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MIKROSKOP ELEKTRONOWY SKANINGOWY
SEM (Scanning Electron Microscope)

OBRAZOWANIE

= analiza powierzchni probki

= informacje o topografii powierzchni i
sktadzie probki

ZASTOSOWANIE

" inzynieria materiatowa
® biologia i medycyna

= technika sledcza

MOZLIWOSCI
= powiekszenie od 50x do 500000x
®  rozdzielczo$¢ do 3nm

ZEISS EVO 10 (uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu)




SCHEMAT SEM
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ZRODLO ELEKTRONOW

= dziato wolframowe

= dziato LaBg (heksaborek lantanu)

= emisja polowa (Field Emission Gun)

TRYB PRACY
= wysoka préznia HV (High Vacuum)
= zmienna préznia VP (Various Pressure)




- wszystko, ale...pod pewnymi warunkami

WSTEPNA
OBROBKA

UTRWALANIE

CO MOZEMY OGLADAC/OBRAZOWAC W SEM ?

DROGA PROBKI DO MIKROSKOPU

ODWADNIANIE

»

PRZEWODNICTWO
ELEKTRYCZNE

NAPYLANIE

SUSZENIE
(CPD)

OBRAZOWANIE




WSTEPNA OBROBKA / FORMOWANIE

Standardowy stolik (szer. 12 mm) = natozenie na stolik mozliwie jak najmniejszej ilosci materiatu
= mozliwe dopasowanie probki do szerokosci stolika
= mozliwie jak najmniejsza wysokos¢ probki

\ﬁ/‘/ = mozliwie jak najwieksza powierzchnia styku materiatu ze stolikiem
s (naklejka weglowa)
Stoliki specjalne Potrzebna ilo$¢ materiatu
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UTRWALANIE — ODWADNIANIE — SUSZENIE (CPD)

Fixation Dehydration Critical point drying
10 % 20 % 100 % _/_WWU
: < CO5 P
<=
Glutaraldehyde Ethanol, Acetone Liquid CO, concentration
H,O concentration Ethanol, Acetone

concentration

Wzmocnienie Konieczne ze wzgledu na Punkt krytyczny —w odpowiednich warunkach
struktury materiatu warunki panujgce w komorze cisnienia i temperatury medium znajduje sie
mikroskopu w stanie ciektym i gazowym.

Brak napiecia powierzchniowego -
zachowanie struktury.

Punkt krytyczny dla H,0: 374°C | 22,2 MPa;
CO,: 35°C | 8,2 MPa




NAPYLANIE PREPARATOW

= konieczne dla materiatéw nie bedgcych przewodnikami. Zapobiega efektowi tadowania (odprowadzenie

tadunku — uziemienie)
= ochrona preparatow czutych na dziatanie strumienia elektronéw

= zapewnia wzrost stosunku sygnatu do szumu (obrazy lepszej jakosci)

NAPYLARKA NAPYLONE PREPARATY

Napylarka Quorum Q150R Plus (Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu)




NAPYLANIE W PRAKTYCE
probka gumy

Brak napylenia 60 sek., 20 mA 120 sek., 20 mA 60 sek., 25 mA




ODDZIALYWANIE ELEKTRONU Z MATERIA
(na przyktadzie cienkiej probki folii)

Elektrony wybite i odbite
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RODZAJE ELEKTRONOW TWORZACYCH OBRAZ W SEM

SE (Seconday electrons)

Elektrony wtdrne o niskiej energii (<50 eV) wybite z atomodw
znajdujgcych sie na powierzchni probki. Duza ilosc.
Wiekszosci to one formujg obraz SEM.

BSE (Backscattered electrons)

Wysokoenergetyczne (>50 eV) elektrony pierwotne ulegajgce
odbiciu sprezystemu od jgder atomowych probki. Mniejsza ilos¢.
Zdolnos¢ odbijania elektrondw przez atomy pierwiastkow w
znacznym stopniu uzalezniona jest od liczby atomowej (Z) i wraz z
jej wzrostem rosnie.

1nm
30 nm
TOPOGRAFIA
KONTRAST
MATERIAtOWY
100 nm
ANALIZA

PIERWIASTKOWA

1000 nm

Promieniowanie X (EDS)

Pierwotna wigzka elektrondw wybija elektrony z wewnetrznej
powtoki (K, L, M) atomu probki. Powstate wolne miejsce po
wybitym elektronie zajmowane jest przez elektron z powtoki o
wyzszej energii. Rdznica energii elektrondw powoduje powstanie
charakterystycznego promieniowania rentgenowskiego




PRZYKtADOWE ZDJECIA SE | BSE




MIX z detektorow BSE | SE

(przetom tworzywa sztucznego)

100% SE

100 % BSE




ROZDZIELCZOSC A NAPIECIE PRZYSPIESZAJACE (EHT)

