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ت آزموناي در آزمایشگاه ھایي است كھ بھ طور گستردهر از جملھ دستگاهدستگاه اسپكتروفتومت       ا جھ تفاده ميھ یمیایي اس یمیایي و بیوش ف ش اي مختل ردد ھ حت . گ ص
ت یک دستگاه عمل. ھاي مختلف داشتھ باشدتواند اثر زیادي بر نتایج آزمونعملكرد این دستگاه و نیز تكرارپذیري آن مي راز کیفی ھ طی آن معتبرسازي یا اح ت ک اتی اس ی

د. شودعملکرد صحیح دستگاه و انطباق آن با انتظارات مورد نظر بھ صورت مکتوب اثبات می ت آن میباش راز کیفی سمتھای اح رین ق . کالیبراسیون یک دستگاه از مھمت
این مقالھ نحوه . كنند لي دستگاه و نحوه عملكرد آنرا ارزیابي ميباشند كھ میزان دقت و صحت و خطاي احتما كالیبراسیون اسپكتروفتومتر فرایندھایي شامل چندین مرحلھ مي

مھمترین . كند  ھاي كنترل طول موج، میزان جذب خوانده شده، میزان نورھاي سرگردان و یکسان بودن سلھا بیان ميكالیبراسیون دستگاه اسپكترومتر را با بررسي آزمون
ط دستگاه مي-ئيپارامترھا در کالیبراسیون دستگاه اسپكترومتر مر ده توس اد ش رل  ماوراء بنفش، کنترل میزان جذب قرائت شده و نیز کنترل طول موج ایج ن کنت ند ای باش

  .گرددبوسیلھ سلھا و یا مواد مرجع و مقایسھ مقادیر ایجاد شده توسط دستگاه با مقادیر مرجع انجام مي
  

  ترل طول موج، كنترل میزان جذب احراز کیفیت، اسپكتروفتومتر، كالیبراسیون، ، كن:كلید واژه

  
  مقدمھ

  
ترین مسائلي است كھ در صنایع داروسازي كیفیت محصول از اساسي      

ضمین . گیرد مورد توجھ قرار مي ز ت وب و نی جھت دستیابي بھ كیفیت مطل
ت، ت  كیفی د رعای د بای ل تولی ام مراح ي در تم وانین مختلف تاندردھا و ق  اس
د رین ای. گردن ي از مھمت اخت یك ات خوب س وانین و استانداردھا عملی ن ق

ي د م ي. باش وانیني م ات و ق ھ عملی اخت مجموع وب س ات خ ھ  عملی د ك باش
این عملیات كلیھ . گردد رعایت آنھا منجر بھ اطمینان از كیفیت فراورده مي

ستھ الیز، ب ع و مراحل تولید، كنترل، آن داري، توزی دي، نگھ امل ... بن را ش
واد،و در برگیرنده شودمی ات اعم از م زات،  تمام جزئی  مستندات و   تجھی

ي ان م اخت . باشد بھداشت كاركن ات خوب س م در عملی ي از اصول مھ یك
د . باشد معتبرسازي تجھیزات و دستگاھھا مي كالیبراسیون بخشی از فراین

ھ  معتبرسازي مي رد دستگاه ب ت عملك باشد كھ جھت ارزیابي صحت و دق
  .رود كار مي

تگاه        يدس پكتروفتومتر مرئ تگاه-اس ی از دس نفش یک اوراء ب ای  م ھ
در صنایع داروسازي این دستگاه بھ طور . باشد پرکاربرد در آزمایشگاه مي

سترده ت  گ رل کیفی اي كنت ي آزمونھ ھ، برخ واد اولی ت م رل کیفی اي در كنت
د  تگاھھایی مانن سمتی از دس وان ق ھ عن ین ب صولات و ھمچن مح

از این رو كالیبراسیون . رود رآیی بالا بھ كار ميکروماتوگرافی مایع با کا
ي روري م ن دستگاه ض رل . باشد ای ھ نحوه كالیبراسیون و كنت ھ ب ن مقال ای

ھ . پردازد  ماوراء بنفش مي-دستگاه اسپكتروفتومتر مرئي مراجع مختلفي ب
ًاین مقالھ عمدتا با توجھ بھ الزامات بیان . اندبیان مطلب در این باره پرداختھ

