
 (UV-Vis Spectrophotometer) فرابنفش-طیف سنج مرئی

 

ترین و پرکاابردررترین یکی از رایج (Ultraviolet-Visible Spectrophotometry) فرابنفش-طیف سننن ی مرئی

شگبهتکنیک سبس جذب نور هبی آنبلیز رستگبهی رر آزمبی ست. این رستگبه در ا شیمی، دیوشیمی، راروسبزی و علوم محیطی ا هبی 

کند و اطلاعبت کبر می (Visible, 380-1100 nm) و مرئی (UV, 190-380 nm) هب رر نبحیه فرادنفشتوساام مولکو 

 . رهدارزشمندی رردبره غلظت، خلوص و سبختبر نمونه ارائه می
 

 
 

 (Purpose and Applications) هدف و کاربرد.1

 

ادطه دین جذب هبی مختلف طراحی شده است. ردرای تعیین میزان جذب نور توسم یک نمونه رر طو  موج UV-Vis طیف سنج

شااور که اساابس آنبلیزهبی کمی را تشااکی  توصاایف می (Beer-Lambert Law) لامبرت-قانون بیر نور و غلظت توساام

 .رهدمی

 
 

 :کاربردهای اصلی در آزمایشگاه

 آنالیز کمی (Quantitative Analysis):  از منحنی کبلیبراسیونتعیین غلظت نبشنبخته یک مبره دب استفبره 

 آنالیز کیفی (Qualitative Analysis): شنبسبیی ترکیببت در اسبس طیف جذدی منحصر ده فرر آنهب 

 سینتیکی سرعت واکنش :(Kinetic Studies) مطالعات  سی  شیمیبیی دب اندازهدرر گیری تغییرات جذب رر هبی 

 طو  زمبن

 کنترل کیفیت (Quality Control): ص و غلظت صحیح موار اولیه و محصولات نهبییاطمینبن از خلو 

 های تعادلتعیین ثابت (Equilibrium Constants): مبنند دررسی درهمکنش DNA هب یب راروهبدب پروتئین 

 شات آنزیمی هب از طریق تغییرات جذب سااودرااترا یب گیری فعبلیت آنزیماندازه :(Enzymatic Assays) آزمای

  محصو 

 

 

 (Working Principle & Components) اصول عملکرد و اجزای اصلی .2
 

 اجزای اصلی و عملکرد آنها

 

 



 

 توضیح و عملکرد (Component) جزء

 Light) منابع نور

Sources) 

و  UV (190-350 nm) درای نبحیه (Deuterium) ترکیبی از رو لامپ: روتاریاوم

تعویض خورکبر  .(nm 1100-350) درای نبحیه مرئی (Tungsten/Halogen) تنگرتن

 . افتدنبنومتر اتفبق می 323دین این رو منبع معمولاً رر طو  موج 

 سازتک رنگ

(Monochromator) 

کرومبتیک )چند رنگ( را ده است که نور پلی (Diffraction Grating) شبم  توری پراش

کند و تنهب طو  موج مورر نظر را ده سمت نمونه هدایت هبی مجزا تفکیک میطو  موج

 . نمبیدمی

 Sample) محفظه نمونه

Compartment) 

گیرند. رر حبوی محلو  نمونه و مرجع )دلانک( قرار می (Cuvettes) هبجبیی که کووت

، رو جبیگبه مجزا درای نمونه و مرجع وجور رارر. (Double Beam) هبی رو پرتویرستگبه

صورت ، جبیگبه نمونه و مرجع یکی است و ده(Single Beam) هبی تک پرتویرر رستگبه

 . ندشوگیری میمتوالی اندازه

ترین نوع، فوتوریور کند. رایجهبی عبوری از نمونه را ده سیگنب  الکتریکی تبدی  میفوتون (Detector) آشکارساز

 . است (Silicon Photodiode) سیلیکونی

گیری، محبسبه هب، مشتقآوری راره، پررازش طیف )مبنند تعیین پیکدرای کنتر  رستگبه، جمع (Software) افزارنرم

 . شورسبزی نتبیج استفبره میزیر منحنی( و ذخیره سطح

 