(powiekszenie 20000 x)
EHT 10 kV EHT 20 kV




EDS (electron dispersive spectroscopy)
Analiza jakosciowa sktadu

= kazdy pierwiastek emituje charakterystyczne promieniowanie X 35 79.904
wyrazone w keV dla kazdej z powtok elektronowych (K, L, M) Br
Bromine

e

= aby wzbudzi¢ promieniowanie

Spectrum View >R X
MK test2 | stolik siatki | Area 1| Full Area 1

X o okreslonej wartosci nalezy g — .
dostarczyC 2,5x wyzszg energie % ,,
wigzki elektronow pierwotnych i
(np.EHT 10kV wzbudzi

pierwiastki do max. wartosci 4
keV)

= rozdzielczos¢ analizy w zakresie
0d 0,125-0,132 keV

= koniecznosC zebrania jak
najwiekszej ilosci zliczern CPS
(mozliwie ok. 1 min)

TOK:
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Status: Idle ( CPS: 40033 DT ) Lsec: 100.0 0 Cnts 0.000 keV Det: Element-C2B I I I
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DODATKOWE TRYBY ANALIZY EDS

ANALIZA LINIOWA

MAPOWANIE
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ANALIZA PRZY ROZNYCH NAPIECIACH PRZESPIESZAJACYCH

MK test2 | przelom | Test kv | Skv

(L= V1N
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Status: Idle CPS: 21404 CT Lsec: 327.7 0 Cnts 0.000 keV Det: Element-C2B
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1.80M+ Al
1.60M-
1.40M-
1.20M7
1.00M+

0.80M-

0.60M- Mn,
Cr Mn

OFe
Si Cr

0.40M- Ni

4 Fe S
acsnl Mg si Ararsn  sn € mMn A Fe Ni A Cu

0.00M4 4 A — — A b - -

0.20M+

0.0 13 26 39 52 65 78 91 104 117 130

Status: Idle CPS: 109394 DT Lsec: 327.7 0 Cnts 0.000 keV Det: Element-C28B




MIKROSKOP ELEKTRONOWY SKANINGOWO - TRANSMISYJNY
STEM (Scanning - Transmission Electron Microscope)

OBRAZOWANIE

= detektor elektronow przechodzgcych oraz odbitych i
wtornych

= obrazowanie w jasnym i ciemnym polu

= mozliwosc analizy znacznie grubszych skrawkéw niz w
TEM

ZASTOSOWANIE
= inzynieria materiatowa (folie, materiaty sypkie)
= biologia i medycyna

MOZLIWOSCI
= powiekszenie od 50x do 500000x (nizsza od TEM)
= rozdzielczos¢ do 3nm (rozdzielczos¢ TEM 0,1 —0,2nm)




CO MOZEMY OGLADAC/OBRAZOWAC W STEM ? 1

- prawie wszystko, ale jest pewien problem...

3mm

DROGA PROBKI DO MIKROSKOPU

DYSPERSJA NA OBRAZOWANIE

SIATKE TEM
MATERIAL ZATOPIENIE W KROJENIE NA KONTRASTOWANIE
UTRWALANIE =) : g SKRAWKI - (OPCJONALNIE)
BIOLOGICZNY ZYWICY (ULTRAMIKROTOM)
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MIKROSKOP KONFOKALNY
LSM (Laser Scanning Microscope)

ZEISS LSM 880 with Airyscan (Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu)

OBRAZOWANIE

= analiza prébek zdolnych do fluorescencji
= tworzenie modeli 3D

= mozliwos¢ analizy zywych komorek

ZASTOSOWANIE
= biologia, medycyna, farmacja
= branza przemystowa (topografia)

MOZLIWOSCI

= powiekszenie od 50x do 1000x plus zoom cyfrowy

= rozdzielczos¢ do 200 nm w osi X, do 500 nm w osi Z;
Airyscan 140 nm w osi X, 400 nm w osi Z




PRZYGOTOWANIE PROBKI DO MIKROSKOPU KONFOKALNEGO

krojenie na skrawki (recznie, wibratom, mikrotom, kriostat)
utrwalanie, procedura ,barwienia”
umieszczenie preparatu na szkietku, hodowla komdrkowa na ptytkach lub szalkach




SCHEMAT MIKROSKOPU KONFOKALNEGO

= punktowe wzbudzanie sygnatu na ptaszczyznie
fokalnej/ogniskowej (skanowanie)

@ Detector
= przystona pinholowa w ptaszczyznie obrazu
—— e ms Confocal Pinhole
= odpowiednia dfugosc¢ fali wzbudzenia
= odpowiedni zakres dfugosci fal emis;ji (filtry

emisyjne)

\ | Scanner
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Scanning Volume
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PINHOLE (przystona pinholowa)

det

b)




