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Mikroskopia swietlna i konfokalna

Mikroskopia swietlna
Najprostsza metoda badania
materiatéw jest ich obserwa-
cja okiem nieuzbrojonym.
llo$¢ dostrzeganych szcze-
gétow struktury materiatu
zwieksza sie w miare przy-
blizania badanego obiektu
do oka dzieki temu, ze jest
on obserwowany pod coraz
wiekszym katem. Dzieje sie
tak wyfacznie do momentu,
gdy obiekt znajdzie sie w tzw.
odlegtosci dobrego widzenia.
Dla normatywnego oka odle-
gtosc¢ ta wynosi 250 mm.
Osigganie ostrych, a jedno-
cze$nie bogatszych w szcze-
goty obrazéw, obserwowa-
nych z odlegtosci mniejszej
niz 250 mm staje sie mozliwe
z wykorzystaniem lupy badz
mikroskopu $Swietlnego. Za-

sadniczym celem prowadze-
nia obserwacji z wykorzysta-
niem mikroskopu swietlnego
jest jakosciowa oraz ilosciowa
analiza mikrostruktury. Pro-
wadzi ona przede wszystkim
do identyfikacji tworzacych
ja sktadnikéw (faz) oraz usta-
lenia rodzaju, wielkosci, ilosci,
rozmieszczenia i morfologii
skfadnikéw tworzacych mi-
krostrukture. Badania technika
mikroskopii $wietlnej umozli-
wiaja miedzy innymi:

» okreslenie ksztattu oraz po-
miar wielkosci ziarna w struk-
turze materiatéw polikrysta-
licznych, zaréwno jedno- jak
i wielofazowych;

e ujawnienie wad mikro-
struktury w postaci mikro-
porowatosci, mikropeknie¢,
niejednorodnosci struktury

Mikroskop
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Wypolerowana i wytrawiona
powierzchnia

Rys. 1. Schemat ilustrujgcy sposob w jaki padajgce swia-
tto odbija sie od powierzchni wypolerowanego i wytrawio-
nego zgtadu materiatu polikrystalicznego
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oraz segregacji pierwiastkéw
stopowych;

e Ujawnienie oraz pomiar gru-
bosci warstw powierzchnio-
wych o zmienionej strukturze,
bedacej zamierzonym badz
ubocznym skutkiem proce-
séw technologicznych.

Aby mozliwe bylo wykona-
nie badan z wykorzystaniem
mikroskopu $wietlnego nie-
zbedne jest wykonanie odpo-
wiedniej preparatyki obser-
wowanych prébek, ktoérych
powierzchnia powinna by¢
uprzednio zeszlifowana oraz
wypolerowana. Ujawnienie
mikrostruktury odbywa sie
W procesie trawienia przez
zastosowanie odpowiednich
odczynnikéw chemicznych.
Dla przykfadu reaktywnosc
chemiczna ziarn w materiatach
polikrystalicznych zmienia sie
od ziarna do ziarna. Rysunek 1
przedstawia schematycznie

sposob w jaki swiatto padajace
na prébke odbija sie od wy-
trawionej powierzchni zgtadu
metalograficznego (ziarn sto-
pu), ktore charakteryzuja sie
zréznicowang orientacja kry-
stalograficzng. Przyktadowe
zdjecie mikrostruktury mate-
riatu polikrystalicznego przed-
stawiono na rysunku 2.

Bioragc pod uwage rdézne
mozliwos$ci powstawania
kontrastu od szczegétéw mi-
krostruktury w obrazie mikro-
skopowym, wspétczesne mi-
kroskopy swietlne dysponuja
nastepujacymi sposobami
prowadzenia obserwacji mi-
krostruktury:

» W jasnym polu widzenia;

« w ciemnym polu widzenia;
o w Swietle spolaryzowanym;
o w kontrascie interferencyj-
nym.

