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تفـرق نـور پویـا1 یکـی از روش‌هـای پرکاربـرد بـرای اندازه‌گیـری انـدازه و توزیـع ذرات در مقیـاس نانومتـری اسـت. دقـت 
ایـن آزمـون بـه آماده‌سـازی نمونـه و تنظیمـات صحیح دسـتگاه بسـتگی دارد. غلظـت نمونه عامـل مهمی در دقت نتایج اسـت. 
غلظت‌هـای بـالا باعـث پراکندگـی چندگانـه و بزرگ‌نمایـی انـدازه ذرات و غلظت‌هـای پاییـن موجـب کاهـش سـیگنال و تولید 
نویـز می‌شـود. بنابرایـن، تنظیـم غلظـت در محدوده بهینـه )0/1 تا ۱ میلی‌گـرم بر میلی‌لیتر( بـرای نتایج معتبر ضروری اسـت. 
پایـداری نمونـه نیـز نقـش کلیـدی دارد. تجمع ذرات، رسـوب‌گذاری و تجزیه شـیمیایی می‌تواننـد نتایج را منحـرف کنند. برای 
جلوگیـری از ایـن مشـکلات، اسـتفاده از پایدارکننده‌هـای شـیمیایی، تنظیـم pH و انجـام آزمـون در کوتاه‌تریـن زمـان ممکـن 
توصیـه می‌شـود. عوامـل دسـتگاه نیـز بایـد بـه‌ دقـت تنظیم شـوند. زاویه پـراش، زمـان اندازه‌گیـری و دمـای آزمـون از عوامل 
تأثیرگـذار بـر نتایـج هسـتند. زاویـه ۱۷۳ درجـه بـرای نمونه‌هـای غلیـظ و ۹۰ درجـه بـرای نمونه‌های رقیق مناسـب‌تر اسـت. 
مـدت زمـان مناسـب اندازه‌گیـری )۳۰ تـا ۱۸۰ ثانیـه( و کنتـرل دمـا بـرای جلوگیـری از تغییـرات ناخواسـته در انـدازه ذرات 
ضـروری هسـتند. در ایـن مقالـه به‌صـورت اجمالـی برخی از عواملـی که می‌تواند منشـاء خطـا در آزمون‌های DLS شـوند مورد 

بحـث و بررسـی قـرار می‌گیرنـد و راهکارهایـی بـرای انجـام دقیق‌تـر ایـن آزمون‌هـا ارائه می‌شـود.
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تفـرق نـور پویـا یـا DLS یکـی از روش‌هـای مهـم و پرکاربـرد در علـم نانومـواد و بیوفیزیـک اسـت کـه بـرای 
تحلیـل  بـر  مبتنـی  ایـن روش  اسـتفاده می‌شـود.  میکرومتـر  تـا  نانومتـر  مقیـاس  در  انـدازه ذرات  اندازه‌گیـری 
تغییـرات شـدت نـور پراکنـده ‌شـده از ذرات معلـق در یـک محیط سـیال اسـت. دسـتگاه DLS با اسـتفاده از یک 
منبـع نـور لیـزری، پرتـو نـوری را بـه نمونـه می‌تابانـد و میـزان تغییـرات شـدت نـور را کـه در اثر حرکـت براونی 
ذرات ایجـاد می‌شـود، ثبـت و پـردازش می‌کنـد. براسـاس ایـن داده‌هـا، انـدازه هیدرودینامیکـی ذرات و توزیـع 

آن‌هـا تعییـن می‌شـود.
DLS در حوزه‌هـای مختلفـی از جملـه علـوم دارویـی، زیست‌شناسـی، شـیمی، فیزیـک مـواد و مهندسـی نانـو 

کاربـرد دارد. در تحقیقـات فناوری‌نانـو، ایـن دسـتگاه برای بررسـی پایـداری نانـوذرات، تعیین میـزان تجمع آن‌ها 
و ارزیابـی توزیـع انـدازه ذرات بـه کار مـی‌رود. در زیست‌شناسـی، از DLS بـرای مطالعـه پروتئین‌هـا، ویروس‌ها و 
سـایر زیسـت‌مولکول‌های معلـق در محیط‌هـای مایـع اسـتفاده می‌شـود. همچنیـن در صنایع داروسـازی، بررسـی 
توزیـع انـدازه نانـوذرات دارویـی بـا ایـن روش اهمیت زیـادی دارد، زیـرا انـدازه ذرات تأثیـر مسـتقیمی بر جذب، 
رهایـش و اثربخشـی دارو دارد. در شـکل )1( نمایـی از چگونگـی قـرار گرفتن نمونه در دسـتگاه DLS نشـان داده 

شده‌اسـت.

.DLS شـکل )1(: نمایی از چگونگی قرار گرفتن نمونه در دستگاه

DLS اهمیت انجام صحیح آزمون‌های  
دقت و صحت نتایج حاصل از دسـتگاه DLS به شـدت وابسـته 
بـه شـرایط آزمایـش و روش انجـام اندازه‌گیـری اسـت. در صورتـی 
کـه آزمون‌هـای DLS بـه درسـتی انجـام نشـوند، ممکـن اسـت 
نتایـج نادرسـت و گمراه‌کننـده‌ای ارائـه نمایـد کـه می‌توانـد منجر 
بـه خطاهـای علمی و عملـی در کاربردهای مختلف شـود. به‌عنوان 
مثـال، اگـر غلظـت نمونـه بسـیار بـالا باشـد، پدیـده پراکندگـی 
چندگانـه رخ می‌دهـد کـه باعث انحـراف در اندازه‌گیـری و گزارش 
اندازه‌هـای نادرسـت خواهـد شـد. از سـوی دیگـر، غلظـت بسـیار 
پاییـن می‌توانـد منجـر بـه کاهش نسـبت سـیگنال به نویز شـده و 

