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 گسترش پوشش شبکه

سه‌شـنبه 20 تیـر ماه سـال 1402، نشسـتی با حضـور مدیران 
آزمایشـگاهی  نماینـدگان شـبکه  قزویـن،  اسـتان  آزمایشـگاه‌های 
و  آزاد  دانشـگاه  آزمایشـگاهی  شـبکه  و  راهبـردی  فناوری‌هـای 
همچنیـن نماینـدگان سـازمان‌های نظارتـی اسـتان، بـه میزبانـی 

دانشـگاه آزاد اسالمی واحـد قزویـن برگـزار شـد. در ایـن برنامـه، 
بیـش از 30 نفـر از مدیـران آزمایشـگاه‌های دانشـگاه‌ها و مراکـز 
آزمایشـگاهی خصوصی )شرکت‌ها( مستقر در شهرهای مختلف استان 
دامپزشـکی  و  محیط‌زیسـت  سـازمان‌های  نماینـدگان  و  قزویـن 

توسعه 
شبکه‌سازی 
آزمایشگاه‌ها

شکل‌دهی ارتباطات بین مراکز آزمایشگاهی، یکی از فعالیت‌های مستمر شبکه آزمایشگاهی فناوری‌های راهبردی ایران است. 
بین  اینترنتی  و  برنامه‌های جمعی حضوری  برگزاری  استفاده میک‌ند.  ابزارهای متنوعی  از  آزمایشگاهی  این منظور، شبکه  برای 
و مشارکت در  آزمایشگاهی  مراکز  از  بازدیدهای جمعی  استانی،  و  قالب نشست‌های ملی  آزمایشگا‌ه‌ها در  و کارشناسان  مدیران 
برنامه‌های جمعی بین‌المللی، فرصت‌هایی را به‌منظور مطرح شدن چالش‌های پیش روی آزمایشگاه‌ها در ارائه خدمات و توسعه 
و شکل‌دهی  یکدیگر  به  مراکز  آزمایشگاهی  توانمندی‌های  معرفی  علاوه‌بر  برنامه‌ها  این  همچنین  میک‌ند.  ارائه  آنها  فعالیت‌های 

همکاری‌ها، تبادل تجربه و ایجاد جریان دانش بین مدیران و کارشناسان را به همراه دارد.
در ادامه، گزارشی از برنامه‌های برگزار شده در این راستا در تابستان 1402 ارائه شده‌است.

 نشست مدیران آزمایشگاه‌های استان قزوین
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و  پژوهـش  معـاون  فخاریـان،  احمـد  دکتـر  برنامـه،  ایـن  در 
فنـاوری دانشـگاه آزاد اسالمی قزویـن، ضمـن خـوش آمدگویـی 
بـه مهمانـان، بـه معرفـی توانمندی‌هـای دانشـگاه پرداخـت. وی با 
اشـاره بـه اینکه دانشـگاه آزاد قزوین بیـش از 14000 دانشـجو در 
رشـته‌های مختلف فنی و مهندسـی، علوم انسـانی، هنـر و معماری 
دارد گفـت: »ایـن دانشـگاه در حـوزه فنـاوری هـوش مصنوعـی و 
رباتیـک چندین سـال سـرمایه‌گذاری خوبـی انجـام داده و به نتایج 

خوبـی نیـز دسـت پیـدا کرده اسـت«.
موجـود  مسـائل  را حـل  دانشـگاه  فعالیت‌هـای  از  یکـی  وی، 
در صنعـت و شـکل‌دهی اعتمـاد بـرای بخـش صنعـت بـه انجـام 
پژوهـش در دانشـگاه دانسـت. بـه گفتـه وی، دانشـگاه آزاد واحـد 
قزویـن توانسـته اسـت بـا صنایـع مختلـف در اسـتان‌های دیگر نیز 

قراردادهایـی را امضـا و اجـرا کنـد.
دکتـر فخاریان افـزود: »یکی از اهـداف اولویت‌دار در دانشـگاه، 
اسـت.  آزمایشـگاه‌ها  در   ISO/IEC17025 اسـتاندارد  اسـتقرار 
امیدواریـم بـا دریافـت اعتبارنامـه ایـن اسـتاندارد، مجـوز همکاری 
آزمایشـگاه‌های دانشـگاه بـا سـازمان‌های نظارتی همچـون گمرک، 
سـازمان دامپزشـکی و سـازمان اسـتاندارد را دریافت کنیم و درآمد 

دانشـگاه را از ایـن طریـق افزایـش دهیم«.
آزمایشــگاهی  شــبکه  دبیــر  نســب،  مجتبــی  مهنــدس 
ــروع  ــت، ش ــن نشس ــخنران ای ــر س ــردی، دیگ ــای راهب فناوری‌ه
ــو  شــکل‌گیری شــبکه آزمایشــگاهی را ســال 1383 در حــوزه نان
ــگاهی،  ــبکه آزمایش ــاد ش ــدف از ایج ــزود: »ه ــود و اف ــر نم ذک
ــت.  ــور اس ــگاهی کش ــاخت‌های آزمایش ــره‌وری زیرس ــای به ارتق
ــو،  ــوزه فناوری‌نان ــت در ح ــال فعالی ــس از 10 س ــبکه پ ــن ش ای
ــای  ــه حوزه‌ه ــه هم ــگاه‌ها ب ــش آزمایش ــه پوش ــش دامن ــا افزای ب
آزمایشــگاهی  شــبکه  عنــوان  بــا   1393 ســال  از  فنــاوری، 

ایــران فعالیــت میک‌نــد«. فناوری‌هــای راهبــردی 
مهنـدس نسـب، ارائـه خدمـات توانمندسـازی به آزمایشـگاه‌ها 
را یـک دسـته از خدمـات شـبکه آزمایشـگاهی بیـان کـرد و گفت: 
»علاوه‌بـر این، شـبکه از تعمیر و نگهداری تجهیزات آزمایشـگاهی، 
آموزش کارشناسـان، استقرار اسـتانداردهای آزمایشگاهی و افزایش 

دامنـه خدمات‌دهـی آزمایشـگاه‌ها، حمایـت میک‌ند«.
برقـراری و تقویـت ارتبـاط بیـن آزمایشـگاه‌های عضـو شـبکه 
و همچنیـن بیـن آزمایشـگاه‌ها و سـازمان‌های نظارتـی و جـذب 
شـبکه  در  عضویـت  بـرای  سـازمان‌ها  آزمایشـگاه‌های  تشـویق  و 
آزمایشـگاهی از جملـه مـوارد مطـرح شـده در ایـن نشسـت بـود.

توانمندی‌هـای  از  حاضریـن،  نشسـت،  دوم  بخـش  در 
همچـون  قزویـن  واحـد  اسالمی  آزاد  دانشـگاه  آزمایشـگاه‌های 
غذایـی،  مـواد  میکروبیولـوژی  غذایـی،  صنایـع  آزمایشـگاه‌های 
میکروبیولـوژی عمومـی، غالت، شـکلات، لبنیـات، قنـد، روغـن، 
 cnc کنسـرو، عوامل شـیمیایی، تجزیه مـواد، عمران، دسـتگاه‌های

و قیـر و آسـفالت بازدیـد کـرده و بـا انـواع نمونه‌هـای مـورد آنالیز 
و پژوهش‌هـای انجـام شـده در ایـن آزمایشـگاه‌ها آشـنا شـدند و 
بـه بحـث و تبـادل نظـر بـا کارشناسـان آزمایشـگاه‌های مربوطـه 

پرداختنـد.
نیـز  جـاری  مـاه  تیـر   21 چهارشـنبه  اسـت  ذکـر  شـایان 
نماینـدگان شـبکه آزمایشـگاهی و تعدادی از مراکز عضو شـبکه، از 
توانمندی‌هـای آزمایشـگاه جامـع تحقیقات دانشـگاه علوم پزشـکی 
و خدمـات بهداشـتی درمانی قزوین )آزمایشـگاه‌های عمومی، آنالیز 
دسـتگاهی، PCR، کشـت سـلول، الکتروفـورز و فلوسـایتومتری(، 
آزمایشـگاه شـرکت دانـش محـور البـرز )آزمایشـگاه‌های تخصصی 
مـواد غذایـی و شـیمیایی( و شـرکت سـایپا شیشـه )خـط تولیـد 
و  فعالیت‌هـا  بـا  و  بازدیـد  تخصصـی(  آزمایشـگاه  و  فرم‌دهـی  و 

تحقیقـات آن‌ها آشـنا شـدند.
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دستگاه‌های  و  سازمان‌ها  نمایندگان  نشست   
فناوری‌های  آزمایشگاهی  شبکه  دبیر  با  دولتی 

راهبردی، برگزار شد.
و  راهبردی  فناوری‌های  آزمایشگاهی  شبکه  دبیر  نشست  در 
نمایندگان نهادها و سازمان‌ها، امکان برخورداری از معافیت مالیاتی 
براساس بندهای )ب( و )ت( ماده ۱۱ قانون جهش تولید دانش‌بنیان، 
برای مراکز عضو شبکه آزمایشگاهی فناوری‌های راهبردی مطرح و 
دانش‌بنیان  حوزه  در  سرمایه‌گذاری  که  سازمان‌هایی  که  شد  مقرر 

دارند از این معافیت برخوردار شوند.
هدف از برگزاری نشست »نمایندگان سازمان‌ها و دستگاه‌های دولتی 
با دبیر شبکه آزمایشگاهی فناوری‌های راهبردی«، آشنایی سازمان‌های 
دارای مراکز آزمایشگاهی با خدمات و ویژگی‌های شبکه آزمایشگاهی و 

پیوستن به این شبکه برای تنوع و گسترش خدمات آزمایشگاهی است.
یکی از حمایت‌های معاونت علمی، فناوری و اقتصاد دانش‌بنیان 
و  پژوهشگران  دانش‌بنیان،  شرکت‌های  از  جمهوری  ریاست 
دریافت طیف گسترده‌ خدمات  برای  تسهیلاتی  ارائه  فناور،  فعالان 
آزمایشگاهی  شبکه  ذیل  که  است  تحقیقاتی  آزمایشگاههای 
ارائه  آزمایشگاهی عضو  و توسط صدها مرکز  راهبردی  فناوری‌های 
می‌شود. شبکه آزمایشگاهی با هدف افزایش بهره‌وری زیرساخت‌های 
آزمایشگاهی کشور و حمایت از توسعه کمی و بهبود یکفی خدمات 

آزمایشگاهی راه‌اندازی شده‌است.
در این شبکه، خدمات آزمایشگاهی متنوعی مانند حوزه‌های فنی 
الکترونیک،  و  برق  متالورژی،  و  مواد  و مهندسی همچون مکانیک، 
گیاهان  و  کشاورزی  محیط‌زیست،  حوزه  معدن،  فضا،  هوا  شیمی، 
داروسازی،  مانند  پزشکی  و  فناوری  زیست  حوزه‌های  دارویی، 
سلول‌های بنیادی، مهندسی بافت، حوزه‌های علوم شناختی و مغز، 

صنایع دستی، مواد غذایی و غیره ارائه می‌شود.

به  راهبردی  فناوری‌های  آزمایشگاهی  شبکه   
مثابه یک ابزار مدیریتی و اطلاعاتی

راهبری  شورای  دبیرخانه  سرپرست  کرامتی،  مهدی  محمد 
به  نشست  این  در  سخنانی  طی  دانش‌بنیان،  تولیدات  و  فناوری‌ها 

کمک‌هایی که معاونت علمی، فناوری و اقتصاد دانش‌بنیان از رهگذر 
عضویت در این شبکه ارائه میک‌ند، اشاره کرد و گفت: »اگر سازمانی 
تجهیزات و آزمایشگاه خود را به عضویت این شبکه در بیاورد، به آن 
سازمان یک زیر شبکه تخصیص داده می‌شود تا بتواند تجهیزات خود 
را مدیریت کند؛ بنابراین، اولین آورده معاونت علمی در این زمینه 

برای سازمان‌ها، یک ابزار مدیریتی و اطلاعاتی است.
وی افزود: معاونت علمی و فناوری یارانه‌هایی را به پژوهشگران 
از  بخشی  علمی  معاونت  تا  میک‌ند  ارایه  دانش‌بنیان  و شرکت‌های 
هزینه خدماتی که پژوهشگران و شرکت‌های دانش‌بنیان نیاز دارند 
را تامین کند. این در واقع نوعی تحریک بازار و جذب مشتریان برای 
عضویت در شبکه آزمایشگاهی است. بندهای )ب( و )ت( ماده ۱۱ 
قانون جهش دانش‌بنیان مفهومی را با عنوان اعتبار مالیاتی تعریف 
کرده و معافیت مالیاتی، مشروط به انجام یک فعالیت خاص است؛ 
به‌عنوان مثال: سرمایه‌گذاری در حوزه دانش‌بنیان. بدین معنا که اگر 
کسی آزمایشگاهی بسازد، چه خود او استفاده کند چه اینکه به دولت 

هدیه کند، مشمول این معافیت مالیاتی خواهد شد«.

  از تعمیر و نگهداری تجهیزات تا به 
اشتراک‌گذاری خدمات آزمایشگاهی

مجتبی نسب، دبیر شبکه آزمایشگاهی فناوری‌های راهبردی در 
تعامل  در خصوص  سازمان‌ها  که  »نگرانی  کرد:  عنوان  نشست  این 
دیگر  و  گمرک  محیط‌زیست،  دارو،  و  غذا  استاندارد،  سازمان  با 
سازمان‌های نظارتی دارند، با ارتباطی که بین شبکه آزمایشگاهی و 

این سازمان‌ها برقرار است، رفع می‌شود.«
وی همچنین در مورد تعمیر و نگهداری تجهیزات آزمایشگاهی 
افزود: »مرکز نوسازی و تعمیر دستگاه‌های آزمایشگاهی ایران )نوتا( 
خدمات تعمیر و نگهداری و نوسازی تجهیزات آزمایشگاهی را برعهده 

دارد و قرار است این موضوع را مدیریت کند.«
دبیر شبکه آزمایشگاهی فناوری‌های راهبردی تایکد کرد: »معاونت 
علمی و فناوری در انجام فرآیندهایی همچون خرید، تعمیر تجهیزات و 
به اشتراک‌گذاری خدمات، به سازمان‌های عضو شبکه خدمات ارائه کند. 
از این رو، کارگزارانی برای انجام فعالیت‌های مختلف در شبکه مشخص 
شده‌است تا اطلاعات با صحت و دقت لازم در سامانه ثبت شود.« نسب 
افزود: »معاونت علمی، فناوری و اقتصاد دانش‌بنیان با توجه به ارتباطات 
بین‌المللی که دارد می‌تواند تعامل سازمان‌ها با عرصه بین‌الملل اعم از 

کشورهای اروپایی، آمریکایی و آسیایی را نیز تسهیل کند.«

  توسعه جریان دانش در شبکه آزمایشگاهی
فعالیت تعداد قابل توجهی از کارشناسان در آزمایشگاه‌های عضو 
شبکه آزمایشگاهی فناوری‌های راهبردی که تجربه کاربری تجهیزات 
پیشرفته آزمایشگاهی را دارند، موجب شده‌است شبکه آزمایشگاهی، 
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اخب کارشناسان  فنی  دانش  ارتقای  برای  را  متنوعی  آموزشی  برنامه‌های 

آزمایشگاه‌ها و پیشبرد جریان دانش در شبکه، در قالب آموزش‌های 
نظری و کارگاه‌های عملی و نیز دوره‌های آموزش مجازی طرح‌ریزی 

و اجرا نماید.

  کارگاه مدیریت کیفیت و ایمنی در آزمایشگاه 
در استان آذربایجان غربی برگزار شد

شبکه آزمایشگاهی با هدف آشنایی هر چه بیشتر مدیران یکفیت 
فناوری‌های  آزمایشگاهی  شبکه  عضو  آزمایشگاه‌های  کارشناسان  و 
راهبردی در سراسر کشور، کارگاه آموزشی »آشنایی با سیستم‌های 
مدیریت یکفیت و ایمنی در آزمایشگاه‌های آزمون و نمونه‌برداری« را به 
تفکیک مراکز عضو شبکه در هر استان، در سال 1402 برگزار میک‌ند.

عدم  آزمایشگاه،  در  ایمنی  استاندارد،  اصلی  مفاهیم  با  آشنایی 
قطعیت، صحه‌گذاری، کالیبراسیون، ممیزی داخلی، قواعد تصمیم‌گیری 
و خطر و مقایسات بین آزمایشگاهی، موضوعات مهمی است که در انجام 
بهتر آزمون‌های آزمایشگاهی و حصول نتایج دقیق‌تر و نیز در فرآیند 

استقرار استانداردهای آزمایشگاهی نقش مهمی ایفا میک‌ند.
سومین استان میزبان برگزاری این کارگاه در سال 1402، استان 
از سوی کارگروه  آذربایجان غربی است که کارگاه آموزشی مذکور 
استاندارد و ایمنی شبکه آزمایشگاهی برای آزمایشگاه‌های عضو این 
شبکه در آن استان، سیزدهم تیرماه به‌صورت مجازی و با حضور 33 
نفر از مدیران آزمایشگاه‌ها، مدیران یکفیت و کارشناسان مراکز عضو 

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

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

برای   ISO/IEC17025 استاندارد  الزامات  همچنین  شد.  پرداخته 
حاضرین در جلسه آموزشی تشریح شد و با مفاهیمی همچون محاسبه 
عدم قطعیت، صحه‌گذاری، کالیبراسیون، مقایسات بین آزمایشگاهی، 
ممیزی داخلی، قواعد تصمیم‌‌گیری و خطر در آزمایشگاه آشنا شدند.

شایان ذکر است تعداد 17 آزمایشگاه عضو شبکه آزمایشگاهی 
هستند  مستقر  غربی  آذربایجان  استان  در  راهبردی  فناوری‌های 
پلیمر،  فناوری‌نانو،  معدنی،  و  شیمیایی  غذایی،  صنایع  زمینه  در  و 
علوم شیلاتی خدمات  و  فناوری  زیست  کشاورزی،  و  محیط‌زیست 

آزمایشگاهی به متقاضیان خدمات ارائه می‌دهند.
آزمایشگاهی  شبکه  عضو  مراکز  ویژه  مذکور،  آموزشی  کارگاه 
فناوری‌های راهبردی و به‌صورت جمعی برای آزمایشگاه‌های یک یا 

چند استان مجاور برگزار خواهد شد.

  فعالیت‌های بین‌المللی شبکه آزمایشگاهی
بخش بین‌الملل شبکه آزمایشگاهی با هدف معرفی توانمندی‌های 
کشور در عرصه جهانی و گسترش همکاری‌های علمی، پژوهشی و 

آموزشی در این حوزه، با ایجاد بستری مناسب، روابط سازنده‌ای با 
پژوهشگران و مراکز علمی دیگر کشورها برقرار کرده است.

شایان ذکر است که فعالیت‌های بین‌المللی شبکه آزمایشگاهی 
فناوری‌های راهبردی با همکاری شبکه آزمایشگاهی بین‌المللی با 

نشانی اینترنتی  www.IntLabsNet.com انجام می‌شود.

  همکاری‌های بین‌المللی شبکه آزمایشگاهی با 
مالزی توسعه می‌یابد

احمد،  عبدالرزاق  دکتر   ،1402 سال  ماه  مرداد   12 پنجشنبه 
دستیار وزیر علوم مالزی، طی جلسه‌ای با فعالیت‌ها و برنامه‌های شبکه 
آزمایشگاهی در ایران آشنا شد. در این جلسه، دکتر اسدی‌فرد، مدیر 
شبکه آزمایشگاهی، با بیان تاریخچه‌ای از تشکیل شبکه آزمایشگاهی، 

سیاست‌ها و مدل فعالیت شبکه آزمایشگاهی را تشریح کرد.
آزمایشگاهی،  شبکه  دبیر  نسب،  مجتبی  مهندس  همچنین 
گزارشی از فعالیت‌ها و برنامه‌های شبکه آزمایشگاهی، چگونگی تعامل 
بین دبیرخانه شبکه و آزمایشگاه‌های عضو، سازوکار حمایت شبکه 
آزمایشگاهی از آزمایشگاه‌ها و همچنین حمایت‌های شبکه از دریافت 

کنندگان خدمات در قالب باشگاه مشتریان را ارائه کرد.
چگونگی سیاست‌گذاری و سازوکارهای حمایت معاونت علمی، 
فناوری و اقتصاد دانش‌بنیان ریاست جمهوری از شرکت‌های دانش 

بنیان، از دیگر موضوعات مورد بحث در این جلسه بود.
دکتر عبدالرزاق احمد، دستیار وزیر علوم مالزی، نیز در این جلسه، 
به اشتراک‌گذاری زیرساخت‌های آزمایشگاهی کشور و تسهیل دسترسی 
آنها برای پژوهشگران و صنعت و همچنین روش مدیریت انتقال دانش 
شرکت‌های  فعالیت  و  صنعت  به  تحقیقاتی  و  دانشگاهی  مراکز  از 
دانش‌بنیان را موفقیتی بزرگ برای ایران دانست و گفت: »برای برقراری 
ارتباط مستمر و فراهم‌سازی زمینه برای انتقال تجربه ایران به مالزی 
تلاش خواهم نمود و پیگیری‌های لازم را به‌منظور برقراری‌ همکاری‌های 

تخصصی در حوزه آزمایشگاهی بین دو کشور انجام خواهم داد.«
شبکه  دبیر  همراه  به  عبدالرزاق  دکتر  جلسه،  این  از  پس 
آزمایشگاهی از نمایشگاه محصولات فناوری‌نانو ایران در محل ستاد 

فناوری‌نانو بازدید کرد.
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در حـال حاضـر در جهـان، نانواشـیا و انبوهه‌هـا و کلوخه‌هـای آن‌هـا)NOAA(1 در مقادیـر بـالا تولیـد می‌شـوند کـه 
کاربردهـای متنوعـی دارنـد. هـر چنـد، برهمک‌نـش این مواد بـا سیسـتم‌های زیسـتی از جملـه پروتئین‌ها می‌توانـد نگران 
کننـده باشـد کـه منجر بـه تغییرات برگشـت‌پذیر یا برگشـت‌ناپذیر در سـاختار ثانویـه پروتئین‌ها می‌شـوند. بـروز تغییرات 
برگشـت‌ناپذیر در سـاختار پروتئیـن می‌توانـد بـر کارکـرد و صورت‌بندی پروتئیـن تأثیرگذار باشـد که این تغییـرات، به‌نوبه 
خـود ممکـن اسـت بـر واکنش‌پذیری زیسـتی کلی پروتئین‌هـا نیز تأثیرگـذار باشـد. بنابراین، پایـش بروز چنیـن تغییراتی 

می‌توانـد اطلاعـات مهمـی در مـورد برهمک‌نـش NOAA بـا سیسـتم‌های زیسـتی فراهم کند.
در یـک محیـط زیسـتی، NOAA می‌توانـد به‌راحتی بـا پروتئین‌هایـی ماننـد آپولیپوپروتئین‌هـا2، فیبرونکتین3، سـرم 
آلبومیـن انسـانی4، ویترونکتیـن5 و غیـره برهمک‌نـش ایجـاد کنـد. لایه‌هـای پروتئینـی کـه بـه NOAA متصـل شـده و یا 
اطـراف آن جـذب شـده باشـند، تـاج پروتئیـن6 نامیده می‌شـود. مشـخصات فیزیکی و شـیمیایی نانومـواد )به‌عنـوان مثال، 
انـدازه، مسـاحت سـطح، آب گریـزی، چگالـی بـار، شـیمی سـطح و ریخت‌شناسـی( می‌تواند بـر برهمک‌نش آن بـا تریکبات 
زیسـتی محیـط اطـراف، تأثیـر بگـذارد. برهمک‌نـش احتمالـی بیـن نانومـواد و تریکبـات زیسـتی بـه یکنتیـک7 کلوخگی و 
تفکیـک پروتئیـن بسـتگی دارد. طـول عمر کمپلکس‌های ایجاد شـده از نانومـواد و لیگاند از میکروثانیه تا روز متغیر اسـت.

فرآینـد تاخـوردن پلی‌پپتیدهـا در محیط‌هـای زیسـتی، سـاختار ثانویـه پروتئین‌هـا را تولیـد میک‌ند کـه تعیینک‌ننده 
فعالیـت زیسـتی پروتئین‌هـا اسـت. از خصیصه‌های مهم این سـاختار می‌تـوان به وجـود پیوندهای هیدروژنـی بین اتم‌های 
هیـدروژن آمینـی و اکسـیژن کربونیل در سـاختار پایه پپتیدی و پیوندهای دی‌سـولفیدی بین دو واحد سیسـتئین8 اشـاره 

کرد.
زمانـی کـه پروتئیـن در معـرض یون‌هـای فلزی خـاص و تریکبات فعال زیسـتی باشـد، سـاختار ثانویه آن تحـت تأثیر 
قـرار می‌گیـرد. علاوه‌بـر ایـن، سـاختار ثانویـه پروتئیـن در اثـر عواملـی ماننـد بافرهـای مختلـف بـا قـدرت یونـی، مقادیـر 
pH و دمـا نیـز قـرار دارد. تغییـرات ایجـاد شـده در کارکـرد و صورت‌بنـدی پروتئین‌هـا را می‌تـوان بـه سـاماندهی مجـدد 
پروتئیـن )بـه اصطالح کژتـاب9( و تغییـرات در ابعاد کلی مولکولی که با فرآیند تاشـدن ایجاد می‌شـود، نسـبت داد. برخی 
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ستاد فناوری‌نانو و میکرو

ارزیابی ساختار ثانویه پروتئین هنگام برهم‌کنش با 
نانومواد با استفاده از رنگ‌تابی 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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بیماری‌هـا، ماننـد اسـکلروز جانبـی آمیوتروفیـک10، آلزایمـر و پاریکنسـون، نتیجـه پروتئین‌های کژتاب هسـتند.
برهمک‌نـش نانومـواد و پروتئیـن می‌توانـد منجـر بـه تغییـرات صورت‌بنـدی برگشـت‌پذیر یـا برگشـت‌ناپذیر در 
سـاختارهای ثانویـه پروتئین‌هـا شـود. تغییرات جزئی ایجاد شـده در سـاختار ثانویـه پروتئین‌ها پـس از برهمک‌نش 
بـا نانومـواد به‌طـور بالقـوه برگشـت‌پذیر هسـتند، درحالیک‌ـه تغییـرات پایـدار می‌تواننـد برگشـت‌ناپذیر باشـند. با 

ثبـت طیـف رنگ‌تابـی دورانـی پرتـو فرابنفش11 می‌تـوان این تغییـرات را پایـش کرد.
چندیـن روش اسـتاندارد بـرای تعییـن سـاختارها / صورت‌بنـدی مولکولـی و فرآینـد تاخـوردن پروتئیـن و 
برهمک‌نـش آن‌هـا بـا NOAA وجـود دارد. ایـن روش‌ها شـامل طیف‌سـنجی‌های تشـدید مغناطیسـی هسـته‌ای12، 

تبدیـل فوریـه فروسـرخ13، طیف‌سـنجی رامـان و رنگ‌تابـی دورانـی پرتـو فرابنفـش )UV-CD( هسـتند.
رنگ‌تابـی دورانـی، روشـی مبتنـی بـر طیف‌سـنجی اسـت کـه براسـاس تفـاوت در میـزان جـذب نـور قطبیده 
راسـت دوران کننده و نور قطبیده چپ دوران کننده به وسـیله مولکول فعال از لحاظ نوری اسـتوار اسـت. منشـاء 
روش طیف‌سـنجی رنگ‌تابـی دورانـی، پرتـو فرابنفـش از یـک فرآینـد نورفیزیکـی بـا برانگیخته ‌شـدن الکتـرون از 
حالـت پایـه بـه حالـت برانگیختـه الکترونـی اسـت. از طیف‌سـنجی UV-CD به‌طـور گسـترده‌ای در مشـخصه‌یابی 
سـاختار ثانویـه، ویژگی‌هـای تاخـوردن و اتصال پروتئین‌ها اسـتفاده می‌شـود. در ایـن روش از نور قطبیده اسـتفاده 
 UV-CD شـده و اختالف بیـن جـذب نـور قطبیـده دورانـی چپ‌گـرد و راسـت‌گرد منجر بـه ایجاد یـک سـیگنال

می‌شـود.
هـدف از تدویـن ایـن اسـتاندارد، تعییـن پروتکل‌های اندازه‌گیری و شـرایط آزمـون برای تعیین تغییـرات ایجاد 
شـده در سـاختار ثانویـه پروتئیـن در نتیجـه برهمک‌نـش بـا نانومـواد با اسـتفاده از طیف‌سـنجی رنگ‌تابـی دورانی 

پرتو فرابنفش )UV-CD( اسـت.
ایـن اسـتاندارد بـرای مشـخصه‌یابی تغییـرات ایجادشـده در صورت‌بنـدی پروتئین‌هـای بی‌نظم‌شـده، کاربـرد 

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

بین‌المللـی 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 نمونه‌برداری

عدم قطعیت در فرآیند نمونه‌برداری، چالشی مهم در علوم آماری و مطالعات تحقیقاتی است. در این مقاله به عوامل مسبب ایجاد خطا 
و عدم قطعیت در نمونه‌برداری‌ها، تحقیقات و همچنین روش‌های مختلف کاهش عدم قطعیت در آنها بررسی شده‌است.

چکیده
نمونه‌برداری، عدم قطعیت، روش‌ها.

واژه‌های کلیدی

نمونه‌بـرداری، مرحلـه‌ای حیاتـی و پیـش نیـاز انجـام آزمایش‌هـای مربوطـه بـوده کـه شـامل به‌دسـت آوردن نمونـه نماینـده 
از کل مجموعـه اسـت و نمونـه مـورد آنالیـز بایـد نشـان دهنـده ویژگی‌هـای کل مجموعه باشـد؛ لـذا نمونه‌بـرداری نادرسـت و یا 
گرایـش‌دار می‌توانـد منجـر بـه نتایج و اسـتنتاج‌های نادرسـت شـود. بنابراین، مرحلـه حیاتی در اطمینـان از یکفیـت نتایج تجزیه 

و تحلیلـی، مرحلـه نمونه‌برداری اسـت.
نمونه‌بـرداری می‌توانـد در زمینه‌هـای مختلـف از جملـه: محیط‌زیسـت، خـاک، آب، غـذا و غیره انجام شـود و به خوبـی می‌تواند 
نتایـج تحلیلـی را تحـت تاثیـر قرار دهد؛ بنابرایـن، اطمینان از صحت و دقـت نتایج تجزیه و تحلیل به چگونگی نمونه‌برداری بسـتگی 

دارد و لازم اسـت کـه در هـر مرحلـه از فرآینـد نمونه‌بـرداری دقت خاصی لحاظ شـود تا عدم قطعیـت کاهش یابد.

نویسندگان
 افسون نارویی1و3*

سیداحمد ظهیرمیردامادی2و3
1. کارشناس ارشد شیمی معدنی، مجموعه 

آزمایشگاه‌های سازمان زمین‌شناسی و اکتشافات 
معدنی کشور، مرکز زاهدان

2. کارشناس ارشد مدیریت دولتی، پژوهشگاه مواد 
و انرژی

3. عضو کارگروه استاندارد و کالیبراسیون

aanarooie7792@gmail.com٭

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

بیان مساله  

در  نمونه‌بـرداری  شـامل،  تحقیقـات  مختلـف  زمینه‌هـای 
حـوزه شـیمی تجزیـه، محیط‌زیسـت، خـاک، آب و غـذا از جملـه 
بررسـی‌های ایـن مقاله هسـتند که به‌طـور جداگانه مورد بررسـی 

قـرار گرفته‌انـد.

نمونه‌برداری در شیمی تجزیه  

در  کـه  اسـت  فرآینـدی  تجزیـه‌ای،  شـیمی  نمونه‌بـرداری 
جمـع‌آوری  آزمایـش  به‌منظـور  مـاده  یـک  از  نمونه‌هایـی  آن 
فرآینـد  در  اهمیـت  حائـز  و  پیشـینه  مرحلـه‌ای  و  می‌شـوند 
مرحلـه،  ایـن  بنابرایـن،  اسـت؛  شـیمیایی  تحلیـل  و  تجزیـه 
انجـام  کـه  بـوده  آزمایش‌هـا  و  تحقیقـات  در  مهمـی  فرآینـد 

مه
قد
م
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دقیـق آن از اهمیـت بسـزایی برخوردار اسـت؛ زیـرا نمونه‌برداری 
بنابرایـن،  نادرسـت شـود.  نتایـج  بـه  نادرسـت می‌توانـد منجـر 
نمونـه بـرداری یک مرحلـه حیاتـی در اطمینـان از یکفیت نتایج 

تجزیـه و تحلیلـی اسـت ]1[.

  انواع نمونه‌برداری در شیمی تجزیه
در نمونه‌برداری‌هـای شـیمیایی، نمونه‌بـرداری به‌صـورت نقطه‌ای 
یعنـی جمـع‌آوری نمونـه از یـک نقطه مشـخص یـا تهیـه نمونه‌های 

توالـی از مـواد بـا تغییر شـرایط انجام می‌شـود.
شـامل  تجزیـه  شـیمی  در  مختلـف  نمونه‌بـرداری  روش‌هـای 
نمونه‌بـرداری  قطعـی،  نمونه‌بـرداری  تصادفـی،  نمونه‌بـرداری 
گروهـی و نمونه‌بـرداری واحد هسـتند که در ذیل بـه آنها پرداخته 

شده‌اسـت:
 نمونه‌بـرداری تصادفـی: در ایـن روش به‌طـور معمـول بـه 
انتخـاب نمونه‌هـا به‌طـور تصادفـی از جمعیـت هـدف می‌پردازنـد.

نمونه‌هـا  انتخـاب  شـامل  غیرتصادفـی:  نمونه‌بـرداری   
از  انتخـاب نمونه‌هـا  براسـاس قوانیـن مشـخص هسـتند، ماننـد 
مناطـق خـاص یـا انتخـاب نمونه‌هایی کـه نماینده‌های مشـخصی 

از جمعیـت هسـتند.
 نمونه‌بـرداری واحـد: در ایـن روش، یـک نمونـه تصادفـی از 
جامعـه اولیـه انتخاب می‌شـود، هـر عضو در جامعه فرصت مسـاوی 

بـرای انتخـاب دارد و احتمـال انتخـاب هر عضو برابر اسـت.
 نمونه‌بـرداری گروهـی: در ایـن روش، جامعـه اولیـه به چند 
گـروه تقسـیم و از هـر گروه یـک نمونـه تصادفی انتخاب می‌شـود.
به‌طـور  نمونه‌هـا  اسـت کـه  نمونه‌بـرداری قطعـی: روشـی   
مسـتقیم و بـدون اسـتفاده از روش‌های تصادفی انتخاب می‌شـوند؛ 
بـه عبارتـی، نمونه‌هـا بـا دقـت و اسـتدلال مشـخص بـدون در نظر 

گرفتـن احتمـال انتخـاب هـر نمونـه انتخاب می‌شـوند.
هـر یـک از ایـن روش‌هـا بسـته بـه نـوع مـاده نمونه‌بـرداری و 

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

  منابع عدم قطعیت در نمونه‌برداری شیمی تجزیه
منابـع عـدم قطعیـت در نمونه‌بـرداری می‌تواننـد شـامل موارد 

ذیل باشـند:
 ناهمگنی ماده مورد نمونه‌برداری؛

 سازوکار نمونه‌برداری؛
 اندازه و توزیع نمونه؛

  شرایط محیطی در هنگام نمونه‌برداری.
بزرگـی ایـن نـوع عـدم قطعیـت بسـته بـه نـوع مـاده مورد 
متفـاوت  رفتـه  کار  بـه  نمونه‌بـرداری  روش  و  نمونه‌بـرداری 

اسـت ]1[.

نمونه‌بـرداری  در  قطعیـت  عـدم  کاهـش  روش‌هـای    
شـیمی تجزیـه

چندیـن روش بـرای کاهـش عـدم قطعیـت در نمونه‌بـرداری 
ذکـر شده‌اسـت کـه از مهم‌تریـن آنهـا می‌توان بـه موارد زیـر توجه 

نمود:
 استفاده از نمونه‌های خالی؛

 روش‌های نمونه‌برداری آماری؛
 سیستم‌های نمونه‌برداری خودکار.

ایـن روش‌هـا می‌تواننـد به کاهـش منابع عدم قطعیـت و بهبود 
دقـت و صحـت نتایج تجزیه و تحلیلی کمـک کنند ]1[.

  کاربردهای نمونه‌برداری در شیمی تجزیه
از  تجزیـه‌ای،  شـیمی  مختلـف  حوزه‌هـای  در  نمونه‌بـرداری 
جملـه حوزه‌‌هـای آنالیـز آب، آنالیـز خـاک، آنالیـز غـذا و مطالعات 

محیطـی مـورد اسـتفاده قـرار می‌گیرنـد.
در ایـن حوزه‌هـا، به‌دسـت آوردن نمونه‌هـای دقیـق و نماینـده 
بسـیار مهم اسـت تا یکفیت نتایج تجزیه و تحلیل تضمین شـود ]1[.

نمونه‌برداری در حوزه محیط‌زیست  

هـدف اصلـی تحلیل محیط‌زیسـت، تعییـن وضعیت و شـرایط 
بـرای  انجـام می‌شـود.  نمونه‌بـرداری  آن  در  کـه  اسـت  محیطـی 
دسـتیابی بـه ایـن هـدف، نمونه‌بـرداری محیط‌زیسـت بسـیار مهم 
اسـت و درصـورت صحیـح و دقیـق بـودن می‌توانـد نتایـج دقیق و 

قابـل قبولـی را تامیـن کند.
بـا توجـه بـه اهمیـت نمونه‌بـرداری در تحلیـل محیط‌زیسـت و 
تاثیـر آن بـر یکفیـت نتایـج تحلیلـی، لازم اسـت که در هـر مرحله 
از فرآینـد نمونه‌بـرداری بـه دقـت خاصـی توجـه شـود تـا عـدم 
قطعیـت کاهـش یابد. اسـتفاده از روش‌هـای مناسـب نمونه‌برداری 
و ابزارهـای خـودکار کنتـرل یکفیـت می‌توانـد بهبود قابـل توجهی 

در دقـت و صحـت نتایـج تحلیلی داشـته باشـد.

  منابع عدم قطعیت در نمونه‌برداری حوزه محیط‌زیست
منابـع عـدم قطعیـت در نمونه‌بـرداری محیط‌زیسـت می‌توانـد 

شـامل موارد زیر باشـد:
 سازوکار نمونه‌برداری؛

 میـزان نمونه‌بـرداری )درصورتـی کـه تعـداد نمونه‌هـا کـم 
محیط‌زیسـت  واقعـی  نماینـده  نمونه‌هـا  اینکـه  احتمـال  باشـند 

نباشـند، بیشـتر اسـت(؛
 زمان نمونه‌برداری؛
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  ناهماهنگی ماده مورد نمونه‌برداری؛
نمونه‌بـرداری  نقـاط  )اگـر  نمونه‌بـرداری  نقـاط  انتخـاب   
نمونه‌هـا  اینکـه  احتمـال  نشـوند،  انتخـاب  تصادفـی  به‌صـورت 

اسـت.(؛ بیشـتر  نباشـند،  محیط‌زیسـت  واقعـی  نماینـده 
  شرایط محیطی و ویژگی‌های فیزیکی و شیمیایی ماده؛

 نوع ابزار نمونه‌برداری؛
  روش نمونه‌برداری ]3 و 4[.

