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I. Zagadnienia do opracowania.

Budowa i zasada dziatania mikroskopu optycznego.
Zdolnos¢ rozdzielcza mikroskopu optycznego.

Dualizm korpuskularno — falowy czgstek.

Budowa i zasada dziatania elektronowego mikroskopu skaningowego (SEM).

1.

2.

3.

4. Oddziatywanie wigzki elektrondw z materig

5.

6. Powstawanie obrazu i jego kontrastu w skaningowym mikroskopie elektronowym.
9.

Przygotowanie materiatu do badan w mikroskopie optycznym i elektronowym.

II. Aparatura

1. Mikroskop optyczny NIKON SMZ745T

2. Skaningowy mikroskop elektronowy TM — 1000
II1. Zadania doswiadczalne

1. Zapoznac sie z zasadg dziatania mikroskopu optycznego i elektronowego zgodnie z

instrukcjami znajdujgcymi sie w Dydaktycznym Laboratorium Fizyki.
2. Wykonac zdjecia prébek wybranych przez prowadzacych zajecia.

3. Przeanalizowad otrzymane wyniki zgodnie z sugestiami prowadzgcego.

IV. Literatura.

1. E. U. Kurczynska, D. Borowska-Wykret, ,Mikroskopia $wietlna w badaniach komérki
roslinnej”, PWN, 2007.

2. J.A. Litwin, M. Gajda, , Podstawy technik mikroskopowych”, Wydawnictwo Uniwersytetu
Jagielonskiego, 2011.

3. A. Barbacki —, Mikroskopia elektronowa”, Wydawnictwo Politechniki Poznanskiej, 2007.

4. W. Dziadur, J. Mikula, ,,Mikroskopia elektronowa skaningowa”, tom 2, Krakow 2016.

5. M. Pluta, ,Mikroskopia optyczna”, PWN, Warszawa, 1980

UWAGA!

Samodzielne witgczanie i wytgczanie mikroskopu elektronowego oraz samodzielna
wymiana prébek bez wczesdniejszej instrukcji prowadzacego jest zabroniona

Lﬁj Instytut Fizyki Doswiadczalnej 1.
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Dodatek

Instrukcja obstugi stanowiska mikroskopu stereoskopowego.

Dane techniczne mikroskopu stereoskopowego Nikon SMZ 745T:

- port kamery i tgcznik z optyka o powiekszeniu 0,55x

Zdjecie 3. Mikroskop stereoskopowy Nikon SMZ 745T: 1 — okular; 2 — sruba wyboru powiekszenia obiektywu;
3 —miejsce na badanq probke; 4- sruba mikrometryczna; 5 — kamera CCD z portem o powiekszeniu x0,55 oraz

przetgcznik Sciezki optycznej; 6 - oswietlacz; 7 — uktad kontrolny oswietlacza.

- przetacznik sciezki optycznej miedzy okularem a aparatem

- zakres powiekszen obiektywu 0,67x do 5x

- staty obiektyw 1x z obiektywami nasadkowymi 2x o duzych odlegtos$ciach roboczych
- okular o powiekszeniu 20x z regulacja dioptryjng i muszlami optycznymi

- dystans pracy 115 mm —zapewnia wygode przygotowania i manipulacji probki.

v Przed rozpoczeciem pracy nalezy ustawi¢ wtasciwy rozstaw Zrenic.
v Ustawianie ogniskowania:

- ustawi¢ pokretto powiekszenia na najnizszg wartosc¢

-rozpoczg¢ ogniskowanie obrazu na preparacie

- ustawié pokretto powiekszenia na najwyzszg wartosc

@ Instytut Fizyki Doswiadczalnej 2,

UNIWERSYTET GOANSK!



DLF Cwiczenie G8 : Analiza prébek przy zastosowaniu mikroskopii optycznej i

DYDAKTYCZNE :
| LABORATORION elektronowej

" FIDYEDE

v' Powigkszenie — mozna odczytaé na pokretle po prawej stronie.

Q Wskazowka
Po wyregulowaniu ostrosci, pozostaje ona stata, pomimo zmiany

ogniskowej. Zakfadajac, ze ustawienie dioptrii w okularach jest prawidfowe
dla oczy uzytkownika.

Instrukcja obstugi programu ToupView

[EEN

. Wiaczy¢ komputer.

