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اعتباربخشی به نتایج در آزمایشگاه تشخیص 
و آنالیز مواد مخدر؛ شناسایی کانابینوئیدها 

به روش کروماتوگرافی لایه نازک

توسعهشبکهسازیآزمایشگاهها

کاربرد میکروسکوپ کاربرد میکروسکوپ 
الکترونی عبوری در زمینه الکترونی عبوری در زمینه 
توسعه، تحلیل و تشخیص توسعه، تحلیل و تشخیص 
نقایص دستگاه ها و نقایص دستگاه ها و 
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 گسترش پوشش شبکه

سه شـنبه 20 تيـر ماه سـال 1402، نشسـتی با حضـور مدیران 
آزمایشـگاهی  نماینـدگان شـبکه  قزویـن،  اسـتان  آزمایشـگاه های 
و  آزاد  دانشـگاه  آزمایشـگاهی  شـبکه  و  راهبـردی  فناوری هـای 
همچنيـن نماینـدگان سـازمان های نظارتـی اسـتان، بـه ميزبانـی 

دانشـگاه آزاد اسـلامی واحـد قزویـن برگـزار شـد. در ایـن برنامـه، 
بيـش از 30 نفـر از مدیـران آزمایشـگاه های دانشـگاه ها و مراكـز 
آزمایشـگاهی خصوصی )شركت ها( مستقر در شهرهای مختلف استان 
دامپزشـکی  و  محيط زیسـت  سـازمان های  نماینـدگان  و  قزویـن 

توسعه 
شبکه سازی 
آزمایشگاه ها

شکل دهی ارتباطات بين مراكز آزمایشگاهی، یکی از فعاليت های مستمر شبکه آزمایشگاهی فناوری های راهبردی ایران است. 
بين  اینترنتی  و  برنامه های جمعی حضوری  برگزاری  استفاده می كند.  ابزارهای متنوعی  از  آزمایشگاهی  این منظور، شبکه  برای 
و مشاركت در  آزمایشگاهی  مراكز  از  بازدیدهای جمعی  استانی،  و  قالب نشست های ملی  آزمایشگا ه ها در  و كارشناسان  مدیران 
برنامه های جمعی بين المللی، فرصت هایی را به منظور مطرح شدن چالش های پيش روی آزمایشگاه ها در ارائه خدمات و توسعه 
و شکل دهی  یکدیگر  به  مراكز  آزمایشگاهی  توانمندی های  معرفی  علاوه بر  برنامه ها  این  همچنين  می كند.  ارائه  آنها  فعاليت های 

همکاری ها، تبادل تجربه و ایجاد جریان دانش بين مدیران و كارشناسان را به همراه دارد.
در ادامه، گزارشی از برنامه های برگزار شده در این راستا در تابستان 1402 ارائه شده است.

نشستمدیرانآزمایشگاههایاستانقزوین
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و  پژوهـش  معـاون  فخاریـان،  احمـد  دكتـر  برنامـه،  ایـن  در 
فنـاوری دانشـگاه آزاد اسـلامی قزویـن، ضمـن خـوش آمدگویـی 
بـه مهمانـان، بـه معرفـی توانمندی هـای دانشـگاه پرداخـت. وی با 
اشـاره بـه اینکه دانشـگاه آزاد قزوین بيـش از 14000 دانشـجو در 
رشـته های مختلف فنی و مهندسـی، علوم انسـانی، هنـر و معماری 
دارد گفـت: »ایـن دانشـگاه در حـوزه فنـاوری هـوش مصنوعـی و 
رباتيـک چندین سـال سـرمایه گذاری خوبـی انجـام داده و به نتایج 

خوبـی نيـز دسـت پيـدا كرده اسـت«.
موجـود  مسـائل  را حـل  دانشـگاه  فعاليت هـای  از  یکـی  وی، 
در صنعـت و شـکل دهی اعتمـاد بـرای بخـش صنعـت بـه انجـام 
پژوهـش در دانشـگاه دانسـت. بـه گفتـه وی، دانشـگاه آزاد واحـد 
قزویـن توانسـته اسـت بـا صنایـع مختلـف در اسـتان های دیگر نيز 

قراردادهایـی را امضـا و اجـرا كنـد.
دكتـر فخاریان افـزود: »یکی از اهـداف اولویت دار در دانشـگاه، 
اسـت.  آزمایشـگاه ها  در   ISO/IEC17025 اسـتاندارد  اسـتقرار 
اميدواریـم بـا دریافـت اعتبارنامـه ایـن اسـتاندارد، مجـوز همکاری 
آزمایشـگاه های دانشـگاه بـا سـازمان های نظارتی همچـون گمرک، 
سـازمان دامپزشـکی و سـازمان اسـتاندارد را دریافت كنيم و درآمد 

دانشـگاه را از ایـن طریـق افزایـش دهيم«.
آزمایشــگاهی  شــبکه  دبيــر  نســب،  مجتبــی  مهنــدس 
ــروع  ــت، ش ــن نشس ــخنران ای ــر س ــردی، دیگ ــای راهب فناوری ه
ــو  شــکل گيری شــبکه آزمایشــگاهی را ســال 1383 در حــوزه نان
ــگاهی،  ــبکه آزمایش ــاد ش ــدف از ایج ــزود: »ه ــود و اف ــر نم ذك
ــت.  ــور اس ــگاهی كش ــاخت های آزمایش ــره وری زیرس ــای به ارتق
ــو،  ــوزه فناوری نان ــت در ح ــال فعالي ــس از 10 س ــبکه پ ــن ش ای
ــای  ــه حوزه ه ــه هم ــگاه ها ب ــش آزمایش ــه پوش ــش دامن ــا افزای ب
آزمایشــگاهی  شــبکه  عنــوان  بــا   1393 ســال  از  فنــاوری، 

ایــران فعاليــت می كنــد«. فناوری هــای راهبــردی 
مهنـدس نسـب، ارائـه خدمـات توانمندسـازی به آزمایشـگاه ها 
را یـک دسـته از خدمـات شـبکه آزمایشـگاهی بيـان كـرد و گفت: 
»علاوه بـر این، شـبکه از تعمير و نگهداری تجهيزات آزمایشـگاهی، 
آموزش كارشناسـان، استقرار اسـتانداردهای آزمایشگاهی و افزایش 

دامنـه خدمات دهـی آزمایشـگاه ها، حمایـت می كند«.
برقـراری و تقویـت ارتبـاط بيـن آزمایشـگاه های عضـو شـبکه 
و همچنيـن بيـن آزمایشـگاه ها و سـازمان های نظارتـی و جـذب 
شـبکه  در  عضویـت  بـرای  سـازمان ها  آزمایشـگاه های  تشـویق  و 
آزمایشـگاهی از جملـه مـوارد مطـرح شـده در ایـن نشسـت بـود.

توانمندی هـای  از  حاضریـن،  نشسـت،  دوم  بخـش  در 
همچـون  قزویـن  واحـد  اسـلامی  آزاد  دانشـگاه  آزمایشـگاه های 
غذایـی،  مـواد  ميکروبيولـوژی  غذایـی،  صنایـع  آزمایشـگاه های 
ميکروبيولـوژی عمومـی، غـلات، شـکلات، لبنيـات، قنـد، روغـن، 
 cnc كنسـرو، عوامل شـيميایی، تجزیه مـواد، عمران، دسـتگاه های

و قيـر و آسـفالت بازدیـد كـرده و بـا انـواع نمونه هـای مـورد آناليز 
و پژوهش هـای انجـام شـده در ایـن آزمایشـگاه ها آشـنا شـدند و 
بـه بحـث و تبـادل نظـر بـا كارشناسـان آزمایشـگاه های مربوطـه 

پرداختنـد.
نيـز  جـاری  مـاه  تيـر   21 چهارشـنبه  اسـت  ذكـر  شـایان 
نماینـدگان شـبکه آزمایشـگاهی و تعدادی از مراكز عضو شـبکه، از 
توانمندی هـای آزمایشـگاه جامـع تحقيقات دانشـگاه علوم پزشـکی 
و خدمـات بهداشـتی درمانی قزوین )آزمایشـگاه های عمومی، آناليز 
دسـتگاهی، PCR، كشـت سـلول، الکتروفـورز و فلوسـایتومتری(، 
آزمایشـگاه شـركت دانـش محـور البـرز )آزمایشـگاه های تخصصی 
مـواد غذایـی و شـيميایی( و شـركت سـایپا شيشـه )خـط توليـد 
و  فعاليت هـا  بـا  و  بازدیـد  تخصصـی(  آزمایشـگاه  و  فرم دهـی  و 

تحقيقـات آن ها آشـنا شـدند.
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دستگاههای و سازمانها نمایندگان نشست 
فناوریهای آزمایشگاهی شبکه دبیر با دولتی

راهبردی،برگزارشد.
و  راهبردی  فناوری های  آزمایشگاهی  شبکه  دبير  نشست  در 
نمایندگان نهادها و سازمان ها، امکان برخورداری از معافيت مالياتی 
براساس بندهای )ب( و )ت( ماده 11 قانون جهش توليد دانش بنيان، 
برای مراكز عضو شبکه آزمایشگاهی فناوری های راهبردی مطرح و 
دانش بنيان  حوزه  در  سرمایه گذاری  كه  سازمان هایی  كه  شد  مقرر 

دارند از این معافيت برخوردار شوند.
هدف از برگزاری نشست »نمایندگان سازمان ها و دستگاه های دولتی 
با دبير شبکه آزمایشگاهی فناوری های راهبردی«، آشنایی سازمان های 
دارای مراكز آزمایشگاهی با خدمات و ویژگی های شبکه آزمایشگاهی و 

پيوستن به این شبکه برای تنوع و گسترش خدمات آزمایشگاهی است.
یکی از حمایت های معاونت علمی، فناوری و اقتصاد دانش بنيان 
و  پژوهشگران  دانش بنيان،  شركت های  از  جمهوری  ریاست 
دریافت طيف گسترده  خدمات  برای  تسهيلاتی  ارائه  فناور،  فعالان 
آزمایشگاهی  شبکه  ذیل  كه  است  تحقيقاتی  آزمایشگاههای 
ارائه  آزمایشگاهی عضو  و توسط صدها مركز  راهبردی  فناوری های 
می شود. شبکه آزمایشگاهی با هدف افزایش بهره وری زیرساخت های 
آزمایشگاهی كشور و حمایت از توسعه كمی و بهبود كيفی خدمات 

آزمایشگاهی راه اندازی شده است.
در این شبکه، خدمات آزمایشگاهی متنوعی مانند حوزه های فنی 
الکترونيک،  و  برق  متالورژی،  و  مواد  و مهندسی همچون مکانيک، 
گياهان  و  كشاورزی  محيط زیست،  حوزه  معدن،  فضا،  هوا  شيمی، 
داروسازی،  مانند  پزشکی  و  فناوری  زیست  حوزه های  دارویی، 
سلول های بنيادی، مهندسی بافت، حوزه های علوم شناختی و مغز، 

صنایع دستی، مواد غذایی و غيره ارائه می شود.

به راهبردی فناوریهای آزمایشگاهی شبکه 
مثابهیکابزارمدیریتیواطلاعاتی

راهبری  شورای  دبيرخانه  سرپرست  كرامتی،  مهدی  محمد 
به  نشست  این  در  سخنانی  طی  دانش بنيان،  توليدات  و  فناوری ها 

كمک هایی كه معاونت علمی، فناوری و اقتصاد دانش بنيان از رهگذر 
عضویت در این شبکه ارائه می كند، اشاره كرد و گفت: »اگر سازمانی 
تجهيزات و آزمایشگاه خود را به عضویت این شبکه در بياورد، به آن 
سازمان یک زیر شبکه تخصيص داده می شود تا بتواند تجهيزات خود 
را مدیریت كند؛ بنابراین، اولين آورده معاونت علمی در این زمينه 

برای سازمان ها، یک ابزار مدیریتی و اطلاعاتی است.
وی افزود: معاونت علمی و فناوری یارانه هایی را به پژوهشگران 
از  بخشی  علمی  معاونت  تا  می كند  ارایه  دانش بنيان  و شركت های 
هزینه خدماتی كه پژوهشگران و شركت های دانش بنيان نياز دارند 
را تامين كند. این در واقع نوعی تحریک بازار و جذب مشتریان برای 
عضویت در شبکه آزمایشگاهی است. بندهای )ب( و )ت( ماده 11 
قانون جهش دانش بنيان مفهومی را با عنوان اعتبار مالياتی تعریف 
كرده و معافيت مالياتی، مشروط به انجام یک فعاليت خاص است؛ 
به عنوان مثال: سرمایه گذاری در حوزه دانش بنيان. بدین معنا كه اگر 
كسی آزمایشگاهی بسازد، چه خود او استفاده كند چه اینکه به دولت 

هدیه كند، مشمول این معافيت مالياتی خواهد شد«.

ازتعمیرونگهداریتجهیزاتتابه
اشتراکگذاریخدماتآزمایشگاهی

مجتبی نسب، دبير شبکه آزمایشگاهی فناوری های راهبردی در 
تعامل  در خصوص  سازمان ها  كه  »نگرانی  كرد:  عنوان  نشست  این 
دیگر  و  گمرک  محيط زیست،  دارو،  و  غذا  استاندارد،  سازمان  با 
سازمان های نظارتی دارند، با ارتباطی كه بين شبکه آزمایشگاهی و 

این سازمان ها برقرار است، رفع می شود.«
وی همچنين در مورد تعمير و نگهداری تجهيزات آزمایشگاهی 
افزود: »مركز نوسازی و تعمير دستگاه های آزمایشگاهی ایران )نوتا( 
خدمات تعمير و نگهداری و نوسازی تجهيزات آزمایشگاهی را برعهده 

دارد و قرار است این موضوع را مدیریت كند.«
دبير شبکه آزمایشگاهی فناوری های راهبردی تاكيد كرد: »معاونت 
علمی و فناوری در انجام فرآیندهایی همچون خرید، تعمير تجهيزات و 
به اشتراک گذاری خدمات، به سازمان های عضو شبکه خدمات ارائه كند. 
از این رو، كارگزارانی برای انجام فعاليت های مختلف در شبکه مشخص 
شده است تا اطلاعات با صحت و دقت لازم در سامانه ثبت شود.« نسب 
افزود: »معاونت علمی، فناوری و اقتصاد دانش بنيان با توجه به ارتباطات 
بين المللی كه دارد می تواند تعامل سازمان ها با عرصه بين الملل اعم از 

كشورهای اروپایی، آمریکایی و آسيایی را نيز تسهيل كند.«

توسعهجریاندانشدرشبکهآزمایشگاهی
فعاليت تعداد قابل توجهی از كارشناسان در آزمایشگاه های عضو 
شبکه آزمایشگاهی فناوری های راهبردی كه تجربه كاربری تجهيزات 
پيشرفته آزمایشگاهی را دارند، موجب شده است شبکه آزمایشگاهی، 
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اخب كارشناسان  فنی  دانش  ارتقای  برای  را  متنوعی  آموزشی  برنامه های 

آزمایشگاه ها و پيشبرد جریان دانش در شبکه، در قالب آموزش های 
نظری و كارگاه های عملی و نيز دوره های آموزش مجازی طرح ریزی 

و اجرا نماید.

کارگاهمدیریتکیفیتوایمنیدرآزمایشگاه
دراستانآذربایجانغربیبرگزارشد

شبکه آزمایشگاهی با هدف آشنایی هر چه بيشتر مدیران كيفيت 
فناوری های  آزمایشگاهی  شبکه  عضو  آزمایشگاه های  كارشناسان  و 
راهبردی در سراسر كشور، كارگاه آموزشی »آشنایی با سيستم های 
مدیریت كيفيت و ایمنی در آزمایشگاه های آزمون و نمونه برداری« را به 
تفکيک مراكز عضو شبکه در هر استان، در سال 1402 برگزار می كند.

عدم  آزمایشگاه،  در  ایمنی  استاندارد،  اصلی  مفاهيم  با  آشنایی 
قطعيت، صحه گذاری، كاليبراسيون، مميزی داخلی، قواعد تصميم گيری 
و خطر و مقایسات بين آزمایشگاهی، موضوعات مهمی است كه در انجام 
بهتر آزمون های آزمایشگاهی و حصول نتایج دقيق تر و نيز در فرآیند 

استقرار استانداردهای آزمایشگاهی نقش مهمی ایفا می كند.
سومين استان ميزبان برگزاری این كارگاه در سال 1402، استان 
از سوی كارگروه  آذربایجان غربی است كه كارگاه آموزشی مذكور 
استاندارد و ایمنی شبکه آزمایشگاهی برای آزمایشگاه های عضو این 
شبکه در آن استان، سيزدهم تيرماه به صورت مجازی و با حضور 33 
نفر از مدیران آزمایشگاه ها، مدیران كيفيت و كارشناسان مراكز عضو 

در آن استان برگزار شد.
ISO/ استانداردهای  معرفی  ضمن  روزه،  یک  كارگاه  این  در 

IEC17043، ISO/IEC17034، به مبحث ایمنی در آزمایشگاه نيز 

برای   ISO/IEC17025 استاندارد  الزامات  همچنين  شد.  پرداخته 
حاضرین در جلسه آموزشی تشریح شد و با مفاهيمی همچون محاسبه 
عدم قطعيت، صحه گذاری، كاليبراسيون، مقایسات بين آزمایشگاهی، 
مميزی داخلی، قواعد تصميم  گيری و خطر در آزمایشگاه آشنا شدند.

شایان ذكر است تعداد 17 آزمایشگاه عضو شبکه آزمایشگاهی 
هستند  مستقر  غربی  آذربایجان  استان  در  راهبردی  فناوری های 
پليمر،  فناوری نانو،  معدنی،  و  شيميایی  غذایی،  صنایع  زمينه  در  و 
علوم شيلاتی خدمات  و  فناوری  زیست  كشاورزی،  و  محيط زیست 

آزمایشگاهی به متقاضيان خدمات ارائه می دهند.
آزمایشگاهی  شبکه  عضو  مراكز  ویژه  مذكور،  آموزشی  كارگاه 
فناوری های راهبردی و به صورت جمعی برای آزمایشگاه های یک یا 

چند استان مجاور برگزار خواهد شد.

فعالیتهایبینالمللیشبکهآزمایشگاهی
بخش بين الملل شبکه آزمایشگاهی با هدف معرفی توانمندی های 
كشور در عرصه جهانی و گسترش همکاری های علمی، پژوهشی و 

آموزشی در این حوزه، با ایجاد بستری مناسب، روابط سازنده ای با 
پژوهشگران و مراكز علمی دیگر كشورها برقرار كرده است.

شایان ذكر است كه فعاليت های بين المللی شبکه آزمایشگاهی 
فناوری های راهبردی با همکاری شبکه آزمایشگاهی بين المللی با 

نشانی اینترنتی  www.IntLabsNet.com انجام می شود.

همکاریهایبینالمللیشبکهآزمایشگاهیبا
مالزیتوسعهمییابد

احمد،  عبدالرزاق  دكتر   ،1402 سال  ماه  مرداد   12 پنجشنبه 
دستيار وزیر علوم مالزی، طی جلسه ای با فعاليت ها و برنامه های شبکه 
آزمایشگاهی در ایران آشنا شد. در این جلسه، دكتر اسدی فرد، مدیر 
شبکه آزمایشگاهی، با بيان تاریخچه ای از تشکيل شبکه آزمایشگاهی، 

سياست ها و مدل فعاليت شبکه آزمایشگاهی را تشریح كرد.
آزمایشگاهی،  شبکه  دبير  نسب،  مجتبی  مهندس  همچنين 
گزارشی از فعاليت ها و برنامه های شبکه آزمایشگاهی، چگونگی تعامل 
بين دبيرخانه شبکه و آزمایشگاه های عضو، سازوكار حمایت شبکه 
آزمایشگاهی از آزمایشگاه ها و همچنين حمایت های شبکه از دریافت 

كنندگان خدمات در قالب باشگاه مشتریان را ارائه كرد.
چگونگی سياست گذاری و سازوكارهای حمایت معاونت علمی، 
فناوری و اقتصاد دانش بنيان ریاست جمهوری از شركت های دانش 

بنيان، از دیگر موضوعات مورد بحث در این جلسه بود.
دكتر عبدالرزاق احمد، دستيار وزیر علوم مالزی، نيز در این جلسه، 
به اشتراک گذاری زیرساخت های آزمایشگاهی كشور و تسهيل دسترسی 
آنها برای پژوهشگران و صنعت و همچنين روش مدیریت انتقال دانش 
شركت های  فعاليت  و  صنعت  به  تحقيقاتی  و  دانشگاهی  مراكز  از 
دانش بنيان را موفقيتی بزرگ برای ایران دانست و گفت: »برای برقراری 
ارتباط مستمر و فراهم سازی زمينه برای انتقال تجربه ایران به مالزی 
تلاش خواهم نمود و پيگيری های لازم را به منظور برقراری  همکاری های 

تخصصی در حوزه آزمایشگاهی بين دو كشور انجام خواهم داد.«
شبکه  دبير  همراه  به  عبدالرزاق  دكتر  جلسه،  این  از  پس 
آزمایشگاهی از نمایشگاه محصولات فناوری نانو ایران در محل ستاد 

فناوری نانو بازدید كرد.
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در حـال حاضـر در جهـان، نانواشـيا و انبوهه هـا و كلوخه هـای آن هـا)NOAA(1 در مقادیـر بـالا توليـد می شـوند كـه 
كاربردهـای متنوعـی دارنـد. هـر چنـد، برهم كنـش این مواد بـا سيسـتم های زیسـتی از جملـه پروتئين ها می توانـد نگران 
كننـده باشـد كـه منجر بـه تغييرات برگشـت پذیر یا برگشـت ناپذیر در سـاختار ثانویـه پروتئين ها می شـوند. بـروز تغييرات 
برگشـت ناپذیر در سـاختار پروتئيـن می توانـد بـر كاركـرد و صورت بندی پروتئيـن تأثيرگذار باشـد كه این تغييـرات، به نوبه 
خـود ممکـن اسـت بـر واكنش پذیری زیسـتی كلی پروتئين هـا نيز تأثيرگـذار باشـد. بنابراین، پایـش بروز چنيـن تغييراتی 

می توانـد اطلاعـات مهمـی در مـورد برهم كنـش NOAA بـا سيسـتم های زیسـتی فراهم كند.
در یـک محيـط زیسـتی، NOAA می توانـد به راحتی بـا پروتئين هایـی ماننـد آپوليپوپروتئين هـا2، فيبرونکتين3، سـرم 
آلبوميـن انسـانی4، ویترونکتيـن5 و غيـره برهم كنـش ایجـاد كنـد. لایه هـای پروتئينـی كـه بـه NOAA متصـل شـده و یا 
اطـراف آن جـذب شـده باشـند، تـاج پروتئيـن6 ناميده می شـود. مشـخصات فيزیکی و شـيميایی نانومـواد )به عنـوان مثال، 
انـدازه، مسـاحت سـطح، آب گریـزی، چگالـی بـار، شـيمی سـطح و ریخت شناسـی( می تواند بـر برهم كنش آن بـا تركيبات 
زیسـتی محيـط اطـراف، تأثيـر بگـذارد. برهم كنـش احتمالـی بيـن نانومـواد و تركيبـات زیسـتی بـه كينتيـک7 كلوخگی و 
تفکيـک پروتئيـن بسـتگی دارد. طـول عمر كمپلکس های ایجاد شـده از نانومـواد و ليگاند از ميکروثانيه تا روز متغير اسـت.

فرآینـد تاخـوردن پلی پپتيدهـا در محيط هـای زیسـتی، سـاختار ثانویـه پروتئين هـا را توليـد می كند كـه تعيين كننده 
فعاليـت زیسـتی پروتئين هـا اسـت. از خصيصه های مهم این سـاختار می تـوان به وجـود پيوندهای هيدروژنـی بين اتم های 
هيـدروژن آمينـی و اكسـيژن كربونيل در سـاختار پایه پپتيدی و پيوندهای دی سـولفيدی بين دو واحد سيسـتئين8 اشـاره 

كرد.
زمانـی كـه پروتئيـن در معـرض یون هـای فلزی خـاص و تركيبات فعال زیسـتی باشـد، سـاختار ثانویه آن تحـت تأثير 
قـرار می گيـرد. علاوه بـر ایـن، سـاختار ثانویـه پروتئيـن در اثـر عواملـی ماننـد بافرهـای مختلـف بـا قـدرت یونـی، مقادیـر 
pH و دمـا نيـز قـرار دارد. تغييـرات ایجـاد شـده در كاركـرد و صورت بنـدی پروتئين هـا را می تـوان بـه سـاماندهی مجـدد 
پروتئيـن )بـه اصطـلاح كژتـاب9( و تغييـرات در ابعاد كلی مولکولی كه با فرآیند تاشـدن ایجاد می شـود، نسـبت داد. برخی 

مترجم
الههاسلامیپور1*

 e.eslamipour@gmail.com٭

1. كارشناسی ارشد زیست شناسی، 
كارشناس مسئول گروه استاندارد و ایمنی 

ستاد فناوری نانو و ميکرو

ارزیابی ساختار ثانویه پروتئین هنگام برهم کنش با 
نانومواد با استفاده از رنگ تابی دورانی فرابنفش

1. Nano-objects and their Aggregates and Agglomerates (NOAA)
2. Apolipoproteins
3. Fibronectin
4. Human Serum Albumin (HAS)
5. Vitronectin

6. Protein corona
7. Kinetic
8. Cysteine
9. Misfolding
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بيماری هـا، ماننـد اسـکلروز جانبـی آميوتروفيـک10، آلزایمـر و پاركينسـون، نتيجـه پروتئين های كژتاب هسـتند.
برهم كنـش نانومـواد و پروتئيـن می توانـد منجـر بـه تغييـرات صورت بنـدی برگشـت پذیر یـا برگشـت ناپذیر در 
سـاختارهای ثانویـه پروتئين هـا شـود. تغييرات جزئی ایجاد شـده در سـاختار ثانویـه پروتئين ها پـس از برهم كنش 
بـا نانومـواد به طـور بالقـوه برگشـت پذیر هسـتند، درحالی كـه تغييـرات پایـدار می تواننـد برگشـت ناپذیر باشـند. با 

ثبـت طيـف رنگ تابـی دورانـی پرتـو فرابنفش11 می تـوان این تغييـرات را پایـش كرد.
چندیـن روش اسـتاندارد بـرای تعييـن سـاختارها / صورت بنـدی مولکولـی و فرآینـد تاخـوردن پروتئيـن و 
برهم كنـش آن هـا بـا NOAA وجـود دارد. ایـن روش ها شـامل طيف سـنجی های تشـدید مغناطيسـی هسـته ای12، 

تبدیـل فوریـه فروسـرخ13، طيف سـنجی رامـان و رنگ تابـی دورانـی پرتـو فرابنفـش )UV-CD( هسـتند.
رنگ تابـی دورانـی، روشـی مبتنـی بـر طيف سـنجی اسـت كـه براسـاس تفـاوت در ميـزان جـذب نـور قطبيده 
راسـت دوران كننده و نور قطبيده چپ دوران كننده به وسـيله مولکول فعال از لحاظ نوری اسـتوار اسـت. منشـاء 
روش طيف سـنجی رنگ تابـی دورانـی، پرتـو فرابنفـش از یـک فرآینـد نورفيزیکـی بـا برانگيخته  شـدن الکتـرون از 
حالـت پایـه بـه حالـت برانگيختـه الکترونـی اسـت. از طيف سـنجی UV-CD به طـور گسـترده ای در مشـخصه یابی 
سـاختار ثانویـه، ویژگی هـای تاخـوردن و اتصال پروتئين ها اسـتفاده می شـود. در ایـن روش از نور قطبيده اسـتفاده 
 UV-CD شـده و اختـلاف بيـن جـذب نـور قطبيـده دورانـی چپ گـرد و راسـت گرد منجر بـه ایجاد یـک سـيگنال

می شـود.
هـدف از تدویـن ایـن اسـتاندارد، تعييـن پروتکل های اندازه گيری و شـرایط آزمـون برای تعيين تغييـرات ایجاد 
شـده در سـاختار ثانویـه پروتئيـن در نتيجـه برهم كنـش بـا نانومـواد با اسـتفاده از طيف سـنجی رنگ تابـی دورانی 

پرتو فرابنفش )UV-CD( اسـت.
ایـن اسـتاندارد بـرای مشـخصه یابی تغييـرات ایجادشـده در صورت بنـدی پروتئين هـای بی نظم شـده، كاربـرد 

ندارد.
ایـن اسـتاندارد ملـی با شـماره 23109 بـر مبنای پذیرش اسـتاندارد بين المللـی زیر به روش »معادل یکسـان« 
تهيـه و تدویـن شـده و شـامل ترجمـه تخصصـی كامـل متن آن به زبان فارسـی اسـت و معادل یکسـان اسـتاندارد 

بين المللـی مزبور اسـت:
ISO/TS 23459: 2021, Nanotechnologies — Assessment of protein secondary structure during 

an interaction with nanomaterials using ultraviolet circular dichroism.

10. Amyotrophic Lateral Ssclerosis (ALS)
11. Ultraviolet-Circular Dichroism (UV-CD)
12. Nuclear Magnetic Resonance (NMR)
  Fourier-transform infrared (FT-IR)
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عدم قطعیت در 
فرآیند نمونه برداری

عدم قطعيت در فرآیند نمونه برداری، چالشی مهم در علوم آماری و مطالعات تحقيقاتی است. در این مقاله به عوامل مسبب ایجاد خطا 
و عدم قطعيت در نمونه برداری ها، تحقيقات و همچنين روش های مختلف كاهش عدم قطعيت در آنها بررسی شده است.

چکیده
نمونه برداری، عدم قطعيت، روش ها.

واژههایکلیدی

نمونه بـرداری، مرحلـه ای حياتـی و پيـش نيـاز انجـام آزمایش هـای مربوطـه بـوده كـه شـامل به دسـت آوردن نمونـه نماینـده 
از كل مجموعـه اسـت و نمونـه مـورد آناليـز بایـد نشـان دهنـده ویژگی هـای كل مجموعه باشـد؛ لـذا نمونه بـرداری نادرسـت و یا 
گرایـش دار می توانـد منجـر بـه نتایج و اسـتنتاج های نادرسـت شـود. بنابراین، مرحلـه حياتی در اطمينـان از كيفيـت نتایج تجزیه 

و تحليلـی، مرحلـه نمونه برداری اسـت.
نمونه بـرداری می توانـد در زمينه هـای مختلـف از جملـه: محيط زیسـت، خـاک، آب، غـذا و غيره انجام شـود و به خوبـی می تواند 
نتایـج تحليلـی را تحـت تاثيـر قرار دهد؛ بنابرایـن، اطمينان از صحت و دقـت نتایج تجزیه و تحليل به چگونگی نمونه برداری بسـتگی 

دارد و لازم اسـت كـه در هـر مرحلـه از فرآینـد نمونه بـرداری دقت خاصی لحاظ شـود تا عدم قطعيـت كاهش یابد.

نویسندگان
افسوننارویی1و3*

سیداحمدظهیرمیردامادی2و3
1. كارشناس ارشد شيمی معدنی، مجموعه 

آزمایشگاه های سازمان زمين شناسی و اكتشافات 
معدنی كشور، مركز زاهدان

2. كارشناس ارشد مدیریت دولتی، پژوهشگاه مواد 
و انرژی

3. عضو كارگروه استاندارد و كاليبراسيون

aanarooie7792@gmail.com٭

تاریخ دریافت: 1402/06/13
تاریخ پذیرش: 1402/06/18

بیانمساله 

در  نمونه بـرداری  شـامل،  تحقيقـات  مختلـف  زمينه هـای 
حـوزه شـيمی تجزیـه، محيط زیسـت، خـاک، آب و غـذا از جملـه 
بررسـی های ایـن مقاله هسـتند كه به طـور جداگانه مورد بررسـی 

قـرار گرفته انـد.

نمونهبرداریدرشیمیتجزیه 

در  كـه  اسـت  فرآینـدی  تجزیـه ای،  شـيمی  نمونه بـرداری 
جمـع آوری  آزمایـش  به منظـور  مـاده  یـک  از  نمونه هایـی  آن 
فرآینـد  در  اهميـت  حائـز  و  پيشـينه  مرحلـه ای  و  می شـوند 
مرحلـه،  ایـن  بنابرایـن،  اسـت؛  شـيميایی  تحليـل  و  تجزیـه 
انجـام  كـه  بـوده  آزمایش هـا  و  تحقيقـات  در  مهمـی  فرآینـد 

مه
قد
م
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دقيـق آن از اهميـت بسـزایی برخوردار اسـت؛ زیـرا نمونه برداری 
بنابرایـن،  نادرسـت شـود.  نتایـج  بـه  نادرسـت می توانـد منجـر 
نمونـه بـرداری یک مرحلـه حياتـی در اطمينـان از كيفيت نتایج 

تجزیـه و تحليلـی اسـت ]1[.

 انواعنمونهبرداریدرشیمیتجزیه
در نمونه برداری هـای شـيميایی، نمونه بـرداری به صـورت نقطه ای 
یعنـی جمـع آوری نمونـه از یـک نقطه مشـخص یـا تهيـه نمونه های 

توالـی از مـواد بـا تغيير شـرایط انجام می شـود.
شـامل  تجزیـه  شـيمی  در  مختلـف  نمونه بـرداری  روش هـای 
نمونه بـرداری  قطعـی،  نمونه بـرداری  تصادفـی،  نمونه بـرداری 
گروهـی و نمونه بـرداری واحد هسـتند كه در ذیل بـه آنها پرداخته 

شده اسـت:
 نمونه بـرداری تصادفـی: در ایـن روش به طـور معمـول بـه 
انتخـاب نمونه هـا به طـور تصادفـی از جمعيـت هـدف می پردازنـد.

نمونه هـا  انتخـاب  شـامل  غيرتصادفـی:  نمونه بـرداری   
از  انتخـاب نمونه هـا  براسـاس قوانيـن مشـخص هسـتند، ماننـد 
مناطـق خـاص یـا انتخـاب نمونه هایی كـه نماینده های مشـخصی 

از جمعيـت هسـتند.
 نمونه بـرداری واحـد: در ایـن روش، یـک نمونـه تصادفـی از 
جامعـه اوليـه انتخاب می شـود، هـر عضو در جامعه فرصت مسـاوی 

بـرای انتخـاب دارد و احتمـال انتخـاب هر عضو برابر اسـت.
 نمونه بـرداری گروهـی: در ایـن روش، جامعـه اوليـه به چند 
گـروه تقسـيم و از هـر گروه یـک نمونـه تصادفی انتخاب می شـود.
به طـور  نمونه هـا  اسـت كـه  نمونه بـرداری قطعـی: روشـی   
مسـتقيم و بـدون اسـتفاده از روش های تصادفی انتخاب می شـوند؛ 
بـه عبارتـی، نمونه هـا بـا دقـت و اسـتدلال مشـخص بـدون در نظر 

گرفتـن احتمـال انتخـاب هـر نمونـه انتخاب می شـوند.
هـر یـک از ایـن روش هـا بسـته بـه نـوع مـاده نمونه بـرداری و 

هـدف آناليـز، مزایـا و معایـب خـود را دارنـد ]2[.

 منابععدمقطعیتدرنمونهبرداریشیمیتجزیه
منابـع عـدم قطعيـت در نمونه بـرداری می تواننـد شـامل موارد 

ذیل باشـند:
 ناهمگنی ماده مورد نمونه برداری؛

 سازوكار نمونه برداری؛
 اندازه و توزیع نمونه؛

  شرایط محيطی در هنگام نمونه برداری.
بزرگـی ایـن نـوع عـدم قطعيـت بسـته بـه نـوع مـاده مورد 
متفـاوت  رفتـه  كار  بـه  نمونه بـرداری  روش  و  نمونه بـرداری 

اسـت ]1[.

نمونهبـرداری در قطعیـت عـدم کاهـش روشهـای   
شـیمیتجزیـه

چندیـن روش بـرای كاهـش عـدم قطعيـت در نمونه بـرداری 
ذكـر شده اسـت كـه از مهم تریـن آنهـا می توان بـه موارد زیـر توجه 

نمود:
 استفاده از نمونه های خالی؛

 روش های نمونه برداری آماری؛
 سيستم های نمونه برداری خودكار.

ایـن روش هـا می تواننـد به كاهـش منابع عدم قطعيـت و بهبود 
دقـت و صحـت نتایج تجزیه و تحليلی كمـک كنند ]1[.

 کاربردهاینمونهبرداریدرشیمیتجزیه
از  تجزیـه ای،  شـيمی  مختلـف  حوزه هـای  در  نمونه بـرداری 
جملـه حوزه  هـای آناليـز آب، آناليـز خـاک، آناليـز غـذا و مطالعات 

محيطـی مـورد اسـتفاده قـرار می گيرنـد.
در ایـن حوزه هـا، به دسـت آوردن نمونه هـای دقيـق و نماینـده 
بسـيار مهم اسـت تا كيفيت نتایج تجزیه و تحليل تضمين شـود ]1[.

نمونهبرداریدرحوزهمحیطزیست 

هـدف اصلـی تحليل محيط زیسـت، تعييـن وضعيت و شـرایط 
بـرای  انجـام می شـود.  نمونه بـرداری  آن  در  كـه  اسـت  محيطـی 
دسـتيابی بـه ایـن هـدف، نمونه بـرداری محيط زیسـت بسـيار مهم 
اسـت و درصـورت صحيـح و دقيـق بـودن می توانـد نتایـج دقيق و 

قابـل قبولـی را تاميـن كند.
بـا توجـه بـه اهميـت نمونه بـرداری در تحليـل محيط زیسـت و 
تاثيـر آن بـر كيفيـت نتایـج تحليلـی، لازم اسـت كه در هـر مرحله 
از فرآینـد نمونه بـرداری بـه دقـت خاصـی توجـه شـود تـا عـدم 
قطعيـت كاهـش یابد. اسـتفاده از روش هـای مناسـب نمونه برداری 
و ابزارهـای خـودكار كنتـرل كيفيـت می توانـد بهبود قابـل توجهی 

در دقـت و صحـت نتایـج تحليلی داشـته باشـد.

 منابععدمقطعیتدرنمونهبرداریحوزهمحیطزیست
منابـع عـدم قطعيـت در نمونه بـرداری محيط زیسـت می توانـد 

شـامل موارد زیر باشـد:
 سازوكار نمونه برداری؛

 ميـزان نمونه بـرداری )درصورتـی كـه تعـداد نمونه هـا كـم 
محيط زیسـت  واقعـی  نماینـده  نمونه هـا  اینکـه  احتمـال  باشـند 

نباشـند، بيشـتر اسـت(؛
 زمان نمونه برداری؛
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  ناهماهنگی ماده مورد نمونه برداری؛
نمونه بـرداری  نقـاط  )اگـر  نمونه بـرداری  نقـاط  انتخـاب   
نمونه هـا  اینکـه  احتمـال  نشـوند،  انتخـاب  تصادفـی  به صـورت 

اسـت.(؛ بيشـتر  نباشـند،  محيط زیسـت  واقعـی  نماینـده 
  شرایط محيطی و ویژگی های فيزیکی و شيميایی ماده؛

 نوع ابزار نمونه برداری؛
  روش نمونه برداری ]3 و 4[.

  روشهـایکاهشعـدمقطعیتنمونهبـرداریدرحوزه
محیطزیست

روش هـای كاهـش عـدم قطعيـت در ایـن نمونه برداری شـامل 
مـوارد زیر هسـتند:

 نمونه برداری تصادفی؛
  نمونه برداری قانونمند؛
 نمونه برداری خوشه ای؛
 نمونه برداری تعدادی؛

 ميزان نمونه برداری مناسب؛
 استفاده از روش های خودكار نمونه برداری ؛

 استفاده از روش های كنترل كيفيت؛
 استفاده از ابزارهای نمونه برداری و تجهيزات معتبر ]3 و 4[.

 کاربردهاینمونهبرداریدرآنالیزمحیطزیست
نمونه بـرداری دركاربردهـای مختلفـی در آناليـز محيط زیسـت 
مـورد اسـتفاده قـرار می گيـرد از جملـه آناليـز آب، خـاک، هـوا، 
بررسـی اثـرات زیسـت محيطـی و تعييـن ارزش واقعـی زمين هـا.

در هـر یـک از ایـن حوزه هـا، به دسـت آوردن نمونه هـای دقيـق و 
نماینـده از مـواد مـورد آناليـز بسـيار مهـم اسـت تـا كيفيـت نتایج 

تجزیـه و تحليـل تضميـن شـود ]3 و 4[.

