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  به نام خدا

 سازمان ملي استاندارد ايران با آشنايي

و  اسـتاندارد  مؤسسـة  مقـررات  و قـوانين  اصـلاح  قـانون  3مـادة  يـك  بند موجب به ايران صنعتي تحقيقات و استاندارد مؤسسة
اي اسـتاندارده  نشـر  و تدوين تعيين، وظيفه كه است كشور رسمي مرجع تنها 1371 ماه بهمن مصوب ايران، صنعتي تحقيقات

  .دارد عهده به را ايران) رسمي(ملي 

بـه   29/6/90نام موسسه استاندارد و تحقيقات صنعتي ايران به موجب يكصد و پنجاه و دومين جلسه شوراي عالي اداري مـورخ  
  . جهت  اجرا ابلاغ شده است  24/7/90مورخ  35838/206سازمان ملي استاندارد ايران تغيير و طي نامه شماره 

مؤسسـات   و مراكز نظران صاحب ،كارشناسان سازمان  از مركب فني هاي كميسيون در مختلف هاي حوزه در ندارداستا تدوين
توليـدي،   به شرايط توجه با و ملي مصالح با همگام وكوششي شود مي انجام مرتبط و آگاه اقتصادي و توليدي پژوهشي، علمي،
كننـدگان،  مصـرف  توليدكننـدگان،  شـامل  نفـع،  و حـق  صـاحبان  منصـفانة  و آگاهانـه  مشـاركت  از كـه  است تجاري و فناوري

نـويس   پيش .شود مي حاصل دولتي غير و دولتي هاي سازمان نهادها، تخصصي، و علمي مراكز كنندگان، وارد و صادركنندگان
از  سپ ـ و شـود مـي  ارسـال  مربـوط  فنـي  هاي كميسيون اعضاي و نفع ذي مراجع به نظرخواهي براي ايران ملي استانداردهاي

ايـران   )رسمي(ملي  استاندارد عنوان به تصويب صورت در و طرح رشته آن با مرتبط ملي كميتة در پيشنهادها و نظرها دريافت
  .شود مي منتشر و چاپ
كننـد   مي تهيه شده تعيين ضوابط رعايت با نيز صلاح ذي و مند علاقه هاي سازمان و مؤسسات كه استانداردهايي نويس پيش

بـدين ترتيـب،    .شـود  مـي  منتشـر  و چـاپ  ايـران  ملـي  اسـتاندارد  عنـوان  به تصويب، درصورت و بررسي و طرح ملي دركميتة
ملـي   كميتـة  در و تـدوين  5 شـمارة  ايـران  ملي استاندارد در شده نوشته مفاد اساس بر كه شوند مي تلقي ملي استانداردهايي

  .باشد رسيده تصويب به دهدمي سازمان ملي استاندارد ايران تشكيل مربوط كه استاندارد
المللـي الكتروتكنيـك    بـين  كميسـيون ، 1(ISO)اسـتاندارد   المللـي  بـين  سازمان اصلي اعضاي از ايران سازمان ملي استاندارد

2(IEC) 3 قانوني شناسي اندازه المللي بين سازمان و(OIML) كـدكس غـذايي    كميسـيون  4رابـط  تنهـا  بـه عنـوان   و است 
5(CAC) خـاص  هـاي  نيازمنـدي  و كلي شرايط به توجه ضمن ايران ملي استانداردهاي تدوين در .كند مي فعاليت كشور در 

   .شودمي گيريبهره المللي بين استانداردهاي و جهان صنعتي و فني علمي، پيشرفت هاي آخرين از كشور ،
 كننـدگان، حفـظ   مصـرف  از يـت حما بـراي  قـانون،  در شده بيني پيش موازين رعايت با تواند سازمان ملي استاندارد ايران مي

 از اجراي بعضي اقتصادي، و محيطي زيست ملاحظات و محصولات كيفيت از اطمينان حصول عمومي، و فردي ايمني و سلامت

 اسـتاندارد، اجبـاري   عالي شوراي تصويب با وارداتي، اقلام يا/و كشور داخل توليدي محصولات براي را ايران ملي استانداردهاي

