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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 026-1996《圆二色谱方法通则》。本标准与JY/T 026-1996相比，主要技术变化如下：
——标准名称由《圆二色谱方法通则》改为《圆二色光谱方法通则》；
——修改了适用范围；
——增加了规范性引用文件；
——增加了与本标准相关的术语和定义；
——扩充了“方法原理”部分内容，单独介绍了旋光光谱以及磁圆二色原理；
——补充了试剂和材料的内容；
——修改了仪器组成，补充了仪器性能指标；
——补充并修改了试样制备方法的分类及相应内容，完善了“样品”中固体样品的内容；
——修改并完善了分析步骤和测试条件部分的内容；
——修改了分析结果的表述；
——补充了安全注意事项。
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。
本标准主要起草单位：上海交通大学分析测试中心、南京师范大学分析测试中心、江南大学分析测试中心、扬州大学分析测试中心。
本标准主要起草人员：王瑞斌
、张林群、张银志、胡茂志。
本标准所代替标准的历次版本发布情况为：
——JY/T 026-1996。
圆二色光谱方法通则
1　 范围
本标准规定了用圆二色光谱法进行分析的通用规则。
本标准适用于对紫外、可见波段有吸收的光学活性物质的圆二色光谱的测定和分析。
2　 规范性引用文件
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，仅所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 1.1-2009  标准化工作导则  第1部分：标准的结构和编写
GB/T 20001.4-2009 标准编写规则  第4部分：化学分析方法
GB/T 6682-2008  分析实验室用水规格和试验方法
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 26813-2011  双光束紫外可见分光光度计
GB/T 26798-2011  单光束紫外可见分光光度计
中华人民共和国药典 2010版 二部
JJG(教委)026  圆二色谱仪检定规程（待修订）
3　 术语和定义
下列术语和定义适用于本文件。
    波光学活性物质 optical activity substance
一个物质旋转偏振光振动面的能力称为光学活性，而该物质被称为光学活性物质。
    波长 wavelength
波在一个振动周期内传播的距离。在横波中，波长是指相邻两个相位相差2π的点之间的距离；在纵波中，波长是指相邻两个密部或疏部之间的距离。波长在物理中常表示为λ，常用单位nm。
    线偏振光 linearly polarized light
所有垂直于光传播方向的光矢量均被约束在一个平面上振动的光。在光的传播方向上，光矢量只沿一个固定的方向振动，这种光称为平面偏振光(Plane Polarized Light)，由于光矢量端点的轨迹为一直线，又叫做线偏振光。
    圆偏振光 circular polarized light
垂直于光传播方向的固定平面内，光矢量的大小不变，但随时间以角速度ω旋转，电矢量末端在垂直于光传播方向的平面上呈圆形，这种光叫做圆偏振光。在垂直于光传播方向的平面内，若圆偏振光的光矢量随时间变化是顺时针旋转的，则这种圆偏振光叫做右旋圆偏振光，逆时针旋转的，叫做左旋圆偏振光。
    椭圆偏振光 elliptically polarized Light

在垂直于光传播方向的固定平面内，光矢量的方向和大小都在随时间改变，光矢量的端点描出一个椭圆，这样的偏振光叫做椭圆偏振光。
    光的折射与吸收 refraction and absorption of Light

一束光通过物质后，其电场矢量传播速度的减小称为折射，用折射率n表示；其电场矢量振幅的减小称为吸收，可用摩尔吸光系数ε表示。
    厚度 thickness
吸收池的两个平行且透明的内表面之间的距离，用l表示，单位为mm或者cm。
    摩尔吸收系数 molar absorptivity（ε）
厚度以cm表示，浓度为L/mol表示的吸收系数ε，单位为L/(cm·mol)。
    圆二色性circular dichroism
光学活性分子对左、右圆偏振光的吸收程度不同，使左、右圆偏振光透过后变成椭圆偏振光，这种现象称为圆二色性。 