Podstawowg metodg badan
w mikroskopii odbiciowej jest

Rys. 2. Obraz mikrostruktury odlewniczego stopu alumi-
nium z krzemem



Rys. 3. Mikrostruktura stopu aluminium obserwowana
w jasnym polu widzenia

obserwacja szczegotéw mi-
krostruktury w jasnym polu
widzenia. Jezeli powierzchnia
zgtadu jest idealnie wypo-
lerowang ptaskg powierzch-
nig metaliczng o jednakowe;j
zdolnosci odbijania $wiata, to
wigzka $wiatta po odbiciu od
niej trafi z powrotem do obiek-
tywu, bez zmiany rozkfadu
w tej wigzce natezenia i barwy
$wiatta. Otrzymany obraz mi-
kroskopowy bedzie wiec w ta-
kim przypadku pozbawiony ja-
kichkolwiek szczegotéw, jasny
oraz tak samo jednorodny pod
wzgledem rozkladu nateze-
nia i barwy swiatfa jak wigzka
oswietlajaca. Taki sposéb pro-
wadzenia obserwacji nazywa
sie badaniem w jasnym polu
widzenia.

W opisanym powyzej szcze-
gélnym przypadku obserwa-
cji powierzchni zgtadu meta-
lograficznego pozbawionego
punktow odniesienia, ogni-
skowanie mikroskopu nalezy
wykona¢ na obraz brzegéw
przystony polowej. Zgodnie
z zasadg dziatania o$wietlacza
Kohlera, obraz tej przystony
tworzy sie dokfadnie w ptasz-

czyznie przedmiotowej mikro-
skopu. Zogniskowanie mikro-
skopu w taki sposéb sprawia,
ze w polu widzenia na jasnym
tle widoczne sg brzegi przy-
mknietej przystony polowej,
CO oznacza rownie ostre zo-
gniskowanie obrazu na po-
wierzchnie obserwowanego
zgtadu.

W obrazie mikroskopowym
wykorzystujac ten typ obser-
wacji na ogélnym jasnym tle
moga ujawnic¢ sie tylko takie
szczegbty mikrostruktury po-
wodujgce znaczne zmniej-
szenie (w stosunku do tta) lub
catkowity zanik swiatta w ich
obrazie. Szczegétami takimi
na wypolerowanej powierzch-
ni zgtadu moga by¢ przeciete
jego ptaszczyzng, pozbawione
zdolnosci do odbijania $wia-
tha, obszary wystepowania faz
badZ wtracen niemetalicznych
oraz wszelkie nieciggtosci ich
osnowy metalicznej, powodu-
jace efekt rozproszenia swiatta
(np. mikropory, mikropeknie-
cia). Przyktad struktury stopu
aluminium obserwowanej
w jasnym polu widzenia za-
mieszczono na rysunku 3.

Rys. 4. Mikrostruktura stopu AIMg3 obserwowana w ciem-
nym polu widzenia. Na zdjeciu widoczne sq drobne wy-

dzielenia oraz granice ziaren

Celem zapewnienia mozli-
wosci wykorzystania petnej
rozdzielczej
kroskopu przy obserwacji

zdolnosci mi-
tych szczegétéw powierzch-
ni zgtadu, w obrazie ktérych
w polu jasnym brakowato
Swiatta nalezy zmodyfikowa¢
bieg wigzki w taki sposéb by
uzyska¢ odwrécenie kontra-
stébw w obrazie w stosunku
do obrazu obserwowane-
go w jasnym polu widzenia
(zastosowac¢ obserwacje
w ciemnym polu widzenia).
W technice tej odpowiednio
przygotowany zgtad meta-
lograficzny oswietlony jest
wigzka skosng do jego po-
wierzchni (o$wietlacz wyko-
nany z pierscienia szklanego
ustawiony pod katem 45° do
osi optycznej obiektywu).
W ten sposob uzyskuje sie
efekt czarnego tta obrazu, na
ktorym pojawiajg sie jasne
kontury nieréwnosci, kto-
rych powierzchnia nie jest
prostopadta do gtéwnej osi
optycznej obiektywu.