یسشده ا و انگل الات متحده آمریك در مورد كالیبراسیون    در فارماكوپھ ای
  .اسپكتروفتومتر، تھیھ گردیده است

ت، در  ده اس ھ ش ي تھی زاء مختلف تگاه از اج ن دس ھ ای ھ اینك ھ ب ا توج ب
الیبره ھ و ك ر قرارگرفت د نظ اکتور م ك ف یش از ی یون آن ب           كالیبراس

  :باشد امترھاي زیر مياین عوامل شامل پار]. 1[گردد  مي
  كنترل طول موج تولید شده توسط دستگاه  -

 
  ایمیل نویسنده مسئول

  
 كنترل میزان جذب خوانده شده توسط دستگاه -
 كنترل مقدار نورھای سرگردان  -
 قدرت تفکیک طیفی -
 ھا یكسان بودن سل -
  

  اصول کلی
  

ستند كھ در مورد تخمین عدم قطعیت و قابلیت ردیابي از پارمترھایي ھ      
د د مشخص گردن . دستگاھھا و تجھیزات بھ ویژه در صنایع داروسازي بای

ی ھر اندازه ان گیري كھ با دستگاه صورت م ل اطمین رد در صورتی قاب گی
ت  ا قابلی د ت تگاه باش یون دس ھ کالیبراس وط ب ستندات مرب اوی م ھ ح است ک

رتبط را دا اني م تاندارد جھ ره اس ھ زنجی صال ب ابي و ات دردی تھ باش از . ش
ت و  ابي دق اربر را در ارزی تگاه، ك ت دس دم قطعی ین ع ر تخم وي دیگ س

دازه يصحت پارامتر ان اري م ري شده ی د گی ي . كن ا بررس ات ب ن اطلاع ای
ي داسناد مربوط بھ ھر دستگاه حاصل م ي از . گردن اسناد كالیبراسیون یك

ادي را د اسناد مھم مربوط بھ ھر دستگاه مي ات زی ار باشدكھ اطلاع ر اختی
ي رار م اربر ق د ك زو. دھ ف ای ق تعری یون طب ھ 10012كالیبراس  مجموع

ي رار م صي برق رایط مشخ ت ش ھ تح ت ك اتي اس ین  عملی ھ ب ود و رابط ش
دازه اظر آن  مقادیر نشان داده شده توسط وسیلھ ان ادیر متن ده و مق ري کنن گی

ي شخص م تاندارد مرجع را م ط اس ت توس د كمی یون . كن ع كالیبراس در واق
وم و (گیري است، ایسھ دو سیستم یا وسیلھ اندازهمق یكي با عدم قطعیت معل

اي كھ  بھ منظور محاسبھ عدم قطعیت وسیلھ) دیگري با عدم قطعیت نامعلوم
  .عدم قطعیت آن نامعلوم است

ي       پكتروفتومتر مرئ تگاه اس سمتھاي -دس زا و ق نفش از اج اوراء ب  م
ك مختلفي ساختھ شده است، بنابراین در ك یش از ی الیبراسیون این دستگاه ب

ردد الیبره گ د ك اكتور بای ن . ف یون ای ت كالیبراس ع جھ ابع و مراج ر من اكث
تگاه راه يدس شنھاد م شابھ را پی اي م د ھ ده . كنن الات متح ھ ای در فارماكوپ

ر شده  ن دستگاه ذك رد ای رل عملك البي جھت كنت آمریكا و انگلیس نیز مط
ي شابھ م ول م ھ در اص ت ك ند اس رل ]. 2-3 [باش ذب، کنت زان ج رل می كنت

  میزان طول موج، حد نورھاي سرگردان، كنترل یكسان بودن سلھا و قدرت 
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یس در مورد دستگاه  ھ انگل ھ فارماكوپ ایي ھستند ك تفکیک طیفی فاكتورھ

 ماوراء بنفش بھ تفكیك بھ آنھا اشاره كرده است، كھ -اسپكتروفتومتر مروئي
ي البتھ دو پارامتر آخر در صورت اي كیف  استفاده از دستگاه جھت آنالیزھ

