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1. Общие по.JI(Dкения

1.1 Настоящая методика поверки распространяется на Меры длин волн

и интенсивности флуоресценции (комплект) (далее по тексту - меры),

предназначенные для хранения и передачи единиц длины волны и

интенсивности флуоресценции средствам измерений, и устанавливает порядок,

методы и средства проведениrI первичной и периодической поверки.

1.2 По итогам проведения поверки должна обеспечиваться

прослеживаемость к:

ГЭТ 2-202| в соответствии с государственной поверочной схемой

для средств измерений длины в диапазоне от 1,10-9 до l00 м и длин волн в

диап€воне от 0,2 до 50 мкм, угвержденной приказом Росстандарта от 29 декабря
20l8 г. Ns 2840;

ГЭТ l96-202З в соответствии с государственной поверочной схемой

для средств измерений массовой (молярной) доли и массовой (молярной)

концентрации компонентов, а также флуоресценции в жидких и твердьIх

веществах и материалах на основе спектрЕlльных методов, утвержденной
приказом Росстандарта от 7 авryста 202З г. J\i 1569.

1.3 Поверка мер выполняется методом прямых измерений, а также

сличением при помощи компаратора.

|.4 Метрологические характеристики мер указаны в таблице l.
Таблица l - Метрологические характеристики

Наименование характеристики
Значение

Kl > <(2r>

Диапазон длин волн эмиссии, нм от 400 до 650 от 490 до 800

Пределы допускаемой абсоrпотной погрешности измерения
ДЛИН ВОJIН, НМ

tl

.Щиапазон интенсивности флуоресченuии, ОЕФ от 0,1 до 2,0

пределы допускаелtой относительной погрешности
измерения интенсивности флуоресценции, %о

tl0
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2. Перечень операций поверки средства измерний

2.| При проведении первичной и периодической поверок должны быть
выполнены операции, указанные в таблице 2.

Таблица 2 - Оп ии IIо ки

2.2 При полrIении отрицательных результатов при проведении хотя бы

одной операции поверка прекращается.

3. Требомния к усповиям проведения поверки

обязательность вьшолнения

операций поверки при.
Наименование операции поверки

первичной

поверке

периодической

поверке

Номер раздела
(пункта) методики

поверки, в

соответствии с

которым
выполняется

операция поверки

Внешний
измерений

осмотр средства
Да fla 7

Подготовка к поверке й

опробование средства измерений
Да flа 8

Определение

характеристик
измерений

меlрологических

средства !а 9

Проверка диапазона дмн воJIн

эмиссии и предела допускаемой
абсолютной погрешности
измерения д'Iин волн

Да Да 9.1

Ща !а 9.2

Проверка диzlпазона
интенсивности флуоресценции и
предела допускаемой
относительной погрешности
измерениJI интенсивности

флуоресценции

i0Подтверждение соответствия
метрологическим требованиям !а

!а

!а



5. Мегропогические и технические требомния к средстмм поверки

5.1 При проведении первичной и периодической поверок должны быть
применеЕы средства поверки, указанные в таблице 3.

Таблица 3 - Средства поверки
Операция
поверки,

требlтощие
применение

средств поверки
п.8
Подготовка к
поверке и
опробоваяие
средства
измерений

Перечень

рекомендуемых
средств поверки

Средства измерений температуры
окружающей среды в диапазоне от l5 ОС

до 25 ОС с абсолютной погрешностью * 0,2 ОС;

Средства измерений относительной влажности
воздуха в диапазоне до 80 Ой с абсоrпотной

погрешностью * 3 Ой;

Средства измерений атмосферного дiвлеIIия в

диапазоне от 84 до 1 10 кПа
с абсолютной погрешЕостью + 0,13 кПа

Измеритель
параметров

микрокJIимата
<Метеоскоп-М>

рег. }Ф 320l4-11

Эта,тоны единицы д,IиЕы волны, не ниже

уровня рабочего эта:lона 2 разряда по 1 части
государственной поверочной схемы,

1твержденной приказом Росстандарта от
29.12.2018 Ns 2840, диапазон воспроизводимьD(

длин волн от 400 до 1000 нм передачи информации
от 400 до 3400 нм

рег. Nэ 3.1.ZZA.01 14.20l 8

Государственный

рабочий эта,rон
единицы длиЕы волны

для волоконно-
оптических систем

Спектрофотометр-
флуориметр

СФФ-2 (ФЛУоРАн)
рег. ЛЪ 51314-12
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4. Требования к специалистам, осуществпяющим поверку

4.| К проведению поверки допускают лиц, изг{ивших настоящую
методику поверки и руководства по эксплуатации (далее по тексту - Рэ)
поверяемых мер и средств поверки, ознакомившихся с правилами по охране
труда при эксплуатации электроустановок, указанными в приложении к
приказу Министерства труда и социальной защиты РФ от l5.12.2020 Nч 903н, и
прошедших полный инструктаж по технике безопасности.

4.2 Поверку средства измерений осуществляют аккредитованные в

области обеспечения единства измерений юридические лица и индивидушIьные
предприниматели.

