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前    言

本标准按照GB/T 1.1-2009给出的规则起草。

本标准代替JY/T 022—1996。除编辑性修改外，本标准主要技术变化如下：
 ——增加了规范性引用文件（见第2章）；

 ——增加了术语和定义（见第3章）；

 ——修改了“仪器”部分的相关内容（见第6章）；

 ——删除了“导数光谱的测定步骤”（见1996年版的7.4.5）；

 ——增加了“固体粉末样品测定步骤”（见8.2.2）和“薄膜样品测定步骤”（见8.2.3）；

 ——删除了“置信区间”（见1996年版的8.2.4）；

 ——增加了“不确定度评定”（见9.2.4）。

 本标准由中华人民共和国教育部提出。
本标准由全国教育装备标准化技术委员会化学分技术委员会（SAC/TC 125/SC5）归口。
    标准JY/T 022-1996起草单位：原国家教育委员会。

标准JY/T 022-1996主要起草人：秦建侯。

本标准起草单位：南京师范大学、扬州大学、苏州大学。
    本标准主要起草人：冯玉英、胡茂志、王梅、徐昕荣、王瑞斌、吴鹏、张丽艳、龚惠娟、苏莉、潘伟、林丹丽、王丽娜。
本标准所代替标准的历次版本发布情况为：

——JY/T 022-1996。
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紫外和可见吸收光谱方法通则

1  范围

本标准给出了紫外和可见吸收光谱法的方法原理、定性和定量分析方法。

本标准适用于单光束、双光束紫外和可见吸收光谱仪，波长在190 nm～900 nm之间的无机化合物、有机化合物的定性和定量分析。

2  引用标准

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅注日期的版本适用于本文件。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
GB/T 602-2002  化学试剂  杂质测定用标准溶液的制备

GB/T 603-2002  化学试剂  试验方法中所用制剂及制品的制备
GB/T 6682-2008  分析实验室用水规格和试验方法

GB/T 8322-2008  分子吸收光谱法术语

GB/T 9721-2006  化学试剂  分子吸收分光光度法通则（紫外和可见光部分）

GB/T 14666-2003  分析化学术语

GB/T 20001.4-2015  标准编写规则  第4部分：试验方法标准
GB/T 26798-2011  单光束紫外可见分光光度计
GB/T 26813-2011  双光束紫外可见分光光度计

HG/T 2955-2008  分子吸收光谱分析方法标准编写格式

JJG 178-2007  紫外、可见、近红外分光光度计检定规程

3  术语和定义

GB/T 14666-2003、GB/T 8322-2008、GB/T 9721-2006界定的以及下列术语和定义适用于本文件。

3.1  

    厚度（l）  thickness

吸收池的两个平行且透光的内表面之间的距离，单位为mm或cm。

3.2  

    物质的量浓度（c）  amount of substance concentration

溶质的物质的量和溶液体积之比，单位为 mol/L。

3.3  

    质量浓度（ρ）  mass concentration      

物质的总质量与相应混合物的体积（包括物质的体积）之比，单位为g /L。
3.4  

    吸收光谱  absorption spectrum

吸光度（或吸光度的任意函数）随波长（或波长的任意函数）变化的曲线。
3.5  

    吸收峰（λ最大）   absorption peak
吸收光谱中吸收值最大处的波长，单位为nm。
3.6  

    吸光系数（k）  absorptivity

待测物质在单位浓度、单位厚度时的特征吸光度。

按照使用浓度单位的不同，可有摩尔吸光系数和质量吸光系数之分。

3.7  

    摩尔吸光系数（ε）  molar absorptivity

厚度以厘米表示，浓度以摩尔每升表示的吸光系数，单位为L / (cm.mol)。

3.8  

    质量吸光系数（α）  mass absorptivity

厚度以厘米表示，浓度以克每升表示的吸光系数，单位为L/(cm.g )。 

4  方法原理

待测物分子中的价电子能够选择性地吸收紫外或可见光，从基态跃迁到激发态，形成紫外和可见吸收光谱，根据各组分紫外和可见吸收光谱中吸收峰的形状、数目和吸收系数的大小可以对待测组分进行定性分析。

