一些关键电压数值的地方 , 都给出测试柱。使用者在维修

仪器时 , 测试起来非常方便。而国产紫外可见分光光度计一般都很少给出测试

柱 , 使用者维修时检测各处的电压很不方便。特别是有的仪器 , 印刷电路板的

设计很不合理 , 使用者很难测试有关测试点的电压。因此 , 在评价或挑选紫外

可见分光光度计时 , 要看仪器的维修是否方便。

4. 使用工艺

这里所讲的使用工艺 , 是指紫外可见分光光度计的使用操作要简单方便、

计算机界面要“友好”。有些进口仪器 , 操作较为简单、带有中文菜单 , 简单

明了。国外生产的紫外可见分光光度计中 , 在仪器的软件设计上很具有“人性

化”, 从自动化控制、计算、数据处理等 , 到操作界面、键盘等 , 各个方面都
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给人以舒适的感觉 , 如美国 P-E 公司的 Lambda900、Varian 公司的 Cary6000

等紫外可见分光光度计就是如此。但是 , 有些国产仪器 , 软件设计不合理 , 操

作很麻烦。特别是有的低档国产可见分光光度计仪器 , 将计算机界面设计成英

文 , 无意中给有些使用者带来麻烦。更有不少国产仪器不带计算机 , 如我国的

75 系列中好多仪器没有计算机 , 如 752、754 紫外可见分光光度计等 , 使用都

不方便。
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第六章  如何选择仪器及有关的最佳条件

如何选择紫外可见分光光度计的最佳分析条件 , 是用好仪器的关键。本章

将根据作者的长期实践 , 对如何用好紫外可见分光光度计进行讨论。

第一节  溶剂的选择

要用好紫外可见分光光度计 , 认真选择溶剂是非常重要的。因为 , 同一种

物质 , 溶解在不同的溶剂中 , 会有不同的分析测试结果。如图 6-1 所示 , 在完

全相同的测试条件下 , 碘溶解在四氯化碳中 , 测试结果的谱图如图 6-1 中的

“1”所示。如果将碘溶解在乙醇中 , 测试结果的谱图如图 6-1 中的“2”所示。

同样是碘 , 溶解在不同溶剂中 , 测试结果却完全不同。

如图 6-2 所示 , 4-(间-甲苯基偶氮 )-1-萘酚 , 分别溶解在己烷、苯、氯仿、

乙酸四种不同溶剂中 , 测试结果也完全不同。

许多有机溶剂 , 它们对光的吸收 , 各有自己不同的截止波长 ( 最短可用波

长 )。如丙酮对 330nm 以下的所有波长全部吸收。也就是说 , 丙酮的最短可用

图 6-1  碘在不同溶剂中的吸收光谱

1—四氯化碳 ; 2—乙醇

图 6-2  4-(间-甲苯基偶氮 )-1-萘酚

在各种溶剂中的吸收光谱
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波长为 330nm。如果样品的吸收峰小于 330nm , 是不能用丙酮作溶剂的。又

如正己烷的截止波长为 220nm , 如果样品的吸收峰在 220 nm 以下 , 就不能用

正己烷作溶剂。否则 , 样品的吸收峰检测不出来 , 导致分析工作失败。

同样 , 表 6-1 和表 6-2 中的很多溶剂 , 在选用时都是值得慎重考虑的。表

中列出的溶剂 , 都是作者在工作中积累的。但是 , 因溶剂、仪器条件、操作人

员不同 , 可能有些溶剂的最短可用波长与其他文献略有差异 , 仅供读者参考。

表 6-1  紫外区常用溶剂的最短可用波长

溶   剂 二硫化碳 丙酮 吡啶 四氯乙烯 甲苯 苯
二甲替

甲酰胺
四氯化碳

最短可用波长/ n m 380 �330 v305 ç290 X285 É280 :270 ¿265 P

溶   剂 甲酸甲酯 乙酸乙酯
乙酸正

丁酯
氯仿 二氯甲烷

1 , 2-

二氧乙烷
甘油 乙醚

最短可用波长/ n m 260 �260 v260 ç245 X235 É230 :220 ¿220 P

表 6-2  紫外区常用溶剂的最短可用波长

溶   剂 乙腈 正己烷 对二氧六环 2 , 2 , 4-三甲戊烷 异丙醇 乙醇 96 %硫酸

最短可用波长/ n m 215 �220 ³220 v215 ‹210 w210 è210 P

溶   剂 甲醇 甲基环己烷 正丁烷 环己烷 异辛烷 水

最短可用波长/ n m 210 �210 ³210 v< 210 ´< 210  < 210 �

第二节  分析波长选择

因为同一物质 , 不同的测试波长有不同的摩尔吸光系数 , 即有不同的灵敏

度。所以 , 测试波长的选择 , 涉及到分析测试结果的灵敏度和可靠性。因此 ,

图 6-3  最大吸收波长的选择

一定要重视高度重视测试波长的选择。

选择测试波长的原则是根据试

样的吸收光谱 , 选择最大吸收波长

作为测试波长。原因如下 :

① 最大吸收波长处摩尔吸光系

数ε值最大时 , 分析测试的灵敏度

最高。

② 吸光度绝对误差ΔA 变化最

小 ( 见图 6-3 )。

在图 6-3 中 , 取 Δλ1 = Δλ2 , 若

选择左边斜肩处的某点处作为测试
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波长 , 则Δλ1 所对应的吸光度差值为 ΔA2 。若选择最大吸收峰处作为测试波

长 , 则Δλ2 所对应的吸光度差值为ΔA1 。显而易见 , ΔA1 n ΔA2 , 说明在相同

的Δλ下 , 由于测试时波长位置不同 , 测试结果的吸光度绝对误差ΔA 变化的

大小也不同。所以 , 要选择最大吸收波长作为测试波长。

第三节  吸光度范围选择

根据比尔定律 , 吸光度与试样浓度成正比 , 在不同的吸光度 ( Absorbance ,

Abs) 范围内测量 , 可引起不同的误差。分析工作者应予高度重视。分析样品浓

度太低或浓度太高 , 吸光度值超越了合适的范围 , 都不会得到满意的结果。应使

被分析样品的吸光度范围控制在一个合理的范围内。

试样浓度不能太低 , 吸光度不能太小 , 信号过小 , 光度噪声的影响较大 ,

使仪器的信噪比下降 , 被测试的试样浓度下限增高和分析误差增大 , 如测试黄

曲霉素 , 因仪器的噪声太大 , 测试数据从 0. 4Ab s 开始就超过 1%的相对误差。

当光度噪声大到一定程度、吸光度小到一定程度时 , 吸光度就根本不与样品的

浓度成正比。甚至会产生试样浓度变稀时 , 吸光度值反而增大 ( 噪声所致 ) ,

以致无法得到稳定的测量数据。在常规分析时 , 对大多数试样浓度大多取

10～100μg/ ml , 相当 0. 3～0. 7Abs 左右为最佳。

试样也不能太浓 , 吸光度也不能太大 , 如果试样的吸光度太大 , 因为

杂散光的原因 , 使分析测试结果严重偏离比耳定律 , 可能会使分析误差增

大。甚至会产生试样浓度增大时 , 吸光度值反而减小等反常现象。杂散光

可能使分析测试结果的数据偏小 , 也可能偏大 ; 若测试波长以外的杂散光

被试样吸收则测量数据偏小 , 若测试波长杂散光不被试样吸收则测量数据

偏大。

在试样量允许时 , 试样应选择靠近最佳吸光度值 ( 0. 434Ab s ) 的浓度。

从理论上讲 , 吸光度值为最佳值 0. 434Abs 时 , 分析误差最小。如果被测试样

太浓时 , 应向靠近 0. 434Ab s 的方向稀释。在不同的吸光度上测试 , 相对误差

和绝对误差都不同。按照目前国际上一般高档紫外可见分光光度计给出的

ΔT = ±0. 3% T , 笔者测试的结果见表 6-3。测试在不同浓度或不同吸光度的

相对误差列于表 6-4。

表 6-3  吸光度对测试误差的影响

A ( T % ) ΔA/ Ab s ΔA/ A

0 -#. 1 ( 74 ð. 9 % ) ±0 ‹•. 0016 0 ;1. 016

0 -#. 5 ( 31 ð. 6 % ) ±0 ‹•. 0041 0 '�. 0082

1 VL. 0 (10 % ) ±0 Ÿ•. 013 0 ;1. 013
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表 6-4  不同浓度或不同吸光度的相对误差

T/ % A
ΔC/ C×100 %

ΔT = 0 6.5 % T ΔT = 0 •.3 % T ΔT = 0 �.1 % T ΔT = 0 v.08 % T

99 ‰.0 0 u.0044 50 ñ.2180 30 X.1308 10 ¿.0436 8 1.0349

95 ‰.0 0 u.0223 10 ñ.2540 6 C.1524 2 ª.0508 1 1.6406

90 ‰.0 0 u.0458 5 Ü.2693 3 C.1616 1 ª.0539 0 1.8431

85 ‰.0 0 u.0706 3 Ü.6170 2 C.1702 0 ª.7234 0 1.5787

80 ‰.0 0 u.0969 2 Ü.7990 1 C.6794 0 ª.5598 0 1.4478

70 ‰.0 0 u.1549 2 Ü.0013 1 C.2008 0 ª.4003 0 1.3202

60 ‰.0 0 u.2218 1 Ü.6302 0 C.9781 0 ª.3260 0 1.2608

50 ‰.0 0 u.3010 1 Ü.4417 0 C.8650 0 ª.2883 0 1.2307

40 ‰.0 0 u.3979 1 Ü.3633 0 C.8180 0 ª.2727 0 1.2181

36 ‰.8 0 u.4342 1 Ü.3582 0 C.8149 0 ª.2716 0 1.2173

30 ‰.0 0 u.5229 1 Ü.3834 0 C.8300 0 ª.2767 0 1.2213

20 ‰.0 0 u.6990 1 Ü.5523 0 C.9314 0 ª.3105 0 1.2484

10 ‰.0 1 u.0000 2 Ü.1700 1 C.3020 0 ª.4340 0 1.3472

5 u.0 1 u.3010 3 Ü.3358 2 C.0015 0 ª.6672 0 1.5337

3 u.0 1 u.5229 4 Ü.7498 2 C.8499 0 ª.9500 0 1.7600

2 u.0 1 u.6990 6 Ü.3862 3 C.8317 1 ª.2772 1 1.0218

1 u.0 2 u.0000 10 ñ.8500 6 C.5100 2 ª.1700 1 1.7360

  注 : ΔC/ C = [0 . 434/ ( T× lg T ) ] ×ΔT 。

第四节  光谱带宽的选择

光谱带宽 ( Spectu Band width ) 及其重要 , 已在第三章第六节作过详细讨

论 , 此不赘述。

光谱带宽是紫外可见分光光度计主要分析误差的来源。作者曾研究光谱带

宽对测试青霉素钠、青霉素钾分析误差的影响 , 我国药典规定对青霉素钠、青

霉素钾的分析测试用 1nm 光谱带宽。测试同一种浓度的青霉素钠 ; 用 2nm、

1nm、1nm 和 0. 2nm 光 谱 带 宽 测 试 时 , 吸 光 度 值 分 别 为 0. 805Abs、

0. 825Abs、0. 865Abs 和 0. 823Abs。0. 3nm 光谱带宽测试时吸光度值最大。

2nm 光谱带 宽 测 试 的 吸 光 度 值比 0. 3nm 光 谱带 宽 测 试 的 吸 光 度 值 小

0. 060Abs ; 1 nm 光谱带宽测试的吸光度值比 0. 3nm 光谱带宽测试时吸光度值

小 0. 04Abs , 说明 0. 3 nm 光谱带宽是最佳光谱带宽。在 2nm、1nm、1nm 和
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0. 2nm 光谱带宽测试时的吸光度值和在 0. 3 nm 光谱带宽测试时的吸光度值绝

对误差ΔA 分别为 0. 06Abs、0. 040Abs 和 0. 042Abs , 相对误差为ΔA/ A 分别

为 0. 06/ 0. 865 = 0. 69 (6. 9% )、0. 04/ 0. 865 = 0. 046 (4. 6% ) 和 0. 042/ 0. 865 =

0. 049( 4. 9% ) 。由此可见 , 光谱带宽的重要性。但是 , 在实际工作中 , 有不少

科技工作者不太重视光谱带宽问题 ; 如某制药厂采用光谱带宽为 5nm 的进口

紫外可见分光光度计作为质检仪器。而各国药典规定用于药品检验的仪器进行

药品检验 , 其测试误差为 3%。而药典规定要求很多药品检验的分析误差在

1%以内 , 显然不符合要求。

因为不同的光谱带宽对同一种药品进行分析测试 , 有不同的误差 , 所以 ,

不同行业、应对光谱带宽有不同的要求。因此 , 使用者应根据分析工作的误差

要求来选取不同的光谱带宽。特别是制药行业、科研工作或要求较高的使用

者 , 更应如此。

不同的试样要求用不同的光谱带宽来分析 , 应该选择最佳或靠近最佳的光

谱带宽来分析 , 才能得到最佳分析结果。光谱带宽不能过大或过小。选择光谱

带宽度方法是 , 在一定实验条件下测试吸光度随光谱带宽度变化 , 以获得最大

吸光度值的光谱带宽作为欲选择的光谱带宽。前面谈到的测试同一浓度的青霉

素钠、青霉素钾的例子 , 0. 3nm 光谱带宽是最佳光谱带宽 , 比 0. 3nm 大和小

的光谱带宽 , 测试的吸光度值都比 0. 3nm 光谱带宽的小。

第五节  线性动态范围的确定

动态线性范围是仪器响应值与被测定量之间呈线性关系的区间。可以用仪

器响应值或被测定量值的高端值与低端值之差来分别表征仪器和被测定量的线

性动态范围。也可用两者高端值与低端值之比来分别表示仪器或被测定量的线

性动态范围。GB/ T 13966—92 《分析仪器术语》 中指出 : 线性范围是仪器的

输出与输入保持线性的输入量的范围。也可以用该范围的最大值与最小值之比

来表示。

国外有科技工作者如 A. J. Owen 等 , 对紫外分光光度计的线性动态范围

进行了研究。指出仪器的动态范围在高吸收时受杂散光的影响 , 而在低吸收时

受噪声的限制 , 用最大与最小吸收值的比率 LDR 评价线性动态范围 , 通过在

1%准确度、并假定线性校正条件下测定吸光度值来获得 LDR。研究结果表

明 , 仪器的线性动态范围可以通过减少杂散光及降低仪器噪声水平加以拓宽。

在一般的杂散光及噪声水平下 , 通过减少噪声比减少杂散光往往更为有效。例

如 , 杂散光减少 10 倍 , 从 0. 01%减少到 0. 001% , 动态范围增加约 45% , 而

减少 10 倍噪声 , 可以使动态范围增加 10 倍。噪声和杂散光对动态范围影响的
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大小见图 6-4。

图 6-4  噪声和杂散光对动态范围的影响

由此可见 , 在低浓度和高浓度 ( 或小吸光度和大吸光度 ) 时 , Amin 和

Am a x 对 LDR 影响的权重是不同的。但目前紫外分析工作者用 LDR 来衡量仪器

线性动态范围的还不多。

第六节  注意防止试样的光解

所谓光解是指试样在紫外光的照射下发生化学反应。试样的光解是从事

紫外可见分光光度计的分析工作者经常会碰到的一个棘手问题。许多使用

者 , 特别是年轻的分析测试工作者 , 因为缺乏经验 , 往往碰到试样的光解时

不会判断 , 反而认为是仪器不好 , 去找仪器的问题。如某制药厂生产酞丁

胺 , 他们在用紫外可见分光光度计作质量检验时 , 将酞丁胺溶解在 50% 酒

精中 , 测试波长选为 347nm , 发现结果很不稳定。他们每隔半小时测试一

次 , 经过几天的测试 , 数据始终在波动 ( 始终向偏小的方向变化 ) , 根本无

法稳定下来。因此 , 他们开始怀疑仪器有问题。但经过制造厂的检修 , 仪器

完全正常。最后 , 发现是试样产生了光解 , 即在 347nm 的紫外光的照射下 ,

试样因为产生光化学反应 , 浓度一直在变化。因此 , 测试数据根本无法稳定

下来。

有些维生素类的药物也会有光解现象 , 检测时也要予以注意。

判断被测试样有光解现象首先要看测试数据的变化规律 , 对同一个试样多

次测量 , 看其吸光度值是否都是向同一个方向变化 , 如在多次测试中 , 吸光度

值从第一次到最后一次测试的数据都是一直减小或一直增大 , 这就可能是光解

现象所引起的。或者将试样倒进比色皿中 , 放在比色皿架上 , 盖好样品室盖 ,
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作一次测试后 , 不要把试样取出来 , 而将样品室的光路用文献卡片挡住 , 待半

小时后取去文献卡 , 再重复测试多次。如果试样没有光解特性 , 其测试的数据

就不会有变化。如果在多次测试中 , 每次测试的吸光度值都有变化 , 有时增

大 , 有时减小 , 就可以肯定不是光解所致 , 应另找引起测试数据不稳定的

原因。

如果发现被测试样有光解特性 , 一般可以采用两种方法处理 : 其一 , 把试

样存放在棕色瓶中。因为棕色瓶不透紫外光 , 所以 , 可以防止试样光解。其

二 , 将存放试样的瓶子 , 用黑纸包住 , 也同样可防止试样光解。这两种方法 ,

都可以有效地防止试样光解。

第七节  比色皿的沾污问题

一、重视比色皿的沾污问题的重要性 (对分析测试误差的影响 )