Метрологические и технические требования к
средствам поверки. необходимые для

проведения поверки

Спектрофлуориметр со спекгрzrльным
диапазоном от 200 нм до 900 нм, предел

доверительной границы слуlайной
погрешности установки д,,Iины волны при
Р - 0,95 0,2 нм, предел систематической

составляющей погрешности устаItовки длины
волны при Р:0,95 0,7 нм



Операция
поверки,

требlтощие
применение

средств поверки

Метрологические и технические ,гребования к
средствам поверки. необходимые для

проведения поверки

Перечень

рекомендуемых
средств поверки

п.9
Определение
метрологических
харiжтеристик

Эта,rоны единицы длины волны, не ниже
уровня рабочего эталона 2 разряда по l части

государственной поверочной схемы.
утвержденной приказом Росстандарта от

29.|2.20|8 ]ф 2840, диапазон воспроизводимьD(
длин волн от 400 до 1000 нм передачи информации

от 400 до 3400 нм
рег. }Ф 3.1.ZZA.0l l4.2018

(далее по тексту -
рабочиЙ эта.пон)

Государственный
рабочий эта.lIон

единицы длины волны
ДJUI ВОЛОКОННО-

оптических систем

Спектрофлуоримет со спектрaльным
диапазоном от 200 нм до 900 нм, предел

доверительной границы слуrайной
погрешности установки длины волны при
Р = 0,95 0,2 нм, предел систематической

составляющей погрешности устаЕовки длины
волны при Р = 0,95 0,7 пм

Спеrгрофотометр-
флуориметр СФФ-2

кФЛУоРАН>
рег. Nч 51314-12

(да:rее по тексту -
спекгрофлуориметр)

Стандартньй образец состава водного

раствора флуоресцеина натия
Интервал допускаемых значеЕий массовой

концеЕтрации флуоресцеина натрия от 0,8 до,]l,Z мг/дм
!опускаемое значение относительной

расширенной неопределенности (при t : 2) не
более 2,2 о/о

Стандартный образец
состава водного

раствора флуоресцеина
наT 

рия

гсо 1l708-2021

.Щозаторы пипетоiIные
Объем дозирования от 1000 до 10000 мкл

Предел допускаемой систематической
составляющей основной относительной

погрешности i 1,0 7о

Предел допускаемого среднеквадратичного
откJIонения слуlайной составляющей

относительноЙ погрешности 1,0 Уо

.Щозатор пипеточный
однокана-rrьный

кЛайт>, модификация
дпоп-1-1000-10000

рег. ЛЪ 37432-13

Вода дистиллированнrul
Степень чистоты 1 по ГоСТ Р 52501-2005

Вода
дистиллированная

степень чистоты 1 по
гост р 52501-2005

5.2 .Щопускается применение других средств поверки, обеспечивающих

определение метрологических характеристик поверяемого средства измерений

с требуемой точностью.
5.З Средства поверки должны быть аттестованы (поверены) в

установлен ном порядке.
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6. Требования ýшовия) по обеспечению безопасности проведения
поверки

6.1 Пр, проведении поверки следует соблюдать требования,

установленные ГОСТ 12.1.03 1-2010, ГОСТ 12.1.040-83, правилами по охране
труда при эксплуатации электроустановок, укiванными в приложении к
прикЕву Министерства труда и социальной защиты РФ от 15.12.2020 Ns 90Зн.

Оборулование, применяемое при поверке, должно соответствовать требованиям

ГОСТ 12.2.00З-91l. Возлух рабочей зоны должен соответствовать ГОСТ
12.1.005-88 при температуре помещения, соответствующей условиям
испытаний для легких физических работ.

6.2 При выполнении поверки должны соблюдаться требования РЭ мер.

6.3 Помещение, в котором проводится поверка, должно
соответствовать требованиям пожарной безопасности по ГОСТ 12.1.004-9l и

иметь средства пожаротушения по ГОСТ l2.4.009-8З.

6.4 Производственн€ш гигиена в помещении должна соответствовать

требованиям ГОСТ Р ИСО |4644-|-2017, класс чистоты не хуже ИСО 6.

7. Внешний осмOгр средства измерний

7.I Внешним осмотром мер долясно быть установлено отсутствие

видимых механических повреждений, вкраплений, царапин, загрязнений на

поверхности мер.

7.2 Меры считаются прошедшими операцию поверки, если они

соответствуют требованиям п. 7.1.

8. Подгtrювка к поверке и опробомние средств:l измерний

8.1 Подготовить к работе спектрофлуориметр в соответствии с его РЭ.

8.2 Установить меру с маркировкой <1> в кюветное отделение

спектрофrryориметра, установить спектральные ширины щелей в Kaнaulax

возбуждения и эмиссии 10 нм и 5 нм соответственно, установить длину волны

возбуждения 384 нм.

8.З Усиление фотоэлектронного умножителя (далее по тексту - ФЭУ),
ток лампы подбираются индивиду€rльно. Параметры подбирают таким образом,

чтобы сигнал в измерительном канме., полученный в результате измерения

спектра флуоресценчии меры, находился в пределах от 20 до 80 О/о диапазона

измерений.
8.4 Произвести измерение спектра эмиссии в диапазоне от 400 до

650 нм с шагом регистрации 1 нм.

8.5 Сохранить полуrенный спектр.
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8.6 С помощью программы <Обработка спектров>, входящей в состав
программного обеспечения спектрофтryориметра, определить значения длин
волн в максим}мах пиков эмиссии измеренного спектра.

