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FIZYCINE

I. Cel éwiczenia

Celem (¢wiczenia jest zapoznanie sie z zasadg dziatania skaningowego mikroskopu
elektronowego.

Pytanie organu procesowego:

A. Czy badane wtosy mogg nalezed do tej samej osoby?

B. Ktére narzedzia zostawity slady na powierzchni metalowego stolika:

N6z do szkta N6z kuchenny Diamentowy ndz do szkfa

II. Wstep teoretyczny

Etymologicznie stowo mikroskop pochodzi z jezyka greckiego ,mikros”- maty i ,,skopeo”-
patrze, obserwuje. Mikroskopie moziemy podzieli¢ na: optyczng, elektronowg, jonowa
i ultradzwiekowga. Jezeli za kryterium podziatu przyjmiemy metode obrazowania to
wyrézniamy mikroskopie: holograficzng, skaningowg i transmisyjng. Mikroskopia jest
dziedzing dynamicznie rozwijajgcg sie. Ciggle powstajg nowe rozwigzania techniczne,
ulepszane sy dostepne oprogramowania, dlatego temat mikroskopii jest bardzo szeroki i
ciekawy.

Poczatkowo podstawowym ograniczeniem jakos$ci uzyskiwanych obrazéow w
mikroskopach optycznych byty wady soczewek. Gdy ten problem zminimalizowano,
napotkano na kolejng bariere. Zjawisko dyfrakcji powoduje, ze zobaczy¢ mozna tylko obiekty
o rozmiarach wiekszych lub poréwnywalnych z dtugoscig stosowanej fali. Dlatego tez
mikroskopy optyczne pracujgce w zakresie Swiatta widzialnego osiggajg maksymalne

powiekszenia rzedu 1500 razy. Dalsze zwiekszanie zdolnosci rozdzielczej okazato sie mozliwe
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poprzez zastgpienie swiatta strumieniem elektronéw, z ktérymi jest zwigzana fala o wyraznie
mniejszej dtugosci.t

Ogodlna idea budowy mikroskopu elektronowego jest oparta na mikroskopie optycznym.
Zamiast zaréwki mamy dziato elektronowe. Wigzka elektrondw jest wysytana przez katode na
zasadzie termoemisji lub emisji polowej. Warunkiem koniecznym pracy mikroskopu
elektronowego jest wysoka préznia, ktéra jest wytwarzana przez odpowiednie pompy.
Wstepnie uformowana wigzka elektrondéw zostaje rozpedzona w obszarze pomiedzy katodg i
anoda. Zwiekszenie napiecia pozwala na zwiekszenie pedu elektrondéw, i zmniejszenie
dtugosci fali. Przyktadowo, gdy napiecie przyspieszajgce U = 300 kV, wtedy dtugosé fali
elektronédw A = 0.00197 nm, predkosc¢ elektrondw w kolumnie mikroskopu v=0.776-c.
Soczewki w mikroskopie elektronowym sg elektromagnetyczne, a obraz powstaje na ekranie
fluorescencyjnym, kliszy lub matrycy CCD. W przypadku mikroskopu SEM stosuje sie
detektory pétprzewodnikowe lub detektor Everharta-Thornleya.
W mikroskopie skaningowym wigzkg elektronédw skanuje powierzchnie przewodzgcej prébki
linia po linii, zas transmisyjny bada elektrony, ktére przeszty przez specjalnie przygotowang

bardzo cienkg probke.

