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摘 要

本文叙述了应用多波长萤光分光光度法测定人工样
l

钟 11的萤光黄
、

罗月
一

明 6G 和罗丹明 B
。

于波长 6 OZ n m

t...、l

参
日口去午

直接测量萤光黄的萤光强度
.

罗丹明 6G 和罗丹明 B 均不干扰 ; 罗丹明 6G 的测定波长 又
:

为 5 55 n m
,

比波长 孟
:
和 又

:
为 5 02 n 。 不r万 66 0 n m

,

罗丹明 B 的测定波长 又
:
选用 58 5 n 二

,

参比波民 又
2 、

又
;
和 2

3

应为 5 3 8o m
、

5 0 8n m 不!1 4 94 n m
,

方法的相对误差一般小于 6 拓
。

作者于前文叙述了多波长萤光分光光度法的原现 t’1 .

为了验 i正该原理的可
_

泪生
,

特对萤光黄
、

罗 丹明

6 G 和罗丹明 B 人工混含样品进行实侧
。

结淤表明
,

方法原理可靠
,

实脸操作和数据处理简便快建
,

三 次

测定平均偏差 < 3呱
。

实 验 部 分

一
、

仪器和试剂

(一 ) 仪器
: y F一 1 型

、

y F一2 型萤光分光光度计 (厦门大学精密仪器厂)

(二 ) 试剂
:

1
.

蜚光黄标准溶液
:
称取 10 毫克萤光黄于小烧杯中

,

用少许 0
.

I N N a O H 溶解
,

移入 2 00 毫升容量瓶
,

用 2
.

s x lo
一 ”N N a OH 溶液稀释至刻度

。

此溶液萤光黄浓度为 50 微

克/毫升 (即 50P p m )
。

使用时移取上述溶液
,

用 2
.

5 x l。“ ’N N a O H 稀释成 SP p m
。

2
.

罗丹明 6 G 标淮溶液
:

50 微克 /毫升 ; 5 微克/ 毫升
。

配制方法同上
。

3
.

罗丹明 B 标准溶液
:
的 微克/毫升

; 5 微克/毫升
。

配制方法同上
。

二
、

条件试验

(一) 萤光黄
、

罗丹明 6 G 和罗丹明 B 萤光发射光谱的测绘
。

分别移取上述的蜚光黄
、

罗丹明 6G 和罗丹明 B 的 s p p m 标准溶液 5 毫升于三个 50 毫升容量瓶中
,

用 2
.

5 x l。-S

N N a O H 溶液稀释至刻度
,

摇匀
。

于 y F一2 型萤光分光光度计
,

以 3 6 5 n m 汞线为激发光
,

自动扫描记录 出它们的萤光发射光谱
,

所得的谱图如图 l 所示
。

它们的萤光峰分别为
:
萤光

黄 5 2 0 n m
、

罗丹明 6 G 5 5 5 n m 和罗丹明 B 5 8 5 n m
。

(二 ) 萤光黄
、

罗丹明 6 G 和罗丹明 B 萤光强度加和性试验
.

多波长萤光分光光度法的重要条件之一
,

是在不同的波长下
,

其萤光强度应有良好的加

和性
。

因此有必要对它们分别存在时和它们共存时的萤光强度进行试验
。

结果列于表 1
。

显

然
,

它们在不同波长下的蜚光强度均有良好的加和性
。
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多波长萤光分光光度法 (二)

罗丹明 尸

『

光登强度

2
』 :

波
一

{是 (
。 m )

图1 萤光芡
、

罗)」
·

明 6 G 和罗丹明 B 的萤光发

射光 i泞

(三 ) 测定波长 只,
和参比波长 只

:

(九

或 从) 的选择及计算方法

1
.

测定萤光黄时波长的选择

由图 1 萤光黄的发射光谱可知
,

其萤光

峰位于 52 0n m ,

虽在 5 2 0ll m 处测量萤光的

方法灵敏度最高
,

可是罗丹明 6 G 有干优
。

为了避开罗丹明 6G 的干扰
,

我们改在 50 2

n m 处测定萤光黄
,

虽然方法灵敏度有所下

降
,

但其他两种萤光物质不干扰
。

2
.