   روش‌هـای کاهش عـدم قطعیت نمونه‌بـرداری در حوزه
محیط‌زیست

روش‌هـای کاهـش عـدم قطعیـت در ایـن نمونه‌برداری شـامل 
مـوارد زیر هسـتند:

 نمونه‌برداری تصادفی؛
  نمونه‌برداری قانونمند؛
 نمونه‌برداری خوشه‌ای؛
 نمونه‌برداری تعدادی؛

 میزان نمونه‌برداری مناسب؛
 استفاده از روش‌های خودکار نمونه‌برداری‌؛

 استفاده از روش‌های کنترل یکفیت؛
 استفاده از ابزارهای نمونه‌برداری و تجهیزات معتبر ]3 و 4[.

  کاربردهای نمونه‌برداری در آنالیز محیط‌زیست
نمونه‌بـرداری درکاربردهـای مختلفـی در آنالیـز محیط‌زیسـت 
مـورد اسـتفاده قـرار می‌گیـرد از جملـه آنالیـز آب، خـاک، هـوا، 
بررسـی اثـرات زیسـت محیطـی و تعییـن ارزش واقعـی زمین‌هـا.

در هـر یـک از ایـن حوزه‌هـا، به‌دسـت آوردن نمونه‌هـای دقیـق و 
نماینـده از مـواد مـورد آنالیـز بسـیار مهـم اسـت تـا یکفیـت نتایج 

تجزیـه و تحلیـل تضمیـن شـود ]3 و 4[.

نمونه‌برداری حوزه خاک  

ــاک  ــرداری خ ــه نمونه‌ب ــاک ب ــای خ ــی ویژگی‌ه ــرای بررس ب
ــتی  ــیمیایی و زیس ــی، ش ــای فیزیک ــام آزمایش‌ه ــور انج به‌منظ

نیــاز داریــم.
مراحـل عمـده در نمونه‌برداری خاک شـامل: بررسـی موقعیت، 
آماده‌سـازی ابزارهـا، تعیین نقـاط نمونه‌بـرداری، برداشـت نمونه‌ها 

و نگهـداری نمونه‌ها هسـتند.
نمونه‌بـرداری در ایـن حـوزه، فرآینـدی بسـیار مهـم و نیازمند 
بـه دقـت کافـی اسـت زیـرا دقـت ناکافـی منجر بـه عـدم قطعیت 
می‌شـود کـه بـر نتایـج به‌دسـت آمـده از تجزیـه و تحلیـل نمونه‌ها 

تاثیـر زیـادی خواهد گذاشـت.

  دلایل عدم قطعیت در نمونه‌برداری خاک
از جملـه دلایـل عـدم قطعیـت در نمونه‌برداری خـاک می‌توان 

بـه مـوارد زیر اشـاره نمود:
فیزیکـی،  ویژگی‌هـای  )تنـوع  خـاک:  ویژگی‌هـای  تنـوع   

از محیـط(؛ نقطـه  در هـر  مکانیکـی  و  شـیمیایی 
 اندازه و تنظیمات نمونه‌برداری؛

 تغییر خواص خاک: )تغییر پلاستیسیته و تراکم(؛
 تنظیمـات فنـی: )عمـق نمونه‌بـرداری و تعـداد نمونه‌هـای 

برداشـته شـده(؛
 رو‌ش‌هـای نمونه‌بـرداری نادرسـت )به‌عنـوان مثال: اسـتفاده 
از ابزارهـای نامناسـب، عـدم رعایـت قوانین نمونه‌بـرداری و انتخاب 

نمونه‌بـرداری(؛ نقاط 
 تاثیـر محیط‌زیسـت: )تاثیر تغییـرات دما، رطوبـت و فعالیت 

زندگـی جانـوری و گیاهـی بر ویژگی‌هـای خاک(؛
 عوامـل انسـانی: )خطاهـای انسـانی از جملـه: تجربـه کاری 
ناکافـی، عـدم آشـنایی کافـی بـا روش‌هـای نمونه‌بـرداری، عـدم 
دقـت در اجـرای مراحـل نمونه‌برداری و عدم اسـتفاده از وسـایل و 

تجهیـزات مناسـب( ]5 و 6[.

  روش‌های کاهش عدم قطعیت در نمونه‌برداری خاک
راهک‌ارهایـی به‌منظـور کاهـش عـدم قطعیـت در نمونه‌بـرداری 

خـاک وجـود دارنـد کـه می‌توانند شـامل مـوارد زیر باشـند:
)شـامل  نمونه‌بـرداری  اسـتاندارد  روش‌هـای  از  اسـتفاده   
و  نمونه‌هـا  تعـداد  عمـق،  تعییـن  نمونه‌بـرداری،  نقـاط  انتخـاب 

مناسـب(؛ تجهیـزات  و  ابزارهـا  از  اسـتفاده 
 اسـتفاده از فنـاوری و ابزارهای پیشـرفته: )مانند اسـتفاده از 

روبات‌هـا یا سـامانه‌های خـودکار نمونه‌بـرداری(؛
افزایـش  و  نمونه‌بـرداری  )تکـرار  نمونه‌هـا  تعـداد  افزایـش   
تعـداد نمونه‌هـا، بیانگـر تغییـرات مکانـی و تنـوع ویژگی‌های خاک 

در نتایـج(؛
 کنتـرل عوامل زیسـت محیطـی )نمونه‌بـرداری در زمان‌های 
مناسـب و شـرایط ثابت برای کاهش تاثیر عوامل زیسـت محیطی( 

]5 و 6[.

نمونه‌برداری حوزه آب  

در  حیاتـی  و  مهـم  بسـیار  فرآینـد  یـک  آب  نمونه‌بـرداری 
از  آب  نمونه‌هـای  کـه  اسـت  آب  ویژگی‌هـای  بررسـی  و  تحلیـل 
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منابـع مختلـف ماننـد رودخانـه، دریاچه، چـاه و یا سـایر منابع آبی 
جمـع‌آوری می‌شـود. در طول ایـن فرآیند، نمونه‌هـای آب به‌منظور 
آزمایش‌های فیزیکی، شـیمیایی و زیسـتی جمع‌آوری می‌شـوند. با 
ایـن حـال، عـدم قطعیت‌هـای مختلف می‌تواننـد بر نتایج به‌دسـت 

آمـده از تجزیـه و تحلیـل نمونه‌هـای آب تاثیرگـذار باشـند.

  عوامل عدم قطعیت در نمونه‌برداری آب
از جملـه عوامـل عـدم قطعیـت در نمونه‌بـرداری آب می‌توانند 

باشـند: زیر  موارد 
 محدودیت‌های مربوط به تجهیزات نمونه‌برداری؛

 ناهمگنی طبیعی آب؛
 تغییرات زمانی و مکانی ویژگی‌های آب؛

 عوامل انسانی مانند تجربه و مهارت نمونه‌برداران.
نتایـج  ایـن عـدم قطعیت‌هـا می‌تواننـد منجـر بـه خطاهـا و 

.]7[ شـوند  آب  نمونه‌هـای  تحلیـل  و  تجزیـه  در  نادرسـت 

  روش‌های کاهش عدم قطعیت در نمونه‌برداری آب
راهکارهـای کاهـش عـدم قطعیـت در نمونه‌برداری آب شـامل 

مـوارد زیر هسـتند:
)روش‌هـای  نمونه‌بـرداری:  اسـتانداردهای  از  اسـتفاده   
نمونـه،  تهیـه  فرآیندهـای  نمونه‌بـرداری،  اسـتاندارد در خصـوص 

نمونـه(؛ حمـل  و  نگهـداری  چگونگـی 
روش‌هـای  از  )اسـتفاده  نمونه‌بـرداری:  روش  بهینه‌سـازی   
نمونه‌بـرداری تصادفـی و منظـم، نمونه‌بـرداری زمانـی یـا مکانـی، 
تعییـن تعـداد نمونه‌هـا و محل‌هـای نمونه‌بـرداری بهینه، اسـتفاده 

از روش‌هـای آمـاری و روش‌هـای مدل‌سـازی مناسـب(؛
از  )اسـتفاده  پیشـرفته:  تحلیلـی  روش‌هـای  از  اسـتفاده   
مدل‌هـای آمـاری، روش‌هـای محاسـباتی پیشـرفته و اسـتفاده از 

پایـش(؛ روش‌هـای 
توزیـع  بررسـی  )شـامل  داده‌هـا:  تحلیـل  و  اعتبارسـنجی   
داده‌هـا، تحلیـل تغییرات زمانـی و مکانی، اسـتفاده از تحلیل خطا، 

روش‌هـای رگرسـیون و تحلیـل عاملـی(؛
تجهیـزات  از  اسـتفاده  )شـامل  دقیق‌تـر:  یکفیـت  کنتـرل   
و  پایـش  تجهیـزات،  دوره‌ای  کالیبراسـیون  معتبـر،  نمونه‌بـرداری 

نمونه‌بـرداری(؛ عوامـل  دقیـق  ثبـت 
 بررسـی و کاهش فرآیندهای خطا: )بررسـی دقیق تجهیزات 
اسـتفاده شـده، کنترل دمـای محیط، اسـتفاده از روش‌های صحیح 
بـرای پیـش آماده‌سـازی نمونه‌هـا و حفـظ شـرایط حمـل و نقـل 

مناسب(؛
روش‌هـای  )آمـوزش  نمونه‌بـرداران:  مهارت‌هـای  بهبـود   
مناسـب نمونه‌بـرداری، اسـتفاده از تجهیزات و ابزارهـای مورد نیاز، 

تـوازن بیـن سـرعت و دقـت در نمونه‌بـرداری( ]7[.

نمونه‌برداری حوزه غذا  

غـذا  آنالیـز  بـرای  نمونه‌بـرداری  حـوزه  در  قطعیـت  عـدم 
مسـئله‌ای مهم اسـت کـه در فرآیند تجزیـه و تحلیل غـذا و تعیین 
میـزان مـواد مختلـف در آن تاثیرگذار اسـت. نمونه‌بـرداری صحیح 
و دقیـق از غذاهـا ضـروری اسـت تا نتایـج آزمایش‌ها معتبـر و قابل 
اطمینـان باشـند و تصمیم‌گیری‌هـای صحیحی در مـورد یکفیت و 

ایمنـی غـذا اتخاذ شـود.

  عوامل عدم قطعیت در نمونه‌برداری غذا
عوامـل عـدم قطعیـت در نمونه‌بـرداری غـذا شـامل مـوارد زیر 

: هستند
 انتخاب نقاط نمونه‌برداری؛

 تعداد نمونه‌ها؛
 روش‌های نمونه‌برداری )تصادفی و غیرتصادفی(؛

 شرایط حفظ و نگهداری نمونه‌ها؛
 تنوع غذاها؛

  تغییرات طبیعی در غذاها؛
 مقدار مورد نیاز نمونه‌ها برای آنالیز.

روش‌هـای نمونه‌بـرداری صحیـح می‌تواننـد بـه کاهـش عـدم 
قطعیـت در نتایـج آزمایش‌هـا و تجزیه و تحلیل‌هـای غذایی کمک 
کننـد. همچنیـن اسـتفاده از اسـتانداردها و راهنماهـای مربوطـه، 
همچـون دسـتورالعمل‌های رسـمی نمونه‌بـرداری غذاهـا، می‌توانـد 

بـه بهبـود دقـت و قابلیـت تکـرار نتایج کمـک کند ]8 تـا 11[.

  روش‌های کاهش عدم قطعیت در نمونه‌برداری غذا
غـذا  نمونه‌بـرداری  در  قطعیـت  عـدم  کاهـش  راهکارهـای  از 

می‌تـوان بـه مـوارد زیـر اشـاره نمـود:
 استفاده از روش‌های استاندارد نمونه‌برداری؛

 تعیین حجم و تعداد نمونه‌ها؛
 انتخاب نقاط نمونه‌برداری مناسب؛

 استفاده از تجهیزات مناسب؛
 روش‌های تقسیم نمونه؛

 تجزیـه و تحلیـل آمـاری: )محاسـبه انحـراف معیـار، بـازه 
اطمینـان و سـایر عوامـل آمـاری(؛

قابلیـت  تاییـد  بـه  )کمـک  مکـرر:  آزمایش‌هـای  انجـام   
.]11 تـا   8[ نتایـج(  بـودن  اعتمـاد  قابـل  و  تکرارپذیـری 
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نمونه‌بـرداری مرحلـه‌ای حیاتـی در تجزیـه و تحلیـل اسـت کـه در اطمینـان از یکفیـت نتایج بسـیار مهم 
اسـت. بـا درک روش‌هـای مختلـف نمونه‌بـرداری، منابـع عـدم قطعیـت در نمونه‌بـرداری، روش‌های اسـتفاده 
شـده و ابزارهـای خـودکار کنتـرل یکفیـت برای کاهـش این عـدم قطعیت، تحلیل‌گـران می‌تواننـد نمونه‌های 
دقیـق و نماینـده بـرای آنالیـز بعـدی و بهبـود قابـل توجهـی در دقـت و صحت نتایـج تحلیلی به‌دسـت آورند.
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تعيين و ارزیابی منابع عدم تعيين و ارزیابی منابع عدم 
قطعیت در آزمونقطعیت در آزمون

 ضربه شارپي ضربه شارپي

هميشه در اندازه‌گيري كي كميت، خطاها و عدم قطعيت‌هايي در گزارش اندازه نهايي وجود دارد به خصوص اگر اين اندازه‌گیری با 
تجهيزات آزمايشگاهي انجام شود. به اين منظور، بررسي و ارزيابي عوامل ايجاد عدم قطعيت در مقدار نهايي، هميشه مي‌تواند به مقدار 
دقيق‌تري منجر شوند. از اين رو، در اين مقاله پژوهشي-ميداني به بررسي عوامل ايجاد كننده خطا و عدم قطعيت در مقدار نهايي، در آزمون 
لوله‌هاي فولادي  به‌عنوان مثال: فولاد در ساخت  انرژي جذب‌شده توسط مواد مختلف  اندازه‌گيري  پركاربرد در  آزمونی  ضربه شارپي كه 
به‌منظور استفاده در انتقال آب، گاز و نفت است، پرداخته شده‌است. عـدم قطعیـت دستگاه بـه همـراه عدم قطعیت حاصل از تکرارپذیری، 
محاسـبه و در نهايت، براي كي دستگاه آزمون شارپي نتايج عددي به مقدار انرژي جذب‌شده 2/185 ژول، با عدم قطعيت بسطي‌افته 4/078 
و با ضريب اطمينان 95 درصد، با در نظر گرفتن درجه آزادي آزمون محاسبه شد. با توجه به محاسبات انجام شده، سهم عدم قطعيت 

تکرارپذيري نسبت به ديگر عوامل عدم قطعيت بيشتر است.
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به‌طـور معمـول، چنـد دسـتگاه آزمايشـگر مهـم در صنايع فـولاد وجـود دارد. از جمله ايـن آزمون‌هـا می‌توان به 
آزمـون ضربـه، كشـش و خمـش اشـاره کـرد. روكيـرد ايـن مقالـه، بررسـي علت‌هـای مختلف بـروز عـدم قطعيت در 
آزمـون‌ ضربـه اسـت. آزمـون ضربـه به بررسـی چقرمگی1 یـا همـان قابلیت جذب انـرژی ضربـه در نمونـه لوله فلزي 
يـا نمونـه لولـه جوش‌كاري شـده مي‌پـردازد ]1[. اين مقاله به پژوهشـگران و مهندسـين در آزمايشـگاه كمك خواهد 
كـرد تـا بتواننـد در انجـام آزمون ضربه شـارپي، عوامـل ايجاد خطا و عـدم قطعيت را بهتـر رديابي و شناسـايي كرده 

و گزارش‌هـاي دقيق‌تـري تهيـه كنند.

  اصول کلی و روش اجرايي آزمون

آزمـون ضربـه روشـی‌ بـرای به‌دسـت آوردن انرژی جذب‌شـده 
مـواد در اثـر تنـش دینامیکـی اسـت. اطلاعاتـی کـه از ایـن آزمون 
به‌دسـت می‌آیـد، در درک چگونگـی رفتـار مـاده در موقعیت‌هـای 
و  مهم‌تریـن  اسـت.  كننـده  كمـك  بسـیار  واقعـی  کاربـردی 
متداول‌تریـن روش‌هـای آزمـون ضربـه، دو روش آیزود2 و شـارپی3  

هسـتند. در آزمـون ضربـه شـارپی، نمونـه به‌صـورت یـک تیـر بـا 
تکیـه‌گاه سـاده تعبیـه شـده و ضربـه در میانـه دهانـه تیر، درسـت 
را  پشـت محـل شـیار وارد می‌شـود. نمونه‌هـای آزمـون شـارپی 
می‌تـوان بـا شـیار )V( شـکل و یـا )U( شـکل تهیـه کـرد. آزمـون 
ضربـه شـارپی بـرای ارزیابـی خـواص ضربـه‌ای در دماهایـی غیر از 
دمـای محیـط نیز مناسـب اسـت؛ زیرا لازم نیسـت نمونـه آزمایش 

در گیـره بسـته شـود ]2[.
مـوارد دیگـری کـه از آزمـون ضربـه شـارپی می‌توان به‌دسـت 
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آورد، سـطح شکسـت و شـکل‌پذیری است. در سـطح شكست، نوع 
شکسـت به‌صورت رشـته‌ای )شکست برشـی(، دانه‌ای )شکست رخ 
برگـی( و یـا مخلوطـی از هر دو تعيين مي‌شـود و در شـكل‌پذيري، 
درصـد انقبـاض نمونه در محل شـیار نشـان داده مي‌شـود ]3[. در 
ایــن مقالـه، آزمــون ضربـه و عواملـي كـه در ايـن آزمـون موجب 

ايجـاد عدم قطعيت مي‌شـوند مــورد ارزیابی قــرار گرفته اسـت.

  ارزیابی عدم قطعیت
عــدم قطعیـت در اندازه‌گیـری، از عوامل و مولفه‌هـای زیـادی 
ناشــی می‌شــود. در بيشتر موارد، ایــن مولفه‌هــا را می‌تــوان از 
توزیــع آمــاری يـا تكرارپذيـري نتایــج یـک ســری اندازه‌گیری، 
تخمیـن و از طریـق انحـراف اســتانداردها مشــخص کــرد ولي از 
روش‌هـاي ديگـر بـه غير از توزيـع آمـاري مانند توزیع‌هـای فرضی 
احتمــال بـر پایــه تجربــه یـا دیگــر اطلاعـات نيز تخمیــن زده 
می‌شــوند كـه روش اول نـوع A و روش دوم نـوع B محاسـبه عدم 

.]4[ قطعيت هسـتند 

  منابع عدم قطعيت
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مي‌شـود. محاسـبه 
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شـكل )1(: نمـودار اسـتخوان ماهـي عـدم قطعيـت آزمـون ضربـه شـارپي 
براسـاس تحليـل عوامـل ايجـاد عـدم قطعيـت در ايـن آزمـون.

مقـدار متوسـط انـرژی جذب شـده )KV( با رابطـه )1( تعریف 
می‌شـود كـه انديـس )V( نشـانگر نـاچ يا شـكاف )V( شـكل روي 

نمونـه، قبـل از آزمـون و در مرحلـه آماده‌سـازي 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) 

𝑈𝑈𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒(𝐾𝐾𝐾𝐾)(                  9رابطه ) = k 𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾) = t95(v𝐾𝐾𝐾𝐾̅̅ ̅̅ )𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾) 

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

vx̅
+uv4

vv
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URepet−CRM)نرمال  = S
n) 

𝑈𝑈𝐵𝐵𝑉𝑉(                    11رابطه ) = √𝑈𝑈𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶
2 + 𝑈𝑈𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅−𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶

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 
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n−1

∑ (xi − x̅)2n
i=1 

B𝑉𝑉(                       4رابطه ) = KV𝑣𝑣 − KV𝑅𝑅 

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

Uv(                 6رابطه ) = √U2(B𝑉𝑉) + B𝑉𝑉
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Uv(             13رابطه ) = √U2(B𝑉𝑉) + B𝑉𝑉
2 = 0.8 
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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
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= 11.75 
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كه در آن:
 :) )xi(: مقـدار انـرژی جـذب ‌شـده نمونـه آزمایـش ‌شـده و )
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میانگیـن مقـدار انـرژی جـذب‌ شـده )n( نمونـه اسـت ]8[.
 عدم قطعيت غيرمستقيم ماشین

دسـتگاه  از  غيرمسـتقيم  به‌طـور  كـه  ماشـین  بايـاس  مقـدار 
ايجـاد عـدم  بـه  از عوامـل موثـری اسـت کـه  به‌دسـت‌ مي‌آيـد، 
قطعیـت  عـدم  ايـن  و  میک‌نـد  کمـک  اندازه‌گیـری  در  قطعيـت 
در آزمـون ضربـه شـارپی، بـا تأییـد غیرمسـتقیم تعییـن می‌شـود. 
ISO 148-2 و  اسـتاندارد  براسـاس  بايـاس غيرمسـتقيم ماشـين 

بـا رابطـه )4( تعریـف شده‌اسـت ]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) 

𝑈𝑈𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒(𝐾𝐾𝐾𝐾)(                  9رابطه ) = k 𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾) = t95(v𝐾𝐾𝐾𝐾̅̅ ̅̅ )𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾) 

vKV̅̅(                     10رابطه ) ̅̅ = u4(𝐾𝐾𝐾𝐾̅̅ ̅̅ )
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𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝑉𝑉)(             15رابطه ) = √u2(x̅) + uV
2 + u2(r) = √1.692 + 0.82 + 0.062 = 1.871 
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که در آن:
)KVV(: مقـدار میانگیـن نمونه‌هـای آزمایـش مرجـع شکسـته 
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که در آن:
(Uv(: عـدم قطعيـت اسـتاندارد نتايـج تاييد غيرمسـتقيم و   ((
)UCRM(: عـدم قطعيـت گواهي كاليبراسـيون ماده مرجع اسـت كه 

بـه كمك رابطـه )6( بدسـت مي‌آيد:

رابطه )6(     
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𝑈𝑈(x̅)(                  2رابطه ) = SX
√n 

SX(                          3رابطه ) = √ 1
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∑ (xi − x̅)2n
i=1 
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که در آن:
)Bv(: گرايش ماشـین براسـاس تایید غیرمسـتقیم و )Uv(: عدم 

قطعیت اسـتاندارد نتایج تایید غیر مسـتقیم اسـت ]5[.

 عدم قطعيت مستقيم ماشین
تأثیـر عـدم قطعيـت مسـتقيم ماشـین در بیشـتر مـوارد در 
مقایسـه بـا سـایر مشـارکت‌های عدم قطعیـت ناچیز اسـت. در این 
حالـت، سـهم عـدم قطعیـت مربوط بـه ماشـین )r(رuر با اسـتفاده از 
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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) 

𝑈𝑈𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒(𝐾𝐾𝐾𝐾)(                  9رابطه ) = k 𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾) = t95(v𝐾𝐾𝐾𝐾̅̅ ̅̅ )𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾) 

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

vx̅
+uv4

vv

 

017 /0 = 148
2/5 

URepet−CRM)نرمال  = S
n) 

𝑈𝑈𝐵𝐵𝑉𝑉(                    11رابطه ) = √𝑈𝑈𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶
2 + 𝑈𝑈𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅−𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶

2 = 0.016 

B𝑉𝑉(                 12رابطه ) = 2.32 𝐽𝐽 

Uv(             13رابطه ) = √U2(B𝑉𝑉) + B𝑉𝑉
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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 
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ماشـين ذکـر شـده در گواهـي کاليبراسـيون اسـت.
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√n 
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n−1
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i=1 
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𝑈𝑈𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒(𝐾𝐾𝐾𝐾)(                  9رابطه ) = k 𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾) = t95(v𝐾𝐾𝐾𝐾̅̅ ̅̅ )𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾) 
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𝑈𝑈(x̅)(                  2رابطه ) = SX
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SX(                          3رابطه ) = √ 1
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اطمینـان حـدود  بـا سـطح  مقـدار کسـری   t95)

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 
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2 + u2(r) 

𝑈𝑈𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒(𝐾𝐾𝐾𝐾)(                  9رابطه ) = k 𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾) = t95(v𝐾𝐾𝐾𝐾̅̅ ̅̅ )𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾) 

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

vx̅
+uv4

vv

 

017 /0 = 148
2/5 

URepet−CRM)نرمال  = S
n) 

𝑈𝑈𝐵𝐵𝑉𝑉(                    11رابطه ) = √𝑈𝑈𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶
2 + 𝑈𝑈𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅−𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶

2 = 0.016 

B𝑉𝑉(                 12رابطه ) = 2.32 𝐽𝐽 

Uv(             13رابطه ) = √U2(B𝑉𝑉) + B𝑉𝑉
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𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝑉𝑉)(             15رابطه ) = √u2(x̅) + uV
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( عبـارت 
95 درصـد مربـوط بـه درجـه آزادی آزمـون شـارپي اسـت. درجـه 
اندازه‌گیـری مقـدار آزادی )KVv( بایـد بـا اسـتفاده از رابطـه )10( 

شود: محاسـبه 

رابطه )10(     

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 
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𝑘𝑘√3)2 + (𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐

𝑘𝑘 )2 

𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝑉𝑉)(                8رابطه ) = √u2(x̅) + uV
2 + u2(r) 
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vKV̅̅(                     10رابطه ) ̅̅ = u4(𝐾𝐾𝐾𝐾̅̅ ̅̅ )
u4(x̅)

vx̅
+uv4

vv
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𝑈𝑈𝐵𝐵𝑉𝑉(                    11رابطه ) = √𝑈𝑈𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶
2 + 𝑈𝑈𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅−𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶
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Uv(             13رابطه ) = √U2(B𝑉𝑉) + B𝑉𝑉
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u(r)(                14رابطه ) = √( 𝑈𝑈𝑟𝑟
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𝑘𝑘 )2 = √0.02882 + 0.052 = 0.06 
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مربـوط بـه )

سـپس مقدار کسـری مربوط به درجات آزادی محاسـبه شـده 
بـا رابطـه )10( و دارای سـطح اطمینان 95 درصد تعیین می‌شـود. 
در جـدول )1( مقادیـر کسـر )v(رtp مربـوط بـه درجـات اندازه‌گیری 

آزادی ذکر شده‌اسـت ]5[.
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tp با توجه به درجه آزادی ]5[.
ر
)v( تعیین مقدار :)جدول )1

P= براي 95 درصد tp(v)v،درجه آزادي

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∞

  نتایج و بحث

داده‌هـا و نتايـج اسـتفاده شـده در ايـن مقالـه براسـاس نتايـج 
آزمـون يـك دسـتگاه ضربه شـارپي به‌دسـت آمـده اسـت. به‌منظور 

ارزیابـی فـولاد مـورد اسـتفاده در زمینه تولیـد لوله‌هـای انتقال آب، 
نفت و گاز از آزمون ضربه شـارپی اسـتفاده می‌شـود. طبق استاندارد 
AWWA C200، فـولاد مورد اسـتفاده در آزمون شـارپي بايد دارای 
ضخامـت و ابعـادي مشـخص برابـر بـا mm 5×5×10 باشـد و به‌طور 
معمـول در ايـن کارخانـه، از نمونه‌هايـي بـا فولادهايـي براسـاس 
اسـتاندارد ASTM A570 بـا گريـد 45 و 50 بـا ابعـادي مطابـق بـا 

اسـتاندارد اسـتفاده مي‌شـود ]11[.

  تکرارپذيري
تکرارپذیــری شـامل عــدم قطعیـت آمـاری نـوع A اسـت. در 
شــرایط یکســان بـه تعــداد 10 بــار، نمونه‌هاي آماده شده مورد 
آزمايـش قرارگرفتـه و نتايـج به‌دسـت آمـده از انـرژي جذب‌شـده 
در جـدول )2( آورده شده‌اسـت. بـا تجزيـه و تحليـل نتايـج بعــد 
از انجــام محاســبات مربـوط بــه انحراف اســتاندارد نتایـج، عدم 
قطعیــت تکرارپذیری را محاســبه و داده‌های مــورد نظــر در اين 

جــدول ثبت شده‌اسـت.

جدول )2(: نتايج تكرارپذيري آزمون ضربه شارپي براساس آزمون‌هاييك ه با 
استفاده از دستگاه آزمون انجام شده‌است.

آزمون
نتيجه 

) kv ،J(ميانگينآزمون
 انحراف
استاندارد

عدم قطعيت 
A آماري/ نوع

1180/1

2188/2

3189

4185/3

5183/8185/283/351/69

6180/1

7189

8185/3

9188/2

10183/8

  عدم قطعيت غيرمستقيم ماشین
به‌صـورت  ماشـين  قطعيـت  عـدم  مقـدار  محاسـبه  به‌منظـور 
غيرمسـتقيم از تکرارپذيـري و گواهـي کاليبراسـيون مـاده مرجـع 
اسـتفاده مي‌شـود. براي محاسـبه تکرارپذيري ماده مرجـع، 5 ماده 
مرجـع را به‌عنـوان نمونـه در معـرض ضربـه قرار داده و مي‌شـکنند 
و انـرژي جـذب شـده آنهـا ياداشـت مي‌شـود كـه نتايـج آن در 

جـدول )3( آورده شده‌اسـت.
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بـا توجـه بـه اطلاعـات جـدول )3(، عـدم قطعيـت گرايـش 
ماشـين بـا اسـتفاده از رابطـه )11( کـه بـراي جمع دو مقـدار عدم 

قطعيـت از دو منبـع متفـاوت اسـت، به‌دسـت مي‌آيـد:

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 
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2 + u2(r) 

𝑈𝑈𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒(𝐾𝐾𝐾𝐾)(                  9رابطه ) = k 𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾) = t95(v𝐾𝐾𝐾𝐾̅̅ ̅̅ )𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾) 

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

vx̅
+uv4

vv
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URepet−CRM)نرمال  = S
n) 

𝑈𝑈𝐵𝐵𝑉𝑉(                    11رابطه ) = √𝑈𝑈𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶
2 + 𝑈𝑈𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅−𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶

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 

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

و براي محاسـبه گرايش ماشـين براسـاس تاييد غيرمسـتقيم با 
تفاضـل مقـدار انـرژي جذب مـاده مرجـع در گواهي کاليبراسـيون 
و ميانگيـن انـرژي جـذب از طريـق تکرارپذيـري مي‌تـوان از رابطه 

)12( اسـتفاده نمود:

رابطه )12(     

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) 

𝑈𝑈𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒(𝐾𝐾𝐾𝐾)(                  9رابطه ) = k 𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾) = t95(v𝐾𝐾𝐾𝐾̅̅ ̅̅ )𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾) 

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

vx̅
+uv4

vv
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𝑈𝑈𝐵𝐵𝑉𝑉(                    11رابطه ) = √𝑈𝑈𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶
2 + 𝑈𝑈𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅−𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶

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 

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

همچنيـن بـا بي‌بعدسـازي آن در نهايـت، مقدار عـدم قطعيت 
صـورت  ايـن  بـه   )13( رابطـه  کمـک  بـه  ماشـين  غيرمسـتقيم 

مي‌آيـد: به‌دسـت 

رابطه )13(     

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) 

𝑈𝑈𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒(𝐾𝐾𝐾𝐾)(                  9رابطه ) = k 𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾) = t95(v𝐾𝐾𝐾𝐾̅̅ ̅̅ )𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾) 

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

vx̅
+uv4

vv
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𝑈𝑈𝐵𝐵𝑉𝑉(                    11رابطه ) = √𝑈𝑈𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶
2 + 𝑈𝑈𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅−𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶

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 

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

  عدم قطعيت مستقيم ماشین
آخريـن منبـع ايجـاد عـدم قطعيـت در ايـن آزمـون کـه به آن 
پرداختـه مي‌شـود، عـدم قطعيـت مسـتقيم ماشـين از روي گواهي 
کاليبراسـيون اسـت. براسـاس گواهيک‌اليبراسـيون مقـدار قـدرت 
مقـدار عـدم  و  توزيـع مسـتطيلي  بـا  ماشـين 0/1 ژول  تفکیـک 
قطعيـت کاليبراسـيون آن 0/1 بـا توزيـع نرمال با ضريـب اطمينان 
k = 2 گـزارش شده‌اسـت کـه بـا اسـتفاده از رابطـه )14(، بـه اين 

صـورت به‌دسـت مي‌آيـد:

رابطه )14(     

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) 

𝑈𝑈𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒(𝐾𝐾𝐾𝐾)(                  9رابطه ) = k 𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾) = t95(v𝐾𝐾𝐾𝐾̅̅ ̅̅ )𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾) 

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

vx̅
+uv4

vv
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𝑈𝑈𝐵𝐵𝑉𝑉(                    11رابطه ) = √𝑈𝑈𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶
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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 

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

 ASTM E29 تمامـي اعـداد در ايـن مقاله براسـاس اسـتاندارد
گـرد شـده‌اند. به‌منظـور محاسـبه مقـدار عـدم قطعیـت تریکبـی 
اندازه‌گیـری آزمـون ضربـه شـارپی )KV(ر Ucombined، عوامـل مؤثر 
در عـدم قطعیـت آزمون با اسـتفاده از رابطه )15( به‌دسـت مي‌آيد:

رابطه )15(     

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) 

𝑈𝑈𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒(𝐾𝐾𝐾𝐾)(                  9رابطه ) = k 𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾) = t95(v𝐾𝐾𝐾𝐾̅̅ ̅̅ )𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾) 

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

vx̅
+uv4

vv
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𝑈𝑈𝐵𝐵𝑉𝑉(                    11رابطه ) = √𝑈𝑈𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶
2 + 𝑈𝑈𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅−𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶

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 

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

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) 

𝑈𝑈𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒(𝐾𝐾𝐾𝐾)(                  9رابطه ) = k 𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾) = t95(v𝐾𝐾𝐾𝐾̅̅ ̅̅ )𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾) 

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

vx̅
+uv4

vv

 

017 /0 = 148
2/5 

URepet−CRM)نرمال  = S
n) 

𝑈𝑈𝐵𝐵𝑉𝑉(                    11رابطه ) = √𝑈𝑈𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶
2 + 𝑈𝑈𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅−𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶

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 

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

درجـه اندازه‌گیری مقدار آزادی KVv با اسـتفاده از رابطه )16( 
(V درجه آزادي تكرارپذيري و 

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) 

𝑈𝑈𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒(𝐾𝐾𝐾𝐾)(                  9رابطه ) = k 𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾) = t95(v𝐾𝐾𝐾𝐾̅̅ ̅̅ )𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾) 

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

vx̅
+uv4

vv

 

017 /0 = 148
2/5 

URepet−CRM)نرمال  = S
n) 

𝑈𝑈𝐵𝐵𝑉𝑉(                    11رابطه ) = √𝑈𝑈𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶
2 + 𝑈𝑈𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅−𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶

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 

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

محاسـبه مي‌شـود که در آن 9 = )
Vv = 3 براسـاس گواهي کاليبراسيون است:

رابطه )16(     

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) 

𝑈𝑈𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒(𝐾𝐾𝐾𝐾)(                  9رابطه ) = k 𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾) = t95(v𝐾𝐾𝐾𝐾̅̅ ̅̅ )𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾) 

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

vx̅
+uv4

vv

 

017 /0 = 148
2/5 

URepet−CRM)نرمال  = S
n) 

𝑈𝑈𝐵𝐵𝑉𝑉(                    11رابطه ) = √𝑈𝑈𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶
2 + 𝑈𝑈𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅−𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶

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 

𝑈𝑈𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒(𝐾𝐾𝑉𝑉)(           17رابطه ) = t95(vKV̅̅ ̅̅ )𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝑉𝑉) = براسـاس جـدول )1( مقادیـر کسـر )v(رtp مربـوط بـه درجـات  4.078
آزادی اندازه‌گیـری شـده برابر با 2/18 اسـت؛ بنابرایـن، مقدار عدم 
آزمـون  اندازه‌گیـری   ،Ucombined )Kv(ر  یافتـه   قطعیـت گسـترش 

ضربـه شـارپي بـا اسـتفاده از رابطـه )17( محاسـبه می‌شـود:

رابطه )17(     

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) 

𝑈𝑈𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒(𝐾𝐾𝐾𝐾)(                  9رابطه ) = k 𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾) = t95(v𝐾𝐾𝐾𝐾̅̅ ̅̅ )𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾) 

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

vx̅
+uv4

vv

 

017 /0 = 148
2/5 

URepet−CRM)نرمال  = S
n) 

𝑈𝑈𝐵𝐵𝑉𝑉(                    11رابطه ) = √𝑈𝑈𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶
2 + 𝑈𝑈𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅−𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶

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 

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

جدول )3(: نتايج به‌دست آمده از عدم قطعيت غيرمستقيم ماشينك ه اندازه‌گيري شده‌است.