موجـب ایجـاد قله‌هـای کاذب در توزیـع انـدازه ذرات شـود.
پایدارکننده‌هـای  از  اسـتفاده  نمونـه،  مناسـب  آماده‌سـازی 
شـیمیایی، تنظیـم pH و قـدرت یونـی محلـول و انجـام آزمایش‌ها 
جملـه  از  نمونـه  آماده‌سـازی  از  پـس  زمـان  کوتاه‌تریـن  در 
راهکارهایـی هسـتند کـه می‌توانند صحـت نتایـج DLS را افزایش 
دهند.تنظیـم صحیـح عوامـل دسـتگاه نظیـر زاویـه پـراش، زمـان 
اندازه‌گیـری و کالیبراسـیون با اسـتانداردهای مرجع، تأثیر بسـزایی 
در بهبـود دقـت داده‌هـا دارد. بـه کارگیری روش‌هـای مکمل مانند 

میکروسـکوپ الکترونی عبوری2 و میکروسـکوپ الکترونی روبشـی3 
بـرای تأییـد نتایـج، می‌توانـد بـه درک بهتـر ویژگی‌هـای نانومـواد 

کند. کمـک 

  چه عواملی بر انجام آزمون DLS موثر هستند؟
تحلیـل نتایـج دسـتگاه DLS به عوامل متعددی وابسـته اسـت 
انـدازه ذرات و توزیـع آنهـا  اندازه‌گیـری  کـه در دقـت و صحـت 
تأثیرگـذار هسـتند. برخـی از ایـن عوامل بـه اختصـار در ذیل آمده 

ست. ا

  غلظت نمونه
غلظـت بیـش از حد باعـث افزایش تداخـل نور پراکنده شـده4  
و خطـا در محاسـبه انـدازه ذرات می‌شـود. همچنین غلظت بسـیار 
کـم، سـیگنال کافـی بـرای تحلیـل ایجـاد نمی‌کنـد. وقتـی غلظت 
ذرات در نمونـه بـالا باشـد، فاصلـه بیـن ذرات کاهـش می‌یابـد. در 
ایـن حالـت، پرتـو لیزر قبل از رسـیدن به آشکارسـاز، ممکن اسـت 
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از چندیـن ذره متوالـی پراکنـده شـود. ایـن پدیده باعـث تغییر در 
تابـع همبسـتگی5 و محاسـبه نادرسـت ضریـب انتشـار6 می‌شـود 

.))2( )شکل 

شکل )2(: پراش لیزر دستگاه DLS در نمونه‌هایی با غلظت بالا.

اگـر  دارد.  معکـوس  رابطـه  ذرات  انـدازه  بـا  انتشـار  ضریـب 
شـده  محاسـبه  انتشـار  ضریـب  دهـد،  رخ  چندگانـه  پراکندگـی 
کوچکتـر از مقـدار واقعـی خواهـد بـود و در نتیجـه، انـدازه ذرات 
بزرگتـر از حـد واقعـی گزارش می‌شـود. فـرض کنید نمونـه حاوی 
نانـوذرات طال بـا قطـر واقعـی ۲۰ نانومتر اسـت. اگر غلظـت نمونه 
بـه حدی بالا باشـد کـه پراکندگـی چندگانه غالب شـود، دسـتگاه 
ممکـن اسـت انـدازه ذرات را ۳۰ نانومتـر یـا بیشـتر گـزارش کنـد. 
ایـن خطـا در صنایـع دارویـی کـه انـدازه ذرات بر جـذب و رهایش 
دارو تأثیـر مسـتقیم دارد، می‌توانـد منجر به نتایج فاجعه بار شـود.
اتفاقـی  )سـیگنال ضعیـف( چـه  کـم  بسـیار  غلظـت  در  امـا 

فتـد؟ می‌ا
نویـز در داده‌هـا یکـی از پیامدهـای منفـی غلظـت کـم اسـت. 
در غلظت‌هـای بسـیار پاییـن، تعـداد ذرات موجـود در مسـیر پرتو 
لیـزر کافـی نیسـت. در نتیجـه، شـدت نور پراکنده شـده کم شـده 

و نسـبت سـیگنال بـه نویـز7 کاهـش می‌یابد.
نویـز بـالا در تابـع همبسـتگی می‌توانـد منجـر بـه شناسـایی 
قله‌هـای کاذب در توزیـع انـدازه ذرات شـود. بـرای مثـال، ممکـن 
)به‌عنـوان  اندازه‌هـای غیرواقعـی  بـا  اسـت دسـتگاه وجـود ذرات 
مثـال، ۱۰۰ نانومتـر( را در یـک نمونـه رقیـق گـزارش کنـد، در 
حالـی کـه چنیـن ذراتی وجـود خارجـی ندارنـد. در یـک آزمایش 
بـا نانـوذرات سـیلیکا بـا قطـر واقعـی ۵۰ نانومتـر، اگـر نمونه بیش 
ازحـد رقیـق شـود )غلظـت کمتـر از 0/1 میلی‌گـرم بـر میلی‌لیتر(، 
دسـتگاه ممکـن اسـت بـه جـای یـک قلـه واضـح، چندیـن قلـه با 
اندازه‌هـای ۳۰، ۶۰ و ۱۰۰ نانومتـر نشـان دهـد کـه ناشـی از نویـز 

ست. ا
در ایـن میـان تعییـن غلظت بهینـه بـرای DLS اهمیت زیادی 
پیـدا می‌کنـد. محـدوده غلظـت بهینـه بـرای DLS براسـاس نـوع 
 ۱ تـا   0/1 بیـن  معمـول  به‌طـور  امـا  می‌شـود  تعییـن  دسـتگاه 
میلی‌گـرم بـر میلی‌لیتر )بـرای ذرات با انـدازه ۱۰ تـا ۱۰۰ نانومتر( 
نانومتـر(   ۱۰ مثـال،  )به‌عنـوان  کوچـک  ذرات  باشـد.  می‌توانـد 

