
اسپکتروفتومتري

دانشگاه علوم پزشکی شیراز،شناسیایمنیکارشناسی ارشد ،محمدرضا یزدانی: تهیه کننده

:کلیات

دستگاه اسپکتروفتومتر وسیلهبهاین میزان . باشدمیموردنظرتوسط ترکیب شدهجذبمیزان نور گیرياندازهمبناي برشوندمیکه در آزمایشگاه شیمی بالینی انجام هاییآزمایشاکثر 
میزان نور هکه غلظت یک ترکیب مستقیماً بستگی بBeerبا استفاده از قانون .گیردمیصورت )Visible Range(نور مرئی طیفدرهاگیرياندازهمعمولاً . شودمیگیرياندازه

.محاسبه نمودتوانمیغلظت این مواد را ،دارد) Transmittance(زتاب بستگی به نور بامعکوس طوربهیا شدهجذب

:مختلف اسپکتروفتومتر معمولیهايقسمت

البته ،شودمیبراي تهیه طیف کامل نور اياستفادهقابللامپ تنگستن منبع . گرددمیانتخاب ، منبع نوريمناسب به درون محلول موردنظرموجطولتابش نور با برحسب:منبع نوري
در . کنندمیدر طیف ماوراء بنفش استفاده گیرياندازهاز لامپ هیدروژنی و دیوتریوم براي . رودمیبه کار UVهم براي نور مرئی و هم ) Tungsteniodide(لامپ تنگستن هالوژنه 

باشد ضعیف 340nmبالاي هاآنلازم براي موجطولکه هاییآزمایشمثال لامپ هیدروژنی براي طوربه،کاربرد داردهاییآزمایشچهدرانتخاب اسپکتروفتومتر باید توجه نمود که 
.استفاده استغیرقابلو 

.استبه درون سیستم منوکروماتور ) Stray light(از ورود نور پراکنده جداشدهنوري يهاشعاعکار آن متمرکز کردن :)EntranceSlit(شیار ورودي 

نور را با استفاده از منشور یا موجطولاست که طیف ايوسیلهمونوکروماتور . کندمیمشخص را جدا و انتخاب موجطولسیستمی که نور با ):Monochromator(منوکروماتور
Grating شودمیدر فتومترها معمولاً از فیلتر تداخلی استفاده (کندمیجدا.(

بر . شودمینور، نور سفید وارد شده به درجات مختلف پخش موجطولکه به علت تفاوت در ضریب شکست بر اساس باشدمیتیز و به شکل هرم هايلبهیک شیشه با - منشور
.ت آن بیشتر استکمتر باشد شکسموجطولهر چه . شودمینور، نور قرمز کمتر از ناحیه آبی یا بنفش طیف شکسته موجطولاساس 

Grating–کندمییک طیف رنگی ایجاد وکندمیهر شیار مانند یک منشور عمل . باشدمییا بیشتر شیار کوچک 3000داراي که یک صفحه صورتبهاست ايوسیله .
.و شدت نور بیشتري دارندکنندمییکدیگر را تقویت فازهمهايطیف

نبوده و متشکل از طیفی از موجطولیعنی فقط یک یستند؛نواقعی مونوکروم صورتبهبقیه نورها ،نور لیزرازیرغبه : Spectra band width(SBW(موجطولمحدوده 
:کنندمیمیزان مونوکروماتیک بودن را با اصطلاحات زیر تعریف . باشندمیهاموجطول

Spectral Band Width)SBW:( که از شیار خروجی سیستم موجطولعبارتست از طیفی ازWavelength Selectorاسمی موجطول. گذردمی)Nominal(: این
.گیردمیقرار شدهخارجاسمی در مرکز کل طیف موجطولی است که در آن ماکزیمم شدت نور وجود دارد و موجطول،شعاع نور

مثلاً در ،شودمیی است که بر روي دستگاه انتخاب موجطول،اسمیموجطولبر روي فیلتر است و براي اسپکتروفتومتر ذکرشدهموجطولاسمی، موجطولبراي فیلتر فتومتر، 
ــدر صنانومترSBW20اسپکتروفتومتر با  موجطولولی ماکزیمم شدت تابش در ،نانومتر خواهد بود530- 550بین یدشدهتولطیف نوري 540nmموجطولورت انتخاب ــ