测定罗丹明 6 G 时波 长对的选择

根据罗丹明 6G
、

罗丹明 B 和萤光黄的

发射光诺
,

我 们选用罗丹 明 6 G 的萤光 峰

5 5 5 n m 为它的测定波 长只
: ; 为了消除萤光

黄的干扰
,

由萤光黄的发封光讲找出它的与

几;
等萤光强度 的 波 长 50 2n

l n
为 参 比 波

长 凡 ;
为 了消除罗丹明 B 的干扰

,

由罗丹

明 B 的发射光谱找它的 与 久,

等萤光强度

的波 长 6 6 0 0 m 为参比波
一

长 只3 (见图 2 )
。

接着由公式 (1 ) 计算出罗丹明 6 G 的 △ F

△卜 F奚
5 一 F黔黄 一 F器尸

明叫
+ 罗丹明

. 飞

(1)
式中 △ F 为罗丹 明 6G 于波长 5 5 5 n m 和 6 6 On m 测得的萤光强度之差

。

F 羹
。
为于波长 5 5 5 n m 测得的罗丹 明 6 G

、

罗丹明 B 及萤光黄三者的萤光强度之和
。

F 黔黄为于波长 soZn m 测得的萤光黄的萤光强度
。

F 器尹
明““ 十 罗丹明 “

为于波 长 6 6 On m 测得的罗丹明 “G 和 罗丹明 B 的萤光强度 之和
。

然后由罗丹明 6 G 的△F 一 C 工作曲线找 出罗丹明 6 G 的含量
。

3
.

测定罗丹明 B 时波长对的选择

由图 1
、

2 可知
,

罗丹明 6 G 和萤光黄对罗丹明 B 的测定都有干扰
,

共中以罗丹明6 G

的干扰最严重
。

实践表明
,

只要选择好测定的波
一

长对
,

仍能对罗丹明 B 进行测定
,

我 们选

择罗丹明 B 的萤光峰 5 8 5n 二 为它的测定波 长 久
, 。

为消除罗丹明 6 G 和萤光黄的干扰
,

分

别找出其等萤光强度波长 5 3 8 n m 和 码 4 n m 为参比波长 只2

和 只
3 。

由于 久:

测得的 萤 光强

度是罗丹明 6 G 和萤光黄于 几:
的萤光强度之和

,

因此还得 由萤光黄的 只:
找出共萤 光 强度

波长 5 0 8 n m 为只
‘ (见图 3 )

,

接着由公式 (2) 计算出罗丹明 B 于 5 8 5n m 的萤光强度
F器尹

明乙 = F器
。 一 F鑫护

炎 一 F黑肥
, 以 几+

萤尤炎 + F凳黔黄 (2 )

式中 F嚣护
明 ’;为罗丹明 ” 于波 长 5 8 : :l m 的萤光强度

l.’嚣
。
为罗丹明 l‘

、

罗丹明 。( ; 和萤光黄三者于波 长 5 , 。111 , l

的萤光强度之和

犷罗丹 明 6 ,

肠a 6

萤光黄 为罗丹 明 6 G 和萤光黄于波 长 53 8 llJ 。
的萤光强度之和
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表 l

几
一

萤光物质

萤光黄
、

罗丹明 6 G 和罗丹明 B 萤光强度加和性试验 (三者浓度均为 0
.

2 0 0PP m
,

介质为 2
.

5 X lo一N N a o H )
·

萤光强度

波长
n m

0000000001049858967874526145

萤光黄
、

罗丹明 6G

丹明 B 三者混合物

0

0

5 1

8 1

1 14

1 70

3 4D

4 38

4 43

4 26

38 0

32 2

28 9

24 5

172

12 0

7 1

3 8

17
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F黔黄和 F蕊护
黄分别是萤光黄于 s os o m 和 4 o 4 n 。 处的萤光强度

,

最后由罗丹明 B 的

工作曲线查出罗丹明 B 的含量
。

(四 ) 萤光黄
、

罗丹明 6 G 和罗丹明 B 工作曲线的测绘

1
.