نیـاز بـه غلظـت بالاتـر )~۱ میلی‌گـرم بـر میلی‌لیتـر( دارنـد، زیـرا 
پراکندگـی نـور توسـط ذرات کوچـک ضعیف‌تر اسـت. ذرات بزرگ 
)به‌عنـوان مثـال، ۵۰۰ نانومتـر( غلظـت پاییـن )~0/01 میلی‌گـرم 
قوی‌تـر  را  نـور  بـزرگ  ذرات  زیـرا  اسـت،  کافـی  میلی‌لیتـر(  بـر 

می‌کننـد. پراکنـده 
روش‌هایـی بـرای تعیین غلظـت بهینه وجـود دارد. اندازه‌گیری 
 DLS شـدت پراکندگـی8 یکـی از این روش‌ها اسـت. دسـتگاه‌های
مـدرن شـدت نـور پراکنـده شـده )بـر حسـب کیلوکانت بـر ثانیه، 
معمـول  به‌طـور  ایـده‌آل  محـدوده  می‌دهنـد.  نمایـش  را   )kcps
بیـن ۵۰ تـا ۱۰۰۰ کیلوکانـت بـر ثانیـه اسـت. به‌عنوان مثـال، اگر 
شـدت پراکندگـی نمونـه اولیـه ۲۰۰۰ کیلوکانـت بـر ثانیـه باشـد، 

نشـان‌دهنده غلظـت بیـش ازحـد اسـت و بایـد رقیق شـود.
بـا تنظیـم برخـی بخش‌هـای دسـتگاه نظیـر زاویـه پـراش نیز 
می‌تـوان اثـر منفـی غلظـت را به حداقـل رسـاند. بـرای نمونه‌های 
بـا غلظـت بـالا، اسـتفاده از زاویـه ۱۷۳ درجـه تداخـل نـوری را 

کاهـش می‌دهـد.
بـرای نمونه‌هـای رقیـق، افزایـش زمـان اندازه‌گیـری )به‌عنوان 
مثـال، از ۶۰ بـه ۱۸۰ ثانیـه( باعـث بهبود نسـبت سـیگنال به نویز 
می‌شـود. در نهایـت می‌تـوان گفـت کـه غلظـت نمونـه یکـی از 
مهمتریـن عوامـل در اندازه‌گیـری DLS اسـت. غلظـت بیش ازحد 
منجـر بـه پراکندگـی چندگانـه و گـزارش اندازه‌هـای بزرگتـر از 
واقعیـت می‌شـود، در حالـی کـه غلظـت بسـیار کـم باعـث افزایش 
نویـز و شناسـایی قله‌هـای کاذب خواهـد شـد. بـرای دسـتیابی بـه 
نتایـج دقیـق، ضـروری اسـت کـه غلظـت نمونـه در محـدوده 0/1 
و  رقیق‌سـازی  از  شـود.  تنظیـم  میلی‌لیتـر  بـر  میلی‌گـرم   ۱ تـا 
فیلتراسـیون بـرای بهبـود کیفیـت نمونه اسـتفاده شـود. همچنین 
عوامـل دسـتگاه )زاویـه پـراش، زمـان اندازه‌گیـری( بـا توجـه بـه 
غلظـت نمونـه بهینه‌سـازی شـوند. با رعایـت این نـکات، می‌توان از 
خطاهـای رایـج جلوگیـری و داده‌هـای قابـل اطمینانی بـرای آنالیز 

نانـوذرات به‌دسـت آورد.

  پایداری نمونه
نتایـج  اندازه‌گیـری،  رسـوب‌گذاری10 طـی  یـا  ذرات9  تجمـع 
)ماننـد  پایدارکننـده  مـواد  از  اسـتفاده  می‌کنـد.  مخـدوش  را 

اسـت. ضـروری  تجمـع  از  جلوگیـری  بـرای  سـورفکتانت‌ها( 
نبـود مـواد پایدارکننـده )ماننـد سـورفکتانت‌ها( و یـا شـرایط 
نامناسـب محیطـی )به‌عنـوان مثـال، pH نامناسـب یا قـدرت یونی 
بـالا( موجـب کاهـش نیـروی دافعـه بیـن ذرات شـده و همیـن 
امـر باعـث تشـکیل تجمعـات می‌شـود. حرکـت براونـی ذرات در 
غلظت‌هـای بـالا نیز احتمـال برخـورد و تجمع را افزایـش می‌دهد. 
در شـکل )3( تاثیـر سـورفاکتانت روی تغییرمحـل پیـک در نتایـج 
دیـده می‌شـود. در ایـن شـکل، خـط مشـکی مربـوط بـه نتیجـه 
نانوذراتـی اسـت که بـدون سـورفکتانت اندازه‌گیری شـده‌اند و خط 
قرمـز مربـوط بـه نتایجـی اسـت که پـس از افـزودن سـورفکتانت، 

شـده‌اند. اندازه‌گیـری 
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شکل )3(: تفاوت نتایج در نمونه‌ای که فاقد سورفکتانت است )خط مشکی( و 
همان نمونه با سورفکتانت )خط قرمز(.

تجمـع ذرات منجـر بـه افزایش انـدازه هیدرودینامیکـی گزارش 
شـده می‌شـود. شـاخص ضریب غیریکنواختی11 بالاتر از 0/7 به‌طور 
معمـول نشـان‌دهنده ناهمگنـی در انـدازه ذرات اسـت. در چنیـن 

حالتـی تابـع همبسـتگی غیرنرمـال و دارای نویـز بالا می‌شـود.
بـرای درک بهتـر ایـن مشـکل، مثـال عملـی را بررسـی کنیـم. 
نانـوذرات نقـره بـا قطـر اولیـه ۲۰ نانومتـر در آب دیونیـزه )بـدون 
پایدارکننـده( در معـرض تجمـع قـرار می‌گیرنـد. اگـر اندازه‌گیـری 
DLS بلافاصله پس از آماده‌سـازی انجام شـود، قطر ذرات ۲۰ نانومتر 
گـزارش می‌شـود، اما پـس از ۳۰ دقیقه، انـدازه ذرات بـه ۱۰۰ نانومتر 
افزایـش می‌یابـد کـه نشـان‌دهنده تجمـع ذرات بـه مرور زمان اسـت.