 نکات حیاتی - (Cuvettes) هاکووت .3

 .گیری دریبر مهم استانتخبب و استفبره صحیح از کووت درای رقت اندازه

 کاربرد محدوده طول موج جنس نوع کووت

Quartz 

 )کوارتز(

 nm 1100 - 190 سیلیکب

UV و Vis 

قیمت. دریبر گران .ضروری است UV گیری در ناحیهبرای اندازه

 . آن را لمس کنید (Frosted) فقم سطوح مبت

Glass 

 )شیشه(

شاااایشااااه 

 معمولی

~330 - 1100 nm 

 (Vis )فقم

 .گیری رر نبحیه مرئی. مقرون ده صرفهمنبسب درای اندازه

Plastic 

 )پلاستیک(

لی مرهاابی پ

 نوری

~340 - 1100 nm 

 (Vis )فقم

 . منبسب نیرت UV یکببر مصرف، ارزان. درای نبحیه

 :قوانین طلایی استفاده از کووت

 .استفبره کنید UV گیری رر نبحیههمیشه از کووت کوارتز درای اندازه :جنس مناسب .1

هت .2 فاف هااب رارای رو ساااطحکووت :دهی صننحیحج   یا (Frosted) مات و رو ساااطح (Clear) شنن

(Opaque) نشاابن درای راهنمب علامت یب فلش یک هبکووت اکثر.  هرااتند. پرتو نور دبید از سااطوح شاافبف عبور کند 

 .رارند صحیح جهت رارن

از لمس سااطوح شاافبف  . (Rinse) قب  از اسااتفبره، کووت را دب محلو  نمونه چندین دبر شاارااتشااو رهید :تمیزی .3

 .خورراری کنید



هبی لیتر درای کووتمیلی 2.5-2حجم آن پر کنید )حدور  سننوم-ونصننف تا د کووت را تب حدور :ح م مناسننب .4

 . استبندارر(

هبی کوارتز استفبره نکنید، زیرا جبذب هرگز از استون درای تمیز کررن کووت :(Acetone) عدم استفاده از استون .5

 . کندنبنومتر است و آلورگی ایجبر می 268رر  UV قوی

 

 (Step-by-Step Procedure) روش کار گام به گام .4

ستگبه سبس ر شیمبرزواین روش در ا شگبهکه رایج (Shimadzu) هبی  ستترین درند رر ران شده ا رتند، تهیه   سبیر درای.  هب ه

 .است مشبده کلی اصو  درندهب،

 و ایمنی (PPE) : ت هیزات حفاظت فردی0مرحله 

شروع کبر، حتمبً از ر شیمیبیی را رر هور موار قب  از  ستفبره کنید. تمبم موار  شگبهی و عینک ایمنی ا ستکش نیتری ، روپوش آزمبی

 . آمبره کنید و قب  از استفبره رستگبه را از نظر سلامت ظبهری دررسی کنید (Chemical Fume Hood) شیمیبیی

 (Startup & Warm-up) اندازی و گرم کردن: راه1مرحله 

 . فبره از سوئیچ اصلی )معمولاً رر سمت راست یب پبیین رستگبه( روشن کنیدرستگبه را دب است .1

 . را اجرا کنید (UVProbe) مبنند افزار مردوطهکبمپیوتر متص  را روشن کرره و نرم .2

 . (Connect افزار را ده رستگبه متص  کنید )رکمهنرم .3

این کبر درای تثبیت منبدع نور و  .(Warm-up) ده رساااتگبه فرصااات رهید تب گرم شاااور دقیقه 30تا  15حداقل  .4

 . الکترونیک ضروری است

 (Method Setup) : تنظیم روش2مرحله 

 . را دبز کنید (Edit Method )یب (Method) افزار، پنجره تنظیمبت روشرر نرم .1

 :Measurement تب .2

 Wavelength Range )شید که محدور :)محدوده طول موج شته دب ه مورر نظر را وارر کنید. توجه را

ده عنوان طو  موج Start افزار معمولاً مقادارنرم ده عنوان طو  موج End و بالا را  رر نظر  پایین را 

وارر  Start: 800 ،End: 200نبنومتر اسااکن کنید،  200نبنومتر تب  800خواهید از گیرر. مثب : اگر میمی

 . کنید

 Scan Speed )معمولاً روی :)عت اسکنسر Medium قرار رهید . 