8.7 Установить меру с маркировкой <<2>> в кюветное отделение

сtIектрофлуориметра, установить спектрtlльные ширины щелеЙ в каналах

возбуждения и эмиссии 10 нм и 5 нм соответственно, установить длиIIу волны
возбуждения З58 нм.

8.8 Усиление ФЭУ, ток лампы подобрать таким образом, чтобы сигнiul
в измерительном канале, пол1^lенный в результате измерения спектра

флуоресченции меры, находился в пределах от 20 до 80 0/о диапазона
измерений.

8.9 Произвести измерение спектра эмиссии в диапазоне от 490 до
800 нм с шагом регистрации 1 нм.

8.10 Сохранить полrlенный спектр.

8.11 С помощью программы <Обработка спектров), входящей в состав

программного обеспечения спектрофлуориметра, определить значения длин
волн в максимумах пиков эмиссии измеренного спектра.

8.12 Результат опробования считается положительным, если

определенные по п.п. 8.2 - 8.6 и п.п. 8.7 - 8.11 значения длин волн в

максимумах пиков эмиссии для,любых дв}с( пиков измеренных спектров

находятся в пределах спектршIьных диапазонов, указанных в таблице 4.

Таблица4-Значенияспе €Lпьных диапазонов длин волн

9. Опредшениеметрологическиххарактеристиксредстм измерений

9. 1 Проверка диапазона длин волн эмиссии и предела допускаемой
абсолютной погрешности измерения длин волн

9.1.1 Подготовить к работе спектрофлуориметр в соответствии с его РЭ.

9.1.2 Определить функчию коррекции шкмы длин волн эмиссионного

монохроматора спектрофлуориметра:

7

<<2r>(1>>

Спекгрмьный
диапазон, нм

Спекгра,тьный
диrtпазон, нм

Порядковый
номер

мzжсим}ша
пика (ф

наименование
характеристики, единицы

величины

Порялковьй
номер

мilксимума
пика (L1

71 от 400 до 425
8 от 635 до 6852 от 430 до 450

от 730 до 800от 525 до 545 9J
4 от 545 до 5б5

от 575 до 595)
6 от б00 до 650

,Щиапазон допускаемьtх
значений дIин волн
максим)aма эмиссии

от 490 до 530



- Установить в кюветное отделение спектрофлуориметра излучатель,
входящий в состав рабочего этzlлона длины волны, и направить его излrIение в
входное окно эмиссионного канаJIа спектрофлуориметра.

- Произвести в режиме флуоресценции измерение спектра эмиссии в

диапазоне длин волн от 400 нм до 800 нм при спектральной ширине щелей
каналов возбуждения и эмиссии 5 нм и при выкJIюченной ксеноновой лампе,
входящей в состав спектрофлуориме,гра.

- С помощью компьютерной программы <Обработчик спектров>,
входящей в состав программного обеспечения спектрофлуориметра,
определить измеренные значения длин волн в максимумах интенсивности
(пиках) спектраJIьных линий излучателя рабочего эталона длины волны,
соответствующих номинЕ}льным значениям, приведенным в таблице 5.

Таблица 5 - Основные метрологические характеристики рабочего этzlлона

ДIИНЫ ВОЛНЫ

Наименование харакгеристики Значение

Спекгра,rьный диtlпазон воспроизводимьtх длин волн, нм от 400 до 3400

.Щлины волн излуrения рабочего этчlлона в диапазоне от 400 до
l000 нм

404,65з

435,8з8
546,093
576,944

696,529
76з,496
8l 1,510

9.1.3 Используя данные, определенные по п. 9.1.2, аппроксимировать

зависимость номинаJIьных значений длин волн рабочего эталоЕа длины волны,

приведенных в таблице 5, от измеренных по формуле:
7nonun. = 4+ Дr.7",", (l)

где lномчн. - номинаJIьное значение длины волны эмиссии рабочего
эталоЕа длины волны, приведенное в таблице 5, нм;

2--_ - измеренное на спектрофлуориметре значение длины волны

эмиссии, нм;
до И Дl - коэффициенты, вычисляемые по линейному методу

наименьших квадратов по формулам:
NN

N . Zv"**,, - 1"*.,) - Z 7,*,",,,
i=| i=\

Zl,*,,,
i =1,

(2)

4

,\

N . ZQ",-.,,)' - (Z z,-,,),

,
i=1

),,"""",, .ZU, 
"*,,)' - Z l "n.,, |(1 *",,, 1,о""",,),

i=| i=|

N .r(7*,,,)' - (Z l*",,)'
i=1 i=l

где 7"o,u, i - номинальное значение длины волны эмиссии с порядковым

номероМ i рабочего этаJIона длины волны, приведенное в таблице 5, нм;

(3)

8



lur.u..i - измеренное на спектрофлуориметре значение длины волны
эмиссии с порядковым номером i, нм;

N- количество длин волн.
9.1.4 Во всех дальнейших измерениях длин волн эмиссии, выполняемых

с помощью спектрофlryориметра, следует корректировать определяемые

значения длин волн эмиссии с помощью формулы l.
9.1.5 Установить меру с маркировкой <1>> в кюветное отделение

спектрофлуориметра, установить спектральные ширины щелей в канаJIах

возбуждения и эмиссии 10 нм и 5 нм соответственно, вкJIючить ксеноIIовую

лампу, входящую в состав спектрофлуориметра, установить длину волны

возбуждения 384 нм.