  رسوب‌گذاری
بـالای ۱  علـت رسـوب‌گذاری ذرات بـزرگ )به‌طـور معمـول 
میکرومتـر( نمونه‌هـای بـا چگالـی بـالا هسـتند کـه در اثـر نیروی 
گرانـش ته‌نشـین می‌شـوند. این پدیـده باعث کاهـش غلظت ذرات 
در ناحیـه پرتـو لیـزر و ایجـاد خطـا در اندازه‌گیـری می‌شـود. در 
چنیـن شـرایطی دسـتگاه ممکـن اسـت انـدازه ذرات باقیمانـده در 
محلـول را کوچکتـر از حـد واقعـی گـزارش کند. در چنیـن حالتی 

شـدت پراکندگـی به‌طـور ناگهانـی کاهـش می‌یابـد.
بـرای درک بهتـر ایـن موضوع به ایـن مثال توجـه کنید؛ ذرات 
میکرونـی سـیلیکا با قطـر واقعی ۲ میکرومتـر در آب دیونیزه معلق 
هسـتند. پـس از ۱۰ دقیقـه، رسـوب‌گذاری رخ می‌دهد و دسـتگاه 
DLS تنهـا ذرات کوچکتـر از ۲۰۰ نانومتـر )ناشـی از ناخالصی‌هـا( 

را تشـخیص می‌دهد.

  تجزیه شیمیایی
تجزیـه بـه عوامـل مختلفـی می‌توانـد مرتبـط باشـد. قرارگیری 
نمونـه در معـرض نـور، اکسـیژن و یـا دمای نامناسـب ممکن اسـت 
باعـث تخریب شـیمیایی ذرات شـود. بـرای مثال، نانـوذرات آهن در 
محیـط آبی اکسـید شـده و به ذرات اکسـید آهـن با انـدازه متفاوت 
 DLS تبدیل می‌شـوند. چنیـن وضعیتی تأثیـرات مختلفی بـر نتایج
می‌گـذارد. ظهـور قله‌هـای جدیـد در توزیـع انـدازه ذرات و افزایـش 
PDI و کاهـش تکرارپذیـری داده‌ها از جمله این مشـکلات هسـتند.

بـرای بررسـی تأثیـر پایـداری نمونـه بـر اندازه‌گیـری نانوذرات 
طال بـا قطـر اولیـه ۳۰ نانومتـر بـه مثال زیـر توجـه کنید:

دو نمونه )A( و )B( آماده شده‌اند:
 نمونـه )A(: نانـوذرات طال در آب دیونیـزه + سـورفکتانت 

سـدیم(. )سیترات 
 نمونه )B(: نانوذرات طلا در آب دیونیزه )بدون پایدارکننده(.

هـر نمونـه بلافاصلـه پـس از آماده‌سـازی و در بازه‌هـای زمانی 
۰، ۱۵، ۳۰ و ۶۰ دقیقـه بـا دسـتگاه DLS اندازه‌گیـری شـد.

عوامـل دسـتگاه: طـول ‌مـوج ۶۳۲ نانومتر، زاویـه ۱۷۳ درجه و 
دمـای ۲۵ سـانتی‌گراد. نتایـج آزمون‌‌هـای انجـام شـده در جـدول 

)1( آمده اسـت:

.)B( و )A( روی دو نمونه DLS نتایج آزمون :)جدول )1

اندازه ذرات 
 )A( نمونه
برحسب 

نانومتر

 PDI
درنمونه 

)A(

اندازه ذرات 
 )B( نمونه
برحسب 

نانومتر

 PDI
درنمونه 

)B(

زمان 
)دقیقه(

۳۰0/05۳۰0/05۰

۳۱0/06۴۵0/2۱۵

۳۲0/07۷۵0/4۳۰

۳۳0/08۱۲۰0/6۶۰

  تحلیل نتایج
نمونه )A( )پایدار(:

انـدازه ذرات طـی ۶۰ دقیقـه تغییر محسوسـی نداشـت )۳۰ به 
۳۳ نانومتـر( و PDI پاییـن باقـی ماند. وجود سـورفکتانت از تجمع 

ذرات جلوگیـری کرد.

نمونه )B( )ناپایدار(:
پـس از ۱۵ دقیقـه، انـدازه ذرات بـه ۴۵ نانومتـر افزایـش یافت 
)تجمـع جزئـی(. پـس از ۶۰ دقیقـه، انـدازه ذرات بـه ۱۲۰ نانومتر 
رسـید )تجمـع کامـل(. افزایـش PDI از 0/05 به 0/6 نشـان‌دهنده 

ناهمگنـی شـدید در نمونه اسـت.

DLS روش‌های تشخیص ناپایداری نمونه در  
 بررسی تغییرات تابع همبستگی

در نمونـه پایـدار، تابـع همبسـتگی یکنواخـت و بـدون نویـز 
اسـت. در نمونه ناپایدار، تابع همبسـتگی دارای نوسـانات غیرعادی 

یـا افـت ناگهانـی )ناشـی از رسـوب‌گذاری( اسـت.

 اندازه‌گیری‌های مکرر در بازه‌های زمانی
اگـر انـدازه ذرات یـا PDI در اندازه‌گیری‌هـای پیاپـی افزایـش 

یابـد، نشـان‌دهنده ناپایـداری نمونه اسـت.
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 مقایسه با روش‌های مکمل
اسـتفاده از روش‌هایـی مانند TEM یا SEM بـرای تأیید اندازه 

ذرات و مشـاهده مسـتقیم تجمع می‌تواند مفید باشـد.