یک مونوکروماتور کمتر باشد، SBWهر چه . باشدمینانومتر5برابر با SBWاز نوع مرغوب دارايGratingمثلاً است،نشانه مرغوبیت یک مونوکروماتورSBW. باشدمی540
.باشد10nmکمتر از SBWباید %0.99خاص به میزان موجطولجذب نوري در براي . و تعداد جذب نوري بیشتر استیجادشدهاشدت نور 

موردنظرطیف جذبی ماده 1/0نآSBWهر ماده شیمیایی باید از اسپکتروفتومتري استفاده کرد که گیرياندازهبراي . استیهر ماده شیمیایی داراي طیف جذب نوري خاص
)NBW=Natural Band Width (باشد.

.استبر روي کووت جداشدهنوري هايشعاعکار آن متمرکز کردن ):Exit Slit(شیار خارجی 

هاي کووت. دنباشمی، بروسلیکات، کوارتز و پلاستیک Soft glassها از جنس کووت. شودگیرياندازهوظیفه کووت نگه داشتن محلول در دستگاه است تا جذب نوري آن :کووت
و مربع ايیرهداها در سطوح مقطع کووت. شودمیاستفاده 320nmکمتر از موجطولاز کووت کوارتز براي . هستندمناسب950nm -320موجطولمخصوص براي ايشیشه

.ندهاي مربع از جذب بیشتري برخوردارکووت. دنباشمیموجود 

.استکار آن تبدیل انرژي نوري به الکتریکی : دتکتور

.استکار آن نشان دادن مقدار جذب یا عبور نور : عقربه کالوانومتر

:کلیهايیهتوص

.، اسپکتروفتومتر را روشن کنیدهاتستهمیشه نیم ساعت قبل از خواندن 

.ر برق و اسپکتروفتومتر استفاده کنیدیسولتاژ در میدارکنندهپااز یک 

ضروري ماههسهدر فواصل هادندهچرخکاريغنرو. ییدنمااسپکتروفتومتر را باز کرده و گرد و غبار موجود را تمیز يبدنهبار سالی دوکردن اسپکتروفتومتر الزامی است؛نظافت و تمیز
.نماییدهفتگی تمیز در فواصلرا یارهاشها و مسیر کووت. ییدنماماهی یک بار تمیز Lens paperلامپ اسپکتروفتومتر را با . است

.در موقع عدم استفاده از اسپکتروفتومتر، حتماً روکش آن را بکشید

.به آن ضربه وارد نشود. ندهیداسپکتروفتومتر را از جاي خود حرکت

را موردنظرمحلول ،%20کمتر از Tباشد یا 0.7جذب نوري محلول بیشتر از کهدرصورتی. باشدمی0.439در)Absorbance(جذب و %36.8در %Tحداقل خطاي نسبی 
.قرار گیرد0.7-0.1رقیق کنید تا جذب نوري در محدوده

برابر بردارید تا جذب در محدوده 3تا 2نیاز برحسبحجم نمونه را شودمیلذا توصیه ،شودمیخطاي زیادي حاصل ،باشد% 80بیشتر از Tیا 0.1جذب محلول کمتر ازکهدرصورتی
ــقرار گیرد و ضریب مربوطه را در محاس) 0.1-0.7( ــ ــ .باشدمیT20 -10%و براي OD=0.1-0.7جذببهترین محدوده براي خواندن. لت دهیدابه دخـ

.اگر حجم محلول نهایی کم است، مقدار نمونه و راژنت را دو برابر کنید. کندمیحجم محلول در کووت باید بالاتر از قسمتی باشد که نور از آن عبور 

کووت را به همراه سایر . شودمیاسید سولفوکرومیک و غیره توصیه ) رقیق شده 10به 1(وایتکس، سود، پتاس و اسید کلریدریک رقیقهايمحلولشستشوي متناوب کووت با 
.دنشودارخشچون ممکن است ییدنشوهالوله

.هرگز کووت را با دست لمس نکنید



.تبخیر صورت نگیردبسته شود تا طولانی درب کووتدر خوانشضمناً باید . در محل خاص خود قرار گیرد و محلول درون آن فاقد حباب باشدیآرامبهکووت باید 