9.1.6 Усиление ФЭУ, ток лампы подобрать таким образом, чтобы сигнал

в измерительном канале, полученный в результате измерения спекlра

флуоресценции меры, находился в пределах от 20 до 80 О% диапазона

измерений.
9.1.7 Произвести 5 измерений в условиях повторяемости зависимостей

сигналов фrryоресценции от длины волны (спектров эмиссии), в каждом из

спектраJIьных диапазонов, указанных в таблице 4, с шагом регистрации 0,1 нм.

9, 1.8 Сохранить полrIенные спектры.

9.1.9 Установить меру с маркировкой (2> в кк)ветное отделение

спектрофrryориметра, вкJlючить ксеноновую лампу, входяшt},ю в состав

спектрофлуориметра, установить спектральные ширины щелей в канаJIах

возбуждения и эмиссии 10 нм и 5 нм соответственно, установить длину волны

возбуждения 358 нм.

9.1.10 Усиление ФЭУ, ток лампы подобрать таким образом, чтобы

сигнtlJI в измерительном кана.пе, полученный в результате измерения спектра

флуоресценции меры, находился в пределах от 20 до 80 0/о диапазона

измерений.

9.1.11 Произвести 5 измерений в условиях повторяемости зависимостей

сигнаJIов флуоресценции от длины волны (спектров эмиссии), в каждом из

спектральньж диап:}зонов, указанных в таблице 4, с шагом регистрации 0,1 нм.

9. 1.12 Сохранить полученные спектры.

9.1,1з в каждом из измеренньIх спектров для мер с маркировкой <<1> и

<<2>> соответСтвеннО с помощьЮ программы <Обработка спектров) определить

значениJIДЛинВолн'соотВеТстВУюЩиемаксимУМУПикаэмиссиидлякажДогоиЗ
спектрального диапазона, указанного в таблице 4-

9.1.14 Установить меру с маркировкои < 1>> в кюветное

ширины щелей

отделение
в канaшахспектрофлуориметра, установить спектраJlьные

возбуждения и эмиссии 10 нм и 5 нм соответственно, установить длину волЕы
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возбуждения и эмиссии в соответствии с таблицей 6, с помощью программного
обеспечения спектрофлуориметра задать режим <Сигналы>. Усиление ФЭУ,
ток лампы подобрать таким образом, чтобы сигнал в измерительном KaHzuIe'

поrцrченный в результате измерения сигншIа флуоресценции меры, находился в

пределах от 20 до 80 О/о диапазона измерений.

9.1.15 Произвести 10 измерений в условиJIх повторяемости сигнаJIа

флуоресценции.
9.1.16 Установить меру с маркировкой <<2>> в кюветное отделение

спектрофлуориметра, установить спектр.rльные ширины щелей в кан€Lпах

возбуждения и эмиссии 10 нм и 5 нм соответственно, установить длину волны

возбуждения и эмиссии в соответствии с таблицей 6, с помощью программного

обеспечения спектрофлуориметра задать режим <<Сигналы>>. Усиление ФЭУ,
ток лампы подобрать таким образом, чтобы сигнalл в измерительЕом KaHmIe,

полl^rенный в результате измерения сигн€lла флуоресценции меры, находился в

пределах от 20 до 80 Ой диапазона измерений.

9.1.17 Произвести 10 измерений в условиях повторяемости сигн€uIа

флуоресценции.
таблица б - Па ам ы изм ения соотношения сигнаJI - м

9.2 Проверка диапазона интенсивности флуоресценции и предела

догryскаемой относительной погрешности измерения интеЕсивности

флуоресuенчии
9.2.| Подготовить к работе спектрофлуориметр в соответствии с его РЭ,

9.2.2 Подготовить контрольную пробу на основе ГСО 11708-2021 с

массовой концентрацией фтryоресцеина натрия, соответств;rющей

номинаIьному значению интенсивности флуоресценции 1,0 ОЕФ. fuя этого в

кварцев},ю флуориметрическую кювету внести с помощью пипет-дозатора

2,0 смЗ исходного раствора ГСО 1 l 708-2021 .

g.2.з Подготовить контрольЕуIо пробу на основе гсо 11708-2021 с

массовой концентрацией флуоресцеина натрия, соответствующей

номинаJIьному значению интенсивности флуоресченции 0,25 ОЕФ. fuя этого в

кварцевую флуориметрическ}.ю кювету внести с помощью пипет-дозатора

0,5 см3 исходного раствора гсо 11708-202l и 1,5 "r' дr"rипп"рованной воды.

Поrrуrенный раствор тщательно перемешать.

9.2.4 Контрольнlто пробу, подготовленн},ю в соответствии с п. 9.2.З,

установить в кюветное отделение спектрофлуориметра,

10
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9.2.5 Произвести в режиме флуоресценuии измерение спектров эмиссии
при следующих условиях работы спектрофлуориметра: длина волны

возбуждения эмиссии 405 нм, диапазон длин волн регистрации спектра эмиссии

от 470 до 570 нм, ширина щелей каналов возбуждения и эмиссии 10 нм и 5 нм

соответственно, шаг регистрации l нм.