在日常的分析工作中 , 许多科技工作者往往不大重视紫外可见分光光度计

比色皿的沾污问题。其实 , 比色皿沾污会严重影响分析测试的误差 ( 此问题在

本书的第二章第五节已有详细讨论 , 此不赘述 )。

二、鉴别比色皿被沾污的方法

如何鉴别比色皿是否被沾污呢 ? 这也是许多年轻的分析工作者会经常碰到

的一个棘手问题。鉴别比色皿是否被沾污 , 一般有以下方法。

(一) 肉眼观察比色皿的通光面

肉眼观察比色皿的通光面 , 主要是查看比色皿的通光面上有无污点。如果

有污点 , 就应清除掉 , 可用高级擦镜纸、软的黄鼠狼毛笔等柔软的物质擦洗。

(二) 查看仪器是否出怪峰

如果仪器莫名其妙地出一些怪峰 , 经过检查 , 仪器又没有故障 , 就基本上

可以判断是比色皿沾污所致。

(三) 认真查看试样

如果分析测试数据不稳或不准 , 应先查看仪器是否用来分析过特浓或黏着

力很强的试样 ; 同时检查试样本身有无问题。如果仪器在近期作过特浓或黏着

力很强的试样 , 而仪器没有故障 , 就有可能是比色皿沾污。如果是试样本身的

问题 , 就应认真解决。

三、如何解决比色皿沾污的问题

当发现紫外可见分光光度计的比色皿被沾污 , 一般有以下两种解决方法。
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(一) 用洗液清洗

当发现比色皿被沾污时 , 可以用洗液清洗。但有些比色皿被沾污用洗液清

洗是解决不了问题的 , 如比色皿被黏着力很强的物质 ( 如木质素 ) 或特浓的试

样沾污 , 并且凝结在比色皿的通光面上 , 用洗液清洗是不行的。

(二) 用超声波清洗

当发现比色皿被沾污时 , 可用 20W 的玻璃仪器清洗超声波超洗半小时 ,

一般都能解决问题。但是要特别注意 , 不能用大功率超声波来清洗比色皿 , 否

则会损坏比色皿。

此外 , 还应特别注意的是 , 不能用金属棒或硬的木棒 ( 如牙签等 ) 重擦比

色皿 , 否则 , 也会损坏比色皿的通光面。还不能用易掉毛的工具 ( 如劣质纸、

劣质棉花等 ) 擦拭比色皿的受光面 , 否则 , 细毛掉在比色皿的受光面上 , 也会

影响分析测试数据的可靠性。
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第七章  紫外可见分光光度计的应用

紫外可见分光光度计是一种应用很广的分析仪器。当前已成为全世界使用

最多、覆盖应用面最广的分析仪器。它的应用领域涉及制药、医疗卫生、化学

化工、环保、地质、机械、冶金、石油、食品、生物、材料、计量科学、农

业、林业、渔业等领域中的科研、教学、生产中质量控制、原材料和产品检验

等各个方面 , 用来进行定性分析、纯度检查、结构分析、络合物组成及稳定常

数的测定、反应动力学研究等。本节将对紫外可见分光光度计在多方面的应用

作一简单讨论。

第一节  定 量 分 析

  一、定量分析方法

(一) 绝对法

目前 , 绝对法是紫外可见分光光度计诸多分析方法中使用最多的一种方

法。这是一种以比耳定律 A =εbC为基础的分析方法 , 某一物质在一定波长下

ε值是一个常数 , 石英比色皿的光程是已知的 , 也是一个常数。因此 , 可用紫

外可见分光光度计在λm ax 波长处 , 测定样品溶液的吸光度值 A。然后 , 根据比

耳定律求出 C= A/ εb, 则可求得该样品溶液的含量或浓度。

(二) 标准法

在选定的波长处 , 在相同的测试条件下 , 分别测试标准样品溶液 C标 和被

测试样品溶液 C样 的吸光度 A标 和 A样 。然后 , 按下式求得样品溶液的浓度或

含量。

C样 =
A样

A标
×C标

(三) 比吸收系数法

在药物分析中 , 经常采用比吸收系数法。其原理如下

A
1 %
1 c m 标

A
1 %
1 c m 样

×100%

式中 A
1 %
1 c m 标 为标准物质的比吸收系数 , 可通过实际测试得到或从有关手册

中查到 ; A
1 %
1 c m 样 为被测样品的比比吸收系数。
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例如 , 纯痢特灵的 A
1 %
1 cm ( 367 nm ) = 764 , 在相同的测试条件下 , 测定浓度为

0. 001%的痢特灵样品的吸光度值为 A = 0. 739 得出 A
1 %
1 c m ( 样 ) = 739 , 则样品中

痢特灵的含量为 : 739/ 746×100 % = 99. 09%。

比吸收系数法多用于测定样品溶液的浓度。但是 , 根据比耳定律 , 被测试

样溶液的浓度与吸光度应成直线关系 , 而在实际测试中 , 如果试样的浓度较

高 , 会发现实际测量到的吸光度值偏离线性关系。这种偏离比耳定律的原因 ,

是由于紫外可见分光光度计的杂散光、噪声、基线平直度和光谱带宽 , 以及试

样的前处理、试样的化学平衡等所引起的。因此 , 一般情况下 , 不采用这种

方法。

(四) 标准曲线法

紫外可见分光光度计最常用的定量分析方法是标准曲线法。即先用标准物

质配制一定浓度的溶液 , 再将该溶液配制成一系列的标准溶液。在一定波长

下 , 测试每个标准溶液的吸光度 , 以吸光度值为纵坐标 , 标准溶液对应的浓度

值为横坐标 , 绘制标准曲线。最后 , 将样品溶液按标准曲线绘制程序测得吸光

度值 , 在标准曲线上查出样品溶液对应的浓度或含量。

所配制的标准溶液的吸光度在 0. 1～1. 5Abs 范围内 , 吸收测定的精密度

可达 0. 5%。当摩尔吸收系数ε为 105 L/ ( mol·cm )、光程为 1cm , 浓度为 1×

10 - 6 ～1. 5×10 - 5 mol/ L 范围时 , 即可得到 0. 1～1. 5Abs 范围内的吸光度。再

低一点的浓度也能检测出来 , 但主要取决于仪器的噪声。有时因为仪器的噪声

限制 , 样品过稀时测量的准确度和重复性都很差。还要注意的是 , 分析测试的

上限也不能千篇一律的定为 1. 5Abs。因为 , 杂散光的限制 , 有的紫外可见分

光光度计仪器的检测上限达不到 1. 5Abs , 如“75”系列紫外可见分光光度计

中 , 有的仪器的检测上限就达不到 1. 5Ab s。而有的仪器 (如 TU-1901 等 ) 可

以大大超 过 1. 5Abs , 有的甚 至可 达 3Abs 以 上 , 如 美国 Varian 公司 的

Cary6000 等紫外可见分光光度计。

综上所述 , 紫外可见分光光度计的最低检测浓度不但与摩尔吸收系数有

关 , 而且与仪器的噪声、光谱带宽等有关。而紫外可见分光光度计的最高检测

浓度 , 不但与摩尔吸收系数有关 , 而且与仪器的杂散光、光谱带宽等有关。因

此 , 使用者要特别注意对紫外可见分光光度计的杂散光、噪声 ( 基线平直度 )、

光谱带宽等的选择。

(五) 最小二乘法

最小二乘法实际上也就是回归方程法。因为 , 分光光度法中试样的吸光度

A 与试样的浓度 C 之间的关系可用一条直线来描述 , 即 C= a A + b。

因为篇幅所限 , 本书不对最小二乘法作详细讨论。但回归方程目前在定量

分析中应用较多 , 如果做标准曲线时求出的回归方程差 , 相关系数 ( r) 不好 ,
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则定量误差就很大。因此 , 提出应用最小二乘法 ( 回归法 ) 时 , 应注意两点 :

① 回归方程是在特定条件下求得的 , 不能随便套用。

② 分光光度法中试样的吸光度 A 与试样的浓度 C 之间的关系 , 应建立在

回归方程中的取值范围内 , 否则 , 不能随便外推。

(六) 解联立方程法

解联立方程法只适用与于两个以上、在紫外区吸收峰互不重叠组分的测

定。也不是常用的方法。本书也不作详细讨论。

(七) 示差分光光度法

示差分光光度法也不是紫外可见分光光度计的应用中常用的方法。本书也

不作详细讨论。但应注意三点 :

① 示差分光光度法中最重要的是选择适当浓度的参比溶液。参比溶液越

接近样品溶液 , 则测定的结果就越准确。

  ② 示差分光光度法解决了普通分光光度法中不适用的高含量或痕量物质

的分析问题。

  ③ 示差分光光度法要求紫外可见分光光度计的稳定性好、灵敏度高 ( 噪

声小、杂散光小 )。

二、定量分析应用举例

目前 , 紫外可见分光光度计的应用主要是在定量分析方面。具体应用举例

如下。

(一) 生命科学领域的应用

紫外可见分光光度计在生命科学中应用非常广泛。最主要的是以下 5 个

方面。

1. 蛋白质分析工作中的应用

紫外可见分光光度计在蛋白质的分析中 , 最主要的是作蛋白质含量检测 ;

一般是在蛋白质的吸收峰上作吸光度测定。因为蛋白质对紫外光的主要吸收波

长为 280nm , 所以 , 采用光度测量模式 , 将仪器的波长 GOTO 到蛋白质的最

大吸收峰波长 280nm 上 , 测试其吸光度大小 , 就可完成对蛋白质的定量检测。

2. 核酸分析工作中的应用

紫外可见分光光度计在核酸分析中的应用 , 主要是用来对核酸的定量检

测 ; 因为核酸的吸收峰在 260nm。我们只要采用光度测量模式 , 将紫外可见

分光光度计的波长 GOTO 到核酸的最大吸收峰 260nm 上 , 测试其吸光度大小

就是了。

3. 氨基酸分析工作中的应用

紫外可见分光光度计在氨基酸分析中的应用 , 主要是用来对氨基酸的定量
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检测。因为氨基酸对紫外光的主要吸收波长为 230nm , 所以 , 我们只要采用

光度测量模式 , 将紫外可见分光光度计仪器的波长 GOTO 到氨基酸的最大吸

收峰 230nm 上 , 就可测试其吸光度大小 , 从而计算出氨基酸的含量。

但是 , 因为氨基酸分析时 , 一般是将它溶解在水中 , 而水在 230 nm 附近

有很多干扰吸收线 , 所以 , 在用紫外可见分光光度计对氨基酸分析检测时 , 要

注意防止干扰的问题。

此外 , 还需注意 : 只有少数氨基酸有紫外吸收 , 多数氨基酸无紫外吸收或

很弱 , 测定时要衍生化后再测。

4. 糖类分析测试工作中的应用

紫外可见分光光度计在糖的分析中 , 主要是作定量检测。因为糖对紫外光

的主要吸收波长为 218nm , 所以 , 对糖类进行分析时 , 只要采用光度测量模

式 , 将紫外可见分光光度计仪器的波长 GOTO 到氨基酸的最大吸收峰 218 nm

上 , 就可测试其吸光度大小 , 从而计算出糖的含量。

5. 多糖分析测试工作中的应用

紫外可见分光光度计在多糖的分析中 , 主要也是作定量检测。因为多糖对

紫外光的主要吸收波长为 206nm , 所以 , 我们只要采用光度测量模式 , 将紫

外可见分光光度计仪器的波长 GOTO 到多糖的最大吸收峰 206 nm 上 , 就可测

试其吸光度大小 , 从而计算出多糖的含量。

但是多糖的分析难度很大。因为 , 在 206 nm 处的时候 , 光源 (氘灯 ) 的

能量已经很弱 , 仪器光学系统的能量输出也很低 , 光电倍增管的灵敏度也很

低 , 206nm 左右的干扰也很大。所以 , 用紫外可见分光光度计作多糖的分析

是很难的事 , 目前许多科学家正在研究中。

(二) 计量领域的应用

1. 光度准确度检测标准片的测试

我国质量技术监督局所属的计量测试单位 , 对许多有关企业在用的紫外可

见分光光度计的光度准确度的检测 , 一般都是采用标准片 ( 如中性灰片或某些

有特殊吸收峰的透紫石英片 ) 来进行的。总是在一台光度准确度比被检测仪器

要高 2～3 倍的仪器上对标准片进行标定 , 而后用这些标定过的标准片对被检

测的紫外可见分光光度计的光度准确度进行检测。再根据检测的数据 , 作出被

检仪器是否合格的判断。

2. 光度准确度检测标准液的测试

我国质量技术监督局所属的计量测试单位 , 对许多有关企业在用的紫外可

见分光光度计的光度准确度的检测 , 有时采用标准液 (如重铬酸钾等 ) 来进

行。用一台光度准确度比被检测仪器的光度准确度要高 2～3 倍的紫外可见分

光光度计 , 对标准液进行标定 , 而后用这些标定过的标准液 , 来对被检测的紫
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外可见分光光度计的光度准确度进行检测。再根据检测的数据 , 作出被检仪器

是否合格的判断。

3. 杂散光检测用的标准液的测试

我国质量技术监督局的计量测试单位 , 对许多有关企业在用的紫外可见分

光光度计的杂散光的检测 , 有时采用标准液 ( 如 NaI、NaN O2 等 ) 来进行。

用一台光度准确度比被检测仪器的光度准确度要高 2～3 倍的紫外可见分光光

度计 , 对标准液进行标定 , 找出检验测试点的位置 , 而后用这些标定过的标准

液对被检测的紫外可见分光光度计的杂散光进行检测。再根据检测的数据 , 作

出被检仪器是否合格的判断。

4. 杂散光测试的标准片的测试

有时采用标准片 (将 NaI、Na NO2 固化在石英片基中 ) 来测试紫外可见

分光光度计的杂散光。用一台杂散光比被检测仪器要高 2～3 倍的紫外可见分

光光度计 , 对标准片进行标定 , 找出检验测试点的位置 , 而后用这些标定过的

标准片 , 对被检测的紫外可见分光光度计的杂散光进行检测。再根据检测的数

据 , 作出被检仪器是否合格的判断。

(三) 药品分析中的应用

我国和世界上许多国家的药典都明确规定 , 许多药品都要求用紫外可见分

光光度计作质量控制。因此 , 紫外可见分光光度计已是制药行业和药检行业必

备的分析仪器。且规定 , 用于药品质控的紫外可见分光光度计 , 光谱带宽要求

在 2nm 以下。

紫外可见分光光度计在药品检测中的应用已经非常广泛。其中 , 使用紫外

可见分光光度计分析最多的药物有 : 维生素、抗生素、解热药、去痛药、降血

压药、安定药、镇咳药、滴眼药、磺胺类药、利尿药、某些妇科药、痢疾药、

腹泻药、抗肿瘤药、抗结核药等。药品分析及毒理学分析应用中的实例见

表 7-1 , 表 7-2。

表 7-1  药品分析应用的实例

分 析 测 试 项 目 使用的波长/ n m 测  量  方  法

盐酸普鲁卡因的测定 272～316 多波长测量

药片中的苯巴比妥测定 246、255 多波长测量

药片中的奥沙西泮、双嘧达莫 272～312 多波长测量

维他命 A 312 ÙÏ. 5、327、337 i. 5 多波长测量

生药里的香脂酸 220～350 多波长测量

血浆中的茶碱 300、280 吸收值差

药品中的维他命 D 500、550 吸收值差

血液中的氯氮草 ( 利眠宁 ) 290、245、550 吸收值比率

药品中的苯甲酸钠和咖啡因 225、235 吸收值比率
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续表

分 析 测 试 项 目 使用的波长/ n m 测  量  方  法

药品中的对乙酰氨基酚 ( 扑热息痛 ) 615 单波长测量

动物食品中的硝苯胂酸 530 单波长测量

胸 (腺嘧啶脱氧核苷 ) 磷酸化酶 530 动力学方法

口服酶片剂中的胰蛋白酶 253 动力学方法

混合麻醉剂 198～800 多组合分析应用

表 7-2  毒理学分析检测中应用实例

分 析 测 试 项 目 使用的波长/ n m 测  量  方  法

体液中的硼酸盐 600 单波长测量

血清中的氯氮草 ( 利眠宁 ) 550 单波长测量

血清、血浆中的胆碱酯酶 540 Ù单波长测量

血液、尿液中的氰化物 580 单波长测量

血液中的乙氯维诺安眠药 510 Ù单波长测量

尿液中的苯 525 Ù单波长测量

尿液中的 1-萘酚 590 Ù单波长测量

血液中的硫氰酸盐 580 Ù单波长测量

尿液中的铅 553 单波长测量

尿液中的锡 660 单波长测量

血液中的氧化碳 414、421、428 !多波长测量

尿液中的百草枯 390、394、398 !多波长测量

血液、血清、血浆中的巴比土酸盐 230～340 多波长测量

血液、血清中的盐酸氯氮草 245、290 }吸收值差

血液和尿液中的氯喹 370～380 吸收值差

血清中的安定 220～320 ¦吸收值差

血液、血清中的听普萘诺尔 288 ÙÏ. 5、340 吸收值差

血浆中的华法林 290～360 吸收值差

血液中的乙醇 349 动力学

混合毒物 190～800 ¦多组合分析应用

(四) 石油油品分析

在石油开采、加工过程中 , 石油有可能造成污染。在石油工业生产污水中 ,

一般将排水中石油含量规定为 10mg/ L。而在地面水中 , 最高允许石油含量为

0. 1～0. 3mg/ L。一般石油炼油厂中 , 石油所含的芳烃组成是相对稳定的 , 所测

得标准油品的吸收峰 , 都在 221～225nm 和 251～255nm 处。石油的两个特征吸

收峰 (225nm 和 254nm) 是测定炼油厂污水中的含油量时要选用的吸收波长。

另外 , 轻油组分 ( 初馏约 180℃ ) 几乎无明显紫外特征吸收 , 而中油 ( 180～

250℃ ) 和重油 (250～280℃ ) , 以及蒽油 ( > 280℃ ) 等组分在 225nm 处吸收

较强。它代表了石油成分的主峰 , 在 254nm 处吸收较弱 , 有时显示出某种重

质油品的特性。这些分析工作 , 都用紫外可见分光光度计来进行。
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还有 , 在炼油过程中 , 石油在 320nm 附近有一个芳烃杂质 , 也是必须要