نمونهبرداریحوزهخاک 

ــاک  ــرداری خ ــه نمونه ب ــاک ب ــای خ ــی ویژگی ه ــرای بررس ب
ــتی  ــيميایی و زیس ــی، ش ــای فيزیک ــام آزمایش ه ــور انج به منظ

نيــاز داریــم.
مراحـل عمـده در نمونه برداری خاک شـامل: بررسـی موقعيت، 
آماده سـازی ابزارهـا، تعيين نقـاط نمونه بـرداری، برداشـت نمونه ها 

و نگهـداری نمونه ها هسـتند.
نمونه بـرداری در ایـن حـوزه، فرآینـدی بسـيار مهـم و نيازمند 
بـه دقـت كافـی اسـت زیـرا دقـت ناكافـی منجر بـه عـدم قطعيت 
می شـود كـه بـر نتایـج به دسـت آمـده از تجزیـه و تحليـل نمونه ها 

تاثيـر زیـادی خواهد گذاشـت.

 دلایلعدمقطعیتدرنمونهبرداریخاک
از جملـه دلایـل عـدم قطعيـت در نمونه برداری خـاک می توان 

بـه مـوارد زیر اشـاره نمود:
فيزیکـی،  ویژگی هـای  )تنـوع  خـاک:  ویژگی هـای  تنـوع   

از محيـط(؛ نقطـه  در هـر  مکانيکـی  و  شـيميایی 
 اندازه و تنظيمات نمونه برداری؛

 تغيير خواص خاک: )تغيير پلاستيسيته و تراكم(؛
 تنظيمـات فنـی: )عمـق نمونه بـرداری و تعـداد نمونه هـای 

برداشـته شـده(؛
 رو ش هـای نمونه بـرداری نادرسـت )به عنـوان مثال: اسـتفاده 
از ابزارهـای نامناسـب، عـدم رعایـت قوانين نمونه بـرداری و انتخاب 

نمونه بـرداری(؛ نقاط 
 تاثيـر محيط زیسـت: )تاثير تغييـرات دما، رطوبـت و فعاليت 

زندگـی جانـوری و گياهـی بر ویژگی هـای خاک(؛
 عوامـل انسـانی: )خطاهـای انسـانی از جملـه: تجربـه كاری 
ناكافـی، عـدم آشـنایی كافـی بـا روش هـای نمونه بـرداری، عـدم 
دقـت در اجـرای مراحـل نمونه برداری و عدم اسـتفاده از وسـایل و 

تجهيـزات مناسـب( ]5 و 6[.

 روشهایکاهشعدمقطعیتدرنمونهبرداریخاک
راه كارهایـی به منظـور كاهـش عـدم قطعيـت در نمونه بـرداری 

خـاک وجـود دارنـد كـه می توانند شـامل مـوارد زیر باشـند:
)شـامل  نمونه بـرداری  اسـتاندارد  روش هـای  از  اسـتفاده   
و  نمونه هـا  تعـداد  عمـق،  تعييـن  نمونه بـرداری،  نقـاط  انتخـاب 

مناسـب(؛ تجهيـزات  و  ابزارهـا  از  اسـتفاده 
 اسـتفاده از فنـاوری و ابزارهای پيشـرفته: )مانند اسـتفاده از 

روبات هـا یا سـامانه های خـودكار نمونه بـرداری(؛
افزایـش  و  نمونه بـرداری  )تکـرار  نمونه هـا  تعـداد  افزایـش   
تعـداد نمونه هـا، بيانگـر تغييـرات مکانـی و تنـوع ویژگی های خاک 

در نتایـج(؛
 كنتـرل عوامل زیسـت محيطـی )نمونه بـرداری در زمان های 
مناسـب و شـرایط ثابت برای كاهش تاثير عوامل زیسـت محيطی( 

]5 و 6[.

نمونهبرداریحوزهآب 

در  حياتـی  و  مهـم  بسـيار  فرآینـد  یـک  آب  نمونه بـرداری 
از  آب  نمونه هـای  كـه  اسـت  آب  ویژگی هـای  بررسـی  و  تحليـل 
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منابـع مختلـف ماننـد رودخانـه، دریاچه، چـاه و یا سـایر منابع آبی 
جمـع آوری می شـود. در طول ایـن فرآیند، نمونه هـای آب به منظور 
آزمایش های فيزیکی، شـيميایی و زیسـتی جمع آوری می شـوند. با 
ایـن حـال، عـدم قطعيت هـای مختلف می تواننـد بر نتایج به دسـت 

آمـده از تجزیـه و تحليـل نمونه هـای آب تاثيرگـذار باشـند.

 عواملعدمقطعیتدرنمونهبرداریآب
از جملـه عوامـل عـدم قطعيـت در نمونه بـرداری آب می توانند 

باشـند: زیر  موارد 
 محدودیت های مربوط به تجهيزات نمونه برداری؛

 ناهمگنی طبيعی آب؛
 تغييرات زمانی و مکانی ویژگی های آب؛

 عوامل انسانی مانند تجربه و مهارت نمونه برداران.
نتایـج  ایـن عـدم قطعيت هـا می تواننـد منجـر بـه خطاهـا و 

.]7[ شـوند  آب  نمونه هـای  تحليـل  و  تجزیـه  در  نادرسـت 

 روشهایکاهشعدمقطعیتدرنمونهبرداریآب
راهکارهـای كاهـش عـدم قطعيـت در نمونه برداری آب شـامل 

مـوارد زیر هسـتند:
)روش هـای  نمونه بـرداری:  اسـتانداردهای  از  اسـتفاده   
نمونـه،  تهيـه  فرآیندهـای  نمونه بـرداری،  اسـتاندارد در خصـوص 

نمونـه(؛ حمـل  و  نگهـداری  چگونگـی 
روش هـای  از  )اسـتفاده  نمونه بـرداری:  روش  بهينه سـازی   
نمونه بـرداری تصادفـی و منظـم، نمونه بـرداری زمانـی یـا مکانـی، 
تعييـن تعـداد نمونه هـا و محل هـای نمونه بـرداری بهينه، اسـتفاده 

از روش هـای آمـاری و روش هـای مدل سـازی مناسـب(؛
از  )اسـتفاده  پيشـرفته:  تحليلـی  روش هـای  از  اسـتفاده   
مدل هـای آمـاری، روش هـای محاسـباتی پيشـرفته و اسـتفاده از 

پایـش(؛ روش هـای 
توزیـع  بررسـی  )شـامل  داده هـا:  تحليـل  و  اعتبارسـنجی   
داده هـا، تحليـل تغييرات زمانـی و مکانی، اسـتفاده از تحليل خطا، 

روش هـای رگرسـيون و تحليـل عاملـی(؛
تجهيـزات  از  اسـتفاده  )شـامل  دقيق تـر:  كيفيـت  كنتـرل   
و  پایـش  تجهيـزات،  دوره ای  كاليبراسـيون  معتبـر،  نمونه بـرداری 

نمونه بـرداری(؛ عوامـل  دقيـق  ثبـت 
 بررسـی و كاهش فرآیندهای خطا: )بررسـی دقيق تجهيزات 
اسـتفاده شـده، كنترل دمـای محيط، اسـتفاده از روش های صحيح 
بـرای پيـش آماده سـازی نمونه هـا و حفـظ شـرایط حمـل و نقـل 

مناسب(؛
روش هـای  )آمـوزش  نمونه بـرداران:  مهارت هـای  بهبـود   
مناسـب نمونه بـرداری، اسـتفاده از تجهيزات و ابزارهـای مورد نياز، 

تـوازن بيـن سـرعت و دقـت در نمونه بـرداری( ]7[.

نمونهبرداریحوزهغذا 

غـذا  آناليـز  بـرای  نمونه بـرداری  حـوزه  در  قطعيـت  عـدم 
مسـئله ای مهم اسـت كـه در فرآیند تجزیـه و تحليل غـذا و تعيين 
ميـزان مـواد مختلـف در آن تاثيرگذار اسـت. نمونه بـرداری صحيح 
و دقيـق از غذاهـا ضـروری اسـت تا نتایـج آزمایش ها معتبـر و قابل 
اطمينـان باشـند و تصميم گيری هـای صحيحی در مـورد كيفيت و 

ایمنـی غـذا اتخاذ شـود.

 عواملعدمقطعیتدرنمونهبرداریغذا
عوامـل عـدم قطعيـت در نمونه بـرداری غـذا شـامل مـوارد زیر 

: هستند
 انتخاب نقاط نمونه برداری؛

 تعداد نمونه ها؛
 روش های نمونه برداری )تصادفی و غيرتصادفی(؛

 شرایط حفظ و نگهداری نمونه ها؛
 تنوع غذاها؛

  تغييرات طبيعی در غذاها؛
 مقدار مورد نياز نمونه ها برای آناليز.

روش هـای نمونه بـرداری صحيـح می تواننـد بـه كاهـش عـدم 
قطعيـت در نتایـج آزمایش هـا و تجزیه و تحليل هـای غذایی كمک 
كننـد. همچنيـن اسـتفاده از اسـتانداردها و راهنماهـای مربوطـه، 
همچـون دسـتورالعمل های رسـمی نمونه بـرداری غذاهـا، می توانـد 

بـه بهبـود دقـت و قابليـت تکـرار نتایج كمـک كند ]8 تـا 11[.

 روشهایکاهشعدمقطعیتدرنمونهبرداریغذا
غـذا  نمونه بـرداری  در  قطعيـت  عـدم  كاهـش  راهکارهـای  از 

می تـوان بـه مـوارد زیـر اشـاره نمـود:
 استفاده از روش های استاندارد نمونه برداری؛

 تعيين حجم و تعداد نمونه ها؛
 انتخاب نقاط نمونه برداری مناسب؛

 استفاده از تجهيزات مناسب؛
 روش های تقسيم نمونه؛

 تجزیـه و تحليـل آمـاری: )محاسـبه انحـراف معيـار، بـازه 
اطمينـان و سـایر عوامـل آمـاری(؛

قابليـت  تایيـد  بـه  )كمـک  مکـرر:  آزمایش هـای  انجـام   
.]11 تـا   8[ نتایـج(  بـودن  اعتمـاد  قابـل  و  تکرارپذیـری 
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نمونه بـرداری مرحلـه ای حياتـی در تجزیـه و تحليـل اسـت كـه در اطمينـان از كيفيـت نتایج بسـيار مهم 
اسـت. بـا درک روش هـای مختلـف نمونه بـرداری، منابـع عـدم قطعيـت در نمونه بـرداری، روش های اسـتفاده 
شـده و ابزارهـای خـودكار كنتـرل كيفيـت برای كاهـش این عـدم قطعيت، تحليل گـران می تواننـد نمونه های 
دقيـق و نماینـده بـرای آناليـز بعـدی و بهبـود قابـل توجهـی در دقـت و صحت نتایـج تحليلی به دسـت آورند.
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تعیین و ارزیابی منابع عدم تعیین و ارزیابی منابع عدم 
قطعیت در آزمونقطعیت در آزمون

 ضربه شارپي ضربه شارپي

هميشه در اندازه گيري یک كميت، خطاها و عدم قطعيت هایي در گزارش اندازه نهایي وجود دارد به خصوص اگر این اندازه گيری با 
تجهيزات آزمایشگاهي انجام شود. به این منظور، بررسي و ارزیابي عوامل ایجاد عدم قطعيت در مقدار نهایي، هميشه مي تواند به مقدار 
دقيق تري منجر شوند. از این رو، در این مقاله پژوهشي-ميداني به بررسي عوامل ایجاد كننده خطا و عدم قطعيت در مقدار نهایي، در آزمون 
لوله هاي فولادي  به عنوان مثال: فولاد در ساخت  انرژي جذب شده توسط مواد مختلف  اندازه گيري  پركاربرد در  آزمونی  ضربه شارپي كه 
به منظور استفاده در انتقال آب، گاز و نفت است، پرداخته شده است. عـدم قطعيـت دستگاه بـه همـراه عدم قطعيت حاصل از تکرارپذیری، 
محاسـبه و در نهایت، براي یک دستگاه آزمون شارپي نتایج عددي به مقدار انرژي جذب شده 2/185 ژول، با عدم قطعيت بسط یافته 4/078 
و با ضریب اطمينان 95 درصد، با در نظر گرفتن درجه آزادي آزمون محاسبه شد. با توجه به محاسبات انجام شده، سهم عدم قطعيت 

تکرارپذیري نسبت به دیگر عوامل عدم قطعيت بيشتر است.

چکیده
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به طـور معمـول، چنـد دسـتگاه آزمایشـگر مهـم در صنایع فـولاد وجـود دارد. از جمله ایـن آزمون هـا می توان به 
آزمـون ضربـه، كشـش و خمـش اشـاره كـرد. رویکـرد ایـن مقالـه، بررسـي علت هـای مختلف بـروز عـدم قطعيت در 
آزمـون  ضربـه اسـت. آزمـون ضربـه به بررسـی چقرمگی1 یـا همـان قابليت جذب انـرژی ضربـه در نمونـه لوله فلزي 
یـا نمونـه لولـه جوش كاري شـده مي پـردازد ]1[. این مقاله به پژوهشـگران و مهندسـين در آزمایشـگاه كمک خواهد 
كـرد تـا بتواننـد در انجـام آزمون ضربه شـارپي، عوامـل ایجاد خطا و عـدم قطعيت را بهتـر ردیابي و شناسـایي كرده 

و گزارش هـاي دقيق تـري تهيـه كنند.

اصولکلیوروشاجرایيآزمون

آزمـون ضربـه روشـی  بـرای به دسـت آوردن انرژی جذب شـده 
مـواد در اثـر تنـش دیناميکـی اسـت. اطلاعاتـی كـه از ایـن آزمون 
به دسـت می آیـد، در درک چگونگـی رفتـار مـاده در موقعيت هـای 
و  مهم تریـن  اسـت.  كننـده  كمـک  بسـيار  واقعـی  كاربـردی 
متداول تریـن روش هـای آزمـون ضربـه، دو روش آیزود2 و شـارپی3  

هسـتند. در آزمـون ضربـه شـارپی، نمونـه به صـورت یـک تيـر بـا 
تکيـه گاه سـاده تعبيـه شـده و ضربـه در ميانـه دهانـه تير، درسـت 
را  پشـت محـل شـيار وارد می شـود. نمونه هـای آزمـون شـارپی 
می تـوان بـا شـيار )V( شـکل و یـا )U( شـکل تهيـه كـرد. آزمـون 
ضربـه شـارپی بـرای ارزیابـی خـواص ضربـه ای در دماهایـی غير از 
دمـای محيـط نيز مناسـب اسـت؛ زیرا لازم نيسـت نمونـه آزمایش 

در گيـره بسـته شـود ]2[.
مـوارد دیگـری كـه از آزمـون ضربـه شـارپی می توان به دسـت 
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آورد، سـطح شکسـت و شـکل پذیری است. در سـطح شکست، نوع 
شکسـت به صورت رشـته ای )شکست برشـی(، دانه ای )شکست رخ 
برگـی( و یـا مخلوطـی از هر دو تعيين مي شـود و در شـکل پذیري، 
درصـد انقبـاض نمونه در محل شـيار نشـان داده مي شـود ]3[. در 
ایــن مقالـه، آزمــون ضربـه و عواملـي كـه در ایـن آزمـون موجب 

ایجـاد عدم قطعيت مي شـوند مــورد ارزیابی قــرار گرفته اسـت.

  ارزیابیعدمقطعیت
عــدم قطعيـت در اندازه گيـری، از عوامل و مولفه هـای زیـادی 
ناشــی می شــود. در بيشتر موارد، ایــن مولفه هــا را می تــوان از 
توزیــع آمــاری یـا تکرارپذیـري نتایــج یـک ســری اندازه گيری، 
تخميـن و از طریـق انحـراف اســتانداردها مشــخص كــرد ولي از 
روش هـاي دیگـر بـه غير از توزیـع آمـاري مانند توزیع هـای فرضی 
احتمــال بـر پایــه تجربــه یـا دیگــر اطلاعـات نيز تخميــن زده 
می شــوند كـه روش اول نـوع A و روش دوم نـوع B محاسـبه عدم 

.]4[ قطعيت هسـتند 

  منابععدمقطعیت
عــدم قطعيــت در یــک آزمون، از منابــع احتمالـی زیـادی 
اندازه گيـري  كاربـر،  خطاهـاي  مثـال،  به عنـوان  مي شـود  ناشـي 
و  حجم سـنجي  تجهيـزات  اندازه گيـري،  شـرایط  انـدازه ده، 
جرم سـنجي، تخمين هـا و فرض هـاي بـه كار  گرفتـه شـده همگـي 
باعـث ایجـاد عـدم قطعيت در گـزارش مقـدار اندازه ده مي شـوند. 
آزمـون شـارپي بـه دليـل در نظـر گرفتـن مقـدار انـرژي جـذب 
نمونـه در اثـر ضربـه، مقـدار عـدم قطعيـت متفاوتـي نسـبت بـه 
آزمون هـاي مـورد اسـتفاده در آزمایشـگاه دارد. عـدم قطعيـت در 
اندازه گيـري انـرژي جـذب به صورت مسـتقيم با ضربـه زدن یا در 
اصطـلاح شـکاندن نمونه هـاي مـورد نظـر به عنـوان تکرارپذیـري 
كاليبراسـيون  گواهـي  و  مرجـع  نمونه هـاي  بـا  غيرمسـتقيم  و 

مي شـود. محاسـبه 
اسـتانداردهاي مربـوط بـه این آزمون را براسـاس مقـدار انرژي 
در  مي كننـد.  تقسـيم بندي  متفـاوت  دسـته هاي  بـه  جذب شـده 
اسـتاندارد ISO148-1 مقـداري بيشـتر از 40 ژول و كمتـر از 40 
ژول و در اسـتاندارد A370 ASTM درجه بنـدي به صـورت كمتـر 
از )13-20 ژول(، بيشـتر از )88-136( و فوق العـاده بـالا )176-

240( تقسـيم بندي شده اسـت. بـر ایـن اسـاس، عوامـل موثری كه 
در عـدم قطعيـت اندازه گيـری بایـاس و قـدرت تفکيـک ماشـين 
مرجـع  مـواد  همگـن  و  مسـتقيم  غيـر  تأیيـد  از  آمـده  به دسـت 
آزمایـش و تکرارپذیـری ماشـين اسـت. همان گونـه كـه در نمـودار 
اسـتخوان ماهـي شـکل )1( مشـاهده می شـود، عوامـل عمـده در 
عـدم قطعيـت آزمـون ضربه شـارپي، از عـدم قطعيـت نمونه مرجع 
كـه  شـارپي  آزمـون  ماشـين  كاليبراسـيون4،  گواهي نامـه  داراي 
داراي گواهـي كاليبراسـيون اسـت و در نهایت، تکرارپذیري، ناشـی 

می شـود  ]5 و 6[.

شـکل)1(:نمـوداراسـتخوانماهـيعـدمقطعیـتآزمـونضربـهشـارپي
براسـاستحلیـلعوامـلایجـادعـدمقطعیـتدرایـنآزمـون.

مقـدار متوسـط انـرژی جذب شـده )KV( با رابطـه )1( تعریف 
می شـود كـه اندیـس )V( نشـانگر نـاچ یا شـکاف )V( شـکل روي 

نمونـه، قبـل از آزمـون و در مرحلـه آماده سـازي ضربه اسـت ]7[:

رابطه)1(     

𝐾𝐾𝐾𝐾                   (1ابطه )ر = x̅ − B𝑉𝑉 − T 

𝑈𝑈(x̅)(                  2رابطه ) = SX
√n 

SX(                          3رابطه ) = √ 1
n−1

∑ (xi − x̅)2n
i=1 

B𝑉𝑉(                       4رابطه ) = KV𝑣𝑣 − KV𝑅𝑅 

𝑈𝑈(B𝑉𝑉)(                       5رابطه ) = √Uv2(x) + U𝐶𝐶RM
2 

Uv(                 6رابطه ) = √U2(B𝑉𝑉) + B𝑉𝑉
2 

u(r)(                         7رابطه ) = √( 𝑈𝑈𝑟𝑟
𝑘𝑘√3)2 + (𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐

𝑘𝑘 )2 

𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝑉𝑉)(                8رابطه ) = √u2(x̅) + uV
2 + u2(r) 

𝑈𝑈𝑐𝑐𝑒𝑒𝑒𝑒𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾)(                  9رابطه ) = k 𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾) = t95(v𝐾𝐾𝑉𝑉̅̅ ̅̅ )𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾) 

vKV̅̅(                     10رابطه ) ̅̅ = u4(𝐾𝐾𝑉𝑉̅̅ ̅̅ )
u4(x̅)

vx̅
+uv4

vv
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URepet−CRM)نرمال  = S
n) 

𝑈𝑈𝐵𝐵𝑉𝑉(                    11رابطه ) = √𝑈𝑈𝐶𝐶𝑅𝑅𝐶𝐶
2 + 𝑈𝑈𝑅𝑅𝑐𝑐𝑒𝑒𝑐𝑐−𝐶𝐶𝑅𝑅𝐶𝐶

2 = 0.016 

B𝑉𝑉(                 12رابطه ) = 2.32 𝐽𝐽 

Uv(             13رابطه ) = √U2(B𝑉𝑉) + B𝑉𝑉
2 = 0.8 

u(r)(                14رابطه ) = √( 𝑈𝑈𝑟𝑟
𝑘𝑘√3)2 + (𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐

𝑘𝑘 )2 = √0.02882 + 0.052 = 0.06 

𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝑉𝑉)(             15رابطه ) = √u2(x̅) + uV
2 + u2(r) = √1.692 + 0.82 + 0.062 = 1.871 

vKV̅̅(                16رابطه ) ̅̅ = u4(KV̅̅ ̅̅ )
u4(x̅)

vx̅
+uv4

vv

= 11.75 

𝑈𝑈𝑐𝑐𝑒𝑒𝑒𝑒𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝑉𝑉)(           17رابطه ) = t95(vKV̅̅ ̅̅ )𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝑉𝑉) = 4.078 

كه در آن:
آزمایـش،  نمونـه   )n( شـده  جـذب  انـرژی  متوسـط   :) (
)Bv(:گرایـش ماشـين براسـاس تأیيـد غيرمسـتقيم و )T(: گرایش 
دمـا اسـت كـه در ایـن مقالـه بـه دليـل اینکـه مقـدار گرایـش دما 
مربـوط بـه آماده سـازي نمونـه اسـت و رویکـرد این مقاله، بررسـي 
عـدم قطعيت هـاي خـود آزمـون شـارپي اسـت، بـه آن پرداختـه 

نمي شـود]3[.

تکرارپذیری
به طـور معمـول، عمده تریـن عامل عـدم قطعيـت، تکرارپذیري 
اسـت كـه از طریـق انحـراف اســتاندارد و تکرارپذیري نتایــج یک 
ســری اندازه گيـری مشــخص مي شـود؛ در نتيجـه، عـدم قطعيت 
تعييـن   )2( رابطـه  از  اسـتفاده  بـا   U) ( ماشـين  تکرارپذیـری 

می گـردد:

رابطه)2(     
𝐾𝐾𝐾𝐾                   (1ابطه )ر = x̅ − B𝑉𝑉 − T 

𝑈𝑈(x̅)(                  2رابطه ) = SX
√n 

SX(                          3رابطه ) = √ 1
n−1

∑ (xi − x̅)2n
i=1 

B𝑉𝑉(                       4رابطه ) = KV𝑣𝑣 − KV𝑅𝑅 

𝑈𝑈(B𝑉𝑉)(                       5رابطه ) = √Uv2(x) + U𝐶𝐶RM
2 

Uv(                 6رابطه ) = √U2(B𝑉𝑉) + B𝑉𝑉
2 

u(r)(                         7رابطه ) = √( 𝑈𝑈𝑟𝑟
𝑘𝑘√3)2 + (𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐

𝑘𝑘 )2 

𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝑉𝑉)(                8رابطه ) = √u2(x̅) + uV
2 + u2(r) 

𝑈𝑈𝑐𝑐𝑒𝑒𝑒𝑒𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾)(                  9رابطه ) = k 𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾) = t95(v𝐾𝐾𝑉𝑉̅̅ ̅̅ )𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾) 

vKV̅̅(                     10رابطه ) ̅̅ = u4(𝐾𝐾𝑉𝑉̅̅ ̅̅ )
u4(x̅)

vx̅
+uv4

vv
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URepet−CRM)نرمال  = S
n) 

𝑈𝑈𝐵𝐵𝑉𝑉(                    11رابطه ) = √𝑈𝑈𝐶𝐶𝑅𝑅𝐶𝐶
2 + 𝑈𝑈𝑅𝑅𝑐𝑐𝑒𝑒𝑐𝑐−𝐶𝐶𝑅𝑅𝐶𝐶

2 = 0.016 

B𝑉𝑉(                 12رابطه ) = 2.32 𝐽𝐽 

Uv(             13رابطه ) = √U2(B𝑉𝑉) + B𝑉𝑉
2 = 0.8 

u(r)(                14رابطه ) = √( 𝑈𝑈𝑟𝑟
𝑘𝑘√3)2 + (𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐

𝑘𝑘 )2 = √0.02882 + 0.052 = 0.06 

𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝑉𝑉)(             15رابطه ) = √u2(x̅) + uV
2 + u2(r) = √1.692 + 0.82 + 0.062 = 1.871 

vKV̅̅(                16رابطه ) ̅̅ = u4(KV̅̅ ̅̅ )
u4(x̅)

vx̅
+uv4

vv

= 11.75 

𝑈𝑈𝑐𝑐𝑒𝑒𝑒𝑒𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝑉𝑉)(           17رابطه ) = t95(vKV̅̅ ̅̅ )𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝑉𝑉) = 4.078 

كه در آن:
)n(: تعـداد نمونه هـای آزمایش  شـده در تکـرار و )SX(: انحراف 

اسـتاندارد اسـت كـه با اسـتفاده از رابطـه )3( به دسـت می آید:

رابطه)3(     

𝐾𝐾𝐾𝐾                   (1ابطه )ر = x̅ − B𝑉𝑉 − T 

𝑈𝑈(x̅)(                  2رابطه ) = SX
√n 

SX(                          3رابطه ) = √ 1
n−1

∑ (xi − x̅)2n
i=1 

B𝑉𝑉(                       4رابطه ) = KV𝑣𝑣 − KV𝑅𝑅 

𝑈𝑈(B𝑉𝑉)(                       5رابطه ) = √Uv2(x) + U𝐶𝐶RM
2 

Uv(                 6رابطه ) = √U2(B𝑉𝑉) + B𝑉𝑉
2 

u(r)(                         7رابطه ) = √( 𝑈𝑈𝑟𝑟
𝑘𝑘√3)2 + (𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐

𝑘𝑘 )2 

𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝑉𝑉)(                8رابطه ) = √u2(x̅) + uV
2 + u2(r) 

𝑈𝑈𝑐𝑐𝑒𝑒𝑒𝑒𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾)(                  9رابطه ) = k 𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾) = t95(v𝐾𝐾𝑉𝑉̅̅ ̅̅ )𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾) 

vKV̅̅(                     10رابطه ) ̅̅ = u4(𝐾𝐾𝑉𝑉̅̅ ̅̅ )
u4(x̅)

vx̅
+uv4

vv
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2/5 

URepet−CRM)نرمال  = S
n) 

𝑈𝑈𝐵𝐵𝑉𝑉(                    11رابطه ) = √𝑈𝑈𝐶𝐶𝑅𝑅𝐶𝐶
2 + 𝑈𝑈𝑅𝑅𝑐𝑐𝑒𝑒𝑐𝑐−𝐶𝐶𝑅𝑅𝐶𝐶

2 = 0.016 

B𝑉𝑉(                 12رابطه ) = 2.32 𝐽𝐽 

Uv(             13رابطه ) = √U2(B𝑉𝑉) + B𝑉𝑉
2 = 0.8 

u(r)(                14رابطه ) = √( 𝑈𝑈𝑟𝑟
𝑘𝑘√3)2 + (𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐

𝑘𝑘 )2 = √0.02882 + 0.052 = 0.06 

𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝑉𝑉)(             15رابطه ) = √u2(x̅) + uV
2 + u2(r) = √1.692 + 0.82 + 0.062 = 1.871 

vKV̅̅(                16رابطه ) ̅̅ = u4(KV̅̅ ̅̅ )
u4(x̅)

vx̅
+uv4

vv

= 11.75 

𝑈𝑈𝑐𝑐𝑒𝑒𝑒𝑒𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝑉𝑉)(           17رابطه ) = t95(vKV̅̅ ̅̅ )𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝑉𝑉) = 4.078 

كه در آن:
 :) )xi(: مقـدار انـرژی جـذب  شـده نمونـه آزمایـش  شـده و )
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ميانگيـن مقـدار انـرژی جـذب  شـده )n( نمونـه اسـت ]8[.
عدمقطعیتغیرمستقیمماشین

دسـتگاه  از  غيرمسـتقيم  به طـور  كـه  ماشـين  بایـاس  مقـدار 
ایجـاد عـدم  بـه  از عوامـل موثـری اسـت كـه  به دسـت  مي آیـد، 
قطعيـت  عـدم  ایـن  و  می كنـد  كمـک  اندازه گيـری  در  قطعيـت 
در آزمـون ضربـه شـارپی، بـا تأیيـد غيرمسـتقيم تعييـن می شـود. 
ISO 148-2 و  اسـتاندارد  براسـاس  بایـاس غيرمسـتقيم ماشـين 

بـا رابطـه )4( تعریـف شده اسـت ]9[: مطابـق 

رابطه)4(     

𝐾𝐾𝐾𝐾                   (1ابطه )ر = x̅ − B𝑉𝑉 − T 

𝑈𝑈(x̅)(                  2رابطه ) = SX
√n 

SX(                          3رابطه ) = √ 1
n−1

∑ (xi − x̅)2n
i=1 

B𝑉𝑉(                       4رابطه ) = KV𝑣𝑣 − KV𝑅𝑅 

𝑈𝑈(B𝑉𝑉)(                       5رابطه ) = √Uv2(x) + U𝐶𝐶RM
2 

Uv(                 6رابطه ) = √U2(B𝑉𝑉) + B𝑉𝑉
2 

u(r)(                         7رابطه ) = √( 𝑈𝑈𝑟𝑟
𝑘𝑘√3)2 + (𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐

𝑘𝑘 )2 

𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝑉𝑉)(                8رابطه ) = √u2(x̅) + uV
2 + u2(r) 

𝑈𝑈𝑐𝑐𝑒𝑒𝑒𝑒𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾)(                  9رابطه ) = k 𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾) = t95(v𝐾𝐾𝑉𝑉̅̅ ̅̅ )𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾) 

vKV̅̅(                     10رابطه ) ̅̅ = u4(𝐾𝐾𝑉𝑉̅̅ ̅̅ )
u4(x̅)

vx̅
+uv4

vv
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URepet−CRM)نرمال  = S
n) 

𝑈𝑈𝐵𝐵𝑉𝑉(                    11رابطه ) = √𝑈𝑈𝐶𝐶𝑅𝑅𝐶𝐶
2 + 𝑈𝑈𝑅𝑅𝑐𝑐𝑒𝑒𝑐𝑐−𝐶𝐶𝑅𝑅𝐶𝐶

2 = 0.016 

B𝑉𝑉(                 12رابطه ) = 2.32 𝐽𝐽 

Uv(             13رابطه ) = √U2(B𝑉𝑉) + B𝑉𝑉
2 = 0.8 

u(r)(                14رابطه ) = √( 𝑈𝑈𝑟𝑟
𝑘𝑘√3)2 + (𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐

𝑘𝑘 )2 = √0.02882 + 0.052 = 0.06 

𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝑉𝑉)(             15رابطه ) = √u2(x̅) + uV
2 + u2(r) = √1.692 + 0.82 + 0.062 = 1.871 

vKV̅̅(                16رابطه ) ̅̅ = u4(KV̅̅ ̅̅ )
u4(x̅)

vx̅
+uv4

vv

= 11.75 

𝑈𝑈𝑐𝑐𝑒𝑒𝑒𝑒𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝑉𝑉)(           17رابطه ) = t95(vKV̅̅ ̅̅ )𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝑉𝑉) = 4.078 

كه در آن:
)KVV(: مقـدار ميانگيـن نمونه هـای آزمایـش مرجـع شکسـته 
شـده در طـی تأیيـد غيرمسـتقيم و )KVR(: مقـدار تأیيـد شـده از 
مـاده مرجع اسـت. مقدار عدم قطعيت گرایش دسـتگاه با اسـتفاده 

از رابطـه )5( محاسـبه مي شـود:

رابطه)5(     

𝐾𝐾𝐾𝐾                   (1ابطه )ر = x̅ − B𝑉𝑉 − T 

𝑈𝑈(x̅)(                  2رابطه ) = SX
√n 

SX(                          3رابطه ) = √ 1
n−1

∑ (xi − x̅)2n
i=1 

B𝑉𝑉(                       4رابطه ) = KV𝑣𝑣 − KV𝑅𝑅 

𝑈𝑈(B𝑉𝑉)(                       5رابطه ) = √Uv2(x) + U𝐶𝐶RM
2 

Uv(                 6رابطه ) = √U2(B𝑉𝑉) + B𝑉𝑉
2 

u(r)(                         7رابطه ) = √( 𝑈𝑈𝑟𝑟
𝑘𝑘√3)2 + (𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐

𝑘𝑘 )2 

𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝑉𝑉)(                8رابطه ) = √u2(x̅) + uV
2 + u2(r) 

𝑈𝑈𝑐𝑐𝑒𝑒𝑒𝑒𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾)(                  9رابطه ) = k 𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾) = t95(v𝐾𝐾𝑉𝑉̅̅ ̅̅ )𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾) 

vKV̅̅(                     10رابطه ) ̅̅ = u4(𝐾𝐾𝑉𝑉̅̅ ̅̅ )
u4(x̅)
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+uv4

vv
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2 + 𝑈𝑈𝑅𝑅𝑐𝑐𝑒𝑒𝑐𝑐−𝐶𝐶𝑅𝑅𝐶𝐶

2 = 0.016 

B𝑉𝑉(                 12رابطه ) = 2.32 𝐽𝐽 

Uv(             13رابطه ) = √U2(B𝑉𝑉) + B𝑉𝑉
2 = 0.8 

u(r)(                14رابطه ) = √( 𝑈𝑈𝑟𝑟
𝑘𝑘√3)2 + (𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐

𝑘𝑘 )2 = √0.02882 + 0.052 = 0.06 

𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝑉𝑉)(             15رابطه ) = √u2(x̅) + uV
2 + u2(r) = √1.692 + 0.82 + 0.062 = 1.871 

vKV̅̅(                16رابطه ) ̅̅ = u4(KV̅̅ ̅̅ )
u4(x̅)

vx̅
+uv4

vv

= 11.75 

𝑈𝑈𝑐𝑐𝑒𝑒𝑒𝑒𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝑉𝑉)(           17رابطه ) = t95(vKV̅̅ ̅̅ )𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝑉𝑉) = 4.078 

كه در آن:
(Uv(: عـدم قطعيـت اسـتاندارد نتایـج تایيد غيرمسـتقيم و   ((
)UCRM(: عـدم قطعيـت گواهي كاليبراسـيون ماده مرجع اسـت كه 

بـه كمک رابطـه )6( بدسـت مي آید:

رابطه)6(     

𝐾𝐾𝐾𝐾                   (1ابطه )ر = x̅ − B𝑉𝑉 − T 

𝑈𝑈(x̅)(                  2رابطه ) = SX
√n 

SX(                          3رابطه ) = √ 1
n−1

∑ (xi − x̅)2n
i=1 

B𝑉𝑉(                       4رابطه ) = KV𝑣𝑣 − KV𝑅𝑅 

𝑈𝑈(B𝑉𝑉)(                       5رابطه ) = √Uv2(x) + U𝐶𝐶RM
2 

Uv(                 6رابطه ) = √U2(B𝑉𝑉) + B𝑉𝑉
2 

u(r)(                         7رابطه ) = √( 𝑈𝑈𝑟𝑟
𝑘𝑘√3)2 + (𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐

𝑘𝑘 )2 

𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝑉𝑉)(                8رابطه ) = √u2(x̅) + uV
2 + u2(r) 

𝑈𝑈𝑐𝑐𝑒𝑒𝑒𝑒𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾)(                  9رابطه ) = k 𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾) = t95(v𝐾𝐾𝑉𝑉̅̅ ̅̅ )𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾) 

vKV̅̅(                     10رابطه ) ̅̅ = u4(𝐾𝐾𝑉𝑉̅̅ ̅̅ )
u4(x̅)

vx̅
+uv4

vv

 

017 /0 = 148
2/5 

URepet−CRM)نرمال  = S
n) 

𝑈𝑈𝐵𝐵𝑉𝑉(                    11رابطه ) = √𝑈𝑈𝐶𝐶𝑅𝑅𝐶𝐶
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B𝑉𝑉(                 12رابطه ) = 2.32 𝐽𝐽 

Uv(             13رابطه ) = √U2(B𝑉𝑉) + B𝑉𝑉
2 = 0.8 

u(r)(                14رابطه ) = √( 𝑈𝑈𝑟𝑟
𝑘𝑘√3)2 + (𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐

𝑘𝑘 )2 = √0.02882 + 0.052 = 0.06 

𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝑉𝑉)(             15رابطه ) = √u2(x̅) + uV
2 + u2(r) = √1.692 + 0.82 + 0.062 = 1.871 

vKV̅̅(                16رابطه ) ̅̅ = u4(KV̅̅ ̅̅ )
u4(x̅)

vx̅
+uv4

vv

= 11.75 

𝑈𝑈𝑐𝑐𝑒𝑒𝑒𝑒𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝑉𝑉)(           17رابطه ) = t95(vKV̅̅ ̅̅ )𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝑉𝑉) = 4.078 

كه در آن:
)Bv(: گرایش ماشـين براسـاس تایيد غيرمسـتقيم و )Uv(: عدم 

قطعيت اسـتاندارد نتایج تایيد غير مسـتقيم اسـت ]5[.

عدمقطعیتمستقیمماشین
تأثيـر عـدم قطعيـت مسـتقيم ماشـين در بيشـتر مـوارد در 
مقایسـه بـا سـایر مشـاركت های عدم قطعيـت ناچيز اسـت. در این 
حالـت، سـهم عـدم قطعيـت مربوط بـه ماشـين )r(رuر با اسـتفاده از 

رابطـه )7( محاسـبه می شـود:

رابطه)7(     

𝐾𝐾𝐾𝐾                   (1ابطه )ر = x̅ − B𝑉𝑉 − T 

𝑈𝑈(x̅)(                  2رابطه ) = SX
√n 

SX(                          3رابطه ) = √ 1
n−1

∑ (xi − x̅)2n
i=1 

B𝑉𝑉(                       4رابطه ) = KV𝑣𝑣 − KV𝑅𝑅 

𝑈𝑈(B𝑉𝑉)(                       5رابطه ) = √Uv2(x) + U𝐶𝐶RM
2 

Uv(                 6رابطه ) = √U2(B𝑉𝑉) + B𝑉𝑉
2 

u(r)(                         7رابطه ) = √( 𝑈𝑈𝑟𝑟
𝑘𝑘√3)2 + (𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐

𝑘𝑘 )2 

𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝑉𝑉)(                8رابطه ) = √u2(x̅) + uV
2 + u2(r) 

𝑈𝑈𝑐𝑐𝑒𝑒𝑒𝑒𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾)(                  9رابطه ) = k 𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾) = t95(v𝐾𝐾𝑉𝑉̅̅ ̅̅ )𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾) 
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𝑘𝑘 )2 = √0.02882 + 0.052 = 0.06 
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= 11.75 

𝑈𝑈𝑐𝑐𝑒𝑒𝑒𝑒𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝑉𝑉)(           17رابطه ) = t95(vKV̅̅ ̅̅ )𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝑉𝑉) = 4.078 

كه در آن:
 )r(رuر: قـدرت تفکيـک و )Ucal(: عـدم قطعيـت كاليبراسـيون 

ماشـين ذكـر شـده در گواهـي كاليبراسـيون اسـت.

 )k( مقـدار عدم قطعيت قـدرت تفکيک و كاليبراسـيون بر عدد
كـه ضریـب اطمينان نام دارد تقسـيم می شـود. به طـور معمول، به 
دليـل اینکـه در گواهـي كاليبراسـيون مقـدار عـدم قطعيت بسـط 
یافتـه بـا ضریـب اطمينـان )k( گـزارش مي شـود، در نتيجـه ایـن 
ضریـب در محاسـبات در نظـر گرفتـه مي شـود. همچنيـن توزیـع 
عـدم قطعيـت كاليبراسـيون نرمـال بـوده و توزیـع عـدم قطعيـت 

قـدرت تفکيک مسـتطيلي اسـت ]5[.