لیست اقدامات انجام شده . کنیدبه نظافت و کنترل کیفی دستگاه توجه . انداري شودو توسط کارشناس مربوطه، نصب و راه، مطابق دستور کار بروشور یلاز تحواسپکتروفتومتر پس 
.بط و نگهداري شوندض

کنترل کیفی اسپکتروفتومتر

:باشدمیموارد زیر اسپکتروفتومتر وجود دارد که شاملي زیادي جهت کنترل کیفی هاتست

موجطولصحت 

خطی بودن

صحت فتومتریک

کنترل تعویض لامپ

رانش فتومتري

هامحلولکدورت 

طیف ناخواسته

هایکسانی کووت

SBWکنترل 

:زیر متداول استهايروشجداشدهموجطولبراي اطمینان از صحت 

قرار دادن یک مقواي سفید در تنظیم کرده و رنگ نور را باموردنظرموجطولاسپکتروفتومتر را بر روي موجطولبراي کنترل، .استنور داراي رنگ خاصی موجطولهر : راه چشمی
.آنزیمی اهمیت زیادي داردهايآزمایشگاهدر موجطولصحت کالیبراسیون . نانومتر رنگ باید زرد باشد585مثلاً در ،کنیممیجلو شیار خارجی مشاهده 

موجطولاست که داراي ماکزیمم تابش نوري در جایگزینی منبع نوري معمولی اسپکتروفتومتر با منبع نوري دیگري، موجطولصحت ررسیراه بترینیحصح:جایگزینی منبع نوري
.است656nmو 486nmموجطولمثلاً لامپ دوتریرم داراي خطوط تابشی ناپیوسته در ،باشدمشخص 

دیدیمیوم در فیلتر.دنباشمیي خاصی هاموجطولجذبی مشخصی در هايیکپاین فیلترها داراي :.Didymiumو Holmium oxideیرنظايشیشهاستفاده از فیلترهاي 
%50- 60را بین T. دهیمیمفظه کووت قرار دیدیمیوم را در محفیلتر . کنیممیتنظیم 530را روي موجطولو کنیممیدستگاه را روشن . را دارد%Tحداقل 585nmو 530

ــمشاهرا Tهر کجا کمترین درصد .کنیممییادز540nmرا به سمت موجطولیآرامبهو کنیممیتنظیم 520را روي موجطول. کنیممیتنظیم  ــ را موجطولده کردیم، ـ
کمتر باشد1nm، اگر موجطولپیچ تنظیم که ترتیبینابه؛تنظیم شودموجطولنشد باید طورینااگر ؛دست آیدبه 530±1محدوده باید در Tحداقل.کنیممییادداشت 



)(529nmبراي هر. چرخانیمیمکلیک 8ساعت به تعداد يهاعقربهجهت حرکت برخلاف,nm8 و از فیلتر چرخانیممیکلیکHolmium oxideهاي براي اسپکتروفتومتر
:به عبارت دیگر؛ کنیممیاستفاده nm8کمتر از SBWبا 

Narrow SBWHolmium filter

Didymium filter Broad SBW

d (محلول رنگی:

.نانومتر باشد350و 257ماکزیمم جذب نوري در باید داراي)نرمال حل گردیده01/0میلی گرم دي کرومات پتاسیم در یک لیتر اسید سولفوریک 50(محلول دي کرومات پتاسیم 

.نانومتر باشد401باید داراي ماکزیمم جذب نوري در ) نرمال0.01در سود 0.04mmol/lit(محلول پارانیتروفنل 

.نانومتر باشد512نوري درجذبباید داراي ماکزیمم )0.18Mدراسید سولفوریک0.0735mmol/lit(محلول سولفات آمونیوم کبالت

نانومتر شروع کرده و490ز ا. گیریممیي متفاوت اندازه هاموجطولمیزان جذب نوري این محلول را در . ) میلی لیتر درابکین 5میکرولیتر خون و 20(ت هموگلوبین ممحلول سیان
.نانومتر باشد540نوري در جذبباید ماکزیمم . خوانیممی) با بلانک درابکین(نانومتر5هر 