د اربرد دارن ا . ك ن فاكتورھ ي ای ت بررس یس جھ ھ انگل ین فارماكوپ ھمچن
اره  ا اش ھ آنھ ھ ب ھ در ادام رده است ك ر ك ایي را ذك اخت محلولھ دستور س

تری بھ كنترل این فارماکوپھ ایالات متحده آمریكا بھ صورت كلي. گردد مي
رماکوپھ اعتبار نتایج حاصل از این دستگاه را این فا. دستگاه پرداختھ است

تگاه  راف در دس ا و انح اد خط ابع ایج دودیتھا، من اربر از مح اھي ك ھ آگ ب
وده است وط نم ھ . من ر شده در كتابچ ات ذك اھي نك ت و آگ ھ رعای در نتیج

ت روري اس ري ض تگاه، ام ا دس تگاه، . راھنم داری دس ت و نگھ نظاف
ایي و برر ھ كالیبراسیون و نحوه جابج اتي ھستند ك تگاه نك لھاي دس ي س س

طبق مرجع فارماکوپھ ایالات متحده آمریكا باید مطابق مطالب ذكر شده در 
ي . كتابچھ راھنما پیگیري شوند این مرجع جھت كنترل دستگاه بھ طور كل

بھ فاكتورھاي كنترل طول موج و میزان جذب اشاره كرده است و استفاده 
تاندارد  لھاي اس ا س ا ی ر از محلولھ ھ ذك ھ در ادام ت ك رده اس شنھاد ك را پی

 .خواھند شد
  
  كنترل میزان جذب  

مھمترین مرحلھ در كالیبراسیون اسپكتروفتومتر بررسي صحت میزان       
د . باشد جذب یا عبور خوانده شده توسط دستگاه مي زان جذب بای صحت می

ذب توسط مواد یا محلولھایی بررسی گردد كھ با تغییر طول موج، میزان ج
اي  ول موجھ داقل در ط ھ ح ا اینك تھ باشد و ی وجھی نداش ل ت ر قاب ا تغیی آنھ

ي. معیني داراي میزان جذب تعریف شده باشند ن منظور  م ھ ای وان از  ب ت
این فیلترھا یا محلولھا ]. 4[فیلتر یا محلولھاي استاندارد خاصي استفاده كرد 

ده شده توسط د زان جذب خوان رل می اري جھت كنت ھ صورت تج تگاه ب س
در برگ مشخصات . باشند ماوراء بنفش موجود مي-اسپكتروفتومتر مرئي

ر شده استاین محصولات، میزان جذب در طول موج اص ذك ا . ھاي خ ب
ي تگاه، م ط دس ده توس ده ش ادیر خوان ا مق ذب ب ادیر ج ن مق سھ ای وان  مقای ت

  .صحت میزان جذب خوانده شده توسط دستگاه را مورد بررسي قرار داد
. توان بھ راحتي در آزمایشگاه تھیھ نمود بعضي از این محلولھا را مي      

ي ات م یم دي كروم ول پتاس تفاده، محل ورد اس ول م رین محل د رایجت . باش
یم دي  تاندارد پتاس ول اس تفاده از محل ا اس ده آمریك الات متح ھ ای فارماکوپ

الي كھ اي غیر آلي را پیشنھاد كرده است، در حكرومات یا فیلترھاي شیشھ
علاوه بر پیشنھاد استفاده از مواد مرجع با ذكر جزئیات  فارماكوپھ انگلیس

  . بھ نحوه تھیھ این محلولھا پرداختھ است
  كروماتا نمك پتاسیم دي  ابتد جھت تھیھ این محلول در آزمایشگاه باید      

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
ت ب130را در دماي  ي ثاب ھ وزن ا ب ود ت راد خشك نم . رسد درجھ سانتي گ

ي 57سپس  ید 63 ال ر سولفوریك اس ك لیت ن نمك را در ی رم از ای ي گ  میل
محلول حاصل جھت كنترل میزان جذب در طول .  مولار حل نمود005/0

محلول مشابھي با . رود نانومتر بكار مي350، 313، 257، 235موجھاي 
انومتر 430 برابر، برای بررسی میزان جذب در طول موج 10غلظت   ن
-  میلي گرم از نمك پتاسیم دي63 الي 57بھ این صورت كھ  گردد،  تھیھ مي