  عدمقطعیتترکیبیوگسترشیافته
به منظـور محاسـبه مقـدار عـدم قطعيـت تركيبـی اندازه گيری 
عـدم  در  مؤثـر  عوامـل   ،Ucombined )KV(ر  شـارپی  ضربـه  آزمـون 

قطعيـت آزمـون بایـد بـا رابطـه )8( تركيـب شـوند: 

رابطه)8(     

𝐾𝐾𝐾𝐾                   (1ابطه )ر = x̅ − B𝑉𝑉 − T 

𝑈𝑈(x̅)(                  2رابطه ) = SX
√n 

SX(                          3رابطه ) = √ 1
n−1

∑ (xi − x̅)2n
i=1 

B𝑉𝑉(                       4رابطه ) = KV𝑣𝑣 − KV𝑅𝑅 

𝑈𝑈(B𝑉𝑉)(                       5رابطه ) = √Uv2(x) + U𝐶𝐶RM
2 
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vKV̅̅(                16رابطه ) ̅̅ = u4(KV̅̅ ̅̅ )
u4(x̅)

vx̅
+uv4

vv

= 11.75 

𝑈𝑈𝑐𝑐𝑒𝑒𝑒𝑒𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝑉𝑉)(           17رابطه ) = t95(vKV̅̅ ̅̅ )𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝑉𝑉) = 4.078 

كه در آن:
u(: درجـه آزادی 

𝐾𝐾𝐾𝐾                   (1ابطه )ر = x̅ − B𝑉𝑉 − T 

𝑈𝑈(x̅)(                  2رابطه ) = SX
√n 

SX(                          3رابطه ) = √ 1
n−1

∑ (xi − x̅)2n
i=1 

B𝑉𝑉(                       4رابطه ) = KV𝑣𝑣 − KV𝑅𝑅 

𝑈𝑈(B𝑉𝑉)(                       5رابطه ) = √Uv2(x) + U𝐶𝐶RM
2 

Uv(                 6رابطه ) = √U2(B𝑉𝑉) + B𝑉𝑉
2 

u(r)(                         7رابطه ) = √( 𝑈𝑈𝑟𝑟
𝑘𝑘√3)2 + (𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐

𝑘𝑘 )2 

𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝑉𝑉)(                8رابطه ) = √u2(x̅) + uV
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u(r)(                14رابطه ) = √( 𝑈𝑈𝑟𝑟
𝑘𝑘√3)2 + (𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐

𝑘𝑘 )2 = √0.02882 + 0.052 = 0.06 
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2 + 𝑈𝑈𝑅𝑅𝑐𝑐𝑒𝑒𝑐𝑐−𝐶𝐶𝑅𝑅𝐶𝐶

2 = 0.016 

B𝑉𝑉(                 12رابطه ) = 2.32 𝐽𝐽 

Uv(             13رابطه ) = √U2(B𝑉𝑉) + B𝑉𝑉
2 = 0.8 

u(r)(                14رابطه ) = √( 𝑈𝑈𝑟𝑟
𝑘𝑘√3)2 + (𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐

𝑘𝑘 )2 = √0.02882 + 0.052 = 0.06 

𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝑉𝑉)(             15رابطه ) = √u2(x̅) + uV
2 + u2(r) = √1.692 + 0.82 + 0.062 = 1.871 

vKV̅̅(                16رابطه ) ̅̅ = u4(KV̅̅ ̅̅ )
u4(x̅)

vx̅
+uv4

vv

= 11.75 

𝑈𝑈𝑐𝑐𝑒𝑒𝑒𝑒𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝑉𝑉)(           17رابطه ) = t95(vKV̅̅ ̅̅ )𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝑉𝑉) = 4.078 

مربـوط بـه )

سـپس مقدار كسـری مربوط به درجات آزادی محاسـبه شـده 
بـا رابطـه )10( و دارای سـطح اطمينان 95 درصد تعيين می شـود. 
در جـدول )1( مقادیـر كسـر )v(رtp مربـوط بـه درجـات اندازه گيری 

آزادی ذكر شده اسـت ]5[.
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tpباتوجهبهدرجهآزادی]5[.
ر
)v(تعیینمقدار:)جدول)1

P=براي95درصدtp)v(v،درجهآزادي

12/711

4/302

3/183

2/784

2/575

2/456

2/377

2/318

2/269

2/2310

2/2011

2/1812

2/1613

2/1414

2/1315

2/1216

2/1117

2/1018

2/0919

2/0920

2/0625

2/0430

2/0335

2/09240

2/0145

2/0150

1/98100

1/96∞

نتایجوبحث

داده هـا و نتایـج اسـتفاده شـده در ایـن مقالـه براسـاس نتایـج 
آزمـون یـک دسـتگاه ضربه شـارپي به دسـت آمـده اسـت. به منظور 

ارزیابـی فـولاد مـورد اسـتفاده در زمينه توليـد لوله هـای انتقال آب، 
نفت و گاز از آزمون ضربه شـارپی اسـتفاده می شـود. طبق استاندارد 
AWWA C200، فـولاد مورد اسـتفاده در آزمون شـارپي باید دارای 
ضخامـت و ابعـادي مشـخص برابـر بـا mm 5×5×10 باشـد و به طور 
معمـول در ایـن كارخانـه، از نمونه هایـي بـا فولادهایـي براسـاس 
اسـتاندارد ASTM A570 بـا گریـد 45 و 50 بـا ابعـادي مطابـق بـا 

اسـتاندارد اسـتفاده مي شـود ]11[.

  تکرارپذیري
تکرارپذیــری شـامل عــدم قطعيـت آمـاری نـوع A اسـت. در 
شــرایط یکســان بـه تعــداد 10 بــار، نمونه هاي آماده شده مورد 
آزمایـش قرارگرفتـه و نتایـج به دسـت آمـده از انـرژي جذب شـده 
در جـدول )2( آورده شده اسـت. بـا تجزیـه و تحليـل نتایـج بعــد 
از انجــام محاســبات مربـوط بــه انحراف اســتاندارد نتایـج، عدم 
قطعيــت تکرارپذیری را محاســبه و داده های مــورد نظــر در این 

جــدول ثبت شده اسـت.

جدول)2(:نتایجتکرارپذیريآزمونضربهشارپيبراساسآزمونهایيکهبا
استفادهازدستگاهآزمونانجامشدهاست.

آزمون
نتیجه

)kv ،J(میانگینآزمون
انحراف
استاندارد

عدمقطعیت
Aآماري/نوع

1180/1

2188/2

3189

4185/3

5183/8185/283/351/69

6180/1

7189

8185/3

9188/2

10183/8

  عدمقطعیتغیرمستقیمماشین
به صـورت  ماشـين  قطعيـت  عـدم  مقـدار  محاسـبه  به منظـور 
غيرمسـتقيم از تکرارپذیـري و گواهـي كاليبراسـيون مـاده مرجـع 
اسـتفاده مي شـود. براي محاسـبه تکرارپذیري ماده مرجـع، 5 ماده 
مرجـع را به عنـوان نمونـه در معـرض ضربـه قرار داده و مي شـکنند 
و انـرژي جـذب شـده آنهـا یاداشـت مي شـود كـه نتایـج آن در 

جـدول )3( آورده شده اسـت.
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بـا توجـه بـه اطلاعـات جـدول )3(، عـدم قطعيـت گرایـش 
ماشـين بـا اسـتفاده از رابطـه )11( كـه بـراي جمع دو مقـدار عدم 

قطعيـت از دو منبـع متفـاوت اسـت، به دسـت مي آیـد:

رابطه)11(     

𝐾𝐾𝐾𝐾                   (1ابطه )ر = x̅ − B𝑉𝑉 − T 

𝑈𝑈(x̅)(                  2رابطه ) = SX
√n 

SX(                          3رابطه ) = √ 1
n−1

∑ (xi − x̅)2n
i=1 

B𝑉𝑉(                       4رابطه ) = KV𝑣𝑣 − KV𝑅𝑅 

𝑈𝑈(B𝑉𝑉)(                       5رابطه ) = √Uv2(x) + U𝐶𝐶RM
2 

Uv(                 6رابطه ) = √U2(B𝑉𝑉) + B𝑉𝑉
2 

u(r)(                         7رابطه ) = √( 𝑈𝑈𝑟𝑟
𝑘𝑘√3)2 + (𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐

𝑘𝑘 )2 

𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝑉𝑉)(                8رابطه ) = √u2(x̅) + uV
2 + u2(r) 
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vx̅
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vv
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2 = 0.016 
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Uv(             13رابطه ) = √U2(B𝑉𝑉) + B𝑉𝑉
2 = 0.8 

u(r)(                14رابطه ) = √( 𝑈𝑈𝑟𝑟
𝑘𝑘√3)2 + (𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐

𝑘𝑘 )2 = √0.02882 + 0.052 = 0.06 
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و براي محاسـبه گرایش ماشـين براسـاس تایيد غيرمسـتقيم با 
تفاضـل مقـدار انـرژي جذب مـاده مرجـع در گواهي كاليبراسـيون 
و ميانگيـن انـرژي جـذب از طریـق تکرارپذیـري مي تـوان از رابطه 

)12( اسـتفاده نمود:
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B𝑉𝑉(                       4رابطه ) = KV𝑣𝑣 − KV𝑅𝑅 
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vKV̅̅(                16رابطه ) ̅̅ = u4(KV̅̅ ̅̅ )
u4(x̅)

vx̅
+uv4

vv

= 11.75 

𝑈𝑈𝑐𝑐𝑒𝑒𝑒𝑒𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝑉𝑉)(           17رابطه ) = t95(vKV̅̅ ̅̅ )𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝑉𝑉) = 4.078 
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قطعيـت كاليبراسـيون آن 0/1 بـا توزیـع نرمال با ضریـب اطمينان 
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 ASTM E29 تمامـي اعـداد در ایـن مقاله براسـاس اسـتاندارد
گـرد شـده اند. به منظـور محاسـبه مقـدار عـدم قطعيـت تركيبـی 
اندازه گيـری آزمـون ضربـه شـارپی )KV(ر Ucombined، عوامـل مؤثر 
در عـدم قطعيـت آزمون با اسـتفاده از رابطه )15( به دسـت مي آید:

رابطه)15(     
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𝑈𝑈(x̅)(                  2رابطه ) = SX
√n 

SX(                          3رابطه ) = √ 1
n−1

∑ (xi − x̅)2n
i=1 

B𝑉𝑉(                       4رابطه ) = KV𝑣𝑣 − KV𝑅𝑅 

𝑈𝑈(B𝑉𝑉)(                       5رابطه ) = √Uv2(x) + U𝐶𝐶RM
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در ایـن مقاله به بررسي منابـع عـدم قطعيـت آزمون 
ضربـه شـارپی كـه آزمونـی پركاربـرد در كارخانه هایـي 
انتقـال  به منظـور  لوله سـازي  كارخانه هـاي  همچـون 
آب و فاظـلاب كـه بـا صنعـت فـولاد در ارتباط هسـتند، 
پرداختـه شـد و به طـور دقيـق بـه معرفـي عوامـل ایجاد 
عـدم قطعيـت در ایـن آزمـون خـاص كـه عـدم قطعيت 
ماشـين آن از دو روش مسـتقيم و غيرمسـتقيم به دسـت 
مي آیـد، بررسـي شـد و در نهایـت، بـراي آزمـون انجـام 
شـده نتایج عـددي به مقـدار انرژي جذب شـده 185/2، 
بـا عدم قطعيت بسـط  یافتـه 4/078 و با ضریب اطمينان 
95 درصـد گـزارش شـد. همچنيـن با توجه بـه اطلاعات 
به دسـت آمـده، سـهم عدم قطعيـت تکرارپذیري نسـبت 

بـه دیگـر عوامـل عدم قطعيت بيشـتر اسـت.
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در انتهـا پـس از بررسـي عوامـل عـدم قطعيـت، مقـدار عـدم 
قطعيـت انـرژي جذب شـده آزمون ضربه شـارپی با مقـدار ميانگين 
185/2 ژول بـا ضریـب اطمينـان 95 درصد، 4/078 به دسـت آمده 
اسـت. در شـکل )2( بـه كمـک نمـودار، سـهم عوامـل ایجـاد عدم 
مي رفـت،  انتظـار  كـه  همان گونـه  و  بررسـي شده اسـت  قطعيـت  

سـهم عـدم قطعيـت تکرارپذیـري نسـبت به بقيه بيشـتر اسـت.

شـکل)2(:نمـودارسـهمعواملایجـادعدمقطعیـتدرآزمونضربهشـارپي
براسـاسنتایجمحاسـبهشـدهدراینمقاله.
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محققان و پژوهشگران به منظور آناليز حرارتی و بررسی رفتار مواد مختلف در هنگام مواجه با تغييرات دمایی، بيشتر از 
روش آناليز گرماسنج روبشی تفاضلی )DSC(1 استفاده می كنند؛ در حالی كه این روش، جنبه های كاربردی دیگری را هم 
دارد. یکی از این كاربردها، تعيين خلوص مواد بوده كه در تهيه مواد مرجع و یا صنعت دارویی از اهميت زیادی برخوردار 
است. در این مقاله، به بررسی روش تعيين خلوص مواد از طریق دستگاه گرماسنجی پرداخته می شود. این روش در مقایسه 

با سایر روش ها، ارزان قيمت تر و سریعتر بوده و دقت قابل قبولی نيز دارد.

چکیده

تعیین خلوص مواد با استفاده تعیین خلوص مواد با استفاده 
از دستگاه گرماسنج روبشی از دستگاه گرماسنج روبشی 

))DSCDSC( تفاضلی )تفاضلی
آناليز حرارتی، معادله وانت هوف، خلوص.
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توسـعه و توليـد محصـولات دارویـی كاری چالـش برانگيز و دشـوار اسـت كه فـن آوران دارویـی در حوزه های مختلف 
را درگيـر می كنـد. توسـعه و سـاخت فرآورده هـای دارویـی، فرآینـدی پيچيـده اسـت. فرمولاسـيون های دارو كـه 
به عنـوان یـک دوز كامـل تعریـف می شـوند و مـواد فعـال دارویـی2 هسـتند برای اسـتفاده انسـانی یا دامپزشـکی در 
نظـر گرفتـه شده اسـت. مـاده فعـال یـا تركيبـی از مـواد فعـال دارویی بـرای تسـهيل فعاليت دارویـی یا اسـتفاده در 

تشـخيص پزشـکی، درمـان و یـا پيشـگيری از بيمـاری طراحی شـده اند ]1[.
علاوه بـر مـواد فعـال دارویـی، محصـولات دارویـی، حـاوی مواد كمکـی به نام اكسـپينت3 هسـتند كه باعـث افزایش 
پایـداری و فراهمـی زیسـتی داروی توليـد شـده می شـوند. اكسـپينت همچنيـن ممکـن اسـت مزه هـا یـا بوهـای 
ناخوشـایند را در مـواد فعـال دارویـی بپوشـاند یـا ظاهـری زیباتـر بـه دارو بدهـد. جابجایی مناسـب مـواد كمکی، از 
اسـتفراغ و حالـت تهـوع جلوگيـری می كنـد و تهيـه محصـولات دارویـی كـه در برابـر مایعـات معـده مقاوم هسـتند 
را امکان پذیـر می سـازد. بيشـتر فرآورده هـای دارویـی در شـکل های جامـد ماننـد قرص هـای كلاسـيک )پوشـش دار 
یـا بـدون پوشـش(، قرص هایـی بـا اثـر طولانـی مـدت )رهش كنتـرل شـده(، كپسـول های حاوی پـودر یـا گرانول با 

رهـش طولانـی مـدت یـا شـياف ها در بـازار دارویـی موجود هسـتند.
توسـعه و توليـد محصـولات دارویـی نهایـی كارآمـد، ایمـن و پایـدار كه بـرای مصـرف بيماران راحـت باشـد، نياز به 
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DSCرایجترینروشهایمورداستفادهاز
1. تعييـن ميـزان انتقـال فـاز در سيسـتم های یـک جزئـی بـا 
تغييـرات هم زمـان در وضعيـت فيزیکی مـواد فعال دارویـی )مانند 
ذوب، تبخيـر، تصعيـد، تبلـور، انتقـال جامـد بـه جامـد و شيشـه و 

تبدیـل از حالـت آمـورف بـه حالت بلـوری(؛
2. تعييـن ميـزان تغييـرات در سـاختار شـيميایی مـواد فعـال 
دارویـی، ماننـد هيدراتاسـيون، رهيدراتاسـيون، انحـلال و تجزیـه؛

3. مطالعـه فرآیندهـای پيچيده تـر در سيسـتم های دو یـا چند 
جزئـی: به عنـوان مثـال: یوتکتيـک، محلول هـای جامـد، پراكندگی 
جامـد و بلور هـا كه در آنهـا اندازه گيـری سـازگاری و امتزاج پذیری 

دارد؛ اهميت 
4. امـکان شناسـایی دماهـای مشـخصه در انتقـال فـاز ماننـد 

ذوب، تبلـور، بلورینگـی و همچنيـن انتقـال شيشـه؛
5. تعييـن تغييرات سـاختاری ماننـد ایزومریزاسـيون، جذب یا 

آب  دفع 
ماننـد  شـيميایی  فرآیندهـای  از  ناشـی  تغييـرات  تعييـن   .6

تخریـب یـا تجزیـه یـک مـواد فعـال دارویـی؛
آنتالپـی:  تغييـرات  اندازه گيـری ظرفيـت گرمایـی ویـژه و   .7
تغييـر آنتالپـی یـک ویژگـی مهـم در هـر مـاده دارویی اسـت، زیرا 

ارزش آن بـرای طراحـی فرآیندهـای شـيميایی اساسـی اسـت.
8. تعييـن پایـداری مـواد فعـال دارویـی: پایـداری مـواد فعـال 
دارویـی بـه فرآیندهایـی مانند جانشـينی، اكسيداسـيون، فوتوليز و 

یـا پيروليز بسـتگی دارد.
بـا توجـه بـه كاربردهای ذكر شـده، اسـتفاده از DSC در بررسـی 
مـواد فعـال داروهـای تـازه كشـف شـده و بـرای توسـعه محصـولات 
دارویـی جدیـد ضـروری اسـت. بررسـی ها نشـان می دهند كـه نتایج 

DSC به طـور معمـول بـا هـر روش حرارتـی نظيـر آناليز وزن سـنجی 

و  حرارتـی6  ميکـرو  آناليـز  و  تفاضلـی5  حرارتـی  آناليـز  حرارتـی4، 
ماننـد  مختلفـی  طيف سـنجی های  شـامل  غيرحرارتـی  روش هـای 
تبدیـل فوریـه مـادون قرمـز7، طيف سـنجی رامـان تبدیـل فوریـه8، 
طيف سـنجی تشـدید مغناطيسـی هسـته ای9، طيف سـنجی پـراش 
پودر اشـعه ایکـس10، روش هـای ميکروسـکوپی مانند ميکروسـکوپ 
الکترونی روبشـی11، ميکروسـکوپ نور قطبی12، ميکروسکوپ نوری13 
و روش هـای كروماتوگرافـی به عنـوان مثـال: كروماتوگرافـی گازی14 و 

كروماتوگرافـی مایـع بـا كارایـی بـالا15 پشـتيبانی می شـوند ]5[.
بررسـی پژوهش هـا نشـان می دهـد كه علاقـه فزاینـده ای برای 
از DSC در مطالعـه مـواد فعـال و محصـولات دارویـی  اسـتفاده 
تجـاری وجـود دارد. ایـن روش، فرآیندی قابل اعتماد در تشـخيص 
ناخالصـی، ابـزار تحليلـی مناسـب بـرای بررسـی سـازگاری مـاده 
فعـال بـا مـواد جانبی و روشـی مناسـب بـرای مطالعات سـازگاری/

ناسـازگاری در مرحلـه پيش فرمولاسـيون اسـت.
از آنجایـی كـه رفتار حرارتی اجـزای فعال می توانـد بر فراهمی 
زیسـتی، پایـداری، سـهولت فرمولاسـيون و یـا جذابيـت زیبایـی 
شـناختی فرآورده هـای دارویـی تاثيرگـذار باشـد، آگاهـی از رفتـار 
APIهـا در طـول گرمایش می تواند برای توسـعه فرمولاسـيون های 

دارویـی ایمـن و موثـر ضروری باشـد. در ایـن مقاله، هدف مـا ارائه 
توضيحاتـی دربـاره كاربرد گرماسـنج روبشـی تفاضلـی )DSC( در 
تحقيقـات و توليـد دارو اسـت و توجـه ویـژه ای بـه ارائـه تخریـب 

حرارتـی و اكسـيداتيو حرارتـی APIها می شـود.

آنالیزحرارتیبهمنظورارزیابیخلوص
به طـور معمـول، مـواد فعال دارویـی، مواد آلی با جـرم مولکولی كم 

دانـش حرفـه ای آناليـز و فنـاوری دارویـی دارد. در مرحلـه اول توسـعه، شـکل دوز دارو )پيـش فرمولاسـيون(، مهم تریـن 
موضوعـی كـه بایـد بـه آن پرداختـه شـود، توصيـف ویژگی هـای فيزیکوشـيميایی مواد فعـال دارویی اسـت ]2[.

علاوه بـر عواملـی كـه بـرای ارزیابـی رایـج اسـت، به عنـوان مثـال: حلاليـت، انحـلال، پایـداری، ضریـب تقسـيم و ثابـت 
یونيزاسـيون، بررسـی های دیگـری بایـد روی ویژگی هـای حالـت جامـد مـواد دارویـی از جملـه اشـکال بلـوری )پلـی 
مورف هـا(، ميـزان جـذب آب، خـواص سـطحی، انـدازه و شـکل ذرات و خـواص مکانيکـی انجام شـود. یکـی از روش های 

مفيـد بـرای بررسـی ویژگی هـای حالـت جامـد مـواد فعـال دارویـی ، اسـتفاده از آناليـز حرارتـی اسـت ]3[.
آناليـز حرارتـی بـرای مطالعـه ویژگی هـای نمونـه به عنـوان تابعـی از دما، هنگام گرم یا سـرد شـدن در یک برنامـه دمایی 

كنترل شـده اسـتفاده می شود.
بـرای تجزیـه و تحليـل بـه روش آناليـز حرارتی، مقـدار كمی از نمونـه در حدود چند ميلی گـرم مورد نياز اسـت. در ميان 
روش هـای مختلـف آناليـز حرارتـی، گرماسـنج روبشـی تفاضلـی )DSC( روشـی اسـت كـه در مطالعـه نمونه هـای حالت 

جامـد از اهميـت بالایی برخوردار اسـت.
DSC كاربرد وسيعی در صنایع دارویی دارد كه از جمله آنها می توان به موارد ذیل اشاره كرد:

 مطالعه خواص فيزیکوشيميایی مواد فعال داروهای حالت جامد؛
 درک اثـرات فرآیندهـای فيزیکـی )نظيـر اختـلاط، آسـياب و دانه بنـدی( و روش هـای توليـد شـده بـا حـرارت )ماننـد 
خشـک كـردن بـه روش اسـپری، خشـک كـردن بـه روش انجمـادی(، فشرده سـازی قـرص تحـولات بلـوری و فراهمـی 

زیسـتی اسـتفاده می شـود ]4[.
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هسـتند كه خلوص صد در صد ندارند. پاسـخ بدن انسـان به مواد فعال 
دارویی ممکن اسـت به خلوص آنها بسـتگی داشـته باشـد، زیرا ممکن 
اسـت مـواد نامطلـوب در بيـن آلاینده هـا وجـود داشـته باشـد. ارزیابی 
خلـوص مـواد فعال دارویـی و محصولات دارویی، چالشـی مهـم از نظر 
ایمنـی و اثربخشـی درمانـی آنها اسـت. بنابراین، سـطح ناخالصی ها در 
یـک مـاده دارویـی و فرمولاسـيون آن بایـد ابتـدا غربالگـری شـود تا از 
كاهش اثربخشـی دارویی مواد فعال دارویی و همچنين از اثرات سـمی 
و نامطلـوب ناخالصی هـا جلوگيـری شـود. ناخالصی هـا را می تـوان بـا 
سـنتز و یا فرمولاسـيون مرتبط دانسـت و به دو گروه تقسيم كرد. گروه 
اول شـامل ناخالصی هـای آلـی )مـواد اوليـه یـا واسـطه ها، محصـولات 
جانبـی و محصولات تخریب(، ناخالصی های معدنـی )واگرها، ليگاندها، 
كاتاليزورهـا و آثـار فلـزات سـنگين( و حلال هـای باقيمانـده )مـواد 
شـيميایی آلی فرار مورد اسـتفاده یا توليد شـده در طی فرآیند توليد( 
اسـت، در حالـی كـه گـروه دوم را می توان شـامل اشـکال دوز، روش ها، 

محيـط و ناخالصی هـای مربوط به پيرسـازی دانسـت.
روش  هـای آناليز حرارتی به ویژه DSC، روش مناسـبی برای ارزیابی 
ناخالصـی دارویـی اسـت. تجزیـه و تحليـل شـکل، عـرض و مسـاحت 
پيک هـای ذوب DSC تركيبـات آلـی نشـان داده اسـت كـه وجـود 
ناخالصی هـا در واقـع بـر عوامـل پيک ها تأثير می گـذارد به طـوری كه 
در حضـور ناخالصی هـا پيـک ذوب گسـترش می یابـد و دمـای شـروع 
ذوب كاهـش می یابـد. DSC قـادر بـه تعييـن كمّی خلـوص تركيبات 
آلـی اسـت. شـکل )1( منحنی های گرماسـنجی دو نمونـه از مواد فعال 
دارویـی یکسـان را نشـان می دهـد. شـکل )1-ب( متعلق به یـک ماده 
اسـتاندارد بـا خلـوص بالا اسـت به طـوری كه پيـک ذوب تيزتر اسـت 
و بيشـينه دمـای ذوب را در 112/5 درجـه سـانتيگراد نشـان می دهـد. 
شـکل )1-الف( متعلق به یک مـواد فعال دارویی دارای ناخالصی اسـت 
كـه تغيير قابل توجهی از فرآیند ذوب به سـمت مقادیـر پایين تر )109 
درجـه سـانتی گراد( را نشـان می دهـد. ایـن آناليز یک ارزیابـی كيفی از 
خلوص اسـت. در شـکل )1-الف(، شکسـتگی در منحنـی ذوب مربوط 

بـه وجود حداقـل دو آلاینده اسـت.

شـکل)1(:منحنیهـایگرماسـنجییکمـادهفعال.)الـف(:نمونـهایباپیک
ذوبگسـتردهبـادمایبیشـینهمقدار109درجهسـانتیگرادآلـودهبهحداقل
دوناخالصـی)aوb(و)ب(:نمونـهایبـاتـکپیـکذوببـابیشـینهمقـدار

درجـهحـرارت112/5درجهسـانتیگرادوخلـوصبالا]6[.

DSC یکـی از مفيدتریـن روش هـای تحليلـی بـرای تخميـن 
خلـوص مـواد آلـی اسـت؛ به عنـوان مثـال: اُ تولوئن سـولفوناميد16 
تشـکيل  را  یوتکتيـک  مخلـوط  یـک  پی تولوئن سـولفوناميد17  و 

می دهنـد و ناحيـه زیـر پيـک ذوب مخلـوط بـا افزایـش غلظـت 
تولوئن سـولفوناميد در محـدوده غلظـت 0/25 تـا 5/00 درصـد  اُ 
جرمـی، یـک مخلـوط یوتکتيک تشـکيل  می شـود. در ایـن حالت، 
نمونـه ابتـدا بایـد ذوب و سـپس بـه آرامـی خنک شـود تـا از تأثير 
مخـرب انتقال هـای چنـد شـکلی، كم آبـی و غيره كـه در محدوده 

دمایـی نزدیـک بـه ذوب رخ می دهـد، جلوگيـری شـود.
همچنين شکل پيک های DSC/DTA نيز به عوامل دستگاهی و 
ویژگی های نمونه بستگی دارد. عوامل دستگاهی شامل حد تشخيص، 
نرخ گرمایش، اتمسفر، جنس و شکل پن است و مشخصات نمونه 
ظرفيت  و  رسانایی  تراكم،  درجه  ذرات،  اندازه  نمونه،  جرم  شامل 

حرارتی و همچنين رقت و بلورینگی آن است ]7[.
وانـت  معادلـه  تعييـن خلـوص،  بيـن روش هـای مختلـف  در 
هـوف18 )معادلـه )1(( یکـی از قابل اعتمادترین روش ها اسـت. این 
معادلـه نشـان دهنـده این نکته اسـت كـه وجود ناخالصی ها سـبب 

كاهـش و گسـترش دامنـه ذوب می شـود.

𝑇𝑇𝑠𝑠 = 𝑇𝑇0 −
𝑅𝑅𝑇𝑇2𝑋𝑋2
∆𝐻𝐻𝑓𝑓0

1
𝐹𝐹 

 

معادله)1(

در ایـن معادلـه )Ts( در مقابـل (/1c/F) بایـد یک خط مسـتقيم 
RT2  ایجـاد كنـد. در حالـی كـه تمـاس بـا 

oX2/ΔHo
f بـا شـيب

محـور Y، نقطـه ذوب مـاده خالـص، To را تعييـن می كنـد.
منحنی هـای DSC نمونه هـای اسـيد بنزوئيـک بـا خلوص های 
مختلـف در شـکل )2( نشـان داده شده اسـت. پيک هـای DSC بـا 
توجـه بـه دمـای شـروع، ارتفـاع و عرض آنهـا، به طور قابـل توجهی 
متفـاوت اسـت. بنابرایـن، بـا مقایسـه پيک هـای DSC دسـته های 
مختلـف یـک API، می تـوان از ارزیابـی كيفی سـریع یک محصول 

اطمينـان حاصـل كرد.

شـکل)2(:منحنیهـایDSCبنزوئیـکاسـیدبـاخلوصهـایمختلـفدر
مقایسـهبـامنحنـیذوبنمونـهبـاخلوصبـالا]1[.

كسـر ذوب شـده )F( به عنوان مسـاحت جزئی قله در سطح كامل 
محاسـبه می شـود )شـکل )3((. اندازه گيری بين 5 تا 10 درصد و 50 
تـا 60 درصـد از منطقـه پيـک ذوب انجـام می شـود. هنگام محاسـبه 
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دماهـا بایـد با توجه بـه مقاومت حرارتی، ضریب تصحيح اعمال شـود. 
ایـن كار بـا انداختـن یک خط مسـتقيم از نقطـه روی منحنی به خط 
مبنـا در زاویـه لبـه جلویـی پيـک ذوب ایندیم انجـام می شـود. البته 

)ΔHf( از كل مسـاحت پيک تعيين می شـود.

شـکل)3(:روشتصحیـحدماومحاسـبهمسـاحتهایجزئی،زاویـهافتدما
وزاویهلبـهجلوییذوبایندیماسـت]1[.

معادلـه وانـت هـوف بـرای شـرایط تعـادل به دسـت می آیـد. 
بنابرایـن، آزمایش هـای ذوب بایـد در شـرایط نزدیـک بـه تعـادل 
انجـام شـود. كوچکترین مقـدار نمونه )1 تـا 2 ميلی گرم( اسـتفاده 
شـود تـا رسـانایی گرمـا در تعيين دمـا تداخل نداشـته باشـد. نرخ 
گرمایـش نبایـد بيـش از 2 درجه سـانتيگراد در دقيقـه )ترجيحاً 1 

درجـه سـانتيگراد در دقيقه( باشـد.
كاهـش نقطـه ذوب یک مـاده خالص به صورت خطـی به غلظت 
ناخالصی ها بسـتگی دارد، اما معادله وانت هوف در بيشـتر موارد یک 
خـط مسـتقيم را همان طـور كه بـا معادلـه )1( پيش بينی می شـود، 
نشـان نمی دهـد. علاوه بـر ایـن، بـا افزایـش غلظـت ناخالصـی، پيک 
ذوب گسـترش می یابـد و انحـراف از خطی بودن به دليل دسـت كم 
گرفتـن ذوب در دماهـای پایين تـر از پيـک ذوب رخ می دهـد. ایـن 
انحـراف از خطـی بودن بـا افزایش سـطح ناخالصی افزایـش می یابد. 
بنابرایـن، نمـودار وانت هـوف را می توان با تنظيم مقدار ذوب كشـف 

نشـده خطی كرد )شـکل )4((.

شکل)4(:خطیسازیمنحنیوانتهوف]1[.

هيـچ دليل مسـتقيمی بـرای این پيشـنهاد وجود نـدارد، اما در 

بيشـتر مـوارد، خطی سـازی منجـر بـه ایجـاد نتایج صحيحـی برای 
سـطوح ناخالصی می شـود ]8[.

تعييـن خلـوص APIها نيز می توانـد با اسـتفاده از روش هم دمای 
گام بـه گام انجـام شـود. ایـن روش براسـاس افزایـش سـریع دمـای 
نمونـه و نگه داشـتن نمونـه به صورت هم دمـا برای مـدت زمان معين 
اسـت. ایـن روش در محـدوده دمایـی ذوب انجام می شـود. توقف بين 
افزایش هـای متوالـی دمـا موجـب نگه داشـته شـدن نمونـه به صورت 
هم دمـا می شـود؛ بنابرایـن، جـذب گرمـا در اصـل، در ایـن مراحـل 
هم دمـا اندازه گيـری می شـود. بـه ایـن ترتيـب منحنـی DSC حاوی 

تعـداد زیـادی پيک گرماگير بسـيار باریک اسـت.
شـکل های )5( و )6( داده هـای مرحلـه ایزوترمال DSC را برای 
فناسـتين و نمودار وانت هوف محاسـبه شـده نشـان می دهد. نمونه 
بـا 0/5 درصـد مـول بنزاميـد دوپ شـده بـود. پيک هـای منفـرد از 
دو بخش افزایش سـيگنال، ناشـی از شـروع گرمایش و سـهم ذوب 
تشـکيل شـده اند. هر مرحله بعد از بازگشـت سـيگنال به خط پایه 
در مرحلـه قبـل شـروع می شـود. مراحـل بسـيار باریـک اسـت بـه 
طـوری كـه در شـکل )5( اختلاف بيـن پيک های دو دمـای 133 و 
134 درجـه سـانتيگراد، 0/2 درجـه اسـت. ارزیابـی وانـت هوف در 

شـکل )6( مشـاهده می شود.

شـکل)5(:تعییـنخلوصفناسـتینحاوی0/5مـولدرصدبنزامیـدبهروش
پلـهایزوترمال]1[.

شـکل)6(:نمـوداروانتهوففناسـتینبـا0/5مولدرصدبنزامیددوپشـده
بـاروشگامهمدما]1[.

محدودیتهایمعادلهوانتهوف
روش وانـت هـوف یکـی از بهترین روش ها بـرای تعيين خلوص 
مـواد بـا جـرم مولکولی كم اسـت؛ امـا بـرای اسـتفاده از این روش 
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بایـد مـوارد ذیل مـورد توجه قرار گيـرد ]9[:

 نمونـه بایـد یـک مـاده بلـوری بـا جـرم مولکولی كم با سـطح 
خلـوص بالاتـر از 95 درصـد مـول و ترجيحـاً بالاتـر از 97 درصد مول 
باشـد. ایـن روش بـرای مواد آمورف بـه دليل عـدم ذوب كارایی ندارد.
 ناخالصـی بایـد در مـذاب، محلـول باشـد، امـا هيـچ محلـول 
 جامـدی نبایـد تشـکيل شـود، یعنـی ناخالصـی نبایـد در بلورهـا

محلول باشد.
 موادی كه در طول ذوب تجزیه می شوند نباید با این روش 

تجزیه و تحليل شوند، زیرا گرمای همجوشی را نمی توان به طور 
قابل اعتماد تعيين كرد.

 از آنجایـی كـه ایـن معادلـه بـرای شـرایط تعـادل به دسـت 
 آمـده اسـت، در آزمایش هـای تعييـن خلـوص بایـد جـرم  نمونه كم

)1 تـا 2 ميلی گـرم( و نـرخ گرمایـش آهسـته )ترجيحـاً 1 درجـه 
سـانتی گراد در دقيقـه( اسـتفاده شـود. درصـورت امـکان بایـد از 
پن های اسـتاندارد دسـتگاه به منظور افزایش سـطح زیرین و كاهش 
ضخامـت نمونـه و در نتيجه كاهش مقاومت حرارتی اسـتفاده شـود.

 تا حد امکان باید از تصعيد جلوگيری كرد.

کاربردمعادلهوانتهوف
روش هـای مبتنـی بـر DSC بـا اسـتفاده از معادلـه وانت هوف 
بـرای تعييـن خلـوص تركيبـات آلـی متعـدد نظيـر APIهـا، مـواد 
كمکـی و سـایر مـواد خـام مـورد اسـتفاده در صنایـع شـيميایی و 
دارویـی توسـعه داده شـد كـه نتایـج قابل اعتمـادی را می تـوان از 

ایـن طریـق به دسـت آورد.
علاوه بـر DSC، روش هـای دیگـری كـه بـرای تعييـن خلـوص 
حلاليـت،  فـاز  آناليـز  می شـوند،  اسـتفاده  دارویـی  فعـال  مـواد 
كروماتوگرافـی لایـه نـازکGC ،19 و HPLC هسـتند. بـا این حال، 

مزایـای عمـده روش هـای مبتنـی بـر DSC عبارتنـد از:
 سادگی آزمایش ها؛

 سادگی و مدت زمان كوتاه اندازه گيری؛
 ارائه نتایج قابل اعتماد در حدود یک ساعت.

DSC بـا روش معادلـه وانـت هوف بـرای تعيين خلـوص موادی 

نظيـر اسـيدها و اسـترهای كربوكسـيليک آليفاتيـک و آروماتيـک، 
آميدهـا، ایميدهـا و انيدریدهـا، اسـتاميد، اسـتانيليد، آمينوفنـازون، 
بنزاميـد، بنزوكائين، بنزوئيک اسـيد، كافيين، سـيناریزین، دی آليل 
باربيتوریک اسـيد، دوكسازوسـين مسـيلات، اتيل پی-آمينوبنزوات، 
مپروبامـات،  ایندومتاسـين،  هروئيـن،  گلوكـز،  اسـيد،  فلوفناميـک 
مورفيـن، پاراسـتامول، پاركوكسـيب سـدیم، فناسـتين و پروكائيـن 

هيدروكلرایـد اسـتفاده می شـود.
یکـی از چالش هـای مهـم در اسـتفاده از DSC بـا روش وانـت 
هـوف، تعييـن خلوص قسـمت خاصـی از تركيبات مـورد نظر برای 
اسـتفاده به عنـوان مـواد مرجـع گواهـی شـده20 اسـت. CRMهـا 
نقـش مهمـی در علـم، فنـاوری و صنعت داروسـازی ایفـا می كنند، 

زیـرا به طـور معمـول بـرای كاليبراسـيون ابزارهـا و اعتبارسـنجی 
آنهـا  می شـوند.  اسـتفاده  دارویـی  مـواد  كمّی سـازی  روش هـای 
همچنيـن بـرای تایيـد هویـت و ارزیابـی كيفيـت مـواد دارویـی و 
 ،CRM محصـولات دارویـی مفيد هسـتند. با توجـه به نوع كاربـرد
آنهـا بایـد تعـدادی از الزامـات، از جملـه همگنـی و پایـداری كافی 
تركيب شـيميایی شـناخته شـده و سـطح خلوص را برآورده كنند. 
بـرای ارزیابـی ایـن عوامـل از روش های مختلفی اسـتفاده می شـود 
كـه به طـور عمده HPLC و یـا GC مجهز به آشکارسـازهای جرمی 
اسـت. بـا ایـن حـال، از آنجایـی كه ایـن روش هـا زمان بر هسـتند، 
روش هـای دیگـری بـا زمان تحليـل كوتاه تر جسـتجو می شـود. در 
سـال های اخيـر، تحقيقاتـی انجـام شده اسـت كـه نشـان دهنـده 
امـکان اسـتفاده از DSC به عنـوان یـک روش جایگزیـن یـا روش 

پشـتيبانی در تعييـن خلـوص نامزدهای CRM اسـت.
DSC بـرای تعييـن خلـوص 16 اسـتاندارد مرجـع از جملـه مواد 

فعـال دارویـی، ماننـد  اسـتامينوفن، آسـپرین، كافئيـن، هيدروكلراید 
لابتالـول، اسـيد ساليسـيليک و همچنيـن مـواد كمکی ماننـد متيل 
پارابـن و پروپيـل پارابـن اسـتفاده می شـود. داده های گردآوری شـده 
تکرارپذیـری بالایـی را بـرای اندازه گيری هـای DSC نشـان می دهـد، 
بـه خصـوص زمانـی كـه اسـتانداردهای مرجـع دارای خلـوص بالایی 
هسـتند. ارزیابـی آمـاری دقـت و عدم قطعيـت نتایج به دسـت آمده با 
DSC و HPLC، تفـاوت معنـی داری را بيـن این روش ها برای سـطوح 

خلـوص حداقـل 98 مول نشـان نمی دهـد. هنگامی كه خلـوص ماده 
كمتـر از 98 درصـد مـول باشـد یـا نقطـه ذوب، نزدیـک بـه محدوده 
تجزیه باشـد، مانند كافئين یا اسيد ساليسـيليک، انحراف استاندارد21 

و انحـراف اسـتاندارد نسـبی22  خلوص تعيين شـده بالا اسـت.