9.2.6 При проведении измерений спектров эмиссии в соответствии с

п.9.2.5 значение усиления ФЭУ, тока лампы спектрофлуориметра подбирают

таким образом, чтобы сигнал в измерительном кан€це, полу.rенный в результате
измерения спектра флуоресценции контрольной пробы на основе флуоресцеина
натрия, подготовленного в соответствuи с 9.2.З, находился в пределах от 20 до

80 О/о ДИаПаЗОНа ИЗМеРеНИЙ.

9.2.7 Сохранить пол5rченный спекгр.

9-2.8 С помощью программы <Обработка спектров)

спектрофлуориметра определить значения интенсивности флуоресценчии,
соответствующей длине волны эмиссии 514 нм.

9.2.9 Контрольную пробу, подготовленную в соответствии с п- 9-2-2,

установить в кюветное отделение спектрофлуоримета.

9.2.10 Произвести в режиме флуоресченчии измерение спектров эмиссии

при следующих условиях работы спектрофлуориметра: длина волны

возбуждения эмиссии 405 нм, диапазон длин волн регистрации спектра эмиссии

от 470 до 570 нм, ширина щелей каншIов возбуждения и эмиссии 5 нм, шаг

регистрации 1 нм.

9.2.1l При проведении измерений спектров эмиссии в соответствии с

п.9.2.10 значение усиления ФЭУ, тока лампы спектрофлуориметра подбирают

таким образом, чтобы сигн€UI в измерительном кан€це, полученный в результате

измерения спектра флуоресченчии контрольной пробы на основе флуоресцеина

натриJI, подготовленного в соответствии с 9.2.2, находился в пределах от 20 до

80 %о ДИаПаЗОНа ИЗМеРеНИЙ.

9.2.12 Сохранить пол}п{енный спектр.

9.2.|3 С помощью программы <Обработка спектров)

спектрофтryориметра определить значения интенсивности флуоресченчии,

соответствующей длине волны эмиссии 5l4 нм.

9.2.14 Установить меру с маркировкой <1> в кюветное отделение

спектрофлуориметра, установить спектральные ширины щелей в канчUIах

возбуждения и эмиссии 10 нм и 5 нм соответственно, установить длину волны

возбуждения 384 нм, установить значения параметров ФЭУ и тока лампы

идентичным, использованным при проведении измерений спектров эмиссии в

соответствии с п.п. 9.2.4 -9.2.6.
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9.2.15 Произвести 5 измерений в условиях повторяемости зависимостей

сигналов флуоресценции от длины волны (спектров эмиссии) в спектр€rльном

интервале от 400 до 650 нм, с шагом регистрации 1 нм.

9.2. 1 б Сохранить полученные спектры.

9.2,|7 С помощью программы <Обработка спектров)
спектрофлуориметра провести усреднение измеренных спектров.

9.2.18 Установить меру с маркировкой <2> в кюветное отделение

спектрофлуориметра, установить спектрaльные ширины щелей в KaHEuIax

возбуждения и эмиссии l0 нм и 5 нм соответственно, установить длину волны

возбуждения 358 нм, установить значения параметров ФЭУ и тока лампы

идентичным, использованным при проведении измерений спектров эмиссии в

соответствии с п.п.9.2.4 -9.2.6.
9.2.19 Произвести 5 измерений в условиях повторяемости зависимостей

сигналов флуоресченчии от длины волны (спекrров эмиссии) в спектральном

интерв.rле от 490 до 800 нм, с шагом регистрации l нм.

9.2.20 Сохранить полr{енные спектры.

9.2.2| С помощью программы <Обработка спектров)

спектрофлуориметра провести усреднение измеренньrх спектров.

9.2.22 Щля меры с маркировкой <<2>> дополнительно произвести 5

измерений в условиях повторяемости зависимостей сигнмов флуоресценции от

длины волны (спектров эмиссии) в спекгрЕIльном интервале от 430 до 470 нм, с

шагом регистрации 1 нм, при спектральной ширине щелей в каналах

возбуждения и эмиссии 5 нм, длине волны возб)rждения 369 нм.

9.2.2З Сохранить полученные спектры.

9.2.24 С помощью программы <Обработка спектров))

спектрофлуориметра провести усреднение измеренньrх спекгров.

10. Полгверrкленпе с(ютветствия ср€дства измерний метр<rлогическим

требованиям

l0.1 Для каждой длины волны, соответствующей максимуму пика

эмиссии, определенной в соответствии с п.9.1.1З, мер с маркировкой <<l>l и <2>>

ВычислитьсреДнеезначекиедлиныВолныВмаксимУмепикаэМиссиипо
формуле:

где 1,

lл
1 ,-_:-, )

N,-l '

значение длины волны в максимчме

(4)

пика эмиссии,

полученное в,и-ом измерении для пика с порядковым номером /, нм;

N - количество измерений.
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l0.2 В соответствии с п.п. 9.1.14 -9.|.l7 определить отношения сигнаJI -
шум:

- fuя каждой из пар длин волн, указанньж в таблице 6, вычислить
среднее значение интенсивности фтryоресценции по формуле:

т _ _LL t_, (5)
Л-:-t "'

где 1, - значение интенсивности флуоресченции, полr{енное в ,??-ом

измерении, аппаратно-зависимые единицы флуоресченции (далее по тексту -
а.з.е.ф.); N - количество измерений.

