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با توسعه فناوری های مربوط به تصویربرداری، دستگاه های میکروسکوپ الکترونی عبوری5 بهبود زیادی 
درستی  باید  كه  طوری  به  است  مهم  امری  تجهیزات،  این  كالیبراسیون  كنترل  حال،  این  با  كرده اند  پیدا 
بزرگنمایی دستگاه ارزیابی شود. این موضوع باید همیشه مورد نظر باشد كه بزرگنمایی میکروسکوپ الکترونی 
عبوری به مرور تغییر می كند. بنابراین، كالیبراسیون موضوعی مهم در تصویربرداری است. در این مقاله دو 
روش مختلف برای كالیبراسیون دستگاه میکروسکوپ الکترونی عبوری ارائه شده است و در ادامه تحلیل هایی 

درباره عدم قطعیت دستگاه مطرح می شود.

چکیده

ارایه دو روش برای کالیبراسیون 
دستگاه میکروسکوپ الکترونی عبوری

میکروسکوپ الکترونی عبوری  را می توان از نقطه نظر قدرت تفکیک و بزرگنمایی، قوی ترین میکروسکوپ در دنیای علم 
دانست؛ همین جایگاه ویژه ، موجب شده تا اطمینان از نتایج آن برای كاربر اهمیت زیادی پیدا كند. كالیبراسیون برای ایجاد 
اطمینان بیشتر از نتایج این دستگاه بسیار ضروری بوده و باید به صورت دوره ای انجام شود. از این رو در این مقاله تلاش شده 
تا روش مناسب برای كالیبراسیون و همچنین تعیین عدم قطعیت با استفاده از این ابزار مورد بررسی قرار گیرد. در ابتدا نیاز 

است تا برخی مفاهیم كلیدی در بحث كالیبراسیون و عدم قطعیت مورد معرفی شود.

مه
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م

به منظور  كه  می شود  گفته  عملیاتی  مجموعه  به  اندازه گیري 
یک  درباره  اندازه گیري  می گیرد.  انجام  كمیت  یک  مقدار  تعیین 
ویژگی از چیزي، اطلاعاتی ارائه می كند كه همواره با استفاده از یک 
نوع وسیله انجام می شود مانند خط كش، كرونومتر، ترازو و ترمومتر. 
نتیجه اندازه گیري به طور معمول در دو قسمت ارائه می شود: یک 

عدد و یک واحد اندازه گیري.
هیچ اندازه گیری عاری از خطا نیست، در واقع می توان گفت كه 
خطا جزء جدایی ناپذیر اندازه گیری محسوب می شود. شناخت این 
آزمون كمک  نتیجه  پیرامون  درباره قضاوت صحیح  كاربر  به  خطا 
اندازه گیري  خطاي  از  جزئی  تصادفی  خطاهای  می كند.  شایانی 

تغییر  پیش بینی  قابل  غیر  به صورت  اندازه گیري ها  در  كه  هستند 
داد  انجام  می توان  كه  اندازه گیري هایی  تعداد  كه  آنجا  از  می كند. 
تعیین  می توان  تخمین  با  فقط  را  تصادفی  خطاي  است  محدود 
بلکه  ندارد  وجود  تصادفی  خطاهای  حذف  امکان  سویی  از  نمود. 
می توان با انجام تدابیری، میزان آن را به حداقل رساند. خطاهای 
سیستماتیک، خطاهایی هستند كه در اندازه گیری ها به طور معمول 
قابل كمی شدن  این خطا  پیش بینی هستند.  قابل  یا  و  بوده  ثابت 
بوده و حتی با استفاده از یک ضریب می توان آنها را اصلاح كرد. 
دقت6 به معنای نزدیک بودن مقادیر اندازه گیری به همدیگر است، 
خواه این مقادیر واقعیت را نشان بدهد یا خیر. صحت7 به معنای 



w
w

w
.I

JL
K

.i
r

1 6

ت 
الا

تخصصیدانش آزمایشگاهی ایرانسال چهارم  شماره  4 زمستان  1395 شماره پیاپی 16مق فصلنامه 