 :Instrument Parameters تب .3

 Measuring Mode (گیریحالت اندازه): Absorbance (A)  را درای جذب انتخبب کنید. گزینه

 . است T% یب Transmittance (T) ریگر

 سبیر پبرامترهب مبنند Slit Width)ب توصیه شده توسم مرئو  فرض یپهنبی شکبف( معمولاً روی مقبریر پیش

 . شوندرستگبه تنظیم می



 (Blank )– بلانک : تهیه و استفاده از محلول مرجع3مرحله 

ست که (Blank )یب (Reference) محلو  مرجع را رارر  (Analyte) همه اجزای نمونه به جز ماده مورد نظر محلولی ا

 .)مبنند حلا  یب دبفر(

 . محلو  مرجع را رر یک کووت منبسب دریزید .1

 :(Double Beam) هبی رو پرتویرر رستگبه .2

 مرجع کووت حبوی محلو  مرجع را رر جبیگبه (Reference) که معمولاً عقبی است قرار رهید . 

 نمونه یک کووت ریگر )یب همبن کووت خبلی( را نیز رر جبیگبه (Sample) جلو قرار رهید . 

 . را دزنید تب رستگبه میزان جذب مرجع را صفر کند Auto Zero سپس رکمه .3

 :(Single Beam) هبی تک پرتویرر رستگبه .4

 کووت مرجع را ررون محفظه قرار رهید. 

 0 رکمهA/100%A را دزنید تب رستگبه تنظیم شور . 

 سپس کووت مرجع را خبرج کرره، کنبر دگذارید و کووت حبوی نمونه را جبیگزین کنید. 

 (Baseline Correction) : تصحیح خط زمینه4مرحله 

 .شوراین مرحله درای حذف اثرات جذدی نبشی از حلا ، کووت و خور رستگبه در روی طیف نهبیی انجبم می

 .هبی مرجع )رر جبیگبه عقب( و خبلی )رر جبیگبه جلو( اطمینبن حبص  کنیداز صحیح دورن قرارگیری کووت .1

 . را کلیک کنید Baseline افزار، رکمهرر نرم .2

رر محدوره طو  موج انتخبب شااده  (Flat Line) رهد. معمولاً یک خم صاابفرسااتگبه فرآیند تصااحیح را انجبم می .3

 .مشبهده خواهید کرر

 (Sample Measurement) گیری نمونهسازی و اندازه: آماده5مرحله 

 .و پرتوی، جبیگبه نمونه همبن جبیگبه جلویی است(هبی رمحلو  مرجع را از جبیگبه نمونه خبرج کنید )رر رستگبه .1

 . (Rinse with sample) کووت را دب محلو  نمونه مورر نظر شرتشو رهید .2

 .تمیز کنید (Kimwipe) کووت را تب نصف از محلو  نمونه پر کرره، دیرون آن را دب رستمب  کیموپ .3

 . ر رهیدرر رستگبه قرا (Sample) نمونه کووت حبوی نمونه را رر جبیگبه .4

 . ررب محفظه نمونه را دبندید .5

 . را کلیک کنید Measure یب Start افزار، رکمهرر نرم .6

شااور. یک نبم منبسااب درای طیف خور انتخبب کنید و آن را دبز می ذخیره فایل پس از اتمبم اسااکن، یک پنجره درای .7

 . ذخیره نمبیید



، محلو  را رقیق کنید و رودبره اندازه دگیرید. جذب دبلاتر از (A > 2.5 )یب (A > 2) اگر جذب نمونه خیلی زیبر دور :نکته فنی

 . رهدگیری را افزایش میررصد نور است و خطبی اندازه 99ده معنی جذب  2

 

 (Shutdown) : خاموش کردن دستگاه6مرحله 

 

 . را دزنید Disconnect افزار رکمهپس از اتمبم کبر، رر نرم .1

 . افزار را دبندیدنرم .2

 .کبمپیوتر را خبموش کنید .3

 .هب را خبرج کرره و کبملاً دشوییدکووت .4

 . رستگبه اسپکتروفتومتر را دب سوئیچ اصلی خبموش کنید .5

 

 
 

 (Calibration & Quality Control) کالیبراسیون و نکات کنترلی .5

 تعداد دفعات توضیح کار

قرار رارن محلو  مرجع رر مریر نور و صفر کررن  (Auto Zero) تنظیم صفر

 .رستگبه

گیری قبل از هر بار اندازه

و همچنین پس از هر دبر  نمونه

 . تغییر طو  موج

 تصحیح خط زمینه

(Baseline 
Correction) 

حداقل یک بار در ابتدای هر  .حذف اثر جذدی حلا  و کووت از طیف نهبیی

 . نشست کاری

 کنترل طول موج

(Wavelength 
Calibration) 

اطمینبن از صحت طو  موج خوانده شده توسم رستگبه. 