- Рассчитать среднеквадратическое откJIонение интенсивности

флуоресценции для каждой из пар длин волн, указанных в таблице 6, по

формуле:

Sr-
p=,(t"-t)-

(6)N_l
где 1, - значение интенсивности флуоресценции, полrrенное в ,r?-ом

измерении, а.з.е.ф.;

7- среднее значение интенсивности флуоресценции, а.з.е.ф.;

1У - количество измерений.

- Рассчитать отношение сигнаJI шум для каждой из пар длин волн,

ук€ванных в таблице 6, по формуле: j
sMR = г, (7)

где 7 - среднее значение интенсивност" irоо"aчa"ции., рассчитанное по

формуле 5, для пары длин волн, указанных в таблице 6, а.з.е.ф.;

Sд - стандартное (среднеквадратическое) отклонение интенсивности

флуоресченчии, рассчитанное по формуле 6, для пары длин волн, указанных в

таблице 6, а.з,е.ф.
10.з Результат проверки диапазона длин волн эмиссии считается

положительным, если:

значения длин волн максимумов пиков эмиссии дJIя мер с

маркировкой <1> и <2> соответственно лежат в пределах спектрального

диапазона, указанного в таблице 4;

- отношение ((сигншI - шум) для каждой из пар длин волн

возбуждения и эмиссии, приведенных в таблице б, не более 60.

10.4 Рассчитать для каждого максимума пика эмиссии меры значения

сrryллайной составляющей погрешности измерения длины волны максимума

пика эмиссии с порядковым номером /, лежащего в спекlральном диапазоне,

указанном в таблице 4, по формуле:

Zrл,"* ,.,-1".* ,)'
\

N(N-1)

lз

(8)



где 4'* / - среднее значение длины волны в максимуме пика эмиссии,

рассчитанное по формуле 4, для максимума пика эмиссии с порядковым
номером /, нм;

tr,"*_,,^ - значение длины волны в максимуме пика эмиссии,

полrlенное в,и-ом измерении пика эмиссии с порядковым номером /, нм;
N - количество измерений.

10.5 Рассчитать систематическую составляюrrtую погрешности
измерения длины волны по формуле:

м",=|7,," ,-1"."", ,| (9)

где l"",,",, _, - номинiulьная i-ая длина волны рабочего эталона, приведеннаrI

в таблице 5, нм;
)"*" , - измереннм на спектрофлуориметре i-ая длина волны рабочего

этаJIона, нм.
За систематическую составляющую погрешности измерения длины

волны спектрофлуориметра принимается максимальное значение, рассчитанное
по формуле 9 мя i-й длины волны рабочего этrцона.

l0.6 Рассчитать доверительную границу погрешности измерения длин
волн по формуле:

6!-_ ý;"' , + А2|.* (l0)

где 5"6" / - значение сlryчайной составляющей погрешности измерения

длины волны в максимр{е пика эмиссии с порядковым номером /, лежащего в

спектральном диапазоне, указанном в таблице 4, и рассчитанного по формуле 8,

нм;

^,t, 
,,_, - максимЕLпьное значение систематическои составляющую

погрешности измерения длины волны спектрофтryориметра, определенное
согласно п. l0.5, нм.

l0.7 Результат проверки предела допускаемой абсолютной погрешности

измерения длин волн считается положительным, если значениJI доверительных

границ абсолютной погрешности измерения длин волн, рассчитанных по

формуле 10, не превышают l нм.

l0.8 Рассчитать интенсивность флуоресценции, выраженной в ОЕФ, для

максимумов пиков эмиссии мер с маркировкой <1> и <2> соответственно, по

формуле:

I u':;0'".7,,+ 2,') - 
t'";iе|rф.\Ц,!':|!"=Y u"on) "'T

') - +;;,ф (05.5д, 
' Kn"p",u"^o' r гсо осо , (|l)

где tifiф Q".1,, * 7,,U**) - значение интенсивности флуоресuенции меры

в максимуме пика эмиссии, полученное при измерении спектра эмиссии в

соответствии с п.п.9.2.14 -9,2.24, а.з.е.ф.;
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Ii;I|)ф (405,5l4,tJ гс) - значение интенсивности флуоресценции
контрольной пробы на основе флуоресцеина наlрия при длине волны эмиссии
514 нм и длине волны возбуждения 405 нм, полr{енное при измерении спектра
эмиссии в соответствии с п.п. 9.2.4 - 9.2.13, а.з.е.ф;

)," - мина волны возбуждеЕия, нм;
)",r+ 7,, - диапазон длин волн эмиссии., нм;

Ur"o, - напряжение на ФЭУ, подобранное для оптимztльного
измерения спектра эмиссии меры при выбранной длине волны возбуждения и

диапазоне длин волн эмиссии, В;
Uгсо - напряжение на ФЭУ, подобранное ця оптимального

измерения спектра эмиссии кон,грольной пробы на основе фrryоресцеина
натрия, В;

Frro о', - зЕачение интенсивности флуоресценции контрольной пробы

на основе ГСО 1l708-2021, приготовленной в соответствии с п.п. 9.2.2 - 9.2.З,
ОЕФ;

Kn"o""u".o - коэффициент пересчета, в сл)aчае если применяемое
напряжение на ФЭУ отличается для меры и контрольной пробы на основе

флуоресцеина натрия, рассчитанный по формуле:

к _ I{405, ),,,U 
""е") ( l2)

I(405,)",,U гсr),
где I(405, )",,U *^,) - значение интенсивности флуоресценции меры,

а.з.е.ф.;
I(4O5,7,,U .) - значение интенсивности фrryоресценции контрольной

пробы на основе флуоресчеина натрия, а.з.е.ф.;

U""o" - напряжение на Фэу, подобранное для оптимшIьного
измерения спектра эмиссии меры, В;

Uгсо - напряжение на Фэу, подобранное для оптимального
измерения спектра эмиссии контрольной пробы на основе флуоресчеина
натрия, В;

L- мина волны эмиссии, на которой при возбуждении на 405 нм при

обоих значениях напряжения ФЭУ (U""рпи Uдбр) полlчаются сигнzrлы эмиссии
в пределах от 20 до 80 0/о диапазона измерениЙ.