Zaleta obserwacji w ciemnym
polu widzenia jest mozliwos¢
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maksymalnego wykorzysta-
nia apertury obiektywu, co
zapewnia jednoczesnie wyko-
rzystanie petnej zdolnosci roz-
dzielczej. Obserwacje mikro-
skopowe prowadzone przy
takim sposobie oswietlenia
badanej powierzchni zgfadu
sg szczegodlnie przydatne do
kontrastowego ujawniania
granic ziaren metali i ich sto-
pow oraz identyfikacji wtrg-
cen niemetalicznych (rys. 4).
Barwe wydzielen mozna jed-
nak oceni¢ wytacznie przy
oswietlaniu preparatu $wia-
ttem biatym.

Celem badan metalograficz-
nych w $wietle spolaryzowa-
nym jest wykrywanie anizo-
tropii szczegbtéw powierzchni
obserwowanego zgfadu. Za-
stosowanie Swiatta spolary-
zowanego w badaniach mi-
kroskopowych pozwala na
uzyskanie w obrazie ich mi-
krostruktury kontrastu od faz
i sktadnikow strukturalnych
optycznie czynnych w sto-
sunku do takiego $wiatta, tzn.
zmieniajacych stan jego pola-
ryzacji.
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Rys. 5. Mikrostruktura stali po procesie selektywnego
spiekania laserowego. Na rysunku widac stos warstw, kto-
rych potgczenie ze sobg nastgpito w wyniku oddziatywania
cieplnego w gtab materiatu. Struktury przypominajgce ry-
bie tuski reprezentujq pojedyncza linie skanowania wraz
ze strefq wptywu ciepta

Poza mozliwoscig obserwacji
przy jednoczesnym zastoso-
waniu polaryzatora i anali-
zatora mozna prowadzi¢ ob-
serwacje przy wprowadzaniu
w bieg promieni samego ana-
lizatora. Uzyskuje sie wtedy
interesujgce informacje o wta-
snosciach optycznych sktad-
nikéw mikrostruktury wyka-
zujacych silng anizotropie.

W $wietle spolaryzowanym
réwniez prowadzic¢
obserwacje zgtadow trawio-

mozna

nych. Utworzony podczas
chemicznego trawienia re-
lief na granicach ziaren daje
efekty optyczne zalezne od
ich usytuowania wzgledem
ptaszczyzny polaryzacji. Poja-
wiajg sie efekty cieni o réznej
intensywnosci w zaleznosci
od orientacji krystalograficz-
nej (rys. 5).

Wykonujac obserwacje
w Swietle spolaryzowanym
istnieje mozliwos¢ popetnie-
nia btedéw, ktére zwigzane sg
z niewlasciwym przygotowa-
niem zgtadow:
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e wytworzenie podczas po-
lerowania na powierzchni
zgtadu warstewki Beilby'ego,
powodujacej brak kontrastu
w Swietle spolaryzowanym;

« zbyt duzy relief oraz war-
stwy tlenkowe, mogace two-
rzy¢ sie na powierzchni probki
w trakcie trawienia chemicz-
nego utrudniajg lub unie-
mozliwiajg ocene anizotropii
skfadnikéw strukturalnych.

Badania mikroskopowe z wy-
korzystaniem ,kontrastu
Nomarskiego” opieraja sie
na wykorzystaniu zjawiska
kontrastu interferencyjnego
w Swietle spolaryzowanym,
z wykorzystaniem interferencji
rézniczkowej. W technice NIC
(ang. Nomarski Interference
Contrast) lub - czesciej — DIC
(ang. Differential Interference
Contrast) obraz tworzony jest
w wyniku podziatu Swiatta
spolaryzowanego przez odpo-
wiedni pryzmat (tzw. pryzmat
Wollastona) na dwie wigzki.
W rezultacie obserwuje sie
probke w swietle interferuja-

cych promieni $wietlnych, tj.
wiazki normalnej oraz wigzki
nieznacznie przesunietej w fa-
zie, co daje wrazenie obrazu
przestrzennego (rys. 6).