ری
بو

ی ع
رون

کت
پ ال

کو
وس

کر
 می

گاه
ست

ن د
یو

اس
بر

الی
ی ک

برا
ش 

رو
دو 

یه 
ارا

به مقدار واقعی است. دقت فقط  اندازه گیری شده  نزدیکی مقادیر 
به توزیع خطاهای تصادفی بستگی دارد و ارتباطی به مقدار واقعی 
یا مقدار مشخص شده، ندارد. صحت خطای سیستماتیک كل است 
یا چند مؤلفه خطای سیستماتیک تشکیل  از یک  امکان دارد  كه 
انحراف استاندارد یکی از شاخص های پراكندگی است  شده باشد. 
كه نشان می دهد به طور میانگین، داده ها چه مقدار از مقدار متوسط 
به  نزدیک  داده ها  از  مجموعه ای  معیار  انحراف  اگر  دارند.  فاصله 
میانگین هستند  به  نزدیک  داده ها  كه  است  آن  نشانه  باشد،  صفر 
و پراكندگی اندكی دارند؛ در حالی كه انحراف معیار بزرگ بیانگر 
پراكندگی قابل توجه داده ها است. انحراف معیار برابر با ریشه دوم 
با  واریانس بوده و مزیت آن نسبت به واریانس، هم بعد بودن آن 
داده ها است )واریانس با میانگین گیری از مربع فاصله مقدار محتمل 
و یا مشاهده شده با مقدار مورد انتظار محاسبه می شود(. انحراف 
معیار برای تعیین ضریب اطمینان در تحلیل های آماری نیز به كار 
می رود. در مطالعات علمی به طور معمول، داده های با انحراف معیار 
تحلیل،  از  و  گرفته  نظر  در  پرت  داده های  به عنوان  دو،  از  بیشتر 
خارج می شوند. برای بدست آوردن انحراف معیار از رابطه 1 استفاده 

می شود:
 

كه در آن: qk نتایج بدست آمده و q҃ میانگین نتایج است.
را  مقادیري  پراكندگی  و  است  غیرمنفی  عاملی  قطعیت  عدم 
به  را  آن  موجود،  اطلاعات  براساس  می توان  كه  می كند  مشخص 
این  تشریح  اندازه گیري  قطعیت  عدم  داد.  نسبت  آزمون  نتیجه 
یک  اندازه گیري  یک  نتیجه  و  نمونه   یک  براي  كه  است  واقعیت 
نامحدودي مقادیر وجود دارد  تعداد  بلکه  ندارد  مقدار واحد وجود 
كه در اطراف نتیجه به دست آمده گسترده شده اند. دلایل نوسانات 
تاثیرگذار  تکرار شده، كمیت هاي  اندازه گیري هاي  نتایج  به  مربوط 
قرار دهند.  تاثیر  تحت  را  اندازه گیري  نتیجه  هستند كه می توانند 
تعیین تمام كمیت هاي تاثیرگذار روي نتیجه اندازه گیري غیرممکن 
است اما می توان آنهایی كه بیشترین تاثیر را دارند، شناسایی نمود و 
میزان تاثیر آنها بر نتیجه اندازه گیري را تخمین زد. بدیهی است كه 
منظور از نتیجه هر اندازه گیري، بهترین تخمین مقدار نمونه است 
پراكندگی  بدیهی است كه همه مولفه هاي عدم  قطعیت در  نیز  و 
سهم دارند. كلمه عدم قطعیت به معنی تردید در خصوص مقدار 
اطلاعاتی  ما  به  اندازه گیري  اندازه گیري است. عدم  قطعیت  نتیجه 
از  تخمینی  فقط  نتیجه  می دهد.  ارائه  اندازه گیري  كیفیت  درباره 
در  بیانیه اي  با  كه  است  كامل  هنگامی  فقط  و  بوده  واقعی  مقدار 
خصوص عدم  قطعیت همراه باشد. واژه عدم  قطعیت به معنی تردید 
در  تردید  نشان دهنده  تنها  نه  اندازه گیري  عدم  قطعیت  اما  است. 
مورد اعتبار اندازه گیري نیست، بلکه آگاهی در مورد عدم  قطعیت، 
باعث افزایش اعتماد به اعتبار نتایج آزمایشگاه می شود. هنگامی كه 
نتیجه اندازه گیري یک كمیت فیزیکی گزارش می شود، الزامی است 
كه بعضی اشارات كمی در مورد كیفیت نتیجه ارائه شود تا كسی 

كه آن را استفاده می كند بتواند قابلیت اطمینان آن را ارزیابی كند. 
بدون این اطلاعات نتایج اندازه گیري را نمی توان با یکدیگر مقایسه 
باید در گزارش  از بدست آوردن عدم قطعیت  بعد  بنابراین،  نمود. 