و  صـادراتي  كالاهـاي  اسـتاندارد  اجـراي  كشـور،  محصـولات  براي المللي بين بازارهاي حفظ منظور به تواند مي سازمان . نمايد
 فعال مؤسسات و سازمان ها خدمات از كنندگان استفاده به بخشيدن اطمينان براي همچنين . نمايد اجباري را آن بنديدرجه

 آزمايشـگاه  محيطي،زيست مديريت و كيفيت مديريت هاي سيستم صدورگواهي و مميزي بازرسي، آموزش، مشاوره، در زمينة

 اسـاس  بـر  را مؤسسات و ها سازمان گونه اين سازمان ملي استاندارد ايران سنجش، وسايل )واسنجي(كاليبراسيون  و مراكز ها

 بر و اعطا ها آن به حيتصلا تأييد گواهينامة لازم، شرايط احراز صورت در و كند مي ارزيابي ايران تأييد صلاحيت نظام ضوابط

 فلـزات  عيـار  تعيـين  سنجش، وسايل )واسنجي(كاليبراسيون  يكاها، المللي بين دستگاه ترويج .كند نظارت مي آن ها عملكرد

  .است سازمان اين وظايف ديگر از ايران ملي استانداردهاي سطح ارتقاي براي تحقيقات كاربردي انجام و گرانبها
  

                                                 
1- International Organization for Standardization 
2 - International Electrotechnical Commission 
3-  International Organization of  Legal Metrology (Organisation Internationale de Metrologie Legale)  
4 - Contact point 
5 - Codex Alimentarius Commission 
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  استانداردتدوين كميسيون فني 
 »روش آزمون -گيري فلورسانس اندازه هايسيستمخطي بودن  «


 يا نمايندگي/ سمت و : رئيس

  احمدي، حاجي رضا
  )كارشناسي ارشد شيمي كاربردي(
 

  ه استاندارد پژوهشكده شيمي و پتروشيمي پژوهشگا
 

  :دبير
 شركت رويان پژوهان سينا  افتخاري دافچاهي، سميه 

  )كارشناسي ارشد شيمي فيزيك(
  

 )اسامي به ترتيب حروف الفبا(: اعضاء
  

  اعتضاد زاده، پرناز
  )كارشناسي مهندسي مكانيك(
 

  اداره كل استاندارد استان همدان
 

  ايزدي، حسين
  )كارشناسي فيزيك(
 

  ارد استان همداناداره كل استاند
 

  پيري، احسان
  )كارشناسي مهندسي معدن( 

 

 شركت كاوش خاك آريا

  پيري، جمشيد
  )كارشناسي ارشد ژئوفيزيك(
 

 دانشگاه آزاد اسلامي واحد بهار 

  ردائي، احسان
  )كارشناسي ارشد شيمي تجزيه(
 

  اداره كل استاندارد استان همدان
 

  رضوي، رخساره
  )كارشناسي فيزيك(
 

 ملي استاندارد ايران سازمان

  عندليبي، مريم
  )كارشناسي شيمي(
 

 آزمايشگاه مرجع شيمي تجزيه

  هاشمي، محمد
  )كارشناسي فيزيك(
 
  
 

 اداره كل استاندارد استان همدان
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  هاشمي، مهدي
  )دكتري شيمي تجزيه(
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 

 دانشگاه بوعلي سينا همدان
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  فهرست مندرجات
صفحه    عنوان
  ب  سازمان ملي استاندارد ايران با آشنايي

  ج  استاندارد تدوين فني كميسيون
  و  گفتار پيش

  1  هدف و دامنه كاربرد      1
  2  اصول آزمون      2
  2  وسايل     3
  2  هاي استانداردمحلول     4
  3  روش انجام آزمون     5
  4  نتايج بيان محاسبات و     6
  5  بيدقت و اري     7
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  گفتار پيش

 آن نـويس  پـيش  كـه  " روش آزمـون  -گيـري فلورسـانس   انـدازه  هـاي سيسـتم خطـي بـودن    "اسـتاندارد 

 يك صد نـود و هشـتمين   در و شده تدوين و تهيهتوسط شركت رويان پژوهان سينا  مربوط هاي دركميسيون
 گرفته قرار تصويب مورد 20/12/1391مورخ ها اندازه شناسي، اوزان و مقياسندارد استا ملي كميتة يهاجلاس