OBRAZ FLUORESCENCYINY vs OBRAZ KONFOKALNY

(przekroj todygi kokornaku)

20x




ZBIERANIE SKRAWKOW OPTYCZNYCH (Z — stack)

b)




OBRAZY 3D
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PINHOLE (przystona pinholowa) i SKRAWEK OPTYCZNY (grubos¢ skrawka)

b)




TEST OTWARCIA PRZYStONY PINHOLOWE)
(przekrdj todygi kokornaku)

0,2 AU




PINHOLE (przystona pinholowa) - optymalna wartos¢ Dysk Airy’ego (Airy Disc)

PSF
(Point Spread Function)




AIRYSCAN

1 Airy Unit (1AU)

otwarcie przystony pinholowej zapewniajgce optymalny
stosunek sygnatu do szumu oraz optymalng rozdzielczosc
zawiera 85 % sygnatu z punktu
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KONFOKAL vs AIRYSCAN

Airyscan jDCV

1 pm

Airyscan SR

Confocal




FORMULARZ ZLECENIA

6. Cennlk (ceny brutto)

o g M.e,xg.‘,xgm; 2 SHAEG P P int SOPN/1h
Anali2a EDS SO PLN / usluga

Do Centrum Dobrostanu | Zdrowia 2wlerzat Przygotowanie preparatu na sistee (STEM) 16 PLN / 1 siatks

Prosze o prreprowadzenie badan 2leconych prob na M Napylanie 20PLN / L wsad (1 -6 stolikow)

1. Uczba decanychpréb: ... . 7. Wyrazam zgode na pokryde oplat za badania zgodnie 2 obowigzu|gcym cennlloem (pkt.6)

8. Ofwiadczam, iz zapaznatem/am sig § akceptujg regulamin fwadczenia uslug (zatycznik ne. 1)

9. Administratorem Parstwa danych osobowych jest Untwersytet Prayrodniczy w Foznaniu, Wl Wojska Polskiego
28, 60627 Poman. Przetwarzamy Pasdstwa dane osobowe w celu realizac)l zadad Uczelnl wynikajgeych 2
ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, wypelnienia przepiséw innych ustaw, ZIWaICia Umowy ofaz
rozpatrzenia spraw kierowanych do Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu. Przystuguje Padstwu prawo
do: zdania od Administratora dostgpu do swoch danmych osobowych, ch sprostowar@, usumgcla ub
Ograniczenia przetwarzania, wniesienia sprzecwu wobec taklego przetwarzania, prrenoszenia danych. Peina
tresé Kauvzuk informacyjne).

oityks s

J/puls edu us/px

3. Stosowana metoda obrébld préb:

[) brak (whasne stolid do SEM |ub siatki do STEM 2 nalozonym materialem) 10.Dane do platnoéce mmUMtlmwﬂumm
[) natazenie na stolk SEM [1dyspersja na siatce TEM {1 napylanie SANTANDER BANK POLSKA S.A.
(] e e 29 1090 1362 D000 0000 3601 7894

Subkonto Uniwersyteckiego Centrum Dobrostanu | Zdrowla 2wierzat: 510.508

4. Dane kontaktowe:

4.1. Nazwa | adres jednostki zlecajqcey

|peecage | podpis dysponenta srodkdw finansowych)

11, Podsumowanie zlecenia (wypetnia deceniobiores)

42. Dane osoby zlecajqos) (imeg, nazwesko, emall, telefon)

Data reslizacji decenia....

Caynnoit lednostka  llodd  Suma (PLN)
Praca na mikroskopie 1h
S. Phatnod (zlecajqcy @ Uniwersytetu Przyrodniczego)s Analiza EDS usluga
Praygotowanie preparatu na sistee (STEM) 1 siatks
[} subwencja dziat. bacaweza [] subwencsa dydaktyczna 1) granty
Napylanie 1 wsad
Dotisdve detw vabwency, grantu ed
RAZEM
Fundusze Unia Europajska Fundusze Unia Europejska
Ewropejskie Reeczpospolita sy WOV be. e * Rzeczpospolita AN W
ey [ Poisia S T raet, N o iy e




UNIWERSYTET SKANINGOWY MIKROSKOP ELEKTRONOWY

PRZYRODNICZY (SEM) ZEISS EVO 10
W POZNANIU

~

DZIEKUJE ZA UWAGE!
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B NRE
marcin.kujawa@up.poznan.pl
513704 861
CENTRUM DOBROSTANU | ZDROWIA ZWIERZAT
WYDZIAt MEDYCYNY WETERYNARYJNE)J
I NAUK O ZWIERZETACH
SKANINGOWY MIKROSKOP ELEKTRONOWY
(SEM) ZEISS EVO 10 Morein K
OFERTA UStEUG Kontakt: | Marcin.kujawa@up.poznan.pl
513 704 861
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