نهایی، نتیجه آزمون را به صورت زیر گزارش نمود:

مقدار اندازه گیري شده ± عدم قطعیت

نانوذرات  و  رپلیکا  با   TEM بزرگنمایی  کالیبراسیون   
لاتکس:

چند  از  می توان   TEM دستگاه  بزرگنمایی  كالیبراسیون  برای 
روش مختلف استفاده كرد: استفاده از رپلیکا8، استفاده از نانوذرات 

با ابعاد مشخص.
رپلیکا: اولین روش، استفاده از نمونه استاندارد رپلیکا است. 
این نمونه ها دارای خطوط و شبکه هایی هستند كه فاصله موجود 
نمونه  از  برای مثال، یکی  از پیش مشخص شده است.  آنها  میان 
استانداردهای رپلیکای موجود در بازار دارای 2160 خط در هر 
خط  دو  میان  فاصله  می توان  عدد  این  روی  از  است.  میلیمتر 
دو  میان  فاصله  شدن  مشخص  با  كرد.  مشخص  دقیق  به طور  را 
خط، امکان كالیبراسیون بزرگنمایی وجود خواهد داشت. در این 
تصویر  استاندارد  نمونه  از  بزرگنمایی،  كمترین  در  ابتدا  روش، 
تصاویر  و  شده  داده  افزایش  بزرگنمایی  سپس  می شود.  گرفته 
جدید از نمونه استاندارد در بزرگنمایی فعلی گرفته می شود. این 
كار در بزرگنمایی های مختلف تکرار و در هر بزرگنمایی تصاویر 
كالیبراسیون  برای  می شود.  گرفته  استاندارد  نمونه  از  مختلفی 
فاصله  تصویر  پردازشگر  نرم افزار  یک  از  استفاده  با  باید  دستگاه 
پیکسل  برحسب  اندازه  این  شود.  اندازه گیری  خط  دو  میان 
فاصله  داده شده،  نشان  بود. همان طور كه در شکل )1(  خواهد 
بین دو خط )با حرف A( بر حسب پیکسل است. فرض كنید این 
فاصله 1000 پیکسل بوده و از سویی با محاسبه تعداد خط های 
موجود روی نمونه استاندارد، فاصله دو خط از هم 500 نانومتر 
یک  نرم افزار،  نمونه  از  استفاده  با  می توان  صورت  این  در  باشد. 
خط مقیاس كنار تصویر به طول 1000 پیکسل كشید و روی آن 
عدد 500 نانومتر را درج كرد. این بدان معناست كه هر دو نقطه 
در  باشند،  داشته  فاصله  پیکسل   1000 هم  از  كه  تصویر  روی 
نانومتری هم قرار دارند. لازم به ذكر است  واقع در فاصله 500 
كه این كار باید در تمام بزرگنمایی ها انجام شود؛ به این معنا كه 
این رابطه )هر 1000 پیکسل=500 نانومتر( فقط در بزرگنمایی 
بزرگنمایی ها  دیگر  برای  و  است  صادق  تصویر  همان  به  مربوط 
پایان  در  آید.  بدست  رابطه  این  باید  آنها  برای  و  ندارد  مصداق 
كار به ازای هر بزرگنمایی، یک رابطه )هر A پیکسل=B نانومتر( 
دستگاه  نرم افزار  در  رابطه  این  است  بهتر  آمد.  خواهد  بدست 
تصویر،  هر  گرفتن  از  بعد  خودكار  به صورت  تا  شود  وارد   TEM
خود نرم افزار مقدار خط مقیاس را زیر تصویر مشخص كند. لازم 
این فرآیند  بار تعمیر دستگاه، لازم است  با هر  به ذكر است كه 

تکرار یا كنترل شود.

رابطه 1
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پیکسل  برحسب   )A( خط  دو  فاصله  رپلیکا.  استاندارد  نمونه  تصویر   :1 شکل 
مشخص شده و از آن برای تعیین خط مقیاس استفاده می شود )500 نانومتر(.

نانوذرات لاتکس: یکی از محدودیت های نمونه استاندارد رپلیکا 
این است كه نمی توان با استفاده از آن بزرگنمایی های بسیار بالا را 
كالیبره كرد. دلیل این امر آن است كه در بزرگنمایی های بسیار بالا 
نظیر 100 هزار برابر، فاصله میان دو خط دیده نمی شود در واقع دو 
خط خارج از كادر تصویر خواهند بود. در چنین شرایطی باید از نمونه 
استانداردهایی استفاده كرد كه ابعاد كوچکتری دارند. نانوذرات لاتکس 
از جمله این گزینه ها هستند. مزیت این نانوذرات آن است كه می توان 
ابعاد مختلفی از آنها را برای كالیبراسیون مورد استفاده قرار داد. برای 
مثال برای بزرگنمایی های پایین نظیر 20 هزار برابر، نانوذرات 900 
نانومتر مناسب هستند اما این نانوذرات برای بزرگنمایی 200 هزار 
برابر جوابگو نبوده بلکه باید از نمونه های 20 نانومتری استفاده كرد. به 
بیان دیگر، به دلیل تنوع ابعاد نانوذرات استاندارد می توان متناسب با 
هر بزرگنمایی نمونه مورد نظر را انتخاب كرد، بنابراین دغدغه افزایش 

بزرگنمایی و مشکل نمونه استاندارد در اینجا وجود ندارد.
 