Mikroskopia konfokalna
w badaniach materiatowych
Mikroskopia konfokalna jest
modyfikacja mikroskopii
$wietlnej. W poréwnaniu z tra-
dycyjna mikroskopiag optyczna
cechuje sie zwiekszonym kon-
trastem, wiekszg gtebig ostro-
$ci oraz zdolnoscia rozdzielcza.
Podstawy mikroskopii kon-
fokalnej zostaly opracowane
i opatentowane przez Marvina
Minskiego w latach 60-tych
XX wieku. Wysoka jakos¢ ob-
razowania w przypadku mikro-
skopii konfokalnej uzyskiwana
jest przez zastosowanie zmian
konstrukcyjnych tradycyjne-
go mikroskopu optycznego.
Zastosowanie przestony pier-
Scieniowej przed detektorem
(z ang. pinhole), pozwalaja-
cej na sterowanie wielkoscig
otworu umozliwia odciecie
sygnatu dochodzacego spo-
za ptaszczyzny ogniskowania,

zwiekszajac kontrast obrazu.
W tradycyjnym mikroskopie
optycznym tzw. ,szerokiego
pola’, preparat oswietlany jest
przez zrodto Swiatta w catosci.
Padajace swiatto odbija od
powierzchni preparatu (lub
fluoryzuje w przypadku mikro-
skopu fluoroscencyjnego),
po czym sygnaly te sa zbie-
rane przez obiektyw. Rozwia-
zanie to zmniejsza kontrast,
poniewaz tto wobec sygnatu
z miejsca ogniskowania jest
wysokie. Dodatkowo
dzielczos¢ pionowa mikrosko-
pu konfokalnego bezposred-
nio skorelowana z gruboscia
ptaszczyzny ogniskowania
jest zalezna od zastosowa-

roz-

nych soczewek obiektywu
oraz whasnosci badanej prob-
ki. Druga najwazniejszg zmia-
na konstrukcyjna mikroskopu
konfokalnego jest zastoso-
wanie zrédta Swiatta w po-
staci lasera. Zastosowanie
lasera pozwala na uzyskanie
bardzo waskiej (w przyblize-
niu punktowej) wigzki swiatta
o duzej mocy oraz mozliwos$¢
jej ptynnej regulacji.

Rys. 6. Mikrostruktura stopu aluminium z krzemem ob-
serwowana z wykorzystaniem kontrastu interferencyjno-
-rézniczkowego



Obecnie uzywa sie gtdéwnie
dwoch typow mikroskopéw
konfokalnych:

« skanujace laserowe mikro-
skopy konfokalne (ang. Scan-
ning Laser Confocal Microsco-
pes);

« mikroskopy konfokalne
z wirujgcym dyskiem (ang.
Spinning-Disk Confocal Mi-
croscopes).

Z punktu widzenia badan ma-
teriatowych mikroskopia kon-
fokalna stosowana jest gtow-
nie do badahn wymagajacych
zwiekszonej jakosci obrazowa-
nia, badan biomateriatéw po
implantacji, czy badan topogra-
fii powierzchni materiatow.
Zalety mikroskopu konfokal-
nego:

« zastosowanie przestony
z matym otworem przed de-
tektorem pozwala na odciecie
sygnatu dochodzacego spoza
ptaszczyzny ogniskowania, co
skutkuje powiekszeniem kon-
trastu i jakosci uzyskanego
obrazu;

» mozliwo$¢ wizualizacji zy-
wych preparatéw;

« mozliwos¢ rekonstrukgcji ob-
razu 3D i 4D (w czasie rzeczy-
wistym);

e mozliwos¢ rejestrowania
obrazoéw cienkich warstw pre-
paratu (rejestracji serii prze-
krojow optycznych na réznych
gtebokosciach preparatu);

» mozliwo$¢ tworzenia obra-
z6w kolejnych ptaszczyzn pre-
paratéow i tworzenia modelu
tréjwymiarowego;

« eliminowanie problemu po-
$wiaty wynikajacej z warstw
preparatu lezacych poza
ptaszczyzng ogniskowania;

e lepsza rozdzielczos¢ niz
w obrazach uzyskanych przy
uzyciu tradycyjnej mikrosko-
pii optycznej.
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Rys. 7. Wyznaczanie wspdfczynnika odpornosci na kruche pekanie K;. metodq Palmquista