.اسپکتروفتومتر باید در فواصل هفتگی و پس از هر تغییر یا تعمیر دستگاه صورت پذیردموجطولکنترل 

:گیردمیزیر مورد آزمایش قرار هايروشخطی بودن به . متناسب با مقدار نورصورتبهعبارتست از قدرت اسپکتروفتومتر براي ثبت یک سیگنال :)Linearity(خطی بودن 

:شامل:محلول رنگی

نانومتر405پارانیترو فنل در 

نانومتر512سولفات آمونیوم کبالت در 

نانومتر650سولفات مس در 

نانومتر540مت هموگلوبین در سیان

محلول دي کرومات پتاسیم

:بررسی خطی بودن با استفاده از محلول در طول موجهاي مختلف 

نانومتر از محلول 340و در طول موج میلی مول در لیتر 08/0نانومتر از محلول پارانیتروفنل 405در طول موج ،HiCNنانومتر از محلول 540براي بررسی خطی بودن در طول موج 
.استفاده می گرددکرومات پتاسیم دي

تهیه 2از محلول سیان مت هموگلوبین با جذب نوري حدود (Stock)، می بایست با مخلوط نمودن خون با درابکین ، ذخیره اي نانومتر540جهت بررسی خطی بودن طول موج 
اگر میزان هموگلوبین .) بدست می آید 09/2میلی لیتر درابکین ، محلولی با جذب نوري حدود 5به g/l170میکرولیتر خون با هموگلوبین100بطور مثال از اضافه کردن .( شود 

و جذب ) 16/1و8/1،  4/1، 2/1بطور مثال (رقت تهیه می شود 4سپس از این محلول ذخیره ، حداقل . رابکین اضافه شودنمونه کم باشدحجم بیشتري از خون ، می بایست به د



دار مشاهده جذبهاي نوري قرائت شده به عنوان مق. خوانده بدست آید  5گردد تا در طول موج یاد شده در مقابل بلانک درابکین، قرائت مینوري محلول ذخیره و رقتهاي تهیه شده
.شود در نظر گرفته می) Observed(شده 

باشد به عنوان مبنا انتخاب و میزان خطاي سایر رقتها با توجه به آن محاسبه می شود تا 4/0حدود رقتی از محلول که در ) OD(براي محاسبه میزان خطا در هر رقت ،جذب نوري
. جذب مورد انتظار بدست بیاید 

:بصورت زیر محاسبه می شود 2/1جذب نوري مورد انتظار براي رقت .باشد 4/0، حدود 4/1نمونه با رقت بطور مثال اگر جذب نوري

بدین ترتیب پس از محاسبه . می باشد2/1جذب نوري نمونه در رقت ) Expected(انتظار بدست آمده ، مقدار مورد Xمقدار 
. گردد تعیین میBiasجذب نوري مورد انتظار براي رقتهاي مختلف ، میزان عدم صحت هر رقت با استفاده از فرمول 

100*
exp

exp

ected

obserevedected
Bias




.نمونه سیان مت هموگلوبین در یک دستگاه فتومتررا نشان می دهد مثال زیر ، میزان عدم صحت جذب نوري رقتهاي مختلف 

رقتجذب نوري

4/04/1

x2/1

%Bias(OD observed)

جذب نوري بدست آمده

(OD expected)

جذب مورد انتظار

0.912.0942.075

0.181.6631.66

1.121.2591.245

1.971.0171.037

0.480.8260.83

-0.415-

2.10.2120.207



. گردد میلی مول در لیتر استفاده می08/0از محلول پارانیتروفنل نانومتر405براي بررسی خطی بودن در طول موج 

: طرز تهیه این محلول

گرم11/139= وزن یک مول پارانیتروفنل 

گرم13911/0=یک میلی مول 

در یک لیتر هیدروکسید سدیم ) میلی گرم1/11بطور تقریبی (  پارانیتروفنل 11288/11اسبه زیر ، می بایست  میلی مول در لیتر ، با استفاده از مح08/0براي تهیه پارانیتروفنل 
(Na OH)01/0نرمال حل شود .