 مصـوب  ايـران،  سازمان ملـي اسـتاندارد   مقررات و قوانين اصلاح قانون 3 مادة يك بند استناد به اينك ،است

  .شودمنتشر مي ايران ملي استاندارد عنوان به ،1371 ماه بهمن
خـدمات،   و علـوم  صـنايع،  زمينـة  در جهاني و ملي هاي پيشرفت و تحولات با هماهنگي و همگامي حفظ براي

ايـن   تكميـل  و اصـلاح  بـراي  كه پيشنهادي هر و شد خواهد تجديدنظر لزوم مواقع در ايران ملي استانداردهاي
بنـابراين،   ..گرفـت  خواهـد  قـرار  توجه مورد مربوط فني كميسيون در نظر تجديد هنگام شود، ارائه استانداردها

   .كرد استفاده ملي استانداردهاي تجديدنظر آخرين از همواره بايد
  
  :است زير شرح به گرفته قرار استفاده مورد استاندارد اين تهية براي كه خذيأبع و ممن
  

ASTM E 578:2007, Standard Test Method for Linearity of Fluorescence Measuring Systems 
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  روش آزمون –گيري فلورسانس  هانداز هايسيستمخطي بودن 

  
در صورت وجود چنين مواردي، مسئوليت برقراري . در اين استاندارد تمام موارد ايمني و بهداشتي نوشته نشده است -هشدار

  .شرايط ايمني و سلامتي مناسب و اجراي آن به عهده كاربر اين استاندارد است

  هدف و دامنه كاربرد   1
خطي بودن پاسـخ بـا شـدت فلورسـانس      ودروشي براي ارزيابي حد تعيين انداردهدف از تدوين اين است  1-1

هـا و   صـافي پهناهـاي شـكاف،    به خاص توجه ، باتحت شرايط عملكردي ،يگيري فلورسانس اندازه هايسيستم
بـرداري   شرايط نمونه ي وسيعي از در گسترهآزمون خطي بودن كل  استاندارد براياين . باشد مي  ،نمونه ظروف

  . دكاربرد دار يدستگاه و
دهـي   هـا و انـدازه و نـوع تـابش     اي از پهناي شـكاف و صـافي   آزمون شده تركيبنتايج بدست آمده فقط براي 

شـدن   منـابع غيـر خطـي   از . ذكـر شـوند  در گزارش آزمون  ها بايد ي آن رود، كه همه نمونه به كار مي 1كووت
و فنـون  يا هـر دو،   نشري، يا گهبرانگيختتابش از حد  ، جذب بيشگيري اندازه الكترونيكي سيستم توان به مي

  .اشاره كردي كم اه بويژه در غلظتجابجايي نمونه به 
بـراي  (انـرژي و پيوسـته   كـم  گيري فلورسانس با منابع تحريك  هاي اندازهسيستماين روش آزمون براي   1-2

هـيچ گونـه    .بـرده شـده اسـت    بـه كـار  ) يا كمتـر  W 450 يبا خروجي الكتريك برانگيختگيمثال، يك منبع 
وجـود   نشـود، سبب تجزيه نوري تركيبات پيشنهاد شده در اين روش آزمـون   خيلي شديد تضميني كه تابش

منابع نوري با شـدت بـالا بكـار    با شود كه اين روش آزمون بدون تشخيص  به همين دليل، پيشنهاد مي. ندارد
اگر ايـن روش  . نيستيري خطي بودن پاسخ ساير مواد گ روش آزموني جهت اندازهاين استاندارد . شودنگرفته 

توان بكار برد، اما پارامترهاي مواد جديـد   ، اصول كلي در آن را ميبدآزمون براي ساير مواد شيميائي توسعه يا
                  مـواد   كـاربر از امكـان اينكـه سـاير    شـود   توصـيه مـي  . از قبيل گستره غلظتي خطي بـودن بايـد ايجـاد شـود    

  .آگاهي داشته باشد داخل ظروف شوند،تجزيه يا جذب متحمل مكن است م
كـه   تكي، يك آشكارساز رود كه از ي به كار ميگيري فلورسانس هاي اندازهسيستماين روش آزمون براي   1-3