ردد  مولار تھیھ مي005/0 میلي لیتر سولفوریك اسید 100كرومات در  . گ
دار  ھ مق د ب ده بای شخص ش اي م ول موجھ ا در ط ن محلولھ ژه ای ذب وی ج

دول  ده در ج ف ش د1تعری ت .  باش ا غلظ ولي ب ذب محل ژه، ج ذب وی  1ج
  .اشدب درصد وزني حجمي مي

ده        تگاه خوان ط دس ھ توس ذبي ك دار ج ھ مق ژه ب ذب وی دیل ج راي تب ب
ر حسب درصد مي شود، كافي است مقدار جذب ویژه را در غلظت ماده ب

ي  ي حجم رم در (وزن سب گ ده برح ل ش اده ح دار م ا مق ر 100ی ي لیت  میل
اییم) حلال ول . ضرب نم ال محل ھ طور مث رم از پتاسیم دي57ب ي گ - میل

ژه 1000 كرومات در ر سولفوریك اسید داراي جذب وی ي لیت  5/124 میل
ي زان جذب آن  م  ) 5/124  ×0057/0 = 70965/0 (709/0باشد و می
  .باشد مي

دار جذب        ي ± 01/0مقدار مجاز انحراف در این مق ي در . باشد م یعن
ول از  وق جذب محل ي 699/0مثال ف ي719/0 ال از م در ستون . باشد  مج

ز1سوم جدول  ول  می راي محل ذب ب یم w/v 0057/0%ان ج ول پتاس  محل
اي دي ول موجھ ات در ط ذب 350، 313، 257، 235كروم زان ج  و می

 نانومتر ذكر 430  این محلول در طول موج w/v 057/0%براي محلول 
. ھمچنین در ستون چھارم محدوده میزان جذب آورده شده است. شده است

ھ ) جھت میزان جذب ( قابل ذكر است تعداد اعشار بعد از ممیز  ستگي ب ب
  .دقت دستگاه و قابلیت آن در قرائت میزان جذب دارد

  
 كنترل طول موج 

  
مھم در مورد عملكرد صحیح دستگاه اسپكتروفتومتر، دومین پارامتر       

براي بررسي این . صحت طول موج نشان داده شده توسط دستگاه می باشد
ي باشند پارامتر نیز فیلترھا و محلولھاي استاندارد و مواد مرجع موجود م

وم اكساید ول ھولمی در  كھ مھمترین و رایجترین آنھا سل ھولمیوم و یا محل
باشد، كھ برای بررسی صحت طول موج در گستره طول  ميپركلریك اسید 

ھاي  ھا یا سل از دیگر فیلتر.  نانومتر كاربرد دارند640 الي 240موجھاي 
دیمیوم ر دی ج ، فیلت ي رای ئودیمیوم م وطي از پاراس امل مخل دكھ ش  و  باش

  قابل. رود   نانومتر بھ كار مي750 الي 400   و در بازه باشد مي  نئودیمیوم
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  كرومات در طول موج مشخص میزان جذب ویژه محلول پتاسیم دي.جدول        
  

  طول موج
) nm( 

  جذب ویژه
 ) cm1 1 و(% 

 محدوده مجاز میزان جذب w/v 0057/0%جذب براي محلول 

235 5/124 70965/0 71965/0-66965/0 
257 5/144 82365/0 83365/0-81365/0 
313 6/48 27702/0 28702/0-26702/0 
350 3/107 61161/0 62161/0-60161/0 
430 9/15 *9063/0 9163/0 -8963/0 

    پتاسیم دي كروماتw/v 057/0%محلول میزان جذب براي        *
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در . باشد تر ميذكر است سل ھولمیوم اكساید از سل دیدیمیوم  رضایتبخش

ول ) باشند ًكھ معمولا بھ صورت سل مي(صورتي كھ این فیلترھا  ا محل و ی
آنھا بھ صورت تجاري تھیھ گردند، در برگ گواھي آنھا طول موجھایي كھ 

ي) حداكثر جذب(  باید داراي قلھ جذبي ر م ردد باشند ذك كل گ ي ش ا حت و ی
نحوه عمل بھ این صورت است كھ . تواند پیوست گردد طیف جذبي آنھا مي