Fluorescencyjna mikrosko-
pia konfokalna
Fluorescencyjna mikroskopia
konfokalna polega na detekg;ji
wypromieniowanego $wiatta
zaabsorbowanego uprzednio
przez badany materiat. Emito-
wane $wiatto w stosunku do
Swiatta absorbowanego cha-
rakteryzuje sie wieksza dtugo-
Scig fali. Obrazowanie opiera
sie na pomiarze fluorescen-
cji zwiazkow chemicznych
powigzanych z okreslonymi
typami komérek wraz z struk-
turami wewnatrzkomorkowy-
mi lub grupami chemiczny-
mi. W tym celu stosowane s3
liczne metody barwienia tzw.
barwnikami fluoroscencyj-
nymi. Konstrukcja przestony
w detektorze umozliwia uzy-
cie w powstawaniu obrazu tyl-
ko fluorescencji emitowane;j
z miejsca ogniskowania.

Techniki fluorescencyjnej
mikroskopii konfokalnej

Technika FRET (ang. Forster Re-
sonance Energy Transfer) wy-
korzystuje mechanizm trans-

feru energii miedzy dwoma
chromoforami nie bedacy pro-
mieniowaniem. Zasada dzia-
tania tej techniki opiera sie na
wytworzeniu transferu energii
pomiedzy sondami fluorescen-
cyjnymi tworzacymi donor i ak-
ceptor bez wytworzenia fo-
tonu. Tego rodzaju transport
jest mozliwy w przypadku gdy
widma emisji donora i akcep-
tora naktadaja sie w wyniku
utozenia dipoli pary donor-ak-
ceptor w odlegtosci 1-10 nm.
W technice FRET wzbudzany
selektywnie donor powoduje
spadek fluorescencji donora,
natomiast znaczacy wzrost
fluorescencji akceptora.

W naukach biomedycznych
technika znajduje zastosowa-
nie w badaniu mechanizméw
dziatania oraz dynamiki ma-
kroczasteczek biologicznych
(biatek, DNA, RNA).

Technika FRAP (ang. Flu-
orescence Recovery after
Photobleaching) polega na
okreslaniu ruchliwosci wyzna-
kowanych sond fluorescencyj-
nych przytaczonych do biatek
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i lipidow wigzaniami kowa-
lencyjnymi. Badanie opiera
sie wygaszeniu fluorescencji
sondy w okre$lonym obsza-
rze materiatu przez impuls
Swiatta laserowego o duzej in-
tensywnosci. Prowadzi to do
powstania w danym obszarze
materiatu dwéch czesci sondy
fluorescencyjnej: wygaszonej
oraz niewygaszonej. Przywroé-
cenie fluorescencji w wyga-
szonym regionie nastepuje
w przypadku wykazywania
przez molekute zdolnosci do
przemieszczania, natomiast
catkowicie ciemny obraz su-
geruje molekute nieruchoma.
Technika FRAP umozliwia sza-
cowanie procentowej zawar-
tosci poszczegdlnych frakgji
w materiale np. biatek.

Technika FLIP (ang. Fluore-
scence Loss in Photoble-
aching) jest wariantem tech-
niki FRAP. W metodzie tej
rejestrowana jest strata fluore-
scencji w obszarze materiatu
otaczajacym obszar wybielo-
ny. Strata fluorescencji w ba-
danym obszarze jest nastep-
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Rys. 8. Teksturowana laserowo powierzchnia stali pokry-

tej powtokg TiN

stwem ruchu poprzecznego
biatek komérkowych w obsza-
rach pofaczonych. Obserwa-
cja fluorescencji w niepota-
czonych obszarach materiatu,
w ktérych nie jest ograniczana,
sugeruje ciggtos¢ preparatu.