4  方法原理
4.1圆二色光谱原理
光是横电磁波，光波电场矢量与传播方向所组成的平面称为光波的振动面。若此振动面不随时间变化，这束光就称为平面偏振光，其振动面即称为偏振面。平面偏振光可分解为振幅、频率相同，旋转方向相反的两束圆偏振光。两束振幅、频率相同，旋转方向相反的圆偏振光也可以合成为一束平面偏振光。如果两束圆偏振光的振幅（强度）不相同，则合成的将是一束椭圆偏振光。
由于光学活性物质具有圆二色性，它对组成平面偏振光的左旋圆偏光和右旋圆偏光的摩尔吸光系数是不同的，即εL≠εR，其光吸收的差值Δε＝εL－εR，圆二色光谱就是记录这一差值随波长的变化，只有在该物质的吸收波长处才有可能出现圆二色性。圆二色性的存在使通过该物质传播的平面偏振光变为椭圆偏振光，所形成的椭圆偏振光的椭圆率θ为：
tg( = 椭圆短轴/椭圆长轴 …………………………………………………………………（1）
( = tg- 1(椭圆短轴/椭圆长轴) …………………………………………………………（2）
( = 2.303(AL – AR)/4 ………………………………………………………………………（3）
圆二色也常用摩尔椭圆度[θ]来表示，它与摩尔吸光系数的关系是：
( = 100θ/cl …………………………………………………………………………………（4）
( = 3298(εL - εR)≈ 3300 (εL - εR) = 3300△ε……………………………………（5）
l——吸收池厚度，光程（cm）；
c——为光活性物质的浓度（mol/l）；
AL、AR——分别为光学活性物质对左、右圆偏振光的吸收值I；
εL、εR——分别为光学活性物质对左、右圆偏振光的摩尔吸收系数；
θ——测得的椭圆度（mdeg）。
测量不同波长下的θ或Δε值（纵坐标）与波长λ（横坐标）之间的关系曲线，即圆二色光谱曲线。在此光谱曲线中，如果所测定的物质没有特征吸收，则其Δε值很小，即得不到特征的圆二色光谱。
4.2旋光光谱原理
平面偏振光通过光学活性分子后，折射率不同（nL ≠ nR），偏振面将旋转一定的角度，这种现象称为旋光（Optical rotation），偏振面旋转的角度称为旋光度。能使偏振光的偏振面按顺时针方向旋转的称为右旋体，用“d-或(+)-”表示；反之，称为左旋体，用“l-或(-)-”表示。
我国药典规定：偏振光透过长度为1 dm，且每100 mL中含有旋光性物质1 g的溶液，使用光谱波长为钠光D线（589.3 nm），测定温度为20℃时，测得的旋光度称为该物质的比旋度（Specific Rotation）：
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式中
[α]：比旋度
 D ：钠光谱的D线；
 t ：测定时的温度，℃
 α：测得的旋光度，mdeg 

 l ：旋光管长度，dm

 c ：样品浓度，g/100mL

用波长连续变化的平面偏振光来测量光学活性物质的旋光度α，并以α 作纵坐标，波长为横坐标，得到的图谱就叫旋光光谱（Optical Rotatory Dispersion，简称ORD）。 