1 *Elektrony maja podwdjny charakter: korpuskularno-falowy. Dtugosc fali elektronéw zalezy od predkosci, jakq uzyskajq przyspieszone w

polu elektrostatycznym miedzy katodq a anodq w mikroskopie elektronowym:

h h
A=— =—
p mv

gdzie: A- dtugosc fali, h- stata Plancka, p = ped elektronu, v- predkosc elektronu, m- masa elektronu.
Po wprowadzeniu poprawki relatywistycznej, istotnej przy duzych predkosciach oraz zaleznosci pedu od napiecia przyspieszajqgcego U: p =

V2meU, otrzymamy réwnanie:

A= é, gdzie:c-predkosc swiatta.

el
2meU(1+2mcz)
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W wyniku oddziatywania wigzki elektronédw z materiatem probki:

cze$¢ przechodzi przez probke prostoliniowo (elektrony pierwotnie nierozproszone);

- czes¢ przechodzi przez prébke zmieniajgc swoj tor (elektrony pierwotnie rozproszone);

- cze$¢ odbija sie od prébki (elektrony pierwotnie wstecznie rozproszone);

-z powtok elektronowych prébki wybijane sg elektrony i biegng w kierunku przeciwnym

niz wigzka pierwotna (elektrony wtdrne);

- atomy zostajg pozbawione elektronu, a przeskokowi elektronu z poziomu o wyziszej

energii na wolne miejsce

na powtoce wewnetrznej towarzyszy emisja

charakterystycznego promieniowania rentgenowskiego.

O
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Wykorzystano to w nastepujgcy sposoéb:

— elektrony pierwotnie rozproszone i nierozproszone - mikroskopia transmisyjna;

— elektrony wstecznie rozproszone i wtérne — mikroskopia skaningowa;

— promieniowanie rentgenowskie - mikroanalizator rentgenowski.
Dtugos¢ fali elektronéw jest ok 100 000 razy mniejsza niz dtugos$¢ fali swiatta i dzieki temu
jest mozliwe osiggniecie w mikroskopie elektronowym zdolnosci rozdzielczej 0.3 nm,
a w przypadku transmisyjnej mikroskopii wysokorozdzielczej okoto 0.1 nm.
Badania materiatéw przy uzyciu mikroskopéw elektronowych cieszg sie coraz wiekszg
popularnosciag ze wzgledu na ich zdecydowanie wieksze mozliwosci badawcze w poréwnaniu
z mikroskopami $wietlnymi. Dodatkowg zaletg mikroskopéw elektronowych jest mozliwos$¢
potaczenia badan topografii powierzchni prébki z analizg fazows i krystalograficzna.
Skaningowy mikroskop elektronowy umozliwia obserwacje prébek litych, bez koniecznosci
pracochtonnego przygotowania cienkich folii lub replik jak w przypadku mikroskopu
transmisyjnego. Jestesmy w stanie obserwowac nie tylko warstwe wierzchnig prébki, ale
rowniez uzyskiwaé informacje o budowie materiatu.
Zdolnos¢ odbijania elektronéw przez atomy pierwiastkdw zalezy w duzym stopniu od liczby
atomowej Z i rosnie z jej wzrostem co stanowi zrédto o chemicznym zrdznicowaniu prébki.
Ziarna ciemniejsze na obrazie uzyskanym w SEM zawierajg pierwiastki lzejsze, jasniejsze o
wiekszej liczbie Z.
Ze wzgledu na maty energie tylko elektrony wtérne emitowane blisko powierzchni maja
szanse opuscié probke i dotrze¢ do detektora. Dzieki temu sg wrazliwe na topografie prébki.
Wiele opusci probke a reszta pozostanie w zagtebieniach dzieki czemu powstanie kontrast
topograficzny.
Probki analizowane na skaningowym mikroskopie elektronowym muszg przewodzi¢ prad
elektryczny i mie¢ w miare trwatg powierzchnie. Z probek nalezy usungé zanieczyszczenia
powierzchniowe poprzez przedmuchanie powierzchni gazem obojetnym lub kgpiel w ptuczce
ultradzwiekowej. Prébki stabo przewodzgce, ale odporne na warunki wysokiej prozni po
naniesieniu na krazki/tasmy/przylepce weglowe do stolika mikroskopowego poddawane sg

napyleniu warstwg przewodzaca.
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Prébki stabo przewodzace i dodatkowo uwodnione (np.: preparaty biologiczne) obrazuje

sie albo bez zadnej preparatyki w warunkach regulowanej prozni, albo poddaje procesowi

utrwalenia, odwodnienia i suszenia.