بسيار  دارویی  مواد  از درصد خلوص  آگاهی 
اهميت دارد؛ زیرا در نتيجه، تاثيرگذار خواهد بود 
و ممکن است ماده  مورد نظر در محصول به وجود 
نياید و یا درصد خلوص آن نيز متفاوت باشد. در 
كنار روش های گران قيمت و پيچيده كه زمان بر 
هم هستند، استفاده از روش های نوین دستگاهی 
در  هم  و  زمان  در  هم  محاسبات  بر  تکيه  با 
هزینه صرفه جویی شده و منجر به مدیریت بهتر 
می شود، بسيار اهميت دارد. در این ميان، استفاده 
هوف  وانت  معادله  بر  تکيه  و   DSC دستگاه  از 
جذابيت های خود را دارد. وانت هوف معادله ای در 
زمينه ترمودیناميک شيميایی است كه رابطه ای 
بين تغييرات دما، تغييرات ثابت تعادل و تغييرات 
آنتالپی استاندارد را می دهد كه منجر به درصد 

خلوص تركيبات خواهد شد.
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2. Active Pharmaceutical Ingredients )API(
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4. Thermogravimetric analysis (TGA)
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15. High-Performance Liquid Chromatography (HPLC)
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17. p-toluenesulfonamide

18. van’t Hoff
19. Thin-layer chromatography (TLC)
20. Certified Reference Materials (CRMS) 
21. Standard Deviation (SD) 
22. Relative Standard Deviation (RSD) 
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ميکروسکوپ روبشی ليزری هم كانون به شدت به فلورسانس، به عنوان پایه تصویربرداری متکی است؛ حساسيت 
مثال: سلول ها  به عنوان  نمونه  دیناميکی  فرآیندهای  و  اجزای ساختاری  دادن  قرار  قابليت هدف  و  این روش  بالای 
و بافت های زنده تثبيت شده، نشان دهنده اهميت بالای این موضوع است. بسياری از نشانگرهای فلورسنت با مواد 
شيميایی آلی آروماتيک سنتز می شوند كه برای اتصال به یک ماكرومولکول زیستی )مانند پروتئين یا اسيد نوكلئيک( یا 
برای قرار گرفتن در یک منطقه ساختاری خاص مثل اسکلت سلولی، ميتوكندری، دستگاه گلژی، شبکه آندوپلاسمی و 
یا هسته طراحی می شوند. همچنين نشانگرهای دیگر برای نظارت بر فرآیندهای دیناميکی و متغيرهای محيطی محلی، 
از جمله غلظت یون های فلزی، pH، گونه های اكسيژن فعال و پتانسيل غشایی استفاده می شوند. رنگ های فلورسنت 
در نظارت بر یکپارچگی سلولی )زنده در مقابل مرده یا آپوپتوز(، اندوسيتوز، اگزوسيتوز، سياليت غشاء، انتقال پروتئين، 
انتقال سيگنال و فعاليت آنزیمی مفيد هستند. علاوه بر این، نشانگرهای فلورسنت به طور گسترده برای نقشه برداری 

ژنتيکی و تجزیه و تحليل كروموزوم در زمينه ژنتيک مولکولی استفاده می شوند.
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در بخش اول این مقاله، به تاریخچه نشانگرهای فلورسنت پرداخته شد. رنگ های فلورسنت در اوایل قرن بيستم 
به عنوان رنگ های حياتی برای تصویربرداری از باكتری ها، تک یاخته ها و تریپانوزوم ها با ميکروسکوپ فلورسنت معرفی 
شدند، اما تا سال 1920 كه این ميکروسکوپ برای اولين بار برای مطالعه اتصال رنگ در بافت های ثابت و سلول های 
زنده مورد استفاده قرار گرفت، استفاده گسترده ای از آن مشاهده نشد. در طول 60 سال گذشته، پيشرفت ها در 
ایمونولوژی و زیست شناسی سلولی و مولکولی، طيف گسترده ای از آنتی بادی های ثانویه را توليد كرده و بينشی را در 
مورد طراحی مولکولی ردیاب های فلورسنت كه در مناطق خاصی از كمپلکس های ماكرومولکولی هدف قرار می گيرند، 

ارائه كرده است ]1[.
نشانگر ها با توجه به ویژگی های جذب و فلورسانس، از جمله پروفایل های طيفی، طول موج های بيشينه جذب، نشر 
و شدت فلورسانس ساطع شده، فهرست بندی و توصيف می شوند ]2[. انتخاب نشانگر، یکی از حياتی ترین جنبه های 
كار با ميکروسکوپ هم كانون است و كارایی ابزار نيز باید به دقت در نظر گرفته شود تا تصاویر با كيفيت بالا تهيه 
شود. در بخش اول، به انواع رنگ های فلورسنت سنتی به عنوان مثال، فلورسين، مشتقات رودامين، 4 و6 دیاميندینو-2 
فنيليندول1 و غيره، رنگ های الکسافلور و رنگ های سيانين پرداخته شد. در ادامه، به سایر نشانگرهای مورد استفاده در 

ردیابی هدف با استفاده از ميکروسکوپ هم كانون می پردازیم.
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ردیابهایفلورسانسکنندهمحیطی
داخلـی  محيـط  بررسـی  بـرای  شـده  طراحـی  نشـانگرهای 
سـلول های زنـده به طـور گسـترده توسـط محققـان مـورد بررسـی 
قـرار گرفته انـد و صدهـا مـورد بـرای بررسـی اثراتی همچـون غلظت 
موضعـی فلـزات قليایـی و قليایـی خاكـی، فلـزات سـنگين )از نظـر 
معدنـی،  یون هـای  آنزیمـی(  به عنـوان كوفاكتورهـای  بيوشـيميایی 
تيول هـا و سـولفيدها، نيتریـت، pH، قطبيت حلال و پتانسـيل غشـاء 
توسـعه یافته انـد ]3 تـا 5[. در واقـع، آزمایش هـا در ایـن عرصـه بـر 
تغييـرات طـول مـوج و یـا شـدت طيف هـای جـذب و انتشـار، كـه با 
اسـتفاده از نشـانگرهایی كـه بـه یون هـای كلسـيم متصل می شـوند، 
به منظـور اندازه گيـری چگالی شـار درون سـلولی متمركـز بودند. این 
ردیاب هـا بـا درجـه خاصـی از گزینش پذیـری بـه یون هـدف متصل 
می شـوند تـا پاسـخ اندازه گيـری شـده را ایجـاد كننـد. كلسـيم یـک 
یـون مهـم متابوليکـی اسـت كه نقـش حياتی را در پاسـخ سـلولی به 
انـواع بسـياری از محرک هـای خارجـی ایفـا می كنـد. نوسـانات گذرا 
در غلظـت یـون كلسـيم، باعـث ایجـاد پاسـخ در سـلول ها می شـود. 
نشـانگرها بایـد طوری طراحی شـوند كه نه تنهـا غلظت های موضعی 
كلسـيم را اندازه گيـری كننـد، بلکـه بایـد تغييـرات كمّـی در هنـگام 
پيشـرفت چگالی امواج شـار در كل سيتوپلاسـم را نيز گزارش كنند. 
بسـياری از مولکول هایی كه برای اندازه گيری سـطح كلسـيم طراحی 
شـده اند، بـر پایـه عوامـل كيليت كننده غيرفلورسـنت اتيلـن گليکول 
اسـيد تتراسـتيک2 و BAPTA3 هسـتند كه سـال ها برای جداسـازی 
یون هـای كلسـيم در محلول های بافر اسـتفاده می شـوند. دو مـورد از 
رایج ترین ردیاب های كلسـيمی، شـاخص های نسبت سـنجی فورا-42  
5 هسـتند، امـا این نشـانگرها به خصوص در ميکروسـکوپ 

و اینـدو-1 
هم كانون مناسـب نيسـتند ]3[. لـذا از تعداد محـدودی از این رنگ ها، 
بيشـتر به صـورت تركيبـی بـرای اندازه گيـری كلسـيم بـا اسـتفاده 
از ميکروسـکوپ هم كانـون اسـتفاده می شـود ]6[. فـورا قرمـز، یـک 
هتروسـيکل چند هسـته ای ایميـدازول و بنزوفوران اسـت كه كاهش 
فلورسـانس را در 650 نانومتـر، هنگام اتصال كلسـيم نشـان می دهد. 

هنگامـی كـه مخلوطـی از نشـانگرهای فلـو-3 و فـورا قرمـز در 488 
نانومتـر برانگيختـه شـود و فلورسـانس در بيشـينه مقـدار انتشـار )به 
ترتيب 525 و 650 نانومتر( از هر دو نشـانگر اندازه گيری شـود، پاسـخ 
نسـبی بـه شـار یـون كلسـيم به دسـت می آیـد. از آنجایی كه شـدت 
انتشـار فلـو-3 به طـور یکنواخت افزایـش و فورا قرمز كاهـش می یابد، 
زمانـی كه غلظـت رنگ در ناحيه مورد بررسـی ثابت شـود، یک نقطه 

ایزوبسـتيک به دسـت می آیـد.
اندازه گيـری كمّـی یون هایـی غيـر از كلسـيم، همچـون منيزیم، 
سـدیم، پتاسـيم و روی، به روشـی مشـابه، با اسـتفاده از نشـانگرهای 
مشـابه انجـام می شـود ]3 و 4[. یکـی از پـر طرفدارتریـن كاوشـگرها 
بـرای منيزیـم، mag-fura-2 اسـت كه از لحاظ سـاختاری شـبيه فورا 
قرمز اسـت، همچنين در محدوده اشـعه فرابنفش برانگيخته می شـود 
و مشـکلات مشـابهی هماننـد فـورا-2 و اینـدو-1 را در ميکروسـکوپ 
هم كانـون ارائـه می دهـد. نشـانگرهای برانگيختـه شـده در ناحيه نور 
مرئـی بـرای تجزیـه و تحليل بسـياری از كاتيون های تـک ظرفيتی و 
دو ظرفيتـی كـه در غلظت هـای مختلـف در ماتریکس سـلولی وجود 
 pH دارنـد، در دسـترس هسـتند. نشـانگرهای فلورسـانس مهم بـرای
داخـل سـلولی شـامل یـک مشـتق پيـرن معـروف بـه 6HPTS  یـا 
پيرانيـن، مشـتق فلورسـين 7BCECF و یک گزانتـن جایگزین دیگر 
بـه نـام كربوكسـی سـنارف-وان8 اسـت ]7[. از آنجـا كـه بسـياری از 
نشـانگرهای معمولی به pH محيط اطراف حسـاس هسـتند، تغييرات 
در شـدت فلورسـانس كـه بيشـتر به برهم كنش های زیسـتی نسـبت 
داده می شـود، ممکن اسـت در واقع در نتيجه پروتونه شـدن نشـانگر 
رخ دهـد. بنابرایـن، در اندازه گيـری هم زمـان غلظـت یـون كلسـيم و 
pH، بيشـتر بـا تركيـب یک نشـانگر pH، ماننـد اسـنارف-وان، با یک 

شـاخص یون كلسـيم )ماننـد فـورا-2( انجام می شـود.

نشانگرهایاندامک
مثـال:  به عنـوان  اندامک هـای درون سـلولی،  نشـانگرهایی كـه 
را  آندوپلاسـمی  شـبکه  و  گلـژی  دسـتگاه  ليـزوزوم،  ميتوكنـدری، 
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هـدف قـرار می دهنـد، بـرای نظارت بـر انـواع فرآیندهای زیسـتی در 
سـلول های زنده با اسـتفاده از ميکروسـکوپ هم كانون مفيد هسـتند 
]3 و 4[. به طـور كلـی، نشـانگر اندامـک، از یک هسـته فلوئـورو كروم 
متصـل بـه یـک نيمـه گزینش پذیر تشـکيل شده اسـت كـه از طریق 
پيوندهـای كووالانسـی، الکترواسـتاتيک، آبگریـز و یا غيره بـه اندامک 
مورد نظر متصل می شـود. بسـياری از نشـانگرهای فلورسنت كه برای 
انتخـاب اندامک هـا طراحـی شـده اند، می تواننـد در غشـای سـلولی 
نفـوذ كننـد )بنابرایـن، در سـلول های زنده مفيد هسـتند(؛ پروب های 
اندامـک بـرای بررسـی انتقال، تنفـس، ميتوز، مرگ، تجزیـه پروتئين، 

پدیده هـای غشـایی و غيـره در سـلول های زنـده مفيد هسـتند.
ردیاب هـای ميتوكنـدری، از جملـه مفيدتریـن نشـانگرها بـرای 
بررسـی تنفس سـلولی هسـتند و بيشـتر همراه با رنگ های دیگر در 
تحقيقـات مورد اسـتفاده قرار می گيرند. نشـانگرهای سـنتی به عنوان 
مثـال روداميـن 123 و تترامتيـل روزاميـن، هنگامـی كـه سـلول ها 
تثبيـت می شـوند، به سـرعت از بين می رونـد؛ بنابراین، تـا حد زیادی 
بـا اسـتفاده از نشـانگرهای جدیدتـر و خاص تـر كـه بـا ردیاب هـای 
مولکولی سـاخته شـده اند، جایگزین می شـوند ]4[. این موارد، شـامل 
سـری محبـوب ميتوتراكر9 و ميتوفلـور10 از هتروسـيکل های گزانتن، 
بنزوكسـازول، ایندول و بنزیميدازول اسـت كه از نظر ساختاری متنوع 
بـوده و در انواع پروفایل های طيفی تحریک و انتشـار موجود هسـتند.
رنگ هـای ميتوتراكـر پـس از تثبيـت سـلولی در فرمالدئيـد بـه 
خوبـی حفـظ می شـوند و بيشـتر می تواننـد در برابر عوامـل نفوذپذیر 
چربی دوسـت مقاومـت كننـد ]8[. در مقابـل، پروب هـای ميتوفلـور 
به طـور خاص، برای سـلول هایی كـه به صورت فعال تنفـس می كنند، 
طراحـی شـده اند و بـرای روش هـای تثبيـت و رنگ آميـزی مناسـب 
نيسـتند ]4[. یکی دیگر از نشـانگرهای محبوب ميتوكندری، با عنوان 
جی سـی-وان11، به عنـوان نشـانگر پتانسـيل غشـا و در آزمایش هـای 
رنگ آميـزی متعـدد بـا سـلول های ثابـت مفيـد اسـت. به طـور كلـی، 
آمين هـای بـازی ضعيـف كـه قادرند از غشـاها عبور كننـد، كاندیدای 
ایده آلـی برای بررسـی سـنتز زیسـتی و پاتوژنز در ليزوزوم ها هسـتند 
]4 و 5[. ردیاب های ليزوزومی سـنتی شـامل مشـتقات غيراختصاصی 
فنازیـن و آكریدیـن قرمـز و آكریدیـن نارنجـی هسـتند كـه پـس از 
پروتونـه شـدن، در وزیکول هـای اسـيدی تجمـع می یابنـد ]5 و 9[. 
بـا فلورسـنت  دانه هـا و ماكرومولکول هـای لاتکـس نشـاندار شـده 
همچـون دكسـتران نيـز می تواننـد در ليزوزوم ها با اندوسـيتوز تجمع 
كننـد. با این حـال، مفيدترین ابزار برای بررسـی خـواص ليزوزومی با 
ميکروسـکوپ هم كانـون، رنگ هـای ردیـاب ليـزو12  و حسـگر ليزو13 
هسـتند كـه بـا اسـتفاده از پروب های مولکولی توسـعه یافته انـد ]4 و 
9[. ردیاب هـای ليـزو كـه در انـواع طـول موج هـای تحریک و انتشـار 
وجـود دارنـد، دارای گزینش پذیـری بالایـی بـرای اندام هـای اسـيدی 
بـوده و قـادر به نشـان دار كـردن سـلول ها در غلظت هـای نانومولاری 
هسـتند. شـدت فلورسـانس به طور چشمگيری در سـری حسگر ليزو 
پـس از پروتونـه شـدن افزایـش می یابـد و ایـن رنگ هـا را به عنـوان 

شـاخص pH مفيـد می كنـد ]4[.
پروتئين هـا و ليپيدهـا در دسـتگاه گلـژی طبقه بنـدی و پردازش 
و  فلورسـنت سـراميدها  بـا مشـتقات  به طـور معمـول  و  می شـوند 

بسـيار  عوامـل،  ایـن  رنگ آميـزی می شـوند ]10[.  اسـفنگوليپيدها 
چربی دوسـت بـوده و بنابرایـن، به عنـوان نشـانگر برای مطالعـه انتقال 
و متابوليسـم ليپيـد در سـلول های زنـده مفيد هسـتند. چندین مورد 
از مفيدتریـن فلوروفورهـا بـرای دسـتگاه گلژی حاوی هسـته پيچيده 
هتروسـيکليک، BODIPY هسـتند ]4 و 9[. هنگامـی كـه نشـانگر 
BODIPY بـا اسـفنگوليپيدها جفـت می شـود، بسـيار انتخابی عمل 
كـرده و در مقابـل نـور رنگ بـری14 مقاومـت می كننـد به طـوری كه 
بسـيار برتـر از بسـياری از رنگ هـای دیگـر اسـت. علاوه بـر این، طيف 
انتشـار این نشـانگرها به غلظت )تغيير از سـبز به قرمز در غلظت های 
بالاتر( وابسـته اسـت و آنها را برای مکان یابی و شناسـایی ساختارهای 
درون سـلولی كـه مقادیـر زیـادی ليپيـد را انباشـته می كننـد، مفيد 

می سـازد.
فلورسـانس  آناليـز  بـرای  سـنتی  پروب هـای  محبوب تریـن 
شـبکه آندوپلاسـمی بـه ترتيـب رنگ هـای كربوسـيانين و زانتـن، 
DiOC615  و چندیـن مشـتق روداميـن هسـتند ]4 و 9[. بـا ایـن 

حـال، ایـن رنگ هـا باید بـا احتياط اسـتفاده شـوند، زیـرا می توانند 
چربی دوسـت  نواحـی  سـایر  و  گلـژی  دسـتگاه  ميتوكنـدری،  در 
درون سـلولی تجمـع پيدا كننـد. كاوشـگرهای جدیدتـر و پایدارتر 
بـرای رنگ آميـزی انتخابـی شـبکه آندوپلاسـمی توسـط چندیـن 
از  اگـزازول  اعضـای  ویـژه،  بـه  شـده اند.  داده  توسـعه  سـازنده 
خانـواده داپوكسـيل توليـد شـده بـا پروب هـای مولکولـی، عوامـل 
بسـيار خوبـی بـرای نشـان گذاری انتخابی شـبکه آندوپلاسـمی در 
سـلول های زنـده، بـه تنهایـی یـا در تركيـب بـا رنگ هـای دیگـر 
هسـتند. ایـن پروب هـا پـس از تثبيت بـا فرمالدئيد باقـی می مانند، 
امـا می تواننـد بـا مواد شـوینده نفوذپذیـر، از بين برونـد. یکی دیگر 
از كاوشـگرهای مفيـد، برفلدین ای16 اسـت، یـک متابوليت قارچی 
پيچيـده استریوشـيميایی كـه به عنـوان یـک مهـار كننـده انتقـال 

پروتئيـن بـه خـارج از شـبکه آندوپلاسـمی عمـل می كنـد. 

نقاطکوانتومی
بلورهـای نانومتـری از نيمه هادی هـای خالـص به عنـوان نقـاط 
كوانتومـی شـناخته می شـوند كـه ماننـد یـک عامـل نشـان گذاری 
دو  هـر  در  ثابـت  و  زنـده  سـلول های  بـرای  مفيـد  فلورسـنت 
ميکروسـکوپ فلورسـانس و هم كانون مورد اسـتفاده قـرار می گيرند. 
به منظـور اتصـال نقـاط كوانتومـی بـه تركيبـات زیسـتی همچـون 
پروتئين هـا، آنتی بادی هـا و غيـره، ایـن بلورهـای نيمه هـادی ریـز 
خالص شـده را با یک پوسـته پليمری آبدوسـت می پوشـانند )شکل 
)1((. ایـن پروب هـا مزایـای قابـل توجهـی نسـبت به رنگ هـای آلی 
و پروتئين هـای فلورسـنت دارنـد؛ به عنـوان مثـال، پایـداری طولانی 
مـدت در برابـر نـور، شـدت فلورسـانس بـالا و رنگ هـای متعـدد بـا 

قابليـت تحریـک تک طـول مـوج ]11[.
نقـاط كوانتومـی بـه روشـی شـبيه بـه دیودهـای نيمه هـادی 
سـاطع كننـده نـور17، روشـنایی ایجـاد می كننـد، اما بـه جای یک 
محـرک الکتریکـی، بـا جـذب فوتون فعـال می شـوند. فوتون جذب 
شـده یـک جفـت الکترون-حفـره ایجـاد می كنـد كه به سـرعت با 
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تابـش هم زمـان یـک فوتـون كـه انـرژی كمتـری دارد، بـه حالـت 
بـرای  تاكنـون  كـه  نيمه هـادی  مفيدتریـن  می گـردد.  بـاز  اوليـه 
توليـد نقـاط كوانتومـی زیسـتی كشـف شـده، كادميـوم سـلنيد18 
اسـت؛ مـاده ای كـه در آن انـرژی فوتون هـای سـاطع شـده تابعـی 
از انـدازه فيزیکـی ذرات نانوبلـور اسـت. بنابرایـن، نقـاط كوانتومـی 
بـا اندازه هایـی كـه تنهـا به انـدازه یـک دهـم نانومتر با هـم تفاوت 
دارنـد، طول موج هـای متفاوتـی از نـور سـاطع می كننـد، در حالـی 
سـاطع  كوتاه تـری  موج هـای  طـول   كوچک تـر،  اندازه هـای  كـه 

می كننـد و بالعکـس.

شـکل)1(:سـاختاروپروفایـلطیفینقاطکوانتومی.هسـتهکادمیومسـلنید
بـاپوسـتهسـولفیدرویمحصـورشدهاسـت،سـپسیـکپوشـشپلیمـری
ودرنهایـتیـکلایـهبیرونـیآبدوسـتکـهکنژوگهزیسـتیبـهآنمتصل
شدهاسـت،رویآنقـرارگرفتـهاسـت.پروفایـلجذب،یـکافتادگـیرادر
400نانومتـرنشـانمیدهـد،درحالـیکـهطیفهـایانتشـارهمگـیدارای

پروفایلهـایمتقـارنمشـابههسـتند]1[.

برخـلاف نشـانگرهای آلـی معمولی یـا پروتئين های فلورسـنت 
می دهنـد،  نشـان  را  مشـخصی  بسـيار  طيفـی  پروفایل هـای  كـه 
نقـاط كوانتومـی طيـف جذبـی دارنـد كـه بـا كاهـش طـول مـوج 
در  همچنيـن   .))2( )شـکل  می یابـد  افزایـش  پيوسـته  به طـور 
مقابـل، شـدت انتشـار فلورسـانس محـدود بـه یـک پيـک متقارن 
بـا بيشـينه مقـدار طـول مـوج اسـت كـه بـه انـدازه نقطه بسـتگی 
دارد، امـا مسـتقل از طـول مـوج تحریـک ]12[ اسـت. بنابرایـن، 

مشـخصات پروفایـل انتشـار بـرای نقـاط كوانتومـی كـه در 300، 
400، 500 یـا 600 نانومتـر برانگيختـه می شـوند، مشـابه اسـت؛ 
بـا ایـن تفاوت كـه شـدت فلورسـانس در طـول موج هـای تحریک 
افزایـش می یابـد. عـرض، در نيمـه  كوتاه تـر به طـور چشـمگيری 
ارتفـاع پروفایـل انتشـار یـک نقطـه كوانتومـی معمولی حـدود 30 
نانومتـر اسـت و نيمـرخ طيفـی بـه سـمت طـول موج هـای بلندتر 
)دارای »دم« بـا شـدت بالاتـر( منحـرف نمی شـود، ایـن مـورد در 
بيشـتر فلوروكروم هـای آلـی مشـاهده می شـود. ایـن ویژگـی باعث 
می شـود بـدون تداخل طيف های نشـری بتـوان از نقـاط كوانتومی 
متفاوتـی بـرای نشـان گذاری نمونه اسـتفاده كرد. بـرای كاربردهای 
زیسـتی، بلور هـای كادميـوم سـلنيد بـا یـک پوسـته متشـکل از 
سـولفيد روی پوشـانده شده اسـت تا خواص نوری را بهبود بخشـد. 
سـپس، هسـته بـا یک فيلـم پليمـری و ليگاندهـای دیگر پوشـانده 
می شـود تـا آب گریـزی را كاهـش دهـد و كارایـی اتصـال ماكـرو 
مولکول هـای مـزدوج را بهبود دهـد. محصول نهایی یـک ذره فعال 
زیسـتی اسـت كـه انـدازه آن از 10 تـا 15 نانومتـر اسـت ]13[ 
و در فرآیندهـای نشـان گذاری، بـه جـای معرف هـای رنگ آميـزی 

كلاسـيک اسـتفاده می شـود.

شـکل)2(:پروفیلهـایطیفـیفلورسـنت،بـرایپروتئینهایفلورسـنتکه
درنواحـیآبـیتـانارنجی-قرمز،طیـفمرئیسـاطعمیکنند)تابـعجذبیا
انتشـارنرمـالشـدهبهعنـوانتابعـیازطولمـوجرسـمشدهاسـت(.)الف(:
طیـفجذبو)ب(:طیفنشـریپروتئینهایفلورسـنتقسـمت)الـف(]1[.
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در ميکروسـکوپ هم كانـون، نقـاط كوانتومـی با بيشـتر خطوط 
طيفـی توليـد شـده توسـط سيسـتم های ليـزری رایـج، از جملـه 
یـون آرگون، هليوم-كادميـم، كریپتون-آرگون و هليوم-نئون سـبز 
تحریـک می شـوند. بـه ویـژه نقـاط كوانتومـی در مناطـق فرابنفش 
و بنفـش، ليـزر دیـود آبـی و ليزرهـای حالـت جامـد پمپ شـده با 
دیـود كـه دارای خطـوط طيفـی برجسـته در 442 نانومتـر و زیـر 
آن هسـتند، بـه خوبـی تحریـک می شـوند ]11 و 12[. ليـزر دیـود 
آبـی بـا طـول مـوج nm 405 یـک منبـع تحریـک اقتصادی اسـت 
كـه بـه دليـل ضریـب خاموشـی بـالای آنهـا در ایـن طـول مـوج، 
بـرای اسـتفاده بـا نقـاط كوانتومـی بسـيار موثر اسـت. یکـی دیگر 
از مزایـای اسـتفاده از ایـن نشـانگرها در ميکروسـکوپ هم كانـون، 
)و  كوانتومـی  نقـاط  مختلـف  انـدازه  چندیـن  تحریـک  توانایـی 
رنگ هـای طيفـی( در یـک نمونـه با یک طـول موج تکی اسـت كه 
ایـن پروب هـا را كاندیـدی عالـی بـرای آزمایش هـای نشـان گذاری 

متعـدد می كنـد.

پروتئینهایفلورسنت
پروتئين هـای  توسـعه  و  كشـف  گذشـته،  سـال  چنـد  طـی 
فلورسـنت طبيعـی و مشـتقات آن بـه سـرعت در طيـف وسـيعی 
از فرآیندهـای درون سـلولی در موجـودات زنـده مـورد اسـتفاده 
تجسـم،  توانایـی  زیسـتی،  نشـانگرهای  ایـن   .]14[ گرفـت  قـرار 
نظـارت و ردیابـی تـک مولکول هـا را بـا وضـوح زمانـی و مکانـی 
بـالا در آزمایش هـای حالـت ایسـتا و پویـا در اختيـار دانشـمندان 
 100 از  بيـش  منبـع  دریایـی،  موجـودات  انـواع  داده انـد.  قـرار 
پروتئيـن فلورسـنت هسـتند كـه محققـان را بـا پالـت متعادلـی از 
نشـانگرهای زیسـتی غيرتهاجمی برای تجزیه و تحليل فلورسـانس 
منفـرد، دوگانـه و چنـد طيفـی مسـلح می كننـد. از جملـه مزایای 
پروتئين هـای فلورسـنت نسـبت بـه پروب هـای نيمه هـادی آلـی 
سـنتی و جدیـد كـه در بـالا توضيـح داده شـد، پاسـخ آنهـا بـه 
از رویدادهـا و سـيگنال های زیسـتی اسـت.  طيـف گسـترده تری 
ایـن ماكرومولکول هـای زیسـتی همراه بـا توانایی هدف قـرار دادن 
خـاص اجـزای داخـل سـلولی، عـدم سـميت یا سـميت بسـيار كم 
فوتودیناميـک و سـازگاری گسـترده بـا بافت ها و ارگانيسـم ها، مرز 
جدیـد و هيجـان انگيـزی را در تصویربرداری سـلول های زنده ارائه 

می كننـد.
اوليـن عضـو ایـن سـری، كشـف پروتئيـن فلورسـنت سـبز19، 
از عـروس دریایـی اقيانـوس اطلـس شـمالی بـود و مشـخص شـد 
كـه درجـه بالایـی از فلورسـانس را بـدون كمـک سوبسـتراها یـا 
 ،GFP كوآنزیم هـای اضافـی از خود نشـان می دهـد ]11 و 12[. در
قسـمت فلورسـنت، یک مشـتق تـری پپتيـدی از سـرین، تيروزین 
و گليسـين اسـت كـه بـرای فعال شـدن به اكسـيژن مولکولـی نياز 
دارد، امـا هيـچ كوفاكتـور یـا آنزیـم اضافـی نـدارد. بررسـی های 
بعـدی نشـان داد كـه ژن GFP می توانـد در سـایر ارگانيسـم ها، 
از جملـه پسـتانداران، بيـان شـود تـا آنالوگ هـای كامـلًا كاربـردی 
ایجـاد كنـد كـه هيـچ اثـر زیسـتی نامطلوبی از خـود نشـان ندهد. 

در واقـع، پروتئين هـای فلورسـنت را می توان با اسـتفاده از فناوری 
شبيه سـازی DNA تکميلـی نوتركيـب، تقریبـاً بـه هـر پروتئينـی 
در سـلول های زنـده تركيـب كـرد و محصـول ژن پروتئيـن فيوژن 
حاصل را در رده های سـلولی با روش اسـتاندارد كشـت بافت، بيان 
نمـود. عـدم نياز بـه كوفاكتورهـای فعال سـازی اختصاصی سـلول، 
پروتئين هـای فلورسـنت را به عنـوان ردیاب هـای تعميـم یافتـه از 
سـایر ماكرومولکول هـای زیسـتی همچـون فيکوبيلـی پروتئين هـا 
بسـيار مفيدتـر می كنـد كـه بـرای توليـد فلورسـانس نياز بـه درج 
رنگدانه هـای جانبـی دارنـد. یکـی از اوليـن گونه هـا كـه به عنـوان 
 GFP تقویـت شـده20 شـناخته می شـود، حساسـيت دمایـی GFP
را كاهـش و كارایـی بيـان آن را در سـلول های پسـتانداران افزایش 
در  می تـوان  را   eGFP بـا  شـده  تركيـب  پروتئين هـای  می دهـد. 
شـدت نـور كم و برای مـدت زمان طولانی تری مشـاهده كـرد. این 
تركيـب بـا خـط طيفـی 488 نانومتـری از ليزرهای آرگـون و یون 
كریپتون-آرگـون در ميکروسـکوپ هم كانـون برانگيخته می شـوند. 
مطالعـات روی GFP جهـش یافتـه نشـان داد كـه قـادر اسـت 
ویژگی هـای جـذب و انتشـار را در كل منطقـه طيفـی مرئی نشـان 
دهـد، ایـن مهـم، محققـان را قادر می سـازد تـا تركيبـات ردیاب را 
بـرای مشـاهده هم زمـان دو یـا چنـد پروتئيـن فلورسـنت مجزا در 
یـک ارگانيسـم منفـرد ایجـاد كننـد )پروفایل های طيفی در شـکل 
)2((. در اوليـن تحقيقـات، بـا جایگزیـن  كـردن اسـيد آمينه هـای 
GFP، انـواع جهـش یافتـه پروتئيـن فلورسـنت آبـی21 و پروتئيـن 
پروفایل هـای  كـه  آوردنـد  به دسـت  را  فيـروزه ای22  فلورسـنت 
طيفـی جـذب و انتشـار GFP را بـه مناطـق بـا طول مـوج پایين تر 
 ،GFP تغييـر داد ]15[. اسـتفاده از ایـن مشـتقات در تركيـب بـا
سـایر  و  فلورسـانس23  تشـدید  انـرژی  انتقـال  آزمایش هـای  در 
تحقيقاتـی كه بـر تصویربرداری فلورسـانس چند رنـگ تکيه دارند، 
مفيـد هسـتند. پروتئيـن فلورسـنت آبـی را می تـوان با خـط 354 
نانومتـری از یـک ليـزر پرقـدرت آرگـون تحریـک كـرد، در حالـی 
كـه مشـتق فيـروزه ای، بـا تعـدادی از خطـوط ليـزر بنفـش و آبی، 
از جملـه دیـود آبـی 405 نانومتـری، طـول مـوج 442 نانومتـری 
ليـزر هليوم-كادميـم و خـط 457 نانومتـری از ليزر اسـتاندارد یون 

آرگـون تحریـک می شـود.
یکی دیگر از مشـتقات محبوب پروتئين فلورسـنت ها، پروتئين 
فلورسـنت زرد24 اسـت كـه براسـاس تجزیـه و تحليـل سـاختاری 
بلـوری GFP طراحـی شـد تـا طيـف جـذب و انتشـار را بـه رنـگ 
قرمـز تغييـر دهـد ]15[. پروتئيـن فلورسـنت زرد به طـور بهينـه با 
خـط طيفـی 514 نانومتـری ليـزر یون آرگـون برانگيخته می شـود 
و انتشـار شـدیدتری نسـبت بـه پروتئيـن فلورسـنت سـبز تقویـت 
شـده ارائـه می دهـد، امـا بـه pH پایيـن و غلظـت یون هالـوژن بالا 
حسـاس تر اسـت. مشـتق پروتئين فلورسـنت زرد تقویت شـده25 با 
خـط ليـزر آرگون-یـون 514 نيـز مفيد اسـت؛ زیرا می تـوان آن را 
بـا كارایی به نسـبت بالا، بـا خط 488 نانومتـری از ليزرهای آرگون 
و كریپتون-آرگـون تحریـک نمـود. هر دوی این مشـتقات پروتئين 
 CFP در تركيب با FRET فلورسـنت به طور گسـترده در تحقيقـات
بـه كار می رونـد؛ علاوه بـر این، در مطالعـات مربوط بـه انتقال چند 
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هسـتند. مفيد  پروتئين 
رنگ هـای  سـنتز  در  متعـدد  پيشـرفت های  علی رغـم 
فلورسـنت در چنـد دهـه گذشـته، شـواهد بسـيار كمـی در 
مـورد قوانيـن طراحـی مولکولـی برای توسـعه نشـانگر های 
جدیـد، بـه ویـژه بـا توجـه بـه تطبيـق طيف هـای جذبـی 
دارد؛  وجـود  هم كانـون  ليـزر  تحریـک  طول موج هـای  بـا 
گسـترده ای  كاربـرد  كـه  نشـانگر هایی  تعـداد  نتيجـه،  در 
زیرمجموعـه  كرده انـد،  پيـدا  هم كانـون  ميکروسـکوپ  در 

انجـام شده اسـت. از هـزاران كشـف  محـدودی 

در  سـال ها  كـه  سـنتی  نشـانگرهای  از  بسـياری 
زمانـی  بوده انـد،  مفيـد  وسـيع  ميـدان  كاربردهـای 
كـه بـا خطـوط طيفـی ليـزری، بـا طـول مـوج ثابـت 
امـروزه  دارنـد.  پایينـی  كيفيـت  می شـوند،  محـدود 
مجموعـه نشـانگرهایی كـه در ميکروسـکوپ هم كانون 
سـودمند هسـتند، بـه سـرعت در حـال رشـد بـوده و 
معرفـی سيسـتم های ليـزری جدیـد و پرقـدرت نيـز 
داده  كاهـش  را  روش  ایـن  پيرامـون  محدودیت هـای 

. ست ا

ری
گی
جه

نتی
پینوشت

1. 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)

2.  Ethylene glycol tetraacetic acid (EGTA)

3. 1,2-bis(o-aminophenoxy) ethane-N,N,N′,N′-tetraacetic acid (BAPTA)

4. fura-2

5. indo-1

6. 8-hydroxypyrene-1,3,6-trisulfonic acid (HPTS)

7. (2′,7′–bis-(Carboxyethyl)-5-(and-6)-carboxyfluorescein (BCECF)

8. carboxy SNARF-1

9. MitoTracker

10. Mito Fluor

11. JC-1

12. LysoTracker

13. Lyso Sensor

14. Photobleaching

15. 3,3′-dihexyloxacarbocyanine iodide

16. Brefeldin A

17. light-emitting diode (LED)

18. Cadmium selenide (CdSe)

19. Green Fluorescent Protein (GFP)

20. The enhanced green fluorescent protein (eGFP)

21. blue fluorescent protein (BFP)

22. Cyan fluorescent proteins (CFP)

23. Fluorescence resonance energy transfer (FRET)

24. Yellow fluorescent protein (YFP)

25. Enhanced Yellow Fluorescent Protein (EYFP)
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اعتباربخشی به نتایج در اعتباربخشی به نتایج در 
آزمایشگاه تشخیص و آزمایشگاه تشخیص و 

آنالیز مواد مخدر؛ شناسایی آنالیز مواد مخدر؛ شناسایی 
کانابینوئیدها به روش کانابینوئیدها به روش 

کروماتوگرافی لایه نازککروماتوگرافی لایه نازک

هيدرو  تترا  كانابينوئيدها،  اعتباربخشی، 
نازک،  لایه  كروماتوگرافی  كانابينول، 

آزمایشگاه تشخيص و آناليز مواد مخدر.

واژههایکلیدی

كروماتوگرافی لایه نازک، روشی رایج برای جداسازی و شناسایی مواد مخدر است. چندین روش كروماتوگرافی لایه نازک برای 
انواع مختلفی از فاز ثابت و متحرک، روش های آماده سازی نمونه و  از  با استفاده  تجزیه و تحليل كيفی و نيمه كمّی كانابيس ها، 
روش های تصویرسازی/آشکارسازی لکه ها وجود دارد. با این حال، هر روشی كه به تازگی در آزمایشگاه استفاده می شود، باید قبل از 

استفاده متداول، اعتباربخشی و تایيد شود.