用紫外可见分光光度计来检测的。

因此 , 紫外可见分光光度计是石油工业中非常重要的质量控制仪器。

(五) 环境中有害物质检测

环境 ( 包括空气、水、土壤 ) 中许多的对人有毒有害物质的检测 , 都用到

紫外可见分光光度计 , 如检测自来水中的木素磺酸、木质素、单宁、表面活性

剂、黄腐酸、酚类、苯胺类、硝基酚类化合物等对人体有毒害的物质。有些自

来水中 , 含有氨氮、亚硝酸盐、总酚、总苯胺、硝基酚类等对人体有毒害的物

质 , 一般也是用紫外可见分光光度计来检测。我国与水有关的国家标准中 , 规

定水中的许多物质都要用紫外可见分光光度计来检测。

(六) 饲料工业中的应用

饲料的原料、添加剂、混合饲料等中的维生素 A、维生素 C、维生素 E、

维生素 K、山梨酸、苯甲酸、棉酸、甲酯、乙酸酯、胡萝卜素、烟酸、总氨基

酸等微量元素钾、铁、硒、碘、铜、磷、锰等都经常用紫外可见分光光度计来

检测 ( 但通常用原子吸收分光光度计测定微量元素为宜 , 用比色法测定目前已

比较少了 )。

还有 , 饲料添加剂中的皮蝇磷、磺胺类药物、灰黄霉素、二甲硝咪唑 , 以

及普鲁卡因等的测定 , 基本上都可用紫外可见分光光度计来进行。

(七) 农药及其残留物分析

施加的农药进入土壤中 , 一部分被农作物吸收 ( 如六六六可被胡萝卜、花

生等吸收 )、一部分进入大气、一部分流入水中。农药残留包括农药原体、农

药的有毒代谢物、农药的降解物和杂质。人们往往只把农药原体看成农药残留

量 , 忽略了农药原体的代谢物、降解物和杂质。其实 , 代谢物、降解物的毒性

与原药一样或更严重。例如 , 滴滴涕的代谢物为滴滴依 , 工业六六六的代谢物

为乙体六六六 , 农药 1605 的代谢物为 1601 , 这些代谢物的毒性都比原体更

强。杀虫脒的代谢物的毒性 , 比原药大 10 倍。

许多农药对人体的危害非常大 , 如六六六和滴滴涕对人的肝脏组织和肝功

能的损害很大 , 会引起血液细胞染色体突变 , 有机氯农药能透过胎盘进入胎儿

体内 , 危害胎儿。有机磷农药、氨基甲酸酯类农药等是神经毒物 , 它抑制血液

和组织中的乙酰胆碱酯酶的活性 , 引起神经功能混乱、出汗、精神错乱、语言

失常等病症。

据美国癌症研究中心报道 , 人类癌症有 90%是由有机物引起的 , 其中以

农残为主。所以发达国家都很注重对农药及其残留物的检测。例如 , 日本近几

年对几百种农药制定了近万个最高残留限量。其中 , 对蔬菜有 3728 个 , 对大

米制定了 116 种农药的最高残留限量。人类长期连续少量摄入农药残留物 , 最
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可怕的是引起三致 , 即致癌、致畸和致突变。

(八) 水产品质量控制

紫外可见分光光度计在海水、淡水鱼类、贝类、虾类、海蜇类等的质量控

制中已得到非常广泛的应用。如苯、总三卤甲烷、甲苯基三唑、多氯联苯、

氟、汞等 , 目前都采用紫外可见分光光度计作质量控制。人们最可怕的是食物

链的富集 , 例如 , “世纪之毒”的二�英 , 它在鱼体内的富集系数可达 104 以

上。也可用紫外可见分光光度计来检测。

因此 , 紫外可见分光光度计将是渔业中必不可少的分析工具。

第二节  定 性 分 析

如果未知物的紫外吸收光谱的最大吸收峰波长 λm a x 、最小吸收峰波长

λmin 、最大摩尔吸光系数εm ax , 以及吸收峰的数目、位置、拐点与标准光谱数

据完全一致 , 就可以认为是同一种化合物。但是 , 如果未知物的紫外吸收光谱

的峰较多、结构比较复杂 , 那么只用一台紫外可见分光光度计是不能作定性分

析的。必须还要有色谱、红外、质谱、波谱多种仪器联合使用 , 才能作物质的

定性分析。

一、利用标准物质定性

对比较复杂的样品 , 一台紫外可见分光光度计是不能作定性分析的。但

是 , 比耳定律 A =εbC 又可写成 lg A = lgε+ lg bC。因为 bC 只影响物质对光吸

收的强度 , 并不改变吸收光谱的形状。所以 , 我们对同一化合物来讲 , 用 lg A

和 lgε作纵坐标 , 波长为横坐标绘制的吸收光谱图的形状应该是一致的。因

此 , 在相同条件下 , 测定未知物的吸收光谱 , 与所推断化合物的真实标准物的

吸收光谱直接比较 , 就可初步定性。

如果两吸收光谱的形状和吸收峰的数目、位置、拐点等完全一致 , 就可初

步判定未知物与标准物是同一种物质。但是要注意 , 物质不同但光谱相似的特

殊情况 , 如十甲基联苯与联苯、联菲与菲、联萘与萘等 , 由于都有α、β不饱

和酮 , 而紫外吸收光谱类似的情况。

二、用波长位置判断有机化合物的生色基团

例如 , 如果发现在 210～250nm 有强吸收峰 , 则可能有双键并处在共轭状

态。在 260nm、300nm、330nm 有高强度的吸收带 , 表示有 3～5 个共轭单位 ,

如果在 270～ 300nm 之间有弱吸收 (ε= 10～ 100 ) , 表示有羟基的存在 ; 在

250～300 nm 之间有中强度吸收 (ε= 1000～10000 ) , 表示有苯环的特征等。
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因为分子对紫外光的吸收只是分子生色基团和助色基团的特征 , 而不是整

个分子的特征。所以 , 只靠一个紫外光谱来确定一个未知物的结构或确定一个

未知物的官能团是不现实的。还要配合红外光谱、质谱、核磁共振波谱 , 以及

其他方法的联合鉴定才能最后得出可靠结论。

某些分子生色基团如表 7-3、表 7-4 所示。

表 7-3  若干典型的生色基团

生 色 基 团 例 λmax ε 溶  剂

C   C   
H 2 C C H2

C6 H13 CH CH2

171

177 ¾

15530

13000 Ó

气体

正庚烷

C C CH3 C5 H11 C CC H3 ¾170 ¾10000 Ó正庚烷

C O( 酮 ) C H3 COCH3 '166 ¾16000 Ó气体

189 ¾900 ª正己烷

270 •‹. 6 15 m.8 乙醇

C O( 醛 ) C H3 CH O 180 ¾10000 Ó气体

293 •.4 11 m.8 正己烷

—COO H C H3 COO H 204 •.0 41 –水

—CON H 2 C H3 CON H 2 1178 ¾9500 ¿正己烷

214 ¾60 –水

—COC l C H3 COCl 220 ¾100 ª正己烷

— N N2 éC H2 N2 }约 410 È.0 约 1200 ò蒸气

C H3 N NCH3 “339 ¾5 •乙醇

— N O C4 H9 NO 300 •.0 100 ª乙醚

— NO2 ‡C H3 NO2 ¸201 ¾5000 ¿甲醇

271 •.0 186 ª乙醇

—O NO2 ÂC2 H5 ONO2 �270 •.0 12 –二氧杂环己烷

—O—N O C8 H17 O NO 230 •.0 2200 ¿己烷

—C S C6 H5 CSC6 H5 `220 •.0 70 –乙醚

— S O C6 H11 SOCH 3 ^210 •.0 1500 ¿乙醇

表 7-4  各种生色基团共轭的效应

化  合  物
K 吸收带 B 吸收带 R 吸收带

λmax/ nm εmax λmax/ n m εmax λmax/ nm εmax

溶   剂

苯 — — 255 ‹215 ü— — 乙醇  

苯乙烯 244 ©12000 C282 ‹450 ü— — 乙醇  

苯乙炔 236 ©12500 C278 ‹650 ü— — 正己烷

苯甲醛 244 ©15000 C280 ‹1500 �328 m20 É乙醇  

乙酰苯 240 ©13000 C278 ‹1100 �319 m50 É乙醇  

硝基苯 252 ©10000 C280 ‹1000 �330 m125 Þ正己烷

安息香酸 230 ©10000 C270 ‹800 ü— — 水   

苯基氰 224 ©13000 C271 ‹1000 �— — 水   
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续表

化  合  物
K 吸收带 B 吸收带 R 吸收带

λmax/ nm εmax λmax/ n m εmax λmax/ nm εmax

溶   剂

二苯亚砜 232 ©14000 C262 ‹2400 �— — 乙醇  

苯基甲基砜 217 ©6700 .264 ‹977 ü— — 乙醇  

苯酰苯 252 ©20000 C— — 325 m180 Þ乙醇  

联苯 246 ©20000 C(被掩盖 ) — — — 乙醇  

顺式—均二苯乙烯 283 ©12300 C(被掩盖 ) — — — 乙醇  

反式—均二苯乙烯 295 ©25000 C(被掩盖 ) — — — 乙醇  

第三节  纯 度 检 查

紫外可见分光光度计在物质的纯度检查方面使用非常普遍。许多物质的杂

质检查 , 特别是有机化合物中在紫外区有吸收峰的杂质的检查 , 大多是用紫外

可见分光光度计来检测。如果有机化合物在紫外可见区没有明显的吸收峰 , 而

它的杂质在紫外区有较强的吸收峰 , 就可以检测出有机化合物的杂质。

四氯化碳 ( CCl4 ) 中 , 最主要的杂质是二硫化碳 ( CS2 ) 。因此 , 四氯化

碳厂在生产过程中 , 产品质量的好坏 , 主要是控制四氯化碳中二硫化碳含量的

多少。而二硫化碳在紫外区的 318nm 处 , 有一个很强的特征吸收峰。因此 ,

在质量检验时 , 只要检查 318nm 处二硫化碳的特征吸收峰的大小 , 就可知道

四氯化碳产品是否合格。其具体检测方法是将生产的四氯化碳倒进石英比色

皿 , 把仪器的波长调到 318nm 处 , 查看其在 318nm 处四氯化碳中二硫化碳吸

收峰吸光度值大小 , 就可得知二硫化碳是否超标。常见孤立生色基团的吸收特

征见表 7-5。

表 7-5  常见孤立生色基团的吸收特征

生 色 团 实  例 溶剂 λmax/ n m εmax 跃迁类型

C   C   C6 H13 CH CH 2 $正庚烷 177 ‹13000 Nπ π*

C C C5 H11 C C CH3 正庚烷 178 ‹10000 Nπ π*

C   N ( C H3 ) 2 C NO H 气态 190 , 300 Ý5000 ,—
π π*

n π*

C N C H3 C N 气态 167 ‹— π π*

C   O CH3 COCH3 u正己烷 186 , 280 Ý1000 ,16 w
n σ*

n π*

—COO H CH3 COO H 乙醇 204 ‹41 �n π*

—CON H 2 CH3 CON H2 •水 214 ‹60 �n π*
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续表

生 色 团 实  例 溶剂 λmax/ n m εmax 跃迁类型

C   S CH3 CSCH3 f水 400 ‹— n π*

— N N— CH3 N NCH3 á乙醇 339 ‹4 ün π*

C   N

O  

O   

CH3 NO2 �乙醇 271 ‹186 %n π*

— N O C4 H9 NO 乙醚 300 , 665 Ý100 , 20 c— , n π*

C   O N

O  

O   

C2 H5 ON O2 e二氧六环 270 ‹12 �n π*

S   O C6 H11 SOC H3 ¬乙醇 210 ‹1500 :n π*

C6 H6 YC6 H5 OCH3 e甲醇 217 , 269 Ý640 , 148 w
π π*

π π*

乙醇中最主要的杂质是苯。因此 , 乙醇生产的过程中对产品质量的控制 ,

主要是控制苯的含量不能超标。苯在紫外区 256 nm 处有一个很强的特征吸收

峰。因此 , 检测乙醇中苯的含量时 , 只要把乙醇倒进石英比色皿 , 将紫外可见

分光光度计仪器的波长 GOTO 到 256nm , 查看乙醇中苯的特征谱线吸收峰吸

光度值大小 , 就可判断乙醇中苯是否超标。

菲的氯仿溶液在 296nm 处有很强的吸收峰 , 菲的 ε值为 12600 , lgε为

4. 10。若在紫外可见分光光度计上测得的 lgε值比标准的菲要低 10% , 则说明

菲的实际含量只有 90% , 其余的就有可能是杂质。

第四节  结 构 分 析

紫外可见分光光度计可用来判别物质的异构体 , 如对互变异构体、顺反异

构体等的判别。

一、判别异构体

几种有机化合物的互变异构体见表 7-6。

表 7-6  某些有机化合物的互变异构体

化 合 物
共轭 ( 醇式 ) 非共轭 (酮式 )

λmax/ nm (ε) λmax/ n m (ε)
化 合 物

共轭 ( 醇式 ) 非共轭 (酮式 )

λmax/ n m (ε) λmax/ n m (ε)

亚油酸 232 .无吸收

苯酰乙酸乙酯 308 .245 •

乙酰乙酸乙酯 245 (18000 ) 204 ( 110 )

乙酰丙酮 269( 12100) (水中 ) 277 (1900) (己烷中 )

异丙 α丙酮 235( 12000 ) 220 Á
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  可用此来初步判断共轭体系和非共轭体系。除了利用紫外吸收光谱判别互

变异构体和顺反异构体外 , 还可判断开链和成环互变异构体。如开链的碳水化

合物在 280nm 处有酮基的吸收峰 , 成环后则消失。根据此特性 , 可测出α-葡

萄糖在中性溶液中开链结构少于 0. 01% , 在强酸性溶液中可达 0. 1 %。说明在

中和过程中开链的α-葡萄糖有转变为环状结构的趋势。此外 , 还可以判别旋光

异构体、空间异构体等。

反式异构体的空间位阻小 , 共轭程度较完全 , 其紫外吸收光谱最大吸收峰

波长λm ax 、最大摩尔吸光系数εm a x , 大于顺式异构体。

用λm ax 判断顺反异构体的某些化合物的例子见表 7-7。

表 7-7  某些有机化合物的顺反异构体的λmax 和εmax

化  合  物
顺   式 反   式

λmax/ n m εmax λmax/ nm εmax

番茄红素 440 û90000 b470 w185000 �

 380 * 弱  470①

二苯代乙烯 280 û13500 b295 w27000 þ

苯代丙烯酸 264 û9500 N273 w20000 þ

α-甲基均二苯代乙烯 260 û11900 b270 w20100 þ

乙烯二酸二甲酯 198 û26000 b214 w34000 þ

偶氮苯 295 û12600 b315 w50100 þ

肉桂酸 280 û13500 b295 w27000 þ

1-苯基-1 , 3-丁二烯 265 û14000 b280 w28300

  ① 380n m 吸收峰属新番茄红素的顺式乙烯键 ; 470n m 为新番茄红素吸收峰 , 强度较全反式番茄红

素弱。

用εm a x 判断顺反异构体的某些化合物的例子见表 7-8。一般反式异构体的

吸收强度大于顺式异构体。

表 7-8  某些多环二烯的顺反异构体的吸收强度

同环双键 ( 顺式 ) 异环双键 ( 反式 ) 同环双键 (顺式 ) 异环双键 ( 反式 )

化合物 εmax 化合物 εmax 化合物 εmax 化合物 εmax

麦角甾醇 11800 Ü麦角甾醇- D 21000 b

7-脱氢胆甾醇 11400 Ü脱氢麦角甾醇 19000 b

胆甾 -2 , 4-二烯 7000 Ó胆甾-4 , 6-二烯 28000 Ž

左旋海松酸 7100 Ó松香酸 16100

二、推测化合物的分子结构

(一) 推测化合物的共轭体系和部分骨架

假设一个化合物在紫外区是透明的 , 没有吸收峰 , 而且ε< 10 , 则说明不

存在共轭体系 ( 指不存在多个相间双键 )。它可能是脂肪族碳氢化合物或者是
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胺、醇等不含双键或环状结构的化合物。

如果是在 210～250nm 有强吸收 , 则可能有两个双键共轭体系 , 如共轭二

烯或α、β-不饱和酮。

如果是在 250～300nm 有强吸收 , 则可能有 3～5 个不饱和共轭体系。

如果是在 260～300nm 有中强吸收 , ε= 200～1000 , 则可能有苯环。

如果是在 250～300nm 有弱吸收 , 则可能存在羧基基团。

(二) 区分化合物的构型和构象

有机化合物二苯乙烯有顺式和反式两种构型 (见图 7-1 ) 。它们的最大吸

收波长和吸收强度都不同 , 由于反式构型没有空间障碍 , 偶极矩大 , 而顺式构

型有空间障碍 , 因此反式的吸收波长和强度都比顺式的大。所以 , 就很容易区

分顺式和反式构型。

C

H  

     C

H  

         C      

H  

C

H  

     