SEM znalazto zastosowanie w:

— inzynierii materiatowej:
= badanie i analizowanie powierzchni materiatéw;
* analiza sktadu materiatéw;
= analizowanie orientacji krystalograficznych;
= okreslanie wtasnos$ci magnetycznych i elektrycznych materiatéw;
= kontrola jakosci materiatéw;
— biologii i medycynie:
= okreslanie struktur;

= charakterystyka defektow;

— technice sledczej.

III. Literatura

=

Barbacki — ,,Mikroskopia elektronowa”, Wydawnictwo Politechniki Poznanskiej, 2007.
J.A Litwin, M. Gajda, ,Podstawy technik mikroskopowych”, Wydawnictwo
Uniwersytetu Jagielonskiego, 2011.

Sottyszewski, P. Polak — ,Badania kryminalistyczne”, Wyd. UMW. Olsztyn, 2007.

J. Zieba-Palus (red.) ,,Mikroslady i ich znaczenie”, Wydawnictwo Instytutu Ekspertyz
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J. Wojcikiewicz (red.); ,Ekspertyza Sqgdowa”. Zagadnienia Wybrane; Wolters Kluwer,
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IV. Zagadnienia do opracowania

1.
2.

Dualizm korpuskularno — falowy czastek.

Oddziatywanie wigzki elektronéw z materiag.
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Zdolnos¢ rozdzielcza mikroskopdw.
Budowa elektronowego mikroskopu skaningowego (SEM).
Zasada dziatania elektronowego mikroskopu skaningowego (SEM).

3
4
5
6. Powstawanie obrazu i jego kontrastu w skaningowym mikroskopie elektronowym.
7. Zastosowania elektronowego mikroskopu skaningowego.

8

Przygotowanie materiatu do badan w mikroskopie elektronowym.
V. Zestaw przyrzadow.

1. Skaningowy mikroskop elektronowy TM — 1000 wraz z uktadem pomp prézniowych.
2. Komputer.

3. Prébki
VI. Wykonanie doswiadczenia i opracowanie wynikow

1. Zapoznaj sie z instrukcjg dziatania skaningowego mikroskopu elektronowego
dostepna w dodatku.
2.Wykonaj zdjecia prébek wybranych przez prowadzacych zajecia:
— badanie grubosci witosa;
— badania stopéw metali;
— badania $ladéw pozostawionych przez narzedzia do ciecia szkfa.
3.Przeanalizuj otrzymane wyniki zgodnie z sugestiami prowadzgcego.

4. Sprawozdanie ma mieé charakter przyktadowej opinii biegtego tzn.: zawieraé takie

elementy jak:

— imie, nazwisko, stopien i tytut naukowy, specjalnosé¢ i stanowisko zawodowe biegtego;

— imiona i nazwiska oraz pozostate dane innych osoéb, ktére uczestniczyty w przeprowadzeniu
ekspertyzy, ze wskazaniem czynnosci dokonanych przez kazdg z nich, w przypadku opinii
instytucji - takze petng nazwe i siedzibe instytucji;

— czas przeprowadzonych badan oraz date wydania opinii;

— szczegOtowy opis nadestanego materialu  dowodowego, poréwnawczego (sposdb
zabezpieczenia podczas transportu, opis opakowania, jego cechy ogdlne i indywidualne)
i cytowane pytania organu procesowego;

— informacje o zastosowanych technikach i metodach;

— sprawozdanie z przeprowadzonych badan i obserwacji;

— interpretacje wynikéw i wnioski;

—  podpisy wszystkich biegtych, ktérzy uczestniczyli w wydaniu opinii.
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Opinia powinna by¢ napisana zrozumiatym jezykiem, a wnioski powinny by¢ bardzo czytelne, zwtaszcza
dla organéw procesowych (dla prokuratury i sedziego).