 منابع ايجاد عدم قطعيت
غيرمستقيم

 مقادير
انحراف از نوع توزيعميانگيناستخراج شده

استاندارد
 عدم 
بي‌بعدسازيقطعيت

گواهي کاليبراسيون 
ماده مرجع، مقدار 148 

ژول
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𝑈𝑈𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒(𝐾𝐾𝐾𝐾)(                  9رابطه ) = k 𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾) = t95(v𝐾𝐾𝐾𝐾̅̅ ̅̅ )𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾) 

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

vx̅
+uv4

vv

 

017 /0 = 148
2/5 

URepet−CRM)نرمال  = S
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𝑈𝑈𝐵𝐵𝑉𝑉(                    11رابطه ) = √𝑈𝑈𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶
2 + 𝑈𝑈𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅−𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶

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 

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

148/5-----

-149-----

تکرارپذيري ماده 
150/1150/23مرجع

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) 

𝑈𝑈𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒(𝐾𝐾𝐾𝐾)(                  9رابطه ) = k 𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾) = t95(v𝐾𝐾𝐾𝐾̅̅ ̅̅ )𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾) 

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

vx̅
+uv4

vv
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n) 

𝑈𝑈𝐵𝐵𝑉𝑉(                    11رابطه ) = √𝑈𝑈𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶
2 + 𝑈𝑈𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅−𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶

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 

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

-1/810/81نرمال
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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) 

𝑈𝑈𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒(𝐾𝐾𝐾𝐾)(                  9رابطه ) = k 𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾) = t95(v𝐾𝐾𝐾𝐾̅̅ ̅̅ )𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝐾𝐾) 

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

vx̅
+uv4

vv
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URepet−CRM)نرمال  = S
n) 

𝑈𝑈𝐵𝐵𝑉𝑉(                    11رابطه ) = √𝑈𝑈𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶
2 + 𝑈𝑈𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅−𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶

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 

𝑈𝑈𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒(𝐾𝐾𝑉𝑉)(           17رابطه ) = t95(vKV̅̅ ̅̅ )𝑈𝑈𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐾𝐾𝑉𝑉) = 4.078 
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در ایـن مقاله به بررسي منابـع عـدم قطعیـت آزمون 
ضربـه شـارپی کـه آزمونـی پرکاربـرد در کارخانه‌هايـي 
انتقـال  به‌منظـور  لوله‌سـازي  کارخانه‌هـاي  همچـون 
آب و فاظالب کـه بـا صنعـت فـولاد در ارتباط هسـتند، 
پرداختـه شـد و به‌طـور دقيـق بـه معرفـي عوامـل ايجاد 
عـدم قطعيـت در ايـن آزمـون خـاص کـه عـدم قطعيت 
ماشـين آن از دو روش مسـتقيم و غيرمسـتقيم به‌دسـت 
مي‌آيـد، بررسـي شـد و در نهايـت، بـراي آزمـون انجـام 
شـده نتايج عـددي به مقـدار انرژي جذب‌شـده 185/2، 
بـا عدم قطعيت بسـط ي‌افتـه 4/078 و با ضريب اطمينان 
95 درصـد گـزارش شـد. همچنيـن با توجه بـه اطلاعات 
به‌دسـت آمـده، سـهم عدم قطعيـت تکرارپذيري نسـبت 

بـه ديگـر عوامـل عدم قطعيت بيشـتر اسـت.
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در انتهـا پـس از بررسـي عوامـل عـدم قطعيـت، مقـدار عـدم 
قطعيـت انـرژي جذب‌شـده آزمون ضربه شـارپی با مقـدار ميانگين 
185/2 ژول بـا ضريـب اطمينـان 95 درصد، 4/078 به‌دسـت آمده 
اسـت. در شـکل )2( بـه کمـک نمـودار، سـهم عوامـل ايجـاد عدم 
مي‌رفـت،  انتظـار  کـه  همان‌گونـه  و  بررسـي شده‌اسـت  قطعيـت‌ 

سـهم عـدم قطعيـت تکرارپذيـري نسـبت به بقيه بيشـتر اسـت.

شـكل )2(: نمـودار سـهم عوامل ايجـاد عدم قطعيـت‌ در آزمون ضربه شـارپي 
براسـاس نتايج محاسـبه شـده در اين مقاله.
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محققان و پژوهشگران به‌منظور آنالیز حرارتی و بررسی رفتار مواد مختلف در هنگام مواجه با تغییرات دمایی، بیشتر از 
روش آنالیز گرماسنج روبشی تفاضلی )DSC(1 استفاده میک‌نند؛ در حالی که این روش، جنبه‌های کاربردی دیگری را هم 
دارد. یکی از این کاربردها، تعیین خلوص مواد بوده که در تهیه مواد مرجع و یا صنعت دارویی از اهمیت زیادی برخوردار 
است. در این مقاله، به بررسی روش تعیین خلوص مواد از طریق دستگاه گرماسنجی پرداخته می‌شود. این روش در مقایسه 

با سایر روش‌ها، ارزان قیمت‌تر و سریعتر بوده و دقت قابل قبولی نیز دارد.

چکیده

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

))DSCDSC( تفاضلی )تفاضلی
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توسـعه و تولیـد محصـولات دارویـی کاری چالـش برانگیز و دشـوار اسـت که فـن‌آوران دارویـی در حوزه‌های مختلف 
را درگیـر میک‌نـد. توسـعه و سـاخت فرآورده‌هـای دارویـی، فرآینـدی پیچیـده اسـت. فرمولاسـیون‌های دارو کـه 
به‌عنـوان یـک دوز کامـل تعریـف می‌شـوند و مـواد فعـال دارویـی2 هسـتند برای اسـتفاده انسـانی یا دامپزشـکی در 
نظـر گرفتـه شده‌اسـت. مـاده فعـال یـا تریکبـی از مـواد فعـال دارویی بـرای تسـهیل فعالیت دارویـی یا اسـتفاده در 

تشـخیص پزشـکی، درمـان و یـا پیشـگیری از بیمـاری طراحی شـده‌اند ]1[.
علاوه‌بـر مـواد فعـال دارویـی، محصـولات دارویـی، حـاوی مواد کمکـی به نام اکسـپینت3 هسـتند که باعـث افزایش 
پایـداری و فراهمـی زیسـتی داروی تولیـد شـده می‌شـوند. اکسـپینت همچنیـن ممکـن اسـت مزه‌هـا یـا بوهـای 
ناخوشـایند را در مـواد فعـال دارویـی بپوشـاند یـا ظاهـری زیباتـر بـه دارو بدهـد. جابجایی مناسـب مـواد کمکی، از 
اسـتفراغ و حالـت تهـوع جلوگیـری میک‌نـد و تهیـه محصـولات دارویـی کـه در برابـر مایعـات معـده مقاوم هسـتند 
را امکان‌پذیـر می‌سـازد. بیشـتر فرآورده‌هـای دارویـی در شـکل‌های جامـد ماننـد قرص‌هـای کلاسـیک )پوشـش‌دار 
یـا بـدون پوشـش(، قرص‌هایـی بـا اثـر طولانـی مـدت )رهش کنتـرل شـده(، کپسـول‌های حاوی پـودر یـا گرانول با 

رهـش طولانـی مـدت یـا شـیاف‌ها در بـازار دارویـی موجود هسـتند.
توسـعه و تولیـد محصـولات دارویـی نهایـی کارآمـد، ایمـن و پایـدار که بـرای مصـرف بیماران راحـت باشـد، نیاز به 
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DSC رایج‌ترین روش‌های مورد استفاده از 
1. تعییـن میـزان انتقـال فـاز در سیسـتم‌های یـک جزئـی بـا 
تغییـرات هم‌زمـان در وضعیـت فیزیکی مـواد فعال دارویـی )مانند 
ذوب، تبخیـر، تصعیـد، تبلـور، انتقـال جامـد بـه جامـد و شیشـه و 

تبدیـل از حالـت آمـورف بـه حالت بلـوری(؛
2. تعییـن میـزان تغییـرات در سـاختار شـیمیایی مـواد فعـال 
دارویـی، ماننـد هیدراتاسـیون، رهیدراتاسـیون، انحالل و تجزیـه؛

3. مطالعـه فرآیندهـای پیچیده‌تـر در سیسـتم‌های دو یـا چند 
جزئـی: به‌عنـوان مثـال: یوتکتیـک، محلول‌هـای جامـد، پراکندگی 
جامـد و بلور‌هـا که در آنهـا اندازه‌گیـری سـازگاری و امتزاج‌پذیری 

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

ذوب، تبلـور، بلورینگـی و همچنیـن انتقـال شیشـه؛
5. تعییـن تغییرات سـاختاری ماننـد ایزومریزاسـیون، جذب یا 

آب  دفع 
ماننـد  شـیمیایی  فرآیندهـای  از  ناشـی  تغییـرات  تعییـن   .6

تخریـب یـا تجزیـه یـک مـواد فعـال دارویـی؛
آنتالپـی:  تغییـرات  اندازه‌گیـری ظرفیـت گرمایـی ویـژه و   .7
تغییـر آنتالپـی یـک ویژگـی مهـم در هـر مـاده دارویی اسـت، زیرا 

ارزش آن بـرای طراحـی فرآیندهـای شـیمیایی اساسـی اسـت.
8. تعییـن پایـداری مـواد فعـال دارویـی: پایـداری مـواد فعـال 
دارویـی بـه فرآیندهایـی مانند جانشـینی، اکسیداسـیون، فوتولیز و 

یـا پیرولیز بسـتگی دارد.
بـا توجـه بـه کاربردهای ذکر شـده، اسـتفاده از DSC در بررسـی 
مـواد فعـال داروهـای تـازه کشـف شـده و بـرای توسـعه محصـولات 
دارویـی جدیـد ضـروری اسـت. بررسـی‌ها نشـان می‌دهند کـه نتایج 

DSC به‌طـور معمـول بـا هـر روش حرارتـی نظیـر آنالیز وزن‌سـنجی 

و  حرارتـی6  میکـرو  آنالیـز  و  تفاضلـی5  حرارتـی  آنالیـز  حرارتـی4، 
ماننـد  مختلفـی  طیف‌سـنجی‌های  شـامل  غیرحرارتـی  روش‌هـای 
تبدیـل فوریـه مـادون قرمـز7، طیف‌سـنجی رامـان تبدیـل فوریـه8، 
طیف‌سـنجی تشـدید مغناطیسـی هسـته‌ای9، طیف‌سـنجی پـراش 
پودر اشـعه ایکـس10، روش‌هـای میکروسـکوپی مانند میکروسـکوپ 
الکترونی روبشـی11، میکروسـکوپ نور قطبی12، میکروسکوپ نوری13 
و روش‌هـای کروماتوگرافـی به‌عنـوان مثـال: کروماتوگرافـی گازی14 و 

کروماتوگرافـی مایـع بـا کارایـی بـالا15 پشـتیبانی می‌شـوند ]5[.
بررسـی پژوهش‌هـا نشـان می‌دهـد که علاقـه فزاینـده‌ای برای 
از DSC در مطالعـه مـواد فعـال و محصـولات دارویـی  اسـتفاده 
تجـاری وجـود دارد. ایـن روش، فرآیندی قابل اعتماد در تشـخیص 
ناخالصـی، ابـزار تحلیلـی مناسـب بـرای بررسـی سـازگاری مـاده 
فعـال بـا مـواد جانبی و روشـی مناسـب بـرای مطالعات سـازگاری/

ناسـازگاری در مرحلـه پیش فرمولاسـیون اسـت.
از آنجایـی کـه رفتار حرارتی اجـزای فعال می‌توانـد بر فراهمی 
زیسـتی، پایـداری، سـهولت فرمولاسـیون و یـا جذابیـت زیبایـی 
شـناختی فرآورده‌هـای دارویـی تاثیرگـذار باشـد، آگاهـی از رفتـار 
APIهـا در طـول گرمایش می‌تواند برای توسـعه فرمولاسـیون‌های 

دارویـی ایمـن و موثـر ضروری باشـد. در ایـن مقاله، هدف مـا ارائه 
توضیحاتـی دربـاره کاربرد گرماسـنج روبشـی تفاضلـی )DSC( در 
تحقیقـات و تولیـد دارو اسـت و توجـه ویـژه‌ای بـه ارائـه تخریـب 

حرارتـی و اکسـیداتیو حرارتـی APIها می‌شـود.

 آنالیز حرارتی به‌منظور ارزیابی خلوص
به‌طـور معمـول، مـواد فعال دارویـی، مواد آلی با جـرم مولکولی کم 

دانـش حرفـه‌ای آنالیـز و فنـاوری دارویـی دارد. در مرحلـه اول توسـعه، شـکل دوز دارو )پیـش فرمولاسـیون(، مهم‌تریـن 
موضوعـی کـه بایـد بـه آن پرداختـه شـود، توصیـف ویژگی‌هـای فیزیکوشـیمیایی مواد فعـال دارویی اسـت ]2[.

علاوه‌بـر عواملـی کـه بـرای ارزیابـی رایـج اسـت، به‌عنـوان مثـال: حلالیـت، انحالل، پایـداری، ضریـب تقسـیم و ثابـت 
یونیزاسـیون، بررسـی‌های دیگـری بایـد روی ویژگی‌هـای حالـت جامـد مـواد دارویـی از جملـه اشـکال بلـوری )پلـی 
مورف‌هـا(، میـزان جـذب آب، خـواص سـطحی، انـدازه و شـکل ذرات و خـواص مکانیکـی انجام شـود. یکـی از روش‌های 

مفیـد بـرای بررسـی ویژگی‌هـای حالـت جامـد مـواد فعـال دارویـی ، اسـتفاده از آنالیـز حرارتـی اسـت ]3[.
آنالیـز حرارتـی بـرای مطالعـه ویژگی‌هـای نمونـه به‌عنـوان تابعـی از دما، هنگام گرم یا سـرد شـدن در یک برنامـه دمایی 

کنترل‌شـده اسـتفاده می‌شود.
بـرای تجزیـه و تحلیـل بـه روش آنالیـز حرارتی، مقـدار کمی از نمونـه در حدود چند میلی‌گـرم مورد نیاز اسـت. در میان 
روش‌هـای مختلـف آنالیـز حرارتـی، گرماسـنج روبشـی تفاضلـی )DSC( روشـی اسـت کـه در مطالعـه نمونه‌هـای حالت 

جامـد از اهمیـت بالایی برخوردار اسـت.
DSC کاربرد وسیعی در صنایع دارویی دارد که از جمله آنها می‌توان به موارد ذیل اشاره کرد:

 مطالعه خواص فیزیکوشیمیایی مواد فعال داروهای حالت جامد؛
 درک اثـرات فرآیندهـای فیزیکـی )نظیـر اختالط، آسـیاب و دانه‌بنـدی( و روش‌هـای تولیـد شـده بـا حـرارت )ماننـد 
خشـک کـردن بـه روش اسـپری، خشـک کـردن بـه روش انجمـادی(، فشرده‌سـازی قـرص تحـولات بلـوری و فراهمـی 

زیسـتی اسـتفاده می‌شـود ]4[.
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هسـتند که 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 بیـن آلاینده‌هـا وجـود داشـته باشـد. ارزیابی 
خلـوص مـواد فعال دارویـی و محصولات دارویی، چالشـی مهـم از نظر 
ایمنـی و اثربخشـی درمانـی آنها اسـت. بنابراین، سـطح ناخالصی‌ها در 
یـک مـاده دارویـی و فرمولاسـیون آن بایـد ابتـدا غربالگـری شـود تا از 
کاهش اثربخشـی دارویی مواد فعال دارویی و همچنین از اثرات سـمی 
و نامطلـوب ناخالصی‌هـا جلوگیـری شـود. ناخالصی‌هـا را می‌تـوان بـا 
سـنتز و یا فرمولاسـیون مرتبط دانسـت و به دو گروه تقسیم کرد. گروه 
اول شـامل ناخالصی‌هـای آلـی )مـواد اولیـه یـا واسـطه‌ها، محصـولات 
جانبـی و محصولات تخریب(، ناخالصی‌های معدنـی )واگرها، لیگاندها، 
کاتالیزورهـا و آثـار فلـزات سـنگین( و حلال‌هـای باقیمانـده )مـواد 
شـیمیایی آلی فرار مورد اسـتفاده یا تولید شـده در طی فرآیند تولید( 
اسـت، در حالـی کـه گـروه دوم را می‌توان شـامل اشـکال دوز، روش‌ها، 

محیـط و ناخالصی‌هـای مربوط به پیرسـازی دانسـت.
روش‌‌هـای آنالیز حرارتی به‌ویژه DSC، روش مناسـبی برای ارزیابی 
ناخالصـی دارویـی اسـت. تجزیـه و تحلیـل شـکل، عـرض و مسـاحت 
پیک‌هـای ذوب DSC تریکبـات آلـی نشـان داده اسـت کـه وجـود 
ناخالصی‌هـا در واقـع بـر عوامـل پیک‌ها تأثیر می‌گـذارد به طـوری که 
در حضـور ناخالصی‌هـا پیـک ذوب گسـترش می‌یابـد و دمـای شـروع 
ذوب کاهـش می‌یابـد. DSC قـادر بـه تعییـن کمّی خلـوص تریکبات 
آلـی اسـت. شـکل )۱( منحنی‌های گرماسـنجی دو نمونـه از مواد فعال 
دارویـی یکسـان را نشـان می‌دهـد. شـکل )1-ب( متعلق به یـک ماده 
اسـتاندارد بـا خلـوص بالا اسـت به طـوری که پیـک ذوب تیزتر اسـت 
و بیشـینه دمـای ذوب را در 112/5 درجـه سـانتیگراد نشـان می‌دهـد. 
شـکل )1-الف( متعلق به یک مـواد فعال دارویی دارای ناخالصی اسـت 
کـه تغییر قابل توجهی از فرآیند ذوب به سـمت مقادیـر پایین‌تر )109 
درجـه سـانتی‌گراد( را نشـان می‌دهـد. ایـن آنالیز یک ارزیابـی یکفی از 
خلوص اسـت. در شـکل )1-الف(، شکسـتگی در منحنـی ذوب مربوط 

بـه وجود حداقـل دو آلاینده اسـت.

شـکل )1(: منحنی‌هـای گرماسـنجی یک مـاده فعال. )الـف(: نمونـه‌ای با پیک 
ذوب گسـترده بـا دمای بیشـینه مقدار 109 درجه سـانتیگراد آلـوده به حداقل 
دو ناخالصـی )a و b( و )ب(: نمونـه‌ای بـا تـک پیـک ذوب بـا بیشـینه مقـدار 

درجـه حـرارت 112/5 درجه سـانتیگراد و خلـوص بالا ]6[.

DSC یکـی از مفیدتریـن روش‌هـای تحلیلـی بـرای تخمیـن 
خلـوص مـواد آلـی اسـت؛ به‌عنـوان مثـال: اُ تولوئن‌سـولفونامید16 
تشـکیل  را  یوتکتیـک  مخلـوط  یـک  پی‌تولوئن‌سـولفونامید17  و 

می‌دهنـد و ناحیـه زیـر پیـک ذوب مخلـوط بـا افزایـش غلظـت 
تولوئن‌سـولفونامید در محـدوده غلظـت ۰/۲۵ تـا ۵/۰۰ درصـد  اُ 
جرمـی، یـک مخلـوط یوتکتیک تشـکیل‌ می‌شـود. در ایـن حالت، 
نمونـه ابتـدا بایـد ذوب و سـپس بـه آرامـی خنک شـود تـا از تأثیر 
مخـرب انتقال‌هـای چنـد شـکلی، کم آبـی و غیره کـه در محدوده 

دمایـی نزدیـک بـه ذوب رخ می‌دهـد، جلوگیـری شـود.
همچنین شکل پیک‌های DSC/DTA نیز به عوامل دستگاهی و 
ویژگی‌های نمونه بستگی دارد. عوامل دستگاهی شامل حد تشخیص، 
نرخ گرمایش، اتمسفر، جنس و شکل پن است و مشخصات نمونه 
ظرفیت  و  رسانایی  تراکم،  درجه  ذرات،  اندازه  نمونه،  جرم  شامل 

حرارتی و همچنین رقت و بلورینگی آن است ]7[.
وانـت  معادلـه  تعییـن خلـوص،  بیـن روش‌هـای مختلـف  در 
هـوف18 )معادلـه )1(( یکـی از قابل اعتمادترین روش‌ها اسـت. این 
معادلـه نشـان دهنـده این نکته اسـت کـه وجود ناخالصی‌ها سـبب 

کاهـش و گسـترش دامنـه ذوب می‌شـود.

𝑇𝑇𝑠𝑠 = 𝑇𝑇0 −
𝑅𝑅𝑇𝑇2𝑋𝑋2
∆𝐻𝐻𝑓𝑓0

1
𝐹𝐹 

 

معادله )1( 

در ایـن معادلـه )Ts( در مقابـل )/1c/F( بایـد یک خط مسـتقیم 
RT2  ایجـاد کنـد. در حالـی کـه تمـاس بـا 

oX2/ΔHo
f بـا شـیب

محـور Y، نقطـه ذوب مـاده خالـص، To را تعییـن میک‌نـد.
منحنی‌هـای DSC نمونه‌هـای اسـید بنزوئیـک بـا خلوص‌های 
مختلـف در شـکل )۲( نشـان داده شده‌اسـت. پیک‌هـای DSC بـا 
توجـه بـه دمـای شـروع، ارتفـاع و عرض آنهـا، به‌طور قابـل توجهی 
متفـاوت اسـت. بنابرایـن، بـا مقایسـه پیک‌هـای DSC دسـته‌های 
مختلـف یـک API، می‌تـوان از ارزیابـی یکفی سـریع یک محصول 

اطمینـان حاصـل کرد.

شـکل )2(: منحنی‌هـای DSC بنزوئیـک اسـید بـا خلوص‌هـای مختلـف در 
مقایسـه بـا منحنـی ذوب نمونـه بـا خلوص بـالا ]1[.

کسـر ذوب شـده )F( به‌عنوان مسـاحت جزئی قله در سطح کامل 
محاسـبه می‌شـود )شـکل )3((. اندازه‌گیری بین 5 تا 10 درصد و 50 
تـا 60 درصـد از منطقـه پیـک ذوب انجـام می‌شـود. هنگام محاسـبه 
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دماهـا بایـد با توجه بـه مقاومت حرارتی، ضریب تصحیح اعمال شـود. 
ایـن کار بـا انداختـن یک خط مسـتقیم از نقطـه روی منحنی به خط 
مبنـا در زاویـه لبـه جلویـی پیـک ذوب ایندیم انجـام می‌شـود. البته 

)ΔHf( از کل مسـاحت پیک تعیین می‌شـود.

شـکل )3(: روش تصحیـح دما و محاسـبه مسـاحت‌های جزئی، زاویـه افت دما 
و زاویه لبـه جلویی ذوب ایندیم اسـت ]1[.

معادلـه وانـت هـوف بـرای شـرایط تعـادل به‌دسـت می‌آیـد. 
بنابرایـن، آزمایش‌هـای ذوب بایـد در شـرایط نزدیـک بـه تعـادل 
انجـام شـود. کوچکترین مقـدار نمونه )1 تـا 2 میلی‌گرم( اسـتفاده 
شـود تـا رسـانایی گرمـا در تعیین دمـا تداخل نداشـته باشـد. نرخ 
گرمایـش نبایـد بیـش از 2 درجه سـانتیگراد در دقیقـه )ترجیحاً 1 

درجـه سـانتیگراد در دقیقه( باشـد.
کاهـش نقطـه ذوب یک مـاده خالص به‌صورت خطـی به غلظت 
ناخالصی‌ها بسـتگی دارد، اما معادله وانت هوف در بیشـتر موارد یک 
خـط مسـتقیم را همان‌طـور که بـا معادلـه )1( پیش‌بینی می‌شـود، 
نشـان نمی‌دهـد. علاوه‌بـر ایـن، بـا افزایـش غلظـت ناخالصـی، پیک 
ذوب گسـترش می‌یابـد و انحـراف از خطی بودن به دلیل دسـت کم 
گرفتـن ذوب در دماهـای پایین‌تـر از پیـک ذوب رخ می‌دهـد. ایـن 
انحـراف از خطـی بودن بـا افزایش سـطح ناخالصی افزایـش می‌یابد. 
بنابرایـن، نمـودار وانت هـوف را می‌توان با تنظیم مقدار ذوب کشـف 

نشـده خطی کرد )شـکل )4((.

شکل )4(: خطی‌سازی منحنی وانت هوف ]1[.

هیـچ دلیل مسـتقیمی بـرای این پیشـنهاد وجود نـدارد، اما در 

بیشـتر مـوارد، خطی‌سـازی منجـر بـه ایجـاد نتایج صحیحـی برای 
سـطوح ناخالصی می‌شـود ]8[.

تعییـن خلـوص APIها نیز می‌توانـد با اسـتفاده از روش هم‌دمای 
گام بـه گام انجـام شـود. ایـن روش براسـاس افزایـش سـریع دمـای 
نمونـه و نگه داشـتن نمونـه به‌صورت هم‌دمـا برای مـدت زمان معین 
اسـت. ایـن روش در محـدوده دمایـی ذوب انجام می‌شـود. توقف بین 
افزایش‌هـای متوالـی دمـا موجـب نگه داشـته شـدن نمونـه به‌صورت 
هم‌دمـا می‌شـود؛ بنابرایـن، جـذب گرمـا در اصـل، در ایـن مراحـل 
هم‌دمـا اندازه‌گیـری می‌شـود. بـه ایـن ترتیـب منحنـی DSC حاوی 

تعـداد زیـادی پیک گرماگیر بسـیار باریک اسـت.
شـکل‌های )۵( و )۶( داده‌هـای مرحلـه ایزوترمال DSC را برای 
فناسـتین و نمودار وانت هوف محاسـبه شـده نشـان می‌دهد. نمونه 
بـا 0/5 درصـد مـول بنزامیـد دوپ شـده بـود. پیک‌هـای منفـرد از 
دو بخش افزایش سـیگنال، ناشـی از شـروع گرمایش و سـهم ذوب 
تشـکیل شـده‌اند. هر مرحله بعد از بازگشـت سـیگنال به خط پایه 
در مرحلـه قبـل شـروع می‌شـود. مراحـل بسـیار باریـک اسـت بـه 
طـوری کـه در شـکل )۵( اختلاف بیـن پیک‌های دو دمـای 133 و 
134 درجـه سـانتیگراد، 0/2 درجـه اسـت. ارزیابـی وانـت هوف در 

شـکل )۶( مشـاهده می‌شود.

شـکل )5(: تعییـن خلوص فناسـتین حاوی 0/5 مـول درصد بنزامیـد به روش 
پلـه ایزوترمال ]۱[.

شـکل )6(: نمـودار وانت هوف فناسـتین بـا 0/5مول درصد بنزامید دوپ شـده 
بـا روش گام هم‌دما ]۱[.

 محدودیت‌های معادله وانت هوف
روش وانـت هـوف یکـی از بهترین روش‌ها بـرای تعیین خلوص 
مـواد بـا جـرم مولکولی کم اسـت؛ امـا بـرای اسـتفاده از این روش 
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بایـد مـوارد ذیل مـورد توجه قرار گیـرد ]9[:

 نمونـه بایـد یـک مـاده بلـوری بـا جـرم مولکولی کم با سـطح 
خلـوص بالاتـر از 95 درصـد مـول و ترجیحـاً بالاتـر از 97 درصد مول 
باشـد. ایـن روش بـرای مواد آمورف بـه دلیل عـدم ذوب کارایی ندارد.
 ناخالصـی بایـد در مـذاب، محلـول باشـد، امـا هیـچ محلـول 
 جامـدی نبایـد تشـکیل شـود، یعنـی ناخالصـی نبایـد در بلورهـا

محلول باشد.
 موادی که در طول ذوب تجزیه می‌شوند نباید با این روش 

تجزیه و تحلیل شوند، زیرا گرمای همجوشی را نمی‌توان به‌طور 
قابل اعتماد تعیین کرد.

 از آنجایـی کـه ایـن معادلـه بـرای شـرایط تعـادل به‌دسـت 
 آمـده اسـت، در آزمایش‌هـای تعییـن خلـوص بایـد جـرم‌ نمونه کم

)1 تـا 2 میلی‌گـرم( و نـرخ گرمایـش آهسـته )ترجیحـاً 1 درجـه 
سـانتی‌گراد در دقیقـه( اسـتفاده شـود. درصـورت امـکان بایـد از 
پن‌های اسـتاندارد دسـتگاه به‌منظور افزایش سـطح زیرین و کاهش 
ضخامـت نمونـه و در نتیجه کاهش مقاومت حرارتی اسـتفاده شـود.

 تا حد امکان باید از تصعید جلوگیری کرد.

 کاربرد معادله وانت هوف
روش‌هـای مبتنـی بـر DSC بـا اسـتفاده از معادلـه وانت هوف 
بـرای تعییـن خلـوص تریکبـات آلـی متعـدد نظیـر APIهـا، مـواد 
کمکـی و سـایر مـواد خـام مـورد اسـتفاده در صنایـع شـیمیایی و 
دارویـی توسـعه داده شـد کـه نتایـج قابل اعتمـادی را می‌تـوان از 

ایـن طریـق به‌دسـت آورد.
علاوه‌بـر DSC، روش‌هـای دیگـری کـه بـرای تعییـن خلـوص 
حلالیـت،  فـاز  آنالیـز  می‌شـوند،  اسـتفاده  دارویـی  فعـال  مـواد 
کروماتوگرافـی لایـه نـازکGC ،19 و HPLC هسـتند. بـا این حال، 

مزایـای عمـده روش‌هـای مبتنـی بـر DSC عبارتنـد از:
 سادگی آزمایش‌ها؛

 سادگی و مدت زمان کوتاه اندازه‌گیری؛
 ارائه نتایج قابل اعتماد در حدود یک ساعت.

DSC بـا روش معادلـه وانـت هوف بـرای تعیین خلـوص موادی 

نظیـر اسـیدها و اسـترهای کربوکسـیلیک آلیفاتیـک و آروماتیـک، 
آمیدهـا، ایمیدهـا و انیدریدهـا، اسـتامید، اسـتانیلید، آمینوفنـازون، 
بنزامیـد، بنزوکائین، بنزوئیک اسـید، کافیین، سـیناریزین، دی آلیل 
باربیتوریک اسـید، دوکسازوسـین مسـیلات، اتیل پی-آمینوبنزوات، 
مپروبامـات،  ایندومتاسـین،  هروئیـن،  گلوکـز،  اسـید،  فلوفنامیـک 
مورفیـن، پاراسـتامول، پارکوکسـیب سـدیم، فناسـتین و پروکائیـن 

هیدروکلرایـد اسـتفاده می‌شـود.
یکـی از چالش‌هـای مهـم در اسـتفاده از DSC بـا روش وانـت 
هـوف، تعییـن خلوص قسـمت خاصـی از تریکبات مـورد نظر برای 
اسـتفاده به‌عنـوان مـواد مرجـع گواهـی شـده20 اسـت. CRMهـا 
نقـش مهمـی در علـم، فنـاوری و صنعت داروسـازی ایفـا میک‌نند، 

زیـرا به‌طـور معمـول بـرای کالیبراسـیون ابزارهـا و اعتبارسـنجی 
آنهـا  می‌شـوند.  اسـتفاده  دارویـی  مـواد  کمّی‌سـازی  روش‌هـای 
همچنیـن بـرای تاییـد هویـت و ارزیابـی یکفیـت مـواد دارویـی و 
 ،CRM محصـولات دارویـی مفید هسـتند. با توجـه به نوع کاربـرد
آنهـا بایـد تعـدادی از الزامـات، از جملـه همگنـی و پایـداری کافی 
تریکب شـیمیایی شـناخته شـده و سـطح خلوص را برآورده کنند. 
بـرای ارزیابـی ایـن عوامـل از روش‌های مختلفی اسـتفاده می‌شـود 
کـه به‌طـور عمده HPLC و یـا GC مجهز به آشکارسـازهای جرمی 
اسـت. بـا ایـن حـال، از آنجایـی که ایـن روش‌هـا زمان‌بر هسـتند، 
روش‌هـای دیگـری بـا زمان تحلیـل کوتاه‌تر جسـتجو می‌شـود. در 
سـال‌های اخیـر، تحقیقاتـی انجـام شده‌اسـت کـه نشـان دهنـده 
امـکان اسـتفاده از DSC به‌عنـوان یـک روش جایگزیـن یـا روش 

پشـتیبانی در تعییـن خلـوص نامزدهای CRM اسـت.
DSC بـرای تعییـن خلـوص 16 اسـتاندارد مرجـع از جملـه مواد 

فعـال دارویـی، ماننـد  اسـتامینوفن، آسـپرین، کافئیـن، هیدروکلراید 
لابتالـول، اسـید سالیسـیلیک و همچنیـن مـواد کمکی ماننـد متیل 
پارابـن و پروپیـل پارابـن اسـتفاده می‌شـود. داده‌های گردآوری شـده 
تکرارپذیـری بالایـی را بـرای اندازه‌گیری‌هـای DSC نشـان می‌دهـد، 
بـه خصـوص زمانـی کـه اسـتانداردهای مرجـع دارای خلـوص بالایی 
هسـتند. ارزیابـی آمـاری دقـت و عدم قطعیـت نتایج به‌دسـت‌آمده با 
DSC و HPLC، تفـاوت معنـی‌داری را بیـن این روش‌ها برای سـطوح 

خلـوص حداقـل 98 مول نشـان نمی‌دهـد. هنگامی که خلـوص ماده 
کمتـر از 98 درصـد مـول باشـد یـا نقطـه ذوب، نزدیـک بـه محدوده 
تجزیه باشـد، مانند کافئین یا اسید سالیسـیلیک، انحراف استاندارد21 

و انحـراف اسـتاندارد نسـبی22  خلوص تعیین شـده بالا اسـت.

بسیار  دارویی  مواد  از درصد خلوص  آگاهی 
اهمیت دارد؛ زیرا در نتیجه، تاثیرگذار خواهد بود 
و ممکن است ماده‌ مورد نظر در محصول به وجود 
نیاید و یا درصد خلوص آن نیز متفاوت باشد. در 
کنار روش‌های گران‌قیمت و پیچیده که زمان‌بر 
هم هستند، استفاده از روش‌های نوین دستگاهی 
در  هم  و  زمان  در  هم  محاسبات  بر  تکیه  با 
هزینه صرفه‌جویی شده و منجر به مدیریت بهتر 
می‌شود، بسیار اهمیت دارد. در این میان، استفاده 
هوف  وانت  معادله  بر  تکیه  و   DSC دستگاه  از 
جذابیت‌های خود را دارد. وانت هوف معادله‌ای در 
زمینه ترمودینامیک شیمیایی است که رابطه‌ای 
بین تغییرات دما، تغییرات ثابت تعادل و تغییرات 
آنتالپی استاندارد را می‌دهد که منجر به درصد 

خلوص تریکبات خواهد شد.
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پی‎نوشت

1. Differential Scanning Calorimetry (DSC)
2. Active Pharmaceutical Ingredients )API(
3. Excipients
4. Thermogravimetric analysis (TGA)
5. Differential Thermal Analysis (DTA)
6. Micro-Thermal Analysis (μTA)
7. Fourier-Transform Infrared (FTIR)
8. Fourier-Transform Raman (FT-Raman)
9. Nuclear Magnetic Resonance (NMR)
10. Diffractometry – X-Ray Powder Diffraction (XRPD)
11. Scanning Electron Microscopy (SEM)
12. Polarized Light Microscopy (PLM)
13. Optical Microscopy (OM)
14. Gas Chromatography (GC)
15. High-Performance Liquid Chromatography (HPLC)
16. O-toluenesulfonamide
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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میکروسکوپ روبشی لیزری همک‌انون به شدت به فلورسانس، به‌عنوان پایه تصویربرداری متکی است؛ حساسیت 
مثال: سلول‌ها  به‌عنوان  نمونه  دینامیکی  فرآیندهای  و  اجزای ساختاری  دادن  قرار  قابلیت هدف  و  این روش  بالای 
و بافت‌های زنده تثبیت شده، نشان‌دهنده اهمیت بالای این موضوع است. بسیاری از نشانگرهای فلورسنت با مواد 
شیمیایی آلی آروماتیک سنتز می‌شوند که برای اتصال به یک ماکرومولکول زیستی )مانند پروتئین یا اسید نوکلئیک( یا 
برای قرار گرفتن در یک منطقه ساختاری خاص مثل اسکلت سلولی، میتوکندری، دستگاه گلژی، شبکه آندوپلاسمی و 
یا هسته طراحی می‌شوند. همچنین نشانگرهای دیگر برای نظارت بر فرآیندهای دینامیکی و متغیرهای محیطی محلی، 
از جمله غلظت یون‌های فلزی، pH، گونه‌های اکسیژن فعال و پتانسیل غشایی استفاده می‌شوند. رنگ‌های فلورسنت 
در نظارت بر یکپارچگی سلولی )زنده در مقابل مرده یا آپوپتوز(، اندوسیتوز، اگزوسیتوز، سیالیت غشاء، انتقال پروتئین، 
انتقال سیگنال و فعالیت آنزیمی مفید هستند. علاوه‌بر این، نشانگرهای فلورسنت به‌طور گسترده برای نقشه‌برداری 

ژنتیکی و تجزیه و تحلیل کروموزوم در زمینه ژنتیک مولکولی استفاده می‌شوند.
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در بخش اول این مقاله، به تاریخچه نشانگرهای فلورسنت پرداخته شد. رنگ‌های فلورسنت در اوایل قرن بیستم 
به‌عنوان رنگ‌های حیاتی برای تصویربرداری از باکتری‌ها، تک یاخته‌ها و تریپانوزوم‌ها با میکروسکوپ فلورسنت معرفی 
شدند، اما تا سال 1920 که این میکروسکوپ برای اولین بار برای مطالعه اتصال رنگ در بافت‌های ثابت و سلول‌های 
زنده مورد استفاده قرار گرفت، استفاده گسترده‌ای از آن مشاهده نشد. در طول 60 سال گذشته، پیشرفت‌ها در 
ایمونولوژی و زیست‌شناسی سلولی و مولکولی، طیف گسترده‌ای از آنتی‌بادی‌های ثانویه را تولید کرده و بینشی را در 
مورد طراحی مولکولی ردیاب‌های فلورسنت که در مناطق خاصی از کمپلکس‌های ماکرومولکولی هدف قرار می‌گیرند، 

ارائه کرده است ]1[.
نشانگر‌ها با توجه به ویژگی‌های جذب و فلورسانس، از جمله پروفایل‌های طیفی، طول موج‌های بیشینه جذب، نشر 
و شدت فلورسانس ساطع شده، فهرست‌بندی و توصیف می‌شوند ]2[. انتخاب نشانگر، یکی از حیاتی‌ترین جنبه‌های 
کار با میکروسکوپ همک‌انون است و کارایی ابزار نیز باید به دقت در نظر گرفته شود تا تصاویر با یکفیت بالا تهیه 
شود. در بخش اول، به انواع رنگ‌های فلورسنت سنتی به‌عنوان مثال، فلورسین، مشتقات رودامین، 4 و6 دیامیندینو-2 
فنیلیندول1 و غیره، رنگ‌های الکسافلور و رنگ‌های سیانین پرداخته شد. در ادامه، به سایر نشانگرهای مورد استفاده در 

ردیابی هدف با استفاده از میکروسکوپ همک‌انون می‌پردازیم.