旋光光谱（ORD）和圆二色光谱（CD）都来源于偏振光与手性分子的相互作用，是同一现象的二个方面，在紫外可见区域，用不同波长的左、右旋圆偏振光测量CD和ORD的主要目的是研究有机化合物的构型或构象。在这方面，ORD和CD所提供的信息是等价的，它们互相之间有固定的关系。因此，在圆二色光谱仪上安装一个旋光色散附件，就可以进行旋光度的测量，而且，不仅可以测定特定波长处的旋光度，还可以测定旋光度随波长变化的旋光光谱。由于CD的比色皿具有多种规格，可以通过调整样品浓度来计算样品的比旋度。
4.3磁圆二色原理
磁圆二色性（Magnetic Circular Dichroism，MCD）是与磁场相关的圆二色性，是物质对沿磁场方向传播的一定频率的左圆偏振光和右圆偏振光吸收率不同的性质。磁圆二色性是一种对任何物质都存在的普遍效应，取决于外界磁场的方向和分子内部电荷的方向，没有手性结构的物质也具有磁圆二色性。
5  试剂和材料
5.1  试剂
下述试剂均为分析纯或以上。
5.1.1  水
校正仪器时配置溶液的水应符合GB/T 6682-2008中二级水的规格，测定样品时所用的水，根据产品标准的要求选用GB/T6683-2008中二级水或者三级水。
5.1.2  有机溶剂
    含有杂原子的有机溶剂，通常具有较强的末端吸收，因此，选择合适的配置样品的有机溶剂，保证在紫外光区测定时，使用范围不能小于溶剂的截止吸收波长，而且在测定波段无干扰吸收；溶剂不与待测组分发生化学反应；对试样有良好的溶解能力和选择性，可配制成的溶液澄清、透明，没有沉淀物或者不溶物析出；溶剂挥发性小、不易燃、无毒性且价格便宜。见光容易分解的溶液应该储存在棕色瓶内。
5.1.3  缓冲溶液
    按标准规定配制，当在紫外光区测定时，所用试剂应该无干扰吸收。
5.2  材料
5.2.1  比色皿的准备  

a) 选用适合旋光性测试，无双折射现象，透光率高的比色皿：根据测试样品的不同，选择相应的与溶液、薄膜、固体样品相匹配的比色皿。
b) 在远紫外区 （180-260nm）多用到光程为1mm 或者0.5mm 的比色皿， 在近紫外区（240-400nm ）可用到光程10mm 及其它光程的比色皿。总之，比色皿的选择以能得到适当的样品吸收值为原则，吸光度值一般在0.5-2.0之间为宜。
c) 粉末样品的CD检测， 宜选用合适的样品支架， 如以透射方式检测，常见的样品形式如溴化钾压片法或者石蜡油分散法等， 如用反射法检测， 则需要合适信号检测的积分球漫反射方式或者其它方式。 
d) 检查比色皿干净，安装到位。吸收池透光面必须非常干净，不得有裂纹，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。
5.2.2  液体样品吸收池的清洗
a) 将比色皿浸泡含在有少量阴离子表面活性剂的碳酸钠溶液2%（W/V）中约10分钟，必要时可加热至40℃～50℃，，用水洗净后，在过氧化氢和硝酸（5：1）混合溶液中侵泡30分钟，再用水冲净，倒放在滤纸上，存放在干燥器中
b) 清洗顽固污渍或者蛋白：用浓硝酸、王水或者其他酸清洗，但是不要用碱、氢氟酸和磷酸清洗。
c) 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。
d) 洗净后的吸收池，避免接触、碰触其表面，指纹可能导致数据的变化。
e) 也可以用市场上可购买的比色皿复合清洗剂。
5.2.3  氮气
纯度宜大于99.98%。
6  仪器
6.1  仪器组成 

由光源系统、偏振系统、分光系统（单色器）、调制解调器（将单色的平面偏振光交替地变化为左、右旋圆偏振光）、样品室、检测系统和数据处理系统构成。根据需要可附加不同的样品支架系统（如积分球漫反射式、固体压片透射检测式、薄膜样品式支架等）、自动滴定 、变温（程序升温或者降温）系统等装置，外加磁场系统、旋光光谱系统等。
6.2  仪器性能 

6.2.1 波长准确度
用钬玻璃或者高氯酸钬溶液（10%高氯酸溶液为溶剂配置含4%氧化钬（Ho2O3）的溶液）以及镨钕玻璃对仪器波长准确性进行测量，仪器波长最大允许误差需满足表1要求。
                表1 仪器波长最大允许误差     单位为纳米（nm）
	波长范围
	仪器波长的允许误差