Zdjecie 1. Przyktadowy materiat dowodowy do badan przy uzyciu skaningowego mikroskopu elektronowego:

Slady narzedzi, wtosy zwierzece i ludzkie.

@ Instytut Fizyki Doswiadczalnej 1.
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Dodatek

Instrukcja obstugi skaningowego mikroskopu elektronowego.

l. Przygotowanie mikroskopu do pomiaréw.

1.

Wigczyé mikroskop gtéwnym wiacznikiem (1 na Zdjeciu 2).

Odczeka¢ okoto 3 minuty az migoczaca czerwona dioda (AIR) (4 na Zdjeciu 2) zgasnie a
zaswieci sie w sposob ciagty zielona diodka (READY). W tym czasie w komorze pomiarowe;j
mikroskopu zostaje osiggnieta proznia.

|

()
O

Zdjecie 1. Widok frontu mikroskopu TM-1000: 1 — wytgcznik gtowny; 2 — front komory preparatowej; 3 — przycisk trybu

pracy uktadu prézniowego; 4 — diody sygnalizujqgce stan prézni w komorze mikroskopu.

3. Wcisng¢ przycisk Exchange (3 na Zdjeciu 2). Ponownie odczekac 3 minuty az do zapalenia sie
czerwonej diodki (AIR) — bedzie to jednoznaczne z zapowietrzeniem komory pomiarowej i
mozliwoscig jej otwarcia.

4. Ubrac rekawice ochronne.

Przygotowad prébke pomiarowa.

6. Umiesci¢ probke na specjalnym stoliku i sprawdzi¢ czy dtugosc sruby mocujacej stolik do
podtoza jest odpowiednia. W tym celu skorzystac z uchwytu z ruchomym ramieniem (Zdjecie
3) — odstep pomiedzy powierzchnig prébki a ramieniem ma wynosi¢ okoto 1 mm.

7. Wysunga¢ powoli komore pomiarowa wktadajac palce w zagtebienie w gérnej czesci frontu
komory.

@ Instytut Fizyki Doswiadczalnej 8.
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Zdjecie 3. Probnik wysokosci Zdjecie 4. Montaz stolika w komorze Zdjecie 5. Regulacja potozenia startowego
stolika z preparatem. mikroskopu. probki: 1 —centrum; 2 — znacznik stolika.

8. Stolik z prébka umiesci¢ w komorze pomiarowej zgodnie ze Zdjeciem 4 (wktadajac go
prostopadle w przewidziany otwdr).

9. Za pomoca pokretet na $cianie frontowej komory pomiarowej (2 na Zdjeciu 2) ustawié
przesuwny mechanizm stolika z prébka tak, aby jego znacznik znajdowat sie w srodku znaku
»+’ (zgodnie ze Zdjeciem 5).

10. Zamkngé powoli komore pomiarowa.

11. Dociskajac lekko front komory pomiarowej, wcisng¢ drugg reka przycisk ,,EXCHANGE”
powodujgc, tym samym, ponowne wytworzenie prézni w komorze pomiarowe]. Zwolni¢ ucisk
frontu komory dopiero wtedy, gdy zapali sie z6tta diodka ,LOW”.

12. Odczekac do zapalenia sie zielonej diodki (READY) oznaczajgcej osiggniecie zadanej prdzni.
Mikroskop jest gotowy do pomiardow. Dalsze kroki wykonywac zgodnie z opisem pracy z
oprogramowaniem mikroskopu zamieszczonym w Dodatku C.

II. Wymiana prébek.

1. Po zapisaniu obrazu (wedtug procedur z Dodatku C) nalezy zmniejszy¢ ustawione
powiekszenie mikroskopu do x 100 a nastepnie klikngé przycisk ,Stop” (Zdjecie 6 w Dodatku C)
w gérnym lewym rogu okna operacyjnego monitora. Ten przycisk moze czasami wyswietla¢
napis nie ,Stop” a ,Start” —w zaleznosci od tego, czy wigzka elektrondw jest jeszcze wigczona
czy wytgczona - tak sie dzieje, gdy jej czas zogniskowania na probce byt dtuzszy niz kilka minut
- program czyni to automatycznie, aby unikng¢ uszkodzenia proébki.