  راهکارهای عملی برای بهبود پایداری نمونه
 افزودن پایدارکننده‌ها

سـورفکتانت‌ها: مانند سـدیم دودسـیل سـولفات12 یا سـیترات 
می‌شـوند.  اسـتفاده  الکترواسـتاتیک  دافعـه  ایجـاد  بـرای  سـدیم 
پلیمرهـا: ماننـد پلـی اتیلـن گلیکـول13 برای ایجـاد دافعـه فضایی 

بـه کار گرفتـه می‌شـوند.

 کنترل شرایط محیطی
pH: تنظیـم pH به‌گونـه‌ای کـه بـار سـطحی ذرات را افزایـش 

دهـد )به‌عنـوان مثـال، pH بالاتـر از نقطـه ایزوالکتریـک(.
قـدرت یونـی: کاهـش غلظـت نمـک در نمونه بـرای جلوگیری 

از فشـردگی لایـه دوگانـه الکتریکی.

  بهینه‌سازی فرآیند آماده‌سازی
 اعمـال امـواج فراصـوت: اسـتفاده از حمـام فراصـوت بـرای 
جداسـازی تجمعـات قبـل از اندازه‌گیـری بـه بهینه‌سـازی فرآینـد 

آماده‌سـازی نمونـه کمـک می‌کنـد.
 ذخیره‌سـازی نمونـه: نگهـداری نمونـه در دمـای ۴ درجـه 
سـانتی‌گراد و دور از نـور مسـتقیم نیـز بـرای بسـیاری از نمونه‌هـا 
توصیـه می‌شـود. بدیهـی اسـت کـه نمونه‌هـای حسـاس بـه دمای 

پاییـن از ایـن قاعده مسـتثنا هسـتند.
پایـداری  ایـن بخـش می‌تـوان گفـت کـه  بـرای جمع‌بنـدی 
نمونـه پیـش نیـاز اصلـی بـرای اندازه‌گیـری دقیـق DLS اسـت. 
تجمـع، رسـوب‌گذاری و یـا تجزیه شـیمیایی ذرات می‌توانـد نتایج 
را به‌طـور کامـل مخـدوش کند. به‌منظـور جلوگیری از بـروز چنین 

مشـکلاتی رعایـت نـکات ذیـل ضروری اسـت:
 از پایدارکننده‌هـای شـیمیایی )سـورفکتانت‌ها یـا پلیمرهـا( 

اسـتفاده شود.
 شرایط محیطی )pH، دما، قدرت یونی( به دقت کنترل شود.

از  پـس  ممکـن  زمـان  کوتاه‌تریـن  در  اندازه‌گیری‌هـا   
شـود. انجـام  نمونـه  آماده‌سـازی 

بـا رعایت ایـن موارد، می‌تـوان از خطاهـای ناشـی از ناپایداری 
نانـوذرات  بـرای تحلیـل  و داده‌هـای معتبـری  نمونـه جلوگیـری 

آورد. به‌دسـت 

  خلوص نمونه
وجـود ناخالصی‌هـا )ماننـد ذرات گردوغبـار یا حباب هـوا( باعث 
ایجـاد قله‌هـای کاذب در توزیع انـدازه ذرات می‌شـود. خلوص نمونه 
در آزمـون DLS نقـش اساسـی در دقـت و صحت اندازه‌گیـری دارد. 

آلودگی‌های شـیمیایی ممکن اسـت بر ویسکوزیته و ضریب شکست 
محلـول تأثیـر گذاشـته و نتایـج را دچار خطـا کند. بـرای جلوگیری 
از ایـن مشـکلات، نمونـه بایـد قبـل از اندازه‌گیـری فیلتـر شـده و از 
حلال‌هـای خالـص و سـازگار بـا ذرات مـورد مطالعه اسـتفاده شـود. 
روش‌هایـی ماننـد سـانتریفیوژ یـا فیلتراسـیون بـا فیلترهـای 0/22 

میکرونـی می‌توانـد بـه بهبود خلـوص نمونه کمـک کند.
به‌عنـوان مثال، نانـوذرات لیپوزومی با قطر واقعـی ۸۰ نانومتر در 
یـک محلـول آبی پراکنده شـده‌اند. اگـر نمونـه دارای حباب‌های هوا 
یـا ذرات گردوغبار باشـد، DLS ممکن اسـت قله‌هایـی در اندازه‌های 
۲۰۰ یـا ۳۰۰ نانومتـر نشـان دهـد کـه مربـوط بـه ایـن ناخالصی‌ها 
اسـت. ایـن امـر می‌توانـد منجـر بـه تفسـیر نادرسـت توزیع انـدازه 
و اشـتباه در تحلیـل پایـداری نمونـه شـود. بـرای رفـع این مشـکل، 
نمونـه می‌توانـد قبـل از اندازه‌گیـری به‌آرامی سـانتریفیوژ شـده و از 

طریـق فیلتراسـیون مناسـب، ناخالصی‌ها حذف شـوند.

  ویسکوزیته حلال
ویسـکوزیته مایـع در آزمون DLS یکی از عوامل کلیدی اسـت 
کـه به‌طـور مسـتقیم بـر محاسـبه انـدازه هیدرودینامیکـی ذرات 
تأثیـر می‌گـذارد. دسـتگاه DLS انـدازه ذرات را براسـاس حرکـت 
براونـی آن‌هـا و ضریـب انتشـار محاسـبه می‌کنـد. ایـن ضریـب از 
طریـق معادلـه استوکس-اینشـتین14 به‌دسـت می‌آیـد کـه در آن 
ویسـکوزیته سـیال نقـش اساسـی دارد. اگـر مقـدار ویسـکوزیته به 
اشـتباه وارد شـود، اندازه گزارش ‌شـده ذرات نادرسـت خواهد بود.