              (顺式 )         (反式 )

图 7-1  二苯乙烯的顺式和反式两种构型

紫外可见分光光度计单独用来作物质的结构分析 , 也只是在物质的结构非

常简单的时候才行。如果物质的结构很复杂 , 一台紫外可见分光光度计是不能

作结构分析的。必须要有色谱、红外、质谱、波谱等多种仪器联合使用 , 才能

作物质的结构分析。

第五节  有机分析中的应用

所谓有机分析 , 它是一门研究有机化合物的分离、鉴别、组成及结构的科

学 , 它是在有机化学和分析化学的基础上发展起来的、在国民经济的各个领域

使用非常普遍的综合性学科。

一般来讲 , 利用紫外可见分光光度计在 190～800nm 波长范围内的光谱 ,

来判断有机分子中是否存在共轭体系、芳香结构以及 C C、C O、N N

等的发色团是一个很好的办法。具有π键电子及共轭双键的化合物在紫外区有

强烈的吸收 , 其摩尔吸光系数可达 104 ～105 , 因而检测灵敏度很高。对于一

些特别类型的结构 , 可通过简单的数学运算 , 确定最大吸收值。如果发色团之

间不以共轭键相连的话 , 其紫外吸收具有可加和性 , 即总的吸收 , 等于各单独

发色团的吸收之和。一个复杂的分子结构 , 往往可以由比较化合物的紫外光谱

性质来推断其含有何种发色团 , 有时还能提供一些立体结构及分子量的信息 ,
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为未知物的剖析提供有用的线索。本节将简单讨论一下紫外可见分光光度计在

有机分析中的应用。

一、利用标准曲线法测未知化合物的含量

利用紫外可见分光光度计进行定量分析时 , 可将待测试样的纯品配制成一

系列标准溶液 , 事先绘制标准曲线 , 由待测未知样品的吸光度对照标准曲线 ,

就可得到其含量。当未知物样品为几种组分的λm a x 互不重叠时 , 可用解联立方

程的办法解决。

例如 , 复方阿司匹林 ( A . P. C ) 含有三种组分 : 阿司匹林 ( A )、非那西

丁 ( P )、咖啡因 ( C) , 阿司匹林和咖啡因的最大吸收峰在 277 nm 和 275nm ,

较为接近 , 必须事先分离 , 而咖啡因和非那西丁的最大吸收峰相距较远 , 可用

联立方程解之。将待分析的药片粉碎并溶于氯仿中 , 用 4% 碳酸钠水溶液萃取

两次 , 用蒸馏水洗涤一次 , 合并水层。则阿司匹林进入水层 , 非那西丁和咖啡

因留在氯仿中。再用氯仿洗涤水层三次 , 进一步提取水层中残留的非那西丁和

咖啡因。合并氯仿层 , 并过滤到 250ml 容量瓶中 , 用氯仿稀释至刻度。最后 ,

移取 1ml 此液到 100ml 容量瓶中 , 用氯仿稀释至刻度。取此液在 250 nm 和

275nm 处测定吸光度 , 分别为 0. 795、0. 280Abs。水层用稀酸酸化 ( p H = 2 ) ,

用氯仿萃取后 , 将萃取液转入 100ml 容量瓶 , 用氯仿稀释至刻度 , 在 277 nm

处测其吸光度为 0. 78Abs。通过配制的已知浓度的样品 , 可求出 100ml/ L 的

阿司匹林在 277nm 处测的吸光度为 0. 72Abs , 可知待测样品中的阿司匹林的

含量为 100 × 0. 78/ 0. 72 = 108mg/ L = 10. 8mg/ 100ml , 即药片含阿司匹林

10. 8 g。对标准的非那西丁溶液 , 测得其比吸光系数为 K250 = 0. 0767L/ ( mg·

cm) ; K275 = 0. 0200L/ ( mg·cm) 。对标准的咖啡因溶液 , 测得其比吸光系数

为 K250 = 0. 0177L/ ( mg·cm ) ; K275 = 0. 0518L/ ( mg· cm )。由此可得出联立

方程 , 求得咖啡因浓度为 1. 55mg/ L , 即 0. 155mg/ 100ml 非那西丁浓度为

10. 1 mg/ L。由于未知溶液稀释了 259 倍 , 所以药片中含非那西丁的含量为

1. 01×250mg = 252mg , 含咖啡因的量为 0. 155×250 = 38. 8mg。同样 , 甲苯

酚中的甲基和羧基因为位置不同 , 有邻、间、对三种异构体 , 它们有各自不同

的吸收带 , 可分别在波长为 277nm、273nm、268nm 处测定吸光度值 , 解联立

方程 , 即可算出各自组分的含量。

二、利用特征吸收峰法鉴别有关物质

利用某些化合物在紫外区的特征吸收峰 , 可以判别物质。如氯霉素分子中

的硝基是由它的紫外光谱确定的。在紫外区的 298nm 和 278nm 处 , 氯霉素会

出现芳香硝基的特征吸收峰。
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五元环酮和羧基酯的红外光谱特征吸收峰都在 1740cm - 1 附近 , 因此 , 用

红外光谱法难以区分。但是 , 在紫外光谱中 , 只有五元环酮在 210nm 以上有

吸收 , 因此可鉴别。

三、利用紫外光谱谱图的方法鉴别有机化合物

通过对两个有机化合物的紫外光谱图 , 可以鉴别它们。如有两个有机化合

物Ⅰ和Ⅱ , 都可溶于环己烷溶剂 , 并在 260nm 处都有吸收 , 如图 7-2、图 7-3 ,

但Ⅱ的紫外光谱中 260nm 处的吸收峰与Ⅰ的吸收峰相比较 , 发现Ⅱ的吸收峰

大为减弱 , 因此 , 表明有空间位阻效应的存在。这是由于有机化合物 ( Ⅱ ) 中

分子中心单键的邻位上有了两个体积较大的取代基 (甲氧基 ) , 使两个苯环以

中心键为轴 , 发生扭曲而不能处于同一个平面内 , 此时 , 共轭关系受到很大影

响 , 故使反应苯环下π键为特征的 260 nm 处的吸收就大大减弱了。

    

CH3 O  

    

OCH3  

          

C H3 O  

CH 3 O  

    

OC H3  

OCH3  

         (Ⅰ )                   (Ⅱ )

图 7-2  紫外光谱 260nm 处

有吸收峰的物质 (Ⅰ )

图 7-3  紫外光谱 260nm 处

有吸收峰的物质 (Ⅱ )

四、利用π键反应减小干扰

在紫外可见分光光度计的使用过程中 , 有时很强的吸收会引起干扰作用 ,

有些稠环化合物对某些波长的吸收就很强 , 这时 , 可采用化学π键反应去除。

如有机化合物蒽具有三个大π键 , 在波长 252nm 处有很强的吸收 , 它的摩尔

吸光系数可以达到 2×105 , 会对一些在此也有吸收的化合物产生干扰 , 我们

可让它与丁烯二酸酐发生狄尔斯-阿尔德 ( Diels-Alder ) 加成反应。其反应式

如下

                  

+

CH C O  

O

C  H C O               

CH C O

O    

CH C O        

这个反应的结果 , 使原来三个大π键的共轭系统被破坏 , 原先很强的吸收

就被大大减弱 , 干扰减小。
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第八章  仪器及应用的最新进展

第一节  紫外可见分光光度计仪器的最新进展

一、仪器的自动化程度大大提高

世界上第一台紫外可见分光光度计仪器 , 是由美国的 Beckman 公司于

1945 年推出 , 随着科学技术的发展 , 紫外可见分光光度计仪器得到了飞速发

展。自动化程度大大提高 , 特别是计算机及其计算机软件更是日新月异。许多

高档紫外可见分光光度计 , 如美国的 Cary6000、Lambda900、国产的 T U-

1901 等紫外可见分光光度计 , 一开机仪器就进行全方位的自检。如果自检时

发现何处有故障 , 则会在显示屏上 , 一目了然地告诉使用者。使用者也能通过

计算机查寻排除故障。

有些仪器带有数据处理软件包 , 可自动进行数据处理并大大增加了使用者

所需要的信息量。有些仪器备有自诊断软件 , 使用者可以通过计算机方便地解

决使用中出现的各种故障。

二、重视适用附件的开发

紫外可见分光光度计附件的发展已成为紫外可见分光光度计发展的主要内

容之一 , 如 P-E 公司的 Lambda 系列、Varian 公司的 Cary 系列、岛津公司的

UV-2550 系列 , 北京普析通用公司的 TU-19 系列等紫外可见分光光度计 , 都

带有 15 种以上的附件 , 如积分球、蠕动泵进样、长样品池架、试管架、镜面

反射附件、微量样品池架、帕尔贴恒温附件、短光程样品池架、长样品池架、

恒温池架、超微量样品池架、固体样品池架、浸入式光纤探测装置、反射式光

纤探测装置、品种繁多的微量池等 , 这些附件大大方便了用户。

三、仪器向小型化 (或微型化 )、数字化、便携式的方向发展

由于环境、野外、海洋深水现场分析测试等的需要 , 开发小型化、便携式

仪器是一个趋势。目前 , 国际上已有好多制造商正在研究开发适合于各种不同

使用对象的小型紫外可见分光光度计。其中比较典型的代表有 : 美国的海洋公

司 (Ocean Optics ) 前几年推出了 PC2000 型卡式光度计可插入 PC 机内工作。

2001 年又推出了 USB 接口的 USB2000 微型光度计 , 只有 200g, 采用 2048 位元
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的 CCD 检测器 , 最快积分时间只有 0. 003s。最近又推出 HR2000 型高分辨率光

纤光度计 , 将最高分辨率提高到了 0. 035nm。但美国的海洋公司卡式光度计等只

适用于可见光区域使用。美国海洋光学的几种微型光纤光度计如图 8-1 所示。

图 8-1  美国海洋光学的几种微型光纤光度计

美国 CID 公司开发的 CI700 型光纤光度计配合可选附件可用于植物叶片

光谱测试等现场研究 ( 见图 8-2 )。

图 8-2  美国 CID 公司开发的 CI700 型光纤光度计

图 8-3  美国 H AC H 公司的

DR/ 2400 分光光度计

美国 HACH 公司推出的便携式仪器

Odyssey DR/ 2500 及 DR/ 2400 分光光度计采

用了阵列式固体半导体检测器 , 内置光源与

电源 , DR/ 2400 是 DR/ 2500 的便携式改进

产品 , 波长范围 400～ 880nm, 光谱带宽

4nm±1nm, 波长准确度±1nm, 波长分辨

率 1. 0nm, 扫描速度 200nm/ min。

美国 H ACH 公司的 DR/ 2400 分光光

度计如图 8-3 所示。

美国这些小型化、便携式光谱仪器的

共同特点是 : 体积小 , 检测速度快 , 配置
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灵活 ; 可更换不同的光栅、光源、检测探头以适用不同的需求。但是本身都不

具备图谱显示功能 , 需通过附件连接外置光源和外接 PC 机操作 , 使现场应用

的方便性大打折扣。DR/ 2400 虽有内置光源与电源 , 但其只能在可见区工作 ,

而且没有光纤探头 , 只能用比色皿及比色管进行测试。

我国科技部第十个五年计划的科学仪器攻关项目中 , 提出了研发微型光谱

仪的任务。北京普析通用公司承担了该任务 , 并研发成功 Pors-15 便携式快速光

谱仪。该仪器借鉴了国外有关产品的优点 , 同时根据用户的实际需求 , 研发了具

有自己特点的新一代便携式光纤光谱仪 , 该仪器采用凹面平场光栅及内置光源 ,

备有电源、光源、分光、光电转换及数据处理显示输出单元 , 具有光谱扫描 , 光

度测量 , 定量测定 , 时间扫描 , 峰值检出等功能 , 能独立操作 , 体现了全集成的

特点。附件配置较齐全 , 多至 10 几种。连接 UVWin5. 0 软件可提供三维光谱图

谱处理功能。光谱范围可扩展到了紫外区 , 全波段扫描仅 0. 01s。能存储 100 条

光谱图数据 , 可满足野外作业要求 , 在国际上具有一定的竞争力。

Pors-15 便携式快速紫外可见光谱仪的外形如图 8-4 所示。

图 8-4  Pors-15 便携式快速紫外可见光谱仪

表 8-1 列出了国内外几种便携式光谱仪的比较。我国近几年成功地开发出

了适合中国国情的水质 4 参数 ( COD、氨氮、六价铬、氰化物 ) 专用检测方

法和专用试剂 , 并在我国的有些地方得到成功的应用。

表 8-1  几种便携式光谱仪比较

型  号 Por s-15 `U SB2000 äHR2000 �PC2000 •CI700 þ

厂家 中国北京普析通用 美国海洋光学 美国海洋光学 美国海洋光学 CID

单色器 凹面平场 平面 平面 平面 平面
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续表

型  号 Por s-15 `U SB2000 äHR2000 �PC2000 •CI700 þ

光源 内置 外置 外置 外置 外置

数据处理 内置 P C 机 PC 机 PC 机 PC 机

显示 内置 LCD P C 机 PC 机 PC 机 PC 机

光纤接口 SM905 TSM905 »SM905 ùS M905 ‰SM905 �

检测器 NMOS CCD CCD CCD CCD

特点 全集成 U SB 接口 高分辨率 卡式 叶片测试

四、仪器向多功能方向发展

紫外可见分光光度计的功能增多或一机多用 , 是目前国际上紫外可见分

光光度计发展的又一个动向。岛津公司的 U V-1240 紫外可见分光光度计具

有多种功能 , 既可作常规紫外可见分光光度计使用 , 又可作水质、生物酶分

析的专用仪器使用。作者研制的 MU V-1 型超小型多功能紫外可见分光光度

计 , 既可作常规的紫外可见分光光度计使用 , 又可作核酸蛋白分析仪和

H PLC 或流动注射分析仪的紫外分光检测器使用 ; 作者研制的 U V/ FL 紫外

分光/ 荧光光度计只需 8μl 试样 , 可得到紫外和荧光两种谱图 , 已获得国家

发明奖。

五、新型的紫外可见分光光度计不断涌现

近五年来 , 国内外生产厂商不断推出新的仪器 , 美国的 P-E 公司、Varian

公司、澳大利亚的 GBC 公司等都是如此。我国的北京普析通用公司、北京第

二光学仪器厂、上海分析仪器总厂、上海棱光公司、上海光谱公司等 , 近五年

也不断推出新的紫外可见分光光度计。从 1995 年起 , 我国开始出现新的、高

质量的紫外可见分光光度计仪器。当时的代表产品是 TU -1221 紫外可见分光

光度计 ( 双光束 , 杂散光 0. 05% , 光度噪声±0. 0004Ab s) 。1997 年推出更高

档的紫外可见分光光度计 , 其代表产品是 TU-1901 紫外可见分光光度计 (双光

束 , 杂散光 0. 01% , 光度噪声±0. 0004Abs )。2002 年 , 我国又推出 UV-2100 紫

外可见分光光度计 ( 双光束 , 杂散光 0. 05% )。

本节将简单介绍最近五年以来 , 国内外推出的最主要、最新的紫外可见分

光光度计。

1999 年 , 英国 Unican 公司推出 U V550 双光束紫外可见分光光度计 , 该

仪器的主要特点是杂散光小、光度噪声小 , 光学元件镀 SiO2 保护膜 , 单色器

经过三次密封 , 防潮、防灰尘较好 ( 详见本书第九章 , 此不赘述 )。

151



1999 年 , 北京普析通用公司批量推出 TU-1800 系列紫外可见分光光度

计 , 该仪器的最大特点是仪器为准双光束类型、杂散光小、光度噪声小 , 功能

价格比高。它可以用来作农残 ( 有机磷类、硝酸盐类农残 ) 检测 , 又可作为一

般的紫外可见分光光度计使用。它是国外同类中档紫外可见分光光度计产品的

质量 , 但只相当国外同类低档产品的价格 , 为国内外同类仪器的佼佼者。

2000 年 , 澳大利亚的 GBC 公司推出 Citra40 系列紫外可见分光光度计 ,

该仪器的杂散光为 2×10 - 6 , 光度噪声为 0. 00003A ( RMS ) , 基线平直度为

0. 001A ; 该仪器的技术指标不错。但是 , 技术指标的表示方法欠妥 : 一是光

度噪声未加“±”; 二是光度噪声不应用 RMS ( 均方根值 ) 表示 , 光度噪声的

国际接轨的正确表示方法应该是用“峰-峰”值 ; 三是基线平直度的国际接轨

的正确表示方法应该有“±”。

2001 年 , 美国 P-E 公司推出 Lambda900 紫外可见分光光度计 , 其杂散光

为 8×10 - 7 , 光度噪声为±0. 0002Abs ( 峰-峰值表示法 )。它是目前国际上最

高级的紫外可见分光光度计之一。同年 , P-E 公司推出 Lambda25/ 35/ 45 系列

产品 , 其杂散光和光度噪声都比较小 ( 详见本书第九章 , 此不赘述 )。

2001 年 , 日本岛津推出 U V-2450PC、 U V-2550 PC 紫外可见分光光度

计 , 该仪器采用 DDM ( 双闪耀光栅、双单色器 ) 。仪器的特点是杂散光小

( 3×10 - 6 ) , 软件较好 , 可用于 DNA、酶等的测定。该仪器是由日本岛津的

原 U V-2401PC、U V-2501PC 紫外可见分光光度计软件升级而成。

2002 年 , 北京第二光学仪器厂推出 UV-2100 等新型紫外可见分光光度

计 , 该仪器的光度噪声达到 0. 05% , 仅次于北京普析通用公司的 TU-1221、

TU -1901 型紫外可见分光光度计 , 其光度准确度、基线平直度等在国内处于

先进水平。

2002 年底 , 美国 Varian 公司推出最新的紫外可见近红外分光光度计

Cary4000/ 5000/ 6000i 和 DeepU V , 它采用多种专利技术。Cary 公司认为这种

最新的仪器 , 为研究级的紫外-可见-近红外分光光度计性能确立了新标准。其

中 , Cary6000i 和 DeepU V 是世界首创 , Cary6000i 在近红外区采用 InGaAs 固

体检测器 , 比国际上传统惯用的 PbS 检测器的灵敏度高 10 倍 ; DeepU V 可检

测低至 157nm 的谱线。这两种紫外可见分光光度计 , 都是目前世界上最新、

最高级的紫外可见分光光度计。

2004 年初 , 美国 P-E 公司推出世界上最新的一代 Lambda650/ 850/ 950 系

列 UVS ; 有优异的光学性能、灵活的附件和独特的样品室设计 , 大大提高了

分析效率 , 缩短了分析复杂样品所需的时间。

2004 年 , 中国北京普析通用公司推出新的 TU-1810、 T6、 TU-1600、

Pors-15 等新型紫外可见分光光度计。其中 , Pors-15 是该公司承担的国家十
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五攻关项目 , 具有快速、便携式的特点。T6 型仪器为目前国内性价比最高的