مه
قد
م

  ردیاب‌های فلورسانس‌ کننده محیطی
داخلـی  محیـط  بررسـی  بـرای  شـده  طراحـی  نشـانگرهای 
سـلول‌های زنـده به‌طـور گسـترده توسـط محققـان مـورد بررسـی 
قـرار گرفته‌انـد و صدهـا مـورد بـرای بررسـی اثراتی همچـون غلظت 
موضعـی فلـزات قلیایـی و قلیایـی خاکـی، فلـزات سـنگین )از نظـر 
معدنـی،  یون‌هـای  آنزیمـی(  به‌عنـوان کوفاکتورهـای  بیوشـیمیایی 
تیول‌هـا و سـولفیدها، نیتریـت، pH، قطبیت حلال و پتانسـیل غشـاء 
توسـعه یافته‌انـد ]3 تـا 5[. در واقـع، آزمایش‌هـا در ایـن عرصـه بـر 
تغییـرات طـول مـوج و یـا شـدت طیف‌هـای جـذب و انتشـار، کـه با 
اسـتفاده از نشـانگرهایی کـه بـه یون‌هـای کلسـیم متصل می‌شـوند، 
به‌منظـور اندازه‌گیـری چگالی شـار درون سـلولی متمرکـز بودند. این 
ردیاب‌هـا بـا درجـه خاصـی از گزینش‌پذیـری بـه یون هـدف متصل 
می‌شـوند تـا پاسـخ اندازه‌گیـری شـده را ایجـاد کننـد. کلسـیم یـک 
یـون مهـم متابولیکـی اسـت که نقـش حیاتی را در پاسـخ سـلولی به 
انـواع بسـیاری از محرک‌هـای خارجـی ایفـا میک‌نـد. نوسـانات گذرا 
در غلظـت یـون کلسـیم، باعـث ایجـاد پاسـخ در سـلول‌ها می‌شـود. 
نشـانگرها بایـد طوری طراحی شـوند که نه تنهـا غلظت‌های موضعی 
کلسـیم را اندازه‌گیـری کننـد، بلکـه بایـد تغییـرات کمّـی در هنـگام 
پیشـرفت چگالی امواج شـار در کل سیتوپلاسـم را نیز گزارش کنند. 
بسـیاری از مولکول‌هایی که برای اندازه‌گیری سـطح کلسـیم طراحی 
شـده‌اند، بـر پایـه عوامـل یکلیتک‌ننده غیرفلورسـنت اتیلـن گلیکول 
اسـید تتراسـتیک2 و BAPTA3 هسـتند که سـال‌ها برای جداسـازی 
یون‌هـای کلسـیم در محلول‌های بافر اسـتفاده می‌شـوند. دو مـورد از 
رایج‌ترین ردیاب‌های کلسـیمی، شـاخص‌های نسبت‌سـنجی فورا-42  
5 هسـتند، امـا این نشـانگرها به‌خصوص در میکروسـکوپ 

و اینـدو-1 
همک‌انون مناسـب نیسـتند ]3[. لـذا از تعداد محـدودی از این رنگ‌ها، 
بیشـتر به‌صـورت تریکبـی بـرای اندازه‌گیـری کلسـیم بـا اسـتفاده 
از میکروسـکوپ همک‌انـون اسـتفاده می‌شـود ]6[. فـورا قرمـز، یـک 
هتروسـیکل چند هسـته‌ای ایمیـدازول و بنزوفوران اسـت که کاهش 
فلورسـانس را در 650 نانومتـر، هنگام اتصال کلسـیم نشـان می‌دهد. 

هنگامـی کـه مخلوطـی از نشـانگرهای فلـو-3 و فـورا قرمـز در 488 
نانومتـر برانگیختـه شـود و فلورسـانس در بیشـینه مقـدار انتشـار )به 
ترتیب 525 و 650 نانومتر( از هر دو نشـانگر اندازه‌گیری شـود، پاسـخ 
نسـبی بـه شـار یـون کلسـیم به‌دسـت می‌آیـد. از آنجایی که شـدت 
انتشـار فلـو-3 به‌طـور یکنواخت افزایـش و فورا قرمز کاهـش می‌یابد، 
زمانـی که غلظـت رنگ در ناحیه مورد بررسـی ثابت شـود، یک نقطه 

ایزوبسـتیک به‌دسـت می‌آیـد.
اندازه‌گیـری کمّـی یون‌هایـی غیـر از کلسـیم، همچـون منیزیم، 
سـدیم، پتاسـیم و روی، به روشـی مشـابه، با اسـتفاده از نشـانگرهای 
مشـابه انجـام می‌شـود ]3 و 4[. یکـی از پـر طرفدارتریـن کاوشـگرها 
بـرای منیزیـم، mag-fura-2 اسـت که از لحاظ سـاختاری شـبیه فورا 
قرمز اسـت، همچنین در محدوده اشـعه فرابنفش برانگیخته می‌شـود 
و مشـکلات مشـابهی هماننـد فـورا-2 و اینـدو-1 را در میکروسـکوپ 
همک‌انـون ارائـه می‌دهـد. نشـانگرهای برانگیختـه شـده در ناحیه نور 
مرئـی بـرای تجزیـه و تحلیل بسـیاری از کاتیون‌های تـک ظرفیتی و 
دو ظرفیتـی کـه در غلظت‌هـای مختلـف در ماتریکس سـلولی وجود 
 pH دارنـد، در دسـترس هسـتند. نشـانگرهای فلورسـانس مهم بـرای
داخـل سـلولی شـامل یـک مشـتق پیـرن معـروف بـه 6HPTS  یـا 
پیرانیـن، مشـتق فلورسـین 7BCECF و یک گزانتـن جایگزین دیگر 
بـه نـام کربوکسـی سـنارف-وان8 اسـت ]7[. از آنجـا کـه بسـیاری از 
نشـانگرهای معمولی به pH محیط اطراف حسـاس هسـتند، تغییرات 
در شـدت فلورسـانس کـه بیشـتر به برهمک‌نش‌های زیسـتی نسـبت 
داده می‌شـود، ممکن اسـت در واقع در نتیجه پروتونه شـدن نشـانگر 
رخ دهـد. بنابرایـن، در اندازه‌گیـری هم‌زمـان غلظـت یـون کلسـیم و 
pH، بیشـتر بـا تریکـب یک نشـانگر pH، ماننـد اسـنارف-وان، با یک 

شـاخص یون کلسـیم )ماننـد فـورا-2( انجام می‌شـود.

  نشانگرهای اندامک
مثـال:  به‌عنـوان  اندامک‌هـای درون سـلولی،  نشـانگرهایی کـه 
را  آندوپلاسـمی  شـبکه  و  گلـژی  دسـتگاه  لیـزوزوم،  میتوکنـدری، 
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هـدف قـرار می‌دهنـد، بـرای نظارت بـر انـواع فرآیندهای زیسـتی در 
سـلول‌های زنده با اسـتفاده از میکروسـکوپ همک‌انون مفید هسـتند 
]3 و 4[. به‌طـور کلـی، نشـانگر اندامـک، از یک هسـته فلوئـورو کروم 
متصـل بـه یـک نیمـه گزینش‌پذیر تشـکیل شده‌اسـت کـه از طریق 
پیوندهـای کووالانسـی، الکترواسـتاتیک، آبگریـز و یا غیره بـه اندامک 
مورد نظر متصل می‌شـود. بسـیاری از نشـانگرهای فلورسنت که برای 
انتخـاب اندامک‌هـا طراحـی شـده‌اند، می‌تواننـد در غشـای سـلولی 
نفـوذ کننـد )بنابرایـن، در سـلول‌های زنده مفید هسـتند(؛ پروب‌های 
اندامـک بـرای بررسـی انتقال، تنفـس، میتوز، مرگ، تجزیـه پروتئین، 

پدیده‌هـای غشـایی و غیـره در سـلول‌های زنـده مفید هسـتند.
ردیاب‌هـای میتوکنـدری، از جملـه مفیدتریـن نشـانگرها بـرای 
بررسـی تنفس سـلولی هسـتند و بیشـتر همراه با رنگ‌های دیگر در 
تحقیقـات مورد اسـتفاده قرار می‌گیرند. نشـانگرهای سـنتی به‌عنوان 
مثـال رودامیـن 123 و تترامتیـل روزامیـن، هنگامـی کـه سـلول‌ها 
تثبیـت می‌شـوند، به سـرعت از بین می‌رونـد؛ بنابراین، تـا حد زیادی 
بـا اسـتفاده از نشـانگرهای جدیدتـر و خاص‌تـر کـه بـا ردیاب‌هـای 
مولکولی سـاخته شـده‌اند، جایگزین می‌شـوند ]4[. این موارد، شـامل 
سـری محبـوب میتوتراکر9 و میتوفلـور10 از هتروسـیکل‌های گزانتن، 
بنزوکسـازول، ایندول و بنزیمیدازول اسـت که از نظر ساختاری متنوع 
بـوده و در انواع پروفایل‌های طیفی تحریک و انتشـار موجود هسـتند.
رنگ‌هـای میتوتراکـر پـس از تثبیـت سـلولی در فرمالدئیـد بـه 
خوبـی حفـظ می‌شـوند و بیشـتر می‌تواننـد در برابر عوامـل نفوذپذیر 
چربی‌دوسـت مقاومـت کننـد ]8[. در مقابـل، پروب‌هـای میتوفلـور 
به‌طـور خاص، برای سـلول‌هایی کـه به‌صورت فعال تنفـس میک‌نند، 
طراحـی شـده‌اند و بـرای روش‌هـای تثبیـت و رنگ‌آمیـزی مناسـب 
نیسـتند ]4[. یکی دیگر از نشـانگرهای محبوب میتوکندری، با عنوان 
جی‌سـی-وان11، به‌عنـوان نشـانگر پتانسـیل غشـا و در آزمایش‌هـای 
رنگ‌آمیـزی متعـدد بـا سـلول‌های ثابـت مفیـد اسـت. به‌طـور کلـی، 
آمین‌هـای بـازی ضعیـف کـه قادرند از غشـاها عبور کننـد، کاندیدای 
ایده‌آلـی برای بررسـی سـنتز زیسـتی و پاتوژنز در لیزوزوم‌ها هسـتند 
]4 و 5[. ردیاب‌های لیزوزومی سـنتی شـامل مشـتقات غیراختصاصی 
فنازیـن و آکریدیـن قرمـز و آکریدیـن نارنجـی هسـتند کـه پـس از 
پروتونـه شـدن، در وزیکول‌هـای اسـیدی تجمـع می‌یابنـد ]5 و 9[. 
بـا فلورسـنت  دانه‌هـا و ماکرومولکول‌هـای لاتکـس نشـاندار شـده 
همچـون دکسـتران نیـز می‌تواننـد در لیزوزوم‌ها با اندوسـیتوز تجمع 
کننـد. با این حـال، مفیدترین ابزار برای بررسـی خـواص لیزوزومی با 
میکروسـکوپ همک‌انـون، رنگ‌هـای ردیـاب لیـزو12  و حسـگر لیزو13 
هسـتند کـه بـا اسـتفاده از پروب‌های مولکولی توسـعه یافته‌انـد ]4 و 
9[. ردیاب‌هـای لیـزو کـه در انـواع طـول موج‌هـای تحریک و انتشـار 
وجـود دارنـد، دارای گزینش‌پذیـری بالایـی بـرای اندام‌هـای اسـیدی 
بـوده و قـادر به نشـان‌دار کـردن سـلول‌ها در غلظت‌هـای نانومولاری 
هسـتند. شـدت فلورسـانس به‌طور چشمگیری در سـری حسگر لیزو 
پـس از پروتونـه شـدن افزایـش می‌یابـد و ایـن رنگ‌هـا را به‌عنـوان 

شـاخص pH مفیـد میک‌نـد ]4[.
پروتئین‌هـا و لیپیدهـا در دسـتگاه گلـژی طبقه‌بنـدی و پردازش 
و  فلورسـنت سـرامیدها  بـا مشـتقات  به‌طـور معمـول  و  می‌شـوند 

بسـیار  عوامـل،  ایـن  رنگ‌آمیـزی می‌شـوند ]10[.  اسـفنگولیپیدها 
چربی‌دوسـت بـوده و بنابرایـن، به‌عنـوان نشـانگر برای مطالعـه انتقال 
و متابولیسـم لیپیـد در سـلول‌های زنـده مفید هسـتند. چندین مورد 
از مفیدتریـن فلوروفورهـا بـرای دسـتگاه گلژی حاوی هسـته پیچیده 
هتروسـیکلیک، BODIPY هسـتند ]4 و 9[. هنگامـی کـه نشـانگر 
BODIPY بـا اسـفنگولیپیدها جفـت می‌شـود، بسـیار انتخابی عمل 
کـرده و در مقابـل نـور رنگ‌بـری14 مقاومـت میک‌ننـد به طـوری که 
بسـیار برتـر از بسـیاری از رنگ‌هـای دیگـر اسـت. علاوه‌بـر این، طیف 
انتشـار این نشـانگرها به غلظت )تغییر از سـبز به قرمز در غلظت‌های 
بالاتر( وابسـته اسـت و آنها را برای مکان‌یابی و شناسـایی ساختارهای 
درون سـلولی کـه مقادیـر زیـادی لیپیـد را انباشـته میک‌ننـد، مفید 

می‌سـازد.
فلورسـانس  آنالیـز  بـرای  سـنتی  پروب‌هـای  محبوب‌تریـن 
شـبکه آندوپلاسـمی بـه ترتیـب رنگ‌هـای کربوسـیانین و زانتـن، 
DiOC615  و چندیـن مشـتق رودامیـن هسـتند ]4 و 9[. بـا ایـن 

حـال، ایـن رنگ‌هـا باید بـا احتیاط اسـتفاده شـوند، زیـرا می‌توانند 
چربی‌دوسـت  نواحـی  سـایر  و  گلـژی  دسـتگاه  میتوکنـدری،  در 
درون سـلولی تجمـع پیدا کننـد. کاوشـگرهای جدیدتـر و پایدارتر 
بـرای رنگ‌آمیـزی انتخابـی شـبکه آندوپلاسـمی توسـط چندیـن 
از  اگـزازول  اعضـای  ویـژه،  بـه  شـده‌اند.  داده  توسـعه  سـازنده 
خانـواده داپوکسـیل تولیـد شـده بـا پروب‌هـای مولکولـی، عوامـل 
بسـیار خوبـی بـرای نشـان‌گذاری انتخابی شـبکه آندوپلاسـمی در 
سـلول‌های زنـده، بـه تنهایـی یـا در تریکـب بـا رنگ‌هـای دیگـر 
هسـتند. ایـن پروب‌هـا پـس از تثبیت بـا فرمالدئید باقـی می‌مانند، 
امـا می‌تواننـد بـا مواد شـوینده نفوذپذیـر، از بین برونـد. یکی دیگر 
از کاوشـگرهای مفیـد، برفلدین ای16 اسـت، یـک متابولیت قارچی 
پیچیـده استریوشـیمیایی کـه به‌عنـوان یـک مهـار کننـده انتقـال 

پروتئیـن بـه خـارج از شـبکه آندوپلاسـمی عمـل میک‌نـد.‌

  نقاط کوانتومی
بلورهـای نانومتـری از نیمه‌هادی‌هـای خالـص به‌عنـوان نقـاط 
کوانتومـی شـناخته می‌شـوند کـه ماننـد یـک عامـل نشـان‌گذاری 
دو  هـر  در  ثابـت  و  زنـده  سـلول‌های  بـرای  مفیـد  فلورسـنت 
میکروسـکوپ فلورسـانس و همک‌انون مورد اسـتفاده قـرار می‌گیرند. 
به‌منظـور اتصـال نقـاط کوانتومـی بـه تریکبـات زیسـتی همچـون 
پروتئین‌هـا، آنتی‌بادی‌هـا و غیـره، ایـن بلورهـای نیمه‌هـادی ریـز 
خالص شـده را با یک پوسـته پلیمری آبدوسـت می‌پوشـانند )شکل 
)1((. ایـن پروب‌هـا مزایـای قابـل توجهـی نسـبت به رنگ‌هـای آلی 
و پروتئین‌هـای فلورسـنت دارنـد؛ به‌عنـوان مثـال، پایـداری طولانی 
مـدت در برابـر نـور، شـدت فلورسـانس بـالا و رنگ‌هـای متعـدد بـا 

قابلیـت تحریـک تک طـول مـوج ]11[.
نقـاط کوانتومـی بـه روشـی شـبیه بـه دیودهـای نیمه‌هـادی 
سـاطع کننـده نـور17، روشـنایی ایجـاد میک‌ننـد، اما بـه جای یک 
محـرک الکتریکـی، بـا جـذب فوتون فعـال می‌شـوند. فوتون جذب 
شـده یـک جفـت الکترون-حفـره ایجـاد میک‌نـد که به سـرعت با 
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تابـش هم‌زمـان یـک فوتـون کـه انـرژی کمتـری دارد، بـه حالـت 
بـرای  تاکنـون  کـه  نیمه‌هـادی  مفیدتریـن  می‌گـردد.  بـاز  اولیـه 
تولیـد نقـاط کوانتومـی زیسـتی کشـف شـده، کادمیـوم سـلنید18 
اسـت؛ مـاده‌ای کـه در آن انـرژی فوتون‌هـای سـاطع شـده تابعـی 
از انـدازه فیزیکـی ذرات نانوبلـور اسـت. بنابرایـن، نقـاط کوانتومـی 
بـا اندازه‌هایـی کـه تنهـا به انـدازه یـک دهـم نانومتر با هـم تفاوت 
دارنـد، طول‌موج‌هـای متفاوتـی از نـور سـاطع میک‌ننـد، در حالـی 
سـاطع  کوتاه‌تـری  موج‌هـای  طـول‌  کوچک‌تـر،  اندازه‌هـای  کـه 

میک‌ننـد و بالعکـس.

شـکل )1(: سـاختار و پروفایـل طیفی نقاط کوانتومی. هسـته کادمیوم سـلنید 
بـا پوسـته سـولفید روی محصـور شده‌اسـت، سـپس یـک پوشـش پلیمـری 
و در نهایـت یـک لایـه بیرونـی آبدوسـت کـه کنژوگه زیسـتی بـه آن متصل 
شده‌اسـت، روی آن قـرار گرفتـه اسـت. پروفایـل جذب، یـک افتادگـی را در 
400 نانومتـر نشـان می‌دهـد، در حالـی کـه طیف‌هـای انتشـار همگـی دارای 

پروفایل‌هـای متقـارن مشـابه هسـتند ]1[.

برخالف نشـانگرهای آلـی معمولی یـا پروتئین‌های فلورسـنت 
می‌دهنـد،  نشـان  را  مشـخصی  بسـیار  طیفـی  پروفایل‌هـای  کـه 
نقـاط کوانتومـی طیـف جذبـی دارنـد کـه بـا کاهـش طـول مـوج 
در  همچنیـن   .))2( )شـکل  می‌یابـد  افزایـش  پیوسـته  به‌طـور 
مقابـل، شـدت انتشـار فلورسـانس محـدود بـه یـک پیـک متقارن 
بـا بیشـینه مقـدار طـول مـوج اسـت کـه بـه انـدازه نقطه بسـتگی 
دارد، امـا مسـتقل از طـول مـوج تحریـک ]12[ اسـت. بنابرایـن، 

مشـخصات پروفایـل انتشـار بـرای نقـاط کوانتومـی کـه در 300، 
400، 500 یـا 600 نانومتـر برانگیختـه می‌شـوند، مشـابه اسـت؛ 
بـا ایـن تفاوت کـه شـدت فلورسـانس در طـول موج‌هـای تحریک 
افزایـش می‌یابـد. عـرض، در نیمـه  کوتاه‌تـر به‌طـور چشـمگیری 
ارتفـاع پروفایـل انتشـار یـک نقطـه کوانتومـی معمولی حـدود 30 
نانومتـر اسـت و نیمـرخ طیفـی بـه سـمت طـول موج‌هـای بلندتر 
)دارای »دم« بـا شـدت بالاتـر( منحـرف نمی‌شـود، ایـن مـورد در 
بیشـتر فلوروکروم‌هـای آلـی مشـاهده می‌شـود. ایـن ویژگـی باعث 
می‌شـود بـدون تداخل طیف‌های نشـری بتـوان از نقـاط کوانتومی 
متفاوتـی بـرای نشـان‌گذاری نمونه اسـتفاده کرد. بـرای کاربردهای 
زیسـتی، بلور‌هـای کادمیـوم سـلنید بـا یـک پوسـته متشـکل از 
سـولفید روی پوشـانده شده‌اسـت تا خواص نوری را بهبود بخشـد. 
سـپس، هسـته بـا یک فیلـم پلیمـری و لیگاندهـای دیگر پوشـانده 
می‌شـود تـا آب‌گریـزی را کاهـش دهـد و کارایـی اتصـال ماکـرو 
مولکول‌هـای مـزدوج را بهبود دهـد. محصول نهایی یـک ذره فعال 
زیسـتی اسـت کـه انـدازه آن از 10 تـا 15 نانومتـر اسـت ]13[ 
و در فرآیندهـای نشـان‌گذاری، بـه جـای معرف‌هـای رنگ‌آمیـزی 

کلاسـیک اسـتفاده می‌شـود.

شـکل )2(: پروفیل‌هـای طیفـی فلورسـنت، بـرای پروتئین‌های فلورسـنت که 
در نواحـی آبـی تـا نارنجی-قرمز، طیـف مرئی سـاطع می‌کنند )تابـع جذب یا 
انتشـار نرمـال ‌شـده به‌عنـوان تابعـی از طول مـوج رسـم شده‌‌اسـت(. )الف(: 
طیـف جذب و )ب(: طیف نشـری پروتئین‌های فلورسـنت قسـمت )الـف( ]1[.
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در میکروسـکوپ همک‌انـون، نقـاط کوانتومـی با بیشـتر خطوط 
طیفـی تولیـد شـده توسـط سیسـتم‌های لیـزری رایـج، از جملـه 
یـون آرگون، هلیوم-کادمیـم، کریپتون-آرگون و هلیوم-نئون سـبز 
تحریـک می‌شـوند. بـه ویـژه نقـاط کوانتومـی در مناطـق فرابنفش 
و بنفـش، لیـزر دیـود آبـی و لیزرهـای حالـت جامـد پمپ شـده با 
دیـود کـه دارای خطـوط طیفـی برجسـته در 442 نانومتـر و زیـر 
آن هسـتند، بـه خوبـی تحریـک می‌شـوند ]11 و 12[. لیـزر دیـود 
آبـی بـا طـول مـوج nm 405 یـک منبـع تحریـک اقتصادی اسـت 
کـه بـه دلیـل ضریـب خاموشـی بـالای آنهـا در ایـن طـول مـوج، 
بـرای اسـتفاده بـا نقـاط کوانتومـی بسـیار موثر اسـت. یکـی دیگر 
از مزایـای اسـتفاده از ایـن نشـانگرها در میکروسـکوپ همک‌انـون، 
)و  کوانتومـی  نقـاط  مختلـف  انـدازه  چندیـن  تحریـک  توانایـی 
رنگ‌هـای طیفـی( در یـک نمونـه با یک طـول موج تکی اسـت که 
ایـن پروب‌هـا را کاندیـدی عالـی بـرای آزمایش‌هـای نشـان‌گذاری 

متعـدد میک‌نـد.

  پروتئین‌های فلورسنت
پروتئین‌هـای  توسـعه  و  کشـف  گذشـته،  سـال  چنـد  طـی 
فلورسـنت طبیعـی و مشـتقات آن بـه سـرعت در طیـف وسـیعی 
از فرآیندهـای درون سـلولی در موجـودات زنـده مـورد اسـتفاده 
تجسـم،  توانایـی  زیسـتی،  نشـانگرهای  ایـن   .]14[ گرفـت  قـرار 
نظـارت و ردیابـی تـک مولکول‌هـا را بـا وضـوح زمانـی و مکانـی 
بـالا در آزمایش‌هـای حالـت ایسـتا و پویـا در اختیـار دانشـمندان 
 100 از  بیـش  منبـع  دریایـی،  موجـودات  انـواع  داده‌انـد.  قـرار 
پروتئیـن فلورسـنت هسـتند کـه محققـان را بـا پالـت متعادلـی از 
نشـانگرهای زیسـتی غیرتهاجمی برای تجزیه و تحلیل فلورسـانس 
منفـرد، دوگانـه و چنـد طیفـی مسـلح میک‌ننـد. از جملـه مزایای 
پروتئین‌هـای فلورسـنت نسـبت بـه پروب‌هـای نیمه‌هـادی آلـی 
سـنتی و جدیـد کـه در بـالا توضیـح داده شـد، پاسـخ آنهـا بـه 
از رویدادهـا و سـیگنال‌های زیسـتی اسـت.  طیـف گسـترده‌تری 
ایـن ماکرومولکول‌هـای زیسـتی همراه بـا توانایی هدف قـرار دادن 
خـاص اجـزای داخـل سـلولی، عـدم سـمیت یا سـمیت بسـیار کم 
فوتودینامیـک و سـازگاری گسـترده بـا بافت‌ها و ارگانیسـم‌ها، مرز 
جدیـد و هیجـان انگیـزی را در تصویربرداری سـلول‌های زنده ارائه 

میک‌ننـد.
اولیـن عضـو ایـن سـری، کشـف پروتئیـن فلورسـنت سـبز19، 
از عـروس دریایـی اقیانـوس اطلـس شـمالی بـود و مشـخص شـد 
کـه درجـه بالایـی از فلورسـانس را بـدون کمـک سوبسـتراها یـا 
 ،GFP کوآنزیم‌هـای اضافـی از خود نشـان می‌دهـد ]11 و 12[. در
قسـمت فلورسـنت، یک مشـتق تـری پپتیـدی از سـرین، تیروزین 
و گلیسـین اسـت کـه بـرای فعال شـدن به اکسـیژن مولکولـی نیاز 
دارد، امـا هیـچ کوفاکتـور یـا آنزیـم اضافـی نـدارد. بررسـی‌های 
بعـدی نشـان داد کـه ژن GFP می‌توانـد در سـایر ارگانیسـم‌ها، 
از جملـه پسـتانداران، بیـان شـود تـا آنالوگ‌هـای کاماًل کاربـردی 
ایجـاد کنـد کـه هیـچ اثـر زیسـتی نامطلوبی از خـود نشـان ندهد. 

در واقـع، پروتئین‌هـای فلورسـنت را می‌توان با اسـتفاده از فناوری 
شبیه‌سـازی DNA تکمیلـی نوتریکـب، تقریبـاً بـه هـر پروتئینـی 
در سـلول‌های زنـده تریکـب کـرد و محصـول ژن پروتئیـن فیوژن 
حاصل را در رده‌های سـلولی با روش اسـتاندارد کشـت بافت، بیان 
نمـود. عـدم نیاز بـه کوفاکتورهـای فعال‌سـازی اختصاصی سـلول، 
پروتئین‌هـای فلورسـنت را به‌عنـوان ردیاب‌هـای تعمیـم یافتـه از 
سـایر ماکرومولکول‌هـای زیسـتی همچـون فیکوبیلـی پروتئین‌هـا 
بسـیار مفیدتـر میک‌نـد کـه بـرای تولیـد فلورسـانس نیاز بـه درج 
رنگدانه‌هـای جانبـی دارنـد. یکـی از اولیـن گونه‌هـا کـه به‌عنـوان 
 GFP تقویـت شـده20 شـناخته می‌شـود، حساسـیت دمایـی GFP
را کاهـش و کارایـی بیـان آن را در سـلول‌های پسـتانداران افزایش 
در  می‌تـوان  را   eGFP بـا  شـده  تریکـب  پروتئین‌هـای  می‌دهـد. 
شـدت نـور کم و برای مـدت زمان طولانی‌تری مشـاهده کـرد. این 
تریکـب بـا خـط طیفـی 488 نانومتـری از لیزرهای آرگـون و یون 
کریپتون-آرگـون در میکروسـکوپ همک‌انـون برانگیخته می‌شـوند. 
مطالعـات روی GFP جهـش یافتـه نشـان داد کـه قـادر اسـت 
ویژگی‌هـای جـذب و انتشـار را در کل منطقـه طیفـی مرئی نشـان 
دهـد، ایـن مهـم، محققـان را قادر می‌سـازد تـا تریکبـات ردیاب را 
بـرای مشـاهده هم‌زمـان دو یـا چنـد پروتئیـن فلورسـنت مجزا در 
یـک ارگانیسـم منفـرد ایجـاد کننـد )پروفایل‌های طیفی در شـکل 
)2((. در اولیـن تحقیقـات، بـا جایگزیـن‌ کـردن اسـید آمینه‌هـای 
GFP، انـواع جهـش یافتـه پروتئیـن فلورسـنت آبـی21 و پروتئیـن 
پروفایل‌هـای  کـه  آوردنـد  به‌دسـت  را  فیـروزه‌ای22  فلورسـنت 
طیفـی جـذب و انتشـار GFP را بـه مناطـق بـا طول مـوج پایین‌تر 
 ،GFP تغییـر داد ]15[. اسـتفاده از ایـن مشـتقات در تریکـب بـا
سـایر  و  فلورسـانس23  تشـدید  انـرژی  انتقـال  آزمایش‌هـای  در 
تحقیقاتـی که بـر تصویربرداری فلورسـانس چند رنـگ تکیه دارند، 
مفیـد هسـتند. پروتئیـن فلورسـنت آبـی را می‌تـوان با خـط 354 
نانومتـری از یـک لیـزر پرقـدرت آرگـون تحریـک کـرد، در حالـی 
کـه مشـتق فیـروزه‌ای، بـا تعـدادی از خطـوط لیـزر بنفـش و آبی، 
از جملـه دیـود آبـی 405 نانومتـری، طـول مـوج 442 نانومتـری 
لیـزر هلیوم-کادمیـم و خـط 457 نانومتـری از لیزر اسـتاندارد یون 

آرگـون تحریـک می‌شـود.
یکی دیگر از مشـتقات محبوب پروتئین فلورسـنت‌ها، پروتئین 
فلورسـنت زرد24 اسـت کـه براسـاس تجزیـه و تحلیـل سـاختاری 
بلـوری GFP طراحـی شـد تـا طیـف جـذب و انتشـار را بـه رنـگ 
قرمـز تغییـر دهـد ]15[. پروتئیـن فلورسـنت زرد به‌طـور بهینـه با 
خـط طیفـی 514 نانومتـری لیـزر یون آرگـون برانگیخته می‌شـود 
و انتشـار شـدیدتری نسـبت بـه پروتئیـن فلورسـنت سـبز تقویـت 
شـده ارائـه می‌دهـد، امـا بـه pH پاییـن و غلظـت یون هالـوژن بالا 
حسـاس‌تر اسـت. مشـتق پروتئین فلورسـنت زرد تقویت شـده25 با 
خـط لیـزر آرگون-یـون 514 نیـز مفید اسـت؛ زیرا می‌تـوان آن را 
بـا کارایی به نسـبت بالا، بـا خط 488 نانومتـری از لیزرهای آرگون 
و کریپتون-آرگـون تحریـک نمـود. هر دوی این مشـتقات پروتئین 
 CFP در تریکب با FRET فلورسـنت به‌طور گسـترده در تحقیقـات
بـه کار می‌رونـد؛ علاوه‌بـر این، در مطالعـات مربوط بـه انتقال چند 
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هسـتند. مفید  پروتئین 
رنگ‌هـای  سـنتز  در  متعـدد  پیشـرفت‌های  علی‌رغـم 
فلورسـنت در چنـد دهـه گذشـته، شـواهد بسـیار کمـی در 
مـورد قوانیـن طراحـی مولکولـی برای توسـعه نشـانگر‌های 
جدیـد، بـه ویـژه بـا توجـه بـه تطبیـق طیف‌هـای جذبـی 
دارد؛  وجـود  همک‌انـون  لیـزر  تحریـک  طول‌موج‌هـای  بـا 
گسـترده‌ای  کاربـرد  کـه  نشـانگر‌هایی  تعـداد  نتیجـه،  در 
زیرمجموعـه  کرده‌انـد،  پیـدا  همک‌انـون  میکروسـکوپ  در 

انجـام شده‌اسـت. از هـزاران کشـف  محـدودی 

در  سـال‌ها  کـه  سـنتی  نشـانگرهای  از  بسـیاری 
زمانـی  بوده‌انـد،  مفیـد  وسـیع  میـدان  کاربردهـای 
کـه بـا خطـوط طیفـی لیـزری، بـا طـول مـوج ثابـت 
امـروزه  دارنـد.  پایینـی  یکفیـت  می‌شـوند،  محـدود 
مجموعـه نشـانگرهایی کـه در میکروسـکوپ همک‌انون 
سـودمند هسـتند، بـه سـرعت در حـال رشـد بـوده و 
معرفـی سیسـتم‌های لیـزری جدیـد و پرقـدرت نیـز 
داده  کاهـش  را  روش  ایـن  پیرامـون  محدودیت‌هـای 

. 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

هیدرو  تترا  کانابینوئیدها،  اعتباربخشی، 
نازک،  لایه  کروماتوگرافی  کانابینول، 

آزمایشگاه تشخیص و آنالیز مواد مخدر.

واژه‌های کلیدی

کروماتوگرافی لایه نازک، روشی رایج برای جداسازی و شناسایی مواد مخدر است. چندین روش کروماتوگرافی لایه نازک برای 
انواع مختلفی از فاز ثابت و متحرک، روش‌های آماده‌سازی نمونه و  از  با استفاده  تجزیه و تحلیل یکفی و نیمه کمّی کانابیس‌ها، 
روش‌های تصویرسازی/آشکارسازی لکه‌ها وجود دارد. با این حال، هر روشی که به تازگی در آزمایشگاه استفاده می‌شود، باید قبل از 

استفاده متداول، اعتباربخشی و تایید شود.

چکیده
مه
قد
م

اعتباربخشـی بـه نتایـج آزمایـش، فرآیندی اسـت که به‌منظـور اطمینان از معتبـر، دقیق و قاطع بـودن داده‌ها 
و نتایـج آزمایشـگاه، اتخـاذ می‌شـود ]1[. ایـن فرآینـد، الزامـی و مهـم در عملیـات آنالیز شـیمیایی اسـت. بیشـتر 
شـیمیدان‌هاي تجزیـه، از اهمیـت آن آگاه هسـتند، امـا ایـن کـه چرا و چـه زمانی بایـد انجام و به‌طـور دقیق، چه 
نیازهایـی در آن بـرآورده شـوند، همیشـه بـراي آنها روشـن نیسـت ]2[. انواع روش‌هـای آزمایشـگاهی باید از نظر 
یکفیـت بررسـی شـوند، بـه طـوری که میـزان صحت و درسـتی کار و قابـل اعتماد بـودن روش بـرای فعالیت‌های 
بعـدی، به‌طـور کامـل مشـخص شـود؛ بـه ایـن ترتیـب، براسـاس میـزان صحـت و اعتبـار به‌دسـت آمـده، در 
زمـان الگوگیـری، تصمیـم بـر اسـتفاده از ایـن روش‌هـا و یـا عـدم اسـتفاده از آنهـا اتخـاذ می‌شـود. شـاخص‌های 
مختلفـی در ایـن زمینـه معرفـی شـده‌اند کـه هر کـدام می‌توانـد میزانـی از اعتبـار را مشـخص کند ]3[. تمـــام 
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مراحـــل، از دریافـــت مــواد مخـــدر در آزمایشــگاه تا صدور نتیجــه آزمایشگاهی توسط کارشناسان مربوطه، 
در اعتباربخشـی نتایـج تاثیرگـذار اسـت. دریافـت و توصیـف مشـخصات نمونـه، توزیـن مـواد، محلــول‌ســـازی، 
اســـتفاده از محلــول‌هـــای اســـتاندارد، به کارگیـــری روش‌هـــای تشــخیصی، جمـــع‌آوری مســتندات و 

حتـــی نـــوع و ســـبک گــزارش‌نویســـی در اعتباربخشـی نتیجه آزمایشـگاهی موثر است ]4[.
آزمایشـگاه‌های تشـخیص و آنالیـز مـواد مخـدر منبـع کلیـدی اطلاعـات و داده‌هـای علمـی معتبـر و قابـل 
اعتمـاد در زمینـه آنالیـز مـواد مخـدر هسـتند. همچنین ایـن آزمایشـگاه‌ها، در سیسـتم قضایی، برای رسـیدگی 
بـه جرایـم مرتبـط بـا مـواد مخـدر و اقدامـات کاهـش عرضـه مـواد مخـدر، نقـش بسـزایی دارنـد. با ایـن حال، 
سـطح علمـی کارشناسـان آنالیـز مـواد مخـدر به‌طـور روز افـزون بـه مخاطبـان زیـادی مرتبـط و بـرای آنهـا 
مهـم شده‌اسـت. علـم کشـف جرایـم، به‌منظـور ارائـه مـدارک و شـواهد دقیقـی کـه در طراحی مداخالت موثر 
سیاسـی، ضـروری اسـت، نیـاز بـه تکامـل و انطبـاق بـا بـازار بسـیار پویای مـواد مخدر امـروزه دارد کـه اهمیت 
آن، بـا ظهـور جهانـی مـواد روانگـردان جدیـد1 و تعـدد بی‌سـابقه‌ای از مـواد موجـود در ایـن بازارهـا، بیـش از 
پیـش مشـخص می‌شـود. در چنیـن وضعیتـی، اطلاعـات تولیـد شـده توسـط آزمایشـگاه‌های تشـخیص و آنالیز 
مـواد مخـدر بـرای حمایـت از سیاسـت‌ها و تصمیم‌گیری‌هـای بـر پایـه اسـناد و حفاظـت از سالمت عمومـی، 

مهم‌تـر از همیشـه اسـت ]5[.
در ایـن مقالـه سـعی شده‌اسـت تـا روش کروماتوگرافـی لایه نـازک، بـرای شناسـایی کانابینوئیدهـا به‌عنوان 
بـرای  آن  مشـتقات  و  گیـاه شـاهدانه  ماهیـت  تعییـن  و  آنالیـز  معرفـی شـود.  تاییـد شـده  و  معتبـر  روشـی 
آزمایشـگاه‌های تشـخیص و آنالیـز مـواد مخـدر پلیـس مبـارزه بـا مـواد مخـدر کشـورهای جهان اهمیـت دارد؛ 
زیـرا برخالف سـایر مـواد مخـدر گیـاه پایه که کشـت و تولیـد آن تنها در چند کشـور متمرکز اسـت، شـاهدانه 
به‌طـور تقریبـی در همـه کشـورهای جهـان تولیـد می‌شـود و محصـولات شـاهدانه بیشـترین قاچـاق را دارنـد. 
همـه کشـورهای جهـان تحـت تأثیـر قاچـاق کانابیس‌ها2 هسـتند. در سـال 2019، بیش از 5000 تـن کانابیس 
)گیـاه و رزیـن( کشـف و ضبـط شـد. همچنیـن گیـاه شـاهدانه، پـر مصرف‌ترین مـاده مخـدر در سراسـر جهان 
اسـت، بـه طـوری کـه تخمیـن زده می‌شـود 200 میلیـون نفـر در سـال 2019، کانابیس‌هـا را مصـرف کرده‌اند 
کـه به‌طـور تقریبـی 18 درصـد افزایـش نسـبت بـه دهـه گذشـته و معادل حـدود 4 درصـد از جمعیـت جهانی 

15 تا 64 سـاله اسـت.
از پایـان قـرن گذشـته، پیشـرفت‌های سـریعی در روش‌هـای کشـت گیـاه شـاهدانه صـورت گرفتـه اسـت و 
روش‌هـای تولیـد به‌طـور فزاینـده‌ای پیچیـده شـده‌اند. تحـولات قوانین در برخـی کشـورها منجر بـه تغییراتی در 
پویایـی کشـت، تولیـد و بازارهـای شـاهدانه و محصـولات شـاهدانه شده‌اسـت. این عوامـل، منجر به در دسـترس 
بـودن طیـف گسـترده‌ای از شـاهدانه در بازارهـای غیرقانونـی بـا افزایـش مقدار تتـرا هیـدرو کانابینول3 شـده که 
بـه اجـزای روانگـردان حشـیش اشـاره دارد و شـامل تعـدادی ایزومر4 و انـواع استریوشـیمیایی5 )شـیمی فضایی( 
آنهـا اسـت کـه در کنوانسـیون‌های کنتـرل بین‌المللـی مـواد مخـدر نیـز گنجانـده شده‌اسـت. همچنیـن افزایـش 
تنـوع محصـولات حـاوی تتـرا هیـدرو کانابینول و وسـایل اسـتعمال آن، از جملـه خوراکی‌ها، سـیگار و قلیان‌های 
الکترونیکـی و همچنیـن افزایـش در دسـترس بـودن محصـولات شـاهدانه کـه به‌طور عمـده، حـاوی کانابیدیول6  

هسـتند، وجود دارد.
در نتیجـه، آنالیـز حشـیش و محصـولات شـاهدانه، بـا نیاز بـه انجـام اقداماتی از جمله شناسـایی و در بیشـتر 
مواقـع، کمّـی کـردن سـطوح پاییـن تتـرا هیـدرو کانابینـول، تمایـز ایزومرهای آن بـه ویژه دلتـا-9- تتـرا هیدرو 
کانابینـول7 و دلتـا-8- تتـرا هیـدرو کانابینـول8 و شناسـایی سـایر کانابینوئیدهـای موجـود، برای آزمایشـگاه‌های 
تشـخیص و آنالیـز مـواد مخـدر پیچیده‌تـر شده‌اسـت. ایـن موضـوع، چالش‌هـای تجزیـه‌ای متنوعـی را ایجـاد 
میک‌نـد کـه نیازمنـد روش‌هـای تجزیـه‌ای قابـل اعتمـاد، تکرارپذیـر و حسـاس اسـت. علاوه‌بـر ایـن، عـدم در 
دسـترس بـودن مـواد مرجـع دلتـا-9- تتـرا هیـدرو کانابینـول، ایزومرهـای آن و سـایر کانابینوئیدهـا، نگرانـی 

فزآینـده‌ای بـرای آزمایشـگاه‌های تشـخیص و آنالیـز مـواد مخـدر اسـت ]6[.
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  توصیف گیاه شاهدانه و مشتقات آن
 نام: کانابیس ساتیوا ال)لینائوس(9 

 اسـامی معادل: اسـامی محلـی و خیابانی زیـادی برای آن 
وجـود دارد، برخـی از ایـن اسـامی عبارتنـد از شـاهدانه، ماریجوانا، 

کنـف، دیـگ، گاندیا، سـبزه، کانـور و غیره.
سـرده کانابیـس و هومولـوس )رازک(10 متعلق بـه یک خانواده 
هسـتند )تیـره شـاهدانگان11(. به‌طـور کلـی، کانابیـس به‌عنـوان 
تـک گونـه‌ای در نظـر گرفتـه می‌شـود کـه بـه چندیـن زیرگونـه 

تقسـیم می‌شـود کـه عبارتنـد از:
کانابیـس سـاتیوا زیرگونـه سـاتیوا12، کانابیس سـاتیوا زیرگونه 
ایندیـکا13، کانابیس سـاتیوا زیرگونه رودرالیس14، کانابیس سـاتیوا 

زیرگونـه اسـپونتینیا15، کانابیس سـاتیوا زیرگونه کافریسـتانکا16.
بـا ایـن وجـود، از لحـاظ سـاختاری و شـیمیایی، کانابیـس بـه 
زیـر شـاخه‌هایی تقسـیم می‌شـود کـه بـه راحتـی قابـل تشـخیص 
نیسـتند و چنـان بـه نظـر می‌رسـند کـه گویی بـه واسـطه محیط، 
بهینه‌سـازی شـده‌اند و از لحـاظ شـکل ظاهـری بـا هـم متفـاوت 

هسـتند ]7[.
گیـاه شـاهدانه معمولـی دارای نـوع نـر و مـاده اسـت. نـوع نر، 
سـه درصـد و نـوع مـاده، هشـت درصـد مـاده موثـر توهم‌زایـی و 
اعتیـادآوری تتـرا هیـدرو کانابینـول دارد. امـا بـا تغییـرات ژنتیکی 
کـه در گیـاه شـاهدانه ایجـاد شـد، گیـاه جدیـدی به‌دسـت آمـد 
کـه دو جنسـیتی بـوده و برخالف شـاهدانه معمولـی کـه گل‌های 
کمـی دارد، بسـیار پـرگل اسـت. در ایـن گل‌هـا هفت برابر بیشـتر 
از شـاهدانه معمولـی، مـاده موثـر تتـرا هیـدرو کانابینـول و مـواد 

شـیمیایی دارای اثـرات اعتیـادآور وجـود دارد ]8[.
ایـن گیـاه، قرن‌هـا به‌عنـوان یـک محصـول کشـاورزی بـرای 
الیاف نسـاجی، مورد اسـتفاده قرار گرفته ‌اسـت. محصـولات قانونی 
شـاهدانه شـامل دانه شـاهدانه، روغن دانه شـاهدانه و اسـانس گیاه 
شـاهدانه اسـت. محصولات غیرقانونی شـاهدانه به سـه دسته اصلی 
گیاه شـاهدانه، صمغ حشـیش و روغن حشـیش تقسـیم می‌شـوند. 
محصـولات غیرقانونـی شـاهدانه از مـواد طبیعـی بسـیار متغیر و با 
تنـوع گسـترده‌ کـه به‌منظـور قاچـاق، مورد فـرآوری و تبدیـل قرار 
می‌گیرنـد، اسـتخراج می‌شـوند ]6[. همیـن تنـوع و فراوانـی باعث 
می‌شـود کـه آزمایشـگاه‌های تشـخیص و آنالیـز مواد مخـدر، برای 
شناسـایی کانابینوئیدهـا، بـه دنبـال روش‌هـای به روز، سـریع و در 

عین حـال معتبر باشـند.