قابـل اجـرا بـودن    . برند ، بهره ميباشد  يتك يا يك ديود حساس به نور 2ي نوري كنندهتكثير لولهتواند يك  مي
ارايـه ديـودي   يك با  CCDآشكارساز از كه هايي  از قبيل آن 3نوريهاي با آرايه  اين روش آزمون براي دستگاه

  .ص نشده استخكنند، مش استفاده مي

                                                 
1- Cuvette 
2- Photomultiplier tube 
3- Photo-array instruments 
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 يموج ي طول گسترهبا هايي  و دستگاهمتر  ميلي 10با طول مسير هاي كووتي قالباين روش آزمون براي   1-4
nm 190  تاnm 900  تعيين نشده نمونه با اين روش آزمون  هاي ديگر قالباستفاده از . باشد ميداراي كاربرد
   .است

 اصول آزمون   2

محلول كينوئين سولفات  با استفاده ازگيري فلورسانس  اندازهسيستم اين روش براي آزمون خطي بودن   2-1
هـاي  سـاير محلـول  . شود استفاده مي، هاي آزمون استانداردبه عنوان محلول دي هيدرات در سولفوريك اسيد

). به يـاد آوري مراجعـه كنيـد   . (هستنداستفاده  قابلنيز  ،باشند  تر مناسب ربربراي كاممكن است پايدار را كه 
فلورسانس . ان شودگيري خطي بودن، در گزارش آزمون بي استاندارد مورد استفاده جهت اندازهشود  توصيه مي

حي شده بـراي  اطبق كاربرد طركه  ييها و يا صافي اه ، شكافها كووتگيري با  اندازه سيستم  محلول آزمون در
  .شود گيري مي شوند، اندازه ها به كار برده مي آن

لا در رقت خيلي بالا باشند بايد داراي بهره كوانتومي با -1: باشندزير ين بايد داراي خصوصيات استانداردهاي جايگز -يادآوري
هم فلورسانس آنها با همپوشاني طيف جذبي و  -3پايدار باشند نسبت به تابش محرك هاي طيفي  ريگي هبايد در طي انداز -2

داشته باشند، طوري  يا بايد طيف نشري گسترده -5 .بهره كوانتومي نبايد وابستگي شديد به غلظت داشته باشد -4. كم باشد
  .وارد شود يخطاي كمتفاده از شكافهاي پهن، سكه در هنگام ا

 ،شـود  گيـري مـي   هاي استاندارد انـدازه محلولاز شدت فلورسانس يك مجموعه  -حد بالاي خطي بودن  2-2
نقـاط   ميـان ز ا خـط مسـتقيمي  غلظـت رسـم و   لگاريتم در برابر از دستگاه نتايج بدست آمده لگاريتم سپس 

ي مركـزي   احيهكه از ن(از خط مستقيم منحني بالايي كه انتهاي )غلظتي(اي  نقطه. شود رسم مي بدست آمده
بـودن در نظـر گرفتـه     به عنوان حد بـالاي خطـي   ود،منحرف شسيگنال  5%بيش از  )شود منحني تعيين مي

  .شود ليتر كينوئين سولفات دي هيدرات بيان مي ميلي براين حد بر حسب ميكروگرم . شود مي

دستگاه و طول مسير بستگي دارد و  به هندسه ،هاي جسم حل شونده بالا در غلظت خته كنندهجذب تابش برانگي -يادآوري
  .شدن سيگنال فلورسانس تاثير گذار باشدغيرخطي تواند روي  مي

منحني از خـط  پاييني انتهاي  است كه) غلظت( اي حد پايين خطي بودن نقطه -حد پايين خطي بودن  2-3
تعيـين   نقـاط ميـانگين   درصـدي  برابـر انحـراف   2از  ،بخش مركزي منحنيي  يين شده به وسيلهمستقيم تع

  .بيشتر شود ،خط مستقيم ي كننده

  وسايل  3
 UVمنبـع   به طور كامل براي كاربرد طراحي شده مجهز بوده و داراي يـك  گيري فلورسانس، اندازهسيستم 
       حسـاس در طـول مـوج   نـوري  هـاي تحريـك كينـوئين سـولفات و آشكارسـاز      موج پوشش طول برايمناسب 

nm 450.  
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  هاي استانداردمحلول  4
ــوريكينــوئين ســولفات دي هيــدرات  g 100/0 :محلــول ذخيــره كينــوئين ســولفات دي هيــدرات   4-1  بل