مبندیدیمیم ) معمولاً دب استفبره از فیلترهبی استبندارر

 .شورانجبم می (Didymium - اکرید

سبلانه یب پس از جبدجبیی/ضرده 

 . شدید ده رستگبه

 بررسی با نمونه شاهد

(Quality Control 
Sample) 

گیری یک نمونه دب غلظت مشخص و مقبیره دب مقدار اندازه

 .تئوری

 . گیریروزانه یب رر هر سری اندازه

 

 
 

 (Troubleshooting) یابی مشکلات رایجعیب.6

 

 



 حلراه علت احتمالی مشکل

 Negative) جذب منفی

Absorbance) 

ده ررستی انجبم  (Baseline) خم زمینه

نشده است. محلو  مرجع غلظت دیشتری 

 .نربت ده نمونه رارر

رودبره تصحیح خم زمینه را انجبم رهید. از 

تبزه دورن محلو  مرجع اطمینبن حبص  

 .کنید

رستگبه سرر است )کبفی گرم نشده(. شدت  (Noisy Spectrum) نویز بالا

 Slit) نور لامپ کم است. پهنبی شکبف

Width) خیلی دبریک است. 

اجبزه رهید رستگبه دیشتر گرم شور. دب 

ی تعویض لامپ مرئو  آزمبیشگبه درا

مشورت کنید. پهنبی شکبف را افزایش 

 . رهید

های کاذب یا ناهمواری در پیک

 1100و  190ابتدا/انتها )یعنی در 

 نانومتر(

تعویض خورکبر منبع نور )از روتریوم ده 

 .تنگرتن( رر میبنه طیف

محدوره اسکن را کمی کوتبه کنید )مثلاً 

 نبنومتر( یب طو  موج تعویض 1000تب  200

 . را تغییر رهید

مشک  رارر. ررایور نصب  USB کبد  شوددستگاه وصل نمی

 .نیرت. رستگبه روشن نیرت

افزار و ررایورهب را کبد  را عوض کنید. نرم

 . رودبره نصب کنید

 

 (Documentation) الزامات ثبت اطلاعات .6
 

ستبنداررهبی شور درای هر رستگبه یک رفترچه راهنمب ، پیشنهبر میGLP (Good Laboratory Practice) درای رعبیت ا

 : یب فرم آنلاین شبم  اطلاعبت زیر تهیه شور

 

 مقدار نمونه فیلد

 14:30 -1/4/1405 تاریخ و زمان

  نام اپراتور

 Shimadzu UV-1800 مدل دستگاه و کد دستگاه

 200-800 nm (Range) های مورد استفادهطول موج

 Quartz, 10mm نوع و جنس کووت

 S-987 (Sample ID) شناسه نمونه

 Distilled Water نوع محلول مرجع

 450 nm (λmax) بیشینه جذب

 _____ امضا و تاریخ

 
 

 لیست سریع برای کاربرانچک .7
 

 
 



 ان ام شد؟ اقدام مرحله

 ☐ روپوش، عینک و رستکش پوشیده شده؟ 1

 ☐ رقیقه گرم شده؟ 15رستگبه و کبمپیوتر روشن شده و حداق   2

 ☐ کووت کوارتز تمیز و عبری از گرر و غببر است؟ 3

 ☐ آمبره است؟ محلو  مرجع )دلانک( تهیه شده و کووت مردوطه 4

 ☐ تنظیم شده؟ (A) گیریشبم  محدوره طو  موج و حبلت اندازه (Method) روش 5

 ☐ انجبم شده؟ (Baseline) و تصحیح خم زمینه (Auto Zero) خورکبر 6

 ☐ شده و دب نمونه پر شده؟ (Rinse) کووت نمونه ده ررستی شرتشو 7

 ☐ گرفته شده؟ (Start) ررب محفظه نمونه درته شده و اسکن ۸

 ☐ اند؟هب دب نبم منبسب ذخیره شدهراره 9

 ☐ اند؟هب تمیز شدهرستگبه طبق روا  خبموش شده و کووت 10

 