چکیده
مه
قد
م

اعتباربخشـی بـه نتایـج آزمایـش، فرآیندی اسـت كه به منظـور اطمينان از معتبـر، دقيق و قاطع بـودن داده ها 
و نتایـج آزمایشـگاه، اتخـاذ می شـود ]1[. ایـن فرآینـد، الزامـی و مهـم در عمليـات آناليز شـيميایی اسـت. بيشـتر 
شـيميدان هاي تجزیـه، از اهميـت آن آگاه هسـتند، امـا ایـن كـه چرا و چـه زمانی بایـد انجام و به طـور دقيق، چه 
نيازهایـی در آن بـرآورده شـوند، هميشـه بـراي آنها روشـن نيسـت ]2[. انواع روش هـای آزمایشـگاهی باید از نظر 
كيفيـت بررسـی شـوند، بـه طـوری كه ميـزان صحت و درسـتی كار و قابـل اعتماد بـودن روش بـرای فعاليت های 
بعـدی، به طـور كامـل مشـخص شـود؛ بـه ایـن ترتيـب، براسـاس ميـزان صحـت و اعتبـار به دسـت آمـده، در 
زمـان الگوگيـری، تصميـم بـر اسـتفاده از ایـن روش هـا و یـا عـدم اسـتفاده از آنهـا اتخـاذ می شـود. شـاخص های 
مختلفـی در ایـن زمينـه معرفـی شـده اند كـه هر كـدام می توانـد ميزانـی از اعتبـار را مشـخص كند ]3[. تمـــام 
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مراحـــل، از دریافـــت مــواد مخـــدر در آزمایشــگاه تا صدور نتيجــه آزمایشگاهی توسط كارشناسان مربوطه، 
در اعتباربخشـی نتایـج تاثيرگـذار اسـت. دریافـت و توصيـف مشـخصات نمونـه، توزیـن مـواد، محلــول ســـازی، 
اســـتفاده از محلــول هـــای اســـتاندارد، به كارگيـــری روش هـــای تشــخيصی، جمـــع آوری مســتندات و 

حتـــی نـــوع و ســـبک گــزارش نویســـی در اعتباربخشـی نتيجه آزمایشـگاهی موثر است ]4[.
آزمایشـگاه های تشـخيص و آناليـز مـواد مخـدر منبـع كليـدی اطلاعـات و داده هـای علمـی معتبـر و قابـل 
اعتمـاد در زمينـه آناليـز مـواد مخـدر هسـتند. همچنين ایـن آزمایشـگاه ها، در سيسـتم قضایی، برای رسـيدگی 
بـه جرایـم مرتبـط بـا مـواد مخـدر و اقدامـات كاهـش عرضـه مـواد مخـدر، نقـش بسـزایی دارنـد. با ایـن حال، 
سـطح علمـی كارشناسـان آناليـز مـواد مخـدر به طـور روز افـزون بـه مخاطبـان زیـادی مرتبـط و بـرای آنهـا 
مهـم شده اسـت. علـم كشـف جرایـم، به منظـور ارائـه مـدارک و شـواهد دقيقـی كـه در طراحی مداخـلات موثر 
سياسـی، ضـروری اسـت، نيـاز بـه تکامـل و انطبـاق بـا بـازار بسـيار پویای مـواد مخدر امـروزه دارد كـه اهميت 
آن، بـا ظهـور جهانـی مـواد روانگـردان جدیـد1 و تعـدد بی سـابقه ای از مـواد موجـود در ایـن بازارهـا، بيـش از 
پيـش مشـخص می شـود. در چنيـن وضعيتـی، اطلاعـات توليـد شـده توسـط آزمایشـگاه های تشـخيص و آناليز 
مـواد مخـدر بـرای حمایـت از سياسـت ها و تصميم گيری هـای بـر پایـه اسـناد و حفاظـت از سـلامت عمومـی، 

مهم تـر از هميشـه اسـت ]5[.
در ایـن مقالـه سـعی شده اسـت تـا روش كروماتوگرافـی لایه نـازک، بـرای شناسـایی كانابينوئيدهـا به عنوان 
بـرای  آن  مشـتقات  و  گيـاه شـاهدانه  ماهيـت  تعييـن  و  آناليـز  معرفـی شـود.  تایيـد شـده  و  معتبـر  روشـی 
آزمایشـگاه های تشـخيص و آناليـز مـواد مخـدر پليـس مبـارزه بـا مـواد مخـدر كشـورهای جهان اهميـت دارد؛ 
زیـرا برخـلاف سـایر مـواد مخـدر گيـاه پایه كه كشـت و توليـد آن تنها در چند كشـور متمركز اسـت، شـاهدانه 
به طـور تقریبـی در همـه كشـورهای جهـان توليـد می شـود و محصـولات شـاهدانه بيشـترین قاچـاق را دارنـد. 
همـه كشـورهای جهـان تحـت تأثيـر قاچـاق كانابيس ها2 هسـتند. در سـال 2019، بيش از 5000 تـن كانابيس 
)گيـاه و رزیـن( كشـف و ضبـط شـد. همچنيـن گيـاه شـاهدانه، پـر مصرف ترین مـاده مخـدر در سراسـر جهان 
اسـت، بـه طـوری كـه تخميـن زده می شـود 200 ميليـون نفـر در سـال 2019، كانابيس هـا را مصـرف كرده اند 
كـه به طـور تقریبـی 18 درصـد افزایـش نسـبت بـه دهـه گذشـته و معادل حـدود 4 درصـد از جمعيـت جهانی 

15 تا 64 سـاله اسـت.
از پایـان قـرن گذشـته، پيشـرفت های سـریعی در روش هـای كشـت گيـاه شـاهدانه صـورت گرفتـه اسـت و 
روش هـای توليـد به طـور فزاینـده ای پيچيـده شـده اند. تحـولات قوانين در برخـی كشـورها منجر بـه تغييراتی در 
پویایـی كشـت، توليـد و بازارهـای شـاهدانه و محصـولات شـاهدانه شده اسـت. این عوامـل، منجر به در دسـترس 
بـودن طيـف گسـترده ای از شـاهدانه در بازارهـای غيرقانونـی بـا افزایـش مقدار تتـرا هيـدرو كانابينول3 شـده كه 
بـه اجـزای روانگـردان حشـيش اشـاره دارد و شـامل تعـدادی ایزومر4 و انـواع استریوشـيميایی5 )شـيمی فضایی( 
آنهـا اسـت كـه در كنوانسـيون های كنتـرل بين المللـی مـواد مخـدر نيـز گنجانـده شده اسـت. همچنيـن افزایـش 
تنـوع محصـولات حـاوی تتـرا هيـدرو كانابينول و وسـایل اسـتعمال آن، از جملـه خوراكی ها، سـيگار و قليان های 
الکترونيکـی و همچنيـن افزایـش در دسـترس بـودن محصـولات شـاهدانه كـه به طور عمـده، حـاوی كانابيدیول6  

هسـتند، وجود دارد.
در نتيجـه، آناليـز حشـيش و محصـولات شـاهدانه، بـا نياز بـه انجـام اقداماتی از جمله شناسـایی و در بيشـتر 
مواقـع، كمّـی كـردن سـطوح پایيـن تتـرا هيـدرو كانابينـول، تمایـز ایزومرهای آن بـه ویژه دلتـا-9- تتـرا هيدرو 
كانابينـول7 و دلتـا-8- تتـرا هيـدرو كانابينـول8 و شناسـایی سـایر كانابينوئيدهـای موجـود، برای آزمایشـگاه های 
تشـخيص و آناليـز مـواد مخـدر پيچيده تـر شده اسـت. ایـن موضـوع، چالش هـای تجزیـه ای متنوعـی را ایجـاد 
می كنـد كـه نيازمنـد روش هـای تجزیـه ای قابـل اعتمـاد، تکرارپذیـر و حسـاس اسـت. علاوه بـر ایـن، عـدم در 
دسـترس بـودن مـواد مرجـع دلتـا-9- تتـرا هيـدرو كانابينـول، ایزومرهـای آن و سـایر كانابينوئيدهـا، نگرانـی 

فزآینـده ای بـرای آزمایشـگاه های تشـخيص و آناليـز مـواد مخـدر اسـت ]6[.
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  توصیفگیاهشاهدانهومشتقاتآن
 نام:کانابیسساتیواال)لینائوس(9

 اسـامیمعادل:اسـامی محلـی و خيابانی زیـادی برای آن 
وجـود دارد، برخـی از ایـن اسـامی عبارتنـد از شـاهدانه، ماریجوانا، 

كنـف، دیـگ، گاندیا، سـبزه، كانـور و غيره.
سـرده كانابيـس و هومولـوس )رازک(10 متعلق بـه یک خانواده 
هسـتند )تيـره شـاهدانگان11(. به طـور كلـی، كانابيـس به عنـوان 
تـک گونـه ای در نظـر گرفتـه می شـود كـه بـه چندیـن زیرگونـه 

تقسـيم می شـود كـه عبارتنـد از:
كانابيـس سـاتيوا زیرگونـه سـاتيوا12، كانابيس سـاتيوا زیرگونه 
ایندیـکا13، كانابيس سـاتيوا زیرگونه رودراليس14، كانابيس سـاتيوا 

زیرگونـه اسـپونتينيا15، كانابيس سـاتيوا زیرگونه كافریسـتانکا16.
بـا ایـن وجـود، از لحـاظ سـاختاری و شـيميایی، كانابيـس بـه 
زیـر شـاخه هایی تقسـيم می شـود كـه بـه راحتـی قابـل تشـخيص 
نيسـتند و چنـان بـه نظـر می رسـند كـه گویی بـه واسـطه محيط، 
بهينه سـازی شـده اند و از لحـاظ شـکل ظاهـری بـا هـم متفـاوت 

هسـتند ]7[.
گيـاه شـاهدانه معمولـی دارای نـوع نـر و مـاده اسـت. نـوع نر، 
سـه درصـد و نـوع مـاده، هشـت درصـد مـاده موثـر توهم زایـی و 
اعتيـادآوری تتـرا هيـدرو كانابينـول دارد. امـا بـا تغييـرات ژنتيکی 
كـه در گيـاه شـاهدانه ایجـاد شـد، گيـاه جدیـدی به دسـت آمـد 
كـه دو جنسـيتی بـوده و برخـلاف شـاهدانه معمولـی كـه گل های 
كمـی دارد، بسـيار پـرگل اسـت. در ایـن گل هـا هفت برابر بيشـتر 
از شـاهدانه معمولـی، مـاده موثـر تتـرا هيـدرو كانابينـول و مـواد 

شـيميایی دارای اثـرات اعتيـادآور وجـود دارد ]8[.
ایـن گيـاه، قرن هـا به عنـوان یـک محصـول كشـاورزی بـرای 
الياف نسـاجی، مورد اسـتفاده قرار گرفته  اسـت. محصـولات قانونی 
شـاهدانه شـامل دانه شـاهدانه، روغن دانه شـاهدانه و اسـانس گياه 
شـاهدانه اسـت. محصولات غيرقانونی شـاهدانه به سـه دسته اصلی 
گياه شـاهدانه، صمغ حشـيش و روغن حشـيش تقسـيم می شـوند. 
محصـولات غيرقانونـی شـاهدانه از مـواد طبيعـی بسـيار متغير و با 
تنـوع گسـترده  كـه به منظـور قاچـاق، مورد فـرآوری و تبدیـل قرار 
می گيرنـد، اسـتخراج می شـوند ]6[. هميـن تنـوع و فراوانـی باعث 
می شـود كـه آزمایشـگاه های تشـخيص و آناليـز مواد مخـدر، برای 
شناسـایی كانابينوئيدهـا، بـه دنبـال روش هـای به روز، سـریع و در 

عين حـال معتبر باشـند.

  راستیآزماییواعتباربخشیبهنتایجدرآزمایشگاه
تشخیصوآنالیزموادمخدر

مختلـف  مراحـل  در  كـه  فعاليت هایـی  تمـام  كلـی،  به طـور 
آزمایشـگاهی انجـام می شـود، در اعتبـار نتایـج آزمایشـگاهی تاثير 

بسـزایی دارد؛ ایـن فعاليت هـا شـامل مـوارد ذیـل اسـت:
 دریافت نمونه و ثبت مشخصات آن؛

 توزین نمونه و نگهداری آن؛
 تهيه نمونه استاندارد و حلال های مناسب؛

 تهيـه محلـول اسـتاندارد، ماده مشـکوک، اسـتاندارد داخلی 

غيره؛ و 
 روش های غربالگری و دستگاهی آناليز مواد؛

 مستندسازی؛
 استفاده از نمونه های استاندارد با گواهی نامه مشخص؛

 استفاده از روش های مرجع آناليز مواد مخدر؛
 رفع آلودگی ها؛
 گزارش نویسی؛

 رسم منحنی كاليبراسيون و محاسبه ضریب همبستگی؛
 محاسـبه غلظـت مـاده موثـر موجـود در نمونه تحویـل داده 

شـده به آزمایشـگاه.
چنانچـه هـر یـک از مراحـل مذكور بـا رعایت نکات مـورد نظر 
اجرایـی شـود، آنچه كه مـورد بهره بـرداری قرار می گيرد، گزارشـی 
اسـت كـه باید مسـتند بـه مـدارک بوده و اصـول مستندسـازی در 
آن رعایـت شـده باشـد به طـوری كـه در تمـام مراجـع رسـيدگی 
كننـده، كامل و قانع كننده باشـد و امکان سـوء اسـتفاده را كاهش 

.]4[  دهد 
در شـکل )1( مـدل مفهومی از چگونگی اعتباربخشـی به روش 

آزمایش آورده شده اسـت.

شکل)1(:فرآینداعتباربخشیبهروشآزمایش]2[.

  روشهایآنالیزموادمخدروروانگردان
در آناليـز نمونه هـای مخـدر بایـد از چند روش معتبر اسـتفاده 
نمـود به طـوری كـه از تركيـب ایـن روش ها بـا گروه های سـه گانه 
موجـود در جـدول )1( در صحـت و دقـت نتایـج موثر باشـد. گروه 
)الـف( روش هایـی هسـتند كـه بالاترین قـدرت تشـخيص را دارند. 
گـروه )ب( شـامل روش هایی اسـت كه قدرت تشـخيص متوسـطی 
قـدرت  پایين تریـن  و گـروه )ج( روش هایـی هسـتند كـه  دارنـد 

تشـخيص را دارند.
بـا توجـه بـه روش هـای پيشـنهادی سـازمان های بين المللـی 
مبـارزه بـا مواد مخـدر، بـرای آناليز مواد مخـدر بایـد از روش هایی 
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كـه بالاتریـن قـدرت تشـخيص را دارنـد، اسـتفاده نمـود. به عنـوان 
مثـال، اگـر از روش گـروه )الـف( اسـتفاده می شـود، بایـد حداقـل 
یکـی از سـه روش دیگـر را نيـز به منظـور تایيـد بـه كار بـرد تـا 
بتـوان نتایـج را بـا اطمينـان بيشـتری بـرای ارائـه آماده كـرد ]4 و 
9[؛ به عنـوان مثـال اگر در شناسـایی كانابينوئيدهـا، از گروه )الف(، 
یکـی از روش هـا انتخـاب شـد، به منظـور اعتباربخشـی بـه نتایج و 
اطمينـان از آن، می تـوان از روش كروماتوگرافـی لایـه نـازک )از 

گـروه )ب(( به عنـوان یـک روش معتبـر، بهـره بـرد.

جدول)1(:روشهایآنالیزموادمخدروروانگردان]4و9[.

روشهایآنالیزنامگروه

)الف(
طيف سنجی مادون قرمز، طيف سنجی جرمی، طيف سنجی رزونانس 

مغناطيسی هسته ای، طيف سنجی رامان.

)ب(
الکتروفورزهای مویين، كروماتوگرافی گازی17، طيف سنجی تحرک 

یونی، كروماتوگرافی مایع با عملکرد بالا18، كروماتوگرافی لایه 
نازک، آزمون ميکروسکوپی.

آزمون های رنگی، آزمون های ایمنی سنجی، نقطه ذوب.)ج(

بسـياری از ایـن روش هـا نتایـج قابل قبولـی را ارائـه می دهند. 
بـا ایـن حـال، هـر روشـی كـه بـه تازگـی در آزمایشـگاه اسـتفاده 
می شـود، باید قبل از اسـتفاده متداول، اعتباربخشـی و تایيد شـود 

]2 و 4[.

  تعریفکروماتوگرافی
كروماتوگرافـی یکـی از روش هـای جداسـازی اجـزای مخلـوط 
اسـت كـه در آن از اختـلاف توزیع اجـزا بين فاز سـاكن و متحرک 
اسـتفاده  آلوميـن(  یـا  و  سـيليس  معمـول،  به طـور  سـاكن  )فـاز 

می شـود.

  کروماتوگرافیلایهنازک
كروماتوگرافـی لایـه نازک نوعـی كروماتوگرافـی جذبی جامد-
مایـع بـوده كـه اصـول آن همانند كروماتوگرافی سـتونی اسـت. اما 
در ایـن مـورد، جسـم جـاذب جامـد، به صـورت یـک لایـه نـازک 
روی یـک قطعـه شيشـه، پلاسـتيک و یـا فلـز پخش می شـود. یک 
قطـره از محلـول نمونـه معلـوم و یـا مجهـول را در نزدیکـی لبـه 
صفحـه می گذارنـد و صفحـه را بـه همـراه مقـدار كافـی از حـلال 
اسـتخراج كننـده در ظرفـی قـرار می دهنـد. سـطح حـلال بایـد 
به گونـه ای باشـد كـه فقـط بـه زیـر لکـه برسـد. حـلال براسـاس 
ویژگـی مویينگـی به سـمت بالای صفحـه حركت می كنـد و اجزاء 
مخلـوط را بـا سـرعت های متفـاوت بـا خـود می بـرد. شـکل )2( 
چگونگـی جداسـازی اجـزای نمونـه روی صفحـات كروماتوگرافـی 

لایـه نـازک را نشـان می دهـد.

شکل)2(:چگونگیجداسازیاجزاینمونهرویصفحاتکروماتوگرافیلایه
نازک]10[.

كروماتوگرافـی لایـه نـازک روشـی بسـيار آسـان بـوده كـه به 
سـرعت هـم انجـام می شـود. ایـن روش بـرای جداسـازی اجـزاء 
تعييـن  بـرای  آن  از  می تـوان  و  اسـت  كارآمـد  بسـيار  مخلـوط 
بهتریـن حلال اسـتخراج كننـده به منظـور كروماتوگرافی سـتونی 

كرد. اسـتفاده 
در كروماتوگرافـی لایـه نـازک می تـوان از همـان مـواد جامدی 
فـاز  به عنـوان  اسـتفاده می شـود،  كـه در كروماتوگرافـی سـتونی 
سـاكن اسـتفاده كرد كه در این ميان، سـيليکا و آلومينا بيشـترین 
كاربـرد را دارنـد. به طور معمول، جسـم جـاذب را با مقـدار كمی از 
مـاده چسـباننده مانند گچ، كلسـيم سـولفات و یا نشاسـته مخلوط 
می كننـد تـا جسـم جـاذب، چسـبندگی لازم را پيـدا كنـد و بـه 
صفحـه بچسـبد. صفحه هـا را می تـوان قبـل از مصـرف تهيـه كـرد 
و یـا از ورقه هـای پلاسـتيکی آمـاده كـه در بـازار موجـود اسـت، 

.]10[ نمود  اسـتفاده 

مزایایکروماتوگرافیلایهنازک
 كاربرد ساده داشته و نياز به تجهيزات اندک دارد؛

را  مـواد  ناچيـز  مقادیـر  شناسـایی  و  جداسـازی  قابليـت   
داراسـت؛

 زمان انجام آزمایش كوتاه است؛
 می توان چندین نمونه را هم زمان آزمایش كرد؛

 از فازهای ثابت و متحرک متنوع می توان استفاده كرد؛
 از معرف های ظاهر كننده متنوع می توان استفاده كرد.

معایبکروماتوگرافیلایهنازک
 حساسيت آن كمتر از روش های HPLC، GC و طيف سنجی 

جرمی-كروماتوگرافی گازی )GC-MS(؛
 دقت و صحت آن كمتر از روش های ذكر شده است ]9[.

شناسـایی در نـازک لایـه کروماتوگرافـی کاربـرد 
هـا ئید بینو نا کا

كروماتوگرافـی لایـه نـازک، روشـی رایـج بـرای جداسـازی و 
شناسـایی مـواد مخـدر اسـت. ایـن روش در انتخـاب هـر دو فـاز 
ثابـت و متحـرک، ارزان، سـریع و منعطـف اسـت و در برابـر طيـف 
گسـترده ای از مـواد، از قطبی تریـن تـا غيرقطبی تریـن مـواد، قابـل 
اسـتفاده اسـت. در ایـن نـوع كروماتوگرافـی، پلاریتـه20 اهميـت 
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شناسـایی  نـازک،  لایـه  كروماتوگرافـی   .]10 و   9[ دارد  زیـادی 
اجـزای تشـکيل دهنـده یـک مـاده مخـدر را در كنـار اسـتفاده از 
مـاده مخـدر اسـتاندارد مرجـع، فراهم می كنـد. از ایـن روش، برای 
تعييـن ماهيـت مـاده مخـدر، در تركيب با سـایر روش هـای آناليز، 

می شـود. اسـتفاده 
و  تجزیـه  بـرای  نـازک  لایـه  كروماتوگرافـی  روش  چندیـن 
تحليـل كيفـی و نيمـه كمّـی كانابيس هـا، بـا اسـتفاده از انـواع 
مختلفـی از فـاز ثابـت )صفحـات كروماتوگرافـی لایـه نـازک21(، 
)سيسـتم های  متحـرک  فـاز  نمونـه،  آماده سـازی  روش هـای 
لکه هـا  آشکارسـازی  یـا  و  تصویرسـازی  روش هـای  و  حـلال( 

.]10[ دارد  وجـود 
داده  قـرار  صفحـه  روی  لکه گـذاری  هنـگام  بـه  كـه  مـوادی 
می شـوند، پـس از تفکيـک شـدن روی آن باقی مانـده و در نهایـت، 
درصـورت بـه كارگيـری آشکارسـازهای مناسـب، قابل شناسـایی و 

مشـاهده خواهنـد بـود ]9[.

  صفحاتTLC)فازثابت(
 0/25 لایـه  ضخامـت  بـا  جـی22،  سـيليکاژل  پوشـش:   
ميلی متـر و حـاوی نشـانگر بی اثـر كـه در زیـر نـور UV بـا طـول 
مـوج 254 نانومتـر فلورسـانس می كند )سـيليکاژل جی با نشـانگر 

نانومتـر23(.  254 فلورسـانس 
انـدازهصفحـات:20 در 20 سـانتی متر )بـا قابليـت دو 
نيـم شـدن(، 10 در 20 سـانتی متر، 5 در 10 سـانتی متر )مـورد 
 TLC دوم بایـد از سـمت ضلـع 10 سـانتی متری عمـود بر مخـزن

شود(. اسـتفاده 
 نکتـه: صفحـات كروماتوگرافـی لایـه نـازک بـا عملکـرد 
بـالا24 نيـز می تواننـد اسـتفاده شـوند. ایـن صفحـات، یـک جـاذب 
سـيليکاژل60 بهينـه  شـده بـا انـدازه ذرات 5 تـا 6 ميکرومتـر در 
در  اسـتفاده  مـورد  ميکرومتـری   12 تـا   10 ذرات  بـا  مقایسـه 
كاغذهـای TLC معمولـی دارنـد و آناليـز سـریع و بـا حساسـيت 

می دهنـد. ارائـه  را  بالاتـری 
از  قبـل  بایـد  فعال سـازی،  به منظـور  شـده  آمـاده   صفحـات 
اسـتفاده، توسـط كارشـناس آزمایشـگاه، بـه مـدت حداقـل 10 تـا 
بـا دمـای 120 درجـه سـانتيگراد قـرار داده  30 دقيقـه در آون 
شـوند )لازم بـه ذكـر اسـت، فعال سـازی حرارتـی بـرای صفحـات 
بسـته بندی شـده تجـاری، مـورد نيـاز نيسـت(. سـپس صفحـات 
در یـک دسـيکاتور روی سـيليکاژل نارنجـی نگهـداری  شـوند. از 

سـيليکاژل آبـی نيـز می تـوان اسـتفاده نمـود.
 هشـدار ایمنـی: هنـگام اسـتفاده از سـيليکاژل آبـی حـاوی 
كلریـد كبالـت )II( بـه دليل سـرطان زا بـودن، مسـایل ایمنی مورد 

توجـه قـرار گيرد.

TLCفازمتحرک  
با اسـتفاده از پيپت ها، دیسپنسـرها و سـيلندرهای اندازه گيری، 
فـاز متحـرک را مطابـق بـا دسـتورالعمل های زیـر، تـا حـد امـکان 
به صـورت دقيـق آمـاده كنيد. فـاز متحـرک باید به مـدت كافی در 

مخـزن TLC بمانـد تـا اشـباع فـاز بخار قبـل از آناليز به دسـت آید 
)بـا مخـازن بـا اسـتفاده از پوشـش كاغذ جـاذب، به طـور تقریبی 5 

دقيقـه طول می كشـد(.

روشها
در  ميدانـی  به صـورت  زیـر  در  شـده  داده  شـرح  روش هـای 
آزمایشـگاه های تشـخيص و آناليـز مـواد مخـدر، آزمایـش شـده و 

بـرای هـدف مناسـب هسـتند.

روشاول:
 10 HPTLC ثابـت صفحـه سـيليکاژل  فـاز  از  اول،  در روش 
در 10 سـانتی متری، اسـتفاده شده اسـت و سـه نـوع فـاز متحـرک 
مختلـف به شـرح جـدول )2( پيشـنهاد شده اسـت. به عنـوان مثال 
بـرای تهيـه فـاز متحـرک )1( بـه ميـزان 20 ميلی ليتـر )بـا توجـه 
بـه ظرفيـت تانـک( بایـد 16 ميلی ليتـر پتروليـوم اتـر 90/60 و 4 

ميلی ليتـر از دی اتيـل اتـر درون تانـک اضافـه شـود.
 فاز متحرک پيشـنهادی)3( فقط برای شناسـایی كانابينوئيد 

اسـيدها مناسب است.

جدول)2(:فازهایمتحرکپیشنهادیبرایروشاول]6و11[.

نوعصفحهTLC:صفحهسیلیکاژل10HPTLCدر10سانتیمتریآنالیز

فازمتحرک
پیشنهادی)1(

80 درصد حجمی/حجمیپتروليوم اتر 90/60

20 درصد حجمی/حجمیدی اتيل اتر

فازمتحرک
پیشنهادی)2(

52 درصد حجمی/حجمیسيکلوهگزان

40 درصد حجمی/حجمیدی ایزوپروپيل اتر

8 درصد حجمی/حجمیدی اتيل آمين

فازمتحرک
پیشنهادی)3(

)برایکانابینوئید
اسیدها(

70 درصد حجمی/حجمیان هگزان

20 درصد حجمی/حجمیدی اكسان

10 درصد حجمی/حجمیمتانول

روشدوم:
در روش دوم، فـاز ثابـت صفحه پلاسـتيکی TLC روكش شـده 
بـا سـيليکاژل F254( 60(، 10 در 20 سـانتی متری، بـا ضخامـت 
0/2 ميلی متـر اسـتفاده شده اسـت. بـا توجـه بـه جـدول )3(، یـک 
نـوع فـاز متحـرک برای این نـوع فاز ثابت، مناسـب تشـخيص داده 

شده اسـت.
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جدول)3(:فازمتحرکپیشنهادیبرایروشدوم]6[.

نوعصفحهTLC:صفحهپلاستیکیTLCروکششدهباسیلیکاژل
F254(60(،10در20سانتیمتری،باضخامت0/2میلیمتر.

فازمتحرک
پیشنهادی)4(

97 درصد حجمی/حجمیتولوئن

3 درصد حجمی/حجمیدی اتيل آمين

مدتزمانتوسعهفاز:بهطورتقریبی،10دقیقه.

در واقـع تفـاوت اصلـی روش اول و دوم در فـاز ثابـت اسـت كه 
سـه فـاز متحـرک بـرای روش اول و یـک فـاز متحرک بـرای روش 
دوم، در آزمایشـگاه تشـخيص و آناليـز مـواد مخـدر مـورد آزمایش 

قـرار گرفتـه و بهينه تشـخيص داده شده اسـت.

  آمادهسازینمونه
اگـر هـدف از انجام آزمایـش، كيفی باشـد )برای تایيد شـواهد 
ميکروسـکوپی یـا ماكروسـکوپی مبنـی بـر وجـود كانابينوئيدها در 
مـاده مشـکوک(، همگن كـردن مواد گياهی لازم نيسـت و فقط آن 
قسـمت هایی از گياه شـاهدانه كه دارای بالاترین ميزان كانابينوئيد 
هسـتند، بایـد بـرای اسـتخراج انتخـاب شـوند )قسـمت های گل 

دهنـده و سرشـاخه های گياه(.
مقادیـر مناسـب نمونـه بـرای اسـتخراج، به طـور تقریبـی بـه 

شـرح زیـر اسـت:
 اگر نمونه از گياه شاهدانه باشد، حدود 500 ميلی گرم؛
 اگر نمونه صمغ حشيش باشد، حدود 100 ميلی گرم؛

 50 حـدود  باشـد،  شـاهدانه  گيـاه  روغـن  از  نمونـه  اگـر   
. م ميلی گـر

اسـتخراج بایـد بـه صورتـی انجام شـود كـه غلظت تتـرا هيدرو 
كانابينـول موجـود در محلـول نهایـی، حـدود 0/5 ميلی گـرم در 

ميلی ليتـر باشـد.
نمونـه بـا 10 ميلی ليتـر حـلال، به مـدت 15 دقيقـه، در دمای 
اتـاق با اسـتفاده از همزن یا در دسـتگاه اولتراسـونيک اسـتخراج و 
مـاده اسـتخراج شـده قبـل از كروماتوگرافی فيلتر  شـود. اسـتخراج 
غيرفعـال، بـا مخلـوط نمونه/حـلال در حالت ایسـتاده نيـز می تواند 
شـود  انجـام  می توانـد  فيلتراسـيون  گيـرد.  قـرار  اسـتفاده  مـورد 
امـا ضـروری نيسـت؛ اسـتفاده از مایـع رویـی نيـز می توانـد نتایـج 
معتبـری را بـه ما ارائـه دهد. به منظـور تعيين ماهيت مـاده مخدر، 
مقادیـر كمتـر حـلال  و نمونه، كافی هسـتند. با این حـال، هر گونه 
اصلاح در روش توصيف شـده، باید توسـط كارشـناس آزمایشـگاه، 

اعتباربخشـی و تایيد شـود.
از آنجـا كـه كانابينوئيدهـا بـه راحتـی در بيشـتر حلال هـای 
آلـی همچـون متانول، پتروليـوم اتر، ان-هگـزان، تولوئـن، كلروفرم 
و حلال هـای تركيبـی همچـون متانول:كلروفـرم )9: 1 حجمـی/
حجمـی( حـل می شـوند؛ بنابرایـن، بـرای اسـتخراج آن ها مناسـب 

هسـتند. بـا ایـن حـال، حلال های غيـر قطبـی مانند ان-هگـزان و 
پتروليـوم اتـر، اسـتخراج بهتـری را صـورت می دهنـد؛ امـا از لحاظ 
كمّـی، فقـط كانابينوئيدهـای خنثـی )آزاد( را اسـتخراج می كننـد، 
اسـتخراج  تركيبـی،  و حلال هـای  دیگـر حلال هـا  در حالـی كـه 

كانابينوئيـد اسـيدها را به صـورت كمّـی، بهتـر انجـام می دهنـد.
بـرای  اتـر  پتروليـوم  از  اسـتفاده  كيفـی،  تحليـل  به منظـور 
اسـتخراج كانابينوئيدهـای اصلـی كافـی اسـت، در حالـی كـه برای 
اهـداف كمّـی و تعيين ميزان تتـرا هيدرو كانابينـول، دیگر حلال ها 

یـا حلال هـای تركيبـی بایـد اسـتفاده شـوند.

  محلولهایاستاندارد
محلول هـای اسـتاندارد بایـد بـا غلظـت به طـور تقریبـی 0/5 
ميلی گـرم كانابينوئيـد در هـر ميلی ليتـر، در متانـول تهيه و در یک 

مـکان خنـک و تاریـک نگهداری شـوند.

  لکهگذاریوتوسعهفازمتحرک
1 تـا 5 ميکروليتر از محلـول نمونه، 2 ميکروليتر از محلول های 
اسـتاندارد و 2 ميکروليتـر حـلال خالی )برای انجـام كنترل منفی( 
كنيـد.  لکه گـذاری   TLC صفحـه  روی  جداگانـه  نقـاط  به عنـوان 
توصيـه می شـود كـه حـلال خالـی را هم زمان اجـرا كنيد تا نشـان 
دهيـد كـه حـلال مـورد اسـتفاده بـرای اسـتخراج نمونـه، حـاوی 
كانابينوئيـد نيسـت. لکه گـذاری نيـز باید بـه دقت انجام شـود تا از 

آسـيب رسـاندن به سـطح صفحـه TLC جلوگيری شـود.

  نکاتمهمآنالیزی:
 نقطـه شـروع اجـرا )خـط لکه گـذاری( بایـد 2 سـانتی متر از 
كـف صفحـه باشـد.)به منظور آسـان گيری الزامـات آناليـزی، فاصله 
1 سـانتی متر هـم كفایـت می كنـد و به صـورت ميدانـی آزمایـش 

شـده و مناسـب هدف اسـت(.
  فاصلـه بيـن نقـاط لکه گـذاری بایـد حداقـل 1 سـانتی متر 
باشـد و نقـاط نبایـد بـه لبـه كنـاری صفحـه، نزدیک تـر از 1/5 

سـانتيمتر قـرار گيرنـد.
  بـرای اجتنـاب از لکه هـای پراكنـده در طـول توسـعه فـاز 
متحـرک، انـدازه لکـه نمونـه بایـد تـا حـد ممکـن كوچـک باشـد 

)شـعاع حـدود 2 ميلی متـر(.
نقـاط، خشـک شـوند و صفحـه را در یـک   اجـازه دهيـد 
مخـزن اشـباع از حـلال قرار دهيد. )اشـباع فـاز بخار با اسـتفاده از 
صفحـات اشـباع شـده بـا حلال یـا كاغـذ صافـی به عنوان پوشـش 

مخـزن، حاصـل می شـود.(
 حـلال موجـود در مخـزن بایـد پایين تـر از خـط لکه گذاری 

باشد.
 هنگامـی كـه حـلال بـه خط توسـعه )10 سـانتی متر از خط 
شـروع( كه از قبل مشـخص شده اسـت، رسـيد؛ به سـرعت، صفحه 
ایـن صـورت، لکه هـای  TLC خـارج كنيـد. در غيـر  تانـک  از  را 

می شـود. ایجاد  پراكنـده 
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  تصویرسازی/آشکارسازی
صفحـات بایـد قبل از تصویرسـازی خشـک شـوند. ایـن كار را 
می تـوان در دمـای اتـاق و یـا بـا اسـتفاده از خشـک كـن، آون یـا 
هـوای گـرم انجـام داد. در مـوارد گفتـه شـده، باید مراقـب بود كه 
هيـچ یـک از اجـزاء مـورد نظـر، در معـرض تجزیـه حرارتـی قـرار 

نگيرنـد. در ایـن مواقـع، اسـتفاده از هـود توصيـه می شـود.

  روشهایتصویرسازی/آشکارسازی

)الف(:نورماوراءبنفشباطولموج254نانومتر
لکه هـای تيـره در پس زمينـه سـبز، مشـاهده می شـوند. دور 
لکه هـا را خـط كشـيده )بـا یـک مـداد( و درصـورت لـزوم، یـک 

عکـس دیجيتـال از آن گرفتـه  شـود.
)ب(:اسپریکردنمعرف

از فسـت بلـو سـالت B25 یـا فسـت بلـو سـالت BB و همچنين 
فسـت بلـو سـالت RR برای تهيه اسـپری معـرف مطابق بـا جدول 
)4(، اسـتفاده می شـود. به عنـوان مثال: بـرای تهيه معـرف )1( 50 
ميلی گـرم از فسـت بلـو سـالت B بـه 20 ميلی ليتـر محلول سـدیم 
هيدروكسـيد 0/1 نرمـال اضافـه نمـوده و روی كاغذ TLC اسـپری 

می نمایيـم.

جدول)4(:دستورالعملتهیهاسپریمعرف]6و11[.

فست بلو سالت Bمعرف)1(
50 ميلی گرم در 20 ميلی ليتر محلول 

سدیم هيدروكسيد 0/1 نرمال

فست بلو سالت Bمعرف)2(
50 ميلی گرم در 1 ميلی ليتر آب و 

سپس 20 ميلی ليتر متانول اضافه شود.

فست بلو سالت BBمعرف)3(
20 ميلی گرم در 25 ميلی ليتر آب 
و بلافاصله اضافه كردن حدود 3 

ميلی ليتر سدیم هيدروكسيد 2/5 مولار

فست بلو سالت RRمعرف)4(
50 ميلی گرم در 25 ميلی ليتر متانول 

)و یا متانول:آب )1:1((

 نکتـه: زمانـی كـه از فسـت بلـو سـالت BB و فسـت بلـو 
سـالت RR اسـتفاده می شـود، تهيـه روزانـه اسـپری معـرف، لازم 

. نيست
اگـر نيـاز اسـت صفحـه TLC، بـا نتایـج آناليـز، در پرونـده ای 
ثبـت و نگهداری شـوند، می تـوان از توالی محلول پاشـی )به صورت 
اسـپری( مانند دی اتيل آمين - محلول فسـت بلو سـالت B - دی 
 TLC اتيـل آميـن اسـتفاده كرد. سـپس با خشـک كـردن صفحـه
بـا هـوای داغ یـا نگهـداری آن بـه مـدت یک شـب در دمـای اتاق، 
می توان آن را در كيسـه های پلاسـتيکی شـفاف، مهر و موم نموده 

و بـدون تيره شـدن، بـرای مـدت طولانی نگهـداری نمود.

  نکاتمهمآنالیزی
 بـرای ایجـاد رنگ مناسـب، صفحـه TLC باید قليایی باشـد. 
بنابرایـن، بایـد قبـل از اسـتفاده از معرف )2(، دی اتيـل آمين روی 

صفحه اسـپری شود.

 صفحـه TLC نبایـد بـا محلـول پاشـی مرطـوب شـود؛ زیـرا 
ممکـن اسـت موجـب پخـش شـدن لکه هـا شـود.

 بـه دليـل سـرطان زا بـودن فسـت بلـو سـالت B، اقدامـات 
ایمنـی مناسـب در هنـگام اسـتفاده، مدنظـر قـرار گيرد. فسـت بلو 
سـالت BB و فسـت بلـو سـالت RR جایگزین هـای مناسـبی بـرای 
فسـت بلـو سـالت B هسـتند؛ اگرچـه هـر دو، واكنش آهسـته تری 
دارنـد. لازم بـه ذكر اسـت، فسـت بلـو سـالت B، لکه هـای پر رنگ 

می دهـد. واضح تـری  و 

  نتایج)تفسیر(
پـس از تصویرسـازی، دور لکـه را خـط بکشـيد )مثلا بـا مداد( 
و مقـدار Rf هـر لکـه را بـا اسـتفاده از رابطـه )1( محاسـبه نمایيد:

رابطه)1(     

(                          1رابطه )
فاصله  مهاجرت ∶از  مبدا  تا  مرکز لکه 

فاصله  توسعه ∶از  مبدا  تا  محل پیشروی  حلال  = 𝑅𝑅𝑅𝑅 

(                   2رابطه )
غلظت  𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇 در  لکه  نمونه ×حجم حلال  مورد  استفاده  برای استخراج ×100%

 وزن  گیاه  شاهدانه  نمونه  برداری  شده 

(                3رابطه )
( 𝟏𝟏.𝟓𝟓 میلی  گرم بر میلی  لیتر× 𝟑𝟑)× 𝟏𝟏𝟏𝟏 میلی  لیتر× 𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏%

𝟓𝟓𝟏𝟏𝟏𝟏 میلی  گرم
= %𝟑𝟑 

 

فازهـای  بـرای   )Rf  ×100 )مقادیـر   )5( جـدول  نتایـج 
در  كـه  از روش هایـی  اسـتفاده  بـه   )3( و   )2(  ،)1( پيشـنهادی 
آنهـا از صفحـات HPTLC اسـتفاده شده اسـت، اشـاره می كنـد. 
صفحـات معمولـی 20 سـانتی متر در20 سـانتی متر بـا ضخامـت 
لایـه سـيليکاژل 0/25 ميلی متـر، فاصلـه قابل قياس بـا هم دارند، 
امـا مقادیـر Rf مربوطه باید محاسـبه شـوند. فاز پيشـنهادی )3(، 
تنهـا بـرای جداسـازی و شناسـایی كانابينوئيـک اسـيدها توصيـه 
می شـود. این روش، جداسـازی CBN، THC و CBD را به خوبی 

نمی دهـد. انجـام 

جدول)5(:مقادیرRf×100 کانابینوئیدهااصلیبااستفادهازروشهایبالا]6[.