شکل 2: الف( تصویری از یک بطری حاوی نمونه استاندارد لاتکس. ب( تصویر 
TEM نانوذرات استاندارد لاتکس

روش كالیبراسیون نیز در اینجا مشابه روش رپلیکا است. باید از 
نمونه های استاندارد در بزرگنمایی های مختلف تصویربرداری كرد. 
در هر بزرگنمایی، ابعاد نمونه استاندارد به صورت دقیق با استفاده 
از نرم افزار بدست می آید. این اندازه گیری برحسب پیکسل بوده و 
به سادگی می توان رابطه )A پیکسل = B نانومتر( را تعریف نمود. 
همان طور كه در شکل )3( به طور مثال، برای نمونه استاندارد 900 
نانومتری نشان داده شده، قطر نانوذره با نرم افزار مورد بررسی قرار 
می گیرد كه در این تصویر، قطر نانوذره با ابعاد 900 نانومتر، 2700 
مورد  مختلف  نانوذره   10 حداقل  است  بهتر  است.  بوده  پیکسل 
جواب  به عنوان  پیکسل ها  میانگین  نهایت  در  و  گیرد  قرار  بررسی 
نهایی استفاده شود. با فرض این كه میانگین پیکسل ها برابر 2700 

باشد، می توان برای درج خط مقیاس از یک تناسب ساده استفاده 
كرد. به این شکل كه اگر فرض كنیم هر 900 نانومتر روی تصویر 
برابر 2700 پیکسل باشد، بنابراین اگر بخواهیم خط مقیاس 1000 
نانومتری رسم كنیم باید خطی به طول 3000 پیکسل رسم كنیم:

 

چنین خط مقیاسی باید برای تمام بزرگنمایی ها مشخص شود. این 
خط مقیاس با هر بار تعمیر دستگاه ممکن است تغییر كند بنابراین لازم 

است بعد از هر بار تعمیر، كالیبراسیون دستگاه كنترل شود.

 

شکل 3: تصویر گرفته از نمونه نانوذرات لاتکس با ابعاد 900 نانومتر که نرم افزار 
قطر این نانوذرات را برحسب پیکسل ارائه کرده است

 آماده سازی، تصویربرداری و محاسبه عدم قطعیت:
به طور معمول برای تصویربرداری و مشخصه یابی مواد با استفاده از 
TEM باید جنس مواد و هدف مورد نظر را به منظور انتخاب مسیر كار 
در نظر گرفت. روش مورد استفاده باید به گونه ای باشد كه روی شکل و 
 ISO13322 ابعاد ذره تاثیری نگذارد. در حال حاضر چند استاندارد نظیر
و ISO9276 برای آماده سازی و تصویربرداری تدوین شده اند. در این 
مقاله با بهره گیری از این روش ها، عدم قطعیت ابعاد نانوذرات نمونه 
استاندارد گواهینامه دار9 مورد بررسی قرار می گیرد. این نانوذرات تقریبا 

ابعاد یکسانی داشته و درون محلول آبی غوطه ور هستند.
نمونه روی  این  از  نمونه، مقدار 10 میکرولیتر  آماده سازی  برای 
سطح توری10 كربنی حاوی پوشش كربنی قرار داده می شود. این توری 
دارای مش 400 است. از آنجایی كه غلظت نمونه استاندارد بسیار زیاد 
است باید آن را از قبل رقیق كرد كه برای این كار از آب مقطر استفاده 