2. Wrcisng¢ przycisk EXCHANGE (3 na Zdjeciu 2). Po okoto 3 minutach i po zapaleniu sie w sposéb
ciggly czerwonej diodki (AIR) komora pomiarowa ulegnie zapowietrzeniu.

Ubra¢ rekawice ochronne.
4. Otworzy¢ powoli komore pomiarows i wyjgc stolik z prébka.

Wymienic prébke po czym odtworzy¢ procedury z punktéw I. 5. —1.12. w Dodatku B.
III. Wytaczanie mikroskopu.

1. Po zapisaniu obrazu (wedtug procedur z Dodatku BC) nalezy zmniejszy¢ ustawione
powiekszenie mikroskopu do x 100 a nastepnie klikng¢ przycisk ,Stop” (Zdjecie 6 w Dodatku C)
w gérnym lewym rogu okna operacyjnego monitora. Ten przycisk moze czasami wyswietla¢
napis nie ,Stop” a ,Start” — w zaleznosci od tego, czy wigzka elektrondw jest jeszcze wigczona

@ Instytut Fizyki DoSwiadczalnej 9.
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czy wytaczona - tak sie dzieje, gdy jej czas zogniskowania na probce byt dtuzszy niz kilka minut
- program czyni to automatycznie, aby unikngé uszkodzenia proébki.

Napis ,,Start” na przycisku oznacza, ze wigzka elektrondw zostata wytgczona i mozna
kontynuowac procedury wytgczania mikroskopu.

Wocisngc przycisk EXCHANGE (3 na Zdjeciu 2).

Po okoto 3 minutach i po zapaleniu sie w sposéb ciggty czerwonej diodki (AIR) komora
pomiarowa ulegnie zapowietrzeniu.

Ubra¢ rekawice ochronne.

Otworzy¢ powoli komore pomiarowg i wyjgé stolik z prébka.
Zamkng¢ komore.

Lekko dociskajgc front komory ponownie wcisng¢ EXCHANGE.
Zwolni¢ ucisk dopiero wtedy, gdy zapali sie z6tta diodka (LOW).

Odczeka¢ do zapalenia sie w sposdb ciggty zielonej diodki (READY) oznaczajgcej osiggniecie
prozni w mikroskopie — bedzie to trwato okoto 3 minuty.

Klikng¢ przycisk zamkniecia w prawym gérnym rogu okna operacyjnego monitora.
Pojawi sie okno dialogowe — potwierdzi¢ zamkniecie aplikacji klikajac ,, 0K ”.

Wytaczy¢ mikroskop gtéwnym wytgcznikiem (1 na Zdjeciu 1).

Iv. Obserwacja obrazu.

oo o S

/(}.:,f) >

1—tryb pracy do podglqdu obrazu;

2 —tryb pracy do zapisu obrazu;

Fast Reduce Freeze

3 —ograniczanie obszaru obserwacji;

Magnification

4 - zatrzymanie obrazu;

5 —szybki zapis obrazu;

...........

Brightness Contrast

O ea]

o Focus
Focus @
!

6 — zapis obrazu;
7 — regulacja powiekszenia;
8 —regulacja jasnosci i kontrastu;

9 —regulacja ostrosci;

Rotation

1.
2.

10 — obrét stolika z prébkg.

Zdjecie 6. Widok. ekranu monitora wraz z opisem przyciskow funkcyjnych.

Wigczy¢ komputer. Uruchomié aplikacje TM — 1000.

Klikng¢ ,,Start” w lewym gérnym rogu okna operacyjnego. Aktywacja , Auto Start Mode”
spowoduje wtaczenie wigzki elektronowe;j.