گرم میلی11.1 ~گرممیلی11.11288گرم= 0.0111288 = 0.08 × 0.13911

نانومتر و 405را در طول موج 2تا 0.1توان خطی بودن در محدوده جذب نرمال می01/0(Na OH)در سودخواهد داشت و با تهیه رقتهاي مختلف2این محلول جذبی در حدود 
محاسبه گردیده Biasمیلی مول در لیتر نتایج زیر بدست آمده و 0.005و 0.01، 0.02، 0.04، 0.06بطور مثال با تهیه محلولهایی با غلظت .در مقابل بلانک سود، بررسی نمود

.تاس

.  را ملاك قرار داده و با تناسب مانند مثال زیر جذب نوري مورد انتظار هر غلظت را محاسبه نمایید0.4قبلا گفته شد جذب نوري حدود همانطور که

. شودکرومات پتاسیم استفاده میاز محلول دينانومتر340براي بررسی خطی بودن درطول موج 

نرمال به 01/0گرم آن را با اسید سولفوریک میلی200گراد به مدت یکساعت خشک کرده و درجه سانتی110با حرارت ovenکرومات پتاسیم را در براي تهیه محلول، پودر دي
01/0خواهد داشت و با تهیه رقتهاي مختلف  در اسید سولفوریک 2محلول ذخیره جذبی در حدود . این محلول را بعنوان ذخیره در شیشه تیره نگهداري نمائید. لیتر برسانید1حجم 

غلظتجذب نوري

0.4630.02

x0.04

Bias %غلظت محلول پارانیتروفنلجذب نوري مورد انتظارجذب نوري بدست آمده
µmol/L

31.9081.8520.08
21.4181.3890.06

1.20.9370.9260.04
 -0.463 -0.02

2.60.2250.2310.01
2.60.1130.1160.005



، 200بطور مثال با تهیه محلولهایی با غلظت . نانومتر بررسی نمود340را در مقابل بلانک اسید سولفوریک، درطول موج 2تا 0.1توان خطی بودن در محدوده جذب نرمال، می
.محاسبه گردیده استBiasنتایج زیر بدست آمده و میلی گرم در لیتر10و 25، 50، 100، 150

.را ملاك قرار داده و با تناسب مانند مثال زیر جذب نوري مورد انتظار هر غلظت را محاسبه نمایید0.4مشابه مثال قبل جذب نوري حدود 

Bias %کرومات پتاسیممحلول ديغلظت جذب نوري مورد انتظارجذب نوري بدست آمده
mg/L

1.82.0071.972200
0.51.4861.479150
0.50.9910.986100

-0.493 -50
0.80.2450.24725

40.0950.09910

.ولی بهتر است این مقدار را براساس دستورالعمل سازنده تعیین نمود. شود پیشنهاد می%  5مجاز  در هر رقت حداکثر میزان عدم صحت

.مانند دیدمیوم، جایگزینی براي روش قبل میباشدsolid glass filterاي در صورت امکان، استفاده از فیلترهاي شیشه

DidymiumFilter 550درnm: 0.25به همین ترتیب جذب را با هوا روي. گیریممی، بعداً جذب فیلتر دیدیمیوم را اندازه کنیممینانومتر با هوا صفر 550موجطولدر جذب را
کهدرصورتی. خوانیمیمتنظیم کرده و فیلتر دیدیمیوم را گذاشته و جذب را 0.50سپس جذب را با هوا روي. خوانیممیو فیلتر دیدیمیوم را گذاشته و جذب را کنیممیتنظیم 

بودن اسپکتروفتومتر باید در فواصل هفتگی و پس از هر تغییر و تعمیر دستگاه یخط.در مراحل متوالی با فیلتر دیدیمیوم مساوي باشدهاجذباسپکتروفتومتر خطی باشد، باید تفاوت 
.بررسی شود

nm 550جذب در 0.750.500.250

فیلتر دیدیمیومجذب 0.8460.5960.3460.096

یا خیرگیردمیخاصی صورت موجطولهدف از صحت فتومتریک این است که آیا حداکثر جذب نوري به تعداد مشخص در :صحت فتومتریک

غلظتجذب نوري

0.49350

x25



:دنگیرمیقرار مورداستفادهمتفاوتی براي این کار هايمحلول. شودمیخاصی تعیین موجطولمشخص در براي این کنترل، مقدار جذب نوري محلولی با غلظت 