ي رد و دستگاه  سل یا محلول استاندارد در محل سل یا سل نمونھ قرار م گی
ا . شوددر محدوده تعریف شده جاروب مي سپس طیف حاصل از دستگاه ب

ي سھ م واھي مقای رگ گ ردد طیف گزارش شده در ب ایي. گ ھ طول موجھ  ك
  .داراي حداكثر مقدار جذب ھستند باید یكي باشند

وان        ي ت د م ترس نباش اري دردس ول تج ا محل ل ی ھ س ورتي ك در ص
د . محلول ھولمیوم پر كلرات را در آزمایشگاه تھیھ نمود بھ این منظور بای

ك اسید 4محلول  ر كلری وم اكساید را در پ ی از ھولمی  در صد وزني حجم
رد4/1 ھ ك اي . مولار تھی ول در طول موجھ ن محل ، 287/ 15 ،1/241 ای
  .باشد  نانومتر داراي مقدار جذب بیشینھ مي536/ 3 و 5/361

توان از خطھاي   دارند مي در دستگاھھایي كھ لامپ كم فشار شارژي      
ود تفاده نم وج اس ول م رل ط ت كنت ا جھ ن لامپھ ي ای ال . طیف ور مث ھ ط ب

ذبي د ط ج ر خ وط زی وه در خط اي جی دلامپھ ، 25/302، 7/253: ارن
16/313 ،15/334 ،48/365 ،66/404 ،66/404 ،83/435 ،07/546 ،
  . نانومتر07/579 و 96/576

یس        ھ انگل ق فارماكوپ حد مجاز انحراف از مقدار طول موج معین طب
 .باشد مي± nm 3و جھت ناحیھ مرئي  ± nm1 جھت ناحیھ ماوراء بنفش 

  .وم اكساید نمایش داده شده است طیف حاصل از سل ھولمی1در شكل 
  
 

  
  . نمونھ طیف حاصل از سل ھولمیوم اکساید.1شکل 

  
  

   كنترل نورھاي سرگردان
نورھاي سرگردان یا نورھاي ناخواستھ نورھایي بھ جز نور عبور داده شده 

ده شدن   از مونوكروماتور ھستند كھ بھ نمونھ تابیده مي دون تابی شوند و یا ب
ي. رسند ساز ميبھ نمونھ بھ آشکار ا دو دستھ م ن نورھ باشند؛ دستھ اول ای

اوت از  نورھاي سرگردان ھتروكروماتیك ھستند كھ داراي طول موج متف
رگردان  اي س ر نورھ تھ دیگ ند و دس ي باش ده م اب ش وج انتخ ول م ط

ھستند كھ داراي طول موج یكسان با طول موج انتخاب شده  ایزوكروماتیك
ھ ع ھ نمون ا از محفظ ستند ام يھ ور نم د ب ھ . كنن د جداگان تھ بای ر دو دس ھ

  . بررسي شوند
   یا  و ا یا فیلترھ  سلھا  نیز  سرگردان  نورھای  وجود  ارزیابی جھت      

  
رگردان ]. 5-6[باشند محلولھاي مرجع موجود مي جھت كنترل نورھاي س

 تنظیم شده λ°ھتروكروماتیك، منو كروماتور روي طول موج مد نظر مثل 
ك  پس ی ھس ر ك رار دادهλ° فیلت ھ ق ھ نمون د در محفظ ذب نمای ل ج          را كام

  باید λ°از آنجا كھ عبور در . شود  خوانده ميλ° مي شود و میزان عبور در
ده  شان دھن ده شود ن ور خوان زان عب وان می ھ عن صفر باشد ھر عددي كھ ب

رل. باشد ميλ°انرژي نورھاي سرگردان در محدوده فیلتر و یا   جھت كنت
نورھاي سرگردان ایزوكروماتیك یك فیلتر كھ مانع عبور تمام طول موجھا 

ي رد باشد، یكبار در محفظھ نمونھ و بار دیگر در مقابل دتكتور قرار م . گی
اي  زان نورھ اري از می ت معی ن حال تگاه در ای ور دس زان عب تلاف می اخ

  .باشدسرگردان ایزوكروماتیك مي
ترل میزان نورھاي سرگردان علاوه بر در فارماكوپھ انگلیس جھت كن      