(C20H24O2N2)2.H2SO4.2H2O بالن را بـا سـولفوريك اسـيد     منتقل و ليتريميلي 100يك بالن حجمي  هب 
N 1/0 اين محلول حاوي . به حجم برسانيدmlg103 باشد يدرات ميكينوئين سولفات دي ه.  
 N 1/0با سولفوريك اسيد  برابر حجم آن 10تا را محلول ذخيره هايي از  متوالي بخشهاي  سازي رقيقبا   4-2

، mlg 102 ،mlg 10 ،mlg1 ، mlg 1-10هـاي   هـايي بـا غلظـت   محلولطوري كه . رقيق كنيد
mlg2-10 وmlg3-10 را آماده كنيد.  

  آزموناجرايي روش   5
را بـراي آزمـون    دهي كووت مناسب تابشها و اندازه، نوع و  ، صافيهاي شكاف پهناها يا دهانه زتركيبي ا  5-1

  .كنيد انتخاب
بـا  كه يك تكفام ساز تحريك، هر كدام  ياها  ي صافي بوسيله nm 350موج تابش برانگيختگي را تا طول  5-2

  .تنظيم كنيد فراهم است،گيري فلورسانس  اندازه سيستم

  .تنظيم شوند nm 365خط جيوه  براي مجزا كردنهاي مجهز به لامپ بخار جيوه بايد دستگاه -يادآوري

هـا يـا تكفـام     با استفاده از صـافي س را گيري تابش فلورسان اندازه سيستم موج مركزي نوار عبوريطول  5-3
  .تنظيم كنيد nm 450در طول موج تقريبي هاي نشري،  ساز

با تنظيم پر كنيد ) N  1/0سولفوريك اسيد(را دست كم سه بار آبكشي كنيد و با واكنشگر شاهد كووت   5-4
  .هاي خوانده شده را ثبت كنيد دادهمناسب گستره دستگاه، 

 نيزواكنشگر شاهد  مربوط بههاي  دادهتوصيه مي شود  ضرورت داشته باشد،گيري  تنظيمات اندازه ييرزماني كه تغ -يادآوري 
  .گيري شوند با استفاده از تنظيمات جديد اندازه

تـرين محلـول    رقيقرا دست كم سه بار با كووت را دور ريخته،  4-5محلول شاهد مورد استفاده در بند   5-5
را با اين محلول پر و شدت فلورسـانس خوانـده شـده را ثبـت     كووت  ،بكشي كنيدآ 4بند استاندارد مذكور در 

  .كنيد
آبكشـي  تر بعـدي   غليظدست كم سه بار با محلول استاندارد كووت را را دور ريخته و ترين محلول  رقيق  5-6

را بـا  كـار  ايـن   به طـور مشـابه  . را با اين محلول پر و شدت فلورسانس خوانده شده را ثبت كنيد كووت. كنيد
  .انجام دهيد mlg102محلول نهايت هاي استاندارد تا محلول ديگر

      در طول موج متري يك سانتي طول مسير، براي <10Aبه دليل جذب بالاي آن  mlg103محلول ذخيره -يادآوري
nm 450 6بند به يادآوري (شود  مي اثر تصحيحات بيموجب و  گذارد ثير ميتاصافي ترين  داخلي رويشود چراكه  توصيه نمي-

  ).مراجعه كنيد 3
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  نتايج بيان محاسبات و  6
بـا  اسـت  محلـول شـاهد برابـر     بـراي خوانده شـده  مقدار فلورسانس خوانده شده منهاي  مقدار شدت  6-1

را در برابر  Sمقادير ريتم اين لگا. )تقويت هاي با گستره مطابق ضرب مناسببا استفاده از ضرايب ( S ،سيگنال
  .نقاط رسم كنيد ميانرا از  خط مستقيميغلظت رسم و لگاريتم 

در هـا   براي بيشتر دستگاهنقاط اين ، قرار دارند بخش خطي منحني در كنيد كهاستفاده نقاطي را فقط   6-2
 تعييناز خط را نقاط  درصدي ميانگين ، انحرافباشند مي mlg 1،mlg 1-10 ،mlg2-10هاي غلظت
  .كنيد