从光源辐射出的光，经过仪器单色器分光后成为单色光，当单色光通过待测物时，被待测物中具有一定特征吸收的物质吸收。若待测物为溶液时，吸光度与待测物溶液浓度和厚度的关系符合朗伯-比尔定律，见式（1）：

A= -lg（I/I0）= -lgT = klc     ………………·…………（1）

式中：

A—吸光度；

I0—入射的单色光强度；

I—透射的单色光强度；

T—物质的透射比；

k—物质的吸光系数；

l—被测物质的光程；

c—被测物质的浓度。

    当光程长度和吸收系数一定时，吸光度与溶液中待测物的浓度成正比,利用此定律进行定量分析。

5  试剂

5.1  水
配制溶液的水应符合GB/T 6682-2008中二级水的规格。如用于痕量测定，则需用一级水。

5.2  其他试剂
实验中所用的制剂和溶液应按GB/T 602-2002和GB/T 603-2002中所规定的方法配制。

在使用有机溶剂时，选择有机溶剂的原则为：对试样有良好的溶解能力和选择性；溶剂不与待测组分发生化学反应；溶剂本身在测定波段无明显吸收，而待测组分在溶剂中有良好的吸收峰；溶剂挥发性小、不易燃、无毒性且价格便宜。

6  仪器

6.1  仪器的组成

紫外和可见吸收光谱仪由光源、分光系统、样品室、检测器和数据处理系统组成。

6.1.1  光源

紫外和可见吸收光谱仪常用光源为氘灯、钨灯等。在保证仪器达到或高于目前仪器各项性能的条件下，也可使用其它光源。

6.1.2  分光系统

分光系统是由分光元件、入射和出射狭缝以及若干块反射镜组成。从光源发射的连续光谱中分离出所需的单色光。

6.1.3  样品室

样品室由样品池、样品架、可组装附件的样品架组成。

6.1.4  检测器

紫外和可见吸收光谱仪的常用检测器为光电倍增管等。在保证仪器达到或高于目前仪器各项性能的条件下，也可使用其它检测器。

6.1.5  数据处理系统

数据处理系统一般包含仪器的控制软件。也可不采用软件，采用其他方式（例如：人工计算方式等）来获得所需要的结果。

6.1.6  附属设备

根据需要可附加不改变、不影响仪器原理、结构和基本检测方法的设备（如积分球、镜面反射、变温附件等）。
6.2  仪器的性能和指标

紫外和可见吸收谱仪性能要求应达到或优于GB/T 26798-2011、GB/T 26813-2011中规定各项指标。具体性能检定方法参照JJG 178-2007进行。
7  样品和溶液

7.1  试验溶液
实验室样品应具有充分的代表性，并按分析化学中常规方法处理。在处理过程中，应防止试样被污染和被测组分的丢失。无机试样用合适的酸、混酸溶解或用碱熔融。有时需先经湿法或干法消化样品，然后再转化为适合于光度测定的溶液。有机试样用合适的有机溶剂溶解或抽提，由试验溶液制备供测定用的样品溶液。样品溶液应清澈透明，不能有气泡或悬浮物质存在。
7.2  空白试验溶液
空白试验溶液的配制方法与试验溶液相同，但不含被测组分。空白试验溶液应符合HG/T 2955-2008中3.7的要求。
7.3  标准溶液
在进行定量测定时，必须配制标准溶液。为保证量值的溯源，应尽可能使用标准物质来制备标准溶液。无标准物质可供使用时，应用能满足具体工作要求的相应纯物质配制标准溶液。

7.4  缓冲溶液
缓冲溶液用于样品溶液在测定时保持一定的pH值。常用于分光光度测定的缓冲溶液有：NaH2PO4＋HCl（pH＝3），NaAc＋HCl（pH＝5），KH2PO4＋NaOH（pH＝7），H3BO3＋KCl（pH＝9）和H3BO3＋NaOH（pH＝11）。

8  分析步骤

8.1  仪器准备
仪器的各项性能和指标应按检定规程定期进行检定或校验，必要时在测定前对波长准确度、分辨率、吸光度准确度等指标进行校验。

8.1.1  开机
启动仪器前应作好电源检查、联接件的连接、样品室的检查确保光路通畅，按仪器说明书要求的顺序开机。

8.1.2  仪器测定条件的选择
    按以下选择仪器测定条件：
a) 波长范围    

常选择紫外和可见光区进行全波长范围扫描。有时为了突出测定波长，可以限制在某一特定波长区，通常是在涵盖最大吸收波长的范围内选择。若有其他吸收峰干扰时，可选择吸收曲线中的其他波长；
b) 扫描速度    