  راستی‌آزمایی و اعتباربخشی به نتایج در آزمایشگاه 
تشخیص و آنالیز مواد مخدر

مختلـف  مراحـل  در  کـه  فعالیت‌هایـی  تمـام  کلـی،  به‌طـور 
آزمایشـگاهی انجـام می‌شـود، در اعتبـار نتایـج آزمایشـگاهی تاثیر 

بسـزایی دارد؛ ایـن فعالیت‌هـا شـامل مـوارد ذیـل اسـت:
 دریافت نمونه و ثبت مشخصات آن؛

 توزین نمونه و نگهداری آن؛
 تهیه نمونه استاندارد و حلال‌های مناسب؛

 تهیـه محلـول اسـتاندارد، ماده مشـکوک، اسـتاندارد داخلی 

غیره؛ و 
 روش‌های غربالگری و دستگاهی آنالیز مواد؛

 مستندسازی؛
 استفاده از نمونه‌های استاندارد با گواهی‌نامه مشخص؛

 استفاده از روش‌های مرجع آنالیز مواد مخدر؛
 رفع آلودگی‌ها؛
 گزارش‌نویسی؛

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

شـده به آزمایشـگاه.
چنانچـه هـر یـک از مراحـل مذکور بـا رعایت نکات مـورد نظر 
اجرایـی شـود، آنچه که مـورد بهره‌بـرداری قرار می‌گیرد، گزارشـی 
اسـت کـه باید مسـتند بـه مـدارک بوده و اصـول مستندسـازی در 
آن رعایـت شـده باشـد به‌طـوری کـه در تمـام مراجـع رسـیدگی 
کننـده، کامل و قانع کننده باشـد و امکان سـوء اسـتفاده را کاهش 

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

آزمایش آورده شده‌اسـت.

شکل )1(: فرآیند اعتباربخشی به روش آزمایش ]2[.

  روش‌های آنالیز مواد مخدر و روانگردان
در آنالیـز نمونه‌هـای مخـدر بایـد از چند روش معتبر اسـتفاده 
نمـود به‌طـوری کـه از تریکـب ایـن روش‌ها بـا گروه‌های سـه گانه 
موجـود در جـدول )1( در صحـت و دقـت نتایـج موثر باشـد. گروه 
)الـف( روش‌هایـی هسـتند کـه بالاترین قـدرت تشـخیص را دارند. 
گـروه )ب( شـامل روش‌هایی اسـت که قدرت تشـخیص متوسـطی 
قـدرت  پایین‌تریـن  و گـروه )ج( روش‌هایـی هسـتند کـه  دارنـد 

تشـخیص را دارند.
بـا توجـه بـه روش‌هـای پیشـنهادی سـازمان‌های بین‌المللـی 
مبـارزه بـا مواد مخـدر، بـرای آنالیز مواد مخـدر بایـد از روش‌هایی 
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کـه بالاتریـن قـدرت تشـخیص را دارنـد، اسـتفاده نمـود. به‌عنـوان 
مثـال، اگـر از روش گـروه )الـف( اسـتفاده می‌شـود، بایـد حداقـل 
یکـی از سـه روش دیگـر را نیـز به‌منظـور تاییـد بـه کار بـرد تـا 
بتـوان نتایـج را بـا اطمینـان بیشـتری بـرای ارائـه آماده کـرد ]4 و 
9[؛ به‌عنـوان مثـال اگر در شناسـایی کانابینوئیدهـا، از گروه )الف(، 
یکـی از روش‌هـا انتخـاب شـد، به‌منظـور اعتباربخشـی بـه نتایج و 
اطمینـان از آن، می‌تـوان از روش کروماتوگرافـی لایـه نـازک )از 

گـروه )ب(( به‌عنـوان یـک روش معتبـر، بهـره بـرد.

جدول )1(: روش‌های آنالیز مواد مخدر و روانگردان ]4 و 9[.

روش‌های آنالیزنام گروه

)الف(
طیف‌سنجی مادون قرمز، طیف‌سنجی جرمی، طیف‌سنجی رزونانس 

مغناطیسی هسته‌ای، طیف‌سنجی رامان.

)ب(
الکتروفورزهای مویین، کروماتوگرافی گازی17، طیف‌سنجی تحرک 

یونی، کروماتوگرافی مایع با عملکرد بالا18، کروماتوگرافی لایه 
نازک، آزمون میکروسکوپی.

آزمون‌های رنگی، آزمون‌های ایمنی‌سنجی، نقطه ذوب.)ج(

بسـیاری از ایـن روش‌هـا نتایـج قابل قبولـی را ارائـه می‌دهند. 
بـا ایـن حـال، هـر روشـی کـه بـه تازگـی در آزمایشـگاه اسـتفاده 
می‌شـود، باید قبل از اسـتفاده متداول، اعتباربخشـی و تایید شـود 

]2 و 4[.

  تعریف کروماتوگرافی
کروماتوگرافـی یکـی از روش‌هـای جداسـازی اجـزای مخلـوط 
اسـت کـه در آن از اختالف توزیع اجـزا بین فاز سـاکن و متحرک 
اسـتفاده  آلومیـن(  یـا  و  سـیلیس  معمـول،  به‌طـور  سـاکن  )فـاز 

می‌شـود.

  کروماتوگرافی لایه نازک
کروماتوگرافـی لایـه نازک نوعـی کروماتوگرافـی جذبی جامد-
مایـع بـوده کـه اصـول آن همانند کروماتوگرافی سـتونی اسـت. اما 
در ایـن مـورد، جسـم جـاذب جامـد، به‌صـورت یـک لایـه نـازک 
روی یـک قطعـه شیشـه، پلاسـتیک و یـا فلـز پخش می‌شـود. یک 
قطـره از محلـول نمونـه معلـوم و یـا مجهـول را در نزدیکـی لبـه 
صفحـه می‌گذارنـد و صفحـه را بـه همـراه مقـدار کافـی از حالل 
اسـتخراج کننـده در ظرفـی قـرار می‌دهنـد. سـطح حالل بایـد 
به‌گونـه‌ای باشـد کـه فقـط بـه زیـر لکـه برسـد. حالل براسـاس 
ویژگـی مویینگـی به سـمت بالای صفحـه حرکت میک‌نـد و اجزاء 
مخلـوط را بـا سـرعت‌های متفـاوت بـا خـود می‌بـرد. شـکل )2( 
چگونگـی جداسـازی اجـزای نمونـه روی صفحـات کروماتوگرافـی 

لایـه نـازک را نشـان می‌دهـد.

شکل )2(: چگونگی جداسازی اجزای نمونه روی صفحات کروماتوگرافی لایه 
نازک ]10[.

کروماتوگرافـی لایـه نـازک روشـی بسـیار آسـان بـوده کـه به 
سـرعت هـم انجـام می‌شـود. ایـن روش بـرای جداسـازی اجـزاء 
تعییـن  بـرای  آن  از  می‌تـوان  و  اسـت  کارآمـد  بسـیار  مخلـوط 
بهتریـن حلال اسـتخراج کننـده به‌منظـور کروماتوگرافی سـتونی 

کرد. اسـتفاده 
در کروماتوگرافـی لایـه نـازک می‌تـوان از همـان مـواد جامدی 
فـاز  به‌عنـوان  اسـتفاده می‌شـود،  کـه در کروماتوگرافـی سـتونی 
سـاکن اسـتفاده کرد که در این میان، سـیلیکا و آلومینا بیشـترین 
کاربـرد را دارنـد. به‌طور معمول، جسـم جـاذب را با مقـدار کمی از 
مـاده چسـباننده مانند گچ، کلسـیم سـولفات و یا نشاسـته مخلوط 
میک‌ننـد تـا جسـم جـاذب، چسـبندگی لازم را پیـدا کنـد و بـه 
صفحـه بچسـبد. صفحه‌هـا را می‌تـوان قبـل از مصـرف تهیـه کـرد 
و یـا از ورقه‌هـای پلاسـتیکی آمـاده کـه در بـازار موجـود اسـت، 

.]10[ نمود  اسـتفاده 

 مزایای کروماتوگرافی لایه نازک
 کاربرد ساده داشته و نیاز به تجهیزات اندک دارد؛

را  مـواد  ناچیـز  مقادیـر  شناسـایی  و  جداسـازی  قابلیـت   
داراسـت؛

 زمان انجام آزمایش کوتاه است؛
 می‌توان چندین نمونه را هم‌زمان آزمایش کرد؛

 از فازهای ثابت و متحرک متنوع می‌توان استفاده کرد؛
 از معرف‌های ظاهر کننده متنوع می‌توان استفاده کرد.

 معایب کروماتوگرافی لایه نازک
 حساسیت آن کمتر از روش‌های HPLC، GC و طیف‌سنجی 

جرمی-کروماتوگرافی گازی )GC-MS(؛
 دقت و صحت آن کمتر از روش‌های ذکر شده است ]9[.

شناسـایی  در  نـازک  لایـه  کروماتوگرافـی  کاربـرد   
هـا ئید بینو نا کا

کروماتوگرافـی 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 طیـف 
گسـترده‌ای از مـواد، از قطبی‌تریـن تـا غیرقطبی‌تریـن مـواد، قابـل 
اسـتفاده اسـت. در ایـن نـوع کروماتوگرافـی، پلاریتـه20 اهمیـت 
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شناسـایی  نـازک،  لایـه  کروماتوگرافـی   .]10 و   9[ دارد  زیـادی 
اجـزای تشـکیل دهنـده یـک مـاده مخـدر را در کنـار اسـتفاده از 
مـاده مخـدر اسـتاندارد مرجـع، فراهم میک‌نـد. از ایـن روش، برای 
تعییـن ماهیـت مـاده مخـدر، در تریکب با سـایر روش‌هـای آنالیز، 

می‌شـود. اسـتفاده 
و  تجزیـه  بـرای  نـازک  لایـه  کروماتوگرافـی  روش  چندیـن 
تحلیـل یکفـی و نیمـه کمّـی کانابیس‌هـا، بـا اسـتفاده از انـواع 
مختلفـی از فـاز ثابـت )صفحـات کروماتوگرافـی لایـه نـازک21(، 
)سیسـتم‌های  متحـرک  فـاز  نمونـه،  آماده‌سـازی  روش‌هـای 
لکه‌هـا  آشکارسـازی  یـا  و  تصویرسـازی  روش‌هـای  و  حالل( 

.]10[ دارد  وجـود 
داده  قـرار  صفحـه  روی  لکه‌گـذاری  هنـگام  بـه  کـه  مـوادی 
می‌شـوند، پـس از تفکیـک شـدن روی آن باقی‌مانـده و در نهایـت، 
درصـورت بـه کارگیـری آشکارسـازهای مناسـب، قابل شناسـایی و 

مشـاهده خواهنـد بـود ]9[.

  صفحات TLC )فاز ثابت(
 0/25 لایـه  ضخامـت  بـا  جـی22،  سـیلیکاژل  پوشـش:   
میلی‌متـر و حـاوی نشـانگر بی‌اثـر کـه در زیـر نـور UV بـا طـول 
مـوج 254 نانومتـر فلورسـانس میک‌ند )سـیلیکاژل جی با نشـانگر 

نانومتـر23(.  254 فلورسـانس 
 انـدازه صفحـات: ۲۰ در ۲۰ سـانتی‌متر )بـا قابلیـت دو 
نیـم شـدن(، 10 در 20 سـانتی‌متر، 5 در 10 سـانتی‌متر )مـورد 
 TLC دوم بایـد از سـمت ضلـع 10 سـانتی‌متری عمـود بر مخـزن

شود(. اسـتفاده 
 نکتـه: صفحـات کروماتوگرافـی لایـه نـازک بـا عملکـرد 
بـالا24 نیـز می‌تواننـد اسـتفاده شـوند. ایـن صفحـات، یـک جـاذب 
سـیلیکاژل60 بهینـه ‌شـده بـا انـدازه ذرات 5 تـا 6 میکرومتـر در 
در  اسـتفاده  مـورد  میکرومتـری   12 تـا   10 ذرات  بـا  مقایسـه 
کاغذهـای TLC معمولـی دارنـد و آنالیـز سـریع و بـا حساسـیت 

می‌دهنـد. ارائـه  را  بالاتـری 
از  قبـل  بایـد  فعال‌سـازی،  به‌منظـور  شـده  آمـاده‌  صفحـات 
اسـتفاده، توسـط کارشـناس آزمایشـگاه، بـه مـدت حداقـل ۱۰ تـا 
بـا دمـای ۱۲۰ درجـه سـانتیگراد قـرار داده  ۳۰ دقیقـه در آون 
شـوند )لازم بـه ذکـر اسـت، فعال‌سـازی حرارتـی بـرای صفحـات 
بسـته‌بندی شـده تجـاری، مـورد نیـاز نیسـت(. سـپس صفحـات 
در یـک دسـیکاتور روی سـیلیکاژل نارنجـی نگهـداری ‌شـوند. از 

سـیلیکاژل آبـی نیـز می‌تـوان اسـتفاده نمـود.
 هشـدار ایمنـی: هنـگام اسـتفاده از سـیلیکاژل آبـی حـاوی 
کلریـد کبالـت )II( بـه دلیل سـرطان‌زا بـودن، مسـایل ایمنی مورد 

توجـه قـرار گیرد.

TLC فاز متحرک  
با اسـتفاده از پیپت‌ها، دیسپنسـرها و سـیلندرهای اندازه‌گیری، 
فـاز متحـرک را مطابـق بـا دسـتورالعمل‌های زیـر، تـا حـد امـکان 
به‌صـورت دقیـق آمـاده کنید. فـاز متحـرک باید به مـدت کافی در 

مخـزن TLC بمانـد تـا اشـباع فـاز بخار قبـل از آنالیز به‌دسـت آید 
)بـا مخـازن بـا اسـتفاده از پوشـش کاغذ جـاذب، به‌طـور تقریبی ۵ 

دقیقـه طول میک‌شـد(.

 روش‌ها
در  میدانـی  به‌صـورت  زیـر  در  شـده  داده  شـرح  روش‌هـای 
آزمایشـگاه‌های تشـخیص و آنالیـز مـواد مخـدر، آزمایـش شـده و 

بـرای هـدف مناسـب هسـتند.

روش اول:
 10 HPTLC ثابـت صفحـه سـیلیکاژل  فـاز  از  اول،  در روش 
در 10 سـانتی‌متری، اسـتفاده شده‌اسـت و سـه نـوع فـاز متحـرک 
مختلـف به شـرح جـدول )2( پیشـنهاد شده‌اسـت. به‌عنـوان مثال 
بـرای تهیـه فـاز متحـرک )1( بـه میـزان 20 میلی‌لیتـر )بـا توجـه 
بـه ظرفیـت تانـک( بایـد 16 میلی‌لیتـر پترولیـوم اتـر 90/60 و 4 

میلی‌لیتـر از دی اتیـل اتـر درون تانـک اضافـه شـود.
 فاز متحرک پیشـنهادی)3( فقط برای شناسـایی کانابینوئید 

اسـیدها مناسب است.

جدول )2(: فازهای متحرک پیشنهادی برای روش اول ]6 و 11[.

نوع صفحه TLC: صفحه سیلیکاژل HPTLC 10 در 10 سانتی‌متری آنالیز

فاز متحرک 
پیشنهادی )1(

80 درصد حجمی/حجمیپترولیوم اتر 90/60

20 درصد حجمی/حجمیدی اتیل اتر

فاز متحرک 
پیشنهادی )2(

52 درصد حجمی/حجمیسیکلوهگزان

40 درصد حجمی/حجمیدی ایزوپروپیل اتر

8 درصد حجمی/حجمیدی اتیل آمین

فاز متحرک 
پیشنهادی )3(

)برای کانابینوئید 
اسیدها(

70 درصد حجمی/حجمیان هگزان

20 درصد حجمی/حجمیدی اکسان

10 درصد حجمی/حجمیمتانول

روش دوم:
در روش دوم، فـاز ثابـت صفحه پلاسـتیکی TLC روکش شـده 
بـا سـیلیکاژل F254( 60(، 10 در 20 سـانتی‌متری، بـا ضخامـت 
0/2 میلی‌متـر اسـتفاده شده‌اسـت. بـا توجـه بـه جـدول )3(، یـک 
نـوع فـاز متحـرک برای این نـوع فاز ثابت، مناسـب تشـخیص داده 

شده‌اسـت.
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جدول )3(: فاز متحرک پیشنهادی برای روش دوم ]6[.

‌نوع صفحه TLC: صفحه پلاستیکی TLC روکش شده با سیلیکاژل
 F254( 60(، 10 در 20 سانتی‌متری، با ضخامت 0/2 میلی‌متر.

فاز متحرک 
پیشنهادی )4(

97 درصد حجمی/حجمیتولوئن

3 درصد حجمی/حجمیدی اتیل آمین

مدت زمان توسعه فاز: به‌طور تقریبی، 10 دقیقه.

در واقـع تفـاوت اصلـی روش اول و دوم در فـاز ثابـت اسـت که 
سـه فـاز متحـرک بـرای روش اول و یـک فـاز متحرک بـرای روش 
دوم، در آزمایشـگاه تشـخیص و آنالیـز مـواد مخـدر مـورد آزمایش 

قـرار گرفتـه و بهینه تشـخیص داده شده‌اسـت.

  آماده‌سازی نمونه
اگـر هـدف از انجام آزمایـش، یکفی باشـد )برای تایید شـواهد 
میکروسـکوپی یـا ماکروسـکوپی مبنـی بـر وجـود کانابینوئیدها در 
مـاده مشـکوک(، همگن کـردن مواد گیاهی لازم نیسـت و فقط آن 
قسـمت‌هایی از گیاه شـاهدانه که دارای بالاترین میزان کانابینوئید 
هسـتند، بایـد بـرای اسـتخراج انتخـاب شـوند )قسـمت‌های گل 

دهنـده و سرشـاخه‌های گیاه(.
مقادیـر مناسـب نمونـه بـرای اسـتخراج، به‌طـور تقریبـی بـه 

شـرح زیـر اسـت:
 اگر نمونه از گیاه شاهدانه باشد، حدود ۵۰۰ میلی‌گرم؛
 اگر نمونه صمغ حشیش باشد، حدود 100 میلی‌گرم؛

 50 حـدود  باشـد،  شـاهدانه  گیـاه  روغـن  از  نمونـه  اگـر   
. م میلی‌گـر

اسـتخراج بایـد بـه صورتـی انجام شـود کـه غلظت تتـرا هیدرو 
کانابینـول موجـود در محلـول نهایـی، حـدود 0/5 میلی‌گـرم در 

میلی‌لیتـر باشـد.
نمونـه بـا ۱۰ میلی‌لیتـر حالل، به مـدت ۱۵ دقیقـه، در دمای 
اتـاق با اسـتفاده از همزن یا در دسـتگاه اولتراسـونیک اسـتخراج و 
مـاده اسـتخراج شـده قبـل از کروماتوگرافی فیلتر ‌شـود. اسـتخراج 
غیرفعـال، بـا مخلـوط نمونه/حالل در حالت ایسـتاده نیـز می‌تواند 
شـود  انجـام  می‌توانـد  فیلتراسـیون  گیـرد.  قـرار  اسـتفاده  مـورد 
امـا ضـروری نیسـت؛ اسـتفاده از مایـع رویـی نیـز می‌توانـد نتایـج 
معتبـری را بـه ما ارائـه دهد. به‌منظـور تعیین ماهیت مـاده مخدر، 
مقادیـر کمتـر حالل‌ و نمونه، کافی هسـتند. با این حـال، هر گونه 
اصلاح در روش توصیف شـده، باید توسـط کارشـناس آزمایشـگاه، 

اعتباربخشـی و تایید شـود.
از آنجـا کـه کانابینوئیدهـا بـه راحتـی در بیشـتر حلال‌هـای 
آلـی همچـون متانول، پترولیـوم اتر، ان-هگـزان، تولوئـن، کلروفرم 
و حلال‌هـای تریکبـی همچـون متانول:کلروفـرم )9: ۱ حجمـی/
حجمـی( حـل می‌شـوند؛ بنابرایـن، بـرای اسـتخراج آن‌ها مناسـب 

هسـتند. بـا ایـن حـال، حلال‌های غیـر قطبـی مانند ان-هگـزان و 
پترولیـوم اتـر، اسـتخراج بهتـری را صـورت می‌دهنـد؛ امـا از لحاظ 
کمّـی، فقـط کانابینوئیدهـای خنثـی )آزاد( را اسـتخراج میک‌ننـد، 
اسـتخراج  تریکبـی،  و حلال‌هـای  دیگـر حلال‌هـا  در حالـی کـه 

کانابینوئیـد اسـیدها را به‌صـورت کمّـی، بهتـر انجـام می‌دهنـد.
بـرای  اتـر  پترولیـوم  از  اسـتفاده  یکفـی،  تحلیـل  به‌منظـور 
اسـتخراج کانابینوئیدهـای اصلـی کافـی اسـت، در حالـی کـه برای 
اهـداف کمّـی و تعیین میزان تتـرا هیدرو کانابینـول، دیگر حلال‌ها 

یـا حلال‌هـای تریکبـی بایـد اسـتفاده شـوند.

  محلول‌های استاندارد
محلول‌هـای اسـتاندارد بایـد بـا غلظـت به‌طـور تقریبـی 0/5 
میلی‌گـرم کانابینوئیـد در هـر میلی‌لیتـر، در متانـول تهیه و در یک 

مـکان خنـک و تاریـک نگهداری شـوند.

  لکه‌گذاری و توسعه فاز متحرک
۱ تـا ۵ میکرولیتر از محلـول نمونه، ۲ میکرولیتر از محلول‌های 
اسـتاندارد و ۲ میکرولیتـر حالل خالی )برای انجـام کنترل منفی( 
کنیـد.  لکه‌گـذاری   TLC صفحـه  روی  جداگانـه  نقـاط  به‌عنـوان 
توصیـه می‌شـود کـه حالل خالـی را هم‌زمان اجـرا کنید تا نشـان 
دهیـد کـه حالل مـورد اسـتفاده بـرای اسـتخراج نمونـه، حـاوی 
کانابینوئیـد نیسـت. لکه‌گـذاری نیـز باید بـه دقت انجام شـود تا از 

آسـیب رسـاندن به سـطح صفحـه TLC جلوگیری شـود.

  نکات مهم آنالیزی:
 نقطـه شـروع اجـرا )خـط لکه‌گـذاری( بایـد ۲ سـانتی‌متر از 
کـف صفحـه باشـد.)به‌منظور آسـان‌گیری الزامـات آنالیـزی، فاصله 
1 سـانتی‌متر هـم کفایـت میک‌نـد و به‌صـورت میدانـی آزمایـش 

شـده و مناسـب هدف اسـت(.
  فاصلـه بیـن نقـاط لکه‌گـذاری بایـد حداقـل ۱ سـانتی‌متر 
باشـد و نقـاط نبایـد بـه لبـه کنـاری صفحـه، نزدیک‌تـر از 1/5 

سـانتیمتر قـرار گیرنـد.
  بـرای اجتنـاب از لکه‌هـای پراکنـده در طـول توسـعه فـاز 
متحـرک، انـدازه لکـه نمونـه بایـد تـا حـد ممکـن کوچـک باشـد 

)شـعاع حـدود 2 میلی‌متـر(.
نقـاط، خشـک شـوند و صفحـه را در یـک   اجـازه دهیـد 
مخـزن اشـباع از حالل قرار دهید. )اشـباع فـاز بخار با اسـتفاده از 
صفحـات اشـباع شـده بـا حلال یـا کاغـذ صافـی به‌عنوان پوشـش 

مخـزن، حاصـل می‌شـود.(
 حالل موجـود در مخـزن بایـد پایین‌تـر از خـط لکه‌گذاری 

باشد.
 هنگامـی کـه حالل بـه خط توسـعه )10 سـانتی‌متر از خط 
شـروع( که از قبل مشـخص شده‌اسـت، رسـید؛ به سـرعت، صفحه 
ایـن صـورت، لکه‌هـای  TLC خـارج کنیـد. در غیـر  تانـک  از  را 

می‌شـود. ایجاد  پراکنـده 
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  تصویرسازی/آشکارسازی
صفحـات بایـد قبل از تصویرسـازی خشـک شـوند. ایـن کار را 
می‌تـوان در دمـای اتـاق و یـا بـا اسـتفاده از خشـک کـن، آون یـا 
هـوای گـرم انجـام داد. در مـوارد گفتـه شـده، باید مراقـب بود که 
هیـچ یـک از اجـزاء مـورد نظـر، در معـرض تجزیـه حرارتـی قـرار 

نگیرنـد. در ایـن مواقـع، اسـتفاده از هـود توصیـه می‌شـود.

  روش‌های تصویرسازی/آشکارسازی

 )الف(: نور ماوراء‌بنفش با طول موج ۲۵۴ نانومتر
لکه‌هـای تیـره در پس‌زمینـه سـبز، مشـاهده می‌شـوند. دور 
لکه‌هـا را خـط کشـیده )بـا یـک مـداد( و درصـورت لـزوم، یـک 

عکـس دیجیتـال از آن گرفتـه ‌شـود.
 )ب(: اسپری کردن معرف

از فسـت بلـو سـالت B25 یـا فسـت بلـو سـالت BB و همچنین 
فسـت بلـو سـالت RR برای تهیه اسـپری معـرف مطابق بـا جدول 
)4(، اسـتفاده می‌شـود. به‌عنـوان مثال: بـرای تهیه معـرف )1( 50 
میلی‌گـرم از فسـت بلـو سـالت B بـه 20 میلی‌لیتـر محلول سـدیم 
هیدروکسـید 0/1 نرمـال اضافـه نمـوده و روی کاغذ TLC اسـپری 

می‌نماییـم.

جدول )4(: دستورالعمل تهیه اسپری معرف ]6 و 11[.

فست بلو سالت Bمعرف )1(
50 میلی‌گرم در 20 میلی‌لیتر محلول 

سدیم هیدروکسید 0/1 نرمال

فست بلو سالت Bمعرف )2(
50 میلی‌گرم در 1 میلی‌لیتر آب و 

سپس 20 میلی‌لیتر متانول اضافه شود.

فست بلو سالت BBمعرف )3(
20 میلی‌گرم در 25 میلی‌لیتر آب 
و بلافاصله اضافه کردن حدود 3 

میلی‌لیتر سدیم هیدروکسید 2/5 مولار

فست بلو سالت RRمعرف )4(
50 میلی‌گرم در 25 میلی‌لیتر متانول 

)و یا متانول:آب )1:1((

 نکتـه: زمانـی کـه از فسـت بلـو سـالت BB و فسـت بلـو 
سـالت RR اسـتفاده می‌شـود، تهیـه روزانـه اسـپری معـرف، لازم 

. نیست
اگـر نیـاز اسـت صفحـه TLC، بـا نتایـج آنالیـز، در پرونـده‌ای 
ثبـت و نگهداری شـوند، می‌تـوان از توالی محلول پاشـی )به‌صورت 
اسـپری( مانند دی اتیل آمین - محلول فسـت بلو سـالت B - دی 
 TLC اتیـل آمیـن اسـتفاده کرد. سـپس با خشـک کـردن صفحـه
بـا هـوای داغ یـا نگهـداری آن بـه مـدت یک شـب در دمـای اتاق، 
می‌توان آن را در یکسـه‌های پلاسـتیکی شـفاف، مهر و موم نموده 

و بـدون تیره شـدن، بـرای مـدت طولانی نگهـداری نمود.

  نکات مهم آنالیزی
 بـرای ایجـاد رنگ مناسـب، صفحـه TLC باید قلیایی باشـد. 
بنابرایـن، بایـد قبـل از اسـتفاده از معرف )۲(، دی اتیـل آمین روی 

صفحه اسـپری شود.

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

 بـه دلیـل سـرطان‌زا بـودن فسـت بلـو سـالت B، اقدامـات 
ایمنـی مناسـب در هنـگام اسـتفاده، مدنظـر قـرار گیرد. فسـت بلو 
سـالت BB و فسـت بلـو سـالت RR جایگزین‌هـای مناسـبی بـرای 
فسـت بلـو سـالت B هسـتند؛ اگرچـه هـر دو، واکنش آهسـته‌تری 
دارنـد. لازم بـه ذکر اسـت، فسـت بلـو سـالت B، لکه‌هـای پر رنگ 

می‌دهـد. واضح‌تـری  و 

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

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 )
( 𝟎𝟎.𝟓𝟓 میلی  گرم بر میلی  لیتر× 𝟑𝟑)× 𝟏𝟏𝟏𝟏 میلی  لیتر× 𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏%

𝟓𝟓𝟓𝟓𝟓𝟓 میلی  گرم
= %𝟑𝟑 

 

فازهـای  بـرای   )Rf  ×100 )مقادیـر   )۵( جـدول  نتایـج 
در  کـه  از روش‌هایـی  اسـتفاده  بـه   )3( و   )2(  ،)1( پیشـنهادی 
آنهـا از صفحـات HPTLC اسـتفاده شده‌اسـت، اشـاره میک‌نـد. 
صفحـات معمولـی ۲۰ سـانتی‌متر در۲۰ سـانتی‌متر بـا ضخامـت 
لایـه سـیلیکاژل 0/25 میلی‌متـر، فاصلـه قابل قیاس بـا هم دارند، 
امـا مقادیـر Rf مربوطه باید محاسـبه شـوند. فاز پیشـنهادی )3(، 
تنهـا بـرای جداسـازی و شناسـایی کانابینوئیـک اسـیدها توصیـه 
می‌شـود. این روش، جداسـازی CBN، THC و CBD را به خوبی 

نمی‌دهـد. انجـام 

جدول )5(: مقادیر Rf × 100 کانابینوئیدها اصلی با استفاده از روش‌های بالا ]6[.

Rf × 100
فازهای متحرک و مقادیر 

ماده
فاز متحرک 
پیشنهادی 

)1(

فاز متحرک 
پیشنهادی 

)2(

فاز متحرک 
پیشنهادی 

)3(

فاز متحرک 
پیشنهادی 

)4(

کانابینول26  
)CBN(

33264728

تترا هیدرو 
کانابینول 
)THC(

37384935

کانابیدول 
)CBD(

42424741

تترا هیدرو 
کانابینولیک 
اسید27 
)THCA(

6*36*
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بـا توجـه به الـزام پیاده‌سـازی فرآیند اعتباربخشـی در آزمایشـگاه، باید روش‌هـای کروماتوگرافی لایـه نازک، برای 
آنالیـز کانابیس‌هـا، بـا توجـه به هـدف انجام آزمایـش، قبل از اسـتفاده متداول، اعتباربخشـی و تایید شـوند.

در روش‌هـای کروماتوگرافـی لایـه نازک اعتباربخشـی شـده در آزمایشـگاه تشـخیص و آنالیز مواد مخـدر و در بین 
فازهای متحرک پیشـنهادی، فاز متحرک پیشـنهادی شـماره )3(، فقط برای شناسـایی کانابینوئیک اسـیدها مناسـب 
اسـت و از سـه روش پیشـنهادی دیگـر می‌تـوان بـرای جداسـازی کانابینـول، تترا هیـدرو کانابینـول و کانابیـدول بهره 
بـرد. بـرای جداسـازی مطلـوب آنها، اسـتفاده از صفحات TLC روکش شـده بـا سـیلیکاژل F254( 60( نتیجـه بهتری 

را در پی دارد.
روش‌هـای شناسـایی مـواد مخـدر و روانگـردان مختـص آزمایشـگاه‌های تشـخیص و آنالیز مـواد مخدر نیسـت؛ به 
دلیـل اینکـه ایـن آزمایشـگاه‌ها، منبـع کلیـدی اطلاعات و داده‌هـای علمی معتبـر و قابل اعتمـاد در زمینـه آنالیز مواد 

مخـدر هسـتند، از ظرفیـت اطلاعاتـی آنهـا در صنعت نیـز می‌توان اسـتفاده نمود.

ری
گی
جه‌

نتی

TLC آنالیز نیمه کمّی گیاه شاهدانه با استفاده از  

 نکات مهم آنالیزی
  مقادیـر Rf همیشـه بـه دلیـل تغییـرات کوچـک در تریکب 
صفحـه TLC و فعال‌سـازی آن، فـاز متحـرک، اشـباع مخـزن یـا 
فاصلـه توسـعه فـاز متحـرک، تکرارپذیـر نیسـتند. ایـن مقادیـر، 
همچنیـن وابسـته بـه شـرایط آزمایشـگاهی )دما، رطوبـت و غیره( 
دسـتخوش تغییـرات هسـتند. بنابرایـن، مقادیـر Rf ارائـه‌ شـده، 
نشـانه‌هایی از رفتـار کروماتوگرافـی مـواد فهرسـت ‌شـده هسـتند.

 ضـروری اسـت که اسـتانداردهای مرجع به‌طـور هم‌زمان در 
یـک صفحه اجرا شـوند.

  بـرای اهـداف شناسـایی، هـم مقـدار Rf و هم رنـگ لکه‌ها، 
بعـد از اسـپری بـا معرف‌های تصویرسـاز، باید همیشـه در کنار هم 

بررسـی و در نظر گرفته شـوند.
تتـرا  بـرآورد سـریع غلظـت  در برخـی مـوارد ممکـن اسـت 
هیـدرو کانابینـول نمونـه شـاهدانه مفید باشـد. ایـن کار را می‌توان 
بـا اسـتفاده از مقایسـه لکه‌هـای نمونـه و محلـول اسـتاندارد انجام 

داد. در ذیـل مثالـی بـرای ایـن مـورد ذکـر شده‌اسـت:
 تهیه نمونه شاهدانه

 وزن گیاه شاهدانه نمونه‌برداری شده: ۵۰۰ میلی‌گرم؛
 حجم حلال مورد استفاده برای استخراج: ۱۰ میلی‌لیتر؛

 حجم نمونه اعمال شده بر صفحه TLC: ۱ میکرولیتر.
THC آماده‌سازی محلول استاندارد 

 غلظت استاندارد THC: 0/5 میلی‌گرم بر میلی‌لیتر؛
 حجـم محلـول اسـتاندارد اعمال شـده بر صفحه TLC: سـه 

نقطـه مختلف بـه حجـم ۱، 2 و ۳ میکرولیتر.