При подборе значениЙ (Ju"pn и Uд66l сле,щ}ет стремиться к тому, чтобы

Un"p, : Uгсо, В ЭТОМ СЩЛае Кп"р""u"ло : | .

l0.9 Результат проверки диапазона интенсивности ф;ryоресченuии
считается положительЕым, если рассчитанное значение интенсивности

флуоресценции, выраженной в оЕФ, для меры с маркировкой <1>> составляет

менее 0,1 ОЕФ, а для меры с маркировкой <<2>> составляет более 2,0 ОЕФ,

10.10 Рассчитать для каждого пика с порядковым номером максимума

пика /, лежащим в спектральном диапазоне, yKurзaHHoM в таблице 4, меры с

маркировкой (lD и <<2>> соответственно, значения интенсивностей

флуоресченчии в максимумах пиков эмиссии' выраженных в оЕФ, по формуле:
l5



t of;"fr17",)",,+ 7,r1 _ IIр:ф (tr",7,| } 7,z,U n"pn)t_,
l-i - 

ry;;ф (05,5l4,U гсо)
' К **,"",-' F гсо _оЕФ, (|З)

где I"йф (Ц,).,, + ).,r,(,In*)t _, - значение Ёго измерения интенсивности

фтryоресценции меры в максимуме пика эмиссии с порядковым номером
максим)rма пика /, полученное при измерении спектра эмиссии в соответствии с
п. 9.2, а.з.е.ф.;

Ii;;фg05,5|4,Uгс) - значение интенсивности флуоресченчии
контрольной пробы на основе флуоресчеина натрия при длине волны эмиссии
514 нм и длине волны возбуждения 405 нм, полученное при измерении спектра
эмиссии в соответствии с п.9.2, а.з.е.ф;

7u- длина волны возбуждения, нм;
),,, + 7,. - диапазон длин волн эмиссии, нм;

Un"o, - напряжение на ФЭУ, подобранное для оптимaцьного
измерения спекгра эмиссии меры при выбранной длине волны возбуждения и

диапазоне длин волн эмиссии, В;
Uгсо - напряжение на ФЭУ, подобранное для оптимального

измерения спектра эмиссии контрольной пробы на основе флуоресчеина
натрия, В;

Frro_ou. - значение интенсивности флуоресченции контрольной

пробы на основе гсо l1708-202l, приготовленной в соответствии с п.п- 9-2-2 _

9.2.3, ОЕФ; Kn"o"""".o - коэффичиент пересчета, определенный в соответствии с
п.9.2; l - порядковый номер максимума пика эмиссии.

l0.1lРассчитать среднее арифметическое значение интенсивности

флуоресценции, выраженной в ОЕФ, для каждого пика с порядковым номером

максимуl!{а пика /, по формуле:

Т ::i()",7,,+tr,z)t =! i,' l:;ra.l,,,1,,),_,, (14)

где t ffi(1".7,, * Цr), _, - значение i-го измерения интенсивности

флуоресценции, выраженной в оЕФ, для каждого пика с порядковым номером

максимуI!{а пика /, меры с маркировкой <l> и <2> соответственно, рассчитанное
по формуле 13, ОЕФ;

N - количество измерений спектров эмиссии;
/ - порядковый номер максимума пика эмиссии.

l 0. l 2 Рассчитать относительную сл}rt{айную составляющую погрешности

измерения интенсивности флуоресценции, выраженной в ОЕФ, по формуле

Lo i:;rц 
^,, 

+ 1",1, _, -Т |jfi(A",l" + )",),)2
.l00, (15).,

где

йu l 
Т "*'fll,а..,л,,* l,"r1,

Iff:(ц,ц,+ц,),_,

1/(N - l)

Ёого расчета и нтенсивностизначение

lб

флуоресченчии, выраженной в оЕФ, выполненного по п. l0.1 l, ОЕФ;



Т З::,(1",1,, * 7,r),) - среднее арифметическое значение интенсивности

флуоресценции, выраженной в ОЕФ, рассчитанное по формуле 14, ОЕФ;
N- количество измерений спектров эмиссии;
/ - порядковый номер максимума пика эмиссии.

10.13Относительная систематическая погрешность измерения

интенсивности фrryоресценции, выраженной в ОЕФ, принимается равной
относительной расширенной неопределенности аттестованного значения

ГСО l l708-2021, указанной в паспорте на него.

10.14Рассчитать доверительную границу погрешности измерения

интенсивности флуоресченции, выраженной в ОЕФ, по формуле:

S"'," , +S.',._ (16)

где ,ý",',,, 1 - значение слуlайной составляющей погрешности измерения

интенсивности фlryоресценции, выраженной в ОЕФ, рассчитанной по формуле
|5, О/о;

S""". - относительная систематическzш погрешность измерения

интенсивности флуоресценции, выраженная в ОЕФ, в соответствии с

п. 10.13, %;
/ - порядковый номер максимума пика эмиссии.