ي 2/1امكان استفاده از مواد مرجع، استفاده از محلول   درصد وزني حجم
محلول را در  برای این منظور باید این. پتاسیم كلرید نیز پیشنھاد شده است

اي سل یك سانتي ھ و جذب آن در طول موجھ ھ ریخت ي 200متري نمون  ال
nm 220) در این حالت جذب . خوانده شود)  شاھددر مقابل آب بھ عنوان

  . باشد0/2دستگاه باید عددي بزرگتر از 
ي       ي از آن م د  نورھاي سرگردان ھتروكروماتیك و اشتباھات ناش توانن

د ي. باعث بروز خطاھاي جدي گردن ا م ن نورھ ودگي  ای ي از آل د ناش توانن
البتھ . كنند ميشبكھ مونوكروماتور باشند و بھ مرور زمان نیز افزایش پیدا 

فناوری ساخت دستگاھھاي جدیدتر، احتمال بروز اینگونھ خطاھا را نسبت 
  .تر بسیار كاھش داده استبھ دستگاھھایي با مدل قدیمي

  
  كنترل سلھا 

یش ھاي دو پرتوي و یا دستگاهیكسان بودن سلھا در دستگاه       ھایي كھ ب
سالھ د م ل دارن ھ س ك محفظ ت از ی روري اس ا. اي ض ھ بن براین در اینگون

ردد اختلاف . ًموارد حتما باید از سلھاي با جنس و طول یكسان استفاده گ
  .بیشتر باشد ± cm  0/005طول دو سل نباید از

ا را  جھت كنترل مي وده و جذب آنھ ر نم ول یكسان پ ا محل لھا را ب وان س ت
  .قرائت نمود كھ در این حالت باید جذب یكساني داشتھ باشند

  
  ی قدرت جداساز

  
اي در فارماكوپھ انگلیس بھ پارامتر قدرت جداسازی بھ طور جداگانھ      

اربرد دارد و . اشاره شده است ي ك اي كیف ي از آنالیزھ این آزمون در برخ
وگراف  تنھا در صورتي كنترل مي ھ در مون یس( گردد ك ھ انگل ) فارماكوپ

اره شده باشد ن آزمون اش ھ ای ن .مربوط بھ آن ماده بھ طور خاص ب  در ای
 در صد وزني حجمي تولوئن در ھگزان را جاروب 02/0صورت محلول 

زان  (nm 269نموده و نسبت جذب در طول موج  شترین می ھ داراي بی ك
زان  (nm 266را بھ جذب در طول موج ) جذب است كھ داراي حداقل می

ت ذب اس ي) ج بھ م اییم محاس ھ در . نم ا آنچ سبت ب ن ن ددي ای زان ع می
  . گردد  ذكر شده است مقایسھ ميمونوگراف مربوطھ

ست ا در ت ست تنھ ن ت واد در  ای دودي از م داد مح ت تع رل کیفی اي كنت ھ
  .فارماكوپھ  انگلیس آورده شده است

  
 گیري نتیجھ

  
  بھ  بستگي   اسپكتروفتومتر   از دستگاه  آمده  بدست ھاي  داده صحت      
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ف آن دارد اي مختل كالیبراسیون . صحت عملكرد این دستگاه در پارامترھ

رل طول موج و . تواند بیانگر صحت عملكرد دستگاه باشد دستگاه مي كنت
كنترل میزان جذب، دو پارامتر مھم در كالیبراسیون دستگاه اسپكتروفتومتر 

لھا و . باشند مي ودن س رگردان، یكسان ب ... عواملي مثل میزان نورھاي س
اره شده استدیگر پارامترھایي ھستند كھ در بعضي منابع بھ آنھ ھ . ا اش ب

واد  تفاده از م پكتروفتومتر اس تگاه اس یون دس ت كالیبراس ي جھ ور كل ط
وان . گردد استاندارد و یا سلھا و فیلترھاي مرجع پیشنھاد مي ي ت ھمچنین م

بعضي محلولھاي مرجع را طبق دستورالعمل در آزمایشگاه تھیھ نمود و از 
  .نمودآنھا در كالیبراسیون اسپكتروفتومتر استفاده 
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