普及型紫外可见分光光度计。

2004 年 , 上海光谱仪器公司推出 SP-1905、1915 等紫外可见分光光度计 ,

上海分析仪器总厂推出 U V757CR T 等紫外可见分光光度计 , 北京瑞利推出

2600 等紫外可见分光光度计。

第二节  紫外可见分光光度计应用的最新进展

紫外可见分光光度计的应用非常广泛。本节将主要简单介绍近几年国内外

紫外可见分光光度计应用的最主要的最新进展情况。

一、多组织不经分离 , 直接测量

我国第二军医大学的吴玉田教授和他的同事们发明了“褶合光谱” ( Con-

velu tion Spect rum) 法 , 并成功应用。“褶合光谱”法不需要对试样经过分离 ,

可以直接用紫外可见分光光度计分析含有 6 个不同组分的试样。这一发明 , 对

药物分析工作来讲 , 是一个重大的突破 , 引起了国内外广大药物分析家们的极

大注意。但是 ,“褶合光谱”法作为一个软件包 , 它对紫外可见分光光度计主

机的要求很高 , 最重要的是要求仪器的杂散光、光度噪声很小。“褶合光谱”

软件包不能在质量不高的紫外可见分光光度计使用。

美国 P-E 公司推出了一个 Quset 软件包 , 用 770 专用计算机作为附件 ,

与 Lambda9 紫外可见分光光度计联用 , 可分析检测 10 个组分的试样。

复杂体系成分分析一直是分析化学研究的前沿课题。湖南大学俞汝勤院士

等采用紫外可见光谱分析法和电化学方法相结合 , 对复杂体系进行研究 , 独创

了新的化学计量学方法———高阶张量数据解析方法。该方法在新药开发、疾病

诊断、食品科学、产品质控、环境毒性分析等领域有广阔的应用前景 , 已在中

药分析、癌症早期诊断中得到应用 , 已获国家自然科学奖。

二、联用技术

紫外可见分光光度计与其他分析测试技术的联用 , 是目前世界上紫外可见

分光光度计应用的最新进展之一。如紫外可见分光光度计与 H P LC 联用 , 只

要把 H PLC 的紫外检测器去掉 , 将紫外可见分光光度计接上一只流动池 , 连

接到 H PLC 的柱后 , 就组成了一个新的、完整的 H P LC-紫外可见分光光度计

分析系统。用它来作分析工作 , 能解决单台 H PLC 或单台紫外可见分光光度

计不能解决的许多分析问题。因为 , 它可以弥补单台 H PLC 或单台紫外可见

分光光度计的缺点。因为 , 单台 H P LC 检测器的功能、光度准确度、一般都
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不如紫外可见分光光度计好。但是 , 紫外可见分光光度计与 H PLC 联用后 ,

就可解决单台 H PLC 无法做到的分析工作。也能解决单台紫外可见分光光度

计不能解决的分析工作。因为 , 单台紫外可见分光光度计本身没有分离功能 ,

联用后利用 H PLC 的高效分离功能 , 就更能发挥作用 , 起到意想不到的效果。

同样单台 H PLC 检测器的功能、光度准确度都不如紫外可见分光光度计。联

用后 , 新系统的检测器的功能、光度准确度都将大大提高。同样 , 如果将紫外

可见分光光度计与 FIA ( Flow injection analisis ) 联用 , 也能得到意想不到的

分析测试结果。只要把 FIA 的检测器去掉 , 将紫外可见分光光度计接上一只

流动池 , 连接到 FIA 的自动采样阀后 , 就组成了一个新的、完整的 FIA-紫外

可见分光光度计分析系统。用它来作分析工作 , 能解决单台 F IA 或单台紫外

可见分光光度计不能解决的许多分析问题。因为 , 它可以弥补单台 FIA 或单

台紫外可见分光光度计的缺点。因为 , 单台 FIA 的检测器功能、光度准确度 ,

一般都不如紫外可见分光光度计好。单台紫外可见分光光度计没有富集功能。

但是 , 紫外可见分光光度计与 FIA 联用后 , 就可弥补单台紫外可见分光光度

计和单台 FIA 各自的缺点。既能解决单台 FIA 无法做到的分析工作 , 又能解

决单台紫外可见分光光度计不能解决的分析工作 , 会收到意想不到的效果。

三、积分光度法进入复兴时期

从 20 世纪 60 年代开始 , 因为航天事业的发展 , 人们非常重视积分光度

法。当时主要是用积分光度法测试不透明材料。具体说 , 就是用积分光度法研

究太阳能谱的分布、测试太阳能谱的能量分布、研究对太阳能谱产生吸收的物

质。所谓积分光度法 , 就是在常规的紫外可见分光光度计上加一个光学积分球

附件 , 使得常规紫外可见分光光度计 ( 用比色皿 ) 不能进行的工作得以操作。

能对不透明的固体样品、粉末样品等进行分析测试。

所谓光学积分球 , 就是把一根铝棒 ( 一般是 60～ 150mm 内径 ) 切成两

半 , 然后将其挖成空心球 , 在球的内壁上涂上硫酸钡或熏上二氧化镁。这时 ,

在球心放上被测试的物质 , 则在球内壁的任何地方的漫反射强度都相等。这就

是光学积分球的工作原理。

目前 , 积分光度法正在材料科学、生命科学、航天技术等领域发挥着及其

重要的作用。国际上许多科学家认为 , 积分光度法可以大大扩展紫外可见分光

光度计的应用范围。科学家们正在进一步重视积分光度法。它是紫外可见分光

光度计应用最新进展的重要内容之一。

参  考  文  献

1  李昌厚等 . 多功能紫外分光检测仪的研制 . 见 : 光谱仪器与分析 ( 专刊 ) . 第 12 届全国光谱仪器与

451



分析学术研讨会论文集 . 江苏宜兴 : 2002 . 中国光学仪器 学会物理光学仪 器专业委 员会 , 2002 ,

( 2) : 36

2  李昌厚 . 略论光谱仪器中的光电技术及其进展 . 光学仪器 , 1990 , 12 ( 4 ) : 40

3  李昌厚 . 再论生命科学仪器及其最新进展 . 生产科学仪器 , 2004 , 2 (3 ) : 1

4  李昌厚 . 浅谈振兴我国科学仪器事业的几个有关问题 , 1997 , ( 1 ) : 8

5  李昌厚 . 现代分析测试技术的特点及最新进展 , 光学仪器 , 1999 , ( 1 ) : 15

6  俞汝勤 . 高阶能量数据解析方法 . 仪器分析快讯 , 2004

7  陈连明 , 马放均 . P ors-15 便携式快速光谱测定仪测定废水中的氰化物 . 生命科学仪器 , 2004 , 2

( 4) : 28

8  吴玉田等 . 褶合曲线分析法的理论和实践 . 药物分析杂志 , 1996 , ( 15) : 20

9  李昌厚等 . 一种新型的多功能微量光度计的研制 , 仪器仪表学报 , 1992 , ( 1 ) : 23

10  方莹等 . 一种新型分光光度计液槽的设计及应用 , 广西师范大学学报 ( 自然科学版 ) , 2003 , 21

( 1 ) : 186

11  韦寿莲等 . 一种新的维生素 C 测定方法 , 广西师范大学学报 (自然科学版 ) , 2003 , 21 (1 ) : 350

12  李昌厚等 . 一种新型的智能化光栅单色仪扫描控制器的研制 . 光学仪器 , 1996 , ( 3 ) : 23

13  李昌厚等 . 一种多功能紫外分光检测仪的研制 . 光谱仪器 , 1998 , ( 2) : 36

2、请参见书中所述各仪器公司的说明书、样本及有关文献资料 .

551



第九章  仪器的日常维护、常见故障

诊断及排除方法

第一节  对电源的要求

紫外可见分光光度计是一种精密的分析仪器 , 电源是影响其稳定性的主要

因素之一。因此 , 必须要注意仪器使用的电源条件。

仪器对电源的要求较高 , 如交流供电电源的电压波动≤1 % , 电源频率为

(50±1 ) H z。在市电稳定性极差的情况下 , 若不用或使用性能很差的交流电子

稳压器 , 在分析测试时 , 肉眼可以很明显的看出电源电压大幅度的波动。

采用自发电 , 其电源频率很不准 , 有的只有 40 Hz 左右 , 而仪器里面的滤

波、噪声等电路设计都是根据 ( 50±1 ) Hz 的频率来考虑的 , 按 50H z 及其倍

频来设计。特别是噪声 , 在许多光谱仪器设计时都是主要考虑 50H z、100 H z

等频率的噪声。如果采用的电源频率偏离 ( 50±1 ) H z 较大 , 将会严重影响紫

外可见分光光度计的噪声和稳定性。

第二节  紫外可见分光光度计对环境的要求

环境是影响紫外可见分光光度计稳定性的主要因素之一 , 环境因素包括电

磁场、温度、尘埃、震动等。

电、磁场的干扰是影响紫外可见分光光度计稳定性的重要因素 , 如将仪器

的电源和空调机的电源插在同一个电源插座上 , 分析测试时 , 仪器很不稳定 ,

一经分开 , 仪器马上恢复正常。

一般来讲 , 安放紫外可见分光光度计的房间 , 应该远离电磁场。只要干扰

电磁场有足够的强度 , 也是不允许的。

紫外可见分光光度计的每一个部分都不允许受潮。否则 , 将会使有关的元

器件损坏或性能变坏 , 影响仪器的稳定性。特别在我国的南方春夏之交时 , 在

潮湿阴雨的气候条件下 , 很容易影响仪器的性能 , 如果它受潮 , 就会引起仪器

的杂散光增大。其他的光学元件受潮 , 也同样会引起仪器性能变坏。

如果光学元件受潮后发霉长毛就会使光能量损失很大 , 杂散光会增大 , 会

降低仪器的信噪比和灵敏度 , 增大仪器的误差。
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灰尘沾污光学元件使光学元件的反射率降低 , 从而影响紫外可见分光光度

计的灵敏度。杂散光增大 , 使分析测试的误差增大 , 仪器的灵敏度。因此 , 安

装紫外可见分光光度计的房间 , 要求干净、通风、防尘。

安放紫外可见分光光度计的房间 , 要注意防震。安放紫外可见分光光度

计的桌子 , 最好采用水泥制作 , 比较稳定 , 而且不容易受周围震动源的

影响。

对要求很高的紫外可见分光光度计 , 如美国 P-E 公司的 Lambda90 0 或

美国 Varian 公司的 Cary6 000 等仪器 , 其价格昂贵 ( 每台仪器要近 1 0 万美

元 ) 、技术指标很高。为保证其性能 , 还应为安放仪器的工作台做防震

基础。

第三节  仪器的日常保养、维护

紫外可见分光光度计是精密光学仪器。因此 , 使用者要注意日常保养和维

护。除经常做好清洁卫生工作外 , 还要注意以下几点。

一、经常开机

如果仪器不是经常使用 , 最好要每星期开机 1～2h。一方面可去潮湿 , 避

免光学元件和电子元件受潮 ; 同时可保持各机械部件不会生锈 , 以保证仪器能

正常运转。

二、经常校验仪器的技术指标

一般每半年检查一次 , 最好每一个季度检查一次 , 最少一年要检查一次 ,

其检查方法请参照本书的有关章节。一旦发现哪项技术指标有问题 , 用户自己

不要轻易盲动 , 应该马上通知制造厂的维修工程师来维修。

当仪器出现问题 , 一定要及时维修 , 不能“带病”工作 , 但是还在坚持。

这样不仅仪器分析测试的数据不可靠 , 还容易进一步损坏仪器。

此外 , 紫外可见分光光度计应安装在太阳不能直接晒到的地方 , 以免“室

光”太强 , 影响仪器的使用寿命。

三、保持机械运动部件活动自如

紫外可见分光光度计有许多转动部件 , 如光栅的扫描机构、狭缝的传动机

构、光源转换机构等。使用者对这些活动部件 , 应经常加一些钟表油 , 以保证

其活动自如。有些使用者不易触及的部件 , 可以请制造厂的维修工程师或有经

验的工作人员帮助完成。
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第四节  常见故障诊断、排除方法

紫外可见分光光度计是由光、机、电等部分组成的。光学部分有受潮发

霉、性能变坏的可能 , 机械部分有磨损的问题 , 电子元件有老化问题等。因

此 , 元部件不可能永远不出故障。因此 , 不管是哪种 , 也不管是哪个公司生产

的紫外可见分光光度计 , 出现临时故障都是很正常的。因为产生故障的原因很

多 , 如仪器制造的缺陷、环境因素的影响、操作不当等。所以 , 使用者应掌握

一般的故障诊断和排除方法。

本节主要根据作者长期使用紫外可见分光光度计的实践 , 介绍一般紫外可

见分光光度计常见的故障及其排除方法。

一、常见的故障及其排除方法 (见表 9-1)

表 9-1  紫外可见分光光度计的常见故障及其排除方法

常  见  故  障 故 障 排 除 方 法

 打开主 机 后 , 发 现不 能

自检 , 主机风扇不转

 1 íã. 检查电源开关是否正常

 2 ã. 检查保险丝 (或更换保险丝 )

 3 ã. 检查计算机主机与仪器主机连线是否正常

 自检时 , 某项不通过 , 或

出现错误信息

 1 íã. 关机 ; 稍等片刻再开机重新自检

 2 ã. 重新安装软件后再自检

 3 ã. 检查计算机主机与仪器主机连线是否正常

 自检时 出现“ 钨灯 能量

低”的错误

 1 íã. 检查光度室是否有挡光物

 2 ã. 打开光源室盖 , 检查 钨灯 是否点 亮 ; 如果 钨灯不 亮 , 则关 机 , 更换新

钨灯

 3 ã. 开机 , 重新自检

 4 ã. 重新安装软件后再进行自检

 自检时 出现“ 氘灯 能量

低”的错误

 1 íã. 检查光度室是否有挡光物

 2 ã. 打开光源室盖 , 检查氘灯是否点亮 ; 如果氘灯不亮 , 则关机 , 更换新氘

灯。换氘灯时 , 要注意型号

 3 ã. 检查氘灯保险丝 (一般为 0 .5 A ) , 看是否松动、氧化、烧断 , 如有故障 ,

立即更换

 4 ã. 开机重新自检

 5 ã. 重新安装软件后再进行自检

 波长不 准 ; 并发 现波 长

有平移

 1 íã. 检查计算机与主机连线是否松动 , 是否连接不好

 2 ã. 检查电源电压是否符合要求 ( 电源电压过高或过低 , 都可能产生波长

平移现象 )

 3 ã. 重新自检

 4 ã. 如果还是 不行 , 则 打 开仪 器 , 用 干 净小 毛 刷 蘸干 净 的 钟 表油 刷 洗

丝杆
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续表

常  见  故  障 故 障 排 除 方 法

 整机噪声很大  1 íã. 检查氘灯、钨灯是否寿命到期 ; 查看氘灯、钨灯的发光点是否发黑

 2 ã. 检查 220V 电源电压是否正常

 3 ã. 检查氘灯、钨灯电源电压是否正常

 4 ã. 检查电路板上是否有虚焊

 5 ã. 查看周围有无强电磁场干扰

 6 ã. 检查样品是否浑浊

 7 ã. 检查比色皿是否沾污

 光度准确度不准  1 íã. 首先检查样品是否正确、称样是否准确、操作是否正确

 2 ã. 比色皿是否沾污

 3 ã. 波长是否准确

 4 ã. 重新进行暗电流校正

 5 ã. 检查保险丝是否有问题 (松动、接触不良、氧化 )

 6 ã. 杂散光是否太大

 7 ã. 噪声是否太大

 8 ã. 光谱带宽选择是否合适

 9 ã. 基线平直度是否变坏

 基线平直度指标超差  1 íã. 基线平直度测试的仪器条件选择是否正确

 2 ã. 重新作暗电流校正

 3 ã. 光源是否有异常 (光源电源不稳、灯泡发黑、灯角接触不良 )

 4 ã. 波长是否不准 ( 是否平移 )

 5 ã. 重新安装软件

 测量时吸光度值很大  1 íã. 检查样品是否太浓

 2 ã. 检查光度室是否有挡光 (波长设置在 546nm 左右 , 用白纸在样品室观

看光斑 )