شـدت لکـه نمونـه را بـا لکه‌هـای غلظت‌هـای مختلـف محلول 
اسـتاندارد THC مقایسـه کنیـد. اگر لکـه نمونه دارای شـدت رنگ 
مشـابهی بـه انـدازه لکـه اسـتاندارد ۳ میکرولیتـری THC باشـد، 
محتـوای THC خنثـی، در نمونه شـاهدانه را می‌توان با اسـتفاده از 
 THC رابطه‌هـای )2( و )3( بـرای ۳ میکرولیتـر محلـول اسـتاندارد

)به‌عنـوان مثـال( به‌صـورت 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 )
( 𝟎𝟎.𝟓𝟓 میلی  گرم بر میلی  لیتر× 𝟑𝟑)× 𝟏𝟏𝟏𝟏 میلی  لیتر× 𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏%

𝟓𝟓𝟓𝟓𝟓𝟓 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 )
( 𝟎𝟎.𝟓𝟓 میلی  گرم بر میلی  لیتر× 𝟑𝟑)× 𝟏𝟏𝟏𝟏 میلی  لیتر× 𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏%

𝟓𝟓𝟓𝟓𝟓𝟓 میلی  گرم
= %𝟑𝟑 

بـرای   نـازک  از روش کروماتوگرافـی لایـه  اسـتفاده    
صنعـت در  کانابینوئیدهـا  شناسـایی 

کاربـرد روش‌هـای شناسـایی اجـزای مخـدر و روانگـردان در 
مـواد مختلـف، فقـط مختـص آزمایشـگاه‌های تشـخیص و آنالیـز 
مـواد مخـدر پلیـس، پزشـکی قانونی و سیسـتم قضایی کشـورهای 
بهداشـتی،  و  آرایشـی  مـواد  صنعـت  در  بلکـه  نیسـت،  مختلـف 
تولیـد دارو و غیـره نیـز کاربـرد دارد. در شـکل )3( کاربـرد روش 
کروماتوگرافـی لایـه نازک بـرای شناسـایی کانابینوئیدها در صنعت 

مـواد آرایشـی و بهداشـتی ارائـه شده‌اسـت:

شکل )3(: استفاده از روش کروماتوگرافی لایه نازک برای شناسایی 
ککانابینوئیدها در صنعت ]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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میکروسکوپ الکترونی عبوری، نیمه‌هادی، تحلیل 
عنصری، آماده‌سازی نمونه.

واژه‌های کلیدی

در سـال‌های اخیـر، صنعـت نیمه‌هـادی به‌طـور چشـمگیری فناوری‌هـای جدیـدی را معرفـی نمـوده و به سـرعت در حال 
کاهـش انـدازه تولیـدات خـود اسـت کـه در نتیجـه ایـن امـر، کارکـرد دسـتگاه‌ها به‌طـور قابـل توجهـی بهبـود یافته‌انـد. در 
ایـن بیـن، میکروسـکوپ الکترونـی عبـوری1 نقـش بسـیار مهمـی در فرآینـد توسـعه، کنتـرل تولیـد و تحلیل نقایـص قطعات 
نیمه‌هـادی داشـته اسـت. از طـرف دیگر، پیشـرفت‌های دسـت یافته در زمینـه چگونگی مشـاهده نمونه‌های نیمه‌هـادی درون 
TEM موجـب شـده کـه دیگـر از آن به‌عنـوان دسـتگاهی مختـص عملیـات تحقیقاتـی در مؤسسـات علمـی و دانشـگاه‌ها یاد 

نشـود و به‌عنـوان منبعـی قابـل اطمینـان به‌منظـور فرآیندهـای ارزیابـی و تحلیـل نقایـص نیمه‌هادی‌هـا در نظر گرفته شـود. 
روش‌هـای میکروسـکوپ الکترونـی عبـوری علاوه‌بـر قـدرت تفکیک‌پذیـری مکانـی برتـر، قابلیت‌هـای تحلیـل عنصری بسـیار 
حسـاس را نیـز بـرای بـه کارگیـری در فرآینـد سنجه‌شناسـی و مشـخصه‌یابی مـواد دسـتگاه‌ها/قطعاتی بـا انـدازه زیـر نانومتر 
مـورد اسـتفاده در فناوری‌هـای نیمه‌هـادی پیشـرفته ارائـه می‌نمایـد. کاربـرد TEM بـرای مـواردی نظیـر ارزیابـی جزئیـات 
سـطحی، ابعـاد سـاختارهای دسـتگاه/قطعه و نقایـص و عیـوب بـه وقـوع پیوسـته در طـول فرآینـد تولیـد بسـیار مؤثر اسـت. 
در ایـن مقالـه، کاربردهـای TEM در زمینـه مشـخصه‌یابی فیزیکـی، تحلیـل تریکبـی و تحلیـل نقایـص سـاختارهای قطعـات 
نیمه‌هـادی بررسـی می‌شـود. همچنیـن در ایـن مقالـه، علاوه‌بـر شـرح تفصیلـی روش‌هـای مختلـف آماده‌سـازی نمونه‌هـای 
متنـوع نیمه‌هـادی، مزایـا و معایـب )‌به‌عنـوان مثـال: آسـیب و صدمـه القاء شـده با پرتـو یونی متمرکـز و آلایش گالیـم2( آنها 
و روش‌هـای کنتـرل هـر یـک شـرح داده شـده‌اند و چالش‌های بـه وجود آمده بـه دلیل افـزودن سـاختارهای جایگزین گیت3، 
ویژگی‌هـای انـدازه نانـو، دی الکتریک‌هـای4 گیـت 5K -بـالا و نیازمندی‌هـای مـواد جدیـد در زمینـه یکپارچگی سـاختارهای 

قطعـات نیـز مـورد بررسـی قـرار گرفته‌اند.
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‌شرکت‌های پیشرو در زمینه تولید نیمه‌هادی به سرعت در حال تغییر خط تولید خود برای ارائه محصولاتی با 
مقیاس زیر یک چهارم میکرون هستند. قطعات با اندازه um 0/18 در حال تولید بوده و فناوری تولید قطعات با اندازه 
um 0/13 نیز در راه است. از آنجایی که اندازه ترانزیستور به چنین ابعاد کوچکی تقلیل یافته، لذا تمام ویژگی‌ها نظیر 
عرض گیت پلی سیلیکون6 و ضخامت اکسید گیت7 نیز باید در مقیاس اتمی تنظیم شوند. در این بین، دستیابی به 
اتصال قابل اطمینان بین ده‌ها میلیون ترانزیستور با اتصالات میانی چند لایه‌ای )که بیش از 80 درصد از مراحل 
فرآیند تولید قطعات نیمه‌هادی را پوشش داده( به چالشی عظیم برای مهندسان فرآیند تبدیل شده‌است. به‌منظور 
دستیابی به چنین اتصالات میانی، بسیاری از روش‌های پردازش پیشرفته باید به‌صورت صحیح پیاده‌سازی و برای 
توزیع اندازه دقیقی از مواد مورد نظر در موقعیت‌های ایده‌آل نیز شرایط پردازش باید بدون کوچکترین خطایی کنترل 
شود. هم اکنون تغییر جنس اتصالات میانی از آلومینیوم به مس نیازمند پیاده‌سازی فرآیندهای بی‌شماری نظیر سد 
تانتالم8، دانه مس، پردازش ساختارهای دمشقی دوگانه و آبکاری الکترولیتی است. تاکنون تولید نیمه‌هادی تا این حد 
به انجام مشخصه‌یابی دقیق در هر مرحله از فرآیند کلی وابسته و همچنین عملکرد قطعات نیمه‌هادی نیز هرگز تا این 
اندازه به یکفیت فیلم/غشاء، ساختار رابط/واسط، ناخالصی‌ها و آلایش حساس نبوده است. به‌طور واضح انتظار می‌رود 
که میکروسکوپ الکترونی عبوری به دلیل ارائه قدرت تفکیک‌پذیری مکانی و قابلیت تحلیلی بسیار بالا، نقش مهم و 
مؤثری در زمینه تولید و توسعه قطعات نیمه‌هادی با اندازه زیر یک چهارم میکرون بر عهده داشته باشد. با وجودی که 
TEM در مقابل دیگر روش‌های تحلیلی، مزایای بسیار زیادی را ارائه نموده، اما پیش از اینکه صنعت نیمه‌هادی آن را 
به‌عنوان ابزاری جدایی‌ناپذیر و ضروری در این حوزه به کار گیرد، این میکروسکوپ باید سه نیازمندی مورد نظر صنعت 
مذکور را برطرف نماید. نیازمندی نخست، قابلیت بررسی تعداد زیادی از ویژگی‌ها با استفاده از TEM است. با توجه 
به این امر که امکان دارد یک قطعه نیمه‌هادی مدرن مرسوم شامل چند میلیون ترانزیستور باشد، بنابراین، بررسی 
تنها چند ویژگی محدود کافی نیست و در برخی مواقع، گمراه کننده است؛ در نتیجه، نمی‌توان ادعا نمود که این چند 
ویژگی، نماینده شرایط پردازش کل قطعه هستند. بنابراین، باید شرایط به‌گونه‌ای فراهم شود که نمونه نیمه‌هادی برای 
بررسی در TEM به‌صورت لایه‌ای نازک با وسعت زیاد تهیه شود. نیازمندی دوم، دسترس‌پذیر بودن قابلیت انتخاب 
ویژگی خاص برای انجام فرآیند تحلیل نقایص به‌طور اختصاصی در TEM است. این امکان وجود دارد که نقص در 
یکی از چند میلیون ویژگی همچون اتصال، حفره اتصال یا گیت پلی سیلیکون قطعه نیمه‌هادی پدیدار شود. در این 
صورت، نمونه TEM باید به‌طور دقیق با توجه به همان ویژگی تهیه شود تا اطلاعات مفیدی ارائه دهد. نیازمندی 
سوم، دسترسی به زمان بازگشت/گردش سریع در TEM است. هر قدر هم تصویر TEM بی‌نظیر باشد، اما تا زمانی که 
سرعت این دستگاه، همتای سرعت پیشرفت صنعت نیمه‌هادی نباشد، قابلیت‌های TEM به خوبی در این حوزه مورد 
استفاده قرار نمی‌گیرد. سرعت این صنعت چند میلیارد دلاری را نمی‌توان برای هیچ دستگاهی کندتر یا متوقف نمود. 
یکی از مهمترین نیازمندی‌ها در این صنعت که TEM باید آن را برآورده سازد، دسترسی به زمان بازگشت/گردش 
سریع است. بیشتر مشکلات اصلی مرتبط با کاربرد TEM، به مرحله آماده‌سازی نمونه آن مربوط می‌شود. با وجود 
اینکه دستگاه‌ها و روش‌های متعددی برای بهینه‌سازی یکفیت و کارایی مرحله آماده‌سازی نمونه TEM ارائه شده‌اند، 

اما این مرحله هنوز به‌عنوان چالش برانگیزترین بخش تحلیل TEM برای صنعت نیمه‌هادی محسوب می‌شود ]1[.

اثـر  ترانزیسـتور  کوچـک شـدن مـداوم مقیـاس سـاختارهای 
جـدی  چالشـی  به‌عنـوان  نیـز  فلـز9  اکسـید  نیمه‌هـادی  میـدان 
بـرای تعییـن دقیـق لایه‌هـای فـوق نـازک، زبـری سـطحی و توزیع 
قابلیـت  نظیـر  الکتریکـی  مشـخصات  کننـده  کنتـرل  شـیمیایی 
بـا  ویژگی‌هـای  می‌شـود.  محسـوب  نشـتی  جریـان  و  اطمینـان 
انـدازه نانومتـری و همچنیـن معرفـی مـواد جدیـد از جملـه دی 
الکتریک‌هـای گیـت بـا ضریـب K بـالا، گیت‌هـای فلزی، مهندسـی 
باند/نـوار، سیلیسـید-نیکل و دی الکتریک‌هـای جداسـازی با ضریب 
K پاییـن مشـوق اصلی تالش برای بهینه‌سـازی کارایـی روش‌های 
سنجه‌شناسـی موجـود و همچنیـن کشـف و پیاده‌سـازی روش‌های 

تحلیـل اضافی به‌منظـور حمایـت از فرآیندهای تولیـد محصولات با 
فنـاوری نسـل بعـدی اسـت. ویژگی‌هـای قطعـات بـا انـدازه کوچک 
بـه فرآیندهـای اندازه‌گیـری و تحلیـل نیازمنـد بوده کـه محدودیت 
قـدرت تفکیک‌پذیری میکروسـکوپ الکترونی روبشـی10 از ارائه آنها 
معـذور اسـت. TEM ابـزاری قدرتمنـد بـرای تحلیل ریزسـاختار در 
قـدرت تفکیک‌پذیـری مکانـی بـالا اسـت، امـا کاربـرد آن در صنعت 
نیمه‌هـادی بـه دلیـل چالش‌هـای موجـود، مربـوط بـه آماده‌سـازی 
 TEM منطقـه معینـی از نمونـه برای مدتی محدود شـده بـود. نقش
در صنعـت نیمه‌هـادی بـا ظهـور ابزار آماده‌سـازی منطقـه معینی از 
نمونـه بـا نـام دسـتگاه پرتو یونـی متمرکـز11 به‌طور مطلوبـی تغییر 
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کـرد. دسـترس‌پذیر بودن ابزارهای پیشـرفته در برگیرنده دو سـتون 
بـا یـون عـاری از رانـش و قـدرت تفکیک‌پذیـری بـالا و سـتون‌های 
پرتـو الکترونـی قابلیـت تصویربـرداری هم‌زمـان از بـرش مـورد نظر 
درون حالـت پرتـو الکترونـی و انجـام عملیـات برش‌بـرداری درون 
 TEM حالـت پرتو-یـون را فراهـم مـی‌آورد. در نتیجه، هم اکنـون از
به‌منظـور تحلیـل مدارهای مجتمع12 برای توسـعه قـدرت پردازش، 
در  می‌شـود.  اسـتفاده  نقایـص  تحلیـل  و  بهره‌وری/کارایـی  ارتقـاء 
 ،)300 keV 100 تـا keV پرتـو الکترونـی انـرژی بـالا )بیـن TEM
از بـالای سـتون بـر بـرش نـازک نمونـه تابیده شـده و پـس از عبور 
 SEM برخلاف TEM از آن، تصویـر نهایـی شـکل می‌گیـرد. تصویـر
شـامل اطلاعـات سـه بعـدی از برش نـازک نمونـه مورد نظر اسـت. 
متغیـر بـودن کنتراسـت در طـول تصویر، بـه دلیـل برهمک‌نش‌های 
پیچیـده میـان پرتو-نمونـه بـوده که مختص دسـتگاه TEM اسـت. 
کنتراسـت به تغییرات کوچک در ویژگی‌های شـیمیایی، سـاختاری 
و مکان‌نگاری/توپوگرافـی نمونه ذکر شـده نیز حسـاس اسـت. از این 
مشـخصه به‌طـور مـداوم بـرای نمایـش و تحلیـل اثرات نامحسـوس 
اسـتفاده می‌شـود. در ضمـن،  بلـور  نقایـص  و  لایه‌هـای سـطحی 
قـدرت و تـوان تفکیـک ارائـه شـده بـا TEM بـه دلیـل طـول مـوج 
کوچکتـر )0/0025 ~ در keV 200( پرتـو الکترونـی بـا انـرژی بـالا 
نسـبت بـه SEM به‌طـور ذاتی مطلوب‌تر اسـت. لایه‌ای نـازک از دی 
اکسـید سـیلیکون13 به‌طـور گسـترده به‌عنـوان مـاده دی الکتریـک 
کانـال سـورس/ از  الکتـرود گیـت  عایـق کـردن  به‌منظـور  گیـت 

دریـن درون ترانزیسـتورهای اثـر میدانـی اکسـید فلـز نیمه‌هادی14 
اسـتفاده می‌شـود. امـروزه ضخامـت ایـن مـاده دی الکتریـک گیت 
 nm یـا اگزینیتریـد سـیلیکون15( دارای ابعـادی در حـدود SiO2(
1/5 الـی nm 2 اسـت. اندازه‌گیـری دقیـق ضخامـت اکسـید گیـت 
از اهمیـت بسـیار بالایـی برخـوردار اسـت، زیـرا حتی وقـوع کاهش 
nm 0/1 در ضخامـت اکسـید، منجـر بـه افزایـش چشـمگیر مرتبـه 
بزرگـی جریـان نشـتی می‌شـود. عایق‌هـای بـه نسـبت ضخیم‌تـر با 
ثابت‌هـای دی الکتریـک بـالا )K بـالا( در حـال گذرانـدن مرحلـه 
آزمایشـی بـوده تـا پـس از دسـتیابی بـه ظرفیـت خازنـی بـالای 
گیـت و جلوگیـری از وقـوع فرآینـد تونل‌زنـی جایگزیـن SiO2 در 
ترانزیسـتورهای MOSFET شـوند. TEM بـا قـدرت تفکیک‌پذیری 
بـالا16 روشـی بسـیار مطلـوب بـرای اندازه‌گیـری دقیـق لایه‌هـای 
نازک محسـوب می‌شـود، زیرا حاشـیه‌های شـبکه تـوری موجود در 
زیرلایـه )Si(، اسـتاندارد لازم بـرای عملیـات کالیبراسـیون را فراهم 
 MOSFET کرنشـی برای قطعـات )Si( می‌آورنـد. کاربرد سـیلیکون
مرسـوم را می‌تـوان بـا فنـاوری اصلـی پـردازش17 موجـود مقایسـه 
نمـود، امـا نظـارت بر یکفیـت ویفـر18  و نیازمندی‌هـای دقیق برای 
نیازهـای  همگـی  یکنواخـت،  کرنـش  و  فیلم/لایـه  ریخت‌شناسـی 
جدیـدی را در زمینـه مشـخصه‌یابی مـواد تحمیل میک‌ننـد. کرنش 
را می‌تـوان بـا بـه کارگیـری روش پراش الکتـرون پرتو همگـرا 19 یا 
اندازه‌گیـری تغییرات/جابجایی‌هـای کوچـک در موقعیـت قله‌هـای 
ماکسیمم/بیشـینه تابـع تبدیـل فوریـه سـریع20 دو بعدی به‌دسـت 
آمـده از تصویـر HRTEM تعییـن نمـود. علاوه‌بـر کاربـرد ضـروری 
مشـخصه‌یابی  نیازمندی‌هـای  سـاختن  بـرآورده  زمینـه  در   TEM

نیمه‌هـادی، در سـال‌های اخیـر، تقاضـا بـرای بهک‌ارگیـری TEM در 
حـوزه تحلیـل نقایـص قطعـات نیمه‌هـادی نیـز به‌طـور چشـمگیری 
افزایـش یافتـه اسـت. مهمتریـن مرحلـه در فرآینـد تحلیـل نقایـص، 
مشـخصه‌یابی فیزیکـی و شـیمیایی عیـب و نقـص مـورد نظر اسـت. 
علـت ریشـه‌ای نقـص مورد نظـر از طریق بررسـی و بازرسـی فیزیکی 
مـکان نقـص تعییـن شـده بـا تحلیـل الکتریکی شناسـایی می‌شـود. 
مشـخصه‌یابی شـیمیایی و بازرسـی فیزیکی را می‌توان با SEM انجام 
داد. در SEM یـک پرتـو الکترونـی در طـول سـطح تراشـه پویـش/

پیمایـش داده می‌شـود و تصویر نهایی نیـز از طریق ثبت الکترون‌های 
)ثانویـه یـا برگشـتی( منعکـس شـده، شـکل می‌گیـرد. تغییـرات 
کنتراسـت مشـاهده شـده در تصویر ذکر شـده، به‌طور معمول مربوط 
به تغییرات/نوسـانات به وقوع پیوسـته در مکان‌نگاری سـطح یا تفاوت 
در وزن اتمی عناصر مسـتقر روی سـطح پویش شـده ‌است. در بیشتر 
مـوارد، اطلاعـات مفیـدی در رابطـه با نقصـی که هیچ گونـه تغییری 
در مکان‌نـگاری سـطح ایجـاد نکرده )به‌عنـوان مثال، نقـص بلور نظیر 
نابجایی‌هـا( یـا نقصـی کـه زیـر سـطح مربوطـه رخ دهـد، به‌دسـت 
نخواهـد آمـد. در بیشـتر مـوارد، هنـگام اسـتفاده از SEM می‌تـوان با 
اعمـال فرآینـد زدایـش تزئینی بسـیار حسـاس، مکان‌نـگاری نقص را 
بـرای انجـام عملیات تشـخیص تغییـر داد. زدایش تزئینـی، فرآیندی 
مخـرب بـوده کـه مانـع از انجـام تحلیل شـیمیایی بیشـتر می‌شـود. 
حتـی پـس از اعمـال فرآیند زدایش تزئینی نیز SEM قادر به بررسـی 
بیشـتر ویژگی‌هـا و لایه‌هـای سـطحی )بـا ابعـادی در حـدود چنـد 
نانومتـر( شـکل گرفته با فناوری‌های پیشـرفته نیسـت. چنین نقایص 
و لایه‌هـای سـطحی که بررسـی آنها از محـدوده SEM خـارج بوده را 
می‌تـوان به‌منظـور تشـخیص علت ریشـه‌ای وقـوع عیب مـورد نظر با 
اسـتفاده از TEM مشـخصه‌یابی نمود. در این مقاله، روش‌های مبتنی 
بـر TEM و رویه‌هـای آماده‌سـازی نمونـه کـه در صنعـت نیمه‌هـادی 

کاربرد داشـته اسـت، بررسـی شـده‌اند ]2[.

‌پیش زمینه‌ای درباره روش‌های مختلف تصویربرداری 
با TEM و کاربرد آنها برای نیمه‌هادی‌های متفاوت

در TEM، تصویـر نهایـی با عبـور دادن پرتو الکترونـی با انرژی 
بـالا )keV 100 تـا keV 300( از برشـی نـازک از نمونـه مـورد 
نظـر به‌دسـت می‌آیـد. هم‌زمـان بـا عبـور کـردن پرتـو الکترونـی 
از بـرش نـازک مـورد نظـر، برهمک‌نش‌هـای متغیـری میـان نمونه 
و پرتـو ایجـاد شـده کـه منجـر بـه تولیـد الکترون‌هـای عبـوری، 
فوتون‌هـای  الاسـتیک،  غیـر  و  الاسـتیک  پراکنـده  الکترون‌هـای 
الکترون‌هـای  بیشـتر  از  می‌شـود.  اوژه  الکترون‌هـای  و   X اشـعه 
عبـور کـرده و به‌صـورت الاسـتیک پراکنـده شـده و از مقـداری 
بـرای  الاسـتیک،  به‌صـورت غیـر  پراکنـده شـده  الکترون‌هـای  از 
تشـکیل تصویـر نهایـی اسـتفاده می‌شـود. فوتون‌هـای اشـعه X و 
برخـی از الکترون‌هـای پراکنـده شـده به‌صـورت غیـر الاسـتیک، 
مختـص تشـخیص تریکـب شـیمیایی حجـم پراکندگـی هسـتند. 
و  انـرژی21  پراکندگـی  طیف‌سـنجی  کارگیـری  بـه‌  درصـورت 
 X طیف‌سـنجی افـت انـرژی الکتـرون22 از ایـن فوتون‌هـای اشـعه
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می‌تـوان  غیرالاسـتیک  به‌صـورت  پراکنـده شـده  الکترون‌هـای  و 
بـرای تحلیـل عنصـری اسـتفاده کـرد. نمایـی از موقعیـت فیزیکی 
صفحه تصویربرداری، EDS و EELS درون میکروسـکوپ الکترونی 
عبـوری در شـکل )1( نمایـش داده شده‌اسـت. در یـک نمونـه بـا 
سـاختار بلـوری در معـرض روشـنایی پرتـو الکترونی مـوازی، پرتو 
الکترونـی پراکنـده شـده به‌صورت الاسـتیک بـه یک پرتـو عبوری 
و چنـد پرتـو پراشـیده تقسـیم می‌شـود. تصویـر این نـوع پرتوها را 
می‌تـوان بـه آسـانی بـا انتخـاب حالـت پـراش درون TEM ثبـت 
نمـود کـه به‌عنـوان الگـوی پـراش، مـورد اسـتفاده قـرار می‌گیـرد. 
پـراش الکترونـی ناحیـه گزینشـی23 بـا انتخـاب ناحیـه‌ای از نمونه 
بـا اسـتفاده از روزنـه ناحیـه منتخـب حاصل می‌شـود. اگـر پرتوی 
همگـرا جایگزین پرتـوی موازی حـاوی الکترون‌های فرودی شـود، 
آنـگاه نقـاط پـراش، بـزرگ شـده و به‌صـورت قرص/دیسـک‌های 
پـراش الکتـرون پرتـو همگـرا )CBED( ظاهـر می‌شـوند. الگـوی 
پـراش نقطـه‌ای و الگـوی پـراش حلقـه‌ای بـه ترتیـب از مـواد تک 
بلـوری و مـواد چنـد بلـوری به‌دسـت می‌آینـد. هـر نقطه یـا حلقه، 
نماینـده مجموعـه‌ای از صفحـات بلورشناسـی درون نمونـه اسـت. 
مرکـزی  نقطـه  از  حلقه‌هـا  یـا  نقـاط  از  یـک  هـر  فاصله‌گـذاری 
)000(، رابطـه‌ای معکـوس بـا فاصله‌گـذاری »d« یا بیـن صفحه‌ای 
بلورشناسـی متناظـر بـا نقطـه یـا حلقـه مـورد نظـر دارد. الگوهای 
نقطـه‌ای و حلقـه‌ای به‌طـور مـداوم بـرای تعییـن سـاختار بلـوری 
فازهـای مختلـف در نمونـه، مورد اسـتفاده قـرار می‌گیرنـد. در این 
شـرایط، تصویـر TEM را می‌توان با اسـتفاده از پرتـو عبوری )نقطه 
مرکـزی( یـا پرتـو پراکنـده ثبـت نمـود. روزنـه‌ای بـه درون صفحه 
کانونـی پشـتی عدسـی شـیئی وارد شـد کـه در نتیجه آن، بیشـتر 
الگـوی پـراش بـه غیـر از مقداری کـه از طریـق روزنه مذکـور قابل 

رؤیـت اسـت، مسـدود می‌شـود.

شکل )1(: نمایی از راهنمای موقعیت فیزیکی صفحه تصویربرداری، EDS و 
EELS درون میکروسکوپ الکترونی عبوری ]2[.

ذکـر  روزنـه  دادن  حرکـت  بـرای  خارجـی  درایو/رانه‌هـای 
الکترون‌هـای مسـتقیم یـا برخـی  شـده، به‌منظـور عبـور کـردن 
از آن مـورد اسـتفاده قـرار می‌گیرنـد.  الکترون‌هـای پراکنـده،  از 
شـده  ثبـت  تصویـر  مسـتقیم،  الکترون‌هـای  انتخـاب  درصـورت 
نهایـی بـا عنـوان تصویر میـدان روشـن و درصـورت گزینـش پرتو 
پراکنـده، آنـگاه تصویـر نهایی با نـام تصویر میدان تاریک شـناخته 
می‌شـود. بیشـتر قطعـات نیمه‌هـادی روی ویفـر سـیلیکونی تـک 
بلـوری دربرگیرنـده ویفـر عـادی مـوازی با جهـت ]001[ سـاخته 
شـده‌اند. در چنیـن 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 کارگیـری پرتـو الکترونی 
بـا جهـت ]110[ زیرلایـه سـیلیکون  دارای جهت‌گیـری مـوازی 
از عمـود بـودن ویژگی‌هـای قطعـه مـورد نظـر اطمینـان حاصـل 
شـده و همچنیـن از وقـوع پدیـده همپوشـانی ویژگی‌هـای مختلف 
قطعـات درون تصویـر به‌دسـت آمـده از نمونه نـازک، جلوگیری به 
عمـل می‌آیـد. بـه همیـن دلیـل اسـت کـه بیشـتر تصاویـر سـطح 
مقطعـی مربـوط بـه قطعـات سـیلیکونی در امتـداد جهـت ]110[ 
تهیـه می‌شـوند. به‌طـور اصولـی، کنتراسـت در تصویـر TEM بـا 
سـه سـازوکار متفـاوت بـه نام‌هـای کنتراسـت پـراش، کنتراسـت 
ضخامت-جـرم و کنتراسـت فـاز، شـکل می‌گیـرد. یـک تحلیل‌گـر 
مجـرب TEM بـرای تهیه تصویری واضـح از جزئی‌ترین اثرات نقص 
بـه وقـوع پیوسـته، قادر اسـت سـهم هـر یـک از این سـازوکارهای 
کنتراسـت را بهینه‌سـازی نماید. سـازوکارهای کنتراسـت ذکر شده 

در قسـمت ذیـل شـرح داده می‌شـوند.

  کنتراست پراش
الگـوی  رهگیـری  طریـق  از  عمـل،  در  پـراش  کنتراسـت 
پـراش بـا اسـتفاده از روزنـه شـیئی در صفحـه کانونـی پشـتی 
عدسـی شـیئی مـورد اسـتفاده )کـه تنهـا بـه پرتـو عبـوری اجازه 
تصویـر،  ایـن  می‌آیـد.  به‌دسـت  داده(  را  تصویـر  شـکل‌دهی 
گزینشـی/منتخب  الکترونـی  پرتـو  شـدت  در  را  نوسـان‌هایی 
می‌دهـد.  نمایـش  مربوطـه  نمونـه  از  آن  عبـور  بـا  هم‌زمـان 
کنتراسـت پـراش به شـدت نسـبت بـه جهت‌گیـری بلورشناسـی/

بلورنـگاری و نوسـان‌های ضخامـت درون نمونه مورد نظر حسـاس 
اسـت. در مـواد بلـوری، پراش حاصل شـده از مناطـق حول نقص 
بلـور نسـبت بـه پـراش مناطـق بی‌عیـب و نقـص متفـاوت اسـت. 
نقایـص  حـول  الاسـتیکی  کرنش‌هـای  وجـود  امـر،  ایـن  دلیـل 
بـوده کـه منجـر بـه وقـوع نوسـانات کنتراسـت در تصویـر نهایـی 
می‌شـود. نابجایی‌هـا، نقایـص چیدمـان و دیگـر نقص‌هـای بلـور 
باعـث خمیدگـی صفحـات بلور شـده و بـا کمک کنتراسـت پراش 
می‌شـوند.  داده  نمایـش  نهایـی  تصویـر  درون  واضـح  به‌صـورت 
کنتراسـت پـراش درون مـواد چنـد بلـوری نظیـر: پلی سـیلیکون 
یـا نیتریـد تیتانیـوم24 بـه دلیـل نوسـانات بـه وقـوع پیوسـته در 
جهت‌گیـری دانه‌هـای مجـاور و نزدیـک بـه یکدیگر در اثـر تابش 
پرتـو الکترونـی افزایـش می‌یابـد. بهک‌ارگیـری کنتراسـت پـراش 
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در زمینـه تحلیـل نقایـص نیمه‌هادی بـرای مواردی ماننـد تعیین 
ریزسـاختار مؤلفه‌هـای مختلـف قطعـه مـورد نظر همچـون رگه‌ها 
و لایه‌هـای پلـی سـیلیکون، یا شناسـایی ویژگی‌های سـطحی که 
بـه احتمـال زیـاد منجر بـه وقوع اتصـال کوتاه یا باز شـده بسـیار 
مؤثـر اسـت. یکـی دیگـر از ویژگی‌هـای کارآمـد اپتیک/فیزیـک 
نـور TEM، تریکـب پـراش بـا فرآینـد تصویربـرداری از طریـق به 
کارگیـری روش پـراش الکترونـی ناحیـه گزینشـی اسـت. قابلیت 
ذکـر شـده، بـه دلیـل امـکان تغییـر دادن سـاده و سـریع طـول 
کانونی عدسـی‌های الکترومغناطیسـی دسـترس‌پذیر اسـت. روش 
پـراش الکترونـی ناحیـه گزینشـی به‌منظـور حصـول اطمینـان از 
همخوانـی داشـتن کنتراسـت تصویر با شـرایط پـراش )به‌خصوص 

بـرای نمونه‌هـای بلـوری( کاربـرد مهمـی دارد.

  کنتراست ضخامت-جرم
الکترون‌هـا بـا توجه بـه وجود میـزان ضخامت متفـاوت در کل 
نمونـه، پراکنـده، پراشـیده و جـذب می‌شـوند؛ ایـن امـر، موجـب 
نوسـان در کنتراسـت شـده کـه ایـن پدیـده بـا عنـوان کنتراسـت 
ضخامـت شـناخته می‌شـود. در شـرایط کنتراسـت جرمی، نوسـان 
شـدت، در اصـل، نقشـه‌ای از قـدرت پراکندگی عنصرهـای موجود 
در نمونـه مـورد نظـر را ارائـه میک‌نـد. بـا کنتراسـت جرمـی در 
میکروسـکوپ الکترونـی، تهیـه تصاویـری بـا حساسـیت تریکبی و 
قـدرت تفکیک‌پذیـری اتمـی امکان‌پذیـر اسـت. عناصـر سـبک‌تر 
و سـنگین‌تر بـه ترتیـب الکترون‌هـای کمتـر و بیشـتری را جـذب 
قطعـه مسـتقل  بلـوری  از سـاختار  کنتراسـت جرمـی  میک‌ننـد. 
نـازک  لایه‌هـای  چنـد  بررسـی  بـرای  دلیـل،  همیـن  بـه  اسـت؛ 
آمـورف25 نظیـر اکسـید سـیلیکون، نیتریـد سـیلیکون و اکسـی 

نیتریـد سـیلیکون کاماًل مطلـوب اسـت.

  کنتراست فاز
قـدرت  بـا   TEM تصاویـر  تهیـه  بـرای  فـاز  کنتراسـت 
و  مهـم  ابعـاد  دقیـق  اندازه‌گیـری  بـا هـدف  بـالا  تفکیک‌پذیـری 
بحرانـی قطعـه مربوطـه نظیـر ضخامـت اکسـید گیت بسـیار نازک 
مـورد اسـتفاده قـرار می‌گیـرد. تصاویـر شـبکه تـوری بـا قـدرت 
تفکیک‌پذیـری بـالا در نتیجـه تداخـل پرتوهای پراشـیده و عبوری 
شـکل می‌گیرنـد. اگـر یـک یـا چنـد پرتـو پراشـیده قـوی غیـر 
هـم خـط بـا پرتـو عبـوری به‌منظـور شـکل‌گیری تصویـر نهایـی 
به‌صـورت متقـارن درون روزنـه شـیئی )شـکل )9(( قـرار گیرنـد، 
آنـگاه دو یـا چند مجموعه از لبه/حاشـیه‌های موازی قابل مشـاهده 
خواهـد بـود. چنین تصویـری در واقع ارائـه دهنده تصویـر متناوب 
بـه  بیـن صفحـه‌ای مربـوط  بـا فاصله‌گـذاری  بعـدی متناظـر  دو 
پرتوهـای پراشـیده مـورد نظر بـوده کـه در برخی موارد بـه تصویر 
سـاختاری بلـور بسـیار نازک شـکل گرفتـه در امتـداد جهت‌گیری 
معیـن، شـباهت دارد. در مقابـل، تبدیـل فوریـه الگـوی دو بعـدی 
تصویـر به‌دسـت آمـده، تصویـری حـاوی نقـاط الگـوی پـراش را 
ارائـه میک‌نـد. از نقـاط موجـود درون تصویر حاصل شـده از اعمال 
تبدیـل فوریـه می‌تـوان بـرای شناسـایی مـواد اسـتفاده کـرد. این 

امـر از طریـق مقایسـه الگـوی پـراش مـورد نظـر بـا الگـوی پراش 
عناصـر شـناخته شـده و همچنیـن اندازه‌گیـری فاصله‌گـذاری بین 

صفحـه‌ای انجـام می‌شـود.

  میکروسکوپ الکترونی عبوری-روبشی
بسـیار  گونـه‌ای  عبوری-روبشـی26  الکترونـی  میکروسـکوپ 
کارآمـد از روش‌هـای تصویربـرداری مرسـوم TEM بـوده کـه بـه 
روی  الکترونـی  پرتـو   ،STEM در  پرداخـت.  خواهیـم  آن  شـرح 
نقطـه کوچکـی از نمونـه متمرکـز می‌شـود. سـپس بـا اسـتفاده از 
پرتـو ناحیـه‌ای، از نمونـه پویـش می‌شـود. آشکارسـاز مسـتقر زیـر 
نمونـه، الکترون‌هـای عبـوری را جمـع‌آوری میک‌ند. سـپس تصویر 
نهایـی روی صفحـه‌ای از جنس لامپ اشـعه کاتـدی27 نمایش داده 
می‌شـود. بزرگنمایـی، با در نظر گرفتن نسـبت انـدازه ناحیه پویش 
 STEM محاسـبه می‌شـود. مزایـای CRT شـده بـه انـدازه صفحـه
نسـبت بـه TEM مرسـوم عبارتنـد از: تفسـیر آسـان‌تر و دسـتیابی 

بـه قابلیـت بـه‌ کارگیـری نمونه‌هـای ضخیم‌تـر.
مزایـای STEM در مقایسـه با TEM مرسـوم در حـوزه تحلیل 
نقایـص نیمه‌هـادی نیـز عبارتند از: تفسـیر آسـان‌تر و دسـتیابی به 
قابلیـت بـه کارگیـری نمونه‌هـای ضخیم‌تـر بـه دلیـل حساسـیت 
کمتر نسـبت بـه ابیراهی‌هـای فامی/رنگـی. در شـکل )2( نمایی از 
اجـرای عملیـات STEM درون یـک TEM نمایش داده شده‌اسـت.

 .TEM درون یـک STEM شـکل )2(: نمایـی از اجـرای عملیـات حالـت
حلقـوی  آشکارسـاز  بـا  بـالا،  زوایـای  در  پراکنـده شـده  الکترون‌هـای 
جمـع‌آوری شـده تا یـک تصویـر در برگیرنـده کنتراسـت Z تهیه شـود. 
 STEM-EDS نیـز به‌منظـور تهیـه نقشـه عنصـری X فوتون‌هـای اشـعه
جمـع‌آوری می‌شـوند. آشکارسـاز میـدان روشـن بـرای انجـام عملیـات 
نگاشـت STEM-EELS از مسـیر پرتـو عبـوری خـارج می‌شـود ]2[.