萤光黄工作曲线的测绘

移取不同量的萤光黄于 一系列 50 毫升的容量瓶中
,

用 2
.

5 x 10
一 3
入 N a O H 稀 释

,

配

制成含萤光黄 o
,

0
.

10
, 0

.

20
“ 二 1

.

0 0 p p m 的标准系列
,

于萤光分光光度计用 3 65 n m 汞线激

发
,

S OZ n m 测量萤光强度
,

然后由萤光强度对萤光黄浓度绘制成 F 一 C 工作曲线 (见图 4 )
。

2
.

罗丹明 B 工作曲线测绘

除改用 5 8 5n m 测量萤光强度外
,

其他步骤同上
。

结果见图 4
。

3
.

罗丹明 以妥工作曲线的测绘

标准系列配制步骤和激发波 长同上
,

于 5 5 5 n 。 和 “ OJl m 测量萤光强度
,

并计算出其萤

光强度差值△ F
,

然 后由八 F对罗丹明 6( ; 浓度绘制成△F ~ C 工作曲线 (见图 5 )
。

三
、

萤光黄
、

罗丹明 6( 二和罗丹明 B 人工混合样品的测定

移取已知量的萤光黄
、

罗丹明 6 G 和罗丹明 B 标准溶液
,

用 2
.

5 x 10
一
“
N N o o ll 稀释



多波长萤光分光光度法 15

罗丹明 6‘

蜚强光度

萤光黄

罗J」明 B

l

43 0 50 2 5 2 0 。

;:
。 6 4 0

波氏 (
。二 )

图 2

图 3

测定罗JU明 6G 日j波长犬J的 选择 又: 55 5 n ,, ‘: 又: 5 02 「, 。 ; 又: 66 0 n n ‘
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黄光强度

萤
萤光黄 △尸

强

度
30 0

罗丹明 B

2 0

10

~ J‘- - - ~ 一一 - 一- 一‘- 一 L - -

se
es - ~ - - - ‘- - 一

-

一0
.

2 5 0
.

50 0
.

75 1
.

0 0 (
浓度 (户夕璐 ) 罗丹明 6‘ 浓度 。r仍)

图 4 萤光黄 rJJ 罗丹明 B 的工作曲线 图 5 罗 ljl 妇 6G 的工作曲线

成人工样品
,

而后按 (三 ) 1
、

2
、

3节所述的方法分别对萤光黄
、

罗丹明 6 G 和罗丹 明 B 进

行侧定
,

结果列于表 2

表 2 萤光黄
、

罗丹 明 6( ; 川罗月明 B 人工样品洲定结果

人 工 样 品 萤光黄 (p p m ) 罗丹明 6 G (p p m ) 罗 )」f归 B (p p m )

0
.

0 50

0
.

0 48

n�八U叭墩知得已测

0
.

I DD

0
.

0 95

0
.

0 10

0
.

0 1 1

0
.

0 5 0

0
.

0 5 2

n�仲‘二�“�八Onon3. J.止八UJ已1nU�nUnlll

nU一“�从量知得已测

0
.

06 0

0
.

0 17

0
.

0 10

0
.

0 10

0
.

10 0

0
.

10 0

量从知得已测

一州川一州

0
.

02 0

0
.

02 0

0
.

100

0
.

0 94

0
.

0 5 0

0
.

0 5 2

招川巾知得已测

一一
~ 翔一 一 -

nUn
�

100D98一200201
n曰nU0

.

10 0

0
.

10 2

10 0

10
。

星凤以知得已测

nnnll�0
.

2 00

0
.

19 8

二111二却知得已测

1 0 0

0
.

T6

1
.

0 0

0
.

8 7

以甲釉知得已测
7 *

7令 号样品中喜切‘之组分 t’j勺浓度人大 黄 龙黄和罗 J」明 6G 萤光心火显著
,

测得结果 人人偏低
。

( 1 9 8 5 年 4 月 2 8 日收 稿 )
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