 3 ã. 检查光源是否点亮

 4 ã. 关机 , 重新自检

 5 ã. 检查电源电压是否太低

 6 ã. 重新安装软件

 吸光度或透过率的重复

性差

 1 íã. 检查样品是否有光解 ( 光化学反应 )

 2 ã. 检查样品是否太稀

 3 ã. 检查比色皿是否沾污

 4 ã. 是否测试时光谱带宽太小

 5 ã. 周围有无强电磁场干扰

 杂散光很大  1 íã. 检查光栅是否有沾污 ,如有 ,则请制造厂来解决 ,使用者自己不要轻易盲动

 2 ã. 查看所有的光学元件是否有灰尘沾污、霉点 ; 如有 , 则请制造厂来解

决 , 使用者自己不要轻易盲动

 3 ã. 查看光度室是否有光现象

 程序保护错误  1 íã. 检查操作是否有误

 2 ã. 关闭其他程序

 3 ã. 检查是否有计算机病毒

 4 ã. 关机重新自检

 5 ã. 请有关专业人员解决
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续表

常  见  故  障 故 障 排 除 方 法

 钨灯是 好 的 , 但 是自 检

时出 现“ 钨 灯 能 量 高”的

错误

 1 íã. 检查钨灯电源电压是否超过 13V 以上

 2 ã. 检查计算机有无病毒

 3 ã. 重新安装软件 , 重新自检

 4 ã. 检查计算机与仪器主机的连线

 氘灯是 好 的 , 但 是自 检

时出 现“氘 灯能 量 高”的

错误

 1 íã. 检查氘灯电源电流是否超过 350m A 以上

 2 ã. 检查计算机有无病毒

 3 ã. 重新安装软件 , 重新自检

 4 ã. 检查计算机与仪器主机的连线

 自检时 , 发生“滤光片电

机出错”

 1 íã. 关机 , 重新自检

 2 ã. 查看滤光片是否脱落

 3 ã. 请制造厂解决

 自检时 , 发生“狭缝电机

出错”

 1 íã. 关机 , 重新自检

 2 ã. 查看滤光片是否脱落

 3 ã. 请制造厂解决

 自检时 , 发生“光源电机

出错”

 1 íã. 关机 , 重新自检

 2 ã. 检查光源电机有无异常

 自检时 , 发生“扫描电机

出错”; 仪器噪声很大

 1 íã. 关机 , 重新自检

 2 ã. 关机 , 检查扫描机构的转动是否正常

 3 ã. 关机 , 打开仪器 ,用手转动电机 ,使转动机构中的螺母转到丝杆的中间

部分

 4 ã. 开机 , 重新自检

 出怪峰  1 íã. 试样是否有问题

 2 ã. 检查比色皿是否被沾污

 3 ã. 光栅上是否有污点

 4 ã. 光学元件是否有沾污

 5 ã. 狭缝上有无灰尘

 6 ã. 检查周围有无电磁场干扰

 两台仪器测试的数据不

一致 , 峰形也不同

 1 íã. 首先检查被使用仪器的仪器 条件是否与参照仪器的仪器 条件一致。

要比较两台仪器的分析结果 ,首先仪器条件必须一致

 2 ã. 样品是否正确、称样是否准确、浓度是否一样、操作是否正确

 3 ã. 比色皿是否沾污

 4 ã. 波长是否准确

 5 ã. 重新进行暗电流校正

 6 ã. 检查保险丝是否有问题 (松动、接触不良、氧化 )

 7 ã. 杂散光是否太大

 8 ã. 噪声是否太大

 9 ã. 光谱带宽选择是否合适

 10 �. 基线平直度是否变坏
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  二、计算机常见故障及排除方法 (见表 9-2)

表 9-2  紫外可见分光光度计计算机常见故障及排除方法

故  障  现  象 故 障 排 除 方 法

 计算机 屏 幕不 显 示 ; 开

机后 , 计算 机 屏幕 上无 任

何信息

 1 íã. 检查计算机与紫外可见分光光度计主机的各个插头、连线和电源开关

是否正常

 2 ã. 检查计算机显示器上各个旋钮是否被卡死

 3 ã. 检查计算机显示器的开关是否打开

 4 ã. 重新开机

 5 ã. 如以上办法仍不能解决问题 , 则请售机单位解决

 计算机“死机”  1 íã. 热启动计算机

 2 ã. 用复位键重新启动计算机

 3 ã. 检查计算机是否有病毒

 4 ã. 重新安装软件

 5 ã. 与厂家联系解决

 计算机 开 机后 , 无法 进

入 Window s

 1 íã. 热启动后 , 按 Del 键重新设置计算机

 2 ã. 检查是否有病毒

 3 ã. 检查接线是否正常

 软驱不能正常工作  1 íã. 检查计算机是否有病毒

 2 ã. 用“吹气球”吹一吹软驱内的灰尘

 3 ã. 检查软盘

 4 ã. 更换软驱

 鼠标不灵活  1 íã. 打开鼠标清除油泥

 2 ã. 检查连线

 3 ã. 更换鼠标

 计算机发出异常声音  1 íã. 检查计算机散热风扇 ; 如果有问题 ,更换之

 2 ã. 检查计算机的 CP U 散热风扇 ; 如果有问题 ,更换之

 屏幕上 箭 头移 动 , 但 光

标不动

 用 ESC 键推出 , 重新启动计算机

 当出现故障原因无法判

断时

 1 íã. 检查电源电压及其波动情况

 2 ã. 检查各连线是否正常

 3 ã. 检查保险丝 ,保证接触良好

 4 ã. 关机 , 重新启动、自检

 5 ã. 重新安装软件

 6 ã. 找有经验的人员判断、设置计算机

 7 ã. 排除计算机病毒
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第十章  仪器质量指标检测常用的标准物质、标准光源

紫外可见分光光度计 , 必须要经常检查仪器的主要技术指标 , 如光度准确

度、波长准确度、杂散光、光谱带宽等是否可靠 , 以保证仪器工作在最佳状

态。因此 , 这就要了解或掌握用于紫外可见分光光度计主要技术指标检测的有

关标准物质的使用与检测方法 , 熟悉各种标准灯的光电特性、基本物理量的转

换等。如果不经常对仪器的主要技术指标进行检查 , 就不可能保证测试的数据

的可靠性。因此 , 正确地了解和使用标准物质是标定仪器技术指标的关键之

一。本章将简单介绍经常用来标定紫外可见分光光度计的波长准确度、光度准

确度、杂散光、光谱带宽等主要技术指标的一些常用的标准溶液的配制、检测

方法及特别需要引起注意的问题。

第一节  重铬酸钾标准溶液的配制

一、酸性重铬酸钾标准溶液配制方法

重铬酸钾溶液作为紫外可见分光光度计光度准确度检验的标准物质 , 早已

被仪器制造者和使用者广泛使用。但是 , 往往不同文献介绍的浓度不同 , 且数

据也稍有差别。本文推荐国内外较为普遍使用的浓度为 0. 06006g/ L 的酸性重

铬酸钾溶液。

将分析纯重铬酸钾放在 110℃烘箱内烘 2h 到恒量。取出后 , 放在干燥缸

内冷却半小时。准确称取 0. 6006g 铬酸钾 , 加入 0. 1mol/ L 的硫酸溶液到

1000 ml , 配制成浓度为 0. 06006g/ L 的酸性重铬酸钾溶液。在温度 25℃ , 光谱

带宽 2nm , 用 10 mm 厚比色皿 , 以中等速度扫描 , 测得该酸性重铬酸钾溶液

的投射比和吸光度见表 10-1。

表 10-1  0. 06006g/ L 酸性重铬酸钾溶液的投射比和吸光度

编  号 波  长/ n m 透射比 T 吸光度

1 �235 ³0 ¾́. 180 0 dZ. 744

2 �257 ³0 ¾́. 137 0 dZ. 864

3 �313 ³0 ¾́. 513 0 dZ. 290

4 �350 ³0 ¾́. 230 0 dZ. 639

仪器测试条件 扫描速度 :中 ;光谱带宽 : 2nm 仪器测试条件 扫描速度 :中 ;光谱带宽 : 2nm

  注 : 温度为 25℃ , 试样比色皿厚 10 mm。
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我国的双光束紫外可见分光光度计计量检定规程的附录 5 中规定 , 在光度

准确度的标准溶液时 , 要求将重铬酸钾溶解在 0. 001mol/ L 的高氯酸 ( HClO4 )

中。特别要指出的是这种方法并不可取 , 因为高氯酸不稳定 , 它有可能被分解

为次氯酸。所以 , 还是将重铬酸钾溶解在 0. 1mol/ L 的硫酸中较好。

二、碱性铬酸钾标准溶液配制方法

铬酸钾碱性溶液作紫外可见分光光度计光度准确度的标准溶液 , 其配制方

法如下: 将分析纯的铬酸钾放在 105℃的烘箱内烘 2h 到恒量。取出后 , 放在干燥

缸内冷却半小时。用精度为万分之一的天平称 0. 0400g 铬酸钾 , 并加入 0. 05mol/ L

的氢氧化钾溶液到 1000ml。在温度为 25℃、厚度为 10. 00mm 的石英比色皿中测

定其透射比 , 参比空白溶液为 0. 05mol/ L 的氢氧化钾溶液。测定结果见表10-2。

表 10-2  0. 0400g/ L 的铬酸钾在 0. 05N 的氢氧化钾溶液中的透射比和吸光度值

(温度为 25℃ ; 比色皿光程长 10mm)

波长/ n m 透射比 T 吸光度 波长/ nm 透射比 T 吸光度

220 ²0 LB. 358 0 ÜÒ. 446

225 ²0 LB. 601 0 ÜÒ. 221

230 ²0 LB. 674 0 ÜÒ. 171

235 ²0 LB. 616 0 ÜÒ. 210

240 ²0 LB. 507 0 ÜÒ. 295

245 ²0 LB. 402 0 ÜÒ. 396

250 ²0 LB. 319 0 ÜÒ. 496

 253 °¦. 6 0 LB. 279 0 ÜÒ. 554

255 ²0 LB. 268 0 ÜÒ. 572

260 ²0 LB. 233 0 ÜÒ. 633

265 ²0 LB. 202 0 ÜÒ. 695

270 ²0 LB. 180 0 ÜÒ. 745

275 ²0 LB. 175 0 ÜÒ. 757

280 ²0 LB. 194 0 ÜÒ. 712

285 ²0 LB. 257 0 ÜÒ. 590

290 ²0 LB. 373 0 ÜÒ. 428

295 ²0 LB. 533 0 ÜÒ. 273

 296 °¦. 7 0 LB. 598 0 ÜÒ. 223

300 ²0 LB. 709 0 ÜÒ. 149

 302 °¦. 2 0 LB. 771 0 ÜÒ. 113

305 ²0 LB. 834 0 ÜÒ. 079

310 ²0 LB. 895 0 ÜÒ. 048

 313 °¦. 2 0 LB. 905 0 ÜÒ. 043

315 ²0 LB. 900 0 ÜÒ. 046

320 ²0 LB. 864 0 ÜÒ. 064

325 ²0 LB. 804 0 ÜÒ. 095

330 ²0 LB. 710 0 ÜÒ. 149

 334 ¼². 2 0 XN. 620 0 �þ. 208

335 ¾0 XN. 600 0 �þ. 222

340 ¾0 XN. 483 0 �þ. 316

345 ¾0 XN. 373 0 �þ. 428

350 ¾0 XN. 276 0 �þ. 559

355 ¾0 XN. 199 0 �þ. 701

360 ¾0 XN. 148 0 �þ. 830

365 ¾0 XN. 116 0 �þ. 936

370 ¾0 XN. 103 0 �þ. 987

375 ¾0 XN. 102 0 �þ. 991

380 ¾0 XN. 117 0 �þ. 932

385 ¾0 XN. 150 0 �þ. 824

390 ¾0 XN. 202 0 �þ. 695

395 ¾0 XN. 294 0 �þ. 532

400 ¾0 XN. 402 0 �þ. 396

 404 ¼². 7 0 XN. 515 0 �þ. 288

410 ¾0 XN. 632 0 �þ. 199

420 ¾0 XN. 751 0 �þ. 124

430 ¾0 XN. 824 0 �þ. 084

 435 ¼². 8 0 XN. 859 0 �þ. 066

440 ¾0 XN. 882 0 �þ. 054

450 ¾0 XN. 927 0 �þ. 033

460 ¾0 XN. 960 0 �þ. 018

470 ¾0 XN. 980 0 �þ. 009

480 ¾0 XN. 991 0 �þ. 004

490 ¾0 XN. 997 0 �þ. 001

500 ¾1 XN. 000 0 �þ. 000

  注 : 1 . 温度为 25℃ , 比色皿光程长 10 mm。

2. 该表 数 据 来自 NBS. St a nd ard Mothod of T est for V V/ VIS/ N IR Sp ec trophotome ter , AST M ,

E275-83 , 1983
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该溶液经曾为美国国家标准局 (NBS) 推荐用于光度准确度检查。且认为该

溶液配制后可以长期保存 , 不会影响光度准确度测定值的可靠性 (对 260nm 以

下的波长 , 保存期为 6 个月以内 ; 对 260nm 以上的波长 , 保存期可达 5 年)。

在测定时 , 为了避免由于波长误差而引起的吸光度误差 , 作者建议最好不

要选择吸收曲线斜坡上的读数 , 而采用吸收峰值上的吸光度数据作主要参考。

由于标准溶液的浓度会直接影响光度准确度的准确性 , 因此 , 配制溶液的

浓度必须准确。

我们来估计一下配制误差对投射比的影响 , 在试剂质量得到保证的前提下 ,

引起溶液浓度误差的主要来源是试剂的质量误差及溶液稀释时的容量误差。

假设 : 质量误差为±0. 0001g; 容量误差为±1ml ( 1000ml 容量 , 并根据国

家计量标准局规定 , 一级品的精度为 1000ml±0. 3ml , 二级品为 1000ml±0. 6ml)

把这些配制误差所引起的溶液浓度的变化换算到投射比误差 , 并以

270nm 为例列于表 10-3。

表 10-3  铬酸钾溶液的浓度变化对透射比的影响

质量/ g 容量/ ml 浓度 C/ ( g/ L ) ΔC/ C/ %
透  射  比

吸光度/ A T/ % ΔT/ %

0 úð. 0399 999 #0 €v. 3994 - 0 çÝ. 15 0 ª . 7439 18 %�. 03 + 0 Ž̃. 03

0 úð. 0399 1000 80 €v. 3990 - 0 çÝ. 25 0 ª . 7431 18 %�. 07 + 0 Ž̃. 07

0 úð. 0399 1001 80 €v. 3986 - 0 çÝ. 35 0 ª . 7424 18 %�. 09 + 0 Ž̃. 09

0 úð. 0400 999 #0 €v. 4004 + 0 ûñ. 1 0 ª . 7457 17 %�. 95 - 0 Ž̃. 05

0 úð. 0400① 1000 80 €v. 4000 0 û0 ª . 7450 18 %�. 00 0 ¬

0 úð. 0400 1001 80 €v. 3996 - 0 ûñ. 1 0 ª . 7443 18 %�. 01 + 0 Ž̃. 01

0 úð. 0401 999 #0 €v. 4014 + 0 çÝ. 35 0 ª . 7476 17 %�. 89 - 0 Ž̃. 11

0 úð. 0401 1000 80 €v. 4010 + 0 çÝ. 25 0 ª . 7469 17 %�. 90 - 0 Ž̃. 10

0 úð. 0401 1001 80 €v. 4005 + 0 çÝ. 13 0 ª . 7460 17 %�. 95 - 0 Ž̃. 05

  ① 为没有配制误差的数据。

注 : 该表来自洪呤霞等 . 分光光度计 ( 光学仪器丛书 ) . 北京 : 机械工业出版社 , 1982

从表中可以看出 : 上述的配制误差在 270nm 处可引起的最大透射比误差

为 0. 11%。因此 , 用它来检验透射比标准为 0. 5 %的仪器是可以的。但其缺点

是 : 第一 , 因为溶液呈碱性 , 对玻璃会产生腐蚀 , 所以不能贮藏在玻璃容器

内。如果在普通玻璃容量瓶中存放数月 , 就会有玻璃屑脱落。这种溶液对石英

比色皿也稍有损伤。第二 , 它对大气中的 CO2 气体有很强烈的吸收。第三 ,

当波长低于 230nm 时 , 吸收值变化很快。

第二节  硫酸铜标准溶液配制方法

硫酸铜标准溶液适用于检测可见波段内的光度准确度。其配制方法如下 :
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将 10ml 相对密度为 1. 835 的硫酸加入到 20. 000g 硫酸铜 ( CuSO4 · 5H2 O )

内 , 再用蒸馏水加到 1000ml。在温度为 25℃、比色皿光程长为 10. 00mm 的

条件下测试 , 其结果如表 10-4。

表 10-4  硫酸铜标准溶液的吸光度和透射比 (温度为 25℃ , 试样比色皿光程 10mm )