O
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3. Ustawic powiekszenie mikroskopu na x 100. Automatyczne funkcje ,, Auto Brightness and
Contrast” i ,Auto Focus” zapewniajg pojawienie sie obrazu prébki na monitorze.

Wyglad okna operacyjnego pokazany jest na Zdjeciu 6.

4. Whybierz interesujgcy obszar prébki zmieniajac jej potozenie pokrettami 2 na Zdjeciu 2.
Obserwacje obrazu utatwia w tym przypadku dobdér matego powiekszenia i modu , Fast”.

5. Korzystajac z przyciskdéw automatycznych funkcji ,Auto Brightness and Contrast” oraz ,Auto
Focus” (Zdjecie 6) uzyska¢ wyrazny obraz badanej powierzchni.

Jesli funkcja ,Auto Focus” nie daje zadowalajgcego efektu mozna wyostrzy¢ obraz recznie.
Nalezy wtedy skorzysta¢ z modu ,Reduced Area”. Ponizsze procedury zapewnig polepszenie
ostrosci obrazu:

a) postugujac sie przyciskiem ,,Focus” nalezy klika¢ + badz -, aby zmieni¢ ostros¢ obrazu lub
trzymad ten przycisk w sposéb ciggty w celu szybkiej i ptynnej zmiany ostrosci;

b) mozna zaznaczy¢ kursorem myszki wybrany fragment obrazu a nastepnie przeciggajac
myszkg wielokrotnie po tym obrazie w lewo badz w prawo, przy wcisnietym lewym
przycisku myszki, uzyska¢ polepszenie ostrosci obrazu.

6. Uzyska¢ mozliwie doktadng informacje o topografii i sktadzie materiatowym badanych prébek
wykorzystujac, opisane ponizej, funkcje obrébki obrazu w oprogramowaniu mikroskopu
zaczynajac od przejscia w tryb pracy ,,Slow” (2 na Zdjeciu 6) powodujgcego zmniejszenie
szybkosci skanowania powierzchni prébki przez wigzke elektrondéw. Jest to optymalny trybu
pracy w przypadku potrzeby analizy obrazu.

W zaktadce ,View” wybraé opcje ,,Image Mode”.

Zapisa¢ kolejne obrazy korzystajac ze wszystkich czterech funkcji (narzedzi do obrdébki

obrazéw) w opcji ,,Image Mode” :

e Normal — zwigzana z zapisem obrazu przy standardowym (fabrycznym) ustawieniu
detektora BSE w mikroskopie TM — 1000 na maksimum zliczen;

e Shadow 1iShadow 2 - zwigzane z rejestracjg obrazu przy innych pozycjach detektora BSE
niz w trybie Normal (z prawej i lewej strony poprzedniej pozycji);

e Topo - funkcja obrébki obrazéow uzyskanych za pomocg wszystkich trzech powyzszych
funkcji dajgca w efekcie koricowym obraz topografii powierzchni badanej probki.

V. Zapis obrazu.

1. Po uzyskaniu wyraznego obrazu badanej powierzchni klikngé ,File” - “Image” - ,Save” (lub
»Quick Save”) w celu jego zapisu. Potrwa to okoto 40 sekund. Rozmiar zapisanego obrazu to:
1280 x 960 pikseli.

Wskazowka

Przy kliknieciu , Quick Save” zostanie zapisany chwilowo obserwowany obraz.
Jego rozmiar wyniesie: 640 x 480 pikseli.
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2. Po zapisie obrazu pojawi sie okno zapisu wynikow.

Zastosowac konieczne procedury wpisujgc nazwe i miejsce zapisu danych na dysku i
potwierdzi¢ je ponownym kliknieciem ,Save’.

Dokonujgc wymiany prébki wykona¢ procedury opisane w punktach II.1. — 11.4. w Dodatku.

4. Przy koniecznosci zakoriczenia pracy z mikroskopem i jego wytgczenia wykonac procedury
opisane kolejno w punktach 1. —7. czesci lll w Dodatku.
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