تصویـر نهایـی در اصـل، یـا از طریـق جمـع‌آوری الکترون‌هـای 
عبـوری )روش مشـهور بـه تصویربـرداری STEM میدان روشـن28( 
و یـا بـا جمـع‌آوری الکترون‌هـای پراکنـده با اسـتفاده از آشکارسـاز 
حلقـوی )روش مشـهور بـه تصویربـرداری میدان تاریـک حلقوی29( 
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ثبـت می‌شـود. به‌طور معمـول، آشکارسـاز حلقـوی در درگاه معینی 
از سـتون TEM نصـب شـده و دارای ارتفـاع ثابتـی اسـت. درصورت 
بررسـی نمونه‌هـای چنـد بلوری، اثـرات پـراش الکترونی کنتراسـت 
می‌دهـد.  قـرار  تاثیـر  تحـت  شـدت  بـه  را   ADF و   BF تصاویـر 
به‌گونـه‌ای  الکترونـی TEM را می‌تـوان  اپتیک/نـوری  عدسـی‌های 
تنظیـم نمـود که به‌طـور گزینشـی، الکترون‌های پراکنـده در زوایای 
بالا )بیشـتر از mrad 50( به سـمت آشکارسـاز حلقوی افکنده شوند. 
ایـن روش بـا عنـوان تصویربـرداری میـدان تاریـک با زاویـه حلقوی 
 HAADF 30 شـناخته می‌شـود. کنتراسـت در تصویـرSTEM بـالا
الکترونـی  پـروب  پاییـن  اتم‌هـای  جرمـی  نوسـانات  بـه   ،STEM
کوچـک درون سـتون مـورد نظـر حسـاس اسـت. در میکروسـکوپ 
الکترونـی عبـوری پیشـرفته مجهـز بـه منبـع گسیل/نشـر میدانـی، 
به‌منظـور حصـول یـک پروب کوچک بـرای تهیه تصاویـری با قدرت 
تفکیک‌پذیـری اتمـی می‌تـوان عدسـی‌های الکتـرون بـالای نمونـه 
را به‌طـور دقیـق تنظیـم کـرد. تصویربـرداری HAADF STEM بـا 
عنـوان تصویربـرداری با کنتراسـت Z نیز شـناخته شـده کـه در آن، 
Z نماینـده عـدد اتمی اسـت. هم‌زمان بـا عبور کردن پرتـو الکترونی 
از نمونـه مـورد نظـر، عناصـر بـا وزن اتمـی سـنگین، الکترون‌هـای 
بیشـتری را پراکنـده نمـوده و در تصویر HAADF STEM روشـن‌تر 
 HAADF و   BF، ADF تصاویـر  از  نمونه‌هایـی  نمایـان می‌شـوند. 

STEM در شـکل )3( ارائـه شـده‌اند.

شـکل )3(: تصاویـر STEM از پشـته/توده‌ای از جنس تنگسـتن/نیترید 
)الـف(:   .)W/TiN/Co-Si/Si(تیتانیوم/کبالت-سیلیکون/سـیلیکون
میـدان روشـن )BF(، )ب(: میدان تاریـک حلقـوی )ADF( و )ج(: میدان 

.]2[ )HADDF( تاریـک با زاویـه حلقـوی بـالا

 تحلیل عنصری TEM و کاربرد روش‌های مختلف 
موجود برای صنعت نیمه‌هادی

پـروب باریـک موجـود درون TEM مجهز به منبع گسیل/نشـر 
میدانـی، بـا شـدت بـالا، اجـرای فرآینـد تحلیـل عنصری بـا قدرت 
تفکیک‌پذیـری بـالا )nm 1 ~( از مناطقی بـا ضخامت کمتر از چند 
صـد آنگسـتروم را امکان‌پذیر می‌سـازد. روش‌هـای تحلیل عنصری 
مبتنـی بـر TEM از رویدادهـای پراکندگـی غیر الاسـتیکی )اتلاف 
انـرژی( حاصـل شـده در زمان عبـور پرتـو الکترونـی از نمونه مورد 
نظـر اسـتفاده میک‌ننـد. دو روش مرسـوم در این حـوزه عبارتند از: 
طیف‌سـنجی پراکندگـی انـرژی )EDS( و طیف‌سـنجی افت انرژی 
 EELS و EDS نمایی از پیاده‌سـازی روش‌هـای .)EELS( الکتـرون

در دسـتگاه TEM در شـکل )1( نمایش داده شده‌اسـت.

)EDS( طیف‌سنجی پراکندگی انرژی  
در روش EDS، هنـگام تابیـده شـدن الکترون‌هـا بـر نمونـه و 
 X جمـع‌آوری شـدن آنهـا بـا طیف‌سـنج مـورد نظـر، اشـعه‌های
مختلـف، ساطع/منتشـر  عنصرهـای  از  اسـتفاده  بـا  مشـخصه‌یاب 
می‌شـوند. اشـعه‌های X مشـخصه‌یاب تولیـد شـده بـا یـک عنصر، 
بـه سـادگی می‌توانـد توسـط عنصـری متفـاوت موجـود در حجـم 
یکسـان جذب شـود. بنابراین، حساسـیت روش مورد نظـر به‌عنوان 
تابعـی از عنصـر، آشـکار شـده و تریکـب حجمی که عنصـر مذکور 
در آن حضـور داشـته، در نظـر گرفتـه می‌شـود. اسـتفاده از نمونـه 
مرجـع بـا تریکـب از پیـش شـناخته شـده بـرای تحلیـل کمّـی 
کاربـردی و مؤثـر، الزامـی اسـت. درصـورت بـه کارگیـری عناصـر 
آشکارسـاز فـوق نازک یا بـدون پنجـره، اگر کمیت مناسـبی درون 
حجـم مـورد تحلیـل وجود داشـته باشـد، آنگاه دسـتیابی بـه وزن 
اتمـی بـه کوچکی وزن بـورون امکان‌پذیـر اسـت. در فرآیند تحلیل 
نقایـص و فرآینـد توسـعه پـردازش نیمه‌هـادی به‌منظـور تعییـن 
عناصـر مختلـف حاضـر در نقـص مربوطـه و در نتیجـه، شناسـایی 

منبـع مشـکل مـورد نظـر از تحلیـل EDS اسـتفاده می‌شـود.

)EELS( طیف‌سنجی افت انرژی الکترون  
-300 keV( همان‌طـور کـه پیش‌تـر ذکـر شـد، پرتـو الکترونـی
100( هنـگام عبـور از نمونـه مـورد نظـر، به‌صـورت غیـر الاسـتیکی 
پراکنـده می‌شـود. در طـول فرآینـد پراکندگی غیر الاسـتیکی بسـته 
به مشـخصه عنصر مورد اسـتفاده، الکترون‌ها مقداری انرژی از دسـت 
می‌دهنـد. در نتیجـه، پرتـو عبـوری شـامل الکترون‌هایی بـا دامنه‌ای 
گسـترده از انرژی‌ها اسـت. در روش طیف‌سـنجی افت انرژی الکترون 
)EELS( یـک طیف‌سـنج زیـر سـتون TEM مسـتقر می‌شـود تـا 
الکترون‌هایی با افت انرژی مشـابه مشـخصه عنصر شناسـایی شـده را 
آشـکار کند. این طیف‌سـنج شـامل آهن‌ربای قوسـی و یک سیسـتم 
آشکارسـازی می‌شـود. آهن‌ربای قوسـی )شـکل )4(( پرتوی الکترونی 
عبـوری را بـا زاویـه 90 درجه منحرف می‌سـازد. در طـول این فرآیند، 
الکترون‌هـا بـا انرژی‌هـای مختلف توسـط میـدان مغناطیسـی حاضر 
تـا حـدود متفاوتـی منحـرف می‌شـوند. سـرانجام، از اجـرای ایـن 
 EELS .فرآینـد، یـک طیـف افـت انـرژی الکتـرون به‌دسـت می‌آیـد
در مقایسـه بـا EDS، قـدرت تفکیک‌پذیـری بالاتـر )nm 1( و قابلیت 
آشکارسـازی عناصر سـبک )نظیر: کربن، اکسـیژن، و نیتروژن( را ارائه 
می‌نمایـد. به‌منظـور دسـتیابی بـه نتایجـی دقیـق، توصیـه شـده که 
ضخامـت نمونـه 50 ≤ و منبـع الکترونـی، همـدوس، عـاری از رانـش 
)نظیر: تفنگ الکترونی گسیل/نشـر میدانی( باشـد. از TEM در حالت 
STEM می‌تـوان بـرای ثبـت تصویـر مبتنی بـر انرژی نمونه اسـتفاده 
کـرد. اطلاعـات انـرژی به‌عنـوان انـرژی اشـعه‌های X حاصل شـده از 
نواحـی مختلف نمونه یـا افت انرژی در الکترون‌های عبـوری از نواحی 
 STEM-EDS مختلـف نمونـه مورد نظـر نمایان می‌شـود. روش‌هـای
ر)STEM جفت شـده با EDS(، ر STEM-EELS ر)STEM جفت شـده 

بـا EELS(، و TEM بـا قابلیـت فیلتر کـردن انـرژی31 همگی قابلیت 
تصویربـرداری از نمونـه در حـوزه انـرژی را فراهم می‌آورنـد. هر یک از 

ایـن روش‌هـا به‌طـور خلاصه شـرح داده شـده‌اند.
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شـکل )4(: نمایـی از فرآینـد EELS درون TEMر. E0 نماینـده انـرژی 
پرتـوی فـرودی تابیده شـده و E∆ نیز نشـان دهنده افت انرژی اسـت ]2[.

نواحـی  از   X اشـعه  سـیگنال‌های   ،STEM-EDS روش  در 
پویـش شـده بـا اسـتفاده از STEM جمـع‌آوری می‌شـوند. ناحیـه 
پویـش شـده مـورد نظـر می‌توانـد بـه شـکل یـک خـط )پویـش 
 ،EDS خطـی( یـا مسـتطیل )پویـش ناحیـه‌ای( باشـد. سیسـتم
داده‌هـا را پـردازش و ذخیـره میک‌نـد. خروجـی آن به‌طـور معمول 
یـا به‌صـورت نمودارهای شـدت سـیگنال‌های اشـعه X یـا در قالب 
 ،STEM-EELS تصویـر نقشـه عنصـری ارائـه می‌شـود. در روش
الکترون‌هـای عبـوری بـا طیف‌سـنج EELS جمـع‌آوری می‌شـوند. 
در ایـن روش نیـز می‌تـوان به‌صـورت خطی یـا ناحیـه‌ای، عملیات 
پویـش را انجـام داد. سیسـتم EELS، داده‌هـا را پـردازش و ذخیره 
میک‌نـد. خروجـی نیـز به‌صـورت نمودارهـای شـدت یا نقشـه‌های 

عنصـری ارائـه می‌شـود.

)EFTEM( با قابلیت فیلتر کردن انرژی TEM  
تصویربـرداری  بـرای  روشـی  به‌عنـوان  می‌تـوان  را   EFTEM
از  اسـتفاده  بـه  قـادر  TEM مرسـوم  TEM در نظـر گرفـت.  بـا 
الکترون‌هایـی کـه به‌صـورت غیـر الاسـتیکی پراکنـده شـده‌اند و 
انـرژی خـود را در اثـر برهمک‌نـش بـا نمونـه از دسـت داده‌انـد، 
نیسـت. لازم بـه ذکر اسـت این نـوع الکترون‌ها بـرای فعالیت‌های 
تحلیلـی در مقیـاس میکـرو و نانـو بـه دلیل شـکل‌دهی طیف افت 
انـرژی )EELS( کـه حـاوی اطلاعاتـی دربـاره تریکب شـیمیایی، 
اهمیـت  از  بـوده  شـیمیایی  پیونـد  و  الکترونیکـی،  مشـخصات 
بسـزایی برخـوردار هسـتند. در EFTEM، تصویـر نهایـی تنهـا بـا 
الکترون‌هایـی شـکل گرفتـه کـه انـرژی آنهـا قـادر بـه عبـور از 
فیلتـر انـرژی باشـد. در ایـن صـورت، الکترون‌هـای دارای انـرژی 
نهایـی  تصویـر  از  نداشـته  را  انـرژی  فیلتـر  از  عبـور  اجـازه  کـه 
EELS تنهـا در صورتـی  حـذف می‌شـوند. محتویـات اطلاعـات 
دسـتگاه  بـه   EEL طیف‌سـنج  یـک  کـه  اسـت  اسـتفاده  قابـل 
TEM افـزوده شـود. فیلترهـای انـرژی به‌صـورت تجـاری در انواع 
مختلـف )درون سـتونی( یـا ) بعـد از سـتون( در بـازار موجـود 
هسـتند. عوامـل فیلتـر همچـون: مقـدار انـرژی، پنجـره انـرژی و 
غیـره توسـط اپراتـور تنظیـم می‌شـوند. EFTEMها بـرای تحلیل 

سـاختار قطعـات نیمه‌هـادی ایـده‌آل هسـتند. نمونـه‌ای از تصاویر 
عملیـات EFTEM در شـکل )5( ارائـه شده‌اسـت.

شـکل )5(: تصاویـر EFTEM از اتصـال تنگسـتن )W(. )الـف(: تصویـر 
انـرژی فیلتـر شـده شـکل گرفتـه بـا اسـتفاده از الکترون‌هـای عبوری 
بـا افت انـرژی برابر بـا صفـر. )ب(: نقشـه EFTEM تیتانیوم ثبت شـده 
از لایـه سـد/مانع نیتریـد تیتانیـوم )TiN( تولیـد شـده بـا روش سـه 

پنجـره‌ای ]3[.

روش‌های پیشرفته مورد استفاده به‌منظور 
TEM تصویربرداری از نقایص نیمه‌هادی‌ها با کمک

  توموگرافی الکترونی
 STEM توموگرافـی الکترونـی به‌منظـور تریکب مجـدد تصاویر
یـا EFTEM ثبـت شـده در زوایـای انحرافـی مختلـف بـا هـدف 
بازسـازی سـاختار یـا تریکـب سـه بعـدی قطعـات یـا نقایـص از 
نرم‌افـزار اسـتفاده می‌شـود. کاربـرد ایـن روش برای مشـخصه‌یابی 
پشـته لایه سـد/مانع دانه‌ای Ta/Cu توسط اسـتگمان32 و همکاران 

]4[ شـرح داده شده‌اسـت.

  تمام‌نگاری/هولوگرافی الکترونی
 )B و   As، P( کاشـت  یون‌هـای  مکانـی  توزیـع  از  آگاهـی 
عملکـرد  بهینه‌سـازی  بـرای  ترانزیسـتور  سـاختارهای  درون 
بـرای  اسـت. روش موجـود  برخـوردار  بسـزایی  اهمیـت  از  آنهـا 
نگاشـت دو بعـدی فرآیندهـای کاشـت فـوق کـم عمـق در قدرت 
تفکیک‌پذیـری مکانـی بـالا، تمام‌نـگاری الکترونی خـارج از محور 
نـام دارد. حصـول مقطـع عرضـی در برگیرنـده آلایـش دو بعـدی 
یکفـی در برخـی از مقـالات ]5 تا 9[ گزارش شـده، اما دسـتیابی 
بـه مقطـع عرضـی کمّـی بـه هیـچ عنـوان سـاده نیسـت. هنـگام 
تابیـدن پرتـوی الکترونـی همـدوس یـا یـک مـوج الکترونی تخت 
روی نمونـه نازک عبور دهنده الکترون، پتانسـیل الکترواسـتاتیک 
حاصـل شـده از آلایـش مـورد نظـر باعـث وقـوع جابجایی/تغییـر 
فـاز محلـی در مـوج الکترونـی مذکـور می‌شـود. مدولاسـیون فاز، 
تابعـی از فرآینـد توزیع پتانسـیل الکترواسـتاتیک در طول اتصال/

پیونـد p-n بـوده که می‌تـوان آن را بـا تمام‌نـگاری الکترونی ثبت 
الکترونـی در شـکل‌های )6( و  از تمام‌نـگاری  نمـود. مثال‌هایـی 

)7( ارائـه شده‌اسـت.
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شـکل )6(: تصویر TEM ترانزیسـتور دو قطبی)سـمت چپ(. بزرگنمایی 
تصویـر تمام‌نـگاری الکترونـی از منطقه امیتر-بیس33 )سـمت راسـت(. 
فرآینـد نفـوذ زیـر امیتـر به‌طـور واضـح انجـام شده‌اسـت، در صورتی 
کـه لایـه ذاتـی بیـس آلاییـده بـا p قابل رؤیـت نیسـت )پایین سـمت 

.]10[ راست( 

شـکل )7(: تهیـه و بازسـازی تمام نگاشـت الکترونـی. )الـف(: چگونگی 
دسـتیابی انجام تمام‌نـگاری الکترونـی درون TEM. )ب(: تمام نگاشـت 
تهیـه شـده از فیلم/غشـاء نـازک Fe60Al40 بـا ضخامت 100nm رشـد 
داده شـده روی زیرلایـه SiO2 و پوشـش یافتـه بـا چسـب بـرای اجرای 
مراحـل آماده‌سـازی نمونـه TEM. )ج(: طیـف فوریـه از تمـام نگاشـت 
مـورد نظـر کـه دو بانـد جانـی و یـک بانـد مرکـزی را نمایـش می‌دهد. 
تبدیـل فوریـه بانـد جانبـی بالایـی پاییـن گـذر فیلتـر شـده بـا روزنه 
عـددی منجر بـه حصول مـوج تصویـر نمایش داده شـده توسـط فاز )د( 

و دامنـه )ه( می‌شـود ]11[.

روش‌های مختلف آماده‌سازی نمونه‌های نیمه‌هادی 
TEM برای تصویربرداری با کمک

آماده‌سـازی نمونـه، کلیـد اصلی موفقیـت در هـر فرآیند تحلیلی 
انجـام پذیرفتـه بـا کمـک TEM اسـت. بـا اسـتفاده از TEM می‌توان 
تصویربـرداری از نمای بالایی/سـطحی و نمای سـطح مقطعـی را برای 
نمونـه اجـرا کـرد. رونـد آماده‌سـازی نمونه بـرای TEM به نـوع نمونه 
مـورد نظـر بسـتگی دارد. در انتهـا، نمونـه بـه انـدازه یـک دیسـک/

قـرص یـا میله بـا قطـر mm 3 تهیه می‌شـود. یکـی از نیازمندی‌های 

 اصلـی در روش آماده‌سـازی نمونه‌هـا، دسـتیابی به لایـه‌ای نازک‌تر از 
nm 250 از ناحیـه مـورد نظـر یا ناحیـه وقوع نقـص به‌منظور حصول 
اطمینـان از عبـور مقـدار کافـی الکترون‌هـا بـرای تهیه تصویـر نهایی 
اسـت. درصورت اسـتفاده از روش تصویربرداری در برگیرنده کنتراست 
فـاز بـا قـدرت تفکیک‌پذیـری بـالا، ضخامـت نمونـه بایـد کمتـر از 
nm 100 باشـد. در گذشـته، روش‌هـای بسـیاری بـرای آماده‌سـازی 
نمونه‌هـای TEM بـرای دسـتیابی بـه فرآینـد تصویربـرداری از نمای 
بالایی/سـطحی و نمـای سـطح، مورد اسـتفاده قـرار گرفته‌انـد ]12 تا 
15 [ کـه محبوب‌تریـن آنها پرداخت/صیقل دادن مکانیکی مرسـوم و 
سـایش یون آرگون )Ar(34 در شـرایط وجود نمونه‌های بزرگ همگن/

متجانـس به کار برده می‌شـوند. نمای سـطح مقطعی مرسـوم حاصل 
شـده از TEM را تنهـا زمانـی می‌توان برای مدارهـای مجتمع )IC(ها 
بـه کار بـرد کـه ناحیه مورد نظـر 35 به دفعات بـالا درون نمونه مذکور 
تکـرار شـده باشـد، در ضمـن ایـن روش به نـدرت در تحلیـل نقایص 
مـورد اسـتفاده قـرار می‌گیـرد. در حـال حاضـر، ابـزاری با نـام پرتوی 
یونـی متمرکـز )FIB( به‌عنوان ابـزاری برتر، برای آماده‌سـازی نمونه‌ها 
به‌منظـور اجرای تصویربرداری از نمای بالایی/سـطحی و نمای سـطح 
مقطعی درون TEM در دسـترس اسـت. به‌منظور آماده‌سـازی سـطح 
مقطعـی از ناحیـه معینـی از نمونه‌هـا، سـه رویکـرد مـورد اسـتفاده 
قـرار می‌گیـرد. در رویکـرد نخسـت، ابتـدا فرآیند پرداخـت مکانیکی 
 FIB و سـپس نازک‌سـازی نهایـی نیـز بـا اسـتفاده از سـایش با ابـزار
انجام می‌شـود. یانـگ36 و همکاران ]16[ برای آماده‌سـازی نمونه‌های 
مسـطح و حصـول سـطح مقطعـی از نمونه‌هـا از رویکـرد ذکـر شـده 
اسـتفاده کردنـد. موریـس37 و همـکاران ]17[، کـرک38 و همـکاران 
]18[ و شـراوب39 و رای40 ]19[ نیـز در تحقیقـات خـود از رویکـرد 
نخسـت اسـتفاده کرده‌انـد. رویکـرد دوم با عنـوان »برداشـت« نیز در 
مقـالات اوریجـک41 و همـکاران ]20[، هرلینگر42و همـکاران ]21[ و 
جیانوتـزی43 و همـکاران ]22[ بـرای آماده‌سـازی نمونـه TEM مورد 
اسـتفاده قـرار گرفته اسـت. در این رویکرد، مرحلـه پرداخت مکانیکی 
حـذف شـده و همیـن امر، مـدت زمان آماده‌سـازی نمونـه را تا میزان 
زیـادی کاهـش می‌دهـد. در ایـن رویکـرد، نمونـه نهایـی TEM بـا 
حداقـل آسـیب ممکن از زیرلایه مـورد نظر جدا شـده و ابتدا به گرید 
پوشـیده شـده با غشـاء بسـیار نـازک و سـرانجام بـه درون نگهدارنده 
نمونـه TEM منتقـل می‌شـود. رویکـرد سـوم، برداشـت درجا/بهنگام 
نـام داشـته و تمام فرآینـد آماده‌سـازی نمونه TEM را می‌تـوان درون 
FIB انجـام داد. در ایـن رویکـرد می‌تـوان نمونـه نهایـی را به اشـکال 
مختلـف هندسـی تهیه نمـود و به دلیل اسـتفاده از یون‌هـای گالیم و 
آرگـون بـا انـرژی پایین قابلیت‌هایی نظیر نازک‌سـازی هر چه بیشـتر 
نمونـه و حـذف آسـیب‌های القـاء شـده از ابـزار FIB نیز در دسـترس 
اسـت. دو روش بـرای آماده‌سـازی نمونه‌هـای مسـطح TEM توسـط 
آندرسـون44 و کلپیس45 ]23[ و سـابرامانیان46 و همکاران ]24[ ارائه 
شده‌اسـت. آندرسـون و کلپیس برای پرداخت نمونه از روش سـه پایه 
اسـتفاده کردنـد، در صورتـی که سـابرامانیان و همـکاران بدون کمک 
گرفتن از روش سـه پایه، ابتدا مرحله پرداخت پشـت و سـپس مرحله 
پرداخـت سـطح مقطـع را برای نمونه بـه کار بردند. هـر دو روش فوق 
بـرای تهیـه نمونه نهایـی TEM از ابـزار FIB اسـتفاده میک‌نند. روش 
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برداشـت بـرای نمونـه TEM مسـطح توسـط اسـتیوی47  و همکاران 
]25[ و رای و همـکاران ]26[ مـورد اسـتفاده قـرار گرفتـه اسـت. در 
قسـمت ذیـل روندهـای مرسـوم آماده‌سـازی نمونـه TEM به‌طـور 

تفصیلی شـرح داده شده‌اسـت.

  آماده‌سازی ناحیه‌ای کلی از نمونه 
درصـورت تکرارپذیـر بـودن ویژگـی مـورد نظـر یـا بـالا بـودن 
قطعـات  نقایـص  تحلیـل  فرآینـد  در  مربوطـه  نقـص  چگالـی 
نیمه‌هـادی، آنـگاه می‌تـوان از روش‌هـای آماده‌سـازی ناحیـه کلـی 
 TEM اسـتفاده کـرد. نمایـی از سـطح مقطع ناحیـه کلی TEM در
در شـکل‌های )8-الـف( و )8-ج( بـه نمایـش گذاشـته شده‌اسـت. 
 )5 mm × 5 mm دو تکه/بخـش از یـک تراشـه معیـن )بـا ابعـاد
به‌طـور دائـم بـا قـرار گرفتـن مـدار در میانشـان به‌صـورت رو در 
رو بـه یکدیگـر چسـبانده شـده‌اند. دو تکـه سـیلیکون اضافـی نیـز 
بـرای پشـتیبانی به پشـت آنها چسـبانده می‌شـوند. سـپس پشـته 
مـورد نظـر از هـر طـرف بـه ضخامـت mm 50 تراشـیده می‌شـود. 
ضخامـت مرکـز نمونـه مذکـور نیـز بـا اسـتفاده از دسـتگاه گودی 
سـاب بـه mm 15 تقلیـل می‌یابـد. همان‌طور که در شـکل )8-ب( 
نیـز نمایـش داده شـده، یـک حلقه مسـی )کـه می‌توانـد از جنس 
نیـکل48 یـا مولیبـدن49 نیـز باشـد( حفـره‌دار بـا قطـر mm 3 کـه 
به‌صـورت تجاری در دسـترس اسـت، به نمونه چسـبانده می‌شـود. 
در پایـان، ضخامـت نمونـه مـورد نظـر بـا اسـتفاده از اشـعه یـون-

آرگـون بـه کمتـر از mm 0/25 می‌رسـد. ایـن رویـه آماده‌سـازی 
نمونـه را می‌تـوان بـه راحتی بـا تغییـر دادن مراحل گودبـرداری و 
پرداخـت سـطح مقطعـی بـه گودبـرداری و پرداخت سـطح پشـتی 

بـرای تحلیـل سـطحی ناحیـه کلـی بـه کار برد.

  آماده‌سازی ناحیه‌ای گزینشی یا معین از نمونه
به‌طـور معمـول، بـه دلیـل اینکـه نقص)هـا( یـا ویژگـی مـورد 
نظـر در اصـول مربـوط بـه تعـداد معـدودی از ترانزیسـتورها درون 
یـک تراشـه اسـت، بنابرایـن، از روش ناحیـه کلی TEM بـه ندرت 
در صنعـت نیمه‌هـادی اسـتفاده می‌شـود. در ایـن روش جدیـد، 
ضخامـت ناحیـه‌ای از نمونـه مربوطـه در برگیرنـده ویژگـی مـورد 
نظـر یـا نقـص بـه وقـوع پیوسـته به‌صـورت گزینشـی به‌منظـور 
دسترسـی بـه قابلیـت عبـور الکترون‌هـا از آن ناحیـه بـه کمتـر از 
mm 0/25 کاهـش می‌یابـد. بـه همیـن دلیـل، نـام »TEM ناحیـه 
گزینشـی« بـرای ایـن روش انتخـاب شده‌اسـت. چالـش اصلـی در 
ایـن رونـد، تقلیـل دادن ضخامـت همـان ناحیـه گزینشـی بـدون 
تخریـب یکپارچگـی کل نمونـه مـورد نظـر اسـت. بـرای دسـتیابی 
بـه ایـن هـدف، می‌تـوان از روش FIB اسـتفاده کـرد کـه اصـول 
کلـی آن در شـکل )9( بـه نمایـش گذاشـته شده‌اسـت. در ایـن 
روش، به‌منظـور نـازک سـاختن هـر چـه بیشـتر ناحیـه گزینشـی 
ناحیـه،  آن  از  الکترونـی  پرتـو  عبـور  نمـودن  تسـهیل  و  نمونـه 
از پرتـو حـاوی یون‌هـای گالیـم متمرکـز بـا انـرژی بـالا اسـتفاده 
می‌شـود. روش‌هـای آماده‌سـازی نمونـه مبتنـی بـر FIB پیـش از 
عملیـات نهایـی نازک‌سـازی نمونه‌هـا، به‌طـور معمـول بـه مراحـل 

مقدماتـی  مراحـل  ایـن  هسـتند.  نیازمنـد  پیچیـده‌ای  مقدماتـی 
شـامل سـنگ‌زنی یـا ارهک‌اری دقیق برای دسـتیابی بـه ضخامتی از 
نمونـه در محـدوده um 75-20 و همچنین چسـباندن نمونه مورد 
نظـر روی حلقـه پشـتیبان به‌منظـور تسـهیل مـوارد انتقـال نمونه 
تراشـیده و نـازک شـده بـه مکان‌هـای مختلف اسـت. ایـن مراحل 
بنـا بـر هندسـه نمونـه مورد نظـر )یعنـی ناحیـه سـطح مقطعی یا 

سـطحی( متغیـر هسـتند.

شـکل )8(: نمایـی از روش آماده‌سـازی ناحیـه‌ای کلـی از نمونـه. )الف(: دو 
تکـه ویفـر رو در رو مقابـل یکدیگـر به هـم چسـبانده شـده‌اند )ویفرهای 
اضافـی نیـز بـرای کنتـرل آسـان‌تر اضافـه می‌شـوند( و از جهـت سـطح 
مقطـع، سـنگ‌زنی شـده تا به ضخامـت کمتـر از um 50 برسـد. )ب(: نمای 
از بـالا بـه پایین پـس از گودبرداری و رسـیدن به ضخامـت um 15 در مرکز 
نمونـه، )ج(: نمای سـطح مقطعی از نمونه گودبرداری شـده کـه برای حصول 
قابلیـت عبـور دادن الکتـرون پرتو یون آرگون سـاییده می‌شـود. )د(: نمای 
از بـالا به پاییـن تصویر نمونه نهایی به‌دسـت آمـده از میکروسـکوپ نوری، 
مناطـق نـازک عبور دهنـده الکتـرون با پیکان مشـخص شـده‌اند ]2[.

شـکل )9(: نمایـی از روش سـایش پرتـو یونی متمرکـز برای آماده‌سـازی 
.]2[ TEM ناحیه‌ای گزینشـی از نمونـه
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  آماده‌سازی سطح مقطعی نمونه
هـدف از ایـن رویـه، حصـول یـک سـطح مقطـع نـازک )بـا 
ناحیـه  برگیرنـده  در  قطعـه  از   )0/25  um از  کمتـر  ضخامتـی 
معیـوب اسـت. ایـن روش زمانـی مؤثر واقع می‌شـود کـه موقعیت 
درون  و  بـوده  شناسـایی  قابـل  نظـر  مـورد  عیـب  دقیـق  افقـی 
چنـد لایـه تکـرار شـده باشـد. نمایـی از مراحـل الزامـی، پیـش 
FIB در شـکل )8( نمایـش  از اعمـال روش آماده‌سـازی نمونـه 
داده شده‌اسـت. در ایـن رویـه، ناحیـه مـورد نظـر بـا اسـتفاده از 
لیـزر یـا خـود FIB به‌طـور دائـم علامت‌گـذاری می‌شـود. نمونـه 
مـورد نظـر در راسـتای جهـت مـوازی بـا سـطح مقطـع نهایـی با 
ضخامتـی تقریبـاً برابـر بـا um 75-20 تراشـیده یـا اره می‌شـود. 
نمونـه مـد نظـر به‌طـور معمـول در مرحله سـنگ‌زنی یـا ارهک‌اری 
بـرای تسـهیل فرآینـد نگـه داشـتن و حمـل و نقـل، بـا اسـتفاده 
از چسـب پلاسـتیکی حرارتـی انحلال‌پذیـر در اسـتون50 بـه یـک 
لام/اسالید51 شیشـه‌ای چسـبانده می‌شـود. سـپس نمونـه ذکـر 
شـده از لام شیشـه‌ای جـدا و بـه درون FIB منتقـل و در آنجـا به 
ضخامـت دلخـواه، نـازک می‌شـود. به‌منظـور کار کـردن راحت‌تـر 
بـا نمونـه می‌تـوان یـک نیـم حلقـه حفـره‌دار )بـا قطـر mm 3 و 

ضخامـت mm 50( را به‌طـور دائـم روی آن چسـباند.

  آماده‌سازی نمونه مسطح
رویـه آماده‌سـازی نمونـه مسـطح بـرای TEM یـک مزیـت 
هندسـی منحصربفـرد را نسـبت بـه روش سـطح مقطعـی بـرای 
مـوارد تحلیـل نقـص را در بـر داشـته کـه محـدود بـه قطعـات 
سـیلیکونی یـا لایه‌هـای معینـی از قطعـات می‌شـود. در روش 
از کمتـر  ضخامتـی  )بـا  نـازک  بـرش  یـک  مقطعـی،   سـطح 

mm 0/25( از قطعـه مـورد نظـر بـرای فرآینـد تحلیـل نقـص 
مسـطح  نمونـه  آماده‌سـازی  رویـه  در  امـا  می‌شـود،  تهیـه 
از هـر لایـه )بـا  می‌تـوان بـه ناحیـه 20 سـانتی‌متری مربعـی 
ضخامتـی کمتـر از mm 0/25( از قطعـه مـورد نظـر دسترسـی 
نظـر  مـورد  نقـص  کـه  زمانـی  می‌تـوان  بنابرایـن،  کـرد.  پیـدا 
محـدود   250  nm بـا  برابـر  تقریبـاً  ضخامتـی  بـا  لایـه‌ای  بـه 
موقعیـت  مـورد  در  قطعیـت  عـدم  شـرایط  همچنیـن  و  شـود 
افقـی نقایـص وجـود داشـته باشـد، آنـگاه بهتـر اسـت از روش 
آماده‌سـازی نمونـه مسـطح اسـتفاده کـرد. نمونه‌هایـی از ایـن 
مشـترک  رابط/سـطح  در  نابجایی‌هـا  از:  عبارتنـد  نقایـص  نـوع 
بیـن  واکنش‌هـای  و  اکسـید گیـت  نقایـص  قطعـه سـیلیکونی، 
سـطحی. جزئیـات مربـوط بـه رویـه آماده‌سـازی نمونه مسـطح 
پیش‌تـر ارائـه شده‌اسـت. در شـکل )10(، نمایـی از رویه‌هـای 
ناحیـه  از  مقطعـی  سـطح  آماده‌سـازی  بـرای   FIB از  پیـش 

شده‌اسـت. ارائـه   TEM نمونـه  گزینشـی 
هـدف اصلی از تحلیل نمای از بالا/سـطحی با TEM، دسـتیابی 
بـه قابلیـت بررسـی هـر لایـه‌ای از قطعه مـورد نظر در مـکان وقوع 
نقـص اسـت. ایـن امـر نیازمنـد تنظیـم و همتـراز سـاختن دقیـق 
لایـه مـورد نظـر مـوازی بـا پرتـو یونـی اسـت. هرگونـه اشـتباه در 
فرآینـد تنظیـم و همترازسـازی، منجـر بـه بزرگنمایی اثر آبشـاری 

حاصـل شـده از نرخ سـایش متفـاوت مؤلفه‌ای دیگـر از قطعه مورد 
نظـر می‌شـود. در دنیـای واقعـی همیشـه دسترسـی بـه تنظیـم و 

همترازسـازی دقیـق امکان‌پذیـر نیسـت.

شـکل )10(: نمایـی از رویه‌هـای پیـش از FIB بـرای آماده‌سـازی سـطح 
مقطعـی از ناحیـه گزینشـی نمونـه TEM. )الـف(: ناحیـه مـورد نظـر بـا 
پرتـو لیـزر نشـانه‌گذاری شده‌اسـت. )ب(: تراشـه مـورد نظـر به‌صـورت 
سـطح مقطعـی بـرای حصول ضخامـت بیـن mm 20 الـی mm 75 صیقل 
داده می‌شـود، از یـک اره دقیـق بـا سـرعت بـالا به‌منظـور دسـتیابی به 
ضخامـت مـورد نظر می‌تـوان اسـتفاده نمـود. )ج(: برش مربوطـه به درون 
FIB انتقـال یافتـه و سـاییده می‌شـود و حتـی درصـورت نیـاز می‌تـوان 
بـرای دسـتیابی به قابلیـت کنتـرل بهتر یک نیـم حلقـه mm 3 حفره‌دار 
از جنـس مـس را بـه نمونه چسـباند و سـپس بـا اسـتفاده از FIB ناحیه 
مـورد نظـر سـاییده می‌شـود. )د(: نمـای نزدیـک از منطقه بـرش خورده 

کـه الکتـرون می‌توانـد از آن عبور کنـد ]2[.