Rf×100
فازهایمتحرکومقادیر

ماده
فاز متحرک 
پيشنهادی 

)1(

فاز متحرک 
پيشنهادی 

)2(

فاز متحرک 
پيشنهادی 

)3(

فاز متحرک 
پيشنهادی 

)4(

کانابینول26
)CBN(

33264728

تتراهیدرو
کانابینول
)THC(

37384935

کانابیدول
)CBD(

42424741

تتراهیدرو
کانابینولیک
اسید27
)THCA(

6*36*
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بـا توجـه به الـزام پياده سـازی فرآیند اعتباربخشـی در آزمایشـگاه، باید روش هـای كروماتوگرافی لایـه نازک، برای 
آناليـز كانابيس هـا، بـا توجـه به هـدف انجام آزمایـش، قبل از اسـتفاده متداول، اعتباربخشـی و تایيد شـوند.

در روش هـای كروماتوگرافـی لایـه نازک اعتباربخشـی شـده در آزمایشـگاه تشـخيص و آناليز مواد مخـدر و در بين 
فازهای متحرک پيشـنهادی، فاز متحرک پيشـنهادی شـماره )3(، فقط برای شناسـایی كانابينوئيک اسـيدها مناسـب 
اسـت و از سـه روش پيشـنهادی دیگـر می تـوان بـرای جداسـازی كانابينـول، تترا هيـدرو كانابينـول و كانابيـدول بهره 
بـرد. بـرای جداسـازی مطلـوب آنها، اسـتفاده از صفحات TLC روكش شـده بـا سـيليکاژل F254( 60( نتيجـه بهتری 

را در پی دارد.
روش هـای شناسـایی مـواد مخـدر و روانگـردان مختـص آزمایشـگاه های تشـخيص و آناليز مـواد مخدر نيسـت؛ به 
دليـل اینکـه ایـن آزمایشـگاه ها، منبـع كليـدی اطلاعات و داده هـای علمی معتبـر و قابل اعتمـاد در زمينـه آناليز مواد 

مخـدر هسـتند، از ظرفيـت اطلاعاتـی آنهـا در صنعت نيـز می توان اسـتفاده نمود.

ری
گی
جه

نتی

TLCآنالیزنیمهکمّیگیاهشاهدانهبااستفادهاز  

نکاتمهمآنالیزی
  مقادیـر Rf هميشـه بـه دليـل تغييـرات كوچـک در تركيب 
صفحـه TLC و فعال سـازی آن، فـاز متحـرک، اشـباع مخـزن یـا 
فاصلـه توسـعه فـاز متحـرک، تکرارپذیـر نيسـتند. ایـن مقادیـر، 
همچنيـن وابسـته بـه شـرایط آزمایشـگاهی )دما، رطوبـت و غيره( 
دسـتخوش تغييـرات هسـتند. بنابرایـن، مقادیـر Rf ارائـه  شـده، 
نشـانه هایی از رفتـار كروماتوگرافـی مـواد فهرسـت  شـده هسـتند.

 ضـروری اسـت كه اسـتانداردهای مرجع به طـور هم زمان در 
یـک صفحه اجرا شـوند.

  بـرای اهـداف شناسـایی، هـم مقـدار Rf و هم رنـگ لکه ها، 
بعـد از اسـپری بـا معرف های تصویرسـاز، باید هميشـه در كنار هم 

بررسـی و در نظر گرفته شـوند.
تتـرا  بـرآورد سـریع غلظـت  در برخـی مـوارد ممکـن اسـت 
هيـدرو كانابينـول نمونـه شـاهدانه مفيد باشـد. ایـن كار را می توان 
بـا اسـتفاده از مقایسـه لکه هـای نمونـه و محلـول اسـتاندارد انجام 

داد. در ذیـل مثالـی بـرای ایـن مـورد ذكـر شده اسـت:
 تهيه نمونه شاهدانه

 وزن گياه شاهدانه نمونه برداری شده: 500 ميلی گرم؛
 حجم حلال مورد استفاده برای استخراج: 10 ميلی ليتر؛

 حجم نمونه اعمال شده بر صفحه TLC: 1 ميکروليتر.
THC آماده سازی محلول استاندارد 

 غلظت استاندارد THC: 0/5 ميلی گرم بر ميلی ليتر؛
 حجـم محلـول اسـتاندارد اعمال شـده بر صفحه TLC: سـه 

نقطـه مختلف بـه حجـم 1، 2 و 3 ميکروليتر.

شـدت لکـه نمونـه را بـا لکه هـای غلظت هـای مختلـف محلول 
اسـتاندارد THC مقایسـه كنيـد. اگر لکـه نمونه دارای شـدت رنگ 
مشـابهی بـه انـدازه لکـه اسـتاندارد 3 ميکروليتـری THC باشـد، 
محتـوای THC خنثـی، در نمونه شـاهدانه را می توان با اسـتفاده از 
 THC رابطه هـای )2( و )3( بـرای 3 ميکروليتـر محلـول اسـتاندارد

)به عنـوان مثـال( به صـورت زیـر بـرآورد نمود:

رابطه)2(     

(                          1رابطه )
فاصله  مهاجرت ∶از  مبدا  تا  مرکز لکه 

فاصله  توسعه ∶از  مبدا  تا  محل پیشروی  حلال  = 𝑅𝑅𝑅𝑅 

(                   2رابطه )
غلظت  𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇 در  لکه  نمونه ×حجم حلال  مورد  استفاده  برای استخراج ×100%

 وزن  گیاه  شاهدانه  نمونه  برداری  شده 

(                3رابطه )
( 𝟏𝟏.𝟓𝟓 میلی  گرم بر میلی  لیتر× 𝟑𝟑)× 𝟏𝟏𝟏𝟏 میلی  لیتر× 𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏%

𝟓𝟓𝟏𝟏𝟏𝟏 میلی  گرم
= %𝟑𝟑 

 

رابطه)3(     

(                          1رابطه )
فاصله  مهاجرت ∶از  مبدا  تا  مرکز لکه 

فاصله  توسعه ∶از  مبدا  تا  محل پیشروی  حلال  = 𝑅𝑅𝑅𝑅 

(                   2رابطه )
غلظت  𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇 در  لکه  نمونه ×حجم حلال  مورد  استفاده  برای استخراج ×100%

 وزن  گیاه  شاهدانه  نمونه  برداری  شده 

(                3رابطه )
( 𝟏𝟏.𝟓𝟓 میلی  گرم بر میلی  لیتر× 𝟑𝟑)× 𝟏𝟏𝟏𝟏 میلی  لیتر× 𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏%

𝟓𝟓𝟏𝟏𝟏𝟏 میلی  گرم
= %𝟑𝟑 

بـرای  نـازک ازروشکروماتوگرافـیلایـه اسـتفاده   
صنعـت در کانابینوئیدهـا شناسـایی

كاربـرد روش هـای شناسـایی اجـزای مخـدر و روانگـردان در 
مـواد مختلـف، فقـط مختـص آزمایشـگاه های تشـخيص و آناليـز 
مـواد مخـدر پليـس، پزشـکی قانونی و سيسـتم قضایی كشـورهای 
بهداشـتی،  و  آرایشـی  مـواد  صنعـت  در  بلکـه  نيسـت،  مختلـف 
توليـد دارو و غيـره نيـز كاربـرد دارد. در شـکل )3( كاربـرد روش 
كروماتوگرافـی لایـه نازک بـرای شناسـایی كانابينوئيدها در صنعت 

مـواد آرایشـی و بهداشـتی ارائـه شده اسـت:

شکل)3(:استفادهازروشکروماتوگرافیلایهنازکبرایشناسایی
ککانابینوئیدهادرصنعت]12[.
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پینوشت
1. New psychoactive substances (NPS)
2. Cannabis
3. Tetrahydrocannabinol(THC)
4. Isomer
5. Stereochemical
6. Cannabidiol(CBD)
7. Δ9-THC
8. Δ8-THC
9. Cannabis sativa L. (Linnaeus)
10. The genera Cannabis and Humulus (hops)
11. Cannabaceae
12. C. sativa subsp. sativa
13. C. sativa subsp. indica
14. C. sativa subsp. ruderalis
15. C. sativa subsp.spontanea

16. C. sativa subsp. Kafiristanca
17. Gas chromatography (GC)
18. High-performance liquid chromatography (HPLC)
19. Gas chromatography–mass spectrometry (GC-MS) 
20. Polarity
21. Thin Layer Chromatography (TLC)
22. Silica gel G
23. Silica gel GF254
24. High-performance thin-layer chromatography 
(HPTLC)
25. Fast Blue B
26. Cannabinol (CBN)
27. tetrahydrocannabinolic acid (THCA)
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ميکروسکوپ الکترونی عبوری، نيمه هادی، تحليل 
عنصری، آماده سازی نمونه.

واژههایکلیدی

در سـال های اخيـر، صنعـت نيمه هـادی به طـور چشـمگيری فناوری هـای جدیـدی را معرفـی نمـوده و به سـرعت در حال 
كاهـش انـدازه توليـدات خـود اسـت كـه در نتيجـه ایـن امـر، كاركـرد دسـتگاه ها به طـور قابـل توجهـی بهبـود یافته انـد. در 
ایـن بيـن، ميکروسـکوپ الکترونـی عبـوری1 نقـش بسـيار مهمـی در فرآینـد توسـعه، كنتـرل توليـد و تحليل نقایـص قطعات 
نيمه هـادی داشـته اسـت. از طـرف دیگر، پيشـرفت های دسـت یافته در زمينـه چگونگی مشـاهده نمونه های نيمه هـادی درون 
TEM موجـب شـده كـه دیگـر از آن به عنـوان دسـتگاهی مختـص عمليـات تحقيقاتـی در مؤسسـات علمـی و دانشـگاه ها یاد 

نشـود و به عنـوان منبعـی قابـل اطمينـان به منظـور فرآیندهـای ارزیابـی و تحليـل نقایـص نيمه هادی هـا در نظر گرفته شـود. 
روش هـای ميکروسـکوپ الکترونـی عبـوری علاوه بـر قـدرت تفکيک پذیـری مکانـی برتـر، قابليت هـای تحليـل عنصری بسـيار 
حسـاس را نيـز بـرای بـه كارگيـری در فرآینـد سنجه شناسـی و مشـخصه یابی مـواد دسـتگاه ها/قطعاتی بـا انـدازه زیـر نانومتر 
مـورد اسـتفاده در فناوری هـای نيمه هـادی پيشـرفته ارائـه می نمایـد. كاربـرد TEM بـرای مـواردی نظيـر ارزیابـی جزئيـات 
سـطحی، ابعـاد سـاختارهای دسـتگاه/قطعه و نقایـص و عيـوب بـه وقـوع پيوسـته در طـول فرآینـد توليـد بسـيار مؤثر اسـت. 
در ایـن مقالـه، كاربردهـای TEM در زمينـه مشـخصه یابی فيزیکـی، تحليـل تركيبـی و تحليـل نقایـص سـاختارهای قطعـات 
نيمه هـادی بررسـی می شـود. همچنيـن در ایـن مقالـه، علاوه بـر شـرح تفصيلـی روش هـای مختلـف آماده سـازی نمونه هـای 
متنـوع نيمه هـادی، مزایـا و معایـب ) به عنـوان مثـال: آسـيب و صدمـه القاء شـده با پرتـو یونی متمركـز و آلایش گاليـم2( آنها 
و روش هـای كنتـرل هـر یـک شـرح داده شـده اند و چالش های بـه وجود آمده بـه دليل افـزودن سـاختارهای جایگزین گيت3، 
ویژگی هـای انـدازه نانـو، دی الکتریک هـای4 گيـت 5K -بـالا و نيازمندی هـای مـواد جدیـد در زمينـه یکپارچگی سـاختارهای 

قطعـات نيـز مـورد بررسـی قـرار گرفته اند.
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 شركت های پيشرو در زمينه توليد نيمه هادی به سرعت در حال تغيير خط توليد خود برای ارائه محصولاتی با 
مقياس زیر یک چهارم ميکرون هستند. قطعات با اندازه um 0/18 در حال توليد بوده و فناوری توليد قطعات با اندازه 
um 0/13 نيز در راه است. از آنجایی كه اندازه ترانزیستور به چنين ابعاد كوچکی تقليل یافته، لذا تمام ویژگی ها نظير 
عرض گيت پلی سيليکون6 و ضخامت اكسيد گيت7 نيز باید در مقياس اتمی تنظيم شوند. در این بين، دستيابی به 
اتصال قابل اطمينان بين ده ها ميليون ترانزیستور با اتصالات ميانی چند لایه ای )كه بيش از 80 درصد از مراحل 
فرآیند توليد قطعات نيمه هادی را پوشش داده( به چالشی عظيم برای مهندسان فرآیند تبدیل شده است. به منظور 
دستيابی به چنين اتصالات ميانی، بسياری از روش های پردازش پيشرفته باید به صورت صحيح پياده سازی و برای 
توزیع اندازه دقيقی از مواد مورد نظر در موقعيت های ایده آل نيز شرایط پردازش باید بدون كوچکترین خطایی كنترل 
شود. هم اكنون تغيير جنس اتصالات ميانی از آلومينيوم به مس نيازمند پياده سازی فرآیندهای بی شماری نظير سد 
تانتالم8، دانه مس، پردازش ساختارهای دمشقی دوگانه و آبکاری الکتروليتی است. تاكنون توليد نيمه هادی تا این حد 
به انجام مشخصه یابی دقيق در هر مرحله از فرآیند كلی وابسته و همچنين عملکرد قطعات نيمه هادی نيز هرگز تا این 
اندازه به كيفيت فيلم/غشاء، ساختار رابط/واسط، ناخالصی ها و آلایش حساس نبوده است. به طور واضح انتظار می رود 
كه ميکروسکوپ الکترونی عبوری به دليل ارائه قدرت تفکيک پذیری مکانی و قابليت تحليلی بسيار بالا، نقش مهم و 
مؤثری در زمينه توليد و توسعه قطعات نيمه هادی با اندازه زیر یک چهارم ميکرون بر عهده داشته باشد. با وجودی كه 
TEM در مقابل دیگر روش های تحليلی، مزایای بسيار زیادی را ارائه نموده، اما پيش از اینکه صنعت نيمه هادی آن را 
به عنوان ابزاری جدایی ناپذیر و ضروری در این حوزه به كار گيرد، این ميکروسکوپ باید سه نيازمندی مورد نظر صنعت 
مذكور را برطرف نماید. نيازمندی نخست، قابليت بررسی تعداد زیادی از ویژگی ها با استفاده از TEM است. با توجه 
به این امر كه امکان دارد یک قطعه نيمه هادی مدرن مرسوم شامل چند ميليون ترانزیستور باشد، بنابراین، بررسی 
تنها چند ویژگی محدود كافی نيست و در برخی مواقع، گمراه كننده است؛ در نتيجه، نمی توان ادعا نمود كه این چند 
ویژگی، نماینده شرایط پردازش كل قطعه هستند. بنابراین، باید شرایط به گونه ای فراهم شود كه نمونه نيمه هادی برای 
بررسی در TEM به صورت لایه ای نازک با وسعت زیاد تهيه شود. نيازمندی دوم، دسترس پذیر بودن قابليت انتخاب 
ویژگی خاص برای انجام فرآیند تحليل نقایص به طور اختصاصی در TEM است. این امکان وجود دارد كه نقص در 
یکی از چند ميليون ویژگی همچون اتصال، حفره اتصال یا گيت پلی سيليکون قطعه نيمه هادی پدیدار شود. در این 
صورت، نمونه TEM باید به طور دقيق با توجه به همان ویژگی تهيه شود تا اطلاعات مفيدی ارائه دهد. نيازمندی 
سوم، دسترسی به زمان بازگشت/گردش سریع در TEM است. هر قدر هم تصویر TEM بی نظير باشد، اما تا زمانی كه 
سرعت این دستگاه، همتای سرعت پيشرفت صنعت نيمه هادی نباشد، قابليت های TEM به خوبی در این حوزه مورد 
استفاده قرار نمی گيرد. سرعت این صنعت چند ميليارد دلاری را نمی توان برای هيچ دستگاهی كندتر یا متوقف نمود. 
یکی از مهمترین نيازمندی ها در این صنعت كه TEM باید آن را برآورده سازد، دسترسی به زمان بازگشت/گردش 
سریع است. بيشتر مشکلات اصلی مرتبط با كاربرد TEM، به مرحله آماده سازی نمونه آن مربوط می شود. با وجود 
اینکه دستگاه ها و روش های متعددی برای بهينه سازی كيفيت و كارایی مرحله آماده سازی نمونه TEM ارائه شده اند، 

اما این مرحله هنوز به عنوان چالش برانگيزترین بخش تحليل TEM برای صنعت نيمه هادی محسوب می شود ]1[.

اثـر  ترانزیسـتور  كوچـک شـدن مـداوم مقيـاس سـاختارهای 
جـدی  چالشـی  به عنـوان  نيـز  فلـز9  اكسـيد  نيمه هـادی  ميـدان 
بـرای تعييـن دقيـق لایه هـای فـوق نـازک، زبـری سـطحی و توزیع 
قابليـت  نظيـر  الکتریکـی  مشـخصات  كننـده  كنتـرل  شـيميایی 
بـا  ویژگی هـای  می شـود.  محسـوب  نشـتی  جریـان  و  اطمينـان 
انـدازه نانومتـری و همچنيـن معرفـی مـواد جدیـد از جملـه دی 
الکتریک هـای گيـت بـا ضریـب K بـالا، گيت هـای فلزی، مهندسـی 
باند/نـوار، سيليسـيد-نيکل و دی الکتریک هـای جداسـازی با ضریب 
K پایيـن مشـوق اصلی تـلاش برای بهينه سـازی كارایـی روش های 
سنجه شناسـی موجـود و همچنيـن كشـف و پياده سـازی روش های 

تحليـل اضافی به منظـور حمایـت از فرآیندهای توليـد محصولات با 
فنـاوری نسـل بعـدی اسـت. ویژگی هـای قطعـات بـا انـدازه كوچک 
بـه فرآیندهـای اندازه گيـری و تحليـل نيازمنـد بوده كـه محدودیت 
قـدرت تفکيک پذیری ميکروسـکوپ الکترونی روبشـی10 از ارائه آنها 
معـذور اسـت. TEM ابـزاری قدرتمنـد بـرای تحليل ریزسـاختار در 
قـدرت تفکيک پذیـری مکانـی بـالا اسـت، امـا كاربـرد آن در صنعت 
نيمه هـادی بـه دليـل چالش هـای موجـود، مربـوط بـه آماده سـازی 
 TEM منطقـه معينـی از نمونـه برای مدتی محدود شـده بـود. نقش
در صنعـت نيمه هـادی بـا ظهـور ابزار آماده سـازی منطقـه معينی از 
نمونـه بـا نـام دسـتگاه پرتو یونـی متمركـز11 به طور مطلوبـی تغيير 
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كـرد. دسـترس پذیر بودن ابزارهای پيشـرفته در برگيرنده دو سـتون 
بـا یـون عـاری از رانـش و قـدرت تفکيک پذیـری بـالا و سـتون های 
پرتـو الکترونـی قابليـت تصویربـرداری هم زمـان از بـرش مـورد نظر 
درون حالـت پرتـو الکترونـی و انجـام عمليـات برش بـرداری درون 
 TEM حالـت پرتو-یـون را فراهـم مـی آورد. در نتيجه، هم اكنـون از
به منظـور تحليـل مدارهای مجتمع12 برای توسـعه قـدرت پردازش، 
در  می شـود.  اسـتفاده  نقایـص  تحليـل  و  بهره وری/كارایـی  ارتقـاء 
 ،)300 keV 100 تـا keV پرتـو الکترونـی انـرژی بـالا )بيـن TEM
از بـالای سـتون بـر بـرش نـازک نمونـه تابيده شـده و پـس از عبور 
 SEM برخلاف TEM از آن، تصویـر نهایـی شـکل می گيـرد. تصویـر
شـامل اطلاعـات سـه بعـدی از برش نـازک نمونـه مورد نظر اسـت. 
متغيـر بـودن كنتراسـت در طـول تصویر، بـه دليـل برهم كنش های 
پيچيـده ميـان پرتو-نمونـه بـوده كه مختص دسـتگاه TEM اسـت. 
كنتراسـت به تغييرات كوچک در ویژگی های شـيميایی، سـاختاری 
و مکان نگاری/توپوگرافـی نمونه ذكر شـده نيز حسـاس اسـت. از این 
مشـخصه به طـور مـداوم بـرای نمایـش و تحليـل اثرات نامحسـوس 
اسـتفاده می شـود. در ضمـن،  بلـور  نقایـص  و  لایه هـای سـطحی 
قـدرت و تـوان تفکيـک ارائـه شـده بـا TEM بـه دليـل طـول مـوج 
كوچکتـر )0/0025 ~ در keV 200( پرتـو الکترونـی بـا انـرژی بـالا 
نسـبت بـه SEM به طـور ذاتی مطلوب تر اسـت. لایه ای نـازک از دی 
اكسـيد سـيليکون13 به طـور گسـترده به عنـوان مـاده دی الکتریـک 
كانـال سـورس/ از  الکتـرود گيـت  عایـق كـردن  به منظـور  گيـت 

دریـن درون ترانزیسـتورهای اثـر ميدانـی اكسـيد فلـز نيمه هادی14 
اسـتفاده می شـود. امـروزه ضخامـت ایـن مـاده دی الکتریـک گيت 
 nm یـا اگزینيتریـد سـيليکون15( دارای ابعـادی در حـدود SiO2(
1/5 الـی nm 2 اسـت. اندازه گيـری دقيـق ضخامـت اكسـيد گيـت 
از اهميـت بسـيار بالایـی برخـوردار اسـت، زیـرا حتی وقـوع كاهش 
nm 0/1 در ضخامـت اكسـيد، منجـر بـه افزایـش چشـمگير مرتبـه 
بزرگـی جریـان نشـتی می شـود. عایق هـای بـه نسـبت ضخيم تـر با 
ثابت هـای دی الکتریـک بـالا )K بـالا( در حـال گذرانـدن مرحلـه 
آزمایشـی بـوده تـا پـس از دسـتيابی بـه ظرفيـت خازنـی بـالای 
گيـت و جلوگيـری از وقـوع فرآینـد تونل زنـی جایگزیـن SiO2 در 
ترانزیسـتورهای MOSFET شـوند. TEM بـا قـدرت تفکيک پذیری 
بـالا16 روشـی بسـيار مطلـوب بـرای اندازه گيـری دقيـق لایه هـای 
نازک محسـوب می شـود، زیرا حاشـيه های شـبکه تـوری موجود در 
زیرلایـه )Si(، اسـتاندارد لازم بـرای عمليـات كاليبراسـيون را فراهم 
 MOSFET كرنشـی برای قطعـات )Si( می آورنـد. كاربرد سـيليکون
مرسـوم را می تـوان بـا فنـاوری اصلـی پـردازش17 موجـود مقایسـه 
نمـود، امـا نظـارت بر كيفيـت ویفـر18  و نيازمندی هـای دقيق برای 
نيازهـای  همگـی  یکنواخـت،  كرنـش  و  فيلم/لایـه  ریخت شناسـی 
جدیـدی را در زمينـه مشـخصه یابی مـواد تحميل می كننـد. كرنش 
را می تـوان بـا بـه كارگيـری روش پراش الکتـرون پرتو همگـرا 19 یا 
اندازه گيـری تغييرات/جابجایی هـای كوچـک در موقعيـت قله هـای 
ماكسيمم/بيشـينه تابـع تبدیـل فوریـه سـریع20 دو بعدی به دسـت 
آمـده از تصویـر HRTEM تعييـن نمـود. علاوه بـر كاربـرد ضـروری 
مشـخصه یابی  نيازمندی هـای  سـاختن  بـرآورده  زمينـه  در   TEM

نيمه هـادی، در سـال های اخيـر، تقاضـا بـرای به كارگيـری TEM در 
حـوزه تحليـل نقایـص قطعـات نيمه هـادی نيـز به طـور چشـمگيری 
افزایـش یافتـه اسـت. مهمتریـن مرحلـه در فرآینـد تحليـل نقایـص، 
مشـخصه یابی فيزیکـی و شـيميایی عيـب و نقـص مـورد نظر اسـت. 
علـت ریشـه ای نقـص مورد نظـر از طریق بررسـی و بازرسـی فيزیکی 
مـکان نقـص تعييـن شـده بـا تحليـل الکتریکی شناسـایی می شـود. 
مشـخصه یابی شـيميایی و بازرسـی فيزیکی را می توان با SEM انجام 
داد. در SEM یـک پرتـو الکترونـی در طـول سـطح تراشـه پویـش/

پيمایـش داده می شـود و تصویر نهایی نيـز از طریق ثبت الکترون های 
)ثانویـه یـا برگشـتی( منعکـس شـده، شـکل می گيـرد. تغييـرات 
كنتراسـت مشـاهده شـده در تصویر ذكر شـده، به طور معمول مربوط 
به تغييرات/نوسـانات به وقوع پيوسـته در مکان نگاری سـطح یا تفاوت 
در وزن اتمی عناصر مسـتقر روی سـطح پویش شـده  است. در بيشتر 
مـوارد، اطلاعـات مفيـدی در رابطـه با نقصـی كه هيچ گونـه تغييری 
در مکان نـگاری سـطح ایجـاد نکرده )به عنـوان مثال، نقـص بلور نظير 
نابجایی هـا( یـا نقصـی كـه زیـر سـطح مربوطـه رخ دهـد، به دسـت 
نخواهـد آمـد. در بيشـتر مـوارد، هنـگام اسـتفاده از SEM می تـوان با 
اعمـال فرآینـد زدایـش تزئينی بسـيار حسـاس، مکان نـگاری نقص را 
بـرای انجـام عمليات تشـخيص تغييـر داد. زدایش تزئينـی، فرآیندی 
مخـرب بـوده كـه مانـع از انجـام تحليل شـيميایی بيشـتر می شـود. 
حتـی پـس از اعمـال فرآیند زدایش تزئينی نيز SEM قادر به بررسـی 
بيشـتر ویژگی هـا و لایه هـای سـطحی )بـا ابعـادی در حـدود چنـد 
نانومتـر( شـکل گرفته با فناوری های پيشـرفته نيسـت. چنين نقایص 
و لایه هـای سـطحی كه بررسـی آنها از محـدوده SEM خـارج بوده را 
می تـوان به منظـور تشـخيص علت ریشـه ای وقـوع عيب مـورد نظر با 
اسـتفاده از TEM مشـخصه یابی نمود. در این مقاله، روش های مبتنی 
بـر TEM و رویه هـای آماده سـازی نمونـه كـه در صنعـت نيمه هـادی 

كاربرد داشـته اسـت، بررسـی شـده اند ]2[.

پیشزمینهایدربارهروشهایمختلفتصویربرداری
باTEMوکاربردآنهابراینیمههادیهایمتفاوت

در TEM، تصویـر نهایـی با عبـور دادن پرتو الکترونـی با انرژی 
بـالا )keV 100 تـا keV 300( از برشـی نـازک از نمونـه مـورد 
نظـر به دسـت می آیـد. هم زمـان بـا عبـور كـردن پرتـو الکترونـی 
از بـرش نـازک مـورد نظـر، برهم كنش هـای متغيـری ميـان نمونه 
و پرتـو ایجـاد شـده كـه منجـر بـه توليـد الکترون هـای عبـوری، 
فوتون هـای  الاسـتيک،  غيـر  و  الاسـتيک  پراكنـده  الکترون هـای 
الکترون هـای  بيشـتر  از  می شـود.  اوژه  الکترون هـای  و   X اشـعه 
عبـور كـرده و به صـورت الاسـتيک پراكنـده شـده و از مقـداری 
بـرای  الاسـتيک،  به صـورت غيـر  پراكنـده شـده  الکترون هـای  از 
تشـکيل تصویـر نهایـی اسـتفاده می شـود. فوتون هـای اشـعه X و 
برخـی از الکترون هـای پراكنـده شـده به صـورت غيـر الاسـتيک، 
مختـص تشـخيص تركيـب شـيميایی حجـم پراكندگـی هسـتند. 
و  انـرژی21  پراكندگـی  طيف سـنجی  كارگيـری  بـه   درصـورت 
 X طيف سـنجی افـت انـرژی الکتـرون22 از ایـن فوتون هـای اشـعه
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می تـوان  غيرالاسـتيک  به صـورت  پراكنـده شـده  الکترون هـای  و 
بـرای تحليـل عنصـری اسـتفاده كـرد. نمایـی از موقعيـت فيزیکی 
صفحه تصویربرداری، EDS و EELS درون ميکروسـکوپ الکترونی 
عبـوری در شـکل )1( نمایـش داده شده اسـت. در یـک نمونـه بـا 
سـاختار بلـوری در معـرض روشـنایی پرتـو الکترونی مـوازی، پرتو 
الکترونـی پراكنـده شـده به صورت الاسـتيک بـه یک پرتـو عبوری 
و چنـد پرتـو پراشـيده تقسـيم می شـود. تصویـر این نـوع پرتوها را 
می تـوان بـه آسـانی بـا انتخـاب حالـت پـراش درون TEM ثبـت 
نمـود كـه به عنـوان الگـوی پـراش، مـورد اسـتفاده قـرار می گيـرد. 
پـراش الکترونـی ناحيـه گزینشـی23 بـا انتخـاب ناحيـه ای از نمونه 
بـا اسـتفاده از روزنـه ناحيـه منتخـب حاصل می شـود. اگـر پرتوی 
همگـرا جایگزین پرتـوی موازی حـاوی الکترون های فرودی شـود، 
آنـگاه نقـاط پـراش، بـزرگ شـده و به صـورت قرص/دیسـک های 
پـراش الکتـرون پرتـو همگـرا )CBED( ظاهـر می شـوند. الگـوی 
پـراش نقطـه ای و الگـوی پـراش حلقـه ای بـه ترتيـب از مـواد تک 
بلـوری و مـواد چنـد بلـوری به دسـت می آینـد. هـر نقطه یـا حلقه، 
نماینـده مجموعـه ای از صفحـات بلورشناسـی درون نمونـه اسـت. 
مركـزی  نقطـه  از  حلقه هـا  یـا  نقـاط  از  یـک  هـر  فاصله گـذاری 
)000(، رابطـه ای معکـوس بـا فاصله گـذاری »d« یا بيـن صفحه ای 
بلورشناسـی متناظـر بـا نقطـه یـا حلقـه مـورد نظـر دارد. الگوهای 
نقطـه ای و حلقـه ای به طـور مـداوم بـرای تعييـن سـاختار بلـوری 
فازهـای مختلـف در نمونـه، مورد اسـتفاده قـرار می گيرنـد. در این 
شـرایط، تصویـر TEM را می توان با اسـتفاده از پرتـو عبوری )نقطه 
مركـزی( یـا پرتـو پراكنـده ثبـت نمـود. روزنـه ای بـه درون صفحه 
كانونـی پشـتی عدسـی شـيئی وارد شـد كـه در نتيجه آن، بيشـتر 
الگـوی پـراش بـه غيـر از مقداری كـه از طریـق روزنه مذكـور قابل 

رؤیـت اسـت، مسـدود می شـود.

شکل)1(:نماییازراهنمایموقعیتفیزیکیصفحهتصویربرداری،EDSو
EELSدرونمیکروسکوپالکترونیعبوری]2[.

ذكـر  روزنـه  دادن  حركـت  بـرای  خارجـی  درایو/رانه هـای 
الکترون هـای مسـتقيم یـا برخـی  شـده، به منظـور عبـور كـردن 
از آن مـورد اسـتفاده قـرار می گيرنـد.  الکترون هـای پراكنـده،  از 
شـده  ثبـت  تصویـر  مسـتقيم،  الکترون هـای  انتخـاب  درصـورت 
نهایـی بـا عنـوان تصویر ميـدان روشـن و درصـورت گزینـش پرتو 
پراكنـده، آنـگاه تصویـر نهایی با نـام تصویر ميدان تاریک شـناخته 
می شـود. بيشـتر قطعـات نيمه هـادی روی ویفـر سـيليکونی تـک 
بلـوری دربرگيرنـده ویفـر عـادی مـوازی با جهـت ]001[ سـاخته 
شـده اند. در چنيـن ویفـری، جهـت ]110[ مـوازی بـا سـطح صاف 
یـا فرورفتگـی ویفـر مربوطـه روی صفحـه )111( )صفحـه تـورق( 
و جهـت عمـود ]001[ )عمـود بـر سـطح ویفـر( مسـتقر اسـت. بـا 
ثبـت تصویـر سـطح مقطـع از طریـق بـه كارگيـری پرتـو الکترونی 
بـا جهـت ]110[ زیرلایـه سـيليکون  دارای جهت گيـری مـوازی 
از عمـود بـودن ویژگی هـای قطعـه مـورد نظـر اطمينـان حاصـل 
شـده و همچنيـن از وقـوع پدیـده همپوشـانی ویژگی هـای مختلف 
قطعـات درون تصویـر به دسـت آمـده از نمونه نـازک، جلوگيری به 
عمـل می آیـد. بـه هميـن دليـل اسـت كـه بيشـتر تصاویـر سـطح 
مقطعـی مربـوط بـه قطعـات سـيليکونی در امتـداد جهـت ]110[ 
تهيـه می شـوند. به طـور اصولـی، كنتراسـت در تصویـر TEM بـا 
سـه سـازوكار متفـاوت بـه نام هـای كنتراسـت پـراش، كنتراسـت 
ضخامت-جـرم و كنتراسـت فـاز، شـکل می گيـرد. یـک تحليل گـر 
مجـرب TEM بـرای تهيه تصویری واضـح از جزئی ترین اثرات نقص 
بـه وقـوع پيوسـته، قادر اسـت سـهم هـر یـک از این سـازوكارهای 
كنتراسـت را بهينه سـازی نماید. سـازوكارهای كنتراسـت ذكر شده 

در قسـمت ذیـل شـرح داده می شـوند.

 کنتراستپراش
الگـوی  رهگيـری  طریـق  از  عمـل،  در  پـراش  كنتراسـت 
پـراش بـا اسـتفاده از روزنـه شـيئی در صفحـه كانونـی پشـتی 
عدسـی شـيئی مـورد اسـتفاده )كـه تنهـا بـه پرتـو عبـوری اجازه 
تصویـر،  ایـن  می آیـد.  به دسـت  داده(  را  تصویـر  شـکل دهی 
گزینشـی/منتخب  الکترونـی  پرتـو  شـدت  در  را  نوسـان هایی 
می دهـد.  نمایـش  مربوطـه  نمونـه  از  آن  عبـور  بـا  هم زمـان 
كنتراسـت پـراش به شـدت نسـبت بـه جهت گيـری بلورشناسـی/

بلورنـگاری و نوسـان های ضخامـت درون نمونه مورد نظر حسـاس 
اسـت. در مـواد بلـوری، پراش حاصل شـده از مناطـق حول نقص 
بلـور نسـبت بـه پـراش مناطـق بی عيـب و نقـص متفـاوت اسـت. 
نقایـص  حـول  الاسـتيکی  كرنش هـای  وجـود  امـر،  ایـن  دليـل 
بـوده كـه منجـر بـه وقـوع نوسـانات كنتراسـت در تصویـر نهایـی 
می شـود. نابجایی هـا، نقایـص چيدمـان و دیگـر نقص هـای بلـور 
باعـث خميدگـی صفحـات بلور شـده و بـا كمک كنتراسـت پراش 
می شـوند.  داده  نمایـش  نهایـی  تصویـر  درون  واضـح  به صـورت 
كنتراسـت پـراش درون مـواد چنـد بلـوری نظيـر: پلی سـيليکون 
یـا نيتریـد تيتانيـوم24 بـه دليـل نوسـانات بـه وقـوع پيوسـته در 
جهت گيـری دانه هـای مجـاور و نزدیـک بـه یکدیگر در اثـر تابش 
پرتـو الکترونـی افزایـش می یابـد. به كارگيـری كنتراسـت پـراش 
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در زمينـه تحليـل نقایـص نيمه هادی بـرای مواردی ماننـد تعيين 
ریزسـاختار مؤلفه هـای مختلـف قطعـه مـورد نظر همچـون رگه ها 
و لایه هـای پلـی سـيليکون، یا شناسـایی ویژگی های سـطحی كه 
بـه احتمـال زیـاد منجر بـه وقوع اتصـال كوتاه یا باز شـده بسـيار 
مؤثـر اسـت. یکـی دیگـر از ویژگی هـای كارآمـد اپتيک/فيزیـک 
نـور TEM، تركيـب پـراش بـا فرآینـد تصویربـرداری از طریـق به 
كارگيـری روش پـراش الکترونـی ناحيـه گزینشـی اسـت. قابليت 
ذكـر شـده، بـه دليـل امـکان تغييـر دادن سـاده و سـریع طـول 
كانونی عدسـی های الکترومغناطيسـی دسـترس پذیر اسـت. روش 
پـراش الکترونـی ناحيـه گزینشـی به منظـور حصـول اطمينـان از 
همخوانـی داشـتن كنتراسـت تصویر با شـرایط پـراش )به خصوص 

بـرای نمونه هـای بلـوری( كاربـرد مهمـی دارد.

 کنتراستضخامت-جرم
الکترون هـا بـا توجه بـه وجود ميـزان ضخامت متفـاوت در كل 
نمونـه، پراكنـده، پراشـيده و جـذب می شـوند؛ ایـن امـر، موجـب 
نوسـان در كنتراسـت شـده كـه ایـن پدیـده بـا عنـوان كنتراسـت 
ضخامـت شـناخته می شـود. در شـرایط كنتراسـت جرمی، نوسـان 
شـدت، در اصـل، نقشـه ای از قـدرت پراكندگی عنصرهـای موجود 
در نمونـه مـورد نظـر را ارائـه می كنـد. بـا كنتراسـت جرمـی در 
ميکروسـکوپ الکترونـی، تهيـه تصاویـری بـا حساسـيت تركيبی و 
قـدرت تفکيک پذیـری اتمـی امکان پذیـر اسـت. عناصـر سـبک تر 
و سـنگين تر بـه ترتيـب الکترون هـای كمتـر و بيشـتری را جـذب 
قطعـه مسـتقل  بلـوری  از سـاختار  كنتراسـت جرمـی  می كننـد. 
نـازک  لایه هـای  چنـد  بررسـی  بـرای  دليـل،  هميـن  بـه  اسـت؛ 
آمـورف25 نظيـر اكسـيد سـيليکون، نيتریـد سـيليکون و اكسـی 

نيتریـد سـيليکون كامـلًا مطلـوب اسـت.

 کنتراستفاز
قـدرت  بـا   TEM تصاویـر  تهيـه  بـرای  فـاز  كنتراسـت 
و  مهـم  ابعـاد  دقيـق  اندازه گيـری  بـا هـدف  بـالا  تفکيک پذیـری 
بحرانـی قطعـه مربوطـه نظيـر ضخامـت اكسـيد گيت بسـيار نازک 
مـورد اسـتفاده قـرار می گيـرد. تصاویـر شـبکه تـوری بـا قـدرت 
تفکيک پذیـری بـالا در نتيجـه تداخـل پرتوهای پراشـيده و عبوری 
شـکل می گيرنـد. اگـر یـک یـا چنـد پرتـو پراشـيده قـوی غيـر 
هـم خـط بـا پرتـو عبـوری به منظـور شـکل گيری تصویـر نهایـی 
به صـورت متقـارن درون روزنـه شـيئی )شـکل )9(( قـرار گيرنـد، 
آنـگاه دو یـا چند مجموعه از لبه/حاشـيه های موازی قابل مشـاهده 
خواهـد بـود. چنين تصویـری در واقع ارائـه دهنده تصویـر متناوب 
بـه  بيـن صفحـه ای مربـوط  بـا فاصله گـذاری  بعـدی متناظـر  دو 
پرتوهـای پراشـيده مـورد نظر بـوده كـه در برخی موارد بـه تصویر 
سـاختاری بلـور بسـيار نازک شـکل گرفتـه در امتـداد جهت گيری 
معيـن، شـباهت دارد. در مقابـل، تبدیـل فوریـه الگـوی دو بعـدی 
تصویـر به دسـت آمـده، تصویـری حـاوی نقـاط الگـوی پـراش را 
ارائـه می كنـد. از نقـاط موجـود درون تصویر حاصل شـده از اعمال 
تبدیـل فوریـه می تـوان بـرای شناسـایی مـواد اسـتفاده كـرد. این 

امـر از طریـق مقایسـه الگـوی پـراش مـورد نظـر بـا الگـوی پراش 
عناصـر شـناخته شـده و همچنيـن اندازه گيـری فاصله گـذاری بين 

صفحـه ای انجـام می شـود.