درجه سانتی 110میلی گرم از دي کرومات پتاسیم را به مدت یکساعت در درجه حرارت 50حدود:) K2Cr2O7(محلول دي کرومات پتاسیم ) الف
01/0و در یک لیتر اسید سولفوریک برداشتهمیلی گرم از ماده فوق50، دقیقاً ي کالیبرهسپس  با ترازو. گراد قرارداده تا خوب خشک شود

نانومتر صفر شده و جذب نوري 350نرمال در طول موج01/0سپس اسپکتروفوتومتر توسط بلانک اسید سولفوریک . نرمال حل میگردد 
تریک نشاندهنده صحت فتوم536/0±005/0جذب نوري در محدوده . گردد محلول دي کرومات پتاسیم در اسید سولفوریک قرائت می

.باشدکمتریا6nmآن SBWکه استفاده شوداسپکتروفتومتري باید براي خوانش ازاست63nmدي کرومات محلول NBWچون .باشددستگاه می

اسید سولفوریک غلیظ حل شده و با آب مقطر به حجم یک لیتر 10mlگرم از این ماده در CoSo4]NH44 [So4, 6H2O( :14.481(محلول سولفات آمونیوم کبالت ) ب
:ي مختلف عبارتست ازهاموجطولجذب نوري این محلول در . شودمیرسانده 

موجطولجذب نوري

0.012400 nm

0.077450 nm

0.163500 nm

0.077550 nm

.اسپکتروفتومتر تنظیم استهايقسمتیعنی همه ،بودقبولقابلو در محدوده اگر صحت فتومتریک کنترل شد .ماهانه کنترل شودصورتبهصحت فتومتریک شودمیتوصیه 

بعد از نصب لامپ جدید باید . را کنترل و بررسی کردهاآنباید در فواصل زمانی مرتب نتیجهدروسته در معرض فرسودگی قرار دارند،آرام و پیصورتبههالامپ:کنترل تعویض لامپ
.فتوسل برسدسیستم نوري دستگاه تنظیم شود تا حداکثر میزان نور پس از عبور کووت به 

روش کنترل با استفاده از آب مقطر

.را انتخاب کنید) نانومتر550(مناسب موجطولیک کووت پر از آب مقطر در دستگاه قرار دهید و 

.گالوانومتر در وسط صفحه تنظیم شودعقربه 

.بررسی شودAیا Tبر روي هاآن، کمی تغییر داده شوند و اثر نوبتبهلامپ و دیگر اجزاء نوري 

.استبه دست آید بهترین موقعیت هر یک از اجزاء سیستم نوريTمحلی که حداکثر 



این رانش ممکن است به علت . باشدمیDriftیا نسبت به زمان )Tیا A(شده گیرياندازهاسپکتروفتومتري، عدم پایداري کمیت یک منبع اصلی خطا در :)Drift(فتومتري انشر
بنابراین باید پس از خواندن هر ،شودمیمقیاس جذب نور لگاریتمی است، رانش عقربه از صفر در طول زمان موجب خطا در تعیین غلظت ازآنجاکه. شدید منبع نور باشدفرسودگی 

اگر اسپکتروفتومتر به مدت طولانی . صفر را با کووت خالی یا کووت محتوي آب مقطر یا محلول بلانک تنظیم کنید. صفر کنیدتست، رانش را کنترل کرده و دستگاه را مجدداً 5- 10
داشته باشد، خطاي Drift، اگر دستگاه شودمیاستفاده یی که از فاکتورهاتستانجامدر. شودمییجاد اDriftو رودمیدستگاه گرم شده و عملکرد اولیه آن از دست روشن باشد،

.کندمیبودن اسپکتروفتومتر را کنترل قدمثابت، Drift. شودمیفاحشی ایجاد 

:روش کنترل

رفته را از عدد صفر کنیم یا مقدار بالا یا پائیندستگاه را در فواصل کوتاه، Driftکه نباید تغییر کند و در صورت وجود دهیممیبلانک را به دستگاه باریک،خوانش10- 20ازاي هر به 
.کنیممیکم یا زیاد هاتستشدهخوانده