2. Uruchomic aplikacje ToupView.

@ Instytut Fizyki Doswiadczalnej
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3. Po pojawieniu sie okna programu ToupView z zaktadki ,Lista dostepnych kamer” (po lewej

stronie ekranu) wybraé podang kamere.

wyt Obrat Prietwansj Wawtws Pomiary Opcje Ok Pomot

4. Na ekranie monitora ukaze sie podglad z kamery Video. W oknie Video pojawig sie obszary

kontrolne Ekspozycja oraz Balans bieli.

5. W czasie obserwacji prébek mozna korzystac z dostepnych funkcji w zaktadce Pomiary.
Nalezy jednak wybraé¢ odpowiednie powiekszenie, ktdre bedzie zgodne z wartoscig

powiekszenie wybrang za pomocg $ruby powiekszenia obiektywu mikroskopu.
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ofl Pomisy Opcje Oira Pomec

2 Vistaw odonek podziski.

Kolenoé 2

Liczba bistek oo sehund 5.3 Klntek: 2970 640 x 49) D 5% 27us80 |

6. Po odpowiednim ustawieniu i doborze parametrow oswietlenia prébki dokonaé zapisu

obrazu. W tym celu nalezy przejs¢ do zaktadki Plik oraz Zapisz jako...

T Vybier: urtadzense

Ustawenis drukac,
b Podgdwduku.  Celeswiep |T
B & o anp | &
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7. Zapisac obraz wpisujgc jego nazwe i rozszerzenie (do wyboru JPG, BMP, TIFF). Pojawi sie
kolejne okno z nazwa zapisanego pliku. W celu dalszej obserwacji badanej prébki nalezy

ponownie wybrac pole Video.

o% o0 > - /7 # % L~ - -NEDo P aE
© Video [UCMOSOSI00KPAL | 1ipg b x

UCMOSDS100KPA Liczba Mtk na sekund: 49 Katek 45 1269+ 560 QIR | Mirome vy
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Instrukcja obstugi skaningowego mikroskopu elektronowego.

l. Przygotowanie mikroskopu do pomiaréw.

1.

Witgczy¢ mikroskop gtéwnym wigcznikiem (1 na Zdjeciu 2).

. Odczeka¢ okoto 3 minuty az migoczaca czerwona dioda (AIR) (4 na Zdjeciu 2) zgasnie a

zaswieci sie w sposdb ciggly zielona diodka (READY). W tym czasie w komorze pomiarowe;j
mikroskopu zostaje osiggnieta prdznia.

. Wocisngc przycisk Exchange (3 na Zdjeciu 2). Ponownie odczekaé 3 minuty az do zapalenia sie

f

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

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

czerwonej diodki (AIR) — bedzie to jednoznaczne z zapowietrzeniem komory pomiarowej i
mozliwoscig jej otwarcia.

Ubraé rekawice ochronne.

5. Przygotowac prébke pomiarows.

6. Umiesci¢ prébke na specjalnym stoliku i sprawdzi¢ czy dtugosé 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.

. Wysuna¢ powoli komore pomiarowg wktadajac palce w zagtebienie w gérnej czesci frontu

komory.

G
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Zdjecie 3. Probnik wysokosci Zdjecie 4. Montaz stolika w komorze Zdjecie 5. Regulacja potozenia startowego
stolika z preparatem. mikroskopu. prébki: 1 —centrum; 2 — znacznik stolika.

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

9. Za pomocg pokretet na Scianie frontowej komory pomiarowej (2 na Zdjeciu 2) ustawic
przesuwny mechanizm stolika z probka tak, aby jego znacznik znajdowat sie w sSrodku znaku
,+" (zgodnie ze Zdjeciem 5).

10.Zamkng¢ powoli komore pomiarowa.

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

12.0dczekac¢ do zapalenia sie zielonej diodki (READY) oznaczajacej osiggniecie zgdanej prozni.
Mikroskop jest gotowy do pomiardéw. Dalsze kroki wykonywac zgodnie z opisem pracy z
oprogramowaniem mikroskopu zamieszczonym w Dodatku C.

II. Wymiana probek.

1. Po zapisaniu obrazu (wedtug procedur z Dodatku C) 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 elektronéw jest
jeszcze wigczona czy wytaczona - tak sie dzieje, gdy jej czas zogniskowania na probce byt
dtuzszy niz kilka minut - program czyni to automatycznie, aby unikng¢ uszkodzenia proébki.