 میکروسکوپالکترونیعبوری-روبشی
بسـيار  گونـه ای  عبوری-روبشـی26  الکترونـی  ميکروسـکوپ 
كارآمـد از روش هـای تصویربـرداری مرسـوم TEM بـوده كـه بـه 
روی  الکترونـی  پرتـو   ،STEM در  پرداخـت.  خواهيـم  آن  شـرح 
نقطـه كوچکـی از نمونـه متمركـز می شـود. سـپس بـا اسـتفاده از 
پرتـو ناحيـه ای، از نمونـه پویـش می شـود. آشکارسـاز مسـتقر زیـر 
نمونـه، الکترون هـای عبـوری را جمـع آوری می كند. سـپس تصویر 
نهایـی روی صفحـه ای از جنس لامپ اشـعه كاتـدی27 نمایش داده 
می شـود. بزرگنمایـی، با در نظر گرفتن نسـبت انـدازه ناحيه پویش 
 STEM محاسـبه می شـود. مزایـای CRT شـده بـه انـدازه صفحـه
نسـبت بـه TEM مرسـوم عبارتنـد از: تفسـير آسـان تر و دسـتيابی 

بـه قابليـت بـه  كارگيـری نمونه هـای ضخيم تـر.
مزایـای STEM در مقایسـه با TEM مرسـوم در حـوزه تحليل 
نقایـص نيمه هـادی نيـز عبارتند از: تفسـير آسـان تر و دسـتيابی به 
قابليـت بـه كارگيـری نمونه هـای ضخيم تـر بـه دليـل حساسـيت 
كمتر نسـبت بـه ابيراهی هـای فامی/رنگـی. در شـکل )2( نمایی از 
اجـرای عمليـات STEM درون یـک TEM نمایش داده شده اسـت.

.TEMدرونیـکSTEMشـکل)2(:نمایـیازاجـرایعملیـاتحالـت
حلقـوی آشکارسـاز بـا بـالا، زوایـای در پراکنـدهشـده الکترونهـای
جمـعآوریشـدهتایـکتصویـردربرگیرنـدهکنتراسـتZتهیهشـود.
STEM-EDSنیـزبهمنظـورتهیـهنقشـهعنصـریXفوتونهـایاشـعه
جمـعآوریمیشـوند.آشکارسـازمیـدانروشـنبـرایانجـامعملیـات
نگاشـتSTEM-EELSازمسـیرپرتـوعبـوریخـارجمیشـود]2[.

تصویـر نهایـی در اصـل، یـا از طریـق جمـع آوری الکترون هـای 
عبـوری )روش مشـهور بـه تصویربـرداری STEM ميدان روشـن28( 
و یـا بـا جمـع آوری الکترون هـای پراكنـده با اسـتفاده از آشکارسـاز 
حلقـوی )روش مشـهور بـه تصویربـرداری ميدان تاریـک حلقوی29( 
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ثبـت می شـود. به طور معمـول، آشکارسـاز حلقـوی در درگاه معينی 
از سـتون TEM نصـب شـده و دارای ارتفـاع ثابتـی اسـت. درصورت 
بررسـی نمونه هـای چنـد بلوری، اثـرات پـراش الکترونی كنتراسـت 
می دهـد.  قـرار  تاثيـر  تحـت  شـدت  بـه  را   ADF و   BF تصاویـر 
به گونـه ای  الکترونـی TEM را می تـوان  اپتيک/نـوری  عدسـی های 
تنظيـم نمـود كه به طـور گزینشـی، الکترون های پراكنـده در زوایای 
بالا )بيشـتر از mrad 50( به سـمت آشکارسـاز حلقوی افکنده شوند. 
ایـن روش بـا عنـوان تصویربـرداری ميـدان تاریـک با زاویـه حلقوی 
 HAADF 30 شـناخته می شـود. كنتراسـت در تصویـرSTEM بـالا
الکترونـی  پـروب  پایيـن  اتم هـای  جرمـی  نوسـانات  بـه   ،STEM
كوچـک درون سـتون مـورد نظـر حسـاس اسـت. در ميکروسـکوپ 
الکترونـی عبـوری پيشـرفته مجهـز بـه منبـع گسيل/نشـر ميدانـی، 
به منظـور حصـول یـک پروب كوچک بـرای تهيه تصاویـری با قدرت 
تفکيک پذیـری اتمـی می تـوان عدسـی های الکتـرون بـالای نمونـه 
را به طـور دقيـق تنظيـم كـرد. تصویربـرداری HAADF STEM بـا 
عنـوان تصویربـرداری با كنتراسـت Z نيز شـناخته شـده كـه در آن، 
Z نماینـده عـدد اتمی اسـت. هم زمان بـا عبور كردن پرتـو الکترونی 
از نمونـه مـورد نظـر، عناصـر بـا وزن اتمـی سـنگين، الکترون هـای 
بيشـتری را پراكنـده نمـوده و در تصویر HAADF STEM روشـن تر 
 HAADF و   BF، ADF تصاویـر  از  نمونه هایـی  نمایـان می شـوند. 

STEM در شـکل )3( ارائـه شـده اند.

شـکل)3(:تصاویـرSTEMازپشـته/تودهایازجنستنگسـتن/نیترید
)الـف(: .)W/TiN/Co-Si/Si(تیتانیوم/کبالت-سیلیکون/سـیلیکون
میـدانروشـن)BF(،)ب(:میدانتاریـکحلقـوی)ADF(و)ج(:میدان

.]2[)HADDF(تاریـکبازاویـهحلقـویبـالا

تحلیلعنصریTEMوکاربردروشهایمختلف
موجودبرایصنعتنیمههادی

پـروب باریـک موجـود درون TEM مجهز به منبع گسيل/نشـر 
ميدانـی، بـا شـدت بـالا، اجـرای فرآینـد تحليـل عنصری بـا قدرت 
تفکيک پذیـری بـالا )nm 1 ~( از مناطقی بـا ضخامت كمتر از چند 
صـد آنگسـتروم را امکان پذیر می سـازد. روش هـای تحليل عنصری 
مبتنـی بـر TEM از رویدادهـای پراكندگـی غير الاسـتيکی )اتلاف 
انـرژی( حاصـل شـده در زمان عبـور پرتـو الکترونـی از نمونه مورد 
نظـر اسـتفاده می كننـد. دو روش مرسـوم در این حـوزه عبارتند از: 
طيف سـنجی پراكندگـی انـرژی )EDS( و طيف سـنجی افت انرژی 
 EELS و EDS نمایی از پياده سـازی روش هـای .)EELS( الکتـرون

در دسـتگاه TEM در شـکل )1( نمایش داده شده اسـت.

)EDS(طیفسنجیپراکندگیانرژی 
در روش EDS، هنـگام تابيـده شـدن الکترون هـا بـر نمونـه و 
 X جمـع آوری شـدن آنهـا بـا طيف سـنج مـورد نظـر، اشـعه های
مختلـف، ساطع/منتشـر  عنصرهـای  از  اسـتفاده  بـا  مشـخصه یاب 
می شـوند. اشـعه های X مشـخصه یاب توليـد شـده بـا یـک عنصر، 
بـه سـادگی می توانـد توسـط عنصـری متفـاوت موجـود در حجـم 
یکسـان جذب شـود. بنابراین، حساسـيت روش مورد نظـر به عنوان 
تابعـی از عنصـر، آشـکار شـده و تركيـب حجمی كه عنصـر مذكور 
در آن حضـور داشـته، در نظـر گرفتـه می شـود. اسـتفاده از نمونـه 
مرجـع بـا تركيـب از پيـش شـناخته شـده بـرای تحليـل كمّـی 
كاربـردی و مؤثـر، الزامـی اسـت. درصـورت بـه كارگيـری عناصـر 
آشکارسـاز فـوق نازک یا بـدون پنجـره، اگر كميت مناسـبی درون 
حجـم مـورد تحليـل وجود داشـته باشـد، آنگاه دسـتيابی بـه وزن 
اتمـی بـه كوچکی وزن بـورون امکان پذیـر اسـت. در فرآیند تحليل 
نقایـص و فرآینـد توسـعه پـردازش نيمه هـادی به منظـور تعييـن 
عناصـر مختلـف حاضـر در نقـص مربوطـه و در نتيجـه، شناسـایی 

منبـع مشـکل مـورد نظـر از تحليـل EDS اسـتفاده می شـود.

)EELS(طیفسنجیافتانرژیالکترون 
-300 keV( همان طـور كـه پيش تـر ذكـر شـد، پرتـو الکترونـی
100( هنـگام عبـور از نمونـه مـورد نظـر، به صـورت غيـر الاسـتيکی 
پراكنـده می شـود. در طـول فرآینـد پراكندگی غير الاسـتيکی بسـته 
به مشـخصه عنصر مورد اسـتفاده، الکترون ها مقداری انرژی از دسـت 
می دهنـد. در نتيجـه، پرتـو عبـوری شـامل الکترون هایی بـا دامنه ای 
گسـترده از انرژی ها اسـت. در روش طيف سـنجی افت انرژی الکترون 
)EELS( یـک طيف سـنج زیـر سـتون TEM مسـتقر می شـود تـا 
الکترون هایی با افت انرژی مشـابه مشـخصه عنصر شناسـایی شـده را 
آشـکار كند. این طيف سـنج شـامل آهن ربای قوسـی و یک سيسـتم 
آشکارسـازی می شـود. آهن ربای قوسـی )شـکل )4(( پرتوی الکترونی 
عبـوری را بـا زاویـه 90 درجه منحرف می سـازد. در طـول این فرآیند، 
الکترون هـا بـا انرژی هـای مختلف توسـط ميـدان مغناطيسـی حاضر 
تـا حـدود متفاوتـی منحـرف می شـوند. سـرانجام، از اجـرای ایـن 
 EELS .فرآینـد، یـک طيـف افـت انـرژی الکتـرون به دسـت می آیـد
در مقایسـه بـا EDS، قـدرت تفکيک پذیـری بالاتـر )nm 1( و قابليت 
آشکارسـازی عناصر سـبک )نظير: كربن، اكسـيژن، و نيتروژن( را ارائه 
می نمایـد. به منظـور دسـتيابی بـه نتایجـی دقيـق، توصيـه شـده كه 
ضخامـت نمونـه 50 ≤ و منبـع الکترونـی، همـدوس، عـاری از رانـش 
)نظير: تفنگ الکترونی گسيل/نشـر ميدانی( باشـد. از TEM در حالت 
STEM می تـوان بـرای ثبـت تصویـر مبتنی بـر انرژی نمونه اسـتفاده 
كـرد. اطلاعـات انـرژی به عنـوان انـرژی اشـعه های X حاصل شـده از 
نواحـی مختلف نمونه یـا افت انرژی در الکترون های عبـوری از نواحی 
 STEM-EDS مختلـف نمونـه مورد نظـر نمایان می شـود. روش هـای
ر)STEM جفت شـده با EDS(، ر STEM-EELS ر)STEM جفت شـده 

بـا EELS(، و TEM بـا قابليـت فيلتر كـردن انـرژی31 همگی قابليت 
تصویربـرداری از نمونـه در حـوزه انـرژی را فراهم می آورنـد. هر یک از 

ایـن روش هـا به طـور خلاصه شـرح داده شـده اند.
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شـکل)4(:نمایـیازفرآینـدEELSدرونTEMر.E0نماینـدهانـرژی
پرتـویفـرودیتابیدهشـدهوE∆نیزنشـاندهندهافتانرژیاسـت]2[.

نواحـی  از   X اشـعه  سـيگنال های   ،STEM-EDS روش  در 
پویـش شـده بـا اسـتفاده از STEM جمـع آوری می شـوند. ناحيـه 
پویـش شـده مـورد نظـر می توانـد بـه شـکل یـک خـط )پویـش 
 ،EDS خطـی( یـا مسـتطيل )پویـش ناحيـه ای( باشـد. سيسـتم
داده هـا را پـردازش و ذخيـره می كنـد. خروجـی آن به طـور معمول 
یـا به صـورت نمودارهای شـدت سـيگنال های اشـعه X یـا در قالب 
 ،STEM-EELS تصویـر نقشـه عنصـری ارائـه می شـود. در روش
الکترون هـای عبـوری بـا طيف سـنج EELS جمـع آوری می شـوند. 
در ایـن روش نيـز می تـوان به صـورت خطی یـا ناحيـه ای، عمليات 
پویـش را انجـام داد. سيسـتم EELS، داده هـا را پـردازش و ذخيره 
می كنـد. خروجـی نيـز به صـورت نمودارهـای شـدت یا نقشـه های 

عنصـری ارائـه می شـود.

)EFTEM(باقابلیتفیلترکردنانرژیTEM 
تصویربـرداری  بـرای  روشـی  به عنـوان  می تـوان  را   EFTEM
از  اسـتفاده  بـه  قـادر  TEM مرسـوم  TEM در نظـر گرفـت.  بـا 
الکترون هایـی كـه به صـورت غيـر الاسـتيکی پراكنـده شـده اند و 
انـرژی خـود را در اثـر برهم كنـش بـا نمونـه از دسـت داده انـد، 
نيسـت. لازم بـه ذكر اسـت این نـوع الکترون ها بـرای فعاليت های 
تحليلـی در مقيـاس ميکـرو و نانـو بـه دليل شـکل دهی طيف افت 
انـرژی )EELS( كـه حـاوی اطلاعاتـی دربـاره تركيب شـيميایی، 
اهميـت  از  بـوده  شـيميایی  پيونـد  و  الکترونيکـی،  مشـخصات 
بسـزایی برخـوردار هسـتند. در EFTEM، تصویـر نهایـی تنهـا بـا 
الکترون هایـی شـکل گرفتـه كـه انـرژی آنهـا قـادر بـه عبـور از 
فيلتـر انـرژی باشـد. در ایـن صـورت، الکترون هـای دارای انـرژی 
نهایـی  تصویـر  از  نداشـته  را  انـرژی  فيلتـر  از  عبـور  اجـازه  كـه 
EELS تنهـا در صورتـی  حـذف می شـوند. محتویـات اطلاعـات 
دسـتگاه  بـه   EEL طيف سـنج  یـک  كـه  اسـت  اسـتفاده  قابـل 
TEM افـزوده شـود. فيلترهـای انـرژی به صـورت تجـاری در انواع 
مختلـف )درون سـتونی( یـا ) بعـد از سـتون( در بـازار موجـود 
هسـتند. عوامـل فيلتـر همچـون: مقـدار انـرژی، پنجـره انـرژی و 
غيـره توسـط اپراتـور تنظيـم می شـوند. EFTEMها بـرای تحليل 

سـاختار قطعـات نيمه هـادی ایـده آل هسـتند. نمونـه ای از تصاویر 
عمليـات EFTEM در شـکل )5( ارائـه شده اسـت.

شـکل)5(:تصاویـرEFTEMازاتصـالتنگسـتن)W(.)الـف(:تصویـر
انـرژیفیلتـرشـدهشـکلگرفتـهبـااسـتفادهازالکترونهـایعبوری
بـاافتانـرژیبرابربـاصفـر.)ب(:نقشـهEFTEMتیتانیومثبتشـده
ازلایـهسـد/مانعنیتریـدتیتانیـوم)TiN(تولیـدشـدهبـاروشسـه

پنجـرهای]3[.

روشهایپیشرفتهمورداستفادهبهمنظور
TEMتصویربرداریازنقایصنیمههادیهاباکمک

 توموگرافیالکترونی
 STEM توموگرافـی الکترونـی به منظـور تركيب مجـدد تصاویر
یـا EFTEM ثبـت شـده در زوایـای انحرافـی مختلـف بـا هـدف 
بازسـازی سـاختار یـا تركيـب سـه بعـدی قطعـات یـا نقایـص از 
نرم افـزار اسـتفاده می شـود. كاربـرد ایـن روش برای مشـخصه یابی 
پشـته لایه سـد/مانع دانه ای Ta/Cu توسط اسـتگمان32 و همکاران 

]4[ شـرح داده شده اسـت.

 تمامنگاری/هولوگرافیالکترونی
 )B و   As، P( كاشـت  یون هـای  مکانـی  توزیـع  از  آگاهـی 
عملکـرد  بهينه سـازی  بـرای  ترانزیسـتور  سـاختارهای  درون 
بـرای  اسـت. روش موجـود  برخـوردار  بسـزایی  اهميـت  از  آنهـا 
نگاشـت دو بعـدی فرآیندهـای كاشـت فـوق كـم عمـق در قدرت 
تفکيک پذیـری مکانـی بـالا، تمام نـگاری الکترونی خـارج از محور 
نـام دارد. حصـول مقطـع عرضـی در برگيرنـده آلایـش دو بعـدی 
كيفـی در برخـی از مقـالات ]5 تا 9[ گزارش شـده، اما دسـتيابی 
بـه مقطـع عرضـی كمّـی بـه هيـچ عنـوان سـاده نيسـت. هنـگام 
تابيـدن پرتـوی الکترونـی همـدوس یـا یـک مـوج الکترونی تخت 
روی نمونـه نازک عبور دهنده الکترون، پتانسـيل الکترواسـتاتيک 
حاصـل شـده از آلایـش مـورد نظـر باعـث وقـوع جابجایی/تغييـر 
فـاز محلـی در مـوج الکترونـی مذكـور می شـود. مدولاسـيون فاز، 
تابعـی از فرآینـد توزیع پتانسـيل الکترواسـتاتيک در طول اتصال/

پيونـد p-n بـوده كه می تـوان آن را بـا تمام نـگاری الکترونی ثبت 
الکترونـی در شـکل های )6( و  از تمام نـگاری  نمـود. مثال هایـی 

)7( ارائـه شده اسـت.
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شـکل)6(:تصویرTEMترانزیسـتوردوقطبی)سـمتچپ(.بزرگنمایی
تصویـرتمامنـگاریالکترونـیازمنطقهامیتر-بیس33)سـمتراسـت(.
فرآینـدنفـوذزیـرامیتـربهطـورواضـحانجـامشدهاسـت،درصورتی
کـهلایـهذاتـیبیـسآلاییـدهبـاpقابلرؤیـتنیسـت)پایینسـمت

.]10[ راست(

شـکل)7(:تهیـهوبازسـازیتمامنگاشـتالکترونـی.)الـف(:چگونگی
دسـتیابیانجامتمامنـگاریالکترونـیدرونTEM.)ب(:تمامنگاشـت
تهیـهشـدهازفیلم/غشـاءنـازکFe60Al40بـاضخامت100nmرشـد
دادهشـدهرویزیرلایـهSiO2وپوشـشیافتـهبـاچسـببـرایاجرای
مراحـلآمادهسـازینمونـهTEM.)ج(:طیـففوریـهازتمـامنگاشـت
مـوردنظـرکـهدوبانـدجانـیویـکبانـدمرکـزیرانمایـشمیدهد.
تبدیـلفوریـهبانـدجانبـیبالایـیپاییـنگـذرفیلتـرشـدهبـاروزنه
عـددیمنجربـهحصولمـوجتصویـرنمایشدادهشـدهتوسـطفاز)د(

ودامنـه)ه(میشـود]11[.

روشهایمختلفآمادهسازینمونههاینیمههادی
TEMبرایتصویربرداریباکمک

آماده سـازی نمونـه، كليـد اصلی موفقيـت در هـر فرآیند تحليلی 
انجـام پذیرفتـه بـا كمـک TEM اسـت. بـا اسـتفاده از TEM می توان 
تصویربـرداری از نمای بالایی/سـطحی و نمای سـطح مقطعـی را برای 
نمونـه اجـرا كـرد. رونـد آماده سـازی نمونه بـرای TEM به نـوع نمونه 
مـورد نظـر بسـتگی دارد. در انتهـا، نمونـه بـه انـدازه یـک دیسـک/

قـرص یـا ميله بـا قطـر mm 3 تهيه می شـود. یکـی از نيازمندی های 

 اصلـی در روش آماده سـازی نمونه هـا، دسـتيابی به لایـه ای نازک تر از 
nm 250 از ناحيـه مـورد نظـر یا ناحيـه وقوع نقـص به منظور حصول 
اطمينـان از عبـور مقـدار كافـی الکترون هـا بـرای تهيه تصویـر نهایی 
اسـت. درصورت اسـتفاده از روش تصویربرداری در برگيرنده كنتراست 
فـاز بـا قـدرت تفکيک پذیـری بـالا، ضخامـت نمونـه بایـد كمتـر از 
nm 100 باشـد. در گذشـته، روش هـای بسـياری بـرای آماده سـازی 
نمونه هـای TEM بـرای دسـتيابی بـه فرآینـد تصویربـرداری از نمای 
بالایی/سـطحی و نمـای سـطح، مورد اسـتفاده قـرار گرفته انـد ]12 تا 
15 [ كـه محبوب تریـن آنها پرداخت/صيقل دادن مکانيکی مرسـوم و 
سـایش یون آرگون )Ar(34 در شـرایط وجود نمونه های بزرگ همگن/

متجانـس به كار برده می شـوند. نمای سـطح مقطعی مرسـوم حاصل 
شـده از TEM را تنهـا زمانـی می توان برای مدارهـای مجتمع )IC(ها 
بـه كار بـرد كـه ناحيه مورد نظـر 35 به دفعات بـالا درون نمونه مذكور 
تکـرار شـده باشـد، در ضمـن ایـن روش به نـدرت در تحليـل نقایص 
مـورد اسـتفاده قـرار می گيـرد. در حـال حاضـر، ابـزاری با نـام پرتوی 
یونـی متمركـز )FIB( به عنوان ابـزاری برتر، برای آماده سـازی نمونه ها 
به منظـور اجرای تصویربرداری از نمای بالایی/سـطحی و نمای سـطح 
مقطعی درون TEM در دسـترس اسـت. به منظور آماده سـازی سـطح 
مقطعـی از ناحيـه معينـی از نمونه هـا، سـه رویکـرد مـورد اسـتفاده 
قـرار می گيـرد. در رویکـرد نخسـت، ابتـدا فرآیند پرداخـت مکانيکی 
 FIB و سـپس نازک سـازی نهایـی نيـز بـا اسـتفاده از سـایش با ابـزار
انجام می شـود. یانـگ36 و همکاران ]16[ برای آماده سـازی نمونه های 
مسـطح و حصـول سـطح مقطعـی از نمونه هـا از رویکـرد ذكـر شـده 
اسـتفاده كردنـد. موریـس37 و همـکاران ]17[، كـرک38 و همـکاران 
]18[ و شـراوب39 و رای40 ]19[ نيـز در تحقيقـات خـود از رویکـرد 
نخسـت اسـتفاده كرده انـد. رویکـرد دوم با عنـوان »برداشـت« نيز در 
مقـالات اوریجـک41 و همـکاران ]20[، هرلينگر42و همـکاران ]21[ و 
جيانوتـزی43 و همـکاران ]22[ بـرای آماده سـازی نمونـه TEM مورد 
اسـتفاده قـرار گرفته اسـت. در این رویکرد، مرحلـه پرداخت مکانيکی 
حـذف شـده و هميـن امر، مـدت زمان آماده سـازی نمونـه را تا ميزان 
زیـادی كاهـش می دهـد. در ایـن رویکـرد، نمونـه نهایـی TEM بـا 
حداقـل آسـيب ممکن از زیرلایه مـورد نظر جدا شـده و ابتدا به گرید 
پوشـيده شـده با غشـاء بسـيار نـازک و سـرانجام بـه درون نگهدارنده 
نمونـه TEM منتقـل می شـود. رویکـرد سـوم، برداشـت درجا/بهنگام 
نـام داشـته و تمام فرآینـد آماده سـازی نمونه TEM را می تـوان درون 
FIB انجـام داد. در ایـن رویکـرد می تـوان نمونـه نهایـی را به اشـکال 
مختلـف هندسـی تهيه نمـود و به دليل اسـتفاده از یون هـای گاليم و 
آرگـون بـا انـرژی پایين قابليت هایی نظير نازک سـازی هر چه بيشـتر 
نمونـه و حـذف آسـيب های القـاء شـده از ابـزار FIB نيز در دسـترس 
اسـت. دو روش بـرای آماده سـازی نمونه هـای مسـطح TEM توسـط 
آندرسـون44 و كلپيس45 ]23[ و سـابرامانيان46 و همکاران ]24[ ارائه 
شده اسـت. آندرسـون و كلپيس برای پرداخت نمونه از روش سـه پایه 
اسـتفاده كردنـد، در صورتـی كه سـابرامانيان و همـکاران بدون كمک 
گرفتن از روش سـه پایه، ابتدا مرحله پرداخت پشـت و سـپس مرحله 
پرداخـت سـطح مقطـع را برای نمونه بـه كار بردند. هـر دو روش فوق 
بـرای تهيـه نمونه نهایـی TEM از ابـزار FIB اسـتفاده می كنند. روش 
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برداشـت بـرای نمونـه TEM مسـطح توسـط اسـتيوی47  و همکاران 
]25[ و رای و همـکاران ]26[ مـورد اسـتفاده قـرار گرفتـه اسـت. در 
قسـمت ذیـل روندهـای مرسـوم آماده سـازی نمونـه TEM به طـور 

تفصيلی شـرح داده شده اسـت.

 آمادهسازیناحیهایکلیازنمونه 
درصـورت تکرارپذیـر بـودن ویژگـی مـورد نظـر یـا بـالا بـودن 
قطعـات  نقایـص  تحليـل  فرآینـد  در  مربوطـه  نقـص  چگالـی 
نيمه هـادی، آنـگاه می تـوان از روش هـای آماده سـازی ناحيـه كلـی 
 TEM اسـتفاده كـرد. نمایـی از سـطح مقطع ناحيـه كلی TEM در
در شـکل های )8-الـف( و )8-ج( بـه نمایـش گذاشـته شده اسـت. 
 )5 mm × 5 mm دو تکه/بخـش از یـک تراشـه معيـن )بـا ابعـاد
به طـور دائـم بـا قـرار گرفتـن مـدار در ميانشـان به صـورت رو در 
رو بـه یکدیگـر چسـبانده شـده اند. دو تکـه سـيليکون اضافـی نيـز 
بـرای پشـتيبانی به پشـت آنها چسـبانده می شـوند. سـپس پشـته 
مـورد نظـر از هـر طـرف بـه ضخامـت mm 50 تراشـيده می شـود. 
ضخامـت مركـز نمونـه مذكـور نيـز بـا اسـتفاده از دسـتگاه گودی 
سـاب بـه mm 15 تقليـل می یابـد. همان طور كه در شـکل )8-ب( 
نيـز نمایـش داده شـده، یـک حلقه مسـی )كـه می توانـد از جنس 
نيـکل48 یـا موليبـدن49 نيـز باشـد( حفـره دار بـا قطـر mm 3 كـه 
به صـورت تجاری در دسـترس اسـت، به نمونه چسـبانده می شـود. 
در پایـان، ضخامـت نمونـه مـورد نظـر بـا اسـتفاده از اشـعه یـون-

آرگـون بـه كمتـر از mm 0/25 می رسـد. ایـن رویـه آماده سـازی 
نمونـه را می تـوان بـه راحتی بـا تغييـر دادن مراحل گودبـرداری و 
پرداخـت سـطح مقطعـی بـه گودبـرداری و پرداخت سـطح پشـتی 

بـرای تحليـل سـطحی ناحيـه كلـی بـه كار برد.

 آمادهسازیناحیهایگزینشییامعینازنمونه
به طـور معمـول، بـه دليـل اینکـه نقص)هـا( یـا ویژگـی مـورد 
نظـر در اصـول مربـوط بـه تعـداد معـدودی از ترانزیسـتورها درون 
یـک تراشـه اسـت، بنابرایـن، از روش ناحيـه كلی TEM بـه ندرت 
در صنعـت نيمه هـادی اسـتفاده می شـود. در ایـن روش جدیـد، 
ضخامـت ناحيـه ای از نمونـه مربوطـه در برگيرنـده ویژگـی مـورد 
نظـر یـا نقـص بـه وقـوع پيوسـته به صـورت گزینشـی به منظـور 
دسترسـی بـه قابليـت عبـور الکترون هـا از آن ناحيـه بـه كمتـر از 
mm 0/25 كاهـش می یابـد. بـه هميـن دليـل، نـام »TEM ناحيـه 
گزینشـی« بـرای ایـن روش انتخـاب شده اسـت. چالـش اصلـی در 
ایـن رونـد، تقليـل دادن ضخامـت همـان ناحيـه گزینشـی بـدون 
تخریـب یکپارچگـی كل نمونـه مـورد نظـر اسـت. بـرای دسـتيابی 
بـه ایـن هـدف، می تـوان از روش FIB اسـتفاده كـرد كـه اصـول 
كلـی آن در شـکل )9( بـه نمایـش گذاشـته شده اسـت. در ایـن 
روش، به منظـور نـازک سـاختن هـر چـه بيشـتر ناحيـه گزینشـی 
ناحيـه،  آن  از  الکترونـی  پرتـو  عبـور  نمـودن  تسـهيل  و  نمونـه 
از پرتـو حـاوی یون هـای گاليـم متمركـز بـا انـرژی بـالا اسـتفاده 
می شـود. روش هـای آماده سـازی نمونـه مبتنـی بـر FIB پيـش از 
عمليـات نهایـی نازک سـازی نمونه هـا، به طـور معمـول بـه مراحـل 

مقدماتـی  مراحـل  ایـن  هسـتند.  نيازمنـد  پيچيـده ای  مقدماتـی 
شـامل سـنگ زنی یـا اره كاری دقيق برای دسـتيابی بـه ضخامتی از 
نمونـه در محـدوده um 75-20 و همچنين چسـباندن نمونه مورد 
نظـر روی حلقـه پشـتيبان به منظـور تسـهيل مـوارد انتقـال نمونه 
تراشـيده و نـازک شـده بـه مکان هـای مختلف اسـت. ایـن مراحل 
بنـا بـر هندسـه نمونـه مورد نظـر )یعنـی ناحيـه سـطح مقطعی یا 

سـطحی( متغيـر هسـتند.

شـکل)8(:نمایـیازروشآمادهسـازیناحیـهایکلـیازنمونـه.)الف(:دو
تکـهویفـررودررومقابـلیکدیگـربههـمچسـباندهشـدهاند)ویفرهای
اضافـینیـزبـرایکنتـرلآسـانتراضافـهمیشـوند(وازجهـتسـطح
مقطـع،سـنگزنیشـدهتابهضخامـتکمتـراز50umبرسـد.)ب(:نمای
ازبـالابـهپایینپـسازگودبرداریورسـیدنبهضخامـت15umدرمرکز
نمونـه،)ج(:نمایسـطحمقطعیازنمونهگودبرداریشـدهکـهبرایحصول
قابلیـتعبـوردادنالکتـرونپرتویونآرگونسـاییدهمیشـود.)د(:نمای
ازبـالابهپاییـنتصویرنمونهنهاییبهدسـتآمـدهازمیکروسـکوپنوری،
مناطـقنـازکعبوردهنـدهالکتـرونباپیکانمشـخصشـدهاند]2[.

شـکل)9(:نمایـیازروشسـایشپرتـویونیمتمرکـزبرایآمادهسـازی
.]2[TEMناحیهایگزینشـیازنمونـه
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 آمادهسازیسطحمقطعینمونه
هـدف از ایـن رویـه، حصـول یـک سـطح مقطـع نـازک )بـا 
ناحيـه  برگيرنـده  در  قطعـه  از   )0/25  um از  كمتـر  ضخامتـی 
معيـوب اسـت. ایـن روش زمانـی مؤثر واقع می شـود كـه موقعيت 
درون  و  بـوده  شناسـایی  قابـل  نظـر  مـورد  عيـب  دقيـق  افقـی 
چنـد لایـه تکـرار شـده باشـد. نمایـی از مراحـل الزامـی، پيـش 
FIB در شـکل )8( نمایـش  از اعمـال روش آماده سـازی نمونـه 
داده شده اسـت. در ایـن رویـه، ناحيـه مـورد نظـر بـا اسـتفاده از 
ليـزر یـا خـود FIB به طـور دائـم علامت گـذاری می شـود. نمونـه 
مـورد نظـر در راسـتای جهـت مـوازی بـا سـطح مقطـع نهایـی با 
ضخامتـی تقریبـاً برابـر بـا um 75-20 تراشـيده یـا اره می شـود. 
نمونـه مـد نظـر به طـور معمـول در مرحله سـنگ زنی یـا اره كاری 
بـرای تسـهيل فرآینـد نگـه داشـتن و حمـل و نقـل، بـا اسـتفاده 
از چسـب پلاسـتيکی حرارتـی انحلال پذیـر در اسـتون50 بـه یـک 
لام/اسـلاید51 شيشـه ای چسـبانده می شـود. سـپس نمونـه ذكـر 
شـده از لام شيشـه ای جـدا و بـه درون FIB منتقـل و در آنجـا به 
ضخامـت دلخـواه، نـازک می شـود. به منظـور كار كـردن راحت تـر 
بـا نمونـه می تـوان یـک نيـم حلقـه حفـره دار )بـا قطـر mm 3 و 

ضخامـت mm 50( را به طـور دائـم روی آن چسـباند.

 آمادهسازینمونهمسطح
رویـه آماده سـازی نمونـه مسـطح بـرای TEM یـک مزیـت 
هندسـی منحصربفـرد را نسـبت بـه روش سـطح مقطعـی بـرای 
مـوارد تحليـل نقـص را در بـر داشـته كـه محـدود بـه قطعـات 
سـيليکونی یـا لایه هـای معينـی از قطعـات می شـود. در روش 
از كمتـر  ضخامتـی  )بـا  نـازک  بـرش  یـک  مقطعـی،   سـطح 

mm 0/25( از قطعـه مـورد نظـر بـرای فرآینـد تحليـل نقـص 
مسـطح  نمونـه  آماده سـازی  رویـه  در  امـا  می شـود،  تهيـه 
از هـر لایـه )بـا  می تـوان بـه ناحيـه 20 سـانتی متری مربعـی 
ضخامتـی كمتـر از mm 0/25( از قطعـه مـورد نظـر دسترسـی 
نظـر  مـورد  نقـص  كـه  زمانـی  می تـوان  بنابرایـن،  كـرد.  پيـدا 
محـدود   250  nm بـا  برابـر  تقریبـاً  ضخامتـی  بـا  لایـه ای  بـه 
موقعيـت  مـورد  در  قطعيـت  عـدم  شـرایط  همچنيـن  و  شـود 
افقـی نقایـص وجـود داشـته باشـد، آنـگاه بهتـر اسـت از روش 
آماده سـازی نمونـه مسـطح اسـتفاده كـرد. نمونه هایـی از ایـن 
مشـترک  رابط/سـطح  در  نابجایی هـا  از:  عبارتنـد  نقایـص  نـوع 
بيـن  واكنش هـای  و  اكسـيد گيـت  نقایـص  قطعـه سـيليکونی، 
سـطحی. جزئيـات مربـوط بـه رویـه آماده سـازی نمونه مسـطح 
پيش تـر ارائـه شده اسـت. در شـکل )10(، نمایـی از رویه هـای 
ناحيـه  از  مقطعـی  سـطح  آماده سـازی  بـرای   FIB از  پيـش 

شده اسـت. ارائـه   TEM نمونـه  گزینشـی 
هـدف اصلی از تحليل نمای از بالا/سـطحی با TEM، دسـتيابی 
بـه قابليـت بررسـی هـر لایـه ای از قطعه مـورد نظر در مـکان وقوع 
نقـص اسـت. ایـن امـر نيازمنـد تنظيـم و همتـراز سـاختن دقيـق 
لایـه مـورد نظـر مـوازی بـا پرتـو یونـی اسـت. هرگونـه اشـتباه در 
فرآینـد تنظيـم و همترازسـازی، منجـر بـه بزرگنمایی اثر آبشـاری 

حاصـل شـده از نرخ سـایش متفـاوت مؤلفه ای دیگـر از قطعه مورد 
نظـر می شـود. در دنيـای واقعـی هميشـه دسترسـی بـه تنظيـم و 

همترازسـازی دقيـق امکان پذیـر نيسـت.

شـکل)10(:نمایـیازرویههـایپیـشازFIBبـرایآمادهسـازیسـطح
مقطعـیازناحیـهگزینشـینمونـهTEM.)الـف(:ناحیـهمـوردنظـربـا
پرتـولیـزرنشـانهگذاریشدهاسـت.)ب(:تراشـهمـوردنظـربهصـورت
سـطحمقطعـیبـرایحصولضخامـتبیـن20mmالـی75mmصیقل
دادهمیشـود،ازیـکارهدقیـقبـاسـرعتبـالابهمنظـوردسـتیابیبه
ضخامـتمـوردنظرمیتـواناسـتفادهنمـود.)ج(:برشمربوطـهبهدرون
FIBانتقـالیافتـهوسـاییدهمیشـودوحتـیدرصـورتنیـازمیتـوان
بـرایدسـتیابیبهقابلیـتکنتـرلبهتریکنیـمحلقـه3mmحفرهدار
ازجنـسمـسرابـهنمونهچسـباندوسـپسبـااسـتفادهازFIBناحیه
مـوردنظـرسـاییدهمیشـود.)د(:نمـاینزدیـکازمنطقهبـرشخورده

کـهالکتـرونمیتوانـدازآنعبورکنـد]2[.