ذرات  براونـی  حرکـت  بـالا،  ویسـکوزیته  بـا  محیط‌هـای  در 
کاهـش می‌یابـد کـه منجـر به کاهـش ضریـب انتشـار و در نتیجه، 
گـزارش انـدازه بزرگ‌تـر از مقـدار واقعـی می‌شـود. برعکـس، اگـر 
ویسـکوزیته پایین‌تـر از مقـدار واقعـی در نظـر گرفته شـود، ضریب 
انتشـار بیـش از مقـدار واقعـی محاسـبه شـده و انـدازه ذرات کمتر 
از مقـدار صحیـح گزارش می‌شـود. بنابرایـن، دقـت در اندازه‌گیری 
و اسـتفاده از مقـدار صحیـح ویسـکوزیته، به‌ویـژه در محلول‌هـای 

غلیـظ، ضروری اسـت.
به‌عنـوان مثـال، نانـوذرات پلی‌اسـتایرن بـا قطـر واقعـی ۱۵۰ 
نانومتـر را در نظـر بگیریـد کـه در دو محیـط مختلـف اندازه‌گیری 
می‌شـوند: آب )بـا ویسـکوزیته mPa.s 0/89( و محلـول گلیسـرول 
۵۰ درصـد )بـا ویسـکوزیته mPa.s 5/5(. اگـر هنـگام اندازه‌گیـری 
در محلول گلیسـرول، ویسـکوزیته آن به اشـتباه مقدار آب در نظر 
گرفتـه شـود، دسـتگاه انـدازه نانـوذرات را کمتـر از مقـدار واقعـی 
گـزارش خواهـد کـرد. ایـن خطـا می‌تواند باعث تفسـیر اشـتباه در 
تحلیـل رفتـار ذرات، پایداری و میـزان پراکندگی آن‌ها شـود. برای 
جلوگیـری از ایـن مشـکل، ضـروری اسـت کـه مقـدار ویسـکوزیته 

دقیـق سـیال در هـر آزمایش به‌درسـتی وارد شـود.

  دمای نمونه
دمـای آزمون DLS یکی از عوامـل کلیدی در دقت اندازه‌گیری 
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انـدازه ذرات اسـت، زیـرا به‌طور مسـتقیم بـر حرکت براونـی ذرات، 
ویسـکوزیته محیـط و در نتیجـه ضریـب انتشـار تأثیـر می‌گـذارد. 
افزایـش دمـا باعـث کاهـش ویسـکوزیته و افزایـش تحـرک ذرات 
می‌شـود کـه منجر بـه محاسـبه ضریب انتشـار بیشـتر و در نتیجه 
گـزارش انـدازه ذرات کوچک‌تـر از مقـدار واقعی می‌شـود. برعکس، 
کاهـش دمـا باعـث افزایش ویسـکوزیته، کاهش حرکـت ذرات و در 

نتیجـه گـزارش انـدازه‌ای بزرگ‌تـر از مقـدار واقعی خواهد شـد.
علاوه‌بـر ایـن، دمـا می‌توانـد بـر پایـداری نانـوذرات تأثیرگـذار 
باشـد. برخـی نانـوذرات ماننـد پروتئین‌هـا و لیپوزوم‌هـا در دماهای 
بـالا دچـار تغییـر سـاختاری یـا تجمـع می‌شـوند کـه باعـث ایجاد 
قله‌هـای کاذب در توزیـع انـدازه می‌شـود. بنابرایـن، کنتـرل دقیق 
دمـا در طـول آزمـون برای دسـتیابی به نتایج دقیق ضروری اسـت.

فـرض کنیـد نانـوذرات لیپیدی با قطـر واقعـی ۱۰۰ نانومتر در 
دو دمـای مختلـف اندازه‌گیـری شـوند: ۲۵ و ۴۰ سـانتی‌گراد. در 
دمـای ۲۵ درجـه سـانتی‌گراد، انـدازه گـزارش ‌شـده ۱۰۲ نانومتـر 
اسـت کـه بـه مقدار واقعـی نزدیک اسـت. امـا در دمـای ۴۰ درجه 
سـانتی‌گراد، بـه دلیل کاهش ویسـکوزیته و افزایـش حرکت ذرات، 
انـدازه گـزارش ‌شـده بـه ۹۰ نانومتـر کاهـش می‌یابـد. اگـر نمونـه 
شـامل پروتئیـن باشـد، ممکـن اسـت در دمـای بـالا تجمـع ایجاد 
شـود و دسـتگاه DLS اندازه‌هایی در محدوده ۲۰۰ تا ۳۰۰ نانومتر 

گـزارش کنـد کـه نشـان‌دهنده تخریـب و ناپایـداری نمونه اسـت.

  زاویه پراش
انتخـاب زاویـه تشـخیص )به‌طـور معمـول ۹۰ درجـه یـا ۱۷۳ 
درجـه( بـر شـدت نـور پراکنـده شـده و حساسـیت اندازه‌گیـری 
از برخـورد  تأثیرگـذار اسـت. در دسـتگاه DLS، نـور لیـزر پـس 
بـا ذرات معلـق در محیـط، پراکنـده می‌شـود و آشکارسـاز ایـن 
نـور پراکنـده‌ شـده را در زوایـای مختلـف ثبـت می‌کنـد. زاویـه 
و  )زاویـه جانبـی(  بیـن ۹۰ درجـه  به‌طـور معمـول  اندازه‌گیـری 
۱۷۳ درجـه )زاویـه عقب‌گـرد15( انتخـاب می‌شـود. انتخـاب زاویه 
مناسـب تأثیـر مسـتقیمی بر حساسـیت و دقـت اندازه‌گیـری دارد.