  روش بلند کردن و بالا آوردن
رویه‌هــای نازک‌ســازی پیــش از اســتفاده از FIB شــرح 
داده شــده در قســمت‌های فــوق، به‌طــور معمــول زمان‌بــر و 
گــران قیمــت هســتند. بــا بــه کارگیــری روشــی نویــن بــا عنــوان 
بلنــد کــردن و بــالا آوردن، دیگــر نیــازی بــه آماده‌ســازی پیــش 
از FIB ناحیــه معینــی از نمونــه TEM نیســت. در ایــن روش بــا 
اســتفاده از FIB، برشــی نــازک از ناحیــه مــورد نظــر نمونــه تهیــه 
ــالا  ــده و ب ــد ش ــی TEM بلن ــه نهای ــوان نمون ــرش به‌عن و آن ب
ــا قطــر  ــازک بــه گریــدی ب آورده می‌شــود. ســپس ایــن بــرش ن
ــره‌دار پوشــش داده شــده،  ــن حف ــا کرب ــه ســطح آن ب mm 3 ک
ــل  ــد از: تقلی ــر عبارتن ــورد نظ ــای روش م ــد. مزای ــال می‌یاب انتق
زمــان آماده‌ســازی نمونــه و امکان‌پذیــر بــودن آماده‌ســازی 
ــه  ــه‌ای گزینشــی از بیشــتر مؤلفه‌هــای مــدار مجتمــع نمون ناحی
ــدی. در  ــا بع ــی ی ــت هندس ــه محدودی ــچ گون ــدون هی TEM ب
ــه  ــدی ارائ ــی و بع ــری هندس ــص، انعطاف‌پذی ــل نق ــوزه تحلی ح
ــالا آوردن،  ــردن و ب ــد ک ــتفاده از روش بلن ــورت اس ــده درص ش
 TEM منجــر بــه حصــول روش‌هایــی نویــن بــرای بــه کارگیــری
ــی  ــود. نمونه‌های ــده می‌ش ــائل پیچی ــردن مس ــل ک ــور ح به‌منظ
ــالا آوردن عبارتنــد  از کاربردهــای جدیــد روش بلنــد کــردن و ب
از: تهیــه نمونــه TEM از ذرات کوچــک، 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 ــه‌ای. چن ــه لای ــکار و لای آش
ــه  ــد ب ــه نیازمن ــالا آوردن را ک ــردن و ب ــد ک ــخه از روش بلن نس
ــته  ــه FIB نداش ــش از مرحل ــه پی ــازی نمون ــه آماده‌س هیچ‌گون
 TEM را بــرای آماده‌ســازی ناحیــه‌ای مــورد نظــر از نمونــه
معرفــی کردنــد. در یکــی از ایــن نســخه‌های رویــه بلنــد کــردن 
 ،2 mm ــت ــا ضخام ــتفاده از FIB، برشــی ب ــا اس ــالا آوردن ب و ب
عــرض mm 30 و عمــق mm 15 تهیــه شــد کــه ناحیــه مــورد 
ــه‌ای  ــپس ناحی ــرد. س ــرار می‌گی ــرش ق ــن ب ــز ای ــر، در مرک نظ
ــو  ــور دادن پرت ــرای عب ــق mm 10 ب ــرض mm 10 و عم ــه ع ب
ــازک می‌شــود. در  ــه، ن ــورد نظــر اولی ــه م ــی حــول ناحی الکترون
ایــن هنــگام، نمونــه نهایــی بــا بریــدن قســمت زیریــن و ســایش 
ــان‌دهنده  ــای نش ــود. نم ــدا می‌ش ــه ج ــه از تراش ــای نمون لبه‌ه
مرحلــه بریــدن قســمت زیریــن نمونــه نهایــی و بلنــد کــردن آن 
در شــکل )11( و تصویــر SEM از مرحلــه بــرش و بلنــد کــردن 

ــت. ــش داده شده‌اس ــکل )12( نمای ــز در ش ــه نی نمون

ــالا  ــا عنــوان »بلنــد کــردن و ب ــه ب شــکل )11(: روش آماده‌ســازی نمون
آوردن« بــرای تهیــه ســطح مقطعــی از ناحیــه‌ای معیــن بــرای بررســی 
ــه‌ای در دو  ــرش دو پل ــه ب ــن روش، دو طبق ــتگاه TEM. در ای در دس
ــدن  ــا بری ــی ب ــه نهای ــورد نظــر ایجــاد می‌شــود. نمون ــه م طــرف ناحی
ــدا  ــی ج ــه اصل ــر از تراش ــورد نظ ــه م ــر نمون ــراف و زی ــق اط مناط
ــایش.  ــد س ــه فرآین ــن هندس ــه پایی ــالا ب ــای ب ــف(: نم ــود. )ال می‌ش
)ب(: نمــای ســطح مقطعــی از هندســه فرآینــد ســایش و رویــه بریــدن 

ــورد نظــر ]2[. ــه م و برداشــتن نمون

شــکل )12(: تصویــر میکروســکوپ الکترونــی روبشــی از بــرش نمونــه 
.]2[ FIB ــا TEM ب

ســخت‌ترین بخــش روش بلنــد کــردن و بــالا آوردن، انتقــال 

نمونــه TEM نهایــی از تراشــه بــه گریــد نگهدارنــده نمونــه اســت. 
ــتفاده از  ــا اس ــه ب ــت ک ــورت اس ــن ص ــه ای ــول ب ــرد معم رویک
ــار استاتیک/ســاکن در نوکــش  یــک ســوزن شیشــه‌ای حــاوی ب
ــد  ــه بلن ــه را از تراش ــرده، نمون ــل ک ــب عم ــد چس ــه همانن ک
ــه  ــده نمون ــد نگهدارن ــه گری ــی ب ــه نهای ــپس نمون ــد. س میک‌نن
غشــاءدار منتقــل می‌شــود. نــرخ موفقیــت مرحلــه انتقــال 
شــاخص‌های  بهینه‌ســازی  بــا  می‌تــوان  را  نهایــی  نمونــه 
تاثیرگــذار بــر مرحلــه بلنــد کــردن و بــالا آوردن را بــه ســادگی 
بــه 100 درصــد رســانید. تصویــر میکروســکوپ نــوری از نمونــه 
ــه در  ــده نمون ــد نگهدارن ــه روی گری ــتقرار یافت ــی TEM اس نهای
ــردن و  ــد ک ــات بلن ــت. عملی ــش داده شده‌اس ــکل )13( نمای ش
ــه  ــرایط فاصل ــوری در ش ــکوپ ن ــک میکروس ــر ی ــالا آوردن زی ب
ــی x200 انجــام می‌شــود.  ــا حداقــل بزرگنمای کاری دوردســت ب
ــروب  ــازوی پ ــک ب ــه ی ــر ب ــورد نظ ــوزن م ــول، س ــور معم به‌ط
ماننــد متصــل می‌شــود. ایــن بازوهــا کــه ســوزن در انتهــای آنهــا 
متصــل شــده و قابلیــت کنتــرل هیدرولیکــی آنهــا نیز بــرای انجام 
ــترس  ــاری در دس ــورت تج ــت، به‌ص ــم اس ــق فراه ــرکات دقی ح
ــروب  ــده ســوزن میکروپ ــگاه دارن ــه‌ کارگیــری یــک ن هســتند. ب
کنتــرل شــده بــا اســتفاده از میکرومتــر دقیــق ســاده نیــز بــرای 
دســتیابی بــه هــدف مــورد نظــر کافــی اســت. میــزان موفقیــت 
ــوک ســوزن ذکــر  ــه شــارژ/بار اســتاتیک در ن عملیــات انتقــال ب
شــده، بــه مهــارت و صبــر بــالای اپراتــور دســتگاه بســتگی دارد. 
ــالا آوردن  ــردن و ب ــد ک ــه بلن ــه در مرحل ــی ک ــی از عوامل برخ
ــوک ســوزن، وزن  ــوده عبارتنــد از: شــارژ اســتاتیک در ن ــر ب موث
نمونــه TEM نســبت بــه شــارژ اســتاتیک و میــزان دقــت بازویــی 

ــه آن متصــل شــده اســت. کــه ســوزن مربوطــه ب
شــارژ اســتاتیک بــه عواملــی نظیــر ســطح رطوبــت در اتــاق، 
قطــر نــوک ســوزن و تریکبــات نمونــه و ســوزن شیشــه‌ای 
ــتاتیک،  ــارژ اس ــزان ش ــودن می ــالا ب ــورت ب ــتگی دارد. درص بس
به‌طــور معمــول، نمونــه از ســوزن بــالا رفتــه و در ایــن شــرایط، 
انتقــال آن روی گریــد TEM غیــر ممکــن خواهــد بــود. درصورت 
پاییــن بــودن میــزان شــارژ اســتاتیک، نمونــه بــه ســوزن مذکــور 
ــرای  ــتاتیک ب ــارژ اس ــه‌ای از ش ــزان بهین ــبید. می ــد چس نخواه
ــال  ــالا آوردن و انتق ــردن و ب ــد ک ــق بلن ــات موف ــول عملی حص
نمونــه مــورد نیــاز اســت. از طریــق پوشــش‌دهی ســوزن و 
بهینه‌ســازی قطــر نــوک ســوزن مذکــور نســبت بــه وزن نمونــه 
مــورد نظــر می‌تــوان میــزان شــارژ اســتاتیک در نــوک ســوزن را 
کنتــرل کــرد. همان‌طــور کــه پیش‌تــر نیــز ذکــر شــد، در روش 
 FIB بلنــد کــردن و بــالا آوردن، عملیــات نازک‌ســازی درون
ــی  ــرش نهای ــه ب ــی ک ــه انجــام می‌شــود. هنگام ــک مرتب ــا ی تنه
ــر  ــرد، دیگ ــرار گی ــد ق ــود و روی گری ــدا ش ــد و ج ــه بلن از تراش
ــود.  ــد ب ــر نخواه ــی امکان‌پذی ــازی اضاف ــات نازک‌س ــام عملی انج
ــده  ــتکاری کنن ــازوی دس ــا ب ــروب ی ــک پ ــب ی ــا نص ــوان ب می‌ت
درون FIB بــر ایــن محدودیــت روش بلنــد کــردن و بــالا آوردن 
 TEM ــه ــر پیشــرفت فرآینــد آماده‌ســازی نمون غلبــه نمــوده و ب
ــارت  ــه نظ ــه مرحل ــه ب ــورت مرحل ــا به‌ص ــا انته ــدا ت ــز از ابت نی
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داشــت. ایــن روش بــا عنــوان »بلنــد کــردن و بــالا آوردن درجــا/
بهنــگام« شــناخته شــده و مزیــت آن در برابــر روش بلنــد کــردن 
ــس از بررســی  ــی پ ــه حت ــن اســت ک ــی ای ــالا آوردن معمول و ب
نمونــه در TEM می‌تــوان آن را از روی گریــد بــه FIB برگردانــد 
ــا  ــود. تنه ــال نم ــازی را روی آن اعم ــات نازک‌س ــاره عملی و دوب
ــن زمینــه اســت کــه در روش بلنــد  ــن دو روش در ای تفــاوت ای
کــردن و بــالا آوردن درجا/بهنــگام بــرش بــه نســبت نــازک شــده 
ــا اســتفاده از  به‌صــورت درجا/بهنــگام درون FIB بلنــد شــده و ب
رسوب‌دهی/لایه‌نشــانی Pt روی گریــد TEM قــرار می‌گیــرد. 
بــرش بلنــد شــده کــه روی گریــد قــرار می‌گیــرد، بــرای حصــول 
 FIB ضخامــت مناســب به‌منظــور عبــور الکتــرون، بــا اســتفاده از

می‌شــود. نازک‌تــر 

ــده از  ــل ش ــرش حاص ــوری از ب ــکوپ ن ــر میکروس ــکل )13(: تصوی ش
ــا پوشــش  ــد ب ــرار گرفتــه روی گری ــالا آوردن ق روش بلنــد کــردن و ب

.]2[ TEM ــل درون ــرای تحلی ــاده ب ــی آم ــاء کربن غش

FIB آرتیفکت‌های عملیات نازک‌سازی

تاثیــر یــون بــر ســطح نمونــه تنهــا منجــر بــه انجــام عملیــات 
ســایش FIB نشــده بلکــه باعــث شــکل‌گیری یــک لایــه آســیب 
دیــده نیــز می‌شــود. صدمــه حاصــل شــده درصــورت اســتفاده از 
ــای  ــاKeV 50 شــامل کاشــت یون‌ه ــم KeV 5 ت ــای گالی یون‌ه
ــن، تریکــب مؤلفه‌هــا و  ــم، آمورف‌ســازی ســاختارهای بلوری گالی
ــورد نظــر می‌شــود.  ــاختار م ــف س ــات ظری ــن جزئی ــن رفت از بی
ــل  ــه حاص ــن نتیج ــون، ای ــای گوناگ ــام آزمایش‌ه ــس از انج پ
ــازک در  ــه‌ای ن ــب لای ــات در قال ــوع از صدم ــن ن ــه ای ــد ک ش
ــه/ ــه صدم ــن لای ــت ای ــوند. ضخام ــر می‌ش ــه ظاه ــطح نمون س
ــون بســتگی  ــرژی ی ــو و ان ــه برخــورد پرت ــه زاوی ــده ب آســیب دی
 TEM ــه ــازی نمون ــات آماده‌س ــه عملی ــده ک ــاهده ش دارد. مش
بــا ســایش FIB درصــورت بــه کارگیــری انــرژی KeV 30 قــادر 
اســت لایــه صدمه/آســیب دیــده‌ای بــا ضخامــت nm 40 را ایجــاد 
ــه  ــم و بزرگــی از نمون ــرش حجی 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 نازک‌س عملی
ــات  ــام عملی ــه nm 18 و درصــورت انج ــیب ب ــه/ آس ــه صدم لای
ذکــر شــده نهایــی بــا انــرژی KeV 5 نیــز ضخامــت لایــه 
مربوطــه بــه nm 10 تقلیــل می‌یابــد. روش‌هــای کنتــرل کــردن 
آرتیفکت/ناخالصی‌هــای FIB ایجــاد شــده در طــول مرحلــه 

ــده‌اند. ــرح داده ش ــل ش ــمت ذی ــه در قس ــازی نمون آماده‌س

  صدمه/آسیب یون به سطح رویی
به‌منظــور جلوگیــری از وقــوع صدمه/آســیب بــه ســطح 
رویــی و ایجــاد »اثــر پــرده‌ای«، لایــه‌ای نــازک از جنــس 
ــطح و  ــطح مس ــاد س ــرای ایج ــزات ب ــر فل ــا دیگ ــوم ی پلاتینی
کاهــش میــزان گــرد کــردن بــالای نمونــه پیــش از شــروع هــر 
ــه  ــزار FIB روی منطق ــا اســتفاده از اب ــات ســایش ب ــه عملی گون
ــز  ــوب‌دهی فل ــود. رس ــوب داده می‌ش ــر رس ــورد نظ ــه م و ناحی
مــورد نظــر مکان‌نــگاری نمونــه را کــه احتمــالاً منجــر بــه 
ــطح  ــده را مس ــایش ش ــد س ــوار از فرآین ــج ناهم ــول نتای حص
ــول،  ــور معم ــد. به‌ط ــاد میک‌ن ــی ایج ــه قربان ــک لای ــوده و ی نم
صدمه/آســیب ســطح رویــی بــه دلیــل کاشــت زودهنــگام 
رخ  رسوب‌دهی/لایه‌نشــانی  مرحلــه  در  پلاتینیــوم  یون‌هــای 
ــی  ــو یون ــازی، پرت ــی نازک‌س ــل نهای ــول مراح ــد. در ط می‌ده
بــه جــای تاثیرگــذاری روی ناحیــه نمونــه مــورد نظــر، مقــداری 
ــتفاده از  ــدم اس ــورت ع ــد. درص ــذف میک‌ن ــی را ح ــز قربان از فل
ــد  ــرای فرآین ــتفاده ب ــورد اس ــم م ــای گالی ــی، یون‌ه ــه قربان لای
ســایش، صدمــه و آســیب بســیار بیشــتری بــه ســطح مــورد نظــر 
ــی در  ــو یون ــا پرت ــه ب ــازک مربوط ــرش ن ــر ب ــد. اگ وارد میک‌ن
ــر  ــورد نظ ــطح م ــا س ــوازی ب ــه م ــد درج ــش از چن ــه‌ای بی زاوی
پویــش شــده یــا حتــی اگــر از بــرش مذکــور بــا اســتفاده از پرتــو 
یونــی تصویربــرداری شــود، آنــگاه بــه ســطح مــورد نظــر صدمــه/
ــورد  ــطح م ــه س ــیبی ب ــن صدمه/آس ــود. چنی ــیب وارد می‌ش آس
نظــر، منجــر بــه آمــورف شــدن ســطح نمونــه شــده کــه همیــن 
امــر موجــب ایجــاد اختــال در فرآینــد تصویربــرداری بــا قــدرت 
ــیب  ــوع صدمه/آس ــرایط وق ــود. در ش ــالا می‌ش ــری ب تفکیک‌پذی
بســیار شــدید، هــر چقــدر ســطح بــرش نــازک مــورد نظــر، مــدت 
ــن  ــوازی تعیی ــور م ــارج از مح ــت خ ــتری در موقعی ــان بیش زم
ــص  ــرد، آرتیفکت‌ها/نقای ــرار گی ــی ق ــو یون ــرض پرت ــده در مع ش
نابهنجــار بیشــتری پدیــدار می‌شــوند. لزلــی52 و همــکاران 
اثــر صدمه/آســیب پرتــو بــا زاویه‌هــای انحــراف مختلــف را 
ــب  ــه منتخ ــی ناحی ــراش الکترون ــای پ ــت الگوه ــق ثب از طری
به‌دســت آمــده از چندیــن نمونــه Si آماده‌ســازی شــده در 
ــی اجــرا شــده  ــا اعمــال فرآینــد ســایش نهای شــرایط یکســان ب
ــه  ــا ب ــد. آنه ــی کرده‌ان ــف بررس ــرودی مختل ــو ف ــای پرت در زوای
ــه انحــراف 2± درجــه از  ــه زاوی ــد ک ــن نتیجــه دســت یافته‌ان ای
ــودن  ــاری ب ــرای ع ــرایط را ب ــن ش ــودی، بهینه‌تری ــت عم موقعی
ــا توجــه  ــی‌آورد. ب ــم م ــورف شــدن فراه ــر فاز/آم ــه از تغیی نمون
ــکان وجــود  ــن ام ــورد نظــر، ای ــه م ــا و ناحی ــه عمــق ویژگی‌ه ب
ــه از اهمیــت  ــر ســطح نمون دارد کــه صدمه/آســیب وارد شــده ب
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ــر  ــورد نظ ــه م ــول، ناحی ــور معم ــد. به‌ط ــوردار نباش ــی برخ بالای
به‌عنــوان لایــه‌ای کــه nm 30 الــی nm 60 از ســطح رویــی 
نمونــه کلــی فاصلــه داشــته، انتخــاب می‌شــود. امــا اگــر نواحــی 
مــورد نظــر بــه ســطح نزدیــک باشــند، آنــگاه حتــی رســوب‌دهی 
لایــه محافظتــی پلاتینیــوم نیــز منجــر بــه وقــوع آرتیفکت‌هــای 
فرآینــد  از  اســتفاده  البتــه  شــد.  خواهــد  قبــول  غیرقابــل 
ــال  ــه احتم ــوم )KeV 5( ب ــن پلاتینی ــرژی پایی ــوب‌دهی ان رس
زیــاد از میــزان صدمه/آســیب میک‌اهــد. در ایــن شــرایط، بــرای 
ــه فلــزی  ــه در طــول فرآینــد رســوب‌دهی، لای محافظــت از نمون
ــه در  ــل ک ــرژی کام ــا ان ــی ب ــو یون ــا اســتفاده از پرت ــر ب ضخیم‌ت
مراحــل بعــدی اعمــال شــده، بهتــر اســت ابتــدا لایــه‌ای نــازک 
ــوب داد.  ــی رس ــو الکترون ــال پرت ــت اعم ــوم را در حال از پلاتینی
ــن را  ــا کرب ــا ی ــازک از ط ــه‌ای ن ــوان لای ــر، می‌ت ــرف دیگ از ط
پیــش از وارد کــردن نمونــه مــورد نظــر درون سیســتم FIB روی 
ــه از  ــن لای ــس از آن، ای ــرد. پ ــوب‌دهی ک ــه رس ــطح آن نمون س
ــو  ــاء شــده توســط پرت ــد رســوب‌دهی الق ــر فرآین ــه در براب نمون
ــب  ــر در قال ــکلات دیگ ــی از مش ــد. یک ــت میک‌ن ــی محافظ یون
رســوب‌دهی مجــدد لایــه آمــورف زمانــی رخ می‌دهــد کــه 
ــازک مــورد نظــر ســاییده شــده  ــرش ن ــه ب منطقــه‌ای نزدیــک ب
ــایش در  ــد س ــه فرآین ــام هرگون ــدم انج ــا ع ــوان ب ــد. می‌ت باش
نزدیکــی ناحیــه بــرش نــازک مــورد نظــر پــس از نمایــان شــدن 
ــایش  ــد س ــام فرآین ــا انج ــی ی ــی نهای ــطح روی ــوان س آن به‌عن
تمیــزکاری از وقــوع ایــن مشــکل جلوگیــری بــه عمــل آورد. لازم 
بــه ذکــر اســت کــه نمونه‌هــای آمــاده شــده بــا فرآینــد ســایش 
سیســتم FIB گــوه شــکل اســت، بدیــن معنــی کــه بــالای آنهــا 
ــه  ــاز ب ــورت نی ــت. درص ــر اس ــا عریض‌ت ــن آنه ــک و پایی باری
ــب  ــوان از تریک ــه، می‌ت ــان در کل نمون ــت یکس ــول ضخام حص
ــور در  ــه مذک 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 پایی ــان پرت ــری جری ــه کارگی ــه و ب نمون

  آسیب/صدمه دیواره جانبی
ــی  ــای جانب ــه دیواره‌ه ــدن آســیب/صدمه ب ــال وارد آم احتم
نمونه‌هــا نیــز وجــود دارد. البتــه بــه دلیــل تابیــده شــدن پرتــو/
ــای  ــه دیواره‌ه ــیب وارده ب ــن، آس ــراش پایی ــه خ ــا زاوی ــعه ب اش
جانبــی کمتــر از آســیب مربــوط بــه ســطح اســت. امــا بــه هــر 
صــورت، آســیب/صدمه دیــدن دیواره‌هــای جانبــی روی کل 
نمونــه تاثیــر می‌گــذارد. بــرای جلوگیــری از وقــوع چنیــن 
آســیبی می‌تــوان 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/تمیزکاری را ح ــات پاک‌س ــازی و عملی ــر نازک‌س آخ
کــرد. پیشــنهاد می‌شــود به‌منظــور بــه حداقــل رســانیدن 
ــی  ــی بازرس ــو الکترون ــا پرت ــی را ب ــه نهای ــیبی، نمون ــن آس چنی
 TEM کــرد. در طــول مرحلــه نازک‌ســازی ســطح مقطــع نمونــه
ــده  ــدار ش ــی پدی ــدار کندوپاش ــت پای ــوان حال ــا عن ــرایطی ب ش
ــرخ  ــا ن ــم ب ــرخ فرآینــد کاشــت گالی ــان ن ــی می کــه در آن توازن

کندوپاشــی گالیــم برقــرار می‌شــود. ایشــیتا53 و همــکاران ]27[ 
ــی را  ــدار نگهداشــت یون ــت پای ــد کندوپاشــی حال ــگام فرآین هن
ــدل خــود و  ــن م ــی را بی ــوده و همبســتگی خوب مدل‌ســازی نم
ــن  ــرای تعیی ــا ب ــد. آنه ــزارش کردن ــی گ ــی تجرب ــج آزمایش نتای
ــل  ــر از تحلی ــورد نظ ــع م ــطح مقاط ــم در س ــم گالی غلظت/تراک
ــه‌ شــدن  ــرض تعبی ــری ف ــه کارگی ــا ب ــد. ب EDX اســتفاده کردن
گالیــم درون 10 نانومتــر ابتدایــی از دیواره‌هــای جانبی/کنــاری، 
ــتنی و  ــای تنگس ــم درون لایه‌ه ــت گالی ــور غلظ ــان مذک مؤلف
ــو  ــا پرت ــد نازک‌ســازی ب ــه انجــام فرآین ــا توجــه ب ســیلیکونی )ب
ــد درون  ــا 4 و 9 درص ــر ب ــب براب ــه ترتی ــی KeV 30( را ب یون
ــکاران  ــورد54 و هم ــد. لنگف ــرآورد کردن ــر ب ــورد نظ ــای م لایه‌ه
]28[ تاثیــر شــرایط مختلــف ســایش بــا پرتــو یونــی بــر غلظــت 
گالیــم حالــت پایــدار تعبیــه شــده درون نمونه‌هــای ســطح 
ــد  ــزارش کردن ــا گ ــد. آنه ــی نمودن ــیلیکون را بررس ــی س مقطع
کــه گالیــم نمونه‌هــای ســطح مقطعــی ســیلیکونی ســاییده 
ــر  ــی KeV 5 در حــدود 2/5 براب ــو یون ــا اســتفاده از پرت شــده ب
ــی ســیلیکونی ســاییده شــده  ــای ســطح مقطع ــر از نمونه‌ه کمت
بــا پرتــو یونــی KeV 30 اســت. در عیــن حــال، نمونه‌هــای ذکــر 
ــا اســتفاده از گاز  ــرداری ب ــا زدایش/لایه‌ب ــاییده 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 ــاییده ش ــای س ــای همت نمونه‌ه
یونــی KeV 30 بــه ترتیــب حــاوی 2/7 و 3 برابــر گالیــم کمتــری 
هســتند. بســیاری از محققــان دربــاره عمــق صدمــات بــه 
دیواره‌هــای جانبــی نمونه‌هــای ســطح مقطعــی تحقیق‌هــای 
ــکل‌گیری  ــش ش ــتا، کاه ــن راس ــد. در ای ــام داده‌ان ــی انج جامع
ــه  ــورت ب ــیلیکون درص ــی س ــواره جانب ــورف درون دی ــه آم لای
 KeV 5 و KeV ،30 KeV ــا ــر ب کارگیــری انرژی‌هــای یــون براب
ــی  ــواره جانب ــه دی ــوارد، صدم ــن م ــه در ای ــده ک ــزارش ش 2 گ
ــا: nm ،∼22 nm 2/5∽ و ــر اســت ب ــه ترتیــب براب  مــورد نظــر ب

.∼0/5-1/5 nm
کاتو56 و همکاران ]29[ عمق صدمات وارد شــده به ســیلیکون 
 30 KeV بلــوری بــا اســتفاده از فرآینــد ســایش را بــا پرتو گالیــم
بررســی نمــوده و لایــه آمورفــی تقریبــاً برابــر بــا nm 20 به‌دســت 
ــد کــه ضخامــت مــورد نظــر در محــدوده  آورده و گــزارش کردن
pA - 100 pA 500 از جریــان پرتــو بــه کار بــرده شــده مســتقل 
اســت. واکــر57 و همــکاران ]30[، بــا اســتفاده از تحلیــل پــراش 
ــو  ــری پرت ــه کارگی ــورت ب ــه درص ــد ک ــزارش کردن ــزان گ می
ــناید  ــم آرس ــدن در گالی ــورف ش ــه آم ــم KeV 30، صدم گالی
کمتــر از nm 8 خواهــد بــود. روش‌هــای بســیاری نظیــر کاهــش 
ــو  ــایش پرت ــتفاده از س ــده، اس ــده ش ــی تابی ــو یون ــرژی پرت ان
ــی  ــطح مقطع ــای س ــازی نمونه‌ه ــرای پاک‌س ــن58 ب ــی په یون
ــرای  ــری GAE ب ــه کارگی ــن ب ــا FIB و همچنی ــده ب ــاده ش آم
کاهــش ضخامــت لایــه آســیب/صدمه دیــده مــورد نظــر توســط 
ــتم‌های  ــد. در سیس ــرار گرفته‌ان ــی ق ــورد بررس ــگران م پژوهش
ــت در  ــام فعالی ــرای انج ــی ب ــک یون ــی، اپتی ــاری کنون FIB تج
 FIB ــرژی تابشــی KeV 30-20 بهینه‌ســازی شده‌اســت. اگــر ان
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ــر  ــدازه زیـ ــا انـ ــات بـ ــتگاه‌ها و قطعـ ــای دسـ ــن ویژگی‌هـ ــور تعییـ ــوری به‌منظـ ــی عبـ ــکوپ الکترونـ میکروسـ
ـــت  ـــواد در صنع ـــل م ـــی و تحلی ـــص، سنجه‌شناس ـــازی نقای ـــخیص و آشکارس ـــرای تش ـــروری ب ـــزاری ض ـــه اب ـــر ب نانومت
نیمه‌هـــادی تبدیـــل شده‌اســـت. ســـایش FIB بـــه دلیـــل قابلیـــت مطلـــوب آن در زمینـــه آماده‌ســـازی منطقـــه‌ای 
ـــده  ـــه وارد ش ـــت. صدم ـــوزه اس ـــن ح ـــان ای ـــان محقق ـــوب می ـــی محب ـــل در TEM، روش ـــرای تحلی ـــه ب ـــن از نمون معی
بـــا روش FIB بـــه نمونـــه را می‌تـــوان از طریـــق بـــه کارگیـــری فرآینـــد ســـایش بـــا انـــرژی پاییـــن در مرحلـــه 
ـــه  ـــن نتیج ـــه ای ـــمندان ب ـــراوان دانش ـــات ف ـــس از تحقیق ـــود. پ ـــرل نم ـــه TEM کنت ـــازی نمون ـــد آماده‌س ـــی رون نهای
رســـیدند کـــه می‌تـــوان لایه‌هـــای نـــازک )اکســـید گیـــت، ضخامـــت فیلم/غشـــاء K-بـــالا، لایـــه ســـطحی( را بـــا 
اســـتفاده از HRTEM بـــا دقـــت بســـیار مطلـــوب اندازه‌گیـــری کـــرد امـــا هنـــوز بایـــد بـــر چالش‌هایـــی هماننـــد 
ـــی  ـــرای نمونه‌های ـــه ب ـــق از نمون ـــرداری دقی ـــع ب ـــی و مقط ـــو یون ـــیب پرت ـــاری از آس ـــای ع ـــه، نمونه‌ه ـــت نمون ضخام
کـــه منطقـــه معینـــی از آنهـــا مـــد نظـــر بـــوده، غلبـــه نمـــود. تحلیـــل فـــاز و ریخت‌شناســـی نمونه‌هـــای صنعـــت 
مذکـــور را می‌تـــوان بـــا دســـتگاه TEM مرســـوم )میـــدان روشـــن، میـــدان تاریـــک و پـــراش الکترونـــی ناحیـــه 
گزینشـــی(، CBED و FFT دســـتگاه HRTEM انجـــام داد. مزیـــت اصلـــی تصویربـــرداری STEM بـــا اســـتفاده از 
ـــرداری  ـــوم تصویرب ـــای مرس ـــا روش‌ه ـــا ب ـــایی آنه ـــه شناس ـــت ک ـــی اس ـــن نقایص ـــخیص کوچکتری ـــت Z تش کنتراس
ـــات  ـــاختار قطع ـــواره س ـــه هم ـــل اینک ـــه دلی ـــت. ب ـــوار اس ـــراش دش ـــوی پ ـــت و الگ ـــرداری فاز-کنتراس ـــر تصویرب نظی
و دســـتگاه‌های صنعـــت نیمه‌هـــادی در حـــال کوچـــک و پیچیده‌تـــر شـــدن هســـتند، لـــذا تحلیـــل و تشـــخیص 
ـــن  ـــه همی ـــت. ب ـــر اس ـــف TEM امکان‌پذی ـــای مختل ـــتفاده از روش‌ه ـــا اس ـــا ب ـــوارد تنه ـــتر م ـــا در بیش ـــص آنه نقای
منظـــور، غلبـــه بـــر چالش‌هـــای موجـــود در رابطـــه بـــا آماده‌ســـازی و تصویربـــرداری از نمونه‌هـــای نیمه‌هـــادی 

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

ری
گی
جه‌

نتی

تنهــا بــه چنــد KeV کاهــش یابــد، آنــگاه قــدرت تفکیک‌پذیــری 
فرآینــد تصویربــرداری نیــز بــه دلیــل افزایــش بــه وقــوع پیوســته 
در انــدازه نقطــه و کاهــش در نســبت ســیگنال بــه نویــز تقلیــل 
خواهــد یافــت. در نتیجــه ایــن امــر، ســاییدن ســطح مقطــع بــا 
ــود.  ــوار می‌ش ــق دش ــم عم ــورد ک ــای برخ ــتفاده از زاویه‌ه اس
کاتــو و همــکاران ]29[ گــزارش کردنــد کــه درصــورت منحــرف 
شــدن ســطح مقاطــع ســیلیکونی بــه انــدازه 10 درجــه و ســپس 
ــگاه  ــرژی KeV 5، آن ــا ان ــتفاده از FIB ب ــا اس ــا ب ــاییدن آنه س
 10 nm ضخامــت لایــه آمــورف در دیواره‌هــای جانبــی برابــر بــا
ــدن  ــاییده ش ــال س ــه در ح ــود. در روش GAE منطق ــد ب خواه
ایــن  قــرار می‌گیــرد. در  نیــز  واکنش‌پذیــر  در معــرض گاز 
ــوب‌دهی  ــد رس ــه از فرآین ــش یافت ــش افزای ــرخ زدای ــورت، ن ص
مجــدد مــواد، کاســته شــده، تعــداد نقایــص بلــور کاهــش 
یافتــه و میــزان گالیــم اســتفاده شــده بــرای نمونــه نیــز تقلیــل 
ــه  ــش صدم ــور کاه ــکاران به‌منظ ــوگیموتو59 و هم ــد. س می‌یاب
در نمونه‌هــای GaAs خــود، GAE کلرین/کلــر را بــه کار بردنــد، 
ــازی  ــور بهینه‌س ــکاران به‌منظ ــی  و هم ــه یاماگوچ ــی ک در حال
 GAE از HREM ــرای ــود ب ــی InP خ ــطح مقطع ــای س نمونه‌ه
آیوداین/یــد اســتفاده کردنــد. یاماگوچــی60 و همــکاران گــزارش 
 nm ــه را از ــه صدم ــد کــه اســتفاده از GAE ضخامــت لای نمودن
31 بــه nm 2 الــی nm 5 کاهــش داده و همچنیــن از بــه وجــود 
ــه شــکل‌دهی ریزبلورهــا  ــادر ب آمــدن آرتیفکت‌هــای FIB کــه ق
ــکاران و  ــو و هم ــی‌آورد. کات ــل م ــه عم ــری ب ــز جلوگی ــوده نی ب
ــایش  ــد س ــام فرآین ــر انج ــکاران اث ــورد و هم ــن لنگف همچنی

ــده  ــاده ش ــیلیکون آم ــی س ــطح مقطع ــای س ــر نمونه‌ه BIB ب
بــرای TEM توســط دســتگاه FIB را مــورد بررســی قــرار دادنــد. 
ــتم‌های  ــا سیس ــه ب ــایش BIB در مقایس ــد س ــای فرآین مزیت‌ه
ــر و دوم  ــرودی کمت ــای ف ــودن انرژی‌ه ــال نم ــت فع FIB، نخس
ــکاران  ــو و هم ــت. کات ــری اس ــایش کوچکت ــای س ــول زوای حص
]29[ گــزارش دادنــد کــه ســایش BIB ســطح مقاطع ســیلیکونی 
 آمــاده شــده توســط سیســتم FIB بــا بــه کارگیــری پرتــو 
KeV 4 در زاویــه °4 منجــر بــه حصــول صدمــه‌ای 8 نانومتــری 
ــه‌ای  ــورد و همــکاران روی ــی می‌شــود. لنگف ــای جانب در دیواره‌ه
را پیشــنهاد کردنــد کــه در آن، هــر دو طــرف نمونه‌هــای 
ــالا آوردن  ــا اســتفاده از روش بلنــد کــردن و ب ســطح مقطعــی ب
ــایید.  ــا را س ــوان آنه ــا BIB می‌ت ــپس ب ــده و س ــازی ش آماده‌س
در ایــن رویــه، ابتــدا یــک طــرف نمونــه ســطح مقطعــی ســاییده 
شــده و ســپس بــا اســتفاده از یــک ســوزن و یــک بــازوی 
ــده و طــرف دیگــر آن  ــه مذکــور را برگردان ــز، نمون مکانیکــی ری
ــق شــدند هــم از گریدهــای  ــه موف ــن روی ــا در ای را ســایید. آنه
ــر  مســی و هــم از گریدهــای ســیلیکونی اســتفاده کننــد. علاوه‌ب
ــای  ــده در دیواره‌ه ــه دی ــه صدم ــت لای ــن ضخام ــش یافت کاه
ــرای  ــی، یکــی دیگــر از مزیت‌هــای اجــرای ســایش BIB ب جانب
ــتم  ــا سیس ــده ب ــاده ش ــش آم ــی از پی ــطح مقطع ــای س نمونه‌ه
ــته‌تر  ــای آهس ــری نرخ‌ه ــه کارگی ــا ب ــه ب ــت ک ــن اس FIB ای
ــه  ــی نمون ــت نهای ــن ضخام ــر تعیی ــرل بیشــتری ب ــایش، کنت س

ــی‌آورد ]2[. ــم م ــر فراه ــرای کارب 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.

Keywords

Validation, cannabinoids, Tetrahydrocannabinol, 
Thin layer chromatography, The Drug Detection and 
Analysis Laboratories.

Abs‌tract

Validation of the Validation of the 
results in the drug results in the drug 
detection and analysis detection and analysis 
laboratories;laboratories;
Identification ofIdentification of
cannabinoids by thin cannabinoids by thin 
layer chromatographylayer chromatography

Authors
 

Asghar Eftekhari1*

Ebrahim Ghorbani2, Reza Saghi3

*dr.ef.2003@gmail.com
1. phd. chemistry, chairman of the department 
of Anti-Narcotics, Amin Police Comrehensive 

Science University.
2. Master of Chemistry, lecturer and member of 
the anti-narcotics scientific group, Amin Police 

Comrehensive Science University.
3.Master's student in the field of the anti-

narcotics, Amin Police Comrehensive Science 
University.



Laboratory KnowledgeNo.42  Summer 2023  Issue 2  Volume 11

Iranian Journal of

w
w

w
.I

JL
K

.i
r

 A
rt

ic
le

s

59

Author
 

 Parvin Hadian1,2*

*parvinhadian@gmail.com

1. MSc. Analytical Chemistry, 
 Nanotechnology laboratory, Agriculture 
Biotechnology Research institute of Iran.

2. SPM Experts Workgroup

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.

Abstract

Keywords

Sampling, uncertainty.

Authors
 

Afsoon Narooie1,3*

 Seyed Ahmad Zahirmirdamadi2,3

*aanarooie7792@gmail.com

1. Master's degree in Analytical Chemistry, 
Eastern Region Geological Survey and  

Mineral Exploration Organization, Zahedan

2. MSc governmental,  Material and Energy 
Research Center (MERC)

3. Standard and Calibration Experts Work-
group



Concessionaire: Iran Nanotechnology 
 Laboratory Network

Managing Editor: Reza Asadifard

Editor in Chief: Mojtaba Nasab

Executive Management: Iran Nanotechnology 
Laboratory Network (INLN)

Article Editor: Davoud Gharailou

Authors: 
Sanaz Shobikeh, Asghar Eftekhari,  
Ebrahim Ghorbani, Parvin Hadian

 Reza Saghi, Sahar Salehi,
Fahimeh Noori Kohani, Afsoon Narooie

 Seyed Ahmad Zahirmirdamadi

Designer :  Simin Rafipour Langroudi

Editor: Zeinab Zarincheh

Iran, Tehran, Po.Box: 14565-344

www.IJLK.ir

Email : info@ijlk.ir

 Iran Nanotechnology
Laboratory Network

Volume 11  Issue 2  Summer 2023  No.42

Laboratory Knowledge
Iranian Journal of 

ISSN 2538-3450

Contents

 A
rt

ic
le

s

58

Validation of the 
results in the drug 
detection and analysis laboratories;
Identification of
cannabinoids by thin layer chromatography

60

Determining the purity of materi-
als using a differential calorimetry 
device

62

Uncertainty in the 
sampling process

61

Determining and evaluating 
sources of uncertainty in the 
Charpy impact test

57

Utilization of Transmission Electron
Microscopy for development,
analysis, and failure detection in
semiconductor industry

59

Fluorophores for  
Confocal Microscopy
(part 2)



i n fo@ i j lk . i r

   w w w . I J L K . i r

 Iran Nanotechnology
Laboratory Network

Volume 11  Issue 2  Summer 2023  No.42ISSN 2538-3450

Utilization of Transmission Electron Utilization of Transmission Electron 
Microscopy for development, Microscopy for development, 
analysis, and failure detection inanalysis, and failure detection in
semiconductor industrysemiconductor industry

Determining the purity of 
materials using a differential 

calorimetry device

Determining and evaluating 
sources of uncertainty in the 

Charpy impact test

Uncertainty in the sampling 
process

Determination of modulus of 
elasticity based on plate load 
test (PLT) results – case study

Fluorophores for Confocal 
Microscopy

 (part 2)

Laboratory Knowledge
Iranian Journal of 