	190nm~340nm
	±0.3 nm

	340 nm~500nm
	±0.5 nm

	500nm~700nm
	±1.0 nm


6.2.2 基线平直度
仪器的基线平直度在200 nm～700 nm波长范围内需满足≤5 mdeg。
6.2.3 圆二色值的准确度
用0.06%（w/v）D-10-樟脑磺酸胺标准溶液进行测试，使用1 cm样品池，波长在290.7±0.3 nm左右，圆二色峰值为190.4±1.0 mdeg，但是不包括配标准溶液时的误差。
6.2.4 数据重现性
在不考虑系统误差的情况下，仪器对某一波长测量值能给出一致的数据的能力，仪器重复扫描三次偏差≤1 mdeg。
6.3  环境条件 

环境温度：室温保持在10℃-30℃范围内为宜， 环境温度波动宜小于1.5℃。
相对湿度：建议相对湿度控制在小于70％内。
7  试样制备
7.1  溶液样品制备

    样品溶液应该均匀、透明和具有非散射性，即溶液不能有气泡、悬浮和沉淀等影响光线吸收的物质存在。如有悬浮或沉淀，则需过滤或离心予以去除。
 
   在测定的光谱范围内，吸光度值宜在0.5-2.0范围内，最大不应超出3.0，可以根据吸光值来选择合适的样品浓度、比色皿光程长度以及研究范围内溶剂的透明度。
7.2  固体样品制备 

单晶样品，需足够大且需合适的样品架。
薄膜样品，可以是透明的无机固体薄膜，也可以是有机高分子薄膜。
固体粉末样品，可以采用溴化钾（或氯化钾）压片后使用透射法检测；或者纯固体粉末或者加入适量的硫酸钡粉末后使用粉末积分球样品台。
8  分析步骤
8.1  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、检测器更换等准备工作。如果是棱镜分光的圆二色光谱仪，为了防止氙灯照射空气产生的臭氧损坏反射镜，按仪器说明书氮气流量要求开通氮气吹扫10-15分钟后开机，预热15-30分钟后进行测定。
8.2  测量前的准备 

检测开始前检查室内环境和仪器状态是否处于正常状态（包括室内温度和湿度、氮气流量、循环水等）。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、圆二色准确度等指标进行校验。
8.3  测定方法的选择
根据样品特性与不同要求，可选用下述的测定方法或附件进行测试：
a) 紫外可见波段圆二色光谱；
b) 适合固体样品的测试方法；
c) 积分球漫反射附件；
d) 旋光光谱附件；
e) 磁圆二色光谱附件；
f) 程序变温圆二色光谱附件；
g) 荧光圆二色光谱（FDCD）；
h) 线二色（LD）。
8.4  测定条件的选择
8.4.1 波长范围
测定波长为190 nm-500nm时，圆二色光谱仪一般选用氙灯作为光源；如果测定波长＞820 nm，建议用钨灯或其它光源（如激光驱动高能光源LDLS）。 