معمـول  به‌طـور  بالاتـر(  و  درجـه   ۱۷۳( بزرگ‌تـر  زاویه‌هـای 
بـرای نمونه‌هـای غلیـظ و دارای ذرات بزرگ‌تـر مناسـب هسـتند. 
ایـن زاویه‌هـا به کاهـش تأثیـر پراکندگـی چندگانه کمـک کرده و 

نتایـج دقیق‌تـری ارائـه می‌دهنـد.
زاویه‌هـای کوچک‌تـر )۹۰ درجـه یـا کمتـر( بـرای نمونه‌هـای 
رقیـق یـا دارای ذرات کوچک‌تـر اسـتفاده می‌شـوند، زیـرا در ایـن 
زاویه‌هـا، سـیگنال قوی‌تـر و پایدارتـر اسـت. اگـر زاویه به درسـتی 
انتخـاب نشـود، ممکـن اسـت انـدازه ذرات بزرگ‌تر یـا کوچک‌تر از 
مقـدار واقعـی گـزارش شـود و یـا حتـی قله‌هـای کاذب در توزیـع 
انـدازه ظاهـر شـوند. فـرض کنید نانـوذرات سـیلیکا با قطـر واقعی 

۱۰۰ نانومتـر در دو زاویـه مختلـف اندازه‌گیـری شـوند:
 در زاویـه ۹۰ درجـه، انـدازه گـزارش ‌شـده ۹۸ نانومتر اسـت 

کـه مقـدار دقیقی محسـوب می‌شـود.
 در زاویـه ۱۷۳ درجـه، به دلیل کاهش تأثیر پراکندگی چندگانه، 

انـدازه واقعـی ۱۰۲ نانومتر به‌دسـت می‌آید که دقیق‌تر اسـت.
حـال اگـر نمونـه شـامل نانـوذرات بزرگ‌تـر )به‌عنـوان مثـال، 
۵۰۰ نانومتـر( باشـد، در زاویـه ۹۰ درجـه، پراکندگـی چندگانـه 
واقعـی  مقـدار  از  اندازه‌هـای کوچک‌تـر  باعـث می‌شـود دسـتگاه 
)به‌عنـوان مثـال، ۴۵۰ نانومتـر( گـزارش کنـد. امـا در زاویـه ۱۷۳ 
درجـه، اثـرات پراکندگـی چندگانه کاهـش یافته و انـدازه واقعی‌تر 
)۴۹۵ نانومتـر( به‌دسـت می‌آیـد. بنابرایـن، انتخـاب زاویـه پـراش 

مناسـب تأثیـر زیـادی بـر صحـت اندازه‌گیـری دارد.

  زمان اندازه‌گیری
بـر  مسـتقیمی  تأثیـر   DLS آزمـون  در  اندازه‌گیـری16  زمـان 
کیفیـت و دقـت داده‌هـا دارد. دسـتگاه DLS بـرای تحلیـل انـدازه 
ذرات، تابـع همبسـتگی را براسـاس تغییـرات شـدت نـور پراکنـده‌ 
شـده در طـول زمـان ثبـت می‌کند. اگـر زمـان اندازه‌گیـری خیلی 
کوتـاه باشـد، داده‌هـای ثبـت ‌شـده کافـی نخواهنـد بـود و نویز در 
تابـع همبسـتگی افزایـش می‌یابـد کـه منجر بـه نتایج نادرسـت یا 
ناپایـدار می‌شـود. برعکـس، اگـر زمـان اندازه‌گیری خیلـی طولانی 
باشـد، ممکـن اسـت اثـرات محیطـی )ماننـد تغییـر دما یـا تجمع 

ذرات( باعـث ایجـاد انحـراف در نتایـج شـود.
به‌طـور معمـول زمـان بهینه بـرای اندازه‌گیری بسـته به غلظت 
نمونـه و انـدازه ذرات بیـن ۳۰ تا ۱۸۰ ثانیه اسـت. بـرای نمونه‌های 
رقیـق، افزایـش زمـان اندازه‌گیـری می‌توانـد نسـبت سـیگنال بـه 
نویـز را بهبـود دهـد، در حالی‌کـه بـرای نمونه‌هـای غلیـظ، زمـان 

کوتاه‌تـر می‌توانـد از تأثیـر تجمـع ذرات جلوگیـری کند.
فـرض کنیـد نانوذرات پلی‌اسـتایرن با قطر واقعـی ۱۵۰ نانومتر 

در دو زمـان مختلف اندازه‌گیری شـوند:
 در زمـان اندازه‌گیـری ۳۰ ثانیـه، انـدازه گـزارش ‌شـده ۱۴۸ 
نانومتـر اسـت، امـا تابـع همبسـتگی دارای نویـز زیـادی اسـت که 

می‌توانـد منجـر بـه عـدم اطمینـان در داده‌هـا شـود.
 در زمـان اندازه‌گیـری ۹۰ ثانیه، اندازه ۱۵۱ نانومتر به‌دسـت 
می‌آیـد و تابـع همبسـتگی صـاف و پایـدار اسـت کـه نشـان‌دهنده 

دقـت بالاتر داده‌ها اسـت.
 امـا در زمـان اندازه‌گیـری ۳۰۰ ثانیـه، بـه دلیـل تأثیـرات 
بزرگ‌تـر  اندازه‌هـای  احتمـال تجمـع ذرات، دسـتگاه  و  محیطـی 
)به‌عنـوان مثـال، ۱۶۰ نانومتـر( را گزارش می‌کند که نشـان‌دهنده 

تغییـرات در نمونه اسـت.
بنابرایـن، تنظیم زمان اندازه‌گیری متناسـب با نوع نمونه و شـرایط 

آزمایش، برای دسـتیابی بـه نتایج دقیق و پایدار ضروری اسـت.