10.15результат проверки предела допускаемой относительной

погрешности измерения интенсивности флуоресценции, выраженной в оЕФ,
считается положительным, если значения, вычисленные по п. 10.14, не

превышают l0 0й.

l0.1брассчитать абсолютную погрешность воспроизведения длины

волt{ы для каждой длины волны, соответствующей максимуму пика эмиссии

мер с маркировкой << 1 > и <<2>>, по формуле:
6 ,,* _, =l1*", _, 

_ л,"* .,_**,.|, ( l 7)

где l,"* , - значение длины волны в максимуме пика эмиссии,

рассчитанное по формуле 4, для пика с порядковым номером /, нм;

1""_ 
_, _,,*,о* - значение длины волны в максимуме пика эмиссии для

пика с порядковым номером /, указанное в паспорте на меру, в нм.

l0.17 Результат определения абсолютной погрешности воспроизведения

ДлиныВолнысчитаеТсяпоЛожительным'еслизначениJI'ВычисЛенныепо
п. 10.16, не превышают 1 нм.

11. Оформ.пениерезультаювповерки
11.1 Результrгы поверки формrrясrгся проюколом поверки. Рекомендlемая

форма проюlола поверки приведена в приложении Д. Проюt<ол может хрilнитюя на

электронньD( носитеJUIх.
11.2 Меры считzlются прошеддим}r поверIу с положительным результаюм и

догryскаются к применению, есJIи все операi{ии поверки прйлеrъl с положитеJIьным

|,7

6,=



результtrюм., а TaIoKe собJЕодеIш требоваrия по заIц.пе средства измерrшй ог
несанкцаонирокrнною вмешаtельств€l. В ином с.цу{ае меры сЕIитаются

поверцу с (rгрицатеJъным резуJIьтztюм и не допускаются к применению.

11.3 По з€ивJIению вJIадеJБца средства I,rзмерrпй ши JtrпI4 пр€дставившею ею
на поверку, с у{етом трбоваtпй меюдшс,l поверюl аю!ред4ювашrое на поверку JIицо,

цроводrвшее поверку, в случае положитеJъньD( резу]IьltIтOв поверки (подгвержлено

соответствие средства шмерrппi мgгрлогlг{еским требоваtпляrл) вьцает
свцдетеJьство о поверке, формленное в соответствии с требовашплл к содержЕlнию

свидетеJъстм о поверке, }тверждешъпд1 прIdсaюм Мшт,rсгерсгва промышленности и
торговJIи Россrдiской Федеращм ог 31.07.2020 Ns 2510. Наrrесеrrие зн сt поверки на

средсIво измереrшп1 не прелусмогрено.
1 1.4 По заJIвJIению вJIадеJIьца средстm измерешпi иJIи лицц цредставившею ею

на поверIry, с yleToM требоваlпй мgгодшоr поверки аккредrювil*rое на поверку лицо,

првод{вшее поверку, в сJryчае отршIательньD( резу]IьтtIюв поверки (не подгверЖлеНО

соответствие средстм rBMepeHIй мgIроломческим трбомrплям) вьцает извещение о

непригOдrости к применению средсrва измерrпй.
l1.5 Сведеrшя о резутшгаrах поверки (tcaK пололсrrе.гыъп<, так и сrгршIагелыъж)

передаются в (Dедерапьтъй r+rфрмаrщоrпъй фонд по обеспечеrпшо едц{ства

измереюй.

,Щп,,/ В.И. Нагаев

A.fl. Левин

М.К. Аленичев

Зам. начальника лаборатории

Ведущий наl^rный сотрудник

Науrный сотрудник

I8

4



ПРИЛОЖЕНИЕ А
(рекомендуемое)

Примерная форма протокола поверки

протокол ПОВЕРКИNS

Меры длин волн и интенсивности фrryоресценции (комплект)
(наименование, тип СИ и модификации в соответствии с описанием типа, в единственном числе)

Заводской номер:

Год выпуска

изготовитель
Регистрационный номер в ФИФ:
Владелец СИ:
Применяемые средства поверки :

мп 0з8.р3-24

Место проведения поверки:

Условия поверки:

- температура окружающего воздуха, ОС

- атмосферное давление, кПа

- относительная влажность воздуха, О/о

Проведение поверки:

l Внешний осмо1р:

2 Опробование:

3 Определение метрологических
характеристик:

4 Заключение по результатам
поверки:

Соответствует/не соответствует п.

Соответствует

По результатам поверки средство

измерений соответствует

метрологическим характеристикам,

ук€lзанным в описании типа средства

измерений, и признается пригодЕым к

применению.

l9

Применяемая методика поверки:



Наименование характеристики
Единица

измерения
Измеренное

значение

Вывод о

соответствии

,Щиапазон длин волн эмиссии нм

Предел допускаемой абсолютной
погрешЕости измерения длин
волн

нм

{иапазон интенсивности

флуоресценции
оЕФ

Предел догryскаемой
относительной погрешности
измерения интенсивности
флуоресценции

%

МЕТРОЛОГИtIЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ

Поверитель Фио

20