根据具体测定需求，选择合适的扫描速度。在满足分析要求的前提下，尽量不要将扫描速度设置太快或太慢；
c) 步长    

根据具体测定需要，选择合适的采样步长。对于分辨率要求高的样品，应选择较低的步长；
d) 光谱带宽（有时也称狭缝）    

根据待测物的类别及检测要求选择适宜的光谱带宽。增加光谱带宽可以获得较高的信噪比，但过宽将降低吸光度准确度和光谱细节的分辨率；光谱带宽过窄将增加噪音，通常小于被测峰半峰宽的1/4。

8.1.3  吸收池的准备
吸收池不得有裂纹，透光面应清洁，无划痕和斑点。若样品溶液含有易挥发的有机溶剂、酸、碱时，应加盖，防止挥发。测定强腐蚀性溶液时，应尽快测定，测定后迅速洗涤吸收池。

a) 液体样品吸收池可按下述方法清洗：将吸收池浸泡在2 %（W/V）碳酸钠和少量液体合成洗涤剂    

中，浸泡约10 min，必要时可加热至40 ℃～50 ℃，用水洗净，再在稀硝酸和少量过氧化氢溶液中浸泡约30 min，再用水冲净，倒放在滤纸上，存放在干燥器中。如果急需使用，先用95 %乙醇清洗，再用少量丙酮清净，放置干燥。洗净后的吸收池不能用手指触摸光学玻璃的表面；
样品溶液的吸收波长在紫外区时，使用石英吸收池；吸收波长在可见区时，用石英或玻璃吸   

收池。在没有特别规定吸收池厚度时，使用厚度为10 mm的吸收池；
b) 粉末样品吸收池可按下述方法清洗：选择适合溶剂清洗后用干燥空气或氮气吹干。

8.2  测定步骤
8.2.1  液体样品测定

    液体样品测定步骤如下：
a)
按照7.1要求配制成试验溶液；

b)
根据需要，选择加入显色剂、酸或碱、缓冲液、掩蔽剂和稳定剂等；

c)  根据需要进行加热或放置，然后加入溶剂，定容，配制成样品溶液；

d)
按照8.1要求准备好仪器和吸收池；

e)
设置测定参数，先用空气进行基线校正，测试溶剂或空白，确保溶剂质量符合实际工作的要求，然后用溶剂或空白试验溶液进行基线或零点校正；

f)
对校准溶液和样品溶液进行测定。

8.2.2  固体粉末样品测定

    固体粉末样品测定步骤如下:
a)
按照8.1要求准备好仪器和积分球附件；

b)  根据需要，用标准白板（如硫酸钡、聚四氟乙烯等）对仪器进行基线校正； 

c)  取适量样品，铺满粉末样品池。若样品不能铺满样品池底部，可以加入适量的稀释剂（如硫酸钡、氧化镁等）来填充样品池；另外还可用压片法和涂膜法制样；
d)  选择合适的测定条件进行测定，通常使用反射率测定。
8.2.3  薄膜样品测定步骤
对于薄膜样品，选择适当的尺寸固定在薄膜支架上，用空气进行基线校正后测定，对于有衬底的薄膜，测定波长要避开衬底的截止波长，用衬底进行基线校正后测定，如薄膜吸收较低时，要考虑薄膜与衬底的折射率差异产生的反射，而影响到吸收值的结果。
8.3  定性分析

由于无机物的紫外和可见吸收光谱谱带数目少，且特征性不大，物质结构上的改变对吸收光谱影响不大，某些组分的强吸收带常掩蔽弱吸收带，上述这些因素为定性分析带来困难。但是，紫外和可见吸收光谱作为一种辅助鉴定工具，配合红外光谱、核磁共振波谱和质谱，有助于对有机化合物的定性鉴定。