می شود. آب دو بار تقطیر برای فرآیند رقیق سازی قابل استفاده است.
بالا  الکترونی  قدرت  به  نیاز  نمونه ها  این  برای  كه  آنجایی  از 
استفاده  تصویربرداری  برای  كیلوولت  یا 120   80 ولتاژ  از  نیست، 
می شود. لازم به ذكر است كه در این روش، تنها تصاویر مود روشن11 
نیاز نیست. پس  گرفته خواهد شد و مودهای دیگر دستگاه مورد 
 TEM از  با استفاده  از آماده سازی و خشک كردن توری، نمونه ها 
تصویربرداری شده و تصاویر با كمک دوربین دیجیتال ثبت می شود. 
كالیبره  تصویربرداری  از  قبل  باید  دستگاه  كه  است  ذكر  به  لازم 
شده باشد. برای آنالیز نتایج نیز بهتر است از یک نرم افزار پردازشگر 
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تصویر استفاده شود. همچنین در آنالیز نتایج، بهتر است ذراتی كه 
قرار گرفته، در نظر گرفته نشود.  لبه های آن  یا در  حاشیه تصویر 
تعریف  كاری  محدوده  باید  تصویر  در  موجود  ذرات  انتخاب  برای 
نمود، در واقع باید مشخص كرد چه ذراتی را می توان در اندازه گیری 
مورد استفاده قرار داد. یکی از عوامل موثر در تعیین این محدوده، 
تصویر،  در  ذره  یک  اگر  قراردادی  به صورت  است.  تصاویر  كیفیت 
حاوی كمتر از 100 پیکسل بود، بهتر است در اندازه گیری از آن 
استفاده نشود. این محدودیت، محدودیت حد پایین كیفیت است. 
باید 10  اندازه گیری  تایید برای  همچنین برای برش منطقه مورد 
 )ISO 13322-1 درصد از تصویر را حذف كرد ) براساس استاندارد

شکل )4( چگونگی انتخاب این محل را نشان می دهد.
 

از  استفاده  با  شده  گرفته  تصویر  از  درصد   10 انتخاب  چگونگی   :4 شکل 
TEM برای محاسبه ابعاد ذرات. الف( تصویر خام گرفته شده. ب( تصویری که 

محدود کاری در آن مشخص شده است )با کسر 10 درصد( ]1[

در اینجا باید به این نکته توجه نمود كه باید از سمت چپ و 
برای  این كار  انتخاب و حذف كرد.  را  این ده درصد  بالای تصویر 
در  است  ممکن  انجام شود.  باید  نظر  مورد  بزرگنمایی های  تمامی 
تصاویر گرفته شده، ذرات، ابعاد غیر عادی داشته باشند برای مثال، 
اگر نمونه استاندارد 100 نانومتری است، ممکن است ذرات 200 یا 
500 نانومتری دیده شود كه دلیل این امر تجمع ذرات است. بهتر 
است برای محاسبه عدم قطعیت از ذرات منفرد ) به هم نچسبیده 
باید  تصویر،  پردازش  نرم افزار  از  استفاده  با  نمود.  استفاده  باشند( 

هولوگرام توزیع ابعاد ذرات بدست آید.
برای اندازه گیری دقت باید روش مورد استفاده در تصویربرداری 
در تمام اندازه گیری ها یکسان باشد. كار نیز توسط یک كاربر انجام 
این است كه شرایط  واقع در محاسبه دقت، هدف  باشد. در  شده 
مشخص  تصادفی  خطاهای  تا  باشند  یکسان  روش ها  و  محیطی 

شوند. برای این كار از رابطه 2  استفاده می شود:

  

كه در آن: qk نتایج بدست آمده و q҃ میانگین نتایج در یک روز 
است. اگر آزمون چند بار تکرار شود و این كار طی چند روز مختلف 
  3 رابطه  از  استاندارد  تکرارپذیری  قطعیت  عدم  آنگاه  گیرد،  صورت 

بدست می آید:

  

كه در آن: n تعداد تکرارها است. اگر این عدم قطعیت در عدد 
با سطح  با توزیع نرمال و  یافته  2 ضرب شود، عدم قطعیت بسط 
اطمینان 95% بدست خواهد آمد. اگر در عدد 3 ضرب شود عدم 
قطعیت با سطح اطمینان 99/7% حاصل خواهد شد. این درحالی 
یک،  عدد  در  استاندارد  تکرارپذیری  قطعیت  عدم  كه ضرب  است 

عدم قطعیت با سطح اطمینان 68% را نشان می دهد.
این عدم قطعیت مربوط به تمام خطاهای غیرسیستماتیک در 

آماده سازی نمونه و تحلیل نتایج است.

و  خطا  دقت،  به  مربوط  مفاهیم  مقاله  این  در 
ادامه  در  و  گرفت  قرار  بررسی  مورد  قطعیت  عدم 
 TEM دو روش رایج برای كالیبراسیون بزرگنمایی
رپلیکا  نمونه  با  كالیبراسیون  روش  ابتدا  شد.  ارائه 
و در ادامه كالیبراسیون با نمونه استاندارد لاتکس 
به  برای رسیدن  نکات ضروری  ارائه شد. همچنین 
تشریح شد  كالیبراسیون  فرآیند  در  مطلوب  نتیجه 
در  تاثیرگذار  عوامل  قطعیت،  عدم  بخش  در  كه 
رسیدن به نتیجه صحیح مورد بررسی قرار گرفت.
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