波长/ nm 吸光度/ A 透射比/ % 波长/ n m 吸光度/ A 透射比/ %

350 Û0 ³©. 0090 0 .$. 979

360 Û0 ³©. 0063 0 .$. 986

370 Û0 ³©. 0046 0 .$. 989

380 Û0 ³©. 0035 0 .$. 992

390 Û0 ³©. 0028 0 .$. 994

400 Û0 ³©. 0023 0 .$. 995

410 Û0 ³©. 0019 0 .$. 996

420 Û0 ³©. 0016 0 .$. 996

430 Û0 ³©. 0014 0 .$. 997

440 Û0 ³©. 0012 0 .$. 997

450 Û0 ³©. 0011 0 .$. 997

460 Û0 ³©. 0011 0 .$. 997

470 Û0 ³©. 0012 0 .$. 997

480 Û0 ³©. 0014 0 .$. 997

490 Û0 ³©. 0018 0 .$. 996

500 Û0 ³©. 0026 0 .$. 994

510 Û0 ³©. 0038 0 .$. 991

520 Û0 ³©. 0055 0 .$. 987

530 Û0 ³©. 0079 0 .$. 982

540 Û0 ³©. 0111 0 .$. 975

550 Û0 ³©. 0155 0 .$. 965

560 Û0 ³©. 0216 0 .$. 951

570 Û0 ³©. 0292 0 .$. 935

580 Û0 ³©. 0390 0 .$. 914

590 Û0 ³©. 0518 0 .$. 888

600 ç0 ¿µ. 0680 0 ZP. 855

610 ç0 ¿µ. 0885 0 ZP. 816

620 ç0 ¿µ. 1125 0 ZP. 772

630 ç0 ÓÉ. 143 0 ZP. 719

640 ç0 ÓÉ. 180 0 ZP. 661

650 ç0 ÓÉ. 224 0 ZP. 597

660 ç0 ÓÉ. 274 0 ZP. 532

670 ç0 ÓÉ. 332 0 ZP. 466

680 ç0 ÓÉ. 392 0 ZP. 406

690 ç0 ÓÉ. 459 0 ZP. 348

700 ç0 ÓÉ. 527 0 ZP. 297

710 ç0 ÓÉ. 592 0 ZP. 256

720 ç0 ÓÉ. 656 0 ZP. 221

730 ç0 ÓÉ. 715 0 ZP. 193

740 ç0 ÓÉ. 768 0 ZP. 171

750 ç0 ÓÉ. 871 0 ZP. 152

Hg404 õë. 7 0 ¿µ. 0021 0 ZP. 995

435 ¾́. 8 0 ¿µ. 0013 0 ZP. 997

491 ¾́. 6 0 ¿µ. 0019 0 ZP. 996

Hg501 õë. 6 0 ¿µ. 0028 0 ZP. 994

546 ¾́. 1 0 ¿µ. 0135 0 ZP. 969

578 ¾́. 0 0 ¿µ. 0368 0 ZP. 919

587 ¾́. 6 0 ¿µ. 0487 0 ZP. 894

667 ¾́. 8 0 ÓÉ. 319 0 ZP. 480

  注 : 1 . 温度为 25℃ , 试样比色皿光程 10mm。

2. 该表来自洪呤霞等 . 分光光度计 (光学仪器丛书 ) . 北京 : 机械工业出版社 , 125 , 1982

第三节  NaI 标准溶液和 NaNO2 标准溶液的配制

N aI 标准溶液和 NaN O2 标准溶液是杂散光测试必备的。目前国际上都采

用 10g/ L 的 NaI 标准溶液来测试紫外可见分光光度计在 220nm 处的杂散光 ;

采用 50g/ L 的 NaNO2 标准溶液来测试紫外可见分光光度计在 340nm 处的杂

散光。
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一、NaI 标准溶液的配制方法

在分析天平上称取 5. 00g (分析纯 , 准确至±0. 1g ) NaI , 移入 500ml 容

量瓶中 , 加入适量重蒸馏水溶解后 , 再用重蒸馏水稀释至刻度线 , 摇匀 , 妥善

保存备用。

曾经有人采用 NaBr 溶液测试紫外可见分光光度计 220nm 处的杂散光 , 这

是不妥当的。因为 NaBr 溶液的光谱特性是从 0 ～ 225nm 波段不透光 , 从

225nm 开始透光 , 测试点离透光点只有 5nm 时会使得测试的杂散光增大。实

践证明 , 一般应取测试点离透光点 20～45nm 为好。

二、NaNO2 标准溶液的配制方法

在天平上称取 50g NaNO2 (分析纯 , 准确至±0. 1g) , 移入 500ml 容量瓶中 ,

加入适量重蒸馏水溶解后 , 再用重蒸馏水稀释至刻度线 , 摇匀 , 妥善保存备用。

目前 , 我国有些标准物质研究机构 , 已对 NaI 溶液和 N aNO2 溶液作成针

剂 , 并有出售。使用者可去有关单位购买。

第四节  低压汞灯的特征谱线和能量分布

低压汞灯 是使用 最多的 一种标 准光 源 , 它的 能量 90 % 以上 集中 在

253. 65 nm 这一根谱线上。低压汞灯主要用来标定紫外可见分光光度计的波长

准确度 , 也可用作光谱带宽的测试。在使用低压汞灯的时候 , 要特别注意安

全 , 因为低压汞灯的紫外线很强 , 容易伤害眼睛。所以 , 使用者在操作时应该

带玻璃眼镜或防紫外线的太阳眼镜。

一般用来检测紫外可见分光光度计的波长准确度和光谱带宽的低压汞灯大

约是 20 W 左右。上海分析仪器厂、上海棱光公司都有出售 , 其型号为 20G 低

压汞灯。低压汞灯的特征谱线见表 10-5。

表 10-5  低压汞灯的特征谱线

编  号 波  长/ n m 编  号 波  长/ n m

1 �253 vl. 65

2 �296 vl. 73

3 �302 vl. 15

4 �313 vl. 16

5 �334 vl. 15

6 �365 vl. 01

7 �404 ¢̃. 66

8 �407 ¢̃. 78

9 �435 ¢̃. 84

10 %546 ¢̃. 07

11 %576 ¢̃. 96

12 %579 ¢̃. 06

  注 : 仪器测试条件是光谱带宽为 2nm , 扫描速度为中。
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第五节  氧化钬玻璃的特征谱线和能量分布

氧化钬玻璃是最常用来检测中高档紫外可见分光光度计的波长准确度的标

准片。其特征波长见表 10-6。

一、氧化钬玻璃的特征谱线

表 10-6  氧化钬玻璃的特征谱线

编  号 波  长/ nm 编  号 波  长/ nm

1 V241 ÜÒ. 5

2 V279 ÜÒ. 4

3 V287 ÜÒ. 5

4 V333 ÜÒ. 7

5 V360 ÜÒ. 9

6 V418 ÜÒ. 7

仪器测试条件

扫描速度 : 中

光谱带宽 : 2n m

样品厚度 : 2 È¾. 6 mm

7 b446 �þ. 0

8 b453 �þ. 2

9 b460 �þ. 0

10 w536 �þ. 2

11 w637 �þ. 5

仪器测试条件

扫描速度 :中

光谱带宽 : 2nm

样品厚度 : 2 ÔÊ. 6 mm

图 10-1  氧化钬玻璃的特征谱线能量分布

二、氧化钬玻璃的能量分布 (见图 10-1)

特别需要指出的是 , 因为氧化钬玻璃的透射比值或吸光度值特别容易受温

度变化的影响 , 所以 , 它只能用来作波长准确度测试 , 不能用作光度准确度的

测试。
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即使是用于波长准确度测试 , 也要经常对它进行标定。否则 , 温度变化会

产生很大的误差。

第六节  氧化钬溶液的特征谱线和能量分布

钬溶液是最常用来检测紫外可见分光光度计的波长准确度的标准物质之

一。其中 4%氧化钬的 1. 4mol/ L HClO4 溶液被经常使用 , 其透射比的特征波

长和特征谱图见表 10-7 和图 10-3。

一、特征谱线 (见表 10-7)

表 10-7  4%氧化钬的 1. 4mol/ L HClO4 溶液的特征谱线

编  号 波长/ nm 编  号 波长/ nm

1 �241 Š€. 1

2 �249 Š€. 7

3 �278 Š€. 7

4 �287 Š€. 1

5 �333 Š€. 4

6 �345 Š€. 5

7 �361 Š€. 5

8 �385 Š€. 4

仪器测试条件

 扫描速度 :中

 光谱带宽 : 2nm

 参考样品 : 1 xn. 4 mol/ L 的高

氯酸 ,在 1cm 厚的比色皿中

9 �416 ¶¬. 3

10 %450 ¶¬. 8

11 %452 ¶¬. 3

12 %467 ¶¬. 6

13 %485 ¶¬. 8

14 %536 ¶¬. 4

15 %641 ¶¬. 1

仪器测试条件

 扫描速度 : 中

 光谱带宽 : 2n m

 参考 样 品 : 1 ²̈. 4 mol/ L 的 高

氯酸 , 在 1 cm 厚的比色皿中

图 10-2  4 %氧化钬的 1. 4mol/ L HClO4 溶液的特征光谱能量分布

二、能量分布 (见图 10-2)
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第七节  氘灯的特征谱线

氘灯是最常用来检测紫外可见分光光度计的波长准确度的标准灯。大多数

进口紫外可见分光光度计 , 都用仪器上的氘灯来检测波长准确度。国产紫外可

见分光光度计中 , 中档以上、带有自动扫描的仪器 , 也都采用仪器上的氘灯来

检测波长准确度 (如 TU -1900、T U-1901、U V-2100、 TU-1810 等 )。氘灯的

特征波长见表 10-8。

表 10-8  氘灯的特征波长

编   号 波长/ nm 编   号 波长/ nm

1 V486 ÜÒ. 0

2 V581 �

3 b656 �þ. 1

  注 : 仪器测试条件 : 吸光度为 0 ; 光谱带宽为 2n m ; 扫描速度为中。

第八节  高压汞灯的特征谱线

高压汞灯也是最常用来检测紫外可见分光光度计的波长准确度的标准灯。

其特征波长和特征波长能量见表 10-9。

表 10-9  高压汞灯的特征谱线

编   号 波长/ nm 编   号 波长/ nm

1 �0 $�. 6907

2 �1 $�. 0140

3 �1 $�. 1287

4 �1 $�. 3570

5 �1 $�. 3673

6 �1 $�. 3950

7 �1 PF. 5295

8 �1 PF. 6921

9 �1 PF. 7073

10 %1 PF. 7110

11 %1 PF. 9701

12 %2 PF. 3253

  注 : 仪器测试条件是光谱带宽为 2nm , 扫描速度为中。

作者曾用上海灯泡厂生产的 GG Q-80 仪用高压汞灯 , 稍加改造 ( 去掉

玻璃外壳 ) , 来标定自制的超小型紫外可见分光光度计的波长准确度 , 得

到了非常满意的结果。实测的 253 . 7 nm、365. 0nm、404. 8 nm、 546. 1nm、

577. 0nm、579 . 0 nm 等。波长的测试值与文献完全一致。去掉玻璃外壳的

GGQ-80 仪用高压汞灯 , 紫外线很强 , 使用时必须要带防护眼镜 , 否则会烧

伤眼睛。
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第九节  苯蒸气的吸收光谱

苯蒸气作为紫外可见分光光度计的分辨率检验标准物质 , 早已被淘汰 , 因

为苯蒸气评定紫外可见分光光度计的分辨率只能给出相对值 , 不像光谱带宽的

表示方法 , 能给出具体测试值 , 且苯对人体的危害很大 , 特别是对人体的肝脏

影响很大。其吸收光谱见图 10-3。

图 10-3  苯蒸气的吸收光谱
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6  NBS. Sta ndard Mothod of Test for U V/ V IS/ NIR Spec trophotome ter , AST M , E 275-83 , 1983

7  AST M . 1982 Annu al Book of AST M St and ard s ( Part 42 ) ( P riu t ed in U. S. A . ) , 335 , 1982
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附录一  国内外主要高档紫外可见分光光度计一览

附表 1  国内外主要高档紫外可见分光光度计的主要技术指标

公司与型号
北京普析通用

T U-1901 Õ

北京二光

U V-2100 Ã

日本 Shimadzu

U V-3101PC

美国 P-E Lambda40/

Bio40 ×

美国 Varia n

Cary6000 •

英国

Unicam

U V500 g

光度系统 双光束 双光束 双光束 双光束 双光束 双光束

波长范围 190～900n m 190～900nm 190～900nm 190～1100n m 190～900nm 190～900 nm

波长准确度 ±0 �
. 3nm ±0 �ù. 3n m ±0 ïå. 3 nm ±0 VL. 1nm ±0 ÑÇ. 1n m ±0 É¿. 3n m

波长重复性 0 îä. 1n m 0 ÚÐ. 1n m ±0 ïå. 1 nm 0 ��. 05n m 0 ”Š. 08n m ±0 É¿. 1n m

( Holmium )

< 0 ª. 03nm

D656 �. 1

光谱带宽

 / n m

0 rh. 1/ 0 �. 2/ 0 ¤. 5/

1 u. 0/ 2 �. 0/ 5 ½. 0

0 T̂. 1/ 0 ò. 2/ 0 •. 5/

1 a. 0/ 2 �. 0/ 5 ©. 0

0 J@. 1/ 0 Þ. 2/ 0 |. 5/

1 T. 0/ 2 ò. 0/ 5 •. 0

0 %�. 5～4 0  –. 2～4 0 $�. 2/ 0 ¸. 5/ 1 V. 0/

1 .. 5/ 2 Ì. 0/ 4 j. 0

光度准确度

 / A bs

±0 #�. 002

( 0～0 B. 5 ) ;

±0 �. 004

( 0 ž. 5～1 k. 0) ;

±0 ��. 002

( 0～0 .. 5 ) ;

±0 �. 004

( 0 Ÿ. 5～1 l. 0 )

±0 ûñ. 002

(0～0 �. 5) ;

±0 ñ. 004

( 0 ‹. 5～1 X. 0 )

±0 ��. 003 Abs ±0 Ž̃. 003 Ab s ±0 •†. 001 Ab s

(1 Ab s)

光度重复性

 / A bs

0 úð. 001

( 0～0 B. 5 ) ;

0 ð. 002

( 0 ³. 5～1 €. 0)

0 ¡—. 001A bs

( 0～0 í. 5Abs ) ;

0 ž. 002Abs

(0 ò. 5～

1 ². 0Abs)

0 •ƒ. 001 Abs

(0～0 Û. 5Abs) ;

0 •. 002Abs

(0 _. 5～1 �. 0Abs)

0 ôê. 001Ab s 0 oe. 001A bs

(0～0 ·. 5A bs ) ;

0 e. 002A bs

(0 1. 5～1 ö. 0Abs )

±0 •†. 001 Ab s

(1 Ab s)

杂散光 0 ÑÇ. 015 %

( 220n m , NaI ;

340n m ,

NaN O2 )

0 ÒÈ. 05 %

( 220nm , NaI ;

340 nm ,

NaNO2 )

0 •‹. 0001 %

( 220n m , NaI ;

340nm ,

NaNO2 )

0 ��. 01 % ;

0 ‹. 005 % ( 可选 )

0 cY. 00008 %

( 220nm , NaI) ;

0 Y. 00008 %

( 340n m ,

NaNO2 )

< 0 ¬¢. 001 %

( 220n m ,

340 nm )

噪声 ±0 úð. 00035

A bs ( P- P )

±0 ��. 002

Abs ( P-P )

— 0 ËÁ. 00003 Abs ±0 „z. 0002 Ab s

( P- P )

< 0 uk. 00015Abs

基线平直度 ±0 ÞÔ. 001 Abs ±0 ÊÀ. 001Ab s ±0 ¶¬. 001A bs 0 ßÕ. 0005 Ab s ±0 Ž̃. 001 Ab s ±0 •†. 001 Ab s

基线漂移 0 €v. 0004Abs/ h

(500nm ,

0A bs , 2nm

光谱带宽 )

0 ÒÈ. 0004

( 500n m ,

0 Abs , 2n m

光谱带宽 )

0 XN. 0004 Abs/ h

(500nm ,

0Ab s , 2n m

光谱带宽 )

0 ��. 00015 0 0&. 0003Ab s/ h < 0 Á·. 0005

Ab s/ h

LDR Amax

 / Amin

60 以上 100 以上

171



附录二  国内外主要中高档紫外可见分光光度计一览

附表 2  国内外主要中高档紫外可见分光光度计的主要技术指标

公司与型号
日本岛津

U V-2100 ®

日本 H it achi

U-2000 R

美国 Lam bd a

EZ201 B

日本岛津

U V-2201 I

美国

P- E Lambd a6 m

美国惠普

H P-8453 ó

日本日立

UV-3000 •

光度系统  双光束 双光束 双光束 双光束 双光束 — 双光束

波长范围/ nm 190～900 ³190～1100 Š190～1100 ‹190～900 N190～900 %190～1100 �190～900 ¢

波长准确度 — ±0 æÜ. 4 ±0 ±§. 3nm ±0 ‰•. 3n m ±0 V̀. 3nm ±0 8.. 5n m ±0 ÝÓ. 3nm

波长重复性 — — ±0 ±§. 1nm ±0 tj. 05n m ±0 V̀. 1nm ±0 #�. 05n m ±0 É¿. 05nm

光谱带宽  0 ”Š. 1/ 0 .. 2/

0 Š. 3/ 0 .. 5/

0 u. 8/ 1/ 2/ 5

2 æ2 ç0 /%. 1/ 0 É. 2/

0 �. 5/ 1/ 2/ 5

0 D:. 25/

1/ 2/ 4

1n m 0 ƒy. 1/ 0 �. 5/

1/ 2/ 4/ 6

光度准确度 ±0 àÖ. 004 E

(1 E )

±0 £™. 004 E

( 1 E )

±0 Ÿ•. 004A

( 1 A) 930 D

±0 ZP. 002Abs

±0 P. 004Abs

±0 n. 3 % T

±0 '�. 005 Abs ±0 	. 005Abs ±0 ¥̄. 002Abs

±0 ¥. 004Abs

±0 Ã. 1 % T

光度重复性 — — 0 vl. 002A

( 1 A) 930 D

— — — —

杂散光   < 0 æÜ. 05 %

(220nm ,NaI;