有机化合物紫外和可见吸收光谱定性分析的一般规律为：

a) 如果该化合物在220 nm～800 nm波长范围内无吸收（ε＜1），则该化合物不含直链或环状共轭体系，也不含有醛基、酮基或溴和碘；
b) 如果该化合物在270 nm～350 nm波长范围内出现一低强度的吸收峰（ε＝10～100），而且在200 nm附近无其它吸收，则该化合物含有一简单的、非共轭的并含有n电子的生色团。

c) 如果该化合物在250 nm～300 nm波长范围内出现中等强度的吸收峰（ε＝1000～10000），并含有振动跃迁的精细结构，说明有苯环存在。当吸收峰的ε＞10000，则苯环上有一个取代的共轭生色团；
d) 如果该化合物在210 nm～250 nm波长范围内有一强吸收峰，表明该化合物是含有两个双键的共轭体系。如果ε在10000～20000之间，说明是一简单的不饱和酮或二烯。如果在260 nm、300 nm或330 nm附近有高强度吸收峰，就可能各有有三个、四个或五个双键的共轭体系；
e) 如果该化合物出现许多吸收峰，它可能含有一长链共轭或多环芳烃生色团。
8.4  定量分析
根据朗伯-比尔定律建立的各种吸收光谱分析方法广泛用于常量组分、微量组分和痕量组分的测定。经过适当的显色处理，选择适当的干扰离子消除方法，生成在紫外或可见光区有吸收的待测物，以实现定量测定。

在进行定量测定时，一般选择最大吸收峰波长进行吸光度测定，但若干扰组分在该处也有吸收则不宜选择此波长。吸光度的读数应在0.2～0.8之间，必要时可调节浓度和吸收池厚度，使溶液的吸光度在此范围内。

8.4.1  单组分定量测定 
单组分定量测定常用标准曲线法或回归线法。在进行测定时，用与待测组分相同的标准溶液配制校准溶液。

根据校准溶液的吸光度和浓度数据，绘制校正曲线，或用最小二乘法进行线性回归分析，求得回归方程：

A= a + bc  ……·……………………·……………（2）

式中：

a、b—回归方程的两个常数。

它们按下式计算：
[image: image26]
·…………·…………（3）
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式中：

ci和Ai —第i个校准溶液的浓度和吸光度；

n—校准溶液数。

在相同仪器条件下，测定样品溶液的吸光度值，由回归方程（2）计算或从校正曲线查出样品溶液的浓度。

根据样品溶液的吸光度A和c由式（1）可计算摩尔吸收系数ε。ε的大小反映被测物质定量测定的灵敏度。

8.4.2  多组分同时测定

当溶液中存在n个组分时，各组分均遵循比尔定律，而且最大吸收峰互不重叠，此时可以进行多组分同时测定。在测定时，在n个波长分别测定样品溶液的吸光度，根据吸光度的加和性，列出相应的n个方程。例如，三组分溶液分别在三个波长测定的吸光度，得到三个方程组成的联立方程组：
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式中：

εij—波长为i处组分j的摩尔吸光系数；
Ai—波长为i处溶液总吸光度；
ci—组分i的浓度；
解上述联立方程组，求得各组分浓度ci。

8.4.3  差示吸收光谱法

在用吸收光谱仪进行定量测定时，样品溶液浓度过高或过低，均会使测量误差增大。为了克服这种缺点，改用校准溶液作为参比溶液来调节仪器的100 %或0 %透过率，测量样品溶液对参比溶液的透过率。

差示吸收光谱法根据参比溶液的不同有三种测定方法。

a）高吸收法：用一个比样品溶液浓度稍低的校准溶液作参比溶液，调节仪器的透过率为100 %，
   然后测定样品溶液的吸光度，这种方法适用于测定高含量的样品。

b）低吸收法：用一个比样品溶液浓度稍高的校准溶液作参比溶液，调节仪器的透过率为0 %，再   

   测定样品溶液的吸光度，这种方法适用于痕量物质的测定。

c）高精密法：选择两个组分相同而浓度不同的校准溶液作参比溶液，样品溶液的浓度介于两者之  

   间。先用一个比样品浓度大的作参比，调节透过率为0 %；再用一个比样品溶液浓度小的作参  

   比，调节透过率为100 %，然后测定样品溶液的吸光度。

8.4.4  光度滴定法

光度滴定法是利用样品溶液、滴定液、反应产物在滴定过程中的吸光度变化来确定滴定终点。这种方法能在底色较深的溶液或无色溶液中进行滴定，能够准确地确定滴定终点，抗干扰能力强，参与滴定反应的有色物质会产生干扰。