 روشبلندکردنوبالاآوردن
رویه هــای نازک ســازی پيــش از اســتفاده از FIB شــرح 
داده شــده در قســمت های فــوق، به طــور معمــول زمان بــر و 
گــران قيمــت هســتند. بــا بــه كارگيــری روشــی نویــن بــا عنــوان 
بلنــد كــردن و بــالا آوردن، دیگــر نيــازی بــه آماده ســازی پيــش 
از FIB ناحيــه معينــی از نمونــه TEM نيســت. در ایــن روش بــا 
اســتفاده از FIB، برشــی نــازک از ناحيــه مــورد نظــر نمونــه تهيــه 
ــالا  ــده و ب ــد ش ــی TEM بلن ــه نهای ــوان نمون ــرش به عن و آن ب
ــا قطــر  ــازک بــه گریــدی ب آورده می شــود. ســپس ایــن بــرش ن
ــره دار پوشــش داده شــده،  ــن حف ــا كرب ــه ســطح آن ب mm 3 ك
ــل  ــد از: تقلي ــر عبارتن ــورد نظ ــای روش م ــد. مزای ــال می یاب انتق
زمــان آماده ســازی نمونــه و امکان پذیــر بــودن آماده ســازی 
ــه  ــه ای گزینشــی از بيشــتر مؤلفه هــای مــدار مجتمــع نمون ناحي
ــدی. در  ــا بع ــی ی ــت هندس ــه محدودی ــچ گون ــدون هي TEM ب
ــه  ــدی ارائ ــی و بع ــری هندس ــص، انعطاف پذی ــل نق ــوزه تحلي ح
ــالا آوردن،  ــردن و ب ــد ك ــتفاده از روش بلن ــورت اس ــده درص ش
 TEM منجــر بــه حصــول روش هایــی نویــن بــرای بــه كارگيــری
ــی  ــود. نمونه های ــده می ش ــائل پيچي ــردن مس ــل ك ــور ح به منظ
ــالا آوردن عبارتنــد  از كاربردهــای جدیــد روش بلنــد كــردن و ب
از: تهيــه نمونــه TEM از ذرات كوچــک، مدارهــای از پشــت 
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نــازک شــده و مدارهــای از پشــت زدایــش شــده، چندیــن مــکان 
روی یــک تراشــه، قســمتی از تراشــه پــردازش نشــده و نقایــص 
ــد  ــهور، چن ــان مش ــن از مؤلف ــد ت ــه ای. چن ــه لای ــکار و لای آش
ــه  ــد ب ــه نيازمن ــالا آوردن را ك ــردن و ب ــد ك ــخه از روش بلن نس
ــته  ــه FIB نداش ــش از مرحل ــه پي ــازی نمون ــه آماده س هيچ گون
 TEM را بــرای آماده ســازی ناحيــه ای مــورد نظــر از نمونــه
معرفــی كردنــد. در یکــی از ایــن نســخه های رویــه بلنــد كــردن 
 ،2 mm ــت ــا ضخام ــتفاده از FIB، برشــی ب ــا اس ــالا آوردن ب و ب
عــرض mm 30 و عمــق mm 15 تهيــه شــد كــه ناحيــه مــورد 
ــه ای  ــپس ناحي ــرد. س ــرار می گي ــرش ق ــن ب ــز ای ــر، در مرك نظ
ــو  ــور دادن پرت ــرای عب ــق mm 10 ب ــرض mm 10 و عم ــه ع ب
ــازک می شــود. در  ــه، ن ــورد نظــر اولي ــه م ــی حــول ناحي الکترون
ایــن هنــگام، نمونــه نهایــی بــا بریــدن قســمت زیریــن و ســایش 
ــان دهنده  ــای نش ــود. نم ــدا می ش ــه ج ــه از تراش ــای نمون لبه ه
مرحلــه بریــدن قســمت زیریــن نمونــه نهایــی و بلنــد كــردن آن 
در شــکل )11( و تصویــر SEM از مرحلــه بــرش و بلنــد كــردن 

ــت. ــش داده شده اس ــکل )12( نمای ــز در ش ــه ني نمون

ــالا ــاعنــوان»بلنــدکــردنوب ــهب شــکل)11(:روشآمادهســازینمون
آوردن«بــرایتهیــهســطحمقطعــیازناحیــهایمعیــنبــرایبررســی
ــهایدردو ــرشدوپل ــهب ــنروش،دوطبق ــتگاهTEM.درای دردس
ــدن ــابری ــیب ــهنهای ــوردنظــرایجــادمیشــود.نمون ــهم طــرفناحی
ــدا ــیج ــهاصل ــرازتراش ــوردنظ ــهم ــرنمون ــرافوزی ــقاط مناط
ــایش. ــدس ــهفرآین ــنهندس ــهپایی ــالاب ــایب ــف(:نم ــود.)ال میش
)ب(:نمــایســطحمقطعــیازهندســهفرآینــدســایشورویــهبریــدن

ــوردنظــر]2[. ــهم وبرداشــتننمون

شــکل)12(:تصویــرمیکروســکوپالکترونــیروبشــیازبــرشنمونــه
.]2[FIBــا TEMب

ســخت ترین بخــش روش بلنــد كــردن و بــالا آوردن، انتقــال 

نمونــه TEM نهایــی از تراشــه بــه گریــد نگهدارنــده نمونــه اســت. 
ــتفاده از  ــا اس ــه ب ــت ك ــورت اس ــن ص ــه ای ــول ب ــرد معم رویک
ــار استاتيک/ســاكن در نوكــش  یــک ســوزن شيشــه ای حــاوی ب
ــد  ــه بلن ــه را از تراش ــرده، نمون ــل ك ــب عم ــد چس ــه همانن ك
ــه  ــده نمون ــد نگهدارن ــه گری ــی ب ــه نهای ــپس نمون ــد. س می كنن
غشــاءدار منتقــل می شــود. نــرخ موفقيــت مرحلــه انتقــال 
شــاخص های  بهينه ســازی  بــا  می تــوان  را  نهایــی  نمونــه 
تاثيرگــذار بــر مرحلــه بلنــد كــردن و بــالا آوردن را بــه ســادگی 
بــه 100 درصــد رســانيد. تصویــر ميکروســکوپ نــوری از نمونــه 
ــه در  ــده نمون ــد نگهدارن ــه روی گری ــتقرار یافت ــی TEM اس نهای
ــردن و  ــد ك ــات بلن ــت. عملي ــش داده شده اس ــکل )13( نمای ش
ــه  ــرایط فاصل ــوری در ش ــکوپ ن ــک ميکروس ــر ی ــالا آوردن زی ب
ــی x200 انجــام می شــود.  ــا حداقــل بزرگنمای كاری دوردســت ب
ــروب  ــازوی پ ــک ب ــه ی ــر ب ــورد نظ ــوزن م ــول، س ــور معم به ط
ماننــد متصــل می شــود. ایــن بازوهــا كــه ســوزن در انتهــای آنهــا 
متصــل شــده و قابليــت كنتــرل هيدروليکــی آنهــا نيز بــرای انجام 
ــترس  ــاری در دس ــورت تج ــت، به ص ــم اس ــق فراه ــركات دقي ح
ــروب  ــده ســوزن ميکروپ ــگاه دارن ــه  كارگيــری یــک ن هســتند. ب
كنتــرل شــده بــا اســتفاده از ميکرومتــر دقيــق ســاده نيــز بــرای 
دســتيابی بــه هــدف مــورد نظــر كافــی اســت. ميــزان موفقيــت 
ــوک ســوزن ذكــر  ــه شــارژ/بار اســتاتيک در ن عمليــات انتقــال ب
شــده، بــه مهــارت و صبــر بــالای اپراتــور دســتگاه بســتگی دارد. 
ــالا آوردن  ــردن و ب ــد ك ــه بلن ــه در مرحل ــی ك ــی از عوامل برخ
ــوک ســوزن، وزن  ــوده عبارتنــد از: شــارژ اســتاتيک در ن ــر ب موث
نمونــه TEM نســبت بــه شــارژ اســتاتيک و ميــزان دقــت بازویــی 

ــه آن متصــل شــده اســت. كــه ســوزن مربوطــه ب
شــارژ اســتاتيک بــه عواملــی نظيــر ســطح رطوبــت در اتــاق، 
قطــر نــوک ســوزن و تركيبــات نمونــه و ســوزن شيشــه ای 
ــتاتيک،  ــارژ اس ــزان ش ــودن مي ــالا ب ــورت ب ــتگی دارد. درص بس
به طــور معمــول، نمونــه از ســوزن بــالا رفتــه و در ایــن شــرایط، 
انتقــال آن روی گریــد TEM غيــر ممکــن خواهــد بــود. درصورت 
پایيــن بــودن ميــزان شــارژ اســتاتيک، نمونــه بــه ســوزن مذكــور 
ــرای  ــتاتيک ب ــارژ اس ــه ای از ش ــزان بهين ــبيد. مي ــد چس نخواه
ــال  ــالا آوردن و انتق ــردن و ب ــد ك ــق بلن ــات موف ــول عملي حص
نمونــه مــورد نيــاز اســت. از طریــق پوشــش دهی ســوزن و 
بهينه ســازی قطــر نــوک ســوزن مذكــور نســبت بــه وزن نمونــه 
مــورد نظــر می تــوان ميــزان شــارژ اســتاتيک در نــوک ســوزن را 
كنتــرل كــرد. همان طــور كــه پيش تــر نيــز ذكــر شــد، در روش 
 FIB بلنــد كــردن و بــالا آوردن، عمليــات نازک ســازی درون
ــی  ــرش نهای ــه ب ــی ك ــه انجــام می شــود. هنگام ــک مرتب ــا ی تنه
ــر  ــرد، دیگ ــرار گي ــد ق ــود و روی گری ــدا ش ــد و ج ــه بلن از تراش
ــود.  ــد ب ــر نخواه ــی امکان پذی ــازی اضاف ــات نازک س ــام عملي انج
ــده  ــتکاری كنن ــازوی دس ــا ب ــروب ی ــک پ ــب ی ــا نص ــوان ب می ت
درون FIB بــر ایــن محدودیــت روش بلنــد كــردن و بــالا آوردن 
 TEM ــه ــر پيشــرفت فرآینــد آماده ســازی نمون غلبــه نمــوده و ب
ــارت  ــه نظ ــه مرحل ــه ب ــورت مرحل ــا به ص ــا انته ــدا ت ــز از ابت ني
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داشــت. ایــن روش بــا عنــوان »بلنــد كــردن و بــالا آوردن درجــا/
بهنــگام« شــناخته شــده و مزیــت آن در برابــر روش بلنــد كــردن 
ــس از بررســی  ــی پ ــه حت ــن اســت ك ــی ای ــالا آوردن معمول و ب
نمونــه در TEM می تــوان آن را از روی گریــد بــه FIB برگردانــد 
ــا  ــود. تنه ــال نم ــازی را روی آن اعم ــات نازک س ــاره عملي و دوب
ــن زمينــه اســت كــه در روش بلنــد  ــن دو روش در ای تفــاوت ای
كــردن و بــالا آوردن درجا/بهنــگام بــرش بــه نســبت نــازک شــده 
ــا اســتفاده از  به صــورت درجا/بهنــگام درون FIB بلنــد شــده و ب
رسوب دهی/لایه نشــانی Pt روی گریــد TEM قــرار می گيــرد. 
بــرش بلنــد شــده كــه روی گریــد قــرار می گيــرد، بــرای حصــول 
 FIB ضخامــت مناســب به منظــور عبــور الکتــرون، بــا اســتفاده از

می شــود. نازک تــر 

ــدهاز ــلش ــرشحاص ــوریازب ــکوپن ــرمیکروس ــکل)13(:تصوی ش
ــاپوشــش ــدب ــرارگرفتــهرویگری ــالاآوردنق روشبلنــدکــردنوب

.]2[TEMــلدرون ــرایتحلی ــادهب ــیآم ــاءکربن غش

FIBآرتیفکتهایعملیاتنازکسازی

تاثيــر یــون بــر ســطح نمونــه تنهــا منجــر بــه انجــام عمليــات 
ســایش FIB نشــده بلکــه باعــث شــکل گيری یــک لایــه آســيب 
دیــده نيــز می شــود. صدمــه حاصــل شــده درصــورت اســتفاده از 
ــای  ــاKeV 50 شــامل كاشــت یون ه ــم KeV 5 ت ــای گالي یون ه
ــن، تركيــب مؤلفه هــا و  ــم، آمورف ســازی ســاختارهای بلوری گالي
ــورد نظــر می شــود.  ــاختار م ــف س ــات ظری ــن جزئي ــن رفت از بي
ــل  ــه حاص ــن نتيج ــون، ای ــای گوناگ ــام آزمایش ه ــس از انج پ
ــازک در  ــه ای ن ــب لای ــات در قال ــوع از صدم ــن ن ــه ای ــد ك ش
ــه/ ــه صدم ــن لای ــت ای ــوند. ضخام ــر می ش ــه ظاه ــطح نمون س
ــون بســتگی  ــرژی ی ــو و ان ــه برخــورد پرت ــه زاوی ــده ب آســيب دی
 TEM ــه ــازی نمون ــات آماده س ــه عملي ــده ك ــاهده ش دارد. مش
بــا ســایش FIB درصــورت بــه كارگيــری انــرژی KeV 30 قــادر 
اســت لایــه صدمه/آســيب دیــده ای بــا ضخامــت nm 40 را ایجــاد 
ــه  ــم و بزرگــی از نمون ــرش حجي ــر ب ــد. از طــرف دیگــر، اگ نمای
 10 KeV ــرژی ــا ان ــده و ســپس ب ــدا ش ــرژی KeV 30 ج ــا ان ب

ــت  ــگاه ضخام ــود، آن ــام ش ــی آن انج ــازی نهای ــات نازک س عملي
ــات  ــام عملي ــه nm 18 و درصــورت انج ــيب ب ــه/ آس ــه صدم لای
ذكــر شــده نهایــی بــا انــرژی KeV 5 نيــز ضخامــت لایــه 
مربوطــه بــه nm 10 تقليــل می یابــد. روش هــای كنتــرل كــردن 
آرتيفکت/ناخالصی هــای FIB ایجــاد شــده در طــول مرحلــه 

ــده اند. ــرح داده ش ــل ش ــمت ذی ــه در قس ــازی نمون آماده س

 صدمه/آسیبیونبهسطحرویی
به منظــور جلوگيــری از وقــوع صدمه/آســيب بــه ســطح 
رویــی و ایجــاد »اثــر پــرده ای«، لایــه ای نــازک از جنــس 
ــطح و  ــطح مس ــاد س ــرای ایج ــزات ب ــر فل ــا دیگ ــوم ی پلاتيني
كاهــش ميــزان گــرد كــردن بــالای نمونــه پيــش از شــروع هــر 
ــه  ــزار FIB روی منطق ــا اســتفاده از اب ــات ســایش ب ــه عملي گون
ــز  ــوب دهی فل ــود. رس ــوب داده می ش ــر رس ــورد نظ ــه م و ناحي
مــورد نظــر مکان نــگاری نمونــه را كــه احتمــالاً منجــر بــه 
ــطح  ــده را مس ــایش ش ــد س ــوار از فرآین ــج ناهم ــول نتای حص
ــول،  ــور معم ــد. به ط ــاد می كن ــی ایج ــه قربان ــک لای ــوده و ی نم
صدمه/آســيب ســطح رویــی بــه دليــل كاشــت زودهنــگام 
رخ  رسوب دهی/لایه نشــانی  مرحلــه  در  پلاتينيــوم  یون هــای 
ــی  ــو یون ــازی، پرت ــی نازک س ــل نهای ــول مراح ــد. در ط می ده
بــه جــای تاثيرگــذاری روی ناحيــه نمونــه مــورد نظــر، مقــداری 
ــتفاده از  ــدم اس ــورت ع ــد. درص ــذف می كن ــی را ح ــز قربان از فل
ــد  ــرای فرآین ــتفاده ب ــورد اس ــم م ــای گالي ــی، یون ه ــه قربان لای
ســایش، صدمــه و آســيب بســيار بيشــتری بــه ســطح مــورد نظــر 
ــی در  ــو یون ــا پرت ــه ب ــازک مربوط ــرش ن ــر ب ــد. اگ وارد می كن
ــر  ــورد نظ ــطح م ــا س ــوازی ب ــه م ــد درج ــش از چن ــه ای بي زاوی
پویــش شــده یــا حتــی اگــر از بــرش مذكــور بــا اســتفاده از پرتــو 
یونــی تصویربــرداری شــود، آنــگاه بــه ســطح مــورد نظــر صدمــه/
ــورد  ــطح م ــه س ــيبی ب ــن صدمه/آس ــود. چني ــيب وارد می ش آس
نظــر، منجــر بــه آمــورف شــدن ســطح نمونــه شــده كــه هميــن 
امــر موجــب ایجــاد اختــلال در فرآینــد تصویربــرداری بــا قــدرت 
ــيب  ــوع صدمه/آس ــرایط وق ــود. در ش ــالا می ش ــری ب تفکيک پذی
بســيار شــدید، هــر چقــدر ســطح بــرش نــازک مــورد نظــر، مــدت 
ــن  ــوازی تعيي ــور م ــارج از مح ــت خ ــتری در موقعي ــان بيش زم
ــص  ــرد، آرتيفکت ها/نقای ــرار گي ــی ق ــو یون ــرض پرت ــده در مع ش
نابهنجــار بيشــتری پدیــدار می شــوند. لزلــی52 و همــکاران 
اثــر صدمه/آســيب پرتــو بــا زاویه هــای انحــراف مختلــف را 
ــب  ــه منتخ ــی ناحي ــراش الکترون ــای پ ــت الگوه ــق ثب از طری
به دســت آمــده از چندیــن نمونــه Si آماده ســازی شــده در 
ــی اجــرا شــده  ــا اعمــال فرآینــد ســایش نهای شــرایط یکســان ب
ــه  ــا ب ــد. آنه ــی كرده ان ــف بررس ــرودی مختل ــو ف ــای پرت در زوای
ــه انحــراف 2± درجــه از  ــه زاوی ــد ك ــن نتيجــه دســت یافته ان ای
ــودن  ــاری ب ــرای ع ــرایط را ب ــن ش ــودی، بهينه تری ــت عم موقعي
ــا توجــه  ــی آورد. ب ــم م ــورف شــدن فراه ــر فاز/آم ــه از تغيي نمون
ــکان وجــود  ــن ام ــورد نظــر، ای ــه م ــا و ناحي ــه عمــق ویژگی ه ب
ــه از اهميــت  ــر ســطح نمون دارد كــه صدمه/آســيب وارد شــده ب
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ــر  ــورد نظ ــه م ــول، ناحي ــور معم ــد. به ط ــوردار نباش ــی برخ بالای
به عنــوان لایــه ای كــه nm 30 الــی nm 60 از ســطح رویــی 
نمونــه كلــی فاصلــه داشــته، انتخــاب می شــود. امــا اگــر نواحــی 
مــورد نظــر بــه ســطح نزدیــک باشــند، آنــگاه حتــی رســوب دهی 
لایــه محافظتــی پلاتينيــوم نيــز منجــر بــه وقــوع آرتيفکت هــای 
فرآینــد  از  اســتفاده  البتــه  شــد.  خواهــد  قبــول  غيرقابــل 
ــال  ــه احتم ــوم )KeV 5( ب ــن پلاتيني ــرژی پایي ــوب دهی ان رس
زیــاد از ميــزان صدمه/آســيب می كاهــد. در ایــن شــرایط، بــرای 
ــه فلــزی  ــه در طــول فرآینــد رســوب دهی، لای محافظــت از نمون
ــه در  ــل ك ــرژی كام ــا ان ــی ب ــو یون ــا اســتفاده از پرت ــر ب ضخيم ت
مراحــل بعــدی اعمــال شــده، بهتــر اســت ابتــدا لایــه ای نــازک 
ــوب داد.  ــی رس ــو الکترون ــال پرت ــت اعم ــوم را در حال از پلاتيني
ــن را  ــا كرب ــلا ی ــازک از ط ــه ای ن ــوان لای ــر، می ت ــرف دیگ از ط
پيــش از وارد كــردن نمونــه مــورد نظــر درون سيســتم FIB روی 
ــه از  ــن لای ــس از آن، ای ــرد. پ ــوب دهی ك ــه رس ــطح آن نمون س
ــو  ــاء شــده توســط پرت ــد رســوب دهی الق ــر فرآین ــه در براب نمون
ــب  ــر در قال ــکلات دیگ ــی از مش ــد. یک ــت می كن ــی محافظ یون
رســوب دهی مجــدد لایــه آمــورف زمانــی رخ می دهــد كــه 
ــازک مــورد نظــر ســایيده شــده  ــرش ن ــه ب منطقــه ای نزدیــک ب
ــایش در  ــد س ــه فرآین ــام هرگون ــدم انج ــا ع ــوان ب ــد. می ت باش
نزدیکــی ناحيــه بــرش نــازک مــورد نظــر پــس از نمایــان شــدن 
ــایش  ــد س ــام فرآین ــا انج ــی ی ــی نهای ــطح روی ــوان س آن به عن
تميــزكاری از وقــوع ایــن مشــکل جلوگيــری بــه عمــل آورد. لازم 
بــه ذكــر اســت كــه نمونه هــای آمــاده شــده بــا فرآینــد ســایش 
سيســتم FIB گــوه شــکل اســت، بدیــن معنــی كــه بــالای آنهــا 
ــه  ــاز ب ــورت ني ــت. درص ــر اس ــا عریض ت ــن آنه ــک و پایي باری
ــب  ــوان از تركي ــه، می ت ــان در كل نمون ــت یکس ــول ضخام حص
ــور در  ــه مذك ــتی نمون ــی و پش ــمت جلوئ ــایش قس ــد س فرآین
ــده  ــه نگهدارن ــا منحــرف ســاختن مناســب پای ــی ب ــه نهای مرحل

ــن اســتفاده نمــود. ــو پایي ــان پرت ــری جری ــه كارگي ــه و ب نمون

 آسیب/صدمهدیوارهجانبی
ــی  ــای جانب ــه دیواره ه ــدن آســيب/صدمه ب ــال وارد آم احتم
نمونه هــا نيــز وجــود دارد. البتــه بــه دليــل تابيــده شــدن پرتــو/
ــای  ــه دیواره ه ــيب وارده ب ــن، آس ــراش پایي ــه خ ــا زاوی ــعه ب اش
جانبــی كمتــر از آســيب مربــوط بــه ســطح اســت. امــا بــه هــر 
صــورت، آســيب/صدمه دیــدن دیواره هــای جانبــی روی كل 
نمونــه تاثيــر می گــذارد. بــرای جلوگيــری از وقــوع چنيــن 
آســيبی می تــوان انجــام مرحلــه بازرســی و بررســی نمونــه 
ــه  ــرای مرحل ــس از اج ــی پ ــو یون ــرداری پرت ــت تصویرب ــا حال ب
ــذف  ــازی/تميزكاری را ح ــات پاک س ــازی و عملي ــر نازک س آخ
كــرد. پيشــنهاد می شــود به منظــور بــه حداقــل رســانيدن 
ــی  ــی بازرس ــو الکترون ــا پرت ــی را ب ــه نهای ــيبی، نمون ــن آس چني
 TEM كــرد. در طــول مرحلــه نازک ســازی ســطح مقطــع نمونــه
ــده  ــدار ش ــی پدی ــدار كندوپاش ــت پای ــوان حال ــا عن ــرایطی ب ش
ــرخ  ــا ن ــم ب ــرخ فرآینــد كاشــت گالي ــان ن ــی مي كــه در آن توازن

كندوپاشــی گاليــم برقــرار می شــود. ایشــيتا53 و همــکاران ]27[ 
ــی را  ــدار نگهداشــت یون ــت پای ــد كندوپاشــی حال ــگام فرآین هن
ــدل خــود و  ــن م ــی را بي ــوده و همبســتگی خوب مدل ســازی نم
ــن  ــرای تعيي ــا ب ــد. آنه ــزارش كردن ــی گ ــی تجرب ــج آزمایش نتای
ــل  ــر از تحلي ــورد نظ ــع م ــطح مقاط ــم در س ــم گالي غلظت/تراك
ــه  شــدن  ــرض تعبي ــری ف ــه كارگي ــا ب ــد. ب EDX اســتفاده كردن
گاليــم درون 10 نانومتــر ابتدایــی از دیواره هــای جانبی/كنــاری، 
ــتنی و  ــای تنگس ــم درون لایه ه ــت گالي ــور غلظ ــان مذك مؤلف
ــو  ــا پرت ــد نازک ســازی ب ــه انجــام فرآین ــا توجــه ب ســيليکونی )ب
ــد درون  ــا 4 و 9 درص ــر ب ــب براب ــه ترتي ــی KeV 30( را ب یون
ــکاران  ــورد54 و هم ــد. لنگف ــرآورد كردن ــر ب ــورد نظ ــای م لایه ه
]28[ تاثيــر شــرایط مختلــف ســایش بــا پرتــو یونــی بــر غلظــت 
گاليــم حالــت پایــدار تعبيــه شــده درون نمونه هــای ســطح 
ــد  ــزارش كردن ــا گ ــد. آنه ــی نمودن ــيليکون را بررس ــی س مقطع
كــه گاليــم نمونه هــای ســطح مقطعــی ســيليکونی ســایيده 
ــر  ــی KeV 5 در حــدود 2/5 براب ــو یون ــا اســتفاده از پرت شــده ب
ــی ســيليکونی ســایيده شــده  ــای ســطح مقطع ــر از نمونه ه كمت
بــا پرتــو یونــی KeV 30 اســت. در عيــن حــال، نمونه هــای ذكــر 
ــا اســتفاده از گاز  ــرداری ب ــا زدایش/لایه ب ــایيده شــده ب شــده س
ــا  ــه ب ــی KeV 5 و KeV 30 در مقایس ــای یون ــا پرتوه ــد55 ب ی
ــو  ــتفاده از پرت ــا اس ــود ب ــده خ ــایيده ش ــای س ــای همت نمونه ه
یونــی KeV 30 بــه ترتيــب حــاوی 2/7 و 3 برابــر گاليــم كمتــری 
هســتند. بســياری از محققــان دربــاره عمــق صدمــات بــه 
دیواره هــای جانبــی نمونه هــای ســطح مقطعــی تحقيق هــای 
ــکل گيری  ــش ش ــتا، كاه ــن راس ــد. در ای ــام داده ان ــی انج جامع
ــه  ــورت ب ــيليکون درص ــی س ــواره جانب ــورف درون دی ــه آم لای
 KeV 5 و KeV ،30 KeV ــا ــر ب كارگيــری انرژی هــای یــون براب
ــی  ــواره جانب ــه دی ــوارد، صدم ــن م ــه در ای ــده ك ــزارش ش 2 گ
ــا: nm ،∼22 nm 2/5∽ و ــر اســت ب ــه ترتيــب براب  مــورد نظــر ب

.∼0/5-1/5 nm
كاتو56 و همکاران ]29[ عمق صدمات وارد شــده به ســيليکون 
 30 KeV بلــوری بــا اســتفاده از فرآینــد ســایش را بــا پرتو گاليــم
بررســی نمــوده و لایــه آمورفــی تقریبــاً برابــر بــا nm 20 به دســت 
ــد كــه ضخامــت مــورد نظــر در محــدوده  آورده و گــزارش كردن
pA - 100 pA 500 از جریــان پرتــو بــه كار بــرده شــده مســتقل 
اســت. واكــر57 و همــکاران ]30[، بــا اســتفاده از تحليــل پــراش 
ــو  ــری پرت ــه كارگي ــورت ب ــه درص ــد ك ــزارش كردن ــزان گ مي
ــناید  ــم آرس ــدن در گالي ــورف ش ــه آم ــم KeV 30، صدم گالي
كمتــر از nm 8 خواهــد بــود. روش هــای بســياری نظيــر كاهــش 
ــو  ــایش پرت ــتفاده از س ــده، اس ــده ش ــی تابي ــو یون ــرژی پرت ان
ــی  ــطح مقطع ــای س ــازی نمونه ه ــرای پاک س ــن58 ب ــی په یون
ــرای  ــری GAE ب ــه كارگي ــن ب ــا FIB و همچني ــده ب ــاده ش آم
كاهــش ضخامــت لایــه آســيب/صدمه دیــده مــورد نظــر توســط 
ــتم های  ــد. در سيس ــرار گرفته ان ــی ق ــورد بررس ــگران م پژوهش
ــت در  ــام فعالي ــرای انج ــی ب ــک یون ــی، اپتي ــاری كنون FIB تج
 FIB ــرژی تابشــی KeV 30-20 بهينه ســازی شده اســت. اگــر ان
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ــر  ــدازه زیـ ــا انـ ــات بـ ــتگاه ها و قطعـ ــای دسـ ــن ویژگی هـ ــور تعييـ ــوری به منظـ ــی عبـ ــکوپ الکترونـ ميکروسـ
ـــت  ـــواد در صنع ـــل م ـــی و تحلي ـــص، سنجه شناس ـــازی نقای ـــخيص و آشکارس ـــرای تش ـــروری ب ـــزاری ض ـــه اب ـــر ب نانومت
نيمه هـــادی تبدیـــل شده اســـت. ســـایش FIB بـــه دليـــل قابليـــت مطلـــوب آن در زمينـــه آماده ســـازی منطقـــه ای 
ـــده  ـــه وارد ش ـــت. صدم ـــوزه اس ـــن ح ـــان ای ـــان محقق ـــوب مي ـــی محب ـــل در TEM، روش ـــرای تحلي ـــه ب ـــن از نمون معي
بـــا روش FIB بـــه نمونـــه را می تـــوان از طریـــق بـــه كارگيـــری فرآینـــد ســـایش بـــا انـــرژی پایيـــن در مرحلـــه 
ـــه  ـــن نتيج ـــه ای ـــمندان ب ـــراوان دانش ـــات ف ـــس از تحقيق ـــود. پ ـــرل نم ـــه TEM كنت ـــازی نمون ـــد آماده س ـــی رون نهای
رســـيدند كـــه می تـــوان لایه هـــای نـــازک )اكســـيد گيـــت، ضخامـــت فيلم/غشـــاء K-بـــالا، لایـــه ســـطحی( را بـــا 
اســـتفاده از HRTEM بـــا دقـــت بســـيار مطلـــوب اندازه گيـــری كـــرد امـــا هنـــوز بایـــد بـــر چالش هایـــی هماننـــد 
ـــی  ـــرای نمونه های ـــه ب ـــق از نمون ـــرداری دقي ـــع ب ـــی و مقط ـــو یون ـــيب پرت ـــاری از آس ـــای ع ـــه، نمونه ه ـــت نمون ضخام
كـــه منطقـــه معينـــی از آنهـــا مـــد نظـــر بـــوده، غلبـــه نمـــود. تحليـــل فـــاز و ریخت شناســـی نمونه هـــای صنعـــت 
مذكـــور را می تـــوان بـــا دســـتگاه TEM مرســـوم )ميـــدان روشـــن، ميـــدان تاریـــک و پـــراش الکترونـــی ناحيـــه 
گزینشـــی(، CBED و FFT دســـتگاه HRTEM انجـــام داد. مزیـــت اصلـــی تصویربـــرداری STEM بـــا اســـتفاده از 
ـــرداری  ـــوم تصویرب ـــای مرس ـــا روش ه ـــا ب ـــایی آنه ـــه شناس ـــت ك ـــی اس ـــن نقایص ـــخيص كوچکتری ـــت Z تش كنتراس
ـــات  ـــاختار قطع ـــواره س ـــه هم ـــل اینک ـــه دلي ـــت. ب ـــوار اس ـــراش دش ـــوی پ ـــت و الگ ـــرداری فاز-كنتراس ـــر تصویرب نظي
و دســـتگاه های صنعـــت نيمه هـــادی در حـــال كوچـــک و پيچيده تـــر شـــدن هســـتند، لـــذا تحليـــل و تشـــخيص 
ـــن  ـــه همي ـــت. ب ـــر اس ـــف TEM امکان پذی ـــای مختل ـــتفاده از روش ه ـــا اس ـــا ب ـــوارد تنه ـــتر م ـــا در بيش ـــص آنه نقای
منظـــور، غلبـــه بـــر چالش هـــای موجـــود در رابطـــه بـــا آماده ســـازی و تصویربـــرداری از نمونه هـــای نيمه هـــادی 

ـــت. ـــوردار اس ـــی برخ ـــت بالای ـــتفاده از TEM از اهمي ـــا اس ب

ری
گی
جه

نتی

تنهــا بــه چنــد KeV كاهــش یابــد، آنــگاه قــدرت تفکيک پذیــری 
فرآینــد تصویربــرداری نيــز بــه دليــل افزایــش بــه وقــوع پيوســته 
در انــدازه نقطــه و كاهــش در نســبت ســيگنال بــه نویــز تقليــل 
خواهــد یافــت. در نتيجــه ایــن امــر، ســایيدن ســطح مقطــع بــا 
ــود.  ــوار می ش ــق دش ــم عم ــورد ك ــای برخ ــتفاده از زاویه ه اس
كاتــو و همــکاران ]29[ گــزارش كردنــد كــه درصــورت منحــرف 
شــدن ســطح مقاطــع ســيليکونی بــه انــدازه 10 درجــه و ســپس 
ــگاه  ــرژی KeV 5، آن ــا ان ــتفاده از FIB ب ــا اس ــا ب ــایيدن آنه س
 10 nm ضخامــت لایــه آمــورف در دیواره هــای جانبــی برابــر بــا
ــدن  ــایيده ش ــال س ــه در ح ــود. در روش GAE منطق ــد ب خواه
ایــن  قــرار می گيــرد. در  نيــز  واكنش پذیــر  در معــرض گاز 
ــوب دهی  ــد رس ــه از فرآین ــش یافت ــش افزای ــرخ زدای ــورت، ن ص
مجــدد مــواد، كاســته شــده، تعــداد نقایــص بلــور كاهــش 
یافتــه و ميــزان گاليــم اســتفاده شــده بــرای نمونــه نيــز تقليــل 
ــه  ــش صدم ــور كاه ــکاران به منظ ــوگيموتو59 و هم ــد. س می یاب
در نمونه هــای GaAs خــود، GAE كلرین/كلــر را بــه كار بردنــد، 
ــازی  ــور بهينه س ــکاران به منظ ــی  و هم ــه یاماگوچ ــی ك در حال
 GAE از HREM ــرای ــود ب ــی InP خ ــطح مقطع ــای س نمونه ه
آیوداین/یــد اســتفاده كردنــد. یاماگوچــی60 و همــکاران گــزارش 
 nm ــه را از ــه صدم ــد كــه اســتفاده از GAE ضخامــت لای نمودن
31 بــه nm 2 الــی nm 5 كاهــش داده و همچنيــن از بــه وجــود 
ــه شــکل دهی ریزبلورهــا  ــادر ب آمــدن آرتيفکت هــای FIB كــه ق
ــکاران و  ــو و هم ــی آورد. كات ــل م ــه عم ــری ب ــز جلوگي ــوده ني ب
ــایش  ــد س ــام فرآین ــر انج ــکاران اث ــورد و هم ــن لنگف همچني

ــده  ــاده ش ــيليکون آم ــی س ــطح مقطع ــای س ــر نمونه ه BIB ب
بــرای TEM توســط دســتگاه FIB را مــورد بررســی قــرار دادنــد. 
ــتم های  ــا سيس ــه ب ــایش BIB در مقایس ــد س ــای فرآین مزیت ه
ــر و دوم  ــرودی كمت ــای ف ــودن انرژی ه ــال نم ــت فع FIB، نخس
ــکاران  ــو و هم ــت. كات ــری اس ــایش كوچکت ــای س ــول زوای حص
]29[ گــزارش دادنــد كــه ســایش BIB ســطح مقاطع ســيليکونی 
 آمــاده شــده توســط سيســتم FIB بــا بــه كارگيــری پرتــو 
KeV 4 در زاویــه °4 منجــر بــه حصــول صدمــه ای 8 نانومتــری 
ــه ای  ــورد و همــکاران روی ــی می شــود. لنگف ــای جانب در دیواره ه
را پيشــنهاد كردنــد كــه در آن، هــر دو طــرف نمونه هــای 
ــالا آوردن  ــا اســتفاده از روش بلنــد كــردن و ب ســطح مقطعــی ب
ــایيد.  ــا را س ــوان آنه ــا BIB می ت ــپس ب ــده و س ــازی ش آماده س
در ایــن رویــه، ابتــدا یــک طــرف نمونــه ســطح مقطعــی ســایيده 
شــده و ســپس بــا اســتفاده از یــک ســوزن و یــک بــازوی 
ــده و طــرف دیگــر آن  ــه مذكــور را برگردان ــز، نمون مکانيکــی ری
ــق شــدند هــم از گریدهــای  ــه موف ــن روی ــا در ای را ســایيد. آنه
ــر  مســی و هــم از گریدهــای ســيليکونی اســتفاده كننــد. علاوه ب
ــای  ــده در دیواره ه ــه دی ــه صدم ــت لای ــن ضخام ــش یافت كاه
ــرای  ــی، یکــی دیگــر از مزیت هــای اجــرای ســایش BIB ب جانب
ــتم  ــا سيس ــده ب ــاده ش ــش آم ــی از پي ــطح مقطع ــای س نمونه ه
ــته تر  ــای آهس ــری نرخ ه ــه كارگي ــا ب ــه ب ــت ك ــن اس FIB ای
ــه  ــی نمون ــت نهای ــن ضخام ــر تعيي ــرل بيشــتری ب ــایش، كنت س

ــی آورد ]2[. ــم م ــر فراه ــرای كارب ــی ب ســطح مقطع
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1. Transmission Electron Microscope (TEM)

2. Gallium

3. Gate

4. Dielectrics

5. kappa

6. Polycrystalline Silicon

7. Gate Oxide

8. Tantalum

9. Metal–Oxide–Semiconductor Field-Effect Transis-
tor (MOSFET)

10. Scanning Electron Microscopy (SEM)

11. Focused Ion Beam (FIB)

12. Integrated Circuit (IC)

13. Silicon dioxide (SiO2)

14. The metal-oxide-semiconductor field-effect transis-
tor (MOSFET)

15. Silicon oxynitride (SiON)

16. High-Resolution Transmission Electron Micros-
copy (HRTEM)

17. Complementary Metal Oxide Semiconductor 
(CMOS)

18. Wafer

19. Convergent Beam Electron Diffraction (CBED)

20. Fast Fourier Transform (FFT)

21. Energy Dispersive Spectroscopy (EDS)

22. Electron Energy Loss Spectroscopy (EELS)

23. Selected Area Electron Diffraction (SAED)

24. Titanium nitride

25. Amorphous layers

26. Scanning Transmission Electron Microscopy 
(STEM)

27. Cathode Ray Tube (CRT)

28. Bright Field (BF)

29. Annular Dark Field (ADF)

30. High Angle Annular Dark Field (HAADF)

31. Energy Filtered TEM (EFTEM)

32. Stegmann

33. Emitter–Base

34. Argon

35. Region Of Interest (ROI)

36. Young

37. Morris

38. Kirk

39. Schraub

40. Rai

41. Overwijk 

42. Herlinger

43. Giannuzi

44. Anderson

45. Klepeis

46. Subramanian

47. Stevie

49. Nickel (Ni)

50. Molybdenum (Mo)

51. Acetone

52. Slide

53. Leslie

54. Ishita

55. Langford

56. Gas Assisted Etching (GAE)

57. Kato

58. Walker

60. Broad Ion Beam (BIB)

61. Sugimoto

62. Yamaguchi
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In recent years, advanced technologies were applied to semiconductor industry and as a result 
the size of its features is scaling down drastically. In order to improve its devices performance, this 
industry needs to keep reducing the size of the parts that it manufactures even more. Meanwhile 
transmission electron microscopy (TEM) plays an important part in development, manufacturing 
and fault analysis of the semiconductor industry devices. After witnessing recent advances in TEM 
field in respect to preparing and imaging of semiconductor specimens, we can no longer limit the 
utilization of TEM in just academic fields and should apply TEM techniques to thoroughly assess 
and analyze semiconductors faults that cannot be revealed or examined by any other available 
methods. TEM techniques not only provide the superior spatial resolution in comparison to other 
advanced methods, but they also offer ultra-sensitive elemental analysis ability to characterize 
sub-nanometer materials in semiconductor industry. In this field TEM can be used for applications 
such as: examining semiconducting devices defects, evaluating surface and interfacial features, 
identifying device dimensions, and etc. in this article, different types of techniques for semiconduc-
tor specimen preparation, analyzing and imaging using TEM have been presented.
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Thin layer chromatography is a common technique for the separation and identification of drugs. 
There are several thin layer chromatography methods for the qualitative and semi-quantitative 
analysis of cannabis, using a variety of stationary and mobile phases, sample preparation meth-
ods, and spot Visualization/detection techniques. However, any method that is newly applied in the 
laboratory should be tested before routine use; Be validated and approved.
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Validation, cannabinoids, Tetrahydrocannabinol, 
Thin layer chromatography, The Drug Detection and 
Analysis Laboratories.
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Biological laser scanning confocal microscopy relies heavily on fluorescence as an imaging 
mode, primarily due to the high degree of sensitivity afforded by the technique coupled with the 
ability to specifically target structural components and dynamic processes in chemically fixed as 
well as living cells and tissues. Many fluorescent probes are constructed around synthetic 
aromatic organic chemicals designed to bind with a biological macromolecule (for example, a 
protein or nucleic acid) or to localize within a specific structural region, such as the cytoskeleton, 
mitochondria, Golgi apparatus, endoplasmic reticulum, and nucleus. Other probes are employed 
to monitor dynamic processes and localized environmental variables, including concentrations 
of inorganic metallic ions, pH, reactive oxygen species, and membrane potential. Fluorescent 
dyes are also useful in monitoring cellular integrity  
(live versus dead and apoptosis), endocytosis, exocytosis, 
membrane fluidity, protein trafficking, signal transduction, 
and enzymatic activity. In addition, fluorescent probes 
have been widely applied to genetic.
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Determining the purity of Determining the purity of 
materials using a differential materials using a differential 
calorimetry devicecalorimetry device

The differential calorimetry (DSC) thermal analysis method is used by many researchers 
 for thermal analysis and to investigate the behavior of different materials when faced with 
temperature changes. While this method has other practical aspects. One of these 
applications is determining the purity of materials. Which is very important in the 
preparation of reference materials or the pharmaceutical industry. This article examines 
the method of determining the purity of materials. It is paid through a calorimeter. Which is 
cheaper and faster compared to other methods. And it has acceptable accuracy.
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Determining and evaluating Determining and evaluating 
sources of uncertainty in the sources of uncertainty in the 
Charpy impact testCharpy impact test

There are always some precision and uncertainties in the measurement of the final 
report, especially if this measurement is done with laboratory equipment. For this purpose, 
investigating and evaluating the factors that create uncertainty in the final value can  
always lead to a more accurate value. Therefore, in this research article, the factors and  
parameters that cause error and uncertainty in the final value in the Charpy impact test, 
which is a widely used test in measuring the energy absorbed by various materials such 
as steel in the construction of steel pipes for use in water transmission, gas, and oil are  
investigated. The uncertainty of the device was calculated along with the uncertainty  
resulting from the reproducibility. Finally, for a Charpy test device, the numerical results 
were calculated to the amount energy absorbed 185.2 J with an expanded uncertainty of 
4.078 with a confidence factor of 95%, taking into account the degree of freedom of the test. 
Also, according to the calculations, the share of repeatability uncertainty is more than other 
uncertainty factors.
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Uncertainty in Uncertainty in 
the sampling the sampling 
processprocess

Uncertainty in the sampling process is an important challenge in statistical sci-
ences and research studie. in this article, an attempt was made to examine the 
factors that cause errors and uncertainty in sampling and research, as well as 
various methods of reducing uncertainty in them.
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