2. Wcisngé przycisk EXCHANGE (3 na Zdjeciu 2). Po okoto 3 minutach i po zapaleniu sie w
sposob ciggty czerwonej diodki (AIR) komora pomiarowa ulegnie zapowietrzeniu.

Ubraé rekawice ochronne.
4. Otworzy¢ powoli komore pomiarowg i wyjgc stolik z prébka.

Wymienic prébke po czym odtworzy¢ procedury z punktéow I. 5. —1.12. w Dodatku B.
1. Wytgczanie mikroskopu.

1. Po zapisaniu obrazu (wedtug procedur z Dodatku BC) 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 wyswietlac
napis nie ,Stop” a ,Start” —w zaleznosci od tego, czy wigzka elektrondéw jest jeszcze witgczona

@ Instytut Fizyki Doswiadczalnej 8.
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czy wytaczona - tak sie dzieje, gdy jej czas zogniskowania na prébce byt dtuzszy niz kilka minut
- program czyni to automatycznie, aby unikng¢ uszkodzenia probki.

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

2. Wocisng¢ przycisk EXCHANGE (3 na Zdjeciu 2).

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

3. Ubrac rekawice ochronne.
4. Otworzy¢ powoli komore pomiarows i wyjgc stolik z prébka.
5. Zamkna¢ komore.

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

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

6. Klikngc¢ przycisk zamkniecia w prawym gérnym rogu okna operacyjnego monitora.
Pojawi sie okno dialogowe — potwierdzi¢ zamkniecie aplikacji klikajac ,,OK ”.

7. Wylaczy¢ mikroskop gtéwnym wytgcznikiem (1 na Zdjeciu 1).

. Obserwacja obrazu.

o = = D

Fast Reduce Freeze

1—tryb pracy do podglgdu obrazu;
2 —tryb pracy do zapisu obrazu;

3 —ograniczanie obszaru obserwacji;

Magnification

L)
4 - zatrzymanie obrazu;
5 — szybki zapis obrazu;

Brightness Contrast

o Focus
Focus =

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

9 —regulacja ostrosci;

10 — obrét stolika z probkg.

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

1. Wigczy¢ komputer. Uruchomic aplikacje TM — 1000.

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

@ Instytut Fizyki Doswiadczalnej 9.

UNWERSYTET GOANSK!



i

DLF Cwiczenie G8 : Analiza prébek przy zastosowaniu mikroskopii optycznej i

4l uonen elektronowej

FIZYCIHE

Ustawié 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.

. Wybierz interesujgcy obszar prébki zmieniajac jej potozenie pokrettami 2 na Zdjeciu 2.

Obserwacje obrazu utatwia w tym przypadku dobdr matego powiekszenia i modu ,,Fast”.

Korzystajac z przyciskdw automatycznych funkcji ,,Auto Brightness and Contrast” oraz ,, Auto
Focus” (Zdjecie 6) uzyskac 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
trzymac ten przycisk w sposéb ciggty w celu szybkiej i ptynnej zmiany ostrosci;

b. mozna zaznaczyé kursorem myszki wybrany fragment obrazu a nastepnie przeciagajac
myszkg wielokrotnie po tym obrazie w lewo badz w prawo, przy wcisnietym lewym
przycisku myszki, uzyskaé polepszenie ostrosci obrazu.

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

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

Zapisac¢ kolejne obrazy korzystajac ze wszystkich czterech funkcji (narzedzi do obrdbki
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 1 i Shadow 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 obrazéw uzyskanych za pomocg wszystkich trzech powyzszych
funkcji dajgca w efekcie koncowym obraz topografii powierzchni badanej prébki.

Zapis obrazu.

. Po uzyskaniu wyraznego obrazu badanej powierzchni klikng¢ ,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.

2.

Po zapisie obrazu pojawi sie okno zapisu wynikow.

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

3. Dokonujgc wymiany probki wykonaé procedury opisane w punktach 11.1. — Il.4. w Dodatku.

4. Przy konieczno$ci zakonczenia pracy z mikroskopem i jego wyfaczenia wykonaé procedury
opisane kolejno w punktach 1. —7. czesci lll w Dodatku.
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