340 nm ,

UV390)

< 0 ©Ÿ. 05 %

( 220n m;

340n m )

0 ö. 05 % 220n m

NaI ; 340n m

< 0 lb. 025 % 0 ��. 02 % T 0 êà. 05 % T < 0 ¡—. 0015% T

噪声    — — 0 aW. 0003A — 0 êà. 0003 Ab s 0 �ý. 0002

A bs/ RMS

—

基线平直度 ±0 àÖ. 001 E — ±0 Ÿ•. 002A

200～950

±0 ZP. 001Abs ±0 '�. 002 Abs ±0 D:. 001

A bs/ RMS

±0 ª́. 001Abs

基线漂移  0 xn. 0004 E/ h — 0 €v. 0003

A/ h

0 XN. 0004

A bs/ h

0 D:. 005

Ab s/ h

0 ��. 001

A bs/ h

±0 êà. 004

Ab s/ h

LDR

( Amax/ Amin )

— — — — — — —
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附录三  国内外主要中低档紫外可见分光光度计一览

附表 3  国内外主要中低档紫外可见分光光度计的主要技术指标

公司与

型号

上海天美

U-1800 †

北京普

析通用

T U-1810 ½

北京瑞利

UV-2600 ¹

日本 Jasco

7800 X

美国

P- E55 2

中国上分

总厂 762 �

美国-中国

安捷伦

7530G

光度系统 准双光束 准双光束 双光束 — — 准双光束 准双光束

波长范围

/ n m

190～1100 ¿190～1100 Ù190～

1100nm

200～1100 ¾190～860 m190～1100 0—

波长准

确度

±0 åÛ. 3nm ±0 õ. 3nm ±0 ùï. 3nm ±0 åÛ. 5n m ±0 ž̈. 5nm ±0 VL. 5 nm ±0 ÷í. 5 nm

波长

重复性

±0 åÛ. 1nm — — ±0 åÛ. 1n m — 0 -#. 2nm 0 ÎÄ. 2nm

光谱带宽 15nm (固定 ) 2n m (0 VL. 2/

0 r. 5/ 1/ 2/ 5 )

2nm ( 5/

4/ 1/ 0 C9. 5 )

3 ¼². 0 nm 0 bX. 25 ; 1 ;

2 ; 4n m

2n m 0 ÊÀ. 2/ 1/

2nm

光度准

确度

±0 ¼². 002Abs

(0～0 Ô. 5Abs ) ;

±0 ². 004Abs

(0 U. 5～1 ö. 0Abs) ;

±0 ë. 3 %

±0 ÖÌ. 002Abs

(0～0 î. 5Abs) ;

±0 Ì. 004Abs

(0 o. 5～1 �. 0Abs) ;

±0 ì. 3 % T

±0 íã. 3% T ±0 »±. 005Abs

±0 Ñ. 3% T

±0  –. 002A

(1A)

±0 f\. 5% —

光度重

复性

0 –Œ. 001Abs

(0～0 Ô. 5Abs ) ;

0 Œ. 002Abs

(0 V. 5～1 �. 0Abs )

0 °¦. 001Abs

(0～0 î. 5Abs) ;

0 ¦. 002Abs

(0 p. 5～1 !. 0Abs)

±0 íã. 2% T — — — —

杂散光 0 ª́. 05 % 0 ãÙ. 3 %

(220nm , NaI ;

340n m ,

NaN O2 )

0 ÜÒ. 1 %

( 220n m )

0 —•. 05 % T < 0 |r. 008 % T

( 220、

340n m )

0 %�. 15 %

(220nm ,

NaI;340nm ,

NaN O2 )

0 ½³. 5 % T

噪声 — ±0 Æ¼. 002A bs

( P-P )

— — — — 0 •‹. 005 Abs

基线平

直度

±0 ¬¢. 002 Abs ±0 Æ¼. 002A bs ±0 ��. 003

Abs

— — ±0 ND. 0004

Abs

—

基线漂移 0 É¿. 003

Ab s/ h

0 oe. 0004Abs/ h

(500nm ,

0A bs , 2nm

光谱带宽 )

0 çÝ. 002

Abs/ h

0 TJ. 00004Abs/ h

(500nm,

0Abs , 2nm

光谱带宽)

— — —
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附录四  国内外主要普及型紫外可见

分光光度计仪器一览

附表 4  国内外主要普及型紫外可见分光光度计的主要技术指标

公司与型号
北京普析通用

T6 新世纪

上海光谱仪器公司

SP-1900 UV

上海棱光公司

S53/ 54 ë

光度系统 准双光束 双光束 单光束

波长范围/ n m 190～1100 �200～1000 ª200～1000 '

波长准确度 ±1n m ±0 Ñ.3n m ±2n m

波长重复性 0 �.2n m 0 ¨.2n m 1 %.0n m

光谱带宽 2n m 1 ¨.5n m 4/ 2( n m )

光度准确度
±0 õ.002A bs ( 0～0 .5 Abs ) ;

±0 .004Abs(0 .5～1 .0Abs) ; ±0 å. 3 % T
±0 À.5 % T ±0 =.5 % T

光度重复性
< 0 I.001 Abs (0～0 .5Abs) ; < 0 .002Abs

( 0 .5～1 .0 Ab s) ; < 0 .15 % T
0 —.2 % T 0 �.3 % T

杂散光 0 Þ.05 % T 0 ©.1 % T ( 220/ 340nm ) 0 •.2 % ( 220 nm )

噪声 ±0 �.001 Abs ( 500n m , P- P ) 0 —.3 % T —

基线平直度 ±0 ó.002 Abs ±0 ˜.004 Ab s —

基线漂移
0 Ÿ.001Ab s/ h

( 500n m , 0 Ab s , 预热 2h)
— —

公司与型号 北京瑞利 U V-2600 š上海光谱仪器公司 SP-1901U V 德国 Je na205 S

光度系统 准双光束 双光束

波长范围/ n m 190～1100 �200～1000 ª190～1100 '

波长准确度 ±0 ,.3nm ±0 Ñ.5n m ±0 N.3n m

波长重复性 0 î.15nm 0 ¨.2n m ±0 N.1n m

光谱带宽 2n m (5/ 4/ 1/ 0 &.5 可安装自选 ) 1 ¨.5n m 0 •.8/ 1 .6/ 3 .8n m

光度准确度
±0 d.002Abs (0～0 .5Abs ) ; ±0 .004Abs

( 0 .5～1 .0 Ab s) ; ±0 .3 % T
±0 À.5 % T ±0 ß.003A ( 1A )

光度重复性 < 0 �.2 % T 0 —.2 % T ±0 ß.003A ( 1A )

杂散光 0 ò.1 % T 0 ©.1 % T ( 220/ 340nm ) 0 .03 % T

噪声 — 0 —.3 % T —

基线平直度 ±0 ó.003 Abs ±0 ˜.004 Ab s —

基线漂移 0 &.003AbS/ h(500nm , 0Abs ,预热 2h) 0 k.003 A/ h 0 Ó.0002A/ h

  注 : 因为普及型的紫外可见分光光度计很多 , 特别是国产仪器更多 (为 75 系列、 U V 系列等 ) , 本

书中不可能全部列出 , 请读者自己查看各有关生产厂家的资料。
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附录五  有关的其他重要资料

一、电磁波谱

附表 5  电磁波谱

波谱区名称 波长范围 波数/ cm - 1 频率/ M Hz 光子能量/ eV 跃迁能级类型

γ射线 5×10 - 3 ～0 ¦.14nm 2×1010～7×107 È6×1014～2×1012 2 ä.5×106～8 .3×103

X 射线 10 - 2～10nm 1010 ～106 r3×1014 ～3×1010 1 ñ.2×106～1 .2×102

远紫外光 10～200nm 106～5×104 }3×1010～1 ‰.5×109 125～6 w

近紫外光 200～380nm 5×104 ～2 í.5×104 1 ?.5×109～7 .5×108 6～3 ".1

可见光 400～780n m 2 ¯.5×104～1 .3×104 7 ?.5×108～4 .0×108 3 “.1～1 .7

近红外光 0 †.75～2 .5μm 1 Ñ.3×104～4×103 4 ?.0×108～1 .2×108 1 “.7～0 .5

中红外光 2 ¯.5～50μm 4000～200 €1 ?.2×108～6 .0×106 0 m.5～0 .02

远红外光 50～1000μm 200～10 W6 ˜.0×106 ～105 2×10 - 2～4×10 - 4

微波 0  .1～100cm 10～0 ñ.01 105 ～102 õ4×10 - 4～4×10 - 7

射频 1～1000 m 10 - 2 ～10 - 5 102 ～0 §.1 4×10 - 7～4×10 - 10

核能级

内层电子能级

原子及分

子的价电

子或成键

电子能级

分子振
动能级

分子转
动能级

核自旋能级

  注 : 摘自 GB/ T 14666—93。

二、各种色光的波长

附图 1  各种色光的波长

  如果把适当颜色的两种光按一定强度比例混合 , 也可成为白光 , 这两种颜

色的光称为互补色光。

互补色对使用者 ( 尤其是对初学的使用者 ) 很有用 ; 在研究工作中 , 当拿

到一个未知试样后 , 不知用什么波长测试为好 , 特别在仪器不具有自动扫描功

能时 , 一时很难找到合适的测试波长 , 这时 , 可根据试样的颜色 , 利用互补色

的原理 , 很快找到测试波长的区域 , 而后 , 可以较快找到合适的测试波长。
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白光

绿  
黄  

红  

橙

青  

青蓝

蓝  
紫红  

附图 2  互补色光示意图

  三、分析工作者经常使用的一些重要的物理常数见附表 6

附表 6  一些重要的物理常数

量 符号 数值与单位 量 符号 数值与单位

光速 ( 真空 ) c 2 v.99792×108 m· s - 1

普朗克常量 h 6 Š.62608×10 - 34 J· s

电子电荷 e 1 ¦.602177×10 - 19 C

电子 ( 静止 )质量 mc 9 ª.10939×10 - 31 kg

阿伏伽德罗常量 NA 6 o.022137×1023 mol - 1

法拉第常量 F 96485 m.31C· mol - 1

摩尔气体常量 R 8 r.31451J·m ol - 1· K - 1

玻耳兹曼常量 k 1 {.38066×10 - 23 J·K - 1

电子伏特能量 eV 1 ð.60218×10 - 19 J

四、 A-T 值换算表

附表 7  A- T 值换算表

T/ % A T/ % A T/ % A T/ % A

0 7.1 3 æ.00

0 7.5 2 Ñ.301

1 7.0 2 æ.00

1 7.5 1 Ñ.824

2 7.0 1 Ñ.699

2 7.5 1 Ñ.602

3 7.0 1 Ñ.523

3 7.5 1 Ñ.456

4 7.0 1 Ñ.398

4 7.5 1 Ñ.347

5 7.0 1 Ñ.301

5 7.5 1 Ñ.260

6 7.0 1 Ñ.222

6 7.5 1 Ñ.187

7 7.0 1 Ñ.155

7 7.5 1 Ñ.125

8 7.0 1 Ñ.097

9 7.0 1 Ñ.046

10 L.0 1 Ñ.000

11 L.0 0 ½.9586

12 L.0 0 ½.9208

13 L.0 0 ½.8861

14 L.0 0 ½.8539

15 Ò.0 0 C.8239

16 Ò.0 0 C.7959

17 Ò.0 0 C.7695

18 Ò.0 0 C.7447

19 Ò.0 0 C.7212

20 Ò.0 0 C.6990

22 Ò.0 0 C.6576

24 Ò.0 0 C.6198

26 Ò.0 0 C.5850

28 Ò.0 0 C.5528

30 Ò.0 0 C.5229

32 Ò.0 0 C.4948

34 Ò.0 0 C.4685

36 Ò.0 0 C.4437

38 Ò.0 0 C.4202

40 Ò.0 0 C.3979

42 Ò.0 0 C.3768

44 Ò.0 0 C.3565

46 Ò.0 0 C.3372

48 Ò.0 0 C.3188

50 Ò.0 0 C.3010

52 Ò.0 0 C.2840

54 X.0 0 É.2676

56 X.0 0 É.2518

58 X.0 0 É.2366

60 X.0 0 É.2218

62 X.0 0 É.2076

64 X.0 0 É.1938

66 X.0 0 É.1804

68 X.0 0 É.1675

70 X.0 0 É.1549

72 X.0 0 É.1427

74 X.0 0 É.1308

76 X.0 0 É.1192

78 X.0 0 É.1079

80 X.0 0 É.0969

81 X.0 0 É.0915

82 X.0 0 É.0862

83 X.0 0 É.0809

84 X.0 0 É.0757

85 X.0 0 É.0706

86 X.0 0 É.0655

87 X.0 0 É.0605

88 X.0 0 É.0555

89 Þ.0 0 o.0506

90 Þ.0 0 o.0458

90 Þ.5 0 o.0433

91 Þ.0 0 o.0410

91 Þ.5 0 o.0386

92 Þ.0 0 o.0362

92 Þ.5 0 o.0339

93 Þ.0 0 o.0315

93 Þ.5 0 o.0292

94 Þ.0 0 o.0269

94 Þ.5 0 o.0246

95 Þ.0 0 o.0223

95 Þ.5 0 o.0200

96 Þ.0 0 o.0177

96 Þ.5 0 o.0155

97 Þ.0 0 o.0132

97 Þ.5 0 o.0110

98 Þ.0 0 o.0088

98 Þ.5 0 o.0066

99 Þ.0 0 o.0044

99 Þ.5 0 o.0022

100 ò.0 0 ƒ.000

  注 : A = Z - lg T。
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  五、溶液透射比与测定准确度的关系 (见附表 8)

附表 8  溶液透射比与测定准确度的关系

透射率 T/ % 95 ©90 Ÿ80 •70 ‹60 •50 w40 m30 c20 Y10 O5 P

 光 度计 绝对误 差为

1 % 时 , 测 定结 果的 相

对误差值/ %

20 €.8 10 v.7 5 W.6 4 M.0 3 C.3 2 9.9 2 /.7 2 %.8 3 �.2 4 �.3 6 '.5

  由附表 9 可知 , 紫外可见分光光度计测定结果的相对误差最小的最佳透射

率为 T = 37%左右 ( A = 0. 434) 。

六、一些溶剂的透明范围

附表 9  一些溶剂的透明范围

溶   剂 透明范围/ n m 溶   剂 透明范围/ n m

水 > 180 Ò

乙腈 > 210 Ò

乙醚 > 210 Ò

异丙醇 > 210 Ò

正丁醇 > 210 Ò

甲醇 > 220 Ò

氯仿 > 245 Ò

苯 > 280 Ò

甲苯 > 285 Ò

四氯化碳 > 265 Ò

丙酮 > 230 Ò

甘油 > 230 Ò

醋酸 > 270 Ò

硫酸 ( 96 % ) > 210 Ò

95 %乙醇 > 210 þ

正己烷 > 210 þ

环己烷 > 210 þ

正庚烷 > 210 þ

二氧杂环己烷 > 230 þ

二氯甲烷 > 235 þ

异辛烷 > 210 þ

甲酸甲酯 > 260 þ

2 , 2 , 4-三甲基戊烷 > 210 þ

N , N -二甲基甲酰胺 > 270 þ

吡啶 > 305 þ

乙酸戊酯 > 235 þ

1 , 2-二氯乙烷 > 235 þ

乙酸乙酯 > 260 þ

七、几种重要的无机显色剂 (见附表 10)

附表 10  几种重要的无机显色剂

显色剂 测定元素 反 应 介 质 有色化合物组成 颜色 λmax/ n m

硫氰酸盐

铁 0 ,.1～0 .8m ol· L - 1 H NO3 Fe ( CNS) 2 -
5 Š红 480 '

钼 1 L.5～2m ol· L - 1 H 2 SO4 Mo( CNS ) -
6 或 MoO( CNS ) 2 -

5 Ã橙 460 '

钨 1 L.5～2m ol· L - 1 H 2 SO4 W ( CNS ) -
6 或 W O( CNS )2 -

5 ž黄 405 '

铌 3～4 mol· L - 1 HCl NbO ( CNS ) -
4 ¾黄 420 '

铼 6mol·L - 1 H Cl ReO( CNS ) -
4 ¸黄 420 '

钼酸铵

硅 0 �.15～0 .3 mol· L - 1 H2 SO4 硅钼蓝 蓝 670～820 Ž

磷 0 u.15 mol· L - 1 H2 SO4 磷钼蓝 蓝 670～820 Ž

钨 4～6 mol· L - 1 HCl 磷钨蓝 蓝 660 '

硅 稀酸性 硅相杂多酸 黄 420 '

磷 稀 H NO3 j磷钼钒杂多酸 黄 430 '

钒 酸性 磷钼钒杂多酸 黄 420 '
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续表

显色剂 测定元素 反 应 介 质 有色化合物组成 颜色 λmax/ n m

氨水

铜 浓氨水 Cu ( N H 3 )2 +
4 “蓝 620 '

钴 浓氨水 Co ( N H3 ) 2 +
6 ‘红 500 '

镍 浓氨水 Ni( N H3 ) 2 +
6 •紫 580 '

过氧化氢

钛 1～2 mol· L - 1 H2 SO4 ATiO ( H 2 O2 ) 2 + 黄 420 '

钒 6 L.5～3m ol· L - 1 H 2 SO4 V O( H 2 O2 )3 + 红橙 400～450 Ž

铌 18 mol· L - 1 H2 SO4 �Nb2 O3 ( SO4 )2 ( H 2 O2 ) 黄 365 '
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