شيب  با اين كار. شوند تحليلبا رگرسيون خطي قرار دارند در بخش خطي منحني يي كه ها دادهشود  توصيه مي -يادآوري
ي خطي  كه در گستره ينقاط راي تعيينب. شوند حاصل ميخط اطراف خط، انحراف استاندارد شيب و انحراف استاندارد نقاط در 

  .رسم كرد  log-logدر نموداررا  mlg 1،mlg 1-10 ،mlg2-10خط اتصالي نقاط توان  مياند، واقع شده

ي  عيين شده طبق ناحيـه تسيگنال از خط مستقيم  5%انتهاي بالايي منحني بيش از  ي كه در آنغلظت  6-3
بر حسب ميكروگرم اين غلظت را به عنوان حد بالايي خطي بودن . ثبت كنيدرا مركزي منحني، انحراف دارد، 

  .گزارش كنيدليتر كينوئين سولفات دي هيدرات بر ميلي

اثر صافي  گترينزربه طول معمول ب ،سازي نمونه قبل از رسيدن به ناحيه آشكار توسطجذب تابش برانگيختگي  -يادآوري
 ي، تصحيح90˚و هندسه آشكارسازي  موازي شده براي تابش برانگيختگي. شود تر مشاهده ميهاي بالا در غلظت است كهدروني 

  :زير پيشنهاد شده استبراي جذب تابش برانگيختگي 

                                                    )/())((/ /
21 10103032 12

XDXD
X

XXXXDFF    

  :كه در آن
F شدت فلورسانس تصحيح شده؛  
 F  شدت فلورسانس مشاهده شده؛  

XD چگالي نوري بر حسبcm نمونه در طول موج برانگيختگي؛  
X1 X2,  باشد مي  نهنمو ولسلي  دهي شده وجه تابشسازي از  ود ناحيه آشكارحد ،متر فاصله بر حسب سانتي.  
، 90˚براي هندسه آشكارسازي. تواند رخ دهد نيز مينمونه  تحريك قبل از جذب نشر به دليلثانوي، اثر صافي دروني  يك

   :شده استبراي جذب نشر پيشنهاد  يتصحيح

                                               )/())((/ /
21 10103032 12

YDYD
m

mmYYDFF    

  :كه در آن
 Dm  ؛نمونه در طول موج نشريمتر  سانتيحسب چگالي نوري بر  

2Y  1وY باشد مي  ي سلول نمونه دهي تحريك شده سازي از وجه تابش متر، حدود ناحيه آشكار فاصله بر حسب سانتي.   

ميـانگين  درصد  انحراف ابربر 2از خط راست بيش از تر  هاي پايين م شده براي غلظتيرستهاي  اگر داده  6-4
تـر  حد پـايين ، انحرف داشته باشند، )تعيين شده از ناحيه مركزي منحني(ي خط راست  نقاط به وجود آورنده

ش زارگ ـ،گيرد قـرار مـي   انحـراف ي  به وجود آورنـده  پايين غلظتدر انحراف  كه اين اي اندازه بهخطي بودن را 
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در  ،مقـدار  انحراف زير اين 2%و بيش از  mlg 3-10بالاي 1% افميانگين انحر با ،براي مثالبنابراين  .كنيد
  .بيان شود "mlg 3-10 پايين غلظت 2% ي به اندازهخطي "عبارت گزارش بايد 

  اريبي دقت و   7
دقـت   .باشـد  زمنـد مـي  تفسير نتـايج نيا  زنتايج آزمون به عنوان بخشي ادقت  به تعييناين روش آزمون   7-1

هـاي   كـه بـا گونـه   (مورد اسـتفاده  استاندارد به خصوصيات محلول آزمون  از آزمونكاربرد  هر بدست آمده در
  .دستي و به عملكرد دستگاه بستگي دارد جابجايي، به تكنيك )خواهد كردتغيير  استفاده شدهشيميايي 

براي مقايسـه   و گيري فلورسانس مختلف اندازههاي اين روش آزمون براي مقايسه عملكرد دستگاهچون   7-2
ايـن  بـراي   باشد، نمي هاي شيميايي مختلف گونهاز  اي تجزيه هاي ل ي داده شده براي محلو ها سيستمد عملكر

  .قابل انجام نيستريبي اروش آزمون 
  