  کالیبراسیون دستگاه
کالیبراسـیون نادرسـت یا وجود مشـکل در تنظیمات دسـتگاه، 
نتایـج را غیرقابـل اعتماد می‌کند. توصیه می‌شـود با اسـتانداردهای 
مرجـع )ماننـد نانـوذرات سـیلیکا یـا پلی‌اسـتایرن( دقـت و صحت 

عملکرد دسـتگاه کنترل شـود.
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یکـی از مهم‌تریـن عوامـل تأثیرگـذار بـر نتایـج DLS، غلظـت نمونـه اسـت. غلظت‌هـای بسـیار بـالا باعـث پراکندگی 
چندگانـه می‌شـوند کـه موجـب انحـراف در نتایـج و گـزارش اندازه‌هـای بزرگ‌تـر از مقـدار واقعـی خواهـد شـد. از سـوی 
دیگـر، غلظت‌هـای بسـیار پاییـن ممکن اسـت منجر به نسـبت سـیگنال بـه نویز پاییـن و ایجـاد قله‌هـای کاذب در توزیع 
انـدازه ذرات شـوند. بنابرایـن، تنظیـم مناسـب غلظـت نمونـه در محدوده ایـده‌آل، به‌طور معمـول بین 0/1 تـا ۱ میلی‌گرم 

بـر میلی‌لیتـر، امـری ضروری اسـت.
علاوه‌بـر غلظـت، پایـداری نمونـه نیز در دقـت نتایج تأثیر زیـادی دارد. تجمع ذرات، رسـوب‌گذاری و تجزیه شـیمیایی 
می‌تواننـد نتایـج آزمـون را به شـدت تحت تأثیر قرار دهنـد. برای جلوگیری از این مشـکلات، اسـتفاده از پایدارکننده‌هایی 
ماننـد سـورفکتانت‌ها و پلیمرهـای پایدارکننـده )ماننـد PEG( توصیـه می‌شـود. همچنیـن، کنتـرل pH و قـدرت یونـی 
محلـول بـرای جلوگیـری از تغییـرات سـاختاری در ذرات ضـروری اسـت. در نهایت، ذخیره‌سـازی صحیح نمونه‌هـا و انجام 

آزمایـش در کوتاه‌تریـن زمـان پـس از آماده‌سـازی می‌توانـد دقـت نتایـج را افزایش دهد.
تنظیمـات زاویـه پـراش، زمـان اندازه‌گیـری و دمـای آزمایـش تأثیر مسـتقیمی بـر نتایج آزمـون DLS دارنـد. انتخاب 

زاویـه مناسـب بـرای اندازه‌گیـری نـور پراکنده ‌شـده از ذرات ضروری اسـت.
زمـان اندازه‌گیـری نیـز بایـد متناسـب بـا شـرایط نمونـه تنظیـم شـود. زمـان کوتـاه ممکـن اسـت منجر بـه داده‌های 
نویـزی شـود، در حالـی کـه زمـان بیـش ‌از حد طولانـی می‌تواند به دلیـل تغییـرات نمونه، نتایـج را تحت تأثیر قـرار دهد. 

به‌طـور معمـول ۳۰ تـا ۱۸۰ ثانیـه محـدوده مناسـبی بـرای اندازه‌گیـری در نظـر گرفته می‌شـود.
همچنیـن، دمـای آزمایـش بایـد بـه دقـت کنترل شـود. افزایـش دما منجـر به کاهـش ویسـکوزیته و افزایـش حرکت 
ذرات می‌شـود کـه می‌توانـد باعـث گـزارش اندازه‌هـای کوچک‌تـر از مقـدار واقعـی شـود. برعکـس، دمـای پایین‌تـر باعث 
افزایـش ویسـکوزیته و کاهـش حرکـت ذرات خواهـد شـد کـه ممکن اسـت اندازه‌هـای بزرگ‌تری نسـبت به مقـدار واقعی 
گـزارش شـود. بنابرایـن، انجـام آزمایـش در دمـای کنترل‌شـده )به‌طـور معمـول، ۲۵ درجـه سـانتی‌گراد( باعـث افزایـش 

دقـت داده‌ها می‌شـود.
کالیبراسـیون دقیـق دسـتگاه DLS یکـی از مراحـل ضـروری بـرای اطمینـان از صحـت اندازه‌گیری‌هـا اسـت. عـدم 
کالیبراسـیون یـا اسـتفاده از عوامـل نادرسـت می‌توانـد داده‌هـای غیرقابـل اعتمـاد تولیـد کنـد. علاوه‌بـر این، اسـتفاده از 
روش‌هـای مکمـل ماننـد میکروسـکوپ الکترونـی عبـوری )TEM( و میکروسـکوپ الکترونی روبشـی )SEM( بـرای تأیید 

نتایـج آزمون‌هـای DLS پیشـنهاد می‌شـود.
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Dynamic Light Scattering (DLS) is a widely used technique for measuring particle size and 
distribution in the nanometer scale. The accuracy of this method depends significantly on proper 
sample preparation and precise instrument settings. Sample concentration plays a crucial role 
in measurement accuracy. High concentrations can lead to multiple scattering, resulting in 
an overestimation of particle size, while low concentrations reduce signal strength and increase 
noise. Therefore, optimizing the concentration within the ideal range (0.1 to 1 mg/mL) is essential 
for reliable results. Sample stability is another critical factor. Particle aggregation, sedimenta-
tion, and chemical degradation can distort measurements. To mitigate these issues, the use of 
chemical stabilizers, pH adjustment, and conducting tests promptly after sample preparation 
is recommended. Instrument parameters also require careful calibration. Scattering angle, 
measurement duration, and temperature control are key factors influencing results. A 173-degree 
angle is preferable for concentrated samples, while a 90-degree angle is more suitable for dilute 
samples. Additionally, selecting an appropriate 
measurement duration (30 to 180 seconds) and 
maintaining temperature control are essential 
to prevent unwanted variations in particle size 
measurements.

Investigation of Key Factors Affecting DLS Investigation of Key Factors Affecting DLS 
Results and Error Reduction StrategiesResults and Error Reduction Strategies

Keywords

DLS, Dynamic Light Scattering, sample 
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