Mikroskopia konfokalna
w obrazowaniu materiatéw
inzynierskich

Konfokalna laserowa mikro-
skopia skaningowa CLSM
(ang. Confocal Laser Scanning
Microscopy) jest najczesciej
stosowang w inzynierii ma-
teriatowej odmiang mikro-
skopii konfokalnej. Wysoka
jako$¢ obrazowania uzyski-
wana w przypadku mikrosko-
pii konfokalnej, jak rowniez
mozliwo$¢ badan topografii
powierzchni stanowig o coraz
czestszym zastosowaniu kon-
fokalnego laserowego mikro-
skopu skaningowego. Podczas
obrazowania promien lasera
o okreslonej dtugosci fali ska-
nuje powierzchnie preparatu
punkt po punkcie (odpowied-
nio wzdtuz osi X iY), a uzyska-
ny obraz jest pozbawiony nie-
ostrych elementéw i obrazéw
pozostajacych poza ognisko-
wa obiektywu. Aparat steruja-
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cy pozwala na dokonywanie
tzw. przekrojow optycznych
preparatu. Urzagdzenie umoz-
liwia zmiane ptaszczyzny
ogniskowania przez ruch sto-
lika mikroskopu wzdtuz osi Z.
Podczas badania promien la-
sera automatycznie skanuje
preparat o grubosci 50-100 um
na kolejnych, coraz gtebszych
ptaszczyznach ogniskowania,
zgodnie z ustawieniami ope-
ratora. Nastepnie program
komputerowy skfada serie ob-
razéw w jeden tréjwymiarowy
obraz wspétogniskowy (konfo-
kalny).

Przyktady zastosowania mi-
kroskopii konfokalnej w ob-
razowaniu materialow inzy-
nierskich

Mikroskopia konfokalna umoz-
liwiajaca wykonywanie ob-
razowania o wysokiej jakosci
wykorzystywana jest w bada-
niach, ktérych wiarygodnos¢
w duzej mierze zalezy od do-
ktadnosci pomiaréw elemen-
téw powierzchni. Na rysun-
ku 7 przedstawiono przyktad
wyznaczania wspotczynnika
odpornosci na kruche pekanie
K. metoda Palmquista, pole-
gajacy na doktadnym pomia-

Rys. 9. Profil wytarcia powierzchni spiekanej stali narze-
dziowej po tescie odpornosci na scieranie

Rys. 10. Profil uszkodzenia powierzchni stali narzedziowej

Rys. 11. Profil zmian wywotanych korozjg na powierzchni
materiatu

rze dtugosci kruchych peknie¢  Dokoriczenie na str. 35.
po badaniu twardosci metoda

Vickersa.
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Dokoriczenie ze str. 22.

Realizacja przekrojow optycz-
nych umozliwia - w przy-
padku badan materiatowych
- tworzenie obrazéw topo-
graficznych; przyktadem
zastosowania mikroskopii
konfokalnej w obrazowaniu
topografii materiatow jest ob-
raz teksturowanej laserowo
powierzchni stali pokrytej po-
wtoka TiN przedstawiony na
rysunku 8.

Zastosowanie mikroskopii
konfokalnej umozliwia ponad-
to pomiar gtebokosci wytar¢ po

testach odpornosci na scieranie
(rys.9), nieciggtosci i uszkodzen
powierzchni materiatéw meta-
lowych, polimerowych oraz
ceramicznych (rys. 10) lub
zmian spowodowanych ko-
rozja (rys. 11) przez tworzenie
profilu powierzchni.

* Zaktad Technologii Proce-
sow Materiatowych, Zarzqdza-
nia i Technik Komputerowych
w Materiatoznawstwie, Insty-
tut Materiatéw Inzynierskich
i Biomedycznych, Wydziat Me-
chaniczny Technologiczny, Po-
litechnika Slgska w Gliwicach

Pomiary
w laboratorium chemicznym

Rozwigzania METTLER TOLEDO do laboratorium
obejmujg automatyczne pomiary analityczne,
wydajne opracowywanie proceséw chemicznych
oraz automatyzacje pomiaréw laboratoryjnych

i procesow produkcyjnych. Dodatkowe ustugi
gwarantujg zgodno$¢ z oficjalnymi normami

oraz spojne i doktadne dane pomiarowe.

Produkty i rozwigzania
Automatyzacja badan chemicznych
Wagi, wazenie laboratoryjne
Instrumenty analityczne

Pipety i koncowki

Analiza termiczna
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