آن را با پارافیلم محکم نمود وجذب راه دیگر بررسی رانش فتومتري این است که ابتدا دستگاه را با درابکین صفر کرد و سپس محلول سیانومت هموگلوبین را در کووت ریخته و سر
.می باشد±0.005ت شده طی این مدت حداکثر تغییر مجاز در جذب هاي نوري قرائ. دقیقه بمدت یکساعت اندازه گیري نمود15- 5نوري این محلول هر 

آزمایش را با رقیق کردن نمونه تکرار کنید و یا . تکرار شوددر صورت کدورت، واکنش باید . دباید شفاف باشنحاصل هايمحلولو هامعرففتومتري، گیرياندازهبراي :هامحلولکدورت 
.کم کنیدهالولهعمل کنید و جذب نوري بلانک نمونه را از سایر Sample blankصورتبه

:شودمیزیر استفاده هايروشفتومتر از واسپکترSBWبراي کنترل :)SBW)Spectral Band Widthکنترل 

)Mercury Vapor Lamp(لامپ بخار جیوه 

Interference Filter باSBWنانومتر2- 1معاد

ي آنزیمی حساس با این دستگاه خوانده هاتستکهیناانجام داد، به جزتوانمینهیچ کار،ادعا شده دستگاه تفاوت داشتSBWدستگاه با روش فوق با آمدهدستبهSBWاگر 
.نشود

Cuvettematching)(باید یکسان باشنددنرومیو کالیبراسیون به کار گیرياندازههایی که برايمیزان جذب نوري تمام کووت:هایکسانی کووت.

:روش کنترل کووت

با هم تفاوت 0.01±ازنباید بیش . گیریممیاندازههاي دیگر را و جذب کووتکنیممیو دستگاه را با کووت اول صفر کنیممیپر ها را از آب مقطرتمام کووت:استفاده از آب مقطر
.داشته باشند



دهیممیمت هموگلوبین ریخته و در دستگاه قراردر کووت اولی محلول سیان. کنیممیمناسب دستگاه را صفر موجطولبا محلول درابکین و :استفاده از محلول سیان مت هموگلوبین
.گذاریممیها تفاوت داشته باشد را کنار با سایر کووت0.015هر کووت که بیش از . خوانیممیها همان محلول را با سایر کووت. کنیممیرا یادداشت Tو 

):Stray light(طیف ناخواسته یا

درصد عبور نور از درونگیرياندازهوسیلهبهرا Stray lightوجود . شودمیکه باعث تداخل و خطا باشدمیاز مونوکروماتور شدهخارجي ناخواسته در نور هاموجطولبه معنی وجود 
عبور نور . باشدمیStray lightبه علت وجود موجطولعبور نور در این میزان. کنندمیتعیینباشدمی)%100جذب نوري (% 5مشخصی داراي عبور نوري موجطولکه در ايماده

.شودمیاستفاده Stray lightگیرياندازهزیر برايهايمحلولو از باشدمی% 5برابر ذکرشدهي هاموجطولزیر در هايمحلولاز

nm -175 200موجطولدر گرم در لیترKCl(12(کلرید پتاسیم

.nm 320-250موجطولاستون در 

نانومتر385- 300گرم در لیتر در طول موج 50سدیم نیتریت 

:روش کار

به مقدار موجطول. کنیممیعبور نور تنظیم % 100روي موجطولسپس دستگاه را بر روي صفر و بعد با،کنیممیمناسب را بر روي دستگاه انتخاب کرده و دستگاه را روشن موجطول
یرقابلغStray lightباشد % 2بالاتر از Tاگر . دهدمیرا نشان Stray lightباشد وجود 0%بالاتر ازTاگر . شودمیت قرائموجطولدرصد عبور نور در آن و شودمیاولیه برگردانده 

.استقبول

سایر موارد ذکر شده و . توانند خطی بودن، رانش فتومتري و انوار ناخواسته را بررسی نمایندنمایند ، ازبین پارامترهاي گفته شده تنها میفتومتر استفاده میآزمایشگاههایی که از : توجه 
همچنین دماي محفظه باید از طریق شرکت پشتیبان بررسی شود

:منابع
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