8.4.2 扫描速度
扫描速度对不同样品体系，可能有所不同，要得到较好的、可重复的光谱数据必须找到合适的扫描速度， 以得到合理的信噪比。
8.4.3 扫描次数
根据测定和提高图谱信噪比的需要，选择合适的扫描次数。一般宜扫描不少于三次，取其平均值。
8.4.4 光谱带宽
根据待测物的类别及测定要求选择适宜的光谱带宽。带宽越大，可以降低噪音水平，获得较高的信噪比，但过宽将降低光度准确度和光谱细节的分辨率，选择原则是得到合适的信噪比。
8.4.5 数据点步长
根据测定需要，选择合适的数据点步长。蛋白二级结构测定一般选用1nm步长，因为大多数二级结构拟合公式都选择1nm步进值。对于分辨率要求高的样品，应选择较低的采样步长。
8.4.6 吹扫气和流量
圆二色光谱仪使用高能量的氙灯、钨灯或其它合适的光源，依据光源的强度和是否产生臭氧，来选择氮气吹扫的设置，氮气流量根据测试波长范围及各仪器商要求等来确定。
8.5  测定步骤
8.5.1  对照品选择原则
对照品选择原则如下：
a) 圆二色样品（包括液体样品、固体样品、薄膜样品、镀膜样品等各类样品）测试前，都需要选择适当的空白对照品做背景数据，然后用测试的样品数据减去背景数据，得到样品本身的数据；
b) 液体样品常用的对照品一般为溶剂，缓冲液等；
c) 固体样品常选择溴化钾(或氯化钾)压片、BaSO4 粉末、特氟龙背景板、样品本身的基底板等；
d) 薄膜样品常用空气作为对照品；
e) 镀膜样品常选择基底板等等；
f) 样品的测定条件须与空白对照品的测定条件完全一致；
g) 扣除背景后测得的谱图即为样品的圆二色光谱。
8.5.2  液体样品测定分析步骤
液体样品测定分析步骤如下：
a) 样品进行称量、溶解，配制成样品溶液；
b) 按规定要求，准备好圆二色光谱仪和比色皿；
c) 选择合适的测定条件；
d) 选择适当的空白对照品（如溶剂、缓冲液等）做背景数据，扣除背景后测得的谱图即为液体样品的圆二色光谱。
8.5.3  薄膜样品的测试分析步骤
薄膜样品的测试分析步骤如下：
a) 对于薄膜样品，需要选用适当的样品支架；
b) 选择合适的测定条件进行测试；
c) 选择适当的空白对照品（如空气）做背景数据，扣除背景后测得的谱图即为薄膜样品的圆二色光谱。
8.5.4  固体粉末样品的测定分析步骤
固体粉末样品的测定分析步骤如下：
a) 按规定要求，准备好圆二色光谱仪和固体样品测试需要的样品支架或者积分球附件；
b) 选择合适的测定条件进行测定；
c) 采用溴化钾(或氯化钾)压片的方法对粉末样品进行分析时，使用空白溴化钾(或氯化钾)压片作为背景；
d) 使用积分球附件对固体样品进行测定时，选用合适的对照品（如BaSO4 粉末、特氟龙背景板、样品本身的基底板等）做背景数据；
e) 扣除背景后测得的谱图即为固体样品的圆二色光谱。
8.6  测定后仪器的检查
测定完成后，取出比色皿，切断电源，关闭冷却水和氮气。
9  分析结果的表述
 9.1 测定结果的记入事项
测定结果的记入事项：
a) 使用仪器的名称和型号；
b) 测定波长范围、带宽（bandwidth）；
c) 测定的扫描速度、扫描次数；
d) 测定的磁场强度（对MCD）；
e) 试样液的成分和溶剂；
f) 比色皿的光程；
g) 室内的温度、湿度；
h) 其它需要事项。
9.2  测定结果的分析
测定结果的分析：
a) 确认分子是否有手性：可以从圆二色谱上有无CD信号及其强弱（θ或Δε值大小），来判断样品分子是否有手性；
b) 手性分子的构型研究：对于手性样品，用圆二色谱分析可以得到其对映体的纯度信息；
c) 生物高分子的构像分析：尽管圆二色光谱很少能给出绝对的结构信息，总是需要与其他绝对构型测定方法结合，如X射线衍射，核磁共振普等，但是对生物高分子（蛋白、核酸、酶、糖等）构象的变化特别灵敏。如果一个CD谱以任何方式改变，则一定有构象上的变化。因此，即使结构完全不知道，CD谱也难以解释，但CD分析对于任何作用引起的构象上的变化，仍是灵敏的测定。而且，可以通过寻找CD谱的特征变化做到半定量。例如，利用经验公式，对180-260 nm间CD谱的解析计算蛋白的二级结构。
10安全注意事项
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，温度在10-30℃左右，环境温度波动宜小于1.5℃，相对湿度保持在70%以下。使用时应保证正常供电。
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。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。
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