8.4.5  导数吸收光谱法

紫外和可见光谱是峰形较宽的光谱，多组分溶液容易产生重叠吸收，痕量组分则显示微小的“肩”形，限制了这些组分的定量测定。导数光谱可以大大提高谱图的分辨率，提高检测灵敏度，其       定量依据如下：
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由（6）可知，在一定条件下吸光度A的n阶导数值与待测物浓度c成正比。

导数值的量取有三种方法：

a）峰-谷法：  用峰和谷的极值之间的距离作为导数值；
b）峰-零法：  由峰到基线的垂直距离作为导数值；
c）基线法（或切线法）： 在两个相邻的极大或极小处，画一条公切线，并由两极值间的极小或极大值作一条平行于纵坐标的直线交于公切线一点，该线段的大小即为导数值。

从导数光谱的校正曲线和相同条件下样品溶液的导数值，得到样品溶液的浓度。

8.4.6  双波长吸收光谱法 
双波长吸收光谱法是利用双波长吸收光谱仪进行吸收光谱测定。由光源发射的光线分别经两个单色器，得到两束不同波长的单色光，交替照射同一溶液吸收池，得到吸光度差值ΔA。ΔA与溶液浓度之间具有： 
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式中：

ελ1和ελ2—溶液在波长为λ1和λ2的摩尔吸收系数。

利用ΔA与样品浓度的正比关系进行定量测定。

进行双波长吸收光谱测定要选择参比波长λ1和分析波长λ2，根据波长选择的不同，双波长吸收光谱法分等吸收点法、系数倍频法、波峰波尾法等。常用等吸收点法进行分析，该法要求在λ1和λ2波长下干扰组分应有相同的吸光度，而待测组分在这两个波长下的吸光度差值要足够大。一般λ2选择待测组分的最大吸收峰处，λ1选择干扰组分的等吸收点处。

9  分析结果的表述

9.1  定性分析
给出样品的吸收光谱图。根据吸收光谱吸收峰的位置、形状、数目以及强度判断待测组分的性质。
9.2  定量分析
定量分析应给出待测组分的含量、精密度、准确度和不确定度评定。

9.2.1  待测组分的含量
根据样品溶液的吸光度，从校准溶液的回归方程或校正曲线，得到样品溶液的浓度，按式（8）计算样品溶液的平均值，最后计算出待测组分的含量。
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    式中：

 ci—单次测定的浓度值；

 n—重复测定的次数；

 [image: image14.wmf]c



—n次重复测定的平均浓度值。

9.2.2  精密度
精密度用于表示多次测定某一值时所得测定值的离散程度，用标准偏差或相对标准偏差表示，计算方法如下：
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    式中：

S—标准偏差；

RSD—相对标准偏差。

9.2.3  准确度
准确度以回收率（R）表示，回收率按（11）式计算。
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 EMBED Equation.3  [image: image18.wmf]
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式中：

W0—组分原含量；

Wa—组分加入量；

Wt—组分检出量。

9.2.4  不确定度评定

根据需要，综合考虑各种影响实验结果的因素，对分析结果进行A类、B类、合成不确定度或扩展不确定度的评定。如需要，不确定度可与结果连在一起表示。表示形式为：

（结果）：（[image: image21.wmf]c



±U）（单位）

式中：

U——不确定度。

不确定度的有效数字最多为二位，测量结果不确定度的末位应和测量结果的末位在量级上保持一致。

10  安全注意事项

10.1  仪器应安放在无灰尘、无腐蚀性气体、无震动、无电磁干扰的环境中，温度保持在25 ℃左右，湿度保持在60 %以下。使用时应保证正常供电。

10.2  仪器的光学系统切勿轻易拆卸，要保持内部干燥、洁净、绝缘良好。

10.3  样品室应保持干燥，防止试样交叉污染。试样不宜长时间放置在样品室。挥发性试样应在吸收池上部加盖。

10.4  仪器运行中切勿打开光源上方盖子，如需检查光源需做防护措施避免光照射到皮肤和眼睛。
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